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  :مقدمه

هاي پاتوژن و  در صنايع غذايي اتصال باكتري

طوح در تماس با مواد  مواد غذايي با سفاسد كننده

بندي آنها و نهايتاً،  تهيندهاي توليد و بسغذايي در فرآ

وه تواند منبع بالق هاي ميكروبي، مي تشكيل بيوفيلم

هاي غذايي و  وردهآلودگي و فساد محصولات و فرآ

  ). 1- 4( باشد نيز انتقال بيماريهاي ناشي از غذا 

  ــود مـوادها به دليل ساختار خاص خود و وج بيوفيلم

  
نفوذ عوامل پليمريك خارج سلولي كه ايجاد مانع در برابر 

كند، به بسياري از شرايط سخت مقاوم  ضد ميكروبي مي

توانند به انواع سطوح موجود در  ميو ) 5( باشند مي

تجهيزات مانند پلاستيك، شيشه، فلز، چوب و محصولات 

  ). 6،7،8 (غدايي متصل شوند

 اتصـــاله ــبSasahara  و Zottolaن بار ـاولي          

 دــمانن) Foodborne(ذايي ـــ غزاي هاي بيماري باكتري

  :چكيده 
باشند به سطوح در تماس با  بعضي از باكتريهاي پاتوژن و فاسد كنندة مواد غذايي قادر مي :زمينه و هدف

عنوان منبع آلودگي محصولات غذايي و انتقال   دهند، از اين جهت به وفيلم مواد غذايي متصل شده و تشكيل بي
هاي  باشد كه براي كنترل بيولوژيكي بيوفيلم نيزين، باكتريوسين پپتيدي مي. شوند ها در نظر گرفته مي بيماري

 از خطر فساد و بندي، مواد غذايي را همچنين امروزه نيزين در ادغام با مواد بسته. گردد ميكروبي استفاده مي
هدف از اين مطالعه بررسي اثر غلظت هاي مختلف نيزين بر روي برخي . كند ورود عوامل بيماريزا محافظت مي
  .ه استاز باكتريهاي بيماريزاي غذايي بود

 بيوفيلم و هدهند هاي مختلف نيزين بر باكتريهاي تشكيل اثرات غلظتتجربي  در اين تحقيق :روش بررسي
 با روش ميكروتيترپليت Salmonella enteritidis و Staphylococcus aureus ،Listeria monocytogenes يبيماريزا

 با ها شدن سلول  ميزان كشتهبا استفاده از دستگاه اليزا ريدر و دهندة بيوفيلم  هاي تشكيل ميزان كاهش سلول. بررسي شد
ناليز واريانس آزمون هاي آ داده ها با استفاده از . شدتعيين )TTC) Triphenyl Tetrazolium Chlorideكاربردن رنگ  به

  .تجزيه و تحليل شد Minitab و به كمك نرم افزار Kramer-Tukeyو آزمون مقايسه اي 
 نسبت S. enteritidis ، بر بيوفيلم)IU/ml103×4( نتايج نشان داد نيزين در غلظتي كه مصرف آن مجاز است :ها يافته

 باشد ثرتر مي درصد مو30 و 57، 87با به ترتيب  Staph. aureus و L. monocytogenesهاي  به بيوفيلم باكتري
)05/0P<(.  

حذف و كشته شدن ثيري در ميزان اتين نيز بر اساس نتايج اين مطالعه افزايش غلظت بيش از حد مجاز: گيري نتيجه
  . داردS. enteritidisهاي   باكتريمفيلثير را بر حذف بيواباكتري هاي مورد مطالعه ندارد و در حد مجاز بيشترين ت

  
  .ضد ميكروبي، نيزين، ميكروتيتر پليت، مواد پليمريكبيوفيلم،  :هاي كليدي واژه
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fragi Pseudomonasهاي   به سطوح استيل در سيستم

نيز اتصال   و همكارانMafuبعد از آن ). 9( غذايي پي بردند

 را به (Listeria monocytogenes) ليستريا مونوسيتوژنز

پروپيلن و سطوح پلاستيكي در  سطوح استيل، شيشه، پلي

 بر ليستريا مونوسيتوژنز). 10(  دقيقه گزارش كردند20مدت 

تواند  غذايي مي بندي مواد بسياري سطوح از جنس بسته

هاي ليستريا براي رشد و  بنابراين گونه. دهد تشكيل بيوفيلم 

 بقا بر روي جايگاههاي متفاوتي كه در تجهيزات توليد مواد

سالمونلا ). 11( باشند شود، بسيار مناسب مي غذايي يافت مي
(Salmonella)  نيز بر روي بسياري سطوح از جنس

در ). 12،13 (دهد تواند تشكيل بيوفيلم  پلاستيك و استيل مي

 درصد از 5/40كه   تحقيقي در فرانسه نشان داد1996سال 

هاي ناشي از مواد غذايي در ارتباط با آلودگي  عفونت

وسايل و موادي است كه خطر تشكيل بيوفيلم در آنها وجود 

هاي   در آمريكا آلودگي گوشت1998در سال ). 14(دارد 

هاي   در سيستمليستريا مونوسيتوژنز و ورود E. coliهمبرگر با 

  ).15( توليد شير پاستوريزه و پنير گزارش شد

بندي مواد غذايي، افزايش مدت  هدف از بسته

زمان نگهداري مواد غذايي با جلوگيري از ورود 

ي، بند به عبارت ديگر بسته. باشد عوامل فساد مي

محافظ و نگهدارندة محصول در برابر عوامل مختلفي 

، بو، گاز و )رطوبت و دما(مانند ضربه، شرايط اقليمي 

هاي  بندي از اين رو بسته. باشد ها مي ميكروارگانيسم

هاي متفاوت و بيشتر در مورد مواد  ييآمختلف با كار

يكي از اين انواع . غذايي به وجود آمده است

باشد كه در  دي ضد ميكروبي ميبن بندي، بسته بسته

در اين نوع ). 3( بندي فعال است واقع يك نوع بسته

بندي،    ميكروبي مواد بستهبندي با ادغام مواد ضد بسته

افزايش مدت نگهداري . يابد مييي آن افزايش كارآ

   غذايي همراه با حفظ كيفيت و سلامتي با ماده

 جلوگيري از رشد ميكروبي از مزاياي چنين نوع

 ميكروبي ادغام  در مواد ضد. باشد هايي مي بندي بسته

 

تواند نيزين، سوربيك اسيد،  بندي مي پليمرهاي بسته

اكسايد، اوزون،  پروپيونيك اسيد، پراكسايد، كلرين

. سينامالدهيد، آليل ايزوتيوسيانات و ليزوزيم باشد

همچنين امروزه جديدترين روش براي بيوكنترل تشكيل 

 بر روشهاي شيميايي و فيزيكي معمول، بيوفيلم، علاوه

ها به سطوح  جذب تركيبات فعال زيستي مانند باكتريوسين

تواند از اتصال  باشد كه مي غذايي مي در تماس با مواد

  ).3(كند  ها جلوگيري باكتري

ميكروبي  باكتريوسين نيزين، يك پپتيد ضد

ي آن بر بسياري از است كه اثرات ضد باكترياي

 دـــهاي فاس اكتريـــي غذايي و باـــه پاتوژن

هاي اسپور به اثبات  دهنده كننده، بخصوص تشكيل

اكنون در كشورهاي متعددي   نيزين هم. رسيده است

 به عنوان مادة محافظ طبيعي در صنايع غذايي به كار

 GRASها قبل جزء ليست  رود و از مدت مي

)Generaly Recognized As Safe( اين . قرار گرفته است

باكتريوسين به عنوان مادة محافظ طبيعي در غذاهاي 

  ).16(شود  ديده استفاده مي كم اسيد و حرارت

هاي مورد آزمايش در اين تحقيق از عوامل  باكتري

 L. monocytogenes .هاي ناشي از غذا هستند مهم بيماري

موجب عفونت ليستريوزيز، سپتيسمي، مننژيت، سقط جنين و 

 مسموميت S. enteritidis .)17( گردد مسمومت غذايي مي

و نيز ) 4( شود اي را باعث مي هاي روده غذايي و عفونت

Staph. aureusبيماريها  عامل اتيولوژيك دامنة وسيعي از 

مانند اندوكارديت، اوستئوميليت، سندرم شوك سمي، 

 .)18( باشد هاي پوستي مي هاي غذايي و عفونت مسموميت

د سويه هاي جدا شده از مواد اطلاعات بسيار اندكي در مور

. غذايي در ايران كه قادر به تشكيل بيوفيلم هستند وجود دارد

هاي مختلف  لذا هدف از اين تحقيق بررسي اثرات غلظت

 هدهند هاي بيماريزاي غذايي تشكيل نيزين بر تعدادي از باكتري

ــبيوفيل   و Staph. aureus، L. monocytogenes دــمانن مـ
S. enteritidisبود .  
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  :روش بررسي

هاي مورد  باكتري : كشت هاي  ها و محيط باكتري

داسازي ــ جStaph. aureus اده در اين تحقيق،ـــاستف

   گوشتي، كارخانة فرآوردهرـــشده از سطح اسلايس

4a RITCC1293serotype L. monocytogenesو  

S. enteritidis RITCC1624 دو سويه باكتري اخير . بود

.  تحقيقات و سرم سازي رازي، كرج تهيه شدسسهواز م

 Staph. aureus و L. monocytogenes ،S. enteritidis باكتري
هاي اختصاصي  به ترتيب بر روي محيط كشت

)Merck(PALCAMو ، )Merck(XLDو بردپاركر  

)Merck (هاي مربوطه جهت اطمينان از  همراه با ساپليمنت

  . شدندخالص بودن، كشت و در يخچال نگهداري

نيزاپلن (گرم از نيزين   ميلي100:محلول ذخيرة نيزين

5/2%Sigma ( نرمال 02/0ليتر اسيدكلريدريك   ميلي10در 

 ).Mg1IU =40( برسد IU/ml104حل شد تا غلظت آن به 

.  ميكرومتري استريل شد45/0سپس با استفاده از فيلتر 

 درجه سانتيگراد فريز - 20اين محلول در دماي 

هاي مختلف از آب مقطر   رقتهاي تهيگرديد و بر

  ).19( استريل استفاده شد

 براي سنجش اثر ضد:توانايي نيزين در حذف بيوفيلم

 Stepanovic بيوفيلم از روش حذف ميكروبي نيزين در

بعد از آماده ). 15،20( استفاده گرديد و همكاران

ها،  سازي باكتري  ساعته و فعال20 تا 18سازي كشت 

فارلند از هر   مك5/0كروبي معادل سوسپانسيون مي

سپس اين سوسپانسيون به . ها تهيه شد كدام از ايزوله

 در تريپتيكاز سوي براث استريل رقيق 100 به 1نسبت 

 250اي با   خانه96ها در يك پليت  شد و تمام چاهك

). cfu/well104×25( ميكروليتر از اين محيط پر شدند

  ساعت 24مدت ها پوشيده شد و به  سپس، سطح پليت

بعد .  سانتيگراد انكوبه گرديدنده درج30و در دماي 

ها و شستشوي آنها  از خالي كردن محتويات چاهك

  ميكروليتر نيزين به مدت يك ساعت به 250به ميزان 

 

 

 

  
 

 چاهك در يك 8همچنين هر . هر چاهك اضافه شد

به دليل اين كه .  تيمار مشابه دريافت كردند ستون،

ها در بيوفيلم، عامل  رود تراكم بالاي سلول احتمال مي

)  ميكروليتر250(  ميكروبي بكار رفته با اين حجم ضد

را خنثي كند، در هر بيست دقيقه يك بار عوض 

)Refresh (هاي تيمار شده،  علاوه بر اين ستون. شدند

و ) حاوي بيوفيلم و بدون تيمار(هاي كنترل  ستون

) ط براث استريلحاوي محي( هاي شاهد  همچنين ستون

  .در هر پليت در نظر گرفته شد

ميكروبي  بعد از گذشت يك ساعت، عامل ضد

 ميكروليتر 200ها شسته و خارج شد و با  از چاهك

آميزي   دقيقه رنگ5 به مدت  درصد2 كريستال ويوله

تواند كل  كريستال ويوله رنگي است كه مي. شدند

 حذف بيوفيلم را رنگ كند و رنگ مناسبي براي سنجش

ها با آب شير   دقيقه، چاهك5بعد از . باشد بيوفيلم مي

هاي  رنگ در چاهك  هاي ارغواني شسته شدند و هاله

 200ها با  سپس چاهك. ميكروپليت مشاهده شدند

 پر شدند و  درصد33ميكروليتر اسيد استيك گلاسيال 

 درجه سانتيگراد انكوبه 30 دقيقه در دماي 15به مدت 

ها به شدت تكان داده شدند و  پليتبعد از آن . شدند

.  نانومتر خوانده شد492جذب نوري آنها در طول موج 

  يي بيوسايد يا درصد كاهش بيوفيلم آسنجش كار

)Reduction Percent (هاي  از طريق جذب نوري چاهك

  ).20( تيمار شده، كنترل و شاهد محاسبه گرديد

جهت  :هاي بيوفيلم توسط نيزين ميزان كشتن سلول

 بيوفيلم از روش هماند  باقييين ميزان سلولهاي زندهعت

Smithبدين منظور از ). 21(  و همكاران استفاده گرديد

 تري فنيل تترازوليوم - 5 و 3، 2يك رنگ تنفسي به نام 

  باشد،  محلول در آب ميTTC. استفاده شد) TTC(كلرايد 

تواند به  باشد و مي مي -V 08/0پتانسيل ردوكس آن در حدود 

 .  الكترون براي هيدروژنازهاي متفاوت عمل كندنوان پذيرندهع
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 را به تري فنيل TTCها توانايي احياء  تقريباً تمام ميكروارگانيسم

سنجي در  از اين توانايي جهت رنگ. دارند) TPF(فورمازان 

تمام مواد و وسايل لازم براي .  استفاده شدnm 450طول موج 

 اين آزمايش نيز به كار رفتند، با تعيين قدرت حذف بيوفيلم، در

نگ تري فنيل اين تفاوت كه به جاي رنگ كريستال ويوله از ر

در نهايت بعد از . شود  استفاده مي درصد2تترازوليوم كلرايد 

 33يك گلاسيال ها و استفاده از اسيداست شستشوي چاهك

 درجه 30 ساعت در دماي 2 و انكوباسيون به مدت درصد

 نانومتر توسط 450ها در  كوري چاهسانتيگراد جذب ن

  . شد خوانده دستگاه 

آناليز هاي آماري  استفاده از آزمونها با  ادهد

 و به Tukey-Kramerاي  و مقايسه) ANOVA(واريانس 

 مورد بررسي قرار Minitab و Excelافزار  نرمكمك 

  .گرفت

  

  :ها يافته

 محافظ هضد ميكروبي ماددر اين تحقيق اثر 

  دهندة  هاي متفاوت بر باكتريهاي تشكيل ظتدر غلنيزين 

 .رديدـــر پليت بررسي گــبيوفيلم با روش ميكروتيت

 ه مورداستفاده نيزين بر اساس دامنهاي متفاوت غلظت         

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 هاي بيوفيلم اثر نيزين بر ميزان حذف سلول :1نمودار شماره 

05/0P< در غلظت هاي IU/ml  103×4.  
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

  
  

 IU/ml103×4 غلظتمقايسه اثر حذفي  :2نمودار شماره 
  در تمام باكتري ها.>05/0P          .نيزين بر بيوفيلم باكتريها

   
حداكثر . باشد غلظت مجاز آن در صنايع غذايي مي

 IU/ml103×4در مواد غذايي   نيزينغلظت مجاز

 100با افزايش غلظت نيزين نزديك به . باشد مي

 فيلم هاي باكتريايي مورد آزمايش از بين درصد بيو

 در غلظتن ــاثر حذفي نيزي). 1نمودار شماره (اند  هــــرفت

U/ml104×4 هاي  بر باكتريStaph. aureus، S. enteritidis و 

. monocytogenes05/0 (دـــباش ان ميـــ يكسP>.(  
 

  

  

  

  

  

  

  

  
 

  

  

 هاي ولاثر نيزين بر ميزان كشته شدن سل :3 نمودار شماره
  .غلظت هاهمه   در<05/0P         .بيوفيلم
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  بيشترين اثر حذفي نيزينIU/ml103×4امـــا در غلظت 

 و سپس S .enteritidisدار ابتدا بر  يـــلاف معنـــبا اخت

د ـــاشــــب  ميStaph .aureus و L. monocytogenes بر

)05/0P<) ( 2نمودار شماره.(  

زين بر اثر كشندگي غلظت هاي مختلف ني

) <05/0P(باكتري هاي مورد آزمايش يكسان بود 

  ).3نمودار شماره (

  

  :بحث

حذف ناقص بيوفيلم موجب رشد مجدد 

)Regrowth ( قسمت باقيماندة بيوفيلم روي سطوحي كه

. گردد هاي زنده هستند، مي هنوز داراي تعدادي سلول

ها بعد از  شود كه ميكروارگانيسم اين پديده باعث مي

 زمان كوتاهي به حالت اولية خود گذشت مدت

برگردند، ساختمان خود را تعمير كنند و دوباره سبب 

از اين رو توجه به اين نكته . آلودگي سيستم شوند

ضروري است كه بعد از اثر عوامل ضد ميكروبي چه 

ميزان و يا چه تعداد از سلولهاي بيوفيلم هنوز زنده هستند 

در تحقيق حاضر با . و توانايي رشد و تكثير را دارند

 افزايش غلظت نيزين با باكتريها هشدن هم  درصد كشته

هاي مختلف  باشد، بنابراين اثر كشندگي غلظت دار نمي معني

هاي مورد آزمايش برابر است و همة  نيزين بر باكتري

همچنين از آنجايي كه . دهند حساسيت مشابهي نشان مي

باشد، اثر  ر نميدا هاي مختلف معني شدن باكتري  ميزان كشته

  .باشد مينهاي مختلف هم يكسان  كشندگي نيزين بر باكتري

Nel و همكاران توانستند با استفاده از غلظت 

IU/ml3000بيوفيلم را بكشند،  نيزين تمام سلولهاي زنده 

 باكتريها هنوز در  درصد42- 49 كه حدود در حالي

  در اين ). 22( اتصال به سطح استيل باقي مانده بودند

 نيزين در كشتن باكتريها بر IU/ml4000تحقيق غلظت 

ي اكثر آنها را از سطوح سطوح چندان موفق نبود، ول

  از نيزين جاثر حذفي غلظت مكه  به طوريبرداشت 

  

)IU/ml103×4 (رداري ب با اختلاف معني S. enteritidis 

 90باشد و نزديك به  يها بيشتر مينسبت به بقية باكتر

 كشته  درصد60 و اند از بين رفته سلولهاي آن درصد

شدن و حذف   درصد كشته در حالي كه اند شده

 IU/ml104×4سلولهاي باكتريايي مختلف در غلظت 

  .شتوجود ندا دار اختلاف معني

در اين پژوهش اثر حذفي و كشندگي افزايش 

، Staph. aureusغلظت نيزين بر سلولهاي بيوفيلم باكتريهاي 

S. enteritidis و L. monocytogenesباشد دار نمي  معني. 

از تأثيري در ــبنابراين افزايش غلظت بيش از حد مج

اما . داردـــها ن شدن اين باكتري  ميزان حذف و كشته

ثير را بر اتوان گفت كه نيزين بيشترين ت با اين حال مي

 از . داشته استS. enteritidis حذف بيوفيلم باكتريهاي

و  )8 (زاي غذايي است ماريآنجايي كه اين باكتري بي

با ورود به محيط هاي غذايي و تشكيل بيوفيلم به 

، عنوان منبع آلودگي محصولات غذايي عمل مي كند

  ). 13،23( باشد ار حائز اهميت ميـــاين موضوع بسي

 نيز L. monocytogenesدر ضمن اثر حذفي نيزين بر 

و نزديك به همين ميزان درصد %) 57( قابل توجه است

به %). 62( شود شدن سلولهاي بيوفيلم آن ديده مي  شتهك

شدن   توان گفت كه درصد حذف و كشته عبارتي مي

  .  بيوفيلم اين باكتري بر اثر نيزين مشابه بوده استهاي سلول

L. monocytogenesهاي  ورده هاي توليدي فرآ در محيط

معمولاً پاستوريزاسيون يا پختن شرايط . شود گوشتي يافت مي

كند، اما با اين  م حضور اين ميكروارگانيسم را فراهم ميعد

تواند تا مدتها زنده  حال با تشكيل بيوفيلم بر روي سطوح مي

 گوشتي را هوردبندي، فرآ و در نهايت در حين بستهبماند 

 ه در كارخان و همكارانGudbjornsdottir). 7( آلوده كند

  از محصولات با درصد3/2 گوشتي آلودگي هفرآورد

L. monocytogenes  هاي  برش گوشت). 24(را نشان دادند

زا  بيماريعوامل شده موجب انتقال اين باكتري و ساير   پخته

  .گردد مي
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Carballo و Arajjoاثر نيزين را بر اتصال   

L. monocytogenesآنها به .  به سطوح مختلف بررسي كردند

µg/cm اين نتيجه رسيدند كه جذب
 نيزين به 62/0 2

وح پلاستيك بيشترين كاهش را در اتصال باكتريها سط

دهد  كه نتايج اين تحقيق به خوبي نشان مي )25( كند ايجاد مي

هاي  تشكيل بيوفيلم باكترياز تواند  تا حد زيادي مينيزين 

 لذا .بيوفيلم آنها را از بين ببرد جلوگيري كند و يا حتيزا  اريــبيم

ان بسته بندي ضد ميكربي سطوح بسته بندي به عنوادغام آن در 

  .پيشنهاد مي گردد) IU/ml103×4(با غلظت مجاز آن 

  

  :گيري نتيجه

  حذفي و كشندگي نيزين بر بيوفيلمراتـدر اين تحقيق اث

هاي مهم بيماريزاي غذايي با افزايش غلظت، يكسان  باكتري

 نيزين IU/ml103×4همچنين اثر حذفي غلظت . دشارزيابي 

 نسبت به .monocytogenes L  وS. enteritidis بر باكتري

Staph. aureus در در حد مجاز ادغام نيزين لذا . بيشتر بود

ثري مانع از وتواند به طور م هاي ضد ميكروبي مي بندي بسته

ها و در نتيجه فساد مواد غذايي و انتقال  تشكيل بيوفيلم باكتري

  .عوامل بيماريزا گردد

  

  :تشكر و قدرداني

ي كساني كه ما را در اين طرح بدينوسله از تمام

  .ياري نمودند قدرداني مي گردد
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