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  چكيده
 Crohn’s(به دليل ارتباط احتمالي با بيماري كرون ) مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس( پاراتوبركلوزيس زيرگونهمايكوباكتريوم اويوم    

disease (هـاي  هدف اين مطالعه بررسي اثـر غلظـت  . گرددمحسوب مي در انسان به عنوان يك مخاطره بهداشتي براي سلامتي عمومي
شـير پاسـتوريزه   . تداري پنير سفيد فراپالايشي ايراني اس طي دوره رسيدن و نگه مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيسمختلف نمك بر بقاي 

تلقـيح و سـپس    مايكوبـاكتريوم پـاراتوبركلوزيس  ) Log cfu/g(واحد لگاريتمي در هر گرم  2راپالايش با تعداد يند فآگاوي متعاقب فر
داري  طي دوره رسـيدن و نگـه   مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيستعداد  .نمك از آن تهيه گرديد% 4و % 3، %2هاي پنير حاوي مقادير نمونه

هـاي  به موازات آن، جمعيت باكتري. و كشت ارزيابي شد) F57-Quantitative Real-Time PCR )F57-qPCRهاي با استفاده از روش
بـر اسـاس نتـايج مطالعـه، كـاهش تعـداد       . هـاي پنيـر تعيـين گرديـد    لاكتيكي كشت آغازگر و خصوصيات فيزيكوشيميايي در نمونه

. بـود ) <05/0p(دار ها آهسته و غيرمعنيدر تمامي نمونه) 30تا روز  1روز (داري  در نيمه اول دوره نگه مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس
دار سريع و به لحاظ آمـاري معنـي   مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس، روند كاهش تعداد )60تا روز  30از روز (اما با پيشرفت اين دوره 

)01/0p< (داري  چنين، در پايان دوره نگههم. گرديد) هـاي پنيـر داراي   در نمونه پاراتوبركلوزيسمايكوباكتريوم تفاوت تعداد ) 60روز
هـا  بـا ايـن حـال در تمـامي نمونـه     . نمـك بـود  %  3و % 2هاي تهيـه شـده بـا    كمتر از نمونه) p>01/0(داري نمك، به طور معني% 4

 ـرسد استفاده از غلظـت  به نظر مي. داري حفظ نمود بقاي خود را تا انتهاي دوره نگه مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس اي بـالاتر نمـك   ه
مايكوبـاكتريوم  به علاوه، با توجه به اثر زمـان بـر رونـد از بـين رفـتن      . كندرا تسريع مي مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيسروند كاهش 

 مايكوباكتريوم پـاراتوبركلوزيس داري پنير سفيد فراپالايشي تا اواخر دوره موجب غيرفعال شدن تعداد بيشتري از  ، نگهپاراتوبركلوزيس
  . گرددمي

  

  F57-Real-Time PCR ، نمك،پاراتوبركلوزيس زيرگونهاويوم  مايكوباكتريومپنير سفيد فراپالايشي ايراني،  :هاي كليديواژه
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  مقدمه
 Iranian ultra-filtrate(پنير سفيد فراپالايشي ايرانـي     

white cheese ( از شير پاستوريزه)درجه سلسـيوس   72
ينــد فراپــالايش توليــد آقــب فرگــاو و متعا) ثانيــه 15و 
هاي آغـازگر  اين پنير با افزودن رنت و باكتري. گردد مي

) mesophilic lactic acid bacteria(لاكتيكـي مزوفيـل   
از ديگر خصوصيات پنير سفيد فراپالايشي . شودتهيه مي

مـاده  ) وزنـي -وزنـي (درصد  34دارا بودن حداقل ميزان 
در ايـن  . باشـد مـي  8/4تا  6/4بين  pHخشك و حداقل 

درصـد و بـه صـورت     4تـا   2نوع پنير، نمك به مقـدار  
 Karami(شود لخته اضافه مي به) dry salting(خشك 

et al., 2009 .(  ــفيد ــر س ــه پني ــتورالعمل تهي ــق دس طب
طي دوره رسيدن  پس ازفراپالايشي ايراني، اين نوع پنير 

)Ripening ( كوتاه مدت) درجه سلسـيوس   27در دماي
درجـه   8در دمـاي  (داري  و دوره نگـه  )روز 1به مـدت  

گردد به بازار عرضه مي) هفته 2تا  1سلسيوس به مدت 
)Karami et al., 2009.( 

 پــاراتوبركلوزيس زيرگونــهمايكوبــاكتريوم اويــوم     
عامــل بيمــاري يــون ) مايكوبــاكتريوم پــاراتوبركلوزيس(
)John’s disease (   در نشخواركنندگان اهلـي و وحشـي

به دليـل ماهيـت مـزمن    ). Botsaris et al., 2010(است 
سـال بعـد از    5تـا   2اين بيماري، علايم باليني معمـولاً  

ايـن در حـالي اسـت كـه     . يابـد آلوده شدن دام بروز مي
مـاه قبـل از شـروع علايـم بيمـاري،       18هاي آلـوده   دام

 Slana et(كنند  باكتري را از طريق مدفوع و شير دفع مي

al., 2008 .(ه آن كـه اسـهال مـزمن و مقـاوم بـه      به ويژ
تواند موجب درمان از علايم بارز اين بيماري است و مي

مطالعـات انجـام   . آلودگي شير و محيط دامـداري گـردد  
يافته نيز حاكي از افزايش احتمال آلـودگي ثانويـه شـير    

 ,Grant and Rees(باشـند  هنگام شيردوشي دسـتي مـي  

2010; Hanifian et al., 2013 .(  
 مايكوباكتريوم پـاراتوبركلوزيس فرضيه  1932از سال    

 Crohn’s(بــه عنــوان عامــل احتمــالي بيمــاري كــرون 

disease ( در انسان مطرح شد)Rodr�guez-Lázaro et 

al., 2005 .(   چرا كه در بسياري از مطالعات انجـام يافتـه
. گرديـد اين باكتري از بيماران مبتلا به كرون جداسـازي  

مايكوبـاكتريوم  هـا،  دي ديگر از بررسيدر مقابل در تعدا
وجـود   از جملـه و شواهد حضـور آن   پاراتوبركلوزيس

بـاكتري در مبتلايـان بـه     DNAبادي اختصاصـي و  آنتي
 ,Harris and Barletta(كـرون گـزارش نشـده اسـت     

ــه ). 2001 ــم يافت ــه رغ ــاره،  ب ــن ب ــاقض در اي ــاي متن ه
ن و هاي علايم باليني و كالبدگشايي بيمـاري يـو   شباهت

در  مايكوبـاكتريوم پـاراتوبركلوزيس  كرون احتمال نقش 
بـه همـين دليـل ايـن     . بخشـد بيماري كرون را قوت مي

باكتري به عنوان يك مخـاطره بهداشـتي بـراي سـلامتي     
). Klanicova et al., 2012(عمومي مطرح شـده اسـت   

در همين راستا مطالعـات متعـددي بـا هـدف رديـابي و      
 ـجداسازي  انجـام يافتـه    اراتوبركلوزيسمايكوباكتريوم پ

هـا در  نتيجه اين بررسي). Eltholth et al., 2009(است 
سرتاسر جهان حاكي از شيوع بالاي اين باكتري در بـين  

 Okura et(هاست  هاي گاو شيرده و شير توليدي آنگله

al., 2012 .(     مايكوبـاكتريوم  در ايـران نيـز شـيوع بـالاي
پاسـتوريزه گـزارش   در شيرهاي خام و  پاراتوبركلوزيس
 ,.Hanifian et al., 2013 Fathi et al(گرديـده اسـت   

2011; Anzabi and Hanifian, 2012; .(  
به رغم شواهد موجود در ارتبـاط بـا آلـودگي بـالاي        

ــا   ــام ب ــيرهاي خ ــاراتوبركلوزيسش ــاكتريوم پ و  مايكوب
 شــير و پيامــدهاي آن بــراي ســلامت مصــرف كننــدگان
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هاي محـدودي در مـورد بقـاي     ، بررسيآنهاي فرآورده
جملــه در انــواع  ايــن بــاكتري در مــواد غــذايي و از آن

 Spahr and(مختلــف پنيــر صــورت پذيرفتــه اســت  

Schafroth, 2001; Donaghy et al., 2004 .( ــن اي
مايكوبـــاكتريوم مطالعـــه بـــا هـــدف بررســـي رفتـــار 

هاي مختلف نمك بـر   و ارزيابي غلظت پاراتوبركلوزيس
ــي دور ــاي آن ط ــهبق ــيدن و نگ ــفيد  ه رس ــر س داري پني

  .فراپالايشي ايراني انجام گرفت

  
  ها مواد و روش

  

  مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيستهيه مقدار تلقيح  -
  

 سـويه مايكوباكتريوم پـاراتوبركلوزيس   در اين مطالعه   
44133 DSM  )German Collection of 

Microorganisms and Cell, Germany (   بـراي تلقـيح
براي . پنير سفيد فراپالايشي مورد استفاده قرار گرفتدر 

ايــن منظــور ابتــدا بــاكتري در محــيط اختصاصــي      
Middlebrook 7H9 broth )Fluka, Switzerland (

درجـه سلسـيوس بـه     37روز در  45كشت و به مـدت  
هاي سپس سلول. گذاري گرديدصورت هوازي گرمخانه

و  g× 4000اب ميكروبي با استفاده از سانتريفيوژ بـا شـت  
هـاي ميكروبـي در   سلول. دقيقه جداسازي شد 20مدت 

) PBS(بـافرنمكي  ليتر محلول استريل فسـفات ميلي 5/2
-PBS( 20توين ) حجمي-حجمي(درصد  05/0حاوي 

T) (Merck, Germany ( باpH  به طور كامل  4/7معادل
مخلوط گرديد تا سوسپانسيون يكنواختي به دسـت آيـد   

)Donaghy et al., 2004 .( يكنـــواختي پراكنـــدگي
در چنـين تعـداد تقريبـي آن    و هـم هاي باكتريايي  سلول

. ارزيـابي گرديـد   Thomaسوسپانسيون با استفاده از لام 
در  مايكوبـاكتريوم پـاراتوبركلوزيس  سپس تعـداد دقيـق   

 F57-qPCR (F57-quantitative(سوسپانسيون با روش 

real time PCR    تعيـين شـد)Hanifian et al., 2013 .(
قبل از تلقيح باكتري، سوسپانسيون باكتري با اسـتفاده از  

 2رقيق گرديد تـا تعـداد آن بـه     PBS-Tمحلول استريل 
ــرم   ــر گ ــاريتمي در ه ــير ) Log cfu/g(واحــد لگ از ش

  . فراپالايش شده برسد
  

  تهيه پنير سفيد فراپالايشي ايراني -
 شــير پاســتوريزه پگــاههــاي پنيــر در كارخانــه نمونــه   

شرقي و طبـق دسـتورالعمل تهيـه پنيـر سـفيد       آذربايجان
بـراي ايـن   ). Bylund, 1995(فراپالايشي تهيه گرديدنـد  

درجـه سلسـيوس و    72منظور ابتدا شير گـاو تـا دمـاي    
ــه پاســتوريزه شــد 15مــدت  ــد آســپس طــي فر. ثاني ين

كيلـوگرم شـير    1كيلوگرم شير بـه   1/5فراپالايش مقدار 
شـد و ايـن بـار در    تغليظ ) Retentate(فراپالايش شده 

ثانيـه پاسـتوريزه    60درجه سلسيوس به مدت  78دماي 
درجـه سلسـيوس    35ابتـدا تـا   شير تغليظ شـده  . گرديد
مايكوبـاكتريوم  از  Log cfu/g 2با تعـداد  سازي و  خنك

سپس كشت آغازگر متشكل . تلقيح شدپاراتوبركلوزيس 
ــاكتري ــاتيو هــاي لاكتيكــياز ب  FD-DVS( هوموفرمانت

FRC-65) (Chr. Hansen, Denmark (   100بـه مقـدار 
كيلوگرم شير فراپالايش شده اضـافه   5000گرم به ازاي 

گرديد و به ظروف مخصـوص پنيـر كـه قـبلاً بـه مـاده       
 ,Danapak(آغشته شده بـود  ) ppm 15(ضدچسبندگي 

Denmark (در نهايــت رنــت . انتقــال داده شــد)Chr. 

Hansens, Denmark ( درصد  002/0به مقدار) وزنـي-
بـه مخلـوط اضـافه    ) ppm 10(ضـدكف  و مـاده  ) وزني

درجــه  30مرحلــه لختــه شــدن پنيــر در دمــاي . گرديــد
سطح لخته بـا  . دقيقه انجام گرفت 20سلسيوس و مدت 
 پوشـانده شـد و  ) Parchment paper(كاغذ مخصـوص  
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 روي بـر  نمـك  درصـد  4 و 3، 2 مقـادير  افزودن از پس
 آلـومينيمي  فويل با روفظ درب، پنير مختلف هاينمونه

به رسيدن طي دوره هاي پنير براي نمونه. گرديد مسدود
ها به حدود نمونه pH يعني تا هنگام نزول(روز  1 مدت

ــه در )7/4 ± 1/0 ــيوس  د 27 گرمخان ــه سلس ــرار رج ق
 8در سردخانه  ماه 2به مدت ها نمونه در نهايت .گرفتند

 ,.Karami et al(د  دنش ـ داري نگـه  درجـه سلسـيوس  

2009 .(  
   
  طرح مطالعه -

بـا در نظـر گـرفتن    (سه نوع پنيـر سـفيد فراپالايشـي       
نمونـه   8و به تعـداد  ) درصد نمك 4و  3، 2هاي غلظت

شـمارش  (هاي ميكروبي آزمون. از هر نوع پنير تهيه شد
هـاي   و شمارش بـاكتري  مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس

و درصد ، درصد رطوبت pH(و شيميايي ) كشت آغازگر
روزه و  60هاي پنيـر در يـك دوره   بر روي نمونه) نمك

روز (زمـان تهيـه پنيـر     -1: طي مراحل زير انجام گرفت
درجـه   27در ) Ripening(متعاقـب رسـيدن    -2؛ )صفر

ــدت    ــه م ــيوس ب ــي دوره  -3؛ )1روز (روز  1سلس ط
 ،10 روزهـاي (درجـه سلسـيوس     8داري در دماي  نگه
  ).  60و  50، 40، 30، 20

  

  هاي پنير براي آزمايشسازي نمونهآماده - 
ليتر محلول ميلي 90گرم از هر نمونه پنير با  10مقدار    

كننده تركيب محلول رقيق. كننده پنير مخلوط گرديد رقيق
و ) درصــد 1(، كــازيتون )درصــد 2(از ســيترات ســديم 

تشـكيل  ) Merck, Germany) (درصد 5/0(كلريدسديم 
مخلوط پنير و ). Hanifian and Khani, 2012(شده بود 

درجـه   37مـاري  دقيقـه در بـن   45كننده به مـدت  رقيق
سلسيوس قرار گرفت تا سوسپانسيون كـاملاً يكنواخـت   

ــد   ــت آي ــه دس ــدار . ب ــي 50دو مق ــر   ميل ــري از ه ليت

سوسپانسيون به دو فـالكون اسـتريل انتقـال يافـت و در     
. دقيقـه رسـوب داده شـد    30و مـدت   g 4000×شتاب 
 2ها در  ها حذف و هر يك از رسوبرويي فالكون مايع
حل و به ميكروتيـوب اسـتريل انتقـال     PBS-Tليتر ميلي

 g 16099×محتويـات ميكروتيـوب بـا شـتاب     . داده شد
 Hanifian(رسوب داده شد و مايع رويي حذف گرديد 

and Khani, 2012 .(هاي حاصـل از هـر نمونـه    رسوب
كشـت ميكروبـي   و آزمـايش   DNAپنير براي استخراج 

  .مورد استفاده قرار گرفت
  

ــاكتريوم و شــــمارش  DNAاســــتخراج  - مايكوبــ
 Quantitative Real-Timeبــا روش  پــاراتوبركلوزيس

PCR  
ــتخراج      ــراي اسـ ــومي  DNAبـ ــاكتريوم ژنـ مايكوبـ

ــاراتوبركلوزيس  (Hanifian et al., 2013)از روش  پ
 يند اسـتخراج آبه منظور كنترل صحت فر. استفاده گرديد

ــدار  ــر از  4مق  Internal DNA Extractionميكروليت

Control    ــتخراج ــه اس ــر لول ــه ه ــد   DNAب ــافه ش اض
)PrimerDesign LTD, UK.(   غلظـتDNA   اسـتخراج

 Thermo(بــا ) نــانوگرم در هــر ميكروليتــر  (شــده 

Scientific, USA( Nanodrop 1000     و در طـول مـوج
 بــه عــلاوه، جهــت ارزيــابي. نــانومتر بررســي شــد 260
ــوج  DNAلــوص خ  280/260هــاي از نســبت طــول م

  . استفاده گرديد
چنين تعيـين كميـت    براي جستجوي اختصاصي و هم   

 F57از ژن اختصاصـي   مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس
 Grant and(اسـتفاده گرديـد   ) جفت بـاز  147با طول (

Rees, 2010 .(ــنش ــب واك ــر 10 از تركي  ×2ميكروليت

Precision MasterMix (PrimerDesign LTD, UK)، 
 Internalميكروليتـــر مخلـــوط پرايمـــر و پـــروب  1

Extraction Control ،1    ميكروليتر مخلـوط پرايمرهـا و
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، )TaqMan® )FAM labeled, BHQ quenchedپـروب  
حجم نهايي . تشكيل شده بود الگو DNAميكروليتر  5و 

ــون   ــزودن آب ي ــا اف ــنش ب ــوط واك ــده  مخل ــي ش زداي
)deionized) (CinnaGen, Iran ( ميكروليتـــر  20بـــه

بـا   F57منحني استاندارد حاوي تـوالي كامـل ژن   . رسيد
 00/1×  101تـا   00/1×  106هـاي سـريال از   تهيه رقـت 

 ,PrimerDesign LTD(طبق دستورالعمل سازنده كيت 

UK (ترسيم گرديد.  

) Bio-Rad, USA(سايكلر  ترمالدر  F57-qPCRواكنش 
 10ه سلسـيوس و مـدت   درج ـ 95 با يك سيكل دمـايي 

 50سـپس  . سازي آنـزيم آغـاز گرديـد   دقيقه جهت فعال
 60ثانيه و  10درجه سلسيوس به مدت  95سيكل دمايي 

جهـت  . دقيقه تكرار گرديـد  1درجه سلسيوس به مدت 
ژن ) Absolute quantification(تخمـين تعـداد قطعـي    

F57   سـيكل آسـتانه ،)Cycle of threshold = Ct (  بـه
با  Bio-Rad iQ5افزار راي هر نمونه در نرمدست آمده ب

منحنــي اســتاندارد مقايســه گرديــد و تعــداد قطعــي ژن 
هـاي  چنـين نمونـه   ها و هـم تمامي نمونه. برآورد گرديد
واكـنش  (و منفـي  ) F57واكنش حاوي ژن (شاهد مثبت 

در دو ) الگـو  DNAزدايي شده به جـاي  حاوي آب يون
  . تكرار ارزيابي گرديد

  

بـا روش   ايكوبـاكتريوم پـاراتوبركلوزيس  مشمارش  -
  كشت

رسوب حاصل از ميكروتيـوب دوم هـر نمونـه بـراي        
ــت   ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــايش كشــت م ــراي . آزم ب

هـاي ناخواسـته موجـود در     جلوگيري از رشد ميكروب
ي كشـت آغـازگر و   هـا  از جمله باكتري(هاي پنير نمونه

 در طــي دوره طــولاني ) كننــده هــاي آلــوده  بــاكتري
 هــا قبــل از كشــت در محــيطي، نمونــهگــذار گرمخانــه

. گرديـد ) decontamination(زدايـي  اختصاصي آلودگي
ها پس از انتقال به فالكون استريل، براي اين كار رسوب

ليتر محلـول اسـتريل و تـازه تهيـه شـده       ميلي 15مقدار 
 hexadecylpyridinium(پريـدينيوم كلرايـد    هگزادسيل

chloride) (Merck, Germany (75/0   درصـد) وزنـي-
سـاعت در   5ها اضافه شد و به مدت بر روي آن) وزني

داري  نگـه ) درجه سلسيوس 25حدود (دماي آزمايشگاه 
رســوب فــالكون بــا ). Dundee et al., 2001(گرديــد 
دقيقه جداسازي شـد و بـا    15و مدت  g 4000×شتاب 

از . مخلوط گرديـد  PBS-Tليتر محلول استريل ميلي 5/2
كشت بافت حاوي محـيط   فلاسك پنجسپانسيون در سو

كشـت  ) ليتر در هـر محـيط  ميلي 5/0مقدار (اختصاصي 
 ,Sigma-Aldrich(براي كشت از محيط پايـه  . داده شد

USA( Middlebrook 7H11 agar    حاوي مكمـل رشـد
OADC (Fluka, Switzerland) ، فــاكتور جــذب آهــن

كاربينيسـيلين  ، )ليتـر  ميكروگرم در ميلـي  2(مايكوباكتين 
 20(متــوپريم   ، تــري)ليتــرميكروگــرم در ميلــي  50(

واحـد در   200( Bميكسين ، پلي)ليترميكروگرم در ميلي
) ليتـر ميكروگرم در ميلي 10( Bو آمفوتريسين ) ليترميلي

)Sigma–Aldrich, USA ( هـاي  محـيط . استفاده گرديـد
درجـه سلسـيوس و    37كشت در شرايط هوازي، دماي 

 Whittington et(گذاري گرديد  ته گرمخانههف 16مدت 

al., 1999 .(    
  

  هاي ميكروبي و فيزيكوشيميايي آزمايش -
 كشت آغـازگر در محـيط  هاي وسلاكتوكوكشمارش    
)Merck, Germany( M17 agar  درجــه  30در دمــاي

 Domig et(روز صورت پـذيرفت   3سلسيوس و مدت 

al., 2003( در محــيط هــا وسلاكتوباســيل و)Merck, 

Germany (Rogosa agar  درجه سلسيوس  37در دماي
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بــراي تـأمين شــرايط  . روز شــمارش گرديـد  3و مـدت  
هـا از گازپـك   وسجهت رشد لاكتوباسيلاتمسفري لازم 

هـوازي اسـتفاده    و جار بي) C )Merck, Germanyنوع 
  ).Gardiner et al., 1998; Østlie et al., 2004(شد 
متر ديجيتال مجهز بـه   pHپنير با  هاينمونه pHميزان    

ــايي  ــروب دم ــين ) Hanna Instruments, USA(پ تعي
گيـري درصـد رطوبـت بـا روش     چنين اندازههم. گرديد

) درجه سلسـيوس 102 ± 2دماي (خشك كردن در آون 
)Hanifian and Khani, 2012 (  و درصد نمك بـا روش

 ,.Rajković et al(صورت پذيرفت ) Volhard(ولهارد 

2010.(  
  

  آماري تحليل و تجزيه -

تكـرار  و طـي روزهـاي مجـزا    اين مطالعه چهـار بـار      
يكوبـاكتريوم  ماشـمارش   از حاصـل  ابتدا نتـايج . گرديد

 مقياس هاي كشت آغازگر بهباكتري و پاراتوبركلوزيس

هـا بـا   نرمـال بـودن توزيـع داده    .تبـديل شـد   لگاريتمي
 ـ. بررسي شد Kurtosis و  Skewnessهاي آزمون س از پ

 روي بـر ) معيار انحراف و ميانگين(توصيفي  انجام آمار

ها در طي مراحـل مختلـف   آن تغييرات هاي مطالعه،داده
ــه، رســيدن و نگــه ــاليز تهي ــا آن ــر ب ــانس  داري پني واري

)ANOVA (دانكن  و آزمون)Duncan’s test ( مقايسـه 

  ).SPSS, Version 17(گرديد 
  

  ها يافته
هاي قابل شمارش پـس   ونيكل ،در اغلب نتايج كشت   
گـذاري ظـاهر گرديـد و ادامـه     هفته گرمخانـه  8تا  6از 

. هـاي بيشـتر نشـد   گذاري منجر به رشد كلـوني گرمخانه
تـا   8(تـر  گذاري طولانيگرمخانه ،مواقعبرخي حتي در 

كـه   -كننـده  هاي آلـوده منجر به رشد ميكروب) هفته 16

ختلـف  هـاي م ها و جنساسترپتومايسساغلب متعلق به 
در مواردي نيـز نتيجـه كشـت در    . گرديد -بودند  كپكي

گذاري منفي بود كـه موجـب بـروز    پايان دوره گرمخانه
مايكوبـاكتريوم  تفاوت زياد در بـرآورد نتـايج شـمارش    

 F57-qPCRبــــا روش كشــــت و  پــــاراتوبركلوزيس
هـاي شـمارش شـده    به عبارتي تعداد كلـوني . گرديد مي

هـاي  در نمونـه F57-qPCR كمتر از تعدادي بود كـه در  
هـاي  لذا در اين مطالعه، تحليل. مشابه تعيين گرديده بود

هاي گيري بر اساس دادهچنين بحث و نتيجهآماري و هم
           .انجام گرفت F57-qPCRمستخرج از روش 

 مايكوبــاكتريوم پــاراتوبركلوزيس تغييــرات تعــداد     
 هـاي پنيـر  در نمونه F57-qPCRشمارش شده با روش 

نشـان داده شـده   ) 1(با درصد نمك متفاوت در نمـودار  
ــت ــداد     . اس ــانگين تع ــه، مي ــايج مطالع ــاس نت ــر اس ب

نســبت بــه  10روز در  مايكوبــاكتريوم پــاراتوبركلوزيس
زمان تلقيح باكتري افزايش مختصري داشته است كـه از  

 10روز امـا از  . بـود ) p<05/0(دار  نظر آماري غيرمعنـي 
كــاهش تــدريجي در تعــداد  60داري تــا روز  دوره نگــه

بـا ايـن   . مشاهده گرديـد مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس 
ميـزان  ) 30تـا روز   1روز (تفاوت كـه در ابتـداي دوره   

و در ) p<05/0(دار كاهش تعداد باكتري كم و غيرمعنـي 
كـاهش از نظـر    60تـا   40اواخر دوره بـه ويـژه از روز   

 بـــا ايـــن حـــال. بـــود) p>05/0(دار آمـــاري معنـــي
ــاراتوبركلوزيس ــاكتريوم پـ روز  60در انتهـــاي  مايكوبـ

  . ها رديابي گرديدداري در تمامي نمونه نگه
مايكوبـــاكتريوم نتـــايج مطالعـــه نشـــان داد تعـــداد    

درصد نمك  3و  2هاي داراي در نمونه پاراتوبركلوزيس
به اين معني كه در . ندارند) p<05/0(داري تفاوت معني

ها بـه  تعداد باكتري در اين نمونهداري  روز نگه 60پايان 
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در مقابـل، تعـداد   . بود Log cfu/g 48/1و  56/1ترتيب 
 4هـاي حـاوي   در نمونه مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس

 Log cfu/gداري بـه   درصد نمـك در انتهـاي دوره نگـه   
.بـود ) p>01/0(دار  رسيد كه از نظـر آمـاري معنـي    9/0

  

)روز(زمان فرايند
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يند توليد، رسيدن آهاي پنير با درصد نمك متفاوت طي فردر نمونه مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس) انحراف معيار ±نگين ميا(تغييرات تعداد  -1نمودار 
  داري و نگه

  
  

هــاي كشــت ميــانگين تعــداد بــاكتري) 2(در نمــودار    
. هاي مختلف پنير نشان داده شده اسـت  آغازگر در نمونه

نسبت مسـاوي   هاي پنير،در اين مطالعه براي تهيه نمونه
به عنوان كشت هاي وسلاكتوكوكها و وساز لاكتوباسيل

ــد  ــتفاده گردي ــازگر اس ــي . آغ ــه غيرمعن ــه ب ــا توج دار ب
)05/0>p ( ــيل ــداد لاكتوباس ــاوت تع ــودن تف ــا و وسب ه

هــا در مراحــل مختلــف تهيــه، رســيدن و كــوسلاكتوكو
هـا  داري پنير، ميانگين تعداد اين دو گروه از بـاكتري  نگه

هـاي  طبق اين نتايج، تعـداد بـاكتري  . ار گرفتمد نظر قر
ــازگر   ــت آغ ــيكش ــيدن  ط ــزايش  )1روز (دوره رس اف

ــي ــان داد) p>01/0(داري  معن ــدريج  . نش ــه ت ــپس ب س
داري كـاهش   ها تا انتهاي دوره نگـه جمعيت اين باكتري

هـاي  طبق نتايج مطالعه، تفاوت تعـداد بـاكتري  . پيدا كرد
رصـدهاي مختلـف   هاي پنيـر بـا د   اسيدلاكتيك در نمونه

ــي   ــاري معن ــاظ آم ــه لح ــك ب ــود )p<05/0(دار نم .نب
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يند توليد، آهاي پنير با درصد نمك متفاوت طي فرهاي لاكتيكي كشت آغازگر در نمونهباكتري) انحراف معيار ±ميانگين (تغييرات تعداد  -2نمودار 
  داري رسيدن و نگه

  
   
) 3(ار هاي پنير در نمودخصوصيات شيميايي نمونه   

 pHبر اساس اين نتايج، ميانگين . نشان داده شده است
 زماندر انتهاي  7/4در زمان تلقيح به حدود  4/6از 

كه اين مقدار كاهش از  كاهش پيدا كرد) 1روز (رسيدن 
اما ). 1-3نمودار (بود ) p>01/0(داري نظر آماري معني

يك روند تقريباً ) 60تا روز  1روز (داري  در دوره نگه
در  pHدر ضمن تغييرات . ابت مشاهده گرديدث

يند تهيه، آدر طي فر 4و  3، 2هاي با درصد نمك  نمونه
داري  هاي پنير تفاوت معنيداري نمونه رسيدن و نگه

)05/0>p (نداشتند.  

به ترتيب درصد رطوبت و ) 3-3(و ) 2-3(در نمودار    
هاي مختلف پنير نشـان داده شـده   درصد نمك در نمونه

چه از اين دو نمـودار مشـهود اسـت تغييـرات     آن. است
بسيار مختصر در درصد رطوبت و نمك تـا پايـان دوره   

به نحوي كه ميانگين رطوبت بـه ميـزان   . داري است نگه
درصد  4/0درصد كاهش و ميانگين نمك به ميزان  55/1

هـاي مطالعـه،   در ضمن طبـق يافتـه  . افزايش يافته است
با درصدهاي مختلف ير هاي پندرصد رطوبت بين نمونه

  .نشان نداد) p<05/0(داري  تفاوت معنينمك 
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  گيريبحث و نتيجه
ــاكتريوم بــراي رديــابي عــات مختلــف در مطال    مايكوب

و  loci251هــاي متعــددي نظيــر از ژن پــاراتوبركلوزيس
loci255 ،IS900 ،hspX وF57  ژنـوم  . شـود  استفاده مـي

تـا   14به دليل دارا بودن  مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس
براي رديابي بـا حساسـيت بـالاي     IS900كپي از ژن  20

). Grant and Rees, 2010(باشد اين باكتري مناسب مي
-در گونـه  IS900هاي مشابه اما با توجه به حضور توالي

، )M. porcinum( پورسـينوم  مايكوبـاكتريوم هايي نظيـر  
جداسـازي شـده از   ) M. avium( مايكوبـاكتريوم اويـوم  

 مايكوبـاكتريوم اسكروفولاسـئوم  بيماران مبتلا بـه ايـدز،   
)M. scrofulaceum ( ــوكي و ــاكتريوم ك  .M( مايكوب

cookie ( چنـين بـا   هـم . ويژگي اين ژن بسيار كم اسـت
در  IS900هـاي  توجه به مشخص نبودن تعداد دقيق كپي

امكان تخمين دقيق  مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيسژنوم 
 Grant(وجود نـدارد   qPCRتعداد اين باكتري با روش 

and Rees, 2010; Hanifian et al., 2013 .( امــا در
به است و  پاراتوبركلوزيسگونه مختص  F57مقابل ژن 

لـذا  . دارد در ژنـوم ايـن بـاكتري وجـود    تعداد يك كپي 
رديابي اين ژن نه تنها ويژگي بالايي خواهد داشت، بلكه 

 Slana(آورد  را فراهم مـي  آنامكان تخمين دقيق تعداد 

et al., 2008; Grant and Rees, 2010.(  بــر همــين
براي شـمارش قطعـي    F57اساس، در اين مطالعه از ژن 

)Absolute quantification ( ــداد ــاكتريوم تعـ مايكوبـ
  .استفاده گرديد پاراتوبركلوزيس

 مايكوبـاكتريوم پـاراتوبركلوزيس  براي پايش تغييرات    
از روش كشت نيز اسـتفاده   F57-qPCRعلاوه بر روش 

هـاي حاصـل نشـانگر پـايين بـودن      مقايسه داده. گرديد
 .نگام استفاده از روش كشت بـود برآورد تعداد باكتري ه

در مطالعات متعدد دليل اين تفاوت را حساسـيت كمتـر   
 مايكوباكتريوم پـاراتوبركلوزيس روش كشت در رديابي 

 Anzabi and Hanifian, 2012; Okura(اند مطرح نموده

et al., 2012; Hanifian et al., 2013 .( وجود تعداد كم
 Log كمتـر از  (هـاي مـورد آزمـايش    باكتري در نمونـه 

cfu/g2 (رسان موجب چنين اثر منفي عوامل آسيبو هم
ها و در نتيجه عدم موفقيت در حصول عدم رشد باكتري

عقيده بر . گرددمي مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيسكلوني 
زاديي شيميايي مورد استفاده براي آلودگي مواداين است 

كوبـاكتريوم  مايهـاي  تواند تعدادي از سـلول  ها مينمونه
را غيرفعال نمايد و در نتيجه حساسيت پاراتوبركلوزيس 

از ). Dundee et al., 2001(روش كشت را كاهش دهد 
گـذاري تحـت    سوي ديگر طولاني بودن دوره گرمخانـه 

شرايط هوازي باعث تبخير آب و خشـك شـدن محـيط    
كه پيامد آن عدم موفقيت در جداسـازي   گرددكشت مي

مطالعه بـراي جلـوگيري از اثـرات     در اين. باكتري است
 75/0ها بـا محلـول   منفي عوامل فوق، اولاً تمامي نمونه

سـاعت   5پريدينيوم كلرايد بـه مـدت   درصد هگزادسيل
انجام يافته، اسـتفاده   هايطبق بررسي. زدايي شدآلودگي

ــيل ــوب  از هگزادس ــد مطل ــدينيوم كلراي ــرين روش پري ت
 ,.Dundee et al(گـردد   زدايـي محسـوب مـي   آلـودگي 

هاي كشـت بافـت   كشت در فلاسك ثانياً، محيط). 2001
)Tissue culture flask (   توزيع و در شـرايط اتمسـفري

گذاري گرديد تا خشـك   اشباع شده با بخار آب گرمخانه
با ايـن حـال نتـايج    . شدن محيط كشت به حداقل برسد

حتـي در زمـان تلقـيح بـاكتري     حاصل از روش كشـت  
بـه همـين   . نشان داد F57-qPCRايج تفاوت زيادي با نت

دليل، در اين مطالعه از نتايج كشت صـرفاً جهـت تأييـد    
استفاده گرديد  مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيسزنده بودن 
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ــل ــاس روش  و تحلي ــر اس ــاري ب ــاي آم  F57-qPCRه
  .صورت پذيرفت

مايكوبــاكتريوم تعــداد ) 1(بــا توجــه بــه نتــايج نمــودار 
از زمان تلقيح تا روز (رسيدن  طي دوره پاراتوبركلوزيس

داري  نگـه  10امـا در روز  . تغيير محسوسـي نداشـت  ) 1
در تمـامي  مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس ميانگين تعداد 

بـا  . افـزايش يافـت   Log cfu/g 12/0تيمارها بـه ميـزان   
 مايكوبـاكتريوم پـاراتوبركلوزيس  رشـد  توجه به اين كه 

ــاكتين  ــه مايكوب ) كننــده آهــن عامــل شــلاته(وابســته ب
ميزبـان   باشـد، امكـان رشـد آن در خـارج از سـلول      مي

 ,Spahr and Schafroth( ندارد وجود) in vitroشرايط (

ــزايش مختصــر تعــداد آن در طــي دوره  )2001 ــذا اف ، ل
توانـد در نتيجـه خـروج آب از بافـت پنيـر       مـي رسيدن 

)Syneresis (   و اثـر تغليظــي آن بـر جمعيــت باكتريــايي
طـي  هاي پنير در نمونهدرصدي رطوبت  1كاهش . باشد

  . شدبا اين فرضيه ميمؤيد  )2-3نمودار (همين دوره 
هـاي  هاي اين مطالعه، ميانگين تعداد باكتريطبق يافته   

بـه حـدود   ) 1روز (كشت آغازگر در پايان دوره رسيدن 
Log cfu/g 17/9 ) و ميـانگين ميـزان   ) 2نمودارpH   بـه

ر برخي از مطالعات انجـام  د). 1-3نمودار (رسيد  73/4
 كـه پيامـد آن   يافته نتايج مشابهي به دسـت آمـده اسـت   

زاي تلقيح هاي بيماريتعداد باكتري ملاحظهكاهش قابل 
 Mohammadi et( بـود شده متعاقب دوره رسيدن پنيـر  

al., 2011; Hanifian and Khani, 2012, .(  در اغلـب
ت رقابـت بـراي بـه دس ـ    ،pHاين مطالعات، افت شديد 
هايي با اثـر  چنين توليد متابوليتآوردن مواد مغذي و هم

هاي لاكتيكـي، عامـل اصـلي    آنتاگونيستي توسط باكتري
اشريشـيا  زا نظيـر   هاي بيمـاري كاهش جمعيت ميكروب

معرفـي شـده    يرسينيا انتروكوليتيكاو  O157: H7كولاي 

 Mohammadi et al., 2011; Hanifian and(اسـت  

Khani, 2012,( .بر خلاف اين نتايج، در مطالعه اخير  اما
ــاراتوبركلوزيستعــداد  ــاكتريوم پ ــان دوره  مايكوب در پاي

رسـد  بـه نظـر مـي   . )1نمودار (پيدا نكرد رسيدن كاهش 
ــاكتريوم ــاد مايكوب ــامقاومــت زي ــا ســاير  ه ــاس ب در قي

نسبت به شرايط نامسـاعد محيطـي   هاي باكتريايي  جنس
 پـاراتوبركلوزيس مايكوباكتريوم مهمترين عامل مقاومت 
  . در طي دوره رسيدن باشد

تعداد داري  نتايج مطالعه نشان داد، با گذشت زمان نگه   
اين روند . يابدميكاهش  مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس

) 60تــا روز  40روز (كــاهش در مراحــل انتهــايي دوره 
احتمالاً قرارگيري طـولاني  . )1نمودار ( چشمگيرتر است

 pHعــرض عوامــل نامســاعد نظيــر مــدت بــاكتري در م
اسيدي، تركيبات ضدميكروبي توليد شده توسط كشـت  

هـاي  نمك موجب از بين رفتن سـلول حضور آغازگر و 
نتـايج مطالعـات مشـابه    . حساس ميكروبي گرديده است

ــالاي     ــت بـ ــاكي از مقاومـ ــز حـ مايكوبـــاكتريوم نيـ
و كاهش آرام و تدريجي ايـن بـاكتري    پاراتوبركلوزيس
داري پنيـــر ســـخت و  رســـيدن و نگـــهدر طـــي دوره 

و ) Spahr and Schafroth, 2001(سخت سوئيسـي   نيمه
  . باشدمي) Donaghy et al., 2004(پنير چدار 

در  مايكوبـاكتريوم پـاراتوبركلوزيس  با مقايسه تعـداد     
هــاي تهيــه شــده بــا درصــدهاي مختلــف نمــك نمونــه

درصـد نمـك    4 هـايي داراي مشخص گرديد در نمونـه 
درصـد   3و  2هـاي  اهش باكتري نسبت به نمونهروند ك
در مطالعـه  . )3-3نمودار ( بود) p>01/0(دار  معني نمك

هـاي بـالاتر نمـك موجـب     مشابهي اسـتفاده از غلظـت  
در پنير سفيد  يرسينيا انتروكوليتيكاتسريع غيرفعال شدن 

هر چند استفاده از درصدهاي بالاتر نمك . ايراني گرديد
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 Hanifian and( ي از پنير نشدموجب حذف كامل باكتر

Karim, 2006( . ــاكتريوم تفــــاوت رفتــــار مايكوبــ
زا هــاي بيمــاريو بســياري از بــاكتري پــاراتوبركلوزيس

به شرايط نامساعد ايجاد شـده در نتيجـه افـزودن     نسبت
ــي  ــك را مـ ــالاي  نمـ ــت و دوام بـ ــه مقاومـ ــوان بـ  تـ
ــاكتريوم ــه  مايكوبـ ــا و از آن جملـ ــاكتريوم  هـ مايكوبـ

ــاراتوبركل ــبت داد  وزيسپ  ,Sung and Collins(نس

2000.(  
ــي    ــت،   بررس ــان داده اس ــكوپيكي نش ــاي ميكروس ه

ــاراتوبركلوزيس  ــاكتريوم پ ــوده  مايكوب ــكيل ت ــايي  تش ه
)Clump (دهند كه ها سلول ميكروبي را مي متشكل از ده

دفـع  هاي مبتلا به يـون  داماي از مدفوع به صورت دوره
يكوبـــاكتريوم ما). Lund et al, 2002(شـــوند  مـــي

ــاراتوبركلوزيس ــش پ ــوده در آراي ــا  ت ــه ب اي در مقايس
 پايداري بيشتري در مقابـل هاي منفرد اين باكتري  سلول

 داردعوامل نامساعد و از آن جملـه تيمارهـاي حرارتـي    
)Rowe et al., 2000 .(     از آن جـايي كـه بخـش عمـده

آلــودگي در شــير خــام بــه صــورت ثانويــه و از طريــق 
اي هـاي تـوده  است، لـذا حضـور فـرم    آلودگي مدفوعي

در شـير خـام بـه ويـژه      مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس
پـذيرد،  زماني كه شيردوشي به صورت دستي انجام مـي 

وجـود  ). Hanifian et al., 2013(بسيار محتمـل اسـت   
در شـير   مايكوباكتريوم پـاراتوبركلوزيس اي اشكال توده

اسـيون افـزايش   پـس از پاستوريز ا رخام امكان بقاي آن 
هر چند احتمال آلـودگي  ). Rowe et al., 2000(دهد مي

ثانويــه متعاقــب پاستوريزاســيون و در نتيجــه تمــاس بــا 
 Lund et(بندي نيز وجـود دارد   سطوح آلوده محل بسته

al., 2002 .(  

 مايكوباكتريوم پـاراتوبركلوزيس در مطالعه اخير، بقاي    
ي متفاوت نمك تـا  هاي پنير با درصدهادر تمامي نمونه
كـارگيري  احتمـالاً بـه  . داري حفظ گرديد پايان دوره نگه

هاي بالاتر نمك بتواند اثر مهاري بيشتري اعمـال  غلطت
هاي زيادتر نمـك عـلاوه بـر    اما استفاده از غلظت. نمايد
محصول،  )Organoleptic(حسي  منفي بر كيفيت اثرات

. اســت شــده محــدود يبهداشــت هــايارگــاناز ســوي 
داري پنير  چنين، با عنايت به اين كه حداكثر زمان نگه هم

باشـد، لـذا امكـان    روز مـي  75تـا   60سفيد فراپالايشي 
تر آن با هدف غيرفعـال نمـودن تعـداد    داري طولاني نگه

ــاراتوبركلوزيسبيشــتر  ــاكتريوم پ . اســتمنتفــي  مايكوب
ــاطره    ــا مخ ــه ب ــراي مواجه ــي ب ــا راه عمل ــابراين تنه بن

در پنير سفيد فراپالايشي  راتوبركلوزيسمايكوباكتريوم پا
چنـين   انتخاب شيرهاي غيرآلوده براي توليد پنيـر و هـم  

 72(اعمال تيمارهاي حرارتي موثرتر از تيمارهاي فعلـي  
و جلـوگيري از آلـودگي   ) ثانيـه  15درجه سلسـيوس و  

توان براي تهيه پنيـر سـفيد   به علاوه، مي. باشد ثانويه مي
ــا قابليــت توليــد هــاي فراپالايشــي از كشــت آغــازگر ب

كمك به ساير عوامل ضـدميكروبي   ها جهتباكتريوسين
هاي تسريع روند غيرفعال شدن باكتري موجود در پنير و

  .زا استفاده نمودبيماري
  

  سپاسگزاري
بودجه اين مطالعه در قالب طـرح تحقيقـاتي مصـوب       

توسط معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه آزاد اسـلامي  
چنـين از كاركنـان بخـش    هـم . ين شـده اسـت  تبريز تأم

تحقيــق و توســعه كارخانــه شــير پاســتوريزه پگــاه      
شرقي به دليـل همكـاري در انجـام بخشـي از      آذربايجان

  .گردد مطالعه قدرداني مي
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-492 ، صفحه3 دامپزشكي ايران، شمارهمجله علوم . در طي تهيه و رسيدن پنير سفيد ايراني يرسينيا انتروكوليتيكابقاي 
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Abstract 
   Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Mycobacterium paratuberculosis) is considered as a 
potential significant public health threat due to its possible association with Crohn’s disease in humans. 
This is a study aimed to investigate the effect of different salt concentrations on survival of 
Mycobacterium paratuberculosis during ripening and storage of Iranian ultra-filtrate-white cheese 
(IUFWC). For this purpose, retentate was inoculated with 2 Log cfu/g of Mycobacterium 
paratuberculosis. Afterwards, model cheeses were prepared with 2%, 3% and 4% of salt. Quantity of 
Mycobacterium paratuberculosis was estimated throughout the ripening and storage of IUFWC using 
F57-quantitative real time PCR (F57-qPCR) and culture assay. Along with, the populations of lactic acid 
bacteria as well as physicochemical properties of cheese samples were determined. According to the 
results, at the early stage of storage period (1 to 30 days) the number of Mycobacterium paratuberculosis 
was almost constant; however, it was decreased significantly (p<0.01) during the late storage period (30 
to 60 days). Data also suggested that Mycobacterium paratuberculosis could persist for a longer (p<0.01) 
period of time in the samples made with lower (2% and 3%) salt concentration. Consequently, higher salt 
concentration could shorten the survival of Mycobacterium paratuberculosis in IUFWC. In addition, 
considering the effect of time on the persistence of Mycobacterium paratuberculosis, storage of IUFWC 
until the end of storage period (60 days) could inactivate more of the bacterium.  
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