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Background and Aims: The purpose of this study was to investigate the possibility of 

Listeria monocytogenes entering the VBNC state during the frozen storage and the expression of 

its pathogenic genes  

Materials and Methods: Bacteria in 106 Colony counts of in mid log phase were 

inoculated into three Culture medium including Normal Saline (NS), BHI Broth and Fish Broth 

(FB) and kept at -18ºCfor 2 months and examined. Then, bacteria were evaluated on enriched 

medium BHI agar using culture methods (colony count) over times 4 and 8 hours, 2, 4, 8, 20, 30 

and 60 days after the freezing shock using the method of RT-PCR for investigating the 

expression of 16S rRNA, hly and inlA genes; they were evaluated before and after the freezing 

shock.  

Results: This bacterium retained its ability to cultivate until the end of the shock, but 

reduced its number. Freezing stopped the expression of genes of hly and inlA, as these genes 

were not expressed in a rich culture medium either. By adding blood to the rich culture medium 

of this bacterium, only the hemolysin O pathogen gene was expressed. 

Conclusion: Although freezing does not lead to the introduction of this bacterium into the 

VBNC state, it is effective as an adverse environmental factor for the bacteria in the expression 

of its pathogenic genes. Blood and its agents can act as an agent for the induction and 

clarification of the hly gene, and the expression of pathogenic bacterial genes are independent of 

each other. 
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های به حالت زنده اما غیرقابل کشت و بیان ژن Listeria monocytogenesبررسی امکان ورود باکتری 

 (Oncorhynchus Mykissکمان )رنگینآلای ( ناگت ماهی قزل-ºC18انجماد ) ةدورزایی آن طی بیماری
 

 1، مهدی ذوالفقاری3، علیجان تبرایی*1،2، سید مهدی اجاق1صونا کلته

 شیلات و محیط زیست، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران ةدانشکدگروه شیلات،  .1

 ایرانعلوم دریایی، دانشگاه تربیت مدرس، نور، ة دانشکدگروه شیلات،  .2

 پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی گلستان، گرگان، ایران ةدانشکدشناسی، میکروبگروه  .3
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 میکروبیولوژی مواد غذایی
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 انجماد به حالت  فرایند یط Listeria monocytogenes یهدف از این پژوهش بررسی امکان ورود باکتر :و هدف زمینه

Viable But Non Culturable (VBNC) آن بود. ییزایماریها بژن انیو ب 

براث و  BHI(، NS) یولوژیزیسرم ف طیبه سه مح یتمیدر اواسط رشد لگار یباکتر 610منظور  نیا یبرا روش کار: ومواد 

 با های. سپس باکترشدند یو بررس ینگهدار -ºC18 یماه در دما 2 یو ط شد حی( تلقFB) کمانرنگین یآلاقزل یآبگوشت ماه

روز پس از  60و  30 ،20، 8، 4، 2ساعت،  8و  4 یهاشده در زمانیغنآگار  BHI طیمح ی( رویکلن شمارش) کشت یهاروش

قبل و بعد از شوک  inlAو  16S rRNA ،hly یهاژن انیب یبه منظور بررس RT-PCRبا روش  نی( و همچن-ºC18شوک انجماد )

 شدند. یابیانجماد ارز

 انیب یبررس جیاما از تعداد آنها کاسته شد. نتا ،کرد حفظ را خود یریپذکشت ییشوک توانا یتا انتها یباکتر نیا ها:افتهی

 زین یکشت غن طیها در محژن نیکه ا یبه طور .شودیم inlAو  hly یزایماریب یهاژن انیب توقفژن نشان داد انجماد موجب 

 . شد انیب مجدداً O نیزیهمولا ییزایماریفقط ژن ب یباکتر نیا یکشت غن طی. با افزودن خون به محنشدند انیب

 ةکننداما به عنوان یک عامل نامساعد ،شودنمی VBNC: اگرچه انجماد موجب ورود این باکتری به حالت گیرینتیجه

به عنوان یک عامل می تواند آن  عواملاست. همچنین خون و ثر ؤمباکتری زایی های بیماریژن از یبرخ بر سطح بیانمحیطی 

زایی باکتری های بیماریبیان ژن بنابراین .ثیرگذار نیستأت شدههای مطالعهژنهرچند روی دیگر  کند؛عمل  hlyژن  بیانالقاکننده 

 .استمستقل از یکدیگر 

 ، انجمادListeria monocytogenes  ،VBNC ،hly ،inlA: کلمات کلیدی
 

 برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است.کپیدسترسی آزاد؛ : شناسی پزشکی ایرانمیکروبمجله  ©رایت کپی

 مسئول: ۀنویسند

 سید مهدی اجاق

شیلات و محیط  ةدانشکدوه شیلات، گر

زیست، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع 

  طبیعی گرگان، گرگان، ایران

 پست الکترونیك:
mahdi_ojagh@yahoo.com 

 مهمقد

Listeria monocytogenes های گرم گروهی از باکتری

شکل، بدون اسپور، کاتالاز مثبت و اکسیداز ایمیلهمثبت، 

این باکتری به فریزکردن و  (. فرم بدون اسپور1منفی هستند )

 کمدرجه حرارت تواند میاست. لیستریا مقاوم کردن خشک

(ºC4/0- و )ای از گسترده بازةpH (6/3  6/9تا)  و همچنین

( را >درصد 10نمک ) زیادو غلظت  کم ( نسبتاwaً) فعالیت آبی

 های گذشته ورود(. نگرانی رو به رشد در دهه2کند )تحمل 

 L. monocytogenes (. این پاتوژن3) به غذاها بوده است 

یک بیماری نادر اما  ؛شودمنجر به بیماری لیستریوزیس می

شامل  که غالباً( 3)ویژه برای گروه در خطر هجدی، ب

بزرگسالان دچار نقص ایمنی، افراد مسن، نوزادان تازه 

-همراه با سقط جنین، مرده هستند ومتولدشده و زنان باردار 

در  2007(. در سال 4) استسمی و مننژیت زایی، سپتی

ومیر مورد با نرخ مرگ هزار100مورد در هر  3/0اروپا  یةاتحاد

 (. 3گزارش شده است )ناشی از لیستریوزیس  درصد 20

در اثر مصرف غذاهای  از شیوع لیستریوزیس متعددی موارد

را  از کشورها حد مجاز صفر . برخی(5) دریایی گزارش شده است

 .اندهای وارداتی در نظر گرفتهدر ماهی L. monocytogenesبرای 

تقاضای تولیدکنندگان محصولات دریایی برای مواد خام  بنابراین

محصولات دریایی  فرآوریدر طول  L. monocytogenesعاری از 

از محصولات  L. monocytogenes. (6)دارد  قابل توجهیاهمیت 

دریایی مثل ماهی دودی، محصولات دریایی پخته و منجمد، 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
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 13اینکه  با. (7ترشی ماهی و سوریمی جداسازی شده است )

اند، اغلب شناسایی شده L. monocytogenesاز سویه  سروتیپ

( 10-8) است 4bو  1.2a ،1.2bهای سروتیپموارد انسانی شامل 

 أمنشمسئول شیوع بسیاری از موارد لیستریوزیس با  4b سروتیپ

 (.9) است غذایی

مختلف از جمله  یزااین پاتوژن تحت شرایط استرس

، افزایش فشار زیادرشد، شوری  ةبهینانکوباسیون خارج از دمای 

هایی که فراینداسمزی، غلظت اکسیژن، نور مرئی، گرسنگی و 

زنده » ود، وارد حالتششود منجر به نابودی باکتری میتصور می

حالتی این تعریف برای (. 15-11شود )می 1«اما غیرقابل کشت

 اما ،است به دلیل حفظ فعالیت متابولیکی زنده که باکتریاست 

های ها را در محیطکلنی بنابراین .رشد را نداردو کشت  یتقابل

رسد (. به نظر می6) دهدمعمول توسعه نمی اختصاصی کشت

نقش ویژه plcAو actA ،hly ،iap ،inlAزایی شامل بیماری عوامل

 hly(. 20-16دارند ) L. monocytogenesزایی ای در بیماری

مانند و ورود به حفرهکه برای لیز است  O ه لیستریولیزیندکدکنن

عملکرد مهمی در  inlA(. ژن 17سیتوزول سلول ضروری است )

 (. 19دارد ) 2یتوزانتروس مکانیسم تهاجم باکتری با

زای بیماری عامل O (hly)از آنجایی که لیستریولایزین 

 VBNCدر فاز  hly، بیان ژن است L. monocytogenesدر  یمهم

 است VBNCفاز این زایی باکتری در بیماری توانایی ةدهندنشان

جداشده  L. monocytogenes(. در این راستا توانایی ورود 11-22)

یماران مبتلا به و ب این ماهی فرآوری یط، محخام از سالمون

ارزیابی و زایی آن بیمارینیز و VBNC به فاز لیستریوزیس،

ها سویه ةهم ها نشان داده استارزیابیاست. این  شدهبررسی 

شوند و در حضور سدیم می VBNCپس از گرسنگی وارد فاز

(. 23شوند )پیروات و تغذیه با مواد غذایی جایگزین احیاء نمی

رفتن دستهمزمان با از  نشان داده استمطالعات این همچنین 

همچنین  .رودزایی نیز از دست میخاصیت بیماری ،قابلیت کشت

ممکن است  L. monocytogenesهای عنوان شده است سویه

 ،بمانند VBNCتری در فاز های طولانیدر محیط آبی برای دوره

 (.24زا نیستند )ها بیماریاما این سلول

مناسب برای جلوگیری  یشده روشفرآوریانجماد محصول 

 چند  هر است. L. monocytogenesاز رشد 

 L. monocytogenes  در صورت وجود( در محصول نهایی یا(

 ةدوررود، اما رشد آن طی شده با انجماد از بین نمیفرآوری

                                                           
1 . Viable But Non Culturable (VBNC) 

nterocitosE.  2 

طولانی مدت به شکل  ةذخیرانجماد متوقف خواهد شد. انجماد و 

. منفی روی خواص محصول بگذارد یثیراتأتواند تمیمنجمد 

شده در فریزر به فرآورینگهداری محصول  با وجود، همچنین

 .L تواند منجر به رشدمی صورت طولانی مدت، انجمادزدایی

monocytogenes  پس از  (.25)شده شود فرآوریدر محصول

 اندازةدر ارتباط با  انواع متفاوتی از بقا را ،ی مختلفهاانجماد گونه

ی با اندازه یهااند. باکتریسلول و شکل و ساختار آن نشان داده

های انجماد نسبت به تر و پیچیدگی بیشتر در مقابل آسیببزرگ

 (.27 ،26تر مقاومت کمتری دارند )تر و سادهکوچک انواع

طی  VBNCبه فاز  L. monocytogenesتوانایی ورود 

به دلیل آنکه  ؛کننده استنگران فرآوریهای حین استرس

شناسایی  به موفق معمول،های باکتریولوژیکی کشت آزمون

و  نشده فرآوریمحصول و محیط در های غیرقابل کشت ارگانیسم

هنوز  VBNCریسک خطر مصرف لیستریا مونوسیتوژنز در فاز 

به همین  است.ها انجماد کی از این استرسی .ناشناخته است

 L. monocytogenesبررسی امکان ورود دلیل هدف از این مطالعه 

با استفاده از بررسی بیان  -ºC18طی انجماد  VBNCبه حالت 

 hlyهای زایی آن با استفاده از ژنو بررسی بیماری 16S rRNAژن 

 .است inlAو 

 هامواد و روش
 ATCCسویه استاندارد  L. monocytogenesباکتری 

های علمی و صنعتی از سازمان پژوهش(، 4b سروتیپ) 19115

ها در به صورت لیوفیلیزه تهیه شد. باکتری 1397در سال ایران 

شدند.  هانکوب ºC37ساعت در  24براث به مدت  BHIمحیط 

 ºC37ساعت در  24آگار کشت شدند و  BHIسپس روی محیط 

 استفاده شد.ه و یک کلونی خالص از آن برای ادامه مطالعات انکوب

 شدههای بررسیمحیط

 VBNCبه حالت  L. monocytogenesامکان ورود باکتری 

در سه محیط سرم فیزیولوژی  -ºC18در دمای انجماد 

(NS)Normal saline  ای و مواد تغذیه نبود)به عنوان شرایط

ای براث )شرایط محیط تغذیه BHIکننده( محافظتماتریکس 

)شرایط ماتریکس  Fish Broth (FB) یا غنی( و آبگوشت ماهی

 (Oncorhynchus mykiss) کمانرنگینی آلاقزلگوشت ماهی( 

شرکت مربوطه آماده برنامهبراث طبق  BHI. محیط شدبررسی 

 .شدسازی و اتوکلاو 
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ی آلاقاازلسااازی محاایط آب وشاات ماااهی  آماااده

 (FB) کمانرن ین

و  Nilssonباه روش  کماانرنگینی آلاقازلمااهی  ةعصار 

 تمیز آلاقزل. در این روش ابتدا ماهی شدآماده  (1999) همکاران

باا آب  . در اداماهاحشاا( و چارخ شاد و کنی و تخلیه امعاپوست)

 ودقیقه جوشانده  10)وزنی/حجمی( به مدت  1:2مقطر به نسبت 

گارم  98/5فیلتر شد. عصاره حاصل با افزودن دقیقه  10به مدت 

آن  pHباافری و  4HPO2Kگرم در لیتر  75/9و  4PO2KHدر لیتر 

شاده باه تهیهثابت شد. عصاره  2/6مولار در  HCl 1با استفاده از 

ساعت پایش از  24استریل و تا  ºC121دقیقه در دمای  15مدت 

 (.28داری شد )هنگ ºC4تلقیح در دمای 

 های کشتتلقیح به محیط به منظورها سازی باکتریآماده

بااراث  BHIلیتاار محاایط میلی 10یااک کلااونی خااالص بااه 

 rpm 200 دور اسااتریل منتقاال شااد و در انکوباااتور شاایکردار بااا

( معاادل 600OD) 4/0در جذب حادود  های(. باکتر29) شده انکوب

. در این میازان جاذب بودند ی در هر میلی لیترباکتر 910 یباًتقر

 . استها تقریباً در اوایل تا اواسط مرحله رشد لگاریتمی باکتری

 های کشتها به محیطتلقیح باکتری

 910تعااداد  بااا 4/0هااا در جااذب باکتریاز باادین منظااور 

. برای تهیاه پلیات بااکتری، شدی در هر میلی لیتر استفاده باکتر

دقیقه ساانتریفیوژ  5 مدتبه  rpm 7000 محلول باکتریایی با دور

با سه مرحله رقیق ،مدنظرکشت های تلقیح به محیط . قبل ازشد

. برای رسیدلیتر میلیدر هر  610ها به تعداد باکتری ،10/1سازی 

باه حااوی بااکتری سوسپانسایون  زمیکرولیتار ا 200این منظور 

. شاد تلقایح FBباراث و  NS ،BHIهای میکرولیتر محیط 1800

تعیین تعداد  براینمونه به طور تصادفی  3از تیمار  ،پس از تلقیح

 شد.داده آگار کشت  BHIباکتری روی محیط  ةاولی

 هاشوک انجماد نمونه

، 8، 4، 2سااعت و  8و  4باه ترتیاب هر تیمار با سه تکارار 

تاا  -ºC18ها در فریازر روز پس از قرارگیری نمونه 60و  30، 20

 ، قرار داده شدند.اجرسیدن زمان موعد کلنی کانت و استخر

 کلنی  شمارش 

ها، به منظور بررسی تعاداد در انتهای زمان فریزکردن نمونه

 2شاده باا غنایآگاار  BHIپاذیر روی محایط کشتهای باکتری

کلنای شامارش سدیم پیاروات،  درصد 5/0عصاره مخمر و  درصد

کلنی هر سه محایط شمارش های فوق در تمامی زمانانجام شد. 

  .شدساعت بررسی و شمارش  48و  24پس از 

 بررسی بیان ژن

گردان بااه عنااوان ژن خانااه 16S rRNAباادین منظااور ژن 

(Houskeeping geneهمچناین ژن ) هاایhly  وinlA عناوان ه با

( برای مقایسه در دو محایط 30زایی این باکتری )های بیماریژن

BHI  وFB  باار قبال از ها یاکبررسی بیان این ژن شدند.بررسی

باه  20و  2شوک و بار دیگر بعد از شاوک انجمااد طای روزهاای 

 ترتیبه منظور مقایسه بیان آنها انجام شد. برای بررسی بیان ژن ب

 مراحل انجام شد: زیر

 باکتری RNAاستخراج 

 ، ایارانشارکت سایناکلوناساتخراج بدین منظور از کیات 

 به شرح زیر است: برنامهطبق آن که مراحل  شداستفاده 

افازودن . 2؛ (min2-rpm 10000 ) یباکتر رسوب هیته .1

lµ 40 میزوزیاال میآنااز mg 4/0 (min 20 /ºC37) افاازودن . 3؛µl 

از  µl 300 افازودن. 4؛ شادهانکوباهباافر  زیازیلا زیمحلول ل 400

 RNA (minانتقال به ستون اساتخراج . 5؛ precipitationمحلول 

1-rpm 13000) افاازودن . 6؛lµ 400 اول  یشااوومحلااول شست

(min 1-rpm 13000) افزودن . 7؛lµ 400 یشاوومحلاول شست 

اتااانول  رفااع. 8؛ (min 1-rpm 13000)بااار  2دوم بااه تعااداد 

باه  هاستونانتقال . 9؛ (min 2-rpm 13000) ماندهیباق یاحتمال

 RNaseاز محلول  lµ 30افزودن . 10؛ ml 5/1 دیجد وبیکروتیم

free water یشده در دماانکوبه ºC55 هااستون به (min 1-rpm 

 -ºC70حاصاال تااا زمااان اسااتفاده در  RNA( دو بااار. 13000

 .شد ینگهدار

ناشای از آلاودگی باا اساتفاده از کیات  DNAبرای حاذف 

DNase  شرکتGenet Bio  شد:به شرح زیر استفاده  

 µl 1و  2MgClبااافر  µl 1مقاادار  µg 1 RNAبااه ازای هاار 

دقیقه انکوبه  30به مدت  ºC37افزوده و مخلوط در DNaseآنزیم 

به میکروتیوب افزوده و به مادت  lµ 1 EDTA. در انتها مقدار شد

انکوباه  DNaseبه منظور توقف فعالیت آنازیم  ºC65دقیقه در 10

 cDNAو سنتز  RT PCRحاصل به منظور استفاده در  RNAشد. 

 .شداستفاده 

 cDNAسنتز 

اساتفاده شاد. بادین  ABIاز کیات  cDNAمنظور سنتز به 

که شامل ماوارد زیار  lµ 10با حجم  cDNAمنظور مستر ساخت 

 RT Buffer(2 µl) ،dntp(0.8 µl) ، Randomاست سااخته شاد: 

Primer(2 µl) ،RT(1) ،DW(4.2 µl) . درنهایت بااµl 10  ازRNA 

. 1 به شارح زیار باود: cDNAدمایی ساخت  برنامهترکیب شدند. 

ºC25 ،10 2؛ دقیقااه .ºC37 ،120 3؛ هدقیقاا .ºC85 ،5 دقیقااه. 
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cDNA یند اسنتزشده به منظور انجام فرPCR  شداستفاده . 

 PCR فرایند

 Prim Taq Premixاز کیات  PCRبه منظور انجام عملیات 

(2X)  شرکتGenet Bio  با دستور تهیه مستر میکس باه صاورت

، Buffer (2.5 µl) ،(2 µl) 2Mgcl ،dntp (0.5 µl) :زیر استفاده شد

Taq (0.2 µl) ،Primer Forward (0.5 µl (10 pm)) ،Primer 

Riverse (0.5 µl (10 pm))، DW (12.8 µl).  نمونهمیزان cDNA 

µl1  ثانیاه ساانتریفیوژ جزئای شاد تاا  10بود. مخلوط به مادت

قطراتی که روی جداره میکروتیوپ باود، حاذف شاود. ساپس در 

 ا تنظیمات دمایی زیر قرار داده شد:ب PCRدستگاه 

باه  DNAتکثیار . 2؛ ºC95دقیقاه در  5واسرشت اولیه . 1

ب( اتصاال  ،ºC94 ثانیاه در 30چرخه: الف( واسرشات  37تعداد 

 .3 ؛ºC72ثانیاه در  40ج( گساترش:  ،ºC60ثانیاه در  40پرایمر: 

 .ºC72دقیقه در  5باز سرشت نهایی 

 درصاد 5/1-2 ه از ژلباا اساتفاد PCRالکتروفورز محصول 

ژل باا اساتفاده از دساتگاه ژل  از آگارز صورت پاذیرفت و ساپس

توالی پرایمرهای اساتفاده شاده در جادول  .شدبرداری داک عکس

 یک درج شده است. 

 

 کشت در محیط بلاد آگار

انجماد  ةدورها، در انتهای احتمالی باکتری یبه منظور احیا

از محیط آبگوشت ماهی بر روی محیط بلاد آگار کشت داده شاد 

 یانکوبه و هماولیز بتاا ºC37ساعت در دمای  24-48و به مدت 

 inlAو  16s rRNA ،hly . سپس بیاان هار ساه ژنشدآن بررسی 
 بررسی شد.

 تحلیل آماری و تجزیه

. نتایج گرفتتصادفی انجام  این آزمایش در قالب طرح کاملاً

 ةمقایساو  شد ارزیابی ANOVAهای های پارامتریک با روشداده

 تجزیاه و تحلیالصورت پذیرفت. برای  LSDها با آزمون میانگین

های غیرنرماال های نرمال از آزمون دانکن و برای دادهآماری داده

آزمااون  از از آزمااون ماان ویتناای اسااتفاده شااد. در مواقااع لاازوم

هااای داده و تحلیاالتجزیااه ناپارامتریااک کااای اسااکوور باارای 

در سااطح  هاااتجزیااه و تحلیل. تمااام شاادناپارامتریااک اسااتفاده 

هباصورت پاذیرفت. نتاایج  SPSSدرصد و با نرم افزار  5اطمینان 

افازار اکسال انجاام نرمآمده با ترسیم نمودارها با استفاده از دست

 شد.
 

                
 (33-31در پژوهش ) شدهپرایمرهای استفادهتوالی . 1جدول 

 اندازه محصول

(bp ) 
 دمای اتصال

(ºC) 

 نام ژن توالی الی ونوکلئوتید

109 60 F: TTA GCT AGT TGG TAG GGT 

R: AAT CCG GAC AAC GCT TGC 

16S rRNA 

139 60 F: CGCAACAAACTGAAGCAAAGG 

R: TTGGCGGCACATTTGTCAC 

hly 

95 60 F: CGGATGCAGGAGAAAATCC 

R: CTTTCACACTATCCTCTCC 

inlA 

 

 هایافته
 BHIها در محیط کلنی باکتریشمارش بررسی نتایج 

 شده غنیآگار 

شاده غنایآگار  BHI کلنی در محیطشمارش نتایج بررسی 

سااعت  8و  4های طی زمان FBبراث،  NS ،BHIدر هر سه تیمار 

ها در فریازر، روز پس از قرارگیری نمونه 60و  30، 20، 8، 4، 2و 

قابلیات رشاد روی  -ºC18این باکتری در شوک دمایی  نشان داد

تعاداد  اماااسات، آگار را حفظ کرده  BHIشده غنیکشت  محیط

 (.1آنها طی این زمان با کاهش همراه بود )شکل 



 ... به حالت زنده اما غیرقابل کشت و Listeria monocytogenesبررسی امکان ورود باکتری  | همکارانصونا کلته و  

74 

 

 
 FB (Fish Broth)و  BHI (BHI Broth)در تیمارهای  در -ºC18در دمای  L.monocytogenesنتایج روند کلنی کانت باکتری  .1شکل 

 تمیلگار :یمحور عمود ؛(یبعد یدر روزها یبعد یهاساعت پس از شوک مربوط به روز اول و زمان 8ساعت و  4شده )دو زمان اول یسپرمدت زمان  :یمحور افق

 یتعداد باکتر

 نتایج بررسی بیان ژن

 BHIها در محیط کلنی باکتریشمارش بررسی نتایج 

 آگار غنی شده 

قبال از  inlA و 16s rRNA ،hlyهاای نتایج بررسی بیاان ژن

خاصایت داشاتن بیاان هار ساه ژن و  ةدهنادنشانشوک انجماد 

 (.2زایی این باکتری بود )شکل بیماری

هاا پاس از شاوک باکتری PCRنتایج الکتروفورز محصاول 

 16S rRNAبیاان ژن  ةدهنادنشان انجماد برای روز دوم استخراج

 .Lبود. طبق این نتاایج بااکتری  FBبراث و  BHIتیمارو ددر هر 

monocytogenes  در دمایºC18-  دقیقاه قاادر باه  20به مادت

کناد. یاان میگردان خاود را نیاز بو ژن خاناه اساتزنده مانادن 

ترتیاب در تکرارهاای دوم و اول ه با hlyهمچنین شاهد بیان ژن 

ام از تیمارهاا کاددر های  inlAبودیم. ژن  FBو  BHIهای محیط

 (.3بیان نشد )شکل 
 

 

 
 قبل از شوک انجماد inlA و 16s rRNA ،hlyبررسی بیان ژن  فرایندحاصل  PCRنتایج الکتروفورز محصول  .2شکل 

 الگوبدون  ةنمون( شامل C-کنترل منفی ) ؛لیستریا مونوسیتوژنز DNA( شامل C+کنترل مثبت )؛ 3و  2، 1ترتیب ه ترتیب و تکرار تیمارها برای هر دو محیط ب
 

 

 

 

 

 
 FB (Fishو  BHI (BHI Broth)یمارهای تدر  inlA و 16s rRNA ،hlyبررسی بیان ژن  فرایندحاصل  PCRنتایج الکتروفورز محصول  .3شکل 

Broth) ؛ 3و  2، 1ترتیب ه ترتیب و تکرار تیمارها برای هر دو محیط ب در روز دوم انجماد( کنترل مثبت+C شامل )DNA کنترل منفی  ؛لیستریا مونوسیتوژنز

(-C شامل )الگوبدون  ةنمون 
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در  FB (Fish Broth)و  BHI (BHI Broth)در تیمارهای  inlA و 16s rRNA ،hlyبررسی بیان ژن  فرایندحاصل  PCRنتایج الکتروفورز محصول  .4شکل 

( شامل C-کنترل منفی ) ؛لیستریا مونوسیتوژنز DNA( شامل C+کنترل مثبت ) ؛3و  2، 1ترتیب ه ترتیب و تکرار تیمارها برای هر سه محیط ب روز بیستم انجماد

 نمونهنمونه بدون 

 

بیان دهندة نشان نتایج الکتروفورز برای روز بیستم استخراج

و  hlyباود. ژن  FBباراث و  BHI در هر دو تیماار 16S rRNAژن 

ilnA  (.4)شکل  کدام از تیمارها بیان نشددر هی 

کلنای در شمارش نتایج بررسی بیان ژن با نتایج  مقایسهاز 

توان به ایان نتیجاه رساید آگار، می BHIشده غنیکشت  محیط

باکتری موجود در هر سه محیط طی شوک انجماد زناده اسات و 

در دو محایط  hlyزایی خود را از طریق بیاان ژن خاصیت بیماری

آنجاا در روز دوم حفظ کارده اسات. از ( BHI ,FBشرایط مغذی )

هاا در محایط کشات غنای شااهد رشاد که در شمارش بااکتری

 VBNCتوان نتیجه گرفت بااکتری وارد فااز می ،ها بودیمباکتری

 . است شوک دمایی وارده ضعیف شده بر اثراما  است، نشده

 انجماد ۀدورنتیجه بررسی کشت در بلاد آگار در انتهای 

در  FBیط شاده از محاتلقایحرشد باکتری دهندة نشاننتایج 

 دار بود.خون روز شصتم و همولیز مثبت آن در محیط آگار

 در محیط بلاد آگار FBنتایج بررسی بیان ژن محیط 

 hlyو بیان مجادد ژن  16S rRNAبیان ژن دهندة نشاننتایج 

 (.5گونه بیانی مشاهده نشد )شکل هی  inlAبود. در مورد ژن 

 

   
در روز شصتم انجماد، پس از  FB (Fish Broth)در تیمار  inlA و 16s rRNA ،hlyبررسی بیان ژن  فرایندحاصل  PCRنتایج الکتروفورز محصول  .5شکل 

( C-کنترل منفی ) ؛لیستریا مونوسیتوژنز DNA( شامل C+کنترل مثبت )؛ 3و  2، 1ترتیب ه ترتیب و تکرار تیمارها برای هر دو محیط ب احیا در محیط کشت بلاد آگار

 نمونهشامل نمونه بدون 
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 گیریو نتیجه بحث
L. monocytogenes زنده می شرایط انجماد در خوبیبه

 ثابت ماندن تقریبی نگهداری به صورت منجمد باعث و ماند

 .L در پژوهش حاضر باکتری (.34) شودمی باکتری ةزند جمعیت

monocytogenes  اش پذیریبود و با حفظ کشتمقاوم به انجماد

ه مطالعات نشان دادانجماد قادر به زنده ماندن بود.  ةدورتا انتهای 

در گوشت گوسفند در دمای  تواندمی L. monocytogenes است

ºC23-  روز، در  20به مدتºC20-  بار  35سال با  2به مدت

زنده روز  70به مدت  -ºC18انجمادزدایی و در کره در دمای 

ی وجود و بقابررسی  یای دیگردر مطالعههمچنین (. 35) بماند

L. monocytogenes نمونه ماهی  470از میان  نشان داده است

از  درصد 92/1خام، محصولات ماهی و محصولات دریایی دیگر، 

به این صورت که از بین  ؛ندبودآلوده  L. monocytogenesآنها به 

 61(، از بین درصد 22/2نمونه ماهی هیک منجمد یک مورد ) 45

مورد محصول ماهی  4مورد و  2نمونه محصول دریایی منجمد 

این بودند. آنها همچنین اشاره داشتند آلوده  یباکترمنجمد، به 

تواند ماهیان دریاهای گرمسیری را آلوده کند که از میباکتری 

 2/17توان به آلودگی شده از این طریق میآلودهلات جمله محصو

خوراکی  3یهاشل فیش درصد 1/12صدف منجمد و  درصد

 منجمد اشاره کرد. 

L. monocytogenes ةگونزای عنوان جنس عفونته ب 

Listeria  که  اردها قرار ددفعات جداسازی از نمونه ةرددر دومین

 .Lباکتری طبق مطالعات (. 36) استکننده نگرانله ئاین مس

monocytogenes  دوستطبیعت سرما .استمقاوم به فریز کردن 

(. 2) استهمراه با کاهش طول زنجیره اسید چرب  این باکتری

انجماد به طور معمول به چندین  ةدورباکتری در طول  یبقا

(، ترکیب 38 ،37عامل بستگی دارد، که شامل طبیعت سلول )

زدایی انجماد-( و شرایط انجماد39 ،37های سرمایی )محافظ

سازی انرژی درونی فراهم. بقا پس از گرسنگی با است( 40 ،37)

های فرایندهایی که و پروتئین RNAای، از طریق مواد ذخیره

افتد. انجماد و انجمادزدایی کنند اتفاق میسلولی را حفظ می

شود پلاسمایی می یسلولی و غشا ةدیوارلیستریا منجر به آسیب 

شود های داخل و خارج سلولی میتشکیل کریستال ناشی ازکه 

(. دمای انجمادزدایی ممکن است از طریق تغییرات غلظت 2)

شکل ه زدایی بشدن مجدد در طول انجمادکریستالهالکترولیت یا 

 .(43-41ثیر بگذارد )أجدی بر بقای باکتری ت

                                                           
Shel fishes.  3 

ج کلنای ها ثابت نماند و نتاایدر تحقیق حاضر تعداد باکتری

 ةدورو نمودار رشد باکتری نشان داد تعداد آنهاا تاا انتهاای  کانت

. ه اساترساید cfu/g 510باه  cfu/g 710و از  هکاهش یافتانجماد 

در راستای نتایج ما های باکتریایی همچنان قابل کشت بود. سلول

 .Lهاای مشاهده کردند تعداد سلول( 1991) همکاران و سونیهر

monocytogenes در انجمااد از شده به ماهی و میگاو پاستلقیح 

یاباد مای کااهش log 3ماه، به اندازه  سه به مدت -C° 20 دمای

 صادمه و مارگ منجمد، هایمحیط کم pHطبق مطالعات،  .(44)

 افازایش نگهداری منجماد طی را L. monocytogenes هایسلول

هاا در رو یکی از عوامل کاهش تعداد بااکتریایناز  .(45دهد )می

 همچناینجو کارد. ومحیط جسات pHتوان در این تحقیق را می

توان یاا باه دلیال آسایب سالولی و ها را میکاهش تعداد باکتری

احتماال آن کام اسات چاون ، هرچناد کاه مرگ آن عنوان کارد

و یاا باه دلیال ورود باه  ،شاودنمیانجماد منجر به مرگ باکتری 

زمان بیشتری برای بررسی نتایج کلنی کانات لازم  .VBNCحالت 

 د یا نه.نشومی VBNCوارد حالت ها باکتریبود تا مشخص شود 

محیطای  کامتوانند در دمای ها مییباکترمختلفی از انواع 

(، 46(، آئرومونااس )21ویبریاو )مانناد  ؛شوند VBNCوارد حالت 

(. در پاژوهش 49( و اخیرا لیساتریا )48(، سالمونلا )47یرسینیا )

انجمااد در هار  ةدورتا انتهای  L. monocytogenesحاضر باکتری 

نشد. در این زمینه تحقیقات بسایار  VBNCدو محیط وارد حالت 

و همکااران  Zeng از جملاه آنهاا پاژوهش ؛کمی انجام شده است

پاس از  iSalmonella typhبااکتری  نشاان دادکه  است (2013)

در شارایط گرسانگی وارد  -ºC20ساعت نگهداری در دماای  48

و پس از احیا، در موش خاصایت بیمااری شودمی VBNCحالت 

 (. 48) خواهد داشتزایی 

نشان  inlA و hly زاییهای بیماریبررسی بیان ژنهمچنین 

درنتیجه باکتری  .شودمیمتوقف با افزایش زمان  hlyداد بیان ژن 

نبود.  اشزاییبیماریقادر به حفظ خاصیت انجماد  ةدورتا انتهای 

 L. monocytogenesزایای در های اصلی بیماریدما برای بیان ژن
عنوان ( 2010و همکاران ) Duodu(. در این ارتباط 50مهم است )

زماانی کاه  L. monocytogenesزای های بیماریبیان ژناند کرده

فیله ماهی سالمون در دماهای مختلف نگهداری شود، باه صاورت 

 ºC20در دماای  ilnAو  hlyهاای بیاان ژن .شودبیان میمتفاوتی 

توان عنوان کرد (. درنتیجه می51) است ºC4و  0ی هابیش از دما

تواند نارخ یابد که دلیل آن میها کاهش میبیان ژن کم،در دمای 

 باشد. کمباکتری در دماهای  کممتابولیکی 

 ی، به منظور احیاااست طور که در نتایج عنوان شدههمان 
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وارد حالات  دیده یا آنهایی که احتمالاًصدمههای احتمالی باکتری

VBNC شاده غنایدر ماتریکس گوشت ماهی از محایط  ،اندشده

نشان داد  حاضرمطالعه  .حاوی سدیم پیروات و مخمر استفاده شد

یاا  شاوندمایهای رشدیافته بیان ندر باکتری inlAو  hlyهای ژن

زماانی کاه خاون باه محایط کشات اما  ،خاموش بودند اصطلاحاً

هاسات که مسائول هماولیز سالول hlyژن  ،ها افزوده شدباکتری

بااکتری نیاز در محایط کشات  یروشن شد و همولیز بتا مجدداً

همچناان خااموش ماناد. ایان  inlAژن  که در صورتی شد،مثبت 

تواند روشناست که می عواملیدهد خون حاوی موضوع نشان می

را در این باکتری القا کند. اولین گزارش  hlyزای شدن ژن بیماری

هاای سالول تیماارپاس از  VBNCهاای سالول یدر مورد احیاا

طبق این ( مشاهده شد. BHIبا مواد مغذی )تزریق  یفیسالمونلا ت

 احیاا ،VBNCهاا باه حالات روز از ورود سالول 4پس از گزارش 

 (. 52) اتفاق افتاد

( 1996و همکاااران ) hly، Bunicدر ارتباااط بااا بیااان ژن 

پاس از چنادین هفتاه  Oفعالیت لیستریولیزین  اندکردهمشخص 

رود از دست مای کمدر دمای  L. monocytogenesماندن باکتری 

سااعت انکوباه در دماای  24زایای آن پاس از و خاصیت بیماری

ºC37 توان به پروتئین ( که دلیل آن را می53) گرددمیبازPrfA 
اسات،  actAو  hly ،inlAزای های بیماریژن کننده بیانتنظیمکه 

بیاان  ºC30و در دماای زیار  ساتاوابساته  دما بهنسبت داد که 

-نیز کنترل مای Sigma-Bها توسط (. بیان این ژن53شود )نمی

هاای فیزیولوژیکاال در شود که بیان این ژن ممکن است استرس

(، همچنااین فعالیاات 55- 53میکروارگانیساام را بهبااود بخشااد )

Sigma-B  رشد باکتری بستگی دارد که حداکثر فعالیت  ةمرحلبه

 ناااهیبه pH(. 57 ،56) اساااتدر فااااز ساااکون بااااکتری ن آ

 آنهاا تیافعال. بود رفعالیغ :pH 7و در است O 5/5 نیزیولیستریل

را  inlA(. عدم بیاان ژن 58شد ) ایاح 5/5به  pHدوباره با کاهش 

روشاننبودن شرایط مغذی مورد نیااز بارای دسترستوان در می

 . کردشدن آن بیان 

هاای هاایی کاه تحات تانشمطالعات در ارتباط با بااکتری

گیرناد و ممکان محصولات آماده مصرف قرار می فرآوریمختلف 

شوند، نقش مهمای در  VBNCاست تحت این شرایط وارد حالت 

د. باه دلیال ها و حیوانات باه عهاده دارریزی سلامت انسانبرنامه

 VBNCها ممکن است با یا بدون ورود به حالات اینکه این سلول

زایی خود را حفاظ کنناد و باا مصارف محصاول خاصیت بیماری

کننده شوند و یاا اینکاه مصرفدر منجر به بیماری  ،مصرف ةآماد

کننده از سر گرفتاه شاود و زا در بدن مصرفهای بیماریبیان ژن

. درک بیشتر سلولشود کنندهصرفمیت یا مرگ ممنجر به مسمو

ممکن اسات باه ماا در توضایح اینکاه چارا شامار  VBNCهای 

 کمک کند. ،یابدمیباکتریایی در زمستان کاهش 

انجماد از تعاداد  ةدورکه طی  شددر تحقیق حاضر مشاهده 

تاا  16S rRNAگردان های اولیه کاسته شد و بیان ژن خانهباکتری

هاای اماا باا گذشات زماان بیاان ژن ،انتهای دوره اداماه داشات

زایی با کشات زا متوقف شد، در عین حال خاصیت بیماریبیماری

در محیط بلاد آگار مجددا حاصال شاد. همچناین ممکان اسات 

باکتری با ورود به بدن و قرارگارفتن در معارش شارایط مناساب 

دست آورد و موجب ه ش را بازاییبیماریخاصیت  مجدداً ،یرشد

تواناد مای ایان موضاوع .کنناده شاودمصارفرگ مسمومیت و م

هشداری جدی برای تولیدکنندگان محصولات منجمد در ارتبااط 

 بناابراینکنناده باشاد. مصارفزایی ایان پااتوژن بارای با بیماری

های فراینادمحصاولات شایلاتی و اخاذ  فارآوریفرایناد بازبینی 

 شود.قبل از مصرف توصیه می بهتر فرآوری

 

 سپاس زاری
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