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Abstract
Background and Objective: Listeria monocytogenes is a gram-positive and foodborne pathogen that is
psychrophilic and has the ability to tolerate a high percentage of salt by more than 10%. This bacterium
grows in many food products that have a long shelf life. This study was performed to evaluate the
expression of genes hly and inlA of Listeria monocytogenes bacteria in the viable but non-culturable
(VBNC) condition in temperatures of 4 degrees Celsius.

Methods: In this descriptive laboratory study, bacteria in 106 counts in mid log phase were inoculated
into BHI Agar rich medium and It was investigated and stored at refrigerated temperature (4 degrees
Celsius) until the cultivate was lost. At the end of the 16S rRNA gene, the hly and inlA genes were studied
as pathogenic genes of this bacterium. The expression of these genes before and after entering to VBNC
state was performed to compare their expression.

Results: Listeria bacteria lost its cultivation ability after 5 months of storage at a refrigerated
temperature. The results of the gene expression analysis showed that at the end of the period, the
bacterium entered "Viable But non-Culturable" form; also the hly and inlA pathogenic genes were not
expressed in riched medium. By adding blood to the rich culture medium of this bacterium, the hemolysin
O pathogen gene was re-illuminated.

Conclusion: The results of this study show that the possibility of bacterial entry into VBNC mode occurs
at the refrigerator condition, and the expression of its pathogenic genes is affected. Blood and its agents
can act as an agent for the induction and clarification of the hly gene. Therefore, it is necessary to review
the microbial quality control of fishery products.

Keywords: Listeria monocytogenes, VBNC, hly gene, inlA gene, Temperature

_______________________________________________________________________________________________

Received 16 Jan 2019 Revised 10 Dec 2019 Accepted 10 Feb 2020

Cite this article as: Kalteh S, Ojagh SM, Tabarraie A, Zolfaghari M. [Expression of the hly and inlA genes of Listeria monocytogenesgenes

bacteria in viable but non-culturable (VBNC) condition in temperatures of 4 degrees Celsius]. J Gorgan Univ Med Sci. 2020 Summer; 22(2): 89-

98. [Article in Persian]



89/ )74پیدر(پی2شماره/22دوره/1399تابستان /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله
تحقیقی

98Article ID: Vol22-27تا 89صفحات 

ListeriaباکتريinlAوhlyهايژنبیان monocytogenes

گرادیسانتدرجه4دمايدر)VBNC(کشتقابلغیرامازندهوضعیتدر
ORCID ID: 0000-0001-6996-2177ن.ایراگرگان،گرگان،طبیعیمنابعوکشاورزيعلومدانشگاهزیست،محیطوشیلاتدانشکدهشیلاتی،محصولاتوريآفردکتري،کلتهصونادکتر

.ایرانگرگان،،گرگانطبیعیمنابعوکشاورزيعلومدانشگاه،زیستمحیطوشیلاتدانشکدهشیلاتی،محصولاتفرآوريگروهدانشیار،،اجاقيدمهدیسدکتر*
ORCID ID: 0000-0001-7325-1263

ORCID.، دانشگاه علوم پزشکی گلستان، گرگان، ایرانیعفونيهايماریقات بیاستاد ویروس شناسی، مرکز تحق،یئتبراجانیعلدکتر* ID: 0000-0002-8167-5469

.نایراگرگان،گرگان،طبیعیمنابعوکشاورزيعلومدانشگاهزیست،محیطوشیلاتدانشکدهشیلاتی،محصولاتوريآفراستادیار،يذوالفقاريمهددکتر
ORCID ID: 0000-0001-7443-7975

 ________________________________ ________________________________ _
چکیده

Listeria(مونوسیتوژنزلیستریاهدف:وینهزم monocytogenes(توانـایی وبـوده دوسـت سـرما کهاستمثبتگرمغذازادپاتوژنیک
رشددارندطولانینگهداريزمانمدتکهغذاییمحصولاتازبسیاريدرباکتريایندارد.رادرصددهازشیبنمکبالايدرصدتحمل

کشـت قابـل غیـر امـا زنـده وضـعیت درمونوسـیتوژنز لیسـتریا يبـاکتر inlAوhlyهـاي ژنبیـان یابیارزنظورمبهمطالعهنیا.کندمی
(Viable But non-Culturable state: VBNC)شد.انجامگرادیسانتدرجه4دمايدر

BHIتکشمحیطبهلگاریتمیرشداواسطدرباکتري106یشگاهیآزمایفیتوصمطالعهنیادربررسی:روش Agar تـا وتلقـیح غنـی
16Sژندورهانتهايدرشد.نگهداريوبررسی)گرادیسانتدرجه4(یخچالدمايدرکشترفتندستاززمان rRNA هـاي ژنهمچنـین

hlyوinlAحالتهبورودازبعدوقبلهاژناینبیانبررسیگرفتند.قراربررسیموردباکترياینزاییبیماريهايژنعنوانهبVBNC،به
د.یگردانجامآنهابیانمقایسهمنظور

نشـان ژنبیـان بررسـی نتایجداد.دستازراخودپذیريکشتتوانایییخچالدمايدرنگهداريماه5ازپسلیستریاباکتريها:هیافت
نیزشدهغنیمحیطدرآنinlAوhlyزاییماريبیهايژنهمچنین.شد»کشتقابلغیرامازنده«حالتواردباکتريدورهانتهايدرکهداد
گردید.روشنمجدداOًهمولایزینزاییبیماريژنباکترياینغنیکشتمحیطبهخونافزودنبانشدند.بیان

هـاي ژنبیـان وداردوجـود یخچـال شـرایط درVBNCحالـت بـه بـاکتري ورودمکـان اکهدادنشانمطالعهنیاجینتاگیري:نتیجه
بـازبینی اینـرو ازکنـد. عملتواندمیhlyژنبرايکنندهالقاعاملعنوانبهآنفاکتورهايوخونگیرد.میقرارتاثیرتحتآنزاییماريبی

رسد.مینظرهبضروريشیلاتیهايوردهآفرمیکروبیکیفیتکنترلفرایندهاي
دما،inlAژن،hlyژن،VBNC،مونوسیتوژنزلیستریاها:واژهکلید
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مقدمه
Listeria(توژنزیمونوس ـایستریل monocytogenes(پـاتوژن کی ـ

تحمـل ییتوانـا وبـوده دوسـت سـرما کـه اسـت مثبـت گرمغذازاد
درممیاپت ـطیشرادردارد.رادرصد)10ازشی(بنمکيبالادرصد

0-15نیب ـنمـک غلظـت وگـراد یسـانت درجه1-45يدمامحدوده
ازياریبســدريبــاکترنیــانیهمچنــ).2و1(کنــدیمــرشــددرصــد

رشـد ؛دارنـد یطـولان ينگهـدار زمـان مدتکهییغذامحصولات
راپـاتوژن نی ـارشـد کـه یمصـرف آمادهمحصولات).3-5(کندیم

کننـده مصـرف توسطرايااضافهیحرارتندیفراوکنندیمتیحما

.)6(باشـند مصرفهنگامایستریليحاوتوانندیم؛کنندینمافتیدر
ــتریل ــولاتازتوژنریمونوســایس ــلییایــدرمحص ،يدودیمــاهمث

ــولات ــدرمحص ــهییای ــد،وپخت ــمنجم ــاهیترش ــورویم یمیس
ویخشـک دررشددريباکترنیاییتوانا).7(استشدهيجداساز

یراحت ـبـه لـذا .استگشتهآنیپراکندگوبقاءشیافزاباعثسرما
دریحت ـودی ـنمارشـد خچـال یدرموجـود ییغذامواددرتواندیم

زانی ـم).8(نـرود نیب ـازومانـده یباقونیزاسیپاستورناقصاتیعمل
یلاتیش ـمحصـولات وسـرد يدودسـالمون درسیوزیسـتر یلوعیش

تعـداد رفمص ـ).9(اسـت شدهگزارشدرصد6-36مصرفآماده
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ازخطـر گروهيبراتوجهقابلیبهداشتدیتهدکیایستریلازيادیز
ونیجن ـبـاردار، زنـان سـالمندان، ،یمن ـیاستمیسنقصباافرادجمله

ازیناش ـری ـمومرگهاگروهنیادرشود.یممحسوبآنهانوزادان
ییغـذا مـواد ).10(باشددرصد20-30يبالاتواندیمسیوزیستریل

آنهـا درکـه بودنـد یمحصـولات سیوزیسـتر یلعمدهوعیشردلیدخ
الاتیادر).11(بودمصرفازقبلادیزتعدادبهرشدبهقادرایستریل

سـم یکروارگانیم1از(کمترآمادهيغذاهادرصفرمجازحدمتحده
).12(استشدهاعلامنمونه)گرم25هردر

یماهمحصولاتدردیشدتامتوسطيدماهاازنادرستاستفاده
شیافـزا رایمـاه درایسـتر یلرشـد يادی ـزحدتااستممکنآلوده
ایسـتر یليبـالا سـطح بـروز کـه نیالیدلبهوجود،نیابا).13(دهد

عمـدتاً یلاتیش ـمحصـولات وافتـد یم ـاتفـاق کمتـر یع ـیطبطـور به
درجـه 4يدمـا درایسـتر یلبهآلودهیماه؛دارندیکوتاهيماندگار

سـلامت يبـرا يکمترخطرتاشودیمينگهدارکمترایدگرایسانت
نشده،مقررایستریليبرایعفوندوزحداقلاگرچهشود.هیاراعموم

سیوزیســتریلباعــثآنکــمتعــدادکــهداردوجــوديشــواهدامــا
ينگهـدار محصولاتدرکهاستشدهینیبشیپ).14و13(شودیم

شـمار کننـده، مصرفویفروشخردهمعمولییدماطیشرادرشده
سـتم یسباافراددرعفونتباعثکهبرسدیسطحبهتواندیمایستریل
ــیا ــرددفیضــعیمن ــدون.)15(گ ــهب ــبمداخل ــواردشــمارمناس م
درشیافـزا لی ـدلبـه نـده یآدهـه چنـد توانـد یمیانسانسیوزیستریل

ابـد یشیافـزا ؛هسـتند يمـار یبنی ـامسـتعد اریبس ـکهیتیجمعنسبت
).17و16(

لهیوس ـهب ـیکیمتـابول ويساختارنظرازطیمحدرایستریلياکترب
وومی ـآمونییتـا چهـار بـات یترکهـا، نی(آم ـکننـده یضدعفونمواد

کـردن، خشـک کـردن، زی ـفرایسرماگرما،ها،محافظدها)،یپراکس
دراسـترس بـا مواجهـه هسـتند. استرستحتدیاسوياسمزراتیتغ

بـه يبـاکتر يسـازگار شیافـزا بـه منجريباکترماندنزندهصورت
ازیع ـیطبسـطح بـه هـا هیسـو مقاومتوشودیمیطیمحيهااسترس
حفاظـت ،Cross-protection(هترولـوگ وهمولـوگ يهـا استرس
دی ـتولقی ـطرازتوانـد یم ـمقاومـت نی ـاکنـد. دای ـپشیافزا)متقاطع
لیتبــدمثــلیکــیژنتانتقــالایــجهــشاســترس،يهــانیپــروتئ

(Transformation)،انتقــــــال(Transduction)بیــــــترکایــــــ
(Conjugation)ایسـتر یل،يسـازگار نیابرعلاوه).18(شودحاصل

برخـوردار یط ـیمحنامسـاعد عوامـل بامقابلهيبراياژهیوییتوانااز
»کشتقابلریغامازنده«نامبهیحالتوارديباکترآنیطکهاست

(Viable but non culturabale: VBNC)اجـازه آنبهکهگرددیم
VBNC.دهـد یم ـرایط ـیمحسـخت طیشـرا یبرخ ـدرماندنزنده

دررشـد بـه موفـق يبـاکتر کـه اسـت یحـالت دهنـده نشانهايباکتر
باهايباکترنیاست.یناستانداردومعمولکیولوژیباکتريهاطیمح

دتوانن ـیم ـشدنءایاحمحضبهن،ییپااریبسیکیمتابولتیفعالوجود
قیــتحقجینتــاراســتانیــادر).19(ابنــدیبازراخــودکشــتتیــقابل

Lindbackــارانو ــارههمکــ ــهاشــ ــابــ ــو14ورودییتوانــ هیســ
L. monocytogenesوآنيفــرآورطیمحــســالمون،ازشــدهجــدا

ــارانیب ــو2وم ــتاندارد،هیس ــتاس ــراتح ــنگطیش ــادریگرس يدم
).20(داشـت VBNCفـاز بـه هفتـه 12تـا 5یطگرادیسانتدرجه4

ياریبس ـتیاهمهاپاتوژنيبراکشتتیقابلوماندنزندهنیبزیتما
دسـت ازکشـت، تی ـقابلدادندسـت ازاسـت ممکنکهچرا.دارد
ازیناش ـخطـر مـورد درنیبنـابرا نکند.نیتضمراییزايماریبرفتن

محققانازیبرخندارد.وجودینانیاطمچگونهیهVBNCيهاسلول
در.انـد دادهنشـان راVBNCيهـا سلولازیناشییزايماریباثرات

بـه یـی زايمـار یبوکشـت تیقابلکهاندکردهادعاگرانیدکهیحال
اسـت Oنیزیولیسـتر یلندهکنکدhlyرود.یمدستازهمزمانطور
اسـت يضـرور سـلول توزولیس ـبـه ورودومانندحفرهزیليبراکه

مهمییزايماریبعاملعنوانبهتوژنزیسمونوایستریلنیزیهمول).21(
درونرشـد جیتـرو يبـرا آنترشحو)22(استشدهدادهصیتشخ
).24و23(اسـت يضـرور سـم یارگانTيهاسلولصیتشخویسلول

کشــتازبــارنیاولــ)O)25نیزیولیســتریلکننــدهنیــیتعنیزیهمــول
بـا يتربـاک تهـاجم درinlAژن).25(شـد جـدا توژنزیمونوسایستریل

hlyهـاي ژنبیانمنظوربهمطالعهنیالذا).26(داردنقشتوزیانتروس

غیرقابـل امـا زنـده وضـعیت درمونوسـیتوژنز لیسـتریا يباکترinlAو
شد.انجام)گرادیسانتدرجه4(خچالیدمايدر(VBNC)کشت

بررسیروش
محـیط وشـیلات دانشـکده درآزمایشگاهیتوصیفیمطالعهاین
يهـا سالیطگرگانطبیعیمنابعوکشاورزيعلومدانشگاهزیست

شد.انجام97-1395
هیسـو توژنزیمونوسایستریليباکتر:آنکشتومطالعهموردهیسو

ATCCاستاندارد يهـا پـژوهش سـازمان از)،4bپی(سـروتا 19115
طیمحدريباکترشد.هیتهزهیلیوفیلصورتبهرانیایصنعتویعلم

BHIانکوبـه گرادیسانتدرجه37يدماردساعت24مدتهببراث
يدمـا درساعت24وشدکشتآگارBHIطیمحيروسپسشد.
یکلن ـکی ـانتهـا درد.یگردانجامونیانکوباسگرادیسانتدرجه37

ــالص ــدهخ ــواردش ــراثBHIطیمح ــدهب ــسوش ــاعت24ازپ س
بـا گـراد یانتسدرجه37يدمادرکرداریشانکوباتوردرونیانکوباس

rpm200يدمـا درسـرول یگلهمـراه بهيتریلیلیم5/1يهاالیودر
شدند.ينگهدارگرادیسانتدرجه70یمنف

اسـتاندارد هیسـو دی ـتائمنظـور بـه :ییایباکترییشناسايهاآزمون
گـرم، يزی ـآمرنـگ لیقبازییایمیوشیبيدیتائيهاآزمونشدههیته

،CAMP،MR،VPتستز،یبتاهمولداز،یاکسکاتاز،حرکت،تست
ولاکتـوز ومـالتوز لـوز، یگزيقنـدها ری ـتخموOFن،یاسـکول لیبا
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کامــلانیــبیبررســيبــرایمولکــوليدیــتائيهــاآزمــوننیهمچنــ
منظورنیايبراشد.انجامPCRآزمونتوسطیبررسمورديهاژن
مــورد؛بــودایســتریلیاختصاصــژنکــهhlyژنانیــبیبررســجینتــا
گرفت.قراریرسبر

بـه توژنزیمونوس ـایستریليباکترورودامکان:یبررسموردطیمح
طیمح ـدر)گـراد یسـانت درجـه 4(خچـال یيدمـا درVBNCحالت
BHIکشت Agarدرصـد 5/0ومخمـر عصارهدرصد2باشدهیغن

BHIطیمح ـگرفـت. قـرار یبررس ـمـورد رواتیپمیسد Agar طبـق
د.یگرداتوکلاوويازسآمادهمربوطهشرکتپروتکل

 ـبـه هايباکترحیتلقويسازآماده منظـور بـه :کشـت يهـا طیمح
بـه خالصیکلونکیيباکترایاحازپسح،یتلقجهتيسازآماده

کرداریشانکوباتوردرومنتقللیاستربراثBHIطیمحتریلیلیم10
ازاسـتفاده بـا نظرمورديباکتررشدد.یگردانکوبهrpm200دوربا

OD600دراسپکتروفتورمتردستگاه nmهـا يبـاکتر ).27(دش ـکنترل
زانی ـمنیادرداشتند.يباکتر109باًیتقرمعادل4/0حدودجذبدر

یتمیلگـار رشـد مرحلـه اواسـط تـا لی ـاوادرباًیتقرهايباکترجذب
يروزی ـنییای ـباکترکشـت جـذب، زانی ـمیبررس ـباهمزمانبودند.

ســاعت48ازپــسهــاتیــپلوگرفــتتصــورآگــارBHIطیمحــ
شـش حـدود در4/0جـذب گرفتند.قرارشمارشموردونیانکوباس
ک).ی(شکلآمددستبهحیتلقازپسساعت
مدتبهدور7000در4/0جذبدرهايباکترابتداح،یتلقيبرا

BHIطیمح ـيروکشـت يبـرا وندشدوژیفیسانترقهیدق5 Agar بـا
شـد. رسـانده 106بـه هـا يبـاکتر تعداد،10/1يسازقیرقمرحلهسه
µl100بــایغنــکشــتطیمحــيروبــرییایــباکترونیسوسپانســاز

یبررس ـمـورد مـار یتازحیتلق ـازپـس شـد. دادهکشتیخطکشت
BHIطیمح ـيرويبـاکتر هی ـاولتعـداد نیـی تعيبـرا یتصادفطوربه

.شددادهکشتآگار
کـه ییای ـباکترتیپلورمنظنیايبرا:خچالیدرينگهدارشوك

خچالیيدمادرکشترفتندستاززمانتا؛بودcfu/g106يحاو
توسـط يبـاکتر يریپـذ کشـت یزمـان فاصـله نیادرشد.ينگهدار

مـاه آذرتـا مـرداد ازهرماهيابتدادرکانت)ی(کلنيباکترشمارش
درهـا يبـاکتر تعـداد یبررس ـکانـت یکلنانجامازپسشد.یبررس
سـاب طیمح ـیخشـک ازيریجلـوگ يبـرا هی ـاولتیپلازمانزهمان

BHIطیمح ـدرابتـدا هـا يباکترمنظورنیايبرا.دیگردهیتهکالچر

رفت.یپذانجامتکراردوبافوقماریتشدند.ایاحبراث
:ییزايماریبيهاژنانیبوVBNCحالتبهيباکترورودیبررس

جهینتکهنیاازپسVBNCحالتبهيباکترورودیبررسمنظوربه
16Sژنانی ـبیبررسروشاز؛شدیمنفيباکترکشت rRNA يبـرا

16Sژن).28(شداستفادهزندهيهايباکترحضور rRNAعنـوان به
Houskeeping(دارخانـه ژن gen(يهــاژنوhlyوinlAعنــوانبــه

نی ـاانی ـبریی ـتغیبررس ـيبـرا )29(يباکترنیاییزايماریبيهاژن
BHIطیمحدرهاژن Agarازبعـد گریدباروشوكازقبلبارکی

انجـام آنهـا انی ـبسـه یمقامنظوربه،یشیسرمادورهيانتهادرشوك
شد.انجامریزمراحلبیترتهبژنانیبیبررسيبراشد.

BHIتی ـپلازیکلن ـتکاستخراج،يبرا:يباکترRNAاستخراج

بـراث BHIطیمح ـازml10بـه وبرداشـت یبررسموردیغنآگار
4/0ODبهدنیرستاوشداضافه گـراد یسـانت درجه37يدمادر~
شدرساندهcfu/ml106بهآنهاتعداديسازقیرقباتینهادروانکوبه

نیبـد شـد. عیتوزاستخراجيبرايتریلیلیم2يهاوبیکروتیمدرو
آنلمراح ـکـه دی ـگرداسـتفاده ناکلونیس ـشـرکت تی ـکازمنظور

است.ریزشرحبهخلاصهطوربه
ــتهالــف) ــاکترتیــپلهی افــزودنب)؛)min2،rpm10000(يب

l40ــز ــلمیآن ــهmg4/0)min20،37میزوزی ــانتدرج ــرادیس ؛)گ
افـزودن د)؛شـده انکوبـه بـافر زی ـزیلازیلمحلولµl400افزودنج)
µl300محلولازprecipitationخراجاستستونبهانتقاله)؛RNA

)min1،rpm13000ــزودنو))؛ ــولl400اف ــومحل اوليشستش
)min1،rpm13000(ــزودنز)؛ ــولl400اف دوميشستشــومحل

ــه ــدادب ــار2تع ــعح)؛)min1،rpm13000(ب ــانولرف ــالات یاحتم
وبی ـکروتیمبـه هاستونانتقالط)؛)min2،rpm13000(ماندهیباق

RNaseمحلــولازl30فــزودنا)ي؛ml5/1دیــجد free water

،min1(هـا سـتون بـه گـراد یسـانت درجـه 55يدمـا درشدهانکوبه
rpm13000(باردو.RNAیمنف ـيدمـا دراسـتفاده زمانتاحاصل

د.یگردينگهدارگرادیسانتدرجه70
DNaseتی ـکازاسـتفاده بایآلودگازیناشDNAحذفيبرا

Genetشرکت Bioد.یگرداستفادهریزشرحبه
میآنـز l1وMgCl2بـافر l1مقـدار g1RNAهـر يازابه

DNase30مـدت بهگرادیسانتدرجه37يدماردمخلوطوافزوده
وبی ـکروتیمبـه l1EDTAمقـدار انتهـا درد.ی ـگردانکوبـه قـه یدق

گــرادیســانتدرجــه65يدمــاردقــهیدق10مــدتبــهوشــدافــزوده
حاصـل RNA.دی ـگردانکوبهDNaseمیآنزتیفعالتوقفورمنظبه
RTدراستفادهمنظوربه PCRسنتزوcDNAشد.استفاده

وشـد اسـتفاده ABIتی ـکازcDNAسـنتز منظوربه:cDNAسنتز
بـه شـده سـنتز cDNA.شدهیهتl10حجمباcDNAساختمستر

گرفت.قراراستفادهموردPCRندیفرآانجاممنظور
ــدیفرآ ــه:PCRنـ ــوربـ ــاممنظـ ــعملانجـ ــکازPCRاتیـ تیـ

Prim Taq Premix (2X)شرکتGenet Bioمسـتر هی ـتهدستوربا
شد.استفادهریزصورتبهکسیم

Buffer (2.5 µl), Mgcl2 (2 µl), dntp (0.5 µl), Taq (0.2 µl),
Primer Forward [0.5 µl (10 pm)], Primer Riverse [0.5 µl
(10 pm)], DW (12.8 µl)

cDNAسمپلزانیم µl1.دسـتگاه درفـوق مخلـوط بودPCR بـا
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شد.دادهقرارریزییدماماتیتنظ
ــ ــتاول:همرحلـ ــاولواسرشـ ــهیدق5هیـ ــادرقـ ــه95يدمـ درجـ

.گرادیسانت
30واسرشـت الف)چرخه:37تعدادبهDNAریتکث:دوممرحله

60درهی ـثان40:مـر یپرااتصـال ب)؛گـراد یسـانت درجـه 94ردهیثان
.گرادیسانتدرجه72درهیثان40گسترش:ج)؛گرادیسانتدرجه

.گرادیسانتدرجه72ردقهیدق5:یینهاسرشتباز:سوممرحله
آگارزدرصد5/1-2ژلازاستفادهباPCRمحصولالکتروفورز

داكژلدســـتگاهازاســـتفادهبـــاژلســـپسورفتیپـــذصـــورت
د.یگرديبردارعکس

درهـا، يبـاکتر یاحتمـال ایاحمنظوربه:آگاربلادطیمحدرکشت
BHIطیمحازیشیسرمادورهيانتها Agarآگاربلادطیمحيروبر

ــت ــددادهکش ــهوش ــدتب ــاعت24-48م ــادرس ــه37يدم درج
سـپس گرفـت. قـرار یبررسموردآنبتازیهمولوانکوبهگرادیسانت

16sژنسههرانیب rRNA،hlyوinlAشد.یبررس
کی ـجـدول درمطالعـه نی ـادراسـتفاده مورديمرهایپرایتوال

).31و30(استآمده
یتصـادف کـاملاً طرحقالبدرشیآزمانیا:يآمارلیتحلهیتجز

ANOVAيهـا روشبـا کی ـپارامتريهـا دادهجینتارفت.یپذانجام

ت.رفیپـذ صـورت LSDآزمونباهانیانگیمسهیمقاویابیارزمورد
يهـا دادهيبـرا ودانکنآزمونازنرماليهادادهيآمارزیآناليبرا
آزمـون لـزوم مواقـع درشـد. اسـتفاده یتن ـیومنآزمونازنرمالریغ

اسـتفاده کیناپارامتريهادادهزیآناليبراوئراسکيکاکیناپارامتر
افزارنرمباو05/0ازکمتريداریمعنسطحدرزهایآنالتمامد.یگرد

SPSS-16بانمودارهامیترسباآمدهدستبهجینتارفت.یپذصورت
شد.انجاماکسلافزارنرمازاستفاده

هایافته
ازاسـتفاده بـا توژنزیمونوس ـایسـتر یليبـاکتر رشـد نموداریبررس
کی ـنمـودار درnm600مـوج طـول درنـور جـذب زانیمسنجش

4/0ODدرهــايبــاکتراسـت. شــدهدادهنشـان  اواســطبــه)109(~
دند.یرسیتمیلگارمرحله

شـده: غنـی آگـار BHIمحیطدرهاباکتريپذیريکشتبررسی
ومخمـر عصـاره بـا شـده غنیمحیطدرپذیريکشتبررسینتایج

کـه دادنشـان شـده غنـی آگـار BHIباکتريپلیتازپیرواتسدیم
درجـه 4(یخچـال دمـاي درنگهـداري مـاه 5ازپسنظرموردنمونه
تعــدادلگــاریتمداد.دســتازراخــودپــذیريکشــت)گــرادیســانت

است.شدهذکر2نموداردرهاباکتري

زانیمسنجشروشبايباکتررشدروندیبررسجینتا:1نمودار
nm600موجطولدرنورجذب

ينگهدارماه5ازپسهايباکترتعدادتمیلگار:2نمودار
گرادیسانتدرجه4يدمادر

16sيهـا ژنانیبیبررسجینتا:ژنانیبیبررسجینتا rRNA،hly

انی ـبدهنـده نشانگرادیسانتدرجه4یشیسرماشوكازقبلinlAو
).کی(شکلبوديباکترنیاژنسههر

ــا ــورزجینت ــولالکتروف ــاکترPCRمحص ــايب ــسه ــوكازپ ش
نشانيباکتريریپذتکشیبررسازپسدوره،يانتهادریشیسرما

16Sژنانیــبدهنــده rRNA.ایســتریليبــاکترجینتــانیــاطبــقبــود
بـه قـادر قهیدق20مدتبهگرادیسانتدرجه4يدمادرتوژنزیمونوس

چگونـه یهامـا نمود؛انیبزینراخودگردانخانهژنوبودماندنزنده

استفادهمورديمرهایپرایتوال:1جدول
اندازهالیگونوکلئوتیدتوالیژننام

(bp)کونیلیام

اتصاليدما
)گرادیسانت(درجه

16S rRNA
F: TTA GCT AGT TGG TAG GGT

R: AAT CCG GAC AAC GCT TGC
10960

Hly
F: CGCAACAAACTGAAGCAAAGG

R: TTGGCGGCACATTTGTCAC
13960

inlA
F: CGGATGCAGGAGAAAATCC

R: CTTTCACACTATCCTCTCC
9560
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).2(شکلنشدمشاهدهinlAوhlyزايماریبيهاژندریانیب
يریپـذ کشـت یبررس ـجینتـا بـا ژنانی ـبیبررس ـجینتـا تطابقاز
وارددورهيانتهـا دريباکترکهدیرسجهینتنیابهتوانیم،يباکتر

آنییزايماریبيهاژناما؛استزندهيباکتروشدهVBNCحالت
نشدند.انیب

جینتـا :یشیسرمادورهيانتهادرآگاربلاددريباکتراءیاحجهینت
اءیاحالقاءموجبيباکترکشتطیمحبهشدهاضافهخوندادنشان
درایسـتر یليبـاکتر جینتـا نی ـاطبـق د.یگردایستریلVBNCيباکتر

یکلـون لیتشکوآورددستبهراخوديریپذکشتدارخونطیمح

نشانخودازطیمحنیادرزینیزکنندگیهمولقدرتنیهمچنوداد
داد.

 ـدرژنانیبیبررسجینتا انی ـبیبررس ـجینتـا :آگـار بـلاد طیمح
نشـان VBNCحالـت ازشدهاءیاحيهايباکتردرزايماریبيهاژن
وشـد روشـن هـا يبـاکتر نیادرمجدداhlyًییزايماریبژنکهداد

(شکلنشدمشاهدهیانیبچگونهیهinlAژنمورددراما؛دیگردانیب
3.(

بحث
هـا طیمحانواعهمهدرتوژنزیمونوسایستریليباکترکهییآنجااز

16SژنبیانبررسیفرآیندحاصلPCRمحصولالکتروفورزنتایج:1شکل rRNA،hlyوinlAسرمایشیشوكازقبل–
شامل)-C(منفیکنترل–مونوسیتوژنزلیستریاDNAشامل)+C(مثبتکنترل–3و1،2ترتیبهبتیمارهاتکراروترتیب

سمپلبدوننمونه

16SژنبیانبررسیفرآیندحاصلPCRمحصولالکتروفورزنتایج:2لشک rRNA،hlyوinlAسرمایشی.شوكانتهايدر
کنترل–مونوسیتوژنزلیستریاDNAشامل)+C(مثبتکنترل–3و1،2بترتیبمحیطدوهربرايتیمارهاتکراروترتیب

سمپلبدوننمونهشامل)-C(منفی

16SژنبیانبررسیفرآیندحاصلPCRمحصولالکتروفورزنتایج:3شکل rRNA،hlyوinlAسرمایشیدورهانتهايدر
لیستریاDNAشامل)+C(مثبتکنترل–3و1،2بترتیبتیمارهاتکراروترتیب–آگاربلادکشتمحیطدراحیاازپس

سمپلبدوننمونهشامل)-C(منفیکنترل–مونوسیتوژنز
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مشـکل عنـوان بـه توانـد یمVBNCيهاسلولحضور؛داردحضور
معمـول يهاروشباآنهاکهچرا.باشدمطرحیعمومسلامتعمده
حاضـر مطالعـه در).32(شـوند ینم ـدادهصیتشـخ استانداردکشت
ننشاقاتیتحقراستانیادرشد.VBNCحالتواردایستریليباکتر
ATCCهیسـو کهاستداده يدمـا درتوژنزیمونوس ـایسـتر یل19115

خچالیيدمادردرصد30يشوردرنیهمچنوگرادیسانتدرجه4
واردروز27و13یط ـدربی ـترتهب ـییغـذا موادیقحططیشرادر

گوشتدرطیشرانیهمتحتکهیحالدر.شوندیمVBNCحالت
عنـوان نیهمچن ـ).32(شـدند ینم ـVBNCحالتواردآلاقزلیماه

CNL895807وLO28،ATCC19115يهــاهیسـو کـه اسـت شـده 

درجـه 20يدمـا درییغـذا مـواد یقحططیشرادرکهیوقتایستریل
انکوبـه گـراد یسـانت درجـه 4يدمـا درScottAهیسـو وگـراد یسانت

گـر یدقیتحقجینتادرمقابلدر).33(شدندVBNCفازوارد؛شدند
یقحط ـطیشرادرروز120ازپسسالمونلايباکترهکشدمشخص

نشـد VBNCفـاز واردگـراد یسـانت درجـه 4يدمـا درییغـذا مواد
)34.(

اب ـمواجهـه دريباکترییتوانابهVBNCحالتبهيباکترورود
نیاتحتکهداردیبستگاسترسآنبرغلبهقدرتوواردهاسترس

VBNCفازبهآنورودزماناام؛)35(گرددیمفازنیاواردطیشرا

نــرخبــهتــوانیمــراآنلیــدلکــهبــودتــریطــولانقیــتحقنیــادر
بودنسرمادوستواقعدرن،ییپايدماهادريباکترنییپایکیمتابول

مشـخص کـرد. عنـوان يمغـذ طیشـرا درحضـور نیهمچنوایستریل
يهـا یژگ ـیولحـاظ ازيبـاکتر طیمحيمغذموادکهاستدهیگرد

بهيباکترورودبريادیزریتاثيمغذموادزانیمونوعوییایمیوشیب
بـودن يمغـذ وجـود بـا حاضـر قیتحقدر).36(داردVBNCحالت

طیمح ـشـدن خشـک زمان،گذشتلیدلبهاما،يباکتررشدطیمح
بـه يبـاکتر ورودمحـرك عوامـل ازیک ـیعنوانبهتوانیمراجامد
هی ـپاکشـت یکیولوژیاکترب ـيهاآزمونکرد.عنوانVBNCحالت

مصرفخطروستندینکشتقابلریغيهاسمیارگانصیتشخبهقادر
).20(استناشناختهVBNCتوژنزیمونوسایستریل

مـا قی ـتحقدرinlAوhlyیـی زايماریبيهاژنانیبیبررسجینتا
دريبـاکتر یـی زايمـار یبيهـا ژنکـه دادنشانسرماشوكازپس

ازقبـل هـا ژننی ـاانی ـبکـه یصـورت دردند.نش ـانیبVBNCحالت
نیشـتر یبدرگـراد یسانتدرجه4ییدماشوكمعرضدريریقرارگ
VBNCحالتدرییزايماریبتیخاصباارتباطدربود.خودمقدار

اسـت یق ـیتحقجینتاآنهاجملهازاست.شدهگزارشیمتفاوتجینتا
همراهVBNCالتحبهورودکردنداعلامخودهیاولگزارشدرکه

در).33(اسـت توژنزیمونوس ـایسـتر یلیـی زايمـار یبرفـتن دستازبا
يهـا سـلول درhlyژنmRNAمـداوم سـنتز شـاهد گـر یدیگزارش ـ

لیپتانس ـدهنـده نشـان کـه بودندVBNCفازدرتوژنزیمونوسایستریل

).20(آنهاستییزايماریب
اسـت مهـم ایترس ـیلدریـی زايمـار یبیاصليهاژنانیبيبرادما

وactA،hly،inlAیـی زايمـار یبيهـا ژنانی ـبارتبـاط نیادر).37(
prfAدرجـه 20و4صـفر، مختلفيدماسهدرتوژنزیمونوسایستریل

hlyيهاژنانیبکهشداعلاموگرفتقراریبررسموردگرادیسانت

ــادرilnAو ــه20يدم ــانتدرج ــرادیس ــگ ــاازشیب ــه4يدم درج
توانـد یم ـنییپـا يدمـا درژنانیبافتلیدل).38(استرادگیسانت
درامـا ؛)27(باشـد نییپـا يدماهـا دريبـاکتر نییپـا یکیمتابولنرخ

ایسـتر یلیـی زايمـار یبقـدرت نییپـا يدمـا درشـده مشـخص مقابل
يبـاکتر شـده گـزارش نیهمچن ـ).39(ابـد ییمشیافزاتوژنزیمونوس

وگـراد یسـانت درجـه 4يدمـا دررشـد ازپـس توژنزیمونوسایستریل
درحالـت نی ـابهنسبتاشییزايماریبدارنیجنمرغتخمبهقیتزر
بـا کـه شـد عنـوان نیبنـابرا بـود. شـتر یبگـراد یسـانت درجه37يدما

درجـه 4يدمـا درتوژنزیمونوس ـایسـتر یليهـا هیسویبرخينگهدار
).40(ابدیشیافزاآنهاییزايماریباستممکنگرادیسانت

دهی ـدصدمهيهايباکتریاحتمالایاحمنظوربهحاضرقیتحقدر
کشـت طیمح ـبـه خـون ؛انـد شـده VBNCحالتواردکهییآنهاو

شـاهد وشدافزودهشده،یغنآگاربلادطیمحصورتبههايباکتر
ــاح ــاکتراءی ــتریليب ــتازایس ــبوVBNCحال ــددانی وhlyژنمج

دریعـوامل وجـود دهنـده نشـان وضـوع منیام.یبودهاسلولزیهمول
يبـاکتر نی ـادرراhlyيزايمـار یبژنانیبتوانندیمکهاستخون
inlAژنانی ـبعدمماند.یباقانیببدونهمچنانinlAژنکنند.القاء

نسبتآنانیبيبرالازمکنندهالقاءعواملوجودعدمبهتوانیمرا
مکمـل ازپـس ،VBNCيهاسلولایاحمورددرگزارشنیاولداد.

مشـاهده )BHIقی ـ(تزريمغذموادبایفیتسالمونلايهاسلولشدن
VBNCيهاسلولایاحنیهمچن).41(شد Aeromonas hydrophila

وکاتـالاز ،H2O2کننـده اءی ـاحموادبایلیتکمکشتطیمحتوسط
عنـوان گریدیپژوهشدراما؛)42(استشدهگزارشرواتیپمیسد
يهـا سـلول ایاحبهمنجرنیگزیجاموادباهیتغذورواتیپمیسدشد

VBNC20(استهنشدایستریل.(
حالـت ازای ـاحازپـس یـی زايمـار یبتیخاص ـبروزباارتباطدر

VBNCقاتیتحقادامهبهتوانیمCappelierابتدادرکهکرداشاره
فـاز درکشـت تی ـقابلرفـتن دسـت ازبـا همزمـان ؛بودندکردهانیب

VBNCقیتحقادامهدراما؛رودیمدستاززینییزايماریبتیخاص
ازبعـد چون.بودموقتییزايماریبرفتندستازکهکردندعنوان
شـان ییزايماریبوشدهایاحدار،نطفهمرغتخمبههاسلولنیاانتقال

اعلامنیهمچن).43(کرددایپبروزاشهیاولزانیمباکسانیسطحدر
يهـا سـلول درhlyژنmRNAمـداوم سـنتز وجـود باکهاستشده

لیپتانســدهنــدهنشــانکــهVBNCفــازدرتوژنزیمونوســایســتریل
ــیزايمــاریب ــا؛آنهاســتی ــدرام ــامــوشیصــفاقداخــلحیتلق وه
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کـه شـد عنـوان جـه ینتدرنکردنـد. يماریبجادیاHT-29يهاسلول
درVBNCحالـت هکیزمانغذاها،درکشتقابلریغایستریلخطر

).20(استزیناچ؛شودجادیایگرسنگجهینت
Oنیزیولیسـتر یلتی ـفعالشـده مشـخص hlyژنانیبباارتباطدر

ــس ــدازپ ــهنیچن ــدنهفت ــاکترمان ــتریليب ــادرایس ــه4يدم درج
24ازپـس آنیـی زايمـار یبتیخاص ـورودیمدستازگرادیسانت

کـه )44(گـردد یم ـبازرادگیسانتدرجه37يدمادرانکوبهساعت
يهـا ژنانی ـبکننـده میتنظ ـکهPrfAنیپروتئبهتوانیمراآنلیدل
دمـا بـه کـه دادنسـبت )actAوhly،inlAشـامل (PrfAيزايماریب

ــتگ ــاکتردروداردیبس ــايب ــهییه ــادرک ــالايدم ــه30يب درج
دی ـتولزانیمدمانیادر).44(شودیمانیب؛کنندیمرشدگرادیسانت

يدمـا دارخونيمغذطیمحبرعلاوهکهشودیمشتریبنیزیولیستریل
رونیااز.)5(باشدشدهhlyژنانیببهمنجراستممکنشدهجادیا

نی ـاانی ـبدارد.ییسـزا هب ـتی ـاهميفـراور پروسهیطییدماکنترل
ممکـن ژننی ـاانی ـبکـه شـود یمکنترلزینSigma-Bتوسطهاژن

بخشـد بهبـود راسـم یکروارگانیمدرکالیولوژیزیفياهاسترساست
یبسـتگ يباکتررشدمرحلهبهSigma-Bتیفعالنیهمچن.)46و45(

).48و47(استيباکترسکونفازدرتیفعالحداکثرکهدارد
بـه مربوطییزايماریباثراتنیچنکهنیادانستنرسدیمنظربه
کشـت قابـل الـت حبـه کـه ییهـا سـلول ایاستVBNCيهاسلول

کـه کـرد عنـوان طـور نی ـاتـوان یم ـ).44(استسخت؛اندبرگشته
طیشرابهیبستگVBNCحالتدرتوژنزیمونوسایستریلییزايماریب

يهـا سلولحضوربهتوجهلزومریتفاسنیایتمامبا).33(داردایاح
VBNC هنگــامدریطــیمحيهــانمونـه دریــیزايمــاریبلیپتانســبـا

ــارز ــرخیابی ــتط ــومبهداش ــهیعم ــدلب ــدملی ــاراع ــبییک مناس

نیچنــصیتشـخ اجـازه کــهکیکلاس ـکی ـولوژیکروبیميهـا روش
شیپ ـازشیب ـ؛دهـد ینم ـرایـی زايماریبلیپتانسنیاباییهايباکتر

طیمح ـکی ـجـاد یاتوانـد یمآنمناسبحلراهلذاابد.ییمشیافزا
VBNCيهـا لسلوایاحباعثبتواندیراحتهبکهباشدخاصکشت

.شود
گیرينتیجه

يبـرا یکـاف ییکاراخچال،یدمايکهدادنشانمطالعهنیاجینتا
درتنهـا نـه ایسـتر یلکـه چـرا نـدارد. راغذاییمحصولاتنگهداري

زی ـنVBNCحالتواردبلکهدارد؛رشدواستمقاومخچالیيدما
ارهدوبا،یاحخاصطیشرادرآنییزايماریبژننیهمچند.گردیم
رونی ـاازشـود. زی ـنیـی زايمـار یببـه منجراستممکنکهشدانیب

ــتفاده ــاروشازاس ــوليه ــتمعم ــراکش ــخيب ــودگصیتش یآل
درتی ـفیککنتـرل ينـدها یفراینیبـازب لزوموبودهیناکافییایباکتر

دهد.یمشیافزاشیپازشیبراییایدرمحصولاتکارخانجات
قدردانیوتشکر

-941120شـماره  (مصـوب یقـات یتحقطـرح  حاصـل  ن مقالـه یا
قـات  یمعاونت تحقهاي عفونیمرکز تحقیقات بیماري)20/11/1394

آنیت مـال ی ـحمابـود و بـا   گلستان یدانشگاه علوم پزشکيو فناور
صـونا خـانم نامهانیپاحاصلن ید. همچنیبه انجام رسمعاونت محترم

یلاتیش ـتمحصـولا يفرآوررشتهدريدکتردرجهاخذيبراکلته
منـابع ويکشاورزعلومدانشگاهستیزطیمحولاتیشدانشکدهاز
هـاي آزمایشـگاه محتـرم ولینؤمس ـازلهیوسنیبدبود.گرگانیعیطب

ــروه ــوژيگ ــکدهمیکروبیول ــکیدانش ــروهوپزش ــگ وژيبیوتکنول
يهـاد دکتـر آقايجنابخصوصهبگلستانپزشکیعلومدانشگاه
دد.گریميسپاسگزارنیکورضوي
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