
 
 
 
 
 
 

 
م بر رشد گونه هاي بروسلا با وأو غلظت نمك به صورت منفرد و ت  pH بررسي  اثر

 استفاده از روش پليت گراديان
 

 نويسنده رابط : دانشگاه علوم پزشكي كرمان استاديار گروه ميكروب شناسي :دكتر حميد عبداللهي
  علوم پزشكي كرمان دانشگاه،مربي ميكروب شناسي دانشكده پرستاري بم :يا احمدرجبيؤر

  و بيني دانشگاه علوم پزشكي كرمانحلقمتخصص گوش،  :دكتر سيد محمدرضا احمدي موسوي
 

 ١٢/٩/٨٢:  ، پذيرش٨/٩/٨٢ :بازنگري ، ٣١/٢/٨٢: دريافت
 

 چكيده 
آلوده به انسان منتقل    لبني  اً از طريق فرآورده هاي      عمدتبروسلا ها از جمله مهمترين باكتري هاي بيماريزاي انساني و حيواني به شمار مي روند كه                  :زمينه و اهداف  

يكي ،  مناطق به صورت سنتي تهيه مي شود  هنوز در بسياري از كه ردر كشور ما پني. كند از اين رو، بهداشت مواد غذايي نقش مهمي در كنترل بروسلوز ايفا مي. مي شوند
ل علي الخصوص به  واماي نگهداري بعضي از مواد غذايي از جمله پنير سابقه ديرينه دارد ولي ميزان اثر اين ع                استفاده از نمك و اسيد بر     . آلودگي است  منابعاز عمده ترين    

ها صورت پذيرفته كه نتايج جالبي در بر   اما مطالعات مشابهي با استفاده از روش پليت گراديان برروي ساير باكتري  صـورت تـوأم تاكنون بر روي بروسلاها ارزيابي نشده         
 .يمنكسه يابی و مقايم برروی گونه های مختلف بروسلا ارزأصورت منفرد و توبه ن پژوهش اثر عوامل فوق را يدر ا که يملذا بر آن شد.  استداشته

م بر   به  صورت منفرد و توأ      راوغلظت نمك    pHدر اين مطالعه با استفاده از روش پليت گراديان يك و دوبعدي حاوي محيط كشت مناسب اثرات                   :روش بررسي 
كه از مؤسسه رازي حصارك     ) ١٣٣٠سويه  (بروسلا سوييس   و  ) ١Rev و   ١٦ Mسويه هاي (وبروسلا مليتنسيس   )  S .١٩ و ٥٤٤ ي سويه ها   ( آبورتوس  روي  رشد بروسلا   

ه اطلاعات ب. گرديد نانومتر اندازه گيري ٥٥٠جذب هر نمونه در طول موج  نمونه برداري توسط چوب پنبه سوراخ كن استريل، با. داديمتهيه شده بودند، مورد ارزيابي قرار
 .و مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتشد  سه بعدي ترسيم به صورت Corel Chart رايانه ايوسيله برنامه ه دست آمده ب

حتي بين دو سويه از يك گونه تا با باكتري ديگر و  نمك طعام يك بعدي اي pHگراديان يك بعدي اي ميزان رشد هر باكتري در قسمتهاي مختلف پليت ه :يافته ها
 و  ينيپا pH ان توأم محدوده و ميزان رشد در قسمتهاي مختلف پليت بيانگر افزايش شدت اثر بازدارندگي              pH-NaCl در پليت هاي گراديان دو بعدي      .حدودي متفاوت بود  

 pH ميزان رشد باكتري ها در شرايط حضور دو عامل   .  به تنهايي حضور داشتند     بر روي رشد هر باكتري در مقايسه با وضعيتي بود كه هر يك از اين عوامل                 بالا نمك طعام 
بدون در نظر گرفتن اثرات سينرژيستي و آنتاگونيستي        : حالت تجمعي ( به صورت توأم، كاهش چشمگيري نسبت به وضعيت مورد انتظار تئوريك              بالا و نمك طعام  يـن   يپا

 . بود% ٩٥تا % ٦٣ بين  نشان مي دهد، كه اين كاهش)بين دو عامل مربوطه
در بين باكتري هاي ) >٠٠١/٠p(اعمال مي كند  كه هر عامل به تنهايي  توأم تا بيست برابر بيشتر از اثري است شـدت اثر دو عامل فوق به صورت  :نتـيجه گـيري  

 .پذيري را نسبت به دو عامل فوق نشان دادند به ترتيب بيشترين و كمترين تأثير ١٣٣٠ سويه بروسلا سوييس و ١Revسويهبروسلا مليتنسيس مورد آزمايش 
 

 pHبروسلا، پليت گراديان، نمك طعام،  : واژه هاكليد
 

 مقدمه
بيماري بروسلوز ياتب مالت يكي از مشكلات عمده بهداشتي كشور 

اين بيماري درانسان به خصوص در كشورهاي در        . ما محسوب مي شود   
 مورد تازه   ٥٠٠٠٠٠حـدود  و سـاليانه     شـيوع بالايـي دارد      حـال توسـعه     

(W.H.O)بروسـلوز از صـد كشـور جهـان بـه سازمان بهداشت جهاني            
شيوع نسبتاً بالاي اين بيماري تا حدودي مي        ). ١-٤(گـزارش مـي شود        

روش ). ٥(تواند مربوط به مقاومت نسبي بروسلا به عوامل محيطي باشد          
 بـر اسـاس يافتن باكتري بروسلا در نمونه          عمدتـاً تشخيصـي بروسـلوز     

براي اين منظور بايد    . به طريقه كشت صورت مي پذيرد     اغلب  است كه   ه
 روي رشد باكتري    بردقيقاً نيازهاي غذايي باكتري و عوامل محيطي مؤثر         

 چرا كه رشد مطلوب باكتري فقط در حضور تمامي      مـد نظـر داشـت،     را  
مقادير مناسب  .  امكان پذير است   تزمـواد و شـرايط مورد نياز براي بيوسن        

، فشار و رطوبت كه بر فعاليت       pHزيكوشيميايي مثل حرارت،    عوامـل في  
 حتي در سطح يك گونه      ممكن است ميكروارگانيسـم ها اثر مي گذارند،       

 ).٧و ٦، ٣(منحصربه فرد باشدنيز
يـزان اثـر آنها  بر رشد و فعاليت باكتري                  اـيي عوامـل و تعييـن م  ها  شناس

 ـ                 تـرل و بهداشـت مـواد غذايـي ب نـه كن ار گرفته شود،   ك ـه  مـي توانـد در زمي
اـ تعدادي از اين عوامل در سطح بازدارنده باش     زيرا نـانچه يـك ي ند نتوا د مينچ

كه تركيب عوامل بازدارنده به      احتمال دارد   گاهي .مانع رشد ميكروب ها شوند    
تـيكي عمـل كنند و اثرات يكديگر را تشديد نمايند             از اين  . صـورت سينرژيس

تـفاده از                 عامل بازدارنده به منظور     ندچ ـرو، چنيـن تصـور مـي شـود كـه اس
 محيط هاي مختلف در مقايسه      ينگهداري مواد غذايي يا احياناً ميكروب زداي      
 ).٨( باشد تربا كاربرد يك عامل به تنهايي موفقيت آميز



       

از روشـهاي جالـب بـراي بررسـي اثـر متغيرهاي چند تايي               يكـي   
روش پليت گراديان دو بعدي . اسـتفاده از پليـت گراديان دو بعدي است     

ساده و راحتي است كه براي بررسي اثرات همزمان متغيرهاي محيطي بر            
روي رشـد باكتري هاي يك گونه يا گروهي از گونه هاي متعلق به يك               
جنس باكتريايي يا روي رقابت ميان گونه هاي باكتريايي مختلف استفاده           

 درايـن روش غلظـت محلولهـا بيـن دو محدوده            ). ٩-١٣(شـده اسـت     
قرارمي گيرد، وهر غلظت از يك عامل در مقابل همه         ) داكثرحداقل و ح  (

ازاين روش براي بررسي    ). ١٢(غلظت هاي عامل دوم سنجيده مي شود        
 و نمك طعام روي رشد باكتري هاي فتوسنتز         pHاثرگـراديان هاي متقابل   

 

رو

 همچنين اثر) ١٠(و باكتريهاي نور افشان ) ٨(كننده ارغواني غير سولفوره
) ١٢ و١٠(E. coli قابل كلرور سديم و نيتريت سديم رويگراديان هاي مت

غلظت نمك ، درجه حرارت ونيتريت سديم روي رشد سويه          و pHاثر   و
 زليستريا مونوسيتوژن و براي تشخيص    )١٣(يا مارسه سنس  شسراهايـي از    

  ). ٨(استفاده شده است 
جـزء مهمترين متغيرهاي محيطي      pHاز آنجـا كـه غلظـت نمـك و           

) ١٢(د كه قادر به تمايز ميان گونه هاي مختلف هستند       محسوب مي شون  
مختلف روي گونه هاي     هاي pHو چـون اطلاعـات كمـي در مـورد اثر          

آن شديم تا با استفاده از روش پليت        رب ) ٢(جـنس بروسـلا وجود دارد       
 از ه يســورا روي تعــدادي  pHگــراديان دوبعــدي اثــر غلظــت نمــك و

سي قرار دهيم تا شايد بتوان  گونـه هـاي مختلف جنس بروسلا مورد برر        
ثـر در رشد باكتري و      ؤثـر در جهـت شـناخت بهـتر عوامـل م           ؤگامـي م  

 .نگهداري مواد غذايي برداشت
 

 ها و روش دموا
 باكتريها و نگهداري آنها

  ٥٤٤ سويه هاي  بروسلا آبورتوس باكـتري هاي مورد آزمايش شامل       
 وييسبروسلا س  و   ١RevوM١٦ سويه هاي    بروسـلا مليتنسيس  ،   S.١٩و

به صورت ليوفيليزه از مؤسسه رازي حصارك تهيه        بودندكه   ١٣٣٠سويه  
 . شدند

صـحت تشـخيص اولـيه آزمايشـگاهي و خالص بودن باكتري هاي       
فوق توسط آزمون هاي توليد هيدروژن سولفوره ، فعاليت اوره آز، نياز و             

، )فوشـين بازي و تيونين    ( ، رشـد در حضـور رنگهـا         ٢COعـدم نـيازبه     
 با رعايت اصول ايمني    )١٥و  ١٤(كاتالاز بررسي و پس از تأييد     اكسـيداز،   

كليه سويه هاي فوق    .در مـراحل بعـدي مـورد استفاده قرار گرفتند         ) ١٦(
ســلا مليتنســيسبجــز   درجــه ٣٧در  T.S.A١ بــر روي محــيط ١Rev ب

 ساعت كشت و سپس در يخچال تا مرحله كشت          ٧٢سانتيگراد به مدت    
براي . شد نگهداري مي شدند    نجام مي مجـدد كـه هـر شش هفته يكبار ا         

تحت شرايط  آگار خوني    از محيط    ١Revمليتنسـيس بروسـلا   نگهـداري   
 . فوق استفاده شد

 
  طرز ساخت محيط هاي كشت 

از پليت هاي يكبار مصرف     :  pH-NaCl پليـت هـاي گـراديان دو بعدي       
طبق مراحل زير   .  سانتيمتر استفاده شد   ١٠×١٠ داراي ابعاد    ٢چهـار گوش  

 . ها آماده مي شدندپليت
يك ضلع با قرار گرفتن ميله اي فلزي به         ( پليـت بـه صـورت شـيبدار       )١

 ميلي ليتر   ١٥وقرار داده شد    )  ميليمـتر زيـر آن مـرتفع شـد           ٣ضـخامت   
ــا افــزودن BHIYEGA٣محــيط كشــت   ســي ســي  اســيد ٥٨/٠ كــه ب

نـرمال اسـيدي شده بود، درون پليت ريخته شدو فرصت           ٥كلـريدريك   
 .ده شدبستن آگار دا

 ميلي ليتر محيط ١٥پليت روي سطح هموار تراز شده اي قرارگرفت و )٢
٥٨كشت كه حاوي    

 

ريخته شد  درون آن   سي سي سود يك نرمال بود،       ٠/
 .تا سطح يكنواختي به دست آمد

 درجه چرخانده و از يك      ٩٠بعـد از بسـتن آگـار لايه دوم، پليت را            ) ٣ 
شيب دار با همان    ورت  صه  ب  دوباره پليت     )عمـود بر جهت قبل     (طـرف 

% ٥/٢ w/v ميلـي ليـتر محيط كشت كه حاوي  ١٥ارتفـاع قـرار گرفـت و     
% w/v٧/٤حاويمحيط   سوييسبروسلا براي كشت    استثنائاً(كلرور سديم   
 .بود درون پليت ريخته شد) كلرور سديم

پس از بستن آگار لايه سوم، پليت روي سطح هموار ترازشده اي قرار             )٤
 داخل آن   )بدون نمك طعام    (از محيط كشت فوق    ميلي ليتر  ١٥گرفـت و    

اين روش بر اساس    . ريخـته شـد تـا سـطح يكنواختـي بـه دسـت آمـد               
 ). ٨(پياده شد دستورالعمل توماس و همكاران

 
  :pH پليت هاي گراديان يك بعدي

به منظور ساخت اين نوع گراديان مراحل اول و دوم فوق تكرار شد             
 BHIYEGAي ليتر محيط كشت      ميل ٣٠سـپس براي تشكيل آخرين لايه       

 در پليت هاي مورد استفاده براي كشت        .)١٠و  ٨(درون پليـت ريخته شد    
اين لايه   % ٩٣/٠بروسـلا سـوييس بـه منظور تشكيل غلظت نمك ثابت            

نمك % ٤٦/٠ w/v حاويعـلاوه بـر نمك موجود در محيط كشت اوليه           
% w/v٢٢/٠،مقدار%٦٩/٠وبقيه پليت ها براي تشكيل غلظت نمك        افزوده  

نم .شدافزوده ك اضافي 
 

 ClNa پليت هاي گراديان يك بعدي
 ميلي ليتر   ٣٠پليـت روي سطح هموار تراز شده اي قرار داده شد و             

 داخـل آن ريخـته شد، سپس پليت از يك            BHIYEGAمحـيط كشـت     
طـرف بـه صـورت شـيبدار قـرار داده شد و مراحل سوم و چهارم فوق                 

) كنترل مثبت ( ي هر باكتري     همچنيـن پليـت كنـترل برا       .تكـرار گـرديد   
بدون اسيد و باز و      BHIYEGA ميلـي ليـتر از محـيط كشت          ٦٠حـاوي   

 . )٨(نمك اضافه شده اي بود
به مدت ي گـراديان يك و دو بعدي همراه با پليت كنترل   پليـت هـا   

 ساعت در دماي آزمايشگاه قرار داده شد تا تبادل يوني صورت پذيرد          ٢٤
 .ايجاد كندپليت در سطح وحالت گراديان غلظتي 

 
 و نمك pHانداره گيري گراديان 

و انكوباسيون   ساعت   ٢٤ بعد از    هاي گراديان    سري از پليت   در يك 
 در داخل پليت هاي     ١٠×٢cm١٠، گـريد فلـزي      بـدون حضـور باكـتري     

 . تقسيم مي كرد ١٠×١٠گـراديان فـرو برده شد كه آگار را به يك آرايش             
در سرتاسرپليت با   ) اي كوچك   مراكز مربعه ( ازفواصـل يك سانتيمتري     

 ميليمتري يك پانچ برداشته مي       ٥با قطر استفاده از چوب پنبه سوراخ كن       
 آن توسط   pH ذوب و  به آرامي سي سي آب ديونيزه     ١٠شد و هر پانچ در      

pH  مدلمتر Copenhagen   ،Radiometer) اندازه گيري و ثبت شد    ) ١٧. 
دستگاه توسط   كي    در هر نمونه به روش هدايت الكتري         نمـك  غلظـت   

Conductivity meter  مـدل Ollmann and COR G636 Friedberg 
Hessen ،از منحني  براي اين منظور و ) ٨(اندازه گيري شد  ساخت آلمان

 . گرديداستفاده) هدايت الكتريكي بر مولاريته (كاليبراسيون 
   

1. Tryptone soy agar 3. Brain  Heart  Infusion  Yeast  Extract  Glucose  Agar 
2. Bibby Sterilin Ltd.,Tilling  Drive Stone,Staffordshire, ST15 OSA,U.K  
 



٦١       .....  /و غلظت نمك به صورت منفرد  pH بررسي  اثر                                                                                                                                   

 تلقيح پليت ها
ك فارلند   م ٥/٠ سي از سوسپانسيون باكتري كه با محلول          سي ٢

 glassاستاندارد شده بود در سطح هر محيط كشت تلقيح شده و با                
spreader                 در تمام سطح پليت پخش شد و بعد از چند ثانيه ، پليت به

مدت يك دقيقه مورب نگه داشته و مايع اضافي از كناره پليت بيرون                
 ).١٢ و ٨(ريخته شد  

. ر داده شدند   درجه قرا  ٣٧ ساعت در انكوباتور     ٩٦پليت ها به مدت     
% ١٠ در شرايط اتمسفريك داراي      بروسلا آبورتوس سـويه هـاي جـنس       

 . دي اكسيد كربن قرار داده شدند 
بعد از رشد باكتري گريد فلزي در داخل پليت قرار داده شد و از هر  
مـربع صـفحه مشـبك كه ناحيه رشد را در بر مي گرفت دو پانچ در دو                  

 ميليمتر برداشته و    ٥ل با قطر    مـرحله توسط چوب پنبه سوراخ كن استري       
  درجه سانتيگراد به حجم يك      ٥٠، در   هموژنيزه كردن هـر يـك پـس از        

 Baush and Lomb 70 رسانده و با دستگاه اسپكتروفوتومتر مدل  سي سي
سپس . گيري شد   نانومـتر مـيزان جـذب نـور اندازه         ٥٥٠طـوج مـوج     در

يط كشت فاقد   در اين مرحله از مح    .ميانگيـن دو نمونـه محاسـبه گرديد         
 . استفاده شد ١رشد به عنوان كنترل منفي

اطلاعات گرد آوري شده   Corel Chartبـا استفاده از برنامه نرم افزاري 
ضمناً با استفاده از برنامه    . بـه صـورت نمودارهـاي سـه بعـدي تهـيه شـد             

EpiInfo6              وضـعيت رشـد واقعي در پليت هاي گراديان دو بعدي با حالت 
  .مقايسه شد)  گرفتن اثرات سينرژيستي دو عاملبدون در نظر(تئوريك 

۱

و

س

١

 
 يافته ها

 و دو   pH در پليت گراديان يك بعدي       pH مقاديـر اندازه گيري شده    
 .   قرار داشت٣/٣ تا ١/٧در جهت گراديان در محدوده  pH-NaClبعدي

و  NaClنمك در پليت گراديان يك بعدي       شده  مقاديـر اندازه گيري     
 ٢٤كلرور سديم بعد از گذشت      % w/v٥/٢از محلول    pH-NaClدو بعدي 

 و در پليـت هـاي حاصل از محلول        % ٢تـا   % ٦٩/٠سـاعت در محـدوده      
w/vقرار داشت % ٦٩/٢تا %٩٣/٠كلرور سديم در محدوده % ٧/٤ . 
نـتايج اثر غلظت هاي يون هيدروژن و نمك طعام به طور منفرد وتوأم               

در )duplicate( سـويه جـنس بروسـلا بعد از دو بار آزمايش           ٥بـر روي    
 . ايه شده است  ارجدول 

يه هاي  سوو M١٦  سويه بروسـلا مليتنسـيس   حداكـثر مـيزان رشـد       
در % ٦٩/٠در پليـت گـراديان بـا غلظت نمك ثابت           بروسـلا آبورتـوس     

 و بروسلا مليتنسيس  ) ١/٧( محيط نزديك به خنثي است     pHقسـمتي كه    
١Rev      ٦/٦ در هميـن غلظت نمك در=pH لا بروسدر مورد . مشاهده شد

 بيشـترين مـيزان رشـد در پليـت گراديان با غلظت نمك ثابت             سـوئيس   
 .مشاهده شد pH= ٤/٥در %  ٩٣/٠

، حداكثر ميزان رشد باكتري      NaClدر پليت هاي گراديان يك بعدي     
 و غلظت ١/٧مشخص pH  در بروسلا سوييسهـاي مورد آزمايش بجز  

ســلا حداكــثر مـيزان رشـد   .مشـاهده گـرديد  % ٧٢/٠و% ٦٩/٠نمـك    بر
و )% ٩٣/٠(، در كمتريـن غلظت نمك موجود در پليت گراديان           سـوييس 

pH مشاهده شد١/٧ثابت . 
 يا غلظت نمك بازدارنده از رشد در هر دو حالت           pHگـرچه مقادير  

بعضاً براي چند باكتري مورد آزمايش      ) گـراديان يك بعدي و دو بعدي      (
ديان دو  مشـابه بود، اما ميزان كاهش رشد در قسمتهاي مختلف پليت گرا           

 و نمك طعام بر روي رشد pHبعدي بيانگر افزايش شدت اثر بازدارندگي
هـر باكتري در مقايسه با وضعيتي بود كه هر يك از اين عوامل به تنهايي                

 . حضور داشته اند 
بروسلا بيشـترين مـيزان رشـد در پليت هاي گراديان دوبعدي براي             

بروسلا راي  بوpH =١/٧و  % ٨٣/٠غلظت نمك  ٥٤٤سـويه  آبورتـوس  
ــوس ــويه آبورت ــك  .١٩S س ــت نم ــلا  ، pH= ٦/٦و % ٦٩/٠ غلظ برو
 بروسلا مليتنسيس ،   pH= ٢/٦و  % ٨٣/٠ غلظـت نمك     M١٦ مليتنسـيس 

 بروسلا سوييسو براي  pH =١/٧و  % ٨٣/٠غلظـت نمـك     ١Revسـويه 
 .است pH=٢/٦و  % ٩٣/٠ غلظت نمك ١٣٣٠

  يا pHعديپليت يك ب  ( اطلاعـات مـربوط بـه عوامل متغيير مستقل          
را به طور همزمان در يك نمودار رسم و انتظار وضعيت رشد يا        ) نمـك   

عـدم رشـد تـئوريك براي هر باكتري را مشخص كرديم؛ به عنوان مثال،      
در پليت گراديان يك     ١Revه سوي بروسلا مليتنسيس مـيزان رشد باكتري     

 و همچنين ميزان رشد مورد انتظار و واقعي       NaCl یيك بعد و   pHبعدي
 ) الف تا  ج     (   نمـودار آن در    pH-NaClپليـت گـراديان دو بعـدي        در  

 . آورده شده است
   اطلاعات مربوط به رشد باكتري ها در پليت هاي گراديان دو بعدي با             
وضـعيت مـورد انـتظار تئوريك مقايسه و به صورت درصد ميزان رشد              

زان در مجموع، مي  .  آمده است  ٢ نمودارمـورد انـتظار محاسبه شد كه در         
 و نمك طعام به صورت توأم       pHرشـد باكتري ها در شرايط حضور دو عامل        

اـهش چشـمگيري نسبت به وضعيت مورد انتظار تئوريك نشان مي دهد ،               ك
دهنده انحراف  نشان Error Bar (متغيير بود% ٩٥تا % ٦٣كـه ايـن كاهش بين   

يـار اسـت     بروسلالازم بـه ذكـر است در بين باكتري هاي مورد آزمايش             . )مع
يـس   به ترتيب بيشترين و     ١٣٣٠ سويه   بروسلا سوييس  و   ١Rev سـويه  مليتنس

 . كمترين تأثير پذيري را نسبت به دو عامل فوق نشان دادند

  
  pH-NaClدوبعديو  NaClو  pHهاي گراديان يك بعدي   سويه جنس بروسلا در پليت٥باز دارنده از رشد (%) و غلظت نمك  pHميانگين  :۱جدول 

 عديببازدارنده از رشددرپليت يك  pHمقادير
 ) از رشددرپليت دو بعديبازدارنده pHمقادير(

 غلظت نمك بازدارنده از رشددر پليت يك بعدي%
 ها باكتري )غلظت نمك بازدارنده از رشددر پليت دو بعدي(% 

)٤/٥ ± ١/٠  >)٢/٦ ± ٢/٠< 
)٤/٥ ±١٥/٠)  > ٤/٥ ± ٢/٠ < 
)٤/٥ ± ٣/٠)  > ٤/٥ ±٢٥/٠ < 
)٤/٥ ± ١٦/٠)  > ٤/٥ ±٣/٠ < 
)٨/٤ ±٢٥/٠)  > ٤/٥ ± ٢/٠ < 

)١/١ ± ٠٢/٠)  <١/١ ± ٠١/٠ > 
)٤٦/١ ±٠١٥/٠)  <١/١ ±٠ /٠١٥ > 
)٤٦/١ ± ٠١/٠)  <٩٧/٠ ±٠١/٠ > 
)٤٦/١ ±٠٢/٠)  <٩٧/٠ ±٠١٥/٠ > 
)٤٦/١ ±٠٣/٠)  <٩٣/١ ±٠٣/٠ > 

 ۵۴۴ سويه بروسلا آبورتوس
 .۱۹S سويه بروسلا آبورتوس
 M۱۶ سويه بروسلا مليتنسيس
 Rev1 سويه بروسلا مليتنسيس
 ۱۳۳۰ سويه بروسلا سوئيس
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بدون در نظر گرفتن اث(ه هاي مختلف بروسلا نسبت به ميزان رشد مورد انتظار  درصد ميزان رشد سوي:۲نمودار 

 گراديان دو بعدي
  



٦٣       .....  /و غلظت نمك به صورت منفرد  pH بررسي  اثر                                                                                                                                   

 بحث
بررسي در مورد اثر متغيرهاي چند تايي مشكل و مستلزم استفاده از            

ضمناً ميزان  . مـواد و وسـايل آزمايشـگاهي معتـنابه و صرف وقت است            
 ). ٨(لي نسبتاً بالايي داردخطاي احتما

 به صورت منفرد     اغلب در گذشـته اثـر عوامـل فيزيك وشيميايي و         
درسالهاي اخير به منظور رفع اين نقيصه       امامورداسـتفاده قرار مي گرفت،      

 از روش پليت گراديان دو       بعضاً بـراي بررسـي اثـر متغـيرهاي چندتايي        
  ).١٨(مي شوداستفاده بعدي  

بازدارنده از رشد چهار     pHكه  نشان مي دهد  يافـته هـاي اين تحقيق       
مطالعه .  است ٤/٥كمتر از  بروسلاسوييس بـه جز     شسـويه مـورد آزمـاي     

نــيز نشــان مــي دهــد كــه رشــد داهــر و نــاواس انجــام شــده  توســط 
 و در طي يك روز در      pH  =٥ در كمتر از سه هفته در        بروسلامليتنسيس

٤= pH  ٢(متوقف مي شود. ( 
 در غلظت هاي    هااضحي بر رشد ميكروارگانيسم           غلظت نمك اثر و   

 مولار كلرور سديم به محيط كشت باكتري ٢/٠افزودن .  دارد H +مختلف
 موجب مي شود كه اين باكتري دامنه وسيع تري از آلكاليجـنس فيكاليس  

 بــا توجــه بــه ايــن مطلــب رشــد) . ١٩(را تحمــل كــند  pH  تغيــيرات
ر مقايسـه با چهار باكتري       د pH در محـدوده بيشـتري از      بروسلاسـوييس 

ديگـر مشخص در اين تحقيق، شايد قابل توجيه باشد، چرا كه براي اين              
در پليت گراديان يك بعدي به جاي غلظت        ) بروسلا سوييس   ( باكـتري   

 . استفاده شده است% ٩٣/٠از غلظت نمك % ٦٩/٠نمك 
بـر اساس جدول ارايه شده مشخص مي شود كه ميزان تحمل نمك         

از همه  بروسلا سوييساز همه كمتر و براي  ٥٤٤  آبورتوسبروسلابراي  
ــرا  . بيشــتر اســت ــايش ب ــرايط آزم ــيزان رشــد تحــت ش ــثر م ی حداك
 مولار و براي بقيه باكتري هاي مورد آزمايش در ١٥/٠در  بروسلاسوييس

خنثي صورت مي پذيرد و ميزان مطلوب        pH مولار كلرور سديم در      ١/٠
دست نامه «نس بروسلا در غلظـت نمـك بـراي سـويه هـاي مختلف ج       

 مولار كلرور سديم ذكر شده      ١٥/٠تا  ٠٥/٠» باكـتري شناسـي سيستميك    
  . )١٤(است كه با نتايج اين تحقيق مطابقت دارد

و  رو رتــوسپديــده مشــتركي كــه در مــورد ســويه هــاي ســلا آب  و ب
مي شود اين است      در پليـت هاي گراديان دو بعدي مشاهده        مليتنسـيس 

نزديك خنثي بيشتر است ،      pHن باكتري ها در   كـه مـيزان تحمل نمك اي      
 pH نزديك خنثي در مقايسه با       pHزيـرا بيشـتر ارگانيسـم هـا قادرند در         

 اسـيدي يـا قليايـي غلظت زياد نمك يا رطوبت كم را بيشتر تحمل كنند                
)٢٠.( 

و غلظـت نمـك به صورت توأم در حد           pHشـدت اثـر دو عـامل        
 آزمايش به مراتب بيشتر از      ممانعـت كنندگي  از رشد باكتري هاي مورد        

اثـري بودكه هريك از اين عوامل به طور جداگانه از خود نشان دادند، به             
 افزايش اثري نزديك به سه برابر بروسلا سوييسطوري كه بر روي رشد  

 افزايش اثري نزديك به بيست      ١Rev سويه بروسلا مليتنسيس و در مـورد     
ثر دو عامل به طور     كـاهش مـيزان رشـد ناشي از ا        . برابـر مشـاهده شـد     

 ). ٨(همزمان بر روي رشد ساير باكتري ها نيز گزارش شده است 
 و نمك طعام بر pHشـايان ذكر است كه در اين مطالعه اثر دو عامل          

روي سـويه هـاي مخـتلف جنس بروسلا در محيط كشت بررسي شده              
در صـورت استفاده از اين دوعامل در محصولات غذايي لبني از            . اسـت 

 محصولات لبني و تأثير متقابل تركيبات مواد غذايي pH بايد به جمله پنير
 داهر و ناواس  . و نمـك بـر روي يكديگـر و حفظ كيفيت آنهاتوجه كرد            

 در محصولات لبني بروسلا مليتنسيسنشان دادند كه الگوي رشد و بقاي 
و در محيط هاي مايع مناسب در       ) شير ، ماست ، پنير و دوغ        ( مخـتلف   

روي  pHدر بررسي تغييرات حرارت و    .  يكسـان است    تقريـباً  pHهمـان 
 ).٢( نيز به نتايج مشابهي دست يافته اند  بروسلا آبورتوسرشد و بقاي 

بروسلا  طـبق نـتايج به دست آمده در تحققين فوق الذكر ميزان بقا              
اين .  در پنير بيش از محصولات لبني مورد آزمايش بوده است          مليتنسيس

نير به مدت طولاتي تري در مقايسه با ساير         باكـتري قـادر اسـت كه در پ        
 در   بروسلا مليتنسيس  از طرف ديگر ، رشد     .محصـولات لبني باقي بماند    

 شـير و محصـولات لبنـي حـاوي فلور طبيعي، به دليل فعاليت اين فلورا         
. شود و تولـيد محصـولات اسـيدي محدود مي        )اساساًلاكتوباسـيل هـا     ( 

 نوع اسيد ايجاد شده مي توان      حصـول و   م pH بنابرايـن از طـريق تعييـن      
نقـش محصولات لبني را به عنوان ناقل بروسلا پيش بيني كرد و از ميان               
محصـولات لبنـي مخـتلف احـتمالاً پنير نرم در مقايسه با شير و ماست                

 ).٢٠و٢(كند  بيشترين نقش را در انتقال باكتري ايفا مي
 ضد   اثرات كه در آن  در نهايـت بـا توجـه بـه نـتايج بررسي حاضر              

صورت توأم تشديد  ه   ب  بالا و غلظـت نمك طعام    دی  ياس ـ pHبروسـلايي 
 ـ مـي شـود،    ه كارگـيري توأم اين دو عامل براي نگهداري مواد لبني ب          ه   ب
، هر چند اجراي عملي     توصيه مي شود   حذف بروسلاها    برايخصـوص   

و وسيع اين پيشنهاد مستلزم بررسي كارآيي اين روش بر روي مواد لبني             
 . استواقعي 
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