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     چكيده

 
هاي غذايي است. سبزيجات عامل گاستروانتريت و مسموميت كلستريديوم پرفرنژنس) در cpeژن آنتروتوكسين (زمينه و هدف: 

ب و غيـره آ كمبود ،خشك محل مناسبي براي ماندگاري اين باكتري به دليل داشتن اسپور كه به شرايط سخت محيطي مانند دما
در  cpaژن  نـژنسكلسـتريديوم پرفر . هدف از ايـن مطالعـه جداسـازي و شناسـايي فنـوتيپي و ژنـوتيپيباشندمقاوم هستند، مي

  .باشد) ميcpeسبزيجات خشك از نظر ژن آنتروتوكسين (
نمونه  70از و بنمونه  70نمونه سبزي خشك شامل  140، تعداد 1395در يك مطالعه توصيفي طي شش ماه در سال  كار: روش
وي رتايو گليكـولات، كشـت  سبزيجات در محيط سازيغنيبررسي شدند. پس از مرحله  تهراناز نواحي مختلف شهر  بنديبسته

هاي بيوشـيميايي، شها و انجام آزمايسولفيت پلي ميكسين سولفاديازين انجام شد. پس از شناسايي كلني SPSمحيط اختصاصي 
 cpeو  cpa بـا اسـتفاده از پرايمـر اختصاصـي ژن Duplex PCRو ژن آنتروتوكسين به روش  كلستريديوم پرفرنژنسوجود 

  تعيين هويت شدند.
كـه  شناسـايي شـد پرفرنژنس كلستريديومبه عنوان  ) از نظر فنوتيپي%3/9جدايه ( 13نمونه مورد بررسي،  140از ميان  :هايافته
ي سـبزيجات ميزان آلـودگ منفي بود. cpeجدايه شناسايي شده از لحاظ ژن  13هر  نيز مثبت بودند. cpaاز لحاظ ژن  هاآنتمام 
  ).%7/5) بيش از سبزيجات باز بود (%8/12شده ( بنديبسته

وص در نـوع بـه خصـ كلستريديوم پرفرنـژنسآلودگي در سبزيجات خشك با  داد كههاي اين پژوهش نشان يافته گيري:نتيجه
  .بندي اتفاق بيافتدوجود دارد و اين آلودگي ممكن است در طي پروسه خشك كردن و بسته بنديبسته

  
  : گزارش نشده است.تعارض منافع

  تهران يپزشك علوم دانشگاه: منبع حمايت كننده

 هاكليدواژه

  پرفرنژنس، وميديكلستر
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  خشك، يسبز
PCR  
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Abstract   

 
Background: The enterotoxin (cpe) gene in C. perfringensis is responsible for food 
poisoning and gastroenteritis. The dried vegetables are suitable environment for 
spore forming bacteria such C.perfringensis, because of spore resistance against 
harsh environments such as temperature, dehydrate etc. The aim of this study was 
to isolate and identify cpe-positive C. perfringens in dried vegetable. 
Methods: In a descriptive study, 140 samples including 70 bulk and 70 packed 
dried vegetables collected from various part of Tehran were tested. At first samples 
were inoculated in thioglycolate as enrichment medium, and then cultured into 
sulfite polymyxin sulfadiazine (SPS). 
The colonies were identified by phenotypic and biochemical tests and Duplex PCR 
was carried out for detection of alpha toxin (cpa) and enterotoxin (cpe) genes. 
Results: Out of 140 tested samples 13 samples (9.3%) were identified as C. 
perfringens in which all of them were positive for cpa but negative for cpe gene. 
The rate of contamination of packed vegetables was 12.8% whereas 5.7% for bulk. 
Conclusion: The result of this study showed that C. perfringens contaminations in 
dried packed vegetables is possible, and that might happen during drying and 
packaging possess. 
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  مقدمه

ــت  ــرم مثب ــيل گ ــك باس ــژنس ي ــتريديوم پرفرن كلس
اسپوردار است كه به عنوان فلور نرمال دستگاه گـوارش 

رده . در شرايط مساعد به سرعت رشد و تكثير كباشدمي
كـه باعـث  نمايـدميترشـح  هـاييآنزيمو  هاتوكسينو 

ن . آلفــا توكســيشــوندميگوارشــي شــديد  هــايبيماري
ايــن بــاكتري توليــد  هاياســترينتقريبــاً توســط همــه 

 گـانگرن گـازي، هـايعفونتو نقـش اصـلي در  شودمي
د. روده و مسموميت غـذايي در انسـان را دار هايعفونت

نقش مهمي را درچندين بيماري  اين توكسين همچنين
، در گاوهاحيوانات به عهده دارد كه شامل انتروتوكسميا 

ــانتر ــتريديايي در ديس ــابرهي كلس ــاني ه ــرگ ناگه ، م
زه در طي تغذيه و انتريت نكـرو هاگوسالههموراژيك در 

 E و ،B  ،C ، D هـايتايپ. )2و1( شـودمي هاجوجهدر 
وسـيعي در دسـتگاه گـوارش حيوانـات و انسـان  طوربه

ــث  ــود دارد و باع ــايبيماريوج ــان و  ايروده ه در انس
ت و تايپ سبب انتري 5. در حيوانات هر شودميحيوانات 

 15ز . به خاطر توليد بـيش ا)3( گرددميانتروتوكسميا 
توكسين،كلستريديوم پرفرنژنس قادر اسـت در انسـان و 

د گوارشي و توكسيك ايجـاد نمايـ هايبيماريحيوانات 
 كنـدمي. بيشترين تايپي كه در انسان ايجاد بيماري )4(

ــپ  ــتريد Aتاي ــت (كلس ــژنس اس ــهال 2يوم پرفرن ). اس
ــه  ــته ب ــهال وابس ــا اس ــپوراديك ي ــكآنتياس و  بيوتي

، گـرددميايجـاد  Cيا  Aمسموميت غذايي در اثر تايپ 
 گرددميايجاد  Dانتريت نكروزه توسط تايپ  كهدرحالي

. مسموميت غـذايي بـا نـوع حـاد و اغلـب بـا منبـع )5(
. دو نـوع باشدميكلستريديوم پرفرنژنس  پيچيده، در اثر

مختلف از مسموميت غذايي كه يك نوع مربوط به تايپ 
A  يا نوع كلاسيك كه داراي علائم متوسطي اسـت و در

دنياي صنعتي خيلي معمول است، و نوع ديگر كـه نـادر 
 و بيمـار دچـار انتريـت شودميمربوط  Cاست به تايپ 
  .شودمينكروزه شديد 

 هايجدايـهبراي تعيـين هويـت و شناسـايي  cpaژن 
بـراي  cpeو ژن  رودمـيكلستريديوم پرفرنژنس به كـار 

 انتروتوكسينژن  .باشدمي هاجدايه انتروتوكسين بررسي
ناحيه بسـيار متغيـر كرومـوزوم  يك كپي از تك زنجيره

كــه روي ترانســپوزون قــرار دارد و بيشــتر در  باشــدمي
ــه ــين دو ناحيــه  هايمســموميت هايايزول غــذايي در ب

روي  cpe ژن(قـرار گرفتـه اسـت  هـاژنمحافظت شده 
ي كـه هاياسـترين). شودميكروموزوم يا پلاسميد حمل 

ــل  ــوزوم حم ــر روي كروم ــن ژن را ب ــدمياي در  نماين
ي كـه ايـن ژن هايجدايهمسموميت غذايي نقش دارند و 

ي هـايبيماريدر  نماينـدميرا بر روي پلاسـميد حمـل 
و  گيرتـكو اسـهال  بيوتيكآنتيمانند اسهال وابسته به 

  ).3و  2سندرم مرگ ناگهاني نوزادان دخالت دارند (
بـه خـاطر توليـد شـدن  Aمسموميت غذايي با تايپ 

. آنتروتوكســـين در روده باشـــدمي cpe انتروتوكســـين
كلسـتريديوم  710كوچك بعـد از هضـم غـذاي حـاوي 

و  6سـاعت ( 8-12. در حـدود شودميپرفرنژنس ايجاد 
) ساعت بعد از خوردن غذاي آلـوده علائـم حـاد، درد 7

. غـذاي آلـوده شـودميشكم، اسهال و اسـتفراغ شـروع 
ي طوربـه، شـودميتقريباً هميشه خـوب حـرارت داده ن

ذا و فرم اسپوري در غـ رودميفقط سلول رويشي از بين 
 در دنيـاي C. مسموميت غـذايي بـا تايـپ ماندميباقي 

 و در دهـه گذشـته شودميصنعتي امروز به ندرت ديده 
و  سـاعت 5-6در اروپا ديده شـده اسـت. زمـان انكوبـه 

 )اغلب خوني(علائم با شكم درد شديد ناگهاني و اسهال 
زه در كه منجر به التهاب نكـرو باشدميو گاهي با تهوع 

 . اگر درمان صورت نگيرد كشنده وشودميروده كوچك 
درصد حتي بعد از درمان نيز ديده  15-25مرگ ميزان 

اه . علت اصلي بيماري به خاطر بتا توكسين همرشودمي
  ).9و  8( باشدميبا دلتا و تتا توكسين 

نمونه غـذايي كـه شـامل  131تانگ و همكاران روي 
سبزيجات خشك نيز بود كار كردند و توانستند بـا روش 

PCR جدايه به  40را جدا كنند.  كلستريديوم پرفرنژنس
بودند ولي هيچ كـدام  cpaدست آمده همگي داراي ژن 

ــهاز  ــد  cpeداراي ژن  هاجداي ــكا .)10(نبودن و  كلبوس
نمونه سـير خشـك شـده را از نظـر انـواع  26همكاران 

هاي پروتئوليتيك و سـاكاروليتيك بررسـي كلستريديوم
سويه كلستريديوم جدا گرديـد  22نمودند كه در نهايت 

)11(.  
ـــن مطالعـــه جداســـازي و شناســـايي   هـــدف از اي
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نس در سبزيجات خشك از نظـر ژن كلستريديوم پرفرنژ
  .باشدمي )cpeآنتروتوكسين (

  
  روش كار

 1395نمونه گيري از ماه فروردين تـا شـهريور سـال 
نمونـه سـبزي خشـك برگـدار  140انجام گرفت. تعداد 

شامل شويد، ترخون، نعناع، جعفـري، گشـنيز، قورمـه و 
 70نمونه سـبزي خشـك بـه صـورت بـاز و  70آش كه 

شـركت  10از  بنديبستهنمونه سبزي خشك به صورت 
از  هانمونـه شـد. آوريجمعمختلف از سطح شهر تهران 

كلسـتريديوم پرفرنـژنس بـر  و شناسـايي نظر جداسازي
  .)12مورد ارزيابي قرار گرفتند ( 2197اساس استاندارد 

  شناسايي كلستريديوم پرفرنژنس
براي شناسايي لازم است ابتدا رقت مورد نظر از نمونه 

گـرم از  10، 1/0سبزي خشك تهيه شـود. بـراي رقـت 
 90سبزي خشـك را در شـرايط اسـتريل وزن نمـوده و 

آب پپتونــه بــه آن افــزوده شــد. بــراي تهيــه  ليتــرميلي
از رقـت  ليتـرميلي) يك 001/0-01/0بعدي ( هايرقت

آب پپتونــه گرديــد. بــر اســاس  ليتــرميلي 9قبلــي وارد 
براي  cfu/g210حد مجاز ميكروبي براي  2197استاندارد 

  به كار برده شده است. هر يك گرم سبزي
) محـيط Oxoidمحـيط تـايو گليكـولات (: سازيغني

ل طبـق دسـتورالعم كه باشدميغني كننده اين باكتري 
غنـي  هايمحيطكاربرد  هايويژگي زسازنده تهيه شد. ا

است.  در نمونه باكتري كننده، افزايش شانس جداسازي
ت تـايو گليكـولا ليترميلي 10دو لوله كه هر يك حاوي 

ــه باشــدمي ــه ميــزان  هركــدام، اســتفاده شــد و ب  10ب
 20 اضافه شد. يك لوله بـه مـدت 1/0از رقت  ليترميلي

و  قـرار داده شـد گرادسـانتيدرجه  75دقيقه در دماي 
 هـوازيبيلوله ديگر بـدون شـوك حرارتـي درون جـار 

 37سـاعت در دمـاي  48تـا  24گذاشته شد و به مدت 
نگهـداري  گرادسـانتيدرجـه  44يـا  گرادسـانتيدرجه 
  شدند.

انتخابي مورد استفاده براي  محيط: كشت و جداسازي
 (SPS) جداسازي كلستريديوم پرفرنژنس از مواد غـذايي

. افتـراق باشـدميسولفيت پلي ميكسـين سـولفوديازين 
بــر  )SPS agar )Scharlauارگانيســم بــر روي محــيط 

كـه كلنـي و  باشـدمياساس احياء سولفات به سولفيت 
سـولفوديازين . آورددرمـيگاهي محيط را به رنگ سياه 

ــد كلي ــانع رش ــافرمم ــوس و ه ــودوموناس، پروتئ ها پس
گـرم  هايباكتريو پلي ميكسين نيز مانع رشد  شودمي

  .)1شكل ( شودميمنفي 
سـاعت نگهـداري كـردن غنـي كننـده، از  48پس از 

و بـدون شـوك  داده شـده محـيط غنـي شـده، شـوك
كشـت  SPSقطره بر روي پليـت  2-3حرارتي به اندازه 

 37مـاي ساعت در د 24-48اده شد و به مدت خطي د
انكوبه شد.  هوازيبيدر شرايط  گرادسانتيدر جه  44يا 

كوك سياه با هاله يا بدون هاله به عنـوان مشـ هايكلني
فنـوتيپي  هـايآزمايشبه كلستريديوم پرفرنژنس بـراي 

گرم انجام  آميزيرنگمشكوك  هايكلنيانتخاب شد. از 
 گرم مثبت بررسي هايباسيلپ شد و در زير ميكروسكو

شدند. چندين كلني سياه از نظر احياء نيتـرات، مصـرف 
 5ژلاتين، هموليز دوبل بر روي محيط بلادآگـار حـاوي 

لسيتيناز  ديتول ،SIM يرودرصد خون گوسفند، حركت 
، توليـد اسـيد از قنـد Egg yolk agar طيمحـبـر روي 

 از شركت هامحيطتمامي  .لاكتوز و گلوكز بررسي شدند
Merck ) 2شكل تهيه شده بودند.(  

  
  SPS هاي كلستريديوم پرفرنژنس روي محيطكلني -1 شكل

  
 Egg كلسـتريديوم پرفرنـژنس لسـيتناز مثبـت روي محـيط  -2شكل 

yolk agar 
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تـازه  كلني PCRنمونه مناسب براي : DNAاستخراج 
كه بر روي محيط جامد بدون رنگ و يا  باشدميباكتري 

ساعت بيشـتر  24تا  18محيط مايع كشت داده شده و 
از انكوباسيون آن نگذشته باشد. سپس يك كلني خالص 

كشــت داده و پــس از  SPSاز بــاكتري را در محــيط 
انكوباسيون، از كشت حاصـله، رسـوب تهيـه كـرده و بـا 

از فنـل كلروفـرم بـه اسـتخراج ژنـوم پرداختـه  استفاده
ــا  DNA. كيفيــت و كميــت شــودمي اســتخراج شــده ب

اسپكتروفوتومتري و الكتروفورز مورد بررسي قرار گرفتـه 
بـــراي  -20شـــده در دمـــاي  اســـتخراج DNAشـــد. 
  ).13فريز شد (بعدي  هاياستفاده

ـــام  ـــنش : PCRروش انج ـــرهواك ـــراز  ايزنجي پليم
)Polymerase Chain Reactionيــا ( PCR تكنيكــي ،

وتاهي در مدت زمان ك توانمياست كه با استفاده از آن 
را در شــــرايط  DNAقطعــــه خاصــــي از مولكــــول 

 DNAبار تكثير نمود. اين قطعـه  هاميليونآزمايشگاهي 
ــا  ممكــن اســت يــك ژن، بخشــي از يــك كرومــوزوم ي

  از ژنوم يك موجود باشد. هاييبخش
 20در حجــم  تكثيــر تــوالي: PCRمــواد واكــنش 

ميلـي  5/1ميكروليتر شامل آب مقطر و غلظـت نهـايي 
 dNTP ،25/0ميلي مولار  x 1 ،2/0بافر ، MgCl2مولار 

ميلي مـولار پرايمـر  Forward ،25/0ميلي مولار پرايمر 
Reverse ،5/0  يونيت آنزيمTaq  نـانوگرم  10پليمراز و

DNA .انجام شد 
براي تائيـد  cpaژن  :cpeو  cpa براي ژن PCRبرنامه 
 تأييــدبـراي  cpeكلسـتريديوم پرفرنــژنس و ژن جـنس 

 PCRمورد استفاده قـرار گرفتنـد. برنامـه  انتروتوكسين
دقيقـه  5درجـه بـه مـدت  94شامل يك حرارت اوليه 

درجه به مـدت  94سيكل متشكل از حرارت  35سپس 
درجـه بـه  72ثانيـه و  30درجه به مدت  52ثانيه،  30

ـــدت  ـــود. واكـــنش  30م ـــه ب در دســـتگاه  PCRثاني
انجام گرفت. از نمونـه  )Peqlab Germany( كلريترموسا

ــتاندارد  ــوش اس ــترس ــژنس وميديكلس  106157 پرفرن

PTTC:  (دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران)ژن واجـد 
cpa و cpe  به عنوان كنترل مثبت استفاده شد. محصول

PCR ولـت  80-100درصد و در ولتاژ  در ژل آگارز يك
توسـط اتيـديوم  آميزيرنـگالكتروفورز گرديد و پس از 

توسـط دسـتگاه ژل  ليتـرميليميلي گرم بـر  1برومايد 
 94دنـاتوره اوليـه داك مشاهده و عكس برداري گرديد. 

سـيكل شـامل  30دقيقـه،  4مدت به  گرادسانتيدرجه 
 55در يك دقيقه، انيلينگ  گرادسانتيدرجه  94دناتوره 
درجـه  72 يسـازدو دقيقـه، طويـل  گرادسـانتيدرجه 
درجـه  72 يينهـاسه دقيقه و طويل سـازي  رادگسانتي
  ).1جدول به مدت چهار دقيقه استفاده شد ( گرادسانتي
و ورود آن بـه  هـادادهپس از گـردآوري : آماري زيآنال

 Odds  از شـاخص با استفاده 20سخه ن SpSS  انرم افز
Ratio  % باكتريارتباط بين وجود  95و فاصله اطمينان 
   .آزمون گرديد بنديبستهو نوع 

 
  هايافته

پس از رشد باكتري روي محـيط كشـت اختصاصـي، 
از، ي كه از نظر مصرف نيترات، آزمايش لسـيتينهايكلني

، مصـرف قنـد SIMهموليز دو گانه، فقـدان حركـت در 
گلــوكز و لاكتوزمثبــت بودنــد، بــه عنــوان كلســتريديوم 

  پرفرنژنس شناسايي شدند.
) بنديبسـتهنمونه (سبزي خشك بـاز و  140از ميان 

) شناسـايي شـد. ميـزان %3/9جدايه ( 13مورد مطالعه، 
نمونـه سـبزي  70از جداسازي كلستريديوم پرفرنـژنس 

ه نمون 70و از  )%8/12جدايه ( 9 شده بنديبستهخشك 
  ).2و جدول  1نمودار بود ( )%7/5جدايه ( 4سبزي باز 

رديوم پرفرنـژنس در دو جهت مقايسه بـاكتري كلسـت
ــهگــروه  ــاز از  بنديبســتهي ســبزي خشــك هانمون و ب

كـه نتـايج آن در جـدول  استفاده گرديـد، ORشاخص 
 =43/2ORكـه  دهـدميآمده اسـت و نشـان  1شماره 

ي هانمونــه، يعنــي شــانس وجــود بــاكتري در باشــدمي
ي بـاز هانمونـهبرابر همـان شـانس در  43/2 بنديبسته

 استفاده مورد يمرهايپرا -1جدول
  منبع  PCRروش  Bp  (′3-′5) توالي نوكلئوتيدي  ژن هدف

cpa  GCTAATGTTACTGCCGTTGA 
CC TCTGATACATCGTGTAA 

324  Duplex PCR )13(  

cpe  GGAGATGGTTGGATATTAGG 
GGACCAGCAG TTGTAGATA 

233  Duplex PCR  )13(  
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ــر . چــون فاباشــدمي صــله اطمينــان عــدد يــك را در ب
با وجود باكتري ارتباط  بنديبستهبنابراين نوع  گيردنمي

  معناداري دارد.
جفت بازي در  324باند با توجه به  هاجدايه %100در 
ـــــوان  cpaداراي ژن  PCR Duplexروش  ـــــه عن و ب

شـدند، امـا هـيچ يـك از  تأييـدكلستريديوم پرفرنژنس 
  نبودند. cpeداراي ژن  هاجدايه

  
  گيريبحث و نتيجه

ــي ــبزيجات خشــك برخــي از  رغمعل ــود آب در س نب
به خصوص اسپوردارها قادر به رشـد و تكثيـر  هاباكتري

ــبزيجات  ــندميدر س ــادي باش ــات زي ــورد. مطالع  در م
ــي  ــدي و بررس ــپ بن ــازي، تي ــاژنجداس ــف ه ي مختل

ي كلستريديوم پرفرنژنس در سراسـر جهـان هاتوكسين
انجام شده است، امـا در مـورد مـواد غـذايي و خصوصـاً 

مطالعـات محـدودي صـورت گرفتـه  سبزيجات خشـك
مختلفـي اسـتفاده  هايروشاست. سبزيجات خشك به 

و آلـودگي ميكروبـي ايـن سـبزيجات احتمـالاً  شوندمي
د بيماري ايجاد نمايد، به خصوص اگـر در پايـان توانمي

پخت به غذا اضـافه شـوند يـا روي غـذا بـدون پخـت و 
حرارت اضافه شوند. بـه خـاطر زنـده مانـدن اسـپور در 
حرارت ناكافي و مانـدن غـذا در دمـاي اتـاق بـه مـدت 

  
  در ميان انواع سبزي كلستريديوم پرفرنژنستوزيع   -1نمودار 

  
  كلستريديوم پرفرنژنس بر حسب نوع بسته بنديتوزيع   -2جدول 

 كلسترديوم پرفرنژنسباكتري  نوع بسته بندي
                     + -  

=OR  تعداد 43/2  

  %95فاصله اطمينان   70 61                   9  بسته بندي
  )2/5و  3/1(  70 66                   4  باز
    140 127                 13  جمع
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نوع سبزي

  
 cpe  M و cpa ژن Duplex PCR از حاصـل الكتروفورز -3 شكل
 و cpa ژن واجد 106157 پرفرنژنس وميديكلستر جدايه bp100، P يمولكول ماركر
cpe، N ــرل ــ كنت ــد( يمنف ــوم DNA فاق ــه 1-3 ،)يژن ــتر يهاجداي  وميديكلس
 ژن فاقـد و   cpa (324bp) نژ واجـد خشـك جاتيسـبز از شده جدا نسژپرفرن
cpe (233bp) 
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يت بـا ايــن طـولاني و ذخيـره نادرسـت، خطـر مسـموم
 هايسـويهفراوانـي پـايين  رغمعلـيپاتوژن وجود دارد. 

مثبت در محصولات غـذايي  cpeكلستريديوم پرفرنژنس 
به خصوص گوشت و مرغ و سـبزيجات خشـك كـه بـه 

مـواد غـذايي بـه عنـوان  ميزان كمتر وجود دارنـد، ايـن
ــتند و  ــين هس ــد توكس ــراي تولي ــي ب ــد توانميمنبع ن

 مايند.غذايي ايجاد ن هايطغيان
ســـبزيجات خشـــك بـــه  %3/9پـــژوهش در ايـــن  

 كلستريديوم پرفرنژنس آلوده بودند كه اين امـر احتمـالاً
. وجود اسپور باشدميحاكي از بقاء باكتري در سبزيجات 

و وفـور اسـپور در محـيط از  در اين باكتري از يك سـو
و  سوي ديگر و مقاومت اسپور به شـرايط خشـكي، دمـا

د. جاد مسموميت نقش داشـته باشـد در ايتوانميعوامل 
بر روي سـبزي  2009مطالعه ساگو و همكاران در سال 

ه نمونـ 132در اروپا نشـان داد كـه از  هاادويهو  خشك
) آلودگي كلسـتريديوم پرفرنـژنس وجـود داشـت %0/4(
، 2010و همكـاران در سـال  سوسپدرادر مطالعه  .)14(

بررسـي شـد و  هاادويـهنمونه سـبزيجات خشـك و  53
لودگي آ %20هوازي و  هايباكتريآلودگي با  %10 هاآن

ــه  انتروباكترياســه را ــودگي ب ــي آل ــد، ول گــزارش نمودن
ت اسپوردار (كلسـتريديوم و باسـيلوس) يافـ هايباكتري

انـات د بـه دليـل نبـود امكتوانـمينشده بود كه اين امر 
اســپوردار و  هــايباكتريكــافي، نحــوه عــدم شناســايي 

 بنديبستهباشد. مناسب پروسه خشك كردن،  هوازيبي
ه ارتباط داشت و يا شرايط آب و هوايي منطقه جغرافيايي
 .)15(باشد كه با مطالعه حاضر همخواني نداشت 

 جدا شـده از كلستريديوم پرفرنژنس هايجدايهتعداد 
د بيشتر از سبزيجات باز بـو بنديبستهسبزيجات خشك 

بـودن بـاكتري  هـوازيبيد به دليـل توانميكه اين امر 
شـده ممكـن اسـت  بنديبستهچرا كه در سبزي  .باشد

شود.  براي رشد و تكثير باكتري فراهم هوازيبيشرايط 
علاوه بر اين، نامطلوب بودن شرايط پروسس سـبزيجات 

، رعايت نكردن نكـات بهداشـتي در حـين هاانهكارخدر 
يگـر ددلائـل  ازجملـه بنديبسـته جاييجابهشستشو يا 

  باشد.
ــه ــده از  هايجداي ــدا ش ــژنس ج ــتريديوم پرفرن كلس

ي سبزيجات خشك از لحاظ ژن آلفا توكسين و هانمونه
انتروتوكسين مورد بررسي قرار گرفتند و همچنين براي 

شده  تأييدبيوشيميايي  جدايه كه از نظر تست هاي 13

از  هاجدايـهانجـام شـدكه همـه   Duplex PCRبودنـد،
منفـي بودنـد.  cpeمثبت و از لحـاظ ژن  cpaلحاظ ژن 

ــراي تعيــين هويــت و شناســايي  cpaژن  ــهب  هايجداي
بـراي  cpeو ژن  رودمـيكلستريديوم پرفرنژنس به كـار 

 هاجدايـه %100. باشدمي هاجدايه انتروتوكسينبررسي 
منفـي   cpeمثبـت امـا از لحـاظ cpa ،در مطالعه حاضر

  بودند.
اگر چه پژوهشي بر روي سبزيجات خشـك در ايـران  

 ازجملهانجام نشده است، اما روي فرآورده هاي گوشتي 
گوشت طيور پژوهش هايي شده اسـت. در مطالعـه پـور 

ــاران  ــلطاني و همك ــر روي  2014در س ــه  180ب نمون
جدايـه كلسـتريديوم  6شـده،  بنديبسـتهگوشت مـرغ 

 پرفرنژنس به دست آمد. براي تايپ بندي كلستريديوم از
 و netBژن  Single PCR و Multipelex PCRروش 
tpeL  كردنــد بــراي آنتريــت نكــروزان در طيوراســتفاده

 ). درمطالعه اي ديگر در ايران زندي و همكـاران در16(
دند نمونه مدفوع شتر مرغ كار كر 120روي  2014سال 

ــا روش ــد كــه  Multiplex PCR و ب  %100نشــان دادن
حـال  از نظر آلفا توكسين مثبت بودند كه تا به هاجدايه

در ايران گزارش نشده بـود. در مطالعـه حاضـر از روش 
Duplex PCR  استفاده شد كـه نيـازي بـه مقـدار زيـاد
 اسپور زايي در شرايط آزمايشـگاه نـدارد انتروتوكسين و

از روش  2008. در مطالعـــه ارول و همكـــاران در )17(
Multiplex PCR  22گوشت بوقلمون،  نمونه 180روي 

 cpaجدايه كلستريديوم پرفرنژنس جدا كردنـد كـه ژن 
در همــه  cpeدر همــه ايزولــه هــا مثبــت بــود، امــا ژن 

). يافتـه هـاي مطالعـه حاضـر 18ها منفـي شـد (ايزوله
بودنـد. ايـن  cpeو فاقد ژن  cpaهمانند ارول، داراي ژن 

ن شتي هـم ممكـي گوهانمونهدر  دهدميها نشان يافته
ــت  ــويهاس ــدون ژن  هايس ــژنس ب ــتريديوم پرفرن كلس

  آنتروتوكسين وجود داشته باشند.
انتظار خريداران بـر  رغمعليپژوهش حاضر نشان داد 

بـه جهـت اطمينـان  بنديبسـتهاستفاده از مواد غذايي 
ــودن مــاده غــذايي،   هــايباكتريبيشــتر از بهداشــتي ب

 بنديبسـتهبه دلايل فيزيولوژيـك در شـرايط  هوازيبي
دارنـد.  بنديبسـتهرشد بيشتري نسبت به شرايط غيـر 

شده نسـبت  بنديبستهميزان آلودگي سبزيجات خشك 
به سبزيجات خشك باز، احتمالاً نشـان دهنـده رعايـت 
نكــردن شــرايط بهداشــتي در پروســه خشــك كــردن و 
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 بنديبسـته. به نظر مي رسد در نوع باشدمي بنديبسته
مواجهه كمتري با اكسيژن دارد و  هوازيبيشده باكتري 

  .شودميشرايط براي رشد و نمو باكتري بهتر فراهم 
  

  تقدير و تشكر
 IR.TUMS.REC.1394.775با كد اخلاقي  اين مقاله

نتيجه بخشي از طرح تحقيقاتي مصوب مركز تحقيقـات 
 موادغــذايي دانشــگاه علــوم پزشــكي و شناســيميكروب

قــرارداد خــدمات بهداشــتي درمــاني تهــران بــه شــماره 
ــدمي 28439 ــدينباش ــرم  . ب ــت محت ــيله از معاون وس

پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي تهران كـه حـامي مـالي 
 اري وز، كمـال سپاسـگباشـندمياين طـرح تحقيقـاتي 

  تشكر را داريم.
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