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  PCR  و كشت روش به شده يبندبسته و فله خشك سبزيجات در سرئوس باسيلوس شناسايي و يجداساز
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سبك زندگي در زمينه و هدف:  شيوه تغذيه و  سبزيجاتي اخير، هاسالتغيير  شتر به كيفيت  صرفي و  باعث اهميت بي خشك م

سلامت در  سبي براي ماندگاري باكتري  هاآنارزيابي  شك محل منا سبزيجات خ ست.  سيلوسشده ا سپور به دليل د با شتن ا ا
 وبندي شده به روش كشت در سبزيجات خشك فله و بسته باسيلوس سرئوسجداسازي و شناسايي دف از اين پژوهش ه باشد.مي

PCR .بود  
صيفي مقطعي روش كار: شامل  160، تعداد 99الي مهر  98از بهمن  در يك مطالعه تو شك  سبزي خ  80مونه فله و ن 80نمونه 
سته صرف از نظر آلودگي به نمونه ب شده آماده م سرئوسبندي  سيلوس  از  گرم 25منظور ابتدا  مورد ارزيابي قرار گرفتند. بدين با

سپسليتر پپتميلي 225نمونه در  شد،  شده  1/0ليتر از رقت يك ميلي ون واتر ريخته  ر روي محيط اختصاصي بسوسپانسيون تهيه 
سرئوس شد. در روز بعد كلني )MYP Agar( باسيلوس  ستاندارد مورد هاروشي بيوشيميايي طبق هاواكنشها از نظر تلقيح  ي ا

ـــد. برايبراي ژن اي پليمراززنجيره ارزيابي قرار گرفتند. به منظور بررســـي مولكولي اين باكتري، واكنش  هاي انتخابي انجام ش
 دار در نظر گرفته شد.معني >P 05/0استفاده شده و موارد  SPSS افزارنرم و اسكوئر آزمون كاي از هاداده تحليل و تجزيه
ها داراي آلودگي ي خشكز سبزبا روش فنوتيپي ا درصد) 25/21نمونه ( 34هاي حاصل از اين مطالعه نشان داد كه يافته ها:يافته

مورد  7زي شويد با شناسايي شدند. سب باسيلوس سرئوسجدايه  34 ، همهITS مشكوك به باسيلوس سرئوس بودند. با مطالعه ژن
  ) بيشترين آلودگي را داشت.درصد 37/4(

تواند در فرايند خشــك كردن يدر برابر حرارت، اين باكتري م باســيلوس ســرئوسبا توجه به مقاومت بالاي اســپور  گيري:نتيجه
  ايجاد مسموميت غذايي كند. كنندگانسبزي زنده مانده و براي مصرف
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Abstract   
 
Background & Aims: Bacillus cereus is a Gram-positive, rod-shaped, facultative anaerobic, 
motile, beta-hemolytic, spore forming bacterium commonly The bacteria is commonly found 
in the environment, is often found in soil and vegetation, and can be present in foods. It can 
cause foodborne illness worldwide. B. cereus illness is related to many foods - beef, turkey, 
rice, beans, and vegetables. Specifically, the diarrheal illness is often related to meats, milk, 
vegetables, and fish. This product may be contaminated with many bacterial pathogens, 
including Bacillus cereus (4). There are several ways to store vegetables; one way is drying, 
which is important for several reasons: long-term storage, reducing the volume for the storage, 
and move products more easily and faster The emetic-type illness is most often associated with 
rice products, but it has also been associated with other types of starchy products such as 
potato, pasta, and cheese products (5). Some food-mixtures (sauces, puddings, soups, 
casseroles, pastries, and salads, have been associated with food-borne illness in general. There 
are two types of food-borne B. cereus illness. In the first, contaminated food (many types of 
food, often left at room temperature) makes its way to the small intestine where the toxin, in 
this case, a large-molecular-weight protein, is released. This can lead to diarrhea, cramps, and 
sometimes nausea. Usually, vomiting is not present in this form of illness (6, 7). Incubation 
for the first type is 6 to 15 hours. In the second type, affected food, most often starchy food, 
and classically, rice, contains a different type of toxin (cereulide, an ionophoric low-
molecular-weight dodecadepsipeptide that is pH-stable and heat and protease-resistant). This 
toxin causes emetic-type B. cereus illness. The incubation period for this type is 30 minutes to 
6 hours (9). Bacillus cereus is caused by the ingestion of food contaminated with either the 
enterotoxigenic B. cereus or with the emetic toxin. In non-gastrointestinal illness, reports of 
respiratory infections similar to respiratory anthrax have been attributed to B. cereus strains 
harboring B. anthracis toxin genes (10).  
The spore of this bacterium is resistant to severe environmental conditions including heat, 
freezing, drying, and radiation, and may be considered an infectious agent for this bacterium. 
Changes in diet and lifestyle in recent years and the growing trend of using ready-made 
products (4). In the gastrointestinal tract (small intestine), vegetative cells, ingested as viable 
cells or spores, produce and secrete a protein enterotoxin and induce a diarrheal syndrome, 
whereas emetic toxin, a plasmid-encoded cyclic peptide (cereulide), is produced in food 
products and ingested as a formed toxin. Dry vegetables it is suitable for the survival quickly 
multiply at room temperature (12). There are two main types of intestinal illnesses caused 
by B. cereus. One is diarrheal, and one leads more to nausea/vomiting. B. cereus has also been 
implicated in infections of the eye, respiratory tract, and in wounds. The pathogenicity of B. 
cereus, whether intestinal or nonintestinal, is intimately associated with the production of 
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tissue-destructive exoenzymes. Among these secreted toxins are four hemolysins, three 
distinct phospholipases, an emesis-inducing toxin, and proteases. The specific name, cereus, 
meaning "waxy" in Latin, refers to the appearance of colonies grown on blood agar.Bacillus 
cereus is one of the most important causes of spore-bearing bacteria such as Bacillus (5, 7, 
11). The aim of this study was to isolate and identify Bacillus cereus in bulk and packaged 
dried vegetables by culture and PCR. 
Methods: This is a cross-sectional descriptive study from February 2019 to October 2020. In 
total 160 samples (80 from each of open and packed dried vegetables) were evaluated for the 
contamination of Bacillus cereus. 25 g of the sample was poured into 225 ml of peptone water 
and incubated at 37 ° C for 24 hours and then one ml of 0.1 dilutions of the suspension was 
inoculated into on the specific medium of Bacillus cereus (Scharlau, Spain). (MYP Agar) 
Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar. For the total count, 10 g of each dried vegetable was 
added into 90 ml of 0.1% peptone water and then 1 ml of dilutions (10-1, 10-2, 10-3), were 
inoculated into MYP Agar medium and incubated at 37 ° C for 24 hours. 
Large pink colonies (no fermentation of mannitol) with a precipitated halo (due to lecithinase 
production) were considered suspicious colonies. The identification was carried out by 
catalase and biochemical tests. anaerobic conditions, growth at 45 ° C, lestinase C test, 
hemolysis B in blood agar with 5% sheep blood, MR-VP test, penicillin sensitivity 10 IU 
test,and nitrate reduction(13). For molecular analysis, the polymerase chain reaction for the 
internal transcribed spacer (ITS) gene was used to confirm Bacillus cereus. In order to extract 
DNA from a pure colony of bacteria, it was cultured in an LB medium and after incubation, 
the resulting culture was precipitated and the genome was extracted using phenol-chloroform. 
The quality and quantity of DNA extracted were evaluated by spectrophotometry and 
electrophoresis. The extracted DNA was frozen at -20 ° C for later use (14). The PCR program 
consisted of an initial temperature of 94 ° C for 5 min, then 35 cycles consisting of 94 ° C for 
30 s, 52 ° for 30 s, and 72 ° for 30 s. PCR reaction was performed in Thermal Cycler (Primus 
96, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany). The standard strain of 11778 Bacillus 
cereus was used as a positive control. The PCR product was electrophoresed in 1% agarose 
gel at a voltage of 100-80 volts and after staining with ethidium bromide 1 mg/ml was observed 
and photographed by a gel dock device. Initially, the PCR gradient for the gene was placed in 
the annealing temperature range of 50 to 60 degrees, which was finally selected at an optimum 
temperature of 52 degrees (15). Using SPS software, data were analyzed by chi-square test. 
p<0.05 was considered significant. 
Results: The B. cereus contamination were found in 21 (26.25%) and 13 (16.25%) of open 
and packed dried vegetable samples respectively. There was no statistically significant 
difference (p>0.05) between contamination rate of B. cereus in open and packed dried 
vegetable samples. Also, contamination rate of B. cereus was not significantly different 
(p>0.05) among various kinds of vegetable samples. The results of this study showed that 34 
(21.25%) out of 160 samples of dried vegetables were infected with Bacillus cereus by the 
phenotypic method. PCR results of the ITS gene showed that all 34 strains isolated by culture 
were also identified by molecular method. In total 7 (4.37%) dill, 5 (3.12%) tarragon, 5 
(3.12%) parsley, 5 (3.12%) mint, 6 (3.75%) soup, 4 (2.5%) coriander and 2 (1.25%) turmeric 
were identified as Bacillus cereus respectively. 
Conclusion: Our study showed that despite the supply of packaged dried vegetables, there is 
still the possibility of microbial contamination, especially by anaerobic bacteria. Although the 
rate of contamination of dried vegetables in open packaged (13.2%) was more than dried 
packaged (12.8%).This percentage of contamination probably indicates a lack of hygiene in 
the drying process in both traditional and industrial forms. 
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 انو همكار دلال سلطان يمهد محمد

  مقدمه
ـــئله ايمني غذا و كنترل آن در دهه هاي اخير به مس

شده است. بيش از  سياري از كشورها تبديل  مهمي در ب
ــاكنندگان بيانيه پكن در مورد ايمني  50 ــور از امض كش

غذايي موافقت خود را براي فراهم نمودن ايمني و امنيت 
ندان خود، اعلام نموده ـــهرو ند غذايي براي ش  .)2،1(ا

افزايش مصــرف غذاهايي كه در تماس بيشــتر دســت 
جاري، خردهكارگران در فراوري ـــيهاي ت يا فروش ها 

ــتند، عامل مؤثري  ــات خدماتي مواد غذايي هس ــس مؤس
هاي غذايي كنندگان با پاتوژنبراي مواجهه بيشتر مصرف

ـــت  ـــط مواد از جمله باكتري. )3(اس هاي مهم كه توس
، ســالمونلاتوان به شــوند ميغذايي به انســان منتقل مي

، شيگلا، ليستريا منوسايتوژنز، اشريشياكلي، كمپيلوباكتر
 باســيلوس ســرئوسو  اســتافيلوكوكوس اورئوس، ويبريو

و همكاران نشان  BLAKEYدر بررسي . )4اشاره نمود (
ــك از  39دادند كه از  نوع حبوبات  12نمونه غذايي خش

) به باســيلوس ســرئوس %56نمونه ( 22و غلات مختلف،
و  Ghourchian در مطــالعــه ديگري ).5( آلوده بودنــد

سبزي سي  شان دادند كه همكاران با برر شك ن هاي خ
سرئوس آلوده بودند( 4/31% سيلوس  سفانه ). متأ6به با

باكتري  ـــبزي خشـــك و  يادي بر روي س عات ز طال م
باســيلوس انجام نشــده و بيشــتر مطالعات در خصــوص 

ست. آمارها شان سبزيجات تازه ا صرف كه دهندمي ن  م
ــبزيجات ــرف آماده تازه س ــورهاي مص  مختلف در كش

 به كيلوگرم 30تا كيلوگرم5/1 - 1نيســت و از  يكســان
سپ متفاوت سال در شخص هر ازاي ست (ا  5/1-1  انياا

سه 2 كيلوگرم، انگليس  ايتاليا كيلوگرم، 6 كيلوگرم، فران
مان كيلوگرم، 4 يك و آل كا و كيلوگرم 3 بلژ  30 امري

 هرچند ايران در). سال در شخص هر ازاي به كيلوگرم
سمي آمار ست در ر سترس ني سدمي نظر به و د  كه ر

ــرف ميانگين ــد، ولي فوق مقدار از مص  آنچه كمتر باش
،  در كشور زندگي تغيير روش با كه است اين است مسلم
 چند در بطوريكه يابد،مي افزايش ســـاله هر مقدار اين

صولات توليد هايكارگاه اخير سال سته تازه مح بندي ب
شانه كه است شده برابر شده چندين  اين زياد تقاضاي ن

ـــولات نوع يان . درعين)7(باشــــد مي محص حال طغ
ـــرف ميوهبيماري ها و هاي منتقله از غذا در نتيجه مص

ـــت. علت اين افزايش  ـــبزيجات تازه افزايش يافته اس س
ممكن است موارد زير بوده باشد : تغيير مصرف فردي و 

غذايي، روش يد و فراوري ميوهعادات  ها و هاي تول
ـــبزيجا ها در نزديكي ت، منابع توليد، افزايش دامداريس

هاي توليد محصول، دسترسي بيشتر به محصولات محل
شأ برخي از آن سر جهان (كه من سرا شورهايي با در  ها ك

ــيوه هاي بهداشــتي نامشــخص اســت)، افزايش تعداد ش
ــرف ــتم ايمني و ظهور مص ــيس كنندگان داراي نقص س
باط آنپاتوژن كه قبلاً ارت خام  هاهايي  ـــولات  با محص

  . )8(شناخته شده نبود. 
سرئوس سيلوس  شتن ، بزا بودنعلاوه بر بيماري با ا دا

فعاليت پروتئوليتيك و ليپوليتيك و آميلوليتيك يكي از 
ـــمار  ـــاد در مواد غذايي به ش رود. يمعوامل ايجاد فس

 گرادسانتيدرجه  4-6 همچنين به دليل توانايي رشد در
ـــاد در يخچال را نيز فراهم  معايبي  .كندميامكان فس

بد طعمي ـــيري ،نظير  هم در اثر خ و لخته تلن لخته ش
ئاز يت پروت عال پاز ،ف ـــفو لي پاز و فس ـــل الي حاص ز هاي 

سرئوس در  سيلوس  شده هافراوردهبا شاهده  شيري م ي 
 باسيلوسهاي منتقله از غذا كه توسط بيماري ).9( است

عمده در  هايشـــوند، يكي از نگرانيايجاد مي ســـرئوس
ماني  بازه ز تايوان در  ـــت. در  ، 1991-2003جهان اس

ـــرئوسها در آن ؛ كهطغيان رخ داد 139 ـــيلوس س  باس
ستافيلوكوكوس اورئوسبيش از   ويبريو هموليتيكوسو  ا

سياري از مواد غذايي .نقش داشت  مثل اين باكتري در ب
ج، لبنيات، محصـــولات شـــير اســـپاگتي، ماكاروني، برن

شده هاهيادوخشك،  و  و ترشيجات، مواد غذايي خشك 
ـــبزيجات،  ـــت، مرغ، س و غذاهاي  هادانههمچنين گوش

جاد آلودگي مي يايي اي ند (در به  .)10-12ك جه  با تو
هاي انجام شده در خصوص سبزيجات تازه اينكه پژوهش

سم سبزيجات به ميكروارگاني شان از آلودگي بالاي   هاين
سبزيمختلف مي سبزيباشد و  ها هاي خشك از همين 

سبزيجات خشك از تهيه مي شوند، لذا پيشنهاد بررسي 
به بار ميكروبي و  باكترينظر  كه ويژه  ـــپوردار  هاي اس

ــت طولاني در محيط ــك را دارند، قابليت زيس هاي خش
ـــازي و مي ـــد. لذا هدف از انجام اين پژوهش جداس باش

سرئوسشناسايي  سبزيجات خشك فله و د باسيلوس  ر 
  بوده است. PCRبندي به استفاده از روش كشت و بسته
  

  روش كار
عه  طال ـــيفيدر اين م عدا توص نه 160د ت ي عدد نمو

سته نمونه) 80سبزي خشك فله ( ) نمونه 80( بنديو ب
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شـــامل شـــويد، تره، ترخون،  داربرگ نوع ســـبزي 8 از
سبزي آش، از  سبزي و  شنيز، قرمه  هر جعفري، نعنا، گ

ــد. 10كدام  ــازي  نمونه تهيه ش ســپس به منظور جداس
ـــرئوس ـــيلوس س تدا  ،باس نه را در  5اب  45گرم از نمو

سيون ميلي سپان سو سپس  ستريل ريخته و  ليتر رينگر ا
ن روي محيط آتهيه شـده را به خوبي مخلوط كرده و از 

سرئوس ( سيلوس  صي با صا ) برده و به MYPكشت اخت
ـــاعت در  24-48مدت  ـــا 37س گرما گراد نتيدرجه س
ـــدند گذاري ـــورتي (عدم تخمير . كلنيش هاي بزرگ ص

ي رســوب دار (به دليل توليد لســتيناز) مانيتول) با هاله
. سپس )1شوند (شكل هاي مشكوك محسوب ميكلني

ـــازي باكتري ـــتبراي جداس هاي هاي اين گروه از تس

ــرايط  ــد در ش ــت كاتالاز، رش ــامل تس ــيميايي ش بيوش
شد در بي سانتي 45هوازي، ر ست تحرك، درجه  گراد، ت

ستيناز  ست ل خون  %5آگار با  Bloodدر  B، هموليز cت
ـــت  ـــفند، تس ـــت ، MR-VPگوس  ،)SIMحركت (تس

و احياي نيترات براي  10IUســيلين به پني يتحســاســ
باسـيلوس و  باسـيلوس سـرئوسهاي جداسـازي باكتري

سيلوس تورنژنزيس گرفت (جدول انجام  مايكوئيدس و با
ـــيلوس. تنها )1 دار با خون هايي كه روي آگار خونباس

ــفند هموليز بتا مي ــبت به پنيگوس ــيلين دهند و نس س
iu10 سرئوس، باسيلوس تورنژنزيس ، ندمقاوم باسيلوس 

ـــيلوس مايكوئيدس ـــند.مي و باس ها به اين آزمايش باش
باكتري  منظور ـــرئوسجداســـازي  ـــيلوس س از  باس

  
  ساعت 24آگار بعد از  MYP روي محيط بر باسيلوس سرئوسهاي كلني -1شكل 

  
 ديگر هايباسيلوس برخي با سرئوس سيلوسبا تاييدي هايآزمون مقايسه -1جدول 

  تورينجينسيس باسيلوس  ميكوئيديس باسيلوس  مگاتريومباسيلوس آنتراسيسباسيلوس سرئوسباسيلوس  آزمون
 +  +  -  +  +  هوازي بي رشد

  
  +  + + + +  تست كاتالاز
  +  - + - +  تحرك

  +  + + + +  تست ووژ پروسكوئر
  +  +V + +  نيترات احياي
C لستيناز  +  -  -  +  +  

 %5هموليز بتا در آگار 
  درخون گوسفند

+  +  -  -  +  

حساسيت به 
  iu 10سيلين پني

-  +  V  -  -  
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  ).13( باشدهاي ديگر ميباسيلوس
از سوسپانسيون با رقت  :اسيلوس سرئوسشمارش ب

با پيپت به اندازه  0001/0و  01/0،001/0هاي رقت 1/0
سرئوس ليتر روي محيط اختصاصي يك ميلي باسيلوس 

MYP سلكتيو آگار) كشت داده مي سرئوس  شود. اين (
سيون زرده تخم سپان سو مرغ و نگهدارنده محيط حاوي 

ـــين يال امي B پلي ميكس يك و كه هر  ز اين باشـــد 
ـــافه ميميلي 500نگهدارنده به  ـــود. ليتر محيط اض ش

شده پليت شت داده  ساعت در  24-48به مدت هاي ك
ــانتي 30 هاي بزرگ . كلنيگردندميگراد انكوبه درجه س

ي رســوب دار (به صــورتي (عدم تخمير مانيتول) با هاله
هاي مشـــكوك محســـوب دليل توليد لســـتيناز) كلني

پليت هايي با  اسيلوس سرئوسببراي شمارش شوند. مي
ـــوند.كلني در نظر گرفته مي 300تا  30 براي فرمول  ش

  ×عكس رقت ×) = از تعداد كلنيcfu/gشـــمارش كلني (
ـــتفاده گرديد  ).13( عكس حجم به كار رفته از رقت اس

هاي مرجع كنترل غذا و اداره كل آزمايشگاهطبق جدول 
مارهويژگي(: دارو ـــ -M FR 05 هاي ميكروبيولوژي، ش

F12-008-07  :04-005پيوســـت-Wl-F12 (هايي نمونه
هاي نمونه باشد به عنوان 21.10ها بيش از كه تعداد كلني

  غير قابل مصرف در نظر گرفته شدند.
تازه  كلني PCRنمونه مناسب براي  :DNAاستخراج 
شد كه بر روي محيط جامد بدون رنگ و يا باكتري مي با

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

ــــت داده و پس از  LBاز بــاكتري را در محيط  كش
انكوباســيون، از كشــت حاصــله، رســوب تهيه كرده و با 

ستفاده شد.  ا از فنول كلروفرم به استخراج ژنوم پرداخته 
ميــت  ك فيــت و  ي ــا  DNAك ــــده ب خراج ش ت اســـ
سپكتروفوتومتري و الك سي قرار گرفته ا تروفورز مورد برر

ـــتخراج DNAشــــد.  ماي  اس براي  -20شــــده در د
 ).14( هاي بعدي فريز شداستفاده

جام  ن نش: PCRروش ا ك يره وا ج ن مراز ايز ي ل  پ
)Polymerase Chain Reaction( ــا كنيكي ،PCR ي  ت

 كوتاهي زمان مدت در توانمي آن از استفاده با كه است
 آزمايشگاهي شرايط در ار DNA مولكول از خاصي قطعه

ــت ممكن DNA قطعه اين. نمود تكثير بار هاميليون  اس
 ژنوم از هاييبخش يا كروموزوم يك از بخشـــي ژن، يك
  .باشد موجود يك

نش  ك لي :PCRمواد وا توا ير  ث ك جم  ت ح  20در 
ـــامل آب مقطر و غلظت نهايي  ميلي  5/1ميكروليتر ش

 dNTP ،25/0ميلي مولار  x 1 ،2/0 بافر، MgCl2 مولار
ميلي مولار پرايمر  Forward ،25/0ميلي مولار پرايمر 

Reverse ،5/0  يت آنزيم نانوگرم  10پليمراز و  Taqيون
DNA .انجام شد  

 Internal transcribed spacer (ITS)ژن  :PCRبرنامه 
سرئوسيد يبراي تا سيلوس  ستفاده قرار گرفت با  مورد ا

درجه به  94 شامل يك حرارت اوليه PCR). برنامه 15(
سپس  5مدت  شكل از حرارت  35دقيقه   94سيكل مت

ثانيه و  30درجه به مدت  52ثانيه،  30درجه به مدت 
مدت  72 به  جه  يه بود. واكنش  30در در  PCRثان

 ,Thermal Cycler (Primus 96 دســتگاه ترموســايكلر
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 

Germany) ـــتاندارد  انجام گرفت. از نمونه ـــوش اس س
ـــرئوس 11778 ـــيلوس س به عنوان كنترل مثبت  باس

درصد و در  در ژل آگارز يك PCRاستفاده شد. محصول 
تاژ  نگ  80-100ول يد و پس از ر لت الكتروفورز گرد و

توسط دستگاه  mg/ml 1آميزي توسط اتيديوم برومايد 
 PCRژل داك مشــاهده و عكس برداري گرديد. در ابتدا 

يان براي ژ مايي گراد بازه د  annealingن مورد نظر در 
درجه گذاشــته شــد كه نهايتاً به دماي اپتيمم  60تا  50
  ).2جدول ( درجه رسيديم 52

عات: يل اطلا يه و تحل يه براي روش تجز  و تجز
ــكوئر آزمون كاي از هاداده تحليل  SPSS  افزارنرم و اس

 
  پرايمرهاي اختصاصي -2جدول 

  اندازه (جفت باز))ʹ3-ʹ5( مريپراتوالي  قطعه هدف
ITS 5′- AAT TTG TAT GGG CCT ATA GCT CAG CT-3′ 

5′- TTT AAA ATA GCT TTT TGG TGG AGC CT -3′ 
185  
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شده و موارد  ستفاده  در نظر گرفته  دارمعني >p 05/0ا
  شد.
  

  هايافته
 34 تعداد نمونه سبزي خشك، 160 از مطالعه اين در
 داده تشخيص ) آلوده به باسيلوسدرصد 25/21( نمونه

هاي بيوشيميايي تمامي جدايه هايشد. بر اساس واكنش
سرئوس بودند. بر روي همه نمونه سيلوس از نوع  هاي با

شده  سازي  شد. نتايج  PCRجدا شان داد  PCRانجام  ن
 متعلق ITS ژن استفاده از ه هاي فنوتيپي باتمامي جداي

ي در مطالعه ).2(شكل  بودند سرئوس باسيلوس گونه به
دگي به باســيلوس در ســبزيجات آلويزان م انجام شــده،
و در ســبزيجات  )درصــد 12/13مورد ( 21 خشــك فله

مشــاهده  )درصــد 12/8( مورد 13 بنديخشــك بســته
در سبزيجات  باسيلوس سرئوسگرديد. ميزان آلودگي به 

شويد  ست:  شرح زير ا  5ترخون  )،%37/4(7مختلف به 

 87/1( 3نعنا  درصــد)، 5/2( 4)، جعفري درصــد 12/3(
ــد ــد)، 75/3( 6)، آش درص ــد 25/1( 2تره  درص )، درص
شن صد) 5/2( 4 يزگ صد 87/1( 3 سبزي و قرمه در  )در

  مشاهده گرديد.
  

  بحث
ست  ستروانتريت ا سموميت غذايي در واقع نوعي گا م

عد از ك مدت كوتاهي ب ه التهاب روده و معده در عرض 
سپور  شي يا ا مصرف غذاي آلوده با تعداد زيادي فرم روي

سرئوس سيلوس  رغم نبود آب در شود. عليايجاد مي با
ـــك برخي از باكتري ـــبزيجات خش ـــاً س ـــوص ها مخص

ـــد و تكثير ديگر باكتري به رش قادر  ـــپور دار  هاي اس
  ).17،16( باشندمحصولات غذايي خشك مي

سپورها در حرارت ناكافي، ماندن  به دليل زنده ماندن ا
ـــت،  غذا در دماي اتاق به مدت طولاني و ذخيره نادرس
خطر مسموميت با اين پاتوژن وجود دارد. به همين علت 

 
 
 

    جفت باز. 185باسيلوس سرئوس با اندازه  ITS ژن PCR الكتروفورز محصول -2شكل 
  .هاي مثبت: نمونه8تا  1هاي كنترل منفي. ستون N :ستون ) 11778ATCC .(كنترل مثبت P :سايز ماركر. ستون M :ستون
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ــالقوه براي توليــد  اين مواد غــذايي بــه عنوان منبع ب
هاي منتقله از مواد غذايي مطرح توكسين و ايجاد طغيان

  ).15،12( شندبامي
ـــبزي ـــر كه بر روي آلودگي س هاي در مطالعه حاض

شك صرفي به باكتري  خ سرئوسم سيلوس  صورت  با
مشــاهده  %25/21گرفت، ميزان آلودگي به اين باكتري 

  گرديد.
ـــط آمارهاي متفاوتي از بروز طغيان هاي مختلف توس

ــفانه  اين باكتري در جهان وجود دارد، اما در ايران متأس
ـــموميتآماري در را ـــط اين بطه با مس هاي غذايي توس

شد. تواند ناشي از عدم ثبت اين عامل مي باكتري يافت ن
عدم پيگيري بهبودي  ماران،  كافي در مورد بي اطلاعات 

ي كوتاه بيماران پس از مراجعه به مراكز درماني و دوره
 ).18( ها باشدگونه مسموميتبروز علائم در اين

فعال ســبزي خشــك، اين با توجه به ميزان پايين آب 
غذايي مي ـــبي براي رشـــد ماده  ناس ـــتر م ند بس توا

باشد.  باسيلوس سرئوسهاي اسپوردار از جمله ارگانيسم
شك معمولاً در پايان پختضمن اين سبزي خ وپز و كه 

شــود خطر در مراحل انتهايي طبخ غذا به آن اضــافه مي
هاي و ســاير ارگانيســم باســيلوس ســرئوسمســموميت 

  رود.بالا مياسپوردار 
ـــت كه اين باكتري از عوامل بيماري  تواندميزايي اس

فرايند پاستوريزه شدن را تحمل كند و همچنين توانايي 
رشــد در دماي يخچال را نيز داراســت. وجود اســپور در 
باكتري در محيط و  هاي  ـــپور  باكتري، وفور اس اين 
مقاومت اســپور به شــرايط خشــكي و دما و عوامل ديگر 

 ).19( در ايجاد مسموميت نقش داشته باشد تواندمي
شناسايي و تشخيصي مختلفي  هاييكتا به امروز تكن

سايي  شنا سرئوسجهت  سيلوس  ست.  با سعه يافته ا تو
 يهاهاي كشـت و شـناسـايي نهايي توسـط تسـتروش

يايييوب ـــيم قل  ش حدا فتبه  ند. از  ه ياز دار روز ن
سايي  يمولكول هاييكتكن شنا ستفاده جهت  اين مورد ا

  .)15( بردرا نام  PCRتوان انجام باكتري مي
سبزي خشك باز و آدر اين مطالعه كه بر روي  لودگي 

سته سرئوسبندي به ب سيلوس  به دو روش فنوتيپي و  با
رغم طولاني بودن روش فنوتيپي، ژنوتيپي انجام شد، علي

ته PCRاي روش مولكولي واكنش زنجيره ياف هاي نيز 

يد نمو تاي خاص  د.فنوتيپي را  به مورفولوژي  جه  با تو
شناسايي  MYP Agarبر روي محيط  باسيلوس سرئوس

هذا سرعت اين باكتري را به سادگي انجام پذير است. مع
به مراتب  باســيلوسعمل روش مولكولي در شــناســايي 

ست و اين ميتر از روشسريع سنتي ا تواند مزيت هاي 
 بزرگ استفاده از روش مولكولي باشد.

Logan يدس،  2012ســــال  در ـــيلوس ميكوئ باس
سيلوس ليكني فرميس سيلوس مگاتريوم و با را نيز از  با

ستفراغي عوامل توليدكننده سهالي و ا سين هاي ا ي توك
تار  هلقتمنهاي يماريبدر  ـــ غذا معرفي كرد و خواس از 

توانايي  Loganها شـــد. يباكترتوجه بيشـــتر روي اين 
سط اين باكت شابه تو سين هاي م ها را نيز ريتوليد توك

 ).16( تاييد كرد
Reyers با بررســي  2007نيز در ســال  و همكارانش

مه  381 نا ـــرفي در بر غذاي كودكان مص نه از انواع  نمو
شيلييهتغذ شيوع  ،اي مدارس  سرئوسميزان   باسيلوس 

ـــير  ـــد  5/62در غذاهاي كودكان بر پايه برنج و ش درص
ـــد  8/29كه د اعلام نمو ـــين  هاآندرص  nheانتروتوكس

 ).17(د توليد كرده بودن
ــال  Abakariمطالعات  در غنا  2018و همكاران در س

ــالادهايي ــان دادند س ــط كه نش ــندگان توس  مواد فروش
ـــتد تاماله در خياباني غذايي  (غنا) فروخته مركز دادوس

صرف براي شوندمي سان م سب ان ستند در اين  نامنا ه
 ها موفق به جداسازي اشريشيا كلي، باسيلوسبررسي آن

سالمونلا شيگلا و   ،%3/93،%7/96 به ترتيب با سرئوس، 
در ســـالاد ســـبزيجات آماده مصـــرف  %3/73 و 7/76%

ند. ندمي آلودگي اين شـــد ـــي توا يد منبع از ناش  تول
 .)20( باشد غذايي مواد از نامناسب استفاده و سبزيجات

ـــيلوس هاي همچنين در پژوهش ما، تعداد نمونه باس
مورد  13بندي ك بستهجدا شده از سبزي خش سرئوس

 مورد 21) كمتر از ســبزيجات خشــك فله درصــد 5/8(
ي اهميت دهنده) بود كه اين امر نشـــاندرصـــد 1/13(

شك كردن و باكتري سپور دار هوازي در فرايند خ هاي ا
جدايه هاي  باشــد.نگهداري طولاني در فضــاي آزاد مي

سرئوس شده از نمونه باسيلوس  سبزي خشك جدا  هاي 
عه از نظر وجود ژندر اين م ـــي قرار  its طال مورد بررس

يه جدا ند. همه اين  مثبت   itsها از نظر وجود ژنگرفت
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يبندبسته و فله خشك سبزيجات در سرئوس باسيلوس شناسايي ويجداساز                      

  بودند.
عه طال كاران در  Gdoura-Ben Amor ي در م و هم

ـــال  نمونه از مواد غذايي  687در تونس روي  2018س
 تازه، ســبزيجات پخته، غذاي ادويه، مختلف مانند غلات،

ـــت ـــرو، دريايي، غذاهاي پخته، و خام مرغ گوش  كنس
ـــيريني  8/27(191لبنيات آزمايش انجام گرفت و  و ش

جداسازي گشت كه اين ميزان  باسيلوس سرئوسدرصد) 
عه طال به به م با ميزان آلودگي  يادي  باهت ز ـــ ما ش ي 
  ).21شود(بود، مشاهده مي )درصد 25/21( باسيلوس

Kudjawu  ـــال  75روي  2011و همكاران نيز در س
ـــك آناليز انجام داده و باكتري ـــبزي خش هاي نمونه س

ـــرئوس،  ـــيلوس س ــاس ـــتــافيلوكوكوس اورئوس، ب اس
ناس ـــودومو قارچ ميكروكوكوس و س ها را و انواعي از 

  ).22كردند (جداسازي 
Postollec  سي و همكارانش نيز با ماده غذايي  90برر

از جمله ســبزيجات خشــك، توانســتند انواعي از انواع 
سيلوس ستريديوم و با سايي  را كل شنا با روش مولكولي 

ـــان داد كنند. يافته  40تا  30كه هاي اين محققين نش
بودند آلوده باسيلوس و كلستريديوم درصد محصولات به 

)23.(  
  

 گيرينتيجه
ـــبزي خشـــك مطالعه ما نشـــان داد عليرغم ار ائه س

ستهبه ويژه بندي، باز امكان آلودگي ميكروبي بهصورت ب
ميزان  اگرچه هوازي وجود دارد.هاي بياز جانب باكتري
سبزي شك بهآلودگي  صد 2/13باز (صورت هاي خ ) در
سبزي  12/8بندي (صورت بستههاي خشك بهبيشتر از 

صد) صد آلودگي احتمالا بيانگر عدم مي در شد. اين در با
رعايت اصول بهداشتي در پروسه خشك كردن به هردو 

  باشد.صورت سنتي و صنعتي مي
  

  تقدير و تشكر
 گرنت تحقيقاتي مصـــوباين مقاله نتيجه بخشـــي از 

دانشــگاه علوم مركز تحقيقات ميكروبيولوژي مواد غذايي 
ــــكــي ــزش ــهــران  پ ــا كــد ت كــد و داراي  45897ب

باشـــد. مي IR.TUMS.VCR.REC.1398. 857 اخلاق 
وســيله از معاونت محترم پژوهشــي دانشــگاه علوم بدين

، بودندپزشكي تهران كه حامي مالي اين طرح تحقيقاتي 
  تشكر را داريم. و سگزاريكمال سپا
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