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ردیابی تیپ های مختلف کلستریدیوم بوتولینوم در 4 نوع ماده غذایی با استفاده از واکنش زنجیره ای پلی مراز
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چکیده
زمینه و هدف: مسمومیت غذایی ناشی از کلستریدیوم بوتولینوم از مهم ترین مسمومیت های غذایی است که در اثر مصرف مواد غذایی آلوده به ویژه فرآورده های دریایی، انواع 
غذاهای کنسرو شده گیاهی و گوشتی و فرآورده های لبنی ایجاد می شود. تشخیص بوتولیسم بر اساس شناسایی باکتری و یا سم آن صورت می گیرد. از تیپ های مختلف این 
ارگانیزم )G ,F ,E ,D ,C2,C1 ,B ,A) سروتیپ های E B،A و F در انسان بیماری زا هستند. هدف از مطالعه حاضر بررسی پتانسیل این غذاها برای ایجاد مسمومیت احتمالی و مقایسه 

کشت و روش های مولکولی جهت شناسایی کلستریدیوم بوتولینوم است.

مواد و روش ها: روش های بیوشیمیایی، کشت )محیط های غنی کننده Cooked meat, TPGY و MPCR(سه روش آزمایشگاهی برای تشخیص کلستریدیوم بوتولینوم در نمونه ها 
می باشند. برای شناسایی قابل اطمینان و سریع باکتری و سموم آن، تکنیک های مولکولی به کار می روند. سه جفت پرایمر برای شناسایی سویه های E,B وA طراحی شدند. بزرگی 

محصول PCR تیپ های E ,B ,A به ترتیب782، 205 و 389 جفت باز بود.

نتایج: از 290 نمونه جمع آوری شده درصد آلودگی به این باکتری در ماهی 5٪، عسل 4٪، کشک 2/5٪ و دوغ 1/25٪ نمونه ها آلوده بود. با استفاده از محیط کشت انتخابی پس 
از غنی سازی نمونه ها، فقط 4 نمونه مثبت تشخیص داده شد.

نتیجه گیري: روش های مولکولی، ابزاری با ارزش برای شناسایی سموم، هاگ و باکتری در مواد غذایی بوده و جهت بررسی های اپیدمیولوژیک و آزمایشگاه میکروبیولوژی غذایی 
توصیه می شود.

کلمات کلیدي: کلستریدیوم بوتولینوم، MPCR، مسمومیت غذایی.

مقدمه
بوتولیسم یک بیماری پارالیتیک ناشی از نوروتوکسین کلستریدیوم 
بوتولینوم و در موارد نادر ناشی از کلستریدیوم بوتریکوم و کلستریدیوم 

باراتی می باشد. این بیماری یک فوریت بهداشتی، درمانی است )1(.
کلستریدیوم بوتولینوم یکی از مهم ترین باکتری های مولد هاگ است 
که از مدت ها پیش شناخته شده و نوروتوکسین های فلج کننده مختلفی 
تولید می کند )2(. سویه های این باکتری بر اساس نوع سم به گروه های 
I تا IV تقسیم شده اند که گروه های I و II )شاملF,E,B,A( در انسان و 
تیپ هایB،C وD در گاو شناسایی شده اند )3(. این گروه ها از نظر حرارت 
مورد نیاز، ویژگی های بیوشیمیایی و تولید متابولیت ها، اختلاف فنوتیپی 
دارند )4(. سویه های گروه I که مزوفیل هستند، در کمتر از c˚10 رشد 
نکرده و حداقل pH برای رشد سویه های این گروه حدود 4/6 بوده و 
غلظت های نمک بیشتر از 10 درصد را تحمل می کنند. اسپور این 
سایکروتروف   II گروه  سویه های  مقاومند.  بسیار  حرارت  به  سویه ها 
بوده، در حدود c˚3 می توانند رشد کرده و رشد آن ها در pH حدود 
5 و غـلظت نـمـک 5 درصد متـوقف می شود. مـقـاومت حـرارتـی 

سویه های این گروه کمتر از گروه I است )5(. بیماری در گروه های 
سنی مختلف از جمله نوزادان زیر یک سال که احتمال بیشتری برای 
ژرمینه شدن هاگ ها در دستگاه گوارش، ازدیاد باکتری و تولید سم 

دارند، ایجاد می شود )6(.
خام  غذایی  مواد  طبیعت،  در  باکتری  این  بالای  شیوع  دلیل  به 
ممکن است حامل اسپور باکتری باشند. گزارش های زیادی از شیوع 
اسپور سویه های گروه  II در ماهی و فراورده های دریایی وجود دارد. 
شیوع تیپ E  در آبزیان ممکن است بیش از 40 تا70 درصد باشد و 
پس از آن در گوشت و سیب زمینی )36درصد( یافت شده است. تعداد 
باکتری های گروه II کلستریدیوم بوتولینوم در مواد غذایی خام از کمتر 

از 1 تا100 اسپور در هر کیلوگرم گزارش شده است )7(.
نوروتوکسین از راه های مختلفی انسان را تحت تاثیر قرار می دهد و 
اشکال بالینی مسمومیت را ایجاد می کند با این حال زمینه های ژنتیکی 

در بروز تنوع آسیب پذیری موثرند )8(.
فرم کلاسیک مسمومیت غذایی بوتولیسم به دنبال مصرف غذای 
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حاوی سم ایجاد می شود. با توجه به دوز سم، دوره کمون از 12 تا 
72 ساعت متفاوت است. فرم غذازاد بیماری، علاوه بر علایم عمومی 
و  استفراغ  تهوع،  مانند  گوارشی  نشانه های  با  است  ممکن  بوتولیسم 
یبوست همراه باشد )9(. میزان مرگ و میر ناشی از این مسمومیت 
3٪-5٪ است. بزرگترین همه گیری در سال 2006 گزارش شده که 
در طی آن 209 نفر به دلیل مصرف کنسروهای خانگی آلوده به تیپ 
A و تولید نوروتوکسین در زمان نگهداری، علایم مسمومیت را نشان 

دادند )5(.
سویه های غیر پروتئولیتیک این باکتری به ویژه تیپ E می تواند 
در دماهای حدود 5 درجه سانتیگراد در غذاهای دریایی رشد کرده، 
سم تولید کند و نگهداری غذا در دمای نامناسب می تواند به سویه های 
بدهد.  سم  تولید  و  رشد  اجازه  بوتولینوم  کلستریدیوم  پروتئولیتیک 
مدت  به  سانتیگراد  درجه   5 دمای  در  که  آن  فرآورده های  و  ماهی 
طولانی نگهداری شده اند و فرآورده های تخمیری ماهی که در دمای 
مخاطره  شدید،  غذایی  مسمویت  ایجاد  برای  شده اند  نگهداری  اتاق 
سطح  کاهش  هوا،  و  آب  تغییرات   .)10( می شوند  محسوب  مهمی 
آب، افزایش دمای آب و افزایش تعداد ماهی ها سبب بالا رفتن میزان 
شیوع بوتولیسم ناشی از نوع E در پرندگان دریاچه میشیگان در همه 

گیری های بین سال های 1963 تا 2008 گردیده است )11(.
بیشترین موارد بوتولیسم در ایران در اثر مصرف غذاهای سنتی 
به ویژه سبزیجات و ماهی رخ داده است )12(. کشک یک فرآورده 
می شود.  تولید  سنتی  و  صنعتی  به صورت  ایران  در  که  است  لبنی 
اکثر ایرانیان، کشک سنتی را به همراه غذاهای محلی که ممکن است 
منجر به رشد ارگانیزم و تولید سم در این غذاها شود، مصرف می کنند 

.)13( )pH افزایش(
عوامل محیطی مانند دما و میزان اکسیژن و عوامل داخلی از جمله 
pH، فعالیت آبی، غلظت نمک و ساختار امولسیون بعضی از فرآورده های 
لبنی مانند کره رشد باکتریایی را تحت تاثیر قرار می دهد. مقادیر عوامل 
داخلی در کره کنسرو شده )pH حدود 6، فعالیت آبی حدود 0/94 و 
میزان نمک 9/2 درصد فرصت را  برای رشد کلستریدیوم بوتولینوم 

فراهم می کند )14(.
عسل بیشترین نقش را در بوتولیسم اطفال ایفا می کند و پزشکان 
باید در تشخیص افتراقی ضعف در اطفال، بوتولیسم را در نظر بگیرند 
)15(. به دلیل تغییر نامطلوب حرارت های موثر بر هاگ باکتری بر روی 
طعم و ساختار عسل و عدم به کارگیری فرآیند حرارتی، خطر مصرف 

عسل در اطفال بالا است )6(.
ویژگی های مسمویت غذایی توسط لیندستروم و کورکیولا در سال 
2006 بیان شده است. در حالی که اکثر مطالعات اپیدمیولوژیک بر پایه 
فرم های مختلف بیماری است، پیش نیاز درمان بیماران تشخیص سریع 
بوتولیسم است که شامل جداسازی هاگ ها و سم از منابع مختلف، آزمایشات 
جداسازی  و  مرسوم  شناسایی   .)16( می باشد  مولکولی  و  سرولوژیکی 
كلستریدیوم بوتولینوم براساس كشت در محیط مایع و متعاقب آن شناسایی 
توكسین از مایع رویی كشت، توسط سنجش حیاتی موش است. نمونه های 
مثبت بر روی محیط جامد كشت داده شده و توكسین تولید شده توسط 
كلونی ها، با آزمایش روی موش تایید می گردد که روشی پرزحمت و وقت 
گیر است )7(. به همین دلیل، شناسایی قطعه ژن نوروتوکسین تـوسط 

سریع  جایگزین  روش  یک   (PCR( Chain Reaction Polymerase
برای    Chain Reaction Polymerase Multiplex (MPCR( اخیرا  می باشد. 

شناسایی هاگ ها در مواد غذایی مختلف به کار می رود )17(.
با توجه به مشکلات مطرح شده برای شناسایی باکتری و خصوصیات 
MPCR  تیپ های مختلف میکروارگانیزم، مطالعه حاضر ابتدا کاربرد
برای شناسایی کلستریدیوم بوتولینوم با استفاده از ژن های کد کننده 
نوروتوکسین این باکتری و در نهایت بررسی اپیدمیولوژیک به منظور 
استان  در  بوتولیسم  ایجاد  و  مواد غذایی  آلودگی  احتمال خطر  ارائه 
فارس را انجام می دهد. مطالعات پیشین در ایران به بررسی آلودگی 
مواد غذایی به کلستریدیوم بوتولینوم در استان های شمالی پرداخته، 
لذا در این  مطالعه این آلودگی در یکی از استآن های جنوبی کشور مورد 
بررسی قرار می گیرد و شناسایی این باکتری را در ماهی های صید شده 

از خلیج فارس نیز برای اولین بار انجام می دهد.

مواد و روش ها
نمونه  نمونه عسل، 80  ماهی، 50  نمونه  نمونه شامل 80   290
کشک و 80 نمونه دوغ از سطح استان فارس به روش هدفمند جمع 
آوری گردید. نمونه های ماهی به صورت تصادفی از ماهی های خلیج 
فارس، کشک و دوغ سنتی از محل های فرآوری و نمونه های عسل از 

محل های تولید تهیه شد.
نمونه هاي عسل: 25 گرم از عسل در 10 میلی لیتر آب مقطر 
استریل رقیق شد. محلول حاصل با سرعت 9000 دور در دقیقه به 
مدت 30 دقیقه سانتریفوژ گردید. مایع رویی برای مدت 10 دقیقه با 
حرارت 80 درجه سانتیگراد تحت اثر شوک حرارتی قرار گرفت )18(.

نمونه هاي ماهی، دوغ و کشک: 5 تا 10 گرم از هر نمونه با همان 
حجم بافر فسفات ژلاتینه )PH=6-6/2( به مدت 10 دقیقه مخلوط شد.

کننده  غنی  گوشت  آب  محیط  لیتر  میلی   9 به  نمونه ها  سپس 
گوشت پخته شده )آلمان، مرک، CMM( و 9 میلی لیتر عصاره مخمر، 
گلوکز، پیتون- تریپتون )آلمان، مرک، TPGY( منتقل گردید )19(. 
همه محیط های غنی کننده به مدت 10-7 روز در دماهای 30 و 35 
 A تیپ  گاز پک  از  استفاده  با  بی هوازی  به صورت  درجه سانتیگراد 

)مرک، آلمان( گرمخانه گذاری شدند )20،18(.
بعد از 10-7 روز گرم خانه گذاری، از هر نمونه بر روی محیط آگار 
خون دار کشت داده شد. همه محیط ها به مدت 5 روز در دمای 35 

درجه سانتیگراد به صورت بی هوازی گرم خانه گذاری شدند.
یک میلی لیتر از نمونه های غنی سازی شده در میکروتیوب های 

1/5 میلی لیتری برای استخراج DNA و انجام PCR منتقل شد.
استخراج DNA: استخراج DNA با استفاده از کیت DNA سیناپور 
)سیناژن، ایران( انجام شد. نمونه به مدت 10دقیقه با سرعت 12000 دور 
در دقیقه سانتریفوژ گردید. سپس محلول رویی را خارج کرده و رسوب 
حاصله پس از تکان دادن به میکروتیوب های 1/5 میلی لیتری منتقل شد. 
200 میکرولیتر بافر لیز کننده و 40 میکرولیتر پروتئیناز K اضافه شده و 
 DNA .به مدت 15 دقیقه در 65 درجه سانتیگراد گرم خانه گذاری شد
تخلیص شده مطابق توصیه سازنده کیت 30 میکرولیتر بافر شستشو 
دهنده اضافه شده و در 20- درجه سانتیگراد تا زمان استفاده نگهداری 
گردید. غلظت DNA توسط جذب نوری در 260 نانومتر برآورد شد و 
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خلوص DNA به وسیله کیت O/D در 260 و 280 نانومتر با استفاد از 
اسپکتروفتومتر مورد بررسی قرار گرفت.

پرایمرها: پرایمرهای مورد استفاده مربوط به توالی های غیر مشابه 
ژن کد کننده توکسین باکتری در سویه های بیماری زای انسانی بود. 
قطعات 205، 782، 389 جفت باز که به ترتیب مربوط به سروتیپ های 

E,A,B بودند )جدول 1(.
واکنش PCR: اجزای واکنش PCR در حجم نهایی 25 میکرولیتر 

-Polyme 1 میکرولیتر ازDNA الگو، 0/2 میکرولیتر از آنزیم   شامل
ase Taq DNA )5 واحد در میکرولیتر(، 0/8 میکرولیتر از هر پرایمر 
نوکلئوتیدهای  دزوکسی  مخلوط  از  میکرومولار   0/2  ،(Pmol.ml20(
 1/5 ،X PCR10 تری فسفات )2/5 میلی مولار(، 2/5 میکرولیتر بافر
میکرولیتر از نمک کلرید منیزیوم )50 میلی مولار( با یکدیگر مخلوط 
شدند )سینا ژن، ایران(. واکنش PCR در 27 سیکل توسط دستگاه 

در 94  اولیه  دناتوره کردن  انجام شد.  آلمان(  )اپندورف،  ترموسیکلر 
درجه سانتیگراد به مدت 5 دقیقه، سپس 25 سیکل شامل دناتوره 
کردن به مدت 1 دقیقه در 94 درجه سانتیگراد، اتصال به مدت 30 
ثانیه در 60 درجه سانتیگراد و تکثیر در 72 درجه سانتیگراد به مدت 
30 ثانیه صورت گرفت. سپس تکثیر نهایی در 72 درجه سانتیگراد به 
مدت 5 دقیقه انجام شد )بیور ایکس پی، چین(. جهت بررسی محصول 
PCR، 5 میکرولیتر از آن بر روی ژل آگاروز 1/5 درصد انتقال داده شد 
و با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی و با اشعه ماورا بنفش مشاهده گردید. 
قطعات 782، 205، 389 جفت باز که به ترتیب مربوط به تیپ های 

E,B,A کلستریدیوم بوتولینوم می باشند مشاهده گردید )21(.
آمریکا(  )بیونیر،  توالی ژن ها: توسط کیت جداسازی سریع ژل 
مطابق توصیه شرکت سازنده ژن های مشخص شده از ژل ها جدا شد. 
بافر شماره 1 )بافر متصل شونده به ژل( به ژل اضافه شد، سپس به 
مدت 10 دقیقه در 60 درجه سانتیگراد گرم خانه گذاری شد تا ژل 
کاملا محلول شود و محلول به ستون باند DNA انتقال داده شد و با 
سرعت 13000 دور در دقیقه به مدت 1 دقیقه سانتریفوژ و در لوله 
2 میلی لیتری جمع آوری شد. سپس 500 میکرولیتر از بافر شماره 
2 )بافر لیز کننده سلول( به ستون اضافه و برای 1 دقیقه با سرعت 

13000 دور در دقیقه سانتریفوژ شد.
آماری  افزار  نرم  از  استفاده  با  آزمایش  روش  دو  از  نتایج حاصل 
SPSS )ویرایش شانزدهم( و آزمون مک نمار مورد تجزیه و تحلیل قرار 

گرفت. مقادیر P<0.05 به عنوان تفاوت معنی دار پذیرفته شد.

نتایج
کشت: کلنی های سفید و کوچک روی آگار خون دار بعد از گرم خانه 
گذاری مشکوک به کلستریدیوم بوتولینوم بوده و گرم مثبت می باشند. 
بر روی آگارخون دار مثبت  نمونه  نمونه گرفته شده فقط 4  از 290 

جدول 1ـ پرایمرهای مورد استفاده برای تشخیص تیپ های E.B.A کلستریدیوم 
بوتولینوم 

اندازه قطعه 
)جفت باز( توالی پرایمر پرایمر 

782 AGCTACGGAGGCAGCTATGTT Af

= CGTATTTGGAAAGCTGAAAAGG Ar

205 CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA Bf

= CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG Br

389 CCAAGATTTTCATCCGCCTA Ef

= GCTATTGTCCAAAACGGTG Er

شکل 1 ـ نتایج MPCR مربوط به تیپ های  E,A,B کلستریدیوم بوتولینوم )ژل آگاروز 1/5 درصد(
ردیف 1 ـ نشانگر اندازه )bp DNA ladder100)، ردیف 2 تا 5 ـ نمونه های منفی، ردیف 6 ـ محصول MPCR از تیپ B، ردیف 

E از تیپ MPCR  ردیف 8 ـ محصول ،A از تیپ MPCR  7 ـ محصول
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تشخیص داده شدند.
به  آلوده  مثبت  نمونه های  متفاوت  تعداد  مطالعه  این   :PCR
را   MPCR و  معمول  از روش های  استفاده  با  بوتولینوم  کلستریدیوم 

نشان داد.
چهار نمونه از نمونه های ماهی )5٪( آلوده به تیپ E باکتری، 2 
نمونه از نمونه های عسل )4٪( به تیپ B باکتری و 2 نمونه از نمونه های 
دوغ  نمونه های  از  نمونه  یک  و   A,B تیپ  به  آلوده   )٪2/25( کشک 

)1/25٪( آلوده به تیپ B بودند.
ارزیابی همانندی دو روش آزمایش انجام شده نشان دهنده تفاوت 

معنی دار )P<0.05) روش کشت میکروبی و MPCR می باشد.
مقایسه  توالی  داده های  تحلیل  و  تجزیه  برای  توالی:  آنالیز 

BLAST1 با بانک اطلاعات ژن NCBI انجام شد.

بحث و نتیجه گیري
هاگ های باكتری به طور گسترده ای در طبیعت پراکنده شده اند 
هاگ های  به  عسل  آلودگی   .)22( کنند  آلوده  را  عسل  می توانند  و 
تیپ B کلستریدیوم بوتولینوم  بیشتر احتمال دارد که از طریق گرد 
و غبار حمل شده توسط زنبورها به دنبال وجود هاگ در خاک ایجاد 
شود )6(. در سال 2009 دی مدیسی و همکاران توضیح دادند که به 
 MPCR در مواد غذایی خام، از روش PCR رغم حضور مواد مهاری
برنامه های  در  غذا  و  محیطی  بالینی،  مختلف  نمونه های  می توان 
و  تشخیص  برای  روش  این  توانایی  کرد.  استفاده  مراقبت  معمول 

افتراق ژن های کد کننده نوروتوکسین بسیار زیاد است )4(.
از  با استفاده  روش های تشخیص مسمومیت بر سنجش حیاتی 
 .)17( است  استوار   MPCR مانند  روش های جدید  و  موش، کشت 
مقایسه این روش ها نشان می دهد که PCR برای شناسایی تیپ های 

E.B.A حساس تر است )4(.
اما  نیست  سم  تشخیص  به  قادر  مولکولی  آزمایش های  گرچه 
کند.  شناسایی  را  باکتری  سم  تولید  کننده  کد  ژن های  می تواند 
باکتری  به  آلوده  بالینی  نمونه های  یا  غذا  از  مستقیما  فوق  ژن های 
می دهد  نشان  حاضر  مطالعه  از  حاصل  نتایج   .)25( می شوند  جدا 
که استفاده از روش مولکولی همراه با غنی سازی برای هر سه تیپ 
باکتری قابل اطمینان است. علاوه بر این روش PCR قادر به شناسایی 

تعداد کم هاگ در مواد غذایی می باشد )20(.
هنگامی كه از سنجش حیاتی موش برای شناسایی توكسین در 
لوله های كشت استفاده می شود، مدت زمان انكوباسیون 7- 5 روز پیشنهاد 

شده است و مدت انكوباسیون كمتر برای تكنیك های بیولوژیكی مثل 
PCR كاربرد دارد )7(.

جداسازی و شناسایی متداول کلستریدیوم بوتولینوم دشوار است، 
مگر این که سم تولید شده توسط باکتری، در سنجش حیاتی حیوان 
به تایید برسد )4(. این روش اگرچه استاندارد طلایی برای شناسایی 
نوروتوکسین بوتولینوم است ولی معایبی نیز به همراه دارد. علاوه بر 
بحث اخلاق، دشواری، هزینه و زمان بر بودن، ممکن است مرگ غیر 

واقعی حیوان نیز رخ دهد )21(.
از آنجا كه تعداد این ارگانیسم در نمونه های آلوده طبیعی، نسبتاً 
پایین است )1000- 10 اسپور در هر كیلوگرم( و محیط های انتخابی 
مناسبی نیز در دسترس نمی باشد؛ استفاده از روش های کشت جهت 
شمارش كلستریدیوم بوتولینوم در نمونه های حاوی سایر باكتری ها، 

دشوار یا غیرممكن است )4(.
از   استفاده  با  سوئد  و  نروژ  دانمارک،  در  عسل  نمونه   294 از 
 B به ترتیب 26٪، 10٪ و 2٪ نمونه ها آلوده بودند که تیپ MPCR

در دانمارک و نروژ و تیپ E در سوئد غالب بود )23(.
 E تیپ   )٪7/5( مورد   5 ماهی،  نمونه   62 از  مطالعه  یک  در   
باکتری با استفاده از خنثی سازی سم در ایران شناسایی شد )13(.

بین سال های 1382 تا 1386 در ایران 341 مورد مشکوک به 
بوتولیسم که از این میان بیشترین تعداد موارد بیماری در سال 1386 
)28/28٪( و کمترین آن در سال 1382 )12/6٪( گزارش شده است. 
به کلستریدیوم  آلوده  ایرانی سنتی  غذاهای  از  در مجموع ٪4/58 

بوتولینوم بودند.
نمونه   57( نمونه   131 از   2009 سال  در  همکاران  و  توکلی 
با  را  نمونه  سود(12  نمک  ماهی  نمونه  کشک،63  پنیر،11نمونه 
استفاده از روش سنجش حیاتی موش مثبت تشخیص دادند. در این 
از نمونه های کشک سنتی هیچ کدام آلوده به کلستریدیوم  مطالعه 
بوتولینوم نبود اما 4 مورد در ماهی تیپ های A ,B ,E )3/06 ٪( و 2 

مورد در پنیر تیپ A )1/52٪( شناسایی گردید.
شبان و همکاران در سال 2011، تعداد 250 نمونه غذایی )50 نمونه 
عسل، 100 نمونه محصولات ماهی و 100 نمونه محصولات گوشت( را 
در شهر اسبوط مصر، جهت بررسی حضور کلستریدیوم بوتولینوم و اسپور 
 A، B را برای شناسایی تیپ های MPCR آن جمع آوری کردند و روش
E و F این باکتری در نمونه ها استفاده کردند. طبق نتایج آن ها 13 نمونه 
عسل )26٪(، 16 نمونه محصولات ماهی )19٪( و 21 محصولات گوشتی 
)21٪( از نظر کلستریدیوم بوتولینوم مثبت بودند. طبق این تحقیق استفاده 
از MPCR در غربالگری جهت حضور اسپور بوتولینوم در نمونه های عسل 

موفقیت آمیز بود )24(.
در بین مواد غذایی مصرف شده، فرآورده های دریایی تهیه شده 
سنتی  کشک   ،)٪1/46( سنتی  دوغ  و   )٪31/08( سنتی  روش  به 
غذایی  مسمومیت  کننده  ایجاد  غذایی  مواد  عنوان  به   )٪5/27(

بوتولیسم شناخته شدند )13(.
نمک  میزان  و  حرارت   ،pH ،(RH( احیا  اکسیداسیون  تغییرات 
فاکتورهایی هستند که محیط مناسبی برای تولید سم فراهم می کنند )9(.

این مطالعه نیز نشان می دهد که تیپ E کلستریدیوم بوتولینوم 
و  توکلی  مطالعات  در  همان طورکه  است  غالب  ماهی  نمونه های  در 

جدول 2ـ فراوانی کلستریدیوم بوتولینوم در نمونه ها

تیپ باکتری درصد نمونه های 
مثبت – )تعداد( تعداد نمونه ها نمونه

B )1( ، ٪1/25 80 دوغ
A.B )2( ، ٪2/5 80 کشک
B )2( ، ٪4 50 عسل
E )4( ، ٪5 80 ماهی
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وحدانی گزارش گردیده است )جدول 2(.
در سال 1988 حیدرنیا و معمار باشی وجود سم بوتولیسم در 
ایران  در  پاستوریزه  کشک  عرضه  بنابراین  کردند.  تایید  را  کشک 
توسط وزارت بهداشت توصیه گردید. در مطالعه فوق اعتقاد داشتند 
که کلستریدیوم بوتولینوم در شرایط بی هوازی در کشک سم تولید 
می کند. در سال های اخیر به دلیل پاستوریزاسیون اجباری کشک، 
هیچ موردی از مسمومیت بوتولیسم ناشی از مصرف کشک گزارش 
اما  تولید نمی شود  از 4/6 در کشک  pH کمتر  نشده است. سم در 
زمانی که pH به 6/5-5/5 افزایش یابد کلستریدیوم بوتولینوم رشد 

کرده و سم تولید می کند.
در سطح جهانی نیز گزارش های متعددی در مورد بوتولیسم با 
مصرف غذاهای سنتی وجود دارد به عنوان مثال در سال 1991 در 
مصر همه گیری بوتولیسم گزارش شد که 99 نفر مسموم شده و 18 
نفر از آن ها در گذشتند. مطالعات انجام شده در چین، فرانسه، کانادا، 
و  خام  ماهی  مصرف  دنبال  به  بوتولیسم  مسمومیت  ژاپن  و  آلاسکا 

بسته بندی در خلاء را نشان می دهند.
نتایج حاصل از این مطالعه و مطالعات مشابه در سایر کشورها 
ممکن  بوتولینوم  کلستریدیوم  مختلف  تیپ های  که  می دهد  نشان 
است در مواد غذایی سنتی ایرانی )دوغ، کشک(، عسل و ماهی وجود 
داشته باشد. از آنجا که این مواد غذایی معمولا به صورت خام یا نیمه 
در  را  بوتولیسم  به  ابتلا  آن ها خطر  مصرف  می شوند،  مصرف  پخته 
برخواهد داشت. بنابراین بهبود آموزش و بهداشت عمومی در تمام 
آموزش  و  خام  غذایی  مواد  مصرف  از  اجتناب  غذا،  فرآوری  مراحل 
مسمومیت  از  موثری  طور  به  می تواند  غذاها  کیفیت  کنترل  منظم 
غذایی و یا سایر عوارض عفونی ناشی از مصرف محصولات آلوده به 
به توضیح است كه در  بوتولینوم پیشگیری کند. لازم  کلستریدیوم 
صورتی كه امكان مطالعه بر روی تعداد بیشتری نمونه و مواد غذایی 
متنوع تری انجام گردد قطعا نتایج مطلوب تری نیز به دست خواهد 

آمد.
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Abstract
Background & Objective: Food poisoning (FP( caused by C. botulinum is the most serious feature of FP inpeople consum-
ing the contaminated foodstuffs (Canned meat, vegetarian foods, dairy products and seafood products(. Botulism is basically 
detected by the identification of live bacteria and/or its toxins. Among various types of microorganisms (i.e. A, B, C1, C2, D, 
E, F(, serotypes A, B, E and F are considered as the main human pathogens. The present study was aimed at investigating the 
possible roles of various foodstuffs to induce the food intoxication and also to compare the culture and molecular assays for 
identifying the microorganism.

Materials &Methods: Three Lab techniques including biochemical, culture (enriched in TPGY and cooked meat medium( and 
MPCR were used to detect C. botulinum in the samples. As the molecular based techniques have recently employed for the 
rapid and reliable identification of the bacteria and its toxins, the PCR assay, using three pairs of primers were designed and 
optimized to identify A, B and E strains in the contaminated specimens. The PCR was able to amplify 782, 205 and 389 bp 
genes specified for A, B and E types of the bacteria, respectively. 

Results: Total number of 290 specimens including fish, honey,”kashk”and”Dough” were tested, in which 5%, 4%, 2.5% and 
1.25%, were found positive, respectively. Using selective culture of the specimens on the enriched samples, it was shown that 
just four samples were found positive.

Conclusion: As a final conclusion, the molecular based techniques are recommended as a reliable tool to detect C. botulinum 
and, its toxins and spores in foodstuffs. Moreover, it is strongly advised to use it in food microbial Lab and also the epidemio-
logical surveys.
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