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 چکیده

 مدواد  پداتوژن  عمدده  عوامل از یکی عنوان به دارد و طبیعت در وسیعی انتشار اسپوردار است که ، مثبت گرم باکتری یک سرئوس باسیلوس

 نوع: غذایی مسمومیت نوع دو ایجاد باعث و کند می ایفا نقش های شیر فراورده و آماده غذاهای آلودگی در اغلب .است دهشناسایی ش غذایی

ی  هدا  عرضه شده در فروشدگاه  شیر خامدر  باسیلوس سرئوسعه، جداسازی و شمارش هدف از این مطال .شود می استفراغی نوع و اسهالی

 1061 خردادتا  1061نمونه شیر خام، طی اسفند ماه  123، تعداد برای این منظور. باشد ها می جدایهر د cesجستجوی ژن  و شهر تبریز سطح

غذایی منتقل شد تدا مدورد    یط استریل به آزمایشگاه بهداشت موادنتخاب و تحت شراصورت تصادفی ساده ا ی شهر تبریز به ها از فروشگاه

ت، از دست آمده از روش کش هطبق نتایج ب .قرار گیرند PCRو  روش استاندارد ملی ایران به باسیلوس سرئوسجستجو، شناسایی و شمارش 

 log CFU/ml  8/2ها ند که میانگین بار آلودگی آنبود باسیلوس سرئوسآلوده به باکتری ( درصد 80/13) نمونه 10نمونه شیرخام،  123تعداد 

های مطالعه  یافته .بودند cesزای  ژن استفراغ دارای (درصد 0/62) نمونه 12 باسیلوس سرئوسنمونه مثبت  10نشان داد که از   PCRنتایج .بود

هایی جهت کاهش آلدودگی بده ایدن     تن روشکار گرف د و بهدار را سرئوس باسیلوس اب زایی مسمومیت پتانسیل شیرخام که حاضر نشان داد

 .باشد الزامی می های شیر فراورده تولیدباکتری در جریان 

 cesژن ، ، شیر خامباسیلوس سرئوس: لیدی های ک واژه
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 مقدمه

هددا،  شددیرخام، محددیط بسددیار ماددذی بددرای جلبددک  

در . هدا اسدت   ها و ویدروس  ها، باکتری پروتوزوآها، قارچ

دلیل رشد سریع، تواندایی اسدتفاده    به ها این میان، باکتری

از مواد ماذی، رشدد در گسدتره دمدایی وسدیع و تولیدد      

اندواع   .اسپور در شرایط نامناسب دارای اهمیدت هسدتند  

زا از شدیرخام جداسدازی    های بیماری مختلفی از باکتری

زا، اسدپورزا   هدای بیمداری   برخی از این بداکتری . اند شده

ستوریزاسدیون را تحمدل   توانندد شدرایط پا   هستند که می

کرده، وارد محصول پاستوریزه گردند و ایمنی محصدول  

باسدیلوس  . مت مصرف کننده را به خطدر اندازندد  لاو س

تدرین   هاست و مهم از جمله این میکروارگانیسم سرئوس

زایی است که فرآیندد پاستوریزاسدیون را تحمدل     بیماری

در . (Moradi-Khatoonabadi et al., 2014) کندد  مدی 

کنندده بدرای عمدر مفیدد شدیر       تیجه یک عامل محددود ن

ایدن  . (Magnusson et al., 2007)باشدد   پاستوریزه مدی 

باکتری معمولا آلوده کننده شیرخام است و یک مشدکل  

عمده میکروبیولدوژیکی در صدنایع لبندی درنظدر گرفتده      

در  باسدیلوس سدرئوس  شود، اسپور مقاوم به گرمدای   می

باشدد   های شیر مدی  راوردهشیر، یک منبع آلودگی برای ف

(Shaheen et al., 2010).  

 -هدوازی  ، مثبدت  گرم باکتری یک سرئوس باسیلوس

 آرایدش  بدا  شدکل  ای میلده  متحدر،،  اختیاری، هوازی بی

 خددانواده از میکرومتددر 1×0-4 اندددازه بددا و ای زنجیددره

 های سویه .(Evelyn and Silva, 2015) است باسیلاسه

 انتشدار  و هسدتند  وفیتسداپر  اکثدرا  سدرئوس  باسیلوس

 مقاومددت از ناشددی ایدن  کدده دارندد  طبیعددت در وسدیعی 

 در ها آن طولانی بقاء و گوناگون های استرس به اسپورها

  (Messaoudi et al., 2010). است نامساعد شرایط

باسدیلوس   باکتری های مهم موادغذایی یکی از پاتوژن
 مختلد   غذاهای در آلودگی باعث باشد کهمی سرئوس

 دو ایجداد  سبب و شود می شیر های فراورده صوصخ هب

 اسدتفراغی  ندوع  و اسدهالی  ندوع : غدذایی  مسمومیت نوع

 دوره دارای اسدهالی  ندوع . (Lay et al., 2015)د شو می

 اسدهال  و شدکمی  دردهدای  و است ساعت 8-11 کمون

 توسددط  بیمدداری  ایددن. شددود  مددی ایجدداد  مشددخ 

 سسرئو باسیلوس رویش و رشد طی در ها انتروتوکسین

 Molayi Kohneh)د شدو  مدی  ایجداد  کوچدک  روده در

Shahri et al., 2015.)  اسدتفراغی  بیمداری،  دیگدر  ندوع 

 بدا  و باشدد  مدی  ساعت 1-1کمون  دوره دارای که است

 غذایی مسمومیت مشابه مشخ  استفراغ و تهوع حالت

 Schoeni) باشدد  مدی  اورئوس استافیلوکوکوس از ناشی

and Wong, 2005; Jung-Beom et al., 2010.)   ایدن

ندام   نوع مسمومیت از طریق بلع توکسدین اسدتفراغی بده   

دهددد،  مددواد غددذایی ر  مددیدر   (Cereulide)سددرئولید

شود  نمی نابود حرارتی عملیات توسط راحتی به سرئولید

 و در مقاومدت کنددد  C ° 121در دقیقده  63 تواندد  مدی  و

 های پروتئولیتیدک نیدز   اسیدی معده و آنزیم شرایط برابر

 ; Samapundo et al., 2011) اسدددت قددداومم

Soleimaninanadegani et al., 2013.) رئولید توسط س

ای  گونده  شدود و مکانیسدم عمدل آن بده     سنتز می  cesژن

 ود،شد  تصل مدی م  HT3-5 های گیرنده است که وقتی به

 تهوع بروز و باعث کند تحریک می را آوران واگ عصب

 کبدد  نقد   باعدث  رئولیداین اثدر سد   شود می استفراغ و

و احیدداء  شناسددی آسددیب تاییددرات تددرمیم. شددود مددی

 رئولیدسد . شدود  مدی  مشاهده هفته 4 از بعد ها یتهپاتوس

 ندگیکشد  مهار نیز و سلولی بافت آسیب باعث چنین هم

-Ehling)د شو ان میانس ایمنی سیستم های سلول طبیعی
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Schulz et al., 2005; Ankolekar et al., 2009; 

Molayi Kohneh Shahri et al., 2015) .  

 فعالیت داشتن با بودن، زا بیماری بر علاوه باکتری این

 عوامدل  از یکدی  آمیلولیتیدک  و لیپولیتیدک  پروتئولیتیدک، 

 چندین  هم. رود می شمار به نیز غذایی مواد فساد در ایجاد

 کده  بداکتری  این سرماگرای انواع از برخی وجود دلیل به

 فسدداد امکدان  سدتند، ه ºC1-4 دمدای  در رشدد  بده  قدادر 

. دارد وجود نیز یخچالی دمای در نگهداری طی محصول

 لختده  ،(Bad Flavor) طعمدی  بدد  ایجداد  نظیدر  معدایبی 

 تلخ لخته و (Sweet Clot) نشیری
(Bitter Clot) اثدر  در 

 از حاصددل فسددفولیپازهای و لیپدداز پروتئیندداز، فعالیددت

 شدده  مشاهده شیری های فرآورده در ،سرئوس باسیلوس

 .(Moradi-Khatoonabadi et al., 2014) است

هدای   نمونده  نشدان داد کده اغلدب    ای های مطالعه یافته

 المللدی  بدین  و ملدی  اسدتانداردهای  با مقایسه در شیرخام

 هدوازی و  اسدپورهای  بده  آلودگی از بالایی سطح دارای

-Moradi) بودندددد باسدددیلوس سدددرئوس  ویددد ه بددده

Khatoonabadi et al., 2014.)   ه دیگدر در یدک مطالعد 

سداخته شدده از   نمونه پنیر  21که از  ها نشان داد بررسی

بدود   سرئوس باسیلوسآن آلوده به  درصد 28شیر خام، 

هدا قدادر بده تولیدد انتروتوکسدین بودندد        که همه سدویه 

(Williams and Withers et al., 2010) .   نتدایج یدک

های شیرخام  نمونه درصد 8/6که  تحقیق دیگر نشان داد

، کده از ایدن   دبودند  باسدیلوس سدرئوس  باکتری آلوده به 

 Cui et) بودند cesها دارای ژن  نمونه درصد 1/1تعداد 

al., 2016.)     در  باسدیلوس سدرئوس  با توجده بده نقدش

هدای   مسمومیت غذایی و ایجاد فساد در شیر و فدراورده 

غدذایی در برنامده    تدرین مدواد   که یکی از پرمصرف شیر

با هدف تعیین میزان مطالعه باشد، این  ها می غذایی انسان

 در شیرخام عرضه شده در باسیلوس سرئوسآلودگی به 

چندین   و مقایسه بار آلودگی با حد استاندارد و هدم  تبریز

 .انجام شد cesزای  تعیین فراوانی ژن عامل استفراغ
 

  ها روشمواد و 
 گیری نمونه -

 از شددیرخام  نموندده 123 تعددداد حاضددر مطالعددهدر 

تصادفی سداده   صورت به تبریز شهر طحس های فروشگاه

 1061 اردیبهشددت تددا 1061 سددال مدداه اسددفند طددی

 آزمایشددگاه بدده اسددتریل شددرایط تحددت و آوری جمددع

 و جسدتجو  مدورد  تدا  گردیدد  منتقل موادغذایی بهداشت

 .گیرند قرار کشت روش به سرئوس باسیلوس شمارش

 باسیلوس سرئوسداسازی و شمارش ج -

سدازی انجدام    ابتددا رقیدق   طبق استاندارد ملدی ایدران  

دست آمدد و در   هب 13-0، 13-2، 13-1های  گرفت و رقت

  MYP (Merck, Germany)محدیط کشدت اختصاصدی   

کشدت  ( رد آگدار  میکسین فنل مرغ پلی تخممانیتول زرده )

دار  هالده  و رند   صدورتی  و بدزرگ  هدای  کلنی .داده شد

 شدمارش  و شناخته احتمالی سرئوس باسیلوس عنوان به

آمیدزی   ها آزمون همولیز و رند   یید جدایهأبرای ت شد و

باسدیلوس  کده بداکتری    با توجه به این. گرم انجام گرفت

هدای   باشدد نمونده   یک باکتری بتاهمولیتیک مدی  سرئوس

 قرمدز  هدای  گلبدول  کامدل  لیدز  کلنی مثبت آن در اطراف

ایجداد   خونددار  آگدار  بدرروی  شدفاف  ای هاله صورت به

صورت  هب باسیلوس سرئوس آمیزی گرم، در رن  .کردند

شدود و   ای شکل با آرایش تسدبیح مانندد دیدده مدی     میله

کده   باسیلوس آنتراسدی  برخلاف )های کروی دارند  لبه

صدورت   و اسپور آن بده ( های تیز و آجری شکل دارد لبه

  (.ISIRI, 2324/2006) یت استؤمیانی قابل ر
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 PCRهدا آزمدون    در جدایده  ces برای جسدتجوی ژن 

 DNAابتددا اسدتخرا    : این ترتیدب کده   ت، بهانجام گرف

سدپ  بدرای   . نجام گرفتا( boilng) وشاندنروش ج به

 های اسدتخرا  شدده از  DNAخلوص  سنجش غلظت و

 ,Thermo) (Nano Drop) ندانودرا   اسدپکتروفتومتری 

USA) ای بدرای انجدام واکدنش زنجیدره     .گردید استفاده  

ت جفدد  cesژن  از bp114مددراز و تکثیددر قطعدده    پلددی

اده اسدتف آمدده اسدت، مدورد     (1)ل پرایمری که در جدو

 .(Zhang et al., 2014) قرار گرفت

 
 PCR (Zhang et al., 2014) واکنش در استفاده مورد پرایمرهای -(1)جدول 

 پرایمر توالی طول قطعه

 
154 bp 

F:5'-  ACCCATCTTGCGTCATT  -3' cesB-F: 

R: 5'-  CAGCCAAGTGAAGAATACC  -3' cesB-R: 

 

 پلیمرازی زنجیرۀ واکنش دهندۀ تشکیل اجزای غلظت - (2)جدول 

 اجزای تشکیل دهنده واکنش مقدار مورد نیاز برای هر کلمقدار مورد نیاز برای 

lµ 162.5 lµ 12.5 Master mix 

lµ 13 lµ 1 Primer forward 

lµ 13 lµ 1 Primer reverse 

lµ 13 lµ 1 DNA 

lµ 123.5 lµ 9.5 dH2O 

lµ 325 lµ 25 جمع 

  

بنددی   با برنامده زمدان   (2)این منظور ترکیب جدول  به

  هددای رۀ پلیمددرازی بددا چرخدده  شددده واکددنش زنجیدد  

 0مددت   هدرجه سلسیوس ب 64سازی اولیه در  واسرشت

درجده   64سازی در  چرخه با مرحله واسرشته 01دقیقه، 

ثانیده، مرحلده اتصدال آغدازگر در      01مدت  به سلسیوس

 22ثانیه، بسدط در   01مدت  به سلسیوسدرجه  11دمای 

ثانیده و نهایتدای یدک چرخده      13مدت  هبسلسیوس درجه 

دقیقده   1مددت   بده  سلسدیوس درجده   22بسط نهایی در 

 .انجام شد

 درصدد  1 ژل یافته، ابتدا، تکثیر قطعات برای تفکیک

 شد و رن  سی  اسدتین  ساخته ((Sigma, USA آگارز

(Safe stain) (سیناژن، ایران )یکدی  در ،به آن اضافه شد 

 سدرئوس  اسدیلوس بمثبدت   نمونده  یدک  از هدا  چاهک از

(1311: PTCC) شد استفاده شاهد مثبت عنوان به. 

 تجزیه و تحلیل آماری -

 18 ویدرایش  SPSS افدزار  ندرم  با مطالعه این های داده

 شدد  ارائه پراکندگی و مرکزی های شاخ  با و پردازش

 (.α%=1 و% 61 اطمینان سطح)
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 ها افتهی

نمونه شیرخام مورد  123طورکلی  هدر مطالعه حاضر ب

 80/13) نمونده  10آزمایش قرار گرفت که از این تعدداد  

آلدوده بودندد و    باسدیلوس سدرئوس  به بداکتری   (درصد

برابدر بدا    Log CFU/mlمیکروبی برحسدب  میانگین بدار 

نشان داده شدده   (1) طوری که در نمودار همان .بود 8/2

 4ها برحسب لگداریتم بدار میکروبدی بده                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    آلودگی است،

 (4-3.1 ,3-2.1 ,2-1.1 ,1-0/1) :بندی شد گروه دسته

 

 
 

 بررسی بار میکروبی نمونه ها برحسب لگاریتم -(1)نمودار 

 

 10نشددان داد کدده از تعددداد   PCRنتددایج حاصددل از 

طور کده در   همان. بودند cesمورد دارای ژن  12جدایه، 

 cesاز نظدر ژن   (1) شود نمونه شماره شکل مشاهده می

باندد   bp 114هدا در قطعده    منفی بوده ولدی بقیده نمونده   

 .تشکیل دادند

 

 
  ی هدا  های جدا شدده از نمونده   لکتروفورز باسیلوس سرئوسا  -(1) شکل     

کنتدرل  : L :DNA Ladder C. شده های جدا نمونه 1 -10 ، شمارهشیرخام

 مثبت یا نمونه شاهد مثبت
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 گیری و نتیجه حثب

عوامل زیادی در کیفیت میکروبی شیرخام مؤثرند کده  

از این بین چهار منبدع اصدلی بدرای آلدودگی میکروبدی      

 -1: این مندابع شدامل  . یرخام در نظر گرفته شده استش

های بیرونی پسدتان دام   بخش -2درون مخزن پستان دام 

 تجهیزات شیردوشی و نگهدداری  -4عوامل محیطی  -0

هایی ایمن و مناسب  جهت تهیه شیر و فرآورده. شیرخام

 Good)شددت بایسددتی عملیددات خددوب بهدا آن، مددیاز 

Hygienic Practice) یهددای کنترلدد روشاسدداس  بددر 

(Hazard Analysis and Critical Control 

Point)HACCP   زنجیره تولید تا مصدرف رعایدت   طی

بایدد  این پیش نیازها در زنجیره تأمین شدیرخام   و گردد

-Lues et al., 2003 ; Moradi)د بگیرمورد توجه قرار 

Khatoonabadi et al., 2014 .) 

نمونده   123ه از های مطالعه حاضر نشدان داد کد   یافته

باسدیلوس  به باکتری  (درصد 80/13)نمونه  10شیرخام، 
 ای نشدان داد کدده  مطالعده  نتدایج . آلدوده بودندد   سدرئوس 

هددای شددیرخام  نموندده درصددد 6از  باسددیلوس سددرئوس

(. Moradi-Khatoonabadi et al., 2014)د جداسازی ش

امی کده مدورد   شدیرخ نمونده   133از  ای دیگدر  در مطالعه

هدا آلدوده بده     نمونده  درصدد  13 بدود  گرفتهبررسی قرار 

در  .( Irannia et al., 2012) بودندد  باسیلوس سدرئوس 

باسدیلوس  های شیر آلوده بده   نمونه درصد 0/00 تحقیقی

 نتایج تحقیقی که .(Gitahi et al., 2009)بودند  سرئوس

 انجام گرفتده شدده بدود   لبنی  بر روی شیر و محصولات

 20/24مددورد معددادل  10نموندده  213نشددان داد کدده از 

 باشدند  آلدوده مدی   باسدیلوس سدرئوس  به باکتری  درصد

(Reyes et al., 2013.) روی  کده ای  مطالعهچنین در  هم

از  که نشان داده شد ،های آن انجام گرفت شیر و فراورده

آلددوده بدده درصددد  2/22نموندده معددادل  13نموندده،  223

 .(Meybodi et al., 2009)بودندد   باسدیلوس سدرئوس  

تدا   شدده  های ذکر این نتایج مطالعه حاضر با مطالعه بربنا

ها  مطالعهبا برخی  اختلافی و اند، حدودی مشابه است

رعایدت نکدات بهداشدتی و ندوع     عددم   احتمالای دارد که

ها از نظر سدنتی و صدنعتی، عوامدل محیطدی و      دامداری

 مختلد   مدل دخیدل در نتدایج   از عوا مراحل تولید شدیر 

 .باشدد در این زمینه  شده تحقیقات انجامدست آمده از  هب

در  cesهای بررسدی حاضدر در مدورد ح دور ژن      یافته

مورد معدادل  12نمونه تعداد  10ها نشان داد که از  ایزوله

این درحالی است کده  . بودند cesدارای ژن درصد  0/62

های بسدتنی انجدام    روی نمونهکه بر  ای مطالعه های یافته

 باسدیلوس سدرئوس  نمونده   138از  نشان داد کده  گرفت

دارای ژن  درصدددد 2/4عددددد معدددادل   24جداشدددده 

 Messelhausser et)د بودند ( ces)تولیدکننده سدرئولید  

al., 2010 .)هددای  روی نمونددهدیگددری کدده   در مطالعدده

ماکارونی پخته شده، گوشت چر  کرده و لازانیدا انجدام   

باسیلوس شده  سویه جدا 83از  ، مشخ  شد کهگرفت

مدورد نیداز بدرای تولیدد سدم       cesکدام ژن  چهی سرئوس

.  (Samapundo et al., 2011)اسدتفراغ را بیدان نکردندد   

باسدیلوس   درصدد  8/6که از  های تحقیقی نشان داد یافته
 درصددد 1/1هدای شدیرخام    جداشدده از نموندده  سدرئوس 

این نتایج  بنابر  (Cui et al., 2016).بودند cesدارای ژن 

و ایدن  دیگدر تفداوت دارد   حاضدر بدا مطالعدات    مطالعه 

علت انتقال ژنی باشد که به مدرور   تفاوت ممکن است به

    رسد نظر می ، بهزمان از طریق پلاسمید انتقال یافته است

 فراوانی cesی دارای ژن ها ویهسدر منطقه جارافیایی ما 

 .دنبیشتری دار
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باسدیلوس  ، نشانگر آلدودگی بده   های این تحقیق یافته
باشد و بدا عنایدت بده     ی شیرخام میهادر نمونه سرئوس

 با میدزان قابدل تدوجهی ردیدابی شدد، در      cesکه ژن  این

صددورت عدددم رعایددت اصددول بهداشددتی پتانسددیل      

ارد، های لبنی وجدود د  زایی در شیر و فراورده مسمومیت

ها باید بیشدتر دقدت کدرد و     نتیجه در تهیه و تولید آندر 

کده  بهتر است جهت کاهش آلودگی بده ایدن میکدروب    

زنجیدره  نسبت به شرایط محیطدی بسدیار مقداوم اسدت،     

 عددم  عمددتای  خصدوص  این سرما رعایت گردد، زیرا در

 بدروز  و بداکتری  تکثیدر  موجدب  سدرما  زنجیدره  رعایت

 .شود می جدی مشکلات
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Abstract 

Bacillus cereus is a gram-positive and spore-forming bacteria which is widely distributed in nature. It 

also has been known as a major foodborne pathogen that often plays a role in the contamination of ready-
to-eat and dairy products. It causes two different types of food poisoning in human: the diarrheal type 
and the emetic type. The aim of this study was to isolate and enumerate B. cereus in raw milk distributed 
in the stores of Tabriz city, Iran and to detect ces gene among the isolates. For this purpose, 120 samples 

of raw milk were randomly selected from the stores from February to June 2017. They were transferred 
to the Laboratory of food hygiene under sterile conditions in order to isolate, identify and enumerate B. 
cereus according to the national standard method of Iran and PCR. According to the results of microbial 
culture, out of 120 samples of raw milk, 13 (10.83%) samples were contaminated with B. cereus and the 
mean rate of contamination was 2.8 log/ml. PCR results showed that of 13 positive samples, 12 (92.3%) 
samples contained ces gene which is responsible for vomiting. The results of this study showed that raw 
milk has the potential for human intoxication by B. cereus, and the use of procedures to reduce the 
bacterial contamination during the processing of dairy product is required.  
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