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 ز متأثر ا»Aتيپ «مطالعه توان رشد و سم زايي كلستريديم بوتولينم 
  B.H.I ، نمك، حرارت و زمان نگهداري در محيط مدل pHتغييرات 

  2 ودود رضويلر؛دكتر1 *زهره مشاكدكتر 

   چكيده

 بـا تـداخل اثـر متقابـل         Aمطالعه ، توان رشد و سم زايي كلستريديم بوتولينم تيپ           اين  در  
، نمك،  pHر و برون اثر، به صورت طرح فاكتوريل، متأثر از مقادير مختلف             عوامل درون اث  

حرارت و زمان نگهداري مورد بررسي قرار گرفته است و نتـايج حاصـله در قالـب طـرح                   
 Time to) (تجزية واريانسِ صفت زمـان كدرشـدن  و  ANOVAكاملاً تصادفي و تست 

turbidityو صفت زمان سم زايي ) (Time to toxicity در برنامة كامپيوتري SAS  ارائـه 
تداخل اثـر متقابـل عوامـل چنـد       اسپورزايي؛: در طي سه مرحله     مطالعه  ن  يا. گرديده است 

  .در موش؛ صورت پذيرفتوجود سم فاكتوري ؛ و سپس تعيين 
 Aدر مرحلة اول پس از سه بار كشت و پاساژ متوالي باكتري كلـستريديم بوتـولينم تيـپ                   

 Egg Yolk ديويس كاليفرنيـا و انتقـال آن بـه محـيط كـشت جامـد       تهيه شده از دانشگاه

Agar(EYA) و Brain Heart Infusion Agar (BHI) ر و سطحي دربه صورت كشت پ 
، اسپورزايي از روز چهارم شـروع شـده و بـا    oC35گذاري در     هوازي و گرمخانه    شرايط بي 

آميـزي     و گـسترش رنـگ     مشاهدات روزانه ويديو ميكروسكوپي از طريق تهيه لام مرطوب        
% 90بيش از   (اسپور با مالاشيت گرين تا روز پانزدهم يعني تا زماني كه حداكثر اسپورزايي              

سـپس اسـپورها تحـت شـرايط     .حاصـل گـشت ادامـه داشـت    ) در يك شان ميكروسكوپي 
 5000-10000دار   بار رقيق سازي با ژل فسفات بافر و سانتريفوژ يخچـال  5آسپتيك و طي    

و در خاتمـه شــمارش اسـپور در يــك   .  دقيقــه شستـشو داده شــدند 15ي  ط ـoC4دور در 
 رشـد و مـشاهدة      جهـت در مرحلة دوم مـدت زمـان        .ليتر از سوسپانسيون حاصل شد      ميلي

 در داخـل    BHIليتر از محـيط آبگوشـت          اسپور در هر ميلي    4×104كدورت با ميزان تلقيح     
 )6 و   3 و   5/0(غلظـت نمـك     سـه   ) : 5/6 و   pH)5/5لولة آزمايش به ترتيب بـا دو ميـزان          

 و  2يهاروز(روز   32درجه سانتيگراد در طي     ) 35 و   25 و   15(درصد و سه ميزان حرارت      
هـاي كـدر در روزهـاي مزبـور از      مورد مطالعـه قـرار گرفـت و نمونـه    ) 32 و 16 و   8 و   4

آميزي و همچنين كشت خطـي        گرمخانه خارج گرديدند و با استفاده از تهيه گسترش رنگ         
در مرحلة سوم بـه روش زيـست   .، رشد باكتري تأئيد شد    EYAاي  هتليهاي كدر به پ    از لوله 

در مـوش    كـدر    ينمونـه هـا   ، آزمايشات تعيين سم     USDAسنجي و بر طبق دستورالعمل      
حـرارت، نمـك و     ر متفـاوت    يمقاددار در بين      نتايج نشانگر وجود اختلاف معني    . انجام شد 

pH ،      001/0(بود   در طي زمانهاي كدورت P<(.      5/5؛  %6 كاربرد متقابل غلظت نمك=pH 
تـولينم  و بـاكتري كلـستريديم ب  4×104 روز نگهداري با تلقـيح   32در طي    oC15و حرارت   

 درصـد در    3كاربرد نمك   . شتجلوگيري از رشد و سم زايي آن تأثير قطعي دا          در   Aتيپ  
ي  اثـر بازدارنـدگ    oC35 در مقايـسه بـا       oC25 درصـد و همچنـين حـرارت         5/0مقايسه با   

 روز 32 و در طـي     pH:5/6زايـي بـا كتـري مزبـور در            بيشتري در جلوگيري از رشد و سم      
 به طوريكـه    شد و بالاخره يك اثر جايگزيني بين حرارت و نمك مشاهده            شتنگهداري دا 

زايـي     درصد اثر مشابهي در بازدارندگي از رشـد و سـم           5/0 و نمك    oC25كاربرد حرارت   
  .بود درصد 3 و نمك oC35 در مقايسه با حرارت Aتولينم تيپ وباكتري كلستريديم ب
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The Survey of growth and toxigenesis of Clostridium 
botulinum type A under the effect of multivarient pH, 
salt, temperature and time of storage in B.H.I model 
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In this study, growth (visible turbidity) and toxigenesis of 
Clostridium botulinum type A with the size level of 
inoculum 4×104 cfu/ml was surveyed with interference of  
Intrinsic and extrinsic parameters, such as pH, salt, 
temperature and storage time in B.H.I broth and results 
evaluated with completely randomized, ANOVA, in SAS 
system.So, this survey was performed during three steps. 
The fist step was sporogenesis of bacteria in agar media 
(EYA , BHI). After three consecutive passages of 
lyophilized bacteria (provided from University of 
California Davis), under anaerobic conditions, transferred 
to (EYA,BHI) agar. Sporogenesis started from 4th day till 
15th day, that maximum free spores were observed (More 
than %90) using of continuing wet lam and Malaschite 
Green staining , through video microscope, every 
day.Then the colonies of plates were washed aseptically, 
separately and gathered with phosphate buffer gell dilutor 
and cold centrifuged 5000-10000/min. At last spore count 
got in one mililiter of suspension. In the second step, the 
effect of multifactorial parameter combination such as pH 
(5.5 and 6.5); salt concentration (0.5, 3 , 6%), temperature 
(15 , 25 , 35oC) and storage time (2,4,8,16,32 days) in 
anaerobic condition with inoculom size level 4×104 
spore/ml were cultured in to the B.H.I broth, for the time 
of turbidity and toxigenesis.In the third step, toxigenesis 
confirmed with USDA instruction and mouse bioassay 
injection. The growth and toxigenesis concluded a shorter 
period of time in 35oC in contrast with 25oC and in %0.5 
with %3 salts cocentration. Also in growth and toigenesis 
of bacteria observed a substitional effect between salt and 
temprature (25oC and %0.5 salt with 35oC and %3salt)The 
results of present study reveals the salt : (%6) pH : (5.5) 
and temperature : (15oC) with the inoculum level (4×104 
cfu/ml)inhibits the growth and toxigenesis of Clostridium 
botulinum type A in contrast with salt (0.5 and 3)% , pH: 
6.5 and temperature (25 and 35)oC in 32 days. 
Key words: Clostridium botulinum type A, Sporogenesis, 
Time to turbidity , Time to toxicity 
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  مقدمه
از خانوادة باسيلاسه، جنس كلستريديم بوتوليسم باكتري 

انواع اين . كلستريديا و گونة كلستريديوم بوتولينم مي باشد
است كه هوازي اجباري و اسپوردار  ت، بيبگونه گرم مث

اسپور آن نزديك به انتهايي بوده و در محل استقرار خود 
باشد و برحسب واكنشهاي شيميايي به دو فرم  متورم مي

بر اساس . پروتئوليتيك و غيرپروتئوليتيك تقسيم مي گردند
) G تا A( تيپ از اين گونه 7بررسيهاي سرولوژيك 

اند كه با وجود اثرات و خصوصيات  تشخيص داده شده
اري و فارماكولوژيكي مشابه بر روي ميزبان، از لحاظ ساخت

  .باشند آنتي ژنيكي متفاوت مي
شرايط محيطي مطلوب رشد باكتري كلستريديوم بوتولينم 

% 10 ، نمك كمتر از oC35 عبارت است از حرارت Aتيپ 
 ،94/0 : aw 8/6-7 ؛ : pH ؛ mvC350 - : Eh و بالاخره 

  .هوازي رشد در شرايط بي
 خانواده ء، يكي از اعضاAلستريديوم بوتولينم تيپ كباكتري 

كه از سهولت انتشار و گستردگي ده باسيلاسه بو
باشدبه نحوي كه  پاتوجغرافيايي خاصي برخوردار مي

اسپورباكتري به فراواني در خاك، آب، رسوبات دريايي، 
شود و بدين   يافت مي…و دستگاه گوارش حيوانات 

م گياهي و حيواني منتقل و در غذيه خابه اتواند  ترتيب مي
باقي غذا اثر فرايند و يا ساير شرايط محيطي مساعد در 

  ).26،24،22،18،8(مانده، رشد و توكسين توليد نمايد 
المللي غذا؛  در قرن حاضر و همگام با ظهور تجارت بين

پيشرفت علم و تكنولوژي صنعتي و كشاورزي در امر 
مصرف غذاهاي و فرآوري، بسته بندي، نگهداري، توزيع

متنوع با فرمولاسيون و اجزاء متشكله پيچيده؛ خطر بروز 
 و از جمله دغذازازا  ميكروارگانيسم هاي بيماريبسياري از 

  .يش مطرح نموده استپبوتوليسم را بيش از 

خطر مسموميت و همچنين كشندگي بالاي اين باكتري، در 
  از اهميت بيشتريدمقايسه با ساير پاتوژنهاي غذازا

ن يكي از آزيرا توكسين حاصل از . برخوردار است
ترين و خطرناكترين سموم شناخته شده در دنيا  قوي

شود بطوري كه دوز كشنده آن به ازاي هر  محسوب مي
از يك جمعيت انساني به ميزان % 50دن در بكيلوگرم وزن 

  .)26،18،8،7(يك نانوگرم گزارش شده است
نواع حيوانات و انسان قابل ذكر آنكه باكتري مزبور در ا

نمايد و در انسان فرم غذايي آن در مقايسه  ايجاد بيماري مي
توليسم نوزادان و بوتوليسم زخمي و وبا اشكال ديگر نظير ب

باشد و عمدة  ناشناخته بيشتر شايع ميبا منبع بوتوليسم 
از تيپ  يناشموارد مسموميت غذايي بوتوليسمي 

A)تيك گروه  يپروتئولI (پ و سپس تيE) تيك يغيرپروتئول
اين مسموميت غذايي به صورت . باشد مي) IIگروه 

intoxication ترشحه ناشي از م و بدنبال خوردن توكسين
شود كه در نتيجه آن  رشد باكتري در غذا حادث مي

 جلوگيري  بانوروتوكسين به سيستم عصبي فرد حمله نموده
مانع ه چ ماهي–ين در محل اتصال عصب لاز ترشح استيل كو

. گردد  شل در عضلات مييانتقال پيام عصبي و نتيجتاً فلج
توان به خستگي عمومي، ضعف  از ديگر علائم بيماري مي

ماهيچه، سرگيجه، تاري ديد، اشكال در عمل بلع و تكلم  ، 
مرگ و فلج عضلات، اختلال تنفس و سرانجام وقفه تنفسي 

  )27،18،9،8،7،2،1. (اشاره نمود
هميت و ابعاد مختلف اقتصادي، اجتماعي و لذا با توجه به ا

سياسي بوتوليسم، كه خطري جدي جهت سلامتي غذا و 
 لزوم كاربرد ابزارهاي ،باشد ازهمه مهمتر جان انسانها مي
زايي باكتري در غذا ضروري  خاص كنترلي رشد و توكسين

  .رسد به نظر مي
شناسايي خصوصيات خاص فيزيولوژيك و اكولوژيك 

 اسپورزايي و همچنين تبديل اسپور به فرم باكتري خصوصاً
، (Activation)سازي  رويشي كه در طي سه مرحله فعال

 Out) و مرحلة خروج (Germination)زني  جوانه

growth) و سپس رشد و تكثير باكتري رويشي 
(Vegetative)پذيرد از   و ترشح توكسين صورت مي
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سم در اي در كنترل و پيشگيري از بوتولي اهميت برجسته
  .برخوردار استمواد غذايي 

ن ي از رشد و توكسيريمطالعات نشانگر آن است كه جلوگ
 يطيط محينم تحت شرايوم بوتوليدي كلستري باكترييزا

 غيره، حرارت، نمك، مواد نگهدارنده و pHظير  نيمختلف
و چون اعمال كاربرد هر يك از شرايط . پذيرد صورت مي

 تنهايي، سبب از بين بردن محيطي بازدارنده رشد باكتري به
اي و يا ويژگهاي ارگانولپتيك ماده  يا كاهش ارزش تغذيه

ها و  وجود ريزمغذيز ينشود؛ از سوي ديگر  غذايي مي
 صورت  بهفرمولاسيون متفاوت موجود در انواع غذاها

نمايند؛ لذا  تركيبي در بازدارندگي از رشد باكتري عمل مي
ابل عوامل درون اثر جهت رفع اين نقيصه از تأثير متق

Intrinsic factors  و برون اثر Extrinsic factors در 
زمايشگاهي آقالب مطالعات چالشي تلقيحي در محيط كشت 

كه خود گام مهمي در . شود و سپس مادة غذايي استفاده مي
تأمين سلامتي و ايمني غذا و سهولت اجراي رهيافت 

HACCPباشد  در صنعت غذا مي .
  )24و22و20و19و19و18و17و9(

بنابراين در اين مطالعه بعد از انجام مراحل اسپورزايي، با 
 در هر A  اسپوركلستريديوم بوتولينم تيپ 4×104تلقيح 
 (Brain Heart Infusion broth) ليتر محيط كشت  ميلي

BHIتأثير شرايط محيطي به صورت چندفاكتوري تحت 
(Multi factorial ) نظير pH) 5/5  و 5/0 (؛ نمك) 5/6و

رشد و ) 35و25و15(oCحرارت نگهداري  درصد ؛) 6و 3
در روزهاي ( روز نگهداري 32زايي باكتري در طي  توكسين

 مشاهدات نتايجمورد بررسي قرار گرفت) 32و16و8و4و2
 روده جمع آوري شده از 50از ميان  ماكروسكوپيك

كشتارگاه تمامي روده ها چين خورده و ضخيم بوده و تغيير 
 روده گره هاي لنفاوي. سفيد شيري تا زرد داشتندرنگي از 

 آنها متورم و بزرگ بوده اما هيچ گونه طنابي شدن بندي
  .عروق لنفاوي در پرده هاي سروزي مشاهده نگرديد

بر اين اساس موارد نمونه برداري شده در گروههاي 
متفاوتي قرار گرفتند و و دو ويژگي فوق در آنها طبقه  بندي 

  .)1جدول  (گرديد
  

  مواد و روش كار 
   اختصاصات باكتري مورد مطالعه–الف 

 تهيه شده از كلكسيون Aكلستريديوم بوتولينم تيپ 
،  Geni Georgis)(ميكروبي پروفسور جني جورجيس

دانشگاه ديويس كاليفرنيا به عنوان باكتري مورد دپارتمان 
  .مطالعه انتخاب شد

 استفاده از  باA اسپورزايي كلستريديوم بوتولينم تيپ -ب
  محيط كشت جامد و شمارش اسپور

پس از سه بار كشت و پاساژ متوالي باكتري مورد مطالعه در 
دار حاوي وازپار،  هاي در پيچ  موجود در لولهBHIآبگوشت 

 به oC35هوازي و گرمخانه گذاري در  تحت شرايط بي
 ساعت؛ از آن به عنوان محيط پايه جهت 24مدت 

 Eggو به محيطهاي كشت متعدد اسپورزايي استفاده شد 

Yolk Agar و Brain Heart Infusion Agar به صورت 
هوازي؛ در  ، كشت و تحت شرايط بيرسطحي و پoC35 

  .گذاري گرديد گرمخانه
اسپورزايي از روز چهارم شروع و تا روز پانزدهم كه 

اسپور آزاد در يك شان % 90حدود بيش از (حداكثر اسپور 
در طي اين مدت . ه شد، ادامه داشتمشاهد) ميكروسكوپي

مشاهدات روزانه ويديوميكروسكوپي با تهيه لام مرطوب، 
آميزي اسپور بامالاشيت گرين صورت  گسترش رنگ

  .پذيرفت
وري اسپورها، با استفاده از روش آ سپس جهت جمع

Sweepingا با محلول بافر ههاي موجود در سطح پليت ، كلني
وري و به آ آسپتيك ، جمع تحت شرايط :pH 2/7 بافسفات 

 ميلي ليتري حاوي ساچمه 50هاي سانتريفوژ استريل  لوله
  بار عمل سانتريفوژ5 انتقال داده شد و (Pearls)اي  شيشه
Crpm «كردن o/ 4 /02 تاحصول به » 10000-5000 ′
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جهت از بين . رسوب سفيدرنگ حاوي اسپور انجام شد
پانسيون حاوي اسپور بردن سلولهاي رويشي موجود در سوس

01ابتدا از تيمار حرارتي  ′/Co 100 و سپس تيمار الكل 
بعد از تيمار توام . فيلتر استريل شده استفاده شد% 70ليك يات

 الكلي؛ شستشوي مجدد سوسپانسيون اسپورباژل –حرارتي 
دار، جهت خروج الكل  فسفات بافر و سانتريفوژ يخچال

ميزي اسپور و تهية لام آ فت و رنگاضافي صورت پذير
مرطوب نيز جهت اطمينان از تخريب سلولهاي رويشي به 

  .عمل آمد
سپس به منظور تعيين تعداد مشخص اسپور موجود در هر 

  اي متوالي هيك از سوسپانسيون اسپورپايه؛ دوبار رقت
سه بار  (EYA تهيه و كشت سطحي از ان در 10-9 تا 1-10

به عمل ) oC35/48ساعت (ي زهوا تحت شرايط بي) تكرار
آمد و در خاتمه شمارش اسپورانجام و تا اجراي مرحلة دوم 

  . نگهداري شدoC4در 
 در A اسپور كلستريديم بوتولينم تيپ 4×104 تلقيح -ج

 تحت تأثير پارامترهاي B.H.Iهر ميلي ليتر محيط كشت 
، نمك و حرارت در طي pHدرون اثر و برون اثر نظير 

  . روز32
اين بررسي مطالعات تلقيحي در دو دفعه جداگانه و در در 

هر دفعه به صورت دوبار تكرار و در محيط كشت مايع 
B.H.Iبه نحوي كه پس از حل كردن مقدار .  انجام شد

ب مقطر به كمك حرارت آ در B.H.I از محيطمشخص 
) 6 ، 3 ، 5/0( توزين و حل كردن نمك با غلظتهاي ،ملايم
يك از حالات قبلي به كمك اسيد  هر pH تنظيم ،درصد

پس از . كلريدريك و پتاس يك نرمال صورت گرفت
 مجدداً هدار حاوي تركيبات گفته شد هاي در پيچ هلاتوكلاو لو

ل ها را با درب شُ در مرحلة بعدي لوله.  انجام شدpHتنظيم 
01در حمام آب گرم  ′/Co80 قرار داده بدون حركت در 

ا محكم پيچ نموده، بلافاصله سرد نموده و تلقيح ها ر لوله
cc1 از سوسپانسيون اسپور به طور عمقي به زير محيط 

 بر روي آن ريخته ليو وازپاراستر انجام B.H.Iمايع كشت 
 تايي به ترتيب در 12 سري لوله 3ايان هر پشد و در 

 درجه سانتيگراد تحت شرايط 35 و 25، 15هاي  گرمخانه
هاي كدر  بازديد و برداشت لوله. ري شدندنگهداهوازي  بي

از انكوباتورها صورت ) 32 و 16، 8، 4، 2(در طي روزهاي 
پذيرفت و جهت تأئيد رشد باكتري در آنها؛ علاوه بر تهية 

هاي مشخص  آميزي، مشاهده كلني گسترش و رنگ
هاي   پس از كشت خطي از لولهAكلستريديم بوتولينم تيپ 

  . انجام گرفتEYAكدر به محيط كشت حاوي 
زايي باكتري با انجام آزمايشي زيستي   بررسي توكسين-د

  بر روي موش
هاي كدر مرحله قبل از انكوباتورها؛  بعد از خروج  لوله

C/RPMسانتريفوژ آنها تحت شرايط  o4 /51  انجام ′7000
رويي را به  ها، قسمت زلال  نمونه درو جهت تعيين توكسين

ني درب دار استريل منتقل نموده و تا يترهاي پلي اس لوله
. گرديدندمنجمد  -oC20زمان آزمايش بر روي موش در 

 انجام USDAروش كار بر اساس دستور العمل پيشنهادي 
 out، سوري،  از نژادموشهاي مورد آزمايش همگي ماده. شد

bred  قبل از .  هفته سن بودند6-8و گرم  18-25با وزن
ها بايد  جهت خروج از انجماد؛ نمونهتزريق به موش، ابتد ا 

نيم ساعت در دماي اطاق نگهداري شوند و سپس محتويات 
هر لوله به دو قسمت شوند، به طوري كه بر روي يكي 

01تيمار حرارتي  ′/Co100 و بر روي ديگري تيمار حرارتي 
 و به هر  موش4بدين ترتيب از هر لوله، به . صورت نگيرد

  (Intraperitonal) داخل صفاتي cc5/0ميزان  به كي
تزريق انجام شد و موشها جهت مشاهده علائم بوتوليسم به 

  . ساعت تحت مراقبت و نظر قرار گرفتند6-24مدت 
  نتايج 
 نتـايج اسـپورزايي و شـمارش اسـپور در محـيط          –الف  

  كشت جامد
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محـيط كـشت جامـد از روز چهـارم     نـوع  اسپورزايي در دو  
تعداد اسپور به ترتيـب     . ز پانزدهم ادامه داشت   شروع و تا رو   

 و در محـيط     108 بـه ميـزان      EYAدر محيط كـشت جامـد       
  .  اسپور شمارش گرديدB.H.I 109كشت جامد 

 نتايج حاصل از تأثير عوامل درون اثـر و بـرون اثـر              -ب
pH       نمك و حرارت بر روي زمان رشد و توكسين زايـي ،
 روز  32 در طي    A اسپوركلستريديم بوتولينم تيپ     4×104

 B.H.Iدر محيط مايع 

ــصادفي    ــاملاً تـ ــرح كـ ــب طـ ــله در قالـ ــاج حاصـ                و نتـ
 و ارائــه تجزيــه واريــانس صــفت رشــد ANOVA تــست

ــدورت ( ــشاهدة ك ــسين ) م ــفت توك ــة   و ص ــي در برنام زاي
 كشماره ي به جدول   با مراجعه   .  آمده است  SASكامپيوتري  

 در  ≥001/0Pدار     اختلاف آماري معنـي    4 تا   1و نمودارهاي   
 ، بــين Aرشــد توكــسين زايــي كلــستريديم بوتــولينم تيــپ 

 ودر طـي    pHحرارتهاي مختلف، غلظتهاي متفاوت نمك و       
شود بـه نحـوي كـه ايـن اخـتلاف             زمان نامبرده مشاهده مي   

 با هر يـك از دو دمـاي ديگـر           oC15آماري در بين حرارت     
رشدي دار بوده و هيچگونه        كاملاً معني  oC25 و   oC35يعني  

شود در حاليكه رشد و توكسين زايي در           ديده نمي  oC15در  
oC35     در مقايسه با oC25         در مدت زمـان كمتـري رخ داده 

  .)1نمودار (است
داري در كـاربرد غلظـت        همچنين اخـتلاف آمـاري معنـي       -

بدين معنـي  ديده شد  در مقايسه با دو غلظت ديگر       % 6نمك  
 نـشده و در     نمك مشاهده % 6كه هيچگونه رشدي با غلظت      

 درصـد در    5/0حاليكه رشد و توكسين زايي با غلظت نمك         
در مدت زمان كوتاهتري صورت پذيرفته      % 3مقايسه با نمك    

   .است

ــين - ــزان د ب ــاري  ) 5/6 و pH) 5/5و مي ــتلاف آم ــز اخ ني
 حاصل نشده   pH : 5/5دار بوده و هيچگونه رشدي در         معني
  .است

 pH : 5/5تأثير قطعي  نيز نشانگر pHتأثير متقابل نمك و   -
باشد ولي در  در عدم رشد باكتري در كلية غلظتهاي نمك مي   

5/6:pH  ــا ــك از  ب ــاهش نم ــه 3ك ــد و 5/0 ب ــد رش  درص
. زايي در مدت زمان كمتري صورت پذيرفتـه اسـت           توكسين

  )2نمودار شماره (
 pH : 5/5 گوياي تأثير قطعـي      pHتأثير متقابل حرارت و      -

: 5/6باشد ولـي در       ية حرارتها مي  در عدم رشد باكتري در كل     
pH       و با افزايش دما از oC25   به oC35    رشد توكسين زايي ،

  .)3نمودار (در مدت زمان كمتري صورت پذيرفته است 
 و بالاخره تأثير متقابل نمك و حـرارت نيـز تـأثير قطعـي               -

را در عدم رشـد بـاكتري در كليـة حرارتهـا نـشان             % 6نمك  
بين دو فاكتور دمـا و نمـك در          يدهد و يك اثر جايگزين      مي

زايـي بـاكتري كلـستريديم بوتـولينم          زمان رشـد و توكـسين     
به طوري كه اين زمان در اثر كاربرد نمـك          . شود  مشاهده مي 

و دمـاي  % 3برد نمـك  ر مشابه كـا oC25 درصد و دماي    5/0
oC35 درصد  5/0 به   3و با كاهش غلظت نمك از       . باشد   مي 

  .)4نمودار  (يابد   كاهش ميدر هر يك از حرارتها، زمان رشد
  

  هاي كدر به موش  نتايج حاصل از تزريق نمونه-ج
01هـاي تيمـار حرارتـي         بعد از تزريـق نمونـه      ′/Co 100  و 

 جفت مـوش     دو هاي كدر ، به     حرارت نديده هر يك از لوله     
 صورت گرفـت؛    USDAكه بر طبق دستورالعمل پيشنهادي      

اي حرارت نديده را دريافت كـرده       ه  فقط موشهايي كه نمونه   
 ساعت بعد از تزريق با علائم بوتوليسم        6-24بودند در طي    
هاي پـا،     ن موها، تنفس سخت، ضعف ماهيچه     ديعني سيخ ش  

  .تنفس شكمي و بالاخره وقفه تنفسي مردند
علت عدم مرگ موشـها در اثـر تزريـق نمونـه هـاي تيمـار                

كــه حرارتــي بــر خــلاف نمونــه حــرارت نديــده آن اســت 
وش غيرفعـال  ج ـگروههاي آزاد شيميايي سم در اثر حرارت     

لــذا در ايــن مطالعــه بــه مــوازات رشــد بــاكتري . انــد شــده
گـردد و روش      ، توكسين زايي باكتري نيز تأئيد مي      )كدورت(
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بر خلاف » Mouse Bioassay«ارزيابي زيستي روي موش 
ــر   ــشگاهي نظيـ ــريع ازمايـ ــران و سـ ــهاي گـ  PCR روشـ

(Polymerase Chain Reaction) ؛ (Monoclonal 
Antibody)MAB Enzyme Linked Immuno 

Sorbant Assay) ELISA( ــه از  … ؛ و ــه علــت آنك  ب
ــي   ــوردار م ــالايي برخ ــصاصيت ب ــساسيت و اخت ــد؛  ح باش

  .)13 (ارجحيت خاصي  دارد
  
  بحث
   اسپورزايي و شمارش–الف 

روشهاي متفاوتي جهت اسـپورزايي توسـط محققـين ارائـه           
بـه  . ه اساس و پايه كار همـه يكـسان اسـت          گرديده است ك  

 در مطالعات   EYAطوري كه استفاده از محيط كشت جامد        
ــاران  ــويلر و همك ــشت  )1380(رض ــيط ك ــتفاده از مح ؛ اس

ــازي توســط  ــالاخره ) 1972( و همكــاران Anellisدوف و ب
 Cooked Meatاستفاده از محيط كـشت مـايع بـه ترتيـب     

Broth  وChopped liver Broth لعـات  در مطاSolmon و 
 Trypicase Peptone Glucose Yeast) 1998(همكـاران  

Extract Broth   توسـط Varnum  و ) 1991( و همكـاران
Austin) 1998 (گزارش شده است) 29،26،6،5،3.(  

 و  EYA(رسـد اسـتفاده از محـيط كـشت جامـد              به نظر مي  
BHI (          بدليل اسپورزايي در مدت زمان كوتـاهتر و شـمارش

محيط كشتهاي ديگر قابل    با  زان بيشتر در مقايسه     اسپور به مي  
  .باشد توجه مي

هاي كلـستريديم     علاوه بر آن شناسايي آسان و راحت پرگنه       
بوتولينم بر روي محيط كشت، پخش بوي نـامطبوع حاصـل           

سـان  آاز تجزية پروتئولتيكي به ميـزان كمتـر؛ حمـل و نقـل              
ر در  هوازي؛ ايمني بيشتر حين كا      محيطهاي كشت در جار بي    

آزمايشگاه و آساني و راحتي كار در حـين تهيـه گـسترش و         
آميزي از نكات برجسته استفاده از محيط كـشت جامـد         رنگ

(BHI , EYA)  در مقايسه با محيط كشت مايع و دوفـازي 
  .باشد مي

، pHاثـر    تأثير متقابل پارامترهاي درون اثر و بـرون          -ب
يديم زايي كلـستر    نمك و حرارت بر زمان رشد و توكسين       

 روز نگهـداري و بـا تلقـيح         32 در طي    Aبوتولينم تيپ   
   BHI اسپور در هر ميلي ليتر مايع 4×104

المللي غذا و صادرات انواع       امروز با مطرح شدن تجارت بين     
موادغذايي متنوع و با اجزاء متشكله و فرمولاسيون مختلـف          

آوردن بيشتر مردم بـه مـصرف آنهـا، نظيـر غـذاهاي               و روي 
، مسئله تأمين سـلامتي غـذا بـيش از    (Fast Foods)فوري 

افزايش دانش و اطلاعات ما از پاسخ       . باشد  گذشته مطرح مي  
عملكرد فيزيولوژيك باكتريهاي پـاتوژن غـذازاد نظيـر بقـاء،           
رشد و توكسين زايي كلستريديم بوتـولينم در برابـر عوامـل            
بازدارنده رشد موجود در درون غذا و شـرايط نگهـداري آن     

 به عنوان يك اهرم قوي نه تنهـا در خـدمت تـأمين              تواند  مي
سلامتي و ايمني غذا بلكه حتي بـه بهبـود و تغييـر طراحـي               

  .توليد؛ فرآوري و فرمولاسيون آن نيز بيانجامد
لذا جهت تشريح رفتار پاتوژنهاي غـذازاد از ميكروبيولـوژي          
پيشگويي كننده و متعاقب آن مدلسازي پيشگويي كننده بهره         

 كه به صـورت مطالعـات چالـشي تلقيحـي در            شود  برده مي 
محــيط كــشت آزمايــشگاهي و ســپس در غــذا بــه صــورت 

Inoculom Pack Study ــي ــام مــ ــذيرد  انجــ   پــ
ر ي ـ در دو دهـه اخ     ي علم يشرفتهايپ .)24،23،22،17،16،8 (

 بازدارنده رشد پاتوژن    ينشانگر آن است كه كاربرد فاكتورها     
گـر بـه صـورت     باشـند ا ي مؤثر نم ـيها كه در حالت انفراد   

 توانند از رشد آنهـا      يگر به كار برده شوند م     يكدي با   يگروه
بــه طوريكــه جهــت .   بــه عمــل آورنــديريدر غــذا جلــوگ

يناسيون و تكثير سـلولهاي رويـشي و        مپيشگيري و كنترل ژر   
ر مطالعـات تلقيحـي     دتوكسين زايي كلستريديم بوتولينم نيز      

ــاربرد و     ــشت، از ك ــيط ك ــه در مح ــام يافت ــتكادانج ري س
، نمك،  pHفاكتورهاي داخلي و خارجي مؤثر بر رشد، نظير         

  .شود  استفاده مي…مواد نگهدارنده و حرارت، 
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 pHدر مطالعة حاضر تأثير همزمان پارامترهاي مختلف نظير         
، 3، 5/0(و نمــك ) 15 ،25 ،35(oC؛ حــرارت ) 5/6 و 5/5(
 روز نگهداري بر روي رشد و توكسين        32درصد در طي    ) 6

 اسـپور در    4×104 با ميزان    Aتريديم بوتولينم تيپ    زايي كلس 
 و  ه اسـت   بررسـي شـد    BHIهر ميلي ليتر از محيط كـشت        

مشاهده شد كه با ميزان تلقيح مزبور و افزايش غلظت نمـك         
 و كاهش حـرارت نگهـداري تـا         5/5 تا   pHو كاهش   % 6تا  

oC15 ــسين ــد و توك ــه رش ــي   هيچگون ــي در ط  روز 32زاي
  . مشاهده نشد

ها جهـت     ستريديم بوتولينم نظير ساير ميكروارگانيزم    باكتري كل 
 محيط  pHر  يتأث خود ساختار خاصي نداشته، تحت       pHتنظيم  

بنـابراين نـه تنهـا سـرعت        . گيرد  كشت يا ماده غذايي قرار مي     
رشد، بلكه ميزان  بقاء بـاكتري در طـول نگهـداري، حـرارت              

ناسـب  و نام . باشـد    وابسته مي  pHدادن و ساير فرآيندها نيز به       
 با ايجاد اختلال در انتقال مواد مغذي بداخل سـلول           pHبودن  

باكتري و كاهش فعاليتهاي آنزيمي سبب عـدم رشـد بـاكتري            
  ).24،23،19،8،1 (شود مي

 اين باكتري توسـط     B يا   A مطلوب رشد تيپ     pHمحدوده  
Sperber) 1982 (89/8-01/5 و محـــــــدودة رشـــــــد 
) Varnum) 1991  توسـط    ها و غيرپروتئوليتيك  كهايتپروتئولي

 راpH تعيـين حـداقل      Varnum.  گزارش شده است   7-8/6
  ).29،27(نمايد  ا پيچيده ذكر ميهدر پروتئوليتيك

در بررسيهاي متعدد انجام يافتـه نيـز عوامـل مختلفـي را در              
از نمـوده انـد      غير متعارف گـزارش      pHرشد باكتري تحت    

اد ، مـو  تلقـيح  نوع سـويه بـاكتري، ميـزان          مي توان به     جمله
مغذي در محيط رشد نظير ميزان پروتئين ، چربـي، نمـك و             

  .)31،30،24،12،9،8،4  (غيره اشاره كرد
رسد كه ساير  شرايط محيطي  در مطالعة كنوني نيز به نظر مي

 در صـورتيكه در    Aبازدارندة رشد كلستريديم بوتولينم تيپ      
 pHتواننـد سـبب تغييـر در ميـزان            حد مطلوب نباشـند مـي     

 كه كاربرد توام افـزايش      يبه طور  .ه رشد شوند  محدود كنند 
 بـا ميـزان     pH:5/5و  ) oC15(، كـاهش حـرارت      %)6(نمك  

 است از رشـد       روز توانسته  32 باكتري در طي     4×104تلقيح  
 جلوگيري عمل   Aو توكسين زايي كلستريديم بوتولينم تيپ       

  .آورد
نيـز عـدم    ) Doyle,ME) 2001مشابه نتايج بررسي كنوني،     

 و يا رشد آهسته اسپورهاي  ايـن بـاكتري را در             يناسيونمژر
5/5:pH 11( گزارش نموده است(.  

ع مختلـف ميـزان نمـك       بهمچنين بـر طبـق گزارشـات منـا        
ذكـر شـده   % A 10بازدارنده رشد كلستريديم بوتولينم تيـپ    

ــر عــدم رشــد   و همكــاران Kiss,Iمطالعــه . اســت مبنــي ب
؛ A33؛  A62هاي مختلف كلـستريديم بوتـولينم نظيـر           سويه

B51  در اين بررسي نيز رشد و . باشد مي% 6 در غلظت نمك
% 6 در غلظـت     Aزايي كلـستريديم بوتـولينم تيـپ          توكسين

رسد كه نمك در غلظتهاي بالا        نمك مشاهده نشد به نظر مي     
ــاكتري ســبب پلاســموليز و   از طريــق جــذب آب ســلول ب

شود به طوري     يكسري وقايع متابوليكي مرتبط در باكتري مي      
ــاً كــاهش  كــه ا ز طريــق صــدمه بــه غــشاء ســلولي و نتيجت

هاي آنها    نفوذپذيري آن، همچنين عدم سنتز پروتئين و آنزيم       
سبب حساس شدن باكتري به سـاير فاكتورهـاي محيطـي و            

  .)21(گردد بالاخره وقفه رشد در باكتري مي
Gould    4-7 خاطر نشان نمود كه كاربرد ميـزان نمـك %

از  تواند   يم ولي   ،گردد  ها مي يناسيون اسپور مبا انكه سبب ژر   
 در   .)14(اوردي ـبتكثير سلولهاي رويشي جلوگيري به عمـل        

يناسيون م نيز كه در مورد كينتيك ژرDoyle, M.Eمطالعات 
، 22،  15(اسپورهاي كلستريديم بوتولينم تحت تـأثير دمـاي         

   غلظـت نمـك     ) 5/6 و   6 و   5/5 (pH،  گرادي درجه سانت  )30
ذيرفت نتيجه گرفتـه شـد كـه        درصد صورت پ  ) 4و  2و  5/0(

ــايين از pHافــزايش غلظــت نمــك خــصوصاً در دمــا و    پ
  .)11( آورديميناسيون باكتري جلوگيري به عمل مژر

حداقل و حداكثر درجه حرارت رشد كلـستريديم بوتـولينم          
-oC50 و   oC12-10 ذكر شده توسط منابع مختلف       Aتيپ  

درجــه .  گــزارش شــده اســتoC35 و اپتــيمم رشــد آن 48
ارت رشد در ايـن بـاكتري توسـط ژن ويـرولانس بيـان              حر
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شود و عوامل مختلفي نظير تعداد، گونه، سـويه بـاكتري،             مي
تواننـد بـر روي آن     ميغيره و  pHنوع محيط كشت، ميزان 

  ).32،25،24،18،12(موثر باشند
كاربرد حرارت پايين رشد قادر است حتـي اگـر بـاكتري در             

يناسيون و  مسپورزايي، ژر حالات مختلف فيزيولوژيكي نظير ا    
زايي آن جلوگيري   باشند از رشد و توكسين outgrowthيا 
مــشابه نتــايج بررســي كنــوني در مطالعــات .  عمــل آوردهبــ

Schaffner ــارانش ــت،  ) 1998( و همك ــده اس ــزارش ش گ
طوريكه كمترين احتمال توكسين زايي بـاكتري كلـستريديم         ب

ال توكـسين    و بيـشترين احتم ـ    oC15 در     Aبوتولينم تيـپ      
 ي بـه نظـر م ـ     .مشاهده شده است   oC30زايي آن در بيش از      

در تركيـب بـا     oC15مطالعه كاربرد حرارت    ن  يرسد كه در ا   
ساير شرايط محيطي ديگر از طريـق كنـد نمـودن فعاليتهـاي        

ت ياليس ـ كاهش   ،فيزيولوژيك نظير واكنشهاي آنزيمي خاص    
 رشـدو   غشاء پلاسمايي و نتيجتاً كاهش تبادل مواد غذايي از        

 جلوگيري به عمل    Aزايي كلستريديم بوتولينم تيپ       توكسين
  .)25(آورده است

Graham       تـوأم   نيز در بررسيهاي خود توانست با تغييـر
 در شـرايط نـامطلوب از رشـد و          pHپارامترهاي حرارتي و    

توكسين زايي باكتري كلستريديم بوتولينم جلوگيري به عمل        
 و  oC15برد حـرارت     با كار  Schaffner همچنين   .)15(آورد

5/5 : pH  ــي ــه احتمــال رشــد و توكــسين زاي ــشان داد ك  ن
.  روز كاهش يافته است92 در طي    A62كلستريديم بوتولينم   

Whiting, R,C نيز در بررسي زماني مدل رشد كلستريديم 
زايـي بـاكتري      بوتولينم پروتئوليتيك تأخير رشـد و توكـسين       

 حرارت كمتر از     روز نگهداري با كاربرد    62در طي   را  مزبور  
oC20 و pH 30( مشاهده  نمود5/5 كمتر از(.  

علاوه بر درجه حرارت، زمان نيز به خـاطر تـأثيري كـه بـر               
ــي   ــد ميكروب ــروي رش ــين ســلامت    يم ــذارد، در تعي گ

 و بـالاخره  ارگانولپتيك ماده غذايي و نيز سـلامت ميكروبـي      
باشد در اين   مؤثر مي)Shelf life(غذا ين زمان ماندگارييتع

 دمــايي در رشــد و –مطالعــه يــك رابطــة دو ســويه زمــان 

 مـشاهده   Aزايي باكتري كلستريديم بوتـولينم تيـپ          توكسين
زمان   اين oC35 به   oC25شد به نحوي كه با افزايش دما از         

 pH: 5/6زايي در     كاهش يافت و ضمن آنكه رشد و توكسين       
مشاهده شد؛  ) 35و25(oCدرصد و حرارت    ) 3 و   5/0(نمك  

ن زمان ايجـاد كـدورت در شـرايط مطلـوب رشـد             كوتاهتري
ــرارت   ــي  ح ــك oC35يعن ــد و 5/0 ، نم  pH : 5/6 درص

ــيهاي   ــه در بررس ــذيرفت ك ــاران  Zhaoصــورت پ   و همك
 5/0 و نمـك    pH: 5/6نيز بهترين شـرايط رشـد در        ) 2004(

 و  pH:5/5شرايط رشد و توكسين زايي در       ن  يبدتردرصد و   
 از  يگـر ي مطالعـه د   ن در ي همچن  ؛ )31 (فراهم شده % 4نمك  

 درصد به   4ا نمك   يو   pH: 5/5ركاربرد  يت تأث يآنها عدم كفا  
 از يريب تــوأم آنهــا در جلــوگيــسه بــا تركيــ در مقاييتنهــا
 Aپ  ي ـنم ت يوم بوتـول  يدي كلـستر  يون، و رشد باكتر   يناسيژرم

شـود تـأثير     لذا در خاتمه پيشنهاد مـي     ) 32. (ثابت شده است  
فته در ايـن بررسـي نظيـر        اي از فاكتورهاي به كار ر       مجموعه

pH،         نگهدارنده نظير  مواد   دما، غلظت نمك و به علاوه انواع
 بر روي بازدارندگي رشد اسپورهاي      غيره  نيتريت، بنزوات و  

اين باكتري و نه  تنها در محيط كشت بلكـه در غـذاهاي در               
  . نيز مورد بررسي قرار بگيرد)High risk(معرض خطر 

  
  تشكر و سپاسگزاري

ه از رياست محترم مجتمـع آزمايـشگاهي دانـشگاه          بدينوسيل
آزاد اسـلامي واحــد علــوم وتحقيقــات و ســاير كارشناســان  
آزمايشگاههاي دامپزشكي به خـصوص آقـاي رضـا عـصاره      

  .تشكر و قدرداني مي گردد
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 و 3 و 5/0(درجه سانتيگراد  و نمك ) 35 و 25 و 15(تأثير متقابل حرارت  : 1نمودار  
 روز و با 32 در طي Aدرصد بر روي رشد و توكسين زايي كلستريديم بوتولينم تيپ  ) 6

  cfu/ml 104×4ميزان تلقيح  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
توكسين بر روي رشد و ) 6 و 3 و 5/0(و نمك ) 5/6 و pH) 5/5تأثير متقابل  : 2نمودار  

  cfu/ml 104×4 روز و با ميزان تلقيح 32 در طي Aزايي كلستريديم بوتولينم تيپ  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

  
بر روي رشد و ) 35 و 25 و 15(و حرارت ) 6 و 3 و 5/0( تأثير متقابل نمك  :4نمودار 

 cfu/ml روز و با ميزان تلقيح  32 در طي Aتوكسين زايي كلستريديم بوتولينم تيپ  
104×4  

  
  
  

 متأثر از ANOVA با روش جدول تجزيه واريانس صفت زمان كدرشدن : 1ل جدو
 با ميزان A روز در كلستريديم بوتولينم تيپ 32 ، نمك، حرارت در طي pHت يراتغ

  cfu/ml104×4  تلقيح

  
  
  
  
  
  
  
  

بر روي رشد و ) 35 و 25 و 15(و حرارت ) 5/6 و pH) 5/5تأثير متقابل  : 3نمودار
 cfu/ml  و با ميزان تلقيح روز 32 در طي Aتوكسين زايي كلستريديم بوتولينم تيپ  

104×4    

  مجذورات  درجه آزادي منابع تغييرات
ميانگين 

  مجذورات

  22/678  44/1356  2  درجه حرارت

  22/678  44/1356  2  نمك

pH  1  88/2688  88/2688  
درجه حرارت 

 نمك* 
4  22/686  55/171  

درجه حرارت 

*  pH  

  

2  44/1356  22/678  

  pH  2  44/1356  22/678* نمک 

درجه حرارت 

  pH* نمك * 
4  22/686  55/171  

  0  0  54  اخط

    11/9487  71 جمع کل
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