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چکیده 

زمینه و هدف: کلستریدیوم پرفرینجنس یکی از عوامل اصلی بروز مسمومیت های غذایی در انسان در سراسر جهان است. این 
بررسی برای تشخیص و ردیابی توکسین های باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس در تعدادی از مواد غذایی با منشا خام دامی انجام گرفت.

روش بررسی: در این مطالعه، تعداد 100 نمونه  از کشک های صنعتی و سنتی و 43 نمونه از گوشت های گاو و گوسفند، از مراکز 
فروش شهرستان شهرکرد به روش تصادفی جمع آوری شد. برای شناسایی باکتری مورد نظر در نمونه ها، از روش های کشت و 

واکنش زنجیره ای پلی مراز استفاده شد.

کلستریدیوم  باکتری  فراوانی  وجود  این  با  نشد.  جداسازی  ها  نمونه  از  میکروبی  کشت  روش  در  مثبتی  نمونه  هیچ  ها:  یافته 
 ،PCR پرفرینجنس در نمونه های کشک صنعتی و سنتی، گوشت گاو و گوسفند به ترتیب 6،10،25 و13 درصد با استفاده از روش
گزارش گردید. فراوانی ژن های cpi ،cpe ،cpb ،cpa و etx در فرآورده های کشک مذکور به ترتیب 37/5، 25، 75، 12/5 و 12/5 
درصد و در گوشت ها به ترتیب 62،50،75/5، 37/5 و25 درصد تشخیص داده شد. نتایج این تحقیق نشان دهنده ی وجود اختلاف 

.)p>0/05(معنی دار آماری بین میزان شیوع باکتری در نمونه های مختلف و توکسین های جداسازی شده از آنها بود

نتیجه گیری: با توجه به آلودگی این مواد غذایی به کلستریدیوم پرفرینجنس و انتقال آلودگی از مواد غذایی به انسان، کاهش آلودگی 
مواد غذایی به این باکتری از جنبه ی سلامت عمومی ضروری است. 

واژه های کلیدی: کلستریدیوم پرفرینجنس، کشک، گوشت، واکنش زنجیره ای پلی مراز
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تیـپ هـاي مختلـف باکتـري کلسـتریدیوم پرفرینجنـس روش هـاي 
متفاوتـي وجـود دارد کـه اکثراً دشـوار، زمان بر و پرهزینه هسـتند و از 
حساسـیت و اختصاصیـت پایینـي نیـز برخوردار هسـتند. یکـی از این 
روش هـا، آزمایش خنثي سـازي توکسـین در مـوش و خوکچه هندي 
اسـت. این روش بسـیار مشـکل، وقت گیر و پرهزینه اسـت، از طرفي 
انجـام آن روي حیوانـات آزمایشـگاهي از نظر اخلاقي غیـر قابل قبول 
اسـت)11و10(. در روش شناسـایي پادتـن هـاي پلي کلونـال به روش 
الایـزا نیـز بـراي تشـخیص توکسـین هـاي کلسـتریدیوم پرفرینجنـس 
مشـکلاتی ماننـد ایجـاد واکنش متقاطـع بین پادتن ها و عدم شناسـایی 
توکسـین β2 وجـود دارد، لـذا یکـی از روش هـای جدید و سـریع در 
شناسـایی باکتـری مذکـور اسـتفاده از روش واکنـش زنجیـره ای پلـی 
مـراز اسـت)12و11(. هـم چنیـن شناسـایي سـریع عوامل بیمـاري زا 
اسـاس کنتـرل بیمـاري هاسـت و تعییـن ژنوتیـپ ایـن عوامـل بـرای 
بررسـي کامـل و برنامـه کنترلـي مـورد نیـاز مـي باشـد)15-13(. از 
آنجایـی کـه مصـرف شـیر و فـراورده هـای آن و هـم چنیـن گوشـت 
و فراورده هـای گوشـتی یکـی از مهم تریـن راه هـای تامیـن پروتئیـن 
روزانـه جمعیـت ایـران می باشـند و نکتـه حایـز اهمیت این اسـت که 
درصـد بالایـی از مصـرف کنندگان شـیر معمـولاً کودکان، زنـان باردار 
و افراد مسـن هسـتند که نسـبت به افراد عادی حساسـیت بیشـتری در 
ابتـلا به بیمـاری دارنـد)16و9(، و از طرفی با افزایش مصرف گوشـت 
و فراوردهـای آن، اهمیـت کنترل بهداشـتی این فـراورده های پروتئینی 
را بیشـتر مشـخص می کنـد)13(. از این سـو فراهم کردن غـذای کافی 
همـراه بـا رعایت مسـایل بهداشـتی آن همـواره مدنظر پژوهشـگران و 
تولیـد کننـدگان بخـش ذیربـط بـوده اسـت، لذا ایـن پژوهـش باهدف 
شناسـایی ملکولی کلسـتریدیوم پرفرینجنس در تعدادی از مواد غذایی 

بـا منشـا خـام دامی در شـهرکرد در سـال 1393 صـورت پذیرفت.

روش بررسی 

در این مطالعه توصیفی مقطعی، در بهار و تابستان سال 1393، 
نمونه صنعتی، 50  و سنتی)شامل50  نمونه کشک صنعتی  تعداد 100 
نمونه سنتی( و هم چنین 43 نمونه گوشت)شامل 20 نمونه عضله ران 
گاو و 23 نمونه عضله ران گوسفند( از مراکز فروش واقع در شهرستان 
آزمایش حاوی  لوله های  داخل  نمونه ها در  آوری شد.  شهرکرد جمع 
 5 میلی لیتر سرم فیزیولوژیک سترون قرار گرفتند و بلافاصله پس از 
غذایی  مواد  کیفی  کنترل  آزمایشگاه  به  یخ  کنار  در  گیری  نمونه 
کشت  محیط  در  نمونه ها  شدند.  منتقل  شهرکرد  اسلامی  آزاد  دانشگاه 

مقدمه

غیرمتحـرک،  مثبـت،  باسـیلی گرم  پرفرینجنـس  کلسـتریدیوم 
هـاگ زا و بـی هـوازی بـوده که چهار نوع توکسـین اصلی شـامل آلفا، 
بتـا، اپسـیلون و یوتـا تولیـد مـی کنـد و برهمیـن اسـاس بـه تیپ های

پرفرینجنـس  D ،C ،B ،A وE تقسـیم می شـود)2و1(. کلسـتریدیوم 

در محـدوده ای از اسـیدیته در حـدود 5/5 تـا 7 و در محـدوده ای از 
حـرارت در حـدود 20 تـا50 درجـه سلسـیوس رشـد می کنـد. ایـن 
باکتـری معمـولاً در دمـای 37 درجـه سلسـیوس رشـد می کنـد امـا 
درجـه حـرارت 45 درجـه سلسـیوس دمـای مناسـب بـرای بسـیاری 
از سـوش ها بـوده و مـدت زمـان تکثیـر آن را بـه حـدود10 دقیقـه 
کاهـش می دهـد)4و3و1(. انـواع جنس هـای کلسـتریدیوم پرفرینجنس 
بـه عنـوان یـک عامـل بیمـاری زا در روده ی انسـان، حیوانـات اهلـی 
و وحشـی شـناخته می شـود و هـم چنیـن بـه طـور معمـول در مـواد 
نشـان  هـا  بررسـی  دارد)5و3(.  وجـود  آب  و  خـاک  مثـل   محیطـی 
 داده اند که در دهه اخیر کمپیلوباکتر و سـالمونلا بیشـترین علت ایجاد 
مسـمومیت های غذایی در انسـان بودند و در مرتبه بعدی کلستریدیوم 
پرفرینجنس قرار دارد لذا به عنوان سـومین عامل مسـمومیت غذایی در 
 آمریـکا و انگلیـس گزارش شـده اسـت و در ژاپن پنجمین یا ششـمین 
بیمـاری زای منتقلـه از مـواد غذایـی محسـوب مـی شـود)6و5(. ایـن  
باکتـری باعـث ایجـاد بیمـاری هـای مهمـی ماننـد اسـهال با منشـا آنتی 
بیوتیکـی، مسـمومیت غذایـی، اسـهال تـک گیـر، قانقاریـا و انتریـت 
نکروتیـک در انسـان مـی شـود. در میـان تیپ هـای مختلـف باکتری، 
تیـپ A وC عامـل ایجـاد مسـمومیت و عفونت های غذایی در انسـان 
اسـت. مسـمومیت غذایی ایجاد شـده توسط کلسـتریدیوم پرفرینجنس 
تیـپ A اغلـب خـود بهبـود شـونده اسـت ولـی مسـمومیت غذایـی 
انتریـت  ایجـاد  C سـبب  تیـپ  پرفرینجنـس  از کلسـتریدیوم  ناشـی 
نکروتیـک در انسـان مـی شـود)8و7و5(. در مطالعـه ای بـرای اولیـن 
بـار Aras & Hadimli  در ترکیـه، حضـور کلسـتریدیوم پرفرینجنـس 
تیـپ E را در گوشـت بوقلمـون و تیپ C را در گوشـت مرغ گزارش 
کردنـد)2(. در مطالعـه ای دیگـر توسـط پورسـلطانی و همـکاران از 
تعـداد 180 نمونـه بـال، کتـف و سـنگدان مـرغ هـا تنهـا شـش نمونه 
کلسـتریدیوم پرفرینجنـس شناسـایی شـد)8( و هـم چنیـن آنها نشـان 
 cpa دادنـد کـه 100 درصـد باکتـری های جداشـده حـاوی ژن هـای
و  پنیـر  روی  بـر  همـکاران  و   Tudor تحقیـق  در  بودنـد)1(.   cpbو
کشـک های رومانـی مشـخص گردیـد میـزان 1/86درصـد از نمونه هـا 
تشـخیص  بـرای  بودنـد)9(.  پرفرینجنـس  کلسـتریدیوم  بـه   آلـوده 
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شناســایی ملکولــی کلســتریدیوم پرفرینجنس در ...
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مدت  به  و  منتقل  آلمان(،  قلیایی)مرک  پپتونه  آب  کننده  غنی  پیش 
گرم  هوازی  بی  شرایط  در  سلسیوس  درجه   37 دمای  در  24ساعت 
خانه گذاری شدند، آنگاه از محیط مذکور بر روی محیط اختصاصی 
شدند  داده  کشت  آلمان(  میکسین-سولفادیازین)مرک  پلی  سولفیت 
شرایط  در  سلسیوس  درجه   37 دمای  در  ساعت   24 مدت  به   و 
رشد  های  پرگنه  از  شدند)15(.  گذاری  خانه  گرم  هوازی  بی 
شامل  تکمیلی  های  آزمون  انجام  برای  نظر  مورد  محیط  در   کرده 
رنگ آمیزی گرم، آزمون لسیتین، آزمون تخمیر در محیط شیرتورنسل، 
همولیز در محیط آگار خون دار، تخمیر گلوکز، لاکتوز، ساکارز و ژلاتیناز 

جدول 1: پرایمر های مورد استفاده برای شناسایی باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس و توکسین های باکتریایی در نمونه های کشک و گوشت

استفاده شد)15و1(. برای استخراج DNA، باکتری های رشد کرده در 
پپتونه که در دمای 37 درجه سلسیوس  طول یک شب در محیط آب 
گرم خانه گذاری شده بودند، به  وسیله ی کیت استخراج DNA شرکت 
سیناژن ایران و با توجه به دستورالعمل شرکت سازنده استخراج و تا 
زمان انجام PCR در فریزر20-  درجه سلسیوس نگه داري شد. سپس 
براساس  طراحی شده  پرایمرهای  جفت  از   PCR واکنش  انجام  برای 
پرفرینجنس،  باکتریکلستریدیوم   16SrRNA ژن  نوکلئوتیدی  ردیف 

استفاده شد. توالی پرایمرهای مورد استفاده در جدول 1 آمده است.

منابعاندازه محصول)bp(توالی پرایمر)5ʼ-3ʼ(ژن هدف

16S rRNA
AAAGATGGCATCATCATTCAAC
TACCGTCATTATCTTCCCCAAA279)16(

 cpa
AGTCTACGCTTGGGATGGAA
TTTCCTGGGTTGTCCATTTC900)17(

cpb
TCCTTTCTTGAGGGAGGATAAA
TGAACCTCCTATTTTGTATCCCA611)17(

cpe
ACTGCAACTACTACTCATACTGTG
CTGGTGCCTTAATAGAAAGACTCC541)17(

 cpi
AAACGCATTAAAGCTCACACC

CTGCATAACCTGCAATGGCT293)17(

etx
GCGGTGATATCCATCTATTC

CCACTTACTTGTCCTACTAAC655)1(

برای انجام آزمایش PCR برای تشخیص ژن 16S rRNA، از 
)Eppendorf Germany Co.( Master  cycler gradient دستگاه 

 90 شامل  و  میکرولیتر   30  ،PCR واکنش  کلی  حجم  شد.  استفاده 
 ،HCl تریس  مول  میلی   10  ،dNTP مول  میلی   0/2 پرایمر،  نانوگرم 
آنزیم واحد   1 و   KCl مول  میلی   50  ،MgCl2 مول  میلی   1/5 
DNA Taq Polymerase بود. برنامه ی حرارتي مورد استفاده شامل: 

ترتیب  به  یک سیکل 95 درجه سلسیوس 3 دقیقه، 35 سیکل دمایی 
94 درجه سلسیوس 1 دقیقه، 53 درجه سلسیوس 1 دقیقه، 72 درجه 
 8 سلسیوس  درجه   72 سیکل  یک  نهایت  در  و  دقیقه   1 سلسیوس 
 16S rRNA دقیقه بود. سپس تمام نمونه هایی که از نظر حضور ژن
 مثبت بودند، با استفاده از روش واکنش زنجیره ای پلی مراز چندتایی

کلستریدیوم  باکتری  توکسین های  ردیابی  برای   )Multiplex PCR(
 PCR پرفرینجنس که در جدول 1 آمده اند، ارزیابی شد)16(. واکنش
چندتایی جهت ردیابی توکسین ها در حجم نهایی 50 میکرولیتر شامل 
 200 ،MgCl2 میلی مول   1/5  ،PCR buffer 10X بافر  میکرولیتر   5
میکرومول dNTP، 1 میکرومول از زوج پرایمرهای F و R، 5 میکرولیتر 

 ،DNA Taq Polymerase و 1/25 واحد آنزیم DNA از هر نمونه
سیکل  یک  شامل:  استفاده  مورد  حرارتي  برنامه ی  پذیرفت.  انجام 
درجه   95 ترتیب  به  دمایی  سیکل   35 دقیقه،   2 سلسیوس  درجه   95
سلسیوس 1 دقیقه، 60 درجه سلسیوس 1 دقیقه، 72 درجه سلسیوس 
نهایتاً یک سیکل 72 درجه سلسیوس 10 دقیقه  ثانیه و  1 دقیقه و20 
 25 واکنش  نهایي  حجم  باکتری   etx ژن  ردیابی  به  منظور  بود)17(. 
 ،MgCl2 الگو، 2 میلي مول DNA میکرولیتر بود که شامل: 20 نانوگرم
 DNA Taq Polymerase 25 پیکومول از هر پرایمر، 1 واحد آنزیم
و200 میکرومولdNTP بود. برنامه ای حرارتي مورد استفاده شامل: یک 
سیکل 95 درجه سلسیوس 5 دقیقه، سپس 35 سیکل دمایی به ترتیب 
94 درجه سلسیوس 1 دقیقه، 50 درجه سلسیوس 1 دقیقه، 72 درجه 
دقیقه   5 درجه سلسیوس  نهایی 72  و یک سیکل  دقیقه   1 سلسیوس 
بود)1(. تأیید وجود قطعه ی تکثیر یافته از ژل آگارز 1 درصد استفاده 
 TBE شد. براي این منظور 1 گرم از پودر آگارز در 100 میلي لیتر بافر
حل و بعد از ذوب شدن مقدار 2 میکرولیتر اتیدیوم بروماید به آن اضافه 
و در سیني مخصوص الکتروفروز ریخته شد. سپس 15 میکرولیتر از 
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محصول PCR همراه با 1 میکرولیتر لودینگ بافر مخلوط و روي ژل 1 
درصد آگارز در حضور مارکر 100 جفت بازي Fermentas(DNA( در 
ولتاژ ثابت 90 ولت الکتروفروز گردید. داده های حاصل از این مطالعه با 
استفاده از نرم افزار آماری SPSS)نسخه 16( و آزمون های آماری مربع 

کای و فیشر تجزیه و تحلیل گردیدند. 

یافته ها 

نتایج بررسی حاضر نشان داد که هیچ یک از نمونه های کشک 
گاو  و  ران گوسفند  نمونه های گوشت  و هم چنین  و سنتی  صنعتی 
مورد بررسی از نظر حضور زنده باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس در 
روش کشت مثبت نبودند. در روش PCR، حضور باند اختصاصی به 
اندازه ی 279 جفت باز در الکتروفورز محصولات PCR در شکل 1 
قابل مشاهده است. نتایج نشان داد که به ترتیب 8 درصد و 18/6درصد 

از نمونه های کشک و گوشت آلوده به کلستریدیوم پرفرینجنس بودند. 
فراوانی باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس در کشک های صنعتی و سنتی 
فراوانی  است.  مشاهده  قابل   2 جدول  در  گوسفند  و  گاو  گوشت  و 
های  نمونه  در  پرفرینجنس  کلستریدیوم  باکتری  توکسین های  حضور 
کشک و گوشت در جدول 3 قابل مشاهده است. درمورد حضور انواع 
بیشترین   cpe ژن  که  داد  نشان  نتایج  گوشتی،  های  نمونه  در  ها  ژن 
فراوانی)75%( و ژن etx کمترین فراوانی)25%( را داشتند. بررسی های 
شیوع  میزان  برای  آماری  معنی دار  اختلاف  ی  نشان دهنده  آماری 
انتروتوکسین های  انتروتوکسین ها در نمونه ها بود)P=0/031(. فراوانی 
معنی دار  اختلاف  نیز  گاو  و  گوسفند  گوشت  نمونه های  بین  باکتری 
ترتیب  به  نیز،   3 و   2 های  شکل  در   .)P=0/027(دادند نشان  آماری 
الکتروفورز ژل آگارز توکسین ها و ژن etx کلستریدیوم پرفرینجنس 

در نمونه های کشک و گوشت قابل مشاهده می باشد.

جدول 2: فراوانی حضور باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس در نمونه های کشک و گوشت جمع آوری  شده در شهرکرد

تعداد نمونه مثبت در PCR)%(تعداد نمونه مثبت در کشت)%(تعداد نمونه اخذ شدهنوع نمونه

3 )6%(-50کشک صنعتی

5 )10%(-50کشک سنتی

5 )25%(-20گوشت گاو

3 )13%(-23گوشت گوسفند

16 )11/19%(-143کل

با توجه به نتایج جدول 2، بیشترین فراوانی حضور کلستریدیوم 
کشک  نمونه های  به  مربوط  کشک  های  فراورده  در  پرفرینجنس 
بوده  صنعتی  کشک  نمونه های  به  مربوط  فراوانی  کمترین  و  سنتی 

کلستریدیوم  حضور  فراوانی  بیشترین  چنین  هم   .)P=0/033(است
پرفرینجنس در گوشت ها مربوط به نمونه های گاو و کمترین فراوانی 

 .)P=0/044(مربوط به نمونه های گوسفند بوده است

جدول 3: فراوانی ژن های مولد انتروتوکسین های باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس ردیابی شده در نمونه های کشک و گوشت 
جمع آوری  شده در شهرکرد

تعداد نمونه مثبت در روش نوع نمونه
 PCR

فراوانی انتروتوکسین ها )%(
cpaCpbCpecpietx

1 )33/33%(1 )33/33%(2 )66/6%(1 )33/33%(2 )66/6%(3 کشک صنعتی

--4 )80%(1 )20(1 )20%(5 کشک سنتی

1 )33/33%(1 )33/33(2 )66/6%(1 )33/33%(2 )66/6%(3 گوشت گوسفند

1 )20%(2 )40%(4 )80%(3 )60%(3 )60%(5 گوشت گاو

2 )12/5%(3 )18/75%(6 )37/5%(4 )25%(8 )50%(16 کل

های  ژن  بالای  نسبتاً  نشان  دهنده ی حضور   ،3 جدول  نتایج 
مولد انتروتوکسین های باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس در نمونه های 
مورد بررسی بودند. نتایج نشان داد که ژن cpe بیشترین فراوانی)%75( 
و ژن های cpi و etx کمترین فراوانی)12/5%( را در نمونه های کشک  

آماری  دار  معنی  اختلاف  ی  دهنده  نشان  آماری  بررسی های  داشتند. 
برای میزان شیوع انتروتوکسین ها در نمونه ها بود)P=0/023(. فراوانی 
نیز  سنتی  و  صنعتی  کشک  نمونه های  بین  باکتری  انتروتوکسین های 

.)P=0/019(اختلاف معنی دار آماری نشان دادند
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تصویر 1: الکتروفورز ژل آگارز کلستریدیوم پرفرینجنس در نمونه های کشک و گوشت در شهرکرد. خط 1: مارکر 100 جفت بازی، 
خط 2: نمونه مثبت برای ژن 16S rRNA، خط 3: کنترل مثبت و خط 4 کنترل منفی می باشد

تصویر 2: الکتروفورز ژل آگارز توکسین های کلستریدیوم پرفرینجنس در نمونه های کشک و گوشت در شهرکرد. 
M: مارکر100 جفت بازی و خطوط 1 تا 4: نمونه های مثبت می باشند

تصویر 3: الکتروفورز ژل آگارز ژن etx کلستریدیوم پرفرینجنس در نمونه های کشک و گوشت در شهرکرد. باند روشن 
معرف حضور ژن حدت در باکتری است)اندازه باند 655 جفت باز(
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بحث

مطالعات اندکی در مورد آلودگی فراورده های شیر و گوشتی 
به باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس در ایران مشاهده می شود. بررسی 
حاضر نشان داد که فراورده های شیر تولیدی شامل کشک ها به عنوان 
مطرح  انسان  به  پرفرینجنس  کلستریدیوم  باکتری  انتقال  برای  عاملی 
هستند. هم چنین گوشت گاوها و گوسفندها به صورت خام، پتانسیل 
ها  نمونه  از  کدام  هیچ  حال  هر  به  دارند.  را  انسان  به  آلودگی  انتقال 
آلودگی به کلستریدیوم پرفرینجنس با روش کشت میکروبی را نشان 
ندادند. با این وجود روش مولکولی استفاده شده در این بررسی نشان 
های  نمونه  در   .)2 بود)جدول  ها  نمونه  در  باکتری  ژنوم  حضور  از 
به کشک های سنتی  مربوط  آلودگی  بیشترین  کشک صنعتی و سنتی 
کلستریدیوم  مولکولی  میزان شیوع  بودن  بالا  اصلی  دلیل  احتمالاً  بود. 
موارد  رعایت  عدم  دلیل  به  سنتی،  کشک  نمونه های  در  پرفرینجنس 
و  خام  شیر  در  آن  های  هاگ  وجود  یا  فراورده ها  این  در  بهداشتی 
می باشد)18(.  گاوداری ها  در  شیردوشی  بهداشت  موارد  رعایت  عدم 
و  آلودگی شیر خام  و همکاران،   Gurmu توسط  هند  در  بررسی   در 
فراورده های شیر را به کلستریدیوم پرفرینجنس به ترتیب 10 درصد و 
صفر درصد گزارش کردند)18(. با توجه به اینکه تاکنون مطالعات بسیار 
اندکی در مورد حضور کلستریدیوم پرفرینجنس در فراورده های شیر 
در ایران و سایر کشورها وجود دارد، احتمالاً این بررسی اولین گزارش 
از حضور این باکتری در کشک های سنتی و صنعتی می باشد. بر اساس 
نتایج، آلودگی این فراورده 8 درصد گزارش شد. در بررسی Grass و 
همکاران از سال 1998 تا 2010 در ایالات متحده آمریکا، میزان شیوع 
این باکتری در فراورده های گوشتی را 35 درصد گزارش نمودند. میزان 
را  پرفرینجنس  کلستریدیوم  باکتری  از  ناشی  غذایی  مسمومیت  وقوع 
289 نفر اعلام کردند. این بررسی نشان داد که غذاهای تهیه شده در 
در  مسمومیت  بروز  عامل  ترتیب  به  زندان ها  و  خانه ها  ها،  رستوران 
43،16 و11 درصد از افراد بوده است. بنابراین دستکاری هایی که توسط 
افراد آلوده و احتمالاً حامل باکتری روی غذاها انجام می پذیرد، می تواند 
یکی از اصلی ترین دلایل مسمومیت های غذایی ناشی از کلستریدیوم 

پرفرینجنس در جوامع بشری باشد)19(. 
در مطالعه ی دیگری توسط Atwa & EI-Roos میزان شیوع 
برگر، گوشت  بیف  نمونه های  در  را  پرفرینجنس  کلستریدیوم  باکتری 
بیستورما،  ای،  لقمه  کباب  سوسیس،  کرده،  چرخ  گوشت  گاو، 
 6 و   60،52،28،68،36،16،28 ترتیب  به  ژامبون  و  کنسروگوشت 
مطالعات  با  همسو  که  حاضر  بررسی  در  کردند)20(.  گزارش  درصد 
است، میزان آلودگی گوشت های خام 18/6 درصد گزارش شد.  قبلی 

شیوع  میزان های  مختلف،  بررسی های  می شود،  دیده  که  طور  همان 
متفاوتی را برای باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس بیان می کنند. از جمله 
 دلایل اصلی این تفاوت ها در میزان شیوع این باکتری می توان به نوع 
و  نگهداری  غذایی،  مواد  تولید  روش  گیری،  نمونه  روش  ها،  نمونه 
حمل و نقل مواد غذایی، روش انجام آزمایش، فصل، منطقه جغرافیایی 
وآداب و رسوم مردم اشاره کرد. بررسی در ژاپن توسط Kaneko و 
در  مصرف  آماده  گوشتی  اغذیه  از  درصد   70 که  داد  نشان  همکاران 
این کشور آلوده به باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس بود و از این بین 
cpa، 74 درصد  فراوانی ژن  اما  بودند   ،cpe تنها 4 درصد حامل ژن 
میزان  نیز  Wen & McClane در سال 2004  مطالعه ی  بود)7(. در 
شیوع باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس در امریکا برای مواد غذایی مانند 
گوشت  خوک،  مصرف  آماده  گوشت  خوک،  مرغ،  بوقلمون،  گوشت 
را  سوسیس  و  گوسفند  گوشت  میگو،  ماهی،  گوساله،  مصرف  آماده 
نمودند.  گزارش  درصد  و 24   28،38،27،61،23،30،17،38 ترتیب  به 
در بین نمونه های مثبت از نظر باکتری، فراوانی تیپ های A-β2،A و 
ژن cpe به ترتیب 14درصد، 3 درصد و3 درصد گزارش گردید)21(. 
cpb2 را در  جباری و همکاران در سال 2012 میزان شیوع توکسین 
از  پرفرینجنس جداسازی شده  C ،B ،A وD  کلستریدیوم  تیپ های 
منابع حیوانی و دامی به ترتیب 54/5 درصد، 62 درصد، 42/8 درصد و 
69/25 درصد گزارش کردند. در بررسی آنها 56/7 درصد از جدایه های 
 Cooper بودند)22(. در بررسی cpb کلستریدیوم پرفرینجنس دارای ژن
در  شده  عرضه  های  مرغ  کبد  درصدی   69/6 آلودگی  همکاران،  و 
توسکان آمریکا به کلستریدیوم پرفرینجنس تیپ A نشان داده شد و 
همگی آنها فاقد ژن cpe بودند)4(. در مطالعه حاضر در مورد حضور 
انواع ژن ها در نمونه های گوشتی، نتایج نشان داد که ژن cpe بیشترین 
فراوانی)75%( را داشته ولی در گوشت گاو، ژن cpb برابر60% و در 
گوشت گوسفند 33/3% بود. به نظر می رسد ژن های تشخیص داده شده 
در بررسی حاضر عوامل حدت اصلی باکتری کلستریدیوم پرفرینجنس 
بوده و حضور آنها موید بروز بیماری در انسان و حیوانات می باشد. با 
وجود این که در بررسی حاضر هیچ گونه پرگنه مشخص کلستریدیوم 
فراوانی  اما  نشد،  جداسازی  کشت  روش  از  استفاده  با  پرفرینجنس 
بود.  توجه  قابل  بسیار  پرفرینجنس  کلستریدیوم  مختلف  توکسین های 
از محدودیت های انجام پژوهش حاضر می توان به مواردی هم چون 
های کشک  نمونه  و  گوشتی  های  فراورده  های  نمونه  بالای  فراوانی 
صنعتی و سنتی در فروشگاه ها، لذا امکان نمونه برداری به تعداد خیلی 

زیاد وجود نداشت. 
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نتیجه گیری
انجام  به  نیاز  رسد  نظرمی  به  آمده  به دست  نتایج  به  توجه  با 
مطالعات اپیدمیولوژیک کامل تری در مناطق گسترده تری در ایران برای 
شناسایی آلودگی ها به کلستریدیوم پرفرینجنس در مواد غذایی مختلف 
لازم است. هم چنین در تمام مراحل زنجیره ی تولید فراورد ه های شیر 
و گوشتی نیز، به بررسی نقاط خطر پرداخته شود. پیشنهاد می شود که 
اصول تعیین نقاط کنترل بحرانی و ارزیابی مخاطرات در فرایند خط 
کشتار در کشتارگاه های دام و هم چنین در فرایند تولید فراورده های 

شیر به طور کامل و دقیق انجام گردد. هم چنین فراورده های سنتی شیر 
به طور بهداشتی تولید شده و بسته بندی گردد. 

تشکر و قدردانی
این مقاله، حاصل یک فعالیت پژوهشی مستقل می باشد، بدین 
واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه  آزمایشگاهی  مجتمع  همکاران  از  وسیله 

شهرکرد تقدیر و تشکر می شود.
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Molecular Detection of Clostridium Perfringens in Some Raw Animal 
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Background and Aim: Clostridium perfringens is one of the major agents of food 
poisoning in humans around the world. This study was accomplished to identify 
and track the toxins of Clostridium perfringens bacterium in some raw animal food 
origin products in Shahrekord.
Materials and Methods: In this study, 100 samples of traditional and commercial 
curd and 43 samples of beef and lamb meats were randomly collected from 
Shahrekord’s shopping center in 2014. Then to identify the bacteria in samples 
cultivation and polymerase chain reaction (PCR) method were used.
Results: In culture method no positive samples were isolated. However, frequency 
of Clostridium perfringens bacterium in traditional and commercial curd samples 
and beef and lambs samples have been reported as 6, 10, 25 and 13 percent using 
PCR method, respectively. Frequency of cpa, cpb, cpe, cpi and etx genes were 
detected in curd samples were 37.5, 25, 75, 12.5 and 12.5 percent respectively 
and in meat samples 62, 50, 75.5, 37.5 and 25 percent respectively. Statistically 
significant differences were observed between the prevalence of the bacterium in 
various samples and their isolated toxins (p < 0.05).
Conclusion: With attention to infection of above food samples to Clostridium 
perfringens and also its transfer by foodstuffs to human, it is necessary to reduce 
food pollution of this organism for of public health.
Keywords: Clostridium Perfringens, Curd, Meat, PCR
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