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 : چکیده

این انتقال  یکی از عواملمیوه ها وسبزیجات خام به عنوان گسترش یافته و ی روده ایناشی ازویروس ها معده -دردهه اخیر بیماریهای التهابی روده

ذره ویروسی درموادغذایی برای 11-111تنها  ودوزعفونت زایی پایینی دارند ی روده ایها بسیاری ازویروسبا توجه به اینکه  . خته شده اندعفونت ها شنا

 اکلی فاژه FRNA(male specific)همچنین دشواری شناسایی آنها درموادغذایی ازاین رو امروزه ازباکتریوفاژ ها به خصوص  و ایجاد بیماری کافی است

 male یباکتریوفاژهابررسی حضوراین هدف از این مطالعه  موادغذایی استفاده می گردد. به عنوان  شاخص ویروسی برای آلودگی مدفوعی درآب و

specific بازیافت ازپس بدین منظورمی باشد.که معمولابه صورت خام مصرف می شوند،  های روده ای درسبزی تره وجعفری به عنوان جانشین ویروس 

مورد استفاده قرار  DAL(Double agar layer)شمارش پلاک، آزمون  پلی اتیلن گلایکولباکتریوفاژها ازسطح نمونه های سبزی توسط روش ترسیب با

 مونه هاکه بیانگرآلودگی متفاوت این ن شمارش قرار گرفت کلی فاژها درنمونه های سبزی مورد male specific ی ازمتفاوتتعداد  نتایج بر اساس  .گرفت

 نمونه بازاری نسبت به حضور باکتریوفاژهای%(31) 11نمونه از 3نمونه سبزی جمع آوری شده ازسطح مزارع و%(71)11نمونه از  7دراین میان تنها بود.

male specific .می توان ازکلی فاژها بنابراین  مثبت بودند FRNA(male specific)درسبزی تره  به عنوان  شاخص ویروسی برای آلودگی مدفوعی

 جعفری  استفاده نمود. و

 

 DALکلی فاژها ، تره وجعفری ، آزمون شمارش پلاک Male specific ویروسهای روده ای ، واژگان کلیدی:

 

 : مقدمه

 یکی از عواملوان میوه ها وسبزیجات خام به عنگسترش یافته و )گاستروانتریت( ناشی ازویروس های روده ای معده -دردهه اخیر بیماریهای التهابی روده

وحضور  نیستند رشد قادر به برروی موادغذاییجهت تکثیربه میزبان اختصاصی نیازدارند ها  ویروسازآنجاییکه  .عفونت ها شناخته شده اند این انتقال 

آبهای آلوده واستفاده  مزرعه باآبیاری  از طریقدرطی رشد گیاهان   .این آلودگی  آنها برروی میوه ها وسبزیجات تازه ناشی از آلودگی مدفوعی است

 می میوه ها وسبزیجات منتقل سطوحبه  افراد یا فراوری توسط دست آلوده به مواد مدفوعی یا درطی برداشت وبه عنوان کود حیوانی  فضولاتاز

تعدادی ازآنها شامل :  تنها اما دکه ازطریق مدفوع ازبدن خارج می گردن شده  شناخته انسان درروده ویروس روده اینوع 111بیش از . (2،3،7)گردد

 منتقل دهانی  –ازمسیرمدفوعی  توسط آب وموادغذاییمی توانند    Eو Aنوروویروس ها ، انتروویروس ها ، آدنوویروس ها ، آستروویروس ها ، هپاتیت 
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وادغذایی برای ایجاد بیماری کافی است،به علاوه ذره ویروسی درم11-111دوزعفونت زایی پایینی دارند یعنی تنها  ی روده ایبسیاری ازویروسها گردند.

نشان UVبالا وپایین،خشک کردن ،نورواشعه pHبسیاری ازویروسهای ناشی از غذافاقدپوشش هستند ومقاومت بالایی به استرسهای محیطی مثل گرما،

به دلیل غلظت پایین ویروسها   (8)یی حفظ کنند.درماده غذا هفته عفونت زایی شان را4روز تا2می دهد که طی  می دهندکه به آنها این امکان را

تشخیص حضورآنها درموادغذایی به منظور استخراج وپایین بودن دوزعفونت زایی آنها بکار گیری روشهایی با حساسیت بالا جهت  درموادغذایی و

را سانتریفوژ، ترسیب با پلی اتیلن گلایکول واستفاده مختلفی مانند اولترا فیلتراسیون ،اولت روشهای پیشگیری مخاطرات سلامتی ضروری به نظرمی رسد.

ارائه شده است،که دراین مطالعه ازروش ترسیب با پلی اتیلن  مختلف شناسایی  ویروسها در موادغذاییتغلیظ و ، استخراج  از ذرات مغناطیسی برای

درکشت سلولی تکثیرنمی یابند وتشخیص ی روده ای کثر ویروس ها اگلایکول که روشی ارزان وپرکاربرد برای انواع موادغذایی می باشد ، استفاده شد.

ازاین روجهت (1. )امکان پذیر است که روش های گران وزمان بری هستندیاروشهای مولکولی  میکروسکوپ الکترونی وغذایی به کمک آنها درنمونه های 

کلی فاژها که سالهاست به عنوان شاخص  FRNA  Male Specificم  به نا ازباکتریوفاژها به خصوص گروهی ازآنها روسهای روده ایبررسی حضوروی

(ازویژگی این فاژها این است که برخلاف باکتریها درمحیط 5،4استفاده می گردد.) موادغذایی پیشنهاد شده اند، ویروسی آلودگی مدفوعی درآب و

و برخلاف آنها به آسانی درمحیط های کشت حاوی باکتری میزبان تکثیرنمی شوند،ازنظرساختار و ویژگی ها به ویروس های روده ای شباهت داشته 

نیزبررسی حضوراین هدف از این مطالعه  (.2تشکیل می دهند ) مناسب درآزمایشگاه کشت داده می شوند و ترکیب معمول  فلور روده پستانداران را

درایران استفاده ازسبزی خوردن درکناروعده های غذای  د.می باش های روده ای درسبزی تره وجعفری باکتریوفاژها به عنوان جانشین ویروس

سبزی  بررسی آلودگی ویروسی دراین دورف می باشند ازاین روسبزی تره وجعفری درمیان سایرسبزی ها بسیارپرطرفداروپرمص بسیارمرسوم است ودو

 اهمیت دارد.

 

 : موادوروش

انواع شنهاد شده است که دراین میان روش ترسیب باپلی اتیلن گلایکول برای جهت استخراج ویروسها ازسطح موادغذایی روش های مختلفی  پی

بالاترباکتریوفاژ به دلیل بازیافت نسبتا ازاین روش دراین پژوهش به همین دلیل .دنموادغذایی مناسب بوده ونتایج حاصل ازآن تکرارپذیری خوبی دار

  استفاده شد.

 :PEG ( (Polyethylene glycolروش ترسیب با  -

 سبزی نمونه گرم11 ابتدانگهداری شدند.  C °4آزمایش دریخچال دردمای زمان  تا های نیشابور نمونه سبزی جمع آوری شده ازسطح بازار ومزرعه21

-100mMTris) وشو شست بافر محلول میلی لیتر 41 سپس،  قرار گرفت استومیکر کیسه داخل  (وجعفری تره مختلف بخشهای مخلوط)

Hcl,50mMglycin,1%beefextract, pH=9.5) جهت کنترل مثبت میزان  قرار گرفت. استومیکر دستگاه داخل دقیقه11 مدت به وکیسه اضافه

گرم 11به صورت نقطه گذاری برروی  male specificباکتریوفاژهای   به عنوان نماینده 11 4با غلظت  MS2سوسپانسیون باکتریوفاژ ماکرولیتر111

دقیقه درزیر هود لامینار به منظورخشک شدن سطح سبزی ، بابافرشست وشو شستشو داده شد  31س  ازسپری شدن نمونه سبزی تلقیح شد و پ

و تحت  جداشده کیسه ازسبزیها فیلتری بخش توسط وشو شست محلول بعد درمرحلهومراحل بعدی مشابه نمونه های دیگر برروی آن اعمال گردید.

 از  حجمش25/1 و با تنظیم 2/7 +2/1جداشده در حدود  سوپرناتانت pHقرار گرفت. سپس  (C °4 ودردمای دقیقه31 برای g 11111*)سانتریفوژ

 نگهداری شد. ویروس ها سپس C°4 دردمای ساعت2 مخلوط گردید. این محلول برای (PEG8000 +1.5M Nacl %50)پلی اتیلن گلایکول محلول

  گردید. حل بافرفسفات ماکرولیتر 511در حاصل رسوب و پلت یا شده تغلیظ (C °4 ودردمای دقیقه31 برای g 11111*)سانتریفوژ بوسیله

 (1شکل)(.6) انتقال یافت تمیز تیوپی به (DAL)آزمون  جهت شمارش باکتریوفاژ ، مخلوط درنهایت ورتکس  از اعمال پس

 TGBEگرم نمونه سبزی  با بافر11شست وشو
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 C °4 ,دقیقهg*11111,31سانتریفوژ 

 

 C  °4 ,ساعتPEG 2و ترسیب با 2/7+2/1سوپرناتانت تاpHتنظیم 

 

 C ,  °4 دقیقهg*11111,31سانتریفوژ 

 

 حل کردن پلت دربافرفسفات

 

 انتقال مخلوط به تیوپی تمیز

 (.2111, وهمکاران چرر )کاترینPEGفلوچارت روش ترسیب با -1شکل 

 

 :DAL(Double agar layer ) روش  به بزیدرنمونه های س male specific یباکتریوفاژهاتعیین تعداد  -

 511ل ازآخرین سانتریفوژ که در ، پلت یارسوب حاص پلی اتیلن گلایکولازسطح نمونه های سبزی توسط روش ترسیب با ویروسها پس ازاستخراج

 آنتیماکرولیتر  51 بر علاوه ونه بازیافتیاز  نم رولیترماک  511روش این مورد استفاده قرار گرفت. در DALکرولیتر بافرفسفات حل شده جهت آزمون ما

 Maleباکتریوفاژهای میزبان عنوان )به لگاریمی فاز در E.coli Famp باکتریماکرولیتر 111 ( و 1:1بیوتیک)استرپتومایسین وآمپی سیلین به نسبت

specific به )ml 5 کشت محیطTSB (7/1%)کشت محیط پلیت دارای برروی  مخلوط نو پاشش ای نهایی، نمودن ورتکس از پس اضافه شد.  آگار  

TSA با دمای  دراینکوباتور ساعت16-24 مدت به (1:1بیوتیک)استرپتومایسین وآمپی سیلین به نسبت آنتی حاویC °37 .ازگذشت پس قرار گرفت 

باکتریوفاژها  شمار تعیین جهت توان می ،که(2شکل )مشاهده شدند پلاک نام به شفافی نقاط صورت به کشت محیط روی بر باکتریوفاژها  مشخص زمان

  با دوتکرار برای هرنمونه انجام و میانگین تعداد پلاک ها گزارش شد. DALآزمون  (.11)مورد شمارش قرار داد  را پلاکها نمونه سبزیدر

 

 جهت تعیین تعدادباکتریوفاژ DALکشت دولایه یا: 2شکل
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 نتایج وبحث :

کلی فاژها درنمونه های سبزی مورد شمارش قرار گرفت که بیانگرآلودگی متفاوت این نمونه ها می  male specificاس نتایج  تعداد متفاوتی از بر اس

نسبت به حضور نمونه بازاری %(31) 11نمونه از3ونمونه سبزی جمع آوری شده ازسطح مزارع نیشابور %(71) 11نمونه از 7دراین میان تنها باشد. 

 بود.DAL، pfu/ml 71-2 به کمک آزمون  برروی سبزی تره وجعفری رنج باکتریوفاژهای شمارش شده.مثبت بودند male specific باکتریوفاژهای

 درطی برداشت و یا کودهای حیوانی و ازطریق آب آلوده به مدفوع و مزرعه در آنهادرطی رشد  به سطوح سبزیجاتو باکتریوفاژها ها  ویروس انتقال 

و مقاومت به استرسهای محیطی به  از نظر ساختارکلی فاژها  FRNA(male specific) .تواند صورت گیردمی  ،افراد آلوده  دست راوری آنها ازطریقف

ی به آسانی کشت داده می شوند همچنین برخلاف باکتریها ی مدفوعی درمحیط تکثیرنمی شوند و حضور آنها برروو ویروسهای روده ای شباهت دارند 

باوجود موفقیت کشت باکتریوفاژها ، بکارگیری  . و برحضور ویروس های روده ای دلالت داردمیوه ها و سبزیجات تازه ناشی از آلودگی مدفوعی است 

 جهت شناسایی دقیق وتعیین منشا آنها مطلوب می باشد.  RT-PCRوPCRتکنیک های مولکولی مانند 

 

  نتیجه گیری کلی :

می توان ازکلی به ویروس های روده ای و راحتی کاربا این گونه فاژها درمحیط های آزمایشگاهی  male specific  کلی فاژها باتوجه به شباهت های

تره و  جات)سبزیموادغذایی مختلف ازجمله  درویروسی  به عنوان  شاخص ویروسی برای آلودگی مدفوعی  FRNA(male specific)   فاژها 

 استفاده نمود.  (جعفری
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