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را از مـواد غـذايي       تـوان آن   اي در طبيعت پراكنده بوده و مي        به صورت گسترده   باسيلوس سرئوس  اسپور :زمينه و هدف  

 بوده و قادر به ايجـاد سـندرم اسـهال و              و تهوع   انتروتوكسينهاي مولد اسهال   اين باكتري توليدكننده  . گوناگوني جدا نمود  
زايـي   كنندگان و احتمال بيماري     بررسي وجود اين باكتري در شير خشك نوزادان به لحاظ سن كم مصرف             .دباش  تهوع مي 

 باسـيلوس سـرئوس   نمونه شير خشك نوزاد از نظـر وجـود           60: بررسي روش .باشد آن از اهميت بسزايي برخوردار مي     
 زرده تخـم مـرغ و   ، پليت فنل رد آگار داراي مـانيتول چهار بر روي  1/0ليتر از رقت     يك ميلي . قرار گرفت مورد آزمايش   

 اشـته گذ  گرمخانـه در  ساعت 24 درجه سلسيوس به مدت     30ها در دماي      و پليت   كشت داده شد   Bميكسين   سولفات پلي 
 ،نمونه شير خـشك نـوزاد      60ميان   از :ها افتهي .هاي مشكوك آزمونهاي تاييدي انجام پذيرفت      سپس بر روي كلني   . شدند

باسـيلوس   cfu/g 102  نمونـه حـاوي بـيش از   چهـار  از اين ميـان  و باسيلوس سرئوس cfu/g 10نمونه داراي بيش از      11
حـد مجـاز    لازم اسـت     :گيـري  نتيجـه  . بودنـد  باسيلوس سـرئوس   cfu/g 10  داراي كمتر از    ديگر نمونه 49 . بود سرئوس

 از روش ارائـه شـده در        گردد پيشنهاد مي  بدين منظور . د كاهش ياب  cfu/g 10 به كمتر از     شيرخشكدر   باسيلوس سرئوس 
   .جهت تاييد استفاده گردد c 45 ° هموليز بتا و چگونگي رشد در،سيلين هاي حساسيت به پني  آزمونانجام اين مقاله و

  ان نوزاد،خشك شير،باسيلوس سرئوس :كليدي كلمات

  

 
  

ــرئو ــيلوس س ــت و  (Bacillus cereus) سباس ــرم مثب ــيل گ  باس
 ـ     اسـپور . اسپوردار از خانواده باسيلاسه است     صـورت   هايـن بـاكتري ب

تـوان    كه مـي   طوري هاي در طبيعت، آب و خاك پراكنده شده ب          گسترده
 قـادر بـه     باسيلوس سـرئوس  . آن را از مواد غذايي گوناگون جدا نمود       
هموليزين بتـا بـوده كـه در      وCتوليد مواد خارج سلولي مانند لستيناز    

مولـد انتروتوكـسينهاي مولـد        اين بـاكتري   .دنباش  شناسايي آن مهم مي   
 بوده و قادر به ايجـاد سـندرم اسـهال و سـندرم تهـوع                 اسهال و تهوع  

 بـه عنـوان عامـل مـسموميت         باسيلوس سرئوس  1950در 1-3.باشد  مي
كتري  مورد شيوع با ايـن بـا       52،  1986 تا   1972از  . غذايي شناخته شد  

 ميـزان واقعـي بـسيار بيـشتر از ايـن            ˝گزارش شده كه مسلما    CDCبه  
 مـورد مـسموميت بـا ايـن         22،  1999 تـا    1998همچنين در   . باشد مي
در يك مطالعـه در امريكـا در        . تري در نيوزيلند گزارش شده است     باك

باسـيلوس   درصـد شـيرهاي خـشك بـه          29 مشخص شـد كـه       1988

هاي مختلف در    مد ميكروارگانيس بررسي وجو  4.باشد  آلوده مي  سرئوس
ان از  كودك ـشير خشك نـوزادان بـه لحـاظ مـستعد و حـساس بـودن                

از آنجايي كـه امكـان آلـودگي شـير          . سزايي برخوردار است   هاهميت ب 
 وجود داشته و اين باكتري قادر به        باسيلوس سرئوس خشك به اسپور    

سـمي و مننژيـت در نـوزادان          ايجاد مسموميت غذايي و حتـي سـپتي       
باشد، بررسي وجود اين باكتري در شير خشك نوزادان بسيار مهـم              مي

بدين منظور در   .  نيست انتروباكتر ساكازاكي از  بوده و اهميت آن كمتر      
باسـيلوس   نمونه شير خـشك نـوزاد از لحـاظ وجـود             60اين مطالعه   

  .هاي تاييدي انجام گرديد مورد آزمايش قرار گرفت و آزمون سرئوس
  

  
 ـنمونه شـير خـشك نـوزاد         60  Brand شـش  از   طـور مـساوي    هب
در آزمايشگاه ميكروب شناسي اداره     ) 1385( در طي يك سال      مختلف

براي .  مورد آزمايش قرار گرفت    كل آزمايشگاه هاي كنترل غذا و دارو      

  بررسيروش

  
  64-68، 1386 آبان، 8 ، شماره 65ي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره مجله دانشكده پزشك

چكيده

مقدمه
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 1386 آّبان، 8شماره  ، 65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

 بسته با يك سـري      پنج گرم ازمحتويات    50برداري از هر نمونه،      نمونه
ط كردن كامل برداشته، در شرايط استريل در يك         ساخت پس از مخلو   

كليه مراحل آزمـون در زيـر   . شيشه استريل ريخته و كاملا مخلوط شد      
قبل از شروع كار فضاي داخلي      . هپا انجام شد   هود لامينار حاوي فيلتر   

داخل هود   UV درجه ضدعفوني گرديد و سپس لامپ        70هود با الكل    
 از هر شيـشه     گرم شير خشك   10 سپس. دقيقه روشن ماند   20به مدت   

در شـرايط     بسته با سري سـاخت يكـسان بـود         پنجكه حاوي مخلوط    
كننده رينگر اضافه     ليتر محلول رقيق     ميلي 90توزين نموده و به     استريل  

 پـس از يكنواخـت      . نمونه ايـن مرحلـه انجـام شـد         60براي تمام   .شد
ليتر از    يك ميلي   دقيقه 15سريع در كمتر از      دست آمده،  هنمودن رقت ب  
آگـار داراي    طور مساوي بر روي چهار پليـت فنـل رد          همحلول فوق ب  

 كـشت سـطحي داده      Bميكسين    مرغ و سولفات پلي     مانيتول، زرده تخم  
 24 به مـدت     C ْ 30طور وارونه در دماي      هها ب  پس از جذب، پليت   . شد

هـاي پهـن صـورتي     در اين محيط كلنـي .گذاري شدند   ساعت گرمخانه 
 جهـت   5-7. هـستند  باسيلوس سرئوس ي مشكوك به    رنگ با هاله رسوب   
آميـزي     آزمونهـاي تاييـدي رنـگ      باسيلوس سرئوس اطمينان به وجود    

هوازي،  ، رشد بي(catalase test) تست كاتالازآميزي اسپور،  گرم، رنگ
، تحـرك، همـوليز بتـا در      IU10سيلين    ، حساسيت به پني   C ْ 45رشد در   

-voges( رو پروسـكا  -زژوخون گوسـفند، تـست      % 5دار با    آگار خون 

proskauer test( در خـصوص تاييـد    1و6-8.و احياي نيترات انجام شد
 1جـدول   در  .  انجـام شـد    فـوق  آزمونهـاي    باسيلوس سـرئوس  وجود  

تنهـا  . انـد   شدهباسيلوسهاي مختلفي را در رابطه با اين آزمونها مقايسه          
ا هايي كه بر روي آگار خوندار با خون گوسـفند همـوليز بت ـ             باسيلوس

باسـيلوس  باشـند،    مـي  مقـاوم    IU10سـيلين     دهند و نسبت بـه پنـي       مي
د، نباش ـ   مي باسيلوس ميكوئيديس  و   باسيلوس تورينجينسيس  ،سرئوس

 جهـت  1و7.گـردد   هـا حـذف مـي      لذا احتمـال وجـود سـاير باسـيلوس        
 C ْ 45گونه باسيلوس از يكديگر از كشت در دمـاي          سه  جداسازي اين   

،  سـريع بـوده  C°45 در يلوس سـرئوس باسرشد . توان استفاده نمود  مي
  و نمايـد   در اين دما بسيار به كندي رشد مـي         باسيلوس تورينجينسيس 
  8.نمايد  اصلا رشد نميباسيلوس ميكوئيديس

  
  

     نمونـه داراي بـيش از      11 ، نمونه شـير خـشك نـوزاد       60از ميان   
cfu/g 10 نمونه حـاوي بـيش از   چهاربوده كه از اين ميان   cfu/g102 
ــي ــرئوس لوسباس ــوده اســتس ــه 49.  ب ــرنمون ــر از ديگ             داراي كمت
cfu/g 10  نتايج آزمونهاي تاييدي انجام شده     .  بودند باسيلوس سرئوس

باسـيل گـرم مثبـت    : هـاي مـشكوك بـه قـرار زيـر بـود             بر روي كلني  
 هوازي، رشد سريع    اسپوردار، كاتالاز مثبت، قادر به رشد در شرايط بي        

 سيلين ، مقاوم به پني C°45 در دماي    فنل رد آگار  به مدت دو ساعت در      
IU10  خـون گوسـفند   % 5يتيك در آگار خونـدار بـا        ، متحرك، بتاهمول ،
هاي موجود    تعداد كلني .  مثبت و احياي نيترات مثبت     رو پروسكا -زوژ

   . نشان داده شده است2هاي آزمايش شده در جدول  در نمونه
  

  
ايجاد مـسموميت غـذايي    قادر به باسيلوس سرئوس از آنجايي كه    
طور وسـيعي در طبيعـت پراكنـده اسـت، بررسـي            هبوده و اسپور آن ب    

  

  1و8 با برخي باسيلوسهاي ديگرباسيلوس سرئوس مقايسه آزمونهاي تاييدي :1-جدول

 سيسنباسيلوس تورينجي باسيلوس ميكوئيديس باسيلوس مگاتريوم باسيلوس آنتراسيس باسيلوس سرئوس آزمون

 + + - + + هوازي رشد بي

 + + + + +  تست كاتالاز
 + - + - + تحرك

 + + - + +  روپروسكا -زوژ تست

 + +  v + + احياي نيترات

 + + - C  + vلستيناز 

 + + * - - + خون گوسفند% 5 درآگار بتا هموليز

 - - IU10  - + vسيلين  حساسيت به پني

 كند ندارد ندارد كند سريع  C°45 رشد در

  )ضعيف) (*:متفاوت: v) (منفي% 100-90: -) (مثبت% 90-100(+: 

 هايافته

بحث
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 1386آبان،8شماره ،65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

  هاي شير خشك نوزادان  در نمونهباسيلوس سرئوسهاي  كلني تعداد :2-جدول
 ها درصد كل از نمونه  تعداد نمونه  cfu/g باسيلوس سرئوس

10< 49 7/81 

102- 10  7 7/11 

102> 4 7/6 

 
ا ايـن بـاكتري بـه     در ابتد.باشد وجود آن در مواد غذايي بسيار مهم مي   

 شناخته شد و سپس در سال       1950سال   عنوان عامل سندرم اسهال در    
سـندرم  .  توصـيف شـد    باسيلوس سرئوس  بود كه سندرم تهوع      1971

 شـير و انـواع سـس و         ، سبزيجات ،اسهال در رابطه با غذاهاي گوشتي     
اي ماننـد    هـاي نـشاسته    وردهآپودينگ گزارش شده در صورتي كه فـر       

 از ميان مـواد     8و9.ي در ايجاد سندرم تهوع دخالت دارند      برنج و ماكارون  
كننـدگان از     علت سن بسيار كم مـصرف      هغذايي، شير خشك نوزادان ب    

 از  باسـيلوس سـرئوس   اسـپور   . باشـد   حساسيت بيشتري برخوردار مي   
راحتي  هبه خاك ب و از طريق پستان آلوده غير بهداشتي گاوداري    محيط  

ده و با توجه به مقاومت حرارتي اسپور        وا آلوده نم  رخام   تواند شير  مي
عـلاوه بـر ايـن، هنگـام        . تواند در شير حرارت ديده نيز باقي بماند        مي

بندي شير خشك نوزادان در كارخانجـات توليـدي، در صـورت             بسته
 امكـان آلـودگي شـير خـشك بـا اسـپور              اطـراف  تميز نبـودن محـيط    

شك نـوزاد  شير تهيه شده از شير خ  .  نيز وجود دارد   سرئوس باسيلوس
 10در دماي كه با آب داغ يا گرم  باسيلوس سرئوس cfu/g 102حاوي
در صـورتي كـه     نگهـداري شـده      ساعت   24 به مدت     سانتيگراد درجه
همچنين شـير    وليتر در يك وعده توسط نوزاد مصرف شود         ميلي 150

 ساعت نگهداري در دماي     ششتهيه شده با آب جوشيده سرد پس از         
 يـك مهـد      در 2003 سـال     در 10.يمـاري نمايـد   ايجاد ب تواند   محيط مي 

شـير   حـاوي    غلات كودك در امريكا دو نوزاد پس از مصرف صبحانه        
 ـ          ،خشك نوزادان  عمـل   ه به استفراغ مبتلا شدند كه پس از بررسـيهاي ب

از  11. در غـذاي فـوق تاييـد شـد         سـرئوس  باسـيلوس آمده آلودگي با    
 11ــــه،    نمونه شير خشك مورد آزمـايش در ايـن مطالع          60مجموع  
 7/6( نمونـه    چهـار  و از ايـن ميـان        cfu/g 10 داراي بيش از   نمـــونه
ميزان .  بوده است  باسيلوس سرئوس  cfu/g 102 حاوي بيش از  ) درصد

 ذكـر   cfu/g 103-102  مجاز در اغلب مـواد غـذايي       باسيلوس سرئوس 
 شده و حد مجاز آن در استاندارد ملي ايران براي شير خشك نـوزادان             

cfu/g 102 از آنجايي كه فلور ميكروبي روده نوزادان كامـل    12.باشد   مي 

نبوده و امكان تكثير اين باكتري با توجه به شرايط اقليمي متفـاوت در              
كشور ما و تهيه و نگهداري نادرست شـير خـشك وجـود دارد، لازم               

بـا توجـه بـه      . است محدوديتهاي بيشتري در اين مـورد اعمـال شـود          
 در نوزادان و احتمـال افـزايش        سرئوس وسباسيلزايي   اهميت بيماري 

خـشك پـس از بـاز كـردن در قـوطي و طـي                سريع تعداد آن در شير    
 باسيلوس سرئوس مجاز  حد  گردد     پيشنهاد مي  ، مكرر از آن   هاي استفاده

 cfu/g 10  به كمتـر از ،در استاندارد ملي ايران براي شيرخشك نوزادان    
  نمونـه شـير    پـنج  هر   ازيا  استرال 1,6,1 كاهش يابد و يا طبق استاندارد     

 نبوده و حداقل سه نمونه      cfu/g 102  بيش از يك نمونه حاوي     ،خشك
روش  10. باشـد  باسيلوس سـرئوس   cfu/g 10 داراي كمتر از   نيزاز آنها   
 ـ         باسيلوس سرئوس كشت   صـورت   ه در استاندارد فعلـي ملـي ايـران ب

 ذكر شده كه در صورت عدم       1/0ليتر از رقت       ميلي 1/0كشت سطحي   
 5.شـود    گزارش مي  cfu/g 102 اهده كلني، نتيجه به صورت كمتر از      مش

جهـت  .  كلني را نـدارد    cfu/g 102 كمتر از اين روش قابليت شمارش     
تـوان از روش پيـشنهاد شـده در         مي cfu/g 102 شمارش كلني كمتر از   

 لوله حاوي محـيط كـشت       9با استفاده از     MPN و يا روش     اين مطالعه 
در روش ارائه شـده در       استفاده نمود،  رئوسباسيلوس س  مايع انتخابي 
 در سطح چنـدين پليـت كـشت    1/0ليتر از رقت     ميلي يك اين بررسي 

تر و پخش كامل نمونـه بـر سـطح            جهت شمارش دقيق  . شودمي  داده  
از  ليتر   ميلي يكآگار بايد بيش از يك پليت استفاده نمود، بدين منظور           

 فنل رد پليت  چهارويهاي مساوي بر ر توان به حجم  را مي1/0رقت 
كشت ) Bمرغ و سولفات پلي ميكسين        زرده تخم  حاوي مانيتول، ( آگار

گـذاري هنگـام شـمارش،        گرمخانـه اتمام زمـان    سطحي داد و پس از      
 ـ   هاي رشد يافته در پليت      مجموع كليه كلني   دسـت آورده و در   ههـا را ب

با اين روش در صورت عـدم مـشاهده   . عكس رقت اوليه ضرب نمود   
 cfu/g 10 هـا، پاسـخ بـه صـورت كمتـر از           در هيچ يك از پليت    كلني  

اين روش قابليت شـمارش     . باشد  تر مي   شود كه بسيار دقيق     گزارش مي 
لازم است در اسـتاندارد     . استر كلني در گرم از نمونه را دا       10حداقل  

هاي تاييـدي     آزمون باسيلوس سرئوس ملي ايران در رابطه با شناسايي       
. ه جهت اطمينان بيشتر در تشخيص درج گـردد        پيشنهادي در اين مقال   

هـاي    آزمـون  باسـيلوس سـرئوس   جهـت تائيـد وجـود       بدين منظـور    
آميزي اسپور، تـست كاتـالاز، رشـد در شـرايط             آميزي گرم، رنگ    رنگ
تحـرك،   تـست احيـاي نيتـرات،     ر،  و پروسـكا  -زوژهوازي، تـست      بي

 حـساسيت بـه     ،خـون گوسـفند   % 5 هموليز بتـا در آگـار خونـدار بـا         
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هاي مشكوك    بر روي كلنيCْ 45رشد در  و سرعت IU10 سيلين  يپن
شايان ذكر است كه از اين ميان، سه آزمون آخر مهمتـرين            . انجام شود 

بـا   .باشد ها مي   از ساير باسيلوس   سرئوس باسيلوستستها در تشخيص    
 در مواد غذايي گونـاگون و       سرئوس باسيلوستوجه به شيوع آلودگي     
در ر خشك نوزادان لازم است نكات بهداشتي        اهميت وجود آن در شي    

  ودن ـدر اين خصوص فراهم نم. تهيه شير خشك  نوزاد رعايت گردد

 بهداشتي در گاوداري، رعايت اصول استريليزاسـيون در حـين           محيطي
شيردوشي، اجراي نكات بهداشتي پـس از اعمـال حـرارت بـه شـير،               

ت جلـوگيري از  بندي و توليد جه رعايت شرايط مناسب در حين بسته    
آلودگي ثانويه شـير خـشك و آمـوزش مـادران در خـصوص تهيـه و          
 مصرف شير خشك به نحو صحيح از نكات مهم پيشگيري از آلودگي           

  . باشد  در شير خشك نوزادان ميسرئوس باسيلوس
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Background: Bacillus cereus spores distribute widely in nature and can be isolated from 
different kinds of foods. This bacterium can produce diarrhea and emetic enterotoxins 
and syndromes. As infants are known to be more susceptible to B. cereus infection due 
to their incomplete intestinal flora and fast growth of this bacterium during consumption, 
it is very important to investigate the presence of B. cereus in infant formula and 
possible pathogenicity of this microorganism in infants.   
Methods: In this study, 60 samples of infant formula were examined for the presence of 
B. cereus. From a 1/10 dilution of each sample, a total amount of 1 ml was inoculated 
onto four phenol red agar plates containing mannitol, egg yolk emulsion and polymyxin 
B sulfate. The plates were incubated at 30°C for 24 hours. Confirmation tests were then 
performed on suspected colonies. 
Results: Among the 60 samples, 11 samples had more than 10 cfu/g, four of which 
contained more than 102 cfu/g. The other 49 samples showed less than 10 cfu/g of B. 
cereus.   
Conclusions: We suggest that for infant formula the maximum microbial limit be 
reduced to less than 10 cfu/g to control B. cereus contamination and to prevent infection 
in infants. For this purpose, infant formula should be tested by the method and 
confirmation tests used in this study. In addition, susceptibility to penicillin, ß-hemolysis 
and growth rate at 45ºC could also be performed. 
 
Keywords: Bacillus cereus, infant, formula  
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