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 ويروسهاي روده اي از سطح  و تغليظراجتخاسبهينه سازي روشهاي 

   به عنوان مدلMS2كلي فاژ  سبزيجات آماده مصرف با استفاده از
  

                  ،  3 ، محمد رضا باسامي2محمد باقر حبيبي نجفي ،∗1معصومه بحريني
  2مسعود ياورمنش

  

  فردوسي مشهدگروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه  -1
  گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه  فردوسي مشهد-2

   گروه بيوتكنولوژي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه  فردوسي مشهد-3
)20/9/90: رشيخ پذي  تار23/10/89: افتيخ دريتار(  

  

  چكيده
متاسفانه روشهاي مناسبي براي نمونه . د غذايي انتقال مي يابندويروسهاي روده اي از جمله عوامل مهم بيماريزا هستند كه از طريق موا

در نتيجه شناخت عوامل بيماريزاي ويروسي در اپيدميهاي ايجاد شده توسط مواد . برداري و بررسي ويروسها در مواد غذايي وجود ندارد
 و تغليظ راجتخاسروشهاي يك مدل براي مطالعه  بعنوان MS2در اين پژوهش، از كلي فاژ . بندرت انجام ميشودبا روشهاي معمول غذايي 

با استفاده از بافرهاي مختلف ز سطح سبزيجات  كلي فاژ اراجتخاس و شستشو روش .استفاده شداز سطح ماده غذايي انترو ويروسها 
، گلايسين pH 5/9مولار با  ميلي 150 مولار و كلريد سديم 05/0گلايسين (چهار بافر ، استفاده شده ده بافربين از . بررسي گرديدشستشو 

بازيافت در مرحله ميزان  داراي بيشترين )5/9 و pH 5/7با دو % 3  و بيف اكستركت pH 5/9با % 1 مولار و بيف اكستركت 05/0
ك و نم% 10 )8000 ( كلي فاژ با استفاده از پلي اتيلن گليكولغليظبعلاوه ضريب ت%). 82و % 92، %88، %82به ترتيب (بودند  استخراج

بود و مشخص گرديد نوع بافر تاثيري بر روي ميزان بازيافت % 80 بالاي كلي فاژ تغليظميزان .  مولار نيز ارزيابي گرديد3/0كلريد سديم  
ميزان بر طبق نتايج بدست آمده زمان ماندگاري ويروس در محلول پلي اتيلن گليگول اهميت زيادي در . ويروس در مرحله تغليظ ندارد

  .  بدست آمدC4° با يك شب ماندگاري در ميزان تغليظ بيشترين . داشتتغليظ
  

  .، روشهاي شستشو آماده مصرف ، سبزيجاتMS2ويروسهاي روده اي، كلي فاژ : گانكليد واژ
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   مقدمه -1
امروزه آلودگي مواد غذايي با ويروسها، بعنوان يكي از 

ديد مي كند، مطرح ا تهري هاي مهم كه جان انسان آلودگ
در بيشتر مواقع، آلودگي مواد غذايي با ويروسها  .تاس

قابل تشخيص نمي باشد، كه اين يا به خاطر فقدان يك 
روش تشخيصي مناسب مي باشد و يا غير قابل تشخيص 
بودن ميزان آلودگي در مواد غذايي با روشهاي متداول 

  . است
 -بيشتر ويروسهاي آلوده كننده مواد غذايي از راه مدفوعي

و آب آلوده دستهاي آلوده كارگران . نتقال مييابنددهاني ا
از منابع عمده آلوده كننده مواد مورد استفاده در كشاورزي 

ويروسهاي روده اي و هپاتيك كه از . ]1،2[دنغذايي ميباش
اين طريق به انسان منتقل ميشوند ، قادرند براي مدت 
طولاني در محيط باقي بمانند و نتايج تحقيقات نشان داده 
است كه نسبت به عوامل ضدعفوني كننده، حرارت، فشار 

با وجود اينكه . ]3[و دما به مقدار زيادي مقاوم هستند
ويروسها انگلهاي درون سلولي اجباري هستند و نمي 
توانند در مواد غذايي تكثير يابند و تعداد آنها در ماده 
غذايي كم ميباشد، اما اين دلايل نمي تواند باعث اطمينان 

ماده غذايي باشد، زيرا تنها تعداد كمي از آن ايمني از 
ذرات آلوده كننده ويروسي براي ايجاد بيماري كافي 

  .]1[ ميباشد
گزارشات متعددي وجود دارد كه نشان ميدهد محصولات 

ذايي مختلف مثل سبزيجات، ميوه ها، صدفهاي غ
خوراكي، آب و غذاهاي فرايند شده آلوده به ويروسها 

عامل . و باعث همه گيري ميشوند ]6-4[ هستند
اتيولوژيك بيشتر اين بيماريهاي اپيدميك ويروسهاي روده 

و 1 هانوروويروس اند كه غالباً شامل اي گزارش شده
  . ميباشد]A2 ]7ويروس هپاتيت 

گزارش شده است سبزيجات كه شامل انواع سالادها و 
شود عامل بعضي از اپيدميهاي  سبزي خوردن مي

در . اند  بوده4اي احتيهاي معدي روده و نار3هپاتيت
از نوروويروس و ويروس چند سال اخير چندين اپيدمي 

                                                 
1. Noro-Like Virus 
2. Hepatitis A Virus 
3. Hepatitis 
4. Gastroenteritis 

 كه در اثر مصرف است گزارش شده Aهپاتيت 
  است   آمده   بوجود ) پيازچه  و توت فرنگي ( سبزيجات

]6-9[.  
روده اي انساني كه عامل ناراحتيهاي  بعضي از ويروسهاي

 توسط تكنيكهاي قديمي معدي روده اي و هپاتيت هستند
از روشهاي بيشتر مثل كشت سلول قابل كشت نيستند و 

  . ]14-10[ آنها استفاده ميشود مولكولي براي تشخيص
جهت استفاده از روشهاي مولكولي براي تشخيص 
ويروسها در سطح مواد غذايي نياز است كه ابتدا آنها را از 

 و تغليظ نمود و سپس راجتخاسسطح ماده غذايي 
اسايي مولكولي را بر روي آنها انجام داد و چون كار با شن

براي بهينه سازي آنها مشكل مي باشد از ويروسهاي مدل 
  .]17-15[ شود  و تغليظ استفاده مياستخراجروشهاي 

                           دارRNA كلي فاژهاي جنسي  
)F-RNAbacteriophage ( گروهي از ويروسهاي

RNAي با كپسيد مكعبي ساده به قطر ا دار، تك رشته
خواص فيزيكي و ژنوميكي . ]18[ نانومتر هستند27-24

 ها و ويروس نوروويروساين فاژها مشابه خواص 
فراواني اين فاژها در فاضلاب و .  ميباشدAهپاتيت 

باعث شده است اين فاژها به عنوان سادگي كار با آنها ، 
ايي به كار  براي آلودگي محيط و مواد  غذيشاخص مناسب
  . ]19،15[ گرفته شوند

از طرف ديگر به خاطر سادگي روشهاي كشت و تشابه 
زياد آنها به ويروسهاي روده اي، از آنها به عنوان يك 
مدل مناسب براي تحقيقات در مواد غذايي استفاده كرده 
اند و مشخص شده است رفتار اين فاژها كاملاً شبيه انترو 

ر كلي از اين فاژها ميتوان بطو. ]20[ ويروسها مي باشد
براي پيشگويي حضور انتريك ويروسها در مواد غذايي و 

  .بررسي اثر عوامل محيطي بر روي آنها استفاده كرد
 و ازي روشهاي شستشوهدف از اين تحقيق بهينه س

 بسته اي از سطح سبزيجات  ويروس هاي رودهصيتخل
كلي استفاده از  و سپس تغليظ آنها با بندي آماده مصرف

  . بعنوان ويروس مدل بودMS2فاژ 
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   مواد وروشها-2
  MS2  آماده سازي و كشت كلي فاژ-2-1

  و باكتري ميزبان
و باكتري ميزبان، ) MS2) ATCC 5597-B1كلي فاژ 

، طبق روش )Famp) ATCC 700891اشرشيا كلي 
استاندارد سازمان حفاظت محيط زيست ايالات متحده 

  .]21،22[زيرآماده شدبه ترتيب ) USEPA(امريكا 
   آماده سازي باكتري ميزبان  -2-1-1

حاوي  TSB5بر روي محيط كشت ليوفيليزه ابتدا باكتري 
آنتي بيوتيكهاي آمپي سيلين و استرپتومايسين در دماي 

Cº37 شد و سپس  به صورت خطي بر روي محيط احيا 
 حاوي آنتي بيوتيك كشت و در دماي TSA6كشت 

ºC37 بعد از .  گرمخانه گذاري شد ساعت24 به مدت
رشد يك كلني از محيط كشت برداشته و به محيط كشت 

TSB حاوي آنتي بيوتيكهاي آمپي سيلين و 
استرپتومايسين تلقيح و تا رسيدن به جذب نوري بين 

 قرار Cº37  در دمايnm 600 در طول موج 1/0- 5/0
  .داده شد

    MS2 آماده سازي كلي فاژ -2-1-2
 TSAمحيط كشت  ابتدا ،MS2ژ جهت تهيه كلي فا

 شدن تا دماي سرد و پس از تهيهآگار % 75/0داراي 
Cº45 به آن از ذخيره آنتي بيوتيك استرپتومايسين وآمپي 

ر اضافه شد و پس از  گرم در ليت15/0سيلين به مقدار 
 Fampاز باكتري اشرشيا كلي  µl200 همزدن مناسب، 

استريل پخش  تريدر فاز لگاريتمي به آن اضافه و در پ
 از µl10  مقدار بعد از جامد شدن محيط كشت . گرديد

نمونه كلي فاژ را يه صورت لكه گذاري روي محيط 
  كشت در چند نقطه قرار داده و بعد از جذب در دماي

Cº37گرمخانه گذاري گرديد  .  
 ساعت در محل لكه ها، پلاك هاي بزرگ 24بعد از 

ستخراج كلي براي ا.  تشكيل شدMS2حاوي كلي فاژ 
 بافر فسفات نمكي به ml  10 از روي پليت،MS2فاژ 

آن اضافه شد و به مدت نيم ساعت در دماي آزمايشگاه 
 از فيلترو جمع آوري رويي نگهداري شد، سپس محلول 

                                                 
5. Tryptic soy broth 
6. Tryptic soy agar 

µl 22/0 عبور داده و در لوله استريل جمع آوري گرديد 
به آن آنتي ) به عنوان ذخيره(و براي استفاده طولاني مدت 

سيلين و ناليديكسيك  استرپتومايسين، آمپي بيوتيكهاي
  .اضافه شد)  گرم در ليتر15/0(اسيد

  MS2  شمارش كلي فاژ -2-1-3
، MS2پس از آماده سازي كشت خالص حاوي كلي فاژ 

به منظور تعين تعداد دقيق كلي فاژ  برحسب پلاك در 
، حداقل از چهار رقت متوالي )pfu/ml(هرميلي ليتر 

جهت رقيق كردن كشت خالص از محيط . داستفاده ش
فاقد آنتي بيوتيك و براي شمارش پلاكها از  TSBكشت 

   .استفاده شد  7روش كشت دو لايه
    دولايهروش كشت -2-1-4

محيط  ميلي ليتر 5در يك لوله آزمايش كه حاوي 
 شده كه دماي آن آگار ذوب% 7/0 اث باربتريپتيكاز سوي 

Cº45 بود،  µl50نتي بيوتيك استرپتومايسين از ذخيره آ- 
از باكتري كه در فاز  µl  100 پني سيلين اضافه و سپس

از نمونه فاژ اضافه و لوله در  µl500  لگاريتمي بود و
پس از آن . كف دست چرخانده شد تا كاملاً مخلوط گردد

 تريپتيكاز سوي آگار كه داراي محيطنمونه را بر روي 
نتي بيوتيك ذخيره  و قبلا به آن از آبودآگار % 5/1

به صورت اضافه شده بود، پني سيلين -مايسيناسترپتو
ريخته شد و به آرامي در سطح پتري يك لايه بر روي آن 

قرار داده   C º37پخش گرديد و در گرمخانه در دماي
  .شد
   آماده سازي سبزيجات-2-2

كاهو، جعفري و ريحان، سبزيهاي انتخابي براي كار بودند 
نمونه سبزي ابتدا . اي محلي تهيه گرديدكه از فروشگاه ه

چند بار با آب شير شسته و توسط هيپوكلريت سديم 
سپس با استفاده از تيوسولفات سديم . ضدعفوني شد

مجددا دو بار با آب مقطر استريل شستشو  كلرزدايي و
به مدت در شرايط استريل داده شد و در زير هود لامينار 

شك شود و در ظرف  ساعت قرار گرفت تا كاملا خ4-3
 Double agar.]8،6[ استريل  تا موقع كار نگه داري شد

layer procedure  

                                                 
7. Double agar layer procedure 
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روش شستشوي كلي فاژ از سطح  -2-3
  سبزي

ده بافر مختلف براي شستشوي كلي فاژ از سطح سبزي 
  مولار05/0 گلايسين-1: استفاده شد كه عبارت بودند از

)Merk, Co. ( باpH 5/9 ،2-ر،  مولا05/0 گلايسين
 ميلي مولار، بيف اكستركت 100)سيناژنشركت، (تريس

1% )Himedia, Co. ( باpH 5/9 ،3 - 05/0 گلايسين 
 گلايسين -pH 5/9 ،4 ميلي مولار با 100مولار، تريس 

                   ، pH 5/9با % 1  مولار ، بيف اكستركت 05/0
 ميلي 150 مولار، كلريد سديم 05/0 گلايسين -5

% 3 بيف اكستركت -pH 5/9 ،6با ) .Merk, Co(مولار
 pH بافر فسفات نمكي با دو -7، 5/7 و pH 5/9با دو 

  .  pH 8/7 آب با -8، 5/7 و 5/9
ر شرايط استريل گرم نمونه سبزي ضدعفوني شده د 25

 وزن و در داخل كيسه استوماكر فيلتردار
)Interscience.fr ( گذاشته شد سپس بر روي سطح

 از محلول µl 100بصورت لكه گذاري سبزي در ده نقطه 
 فاژ تلقيح شد pfu/ml 105 داراي MS2حاوي كلي فاژ 
 دقيقه در زير هود لامينار 30 باز به مدت بو كيسه با در

قرار داده شد تا كاملاً لكه هاي فاژ خشك شود، پس از 
 كيسه بسته شد ب بافر شستشو درml 225اضافه كردن  

كان هاي مقطعي در و به مدت يك ساعت همراه با ت
بافر موجود در  بعد از اتمام زمان،. دماي اتاق قرار گرفت

كيسه استوماكر به يك ظرف استريل منتقل و بعد از تنظيم 
pH بافر در حد خنثي، تعداد كلي فاژهاي بازيافت شده  

هر آزمايش حداقل در سه . با روش دولايه سنجش شد
  .]1،2،8،12[ تكرار انجام شد
يك كنترل مثبت  زمايش يك كنترل منفي ودر هر سري آ
كنترل منفي شامل نمونه سبزي بود كه طبق . گذاشته شد

 µlروش بالا تهيه گرديد و بجاي تلقيح كلي فاژ، فقط از 
 بافر فسفات نمكي محلول رقيق كننده فاژ استفاده 100
بعد از اتمام كار تمام نمونه ها با روش دو لايه  .شد

  .سنجش پلاك شدند
  
  

  با پلي اتيلن MS2  تغليظ كلي فاژ-2-4
  گليكول

 ml گرم از نمونه سبزي ضدعفوني شده وزن  و به آن  5
 از سه بافر شستشوي انتخاب شده كه عبارت بودند از 45
 pH 5/9با % 1 مولار، بيف اكستركت 05/0 گلايسين -1
 ميلي مولار 150 مولار، كلريد سديم 05/0 گلايسين -2، 
 اضافه و pH 5/7با % 3يف اكستركت  ب- pH 5/9 ، 3با 

 قرار rpm 100به مدت يك ساعت بر روي شيكر با دور 
 pHو   محلول به يك ظرف استريل منتقلسپس. گرفت

 از كلي فاژ µl 100 رسانده شد و به آن 2/7± 2/0 به آن
 تلقيح شد و پس از هم زدن نمونه، pfu/ml  105حاوي

و نمك %) w/v 10 ()8000(به آن پلي اتيلن گليكول
اضافه و مجدداً خوب هم زده شد ) M 3/0(كلريد سديم 

سپس در داخل شيكر با . تا محلول يكنواختي بدست آيد
يك نمونه به .  قرار داده شدCº4 و دماي rpm 100دور 

 ساعت و نمونه ديگر يك شب در داخل شيكر 4مدت 
سپس هر يك از نمونه ها بعد از اتمام زمان مورد . ماند

 لوله هاي سانتريفوژ منتقل و به مدت نيم ساعت نظر، به
رسوب حاصل از سانتريفوژ .  سانتريفوژ شدg 10000در 

حل و با ) M 15/0) 5/9 pHدر بافر فسفات نمكي 
هر آزمايش در سه . روش دو لايه تعداد فاژها سنجش شد

تكرار انجام شد و هر سري آزمايش شامل يك كنترل 
  .]24،23[ منفي و يك كنترل مثبت بود

   جمع آوري و تجزيه و تحليل داده ها -5- 2
داده هاي حاصل از اين تحقيق در نرم افزار صفحه 

 وارد و مديريت داده ها بر روي آن انجام Excel گسترده
توصيف داده ها از جمله ترسيم نمودارها در اين نرم . شد

طرح آماري در اين تحقيق از نوع كاملا . افزار انجام شد
هاي لازم با  تجزيه و تحليل. سه تكرار بودتصادفي با 

 در LSD و آزمون MSTAT-C8افزار استفاده از نرم 
  . انجام شد05/0سطح آلفا برابر 

  

   نتايج -3 
ارزيابي اثر بافرهاي مختلف بر هدف اصلي اين تحقيق 

و تغليظ آن از سطح سبزيجات  MS2 شستشوي كلي فاژ
                                                 
8. Michigan State University version 1.42 
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 كه نمونه هاي با توجه به اين فرضيه. آماده مصرف بود
آلوده عمدتاً ذرات ويروسي را بر روي سطح خود حمل 

با آلوده كردن مصنوعي سطح نمونه ها به ، ]8[مي كنند 
 سعي شد حداكثر شبيه سازي به آلودگي  MS2كلي فاژ 

طبيعي را بوجود آورد و سپس مراحل شستشو را مورد 
 .ارزيابي قرار داد

شده به سطح تلقيح  MS2ميانگين بازيافت كلي فاژ 
كاهو، جعفري و ريحان با استفاده از بافرهاي مختلف در 

سه بافر گلايسين و .  نشان داده شده است1- 3جدول 
كلريد سديم، گلايسين و بيف اكستراكت، و بيف 

 در مقايسه با ساير 5/9 و pH 5/7در دو % 3اكستراكت 
بافرهاي شستشو بيشترين ميانگين بازيافت را داشتند كه 

  %.82و % 92، %88، %82ز ارت بود يب عبابه ترت
كمترين ميزان بازيافت مربوط به بافر شستشوي آب با 

pHبافر فسفات نيز در دو .  معمولي بودpH خنثي و 
 pHدر درصد بازيافت قليايي بررسي شد و مشخص شد 

  .قليايي بيشتر است
نتايج نشان داد تركيب بافر در ميزان بازيافت كلي فاژ 

MS2ت و بافر حاوي ماده بيف اكستراكت اثر  موثر اس
بهتري بر روي جداسازي ويروس از سطح ماده غذايي 

بافر گلايسين و كلريدسديم، بيشترين بازيافت را . رددا
و گلايسين و بيف % 3بعد از بافرهاي بيف اكستراكت 

 .اكستراكت نشان داد

نوع سبزي نيز در ميزان بازيافت موثر بود، طبق نتايج 
 از سطح دو MS2ه ميزان بازيافت كلي فاژ بدست آمد

  .سبزي جعفري و كاهو بهتر از ريحان بود

از ماده پلي اتيلن گليكول  MS2جهت تغليظ كلي فاژ 
استفاده شد و اثر بافرهاي مختلف بر روي ميزان بازيافت 

. )2-3جدول  (كلي فاژ در مرحله تغليظ بررسي گرديد
و كلريد سديم و گلايسين % 3بافرهاي بيف اكستراكت 

كلي فاژهاي %  1بهتر از بافر گلايسين و بيف اكستراكت 
هاي بيف اكستراكت بافربين . تلقيح شده را رسوب دادند

و گلايسين و كلريد سديم اختلاف معني داري % 3
با %  1مشاهده نشد ولي بافر گلايسين و بيف اكستراكت 

 .)1-3شكل (نشان داد  اختلاف معني داري دو بافر ديگر 
 در  MS2همچنين مشخص شد زمان ماندگاري كلي فاژ 
يك شب  محيط حاوي پلي اتيلن گليكول اهميت دارد و

 ساعت ماندگاري 4نگهداري در اين شرايط نسبت به 
 .شود بهتر است و باعث تغليظ بهتر ويروس مي

   بحث-4
هاي روده اي كه از طريق مواد غذايي  امروزه ويروس

ه فرايند نشده و يا حداقل بخصوص مواد غذايي تازه ك
 شده است، انتقال مي يابندفرايند بر روي آنها انجام 

 و تحقيقات زيادي در جهت ستاهميت پيدا كرده ا
شناسايي . گرفته استتشخيص آنها در مواد غذايي انجام 

اي در سطح مواد غذايي  هاي روده ويروسو تشخيص 
هاي معمول كه براي شناسايي  مشكل است و با روش

توان آنها را تشخيص  شود نمي ها استفاده مي باكتري
ها در مواد غذايي ابتدا   حضور ويروسدركبراي . داد

هاي مناسبي را براي بازيافت آنها از  لازم است كه روش
در مطالعه . سطح محصولات غذايي تعيين و بكار برد

هاي روده اي در سطح  حاضر جهت شناسايي ويروس
عي شد يك روش مناسب براي محصولات تازه، ابتدا س

ها از سطح سبزيجات طراحي شود  جداسازي ويروس
كه شامل شستشوي ويروس از سطح ماده غذايي و سپس 
تغليظ آن توسط روش پلي اتيلن گليكول با استفاده از 

  . بعنوان ويروس مدل بودMS2كلي فاژ 
عنوان ويروس مدل  به MS2در اين مطالعه از كلي فاژ 

در بسياري از كارهاي . استفاده شدجهت تاييد روش 
به عنوان جانشين و مدل براي  MS2تحقيقاتي، كلي فاژ 

 چون ،]25،26[ ه استشد هاي روده اي استفاده ويروس
هاي  براحتي در آزمايشگاه قابل كشت است و روش

 . ]20،21[ باشد استاندارد براي كشت آن در دسترس مي
ان مدل در كارهاي بسياري از محققين از اين كلي فاژ بعنو

  از]27[ و همكاران Dawson. اند خود استفاده كرده
 نوروويروس به عنوان مدل در ماندگاري  MS2كلي فاژ 

. بر روي ميوه ها و سبزيجات استفاده كردند
Yavarmanesh از كلي فاژ ]15[ و همكاران MS2 

براي بررسي اثر تركيبات شير خام بر روي استخراج 
RNAده نمودند ويروسي استفا .Dubois و همكاران 

هاي تغليظ   نيز با استفاده از اين كلي فاژ، روش]19[
  .ها را از سطح سبزيجات بررسي كردند ويروس
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pH=9/5 گلايسين 0/05 مولار، بيف اکستراکت 1% با
pH=9/5 گلايسين 0/05 مولار، کلريد سديم 150 ميلی مولار با
pH=7/5 بيف اکستراکت 3% با

Ab
Bb
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  MS2 تاثير زمان نگهداري در محلول پلي اتيلن گليكول بر روي ميزان تغليظ كلي فاژ1شكل 

  
  زيجات در بافرهاي مختلف شستشواز سطح سب  MS2 در صد ميانگين استخراج كلي فاژ  1جدول 

  استخراجدر صد ميانگين

 جعفري ريحان كاهو
 
 )pH(نوع بافر

6/73  47 3/77  )5/9(تريس+اكستراكت بيف+گلايسين 

2/35  9/53   )5/9( تريس+گلايسين 30 
4/73  5/111  5/79  )5/9(بيف اكستراكت+گلايسين 

96 1/60  6/89   )NaOH)5/9+ گلايسين 
32 4/79  4/17   )5/9( سينگلاي 

4/77  55 5/114   )5/9(بيف اكستراكت 
3/97  85 3/77   )5/7(بيف اكستراكت 

70 55 9/75   )5/9(بافر فسفات نمكي 
61 5/47  9/50   )4/7(بافر فسفات نمكي 
20 21 9/12   )8/7(آب 

 
 

  در مرحله تغليظ با پلي اتيلن گليكول در بافرهاي مختلف شستشو MS2 در صد ميانگين بازيافت كلي فاژ2جدول 

  

  
    

  در صد بازيافت
  (cfu/ml)تعداد نهايي كلي فاژ

تعداد اوليه كلي 
 (cfu/ml)فاژ

 نوع بافر

 بيف اكستراكت+گلايسين 441 400-360 91-82

 NaOH+ گلايسين 384 400-320 104-83

 %3بيف اكستراكت 750 5/772-600 103-80
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ساير محققين نيز از آن به عنوان يك شاخص آلودگي  
ويروسي با فاضلاب بر روي محصولاتي مثل گوشت و 

و ديگر  MS2استفاده از كلي فاژ . مرغ استفاده كردند
هاي كنترلي باعث ساده شدن مقايسه  ويروس
  . ]16،18،19[هاي بين آزمايشگاهي شده است  روش

 كه داراي بار ها با كمك پروتئينهاي سطحي خود ويروس
توانند به سطوح مختلف منجمله مواد   ميهستندمنفي 

براي جدا كردن اين ذرات ويروسي . غذايي اتصال يابند
توان از تغيير بار الكتريكي سطح  ميمختلف از سطوح 

 محيط از خنثي به pH با تغير .]19[آنها استفاده كرد 
د و شو قليايي بار منفي سطح آنها به بار مثبت تبديل مي

در اين تحقيق . شود باعث جدا شدن آنها از سطح مي
ها از سطح ماده  براي بهينه كردن جداسازي ويروس

براي اين منظور .  استفاده شدpHغذايي از تكنيك تغير 
 هاي خنثي و قليايي براي pHاز ده بافر مختلف با 

شستشوي كلي فاژ از سطح سبزي استفاده شد و مشخص 
كلي شستشو و تخليص بهتر باعث  قليايي pHگرديد كه  

 ] 8[ نا و همكارButot. شود از سطح سبزي ميها فاژ
رها   محلول شستشو اثر زيادي برpHنيز نشان دادند 

 قليايي pHسازي ويروس از سطح ماده غذايي دارد و 
از A و ويروس هپاتيت  نوروويروسبراي رها سازي 

 .سطح سبزيجات مناسبتر است

 جداسازي و تخليصفر نيز در ميزان  نوع با،pHعلاوه بر 
از بين بافرهاي . ويروس از سطح ماده غذايي تاثير دارد

% 3، بافر بيف اكستراكت  در پژوهش حاضرمورد بررسي
بهتر از بافرهاي ديگر توانست ويروس را از سطح سبزي 

ساير . كلي فاژها تخليص شدند% 90جدا كند و بيش از 
اكستراكت بودند درصد بافرهاي ديگر هم كه حاوي بيف  

ديگران نيز نشان . بازيافت بهتري نسبت به بقيه داشتند
  بهترين بافر شستشو است% 3دادند بافر بيف اكستراكت 

]28،23،8[  .   
 مشخص شده است كه اين ماده در كارهاي ين حالا اب

كند و در  مولكولي بعنوان يك عامل بازدارنده عمل مي
ي براي جداسازي ويروس از تواند ماده مناسب نتيجه نمي

ين دليل در ادامه م به ه،]8،29[ سطح ماده غذايي باشد
كار از بافر گلايسين و كلريد سديم كه بازيافت بهتري 

  .نسبت به بقيه داشت استفاده شد

بعد از جدا سازي ويروس از سطح ماده غذايي بايد حجم 
بافر حاوي ويروس را كاهش داد تا براي كارهاي 

چندين روش براي تغليظ . اسب باشدمولكولي من
هاي  روشها وجود دارد كه ميتوان از  ويروس

ايمونولوژيكي، فيلتراسيون، اولتراسانتريفوژ و ترسيب با 
هاي ايمونولوژيكي  از روش.  نام بردپلي اتيلن گليكول

ها در مواد غذايي استفاده شده  براي تشخيص ويروس
ي كه در تهيه اما اين روش بخاطر مشكلات ،]30،6[ است

آنتي بادي و تغييرات آنتي ژنيك سطح بعضي از 
ها وجود دارد، روش مناسبي براي تمام  ويروس
روش اولتراسانتريفوژ در . ها نمي تواند باشد ويروس

باشد و به وقت كمتري  مقايسه با ساير روشها مناسبتر مي
 استفاده از آن ،نياز دارد ولي بعلت گران بودن روش

در فيلتراسيون نيز حجم  .]8,12،31[ دباش محدود مي
محلول بازيافت شده زياد است و بايد يك مرحله ديگر 

بنابراين ترسيب با پلي اتيلن  .]32[تغليظ را اضافه نمود 
هاي ديگر مي باشد  گليكول روش بهتري نسبت به روش

و در تمام  تواند مناسب باشد كه براي هر ماده غذايي مي
ز روش در تحقيق حاضر ا .]31[ ردآزمايشگاهها كاربرد دا

استفاده  )8000( ترسيب و تغليظ با پلي اتيلن گليكول
 ابتدا تاثير تركيب بافر غليظبراي بهينه سازي روش ت. شد

مرحله بررسي شد اين بر روي ميزان بازيافت كلي فاژ در 
و نتايج نشان داد كه نوع تركيب بافر تاثيري بر روي 

ر سه نوع بافر ميزان بازيافت تغليظ ويروس ندارد و در ه
   .بود% 80بيش از 

زمان رسوب دهي با پلي اتيلن گليكول فاكتور ديگري 
در بررسي . است كه در ميزان بازيافت ويروس تاثير دارد

 يك شب كلي فاژ گاريانجام شده مشخص شد كه ماند
 ساعت ماندگاري 4در محلول پلي اتيلن گليكول بهتر از 

. شود ي بازيافت شده بيشتر ميها است و درصد ويروس
سايرين نتايج متفاوتي را براي زمان ماند نمونه در محلول 

 و  Schowab.پلي اتيلن گليكول گزارش كرده اند
 تفاوت معني داري را در ضريب بازيافت ]24[همكاران 
 و پوليوويروس در محلول Aهاي هپاتيت  ويروس

لن پلي اتي% 13گلايسين و بيف اكستراكت كه حاوي 
 و 2 مولار نمك كلريد سديم بود  بعد از 2/0گليكول و 

 نيز ]10[و همكاران  Atmar . ساعت پيدا نكردند15
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پلي % 8 ساعته در محلول 2نشان دادند كه يك زمان ماند 
 از نمونه Aاتيلن گليكول براي بازيافت ويروس هپاتيت 

 Jones و Jonesصدف خوراكي كافي مي باشد، اما 
 در MS2دند كه زمان ماند كلي فاژ  گزارش كر]34[

محلول پلي اتيلن گليكول بر ميزان بازيافت ويروس تاثير 
 ساعت يا همان يك شب نگهداري در 15دارد و بعد از 

محلول پلي اتيلن گليكول باعث افزايش بهتر ضريب 
اين نتايج متفاوت شايد ناشي از نوع . شود بازيافت مي

ر صد پلي اتيلن ويروس، تركيب و ساختار محيط و د
گليكول باشد كه بر روي زمان مورد نياز براي ترسيب 

اين نتايج متفاوت پيشنهاد مي . گذارد ويروس تاثير مي
 ويروس تغليظشرايط مختلف بر روي ميزان تاثير كند كه 

 و با دقت بيشتري ارزيابي بررسيبا پلي اتيلن گليكول 
  .گردد
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Enteric viruses are among those pathogens which are responsible for a significant portion of 
food-borne diseases. Unfortunately, robust, quantitative methods for sampling and analysis of 
viruses in foods are not well-established. As a result, epidemiologically determined etiologies 
or pathogen sources in food-borne outbreaks are rarely confirmed by routine virological 
analysis. In this study, MS2 coliphage was used as a model for enteric viruses. In addition, 
elution method of virus from the surface of vegetables by different buffers was investigated. 
Among ten buffers used  for elution of the coliphage,  four buffers (0.05 M glycin and 
150mM NaCl, pH 9.5; 0.05 M glycin and 1%(w/v)beef extract, 3%(w/v)beef extract in pH 9.5 
or 7.5) showed the highest coliphage recovery (82%, 88%, 92% and 82%  respectively). 
Furthermore, the coliphage concentration index using polyethylene glycol [10%(w/v)] and 
NaCl (0.3M) was also evaluated. Up to 80% of the inculated of coliphages were recovered 
and confirmed that type of buffer had no effect on the concentration index. According to our 
results, incubation time in solution of polyethylene glycol was an important factor in 
concentration index. The highest index of concentration was detected in overnight incubation 
at 4°C.  
 

      Key words: Enteric viruses, MS2 coliphage, Ready-to-eat vegetables, Elution methods. 
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