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 چكيده

در عسل . حاصل از شهد گياهان توسط زنبور عسل است بخش انرژي و غني بسيار غذايي مادهعسل  :مقدمه
يكي از اين ميكروارگانيسم هاي خطرساز باكتري . احتمال وجود ميكروارگانيسم ها به شكل اسپور وجود دارد

اين مطالعه به منظور بررسي . است كه توانايي بروز بوتوليسم به ويژه در نوزادان را دارد كلستريديوم بوتولينوم
و كپك و مخمر  كلستريديوم بوتولينومع آلودگي عسل هاي توليدي مناطق مختلف ايران به اسپور ميزان شيو

  .صورت گرفت
نمونه عسل، تهيه شده از  130بر روي تعداد  1392اين مطالعة توصيفي مقطعي در سال  :يبررس روش

هاي ايران با استفاده از در عسل  كلستريديوم بوتولينومفراواني اسپور . كشور انجام گرفت زنبورستان هاي
درجه سانتي  35روز در دماي  10شوك حرارتي و محيط كشت گوشت پخته شده گرمخانه گذاري به مدت 

به عنوان نمونه ي كنترل مثبت  PTCC:1766باكتري كلستريديوم پرفرنژنس . گراد مورد بررسي قرار گرفت
  .لي ايران  انجام پذيرفتآزمون شمارش كپك و مخمر نيز طبق استاندارد م. استفاده شد

. در هيچ يك از  نمونه هاي مورد مطالعه حضور نداشت كلستريديوم بوتولينومنتايج نشان داد اسپور  :ها يافته
% 6/66استان كردستان با . بالاتر از حد مجاز استاندارد بود%) 67/26(نمونه  34آلودگي به كپك و مخمر در 

كمترين  ميزان  CFU/g  55-33آلودگي و مازندران با دامنه آلودگيآلودگي بالاتر از حد مجاز، بيشترين 
  .آلودگي به كپك و مخمر دارا بودند

   ايمن بوده كلستريديوم بوتولينومعسل هاي ايران در مقطع زماني مورد مطالعه از نظر اسپور  :يگير نتيجه
  دارا ميزان را   كمترين  بيشتر و شمال كشور  غرب كشور مناطق  و مخمر در عسل هاي   به كپك  آلودگي  اما

  . باشد مي 
  ، قارچ، ايمني مواد غذاييكلستريديوم بوتولينومعسل،  :هاي كليديواژه 

دانشگاه علوم پزشكي و  بهداشت و ايمني مواد غذايي،دانشكده بهداشتاين مقاله بر گرفته از پايان نامه كارشناسي ارشد 
 .مي باشد صدوقي يزدخدمات بهداشتي درماني شهيد 
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     و آلودگي قارچي در عسل هاي توليدي ايران كلستريديوم بوتولينوماسپور  

  مقدمه

با خاصيت ضد  ،بخش انرژي و غني بسيار غذايي مادهعسل 

.  ميكروبي حاصل از تغليظ شهد گياهان توسط زنبور عسل است

قند و آب عمده ترين تركيبات تشكيل دهنده عسل بوده كه به 

قند هاي موجود در . مي باشند% 18تا  17و % 80ترتيب برابر 

و %) 3/1(، ساكارز %)28/31(، گلوكز %)19/38(عسل فروكتوز 

ساير مواد موجود در عسل شامل اسيدها كه . است%) 3/7(مالتوز 

، 226/0، پروتئين %57/0غالبا اسيد فرميك مي باشد در حدود 

 %17/0مواد معدني در حدود  ،%1/0، آمينواسيد %043/0نيتروژن 

ديگر مواد موجود در عسل، مثل رنگدانه ها، مواد آروماتيك، و 

تركيبات فنلي، ذرات كلوئيدي، قندهاي الكلي و ويتامين ها كه 

          از تركيبات كل عسل را شامل  %1/2مجموعا در حدود 

 . )1(مي شوند

مشخصه هاي دروني عسل از قبيل فعاليت آبي پايين، فشار 

ليد پروكسيد هيدروژن و تركيبات ضد پايين، تو pHاسمزي بالا، 

ميكروبي طبيعي باعث مي شود تا در عسل طبيعي كمتر 

در عسل . )2-4( ميكروارگانيسمي به صورت فعال باقي بماند

هيچ ميكروارگانيسم زنده اي وجود ندارد ولي ميكروارگانيسم 

.  )5( ها به شكل اسپور مي توانند در عسل وجود داشته باشند

باكتري گرم مثبت و بي هوازي است و در  وتولينومكلستريديوم ب

در خاك و غبار و  معمولاً .همه جا به صورت طبيعي وجود دارد

. در محصولات كشاورزي بيشتر به صورت اسپور ديده مي شود

قادر به توليد اسپور بوده و مي تواند با توليد سم اين باكتري 

 .بوتوليسم شود فلجي شل يا كشنده باعث بيماري

تشخيص بوتوليسم با يافتن سم و يا باكتري در نمونه ي غذايي  

دوز  دقيق صورت به اگرچه. مشكوك امكان پذير است

مطالعات اخير  در اما است نشده تعيين توكسينها كشندگي

 70 را براي يك انسان Aتيپ   بوتولينوم توكسين دوزكشندگي

 ميكروگرم و از راه 9/0كيلوگرمي در صورت تزريق وريدي 

  . )6( ميكروگرم مشخص شده است 70دهان 

به شرايط اسيدي معده مقاوم بوده و پس از جذب  نوميبوتولسم 

سموم . مي رسداز روده توسط خون به سلولهاي عصبي 

 ,A, B, Cبر اساس تفاوت آنتي ژنتيكي خود به انواعبوتولينوم 

D, E, F, G  قسيم بندي مي شوند كه انواع ت B ,E ,Fو A  در

در  D و Cدر حالي كه انواع  .موجب بيماري مي شوند انسان

تا كنون بيماري خاصي  Gنوع  از حيوانات موجب بيماري شده و

 غذا از منتقلهبسياري از موارد بوتوليسم . گزارش نشده است

كلستريديوم ناشي از مصرف غذاي آلوده شده به نوروتوكسين 

 ).7،  8(است     بوتولينوم

بوتوليسم غذايي با ويژگي فلجي شل، ناشي از خوردن سم  

در مواد غذايي خوب كنسرو نشده يا مواد  كلستريديوم بوتولينوم

در نوع . غذايي كه شرايط بي هوازي دارند، ايجاد مي شود

بوتوليسم نوزادي به علت بلع و در نتيجه فعال شدن اسپور 

م و بروز بيماري در كولون، سبب توليد س كلستريديوم بوتولينوم

در بوتوليسم نوزادي منبع ورود باكتري به دستگاه . مي شود

گوارش كاملا مشخص نيست ولي عسل به عنوان يكي از اين 

  . )9( منابع احتمالي شناخته شده است

به عنوان مثال بروز بوتوليسم ناشي از مصرف عسل در كشورهاي 

گزارش  )14(انسه و فر )13،12(، ايتاليا )11(، پرتقال )10(ايران 

تيپ كلستريديوم بوتولينومعسل به عنوان مخزن اسپور . شده است

A  وB عسل به عنوان يكي از شايع . )15( شناخته شده است

               ترين علل بروز بوتوليسم نوزادان در ژاپن و شمال آمريكا
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    يزد ماهنامه علمي پژوهشي دانشكده بهداشت دو 
خطر بروز بيماري در كشورهاي شرق اروپا به . )16( مي باشد

عسل همراه با چاي و گياهان دارويي توسط دليل مصرف 

نوزادان بدون توجه به اسپورهاي احتمالي موجود در آن بيشتر 

 . )17(است 

مطالعات فراواني در مورد ميزان فراواني اسپور كلستريديوم 

بوتولينوم در عسل هاي توليد شده در كشورهاي مختلف جهان 

از عسل هاي % 5/12و همكاران  Küplülü .صورت گرفته است

 .)18(كلستريديوم گزارش كردند تركيه را آلوده به اسپور 

Nevas   و همكاران در كشورهاي دانمارك، سوئد و نروژ نشان

شيوع آلودگي در نمونه هاي عسل مربوط به دانمارك، دادند كه 

بيشترين سروتيپ . بود %2و %10، % 26و نروژ به ترتيب  سوئد

همچنين در . )19( بود Bدراين مطالعه گروه  شناسايي شده

 ،از نمونه هاي عسل% 3در برزيل، و همكاران  Rallمطالعه ي 

و  Iurlina  .)20(كلستريديوم بوتولينوم بودند آلوده به اسپور

همكاران در بررسي خصوصيات ميكروبيولوژيكي عسل هاي 

مختلف آرژانتين موفق به جداسازي هيچ يك از گونه هاي 

 .)21(ري كلستريديوم عسل نشدند باكت

در ميان آلوده كننده هاي عسل، آلودگي قارچي نيز از اهميت 

بالايي برخوردار بوده و در استاندارد ملي ايران براي اين 

ي آب تيفعالدامنه .آلودگي حدود مجازي تعريف شده است

 اكثر رشداين فعاليت آبي از  كهمي باشد،  53/0-67/0 نيب عسل

 عسل در ريتخم نديفرا. جلوگيري مي كند ها سميكروارگانيم

 گرم 200 اي 171 يبالا آن رطوبت كه رديگي م صورتي زمان

 باشدتر از اين حد بالا عسل رطوبت اگر. باشد لوگرميدرك

 نيا اثر. رشدكنند است ممكن كيلياسموفي مخمرها

ي د ديتول به منجر فروكتوز و گلوكزبر  ها سميكروارگانيم

 كياست دياس ديتول است ممكن و شودي م اتانول و دكربنياكس

  .)22( دينما

با توجه به نبود اطلاعات كافي از وضعيت فراواني اسپور 

كلستريديوم بوتولينوم در عسل هاي توليد ايران و ميزان آلودگي 

آن ها به كپك و مخمر اين مطالعه ي توصيفي مقطعي انجام 

اسپور كلستريديوم  هدف از اين تحقيق، ارزيابي فراواني. گرفت

بوتولينوم و آلودگي قارچي در عسل هاي توليدي ايران در سال 

  .بود 1392

  روش بررسي

بر  1392اين مطالعه از نوع توصيفي مقطعي بوده كه در سال 

 126نمونه عسل انجام گرفت، از اين تعداد  130روي تعداد 

نمونه از زنبورستان هاي استان هاي مختلف كشور با توجه به 

شمال، شمال (ناحيه بندي هفت گانه ي ايران بر اساس توليد عسل

به صورت ) غرب،غرب، جنوب، شرق، شمال شرق و مركز

نمونه از برند هاي معروف  4تصادفي انتخاب و تهيه شد و تعداد 

نمونه ) مراكز فراوري و بسته بندي عسل به روش صنعتي(عسل 

  .برداري شد

ن هاي مختلف استان هاي نمونه عسل از زنبورستا 126تعداد 

كشور با توجه به ناحيه بندي هفت گانه ي ايران بر اساس توليد 

شمال، شمال غرب، غرب، جنوب، شرق، شمال شرق و (عسل

نمونه  30از اين تعداد، . به صورت تصادفي انتخاب شدند) مركز

نمونه عسل  52نمونه عسل تك گلي و تعداد  44عسل با موم، 

به منظور آماده سازي نمونه عسل .دچند گلي انتخاب گردي

گرم عسل در  25ابتدا جهت آزمون اسپور كلستريديوم بوتولينوم 

 ي رينگر حاوي ميلي ليتر آب مقطر استريل با رقيق كننده 100

اضافه شده و تا هموژن شدن كامل  ، Tween 80يك درصد
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     و آلودگي قارچي در عسل هاي توليدي ايران كلستريديوم بوتولينوماسپور  

 65 گرم سپس محلول به دست آمده در حمام آب. شدمخلوط 

در مرحله بعد، مخلوط  شده ودقيقه گذاشته  30درجه به مدت 

دقيقه سانتريفيوژ  30دور در دقيقه و به مدت  9000حاصله با دور 

  .شد

 با نيم ميلي ليتر سرم فيزيولوژي مخلوط گرديد و رسوبات حاصله

 ) CMMآلمان، مرك، (محيط گوشت پخته ميلي ليتر از  9به 

روغن سپس به وسيله . ميلي ليتري اضافه شد 15در لوله هاي 

تا شرايط بي  شدهروي محيط كشت پوشيده استريل  پارافين

 10كشت  به مدت  هاي محيط.هوازي براي باكتري فراهم شود

بعد از گذشت . نددرجه گرمخانه گذاري شد 35روز در دماي 

اين زمان، لوله هاي محيط كشت از نظر كدورت و توليد گاز 

  .)23( گرفتندمورد بررسي قرار 

تهيه شده از  PTCC:1766از باكتري كلستريديوم پرفرنژنس 

به عنوان كنترل مثبت  سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

باكتري پس از رشد در گوشت پخته شده . استفاده شد

)Cooked Meat ( به محيط زرده تخم)Egg Yolk(  مرغ

ه تلقيح شد و پرگنه هاي حاصله را در يك ميلي ليتر رقيق كنند

حل كرده و تحت شوك  Tween 80رينگر حاوي يك درصد 

  .دقيقه قرار داده شدند 30درجه به مدت  65حرارتي 

در شرايط استريل يك ميلي ليتر از محلول حاوي باكتريهاي 

گرم نمونه عسل اضافه شدند وهمراه نمونه  25اسپوردار را به 

هاي آزمايش پس از سانتريفيوژ رسوبات به دست آمده كشت 

  . داده شدند

روز كدورت ايجاد كرده   10نمونه كنترل مثبت پس از گذشت 

گروه  25لوله هاي آزمايش به ي، دييتا آزمونو به منظور انجام 

تايي تقسيم شدند و از هر گروه رنگ آميزي گرام صورت  5

تعداد سه لوله ي حاوي محيط كشت گوشت پخته پس . گرفت

. از استريل كردن همراه ديگر نمونه ها گرمخانه گذاري شدند

روز رشدي در آنها  10نمونه هاي كنترل منفي پس از گذشت 

  .صورت نگرفت

گرم عسل وزن  شد، پس  5مون كپك و مخمر مقدار به منظورآز

درصد  05/0از رقيق سازي با محلول رينگر استريل حاوي 

Tween 80  به صورت كشت سطحي در محيط  01/0از رقت

كشت داده ) YGC(كلرامفنيكول  –دكستروز  -عصاره مخمر

. )24( درجه قرار گرفت 25روز در دماي  5تا  3شد و به مدت 

حد مجاز كپك و مخمر  92ملي ايران شماره  طبق استاندارد

  .)25( عدد در هر گرم عسل مي باشد 100كمتر از 

كليه ملاحظات اخلاقي مربوط به اين مقاله طبق بيانه هلسينكي 

  .رعايت گرديده است

  

  يافته ها

در هيچ يك از نمونه هاي عسل باكتري كلستريديوم بوتولينوم 

باكتري كلستريديوم ولي در گروه كنترل . جداسازي نشد

نتايج حاصل از  .پرفرنژنس رشد كرده و ايجاد كدورت نمود

كشت و شمارش كپك و مخمر در روز سوم نشان داد كه از نظر 

% 67/66 كردستانآلودگي به اسپور كپك ومخمر به ترتيب 

 و زدي ،يمركز ل،ياردب ،%50 قم ،%56/55 كرمانشاه ،يآلودگ

 اصفهان و زنجان ،%25 اسبندرعب و خراسان ،%33/33 همدان

 حد از بالاتري آلودگ زانيم نيشتريب ،%11/11 رازيش ،67/16%

 و مازندران گرگان،ي ها نمونه كهي حال در .اند داشته را مجاز

 استاندارد مجاز حدود در ومخمر كپك بهي نظرآلودگ از زيتبر

 ).1جدول( اند بوده رانياي مل
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و درصد نمونه هاي بالاتر از حد مجاز آلودگي  به كپك و مخمر در نمونه   (CFU/gr)ميانگين، انحراف معيار، دامنه آلودگي :1جدول 
  عسل هاي مناطق مختلف ايران

  
انحراف معيار±ميانگين نمونه هاي  بالاتر از حد % دامنه

 مجاز استاندارد

 منطقه جغرافيايي تعداد نمونه

   تبريز 10 0 >65-30 86/27±5/36
غرب و شمال 

 غرب

  
 مركز

 اردبيل 12 33/33 >65-30 38/27±33/35

 كردستان 9 67/66 340-70 33/178±43/104

 كرمانشاه 9 56/55 240-65 33/138±15/63

 زنجان 9 67/16 120-45 70±24/68

 همدان 9 33/33 162-43 33/90±26/41

43/19±5/66 

08/104±67/150 

65-30< 

300-35 

11/11 

50 

9 

9 

 شيراز

 قم

 يزد 9 33/33 110-39 18/24±67/75

 اصفهان 9 67/16 110-40 24//83/68±79

 مركزي 9 33/33 110-42 5/77±75/22

 شمال مازندران 9 0 >65-30 82/23±83/15

 شمال شرق گرگان 9 0 >65-30 83/27±28/29

 جنوب بندر عباس 8 25 162-42 98/33±91/83

 شرق خراسان 16 25 120-38 27/26±68/75

 جمع 130 67/26%)34( >30 -300 8/45±4/79

 

  بحث و نتيجه گيري

. آلودگي به كپك و مخمر مشاهده شد%) 67/26(نمونه  34در 

آلودگي بالاتر از حد مجاز، بيشترين %  6/66استان كردستان با

كمترين  CFU/g  55-30آلودگي و مازندران با دامنه آلودگي

  . ميزان آلودگي به كپك و مخمر دارا بودند

Kuplulu  به منظور بررسي ) 2006(و همكاران، مطالعه اي

در نمونه هاي عسل كشور  كلستريديوم بوتولينومحضور اسپور 

از عسل هاي % 5/12كه  و مشخص نمودند تركيه انجام دادند

اسپور كلستريديوم خرده فروشي در تركيه و آنكارا آلوده به 

 2005و همكاران در سال   Nevas .)18( ه استبودبوتولينوم 

 F وA   E ,B,بررسي شيوع تيپ هاي طي تحقيقي به

درعسل هاي توليد شده در كشورهاي كلستريديوم بوتولينوم 

  . پرداختند PCRشمالي اروپا به روش 

و  سوئدشيوع آلودگي در نمونه هاي عسل مربوط به دانمارك، 

بيشترين سروتيپي كه دراين . بود %2و  %10، %26نروژ به ترتيب 

   .)19( بود  Bايي شد گروه مطالعه شناس

و همكاران   Pablo Schocken در مطالعه مشابهي توسط

كلستريديوم اسپور ميزان آلودگي عسل هاي برزيل به ) 1999(
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و  A  B,كه مشتمل بر انواع سروتيپ هاي هبود% 06/7 بوتولينوم

D پژوهش انجام گرفته توسط براساس .)24( بود Rall  و

از نمونه هاي عسل آلوده به % 3در برزيل، ) 2003(همكاران 

نمونه ها اسپور % 64در . بودنداسپور كلستريديوم بوتولينوم 

  . )20( شناسايي شدنيز كپك و مخمر 

در آلمان به بررسي ) 2002(و همكاران  Nevasدر مطالعه اي 

در عسل به روش غني سازي نومكلستريديوم بوتوليحضور اسپور 

 PCRو سپس ) SF(از طريق فيلتراسيون مواد مايع سطحي 

از نظر كمي دامنه تعداد اسپور هاي باكتري در هر . پرداختند

  . عدد بود 18-140كيلوگرم عسل 

 9در . نمونه شناسايي شد 12در  Bنمونه، تيپ  17در  Aتيپ 

 )26( د داشتبه طور توام وجوباكتري  Bو  Aنمونه نيز تيپ 

Iurlina بررسي مشخصه هاي ميكروبي در  )2005( و همكاران

، نشان دادند كه باكتري هاي نمونه عسل هاي مختلف آرژانتين

. )21(كلستريديوم احيا كننده سولفيت در نمونه ها وجود ندارد 

Vidon  فراواني اسپور كلستريديوم  )1994(و همكاران

نمونه از عسل هاي منطقه شرق فرانسه مورد  90بوتولينوم را در 

نمونه آلوده به اسپور  8بررسي قرار دادند كه از اين ميان تعداد 

لذا عليرغم عدم حضور اسپور  .)9(كلستريديوم بوتولينوم بود 

كلستريديوم بوتولينوم در نمونه هاي عسل بررسي شده ازخطر 

صرف عسل در نوزادان زير دو سال كاسته نمي شود زيرا اكثر م

بنابر اين آلودگي . مطالعات انجام شده بصورت مقطعي مي باشند

به اسپور كلستريديوم بوتولينوم متاثر از شرايط محيطي است كه 

از .در بازه اي ديگر از زمان اين شرايط مي توانند متفاوت باشد

وم است مي توان براي رفع اين آنجا كه عسل نسبت به اشعه مقا

مشكل قبل از استفاده، عسل را با اشعه گاما پرتودرماني كرد تا 

ميزان آلودگي عسل به . )27(اسپورهاي احتمالي از بين بروند 

. كپك و مخمر ها رابطه مستقيمي با شرايط آب و هوايي دارد

همانطور كه از نتايج مطالعه حاضر مشخص است، آلودگي در 

. رطوب كشور، در كمترين سطح خود مي باشدمناطق م

 كه چرا، است ريپذ نا  اجتناب  عسل مخمردرو  وجودكپك

. آوردي مبه كندو  خود با را آنها شهدي آور جمع هنگام زنبور

پاستوريزاسيون باعث كنترل رشد اين ميكروارگانيسم ها مي 

بعضي از اثرات منفي حرارت باعث تغيير رنگ عسل، . شود

  .)22(مي شود  وكاهش آنزيم اينورتاز و ساير آنزيم ها 

نتايج حاصل از پژوهش حاضر حاكي از ايمن بودن عسل هاي 

نظر توليد شده در مناطق مختلف ايران در مقطعي از زمان از 

با توجه به شرايط محيطي، به . ي باشدم كلستريديوم بوتولينوم

ويژه شرايط زماني ممكن است در بازه اي ديگر از زمان حضور 

اسپور افزايش پيدا كند، لذا به منظور كاهش خطر بروز بوتوليسم 

 2در نوزادان توصيه مي شود كه حتي الامكان به كودكان زير 

وامعي كه مصرف عسل در اين در ج. سال عسل خورانده نشود

گروه سني رايج شده است پيشنهاد مي شود براي جلوگيري از 

بروز بيماري عسل ها ي مصرفي را قبل از استفاده با اشعه ي گاما 

 . پرتودهي نمايند

  تشكر و قدرداني 

اين مقاله حاصل از پايان نامه كارشناسي ارشد آقاي مرتضي 

گاه علوم پزشكي شهيد جوادزاده در دانشكده بهداشت دانش

صدوقي يزد بوده كه به صورت طرح مشترك و با همكاري 

مركز تحقيقات طب سنتي دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام 

بدينوسيله از تمامي كساني كه ما را در انجام اين . شده است

  . پژوهش ياري نموده اند تشكر و قدرداني مي نماييم
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Abstract 

Introduction: Microorganisms may be present in the form of spores, in honey. One of these dangerous 
organisms is the bacterium Clostridium botulinium spores which are capable induced botulism particularly in 
infants. The aim of this study was to determine the prevalence of Cl. botulinum spores in honey produced in 
different regions of Iran. 
Method: This cross-sectional study was performed in 2013. A total of 130 honey samples were collected and 
analyzed for Cl. botulinium spore. Samples were chosen randomly from the apiary of Iran.  The samples 
were examined according to Iranian standard. In laboratory, honey samples were investigated using thermal 
shock and they located in cooked meat medium and incubated for 10 days at 35°C. The bacterium spores of 
Clostridium perfringens (PTCC: 1766) was used as a positive control sample. 
Results: The Results showed that Cl. botulinum spore was not detected in any of examined samples. Thirty 
four samples (26.67%) had mold and yeast contamination higher than the Iranian standard limit. Samples 
from Kurdestan province had high contamination (66.6%) and it was higher than other regions.  Honey 
samples from Mazanderan province had the lowest prevalence of mold and yeast with ranged from 30 to 55 
CFU/g. 
Conclusion: Overall, the contamination of honey with Cl.  botulinum spores in examined samples was zero 
and so they are safe, but some samples had mold and yeasts contamination that honey samples collected 
from west and north regions had the high and low contamination, respectively. 
 
Keywords: Honey, Cl. botulinum, Mold, Yeast, Food safety 
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