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  چكيده

با اين حـال، منـشا و    . در سراسر جهان استها ين عفونتتر هليكوباكتر پيلوري يكي از شايع عفونت حاصل از
ق شـير خـام     ي پيـشنهادي، انتقـال آن از طري ـ       هـا    يكي از نظريه   .انتقال اين باكتري به وضوح شناخته نشده است       

آب آشـاميدني لولـه       حاضر با هدف تعيين هليكوبـاكتر پيلـوري در         ي  هبنابراين، مطالع . حيوانات به انسان است   
نمونـه   182، در مجمـوع  1390 تا خرداد ماه 1389 از خرداد ماه . شير گاو، پنير و بستني سنتي انجام شد،كشي

 بـه  =n)25( و بـستني سـنتي   =n)47(يـر سـنتي    پن،=n)70(خـام گـاو   شير ،=n) 40( آب آشاميدني لوله كشي
ي كشت  ها  صورت تصادفي از شهرهاي شهركرد و شيراز تهيه و جهت تعيين هليكوباكتر پيلوري توسط روش              

  نمونه شير گـاو مـورد بررسـي        70از   . مورد ارزيابي قرار گرفت    (PCR)اي پلي مراز     سطحي و واكنش زنجيره   
پنير و بـستني سـنتي جـدا     ،ي آبها سازي شد، در حالي كه از نمونهانمونه جد اكترپيلوري تنها از يكهليكوب
بـه طـور    .مثبـت بـود   ureCاز نظـر حـضور ژن   )  درصد8/8( نمونه 16 نمونه مورد مطالعه182از مجموع . نشد

 6، )درصـد 10(نمونـه شـير گـاو     70از  نمونـه 7، ) درصـد 5(نمونه آب لوله كشي  40 نمونه از مجموع 2كلي، 
 نتايج اين مطالعـه  .مثبت بود) درصد 4( بستني سنتي 25 نمونه از 1 و )درصد8/12(سنتي نمونه پنير 47 از نمونه

  .دهد  ميي شير و آب را نشانها بر روي منبع آلوده كننده نمونه يتر لزوم تحقيقات بيش
 

  .آب، شيرخام گاو، هليكوباكتر پيلوري، بسنتي، پنيرسنتي :كليدى هاي واژه
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 مقدمه -1

هليكوباكترپيلوري، يك بـاكتري گـرم منفـي اسـت كـه در مخـاط               
عفونــت حاصــل از ايــن ميكــرو . شــود انــسان كلــونيزه مــيي همعــد

ارگانيسم بسيار معمول است و شايد بيش از نيمي از جمعيت انساني            
ميــزان آلــودگي بــه ايــن ميكروارگانيــسم در  . ن آلــوده باشــندبــه آ

 درصد و در كشورهاي در حال توسعه بـالاتر         50كشورهاي صنعتي   
دهـد اكثـر      مـي  مطالعـات نـشان   ). 19و4(درصـد اسـت   90و نزديك   

ــن ده     ــل از س ــت قب ــه عفون ــتلا ب ــوارد اب ــت  م ــالگي رخ داده اس س
يماري از جمله   مسوول چندين عامل ب   هليكوباكترپيلوري   ).25و19(

با وجود شـيوع بـالاي عفونـت        ). 9(زخم معده و سرطان معده است     
ي انتقال آن بـه انـسان هنـوز بـه روشـني مـشخص               ها  اين باكتري راه  

اگرچه تحقيقات زيادي در اين زمينه انجام شـده اسـت           . نشده است 
 ي  همعـد ). 28و14(است  مدفوع - دهاني  ين راه انتقال آن   تر  ومتداول

ين محيط براي رشد هليكوباكتر پيلـوري محـسوب         تر انسان، مناسب 
ين عوامل خطرزا براي عفونـت هليكوبـاكترپيلوري        تر   مهم .مي شود 

 فقـدان آب آشـاميدني      ،عبارت است از پايين بودن سطح بهداشـت       
هاي حاصل  عفونت). 22(بهداشتي و مواد غذايي غيربهداشتي است       

تقيم انسان بـه انـسان      از هليكوباكتر پيلوري عمدتاً از طريق انتقال مس       
يي از انتقـال    هـا   گيرد، اگرچه گزارش    يا آلودگي محيط صورت مي    

مطالعـات   .)14(آلودگي از طريـق مـواد غـذايي و آب وجـود دارد    
اخير، زئونوز بودن هليكوبـاكترپيلوري را مـورد توجـه قـرار داده و              

دارد اگر چه اين باكتري قادر به رشـد در غـذا نيـست ولـي                بيان مي 
ايي احتمالاً به عنوان يك حامل غير فعـال درانتقـال هليكـو             مواد غذ 

در ايـن    ).28،  12،  6،  2(كنـد   باكتر پيلوري در انسان نقش بازي مي      
ي هـا  ين گـروه تر مهم ي آن به عنوان يكي ازها  ميان، شير و فرآورده   
 انسان از اهميـت ويـژه اي برخـوردار انـد و             ي  همواد غذايي در تغذي   

اين گروه مـي توانـد        حاكي از آن است كه     برخي از مطالعات اخير   
 ).26، 12، 10(به عنوان يكي از حاملين اين ارگانيسم به حساب آيد

حداقل دوز عفوني اين باكتري در انسان كاملاً مشخص نشده است           
 واحد تشكيل دهنده پرگنـه از ايـن بـاكتري           105اما احتمالاً حداقل    

  .)15(جهت ايجاد يك عفونت نياز است 
ي محدودي در خـصوص ارزيـابي حـضور هليكوبـاكتر           مطالعات

پيلوري در آب و مواد غذايي از جمله شير گـاو، گوسـفند و بـز در                 
 انتقـال ايـن     ي  هفرضي) 26 ،16،  11،  10(و ساير كشورها    ) 12(ايران  

لـذا بـا    . پاتوژن را از طريق آب و مواد غذايي تقويـت نمـوده اسـت             
مت انسان، اين مطالعه با     توجه به اهميت هليكوباكتر پيلوري در سلا      

هدف بررسي وتعيين ميـزان آلـودگي هليكوبـاكتر پيلـوري در آب             
ي شـهركرد و  هـا  در شـهر  لوله كشي، شير گاو، پنير و بـستني سـنتي        

شيراز به روش كشت سطحي و واكنش زنجيره اي پلي مـراز انجـام          
  .شد
 
  ها مواد و روش -2
  ها  جمع آوري نمونه-2-1
نمونـه   182، در مجمـوع  1390 خـرداد مـاه    تـا 1389از خرداد مـاه   

ــشي   ــه ك ــاميدني لول ــامل آب آش ــف  =n) 40( ش ــاطق مختل از من
 پنير سـنتي    ،=n)70(خام گاو  ي شيراز و شهركرد و شير     ها  شهرستان

)47(n= ــستني ســنتي ــه صــورت تــصادفي ســاده از  ، =n)25( و ب  ب
تهيـه شـد     ي لبنـي در شـهركرد و شـيراز        ها   فرآورده ي  همراكز عرض 

ي هـا   و جهت تعيـين هليكوبـاكتر پيلـوري توسـط روش          ) 1جدول  (
ــراز    ــي م ــره اي پل ــورد (PCR)كــشت ســطحي و واكــنش زنجي  م

ي مورد مطالعه با توجه به تفاوت       ها   تعداد نمونه  .ارزيابي قرارگرفت 
 بـه ايـن     تـر   ي لبني سـنتي و دسترسـي راحـت        ها  در مصرف فرآورده  

يتـر و سـاير      ي آب به ميزان يـك ل       ها  نمونه. محصولات انتخاب شد  
 گرم در ظـروف اسـتريل جمـع آوري          500ي لبني به ميزان     ها  نمونه

  .منتقل شدند در شرايط يخچالي در كنار يخ به آزمايشگاه
 
  جداسازي هليكو با كتر پيلوري به روش كشت-2-2
ي پنيـر و بـستني      ها  ي شير و سوسپانسيون تهيه شده از نمونه       ها  نمونه 

 MO74 (   بروسـلا آگـار   سنتي بـه طـور سـطحي بـر روي محـيط             
   درصد سـرم جنـين گوسـاله        10غني شده با    ) HIMEDIAشركت  

) RM-112 شركتHIMEDIA ( درصد خون دفيبرينه شـده  5و 
/  ميكروگـرم    6ي متـو پـريم،    تـر   ميلي ليتر /  ميكروگرم   10گوسفند،  

ــي ــسيم و  ميل ــر سفك ــرم 5ليت ــسين  /  ميكروگ ــر وانكوماي ــي ليت  ميل
(Merck) ــه ــدت كــشت داده شــدند و ب  37 روز در محــيط 3-5 م

 دار تحـت شـرايط ميكـرو    Co2 ي هدر گرمخان ـ  سـانتيگراد ي هدرج
گـرم  )N2 درصـد    85 و   O2 درصـد    Co2  ،5 درصد   10( آئروفيليك

ــذاري شـــدند ــه. خانـــه گـ ــه، پرگنـ ــا در ادامـ ــه هـ ي مـــشكوك بـ
هـاي  هليكوباكترپيلوري با استفاده از رنـگ آميـزي گـرم و آزمـون            

آز بررسـي و مـورد تائيـد         اكـسيداز، اوره   بيوشيميايي شامل كاتالاز،  
  ).26(قرار گرفتند

 
  
  



19 اي پليمراز  گاو، پنير و بستني سنتي به دو روش كشت سطحي و واكنش زنجيره شير،تعيين هليكوباكتر پيلوري در آب
 و رديابي هليكوباكتر پيلوري بـه روش        DNA استخراج   -2-3

PCR  
ي مـورد بررسـي بـه روش        هـا    رديابي هليكوباكتر پيلـوري از نمونـه      

PCR  ــيل ــه وس ــشريح شــده ب  وهمكــاران Lageي  ه مطــابق روش ت
                                     اسـتخراج كيـت   از DNAجهـت اسـتخراج     ).15(انجام شد ) 1995(

DNA (Genomic DNA Purification kit-Fermentas) و
ــابق ــتورالعمل مطـ ــازنده دسـ ــد سـ ــدام شـ  كميـــت و كيفيـــت .اقـ
DNA     260طول مـوج     در استخراج شده به دو روش اسپكترومتري 

ــاروز   ــورز روي ژل آگ ــانومتر و الكتروف ــرار  % 1ن ــابي ق ــورد ارزي م
ــت ــا DNA. گرف ــام    ه ــان انج ــا زم ــده ت ــتخراج ش  در PCRي اس
پرايمر استفاده شـده    .  سانتيگراد نگه داري شدند    ي  ه درج -20فريزر

ــه ژنH. pyloriجهــت تــشخيص  ــوط ب ــود ureC  مرب ــوالي . ب ت
ــد از   ــه عبارتنـــــ ــورد مطالعـــــ ــاي مـــــ -'HP-F:5 :پرايمرهـــــ

AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3'و  

AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3' HP-R:5'- 
 PCRبراي انجـام   .كنند جفت باز تكثير مي294كه محصولي برابر 

 25كــار رفتــه در واكــنش در حجــم نهــايي ه غلظــت بهينــه مــواد بــ
 ميلـي مـولار     5/0 ، الگـو  DNA ميكروليتـر    5ميكروليتر به صـورت     

 DNA واحـد آنـزيم      5/0 ،ميكرومول از هر پرايمر   1 ،كلريد منيزيم 
.  تعيـين گرديـد    dNTPخلـوط ِ   ميكرومـولار م   200 و   ،Taqپليمراز  
 لركموســـايتر  حجـــم فـــوق الـــذكر در درون دســـتگاه   ،ســـپس

)(Eppendorf Co. Germany ي ي دمـا ي ه قرار داده شـد و برنام ـ
 30، دقيقـه  4 سـانتيگراد    ي  ه درج ـ 94: به صورت زير تنظـيم گرديـد      

 ي  ه درج 56، دقيقه 1 سانتيگراد   ي  ه درج 94تيب  تر  ي به يدما ي  هچرخ
 ي  ه،و يـك مرحل ـ    دقيقـه  1سانتيگراد   ي  ه درج 72، دقيقه 1سانتيگراد  

دست آمده ه  بPCRمحصول  . دقيقه5 سانتيگراد ي ه درج72نهايي 
 درصــد حــاوي اتيــديوم برومايــد الكتروفــورز  5/1در ژل آگــاروز 
  . مورد مشاهده و بررسي قرار گرفتUVگرديد و با نور 

 
   نتايج و بحث-3

  آب لولـه كـشي،     مطالعه حاضر با هدف بررسي وضـعيت آلـودگي        
ي سـنتي عرضـه شـده در        هـا   ي سـنتي و بـستني     ها  شير خام گاو، پنير   

. ي شهركرد و شيراز بـه هليكوبـاكتر پيلـوري اجـرا شـد             ها  شهرستان
 55/0( نمونــه 1هــاي ميكروبيولــوژي نــشان داد تنهــا نتــايج آزمــون

مــــورد مطالعــــه حامــــل     نمونــــه182از مجمــــوع ) درصــــد
 مثبـت   ي  هنمون ـ ).1 ي  هير شـمار  تصو( هليكوباكترپيلوري بوده است  

مربوط به شير خام عرضه شده در سطح شهر بود، در حالي كه هيچ              

ي سـنتي از نظـر آلـودگي بـه     ها هاي آب، پنير و بستنييك از نمونه  
  . اندهليكوباكترپيلوري مثبت نبوده

هــاي آب، شــير، پنيــر و بــستني عــلاوه بــر بررســي  تمــام نمونــه
ــر هليك  ــوژيكي از نظ ــه روش واكــنش   ميكروبيول   وبــاكترپيلوري ب

نتايج اين بخش از مطالعه نشان    . مراز نيز بررسي شدند   اي پلي زنجيره
ــه 16داد كــه  ــوع  ) درصــد8/8( نمون ــورد 182از مجم ــه ي م  نمون

نتـايج  .  آن بـوده اسـت     DNAآزمايش حامل هليكوباكترپيلوري يا     
  . آورده شده است1اين بخش از مطالعه به طور خلاصه در جدول 

هـاي آب مـورد        درصد نمونه  5ي حاضر، نشان داد       تايج مطالعه ن
مطالعـات نيـز    .  بـوده اسـت    هليكوباكتر پيلوري  DNAمطالعه حامل   

ي زمـاني    قـادر اسـت بـراي دوره   H. pyloriاثبات كرد كه 
ي دمـايي در آب بـاقي بمانـد و قابـل رديـابي               كوتاه و در يك بـازه     

ن دما منتج بـه كـاهش و        هر چند كه بالا رفت    ). 18،24،  3،5،  1(است
  ). 3(شود  از دست رفتن توانايي كشت باكتري مي

 14 قادر است تا بـيش از  هليكوباكتر پيلوريدهد  ها نشان مي  بررسي
  ).28(روز در آب زنده بماند

Quaglia و Azevedo ــاران  و Moreno، )2008( و همكــــــ
و  Johnson، )2003( و همكــاران  Adams، )2007(همكــاران  

  ،)2002(و همكاران  Baker، )1997(همكاران 
  

 
 درصد؛ ستون 5/1ها در ژل آگاروز   نمونهPCR نتايج -1شكل 

M :  آب مقطر (كنترول منفي  : 1 جفت بازي، ستون 100ماركر
هاي منفي،  نمونه: 5 و 3كنترول مثبت، ستون  : 2، ستون )استريل
   مثبت هليكوباكتر پيلورينمونه: 4ستون 
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  PCR به روش هليكوباكترپيلوريي لوله كشي، شير، پنير و بستني سنتي در شهركرد و شيراز به ها آلودگي آب وضعيت - 1جدول 

  تعداد  تعداد نمونه   مورد مطالعهي هنمون  شهر مورد مطالعه
  )درصد(ي منفي ها  نمونه

  تعداد
  )درصد(ي مثبت ها  نمونه

  )0/5 (1  )0/95(19  20  آب لوله كشي شهري
  )2/13(5  )8/86 (33  38   گاوشير خام

  )9/9 (2  )1/90 (20  22  پنير سنتي

  شهركرد

  )1/7 (1  )9/92 (13  14  بستني سنتي
  )0/5 (1  )0/95(19  20  آب لوله كشي شهري

  )3/6 (2  )7/93 (30  32  شير خام گاو
  )0/16 (4  )0/84 (21  25  پنير سنتي

  شيراز

  )0/0 (0  )100 (11  11  بستني سنتي
  )8/8(16  )2/91(166  182  ها تعداد كل نمونه  

  

 و Luو ) 2005( و همكاران Celliniهمچنين مطالعات مشابهي از     
هاي   از نمونههليكوباكترپيلوريبيانگر جداسازي   ) 2002(همكاران  

 .Hاخيــراً حــضور . باشــد آب شــهري، آب دريــا و فاضــلاب مــي

pylori  هاي توزيع هاي آب چاه، رودخانه و آب سيستم       در بيوفيلم
  ).29، 26 ، 24، 21، 18، 13، 8، 5، 3، 1(ب گزارش شده استآ

در مناطق جغرافيايي كه آب سالم آشاميدني در دسترس نيست 
به طور واضحي بالاتر از  H. pyloriميزان شيوع عفونت ناشي از 

مناطقي است كه دسترسي به آب آشاميدني سالم وجود دارد كه 
نتايج ). 16 ( به ميزبان باشدي مسير انتقال تواند نشان دهنده خود مي
آب  هاي  درصد از نمونه50دهد  ي در پرو نشان مي مطالعه

 هليكوباكترپيلوري DNAآشاميدني مورد مطالعه ازنظر حضور 
 و Janzonي از   با وجود اين، مطالعه ).19(مثبت بوده است

 hpaAي ها دربنگلادش در خصوص رديابي ژن) 2009(همكاران 
 ي ه نمون75در  RT-PCR هليكوباكترپيلوري به روش glmAو 

بررسي  هاي آب آشاميدني، بيانگر آن است كه هيچ يك از نمونه
همچنين ). 17(هاي فوق الذكر نبوده است شده حامل ژن

Horiuchi   نمونه آب لوله 10در ژاپن ) 2001(و همكاران 
 نمونه 10 نمونه آب رودخانه و 10 نمونه آب چاه، 6كشي، 

-RT به روش هليكو باكترپيلورياضلاب با هدف بررسي شيوع ف

PCR )هايژن UreAو  rRNA s16(مورد بررسي قرار گرفتند .
ي آب لوله كشي، آب رودخانه ها دراين مطالعه، هيچ يك از نمونه

 مثبت نبودند در حالي كه هليكوباكترپيلوري از نظر ها و فاضلاب
مثبت rRNA s16ا از نظر ي آب رودخانه تنهها  درصد از نمونه33

  ).16(گزارش شده اند
دهد علاوه بر آب، مواد غذايي با منشاء   ميمطالعات، نشان

ي آن نيز به عنوان منابع احتمالي ها دامي خصوصاً شير و فرآورده
، 11، 10( معرفي شده اندهليكوباكتر پيلوريدر عفونت انسان به 

 4 و 8/12، 10تيب تر  حاضر بهي هدر مطالع .)28، 26، 23، 12
 DNAي سنتي حامل ها ي شير، پنير و بستنيها درصد از نمونه

.  بوده است كه مشابه مطالعات اخيراستهليكوباكتر پيلوري
در خصوص ) 2008( و همكاران Quaglia جديدي از ي همطالع

 در شير خام گاو،گوسفند و بز به روش هليكوباكترپيلوريوقوع 
Nested-PCR139 نمونه شير مورد مطالعه 400دهد از   مي نشان 

 هليكوباكترپيلوري glmMاز نظر حضور ژن )درصد7/40(نمونه 
ي كشت داده باكتري جدا ها مثبت بوده است هر چند در نمونه

 و همكاران از ژاپن Fujimura مشابه از ي همطالع). 26(نشده است 
  در شير گاو نشانهليكوباكتر پيلوريدر خصوص تعيين ) 2002(

 نمونه 13(ي شير خام مورد مطالعه ها  درصد از نمونه2/72دهد  مي
نمونه از 11(ي شير پاستوريزهها  درصد از نمونه55و )  نمونه18از 
قاسميان ). 11( بوده است هليكوباكتر پيلوريآلوده به )  نمونه22

 در خصوص رديابي ي هدر مطالع) 2011(صفايي و همكاران 
تيب تر الايزا نشان دادند كه به در شير به روش هليكوباكتر پيلوري



21 اي پليمراز  گاو، پنير و بستني سنتي به دو روش كشت سطحي و واكنش زنجيره شير،تعيين هليكوباكتر پيلوري در آب
ي شيري ها ي سرم و شير گاوها  درصد از نمونه16 درصد و 25

 بوده است هليكوباكتر پيلوريشهرستان شهركرد حامل آنتي ژن 
)12 .(  

  
   نتيجه گيري-4

 مورد بررسي در اين مطالعه، تنها از يك نمونه ي ه نمون182از 
 از ها گزارش.  شدهليكوباكتر پيلوري به روش كشت جدا سازي

جداسازي هليكوباكتر پيلوري از مواد غذايي بسيار كم است و 
دهد به علت عدم قابليت رشد اين باكتري در   مي نشانها بررسي

مواد غذايي تعداد آن احتمالاً محدود و جداسازي آن مشكل است 
آلودگي آب و مواد غذايي به هليكو باكتر پيلوري عمدتاً ). 7، 3(

ودگي مدفوعي است لذا رعايت اصول بهداشت فردي ناشي از آل
در تهيه و فرآيند توليد مواد غذايي و جلوگيري از آلودگي منابع 

ي  ميم و باز سازي و جايگزيني شبكهتر ي انساني،ها آب به فاضلاب
انتقال آب كه مي تواند نقش مهمي در جلوگيري از آلودگي آب 

جلوگيري از آلودگي مواد ي مهم ها توان از راه حل  ميايفا كند را
 جهت تر  و مدونتر مطالعات تكميلي. غذايي به اين باكتري دانست

ي آلودگي ها بررسي وضعيت آلودگي مواد غذايي و بررسي راه
  .گردد  ميمواد غذايي به اين باكتري پيشنهاد
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