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  چكيده
) و بـه  1389سـال ( نمونه شير از مراكز جمع آوري شير شهرستان آمل در هر فصـل   138در اين مطالعه، تعداد 

روش تصادفي ساده، تهيه شدند. نمونه ها در شرايط سرما به آزمايشگاه منتقل شدند. سپس، نمونه ها به مـدت  
 42تحـت شـرايط ميكروآئروفيليـك در دمـاي      كمپيلوباكترساعت در محيط كشت آبگوشت غني كننده  48
غنـي شـده بـه داخـل يـك        هـاي  محـيط ساعت گرمخانه گذاري شدند.  48به مدت زمان  گراد سانتي ي هدرج

انتقال يافتند و دوباره تحت شـرايط ذكـر شـده گرمخانـه گـذاري       blood agar ي همحيط كشت انتخابي بر پاي
باكتري از يك ميلي ليتـر آبگوشـت غنـي كننـده اسـتخراج گرديـد. رديـابي و شناسـايي          DNAشدند. سپس، 

 كـولاي و  ججونـاي اسـتفاده از ژن اختصاصـي گونـه     و بـا PCR  Multiplexبـا روش   كمپيلوبـاكتر   هاي گونه
مـورد اسـتفاده    PCRبراي آزمايش  Size Referenceبه عنوان يك  DNA ladder 100 pbصورت پذيرفت. 

الكترفـورز   بـا ژل  bp 894كـولاي   ي هو براي گون pb160 ججوناي  ي هبراي گون PCRقرار گرفت. محصول 
 5/1 ك.كـولاي درصـد و   6/6 ك. ججونـاي ر فصل در فصل بهـار،  نمونه در ه 138شناسايي شد. از مجموع 

 ك. ججونـاي درصد، در فصـل پـاييز،    7/3 ك.كولايدرصد و 6/11 ك. ججونايدرصد، در فصل تابستان، 
درصـد   8/0 ك.كـولاي درصـد و   9/2 ك. ججونـاي درصد، در فصل زمستان  2/2 ك.كولايدرصد و  1/5

در بيش  كولايو  كمپيلوباكتر ججوناين داد كه در فصل تابستان، نتايج اين مطالعه، نشا تشخيص داده شدند.
  ).(p<0.05ترين ميزان شيوع در شيرهاي خام شهرستان آمل بودند ترين ميزان شيوع و در فصل زمستان در كم
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  مقدمه -1
ــتلالات  ــاخ ــاكتري   يگوارش ــي از ب ــهال ناش ــاكترو اس از  كمپيلوب

در حــال توســعه بــوده و حتــي   هــاي عمــده در كشــور  هــاي بيمــاري
افتـــه نيـــز يكـــي از علـــل مـــرگ و ميـــر ي هدر كشـــورهاي توســـع

باشــند بــه طــوري كــه در ايــالات      بخصــوص در كودكــان مــي  
ــاكتري در    ي همتحــد ــن ب ــت از اي ــوارد عفون ــون م ــا دو ميلي آمريك

ــزارش مـ ـ   ــال گ ــر س ــود ( يه ــاكتريوزيس 4و 3، 2، 1ش ). كمپيلوب
بـه عنــوان يــك بيمــاري مهــم مشــترك، ســهم عمــده اي در ايجــاد  

ــتروآنتريت ــاي گاســ ــياري از    هــ ــان دارد و در بســ ــوني انســ عفــ
ــده و     ــوب ش ــتروآنتريت محس ــل گاس ــين عام ــا اول ــورهاي دني كش

ــاري      ــث بيم ــوني، باع ــي و خ ــهال آبك ــاد اس ــر ايج ــلاوه ب ــاي ع   ه
ــل مننژ  ــه اي مث ــندرم    ثانوي ــتيت و س ــه سيس ــت، كول  Guillainي

Barre ــردد ( هـــم مـــي ــه در قـــرن  6و 5، 4گـ ــاكتري كـ ). ايـــن بـ
شناســـايي شـــد ، گـــرم  Theodor Escherichنـــوزدهم توســـط 

 ي هدرج ـ 42و در دمـاي   باشـد  منفي ، فنـري شـكل يـا خميـده مـي     
ــانتي ــراد سـ ــد    گـ ــوبي رشـ ــه خـ ــك بـ ــرايط ميكروآئروفيليـ و شـ

رشــد آن  گــراد ســانتي ي هدرجــ 25كنــد و در دمــاي زيــر    مــي
  هـــاي گونـــه ).4و2شـــود ولـــي از بـــين نمـــي رود ( متوقـــف مـــي

ــد   ــاكتر ماننــ ــايترموفيليــــك كمپيلوبــ ــاكتر ججونــ و  كمپيلوبــ
ــولاي  ــاكتر كــ ــاري     كمپيلوبــ ــاد بيمــ ــي در ايجــ ــش مهمــ نقــ

  هــاي كمپيلوبــاكتريوزيس دارنــد كــه نقــش آنهــا در بــروز عفونــت
كـه بـا توجـه     شـود بـه طـوري    غذايي روز بـه روز پررنـگ تـر مـي    

ــودگي ــه آل ــودگي    هــاي ب ــروزه آل ــاكتر، ام ــر ناشــي از كمپيلوب اخي
ــاكتري و مســموميت  ــن ب ــا اي ــاي ب ــذا از    ه ــق غ ناشــي از آن از طري

اهميــت زيــادي برخــوردار بــوده و حتــي درصــد آلــودگي بــا ايــن  
ــر شــده   ــيش ت ــز ب ــاكتري از ســالمونلا ني ). مطالعــات، 4و2( اســتب

ــا مــواد  دهــد كــه ايــن بــاكتري بــه   نشــان مــي طــور عمــده همــراه ب
ــا منش ــ ــرين علــت  1( دامــي اســت أغــذايي ب ). شــير خــام، شــايع ت

ــاري ــاي بيم ــه       ه ــوده ب ــذايي آل ــواد غ ــرف م ــر مص روده اي در اث
كـه عمـدتاً بـا مـدفوع گـاو و يـا از طريـق         كمپيلوباكتر بـوده اسـت  

ــوده مــي   ــتان، آل ــردد ( ورم پس ــت قرمــز و   1گ ). همچنــين، گوش
ــاي ســطحي تصــفيه  ــور، آب ه ــارچ طي ــده و ق ــاي نش خــوراكي   ه

ــي   ــاكتريوزيس م ــذايي كمپيلوب ــت غ ــل عفون ــم از عوام ــند و  ه باش
  ). 4باشد ( بهار و تابستان شايع مي  هاي عمدتاً بيماري در فصل

به خاطر دقت و حساسيت زياد و سرعت  PCRروش  
تشخيص، قادر به تعيين وجود حتي يك باكتري در هر ميلي ليتر 

گردد. از آن  كوتاهي پاسخ لازم حاصل ميبوده و در زمان بسيار 
جايي كه تشخيص باكتري مورد مطالعه به روش كشت در شير خام 

جهت بررسي ميزان  PCRباشد، لذا استفاده از تكنيك  مشكل مي
شير خام بسيار مفيد و حائز اهميت   هاي شيوع اين باكتري در نمونه

ر جهت تشخيص باكتري كمپيلوباكتر دPCR باشد. روش  مي
مطالعات زيادي مورد استفاده قرار گرفته است ولي بر اساس جست 
وجوي ما، مطالعات كمي در مورد بررسي فراواني اين باكتري در 

) و مطالعات عمدتاً 8و7باشد ( موجود مي PCRداخل شير با روش 
در مورد بررسي فراواني اين باكتري در گوشت قرمز و طيور و 

  ).12و 11، 10، 9، 2( باشند ي مياسهال  هاي چنين در نمونه هم
تفريحي و   هاي با توجه به اين كه شهرستان آمل از شهرستان

توريستي كشور به خصوص در فصول گرم سال (تابستان و بهار) 
صنعت غذايي كشور نيز   هاي باشد و علاوه بر آن يكي از قطب مي

ژه آيد، لذا آگاهي از ميزان آلودگي مواد غذايي به وي به شمار مي
شيري است   هاي ساخت ساير فرآورده ي هاولي ي هشير خام كه ماد

غذايي ضروري   هاي عامل عفونت ها و مسموميت  هاي به باكتري
باشد. با دانستن ميزان آلودگي شير خام اين شهرستان به  مي

كمپيلوباكتر و برقراري تمهيدات لازم، علاوه بر كمك به اقتصاد 
غذايي از طريق شير و   هاي قوع عفونتتوان از و توريستي شهر، مي

خام حاصل از آن جلوگيري كرده و در نتيجه به ارتقا   هاي فرآورده
بهداشت همگاني كمك نمود. هدف از اين مطالعه، بررسي ميزان 

در شيرهاي  كمپيلوباكتركولايو  كمپيلوباكترججونايشيوع فصلي 
 باشد.  مي PCRآمل با استفاده از روش  شهرستانخام 

  
  هامواد و روش  -2
 سويه  باكتري مورد استفاده -2-1

ــاي   در ــه، پرايمرهــــ ــن مطالعــــ ــايايــــ و  كمپيلوباكترججونــــ
ــاكتركولاي ــراي   كمپلوب ــداري و ب ــاژن) خري ــركت كي  PCR(ش

Optimization     و همچنـــــين كنتـــــرل مثبـــــت در آزمـــــايش
multiplex PCR .مورد استفاده قرار گرفتند  

  
 شيرخام  هاي جمع آوري نمونه-2-2

ــردر  ــادفي     138فصــل  ه ــري تص ــه گي ــه روش نمون ــير ب ــه ش نمون
ساده از چهـار سـكوي جمـع آوري شـير (ايـن چهـار سـكو عمـده         
ــدند.       ــع آوري ش ــد) جم ــي كنن ــامين م ــل را ت ــتان آم ــير شهرس ش

  نمونه ها در شرايط سرما به آزمايشگاه منتقل شد.
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 شير    هاي غني سازي نمونه -2-3

بــــه  rpm14000ط شــــيرخام در شــــراي  ml10در آزمايشــــگاه 
ســانتريفوژ شــد  گــراد ســانتي ي هدرجــ 5دقيقــه و دمــاي  20مــدت 

محــيط آبگوشــت غنــي  ml45 و ســپس تــوده بــه دســت آمــده بــه 
كمپيلوبـــاكتر انتقـــال يافـــت و در شـــرايط اتمســـفر      ي هكننـــد

ــك ( ــيژن،   5ميكروآئروفيليـــ ــد اكســـ ــد دي  10درصـــ درصـــ
ــ 42درصــــد نيتــــروژن) و دمــــاي  85اكســــيدكربن و   ي هدرجــ

ســاعت گرمخانــه گــذاري شــد. محــيط  48بــه مــدت  گــراد تيســان
) و Merkآبگوشـــت غنـــي كننـــده شـــامل نوترينـــت بـــراث (     

ــين ــوپريم،   mg/L10   همچنـ ــري متـ ــين،  mg/L 5تـ ريفامپسـ
IU/L 2500 ــين ــفوپرازونل،  B ،mg/L 15پلــــي ميكســ  mg/Lســ

ــا اســتفاده ســلكتات   2  b )SV59 Series-Mastآمفوتريســين و ب

Diagnostics .ــود ــيط ) ب ــپس، مح ــاي س ــل     ه ــه داخ ــده ب ــي ش غن
 ــ    ــر پاي ــه ب ــابي ك ــت انتخ ــيط كش ــك مح ــود  blood agar ي هي ب

و  Lysed horse bloodدرصـــد  7انتقـــال يافـــت كـــه حـــاوي 
ــك  ــي بيوتي ــاي آنت ــين (  ه ــين mg/L 10ونكومايس ــي ميكس  B)، پل

)IU/L 2500) تــــــري متــــــوپريم ،(mg/L 5 و بــــــه همــــــراه (
ــا  SV3 Series-Mast Diagnosticsســلكتاويال ( ــت ه ــود. پلي ) ب

ــاي   ــفر ميكروآئروفيليــــك و در دمــ ــرايط اتمســ  42تحــــت شــ
ــ ــانتي ي هدرجـ ــراد سـ ــان  گـ ــه  48و مـــدت زمـ ــاعت، گرمخانـ سـ

  ).8( گذاري شدند
  
  DNAاستخراج  -2-4

ــوني     ــه، كل ــن مرحل ــاي در اي ــا ي    ه ــت ه يكســان موجــود در پلي
ــد از    ــابي بعـ ــت انتخـ ــيط كشـ ــعمحـ ــر   جمـ ــه آب مقطـ آوري بـ

انتقـال يافتـه و مخلـوط شـد و بعـد در داخـل بـن         غيريوني اسـتريل 
ــدت     ــه م ــوش ب ــاوي آب ج ــاري ح ــد.    10م ــرار داده ش ــه ق دقيق

ــدت     ــه م ــا ب ــه ه ــپس، نمون ــرار داده    5-10س ــخ ق ــل ي ــه داخ دقيق
و  rpm 13000شــدند تــا ســريعاً ســرد شــوند. بعــد، تحــت شــرايط 

دقيقــه ســانتريفوژ شــدند. جهــت انجــام آزمــايش       5بــه مــدت  
PCR صــل از ســانتريفوژ بــه عنــوان الگوهــاي     ، مــايع رويــي حا

DNA ) 8مورد استفاده قرار گرفتند.(  
  
  Multiplex PCRآزمايش  -2-5

ــامل      ــي ش ــب واكنش ــد   l µ 5/2تركي ــز ش ــه لي ــاكتري  ي هلاش ب
)bacterial Lysate ،(l µ 5/2  10بـــــافر×BSA ،l µ 4/2 

از هــــر پرايمــــر (پرايمرهــــا در  dNTP ،l µ 7/0×10تركيــــب 
ــدول  ــان د 1ج ــت)،  نش ــده اس  l µ 2/0 Taq polymeraseاده ش

)l µ U/ 5 ــدود ــائي در حـ ــونيزه بـــود و حجـــم نهـ   ) و آب غيريـ
l µ 25 8( شد .(  

استفاده شده براي تشخيص  PCRپرايمرهاي  - 1جدول
  كمپيلوباكتر ججوناي و كمپيلوباكتر كولاي

PCR Product 
(pb)

Sequence (5' 3') Target gene 

400(F) TTG AAG GTA 
ATT TAG ATA TG 

(R) CTA ATA CCY1 
AAA GTT GAA AC 

cadF- outer 
membrane 

protein 
(Campylobacter 

spp) 
160(F) CAA ATA AAR2 

TTA GAG GTA GAA 
TGT 

(R) GGA TAA GCA 
CTA GCT AGC TGA T 

Oxidoreductase 
subunit (C. 

jejuni) 

894(F) ATG AAA AAA 
TAT TTA GTT TTT 

GCA 
(R) ATT TTA TTA 

TTT GTA GCA GCG 

ceuE-lipoprotein 
component of 

enterochelin (C. 
coli) 

  
ــايكلر (  ــي در ترموســـ ــپس، تركيـــــب واكنشـــ ) TECHNEســـ

  طبق شرايط زير انجام گرفت:  PCR نهايتاتقويت شد و 
بــه  گــراد ســانتي ي هدرجــ 94دناتوراســيون حرارتــي در دمــاي   

ــدت  ــه،  4م ــاي    33دقيق ــيون دم ــا دناتوراس ــه ب ــ 94چرخ  ي هدرج
 45در دمـــاي  annealingدقيقـــه،  1بـــه مـــدت   گـــراد ســـانتي
ــ ــانتي ي هدرجـ ــراد سـ ــدت   گـ ــه مـ ــه و  45بـ  extension 72ثانيـ
ــانتي ي هدرجــ ــه مــدت  گــراد س ــه و  1ب  final extension 72دقيق
ــ بـــه  PCRدقيقـــه. محلـــول  5بـــه مـــدت  گـــراد ســـانتي ي هدرجـ
ــيل ــورز ي هوسـ ــرايط    5/1در  الكتروفـ ــار و شـ ــد ژل آگـ  Vدرصـ

اســـتات جداســـازي  -دقيقـــه در بـــافر تـــريس 40بـــه مـــدت  100
اتيــديوم برومايــد مشــاهده    رنــگ آميــزي  ي هشــده و بــه وســيل  

ــيل    ــه وس ــپس، ب ــد. س ــده  UV- transilluminator ي هگردي خوان
مســتند  gel documentation apparatus ي هشــده و بــه وســيل  

ــد ( ــوان يـــك   DNA ladder 100 pb). 8شـ ــه عنـ  Sizeبـ

reference  بـــراي آزمـــايشPCR  مـــورد اســـتفاده قـــرار گرفـــت
اكتر ججونــاي اســتخراج شــده از كمپيلوبـ ـ  DNA). ژنوميــك 8(

ــرل مثبــت در همــه مراحــل    ــوان كنت ــه عن ــورد  PCRو كــولاي ب م
  استفاده قرار گرفتند. 
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ــراي PCRمحصــول  ــاكتر ب ــ ، bp400كمپيلوب ــاي  ي هگون  ججون

pb160  ــراي ــو بـ ــولاي  ي هگونـ ــا ژل  bp 894كـ ــورز  بـ الكترفـ
  ).1شناسايي شد (شكل

  
   آناليز آماري -2-6

 16.0هـاي بـه دسـت آمـده از نـرم افـزار       جهت آناليز آمـاري داده 

  SPSS)SPSS Inc. Chicago, IL, USA(  و آزمـــون تـــي
  استفاده شد. p< 0.05 مستقل در سطح

  
  بحث و نتايج -3
ــوع    ــن بررســي از مجم ــر فصــل، در فصــل   138در اي ــه در ه نمون

ــار،  ــايبه ــد و  6/6 ك. ججون ــولايدرص ــد، در  5/1 ك.ك درص
 7/3 ك.كـــولايدرصـــد و 6/11 ججونـــايك. فصـــل تابســـتان، 

درصـــــد و  1/5 ك. ججونـــــايدرصـــــد، در فصـــــل پـــــاييز، 
 9/2 ك. ججونــايدرصــد، در فصــل زمســتان    2/2 ك.كــولاي

ــد و  ــولايدرصـ ــر   8/0 ك.كـ ــدند. بـ ــخيص داده شـ ــد تشـ درصـ
ــيوع    ــزان شـ ــرين ميـ ــيش تـ ــايج، بـ ــن نتـ ــاس ايـ ــاكتراسـ  كمپيلوبـ

ــاي ــاكتركولايو  ججون ــرين    كمپيلوب ــم ت ــتان و ك ــل تابس در فص
   ).(p<0/05 زان شيوع در فصل زمستان بودندمي
ــاكتر   هــاي در مــوارد متعــددي، انتقــال عفونــت     ناشــي از كمپيلوب

 بـــه انســـان، توســـط مصـــرف شـــير خـــام گـــزارش شـــده اســـت 
ســـلول  500دوز عفـــوني ايـــن بـــاكتري كـــم و حـــدود   ).13و1(

ــاكتري مـــي ــا روش 14و4( باشـــد بـ ــيار  PCR). بـ ــه دقـــت بسـ كـ
ــي  ــالائي دارد م ــوان ت ب ــواع    ت ــدم حضــور ان ــا ع ــاً از حضــور ي قريب

  مزيت اين  ).18و  17، 16، 15( كمپيلوباكتر مطمئن شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

كشــت ميكروبــي، دقــت بســيار بــالا و   هــاي روش نســبت بــه روش
ــه در        ــوري ك ــه ط ــت ب ــرفتن اس ــواب گ ــاد آن در ج ــرعت زي س

ــان لازم    6-7روش كشــت  ــرفتن جــواب زم ــراي گ روز حــداقل ب
سـيت ايـن بـاكتري احتمـال از بـين رفـتن آن       است و بـه دليـل حسا  

ــه   ــدم تشـــخيص آن و نتيجـ ــين عـ ــايش و همچنـ در مراحـــل آزمـ
ــا روش    ــاد اســـت امـ ــيار زيـ ــت، بسـ ــري نادرسـ ــوعي  PCRگيـ نـ

ــود     ــي در صــورت وج ــه حت ــي اســت ك ــاري ميكروب  انگشــت نگ
آن بــوده و قــادر بــه  DNAيــك ميكــروب نيــز قــادر بــه تشــخيص 

ــيار     ــان بس ــت آن در زم ــه درس ــات نتيج ــي  اثب ــر م ــاه ت ــد كوت  باش
ــه    8و2( ــايز گون ــت ميكروبــي، تم ــين در روش كش   هــاي ). همچن

باشــد و  ايــن بــاكتري بــر اســاس آزمــايش هيــدروليز هيپــورات مــي
  ).19و 8هميشه تفكيك فنوتيپي جواب درستي نمي دهد (

بــه كــار بــردن پرايمــر اختصاصــي  ي هحاضــر، نتيجــ ي هدر مطالعــ   
ــ ــاكتر   ي هدو گون ــم كمپيلوب ــلي و مه ــان داد    اص ــهال نش ــد اس مول

مختلــف ســال    هــاي كــه ميــزان شــيوع ايــن بــاكتري در فصــل     
ــي  ــاوت م ــه،      متف ــن مطالع ــه در اي ــار رفت ــه ك ــاي ب ــد. پرايمره باش

ــاران (   ــانزادي و همكـــ ــط خـــ  Fratamicoو  Cloako)، 8توســـ
ــتفاده قــــرار  21و همكــــاران ( Nayak) و 20( ) نيــــز مــــورد اســ

 ي هدرجــ annealing ،42در مطالعــه حاضــر دمــاي    .گرفتــه انــد 
مشــابه،  ي هباشــد در حــالي كــه در چنــدين مطالعــ مــي گــراد ســانتي

 21( بودنــد گــراد ســانتي ي هدرجــ 56و 45ايــن دمــا متفــاوت و   
 ي ه)، مطالعـــ8خـــانزادي و همكـــاران در شـــهر مشـــهد (    ).22و

 ــ  ــا مطالع ــابهي ب ــزان     ي همش ــه در آن مي ــد ك ــام داده ان ــر انج حاض
ــا    ــاكتر و تنه ــو ب ــيوع كمپيل ــهش ــايج گون ــتان   جون در فصــل تابس

ــه،      ــن مطالع ــت. در اي ــه اس ــرار گرفت ــي ق ــورد بررس ــه  200م نمون

  
قابل مشاهده  400bpو كمپيلوباكتر در بخش  894bpو كمپيلوباكتر كولي در بخش  160bpكمپيلوباكتري ججوناي در بخش  - 1شكل 

 هستند.
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شــير خــام مــورد بررســي قــرار گرفتــه و نتــايج حاصــل، نشــان داده 
درصـــد و  5/15اســـت كـــه ميـــزان شـــيوع جـــنس كمپيلوبـــاكتر  

  درصد بود.  8 ججوناي كمپيلوباكترميزان شيوع گونه 
وه بــر بررســي ميــزان در ايــن مطالعــه، ســعي شــده اســت تــا عــلا    

ــز بررســي      ــير، نقــش فصــل ني ــاكتري در داخــل ش ــن ب ــي اي فراوان
ــيش      ــايج نشــان داده شــده اســت، ب ــه در نت ــان طــور ك شــود و هم
تــرين ميــزان فراوانــي ايــن بــاكتري در فصــل تابســتان و كــم تــرين 
ميزان در فصـل زمسـتان بـود. البتـه قابـل ذكـر اسـت كـه مطالعـات          

ــه    ــر روي نمون ــه ب ــابهي ك ــاي مش ــهال در     ه ــوارد اس ــت و م گوش
ــز عمــدتاً در طــي يــك ســال انجــام    ــه انــد ني انســان صــورت گرقت
گرفتــه انــد و در اكثــر ايــن مطالعــات، فصــل بــه عنــوان يــك         

ــموميت     ــاد مس ــاكتري و ايج ــن ب ــيوع اي ــم در ش ــاكتور مه ــاي ف   ه
غــذايي  ناشــي از آن گــزارش شــده انــد و نشــان داده شــده اســت   

ــاكتريوز  ــاري كمپيلوب ــيوع بيم ــر از  كــه  ش ــيش ت ــتان ب يس در تابس
) . گفتنــي اســت كــه بــا وجــود بــالا 9و2ديگــر اســت (  هــاي فصــل

ــهال در قســـمت  ــاد اسـ ــاكتر در ايجـ ــاي بـــودن نقـــش كمپيلوبـ   هـ
كمـي در مـورد نقـش ايـن بـاكتري        هـاي  مختلف جهـان، گـزارش  

كــي از ي هشــود كــ در ايجــاد مســموميت هــاي غــذايي مشــاهده مــي
ــي  ــل آن م ــذا ب  دلاي ــت غ ــد بهداش ــت آب و  توان خصــوص بهداش

ــاكتري   شــير باشــد كــه مــي  ــزان شــيوع ايــن ب ــد در كــاهش مي توان
  ).4و 2، 1( بسيار موثر باشند
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