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 مقاله پژوهشی

زیست

چکـــيد هاطـــــلاعــــــات مقــــــــاله:
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تاریخ پذیرش:                        97/03/21  
تاریخ انتشار:                         97/06/26

زمینه و هدف: بیماری‌های منتقله از غذا جزء مهمترین معضلات بهداشتی جامعه است، که سالمونلا 
یک��ی از مهمتری��ن عوامل بیماری‌زای غذایی است و سرو تایپ‌های مختل��ف آن از طریق مواد غذایی 
وارد ب��دن انسان شده و ایجاد عفونت غذایی در مصرف کنند‌گان می‌نماید. از طرفی یکی از مهمترین 
معیاره��ای ارزشیابی بهداشتی غ��ذا تعیین بار میکروبی ماده غذایی اس��ت. در این مطالعه به ارزیابی 
میزان بار میکروبی و آلودگی به باکتری سالمونلا در میگوی عرضه شده در استان خوزستان پرداخته 

خواهد شد.
روش بررسی: در اين مطالعه بصورت تصادفي تعداد 245 نمونه از ميگوي عرضه شده در سطح استان 
خوزستان تهيه شده و سپس در كنار يخ نمونه‌ها به آزمايشگاه فرستاده شد. در آزمایشگاه ابتدا میگوی 
مورد آزمایش در شرایط کاملا استریل با محیط کشت آب پپتونه بافره تماس داده شده و سپس مایع 
حاصل��ه از شستشو )محیط کشت تم��اس داده شده با سطح میگو(  م��ورد آزمایشات میکروبیولوژی 

بعدی قرار گرفت. 
یافته‌ه�ا: در 50/2 درص��د نمونه‌ها میانگین تعداد باکتری در هر میل��ی لیتر مایع حاصل از شستشو 
میگو 2200 باکتری، در 29/8 درصد نمونه‌ها 13600 باکتری و در 20 درصد نمونه‌ها 36700 باکتری 
تعیین شد. بر‌اساس این نتایج میانگین تعداد باکتری در کل نمونه‌ها 20000 باکتری در هر میلی لیتر 
مایع حاصل از شستشو است و از تعداد 245 نمونه، تعداد 33 نمونه از نظر آلودگی به سالمونلا مثبت 
و تعداد 212 نمونه از این نظر منفی ارزیابی شد که در نتیجه میزان شیوع آلودگی میگوی عرضه شده 

در استان خوزستان به سالمونلا 13/4 درصد تعیین گردید.
نتیجه‌گیری: به دلیل شیوع بالای آلودگی به انواع سالمونلا در میگوی عرضه شده در استان خوزستان‌، 
چنانچه میگو بصورت خام یا خو‌ب پخته نشده مصرف شود امکان بروز مشکل در مصرف‌کننده افزایش 

می‌یابد.

تعیین میزان بار میکروبی و آلودگی به باکتری سالمونلا در میگوی عرضه شده 
در استان خوزستان

Please cite this article as: Sana MJ, Hosseini Siahi Z. The determination of total microbial count and prevalence of Salmonella in the shrimp supply in 
Khuzestan province. Iranian Journal of Health and Environment. 2018;11(2):149-56.
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مقدمه
باکت��ری سالمون�ال باسيل‌ه��اي گرم منف��ي به ان��دازه 5/2 × 
1/5 – 0/7 ميک��رون، ب��دون ه��اگ و ه��وازی – ب��ی هوازی 
اختیاری است ک��ه به‌صورت وسیع��ی در طبیعت پراکنده است. 
در ح��ال حاضر سالمونلا به‌عنوان يکي از مهمترين عوامل ايجاد 
بيم��اري ناش��ي از مصرف مواد غذاي��ي در سرتاسر دنيا به‌شمار 
مي‌رود بطوری‌که بر‌اساس معیارهای میکروبیولوژی مواد غذایی، 
وج��ود حتی یک باکتری سالمون�ال در g 25 ماده غذایی باعث 
غی��ر قابل مصرف ش��دن آن ماده غذایی می‌ش��ود. اين عفونت 
غذایي ‌که از انتش��ار بالايي در کشورهاي جهان برخوردار است 
بوسيل��ه سروتيپ‌هاي مختلف باکت��ري سالمونلا ايجاد مي‌شود 
که باعث ايجاد عوارض گوارش��ي و بيماري‌هاي سيستميک در 
مبتلايان مي‌شود و در بعضي موارد باعث تلف شدن مبتلايان نيز 
مي‌گردد. میزان شیوع عفونت سالمونلایی منتقل شده از طریق 
غ��ذا در بعضی از کشوره��ای دنیا مثل سوئد و کانادا در مقایسه 
ب��ا سایر باکتری‌ه��ای عامل عفونت غذای��ی دارای رتبه نخست 
 Food Safety and Inspectionاست. بر‌اس��اس گ��زارش‌
Service (FSIS) در س��ال 2005 ميلادي در آمركيا ميزان 
سالمونلوزي��س انساني ناشي از همه منابع غذايي 14/6 مورد در 
ه��ر 100000 نفر بوده است كه بال��غ بر 600 نفر تلفات داشته 
و هزينه‌هاي اين كش��ور از بابت اين عفونت غذايي ساليانه كي 

بيليون دلار برآورد شده است )1(.
با توج��ه به رشد روزافزون جمعیت جه��ان‌، نیازهای پروتئینی 
نی��ز هم��ه روزه افزای��ش می‌یابد که ب��ه طب��ع آن استفاده از 
آبزی��ان به‌عنوان یک��ی از منابع مهم تامی��ن نیازهای پروتئینی 
بش��ر اهمیت بیشتری می‌یابد. در بی��ن غذاهای دریایی میگو از 
موقعی��ت ویژه‌ای برخوردار اس��ت. از طرفی با توجه به رشد روز 
افزون مصرف میگو در کش��ور و بخصوص در منطقه خوزستان 
ک��ه از مهمتری��ن مناطق صید و پرورش میگ��و در کشور است 
باید نگ��ران مخاطراتی بود که ممکن اس��ت به سلامت مصرف 
کنن��ده صدمه وارد نمای��د. آلودگی‌های میکروب��ی سطح مواد 
غذایی از دو منظر دارای اهمیت هستند یکی اینکه این آلودگی 
می‌تواند در صورت فراهم شدن شرایط رشد و تکثیر میکروب‌ها‌، 

باعث فساد ماده غذای��ی شود بخصوص در فرآورده‌های دریایی 
من‌جمل��ه میگو که نسبت به فس��اد بسیار حساس هستند و در 
مدت کوتاهی فاسد می‌شوند. دوم اینکه آلودگی ‌میکروبی سطح 
م��اده غذایی)میگو( می‌تواند باعث انتق��ال عفونت‌های غذایی و 
همچنین مسمومیت‌های غذایی در مصرف‌کننده شود. از طرف 
دیگ��ر میکروب‌های سطحی میگ��و می‌توانن��د در طی مراحل 
مختل��ف فرآوری به عمق عضلات میگو رفته و در مصرف‌کننده 

ایجاد مشکل کند.
بنابراي��ن تعيين ميزان شيوع سالمون�ال مي‌تواند جهت ارزيابي 
وضعي��ت بهداشتي ميگوي مصرفي در است��ان خوزستان كه از 
مهمترين مناطق اين صنعت )صي��د و پرورش ميگو‌( در كشور 
اس��ت مورد استفاده قرار گي��رد‌. از طرفی با تعيين بار مكيروبي 
ميگ��و كي ارزيابي بهداشتي مهم��ي در خصوص ميزان آلودگي 

باكترياي سطحي ميگو به‌دست مي‌آيد‌ )2(.
ه��دف از انجام ای��ن تحقیق ارزیابی بهداشت��ی میگوی مصرفی 
است��ان خوزستان از نظر بار میکروب��ی و آلوده بودن به باکتری 
سالمون�ال و در آخر ارائ��ه نظرات و پیشنه��ادات جهت ارتقای 
بهداشتی میگوی مصرفی در استان و به حداقل رساندن خطرات 

احتمالی است. 

مواد و روش‌ها
جامعه آماری این تحقی��ق میگوهای عرضه شده در مراکز مهم 
عرض��ه در استان خوزستان بوده و به منظور تعیین حجم نمونه 
از فرمول حج��م نمونه‌ مورد نیاز برای ب��رآورد نسبت جامعه با 
سط��ح اطمین��ان 95 درصد و سطح خط��ای 5 درصد استفاده 
ش��د که بر ای��ن اساس تعداد 245 نمونه ب��رآورد شده از مراکز 
مه��م عرضه میگو سطح استان خوزستان به روش نمونه برداری 
تصادف��ی ساده جمع آوری گردی��د و در اسرع وقت در کلمن و 
در کن��ار یخ سریعا به آزمایشگ��اه ارسال شد )کمتر از h ‌24( و 
در آزمایشگ��اه بلافا‌صله عملیات و آزمایشات به شرح ذیل انجام 

گرفت:
1- شستشوی سطح میگو: ابتدا مقدار mL 100 محیط مایع آب 
پپتونه باف��ری را در ظرف نمونه برداری پلاستیکی دهان گشاد 
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درب‌دار استری��ل شده )بوسیله اتوک�الو( ریخته سپس در کنار 
شعل��ه مناسب یک میگو )نمون��ه( را در داخل ظرف قرار داده و 
بع��د  درب ظرف را بسته و آن��را بخوبی بمدت min 3-2 تکان 
داده تا بخوبی محیط کشت با سطح میگو تماس پیدا کند و بعد 
از آن میگو را خارج نموده و بدین وسیله مایع حاصل از شستشو 

سطح میگو جهت آزمایشات میکروبیولوژی تهیه شد )3(.
 Total( 2- شمارکل��ی باکتریایی: برای شمارش کلی باکتریایی
Count( در ه��ر  میل��ی لیتر مایع شستش��و از روش سطحی 

استفاده شد که به شرح ذیل است:
از مای��ع حاصل از شستشوی سط��ح میگو سری رقت‌های 0/1، 
0/01، 0/001، 0/0001، 0/00001، و 0/000001 تهی��ه شد 
و سپس mL 1 از رقت‌های 0/01 به بالا را بصورت جداگانه به 
پلیت‌های حاوی محیط کشت پلی��ت کانت‌ آگار منتقل گردید 
و بوسیل��ه لوپ یا آنس استریل در سطح محیط کشت داده شد 
و در آخ��ر پلیت‌ها را بص��ورت وارونه بمدت h 48-24 در دمای 
oC 37 ‌گرمخانه‌گ��ذاری شدند. بع��د از این مدت پلیت‌ها مورد 
بررسی قرار گرفت )پلیت‌های��ی که تعداد کلنی‌های رشد کرده 
در آنه��ا بین 30 تا 300 عدد باشد به‌وسیله دستگاه کلنی کانتر 
شم��ارش می‌شوند.(. بعد از شمارش تعداد کلنی‌ها در هر پلیت‌، 
تعداد شمارش شده در عکس رقت ضرب شد. و در آخر میانگین 
تع��داد کلنی‌های شمارش شده در رقت‌ه��ای مختلف به‌عنوان 
تعداد باکتری در هر میلی لیتر مایع شستشو ثبت گردید )4(.  
3- تعیی��ن موارد مثب��ت آلودگی به سالمون�ال: جهت مشخص 
نمودن آلودگی نمونه‌ها به سالمونلا‌ها به‌ترتیب ذیل عمل گردید: 
3-1( مرحله پیش غنی سازی: ظروف محتویmL 100 محلول 

شستشوی به‌مدت h 24 گرمخانه‌گذاری ‌شد.
3-2( مرحل��ه غنی سازی: بع��د از مرحله گرمخانه گذاري اوليه 
مقدار mL 0/1 مايع از هر لوله به لوله حاوي mL 9/9 محيط 
آبگوشت را پاپورت واسيليا ديس افزوده شد )نسبت 1 به 100( 
و سپس به مدت h 12 در دمای oC 37 گرمخانه گذاری شدند 

 .)5(
3-3( مرحله کشت در محیط جامد انتخابی: لوله‌ها را از انکوباتور 
خارج کرده و حجم معيني از مايع داخل هر لوله را بوسيله لوپ 

به پليت‌هاي حاوي محيط‌هاي کشت جامد انتخابي شامل مک 
کانگي آگار و سالمونلا شيگلا آگار )ss( منتقل گردید و به روش 
خط��ي کشت داده ‌شدند‌. سپس پليت‌هاي کشت داده در دماي‌  
37oC براي مدت h 24 گرمخانه گذاري شدند بعد از اين مدت 
گرمخان��ه گذاري پرگنه‌هاي سالمون�ال در محيط آگار سالمونلا 
– شي��گلا بي رنگ و یا ب��ي رنگ با مرکز سياه و در محيط مک 
کانگي آگار ريز و شفاف همراه با تغيير رنگ محيط ديده ‌شدند. 
سپس بوسيله آنس تعداد دو يا بيشتر از پرگنه‌هاي‌ مشکوک به 
سالمونلا در محيط‌هاي سالمونلا شيگلا آگار و مک کانگي آگار 
را برداشته و به محيط آگار بريلينت گرين و محيط آگار رامباخ 
 24 h منتق��ل کرده و بعد از کشت خطي در اين محيط به‌مدت
در دم��اي oC 37 گرمخانه گ��ذاري گردید پرگنه‌هاي مشکوک 
به سالمونلا در محيط برپلينت گرين به رنگ قرمز صورتي ‌و در 

محيط رامباخ به رنگ قرمز ديده می‌شوند )6-8(. 
3-4( مرحل��ه کش��ت در محیط‌های بیوشیمیای��ی: تعداد دو يا 
بيشت��ر از پرگنه‌ه��اي مشک��وک را‌ )‌در صورت وج��ود‌( از روي 
محي��ط آگ��ار بريلينت گري��ن و محيط آگار رامب��اخ با آنس به 
محيط‌ه��اي بيو‌شيميایي آگ��ار سه قن��دي )TSI( آگار ليزين 
آي��رون دار )LIA(‌، اوره، و سيترات ‌منتقل کرده و بعد از تلقيح 

براي مدت h ‌24 در دماي oC 37  گرمخانه گذاري ‌شدند‌.
3-5( مرحل��ه آزمایشات سرولوژیک��ی: بعد از h 24 محیط‌های 
بیوشیمیای��ی بررس��ی شدن��د و نمونه‌های مثب��ت جهت تایید 

تشخیص، مورد آزمایشات سرولوژیکی قرار گرفتند )9(.

یافته‌ها
بعد از آزمایشات میکروب شناسی جهت شمارش کلی باکتری‌ها 
در نمو‌نه‌ها، نتایج به‌دست آمده بوسیله نرم افزار‌ SPSS ارزیابی 

گردید که نتایج آن در جدول‌ 1 نشان داده شده است.
همچنین نتای��ج آزمایشات نشان داد که از 245 نمونه آزمایش 
شده جهت مشخص نمودن میزان آلودگی نمونه‌ها به سالمونلا، 
212 نمون��ه منفی و 33 نمونه مثب��ت ارزیابی شدند که بر این 
اس��اس شیوع آلودگی به سالمون�ال در میگو‌های عرضه شده در 
استان خوزستان ‌13/4 درصد تعیین شد )نمودار 1(.                                                                                                                                  
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جدول 1- نتایج حاصل از شمارش کلی باکتری‌ها در نمونه‌ها

نمودار 1- مقایسه موارد مثبت و منفی آلودگی به سالمونلاها در نمونه‌ها
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بحث
علیرغم تلاش‌های انجام شده در بالا بردن استاندارد‌های بهداشت 
م��واد غذایی، آمار به‌دست آمده از بسیاری کشور‌های دنیا نشان 
می‌دهد که بیماری سالمونلوزیس، پیوسته در حال افزایش بوده 
و عفونت‌های سالمونلایی از گسترده‌ترین عفونت‌های میکروبی 
انسان است که ‌مهمترین راه انتقال آن مصرف مواد غذایی آلوده 
به سالمونلا است. سالمونلا‌ها سال‌هاست که به‌عنوان مهمترین 
عامل مسمویت غذای��ی قابل گزارش مطرح هستند، برای مثال 
سالمونلا‌ه��ا سالیانه باعث آلودگی حدود 1/4 میلیون نفر و چند 

صد نفر مرگ و میر در کشور آمریکا می‌شوند‌ )10(.
از طرف��ی بار میکروبی هر ماده غذایی متاثر از محیطی است که 
ماده غذایی در آن قرار دارد بطوری‌که کیفیت میکروبی حاصل 
از محی��ط بر روی کیفیت میکروب��ی میگو تاثیر مستقیم داشته 
و در نهای��ت فرآورده‌های میگ��و را نیز متاثر می‌کند. برای مثال 
سالمون�ال و ویبریوکل��را در بخشی از فل��ور طبیعی آب‌های لب 
شور که میگو در آنها پرورش داده می‌شوند وجود دارد. وقتی‌که 
میگ��و به‌صورت خام یا خوب پخته نشده م��ورد استفاده انسان 
ق��رار می‌گیرند کیفیت بار میکروب��ی تهدید جدی بر سلامت و 

بهداشت مصرف‌کنندگان محسوب می‌شوند )11(.
در بررس��ی که توس��ط Alam ‌و همک��اران در سال 2003 در 
 Standard( کش��ور بنگلادش انجام گرفت، با استفاده از روش
SPC )Plate Count ‌می��زان ب��ار میکروبی در ماهیچه میگو 
در مراح��ل مختلف عمل آوری شام��ل مرحله تخلیه میگو قبل 
 5 ppmاز شستش��وی آن‌، بع��د از شستشو میگو ب��ا آب دارای‌
کل��ر و مرحله بعد از فریز شدن میگو تعیین شد. براساس نتایج 
اعلام شده میانگین تعداد باکت��ری در ماهیچه میگو در مرحله 
تخلیه قبل از شستشو cfu/g ‌1200000، بعد از شستشو با آب 
کل��ردار cfu/g ‌  800000 و بالاخره بع��د از فریز کردن میگو 

cfu/g 600000  تعیین شد )12(.
در مطالع��ه‌ای که توس��ط Phan از سال 2000 ت��ا 2001 )با 
نمونه گی��ری تع��داد 110 نمونه از بازار عرض��ه میگو در کشور 
ویتن��ام( جهت تعیین آلودگی به سالمون�ال انجام گرفت میزان 
آلودگی نمونه‌ه��ا به سالمونلا‌ها ‌25/5 درصد گزارش شده است 

.)13(
در بررسی دیگ��ری که توسط Zarei و سای��ر همکاران جهت 
تعیین شیوع پاتوژن‌های مهم در غذاهای دریایی عرضه شده در 
بازار شهر اهواز انجام گرفت میزان شیوع آلودگی به سالمونلا‌ها 

در میگو 4/3 درصد اعلام شده است )14(.
در ای��ن مطالعه در 50‌/2 درصد نمونه‌ها میانگین تعداد باکتری 
در ه��ر میلی لیتر مایع حاصل از شستشو میگو 2200 باکتری،  
در 29/8 درصد نمونه‌ها میانگین تعداد باکتری 13600 باکتری 
و در 20 درصد نمونه‌ها میانگین تعداد باکتری 36700 باکتری 
در ه��ر میلی لیتر مایع حاص��ل از شستشو نمونه )میگو( تعیین 
شد. براساس همین نتایج میانگین تعداد باکتری در کل نمونه‌ها، 
20000 باکت��ری در هر میلی لیتر مایع حاصل از شستشو است 
)cfu/cc 20000(. می��زان ب��ار میکروبی سطحی میگو در این 
تحقیق نسبت به تحقیق انجام گرفته توسط Alam )12( کمتر 
ب��وده که به نظ��ر نگارنده به این دلیل ب��وده که در این تحقیق 
ه��دف تعیین بار میکروبی سطح خارجی میگو بوده در حالی‌که 
در تحقیق سایر محققی��ن ‌هدف تعیین بار میکروبی در گوشت 
میگو بوده که در نتیجه در موقع فرایند پاک کردن میگو و جدا 
ک��ردن پوسته میگو میزان بار میکروب��ی گوشت میگو از طریق 
انتق��ال آلودگی بوسیل��ه دست کارگ��ران و همچنین تجهیزات 

مربوطه افزایش یافته است.
همچنین در این مطالع��ه از تعداد 245 نمونه، تعداد 33 نمو‌نه 
از نظر آلودگی به سالمونلا مثبت و تعداد 212 نمونه از این نظر 
منفی‌ ارزیابی شد که در نتیجه میزان شیوع آلودگی به سالمونلا 
13/4 درص��د تعیین شد. میزان شی��وع آلودگی به سالمونلا در 
ای��ن تحقیق نسب��ت به مطالع��ه انجام شده توس��ط Zarei و 
همک��اران، بالاتر بوده )13/4 درص��د در مقایسه به 4/3 درصد( 
که به این دلیل ب��وده که در مطالعه حاضر تعیین میزان شیوع 
آلودگی سطح میگو به سالمونلا مد‌نظر بوده است در حالی‌که در 
مطالع��ه سایر محققین آلودگی گوشت میگو به سالمونلا تعیین 
ش��ده که بالطبع آلودگی سطح��ی شدیدتر بوده زیرا موقع پاک 
کردن و جدا کردن پوست��ه خارجی میگو میزان شیوع آلودگی 

کاسته می‌شود.
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بر‌اس��اس دستورالعم��ل اجرائی کنت��رل و نظ��ارت بهداشتی 
فرآورده‌ه��ای خام دامی حداکثر بار میکروبی مجاز در هر گرم 
میگ��و 500000 باکتری اس��ت. در این تحقی��ق میانگین بار 
میکروبی سطحی میگو 20000 باکتری تعیین شد که کمتر از 
حد مجاز است. همچنین بر‌اساس همین دستورالعمل حداکثر 
 )Zero( 25 نمونه صفر g تعداد باکتری مجاز سالمونلا در هر
است. در این تحقیق 13/4 درصد نمونه‌ها به باکتری سالمونلا 
آلودگی سطحی داشته‌ان��د که می‌تواند در صورت عدم رعایت 
موازین بهداشت��ی در موقع فرایند و پخ��ت محصول‌، آلودگی 
سطحی به سالمونلا به عمق )بخش گوشت میگو( منتقل شده 

و مخاطرات��ی را برای مصرف کنن��ده بهم��راه داشت��ه باش��د.

نتیجه‌گیری 
بر‌اس��اس این نتایج بخصوص میزان شیوع آلودگی به سالمونلا‌ها 

در میگوی عرضه شده در استان خوزستان‌، چنانچه قبل از مصرف 
شستش��وی میگو بخوبی انجام نشود و یا اینکه میگو بصورت خام 
یا نیمه‌پخته مصرف شود خط��ر ایجاد بیماری سالمونلوزیس در 
مصرف کننده ج��دی است. در آخر با توجه ب��ه مطالعات انجام 
شده پیشنهاد می‌شود که میگو قبل از پخت بخوبی با آب کلرینه 
شستش��و شود زیرا این عمل نقش بسیار مهمی در کاهش میزان 

بار میکروبی و آلودگی به سالمونلا در میگو دارد.

ملاحظات اخلاقی
نویسندگ��ان کلیه نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار 
دوگان��ه، تحریف داده‌ه��ا و داده‌سازی را در ای��ن مقاله رعایت 

کرده‌اند.
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Background and Objective: Food-borne diseases are among the most 
important public health problems. Among them, Salmonella is one of 
the most important food pathogens. Different Salmonella serotypes enter 
body through food and causes food infections in consumers. One of the 
most important evaluation criteria for health is to determine the microbial 
load of food.
Materials and Methods: In this study, 245 shrimp samples supplied 
in Khuzestan province were taken randomly. The samples kept 
on ice were transferred to the laboratory and immediately tested 
microbiologically. 	
Results:  In this study, in 50.2 percent of the samples, the average number 
of bacteria per mL of the rinse water used to rinse the shrimps was 2200 
bacteria, in 29.8 percent of the samples, it was 13600 bacteria and in 20.0 
percent of the samples, the average number of bacteria per mL of the rinse 
water, it was 36700 bacteria. Based on these results, the average number 
of bacteria in the total samples was 20000 bacteria per mL rinse water. 
Out of the total samples assessed 33 samples were positive and 212 were 
negative for Salmonella, showing a 13.4 percent prevalence of Salmonella 
contamination in the shrimp production in Khuzestan Province.
Conclusion: Due to the microbial load and Salmonella contamination 
in shrimp supply in the province of Khuzestan raw or undercooked 
consumption of shrimps can increase the possibility of problems for 
consumers.

Please cite this article as: Sana MJ, Hosseini Siahi Z. The determination of total microbial count and prevalence of Salmonella in the shrimp supply in 
Khuzestan province. Iranian Journal of Health and Environment. 2018;11(2):149-56.
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