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چكیده
سابقه و هدف: باکتریمي با ليستریا منوسيتوژن در زنان حامله مي تواند به عوارض مختلف در جنين از جمله سقط منجر شود. گر چه 
تشخيص ليستریوز مي تواند با کشت نمونه و جدا سازي باکتري صورت گيرد ولي به دليل وقت گير بودن، راندمان پایين ناشي از تعداد 
کم باکتري و مشکل در تشخيص افتراقي از سایر باکتري ها در بسياري از آزمایشگاه ها از این روش به طور معمول استفاده نمي شود و 
هم چنين روش های ایمونولوژی نيز کمتر اهميت پيدامی کند، لذا تشخيص مولکولی باکتری در نمونه های بيمار و یا مواد غذایی مشکوک 

از اختصاصيت بالایی برخوردار است. در این مطالعه روش مولکولی در مقایسه با روش های دیگر در افتراق باکتری بکار رفته است.
مواد و روش ها: در این مطالعه، 152 مورد مشکوک به ليستریوز مراجعه کننده به آزمایشگاه مسعود که از مواد غذایی آلوده مصرف 
کرده بودند نمونه اخذ شد و از نظر آنتي بادي هاي ضد ليستریا مونوسيتوژن به روش IFA تحت بررسي قرار گرفتند. در ضمن نمونه ها با 
استفاده ازکشت و روش مولکولی بعد از استخراج DNA با روش PCR مورد ارزیابی قرار گرفتند که تمام روش های مولکولی مورد استفاده  

از روش استاندارد بوده است.
یافته ها: از تمام نمونه ها 47% )71( آن ها در رقت 100/ 1 و 400/ 1 در روش ایمونولوژی مثبت گزارش شد. در روش کشت باکتری 

41 مورد مثبت شدند وليکن در روش مولکولی از کل نمونه های مشکوک به تعداد 53 مورد مثبت گزارش گردید.
نتیجه گیری: با توجه به افزایش آمار بيماری زایی ليستریا و هم چنين در ارتباط بودن عفونت با سقط جنين، اهميت بررسی آلودگی 
در منابع غذایی توسط باکتری اهميت بالایی داشته و اخيرا اغلب پزشکان غربالگری زنان باردار را از نظر آلودگی به ليستریا توصيه می نمایند. 
بر اساس برآورد های WHO استفاده از روش آنتی سرم قابل اطمينان نبوده و روش کشت و مولکولی از اهميت بالایی برخوردار است، 

بالاخص در خصوص غربالگری زنان باردار روش مولکولی از اختصاصيت بالایی برخوردار می باشد.
کلمات کلیدی: ليستریا منوسيتوژن، مواد غذایی آلوده

مقدمه
ليستریا مونوسيتوژن از باکتری های گرم مثبت، بدون کپسول 
واسپور، فلاژل دار و بی هوازی اختياری است که می تواند در

درون سلول و خارج سلول رشد و تکثير نماید و انگل اختياری 
درون سلولی می باشد )1 ، 2، 3(. این ميکرو ارگانيسم از طریق 

شده،  پاستوریزه  شير  کره،  پنير،  قبيل:  از  آلوده  غذایی  مواد 
دریایی،  غذاهای  خام،  سبزیجات  آن،  های  فراورده  و  گوشت 
خاک، بقایای گياهی در حال فساد، لاشه حيوانات سلاخی شده 
و ناقلين بدون علامت به انسان انتقال می ابد )4، 5، 6(. ليستریا 
پرندگان،  پستانداران،  از  متعددی  های  گونه  در  مونوسيتوژن 
به  ترجيحا  وليکن  دارد  وجود  حشرات  و  دوزیستان  ها،  ماهی 
عنوان یک ارگانيسم ساپروفيت در خاک رشد و تکثير می یابد. 
درجه  باکتری حدود 37  این  برای  رشد  اپتيمم  درجه حرارت 
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می باشد اما رشد آهسته ای در 4 درجه سانتی گراد دارد که 
این ویژگی اساس روش غنی سازی در سرما را تشکيل می دهد 
)2، 7، 8، 9(. مواردی از شيوع بيماری ليستریوز انسانی ناشی 
از آلودگی مواد غذایی مانند گوشت یا فراورده های لبنی و هم 
بدون  یا  کافی  حرارت  بدون  که  شده  فرآیند  غذاهای  چنين 
امکان  است که  اند، گزارش شده  پاستوریزه شده مصرف شده 
رشد و تکثير این باکتری در حرارت یخچال را دارد. این باکتری 
از معدود ميکرو ارگانيسم هایی است که می تواند از جفت عبور 
نماید و آثار سوء از قبيل سقط جنين، تولد زودرس و هم چنين 
تولد نوزاد با عفونت های سيستمی را ایجاد نماید که از این نظر 
برای  آن  تشخيص  و  دارد  قرار  اهميت  مورد  انسانی  در جوامع 
ليستریا   .)10،  9( است  برخوردار  بالایی  اهميت  از  متخصصين 
های  سلول  توسط  به  سپس  و  کرده  عبور  مخاطی  غشای  از 
بيگانه خوار، فاگوسيتوز می گردد و در درون فاگوليزوزوم ها وارد 
باکتری، پروتئينی در سطح دیواره سلولی خود  این  می گردد. 
به نام اینترنالين دارد که با گيرنده ای در سطح اپی تليال روده 
به  باکتری  صورت  این  به  و  نموده  واکنش  کاردین  ای  نام  به 
مدتی غشای  از  بعد  ميشود.  وارد  تليال  اپی  های  سلول  درون 
فاگوليزوزوم ها را پاره کرده و وارد سيتوپلاسم می گردد و در 
در  سيتوپلاسمی  غشای  طریق  از  و  نموده  تکثير  سيتوپلاسم 
سلول های مجاور نفوذ می کند )1، 5، 9، 10(. علائم کلينيکی 
عفونت  جنين،  سقط  صورت  به  و  بوده  تهاجمی  ليستریوز 
از  مونوسيتوژن  ليستریا  کند.  بروز می  مننژوانسفاليت  و  خونی 
طریق مجاری گوارشی و بعد از خوردن غذاهای آلوده به بدن وارد 
می شود. هدف از انجام این مطالعه بررسی وضيعت غذاهای آلوده 
و  بوده  تهران  مختلف شهر  های  مناطق  در  افراد  مورد مصرف 
مقایسه ای بين روش های تشخيصی این باکتری صورت می گيرد.

مواد و روش ها
در این تحقيق تجربی، نمونه ها از مراجعه کنندگان به آزمایشگاه 
با  آلودگی  به  مشکوک  و  نموده  استفاده  غذایی  مواد  از  که 
ليستریا بودند، جمع آوری گردید. برای انجام آزمایش از نمونه 
 IFA از روش  نمودن سرم  از جدا  بعد  بيماران  نظر  خون مورد 
 O  – ليستریوليزین  ضد  های  بادی  آنتی  از  )که  ایمونولوژی 
گردید.  انجام   1/400 و   1/100 های  رقت  با  گردید(  استفاده 

در ضمن از نمونه مورد نظر در محيط کشت غنی شده ليستریا 
روش  از  بررسی  برای  و  گردید  وارد  است  مایع  صورت  به  که 
گردید.  استفاده   )Cold enrichment( سرما  در  سازی  غنی 
نگهداری  یخچال  در  کشت  محيط  های  بطری  روش،  این  در 
می شوند تا این که از رشد بقيه ی ارگانيسم های فلور طبيعی 
جلوگيری شود و فقط باکتری ليستریا رشد نموده و تعداد آن 
در نمونه بيمار افزایش یابد. ليستریا مونوسيتوژن در محيط غنی 
شده ) Listeria enrichment broth( شرایط مناسبی را بدست 
حاوی  بطری  در  ها  نمونه  یابد.  می  افزایش  آن  تعداد  و  آورده 
محيط به مدت یک هفته در دمای یخچال قرار گرفتند و سپس 
از روی این بطری ها، کشت مجدد بروی محيط آگار مک براید 
)Mc bride( یا آگار غنی کننده ليستریا انتقال یافت و به مدت 
گرفت. قرار  گراد  سانتی  درجه   37 دمای  در  ساعت   24-48

)PCR( واکنش زنجیره ای پلی مراز - DNA استخراج
برای استخراج DNA از روش آب مقطر دو بار دی یونيزه شده و 
حرارت 90 درجه استفاده گردید که نمونه را سانتریوفوژ نموده و 
به همراه آب دوبار دی یونيزه شده  در حرارت مرطوب 90 درجه 
 DNA به مدت 45 دقيقه قرار داده و بعد از سانتریوفوژ مجدد
جدا می شود. برای انجام PCR یا تکثير زنجيره اسيد نوکلئوئيک 
از پرایمر استاندارد مطابق جدول 1استفاده گردید و حجم نهایی 
واکنش برای انجام واکنش PCR، 50 ميکروليتر در نظر گرفته 
شد که ازکيت کياژن )Qiagen( استفاده گردید. مخلوط واکنش 
نوکلئوتيد  دزکسی   150µm  ،Mgcl2  3/5  mM شامل:   PCR

 Forward- Reverse 25 از پرایمرpmol ،dNTP تری فسفات یا
دقيقه   15 زمانی  برنامه  در  که  بود   Taq polymerase  U1 و 
95 درجه در   – در 95 درجه سانتی گراد، 50 سيکل متوالی 
ثانيه، 61 درجه در 20 ثانيه، 72 درجه در 30 ثانيه انجام   15
گرفت.  انجام  دقيقه   4 مدت  به  درجه   72 در  نهایی  گسترش 
الکتروفورز بر روی ژل  از  جهت آشکارسازی قطعه تکثير یافته 
آگارز 1/8% استفاده شد. لازم بذکر است که از مواد غذایی آلوده 
و آلوده نشده علاوه بر کنترل مثبت و منفی در انجام تست ها 

استفاده گردید.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، بهار 1391، بررسی و مقایسه روش های....
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جدول1- توالی پرایمرهای اوليگونوکلئيوتيدی مورد استفاده در مطالعه

یافته ها
در این مطالعه، 152 مورد مشکوک به ليستریوز مراجعه کننده 
به آزمایشگاه مسعود که از مواد غذایی آلوده مصرف کرده بودند 
تيتر  فلورسانس غير مستقيم،  ایمونو  اخذ شد. در تست  نمونه 
سرمی بيماران از نظر آنتی بادی ضد ليستریا در رقت 1/100 و 
1/400 بدست آمد. تيتر های سرمی 1/400 و 1/100 به عنوان 
به  دیگر  های  تيتر  و  شدند  گرفته  نظر  در  مثبت  سرمی  تيتر 
عنوان منفی گزارش شدند. از تمام نمونه ها 47% )71( نفر در 
رقت 100/ 1 و 400/ 1در روش ایمونولوژی، مثبت گزارش شد.

در مجموع در روش کشت که 41 مورد مثبت گزارش شد و نتيجه 
مونوسيتوژن  ليستریا  مختص  بيوشيمایی  های  تست  با  ها  آن 
تایيد گردید که 6 مورد اختلاف بين روش ایمونوفلورسانس و 
کشت بدست آمد. از تمام نمونه ها که جداسازی DNA صورت 
بهره  مورد   PCR مولکولی  روش  در  مورد   149 تعداد  گرفت، 
برداری قرار گرفت که در این روش تعداد 53 مورد مثبت بدست 
آمد که اندازه قطعه مورد مطالعه که به عنوان مثبت تلقی گردید 

172bp بود )شکل 1، 2(. 

شکل 1- شماره 2-1 موارد مثبت، شماره 3 و4 مواد غذایی آلوده شده، 5 موارد منفی، شماره 6 ماده غذایی سالم، شماره   
7 کنترل منفی و شماره 8 کنترل مثبت می باشد.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، سعید ذاکربستان آباد و همکاران...
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شکل 2- شماره های 10-1 موارد مثبت می باشد، B مورد ماده غذایی سالم، NTC کنترل منفی و + به عنوان کنترل مثبت 
می باشد که در زیر شکل مواردی کشت مثبت یا منفی بوده برای مقایسه قرار گرفته است.
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بحث
جداسازی و شناسایی ليستریا مونوسيتوژن معمولا کاری دشوار 
بوده و به زمان زیادی نياز دارد. در این مطالعه سعی بر آن شد تا 
علاوه بر مقایسه روش های مختلف شناسایی، بتوان به آماری در 
آلودگی مواد غذایی به این باکتری رسيد. در استراليا بعد از اضافه 
کردن نمونه به محيط غنی کننده، محيط کشت را در دمای 30 
سانتی  درجه  دمای 4  از  و  نموده  نگهداری  گراد  سانتی  درجه 
گراد یخچالی نيز استفاده شده است )2، 7(. در ضمن به محيط 
کشت غنی کننده، آنتی بيوتيک و مواد باکتری و استاتيک مانند 
هيدروکلراید  آکریفلاوین  و  سيکلوهگزاميد  ناليدیکسيک،  اسيد 
اضافه نموده تا از رشد باکتری ها و قارچ های مزاحم جلوگيری 
به عمل آید، در حالی که در این روش فقط از سرما در مدت 
زمان بيشتر برای احيای رشد ليستریا استفاده گردید. اردوگان 
توصيه  جداسازی  برای  را  سرما  در  سازی  غنی  همکارانش،  و 
اهميت  دليل  به  داشت.  هماهنگی  نيز  ما  نتایج  با  که  نمودند 
این باکتری در بهداشت مواد غذایی و نيز سلامت عمومی افراد 
جامعه، بررسی های گوناگونی در بسياری از کشورها و از جمله 
کشور ما نيز شده که در این تحقيق در ميدان کوچک تر شهر 
با  نمونه  پنير، 11  نمونه  از 103  برزیل  در  بررسی شد.  تهران 
ليستریا آلوده بود )6(. در کشور ما از ميان 28 نمونه سوسيس 
و کالباس، 3 نمونه و از 22 نمونه لبنيات 3 نمونه دارای آلودگی 
بودند که در نتایج ما از موارد 53 مورد مثبت تعداد 5 نمونه به 

علت استفاده از مواد غذایی آلوده بود )2(.
ار آنجا که شيوع ليستریوز می تواند ناخوشایند و جبران ناپذیر 
در سالمندان، افراد مبتلا به نقص ایمنی و زنان باردار به بار می آورد، 
گزارش  و  دستيابی  جهت  دقيق  های  روش  از  که  است  لازم 
صحيح استفاده نمود. از طرفی، یکی از علل شيوع ليستریوز در 
جوامع و کشور ما، پنيرهای آلوده و سنتی و نيز غذاهای آماده 
می باشد. ضروری است که مسئولين امر در توليد مواد غذایی 
و پخش فراورده های غذایی حتی الامکان از مصرف مواد آلوده 
و سنتی در توليدات پرهيز نموده و در مراکز عرضه مواد غذایی 
رعایت موارد بهداشتی کنترل گردد. نتایج تحقيق حاضر مبين 
این موضوع شد که علاوه بر روش های ایمونولوژی و ميکروبی 

های  بيماری  موارد  در  های خاص، خصوصا  موارد  در  )کشت( 
سالمندان مشکوک به ليستریوز که تشخيص مشکل است و نيز 
در مواردی که در زنان باردار سقط های مکرر گزارش می گردد 
به عنوان یک روش دقيق در پانل تشخيصی از روش مولکولی

PCR استفاده نمود. در ضمن در کنترل و بازرسی فروشگاه های 

توجه  با  بایست  می  شهر  شلوغ  مناطق  در  غذایی  مواد  عرضه 
به اهميت موضوع و نيز بدست نياوردن باکتری در روش های 
های  علت  به  ميکروبی  و  مشکوک(  فرد  سرم  )در  ایمونولوژی 
و  آزمایشگاهی  خطای  و  باکتری  کم  تعداد  قبيل  از  مختلف 

پرسنلی از روش مولکولی بهره برد.
تشكر و قدر دانی

آزمایشگاه  شناسی  ميکروب  بخش  همکاران  از  تحقيق  این  در 
مسعود که صميمانه در انجام کار همکاری نمودند کمال تشکر 

را داریم.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، بهار 1391، بررسی و مقایسه روش های....
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