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1382جلد دوم،شماره دوم، بهار 

جداسازي ليستريا مونوسيتوژن از پنير با استفاده از روش غني سازي در سرما و 
مشاهده باكتري در كشت سلولي هلا

4جبلي، محمد احمدي 3مؤخر، روحاني كارگر2ونديوسفي، جليل1*    جميله نوروزي

خلاصه

 ليستريا مونوسيتوژن از طريق غذاهاي آلوده مانند پنير، سبزيجات خام، سالاد آماده فروش و غيره به انسان :سابقه و هدف

، ارائه روشي ساده و قابل مطالعههدف از اين . باشداين باكتري قادر به رشد در خارج و در درون سلول مي. انتقال مي يابد

.ين باكتري از پنير و مشاهده آن در كشت سلولي هلا در زير ميكروسكوپ نوري بوده استاجرا جهت جداسازي ا

اي از پنير تازه محلي در محيط كشت انتخابي غني كننده همراه با عصاره  تجربي، نمونهمطالعهدر اين : هاروشمواد و 

 در محيط ،ن با هيدروكسيد پتاسيمو رقيق كردن آ) Cº4(پس از يك هفته نگهداري در يخچال . مخمر كشت داده شد

ا بعد از پيدايش كلني ها، آزمايش هاي مختلف براي اثبات ليستري. كشت انتخابي پالكام و ليستريا كشت داده شد

48 و 36، 24، 12پس از (ونوسيتوژن انجام گرفت و سپس، به كشت سلولي هلا وارد گرديد و در فواصل زماني مختلف م

.نگ آميزي و در زير ميكروسكوپ نوري مشاهده و عكسبرداري شدبه روش گيمسا، ر) ساعت

هاي گرفته شده عكس. نداز پنيرهاي تازه محلي با ليستريا مونوسيتوژن آلوده بود% 9اين بررسي نشان داد كه : هايافته

به درون سلول  ساعت قادر است 24 بعد از 5×105 ازهاي بيشتوسط ميكروسكوپ نوري نشان داد كه اين باكتري در رقت

. ساعت، سلول را متلاشي سازد48هلا وارد شده و بعد از 

آلودگي . نتايج اين مطالعه نشان داد كه ليستريا مونوسيتوژن در برخي از پنيرهاي آلوده محلي وجود دارد: گيرينتيجه

لذا ضروري است . توزيع رخ دهدتواند در طي فرآيندهاي توليد، حمل و نقل و فرآورده هاي لبني با ليستريا مونوسيتوژن مي

ها در كشور، توجه خاصي بر نحوه توليد و توزيع آنها مبذول گردد تا از شيوع به علت گستردگي مصرف اينگونه فرآورده

.ليستريوز در افراد مستعد جلوگيري گردد

ليستريا مونوسيتوژن، پنير، زندگي درون سلولي، كشت سلولي هلا : هاي كليديواژه

)نويسنده مسئول( دانشيار دانشگاه علوم پزشكي ايران -*1

)بخش ميكروبيولوژي( موسسه حصارك رازي-2

)شناسيبخش ويروس( موسسه حصارك رازي-3

كارشناس ارشد دانشگاه علوم پزشكي ايران-4
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مقدمه

ليستريا مونوسيتوژن، باكتري گرم مثبت، بدون اسپور و 

هوازي اختياري است كه به صورت خارج سلولي و درون بي

اين باكتري از طريق . باشدسلولي قادر به رشد و تكثير مي

، شير پاستوريزه شده ]10[، پنير ]11[غذاهاي آلوده مانند كره 

]5[اي آن ه، گوشت و فرآورده]13[، سبزيجات خام ]13،15[

 موردچندين. يابد، به انسان انتقال مي]17[و غذاهاي دريايي 

شيوع از بيماري ليستريوز انساني ناشي از آلودگي مواد غذايي 

هاي لبني و ساير غذاهاي فرآيند شده مانند گوشت يا فرآورده

كه بدون حرارت كافي يا بدون پاستوريزه شدن مصرف 

نايي رشد و تكثير اين باكتري  گزارش شده است كه توا،اندشده

ليستريا مونوسيتوژن، يكي . دهدرا در حرارت يخچال نشان مي

در . تواند از جفت عبور كندهايي است كه مياز معدود باكتري

تواند جنين را زنان باردار مبتلا به ليستريوز، اين باكتري مي

آلوده كرده و در نتيجه منجر به سقط جنين، زايمان قبل از 

د يا زايمان نوزاد زنده اما با عفونت سيستمي با اين باكتري موع

شديد معمولاً م كلينيكي ليستريوز تهاجمي يعلا. ]9[شود 

 و مننژوانسفاليت 1 عفونت خونيبوده و به صورت سقط جنين،

.]16[كند بروز مي

و همكارانش، جداسازي ليستريا مونوسيتوژن را 2اردوگان

فاده از غني سازي در سرما هاي مدفوعي با استاز نمونه

) ºC4 ( هفته و كشت بر روي محيط انتخابي غني 14به مدت 

 درجه سانتيگراد مورد بررسي قرار دادند و 30و قرار دادن در 

گزارش كردند، هنگامي كه نمونه مورد بررسي در يخچال در 

% 94شود در سرم فيزيولوژي فاقد محيط كشت، نگهداري مي

. گرددوسيتوژن در هفته سوم ايزوله ميموارد، ليستريا مون

 در سرما همراه سازيگار با روش غنيآچنانچه، محيط انتخابي 

توان اين باكتري را در هفته اول موارد مي% 100شود، در 

.]7[بدست آورد 

ليستريا مونوسيتوژن از طريق مجراي گوارشي بعد از 

 اين .شودخوردن غذاهاي آلوده مانند پنير به بدن وارد مي

باكتري، پروتئيني در سطح ديواره سلولي خود به نام 

اي در سطح اپي تليال روده به نام دارد كه با گيرنده3اينترنالين

1- sepsis
2- Erdogan
3- internalin

 واكنش نموده و بدين ترتيب، باكتري به درون 4كاردرينايي

.]8،13[شود هاي اپي تليال وارد ميسلول

ا توجه ، ارائه روشي ساده و قابل اجرا بمطالعههدف از اين 

جهت جداسازي ) استفاده از مواد كمتر(به امكانات كشور 

مونوسيتوژن از پنير تازه محلي و مشاهده آن در درون ليستريا

.كشت سلولي هلا توسط ميكروسكوپ نوري بوده است

هاروشمواد و 

در اين مطالعه تجربي، نمونه برداري از پنيرهاي تازه 

 گرم از نمونه پنير 25، براي انجام آزمايش. محلي انجام شد

 (Trypton Soya Yeast Extract) ميلي ليتر محيط225محلي به 

TSYEدرجه سانتيگرادگرم شده بود منتقل 37 تا لاًكه قب 

زدن مخلوط كرده، به طوري كه سپس، نمونه را با هم. گرديد

 محيط آماده شده به مدت  دربعد،. اجزاي آن پراكنده گرديد

دماي چهار درجه سانتيگراد يخچال قرار يك تا سه هفته در 

بعد از يك هفته و سپس هر دو روز يكبار از محيط . داده شد

 با استفاده از 1/10 برداشته شد و پس از تهيه رقت  نمونهفوق

هاي  در صد هيدروكسيد پتاسيم در روي محيط5/0محلول 

كشت داده، يك پليت از هر 5گارآپالكام و ليستريا سلكتيو 

 درجه سانتيگراد و يك پليت در دماي چهار درجه 37ر كدام د

 درجه 37هاي موجود در پليت. سانتيگراد يخچال قرار داده شد

 موجود در هاي ساعت و پليت72 تا 24سانتيگراد، بعد از 

يخچال، بعد از يك هفته و سپس دو هفته، مورد بررسي قرار 

.ندگرفت

بود، پنج كلني هايي كه رشد در آنها صورت گرفته از پليت

هاي آميزي گرم، روي محيطمشخص برداشته و بعد از رنگ

TSYEساعت 48 تا 24گار و بلاد اگار منتقل شد و بعد از آ 

هاي كلني.  درجه سانتيگراد مورد شناسايي قرار گرفت37در 

، (+)، كاتالاز (+)هاي حركت ظاهر شده جهت آزمايش

اي بيوشيميايي شاملهو تست(+)گار آهموليزبتا در محيط بلاد

(+) MRVP (A/A)TSI  گلوكز (+)، استفاده از اسكولين ،(+) ،

مورد بررسي (+) ، رامنوز )-(، گزيلوز (+)، مانيتول (+)مالتوز 

.قرار گرفت

4- E cadherin
5- Listeria Selective agar, Palcam
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جميله نوروزي و همكاران…جداسازي ليستريا مونوسيتوژن از 

هاي هلا براي مشاهده باكتري در درون سلول، ابتدا سلول

تهيه شده از موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي، ( 

 منجمد شده بود، از ازت مايع خارج قبلاًكه ) جحصارك، كر

ها از يكديگر در شده و به منظور مجزا شدن سلول

هاي سپس لوله.  درجه سانتيگراد قرار داده شد37دماي 

 تا 1000 دقيقه با سرعت 5كوچك حاوي سلول به مدت 

ها كه سلولبعد از اين.  دور در دقيقه سانتريفوژ گرديد1200

دي متيل (DMSO مايع سطحي شاملنشين شدند،ته

ها در داخل محيط سلول. و سرم خارج گرديد) سولفوكسايد

(Dulloecco DMEM’s Modified Eagle’s Medium) كه

شامل ده درصد سرم جنين گاو بود، شناور گشته و به داخل 

ها در فلاسك. هاي كشت سلولي انتقال داده شدفلاسك

10 تا 7پس از . اري شدند درجه سانتيگراد نگهد37حرارت 

 در سطح 1روز كه مدت لازم براي تشكيل يك لايه سلولي

ها خانه خارج نموده و مايع روي سلولفلاسك بود، از گرم

ليتر تريپسين استريل، يك ميليپتبا استفاده از پي. خارج شد

ها اضافه شد و پس از گذشت يك دقيقه، تريپسين از به سلول

 ميلي ليتر 20ها در پس، سلولس. محيط خارج گرديد

DMEM شناور گرديد و حدود دو ميلي ليتر از اين محيط به

. منتقل شد(cover slip)هاي حامل لامل lighten tubeداخل 

ها تشكيل شد كه  روز، يك لايه سلولي روي لامل3در مدت 

با .]14[در اين حالت، سلول آماده تلقيح باكتري گرديد 

هاي مختلفي از باكتري رقت2ارد مك فارلنداستفاده از استاند

ليستريا مونوسيتوژن جدا شده از پنير محلي در محيط 

هاي فوق  ميلي ليتر از رقت1/0سپس . نوترينت براث تهيه شد

ها منتقل گرديد و دو لوله نيز به عنوان lighten tubeبه 

 Lighten. شاهد، بدون اضافه كردن باكتري در نظر گرفته شد

tube درجه سانتيگراد نگهداري 37هاي حاوي لامل، در دماي 

 ساعت، يك نمونه از 48، 36، 24، 12گرديد و پس از گذشت 

هر لوله برداشته و با فيكساتور كارنوي به مدت نيم ساعت 

 كارنوي خالي گرديد و بافر نمكي فسفات سسپ. تثبيت شدند

(PBS)براي هاپس از اين مرحله لام. به آن اضافه شد 

هاي تهيه شده با لام. آميزي به روش گيمسا آماده شدندرنگ

1- monolayer
2- Mc Farland

مشاهده و عكسبرداري  Olympus BH-2ميكروسكوپ نوري 

.]14[شد 

نتايج

در اين روش، ليستريا مونوسيتوژن بدون استفاده از 

گار، اسيد ناليديكسيك، آهايي مانند آكسفورد محيط

يدايش پس از پ. سايكلوهگزاميد و آكريفلاوين بدست آمد

هاي هاي مشكوك و انجام تست قندها و ساير آزمايشكلني

 نيوزيلند – براساس استاندارد استراليا هابيوشيميايي، باكتري

نتايج اين بررسي نشان داد كه باكتري . ، شناسايي شدند]4[

هاي پنير تازه محلي وجود از نمونه% 9ليستريا مونوسيتوژن در 

.داشته است

ليستريا مونوسيتوژن در بخش انجام كشت سلولي 

شناسي موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي ويروس

هاي مختلفي در اين تحقيق، رقت. حصارك رازي انجام گرفت

از باكتري ليستريا مونوسيتوژن به درون كشت سلولي هلا 

استفاده از كشت سلولي به منظور نشان دادن . تلقيح شد

بررسي . ول بوده استتوانايي ورود اين باكتري به درون سل

هاي عكسهاي گرفته شده نشان داد كه اين باكتري در رقت

هاي هلا  موفق شده بود كه به درون سلول5× 105بيش از 

 نشان داده شده 1در تصوير شماره همانطور كه.وارد گردد

است، مقدار فراواني از باكتريها در اطراف و تعداد كمي از 

اين تصوير بخوبي . شونده ميباكتريها در درون سلول مشاهد

 ساعت وارد 12دهد كه ليستريا مونوسيتوژن بعد از نشان مي

سلول شده و قادر به رشد و تكثير در درون سلول بوده كه بعد 

، بالاخره موجب متلاشي )2در تصوير شماره ( ساعت 48از 

.شودشدن و مرگ سلول مي

تص
تعداد فراواني از شت سلولي، ساعت پس از تلقيح باكتري ها به ك12: 1وير 

باكتري ها در اطراف و تعداد كمي از آنها در درون سلول مشاهده مي 
.شوند
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 ساعت بعد از تلقيح باكتري ها به كشت سلولي، سلول آلوده 2:14تصوير 
.به علت رشد و تكثير باكتري ها متلاشي شده است

بحث

ر بوده  كاري دشوالاًليستريا مونوسيتوژن معموجداسازي

در اين بررسي، سعي برآن بوده كه . و به زمان طولاني نياز دارد

با تلفيق كارهاي انجام شده توسط پژوهشگران مختلف، 

ترين راه براي جداسازي اين باكتري با توجه به امكانات ساده

روش پايه براي انجام اين پژوهش، . موجود بدست آيد

 و نيز استاندارد شماره ]4[1998 نيوزيلند –استاندارد استراليا 

در .  بود]1[ موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران 4524

 نيوزيلند بعد از اضافه كردن نمونه به –استاندارد استراليا 

 درجه 30كننده، محيط كشت را در دماي محيط غني

 درجه سانتيگراد 4سانتيگراد نگهداري نموده و از دماي 

در ضمن به محيط كشت . يخچال استفاده ننموده است

تيك و مواد باكتريواستاتيك مانند اسيد وبيكننده، آنتيغني

اميد و آكريفلاوين هيدروكلرايد اضافه زناليديكسيك، سايكلوهگ

هاي مزاحم جلوگيري به نموده تا از رشد باكتري ها و قارچ

عمل آيد، در حالي كه در اين روش بجاي استفاده از 

غني (ريواستاتيك، از دماي يخچال بيوتيك و مواد باكتآنتي

سازي و همكارانش، غنياردوگان . استفاده شد) سازي در سرما

، ]7 [كننددر سرما را براي جداسازي اين باكتري توصيه مي

.باشدكه با نتايج ما نيز همĤهنگ مي

به دليل اهميت ليستريا مونوسيتوژن در بهداشت مواد 

هاي گوناگوني عه، بررسيغذايي و نيز سلامت عمومي افراد جام

در بسياري از كشورها و از جمله كشور ما بر روي اين باكتري 

 در كاروليناي 2001براي مثال، در سال . انجام شده است

 هفته مشاهده شد كه 2 مورد ليستريوز در طي 3شمالي، 

اي نرم بود كه به صورت خانگي تهيه عامل آن، پنيرهاي خامه

 نمونه 11 نمونه پنير، 103ل، از در برزي. ]3[ندشده بود

در كشور ما، . ]6[ندآلوده بودبا ليستريا مونوسيتوژن%) 6/10(

و از %) 71/10( نمونه 3 نمونه سوسيس و كالباس، 28از ميان 

داراي آلودگي با ليستريا %) 09/9( نمونه 3 نمونه لبنيات، 22

دودي تا ح%) 9( كه با نتايج اين بررسي ]2[مونوسيتوژن بودند 

.مطابقت دارد

تواند عوارض ناخوشايند و از آنجا كه، شيوع ليستريوز مي

جبران ناپذيري را در سالمندان، افراد مبتلا به نقص ايمني و

هاي دقيق و مطمئن، زنان باردار ببار آورد، لذا استفاده از روش

جهت دستيابي و شناسايي اين باكتري در مراكز بهداشتي 

از طرفي، يكي از علل شيوع ليستريوز . بديادرماني ضرورت مي

غذايي در جوامع مختلف و از جمله كشور ما، پنيرهاي آلوده 

بويژه پنيرهاي نرم بوده است و با توجه به مصرف نسبتا بالاي 

انواع پنيرهاي سنتي در كشور ما، ضروري است كه توجه 

خاصي از طرف مسئولين امر به توليد و پخش اين فرآورده، چه 

ط توليدكنندگان كوچك سنتي و چه كارخانجات مبذول توس

هاي لبنياتي گردد و تا آنجا كه ممكن است از مصرف فرآورده

.گردد پرهيز شودكه به صورت سنتي و غيربهداشتي عرضه مي

ليستريا مونوسيتوژن، خارج از سلول و با توجه به اينكه

ا هاي كشت سنتزي قادر به رشد و تكثير است و بروي محيط

تست آنتي بيوگرام، امكان تعيين داروي مناسب براي مبارزه 

همه، عود مجدد عفونت با با اين باكتري وجود دارد، با اين

، مدركي است دال بر اينكه، اين باكتري، درون %)30(ليستريا 

ها، تنها قادر است سلولي بوده و مصرف آنتي بيوتيك

هاي درون  باكتريهاي خارج سلولي را از بين ببرد، اماباكتري

.]12[مانند امان ميها درسلولي از اثر كشندگي آنتي بيوتيك

نتايج اين مطالعه نشان داد كه ليستريا مونوسيتوژن 

با . كندبخوبي وارد سلول ميزبان شده و سلول را متلاشي مي

و فواصل ) 5×105بيش از (هاي مشخص شده توجه به رقت

در اين بررسي، كه ) ساعت48 تا 12(زماني نشان داده شده 

شود، مي باكتري وارد سلول شده و موجب مرگ سلول مي

توان در تحقيقات آينده در طرح ساختن واكسن مورد توجه 

.قرار داد
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