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و عامل بیماری لیستریوزیس با طیف  طلبفرصتپاتوژن یک  لیستریا منوسیتوژنز :زمینه و اهداف

به ویژه افراد با  سلامتی تهدیدی برای مونوسیتوژنز لیستریا با آلودگی بنابراین؛ باشدیمبالینی گسترده 

با  لیستریا منوسیتوژنزفراوانی  تعیین مطالعه، این انجام از هدف .گرددیمحسوب م سرکوب سیستم ایمنی

و  ینیبال یهانمونهدر  PCRاز طریق روش  شدهییشناسا هاییزولها ییدتأوش های فنوتیپی و استفاده از ر

 .باشدیمغیرکلینیکی 

محیط اختصاصی  یرو بر پس از رشد ابتدا. شدنمونه بررسی  716در این مطالعه  مواد و روش کار:

مورد ارزیابی قرار گرفتند. در یی بیوشیمیا رایج با استفاده از تست های یافته رشد یکلنی هاپالکام آگار 

 .استفاده گردید هایهسو ییدأتبه منظور  (PCR) از واکنش زنجیره پلیمراز ،نهایت

شده، جدا گردید. از  یآورجمعنمونه  716 کل از لیستریا منوسیتوژنزایزوله  (%6/6)67تعداد : هایافته

( %2/16) 5( سویه از ادرار،6/5)2( سویه از جفت، %5/6)6سویه شامل  (%2/8) 16تعداد ، ینیبالنمونه  161بین 

( %6/11)2( و %11) 2(، %1/6)5 ،( سویه از رکتال سواب جدا شدند. همچنین%5/8)3سویه از سواب واژن و 

نمونۀ  211لبنی مختلف به ترتیب شامل پنیر، خامه و کشک به دست آمدند. از  نمونه 116سویه نیز از 

( به ترتیب از %3)2( و %2/6)6(،%5/5) 5سویه جدا شد که شامل  (%2/5) 11،نیز مختلف گوشتی یهافرآورده

نمونه دامی جداسازی  131سویه، از ( %3/9) 12سوسیس، عصاره گوشت و عصاره مرغ بود. در نهایت، 

 PCRدر واکنش . ( سویه از گاو بودند%11) 2( سویه از گوسفند و %8)6( تا از بز، %11) 7گردید که شامل 

 بودند. inlAدارای ژن  لیستریا منوسیتوژنزسویه  67 یامتمنیز 

نشان را  لیستریا منوسیتوژنزو غیرکلینیکی به  ینیبال یهانمونه آلودگیمطالعه حاضر : گیرییجهنت

جهت ردیابی سریع این باکتری از  PCRفاده از یک تکنیک ساده و استاندارد از قبیل استبنابراین، ؛ دهدیم

 .رسدیم نظر بهی ضرورنابع مختلف م

 .inlA ،PCR ،لیستریا منوسیتوژنزکلیدی کلمات 

 پزشکی ایران محفوظ است.  شناسییکروبمبرای مجله این مقاله  و استفاده علمی از نشر حق چاپ، :© رایتیکپ
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. دارد وجود آب و فاضلاب فساد، حال در اهانیگ خاک، در یباکتر

 قیطر از معمولاً که است طلبفرصت پاتوژن کی یباکتر نیا

 انسان به یگوشت و یلبن یهافرآورده و آماده قبل از یغذاها

 به نسبت یباکتر نیا یبالا مقاومت لیدل به. شودیم منتقل

 pH و میسد دیکلر یبالا غلظت جمله از سخت یطیمح طیشرا

 یکی عنوان به وسیسلس درجه 1 یدما تحمل نیهمچن و یدیاس

 کی نیهمچن و ییغذا مواد از کنندهمنتقل مهم یها یباکتر از

 گرفته نظر در ییغذا صنعت و یعموم بهداشت در عمده ینگران

 یریگهمه از مورد چندین اخیر یهادر سال(. 4, 5, 6شود )یم

 محصولات ویژه به ییمواد غذا مصرف با در رابطه سیلیستریوز

 گوشت مرغ، عصاره کشک، نرم، ریپن لیقب از آماده قبل از ییغذا

, 5) است شده گزارش یصنعت یر کشورهاد رهیغ و منجمد یها

 افراد شیافزا و توژنزیمنوس ایستریل وعیش شیافزا به توجه با(. 4

 روش کی به یاساس ازین امروزه جامعه، در خطر معرض در

 به شناسییکروبم یسنت یها روش یجا به عیسر یصیتشخ

. شودیم احساس مختلف یدام و ییغذا یهانمونه یابیارز منظور

 ایستریل حضور صیتشخ یبرا PCR کیتکن از ریاخ یها سال در
 و خردشده گوشت خام، ریش در مهاجم و زا یماریب توژنزیمنوس

 یهاژن یاختصاص یمرهایپرا از استفاده با یلبن محصولات

 استفاده رهیغ و inlB، iap، actAو  hly: inlA یلقب از مختلف

 مهم یسطح یاساختاره از B و A یها نینترنالیا(. 7) است شده

 به سمیارگان ورود در که شوندیم محسوب توژنزیمنوس ایستریل در

 در آن زایییماریب جهینت در و عفونت یبرقرار زبان،یم یها سلول

 لیدل به(. 8, 3, 21) دارند ییبسزا نقش خطر معرض در افرادِ

 ریسا و بوده توژنزیمنوس یستریال گونه یاختصاص inlA ژن نکهیا

 یمنف گرم و مثبت گرم یها یباکتر گرید و ایستریل یهاگونه

 کیتکن قیطر از سمیارگان نیا ییشناسا لذا ،باشندیم آن فاقد

PCR از هدف(. 22) است یرپذامکان ژن، نیا وجود یمبنا بر 

 در منوسیتوژنز لیستریا هاییهسو یفراوان نییتع حاضر، مطالعه

 یها روش از استفاده با یکینیرکلیغ و ینیبال یهانمونه

 کیتکن قیطر از ،هایزولها ییدتأ و ییایمیوشیب و شناسییکربم

PCR باشدیم. 

 :هاروشمواد و 

تا  2983های  سال ولبه صورت تصادفی در ط یریگنمونه

 یهافروشگاهو  دامپزشکی درمانگاهیک مرکز بالینی و  در 2932

 بالینی یهانمونه تهران انجام شد.مواد غذایی در سطح شهر 

در بیمارستان  ینجنسقطکه با تشخیص  انیبیمار از شدهیهته

و  واژن ،جفتسواب های ، شامل بودندبستری  دکتر شریعتی

 درمانگاهاز  شدهیهتهدامی  یهانمونهبود.  ادرار و ، خونرکتوم

شامل نمونه جفت از گاو، بز و  تهراندانشگاه دامپزشکی 

 .به دست آمدشده بودند،  ینجنسقطگوسفندانی که متحمل 

چندین از  به طور تصادفی لبنی و گوشتی یهافرآوردههمچنین، 

 . ندشد ریآشهر تهران خریدفروشگاه مواد غذایی در سطح 

 در محیط 25به  2در آزمایشگاه به نسبت  هانمونه تمامی

Tryptocase Soy Yeast Extract Broth (-TSYEB) (Merck ،

 روز در دمای یخچال نگهداری 95رقیق و به مدت حداکثر آلمان( 

 هانمونه، هفتهدر سرما، به فاصله هر  سازییغنطبق روش  .ندشد

سلکتیو آگار  یستریال ومانند پالکام  را روی محیط اختصاصی

(Merckکشت داده و )ساعت درون  18تا  21به مدت  ، آلمان

پس از  .کنیمیمسلسیوس انکوبه درجه  97و در  دار جار شمع

روش گرم و  یزیآمرنگبا استفاده از  ی مشکوکی هاکلن رشد

در چتری تست کاتالاز، حرکت  یرنظاستاندارد  بیوشیمیایی های

، CAMPمثبت هیدرولیز اسکولین، تست  ،سلیسوسدرجه  20

(، ایجاد VPپروسکوئر )-گسو( و وMRتست های متیل رد )

، تولید اسید از قندهای گلوکز و روی آگار خون دار همولیز بتا

لیستریا مانیتول به عنوان  رامنوز و عدم مصرف زایلوز و
 ایستریل رفرنساز سویۀ  مورد شناسایی قرار گرفتند. منوسیتوژنز
 .نیز به عنوان کنترل مثبت استفاده شد ATCC7644 منوسیتوژنز

 PCRاز طریق واکنش  inlAردیابی ژن 

سویۀ  18 در inlA جفت بازی از ژن 855قطعۀ  وجود 

با استفاده از روش های  شدهییشناسا منوسیتوژنزلیستریا 

 باکتریژنومی  DNAابتدا بیوشیمیایی مورد بررسی قرار گرفت. 

 High Pure PCR Template Preparation Kitبا استفاده از 

(Roche از کلنی های رشد یافته )برای. گردید استخراج، آلمان 

شد  استفاده (2)جدول  inlAاختصاصی ژن  پرایمر، از PCR انجام

 0شامل میکرولیتر  20به حجم نهایی  PCRواکنش سپس،  .(22)

 یحاو)سیناکلون، ایران(  PCR master mix 5Xاز میکرولیتر 

(0.08 U/µl)polymerase DNA  Taq، (3 mM)2 MgCl  و

dNTPs (0.4 mM) ،0/5 از هر یک از پرایمر به غلظت  میکرولیتر

 0/28( و ng 25) الگو DNAز ا میکرولیتر 0/5میکرومولار،  8/5

گرادیانت ترموسایکلر  از استفادهآب دیونیزه استریل با  میکرولیتر

: انجام گرفتسیکل به صورت زیر  95)اپندروف، آلمان( برای 

 یکسلیسوس به مدت  درجه 30دمای  در واسرشتگیمرحلۀ 
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 10سلیسوس به مدت  درجه 82در  پرایمرها اتصالمرحلۀ  دقیقه،

 05سلیسوس به مدت  درجه 72در حلۀ طویل سازی مر و ثانیه

درصد  0/2ز ردر ژل آگا PCRواکنش . در پایان، محصولات ثانیه

 هاییهسو( در مقایسه با µg/ml 0.5) بروماید اتیدیومحاوی 

کنترل منفی  و( 7811ATCCکنترل مثبت )لیستریا منوسیتوژنز 

 .گردیدالکتروفورز ( 23223ATCC)لیستریا ایوانووی 

 

 inlAژن  ریتکث یبرا استفاده مورد یمرهایپرا یتوال: 2جدول 

 طول قطعه تکثیریافته )جفت باز( توالی پرایمر ژن

 ACGAGTAACGGGACAAATGC-3′-′5 ترادف جلویی
855 

 CCCGACAGTGGTGCTAGATT-3′-′5 ترادف برگشتی

 

 آنالیز آماری

 یافزارهانرمه، به کمک آمد به دستآماری نتایج  آنالیز

(Version 14) SPSS و با استفاده از آزمون آماری پیرسون کای- 

 انجام شد. P< 0.05( به ازای Pearson-Chi Squareدو )

  هایافته

 یباکتر هاییزولها

سویه  18 کلینیکی تحت مطالعه،و غیر ینیبال نمونه 827کل از 

 (%2/8سویه ) 21اد تعد. آمد به دست لیستریا منوسیتوژنز( 1/7%)

زنان  شده از یآورجمع ینیبالنمونه  275از  لیستریا منوسیتوژنز

 ینجنسقط باسابقهکه  تهراندکتر شریعتی  بستری در بیمارستان

 بودند، شدهیبسترتوسط پزشک متخصص زنان و زایمان 

 شامل پنیر،غذایی نمونه  725به طور همزمان  جداسازی گردید.

مورد بررسی قرار  منوسیتوژنز لیستریاوجود خامه و کشک از نظر 

تعداد از  جداسازی شد. (%1/8سویه ) 3، از این تعداد که گرفت

مورد عصاره  00نمونه سوسیس،  35شامل  ،نمونه گوشتی 225

لیستریا  (%2/0) مورد 22تعداد ، عصاره مرغ ۀنمون 80گوشت و 
 295کل از ( نیز %2/3سویه ) 22همچنین،جدا شد.  منوسیتوژنز

نمونه گاو  20نمونه گوسفند و  10نمونه بز،  85نمونه دامی شامل 

 .(2شد )جدول جداسازی 

 

 ینیبال یهانمونه از جداشده توژنزیمنوس ایستریل یفراوان: 2جدول 

 ینیبال ریغ و

 نوع نمونه
مکان/مواد 

 نمونه برداری
 تعداد)%( نمونه

تعداد )%( 
 باکتری جدا شده

کی
ینی

کل
 

 (0/7)1 (2/92) 09 جفت

 (5)5 (7) 22 خون

 (7/0) 2 (8/25) 90 ادرار

 (2/21) 0 (8/25) 90 سواب واژن

 (0/8)9 (8/25) 90 رکتال سواب

 (2/8) 21 275 تعداد کل

کی
ینی

 کل
یر

غ
 

 لبنی

 (2/7)0 (1/80) 75 پنیر

 (25)2 (7/28) 25 خامه

 (7/22)2 (3/20) 27 کشک

 (1/8)3 257 د کلتعدا

 گوشت فرآوری
 شده

 (0/0)0 (3/12) 35 سوسیس

 (2/7)1 (2/28) 00 عصاره گوشت

 (9)2 (3/95) 80 عصاره مرغ

 (2/0)22 225 تعداد کل

 دام

 (25)8 (2/18) 85 بز

 (8)1 (7/98)05  گوسفند

 (25)2 (1/20)25 گاو

 (2/3)22 295 تعداد کل        

 

 لیستریا منوسیتوژنز ولیتشخیص مولک

 هاییزولهابر روی تمامی  PCRحاصل از آزمون  یجنتا 

با استفاده از روش های  شدهییشناسا لیستریا منوسیتوژنز

، هایهسوو بیوشیمیایی نیز نشان داد که همه  شناسییکربم
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نتایج  2شکل بودند.  inlAآنها، دارای ژن  منشأبدون توجه به 

لیستریا  در چند سویه انتخابی inlAحاصل از تکثیر ژن 

 23223ATCC لیستریا ایوانوویرا در مقایسه با گونه  منوسیتوژنز

 .دهدیمنشان 

 

 منتخب زولهیا 8 در inlA ژن الکتروفورز ژل ریتصو: 2شکل 

 توژنزیمنوس ایستریل) مثبت : کنترل2 یفرد .توژنزیمنوس ایستریل

7811ATCC)؛ینیبال یهانمونه از جداشده هاییهسو: 9 و 2 یف؛ رد 

: 7 و 8 فیرد ؛یلبن یهافرآورده از جداشده هاییهسو: 0 و 1 فیرد

 فرآورده از جداشده هاییهسو

 

 یریگجهینتو بحث 

بیماری قابل گزارشی در سیستم بهداشت و  یستریوزیسل 

لیستریا شیوع واقعی و لذا  شودینمسلامت ایران محسوب 
همچنین، به علت  ناشناخته است. کشور مادر  ،منوسیتوژنز

مصرف شیر خام و تهیه سنتی بعضی از مواد لبنی از قبیل پنیر 

ر برخی از نقاط ایران و استفاده از مواد مصرف آنها دو محلی 

مواد  گونهیناغذایی آماده مصرف، این باکتری ممکن است در 

گردد دستگاه گوارش وارد بدن  و به سهولت از طریق حضورداشته

ناشی از  یروممرگبه دلیل میزان بالای از طرف دیگر، (. 21)

افراد با  در %75در افراد سالم و حدود  %20-95) یستریوزیسل

باکتری  این آگاهی دقیق از شیوع (،23) سرکوب سیستم ایمنی(

ضروری به نظر غذایی، دامی و مواد بالینی مختلف  یهافرآورده در

 .رسدیم

شده از  یآورجمعنمونه  275مطالعه حاضر، از تعداد  در 

 لیستریا منوسیتوژنز (%2/8) مورد 21، در بیمارستانزنان بستری 

مورد( مربوط  0تعداد ایزولاسیون ) ترینیشبد که جداسازی گردی

بالینی  یهانمونههمچنین از  .باشدیم( %2/21واژن )به سواب 

و  Shayanکه توسط  یامطالعهدر . خون، هیچ باکتری جدا نشد

واژن انجام گرفت، از  یهانمونهبر روی  2987همکاران در سال 

 لیستریا منوسیتوژنز سویه 7بررسی،  مورد نمونه 255تعداد 

در  (.24جداسازی شد که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد )

شیوع میزان در ایران،  2558و همکاران در سال  Kargarمطالعه 

درصد گزارش  1/20 ،در موارد سقط انسانی لیستریا منوسیتوژنز

در مطالعه  شدهگزارششیوع بالاتر  گردید. با این وجود، میزان

 انجامبه دلیل  تواندیمکارگر و همکاران در مقایسه با این مطالعه 

در  بهداشت اختلاف سطحمناطق محروم کشور و  در پژوهش

 یباکتر ایزوله 0، حاضرمطالعه (. در 25باشد )با تهران مقایسه 

ند، بود شدهیبستر ینجنسقطبه دلیل که  از نمونه جفت (2/8%)

باکتری به بافت این ویژه  یشگرا یانگرب تواندیمکه آمد  به دست

 لیستریا مونوسیتوژنز یفراوانتفاوت اندکی در توزیع  جفت باشد.

ه از نظر وجود دارد ک ینیبالو غیر  ینیبال یهانمونهاز  جداشده

 (.P<0/05باشد )ینم معنادارآماری 

 از لیستریا منوسیتوژنزایزوله  25مطالعه، این در  ینهمچن 

لبنی و گوشتی به دست ، غذایی یهافراوردهنمونه  927 تعداد کل

لیستریا شیوع  میزان و همکاران، Morobeآمد. در مطالعه 
ه با بود ک ٪9/1 ،غذایی محصولات یهانمونهدر  منوسیتوژنز

سایر در  شدهانجامات (. در مطالع26دارد )مطالعه حاضر مطابقت 

 هاییهسوتعداد ایتالیا و آمریکا  یوگسلاوی،کشورها از جمله 

از سوسیس های گوشت گاو و خوک به ترتیب ایزوله شده  یباکتر

در مطالعه حاضر از . (28,27, 23) بود ٪0/7و  21٪، 8/3٪

عصاره گوشت و مرغ  ،سوسیس یرنظ گوشتی مختلف یهافرآورده

ایزوله گردید که در مقایسه با  لیستریا منوسیتوژنز %29/0تعداد 

مطالعات سایر کشورها تقریباً همخوانی داشته و اندک اختلاف 

به دلیل تفاوت در تهیه مواد غذایی و عادت های  شدهمشاهده

 . باشدیمرژیمی 

ایی برای تشخیص و شناس شناسییکروبمهای سنتی  روش 

لذا ؛ باشدیم یرگوقتبسیار پرزحمت و  لیستریا منوسیتوژنز

این هدف  یبرا PCR امروزه از تکنیک های مولکولی نظیر

(. در این مطالعه پس از شناسایی اولیۀ 21شود )یماستفاده 

با استفاده از روش های معمول  لیستریا منوسیتوژنز هاییهسو

نهایی و  ییدتأبرای  PCRو بیوشیمیایی، از تکنیک  شناسییکربم

استفاده گردید. مطابق با نتایج به دست آمده از  هایزولهاقطعی 

  inlAژن  دارای، شدهییشناسا سویه 18تمامی سایر مطالعات، 
ر . دباشدیم لیستریا منوسیتوژنز گونه ییدکنندۀتأ که بودند

سویه  98(، همه 21و همکاران ) Lioتوسط  شدهانجاممطالعه 
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در . به طور مشابهی، بودند inlAحامل ژن  منوسیتوژنز ایستریل

در تمامی  inlAژن انجام شد،  Almeida که توسط یامطالعه

 یهانمونهاز محصولات غذایی و  منوسیتوژنز ایستریل هاییزولها

لیستریا و  یهاگونهسایر  کهیدرحالمحیطی حضور داشت 

(. 21د )فاقد ژن مذکور بودن یباکترهمچنین سایر جنس های 

 inlAنتایج حاصله از مطالعه ما بیانگر این حقیقت است که ژن 
وجود داشته که بنابراین  منوسیتوژنز ایستریلتنها در گونه 

لیستریا استفاده نمود. از طرف  یهاگونهاز آن برای تمایز  توانیم

این  زایییماریبدر ارتباط با  inlAژن دیگر، از آنجایی که حضور 

به  PCRبا استفاده از آزمون  توانیم(، بنابراین 11باکتری است )

این نتایج پی برد.  منوسیتوژنز ایستریلبودن  زا یماریبخصوصیت 

و  شناسیبویکرمکه اگرچه تست های  کنندیمپیشنهاد 

جهت  قبولقابلبیوشیمیایی به عنوان روش ساده و با حساسیتی 

 توانیمولی  وندشیمدر نظر گرفته لیستریا منوسیتوژنز شناسایی 

نیز به عنوان یک  PCRاز تکنیک های مولکولی در دسترس نظیر 

روش تشخیصی سریع، با حساسیت و اختصاصیت بالا برای 

 از منابع مختلف بهره گرفت. لیستریا منوسیتوژنزردیابی 

به حاصل از تحقیق حاضر و نتایج  هاییافتهطور کلی،  به 

 یامنطقهلوژیکی آمده از سایر مطالعات اپیدمیو دست

لیستریا و غیرکلینیکی به  ینیبال یهانمونه آلودگی(، 11,12,3)

به  یابتلاکه تهدیدی برای  دهدیمنشان را  منوسیتوژنز

بنابراین، ؛ لیستریوزیس و عواقب خطرناک آن در جامعه است

فاده از یک تکنیک ساده و استاندارد جهت ردیابی سریع این است

 فیت نظارت بر عرضهف سبب بهبود کینابع مختلمباکتری از 

 یراندر اسلامت جامعه  یفیارتقاء کمحصولات غذایی و همچنین 

 خواهد شد.

مورد بررسی فقط از زنان  ینیبال یهانمونهمطالعه حاضر،  در 

 شده بودند؛ لذا تعیین فراوانی یآورجمع ینجنسقطمبتلا به 

سرکوب سیستم  در سایر افراد از قبیل بیماران دچار لیستریوزیس

و  ایمنی )مبتلایان به سرطان، ایدز، لنفوم و افراد پیوندی(

کودکان و سالمندان مبتلا به لیستریوزیس، نیز از اهداف مهم در 

 یهانمونه. از طرف دیگر، در این پژوهش باشدیمکارهای بعدی 

که سعی بر  بودشده  یآورجمعبالینی فقط از یک مرکز درمانی 

العات بعدی، از مراکز مختلف درمانی آن است تا در مط

لیستریا انجام گیرد تا اطلاعات جامع تری از شیوع  یریگنمونه
به دست آید. همچنین، به دلیل عدم انجام  منوسیتوژنز

سروتایپینگ، شیوع واقعی سروتیپ های شایع دخیل در 

 ،4bو  1.2a ،1.2b ،1.2cلیستریوزیس انسانی نظیر سروتیپ های 

 است. تعیین نشده 

 یقدردانتشکر و 

مقاله با همکاری همه مؤلفین تهیه، خوانده و تأیید شده  نای

معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی  از مقاله نویسندگان است.

ایران به علت حمایت مالی جهت انجام این پروژه و همچنین از 

دکتر  بیمارستان شناسییکربم بخش کارشناسان همکاری

 یآورجمعامپزشکی دانشگاه تهران به علت د دانشکدهشریعتی و 

 .نمایندیم قدردانی و تشکرنمونه 
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