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 شناسايي ليستريا مونوسيتوژنز در شير توسط واكنش زنجيره اي پلي مراز

  *دکتر محمد رضا زالي ،محسن رضايي هماميدکتر   ،سياوش سلمانزاده اهرابي دکتر 

 
  وارش و كبد، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيهاي گ  بيماريتحقيقاتمركز  از غذا، ي ناشيگروه بيماريها *

  چكيده
آين ميکروارگانيسم از راه مواد غذايي منتقل . ليستريا مونوسيتوژنز مي تواند عامل مننژيت و سپسيس در انسان باشد :سابقه و هدف

  . از موارد عفونت نقش بسزايي دارديشناسايي سريع و دقيق آن در پيشگير.  شوديم
 شـيوه كـار   . استفاده شدPCRبراي شناسايي ليستريا مونوسيتوژنز در شير پس از غني سازي در محيط كشت از روش             : روشها مواد و 

مـورد ارزيـابي    PCRبا اسـتفاده از روش  و  آنها استخراج شد DNAبدين صورت بود كه ابتدا نمونه ها در بروث مغذي كشت داده شد و      
  . قرار گرفت

ن ي چندDNA . از باكتري در شير امكان پذير مي باشد CFU /m۳۷ين روش  معلوم شد كه شناسايي در تعيين حساسيت ا  :ها يافته
  . بوديجه منفي مورد استفاده مورد آزمون قرار گرفتند که در همه موارد نتيمرهايز با پرايتوژنز نيا مونوسيستريگر به جز لي ديباکتر

صرف وقت كمتر به صورت كاربردي براي شناسـايي   اختصاصيت بالا و  اسيت و ن روش مي تواند به عنوان روشي با حس        يا :گيري  نتيجه
   .ر استفاده شوديليستريا مونوسيتوژنز در ش

  .PCR، ري ش مونوسيتوژنز،ايستريل  :واژگان كليدي
  

  مقدمه
ليستريا مونوسيتوژنز مي تواند عامل بالقوه مننژيت و سپسيس         

فـراد بـا نقـص ايمنـي         نوزادان  و ا    ،زنان حامله . در انسان باشد  
همچنـين  . مستعد ابتلا به عفونتهاي ايـن بـاكتري مـي باشـند       

 .)۱،۲(افراد سالم ممكن است بـه ايـن بـاكتري آلـوده شـوند               
ن روش انتقال اين باكتري از راه مواد غذايي مي باشـد            يمهمتر

 موارد زيادي از درگيري با اين بـاكتري بـه    ۱۹۸۰از سال   ). ۳(
ك گير بـر اثـر مصـرف غـذاي آلـوده       صورت اپيدمي يا موارد ت    

ــاكتري در ئ از آنجا.)۳،۱-۷(گــزارش شــده اســت    يكــه ايــن ب
 بايد با كنترل بيشـتر چرخـه توليـد و           ،همه جا يافت مي شود    

اين عفونـت   توزيع مواد غذايي تلاش خود را براي پيشگيري از      
 پتانســيل بــالاي خطــر آلــودگي شــير خــام و. افــزايش دهــيم

اي شـير و محصـولات گوشـتي بـا ايـن      ه ه دپاستوريزه و فرآور  
باكتري در مطالعات بسياري در كشورهاي مختلف نشـان داده          

جداسازي ليستريا از موادغذايي با روش كشـت  . )۳(شده است   
 روز زمـان    ۷-۸و شناسايي آن با روشهاي بيوشيميايي نيازمند        

هاي سـريع و كـاربردي بـراي     رو وجـود روش ـ   مي باشد از ايـن    
ايي نيازي ضروري اسـت كـه       ذري در مواد غ   شناسايي اين باكت  

 و PCR، DNA hybridization: به اين منظور روشهايي ماننـد 
    ELISA۳(   مورد آزمايش قرار گرفته اند.(  

ــراي PCRدر مطالعــه حاضــر يــك روش   ســريع و حســاس ب
ــده از     ــي كنن ــيط كشــت غن ــاكتري در مح ــن ب ــايي اي   شناس

ن روش وجود بـاكتري      در اي  .نمونه هاي شير به كار رفته است      
 جفـت بـاز  در منطقـه ژن          ۷۰۲ به طول    DNAبا تكثير قطعه    

Listeriolysin Oتعيين گرديد .  
  

  مواد و روشها

  :سوشهاي  باكتري و روشهاي كشت
  هــــاي در مراحــــل مختلــــف ايــــن مطالعــــه از ســــوش

L. monocytogenes 4b    كه از انستيتو پاسـتور فرانسـه تهيـه 
 كـه در   L. seeligeri و L. innocuaهـاي   سـوش ، شـده بـود  

 بـه شـماره     E.coli آزمايشگاه از شـير خـام جـدا شـده بـود و            
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 PCR شناسايي ليستريا مونوسيتوژنز به کمک                                                                       مجله پژوهش در پزشكي     / ٢١٦   

ATCC 25922 رئـــوس بـــه شـــمارهاو و اســـتافيلوكوكوس  
ATCC 25923 شد استفاده.  

ــي روش  ــين ويژگ ــراي تعي ــده از  DNA ،ب ــاي اســتخراج ش  ه
ــيتوژنز  ــتريا مونوسـ ــاي ليسـ ــلي ل،باكتريهـ ــتريا سـ  ،گرييسـ

  .  مورد آزمون قرار گرفتندE.coliرئوس و اواستافيلوكوكوس 
ــراي غلظتهــاي ، بــه منظــور تعيــين حساســيت        ايــن عمــل ب

CFU1/ml ۵،۵۰،۵۰۰،۵۰۰۰،۵۰۰۰۰،۵۰۰۰۰۰،۵۰۰۰۰۰۰،۵۰۰۰۰۰۰۰ 

  . انجام شدTSB2  ليستريا مونوسيتوژنز در يك ميلي ليتر
 روشي كه در زيـر ذكـر        ،براي سنجش قابليت تكرار پذيري آن     

 ابتدا نمونه هاي شير اولتراپاسـتوريزه   . ر شد  بار تكرا  ۵مي شود   
از نظر عدم آلودگي با ليسـتريا بـا اسـتفاده از روشـهاي               )۸،۹(

و پـس از آن نمونـه هـاي بـا        كشت مورد بررسي قرار گرفتنـد     
از  ۳۷۰۰۰ و CFU/ml۳۷/۰، ۷/۳، ۳۷ ،۳۷۰ ،۳۷۰۰  غلظتهاي

 بـراي تهيـه ايـن غلظـت هـاي       .ليستريا مونوسيتوژنز تهيه شد   
 رشد كرده بود به رقت هـاي        TSB شونده باكتري كه در      رقيق

 .متوالي اضافه شد و به  اندازه هر نمونه به آن شير اضـافه شـد          
 LEB3 ميلي ليتـر     ۹۰ ميلي ليتر از هر نمونه به        ۱۰پس از آن    

 سـاعت در    ۲۴محيط كشـت مغـذي بـه مـدت          . افزوده گرديد 
ــاي  ــد و ۳۷دم ــه گردي ــه انكوب ــيط    درج ــه مح ــس از آن ب پ

Modified Oxford agar  يـک  همزمـان  . )۹( پاساژ داده شـد 
مورد اسـتفاده    DNAميلي ليتر از بروث مغذي براي استخراج       

   .قرار گرفت
  :DNAاستخراج 

 به مدت سـه  LEB يا  TSBيك ميلي ليتر از كشت باكتري در
 سـپس رسـوب   . سـانتريفوژ شـد  rpm۱۲۰۰۰ دقيقه و بـا دور  

 سه بار به  TE (10 mM Tris-pH=8، 1mM EDTA)حاصله با
 ، پــس از آن. ســانتريفوژ شستشــو داده شــد-صـورت ورتكــس 

 ميلي ليتر محلول حاوي ليـزوزيم       ۱/۰رسوب به دست آمده در    
 دقيقـه   ۳۰ به حالت تعلق درآمد و به مـدت  mg/ml۱ با غلظت 

 ميلــي ليتــر از ۱/۰ ســپس . درجــه انكوبــه شــد۳۷در دمــاي 
افه گرديـد و بـه    بـه آن اض ـ  µg/ml۴۰۰ با غلظـت Kيناز ئپروت

 در ادامـه  . درجـه انكوبـه گرديـد   ۶۰ دقيقه در دماي    ۱۵مدت  
 پس از آن بـا      . دقيقه جوشانده شد   ۱۵مخلوط حاصله به مدت     

يكروليتـر از    م ۵۰.  دقيقه سانتريفوژ شد   ۵ به مدت    ۱۲۰۰۰دور
مايع رويي به لوله هاي جديد منتقل شـد و بـراي اسـتفاده در           

PCR شد درجه نگهداري -۲۰ در دماي.   
 PCR:  

                                                 
1 Colony forming unit 
2 Trypticase Soy Broth-Difco 
3 Listeria Enrichment Broth 

PCR تركيـب  . ميكروليتر انجام شد۲۵ در حجم master mix 
ــود  ــرح ب ــن ش ــه اي ــافر: ب ــولار PCR×۱، ۲ب ــي م   ،Mgcl2 ميل

از هر پرايمر      ميكرومولار dNTP  ،۱ ميلي مول از هريك از       ۲/۰
 مقاوم بـه حـرارت و يـك    DNA polmerase يونيت از ۷۵/۰ و
اده عبارت بودند   پرايمرهاي مورد استف  . DNAيكروليتر نمونه   م
  LM2(5aagcgcttgcaactgctc3) و   LM1(5cctaagacgcaatgaa3): از

 دمـاي   .همكـارانش اسـتفاده شـده بـود         و Borderكه توسـط    
 annaeling  دمـاي  ، دقيقه۳ درجه به مدت ۹۴دناتوره شدن 

 درجـه بـه   extension  ۷۲ دماي ، ثانيه۴۵ درجه به مدت ۵۶
 پايـان در .  بار تعيين شد۴۰مدت يك دقيقه و تعداد سيكل ها  

نهـايي بـه   extension   درجـه بـراي  ۷۲ دقيقه با دمـاي  ۴نيز 
   .برنامه اضافه شد

 :الكتروفورز در ژل آگاروز

  بـر loading buffer همـراه بـا   PCR ميكروليتر ازمحصول ۱۵
 مـدت   .شـد  انجـام    بار شد و الكتروفـورز    % ۵/۱روي ژل آگاروز    

 نمونه ها DNA.  ولت بود۱۰۰ دقيقه و ولتاژ آن   ۳۰الكتروفورز  
  گـرم در   و ميكر ۵/۰لظـت   غبا اسـتفاده از اتيـديوم برومايـد بـا           

 دقيقه رنـگ آميـزي شـد و پـس از آن             ۳۰ ليتر به مدت     يليم
.  دقيقه در آب مقطر قرار گرفـت       ۳۰براي رنگ زدايي به مدت      

پس از آن ژل ها با ترانسلوميناتور اشعه فرابنفش و سيستم ژل         
  .قرار گرفتند مورد بررسي ٤داك

  
  ها يافته

  PCRاختصاصيت 
 يهـا ي كه تعداد كمـي از سـوش         يدر اين مطالعه در نمونه ها     

ــود   ــده ب ــتفاده ش ــاكتري اس ــتفاده   ، ب ــورد اس ــاي م پرايمره
)LM1/LM2 (  ــيتوژنز ــتريا مونوسـ ــايي ليسـ ــراي شناسـ از بـ

 ) ۱شكل (. ت بالايي برخوردار بودنداختصاصي

 PCRحساسيت 

 از CFU/ml۵۰۰۰۰۰  ط مقـدار  قادر بـود كـه فق ـ  PCR روش 
.  شناسايي نمايـد   TSBباكتري را به صورت مستقيم در محيط        

 وقتي محيط هاي غني ساز مورد اسـتفاده         اين در حاليست که   
 قابـل  ي از بـاکتر  CFU/ml۳۷ مقدارPCR با روش ،قرار گرفت

   . آورده شده است۲ نتايج در شكل . شناسايي بود
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•۳ شماره •۲۸سال   ۲۱۷ / سياوش سلمانزاده اهرابي و همکاراندکتر                                                                             ٨۳ پاييز  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  استخراج شده از باكتريهاي  DNA برايPCRج   نتاي-۱شكل 
.  و با اتيديوم برومايد الكتروفورز شده است% ۵/۱متفاوت كه در ژل 

 ليستريا ۲   ستون ،ستون يك استاندارد وزنهاي مولكولي
 .L ۴  ستون ،L. innocua ۳ ستون ،۴مونوسيتوژنز سروتايپ 

seeligeri، ۵ ستون E.coli، ۶ ستون S.aureusكنترل ۷ ستون  و 
  . استفاده شدDNA آب مقطر به جاي ،منفي

  
  
  
  
  
  
  
  
   
  
  

 نمونه هاي شيركه پس از تلقيح باكتري  PCR  نتايج -۲شكل 
. ليستريا مونوسيتوژنز به محيط كشت غني ساز وارد شده بودند

DNA  و با اتيديوم برومايد % ۵/۱  استخراج شده از باكتريها در ژل
خط (تون يك استاندارد وزنهاي مولكولي س. الكتروفورز شده است

نمونه هاي شير كه با باكتري ليستريا ).  جفت باز۱۰۰كش 
 ۳ ستون ،CFU/ml۳۷۰۰۰  ۲ستون . مونوسيتوژنز تلقيح شده اند

CFU/ml۳۷۰۰، ۴ ستون  CFU/ml۳۷۰ ، ۵ستون  CFU/ml۳۷، 
 كنترل ۸ ستون و CFU/ml۳۷/۰ ۷ ستون ،CFU/ml۷/۳ ۶ستون 
شير اولتر پاستوريزه كه از نظر عدم وجود باكتري با نمونه ( منفي 

  .)روش هاي استاندارد كشت تست شده است

  بحث 
 براي شناسايي ليستريا مونوسيتوژنز در      PCRدر سالهاي اخير    

 انجام اين كار براي     .مواد غذايي مورد استفاده قرار گرفته است      
 مواد غذايي داراي مشكلات تكنيكي مي باشد كـه احتمـالا بـه         

 بنابراين روشهاي مورد اسـتفاده  استعلت واكنشهاي بازدارنده   
در بررسي نمونه هاي مواد غذايي بايد به اندازه كافي حساسيت 

  .داشته باشند تا بتوانند مقادير كم باكتري را رديابي نمايند
 مواد غذايي پيش از مصرف ممكن اسـت باعـث مـرگ             يفرآور

 مرده مي تواند باعث به وجود اين باكتريهاي. اين باكتريها شود 
 به منظـور حـل   .شودPCR  در دست آوردن نتايج مثبت كاذب

 نمونه هاي مـواد   PCRاين مشكل بسياري از محققين پيش از
  .)۶،۸( از محيط هاي كشت غني ساز استفاده مي كنند    ،غذايي

محيط هاي غني ساز باعث افزايش زياد تعداد باكتريهاي زنـده     
د همچنـين   ن ـرا افـزايش مـي ده      PCRمي شوند و حساسيت     

استفاده از محيط هاي غني ساز باعث رقيق شـدن باكتريهـاي            
   . مي گرددPCRعوامل بازدارنده واكنش  مرده و

اختصاصـي بـراي      حسـاس و   PCRدر اين مطالعـه يـك روش        
 پس از غنـي سـازي در        ،شناسايي ليستريا مونوسيتوژنز درشير   

  ايـن فرآينـد   كـل  . محيط هاي غني ساز بـه  كـار رفتـه اسـت            
 ژن PCR بــراي ايــن .مــي توانــد در طــي دو روز انجــام شــود

listeriolysin O و پرايمرهـــاي LM1/LM2 بـــراي تكثيـــر   
.  جفت باز در اين ژن به كار رفته اسـت       ۷۰۲قطعه اي به طول     

Border                و همكاران در تحقيـق خـود گـزارش كـرده انـد كـه 
يتوژنز تركيــب ايــن دو پرايمــر بــراي رديــابي ليســتريا مونوســ

 به علاوه مشخص شده است كه اين ژن         .)۱۱( اختصاصي است 
در پاتوژنز اين باكتري نقش مهمي را ايفا مي كنـد ايـن ژن در        
تمـامي نمونـه هـاي بـاليني ايـن بـاكتري موجـود مـي باشــد         

)۱،۱۲،۱۳(.  
بعضي از محققين تلاش نموده اند كه اين بـاكتري را بـا روش              

PCR        استفاده از محيط غني سـاز       مستقيما از روي غذا و بدون
 براي اين كار نيازمند عمليات پيچيده اي بـراي          .رديابي نمايند 

   از مواد غـذايي ماننـد پنيـر و مـاهي سـالمون              DNAاستخراج  
مي باشيم و نتايج نيز به علت حساسيت پايين رضـايت بخـش             

در شـير مـي تـوان    اين در حاليسـت کـه     ). ۱۴،۱۵(نمي باشد   
 نيز با  PCRوژ جدا نمود و عوامل بازدارندهباكتري را با سانتريف

اين بـاكتري مـي توانـد    . )۱۰،۱۶(  شستشو داد،استفاده از بافر  
مستقيما از روي نمونه هاي شـير بـا ايـن روش سـاده رديـابي        

  اين يبرايك روش شناسايي ) ۱۰( و همكاران Fuerrer. شود
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 PCR شناسايي ليستريا مونوسيتوژنز به کمک                                                                       مجله پژوهش در پزشكي     / ٢١٨   

 .ابداع نمودند CFU/ml۱۰باكتري در نمونه هاي شير به مقدار 
اگرچه در اين روش باز هم بـه علـت وجـود باكتريهـاي مـرده           

  .احتمال وجود مثبت كاذب وجود دارد
 باكتري را به طـور      CFU/ml۵۰۰۰۰۰روش ما قادر است مقدار    
   پــــس از . شناســــايي نمايــــدTSBمســــتقيم از محــــيط 

 نتـايج مثبـت     ،غني سازي به علت رقيق شدن باكتريهاي مرده       
  .كاذب بسيار كاهش مي يابد

طح آلـودگي بـا ايـن بـاكتري در شـيرهاي آلـوده كمتـر از                 س
CFU/ml۱۰۰۰    در اين مطالعـه روش بـه كـار         .)۱۷( مي باشد 

  را در نمونـه هـاي شـير پـس از            CFU/ml۳۷رفته مـي توانـد      
ايــن روش داراي حساســيت و . غنــي ســازي شناســايي نمايــد

   انجـام   يو در مـدت زمـان کوتـاهتر       اختصاصيت بالا مي باشد     
  . شوديم
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