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شماره 142 بهار 1403

چکيد‌ه 

لیستریا مونوسیتوژنز، عامل بیماری‌ لیستریوز، از طریق مصرف موادغذایی آلوده مثل شیر خام، دست یا تجهیزات شیردوشی آلوده به انسان 
منتقل می‌شود. هدف این پژوهش، شناسایی لیستریا مونوسیتوژنز در نمونه‌های شیر خام، تجهیزات شیردوشی و دست کارگران گاوداری‌های 
شهرکرد بود. در این مطالعه ۷۰ نمونه شیر خام و ۴۰ نمونه از تجهیزات شیردوشی و ۴۰ نمونه از دست کارگران جمع‌آوری و بعد از غنی‌سازی 
اولیه در محیط آبگوشت مغذی بروسلا، بر روی محیط پالکام آگار کشت شدند. پس از تایید بیوشیمیایی، DNA کلنی‌های مشکوک به روش 
تکثیر   PCR وسیله  به  مونوسیتوژنز(  لیستریا  )گونه   DG74-DG69 پرایمرهای  و  لیستریا(  )جنس   Prs پرایمرهای  با  و  استخراج  جوشاندن 
شدند. مقاومت آنتی‌بیوتیکی جدایه‌های تایید شده با روش انتشار از دیسک در برابر پنج آنتی‌بیوتیک ارزیابی شد. از میان ۱۵۰ نمونه، 14 
)9/33 درصد( نمونه با آزمون‌های بیوشیمیای تایید شدند. بر اساس نتایج PCR تعداد ده نمونه شیر خام )۶/۶۷ درصد(، یک نمونه تجهیزات 
شیردوشی )0/67درصد( و یک نمونه از دست کارگران )0/67درصد( از نظر جنس لیستریا و هشت نمونه شیر )۵/۳۳ درصد(، یک نمونه تجهیزات 
)0/67درصد( و یک نمونه دست کارگران )0/67درصد( از نظر گونه لیستریا مونوسیتوژنز مثبت بودند. جدایه‌های تایید شده، بیشترین مقاومت 
را نسبت به آنتی‌بیوتیک‌های سفتی زوکسیم )90%( و اریترومایسین )60%( و بیشترین حساسیت را نسبت به آمیکاسین )90%( و آمپی‌سیلین 
)80%( نشان دادند. در نتیجه امکان انتقال لیستریا مونوسیتوژنز از تجهیزات شیردوشی و دست کارگران به شیر و برعکس وجود دارد و خطرات 

بالقوه لیستریوز مصرف کنندگان شیر خام را تهدید می‌کند.
 

PCR ،كلمات كليدی: پالکام آگار، لیستریا، لیستریا مونوسیتوژنز، شیر
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Listeria monocytogenes, the cause of listeriosis, is transmitted to humans from contaminated food such as raw milk, contaminated 
hands, or contaminated milking equipment. This research was conducted to identify Listeria monocytogenes in the raw milk samples, 
milking equipment and hands of Shahrekord dairy workers. In this study, 70 raw milk samples, 40 milking equipment and 40 worker 
hand samples were collected and after an initial enrichment with Brucella nutritional broth, they were grown on Palcom agar. Follow-
ing biochemical confirmation, the DNA of the suspected colonies was extracted by boiling and amplified by PCR with primers Prs 
(Listeria genus) and DG69-DG74 (Listeria monocytogenes species). Antibiotic resistance of confirmed isolates was assessed by the 
disc diffusion method against five antibiotics. Of 150 samples, 14 (9.33%) were confirmed using biochemical assays. Based on the 
PCR results, ten samples of raw milk (6.67%), one sample of milking equipment (0.67%) and one hand sample of workers (0.67%) 
were identified as Listeria and eight samples of raw milk (5.33%), one sample of milking equipment (0.67%) and one hand sample 
of workers (0.67%) gave positive results for Listeria monocytogenes species. Confirmed isolates exhibited the highest resistance to 
ceftizoxime (90%) and erythromycin (60%) and the highest susceptibility to amikacin (90%) and ampicillin (80%). Therefore, Listeria 
monocytogenes can be transferred from milking equipment and workers' hands to milk and vice versa and possible risks of listeriosis 
threaten raw milk consumers.

    Key words: Palcom agar, Listeria, PCR, Listeria monocytogenes, milk, PCR

مقدمه
ایجاد  باعث  که  است  مهم  بیماری‌زای  عامل  یک  مونوسیتوژنز  لیستریا 
نوزادان،  باردار،  زنان  مسن،  افراد  در  بالا  مرگ‌ومیر  میزان  با  عفونت 
سالمندان و افراد دارای نقص ایمنی می‌شود )17، 11(. اگرچه این بیماری 
لیستریوز  بالینی  تظاهرات  شود.  ایجاد  است  ممکن  نیز  عادی  افراد  در 
سپتی  جنین،  سقط  شامل  و  است  شدید  معمولاً  انسان  در  تهاجمی 
به‌عنوان  می‌تواند  همچنین  لیستریوز  می‌شود.  مننژوانسفالیت  و  سمی 
سندرم گاستروانتریت همراه با تب ظاهر شود. علاوه بر انسان، لیستریا 
تحت  را  پرندگان  جمله  از  مهره‌دار،  گونه‌های  از  بسیاری  مونوسیتوژنز 

تاثیر قرار می‌دهد )21(.
سقط  و  مننگوانسفالیت  با  عمدتاً  گاو  در  مونوسیتوژنز  لیستریا  عفونت 
همراه است، اما همچنین ممکن است منجر به سپتی سمی نوزاد، ورم 
پستان و کراتیت شود. عفونت لیستریا ایوانووی با مرگ جنین، مرده‌زایی و 
زایمان زودرس در نشخوارکنندگان همراه است ولی شیوع کمتری نسبت 
می‌تواند  گاو‌ها  در  پراکنده  لیستریوزیس  دارد.  مونوسیتوژنز  لیستریا  به 
به دلیل شکست باروری و مرگ‌ومیر، ضررهای اقتصادی قابل‌توجهی را 

ایجاد کند )16(.

آلودگی  بالای  خطر  محیط،  جای  همه  در  مونوسیتوژنز  لیستریا  وجود 
مواد غذایی، طی فرآیندهای تولید مواد غذایی را باعث می‌شود. لیستریا 
سبزیجات  سیلو،  آب،  خاک،  مزارع،  طبیعی،  محیط‌های  از  مونوسیتوژنز 
تبدیلی  صنایع  حیوان،  و  انسان  بافت‌های  و  مدفوع  پوسیدگی،  حال  در 
مواد غذایی و محصولات غذایی فرآوری شده جدا شده است )1, 20(. 
آن  در  که  است  لیستریا  گونه‌های  طبیعی  مخزن  زیست  محیط  اگرچه 
به‌صورت ساپروفیت زندگی می‌کنند، اما با فعالیت انسان و حیوان، شیوع 
ژنتیکی  تنوع  دارای  حیوانات  و  مزرعه  محیط‌های  می‌یابد.  افزایش  آن 
بالایی از گونه‌های لیستریا هستند )7، 2(. علاوه بر این، سویه‌های پایدار 
به چالش  را  باقی بمانند و کنترل آن  می‌توانند سال‌ها در محیط مزرعه 
تبدیل کنند )9(. علاوه بر این، حیوانات مزرعه می‌توانند به‌عنوان ناقلان 
پاتوژن  انتشار  به  منجر  که  کنند  عمل  مونوسیتوژنز  لیستریا  بی‌علامت 
توسط مدفوع آن‌ها به محیط، سطوح مزرعه، و تجهیزات )مثلًا تجهیزات 
این  یا گوشت ‌شوند )19، 12، 6(.  از طریق شیر  یا مستقیمًا  شیردوشی( 
مسیرها منجر به ورود لیستریا مونوسیتوژنز به‌عنوان آلاینده به غذاهای 
نتیجه  در  می‌تواند  باکتری  این  می‌شوند.  نیز  حیوان  و  انسان  مصرفی 
انسانی(، حمل و نقل حیوانات  )ناقلین  آلودگی متقاطع توسط کارگران 
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)ریزش مدفوع(، غذای خام )مانند شیر( و مواد حاصل از محصولات، خاک 
و سیلو به صنایع غذایی وارد شود )15، 8(.

است  غذازاد  عفونت  مهم  عامل  یک  مونوسیتوژنز  لیستریا  که  آنجا  از 
توجه ‌به  با  و  دارد  وجود  شیر  به  آلوده  دام  از  آلودگی  ورود  امکان  و 
این مسئله که شیر و محصولات لبنی که به شیوه ی سنتی تهیه شده‌اند 
ایران دارد. امکان نادیده گرفته شدن اصول  طرفداران زیادی در کشور 
پاستوریزه‌سازی شیر در شیوه سنتی وجود دارد و با توجه به احتمال ایجاد 
بیماری در انسان، در این مطالعه، تصمیم گرفته شد که فراوانی آلودگی 
شیر خام، تجهیزات جمع‌آوری شیر و دست کارگران را به باکتری لیستریا 

مونوسیتوژنز در گاوداری های شهرکرد بررسی شود.
 

روش کار
مراجعه  شهرکرد  اطراف  گاوداری‌های  به  شیر  از  نمونه‌برداری  به‌منظور 
شد. از هر سر پستانک مقداری شیر در لوله ی فالکون ۵۰ جمع‌آوری شد. 
در نهایت تعداد ۷۰ نمونه شیر جمع‌آوری گردید. به‌منظور نمونه‌برداری 
آبگوشت  براث  از محیط  کارگران  و دست  شیر  تجهیزات جمع‌آوری  از 
سطح  از  سواپ  ی  به‌وسیله  نمونه‌برداری  شد.  استفاده  بروسلا  مغذی 
تجهیزات جمع‌آوری شیر موجود در دامداری‌ها و دست کارگران انجام 
شد و سواپ به درون لوله‌های حاوی محیط کشت منتقل شد. نمونه‌های 
به درون یونیلت منتقل شدند و جهت حفظ دمای مناسب نگهداری نمونه، 
از کیسه‌های حاوی پودر یخ استفاده گردید و در نهایت یونولیت‌ها در 
دامپزشکی،  دانشکده  باکتری‌شناسی،  آزمایشگاه  به  ممکن  زمان  حداقل 
دانشگاه شهرکرد منتقل شدند. پس از انتقال نمونه‌های شیر به آزمایشگاه، 
فالکون‌های ۵۰ حاوی نمونه شیر به درون سانتریفیوژ منتقل شدند و به 
مدت 30 دقیقه با دور ۳۵۰۰ سانتریفیوژ شدند. پس از سانتریفیوژ نمونه 

شیر سه‌لایه در فالکون تشکیل شد که بالاترین و اولین لایه چربی، لایه 
باکتری  که  است  شیر  رسوب  به  مربوط  پایین  لایه‌ی  و  شیر  میانی سرم 
موردنظر در این لایه قرار گرفته است. جهت غنی‌سازی از لایه‌ی رسوب 
شد.  منتقل  بروسلا  مغذی  آبگوشت  محیط  به  و  شد  گرفته  لوپ  یک 
پس از گذشت ۲۴ ساعت و رشد باکتری‌های از این محیط جهت کشت، 
رنگ‌آمیزی، تست‌های بیوشیمیایی و استخراج DNA مورداستفاده قرار 

گرفت.
جهت  کارگران  دست  نمونه‌های  و  جمع‌آوری  تجهیزات  نمونه‌های 
انکوباتور ۳۷ درجه قرار گرفت  غنی‌سازی اولیه به مدت ۲۴ ساعت در 
از  این مدت  از  و پس  باشند  داشته  کافی جهت رشد  زمان  باکتری‌ها  تا 
این محیط جهت انجام کشت روی محیط کشت، رنگ‌آمیزی، تست‌های 
بیوشیمیایی و استخراج DNA استفاده شد. محیط کشت انتخابی جهت 
پالکام لیستریا سلکتیو آگار  باکتری لیستریا مونوسیتوژنز محیط  شناسایی 
از  پس  که  بود  ساپلیمت  با  همراه   )Palcam Listeria Selective Agar(
آماده‌سازی محیط پیش از سفت شدن ساپلیمت به محیط افزوده شد و 
پس سفت شدن محیط کشت به‌وسیله‌ی لوپ استریل از محیط‌های براث 
نمونه‌های شیر، تجهیزات جمع‌آوری شیر و دست کارگران بر روی محیط 

کشت پالکام کشت چهارمنطقه‌ای انجام شد. 
محیط‌های کشت پس از ۲۴ ساعت گرم‌خانه گذاری از نظر رشد باکتری 
به  کلنی‌های مشکوک  و  گرفته  قرار  بررسی  مورد  مونوسیتوژنز  لیستریا 
تهیه‌ی  به‌منظور  با هاله مشکی(  )کلنی‌های خاکستری و محدب  لیستریا 
بیشتر  تایید   .)1 )شکل  گردیدند  منتقل  جدید  پلیت  به  خالص  محیط 
نمونه‌های مشکوک تحت آزمایشات بیوشیمیایی شامل آزمون رنگ‌آمیزي 
اسید  تولید  سانتی‌گراد،  درجه   37 و   25 در  کاتالاز، حرکت  آزمون  گرم، 
هیدرولیز  و  نیترات  احیاي  گزیلوز،  رامنوز،   ،MR/VP،مانیتول گلوکز،  از 

شناسایی مولکولی و تعیین پروفایل  ...

شکل 1- نتایج تست بیوشیمیایی a: کلنی های باکتری در محیط پالکام b: رنگ آمیزی گرم c: تست کاتالاز d: تست حرکت e:محیط of توانایی تولید 

اسید در شرایط هوازی و بی هوازی f: توانایی مصرف رامنوز g: توانایی مصرف گلوکز h: تست هیدرولیز اسکولین I:تست نیترات.
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اسکولین و همچنین تست CAMP با استافیلوکوکوس اورئوس انجام شد 
)شکل 1(. پس از استخراج DNA با روش جوشاندن، به منظور تایید نهایی 
انجام شد. مقدار دقیق ترکیبات  با کمک دو جفت پرایمر   PCR آزمون 
مورداستفاده جهت تهیه مسترمیکس PCR در جدول شماره 1 ذکر شده 

است. 
شناسایی  برای   Prs ژن  پرایمر  به‌وسیله‌ی  هدف  ژن  تکثیر  جهت  سپس 
جنس لیستریا و پرایمرهای DG74-DG69 جهت شناسایی گونه‌ی لیستریا 
مونوسیتوژنز مراحل PCR در دستگاه ترموسایکلر با برنامه دمایی مطابق 
با جدول شماره 3 انجام گرفت. توالی پرایمرها در جدول شماره 2 آماده 
است. در نهایت از روش الکتروفورز در ژل آگارز 1 درصد جهت بررسی 
 101 bp نتایج مولکولی استفاده شد. نمونه‌های دارای قطعه ژنی با اندازه
به عنوان نمونه‌های آلوده به جنس لیستریا، و نمونه‌های دارای قطعه ژنی 
با اندازه bp 636 به عنوان نمونه‌های آلوده به گونه لیستریا مونوسیتوژنز 

تایید شدند.

نتایج
جمع‌آوری  تجهیزات  گاو،  خام  شیر  از  شده  گرفته  نمونه   ۱۵۰ میان  از 
روی  کلنی  ریخت‌شناسی  نظر  از  ۱۸نمونه  تعداد  کارگران  دست  و  شیر 

با هاله  اگار )کلنی‌های خاکستری و محدب  پالکام سلکتیو  محیط کشت 
مشکی( مثبت بودند )شکل 1، بخش a(. از این ۱۸ نمونه تعداد ۱۶ نمونه 
جداسازی  تجهیزات  به  مربوط  نمونه   ۱ خام،  شیر  نمونه‌های  به  مربوط 
اساس  بر  بود.  شده  جداسازی  کارگران  دست  از  مثبت  مورد   ۱ و  شیر 
تست‌های بیوشیمیایی انجام شده بر روی نمونه‌های مشکوک به لیستریا 
نمونه   14 تعداد  بود  شده  مشخص  نمونه‌ها  کشت  در  که  مونوسیتوژنز 
ویژگی‌های بیوشیمیایی لیستریا مونوسیتوژنز را نشان دادند. از این تعداد 
12 نمونه مربوط به شیر خام و ۱ نمونه مربوط به تجهیزات جمع‌آوری شیر 

و ۱ نمونه مربوط به دست کارگران بود.
به منظور تایید نهایی جدایه‌ها، تست PCR بر روی هر ۱۸ نمونه مشکوک 
 Prs که در روش کشت جداسازی شده بودند، انجام شد. ابتدا از پرایمر
به منظور شناسایی جنس لیستریا استفاده شد که از میان ۱۸ نمونه تعداد 
۱۰ نمونه شیر و ۱ نمونه دست و ۱ نمونه تجهیزات از نظر جنس لیستریا 

مثبت شدند )شکل 2(.
گونه   به  مربوط   DG74-DG69 پرایمر  ی  وسیله  به   PCR آزمون  نتایج 
لیستریا مونوسیتوژنز نشان داد، ۸ نمونه مربوط به شیر خام و یک نمونه 
مثبت  مونوسیتوژنز  لیستریا  وجود  نظر  از  تجهیزات  نمونه  یک  و  دست 
بودند که معادل ۵/۳۳ درصد کل نمونه ها و ۱۱/۴۳ درصد نمونه‌های شیر 

جدول 1- ترکیبات مستر میکس مورد استفاده در آزمون مولکولی.

نام ترکیبمقدار )میکرولیتر(

پرایمر پیشرو۰٫۶

پرایمر معکوس۰٫۶

۳10x PCR buffer

۲٫۵DNTPs

آب مقطر۱۳٫۷

۰٫۶Taq DNA polymerase

۲۱Total

.PCR جدول 2- توالی پرایمرهای مورد استفاده در

نام پرایمرتوالی پرایمراندازه قطعه

101 bp
Forward 5'-ACGCATGTTGTTCGCAC 3-

Reverse 5'-TGGAAGAGCGATGGAGTT3- 
Prs (all Listeria species)

۶۳۶ bp
Forward 5'-GTGCCGCCAAGAAAAGGTTA3-

Reverse 5'-CGCCACACTTGAGATAT3-'
DG-69DG74 (Listeria  monocytogenes)
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در  مونوسیتوژنز  لیستریا  باکتری  کلی  3(. درصد شیوع  است )شکل  خام 
نمونه‌های جمع‌آوری‌شده از گاوداری‌های شهرستان شهرکرد، با روش‌های 

کشت و مولکولی در جدول 4 نشان داده شده است.
به  نسبت  شده،  تایید  جدایه‌های  مقاومت  بیشترین  مطالعه  این  در 
آنتی‌بیوتیک‌های سفتی زوکسیم )90%( و اریترومایسن )60%( و بیشترین 
حساسیت نسبت به آمیکاسین )90%( و آمپی‌سیلین )80%( بود. همچنین 
در رابطه با آنتی‌بیوتیک اریترومایسین بیش از نیمی از جدایه‌ها )60%( از 

خود مقاومت نشان دادند )جدول 5  و شکل 4(.

بحث
بیماری لیستریوز توسط باکتری گرم مثبت لیستریا مونوسیتوژنز که همه‌جا 
یافت می‌شود، ایجاد می‌شود و قادر است در مواد غذایی با رطوبت نسبتاً 

کم و غلظت نمک بالا رشد کنند. مهم‌تر از همه، این باکتری در دماهای 
پایین رشد می‌کند. همچنین می‌تواند گیاهان را آلوده کند، توسط حیوانات 
گیاهخوار بلعیده شود، به مجرای روده آن‌ها برسد، با میکروبیوتای روده 
آن‌ها رقابت کند و بدون علامت از طریق مدفوع در محیط دفع شود. 
تعداد زیادی از پستانداران و پرندگان لیستریا مونوسیتوژنز را در مدفوع 
خود حمل می‌کنند. گاوهای شیری می‌توانند به عفونت تهاجمی سیستم 
عصبی مرکزی و عفونت جنینی - جفتی مبتلا شوند که به ترتیب منجر 
بالینی  ویژگی‌های   .)3  ،14( می‌شود  جنین  سقط  و  چرخش  بیماری  به 
لیستریوز در حیوانات شامل سپتی سمی، انسفالیت و سقط جنین، به‌ویژه 
انسفالیت   .)21( است  گاو(  و  بز،  )گوسفند،  اهلی  نشخوارکنندگان  در 
انسفالیت  است.  شده  شناخته  شکل  شایع‌ترین  بالغ  نشخوارکنندگان  در 
لیستریا در نشخوارکنندگان عمدتاً یک عفونت موضعی ساقه مغز است 

شکل 2- نتیجه PCR به وسیله ی پرایمر ژن prs جنس لیستریا: چاهک 1: مارکر )bp 100(، چاهک 2: کنترل منفی، چاهک 6: کنترل مثبت، چاهک های 

5-2، 9-7، 11: نمونه های مثبت، چاهک های 10، 12: نمونه های منفی.

شکل 3- نتایج PCR به وسیله ی پرایمر DG74-DG69 مربوط به گونه لیستریا مونوسیتوژنز: چاهک 1: کنترل مثبت، چاهک 2: کنترل منفی، چاهک 

.)bp 100( های 4، 6، 8: نمونه های مثبت، چاهک های 3، 5، 7، 9: نمونه های منفی، چاهک 10: مارکر

شناسایی مولکولی و تعیین پروفایل  ...
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که با صعود این باکتری به عصب سه‌قلو ایجاد می‌شود و منجر به فلج 
یک‌طرفه عصب جمجمه، سندرم بیماری چرخشی، افسردگی و بی‌اشتهایی 
در  استثنایی  موارد  در  فقط  مننژوانسفالیت  یا  منتشر  مننژیت  می‌شود. 
این‌گونه ها گزارش شده است )10، 6(. در نشخوارکنندگان، سقط معمولاً 
عفونت  با  پستان  ورم  است،  گزارش شده  کمتر  اگرچه  و  است،  دیررس 

لیستریا مونوسیتوژنز همراه است )4(.
سنگین  خسارات  باعث  که  است  چندگونه‌ای  بیماری  یک  پستان  ورم 
اقتصادی برای صنایع لبنی در سراسر جهان می‌شود. ورم پستان لیستریایی 
که درمان آن از مشکل‌ترین درمان‌ها است، منجر به ازبین‌بردن حیوانات 
و  باقی‌مانده  دام  گله می‌شود. عامل عفونت می‌تواند در شیر  از  آلوده 
به دلیل نداشتن تکنیک‌های مناسب، موردتوجه قرار نگرفته یا تشخیص 
داده نشود )20، 2( در بررسی که Seyoum و همکاران در سال ۲۰۱۵ بر 
روی شیوع لیستریا مونوسیتوژنز در شیر خام گاو و فرآورده‌های آن در 
شیر جمع‌آوری شد،  نمونه  تعداد ۴۴۳  داشتند،  اتیوپی  مرکزی  ارتفاعات 
سپس نمونه‌ها به کمک مشاهدة میکروسکوپی و ویژگی‌های ظاهری کلنی 
روی محیط آکسفورد آگار از نظر وجود گونه‌های لیستریا بررسی شدند. 
تأیید با استفاده از نتایج بیوشیمیایی )کاتالاز، زایلوس، مانیتول و تخمیر 

 Staphylococcus aureus ATCC با استفاده از CAMP رامنوز و آزمایش
25923( انجام شد. شیوع کلی گونه‌های لیستریا 28.4٪ و به طور خاص 
لیستریا مونوسیتوژنز 5.6٪ بود، آلودگی در پنیر ۶۰ درصد بود، آلودگی 
نمونه‌های شیر پاستوریزه )۴۰ درصد(، شیر خام )۱۸/۹ درصد( و ماست 
جداسازی  نهایی  تایید  مطالعه  این  در   .)18( گردید  گزارش  درصد(   ۵(
در  احتمال خطا  و  است  بوده  بیوشیمیایی  های  تست  اساس  بر  لیستریا 

نتایج وجود دارد.
لیستریا  جداسازی  به‌منظور   ۲۰۱۷ سال  در  همکاران  و   Tahouna
مونوسیتوژنز از شیر خام تجهیزات و کارگران دامداری‌ها در کشور مصر، 
مثبت  نمونه‌های  کردند،  جمع‌آوری  دامداری  چهار  از  نمونه   ۳۰۰ تعداد 
قرار  آزمایش  مورد   PCR توسط  تأیید  منظور  به‌  بعدتر  لیستریا  نظر  از 
گرفتند که از میان ۳۰۰ نمونه، تعداد ۷۹ نمونه از نظر وجود لیستریا مثبت 
بودند، که از این تعداد ۲۹ مورد مربوط به شیر خام، ۳۲ مورد مربوط 
به تجهیزات و ۱۸ مورد مربوط به نمونه‌های سواپ دست کارگران بود. 
87/3% جدایه ها مربوط به لیستریا مونوسیتوژنز شایع‌ترین گونه جداسازی 
لیستریا  های  جدایه  بود.  اوکوا  گونه‌ی  به  مربوط   %12/7 و  بود  شده 
مونوسیتوژنز بیشترین مقاومت را نسبت به تتراسایکلین و کلیندامایسین 

جدول 4- مقایسه توصیفی نتایج مثبت در روش کشت با روش مولکولی.

*درصد ها به ترتیب از چپ به راست نسبت به خود دسته و کل نمونه ها می باشد.

 Positives - n )%(

Samples PCR
Culture

Listeria monocytogenesAll Listeria species

(% 5.33()%11.43( 8 (% 6.67()%14.29(10 (%10.67()%22.86(16Milk (70)

(%0.67()%2.5(1(%0.67()%2.5(1(%0.67()%2.5(1Equipment (40)

(%0.67()%2.5(1(%0.67()%2.5(1(%0.67()%2.5(1Hand (40)

(% 6.67( 10 (% 8( 12 (%12( 18Total (150)

.PCR جدول 3- برنامه‌ی دمایی دستگاه ترموسایکلر برای انجام

مرحلهتعداد سیکلزمان )دقیقه -(دما )سانتی‌گراد(

۹۴4۱Inihal hold

۹۴۰/۳۰37Denaturation

۵۴۰/۳۰37Annealing

۷۲۱37Extension

۷۲۱۰۱Final

۱۵۵۱Hold



40

جدول 5- پروفایل مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه‌های تایید شده لیستریا مونوسیتوژنز.

شکل 4- نتیجه تست آنتی بیوگرام در محیط مولر هیتون آگار.

ResistantIntermediateSusceptibleStatus

%No%No%NoAntimicrobial

202202606Oxytetracycline

20200808Ampicillin

80800202Ceftizoxime

60600404Erythromycin

10100909Amikacin

)81٪، هرکدام( و ریفامپیسین )71/4٪( داشتند، درحالی‌که حساسیت به 
تیگسیکلین  و  لینزولید  موکسیفلوکساسین،  لووفلوکساسین،  آمپی‌سیلین، 
)100٪، هریک( مشاهده شد. علاوه بر این، 88% از جدایه های لیستریا 
مونوسیتوژنز مقاومت چند دارویی نشان داد )10(. در این مطالعه تمامی 
300 نمونه جمع‌آوری شده از چهار دامداری می باشد و علت شیوع بالای 
باکتری لیستریا می تواند نمونه‌برداری محدود از این محل‌ها باشد همجنین 

این مطالعه مقاومت بالا نسبت به تتراسایکلین را نشان می‌دهد.
و  شیوع  همکاران،  و   Kwarteng توسط  صورت‌گرفته  مطالعه  در 
شده  گرم  شیر  خام،  شیر  از  شده  جدا  مونوسیتوژنز  لیستریا  ویژگی‌های 
مجموع  در  شد.  بررسی  غنا  در   ۲۰۱۸ سال  در  محلی(  )ماست  نونو  و 
۲۵۴ نمونه، شامل ۱۱۴ شیر خام گاو، ۵۶ شیر حرارت دیده و ۸۴ نونو از 
نمونه‌ها  شد.  جمع‌آوری  تشخیص  برای  بازار  فروشندگان  و  لبنی  مزارع 
توسط تکنیک‌های کشت و تست‌های بیوشیمیایی از نظر وجود لیستریا 
مورد بررسی قرار گرفته و در نهایت وجود لیستریا مونوسیتوژنز توسط 

تست PCR تأیید شد که تمامی مراحل بیان شده مشابه با کارهای صورت 
گرفته در این مطالعه می‌باشد. در مجموع ۱۴ نمونه معادل 5.5% نمونه‌ها 
به لیستریا مونوسیتونز آلوده بودند که از این میزان ۱۰ نمونه مربوط به 
شیر خام و ۴ نمونه مربوط به نونو بودند. از شیر حرارت دیده لیستریا 
مونوسیتوژنز جداسازی نشد. بر اساس تست MIC مورداستفاده در این 
مطالعه، جدایه‌های لیستریا مونوسیتوژنز عموماً به آموکسی‌سیلین ٪100، 
پنی‌سیلین   ،٪100 جنتامایسین   ،٪100 اریترومایسین   ،٪100 آمپی‌سیلین 

100٪، ریفامپیسین 100٪ و ونکومایسین %100 حساس بودند
تتراسایکلین  و   61/3% نئومایسین  برابر  در  فنوتیپی  مقاومت  بااین‌حال، 
24/2% مشاهده شد، درحالی‌که حساسیت‌های متوسط برای کلرامفنیکل، 
کانامایسین،  سایکلین،  داکسی  کلیندامایسین،  سیپروفلوکساسین، 
نئومایسین، استرپتومایسین و تتراسایکلین مشاهده گردید )14(. بررسی 
افزایش مقاومت  آنتی‌بیوتیکی مطالعه فوق نشان‌دهنده  نتایج مقاومت 

آنتی‌بیوتیکی در باکتری‌های جدا‌سازی شده در این مطالعه می‌باشد.
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نتیجه گیری کلی
نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که آلودگی به این باکتری در شیر 
مراحل  در  بهداشتی  موارد  رعایت  عدم  صورت  در  و  دارد  وجود  خام 
تولید، توزیع و نگهداری شیر، این محصول می‌تواند سبب انتقال عامل این 

بیماری زئونوز به محیط شده و به زنجیره غذایی انسان راه یابد.
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