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  :  چكيده
به علت اين که در خوراک دام       . باشد   كشت مي  ليستريا مونوسيتوژنز در حال حاضر روش استاندارد برا تشخيص        : زمينه و اهداف  

عـلاوه، تـشخيص بـا      به. يابد  يباشد حساسيت كشت به شدت كاهش م      شود و اين باکتر داخل سلولي مي        بيوتيك استفاده مي    از آنتي 

 را در ليـستريا مونوسـيتوژنز  يابي به آزموني كه بتواند در هر شرايطي وجود        لذا، دست . کشد   ساعت طول مي   ۳۶اين روش بيشتر از     

 بـا   PCR بـه روش     ليـستريا مونوسـيتوژنز   هدف اين مطالعه تـشخيص سـريع مولکـولي          . باشد  نمونه باليني نشان دهد، ارزشمند مي     

  . بودhlyAده از ژن استفا

به منظور بهينه ساز .  انتخاب گرديدليستريا مونوسيتوژنز به عنوان ژن اختصاصي برا شناسايي hlyAژن  :روش بررسي

سالمونلا ها برا بررسي اختصاصيت از باکتر.  استفاده شدPTCC: 1163 ليستريا مونوسيتوژنزآزمايش از سويه استاندارد 

 از DNAبرا استخراج . ، استفاده شدATCC: 35218 کلياشريشيا و PTCC: 1163  ليستريا مونوسيتوژنز ،PTCC 1609: تيفي

در دما اتاق با رنگ اتيديوم برومايد %  ۱ پس از الکتروفورز در ژل آگارز bp ۲۱۰ کلروفرم استفاده شد و محصول -روش فنل 

  .رنگ آميز و مورد شناسايي قرار گرفت

در حقيقت، جفت پرايمر انتخاب شده . نمايد  که سويه استاندارد محصول مورد نظر را توليد ميداد اين مطالعه نشان نتايج : يافته ها

ها غيرهدف آزمايش اختصاصيت نشان داد که روش حاضر با هيچ يک از باکتر. کند  توليد ميbP 210محصولي در اندازه 

 fg۵۰۰ در اين روش ليستريا مونوسيتوژنز DNAحد نهايي تشخيص بررسي حساسيت نشان داد که . دهد واکنش نشان نمي

  .باشد مي

كار رفته در اين مطالعه از سرعت، حساسيت و اختصاصيت لازم   بهPCRنتايج بهينه ساز نشان داد که روش  : نتيجه گيري

ليستريا  ها تشخيصمايشگاهکارگير اين روش در آزبه . آيد برخوردار است و نتيجة نهايي در کمتر از سه ساعت بدست مي

  .نمايد  را امکان پذير ميمونوسيتوژنز

 hlyA  ، ژنPCR ، ليستريامونوسيتوژنز: كليد واژه ها
  

  



  …PCR به روش ليستريامنوسيتوژنز تشخيص سريع مولکولي/ ۱۰

 

 

  :مقدمه

ليستريوز بيـمار مشـترك انـسان و حـيوان اسـت كه عـامل 

علـت نامـگذار ايـن باكتر . باشد ميليستريا مونوسيتوژنز آن

بوده    ها درحيوانات آلوده آزمايشگاهيازدياد تعـداد مونوسيـت

 ها گرم مثـبت كوتاه، بدون كپسول، بدونليستريا باسـيل. است

 ليستريا مونوسيتوژنز ).۱( اكسيداز مثبت هستنداسپور، كاتالاز و

ماننـد مولـرهيـنتون آگـار و  هـا كشـتدربسـيار ازمحـيط

 كـند و قادر به ايـجاد همـوليزآگارخوندار به خوبي رشـد مي

ها لـذا، ممـكن است با استربتوكوك. بتا درآگارخوندار است

ر به رشـد در دما اين باکتـر قاد. بتا هموليتيك اشتــباه گردد

بر  علاوه. Cold enrichment)( گراد است  درجه سانتـي۴ 

 ، گلوکز، رامنوز، ليستريا مونوسيتوژنزخصوصيات ذکر شده 

،  H2S ولي . رد و وژه پروسکوئر مثبت است هيپورات، متيل

، زايلوز ، ذوب ژلاتين  احيا نيترات ، مانيتول ، ريبوز ، نشاسته

  ).۲(آن منفي است،اندول و اوره آز 

ليستريا ص ـخيـرا تشـدارد بـتانـر روش اسـاضـال حـ در ح

ه در خوراک ـت اين کـبه عل. اشدـب ت ميـ، كشمونوسيتوژنز

شود، و اين باکتر درون سلولي  تفاده ميـبيوتيك اس دام ازآنتي

به علاوه، . يابد دت كاهش ميـت به شـيت كشـباشد، حساسمي

لذا، . کشد ت طول ميـ ساع۳۶تر از ـيشيص با اين روش بـتشخ

ليستريا رايطي وجود ـواند در هر شـوني كه بتـيابي به آزم تـدس

از . باشد ي نشان دهد، ارزشمند ميـ را در نمونه بالينمونوسيتوژنز

را ) PCR(مراز ا پلي ها، واکنش زنجيره ونـرين اين آزمـت مهم

بيوتيكي، نحوه   آنتيزيرا، تحت تأثير درمان). ۳(توان نام برد مي

گيرد، و  شود قرار نمي انتقال نمونه كه سبب مرگ باكتر مي

از ). ۴،۵( است درصد گزارش شده۹۰حساسيت آن بيش از 

رو، مراكز مختلف تحقيقاتي و درماني مبادرت به طراحي،  اين

ليستريا ص ـخيـ برا تشPCRش ـاربرد واكنـي و كـارزياب

ها پيشرفته قادر  طور با معرفي روش به. اند  نمودهمونوسيتوژنز

  ).۶(باشند به تشخيص همزمان و سريع چند عامل مي

ها  ها ليستروز در جمعيت  از سو ديگر احتمال بروز اپيدمي

ها گوناگون غذائي مختلف و پراکندگي فراوان آن در فراورده

رورت ـ ض ر نظر بهـا اخيـه الـلذا، در س. هم مطرح است)۷(

ها  ژني و آورـفاده از فنـمار و استـريع اين بيـتشخيص س

 به ليستريا مونوسيتوژنز، اميدهايي در تشخيص سريع PCRظهور 

  ).۸ ،۶(وجود آمد

 توانسته است PCRشواهد موجود مؤيد آن است كه استفاده از 

). ۸( را نشان دهدليستريا مونوسيتوژنزوجود % ۹۰با دقت بيش از

 برا PCRطالعه، طراحي روش از اين رو، هدف از اين م

له آن ـور که به وسيـبه ط.  ابودليستريا مونوسيتوژنزتشخيص 

  .تر شناسايي نمود بتوان اين باکتر را سريع

  

 :هامواد و روش
 :PTCC ليستريا مونوسيتوژنز ، PTCC 1609:سالمونلا تيفي 

،  از مرکز کلکسيون ATCC: 35218 و اشريشيا کلي1163

ان ـازمـران در سـوني ايـتي و عفـها صنعترـها و باکارچـق

ها شتـ ک ها يطـران و محـي و صنعتي ايـها علمشـپژوه

LB agar و LB broth از شرکت Merckتهيه گرديدند  .  

 بر اساس ميزان حساسيت رنگ DNAروش تعيين مقدار 

تروفورز، در رنگ آميز با ـايي روش الکـتوان :اتيديوم برومايد

 در بهترين شرايط يک نانوگرم DNAم برومايد، در تعيين اتيديو

لذا، نمونه خالص شده از محيط كشت به صورت رقت . باشد مي

خاب ـاند انتـترين بفـرديد و ضعيـرقيق گ۸۰/۱ تا ۲/۱سريالي 

  ) .۹(شد

از  :(CFU) بر اساس تعداد باكتر DNAروش تخمين مقدار 

م است و در صورتي آنجايي كه هر باكتر دارا يك كروموزو

. باشد كه كشت داده شود، هر باكتر قادر به توليد يك كلني مي

 اس روشـيه گرديد و بر اسـر رقت تهـيون باكتـاز سوسپانس

Misra& Miles ميزان باكتر در واحد حجم بر اساس CFU 

  ).۹(تخمين زده شد

خيص ـرا تشـ بPCRي که از ـابعـي منـس از بررسـپ :پرايمر

ها و پرايمرها  ام ژنـ بود، تم دهـتفاده شـ اسيتوژـامونوسليستري

پرايمرها مربوط به ژن .  ، مورد بررسي قرار گرفتند استفاده شده

 , hlyA بر اساس ميزان حساسيت و . انتخاب و بررسي شدند

اختصاصيت پرايمرها و نتايج آناليز آنها با نرم افزارملکولي 

BLASTذکر ۱ن در  جدول  پرايمرمطلوبي که مشخصات آ 

). ۸( انتخاب گرديدليستريا مونوسيتوژنزشده است برا تشخيص 

بررسي نرم افزار مولکولي اين ژن و پرايمرها ارايه شده نشان 

 مناسب ترين توالي hlyAداد که سكانس انتخاب شده از ژن 

  .باشد  ميليستريا مونوسيتوژنزبرا شناسايي 
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  ليستريا مونوسيتوژنزه به منظور تشخيص سكانس پرايمر انتخاب شد: ۱جدول 

Primers                                                      Sequences                                             
5′-CGCAACAAACTGAAGCAAAGG-3′ Forward  

5′-TTGGCGGCACATTTGTCAC-3′(210bp) Reverse  

  

کلروفرم استفاده    روش فنل   راج ژنوم از    برا استخ : استخراج ژنوم 

 PCRآزمايش )  set up(اين ترتيب كه برا پياده کردن  به. شد

 ميلـي ليتـر سـرم       ۱ها استاندارد بـه       ابتدا چند كلني از باكتر    

 ۵مـدت      دور به  ۵۰۰۰( فيزيولوژ اضافه شد و سانتريفوژ گرديد       

 Salt Tris  ميكروليتـر بـافر   ۵۰۰به روسـوب حاصـل   ). دقيقه

EDTA       ۱۸۰ دقيقه مخلـوط نمـودن آن        ۱۰ افزوده شد و پس از 

 ۳۷۵پـس از آن     . آن اضافه گرديـد      دو درصد به   SDSميكروليتر  

 بار به شدت تكـان      ۱۰آن افزوده شد و       ميكروليتر استات سديم به   

گراد سانتريفوژ شد و به محلول        سانتي   درجه ۴سپس در   . داده شد 

ــانو۷۵۰رويــي  ــر ايزوپروپ ــد ميكروليت پــس از . ل اضــافه گردي

 درجه سـانتريفوژ    ۲۰ دقيقه در دما منها      ۲۰مدت    نگهدار به   

). گـراد   سانتي   درجه ۴ دقيقه و دما     ۲۰مدت     دور به  ۱۵۰۰۰( شد  

 درصد افزوده شد و     ۷۰ ميكروليتر اتانول    ۳۷۵به روسوب حاصل    

 ۱۵۰۰۰ دقيقـه بـا دور       ۱۰مـدت     بـه . خـوبي مخلـوط گرديـد       به

 اضـافه   TE ميكروليتر بافر    ۲۵ه روسوب حاصل    ب. سانتريفوژ شد 

  . استفاده گرديدPCR شد و جهت انجام 

برا رسيدن به اين :  PCRبهينه ساز مواد لازم برا واكنش 

ها استاندارد انجام   با ژنوم سويهPCRهدف چند بار فرآيند 

پرايمرها (ها مواد اوليه  شد و در هر مرحله يكي از غلظت

،MgCl2 ،dNTP آنزيم  وTaqدر . استفاده شد)  پلي مراز

 انتخاب PCR ترين مقادير از مواد لازم برا انجام  نهايت مناسب

ها حرارتي و زمان در  پروفايل, دما اتصال پرايمرها. گرديدند

جهت .  فراهم گرددPCRواكنش تغيير داده شد تا بهترين شرايط 

ز درجه ا) (Annealingبهينه ساز دما اتصال پرايمرها 

  . گراد استفاده شد  درجه سانتي۵۹ و ۵۸ ، ۵۷ , ۵۶ها  حرارت

جهت تائيد نهائي محصول بدست آمده، برا : تائيد محصول

  . تعيين توالي، به شرکت سينا ژن ارسال گرديد

  

  

  :هايافته

  . نشان داده شده است۱نتايج حاصل از استخراج ژنوم در شکل 

ها مختلف مواد  ها و غلظت نزما, نتايج حاصل از آزمايش دماها

 bp  ۲۱۰ در ناحيةPCRمصرفي برا دستيابي به بهترين نتيجة 

  . نشان ارائه شده است۲در جدول 

  

  
  نتايج حاصل از استخراج ژنوم: ۱شکل 

  اشرشيا کلي ژنوم -۳ و ژنوم ليستريامونوسيتوژنز - ۲،  سالمونلا تيفي ژنوم -۱

  

  



  …PCR به روش ليستريامنوسيتوژنز تشخيص سريع مولکولي/ ۱۲

 

 

  

  PCRبرا دستيابي به بهترين نتيجة شرايط نهائي شده مطلوب  :۲جدول 

Amplification  Condition  
Reaction mixture 

10 pM  Primer  concentration  
2.5  mM  MgCl2  concentration 
0.2 mM  dNTP  concentration  
2.5  U  taq polymerase  

Amplification  program 
94°C       for 180 S Dnaturation  
58°C        for 60 S   Annealing  
72°C        for 60 S  Extention  

30 Cycle number  
pM= picomole, mM = milimole, U = unit. 

  

  

 درجه حرارت مراحل ):Annealing(دما اتصال پرايمرها 

 تغيير داده شد تا بهترين دما اتصال PCRمختلف در واكنش 

بدست آمده دما باتوجه به نتايج . برا پرايمر مشخص گردد

انتخاب Annealing گراد به عنوان دما  سانتي   درجه ۵۸

  . گرديد

، ژنوم PCR برا تعيين اختصاصيت :PCRتعيين اختصاصيت 

 PCRها مورد آزمايش استخراج شد، آزمايش تمام باکتر

انجام شد و محصولات آن در ژل آگارز يک درصد و حرارت 

ها مورد آزمايش ،  از باكترهيچ يك . اتاق الكتروفورز شدند

 را توليد bp ۲۱۰، محصول اختصاصي ليستريامونوسيتوژنزغير از 

  .نکردند

 از ژنوم سويه ١٠-۸ تا ١٠-١هايي از   رقت: تعيين ميزان حساسيت

نتايج .  انجام شدPCRها  استاندارد تهيه گرديد و از اين رقت

PCR به اين ترتيب .  نشان داده شده است۲ در شکلPCR 

 از ژنوم fg۵۰۰طراحي شده در اين مطالعه قادر به شناسايي 

  .  بودليستريامونوسيتوژنز

  

  

  
  ليستريا منوسيتوژنزها نختلف سويه  از رقتPCRالکتروفورز محصولات  :۲شکل 

M- Ladder  ۱-  ۱۰-۸   رقت - ۵ ۱۰-۴ رقت -۴ ، ۱۰-۲ رقت -۳  , ۱۰-۱ رقت -۲ کنترل منفي  
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 تائيد نهائي، محصول بدست آمده برا تعيين برا: تائيد محصول

  :توالي به شرکت سينا ژن ارسال گرديد، و توالي زير بدست آمد

TTGGCGGCACATTTGTCACTGCATCTCCGT
GGTATACTAATACATTGTTTTTATTATAAT
CCAATCCTTGTATATACTTATCGATTTCAT
CCGCGTGTTTCTTTTCGATTGGCGTCTTAG
GACTTGCAGGCGGAGATGCTGGTGGTGCC
ATGGATGAAATTGAATTTTCTTTATTGAAT
GCAGATGCATCCTTTGCTTCAGTTTGTTGC
G  

  

  : بحث

 بــرا PCRهــدف اصــلي در ايــن تحقيــق راه انــداز روش 

زيـرا، ايـن روش نـسبت بـه         .  بـود   ليستريامونوسيتوژنز تشخيص

هــا موجــود نظيــر کــشت از ســرعت و دقــت بيــشتر  روش

روش استاندارد طلايي بـرا تـشخيص قطعـي         . برخوردار است 

اما، اين روش تحـت تـأثير       . باشد  ، کشت مي  ستريامونوسيتوژنزلي

، نحـوه  )شـود كه در خوراک دام استفاده مي   (بيوتيكي    درمان آنتي 

و درون سـلولي    ) شـود   كه سبب مرگ باكتر مـي     (انتقال نمونه   

 ساعت  ۳۶علاوه، اين روش حداقل     به. گيرد  بودن باکتر قرار مي   

طراحـي و انجـام گرديـد و        رو، اين تحقيق      از اين . کشد  طول مي 

 ليـستريامونوسيتوژنز چنانچه نتايج آن نشان داد، قادر به شناسايي         

هـا    ها اخير مزايا روش     در سال . باشد   ساعت مي  ۳در مدت   

هـا     برا تشخيص سريع عوامل مختلف عفونت      PCRمبتني بر   

 توجـه قـرار گرفتـه    ميكروبي از جمله ليستريامونوسيتوژنز مـورد   

  ).۱(است 

 PCRها مختلف اقـدام بـه بـسط روش            ذا، با طراحي پرايمر   ل 

بررسـي نـرم افـزار      .  )۳( شـد  ليستريامونوسيتوژنزشناسايي    برا  

 معرفي شده در اين تحقيق نـسبت بـه          hlyAمولکولي پرايمر ژن    

از اختــصاصيت  )۵(پرايمرهـا ارايــه شــده در ديگـر مقــالات   

يق حاضر انتخاب   لذا اين پرايمر  در تحق     . بيشتر برخوردار است  

دليل  ميلاد به  ۲۰۰۱در تحقيقات انجام شده قبل از سال        . گرديد

 کمتـر   hlyA از ژن     ليستريامونوسيتوژنز عدم شناسايي کامل ژنوم   

 مـيلاد تـا کنـون       ۲۰۰۱هر چند از سال     . )۸(استفاده شده است  

هايي معرفي گرديده است اما پروتکـل ارايـه           برا اين ژن پرايمر   

هـا جديـد    ها بيشتر برا دستگاه     با اين پرايمر   PCRشده برا   

همچنين، برا افـزايش  . )۷(باشد  مي Real – Time PCRمانند

دليل عـدم     كه به )۵(اند  حساسيت آزمايش از پروب استفاده نموده     

هـا    ها در کشور ما، انجـام ايـن روش        وجود گسترده اين دستگاه   

ــستند ــسر ني ــساسيت و . مي ــزايش ح ــرا اف ــق ب ــن تحقي  در اي

اختصاصيت آزمايش از پروب استفاده نشد بلکه با تغيير غلظـت           

هـا واکـنش    مواد مصرفي در واکنش و نيز تغيير دماها و سيکل         

.  را شناسايي نمـاييم     ليستريامونوسيتوژنز توانستيم سويه استاندارد  

هـا ديگـر، غيـر از       نتايج آزمايشات مختلف بـا ژنـوم بـاکتر        

 که اين پرايمر با هيچ يک از آنهـا          نشان داد  ،   ليستريامونوسيتوژنز

در نهايت با اين تحقيـق تـوان شناسـايي          . دهد  واکنش نشان نمي  

ها موجود و بـا رنـگ        با استفاده از دستگاه    ليستريامونوسيتوژنز

آميز اتيديم برومايد در ژل آگارز و بـدون نيـاز بـه پـروب بـا                

  .حساسيت و اختصاصيت قابل قبول حاصل گرديد

  

  :گيرنتيجه

كار رفته در اين مطالعه از سرعت، حساسيت و   بهPCRروش 

 زيرا پرايمرها مصرفي با هيچ .اختصاصيت لازم برخوردار است

  نتيجة نهايي.دهد ها ديگر واکنش نشان نمييک از ارگانيسم

کارگير آن ب. شوددر کمتر از سه ساعت حاصل مياين روش 

پذير  را امکاننزليستريا مونوسيتوژ ها، تشخيصدر آزمايشگاه

  .نمايد مي

  

  :تقدير و تشکر

مطالعه حاظر حاصل بخـشي از طـرح تحقيقـاتي اسـت كـه بـا                

حمايت مالي مركز تحقيقـات بهداشـت نظـامي دانـشگاه علـوم             

بدينوسـيله از تمـامي     .  به انجام رسيده اسـت     )عج(…ا  پزشكي بقيه 

ـ مركز تحقيقـات  » عـج «…ا همکاران در دانشگاه علوم پزشكي بقيه  

داشت که در انجام اين تحقيق ما را يـار نمودنـد، صـميمانه              به

  .نماييم تشکر مي

 

 

 

 



  …PCR به روش ليستريامنوسيتوژنز تشخيص سريع مولکولي/ ۱۴
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