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  ۹/۱۲/۱۳۹۰:       تاريخ پذيرش۸/۸/۱۳۹۰ :تاريخ دريافت

  ده يچک
  

هـاي مختلـف    با توجـه بـه وجـود روش   . باشد مي ييزا مرده و   ني سقط جن  يكي از عوامل  توژنز  يا منوس يستري ل يباکتر:زمينه و هدف  
در زنان  مولكولي براي تشخيص ليستريا منوسيتوژنزج روش کشت استاندارد و يسه نتاين مطالعه مقاياهدف جداسازي اين باكتري، 

  .بودباردار 
  

کس يجفـت و سـرو   خـون،   ادرار،؛ نمونـه شـامل  ۳۱۱تعـداد . شـد  زن بـاردار انجـام   ۱۰۷ ي بـر رو ين مطالعه تجرب يا : بررسي روش
 يا رهي ـواکـنش زنج   هفتـه کـشت و  ۴بـه مـدت     در سـرما ي سـاز ين دوره غن   تمام نمونه ها پس از گذراند      يبر رو  .شدند يآور جمع

  .ل شدنديه و تحلينمار و تست کاپا تجز  مکي آماريها ها با آزمون داده. شدانجام  مراز يپل
  

روش کـشت    دريچ مـورد مثبت ـ يه ـ.  بـود  درصـد ۱/۱۲سـقط  و دوم    درصد   ۸/۵۹در زنان مورد مطالعه      سقط اول    يفراوان :ها  يافته
 ي جداسـاز hly A ژن  درصد۲۸/۱۰ ،ش شدندي آزمامراز اي پلي واكنش زنجيرهروش   که بابارداراز کل موارد زنان . شد نيسازجدا
  .)p=۰۲۲/۰(ده شدي ديدار ين دو روش اختلاف معنيج اينتا كه بين ،شد

  
 از روش توژنزيا منوس ـيستري ـلتري   در تشخيص بـاك    مراز ي پل يا رهيواکنش زنج لكولي  وم روشنشان داد،   ن مطالعه   يا: يريجه گ ينت

  .تر بوده و بر آن برتري دارد كشت اختصاصي
  

  زنان باردار توژنز،يا منوسيستري کشت، ل:يدي کلهاي واژه

  
  

  يشناس کروبيگروه م،  واحد جهرمي دانشگاه آزاد اسلام جهرم،،دکتر محمد کارگر: نويسنده مسئول*
Email: microkargar@gmail.com

    



 تشخيص ليستريا منوسيتوژنز  در هاي کشت و مولکولي  ه روشمقايس

١٥٧ )٦٨شماره پي در پي (١٣٩١خرداد و تير ـ ٢ ـ شماره ١٧مجله ارمغان دانش ـ دوره 

  مقدمه

  گـرم مثبـت،    يک بـاکتر  يتوژنز  يا منوس يستريل

و بوده   ياري اخت ي و هواز  يدرون سلول   کوتاه، يا لهيم

 قادر بـه    ين باکتر ي چون ا  ).۱ـ۳(است منتقله از راه غذا   

 لـذا در    ،باشـد  مـي گـراد    ي درجه سانت  ۴ يرشد در دما  

خچـال رشـد نمـوده و    ي شـده در    ي نگهدار ييمواد غذا 

ــال يســـبب آلـــودگ ــاز طر و انتقـ ــواديـ ــذاق مـ  يي غـ

ک پـاتوژن درون    ي ـ ين باکتر يکه ا  نجاآاز   ).۳(شود مي

 اتفـاق  ي در افـراد يمـار يشتر مـوارد ب   ي ب ، است يسلول

ن ي ا .)۲(ده باشد يب د ي آنها آس  يمنيستم ا يافتد که س   مي

سـقط   عفونـت خـون،    ت،ي ـ مننژ يمـار ي سـبب ب   يباکتر

زنان  ت در افراد مسن،   يمننگوانسفال و   ييزا مرده ن،يجن

ب ي آنها آس  يمنيستم ا ي که س  يدان و افراد  نوزا باردار،

  ).۴ـ۶(شود مي ،ده استيد

ــت     ــه عفون ــسبت ب ــب ن ــه مرات ــاردار ب ــان ب زن

 ي برا يط مناسب يتر بوده و جفت مح     وز حساس يستريل

وز را  يستري ـص ل يتـشخ  .باشـد  مـي  ين بـاکتر  ي ـرشد ا 

  خـون، ؛ ماننـد يک ـيني کليهـا  تـوان بـا کـشت نمونـه       مي

  ).۲و ۷(رار انجام داد  ات واژن و اد   حترش جفت، مدفوع،

 اما زنان بـاردار  ،اب استيوز کميسترياگر چه عفونت ل 

ت در معــرض يــشتر نــسبت بــه کــل جمعيــ برابــر ب۲۰

وز را زنـان بـاردار   يستري ـ درصد از کل ل    ۲۷خطرند و   

توانـد   مـي ا در نـوزاد     يستري ـ ل .)۷و ۸(دهنـد  مـي ل  يتشک

 بـا   .)۹(دوت ش ـ ي ـمننژ وعفونـت خـون      ،يمونوپنباعث  

هـا   ره نمونه يذخ ن،يي پا ي رشد در دما   ييتواناتوجه به   

بـه  )  در سرما  يساز يغن(گراد ي درجه سانت  ۴ يدر دما 

 ي ول ـ،دهـد  ميش ي راندمان کشت را افزا   هفته ۲ـ۸مدت  

 بـا توجـه بـه     ).۲(ر است ي وقت گ  يني بال يها  نمونه يبرا

ه ي ـ کـه بـر پا     ين بـاکتر  ي ـ ا يوه انتشار درون سـلول    حن

 ،يبـاد  يدر معرض آنت   ،رديگ مين صورت   ي اکت يحرکت

ع خــارج ي موجـود در مـا  يهــا يبـاد  يل و آنت ـي ـنوتروف

 يتواند از سـد مغـز   مين يچن  هم ،رديگ مي قرار ن  يسلول

 ياون آينترنـال ياثر متقابل ا .)۷( و جفت عبور کند   يخون

 ي از سـد جفت ـ  ي در عبور باکتر   يدين نقش کل  يکادهرـ  

ن جـه آ  ي و نت  کندين را گرفتار م   ي کرده وجن  يانسان باز 

 و  يـي زا مـرده  ،يخـود ه  سقط خود ب ـ   مان زودرس، يزا

  . .)۱۰(شود ميعفونت خون در نوزاد 

  کشت،؛ شاملين باکتر ي ا يصيخش ت يها روش

 ون،يزاس ـيديبريد ه يک اس ـ ي ـنوکلئ ،يمونواسيش ا يآزما

 و  IUXش فـاژ    يآزمـا  ،)۱(مـراز  ي پل ـ يا رهي ـواکنش زنج 

ن ي ـ با ا،باشد ميت و مولکولي  کش يبي ترک يها شيآزما

ضــروري  مطلــوب يک روش جداســازيــال هنــوز حــ

توانـد   مـي  درصـد  ۳۳تا آميزي گرم     رنگ .)۱۰(باشد  مي

ــمف ــه درون ســلول ،د باشــدي ــا توجــه ب ــا ب ــودن ي ام  ب

ن يچن ـ هـم  .شـود  مـي  يصي تشخ ي خطا سم باعث يارگان

ــا    ــدن ب ــتباه ش ــال اش ــوكنوپاحتم ــوکيد(موك  ،)پلوک

 هـدف   ).۷( وجـود دارد   لوسيدها و گونه هموف   يفتروئيد

روش  دسـت آمـده در  ه ج ب ـينتـا سه ين مطالعه مقا  يااز  

 يا رهي ـش زنج يشگاه و آزمـا   يکشت استاندارد در آزما   

 در زنـان    توژنزيا منوس يستريلتشخيص   ي برا مراز يپل

  . بودباردار
                                                

1-Polymerase Chain Reaction(PCR) 
 

 



 البرز جهانگيري سيسخت و همكاران

١٥٨ )٦٨شماره پي در پي (١٣٩١خرداد و تير ـ ٢ ـ شماره ١٧مجله ارمغان دانش ـ دوره 

   بررسيروش

 پس از تأييـد كميتـه اخـلاق         يتجرب  مطالعه نيا

دانشگاه علوم پزشكي ياسوج و اخذ رضـايت كتبـي از       

مارستان يب در زن باردار ۱۰۷ بر روي شركت كنندگان

  نمونـه  ۳۱۱ تعـداد    . شـد  انجـام اسـوج   ي) ع(امام سـجاد  

 ۷۰ ، خـون   نمونـه  ۶۷ ها شامل؛   نمونه. شدند يآور جمع

از  کسيسرو نمونه   ۱۰۷و   جفت نمونه   ۶۷ ،نمونه ادرار 

مـان  ي و زا  سـقط بـا سـابقه       باردار در حال سقط،    زنان

 ۴ يفتـه در دمـا    ها به مدت چهار ه     نمونه. بودند يعيطب

وژن براث  ينفين هارت ا  يط بر يگراد در مح   يدرجه سانت 

ک ي ـ ،يري ـگ  در فواصـل شـروع نمونـه       .قرارداده شدند 

هـا کـشت     هفتـه و چهـار هفتـه از نمونـه          دو هفته بعـد،  

  گرميزيآم  پس از رنگ مثبتيها  نمونه .صورت گرفت 

 يز روي همـول ؛ شامل         ييايميوشي ب هاي  شيبا آزما 

 ۳۷ درجـه و   ۲۵حرکت در    داز،ياکس ز،يکاتال ر،بلاد آگا 

 MR-VP ، CAMP تـرات، ي نياي ـ، احگـراد   سـانتي درجه

Test، ــتول ــي ــوز،زي گاز ديد اس ــوز ل ــه و رامن ز يدرولي

زمـان   ن هم يچن هم.  قرار گرفتند  ين مورد بررس  ياسکول

 نمونـه کنتـرل مثبـت        همه موارد  يها و ط   با تمام نمونه  

ــه يا منوســـيستريـــل ــماره                      توژنز بـ  شـ

مورد اسـتفاده قـرار    زين  PTCC 1163ران  ياستاندارد ا

  .گرفت

  پـس از  ي احتمـال ي از آلـودگ يريگجهـت جلـو  

ها بـه دو   نمونه يشيآزما و قبل از هرگونه    يرينمونه گ 

 يگـر يک نمونه جهت کـشت و د     ي شده و م  يقسمت تقس 

ره سرما به مـدت    ي در زنج  ي مولکول هاي  شيجهت آزما 

   .ندر هفته قرار داده شدچها

             بــا اســتفادهDNAن پــژوهش اســتخراج يــر اد

  صـورت  DN8115cناژن بـا کـد     يت اسـتخراج س ـ   ياز ک 

توژنز يا منوس ـيستري ـ لhly A ژن يابي ـجهت رد. گرفت

  شدند؛ر استفاده ي زي انتخابيمرهايپرا

FW: TGT TAA TGA ACC TAC AAG ACC TTC 

RV: TAG TTC TAC ATC ACC TGA GAC AGA  

تـر  يکرولي م ۲۵مراز   يره پل ي در هر واکنش زنج   

ــافريکرولي م۵/۲ شــامل ــر ب ــ ، ت ــريکروليک مي ــد ت  كلري

ــزيم ــريکرولي م۵/۰ ،مني ــك، d NTPت ــر ازيکروليم ي         ت

Taq polymerase تــر از هــر کــدام از يکرولي م۵/۰ و

ه شـده  ي ـ خالص ته DNAتر از   يکروليک م يمرها و   يپرا

  .ند گرفتمورد استفاده قرار

ــا رب ــتگاه ترموس ــه دس ــه  ينام ــت برنام کلر جه

 ۵ درجه به مـدت  ۹۵ ؛مراز شامل ي پل يا رهيواکنش زنج 

 ۴۰ درجه به مدت  ۵۸ قه،ي دق ۱ درجه به مدت     ۹۴قه،  يدق

 ۷۲ چرخـه و    ۳۲ ؛هي ـ ثان ۴۰ درجـه بـه مـدت        ۷۲ه ،   يثان

ره ي ـواکـنش زنج محـصول   . بودقهي دق۵درجه به مدت    

  .د ش درصد مشاهده ۲  ژل آگارزي رو مرازي پليا

 )SPSS)۱نرم افزار آوري شده با   هاي جمع   داده

تجزيه و تحليـل   )۳(کاپاتست   و   )۲(نمار مک يها و آزمون 

   ..شدند
  

   ها يافته

 افراد شـرکت کننـده در مطالعـه         يمحدوده سن 

ــا ۱۵ ــا م۳۸ ت ــ ســال ب ــود۷/۲۶ ين ســنيانگي   . ســال ب

  سـال  ۲۶ـ ـ۳۰ي مربوط به گـروه سـن      ين فراوان يشتريب
                                                

1-Statistical Package for Social Sciences 
2- McNemar's Test 
3-Kapa-Test  

  



 تشخيص ليستريا منوسيتوژنز  در هاي کشت و مولکولي  ه روشمقايس

١٥٩ )٦٨شماره پي در پي (١٣٩١خرداد و تير ـ ٢ ـ شماره ١٧مجله ارمغان دانش ـ دوره 

لات در گــروه ي از نظـر تحــص ين فراوانــيشتريــب. بـود 

 ۳/۹(سـواد  ين در گروه ب ـي و کمتر  )درصد ۵/۳۵(پلم  يد

 مربـوط بـه   ين فراوان ـيشتري ـن بيچن  هم.ند بود )درصد

 ي مربـوط بـه بـاردار      ين فراوان ي دوم و کمتر   يباردار

  درصد،۸/۵۹ اول ي سقط در باردار  يفراوان. پنجم بود 

ــد۱/۱۲ســقط دوم  ــ درص ــقط و ب و ســه س  ۷/۴شتر ي

 و بـدون سـابقه   يع ـين طبمايزاموارد ه ي بق. بود درصد

  .سقط بودند

  مـورد کـشت انجـام شـده    ۳۱۱ کـدام از   چيه از

ش يآزمـا از کـل  . دش ن ـي جداساز توژنزي منوس ايستريل

 ۱۳  مـورد بـود  ۳۱۱کهمراز انجام گرفته     ي پل يا رهيزنج

 از ،ماري ب۱۰۷ از  ي به عبارت  .دش يمورد مثبت جداساز  

ــا ونـــهنم ا يستريـــژن ل ) درصـــد۲۸/۱۰(نفـــر ۱۱ يهـ

ــ ــازيمنوس ــد يتوژنز جداس ــ. ش ــايب ــنش ين نت ج واک

 تفــاوتج در روش کـشت  يمـراز و نتـا   ي پل ـيا رهي ـزنج

  ).p=۰۲۲/۰(ده شدي ديدار يمعن

مراز  اي پلي  الكتروفوز محصول واكنش زنجيره   

  . شان داده شده استن ۱در تصوير 

واکنش وش  ر موارد مثبت در ادرار به       يفراوان

 يها  و در نمونه)درصد۵/۸( مورد۶ مراز ي پليا رهيزنج

از نظـر   . )۱جـدول ( بود ) درصد ۵/۶(مورد   ۷ سکيسرو

 درصـد   ۳۴ مـصرف و      درصـد  ۶۶ يمصرف مواد لبن ـ  

 ۸ن تعــداد در گــروه اول ي ـاز ا. عـدم مــصرف داشــتند 

 مــورد مثبــت وجــود ۳ دوم همــورد مثبــت و در گــرو

 مـوارد مثبـت     ين فراوان ـ يشتري ـ ب ،از نظر سقط  . داشت

   . بود) درصد۵/۶(مربوط به سقط اول 
  

سقط در دفعات ک يمراز به تفک ي پليا رهي روش زنجباتوژنز يا منوسيستري  ل)تعداد و درصد(يمثبت و منفمقايسه فراواني موارد  :۱جدول  
  زنان باردار 

  

  نمونه  خون  جفت  سرويکس  ادرار
  منفي  مثبت  منفي  تمثب  منفي  مثبت  منفي  مثبت  دفعات سقط

  جمع کل
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  بحث 

ــا  روش ــ اوليهــ ــايــ ــ لييه شناســ ا يستريــ

 هستند و به يپيت فنوتي خصوصيتوژنز بر مبنا يمنوس

 و ي ژنـ ـي آنتـ ـ،ييايميوشـ ـيات بي خــصوص يبررسـ ـ

 اما با توجه به وجود جهش ها   ،پردازد مي يوفاژيباکتر

 بـه دنبـال     .ج کـاذب شـود    يتواند منجر بـه اخـذ نتـا        مي

تـوان   مـي  ي مولکـول  يهـا  د در روش  ي جد يشرفت ها يپ

 توژنز را انتخابيا منوس يستري در ل  ياختصاص يها ژن

. هـا جـدا کـرد    ر گونـه ي را از سـا  ين بـاکتر  ي ـانموده و   

 ي رو  بـر رشـد    يز مبتن ـ ي ـ ن يولـوژ يکروبي م يها روش

 ني ـ اسـت بـا ا     ييايميوش ـي ب يها ط کشت و آزمون   يمح

هــا بــا  در نمونــه زا يمــارين عامــل بيــ ايابيــحــال رد

 .)۱۱ و ۱۲(ز مشکل اسـت   ي استاندارد کشت ن   يها روش

روش  مده در آدست  ه  ج ب ينتاسه  ين مطالعه مقا  يهدف ا 

 يا رهي ـواکـنش زنج   يکشت استاندارد با روش مولکول    

 در زنان باردار با سابقه سقط، در حال سـقط           مراز يپل

  .و بدون سقط بود

کـدام از   چين مطالعه نشان داد کـه از ه ـ    يج ا ينتا

 ي جداسـاز ي کـشت داده شـده بـرا      ي انـسان  يها نمونه

 ي در حـال   . جدا نـشد   ين باکتر ي ا ،توژنزيا منوس يستريل

 ۱۳ مــراز تعــداد ي پلــيا رهيــ واکــنش زنجروشکــه در

ــه ــفنمون ــورد ۱۱ و مختل ــاردار  از م ــان ب  ۲۸/۱۰( زن

ا ــــيستري ـل  hly A افتن ژن ــــــيجهت ه ــک )درصد

 ن ژني ـ ا، قرار گرفته بودنـد ي مورد بررس توژنزيمنوس

  .دش يجداساز

در هنـد   ) ۲۰۰۷( )۱( و همکاران  اور كا ةدر مطالع 

 واژن پسوا  مدفوع،پسوا  ادرار،؛ل نمونه شام  ۳۰۵از  

ن ي که از ا،دنيما نيزوله جداسازي ا۱۰و جفت توانستند  

توژنز بـود و   ينوس ـما  يستريزوله مربوط به ل   ي ا ۴تعداد  

 مورد از ۳ تنها در   مراز ي پل يا رهيواکنش زنج به روش   

 مطالعه انجـام  .)۴(دش يزا جداساز يماري ب يها آنها ژن 

ره سـرما  يزنج و ع نمونهشده با مطالعه فوق از نظر نو     

 يا رهي ـ در مطالعـه فـوق واکـنش زنج       ي ول ـ  بود، مشابه

.  مثبت صـورت گرفـت  يها  نمونهيمراز فقط بر رو   يپل

هـا    تمـام نمونـه  ير بر روضدر مطالعه حادر حالي كه    

  . .صورت گرفت

ــري   ــه ديگ ــفانودر مطالع ــارانچياس  )۲( و همك

 واژن انجـام  يري ـگ  زن نمونه۹۵۸ در بلگراد از   )۲۰۰۷(

 هفتـه  ۵ره سرما به مدت    يدادند و با انجام مر حله زنج      

ــا  ــتنه ــي ــورد لک م ــيستري ــازيا منوس  يتوژنز جداس

عـلاوه  و مطالعه ذکر شـده  حاضر  در مطالعه    .)۱۳(شد

ره سـرما از نظـر تعـداد مـوارد       ي ـبر نوع نمونـه و زنج     

  .شتندمثبت در روش کشت مشابهت دا

 در تهـران   )۲۰۰۹(ان و همکاران  يشادر مطالعه   

 نمونه از ۱۰۰نمونه از  ۷ شده يآور  نمونه جمع۱۰۰از 

اي  واكـنش زنجيـره   و بـه روش  بودندت  نظر کشت مثب  

 بـا   ي نمونـه از نظـر آلـودگ       ۱۰۰ نمونـه از     ۳۶ مراز  پلي

  .)۱۲(توژنز مثبت بودنديا منوسيستريل

ــران از )۲۰۰۱(و همکــاران  مــييرح  ۵۱۲ در ته

ک ي ـوتيع آمن يره سرما کشت مـا    ي زنج يمار پس از ط   يب

 يتوژنز جداسـاز يا منوسيستري مورد ل۵انجام دادند و   

 ضـد  يبـاد  ي آنت ـيتـر بـالا  ي تي داراي همگ ـکردنـد کـه  

                                                
1-Kaur et al 
2-Stepunovic et al 
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نس بودند  افلورسنومويتوژنز به روش ا   يا منوس يستريل

 ).۱۰(وجـود داشـت   يتر بالا با کشت منفيک مورد ت  يو  

ــاران و يديجمــش ــاس در دو )۲۰۰۹(همک ــدر عب  در بن

 ۲۰۰ و  گروه مورد نفر۲۵۰گروه  زنان با سابقه سقط       

ــر ــا زانف ــل  ي ب ــرم کام ــان ت ــرل م ــروه کنت ــاگ  روش  ب

 و در  درصـد ۶/۳۵ در گروه  مـورد   ،نسافلورسنومويا

ا يستري ـ ل يبـاد  ي آنت ـ ي بـرا   درصـد  ۵/۱۷گروه کنتـرل    

  ).۱۴(توژنز مثبت شدنديمنوس

  

    گيري نتيجه

 يري ـگ جهيتوان نت  مير  ضبا توجه به مطالعه حا    

ــ ليکــرد کــه جداســاز  توژنز در روش يا منوســيستري

 زي ـآم تي ـ چنـدان موفق  کشت استاندارد مـشکل بـوده و      

ب ي ـ رق يهـا  يکه با باکتر   ني احتمال ا  ن  يچن همو  نبوده  

 يهـا  اد است و تعداد نمونـه     ي ز ،ردي صورت گ  ياشتباه

 صــورت يا جداســازيــجـدا شــده کــم خواهــد بـود و   

 در نـوزادان در     ي با توجه به احتمـال آلـودگ       .رديگ مين

 ي بــرايتـر بــودن روش مولکـول   عيزمـان تولـد و ســر  

روش ملكــولي ت کـه  ن مـوارد بهتـر اس ـ  ي ـ ايجداسـاز 

 و  ي طراح ـ ي اختـصاص  يمرهايرد و پرا  يمدنظر قرار گ  

کـار  ه  ب ـيصي ـ تشخيهـا  شگاهي ـجهت استفاده در آزما  

  .گرفته شود

  

  تقدير و تشكر

دانـشگاه علـوم   بـه وسـيله    ن پـژوهش    ينه ا يهز

  .ن شد يمأت ۶۹۱۸شماره   نامه موافقت ااسوج ب ي يپزشک

ــنل آزما ــاز پرس ــشگاه و زاي  ــيشگاه بي ــتان ام ام مارس

مطالعه   ايندر انجام ياسوج به جهت همکار ي )ع(سجاد

  .شود مي يتشکر و قدردان
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Abestract 
 
Background & aim: Listeria monocytogenes is one of the causes of miscarriage and stillbirth. The 
aim of the present study was to compare the results of the standard culture method and 
polymerase chain reaction in pregnant women. 
 
Methods: This is an experimental study which was carried out at Imam Sajjad hospital in 2009 on 
107 pregnant women. Specimens (311) including urine, blood, placenta and cervix swabs were 
collected. After enrichment course, for a period of 4 weeks in cold condition, ulture was performed 
for all specimens. The samples were also evaluated by polymerase chain reaction (PCR). 
Collected data were analyzed using SPSS, using McNemar and Capa statistical tests. 
 
Results: Participants of this study were 15 to 38 years old women, with a mean age of 26.7 years. 
Frequencies of first and second abortion in the subjects were 59.8% and 12.1% respectively. No 
culture positive cases were found among the samples while PCR detected hly gene in 10.28% of 
the subjects.  A significant different was observed between the two methods (p=0.022). 
 
Conclusion: Findings of this study demonstrated that PCR is more sensitive than culture method 
for diagnosis of Listeria infection in pregnant women.   
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