
 

   

 رديابي مولكولي ليستريا مونوسيتوژنز و ليستريا ايوانوي
 در موارد سقط گاو در شهركرد
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چكيد ه 
س�قط جنين مي تواند به زيان هاي جدي اقتصادي منجر ش�ود. ليس�تريا مونوس�يتوژنز و ليس�تريا ايوانوي مي توانند 
ناب�اروري و س�قط جنين ايج�اد نمايد. با توجه ب�ه اهميت آنچه ذكر گردي�د، مطالعه ي حاضر جهت رديابي ليس�تريا 
مونوسيتوژنز و ليستريا ايوانوي در و سقط گاو در شهركرد انجام شد. ترشحات واژني 36 گاو سقط كرده جهت رديابي 
ليس�تريا مونوس�يتوژنز و ليس�تريا ايوانوي مورد بررس�ي قرار گرفتند. نمونه ها با روش مغذي دو مرحله اي با استفاده 
از محيط هاي آبگوش�ت مغذي ليس�تريا به عنوان محيط مغذي اوليه و محيط آبگوش�ت فريزر به عنوان محيط مغذي 
ثانويه مورد بررس�ي قرار گرفتند. س�پس از دومين محيط مغذي بر روي محيط پالكام آگار كش�ت داده شد. كلني هاي 
 )PCR( مش�كوك جهت رديابي ليس�تريا مونوسيتوژنز و ليستريا ايوانوي به وسيله آزمون واكنش زنجيره اي پلي مراز
مورد ارزيابي قرار گرفتند. ليس�تريا مونوسيتوژنز و ليستريا ايوانوي در هيچ يك از نمونه ها يافت نشدند. اگرچه راجع 
به آلوده نبودن نمونه هاي مورد بررس�ي به باكتري ليس�تريا نمي توان به طور قطع صحبت كرد و براي اظهار نظر دقيق 
تر، از روش PCR به طور مس�تقيم بر روي بافت هاي مش�كوك نيز بهتر است استفاده شود اما با توجه به نتايج حاصل 
از اين مطالعه به نظر مي رس�د ليستريا مونوسيتوژنز و ليستريا ايوانوي در ايجاد سقط جنين گاو در اين منطقه احتمالا 
تاثير چنداني ندارند و ممكن اس�ت عوامل عفوني ديگري در ابتلا به س�قط گاو در اين منطقه نقش اصلي را ايفا كنند 
كه در اين مطالعه مورد بررس�ي قرار نگرفته است. بنابراين بررسي هاي بيشتر خصوصا روي بافت هاي مشكوك در اين 

زمينه توصيه مي شود. 

PCR ،كلمات كليدي: ليستريا مونوسيتوژنز، ليستريا ايوانوي، سقط، گاو
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Abortion can lead to major economic losses. L. monocytogenes and L. ivanovii can cause infertility and abortion. 
Considering the importance of what mentioned, present study was conducted to detection of L. monocytogenes and 
L. ivanovii in bovine abortion from Shahrekord, Iran. Vaginal discharge from 36 aborted cows were investigated to 
detection of L. monocytogenes and L. ivanovii. The samples were analyzed by two-stage enrichment techniques, List-
eria Enrichment Broth (LEB) as primary enrichment and Fraser Secondary Broth as secondary enrichment. Secondly 
enrichments were streaked on Palcam agar. Suspected colonies were evaluated for detecting L. monocytogenes and L. 
ivanovii by polymerase chain reaction (PCR) method. L. monocytogenes and L. ivanovii were not found in any sample. 
However, we cannot discuss about absence of Listeria in the samples certainly and perhaps it is more accurate that sus-
picious tissues would be tested by direct PCR method, according to the results of this study it is thought that L. mono-
cytogenes and L. ivanovii may have little impact on the incidence of cattle abortion in this region and other infectious 
agents may play a major role in cattle abortions in this region that has not been investigated in this study. Therefore, 
further investigations especially in the suspected tissues are recommended.
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مقدمه
س��قط جنين مي تواند باعث خس��ارات مهم اقتصادي و بهداشتي شود. 
عوامل متعددي در ايجاد س��قط جنين مي توانند نقش داشته باشند. يكي از 
مهمترين عوامل ايجاد كننده و تاثيرگذار در س��قط جنين، عوامل ميكروبي 
هستند. عوامل بيماري زاي باكتريايي از قبيل ليستريا مونوسيتوژنز و ليستريا 
ايوانوي مي توانند جنين را آلوده كنند و منجر به سقط جنين در گاو گردند 

.)3 ،4(
از  زي��ادي  تع��داد  دقي��ق  تش��خيص  مولكول��ي جه��ت  تس��ت هاي 
ميكروارگانيس��م ها بكار برده ش��ده ان��د. همچنين تس��ت هاي مولكولي در 
مقايس��ه با تست هاي بيوشيميايي، خطاي كمتري دارند. روش PCR جهت 
شناسايي اختصاصي ليس��تريا مونوسيتوژنز و ليستريا ايوانوي به عنوان يك 
 ،PCR روش اختصاصي، حساس و دقيق بكار گرفته شده است )7، 2(. تست
ژن��وم باكتري هاي مرده )غير فع��ال( و زنده )فعال( را تكثير مي كند و فرقي 

بين باكتري هاي مرده و زنده نمي گذارد.
 زماني كه مي خواهيم عوامل بيماري زاي فعال در يك نمونه ي كلينيكي 
را مورد مطالعه و بررس��ي قرار دهيم، بهتر اس��ت اول روي محيط كش��ت 

تكثير كنيم و بعد از آن از PCR استفاده كنيم و روي نمونه ها PCR به طور 
مستقيم انجام ندهيم.

از آنجاييكه س��قط جنين مي تواند باعث زيان هاي جدي اقتصادي شود، 
مطالعات زيادي در نقاط مختلف دنيا در زمينه بررسي ليستريا مونوسيتوژنز 
و ليس��تريا ايوانوي در موارد س��قط جنين گاو انجام ش��ده است )13، 14، 
10، 6(. اما متاسفانه اطلاعات چنداني در مورد وضعيت آلودگي به ليستريا 
مونوس��يتوژنز و ليستريا ايوانوي در موارد س��قط جنين گاو در كشور وجود 
ندارد و نقش احتمالي ليس��تريا مونوس��يتوژنز و ليس��تريا ايوانوي در ايجاد 
س��قط جنين در گاو در اين منطقه در هاله اي از ابهام قرار گرفته اس��ت، در 
اين مطالعه به رديابي مولكولي ليس��تريا مونوسيتوژنز و ليستريا ايوانوي در 

موارد سقط جنين در گاوهاي شهركرد پرداخته شد. 

مواد و روش كار
نمونه گيري

در اي��ن مطالعه كه در پاييز و زمس��تان س��ال 1390 انجام پذيرفت به 
وسيله ي سواب استريل از ترشحات واژني 36 گاو سقط كرده در منطقه ي 

شهركرد، نمونه گيري صورت گرفت. 
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كشت و آزمايش هاي بيوشيميايي
سواب ها مستقيما درون محيط آبگوشت مغذي ليستريا )مرك، ساخت 
آلمان( قرار داده شدند و در دماي 30 درجه سانتي گراد به مدت 48-72 
س��اعت انكوبه گرديدند. ي��ك ميلي ليتر از محيط ه��اي مغذي اوليه به 9 
ميلي ليتر از محيط آبگوش��ت فريزر )هايمديا، ساخت هندوستان( افزوده 
و به مدت 24 س��اعت در 35 درجه س��انتي گراد گرمخانه گذاري گرديد. 
س��پس نمونه ها بر روي محيط پالكام آگار )مرك، س��اخت آلمان( كش��ت 
داده و به مدت 48 س��اعت در دماي 37 درجه س��انتي گراد انكوبه شدند. 
كلني ه��اي كوچك، م��ورب و كمي محدب به عنوان پرگنه هاي مش��كوك 
به ليس��تريا جهت تاييد از نظر رنگ آميزي گ��رم، آزمون كاتالاز، حركت، 
احيا نيترات، هموليز، تس��ت كمپ و تخمير قندهايي چون رامنوز، گزيلوز، 
مانيت��ول مورد آزمايش ق��رار گرفتن��د )11، 8(. نمونه هاي مش��كوك به 
ليستريا جهت تش��خيص دقيق تر تا زمان انجام PCR در محيط آبگوشت 
تريپتون س��وي )مرك، ساخت آلمان( به صورت گليسيرينه در دماي 20- 

نگهداري شدند.

PCR

كنترل مثبت ليس��تريا مونوسيتوژنز ATCC 19114 و ليستريا ايوانوي 
ATCC 19119 از مرك��ز كلكس��يون قارچ ها و باكتري ه��اي صنعتي ايران 

تهيه گرديد.
نمونه هاي مشكوك جهت جست و جوي ليستريا مونوسيتوژنز و ليستريا 
ايوانوي به وسيله ي PCR با استفاده از پرايمرهاي مندرج در جدول1 مورد 
آزمون قرار گرفتند )2 و 7(. واكنش PCR با اس��تفاده از مواد تهيه ش��ده از 
 ،10X PCR ش��ركت س��يناژن در حجم 25 ميكروليتر )2/5 ميكروليتر بافر
1/5 ميكروليت��ر MgCl2 50 ميلي م��ولار، 0/5 ميكروليترdNTP 10 ميلي 
مولار، 1/5 واحد آنزيم Taq پلي مراز، 1 ميكروليتر با غلظت 10 ميكرومولار 
از ه��ر پرايمر، 1 ميكروليت��ر DNA الگو( انجام ش��د. برنامه هاي دمايي در 
دس��تگاه ترموسايكلر )بايورد، ساخت آمريكا( انجام شد. در پايان محصولات 
PCR روي ژل آگارز 1/5 درصد )ساخت سيناژن، ايران( الكتروفورز )ساخت 

پاياپژوهش پارس، ايران( گرديد.

يافته ها
در نتايج تس��ت هاي بيوش��يميايي براي كلني هايي ك��ه از نظر ظاهري 
مش��كوك به ليس��تريا بودند، در هيچ يك از نمونه ها هيچ كدام از گونه هاي 
 PCR ليس��تريا شناسايي نشد. همچنين جهت بررسي دقيق تر كه از آزمون
جهت جس��تجوي ليستريا مونوسيتوژنز و ليس��تريا ايوانوي استفاده شد، در 
هيچ كدام از نمونه هاي مش��كوك ليستريا مونوس��يتوژنز و ليستريا ايوانوي 

يافت نشد. نتايج PCR و تست هاي بيوشيميايي با هم مطابقت داشتند.

بحث
ب��ا در نظر گرفتن اينكه س��قط جنين مي تواند باع��ث زيان هاي جدي 
اقتصادي شود، انجام مطالعات تعيين كننده ي ميزان آلودگي به باكتري هاي 
بيماري زا در پروس��ه ي رخداد س��قط، مي توانند نقش مهمي در شناسايي 
وضعيت آلودگي به عوامل بيماري زاي مختلف و تعيين اس��تراتژي مناسب 

براي درمان و مقابله با سقط ايفا كنند. 
در م��ورد س��قط جني��ن در گاو مطالعاتي در زمينه ي بررس��ي عوامل 
بيماري زاي مختلف از قبيل بروس��لا، لپتوسپيرا، كمپيلوباكتر و كلاميديا در 
كشور صورت گرفته است )12، 9، 5، 1(. اما متاسفانه اطلاعات چنداني در 
مورد وضعيت آلودگي به ليس��تريا مونوسيتوژنز و ليستريا ايوانوي در موارد 
س��قط گاو در كش��ور وجود ندارد و نقش احتمالي ليس��تريا مونوسيتوژنز و 
ليستريا ايوانوي در ايجاد بيماري هاي تناسلي و سقط در گاو در اين منطقه 

در هاله اي از ابهام باقي مانده است.
پژوهش هاي به عمل آمده روي وضعيت آلودگي ليس��تريا مونوسيتوژنز 
و ليس��تريا ايوانوي در موارد سقط گاو شيوع متفاوتي را در جاهاي مختلف 
نش��ان مي دهد. در تنها گزارش در دس��ترس در مورد آلودگي به ليس��تريا 
مونوس��يتوژنز در زمين��ه ي س��قط گاو در اي��ران كه در يزد انجام ش��د، از 
ميان 56 مورد س��قط و مرده زايي كه مورد بررس��ي قرار گرفت تنها 3 مورد 
)5/3 درصد( ليس��تريا مونوسيتوژنز جداسازي شد )6(. در مطالعه اي كه در 
فرانسه انجام شد از 89 مورد سقط گاو، ليستريا مونوسيتوژنز را از 3 درصد 
نمونه ه��اي جنيني و 6 درصد نمونه هاي جفتي جداس��ازي كردند )10(. در 
مطالعه ي Thakur ليس��تريا ايوانوي از موارد س��قط در گاو به ميزان 8/69 

اندازه ي 
محصول

گسترشسيكلمنبع
دماي 

Annealing
نام پرايمرهاتوالي پرايمرهاواسرشت

636 bp240
 72°C

 45 S

 55°C

 45 S

 94°C 

 45 S

For: GTGCCGCCAAGAAAAGGTTA

Rev: CGCCACACTTGAGATAT

DG69 and 
DG74 (L. 

monocytogenes)

436 bp740
 72°C

 45 S

 60°C

 20 S

 94°C

 20 S

For:  
CGAATTCCTTATTCACTTGAGC

Rev:  GGTGCTGCGAACTTAACTCA

liv22-228 F and  
liv22-228 R

( L. ivanovii)

جدول 1( مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده
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درصد جداسازي گرديد )14(. در مطالعه ي Shindang و همكاران )2010( 
روي س��قط جنين گاو در نواحي ش��مالي نيجريه در 12/2 درصد از موارد، 

ليستريا مونوسيتوژنز شناسايي گرديد )13(.

نتيجه گيري 
اگرچه راجع به آلوده بودن يا نبودن نمونه هاي مورد بررسي به باكتري 
ليس��تريا نمي توان به طور قطع صحبت كرد و ب��راي اظهار نظر دقيق تر از 
روش PCR ب��ه طور مس��تقيم بر روي بافت هاي مش��كوك نيز بهتر اس��ت 
اس��تفاده ش��ود اما با توجه به نتايج حاصل از اين مطالعه به نظر مي رس��د 
ليس��تريا مونوسيتوژنز و ليس��تريا ايوانوي در ايجاد سقط جنين گاو در اين 
منطقه احتمالا تاثير چنداني ندارند و ممكن است عوامل عفوني ديگري در 
ابتلاي به س��قط در اين منطقه نقش اصل��ي را ايفا كنند كه در اين مطالعه 
مورد بررس��ي قرار نگرفته است. بنابراين بررس��ي هاي بيشتر خصوصا روي 

بافت هاي مشكوك در اين زمينه توصيه مي شود.

منابع مورد استفاده
Arshi, A., Doosti, A., Sharifzadeh, A. (2011). PCR assay for detec-
tion of abortion rate caused by Chlamydia psittaci in Iranian cattle. 
Bangkok, Thailand; Int Conf Adv Biotechnol Pharm Sci, December.
Choi, W.S., Hong, C. (2003). Rapid enumeration of Listeria mono-
cytogenes in milk using competitive PCR. International Journal of 
Food Microbiology, 84(1): 79-85.
Cummins, A.I., Fielding, A.K. (1994). McLauchlin J. Listeria 
ivanovii infection in a patient with AIDS. Journal of Infection, 
28(1): 89–91
Elischerova, K., Cupkava, E., Urgeova, E., Lysy, J., Sesevikova, 
A. (1990). Isolation of Listeria ivanovii in Slovakia. Czechoslovak 
Epidemiology Microbiology Immunology, 39(4): 228–236
Hamali, H., Nofouzi, K., Jafari, R. (2011). A molecular (PCR) sur-
vey on abortions caused by Campylobacter spp. in the dairy cattle 
of Tabriz-Iran. Online Journal of Animal and Feed Research, 1(5): 
205-208
Karimi, O., Vanyousefi, J., Jandaghian, A.A., Hassani Tabatabaiee, 

A.M. (2000). Survey on the incidence of clinically listeriosis in 
cows of Yazd province. Yazd Agricultural and Natural Resources 
Research Center, FAO Report Number: 17871.
Liu, D., Ainsworth, A.J., Austin, F.W., Lawrence, M.L. (2004). 
PCR detection of a putative N-acetylmuramidase gene from List-
eria ivanovii facilitates its rapid identification. Veterinary Micro-
biology, 101(2): 83-9.
McClain, D., Lee, W.H. (1988). Development of USDA-FSIS 
method for isolation of Listeria monocytogenes from raw meat and 
poultry. Journal of Association of Official Analytical Chemists, 
71(3):660-4.
Moshkelani, S., Javaheri-Koupaei, M., Rabiee, S., Moazeni, M. 
(2011). Detection of Brucella spp. and Leptospira spp. by multiplex 
polymerase chain reaction (PCR) from aborted bovine, ovine and 
caprine fetuses in Iran. African Journal of Microbiology Research, 
5(26): 4627-4630 
Ramisse, J., Lepareur, F., Pourdelet, E., Poudelet, M., Priouzeau, 
M. (1986). Epidemiological survey of non-Brucella abortion among 
cows in Vendee, France, Point-Veterinaire, 18, 81–88.
Seeliger, H.P.R., Jones, D. (1986). Listeria. In: Sneath PHA, Maine 
NS, Sharpe ME, Holt JG (Eds.), Bergey's Manual of Systematic Bac-
teriology. Williams & Wilkins, Baltimore, Maryland; 1235–1245.
SharifZadeh, A., Doosti, A., Jafarian Dehkordi, M., Rafiee, A. 
(2009). A multiplex PCR for the diagnosis of important cause of 
abortion. Journal of Modern Veterinary Researches; 2(1): 19-26
Shindang, J. (2010). The role of Listeria monocytogenes and other 
bacteria in meningitis and spontaneous abortion in some towns in 
northern Nigeria. A thesis in the Department of Botany, Faculty of 
Natural Sciences. Submitted to the School of Postgraduate Studies, 
University of Jos.
Thakur, S. (2000). Studies on Listeric infections in organized 
farms. MVSc Thesis, Indian Veterinary Research Institute, Izat-
nagar, India.


