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 Real-timeروش به شیر از شده جداسازی مونوسیتوژنز لیستریا فراوانی مولکولی بررسی

PCR ویرولانس هایژن شناسایی و زنجان استان در 
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 مقدمه
( غذایی مواد طریق از منتقله سلولی داخل پاتوژن) مونوسیتوژنز لیستریا

 کشنده ریبیما یک، بیماری این که است انسانی لیستریوزیس مسئول
 آبسه، انسفالیت، مننژیت، سمیسپتی، گاستروانتریت میعلا با همراه
 پنومونی و نوزادان مرگ، جنین سقط، زاییمرده، زودرس زایمان، کبدی

 لیستریا توانایی به توجه با(. 2 و 0) باشدمی ایمنی نقص دچار افراد در
 انندم نامطلوب شرایط در غذایی مواد در ماندن زنده برای مونوسیتوژنز

 این، شوینده مواد وجود و پایین pH، بالا نمک، (C°0) پایین دمای
(. 2 و 0) شودمی یافت غذاها انواع و هامحیط در گسترده طوربه باکتری

، یبستن، پنیر، خام شیر از اغلب و بوده حاضر جا همه در باکتری این
 جداسازی ماهی و گوشت، مرغ(، RTE) آماده غذاهای، سبزیجات

 (.0) گرددمی
، سلیستریوزی گسترش از جلوگیری و کنترل در اساسی گام یک

 اسرع در اییغذ و محیطی منابع در مونوسیتوژنز لیستریا دقیق شناسایی
 سنتی هایروش جمله از، بسیاری تشخیصی هایروش(. 2) است وقت

 در هک اندشده ابداع باکتری این شناسایی برای، مولکولی هایروش و
 شناسایی برای طلایی استاندارد روش عنوانبه کشت میان این

 این، حال این با. شودمی محسوب غذایی مواد در موجود هایباکتری
 اب غذاهایی برای است ممکن و هستند برزمان و رزحمتپ هاتکنیک

 اسید رب مبتنی رویکردهای، بنابراین. نباشند مناسب پایین ماندگاری
 تشخیص برای Real-time PCR هایروش و PCR مانند نوکلئیک
 بالا یتحساس و ویژگی، سرعت دلیلبه مونوسیتوژنز لیستریا مطمئن
 ممکن غذایی اجزای و کشت هایمحیط از بسیاری(. 3) اندشده پیشنهاد

 تحساسی توجه قابل کاهش به منجر که کنند مهار را PCR آزمون است
 به PCR تست حساسیت و ویژگی(. 0) شودمی کاذب منفی نتایج و

 بستگی نیز هدف هایژن و پرایمر هایتوالی، ژنوم استخراج هایروش

 عدم یا وجود تعیین برای تواندمی تنها PCR روش، این بر علاوه. دارد
. اشدب مناسب هاباکتری تعداد شمارش جای به هامیکروارگانیسم وجود

 ارزیابی برای Real-time PCR مانند جدیدتری هایتکنیک، بنابراین
 دقیق و سریع شناسایی مطالعه این از هدف(. 3) است شده پیشنهادمیک

 ویرولانس فاکتورهای شناسایی همچنین و شیر در مونوسیتوژنز لیستریا
 .بود شده جداسازی هایسویه در

 هاروش و مواد

صورت نمونه شیر خام از استان زنجان به 051 در مطالعه حاضر
سازی شده در محیط غنیآوریهای جمعآوری شد. نمونهای جمعدوره

( کشت داده شدند و یک Merck, Germany) BLEBلیستریا، 
طور همزمان از روش انکوبه شدند. به C31°روز در دمای شبانه
ساعت  22تا  01ها استفاده گردید. پس از سازی سرد برای نمونهغنی

صورت خطی در محیط کشت بلاد آگار و ها بهانکوباسیون، نمونه
PALCAM ( آگارMerck, Germany کشت داده شدند و به مدت )

های مشکوک با انکوبه گردیدند. جدایه C35°ساعت در دمای  01
های بیوشیمیایی مانند فعالیت همولیتیک، تست استفاده از تست

CAMP ،کاتالاز، اکسیداز ،MR/VP تحرک در دمای ،°C25  32و ،
هیدرولیز اسکولین، تولید اسید از گلوکز، دکستروز، مانیتول، مالتوز، زایلوز 

منظور . به(5)نیترات و همولیز مورد آزمایش قرار گرفتند و رامنوز، احیاء 
ید تشخیصِ باکتری جداسازی شده أیهای مورد استفاده و تآزمونکنترل 
 های مولکولی استفاده گردید.از روش

، hlyA ،actA ،inlAهای ویرولانس لیستریا مونوسیتوژنز شامل ژن
inlB ،inlC ،inlJ ،prf-A ،iap ،plcA ،plcB  وmpl  با استفاده از

پرایمرهای فوروارد )رو به جلو( و ریورس )معکوس( تکثیر داده شدند 
 (.0)جدول 

 های ویرولانسبرای ژن PCRپرایمرهای مورد استفاده در آزمون  -1جدول 

 مبنع سایز آمپلیکون (3ʹبه  5ʹهای اولیگونوکلئوتیدی )توالی های هدفژن

hlyA 
F: GCGCAACAAACTGAAGCAAA 
R: TAACCTTTTCTTGGCGGCAC 

bp 220 (6) 

actA 
F: ACCGCCTCCAACAGAAGATG 
R: GGATTACTGGTAGGCTCGGC 

bp 600 (5) 

prf-A 
F: GACCGCAAATAGAGCCAAGC 
R: GAAGTCATTAGCGAGCAGGC 

bp 010 (6) 

inlA 
F: ACGAGTAACGGGACAAATGC 
R: CCCGACAGTGGTGCTAGATT 

bp 111 (2) 

inlC 
F: AATTCCCACAGGACACAACC 
R: CGGGAATGCAATTTTTCACTA 

bp 502 (2) 

inlJ 
F: TGTAACCCCGCTTACACAGTT 
R: AGCGGCTTGGCAGTCTAATA 

bp 231 (2) 

inlB 
F: GGCTGGGCATAACCAAATTA 
R: CCTAAACCTCCGACCAAACA 

bp 293 (1) 

plcA 
F: TCCCATTAGGTGGAAAAGCA 
R: CGGGGAAGTCCATGATTAGA 

bp 101 (1) 
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iapA 
F: ACAAGCTGCACCTGTTGCAG 
R: TGACAGCGTGTGTAGTAGCA 

bp 030 (9) 

plcB 
F: CAGCTCCGCATGATATTGAC 
R: CTGCCAAAGTTTGCTGTGAA 

bp 223 (1) 

mpl 
F: AAAGGTGGAGAAATTGATTCG 

R: AGTGATCGTATTGTAGGCTGCTT 
 bp 051 (1) 

های ویرولانس برای ژن PCRشرایط دمایی و زمانی آزمایش  -2جدول 
 لیستریا مونوسیتوژنز

 هاتعداد سیکل ی و زمانییشرایط دما یر()تکثمراحل آمپلیکاسیون 

 سیکل 0 درجه 90دقیقه در دمای  5 دناتوراسیون اولیه

 درجه 95ثانیه در دمای  61 دناتوراسیون

 سیکل 31

 درجه 56ثانیه در دمای  actA 31انلینگ 

 درجه 52ثانیه در دمای  plcA 31انلینگ 

 درجه 51ثانیه در دمای  plcB 31انلینگ 

 hlyAانلینگ 

 درجه 61ثانیه در دمای  31
 prfAانلینگ 

 inlA, inlC, inlJانلینگ 

 inlBانلینگ 

 درجه 61ثانیه در دمای  iapA 05انلینگ 

 درجه 62ثانیه در دمای  mpl 31انلینگ 

 درجه 22ثانیه در دمای  31 گسترش

 سیکل 0 درجه 22دقیقه در دمای  01 گسترش نهایی

 سیکل 0 درجه 0دقیقه در دمای  31 نگهداری

ساعت بر روی  21های باکتریایی به مدت برای این منظور ابتدا سویه
براث کشت داده شدند. سپس، طبق دستورالعمل  BHIمحیط کشت 
 ,FavorPrep™ Milk Bacterial DNA (Favorgenکیت استخراج 

Taiwan ،)DNA های جدا شده استخراج گردید. از باکتریمیژنو
استخراج شده توسط نانودراپ و کیفیت آنها نیز پس از  DNAغلظت 

مراحل این  میارزیابی گردید. در تما %0الکتروفورز بر روی ژل آگارز 
عنوان ( بهPTCC 1294مطالعه از سویه استاندارد لیستریا مونوسیتوژنز )

 کنترل مثبت استفاده شد.
(، 2xمیکرولیتر از ماسترمیکس ) 5/02حاوی  PCRمخلوط واکنش 

میکرولیتر پرایمر  5/1(، pmol/μl 01میکرولیتر پرایمر فوروارد ) 5/1
نانوگرم  011)حاوی تقریباً  میژنو DNA( µlمیکرولیتر ) 0ریورس، 

DNA میکرولیتر  25( بود که توسط آب استریل دیونیزه به حجم نهایی
چرخه شامل: یک مرحله دناتوراسیون اولیه در دمای  رساندیم. پروتکل

°C90  چرخه اصلی شامل مرحله  35دقیقه و سپس  5به مدت
ثانیه، مرحله انلینگ  61به مدت  C95°دناتوراسیون )واسرشت( در دمای 

ثانیه و مرحله گسترش  31)اتصال( بسته به پرایمر اختصاصی به مدت 
نهایت مرحله گسترش نهایی در ثانیه و در  31به مدت  C22°در دمای 

ها از طریق (. آمپلیکون2دقیقه بود )جدول  01به مدت  C22°دمای 
 x5/1( بر روی بافر 95دقیقه در ولتاژ  61) %0الکتروفورز ژل آگارز 

TBE  جداسازی شدند و در زیر نورUV .مشاهده گردیدند 

-Real( از طریق hlyA) Oها از نظر وجود ژن لیستریولیزین نمونه

time PCR های پرایمر مورد بررسی قرار گرفتند. توالی مجموعه
 hlyA: 5'-GCG CAA CAAاولیگونوکلئوتیدی شامل پرایمر فوروارد

ACT GAA GCA AA-3' و پرایمر ریورسhlyA: 5'-TAA CCT 

TTT CTT GGC GGC AC-3'  (6)بود . 

میکرولیتر از مخلوط حاوی  25در حجم  Real Time-PCRآزمون 
( RealQ Plus 2xمیکرولیتر از ماسترمیکس گرین ) 5/02

[Ampliqon, Copenhagen, Denmark] ،0  میکرولیتر پرایمر
 DNAنانوگرم  011میکرولیتر از  0میکرولیتر پرایمر ریورس،  0فوروارد، 

 ABIها در سیستمبود. واکنش ddH2Oمیکرولیتر  5/9الگوی و 

StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystems, 

USA :انجام شد. پروتکل چرخه شامل )°C90  دقیقه و سپس  01برای
 31به مدت  C95°چرخه اصلی شامل مرحله دناتوراسیون در دمای  35

 C22°ثانیه و گسترش در دمای  31برای  C61°ثانیه، مرحله آنلینگ در 
بود. آزمون  C26-91°ثانیه و در نهایت یک چرخه ذوب در  31به مدت 

Real Time-PCR  با مقادیرCT  )وان منفی عنبه 20≤)آستانه چرخه
 در نظر گرفته شد.

وارد و  STATA14افزار آوری در نرمهای مربوطه پس از جمعداده
 Real-time PCRآزموندر نهایت به تعیین و مقایسه حساسیت، ویژگی 

داری ی )کشت( پرداخته شد و سطح معنییاستاندارد طلا آزمونبه نسبت
 در نظر گرفته شد. 15/1نیز کمتر از 

 نتایج
های ویرولانس سویه بر روی ژن PCR مطالعه حاضر، سنجشدر 

-prfو  hlyA ،actAهای جدا شده نشان داد که این ایزوله حاوی ژن

A (0باشد )شکل می. 
بر روی سویه استاندارد همانند  Real-time PCRدر این مرحله 

اندازی شده انجام گردید که در سویه استاندارد شرایط و پروتکل راه
20CT= (2صورت زیر بود )شکل دست آمد و نتایج نمودار آن بهبه. 

سویه استاندارد با مشاهده تک قله بودن  Melt Curveدر نمودار 
ایی مانند هرسیم که سویه استاندارد دچار آلودگینمودار به این نتیجه می

 TM=83باندهای غیراختصاصی یا پرایمر دایمر نشده است. همچنین 
 .(3صورت زیر بود )شکل گزارش گردید و نتایج نمودار آن به
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های مختلف از سویه روی رقت Real-time PCRدر این مرحله 
تواند استاندارد انجام شد تا مشخص شود آزمایش ما چقدر باکتری را می

تشخیص دهد و حداقل ارزش تشخیصی مقدار چقدر است )رقتی که در 
باشد(، که دهنده آن نقطه میاشد نشانب Undetectedآن باکتری ما 

CT (0های گزارش شده به شرح زیر بودند )شکل. 
های شیر همانند شرایط روی نمونه Real-time PCRدر این مرحله 

اندازی شده انجام گردید و یک نمونه مثبت گزارش گردید و پروتکل راه
شد که در کنار کنترل منفی و نمونه  20این نمونه برابر با  CTکه 

 .(5باشد )شکل صورت زیر میاستاندارد نتایج آن به
روی کنترل مثبت باکتری و نمونه مثبت  Real-time PCRبا انجام 

مشاهده گردید که هردو نمودار تک بانده  Melt Curveشیر در نمودار 

غیراختصاصی و پرایمر دایمرها وجود  بوده و در واقع آلودگی به باندهای
برای هر دو نمونه گزارش گردید و نمودار   =23/10TM ندارد. در ضمن

 .(6دست آمد )شکل زیر به
به تعیین و مقایسه  STATA14افزار در نهایت با استفاده از نرم

به تست استاندارد نسبت time PCR-Realحساسیت، ویژگی تست 
ی )کشت( پرداخته شد. در این روش با استفاده از جدول دو در دو یطلا

های مخصوص حساسیت و ویژگی محاسبه گردید که هم و فرمول
( یینسبت به کشت )استاندارد طلا Real-time PCRحساسیت تست 

به کشت نسبت time PCR-Realدرصد بود و هم ویژگی تست  011
 درصد بود. 011( یی)استاندارد طلا

  

 

 های ویرولانس جدایه لیستریا مونوسیتوژنز ژن -1شکل 

 ( بود.bp 010) prf-A( و bp 600) hlyA (bp 220 ،)actAهای این جدایه حاوی ژن
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 استاندارد لیستریا مونوسیتوژنز با سویه Real-time PCRنتیجه  -2شکل 

CT بود. 20دست آمده برابر با هب 

  hlyAمنحنی ذوب آمپلیکون  -3شکل 
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 باشد.می =TM 13باشد و دهنده تک باند بودن واکنش میطور که در تصویر مشخص است نتیجه نشانهمان

 Real-time PCRبه تست تعیین حساسیت روش آمپلیفیکاسیون پلات مربوط -4شکل 
A: CT:18, B: CT:20, C: CT:29, D: CT:30, E: CT:31, F: Undetected, G: NC (Negative control). 

  Real-time PCRنتیجه نمونه مثبت با  -5شکل 

 .=26/20CT: نمونه مثبت با C: نمونه استاندارد، چاهک B: کنترل منفی، چاهک Aچاهک 
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 روی نمونه کنترل مثبت لیستریا مونوسیتوژنز و نمونه شیر  hlyAمنحنی ذوب آمپلیکون  -6شکل 

 باشد.دهنده تک باند بودن هر دو نمونه میطور که در تصویر مشخص است نتیجه نشانهمان
 

 محاسبات انجام گردید که نتایج آن به شرح زیر بود: 3در جدول 
 Real-timeجدول دو در دو برای تعیین حساسیت و ویژگی تست -3جدول 

PCR به تست استاندارد طلائی )کشت(نسبت 

 کشت منفی کشت مثبت 

Real-time PCR 1 0 مثبت 

Real-time PCR 009 1 منفی 

 009 0 مجموع
Sensitivity= TP/TP + FN; Sensitivity= 1/1 + 0 = 1/1= 100% 
Specificity= TP/FP + TN; Specificity= 149/149 + 0= 100% 

 

 بحث
، گیاهان، غذا، آب، خاک در گسترده طورهب مونوسیتوژنز لیستریا

 از یکی و شودمی یافت زدهکپک علوفه و سبزیجات، سیلوها، مدفوع
 و 01) رودمی شماربه وحشی و اهلی حیوانات در عفونت منابع مهمترین

 این. کندمی رشد شده بندیبسته تخمیری علوفه در ارگانیسم این(. 00
 و بالاتر pH با) سیلوها در شده ذخیره شده تخمیر علوفه در باکتری

 لیستریوزیس بین تریقوی ارتباط اخیراً(. 02) دارد وجود( 5/0 از کمتر
 زارشگ غذایی محصولات سایر با مقایسه در لبنی محصولات مصرف و

 طغیان نبعم عنوانبه غیرپاستوریزه و پاستوریزه پنیر و شیر و است شده
 مونوسیتوژنز لیستریا(. 00 و 03) اندشده شناسایی غذایی مسمومیت

 وجوداتم تعداد افزایش احتمال و کند رشد غیرپاستوریزه شیر در تواندمی
(. 05) دارد وجود سیلوها و مزارع در شیر مخازن در نگهداری حین در

 05) است یرش مدفوع آلودگی، شیر در مونوسیتوژنز لیستریا اصلی منبع
 (.06 و

 و تاس ناشناخته مونوسیتوژنز لیستریا واقعی وضعیت، ایران در
 ذاییغ محصولات در مونوسیتوژنز لیستریا وجود مورد درمیک اطلاعات
 یک لیستریوزیس است ذکر به لازم(. 6) است دسترس در مصرفی
، ینا بر علاوه. باشدنمی ایران سلامت برنامه در گزارش قابل بیماری
 در ذاییغ مواد در مونوسیتوژنز لیستریا وجود برای توصیه با ایمطالعه
 غربی کشورهای الگوی با ایرانیان غذایی عادات. ندارد وجود ایران

 غذاهای بیشتر، غربی غذاهای از برخی استثنای به. است متفاوت
 سنتی غذاهای صورتبه و تولید محلی صورتبه ایران در مصرفی
 باعث تواندمی مونوسیتوژنز لیستریا که آنجایی از(. 02) شودمی مصرف

 یعصب سیستم بر مدت طولانی اثرات و زودرس زایمان، جنین سقط
 بالایی میر و مرگ میزان همچنین و شود نوزادان حرکتی و مرکزی

 از دقیق آگاهی بنابراین، نمایدمی ایجاد نوزادان در( %25-31 تقریباً)
 (.09 و 01) رسدمی نظر به ضروری بیماری این شیوع
 نمونه 221(، ایران) لرستان در همکاران و مجتهدی 0313 سال در

 ستانا بهداشتی و غذایی مواد بر نظارت آزمایشگاه به ارسالی لبنیات
 لیستریا، هانمونه از درصد 22/9 در و دادند قرار آزمایش مورد را لرستان

 در بزرگ مقیاس در مطالعه اولین(. 21) نمودند شناسایی را مونوسیتوژنز
 ورتص همکاران و جلالی توسط ایران در لیستریا عفونت شیوع مورد

 غذایی نمونه 602 حدود(، ایران) اصفهان در آنها مطالعه در. گرفت
 درصد 0/2 در مونوسیتوژنز لیستریا که گرفت قرار بررسی مورد مختلف

 و تسبزیجا، لبنیات، گوشت در آلودگی میزان. آمد دست به هانمونه از
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(. 20) گردید گزارش درصد 02 و 6/2، 0/3، 0/2 ترتیببه آماده غذاهای
 590(، ایران) اصفهان در 0311 تا 0316 سال از همکاران و میرحی

 لیستریا مورد 55 و نمودند بررسی را لبنی هایفرآورده و شیر نمونه
 و جمشیدی 0319 سال در(. 22) نمودند جداسازی را مونوسیتوژنز

 قرار بررسی مورد را خام شیر نمونه 011(، ایران) مشهد در همکاران
 مونوسیتوژنز لیستریا، هانمونه از درصد 0 در آنها مطالعه در که دادند

 (. 23) شد شناسایی
 در زمونوسیتوژن لیستریا وضعیت مورد در ایمطالعه زنجان استان در
 %0 حدود حاضر بررسی در. است نشده انجام غیرپاستوریزه و خام شیر

 مطالعات برخی برخلاف و بودند مونوسیتوژنز لیستریا به آلوده هانمونه از
 مشابهی طالعاتم. نشد یافت سیلیجری لیستریا و اینوکوا لیستریا، دیگر

 در همکاران و Mena مطالعه در. است شده انجام جهان نقاط سایر در
(. 20) بود درصد 06/2 خام شیر در مونوسیتوژنز لیستریا آلودگی، پرتغال
، آلمان ملهج از مختلف کشورهای در پنیر در مونوسیتوژنز لیستریا شیوع
 گزارش درصد 01 و 3/3، 02/0، 9/2 ترتیببه استرالیا و فرانسه، ایتالیا
 برزیل در همکاران و نرو توسط که ایمطالعه در(. 26 و 25) است شده

 لیستریا به آلوده درصد 25/3، خام شیر نمونه 366 از، شد انجام
 تحقیق در(. 22) بود حاضر مطالعه نتایج از بیشتر که بودند مونوسیتوژنز

 خام شیر نمونه 11 در، شد انجام ترکیه در Arslan توسط که دیگری
 آن درصد 5 که شد مشاهده لیستریا به آلودگی درصد 01، مطالعه مورد

 اکثر نتایج با ما مطالعه نتایج(. 21) بود مونوسیتوژنز لیستریا به مربوط
 یشترب لیستریا شیوع مطالعات برخی در اما، دارد مطابقت دیگر مطالعات

 لعهمطا رسدمی نظربه تفاوت این دلیل. است شده گزارش معمول حد از
 هنگام در خام شیر ثانویه آلودگی همچنین و مختلف هایزمان در

 باشد یالیستر رشد بر ثرؤم محیطی عوامل سایر و نقل و حمل، شیردوشی
 به ستهواب لیستریوزیس وقوع که دهدمی نشان تحقیقات همچنین(. 29)

 که است تربیش بیماری این شیوع زمستان فصل در بنابراین، است فصل
 غذای با گاوها زمستان فصل در که باشد دلیل این به است ممکن

 یک است کنمم گاوها آبستنی همچنین و شوندمی تغذیه بیشتر سیلوئی
 (.31) باشد عفونت همستعدکنند عامل

 وانعنبه سنتی میکروبیولوژیکی و بیوشیمیایی هایروش اگرچه
 زا استفاده اما، هستند برخوردار خوبی حساسیت از ساده و ارزان هایتست
 رد ایعمده نقش تواندمی بالا دقت و سرعت دلیلبه مولکولی هایروش

 تشخیص(. 29) باشد داشته غذایی زایبیماری عوامل تشخیص و جداسازی
-Real مانند رتراحت و ترسریع تشخیصی هایروش به مونوسیتوژنز لیستریا

time PCR (. 32 و 30) دارد نیازReal-time PCR متعددی مزایای دارای 
 یازن عدم، متقابل آلودگی کمتر خطر جمله از، است معمولی PCR بهنسبت

 فلورسنت سیگنال بودن خطی، PCR از پس هاآمپلیکون پردازش به

 تکنیک این(. 2) اتوماسیون قابلیت و نمونه در هدف DNA سطح با متناسب
 اختصاصی و حساس بسیار و است سنتی هایروش از ترسریع همچنین

 هایباکتری یا/و مختلف هایژن همزمان شناسایی امکان و باشدمی
 SYBR،غیراختصاصی رنگ ترینرایج(. 2) کندمی فراهم را مختلف

Green I به اتصال صورت در که است DNA فلورسنت توسط ایرشته دو 
 Real Time PCR روش از تحقیق این در(. 32 و 30) شودمی شناسایی
 استفاده با یرش در مونوسیتوژنز لیستریا شناسایی برای اختصاصی و حساس

 پاتوژنز درمیمه نقش ژن این. شد استفادهO (hlyA )لیستریولیزین ژن از
 در. اردد وجود باکتری این هایسویهمیتما در و دارد مونوسیتوژنز لیستریا

 نظر از Real-time PCR که دادند نشان همکاران و کیم، 2100 سال
 هایروش بهنسبت و( P>15/1) دارد برتری، تشخیص حساسیت در آماری
 وکدراک ، 2102 سال در(. 33) باشدمی ترسریع و ترآسان استاندارد کشت

 ژن شناسایی منظوربه را Real-time PCR آزمایش یک همکاران
 مطالعه در(. 30) کردند اندازیراه مونوسیتوژنز لیستریا( hlyA) همولیزین

Heo مثبت( درصد 1/1) نمونه چهار، بررسی مورد نمونه 533 از، همکاران و 
 2 و( درصد 6/0) سوسیس نمونه دو. شد داده نشان Real-time PCR در

( CFU/g 100 در) مونوسیتوژنز لیستریا نظر از( درصد 9/1) ژامبون نمونه
 روی بر همکاران ووانگاس  مطالعه در همچنین(. 3) گردید گزارش مثبت

 تکنیک توسط نمونه 20 و شدند مثبت کشت روش با نمونه 03، نمونه 10
Real-time PCR (.35) شدند مثبت 

 ساییشنا و جداسازی منظوربه که گرفت نتیجه توانمی کلی طوربه
 به) میکروفلور بالایِ سطوح حاوی غذاهای در لیستریا هایگونه مطمئن

 این جنتای همچنین. نمود استفاده تریدقیق هایروش از باید( شیر ویژه
 Real Time PCRکه دهدمی نشان مطالعات سایر نتایج همانند مطالعه

 برای حساس و ثرمؤ بسیار غربالگری ابزار یک عنوانبه تواندمی
. شود استفاده غذایی هایماتریس در مونوسیتوژنز لیستریا تشخیص

 یتوژنزمونوس لیستریا ییشناسا و جداسازی میزان مطالعه این در اگرچه
 نای اهمیت به توجه با اما، بود کم زنجان استان مصرفی شیرهای در

، انهسردخ شرایط در آن رشد و انسان برای زاییبیماری نظر از باکتری
 .شودمی پیشنهاد شیر بهداشتی مینأت و تولید

 و قدرداني رتشک
دانند که از تمامی مشارکت کنندگانی که پژوهشگران بر خود لازم می

 نمایند.در این پژوهش همکاری کردند نهایت تشکر و قدردانی 

 مشارکت نویسندگانو  ، تعارض منافعملاحظات اخلاقي
هیچگونه تعارض منافعی از سوی نویسندگان وجود ندارد. تمامی 
نویسندگان در تمامی مراحل انجام پژوهش و نگارش مقاله سهیم بوده 

 و از محتوای علمی و نگارشی آن آگاه بودند.
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علوم پزشکی زنجان انجام گردید. این مطالعه با حمایت مالی دانشگاه 
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Abstract:  
 

Introduction: Listeria monocytogenes is one of the most important foodborne pathogens that infect various food sources 
such as raw milk, cheese, ice cream, vegetables, ready-to-eat (RTE) foods, poultry, meat, and fish. Listeria monocytogenes 
can cause severe diseases such as meningoencephalitis, abortion, and septicemia, with a high mortality rate (30%) in 
humans. Therefore, the present study was carried out to molecularly investigate the frequency of Listeria monocytogenes in 
raw milk samples. 
Methods: In this study, 150 raw milk samples from Zanjan province, Iran, were collected at regular intervals. Pure isolates 
of Listeria monocytogenes were obtained after enrichment in Buffered Listeria enrichment broth (BLEB), followed by plating 
onto blood agar and PALCAM agar medium and incubation at 35 °C for 48 hours. A hly gene-based PCR assay was 
developed to detect the presence or absence of virulence genes in isolated Listeria monocytogenes. 
Results: The results showed that only one sample was positive by both real-time and conventional PCR methods. It contained 
three virulence genes, including hlyA, actA, and prf-A, among the virulence genes studied. 
Conclusion: The prevalence of Listeria monocytogenes in Zanjan province was lower than in previous studies, which was 
attributed to the small number of samples and the sampling season. 
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