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  چکیده         
 1391این بررسی، تعیین میزان شیوع و مقاومت ضد میکروبی گونه هاي لیستریا در ناگت مرغ در استان اصفهان، ایران بود. از مرداد ماه هدف 

نمونه ناگت مرغ به طور تصادفی از مراکز مختلف پخش ناگت مرغ در سطح استان اصفهان جمع آوري  420، در مجموع 1391الی آبان ماه 
درصد)، حاوي گونه هاي لیستریا بودند. بیشترین میزان آلودگی به لیستریا در نمونه  7/1نمونه ( 7روش هاي میکروبیولوژي، گردید. بر اساس 

 لیستریا مونوسیتوژنزدرصد) مشاهده شد. مهمترین گونه جدا شده،  4/4(  Fدرصد) و پس از آن در نمونه هاي شرکت  A )8 هاي شرکت
 7/85درصد) می باشد. بیشترین مقاومت ضد میکروبی نسبت به نالیدیکسیک اسید ( 5/0( لیستریا اینوکوادرصد) بود، بقیه گونه جدا شده  2/1(

درصد) بود.کل گونه هاي لیستریاي جدا شده نسبت به ونکومایسین، جنتامایسین و کلرامفنیکل  8/42درصد) و به دنبال آن سیپروفلوکساسین (
  بودند. نتایج این تحقیق، خطر بالقوه آلودگی به لیستریا را در افرادي که ناگت مرغ مصرف می کنند، آشکار می کند.حساس 
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  مقدمه-1
گونه هاي لیستریا به طور وسیعی در طبیعت (خاك، گیاهان، 

) پراکنده هستند. باکتري علف، مواد مدفوعی، فاضلاب و آب
قادرند طیف وسیعی از مواد غذایی  از جمله هاي این جنس 

فرآورده هاي لبنی، سبزیجات، ماهی و فرآورده هاي گوشتی را 
). لیستریاها به دلیل تحمل شرایط اسیدي و قلیایی، 1آلوده سازند (

مدت طولانی تري در محیط به خصوص محیط غذایی زنده می 
لیستریا  مانند. این جنس شامل شش گونه لیستریا مونوسایتوژنز،

ایوانووي، لیستریا اینوکوا، لیستریا سلگري، لیستریا ولشیمري و 
گرم مثبت، بدون  باسیل هاي کوچکلیستریا گرایی است که 
. از بین باکتري هاي این جنس، )9،8(هاگ و اسپور هستند 

لیستریا مونوسایتوژنز عامل اصلی بروز عفونت در انسان و 
د فساد مواد غذایی است حیوانات و همچنین عامل اصلی ایجا

لیستریا مونوسیتوژنز قادر است رنج به دلیل این که باکتري . )9،8(
و فعالیت آبی را تحمل کند، زنده مانی و  pH وسیعی از دما،

  ). 8فعالیت این گونه در مواد غذایی محتمل تر است (
تولیدات گوشتی و لبنی (شیر، ماست، بستنی، پنیر و لبنیات منجمد 

). دیگر 23،10شده) منبع اصلی شیوع لیستریا در جامعه هستند (
)، غذاهاي 3)، غذاهاي دریایی (15مواد غذایی اعم از سبزیجات (

)، نیز عامل اصلی انتقال این 14فرآوري شده و گوشت طیور (
ررسی هاي پیشین این باکتري از در بپاتوژن به انسان هستند. 

برخی از فراورده هاي غذایی آماده مصرف جداسازي شده اند 
ناگت مرغ به عنوان نوعی غذاي سرخ شده محتوي مواد . )٢١،٩(

غذایی شامل چربی، پروتئین، ویتامین و مواد معدنی بوده که 
تمایل افراد به مصرف آن نه تنها در ایران بلکه در اغلب کشورها 

ال افزایش است، اما متاسفانه به دلیل کوتاه بودن مدت زمان در ح
فرایند حرارت دهی در طی تولید، می تواند توسط پاتوژن هاي 

  ).16مقاومتی، آلوده شود (
اگرچه ناگت ها از جمله مواد غذایی آماده مصرف محسوب می 
شوند اما احتمال استفاده از نگهدارنده ها، بسته بندي و نگهداري 

و شرایط انجماد باعث شده است که درصد آلودگی در آن ها 
این دسته از غذاهاي آماده مصرف به مراتب پایین تر از سایر مواد 
غذایی آماده مصرف باشد. همچنین در تولید این فرآورده ها 
معمولاً از حرارت سالم سازي مناسبی استفاده می شود. از طرفی 

یی نسبت به سایر اگرچه شدت و درصد آلودگی این اقلام غذا
مواد غذایی مورد بحث چون (شیر، گوشت خام، سبزیجات، 

سالادها، ...) کمتر است اما از آنجایی که معمولاً این غذاها در 
زمان مصرف حرارت کافی نمی باشد احتمال خطر لیستریوزیس 
در اثر مصرف آنها بالاست. بایدگوشتی که براي تولید این 

از کیفیت اولیه بالایی برخوردار باشد.  فراورده ها استفاده می شود
حتی الامکان اصول بهداشتی در زمان عمل آوري، بسته بندي، 

  توزیع و نگه داري ناگت مرغ به خوبی رعایت شود.
درمان موارد ابتلا به لیستریوزیس اغلب تجویز آنتی بیوتیک 
است، اما متاسفانه مطالعات فراوانی نشان می دهند که باکتري 

ه لیستریا مقاومت آنتی بیوتیکی فراوانی را به آنتی هاي گون
  ). 24،4بیوتیک هاي معمول نشان میدهند (

از آنجایی که تا کنون هیچ بررسی به منظور ردیابی و مطالعه 
میزان مقاومت آنتی بیوتیکی گونه هاي لیستریا جداسازي شده از 

نظور ناگت مرغ انجام نپذیرفته است، لذا بررسی حاضر را به این م
بر روي نمونه هاي ناگت مرغ توزیع شده در استان اصفهان انجام 

  دادیم. 
  
  مواد و روش ها -2
  جمع آوري نمونه ها و جداسازي گونه هاي لیستریا - 2-1

برند مختلف  9نمونه ناگت مرغ از  420در این مطالعه در مجموع 
آوري و در اسرع در سطح استان اصفهان به طور تصادفی جمع

وقت در کنار یخ به آزمایشگاه کنترل کیفی مواد غذایی دانشگاه 
آزاد اسلامی واحد شهرکرد، منتقل و از نظر آلودگی به گونه هاي 

میلی  90گرم از هر نمونه با  10لیستریا مورد آزمایش قرار گرفت. 
به صورت  (مرك، آلمان)لیتر آبگوشت غنی کننده لیستریا 

درجه  37در دماي  ساعت 72تا  48و به مدت  هموژن درآمده
خانه گذاري شدند. نمونه ها پس از غنی سازي گرم ،سانتی گراد

حاوي مکمل (مرك، آلمان)  بر محیط آگار غنی کننده لیستریا
 37ساعت در  48اختصاصی به شکل خطی کشت داده و به مدت 

سه  گذاري شدند. پس از طی این زمانخانهدرجه سانتی گراد گرم
هاي مشکوك به لیستریا بود هایی که داراي پرگنهپرگنه از پلیت

حاوي (مرك، آلمان) انتخاب و روي محیط تریپتیکاز سوي آگار 
 37ساعت در محیط  24عصاره مخمر کشت داده شد و به مدت 

درجه سانتی گراد گرم خانه گذاري شدند. پرگنه هاي مشکوك 
نه هاي لیستریا از نظر رشد یافته در این محیط جهت تائید گو

 37و  25هاي کاتالاز، حرکت در دماي آمیزي گرم، آزمونرنگ
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و ١CAMP درجه سانتی گراد، احیا نیترات، همولیز، آزمون 
تخمیر قندهایی چون رامنوز، گزیلوز و مانیتول  ٢MR/VP آزمون

  ).17مورد آزمایش قرار گرفت (
  
  PCR و آزمون DNA استخراج 2-2

لیستریا جدا شده در آزمایشات باکتریولوژي، با استفاده گونه هاي 
 مورد ارزیابی قرار گرفتند. 3از روش واکنش زنجیره اي پلی مراز

ژنومی از کلنی هاي تییک رشد کرده  DNA براي این منظور
شرکت سیناژن ایران  DNA لیستریا، با استفاده از کیت استخراج

کمیت و و با توجه به دستورالعمل شرکت سازنده، استخراج شد. 
استخراج شده به دو روش اسپکتروفتومتري با DNA  کیفیت

درصد  1نانومتر و الکتروفورز روي ژل آگارز  260طول موج 
استخراج شده تا زمان  هايDNA  .مورد ارزیابی قرار گرفت

به  سانتی گراد نگهداري شدند.  درجه -20در فریزر  PCR انجام
از روشی که توسط بوبرت و  PCR منظور انجام واکنش

  ). 6همکاران ارائه شده بود، استفاده شد (
پرایمرهاي مورد استفاده جهت ردیابی گونه هاي لیستریا در 

  اند.شده آورده 1جدول 
 50در حجم  4چندگانه PCR در قالب یک PCR آزمایش

 میلی مول PCR buffer 10x، 2/0 میکرولیتر 5میکرو لیتر شامل 
dNTP mix، 2 میلی مول MgCl2، 2 واحد آنزیم Taq DNA 

Polymerase ، 4 میکرولیتر از DNA  2/0مربوط به هر نمونه و 
میکرومول از زوج پرایمرهاي عقبی و جلویی مربوط به هر گونه، 

 94برنامه حرارتی مورد استفاده شامل یک سیکل استفاده شد. 
درجه  94سیکل تکراري 35دقیقه،  3درجه سانتی گراد به مدت 

 75درجه سانتی گراد به مدت  56ثانیه،  55سانتی گراد به مدت 
ثانیه و یک سیکل انتهایی  75درجه سانتی گراد به مدت  72ثانیه، 

 دقیقه. در تمام واکنش هاي 7درجه سانتی گراد به مدت  72
PCR (اپندورف، آلمان)،  از دستگاه ترموسایکر گرادیانت

  استفاده شد.
درصد واجد  5/1روي ژل آگارز  PCR در پایان محصول

در  DNA جفت بازي 100اتیدیوم بروماید در حضور مارکر
  ). 7ولت الکتروفورز گردید ( 80ولتاژ ثابت 

                                                        
1 Christine-Atkins-Munch- Petersen 
2 Methyle red/Voges-Proskauer 
3 PCR 
4 Multiplex PCR 

بررسی الگوي مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه هاي  - 3-2
  لیستریا 

لیستریا براي آزمایش بررسی یک کلنی از هر نمونه ي حاوي 
مقاومت آنتی بیوتیکی، انتخاب گردید. آزمایش بررسی حساسیت 
 به عوامل ضد میکروبی توسط روش دیسک گذاري ساده

Kirby- Bauer، با استفاده از آگار Mueller-Hinton 

)Himedia, India(  درصد خون گوسفند دفیبرینه  5غنی شده با
انجام شد. آنتی بیوتیک هاي مورد و بر اساس روش استاندارد 
 ، )٣٠ µg/disk( نالیدیکسیک اسید استفاده در این آزمون شامل:

 )µg/disk١٥( اریترومایسین ، )µg/disk١٥( سیپروفلوکساسین
،  )µg/disk١٠( جنتامایسین ، )١٥ µg/disk( ، تتراسایکلین

 ، )µg/disk١٠( آمپی سیلین ، )µg/disk٣٠( ونکومایسین
   .)U/disk١٠( پنی سیلین و  )٣٠ µg/disk(  کلرامفنیکل

پس ازتلقیح باکتري ها بر روي محیط و قرار دادن دیسک هاي 
ساعت در  48مورد نظر، محیط هاي مولر هینتون آگار به مدت 

درجه سانتی گراد و در شرایط یک اتمسفر  37گرم خانه 
  میکروآئروفیل، گرم خانه گذاري شدند. 

  
  بحثنتایج و  -3

میزان شیوع گونه هاي لیستریا در نمونه هاي ناگت مرغ در جدول 
نمونه از  7نشان داده شده اند. نتایج بررسی حاضر نشان داد که  2

درصد) آلوده به گونه هاي لیستریا بودند. هیچ  7/1نمونه ( 420
، B ،C ،E یک از گونه هاي لیستریا از نمونه هاي شرکت هاي

G ،  H وI، نمونه از  4بررسی ما نشان داد که  دند.جداسازي نش
نمونه  2و  درصد) 2( D نمونه شرکت 1 درصد)، A)8  شرکت
آلوده به گونه هاي لیستریا بودند. غالب  درصد)، F)4/4  شرکت

 ترین گونه ي لیستریاي جداسازي شده، لیستریا مونوسیتوژنز
  .درصد) بودند 47/0لیستریا ایناکوا ( سپس درصد) و 19/1(

بدست آمده از هرکدام  PCRبه منظور تایید تشخیص، محصول 
از نمونه هاي مثبت از نظر حضور باکتري و ژن هاي حدت، توالی 
یابی شد. سپس توالی هاي بدست آمده با استفاده از تکنیک 

BLAST )Basic Logical Alignment Search Tool(  
مورد ارزیابی قرار گرفتند و با توالی هاي ثبت شده در بانک ژنی، 
مقایسه شد. توالی هاي بدست آمده از نمونه هاي بررسی حاضر با 

  موارد ثبت شده در بانک ژنی مشابهت داشتند.
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  توالی پرایمر هاي مورد استفاده جهت ردیابی گونه هاي لیستریاي جدا شده از ناگت مرغ -1جدول

  PCRمحصول Seq(5 , -3 ,)  نام پرایمر

Lis-Ion 2 ACTAGCACTCCAGTTGTTAAAC  870 

Lis-Lis 1 B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  
Lis-Sel1 TAACTGAGGTAGCGAGCGAA 1200 

Lis-Lis 1 B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  
Lis-MonoA CAAACTGCTAACACAGCTACT 660 

Lis-Lis 1 B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  
Lis-Ivn1 CTACTCAAGCGCAAGCGGCAC 1100 

Lis-Lis 1 B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  
Lis-Wel1 CCCTACTGCTCCAAAAGCAGCG 1050 

Lis-Lis 1 B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  
Lis-Gra1 AGCAAAATGCCAAAACTCGT 480 

Lis-Lis 1 B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  
  
  

  
  شیوع گونه هاي لیستریا در نمونه هاي ناگت مرغ -2جدول 

  تعداد نمونه  شرکت
تعداد نمونه آلوده به گونه هاي 

  لیستریا (%)
  فراوانی گونه هاي لیستریا (%)

  لیستریا اینوکا  لیستریا مونوسایتوژنز
A 50  )8 (4 )6 (3  )2 (1  
B  45 -  -  -  
C  50 - -  -  
D  50 )2 (1 )2 (1  -  
E  50 - -  -  
F  45 )4/4 (2 )22/2 (1  )22/2 (1  
G  45     - -  -  
H  45 - -  -  
I  40 - -  -  

  2) 47/0(  5) 19/1( 7) 7/1(  420  کل
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  در نمونه هاي ناگت مرغلیستریا واکنش زنجیره اي پلیمراز جهت تشخیص گونه هاي  -1شکل   

میزان هاي شیوع متفاوتی از باکتري هاي گونه لیستریا در غذاهاي 
)، 25درصد ( 5آماده مصرف از سایر نقاط جهان مانند ایرلند 

 9) و آمریکا 22درصد ( 7/6)، اسپانیا 20درصد ( 7دانمارك 
)، گزارش شده است. مطالعات محدودي نیز در این 5درصد (

روزي و همکاران، میزان زمینه در ایران انجام پذیرفته است. نو
را در فرآورده هاي گوشتی، بررسی  لیستریا مونوسیتوژنزفراوانی 

کردند. در این مطالعه میزان فراوانی باکتري در سوسیس و 
درصد بدست آمد. علت  8/13درصد و  4/17کالباس به ترتیب 

بالا بودن میزان شیوع در بررسی آنها را می توان به عدم رعایت 
وشش دهی مناسب، حمل ونقل و توزیع محصولات بهداشت در پ

). جلالی و عابدي، طی مطالعه اي میزان شیوع لیستریا 2دانست (
درصد گزارش نمودند که از  12در غذاهاي آماده مصرف را 

  ).13نتایج بررسی ما بیشتر بوده است (
Gudbjornsdottir  و همکاران، نشان دادند که میزان شیوع
درصد و  06/2درصد، مرغ  1/15در گوشت  لیستریا مونوسیتوژنز

درصد بوده است. همچنین  1/22تا  9/5در غذاهاي دریایی 
میانگین میزان شیوع لیستریا در مواد غذایی حرارت دیده در 

درصد، در ماهی  2/22درصد، مرغ  6/15بررسی آنها در گوشت 
درصد،  3/2درصد، مواد غذایی گوشتی آماده مصرف  39/0

درصد، گزارش شده است  8/4ی آماده مصرف غذاهاي دریای
)10.(  Mahmood و همکاران، در پاکستان میزان شیوع گونه

 5/37تا  10هاي لیستریا را در انواع گوشت و فراورده هاي آن، 
درصد، گزارش کردند که از نتایج بررسی ما به مراتب بیشتر است 

)17.( Yucel  نه نمو 146و همکاران در ترکیه میزان آلودگی
درصد  1/54فرآورده هاي گوشتی به گونه هاي لیستریا را 

گزارش نموده اند. میزان شیوع آلودگی این نمونه ها به گونه هاي 
لیستریا مونوسیتوژنز، لیستریا اینوکوا و سایر گونه هاي لیستریا به 

درصد گزارش شده است  4/1درصد و   5/46درصد،  1/6ترتیب 
نشان می دهد که و همکاران  گوکسیانگ ). بررسی دیگري26(
درصداز غذاهاي آماده مصرف رستوران ها و هتل و  1/10

درصد از مواد غذایی موجود در سوپر مارکت ها،  6/13همچنین 
آلوده به گونه هاي لیستریا و خصوصا لیستریا مونوسیتوژنز بوده اند 

)11.(   
یا دلیل اصلی اختلافی که در میزان شیوع باکتري هاي گونه لیستر

در مطالعات متفاوت مشاهده شده را می توان به نوع نمونه مورد 
بررسی، روش نمونه گیري، روش انجام آزمایش، گونه لیستریا 
جداسازي شده، منطقه جغرافیایی، شرایط آب و هوایی و سطح 

از طرفی نحوه عمل آوري و رعایت بهداشت، نسبت داد. 
یز می تواند در میزان تکنولوژي تولید غذا و فراورده هاي غذایی ن

  شیوع آلودگی لیستریایی تاثیر داشته باشد. 
میزان شیوع مقاومت آنتی بیوتیکی گونه هاي لیستریا جداسازي 

آورده شده اند. نتایج  2شده از نمونه هاي ناگت مرغ در جدول 
نشان می دهد که جدایه هاي لیستریا بیشترین مقاومت را به آنتی 

درصد) و  7/85اسید (بیوتیک هاي نالیدیکسیک 
درصد) دارند. همچنین تمام جدایه هاي  8/42( سیپروفلوکسازین
درصد از جدایه هاي لیستریا مونوسایتوژنز، به  80لیستریا اینوکا و 

  نالیدیکسیک اسید مقاوم بوده اند.
) و 12مقاومت بالاي گونه هاي لیستریا به تتراسایکلین (

پیشین نیز گزارش شده  )، در بررسی هاي19فلوروکینولون ها (
و همکاران، حساسیت بالاي لیستریا  Indrawattana است.
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مونوسیتوژنز هاي جداسازي شده از نمونه هاي گوشت خام و 
فراورده هاي گوشتی به آنتی بیوتیک هاي آمپی سیلین، 

، Gآمیکاسین، کلرومفنیکل، جنتامایسین، ایمی پنم، پنی سیلین 
م و تترا سایکلین، در بررسی پیشین سولفا متوکسازول، تري متوپری

و همکاران نشان دادند که  Marian  ).12گزارش شده است (
لیستریا هاي جداسازي شده از غذاهاي آماده مصرف در مالزي 
ضمن داشتن مقاومت بالاي آنتی بیوتیکی، بیشترین حساسیت 

  .)18آنتی بیوتیکی را به استرپتومایسین داشتند (
  

  الگوي مقاومت ضد میکروبی گونه هاي لیستریا جدا شده از نمونه هاي ناگت مرغ -3جدول 
  )n=2(لیستریا اینوکا   )n=5(لیستریا مونوسیتوژنز   )=7n( گونه هاي لیستریا  عوامل ضد میکروبی

 -  درصد) 40( 2  درصد)6/28( 2  آمپی سیلین

 - - -  کلرامفنیکل

  درصد) 50( 1  درصد) 40( 2  درصد) 8/42( 3  سیپروفلوکساسین
 -  درصد) 20( 1  درصد) 3/14( 1  اریترومایسین

 - - -  جنتامایسسین

  درصد) 100( 2  درصد) 80( 4  درصد) 7/85( 6  نالیدیکسیک اسید
  درصد) 50( 1  درصد) 20( 1  درصد) 6/28( 2  پنی سیلین
 - -  درصد) 6/28( 2  تتراسیکلین

 -  - -  ونکومایسین

  

  نتیجه گیري-4
نتایج بررسی حاضر براي اولین بار در ایران نشان می دهند که 
گونه هاي لیستریا و به خصوص لیستریا مونوسایتوژنز توانایی 

آماده مصرف را دارند. در بررسی حاضر آلوده کردن غذاهاي 
درصد از نمونه هاي ناگت مرغ که از مراکز فروش در استان  7/1

اصفهان جمع آوري شده بودند، آلوده به گونه هاي لیستریا بوده 
درصد و میزان شیوع  19/1اند. میزان شیوع لیستریا مونوسایتوژنز 

تلاف معنادار درصد بوده است. هیچ گونه اخ 47/0لیستریا اینوکا 
آماري بین میزان شیوع گونه هاي لیستریا در ناگت هاي تولید 
شده توسط کارخانجات متفاوت و همچنین بین میزان شیوع دو 
گونه مونوسایتوژنز و اینوکا در نمونه هاي ناگت مرغ، وجود 

  نداشت.
نتایج بررسی ما نشان دهنده وجود مقاومت آنتی بیوتیکی بالاي 

ا جداسازي شده از نمونه هاي ناگت مرغ عرضه گونه هاي لیستری
شده در استان اصفهان بر علیه آنتی بیوتیک هاي معمول، بوده 
است. در بررسی ما اختلاف معنادار آماري بین میزان شیوع 
مقاومت بر علیه آنتی بیوتیک هاي نالیدیکسیک اسید و 

بوده است. بررسی حاضر نشان می ، )P <0.05( اریترومایسین

که تجویز آنتی بیوتیک هاي نالیدیکسیک اسید و دهد 
سیپروفلکسازین براي درمان موارد مبتلا به مسمومیت هاي غذایی 

دلیل اصلی میزان شیوع بالاي  لیستریایی، موثر نیست. احتمالا
مقاومت آنتی بیوتیکی در گونه هاي لیستریا جداسازي شده از 

یک هاي در نمونه هاي ناگت مرغ، تجویز بی رویه آنتی بیوت
  مزارع پرورش طیور و مرغداري ها است. 

  
  سپاس گزاري -5

نویسندگان بررسی حاضر از کلیه کارکنان مرکز تحقیفات 
بیوتکنولوژي و مرکز کنترل کیفی بهداشت مواد غذایی دانشگاه 

  آزاد اسلامی واحد شهرکرد کمال تشکر و قدردانی را دارند.
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