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 hly Aزنجیره ای پلی مراز و پروب فلئورسنتی ژن 
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 چکیده

تناسلی است  که می تواند -بدون علامت دستگاه ادرارییکی از عوامل ایجاد کننده عفونت منوسیتوژنز  لیستریا  سابقه و هدف:

لیستریا تشخیص . با توجه به چالش های ناشی از کشت این باکتری، این پژوهش با هدف عفونت نوزادان و مرگ جنین شود موجب
 در ادرار به کمک واکنش زنجیره ای پلی مراز با استفاده از پروب فلوئورسنتی انجام شد.

نمونه ادرار بیماران مراجعه کننده به مرکز تخصصی زنان و  111توصیفی بر روی -این پژوهش به صورت مقطعیمواد و روش ها: 

زایمان در شهرهای لارستان و جهرم انجام شد. ابتدا با استفاده از سویه استاندارد حساسیت تکنیک مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس 

 تعیین گردید. با دستگاه ردیاب فلوئورسنتطراحی و با استفاده از واکنش زنجیره ای پلی مراز، میزان فلوئورسنت  hly­Aپروب ژن 

نمونه  111ژن باکتری در هر واکنش تعیین شد. از مجموع  11تا  5محدوده ردیابی  FLASH-PCRبا استفاده از سنجش یافته ها: 

 شناسایی گردید.  لیستریا hly­A%( با استفاده از پروب فلئورسنتی ژن 31مورد ) 31بالینی، در 

پروب فلورسنتی سرعت، حساسیت و ویژگی بالایی لیستریا، نتایج این مطالعه نشان داد که برای شناسایی مولکولی  نتیجه گیری: 

دارد و می تواند جایگزین مناسبی برای الکتروفورز باشد. از این رو با توجه به دقت و غیر تهاجمی بودن این روش، انجام مطالعات 

 در نمونه های بالینی پیشنهاد می گردد.  لیستریاگسترده تر به منظور پایش 

 ، ادرار، پروب فلوئورسنتی.لیستریاواژگان کلیدی: 

 23خرداد ماه پذیرش برای چاپ:     22اسفند ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جهههرم، گهروه مهیهکهروب شهنهاسهی.  

 payamsobhani@yahoo.comپست الکترونیک:      1211172120تلفن: 

 م دمه     

لیستریوز بیماری مشتر  انسان و حیوان است و عامل آن                                                           

  (.  1) باشد        می            y              (منوسیتوژنز لیستریا         

(.    2در حیوانات آلوده هی  گونه علامتی از بیماری وجود ندارد )                                                      

در خشکی و سرما موجب افزایش بقا                                  این باکتری            توانایی رشد           

و رشد در مواد غذایی موجود در یخ ا  شده و در                                             

(. با خوردن غذاهای                    0و   3پاستوریزاسیون ناقص زنده می ماند )                                 

افراد       (.      2آلوده مانند لبنیات و گوشت، به انسان انتقا  می یابد )                                                    

مسن یا کسانی که ایمنی سلولی آن ها پایین است مستعد                                                   

در زنان باردار موجب                     منوسیتوژنز لیستریا         بیماری هستند.               

 باکتریمی مشابه آنفولانزا می شود و به دلیل عبور از جفت                                                      

می تواند به التهاب جفت، پرده آمنیوتیک، عفونت جنین و در                                                        

فرم زودرس           (.      5نهایت سق  و یا تولد زود هنگام منجر شود )                                        

بیماری، عفونت جنین و فرم دیررس، عفونت نوزاد هنگام تولد                                                        

(. در حا  حا ر                 باشد )          از کانا  طبیعی زایمان آلوده می                              

، کشت است. اما                منوسیتوژنزلیستریا           روش استاندارد تشخیص                   

به دلیل استفاده از آنتی بیوتیک در خورا  دام و پتانسیل رشد                                                           
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 درون سلولی باکتری، حساسیت کشت به شدت کاهش                                         

ساعت         3می یابد. نکته دیگر این که روش کشت بیشتر از                                            

روش های دیگر تشخیص شامل                         (.      1و     2طو  می کشد )            

(، هیبریدیزاسیون اسید                       mm noassay آزمون ایمونواسی )                 

(   PCRنوکلئیک، فاژ تایپین  و واکنش زنجیره ای پلی مراز )                                                 

می باشد. با این حا   رورت استفاده از روش جداسازی                                                  

 (.  7مطلوب وجود دارد )                 

R a   im  PCR                      واکنش زنجیره ای                 روشی پیشرفته تر از 

که ردیابی سریع محصو  واکنش با حداقل                                       پلی مراز است            

در نمونه های بالینی را آسان                               A  نمونه و اندازه گیری کمی                         

این روش بر مبنای فلئورسنت تولیدی از                                     (.      2می سازد )         

 مولکو  گزارشگر می باشد که در طو  واکنش افزایش                                               

  ( و   11) (     a  an . پروب های ت گمن )                  ( 11و     11) می یابد         

( مورد استفاده در این                       o  c  a    acon ) بیکون مولکولی               

روش می تواند ردیابی حساس و اختصاصی را امکان پذیر                                                  

به دلیل هزینه زیاد تهیه دستگاه های                                    (. اما        12و     11سازند )       

، بسیاری از آزمایشگاه ها از                             R a   im  PCRترموسایکلر            

 خرید آن امتنا می کنند.                        

تکنولوژی، فلورومتر ساده ای را ارائه نموده                                             A  شرکت      

است که پس از انجام واکنش زنجیره ای پلی مراز در                                                

ترموسایکلر معمولی، با قرار دادن لوله های واکنش در دستگاه                                                          

ردیاب فلوئورسنت، بدون باز کردن در لوله ها، می توان                                                    

فلوئورسنت ایجاد شده را تعیین نمود. در واقع ردیابی در پایان                                                            

واکنش انجام می شود. روش ردیابی فلوئورسنت در نقطه                                                  

که با این دستگاه                     n  Poin      c ion (پایان واکنش             

  FLASH  F  o  sc nسنجیده می شود، روش                  

Amp i ica ion-bas   Sp ci ic Hyb i i a ion               نامیده شده

است. به دلیل استفاده از پروب فلوئورسنتی، این روش ردیابی                                                         

از اختصاصیت و حساسیت لازم برخوردار است و به جای                                                

استفاده از الکتروفورز که دارای حساسیت و اختصاصیت کمتر                                                       

همراه با گسترش آلودگی آمپلیکون ها است، در آزمایشگاه                                                     

های تحقیقاتی و طبی می تواند به خوبی مورد استفاده قرار                                                       

 (.  13-11گیرد )      

 در    منوسیتوژنز لیستریا         هدف از این مطالعه تشخیص                         

نمونه های ادرار بیماران مراجعه کننده به پزشک متخصص زنان                                                         

و زایمان در دو شهر لار و جهرم به کمک واکنش زنجیره ای                                                     

 پلی مراز با استفاده از پروب فلوئورسنتی بود.                                           

 

 مواد و رو  ها             

-پژوهش حا ر به صورت مقطعی                          ال ( جمع آوری نمونه:                    

بیمار که به               111توصیفی با محاسبه فرمو  کوکران، بر روی                                       

صورت تصادفی به کلینیک تخصصی زنان و زایمان در دو شهر                                                     

لارستان و جهرم مراجعه نموده بودند، پس از ت یید کمیته                                                     

اخلا  پزشکی دانشگاه و اعلام ر ایت کتبی از بیماران انجام                                                       

شد. در تمامی موارد نمونه ادرار او  تخلیه شده جمع آوری و                                                         

اطلاعات مربو  به نمونه ها در پرسشنامه تنظیمی  بت گردید.                                                        

نمونه های شهرستان لارستان بلافاصله با حف  شرای  نگهداری                                                       

سرد به آزمایشگاه مرکز تحقیقات دانشگاه علوم پزشکی                                                  

شهرستان گراش و نمونه های شهرستان جهرم به آزمایشگاه                                                    

 دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم منتقل شدند.                                        

میلی لیتر             11: برای این منظور ابتدا                        ژنومی       A  ب( استخرا             

 از ادرار سانتریفیوژ گردید. رسوب به دست آمده در                                              

میکرولیتر نرما  سایلین حل و در لوله های اپندورف                                                   511

ژنومی از کیت تجاری                      A  نگهداری شد. برای استخرا                           

آلمان مطاب  با دستورالعمل شرکت                                   ia  n (شرکت کیاژن            

 سازنده استفاده گردید.                       

به منظور بهینه سازی واکنش                              ( طراحی پروب و پرایمر:                       

منوسیتوژنز لیستریا         زنجیره ای پلی مراز از سویه استاندارد                                      

 خریداری شده از بانک میکروبی انستیتو پاستور فرانسه                                                 

 (C P                                      استفاده گردید. از توالی اختصاصی )        ژنhlyA   

جفت باز، برای ردیابی باکتری مورد نظر استفاده                                                1521دارای       

شد. طراحی پرایمرها )آغازگر( و پروب )نشانگر( ژن                                                

انجام شد. توالی                   11نسخه             c o  اختصاصی با نرم افزار                      

 A AC CCAA C AAAA AAACAC C  A  C  C نشانگر        

)R  -                              و توالی پرایمر جلویی

  CA C CC CC  CAA  CC                    طراحی و پرایمر
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از مقاله                C  CACA     CAC      برگشتی        

( با شماره دسترسی                 31و     1محققین )        

در سایت بانک ژن                   )                              (

جفت باز           102انتخاب گردید. طو  قطعه انتخاب شده                                   

( بود. به منظور دستیابی                          hlyAتوالی ژن          211تا      127)موقعیت         

به حداک ر فلوئورسنت تولیدی و کمترین میزان فلوئورسنت                                                     

پس زمینه و افزایش ویژگی، پروب هیبریداسیون با ساختار                                                     

و خاموش              o opho   (سنجا  سری دارای فلوئوروفور                            

طراحی شد. و در واقع این نوع پروب ها                                          nch   (کننده       

     بیکن مولکولی می باشند.                      

این مرحله در بخش زیست                         د( واکنش زنجیره ای پلی مراز:                            

 شناسی مولکولی انستیتو پاستور ایران با روش شروع دا                                                     

 (Ho  S a                                                ،انجام شد. حجم نهایی مورد استفاده در واکنش )

میکرولیتر               5 2میکرولیتر بود. برای این حجم ابتدا مقدار                                           35

PCR b                       شرکت بایوبیز     ( iobi  )   ، 

 میکرولیتر از هر یک از آغازگرها،                                   Ps    ،1   میکرولیتر           3

دارای         لیستریا       میکرولیتر از نشانگر اختصاصی ژن                                  5 1

میکرولیتر از                C    ،1 3  2میکرولیتر             FA    ،3 5فلوئوروفور            

دارای            A هر آغازگر و نشانگر اختصاصی ژن                               

به عنوان کنتر  داخلی )به منظور ارزیابی ا ر                                                Hفلوئوروفور            

از آلبومین              PCR    ،)1 3تهیه نمونه اسید نوکلئیک و واکنش                                 

میکرولیتر آب دوبار تقطیر به خوبی مخلو                                           5 1سرم گاوی و            

 میکرولیتر پارافین گرم شده در دمای                                   11شدند. در ادامه                

درجه سیلیسیوس به آرامی بر روی مخلو  یاد شده در                                                  15

لوله ریخته شد. سپس بر روی پارافین قسمت بالایی،                                               

  5 0میکرولیتر،              5 1به مقدار             a    A po ym  as آنزیم     

          PCR b    میکرولیتر از              11ژنومی و           A  میکرولیتر از              

 ( ا افه شد.              iobi )   شرکت بایوبیز            

  A  در نمونه کنتر  منفی، از آب مقطر به جای الگوی                                              

با شرای  برابر                  ) an  (    استفاده شد. هم نین دو لوله شاهد                               

   a    A po ym  as نسبت به لوله تست، اما بدون آنزیم                                  

استفاده گردید. برنامه حرارتی دستگاه ترموسایکلر )گرادیان،                                                          

دقیقه واسرشت شدن اولیه                          5شرکت اپندورف، آلمان( با زمان                              

چرخه شامل             05درجه سلیسیوس، و در ادامه                            25در دمای         

درجه سلیسیوس، اتصا  و                         20 انیه در دمای                 21واسرشت شدن            

درجه سلیسیوس انجام گرفت.                            3 دقیقه در دمای                 1طویل شدن          

پس از اتمام واکنش، لوله ها را به دستگاه ردیاب فلوئورسنتی                                                          

( انتقا  داده               1( )شکل         - n  تکنولوژی )مد                  A  شرکت      

مرتب  با این                 n  و میزان فلورسنت ایجاد شده با نرم افزار                                        

(. نمونه های م بت که با روش                             2دستگاه تعیین گردید )شکل                         

FLASH                                                     مشخص گردیدند، به ژ  الکتروفورز انتقا  داده شدند

و از نظر انجام شدن واکنش افزایش ژن و وجود باندهای                                                   

 (.    3ت یید گردیدند )شکل                      hlyAمربو  به ژن             

: به منظور تجزیه و تحلیل آماری داده ها از                                           ه( آزمون آماری              

 و آزمون های مربع کای،                               نسخه پانزدهم نرم افزار                        

 مک نمار، کاپا و ا تا استفاده شد. مرز معنی داری بر روی                                                     

1 15p                  .قرار داده شد 

 

 یافته ها        

 و حداک ر          12در این مطالعه حداقل سن افراد شرکت کننده                                         

سا  با انحراف                 31سا  بود. هم نین میانگین سنی افراد                                     02

سا  بیشترین فراوانی را                          22-12بود. گروه سنی                   137 1معیار       

%( از افراد تحت بررسی قبلا  عفونت واژن،                                         3نفر )        3داشتند.         

%( سابقه حاملگی                 1نفر )       1%( سابقه سق  جنین و                      نفر )        

 خار  رحمی داشته اند.                      

 : دستگاه ردیاب فلوئورسنت.1شکل 
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 منوسیتوژنز، لیستریا         با آزمون رقت های محلو  ژنوم                             
   FLASH-PCR  )F  o  sc n  Amp i ica ion basسنجهش       

Sp ci ic Hyb i i a ion-PCR                ژن      11تا      5بازه ردیابی

  111در واکنش شناسایی شد. از                         منوسیتوژنز لیستریا         باکتری        

  hlyA%( حاوی ژن            31نمونه )         31نمونه ادرار مورد بررسی،                         
 %( مربو         01نمونه )         12بود. از این میان                  منوسیتوژنز لیستریا         

%( مربو  به شهر جهرم بودند                            1 نمونه )         17به شهر لار و             

 (.    1)جدو        

از تمامی مراجعه کنندگان به پزشک متخصص، معاینه و                                                 

بررسی واژن صورت گرفت. پزشک با مشاهده و بررسی واژن                                                   

که    لیستریا         و علایم  اهری در مورد افراد م بت از نظر عفونت                                              

%( عدم        33 03مورد )        13با آزمون آزمایشگاهی تعیین شدند،                                 

مورد        3%( عفونت قارچی،                 01مورد )        12مشاهده علائم بالینی،                     

%( عفونت          1مورد )        1،   لیستریا       %( عفونت باکتریایی غیر از                           3) 

%( عفونت انگلی گزارش کردند. در                                1مورد )        1ویروسی و          

مجموع در این مطالعه تشخیص بالینی پزشک متخصص با نوع                                                    

بیماری ردیابی شده با روش تشخیص آزمایشگاهی مطابقت                                                  

 نداشت.        

ارزیابی تعدادی از نمونه های بالینی را با نرم افزار                                                      2شکل     

  n                                                       مربو  به دستگاه ردیاب فلوئورسنت را نشان می دهد. با

آزمون ا تا مشخص شد که رابطه معنی داری بین سن و ح ور                                                     

در ادرار زنان وجود ندارد. با تقسیم دوره جنسی به سه                                                      لیستریا       

بخش ابتدا، میانه و انتها، مشخص گردید که بیشترین افراد                                                       

، در میانه و انتهای دوره جنسی خود                                   لیستریا       دارای عفونت             

 بودند. اما این ارتبا  از نظر آماری معنی دار نبود.                                                 

 

 بح    

لیستریا         در مطالعه حا ر روشی برای تشخیص سریع و آسان                                            

در ادرار به کمک واکنش زنجیره ای پلی مراز و با                                               منوسیتوژنز 

استفاده از پروب فلورسنتی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج                                                      

نشان داد که این روش علاوه بر راحتی و سرعت بالا، از                                                  

 م بت شده است.      مربو  به دستگاه ردیاب فلوئورسنت. نمونه ادرار شماره   n  نرم افزار  FLASH-PCRنتایج روش  :2شکل 

 جفت بازhlyA(102 .)  نتایج الکتروفورز حاصل از تک یر ژن : 3شکل 
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حساسیت و دقت لازم نیز برخوردار و جایگزین مناسب                                               

 % از کل         31الکتروفورز می باشد. هم نین در این مطالعه                                          

 . بودند       لیستریا         hly Aنمونه های جمع آوری شده حاوی ژن                                

فاقد        لیستریا       به طور معمو  عفونت ایجاد شده به وسیله                                       

علامت است. بنابراین به موقع تشخیص داده نمی شود تا                                                  

در پژوهش حا ر نیز                     درمان آنتی بیوتیکی مفید واقع گردد.                                  

گزارش بالینی پزشک متخصص زنان و زایمان پس از معاینه                                                    

بیمار، این مساله را ت یید می نماید. زیرا در هی  یک از بیماران                                                               

اغلب        با معاینه بالینی، بیماری لیستریوز تشخیص داده نشد.                                                 

اولین علامت شیوع بیماری، تولد نوزاد مرده یا عفونت  شدید                                                        

تا      5در بزرگسالان حساس می باشد. به همین دلیل، حداقل                                               

  لیستریا مونوسیتوژنز                   % از بزرگسالان، ناقلین بدون علامت                                 11

(. حدود یک سوم از لیستریوز گزارش شده در انسان                                               2) هستند       

 در دوران بارداری اتفا  می افتد، که ممکن است منجر                                                

 به سق  خودبه خودی در سه ماهه دوم و سوم بارداری شود                                                  

 (.  12و     17) 

 از سوی دیگر احتما  بروز اپیدمی های لیستریوز در                                                

جمعیت های مختل  و پراکندگی آن در فرآورده های                                              

میزان مرگ و             (.      21و   7گوناگون غذایی نیز مطر  می باشد )                                

در بین عوامل بیماری زای منتقل شونده از                                          لیستریا       میر ناشی از             

  51طری  غذا بالاترین است. به طوری که گاهی بیش از                                              

(. تخمین زده شده است                      21-23درصد نیز گزارش شده است )                        

  1055مورد بیماری،                11 1سالیانه در آمریکا لیستریوز موجب                                 

 (.      23مورد مرگ می گردد )                    205مورد بستری در بیمارستان و                           

 بر مبنای          لیستریا منوسیتوژنز                    روش های اولیه شناسایی                       

ویژگی های فنوتیپی شامل ویژگی های بیوشیمیایی، آنتی ژنی                                                       

 و باکتریوفاژی استوار است. اما به دلیل وجود برخی جهش ها                                                        

روش های           (.  7می تواند منجر به بروز نتایج کا ب گردد )                                       

محی           میکروب شناسی موجود شامل رشد باکتری بر روی                                         

 کشت، جداسازی، آزمون های بیوشیمیایی و سرولوژیک                                               

در نمونه ها با                    لیستریا منوسیتوژنز                  می باشد. با این وجود ردیابی                             

روش های استاندارد کشت نیز مشکل است. آلودگی تک گیر                                                   

مواد غذایی، سطو  پایین آلودگی، ح ور میکروفلور زیاد یا                                                       

ارگانیسم رقیب از مواردی هستند که تشخیص باکتری بر روی                                                      

  محی  کشت را با مشکل مواجه می کنند. این روش ها زمان بر                                                     

 لیستریا مونوسیتوژنز                     روز برای تشخیص                    5بوده و حداقل به                 
  نیاز دارد. در حالی که در صورت بروز                                  )با آزمون های ت ییدی(                       

  برخی از موارد آلودگی به عملکرد فوری نیاز است. به علاوه                                                     

این روش ها ممکن است در صورت آلودگی نمونه به مقدار                                                   

لیستریا           زیاد باکتری های دیگر به دلیل تداخل در رشد                                         
 (.    20منجر به ایجاد نتایج منفی نیز گردد )                                     مونوسیتوژنز           

به دنبا  پیشرفت های جدید در روش های مولکولی امکان                                                   

و تفکیک آن              لیستریا منوسیتوژنز                  انتخاب ژن های اختصاصی                       

شواهد موجود نشان                  (.      7باکتری از سایر گونه ها وجود دارد )                                  

 می تواند        می دهد که استفاده از واکنش زنجیره ای پلی مراز                                               

را تایید            لیستریا مونوسیتوژنز                     وجود    درصد        21با دقت بیش از               

مطالعات واکنش زنجیره ای پلی مراز بر روی                                           (.  25نماید )       

و همکاران و                   ohn (    بونرت     با تحقی               1222از سا           لیستریا       

هدف اصلی              (.   2غاز گردید )           آ     hlyA    با استفاده از ژن اختصاصی                        

در تمام موارد، بهبود حساسیت واکنش زنجیره ای پلی مراز                                                      

است. اما بیشترین اطلاعات گزارش شده در مورد افزایش دقت                                                      

روش واکنش زنجیره ای پلی مراز، به اختصاصیت و حساسیت                                                    

     (.  21پرایمر مربو  می شود )                     

با استفاده از پروب های جدید                                 R a   im  PCRروش     

 شهر
تعداد کل 

 نمونه

تعداد نمونه 

 مثبت

 درصد نمونه 

 مثبت

میانگین سنی افراد 

 )سال(

 عفونت قبلی

 واژن 

ساب ه س ط 

 جنین

 2 15 22 %20 12 51 لارستان

 0 21 32 % 3 17 51 جهرم

 مقایسه نتایج به دست آمده از دو شهر لارستان و جهرم.: 1جدو  
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فلوئورسنتی، ردیابی حساس تر و اختصاصی تری را نسبت به                                                     

هر    .     ( 11) میسر می سازد              معمولی        واکنش زنجیره ای پلی مراز                          

 hlyAمیلادی تاکنون پرایمرهایی برای ژن                                 2111چند از سا             

معرفی گردیده است، اما دستورالعمل ارائه شده برای واکنش                                                       

با این پرایمرها بیشتر برای دستگاه های                                       زنجیره ای پلی مراز                    

می باشد. هم نین به منظور                              R a   im  PCRجدید مانند            

افزایش حساسیت آزمایش از پروب استفاده نموده اند. اما به                                                        

دلیل عدم وجود گسترده این دستگاه ها در کشور ما، انجام این                                                          

 (.    1روش ها امکان پذیر نمی باشد )                            

لیستریا              hlyAنتایج این تحقی  نشان داد که ردیابی ژن                                     

در نمونه های ادرار زنان از حساسیت و                                     منوسیتوژنز 

نجفی      اختصاصیت لازم برخوردار است. همان گونه که                                         

) a a i                      واکنش       به ارزیابی روش                  2112و همکاران در سا

  لیستریا           hlyAبا انتخاب ژن اختصاصی                        زنجیره ای پلی مراز                  

نتایج آزمایشات                بدون استفاده از پروب پرداختند. آنها با بررسی                                              

  لیستریا منوسیتوژنز                    مختل  با ژنوم باکتری های دیگر، غیر از                                       

با هی  یک از                 hlyAبرای ژن         نشان دادند که پرایمر طراحی شده                              

و همکاران                 a  a (    . کارگر       ( 1) آنها واکنش نشان نمی دهد                         

لیستریا             hlyAدر مرودشت با استفاده از ژن                              2112در سا         

به بررسی این باکتری در پنیر تازه پرداختند. نتایج                                                    منوسیتوژنز            

%(    1 13مورد )         5نمونه، در             027آنها نشان داد که از مجموع                           

 (.      27تایید گردید )               لیستریا       ح ور ژن         

با استفاده از                 2115و همکاران در سا                       a co a  (اوراوکووا           

و طراحی پروب فلوئورسنتی تگمن                                R a   im  PCRروش     

 به مقایسه این روش با واکنش                              A   برای ردیابی ژن                

و         a (کائور     (.      22زنجیره ای پلی مراز متداو  پرداختند )                                    

در      لیستریا منوسیتوژنز                    به جستجوی             2111همکاران در سا                 

نمونه های خون، ادرار، جفت، سوآب واژن و مقعد پرداختند.                                                       

 مورد          3آنها با روش واکنش زنجیره ای پلی مراز تنها در                                              

(. مطالعه حا ر از                   12ژن های بیماری زا را جداسازی نمودند )                                    

نظر نمونه ادرار و استفاده از روش واکنش زنجیره ای پلی مراز                                                           

 با این تحقی  مشابهت دارد.                           

به      R a   im  PCRاز روش        و همکاران              a  hah (دادخواه         

با      لیستریا منوسیتوژنز                    منظور تعیین میزان حساسیت تشخیص                                

استفاده از رن  سایبر گرین و پروب ت گمن استفاده نمودند.                                                        

 با روش        لیستریا       میزان ردیابی              یافته های آنها نشان داد که                            

R a   im  PCR                         1 3 511تا       1 3 11در نمونه شیر معاد   

    در مطالعه شایان               (.      11بوده است )          نسخه در هر واکنش                  

)Shayan                      111در تهران از مجموع                     2112و همکاران در سا  

   3    با روش واکنش زنجیره ای پلی مراز                               نمونه جمع آوری شده،                     

 (.    31تشخیص داده شد )                 لیستریا منوسیتوژنز                    مورد ژن         

در تهران با استفاده                       2110( و همکاران در سا                     s ami اسلامی )       

لیستریا           از روش کشت و واکنش زنجیره ای پلی مراز به بررسی                                              

در زنان با سق  جنین خودبخودی پرداختند. آنها                                             منوسیتوژنز              

نمونه م بت و در روش مولکولی                               1نمونه          2در روش کشت از               

را تشخیص دادند. این یافته نشان                                  A   مورد ح ور ژن                12

 .   ( 31دهنده حساسیت روش مولکولی نسبت به کشت می باشد )                                              

، استفاده           PCRدر مقایسه با روش                    FLASHویژگی کلیدی روش                 

از پروب های هیبریداسیون با ساختار سنجا  سری دارای                                                   

مولکو  فلوئوروفور و کوئن ر است که در طو  واکنش با                                                   

پلی مراز هیدرولیز و فلوئوروفور از                                     A  نوکلئازی                فعالیت        

کوئن ر آزاد می شود. بنابراین فلوئورسنت تولیدی توس                                                     

 دستگاه ردیاب به صورت کیفی تعیین می گردد.                                        

و همکاران در                  mani Foo a i (در تحقیقی که ایمانی فولادی                         

به      FLASH-PCRدر تهران انجام دادند، از روش                                2113سا      

و مقایسه روش                میکوباکتریوم توبرکلوسیس                       منظور بررسی             

استاندارد کشت و مشاهده لام میکروسکوپی استفاده کردند. در                                                        

در      FLASH-PCRمطالعه آنها حساسیت و اختصاصیت روش                                   

% تعیین گردید. در                   51 22% و     33 23ردیابی باکتری به ترتیب                        

% با      FLASH-PCR   ،5 7% از موارد م بت با روش                        1 11مجموع       

% با اسمیر میکروسکوپی مشخص گردید.                                   3 0روش کشت و           

  میکوباکتریوم توبرکلوسیس                       یافته های آنها نشان داد که تشخیص                                  

در مقایسه با روش کشت و اسمیر به                                   FLASH-PCRبا روش        

 طور معناداری از سرعت و حساسیت بیشتری برخوردار است                                                   

 از      2112و همکاران در سا                      ha ami ((. خاتمی          10) 

    اشریشیا کلی           به منظور ردیابی                   FLASH-PCRروش     
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استفاده کردند. یافته های آنها نشان داد که                                              H     سویه      

این روش از حساسیت و سرعت بالایی برخوردار است و به                                                  

 ، PCRدلیل باز نشدن درب لوله های واکنش پس از انجام                                              

از آلودگی آمپلیکون ها جلوگیری نموده و جایگزین مناسبی                                                      

 (. این مساله با پژوهش ما                        15برای الکتروفورز می باشد )                         

 هم خوانی دارد.              

-FLASHلازم به  کر است که نتایج به دست آمده با روش                                            

PCR                                                   بدون نیاز به تجهیزات گران قیمت، در مدت چند ساعت

از سوی دیگر، این روش خطر                            (.  32و     10قابل انجام است )                

آلودگی قطعات تک یر شده را کاهش می دهد. در حالی که                                                   

آلودگی در تشخیص با روش الکتروفورز اجتناب ناپذیر است                                                     

پیشنهاد می شود در مطالعات بعدی علاوه بر                                        (.      33و     15) 

نمونه ادرار از نمونه های دیگر بالینی نیز استفاده شود و                                                        

مورد بررسی قرار گیرد.                         FLASH-PCRحساسیت روش            

ژن های دیگر                 hlyAهم نین پیشنهاد می گردد علاوه بر ژن                                   

در شهر        لیستریا         نظر می رسد            نیز مورد ارزیابی قرار گیرند. به                                 

لار و جهرم از شیوع نسبت  بالایی برخوردار می  باشد. بنابراین                                                           

مطالعه ای وسیع به منظور ارزیابی شیوع از سوی وزارت                                                   

. هم نین لازم است پزشکان                         توصیه می گردد                 بهداشت و درمان              

متخصص زنان علاوه بر معاینه بالینی بیمار قبل از اقدام به                                                        

درمان دارویی، مبادرت به ارجاع بیمار به آزمایشگاه جهت                                                      

 آزمایش تشخیصی نمایند.                     

 نتیجه گیری          

لیستریا،          نتایج این مطالعه نشان داد که برای شناسایی مولکولی                                                     

 پروب فلورسنتی سرعت، حساسیت و ویژگی بالایی دارد و                                                 

می تواند جایگزین مناسبی برای الکتروفورز باشد. با توجه به                                                          

دقت و غیر تهاجمی بودن این روش، انجام مطالعات گسترده تر                                                        

 در نمونه های بالینی پیشنهاد می گردد.                                        لیستریا       به منظور پایش               
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جهرم، مرکز تحقیقات دانشگاه علوم پزشکی امام صاد  )ع(                                                     
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Abstract 

Background & Objectives: Listeria monocytogenes is one of the etiologic causes of asymptomatic 

infection that can cause urogenital tract infection in infants and fetal death. Given the challenges 

posed by growing the bacteria, this study aimed to detect Listeria in urine using polymerase chain 

reaction and fluorescent probes. 

Materials & Methods: This cross-sectional study was carried out on 100 urine samples obtained 

from the patients who were referred to a specialized center for women in Jahrom and Larestan. 

The sensitivity of the technique was evaluated using a standard strain. Then hlyA gene probes 

were designed using the polymerase chain reaction, and fluorescence level was determined by  

fluorescent probes. 

Results: Based on FLASH-PCR assay between 5 to 10 genes were detected in each reaction.  

Using fluorescent probes for L. monocytogenes hlyA gene overall, 30 out of 100 clinical samples 

(30%) were infected to this bacterium. 

Conclusion: The results showed that fluorescent probe increase speed, sensitivity and specificity 

of the molecular identification of Listeria and therefore it can be a suitable alternative to  

electrophoresis. Thus, with respect to the accuracy of this non-invasive method it is possible to 

monitor larger amounts of samples suspected to L. monocytogenes infections. 
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