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جستجوی Listeria monocytogenes در موارد 
PCR  آندومتریت گاوهای شهرکرد به روش

چكيد‌ه 
آندومتریت به عنوان یک ریس�ک فاکتور در ایجاد کیس�ت تخمدانی، آنتروس و س�ایر مش�کلات تناسلی مطرح 
 L. monocytogenes .می باش�د و ب�ا اثر گذاری بر تولید ش�یر، به زی�ان های جدی اقتص�ادی منجر می ش�ود
 م�ی توان�د منجر به ایج�اد آندومتریت گردد. با توج�ه به اهمیت آنچه ذک�ر گردید، مطالعۀ حاض�ر جهت ردیابی
L. monocytogenes در موارد آندومتریت گاو در ش�هرکرد انجام ش�د. مجموعاً 180 نمونه از ترشحات رحمی به 
 Listeria وس�یلۀ سواب اس�تریل از موارد آندومتریت گاو از شهرکرد جمع آوري شد. سواب ها مس�تقیماً درون
enrichment broth ق�رار داده ش�دند. س�پس نمونه های غنی ش�ده بر روی محیط Palcam agar به ش�کل 
خطی کش�ت داده شدند. كلني هاي مشكوك به وس�يله آزمون واکنش زنجيره اي پلي مراز )PCR( مورد ارزيابي 
 ق�رار گرفتند. هی�چ نمونۀ آلوده ب�ه L. monocytogenes یافت نش�د. مطالعۀ حاضر نش�ان دهندۀ عدم حضور

 L. monocytogenes در موارد آندومتریت گاو در این منطقه است.

PCR ،كلمات كليد‌ي: لیستریا، آندومتریت گاو 
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مقد‌مه
آندومتریت گاوهای ش��یری التهابی موضعی در آس��تر رحمی اس��ت. 
رخداد این بیماری بالا است و پس از زایمان به وسیله ی عفونت واحد و یا 
به همراه عفونت با س��ایر باکتری ها، ویروس ها، قارچ ها، مایکوپلاسما و ... 

ایجاد می شود )3، 5، 6(.
این بیماری به عنوان یک ریس��ک فاکتور در ایجاد کیس��ت تخمدانی، 
آنتروس و س��ایر مشکلات تناسلی مطرح می باشد و با اثر گذاری بر تولید 

شیر، به زیان های جدی اقتصادی منجر می شود )1، 8(.
 ب��ا توج��ه ب��ه ای��ن ک��ه گزارش��ات متع��ددی در زمینه جداس��ازی

L. monocytogenes از م��وارد آندومتريت وجود دارد )9، 13(، در این 
مطالع��ه به ارزیابی وضعیت آلودگی ب��ه L. monocytogenes در موارد 

آندومتريت گاو در شهرکرد به روش PCR پرداخته شد.
در ای��ن تحقی��ق که از زمس��تان س��ال 1389 تا پاییز س��ال 1390 
ص��ورت گرفت مجموعاً تعداد 180 نمونه از ترش��حات رحمی به وس��یلۀ 
 س��واب استریل از موارد آندومتریت گاو در منطقه ی شهرکرد اخذ گردید. 
 Listeria enrichment broth س��واب ها مس��تقیماً درون محی��ط

 

)Merck، س��اخت آلمان( قرار داده ش��دند و در دمای 30 درجه س��انتی 
گ��راد به مدت 72-48 س��اعت انکوبه گردیدند. یک میل��ی لیتر از محیط 
 ،Himedia Frazer broth ه��ای مغذی اولیه به 9 میلی لیتر از محیط
ساخت هندوس��تان افزوده و به مدت 24 ساعت در 35 درجه سانتی گراد 
 Palcam agar گرمخانه گذاري گردید. س��پس نمونه ه��ا بر روی محیط 
)Merck، س��اخت آلم��ان( کش��ت داده و به مدت 48 س��اعت در دمای 

37 درجه س��انتی گراد انکوبه ش��دند. کلنی های کوچ��ک، مورب و کمی 
محدب به عنوان پرگنه های مش��کوک به لیستریا جهت تایید از نظر رنگ 
آمیزی گ��رم، آزمون کاتالاز، حرکت، احیا نیترات، همولیز، تس��ت کمپ و 
 تخمی��ر قندهایی چون رامنوز، گزیلوز، مانیتول مورد آزمایش قرار گرفتند. 
 TSB در محیط PCR نمون��ه های مش��کوک به لیس��تریا تا زمان انج��ام 
 )Merck، س��اخت آلم��ان( به صورت گلیس��یرینه در دم��ای 20- درجه 

سانتی گراد نگه داری شدند.
کنت��رل مثب��ت L. monocytogenes ATCC 19114 از مرك��ز 
كلكس��يون قارچ ها و باكتري هاي صنعتي اي��ران تهیه گردید. نمونه های 
 PCR به وسیله ی L. monocytogenes مشکوک جهت جست و جوی
با اس��تفاده از پرایمرهای��ی که قبلًا توس��ط Choi و Hong )4( به ثبت 
DG69: '5-GTGCCGCCAAGAAAAGGTTA-( رسیده است

3´ و DG74: '5-CGCCACACTTGAGATAT-´3( ب��ا ان��دازه 
ی محص��ول 636 جف��ت باز م��ورد آزمون قرار گرفتن��د. واکنش PCR با 
اس��تفاده از مواد تهیه شده از شرکت سیناژن در حجم 25 میکرولیتر )2/5 
میکرولیتر باف��ر10X PCR ، 1/5 میکرولیتر MgCl2 50 میلی مولار، 1 
میکرولیت��رdNTP 10 میل��ی مولار، 1/5 واحد آنزی��م Taq پلی مراز، 1 
میکرولیتر با غلظت 10 میکرومولار از هر پرایمر، 1 میکرولیتر DNA الگو( 
 Hong و Choi انجام ش��د و برنامه های دمایی مطاب��ق با برنامه حرارتی
)4( در دستگاه ترموسایکلر )Biorad، ساخت آمریکا( صورت پذیرفت. در 
پایان محصولات PCR روی ژل آگارز 1/5 درصد )س��اخت سیناژن، ایران( 

الکتروفورز )ساخت پایاپژوهش پارس، ایران( گردید.
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Endometritis as a risk factor for cystic ovarian disease, anoestrus and other reproductive disorder, is characterized 
by impact of dairy production performance and causes serious economic losses. Listeria monocytogenes can 
cause endometritis. Considering the importance of what mentioned present study was conducted to detection of  
L. monocytogenes in bovine endometritis from Shahrekord, Iran. Altogether 180 vaginal discharge samples of bovine 
endometritis were collected with sterile cotton swabs from Shahrekord, Iran. The swabs were placed directly into 
Listeria enrichment broth. Secondly enrichments were streaked on Palcam agar. Suspected colonies were evaluated 
for detecting L. monocytogenes by polymerase chain reaction (PCR) method. L. monocytogenes was not found in 
any samples. Present study suggests absence of L. monocytogenes in bovine endometritis in the region.
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شکل 1- تصویر الکتروفورز ژل آگارز جستجوی Listeria monocytogenes. 1 و 12: 
مارکر 100 جفت بازی، 2: کنترل مثبت )636 جفت باز(، 3: کنترل منفی، 4 تا 11: نمونه های 

مشکوک مورد آزمون قرار گرفته.

در نتایج تس��ت های بیوش��یمیایی برای کلنی هایی که از نظر ظاهری 
مش��کوک به لیس��تریا بودن��د، در هیچ کدام از نمونه ها هی��چ یک از گونه 
های لیس��تریا شناس��ایی نگردیدند. همچنین جهت ارزیابی دقیق تر که از 
آزمون PCR جهت جس��تجوی L. monocytogenes استفاده گردید، 
در هیچ کدام از نمونه های مش��کوک L. monocytogenes یافت نشد 

)شکل 1(.
 L. monocytogenes اگرچه در تحقیقات منتشر شده در زمینۀ جستجوی
 L. monocytogenes ًدر نمون��ه های واژنی از بوفالو در هندوس��تان عمدت��ا
یاف��ت نش��ده اس��ت )2( اما در بعض��ی از مطالعات��ی که اخیرا ص��ورت گرفته 
نمون��ه های آلوده به لیس��تریا یافت ش��ده اس��ت. چنانچ��ه در مطالعه ی 
Chaudhari و همکاران در هندوس��تان، از واژن بوفالوهای ذبح ش��ده در 
کش��تارگاه Bareilly، 125 نمونه سواب اخذ گردید که میزان آلودگی به 
L. monocytogenes 2/4 درصد و L. ivanovii 0/8 درصد اعلام شد 
)2(. همچنی��ن در مطالعه ی Shakuntala و همكاران )2006( به روش 
PCR در هندوستان روي بوفالوهايي كه مشکل دستگاه تناسلي داشتند و 
 L. monocytogenes توانايي زايمان در آن ها وجود نداشت آلودگی به

را 4/44 درصد اعلام کردند )9(.
طبق گزارش��ات منتش��ر ش��ده، آلودگی به لیس��تریا در گاو مقداری 
 بیش��تر از بوفالو اس��ت، چنانچه در مطالعه ی Thakur، L. ivanovii از 
نمونه های واژنی در موارد repeat breeding و سقط در گاو به ترتیب 4/68 
 Sharda و 8/69 درصد جداسازی شده است )13(. در یک بررسی که توسط
 L. monocytogenes و همکاران در سال 1991 صورت گرفته است شيوع
بين گاوها و بوفالوهاي هندوس��تان به میزان 6 درصد گزارش ش��ده است 
 )10(. در مطالعه ای دیگر که توس��ط Ramisse و همكاران در فرانس��ه،

"L. monocytogenes را از 3 درص��د نمون��ه ه��اي جنين��ي و 6 درصد 
نمونه هاي جفتي در 89 مورد سقط گاو جداسازي كردند )7(.

در گوس��فند و بز نیز گزارش��اتی در زمینه ی جداسازی لیستریا وجود 
دارد، ب��ه این صورت که در مطالع��ه ی Sharma و همکاران )2008( در 
 هندوس��تان از میان گله های بررسی شده، Listeria ivanovii به همراه

L. monocytogenes در یک گوسفند یافت گردید )12(. در یک بررسی 
دیگر L. monocytogenes را از نمونه های واژنی گوسفند )3/7 درصد( 

 L. ivanovii و ب��ز )3/32 درصد( جداس��ازی نموده اند. در ای��ن مطالعه
نیز در 0/93 درصد از موارد نمونه های واژنی گوس��فند جداس��ازی گردید 

.)11(
جداسازی L. monocytogenes در حیوانات به ظاهر سالم و بدون 
علائم کلینیکی ممکن است نشان دهندۀ این مسئله باشد که این حیوانات 
در دورۀ انکوباس��یون بیماری هستند یا نشان دهندۀ مقاومت آن حیوان به 

L. monocytogenes باشد )14(.
اما در بعضی از بررس��ی های صورت گرفت��ه در نمونه های واژنی اخذ 
ش��ده از حیوانات مختلف، لیس��تریا یافت نشده اس��ت، به عنوان مثال در 
مطالعۀ Yadav و همکاران، از گوس��فندانی که از نظر ظاهری سالم بودند 
در نمونه س��واب های اخذ ش��ده از واژن، هیچ یک از گونه های لیس��تریا 
یافت نگردید )14(. همان طور که اش��اره ش��د، عمدتاً در تحقیقات منتشر 
 ش��ده در هندوس��تان در زمین��ۀ جس��تجوی L. monocytogenes در 
نمونه های واژنی از بوفالو نیز L. monocytogenes یافت نش��ده اس��ت 
)2(. ب��ا توجه به اینکه در این مطالعه نی��ز L. monocytogenes یافت 
نگردید به نظر می رسد که نمی توان L. monocytogenes را به عنوان 
عام��ل موثر در موارد آندومتريت گاو در این منطق��ه تلقی نمود. مطالعات 
تکمیل��ی جهت تعیین عوامل تاثیرگذار بر موارد آندومتريت گاو این منطقه 

توصیه می گردد.
از پژوهش��کده بیماری های مش��ترک انسان و دام دانشگاه شهرکرد به 

جهت تامین منابع مالی این طرح تشکر و قدردانی می گردد.
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