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تعيين فراواني آلودگي ليستريايي در محصولات لبني ارسالي به آزمايشگاه اداره نظارت بر مواد غذايي و بهداشتي استان لرستان و تعيين الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي
علي مجتهدي1، محمد جواد طراحي2، اصغر سپهوند3، آذردخت خاكپور4، اسماعيل رادسري5، مريم توسلي6، اعظم رضواني7







مقدمه

جنس ليستريا شامل هفت گونه مي باشد كه از بين آنها ليستريا منوسايتوژنز تنها پاتوژن انسان و حيوان است. اين باكتري كوكوباسيل گرم مثبت و بدون اسپور بوده كه اغلب در كشت بصورت كوكسي مشاهده مي شود و بي هوازي اختياري است (1). پس از 48 ساعت بسياري از آنها و در كشت كهنه همه آنها گرم منفي 
مي شوند. ليستريا در دماي 25-20 درجه سانتيگراد داراي 4 فلاژل بوده و كاملا"متحرك است؛ ولي در 37 درجه سانتيگراد حركت كاملا" منفي نيست (2).

ليستريا منوسايتوژنز گسترش جهاني داشته و در دماي يخچال به آهستگي تكثير مي يابد. سالها است كه ليستريا منوسايتوژنز به عنوان پاتوژن منتقل شونده از طريق غذا1 شناخته شده كه باعث موارد اسپوراديك و شايع شده است (3). مطالعات متعددي از كشورهاي مختلف دلالت مي كند كه ليستريا منوسايتوژنز در محصولات لبني، گوشت، سبزيجات و ساير غذاها يافت مي شود. در سال 1983 يك شيوع ليستريوزيس در ماساچوست اتفاق افتاد كه عامل آن شير پاستوريزه بود. در شيوع ديگري در كاليفرنيا، پنير مكزيكي آلوده با ليستريا منوسايتوژنز باعث آلودگي شده بود. ميزان مرگ ومير در هر دو شيوع تقريبا"30% بود (3).

انسان از طريق استنشاق، خوردن يا تماس مستقيم با غذاي آلوده و فرآورده هاي حيواني مبتلا مي گردد. زنان مي توانند حامل ليستريا در واژن خود باشند و از راه مقاربت بيماري را انتقال دهند. انتقال عفونت از راه جفت در زنان باردار باعث مننژيت منتشر و سقط مي گردد. مهمترين اشكال بيماري مننژيت، سپتي سمي همراه با آنژين و منو نوكلئوز، انسفاليت، كونژنكتيويت چركي همراه با زخم قرنيه، اندوكارديت، آبسه و ضايعات موضعي چركي و سقط جنين مي باشد (2). 

بدليل اينكه در استان لرستان دامداري رواج زيادي دارد، اين پژوهش در راستاي ميزان شيوع ليستريا منوسايتوژنز در محصولات لبني كه به اداره نظارت بر مواد غذايي و بهداشتي استان ارسال شد صورت گرفته است.
مواد و روشها 

تعداد 720 نمونه مواد لبني در مدت 14 ماه از اول خرداد سال 1380 لغايت تير ماه 1381 بطور مستمر از نظر آلودگي به ليستريا منوسايتوژنز و ساير گونه هاي ليستريا مورد آزمايش قرار گرفتند. نمونه ها از طرف اداره كنترل مواد غذايي استان لرستان از مناطق مختلف استان كه تحت پوشش اداره مذكور بودند با رعايت شرايط استريل به آزمايشگاه ميكروبشناسي مركز تحقيقات دانشگاه علوم پزشكي لرستان منتقل شد و در دفاتر مخصوصي ثبت گرديده و از نظر آلودگي به ليستريا مورد بررسي قرار گرفتند. نمونه هاي ارسالي پس از توزين به ميزان 25 گرم يا 25 سي سي در ارلن هاي حاوي 225 سي سي محيط BHI2 به اضافه عصاره مخمر مخلوط گرديده و در دماي 4 درجه سانتيگراد به مدت يك هفته يا بيشتر نگهداري شدند. پس از اين مدت ارلن هاي فوق روي محيط هاي ليستريا سلكتيو آگار و پالكام و از هر كدام دو پليت بصورت خطي كشت داده شد. پليت اول از هر محيط در 37 درجه سانتيگراد به مدت 48 ساعت انكوبه گرديد و پليت دوم از محيط هاي فوق در 4 درجه سانتيگراد به مدت يك هفته نگهداري گرديد. سپس از هر پليت پنج كلني مشخص انتخاب شده و روي محيط هاي Blood Agar و TSYEA3 كشت داده شده و در 37 درجه سانتيگراد به مدت 24 ساعت (يا بيشتر بر حسب نياز) انكوبه گرديد. روي كلني هاي ايجاد شده آزمايشهاي تشخيصي و تكميلي صورت گرفت. ابتدا از كلني ها، لام گرم تهيه شد و سپس كلني ها از نظر توليد كاتالاز مورد ارزيابي قرار گرفتند و كاتالاز مثبت بودند. تست هاي ديگر شامل حركت مثبت در 22 درجه سانتيگراد،MR4(+)،VP5(+)، اسكولين(+)، گلوكز(+)، مالتوز(+)، رامنوز(+) و واكنش TSI6 (A/A) بود. بر اساس تست CAMP با استافيلوكوكوس اورئوس (S.aureus) و رودوكوكوس اكوئي(R.equi) و تخمير گزيلوز، ليستريا منوسايتوژنز و ليستريا سيليگري از هم افتراق داده شدند. هر دو گونه ليستريا در تست CAMP با S.aureus مثبت و با R.equi منفي بودند؛ ولي ليستريا سيليگري گزيلوز را تخمير نموده در حاليكه ليستريا منوسايتوژنز از نظر تخمير گزيلوز منفي است. ضمن اينكه ليستريا منوسايتوژنز بتا هموليز بوده و ليستريا سيليگري هموليز بتاي ضعيف دارد. در اين طرح تست CAMP بجاي تست آنتون بكار رفت كه از نظر زمان و هزينه مقرون به صرفه بود. ليستريا اينوكوا نيز با منفي بودن تست CAMP با S.aureus و R.equi و عدم تخمير مانيتول و عدم احياي نيترات شناسايي گرديد. ضمن اينكه هموليز منفي است.

بعد از شناسايي گونه هاي ليستريا، تست آنتي بيوگرام روي محيط مولر هينتون آگار براي تعيين مقاومت آنتي بيوتيكي صورت گرفت، بدين صورت كه سوسپانسيوني از كشت خالص باكتري با كدورتي برابر با لوله 5/0 مك فارلند تهيه شد و با سواب استريل روي محيط مولرهينتون آگار در دو جهت مخالف و دور پليت كشت داده شد و سپس به مدت 24 ساعت در 37 درجه سانتيگراد انكوبه گرديد.پس از اين مدت قطر هاله هاي عدم رشد با خط كش اندازه گيري شد و از روي جدول استاندارد، حساسيت و مقاومت تعيين گرديد.
يافته ها

در اين پژوهش 720 نمونه مواد لبني از كارخانجات و مراكز محلي توليد لبنيات جمع آوري و مورد بررسي قرار گرفت. از 720 نمونه مواد لبني مورد آزمايش 120 مورد (66/16%) آلوده و 600 مورد (34/83%) غير آلوده بودند. جدول شماره 1 انواع ماده لبني و فراواني آلودگي آنها را نشان مي دهد (جدول شماره 1). از 120 مورد آلودگي با ليستريا، 42 مورد مربوط به ليستريا اينوكوا (35%)، 8 مورد مربوط به ليستريا سيليگري (7/6%) و 70 مورد مربوط به ليستريا منوسايتوژنز (3/58%) بودند. نمونه هاي لبني كه ليستريا منوسايتوژنز از آنها جدا گرديد عبارت بودند از : شير خام (85/92%)، دوغ (85/2%) و پنير 
(3/4%). همه سويه هاي ليستريا اينوكوا و ليستريا سيليگري نيز از شير خام جدا شدند. در تست آنتي بيوگرام، كليه ايزوله ها به پني سيلين، آمپي سيلين، كوتريموكسازول، آميكاسين، جنتامايسين و كانامايسين حساس بودند. در بين سويه هاي ايزوله شده يك سويه به استرپتومايسين و پنج سويه به اريترومايسين مقاوم بودند.
جدول شماره 1ـ توزيع فراواني مواد لبني ارسالي به اداره نظارت برمواد غذايي خرم آباد در سال 1381-1380 بر اساس نوع ماده لبني و آلودگي ليستريا

	جمع
	غيرآلوده
	آلوده
	آلودگي به ليستريا

نوع

ماده لبني

	درصد
	تعداد
	درصد
	تعداد
	درصد
	تعداد
	

	07/63
	455
	7/56
	340
	9/95
	115
	شير

	5/16
	119
	8/19
	119
	0
	0
	ماست

	9
	65
	3/10
	62
	5/2
	3
	پنير

	2/4
	30
	5
	30
	0
	0
	خامه

	2/4
	30
	7/4
	28
	6/1
	2
	دوغ

	8/1
	13
	17/2
	13
	0
	0
	كره

	1/1
	7
	16/1
	7
	0
	0
	كشك

	14/0
	1
	17/0
	1
	0
	0
	بستني

	100
	720
	100
	600
	100
	120
	جمع


بحث 1
از جمله مسائل مهم و در خور توجه كشورهاي در حال پيشرفت، آلودگي مواد غذايي و بويژه مواد لبني مي باشد كه منجر به بيماريهاي منتقل شونده از طريق غذا مي گردد. براي پيشگيري و تحت كنترل درآوردن اين بيماريها بايد عوامل ايجاد كننده اين بيماريها و روشهاي جدا نمودن و شناسايي آنها و نيز راههايي كه اين عوامل، مواد غذايي را آلوده مي كنند، شناخته شوند.

در اين بررسي تعداد 720 نمونه مواد لبني از نظر وجود ليستريا منوسايتوژنز و ساير ليسترياها مورد بررسي قرار گرفتند كه از اين تعداد 120 نمونه آلودگي به ليستريا داشتند (66/16%)، 
42 مورد مربوط به ليستريا اينوكوا (35%)، 70 مورد مربوط به ليستريا منوسايتوژنز (3/58%) و 8 مورد مربوط به ليستريا سيليگري (7/6%) بود. در تحقيقي كه توسط فاربر1 و همكارانش در انتاريو2 صورت گرفت، شيوع گونه هاي ليستريا 4/12% در شير خام بود. همچنين لووت3 و همكارانش شيوع گونه هاي ليستريا در شير خام را 15-5 درصد در ايالات متحده گزارش كردند (3). در تحقيقاتي كه در ايالات متحده، كانادا و اسكاتلند صورت گرفت، ميزان جداسازي ليستريا منوسايتوژنز 2/4-3/1 درصد گزارش شد (6، 7، 9).

همچنين در سال 1370 وند يوسفي و مرادي روي 300 نمونه شير خام، آلودگي ليستريا منوسايتوژنز را بررسي كردند و34 نمونه مثبت (3/12%)، بدست آوردند (9). در سال 1371 صدر زاده روي 373 نمونه پنير كه از شير خام تهيه شده بود بررسي نموده و 5 نمونه مثبت (34/1%) از ليستريا منوسايتوژنز بدست آورد (10) و بالاخره در تحقيقي كه توسط حسين خان ناظر روي 200 نمونه شير خام در سال 1377 صورت گرفت، 15 نمونه مثبت (5/7%) بدست آمد (11). در اين تحقيق كه در خرم آباد لرستان صورت گرفت در مجموع 720 نمونه ارسال شده به اداره نظارت بر مواد غذايي و بهداشتي استان لرستان، ليستريا منوسايتوژنز (72/9%)، ليستريا اينوكوا (83/5%) و ليستريا سيليگري (11/1%) از كل 
نمونه ها را بخود اختصاص دادند. در اين بررسي نشان داده شد كه در بين فرآورده هاي لبني، شيرخام بيشترين آلودگي به ليستريا
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منوسايتوژنز را دارا مي باشد. ليستريا اينوكوا از مدفوع انسان و حيوان بدست مي آيد و غير بيماري زا است (5). بنابراين جداسازي آن از مواد لبني آلودگي با مواد دفعي را نشان مي دهد.

ليستريا سيليگري نيز بطور وسيع در طبيعت پراكنده است و از سبزيجات و مدفوع حيوانات بدست مي آيد (2). نكته اي كه در اين بررسي از اهميت برخوردار است وجود ليستريا منوسايتوژنز در شير خام، دوغ و پنير مي باشد كه دوغ و پنير آماده مصرف مي باشند و شير خام در بسياري از مناطق روستايي بدون جوشاندن و بدون پاستوريزه شدن مصرف مي شود، كه اين مسئله بويژه در خانمهاي باردار مي تواند باعث مننژيت منتشر و سقط جنين گردد.
بنابراين شناسايي دامهاي آلوده و جوشاندن و يا پاستوريزه نمودن مواد لبني بويژه شير خام در مناطقي كه دامداري رواج دارد مي تواند باعث جلوگيري از تلفات انساني وكاهش زيانهاي اقتصادي گردد. 
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چكيده


مقدمه: ليستريا منوسايتوژنز به عنوان يك پاتوژن جدي انتقال يابنده از طريق مواد غذايي شناخته شده است. مشخص شده است كه مواد لبني ممكن است منبع سويه هاي ليستريا باشند كه منجر به ليستريوزيس انساني شود. هدف از انجام اين مطالعه، تعيين ميزان آلودگي ليستريايي از محصولات لبني ارسالي به آزمايشگاه اداره نظارت بر مواد غذايي و بهداشتي لرستان بود.�
�
مواد و روشها: در اين مطالعه توصيفي 720  نمونه مواد لبني مختلف ارسالي به آزمايشگاه كنترل مواد غذايي استان لرستان از نظر وجود گونه هاي ليستريا مورد بررسي قرار گرفت. يك سري تستهايي شامل توليد كاتالاز، CAMP، وگز پروسكوئرVP))، هموليز بتا و تخمير قندهايي مانند گزيلوز و مانيتول براي تشخيص ليستريا به كار رفت و در نهايت تست آنتي بيوگرام براي تعيين مقاومت آنتي بيوتيكي انجام پذيرفت.�
�
يافته ها: ليستريا منوسايتوژنز در 72/9% نمونه ها و ليستريا اينوكوا و ليستريا سيليگري به ترتيب در 83/5% و 11/1% �نمونه ها يافت شد.گونه هاي ديگر ليستريا در اين بررسي ايزوله نگرديد. در تست آنتي بيوگرام همه ايزوله ها به پني سيلين، آمپي سيلين، كوتريموكسازول و جنتامايسين حساس بود و 5 ايزوله ليستريا منوسايتوژنز به اريترومايسين مقاوم بود.�
�
نتيجه گيري: با توجه به اينكه مواد لبني آماده مصرف بوده و امكان آلودگي آنها با گونه هاي ليستريا زياد مي باشد لذا جداسازي و تشخيص اين باكتري در مواد لبني حائز اهميت است.�
�
واژه هاي كليدي: لرستان، ليستريا، مواد لبني، آنتي بيوگرام�
�












1-  دانشجوي مقطع Ph.D باكتري شناسي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان


2 - كارشناس ارشد آمار عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشكي لرستان


3 - دانشجوي كارشناس ارشد قارچ شناسي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران


4 - مهندس شيمي گرايش صنايع غذايي، كارشناس بخش ميكروبشناسي اداره كنترل مواد غذايي استان لرستان


5 - كارشناس علوم آزمايشگاهي، مسئول آزمايشگاه اداره كنترل مواد غذايي استان لرستان


6-  ليسانس صنايع غذايي، مسئول بخش ميكروبشناسي مواد غذايي اداره كنترل مواد غذايي استان لرستان


7 - كاردان علوم آزمايشگاهي
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1. Food Borne		


2. Brain Heart Infusion Broth	


3. Trypticase Soy Yeast Extract Agar


4. Methyl Red	5.Voges Proskauer


6. Triple  Sugar Iron Agar


1. Farber 	3. Lovett


2. Ontario 








