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مقایسه دو آنتی‌ژن بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی‌تنسیس جهت استفاده در 
آزمایش حلقه‌ای شیر گوسفند‍‍

سیاوش مکتبی1* مهدی زارعی1 مسعود قربانپور2 طیبه طهماسبی1 محسن پاک نژاد3
1( گروه بهداشت مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران

2( گروه پاتو بیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران
3( دامپزشک، شبکه دامپزشکی شهرستان اندیمشک، خوزستان، ایران

‌‌)‌‌دریافت مقاله: 24 دی ماه 1396،  ‌پذیرش نهایی: 17 اردیبهشت ماه 1397(‌ ‌‌‌

‌چکیده  
زمینه مطالعه: بروســلوز یکی از خطرناکترین بیماری‌های عفونی مشــترک میان انســان و دام است که انتشار جهانی دارد. مصرف شیر و 
فرآورده‌های آلوده دامی یکی از راه‌های اصلی انتقال بیماری به انسان است. در ایران گوسفند در مقایسه با گاو درصد آلودگی بالاتری به بروسلوز 
دارد، بنابراین تشخیص به موقع و دقیق این بیماری نقطه شروع هرگونه برنامه مؤثر به منظور کنترل آن در انسان و دام است. جهت پایش گله 
از نظر آلودگی به بروسلوز آزمایش حلقه‌ای شیر )MRT( توصیه می‌شود که در خصوص گله‌های گوسفند چندان قابل اعتماد نیست. شاید با تغییر 
نوع آنتی‌ژن مورد استفاده در MRT بتوان نتایج آن در گله‌های گوسفند را به واقعیت نزدیک‌تر نمود. هدف: مقایسه استفاده از دو آنتی‌ژن‌ )بروسلا 
آبورتوس، بروسلا ملی‌تنسیس( در MRT جهت ردیابی پادتن ضد بروسلا و نیز بررسی وضعیت آلودگی شیر‌ گوسفندان منطقه دزفول به بروسلا 
با جستجوی ژنوم‌های بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی‌تنسیس در شیر با  روش PCR  بود. روش کار: در این مطالعه 220 نمونه شیر از 16 گله 
گوسفندان عشایر استان خوزستان منطقه دزفول اخذ گردید. بدین منظور ابتدا MRT با دو آنتی‌ژن بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی‌تنسیس بر روی 
نمونه‌ها انجام گرفت و سپس تمام نمونه‌ها با PCR  نیز مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج: بررسی MRT نشان داد که از مجموع 220 نمونه، 47 
مورد )21/3% ( با هر دو آنتی‌ژن بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی‌تنسیس مثبت می‌باشند. با PCR مشخص گردید از مجموع 220 نمونه، فقط 9 
نمونه )4%( به ژنوم بروسلا ملی‌تنسیس آلوده هستند که MRT این 9 نمونه نیز مثبت بود. نتیجه‌گیری نهایی: تفاوت معنی‌داری بین استفاده از 
آنتی‌ژن بروسلا آبورتوس یا بروسلا ملی‏تنسیس در MRT مشاهد نشد. اگرچه اساس دو روش PCR وMRT جهت تشخیص بروسلوز متفاوت 
اســت اما وجود تفاوت معنی‌داری بین نتایج حاصل از PCR و MRT نشــان می‌دهد که  MRT حتی با تغییر آنتی‌ژن هم، در گوســفند آزمایش 
قابل اعتمادی جهت تشخیص آلودگی شیر به بروسلا نمی‌باشد. با توجه به اینکه روش‌های مختلف شناسایی دارای محدودیت‌های خاص خود 
می‌باشند، پیشنهاد می‌شود در خصوص نمونه‌های شیر میش ضمن استفاده از یک روش سرولوژیکی به عنوان غربالگری از تکنیک‌های PCR و 

کشت جهت تشخیص قطعی استفاده گردد.

PCR ،واژه‌های‌کلیدی: بروسلوز، بروسلا آبورتوس، بروسلا ملی‌تنسیس، گوسفند، آزمایش حلقه‌ای شیر

مقدمه
بروســلوز یکی از بیماری‌های مشترک میان انســان و دام است که توسط 

باکتری درون‌سلولی اختیاری جنس بروسلا ایجاد می‌گردد)2(. این بیماری 

بهداشت و سلامت عمومی و اقتصادی دامی در بعضی از کشورها از جمله 

ایران را به خطر انداخته است )18(. از خسارات اقتصادی این بیماری حذف 

دام‌های سقط کرده، کاهش تولید شیر و گوشت، ناباروری و افزایش فاصله 

بین دو زایش را می‌توان نام برد. به‌استثنای تعداد کمی از کشورهای جهان 

کــه ‎عــاری از این عفونت بوده و یا موفق به ریشــه‌کنی شــده‌اند، اکثریت 

کشــورها به بروســلوز آلوده‌اند. انسان ممکن اســت با مصرف محصولات 

لبنی غیرپاســتوریزه، تماس با ترشــحات واژن بعد از ســقط‌جنین یا بعد از 

زایمــان از دام آلوده و حتی استنشــاق هوای اصطبــل دام‌های آلوده مبتلا 

گردد. دامپزشکان و کارکنان آزمایشگاه‌ها، سلاخان و کارگران کشتارگاه‌ها، 

بازرسان گوشت و کسانی که به نحوی با فرآورده‌های دامی در ارتباط هستند 

در معرض خطر این بیماری می‌باشند )2(.

در کشــورهای دیگر درصد آلودگی در گاوها بیشتر از گوسفندان است 

ولی در ایران گوسفندها درصد آلودگی بالاتری را در مقایسه با گاوها نشان 

می‌دهند )8(. ابتلا به بروســلوزیس در گوسفندان عشایر استان خوزستان، 

همواره به عنوان یك مسئله و معضل بهداشتی مطرح بوده است، بنابراین 

شناسایی و تشخیص دقیق گونه‌های بروسلا جهت مطالعات اپیدمیولوژیکی 

در انســان و حیوانات اهلی، به منظور بکارگیری راه‌های کنترلی مناســب، 

اهمیــت پیدا می‌کند )20(. یکی از آزمایش‌هــای معمول که برای پایش و 

غربالگری بروســلوز در ســطح گله استفاده می‌شــود، آزمون حلقه‌ای شیر 

)MRT( است. به‌خصوص در گله‌های گوسفند، MRT چندان قابل اعتماد 

نیســت )3(. شــاید با تغییر نوع آنتی‌ژن مورد استفاده در MRT بتوان نتایج 

آن در گله‌های گوســفند را به واقعیت نزدیک‌تر نمود. گرچه حساسیت این 

آزمون مورد تائید است ولی اختصاصی بودن آن به خصوص در مواردی که 

شیوع بیماری پایین باشــد مورد سؤال قرارگرفته است )12،19(. مهم‌ترین 
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مشــکل اســتفاده از روش‌های ســرولوژیک، نتایج مثبت کاذب ناشــی از 

واکنش متقاطع ســایر آنتی‌بادی‌های باکتری‌ها با آنتی‌ژن بروسلا می‌باشد 

) 3،10،14(. کاربرد روش‌های جدید تشــخیصی که از یک‌ طرف منجر به 

ردیابی و تشخیص سریع و دقیق بروسلا شود و از طرف دیگر خطر عفونت 

با این باکتری را در آزمایشــگاه به حداقل برساند، ضروری به نظر می‌رسد 

بنابراین روش‌های تشخیص مولکولی که ساده، سریع و دارای خطر کم‌تر 

بوده و معمولاًً حساسیت بیشتری، برای تشخیص بروسلا دارند، گسترش 

یافته‌اند. PCR روشی است سریع و دقیق که حساس‌تر از روش کشت بوده 

و نســبت به آزمون‌های سرولوژیکی برای تشخیص بروسلوز اختصاصی‌تر 

می‌باشد )7،9،22(. با توجه به اینکه آنتی‌ژن موجود در ایران جهت تشخیص 

ســرولوژیکی بروسلا در شیر، آنتی‌ژن تهیه شده توسط موسسه سرم‌سازی 

رازی و مربوط به گونه بروسلا آبورتوس است، هدف از این تحقیق مقایسه 

تشخیص بروسلوز در شیر گوسفند با MRT و به کمک دو آنتی‌ژن بروسلا 

آبورتوس تولید شده توسط موسسه رازی و بروسلا ملی‏تنسیس تهیه شده در 

بخش میکروب‌شناسی دانشکده دامپزشکی اهواز و نیز با استفاده از تکنیک 

PCR در شیر گوسفندان عشایر منطقه دزفول بود.

 

مواد و روش کار
جمع‌آوری نمونه‌های شــیر: به منظور انجام آزمایش به صورت كاملاًً 

تصادفی طی دو ماه به 16 گله گوســفند مربوط به عشــایر منطقه دزفول 

کــه دارای 60 تا 300 رأس گوســفند بودند، مراجعــه و جمعا اقدام به تهیه 

220 نمونه شیر گردید. علاوه بر این نسبت به تهیه اطلاعاتی نظیر سابقه 

واکسیناســیون گله و سابقه سقط در گوســفندان از دامداران گردید. جهت 

 ml تهیه هر نمونه از 2 كارتیه یك میش به طریقه استریل اقدام به برداشت

50 شیر درون لوله فالكون ‌گردید. نمونه‌ها سریعاً در كنار یخ به آزمایشگاه 

بهداشــت مواد غذایی دانشــکده دامپزشکی دانشگاه شــهید چمران اهواز 

منتقل و سریعاً آزمایش‌های لازم روی آن‌ها انجام گرفت. 

تهیه آنتی‌ژن: در این رابطه از آنتی‌ژن باکتری بروسلا آبورتوس تولید 

شــده توسط موسسه رازی )کرج- ایران( اســتفاده گردید. آنتی‌ژن باکتری 

بروســا ملی‌تنســیس مورد نیاز در آزمایشــگاه میکروب‌شناسی دانشکده 

دامپزشــکی اهواز تهیه شــد. به طور خلاصه ابتدا سوسپانسیون خالصی از 

باکتری تهیه شــده و پس از سانتریفیوژ به رسوب باقیمانده، هماتوکسلین 

اضافه و به مدت 48 ســاعت در دمای اتاق نگهــداری گردید. این مخلوط 

مجدداً به مدت 20 دقیقه )4000 دور در دقیقه( ســانتریفوژ گردید و رسوب 

 mL(  %85 اسیدلاکتیک ،)6/4 g( باقیمانده با محلولی شامل سدیم کلرید

 1/L6 4/4( که با آب مقطر به حجم mL( %10 و ســدیم هیدروکسید )1/5

رســانده شــده و pH نهایی آن بر روی 3 تنظیم گردیده بود، طی 3 مرحله 

شستشو داده شد تا كاملاًً از رنگ و سایر مواد زائد پاکسازی گردد. یک گرم از 

رسوب باکتری در mL 37 سرم فیزیولوژی 0/5 %حل گردید و pH به‌وسیله 

محلول اسیدســیتریک mL( 0/1 mol 2/5( و 0/5 مولار سدیم هیدروژن 

فسفات )mL 1( بین 3/3 تا 3/7 تنظیم گردید. براساس دستورالعمل موجود 

لازم بود که مقدار فشرده شده باکتری )PCV( آنتی‌ژن حدود 4 باشد. جهت 

این‌کار PCV  آنتی‌ژن تهیه شــده با دستگاه میکروسانتریفیوژ اندازه‌گیری 

شد. آنتی‌ژن تهیه شده تا زمان مصرف در دمای C°4 نگهداری گردید )21(.

تســت حلقه‌ای شــیر )MRT(: ابتدا بر روی هر نمونه شیر به‌ منظور 

تشخیص بروســلوز به صورت جداگانه 2 مورد آزمون حلقه‌ای شیر صورت 

گرفــت. جهت این‌کار درون 2 لوله باریک همولیز به‌طور جداگانه mL 2 از 

نمونه شیر یکنواخت شده ریخته شد و به یک لوله µL 30 آنتی‌ژن بروسلا 

ملی‌تنسیس و به لوله دیگر µL 30 آنتی‌ژن بروسلا آبورتوس اضافه گردید. 

محتویات لوله پس از افزودن آنتی‌ژن به مدت یک دقیقه به ‌آرامی مخلوط 

گردید و لوله‌ها به مدت 1 ســاعت در انکوباتورC° 37 قرار داده شد و نتایج 

قرائت گردید )21(.

روش انجــام PCR: اســتخراج DNA از نمونه‌هــای شــیر بــا کیت 

استخراج DNA شرکت سیناژن و طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام 

 20°C اســتخراج شــده تا انجام مراحل بعدی در فریزر منفی DNA .شــد

نگهداری گردید. در این مطالعه از پرایمر‌های اختصاصی بروسلا آبورتوس و 

بروسلا ملی‌تنسیس ارائه ‌شده توسط Bricker و Halling در سال1994 

استفاده گردید)6(. توالی نوكلئوتید پرایمر‌های مورد استفاده در جدول 1 ارائه 

شده است. 

جهت انجام PCR ابتدا محلول مســتر‌میکس )سیناژن، ایران( حاوی 

پرایمرهای مورد بررسی با حجم نهایی µL 750 برای 50 نمونه تهیه گردید. 

 DNA همچنین در این مطالعه آب مقطر استریل به عنوان کنترل منفی و

اســتخراج شده از 2 سویه باکتری بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی‏تنسیس 

که توسط بخش میکروب شناسی دانشکده دامپزشکی اهواز تأیید و تأمین 

‌شده بود به‌ عنوان کنترل مثبت استفاده گردید. سپس µL 15 از مسترمیکس 

 DNA 10 از µL 0/2  ریخته و ســپس ml را درون میکروتیوب اســتریل

 Bioer,( استخراج شده به آن اضافه شد و نمونه در دستگاه ترمال سایکلر

China( قــرار گرفت. همچنین به منظــور تهیه نمونه‌های کنترل مثبت، 

همزمــان و بطور جداگانــه µL 10 از DNA باکتری بروســا آبورتوس و 

بروســا ملی‏تنســیس به µL 15 مســتر میکس اضافه و برای تهیه نمونه 

کنترل منفی نیز µL 10 آب مقطر به µL 15 مســتر میکس اضافه گردیده 

و درون ترمال ســایکلر قرار گرفتند. چرخه دمایی به‌کاررفته شامل 5 دقیقه 

حرارت در C°94، ســپس 35 چرخه شامل 45 ثانیه در C°94، 45 ثانیه در 

C°60 و 1 دقیقه در C° 72 و در پایان 5 دقیقه در C°72 بود. برای مشاهده 

محصول PCR ژل آگارز 1% تهیه و ســپس محصــولات  PCR  به درون 

چاهک‌های ژل منتقل ودر دســتگاه الکتروفورز )پایــا پژوهش، ایران( قرار 

داده شــدند. پس از پایان الكتروفورز، ژل روی دستگاه ترانس‌لومیناتور قرار 

گرفت و تحت تابش نور UV باندهای تشکیل شده مشاهده و مورد بررسی 
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قرار گرفتند.

نتایج 
نتایج آزمون حلقه‌ای شــیر: آنتی‌ژن اختصاصی جهت آزمون حلقه‌ای 

شیر گوسفند در ایران وجود ندارد و لذا معمولاًً از آنتی‌ژن بروسلا آبورتوس 

استفاده می‌گردد. در همین راستا هدف از تهیه آنتی‌ژن اختصاصی گوسفند 

و بز با اســتفاده از بروسلا ملی‏تنسیس مقایسه این دو آنتی‌ژن با یکدیگر و 

درنهایت با روش PCR بود. بررسی نمونه‌های شیر نشان داد که 47 نمونه 

)21/3%( در MRT با هر دو آنتی‌ژن بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی‏تنسیس 

مثبت بــوده )جدول2( و حلقه بنفش رنگ واضح بــر روی نمونه‌های فوق 

شکیل شد. 

نتایــج حاصــل از آزمایــش PCR: از مجمــوع 220 نمونه شــیر مورد 

آزمایــش، 9 نمونه )4%( ازنظر وجود ژن‌های بروســا مثبت شــدند. نکته 

قابل توجه این‌که تمام این 9 نمونه فقط با پرایمرهای اختصاصی بروســا 

ملی‏تنسیس مثبت بوده و آزمون MRT آن‌ها نیز مثبت بود )جدول2(. 

تصویر 1 الکتروفورز محصــول PCR در ژل آگاروز مربوط به تعدادی 

از نمونه‌ها به همراه نمونه کنترل مثبت و منفی را نشــان می‌دهد. چنانچه 

مشــخص اســت باند 731 جفت بازی مربوط به بروســا ملی‏تنسیس در 

تعدادی از نمونه‌ها تشکیل شده است.

نتایج بررســی‌های میدانی: نتایج نشــان داد که از 47 نمونه مثبت به 

روش MRT، 36 مورد فقط مربوط به 2 گله می‌باشد. نکته جالب این‌که 8 

مورد از 9 مورد شیرهای که به روش PCR حضور ژن بروسلا ملی‏تنسیس 

درآن‌ها شناسایی شد نیز مربوط به این دو گله بود. این دو گله دارای سابقه 

سقط جنین بوده که براســاس اطلاعات جمع آوری شده یک گله در سال 

1393 با واکسن Rev1 نیز واکسینه شد بود اما از سابقه واکسیناسیون گله 

دیگر اطلاع چندانی در دســترس نبود. تعداد 11 مورد MRT مثبت به طور 

پراکنده در 5 گله دیگر شناســایی شدند که نمونه شیرPCR مثبت نهم نیز 

مربوط به گله‌ای بود که 4 مورد MRT مثبت داشــت. وجود سقط جنین در 

این 5 گله در سنوات گذشته نیز گزارش شده بود.

بحث 
تشــخیص آزمایشگاهی بروســلوز بر پایه کشــت و جداسازی عامل، 

زمان‌بر بوده و ممکن اســت با خطر ایجاد آلودگی‌های آزمایشگاهی همراه 

باشــد )24(. در حــال حاضر در خصــوص گله‌های گاو، پایــش گله از نظر 

بروســلوز با MRT بر روی شــیر گله انجام می‌گیرد )12،18( که برای این 

کار از باکتری رنگ شــده بروسلا آبورتوس که عامل اصلی ایجاد بروسلوز 

در گاو اســت اســتفاده می‌شــود. به علت وجود مولکول 4 آمینو 4 و 6 دی 

دزوکســی مانوز در لیپو‌پلی‌ساکارید بروســا که ازنظر ژنتیکی با لیپوپلی-

ساکارید باکتری‌های اشرشــیا هرمانی، اشرشیا کولای O:157، سالمونلا 

O:30، استنتروفوموناس مالتوفیلیا، ویبریو کلرا O:1 و یرسینیا آنتروکولیتیکا 

O:9، تشابه دارد، احتمال وقوع واکنش‌های متقاطع زیادی وجود داشته و لذا 

روش‌های سرولوژی تشخیص بروسلوز از جمله این روش از ویژگی پایینی 

برخوردار است )11،14،15(. عامل اصلی بروسلوز در گوسفند و بز، بروسلا 

ملی‌تنسیس اســت و به‌خصوص در گله‌های گوسفند، MRT چندان قابل 

اعتماد نیســت. اگر‌چه این دو باکتری آنتی‌ژن‌های مشترک زیادی داشته و 

بر این اســاس هم توصیه شده است در گوسفند و بز جهت انجام MRT از 

آنتی‌ژن بروسلا آبورتوس تجاری استفاده شود، ولی ممکن است استفاده از 

این آنتی‌ژن جهت پایش بروسلوز در گله‌های گوسفند با نتایج قابل قبولی 

همراه نباشــد. این مطالعه با این هدف که شــاید با تغییر نوع آنتی‌ژن مورد 

استفاده در MRT بتوان نتایج آن را در گله‌های گوسفند به واقعیت نزدیک‌تر 

نمود، انجام شــد. بررسی متون علمی نشان داد که تاکنون مقایسه‌ای بین 

این دو آنتی‌ژن جهت انجام MRT در گوســفند و بز انجام نشده است و به 

نظر می‌رســد مطالعه حاضر اولین بررسی در این خصوص باشد. همانگونه 

که اشاره شد، نتایج دال بر عدم وجود تفاوت بین دو آنتی‌ژن فوق بود، ولی 

MRT مقایسه دو آنتی ژن بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی تنسیس در

جدول1. توالی پرایمر‌های اختصاصی برای تشخیص گونه‌های بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی‌تنسیس.

منبعپرایمرتوالی پرایمراندازه محصولگونه

B. abortusbp 4985΄ - GAC GAA CGG AAT TTT TCC AAT CCC- 3΄F6

5΄ - TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT- 3΄R

B. melitensisbp 7315΄ - AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA - 3΄F

5΄ - TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT- 3΄R

جدول 2.  نتایج  آزمون حلقه‌ای شیر و PCR در  نمونه‌های شیر گوسفند.

تعداد نمونهنمونه‌های منفی )درصد(نمونه‌های مثبت )درصد(باکتریتست

)MRT( بروسلا آبورتوسآزمون حلقه‌ای شیر)%173220)78/6%(47)21/3

173)78/6%(47)21/3%(بروسلاملی‏تنسیس

PCR220220)100%(-بروسلا آبورتوس

211)95/9%(9)4/09%(بروسلاملی‏تنسیس
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تفــاوت معنی‌داری بین نتایج حاصل از PCR و MRT  وجود داشــت. این 

نتیجه با توجه به اینکه اســاس روش PCR با MRT كاملاًً متفاوت اســت 

تا حدودی قابل پیش‌بینی نیز بود. معمولاًً استفاده از روش‌های مولکولی به 

عنوان یک روش تأییدی جهت تشخیص بروسلا در کنار روش‌های متداول 

غربالگری ضروری می‌باشد )4،14،26(. در MRT وجود پادتن ضد بروسلا 

در شــیر و در PCR حضور ژنوم باکتری فوق مورد ارزیابی قرار می‌گیرد که 

البته هر کدام نیز نتایج مثبت و منفی کاذب خود را دارد. در خصوص نتایج 

مقایسه‌ای دو آنتی‌ژن مختلف جهت انجام MRT، همانگونه که ذکر شد، 

مطالعه‌ای انجام نشــده اســت، لذا نتایج این بخش از مطالعه قابل قیاس 

با پژوهش‌های مشــابه نمی‌باشــد. در مطالعه حاضــر در توافق با مطالعات 

bateni و Samadzadeh در ســال Hamdy ،2001 و Amin در سال 

Ihan ،2002 و همکاران در ســال Abdalla ،2008 و Hamid در سال 

2012 و Al-Mriri و Haj-Mahmoud در ســال MRT ،2010 در 

مقایسه با PCR میزان شیوع بالاتری را در میش‌ها نشان داد.

Al- در سال 2012 و Hamid و Abdalla مطالعاتی هم‌چون مطالعه

Mriri و Haj-Mahoud در ســال 2010، دال بر ویژگی و حساســیت 

کم‌تر MRT در مقایســه با PCR بوده و به موارد مثبت کاذب نســبتاً قابل 

توجه MRT اشــاره دارند. بر اساس نظر این محققین، MRT می‌تواند در 

موارد دریافت واکسن بروسلوز، وجود کلستروم در شیر، وقوع ورم پستان و 

آلودگی به اجرام خاص مثبت کاذب گردد. موارد منفی کاذب این آزمون نیز 

به مواردی هم‌چون کم بودن میزان پادتن شــیر )مثلا در ابتدای بیماری( و 

Amin و Hamdy هموژنیزه بودن چربی شیر مربوط می‌شود. در مطالعه

جهت تشــخیص بروســلوز، تحقیقی بر روی 103 نمونه شــیر و سرم گاو، 

گوســفند، بز و شــتر با 4 روش PCR، آزمون آگلوتنیاســیون اســتاندارد، 

آزمایــش رزبنگال و MRT انجام داده‌اند و اعلام کرد‌ه‌اند که اگر چه روش 

PCR روشــی با ســرعت و حساسیت بالا برای تشــخیص بروسلا در شیر 

 DNA گاو، گوســفند، بز و شتر است، اما باید توجه داشت که این تکنیک

ارگانیســم زنــده و مرده را در این نمونه‌ها ردیابی می‌کنــد )10(. در مطالعه 

دیگری که توسط Ilhan و همکاران در کشور ترکیه صورت گرفته است، 

102 نمونه شــیر میش‌هایی که سابقه سقط‌جنین داشته‌اند با استفاده از 3 

روش PCR،MRT و کشت میکروبی، جهت تشخیص بروسلا ملی‏تنسیس 

 24 ،PCR مورد بررســی قرار گرفته‌اند. نتایج نشان داده اســت که با روش

 MRT نمونه )23/5%(، با روش کشت میکروبی 8 نمونه )7/8%(  و با روش

28 نمونه )27/4%( آلوده می‌باشــند )13(. در برخی مطالعات گزارش شــده 

است که حساســیت روش PCR در تشخیص 98 ٪ است )16(. مطالعه‌ای 

 ،MRT و همــکاران در ســال 2014  به‌منظور مقایســه Saleha توســط

آزمایش اگلوتیناسیون و PCR جهت تشخیص بروسلا بر روی 142 نمونه 

شیر و خون گاو در كشور پاکستان صورت گرفته است. نتایج نشان داده که 

MRT حساسیت بســیار کمی )4/8%( دارد در حالی که ویژگی آن %90/9 

اســت. همچنین آگلوتیناسیون حساسیت کم )41%( و ویژگی بالا )%66/7( 

دارد و نتیجه‌گیری شده است، که در مجموع PCR به عنوان یك روش قابل 

اعتمادتر حهت تشخیص بروســا در حیوانات می‌باشد )23(. در مطالعه‌ای 

Mohamand  و همكاران در سال 2014 نیز جهت تشخیص بروسلوز در 

گاو از MRT استفاده شده است. در بررسی ایشان بر روی 109 نمونه شیر 

گاو 18/35% از نمونه‌ها در MRT مثبت بوده‌اند و نتیجه‌گیری شده است که 

با توجه به سادگی، MRT را می‌توان به‌عنوان روشی ارزان برای غربالگری 

اولیه عفونت بروسلا آبورتوس در گاو استفاده نمود )17(.

مطالعات فوق نشــان می‌دهند که تفاوت زیادی ازنظر میزان آلودگی 

شیر و محصولات لبنی با استفاده از روش‌های مختلف سرولوژیکی، کشت 

میکروبی و تکنیک PCR وجود دارد. در مطالعه حاضر نیز میزان آلودگی شیر 

گوسفندان منطقه دزفول به بروسلا با روش تست حلقه‌ای شیر 21/3 % و با 

روش PCR فقط 4/1 % تعیین گردید. ضمنا تمامی مواردی که توسط روش 

PCR مثبت بودند، آلودگی به بروسلا ملی‏تنسیس داشتند. نتایج نشان داد 

که روش MRT حتی با استفاده از آنتی‌ژن اختصاصی بروسلا ملی‏تنسیس 

موارد مثبت کاذب زیادی دارد. با توجه به این‌که بیشترین موارد مثبت کاذب 

آزمون MRT در مقایسه با PCR در گله‌هایی بود که سابقه واکسیناسیون 

داشتد، تعدادی از موارد مثبت MRT می‌تواند ناشی از واکسیناسیون باشد. 

اگر چه هدف مطالعه حاضر بررســی شیوع بروسلا در شیر میش نبود، 

اما به طور کلی نتایج نشان داد که حدود 4% شیر گوسفندان منطقه دزفول 

به بروسلا ملی‏تنســیس آلودگی دارند که می‌تواند خطر بهداشتی و ایجاد 

بیماری توسط مصرف غیرصحیح اینگونه شیرها که متاسفانه در بین عشایر 

منطقه دیده می‌شــود را گوشزد نماید. مقایســه یافته‌های مطالعه حاضر با 

ســایر مطالعاتی که در ایران صــورت گرفتــه )5،7،27(، بیانگر وجود یک 

هم‌خوانی نسبی است. لازم به ذکر است که صرف نظر از میزان آلودگی در 

تصویر 1. الکتروفورز در ژل آگاروز محصول PCR جســتجوی اختصاصی بروســا 
آبورتوس و بروســا ملی تنســیس در تعدادی نمونه شــیر میش به همراه نمونه کنترل 
مثبت و منفی: ستون شماره 1 نمونه مثبت بروسلا ملی‏تنسیس )bp 731( ، ستون‌های 
شــماره 2 کنترل مثبت  بروســا آبورتوس ) bp 498(، ســتون شــماره 3: نردبان ژنی 
bp100، ستون شماره4: کنترل مثبت بروسلا ملی‏تنسیس )bp 731( و بروسلا آبورتوس 

)bp 498( به صورت توأم، ستون شماره5: کنترل منفی. 
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بررســی‌های مذکور، تمامی نمونه‌های آلوده در مطالعه حاضر صرفاً حاوی 

بروسلا ملی‏تنسیس بوده‌اند و در هیچکدام از نمونه‌های شیر حضور همزمان 

هر دو سویه بروسلا ملی‏تنسیس و آبورتوس تشخیص داده نشده است. 

در نهایت نتیجه گیری می‌شــود که تفاوت معنی‌داری بین استفاده از 

آنتی‌ژن بروســا آبورتوس یا بروسلا ملی‏تنســیس در MRT وجود ندارد و 

اگرچه اساس دو روش PCR وMRT جهت تشخیص بروسلوز متفاوت است 

اما وجود تفاوت معنی‌داری بین نتایج حاصل از PCR و MRT نشان می‌دهد 

که  MRT حتی با تغییر آنتی‌ژن هم، در گوســفند آزمایش قابل اعتمادی 

جهت تشخیص آلودگی شیر گوسفند به بروسلا نمی‌باشد. با توجه به اینکه 

روش‌های مختلف شناســایی دارای محدودیت‌های خاص خود می‌باشند، 

در خصوص نمونه‌های شیر میش استفاده از MRT جهت غربالگری اولیه 

توصیه می‌شــود. لازم اســت موارد مثبت MRT با ســایر روش‌ها از جمله 

PCR و کشت تشــخیص قطعی گردند. لازم است تمامی دام‌های منطقه 

تحت پوشش بروسلوز قرار گرفته و آموزش‌های لازم در خصوص جلوگیری 

از انتقال بیماری به انســان و دام‌ها و خطرات مصرف شــیر‌های نجوشیده 

صورت گیرد.  

تشکر و قدردانی
مطالعه حاضر نتایج پایان نامه کارشناســی ارشد بهداشت مواد غذایی 

می‌باشــد كه هزینه‌های انجام آن از طریق پژوهانه دانشگاه شهید چمران 

اهواز تأمین شــده است كه بدینوســیله از حوزه معاونت پژوهشی دانشگاه 

سپاسگزاری می‌نماید.

MRT مقایسه دو آنتی ژن بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی تنسیس در
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Abstract:
BACKGROUND: Brucellosis is one of the most dangerous worldwide infectious zoo-

notic diseases that are common between ruminants and human. Consumption of infected 
milk and by-products is the major transmission source to human. In Iran, sheep compared 
to cow, has a higher rate of contamination with brucellosis. Therefore, early detection and 
precision could be a starting point for any efficient program to control the disease in hu-
man and animals. For brucellosis monitoring, milk ring test (MRT) is recommended but 
the test is not reliable in sheep herds. Perhaps a more realistic outcome could be achieved 
by changing the antigen used in MRT. OBJECTIVES: Comparison of two Brucella abor-
tus and Brucella melitensis antigens in MRT for detection of Brucella antibodies in milk, 
as well as monitoring contamination of  ewe’s milk in Dezful region by detection of B. 
abortus and B. melitensis genes using PCR. METHODS: In this research, 220 milk samples 
from 16 different herds were collected from Dezful region’s nomadic at Khuzestan prov-
ince. As the first step, MRT by two antigens, B. abortus and B. melitensis, were conducted 
on the samples. Next, the samples were subjected to detect Brucella genes using PCR 
technique. RESULTS: Results showed that 47 (21/3 %) out of 220 cases were positive by 
MRT test, in terms of both antigens of B. abortus and B. melitensis. In PCR, out of 220 
samples, only 9 (4%) samples were positive for specific genes of B. melitensis which were 
MRT positive as well. CONCLUSIONS: A significant difference between B. abortus and 
B. melitensis antigens was not observed in MRT. Although the nature and basis of PCR 
and MRT methods for the diagnosis of brucellosis is different but a significant difference 
between the results obtained by PCR and MRT showed that MRT even by changing of 
antigens is still not authentic. Considering that various methods of identification have their 
limitations, it is recommended that in ewe’s milk samples, in addition to using a serologi-
cal method as screening, PCR and culture methods should be used for definitive diagnosis.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Results of MRT and PCR in ewe’s milk samples.

Table 2. Primers used for detection of B. abortus and B. melitensis.

Figure 1. PCR results on gel electrophoresis No: 1 positive sample of B. melitensis (731 bp), No: 2 positive control (B. abortus, 498 
bp), No: 3, Ladder 100 bp plus, No: 4, Positive control (B. abortus and B. melitensis), No: 5, negative control.


