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باشد که به لحاظ بهداشت جامعه و خسارات اقتصادی ناشی از آن، از اهمیت های مشترک بین انسان و دام میترین بیماریبروسلوز یا تب مالت از شایع :زمینۀ مطالعه

 فراوانی برخوردار است. 

 اشد.بطمئن و قطعی در تشخیص این بیماری میهای شیر و خون بزهای سانن و استفاده از یک روش مهای مختلف در نمونهجستجوی باکتری بروسلا با روش: هدف

شد آوریصورت جداگانه جمعبز سانن مربوط به یک دامداری صنعتی بزرگ در استان البرز به 722های خون و شیر از توصیفی نمونه -در مطالعه حاضر مقطعی: کارروش

 DNAهای شیر انجام گرفت. سپس ای شیر برای نمونههای خون و آزمون تست حلقهمونهمرکاپتواتانول برای ن2های سرولوژی رزبنگال، رایت و و پس از کشت، آزمون

های های شیر و خون با استفاده از پرایمرهای اختصاصی جنس بروسلا مورد ارزیابی قرار گرفت. در مرحله بعد از پرایمرهای اختصاصی گونهشده تمام نمونهاستخراج

 های بروسلا استفاده شد.برخی از گونهآبورتوس و ملی تنسیس برای شناسایی 

ملی تنسیس تشخیص داده شد.  7های خون منفی گزارش گردید اما رشد باکتری در سه نمونه شیر، مشاهده شد که در بیوتایپینگ، بیووار کشت تمام نمونه :نتایج

بت مشاهده شد. همچنین درصد( مث 0/1نمونه ) 9نمونه مثبت و یک نمونه مشکوک به بروسلا شناسایی گردید که با روش مولکولی هر  1در آزمون سرولوژی خون نیز، 

پلکس، درصد( مثبت مشاهده شد. با استفاده از پرایمرهای گونه به روش مولتی 0/1نمونه ) 9نمونه مثبت بود که درروش مولکولی،  72ای شیر هم در آزمون تست حلقه

 تشخیص داده شدند.  ملی تنسیس بروسلانمونه شیر و خون،  9هر 

عنوان یک روش سریع و با به Real Time PCRیا  PCRمانند  مولکولی یهااستفاده از روش شخیصی مناسب باکتری وبهبود سیستم ت: نهایی گیرینتیجه

 کنی آن مهم باشد.تواند در کنترل بیماری، سیر نزولی و ریشهو همچنین ایجاد آگاهی در جامعه، در کنار سایر عملکردهای سازمان دامپزشکی میحساسیت بالا 

 ، بروسلوزPCR، بز سانن، سرولوژی، بروسلا ملی تنسیس :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحقمجله  © تیرایکپ

 رانیدانشگاه تهران، تهران، ا یدانشکده دامپزشک ،یمونولوژیا یولوژیکروبیگروه م ،یتمایاشراف رجیا: مسئول سندهینو
 Iashrafi@ut.ac.ir : یکیپست الکترون

 

مقدمه

بیماری  ترینباکتری بروسلا عامل بیماری بروسلوز یا تب مالت، از شایع

مشترک بین انسان و دام بوده که به لحاظ بهداشت جامعه و ضرر و زیان 

ا دارد. این باکتری طیف وسیعی از پستانداران اقتصادی اهمیت فراوانی ر

شامل: انسان، شتر، گاو، گوسفند، بز، جوندگان و پستانداران دریایی را 

گونه: ملی تنسیس،  9های اصلی بروسلا در گونه (.7-0کند )درگیر می

آبورتوس، سویس، کنیس، اویس، نئوتومه، ستی، پینی پیدیالیس و 

: میکروتی، اینوپیناتا و ولپیس گونه غیر تیپیک 3پاپیونیس و 

(. بیماری تب مالت در انسان متعاقب تماس 5شده است )بندیطبقه

مستقیم با حیوان آلوده خصوصاً ترشحات و مایعات رحمی در زمان 

زایمان، و تماس غیرمستقیم از طریق شیر و محصولات لبنی صورت 

بروسلا در شود. گیرد. هرچند از طریق پوست و تنفسی هم وارد میمی

پستانی جایگزین شده های آلوده در غدد پستانی و غدد لنفاوی فوقدام
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(. هرچند 6-1کند )شود و ایجاد بیماری میو به داخل شیر منتقل می

های زیریهای مختلف، برنامهیافته با استراتژیبرخی از کشورهای توسعه

ی های پزشکدقیق و امکانات مناسب دامپزشکی و حمایت سازمان

کن کنند ولی در برخی از کشورها مانند توانستند این بیماری را ریشه

های فراوان سازمان بوده و علیرغم تلاش بومی ایران این باکتری

ها و حذف دام آلوده دامپزشکی، خسارات زیادی مانند: سقط، ضعف دام

های شایع بروسلا (. گونه9-77کند )را به صنعت دامداری ایران وارد می

و سپس آبورتوس  3و  7ایران در درجه اول ملی تنسیس بیووارهای در 

(. هرچند واکسیناسیون درکشور با همت سازمان 72باشد )می 7بیووار 

گیرد ولی عواملی مانند عدم صورت رایگان انجام میدامپزشکی و به

ها و وجود مرزهای فراوان قاچاق دام در نظارت کافی در واردات دام

های سنتی و آگاهی ناکافی دامداران، جمعیت زیاد مداریکشور، وجود دا

ها و صورت مستیم از دامداریعشایری کشور، توزیع محصولات لبنی به

بدون پاستوریزاسیون، نبود واکسیناسیون منظم در کل کشور و عدم 

ها، از موارد گسترش این بیماری اجرای آزمون و کشتار در مورد دامداری

 (.72،73باشد )در ایران می

کنی این بیماری در بین جامعه انسانی و دامی مستلزم یک ریشه

های جانبه دارد و اساساً در درجه اول بر پایه آزمونبررسی و پژوهش همه

ها در باشد. این آزمونمی 2MEسرولوژیکی از قبیل: رزبنگال، رایت و 

ها و واکسیناسیون های آلوده و حذف آنجهت شناسایی اولیه دام

ها دارای نتایج منفی کاذب به های سالم دیگر است. چون این آزمونامد

های دیگر و سویه واکسن بوده های متقاطع با باکتریجهت واکنش

ها در چندان مورد پذیرش و اطمینان دامداران نبوده و باعث مقاومت آن

(. از طرف دیگر در آزمون کشت 1،70شود )جهت حذف دام آلوده می

شده است دوره وان یک روش استاندارد طلایی معرفیعنهم که به

انکوباسیون طولانی، داخل سلولی بودن باکتری و عدم جداسازی در 

موارد مزمن بیماری باعث شده این روش هم حساسیت کمتری داشته 

های با حفاظت بالا را نیز دارد باشد هرچند این روش، نیاز به آزمایشگاه

(7 .) 

اسب در جهت تشخیص سریع باکتری استفاده از یک روش من

های مناسب و ای برخوردار است. یکی از روشبروسلا از اهمیت ویژه

است. این روش علاوه بر سرعت، دقت و  PCRسریع، روش مولکولی 

 هایخطر بودن دارای حساسیت و ویژگی بالایی نسبت به آزمونبی

-71شود )سرولوژیکی و کشت دارد و بروسلا در حد گونه شناسایی می

هدف از مطالعه حاضر، بررسی وضعیت شیر بزهای سانن ازنظر (. 75

بروسلا و همچنین پیشنهاد یک روش مطمئن و سریع در شناسایی 

 باشد.بروسلا در حد گونه می

 مواد و روش کار

رأس بز سانن یک دامداری 722گیری از نمونهگیری: نمونه

باسابقه چندین سقط و بدون  7391و در زمستان  بزرگ در استان البرز

 های شیر و خون از بزهای ساننسابقه واکسیناسیون صورت گرفت. نمونه

های کشت، برداری اخذ گردید. جهت آزمایشو با رعایت اصول نمونه

دی لیتر خون وریهای خون، سه تا پنج میلیسرولوژی و مولکولی از نمونه

صورت هپارینه اخذ گردد همچنین برای بهبدون ماده ضد انعقاد و هم 

لیتر میلی 25های شیر، های کشت، سرولوژی و مولکولی نمونهآزمون

آوری و در یک فالکون استریل ریخته شد و با شیر از کارتیه ها جمع

حفظ شرایط سرمایی به آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشکده دامپزشکی 

های خون به روش سانتریفیوژ دانشگاه تهران منتقل گردید. سرم نمونه

های شیر پس از کشت دادن، ( و همراه با نمونه79کردن جداسازی شد )

 گراد نگهداری گردید. درجه سانتی -20تا زمان آزمون مولکولی در 

های شیر و خون در نمونههای خون و شیر: کشت از نمونه

های یکبیوتمحیط انتخابی بروسلا براث همراه با مکمل رشد با آنتی

واحد  72500) ، باسیتراسینالملل(واحد بین 2500) بمیکسینپلی

 250) ، نالیدیکسیک اسیدگرم(میلی 5000) ، سیکلوهگزامیدالملل(بین

 7000) ، ونکومایسینالملل(واحد بین 50000) ، نیستاتینگرم(میلی

( کشت داده شد و به مدت Oxoid, Basingstoke, UKگرم( )میلی

درصد 70اکسید کربن گراد با دیدرجه سانتی 31دمای  پنج روز در

گذاری گردید. سپس به محیط انتخابی بروسلا آگار انتقال داده گرمخانه

اکسید گراد با دیدرجه سانتی 31شد و به مدت یک هفته در دمای 

های درصد نگهداری شد. پرگنه های رشد کرده ازنظر آزمون70کربن 

، گلوکز و لاکتوز بررسی H2Sیداز، اوره، نیترات، بیوشیمیایی کاتالاز، اکس

 و Altonتوسط  که روشی طبق کلاسیک (. بیوتایپینگ20شدند )

های آنتی سرم. شد انجام است شدهتوصیف  7991همکاران در سال 

شده از موسسه تهیه  (Tb) تفلیس بروسلا مرجع فاژ و M و Aاختصاصی 

 از برخی. استفاده گردیدوتحلیل تجزیه و تشخیص برای رازی

 ،H2S ، تولیدCO2 به وابستگی مانند بیوتیپ هایآزمایش

 و تیونین حاوی محیط در رشد ،Mو  A سرم آنتی با آگلوتیناسیون

 خاص یفاژها توسط لیز و آکریفلاوین توسط آگلوتیناسیون فوشین،

 (.20-22شد ) تفسیر مستند هایداده به توجه با نتایج و شد انجام

های سرم به روش غربالگری رزبنگال نمونهآزمون سرولوژی: 

(RBPTژن( بر روی پلیت )یک قطره سرم و یک قطره آنتیA  وM ) با

های شیر نیز به (. نمونه22بررسی ازنظر آگلوتیناسیون انجام گرفت )

بروسلا ژن ( با استفاده از آنتیMRTای شیر )روش آزمون حلقه
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ه رازی ایران انجام و تفسیر نتایج بر اساس شده از موسستهیه آبورتوس

رنگ ایجاد شده در لایه خامه نسبت به لایه زیرین مورد بررسی قرار 

ع ای و بر مبنای شفافیت مایگرفتند. آزمون تکمیلی رایت به روش لوله

ها در مقایسه با لوله شاهد و آگلوتیناسیون ایجادشده قرائت فوقانی لوله

آگلوتیناسیون مثبت و عدم شفافیت  گردید. شفافیت دلیل بر

 2باشد. همچنین آزمایش ی عدم آگلونیناسیون میدهندهنشان

( به همان روش آگلوتیناسیون رایت لوله ای با بافر 2MEمرکاپتواتانول )

2ME های مثبت و مشکوک سرم ها جای سرم فیزیولوژی برای نمونهبه

 (.70،27-20انجام گرفت و نتایج ثبت گردید )

های شیر را نمونههای شیر و خون: از نمونه DNAتخراج اس

سانتریفیوژ کرده که سه لایه تشکیل  70000دقیقه با دور  20به مدت 

قسمت رویی که همان چربی و قسمت  PCRشود. جهت آزمون می

ی باشد. بنابراین قسمت میانزیرین که رسوبات شیر هست مورد نیاز می

در  DNA(. برای استخراج 2،71،22،39به کمک سمپلر خارج شد )

شرکت انتقال  DNAهای شیر و خون، از کیت استخراج نمونه

( ساخت ایران استفاده گردید و MBSTی زیست مولکولی )هاسامانه

DNA  گراد نگهداری شد.درجه سانتی -20شده در استخراج 

ی بروسلا: برای تشخیص جنس و گونه PCRآزمون 

ورت صمسترمیکس این آزمون از شرکت ویراژن )آمپلیکون، دانمارک( به

یتری و با استفاده از لیکروم 25آماده تهیه شد. آزمون در حجم نهایی 

غلظت ) یمرپرایتر از هر لیکروم 7میکس آماده، یتر از مسترلیکروم 5/72

یتر آب مقطر، آماده لیکروم 5/1و  DNAیتر از لیکروم 3پیکومول(،  70

 شده دادهنشان  7جدول در  PCR(. پرایمرها و مراحل 25،26ردید )گ

 بروسلاهای مثبت یهسومنفی و از کنترل  عنوانبهاست. از آب مقطر 
 (Strain 544)و بروسلا آبورتوس ( Strain 16M)ملی تنسیس 

شده از کلکسیون میکروبی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران یهته

در دستگاه ترموسیکلر  PCRمراحل  کنترل مثبت استفاده شد. عنوانبه

TC- 512 (Techne- England انجام گردید. برای قرائت نتایج )

PCR دقیقه در بافر  10به مدت  90با ولتاژ  دو درصد، ژل آگارزTBE 

1X جفت باز )سیناکلون  700. از مارکرالکتروفورز شدCat. No. 

SL7031 (PR901644) )أیید اندازه باندهای اختصاصی ت جهتهم

با  (MR7721C) با اتیدیوم بروماید یزیآمپس از رنگاستفاده شد. 

صورت باند فلورسنت در دستگاه ، بهلیتریلیمدر میکروگرم  7غلظت 

أیید تجهت  .مشاهده و ذخیره گردید )بیورد، آلمان( ترانس ایلومیناتور

 د.توالی شده و در بانک ژنی ثبت گردینهایی یکی از موارد مثبت تعیین 

 نتایج

های انتخابی بروسلا آگار، پس از یک هفته یطمحنتایج کشت: 

د کشت منفی بودن ازنظری خون هانمونه. تمام ی قرار گرفتندموردبررس

رنگ بدون همولیز در یخاکسترپرگنه های اما در سه نمونه از شیر، 

 رشد منفی ازنظرکانکی  محیط بلاد آگار مشاهده شد ولی محیط مک

ی کاتالاز، اکسیداز، احیاء نیترات، و هاآزمونبود. در نتایج بیوشیمیایی 

های حاوی یطمحهیدرولیز اوره مثبت مشاهده شد. رشد باکتری در 

در  H2S، عدم تولید گاز CO2رنگ فوشین و تیونین بدون نیاز به گاز 

بیووار  Mآنتی سرم منفی و آگلوتیناسیون مثبت با  Tb، فاژ TSIمحیط 

 ، تشخیص داده شد.بروسلا ملی تنسیس 7

سرم جداسازی شده برای  722از ی سرولوژی: هاآزموننتایج 

( و 0غربالگری رزبنگال، شش نمونه با آگلوتیناسیون شدت بالا )+ آزمون

( و یک مورد هم مشکوک 2دو نمونه با آگلوتیناسیون شدت کمتر )+

 رنگ بنفشنمونه شیر، حلقه  72ی شیر، دراحلقهمشاهده شد. در آزمون 

ای نیز دو ی آزمایش تشکیل شد. در آزمون رایت لولههالولهدر بالای 

 320/7، دو نمونه با تیتر600/7، چهار نمونه با تیتر7210/7یترنمونه با ت

هم دو نمونه  2MEمشاهده شد. در آزمون  10/7و یک نمونه هم با تیتر

و یک  760/7، یک نمونه با تیتر320/7، پنج نمونه با تیتر600/7با تیتر

نشان  3و  2ول جدگزارش گردید. نتایج کلی در  10/7نمونه هم با تیتر

است. شده داده

 (.0،6برنامه زمانی و دمایی پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه حاضر ). 1جدول 

 منابع وزن مولکولی توالی نام پرایمر

B4 

B5 

F: TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 

R: CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG 
bp223 25 

Br.a F: GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC 

R: TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT 
bp091 26 

Br.m F: AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 

R: TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT 
bp137 26 

1 94 °C (5 m); 39 cycles; 94 °C (60 s); 58 °C (45 s); 72 °C (60 s); 72 °C (10 m) 
2 94 °C (5 m); 34 cycles; 94 °C (60 s); 56 °C (45 s); 72 °C (60 s); 72 °C (2 m). 
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های های مورد استفاده برای تشخیص بروسلا از نمونهنتایج آزمون. 2جدول 

 خون بزهای سانن.

 PCR مرکاپتواتانول2 رایت رزبنگال کشت نمونه

7 - ++++ 7210/7 600/7 + 

2 - ++++ 7210/7 600/7 + 

3 - +++ 600/7 320/7 + 

0 - +++ 600/7 320/7 + 

5 - +++ 600/7 320/7 + 

6 - +++ 600/7 320/7 + 

1 - ++ 320/7 320/7 + 

1 - ++ 320/7 760/7 + 

9 - (-+) 10/7 10/7 + 

 
های های مورد استفاده برای تشخیص بروسلا از نمونهنتایج آزمون .3جدول 

 شیر بزهای سانن.
 PCR کشت تست حلقه ای شیر نمونه

7 + + + 

2 + + + 

3 + + + 

0 + - + 

5 + - + 

6 + - + 

1 + - + 

1 + - + 

9 + - + 

70 + - - 

77 + - - 

72 + - - 

 

با  PCRاز آزمون  آمدهدستبهنتایج : PCRنتایج آزمون 

نمونه شیر  722نشان داد که از  B5و  B4استفاده از پرایمرهای 

بوده که  bp223درصد( واجد باند  0/1نمونه ) 9بزهای سانن، 

ی خون هم هانمونهباشد که در یمجنس بروسلا  دهندهنشان

گانه در آزمون دو (.7 تصویرنمونه، مثبت مشاهده شد ) 9همین 

PCR  نمونه مثبت واجد باند  9هم هرbp137  بودند که

کدام از یچه(. 2 تصویرباشند )یم بروسلا ملی تنسیس دهندهنشان

را نشان ندادند. نتیجه تعیین توالی یکی از  bp091باند  هانمونه

 بود که این ملی تنسیسبروسلا أیید نهایی ت، در جهت هانمونه

 ثبت گردید. MT355497نمونه در بانک ژنی با کد

 بحث

 به بالاروی اخیر مصرف شیر به لحاظ ارزش غذایی هاسالدر 

 یژه باکتریوبههای میکروبی آن یآلودگافزایش بوده و بررسی 

ین ترمهم(. بروسلوز یکی از 21باشد )یمبروسلا بسیار حائز اهمیت 

باشد که اهمیت جهانی یمک بین انسان و دام های مشتریماریب

دارد و بر اساس یک معیار جهانی، میزان تب مالت در جمعیت 

انسانی یک کشور رابطه مستقیمی با میزان شیوع بروسلوز در 

(. صدمات اقتصادی فراوان به 21جمعیت دامی آن کشور دارد )

ر ها مانند کاهش شیر، کاهش باروری، اختلال دیدامدارصنعت 

ین و حذف دام و همچنین صدمه جنسقطی تولیدمثلی، هابرنامه

المللی، منع فروش و ینببه اقتصاد کشور در جلوگیری از تجارت 

ی آلوده دامی، توجه به این بیماری را آشکار هافراوردهصادرات 

های یدامدار(. در مطالعه حاضر، علل سقط یکی از 29سازد )یم

بیماری بروسلوز با چندین روش  ازنظربزرگ صنعتی بزهای سانن 

 است.  گرفته قراری بررس مورد

 

 

 جنس بروسلا. ییشناسا یبرا PCR یارهیواکنش زنج جینتا .1تصویر 

 

 
 .و آبورتوس سیتنس یبروسلا مل صیتشخ یبرا  PCRپلکسیمولت جینتا .2تصویر 
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هر چند استاندارد طلایی برای تشخیص بروسلا روش کشت 

گیر بودن و خطرناک بودن این روش، همچنین باشد ولی وقتمی

های وجود نتایج منفی در کشت به دلایل مختلف مانند نیاز به محیط

های دی فازیک و کاستاندا، سخت رشد کاملاً اختصاصی مانند محیط

 ها وها، استفاده از محیطر نمونههای ثانویه دبودن باکتری، آلودگی

 های سفید به روش سانتریفیوژ کردنهای نامناسب، تغلیظ گلبولروش

ها، مقدار کم باکتری در خون و شیر، زنده نبودن و شکستن گلبول

گیری از محل نامناسب برای تشخیص، از معایب این باکتری و نمونه

 2071ن در سال و همکارا Sharma(. در مطالعه 22باشد )روش می

های بز و نمونه مثبت سواپ واژن و محتویات جنینی در نمونه 21از 

گوسفند، فقط سه نمونه در محیط کشت جداسازی شده بود که دو 

نمونه مربوط به سواپ واژن و یک نمونه هم مربوط به محتویات جنین 

های واژینال و سقط شده بود. در این مطالعه اشاره شده که نمونه

ت رحمی در زمان سقط بهترین نمونه برای کشت محسوب ترشحا

نیز از  2001و همکاران در سال  Ilhan(. در مطالعه 79شوند )می

های درصد( در محیط1/1نمونه ) 1نمونه شیر مورد مطالعه، فقط  702

نمونه مثبت  20که با روش مولکولی کشت جداسازی شده در حالی

که سقط در ر با توجه به این(. در مطالعه حاض22تشخیص داده شد )

های خون و شیر برای بررسی های قبل صورت گرفته بود از نمونهماه

د های خون و شیر موربروسلا، استفاده گردید. در نتایج کشت از نمونه

درصد( از شیر مشاهده شد و  5/2مطالعه، فقط سه نمونه مثبت )

 ن پایین بودنهای خون از نظر رشد منفی گزارش شدند که میزانمونه

مقدار باکتری در نمونه، زنده نبودن ارگانیسم و میل به داخل سلولی 

تواند های اختصاصی میها و روشبودن باکتری بروسلا و نیاز به محیط

د به روش کشت باشاز دلایل جداسازی پایین باکتری در این مطالعه 

ه از نمون 50که همسو با مطالعات دیگران بود. در تحقیقی دیگر از 

درصد(  59نمونه ) 32شیر بزهای با سابقه سقط به روش سرولوژی، 

درصد(  1/11نمونه ) 01مثبت دیده شد که در روش مولکولی 

مثبت گزارش گردید. در این مطالعه سخت رشد بودن باکتری 

بروسلا از معایب روش کشت اشاره شده است. همچنین روش 

ر اکتری بروسلا در شیمولکولی ابزاری ارزشمند در جهت شناسایی ب

 (.30بز اشاره شده است )

شناسایی بیووارهای بروسلا از نطر اپیدمیولوژی بسیار حائز 

باشد. در نتایج بیوتایپینگ این مطالعه، هر سه نمونه اهمیت می

تشخیص داده شد.  7بیووار بروسلا ملی تنسیسجدا شده از کشت، 

ملی  3و  7ار در مطالعات دیگران نشان داده شده است که بیوو

تنسیس در برخی از کشورها مانند ایران، ترکیه و آسیای مرکزی 

(. هر چند بیووارهای دیگر نیز در ایران 20،37رایج می باشند )

 (. 32،33گزارش شده است )

های سرولوژی از قدیم مورد توجه دامپزشکان و روش

هایی مانند رزبنگال، رایت و پزشکان بوده است. روش

هزینه هستند ولی ها هرچند ساده و کمانول. این روشمرکاپتوات2

ها مشاهده نتایج قطعی ندارند و موارد منفی یا مثبت کاذب در آن

ها با بروسلا های مشترک برخی از باکتریشود. وجود آنتی ژنمی

ویبریو ، وسکمپیلوباکتر فت، سالمونلا، انتروکولیتیکا یرسینیامانند 
 باعث ایجاد آگلوتیناسیون و جواب برونشیسپتیکابردتلا و  کلرا

(. در مواردی هم مانند اوایل 70،22مثبت کاذب می شوند )

ها، آنتی بیماری، زمان زایمان، فرم مزمن بیماری، نقص ایمنی

 IgG1ها مانند ها و عدم شناسایی برخی از آنتی بادیبیوتیک تراپی

(. از طرف 1شود )در آزمون رایت، نتایج منفی کاذب مشاهده می

ها و نیاز به تکرار آزمایش در دیگر مشکوک بودن برخی از آزمون

روزهای آینده، تردید دامدار از پرداخت غرامت، ضعف در سیستم 

قرنطینه و عدم تامین دام جایگزین باعث تمایل دامدار به فروش 

دام آلوده و خروج آن از دامداری شده و شیوع بیماری را باعث 

 (.30-36شود )می

بررسی آلودگی شیر بزها از نظر بروسلا بسیار اهمیت دارد  

چراکه از شیر بز در تهیه پنیرهای سنتی استفاده شده و یکی از 

پنیرهای محبوب در برخی از کشورها مانند ترکیه و ایران به حساب 

های غربالگری ای شیر یکی از روش(. آزمون حلقه22آید )می

 باشد. منتها نتایج مثبت بالاای شیری میپرکاربرد خصوصا در گاوه

به دلیل عدم اختصاصی بودن این روش در شیرهای بز، از معایب 

باشد. عوامل موثر دیگر بر روی نتایج این آزمون، ورم این آزمون می

(. در 22باشد )پستان، آغوز و شیرهای پایان دوره شیرواری می

ای شیر مثبت هنمونه شیر با روش آزمون حلق 72مطالعه حاضر 

های دیگر از جمله روش مولکولی، گزارش گردید که با بررسی روش

 جدولدرصد( آن مثبت کاذب تشخیص داده شد ) 25سه نمونه )

نمونه  702نیز از  2001و همکاران در سال  Ilhan(. در مطالعه 2،3

ای شیر مثبت مشاهده شد در نمونه از نظر آزمون حلقه 21شیر 

(. 22نمونه مثبت تشخیص داده شد ) 20که در روش مولکولی حالی

نمونه  320بر روی  2071و همکاران در سال  ElTahirدر مطالعه 

 62درصد( در آزمون رزبنگال،  1/77نمونه ) 31شیر و خون در بز، 

درصد( در  3/1نمونه ) 21و  درصد( در آزمون الیزا 7/79نمونه )

موارد مثبت گزارش شده است. این در حالی است که  CFTآزمون 

در روش کشت دو نمونه مثبت از شیر و یک نمونه مثبت از خون 
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جداسازی شده است. در این مطالعه نیز به اهمیت روش مولکولی 

(. نتایج 23به عنوان یک روش قطعی در تشخیص اشاره شده است )

 باشد.مده در مطالعات فوق همسو با مطالعه حاضر میدست آبه

و با استفاده از  PCRدر مطالعه حاضر از روش مولکولی  

های آبورتوس و ملی تنسیس پرایمرهای اختصاصی جنس و گونه

تمام  PCRهای شیر و خون انجام گرفت. در آزمون در مورد نمونه

مورد  72مورد از  9موارد مثبت و مشکوک سرولوژی از خون و 

ای شیر، از نظر باکتری بروسلا مثبت مشاهده مثبت آزمون حلقه

شد و از نظر گونه نیز، ملی تنسیس تشخیص داده شدند و تعیین 

های مثبت قطعی بودن این روش را تأیید نمود. توالی یکی از نمونه

حساسیت و ویژگی پرایمر تشخیص جنس مورد استفاده در این 

-Alشده است که همسو با مطالعه  درصد گزارش 700مطالعه، 

Mariri  (. 31باشد )می 2070و همکاران در سال

Renukaradhya  اهمیت روش مولکولی  2002و همکاران در سال

در  کنند ورا در تشخیص بزهایی که عفونت را دارند ولی سقط نمی

شوند و زمان زایمان انتشار باکتری را در دامداری باعث می

شوند ای که به دامداری اضافه میزهای آلودههمچنین در مورد ب

و همکاران در سال  Ilhan(. در مطالعه 31اشاره کرده است )

، روش مولکولی به عنوان یک روش سریع، قطعی و حساس 2001

عنوان شده و یک روش مفیدبرای تشخیص پیشنهاد شده است 

نیز، روش  2073و همکاران در سال  Ghorbani(. در مطالعه 22)

لکولی به عنوان یک روش مناسب با قدرت بالای تشخیصی اشاره مو

های شده است. در این مطالعه یک نمونه منفی در آزمایش

تواند به مثبت تشخیص داده شد که می PCRسرولوژی، با روش 

 (. 20عنوان یک منبع عفونت، بسیار اهمیت داشته باشد )

دقت بالا  های مولکولی علاوه بر سرعت ودر استفاده از روش

 های بروسلاو استفاده مقدار ناچیزی از نمونه، توان تشخیص گونه

های غیراختصاصی میزبانی نیز وجود دارد. در برخی از در گونه

جا نگهداری می ها که گاو، گوسفند و بز به صورت یکدامداری

اصی اختصهای غیرشوند احتمال آلودگی گاو، گوسفند و بز با گونه

های ترشحی مربوط به بادیارد. علاوه بر این آنتیبروسلا وجود د

های تواند اختلال در کارهای تشخیصی با روشواکسیناسیون می

توان سرولوژی ایجاد نماید که با انتخاب پرایمرهای مناسب می

(. در 39های وحشی تفریق داد )های واکسیناسیون را از گونهگونه

نمونه  10ته بود از ای که در این مورد صورت گرفیک مطالعه

مورد بروسلا شناسایی شده که با روش مولکولی،  50سقطی در گاو، 

تشخیص داده شده  Rev1واکسن  بروسلا ملی تنسیسدو مورد آن 

به روش  2071و همکاران در سال  Dadar(. در مطالعه 71بود )

RFLP-PCR هایهای آن و سویهعلاوه بر تشخیص بروسلا، گونه 

های است و روشنیز شناسایی شده Rev1 مربوط به واکسن

مولکولی به عنوان یک روش تشخیصی مناسب پیشنهاد شده است 

(20 .) 

در مطالعه حاضر مشاهده شد که  گیری نهایی:نتیجه

های سازمان دامپزشکی کشور، بیماری بروسلوز علیرغم تمام تلاش

شود. بهبود های صنعتی کشور هم دیده میحتی در دامداری

 PCRسیستم تشخیصی با یک روش مناسب مانند روش مولکولی 

دهی مناسب واکسیناسیون گوسفندان در کنار عواملی مانند پوشش

ستفاده از تجارب برخی از کشورها در جهت سیر نزولی یا و بزها، ا

کنی این بیماری و آگاهی و دانش مناسب به دامداران، ریشه

کنی این بیماری مشترک بسیار مهم تواند در کنترل و ریشهمی

 باشد.

 سپاسگزاری

 -نویسندگان این مقاله از اعضای محترم گروه میکروبیولوژی

دانشکده  های بزرگهای داخلی دامو گروه بیماری ایمونولوژی

دامپزشکی دانشگاه تهران که در کلیه مراحل انجام این مطالعه 

 .نمایندیاری رساندند، صمیمانه سپاسگزاری می
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Abstract 
BACKGROUND: Brucellosis or Malta fever is one of the most prevalent zoonotic diseases considered as a health and 

economic concern.  

OBJECTIVES: The current study aimed to employ several methods to detect Brucella in blood and milk samples of 

saanen goat and use a safe and definitive method to diagnose this disease. 
METHODS: In this study, 122 blood samples and 122 milk samples were collected from saanen goats. After culture 

and serological-based isolation methods (RBPT, Wright, 2ME, and Ring test), DNA was extracted from all the blood 

and milk samples. PCR was carried out using B4 and B5 primers on all the extracted DNAs in order to detect the B. 

abortus and B. melitensis; PCR was carried out with Br.a and Br.m primers. 

RESULTS: The results of all the blood samples were negative, but bacterial growth was observed in three milk 

samples, which was detected in biotyping, biovar 1 melitenensis. The PCR results for detection of Brucella spp. of 

nine blood samples and nine milk samples were positive. Using mPCR primers, B. melitensis were identified through 

all the nine milk and blood samples. 

CONCLUSIONS: Herein, we found that better bacterial diagnostic system and choosing an appropriate technique for 

rapid detection, such as PCR and Real Time PCR, in addition to popular awareness and other functions of national 

veterinary medicine institute could control the diseases and decrease their incidence successfully.  
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Oligonucleotide primer sequences and PCR conditions. 

Table 2. Results of the blood samples. 

Table 3. Results of the milk samples.  

Figure 1. PCR results for identification of Brucella spp. 

Firure 2. Multiplex PCR results for detection of B. melitensis and abortus. 
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