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ABSTRACT 

 

Background and Aim: Brucellosis is a common human-animal disease caused by Brucella bacteria. This study was 

performed to evaluate the serum prevalence of brucellosis in sheep and goats with a history of abortion in Piranshahr.  

Materials and Methods: One of the essential methods for detection is polymerase chain reaction in which Multiplex-

PCR method is the fastest way to achieve the desired results. Despite the PCR test simplicity, it can be performed on a 

large number of samples due to high sensitivity and specificity. This technique was used to simultaneously identify four 

species of the Brucella family, Brucella mellitensis, Brucella abortus, Brucella ovis and, Brucella suis in sheep and goat 

abortion specimens. 200 serum samples were collected from the Piranshahr region and were first examined for Brucella 

infection by the Rose Bengal test. Then, in the next step, DNA serum samples were extracted for final confirmation and, 

specific primers designed based on the 16s rRNA gene were used to detect Brucella. Specific primers of each species 

were used to identify Brucella species. 

Results: According to Rose Bengal test, the results show that 86 samples (43%) of the serum samples (39% of sheep 

samples and 4% of goat samples) were positive for Brucella. The results of this study were positive for Brucella based 

on multiple PCR tests of 33 samples (16.5%). Prevalence of infection with different species of Brucella based on 

multiple PCR tests is as follows: 19 samples (22%) of Brucella abortus species, ten samples (11.6%) of B. mellitensis 

species, four samples (4.6%) of the samples were infected with B. ovis. The results also showed a significant 

relationship between abortion and the type of livestock (p <0.05). Abortion occurred more in sheep than in goats by 

Brucella bacteria. 

Conclusion: Finally, none of the samples were infected with Brucella Swiss. As a results, Brucella abortus one biovar 

and B. melitensis one biovar are common among sheep and goats in Piranshahr region. Moreover, the use of multiplex 

polymerase chain reaction methods in diagnostic laboratories improves the quality level and increases the detection 

speed. Finally, the results showed that brucellosis is endemic in flocks of sheep and goats in Piranshahr region. 
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 بررسی شیوع سرمی بروسلوز با سابقه سقط جنین درگوسفندان و بزان 

 های سرولوژی، در شهرستان پیرانشهربا استفاده از آزمایش

  1امیر توکمه چی ،  1حسن آرمانفر 

 ، ارومیه ایرانهیدانشگاه اروم ی، دانشکده دامپزشکیولوژیکروبیم گروه .1

 چکیده 

شود. این تحقیق به منظور بررسی شیوع ایجاد می بروسلاهای های مشترک انسان و دام است که توسط باکتریبروسلوز از جمله بیماری   زمینه و هدف: 

 سرمی بروسلوز در گوسفندان و بزان با سابقه سقط جنین شهرستان پیرانشهر انجام شد. 

 Multiplxمطلوب روش ترین آن برای دست یابی به نتایج ای پلیمراز بوده که سریعهای کلیدی تشخیص واکنش زنجیره یکی از روش  مواد و روش ها: 

PCR  است. به این دلیل که تستPCR تواند بروی تعداد زیاد نمونه انجام شود. به منظور تشخیص و ویژگی بالایی دارد و در عین سادگی می حساسیت
های سقطی گوسفندان و بزان از این در نمونه  بروسلا سوئیسو  بروسلا اویس، بروسلا آبورتوس، نسیستبروسلا ملی همزمان چهار گونه از خانواده بروسلاسه، 

. ابتدا با تست رزبنگال مورد بررسی قرار گرفتند بروسلاآوری گردید و از نظر آلودگی به نمونه سرمی از منطقه پیرانشهر جمع 200تکنیک استفاده شد. تعداد 
از پرایمر های اختصاصی طراحی شده بر بروسلا  صیتشخ و جهت استخراج شد DNAهای سرمی  از همه نمونهسپس در مرحله بعد به منظور تایید نهایی 

 از پرایمر های اختصاصی هر گونه استفاده گردید. بروسلاهای  همچنین به منظور تشخیص گونه .گردید استفاده 16srRNAژن  اساس

( ی بزها درصد نمونه 4و  ی گوسفندها درصد نمونه 39) یمورد بررس ی سرمیها از نمونهدرصد(  43نمونه ) 86بر اساس تست رزبنگال   جینتایافته ها: 

مثبت بودند. میزان شیوع آلودگی به  بروسلاها نظر وجود درصد( از نمونه 5/16نمونه ) 33چندگانه  PCRاین مطالعه بر اساس تست  جینتا مثبت بودند. بروسلا
ها به گونه درصد( از نمونه 6/11نمونه ) 10، بروسلا آبورتوسها به گونه درصد( از نمونه 22نمونه ) 19چندگانه  PCRبر اساس تست  بروسلاهای مختلف گونه

داری بین رابطه سقط و نوع دام را نشان داد آلوده بودند. همچنین نتایج ارتباط معنی  بروسلا اویسها به گونه درصد( از نمونه 6/4نمونه ) 4، تنسیسبروسلا ملی 
)05/0 >p) آلوده نبودند.  بروسلا سوئیسها به کدام از نمونهسقط در گوسفندان نسبت به بزان توسط باکتری بروسلا  بیشتر رخ داده است. در نهایت هیچ  

، بیووراهای شایع در بین گوسفندان و بزان منطقه پیرانشهر هستند. تنسیسبروسلا ملی  1و بیووراهای  آبورتوسبروسلا  1نبیووراهای  نتیجه گیری: 

شود و سرعت تشخیص را افزایش های تشخیصی موجب ارتقای سطح کیفی می ای پلیمراز چندگانه در آزمایشگاههمچنین استفاده از روش واکنش زنجیره

 های گوسفندان و بزان منطقه پیرانشهر وجود داردگویای این بود که بروسلوز بصورت اندمیک در گلهدهد. و در نهایت نتایج می
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 مقدمه

های آن ارزش غذایی بسیار بالایی در تغذیه انسان شیر و فرآورده     

ها در ها و استخواندارند. ترکیبات شیر برای تأمین انرژی، تکامل ماهیچه

های آن به عنوان رژیم چنین از شیر و فرآوردهنوزاد لازم است و هم

شود. اما شیر متعادل در تغذیه افراد بالغ استفاده میمغذی حاوی ترکیبات 

های آن به دلیل دارا بودن اکثر ترکیبات غذایی، محیط و سایر فرآورده

شوند. بروسلوز یا تب مالت، ها نیز محسوب می خوبی برای رشد میکروب

ای است که در منطقه مدیترانه بیماری عفونی سیستمیک و پیشرونده

.  عامل این بیماری، (1) شودشتی محسوب مییک مشکل جدی بهدا

باشد که انگل اختیاری درون سلولی و می بروسلاهای جنس  باکتری

و دارای گونه متعددی بوده که  (2)های گرم منفی هستند جزء باکتری

باشند، هر گونه یک میزبان طبیعی ها دارای چند بیوتیپ میبرخی گونه

شود ولی در ترجیحی دارد که به عنوان مخزن عفونت شناخته می

های دیگر نیز ممکن است بیماری ایجاد کنند. میزبان طبیعی میزبان

بروسلا )گوسفند و بز(،  تنسیس ملی  بروسلا)گاو(،  بروسلا آبورتوس

بروسلا )سگ(،  بروسلا کنیس)گوسفند(،  بروسلا اویس)خوک(،  سویس

باشد، اخیراً نیز مشخص شده است )نوعی موش صحرایی( می نئوتومه

در پستانداران دریایی مانند دلفین وجود دارند  بروسلاهایی از  که سویه

زایی بیشتر  ن و بیماریزایی کم برای نشخوارکنندگا که دارای بیماری

ها معمولاً از دام یا . این باکتری(2) بروسلاستیبرای انسان هستند مانند 

 .(3, 2) شوندهای دامی آلوده به انسان منتقل میفرآورده

تب مالت یا تب مواج که به اسامی دیگری مانند بروسلوز هم      

های  ترین بیماری ترین و شناخته شده شود در زمره مهمنامیده می

مشترک انسان و دام در سطح جهان و به ویژه در ایران محسوب 

دار دیگر های تبتواند به بیماریشود. بیماری از نظر بالینی میمی

شباهت داشته و فاقد هر گونه ویژگی بالینی اختصاصی باشد. علائم 

د بدن و عضلات، درد شایع و مهم بیماری شامل تب، لرز، تعریق، در

های گوارشی،  باشد. در عین حال نشانهمفاصل و ستون فقرات می

-عروقی و عوارض عصبی از دیگر علائم بیماری می -تناسلی، قلبی

توانند باشند. بسته به شکل بیماری و مشخصات مرتبط با میزبان می

در بدن ظهور یابند. کشندگی بیماری نادر است ولی با وجود شیوع 

های بهداشتی بل توجه آن برخی معتقدند این بیماری در سیستمقا

مورد غفلت واقع شده است. شیوع بیماری در مناطق مختلف، بر 

های دامی، سطح بهداشت دام، اساس شرایط آب و هوایی، گونه

های تشخیصی مورد های پاستوریزه و آزموندسترسی به فرآورده

، بررسی آلودگی اختصاصی این مطالعه هدف .(4) استفاده متغیر است

روستاهای مختلف شهرستان پیرانشهر  های خون گوسفندان درنمونه

 های سرولوژیکی و مولکولی بوده است.با استفاده از آزمون به بروسلا

 مواد روش کار

 مورد مطالعه منطقه

در  شهرستان پیرانشهر در جنوب غربی استان آذربایجان غربی و     

 45 ثانیه عرض شمالی و 15 دقیقه و 42درجه و 36مختصات جغرافیایی 

نصف النهار گرینویچ قرار دارد  ثانیه طول شرقی از 30 دقیقه و 8 درجه و

 آب و است دارای متر9/1445 سطح دریا برابر از ارتفاع متوسط شهر

نسبتا معتدل کوهستانی می باشد این شهرستان در معیشت  هوای سرد و

 ای دارد.گوسفنداری نقش تعیین کننده شبانی و

 هاآوری نمونهجمع

درصد و  95بیماری و سطح اطمینان  درصد 5تحقیق با فرض شیوع      

 نمونه خون گوسفند و بز، از شهرستان 200درصد تعداد  5با دقت 

اخذ شده در ظروف  های شیرنمونهپیرانشهر به طور تصادفی اخذ شد. 

شناسی دانشکده  سترون در مجاورت یخ خشک به آزمایشگاه میکروب

های اخذ شده در هر . تعداد نمونهدامپزشکی دانشگاه ارومیه منتقل شد

 ( آورده شده است.1منطقه جغرافیایی و روستا در جدول شماره )

 گیریمرحله نمونه

در روستای بادین  1400تاریخ خرداد ماه سال  نمونه گیری در     

راس گوسفند ماده بالغ  45 توابع بخش مرکزی، از تعداد آبادپیران از

 روستای دیلزه از 1400عمل آمد. در آذر ماه سال ه دوساله خون گیری ب

راس گوسفند  35تعداد  از های پیران،توابع بخش مرکزی و جزو دهستان

روستای  1400عمل آمد. در دی ماه ه ماده بالغ دوساله خون گیری ب

راس بز ماده بالغ خون 38تعداد  از بخش مرکزی،رش از توابع  قلاته

واقع  روستای کانی اشکوت منگور 1400عمل آمد. در تیر ماه ه گیری ب

راس  54 تعداد از دهستان منگور غربی به طرف شهرستان سردشت، در

تیر ماه عمل آمد. در ه بالاتر خون گیری ب بالغ سه سال وگوسفند ماده 

توابع لاهیجان شرقی به طرف جاده  روستای گرگول سفلی از1400

راس گوسفند بالغ  28از تعداد  از طرف پسوه، مهاباد )جاده سر میدان(

 عمل آمد.ه گیری بخون
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 رانیا، شهرستان پیرانشهرنقشه ( 1شکل 

 رزبنگالتشخیص بر اساس تست 

های اخذ شده بعد ی تست رزبنگال )آزمایش تست سریع( در نمونهنحوه

 از انتقال به آزمایشگاه اداره دامپزشکی شهرستان پیرانشهر انجام شد. 

 روش انجام تست رزبنگال

های آزمایش حاوی خون گرفته شده مدتی در آزمایشگاه در ابتدا لوله     

سرم از خون جدا شود و سپس سرم یک جایگاه ثابت نگهداری شد تا 

میکرو لیتری انتقال داده شد.  5/1های جداسازی شده را به میکروتیوب

ها سانتریفیوژ گردید. سپس جهت شفاف سازی بیشتر سرم میکروتیوب

مخصوص انتقال داده شد و در ادامه با  ها به پلیتدر مرحله بعد از سرم

لیتر به هر نمونه سرم اضافه  میکرو 30ژن رزبنگال استفاده از آنتی 

 2تا 1ژن به طور کامل مخلوط گردید. سپس به مدت گردید، سرم با آنتی

دقیقه بعد پلیت زیر نور چراغ جهت وجود ذرات ریز آگلوتیناسیون بررسی 

های که داری آگلوتیناسیون بودن به عنوان نمونه مثبت در گردید. نمونه

در  PCRی مثبت جهت انجام تست هانظر گرفته شدند. در نهایت نمونه

جهت انتقال به آزمایشگاه دانشکده دامپزشکی دانشگاه ارومیه  -20دمای 

 دهد( تست رزبنگال را نشان می2نگهداری شدند. شکل )

 

 ( تست رزبنگال2شکل 

 از سرمDNA استخراج 

های مثبت به منظور استخراج  بعد از انجام تست رزبنگال نمونه     

DNA  نمونه بر اساس  86نمونه تعداد  200استفاده شدند. از مجموع

تست رزبنگال مثبت بودند. در مرحله جهت استخراج از کیت استخراج 

DNA Gene All cell SV mini 250 p)  محصول شرکت پیشگام

میکرولیتر از نمونه به  200طبق دستور العمل سازنده انجام شد. ابتدا 

هایی که لیتری انتقال داده شد حجم نمونه میلی  5/1داخل میکروتیوب 

 PBS (Phosphate buffered saline )میکرولیتر بود با  200کمتر از 

 Kمیکرو لیتر پروتئیناز  20میکرو لیتر رسانده شد و سپس  200به حجم 

 BLه میکرو لیتر بافر لیز کنند 200به نمونه اضافه گردید. در مرحله بعد 

(Lysis Buffer ) ماری  وب اضافه و ورتکس گردید و سپس در بنه تیب

دقیقه قرار گرفت. پس از آن یک سانتریفیوژ کوتاه  10درجه به مدت  56

میکرولیتر اتانول مطلق به نمونه  200انجام داده شد و در مرحله بعد 

اضافه گردید. سپس یک ورتکس و سانتریفیوژ کوتاه انجام داده و سپس 

دور به مدت یک  8000( منتقل شد. در SV)های کل حجم نمونه به لوله

آوری شده دور ریخته شد و دقیقه سانتریفیوژ گردید و مایع زیری جمع

اضافه شد.  BW (Wash Buffer )میکرولیتر بافر شستشو  600سپس 

دور سانتریفیوژ صورت گرفت و مایع زیری خارج  8000یک دقیقه در 

( TWوی مرحله دوم )میکرولیتر بافر شستش 700شد. در مرحله بعد 

دور سانتریفیوژ گردید. در مرحله بعد  8000اضافه شد و یک دقیقه در 

دور  13000مانده حذف شوند با سرعت برای این که بافرهای باقی 

 AEمیکرولیتر بافر جدا کننده یا احیاء  200سانتریفیوژ انجام شد. در پایان 

(Elution Buffer) مای اتاق اضافه شد و مدت یک دقیقه در د

-دور سانتریفیوژ شد و نمونه 13000ها با نگهداری گردید، در پایان لوله

در مراحل بعد فریز  PCRهای جمع شده داخل میکروتیوب برای انجام 

 .گردید

  استخراج شده DNAبررسی 

به  DNAجهت اطمینان از روش استخراج و ارزیابی میزان غلظت      

استخراج شده  هاینمونه از نمونه  10صورت تصادفی، جذب نوری تعداد 

 نانومتر قرائت شد و نسبت 260موج توسط اسپکتروفتومتری در طول 

280/260 (DNA/Protein) نیز تعیین شد. 

 PCRترکیب مواد مورد نیاز جهت انجام 
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مرحله اول، غلظت بهینه مواد به کار رفته در  PCRبرای انجام 

 5میکرولیتر به صورت زیر استفاده شد.  25واکنش، در حجم نهایی 

الگو در هر واکنش(،  DNAنانوگرم  10الگو ) DNAمیکرولیتر 

میکرو لیتر مستر 5/12میکرو مول از هر پرایمر رفت و برگشت، 1

داخل دستگاه ها در . لولهآب مقطرمیکرو لیتر  5/6میکس و 

 ترموسایکلر قرار داده شدند.

 PCRبه روش  بروسلاو گونه  بروسلاتشخیص جنس 

( برای تشخیص 2016و همکاران ) Orzileدر این مطالعه از روش      

از  بروسلاهای آن استفاد شد. به منظور شناسایی باکتری بروسلا و گونه

. همچنین (5)استفاده گردید 16SrRNAجفت پرایمرهای اختصاصی ژن 

تنسیس،  بروسلا آبورتوس، بروسلا ملیهای جهت تشخیص گونه

  Hallingو    Brickerاز روش  بروسلا سوئیس و بروسلا اویس

بروسلا اختصاصی گونه  IS711. از جفت پرایمر (6)( استفاده شد1994)

 )1جدول (استفاده گردید لیست پرایمرهای استفاده شده در  آبورتوس

های دمایی برای جنس و گونه یکسان برنامه و سیکلآورده شده است. 

( آورده شده است. در این بررسی، کنترل مثبت از 2بوده که در )جدول 

 DNA)بجای  DNAو کنترل منفی بدون حضور  RB54سویه واکسنی 

 آب مقطر استریل اضافه شد(.

غلظت 

 مورد

در هر 

 واکنش

محصو

ل 
PCR 

)جفت 

 باز(

 سکانس
/3----------/5 

 نام ژن نام  پرایمر

25 

میکرومولا

 ر

800 
GTGCCAGCAGCCGCCGTAATAC 

16s.Universal.800

F 
16srRN

A 
TGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA

AG 

16s.Universal.800

R 

498 
GCCGCTATTATGTGGACTGG BMEii0428F-Bru 

eriD 
AATGACTTCACGGTCGTTCG BMEii0428R-Bru 

590 GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC Ab-AMOS-Bru 

AMOS 
731 AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA Me-AMOS-Bru 

976 CGGGTTCTGGCACCATCGTCG Ov-AMOS-Bru 

285 GCGCGGTTTTCTGAAGGTTCAGG Su-AMOS-Bru 

 TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT Bru-AMOS IS711 

 .(7)بروسلا شناسایی  ( پرایمر های مورد استفاده جهت1جدول 

 

 مرحله (C°)دما زمان هاچرخهتعداد 

 واسرشت سازی اولیه 95 دقیقه 3 1

35 

 واسرشت سازی 95 ثانیه 75

 چسبیدن پرایمر 5/55 ثانیه 80

 توسعه 72 ثانیه 80

 توسعه نهایی 72 دقیقه 5 1

 بروسلاشناسایی  مراز جهتای پلی زنجیرههای دمایی واکنش  برنامه و سیکل( 2جدول 

 .(7)( اویسو  سوئیس، تنسیسملی، آبورتوس)

 

 PCRالکتروفورز و آنالیز محصولات 

ی حاصل از های تکثیر یافته ها یا فرآوردههت شناسایی آمپلیکونج     

، از روش الکترفورز روی ژل آگارز استفاده شد. در PCRهای واکنش 

درصد تهیه  5/1ها، ژل آگاروز این مرحله با توجه به اندازه آمپلیکون

با  TBEسی سی  40گرم آگاروز را به  8/0گردید که برای این منظور 

اضافه گردید و تا شفاف شدن آن حرارت داده شد. و در  X5/0غلظت 

 Safe Stain(Smobio, Taiwan)میکرولیتر رنگ  5/1حین سرد شدن 

در زیر هود لامینار به محلول اضافه شد و خوب مخلوط گردید تا ترکیب 

حاصل کاملاً یکنواخت شود. در نهایت مخلوط حاصل، در زیر هود داخل 

ای و سفت شدن لکترفورز ریخته شد. با ژلههای مخصوص ژل اقالب 

 گردید.استفاده مخلوط، ژل آگاروز برای انجام الکتروفورز 

 هادادهی آمار زیآنال

 Chi-square) یکای آمار روش از استفاده باها  دادهی آمار زیآنال     

Tests )ی آمار برنامه از. شد انجام دوSPSS 22 نسخه (IBM, USA) 

دار معنی  > p 05/0اختلاف با  .دیگرد استفادهی آمار آزمون انجامی برا

 در نظر گرفته شد.

 

 نتایج

در جمعیت گوسفندان مناطق بروسلا توزیع و فراوانی 

 مورد مطالعه

نمونه  81در گوسفند بر اساس تست رزبنگال  بروسلاشیوع و فراوانی      

درصد( بود. بر اساس  5/34نمونه ) PCR 28درصد( و بر اساس  5/40)

در گوسفندان در مناطق مورد مطالعه به  بروسلاتست رزبنگال شیوع 

درصد، در )روستای  4/24ترتیب در روستای مرکزی )روستای بادین آباد( 

درصد بود. جدول  5/55درصد، در )روستای اشکوت منگور(  9/82دیلزه( 

 شماره مشاهده شود.

 در جمعیت بزان منطقهوسلا برتوزیع و فراوانی 

 21نمونه ) 8در بز بر اساس تست رزبنگال  بروسلاشیوع فراوان      

 یبررسدرصد( بود.  5/62نمونه ) 5درصد( و براساس تست پی سی آر 

ی دار یمعن تفاوتی بر اساس نوع دام ماریب وعیش دهد یم نشان جینتا

ی در گوسفندان نسبت به آلودگ یفراوان کهی طوره ب(. p< 05/0(دارد

 ( مشاهده شود.3. جدول )است بودهبزان  از شتریببزان 



 بررسی شیوع سرمی بروسلوز با سابقه سقط جنین...

(1402زمستان -سال اول، شماره اول )پاییز  

 امن گیریمنطقه جغرافیایی نمونه

 روستا

تعداد  نوع دام

 نمونه

رزبنگال 

 مثبت

تست 
PCR 

 5 11 45 گوسفند بادین آباد مرکز

 8 29 35 گوسفند دیلزه مرکز

 5 8 38 بز رشقلاته مرکز

اشکوت  مرکز

 منگور

 12 30 54 گوسفند

گرگول  شرق

 سفلی

 3 8 28 گوسفند

 33 86 200   جمع کل

 منطقه پیرانشهر در گوسفندان و بزان بروسلا( آنالیز آماری متغیر مرتبط با شیوع 3جدول 

 بروسلانتایج براساس رابطه سقط با باکتری 

داری بین  اختلاف معنی کهدهدیم نشان مطالعه نیا جینتا یبررس     

در حیوان توسط باکتری بروسلا وجود دارد. لذا مشخص گردید که  سقط

احتمال سقط در  گوسفندان نسبت به بزان حساسیت بیشتر داشته و

داری وجود دارد  باشد. یعنی ارتباط معنیگوسفندان بیشتر از بزان می

)05/0 >p) . 

های جهت شناسایی حضور گونه PCRنتیجه آزمایش 

 بروسلا

نمونه  33آوری شده، تعداد  نمونه سرم جمع 200از مجموع      

 800که قطعه  16SrRNAبروسلا بر اساس ژن درصد( برای  5/16)

دهد، مثبت تکثیر می PCRبا روش  16SrRNAجفت بازی از ژن 

بروسلا نمونه مثبت  19بوده. الکتروفورز محصولات بیانگر تعدادی 

نمونه  4و در نهایت  تنسیسبروسلاملینمونه مثبت  10، آبورتوس

های مثبت با باندهای مورد بود. تصویر نمونه  بروسلااویسمثبت 

 ( آورده شده است3انتظار در )شکل 

 

 مطالعه موردسرم گوسفند و بز  16S rRNAبر اساس ژن  PCR شیآزما( 3شکل 

مارکر با : 1آگاروز. چاهک  5/1با استفاده از ژل  16S-rRNA ژن PCRمحصول 

بروسلا های جدایه: 1و3هایکچاه ،، ایران(پیشگام) bp 100وزن مولکولی 

، بروسلا: کنترل مثبت  10های منفی، چاهک: نمونه 8، 6، 4های ، چاهکآبورتوس

 اویس: نمونه مثبت بروسلا 7، چاهک تنسیسبروسلا ملی: نمونه مثبت 7چاهک 

 

 بحث

در  بروسلاهای گونهتشخیص آزمایشگاهی بروسلوز و تعیین هویت      

های فنوتیپی آن قرار دارد. اصل بر پایه کشت ارگانیسم و تعیین ویژگی

که زمان بر و مستلزم کار آزمایشگاهی قابل  این فرآیند ضمن این

های آزمایشگاهی بروسلوز را تواند خطر ایجاد آلودگیتوجهی است، می

. برای رفع این مشکلات و نیز دستیابی به (8) نیز به همراه داشته باشد

، تکثیر بروسلاهای ز تعیین دقیق گونهمتدهای ردیابی سریع پاتوژن و نی

با  بروسلا.  برای تشخیص (9) اسیدهای نوکلئیک آن مد نظر قرار گرفت

های تاکنون براساس سکانس نواحی مختلف ژنوم سویه  PCRروش 

های گوناگون مختلف باکتری پرایمرهای متعددی طراحی شده و پروتکل

PCR طی مطالعه (10) ها منتشر شده استارایه شده و نتایج آن .

Mostafavi  روند بیماری در کشور از سال 2012و همکاران در سال ،

هش بوده است. طبق دستورالعمل در گاو رو به کا 1387تا  1370

های سازمان دامپزشکی کشور، شناسایی موارد آلوده توسط آزمون

ها به شود. لیکن این آزمایشانجام می 2MEسرولوژی رزبنگال، رایت و 

دلیل حساسیت و ویژگی پایین، قادر به تشخیص صحیح موارد آلوده 

. نتایج (13-11) باشند و گاه با نتایج منفی و مثبت کاذب همراهندنمی

منفی کاذب به معنی عدم تشخیص گاو آلوده و باقی ماندن منبع عفونت 

 6های گله است که خود تا زمان آزمایش بعدی که حداقل  در بین دام

ها و خطر آلودگی کشد موجب انتشار باکتری در بین دامماه طول می

یق مستقیم یا غیر مستقیم را به دنبال خواهد داشت و مثبت انسان از طر

رغم تولید در گله و عدم خطر انتشار کاذب یعنی حذف دامی که علی

عفونت با پرداخت غرامت توسط دولت و وارد کردن خسارت به دامدار به 

های سرولوژی ویژگی شود. باید اذعان نمود که آزمونکشتارگاه اعزام می

ن موارد منفی کاذب را ندارند و با عنایت به ارزش گاو کافی جهت تعیی

های تشخیصی را مورد ارزیابی شیری در حال حاضر ضروری است روش

های جایگزین با حساسیت و ویژگی قرار داده و تلاش شود تا از روش

های تکمیلی برای شناسایی موارد سرواکتیو استفاده بالاتر یا از آزمون

نماید. خسارت زیادی را به اقتصاد ملی وارد مینمود، زیرا در مجموع 

شود دچار مضافا بر این که دامداری که به عنوان مثبت گزارش می

های سرولوژی جدید از جمله الایزا، شود. روشهای جدی میبحران
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های های تشخیص مولکولی در زمره روشکشت میکروبی و تکنیک

نرا مورد ارزیابی قرار آیند که محققین مختلف آتکمیلی به حساب می

درصد از موارد  5/16اند. نتایج مطالعه حاضر نیز تنها توانست حدود داده

تایید نماید یعنی اگر این عدد را تنها در  PCRسروپوزیتیو را در آزمون 

میلیارد ریال  10منطقه پیرانشهر در نظر بگیرم خسارتی شاید نزدیک به 

 .(14) را در سال مورد ایجاد شود

تشخیص دام مبتلا از طریق کشت میکروبی محدود به موارد خاص      

برداری جهت کشت میکروبی در حجم وسیع امکان پذیر بوده و نمونه

های های سرولوژی بهتر یا تکنیکفکر روشنیست. لذا بیشتر باید به 

و  Ghosian Moghadamای که تشخیص مولکولی بود. در مطالعه

 PCRبه منظور مقایسه بین نتایج کشت و  2008همکاران در سال 

نسبت به آزمایش رایت در گاو، انجام دادند نتیجه گرفتند که روش کشت 

ایت همخوانی دارد درصد با نتایج آزمایش ر 48درصد حساسیت و  6/31

 65درصد حساسیت و  PCR ،58در حالی که این مقادیر برای آزمایش 

تواند می PCRدرصد همخوانی بود و از این رو پیشنهاد نمودند که روش 

به عنوان یک روش سریع و مناسب در تشخیص بروسلا مورد استفاده 

. در مطالعه (15) قرار گیرد. در گوسفند نیز نتایج تقریبا مشابه است

ILhan   راس  162های ه روی بافتدر ترکی 2007و همکاران در سال

مورد سرونگاتیو با روش  117مورد سروپوزیتیو و  45گوسفند، شامل 

درصد موارد خون و  2/1، تنسیسبروسلاملی، باکتری PCRکشت و 

-درصد از نمونه 7/27های لنفی جدا شد. در حالی که درصد عقده 2/17

نتیجه  PCRها در آزمون های لنفاوی آندرصد از اندام 29های خون و 

مثبت نشان دادند که با نتایج بدست آمده در این مطالعه تقریبا همخوانی 

در شناسایی موارد  PCRدارد. در شتر نیز گزارش شده است که موفقیت 

 Ghorbani. در مطالعه (16) مثبت بیشتر از آزمایش سرولوژی بوده است

روی  nested-PCRنتایج سرولوژی، کشت و  2012و همکاران در سال 

در شناسایی موراد از  PCRنمونه سرم شتر نشان داد که حساسیت  310

های عقده روش سرولوژی و کشت بیشتر است. هیچ یک از نمونه

ی نمونه 6لنفاوی در کشت نتیجه مثبت به همراه نداشت در حالی که 

مثبت  nested-PCRنمونه در روش  100نمونه سرم در بین  9خون و 

 .(17) بودند

های ملکولی انجام شده معمولا روی خون با توجه به این که روش     

شود و نظر به این که باکتری برای مدت طولانی در خون انجام می

های سروپوزیتیوی انجام در دام PCRحضور ندارد. در این مطالعه آزمون 

علت پایین  PCRشد با توجه به فاصله زمانی تست سرولوژی و تست 

تواند به دلیل دیر انجام شدن تست می PCRمثبت با  بودن موارد

 ملکولی به دلیل دیر شدن مرحله سنتز پرایمرها باشد.

با استفاده از ژنوم تخلیص شده کشت خالص  PCRهای بیشتر تست

های ها در آزمای نمونهاند؛ بنابراین کارآیی عملی آنباکتری ارزیابی شده

یط آزمایش دارد. البته پرایمرهایی بالینی تا حدود زیادی بستگی به شرا

های بالینی )انسانی و دامی( آزمایش شده نیز طراحی و با استفاده از نمونه

-که در این مورد نیز نتایج به دست آمده در همه شرایط قابل تکرار نمی

، باکتری را در سطح بروسلاباشد. بیشتر پرایمرهای طراحی شده برای 

باشند. پرایمرهای به ها نمیتمایز بین گونهگونه تشخیص داده و قادر به 

طراحی شده که در  IS711کار برده شده بر اساس اینسرشن سکانس یا 

منحصر بوده و تعداد کپی و موقعیت اینسرشن  بروسلاهای تمامی گونه

.  پرایمرهای مورد استفاده (18) سکانس در هر گونه و بیووار متمایز است

های نزدیک با در این تحقیق قبلا آزمایش شده و نسبت به باکتری

ت ممکن است . علت کاهش حساسی(19) اندنتیجه منفی داشته بروسلا

برای یک گونه خاص  PCRبه خاطر این باشد که ست آماده شده 

 و طبیعی است که قادر به تشخیص (20) ( طراحی شدهبروسلاآبورتوس)

بروسلاهای غیر از آبورتوس مناسب نباشد. ضمن این که پرایمرهای 

استفاده شده در سطح گونه اختصاصی بوده و احتمال دارد نمونه 

بوده باشد.  بروسلا آبورتوسای غیر از تشخیص داده نشده محتوی گونه

به احتمال زیاد  PCRی تشخیص داده نشده با بروسلابه بیان دیگری 

بوده که پرایمرهای اختصاصی برای  آبورتوسروسلا ای غیر از بگونه

-قادر به ردیابی آنها نبوده است. علت دیگری که می بروسلا آبورتوس

تواند توجیه کننده این حساسیت نه چندان مناسب باشد این است که 

باکتری تعیین  600حساسیت این واکنش در مرحله اپتیمایز کردن حدود 

های باکتری DNAست که قادر به ردیابی شده. بنابراین قابل انتظار ا

 کمتر از این حد نباشد.  

بادی برای های سرولوژیک ویژگی کمی دارند و تیتر آنتی روش     

مدت زمانی طولانی پس از درمان حتی در موارد بهبودی کامل مثبت 

ماند. در ایران به دلیل اندمیک بودن بروسلوزیس و شیوع بالای باقی می

و همچنین غیراختصاصی بودن علائم بالینی آن، اهیمت بروسلوزیس 

های . ابداع روش(20) شودهای تشخیصی آزمایشگاهی آشکار میروش

پذیر ساخته است. را امکان بروسلاسایی دقیق جنس شناسایی نوین، شنا

و SrRNA16های استفاده از پرایمرهای اختصاصی مربوط به سکانس

31bcsp های ها در نمونهبه عنوان ابزارهای مناسبی برای ردیابی باکتری

. در سال (21) اندتأیید شده بروسلاویژه شناسایی جنس بالینی و دامی به

2000 Zowgi های سرولوژی رایج، و همکاران، با استفاده از روش

 A1, A2, A3و بیووارهای  تنسیسبروسلاملی M2و  M1بیووراهای 
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 کردندهای را در ایران گزارش جدا شده از دام بروسلا آبورتوسی گونه

ی سرمی نمونه 83نیز از  2011و همکاران    Dosti.  در مطالعه (22)

مورد به  69، تنسیسبروسلاملیمورد به  PCR ،9گاوهای مثبت در 

-بروسلاملیو  بروسلاآبورتوسزمان به مورد هم 5و  بروسلاآبورتوس

 73نمونه ) 19. در این مطالعه، مشخص شد که (23) آلوده بودند تنسیس

ی متعلق به گونه بروسلای جنس درصد( از جدایه تایید شده

-ملیی بروسلا درصد( متعلق به گونه 27نمونه ) 10، بروسلاآبورتوس

بودند که این  بروسلااویسدرصد( متعلق به  7/4نمونه ) 4و  تنسیس

 های انجام شده همخوانی دارد.  نتایج با نتایج پژوهش

Khalili  کشتارگاه دام و همکاران شیوع سرمی بروسلوز را در کارگران

و همکاران در بررسی  Shafei. (24) درصد گزارش نمودند 6/58کرمان 

درصد  4/33ر گاو مشکوک به بروسلوز، در استان کردستان، نمونه شی 60

در سودان با روش  Abdalla. (25)مثبت گزارش کردند  PCRبا روش 

PCRIS711  بروسلاهای شیر خام باکتری درصد از نمونه 4/22توانست 

و همکاران انجام دادند،  Kayankای که . در مطالعه(26)را تشخیص دهد

و هم با روش کشت از نظر  qPCRها هم با روش درصد از کل نمونه 2

 .(27)مثبت گردید  بروسلاآبورتوسوجود باکتری 

در این مطالعه با  بروسلاعلت تفاوت در میزان شیوع و آلودگی به      

های جداسازی و تشخیصی )کشت و تواند در روشمطالعات دیگری می

های مولکولی(، موقعیت جغرافیایی، گسترش بیووراها سرولوژی با روش

ها نان این میکروارگانیسمعنوان میزباها و ناقلین گوناگون که بهدر دام

های مقاوم تواند به دلیل ظهور کلنیهستند، باشد. نیز جز اینها، می

های یک ناحیه و باکتریایی و مولد بتالاکتامازهای گسترده در دام

های ها در درمان بیماریبیوتیکی آنتیرویه مدیریت نشدهی بیاستفاده

باشد. همچنین باید در نظر های بررسی شده گوناگون عفونی در دام

-عنوان عوامل عفونی میهای متفاوت و جدید به داشت که حضور سویه

ها در ارتباط باشد که زایی سویهتواند به احتمال فراوان با قدرت بیماری 

کند؛ بنابراین استفاده این امر، کنترل بروسلوزیس در کشور را پیچیده می

ی کارآمد و مناسب برای شناسایی توان یک استراتژرا می PCRاز روش 

های سرولوژی مولد عفونت و اجتناب از معایب روش بروسلاهای سویه

 .(28)سنتی دانست 

های اهلی هستند، آلودگی دام از آنجایی که تنها منبع پخش     

های مثبت ها و حذف دامبهترین راهکار واکسیناسیون مناسب دام

های دیر هنگام، ناکارآمد است. از سوی دیگر عدم واکسن در درمان

های تشخیصی، عدم وجود علایم اختصاصی، وجود بودن تکنیک

مخازن دامی که نقش انکوباتور را دارد، از جمله مهمترین مشکلات 

های بیان شده، ضرورت در بهداشت عمومی است. با توجه به کاستی

همکاری نزدیک پزشکی و دامپزشکی در پایش و پیشگیری از 

شتر به گوسفند و بز توجه بیشود.  بروسلوز و سایر زئونوزها احساس می

که عامل اصلی  تنسیسبروسلاملیها در انتشار از نظر اهمیت این گونه

تواند مخزن آلودگی برای گاو عفونت در موارد بالینی انسان است و می

 گردد.هم باشد نیز قویا توصیه می

 گیری  نتیجه

بروسلا و ی است که بررسی شیوع ی حاضر اولین مطالعهمطالعه     

را در  بروسلااویسو  تنسیسبروسلا آبورتوس، بروسلا  ملی هایگونه

خون گوسفند و بز در استان آذربایجان غربی منطقه پیرانشهر انجام 

خون گوسفند و بز از آن است که  یمطالعه حاکیج این نتاشده است. 

بروسلوزیس در منطقه پیرانشهر مهم عامل  منابع و مخازنتواند از یم

توانند نقش مهمی در اپیدمیولوژی نین گوسفند و بز میهمچد. نباش

 بروسلا اویسبروسلوزیس در منطقه پیرانشهر داشته باشند. و اینکه 

باشد که به آن کمتر اهمیت داده شده از عوامل مهم سقط جنین می

چندگانه یک روش موثر  PCRاست. در نهایت نتایج نشان دادن که 

 بروسلااویسو  وسلاآبورتوسبر، تنسیسبروسلاملیجهت تشخیص 

 باشد.می

 سپاسگزاری

دانند از معاونت محترم نویسندگان مقاله بر خود لازم می     

نیاز پژوهش حاضر و  برای تأمین اعتبار مورد ارومیهپژوهشی دانشگاه 

 های فراوانی که در انجام مراحل مختلف این مقاله انجاممساعدت

 شده است، تشکر و قدردانی کنند.

 تعارض منافع

 بین نویسندگان تعارض منافع گزارش نشده است.
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