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 چکیده 

میان وعده مغذی،  این باشد.ها در تغذیه انسان از اهمیت بسزایی برخوردار میسلامت شیر و فرآورده های آن به دلیل ارزش بالای غذایی آن

های آن شامل باشد که میزبانیک کوکوباسیل گرم منفی می بروسلا .شودعوامل میکربی آلوده میترین منابعی است که توسط یکی از مهم

های شود. روشهای لبنی انتقال یافته و در انسان سبب ایجاد تب مالت میاز طریق شیر و فراورده بروسلا .باشدانسان، گاو، بز و گوسفند می

 باشند. ی برخوردار نبوده و دارای نتایج مثبت و منفی کاذب فراوانی میحساسیت و دقت کاف از بروسلاسرولوژیک تشخیص 

 DNPها به وسیله کیت ی نمونهDNA .گردید جمع آوری شهرستان فارساناز سطح  محلی نمونه پنیر 20م و نمونه شیر خا 20 در این مطالعه

ها به آن مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس تمامی نمونه اختصاصیتحساسیت و   PCRاستخراج گردید. پس از بهینه نمودن راند اول و دوم تست،

 .بهینه شده مورد بررسی قرار گرفتند PCRوسیله تست 

 مشاهده نشد.مثبت  PCRنمونه محلی نمونه پنیر  20 و از مثبت PCR (درصد5)معادل  مونهن یک م،نمونه شیر خا 20 از

باشدکه تایج بدست آمده نشانگر این مطلب مینگیرد،  مغذی و مفید مورد استفاده عموم قرار میاز آنجا که شیر به عنوان یک میان وعده بسیار 

 بروسلااحتمال آلودگی شیرخام، در نواحی مختلف، به باکتری  هنوز هم های صورت گرفته جهت جلوگیری از بیماری بروسلوز،علیرغم تلاش

 .وجود دارد

  محلی ، شیر، پنیربروسلا:  یدیكل كلمـات
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 مقدمه

 باشد.اینها در تغذیه انسان از اهمیت بسزایی برخوردار میآنهای آن به دلیل ارزش بالای غذایی سلامت شیر و فرآورده

های گرم منفی باکتریبروسلاها . شودمیبی آلوده وترین منابعی است که توسط عوامل میکرمیان وعده مغذی، یکی از مهم

، شدیدا هوازی و سخت رشدی هستند که در گاو، گوسفند، بز و انسان ایجاد بروسلوز، بیماری اختیاریکوچک، داخل سلولی 

زایی به شش گونه طبقه بندی (. بروسلاها بر اساس تفاوت در میزبان اصلی و بیماری1) کنندمیمشترک بین انسان و دام 

نماید، البته این میباشد که در انسان ایجاد تب مواج )بروسلوز( میعامل تب مالت گاوی  (B. abortus)آبورتوس بروسلاشوند. می

های گونه(. 2) شودمیهم ایجاد  (B.canis)یسو بروسلا کان (B. suis)سویس بروسلا ،(B.melitensis) گونه هایبیماری توسط 

تا سه ماه و در بستنی و خامه روز، در پنیر تازه   10توانند در گوشت یخ زده، به مدت سه هفته، در شیر خام به مدت می بروسلا

 در عرض یک درصد اثر مجاورت با فنول درجه سانتی گراد یا در 60 تها در حرارمیکروارگانیسماین  .نیز تا مدتی زنده بمانند

بروسلوز مشکل بهداشتی در سطح جهان (. 3) ها زنده باقی بمانندمدتولی در طبیعت می توانند تا  دقیقه از بین می روند 15

اند. از شدهکشور عاری از بروسلوز شناخته  کشور جهان به عنوان 17 تمام نقاط دنیا وجود داشته و فقط است. این بیماری در

کشورها تعداد موارد بروسلوز در حیوانات و انسان  بسیاری ازهای بسیار جهت ریشه کنی بیماری در کوششرغم  طرف دیگر علی

های آن است. در نتیجه فرآوردهاز طریق مصرف شیر و  های اصلی انتقال بیماری بروسلوز به انسانراهاست. یکی از  رو به افزایش

 کشت، روش های سرولوژیکهای تشخیص بروسلا شامل روش(. 4)بیماری از نظر بهداشت عمومی بسیار حائز اهمیت است  این

وابسته به  ومبس ایمونواسیکSAT1، RBT 2 های مختلفی مانندتست باشد که شاملمیبادی آنتیژن آنتیبر مبنای واکنش 

ها ایجاد تست این های سرولوژیک مشکل مهمتستفراوان و دسترسی آسان  باشد. علی رغم توسعهمیآنزیم و تست پوستی 

، سالمونلا 3 یتاانتروکول یرسینیاها مانند میکروارگانیسمآنتی ژن های سایر  دلیل واکنش متقاطع با،نتایج مثبت کاذب به 

این عوامل باعث ایجاد  در مقابل نابراین ایمنی(. ب5و  6) باشدیم7 یکلیشیااشر 6یستورانس یلا، فرانس5کلرا یبرو، و4ینتالیساور

را نداشته، بنابراین استفاده از  های اول آلودگیهفتهها قابلیت تشخیص بیماری در روش شود بعلاوه اینمینتایج مثبت کاذب 

و مشتقات آن،  PCRبسیاری، از جمله  های مولکولیروشهای تاییدی ضرورت یافته است. تست های مولکولی به عنوانروش

اند تشخیص اسید نوکلئیک توسعه یافته مبنای PCR 8, SNP 9,  10NASBA  هیبریداسیون، مالتیپلکس بر های بر مبنایتکنیک

 است و جداسازی PCRحلی برای افزایش حساسیت و دقت  باشد که راهمی PCR Nestedتکنیک  PCRاز مشتقات  یکی. (7)

استفاده  سازد. در این روش از دو جفت پرایمرمیاختصاصی میسر  محصول اختصاصی مورد نظر را از بین انبوه محصولات غیر

باعث تکثیر  شوند ومیگیرند ابتدا پرایمرهای اول )پرایمر بیرونی( اضافه می طوری که جفت دوم در بین جفت اول جایشود می

 DNAبه عنوان  واکنش اول PCRاند. محصول اختصاصیآن ها محصولات غیر  شوند که احتمالا تعدادی ازمی DNAقطعاتی از 

است مورد  مورد نظر DNAتر قطعه  پرایمردوم( که مکمل قسمت داخلی) دوم در حضور پرایمرهای داخلی PCRالگو برای 

اختصاصی دیگرنیز  دارد که محصولات غیر اختصاصی برای جفت پرایمر داخلی گیرد. احتمال بسیار ضعیفی وجوداستفاده قرار می

 .(10-8خواهد شد ) اختصاصیباعث افزایش نسبت محصول واقعی به محصول غیر  دارای محل شناسایی باشند نتیجتاً این امر

                                                           
1Serum Agglutination Test 
2 Rose Bengal Test 
3 Yersina enterocolitica 
4 Salmonella Orientalis 
5 Vibrio cholera 

6 Francisella tularensis 
7 Escherichia coli 
8 Multiplex PCR 
9 Single-nucleotide polymorphism 
1 0 Nucleic acid sequence based  amplification   
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 هامواد و روش

  .مع آوری گردیدج شهرستان فارسان سطح ازر محلی گوسفندی نمونه پنی 20 ونمونه شیر خام  20 در این بررسی  ا:هنمونهتهیه 

استاندارد این  از سوش DNAجهت تشخیص بروسلا،  PCRنمودن تست  ای بهینهبرBrucella. spp: از سوش  DNAاستخراج 

  .استخراج گردید DNG cat:DN811530باکتری به روش جوشاندن و

 10X PCRمیکرولیتر از  5/2 (استخراجی از نمونه(DNA  الگو میکرولیتر پنجهر واکنش شامل  PCR :مواد لازم جهت تست 

Buffer ، یمراز هر یک از دو پرامیکرولیتر یک (Bru،Bru Up Low ) mM10  ،75/0  میکرولیتر ازmM MgCl2 50، 

 .باشدمیمیکرولیتر  25در حجم نهایی  Taq DNA Polymerase 5 u/µl میکرولیتر mM dNTP10  ،4/0میکرولیتر از  5/0

 .الگو از محصول راند اول استفاده شد DNAمرحله دوم به جای  واکنش مرحله دوم با همان مقادیر بهینه گردید. در واکنش

  .باشدمیباشد. توالی پرایمرها به قرار ذیل  می Bru Up, Bru In شامل پرایمرهایپرایمرهای مورد استفاده در مرحله دوم 

 

 پرایمر توالی پرایمر

5` GGG CAA GGG TCG GTG TTT3` Bru Low 
5` GGG ACG GGC AGG CGA GAG3` Bru In 
5` GGG CAA GGT GGA AGA TTT 3` Bru up 

 

 سهدرجه سانتی گراد به مدت  95دمای دناتوراسیون اولیه در  صورتدر مرحله اول واکنش به  PCR:چرخه دمایی واکنش 

ثانیه  30گراد به مدت سانتیدرجه  56 چسبیدن در دمای ثانیه،  30 گراد به مدتسانتیدرجه  94 دقیقه، دناتوراسیون در دمای

واکنش  گردید. بعلاوه مرحله دوم سیکل، بهینه 40ثانیه به تعداد  30 گراد به مدتسانتیدرجه  72 و پلیمریزاسیون در دمایی

ثانیه  30درجه سانتی گراد به مدت  70ثانیه و چسبیدن در 30 مدت درجه سانتی گراد به 94 صورت دناتوراسیون در دمای به

 (.11) سیکل، بهینه شد 40 ثانیه به تعداد 30 درجه سانتی گراد به مدت 72 و پلیمریزاسیون در دمایی

 استفاده گردید، رنگ آمیزی ژل با استفاده ازدرصد  5/1 ژل آگارز  بررسی محصول تکثیر یافته ازبرای  PCR:ارزیابی محصول 

 .سیناژن( انجام شد 0/0001) SYBR safe سایبر گرین 

 میلیونیک های متوالی کشت بروسلا ) از یک حجم معین، از رقت در بروسلابرآورد میزان  برای PCR:بررسی حساسیت تست 

 .مشخص انجام شد ی با تعدادDNAبا  PCRاستخراج و تست  DNA(  پارتیکل10تا 

و چند میکروارگانیسم  استخراج شده DNAبهینه شده با  PCRاختصاصیت،  تست جهت تأیید PCR:بررسی اختصاصیت تست 

 ،B(HBV)یتهپات(، (VZVزوستر یلاوارس، (CMV)یتومگالوویروسسا (،(HSVیمپلکسهرپس ساز جمله ویروس 

منفی مورد مطالعه  موش به همراه کنترل DNAانسانی،  DNA، (Saccharpmices) یزیهسرو یسس(، ساکارومHCV)Cیتهپات

 .قرار گرفت

 شیر خام، نمونه 20 محصول لبنی )شامل DNAنمونه  40 در این مطالعه :در نمونه ها بروسلا ییشناسا یبراPCR انجام تست 

مورد ارزیابی قرار داده  PCRالگو در تست  های هر جمعیت به عنواننمونهی DNA . جمع آوری گردید( سنتی نمونه پنیر 20

 .شد
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 نتـایج

شد. اندازه قطعه بدست آمده با  یبارگذار درصد 5/1 ژل آگارز  یبر رو PCRمحصول  PCR:راند اول تست  یساز ینهبه یجهنت

  .باشدیم  bp443 )مرحله اول(  بیرونی یمرهایاستفاده از پرا

مرحله اول  واکنش محصول واکنش، ینمورد استفاده در ا یالگو PCR  DNA`: تست دوم مرحله محصول سازی بهینه یجهنت

شد. باند  داده قرار ارزیابی مورد الکتروفورز ژل روی بر مارکر یزو سا یمنف کنترل نمونه کنار در را شده یرباشد. محصول تکثیم

 یانجام شده بر رو PCR یهاآزمونمربوط به  یجنتا .جفت باز طول داشت 225در مرحله دوم واکنش  ،PCRحاصل از محصول

 .گردید یابیمثبت ارز PCRدور اول تست  در  نمونه  یک در)خام(  پاستوریزه غیر یرنمونه ش 20از  :یرخامش یهانمونه

تست  یچکدامه در سنتی یرنمونه پن 20ز ا  یگوسفند یمحل یرپن یهانمونه یانجام شده بر رو PCR یمربوط به آزمون ها یجنتا

PCR یدگردن یابیمثبت ارز. 

 یکلپارت100شده تا  ینهبه PCRتست  یتاختصاص یینتع یبرا :شده بهینه PCR آزمون اختصاصیت تعیین نتیجه

 کدام هیچ با بروسلا DNA جز به که طوری به بود برخوردار بالایی بسیار اختصاصیت از شده بهینه PCR تست .یدمحاسبه گرد

 .نگرفت صورت واکنشی مطالعه مورد هایDNA از

هستند. از سوی دیگر به  ییسزا به نقش یدارا انسان هیتغذ در بالا، ییغذا ارزش بودن دارا لحاظ به یلبن یهافراورده و ریش

 زابیماریهای میکروارگانیسمجهت رشد و فعالیت بسیاری از  محیط بسیار خوبی ،دارا بودن اکثر عناصر و ترکیبات غذایی علت

ای را در عدیده های لبنی، عوارض و خطرات بهداشتیفراوردهنگهداری  باشند. بنابراین عدم رعایت اصول بهداشتی در تهیه ومی

عفونی است که از  هایبیماریترین خطرناکخواهد داشت. بروسلوز یکی از  مصرف کنندگان این قبیل مواد غذایی به همراه

غیر پاستوریزه تهیه و  یابد. پنیرهای تازه به دلیل آن که از شیرمیبه انسان انتقال  های لبنی آلودهفراوردهطریق مصرف شیر و 

ده مالت را در خود حفظ نمو گیرد. در صورت آلوده بودن، به راحتی عامل تبنمیصورت  نیز فرایند تخمیری در آن به طور کامل

های آلوده دامطریق ترشحات شیر  بروسلوز )تب مالت( از نماید. از آنجایی که عامل بیماریمی و به مصرف کنندگان آن منتقل

های انتقال بیماری تب راهترین عمدهیکی از  های شیری غیر پاستوریزه در مناطق آلوده به بروسلوزفراورده گردد، مصرفمیدفع 

باشد میغیر متحرک، گرم منفی و بدون اسپور  شود. عامل بیماری بروسلا یک کوکوباسیل کوچک،میمحسوب  مالت به انسان

ماند، مواد و مدت طولانی در دمای پایین زنده می نماید. در مقابل خشک شدن نسبتاً مقاوم بودهمیهوازی رشد  که در محیط

برند. این میکروب با پاستوریزاسیون نیز کشته میبین  م را ازکننده مانند فرمالدئید، هیپوکلریت و فنل میکروارگانیس ضد عفونی

 پاستوریزه و یا نجوشیده مانند، خامه، پنیر تازه، بستنی، آغوز، های لبنی آلوده غیرفراوردهمصرف شیر خام و (. 14-12) شودمی

 آلوده سبب بروز بیماری در انسانهای حیوانی فراوردهمصرف  باشد. همچنینمیترین راه انتقال بیماری مهمترین و معمول

پنیرهای  درصدهفت تحقیقات انجام شده توسط محققین، از  شود. مواد غذایی سنتی، نقش مهمی در انتقال بیماری دارند. بامی

بزی جداشده است. همچنین امکان جداسازی این  های مختلف موادغذایی در ایران، باکتری نوعمغازهعرضه شده در  تازه محلی

گسترش جهانی بروسلوز، این بیماری را هنوز از (. 15) هفته پس از تولید پنیر، از این فرآورده وجود داشته است 11 تری تاباک

انتشار یافته از شیوع این بیماری در کشورهای  آورد. اگرچه آمارمیسلامتی در انسان و حیوانات اهلی بشمار  معضلات جدی

 4/132 مورد و در ایران 200تا  01/0 انتشار یافته بین وز انسانی مشخص نیست ،اما آماراست، شیوع دقیق بروسل مختلف متفاوت

 های سرولوژیک تشخیص بروسلوزروش(. 13و2)  برخوردار است جمعیت است. لذا کنترل بیماری از اهمیت خاصی 100000 در

 گلوبولین کومبسآنتیمرکاپتواتانول، ثبوت عناصر مکمل و  -2 انسانی شامل آزمایش های رز بنگال، سروآگلوتیناسیون، رایت،
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 هایآزمایشدهند. معمولاً میها واکنش مثبت نشان آزمایش گیرد. اکثر بیماران مبتلا به بروسلوز حاد در تمامیمیصورت 

 ها واکنش نشانآزمایشها دخالت دارند زودتر از دیگر آندر  Mو  Gکه هر دو ایمونوگلوبولین رزبنگال و رایت به جهت آن

عفونت  مداخله نموده که از نظر تفکیک وضعیت ایمنی یا IgGمکمل  مرکاپتواتانول و ثبوت عناصر -2 هایآزمایشدهند. در می

از ارزش  نمایند آزمایش کومبسنمیباشند آگلوتیناسیون واضح ایجاد  ها وجود داشتهبادیباشد. در مواردی که آنتی میمفید 

باکتری مربوط  ساکارید دیواره سلولپلیهستند که به لیپو  Mو  Aهای ژنآنتیهای بروسلا، ژنآنتیدار است. خاصی برخور

را به صورت کاذب  بادی بروسلاکلرا داشته و واکسیناسیون بر علیه و با تیتر آنتی ژن مشترک با ویبرهآنتیباشد. ضمناً بروسلا می

نتایج مثبت کاذب ناشی  های سرولوژیکروشترین شکل استفاده از مهم(. 18-16)بردمیها ساخته شده بالا ژنآنتیبا بعضی از 

تشخیص دقیق بروسلوز بکارگیری  باشد. بنابراین به منظورمیژن بروسلا آنتیها با باکتری هایبادیآنتیاز واکنش متقاطع سایر 

میزان آلودگی پنیرهای محلی  1380 اکبر مهر در سال،(. 20-18) گرفته شودسرولوژیک باید بکار  هایروشهای مکمل روش

 32 نمونه پنیر محلی مورد مطالعه 1000 مورد بررسی قرار داد. مطالعات وی نشان داد که بروسلابه  تازه شهرستان سراب را

آلوده بودند. روش  بروسلا آبورتوسنمونه به  20و  یستنس یبروسلا ملنمونه به هفت بودند که از این تعداد  نمونه به بروسلا آلوده

دو روش کشت و  1384 و همکاران در  حسین دوست(. 12) مطالعه کشت در محیط آگار اکسپاندا بود مورد استفاده در این

PCR ها ژن آنمورد بررسی قرار دادند.  بروسلا آبورتوس را برای تشخیصISV11 ها نشان آنهدف قرار دادند. نتایج مطالعات  را

ها نشان داد که حساسیت آننتایج مطالعات  نمونه کشت مثبت بودند. به علاوه شش سرولوژیک مثبت، تنها نمونه 42داد که از 

برای  PCRاز تکنیک  1389در سال  پیری دوگاهه و همکاران (.21) دیده شد درصد PCR60  حساسیت  و درصد40کشت 

آنتی ژن  KDa 31مطالعه آن ها پروتئین  و خون استفاده نمودند. ژن هدف مورد در نمونه های سرم تشخیص بروسلوز انسانی

مثبت  PCRنمونه سرم  68نمونه خون و  56 فرد مشکوک به بروسلوز، 102مطالعه آن ها نشان داد که از  بروسلا بود و نتایج

تری بر روی سرم نسبت به خون کامل حساسیت بالا تهیه شده در این مطالعه PCRکردند که حساسیت تست  بودند. آن ها بیان

 (.22) دارد

 از حساسیت و اختصاصیت بسیار بالاتری برخوردار بود PCRبه  استفاده شد که نسبت Nested PCRتکنیک  در این مطالعه از

مرحله  استفاده از دویابد. بعلاوه با میپرایمر استفاده کرده و احتمال ایجاد نتایج غیراختصاصی به مراتب کاهش  سهز چرا که ا

PCR نتایج  دومولی در مرحله  نتایج مثبتدر مرحله اول فاقد به طوری که . پی در پی حساسیت تست به شدت افزایش یافت

و واکنش ضعیف منفی گزارش شده بودند در مرحله دوم  DNAهایی که در مرحله اول به دلیل مقدار کم نمونهدیده شد. مثبت 

 Nested PCRتوان بیان کرد تکنیک می با توجه به نتایج. شد ی که در مرحله دوم نتیجه واکنش مثبتشدت یافته بطور واکنش

های پنیر نمونهزا حتی در بیماری با حساسیت و دقت بالاست به طوری که قادر به شناسایی عامل یک روش قابل اطمینان

 .پاستوریزه است

 شنهادهایپو  كلـیی ریگجهینت

 گیرد، با توجه به نتایج حاصله از اینمیاز آنجا که شیر به عنوان یک میان وعده بسیار مغذی و مفید مورد استفاده عموم قرار  

 های صورت گرفته توسط سایر محققین در ایران و سایر کشورها، لازم است که به جهت جلوگیری ازپژوهشپژوهش و سایر 

 های گوارشی، از مصرف آن به صورت خام خودداری شده و فرآیند پاستوریزاسیون و یایبیماربروز بیماری بروسلوز و همچنین 

 .جوشاندن شیر، جهت نابودی و غیر فعال شدن عوامل میکربی آن انجام پذیرد
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Abstract 

Milk's healthand products are essential in human nutrition due to its high nutritional value. This nutritious 

snack is one of the most essential sources that microbial agents contaminate. Brucella is a Gram-negative 

coccobacillus whose hosts include humans, cattle, goats, and sheep. Brucella is transmitted through milk and 

dairy products and causes human malt fever. Serological methods for detecting Brucella do not have sufficient 

sensitivity and accuracy and have many false positive and negative results. 

This study collected 20 samples of raw milk and 20 samples of local cheese from Farsan City. Became NA of 

samples extracted by the DNP kit. After optimizing the first and second rounds of the test, PCR sensitivity and 

specificity were evaluated. Then all the samples were analyzed by optimized PCR test. 

Out of 20 raw milk samples, 1 sample (equivalent to 5%) was PCR positive; no PCR-positive sample was 

observed out of 20 local cheese samples. 

Since milk is widely used as a very nutritious and useful snack, the results indicate that despite the efforts 

made to prevent brucellosis, there is still a possibility of raw milk contamination in the areas Different, there 

are Brucella bacteria. 
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