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 چکیده  

  نقش   ی ماریب  نیا  یعسر  صیتشخ  نیبنابرا  .باشد ی م  رانیا  در  کیاندمو    بیماری های مهم مشترک بین انسان و دام  از    یکی  بروسلوز

های  هایی مانند سخت رشد بودن، خطرات مرتبط با کشت و وجود واکنشبا توجه به ویژگیرد.  دای  عموم  مت لاسبهبود  در    ی مهم

بالا    تیبا حساسیت و اختصاص  به عنوان روش  Real-time PCRاز  در مطالعه حاضر    ،های دیگر در آزمون سرولوژیکمتقاطع با باکتری

  کشتار   یها دام  یلنفاو   یها عقدهاز    در این مطالعه.استفاده شد  بروسلا  یباکتر های  گونهگوسفند به    گاو و  یهالاشه  یبررسی آلودگ  جهت

سه   با استفاده از فت وری انجام پذ جمع آوری نمونه شهرستان قم یهاکشتارگاه در نمونه گاو  14نمونه گوسفند و بز و   30شامل  شده

 .B  یها گونهو    بروسلاجنس    یاختصاص  ب یبه ترتکه    BruAb2_0168و ژن     IS711    ،BMEII0466  مربوط به ژن   مریجفت پرا

melitensis    وB. abortus  آزمون    باشدمیRealtime PCR  درصد( آلوده    37/20)  نمونه  11    شینمونه مورد آزما   44از  .   انجام شد

باکتر شد  صیتشخ  بروسلا  یبه  به    داده  آلوده  نمونه  سه  و    B. melitensis  (5/5که  به    هشتدرصد(  آلوده   B. abortusنمونه 

نمونه مربوط به    کیدو نمونه مربوط به گوسفند و    B. melitensisنمونه مثبت مربوط به    سهاز    جیبا توجه به نتا.  درصد( بودند81/14)

ی  آلودگ   درصد  با توجه به  نیبنابرا  .گزارش گردیداخذ شده از گاو    یمربوط به نمونه ها   یهمگ  B. abortusمثبت    نمونه  هشتگاو و از  

تری  تر و کارآمدقیدق  یو نظارت  کنترلی  هایلازم است برنامه  ماری،یب  نیو اقتصادی ا  یبهداشت  های انیز  و  بروسلا  باکتری  به  هانمونه

 اتخاذ گردد.  یمار یو کنترل ب  رییشگیجهت پ

 B. abortus،  B. melitensis ،  Real time PCR،  بروسلا  کلمات کلیدی:
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 مقدمه 

کند و باعث  دید می هتوحشی را  های اهلی و هم حیوانات  باشد که هم دام می   دام   و  انسان  بین یک بیماری مشترک    1بروسلوز 

 ی و هوازی فهستند که گرم من  2لا بروساز جنس    هایی باکتری ونی این بیماریفشود. عوامل ع ها میجنین و ناباروری در آن  سقط

به   کیبه طور کلاس  بروسلا  یهاونه گ .(2و1)  سلولی تکثیر کنندصورت درونتوانند درون ماکروفاژها بهو می  هستند  اختیاری

اصل  شش بند  یگونه  ابرتوسگونه    دوشوند که    ی م  یطبقه  در نشخوارکنندگان    نیباعث سقط جن  4ملیتنسیسو    3  بروسلا 

  .(4) هستند زایماریب یعوامل اصل  B. melitensisو  B. abortus ران،ی. در اکثر موارد بروسلوز در ا( 3)د شونیم

 یماریب  نیبه رغم کنترل ا  . باشدمی  5مالت   بروسلوز انسانی یا تبو عامل    بوده  زاای برای انسان بیماریطور بالقوههباین باکتری  

 .  (5) گرددیمشاهده م کیبه صورت اندم ران یار د یماریدر اغلب کشورها، ب

  ریکه از شی  محصولات  ای تازه    ریاست. مصرف ش  یمناطق شهرها در  انسان  ی آلودگ  ی راه مهم و اصل  یی مواد غذا  قیانتقال از طر

 . کندیعمل م یشهر یدر نواح  یآلودگ یبه عنوان منبع اصل ندیآیبدست م  دهینجوش

استاندارد طلا  یمبتن  یصیتشخ  یهاروش آنکه  با وجود    دارند.   درصد   70تا    ینییپا   تیحساس  شوند یمحسوب م  ییبر کشت 

واکنش   لیمثبت کاذب به دل  جینتا  جادای  هاتست  نیمشکل مهم ا  ک،یسرولوژ  هایآسان تست  یتوسعه فراوان و دسترس  رغمیعل

 سیتورانس  لایسفرانس،  کلرا  برو یو،  سینتالیسالمونلا اور،  کایتیانتروکول  اینیرسیمانند    ها سمیکروارگانیم  ریسا   هایژنیمتقاطع با آنت

 (. 6 (دباشیم  یکل ایشیاشرو 

نسبت   یشتریب  تیاختصاص  زیو نبوده  حساس  و   عیو مشتقات آن که ساده، سر  PCRاز جمله    یصیتشخ  نینو  های کاربرد روش 

  ی مولکول  ی هااستفاده از روش  نیبنابرا .(8و7)  اند افتهیتوسعه    ک ینوکلئ  دیاس  صیتشخ  یدارد، بر مبنا  یکیسرولوژ  های به تست

تست عنوان  آزمونرفع  ی جهت  دییتا  هایبه  به  مربوط  تفس  مانند   یکیسرولوژ  هایمشکلات  مناسب جهت  الگوهای   رینبود 

  لا بروس  DNA دهند که تشخیصگزارشاتی وجود دارد که نشان می.  است  افتهیضرورت    ک،یدر مناطق اندم   بادی یآنت  ترهاییت

 (. 10و9)باشد از آزمون سرولوژیکی برای تشخیص بیماری حاد می ترتر از کشت خون و اختصاصیحساس PCR توسط

امکان    ر،یگوقت  ندهاییاز فرا  ارییبا حذف بس  ، ییکه علاوه بر شناسا  باشدیم  Real- time PCR  کیتکن  PCRاز مشتقات    یکی

 .  ساخته استر سیها منمونهانجام واکنش در   نیمحصول را در ح زانیم یبررس

های  عقده  در  B. melitensisو    B. abortus  یژنوم  یبررستر بیماری بروسلوز به  به منظور تشخیص سریع و دقیقمطالعه    این  در

 پردازیم. می  Real time PCRبه روش  کشتارشده  یهالاشهلنفاوی 

 هامواد و روش

 ها نمونه یجمع آور

)گاو، گوسفند و بز( به طور تصادفی از کشتارگاه های شهرستان قم جمع های کشتارشده  های لنفاوی دامنمونه از عقده  95تعداد  

نمونه اخذ شده، تعدادی    95در مجموع از    انجام پذیرفت.   1401ها در فصول تابستان و پاییز سال  آوری گردید. جمع آوری نمونه

نمونه از   30شامل  )  نه باقی ماندهنمو  44نهایتا از کل    .های آزمایشگاهی حذف شدهای اخذ شده به علت محدودیتاز نمونه

 
1 Brucellosis 
2 Brucella spp 

3 B .  abortus 

4 B . melitensis 
5 Malta fever 
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ها تست رزبنگال منفی  نمونه مابقیو  تست رزبنگال مثبت نمونه از دام ها  17. انجام شدآزمون  گاو(نمونه از  14و  گوسفند و بز

 .صه آمده استلابه صورت خ ول های یک تا چهار. نتایج حاصله در جدداشتند

 ها مشخصات نمونه .1جدول  

سابقه   

سقط 

 جنین

 استان نوع نمونه 

 مبداء

سن  نژاد دام 

 دام

 )ماه( 

جنس  

 دام

نوع  

 دام

شماره 

نتیجه   نمونه

تست 

Real 

timer 

pcr 

نتیجه  

تست 

 رزبنگال

پیش  

 کتفی

 کبد  پستان

 1 گوسفند ماده  36 بومی مرکزی * * * دارد منفی منفی

 2 گوسفند ماده  36 بومی مرکزی * * * - منفی منفی

 3 گوسفند ماده  36 بومی مرکزی * * * - منفی منفی

 4 بز نر 24 بومی مرکزی * بیضه  * - منفی منفی

 5 گوسفند نر 8 بومی مرکزی * بیضه  * - مثبت منفی

 6 گوسفند نر 8 بومی همدان * بیضه  * - منفی منفی

 7 گوسفند ماده  24 بومی همدان * * * دارد مثبت منفی

 8 گوسفند ماده  36 بومی همدان * * * - منفی منفی

 9 بز ماده  24 بومی همدان * * * - منفی منفی

 10 گوسفند ماده  36 بومی همدان * * * - منفی منفی

  کرد تکاب * * * - منفی منفی

 افشار

 11 گوسفند ماده  36

  کرد تکاب * * * - منفی منفی

 افشار

 12 گوسفند ماده  48

 بروسلا

-ملی

 تنسیس

 مثبت

 

  کرد تکاب * * * دارد

 افشار

 13 گوسفند ماده  48

 14 گوسفند ماده  48 کردافشار تکاب * * * - منفی منفی

 15 بز نر 24 کردافشار تکاب * بیضه  * - منفی منفی

 16 بز ماده  60 کردافشار تکاب * * * - منفی منفی

 17 گوسفند ماده  24 کردبومی  کرمانشاه  * * * - منفی منفی

 18 گوسفند ماده  36 کردبومی  کرمانشاه  * * * - منفی منفی

 19 گوسفند ماده  36 کردبومی  کرمانشاه  * * * - منفی منفی
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 20 گوسفند ماده  24 کردبومی  کرمانشاه  * * * - منفی منفی

 21 بز نر 7 کردبومی  کردستان * بیضه  * - منفی منفی

 22 بز ماده  12 کردبومی  کردستان * * * - منفی منفی

 23 بز ماده  12 کردبومی  کردستان * * * - منفی منفی

 24 بز ماده  12 کردبومی  کردستان * * * - منفی منفی

 25 بز ماده  12 کردبومی  کردستان * * * - منفی منفی

 26 گوسفند ماده  36 بومی لرستان  * * * - مثبت منفی

 27 گوسفند ماده  36 بومی لرستان  * * * - مثبت منفی

بروسلا 

-ملی

 تنسیس

 28 گوسفند ماده  36 بومی لرستان  * * * - مثبت

 29 گوسفند ماده  36 بومی لرستان  * * * - مثبت منفی

 30 گوسفند ماده  36 بومی لرستان  * * * - منفی 

بروسلا 

 آبورتوس 

 31 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * - مثبت

بروسلا 

 آبورتوس 

 32 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * - مثبت

بروسلا 

 آبورتوس 

 33 گاو  ماده  48 دورگ قم  * * * دارد مثبت

بروسلا 

 آبورتوس 

 34 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * - مثبت

بروسلا 

-ملی

 تنسیس

 35 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * - مثبت

 36 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * - مثبت منفی

بروسلا 

 آبورتوس 

 37 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * - مثبت

بروسلا 

 آبورتوس 

 38 گاو  ماده  48 دورگ قم  * * * دارد مثبت

بروسلا 

 آبورتوس 

 39 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * - مثبت
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بروسلا 

 آبورتوس 

 40 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * - مثبت

 41 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * سالم  منفی منفی

 42 گاو  ماده  36 دورگ قم  * * * سالم  منفی منفی

 43 گاو  نر 24 دورگ قم  * بیضه  * سالم  منفی منفی

 44 گاو  نر 24 دورگ قم  * بیضه  * سالم  منفی منفی

 

 رزبنگال تستبر اساس  بروسلوزبه  لامبت  یگاوها ی و درصد فراوان یفراوان  .2  جدول

 درصد تجمعی درصد  فراوانی  

 72/22 42/71 10 تست رزبنگال مثبت

 09/9 57/28 4 سالم 

 81/31 100 14 مجموع 

 

 رزبنگال تستبر اساس  بروسلوزبه  لا مبت گوسفندهای ی و درصد فراوان ی فراوان.  3جدول  

 درصد تجمعی درصد  فراوانی  

 90/15 33/33 7 تست رزبنگال مثبت

 81/31 66/66 14 سالم 

 72/47 100 21 مجموع 

 

 رزبنگال تستبر اساس   بروسلوزبه  لامبت  بزهای ی و درصد فراوان یفراوان. 4جدول  

 درصد تجمعی درصد  فراوانی  

 0 0 0 تست رزبنگال مثبت

 45/20 100 9 سالم 

 45/20 100 9 مجموع 

 

 

  11  شینمونه مورد آزما  44از    Real-time PCRبه روش    گوسفند  و   گاو  لنفی  هایعقدهدر    بروسلا  یباکتر  یمولکول  ییشناسا

که سه نمونه آلوده به  .  داده شد  صیتشخ  بروسلا   یآلوده به باکتر  Real-time PCRدرصد( با استفاده از روش    37/20)  نمونه

 .  درصد( بودند81/14) آبورتوس بروسلانمونه آلوده به  هشتدرصد( و  5/5) سیتنسیبروسلا مل
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نمونه   سه    از  که در جدول پنج و شکل یک امده است،  Real-time PCRبه روش    بروسلا  هایگونه  یی شناسا  جیبا توجه به نتا

از    ملی تنسیس  بروسلامربوط به    مثبت  بروسلا مثبت    نمونه  هشتدو نمونه مربوط به گوسفند و یک نمونه مربوط به گاو و 

 . های اخذ شده از گاو بودندهمگی مربوط به نمونه ورتوسآب

 Real-time PCRبه روش   یشمورد آزما یدر نمونه ها بروسلابه  ی آلودگ درصد و  یفراوان  .5جدول  

 بروسل تعداد کل نمونه ها آلوده به جنس   نوع نمونه 

شماره نمونه 

آلوده به 

باکتری بروسل 

 آبورتوس

شماره نمونه 

آلوده به 

باکتری 

بروسل ملی 

 تنسیس

 0 0 0 گاو سالم 

 رزبنگال مثبتگاو 
9 

 درصد 45/20

8 

 درصد 18/18

1 

 درصد 27/2

 گوسفند سالم 
0 

 
0 

0 

 

 رزبنگال مثبتگوسفند 
2 

 درصد 5/4
0 

2 

 درصد 5/4

 0  0 0 بز سالم 

 مجموع 
11 

 درصد 25

8 

 درصد 18/18

3 

 درصد 81/6
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 بروسلا یباکتر به  هانمونه  کل ی آلودگ درصد.  1  شکل

   DNAاستخراج 

  High Pure PCR Template Preparation Kitاز نمونه های بافت لنفاوی با استفاده از کیت      DNAاستخراجدر این تحقیق  

 مطابق دستورالعمل سازنده انجام شد 11796828001با شماره ی کاتالوگ Roche ساخت شرکت 

 جنس   اختصاصی  IS711  ژن  به  مربوط  ترتیب  استفاده شد که به  پرایمر  جفت  سه  در این مطالعه از  شده  استفاده  هایآغازگر

می   BruAb2_0168  و ژن   BMEII0466  ژن  به ترتیب متعلق به  B. abortus  و  B. melitensis  های  گونه  تشخیص  برای  وبروسلا  

 آمده است. شش   ه در جدول. مشخصات پرایمرها و پراب مورد استفاد(9)باشد  همکاران می و   V. Hinić روش باشند و  مطابق

 در این مطالعه  مورد استفاده پرایمرها و پراب توالی .6جدول

 (3→5) پراب  و  پرایمر   توالی پرایمر   نام هدف  ژن

 اندازه

 محصول 

 (باز)جفت  

IS711 

IS711-F GCTTGAAGCTTGCGGACAGT 

63 bp 
IS711-R GGCCTACCGCTGCGAAT 

IS711-probe 
FAM-AAGCCAACACCCGGCCATTATGGT-

TAMRA 

BMEII0466 

BMEII0466-F TCGCATCGGCAGTTTCAA 

112 bp BMEII0466-R CCAGCTTTTGGCCTTTTCC 

BMEII0466-probe Cy5-CCTCGGCATGGCCCGCAA-BHQ-2 

BruAb2_0168 

BruAb2_0168-F GCACACTCACCTTCCACAACAA 

222 bp 
BruAb2_0168-R CCCCGTTCTGCACCAGACT 

BruAb2_0168 -

probe 

FAM-TGGAACGACCTTTGCAGGCGAGATC-

BHQ-1 

0

2

4

6

8

10

12

گاو سالم ال گاو رزبنگ
مثبت

المگوسفند س گوسفند 
رزبنگال 

مثبت

بز سالم مجموع

تعداد کل نمونه ها آلوده به جنس بروسلا شماره نمونه آلوده به باکتری بروسلا آبورتوس

شماره نمونه آلوده به باکتری بروسلا ملی تنسیس
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 PCR محصول ی  هیو ته کسیمسترم یآماده ساز

به شماره    Ampliqonشرکت    RealQ Plus 2x Master Mix for Probe  تیک  ، ازبروسلاهای  رای شناسایی جنس و گونهب

قرار داده شد تا به    نارفلوی لام  ریو ز  طیمح  یخارج و در دما  -20  زریاز فر  ازیابتدا مواد مورد نستفاده شد.  ا  A313402کاتالوگ  

)ژنوم استخراج شده از هر کد   مونههر ن  یبه ازا  دستورالعمل سازنده کیتطبق    کس،یساخت مسترم  یذوب شوند. برا  یآرام

با   Rو    Fهایمریپرااز هرکدام از  تریکرولیم یک،  2Xبافر  تر یکرولیم 5/12فاقد نوکلئاز،  آب مقطر تریکرولیم 25/5نمونه( مقدار

بعد از آماده شدن    ایران( تهیه شد.  -)سنتز شده توسط شرکت سیناژن  µM  10  با غلظت   میکرولیتر پراب  25/0و  µM  10  غلظت

 وپیکروتیآر را در داخل کول باکس قرار داده و در هر م  یس  ی پ   هایوپیکروتیم  ش، یمورد آزما  های به تعداد نمونه  کس،یمسترم

 ها وپیکروتیم  فوژ،یسانتر  هیثان  پنجشد و بعد از حدود    ختهی ر  شیاز ژنوم مورد آزما  تریکرولیم  پنجو    کسیمسترم  تریکرولیم  20

  انتقال داده شد.  ، آلمان(Qiagene)ساخت شرکت    RotorGene Q  ترماسایکلردستگاه  به    Real-time PCRبرای آزمایش  

  40و سپس    قهدقی  15  مدتبه  گراد  ی درجه سانت  95( در    Initial denaturation)  هیاول  صورت واسرشته سازیبه    یافزوده ساز

ثانیه و طویل   30درجه    60  (Annealing)  اتصال پرایمر  ،ثانیه  20به مدت  درجه    95به ترتیب شامل واسرشته سازی    کلیس

 ثانیه انجام شد.  20درجه  72( Elongationسازی)

 نتـایج

نمونه ها با استفاده روش    یشد و تمام  یجمع آوراوی  نمونه بافت لنفلاشه گاو    14لاشه گوسفند و بز و    30مطالعه از    نیدر ا

Real time PCR  نشان داده    7به دست آمده در جدول  به تفکیک گونه  مثبت    بروسلا  ی قرار گرفتند. تعداد نمونه ها  یمورد بررس

 شده است. 

 Real-time PCR آزموندر   بروسلابه  یآلودگ  ی و درصدفراوان  .7جدول

 نوع نمونه 
تعداد کل نمونه ها آلوده به 

 بروسل جنس  

باکتری تعداد نمونه آلوده به 

B. abortus 

 .Bباکتری  تعداد نمونه آلوده به 

melitensis 

 گاو 
9 

 درصد  45/20

8 

 درصد  18/18

1 

 درصد  27/2

 گوسفند
2 

 درصد /5
0 

2 

 درصد 5/4

 0 0 0 بز
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 مجموع 
11 

 درصد 25

8 

 درصد 18/18

3 

 درصد   81/6

 هانمونه یبرا Real time PCR  رینمودار تکث

و سویه واکسن  RB51 (Razi institute, Iran) B. abortus سویه واکسن DNAاز  واکنش یصحت و درست یبرا  شیزماآ نیدر ا

Rev.1  (Razi institute, Iran  )B. melitensis  از آب مقطر استفاده    یکنترل منف  یو برا  دیکنترل مثبت استفاده گرددو    به عنوان

که در صورت مثبت شدن    دیاستفاده گرد  بروسلاجنس    یمرهایپرا  از  بروسلا  یباکتر  یجنس عموم  ییشناسا  یابتدا برا  در  شد.

  B. melitensisو    B. abortusگونه    یاختصاص  یمرهایاز پرا  بروسلاگونه    نییتع  ی، برایآن در مرحله بعد  Real-time PCR  جهینت

 نشان داده شده است. 2 شکلنتایج در   استفاده شد.

 

 نمونه گاو  14و نمونه گوسفند و بز  30در  بروسلا یجنس عموم IS711ژن  یبرا بروسلا یباکتر ری نمودار تکث.  2  شکل

 

 B. abortusگونه    یمرهایپرا  لهیبه وس  Real-time PCR  شی مثبت، مجددا آزما   یهااز نمونه   بروسلاجنس    یگونه ها  نییتع  یبرا

در   نمونه مثبت 11انجام شد. گروه اول شامل یی تا 13در دو گروه  ش یآزما ن ی. ارفتیبه طور جداگانه انجام پذ  B. melitensisو 

گونه   یاختصاص یمرهایگروه از پرا نی، که در ابه عنوان کنترل مثبت B. abortus یباکتر  DNAو  یمنف نترل، کمرحله جنس

B. abortus  کنترل   کیو    ی، کنترل منفدر مرحله جنس  نمونه مثبت  11همانند گروه اول شامل    زیاستفاده شد. گروه دوم ن

مذکور   یدر نمونه ها  B. melitensisگونه    یاختصاص  یمرهایگروه از پرا  نیکه در ا  B. melitensis  یباکتر   DNAمثبت شامل  

 نشان داده شده است.    3 شکلنتایج در  بود.  یهمانند گروه قبل زین  ییدما  نامهاستفاده شد و بر
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 ژن یبرا شیمثبت مورد آزما   یدر نمونه ها  B. melitensisو  B. abortusگونه  نیی تع یبرا رینمودار تکث.  3  شکل

BruAb2_0168  وBMEII0466 

   بحث

غی علائم  جهت  به  بروسلوزیس  کلینیکی  بعضارتابلوی  و  نمی  اختصاصی  تنهایی  به  باشد.  غیرمعمول،  بیماری  این  بیانگر  تواند 

آزمون به  تشخیص،  تأیید  دارد.بنابراین  نیاز  آزمایشگاهی  روش  های  از  بیشتر  حاضر  حال  تشخیص  در  برای  سرولوژیکی  های 

ها بزرگترین ممؤثرتری برای تشخیص است هرچند، واکنش متقاطع با سایر ارگانیس  روش  شود. سرولوژیبروسلوز استفاده می

-  95های سرولوژیکی  حساسیت روش.  مانندی زمانی طولانی پس از درمان، مثبت باقی میمشکل آن است. تیترها برای دوره

و نیز دستیابی به متدهای    ذکر شده در بالا  تلابرای رفع مشک  .است اما اختصاصیت آن در مناطق اندمیک پایین است  درصد    65

روش    ن،یعلاوه بر ا.  ، تعیین اسیدهای نوکلئیک آن مد نظر قرار گرفتلابروسهای  ز تعیین دقیق گونهردیابی سریع پاتوژن و نی

Real-time PCR  با    سهیدر مقاPCR  و    هیبه تجز  یازی ن  نشان می دهد که    ی قابل اعتماد و قابل تکرار را ارائه م  ج ینتا یمعمول

دارد. با    یمتقاطع محدود  ی با روش معمول خطر آلودگ  سهی ندارد و در مقا(  ونیداسیبری)الکتروفورز ژل، ه  PCRپس از    لیتحل

 ص ی تشخ  یاند که روش مرسوم برااز مطالعات نشان داده  یاریاست. بس  یمعمول  PCRتر از  ، گرانReal-time PCR  حال  نیا

 .(12و11ت )اس ترسختو  ترریوقت گ Real-time PCRنسبت به روش  یاز نظر فن  بروسلا یهاگونه

بروسلوزیس  در تشخیص     Real time PCR های متفاوتی راجع به حساسیت و اختصاصیتها و ارزیابیهای اخیر، مطالعهدر سال

  سهیمقا  کسانی  ی هارا با استفاده از ژن   یمعمول  PCRو    Real time PCRو همکاران    Bounaa dja.  در حیوانات صورت گرفته است

قرار گرفتند.    یابیمورد ارز  کیبا هر دو تکن    perو    IS711  ،bcsp31  یهاشامل ژن  بروسلاها، سه ژن از  آن  قاتیکردند. در تحق

  یمعمول   PCRیهاستم ینسبت به س  یترعیسر  جیآسان است و نتا   Real-time PCR  یهاشد که استفاده از روش  یریگجه ینت

   .(13)  دهد یرا کاهش م DNA یآلودگ طرحال خ نیو در ع  کندیم جادیا

Surucuoglu  کیاستفاده از تکن  یایمزا  2009در سال    و همکاران  Real-time PCR TaqMan  ی هاو آن را با روش  ش یرا آزما  

و   تیحساس  قیتحق  نی. اندکرد  سهیمقا  سیمختلف بروسلوز  ینیمبتلا به اشکال بال  مارانیسرم ب  یهامرسوم با استفاده از نمونه 

متفاوت    ینیبروسلوز با تظاهرات بال  صیتشخ   یبرا  دیمف  یو آن را به عنوان ابزار  دادرا نشان    Real-time PCRروش    یبالا  یژگیو

 . (14) کرد  دییتا

روشی ارزشمند و قابل اعتماد برای    Real time PCRثابت شده است زمانی که کشت منفی است و نتایج سرولوژی غامض،  

 .(15) تشخیص بروسلوزیس است
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بود. در    های لنفی گاو و گوسفنددر عقده   بروسلا  یهاگونه  صیتشخ  یبرا  Real-time PCRروش    فیمطالعه توص  نیهدف از ا

   به بروسلوز بودند در آزمایش   لاهایی که مبتو تمامی دام  لابروسمورد آلوده به جنس    11نمونه، تعداد    44این مطالعه از میان  

Real time PCR   اختصاصی گونه با استفاده از پرایمرB. melitensis مورد  هشتمورد و  سهB. abortus لذا شیوع   .مثبت شدند

B. melitensis    و  درصد  81/6نیز برابر  B. abortus  18/18  در    لنفاوی   یهابروسلوز در نمونه  ی بروز بالا  .شودگزارش می  درصد

نشان م ارتباط نزد  واناتیح  نیدهد که ایمطالعه حاضر احتمالاً   تحقیق  در  شدند.یم  یداربا گوسفند و گاو آلوده نگه  کیدر 

  افتراق   انجام گرفت، برای   Real Time PCRروش    به  که  گاوی  سرم  نمونه  452  از  1390کردی در سال  ده قاسمی  و   دوستی

 .Bمورد به    B. melitensis   ،69مورد به    نه،  PCRدر    مثبت  سرم گاوی   نمونه  127  از  B. melitensis  و   B. abortus  هایگونه

abortus  است. در این تحقیقبدست آمده  نتایج بالاتر از   هاافتهی . این ( 16) نمونه به هر دو گونه آلوده بودند پنج  و   

شتر با استفاده    ی خون و غدد لنفاو  یهادر نمونه  بروسلا   ییبا هدف شناساکه    2015اران در سال  پور و همکخامسیمطالعه  در  

روش   جاو  ها  گونه  زیتما  یبرا  PCR  Real time  ،شد  یطراح  رانیادر    Real-time PCRاز  اساس  ژن    ی، کیژنت  یهاگاهیبر 

BMEII0466  یبرا  B. melitensis    و ژنBru-Ab2_0168  یبرا  B. abortus  های هدف مورد استفاده  استفاده شد که مشابه ژن

  ی( غدد لنفاودرصد97/2ه )نمون  چهار( و  درصد33/13نمونه خون )  18در    .Brucella spp  باشد. در مطالعه فوق در این تحقیق می

در   B. abortusمؤثر بود.   خون و لنف یهادر نمونه  B. melitensisو  B. abortus صیتشخ در  بیروش به ترت نیشد. ا ییشناسا

اما در نمونه هادرصد22/2نمونه خون )  سه لنفاو  ی( مشاهده شد  نمونه    چهار  تنها در    B. melitensisمشاهده نشد.    یغدد 

 . (17) مشاهده شد یغدد لنفاو درصد(97/2)

خون شیر،    یهانمونهدر    B. abortus  ییشناسا   انجام شد  2006همکاران در سال    و  Seo´nadh O’ Leary  ای که توسطمطالعهدر  

   .IS711ژن    و   16S rRNAی  کیژنت  یهاگاهیجابا استفاده از    Real-time PCRبا استفاده از روش    گاوهای آلوده  یو غدد لنفاو

  ی شده از گاوها  یآور خون جمع  یهادر نمونه  B. abortusباشد.  هدف مورد استفاده در این تحقیق می  که مشابه ژن  ، شد  انجام

   درصد 66)   ی( و بافت لنفاودرصد44)  ریداده نشد، اما در ش  صیتشخ  Real-Time  ای   یمعمول  PCRتوسط    یعیآلوده به طور طب

 (. 18) شد  شناسایی( فوق پستانی درصد75 رتروفارنکس و 

از    شتریب  B. abortusبروز    زانیگاو را آلوده کنند، اما م  توانندیم  B. melitensisو    B. abortusمطالعه نشان داد که هر دو    نیا

B. melitensis دارد.   ی در تماس با آنها بستگ  هیاول یهازبانیم یآلودگ زانی به مو گوسفند   بروسلوز در گاو  وعیش جه،یبود. در نت

و به   مشترک بودهها  آن  داریمحل نگهکه   یواناتیح  ریدر سا بروسلا  یهاگونه  وعیگسترش بروسلوز در گاوها به ش  گر،ید  یاز سو

 دارد.  یمختلف بستگ  یهاپرورش گونه یهاروش

  ه ی در مراحل اول یبردارهنگام نمونه واناتیاست که ح دیرو، بعن یمشخص نبود. از ا شیآزما نی در ا هادام یر واقع مرحله آلودگد

از .  دفع کرده باشند  یبرداررا قبل از نمونه  یممکن است باکتر  واناتیاز ح  یاحتمال وجود دارد که برخ  نی. اباشندعفونت بوده  

داشته   PCR  استفاده از  با  یباکتر  صیبر تشخ  یاعمده  ریتأث  تواندیم  شود،یم  یآوررو، مرحله عفونت که در آن نمونه جمع   نیا

 . باشد
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 شنهادهایپو    کلـیی  ریگجهینت

علاوه بر تشخیص بروسلوزیس، قادر    است و  عیو سر ی، اختصاصحساسروشی  Real-time PCRنشان داد که روش  ه مطالع نیا

ژن  یآنت-یبادیآنت  یهابرهمکنش  ک،یمونولوژیا  یهابا روش  ن،یعلاوه بر اباشد.  می  B. melitensisو    B.abortus  نیب  به افتراق 

  ی بادیآنت  ی شده با سطوح بالا  نهیواکس  واناتیمثبت کاذب از ح  ج یدشوار باشد و نتا  یراختصاصیانفعالات غ تواند توسط فعل و  یم

 مشاهده شود.  گردشدر 

بافت    یهادر نمونه  PCR  صیباشد. تشخ  صیقابل تشخ  یدر بافت لنفاو  یممکن است به راحت  یدهد که باکتر  یما نشان م   جینتا

گوسفند  گاو به  ی هاو  طبآلوده  است  یعیطور  شده  داده  نشان  نت.  قبلاً  لنفاو  یبافت  یهانمونه  نکهیا  یریگجهیدر  غدد    ی از 

  یلنفاو  یهانکته مهم است که نمونه  نیرسد، توجه به ایبه نظر م  PCRتوسط    بروسلا  صیتشخ  ینوع نمونه برا  نیتردوارکنندهیام

مشاهدات، ما    نیاست. با توجه به ا  یصیتشخ  شیزماآ  کی  یآل برا دهیا  تیموقع  کیبه دور از    نیشدند. ا  یآورپس از مرگ جمع

 داشته باشد.  یارزش بررس بروسلا صیتشخ یبرا یاز بافت لنفاو یوپسیب  یهاکه استفاده از نمونه  میکنیم شنهادیپ 
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 سپاسگزاریم.ی نمونه همکاری کردند آورجمعاز تمامی کسانی که در 

 

  تعارض منافع 

 .ع و هماهنگی آنها ارسال شده استگونه تضاد منافعی بین نویسندگان وجود ندارد و این مقاله با اطلاهیچ
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Abstract 

Brucellosis is one of the most common diseases among humans and animals and is endemic in Iran. Therefore, 

the rapid diagnosis of this disease plays a vital role in improving public health. Considering the characteristics 

such as being hard to grow, the risks associated with the cultivation, and the presence of cross-reactions with 

other bacteria in serological tests, in the present study, Real-time PCR is used as a method with high sensitivity 

and specificity to check contamination Cow and sheep carcasses were used for Brucella bacteria species. In 

this study, samples were collected from the lymph nodes of slaughtered animals, including 30 samples of 

sheep and goats and 14 samples of cows in the slaughterhouses of Qom city and using three pairs of primers 

related to IS711, BMEII0466 and BruAb2_0168 genes, which is specific to the Brucella genus and Brucella 

melitensis and Brucella abortus, respectively. A Real-time PCR test was performed. Of the 44 tested samples, 

11 samples (20.37%) were found to be infected with Brucella spp, three samples were contaminated 

with Brucella melitensis (5.5%), and 8 samples were infected with Brucella abortus (14.81%). According to 

the results, out of 3 positive samples related to Brucella melitensis, two samples were related to sheep, and 

one sample was related to cattle, and out of 8 positive samples associated with Brucella abortus, all of them 

were related to samples taken from cows. Therefore, according to the percentage of samples contaminated 

with Brucella bacteria and the health and economic losses of this disease, it is necessary to adopt more accurate 

and efficient control and monitoring programs to prevent and control the disease. 

Key words: Brucella, Brucella abortus, Brucella melitensis, Real time PCR 
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