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های باکتریایی مشترك انسان و دام است که در انسان ترین بیماریبیماری بروسلوز جز شایع 

در این ایجاد تب مالت نموده و خسارات اقتصادی بالایی را در حیوانات اهلی به بار می آورد. 

بروسلا به بررسی فراوانی گونه های   Real Time  PCR با استفاده از روشتحقیق 
نمونه های سرمی  در سرم افراد سرولوژی مثبت پرداختیم. بروسلا ملی تنسیسو  آبورتوس

های (، از آزمایشگاه160/1شده بود )بالای  ها مثبتنفر از افرادی که تست رایت آن 30

با استفاده  نمونه ها  DNAِهای شهرکرد و اصفهان  جمع آوری و تشخیص طبی شهرستان

شخیص جنس و گونه های سیناژن استخراج شد. به منظور ت DNAاستخراج از کیت 

بر روی نمونه ها انجام  Real Time PCRواکنش  بروسلا ملی تنسیسو  بروسلا آبورتوس

 .تأیید شدند Real time PCR نمونه مورد بررسی با روش  30بررسی تمام  این شد. در

در  تشخیص داده شد. بروسلا آبورتوسدر شهرهای اصفهان و شهرکرد در تمامی موارد 

 بروسلا آبورتوسفقط باکتری   Real Time PCRجنس مونث پس از انجام آزمون 

و  بروسلا آبورتوسدرصد(  33/73مورد ) 22که در جنس مذکر تشخیص داده شد در حالی

مورد آلودگی به بروسلوز در  7شناسایی گردید. از  بروسلا ملی تنسیسدرصد(  10مورد ) 3

درصد( 3/14مورد ) 1و  بروسلا آبورتوسدرصد(  7/85مورد ) 6سال،  30گروه سنی زیر 

مورد آلودگی به بروسلوز در  23که از تشخیص داده شدند. در صورتی بروسلا ملی تنسیس

درصد(   7/8مورد ) 2و  بروسلا آبورتوسدرصد(  3/91مورد ) 21سال،  30گروه سنی بالای 

 زیادی مولکولی های روش اخیر سال های در تشخیص داده شدند. بروسلا ملی تنسیس

 این از Real Time PCR روش .اند گرفته قرار استفاده مورد باکتری این برای تشخیص

 تشخیص در باشد،می بالایی اختصاصیت و حساسیت دارای و کم زمان صرف نیازمند که نظر

 .باشدمی مفید بسیار بیماری این
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 مقدمه

و  انسان بین مشترك بیماری پنج از یکی بروسلوز

 بروسلا جنس هایباکتری با آلودگی اثر در که است دام

 بروسلا مثل بروسلا انواع از (. بعضی1)آید  می به وجود

 دارای سوئیس بروسلا و سیستن ملی بروسلا آبورتوس،

های باکتری بروسلاها باشند،می ویژه هایمیزبان

کوکوباسیل گرم منفی، کوچک، باریک و کوتاهی 

باسیل و یا کوکسی نیز  هستند، که گاهی به شکل

 6/0-5/1 شوند طول متغیری حدودمشاهده می

دارد. غیر متحرك بوده و  5/0-7/0میکرومتر و عرض 

 L-Formاسپور تولید نمی کند. از منابع طبیعی شکل 

مقاومت در برابر رنگ  شده است.باکتری نیز جداسازی 

های رقیق اسیدی و قلیای امکان وسیله محلوله بری ب

به کارگیری رنگ آمیزی های متفاوت و غیر اختصاصی 

ی آلوده، از قبیل زیل نیلسون اصلاح شده، را در بافت ها

 (.2،3ماشیاولو و روش کوستر فراهم کرده است )

 و از دارد وجود دنیا مناطق تمام در بروسلوز

-محسوب می کشورها از بسیاری در بهداشتی مشکلات

ملی  بروسلا و آبورتوس بروسلا تقریبی طور به گردد.

 دام و انسان در بروسلوز موارد تمامی مسئول تنسیس

 اندمیک بیماری یک هستند. در ایران بروسلوز کشور ما

 ینیعلائم بال(. 4باشد )می های کشور قسمت تمام  در

به  یماریب نیاست. ا یاختصاص ریغ اریبروسلوز بس

 یماریب نیعلائم ا گردد. یم انیاشکال مختلف نما

 ،یخستگ ،یلرز، سردرد، درد عضلان ق،یشامل: تب، تعر

درد مفاصل، کمر درد، کاهش وزن،  ،یاشتهائی ب

 هیدرد گلو، سرفه خشک، علائم شب بوست،ی

 ،یشدن غدد لنفاو بزرگالتهاب مفاصل،  ،یسرماخوردگ

 هیقرن یری(، درگیمرکز یعصب یری)درگ یافسردگ

وزن، درد شکم، اختلال  کاهش ،یپوست عاتیچشم و ضا

و درد  یدگیرنگ پر خواب، بزرگ شدن کبد و طحال،

سلوز وبر یماریب یالبته گاه باشد.یستون فقرات م

 یتر ولفیحالت علائم خف نیشود که در ا یمزمن م

 یافراد مثلاً با تب مکرر ول نیشده و ا رمکر ایمداوم و 

 یکنند. گاهیمراجعه م یخستگ ایدرد مفاصل و  ف،یخف

 ایو  یمرکز یدستگاه عصب د،یشد یدر عفونت ها زین

موارد،  نیشود که در ایقلب گرفتار م یداخل هیلا یگاه

 (.5) تواند داشته باشدیم یعوارض خطرناک یماریب

 بروسلوز در با درگیری جدید مورد هزار 500 سالانه

جهانی  سازمان گزارش طبق که شودمی گزارش جهان

-می ناچیز آن واقعی شیوع برابر در تعداد این بهداشت

 تنوع،. دارد متفاوتی بالینی علائم بیماری این باشد، زیرا

 بروسلوز بالینی علائم بودن تیپیک غیر و غیراختصاصی

 را آزمایشگاهی های یافته اساس بر ضرورت تشخیص

 و کنترل پیشگیری، کلی (. به طور6)سازد می روشن

 صحیح و سریع نیازمند شناخت بروسلوز کنی ریشه

 هایکشت. آن است زمانی و مکانی توزیع و فراوانی

متکی بر  سرولوژیکی هایآزمایش و باکتریولوژیکی

در  استفاده مورد هایآزمون ترینشایع آگلوتیناسیون

 هستند بروسلوز حیوانی و انسانی هایعفونت تشخیص

برای  زیادی مولکولی های روش اخیر هایسال در .(7)

 روش .اندگرفته قرار استفاده مورد باکتری این تشخیص

Real Time PCR زمان صرف نیازمند که نظر این از 

 در باشد،می بالایی اختصاصیت و حساسیت دارای و کم

 (. 8)باشدمی مفید بسیار بیماری این تشخیص

و تکنیک کاربرد  PCRاین روش تلفیقی از تکنیک 

پروب های فلورسنس است که هر دو در یک واکنش 

جمع گردیده اند به طور کلی در این روش نوین 

فته در یک شناسایی قطعه تکثیر یاو   PCRواکنش

شود که این امر باعث افزایش ساعت یا کمتر انجام می

سرعت و صرفه جویی در زمان نسبت به سیستم های 

گردیده است. مزیت دیگر این تکنیک نسبت  PCRرایج 

که شامل ژل  Post PCRاین است که مراحل  PCR به

زای اتیدیوم الکتروفورز، رنگ آمیزی با ماده سرطان
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بروماید و تفسیر ژل با نور ماورای بنفش می باشد، حذف 

گردیده و آلودگی محیط آزمایشگاه به اتیدیوم بروماید 

نیز به  PCRتکثیر یافته به روش  DNAو قطعات 

رسد. کار با تجهیزات و دستگاه های به کار حداقل می

به طور قابل ملاحظه  PCR Real Timeگرفته شده در 

ساده تر بوده و مجموعه مزایایی  PCRت به ای نسب

نظیر ترکیب حساسیت و ویژگی بالا، خطر آلودگی 

پایین، ساده بودن کارکرد و سرعت بالا، باعث شده است 

های رایج تر از روشجذاب PCR Real Timeتا فناوری 

های ایمونولوژیکی در آزمایشگاه بر پایه کشت یا تست

خیص عوامل عفونی گردد ینی برای تشمیکروبیولوژی بال

(9.) 

 عیدر منطقه شا رانیقرار گرفتن ا ا توجه بهب

عوارض و خطرات بالقوه بروسلوز و  نیچنبروسلوز و هم

لزوم  تیاهم کند،یم لیکه بر اقتصاد تحم ییهانهیهز

استفاده  نیچنو هم یواقع وعیش زانیدر مورد م قیتحق

 یروش برا نیترصرفه و به نیترقیدق ن،یاز بهتر

. هدف از انجام رسدینظر م هلازم ب وعیش نیا صیتشخ

 یبرا Real Time PCR روش یابیمطالعه، ارز نیا

 بروسلاسرم مثبت  های در نمونه سیبروسلوز صیتشخ

افراد آلوده  صیکارآمد در تشخ یصیعنوان ابزار تشخ به

 نیدر ابروسلا کننده  ریدرگ  یگونه ها یو بررس یقیحق

 .افراد است

 مواد و روش کار

 نمونه گیری 

مقطعی، نمونه های سرمی  -در این مطالعه توصیفی

ها مثبت نفر از افرادی که تست رایت آن 30مربوط به 

شده بود، از آزمایشگاه های تشخیص طبی شهرستان های 

شهرکرد و اصفهان جمع آوری و در مجاورت یخ به مرکز 

دانشگاه آزاد اسلامی  ارگانیکتغذیه و محصولات تحقیقات 

 واحد شهرکرد منتقل گردیدند. 

 DNAاستخراج 

با DNA استخراج  ،به منظور تشخیص مولکولی

مطابق )شرکت سیناژن( DNA استفاده کیت استخراج 

 DNAبرای ارزیابی کیفی روش کار کیت انجام شد. 

استخراج شده از الکتروفورز بر روی ژل آگارز استفاده 

 درصد 1از آن را بر روی ژل آگارز  μl5شده و مقدار 

کنیم. ژل را درون تانک الکتروفورز گذاشته و از ران می

با رنگ  μl 5تخلیص شده به میزان  DNAهر نمونه 

برموفنل بلو مخلوط کرده و توسط سمپلر درون 

ها مارکر ریخته یکی از چاهک ها ریخته شد. درچاهک

، ژل را 80شد و پس از نیم ساعت ران شدن با ولتاژ 

. شدرنگ آمیزی  DNA Self Saineبرداشته و با رنگ 

آمیزی، ابتدا درون یک ظرف مقداری آب برای رنگ

ها به آرامی از روی ژل دیونیزه ریخته شد و شیشه

ن برداشته شد )نباید ژل پاره شود(. سپس ژل را درو

میکرولیتر رنگ مورد نظر  به  15ظرف آب قرار داده و 

دقیقه توسط  15اضافه گردید و پس از حدود  آن

( از ژل فوق عکس گرفته شد و UVدستگاه ژل داك )

کنیم. به استخراج شده را ارزیابی می DNAکیفیت 

تخلیص شده از دستگاه  DNAمنظور کمیت سنجی 

 DNAگیری میزان  بایوفوتومتر استفاده شد و با اندازه

 DNAنانومتر میزان  280در نمونه در طول موج نوری

 موجود در نمونه تعیین گردید.

  Taq-Man Real Time PCRواکنش 

 Taq-Man Real Timeبه منظور انجام واکنش 

PCR  بروسلاپرایمر مورد استفاده برای تشخیص جنس 

م چنین توالی و ه ملی تنسیسو  آبورتوسو گونه های 

زیست  تکاپو جهت سنتز به شرکتپروب مورد استفاده 

 پروب و مخصوص پرایمرهایسفارش داده شدند. 

TaqMan سازی رقیق کارخانه دستورالعمل مطابق 

های مورد استفاده در توالی پرایمرهای و پروب .گردید

 (.10( نشان داده شده است )1این تحقیق در جدول )

جهت رقیق سازی پروب مطابق دستورالعمل شرکت 
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سازنده در تاریکی و تحت شرایط استریل  

بدون عمل  Nuclease freeمیکرولیتر آب 1000

پیپتینگ به ویال حاوی پروب افزوده و به مدت نیم 

میکرولیتر از  50ساعت در دمای اتاق قرار دادیم. سپس 

 Nucleaseمیکرولیتر آب  200پروب را برداشتیم و با 

free  مخلوط نمودیم. واکنشReal Time PCR  جهت

ملی و  آبورتوسو گونه های  بروسلاتشخیص جنس 

 5/12میکرولیتر متشکل از  25در حجم نهایی  تنسیس

 TaqMan Universal PCR   Masterمیکرولیتر 

Mix (2X) ،625/0  پرایمرF ،625/0  پرایمرهایR ،

الگو و  DNA میکرولیتر 5/2میکرولیتر پروب،  3/0

میکرولیتر آب مقطر، به صورت جداگانه برای هر  43/8

 Lightها در دستگاه ژن صورت گرفت. در نهایت نمونه

Cycler  مخصوصReal Time PCR  قرار داده شده

-Rotorگرمایی با استفاده از نرم افزار  -اند. برنامه زمانی

Gene 6000  دقیقه ) 10گراد درجه سانتی 95درHot 

Start) درجه  95چرخه دمایی به ترتیب  45، سپس

ثانیه و  20گراد درجه سانتی 62ثانیه،  20سانتی گراد 

ثانیه دقیقه  20گراد درجه سانتی 72یک مرحله نهایی 

سیکل تکثیر، یک سیکل نیز  45تنظیم گردید. علاوه بر 

درجه سانتی گراد جهت رسم  95تا  60در دامنه دمایی 

ائت رنگ فلورسانس منحنی ذوب، به وسیله قر

TaqMan probe .برای دستگاه تعریف شد 

 هاتوالی آغازگرها و پروب -1جدول 

 

 آنالیز آماری

تحلیل در نهایت ارتباط آماری )جهت تجزیه و 

ها( حاصل از نتایج به دست آمده مورد بررسی داده

منظور تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت. در نتیجه به

ها از آمار استنباطی )آزمون های دقیق فیشر آماری داده

استفاده  SPSS20 و مربع کای( با استفاده از نرم افزار

گردید و ارتباط آماری حاصل از نتایج به دست آمده 

 > Pو در این بررسی  بررسی آماری قرار گرفتمورد 

 عنوان معنی دار، معرفی شد.به 0.05

 نتایج

 DNAنتایج کیفی مربوط به استخراج 

طبق روش شرکت سازنده کیت  DNAاستخراج 

نشان داده  DNAنتایج استخراج  1انجام شد و در شکل 

همگی نشان دهنده غلظت  5تا  1های شده است. شماره

 است. DNAبالای 

 
 درصد 1استخراج شده روی ژل آگارز  DNAتصویر الکتروفور -1شکل 

 توالی هدف (′5′→3توالی پرایمر ) (′5′→3توالی پروب )

TAMRA-AAGCCAACACCCGGCCATTATGGT-FAM 
GCTTGAAGCTTGCGGACA

GT GGCCTACCGCTGCGAAT 
IS711 

2-BHQ-CCTCGGCATGGCCCGCAA-Cy5 
TCGCATCGGCAGTTTCAA/ 

CCAGCTTTTGGCCTTTTCC 
BMEII0466 

1-BHQ-TGGAACGACCTTTGCAGGCGAGATC-FAM 

GCACACTCACCTTCCACA

ACAA/ 

CCCCGTTCTGCACCAGACT 

BruAb2_0168 
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 نمونه سرم مثبت به 30 تعداد بررسی این در

 قرار بررسی مورد ،بروسلا باکتری ژنوم ردیابی منظور

شهرستان مورد مربوط به  15(. 1گرفتند )نمودار 

( مربوط به شهرستان درصد 50مورد ) 15اصفهان و 

نمونه مورد بررسی در شهرستان  15از  شهرکرد بودند.

مورد  7( و درصد 3/53مورد در شهرها ) 8اصفهان، 

(. 2تاها اقامت داشتند )جدول ( در روسدرصد 7/46)

ترین میزان ابتلا در شهر اصفهان مربوط به ساکنین بیش

مورد از  7که ( می باشد در حالیصددر 3/53شهرها )

( به بروسلوز مبتلا درصد 7/46روستاییان اصفهان )

در شهرستان اصفهان  بروسلامورد آلودگی به  8بودند. از 

تشخیص داده  بروسلا آبورتوس( درصد 100مورد ) 8

در هیچ نمونه ایی یافت  بروسلا ملی تنسیسشدند و 

در بروسلا نمونه آلوده به  7که از نشد. در صورتی

بروسلا ( درصد 43/71نمونه ) 5روستاهای اصفهان 

بروسلا ملی ( درصد 57/28نمونه  ) 2و  آبورتوس

 تشخیص داده شدند. تنسیس

نمونه مورد بررسی در شهرستان شهرکرد  15از 

 7/26مورد ) 4( و درصد 3/73مورد در شهرها ) 11

ترین میزان ابتلا د. بیش( در روستاها اقامت داشتندرصد

-هرکرد، مربوط به ساکنین شهرها میدر شهرستان ش

در شهرستان بروسلا مورد آلودگی به  11از  باشد.

 بروسلا آبورتوس( درصد100مورد ) 11شهرکرد، 

در هیچ  بروسلا ملی تنسیستشخیص داده شدند و 

نمونه آلوده به  4ی یافت نشد. در صورتی که از نمونه ا

( درصد 75نمونه ) 3روستاهای شهرکرد، در  بروسلا

بروسلا ملی (  درصد25نمونه  ) 1و  بروسلا آبورتوس

دهد که که نشان می. تشخیص داده شدند تنسیس

را در مناطق فراوانی  ترین بیشبروسلا آبورتوس 

  (.1روستایی شهرکرد دارد )نمودار

  (.1روستایی شهرکرد دارد )نموداررا در مناطق فراوانی 

 

 

 

 های اصفهان و شهرکرد در شهرستان بروسلا آبورتوس و ملی تنسیسفراوانی  -1نمودار 
 

 

 

 

اصفها

 ن

 شهرکرد

8؛ شهری؛ بروسلا آبورتوس

5؛ روستا؛ بروسلا آبورتوس

3؛ شهری ؛ بروسلا آبورتوس

11؛ روستا؛ بروسلا آبورتوس

0؛ شهری؛ بروسلا ملی تنسیس

2؛ روستا؛ بروسلا ملی تنسیس

…بروسلا ملی  1؛ روستا؛ بروسلا ملی تنسیس

بروسلا آبورتوس

بروسلا ملی تنسیس
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 شهرها و روستاهای اصفهان و شهرکرد در هاباکتری فراوانی میزان مقایسه -2جدول 

-p شهرکرد  اصفهان  شهر و محل سکونت

value 
 (8شهر )

7/53% 

 (7روستا )

7/46% 

 (11شهر )

3/73% 

 (4روستا )

7/26% 

ت

 عداد

د

 رصد

ت

 عداد

د

 رصد

ت

 عداد

در

 صد

تعدا

 د

در

 صد

1 8 بروسلا جنس

00 

7 1

00 

1

1 

1

00 

4 10

0 

 

251/0 

1 8 بروسلا آبورتوس

00 

5 4

3/71 

1

1 

1

00 

3 75 

5 2 0 0 بروسلا ملی تنسیس

7/28 

0 0 1 25 

 

در تجزیه و تحلیل آماری با آزمون دقیق فیشر بین 

ارتباط معنی  بروسلامنطقه )شهر و روستا( و آلودگی 

نمونه  30از  (.p-value>0/05داری مشاهده نگردید )

( مربوط به جنس درصد 3/83مورد ) 25مورد بررسی 

( مربوط به جنس مونث درصد7/16مورد ) 5مذکر و 

 Realبودند. که در جنس مونث پس از انجام آزمون 

Time PCR  تشخیص  بروسلا آبورتوسفقط باکتری

 33/73مورد ) 22که در جنس مذکر داده شد در حالی

بروسلا ( درصد10مورد ) 3و  بروسلا آبورتوس( درصد

(. 3شناسایی گردید )جدول  ملی تنسیس

 

 

 در دو جنس مذکر و مونث بروسلا آبورتوس و ملی تنسیسفراوانی  -2نمودار 
 

 

 

 

 

 

؛ بروسلا آبورتوس

5؛ مونث

؛ بروسلا آبورتوس

22؛ مذکر

؛ بروسلا ملی تنسیس

0؛ مونث

؛ بروسلا ملی تنسیس

3؛ مذکر

بروسلا آبورتوس

بروسلا ملی تنسیس
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 جنس مونث و مذکر در هاباکتری فراوانی میزان مقایسه -3جدول 

 p-value مذکر  مونث  جنسیت

 درصد تعداد درصد تعداد

  100 25 100 5 بروسلا جنس

 88 22 100 5 بروسلا آبورتوس 00/1

 12 3 0 0 تنسیسبروسلا ملی 
 

در تجزیه و تحلیل آماری با آزمون دقیق فیشر بین  

اط آماری معنی داری ارتب بروسلا جنسیت و آلودگی به

از نظر گروه  .(P-Value=1/00>0/05) دمشاهده نگردی

سال و  30های سنی، افراد مورد مطالعه به دو گروه زیر 

( درصد 33/23مورد ) 7طبقه بندی شدند.  سال  30بالای 

( درصد 67/76مورد ) 23سال و  30مربوط به افراد زیر 

 7(. از 4باشد )نمودار سال می 30مربوط به افراد بالای 

 6سال،  30مورد آلودگی به بروسلوز در گروه سنی زیر 

مورد  1و  بروسلا آبورتوس( درصد 7/85مورد )

تشخیص داده شدند.  بروسلا ملی تنسیس( درصد3/14)

مورد آلودگی به بروسلوز در گروه سنی  23که از در صورتی

 بروسلا آبورتوس( درصد 3/91مورد ) 21سال،  30بالای 

تشخیص داده  بروسلا ملی تنسیس( درصد 7/8مورد ) 2و 

 (.5شدند )جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 سال 30و بالای  30گروه های سنی زیر  در هاباکتری فراوانی میزان مقایسه -5جدول 

 <30 سن

(7) 

30< 

(23) 

p-value 

 درصد تعداد درصد تعداد

  100 23 100 7 بروسلا جنس

 3/91 21 7/85 6 بروسلا آبورتوس 00/1

بروسلا ملی 

 تنسیس

1 3/14 2 7/8 

 

 سال 30و بالای  30سنی زیر گروه های  درصد آلودگی به در -4نمودار

؛ بروسلا آبورتوس

85/7؛ 30>

؛ بروسلا آبورتوس

91/3؛ 30<

؛ بروسلا ملی تنسیس

14/3؛ 30> ؛ بروسلا ملی تنسیس

8/7؛ 30<

بروسلا آبورتوس

بروسلا ملی تنسیس
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 دقیق فیشرآزمون  در تجزیه و تحلیل آماری با 

نی ارتباط آماری مع بروسلابین  گروه سنی و آلودگی به 

 .(P-value=1/00>0/05) مشاهده نگردید داری 

 Real Time PCRنتایج 

 Real Timeدر مرحله اول ابتدا از طریق روش 

PCR  پرداخته شد. در مرحله بعدی  بروسلابه تشخیص

 Realبر اساس آنالیز منحنی ذوب ایجاد شده از واکنش 

Time PCR بروسلا ملی های توان به تشخیص گونهمی

 2، 1پی برد. در شکل های بروسلا آبورتوس و  تنسیس

و گونه  بروسلامراحل پروفایل حرارتی برای جنس  3و 

نشان داده  Real Time PCRدر دستگاه   بروسلاهای 

 مثبت در نظر گرفته شد. 40تر از کمCT شده است. 

 

 خط .بروسلاهای مثبت جنس نمونه: 4و  3 ،2 خطوط کنترل مثبت.: 1 خط :بروسلاذوب برای جنس  منحنی آنالیز -2شکل

 .است واکنش منفی برای نمونه: 6 خط منفی. کنترل: 5

 

 

 

 

 

: کنترل  Cمثبت. خط : نمونهB: کنترل مثبت.خط A. خط آبورتوس بروسلاآنالیزمنحنی ذوب برای گونه  -3شکل

 .: نمونه منفی برای واکنش است Dمنفی.خط

 
: 3خط. مثبت نمونه: 2 کنترل مثبت.خط: 1 . خطملی تنسیس بروسلاآنالیزمنحنی ذوب برای گونه  -4شکل

 .است برای واکنشنمونه منفی : 4خط منفی. کنترل

 بحث

های وزارت بهداشت و کتاب طبق آخرین گزارش

راهنمای کشوری مبارزه با بروسلوز )تب مالت( 

پراکندگی بیماری در ایران در استان چهارمحال و 

بختیاری نسبت به استان اصفهان بیشتر است که بر این 

های با ز استاناساس استان چهارمحال و بختیاری ج
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درصد( است و  11-20آلودگی متوسط )میزان بروز 

استان اصفهان جز استان های با آلودگی پایین )میزان 

بروسلا درصد( است. در تحقیق ما آلودگی به  0-10بروز 

باشد که شهرها نسبت به روستاها بیشتر می در ساکنین

 غیر لبنیات توزیع قبیل ازمی تواند به علت عواملی 

( و ارتباط تنگاتنگ محلی پنیر و خامه) پاستوریزه

 تمامی در ساکنین شهرها با روستاها باشد. بیماری

سالگی  20-30در سن  آن وفور ولی دارد وجود سنین

 معرض در کشور کارآمد و  فعال  نیروی  یعنی  است،

هستند. در مطالعه حاضر بیماری  بیماری این خطر

سال شیوع بیشتری  30بروسلوز در گروه سنی بالای 

که در تحقیق انجام شده توسط زینلی و دارد در حالی

سال و  20-30ترین گروه سنی مبتلایان همکاران بیش

در تحقیق قاسمی و همکاران بیشترین گروه سنی 

 (. با توجه به 11،12برآورد گردید ) 15-19مبتلایان 

  30گروه سنی بالای  در بروسلوز بیماری بالاتر شیوع

 آگاهی که کرد گیری نتیجه توانمی در تحقیق ما  سال

 کافی اندازه به بیماری انتقال های راه به نسبت گروه این

 های راه بر کیدأت و بیشتر آموزش با که دارد جا و نیست

 بالا بیماری این به نسبت را آگاهی میزان بیماری انتقال

شود تحقیقات جنس دیده می دو هر در . بیماریبرد

انجام شده حاکی از آن است که میزان آلودگی متعدد 

به بروسلوز در جنسیت مرد نسبت به جنسیت زن بیشتر 

دست ی به که در تحقیق ما نیز چنین نتیجه اباشد می

شغلی  یک بیماری توانآمد. بیماری را انحصارا نمی

محسوب نمود ولی شغل به عنوان یک عامل خطر در 

های وص نزد خانمابتلا به بیماری مطرح است به خص

خانه دار )خانم های خانه دار عمدتا به عنوان دامدار و 

ن در مناطق روستایی به کشاورز دوشادوش همسرانشا

پردازند(، دامداران، کشاورزان. بیماری در فعالیت می

تمام فصول وجود دارد ولی در فصل بهار و تابستان هم 

-می ها بیش تر دیدهو شیردهی دام زمان با فصل زایش

در تحقیق حاضر تمامی نمونه های سرم مثبت در  شود.

مثبت تشخیص داده شدند  Real Time PCRآزمون 

تواند لایل اختلاف با تحقیق دل بیشه میکه یکی از د

 قیدر تحقی باشد. اوت بودن تیتر واکنش رایت لوله امتف

بر  2011و همکاران درسال  یسهرابدیگری که توسط 

سرم نمونه   25سرم مثبت و ونه نم 25نمونه ) 50 یرو

نمونه از دام ذبح شده با تب مالت را به  75( و یمنف

-قرار دادند. سرم یمورد بررس Real Time PCRروش 

 یداده نشد ول صیتشخ بروسلابه  یآلودگ یمنف یها

ذبح  واناتینمونه ح  75 از دمور 46در بروسلا  یآلودگ

 دأییمورد تو هم چنین نمونه های سرم مثبت را شده 

و  زهرایی صالحیدر مطالعه ای که توسط  (.8)دادقرار 

بهینه سازی  طراحی وبرای  1392همکاران در سال 

جهت تشخیص باکتری   Real Time PCR روش

 نواکس و استاندارد سویه بر روی بروسلا آبورتوس

 15 و نئوتومه ،سوئیس ،تنسیس ملی آبورتوس، بروسلا

انجام شد،  گاو شیر از جداشده آبورتوس بروسلا ایزوله

 حاصله ذوب منحنی اساس بر نوکلئوتیدی 215 قطعه

 کاملا صعودی الگوی یک گرادسانتی درجه 85 دمای در

 با کهمشخص کرد  نتایجرا نشان داد.  اختصاصی

 آبورتوس بروسلا باکتری توانمیروش  این از استفاده

در  (.13) داد تمایز ها گونه سایر از اختصاصی صورت به

ل همکاران درسا انجام شده توسط محمدزاده و یبررس

که از نظر  ینمونه سرم از افراد 64 یکه بر رو 1390

 160ی برابر و بالا تریت اریع یلوله ا تیرا شیآزما

 Realبه روش بروسلا ملی تنسیس  جهت گونه داشتند،

Time PCR قیتحق نیقرار گرفتند. در ا یمورد بررس 

 درصد 87/71نمونه  43در  یرسنمونه مورد بر 64از 

در صورتی که  (.14) دیگزارش گردبروسلا ملی تنسیس 

از فراوانی بالاتری  بروسلا آبورتوسدر تحقیق ما 

در تحقیق انجام شده توسط دل برخوردار می باشد. 
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نمونه  45که بر روی  1391بیشه و همکاران که درسال 

های سرولوژیکی در ر تستنظ ی مثبت خون گوسفند از

گرفت، تنها  چندین شهرستان استان مازندران صورت

با  بروسلا های جنسنمونه از نظر حضور باکتری  20

مثبت  Real Time PCR TaqManاستفاده از روش 

 سال در و همکاران  Newby(.15)تشخیص داده شدند

 Real Time روش به آبورتوس بروسلا تشخیص 2003

PCR تکنیک سه بین را ای مقایسه که گرفت انجام 

SYBR Green، 1  هایپروب و اگزونوکلئازی 5و 

 همان از روش سه این در دادند. انجام شونده هیبرید

 یکسان ی قطعه یک تولید برای شده تقویت پرایمر

 منطقه یک های محدوده قطعه این است شده استفاده

 Alk ژن از هاییبخش شامل که آبورتوس بروسلا ژنوم از

B عنصر و IS711 دارای روش سه هر است شده الحاق 

بیش حال این با است بوده ای ملاحظه قابل حساسیت

 هیبریداسیون پروب روش از استفاده با را ویژگی ترین

 Jolie توسط شده انجام مطالعه در(. 16) آوردند دستبه

 در های جدایه سریع تعیین 2007 سال در همکاران و

 بر Multiplex- PCR روش با گونه تشخیص مرحله

 ، omp25 ژن سه آن در که گرفت صورت SNP پایه

glk و trpE مالک توسط ایران در(. 17) بودند هدف 

 های گونه تعیین برای 1387 سال در همکاران و نژاد

-PCR تکنیک با کشور مرکزی مناطق در بروسلا

RLFP های ژن روی Omp2b و Omp2a پروتئین 

 انواع بین اختلاف که شد مطالعه خارجی غشای های

 را آن هایبیوتایپ برخی و زا بیماری هایبروسلا

 همکاران و Hinic 2009 سال در(. 18) کرد  مشخص

 به IS711 ی پایه بر مبتنی Real Time PCR روش

 روی شده درج سکوئنس پایه بر روش ارزیابی توصیف

 نمونه و نر گراز 199 خون های نمونه با آبورتوس بروسلا

 سوئیس از شده آوری جمع وحشی نر گراز 53 بافت ی

 199 خون ی نمونه از درصد 1/11 در بروسلا پرداختند

 تست که IS711 Real Time PCRروش  با وحشی نر

 در (.19) شد  داده تشخیص بود منفی ها آن سرولوژی

 های نمونه روی همکاران و Bertu توسط 2010سال

 بدون گاوهای و واکسیناسیون فاقد های گله از شیر

 این در. شد مطالعه پستانی ی غده ی آبسه علایم

 ملاك عنوان بهبروسلا ضد هایبادی آنتی بررسی

 شده انجام بررسی در(. 20)شد گرفته کار به تشخیصی

 روی بر که1390 درسال و همکاران محمدزاده توسط

 لوله رایت آزمایش نظر از که افرادی از سرم نمونه 64

 گونه جهت داشتند، 160بالای و برابر تیتر عیار ای

 مورد Real Time PCR روش به تنسیس ملی بروسلا

 مورد نمونه 64 از تحقیق این در. گرفتند قرار بررسی

 تنسیس ملی بروسلا درصد 87/71 نمونه 43 در بررسی

 توسط شده انجام تحقیق در(. 14) گردید گزارش

 نمونه 50 روی بر که 2011 سال در همکاران و سهرابی

 دام از نمونه 75 و( منفی سرم  25 و مثبت سرم 25)

 Real Time PCR روش به را مالت تب با شده ذبح

 به آلودگی منفی هایسرم. دادند قرار بررسی مورد

 46 در بروسلا آلودگی ولی نشد داده تشخیص بروسلا

 قرار تأیید مورد شده ذبح حیوانات نمونه 75از  مورد

 و صالحی زهرایی توسط که ای در مطالعه(. 8) گرفت

 سازی بهینه و طراحی برای 1392 سال در همکاران

 باکتری تشخیص جهت Real Time PCR روش

 واکسن و استاندارد سویه روی بر آبورتوس بروسلا

 15 و نئوتومه ،سوئیس ،ملی تنسیس ،آبورتوس بروسلا

 شد، انجام گاو شیر از جداشده آبورتوس بروسلا ایزوله

 حاصله ذوب منحنی اساس بر نوکلئوتیدی 215 قطعه

 صعودی الگوی یک گراد درجه سانتی 85 دمای در

 با که کرد مشخص نتایج. داد نشان را اختصاصی کاملاً 

 گونه بروسلا باکتری توانمی روش این از استفاده

 داد تمایز ها گونه سایر از اختصاصی صورت به آبورتوس

(13.) 
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 کلی نتیجه گیری

کشت های  هایمحدودیتبا توجه به 

و فقدان  باکتریولوژیکی و آزمایش های سرولوژیک

هایی در بیمارانی که به حساسیت لازم چنین تست

بروسلوز مزمن مبتلا هستند، از طرف دیگر وجود 

های گرم منفی که منجر با دیگر باکتریواکنش متقاطع 

این  گردد، به منظور تسهیل دربه نتایج مثبت کاذب می

مشکلات و با وجود درجه ی بالایی از شباهت ژنتیکی 

 PCRهای مولکولی از قبیل روش بروسلابین گونه های 

تر، امن تر، تر، سریعکه آسان Real time PCRو 

ناسب تر و دقیق تر از روش های سنتی هستند مراحت

 به نظر می رسند.
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Abstract 

 Brucellosis is one of the most common bacterial diseases in both humans and animals.It causes human 

to suffer from Malta fever and has highly economic losses in livestock. Bacteriological culture and 

serological tests for the diagnosis of chronic cases are insensitive. Therefore, the use of Real Time PCR is 

a great help to evaluate the frequency of types of Brucella abortus and Brucella melitensis in serum of 

people with positive serology.Serum samples of 30 cases with right positive test (over 1/160) were collected 

from DNA clinical laboratories in the cities of Shahrekord and Esfahan and they were extracted with the 

use of signagen DNA extraction kit. In order to identify the genus and the types of Brucella abortus and 

Brucella melitensis Real Time PCR reaction was carried out on the samples.In this study, all 30 samples 

were confirmed with the use of Real Time PCR. Brucella abortus was detected in all samples in the cities 

of Esfahan and Shahrekord.  After Real Time PCR test was run on females, brucella abortus was just 

detected, While in males, 22 (%73.33) cases suffered from Brucella abortus and 3 (%10) suffered from 

brucella melitensis. From the total of 7 cases with brucellosis infection in the age group below 30 years old, 

6 (%85.7) cases suffered from brucella abortus and 1 (%14/3) suffered from brucella melitensis, While 

from the 23 cases with brucellosis in the age group over 30 years old, 21 (%91.3) had Brucella abortus and 

2 (% 8.7) had Brucella melitensis. In recent years many molecular methods have been used for the detection 

of this bacteria. Real Time PCR method in the sense that it requires less time and has high sensitivity and 

specificity is very useful in the diagnosis of the disease. 
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