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جداسازی شده از سقط جنین  بروسلا های گونه مولکولی تایپینگ و تفکیک

 های اهلی در شمال و شرق ایراندام

 
 3، مهرناز راد*2، غلامرضا هاشمی تبار1علی نعمتی

 ایران. –دانش آموخته کارشناسی ارشد گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد  -1

 ایران. –ه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد استاد گرو -2

 ایران. –دانشیار گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد  -3

 21/88/8331تاریخ پذیرش:  3/2/8331تاریخ دریافت: 

 چکیده

 را فراوانی اقتصادی هایخسارت ساله هر که نحوی بوده به اهمیت حائز بهداشتی و اقتصادی بعد دو از همواره مالت، تب بروسلوز یا بیماری

 موضوع اهمیت باشد،می  دام و انسان بین مشترک بیماری بروسلوز یک که آنجایی از دیگر سوی از .آورد می بار کشور به دامی سرمایه برای

 عامل شناسایی سمت به اول، گام عنوان به اپیدمیولوژیک مطالعات انجام با است لازم بنابراین. شود می چندان دو عمومی بهداشت نظر از

نمونه سقط جنین مربوط به گوسفند و گاو در طی  871در این مطالعه،  .برداشت قدم کشور در آن به ابتلا موارد سپس کنترل و کاهش و بیماری

ها در محیط  جنین مختلف هایارگان از کالبد شکافی، از . پسهای گلستان و خراسان رضوی جمع آوری گردیداز استان 37تا  39های سال

ها مورد بررسی قرار های استاندارد بیوشیمیایی، تمام نمونهکشت داده شد و با استفاده از رنگ آمیزی گرم و تست و مک کانکی کلمبیا آگار

و  Bruce-ladder Multiplex PCRهای مولکولی تکنیکشناسایی گردید. در نهایت با استفاده از بروسلا ایزوله  01مجموع،  گرفتند. در

ERIC-PCR ، گونه مربوط ۹3 ایزوله شناسایی شده، 01 میان از شده انجام پذیرفت. های جداسازیایزوله مولکولی تایپینگتفکیک گونه و 

 دارای متفاوت، جغرافیایی مناطق رغمعلیهای شناسایی شده، تمامی ایزولهبود. آبورتوس  بروسلا به گونه مربوط 8و  تنسیسملی بروسلا به

 بروسلاشناسایی  سریع، دقیق و ایمن جهت روش یک عنوان به  Bruce-ladder Multiplex PCRتکنیک .بودند مشابهی ژنتیکی الگوی

ز مولکولی در بسیاری از مطالعات روش قدرتمندی در تمای  ERIC-PCRبا وجود اینکه تکنیک بسیار موثر است.  گونه و جنس سطح در

تر و با قدرت تفکیک بالا همچون های دقیقرود، در صورت امکان بهتر است که برای تایید نتایج این مطالعه از تکنیکها بشمار میباکتری

MLVA  وMLST  استفاده گردد.نیز 
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 مقدمه

ترین و بیماری بروسلوز یا تب مالت یکی از شایع

باکتریایی مشترک بین انسان و های ترین بیماریگسترده

 سازمان گزارش . طبقگردددر دنیا محسوب میدام 

 تب بیماری به دنیا در نفر میلیون ۹11 جهانی، بهداشت

 تعداد این به نفر هزار ۹11 سالیانه و هستند مالت مبتلا

 نقاط اغلب در بیماری این (.81،83گردد )می افزوده

 از توسعه، حال در کشورهای در خصوص بهو  دنیا

 اقتصادی وضعیت در آن تاثیر و عمومی بهداشت لحاظ

 .باشدمی برخوردار زیادی اهمیت از جامعه اجتماعی و

 سایر و شمالی آمریکای و اروپایی کشورهای خلاف بر

 بیماری یک همچنان یافته، بروسلوز توسعه کشورهای

 (.28،23) گرددمی محسوب ایران در اندمیک

 دنیا به دام، ناباروری دام، شیر شدن کم جنین، سقط

 در های رحمیعفونت بروز و ضعیف نوزادان آوردن

  دامی جمعیت در بیماری این علائم جمله از هادام

 اهلی هایدام بروسلوز، طبیعی مخزن(. 1،89) باشدمی

 طرق به نیز باشد و انسانگوسفند می گاو و خصوص به

)گوارش، استنشاق، پوست، تزریقات، چشم و  مختلف

بروسلوز  (.27) گرددمی بتلام بیماری این بهمخاطات( 

 به جامعه سلامت برای جدی تهدید یک اینکه بر علاوه

 در فراوانی های اقتصادیآید، سالانه زیانمی شمار

 .کندمی تحمیل کشور دامداری به و دامپروری زمینه

 بروسلا جنس به مربوط هایباکتری بیماری، این عامل

 ، کوچک،منفی های گرم باکتری بروسلاهاباشند. می

متحرک، دارای رشد  ها(، غیرهوازی )اکثر گونه

 خارج هایآنزیم سایر و اگزوتوکسین آهسته، فاقد

 قابل ویرولانس فاکتور کلی طور به. هستند سلولی

 اصطلاح، در شود وها مشاهده نمیای در آن ملاحظه

 (.9) شوندمحسوب می (Low virulence) کم حدت

و  باشداختیاری می لیسلو ، یک باکتری درونبروسلا

 و بیوشیمیایی خصوصیات اختصاصی، میزبان اساس بر

 و شناساییآن  از گونه 81 امروز به تا ژنیک آنتی

 هایگونه مهمترین(. 3،87) است شده نامگذاری

های گونه ایران، در انسان و اهلی هایدام برای بیماریزا

 آبورتوس بروسلا )گوسفند و بز( و تنسیسملی بروسلا

 (.20) باشندمی)گاو( 

 کنی ریشه انسان، در بروسلوز کنترل و پیشگیری کلید

. یکی از مهمترین استدر جمعیت دامی  بروسلوز

یابی به این هدف، بررسی راهکارها جهت دست

باشد. می بیماری در جمعیت دامی اپیدمیولوژیک

 اقدامات و بیماری کنترل در اپیدمیولوژیک هایبررسی

 باشند. بهمی زیادی اهمیت دارای و بوده رموث پیشگیرانه

 زمینه در زیادی مطالعات اخیر هایسال طی جهت همین

 شده انجام ایران مختلف نقاط در مالت اپیدمیولوژی تب

از نظر دقت،  مولکولی هایتکنیک میان، این در .است

 کارایی از ها،روش سایر به نسبتسرعت و ایمن بودن 

 (.7) اندبوده برخوردار بالاتری

 بروسلوز اپیدمیولوژی بررسی مطالعه حاضر با هدف

 طی درهای اهلی بیماری در جمعیت دام ارزیابی روند و

های مولکولی تکنیک از با استفاده 37 تا 39 هایسال

Bruce-ladder Multiplex PCR  وERIC-PCR انجام 

 .گرفته است

 مواد و روش کار

 ها:جمع آوری نمونه -1

هاای ساقط شاده    نمونه، مربوط به جنین 871در مجموع 

 و جناین  ساقط  مطالعاات  قطاب  به های اهلی ارجاعیدام

 دانشااکده هااای نشااخوارکننده نااوزاد دام میاار و ماار 

. مشهد، جداساازی گردیاد   دامپزشکی دانشگاه فردوسی

هااای سااقط شااده  نمونااه، بااه جنااین  891در ایاان میااان، 

ه در هاای ساقط شاد   نمونه، باه جناین   22گوسفند و بز و 

هاای  های مذکور، طی ساال نمونه شد.گاوها، مربوط می

از شمال و شرق ایران جداسازی گردیاد   8337تا  833۹



 

 39 ... جداسازی شده بروسلا های گونه مولکولی تایپینگ و تفکیک

  

هااای گلسااتان و خراسااان رضااوی و   کااه اکثاارات اسااتان 

 شد.ها را شامل میهمچنین روستاهای اطراف آن

 جنس شناسایی جهت تشخیصی آزمایشات -2

 :بروسلا

های سقط شده( و ینها )جنپس از جمع آوری نمونه

هاا  ها به آزمایشگاه، بلافاصله کالبد شاکافی آن انتقال آن

پذیرفت و مایع شیردان، کبد، کلیه و ریه مربوط صورت 

های سقط شده، جداساازی و در محایط کلمبیاا    به جنین

 باااه صاااورت خطااای، کشااات آگاااار و ماااک کاااانکی 

هاای کشات داده شاده در دو شارایط     نموناه  شدند.داده 

سااعت در   72تاا   91باه مادت   روفیل میکرو اِئ هوازی و

پاس از طای    راد انکوبه گردیدند.درجه سانتیگ 37دمای 

شاادن دوره انکوباساایون، خصوصاایات ماکروسااکوپی   

هاای رشاد کاارده در محایط، ماورد بررسای قاارار      کلنای 

ها جهت انجام رناگ  از این کلنی ،در مرحله بعد. گرفت

 اده گردیاد استفگرم،  آمیزی رنگ طبق پروتکلآمیزی 

هااا نیااز مااورد بررساای و خصوصاایات میکروسااکوپی آن

هاای  آزماون  ای ازدر نهایات توساط مجموعاه   . واقع شد

کاتالاز، اکسیداز،  هایاستاندارد بیوشیمیایی شامل تست

قطعااای نسااابت باااه شناساااایی  IMViCو  O/F، اوره آز

 اقدام شد. در سطح جنس، بروسلاهای ایزوله

 :DNA استخراج -3
، نساابت بااه بروساالااسااایی نهااائی جاانس پااس از شن

هااای باااکتری، جهاات انجااام تکنیااک  DNAاسااتخراج 

مولکولی اقدام شد. برای این منظور، از کیات اساتخراج   

DNA (GeneAll Biotechnology, Korea ،)  اساتفاده

شارکت  گردید و مراحال انجاام آن مطاابق باا پروتکال      

از  شاده  استخراج DNA غلظتدنبال شد. کیت، سازنده 

 الکتروفورز ژل و نانو دراپ دستگاه از استفاده ها بامونهن

شد و جهت انجام آزمایشاات مولکاولی    سنجیده آگارز

 درجه سانتیگراد نگهداری گردید. -31در دمای 

 PCR: محصولات پرایمرها و تولید -4
 Bruce-ladder Multiplex PCRآزمایش 

جفااات پرایمااار  7بااارای انجاااام ایااان آزماااایش، از 

(Metabion international AG, Germany  اساتفاده )

جهت آماده سازی محلول اصالی  (. 8-9)جدول  گردید

 از میکرولیتار  PCR ،۹/82 به منظاور تولیاد محصاولات   

 ,Master Mix (2X), Ampliqonآماده ) مستر میکس

Denmark ،)8    میکرولیتاااار از هاااار جفاااات پرایماااار 

 /. میکرولیتااار۹و   Forward/. میکرولیتااار پرایمااار ۹)

اساتخراج شاده و    DNA میکرولیتر Reverse  ،)9پرایمر

 هاای  میکروتیاوب  اساتریل در  مقطار  آب میکرولیتر ۹/8

 میکرولیتار  2۹ حجم به DNase از عاری لیتریمیلی 2/1

انجاام واکانش،    جهت سپس شدند و مخلوط یکدیگر با

. (2-9)جدول  شدند داده سایکلر قرار ترمال دستگاه در

هاای واکسان   واکنش، از ساویه جهت بررسی کیفی این 

Rev.1  وRB51     به عنوان کنتارل مثبات و از آب مقطار

 استریل به عنوان کنترل منفی، استفاده گردید.
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 Bruce-ladder Multiplex PCR انجام آزمایش جهت استفاده مورد مشخصات پرایمرهای: 1-4جدول 

 پرایمر توالی پرایمر (bp)اندازه باند  منبع

80 8012 F: 5'- ATC CTA TTG CCC CGA TAA GG -3' 
R: 5'- GCT TCG CAT TTT CAC TGT AGC -3' 

BMEI0998f 
BMEI0997r 

80 9۹1 F: 5'- GCG CAT TCT TCG GTT ATG AA -3' 

R: 5'- CGC AGG CGA AAA CAG CTA TAA -3' 

BMEI0535f 

BMEI0536r 

80 8178 F: 5'- TTT ACA CAG GCA ATC CAG CA -3' 
R: 5'- GCG TCC AGT TGT TGT TGA TG -3' 

BMEII0843f 
BMEII0844r 

80 739 F: 5'- ACG CAG ACG ACC TTC GGT AT -3' 

R: 5'- TTT ATC CAT CGC CCT GTC AC -3' 

BMEI1436f 

BMEI1435r 

80 ۹17 F: 5'- GCC GCT ATT ATG TGG ACT GG -3' 

R: 5'- AAT GAC TTC ACG GTC GTT CG -3' 

BMEII0428f 

BMEII0428r 

80 8۹2 F: 5'- CGC AGA CAG TGA CCA TCA AA -3' 
R: 5'- GTA TTC AGC CCC CGT TAC CT -3' 

BMEII0987f 
BMEII0987r 

80 281 F: 5'- CAG GCA AAC CCT CAG AAG C -3' 

R: 5'- GAT GTG GTA ACG CAC ACC AA -3' 

BMEI0752f 

BMEI0752r 

 
 Bruce-ladder multiplex PCRواکنش های مربوط به : سیکل و برنامه2-4جدول 

 بسط نهائی هاتعداد سیکل بسط اتصال دناتوراسیون دناتوراسیون اولیه مرحله

 72℃ 22 72℃ 09℃ 3۹℃ 3۹℃ دما

 دقیقه ۹ دقیقه 3 ثانیه 9۹ ثانیه 3۹ دقیقه ۹ زمان

 

 ERIC-PCRآزمایش 

جفت پرایمر  8برای انجام این آزمایش، از  

(Metabion international AG, Germany استفاده )

(. جهت آماده سازی محلول اصلی 3-9گردید )جدول 

 از میکرولیتر PCR ،۹/82 به منظور تولید محصولات

 ,Master Mix (2X), Ampliqonآماده ) مستر میکس

Denmark ،)3 ( میکرولیتر  ۹/8میکرولیتر از پرایمر

 Reverse ،) 3میکرولیتر پرایمر ۹/8و   Forwardپرایمر

  میکرولیتر ۹/0استخراج شده و  DNA میکرولیتر

 لیتریمیلی 2/1 های میکروتیوب استریل در مقطر آب

 یکدیگر با میکرولیتر 2۹ حجم به DNase از عاری

 دستگاه انجام واکنش، در جهت سپس شدند و مخلوط

جهت . (9-9شدند )جدول  داده سایکلر قرار ترمال

های واکسن یهبررسی کیفی این واکنش نیز، از سو

Rev.1  وRB51  به عنوان کنترل مثبت و از آب مقطر

 استریل به عنوان کنترل منفی، استفاده گردید.

 ERIC-PCR انجام آزمایش جهت استفاده مورد مشخصات پرایمر: 3-4جدول 

 پرایمر توالی پرایمر منبع
81 F: 5'- ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C -3' 

   R: 5'- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G -3' 

ERIC1 

ERIC2 

 
 ERIC-PCR های مربوط به واکنش: سیکل و برنامه4-4جدول 

 بسط نهائی هاتعداد سیکل بسط اتصال دناتوراسیون دناتوراسیون اولیه مرحله

 72℃ 33 72℃ 9۹℃ 3۹℃ 3۹℃ دما

 دقیقه 8۹ دقیقه 3 دقیقه 8 ثانیه 31 دقیقه 7 زمان
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 ژل روی PCR محصوووولات الکتروفوووورز -5

 آگارز:
جهت انجام هر دو آزمایش مولکولی، از ژل آگارز با 

درصد استفاده گردید که به منظور تهیه آن، از  2غلظت 

 ,EURx biotechnologyگرم پودر آگارز ) 2

Poland ،)811 لیتر بافر میلی TAE(50X TAE 

buffer, Parstous, Iran )رنگ میکرولیتر  1 همراه با

Green viewer (Parstous, Iran ).به  استفاده گردید

 Bruce-ladder Multiplexمنظور انجام آزمایش 

PCR میکرولیتر از هر محصول  81، مقدارPCR  جهت

ها، استفاده گردید. جهت بارگذاری نمونه ها در چاهک

  bp 100از مارکرای تشکیل شده، تعیین اندازه بانده

(Thermo Fisher Scientific, USAاستفاده شد ،) . در

ساعت، جریان  8زمان نهایت با ولتاژ بالا و در مدت 

به منظور انجام  .برقرار و ژل، الکتروفورز گردید

میکرولیتر از هر  1ز مقدار نی ERIC-PCRآزمایش 

ولتاژ بالا و در استفاده شد و جریان با  PCRمحصول 

دقیقه در کنار یخ، برقرار و  9۹ساعت و  8مدت زمان 

. پس از اتمام الکتروفورز، الکتروفورز گردیدژل، 

جهت مشاهده الگوهای باندی تشکیل شده، ژل مورد 

 UVسپس نور  نظر در دستگاه ژل داک قرار داده شد و

برای چند ثانیه فعال گردید و تصویر حاصل از باندهای 

تشکیل شده در ژل، ثبت و نتایج حاصل از آن مورد 

 آنالیز و بررسی قرار گرفت.

 ایجنت

 و ماکروسووووکوپی آزمایشووووات نتووووایج -1

 :میکروسکوپی
بررسی خصوصیات ماکروسکوپی و میکروسکوپی 

نشان داد که پس از کشت باکتری در  بروسلاهای ایزوله

 های آن به صورت صاف،محیط کلمبیا آگار، کلنی

کهربائی ظاهر شدند. در  تا سفید به متمایل شفاف، آبی

  صورت رنگ آمیزی گرم نیز، باکتری به

 منفی دیده شد. گرم کوچک هایکوکوباسیل

 :بیوشیمیایی هایآزمون نتایج -2

های استاندارد بیوشیمیایی جهت ای از تستمجموعه

در سطح جنس، انجام  بروسلاهای شناسایی قطعی ایزوله

ها نشان داد که تمامی گرفت و نتایج حاصل از آن

وره آز به های کاتالاز، اکسیداز و اها در تستایزوله

به صورت بدون واکنش و  O/Fصورت مثبت، در تست 

به صورت منفی بودند که این نتایج  IMViCدر تست 

، کاملات مطابقت بروسلابا خصوصیات بیوشیمیایی 

 داشت.

 
 بروسلا هایایزوله تشخیص جهت بیوشیمیایی هایتست نتایج به مربوط : تصاویر1-2تصویر
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 :مولکولی آزمایشات نتایج -3

 Bruce-ladder Multiplex PCRآزمایش 

 دست به باندی الگوهای و زیر جدول اساس بر

 01 میان از که شد مشخص آزمایش، این در آمده

  گونه به متعلق ایزوله ۹3 ،بروسلا ایزوله

 بروسلا گونه به متعلق ایزوله 8 و تنسیسملی بروسلا
 ۹3 شده، شناسایی ایزوله 01 میان در .بود آبورتوس

 مورد 8 و بز و گوسفند در شده سقط هایجنین از ردمو

 گردید. جداسازی گاوها، در شده سقط هایجنین از

 
 بروسلا واکسن هایسویه و بیماریزا هایگونه به مربوط باندی الگوهای: 1-3جدول 

 های واکسنزا و سویههای بیماریگونه باندهای تشکیل شده منبع

80 8012 - 739 - ۹17 - 9۹1 - 8۹2 B. abortus 

80 8012 - 8178 - 739 - ۹17 - 9۹1 - 8۹2 B. melitensis 

80 8178 - 739 - ۹17 - 9۹1 - 8۹2 B. ovis 

80 8012 - 739 - 9۹1 - 8۹2 B. abortus S19 

80 8۹2 - 9۹1 - ۹17 - 739 - 2۹29 B. abortus RB51 

80 8012 - 8178 - 739 - ۹17 - 9۹1 - 281 - 8۹2 B. melitensis Rev.1 

 

 
 از یکدیگربروسلا های واکسن های بیماریزا و سویهنتایج مربوط به تفکیک گونه :1-3تصویر

 Bruce-ladder Multiplex PCRبا استفاده از تکنیک مولکولی 

Lane 1: Brucella melitensis rev-1 vaccine,  

Lane 2,3: Brucella abortus rb51 vaccine, 

Lane 4,5,6,7,8: Brucella melitensis, Lane 9: Negative Control 

 

 ERIC-PCRآزمایش 

هااای پااس از آنکااه شناسااایی قطعاای جاانس و گونااه

انجاام گرفات، از تکنیاک     بروسالا های مربوط به ایزوله

ERIC-PCR نگااری  جهت تایپینگ مولکولی و انگشت

ها و به دنبال آن بررسای ارتباطاات ژنتیکای و    این ایزوله

دیااد. بررساای و آنااالیز  هااا، اسااتفاده گر جغرافیااایی آن

ها نشاان داد کاه   الگوهای باندی به دست آمده از ایزوله

 bp 3200تاا   bp 430محدوده باندهای تشکیل یافته بین 

باشد و تنوع ژنتیکی و جغرافیایی قابل ملاحظه ای در می
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های جداسازی شاده وجاود نادارد و همگای     میان ایزوله

 باشند.نی میدارای الگوهای باندی مشابه و منشاء یکسا

 

 

 
 ERIC-PCR تکنیک مولکولی از استفاده با بروسلا هایایزوله مولکولی تایپینگ به مربوط نتایج :2-3تصویر

 

 گیرینتیجه و بحث
 باین  مشاترک  هاای بیمااری  تارین مهام  از یکی بروسلوز

 گاردد. ایان  مای  محساوب  جهاان  سراسر در دام و انسان

 ناام  حیواناات باا   در و مالات  تاب  نام انسان با در بیماری

 شناخت از اینکه وجود با(. 88) شودمی شناخته بروسلوز

 اماا  اسات  شاده  سپری قرن یک از بیش تاکنون بروسلوز

 از کشاورهای جهاان   از بسایاری  در همچنان بیماری این

 هاای بیمااری  تارین مهام  از یکای  عناوان  باه  ایاران  جمله

 کنتاارل(. 82) باشاادماای مطاارح دام و انسااان مشااترک

 منجار  اهلی، هایدام خصوص به و حیوانات در لوزبروس

گردد. می انسانی جمعیت در بیماری گیرچشم کاهش به

 بررساای بااه بایساات ماای هاادف ایاان بااه رساایدن باارای

 در مااوثر عواماال همچنااین و بیماااری اپیاادمیولوژیک

 باه (. 83) شاود  پرداختاه  دامای  جمعیات  در آن گسترش

 یادمیولوژیک اپ بررسای  باه  مطالعاه  این در منظور، همین

 مناااطق بااه مربااوط اهلاای هااایدام جمعیاات در بروساالوز

 مولکولی هایتکنیک از استفاده با ایران شرقی و شمالی

 871 میاان  از آمده، دست به نتایج اساس شد. بر پرداخته

%( 20) بروساالا ایزولااه  01 شااده،  آوری جمااع نمونااه

%(، 31ایزولاه )  ۹3 میاان،  ایان  در کاه  گردیاد  جداسازی

 %(،2ایزولااه ) 8 و تنساایسملاای بروساالا گونااه بااه متعلااق

 بود.آبورتوس  بروسلا گونه به متعلق

، شفیعی و همکااران در مطالعاه خاود، باه     2183در سال 

در بروساالا آبورتااوس و  تنساایسبروساالا ملاایشناسااایی 

جمعیت گاوها و گوسفندان استان کردساتان باا اساتفاده    

از ایان  های مولکولی، پرداختند و نتایج حاصال  از روش

درصااد مااوارد ابااتلا بااه   71مطالعااه بیااانگر آن بااود کااه  

درصاد   31و تنسایس  بروسلا ملیبیماری، ناشی از گونه 

(. در 2۹اسات ) بروسالا آبورتاوس   موارد، ناشی از گونه 

ادقی و همکاااران در پهوهشاای کااه در  ، صاا2189سااال 

استان مازنادران انجاام شاد، باه بررسای اپیادمیولوژیک       

های اهلی این استان پرداختند و بروسلوز در جمعیت دام

درصاد ماوارد    811هاا نشاان داد کاه    نتایج پاهوهش آن 

 اسات  تنسیسبروسلا ملیشناسایی شده، مربوط به گونه 

ران در مطالعااه ، عربسااتانی و همکااا2180در سااال  (.29)

 شناساایی هاای مولکاولی، باه    خود با استفاده از تکنیاک 
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در اسااتان هماادان،   بروساالابیماااریزا مهاام   هااایگونااه

ایاان در  بااه دسات آماده   باا توجااه باه نتاایج    پرداختناد و 

درصد موارد شناسایی شده مربوط باه گوناه    31مطالعه، 

، بروجنای و  2187در ساال   (.2) بودتنسیس  بروسلا ملی

بختیااری، باه ارزیاابی     و چهارمحاال ن در اساتان  همکارا

اپیدمیولوژیکی بروسلوز در جمعیت گاوهاا، گوسافندان   

و بزهای شهرستان بروجن، پرداختند و نتایج این مطالعاه  

 بروساالادرصااد مااوارد، مربااوط بااه    33نشااان داد کااه  
، بهمناای و 2181در سااال  (.۹) باشاادماایتنساایس ملاای 

ان، باه بررسای میازان    همکاران در اساتان تهاران و هماد   

هاا  هاای اهلای ایان اساتان    شیوع بروسلوز در جمعیت دام

ها بیانگر آن بود کاه از میاان   پرداختند و نتایج مطالعه آن

درصد موارد مربوط باه   17های جمع آوری شده، نمونه

درصد موارد نیز، مرباوط   83 تنسیس وبروسلا ملیگونه 

، 2183ال در سا (. 3) شاد مای بروسلا آبورتاوس  به گونه 

آپاریساایو در کشااور مکزیااک، بااه بررساای اپیاادمیلوژی 

و نتاایج حاصال از    های اهلای پرداخات  بروسلوز در دام

 هاااایداد کاااه باااه ترتیاااب گوناااه  مطالعاااه او نشاااان  

تنسااایس، بروسااالا ساااوئیس و بروسااالا بروسااالا ملااای 
از فراوانی و اهمیت بیشتری برخوردار هساتند  آبورتوس 

ا و همکاران در کشور برزیل، ، اُلیوِری2187در سال  (.8)

در مطالعه خود باه ارزیاابی اپیادمیولوژیک بروسالوز باا      

های مولکولی پرداختند و نتایج حاصال  استفاده از روش

بروسالا آبورتاوس   از این مطالعه بیانگر آن بود که گونه 
 ها برخوردار استاز فراوانی بیشتری نسبت به سایر گونه

کاران در کشاور چاین،   ، کائو و هم2181در سال  .(21)

به بررسی میزان شایوع بروسالوز در جمعیات دامای ایان      

کشور پرداختند و نتایج حاصل از ایان مطالعاه نشاان داد    

که اکثر موارد ابتلا به بروسلوز، مربوط باه گوسافندان و   

  (.0) باشدمیتنسیس بروسلا ملیگونه 

مقایسه نتایج حاصل از ایان مطالعاه باا نتاایج مرباوط باه       

های صورت گرفتاه در منااطق مختلاف کشاور،     هشپهو

هااا بااا حاااکی از ارتباااط نزدیااک و همخااوانی کاماال آن

یکدیگر است. به نحوی که در تمام مطالعات و همچنین 

در مطالعااه حاضاار، درصااد بااالایی از مااوارد ابااتلا بااه     

هاای اهلای کشاور، مرباوط باه      بروسلوز در جمعیات دام 

رفی فراوانای یاک   از طشد. میتنسیس بروسلا ملیگونه 

هاای آن  گونه بیماریزا در هر منطقه، بستگی باه ناوع دام  

منطقه دارد. به این ترتیب که بر اساس نتایج این مطالعاه،  

از آنجایی که تراکم جمعیات گوسافند و باز در منااطق     

ها، بیشتر است لذا شمال و شرق کشور نسبت به سایر دام

ن، گوسافند  که میزبان طبیعی آتنسیس بروسلا ملیگونه 

های باشد، از فراوانی بیشتری نسبت به سایر گونهو بز می

است که  ذکر باشد. شایانبرخوردار میبروسلا، زا بیماری

ایاان وضااعیت باارای سااایر مناااطق کشااور نیااز بااه همااین  

باشد، به نحوی که بر اساس نتاایج باه دسات    صورت می

باه عناوان گوناه غالاب      تنسایس بروسلا ملیگونه  ،آمده

باا   گاردد.  د کننده بروسلوز در ایران، محسوب مای ایجا

مقایسه نتایج این پهوهش و مطالعاات خاارج از کشاور،    

مشخص شد کاه عالاوه بار ایاران، در اکثار کشاورهای       

از فراوانای بیشاتری   تنسایس  بروسلا ملیجهان نیز، گونه 

برخاوردار  بروسالا  هاای بیمااریزای   نسبت به سایر گوناه 

هاایی کاه در میاان مطالعاات     است. با این حال از تفاوت

توان باه اهمیات   داخل و خارج از کشور وجود دارد، می

در جمعیاات انسااانی  بروساالا سااوئیس  بیماااری زایاای  

کشورهای خارج اشااره کارد، موضاوعی کاه در ایاران      

 اهمیت چندانی ندارد.

ای مشابه با این پهوهش در با وجود اینکه تا کنون مطالعه

این حال با مقایسه این پهوهش ایران انجام نشده است، با 

با مطالعاتی که در زمینه اپیدمیولوژی بروسلوز در کشور 

-Bruceرساد کاه تکنیاک    انجام شده است، به نظر مای 

ladder       ،که در این مطالعاه ماورد اساتفاده قارار گرفات

هاای مولکاولی انجاام شاده در     نسبت باه ساایر تکنیاک   

قات،  مطالعات دیگاران، از حساسایت، قادرت تماایز، د    
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در بروسالا  سرعت و کااربرد باالاتری جهات شناساایی     

باشااد. در مااورد سااطح جاانس و گونااه برخااوردار ماای  

کشااور ای مشااابه در نیااز مطالعااه ERIC-PCRتکنیااک 

ای نسابتات  با ایان حاال در مقایساه باا مطالعاه      وجود ندارد.

مشابه که توسط مصطفی و همکااران در کشاور کویات    

ساد کاه باه طاور کلای،      ر، به نظر مای (89) انجام گرفت

از نظاار بروساالا هااای هماننااد مطالعااه حاضاار، جدایااه  

الگوهای ژنتیکی و تایپیناگ مولکاولی، از تناوع باالایی     

برخاااوردار نیساااتند و اکثااارات دارای الگوهاااای ژنتیکااای 

هااای باشااند. حتاای در مقایسااه بااا تکنیااک مشااابهی ماای

تااری همچااون تاار و حساااستایپینااگ مولکااولی دقیااق 

MLVA  وMLST هاااا در مطالعاااات اخیااارات از آن کاااه

مختلفی کاه توساط لیاو و همکااران و همچناین پیاائو و       

همکاران در کشور چاین اساتفاده شاده اسات، مشااهده      

شود که حتای در ایان مطالعاات نیاز، تشاابه ژنتیکای       می

ه ایان  با درصد بالایی وجاود دارد کا  بروسلا های جدایه

بااه  کاااملات مشااهود بااود، موضااوع در مطالعااه حاضاار نیااز

ها دارای الگوی ژنتیکی مشاابهی  نحوی که تمامی جدایه

 .(8۹،22) بودند

نتااایج بااه دساات آمااده در ایاان مطالعااه نشااان داد، کااه  

یاااک روش ساااریع، ایمااان و  Bruce-ladderتکنیاااک 

های و تمام گونه بروسلاکاربردی جهت شناسایی جنس 

هاای واکسان در طای یاک مرحلاه      آن و همچنین ساویه 

توان از ایان روش باه   شد. بنابراین میبامی PCRواکنش 

عنااوان یااک تکنیااک تشخیصاای بساایار مناسااب، در      

مطالعاااات اپیااادمیولوژیک بروسااالوز و همچناااین در    

باا وجاود اینکاه    های تشخیصی استفاده نمود. آزمایشگاه

در بسااایاری از مطالعاااات روش  ERIC-PCRتکنیاااک 

رود، ها بشامار مای  قدرتمندی در تمایز مولکولی باکتری

صورت امکان بهتر است کاه بارای تاییاد نتاایج ایان      در 

تر و باا قادرت تفکیاک باالا     های دقیقمطالعه از تکنیک

اساتفاده  نیاز جهات مقایساه     MLSTو  MLVAهمچون 

موضوعی که در این مطالعه حاائز اهمیات اسات،    گردد. 

باشد که با توجاه  می تنسیسملیمیزان شیوع بالای گونه 

های جمع آوری شاده در  مونهبه اینکه درصد بالایی از ن

های ساقط شاده گوسافندان مرباوط     این مطالعه به جنین

شد، این موضوع قابل پیش بینی بود. با این حال لازم می

و واکسیناسیون به موقاع   تنسیسملیاست نسبت به گونه 

مباذول   های اصالی آن، توجاه بیشاتری   و هدفمند میزبان

 گردد.
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Abstract 

Brucellosis has always been among the most important economic and public health issues, 

somehow, each year it causes huge economic losses for the livestock industries. On the other 

hand, since brucellosis is a zoonotic disease, the importance of the issue in terms of public 

health is doubled. Therefore, it is necessary that by conducting epidemiological studies as a 

first step, identify the agent and then control and reduce the incidence of the disease. In this 

study, 170 samples were collected from aborted livestock in sheep, goats and cattle in the 

Golestan and Razavi Khorasan provinces, between 2015-2018. After the autopsy, different 

organs of the fetuses were cultured on the Columbia agar and MacConkey agar and then all 

of the samples were examined by using gram staining and standard biochemical tests. 

Overall, 60 Brucella spp. isolates were recovered and eventually, molecular typing and 

identification of Brucella spp. were conducted by using molecular techniques including 

Bruce-ladder Multiplex PCR and ERIC-PCR. Out of 60 Brucella spp. isolates, 59 strains 

were identified as Brucella melitensis and 1 strain as Brucella abortus, also all isolates 

despite their different geographic locations, had the same genetic patterns. The Bruce-ladder 

Multiplex PCR seemed to be a quick, safe and cost-effective method for molecular 

identification of Brucella isolates at the genus and species level. Although the ERIC-PCR 

technique in many studies is a powerful method for molecular differentiation of bacteria, it is 

better to use more precise and high-resolution techniques such as MLVA and MLST for 

confirmation the results of this study. 
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