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، سالمونلا آبورتوس اویس، کلامیدوفیلا تنسیس بروسلا ملیی ژنوم یجستجو
 گوسفندان نیجن سقطدر کوکسیلا بورنتی  وآبورتوس 

 چندگانه PCR طراحی شده روشیک با  

 
 3اعظم مختاری ،4فاطمه کبیری،  3عزیزالله ابراهیمی ،2محمود احسانی، *1محمد رضا محزونیه

نشگاه شهرکرد، شهرکرد، ایرانو پژوهشکده بیماریهای مشترک انسان و دام، دادانشکده دامپزشکی استاد گروه پاتوبیولوژی،  -1  

دانشجوی دکترای باکتری شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهرکرد، شهرکرد، ایران -2  

 استادیارگروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهرکرد، شهرکرد، ایران -3

لوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهرکرد، شهرکرد، ایرانگروه پاتوبیو -4  

 7/2/1333تاریخ پذیرش:  14/7/1337تاریخ دریافت: 

 چکیده

 همزمان ییشناسا امکان که است یمولکول صیتشخ یهاکیتکن از شرفتهیپ روش کی( PCR Multiplex) چندگانه مرازیپل یا رهیزنج واکنش

 دست به صیتشخ جینتا با سهیمقادر  چندگانه مرازیپل یا رهیزنج واکنش روش از استفاده یایمزا. کند یم فراهم نمونه یک در را زایماریبعامل  چند

 منظور به طراحی شده در آزمایشگاه چندگانه PCR از در این پژوهش .ده استش یبررس مختلف محققان توسط گرید متداول یروشها با آمده

 Brucella melitensis  ،Salmonella abortusovis  ،Chlamydophilaوسفندان شامل: جنین گ عوامل مهم سقط زمان همشناسایی 

abortus  و Coxiella burnetii  ، منطقه جغرافیایی  سههای سقط شده از  نمونه محتویات شیردان جنین 39. برای این منظور تعداد شداستفاده

 3/11، شده بررسیهای  مورد آزمایش قرار گرفت. میزان آلودگی در نمونه ،ان رضویاصفهان، چهارمحال و بختیاری و خراس یها استانایران شامل 

و صفر درصد  Chlamydophila abortusدرصد  Salmonella abortusovis  ،1/7درصد  Brucella melitensis ،2/11  درصد

Coxiella burnetii که دهد بود. در کل نتایج این پژوهش نشان می  Brucella melitensis  ،Salmonella abortusovis و 
Chlamydophila abortus آزمون  از بوده و از مهمترین عوامل سقط جنین نشخوارکنندگان کوچکPCR برای  توان یم خوبی به، چندگانه

 استفاده کرد. و بزدر گوسفند  جنین سقطتشخیص عوامل 

 

 کلامیدوفیلا آبورتوس و بورتوس اویس،، سالمونلا آتنسیس بروسلا ملی ،چندگانه، سقط PCRکلیدی:  کلمات

 کوکسیلا بورنتی 

 *نویسنده مسئول: دکتر محمدرضا محزونیه

 33932324431آدرس: گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهرکرد، شهرکرد، ایران  تلفن: 
 mahzounieh@sku.ac.irپست الکترونیک: 
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 مقدمه

ای از نواحی  ترهپرورش گوسفند در سراسر دنیا در گس

تولید پشم و  منظور بهبیابانی و خشک تا نواحی سرد 

گیرد. قسمت عمده سودمندی پرورش  گوشت صورت می

اختلال در آن  هرگونهمربوط است و  بره زاییگوسفند به 

شود.  موجب کاهش سود و خسارات اقتصادی می

 ترین مهمدر تمام مناطق پرورش گوسفند از  جنین سقط

نماید. مشکل  ست که این صنعت را متأثر میرخدادهایی ا

عمده در ارتباط با عوامل عفونی سقط بوده که عمدتاً در 

. زمانی که میزان رخداد دهد یمرخ دو ماه آخر آبستنی 

% فراتر رفت اقدامات آزمایشگاهی برای 2سقط از 

در  جنین سقطگردد. میزان بروز  تشخیص توصیه می

مدیریت پرورش  نواحی مختلف بر اساس شرایط و

 .(2)گوسفند و وجود عوامل عفونی خاص متفاوت است 

و عامل یک  ای اختیاری است بروسلا باکتری داخل یاخته

بیماری مشترک بین انسان و حیوان بوده که باعث 

. این شود یم، گوسفند، بز و خوک در گاو جنین سقط

 Brucellaاست.  غیرفعالمتابولیسمی، نسبتاً  ازنظرباکتری 

melitensis  و  کند یمدر حالت معمولی بزها را آلوده

برای  Brucella melitensisگوسفند و بز مخازن اصلی 

 (.1) باشند انسان می

Salmonella abortusovis  در  جنین سقط بااهمیتعامل

های نوزاد نواحی اروپا، بریتانیا  بره ومیر مرگگوسفندان و 

دنبال  و خاورمیانه است. و اغلب در حیوانات به

، گرسنگی، تراکم و آبستنی بروز ونقل حملهای  استرس

 Salmonellaکند. گوسفند میزبان اختصاصی  می

abortusovis  ،بوده و باکتری به مقدار زیادی در جفت

 یها دامشده وجود دارد و  ترشحات واژنی و جنین سقط

مبتلا تا مدتی بعد از سقط، عامل بیماری را از راه واژن 

 .(19) دکنن دفع می

Chlamydophila abortus  باکتری گرم منفی داخل

 جنین سلولی اجباری است که عامل عفونی سقط

یکی از  عنوان بهو  دیآ یم حساب بهها  انزئوتیک میش

. در شده است شناختهعوامل اصلی کاهش تولید در دنیا 

 ترین مهمبسیاری از کشورها این میکروارگانیسم یکی از 

بوده و در بزها نیز بیماری  ر گوسفنداند جنین سقطعوامل 

کند. همچنین گاو، خوک و اسب  ها ایجاد می مشابه میش

های ناشی از این جرم  جنین سقطشوند.  نیز به آن آلوده می

جدی در  مسئلهیک عامل عمده زیان اقتصادی و 

پرورش گوسفند اهمیت  ها آنکشورهایی است که در 

 (.9)دارد 

Coxiella burnetii تری کوچک داخل سلولی که در باک

. کند یمرا آلوده  ها سلولو  پیداکردهتکثیر  ها فاگوزوم

وسیع بوده و در  Coxiella burnetii یها زبانیم

، ها کنه یها جنسپستانداران، پرندگان و تعدادی از 

و  ها سگ، ها خرگوشگوسفندان، بزان، گاوها و حتی در 

ع اولیه برای بیماری یک منب عنوان بهوجود داشته و  ها گربه

( هستند و در سراسر جهان تشخیص تب کیوانسانی )

جنین، ناباروری و  سقط در نشخوارکنندگاناست  شده داده

 Coxiella burnetiiبه ضعیف در اثر ابتلا  نوزادانتولد 

شود. گوسفند و بز حساسیت بیشتری در مقایسه  ایجاد می

ین جرم از خود ناشی از آلودگی به ا جنین سقطبا گاو، در 

دهند. لازم به ذکر است که در شرایط بالینی،  نشان می

جنین در بز در مقایسه با گوسفند بیشتر معمول بوده و  سقط

بزها میزان زیادتری از جرم را در زمان زایمان و سقط 

 (.13) کنند ترشح می

شامل کشت و  ها یباکترپینگ این یبیوتا های روش

آگلوتیناسیون با  جداسازی، حساسیت به فاژها،
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بیوشیمیایی از قبیل  های آزمونهای اختصاصی،  سرم آنتی

و نیز تولید سولفید  ها رنگحاوی  یها طیمحرشد در 

، فرآیندی ها نمونهباشد. کشت  هیدروژن و غیره می

گیر بوده و نیازمند تمدید دوره انکوباسیون  پرهزینه و وقت

 ها یباکتراین  یها گونهخواهد بود. علاوه بر آن بعضی از 

 ها آنخطرناک است که کار با  زای بیماریجزو عوامل 

 .آزمایشگاه خطرناک است کارکنانبرای 

جنین  سقط عوامل باکتریاییازجمله  ها سمیکروارگانیماین 

جنین  از سقط قبلو  شوند یبستنی محسوب مآدر اواخر 

و  شود یگونه علائم مشخص کلینیکی مشاهده نم هیچ

 ها یعلامت ناشی از عفونت به این باکتر معمولاً اولین

 .ضعیف و مرده است یها جنین و یا تولد بره سقط

را از طریق جفت و  ها یلوده این باکترآ یها شیم

 آلودگیو باعث  کنند یترشحات رحمی وارد محیط م

 . آلودگیشوند یسایر گوسفندان از راه بلع یا تنفس م

 Brucellaخصوص  نیز با بعضی از این عوامل به ها انسان

melitensis های بهداشتی فراوانی در جامعه  باعث زیان

مبارزه با این عوامل  هایترین راه یکی از مهم .شود یم

. باشد یم آلودگی در حیواناتپیشگیری و تشخیص سریع 

بررسی میکروسکوپی مانند تهیه اسمیر نیز با مشکلاتی 

همدیگر با  ها یباکترهمچون اشتباه در تفکیک و تمایز 

و  بروسلایی همچون ها سمیکروارگانیمخصوص  به

کلامیدوفیلا و همراه است. ازآنجاکه باکتری  کلامیدوفیلا

( رشد نکرده in vitroدر شرایط آزمایشگاهی ) کوکسیلا

ی تشخیصی روتین متوجه حضور ها شیآزماو معمولاً با 

. شود یمها توصیه  ، جستجوی ژنومی آنشوند ینمآن 

جهت تشخیص متعدد سرولوژیکی  یها شیتاکنون آزما

ی ها ژن یبر اساس آنتی ناشی از این عوامل و ها عفونت

متقاطع  یها صورت گرفته است، اما به علت واکنش ها آن

با یکدیگر و سایر  باکتریایی یها ژن یفراوان بین آنت

گرم منفی نیاز به روشی دقیق و مناسب جهت  یها یباکتر

با توجه به موارد  .باشد یم ها یتشخیص این باکتر

تشخیص مولکولی  های روششده جستجوی ژنوم با  اشاره

 جهت شناسایی ارگانیسم بسیار موردتوجه است.

 گیری نمونهو  روش کار

های  گیری از محتویات شیردان جنین در این مطالعه نمونه

، نمونه( 33اصفهان )های  گوسفند از استان 39سقط شده 

 32) خراسان رضویو  (نمونه 27) یاریبختچهارمحال و 

که برای آزمایش علت سقط به مراکز  نمونه(

 آوری گردید. جمع، آزمایشگاهی ارسال گردیده بود

 ,GeneAll cell)با استفاده از کیت  DNAاستخراج 

Seul, Korea ) طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام

بر  Coxiella burnetiiدر این پژوهش پرایمرهای  شد.

بر  Chlamydophila abortus( و IS1111a) ژن اساس

در و همکاران  Berri( که توسط pmp 90/91ژن ) اساس

. و (4) یدگردبود، انتخاب  شده طراحی 2333سال 

بر اساس ژن  Salmonella abortusovisپرایمرهای 

(invA و پرایمرهای )Brucella melitensis  بر اساس ژن

(omp31با استفاده از نرم )  افزارBLAST  در سایت

NCBI  و سایتprimer3 .طراحی گردید 

اختصاصی بودن و همولوگی این پرایمرها جهت استفاده  

 NCBIدر سایت  BLASTافزار  در این مطالعه توسط نرم

 یید قرار گرفت.و تأ موردبررسی
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 مطالعه در این شده استفاده یمرهایپرا -1جدول 

 م باکترینا نوع پرایمر توالی پرایمر طول باند

921 
CTCACCATTGTCTCAGGTGGA مریپرا F Chlamydophila abortus 

 
ACCGTAATGGGTAGGAGGGGT مریپرا R 

797 
TATGTATCCACCGTAGCCAGT مریپرا F Coxiella burnetii 

 
CCCAACAACACCTCCTTATTC مریپرا R 

221 
AACCTCAGCGGCGACGAAAG مریپرا F Brucella melitensis 

 
TACACCTGCACCAAGCGTCC مریپرا R 

171 
TCGCGCCCAAATACCGAAGA مریپرا F 

Salmonella abortusovis 
ACACACTCATCTTCGGCGGG مریپرا R 

 شده استخراجهای  DNAپلیمراز روی  یا رهیزنجواکنش 

از محتویات شیردان جنین سقط شده با پرایمرهای جنس 

 و گونه انجام گرفت.

 Tm با توجه بهن مطالعه یدر ا شده استفاده یدماها

ه ب ºc34 ل اولیکشامل: سبرای پرایمرها  شده محاسبه

ل یکس 33از ل کدوم متش یل حرارتیکقه، سیقد 3مدت 

 41 به مدت ºc12، ثانیه 41به مدت  ºc34ه شامل کاست 

به  ºc72سوم  یل حرارتیک، سثانیه 41ه مدت ب ºc72 و ثانیه

ل سط ژتو PCRبود و سپس محصولات  قهیدق 1مدت 

 % الکتروفروز گردید.2/1آگاروز 

 نتایج

 ییشناسا منظور به چندگانه PCR روشآزمایش از  در این

 Brucella melitensis  ، Salmonella زمان هم

abortusovis ،  Chlamydophila abortus و Coxiella 

burnetii گردید.استفاده  گوسفندان جنین سقط در 

 
 چندگانه PCRمحصول  رزالکتروفو تصویر ژل: 1 نگاره

 Chlamydophilaکنترل مثبت  11و  Brucella melitensisکنترل مثبت  Coxiella burnetii  ،14کنترل مثبت  Salmonella abortusovis  ،13کنترل مثبت  12= کنترل منفی، 1 

abortus مثبت  یها نمونه=  13و  7، 1باشد.  میBrucella melitensis ،7  نمونه مثبت =Chlamydophila abortus  نمونه مثبت 11و Salmonella abortusovis باشد. می 
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 Brucellaنمونه  11تعداد  موردبررسینمونه  39از 

melitensis  ،11  نمونهSalmonella abortusovis  7و 

به  گردید که شناسایی Chlamydophila abortusنمونه 

 است. ذکرشده 2در جدول شماره  ها استانتفکیک 

 
 جنین سقط یها نمونه در چندگانه PCR یکل جینتا-2 شماره جدول

 جمع          خراسان رضوی یاریبخت چهارمحال اصفهان 

 درصد مثبت درصد مثبت درصد مثبت درصد مثبت 

 31/11 11 1/12 4 11/11 3 11/23 9 تنسیس بروسلا ملی

 22/11 11 1/12 4 41/7 2 92/12 1 سالمونلا آبورتوس اویس

 14/7 7 1/12 4 7/3 1 13/1 2 کلامیدوفیلا آبورتوس

 3 3 3 3 3 3 3 3 کوکسیلا بورنتی

 77/33 33 1/37 12 22/22 7 47/39 11 جمع موارد مثبت

 133 39 32 27 33 ها نمونهتعداد 

 

 

 :گیری نتیجهو  بحث

هدف از این مطالعه بررسی موارد سقط جنین در 

 Brucella melitensisگوسفندان در اثر عوامل عفونی با 
 ،Salmonella abortusovis  ،Chlamydophila 

abortus  وCoxiella burnetii   با روشPCR  چندگانه

اد یز ت هایموجب بروز خسار جنین سقطمی باشد. 

آمار دقیقی از  .شود یمن آاز  یلات ناشکو مش یاقتصاد

در دست نیست و گاهی در بعضی موارد  جنین سقطمیزان 

ولی  شود یمدرصد گوسفندان گزارش  13از  در بیش

و تلفات  جنین سقطدرصد  23تا11اگر  طورمعمول به

را در نظر بگیریم و بر اساس نتایج  ها برهروزهای اول 

درصد را  34در این تحقیق، عامل حدود  آمده دست به

Brucella melitensis  ،Salmonella abortusovis  ، 

 

 

Chlamydophila abortus نیم، خسارت اقتصادی بدا

 .شود یمایجاد  جنین سقطعوامل هنگفتی در اثر این 

در  ها یباکتراحتمال حضور این  ین مطالعه به بررسیدر ا

برای این منظور از  است. شده پرداخته جنین سقطموارد 

انجام  یریگ نمونهسقط شده گوسفند  یها نیجنشیردان 

نجام گرفت ا چندگانه PCRآزمون  ها نمونهشد و بر روی 

درصد موارد سقط به علت  7/33 مشخص گردیدکه 

 Brucella melitensis  ،Salmonella یها یباکتر

abortusovis و Chlamydophila abortus که  باشد. می

استان اصفهان در  melitensis Brucellaمیزان آلودگی به 

در مرحله بعد استان خراسان  درصد بیشترین  11/23با 

و استان چهارمحال و بختیاری با درصد  1/12رضوی  با 

موارد مثبت را داشتند و میزان  درصد کمترین11/11

در استان اصفهان  Salmonella abortusovisآلودگی به 

درصد بیشترین  در مرحله بعد استان خراسان  92/12با 

درصد و استان چهارمحال و بختیاری با  1/12رضوی  با 

میزان را داشتند و  درصد کمترین موارد مثبت41/7

در استان خراسان  Chlamydophila abortusآلودگی به 

درصد بیشترین  در مرحله بعد استان  1/12رضوی  با 
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 2درصد و استان اصفهان با  7/3چهارمحال و بختیاری با 

 درصد کمترین موارد مثبت را داشتند.

Asadi های سالبین  یا مطالعه 2313در سال  و همکاران 

بررسی میزان شیوع  در خصوص 2312تا  2311

الایزای  آزمونسرولوژیک تب کیو با استفاده از 

 یها نیجندر  Coxiella burnetiiو شناسایی  غیرمستقیم

 و بزهای گوسفند  گله در RT-PCRسقط شده به روش 

نمونه  233نمونه سرم و  1293 درمجموع انجام دادند که

ن سقط شده مربوط به جنی 77کبد، طحال و شیردان از 

 گله 22شیراز و اصفهان و شیر تانک مخزن  های دامداری

با استفاده از گوسفند و بز شیراز را بررسی نمودند که 

 Coxiellaشیوع سرمی  غیرمستقیمالایزای  آزمون

burnetii 1/13 روش % و باRT-PCR 1/41 از مجموع %

های  نمونه همهو  مثبت تشخیص داده شد شیر مخازن

 (.1بودند )ینی در این آزمایش منفی جن

Berii  به این نتیجه رسیدند که  2333و همکاران در سال

multiplex PCR  با  زمان همیک آزمایش سریع و

حساسیت و ویژگی خوب برای تشخیص سه باکتری 

Chlamydophila abortus ،Chlamydophila 

pecorum  ،Coxiella burnetii  مدفوع،  یها نمونهاز

 (.4باشد ) یمجفت و سواپ های واژینال  شیر،

Ghorbanpoor  مطالعه  2337و همکاران در سال

با  Chlamydophila abortusسرولوژیکی برای ردیابی 

میش که سابقه  114خوزستان روی  روش الیزا در استان

سقط داشتند انجام دادند که شیوع آلودگی سرمی در 

با توجه به (. که 7) دیگرددرصد ارزیابی  3/9اهواز 

در  Chlamydophila abortusدرصدی  1/7آلودگی 

 آمده دست بهبر نتایج  تأییدی تواند یم شده انجاممطالعه 

 باشد.

Masula  که در  یا مطالعهدر  2337و همکاران در سال

 یها نمونهدر کشور ایتالیا روی  2331تا  2333 های سال

% 1/19مورد  137جفت و جنین سقط شده انجام دادند از 

 Toxoplasma gondiiها آلوده به  % جفت1/13و  ها نیجن

 Salmonella ها آلوده به جفت %1/7ها و  % جنین13و 

abortusovis  ها آلوده به  % جفت2/3ها و  % جنین3/13و

Coxiella burnetii  ها  % جفت1/7ها و  % جنین4/2و

 (.3بودند ) Chlamydophila abortusآلوده به 

Masula در یک تحقیق دیگر  2334ران در سال و همکا

 117نمونه سرم و  3343تعداد  2332تا  1333 های سالبین 

مزرعه  771جفت( از  31جنین و  422نمونه سقطی )

مزرعه بز را در جزیره ساردینای ایتالیا  92گوسفند و 

تصادفی بعد از  صورت بهها  . سرمقراردادند موردبررسی

و به روش الایزا برای آوری  ها جمع سقط در دامداری

آزمایش  Coxiella burnetiiاختصاصی  Igشناسایی 

%( از 47) 33%( از مزرعه گوسفندان و 39) 211کردند که 

از  PCRبه روش  که درحالیمزرعه بزها مثبت بودند 

%( نمونه از 13) 43های جفت و جنین تعداد  نمونه

 (.13بودند )%( نمونه از بزها مثبت 7) 3گوسفندان و 

Mirnejad  با طراحی  2311و همکاران در سال

Multiplex PCR  زمان همبرای تشخیص Brucella 

abortus  وBrucella melitensis  به این نتیجه رسیدند

 های روشجایگزین مناسبی برای  Multiplex PCRکه 

 (.11باشد ) یمکشت و سرولوژی 

Moshkelani  بر روی  بامطالعه 2311و همکاران در سال

 PCRهای سقط شده با استفاده از تکنیک  ردان جنینشی

در استان چهارمحال و بختیاری میزان آلودگی به 

Brucella melitensis  (. 12نمودند )درصد اعلام  4/17را

میزان کل در این پژوهش که  شده انجام مطالعه با و

 .ددارمطابقت  بود %33/11 یآلودگ



 49... سیاو آبورتوس سالمونلا ،سیتنس یمل بروسلا یژنوم یجستجو

     

Sharifi Yazdi  یک  2339و همکاران در سال

Multiplex PCR  بروسلاهای زمان همبرای شناسایی 

 RB51و  S19های واکسن  گاوی و سویه زای بیماری

 Multiplex دهد یمنشان  ها آنطراحی نمودند. که نتایج 

PCR یها هیسورا از  زا بیماری یها هیسو خوبی بهتواند  می 

 (.17کند )شناسایی  RB51و  S19واکسن 

Sharifzadeh با مقایسه  1399ر سال و همکاران د

کشت و مولکولی در تشخیص عوامل  های روش

در گوسفند  Brucellaو  Salmonella جنین سقط

و  سادگی بهشهرستان شهرکرد اعلام نمودند با توجه 

 PCRباکتری با روش  زمان همتوانایی جستجوی 

سالمونلا  زمان همچندگانه، استفاده از آن برای تشخیص 
 (.19شود ) سلا پیشنهاد میو برو اویس آبورتوس

Truong  با طراحی  2312و همکاران در سالMultiplex 

PCR  زمان همبرای شناسایی Brucella  ،Salmonella  و

Leptospira  اعلام نمودندMultiplex PCR  جایگزین

 .(13باشد ) یمتکی  PCRمناسب کشت و 

و با عنایت به نتایج  ذکرشدهبا توجه به مطالعات 

 ها نشان آناز پژوهش حاضر و مقایسه  مدهآ دست به

باکتریایی نقش بسیار مهمی در  عوامل عفونی دهد یم

 مؤثرچندگانه یک روش  PCR ودارد  جنین سقطایجاد 

 باشد. می موارد نیا زمان همبرای تشخیص 

 تشکر و قدردانی:

از زحمات سرکار خانم حاجیان و جناب آقای  وسیله بدین

ارشناسان محترم اداره کل حسینی ک سید محمددکتر 

سرکار خانم شبنم گلبو که در  دامپزشکی استان اصفهان و

 شود. مساعدت نمودند، قدردانی می ها نمونه هیته
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Abstract 

Multiplex polymerase chain reaction (mPCR) is an advanced method of molecular diagnostic 

techniques which allows for simultaneous detection of multiple pathogens in the same sample. 

The advantages of the multiplex PCR method were assessed by various researchers by 

comparing the diagnosis results obtained with different other conventional methods. An in-house 

multiplex PCR method was designed and evaluated for detection of Brucella melitensis, 

Salmonella abortusovis, Chlamydophila abortus and Coxiella burnetii, which are the most 

frequent agents in ewe’s abortion. For this purpose, 98 samples of abomasal liquid's contents of 

the aborted fetuses were collected from three geographic areas of Iran include Isfahan, 

Khorasan Razavi and Chaharmahal and Bakhtiari provinces and tested by multiplex PCR. 

Brucella melitensis Salmonella abortusovis and Chlamydophila abortus were found in 15.3%, 

11.2% of 7.14% of samples respectively. Coxiella burnetii was not found in any sample. In 

general, the results of this study were showed that Brucella melitensis, Salmonella abortusovis, 

Chlamydophila abortus are the most important pathogens of ewe’s abortion and this in-house 

multiplex PCR test can be used to identify the causative agent of abortion in ewe in one tube. 
 

Keywords: multiplex PCR, Abortion, Sheep, Brucella melitensis, Salmonella abortusovis, 

Chlamydophila abortus, Coxiella burnetiid 
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