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تشخیص مولکولی برخی از عوامل سقط جنین گوسفندی و تعیین فراوانی آنها در 
  ای پلی مراز دو تایی استان چهار محال و  بختیاری با روش واکنش زنجیره

  2خدیجه خاکسار دکتر  ،2دکتر عباس دوستی ،*1دکتر علی شریف زاده

  چکیده
تند که باعث سقط     هس سالمونلا ابورتوس اویس و بروسلا از جمله عوامل مهمی        

هر دو بـاکتری هـر چنـد از لحـاظ            .جنین گوسفندی در سراسر جهان می شوند      
 مثبـت یـا      نتـایج  شوند ولی تعدادی از عوامل باعث      سرولوژی تشخیص داده می   

شناسی نیز معمولا قابل     روشهای مستقیم جداسازی باکتری    .گردد منفی کاذب می  
 با موفقیـت    PCR. خطرناک است  زمان بر و     ، این روشها مشکل    ولی انجام است 

 بـرده شـده      بطور مجزا بکار    بروسلا و سالمونلا ابورتوس اویس     برای جستجوی 
های سقط شده     برای جستجوی عوامل  جنین     MPCRشدر این تحقیق رو   . است

 نمونـه از  54  روی    MPCRزمایش   آ در این تحقیق   .گوسفندی معرفی شده است   
 نمونـه بـه     10.  انجـام گرفـت    دیمحتویات شیردان جنینهای سقط شده گوسـفن      

و سـالمونلا    ه بروسـلا   نمونه ب  6 ، نمونه به سالمونلا ابورتوس اویس     24،  بروسلا
لـودگی تـشخیص    آ نمونه  نیز     14در  . لوده بودند آم  أ به شکل تو   ابورتوس اویس 

سادگی و توانایی جستجوی دو باکتری به شکل همزمان در یک لولـه              .داده نشد 
 یتـوان ایـن روش را بجـای روشـهای تشخیـص             مـی   که ستاز جمله محاسنی ا   

  .مرسوم  پیشنهاد نمود
  ، سقطنلا ابورتوس اویس ،بروسلا، سالموMPCR :واژگان کلیدی

 

  مقدمه
هر ساله صنعت دامپروری جهـان دچـار زیانهـای اقتـصادی            

. شـود  سنگینی بواسطه مرگ و میر رویان  یا سقط جنین مـی           
هـای   میـت و زیـان    سقط جنین از نظر اقتصادی بسیار بـا اه        

اقتصادی آن قابل توجه است زیرا صرف نظر از کاهش تولد           
های اقتـصادی سـنگینی      ره و بزغاله باعث وارد آمدن زیان      ـب

بر اثر کاهش تولید شیر و عوارض ثانویـه آن پـس از سـقط               
هـای مـدیریتی  بـه        جنین از جمله ناباروری و سـایر  زیـان         

مـل مـسبب سـقط      هر چند عوا  ). 11و10،  9(شود   دامدار می 
 شـوند  بندی می  جنین در دو گروه عفونی و غیر عفونی طبقه        

موارد تشخیص داده شـده را عوامـل عفـونی          % 80-90ولی  
  ودـش یـه مـر عفونی توجـتشکیل داده و کمتر به عوامل غی
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Brucella spp and Salmonella abortus ovis are important 
causes of ovine abortion around the world. Both 
Bacteria can be serologically diagnosed, but many 
factors may cause false positive and negative results. 
Direct methods based on bacteriological isolation are 
usual, but they are difficult, time consuming and 
dangerous. polymerase chain reaction (PCR) have been 
successfully described for the detection of Brucella spp. 
and Salmonella abortus ovis. 
The detection of these agents in aborted ovine fetuses by 
multiplex PCR is described. The mPCR was applied to 
54 fetal stomach contents. 10 samples collected from 
ovine fetus were Brucella spp. 24 samples collected 
were salmonella abortus ovis. 14 samples collected were 
negative and 6  samples had mix infection by Brucella 
spp. and  Salmonella abortus ovis .Simplicity and the 
possibility of detection of both bactera in a single tube 
reaction support the use of the mPCR in the routine 
diagnosis.  
key words: Multiplex PCR, Brucella spp, Salmonella 
abortus ovis, Abortion    

 ـ          ). 13و12( ات با وجود اینکه شـیوع سـقط جنـین در حیوان
اهلی گسترش جهانی دارد ولی درصـد مـواردی کـه عامـل             

بـرای  . شود بسیار پایین اسـت     سقط جنین تشخیص داده می    
مثال در گاو در کشورهای کانادا، نیوزیلند و و اسـترالیا تنهـا             

 6،  5(شود   عوامل سقط جنین تشخیص داده می     % 23تا  % 36
هـای گـزارش شـده       از سوی دیگر درصد سقط جنین     ). 14و

له دامپروران و دامپزشکان همـواره پـایین تـر از مـوارد             بوسی
  ال نشانـرای مثـب. تـواقعی در سطح  گله دامهای اهلی اس

  داده شده است که برای هر سقط جنین گزارش شده بوسیله
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 4/3 در کانـادا     Guelph,Ontario مراکز دامپزشکی در ناحیه     
امل با وجود اینکه عو   ). 8(جنین در هر گله سقط شده است        

اصلی سقط جنین اغلب بدون توجـه بـه ناحیـه جغرافیـایی             
یکسان است ولی برخی از بیماریها بطور مـشخص محـدود           

در مجموع نمـودار شـیوع سـقط        . به ناحیه خاصی می شوند    
جنین تغییراتی نسبت به ناحیه جغرافیایی، آب و هوا، تغذیه،          
میزان تحرک حیوانات، جمعیت گلـه، وضـعیت بهداشـتی و           

 های واکسیناسیون نشان می دهد بطوری که تغییـرات          برنامه
معناداری در هـر کـدام از ایـن عوامـل مـی توانـد موجـب                 
ــردد    ــاری گـ ــری بیمـ ــیوع دیگـ ــدی در شـ ــرات بعـ                تغییـ

  ).7و 4، 3، 2 ،1(
به دنبال گزارش مـوارد متعـدد سـقط جنـین در گوسـفندان              
ــای     ــی هـ ــاری و بررسـ ــال و بختیـ ــار محـ ــتان چهـ اسـ

یولوژیـک و ســرولوژیک محــدود بـه عمــل آمــده از   میکروب
برخی نقاط استان  کـه حـاکی از حـضور چـشمگیر برخـی               
عفونتها در بین گوسفندان استان بود تحقیق حاضر بـا روش           
مولکولی جهت مشخص کـردن شـایع تـرین عوامـل سـقط             

 انجـام   1386 تـا بهـار      1385استان در فاصـله زمـانی پـاییز         
  .گرفت

  
  مواد و روش کار

 نمونه از   54در این تحقیق در مجموع تعداد       :  نمونه ها  )الف
محتویات شیردان جنینهای سقط شده گوسفندی ارجاعی به        
شبکه دامپزشکی استان چهـار محـال و بختیـاری در فاصـله         

 اخذ و سپس اقدام به منجمد کردن     85زمانی پاییز و زمستان     
 و ارسال به آزمایشگاه مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانـشگاه        

  .گردید آزاد اسلامی واحد شهرکرد می
کنترل مثبت مورد استفاده در مراحـل مختلـف         : کنترل مثبت 

 از نـوع سـویه       S19این طرح در مورد جنس بروسلا، واکسن        
زنده تخفیف حدت یافته بروسلا ابورتوس بـود و در مـورد            

شده از اسـتان   های جدا سالمونلا ابورتوس اویس نیز باکتری   

یـاری از گـروه  میکروبیولـوژی دانـشگاه          چهار محال و بخت   
  .تهران بود

از میان روشهای مختلف موجود : DNAاستخراج ) ب
امDNAاستخراج  ن ا  ب ویژه  کیت  ز  ا فاده  ست ا ا  ب    

DNPl high yield DNA purification kit  عرضه شده توسط 
مراحل استخراج مطابق . شرکت سیناژن صورت می گرفت

  .شد  کیت مذکور انجام میدستورالعمل ارائه شده همراه
پس از بررسیهای مختلف و ارزیابی      : آزمایشات مولکولی ) ج

حالات گوناگون از نظر میزان و ترکیب مواد و دمای مراحل           
مختلف قسمتهای دو گانه آزمایشات مولکولی راه انـدازی و          

  :شرح زیر انجام گرفته ب
  پرایمرها ) 1-ج

صاصی جـنس   در این تحقیق پرایمر های طراحی شـده اخت ـ        
 واختصاصی گونه ابورتوس اویس     PCR/BRUCE)(بروسلا  

  :یدگرد با توالی زیر استفاده می) PCR/SAO(سالمونلا 
Bruce-5' –CTA      TTA     TCC        GAT      TGG       

TGG       TCT   G-3' 
Bruce -5' –GGT     AAA     GCG       TCG      CCA       

GAA       GG       -3' 
SAO       -5'-   GCC     GAA      GAT      GAG      TGT     

  GTC        CAG    TT-3' 
SAO           -5' -       CCG     TGT       TCT       TAC      CCA   

    CCG        TAT    C-3'  
 
          مــــراز چندگانــــه  واکــــنش زنجیــــره ای پلــــی) 2-ج
)Multiple  Polymerase Chain Reaction (  

 75/0 به میزان PCR buffer 10x  با استفاده از MPCRآزمون 
ــر،  ــزان gCL2  50mM Mمیکــرو لیت ــه می ــر، 1 ب  میکرولیت

dNtp(Mix)       5/1 میکـرو لیتـر، از هـر پرایمـر           75/0به میـزان 
 taq  DNA ،  میکـرو لیتـر  2بـه میـزان     DNAمیکـرو لیتـر،  

polymerase  5u/ml   میکرولیتـر،  15/0 بـه میـزان H2O  بـه 
 میکرولیتـر صـورت     25 میکرولیتر و با حجم کلـی        15میزان  
هـای فـوق و       در حجـم   PCRپس از افزودن اجـزاء      . گرفت

 قـرار   PCRدر داخل دستگاه     ها ها، لوله  سانتریفوژ کردن لوله  
 مرحله مرحله قبل از واسرشت  PCRدر دستگاه. شد داده می

رجـه سـانتی گـراد       د 94 دقیقـه در دمـای       4شدن به مـدت     
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شـد    بار تکـرار مـی   30در مرحله دوم که     . گرفت صورت می 
 درجـه سـانتی     94 دقیقه در دمای     1واسرشت شدن به مدت     

 درجـه   57 ثانیـه در دمـای       40 بـه مـدت      Annealingگراد،  
 72 ثانیـه در دمـای   40 به مـدت   Extensionسانتی گراد و 

 Extensionمرحلـه   .گرفـت  درجه سانتی گـراد صـورت مـی       
 درجه سانتی گـراد     72نهایی نیز به مدت سه دقیقه در دمای         

  .گرفت صورت می
  )Electrophoresis(الکتروفورز) 3-ج

جهت بررسی تکثیر احتمالی قطعـات هـدف در واکنـشهای           
 باز در مـورد  172 باز در مورد جنس بروسلا و    243(مذکور  

ــس   ــوس اویــ ــالمونلا ابورتــ ــر از 5/7، )ســ  میکرولیتــ
مخلـوط  ) loading buffer(بـافر ویـژه    با   PCRمحصولات

در ژل آگـارز    )100bp(گردیده و در کنار یک مارکر مناسب        
ان بعنــو) TBE) Tris Borate EDTAبــا اســتفاده از %  5/1

پـس  . رز شـدند  وز، الکتروف رفوحلال آگارز و نیز بافر الکترو     
از گذشــت مــدت زمــان لازم جهــت بــه حرکــت در آمــدن 

ــی PCR)  30محــصولات  ــا اســتفاده از ) یقــه دق45 ال ژل ب
رنــگ آمیــزی شــده و پــس از ) 5mg/ml(اتیــدیوم برومایــد 

شست و شو با دستگاه تـرانس لومینـاتور زیـر نـور مـاوراء               
  .بنفش بررسی و نتایج مشاهده و ثبت گردید

  
  نتایج

 نمـونــه   24 نمـونـه مـورد بـررسی در ایـن تحقیـق،        54از  
 ــ%) 4/44( ــه ســالمونلا ابورت ــودگی ب ــس، واجــد آل وس اوی

 نمونـه   6واجد آلودگی به جنس بروسلا،      %) 6/18(نمونه  10
واجـد آلــودگی تـوأم جــنس بروسـلا و ســالمونلا    %) 1/11(

نیـز  %) 9/25( نمونـه    14همچنین در   . ابورتوس اویس بودند  
هیچ آلودگی با پرایمرهـای بروسـلا و سـالمونلا ابورتـوس            

طـول  .  مشخص نگردیـد   MPCRاویس با استفاده از آزمایش      
 بـاز و در     243قطعه مورد نظر در خصوص جـنس بروسـلا          

 1 باز بود که در نگـاره        172مورد سالمونلا ابورتوس اویس     
  .نمایان است

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  جنس بروسلا  -MPCR : 1 تصویر الکتروفورز محصولات-1نگاره
  بروسلا و سالمونلا ابورتوس اویس -3 سالمونلا ابورتوس اویس -2

  ل منفی کنتر-5کنترل مثبت -4
  

  بحث
ملی تنـسیس، ابورتـوس،     (های مختلف باکتری بروسلا      گونه
و سالمونلا ابورتوس اویس در اروپا و خاور میانه از          ) اویس

جمله ایران یکی از عوامـل سـقط در دو مـاه آخـر آبـستنی                
نظر به اهمیت سقط جنین ناشـی از بروسـلا در حـال       . است

گـردد در     که در مؤسسه رازی تهیه مـی       Rev1حاضر واکسن   
همچنـین در   . شـود  های یک تا چهـار ماهـه تزریـق مـی           بره

خصوص سالمونلا ابورتوس اویس نیز در ایران تاج بخـش           
 واکسن کشته سـالمونلا ابورتـوس       1980و نادعلیان در سال     

ها تهیـه نمودنـد کـه     اویس را به منظور ایجاد ایمنی در میش 
قیـق از  هـدف از ایـن تح  . البته مورد استفاده قرار نمی گیـرد    

یکسو تعیین میزان فراوانی عوامل اصلی سقط در گوسفندان         
استان چهار محال و بختیاری بود و از سـوی دیگـر معرفـی              

  جهت تشخیص سریع عوامل اصلی سقط در         MPCRروش  
هـا    از سقط % 4/44این ناحیه، که بر اساس نتایج قسمت اول         

  از% 6/18اویس،  ابورتوس  سالمونلا  به   آلودگی  به جهت

243bp 

172bp 
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ها بـه    از سقط % 1/11ها به جهت آلودگی به بروسلا و          سقط
رسـد   بنظر می . جهت آلودگی توأم با هر دو باکتری می باشد        

هـای پیـشگیری کـه بخـصوص در مـورد            که به دلیل  برنامه    
هـای   گیـرد، بـه تـدریج سـقط        بروسلا هر ساله صورت مـی     

هـای بـا سـایر       بروسلایی در حال محدود شدن بوده و سقط       
ل از جمله سـالمونلا ابورتـوس اویـس خـود را نـشان              عوام
همچنین از آنجا که در حال حاضـر علیـرغم زمـان            . دهد می

طولانی و خطرناک بودن، از روش کـشت بـرای تـشخیص            
رسـد بـا توجـه بـه         شود، به نظر می    عوامل سقط استفاده می   

، ایـن روش بـه عنـوان    MPCRحالت حساسیت بالای روش    
ر مـوارد تـشخیص مرسـوم       جایگزینی مناسب بخـصوص د    

با عنایت به نتایج تحقیق فوق و با نظر بـه           . درمانگاهی باشد 
های گوسـفندی    اینکه سقط یک مشکل بسیار اساسی در گله       

رسـد کـه در      شـود بـه نظـر مـی        سطح کشور محـسوب مـی     
خصوص سالمونلا ابورتوس اویس  بخصوص با توجـه بـه           

ــار   ــال و بختی ــار مح ــتان چه ــداقل در اس ــی آن ح ی فراوان
از طرف دیگـر    . باشد واکسیناسیون امری لازم و ضروری می     

سادگی، سرعت و توانایی جستجو کردن دو یا چند عامل به           
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