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 27 -24، صفحات 2042پائیز و زمستان ، 2، شماره 6دوره 

 روش با ستانیمنطقه س یکینیکل یها در نمونه بروسلا یباکتر یمولکول ییشناسا

 ای پلیمراز چندگانه واکنش زنجیره

 3یمیمحسن نج، 2یحداد فاطمه، *2ینیالد کمال نیحس، 1 معصومه نورا

 .یراناشناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه زابل، زابل،  ، گروه زیستکارشناسی ارشد ژنتیکآموخته  دانش -1

 .یراناشناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه زابل، زابل،  استادیار، گروه زیست -2

 .یرانا، دانشیار، گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه زابل، زابل -3

 

 1441 بهمن 42: ،  پذیرش نهایی1441 دی 21،  بازنگری: 1441 آذر 21دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

 یها در سلول بروسلا یگرم منف لیباکتری کوکوباس ریواسطه رشد و تکث ( بهیا ترانهیتب مالت )تب مد ایبروسلوز 

های سرولوژی  باشد. تست میحائز اهمیت انسان و دام  نیمشترک ب مارییب کیعنوان  به مارییب نیا د وده یپستانداران رخ م

هایی در شناسایی دقیق  ها محدودیت حال این روش اند، با این متعددی جهت شناسایی این باکتری مورد بررسی قرار گرفته

 نگوسفنداآوری شده از  های جمع در نمونه بروسلاباکتری  مولکولی شناسایی بررسی وبا هدف  ،حاضر وهشباکتری دارند. پژ

آوری  جمعن گوسفنداهای خون و شیر از  انجام شد. در ابتدا نمونه چندگانه PCRبا استفاده از تکنیک سیستان  آلوده در منطقه

 DNAهای خون و روش سرولوژی رزبنگال صورت گرفت. در ادامه  گردید. تایید آلودگی به باکتری در ابتدا با استفاده از نمونه

 BLS و  Omp31 چندگانه و تکثیر دو ژن PCRولکولی با استفاده از بررسی مآوری شده استخراج شد و  از شیرهای جمع

نمونه کلینیکی مورد مطالعه همگی تست رزبنگال  44انجام پذیرفت. از  bp 251و  bp 343منظور تکثیر قطعات با سایزهای  به

تایید شده با تست رزبنگال را نشان نمونه مثبت کاذب  5چندگانه  PCRمثبت را نشان دادند اما بررسی مولکولی با استفاده از 

عنوان گزینه  تواند به های شناسایی مولکولی به جهت حساسیت و دقت بالاتر و صرف زمان کمتر می استفاده از روش .داد

 زا مورد استفاده قرار گیرد. های بیماری مناسب برای شناسایی پاتوژن

 چندگانه Omp31،  PCR، ژن  BLS  ژن تب مالت، باکتری بروسلا، :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
 های انگلی و جز گرم منف یها یها باکتربروسلا

. باشند و عامل بیماری تب مالت یا بروسلوز می یسلول درون

 کیعنوان  به یاهل واناتیمعمول، بروسلوز در ح طور به

تا  که معمولاً شود یمزمن در نظر گرفته م یعفون یماریب

شـیوع جهـانی بروسـلوز  .ابدی یادامه م وانیعمر ح انیپا

نــاتوانی  که علت آنیافته  افزایش های اخیر در طی سال

ن ذکر کن کــردن کامــل آن در میــان گوسفندا در ریشه

ه، یاندر کشورهای خاورم بیمـاری بروسـلوز(. 1شده است )

یافت  وفور  جمله ایران به فارس از  مدیترانه و حاشیه خلیج

در ایران زندگی این بیماری انتشار  شود و علت می

، بین محل مناطقدر این  .روستایی و عـشایری اسـت

ها و محـل نگـهداری گوسـفندان فاصله  زندگی خانواده

 چندانی وجود ندارد و نوازش نوزاد تازه به دنیا آمده دام

شده  توسط کودکان و مصرف محصولات لبنی و تازه تهیه

ها از اهمیت  استاندارد دام دامی و هـمچنـین ذبح غیر

های  تست(. 2است )زایـی برخـوردار  بالایی در بیمـاری

کار  متعددی برای شناسایی این باکتری به آزمایشگاهی

بادی اختـصاصی ضد  آنتیتوان به  رفته که از آن جمله می

و   PCRهای تشخیصی مولکولی مانند ، روشبروسلا

اشاره ، از نمونه شده گرفته یبروسلاکشت  جداسازی و

 یها با روش توان یرا م ها یباکتر یطور سنت بهنمود. 

مانند  یکیسرولوژ اتیو خصوص ییایمیش ک،یپیفنوت

 یگرم( و بررس یزیآم )رنگ یکروسکوپیمشاهده م

 ییکشت شناسا طیمح یرو یباکتر اتیخصوص یپیفنوت

 یبرا یکاف یصیاز دقت و قدرت تشخها  این روش اما ،کرد

و از طرفی  دنستیبرخوردار ن ها سمیکروارگانیم یجداساز

های  روش باشند. می بر زمانها  این روشاز  یبرخ

باکتری در محیط  درشتشخیصی مبتنی بر کشت نیازمند 

از  یاریبسست اجائی که ممکن  باشد، اما از آن کشت می

مصرف  لیدله ب ایو  یریگ نمونه نیح ها در باکتری

های تشخیصی با  ، این روشروندب نیاز ب کیوتیب یآنت

با توجه به سخت  بروسلاکشت باشند.  محدودیت روبرو می

 نیلذا ا ،باشد ینم زیآم تیموفق شهیهم یرشد بودن باکتر

ها  سایر روششدن  نیگزیجا یبرا یلیتواند دل یموضوع م

 .ها باشد شگاهیدر آزما عیسر صیتشخبرای 

های مولکولی برای  های اخیر در ارائه روش پیشرفت

زا در موجودات زنده از جمله  شناسایی عوامل بیماری

ها امکان شناسایی سریع و دقیق با استفاده از ژنوم  باکتری

موجودات را فراهم نموده است و حتی امکان تمایز بین 

 نکهیبا توجه به اهم گردیده است. ها نیز فرا ها و سویه گونه

فرد و خاص در ژنوم   به منحصر یها یتوال یدارا ها یباکتر

 یتوال ریدر تکث مراز یپل رهیخود هستند، واکنش زنج

د. وش میاستفاده  یباکتر کینوکلئ دیاز اس یخاص

 بروسلا، اختصاصی باکتری BLSو Omp31 های ژنی توالی

ژن غشای خارجی  آنتییک پروتئین و  Omp31 باشند. می

 این فرضیه وجود دارد که (.3)زا است  اصلی ایمنی

Omp31 از Bruella melitensis  با مهار آپوپتوز از طریق

، برای بقا و بروسلابه دنبال عفونت  α-TNF دهی سیگنال

  Lumazine.(4)تکثیر در ماکروفاژها مفید است 

) BLSSynthase ( یک پروتئین با خاصیت  بروسلا

های  تواند پروتئین زایی بسیار زیاد است که می ایمنی

خود بپذیرد. این   terminal -N خارجی را در انتهای

ژنیک بوده و نقش مهمی  های آنتی پروتئین دارای ویژگی

تواند در  همچنین می BLSد. دار بروسلوز ایجاد بیماری در

ی دیگر ها ژن نژوگه شده با آنتیاصورت ک زمان استفاده به

 (.5د )کننده باش دارای نقش ادجوآنتی یا کمک

 یو دارا نهیهز ساده، نسبتاً کم یمولکول یها روش

 ییو شناسا صیتشخ یبرا ی بوده وکاف تیحساس

کشت  قابل ریغ ای کنند یرشد م یکه به سخت ییها یباکتر

 به حجم ونیاز  همچنین (.1باشند ) میمناسب هستند، 

منجر به استفاده گسترده از کم نمونه  اریبس ریمقاد

 ،  PCR،PCR-RFLPهای شناسایی مولکولی مانند  روش

Multiplex PCRوReal-PCR   برای تشخیص مستقیم

های  با توجه به مشکلات روش .ها گردیده است باکتری

سرولوژیکی و نتایج مثبت و منفی کاذب احتمالی در 

 PCRحاضر از  ر مطالعهها، د استفاده از این تکنیک

های  در نمونه بروسلابرای شناسایی باکتری  چندگانه

https://civilica.com/search/paper/k-%D8%A8%D8%B1%D9%88%D8%B3%D9%84%D9%88%D8%B2/
https://civilica.com/search/paper/k-%D8%A8%D8%B1%D9%88%D8%B3%D9%84%D9%88%D8%B2/
https://civilica.com/search/paper/k-BLS/
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منظور ارائه یک تکنیک دقیق  هکلینیکی منطقه سیستان ب

 .و سریع استفاده شد

 ها مواد و روش
 44برای انجام مطالعه های مورد مطالعه:  تهیه نمونه

روستاهای  نگوسفنداآوری شده از  نمونه خون و شیر جمع

شهرستان زابل توسط اداره دامپزشکی استفاده شد. 

چندگانه با هدف شناسایی  PCRسازی تکنیک  بهینه

 بروسلاباکتری  DNAهای کلینیکی، با  مولکولی نمونه

تهیه شده از آرشیو دانشکده دامپزشکی دانشگاه زابل 

 صورت گرفت.

های  تست رزبنگال بر روی نمونهتست رزبنگال: 

وری شده از گوسفندان مشکوک به بیماری آ خون جمع

انجام شد.  بروسلاتب مالت جهت تایید آلودگی به باکتری 

 54های سرم خون و  از نمونه  میکرولیتر 54در ابتدا 

ژن رزبنگال به خوبی یکنواخت و بر روی  میکرولیتر آنتی

دقیقه از  4پلیت ریخته شد و بعد از گذشت مدت زمان 

ها مورد بررسی قرار  سیون نمونهشروع آزمایش آگلوتینا

 گرفت.

نمونه  44از  DNAاستخراج  چندگانه: PCR واکنش

شد. آوری شده به روش جوشاندن انجام  شیر آلوده جمع

میکرولیتری 5/1های  سی شیر در میکروتیوب سی5/1ابتدا 

 دقیقه در دستگاه سانتریفیوژ 5ریخته و به مدت 

(GermanyEppendorf, )  با دورrpm3544  قرار گرفت و

سپس مایع رویی دور ریخته شد. برای شستشوی رسوب 

سی آب مقطر استریل اضافه و پس  سی 1باقیمانده، مقدار 

 rpm3544دقیقه با دور  5از مخلوط کردن به مدت 

سانتریفوژ گردید. مرحله شستشو سه بار تکرار شد. در 

 1/4مانده  به رسوب باقیو ادامه مایع رویی را خارج 

دقیقه در  14سی آب مقطر افزوده و سپس به مدت  یس

 درجه سلسیوس گذاشته شد. در نهایت 11-144دمای 

به  rpm 14444در دستگاه سانتریفیوژ با دور  میکروتیوب

 DNAدقیقه قرار گرفت و مایع رویی که حاوی  14مدت 

درجه  -24دیگر منتقل و در دمای فریزر   باشد به تیوب می

نگهداری گردید. بررسی کمی  ان استفادهگراد تا زم سانتی

 ,Labnetبا استفاده از الکتروفورز ) هاDNA و کیفی 

Taiwan درصد و نانودراپ ) 1( ژل آگارزSouth Nabi, 

Korea.انجام شد ) 

چندگانه با استفاده از دو ژن اختصاصی  PCRواکنش 

های  توالیانجام شد.  Omp31و  BLS بروسلاباکتری 

 Omp31و  KJ401344.1با شماره دسترسی  BLSهای  ژن

 NCBIاز پایگاه داده  GQ184729.1با شماره دسترسی 

ول )جدبرای طراحی پرایمرهای اختصاصی استفاده گردید 

 (.1شماره 

 
 مربوطه به پرایمرهالاعات اط جدول -1جدول 

 

 

 

 

 

 

مخلوط از چندگانه  PCRواکنش برای انجام 

 ، Omp31و   BLSهای پرایمرهای فوروارد و ریورس ژن

DNA  و مستر میکس  بروسلاباکتری(Amplicon, 

Denmark) .یدما یساز بهینه یید وأجهت ت استفاده شد 

PCR 
Product (bp) Mer GC% Tm (ºc) Sequence 

(5’-3’) Gene Name 

256 20 52.4 59.74 F: CAAAGCTGTCCGAACAAGAC BLS 

 20 57.89 60.08 R: ATGACGATAGATGCCGCCG  

347 21 55 59.61 F: TTGACACCTTCTCGTGGACC Omp31 

 19 55 60.11 AACCATGAGGCGTTCGGTAGR:   
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 PCR ، گرادیانتچندگانه PCRدر واکنش ها اتصال پرایمر

 طبق ( ,GermanyEppendorf) دستگاه ترموسایکلر در

سازی دمای اتصال  پس از بهینه. شد انجام  2برنامه جدول 

تهیه شده از  بروسلاباکتری  DNAپرایمرها با استفاده از 

نمونه  44آرشیو دانشکده دامپزشکی، بررسی مولکولی 

چندگانه انجام شد.  PCRکلینیکی مورد مطالعه با تکنیک 

درصد و  5/1چندگانه بر روی ژل آگارز  PCRمحصولات 

 safe stainستفاده از آنالیز و با ا TBE 1Xدر بافر 

 ( ,FranceCambridge)ژل داک  گاهتدر دسآمیزی و  رنگ

 .ددنشبررسی 

 

 Multiplex PCRبرنامه  -2جدول 

 مرحله (ºc)دما  زمان تکرار

 Predenaturation 94 دقیقه 5 1

 Denaturation 94 ثانیه 30 

 Annealing 62.3 – 56.4 ثانیه 45 سیکل 35

 Extension 72 ثانیه 35 

 Final extension 72 دقیقه 5 1

 

 نتایج
نمونه  44نتایج بررسی تست رزبنگال مثبت بودن 

برای آلودگی به  نگوسفندا ازآوری شده  خونی جمع

ضعیف تا  ونیناسیآگلوت را تأیید نمود. وقوع بروسلاباکتری 

ی و در نتیجه اختصاص یها یباد یآنتوجود عنوان  قوی به

مثبت بودن تست رزبنگال و عدم وقوع آگلوتیناسیون برای 

منفی بودن تست رزبنگال در نظر گرفته شد. در ادامه هر 

نمونه برای تأیید آلودگی به باکتری با روش مولکولی  44

دمای  PCRبررسی شدند. با توجه به نتایج گرادیانت 

کیفیت و وضوح ا داشتن باند با ب گراد درجه سانتی 5/53

. گردید تعیینچندگانه  PCRبهینه  یعنوان دما به بهتر

نمونه  35دهنده مثبت بودن  چندگانه نشانPCR نتایج 

باز برای  343و  251مورد مطالعه بود. قطعات با سایزهای 

ها مشاهده شد  در تمام نمونه Omp31و  BLSدو ژن 

نمونه مورد  5چندگانه در  PCR(. با استفاده از 1)شکل 

مطالعه قطعات ژنی مورد نظر تکثیر نشدند و این نتیجه 

تأییدکننده وجود نتایج مثبت کاذب با استفاده از تست 

سرولوژی رزبنگال بود. دقت روش رزبنگال در شناسایی 

چندگانه  PCRدرصد و در روش  5/13 بروسلاباکتری 

 درصد به دست آمد. 144

 

 

تکثیر شده    BLSو Omp31ها قطعات ژنی گراد، در تمام نمونه درجه سانتی 5/57ی در دما چندگانه  PCRمحصولاتژل آگارز الکتروفورز  -1شکل 

 bp 50مارکر ژنی M- است. 
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 گیری بحث و نتیجه
بروسلوز انسانی در بسیاری از کشورها ازجمله ایران 

مطرح یک مشکل اساسی بهداشت جامعه عنوان  به

 بروسلایهای انتقال باکتری  ترین راه مهم( و 3) باشد می

تماس با خون حیوان  ایجادکننده این بیماری از طریق

های  و نیز مصرف شیر خام آلوده و فرآورده بروسلاآلوده به 

در مناطق روستایی که  لبنی غیر پاستوریزه آن بوده و

گیرد  تولید شده توسط خانوار صورت می شیر مصرف

 تشخیص بروسلوز در اغلب موارد به. باشد میبیشتر شایع 

های  شباهت بالینی این بیماری با بسیاری از بیماری دلیل

های  روشاستفاده از  همچنین وعفونی  عفونی و غیر

در اغلب موارد موفق به جداسازی که تشخیصی 

به دلیل (. 1می باشد ) دشوار گردند ارگانیسم نمیمیکرو

معمولاً  بروسلاهای  زمان تقسیم طولانی این باکتری، گونه

 های کشت اولیه و کشت متوالی به آهستگی در محیط

(Subculture)  شکل اصلی در خصوص م د.نماین رشد می

باشد که با استفاده از  گیر بودن آن می وقت بروسلاکشت 

(. 1) روز زمان نیازدارد 34های مرسوم گاه تا بیش از  روش

های سرولوژیک مختلفی مثل رایت، کومبس رایت  از تست

توان برای تشخیص بروسلوز استفاده کرد.  و الیزا می

درصد  15تا  15های سرولوژیک بین  حساسیت تست

ها به ویژه  این تست حساسیت شناساییباشد اما  میمتغیر 

بادی در  در مناطق اندمیک، به دلیل شیوع بالای آنتی

 .(14) باشد جمعیت سالم، کم می

های سرولوژیک دارای  این، بیشتر تست علاوه بر

در طی دهه  .دباشن ها می واکنش متقاطع با سایر باکتری

های  تمامی جنبههای شگرفی در  گذشته، پیشرفت

تشخیص مولکولی بروسلوز انسانی صورت گرفته است. 

تر و  سریعای پلیمراز  زنجیره آزمایشات مبتنی بر واکنش

ها  شناسایی باکتری معمولهای  تر از روش بسیار حساس

های شناسایی مبتنی بر  علیرغم اهمیت روش .باشند می

PCR، نه سازی نمو در حال حاضر استانداردی برای آماده

 های ردیابی محصولات های هدف و یا روش یا انتخاب ژن

PCR  اعضای جنس  .وجود ندارد بروسلابرای باکتری

طور  های داخل سلولی اختیاری هستند و به پاتوژن بروسلا

شود، بسیار  طبیعی مقدار باکتری که در بیماران یافت می

( و این موضوع بر اهمیت استفاده از 11) کم است

ولکولی که قادر به شناسایی مقادیر جزیی از های م تکنیک

DNA های تشخیصی  در آزمایشگاه افزاید. باشند می می

به دلیل هزینه و گاهی اوقات در دسترس   PCRاستفاده از

 . برایشود بودن حجم نمونه آزمایشی کافی محدود می

ها و همچنین افزایش ظرفیت  بر این کاستی غلبه

شده  طراحی چندگانه  PCRای به نام ، گونهPCR تشخیصی

از یک توالی هدف را  شیبچندگانه  PCR. در است

توان با گنجاندن بیش از یک جفت پرایمر در واکنش  می

 جویی قابل تقویت کرد. این تکنیک دارای پتانسیل صرفه

همچنین احتمال  .است  PCRتوجهی در زمان نسبت به 

 PCRچندگانه نسبت به  PCRمشاهده نتایج کاذب در 

شناسایی  پژوهشدر این رو  باشد. از این بسیار کمتر می

های  چندگانه در نمونه PCRبا روش  بروسلاباکتری 

، PCRبرای انجام کلینیکی منطقه سیستان انجام شد. 

از نمونه شیر آلوده برای بررسی باکتری  DNAاستخراج 

استفاده از نمونه مورد استفاده قرار گرفت. هر چند که 

این مزیت را دارد که امکان دسترسی به خون محیطی 

های موجود در جریان خون را فراهم  حداکثر باکتری

در  PCR های بالقوه به دلیل حضور مهارکننده ، اماآورد می

های  بر روی نمونه  PCRخون از قبیل هموگلوبین انجام

 (.12) باشد دشوار می تا حدودیخون از نظر تکنیکی 

 BLSو  Omp31تصاصی های اخ ژن حاضر در مطالعه

قرار  استفادهمورد  بروسلا باکتری برای شناسایی مولکولی

های مختلف  بالایی در گونه همولوژی BLSژن  .ندگرفت

 های بروسلا، به در همه گونه Omp31و  دارد بروسلا

. مطالعه و بررسی وجود دارد  Brucella abortus استثنای 

نمونه کلینیکی تأیید شده با تست رزبنگال با استفاده  44

نمونه را تأیید  35چندگانه مثبت بودن  PCRاز تکنیک 

استفاده از این دو توالی ژنی امکان شناسایی نمود، بنابراین 

 PCRدرصد را با تکنیک  144باکتری بروسلا با دقت 

های کلینیکی فراهم نمود. همچنین  چندگانه در نمونه

https://civilica.com/search/paper/k-BLS/
https://civilica.com/search/paper/k-%D8%A8%D8%B1%D9%88%D8%B3%D9%84%D8%A7%20%D9%85%D9%84%DB%8C%D8%AA%D9%86%D8%B3%DB%8C%D8%B3/
https://civilica.com/search/paper/k-%D9%87%D9%85%D9%88%D9%84%D9%88%DA%98%DB%8C/
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درصد  5/13تکنیک سرولوژی رزبنگال میزان دقت 

چندگانه امکان  PCRروش  دست آمد که در مقایسه با به

نتیجه  5آورد و مشاهده  شناسایی بدون خطا را فراهم نمی

مثبت کاذب با روش سرولوژیکی حاکی از حساسیت و 

های  ها و اهمیت استفاده از روش دقت پایین این تست

مطالعات باشد.  ها می مولکولی برای شناسایی باکتری

های  هدر نمون بروسلامتعددی برای شناسایی باکتری 

ای برای شناسایی با  تا کنون مطالعهمختلف انجام شده اما 

و  Sateiصورت نگرفته است.  BLSو  Omp31های  ژن

های  ی گونهمولکول یبررسبه  2424در سالهمکاران 

مراکز خرید آوری شده از  باکتری بروسلا در شیر خام جمع

 IS711و  BCSP31 های در شهر زنجان را با استفاده از ژن

 33از انجام دادند و نتایج نشان داد که  PCR و روش

 ( ازدرصد 52مورد ) 31شده،  آوری خام جمع رینمونه ش

( متعلق درصد 1/3مورد ) 3مثبت،  بروسلانظر جنس 

( متعلق به درصد 2/5مورد ) 2و  Bruella abortusبه

Brucella melitensis یبرا یمورد مثبت چیبودند. ه 

 جینتا وجود نداشت. سیبروسلا سوئ و سیبروسلا او

خام  ریدر ش بروسلا وعینشان داد که ش ی آنها مطالعه

نگاه  دیاست که با یسلامت عموم یبرا یدیهمچنان تهد

از  یریشگیپ یکنترل یها به راهکارها و روش یتر قیعم

 (.13(ت تب مالت در دام داش

Tantillo  و همکاران به بررسی و شناسایی باکتری

  BCSP31های  و ژن PCRو پنیر با روش بروسلا در شیر 

پرداختند. نتایج نشان داد که این روش  Omp25 و

عنوان یک تکنیک سریع و قابل اعتماد  تواند به مولکولی می

برای شناسایی باکتری بروسلا مورد استفاده قرار گیرد 

بررسی سرولوژیکی و مولکولی دیگری   (. در مطالعه14)

، طالعهم صورت گرفت. در این آباد بروسلوز شتر در نجف

آوری  آباد جمع کشتارگاه نجف از نمونه خون شتر 154

های سرولوژیکی تست رزبنگال  ها ابتدا با روش نمونهشد. 

 مرکاپتواتانول 2پلات، تست آگلوتیناسیون لوله و تست 

 با PCR ها استخراج و آزمایش شدند. اسید نوکلئیک نمونه

شایع است  بروسلاهای  که در اکثر گونه pb26 توالی ژن

های  آزمایشکه  نشان دادنتایج  .ندمورد آزمایش قرار گرفت

 (.51ند )آلودگی مزمن حیوانات بوددارای سرولوژیکی 

زا استفاده از  های بیماری در مطالعات شناسایی باکتری

آوری شده از دام نسبت به خون کم  نمونه شیر خام جمع

تلیال ترشح  باشد. از آنجایی که شیر از غدد اپی خطرتر می

های آلوده کننده ابتدا بایستی در  شود بنابراین باکتری می

ند و ها وارد شوند و در ادامه در شیر ترشح شو این سلول

تواند منجر به کاهش تعداد باکتری در  همین موضوع می

های مفیدی  شیر باشد. از طرف دیگر شیر واجد باکتری

زا مقابله  های بیماری بوده که با باکتری لاکتوکوکوسمانند 

شوند و  برابر می 144کنند و منجر به کاهش آلودگی تا  می

بت به رو میزان خطرات تهدیدکننده نمونه شیر نس از این

قادر  PCRباشد. تکنیک  خون برای کاربر بسیار کمتر می

باشد و از  به شناسایی نمونه حتی با تعداد بسیار کم می

تواند به عدم نیاز به  رو استفاده از این روش حساس می این

 استفاده از خون دام منجر گردد.

عنوان یک  های مولکولی به ضرورت استفاده از روش

های  در کنار روش لابروسیص یدی جهت تشخأیروش ت

 PCR. تکنیک باشد متداول غربالگری امری ضروری می

از جمله دقت بالا، کاهش چندگانه با داشتن مزایایی 

ها و  جویی در وقت و هزینه مصرف مواد آزمایشگاهی، صرفه

طور گسترده برای شناسایی مولکولی  اعتماد به نتایج قابل 

 دو ژن ر مطالعه کنونید مورد استفاده قرار گرفته است.

Omp31   وBLS باکتری  خیصجهت شناسایی و تش

استفاده شد و  چندگانهPCR  روش یکارگیر با به بروسلا

نتایج نشان داد که این روش جهت شناسایی باکتری 

 دقت و کارایی بالایی دارد. بروسلا

 

 

https://civilica.com/search/paper/k-BLS/
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Summary 

 

Brucellosis or malt fever (Mediterranean fever) occurs due to the growth and multiplication of the gram-

negative coccobacillus Brucella in mammalian cells, and this disease is important as a common disease between 

humans and animals. Several serological tests have been investigated to identify this bacterium, however, these 

methods have limitations in the accurate identification of the bacterium. The present study was conducted with 

the aim of investigating and molecular identification of Brucella bacteria in samples collected from infected 

sheep in Sistan region using multiplex PCR technique. At first, blood and milk samples were collected from 

infected sheep. Confirmation of bacterial infection was initially done using blood samples and Rose Bengal se-

rology method. Next, DNA was extracted from the collected milk and molecular analysis was performed using 

multiplex PCR and amplification of Omp31 and BLS genes, in order to amplify fragments with sizes of 347 bp 

and 256 bp respectively. Out of the 40 clinical samples, all of them showed a positive Rose Bengal test, but mo-

lecular analysis using multiplex PCR showed 5 false positive samples confirmed with the Rose Bengal test. Due 

to the higher sensitivity and accuracy and short time of identification the molecular methods can be used as a 

suitable option for identifying pathogens. 
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