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 16 -1، صفحات 1404 پائیز، 3، شماره 8دوره 

 ایراندر گاوهای شیری  بروسلاهای ار سویهجداسازی و تعیین بایو

 
 *عالمیانسعید 
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 چکیده

های مشترک بین انسان و دام با گستره شیوع جهانی است. کنترل و پیشگیری از این بروسلوز، یا تب مالت، یکی از بیماری

های مختلف عامل باشد، زیرا انتقال گونههای دامی کشور میبیماری نیازمند پایش و ارزیابی مستمر میزان آلودگی در جمعیت

ها و بیووارهای غالب در ها، اهمیت بالای اپیدمیولوژیک دارد. از این رو، شناسایی گونهصلی به سایر دامهای ابیماری از میزبان

نمونه از غدد  2۵۷شود. در این مطالعه، های مبارزه با بروسلوز محسوب میمناطق مختلف جغرافیایی، گامی اساسی در برنامه

دامداری راکتور مثبت سراسر کشور، به بخش بروسلوز مؤسسه تحقیقات  42استان و  1۵لنفاوی گاوهای راکتور مثبت متعلق به 

ها ها تعیین بیووار شدند. تأیید گونههای کشت میکروبی بررسی، و جدایهها با روشسازی رازی ارجاع گردید. نمونهواکسن و سرم

ایزوله بروسلا جدا گردید؛ از  ۶2که در مجموع پلکس انجام پذیرفت. نتایج نشان داد شده، با آزمون مولتیو بیووارهای شناسایی

بیووار  Brucella abortusایزوله  2۹، و 3بیووار  B. melitensis، پنج ایزوله 1بیووار  Brucella melitensisایزوله  28این میان، 

قابل توجه تب مالت برای  ها، با ترسیم پراکندگی انواع بیووار در نقاط مختلف ایران، بر تداوم خطرشناسایی شد. این یافته 3

 سلامت عمومی جامعه تأکید دارد.

 های لنفاوی، راکتور مثبتتنسیس، بروسلا آبورتوس، تشخیص، غدهبروسلا ملی :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
بروسلوز یک عفونت باکتریایی بیماری بروسلوز: 

مشترک میان انسان و دام )زئونوز( است. در حیوانات، این 

شود، با نام سقط جنین واگیردار شناخته میبیماری بیشتر 

ای مدیترانه مواج و تب های تبکه در انسان به نامدر حالی

حاد، مزمن یا صورت تحتتواند بهنیز شهرت دارد و می

. در حیوانات، بروسلوز عمدتاً )3-1موضعی بروز کند )

کند؛ اما در انسان، که تناسلی را درگیر می–دستگاه ادراری

شود، با علائمی چون ثانویه یا اتفاقی محسوب می میزبان

حالی و کاهش وزن همراه تب، تعریق، ضعف عمومی، بی

است. از نظر جهانی، بیشترین موارد ابتلا در انسان ناشی از 

ترین و عنوان مهاجماست که به Brucella melitensisگونه 

-1شود ) زاترین گونه در جنس بروسلا شناخته میبیماری

3(. 

 

 
های ناشی از بروسلوز گاوی وگوسفندی و آثار آن بر سیستم بیماری  (.Orchitis and Epididymitisالتهاب بیضه و التهاب اپیدیدیم ) -1شکل 

 تناسلی نر

 

 های بروسلا به شرح زیر هستند:گونه

تنسیس با سه بیووار که بر اساس واکنش بروسلا ملی( 1

از یکدیگر متمایز  Mو  Aهای منواسپسیفیک سرمآنتی

( 3( بروسلا آبورتوس با هفت بیووار، 2. ، )3-1گردند )می

( ۵( بروسلا نئوتومه )در جوندگان(، 4بروسلا سوئیس، 

( بروسلا کنیس در سگ، ۶بروسلا اوویس در قوچ و میش، 

های: بروسلا ( شامل زیرگونهB. maris( بروسلا ماریس )۷

 .Bسلا فوکونه )(، خوک دریایی؛ بروB. phocaeفوکه )

phocaenae( خوک و وال؛ بروسلا دلفینی ،)B. delphini ،)

آ، خوک و شیر دریایی؛ و بروسلا پدهدلفین؛ بروسلا پنی

 آ، بالن و وال.سته

در ایران، عامل بیماری در انسان برای نخستین بار 

همزمان از کشت خون در انستیتو پاستور ایران توسط دکتر 

ستیتو پاستور( و همکاران وی، و کراندل )رئیس وقت ان

اف از کشت خون بیمار مبتلا به تب مالت توسط دکتر علی

شمسی(، میکروب بروسلا  1311میلادی ) 1۹32در سال 

 تنسیس جداسازی شد.ملی

شده گاو در انستیتو رازی از جنین سقط  1323در سال 

های اطراف تهران، بروسلا و سپس به دفعات در گاوداری

بار دکتر  ، برای اولین132۷جدا گردید. در سال آبورتوس 

تنسیس را انتصار از شیر و جنین گوسفند و بز، بروسلا ملی

دکتر اردلان و همکارانش وجود  13۵0جدا کرد. در سال 

بروسلا در خوک را در مؤسسه تحقیقات واکسن و 

سازی رازی گزارش کردند. در حال حاضر دو گونه سرم

بروسلا آبورتوس در ایران شایع تنسیس و بروسلا ملی

 .)3-1)هستند 

روند  13۶8آمار سالیانه بروسلوز انسانی در ایران تا سال 

سیر نزولی طی  13۷۹صعودی داشته و پس از آن تا سال 

نموده است. امروزه بروسلوز مشکلی جهانی محسوب 

شود. به استثنای تعداد کمی از کشورهای جهان که می

اند، کنی آن شدهیا موفق به ریشهعاری از بیماری بوده 

 بیشتر کشورها به این عفونت آلوده هستند.
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کشور یا ناحیه شامل  1۷ترین آمار جهانی تنها تازه

جزایر مانش، نروژ، سوئد، فنلاند، دانمارک، سوئیس، چک و 

اسلواکی، رومانی، اسکاتلند، انگلستان، ولز، هلند، 

ستان و جزایر لوکزامبورگ، اتریش، قبرس، ژاپن، بلغار

فالکلند را عاری از بیماری گزارش کرده است. ایسلند و 

گونه جزایر ویرجینیا )ایالات متحده آمریکا( از ابتدا هیچ

(. برخی کشورها نظیر کانادا، 20، 1۵اند )آلودگی نداشته

کنی نیوزیلند، پولینزی و پاپوا گینه نو نیز به مرز ریشه

 اند.رسیده

نه، حدود پانصد هزار مورد های سالیاطبق گزارش

شود؛ البته این آمار بسیار بیشتر برآورد آلودگی گزارش می

تنسیس است گردد و اغلب موارد مربوط به بروسلا ملیمی

 .(2)شکل 

 

 
 WHOنمودار به روز شده موارد آلودگی جهانی طبق آمار  -2شکل 

 

 منفی کوچکهای گرمباسیلباکتری عامل بروسلوز 

(Short bacilli)  ۶/0میکرومتر و عرض  ۵/1تا  ۶/0با طول 

میکرومتر، هوازی، غیرمتحرک، فاقد کپسول و اسپور،  ۷/0تا 

سلولی بوده و رشد آنها در محیط های داخلاز پاتوژنو 

، Catalase ،Oxidase شود؛کندی انجام میکشت به

Nitrate و Urease مثبت، در حالی که Citrate ،Indole  و 

VP (2، 1) ندباشمنفی می. 

 

 
 شکل فضایی باکتری های بروسلوز در محیط جامد وشکل کلنی -3شکل 

 

بیماری بروسلوز در گاو و گوسفند معمولاً موجب سقط 

ماندگی و عقیمی شده و جنین، کاهش تولید شیر، جفت

سمی حتی کشنده نیز هست. گاهی بر اثر متریت و سپتی

پیدیدیمیت، تورم در گاو نر این بیماری باعث ارکیت، ا
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گردد. در ایران برای تشخیص بروسلوز مفاصل و ناباروری می

های روتین سرولوژیک رایت و رزبنگال استفاده از روش

های شود، اما بر اساس مطالعات، روش نوین الایزا با کیتمی

وارداتی حساسیت بیشتری دارد. در این مطالعه، با 

بنگال در های سنتی رایت و رزگیری از روشبهره

های راکتور مثبت شناسایی و برای کشتار ها، دامدامداری

های غدد ریزی شدند. سپس نمونهدر زمان مشخص برنامه

ها تحت شرایط استریل و زنجیره سرد به لنفاوی این دام

 .)4-۶)  بخش بروسلوز ارجاع گردید

 20مؤسسه رازی در حال حاضر با تولید سالیانه حدود 

بسزایی سن بروسلوز گوسفندی و گاوی، نقش میلیون دُز واک

در کنترل بیماری در دام و در سطحی بالاتر در بهداشت و 

کند. عامل اصلی بروسلوز سلامت جامعه انسانی ایفا می

است که میزبان اصلی آن گاو  Brucella abortusگاوی، 

باشد، اما توانایی آلودگی سایر حیوانات حساس همچون می

، اسب، سگ و نشخوارکنندگان وحشی را گوسفند، بز، شتر

نیز دارد. در ایران این باکتری از گاو، بز، اسب و گاومیش 

(. این گونه دارای هفت بیوتیپ بوده 4جداسازی شده است )

های بیوشیمیایی مختلف از جمله نیاز که بر اساس ویژگی

های رنگین ، رشد روی محیطH₂Sبرای رشد، تولید  CO₂به 

، Aهای منواسپسیفیک سرمیناسیون با آنتیو واکنش آگلوت

M  وR ها، بیوتیپ قابل تفریق هستند. در میان این بیوتیپ

 (.۵-2تر است )در ایران حالت بومی داشته و شایع 3

بیماری در گاوهای ماده غیر آبستن معمولاً بدون 

علامت بوده، اما در گاوهای بالغ آبستن موجب بروز 

های پنجم تا قط جنین بین ماهماندگی و در نهایت سجفت

(. ۶ترین نشانه بیماری است )شود که مهمنهم آبستنی می

علت احتمالاً تمایل باکتری به قند اریتریتول و وجود مقادیر 

 .Bباشد. های رحم و جفت گاو میبالای آن در بافت

abortus  از طریق ادرار، جفت، جنین، ترشحات مهبلی و

های سالم در اثر تماس ه و دامشیر گاوهای آلوده دفع شد

با این مواد از طریق مخاطات بینی، دهان، حلق و دستگاه 

ترین راه انتقال، خوردن (. مهم۷شوند )تناسلی آلوده می

صورت شده و ترشحات رحمی آلوده بهجنین و جفت سقط 

دهانی است. این بیماری همچنین موجب اختلال در تولید 

ایش فاصله بین دو زایش و مثل، کاهش تولید شیر، افز

تواند می B. abortusشود. در گاوهای نر، ناباروری می

ارکیت، اپیدیدیمیت و دفع باکتری از طریق اسپرم ایجاد 

تواند منجر به ناباروری (. در هر دو جنس، بیماری می8کند )

 عضلانی گردد. –و ضایعات اسکلتی

با  هم از نوع هومورال و هم B. abortusایمنی علیه 

ها اساس بادی(. اگرچه تولید آنتی۹واسطه سلولی است )

های سرولوژیک بوده و در مقاومت علیه باکتری آزمایش

رسد ایمنی مؤثر بیشتر وابسته به نقش دارند، به نظر می

-۹و اینترفرون گاما باشد ) IL-2و تولید  Th1پاسخ سلولی 

21.) 

پیک، های بروسلای غیرکلاسیک )آتیدر تایپینگ سویه

های بیوتایپینگ مانند های جدید(، روشبینابینی و گونه

فاژتایپینگ و اکسیداتیو متابولیک تست کارایی محدودی 

دارند، چرا که باکتری زنده نیازمند آزمایشگاه با ایمنی 

بر و وابسته به ها زمانزیستی سطح سه است و این تست

 های ظاهری باکتری هستند که ممکن است تغییرویژگی

های غیر ها همچنین در شناسایی گونهیابند. این روش

، 23، 22های دریایی محدودیت دارند )معمول مانند گونه

ساکارید لیپوپلی -1(. تایپینگ مولکولی عموماً بر اساس 24

های غشاء خارجی یا پروتئین -2و اسیدهای چرب، 

 گیرد.اسیدهای نوکلئیک انجام می -3سیتوپلاسمی، و 

 هاروش مواد و
کشت آزمایشگاهی  کشت آزمایشگاهی بروسلاها:

 بندی کرد:توان تحت سه عنوان اصلی تقسیمبروسلاها را می

های غدد لنفاوی برای جداسازی باکتری کشت نمونه -

Brucella. 

منظور نگهداری و ها بهبررسی آزمایشگاهی نمونه -

 ها و شناسایی آن.مطالعه باکتری جداشده از کشت

های تشخیصی انبوه باکتری برای تهیه معرف کشت -

 ها.های حاد و تولید واکسنآلودگی به سویه

های جامد های مرضی، محیطدر کشت بروسلا از نمونه

شوند، زیرا علاوه بر ترجیح داده می نسبت به محیط مایع
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هایی های بروسلا، از مداخله باکتریتسهیل شناسایی پرگنه

های نمایند. توسعه محیطی میتر جلوگیربا رشد سریع

انتخابی با اثر ویژه در پیشگیری از آلودگی، استفاده از 

پذیر ساخته محیط مایع برای جداسازی بروسلا را نیز امکان

 است.

های آزمایشگاهی نیازمند کشت بر روی معمولاً بررسی

دیش یا بوآت دورو هستند. محیط جامد در لوله، پتری

ن است منجر به تغییر در کشت در محیط مایع ممک

خصوصیات اصلی کشت شود، اما در صورت تأمین هوای 

توان از این کافی در محیط مایع طی دوره گرمخانه، می

 تغییرات جلوگیری کرد.

، آزمون کشت باکتریولوژیک برای 1۹80 یتا دهه

تشخیص بروسلوز حیوانی چندان مورد توجه نبود، زیرا 

نسوج وجود داشت و تهیه معمولاً تعداد کمی باکتری در 

های عاری از آلودگی دشوار بود. با این حال، توسعه نمونه

ها و استفاده از هایی برای خرد کردن آسان بافتروش

های انداز دستیابی به کشتهای کاملاً انتخابی، چشممحیط

 موفق را بهبود بخشید.

های تشخیصی، تشخیص باکتریولوژیک در میان روش

های نظارت مستمر بر عملکرد روش تواند برایمی

های سرولوژیک و تعیین وضعیت عفونت حیوانات در گله

 (.2۷-24دارای مشکل بکار رود )

هیچ آزمون منفردی  های بروسلا:شناسایی باکتری

قادر به شناسایی دقیق باکتری و تعیین تعلق آن به جنس 

Brucella های کشت، نیست؛ اما ترکیبی از ویژگی

بندی تواند طبقهرولوژیک و باکتریولوژیک میهای سروش

پذیر سازد. کارشناسان باتجربه ها را امکاناین باکتری

ها و شناسی )مورفولوژی( کلونیمعمولاً بر اساس ریخت

ای، قادر به انجام نتایج آزمون آگلوتیناسیون صفحه

 خواهند بود. Brucellaشناسایی مقدماتی 

ده باید در قالب یک برای تعیین تیپ، نمونه جدا ش

کشت خالص تهیه و مورد بررسی قرار گیرد. در مواردی که 

خصوصیات غیر معمول مشاهده شده یا باکتری از میزبان با 

های رایج شرایط غیر متداول جدا گردد، اجرای روش

پیش از انجام  Brucellaباکتریولوژی برای تشخیص اولیه 

 های تعیین تیپ ضروری است.آزمون

( برای تشخیص Gold Standardارد طلایی )استاند

های از نمونه Brucellaهای بروسلوز، جداسازی باکتری

 باشد.بالینی یا محیط کشت می

آمیزی ( و رنگMorphologyشناسی )ریخت

منفی، های گرمها باکتریBrucella های بروسلا:باکتری

صورت انفرادی مشاهده کوکوباسیل هستند که معمولاً به

های شوند؛ هرچند ممکن است به شکل جفت یا در گروهمی

تا  ۶/0باکتری بین کوچک نیز وجود داشته باشند. طول 

میکرومتر متغیر  ۷/0تا  ۵/0میکرومتر و عرض آن بین  ۵/1

نسبتاً پایدار بوده و اشکال شناسی باکتری است. ریخت

های کهنه ( جز در کشتPleomorphismچندشکلی )

ها فاقد کپسول واقعی شود. این باکتریندرت دیده میبه

قطبی آمیزی دوهای معمول یا رنگآمیزیهستند و در رنگ

دهند و غیر قابل مشاهده نیستند، هاگ تشکیل نمی

 اند.متحرک

زدایی توسط اسیدهای بروسلاها تا حدی در برابر رنگ

شده آمیزی اصلاحضعیف مقاوم بوده، بنابراین در روش رنگ

( رنگ قرمز به Modified Ziehl–Neelsen)نیلسون –زیل

های مایع معمولاً گیرند. رشد بروسلا در محیطخود می

ضعیف است مگر در شرایط هوادهی کامل. در انکوباسیون 

( Smoothهای صاف )روز، سویه ۷گراد طی درجه سانتی 3۷

نشست پودرمانند کدورت یکنواخت ملایمی همراه با ته

( Roughهای ناصاف )که سویهیکنند، در حالایجاد می

ای با کدورت متغیر و غشای نازک نشست دانهممکن است ته

سطحی بر روی محیط مایع تشکیل دهند. رشد در 

های مایع، احتمال تغییر شکل صاف به ناصاف را محیط

 دهد.افزایش می

 CO₂های وابسته به جامد، سویههای نیمهدر محیط

ای از رشد چند ، صفحهB. ovisو  B. abortusمانند 

که کنند؛ در حالیمتری در زیر سطح ایجاد میمیلی

، کدورتی یکنواخت از سطح تا CO₂های غیر وابسته به گونه

سازند. تلقیح عمقی محیط متری ظاهر میعمق چند میلی
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ای از حرکت یا های بروسلا هیچ نشانهجامد با سویهنیمه

 دهد.هوازی نشان نمیرشد بی

های بروسلا سه روز پس از کشت معمول، پرگنه طوربه

ها پس در محیط جامد قابل رؤیت هستند. لازم است کشت

از این مدت بررسی شوند و هر پرگنه مشکوک پیش از رشد 

های های ثانویه مجدداً کشت گردد. رشد در محیطآلودگی

انتخابی ممکن است چند روز به تأخیر بیفتد؛ بنابراین 

در هر دو نوع محیط انتخابی و غیر انتخابی  بررسی رشد باید

 10یا  8روز و سپس مجدداً در روزهای  ۵یا  4ابتدا پس از 

 (.2۶انجام گیرد )

های باکتری  های بروسلا:خصوصیات رشد باکتری

ها برای رشد به بروسلا هوازی بوده و بسیاری از سویه

دی ها به کن( نیاز دارند. این باکتریCO₂اکسید کربن )دی

های هوازی تا حدی رشد کرده و نسبت به سایر باکتری

پسند هستند. برای رشد آنها وجود تیامین، مشکل

تا  ۵نیکوتینامید و بیوتین ضروری است. همچنین، افزودن 

تواند رشد باکتری را تحریک کند. درصد سرم نرمال می 10

های صفراوی و سلنیت، رشد های حاوی نمکدر محیط

ا تحت منبع نور هشود. در مشاهده بوآتمیبروسلا مهار 

 3های بروسلا معمولاً )ترجیحاً نور غیر مستقیم روز(، پرگنه

متر، میلی 2تا  1روز پس از کشت به صورت گرد، با قطر  4تا 

شوند. در رنگ عسلی دیده میشفاف و با حاشیه زردِ کم

تر شده ولی همچنان تر و تیرهها بزرگمراحل بعد، پرگنه

ها محدب و مانند. در مشاهده از بالا، پرگنهفاف باقی میش

 به رنگ سفید مرواریدی هستند.

طور غیر ها بهدر جداسازی اولیه ممکن است پرگنه

های چربی یا قطعات بافت معمول، در ارتباط با گلبول

موجود در محیط کشت مشاهده شوند. جستجوی کامل 

وارد ممکن است سطح بوآت ضروری است، زیرا در بسیاری م

 (.28، 1۷تنها یک پرگنه وجود داشته باشد )

که نزدیک به  Brucellaهای مشکوک به پرگنه

شوند، باید با های دیگر یا عوامل ثانویه دیده میکلونی

احتیاط برداشته شده و مجدداً بر روی محیط انتخابی کشت 

های مظنون به بروسلا در یک بوآت شوند. اگر تنها پرگنه

داشته باشد، ابتدا باید چند پرگنه بر روی محیط وجود 

جامد در لوله و محیط پایه در بوآت کشت گردد و سپس 

های خالص مورد پرگنهها برای جداسازی تکاین کشت

روز انکوباسیون در دمای  ۵تا  4استفاده قرار گیرد. پس از 

های مجزای ایجاد شده در گراد، پرگنهدرجه سانتی 3۷

گفته( شناسی )مطابق توصیفات پیشریختبوآت از نظر 

بررسی شده و با میکروسکوپ با بزرگنمایی کم و نور مورب 

(oblique illumination.ارزیابی خواهند شد ) 

برای شناسایی بروسلا و  تشخیص مولکولی بروسلا:

های تشخیصی، تعداد زیادی آزمون مبتنی بر ارتقای قابلیت

توسعه یافته و مورد  (PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره

های مختلف فرآیند ها جنبهاند. این روشاستفاده قرار گرفته

دهند. در برخی موارد، هدف صرفاً تشخیص را هدف قرار می

شناسایی کلی بروسلا بوده است؛ مانند تشخیص بروسلوز 

انسانی یا آلودگی مواد غذایی، که در این حالت یک آزمون 

PCR های افی است. تستمبتنی بر ژن اختصاصی ک

اختصاصی ژنی اغلب ساده، پایدار و نسبتاً مقاوم در برابر 

اثرات محیطی هستند و قادرند بروسلا را در سطح گونه و 

 حتی اخیراً در سطح بیوار شناسایی کنند.

شامل نیاز حداقلی به کار  PCRهای مزایای اصلی روش

ه با باکتری زنده، کاهش خطر آلودگی زیستی، دستیابی ب

نتایج در زمان کوتاه و توانایی استفاده از خروجی ژنتیکی 

برای مطالعات اپیدمیولوژیک و کنترل بیماری است. این 

های تر از روشتر و سریعها غالباً کارآمدتر، عملیروش

های بروسلا و بررسی شیوع کلاسیک در شناسایی گونه

زمون (. با این حال، پیش از استفاده از آ2۹بیماری هستند )

PCR های روتین آزمایشگاهی بروسلوز، لازم در تشخیص

است حساسیت، اختصاصیت، کیفیت کنترل و تضمین 

طور کامل های بالینی بهها روی نمونهکیفیت این تست

گزارش علمی  ۵00اعتبارسنجی شود. تا امروز بیش از 

در تشخیص بروسلوز منتشر  PCRهای مختلف درباره روش

شده بروسلا استخراج DNAتنی بر شده که عمدتاً مب

های بافتی شده یا از نمونههای کشتمستقیم از باکتری

تأثیر بالایی بر قابلیت  DNAاند. کیفیت و خلوص بوده
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تواند ها میشناسایی در سطح گونه دارد و وجود مهارکننده

 را کاهش دهد. PCRکارایی 

، EDTA ،RNaseکیباتی نظیر هایی که حاوی ترنمونه

DNaseها، آمین، هموگلوبین، هپارین، فنل، پلی

ساکاریدهای گیاهی، ادرار، آلکینات کلسیم یا سایر مواد پلی

کننده باشند، ممکن است منجر به نتایج منفی مداخله

بین  DNAکاذب شوند. همچنین، آلودگی نمونه یا انتقال 

 تواند باعث بروز نتایج مثبت کاذب شود.ها مینمونه

، ایجاد و استفاده از PCRده مطمئن از برای استفا

های مثبت و منفی استاندارد، کنترل داخلی، کنترل

ها، تضمین دهندهها، استانداردسازی واکنشمهارکننده

ها کیفیت و پیشگیری از آلودگی ضروری است. این روش

های جداشده از فیلد و قابلیت کاربرد در شناسایی سویه

 (.32-30را دارند ) های واکسنتأیید هویت سویه

، تشخیص مولکولی PCRاز جمله کاربردهای تخصصی 

های و تمایز همزمان سویه B. melitensis Rev1واکسن 

چندگانه بر اساس  PCRفیلدی و واکسنی از طریق 

(. تمایز 34، 33های متعدد ژنوم بروسلا است )لوکوس

شده های واکسینه های واکسن از عوامل عفونی در گلهسویه

اهمیت بالایی دارد. به همین منظور، شناسایی مبتنی بر 

PCR های واکسن برای تمایز سویهB. abortus  وRB51 

-3۵نیز در مطالعات متعدد مورد استفاده قرار گرفته است )

40.) 

 نتایج
های های ارسالی از سراسر کشور از دامدارینمونه

یخ و در  های ماده کشتار شده در کنارراکتور مثبت و از دام

دار در دار پلاستیک مخصوص نمونه و قفلظروف درب پیچ

یونولیت عایق به گرما ارسال شد. مشخصات هر نمونه روی 

ظروف شامل نوع نمونه، محل جداسازی، نام دامدار، شماره 

های لیمز نوشته شده بود. غدد لنفاوی ارسال شده از دامکد

د، در برخی کشتار شده و از ناحیه غدد فوق پستانی بودن

های کشتار شده ها نوع غده مشخص نشده بود. دامنمونه

همگی دارای تیتر سرولوژی مثبت در رزبنگال و رایت بودند. 

گراد درجه سانتی 4ها به محض رسیدن در دمای نمونه

 2ها در جدول نگهداری و کشت داده شدند. تعداد دامداری

 مشخص شده است.

 
 اکتور مثبت ارسال کننده غدد لنفاوی از گاوهای ماده شیریهای رلیست دامداری -2جدول 

 جنس دام تعداد نمونه نمونه ارسالی تعداد دامداری استان ردیف

 ماده 24 ۶ قزوین 1

 ماده 28 2 فارس 2

 ماده 1۶ ۵ تهران 3

 ماده 1۶ 8 آذربایجان شرقی 4

 ماده 24 3 البرز ۵

 ماده 10 1 کرمانشاه ۶

 ماده 1۷ 2 اصفهان ۷

 ماده 4 2 اردبیل 8

 ماده 21 4 قم ۹

 ماده ۷ 2 کرمان 10

 ماده ۷0 1 مرکزی 11

 ماده 1 1 آذربایجان غربی 12

 ماده 1۵ 2 لرستان 13

 ماده 3 1 چهارمحال و بختیاری 14

 ماده 1 1 سمنان 1۵

 ماده 2۵۷ 42 های دارای راکتور مثبتاستان جمع

 

ونه غدد لنفاوی نم 2۵۷ایزوله بروسلا از  ۶2مجموعاً 

های راکتور مثبت دامداری ارجاعی از دامداری 42مربوط به 

های کشت داده شده جداسازی شدند. جزئیات نتایج نمونه

های جداشده باکتری .نشان داده شده است 2در جدول 
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های بروسلا بودند. پس از های فنوتیپی گونهدارای ویژگی

گراد، تمام درجه سانتی 3۷روز انکوباسیون در  ۵-10

رشد کردند.  (CO2) درصد دی اکسید کربن 10ها در جدایه

های های جداشده، گرم منفی بودند و کلنیباکتری

ها دادند. جدایهرنگ و براق با سطح صاف تشکیل میشیری

ها همگی مورد بررسی تعیین بیوار قرار گرفتند جدایه

ی عنوان بروسلا ملیتنسیس و بروسلا ابورتوس شناسایبه

بروسلا ایزوله  28های جداسازی شده شدند. تعداد سویه

، و 3ایزوله بروسلا ملیتنسیس بایوار  ۵، 1بیوار  ملیتنسیس

با روش  3ایزوله بروسلا ابورتوس بایوار  2۹تعداد 

 .بایوتایپینگ شناسایی شدند

 
 های جداسازی شدهخصوصیات فاژتایپینگ گونه -3جدول 

code Spe-

cies/biovar 
H2S CO2 A M S/R 

Fuchsin 

1/50000 

Fuchsin 

1/100000 

Thionin 

1/50000 

Thionin 

1/100000 
Tb RTD Tb RTD*104 IZ 

PCR-

AMOS 

1 B. m 1 - - - + S + + + + NL NL L B. m 

2 B. m 3 - - + + S + + + + NL NL L B. m 

3 B. ab3 + + + - S + + + + L L L B. ab 

 

 :ل رنگ و اندازهشناسی کلنی شامارزیابی ریخت

متر طور معمول اندازه کلنی باکتری بروسلا یک تا دو میلیبه

شود. باشد. و به رنگ عسلی دیده میساعته می 48در کشت 

صورت کوکوباسیل قرمزرنگ دیده آمیزی گرم بهدر رنگ

 (.1شوند )شکل می

 

 
آمیزی گرم به صورت کوکوباسیل به رنگ عسلی )سمت راست(، در رنگساعته و  48متر در کشت کلنی باکتری بروسلا یک تا دو میلی -1شکل 

 قرمزرنگ )سمت چپ(

 
 های غدد لنفاوینتایج کشت، سرولوژی و تایپینگ نمونه -4جدول 

 تعداد نمونه ارسالی استان شماره نمونه
های تعداد نمونه

 مثبت
 PCR بایوتیپ باکتری جداسازی شده

 نتایج سرولوژی

 رزبنگال و رایت

 مثبت بروسلا ملیتنسیس 1 بروسلا ملیتنسیس ۶ 24 قزوین 1

 مثبت بروسلا ملیتنسیس 1 بروسلا ملیتنسیس 2 28 فارس 2

 1۶ تهران 3
3 

2 

 بروسلا ابورتوس

 بروسلا ملیتنسیس

3 

1 

 بروسلا ابورتوس

 بروسلا ملیتنسیس
 مثبت

 مثبت منفی منفی منفی صفر 1۶ آذربایجان شرقی 4

 مثبت بروسلا ملیتنسیس 1 لیتنسیسبروسلا م 4 24 البرز ۵

 مثبت بروسلا ملیتنسیس 1 بروسلا ملیتنسیس ۶ 10 کرمانشاه ۶

 1۷ اصفهان ۷
۵ 

2 

 بروسلا ابورتوس

 بروسلا ملیتنسیس

3 

3 

 بروسلا ابورتوس

 بروسلا ملیتنسیس
 مثبت
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 مثبت بروسلا ملیتنسیس 3 بروسلا ملیتنسیس 1 4 اردبیل 8

 مثبت بروسلا ابورتوس 3 بروسلا ابورتوس 14 21 قم ۹

 ۷ کرمان 10
۵ 

2 

بروسلا ملیتنسیس بروسلا 

 ملیتنسیس

1 

3 

بروسلا ملیتنسیس بروسلا 

 ملیتنسیس
 مثبت

 مثبت منفی منفی منفی صفر ۷0 مرکزی 11

 مثبت بروسلا ملیتنسیس 1 بروسلا ملیتنسیس 1 1 آذربایجان غربی 12

 مثبت بروسلا ابورتوس 3 بروسلا ابورتوس ۶ 1۵ لرستان 13

 مثبت بروسلا ابورتوس 3 بروسلا ابورتوس 1 3 چهارمحال بختیاری 14

 مثبت بروسلا ملیتنسیس 1 بروسلا ملیتنسیس 1 1 سمنان 1۵

 ۶1 2۵۷  جمع
 بروسلا ابورتوس

 بروسلا ملیتنسیس
 

 بروسلا ابورتوس

 بروسلا ملیتنسیس
 مثبت

 

 : PCR های جداسازی شده با روشد باکتریتأیی

 ،های شناسایی شدهباکتری PCRپلکس در روش مولتی

بازی و برای بروسلا  4۹8برای بروسلا ابورتوس باند 

 .(3و  2بازی را نشان دادند. )شکل  ۷31تنسیس باند ملی

 

 
 PCRهای جداسازی شده با روش مولتی پلکس نمونه -2شکل 

 11و  10کنترل منفی، ستون  ۹بروسلا آبورتوس، ستون  8های منفی، ستون نمونه ۶و  3،4،۵ن بروسلا ملیتنسیس، ستو ۷و  1،2ستون ،  1Kbستون اول یک مارکر 

 کنترل مثبت بروسلا آبورتوس و بروسلا ملیتنسیس

 

 گیریو نتیجه بحث
بروسلوز بیماری مسری و مشترک بین انسان و دام است 

شود. های مختلف جنس بروسلا ایجاد میکه توسط گونه

شترین تمایل را به جفت، مایعات جنینی باکتری بروسلا بی

ل، های نر و ماده دارد و عمدتاً تولیدمثو دستگاه تناسلی دام

بقای نوزادان و تولید شیر را در حیوانات مبتلا تحت تأثیر 

دهد؛ لذا ضررهای اقتصادی زیادی را بر صنعت قرار می

سازد. تشخیص بروسلوز به دلیل علائم دامپروری وارد می

متعدد و غیراختصاصی، همواره نیازمند روشی بالینی 

 .)4۵ -40حساس، اختصاصی، سریع و ارزان است )

اگرچه کشت، بهترین روش اثبات وجود بیماری 

بر بوده شناسی زمانهای باکتریشود، اما روشمحسوب می

حاد و مزمن با موارد منفی کاذب فراوان و در موارد تحت

ترین روش ین و ارزانترهمراه هستند؛ بنابراین، ساده

های سرولوژیک است. بدیهی تشخیص بروسلوز آزمایش

است که پیش از استفاده از یک روش تشخیصی باید از 

 .)۵4 -4۵)اعتبار و اعتماد آن آگاه بود 

های سرولوژیکی مانند الایزا، تست تثبیت آزمایش

(، آزمایش آگلوتیناسیون سرم و آزمایش CFTکمپلمان )

های غیر اختصاصی داشته باشند، وانند پاسختحلقه شیر می
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های ژنهای دارای آنتیزیرا واکنش متقاطع با سایر باکتری

(. همچنین ۵۹-۵۵دهد )مشترک در آنها رخ می

های ایمنی با حساسیت پایین یا بالا، بسته به شیوع واکنش

، ۶0، 34شوند )بالینی یا بومی بیماری مشاهده میتحت 

های سرولوژیک این است که ر تست(. محدودیت دیگ۶1

توانند بین حیوانات آلوده و صرفاً در معرض بیماری نمی

(. در واقع، حیواناتی که تست ۷1-۶2تمایز قائل شوند )

سرمی مثبت دارند ممکن است واقعاً آلوده باشند، قبلاً آلوده 

شده و بهبود یافته باشند، یا حیوانات مقاومی باشند که تنها 

کننده مقاومت اند. عوامل تعیینوسلا قرار گرفتهدر معرض بر

 (.14، ۷۹-۷2اند )طبیعی در برابر بروسلوز گزارش شده

عنوان استاندارد جداسازی باکتریولوژیکی بروسلا به

-80شود )طلایی برای تشخیص قطعی بیماری محسوب می

(. با این حال، این روش برای تشخیص در مقیاس 83

دلیل زمان طولانی انکوباسیون هگسترده، پرزحمت است؛ ب

روز( و خطر بالای آلوده شدن پرسنل  1۵تا  10)

آزمایشگاهی. علاوه بر این، فقدان محیط انتخابی دقیق 

های باکتری ها بر سطح پلیتباعث رشد بیش از حد آلودگی

 شود.می

طور گاو همان ریبروسلا در ش صیتشخ یهاتیمحدود

متفاوت  اریشده است بس که در مقالات منتشر شده گزارش

 cfu/mL 103  ×2تا  cfu/mL 104  ×8/2 (102)است، از 

لاوه بر . عگزارش شده است ۵0و  cfu/mL ۵ نیب و (102)

مختلف گزارش  یهاگونه یبرا یمتفاوت یهاتیمحدود ن،یا

 یریش یهانمونه یمطالعه بر رو کیعنوان مثال، در شد. به

 بروسلا ملیتنسیس ای بروسلا ابورتوسبا  یطور مصنوعکه به

 یبرا cfu/ml 100 صیتشخ یهاتیمحدود شد،یاستفاده م

 بروسلا ملیتنسیس یبرا cfu/ml 1000و  لا ابورتوسبروس

ممکن  یعوامل مختلف ن،یبنابرا  .(82)گزارش شده است 

موارد  نیاز جمله ا ،بگذارد ریتأث PCR تیاست بر حساس

نمونه  میزان، DNAپروتکل استخراج  یتوان به اثربخشیم

 یهامورد استفاده و گونه یپردازش شده، سنجش مولکول

 .شده اشاره کرد شیآزما یبروسلا

بادی بروسلا را ترتیب، آنتیآزمایش رزبنگال و الایزا به

در  ۹2/۶و  38/۹های گاومیش با درصد مثبت در نمونه

رأس  ۷۵0(. نمونه خون از 84پاکستان گزارش کردند )

آوری شد. در این گاومیش شیرده غیر واکسینه جمع

از شش گاومیش در  3ارزیابی، بروسلا ملیتنسیس بیوار 

های مولکولی نیز وجود آن را در مصر جداسازی شد و روش

ای دیگر در (. در مطالعه8۵سطح گونه تأیید کردند )

پاکستان مشخص شد که تب مالت در سطوح بالایی در گاو 

درصد از  1۵/1طوری که بومی است؛ به و گاومیش

سوم نشخوارکنندگان بزرگ سرم مثبت داشتند و تقریباً یک

مزارع لبنی حداقل یک آزمایش مثبت داشتند. در مجموع، 

درصد از افراد در تماس مستقیم با دام، سرم مثبت  ۷/۹

دهنده خطر بالای مواجهه با بروسلا در این بودند که نشان

 (.۹8-8۶گروه است )

آزمایش حلقه شیر که در گاو بسیار مفید است، در 

های بزرگ اثر است. در گلهنشخوارکنندگان کوچک بی

گاو شیرده(، حساسیت آن کاهش یافته و  100)بیش از 

رود؛ عواملی مانند ورم احتمال نتایج مثبت کاذب بالا می

پستان، آغوز، شیر پایان دوره شیردهی، اختلالات هورمونی، 

-8۷، 1سازی در این امر مؤثرند )زاسیون و همگنپاستوری

۹2(. 

بروسلا آبورتوس  3در منطقه مدیترانه شرقی، بیوتیپ 

 PCRغالب است. کشت باکتریولوژیک، ایمونوهیستوشیمی، 

های مستقیم تشخیص بروسلا محسوب روش qPCRو 

های دلیل هزینه و نیاز به آزمایشگاهشوند. با این حال، بهمی

های غیر ر اهداف نظارتی بیشتر از آزموناختصاصی، د

 (.۹8-۹3، 12شود )مستقیم استفاده می

ی جدا شده در این مطالعه از روز پنجم به بعد سویه

( و 3و  1های بروسلا ملیتنسیس )شناسایی شد. بیوتیپ

های بیوشیمیایی، ( با روش3و  1بروسلا آبورتوس )

 .Bزی سرولوژیکی و فاژتایپینگ تعیین شدند. جداسا

abortus  بیوتیپI  از بوفالوهای وحشی آزاد در پارک ملی

کروگر آفریقای جنوبی گزارش شده و منشاء آن احتمالاً از 

 (.102-۹۹های اهلی بوده است )دام

کننده، پرخطر جداسازی بروسلا فرایندی دشوار، خسته
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بر است، بنابراین بسیاری از مطالعات اخیر از و زمان

برای  PCRز کشت مانند الایزا و های مستقل اروش

 کنند.تشخیص عفونت استفاده می

 سپاسگزاری

 از مدیریت محترم مؤسسه تحقیقات واکسن و

شود. سازی رازی و همکاران بخش بروسلوز تشکر میسرم

این مقاله از طرح پژوهشی با عنوان جداسازی و تعیین بایوار 

کد مصوب های بروسلا در گردش درگاوهای شیری با سویه

 استخراج شده است. 3-18-18۵۷-00۶-010331
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Summary 

 

Brucellosis is a widespread zoonotic disease with a global distribution. The control and prevention of this 

disease require the assessment and monitoring of infection in the country’s livestock, as the transmission of this 

bacterial species from its primary host to other animals is of significant epidemiological importance. Therefore, 

determining the dominant species and biovars in various geographical areas is a key component of the strategy to 

combat this disease. In this regard, 257 lymph node samples from reactor-positive cattle, collected from 42 dairy 

farms across 15 provinces of Iran, were sent to the Brucellosis Department of the Razi Vaccine and Serum Re-

search Institute. Samples were cultured, and the identity of the isolates was confirmed by multiplex PCR. In total, 

62 Brucella isolates were recovered and identified as follows: 28 Brucella melitensis biovar 1, 5 Brucella 

melitensis biovar 3, and 29 Brucella abortus biovar 3. This study describes the prevalence of these biovars in 

different regions of Iran and emphasizes that brucellosis remains a significant risk to public health. 
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