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) ای و کومبس رایت رزبنگال، رایت لوله(های سرولوژیک  مقایسه آزمایش
  در تشخیص بروسلوز گوسفند و بز) PCR(و مولکولی 
  5نژاد ، محمد خاتمی4، مهدی آسمار3، علی ناظمی2، نظرعلی کترا ابراهیمی*1مصطفی جعفرپور

  

  چکیده
گردد  حسوب میهای مشترک حیوان و انسان م ترین بیماری بروسلوز یکی از شایع

  .و در مناطق زیادی از جهان گسترش یافته و در ایران نیز اندمیک است
  .های سرولوژی و میکروبیولوژی است  امروزه تشخیص بروسلوز بر پایه آزمایش

) ای و کـومبس رایـت       رزبنگال، رایت لوله  (های سرولوژی       در این مطالعه آزمایش   
های خون رزبنگال مثبـت و    نمونه نمونه انجام شده و سپس بر روی    100بر روی   

فراوانـی نـسبی    . انجـام شـد   PCR  ای، آزمایش   لولههای مثبت و منفی رایت        نمونه
  . شدPCR 5% و برحسب %20بروسلوز برحسب سرولوژی 

با توجه به اهمیت شناسایی صحیح موارد آلوده در کنترل و پیشگیری برسـلوز در         
هـای متکـی بـر      فاده از آزمـایش   جوامع دامی و انسانی ؛ بـه نظـر مـی رسـد اسـت              

از حساسیت و اختصاصیت مناسبی جهـت       ) PCR(تکنولوژی اسیدهای نوکلئیک    
  .باشند تشخیص بروسلوز  برخوردار می

  PCRبروسلوز ، سرولوژی ،: واژگان کلیدی
  

  15/2/89:     تاریخ پذیرش13/11/88: تاریخ دریافت
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ل انتقال بین انـسان     های قاب  ترین بیماری   بروسلوز یکی از شایع   

هـای    عامل مسبب بروسـلوز بـاکتری     . گردد  و دام محسوب می   
اند که به جنس بروسـلا و بـه          گرم منفی درون سلولی اختیاری    

پروتئو باکتر تعلق دارند و بر اساس تمایل میزبـانی   ـ  گروه آلفا
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Brucellosis Continues to be of great health Significance 
and economic importance in many contries including Iran. 
The current diagnosis of brucellosis is based on the 
Serological and the microbiological tests. 
In this study , 100 sera specimen were taken from Animals 
(Goat and Sheep) in tonekabon to wnship, then was 
screening with serological tests and seroposetive and 
seronegative specimens (total peripheral blood) confirm by 
PCR method. 
More over, wright's seroaglutination test had titers within 
the diagnostic range 20 cases, that 5 samples were positive 
by PCR. 
In this study, prevalence rate disease was 20% Incidence 
rate disease was by PCR 5%. 
Different Serological tests and PCR method due to 
Serological Methods are not always Sensitive and Specific 
the PCR techniques have proved tobe Useful to Specificity, 
Sensitivity and rapidness. 
Key Words: Brucellosis, Serology, PCR   
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ــدگان و گــوزن مــوش (، بروســلا نئــو تمــه )خرگــوش، جون
، بروسـلا ستاسـئا     )خـوک آبـی   (، بروسلا پینـی پـدیا       )جنگلی

  ).14،8(شوند تقسیم می) ها ها و وال دلفین(
کنـی بروسـلوز نیازمنـد       بطور کلی پیشگیری، کنترل و ریـشه      

ریع و صحیح فراوانی و توزیع مکانی و زمـانی آن           شناخت س 
ای صـرفاً بـه      اهداف اقدامات مبارزه   لذا نباید در تعیین   . است

درصد پوشش واکسیناسیون و یا درصد اقدام خـاص کنتـرل           
بسنده شود؛ بلکه کاهش موارد بیماری بعنوان شاخص قابـل          

گیری دوم باید توأمان هدف گذاری شود و معیـار دوم             اندازه
  .نماید ت که اثربخشی معیار اول را تعیین میاس

بنــابراین ســرعت در شــناخت وضــعیت بیمــاری در ارتبــاط 
مستقیم با خطر گسترش بیماری است بدین معنی که فاصـله           
زمانی طولانی بین وقوع و لحظه شناخت آن بـالطبع در اکثـر        

  ).1(موارد گسترش بیماری را به دنبال خواهد داشت
های سرولوژیکی متکـی     کی و آزمایش  های باکتریولوژی  کشت

هـای مـورد اسـتفاده در        تـرین آزمـون    بر آگلوتیناسیون شـایع   
  .های انسانی و حیوانی بروسلوز هستند تشخیص عفونت

تـوان   ها مـی   از جمله مشکلات موجود در انجام این آزمایش       
گیر بـوده    های کشت وقت   تکنیک: به این موارد اشاره کرد که     

باشـد و    ر تشخیص موارد مزمن مـی     و فاقد حساسیت لازم د    
حــساسیت نتــایج کــشت در مــواردی کــه هــدف شناســایی 

  .یابد های بروسلا آبورتوس باشد کاهش می گونه
ارد منفی کـاذب    های سرولوژیکی به دلیل حضور مو       آزمایش

های بلوکان و حضور موارد مثبت کاذب        حاصل از آنتی بادی   
یرسینیا ( گرم منفی    های  بدلیل تشابه آنتی ژنی با دیگر باکتری      

ــی   ــیا کل ــا، اشرش ــا و  ،o:157آنتروکولیتیک ــالمونلا اوربان  س
از حــساسیت و اختــصاصیت کــافی برخــوردار ) ویبریــوکلرا

باشند و به تنهایی قادر به تشخیص مرحله حاد و مـزمن             نمی
  ).12 ، 13(بیماری نیستند

 به  PCRامروزه تکنولوژی تکثیر اسیدهای نوکلئیک متکی بر        
های مشکل پـسند و دیررشـد مـورد            باکتری تشخیصجهت  

 DNA جهـت تـشخیص      PCRکـاربرد   . گیرد  استفاده قرار می  
بروسلاها به واسـطه حـساسیت و اختـصاصیت و شناسـایی            

  ).3، 4، 5 ، 7 ،11(زودهنگام ثابت شده است
رزبنگـال،   (هـای سـرولوژی       هدف این تحقیق مقایسه آزمـایش     

در تشخیص  ) PCR (و مولکولی ) ای و کومبس رایت     رایت لوله 
جهـت ارائـه یـک    ) گوسفند وبز(بروسلوز در نمونه خون دامی      

  .باشد روش سریع و با قابلیت تشخیص دقیق موارد آلوده می
  

  مواد و روش کار
هـای اهلـی       نمونه خـون از دام     100 تعداد   :آوری نمونه   جمع

شهرسـتان تنکـابن در      مشکوک بـه بروسـلوز    ) گوسفند وبز (
 پس از انتقال به آزمایـشگاه تـا زمـان           شرایط آسپتیک تهیه و   

  .گراد نگهداری شد  درجه سانتی-20انجام آزمون در 
  

  :های سرولوژی آزمایش
هـای سـرولوژیکی     تشخیص بروسـلوز بـه کمـک  آزمـایش         

  .صورت گرفت) ای و کومبس رایت رزبنگال، رایت لوله(
طبق برنامه سازمان دامپزشکی تیتر      

40
 ای  لولـه  رایت    وبیشتر 1

و تیتر 
20
  . به عنوان موارد مثبت هستند2ME و بیشتر، 1

  
 Polymerase Chain Reaction (PCR)آزمایش مولکول 

  :DNAتخلیص )  الف
DNA         ژنومیک از نمونه خون که قبلاً با EDTA  آوری    جمـع
گراد نگهداری شـده بـه کمـک کیـت        درجه سانتی  -20و در   

 Amplisense Brucella SP(   شرکت کیاژنDNAاستخراج 

460S/ICS-770 ( جدا گردید.  
 که حاوی ;)(Negative Control NCرل منفیـدر این کیت ازکنت

)buffer -DNA ( ت، کنترل مثبت ـاسPositive Control (PC) 
ت بازی که در بروسلاملیتنسیس،     ـ جف 460ه  ـی از قطع  ـ کپ 103(

 وبروسلا کـانیس حفاظـت      سبروسلا آبورتوس، بروسلا سوئی   
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 Internal control sample (ICS)و کنترل داخلـی ) شده است
) ت جفت بازی که قسمتی از ژنوم فاژ لامبدا اس ـ         770قطعه  (

  . استفاده شده است
ی مـورد آزمـایش،     ها  نمونهکنترل داخلی به تمام میکروتیوپ      

نمونه کنترل منفی و مثبت افزوده شده و نتیجه منفـی کـاذب             
کند بطور مثال اگر در ژل الکتروفورز یک نمونـه        رل می را کنت 

)  جفـت بـازی    460 جفـت بـازی و       770قطعـه   (هیچ باندی   
مشاهده نشد؛ نشان دهنده عدم صحت مراحل انجام آزمایش         
مولکولی است و یک بار دیگر آزمایش مولکولی نمونه بایـد           

  .انجام شود
  :DNAتکثیر )  ب

در دســتگاه  بــه کمــک روش کــار کیــت فــوق DNAتکثیــر 
 770 و   460ترموسایکلر انجام شد در این مطالعه توالی های         

  .جفت بازی مورد تکثیر قرار گرفتند
  

  :ژل الکتروفورز
الکتروفورز گردید ، باندهای    % 2 در ژل آگارز     PCRمحصول  

موردنظر در دستگاه ترانسلومیناتور مجهز بـه دوربـین تحـت           
  .ت مشاهده و مورد عکسبرداری قرار گرفUVنور 

  

  نتایج
 نمونه سرم دامی انجام شـد کـه         100آزمایش رز بنگال بر روی      

 نمونه که 40بر روی .  نمونه آزمایش رز بنگال آنها مثبت شد40
ای، کومبس   آزمایش رز بنگال آنها مثبت شد؛ آزمایش رایت لوله        

 آنها ای لوله نمونه آزمایش رایت  20. رایت و مولکولی انجام شد    
تیتر   نمونه   6 مثبت شد؛   

40
 نمونـه تیتـر      7،  1

80
 نمونـه تیتـر    3،  1

160
 نمونه تیتر 4 و   1

5120
 نمونـه آزمـایش   20 را نشان دادند و 1

تیتر (ای آنها منفی  رایت لوله
20
    .شد) 1

تیتر  ( نمونه   2
20
1

80
1 آزمـایش کـومبس رایـت      ) ای  رایت لوله  و

تیتر(آنها مثبت   
5120

 نمونه آزمایش مولکولی آنها مثبت      5شد؛  ) 1

ای  نمونه با تیتر رایت لوله3که شامل  شد،
5120

 نمونه با تیتر 1، 1

ای رایت لولـه  
80
 و تیتـر   1

5120
 نمونـه بـا     1 کـومبس رایـت و       1

تیتر
20
ای و تیتر  رایت لوله1

5120
  . کومبس رایت بودند1

) گوســفند و بــز(هــای اهلــی  میــزان فراوانــی بروســلوز در دام
ای    ، رایت لوله   ٪ 40شهرستان تنکابن برحسب آزمایش رزبنگال    

  .)2،1جدول ( شد ٪5، مولکولی ٪2، کومبس رایت 20٪

ای، کومبس رایت و  ت لولهشهرستان تنکابن برحسب آزمایش رزبنگال، رای) گوسفند و بز(های اهلی  میزان فراوانی نسبی بروسلوز در دامـ 1جدول 
  مولکولی

  
تعداد دام مورد 

  بررسی
  )PCR(آزمون مولکولی   آزمایش کومبس رایت  ای آزمایش رایت لوله  آزمایس رزبنگال

  موارد مثبت
درصد موارد 

  مثبت
  موارد مثبت

درصد موارد 
  مثبت

  موارد مثبت
درصد موارد 

  مثبت
موارد 
  مثبت

درصد موارد 
  مثبت

100  

40  40%  20  20%  2  2%  5  5%  
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   و سرولوژیPCRمقایسه نتایج  -2جدول شماره 
  آزمایش

 PCR  کومبس رایت  ای رایت لوله  نمونه

*1  +  -  +  
2  +  -  +  
3  +  -  +  
4  -  +  +  
5  +  +  +  
24-6  -  -  -  
30-25  +  -  -  
36-31  +  -  -  
39-37  +  -  -  

40  +  -  -  
  .دهد ها را نشان می  شماره نمونه40-1*) 

 ای لولهرایت ) 1و2و3
5120

ای  رایت لوله) 4                                               1
20
مبس رایت  و کو1

5120
1      

ای  رایت لوله) 5
80
 و کومبس رایت 1

5120
ای  رایت لوله) 24-6                             1

20
1                         

ای  رایت لوله) 30-25
40
ای  رایت لوله) 36-31                                                 1

80
1                 

ای  رایت لوله) 39-37  
160

ای  رایت لوله) 40                                            1
5120

1  
  

های خون مطالعه شـده در        در نمونه  DNAمحصولات تکثیر   
  هـــا تمـــام نمونـــه. نـــشان داده شـــده اســـت) 1(شـــکل 

PC)، 4،  3، 2، 1، NC( ــازی مربــوط بــه 770 بانــد  جفــت ب
کنترل داخلی را نشان دادند که نـشان دهنـده صـحت انجـام              

هـای    جفـت بـازی در نمونـه       460 است و باند     PCRمراحل  
  . مشاهده شد) 4،1(های مثبت  و نمونه) PC(کنترل مثبت 

    
آمیزی به وسیله اتیدیوم  الکتروفورز بر روی ژل آگاروز و رنگـ 1شکل 

  برماید

  
M : شناساگر ملکولی)bP 100(  

PC :  460(کنترل مثبتbp( 

NC :   کنترل منفی)buffer – DNA(  
  ) 460bp(های مثبت  نمونه : 1,4
  های منفی نمونه : 2,3

NC,1,2,3,4,PC   :770( کنترل داخلیpb(  

  بحث
مخـزن  ) گوسفند، بـز و گـاو     ( ی اهلی ها  دامبا توجه به اینکه     

اصلی عامل بیمـاری هـستند در نتیجـه افـزایش آلـودگی در              
جوامع انسانی نسبت مستقیمی با شیوع گسترش یافته بیماری    

  . داردها دامدر 
 و  برنامه  سـازمان دامپزشـکی در مقابلـه بـا بیمـاری کنتـرل              

  .باشد پیشگیری عامل بیماری می
ی حـساس و دو     ها  دامکنترل بیماری به واسطه واکسیناسیون      

اقدام تشخیص موارد آلوده و کـشتار آنهـا جهـت پیـشگیری             
  ).1(شود انجام می

M PC 1 2 3 4 NC 

460 bp 

770  bp
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هــای ســرولوژیک  شناســایی مــوارد آلــوده توســط  آزمــایش
ــه  ــی2MEای و  رزبنگــال، رایــت لول ــن   انجــام م شــود و ای

علت حساسیت و اختصاصیت پایین، قـادر بـه         ها به    آزمایش
  .باشند تشخیص صحیح موارد آلوده نمی

همچنین تشخیص دام مبتلا از طریق کشت میکروبی محدود         
بـرداری جهـت کـشت       به موارد خاص بوده و امکـان نمونـه        
  ).1، 13 ، 14(شود میکروبی در حجم وسیع انجام نمی

سـلوز   را بـرای تـشخیص برو      PCRچندین مطالعـه اسـتفاده      
   ).2 ، 3 ،5،4، 11، 14(ارزیابی کردند

قائمشهر صورت     های نور، بابل،   ای که در شهرستان    در مطالعه 
 نمونه خون انسانی مشکوک به بروسـلوز؛        405 از   ،)2(گرفت

ــه 23) 7/5٪( ــت لول ــایش رای ــه آزم ــت 2MEای و   نمون  مثب
ــه 23داشــتند کــه از ایــن  ــه آزمــایش 13) ٪2/3( نمون  نمون

 مثبــت شــد اخــتلاف آزمــایش ســرولوژی و مولکــولی آنهــا
ترکیبات (ها   مولکولی به علت درمان بیماری وجود مهارکننده      

  .بیان شد )  کامل میزبانDNAهمِ و 
، کنتـرل    به منظور جلوگیری از منفی کاذب آزمایش مولکولی       

در )  کامـل میزبـان    DNAهِـم و    (وجود ترکیبات بازدارانـده     
  .های خون اهمیت دارد نمونه
 نمونــه خــون دامــی مــشکوک بــه 100قیــق حاضــراز در تح

 نمونـه   5ای مثبـت و       نمونه آزمایش رایت لوله    20بروسلوز؛  
) ٪15(آزمایش مولکولی مثبت داشتند کـه اخـتلاف فراوانـی           

  .گردد بین آزمایش سرولوژی و مولکولی مشاهده می
که به منظور جلوگیری از موارد منفـی کـاذب آزمـایش رایـت              

و )  IgG , IgA(های بلوکـان   جود آنتی بادیای، به علت و لوله
آزمـایش  ) میزان بـالای آنتـی بـادی در سـرم         (پدیده پرو زون      

 از  IgMکومبس رایت انجام شده همچنین نوع آنتی بادی یعنی          
IgGدر بروسلوز توسط آزمایش کومبس رایت مشخص شد  .  

موارد منفی کاذب آزمایش مولکولی با عدم تشکیل باند مربوط          
  . جفت بازی مشخص شد460 جفت بازی و 770ه به قطع

ای  مثبت بودن آزمایش مولکولی سه نمونه با تیتر رایـت لولـه   

5120
 و کومبس رایت منفی نشان دهنده حساسیت آزمایش         1

  .باشد مولکولی جهت تشخیص موارد حاد بیماری می
مثبت بودن آزمایش مولکولی ، دو نمونه با تیتـر           

20
 و   1

80
1 ،

که کومبس رایت آنها     
5120

 شـد نـشان دهنـده حـساسیت         1

  .باشد  موارد مزمن میتشخیصآزمایش مولکولی  جهت 
، آزمایش مولکولی اختلاف فراوانی نسبی سرولوژی نسبت به       

شتارگاه ها که آلوده نیستند به ک      از دام % 15شد در نتیجه    % 15
گیـرد؛ و    شوند و طبق روال غرامتی به آنها تعلق مـی          اعزام می 

رایـت  (هـای سـرولوژی       از طرفی موارد منفی کاذب آزمایش     
ها بـاقی مانـده و سـبب انتقـال           در دامداری ) 2MEای و    لوله

گردد و واکسیناسیون در چنـین       ها و انسان می    آلودگی در دام  
  . هایی ثمره بخش نخواهد بود دامداری

با توجه به اهمیت تشخیص صحیح موارد آلوده در کنتـرل و            
رسـد   پیشگیری بیماری در جوامع دامی و انـسانی بنظـر مـی           

ــر تکنولــوژی اســیدهای   اســتفاده از آزمــایش هــای متکــی ب
از حساسیت و اختصاصیت مناسبی جهـت       ) PCR(نوکلئیک  

  .باشند شناسایی موارد آلوده برخوردار می
تم مراقبت اپیدمیولوژیکی با شناخت     و امید است با تداوم سیس     

های دامـی از جملـه بروسـلوز و ارائـه            بموقع و بهنگام بیماری   
هـای مختلـف و بـا بکـارگیری           روند آنهـا در منـاطق و زمـان        

راهکارهای ضروری به اهداف این سیستم که قطعاً پیـشگیری،          
  .ها است دست یابیم کنترل و ریشه کنی بیماری

  
  تشکر و قدردانی

 از ریاست محترم شبکه دامپزشـکی تنکـابن جنـاب           با تشکر 
پور و پرسنل شبکه آقـای دکتـر سـادات و            آقای دکتر شمسی  

آقــای شــریفی کــه در ایــن پــژوهش همکــاری قابــل توجــه 
  .اند داشته
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