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ســوب ل مهــم بهداشــت عمــومي محشكايران يك م مانندتب مالت در بسياري از كشورهاي خاورميانه  :زمينه و هدف

اري در انســان راه انتقال بيم ينتربروسلا اصلي باكتريهاي گونهبه شود. در كشورهاي در حال توسعه، آلودگي شير مي

يــن امــا بــراي ا ،باشــدبروســلا مي گونــههاي شود. استاندارد طلايي تشخيص بروسلوز، جداسازي باكتريمحسوب مي

ت. بــراي زمــان طــولاني اســ گذرو مهارت بالا و  سه (Biosafety level)ي ستيز يمنياسطح منظور نياز به تجهيزات با 

شــود. اســتفاده مي (PCR)مــراز اي پليش حساس و با اختصاصيت بالاي واكنش زنجيرهبر اين مشكلات از رو چيرگي

يكــي ن بــه هاي اطراف شهر كرمابروسلا در شير تحويلي دامداري گونههاي رديابي باكتري پژوهشهدف از انجام اين 

  مراز است.اي پليكرمان با روش واكنش زنجيره هاي مهمكارخانهاز 

 ٤٢٠٠بــر  گله گاو شــيري مشــتمل ٤٨انجام گرفت، از  ١٣٩٤مهر تا اسفند  ازمطالعه مقطعي كه در اين  :روش بررسي

. تهيه گرديد جداگانههاي دادند، نمونهمي رانيجنوب شرق ا يهاكارخانه نياز بزرگتر يكيگاو كه شير خود را تحويل 

مــر جــنس بروســلا، رديد سپس با استفاده از پراياستخراج گ K پروتيينازكننده و ها با روش بافر ليزنمونه نوكلييكاسيد 

رفــت. در گمراز مورد بررسي قــرار اي پليبروسلا در شير با روش واكنش زنجيره نوكلييكاسيد  بودنبراي  IS711ژن 

  يافت.هاي گونه بروسلا تكثير ميجفت باز از ژنوم باكتري ٣١٧اي به اندازه هاي مثبت قطعهنمونه

 گونــههاي باكتري ژنوم وجودگاو شيري از نظر  ٤٢٠٠نمونه شير مخزن از  ٤٨از مجموعه  )٨%/٣( نمونه چهار ها:يافته

  بروسلا در شهر كرمان مثبت گرديد.

  باشد.هاي گاوي شيري در شهر كرمان مياندميك بودن بروسلوز در گله گوياينتايج گيري: نتيجه

  .، كرمانمرازاي پليبروسلوز، شير، واكنش زنجيره :ليديك لماتك

 

  
بروسلوز در ايران، هم در انسان و هم در جمعيت دامي يك بيماري 

شود. بيماري از طريق خوردن شير خام و پنير اندميك مهم محسوب مي

هاي جلدي و استنشاقي سرايت ندرت از طريق خراشمحلي و به

م باليني را ايجاد ياز علا كند. بروسلوز در انسان طيف بسيار متغيريمي

در ايران تشخيص داده  ١٩٣٢بار در سال بروسلوز انساني اولين ١كند.مي

  ٣در ايران آغاز شد. ١٩٤٩شد و برنامه واكسيناسيون دامي از سال 

  
هاي اخير بر تعداد موارد ابتلا در سال ،هاي موجوداساس داده بر

هم از نظر شيوع عنوان يك منطقه مهافزوده شده است و ايران ب

ويژه در هدر استان كرمان ب ٤باشد.بروسلوز در دنيا مطرح مي

رفسنجان آلودگي  و هاي شهربابك، بردسير، سيرجان، بافتشهرستان

ها هم به كارخانجات نسبت بالايي دارند كه شيرهاي توليدي آن به

صورت لبنيات محلي توليد شود و نسبت كمي هم بهلبنيات ارسال مي

شود. همچنين شيوع سرمي در كاركنان سطح استان پخش ميو در 

  خانوادهبوده و سابقه بيماري در  %٣/٢صنعتي هاي صنعتي و نيمهگاوداري

  مقدمه
 

  

 

  ٥٢١تا  ٥١٧هاي ، صفحه٧شماره  ،٧٤دوره ، ١٣٩٥ رهمي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

 

  ٢٩/٠٩/١٣٩٥آنلاين:      ٢٨/٠٩/١٣٩٥پذيرش:      ٠٩/٠٩/١٣٩٥: ويرايش     ٠٥/٠٧/١٣٩٥دريافت:          چكيده
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              و همكاران محمد خليلي                      ٥١٨

  ٥٢١تا  ٥١٧ ،٧، شماره ٧٤، دوره ١٣٩٥ رهمي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

 

  ٥.اين افراد هم بيشتر مشاهده شده است

 دليل ايجادهبروسلوز علاوه بر اهميت بالا در بهداشت عمومي، ب

 ٦.ستيز برخوردار اها از اهميت اقتصادي بالايي نسقط شديد در دام

ي دارد، يك منبع دامگمان يبكه موارد انساني بروسلوز از آنجايي

 ٧ت.سا هابهترين روش كنترل بيماري با واكسيناسيون در دام بنابراين

 ،باشدنساني واكسن مناسبي در دسترس نميكه براي جوامع ااز آنجايي

بهترين ها و آموزش مناسب بنابراين كنترل بيماري در سطح دام

 پژوهشهدف از انجام اين  ٨كني بيماري است.رويكرد براي ريشه

هاي اطراف بروسلا در شير تحويلي دامداري گونههاي باكتريرديابي 

  .است بزرگ آن استان يهااز كارخانه يكيمان به شهر كر

  

  
 ١٣٩٤ستان زم پاياندر اين مطالعه مقطعي كه از اوايل پاييز تا 

 دهريشگاو  ٤٢٠٠نمونه شير مخزن مشتمل بر  ٤٨انجام گرفت، تعداد 

 دادند،كرمان تحويل مي بزرگ يهااز كارخانه يكيكه شير خود را به 

هاي از كل گله %٩٠. اين تعداد نمونه شامل انجام شدگيري نمونه

د كه شير خود را وراس ب ٤٠٠تا  ١٠صنعتي از صنعتي و نيمه

روي  درنگبيها د. نمونهادندوزانه به كارخانه تحويل ميصورت رهب

يد. دانشكده دامپزشكي منتقل گردمركزي يخ به آزمايشگاه مولكولي 

، ٤ C دقيقه در دماي ١٥مدت هب ٨٠٠٠پس از سانتريفيوژ با دور 

 هاي ترسيب شده بودها و لكوسيتمحتويات رسوبي كه شامل باكتري

با دوباره حل شده و  Phosphate buffered saline (PBS) ٥٠٠ µl با

اي كننده واكنش زنجيرهبراي حذف عوامل ممانعت ٨٠٠٠دور 

ول رسوبات محل PBS ٢٠٠ µl مراز سانتريفيوژ گرديد در نهايت باپلي

 مراز در فريزراي پليها تا انجام واكنش زنجيرهگرديد و نمونه

C كمك روش بافر به نوكلييكاسيد  استخراج نگداري شدند. -٨٠

   بر اساس K (Bioneer, South Korea) پروتيينازكننده سلولي و ليز

نمونه از  ٥٠٠ lµ ترتيب كهاينبه ٩پروتكل استاندارد استخراج گرديد.

دقيقه سانتريفيوژ گرديد، لايه چربي  ١٥مدت به ١٣٠٠٠شير با دور 

سلولي ت يشستشو انجام شد. به پل PBSسه مرتبه با  حاصل حذف شده و

 EDTA ،١٠ mM Tris-Hcl( از بافر ليزكننده سلولي ٦٠٠ µlحاصل 

mM ١/٠ ،١٠%SDS   ٨با PH= (ت، يافزوده و پس از هموژن كردن پل

قرار داده شد.  ٥٥ C ساعت در سه افزوده شد و حداقل K پروتييناز

ثانيه ورتكس  ٢٠محلول استات پتاسيم اضافه گرديد و  ٢٠٠ µl سپس

با دور بالا سانتريفيوژ شد. مايع  ٤ Cدقيقه در  سهمدت و سپس به

 ٦٠٠ µl رويي به يك ميكروتيوب ديگر منتقل شده و به آن

مدت يك دقيقه در دماي اتاق ايزوپروپانول سرد افزوده و به

اتانول  ٦٠٠ µl سانتريفيوژ گرديد، سپس مايع رويي دور ريخته شد و

فيوژ گرديد و دوباره دقيقه سانتري يكمدت به دوبارهافزوده و  %٧٠

اسيد مايع رويي ميكروتيوپ تخليه و پس از تبخير كامل اتانول، 

آب مقطر استريل به حالت محلول در آمده و  ٥٠ µl توسط نوكلييك

در اين مطالعه براي  نگهداري شد. -٢٠ Cتا زمان استفاده در فريزر 

ژنوم  IS711كننده اي از ژن كدهاي جنس بروسلا ناحيهرديابي باكتري

). حجم نهايي واكنش ١بروسلا مورد هدف قرار گرفت (جدول 

 Taqمراز پليواحد آنزيم  دومشتمل بر  ٢٥ µl مرازاي پليزنجيره

(Copenhagen, Denmark)، µl ٢٥/٠(Bioneer, South Korea) dNTPs، 

µl مراز،اي پليبافر واكنش زنجيره ٥/٢ µl كلريد منيزيوم  ٥/١

(Bioneer, South Korea) mmol هاي ، پرايمر٥٠F  وR (Copenhagen, 

Denmark) هر كدام µl پيكومول)، ٤٠( ٥/١ µl نوكلييكاسيد  ٥/٢ 

 آب دوبار تقطير حجم نهايي به ١٥ µl نهايت بادر استخراج شده و 

µl رسيد. ٢٥  

 ,Thermocycler (Bio-Rad Laboratoriesدر نيز دمايي برنامه

Inc., Richmond, CA, USA) مل يك مرحله پيش دناتوراسيون درشا 

 سيكل ٣٥ دقيقه، سهمدت هب ٩٥ C ثانيه، ٣٠ براي ٩٥ C براي ٥٨ 

  مدتهب ٧٢  بود و يك مرحله نهايي ثانيه ٣٠ براي ٧٢ C و ثانيه ٣٠

  
  IS 711ژن پرايمرهاي مورد استفاده براي تكثير  :١ جدول

 فهد نام پرايمر  )٥́-٣́توالي (  (bp)اندازه محصول 

٣١٧ 
  

5′-GAGAAT AAAGCCAACACCCG-3′ 
  

IS 711-F 
  

IS 711 

  

5′-GATGGACGAAACCCACGAAT-3′ 
  

IS 711-R 
  

  بررسيروش 
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 ٥١٩          PCRآلودگي شير خام به بروسلا با روش            
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  هاي شير خام كرمانمراز نمونهاي پليواكنش زنجيره: ١شكل 

Mماركر : bp ٥٠ ،+Cr سوش رفرانس :Rev1 ،-Cr نوكلييك: نمونه بدون اسيد (NTC)، ١-٤ :

  هاي مثبت.نمونه

  
دقيقه گذاشته شد. پس از انجام مرحله تكثير، محصولات با  ١٠

آميزي و روي ژل رنگ (Cinagen, Iran)رنگ فلوئوروسنت فلورو 

در كنار كنترل مثبت و منفي  %٢/١ (Merck, Germany)آگاروز 

جفت بازي انجام  ٣١٧الكتروفورزيس براي مشاهده تكثير قطعه 

  گرديد.

 پنجازاي هر هين استخراج، ببراي بررسي وجود آلودگي در ح

عنوان كنترل استخراج استفاده گرديد. نمونه شير از يك نمونه آب به

هاي منفي كاذب، از دو راهكار براي بررسي اطمينان از نداشتن نمونه

كنترل مثبت  نوكلييكهاي منفي اسيد نخست به نمونه ،استفاده گرديد

از عدم وجود مواد ) اضافه گرديد تا ١٠-٣با كمترين رقت ممكن (

مراز اطمينان حاصل شود و يا اي پليكننده واكنش زنجيرهممانعت

ها هاي استخراج شده برخي نمونهنوكلييكصورت رندوم اسيد هب

انجام دوباره مراز اي پليرقيق شد و واكنش زنجيره ١:١٠٠ميزان هب

 .عنوان كنترل مثبت استفاده گرديدهب Rev1از سوش  گرفت.

  

  
 ٤٢٠٠نمونه شير مخزن از  ٤٨از مجموعه ) ٨%/٣نمونه ( چهار

باكتري هاي گونهژنوم  وجوداز نظر  IS711-PCRگاو شيري با روش 

 هايكنترل تماميدر شهر كرمان مثبت گرديد.  (Brucella spp)بروسلا 

وياي گمراز منفي گرديد كه اي پلياستخراج و كنترل واكنش زنجيره

 بود. PCRيا محصول  نوكلييكهاي شير به اسيد آلودگي نمونه نبود

كننده واكنش استخراجي فاقد هر گونه مواد ممانعت نوكلييكاسيد 

  مراز در مقادير موثر بود.اي پليزنجيره

  
  

مصرف شير  ،ترين راه انتقال بيماري تب مالتكه اصلياز آنجايي

هاي در اين مطالعه باكتري ، بنابراينباشدنيات غيرپاستوريزه ميبو ل

هاي گاو كرمان با روش مولكولي مورد بروسلا در شير خام گله گونه

  .هاي شير مثبت گرديداز نمونه %٣/٨نهايت در ارزيابي قرار گرفت و 

Khalili كارگران  و همكاران شيوع سرمي بروسلوز را در

و همكاران در  Shafei ١٠.گزارش نمودند %٦/٥٨كشتارگاه دام كرمان 

نمونه شير گاو مشكوك به بروسلوز، در استان كردستان،  ٦٠بررسي 

در سودان با  Abdalla ١١مثبت گزارش كردند. PCRبا روش  %٤/٣٣

هاي شير خام باكتري از نمونه %٤/٢٢توانست  PCR IS 711روش 

و همكاران  kKaynaاي كه در مطالعه ١٢بروسلا را تشخيص دهد.

و هم با روش  qPCRها هم با روش از كل نمونه %٢ ،ندانجام داد

  ١٣باكتري بروسلا آبورتوس مثبت گرديد. وجودكشت از نظر 

ترين ريسك ابتلا به بروسلوز در ايران مصرف شير و اصلي

  ١٤.باشدهاي لبني غيرپاستوريزه ميفراورده

بهترين  ،ندهستاهلي  هايكه تنها منبع پخش آلودگي داماز آنجايي

از  ٤هاي مثبت است.ها و حذف دامراهكار واكسيناسيون مناسب دام

مد بودن آناكارهاي ديرهنگام، در درمان عدم واكسنسوي ديگر 

وجود مخازن عدم وجود علايم اختصاصي، هاي تشخيصي، تكنيك

ت در شكلادارد، از جمله مهمترين مدامي كه نقش انكوباتور را 

ضرورت  ،شدهبيان هايبا توجه به كاستي .بهداشت عمومي است

همكاري نزديك پزشكي و دامپزشكي در پايش و پيشگيري از 

براي پيشگيري از ابتلا  ١٥.شودبروسلوز و ساير زئونوزها احساس مي

بايستي  ،هاويژه به كنترل آن در سطح دام احتمامبه بروسلوز علاوه بر 

هاي مصرف شير و مواد لبني غيرپاستوريزه را كبه آحاد جامعه ريس

  ١٦.مي آموزش داديدر يك برنامه دا

هاي باكتري بروسلا در نتايج اين مطالعه گوياي وجود گونه

هاي ديگر ها به دامهاي شير گاو و احتمال انتقال اين گونهنمونه

باشد. افزون بر اين براي مطالعه بروسلوز در گاو بايستي از مي

هاي تشخيصي كارگيري روشي مطالعاتي ديگر مبتني بر بههاروش

كارگيري بهترين هاي كشت و مولكولي نيز براي بهسرولوژي، روش

  روش در مطالعه بروسلوز بهره جست.

  هاي ن بررسي نشان داد مصرف شير و فراوردهـهمچنين نتايج اي

  بحث
 

  

  هايافته
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              و همكاران محمد خليلي                      ٥٢٠

  ٥٢١تا  ٥١٧ ،٧، شماره ٧٤، دوره ١٣٩٥ رهمي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

 

  .ه داردنطقملبني غيرپاستوريزه ريسك بالايي در ابتلا به بروسلوز در اين 

   د را: نويسندگان اين مقاله مراتب تقدير و تشكر خوسپاسگزاري

هاي عفوني و گرمسيري دانشگاه علوم از مركز تحقيقات بيماري

  دارند.پزشكي كرمان ابراز مي
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Background: Human brucellosis is a significant public health problem in many middle 

east countries including Iran. Brucella organisms, which are small aerobic, facultative 

intracellular coccobacilli, localize in the reproductive organs of host animals, causing 

abortions and sterility. They are shed in large numbers in the animal’s urine, milk, pla-

cental fluid, and other fluids. Dairy product from raw milk are a potential threat to pub-

lic health in endemic developing countries. The gold standard for the diagnosis of bru-

cellosis is isolation of Brucella species. However, isolation Brucella species is time 

consuming and needed to level 3 biocontainment facilities and highly skilled technical 

personnel to handle samples and live bacteria for eventual identification. Handling Bru-

cella species increase risk of laboratory infection. Polymerase chain reaction (PCR) 

with high sensitivity and specifity overcomed to these disadvantages. The aim of this 

study was to detect Brucella species in milk from dairy cattle farms in Kerman prov-

ince, Iran by PCR technique. 

Methods: Forty and eight bulk tank milk (BTM) were collected from October 2015 to 

March 2016 from 48 dairy cattle farm including 4200 cows. DNA of milk samples ex-

tracted by lysis buffer and proteinase K method. All milk samples were examined by 

PCR to detect Brucella-specific DNA targeting IS 711. Positive samples must be 

showed 317 bp amplified, corresponding to the expected size of the IS 711 genome 

region in all Brucella species. 

Results: Using IS711 primer were detected in 4 samples (8.3%) Brucella spp. from 48 

BTM samples in this area. 

Conclusion: The results indicate that brucellosis by Brucella species is endemic in the 

Kerman province dairy farms. Consumption of raw milk dairy products by individual 

farmers operating under poor hygienic conditions represents an high risk to public 

health. The need for implementing control measures and raising public awareness on 

zoonotic transmission of brucellosis are recommended. Vaccination of cattle is recom-

mended for control of bovine brucellosis in enzootic areas with high prevalence rates. 
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