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چکیده

سابقه و هدف: بروسلا یک کوکوباسیل گرم منفی است که میزبان های آن شامل انسان، گاو، بز، گوسفند و اسب می باشند. بروسلا 
از طریق شیر و فرآورده های لبنی انتقال یافته و در انسان سبب ایجاد تب مالت می شود. روش های سرولوژیک تشخیص آن از حساسیت 
و دقت کافی برخوردار نبوده، علاوه بر آن، دارای نتایج مثبت و منفی کاذب فراوانی می باشند. هدف از این مطالعه  بررسی میزان شیوع 

بروسلا در برخی از محصولات لبنی توسط تکنیک  Nested PCR و تعیین حساسیت و دقت این تکنیک می باشد.
مواد و روش ها: در این مطالعه 208 نمونه از محصولات لبنی شامل: 57 نمونه شیر خام گاو ، 34 نمونه  شیر پاستوریزه ، 28 نمونه 
پنیر پاستوریزه ، 23 نمونه پنیر سنتی، 33 نمونه شیر خام بز و 33 نمونه شیر خام گوسفند، از سطح استان تهران جمع آوری گردید.  
DNA نمونه ها به وسیله کیت DNP (Cinna gene, Iran) استخراج شد. سپس تست Nested PCR با کمک پرایمرهای اختصاصی بهینه 

گردید، حساسیت و اختصاصیت تکنیک مورد ارزیابی قرار گرفت.
یافته ها: بررسی ها نشان داد از 57 نمونه شیر خام گاو، 19 نمونه ، 34 نمونه شیر پاستوریزه، 10 نمونه، همچنین 28 نمونه پنیر 
پاستوریزه فقط 8 نمونه، 23 نمونه پنیر سنتی، 14 نمونه 33 نمونه شیر خام بز، 21 نمونه و در آخر از 33 نمونه شیر خام گوسفند ، 19 

نمونه PCR مثبت شدند.
نتیجه گیری: نتایج نشان می دهد، تکنیک Nested PCR مورد بررسی در این مطالعه از حساسیت و دقت بالایی برخوردار است. 
از این رو، به نظر می رسد ضرورت استفاده از روش های مولکولی به عنوان یک روش تاییدی جهت تشخیص بروسلا در کنار روش های 

متداول غربال گری امری ضروری می باشد. 
Nested PCR ،کلمات کلیدی: بروسلا، محصولات لبنی

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره سوم، شماره یازدهم، تابستان 1392 

مقدمه 
بروسلا انگل اجباری حیوانات و انسان بوده و از مشخصات آن، 
منفی  گرم  و  هوازی  بروسلا،  باشد.  می  سلولی  درون  زیستن 
است. این ارگانیسم بدون اسپور بوده و کپسول در کلنی صاف 
از  یک  هر  برای  گرچه   .)9( شود  می  مشاهده  آن  مخاطی  یا 
وصف  این  با  دارد،  وجود  منتخب  میزبان  یک  بروسلا،  انواع 
همگی آن ها قادر به آلوده کردن انواع حیوانات و انسان ها می 
عمومی،   بیحالی  با  و  بوده  تدریجی  بیماری  شروع   .)4( باشند 
در عصرها  معمولاً  است. تب  تعریق همراه  و  درد   تب،  ضعف، 

تعرق  با  امر  این  که  یابد  می  کاهش  شب  هنگام  و  رفته  بالا 
است  ممکن  هم  عصبی  و  گوارشی  علائم  است.  همراه  شدید 
دستگاه  راه  از  آلودگی،  روش  ترین  شایع  باشد.   داشته  وجود 
گوارشی )خوردن شیر آلوده و فرآورده های لبنی آلوده(، از راه 
آلوده(  بافت های حیوانات  با  مخاط )قطرات( و پوست )تماس 
تواند  می  سرولوژیک  های  آزمون  بیماری،  اوایل  در  باشد.  می 
از  پس  باید  آزمایشگاهی  های  تست  نتیجه،  در  و  باشد  منفی 
1-2 هفته در موارد مشکوک تکرار شود )15، 14(. از یک طرف، 
تشخیص آنتی بادی های ضد بروسلا به تنهایی شاخصی برای 
حضور پاتوژن نمی باشد. از سوی دیگر، تیتر بالای آنتی بادی 
باشد  می  مربوط  بیماری  اولیه  فاز  به  اغلب  که  درمان،  از  بعد 
 همیشه نشانه ای از شکست درمان اولیه، بیماری مزمن و یا حاد  
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با  بروسلا   O ساکارید  پلی  توپ  اپی  که  آنجایی  از  باشد.  نمی 
یرسینیا   O9 :مانند ها،  باکتری  از  بسیاری  های  توپ  اپی 
اوربانا،  ویبرو کلرا، فرانسیسلا  N سالمونلا  انتروکولیتیکا، گروه 
وقوع  احتمال  دارد،  تشابه   ،O157تولارنسیس، اشرشیاکلی
های  تست  بنابراین  دارد.  وجود  زیادی  متقاطع  های  واکنش 
بر مبناي تشخیص LPA1 از اختصاصیت بسیار کمی برخوردار 
و   PCR جمله  از  بسیاری،  مولکولی  های  روش   .)16( هستند 
مشتقات آن، تکنیک های بر مبنای هیبریداسیون، مالتیپلکس 
 4NASBA ،3SNP ، 2PCR بر مبنای تشخیص اسید نوکلئیک 

تشخیص  PCR در  که  شده  ثابت   .)22( اند  یافته  توسعه   
تر  حساس  بسیار  مزمن  و  حاد   بروسلوز انسانی  آزمایشگاهی 
تست  به  نسبت  علاوه  به  و  است  کرده  عمل  خون    کشت  از 
های سرولوژیک بسیار اختصاصی تر می باشد. علاوه بر این، کار 
بر روی DNA،  باعث کاهش خطر ابتلا به عفونت آزمایشگاهی 
 Nested PCR ناشی از کشت عامل زنده می شود )8(. تکنیک
یکی از مشتقات PCR است که راه حلي براي افزايش حساسيت 
و دقت PCR بوده و جداسازي محصول اختصاصي مورد نظر را 
از بين انبوه محصولات غير اختصاصي ميسر مي سازد )6،7،20(. 
سالانه حدود  23 هزار مورد جدید بیماری تب مالت در کشور 
گزارش شده است که اگرچه با گذشت زمان انتظار کاهش آن 
وجود دارد اما همچنان در کشور ما، بروسلوز به عنوان یکی از 
بیماری های مهم و خطرناک مشترک بین انسان و دام مطرح 
لبنی  محصولات  آلودگی  میزان  بررسی  ضرورت  و   )20( است 
امری مهم در پیشگیری و کاهش ابتلا به بروسلا به حساب می 
آید)25(.  هدف از این مطالعه بررسی میزان شیوع گونه های 
از  آوری شده  لبنی جمع  برخی محصولات  در  بروسلا  باکتری 

سطح تهران توسط تکنیک Nested PCR می باشد.
مواد و روش ها

نام پرایمرها توالی
Outer Primer F 5`AAGGG CAAGG TGGAA 

GATTT 3`

Outer Primer R 5`CCTCG TTCCA GAGAA 
CCTTG 3`

Inner primer F 5`GCGTA AGGAT GCAAA 
CATCA 3`

Inner primer R
5`AGATC GGAAC GAGCG 

AAATA 3`
Nested PCR جدول 1- توالی پرایمرهای

گاو،  خام  شیر  نمونه   57 بررسی  این  در  ها:  نمونه  تهیه 
 23 پاستوریزه،  پنیر  نمونه   28 پاستوریزه،  شیر  نمونه   34

نمونه   33 و  بز  خام  شیر  نمونه   33 سنتی،  پنیر  ی  نمونه 
گردید. آوری  جمع  تهران  استان  سطح  از  گوسفند  خام   شیر 

بهینه  برای   :Brucella spp سوش  از   DNA استخراج 
سوش  از   DNA بروسلا،  تشخیص  جهت   PCR تست  نمودن 
  (Cinna gene, Iran)استاندارد این باکتری به روش جوشاندن و

 DNG استخراج شد. 

Nested PCR: هر واکنش شامل  مواد لازم جهت تست 
معادل  نمونه  از  استخراجی   DNA( الگو   DNA میکروگرم   5
پرایمرهای  میکرومول   0/4  ،  1X PCR Buffer  ، نانوگرم(   5
مولار  میلی   0/2  ،MgCl2 مولار میلی   1/5  ، F6,R5 خارجی 
  Taq DNA واحد   2  ،(dATP, dCTP, dGT, dTTP)  dNTP7 

Polymerase 5u/µl  در حجم نهایی 25 میکرولیتر می باشد. 

واکنش  در  گردید.  بهینه  مقادیر  با همان  دوم  مرحله  واکنش  
راند  از محصول  الگو، 5 میکرولیتر   DNA به جای  مرحله دوم 
اول استفاده شد. پرایمرهای مورد استفاده در مرحله دوم، شامل 
پرایمرهای  توالی  باشد.  می   )  Inner F,R( داخلی  پرایمرهای 
Nested PCR و همچنین جایگاه شماتیک پرایمرها به شرح زیر 

می باشد )جدول 1، شکل 1(.

  F: Forward, R: Reverse

                              

                             

Nested PCR شکل 1 - نمایش جایگاه شماتیک پرایمرها در

 Inner Primer .3 ،Outer Primer R .2 ،Outer Primer F .1
Inner Primer R .4 ،F

چرخه دمایی واکنش Nested PCR: در مرحله اول واکنش 
به ‌صورت دناتوراسيون اولیه در 95 درجه سانتي گراد به‌ مدت 
 3 دقیقه، در ادامه به تعداد 40 سیکل دناتوراسیون در دمای 94 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، تابستان 1392، مطالعه و شناسایی و....

1- Lipoply Sacharide A
2-Multiplex PCR
3-Single-nucleotide polymorphism
4-Nucleic acid sequence based amplification
5-Reverse
6-Forward
7-Deoxynucleoside triphosphate
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 56/5 دمای  در  اتصال  ثانیه،   30 مدت  به  گراد  سانتی  درجه 
درجه سانتي گراد به‌ مدت  1دقیقه و پلي مريزاسيون در دمايي 
72 درجه سانتي گراد به ‌مدت 30 ثانيه، بهينه گردید.  به علاوه 
مرحله دوم واکنش به‌ صورت دناتوراسيون در دماي 94 درجه 
سانتي گراد به ‌مدت 30 ثانيه و چسبيدن در 58 درجه سانتي 
گراد به ‌مدت 20 ثانيه و پلي مريزاسيون در دمايي 72 درجه 

سانتي گراد به‌ مدت 20 ثانيه به تعداد 30 سكيل، بهينه شد.
ارزيابي محصول PCR: برای بررسی محصول تکثیر یافته از 
از  استفاده  با  ژل  آمیزی  رنگ  گردید،  استفاده   %2 آگارز  ژل 
سایبر گرین SYBR  safe (0/0001 سیناژن( انجام شد و پس 

از الکتروفورز توسط نور U.V مورد بررسی قرار گرفت.
انجام تست PCR برای شناسایی بروسلا در نمونه ها: پس 
از بهینه شدن تست DNA، PCRی 208  نمونه محصول لبنی 
شامل 57 نمونه شیر خام گاو، 34 نمونه شير پاستوريزه،  28 
شير  نمونه   33 سنتی،  پنیر  نمونه   23 پاستوریزه،  پنیر  نمونه 
خام بز و 33 نمونه شير خام گوسفند به وسیله این تست مورد 

ارزیابی قرار گرفتند. 

تعیین حساسیت و اختصاصیت تست Nested PCR : به 
منظور تعيين حساسيت تست بهينه شده، رقت های از DNA  از 
1 ميليون CFU  تا CFU 4 تهيه گردید. برای تایید اختصاصیت 
(Human(، سوش  انسان   ،  )Mouse( DNA های موش  تست، 
  )shigella  spp.( سوش شیگلا  ،) salmonella  spp.) سالمونلا
 )Saccharomyces cerevisiae( سرویزیه  ساکارومیسس 
گوندی  توکسوپلاسما  و   )Escherichia coli( کلی  اشرشیا  و 

)Toxoplasma gondii)  مورد ارزيابي قرار گرفتند.

یافته ها 
 Nested PCRنتیجه بهینه سازی راند اول و دوم تست
و  شد  بارگذاری   %2 آگارز  ژل  روی  بر   PCR واکنش محصول 
اندازه قطعه تکثیر شده با استفاده از پرایمرهای بیرونی )مرحله 
دوم  مرحله  در  شده  تکثیر  محصول  بود.  باز  جفت   523 اول( 
با پرایمرهای داخلی )مرحله دوم( 275 جفت باز طول داشت. 
نمونه  کنار  در  را  واکنش  دوم  و  اول  مرحله  محصول   2 شکل 

کنترل منفی و مارکر مولکولی نشان می دهد.

 (Fermentas, USA) 50bp DNAمولکولی مارکر   .SM  -2 شکل 
 Ladder، 1( قطعه تکثیر شده )سمت چپ محصول تکثیر شده در مرحله 

اول و سمت راست محصول تکثیر شده در مرحله دوم( ، 2( کنترل منفی

نتیجه  مرحله اول و دوم تست Nested PCR بر روی 
نمونه های مورد آزمایش:  نتایج، تعداد و درصد آلودگی نمونه 
لبنی در جدول 2 و شکل 3و4 نشان  های مختلف محصولات 

داده شده است.

جدول 2- تعداد نتایج مثبت  نمونه های مورد مطالعه در مرحله  اول و دوم 
Nested PCR

نمونه ها ) تعداد (

Nested PCR نتایج مرحله 
 اول و دوم

مرحله اول
) درصد (

مرحله دوم
) درصد (

          شیر خام گاو
)57( 12)%21( 9 )%33(

 شیر پاستوریزه
)34( 3 )%9( 10 )%29(

 پنیر پاستوریزه
)28( 5 )%18( 8 )%28(

 پنیر سنتی
)23(

6 )%26( 14 )%60(

 شیر خام بز
)33(

11)%33( 21 )%63(

شیر خام گوسفند
)33(

9 )%27( 19 )%57(
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Nested PCR شکل 3 - نمودار نتایج مثبت مرحله  اول و دوم

شکل 4- نمودار مقایسه درصد آلودگی محصولات لبنی در مرحله اول و دوم 
 Nested PCR

 : Nested PCR  نتایج تعیین حساسیت و اختصاصیت تست
تست  Nested PCR  بهینه شده در این مطالعه از ویژگی بسیار 
بروسلا   DNA با  فقط  که  بطوری  باشند،  می  برخوردار  بالایی 
DNA سایر میکروارگانیسم  با  و  واکنش اختصاصی نشان داده 
نظر  مورد  محصول  اندازه  با  محصولی  هیچ  مطالعه  مورد  های 
مشاهده نشد )شکل5 نتیجه تست حساسیت برای مرحله اول (. 
حساسیت تست  Nested PCR  بهینه شده تاCFU 40 تعیین 

گردید )شکل 6(.

 )1 100bp DNA Ladder  مارکر مولکول فرمنتاس )SM شکل 5-  
 10 4 ) 4 CFU 10 5   )3 CFU کنترل مثبت،  2( نمونه حاوی1 میلیون
  ،CFU 4 )8  ،CFU  40) 7    CFU 100 )6  ،CFU 10 3 )5  ،CFU

9(کنترل منفی.

شکل SM  -6(  سایز مارکر فرمنتاس  100bp DNA Ladder  1( کنترل 
 مثبت  DNA )1 موش 3( انسان 4(  اشرشیا کلی 5( ساکارومیسس سرویزیه

6(سوش  سالمونلا 7(سوش  شیگلا  8 ( توکسوپلاسما گوندی 9 (کنترل 
منفی.

بحث
شیر و فراورده های لبنی به لحاظ دارا بودن ارزش غذایی بالا، در 
تغذیه انسان دارای نقش بسزایی هستند )1(. در سال هاي اخير 
مصرف شير با توجه به ارزش غذايي آن در كشور ما رو به افزايش 
هاي پاتوژن و  بررسی میزان مكيروارگانيسم  بوده و در نتيجه 
از طرفی، کیفیت شیر  مولد آلودگی، بسيار حائز اهميت است. 
خام بر کیفیت شیر پاستوریزه تأثیر بسزایی دارد )3(.  بروسلا 
انسان و حیوانات بوده که باعث بروز  پارازیت داخل سلولی در 
عفونت، بخصوص در سیستم رتیکولواندوتلیال و دستگاه تناسلی 
می گردد. بروسلوز بیماری تب داری است که در فواصل نسبتاً 
منظم تسکین می یابد )24(. به دلیل عدم تشخیص به موقع و 
صحیح بیماری، ابتلا به بروسلوز همچنان وجود دارد بطوری که 
در مناطق خاصی بروسلوز به عنوان یک مشکل مهم بهداشت 
عمومی مطرح می شود. این بیماری در خاورمیانه آندمیک است. 
تماس شغلي، مصرف شیر خام،  فرآورده های لبنی آلوده و غیر 
معمول  آغوز،  بستنی،  تازه،  پنیر  خامه،  شیر،  مانند:  پاستوریزه 
ترین و مهم ترین راه انتقال بیماری می باشد. همچنین مصرف 
می  انسان  در  بیماری  بروز  سبب  آلوده  حیوانی  های  فرآورده 
محققین،  توسط  شده  انجام  تحقیقات  به  توجه  با   .)11( شود 
تازه محلی عرضه شده در مغازه های مختلف  پنیرهای  از %7 
موادغذایی در ایران، باکتری نوع بزی جدا شده است. همچنین 
امکان جداسازی این باکتری تا 11 هفته پس از تولید پنیر، از 
این فرآورده وجود داشته است )1(. چندین روش متداول برای 
شناسایی بروسلوز وجود دارد که از جمله آن ها روش های کشت 
خون، تست های آگلوتیناسیون الایزا و PCR می باشند. کشت 
خون، حساسیتی متغیر بین 53 تا  90 درصد دارد که این امر 
به علاوه  باشد )5(.  برای تشخیص می  باعث عدم کفایت لازم 
هنگامی که شرایط لازم برای کشت وجود ندارد از روش های 
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استفاده  تشخیص  برای  آگلوتیناسیون  های  تست   سرولوژیک، 
از روش های سرولوژیک،  می شود. مهم ترین مشکل استفاده 
بادی  آنتی  متقاطع   واکنش  از  ناشی  کاذب  مثبت  نتایج 
منظور  به  بنابراین  است.  بروسلا  ژن  آنتی  با  ها  باکتری  سایر 
روش  مکمل  های  روش  کارگیری  به  بروسلوز  دقیق  تشخیص 
مولکولی  روش   .)17( گرفته شود  کار  به  باید  های سرولوژیک 
PCR از لحاظ حساسیت از روش کشت بهتر عمل می کند. در 

 PCR روش  حساسیت  که  است  شده  گزارش  مطالعات  برخی 
ترین  رایج   .)18( باشد  می  درصد   98 میزان  به  تشخیص  در 
روش بررسی برای تشخیص شیر و فرآورده های شیر استفاده از 
تست MRT است که همانطور که بیان شد از حساسیت و دقت 
از روش  استفاده  توان گفت،  برخوردار است. می  پایینی  بسیار 
های مولکولی به عنوان یک روش تاییدی اجتناب ناپذیر است. 
کشت   ،PCR روش  سه   2008 سال  در  همکارانش  و  کاظمی 
بروسلا در خون محیطی  برای تشخیص  را  و روش سرولوژیک 
 Nested PCR بیماران مورد مقایسه قرار دادند. آن ها از روش
برای شناسایی بروسلا استفاده کردند. با استفاده از پرایمرهای 
با  نهایت  بازی تکثیر شده و در  خارجی محصول 1100 جفت 
تکثیر  بازی  پرایمرهای داخلی محصول 958 جفت  از  استفاده 
ژن  از  قسمتی  مطالعه  این  در  استفاده  مورد  هدف  ژن  یافت. 
اکبر مهر و همکارانش در سال  بود )12(.  srRNA  16بروسلا 

2012 با بررسی 200 نمونه پنیر سنتی پاستوریزه نشده اقدام 
به شناسایی کلی فرم ها و اشرشیا کلی و سالمونلا نمودند. آن 
به کلی فرم های  پنیر  نمونه های  از  نمودند که %42  بیان  ها 
کلیه  که   داد  نشان  مطالعات  علاوه  به  بودند.  آلوده  مدفوعی 
نمونه ها از لحاظ آلودگی به سالمونلا منفی بودند )2(. فلاح و 
همکارانش در سال 1390 اقدام به شناسایی باسیلوس سرئوس 
استفاده  میکروبی  از کشت  ها  آن  نمودند.  های شیر  نمونه  در 
باسیلوس  تعداد  که  داد  نشان  ها  آن  مطالعه  نتایج  و  نمودند 
سرئوس در زمان نگهداری شیر پاستوریزه افزایش می یابد )10(. 
نسبت آلودگی کلی فرم هاي مدفوعی به انتروکوك ها در بستنی 
توسط   1390 سال  در  شده در شهر تبریز  هاي سنتی عرضه 
صادری و همکارانش مورد بررسی قرار گرفت. نتایج مطالعه آن 
ها نشان داد که 28/57 درصد نمونه هاي تحت بررسی آلوده به 
نمونه ها نیز آلوده به  و 14/28 درصد  کلی فرم هاي مدفوعی 
انتروکوك هاي مدفوعی بودند )Miyashiro .)22 و همکارانش 
در سال 2007 به وسیله تکنیک PCR اقدام به شناسایی بروسلا 
 B4,B5 آبورتوس در نمونه های پنیر نمودند. آن ها از پرایمرهای
این  وسیله  به  یافته  تکثیر   PCR محصول  و  نمودند  استفاده 

پرایمرها 223 جفت باز اندازه داشت. از 192 نمونه مورد بررسی 
بودند در حالی که  نمونه ها کشت منفی  این مطالعه کلیه  در 
19/27% از نمونه ها PCR مثبت بودند )19(. در این مطالعه از 
تکنیک Nested PCR استفاده شد که نسبت به PCR معمولی از 
حساسیت و اختصاصیت بسیار بالاتری برخوردار بود چرا که در 
این تکنیک از چهار پرایمر استفاده شده و احتمال ایجاد نتایج 
غیر اختصاصی به مراتب کاهش می یابد. به علاوه با استفاده از 
افزایش  به شدت  تست  پی حساسیت  در  پی   PCR مرحله  دو 
از  بیشتر  دوم  مرحله  در  مثبت  نتایج  تعداد  که  بطوری  یافت 
مرحله اول دیده شد. از آنجایی که پرایمرهای مورد استفاده در 
این مطالعه توسط نویسندگان طراحی شد تاکنون هیچ مطالعه 
ایی در جهان با استفاده از این پرایمرها صورت نگرفته و از این 
پرایمرها  باشد.  آوری می  نو  و  تازگی  دارای  بررسی  این  جهت 
توسط NCBI و Primer Blast بررسی شدند و همچنین با گونه 
های مختلف نیز تست شدند که مشخص گردید این پرایمرها با 
هیچ گونه دیگری واکنش نداده و اختصاصا با بروسلا واکنش می 
دهند. بنابراین،  با توجه به نتایج می توان بیان نمود، تکنیک 
دقت  و  حساسیت  با  اطمینان  قابل  روش  یک   Nested  PCR

بالاست بطوری که قادر به شناسایی عامل بیماری زا حتی در 
نمونه های پنیر پاستوریزه است. از 57 نمونه شیر غیر پاستوریزه 
)خام( در 12 نمونه )21%(، در مرحله اول، تست PCR مثبت 
ارزیابی گردید. از این نمونه ها 19 مورد )33%( در مرحله  دوم 
در   )%18( نمونه   5 پاستوریزه  پنیر  نمونه  از 28  مثبت شدند. 
 8 تعداد،  این  از  گردیدند.  ارزیابی  مثبت   PCR تست  اول  راند 
بقیه  در  گردیدند.  ارزیابی  مثبت  دوم  مرحله  در   )%28( نمونه 
نمونه ها نیز همین افزایش مشاهد شد. در مطالعه ایی که توسط 
مصطفوی و همکارنش در سال 1391 صورت گرفت روند بیماری 
بروسلوز )تب مالت( در ایران طی سال‌های 1387-1370مورد 
بررسی قرار گرفت. آن ها بیان کردند که میانگین بروز گزارش 
شده بیماری در کشور سالیانه 43/24 در صد هزار نفر بوده است 
و به طور متوسط در هر سال حدود 27500 مورد جدید بیماری 
در کشور گزارش شده است )20(. همچنین می توان بیان نمود 
دقت  از  پاستوریزاسیون  های  روش  که  است  آن  بیانگر  نتایج 
کافی برخوردار نبوده و بعد از این فرآیند نیز درصدی از نمونه 
ها همچنان آلوده باقی می مانند که این امر یک هشدار برای 
استفاده از روش های موثر جهت از بین بردن عوامل بیماری زا 
و همچنین یک فاکتور نگران کننده از جهت بهداشت عمومی 
به حساب می آید. بنابراین فرآیند نظارتی در تولید محصولات 
لبنی و همچنین استفاده از روش های دقیق پاستوریزاسیون و 
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همچنین تشخیص دقیق عوامل بیماری زا امری مهم و اجتناب 
ناپذیر است.  پرایمرهای Nested PCR که توسط محققان این 
بالایی  بسیار  دقت  و  حساسیت  از  است  شده  طراحی  پژوهش 
برخوردار است. بطوری که فقط با .Brucella spp واکنش داده 
 PCR دیگری واکنش نمی دهند که این امر در DNA و با هیچ
بسیار مهم و حائز است و ابزاری مهم برای اطمینان در صحت 

تشخیص به شمار می رود. 

نتیجه گیری 
با توجه به نتایج می توان بیان نمود، بهداشت محصولات لبنی 
باید مورد توجه بیشتری قرار گیرد همچنین باید از روش ها و 
تکنیک های دقیق تری برای شناسایی عوامل بیماری زا استفاده 
از  مطالعه  این  در  بررسی  مورد   Nested PCR تکنیک  نمود، 
برخوردار می   PCR به  بالاتری نسبت  حساسیت و دقت بسیار 
باشد. به نظر می رسد، اين تکنیک های مولکولی باید به عنوان 
بروسلا در کنار روش های  برای تشخیص  تکنیک های مکمل 
رایج مورد استفاده قرار گیرند تا باعث افزايش سلامت عموم و 

همچنین بهداشت محصولات لبني گردد.
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