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Abstract 
Aim and Background: Brucellosis is one of the most important diseases of zoonosis and is very 
important in many countries, including Iran, from a health and economic point of view. In this study, the 
Genotyping of Brucella bacteria isolated from samples of patients suspected of brucellosis was evaluated 
by PCR RFLP in Tehran. 

Material and methods: Out of 453 Blood samples suspected of brucellosis of patients who had 
referred to laboratories in Tehran were inoculated in Castanida culture media and stored at 37 ° C for 21 
days. DNA was extracted from colonies that had grown on the surface. Brucella omp2a gene was 
amplified by PCR using a specific primer. PCR products were analyzed with Pst1 restriction enzyme, 
digestion and RFLP patterns. 

Results: Out of the total samples, it grew in 10 colonies and was confirmed by Brucella by PCR 
method. In RFLP test, in 8 specimens, Brucella melitensis and in 2 specimens, Brucella abortus were 
detected. 

Conclusion:There is brucellosis in our country,infections are also observed in some villages,and 
among these cases, Brucella melitensis is more common than other species and with the help of 
molecular methods, in the shortest possible time, high accuracy and sensitivity and with less risk, the 
presence of different diseases and species of Brucella can be detected. 
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 شده از  جدا بروسلا باکتریهای گونهژنوتایپینگ 
 تکنیکبا  مشکوک به تب مالتهای بیماران نمونه

  PCR-RFLP٩٩١۶-٩٩١١ هایسال تهران در 
 ٩، محمد کریم رحیمی2*بستان آباد سعید ذاکر، ٩احسان جمشیدی مقدم

 زاد اسلامی تهران،ایراندانشکده علوم فناوری نوین، دانشگاه علوم پزشکی آ ،ولوژیمیکروبیروه . گ1
 ایران تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد پرند، دانشکده علوم زیستی، گروه بیولوژی و میکروبیولوژی،. 2
 ایران دانشگاه علوم پزشکی آزاد اسلامی تهران، دانشکده پزشکی، گروه میکروبیولوژی،. 3

 چکیده

در بسیاری از كشورهای جهان از جمله ایران، از نظر . استزئونوز های رین بیماریتبروسلوز یکی از مهم :و هدفسابقه 
های بیماران جدا شده از نمونه بروسلاباكتری های گونهژنوتایپینگ ، در این مطالعهبهداشتی و اقتصادی بسیار حائز اهمیت است. 

 .قرار گرفتمورد بررسی  در تهران RFLP PCRوسیله تکنیک بهمشکوک به تب مالت 

های به آزمایشگاه 13۶۶ تا 13۶۹ از سال بیمارانی كهبروسلوز  مونه خون مشکوک بهن 4۵3 از مجموع :هاروش مواد و
روز نگهداری  21مدت بهگراد سانتیدرجه  37 دمایو در  گردیدتلقیح  های كشت كاستاندادر محیطمراجعه كرده بودند،  تهران
با استفاده از  PCR به روش بروسلا  omp2aژن  استخراج شد. DNAد هایی كه در سطح محیط رشد كرده بودناز كلنیشد. 

حاصل مورد تجزیه و  RFLP، هضم و الگوهای  Pst1، با آنزیم محدود كننده PCR هایمحصول.گردید. تکثیر پرایمر اختصاصی 
 تحلیل قرار گرفت.

 PCRروش  به. ها انجام شدسازی گونه هت جداهای افتراقی جكه تستمورد كلنی رشد كرد  10 در ،هانمونهكل از  :هایافته

تشخیص  بروسلا آبورتوسنمونه گونه  2 در وبروسلا ملی تنسیس نمونه گونه  8 در ،RFLP زمایشآدر و  یید شدأتبروسلا از نظر 
 داده شد.

در بین این و ود شمی مشاهدهچنان موارد ابتلا در برخی از روستاها همو  وجود داردبروسلوز بیماری در كشور ما  :بحث
 .ها داردبه سایر گونهتری نسبتنیز فراوانی بیش بروسلا ملی تنسیسگونه موارد،

توان وجود تر، میدقت و حساسیت بالا و با خطركمممکن، ترین زمان در كم، راحتیهای مولکولی بهبا روش گیری:نتیجه
 را تشخیص داد. بروسلاهای مختلف گونهبیماری و 

  RFLP، .Iau Scienceژنوتایپینگ،  ،بروسلابروسلوز،  یدی:های کلواژه

 مقدمه
ترین ا تب مالت، یکی از مهمی (Brucellosis)بروسلوز

در بالایی رود، كه شیوع شمار میهای زئونوز بهبیماری
 دلیل مشترک بودن این بیماریسراسر جهان داشته و به

ی دارای داشتها و حیوانات از لحاظ اقتصادی و بهبین انسان
های مختلف گونهبروسلوز بیماری . عامل استاهمیت 
  .(3،2،1) است بروسلاباكتری 

 طریق از هاانسان به بیماری تب مالت های انتقالراه
 با مستقیم تماس پاستوریزه، و غیر آلوده شیری هایفرآورده
 آلوده در محیط آئروسل ذرات استنشاق یا و آلوده حیوانات
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عنوان حامل بهبروسلا چنین باكتری هم د.افتمی اتفاق
 های بیولوژیک مطرح استباكتریایی قابل استفاده در سلاح

(4). 

 ،7/0 – ۵/0 اندازه با منفی گرم كوكوباسیل ،بروسلا باكتری
۹/0 – u ۵/1 ،فاقد واقعی، 2كپسول و 1اسپور فاقد هوازی 

سلولی  درون اختیاری انگل و حركت بدون و 3فلاژل
 دمای در و كرده رشد كندی به كشت محیط در. هستند

 كلنی. كنندمی رشد مطلوبی نحوبهگراد سانتی درجه 37
 در لذا ،است شفاف و صاف صورتبه معمولطور به هاآن

-به كلنی(اوویس بروسلا و كنیس بروسلا) 4هاگونه از بعضی
 غشای. شودمی مشاهدهنیز  موكوئیدی و خشن صورت

 شده تشکیل پروتئین و ساكاریدوپلیلیپ از بروسلا خارجی
 شدهشناسایی  بروسلا باكتری از گونه 12 تاكنون .است
 ملی بروسلا :از عبارتند كه هاآن از گونه چهار كه. است

 ،(گاوها) ۹آبورتوس بروسلا، (گوسفندها و بزها) ۵تنسیس
 برای ،(هاسگ) 8كنیس بروسلا و (هاخوک) 7سوییس بروسلا
بروسلا  زاییبیماری شدت .(۵-8) تندهس زابیماری انسان

 بروسلا ملی است و تربیش هاگونه سایر از ملی تنسیس
 آن، 1 بیوتیپ كه. است مختلف ۶بیوتیپ 3 دارای تنسیس

  (8) .دارد ایران در خصوصبه زیادی شیوع

 ملی گونهبه نسبت ،بورتوسآبروسلا  زاییبیماری شدت
 ۶ دارای ورتوسبآبروسلا  است و تركم ییسو سو تنسیس
 ۵ دارای بروسلا سوییس (۶،8). است نیز مختلف بیوتیپ
شدت  تنسیس ملی بروسلا همراهبه واست  مختلف بیوتیپ
 برای بروسلا كنیس .(11،10،8) زایی بالایی داردبیماری
 و تهاجم میزان و كندمی ایجاد زاییبیماری ندرتبه هاانسان

  .(8) است تركم هانهگو سایر از بروسلا كنیس زاییبیماری

 ،هایی گوناگون مانند كشتبرای تشخیص بروسلوز از روش
های الایزا و روش گلوتیناسیون،آژی و های سرولوتست

 بسیار مولکولی هایروشاستفاده می شود.   PCRمولکولی
 هایتستبه نسبت تریكم زمان مدتبه سریع و دقیق و

ترین زمان در كم توانمی راحتیبه و كرده عمل سرولوژی

                                                           
1 Spore 
2 Capsule 
3 Flagellum 
4 Specie 
5 Brucella melitensis 
6 Brucella abortus 
7 Brucela suis 
8 Brucella canis 
9 Biotype 

-روشچنین با هم و كرد مهیا را بیمار افراد آزمایش جواب
 (و...10MLVA،11MLST،RFLP12) تایپینگهای مولکولی

های مختلف بیماری بروسلوز را گونه و 13هابیوتایپ توانمی
 لحاظ از مولکولی، هایروش نیز شناسایی كرد. انجام

 تست بهسبتن آزمایشگاه، در حاضر پرسنل و افراد سلامتی
و  Tuba dala طبق مقالهو  است ترایمن سرولوژی،
روش های مولکولی از حساسیت بالا و دقیقنیز همکاران 

به روش سرولوژی برخوردار تری در تشخیص بروسلوز نسبت
 سیستم بروسلوز اگر كهایندیگر  نکته (12-14) است

شود می بروسلایی 14استئومیلیت باعث ندك درگیر را عصبی
 روش چنین،هم است. تشخیص قابل PCR روش با تنها كه

شود، عنوان روش استاندارد طلایی یاد مین بهآكه از  كشت
 لحاظ از باكتری بروسلاممکن است در صورت كشت اما 

باكتری  بان آ بودن شکل ارزنی و كردن مشاهده
 شود گرفته اشتباه نیز 1۵توبركلوزیس مایکوباكتریوم

 كه معایبی به مولکولی هایشرو چنینهم و (1۹،1۵)
 منفی جواب با اوقات گاهی و دارند سرولوژی هایتست
 كه داشت توجه باید و. دارد ارجعیت شویم،می روهروب كاذب
 تست 1۹بنگال رز تست مانند های سرولوژیتست اكثر

 یکدیگر به نیازمندسرولوژی  هایتست و ستندین تأییدی
 مثبت صورتبه جنتای رایت تست در چنینهم .هستند
 با شدن اشتباه مانند؛ شود، ارائه ممکن است نیز كاذب
 و 17تولارمی و وبا مانند، منفی گرم هایباكتری از برخی

 انجام بروسلین پوستی تست قبلا بیمار اگر یا و18 یرسینیا
 و 1۶ویبریوكلرا حاوی هایواكسن با تماس یا و باشد داده

جواب ر این صورت كه د .باشد داشته تولارمی و یرسینیا
از جمله معایب دیگر صورت مثبت كاذب است .به ،تست
 موارد اشاره داشت كهاین توان به های سرولوژی میتست
 شودمی منفی كنیس بروسلا از ناشی عفونت در رایت تست

 ژنآنتی با كنیس بروسلا ژنیآنتی عدم تشابه دلیلهب كه
 منفی واردم برخی. است رایت آزمایش در استفاده مورد

آزمایشگاه  در سرم نمونه كه دهدمی رخ مواقعی در كاذب
 وجود حد از بیش بادیآنتی و نشود رقیق 1/ 320 از تربیش

                                                           
10 Multi locus variable number tandem repeat analysis 
11 Multi locus sequence typing 
12 Restriction fragment length polymorphism 
13 Biotype 
14 Osteomyelitis 
15 Mycobacterium tuberculosis 
16 Rose Bengal 
17 Tularemia 
18 Yersinia 
19 Vibrio cholerae 
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 داشت توجه باید و دهدمی رخ 1پدیده پروزون باشد داشته
 تست ، بالاتر هایرقت بالاتر تیترهای در مواقع، این در كه

 آنتی كه زمانی در و بیماری اوایل در .شودمی مثبت رایت
 گزارش كاذب منفی SAT2 تست نیز باشد نشده تولید بادی
 و همورال ایمنی نقص با بیماران در .گردد می

 ها گاماگلوبولین دلیل كمبودهب نیز ها 3هایپوگاماگلوبولینمی
 بلاک هایبادیآنتی وجود. شودمی كاذب منفی نتیجه
 تست كاذبمنفی  گزارش باعث تواندمی سرم در كننده
بیماری  مزمن موارد در تربیش پدیده این كه گردد، رایت

 (17. )گرددمی مشاهده

 دارد، وجود بروسلا هایگونه DNA بین كه زیادی شباهت
. كنند شناسایی جنس یک به را هاگونه تمام است ممکن
 هایگونه انواع توانمی های مولکولی،روش با ترتیب بدین

 كه كرد. مشخص را هاآن یوتایپب بین اختلاف و بروسلا
 پذیرانجام و راحت بسیار امر این انجام در RFLP روش
 خارجی غشای هایپروتئین اخیر هایهمطالع در .است

4OMP می كه گرفته قرار زیادی توجه مورد بروسلا جنس-
 را هابیوتایپ از بسیاری و بروسلا مختلف هایگونه تواندمی

 ژن دو توسط OMP پروتئین .كند مشخص ما برای
omp2a و omp2b كه .شودمی ساخته خارجی غشای در 

 با و PCR-RFLP روش از استفاده با اخیر هایهمطالع در
 همه توانمی ۵ محدودكننده هایآنزیم از زیادی تعداد
 شناسایی را هاآن هایبیوتایپ و بروسلا مختلف هایگونه
 بروسلوز ییشناسا برای هاآزمایشگاه در كه هاییروش .كرد
 مختلف هایگونه تعیین در شودمی استفاده هاانسان در

 استفاده با ترتیببدین .است ناتوان آن هایبیوتایپ و بروسلا
 توانمی PCR-RFLP روش جمله از مولکولی هایروش از
 بین در مختلف هایبیوتایپ و هاگونه به كمی زمان مدت در

 و آلوده هایدام حذف بهنسبت و برد پی هادام و ها-انسان
 هر برای مناسب داروهای تجویز و مناسب واكسن ساخت

 .(1۶،18 ،20 ) كرد اقدام بروسلا باكتری از گونه

 هایگونه شناسایی و تشخیص حاضر، مطالعه از هدف
 روش با بروسلوز به مشکوک بیماران در بروسلا مختلف

 .است تهران شهر در PCR-RFLP مولکولی

                                                           
1 Prozone 
2 Standard Agglutination test 
3 Hypogammaglobulinemia 
4 Outer membrane protein 
5 Restriction enzyme 

 روش کار
 گیرینمونه

نمونه خون بیماران مشکوک به بروسلوز كه از اوایل  4۵3از 
 هایبه آزمایشگاه 13۶۶ماه  مهرایل تا او 13۶۹ماه  مهر

 دانشگاه ایران، بقیه الله( میلاد، ) مسعود، مختلف تهران
و تمامی  گرفت مراجعه كرده بودند، مورد بررسی قرار

 ۹استانداهای خون بیماران در محیط كشت انتخابی كنمونه
های گلبول در صورت رشد كردن باكتری،كشت داده شد. 

شود. كه موارد تولید می )رسوب داده( و گازقرمز، لیز شده 
آگار كشت داده شد،  تا بتوان بروسلا مثبت بر روی محیط 

  .بهره گرفت DNAها جهت  استخراج از كلنی

 کشت
 جهدر 37 دمای با انکوباتور در كاستاندا كشت هایمحیط
 ،های دومگذشت روز از بعد كه ندداده شد قرارگراد سانتی

مشاهده و  میک و بیستدر روز نهایت  در و هفتم ،سوم
ها نآدر  كه هاییكشت محیطهر یک،  از. شدند بررسی

-كه نشان ،رخ داده بود های قرمزتولید گاز و رسوب گلبول
 7آگار شکلات كشت محیط روی بردهنده رشد باكتری بود، 

 بر كه هاییكلنی وداده شد  پاساژ ایمرحله چهار صورتهب
 بررسی بودند، كرده رشدگار آ شکلات كشت محیط روی
های بیوشیمیایی برای شناسایی جنس و از تست. ندشد

برای اثبات توانایی   O-Fها استفاده شد. از انجام تست گونه
مثبت  ،فرمانتاتیو(-اكسیداسیون و تخمیر قند )اكسیداتیو

و رشد كردن در شرایط هوازی و دن تست اكسیداز ش
استفاده شد. سپس  بروسلانداشتن تحرک در اثبات جنس 

بر اساس زمان مثبت شدن تست اوره آز، توانایی تولید گاز 
SH2  و نیاز بهCO2 ها استفاده برای رشد در افتراق گونه
 شد.

 DNA استخراج

وش آگار برداشته شده و به ربروسلا كلنی از محیط 
 توالی پرایمرها درانجام شد و  DNAاستخراج ، جوشاندن

( 22) سنجیده شد آن اختصاصیت و ،بررسی ،ncbi افزارنرم
 .(1جدول)

 PCR فرآیند انجام برای سازی آماده مراحل

                                                           
6 Castanida 
7 Chocolate Agar 
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از شركت  میکرولیتر از مسترمیکس ۵/12 ترتیببه
Ampliqon   میکرولیتر آب ۵/3سازنده كشور دانمارک و 
 1میکرولیتر از پرایمر فوروارد و  1ل و مقطر استری

 .هر میکرولیتر از ژنوم برای 7از پرایمر ریورس و  میکرولیتر

 
 پرایمرهای استفاده شده در تحقیق .1جدول 

 پرایمر توالی

GGCTATTCAAAATTCTGGCG Forward 
ATCGATTCTCACGCTTTCGT Reverse 

 

 PCR تگاهدس برای هانمونهها استفاده شد و كدام از نمونه
 جدول) برنامهطبق  PCR مراحل .شد آماده ترموسایکلر یا
 انجام شد.  (2

 استفاده شده در تحقیق PCRبرنامه دستگاه  .2جدول

تعداد 
 سیکل

 
 زمان

 (دقیقه)

 
 درجه حرارت

 (گرادسانتی) 
 

 
 مراحل

 
 بخش
 

 اول قدم دناتوراسیون اولیه ۶4  10 

40 
 سیکل

1 
1 
1 

۶4 
۵۹ 
72 

 ثانویه دناتوراسیون
 انلینگ

 اكستنشن

 دوم قدم

 ۵/1 آگارز ژل PCRدر مرحله الکتروفورز محصولات 
، شده PCR محصولات از میکرولیتر 7آماده شد و  درصدی

-هم وشدند  وارد ترتیبصورت جداگانه بهبه هاچاهکداخل 
 هایچاهک در نیز ladder DNA و منفی كنترل چنین

 از پس سپس. انجام شدشدند و الکتروفورز  اضافه جداگانه
 ترانسلومیناتور دستگاه زیر كار نتیجه دقیقه، ۵0 گذشت
 .(1 شکل) شد مشاهده

 RFLP وسیله تکنیکبه ژنوتایپینگ

 آنزیم یک كه Pst1 آنزیم از ،بروسلاهای افتراق گونه برای
 كه پروتکلی و  مراحل طبقو  شد استفاده ،است محدودگر

های مثبت برای تمام نمونه بود، كرده ارائه ترموفیشر شركت
PCR محصول از میکرولیتر 10 ابتدا. شدانجام  این مراحل 
PCR 18 سپس. شد ضافها 2/0 میکروتیوب یک داخل 

 بعد مرحله در. شد اضافه آن به استریل مقطر آب میکرولیتر
 وجود كیت داخل كه) x bufferO 10 از، میکرولیتر 2

 آنزیم از میکرولیتر 2 ،نهایت در و شد اضافه آن به (داشت
Pst1 عمل  خوبیبه سپس. شد اضافه آن بهSpin ( تکان
 در هامیکروتیوب ساعت چهار مدتبه و انجام شد (دادن
ه داد قرارگراد سانتی درجه 37 دمای با انکوباتور داخل

 درصد دو آگارز ژلو  پذیرد صورت خوبیبه هضم تا. ندشد
-به و ه شدداد ارقر الکتروفورز تانک داخل ژل ،ه شدساخت

 موجود هایچاهک داخل هانمونه از میکرولیتر 7 ترتیب
 دستگاه زیر بر نتیجه ساعت، یک گذشت از پس. ندشد وارد

 .(2 شکل) شد مشاهده ترانسلومیناتور

 .است Pst1 : CTGCA*G آنزیم برش جایگاه

  Pst1دست آمده از اثر آنزیم محدودگر به نتایج بهبا توجه
آرایش متفاوتی نشان داد  های مختلف،در گونه تفاوت باندها

 ها فراهم گردید.و امکان جداسازی گونه

 هایافته
 نتایج نمونه گیری

نمونه خون بیماران مشکوک به بروسلوز كه از اوایل  4۵3از 
 هایبه آزمایشگاه 13۶۶ماه ایل مهر تا او 13۶۹مهر ماه 

 قیه الله(دانشگاه ایران، ب میلاد، )مسعود، مختلف تهران
 PCR ، 10 مولکولی روش انجام از پس ،مراجعه كرده بودند

 ،RFLP فرآیند انجام باسپس . شدند مثبت ها،آن از نمونه
 2 و تنسیس ملی بروسلا گونه 8 به ها،گونه تشخیص برای
-چنین در نتیجههم .یافتیم دست آبورتوس بروسلا گونه

 سیسملی تنگیری كلی این تحقیق مشخص شد كه گونه 
 .ها برخوردار است ر گونهبه سایتری نسبتاز فراوانی بیش

                PCR نتایج

 

 زیر دستگاه ترانسلومیناتورPCR مشاهده نتایج  .1 شکل
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 چاهک. است DNA ladder به مربوطشماره یک،  چاهک
 را باندی كه است، منفی كنترل به شماره دو، مربوط

 كه دوازده، ماره سه تاش هایچاهک و كنیمنمی مشاهده
 ژن قطعه طول اندازه كه ،bp 1100  باند روی بر هاآن همه

omp2a ،مثبت نمونه ده دهندهنشان اند،گرفته قرار است 
 .است بروسلوز،

  RFLP نتایج

 زیر دستگاه ترانسلومیناتورRFLP مشاهده نتایج  .2 شکل

 هایچاهک. است DNA ladder به مربوط اول چاهک
و، چهار، پنج، هفت، نه، ده، یازده و دوازده كه شماره د

 با، گرفتند قرار Pst1همگی تحت اثر آنزیم محدودگر 
 به مربوط ،bp 400 و bp300  هایباند با اندازه داشتن

شماره سه و هشت  هایچاهک و تنسیس ملی بروسلا گونه
با  نیز، گرفتند قرار Pst1هم كه تحث اثر آنزیم محدودگر 

 گونه به مربوطbp700و bp300های با اندازهداشتن باند 
 كنترل همان نیز ،۹ شماره چاهک. است آبورتوس بروسلا
 شود.كه باندی مشاهده نمی .است منفی

  بحث
 ءهای زئونوز است و جزترین بیماریبروسلوز یکی از مهم

در بسیاری از و  است high risk 3با خطرناک های بیماری
ران، از نظر بهداشتی و اقتصادی كشورهای جهان از جمله ای

بسیار حائز اهمیت است. بروسلوز در صورت مصرف لبنیات 
و  یابدهای گوشتی آلوده به انسان انتقال میو فرآورده

م بیماری شدیدی در بین ئممکن است عوارض و علا
های آلوده، بیماران ایجاد كند. از این رو حذف دام

یماری اهمیت پیشگیری، تشخیص سریع و درمان این ب
های مولکولی از جمله توان با استفاده از روشمیكه دارد. 

ها و در مدت زمان كمی به گونه PCR-RFLPروش 
ها پی برد و ها و دامهای مختلف در بین انسانبیوتایپ
به درمان مناسب و ساخت واكسن برای هر گونه اقدام نسبت

 (1۶،18، 20 ) كرد.

 مقایسه به ،2020 سال در همکاران و Etemadi مطالعه در
 تشخیص برای سرولوژی هایروش و مولکولی هایروش بین
 و دقت میزان مطالعه این در. شد پرداخته بروسلا هایگونه

 تربیش سرولوژی روش از را مولکولی روش حساسیت
 خطا امکان و بودن بر زمان و بودن پیچیده به و دانسته
 میزان كهحالی در. است شده اشاره سرولوژی روش داشتن

 درصد ۶0 از بیش را PCR RFLP روش حساسیت و دقت
 تشخیص جمله از روش این هایویژگیبه و كرده عنوان
 و بروسلا باكتری هایگونه زیر شناسایی حتی و سریع
 مطالعه این در چنینهم. است پرداخته هاآن اپیدمی میزان
 در كه سانیك و مردان در مالت تب به شدن مبتلا میزان

 تربیش افراد سایر بهنسبت دارند كار و سر هادام پرورش
 PCR روش از كه ، نیز ما مطالعه با مقایسه در و است

RFLP دسترس قابل و راحت بسیار روشی كردیم، استفاده 
 چنینهم. شد انجام كم خطا درصد با سریع تشخیص قابل و

 نیز لیشغ بیماری یک مالت تب كهنتیجه گرفت  توانمی
 پرورش و هاكشتارگاه در كه كسانی ابتلای درصد و است

  .(21) است تربیش سایرین بهنسبت هستند، دامی حیوانات

 به كه ،201۶ سال در همکاران و Bahmani مطالعه رد
 از مولکولی هایروش با ایران در بروسلا هایگونه بررسی
 آنزیم و omp2 ژن از استفاده با PCR RFLP جمله

 كه رسیدند نتیجه این به پرداختند Pst1 كننده دودمح
 بهنسبت بالایی بسیار حساسیت و دقت مولکولی هایروش
 نتایج از و دارد بروسلا هایگونه تشخیص در هاروش سایر
 ملی بروسلا گونه توجه قابل فراوانی تحقیق این دیگر

 و بررسی نتایج با هاییشباهت مطالعه این. بود تنسیس
 به خود تحقیق نتایج در نیز ما. داشت بر در را ما مطالعه

 در PCR RFLP مولکولی روش كه رسیدیم نتیجه این
 بالایی حساسیت و دقت و راحتی از بروسلا هایگونه تعیین

 گونه فراوانی به هاآن تحقیق در چنینهم .است برخوردار
 ما مطالعه و بررسی در كه است شده اشاره نیز تنسیس ملی
 از چنانهم تنسیس ملی گونه كه است صورت همین به نیز

 (22) .است برخوردار هاگونه سایر بهنسبت تریبیش فراوانی
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 به ،2018 سال در همکاران و Amoupour مطالعه رد
 به مبتلا هاانسان و حیوانات در بروسلا هایگونه بررسی

 مطالعه این در. پرداختند مولکولی هایروش با بروسلوز،
 PCR روش كه شد انجام مولکولی هایروش بین ایمقایسه
RFLP با تشخیص، در بودن راحت و بودن سریع برعلاوه 
 راحتیبه توانمی محدودگر هایآنزیم و omp ژن از استفاده

 نیز ما. كرد پیدا دست گونه یک هایبیوتیپ و هاگونه زیر به
 خود تحقیق در PCR RFLP روش از خود مطالعه در

 زمان در محدودگر آنزیم و omp ژن با و ردیمك استفاده
  .(23) كردیم پیدا دست بروسلا هایگونه تشخیص به كمی

 و Daugaliyeva مطالعه در ، 2017 سال در چنینهم
 به مبتلا بیماران در بروسلا هایگونه بررسی به همکارانش

 ۹4 به كه پرداختند MLVA مولکولی روش با مالت تب
 در كه یافتند دست تنسیس ملی گونه 37 و آبورتوس گونه

 مقدار MLVA روش كهاین ابتدا ما، تحقیق با مقایسه
 بسیار PCR RFLP روش ولی. است برزمان و ترپیچیده
 كم و كننده محدود آنزیم یک بودن دسترس در با و راحت
 هایگونه توانمی زمان ترینكم در و سادگی به تر-هزینه
 و  مطالعه مقایسه در نینچهم. داد تشخیص را بروسلا
 مالت، تب بیماری اپیدمی در مهم نکته ما، هایبررسی
 نمونه 2 و تنسیس ملی گونه نمونه 8 به ما. است جغرافیا

 گذشته در كه یهایهمطالع در و یافتیم دست آبورتوس گونه
 فراوانی از نشان شد خاورمیانه كشورهای سایر و ایران در

. دهدمی دیگر هایگونه هبنسبت تنسیس ملی گونه تربیش
-سال در آبورتوس گونه اروپا قاره در كه است حالی در این

 تنسیس ملی گونه بهنسبت تریبیش فراوانی گذشته های
  .(24) است كرده پیدا

 در ،2017 سال در همکارانش،و  Zhi-Guo Liu در مطالعه
 نمونه 11۹ مغولستان، كشور و چین كشور از مناطقی
 روش با و كردند جدا بروسلوز به مبتلا ارانبیم از انسانی

 بروسلا باكتری هایگونه جداسازی به ،MLVA مولکولی
 ملی گونه از مورد ۶4 به هاآن تحقیق این در. پرداختند
بیوتیپ  تنسیس ملی گونه از مورد 22 و 3 بیوتیپ تنسیس

 تماس بهتوجه با كه گرفتند نتیجه و یافتند دست ،یک
 غالب گونه شده، واكسینه غیر بزهای و گوسفندان با مردم

 پس. است ،3بیوتیپ با تنسیس ملی گونه منطقه آن در
 پراكندگی بر تأثیر برعلاوه جغرافیا كه گرفت نتیجه توانمی

 پراكندگی بر دنیا از نقطه هر در مختلف هایگونه فراوانی

و  مؤثر نیز هاآن هایبیوتیپ و هازیرگونه فراوانی میزان
كه در مقایسه با تحقیق ما نیز كه از روش  .استمتفاوت 
بروسلا ملی گونه استفاده كردیم   PCR RFLPمولکولی
ها داشت به سایر گونهتری نسبتفراوانی بیش تنسیس

(2۵).  

 در كه ،2012 سال در همکارانش و Ferreira مطالعه در
-گونه تشخیص به شد انجام پرتغال كشور در و اروپا شرق
 با و پرداختند بروسلوز به مبتلا بیماران در بروسلا های
 گونه 12۹ و آبورتوس گونه 1۵7 به MLVA مولکولی روش
. در مقایسه با تحقیق ما از لحاظ یافتند دست تنسیس ملی
، زیرا در شرق اروپا فراوانی گونه ها بسیار متفاوت استگونه

 یهاهمطالعتر بوده اما در تحقیق ما و بیش بروسلا آبورتوس
ه در كشور ما و منطقه خاورمیانه نشان از فراوانی گذشت
 .(2۹)دهد می بروسلا ملی تنسیسگونه 

 در 2011 سال در همکاران و .S Klic كه ایمطالعه در
 روش با بروسلا هایگونه تشخیص برای تركیه كشور

 تنسیس ملی گونه از مورد 1۹2 به ،دادند انجام مولکولی
 تحقیقات و ما تحقیق با مقایسه در كه. كردند پیدا دست

 ملی گونه ،گرفته صورت ایران كشور در كه ایگذشته
 فراوانی از نیز خاورمیانه در بلکه ایران در تنها نه تنسیس

 هاییوتیپب در دارند كه تفاوتی اما. است برخوردار بالایی
 1۹2 گرفت صورت تركیه در كه یهایتحقیق در. است هاآن

 در این. داشت تعلق 3 بیوتیپ با تنسیس ملی گونه به مورد
 ملی گونهگذشته  هایهطبق مطالع ایران در كه ستحالی

 مطالعه در و دارد بالایی شیوع یک بیوتیپ با ولی تنسیس
 مورد 10 به بروسلوز مشکوک هاینمونه ز مجموعا كه نیز ما

 تعلق تنسیس ملی گونه به هاآن از گونه 8 ،شد مثبت
های همسایه گرفت كه در كشورتوان نتیجه كه می. داشت

به تری نسبتفراوانی بیش بروسلا ملی تنسیسهم گونه 
 .(27) دارد بروسلاهای سایر گونه

  گیرینتیجه
 آن، هاییافته و مقاله این در هشد انجام تحقیقی بهتوجه با

 در مالت تب بیماری ،چنانهم كه است صورت این به نتایج
 قابل توجهی شیوع ازرخی از نقاط كشور در ب كشور

 ،چنانهم نیز گذشته هایهمطالع طبق و است برخوردار
 بیماران بین در گونه ترینشایع تنسیس ملی بروسلا گونه
چنین و همبا روش بسیار ساده در این تحقیق ما  .است
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 مجموعاز  PCR RFLP تایپینگروش دقیق مولکولی و 
نمونه مثبت دست ده  مشکوک به بروسلوز بههای نمونه

و دو  ملی تنسیسن به گونه آكه هشت نمونه از یافتیم 
 تعلق گرفت كه نشان دهنده وجود بورتوسآ نمونه به گونه

 آن های مختلفیوتیپها و بچنین گونهاین بیماری و هم
مانند مقالات  گذشته هایهبه نتایج مطالعاست و با توجه
Hashemi Far  و همکاران وBahmani و غیره  و همکاران

به سایر یک نسبتبا بیوتیپ  بروسلا ملی تنسیسگونه 
تری در ایران داشته گرچه این گونه در ها فراوانی بیشگونه

نیز از و خاورمیانه سیا آمناطق مختلفی از جهان به مانند 
شیوع بالایی برخوردار است و این در حالی است كه گونه 

پا در ارو در بخشی از قاره ورتوسآب بروسلادیگر یعنی 
از شیوع قابل توجهی ی كه انجام شده بود هابهمطالع

انجام  ی كه در گذشتهتحقیقات در چنینهم .برخوردار بود
 دیگری عامل هم جنسیتكه  گرفت نتیجه توانمی شده
و تعداد  شوندمی مبتلا بیماری این به كه افرادی در است

 یماریب این بنابراین. تر استبه زن بیشبیماران مرد نسبت
 افرادی زیرا. داد نسبت شغلی بیماری یک به توانمی نیز را

 پرسنل یا دامداران و چوپانان و  هاكشتارگاه در كه
 شدن مبتلا برای بالایی درصد از هستند آزمایشگاهی
 بالای حساسیت و دقت با مولکولی هایروش و .برخوردارند

 نزما ترینسریع در كم آلودگی و خطا كم میزان و خود
 به راحتیبه ،كشت و سرولوژی هایروش بهنسبت ممکن

 بتوان تا پردازدمی بیماران در بروسلا هایگونه تشخیص
 .كرد پیشگیری و كنترل را بیماری این ترسریع هرچه

 سپاسگزاری
كه  از آقای دكتر میرنژاد و آقای دكتر مسجدیانوسیله بدین

تشکر و  ما را در انجام این تحقیق یاری كردند كمال
مراتب ، چنین نویسندگان این تحقیقهمو  دانی را داریمقدر

 ،میلاد، های بقیه اللهبیمارستانتشکر صمیمانه خود را از 
های مسعود و فام كه برای انجام آزمایشگاه ،دانشگاه ایران

یاری دادند، اعلام ما را این تحقیق و تأمین نمونه تحقیق 
 كنند.می
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