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مقدمه
 بروسلا انگل اجباری حیوانات و انسان بوده و از مشخصه های 
آن، زیستن درون سلولی می باشد. بروسلا، هوازی و گرم منفی 
است. این ارگانیسم بدون اسپور بوده و کپسول در کلنی صاف و 

مخاطی آن مشاهده می شود.)7(
گونه  برخی  اما  است  هوازی  رشد  دارای  باکتری  این  چند  هر 
های آن در شرایط دارای10 درصد CO2 رشد بیش تری دارند. 
جنس بروسلا بر اساس اختلاف های موجود در بیماری زایی و 
نوع میزبان اختصاصی از شش گونه تشکیل شده است: بروسلا 
ملی تن سیس )بز وگوسفند(، بروسلا آبورتوس )گاو وگاومیش(، 
بروسلا سوئیس )عامل اصلی در خوک و نیز خرگوش، جوندگان 
و گوزن(، بروسلا اویس )گوسفند(، بروسلا کانیس )سگ(، بروسلا 
پستانداران  در  بروسلا  باکتری  کشف  جنگلی(.  نئوتومه )موش 
منجر به معرفی دو گونه بروسلا ستاسئا عامل عفونت در دلفین 
ها و وال ها و بروسلا پینی پدیا عامل عفونت در خوک های آبی 

مطالعه و مقایسه روش های تشخیصی ) کشت - مولکولی( بروسلا در نمونه های جدا شده 
از بیماران مشکوک به تب مالت  در مناطق مختلف تهران

سارا طالب زاده1، سعید ذاکر بستان آباد2*، راضیه نظری2
11 گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پزشکی و علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم، قم، ایران .

22 گروه بیولوژی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند، پرند، ایران	.

چکیده 
سابقه و هدف: بروسلوزیس یک عامل عمده زنوئوز بوده و در بسیاری از کشورهای جهان از جمله ایران، یک مشکل اساسی بهداشت 
جامعه می باشد. روش های جدید تشخیصی که دارای حساسیت بالایی می باشد و خطر عفونت در پرسنل آزمایشگاهی را به حداقل 
رسانده و از اهمیت بالایی برخوردار است. از جمله روش هایی که این مزایا را دارد، واکنش زنجیره ای پلیمراز)PCR( است. در این مطالعه 
روش های تشخیصی )کشت - مولکولی( بروسلا در نمونه های جدا شده از بیماران مشکوک به تب مالت در مناطق مختلف تهران را مورد 

مقایسه و ارزیابی  قرار گرفت.
مواد و روش ها: 100 بیمار مشکوک به بروسلوز دارای علائم بیماری به آزمایشگاه مسعود تهران، بیمارستان بقیه الله، علوم پزشکی 
ایران برای نمونه گیری از خون مراجعه کردند. هر نمونه در محیط کشت خون )کاستاندا( تلقیح شده و در شرایط دماییc 0 37 و 5% 
دی اکسیدکربن، به مدت 21 تا 30 روز قرارگرفت. سویه های استاندارد بروسلا از آزمایشگاه رفرانس تهیه و در شرایط استاندارد نگه داری 
شدند. کلیه مقاله های منتشر شده در خصوص پرایمرهای اختصاصی بروسلا جمع آوری و بررسی گردید و پرایمر اختصاصی B4/B5 که 

یک قطعه ژنیbp  223را تکثیر می کنند مورد مطالعه قرار گرفت.
يافته ها: از10۰  نمونه خون گرفته شده از افراد مشکوک به بروسلوز، دو نمونه کشت  مثبت  شد و DNA توسط کیت سیناژن جدا 

شد و پس از انجام PCR، 15 مورد مثبت شدند. حساسیت روش PCR،100 درصد و ویژگی آن 86/73 درصد تعیین شد.
بحث: این مطالعه نشان داد که روش PCR دارای آلودگي‌ بيولوژكيي کمی است و  از حساسیت و دقت بالایی برخوردار می باشد. 

نتیجه گیری: با توجه به اهمیت فراوان تشخیص مولکولی بیماری های عفونی، حتی در حد 10 نانو گرم از  DNA باکتری در نمونه 
های آزمایشگاهی و هم چنین در بالا بودن حساسیت روش استفاده شده در تشخیص این گونه بیماری ها براساس نتایج به دست آمده از 
تحقیق حاضر و پژوهش های پیشین، تکنیک PCR در مقایسه با روش کشت به نظر می رسد که از حساسیت و دقت بالاتری برخوردار 

می باشد. لذا این موضوع می تواند دلیلی برای جایگزین شدن این روش به عنوان روش تشخیصی در آزمایشگاه ها باشد.
 PCR ،کلید واژه ها: بروسلوز، کشت
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گردید.)19، 4(
انسان نسبت به 4 گونه از شش گونه بروسلا حساس است. این 
از:  عبارتند  انسان  برای  زایی  بیماری  شدت  ترتیب  به  ها  گونه 
بروسلا ملی تنسیس، بروسلا سوئیس، بروسلا آبورتوس، بروسلا 
زا  بیماری  انسان  برای  نئوتومه  بروسلا  و  اویس  بروسلا  کانیس. 
نیستند. دوره کمون بیماری در انسان بسیار متغیر است و غالبا 

تعیین آن مشکل است.)8(
 اختلاف بین این گونه ها و انواع بیووارها در حال حاضر بر اساس 
سروتایپینگ، حساسیت به رنگ ها، نیاز به CO2، تولید H2S و 

خواص متابولیک می باشد.)6(
و  آلوده  شيري  هاي  فرآورده‏  طريق  از  انسان  به  آن  انتقال    
استنشاق  يا  و  آلوده  حيوان  با  مستقيم  تماس  پاستوريزه،  غير 
ذرات آئروسل آلوده اتفاق مي‏افتد. تشخيص قطعي بروسلوزيس 
علي‏رغم استفاده از تكن‌كي هاي كشت و سرولوژكي به عنوان كي 

معضل باقي مانده است.)20( 
چندین روش متداول برای تشخیص بیماران بروسلوزیس استفاده 
می گردد که از جمله آن ها روش های کشت نمونه خونی بیمار 
می باشد که حساسیت آن به میزان 53 تا 90 درصد متغیر است. 
انواع تست های آگلوتیناسیون،  از روش های دیگر می توان به 
وجود شرایط کشت،  عدم  هنگام  در  کرد.  PCR اشاره  و  الایزا 
برای تشخیص بروسلوز به طور معمول از روش های سرولوژیکی 
و تست های آگلوتیناسیون استفاده می شود. اين آنتي بادي ها 
مدت زمان طولاني در سرم بيماران وجود داشته و تشخيص آن 
براي بررسي ميزان شيوع بيماري در مناطق اندميک حايز اهميت 
است. آنتي بادي توليد شده بر ضد ليپوپلي ساکاريد صاف بروسلا 
تمايل زيادي به اتصال به باکتري هاي گرم منفي ديگر هم چون 
فرانسيسلا  و  اشرشياکلي  کلرا،  ويبريو  انتروکوليتيکا،  يرسينيا 
بوده  يا  اشتباه  اتصال  افزايش  باعث  همين  و  داشته  تولرانزيس 
رود. Cross Reaction مي  بالا  نيز  کاذب  پاسخ  احتمال  که 

)11 ،3 ،2( اگرچه روش کشت به عنوان روش استاندارد طلایی 
دلیل  به  اما  شود  می  محسوب  میکروبیولوژیک  تشخیص  در 
نیاز به محیط کشت اختصاصی، طولانی بودن مدت زمان رشد 
باکتری و لذا موارد منفی بسیار، از کارایی آن در تشخیص برخی 
میکروارگانیسم ها از جمله بروسلا کاسته شده است. با توجه به 
آنکه علائم بیماری تب مالت غیر اختصاصی است و اغلب با سایر 
طرفی  از  و  باشد  می  اشتباه  قابل  عفونی  دار  تب  های  بیماری 
به  بدن  های  مایع  دیگر  و  خون  از  زا  بیماری  عامل  جداسازی 
سادگی میسر نمی باشد.)5( روش های متداول و مرسوم کنونی 
که در آزمایشگاه های تشخیص طبی، آزمایشگاه های تحقیقاتی 
و مواد غذایی به منظور تشخیص عوامل ایجاد کننده عفونت ها 

که  حالی  در  هستند  زیادی  معایب  و  نقایص  دارای  گردند  می 
تکنیک PCR علاوه بر نداشتن این نقایص دارای مزایای زیادی 
از  وسیعی  طیف  تشخیص  قدرت  بالا،  سرعت  و  دقت  جمله  از 
عوامل بیماری زا در مقادیر بسیار کم و سادگی این روش را می 
توان نام برد. روش مولکولی PCR از لحاظ حساسیت از روش 
گزارش  ها  مطالعه  برخی  در  کند.  بهتر عمل می  محیط کشت 
در   PCR روش  بودن  اختصاصی  و  حساسیت  که  است  شده 
تشخیص بروسلوزیس به میزان 98 درصد است.)1( برای تعیین 
آز،  اوره  تست  مانند:  های کلاسیک  روش  از  بروسلا  های  گونه 
نیاز به CO2، تولید H2S، رشد در محیط های حاوی تیونین و 

فوشین، آگلوتیناسیون و لیز با فاژ اشاره کرد.)1(
مطالعه حاضر طراحی گردید تا روش های تشخیصی )کشت - 
مولکولی( بروسلا در نمونه های جدا شده از بیماران مشکوک به 
تب مالت در مناطق مختلف تهران مورد مقایسه و ارزیابی قرار 

گیرد.
روش کار

نمونه گیری: طی این مرحله خون بیماران مشکوک به بروسلوز 
که مراجعه کننده به آزمایشگاه مسعود در تهران، بیمارستان بقیه 
الله و علوم پزشکی ایران بودند، جمع آوری گردید و تمامی نمونه 
کشت  کاستاندا  اختصاصی  کشت  محیط  در  بالینی  خون  های 

داده شد.
کشت: به منظور جدا سازی باکتری از خون، کشت در محیط 
دو فازی کاستاندا انجام شد. محیط کاستاندا از دو قسمت مایع و 
جامد تشکیل شده، که گلبول های قرمز لیز شده )رسوب داده( 
و تولید گاز مشخص کننده رشد باکتری می باشد. از هر فرد 5 
ميلي ليتر خون گرفته شد که بلافاصله به محیط کشت کاستاندا 
اضافه گردید و محیط های کاستاندا در دمای C37◦  به مدت  

 21تا ۳۰ روز در انکوباتور قرارگرفته شد.
در  ارائه شده  روش   استخراجDNA: استخراج  DNA طبق 
کیت استخراج DNG Plus(DNA( از شرکت سیناژن انجام 

شد.
اختصاصی     پرایمرهای  از  روش  این  طی   :PCR انجام 
و  ›B4:5  -TGGCTCGGTTGCCAATATCAA-3’
  B5:5’-CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG-3’
از  بازی  قطعه 223 جفت  تکثیر یک  به  منجر  که  استفاده شد 
 )BSCP31( دالتونی  کیلو   31 پروتئین  یک  کننده  کد  توالی 
در تمام گونه های استاندارد بروسلا و نیز نمونه های خون کامل 
از  استفاده  با  و  میکرولیتر  در حجم 25   PCR واکنش  گردید. 
Master mix )خریداری شده از شرکت Ampliqon( بر روي 
جدا  طور  همين  و  خون  از  شده  استخراج   DNA هاي  نمونه 
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محيط کشت، صورت گرفت. پس  در  يافته  رشد  کلني  از  شده 
پرايمرها  ويژگي  و  PCR، حساسيت  اوليه  بهينه شدن ست  از 
تعيين و شرايط براي آزمايش نمونه ها آماده شد. برنامه دستگاه 
از   PCR نتیجه  تائید  برای   .)15( بود  زير  قرار  به  ترموسايکلر 

سوش های استاندارد دانشگاه علوم پزشکی ایران استفاده شد.
یک  هر  از  میکرولیتر   5 الی   4 آگارز:  ژل  روی  الکتروفورز   
تعیین  جهت  گرفت.  قرار  چاهک   درون    PCR محصولات  از 
وزن باندها 2 میکرولیتر مارکر bp100 )يكاژن( نیز همراه نمونه‌ 
ها ران گردید )از سایز مارکر جهت تائید قطعه PCR استفاده 
 90 ولتاژ  با  دقیقه   15-30 مدت  به  ها  نمونه  سپس  گردید(. 
الکتروفورز شد. نتيجه بر روي دستگاه ايلومينيتور UV  مشاهده 

و نتايج ثبت گرديد. 
93°C    for 5 minInitial denaturation

40 cyclesThermo-Cycle file

90°C for 1 minDenaturation

60°C for 1 minAnnealing

72°C for 1 minExtension

72°C for 10 minFinal extension

8ºCstore

PCRبرنامه استفاده شده برای  

یافته ها
نتایج نمونه گیری: نتایج کشت 100 نمونه خون مورد بررسی 
به این شرح بوده است: تعداد 2 مورد )یعنی %2 موارد( مثبت 

می باشد.
با در نظر گرفتن روش کشت به عنوان استاندارد طلایی،حساسیت 
  86/73  % و   100% ترتیب  به  مطالعه  این  در   PCR ویژگی  و 

محاسبه گردید.

شماره نمونه کشت
1-100 -

7-5 به جز +
نتایج کشت مربوط به 100 نمونه مورد بررسی

نتایج PCR: 100 نمونه خون مورد بررسی به این شرح بوده 
است: تعداد 15 مورد )یعنی %15 موارد( مثبت می باشد. پس از 
انجام PCR نتایج به دست آمده حاکی از شناسایی و تشخیص 
می  مشاهده  قابل   1 در شکل  بیماران  از  بروسلاهای جدا شده 

باشد.

شکل1: رنگ آمیزی ژل آگارز با )يكاژن(          

  Safe View-I DNA Stain

 نمونه4، 6، 8 : نمونه های خون منفی نمونه

5، 7، 9، 10: نمونه های خون مثبت 223 جفت بازی

بحث
بروسلوزيس بيماري حيوانات اهلي و وحشي مي باشد که مي 
تواند از طريق مستقيم و غير مستقيم به انسان نيز منتقل شود. 
علائم و نشانه هاي بروسلوزيس انساني اختصاصي نيستند. )18، 
13، 12( در حقيقت تشخيص بروسلوزيس نمي تواند بر اساس 
نشانه هاي باليني باشد، زيرا مي تواند با بيماري هاي ديگر هم 
چون مالاريا، تيفوئيد و لپتوسپيروز اشتباه گرفته شود. بنابراين 
تشخيص اين ميکروارگانيسم توسط محيط کشت، يا به وسيلة 
روش هاي سرولوژي و مولکولي لازم مي باشد.)17،10 ( در این 
مطالعه 2 نمونه با روش کشت و 15 مورد PCR از نمونه های 
خونی بیماران مشکوک به بروسلوز جداسازی گردید. در مطالعه 
اي که توسط خسروي و همکارانش در سال ۲۰۰۶ انجام شده 
گونه هاي بروسلا ملي تن سيس و آبورتوس با استفاده از روش 
اين  هاي کشت و PCR از بيماران جداسازي شده است. طي 
بررسي 30 نمونه  بیمار مبتلا به بروسلوز مورد بررسی قرارگرفت 
که در روش کشت، حساسيت تشخيص آن به ميزان ۲۶ درصد 
بوده است، اين نتيجه در حالي است که در مطالعة حاضر از خون 
بیماران مشکوک به بروسلوز استفاده گرديد که  درصد تشخيص 
  PCR آن 2 درصد است. هم چنين در مطالعه خسروي از روش
نيز براي تشخيص بيماري بروسلوز استفاده شده است که به ميزان 
 ۹۳درصد در شناسايي بروسلا در بيماران بروسلوزي مؤثر بوده 
است، در حالي که ميزان حساسيت روش PCR مورد استفاده در 
مطالعة حاضر در تشخيص بیماران مشکوک به بروسلوزيس 100 
درصد است که بیان گر حساسیت روش  PCR می باشد و این 
اختلاف حساسیت احتمالا به دلیل نوع پرایمرهای استفاده شده 
می باشد.)Rabab )9 و همکاران در سال 2000، بر روی 50 
نمونه خون، بررسی بیماری بروسلوز را انجام دادند. از 17 نمونه 
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خونی مبتلا به بروسلا 8 نفر بروسلوز مثبت شناسایی شدند که 
بیان گر حساسیت %100 این روش می باشد. روش محیط کشت 
خونی در همه آن ها وجود بروسلا را تشخیص نداد در حالی که  
روش PCR، چهار باند را در افراد بدون علائم در معرض شغلی 
شناسایی کرد.)16( در مطالعه حاضر با توجه به 100 نمونه بیمار 
مشکوک به بروسلوزیس 15 نمونه PCR مثبت شدند که نشان 

دهنده حساسیت 100 درصد آن می باشد. 
و  کشت  تکنیک  مقایسه  با   ،2013 درسال  همکاران  و  میرنژاد 
سیس  تن  ملی  بروسلا  تشخیص  جهت   Multiplex PCR
 160 مطالعه  این  در  نمود.  استفاده  خون  کشت  از  آبورتوس  و 
نمونه خون مورد بررسی قرارگرفت که 76 )47/5%( مورد مثبت 
گزارش شد.)14( اين نتيجه در حالي است که در مطالعة حاضر 
از 100 نمونه خون مشکوک به بروسلوز استفاده گرديد که درصد 
و ميزان حساسيت  است  درصد   2 روش کشت  با  آن  تشخيص 
به  مشکوک  بیماران  در تشخيص  مورد استفاده   PCR روش 
  PCR بروسلوزيس 100 درصد است که بیانگر حساسیت روش

می باشد. 

نتیجه گیری
محدودیت   PCR با تکنیک   بنابراین روش کشت در مقایسه   
هایی دارد، روش کشت قادر نیست مقادیر کم باکتری را شناسایی 
نماید در صورتی که تکنیک PCR  می تواند حتی در حد 10 
نانوگرم از  DNA را تشخیص دهد، بنابراین نتیجه منفی کشت 
اوقات شرایطی  گاهی  باشد.  نمی  ارگانیسم  وجود  عدم  بر  دلیل 
مانند خشکی، تأخیر در انتقال نمونه و یا آلوده شدن  نمونه به 
کشت  نتایج  لذا  نموده،  عمل  باکتری  ی  بازدارنده  عامل  عنوان 
به طور کاذب منفی خواهد شد و هیچ رشدی در محیط کشت 
مشاهده نمی گردد. میزان حساسیت روش PCR در مقایسه با 
بالاتر )100 درصد( به دست آمده است  به مراتب  روش کشت 
و لذا توانایی این روش در تشخیص صحیح و سریع افراد بیمار 

بسیار بیش تر از روش کشت می باشد.

سپاسگزاری
این مطالعه با کمک و حمایت بخش میکروب شناسی و مولکولی 
مقاله  اين  نويسندگان  که  شده  انجام  تهران  مسعود  آزمایشگاه 
بدين وسيله تشکر و قدرداني خود را از اين آزمایشگاه ابراز مي 

دارند.
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