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 چکیده 
خزن مهای گوناگون باکتری بروسلا، سویه ملیتنسیس با های زئونوز است که در میان سویهبروسلوز از مهمترین بیماری سابقه و هدف:

شود که با ایجاد سقط و کاهش تولید شیر در گوسفند، سبب ترین عامل تب مالت در انسان محسوب میگوسفندی، حادترین و شایع
های نگردد. پیشگیری بیماری با شناسایی و کنترل مخزن بیماری، مهمترین اولویت سازماکلات اقتصادی در دامپروری میمش

ندی در ط گوسفبهداشتی به منظور ریشه کنی کامل بروسلوز است. در این مطالعه به شناسایی  بروسلا ملیتنسیس از موارد سق
 گنبد کاووس پرداختیم. شهرستان

ز کیت تجاری ابا استفاده  DNAجنین سقط شده گوسفند نمونه تهیه گردید سپس استخراج  57از محتویات شیردان  کار:روش
 رار گرفتند.قمورد آزمون  PCR های اخذ شده به وسیله استخراج ژن انجام گردید و به منظور شناسایی بروسلا ملی تنسیس، نمونه

 ه بروسلا ملیتنسیس بودند.ب( آلوده %5/17مورد ) 10اخذ شده در شهرستان گنبدکاووس، نمونه  57نشان داد از  PCR نتایج  ها:یافته
ی، ه کنی بیمار، به منظور پیشگیری و ریشگنبد کاووس شهرستانبا توجه به شناسایی موارد مثبت بروسلوز در گوسفندان  گیری:نتیجه

 های شهرستان ضروری است.ارد مثبت در سطح کل دامحذف مو وهای آموزشی برای دامداران، واکسیناسیون برگذاری کلاس
 گنبد کاووس های سقط شده گوسفند، شهرستانبروسلا ملیتنسیس، جنین واژگان کلیدی:

 

 

 

 مقدمه

شود و ایجاد می بروسلاهای خانواده بروسلوز توسط باکتری

(. بیماری 1بیماری مشترک بین انسان و حیوان است)

هزار  500ی که سالیانه حدود گسترش جهانی دارد به طور

شود، که به علت وجود مخزن مورد ابتلا انسانی گزارش می

های فروان و صرف حیوانی، متاسفانه علی رغم تلاش

های بالا به منظور کنترل بیماری، بروسلوز در منطقه هزینه

(. بیماری در 2خاورمیانه و کشورمان ایران اندمیک است)

ش تولید شیر و نازایی حیوانات سبب سقط جنین، کاه

گردد و باکتری از طریق مصرف محصولات لبنی آلوده، می

تماس مستقیم پوست، مخاطات، گوشت و خون آلوده حیوان 

شود و علائمی چون خستگی، درد ستون به انسان منتقل می

 های لنفاوی، تب و تعریق را در ها، کاهش وزن، تورم عقدهمهره

 

 

 

که مخزن آن گوسفند و بز است،  سملیتنسیسویه (.3پی دارد)

شایعترین عامل بروسلوز است که بیماری حاصل از آن در 

(. هر 4کند)ها شدیدتر و حادتر بروز میانسان از سایر سویه

چند بیماری در برخی از کشورها چون آمریکا، کانادا، استرالیا 

و پرتغال با اتخاذ تصمیماتی چون تست و کشتار و 

ا ریشه کن شده است اما در ایران به دلیل هواکسیناسیون دام

مرزهای طولانی و عدم نظارت بر ورود دام، عدم اجرای منظم 

و مداوم سیاست تست و کشتار و پراکندگی جمعیت دامی 

هنوز موارد بالای بروز بیماری از نقاط مختلف کشورمان 

(. متاسفانه به علت برخی مشکلات از 6و  5شود)گزارش می

های مبتلا به بروسلوز در و کشتار گوسفند تست 1383سال 

 کشورمان متوقف شده است که این خود احتمال گسترش 
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قات (. تحقی7بیماری را در جمعیت دامی کشور بالا برده است)

 بر نشان داده است ضعف برنامه در مهار بروسلوز که با تکیه

 به واکسیناسیون در گوسفند و بز استوار است و با کم توجهی

ر سیستم مراقبت و آگاهی از آخرین تغییرات شیوع بیماری د

ی ر و ریشه کنی بیمارنتواسته در مها ٬حیوانات همراه است

باشناسایی بروسلوز در (.8نقش حداکثر خود را ایفا کند)

های خطر بیماری تعیین های گوسفند، علاوه براینکه کانونگله

ها از شیوع بیماری گرددو با واکسیناسیون به موقع داممی

ت انسانی و دامی پیشگیری می گردد تا ضمن بالابردن بهداش

ثر ها نیز قدمی مؤان اقتصادی دامداریجامعه، در ارتقا راندم

های ن(. با توجه به حاصل خیز بودن مراتع استا9برداشته شود)

شمالی، اشتغال بالای مردم به دامداری به خصوص 

فی گوسفندداری، مهاجرت عشایر و نیاز ضروری به تحقیقات کا

ن (، سبب شده در ای10بر روی موارد بروسلوز منجر به سقط)

های سقط از جنین ملیتنسیساسازی بروسلوز مطالعه به جد

 دازیم.بپرگنبد کاووس  شده گوسفندان، در شهرستان

 روش کار 

گنبتد کتاووس  طتی     با همکاری شبکه دامپزشکی شهرستتان 

متوارد ستقط جنتین     95تتا اردیبهشتت ستال     94مرداد سال 

نمونته   57گوسفندی ارجاع شده به شبکه دامپزشتکی شتامل   

ر شرایط استریل  محتویات شیردان آنها جنین جمع آوری و د

 (.11گهداری گردید)ن -20اخذ گردید و در دمای 

 S سویه نوع مختلف از مراحل در استفاده مورد مثبت کنترل

 تخفیتف  زنتده  19واکستن  ،بروستلا  جتنس  مورد در طرح این

  (.11بود) ابورتوس بروسلا یافته حدت

توستط   دهشت  عرضته  ویژه کیت از استفاده ، باDNAاستخراج 

 High yield DNA purification kit))  سیناژن شرکت

DNPl گرفت.یک میلی لیتتر از شتیرابه شتیردان در     صورت 

rpm  3000  دقیقه سانتریفوژ گردید و سپس  5به مدت 

 

 

 کیتت  همتراه  شتده  ارائه مطابق دستورالعمل استخراج مراحل

ارزیتابی   و مختلتف  بررستیهای  از (.پتس 11شتد)  انجام مذکور

مراحتل   دمتای  و متواد  ترکیب و میزان نظر از گوناگون الاتح

انتدازی شتد.    راه مولکولی آزمایشات گانه دو قسمتهای مختلف

نشتان داده شتده استت.     1پرایمرهای طراحی شده در جتدول  

 سنتز آغازگرها توسط شرکت پیشگام انجام شد.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Reference Microorganism 
Product 

length 
Primers Gene 

(Unver et 

al., 2006) 
Brucella 

melitensis 
731 bp 

F:AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA 
B. melitensis 

IS711 
R:TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT 
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بته میتزان     PCR buffer 10xبتا استتفاده از    PCRآزمون 

 1بتته میتتزان   MgCl2 میلتتی متتول   50میکرولیتتتر، 75/0

میکرولیتتر، از هتر    75/0به میتزان    dNtp(Mix)میکرولیتر، 

 میکرولیتتتر، 2بتته میتتزان  DNAر، میکرولیتتت 5/1پرایمتتر 

polymerase taq DNA u/ml5   15/0بتتتته میتتتتزان 

 25میکرولیتتر، بته حجتم کلتی      15میکرولیتر، آب به میتزان  

تهیه حجم فتو  و ستانترفیوژ    زمیکرولیتر صورت گرفت. پس ا

ها، آنها را در داخل دستگاه ترمتو ستایکلر قترار داده    کردن لوله

هتم   PCRو برنامه دمایی  (Eppendorf)ساخت شرکت شد 

دقیقته در   4به این صورت بود: مرحله واسرشت اولیه به متدت  

 30درجه سانتی گتراد صتورت گرفتت و بتدنبال آن      94دمای 

 بته  سیکل واسرشتت  30طی این  سیکل دمایی انجام شد. در

سانتی گراد، مرحلته اتصتال    درجه 94 دمای در دقیقه 1 مدت

 57ثانیته در دمتای    40( بته متدت   Annealingپرایمر هتا ) 

ثانیته   40( به متدت  Extensionسانتی گراد ومرحله امتداد )

درجه سانتی گراد صورت گرفت. و در نهایت بعتد   72در دمای 

دقیقته در   10از اتمام سیکل ها امتداد نهایی نمونه ها به مدت 

 (.11درجه سانتی گراد صورت پذیرفت) 72دمای 

میکرولیتتر آب   1000، پس از روشن و کالیبره کردن دستتگاه 

در کووت مخصوص اضتافه و میتزان    Blankمقطر را به عنوان 

سپس به همان حجم قبلی ولی این بتار بتا     .جذب صفر گردید

 995که به وسیله  DNAمیکرولیتر از نمونه  5محلولی شامل 

را در کتووت  ( 1:200رقتت  ) میکرولیتر آب مقطر رقیتق شتده  

غلظتت و همننتین خلتوص    دستگاه ریخته و در ادامته مقتدار   

DNA     استخراج شده بر اساس نسبت جتذب نتوری در طتول

جذب نوری برابر .خوانده شد nm280 به  nm260 موج های 

 DNA میکروگترم   50معتادل   nm260 با یک در طول موج 

 (.11)دو رشته ای در یک میلی لیتر آب مقطر است

استتخراج شتده و محصتولات     DNA برای مشتاهده کیفیتت   

استفاده  %2از روش الکتروفورز با ژل  PCR ز واکنش حاصل ا

شد. به منظور ساخت ژل الکتروفتورز مناستب و دارای ویژگتی    

 های لازم برای بارگذاری، پتس از حتل کامتل آگتارز در بتافر      

TAE(1X)     به کمک حرارت و شفاف شتدن محلتول ) بترای

(، لازم است TAEمیلی لیتر بافر 100گرم آگارز برای  2مثال 

را برای مدتی در دمای اتا  گذاشته تا خنک شتود. پتس از   آن 

قرار دادن شانه ها درون سینی الکتروفورز، محلول خنک شتده  

 به آرامی و تاجایی که قسمتی از ارتفاع شانه ها را بپوشاند به 

 

درون سینی ریخته می شود. پس از سرد و سفت شدن محلول 

بر  ا از چاهک هایو تشکیل ژل، شانه را به آرامی خارج کرده ت

. جای مانده به عنوان محل قرار دادن نمونه هتا استتفاده شتود   

سپس سینی حتاوی ژل بته تانتک الکتروفتورز منتقتل و بتافر       

TAE(1X)  به میزانی که ژل و چاهک ها را بپوشاند به درون

به حجتم   PCR تانک اضافه گردید. سپس محصولات واکنش 

ی رون چاهتک هتا بارگتذار   میکرولیتر، با استفاده از سمپلر د 5

جفتت بتازی استتفاده شتد.      100شد. در این آزمایش از مارکر 

 220ولتت و   80ولتاژ و جریان دستگاه الکتروفورز بته ترتیتب   

م دقیقه تنظتی  75میلی آمپر بود و مدت زمان بارگذاری در ژل 

بارگذاری شده، بر استاس وزنتی کته     PCR گشت. محصولات 

متفاوتی را روی ژل طی کرده  داشتند در زمان یکسان مسافت

 با و به این ترتیب محصولات بارگذاری شده مشخص شدند. ژل

 ا( رنگ آمیزی شد و بmg/ml10بروماید ) از اتیدیوم استفاده

متاورا    نتور  ( زیتر  BIO RADاستفاده از دستتگاه ژل داک ) 

 (.11) گردی ثبت و مشاهده نتایج و بررسی بنفش

نتی بیوتیک، شکم زایش میش در تحقیق حاضر سابقه تجویز آ

و سن جنین به عنوان متغیرهای مستقل درنظر گرفته شتدند،  

ن ارتباط بین متغیرهای مستقل با متغیر وابسته )آلودگی جنتی 

( توسط آزمتون دقیتق فیشتر    بروسلا ملیتنسیسسقط شده به 

بترای شتتیوع آلتتودگی بتتا   %95بررستی شتتد. حتتدود اطمینتتان  

ا محاسبه شد. تجزیه و تحلیتل هت  ای استفاده از توزیع دو جمله

انجام گرفت. سطح  23نسخه  SPSSبه کمک نرم افزار آماری 

 در نظر گرفته شد. P >05/0معنی داری 

 هایافته

نمونه جنین سقط شده  گوسفند  57در این مطالعه از مجموع 

( 95تتا اردیبهشتت ستال     94ماه )مرداد سال  7اخذ شده طی 

، تعتداد  PCRتست قطعتی   در شهرستان گنبد کاووس، پس از

درصد تا  7/8:  %95درصد، با حدود اطمینان  5/17نمونه ) 10

مثبتت بودنتد    ملیتنستیس  بروستلا درصد( از نظر وجود  9/29

(. در ایتن مطالعته   ملیتنستیس  بروستلا جنس  PCR -1)شکل 

هیچ یک از میش های سقط کرده بر علیته بروستلوز واکستینه    

ارتباط بین شیوع بروسلوز و متغیرهای مستقل در نشده بودند. 

 شیاطلاعات مربوط به شکم زانشان داده شده است.  2جدول 

بین متغیرهتای  ارتباط  در دسترس بود. شیم 21تنها در مورد 

و سن جنتین   شیشکم زامستقل )سابقه مصرف آنتی بیوتیک، 

 دار نبود یمعن یاز نظر آمار بروسلاآلودگی به  با سقط شده(
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ملیتن بروسلاجنس  PCR( 1شکل 

 
 
 
 
 
 
 

 

 در جنین های سقط شده مورد بررسی بر حسب متغیرهای مستقلسلا ملیتنسیس برو( شیوع آلودگی با 2جدول 

تعداد حیوانات  سطوح متغیر متغیر مستقل

 مورد بررسی

 P Value حیوانات آلوده به بروسلوز

شیوع  تعداد حیوانات آلوده

 آلودگی)درصد(

سابقه مصرف 

 آنتی بیوتیک 

 571/0 5/12 1 8 مصرف آنتی بیوتیک

 4/18 9 49 ف آنتی بیوتیکعدم مصر

شکم زایش میش 

 سقط کرده

 667/0 1/7 1 14 یک شکم زایش

 0 0 7 چند شکم زایش

سن جنین سقط 

 شده

 554/0 0 0 3 نیمه اول جنینی

 5/18 10 54 نیمه دوم جنینی

 
 

 

 

 

 

 

 

 



  

85، شماره  چهارمو  ستی، سال ب یریو گرمس یعفون یها یماریفصلنامه ب  

 31____________________________________________________________ سیتنسیمل و بروسلا یسقط شده گوسفند یها نیجن

 بحث

در ایران در موارد سقط باکتریایی گوسفندان، بروسلوز ملی تنسیس 

در کنار کمپیلوباکتر فتوس و کلامیدوفیلا آبورتوس بیشترین شیوع 

ی هم خراسان شمالی و و اهمیت را دارند  و در موارد انسان

های شیوع بروسلوز های شرقی استان گلستان به عنوان کانونقسمت

باشند و در این مطالعه نیز میزان موارد مثبت در موارد مطرح می

(. با توقف برنامه شناسایی و 12تعیین شد) %5/17سقط گوسفندی 

 1383های گوسفندی از سال حذف موارد مثبت بروسلوز در گله

ازمان دامپزشکی کشور و مطالعات در کشورهای پیشرفته توسط س

دهد گسترش بیماری از فرم شغلی چون آمریکا و آلمان که نشان می

 4/0به فرم غذایی تغییر یافته و کشندگی بیماری برای انسان از 

درصد افزایش پیدا کرده است، نیاز به مطالعاتی چون  5/6درصد به 

خطر از نظر شیوع بروسلوز هم از تحقیق ما به منظور تعیین نقاط 

نظر بهداشت عمومی اهمیت داشته و هم از نظر حذف و ارتقا 

-Garin(. 14و  13اقتصادی دامداری کشور مهم بوده است)

Bastuji  و همکارانش معتقد هستند تکنیکPCR روش جدیدی ،

و همننین شناسایی  بروسلابرای تشخیص باکتری سخت رشد 

تواند در شناسایی سیار مؤثر است که میهای این باکتری بسویه

 (. 15در موارد سقط گوسفند و بز استفاده شود) ملیتنسیس بروسلا

دهد استان گلستان از نظر شیوع بروسلوز مطالعات کشوری نشان می

های بسیار آلوده در گوسفندان با موارد مثبت متوسط، بین استان

ون کرمان و فارس هایی با آلودگی پایین چمانند مرکزی و استان

قرار دارد که با تعداد موارد مثبت شناسایی شده در بین گوسفندان 

(. صادقی و 8شهرستان گنبدکاووس در این مطالعه هم خوانی دارد)

شیوع بروسلوز در گوسفندان  1389تا  1385های همکاران طی سال

درصد اعلام کردند که بیشترین آلودگی در  44/9استان مازندران 

درصد گزارش گردید که میزان  35/15ن ساری با میزان شهرستا

های استان آلودگی شهرستان گنبد کاووس کمی بالاتر از شهرستان

تا  بروسلاباشد و محققین عواملی چون افزایش زنده مانی مجاور می

 سال در شرایط آب و هوایی استان، قاچا  دام و آگاهی ناکافی  5/2

 

(. قره خانی 10وع بیماری مؤثر داستند)دامداران از بیماری را در شی

های نمونه جنین سقط شده در گله 61و همکاران نشان دادند از 

(. 2تشخیص داده شد) ملیتنسیس بروسلامورد،  12همدان، در 

تا  1383بررسی بروسلوز در گوسفندان قبل از کشتار طی سال 

 درصد گوسفندان 4/53در استان آذربایجان غربی نشان داد  1384

در  2011در سال   Atesو Aras(.  16مثبت تشخیص داده شدند)

نمونه جنین سقط شده گوسفندی میزان  86ترکیه نشان دادند از 

(.  17ملیتنس آلوده بودند) بروسلادرصد به  28نمونه معادل  24

Abdelbaset  و همکارانش با مطالعه آلودگی بروسلوز در

در دو استان اسیوط و المینا مصر در  2017گوسفندان طی سال 

 30) %87/15حاشیه رود نیل نشان دادند میزان آلودگی گوسفند 

 60(. گزارشات حاکی است طی 18نمونه( بود) 189نمونه از مجموع 

ها در روسیه که اسینون کلی دامسال اخیر با اجرای برنامه واکسین

میلیون گوسفند را شامل شده است میزان  8سالیانه  بیش از 

هزار مورد کاهش  4هزار مورد به  725بروسلوز در گوسفندان از 

 (.19یافته است)

  گیرینتیجه

ملی تنسیس در گوسفندان شهرستان  بروسلابا شناسایی موارد 

ها شهرستان و آموزش مگنبد، ضروری است واکسیناسیون کلی دا

های بهداشت های آتی اداره دامپزشکی و شبکهدامداران در برنامه

 شهرستان قرار گیرد.

 تشکر و قدردانی

ها و همکاری ریاست اداره بدین وسیله نویسندگان از تلاش

 نمایند.دامپزشکی استان گلستان تقدیر و تشکر می
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