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  چكيده
ن ي اوعي شي براکياندم از مناطق يکي راني در اک عامل عمده زئونوز بوده و استان کردستانيس يبروسلوز :و هدفزمينه 

وع ي شيبه منظور بررس يباکترن يا يها گونه نييع و تسي بروسلوزماراني ب بروسلا ازين مطالعه جداسازيهدف از ا.  استيماريب
  . باشد ي مها در استان کردستان هين سويا

هر  . از خون انجام گرفتيريگ  نمونهد سنندجيمارستان توحيکننده به ب  مراجعهمي علاي دارا بروسلوزماري ب۶۰  از:بررسيروش 
 ،مدتن ياپس از  .قرار گرفت روز ۵به مدت  C۳٧◦ يي دماطيح شده و در شراي تلق(BACTEC)  کشت خونطي در محنمونه
 و PCRروش  رشد کرده، يها يص باکتري تشخي سپس برا و شدکشت داده روز ۳به مدت ط بروسلا آگار ي محيها رو نمونه
 ي رنگها مختلف ازيها  رقتيدارا يها طي محي گرم و رشد رويزيآم داز، رنگيکاتالاز، اکس ،H2Sد ي اوره آز، توليها تست

  .   ديگردزاستفاده يها نين باکتري اةن گونيي تعي برايون اختصاصيناسي آگلوتن از روشيهمچن.  انجام شدنين و فوشيونيتا
، کل ييايميوشي بيپس از انجام تستها. شد يجداساز  بروسلاسوش ۱٨ ،يماران بروسلوزي از ب نمونه خون گرفته شده۶۰از: ها يافته
جزو سوش  ۱۴شان داد که ون نيناسيج آگلوتي نتا. شدهشناخت ک تا سهيووار ي با بسي تنسيبروسلا مل  به عنوان جدا شدهيهايباکتر

  . باشند ي م۳وار ي جزو ب سوش٤س و ي تن سي بروسلا مل۱وار يب
 يو تلاش برا  بالا بوده در استان کردستانسي تن سيبروسلوز با عامل بروسلا مل وعيشدهد که  ين مطالعه نشان ميا: يريگ جهينت
  . باشدين باکتري اي برايد اختصاصيباه ن منطقيدر ا ين باکتري ايشه کن سازير
    PCR، انان کردستتاس، ن گونهييبروسلا، تع يجداساز :ها د واژهيکل

  ١٧/٣/٩٠ :     پذيرش مقاله١١/٣/٩٠ :      اصلاحيه نهايي٧/١١/٨٩ :وصول مقاله
  

  مقدمه
 هستند ي گرم منفيها لي بروسلا کوکوباسيها گونه

وانات ي در حيدرارکه به صورت فلور نرمال دستگاه ا
 وجود  مانند گاو، بز، گوسفند، سگ و خوکياهل

 است اما ي رشد هوازي داراين باکتريچند ا هر .دارند
 CO2  درصد۱۰ يط داراي آن در شرايها  گونهيبرخ

ه در چهارگونه بروسلا وجود دارد ک.  دارنديشتريرشد ب
، melitensis:که شامل  کنند ي ميماريجاد بيانسان ا
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  …هاي  جدا سازي و تعيين گونه      ٢

۱۳۹۰پائيز / دوره شانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

abortus، suisوcanis  س يس تنيملگونه  .)۱( باشند يم
، گونه آبورتوس در گاو، گونه شتر در گوسفند و بزيب

س در سگ مشاهده شده يس در خوک و گونه کنيسو
 يها وجود آمده در انسان توسط گونهه عفونت ب .است

س يبروسلوز يماريبمختلف بروسلا به نام 
(Brucellosis)رض قرار  که با در معشود ي شناخته م

 با ي و تنفسي، پوستيق خوراکيگرفتن انسان از طر
ن ي ا.ديآ ي آنها به وجود ميها وردهآوانات آلوده و فريح
گر قابل يشخص د به ي از شخصي به طور نادريماريب

س، يفلي سل و سيهايماري همچون ب.)۲( ت استيسرا
ده ي در انسان دينين فرم  باليتواند با چند يس ميبروسلوز

 هفته بوده اما در ۳ تا ۲ معمولاً يماريره نهفته بدو. شود
م ي از علا.)۳( کشد ين ماه طول ميماران تا چندي بيبرخ

توان به تب، لرز، عرق  يماران بروسلوز ميمعمول در ب
 . و کاهش وزن اشاره نمودي، خستگيياشتها يشبانه، ب

باشد اما در صورت  ي بروسلوز در کل کشنده نميماريب
 يتواند مشکلات ي ميماريمزمن شدن بص و يعدم تشخ

م ي به علت نبود علا.)۴( مار به وجود آوردي بي برايجد
م آن به ي و شباهت علايمارين بي در اياختصاص

 ين سخت رشد بودن باکتريگر و همچني ديها يماريب
ن ي چند.باشد ي مشکل ميمارين بيص ايبروسلا تشخ

ستفاده س ايماران بروسلوزيص بي تشخيروش متداول برا
 ي خونةکشت نمون ي روشها آنهاةگردد که از جمل يم
درصد   ۹۰ تا ۵۳زان يت آن به ميباشد که حساس يمار ميب

 يتوان به انواع تستها يگر مي دياز روشها. ر استيمتغ
 در هنگام . اشاره کردPCRو   ELISA ،ونيناسيآگلوت

ص بروسلوز به ي تشخيط کشت، برايعدم وجود شرا
 ي و تستهايکي سرولوژيروشهاطور معمول از 

 Rose)تست رز بنگال . شود يون استفاده ميناسيآگلوت

Bengal) ص ي تشخيکي سرولوژيها  از روشيکي

ش يله آزمايباشد که مثبت شدن آن به وس يبروسلوز م
 ين تستهايا. دگرد يد مييون سرم تأيناسيآگلوت
 يپوپليها با لي باديون بر اساس واکنش آنتيناسيآگلوت

ها ي بادين آنتيا). ۵( باشد يد صاف بروسلا ميارساک
ماران وجود داشته و ي در سرم بيمدت زمان طولان

 در مناطق يماريوع بيزان شي مي بررسيص آن برايتشخ
د شده بر ضد ي تولي باديآنت. ت استيز اهميک حاياندم

 به اتصال به ياديل زيد صاف بروسلا تماي ساکاريپوپليل
ا ينيرسيگر همچون ي دي گرم منفيهايباکتر

سلا ي و فرانسيا کوليو کلرا، اشرشيبريکا، ويتيانتروکول
ا يش اتصال اشتباه ين باعث افزايس داشته و هميتولرانز

Cross Reactionز بالا يتمال پاسخ کاذب ن بوده که اح
 از امکان واکنش متقاطع يري جلوگيبرا .)۶ و۷( رود يم

 اساسبر mercaptoethanol-2روش ،IgM يهاي باديآنت
 يهاي بادي آنتيکنندگ نهي آگلوتي اختصاصيريگ اندازه
IgGماران مزمن از تست ي بيبرا. رود ي به کار م

Coombsت ي حساسيشود که به مراتب دارا ي استفاده م
از ي به علت نيني باليشگاههاي اما اکثر آزما، استيبالاتر

ن تست از آن ي انجام ايزات برايداشتن به مهارت و تجه
 از لحاظ PCR ي روش مولکول).٨( کنند يتفاده نماس

در  .کند يط کشت بهتر عمل ميت از روش محيحساس
ت و ي مطالعات گزارش شده است که حساسيبرخ

س به يص بروسلوزي در تشخPCR بودن روش ياختصاص
 بروسلا يها ن گونهيي تعي برا.)۹(  است درصد۹٨زان يم

، CO2از به ينتست اوره آز، : ک مانندي کلاسياز روشها
ن، ين و فوشيوني تاي حاويها طي، رشد در محH2Sد يتول

توان  ي مي مولکوليز با فاژ و از روشهايون و ليناسيآگلوت
ا ي در دنيمارين بيا .)۹(  اشاره کردReal time PCRبه 

ا و به يقا، آسي که در آفري بوده به طوري گستردگيدارا
زان ي م.)۱(  داردييوع بالايانه شيخصوص منطقه خاورم
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  ٣      كيومرث رشيدي

 ۱۳۹۰پائيز / دوره شانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

 ۵/۱۰٧ تا ۵/۱ ران متفاوت و ازيس در ايوع بروسلوزيش
 يوع بالايش. باشد ي م۲۰۰۳در سال نفر  ۱۰۰۰۰۰از هر 

، ۵/٨۳، کردستان با ۵/۱۰٧ ب در همدان با يعفونت به ترت
 ۱۰۰۰۰۰ از هر۱/۶٧زنجان با و  ۴/٧۱ با يجان غربيآذربا

وع يک بودن شيبا توجه به اندم .)۱۰( نفر است
ن مطالعه يس در استان کردستان هدف از ايوسلوزبر

 يها  بروسلا از نمونهيها ص گونهي و تشخيجداساز
  کشت،يماران مشکوک به بروسلوز با روشهاي بيخون

 ييشناسا ي برا در استان کردستانPCR و ييايميوشيب
  . استکردستان بروسلوز در استان يعامل اصل

 
  يروش بررس

  .دبو يفي حاضر از نوع توصمطالعه
کننده  ماران مراجعهين مرحله بي اي ط:يريگ نمونه

 از ي توسط متخصص عفوند سنندجيمارستان توحيبه ب
عرق شبانه،  ب، لرز و هم چون تيميعلالحاظ 

 بروسلوز ي قبلة موارد داشتن سابقي در بعض ويياشتها يب
 خون مارانيت از بي پس از اخذ رضاد ويي تأنه ويمعا
   .)۱۱( ديجام گردانت يومبس رات و کيتست را  ويريگ

 نمونه تريل يلي م۱۰ از هر :يديي تأيها کشت و تست
ستم يتر آن بلافاصله به سي ليلي م۵ خون گرفته شده

 ۵اضافه شده و به ) رلندي اBACTEC )BDط کشت يمح
 استخراج ي اضافه شده و براEDTAگر آن يتر دي ليليم

DNAيها طيمح.  شديدار زر نگهي در فر BACTEC در 
 پس از زمان . روز انکوبه شد۳۰ تا ٧ يبرا C۳٧◦ يدما

  بروسلا آگاريت حاويک پلي يهر نمونه رومورد نظر 
)Merck(از يک سري پس از کشت . کشت داده شد 
گر در يت دي پليک سري و يط هوازيها در شرا تيپل

 ۴٨ش از ي انکوبه شده و به مدت بيط کم هوازيشرا
ط کم يه شراي تهي برا.رفتندقرار گ C۳٧◦ يدر دما ساعت

 . استفاده شد)Merck( شرکت C  از گاز پکيهواز
 گرم، يزيآم  رشد کرده از لحاظ شکل، رنگيها يکلون

 کاتالاز و ،)Merck( H2Sد ي، تول)Merck(اوره آز
  .)۱۱ و ۱۲(  شدنديداز بررسياکس

 DNA استخراج يبرا :DNAاستخراج 
 از  ط کشتي محي روي رشد کرده باکتريها يازکلون
 را ين روش چند کلوني ايط.  استفاده شدBoilingروش 

ر حل کرده و در بن ي آب دو بار تقطμl۵۰۰برداشته و در 
پس . قه قرار گرفتي دق۱۰ در حال جوش به مدتيمار

 از μl۵ قه، ي دق۳به مدت g ۱۲۰۰۰وژ در دوريفياز سانتر
 مورد استفاده قرار PCR  واکنشي نمونه براييع رويما

ماران يب خون کامل يها از نمونه DNAن ي همچن.فتگر
)  ژاپنTaKaRaت،يک( Salting Outز با روش ين

 و PCR واکنش يز براي نDNAن ياستخراج شده و از ا
  .)۱۳(  استفاده شدي ژنوم باکتريابيرد

 يمرهاين روش از پراي ايط :PCRانجام 
-F: 5'- CCAGCGCACCATCTTTCAGياختصاص

   و  '3
 R: 5'-TCGTTGCGCGTAAGGATGC-3'  

 يلودالتوني ک۳۱ن يک پروتئي که bcsp31 ژن يبرا
 بروسلا آبورتوس را کد ي خارجيمونوژن در غشايا
 بروسلا يها ن تمام گونهي آن در بيکند، که توال يم

 PCR حاصل از DNAقطعه . مشترک است، استفاده شد
حجم  ر دPCRواکنش. )۱۰(  جفت باز طول دارد۱۹٧

) ناژن، تهرانيس (PCR mix با استفاده از تر ويکرولي م۲۵
 ني استخراج شده از خون و همDNA يها  نمونهيبر رو

ط کشت، يافته در محيشد  ريشده از کلن طور جدا
، PCRه ي شدن ست اولنهيبهپس از  .)٨( صورت گرفت

 يط براين و شراييها تعمري پرايژگيت و ويحساس
کلر به ي ترموسابرنامه دستگاه. ها آماده شد ش نمونهيآزما
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  …هاي  جدا سازي و تعيين گونه      ٤

۱۳۹۰پائيز / دوره شانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

 درجه ۹۵ ي دماه دريون اولي دناتوراس:ر بوديقرار ز
 ۹۵ يون در دمايقه، دناتوراسي دق۵گراد به مدت  يسانت

 ۶۵ ينگ در دمايليه، اني ثان۴۵گراد به مدت  يدرجه سانت
 ٧۲ يگسترش در دماه، ي ثان۴۵گراد به مدت  يدرجه سانت
ا ه کليسمجموع ه که ي ثان۵۰گراد به مدت  يدرجه سانت

 از سوش PCR ةجيد نتيي تأيبرا .)۱۳ و ۱۴(  بود۴۰
 شده از پژوهشکده يداري خرRev-1استاندارد 

  .ز استفاده شدي تبريوتکنولوژيب
تر محلول يکروليم۱۵ : ژل آگاروزيالکتروفورز رو

PCR   يروفورز مخلوط و روتر از بافر الکتيکرولي م۳با 
جه بر ي نت،۱۱۰قه در ولتاژ ي دق۳۰پس از ژل قرار داده 

 ديج ثبت گردي مشاهده و نتاUVتورينيلومي دستگاه ايرو
)۱۵.(  

 :(Dye Tolerance Test)تست مقاومت به رنگ 
 ۵/۰ک رقت ي  جدا شدهي هر باکترة ساعت٧۲از کشت 

 هر يبراتر يکرولي م۱۰زان يو به م ه شدهيمک فارلند ته
 مقاومت به رنگ يها طي از محيي تا۶ ک ستيدر ت يپل

 آگار و BHI يت حاوي پل۳ يهر ست دارا. ح شديتلق
 ۱۰۰۰۰۰/۱،۵۰۰۰۰/۱: زانين به ميوني از رنگ تاييرقتها
 و  آگارBHI يت حاوي و دو پل۲۵۰۰۰/۱و 

ک ين و ي از رنگ فوش۱۰۰۰۰۰/۱،۵۰۰۰۰/۱يرقتها
.  به عنوان کنترل بدون رنگ در نظر گرفته شدتيپل
 CO2 د درص٧ در C۳٧◦ ط ي در شرا مورد نظريها تيپل

 مورد نظر هر يها تي پل. ساعت انکوبه شدند۹۶به مدت 
  .)۱۶ و۱۷( گرفتند ي قرار ميروز مورد بررس

 يها  سرمين روش از آنتيدر ا :ونيناسيتست آگلوت
A و Mجدا شده استفاده يهايص گونه باکتري تشخي برا 

  ).۱۶و ۱۷( شد
در اين مطالعه عيار تست رايت يک هشتادم معادل 

 واحد بين المللي آنتي بادي ۲۰۰ه بيش از چهار مثبت ک
  . است به عنوان تست مثبت براي بيماران ارزيابي گرديد

  
  ها يافته

روز از  ۱۰پس از گذشت :يديي تأيتستهاج ينتا
 بروسلا  مشکوک بهيها يکلون ، خونيها کشت نمونه

 گرم و يزيآم انجام رنگپس از . )۱شکل( مشاهده شدند
داز و اوره آز ي کاتالاز، اکسيها مثبت شدن تست

  ).۲شکل( ند شدي جداساز بروسلايهايباکتر
  

  

                  
  

   جدا شدهيهاي گرم باکتريزيرنگ آم : ۲ شکل       آگار خون دار  بروسلاط کشتيمح ي جدا شده رويهاي باکتريکلون :۱شکل 
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ج به دست اي نتPCRپس از انجام  :PCR جينتا
   جدا شده يص بروسلاهاي و تشخيياسا از شنيحاکآمده 

  ).۳شکل( باشد ي قابل مشاهده م۳در شکل ماران ياز ب
  

  
۱       ۲       ۳      ۴      ۵      ۶      ٨      ٧  

  
  

جفت  ۱۹٧ با محصول Rev-1سوش : ۲ستون ، ي جفت بازDNA ۵۰  يمارکر وزن: ۱ستون . ديوم برومايدي ژل آگاروز با اتيزيرنگ آم : ۳شکل 
نمونه : ٨ستون، ي جفت باز۱۹٧ با محصول  خونينمونه ها: ٧ و ۶ستون، ي جفت باز۱۹٧ با محصول  جدا شدهي هايباکتر: ۳،۴،۵ستون ، يباز

E.coli 
  

 يديي تأي تستهاپس از انجام :يريگ نمونهج ينتا
 ۱٨ نمونه گرفته شده، ۶۰ از مجموع PCR و ييايميوشيب

ن مطالعه مشخص ي در ا.دي بروسلا جدا گرديباکتره يسو
 PCRروش  و %)٢٣/٩٥ (ي سرولوژيشد که روشها

ص يت در تشخين حساسيشتري بيب داراي به ترت)%٧/٨٥(

 بوده و پس از آن کشت ي خونيها بروسلا در نمونه
 .باشد يم%) ٥٧/٢٨(خون 

 جدا شده يهايباکتر يبرا :ن گونهييتعج ينتا
ج آن در يتان گونه انجام شده که نيي مربوط به تعيتستها

  .شود ي مشاهده م۱جدول 
  

  ماراني بي خونيها  جدا شده از نمونهيبروسلاها ين گونه انجام شده برايي تعيج تستهاينتا: ١ جدول
  از بهين  دازياکس  کاتالاز H2Sد يتست تول  ن گونهييتع يها تست

CO2 
 يها رشد در رقت  اوره آز

 نيونيمختلف تا

 يرشد در رقتها
 نيمختلف فوش

Brucella melitensis – + + – + + + 

  
از ي و نH2Sد ين گونه نشان دهنده عدم تولييج تعينتا

ج رشد در ينتا.  جدا شده بودي بروسلا۱٨ در هر CO2به 
ن و يوني تاي مختلف از رنگهايها  رقتي حاويها طيمح

 در  جدا شدهي باکتر۱٨ز نشان دهنده رشد کل ين نيفوش
  .)۴شکل( باشد ي مختلف ميها رقت
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  .دهد يم رشد کرده را نشان ين باکتريي پايها تي گروه شاهد و پليي بالايها تيپل. چپراست به ن از ين و فوشيوني مختلف تايرقتها : ۴شکل 

  
 ۱۴ن روش يدر ا: يون اختصاصيناسيج آگلوتينتا

 M و يمنف Aون يناسي آگلوتي جدا شده دارايباکتر
 يداراگر ي جدا شده دي باکترچهار، و مثبت

ن يا. اند  سرم بودهيون مثبت به هر دو آنتيناسيآگلوت
و  ۱وار يسوش جدا شده جزو ب۱۴دهد که  يج نشان مينتا

  .باشند يس مي تن سي بروسلا مل۳وار ي جزو ب سوشچهار
  

  بحث
 ي و وحشيوانات اهلي حيماريس بيبروسلوز

م به ير مستقيم و غيق مستقيتواند از طر يباشد که م يم
س ي بروسلوزيها م و نشانهيعلا.  منتقل شودزيانسان ن

قت يدر حق. )۸و۱۸و۱۹( ستندي ني اختصاصيانسان
 يني باليها تواند بر اساس نشانه يس نميص بروسلوزيتشخ
ا، يگر همچون مالاري ديها يماريتواند با ب يرا مي ز،باشد

ص ين تشخي بنابرا.روز اشتباه گرفته شوديد و لپتوسپيفوئيت
 ةليا بوسيط کشت، يسم توسط محيکروارگانين ميا

 .)۲۰ و۲۱( باشد ي لازم مي و مولکولي سرولوژيروشها
 ي خونيها از نمونهبروسلا سوش  ۱٨ن مطالعه يدر ا

 PCR و ييايميوشي بيها تست ماران با روش کشت،يب
  به ده ـدا شـ جيهاـن کل سوشيهمچند ي گرديازـجداس
 يا لعه در مطا. شدندييشناساس ي تن سي گونه ملعنوان

   انجام ۲۰۰۶ و همکارانش در سال يکه توسط خسرو
  

  
س و آبورتوس با ي تن سي بروسلا مليها شده گونه

 يماران جداسازي از بPCR کشت و ياستفاده از روشها
ط ي از محروش کشت در ين بررسي ايط. شده است

ص يت تشخي کاستاندا استفاده شده که حساسياختصاص
 يجه در حالين نتي ا،ست بوده ا درصد۲۶زان ي به مآن

 BACTECط کشت ي حاضر از محةاست که در مطالع
شتر يب%) ٥٧/٢٨(ص آن يد که درصد تشخياستفاده گرد

ن در يهمچن . و همکارانش بوده استياز روش خسرو
 يماريص بي تشخيز براين PCR روش  ازيمطالعه خسرو

 در  درصد۹۳زان يبه مبروسلوز استفاده شده است که 
 ،ثر بوده استؤم يماران بروسلوزيدر ب وسلابر ييشناسا

 مورد استفاده PCRت روش يزان حساسي که ميدر حال
 بوده %٧/٨٥سيص بروسلوزي حاضر در تشخةدر مطالع

 استفاده شده يمرهايل نوع پراياست که احتمالاً به دل
 توسط ۲۰۰۵ که در سال يا در مطالعه. )۱۱( باشد يم

 اوره آز ياست تستهاملک نژاد و همکارانش انجام شده 
 در BACTECستم ين و سيدي آکريزيآم و رنگ

.  قرار گرفته استيص بروسلا در خون مورد بررسيتشخ
و دستگاه   BACTEC کشتستمي سازن مطالعه يدر ا

ماران استفاده شده است ي کشت خون بي برا۹۱۲۰مدل 
ن روش ين مطالعه نشان داده است که اي ايجه يکه نت

 ي در جداساز%۲/۴۲زان ي به مييت بالايحساس يدارا
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 کشت ةجيکه نسبت به نت ،)۲۲( باشد مي  از خونبروسلا
ن اختلاف يباشد که ا يشتر مي ب%)٥٧/٢٨(  حاضرةمطالع

 BACTEC  ل استفاده ما از روش کشتياحتمالاً به دل
.  بوده استيبدون استفاده از دستگاه و به صورت دست

 و يط ذوق توس۲۰۰٨گر در سال ي ديا در مطالعه
 بروسلا يها سمي ارگانصي و تشخي جداسازهمکارانش،

ن مطالعه از يدر ا.  قرار گرفته استيمورد بررسران يدر ا
ن و يوني تايهات به رنگيط کشت، حساسي محيروشها

ز با فاژ استفاده شده يون و ليناسيآگلوت  روش ونيفوش
ن مورد جدا شده بروسلا يشتري بين بررسي ايط. است

ن در يا .)۲۳(  بوده است۲ و ۱ يوارهايس و بي تن سيمل
 جدا شده يهاي ما کل باکترة است که در مطالعيحال

 و ۱وار يت آنها با بيس بوده و اکثري تن سيجزو گونه مل
  .اند  مشخص شده۳وار يه با بيبق
  
  يريگ جهينت

س ي تن سين مطالعه نشان داد که بروسلا مليج اينتا
ماران ي عفونت در بي عامل اصل۳ و ۱ يوارهايبا ب

  .باشد يبروسلوز در استان کردستان م
  

  يتشکر و قدردان
کروب يت گروه مين مطالعه با کمک و حمايا
 دانشگاه علوم ي دانشکده پزشکيمونولوژي و ايشناس

ن مقاله يسندگان اي انجام شده که نوکردستان يپزشک
 ابراز  از اين گروه خود رايو قدردانله تشکر ين وسيبد
  .نددار يم
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