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و  های مولكوليو مقایسه روش تنسیسملی بروسلابررسي وضعیت آلودگي به 
 در یكي از مراکز پرورش سگ اطراف تهران غیر مولكولي تشخیصي آن
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چکیده
ک بیماری توجه به آن به عنوان ی که اقتصادی در ایران استبهداشتی و  های مهمییکی از بیمار تنسیسبروسلا ملیبروسلوز ناشی از     

در یک مرکز پرورش سگ در بروسلا ملیتنسیس  هدف از این مطالعه بررسی وضعیت آلودگی به  باشد.اهمیت میحایز زئونوز بسیار 
و انتخاب بهترین  هادر سگبروسلا ملیتنسیس از های آزمایشگاهی مختلف برای تشخیص عفونت ناشی روشاطراف تهران و مقایسه 

و کشت(، سوآب واژن )برای انجام  PCRخون کامل )برای انجام آزمون های نمونه  .بوده است ها( برای تشخیص سریع عارضه)روش
ود موج ماده قلاده سگ 14از  (2ME) مرکاپتواتانول 2و   رزبنگال، رایتهای سرولوژی و نمونه سرم )برای انجام آزمون (PCR آزمون
آوری شد. جمع سقط کرده بود، بروسلا ملیتنسیسکه در آن یک قلاده سگ ماده به علت عفونت با  اطراف تهرانپرورشگاه سگ در یک 
خون  هایکشت تمام نمونه  .گرفته شد PCRبرای انجام آزمون  پرورشگاهاز تنها قلاده سگ نر آن و خون کامل  منینمونه بر آن افزون 
نه نمو 7 به ترتیب نمونه( 14) های مادهخون و سوآب واژن اخذ شده از سگ هاینمونهانجام شده بر روی  PCRآزمون  در  .بودمنفی 

 م مواردپلکس، در تماگونه به روش مولتی طراحی شده که با استفاده از پرایمرهای مشاهده شددرصد( مثبت  1/57نمونه ) 8درصد( و  50)
های ماده برای آزمون سرم جداسازی شده از سگ 14از آزمون سرولوژی اساس نتایج  بر تشخیص داده شدند.  بروسلا ملیتنسیس

د شان داننتایج حاصله   .شدتنها یک نمونه مثبت مشاهده مرکاپتواتانول  2و  رایتهای در آزمون وغربالگری رزبنگال، هشت نمونه مثبت 
یج ( بین نتا1)ضریب کاپا= یعملکرد عالدرصد بوده است و  100های سوآب واژن در نمونه PCRهای که حساسیت و ویژگی نتایج نمونه

وجود هایی که در مراکز پرورش قرار داشته، سگ دربروسلا ملیتنسیس های سوآب واژن در تشخیص نمونه PCRو رزبنگال آزمون 
و  انجام شودرزبنگال گیری از خون حیوان جهت انجام تست شود ابتدا نمونههای مشکوک به بیماری بروسلوز توصیه میدر سگ  دارد.

اخذ  PCR، نمونه سوآب واژن جهت انجام تست بروسلادر صورت مثبت بودن نتیجه، جهت تأیید تشخیص و نیز مشخص کردن سویه 
 شود.

 
 ، بروسلوزPCR، سگ، سرولوژی، بروسلا ملیتنسیس: کلمات کلیدی
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(Esmaeili et al, 2021) . بروسلوز اغلب در اثر ها در سگ

شود اما عفونت با سایر ایجاد میبروسلا کنیس با آلودگی 
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بروسلا و بروسلا آبورتوس مانند  بروسلاهای گونه

های در سگاین مورد  . نیز ممکن است رخ دهدملیتنسیس 

 ;Beehan, 2017) گزارش شده است (shepherds) گله

Esmaeili et al, 2021; Rezaei-Sadaghiani et al, 1996 .) 

های مکانیکی و بیولوژیکی بیماری ها ناقلسگجا که  از آن

جمله هستند و ممکن است عفونت را به سایر حیوانات از 

هایی که سگ ندگان و همچنین انسان منتقل کنند،نشخوارکن

شوند اغلب به بروسلوز های آلوده نگهداری میهمراه با گله

 ,Esmaeili et alشوند )مبتلا می بروسلا ملیتنسیساز ناشی 

2021; Jamil et al, 2019 .)  بر آن، مصرف احشای افزون

-گرهطحال و  ها،نشخوارکنندگان کوچک مانند رحم، بیضه

 جای گرفتهها که ممکن است ارگانیسم در آن های لنفاوی

 (. Esmaeili, 2014خواهد شد ) رخداد عفونتباشد، سبب 

-گله کنار تقریباً همیشه در هاسگدر ایران جایی که  از آن

کنند و در تماس زندگی می کوچک های نشخوارکنندگان

 (Esmaeili et al, 2021) دو انسان هستن هاآننزدیک با 

بسیار  عنوان یک بیماری زئونوزبه  توجه به این بیماری

  باشد.حائز اهمیت می

معمول نیست و  هادر سگبیماری بالینی م یعلاچه  اگر    

 یانباشند، مبتلا بدون علامت ینتوانند ناقلاین حیوانات می

را  تورم اپیدیدیم و تورم مفاصلممکن است سقط جنین، 

روزهای  در فاصله زمانیتواند جنین می .  سقطدنشان دهن

درصد موارد  75آبستنی رخ دهد ولی در حدود  57تا  30

سقط  دهد. آبستنی رخ می 55تا  45این اتفاق بین روزهای 

یا  ایخونی، قهوه –جنین با ترشحات موکوسی، سروزی 

 Hollett, 2006; Megidخاکستری رنگ واژن همراه است )

et al, 2010.) 

-م بالینی نمیها را صرفاً با توجه به علایبروسلوز سگ    

های توان تشخیص داد بنابراین استفاده از روش

 آزمایشگاهی برای تشخیص قطعی بیماری ضروری است. 

ری، های آزمایشگاهی تشخیص قطعی بیمایکی از روش

های جنینی سقط از بافتجداسازی و کشت میکروارگانیسم 

باکتری  کشت باشد. یا خون می شده، ترشحات واژینال و

امنیت زیستی  3های با سطح بر است و به آزمایشگاهزمان

نیاز دارد زیرا این پاتوژن بر اثر انتقال از طریق آئروسل 

ای را برای سلامتی کارکنان آزمایشگاه ایجاد خطرات بالقوه

 Sam et al, 2012; Santos et al, 2021; Wallach) کندمی

et al, Wanke, 2004 .) سرولوژی هایروش انواع مختلف 

از نظر حساسیت  به منظور تشخیص بیماری وجود دارد که

ژن بسته به مرحله بیماری و آنتی وو ویژگی متفاوت است 

ایجاد موارد یا روش مورد استفاده برای آزمایش، منجر به 

 ذکر شده هایعلاوه بر روش د. شومثبت و منفی کاذب می

های تشخیص مولکولی همانند فاده از روشاست ،فوق

باکتری را  DNAکه  (PCR) ای پلیمرازواکنش زنجیره

 در چند سال گذشته افزایش یافته است. کند، شناسایی می

تر از کشت است و تحت تأثیر زنده ماندن این روش سریع

خون کامل نمونه  گیرد. باکتری یا آلودگی نمونه قرار نمی

های بافتی از نمونه . انجام این آزمایش استانتخابی برای 

 ,Santos et al, 2021; Wanke)توان استفاده نمود نیز می

2004.) 

بررسی وضعیت آلودگی در یک  هدف مطالعه حاضر    

-مقایسه روش مرکز پرورش سگ در اطراف تهران و متعاقباً

مختلف برای تشخیص عفونت ناشی از های آزمایشگاهی 

ها( )و انتخاب بهترین روش هادر سگبروسلا ملیتنسیس 

 بوده است. برای تشخیص سریع عارضه

 کار مواد و روش
ساله از  4، یک قلاده سگ ماده 1399در زمستان سال     

به بیمارستان از منطقه یافت آباد تهران نژاد ژرمن شپرد 

دانشکده دامپزشکی دانشگاه  درهای کوچک تخصصی دام

 ، تولهاین سگ روز قبل از مراجعه ارجاع داده شد.  ،تهران

ه ب گیریروز از زمان جفت 57خود را پس از گذشت  های

های قبلی زایمان که (، با اینstillbirthشکل مرده دفع کرد )

گرفتن  از پس . ه بودآمیز گزارش شدحیوان موفقیتاین 

از صاحب حیوان مشخص گردید که ایشان از  شرح حال

خود  پرورشگاههای جفت گوسفندان برای تغذیه سگ

در معاینات بالینی این حیوان به جز  استفاده نموده است. 

از   ، مورد غیر طبیعی دیگری مشاهده نشد.واژنترشحات 
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نمونه سوآب و خون وریدی  دو نمونه سگ مورد اشاره

با استفاده  ی آزمایشگاهی نخست،در بررس .تهیه شدواژینال 

آزمایش حاصل از نمونه خون فاقد ماده ضد انعقاد، از سرم 

بروسلا ) بروسلاهای ضد پادتنبرای بررسی وجود  رزبنگال

انجام شد ( آبورتوس، بروسلا ملیتنسیس و بروسلا سوئیس

گونه بروسلا  DNAسپس  . بود مثبت این تستکه نتیجه 

های خون کامل و سوآب بر روی نمونه PCR تست با انجام

شناسایی گردید و مشخص شد عامل بیماری  واژینال

بروسلا که  به علت آن بوده است. بروسلا ملیتنسیس 

در انسان است، از  بروسلازاترین گونه بیماری ملیتنسیس

قلاده سگ  14) مرکز های نگهداری شده در آنسایر سگ

خون وریدی لیتر پنج میلی(، سال 5ماه تا  10با سن  ماده

سرولوژی  هایآزمونبرای انجام بدون ماده ضد انعقاد 

لیتر خون دو میلی(، (مرکاپتواتانول 2و ) رایت ،رزبنگال)

انجام وریدی حاوی ماده ضد انعقاد سیترات سدیم برای 

PCR نمونه سوآب واژن برای انجام  نیز و کشت وPCR  و

 آوری گردید. جمع)سیتولوژی(  دوره فحلیتعیین مرحله 

 پرورشگاهاز یک قلاده سگ نری که در آن همچنین، 

حاوی ماده ضد وریدی لیتر خون دو میلی ،شدنگهداری می

گرفته  PCRبرای انجام  منیو نمونه  انعقاد سیترات سدیم

 3000) های خون به روش سانتریفیوژ کردنسرم نمونه  شد.

 ,Sharma et alجداسازی شد ) دقیقه( 10دور به مدت 

درجه  20 دمای منفی ( و تا زمان آزمون سرولوژی در2018

در آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشکده دامپزشکی سلسیوس 

 .شدنگهداری دانشگاه تهران 

 

 آزمون سرولوژی

با توجه به مثبت شدن آزمایش رزبنگال در یک قلاده     

اخذ  نمونه 14) سرمهای نمونه نخستالذکر، سگ ماده فوق

 بروسلاهای ضد از نظر وجود پادتن (های مادهشده از سگ

( بر روی پلیت RBPTبا استفاده از آزمون رزبنگال )

 (. Gharekhani and Sazmand, 2019غربالگری شدند )

ژن مورد نیاز برای انجام این آزمون از مؤسسه تحقیقات آنتی

هایی نمونه سرم . شدسازی رازی ایران تهیه واکسن و سرم

های ها مثبت شده بود، با آزمونکه آزمون رزبنگال آن

بررسی  مرکاپتواتانول-2ای و تکمیلی رایت به روش لوله

-ها از سرم حیوانات رقتبه منظور انجام این آزمون شدند. 

روش انجام این  لوله تهیه شد.  7در  640/1تا  10/1های 

به جای  2MEدو آزمون مشابه یکدیگر بود اما در آزمون 

استفاده گردید مرکاپتواتانول -2سرم فیزیولوژی از بافر 

(Ghorbani et al, 2013; Sadeghi et al, 2022 .)  مواردی

برابر مرکاپتواتانول -2و  رایتهای که عیار پادتن در آزمون

تر بود، طبق لیتر یا بیشالمللی در میلیواحد بین 124با 

مثبت در نظر گرفته شد  OIEهای استاندارد روش

(Alamian and Dadar, 2020.) 

 

 منیهای خون، سوآب واژن و از نمونه DNAاستخراج 

 DNAها از کیت استخراج از نمونه DNAبرای استخراج     

 DNAاستفاده گردید و  )تهران، ایران( شرکت سیناکلون

درجه سلسیوس نگهداری  20منفی دمای استخراج شده در 

 شد.

 

 بروسلابرای تشخیص جنس و گونه  PCRآزمون 

محلول آماده و حاوی بسیاری از اجزای لازم برای تست     

PCR (PCR Mastermix ) ،از شرکت ویراژن )آمپلیکون

آزمون در حجم نهایی  دانمارک( به صورت آماده تهیه شد. 

میکرولیتر از  5/12میکرولیتری و با استفاده از  25

میکرولیتر از هر پرایمر )غلظت  1مسترمیکس آماده، 

کرولیتر آب می 5/7و  DNAمیکرولیتر از  3پیکومول(، 10

برنامه و نیز  PCRمراحل  ،پرایمرها . مقطر، آماده گردید

دمایی و زمانی برای جنس بروسلا و گونه های آبورتوس 

 نشان داده شده است Tables 1 & 2در  ملیتنسیسو 

(Sadeghi et al, 2022) .  از آب مقطر به عنوان کنترل منفی

( و 16Mسویه ) بروسلا ملیتنسیسهای مثبت و از سویه

( تهیه شده از کلکسیون 544سویه )آبورتوس بروسلا 

میکروبی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران به عنوان کنترل 

در دستگاه ترموسایکلر  PCRمراحل   مثبت استفاده گردید.

TC- 512 به منظور خواندن  ( انجام شد. تکنو، انگلستان
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 70به مدت  90، ژل آگارز دو درصد با ولتاژ PCRنتایج 

 100از مارکر   الکتروفورز شد. TBE 1Xدقیقه در بافر 

( هم Cat. No. SL7031 (PR901644))سیناکلون  جفت باز

بعد  های اختصاصی استفاده گردید. برای تأیید اندازه باند

 1( با غلظت MR7721Cآمیزی با اتیدیوم بروماید )از رنگ

لیتر، به صورت باند فلورسنت در دستگاه میکروگرم در میلی

به  ه شد. ترانس ایلومیناتور )بیور، آلمان( مشاهده و ذخیر

منظور تأیید نهایی یکی از موارد مثبت تعیین توالی شده و 

 در بانک ژنی ثبت گردید.

 
Table 1: Oligonucleotide primer sequences and PCR conditions for  

Brucella melitensis diagnosis 

Molecular weight Sequence Primer 
223bp 

F: TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 

R: CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG 
B4 

B5 
498bp F: GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC 

R: TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT Br.a 

731bp F: AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 

R: TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT Br.m 

 
Table 3: PCR for detection of Brucella sp. And multiplex PCR for detection of B. abortus and melitensis 

(temperature and time programes) 

Cycles Time °c Phase Strain 

1 5 min 94 Initial denaturation  

 

Brucella sp. 
 60 sec 94 Denaturation 

39 45 sec 58 Annealing 

 60 sec 72 Extension 

1 10 min 72 Final Extension 

1 5 min 94 Initial denaturation  

B. abortus and 

melitensis 
 60 sec 94 Denaturation 

34 45 sec 56 Annealing 

 60 sec 72 Extension 

1 2 min 72 Final Extension 
 

 

 

 

 های خونکشت از نمونه

همراه با انتخابی بروسلا براث های خون در محیط نمونه    

واحد  2500ب )میکسینهای پلیبیوتیکمکمل رشد با آنتی

الملل(، واحد بین 12500الملل(، باسیتراسین )بین

 250گرم(، نالیدیکسیک اسید )میلی 5000سیکلوهگزامید )

الملل(، ونکومایسین واحد بین 50000)گرم(، نیستاتین میلی

( گلستاناکسوئید، باسینگ استوک، انگرم( )میلی 1000)

درجه  37روز در دمای  5کشت داده شد و به مدت 

داخل گرمخانه قرار درصد  10اکسید کربن سلسیوس با دی

 منتقلپس از آن به محیط انتخابی بروسلا آگار  . داده شد

درجه سلسیوس با  37و به مدت یک هفته در دمای  گردید

 ,Dadar et alدرصد نگهداری شد ) 10کسید کربن ادی

2019.) 
 

 ژی واژنسیتولو

ای و لام میکروسکوپ از با استفاده از یک سوآب پنبه    

و با کمک  دامی واژن اسمیر تهیه گردیدمخاط قسمت ق

میکروسکوپ نوری وضعیت جمعیت سلولی آن و مرحله 

 ,Davidson, 2019; Lopate) سیکل استروس بررسی شد

2017). 
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 نتایج
 های سرولوژینتایج آزمون

 های ماده برای آزمونسرم جداسازی شده از سگ 14از     

 3غربالگری رزبنگال، هشت نمونه مثبت مشاهده شد که 

د.  ( را نشان دادن3نمونه آن آگلوتیناسیون با شدت بالا )+

د واح 34ای یک نمونه با عیار پادتن در آزمون رایت لوله

احد و 40لیتر، یک نمونه با عیار پادتن المللی در میلیبین

احد و 48لیتر، یک نمونه با عیار پادتن المللی در میلینبی

واحد  212لیتر، یک نمونه با عیار پادتن المللی در میلیبین

تن نمونه نیز بدون عیار پاد 4لیتر و المللی در میلیبین

نمونه با عیار  2هم کاپتواتانول مر-2در آزمون  مشاهده شد. 

ار پادتن نمونه با عی 1لیتر، المللی در میلیواحد بین 34پادتن 

 212دتن نمونه با عیار پا 1لیتر، المللی در میلیواحد بین 48

پادتن  نمونه هم بدون عیار 4لیتر و المللی در میلیواحد بین

 گزارش گردید.

 

 PCRنتایج آزمون 

ایمرهای نتایج به دست آمده از این آزمون با استفاده از پر    

B4  وB5  نمونه خون اخذ شده از سگ 14نشان داد که از-

نال، نمونه سوآب واژی 14درصد( و از  50نمونه ) 7های ماده، 

ه دهندبوده که نشان bp223درصد( واجد باند  1/57نمونه ) 8

نمونه خون اخذ شده از  (. Figure 1)است  بروسلاجنس 

 PCRدر آزمون دوگانه   سگ نر نیز همین نتیجه را نشان داد.

-انبودند که نش bp731های مثبت واجد باند نیز تمامی نمونه

نتیجه آزمون  (. Figure 2)است  بروسلا ملیتنسیسدهنده 

PCR اخذ شده از سگ نر، منفی بود. منی نمونه 

 

 نتایج کشت

های انتخابی بروسلا آگار، پس از یک هفته بررسی محیط    

های ماده از نمونه خون اخذ شده از سگ 14شدند.  تمامی 

 نظر کشت منفی بودند.

 

 
Figure 1:  PCR results for identification of 

Brucella spp. 

 

 
Figure 2: Multiplex PCR results for detection of 

B. melitensis. 
 

 سیتولوژی واژن

های ماده نشان بررسی اسمیرهای واژن تهیه شده از سگ    

سوآب  PCRاز هشت قلاده سگی که نتیجه آزمون داد که 

ها مثبت شده بود، یک قلاده در مرحله واژن آن

استروس و پنج قلاده پرواستروس، دو قلاده در مرحله دی

تمامی  در مرحله آنستروس سیکل استروس قرار داشتند. 

ها منفی شده سوآب واژن آن PCRمواردی که نتیجه آزمون 

 . بودندچرخه فحلی مورد(، در مرحله آنستروس  6بود )

های اخذ نمونههای انجام شده بر روی آزمونکلی نتایج 

 نشان داده شده است. Table 3اده در های مشده از سگ
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Table 3: Results of blood, vaginal swab samples and vaginal cytology for antigen detection of Brucella 

infection of kennel dogs 

Vaginal 

cytology 
Vaginal 

swab PCR 
Blood 

PCR 2ME Wright RBPT Blood 

Culture Sample 
anestrus + + - - + - 1 
proestrus + - 34 34 + - 2 
anestrus - - - - - - 3 
diestrus + + 212 212 +++ - 4 
diestrus + + 48 48 +++ - 5 
anestrus + + - - ++ - 6 
anestrus - - - - - - 7 
anestrus - - - - - - 8 
anestrus + + - - + - 9 
anestrus - - - - - - 10 
anestrus + + 34 40 +++ - 11 
anestrus - - - - - - 12 
anestrus + + - - ++ - 13 
anestrus - - - - - - 14 

 

 محاسبه حساسیت، ویژگی، ارزش پیشگویی مثبت،برای     

-تست نتایج حاصل از، ارزش پیشگویی منفی و ضریب کاپا

استاندارد عنوان ه آزمون رزبنگال ب های مختلف تشخیصی با

دهد که با نشان می Table 4نتایج   .شدندطلایی مقایسه 

وجود بالا بودن درصد ویژگی و ارزش پیشگویی مثبت دو 

حساسیت این آزمون ، مرکاپتواتانول -2آزمون رایت و 

دهد نشان می( -5/0ضریب کاپا منفی ) ضمناً پایین است. 

و برای ردیابی  مناسب نیست آزمونکه عملکرد این دو 

 قابلیت ندارد. تنسیسبروسلا ملی

 
Table 4: Results of absolute and relative frequency of samples in Rose-Bengal, Wright and 2-ME tests in a 

kennel dog in suburb of Tehran- Iran 

Total Negative Positive RBPT 

 

Wright & 

2ME % Frequency % Frequency % Frequency 

7.1 1 0 0 12.5 1 Positive 

92.9 13 100 6 87.5 7 Negative (& 

Suspected) 
100 14 100 6 100 8 Total 

Se (Sensitivity) = 12.5%       Sp (Specificity) = 100%   PPV (Positive Predictive Value) = 100% 

NPV (Negative Predictive Value) = 46.2% 

Kappa Coefficient= -0.5 
 

دهد که حساسیت، ویژگی و نشان می Table 5یج نتا    

خون این آزمون  PCRارزش پیشگویی مثبت و منفی آزمون 

دهد که عملکرد نشان می 86/0ضریب کاپا  ضمناً بالا است. 

 ملیتنسیس بروسلااین تست عالی است و برای ردیابی 

 بالایی دارد. قابلیت
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Table 5: Results of absolute and relative frequency of samples in Rose-Bengal and blood PCR tests in a 

kennel dog in suburb of Tehran- Iran 

Total Negative Positive RBPT 

 

Blood PCR % Frequency % Frequency % Frequency 

50 7 0 0 87.5 7 Positive 

50 7 100 6 12.5 1 Negative (& 

Suspected) 
100 14 100 6 100 8 Total 

Se (Sensitivity) = 87.5%       Sp (Specificity) = 100%   PPV (Positive Predictive Value) = 100% 

NPV (Negative Predictive Value) = 85.7% 

Kappa Coefficient= 0.86 
 

حساسیت، ویژگی و  دهد کهنشان می Table 6یج نتا   

های نمونه PCRارزش پیشگویی مثبت و منفی آزمون 

نشان  1ضریب کاپا  ضمناً است.  درصد 100 سوآب واژن

 دهد که عملکرد این تست عالی است و برای ردیابی می

 بالایی دارد. بروسلا ملیتنسیس قابلیت

 
Table 6: Results of absolute and relative frequency of samples in Rose-Bengal and Vaginal swab PCR tests 

in a kennel dog in suburb of Tehran- Iran 

Total Negative Positive RBPT 

 

Vaginal swab 

PCR % Frequency % Frequency % Frequency 

57.1 8 0 0 100 8 Positive 

42.9 6 100 6 0 0 Negative (& 

Suspected) 

100 14 100 6 100 8 Total 
Se (Sensitivity) = 100%       Sp (Specificity) = 100%   PPV (Positive Predictive Value) = 100% 

NPV (Negative Predictive Value) = 100% 

Kappa Coefficient= 1 
 

 بحث

مشترک  ییایباکتر هاییماریب نیتراز مهم یکیبروسلوز     

از  یاریبس دارد.  یجهان تیانسان و دام است که اهم نیب

در حال  قادر به آلوده کردن انسان هستند.  بروسلاهای گونه

بروسلا ملیتنسیس، بروسلا آبورتوس و بروسلا حاضر 

همچنان به عنوان عامل اصلی بیماری بروسلوز در  سوئیس

از میان این  شود. می انسان در سراسر جهان در نظر گرفته

در  بروسلازاترین گونه بیماری بروسلا ملیتنسیس  عوامل

 Alباشد )آن نیز شدیدتر می انسان است و بیماری ناشی از

Jindan, 2021; Golshani & Buozari, 2017; Lingam et 

al, 2020; Zhu et al, 2020 .) ،بررسی  در مطالعه حاضر

وضعیت آلودگی در یک مرکز پرورش سگ در اطراف 

های آزمایشگاهی مختلف برای روش تهران همراه با مقایسه

ها مورد در سگ بروسلا ملیتنسیستشخیص عفونت با 

 مقایسه قرار گرفته است.

سوآب  PCRکه به منظور مقایسه روش  ایمطالعهدر     

 بروسلا کنیسخون در تشخیص عفونت با  PCRواژن با 

قلاده  67قلاده از  19در که نشان داده شد انجام شده بود، 

، که نتایج کشت میکروبی خون و سگ مشکوک به عفونت

سوآب واژن  PCRنتیجه  ،ها منفی بوده استسوآب واژن آن

منفی بوده  خون PCRآزمون  مثبت بوده در حالی که نتیجه

اخیر مطالعه  اساس نتایج بر  .(Keid et al, 2007a) است

سوآب واژن تست مناسبی  PCRنشان داده شد که آزمون 
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های مشکوک به برای تأیید تشخیص بروسلوز در سگ

ها منفی خون آن PCRهایی که نتیجه ویژه آن عفونت، به

در  بروسلاکه حضور باکتری  با توجه به این  .است ،شده

 یابد، های مزمن کاهش میای است و در عفونتخون دوره

نمونه خون به این بستگی دارد که حیوان در فاز  PCRنتایج 

  باکتریمی است یا خیر و آیا عفونت مزمن است یا خیر.

نمونه خون ممکن است تحت  PCRنتایج  ،علاوه بر آن

 ,Mol et alها قرار بگیرد )بیوتیکتأثیر استفاده از آنتی

، مطالعه حاضر نشان اخیر خلاف نتایج مطالعه بر (. 2020

های سیتولوژی واژن، در نمونه PCRمورد مثبت  8داد که از 

 Table) اندهای خون مثبت بودهنمونه PCRنمونه از نظر  7

این تفاوت در توجیه  . و تنها یک نمونه منفی بوده است (5

و زمان  بروسلاتوان گفت که احتمالاً فاصله زمان ابتلا به می

تر از مطالعه طولانی اخیرها در مطالعه گیری از سگنمونه

و سرعت  ها(مزمن بودن بیماری در این سگ) بوده حاضر

باشد و مخاطات می زتر ادر خون سریع بروسلاپاک شدن 

اک شده از خون پ گیریدر زمان نمونه عامل این بیماریلذا 

با توجه به حساسیت و ویژگی بالای این تست  بنابراین  بود.

-در نتایج مطالعه حاضر، می 86/0ل و نیز ضریب کاپا معاد

در سگ بهره  بروسلا ملیتنسیستوان از آن در تشخیص 

   .گرفت

 منیبر روی نمونه  PCRدر مطالعه حاضر نتیجه آزمون     

این در حالی است که  اخذ شده از سگ نر منفی گردید. 

 تنسیسبروسلا ملیخون این حیوان،  PCRدر آزمون 

بروسلا  در مطالعات مختلف تشخیص داده شده بود. 

، گاو منیبر روی نمونه  PCRبه وسیله آزمون  ملیتنسیس

 ;Amin et al, 2001) و قوچ شناسایی شده استگاومیش 

Dehkordi et al, 2014; Kaushik et al, 2006 .)  بروسلا

ها به سگ منینیز در مطالعات مختلف از نمونه  کنیس

 ,Keid et al) تشخیص داده شده است PCRوسیله آزمون 

2007b; Kim et al, 2006; Volkweis et al, 2018) . 

برای تشخیص بروسلوز، قبل از  PCRتوسط  منیارزیابی 

گیری حیوان نر و ماده و نیز انجام تلقیح اقدام به جفت

 ,Keid et al) باشدمصنوعی، بسیار حائز اهمیت می

2007b .) عامل ایجاد کننده جایی که  در مطالعه حاضر از آن

بر روی  PCRبود، با انجام آزمون  بروسلا ملیتنسیسعفونت 

 که تا توضیح آن  .شدسگ نر، نتیجه آن منفی  منینمونه 

از منی  بروسلا ملیتنسیسکنون گزارشی مبنی بر جدا شدن 

بروسلا این پاتوژن بر خلاف  سگ نر وجود ندارد و احتمالاً
 با این  شود.تواند وارد دستگاه تناسلی سگ نر نمیکنیس 

رسد که مطالعات تجربی برای بررسی نظر میه حال ب

( در کنیسبر نوع  )علاوه بروسلاهای ضور انواع سویهح

 منی سگ مورد نیاز است.

روش  بروسلاچه استاندارد طلایی برای تشخیص  اگر    

بر بودن و خطرناک بودن این زماندلیل ه ب کشت است، اما

روش، به علاوه وجود نتایج منفی در کشت به دلایل 

-به محیطهای متناوب باکتریمی، نیاز دورهمختلف از جمله 

فازیک و های دیهای کاملاً اختصاصی مانند محیط

های بودن باکتری، وجود آلودگیکاستاندا، سخت رشد 

های ها و روشها، به کارگیری محیطثانویه در نمونه

نامناسب، مقدار کم باکتری در خون و زنده نبودن باکتری 

 ,Volkweis et alرود )جزء معایب این روش به شمار می

های خون در مطالعه حاضر، نتایج کشت از نمونه (. 2018

ایین بودن مقدار باکتری در همگی منفی گزارش شدند که پ

به حضور  بروسلانمونه، زنده نبودن ارگانیسم و میل باکتری 

این   .باشد آنتواند از دلایل منفی شدن می در داخل سلول

های دیگر استفاده از روش این مطالعهدر حالی است که در 

مطالعات  ، نتایج متفاوتی را به دنبال داشته است. PCRمثل 

متفاوت بودن نتایج حاصل از کشت باکتری و مختلف نیز 

اند و سرولوژی را نشان داده PCRها مثل سایر روش

(Gupta et al, 2006; Ilhan et al, 2008; Sharma et al, 

، 2013و همکاران در سال  Alikhaniدر مطالعه  (. 2018

 بروسلوز در انسان، روشنشان داده شد که برای تشخیص 

PCR  خون حساسیت و ویژگی بالاتری در مقایسه با روش

 PCRنمونه مثبت  11، از مطالعه اخیردر  کشت خون دارد. 

در   .در محیط کشت جداسازی شده بود نمونه 7خون، 

نیز نشان داده شد  2009سال  و همکاران در Keidمطالعه 

خون و یا اسمیر واژن  PCRقلاده سگی که نتایج  25 که در
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ن منفی نتایج کشت خو مثبت شده بود، بروسلاها از نظر آن

 .بوده است

که برای اولین  مطالعه حاضراز دیگر نتایج مورد توجه     

واژن  بسوآاز نمونه  PCRشود، تست مثبت بار اعلام می

وس، ستروس، استرادر تمامی مراحل سیکل فحلی )پرو

 این . (Table 3) باشدمی استروس و آنستروس( سگید

گیری در فازهای معناست که محدودیتی از نظر نمونهن به آ

این باکتری  PCRمختلف سیکل فحلی برای انجام تست 

یید دیگری بر استفاده از نمونه وجود ندارد که خود تأ

عنوان یک تست مطلوب با کارایی بالا در ه واژن ب بسوآ

 که نکته قابل توجه این است.  بروسلا ملیتنسیستشخیص 

در مادیان  جنیتالیساکویی تایلورلا برای جدا کردن باکتری

گیری از به این عفونت، بهترین زمان نمونهمشکوک 

که در  باشد چرا، فاز استروس میدستگاه تناسلی ترشحات

 McKinnon) سایر فازها احتمال منفی کاذب وجود دارد

et al, 2011.) 

مانند  های سرولوژیتشخیص بروسلوز با روش    

از قدیم مورد توجه بوده  مرکاپتواتانول 2رزبنگال، رایت و 

-موارد مثبت کاذب ممکن است به علت وجود آنتی است. 

یرسینیا مانند  بروسلا ا ها بهای مشترک برخی از باکتریژن
ایجاد  سالمونلا و سپتیکابرونشی بوردتلا، انتروکولیتیکا

در  (. Gall and Nielsen, 2004; Ilhan et al, 2008شوند )

ری، زمان زایمان، وجود نقص مواردی نیز مانند اوایل بیما

ها، نتایج منفی کاذب بیوتیکآنتی و تجویز ایمنی سیستم

مطالعات مختلفی   (.Quinn et al, 2011)شود مشاهده می

های سرولوژی و مولکولی را در تشخیص بروسلوز روش

در مطالعه  اند. با یکدیگر مقایسه نموده مختلفحیوانات در 

Mol  همراه نتیجه آزمون رزبنگال ، 2020و همکاران در سال

که در  بروسلا کنیس های آلوده بهسگمرکاپتواتانول -2با 

، منفی نده بوددادخون نتیجه مثبت را نشان  PCRآزمون 

، نشان 2011و همکاران در سال  Al-Garadi مطالعه در  .شد

 بروسلابرای تشخیص  PCRداده شد که حساسیت آزمون 

باشد اما تر از آزمون رزبنگال میدر بزها بیش ملیتنسیس

و  Talebkhan-Garoussiدر مطالعه   .تر استویژگی آن کم

گله های آلودگی به بروسلا در سگ 1997در سال  همکاران

 بروسلاآلودگی با  2018در سال  و نیز های مشهدگاوداری

-2رزبنگال، رایت و ی )های سرولوژآزمونسط در گربه تو

های موجود در های ولگرد و گربهدر گربه (مرکاپتواتانول

 مشهدو نیز مراکز پرورش گوسفند در اطراف  هاگاوداری

های خانگی از نظر تیتر گربه در این مطالعه . نشان داده شد

های موجود در مراکز پرورش اما سگ منفی بروسلاسرمی 

این   بودند. ملیتنسیسوده به بروسلا لسنتی گوسفند، آ

آلودگی حیوانات خانگی موضوع اهمیت بهداشت در عدم 

   دهد.را نشان می

 PCRدر مطالعه حاضر در مواردی که نتیجه آزمون     

سوآب واژن مثبت شده بود، نتیجه آزمون رزبنگال نیز مثبت 

بنابراین حساسیت و ویژگی این دو آزمون در این  . شد

های سایر تست . (Table 6) مطالعه با یکدیگر برابر است

سوآب واژن  PCRسرولوژی نتایج متفاوتی با نتیجه آزمون 

فقط  از مطالعه حاضر، نتایج به دست آمدهبرابر  اند. داشته

ها مثبت شده در یک مورد از مواردی که آزمون رزبنگال آن

از  مرکاپتواتانول-2و  رایتهای عیار پادتن در آزمونبود، 

و مثبت  تر شده بودلیتر بیشالمللی در میلیواحد بین 124

عیار ها سگمواردی که در آزمون رایت   در نظر گرفته شد.

به عنوان لیتر بود، المللی در میلیواحد بین 48و  40پادتن 

مورد مشکوک تفسیر شدند و تنها موردی که در آزمون 

المللی واحد بین 34عیار پادتن آن  مرکاپتواتانول-2و رایت 

به  عیار پادتن منفی در نظر گرفته شد. لیتر بود، در میلی

باشد، می IgGو  IgMمربوط به  رایتدست آمده در آزمون 

-2از بافر که  مرکاپتواتانول-2در حالی که در آزمون 

از بین  IgMهای شود، مولکولاستفاده می مرکاپتواتانول

اندازه بنابراین هم شود. گیری میاندازه IgGروند و تنها می

گر بیان (مرکاپتواتانول-2آزمون رایت و  عیار پادتن دربودن 

های موجود در این موضوع است که تمام ایمونوگلوبولین

باشد بوده است و بیماری یک بیماری مزمن می IgGنمونه 

(Hajia, 2018.)  دو تست نشان داد که  حاضر نتایج مطالعه

 برای تشخیص( مرکاپتواتانول-2و  رایتآزمایشگاهی 
 ، از حساسیت مطلوبی برخورداردر سگ بروسلا ملیتنسیس
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دهد که عملکرد نشان می -5/0معادل ضریب کاپا و  نیستند

بروسلا این دو تست مناسب نیست و برای ردیابی 

 قابلیت ندارد. ملیتنسیس

مختلف در  یهاتستدست آمده از ه توجه به نتایج ب با    

به  های مشکوکگردد که در سگاین مطالعه پیشنهاد می

گیری از خون حیوان جهت بیماری بروسلوز، ابتدا نمونه

در صورت مثبت بودن نتیجه،  تست رزبنگال انجام شود و

، بروسلایید تشخیص و نیز مشخص کردن سویه جهت تأ

 در  شود.اخذ  PCRتست انجام واژن جهت  سوآبنمونه 

برای مثبت شدن کشت نمونه خون جایی که  از آنضمن، 

که ممکن  دلیل آنه باید حیوان در فاز حاد بیماری باشد و ب

است مدت زمان زیادی از شروع درگیری گذشته باشد 

)حالت مزمن بیماری( و اطلاعاتی از زمان شروع بیماری 

به علت آن که انجام کشت در دسترس نباشد و از طرفی 

 هایلویتوا این روش تشخیصی جزء، بر استخون زمان

 باشد.تشخیص بیماری بروسلوز در سگ نمی

 

 تشکر و قدردانی
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Abstract 
    Brucellosis caused by Brucella melitensis is one of the important health and economic diseases in Iran is very 

important to pay attention to it as a zoonotic disease. The aim of the study was to investigate B. melitensis infection 

in a kennel dog and also to compare different laboratory methods to diagnose Brucella melitensis infection in 

dogs. In this study, the whole blood samples (for PCR and culture), vaginal swabs samples (for PCR tests) and 

serum samples (for Rose Bengal, Wright and 2 mercaptoethanol tests) were obtained from 14 bitches at a kennel, 

in which a bitch had been aborted due to Brucella melitensis infection. Also, the whole blood sample and semen 

sample were obtained from the only male dog of this kennel for PCR test. Finally, the data obtained from these 

tests were analyzed by calculating the sensitivity and specificity as well as the Kappa coefficient. Bacteriological 

culture results of all blood samples were negative. The PCR results of seven blood samples (%50) and eight vaginal 

swab samples (%57.1) obtained from 14 bitches were positive. By using PCR primers, B. melitensis were identified 

in all positive samples. In the serological test, out of 14 sera obtained from bitches for the Rose Bengal screening 

test, eight positive samples were observed, but only one positive sample was observed in Wright and 2 

mercaptoethanol tests. The results showed that the sensitivity and specificity of PCR test in vaginal swab samples 

was 100% and there is an excellent performance (kappa coefficient = 1) between the results of the Rose Bengal 

test and PCR of vaginal swab samples in the diagnosis of Brucella melitensis in dogs. In dogs suspected of 

brucellosis, at first it is recommended to take a sample of the animal's blood to perform the Rose Bengal test, and 

if the result is positive, to confirm the diagnosis and to determine the strain of Brucella, then a vaginal swab sample 

should be taken to perform the PCR test. 
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