
42
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص-  تابستان 1396- شماره36

مروري بر تكنيك‌هاي تشخيصي بروسلوزيس

چيكده
بروس��لوز با بس��ياري از تظاهرات باليني همراه است كه 
تش��خيص آن را كاري دش��وار ساخته اس��ت. حتي پس از 
گزارش اولين آزمون س��رولوژيكي براي بروسلوز، تكنيك 
تش��خيص قطعي بطور فعال جستجو مي‌‌ش��ود. رايج ترين 
روش‌‌هاي تش��خيصي م��ورد اس��تفاده بر پايه س��رولوژي 
اس��ت كه توانايي س��رم )آنتي ‌بادي( را براي آگلوتيناسيون 
مقدار اس��تانداردي از Brucella abortus كش��ته ‌ش��ده 
)آنت��ي ‌ژن( داراي زنجي��ر جانب��ي-O اندازه‌گيري مي‌كنند. 
اي��ن آزمون‌‌ها به دليل ايمن بودن به‌ طور وس��يعي اس��تفاده 
مي‌ش��وند. با اين ‌حال در اين ن��وع آزمون‌ها به علت وجود 
باكتري‌هاي واكنش ‌دهن��ده متقاطع، نتايج مثبت كاذب زياد 
‌ديده مي‌شود علاوه بر آن در شناسايي Brucella canis و 
Brucella ovis كه فاقد زنجير جانبي- O هس��تند كارايي 
ندارند. ديگر آزمون‌هاي مفيد مانند بررس��ي مستقيم اسمير 
كه يك روش احتمالي اس��ت، شامل ايجاد اسمير از سواپ 
واژني، جفت يا جنين‌هاي س��قط شده و رنگ‌ آميزي آنها با 
 Coxiella burnetti .روش زيل‌نلسون اصلاح يافته است
مي‌تواند موجب اش��تباه در تشخيص شود بنابراين تاييد آن 
باي��د از طريق كش��ت اختصاصي در محي��ط انتخابي انجام 
گيرد. كش��ت و ايزولاسيون ارگانيس��م از نمونه‌هاي خوني 
يا بافتي تنها روش صحيح اما بدون حساس��يت، باقي ‌مانده 
اس��ت و نتايج آن ب��ه عمل اختصاصي آزمايش��گاه و نحوه 
پيگيري فعال نتيجه كشت‌ها بس��تگي دارد. تلقيح حيوانات 

آزمايش��گاهي ابزار مفيدي اس��ت اما در مع��رض تداخل با 
اس��يدهاي معده قرار دارد. به‌ تازگي نش��ان داده‌ شده است 
كه واكنش زنجيره‌اي پليمراز )PCR( آزمون مفيد و بس��يار 
حساسي است اما براي استفاده استاندارد آزمايشگاهي معتبر 
نيس��ت. اين مقاله نمونه‌‌هاي مفيد و به ‌طور خاصي تفاوت 
روش مرس��وم و تكنيك‌هاي مولكولي بسيار پيشرفته براي 

تشخيص بروسلوز را مورد تاكيد قرار مي‌‌دهد.
كلمات كليدي: بروسلوز، تشخيص، تكنيك ‌ها

مقدمه
بروس��لوز بيماري عفوني است كه به‌ وسيله باكتري‌هايي 
از جنس بروس ال�ايجاد مي‌‌ش��ود. اين بيماري بس��ياري از 
گونه‌هاي پس��تانداران را تحت تاثي��ر قرار داده و قابل ‌انتقال 
به انس��ان اس��ت، بنابراين تاثير مهم اقتص��ادي و اجتماعي 
دارد. تش��خيص بروس��لوز ممكن اس��ت به عل��ت علايم 
غيراختصاصي و نش��انه‌‌هاي مشترك با بيماري‌‌هاي تب ‌دار، 
ميزان رش��د آهسته عوامل سببي در كشت خون و پيچيدگي 
تشخيص سرولوژيكي آن ‌ها، مشكل باشد. تشخيص احتمالي 
بروسلوز را مي‌‌توان با استفاده از چندين آزمون سرولوژيكي 
آنتي‌ بادي‌هاي بروسلا انجام داد اما روش »استاندارد طلايي« 
ايزولاسيون و شناسايي باكتري است. ايزولاسيون و شناسايي 
باكتري نخست توسط Bruce و همكارانش، زماني كه آنها 
Brucella melitensis را از پرس��نل نظام��ي در جزي��ره 
مالت ايزوله كردند، گزارش ش��د با اين ‌حال، بررس��ي‌هاي 

  داود آقاويرديزاده 
كارش�ناس ارشد بيوش�يمي باليني دانش�گاه علوم پزشكي اردبيل 

شبكه بهداشت و درمان شهرستان مشيكن شهر

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 la

bd
ia

gn
os

is
.ir

 o
n 

20
26

-0
1-

29
 ]

 

                               1 / 9

http://labdiagnosis.ir/article-1-233-fa.html


43
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص-  تابستان 1396- شماره36

كش��تي زمان‌ بر، خطرناك و غير حس��اس هستند. با وجود 
تلاش ش��ديد ب��راي بيش از يك قرن جه��ت ايجاد تكنيك 
تش��خيصي قطعي، تشخيص باكتري همچنان بر پايه تركيب 
چندين آزمون، جهت اجتناب از نتايج منفي كاذب، اس��توار 

است.

آزمون آگلوتيناسيون
نخس��تين آزمايش آگلوتيناسيون براي شناسايي آنتي‌‌بادي 
عفون��ت بروس��لوز توس��ط Wright و Smith طي 100 
س��ال پيش گزارش ‌ش��ده اس��ت. در اين آزمايش، مخلوط 
آنت��ي ‌ژن‌هاي س��لول باكتريايي و س��رم فرد بيم��ار در يك 
لوله شيش��ه‌اي انكوبه مي‌شود. اگر الگوي »پوشش« رسوب 
سلولي مشاهده ش��ود به عنوان مثبت در نظر گرفته مي‌‌شود 
در غي��ر اين صورت به‌ عن��وان نتيجه منف��ي در نظر گرفته 
مي‌‌ش��ود. آزموني كه امروزه همچنان اس��تفاده مي‌ش��ود بر 
‌همين پايه اس��توار اس��ت به‌ ج��ز اين‌كه فقط س��لول‌هاي
 Brucella abortus به‌ عنوان آنتي ‌ژن اس��تفاده مي‌شوند. 
از اي��ن ‌رو بعدا كار زيادي جه��ت بهبود روش‌‌ها و صحت 
تش��خيص انجام ش��د كه سبب توليد س��نجش اتصال اوليه 
شد. سنجش اتصال اوليه به ‌طور مستقيم ميانكش آنتي ‌بادي 
و آنت��ي ‌ژن را اندازه‌ گيري مي‌كن��د در حالي ‌كه آزمون‌هاي 
س��رولوژي مرس��وم مثل آزمون آگلوتيناس��يون اس��يدي يا 
آزم��ون فيكساس��يون كمپلمان )CFT( پدي��ده ثانويه مانند 
آگلوتيناسيون يا فعال ‌سازي كمپلمان را اندازه‌ گيري مي‌كنند. 
ارگانيسم بروس ال�داراي O-پلي ساكاريد )OPS( بر روي 
 )S-LPS( سطح خود هست كه بخشي از ليپوپلي ساكاريد
اس��ت و از نظر ش��يميايي به ‌عن��وان هموپليم��ر 6،4-دي 
داكسي-4-فرماميد-آلفا-D-مانوز است كه به‌ وسيله پيوند 
 Brucella canis .2،1-گليكوزيدي به همديگر متصل هستند
و Brucella ovis هيچ OPS قابل ‌اندازه ‌گيري بر روي سطح 
‌سلولي‌ خودش��ان ندارند. سه گونه اصلي بروسلا به نام‌‌هاي
 B. abortus، B. melitensis و Brucella suis اپ��ي 
توپ‌هاي مش��تركي در S-LPS ش��ان دارن��د؛ بنابراين آنها 
را مي‌‌ت��وان ب��ا اس��تفاده از آنتي ‌ژن كامل يا به‌ وس��يله تهيه 
S-LPS از اس��تخراج ش��يميايي B. abortus تش��خيص 
‌داد. آنت��ي ‌ژن B. abortus در تش��خيص س��رولوژيكي

 Brucella neotome موجود در موش چوب و بروسلاي 
حيوانات دريايي استفاده ‌شده است.

 S-LPS آزمون‌ه��اي س��رولوژيكي با توانايي شناس��ايي
جه��ت تش��خيص بروس��لوز در گاو و نش��خواركنندگان 
كوچك بس��يار حس��اس مي‌‌باش��د اما اگر حيوان��ات قبلا 
واكس��ينه ش��ده باش��ند يا در معرض باكتري‌هاي گرم منفي 
با زنجيره ‌هاي-O مش��ابه بروسلا قرار گرفته باشند. ممكن 
‌اس��ت نتايج مثبت كاذب ايجاد ش��ود. اين باكتري‌ها شامل 
 ،Vibrio cholerae O1، Escherichia coli O: 157

برخي سويه‌‌هاي
 Escherichia hermannii 
Stenotrophomonas maltophilia  
Salmonella group N (O: 30)
Yersinia enterocolitica O: 9 
  Yersinia enterocolitica O: 9هس��تند. با اين‌ وجود فقط
عامل عمده واكنش س��رولوژيكي مثبت كاذب در تشخيص 

بروسلوز است.
پاس��خ ايمني ب��ه B.abortus در گاو، كه با جزئيات بيش��تر 
مطالعه ش��ده اس��ت، ايزوتيپ IgM هس��ت. زمان ظهور آنتي 
‌بادي‌‌ها بس��تگي ب��ه دوز آلوده‌ كننده بروسال�، مس��ير تماس و 
وضعيت حيوان ميزبان دارد كه با توليد ايزوتيپ IgGI و متعاقبا 
ب��ا مقادير كمي از IgG2 و IgA دنبال مي‌ش��ود. پاس��خ ايمني 
در نتيج��ه ديگر باكتري‌هاي گرم منفي كه داراي LPS با زنجيره 
‌هاي-O مش��ابه با بروسلا مي‌باشند اساسا ايزوتيپ IgM است. 
لذا واكنش مثبت كاذب زياد مشاهده مي‌شود كه سبب حساسيت 
پايين س��نجش مي‌شود. علاوه بر اين ارگانيسم‌‌هاي گرم منفي با 
‌واكنش متقاطع و آنتي ‌بادي‌هاي حاصل از واكسن به علت وجود 
B. abortus S19 ق��ادر ب��ه شناس��ايي توس��ط آزمون‌ه��اي 
س��رولوژيكي هس��تند بنابراين منجر به بروز نتيجه مثبت كاذب 
مي‌‌شوند. اين مساله را مي‌‌توان به ‌وسيله واكسيناسيون گوساله‌ها 
در 3 تا 8 ماهگي بررسي كرد. با وجود واكسيناسيون در اين سن، 
برخ��ي حيوانات در زمان بلوغ نيز مقدار بالاي تيتر آنتي‌ بادي را 
حفظ مي‌كنند. اين مس��اله س��بب ايجاد آزمون‌هاي سرولوژيكي 
بهب��ود يافته مانند س��نجش ايمن��ي آنزيمي رقابتي و س��نجش 
فلورسانس پلاريزاسيون مي‌‌شود و واكسن زنده هيچ OPS ندارد 
كهB. abortus RB51، توسط Schurig كسب ‌شده است.
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نمونه‌‌هاي مفيد براي تشخيص بروسلوز
براي تش��خيص بروس��لوز، ارگانيس��م بايد از نمونه‌هاي 
گوناگون با توجه به علايم باليني جداسازي شود. در حيوانات، 
جفت داراي بيش��ترين غلظت باكتري‌ها اس��ت و پس از آن 
گره‌هاي لنفي و شير و خون انسان بيشترين غلظت را دارند. 
علاوه بر اين، ديگر مواد غني از ارگانيسم‌‌ها شامل محتويات 
معده، طحال و ريه جنين‌هاي سقط شده، سواپ‌هاي واژني، 
من��ي و مايعات آرتريتي يا هيگروما از حيوانات بزرگس��ال 
هستند. از لاشه‌هاي حيواني، بافت ترجيحي براي كشت غده 
پس��تاني، بخش بالاي پس��تان، ايلياك مياني و داخلي، پشت 
حلقي، پاروتيد و گره‌‌هاي لنفي پري اسكاپولار )پيش كتفي( 
و طحال هستند. تمام نمونه‌ها بايد جداگانه بسته ‌بندي ‌شده، 
با رعايت زنجيره س��رما و در داخل ظرف ضد نشت فورا به 
آزمايشگاه منتقل شوند. براي انسان، خون جهت كشت نمونه 
انتخابي اس��ت اما نمونه‌ها بايد در اوايل بيماري اخذ شوند. 
نمونه‌ها بايد تا زمان كش��ت فريز شوند. هيچ بافت ايده آلي 
براي ايزولاس��يون بروسلا از پستانداران دريايي وجود ندارد 
مگر اين‌كه ضايعات چشمگير در بافت‌ها يافت شوند. با اين 
‌حال، بافت پيش��نهادي براي بروسلوز در حيوانات دريايي، 
طحال، غده پس��تاني، آرواره پايين، مع��ده، ايلياك داخلي و 
خارجي و گره‌‌هاي لنفي كولوركتال، بيضه‌‌ها و خون هستند.

بررسي مكيروسكوپي مستقيم اسمير
Marin و همكاران��ش گ��زارش كردن��د ك��ه تش��خيص 
باكتريولوژيكي احتمالي بروس ال�را مي‌‌توان به‌ وسيله بررسي 
ميكروسكوپي اسمير از سواپ‌هاي واژني، جفت‌‌ها يا جنين‌‌هاي 
سقط شده و رنگ ‌آميزي آنها با روش رنگ ‌آميزي زيل نلسون 
اصلاح ش��ده به دست آورد. با اين ‌حال، ميكروارگانيسم‌هاي 
 Chlamydophila abortus، مرتبط با مورفولوژي مانند
Chlamydia psittaci و Coxiella burnetti مي‌توانند 
به علت تش��ابه سطحي‌شان سبب تش��خيص اشتباه شوند. از 
اين ‌رو ايزولاس��يون B. melitensis بر اساس محيط كشت 
اختصاصي مانند محيط انتخابي فارل جهت تش��خيص دقيق 
پيش��نهاد مي‌‌شود. سواپ‌هاي واژني و نمونه‌‌هاي شير بهترين 
نمونه‌‌ها جهت اس��تفاده براي جداسازي B. melitensis از 

گوسفند و بز است.

جداسازي ارگانيسم از طريق كشت
اي��ن روش احتمالا به‌ وس��يله كش��ت بافت‌ه��اي بدن يا 
ترشحاتي مانند خون، ش��ير و ترشحات واژن انجام مي‌‌شود. 
حساسيت بالا و كشت س��ريع ‌تر ممكن است در بيماراني با 
مداخله آنتي ‌بيوتيكي قبلي، زماني كه مغز اس��تخوان كش��ت 
مي‌‌شود، حصول شود. گونه‌‌هاي بروسلا را مي‌‌توان از چرك، 
مايع مغزي نخاعي و مايعات جنبي، مفصلي و آسيتي )صفاقي( 
كشت داد. رشد باكتري‌‌ها در محيط كشت به طور قوي وجود 
عفونت را ثابت مي‌كند. كش��ت‌هاي خ��ون فقط در حيوانات 
داراي باكتريمي، كه احتمالا هميشه رخ نمي‌دهد، مفيد است. 
با اين‌ حال اغلب در داخل شير بروسلا توسط آزمون مشاهده 
مي‌‌ش��ود. نمونه‌هايي مانند گره‌هاي لنفي، كبد، طحال، پستان 
و ديگ��ر اندام‌ها پس از مرگ مي‌توانند نتايج مثبت كش��ت با 
آزمون س��رولوژيكي منفي داشته باش��ند. از اين لحاظ آزمون 

كشت به ‌طور وسيعي در تحقيقات استفاده مي‌‌شود.
شناس��ايي گونه‌‌هاي بروسلا در كشت بس��تگي به مقدار 
بزرگي صفات فنوتيپي مانند نياز به CO2، تايپينگ فاژ )نوع 
فاژي كه مي‌‌تواند آن را آلوده كند( و آزمايش‌هاي بيوشيميايي 
و در ميان مس��ائل ديگر ش��امل زمان، ايمني زيستي، پرسنل 
آم��وزش‌ دي��ده و نتايج نس��بتا مبهم دارد. براث ي��ا آگار را 
مي‌توان از پودر براي كش��ت ارگانيسم بروسلا تهيه كرد. به 
علت بار كم بروس ال�در خون و ديگر مايعات بدن، براث يا 
محيط دو فازي براي كش��ت آنها ارجحيت دارد. با اين‌ حال 
براي نمونه‌‌هاي ديگر، محيط جامد با 2.5% آگار شناس��ايي 
 pH .كلوني‌ها و تفكيك ضعيف باكتريايي را تسهيل مي‌‌كند
بهينه براي رشد بروسلا از 6.6 تا 7.4 متفاوت است و محيط 
كش��ت بايد بافر كافي با pH حدود 6.8 جهت رش��د بهينه 
داشته باشد. دماي رشد بهينه 38-36 درجه سانتي‌گراد است. 
با اين‌ حال سويه‌هاي زيادي بين 20 و 40 درجه سانتي ‌گراد 

رشد مي‌كنند.
اكثر س��ويه‌هاي بروس ال�به‌ويژه B. abortus واريانت2 
و B. ovis در محيط داراي 10-5% س��رم استريل )اسبي يا 
گاوي( عاري از آنتي‌ بادي‌‌هاي بروس ال�بهتر رشد مي‌‌كنند. 
جهت اجتناب از رش��د آلودگي‌‌ها كه اكثر م��وارد در زمينه 
نمونه‌ه��ا وجود دارند، محيط انتخابي بايد اس��تفاده ش��ود. 
محيط انتخابي كه به‌ طور بس��يار وس��يعي استفاده مي‌‌شوند 
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Kuzdas و Morse و محيط Farrell است. Kuzdas و 
Morse با آنتي‌ بيوتيك‌هاي زير و مقدار به ازاي ليتر محيط 
پايه استفاده مي‌‌شوند: 100mg سيكلوهكزيميد )قارچ زدا(، 
25000 واحد باسيتراسين )عليه باكتري‌هاي گرم مثبت فعال 
اس��ت( و 6000 واحد از پلي ميكسين B )عليه باكتري‌‌هاي 
گرم منفي فعال اس��ت(. محي��ط Farrell ب��ا اضافه كردن 
آنتي‌‌بيوتيك‌‌ه��اي زير و مقدار آنها به ازاي ليتر از محيط پايه 
تهيه مي‌ش��ود: باسيتراسين )25mg(، پلي ميكسين سولفات 
)5mg(، ناليديكسيك اسيد )5mg(، نيستاتين )100000 واحد(  

.)50mg( ناتامايسين ،)20mg( وانكومايسين
س��ويه‌هاي  برخ��ي  ب��راي   Farrell ‌محي��ط 
B. abortus، B. melitensis و B. ovis نسبتا مهار كننده 
است، محيط اصلاح ‌شده Thayer-Martin ممكن است 
هم��راه با محيط Farrell جهت افزايش رش��د اين‌ گونه‌ها 
استفاده ش��ود. اين محيط را مي‌توان با محيط GS به ‌عنوان 
محيط پايه و افزودن 1% هموگلوبين و آنتي‌ بيوتيك‌‌ها به ازاي 
  (7.5mg)،ليتر از محيط تهيه كرد: كوليستين متان سولفات
وانكومايسين (3mg)، نيتروفورانتوئين )10mg(، نيستاتين 

.(2.5mg) B100000 واحد( و آمفوتريسين(

تلقيح به حيوان آزمايشگاهي
موش‌هاي مدل حيواني بس��يار متداول براي اس��تفاده در 
تحقيقات بروس��لوز گزارش‌ شده است. با اين‌ حال گزارش 
‌ش��ده است كه خوك گينه نيز آسيب ‌پذير بوده و مي‌‌توان به 
‌عنوان مدل حيواني استفاده كرد. تلقيح حيواني ممكن است 
زير پوس��تي يا از طريق س��اييدن پوس��ت در خوك گينه يا 
ترجيحا داخل وري��دي يا داخل صفاقي يا از طريق مجاري 
گوارش��ي يا مسير بيني )آئروس��ل( در موش‌ها باشد. طحال 
م��وش 7 روز پ��س از تلقيح كش��ت مي‌‌ش��وند در حالي‌كه 
نمونه‌هاي س��رمي خوك‌هاي گينه جهت انجام آزمايش‌هاي 
اختصاصي 3 تا 6 هفته پس از تلقيح كش��ت مي‌شوند با اين‌ 
حال جالب ‌توجه اس��ت كه اس��يد معده مي‌تواند با آلودگي 

بروسلا در حيوانات آزمايشگاهي تداخل كند.

استفاده از آزمون‌هاي سرولوژي در تشخيص بروسلوز
مايعات بدن مانند س��رم، ترشحات رحم، موكوس واژن، 

ش��ير يا پلاس��ماي مني از حيوانات مش��كوك ممكن است 
 G1 ،M داراي مقادير مختلفي از آنت��ي ‌بادي‌هاي ايزوتيپ
 G2 وA عليه بروسلا باش��ند. حيوانات آلوده ممكن است 
هميشه تمام ايزوتيپ‌هاي آنتي ‌بادي در مقادير قابل ‌شناسايي 
توليد نكنند. بنابراين نتايج چندين آزمايش سرولوژيكي بايد 
به ‌عنوان ش��واهد احتمالي عفونت اس��تفاده شوند. علاوه بر 
اين بس��ته به حساسيت و ويژگي، آزمايش‌هاي سرولوژيكي 
را مي‌‌توان جهت غربالگري يا تاييد بروسلوز استفاده كرد.

آزمون‌‌ه��اي غربالگ��ري س��نتي ارزان، س��ريع و بس��يار 
حس��اس هس��تند اما بيش��تر مواقع فاقد ويژگي هس��تند. با 
اي��ن ‌حال آزمايش‌ه��اي تاييدي براي حساس��يت و ويژگي 
مورد نياز هس��تند بنابراين برخ��ي واكنش‌هاي مثبت كاذب 
را حذف مي‌‌كنند. بيش��تر آزمايش‌هاي تايي��دي براي انجام 
پيچي��ده ‌تر و گران ‌ت��ر از آزمايش‌هاي غربالگري هس��تند. 
آزمايش‌هاي سرولوژيكي رايج مورد استفاده شامل آزمايش 
 ،)SAT( آزمايش آگلوتيناسيون سرم ،)MRT( حلقه ش��ير
آزمايش اس��تاندارد آگلوتيناسيون پليت )SPAT(، آزمايش 
فيكساس��يون كمپلمان )CFT(، آزمايش 2- مركاپتو اتانول 
(MET-2)، آزمايش آنتي‌ ژن بافري )BPAT( و آزمايش 
پليت رز بنگال )RBPT( هستند، ديگر آزمايش‌هاي شامل 
آزمايش ريوانول، آزمايش كومبس، آزمايش ايمونوفلورسنت 
غيرمس��تقيم )IFAT(، آزماي��ش غيرفعال س��ازي حرارتي 
)HIT(، آزمايش پوست، سنجش ايمني و تكنيك بيولوژي 

مولكولي است.

)MRT( آزمايش حلقه شير
MRT اساسا آزمون آگلوتيناسيون سريع است كه بر روي 
ش��ير كامل يا سرشير انجام مي‌‌شود. س��لول‌هاي بروسلاي 
رنگ‌ آميزي ش��ده با هماتوكسيلين به شير كامل اضافه‌ شده 
و براي رخداد واكنش انكوبه مي‌‌ش��ود. ايمونوگلوبولين‌هاي 
موجود در ش��ير در يك بخش از طريق بخش FC مولكول 
چربي به گلبول‌هاي چربي متصل شود. ايمونوگلوبولين‌هاي 
شناس��ايي‌ ش��ده به ‌وس��يله، IgM ،MRT و IgA هستند. 
اي��ن آزمايش ممكن اس��ت براي حيوانات خ��اص يا براي 
نمونه‌‌هاي مخلوط ش��ير با اس��تفاده از حجم بزرگي از شير 
نس��بت به‌ اندازه مخلوط به كار گرفته ش��ود. آزمايش حلقه 
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شير مس��تعد واكنش‌‌هاي كاذب ناشي از شير غير طبيعي به 
علت ورم پس��تان )ماس��تيت(، وجود آغوز و ش��ير از دوره 
ش��يردهي قبلي ش��ود. منفي كاذب نيز ممكن است در شير 
‌داراي غلظت كم آنتي ‌بادي‌هاي ش��يري يا فاقد فاكتورهاي 
خوشه‌‌بندي- چربي رخ دهد. برخلاف اين مشكلات، نشان 
داده‌ ش��ده MRT فوق ‌الع��اده موثر اس��ت و اغلب روش 
انتخابي معمول در گله‌هاي ش��ير اس��ت و ممكن اس��ت به 
‌عنوان آزمايش غربالگري ارزان در پيوس��تگي با آزمون‌هاي 

ديگر باشد.

آزمايش آگلوتيناسيون سرم
اين آزمايش بر پايه واكنش آنتي‌ بادي عليه ليپوپلي‌ساكاريد 
صاف بروسلا اس��ت. فزوني آنتي ‌بادي به علت اثر پروزون 
منجر به واكنش منفي كاذب مي‌‌ش��ود كه مي‌‌توان به ‌وس��يله 
تهيه رقت س��ريالي از 1:2 تا 1:64 نمونه‌‌هاي سرمي و بدين 
 PH طريق افزاي��ش ويژگي آزمون غلبه ك��رد. آزمايش در
نزديك خنثي انجام مي‌‌ش��ود كه آن را جهت شناسايي آنتي 
‌بادي IgM بس��يار موثر مي‌‌س��ازد. از اين ‌رو براي شناسايي 
عفونت‌هاي حاد بهترين اس��تفاده را دارد. آن براي IgG به 
علت ويژگي كم روش، كارآمدي كمتري دارد. به سبب اين 
حقيق��ت، SAT، با وجود حس��اس بودن، در حالت كلي به‌ 
عنوان آزمايش مجزا اس��تفاده نمي‌‌ش��ود بلكه در تركيب با 
آزمايش‌هاي ديگر استفاده مي‌‌شود. كاستي‌هاي ديگر آزمون 
ش��امل نتايج مثب��ت كاذب و منفي كاذب اس��ت. براي اين 
دليل آزمايش فقط براي آزمايش گله در مقايس��ه با آزمايش 
حيوانات منفرد مناسب است. علاوه بر اين وجود آنتي ‌بادي 
پس از واكس��ن مي‌‌توان��د نتايج را مختل كن��د. SAT آنتي 
‌بادي‌هاي عليه B.canis و B.ovis را شناسايي نمي‌كند زيرا 
اين سويه‌هاي خشن ارگانيس��م OPS بر روي سطوحشان 

ندارند.

)SPAT( آزمايش آگلوتيناسيون استاندارد پليت
SPAT جه��ت ايج��اد نتاي��ج مش��ابه ب��ا SAT در تيتر 
1:100)مثبت( اس��تاندارد مي‌‌ش��ود اما از رقت‌‌هاي سريالي 
مشابه SAT استفاده نمي‌‌كند. Stemshorn و همكارانش 
گزارش كردند كه به علت اس��تفاده از غلظت بالاي س��الين 

)8%( و غلظت بالاي س��رم در اين آزمايش، كه آن را مقاوم 
به اثر پروزون مي‌سازد، اين آزمايش مي‌‌تواند نتايج مثبتي به 

دست بدهد زماني كه نتيجه SAT منفي است.

آزمايش آگلوتيناسيون سرم با اتيلن دي آمينوتترا 
)SAT-EDTA( استيك اسيد

س��ازگاري SAT كه ش��امل اضافه كردن EDTA است 
جهت افزايش قابل ‌توجه ويژگي آزمايش به ‌وس��يله كاهش 
احتمال واكنش‌هاي متقاطع انجام مي‌ش��ود، بنابراين مي‌‌توان 
از آن به ‌عنوان جايگزين براي SAT استفاده كرد. مكانيسمي 
كه به‌ وسيله آن EDTA غير اختصاصيت را كاهش مي‌دهد 
به ‌خوبي درك نش��ده اس��ت. با اين‌ حال فرض مي‌شود كه 
اتصال ايمنوگلوبين به ديوار سلولي بروسلا را از طريق قطعه 
FC محدود مي‌كند. اساس اين آزمايش بر اين استوار است 
كه PH س��رم به نقطه ايزو الكتريك IgM تغيير كرده تا از 

آگلوتيناسيون آن جلوگيري كند.

)BPAT( آزمايش آگلوتيناسيون پليت بافري
BPAT آزماي��ش آگلوتيناس��يون اس��تاندارد اس��ت كه 
س��اده و ارزان ب��راي انجام اس��ت. اين تكني��ك از آنتي‌‌ژن 
‌در PH 3.66 اس��تفاده مي‌كن��د ك��ه از س��لول‌هاي كام��ل
 Brucella abortus S119.3 و رن��گ ‌آمي��زي آن ب��ا 
رنگ‌‌هاي كريس��تال ويوله و بريليانت گرين س��اخته‌ ش��ده 
اس��ت. اين آزمايش به علت آنتي ‌بادي‌‌هاي واكس��ني و اثر 
پروزون مس��تعد نتايج مثبت كاذب است. مزيت اصلي اين 
آزمايش، كاهش غير اختصاصيت واكنش‌‌هاي آزمايش است. 

اين آزمايش براي سنجش IgG توسعه‌ يافته است.

)RBPT( آزمايش پليت رز بنگال
RBPT تكنيك آگلوتيناس��يون لكه اس��ت ك��ه به‌ عنوان 
آزمايش كارد يا آزمايش آنتي ‌ژن بافري بروس ال�نيز شناخته 
مي‌‌ش��ود. اين تكنيك از سوسپانس��يون س��لول‌‌هاي صاف 
B.abortus رنگ‌ آميزي ش��ده به رن��گ رز بنگال و بافري 
شده در PH 3.65 استفاده مي‌كند. اين آزمايش مي‌تواند در 
PH خنثي وج��ود، IgG1 ،IgM و IgG2 را اندازه‌‌گيري 
كند. با اين ‌وجود به نظر مي‌رسد IgM فعال‌ ترين باشد. در 
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PH بافري RBPT ،3.65 از آگلوتيناسيون IgM جلوگيري 
ك��رده و ظاهرا فقط IgG1 را ان��دازه‌ گيري مي‌كند. در نظر 
گرفته ‌شده، در حالي‌ كه آزمايش نتايج منفي كاذب به دست 
مي‌دهد آن احتمالا به علت واكنش با IgM حيوانات از پيش 
واكسينه ش��ده نتايج مثبت كاذب زيادي نيز حاصل مي‌‌كند. 
در شرايطي كه واكسيناسيون به‌ طور معمول انجام نمي‌‌شود، 
اس��تفاده از اي��ن آزماي��ش مي‌‌تواند يك گ��زارش خوب از 
قرار‌گي��ري حيوانات در معرض ارگانيس��م‌هاي بروس ال�به 

دست دهد.
اين روش به‌ صورت بين‌المللي براي غربالگري بروسلوز 
در نش��خوار كنندگان كوچك توصيه ش��ده اس��ت اما فاقد 
استاندارد سازي آنتي ‌ژن است. PH پايين آنتي ‌ژن، ويژگي 
آزمايش را افزايش مي‌‌دهد در حالي‌كه دماي آنتي ‌ژن و دماي 
محيطي كه آزمايش رخ مي‌‌دهد ممكن اس��ت حساس��يت و 
ويژگي آزمايش را تحت تاثير قرار دهد. Corbel مش��اهده 
كرده كه حساس��يت آزمايش با اج��زاي داراي ايمنوگلبولين 

IgG بخصوص IgG1 مرتبط است.

)RPT( آزمايش پليت ريوانول
ه��دف آزمايش حذف برخي واكنش‌‌ه��اي غيراختصاصي 
است كه بر اساس رسوب گليكو پروتئين سرم با وزن مولكولي 
بالا از محلول سرمي است كه در اين مورد، اساسا IgM است 
كه اكثرا IgG را در سرم باقي مي‌گذارد. رنگ آكريديني مانند 
ريوانول )2- اتوكسي-9،6- دي آمينواكريدين لاكتات( جهت 
حصول فرآيند رسوب اس��تفاده مي‌‌شود و پس ‌از آن رسوب 
به ‌وسيله س��انتريفوژ كردن حذف مي‌شود و محلول رويي با 
اس��تفاده از آزمايش آگلوتيناسيون سريع پليت با سرم رقيق يا 
با تيوپ آزمايش با استفاده از رقت‌هاي 1:25، 1:50، 1:100 و 
1:200 آزمايش مي‌‌شود. آزمايش‌هاي رسوب معمولا به علت 
پروتكل‌هاي دشوارشان به ‌عنوان آزمايش‌هاي تاييدي استفاده 
مي‌‌ش��وند. آزمايش توانايي تشخيص بين حيوانات عفوني و 
واكس��ينه و همچني��ن حاملين مزمن را داراس��ت. با اين‌حال 

تفسير آزمايش دشوار است.

)CFT( آزمايش فكيساسيون كمپلمان
CFT اساس��ا آنتي‌ ب��ادي ايزوتيپ IgG1 را شناس��ايي 

مي‌كن��د به‌ طوري‌كه ايزوتيپ‌ه��اي IgM به‌ صورت جزيي 
طي فرآيند غير فعال س��ازي تخريب مي‌‌شوند. از اين ‌رو كه 
آنت��ي ‌بادي‌هاي نوع IgG1 معمولا پ��س از آنتي‌ بادي‌‌هاي 
IgM ظاهر مي‌‌شوند كنترل و نظارت اين بيماري با CFT و 
CAT بهتر انجام مي‌شود. آزمايش ارتباط بازيابي ارگانيسم 
بروس ال�از نمونه غير واقعي يا حيوان��ات ذاتا عفوني را به 
‌خوبي نش��ان مي‌دهد. اگر چه آزمايش س��ريع و دقيق است 
ولي قادر به تش��خيص بين آنتي‌ بادي‌ها ناشي از عفونت از 
آنتي ‌بادي‌هاي واكس��ني نيست. مشكلات ديگر شامل تعداد 
زياد معرف‌ها و كنترل‌‌هاي لازم براي انجام آزمايش اس��ت؛ 
بنابراي��ن هر زماني كه آزمايش وضع مي‌ش��ود تعداد زيادي 
تيتراسيون مورد نياز اس��ت و تفسير نتايج به علت اختلاف 
در تكنيك‌‌ها ذهني اس��ت. گاها فعال‌سازي مستقيم كمپلمان 
به‌ وسيله سرم )فعاليت ضد كمپلماني( وجود دارد و استفاده 
آزمايش براي نمونه‌هاي سرمي هموليز شده، ممكن نيست. 
طبيعت دش��وار اين آزمايش و لازمه پرس��نل بسيار ورزيده 
و مراكز آزمايش��گاهي مناس��ب، CFT جهت اس��تفاده در 
 ،CFT .كشورهاي در حال ‌توسعه را نامناسب ساخته است
زماني كه آنتي ‌بادي‌هاي نوع IgG2 از فيكساسيون كمپلمان 
ممانع��ت مي‌كند نتيجه منفي كاذب نيز ممكن اس��ت ايجاد 
ش��ود. با وجود اين مسائل اساس��ي، CFT يك آزمايش با 
اس��تفاده وسيع است و به ‌عنوان آزمايش سرولوژيكي بسيار 
اختصاصي و پذيرفته ‌ش��ده براي تشخيص بروسلوز در نظر 
گرفته مي‌‌ش��ود؛ بنابراي��ن آزمايش پيش��نهادي براي روش 

بين‌المللي است.

آزمايش 2- مركاپتواتانول
MET-2 اقتباس��ي از تيت��ر SAT اس��ت. دو ف��رم از 
اي��ن آزماي��ش وج��ود دارد ك��ه از 2- مركاپتواتانول يا دي 
تيوتريتول اس��تفاده مي‌‌كنند. دي تيوتريتول به سبب سميت 
2- مركاپتواتان��ول ارجحيت دارد. آزمايش اساس��ا IgG را 
اندازه مي‌‌گيرد زيرا پل دي س��ولفيدي IgM به مولكول‌‌هاي 
مونومري احيا ش��ده و بنابراين قادر به ايجاد آگلوتيناس��يون 
نيس��ت. با اي��ن ‌حال IgG نيز مي‌‌توان��د در اين فرآيند احيا 
ش��ده و نتايج منفي كاذب حاصل كند. به هر حال در حالت 
كل��ي احي��اي IgM ويژگ��ي را افزايش مي‌ده��د. آزمايش 
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آنتي‌بادي‌هاي واكسني را حذف نمي‌كند بنابراين براي روش 
بين‌المللي پيشنهاد نمي‌‌ش��ود. با اين‌حال MET-2 به ‌طور 
گس��ترده‌اي جهت كنترل مل��ي و يا برنامه‌هاي ريش��ه ‌كني 

استفاده مي‌‌شود.

آزمايش آنتي گلبولين )كومبس(
آزمايش كومبس براي تاييد نتايج SAT حيوانات استفاده 
مي‌‌شود كه پاس��خ‌هاي منفي، غير قطعي يا مشكوك حاصل 
مي‌‌كنند. اين آزمايش در بررس��ي اپيدميولوژي بروس��لوز به 
سبب مزيت شناسايي آنتي ‌بادي‌هاي ناكامل انواع IgG مفيد 
اس��ت كه با آنتي‌ ژن‌‌هاي س��لولي تركيب ‌شده ‌اند اما ايجاد 
واكنش آگلوتيناسيون نمي‌‌دهند. آزمايش براي اجراي پليت 
ميكرو تيتر جهت حفظ زمان، سازگار شده است. محدوديت 
اصلي آزمايش اين اس��ت كه براي آزمايش حيوان واكسينه 

شده پيشنهاد نمي‌‌شود.

آزمايش غير فعال سازي حرارتي
در اجراي آزمايش��گاهي HIT در مراحل ابتدايي عفونت 
بس��يار حساس است. آزمايش بر پايه مشاهداتي استوار است 
كه دو نوع آگلوتنين بروس ال�IgM و IgG يافت شده ‌اند و 
مي‌‌توان آنها را بر اساس پايداري در دماي 65 درجه سانتي‌‌گراد 
به مدت 15 دقيقه و سرد كردن تا 18 درجه سانتي ‌گراد تميز 
داد. آگلوتينين‌هاي��ي كه در اين دما غيرفعال نمي‌ش��وند براي 
بروسلا مثبت در نظر گرفته مي‌شوند. آزمايش به ‌طور ويژه‌اي 

در طول شش روز اول عفونت مهم است.

آزمايش آگلوتيناسيون آب‌ پنير
اي��ن روش در شناس��ايي حيوانات مش��كوك به عفونت 
پس��تان يا منفي از نظر س��رولوژيكي آزمايش مهمي است. 
اين حيوانات معمولا حيوانات به‌ تازگي آلوده ‌شده يا داراي 
عفونت مزمن در گله هستند كه ريشه‌ كني بروسلوز در آنها 

دشوار است.

آزمايش پوست
آزمايش پوس��ت از آنتي ‌ژن پروتئيني مش��تق از بروس ال�
)بروس��لرژن يا بروسلين( اس��تفاده مي‌كند. بروسلوز قادر به 

تحريك هر دو پاسخ ايمني وابسته به آنتي ‌بادي و سلولي در 
ميزبان است؛ بنابراين آزمايش پوستي بروسلين بايد در موارد 
واكنش‌‌هاي س��رولوژيكي مثبت كاذب در نظر گرفته ش��ود. 
آزمايش ويژگي بسيار بالايي دارد به‌ طوري‌ كه حيوانات پنهان 
آلوده خالي از آنتي ‌بادي قابل‌ اندازه‌گيري هستند و حيوانات 
واكس��ينه نش��ده راكتورهاي مثبت براي اين آزمايش هستند 
و بايد ب��ه ‌عنوان آلوده در نظر گرفته ش��وند؛ بنابراين نتايج 
اين آزمايش ممكن است در تفسير واكنش‌هاي سرولوژيكي 
كه تصور مي‌ش��وند از نظر س��رولوژيكي به علت عفونت با 
باكتري‌ه��اي واكنش دهنده متقاطع ب��ه خصوص در مناطق 
عاري از بروسلوز، مثبت كاذب باشد، كمك‌ كننده باشد. با اين 
‌حال اخيرا، هر دوي حيوانات واكسينه عليه B. abortus و 
حيوانات آلوده با ميكروارگانيسم‌‌هاي واكنش‌ دهنده متقاطع، 
در ي��ك دوره زماني به آزمايش‌هاي پوس��تي واكنش مثبت 
مي‌دهن��د. Bercovich گزارش كرده كه آزمايش پوس��تي 
بايد آزمايش انتخابي در كش��ورهاي در حال ‌توسعه باشد به 
‌طوري‌ كه گاو در اين كش��ورها معمولا برچسب دار نيست. 
بنابراين نتايج آزمايش س��رولوژيكي با حيوان منفرد مرتبط 
اس��ت. آزمايش را مي‌‌توان براي بررسي‌هاي اپيدميولوژيكي 
و نظارت��ي انج��ام داد. اين آزمايش در مناطق داراي ش��يوع 
كم و در مناطقي كه عاري از بروس��لوز ش��ناخته مي‌‌شوند، 
اهميت بيشتري دارد. آزمايش شامل تزريق بروسلين به پهلو 
يا داخل پلكي و س��پس اندازه ‌گيري ضخامت پوست است. 
تم��ام حيوانات آلوده واكنش نمي‌‌دهن��د بنابراين اين آزمون 
به ‌تنهاي��ي نمي‌‌تواند به‌ عنوان آزمايش تش��خيصي منفرد يا 
براي هدف‌‌هاي تجاري بين‌المللي پيش��نهاد ش��ود. به‌ طور 
مشابه توسط Cutler و همكارانش گزارش‌ شده كه ويژگي 
آزماي��ش به دنبال واكسيناس��يون كاهش مي‌‌يابد و ضرورت 
بررس��ي دو پرورش��گاه، تاخير بين تكرار آزمايش و ماهيت 
ذهني تفس��ير نتايج، اين نوع آزمايش را براي تشخيص موثر 

غير عملي ساخته است.

سنجش اتصال اوليه
روش‌‌هاي سنتي تشخيص بروسلوز محدوديت‌هايي دارند 
كه سبب توسعه تكنيك‌هاي سنجش اتصال اوليه شده است. 
اين آزمايش‌ها قادر به شناسايي سريع و دقيق آنتي ‌بادي‌هاي 
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هومورال عليه برس��لوز هستند. آنتي‌ بادي القا شده به‌ وسيله 
واكسيناسيون به علت زمان كوتاه قرارگيري در معرض آنتي‌‌ژن 
در نتيجه حذف آنتي ‌ژن به‌ وسيله سيستم ايمني تمايل كمي 
دارند. به‌ طور جايگزين، آنتي ‌بادي توليد ش��ده در پاسخ به 
عفونت طبيعي تمايل بالايي دارد زيرا آنتي ژن سريعا توسط 
سيس��تم ايمني حذف نش��ده و بنابراين م��دت ‌زمان زيادي 
پايدار اس��ت. بنابراين سنجش جذب ايمني وابسته به آنزيم 
رقابتي )cELISA( و سنجش پلاريزاسيون فلورسنت جهت 
غلبه بر اين مشكل توسعه يافتند. اين آزمايش‌ها توانايي تميز 
حيوانات واكس��ينه شده يا حيوانات عفوني با ارگانيسم‌هاي 
Salmonella urbana O: 30 واكن��ش‌ دهنده متقاطع مانند‌
 Yersinia enterocolitica  O:157 و  Escherichia coli O: 116
سروتيپ 9 را از حيوانات داراي عفونت ذاتي را دارا هستند. 
اين قابليت آزمايش تعداد واكنش‌هاي مثبت كاذب و اثرات 
بعدي آن يا كش��تار حيوانات در جمعيت س��الم يا منفي را 

كاهش مي‌‌دهد.

)LFA( سنجش جريان جانبي
كيف��ي  ب��راي شناس��ايي  ELISA س��اده  ي��ك   LFA
آنتي‌‌بادي‌هاي اختصاصي آنتي‌ ژن در سرم، شير يا نمونه‌هاي 
خون كامل اس��ت. س��نجش بر پايه اتص��ال آنتي‌‌بادي‌‌هاي 
اختصاصي به آنتي‌ ژن‌‌هاي ثابت ‌شده بر روي نوار )ماتريكس 
 IgM سلولزي غشا( آزمايش اس��ت. اين تكنيك شناسايي
اختصاص��ي به عال�وه آنتي ‌بادي‌‌ه��اي IgG اختصاصي را 
امكان‌ پذير مي‌س��ازد و از نظر حساسيت براي تمام مراحل 
بيماري قابل ‌اطمينان اس��ت. اس��تفاده از روش به تخصص، 
تجهي��زات يا برق نياز ندارد و كيت آزمايش ممكن اس��ت، 
بدون نياز به فريزر نگه ‌داش��ته شود، بنابراين انجام آزمايش 
براي كشورهاي با منابع فقير مانند اكثر كشورهاي آفريقايي 
و گله‌هاي گروه مهاجر بس��يار مفيد است. با اين ‌حال تفسير 
بس��ته به تشكيل خط رنگي قابل‌ رويت واكنش ذهني است 
و خود آزمايش گران اس��ت زي��را داراي چندين تركيب و 

اجزا است.

)FPA( سنجش پلاريزاسيون فلورسنت
FPA بر پايه اين حقيقت اس��توار است كه زماني كه نور 

پلاريزه مولكول‌‌هاي فلورس��نت را تحريك مي‌كند آنها نور 
پلاريزه نش��ر خواهند ك��رد. در محلول، پلاريزاس��يون نور 
نش��ري نسبت معكوس با سرعت چرخش مولكول دارد كه 
به ‌وسيله ويس��كوزيته، دماي مطلق، حجم مولكولي و ثابت 
گازه��ا تحت تاثير قرار مي‌گيرد. در س��رولوژي بروس��لوز، 
زير واحد با وزن مولكولي پايين OPS به ‌وس��يله فلورسين 
ايزوتيوس��يانات نشاندار ش��ده و به ‌عنوان آنتي‌ ژن استفاده 
مي‌‌شود. در زمان آزمايش سرم، خون يا شير، اگر آنتي ‌بادي 
عليه OPS وجود داش��ته باشد، س��رعت چرخش آنتي ‌ژن 
نش��ان ‌دار در س��رعتي كاهش خواهد يافت كه متناس��ب با 
‌مقدار آنتي‌ ژن موجود اس��ت. FPA بس��يار دقيق اس��ت و
حساس��يت‌/‌ ويژگ��ي را مي‌‌تواند ب��ا تغيير مق��دار محدوده 
)cutoff( بين واكنش‌هاي منفي و مثبت جهت ارائه آزمايش 
غربالگري با حساس��يت بالا و همچني��ن آزمايش تاييدي با 
ويژگ��ي بالا چندي��ن برابر كند. FPA مي‌توان��د آنتي ‌بادي 
واكس��ني را در اكثر حيوانات واكس��ينه شده تميز دهد و آن 
مي‌‌توان��د به ‌خوب��ي واكنش برخي آنت��ي ‌بادي‌‌هاي واكنش‌ 

دهنده متقاطع را حذف كند.

سنجش ايمني رقابتي
س��نجش ايمني آنزيم��ي رقابتي به ‌منظ��ور حذف برخي 
ولي نه همه مش��كلات ناشي از آنتي ‌بادي واكسني و ناشي 
از آنتي‌بادي‌هاي واكنش‌ دهنده متقاطع توس��عه‌ يافته است. 
آزمايش به‌ وس��يله انتخاب آنتي ‌ب��ادي مونوكلونال با اندكي 
تمايل بالا براي آنتي ‌ژن در مقايسه با اكثر آنتي ‌بادي واكسني 
و واكن��ش ‌دهن��ده متقاطع ام��ا با تمايل پايين ‌تر نس��بت به 
آنتي‌‌بادي‌‌هاي ناشي از عفونت انجام مي‌‌شود. ويژگي سنجش 
ايمني آنزيمي رقابتي بسيار بالا بوده و قادر به شناسايي همه 
 )IgA و IgG2 و IgG1، IgM ( ايزوتيپ‌هاي آنتي ‌بادي
است. با اين ‌حال اين آزمون اندكي حساسيت پاييني نسبت 
به س��نجش ايمن��ي آنزيمي غير مس��تقيم دارد. اين آزمايش 
روش تاييدي برجس��ته براي تش��خيص بروس��لوز در اكثر 

گونه‌هاي پستانداران است.

تكنيك‌‌هاي بيولوژي مولكولي
واكنش زنجيره‌اي پليم��راز )PCR( تكنيك اخير و نويد 
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بخش اس��ت كه تشخيص دقيق و س��ريع بروسلوز را بدون 
محدوديت متدولوژي مرس��وم امكان‌پذير مي‌‌سازد. چندين 
سيس��تم PCR مختص گونه با اس��تفاده از جفت پرايمرها 
توسعه يافته اند كه توالي‌هاي 16SRNA و ژن‌هاي مختلف 
پروتئين‌‌هاي غش��اي خارجي را هدف قرار مي‌‌دهند. اولين 
آزماي��ش مبتني بر PCR بروس��لوز در س��ال 1990 معرفي 
‌شده اس��ت. اولين PCR چند گانه )مولتي پلكس( مختص 
 Abortus-Melitensis-Ovis-Suis روش  گون��ه، 
(AMOS-PCR) ناميده ش��د كه جهت شناسايي و تمايز 
B. melitensis 4 و B. abortus 1, 2 واريانت‌ه��اي‌
 PCR .اس��تفاده‌ شده است B. suis 1و واريانت B. ovis
بر پايه، پلي مورفيسم ناش��ي از لوكاليزاسيون مختص گونه 
توالي درجي IS711 در كروموزوم بروس ال�اس��توار است. 
اين تكنيك PCR يك عيب دارد و آن اين است كه قادر به 
 B.neotome و B.canis شناسايي برخي گونه‌‌هايي مانند

نيست.
علاوه بر اي��ن برخي واريانت‌ها در داخ��ل گونه‌‌ها نتايج 
منف��ي مي‌دهن��د. روش PCR چندگانه ب��روث نردبان نيز 
ب��راي شناس��ايي و تمايز گونه‌‌هاي بروس ال�و س��ويه‌‌هاي 
واكس��ن در مرحله منفرد توس��عه‌ يافته است. PCR جهت 
 B. inopinata و B. microti شناسايي سويه‌هايي مانند
نيز عملكرد افزايش ‌يافته‌اي داش��ته اس��ت. ب��ا اين‌ حال در 
س��طح واريانت يا پايين‌ت��ر از آن را نمي‌‌تواند تميز دهد. به 
‌تازگي روش PCR چند گان��ه )نردبان suis( جهت تمايز 

بين واريانت‌هاي 1 تا B. suis 5 توسعه ‌يافته است.

آزمايش‌هاي ديگر براي تشخيص بروسلوز
آناليز ادرار ممكن است پيوري استريل مشابه توبركلوز را 
نش��ان دهد در حالي ‌كه آرتروسنتز را مي‌‌توان براي آرتريت 
س��پتيك انجام داد. آس��پيره مفصل مي‌تواند مايع ترشحي را 
همراه با تعداد كمي س��لول و غالبا سلول‌‌هاي تك ‌هسته‌اي 
نشان دهد. ارزيابي راديو گرافيك در حيوانات آلوده شواهدي 

مانند لپتومننژيت بروسال�يي حاد يا مزم��ن، هموراژي زير 
عنكبوتيه يا آبس��ه مغزي به دنب��ال راديوگرافي جمجمه‌اي 
را آش��كار مي‌سازند. به ‌طور مش��ابه از اكوكارديوگرافي نيز 
مي‌‌توان جهت ارزيابي اندوكارديت احتمالي اس��تفاده كرد. 
آنوريس��م ميوتيك آئورت يا كاروتيده��ا نيز با آرتريوگرافي 
قابل‌ مش��اهده اس��ت. علاوه بر اين بيوپسي مغز استخوان و 
بيوپس��ي كبد نيز ممكن است جهت تش��خيص به ‌ويژه در 

طول فاز حاد بيماري انجام شود.

نتيجه‌ گيري
تش��خيص قطعي بروس��لوز همچنان كار دشواري است. 
تنها تش��خيص محدود كه اس��تاندارد طلايي است بازيابي 
عامل س��ببي از ميزبان است. با اين‌ حال با برخي مشكلات 
همراه است: حساسيت پايين، هزينه و خطر به علت آلودگي 
پرس��نل آزمايشگاهي. آزمايش غير مس��تقيم آنتي ‌بادي‌هاي 
ضد گونه بروسلا در سرم، شير و ديگر نمونه باليني به‌ طور 
معمول در كنترل بروس��لوز و برنامه‌‌هاي ريشه ‌كني استفاده 
مي‌‌ش��وند. با اي��ن‌ حال وجود اين آزمايش‌هاي نش��ان داده‌ 
ش��ده غير قطعي هستند و منجر به كش��تار حيوانات عاري 
از بروس ال�و باعث زي��ان اقتصادي متعاقب آن مي‌ش��وند. 
اين برنامه ريش��ه‌كني كامل را كار مشكلي مي‌‌سازد؛ بنابراين 
ويژگ��ي آزمايش به كار گرفته ‌ش��ده مه��م ‌ترين اهميت را 
دارد. به ‌احتمال ‌زياد حل مشكلات با تشخيص دقيق شامل 
چندين آزمايش ب��راي عملكردهاي مختلف پاس��خ ايمني 
اس��ت. بيولوژي مولكولي با پرايمرهاي انتخابي يا تصادفي 
به ‌عنوان ابزار تشخيصي با نتايج نويد بخش درحال ‌توسعه 
است و ممكن است به ‌زودي در نقطه جايگزيني ايزولاسيون 
باكتري واقعي قرار بگيرند. اين تكنيك تش��خيصي، سريع، 
ايم��ن و مقرون ‌به ‌صرفه اس��ت تنها مش��كل واقعي وجود 
برخ��ي عدم قطعي��ت در رابطه با ويژگي اس��ت. از اين‌ رو 
‌استاندارد‌سازي و ارزيابي بيشتر، به خصوص در موارد مزمن

 لازم است.
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