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وبروسلا آبورتوسبه هاي سنتی آنو فرآوردهخام میزان آلودگی شیربررسی
1391در سال در استان هاي اصفهان و چهارمحال و بختیاريبروسلا ملی تنسیس

امیر شاکریان
.ایرانشهرکرد،شهرکرد،واحدگروه بهداشت مواد غذایی، دانشگاه آزاد اسلامی

23/4/93:پذیرشتاریخ 21/10/92تاریخ دریافت:

مقدمه:
هاي آن ارزش غذایی بسیار شیر و فرآورده

شیر براي تغذیه انسان دارند. ترکیباتبالایی در
نوزاد لازم ها درها و استخوانانرژي، تکامل ماهیچه

هاي آن به عنوان فرآوردهاست. همچنین از شیر و
تغذیه افراد دررژیم مغذي حاوي ترکیبات متعادل

هاي آن به شود. شیر و سایر فراوردهبالغ استفاده می
دلیل دارا بودن اکثر ترکیبات غذایی، محیط خوبی 

یکی ازبروسلوز).1(ها استبراي رشد میکروب
دام مهمترین بیماري هاي عفونی مشترك بین انسان و

فراورده هاي شیرمصرف کنندگانبه خصوص در
رزان، دامپروران، قصابان وخام آلوده، کشاو

دامپزشکان است. این بیماري به وسیله انواع مختلف 
بروسلا ملی تنسیس،از جمله بروسلاباکتري هاي

و بروسلوز کنیس،بروسلا سوئیس، وسلا آبورتوسرب
بروسلا ملی انسان به گردد. ایجاد میبروسلا نئوتومه

. از )2(شودمی مبتلا تنسیس، آبورتوس و سویس
تنها در مورد عفونت ناشی از دیگرروسلاهايب

و دامداران ها،آزمایشگاهکارکناندر بروسلا کنیس

چکیده:
باشد هاي عفونی در ایران بوده که مشترك بین انسان و دام مییکی از شایعترین بیماريبروسلوززمینه و هدف:
هاي انتقال بروسلوز به انسان مصرف شیر و از راهیکی گردد.ایجاد میبروسلاهاي جنس و توسط گونه

و خام گاومیزان آلودگی شیرباشد. این مطالعه با هدف بررسیهاي سنتی آلوده به باکتري بروسلا میفرآورده
ن هاي اصفهان و چهارمحال و بختیاريدر استابروسلا آبورتوس و بروسلا ملی تنسیسبه هاي سنتی آنفرآورده
انجام شده است.1391در سال 

)، پنیر n=100(گاونمونه شامل شیر خام 200در این مطالع توصیفی آزمایشگاهی، مجموعاً روش بررسی:
)50=n25()، بستنی=n25() و خامه=n(از شهرستان هاي استان هاي اصفهان و شهرکرد جمع آوري و سنتی

مورد آزمایش قرار گرفت.)PCR(واکنش زنجیره اي پلی مراز روش سپس با
5/2)، پنیر محلی (بروسلا آبورتوسدرصد 1نمونه مورد آزمایش میزان آلودگی شیر خام گاو (200از یافته ها:

) گزارش گردید، هیچگونه بروسلا آبورتوسدرصد1) و خامه سنتی (ملی تنسیسو بروسلا آبورتوسدرصد
در بستنی یافت نشد.آلودگی 

بهداشتی و هايبه زیانعنایتو با بروسلا هاي آن به باکتريبا توجه به آلودگی شیر و فراوردهنتیجه گیري:
تر و کارآمد تري جهت پیشگیري و کنترل هاي کنترلی و نظارتی دقیقبرنامه، لازم است اقتصادي این بیماري

.بیماري اتخاذ گردد

فراورده هاي واکنش زنجیره اي پلی مراز،،بروسلا اویس، بروسلا ملی تنسیس، سلا آبورتوسبروهاي کلیدي:واژه
.سنتی شیر
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). هر چند که 3(گزارش شده استدامپزشکان 
در دام و انتقال عفونت به جمعیت هاي بروسلوز

انسانی حتی بعد از گسترش کنترل براساس 
واکسیناسیون و برنامه هاي پیشگیرانه، در بخش هایی 

؛از جهان به صورت چشمگیري کاهش یافته است
ولی در بخش هایی که از کانون هاي آندمیک بالا 
محسوب می شوند مانند مدیترانه، خاورمیانه، آفریقا، 
آمریکاي لاتین و بخش هایی از آسیا به خصوص

عراق، ایران و ترکیه به صورت لاینحل بر جاي مانده 
چشمگیر در موجب افت بسیار بروسلوز). 1،4(است

سرمایه هاي اقتصادي شده و در دام ها موجب کاهش 
شدید بهره وري، کاهش تولید شیر، عقیمی، نازایی و 

گله ها خواهد شد و مانع عمده اي سقط طوفانی در
در راه تجارت و صادرات انواع دام ها محسوب 

به انسان از طریق تماس بروسلوزانتقال . می شود
ات بدن حیوانات آلوده یا مستقیم با بافت یا مایع

).5(باشد میآلودهشیر هاي فراوردهمصرف
10می توانند در شیر خام به مدت بروسلاگونه هاي 

ماه و در بستنی و خامه نیز تا 3روز، در پنیر تازه تا 
).6(مدتی زنده بمانند

هاي روشبروسلا براي ردیابی باکتري 
یره اي واکنش زنجها متعددي است که یکی ازروش

=Polymerase Chain Reaction(مرازپلی PCR(

هاي مزیتبه دلیل کاربردها واین روش.)7(است
سرعت در زیست شناسی مولکولی آن وبسیار زیاد

، باکتري را درPCRاست. روشهگسترش پیداکرد
؛ )8(تواند شناسایی کندزیاد میتعداد خیلی کم و

هاي روشهمچنین این روش در مقایسه با 
هاي حیوانی سرولوژیکی قابلیت جداسازي عفونت

.)9(بیشتري را دارد
با توجه به شرایط اجتماعی، اقتصادي و 
جغرافیایی ایران که بیشتر افراد از فراورده هاي سنتی 

افراد به این ءلذا امکان ابتلا؛شیر استفاده می کنند
و Zeinali). بر اساس بررسی 10بیماري وجود دارد (

استان هاي اصفهان و 1387همکاران در سال 

ءچهارمحال و بختیاري از لحاظ بروسلوز انسانی جز
استان هاي با آلودگی نسبتاً پایین محسوب می شوند

بنابراین با توجه به این که هر کدام از ؛ )11(
در میزبان خاصی بیماري زایی بیشتري بروسلاگونه هاي 

تاً اروپاي جنوبی و کشورها عمدبعضی ازو دردارند
یک آسیاي غربی که گاوها با گوسفندان و بزها در

بروسلا تواند شوند عامل عفونت، میمکان نگهداري می
بنابراین شناسایی دقیق گونه هاي ؛باشدملی تنسیس

همه گیري شناسی در انسان و براي مطالعه هايبروسلا
حیوانات اهلی به منظور بکارگیري راه هاي کنترل و 

).12(پیشگیري مناسب، اهمیت پیدا می کند
تعیین میزان آلودگی پژوهشهدف از این 

شامل پنیر هاي سنتی آنو فرآوردهخام گاوشیر
- بروسلا ملیبه محلی، بستنی سنتی و خامه سنتی

هاي اصفهان واستاندرو بروسلا آبورتوستنسیس
چهارمحال و بختیاري به روش واکنش زنجیره اي پلی

.ز استمرا

روش بررسی:
بررسی حاضر از نوع مطالعه مقطعی می باشد 

مجموع انجام شد. در 1391در طی تابستان و پاییز که 
پنیر نمونه50، شیر خام گاونمونه 100(نمونه 200

)خامه سنتینمونه 25بستنی سنتی ونمونه25، سنتی
و هاي اصفهان و چهارمحال از استانبه طور مساوي 

. نمونه هاي شیر از مخازن جمع آوري شدبختیاري
سنتی تازه هاي پنیرنمونهگاوداري هاي مختلف و شیر

سنتی از و خامه سنتیبستنیتولید شده توسط عشایر،
در و سپس بطور تصادفی جمع آوري مراکز فروش 

به در اسرع وقت در کنار یخواستریلظروف 
زاد غذایی دانشگاه آآزمایشگاه کنترل کیفی مواد

. در آزمایشگاه دندانتقال داده شاسلامی شهرکرد
20ها در فریزر در دماي منفی اوي نمونهحظروف 

گرفتند.قرار تا زمان انجام آزمایش ي سانتیگراددرجه
از کیت DNAدر این مطالعه جهت استخراج 

که استفاده شدتهرانشرکت سیناژنDNAاستخراج 
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طبق دستورالعمل شرکت سازنده جهت 
مراحل زیر انجام گرفت.DNAاستخراج

و در خارج گردید ها از فریزر نمونهابتدا کلیه 
دقیقه در 10به مدت سپس ؛ذوب شدنددماي اطاق

250آنگاه مقدار شدند،دور در دقیقه سانتریفیوژ3000
میکرولیتر 5به آن و را برداشت نمودهلیتر از شیرمیکرو

Protease،100میکرولیترProtease Buffer ،400
سپس اضافه گردید،Lyses Solutionمیکرولیتر

Precipitation Solutionمیکرولیتر300مقدار

ورتکس شد. در مرحله ثانیه3- 5افزوده و به مدت
ها انجام شد و در نهایت شست و شوي رسوببعد 

به میکرولیتر 1000به میزان Wash Bufferمحلول
سانتریفیوژ کردن در پس ازنموده و اضافه نمونه ها 

به حاصله را رسوب ،دقیقه5دور به مدت 13000
قرار سانتیگراددرجه65دقیقه در دماي 5مدت 
).13(گرفت

جهت شناسایی ، DNAپس از استخراج
از زوج پرایمرهاي معرفی شده هاي بروسلاگونه

به شرح زیر) Bricker)1994و Hallingتوسط
.)13،14(استفاده گردید

5'-AAA,TCG,CGT,CCT,TGC,TGG,TCT,GA-3'

5'-TGC,CGA,TCA,CTT,AAG,GGC,CTT,CAT-3'

از دستگاه PCRبراي انجام در این تحقیق 
Master cycler gradient(Eppendorf) و برنامه

استفاده گردید.حرارتی زیر 
32دقیقه، 4درجه سانتیگراد 95ک سیکل ی

ثانیه، یک 50درجه سانتیگراد 94سیکل تکراري 
72دقیقه، یک سیکل 1د درجه سانتیگرا58سیکل 

72ثانیه و یک سیکل انتهایی 45درجه سانتیگراد 
دقیقه.5درجه سانتیگراد 

جهت ردیابی محصول مورد نظر از ژل آگارز 
100براي این منظور یک گرم پودر آگارز در ؛استفاده شد

) TBE 1X)Tris-Boric Acid-EDTAمیلی لیتر بافر 

میکرولیتر رنگ اتیدیوم 5افه کردن ضذوب و پس از ا
مخصوص الکتروفورز )Cast(بروماید به آن در سینی 

میکرولیتر 25جهت انجام الکتروفورز .)9(ریخته شد
رنگ نشانگرمیکرولیتر3با PCRاز محصول 

Loading buffer منتقل ژلمخلوط و به چاهک
ولت به 90اژ ثابت ها در ولتگردید. الکتروفورز نمونه

پس از انجام یک ساعت انجام گرفت.حدود مدت
Gel(الکتروفورز با انتقال ژل به دستگاه قرائت کننده 

Documentation(،تنتیجه مورد بررسی قرار گرف.
731ي هایی که داراي قطعهبر این اساس نمونه

و تنسیسبروسلا ملیبودند، گونهDNAبازي جفت 
بروسلا جفت بازي گونه 750راي قطعه نمونه هاي دا

می باشند.آبورتوس

یافته ها:
نمونه شیر خام گاو 2در بررسی حاضر تعداد 

تشخیص داده شد که بروسلا) آلوده به باکتري 1%(
بروسلا ها آلوده به باکتري هر دوي این نمونه

بودند. یک نمونه شیر خام در استان آبورتوس
نمونه شیر خام در استان چهارمحال و بختیاري و یک 

نمونه 3اصفهان آلودگی تشخیص داده شد. تعداد 
بروسلا) آلوده به باکتري%5/2پنیر تازه سنتی (

بروسلا نمونه آلوده به باکتري 2تشخیص داده شد که 
بروسلا ملی نمونه آلوده به باکتري 1و آبورتوس

بودند. یک نمونه پنیر تازه سنتی در استان تنسیس
و دو نمونه پنیر سنتی عشایري در استان اصفهان

2چهارمحال و بختیاري آلوده بودند. همچنین تعداد 
بروسلا) آلوده به باکتري %1(نمونه خامه سنتی

نمونه مربوط به استان 2تشخیص داده شد که هر 
بروسلا چهارمحال و بختیاري آلوده به باکتري 

ر دبروسلاهیچگونه آلودگی به بودند وآبورتوس
و 1شماره (جدول یافت نشدسنتیهاي بستنینمونه

).1تصویر شماره 
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و بروسلا بروسلا ملی تنسیسهاي سنتی آن به فرآوردهوخام هاي شیرمیزان آلودگی نمونه:1جدول شماره 
بختیاريو هاي اصفهان و چهارمحال در استانآبورتوس 

تعداد نوع نمونه
نمونه

تعداد موارد 
مثبت

تعداد موارد آلودگی در روسلاي جدا شدهگونه ب
هاي استان اصفهاننمونه

هاي نمونهتعداد موارد آلودگی در
بختیاريواستان چهارمحال

درصد 
آلودگی

درصد111آبورتوس1002شیر خام
درصد125/2آبورتوس و ملی تنسیس503پنیر سنتی

-----25بستنی سنتی
درصد21-رتوسآبو252خامه سنتی

نه هاي شیر و فراورده هاي سنتی آنلکولی گون هاي بروسلا در نمووتصویر ژل الکتروفورز تشخیص م:1تصویر شماره 
731ي هاي مورد مطالعه که واجد قطعه: نمونه5تا 2هاي : نمونه کنترل منفی، ستون1ستون DNAکیلوبازي1: مارکر Mستون

(ستون هاي جفت بازي مربوط به بروسلا آبورتوس750و قطعه )4(ستونتنسیسملیبروسلا ه گونهمربوط بDNAبازي جفت 
است.)5و3و2

بحث:
خام گاوها و درصد از شیر1در بررسی حاضر 

درصد از 1تازه سنتی و درصد از پنیرهاي5/2
بروسلا خامه هاي سنتی مورد مطالعه به گونه هاي 

و از آلوده بودندنسیسآبورتوس و بروسلا ملی ت
بستنی هاي سنتی هیچگونه اي از بروسلاها جداسازي 

در بروسلانشد. جداسازي و تشخیص گونه هاي مهم 
شیر و فراورده هاي سنتی آن در استان هاي اصفهان و 

بختیاري دلالت بر وجود این باکتري در چهارمحال و 
و لذا در مناطقی کهجمعیت هاي دامی این مناطق دارد

فراورده هاي آن به صورت خام یا غیر مصرف شیر و
مصرف این گونه فراورده ها به ؛پاستوریزه متداول است

ها به بروسلاعنوان یک خطر جدي و بالقوه در انتقال 

انسان و به خطر انداختن سلامت جامعه اهمیت بسیار 
.زیادي دارد

مطالعه هاي متعددي در نقاط مختلف دنیا در 
ان آلودگی شیر خام و سایر فراورده هاي ارتباط با میز

بطوري که ؛صورت گرفته استبروسلاآن به گونه هاي 
در ایران توسط اکبر مهر بر روي پنیرهاي تازه محلی 

به 1380عرضه شده در شهرستان سراب و حومه در سال 
%2/2دهد که نشان می،انجام گرفتروش کشت 

7دارد که وجود بروسلاهاي مختلفآلودگی به گونه
) %5/1نمونه (15و یسسبروسلا ملی تن) %7/0نمونه آن (

). در بررسی دیگر توسط 15(بودندبروسلا آبورتوس
بر روي پنیرهاي 1371در سال و خان ناظر اکبر مهر 
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160دهد از نشان می،عرضه شده در شیراز انجام گرفت
) آلوده به باکتري%7/3نمونه (6نمونه مورد آزمایش 

بروسلا ) %25/1نمونه (2بودند که از این تعداد لابروس
بوده بروسلا آبورتوس) %5/2نمونه (4و یسسملی تن

). در بررسی دیگر که توسط ایزدي و 16(است
نمونه10نمونه شیر خام، 15از 1392در سال همکاران

)6/66% (PCR نمونه پنیر سنتی مورد 15مثبت و از
بروسلاودگی به باکتري ) آل%3/53نمونه (8آزمایش 

1391و همکاران در سال شفیعی). 17(گزارش نمودند
نمونه شیر 50و از مورد20نمونه شیر گاو، 60از 

). 18(داشتندبروسلامورد آلودگی به 22گوسفند 
اساس بررسی هاي انجام شده آلودگی گاوها به بر

و آلودگی گوسفند و بز به بروسلا ملی تنسیس
اتفاق می افتد بطوري که در بررسی ورتوسبروسلا آب
Zowghi 190در ایران 1387و همکاران در سال

مورد 6ورا از گاوهابروسلا ملی تنسیسمورد 
) که 10(بروسلا آبورتوس را از گوسفند جدا نمودند

احتمالاً به دلیل نگهداري گاو و گوسفند در یک 
اق،بصره عراستاندر2009سال درمکان می باشد.

بروسلاباکتريبهخامآلودگی شیرهايمیزان
.)19(درصد گزارش شد2/24آبورتوس
در سال نیجریهکشوردرکهايمطالعهدر

گرفت، انجامگاوهاي شیر خامنمونهرويبر2008
درصد40آبورتوسبروسلاباکتريبهآلودگیمیزان

ا ). همچنین میزان آلودگی شیر خام گاوهاي کنی20(بود
و همکاران به باکتري Kangetheتوسط 2004در سال 

درصد گزارش شده است4برابر با بروسلا آبورتوس
2013و همکاران در سال Arasoglu). در بررسی 21(

نمونه شیر خام گاو به 334در کشور ترکیه بر روي 
بروسلا ) به باکتري %7/81(نمونهPCR273روش 

اغیان و ندیم در سال ). صب22(آلوده بودندآبورتوس
نمونه پنیر تازه 677در منطقه اصفهان از تعداد 1974

نمونه 160و از )%3/8نمونه (56مورد آزمایش شده، 
تشخیص بروسلا درصد) آلوده به 6/0نمونه (1خامه 
در KaraوAkkayaیبررس). همچنین در 23(دادند

ه درصد از پنیرهاي تازه ب2در کشور ترکیه 2013سال 
درصد از پنیرهاي مورد آزمایش 7بروسلا آبورتوس و 

مطالعه ). در24(آلوده بودندبروسلا ملی تنسیسبه 
AbbasوTalei درصد8در کشور عراق 2010در سال

بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی از پنیرهاي تازه آلوده به 
درصد از خامه هاي مورد آزمایش، آلوده به 1و تنسیس

بودند و در هیچکدام از بستنی هاي بروسلا آبورتوس
).25(جدا نشدبروسلامورد آزمایش 

نتایج مطالعه حاضر با سایر بررسی ها از جمله
AkkayaوKara و مطالعه24(2013در سال (Talei و

Abbasولی با یک ؛) مطابقت دارد25(2010سال در
اران در سال و همکArasogluسري از مطالعه ها از جمله 

بروسلا از شیر خام گاوهاي آن منطقه به %7/81که 2013
)، اختلاف دارد که البته از 22آلوده بودند (آبورتوس

توان به روش جداسازي مهم ترین دلایل اختلاف می
باکتري، حجم نمونه، عوامل میزبانی، موقعیت جغرافیایی، 

ش دام ها، در دام ها، نحوه پروربروسلاانجام واکسیناسیون 
حساسیت آزمون هاي مورد مطالعه و نحوه تولید 

.)26(فراورده هاي سنتی شیر اشاره نمود

نتیجه گیري:
هاي آن به توجه به آلودگی شیر و فراورده

بهداشتی و هاي به زیانعنایتو با بروسلا باکتري
هاي کنترلی و برنامه، لازم است اقتصادي این بیماري

کارآمدتري جهت پیشگیري و کنترل تر و نظارتی دقیق
در این زمینه ارتقاي سیستم بیماري اتخاذ گردد.

دهی، افزایش آگاهی به دامداران، مراقبت و گزارش
مردم و کارکنان بهداشتی، عدم خرید شیرهاي خام 
فله اي توسط مردم، افزایش هماهنگی بین بخشی 

درمان و آموزش پزشکی، وزارت بهداشت،خصوصاً
دامپزشکی کشور، همکاري و هماهنگی کامل سازمان

دهی بیماري و درمان و بخش خصوصی در گزارش
تر بیماري در تشخیص بیماري و در نهایت کنترل دقیق

دام از طریق واکسیناسیون بره، بزغاله، گوساله و کشتار 
گردد.هاي مبتلا پیشنهاد میدام
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Background and aims: Brucellosis is the most common infectious disease in Iran that is
common between humans and animals and is caused by Brucella species. One of the
transmission ways of brucellosis to human is consuming of milk and its traditional products
contaminated with the Brucella bacteria. This study was aimed to investigate the contamination
rate of cow's craw milk and its traditional products with Brucella abortus, and Brucella
mellitensis in Isfahan and Chaharmahal and Bakhtiari provinces in 2012.
Methods: In this laboratory descriptive study, a total of 200 samples of raw cow's milk (n=100),
traditional cheese (n=50), ice cream (n=25), and cream (n=25) were collected from Isfahan and
Shahrekord and they were examined by PCR method.
Results: The rate of contamination in raw cow's milk (1% Brucella abortus), cheese (2.5%
B. abortus, B. mellitensis), and cream (1% B. abortus) was reported of 200 experimented
samples, and no brucella contamination was found from the ice cream.
Conclusion: According to the contamination of milk and dairy products to Brucella bacteria and
health and economic damages of this disease, it is necessary to make more accurate and efficient
control and supervision to prevent this disease.

Keywords: Brucella abortus, Brucella mellitensis, Brucella ovis, PCR, Traditional Dairy Product.
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