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دانشگاه اصفهان

دانشکده علوم و فناوری های زیس تی، گروه زیست ش ناسی سلولی

مولکولی و میکروبیولوژی، آ زمایشگاه میکروبیولوژی

آزمایشگاه ایمونولوژی

:جلسه سوم
تست رایت



ی تب زای این آزمایش به صورت گسترده برای تشخیص بیماری تب مالت که یک بیماری عفون

:نام های دیگر این بیماری . است، استفاده می شود(Zoonosis)مشترک بین انسان و دام 

Brucellosis

 Malta fever

 Mediterranean fever

 Undulant fever

 Goats milk fever 
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مقدمه
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حیوان‌وسان‌انبین‌انتقال‌قابل‌عفونی‌های‌بیماریازیکی‌است‌،مرسوم‌واگیرجنین‌سقطنام‌‌به‌حیواناتدرکه‌بروسلوزیامالت‌تب‌بیماری‌

وبهاردراما،دارد‌وجودسالفصول‌تمام‌دربیماری‌این‌.می‌شودنامیده‌نیزمدیترانه‌ای‌وتب‌دیوانه‌تب‌مواج‌،تب‌:نظیر‌دیگری‌نام‌هایباومی‌باشد

.می‌شودبیشتردیده‌دام‌هاشیردهی‌وزایش‌‌زمان‌یعنیپاییز

موردیبهداشتواقتصادیبعددوازهموارهبیماریاین.شودمیمحسوبداموانسانمشترکهایبیماریمهمترینازیکیعنوانبهبروسلوز

دفعباآن،زاپسمدتیتاوسقطهنگامدرونمودهجنینسقطآبستنیدورهاولیندرمعمولابروسلوز،بهمبتلاهایدام.استگرفتهقرارتوجه

نیزولهگحیواناتسایربرایراآلودگیزمینهخودموضوعاینکهشوندمیمراتعومزارع،محیطآلودگیباعث،رحمیآلودهشدتبهترشحات

رحمیاتترشحطریقازچنینهموحیواناتشیرطریقاز(بروسلاباکتریهایگونه)بیماریعاملباکتریایدورهدفع.سازدمیفراهمانسان

.بردارددرانساننیزوهادامسایربرایرافراوانیمخاطراتبالینیعلائمفاقدهایدامدر

مقدمه



رشد‌آن‌کوکوباسیل‌گرم‌منفی،‌بسیار‌کوچک،‌غیر‌متحرک،‌بدون‌کپسول،‌در‌شرایط‌هوازی‌رشد‌کرده‌و✓
.افزایش‌می‌یابدCO2به‌وسیله‌انکوباسیون‌در‌محیط‌حاوی‌

.‌‌رشد‌این‌باکتری‌با‌افزودن‌سرم‌یا‌خون‌بهبود‌می‌یابد✓

لوب‌بیماری‌های‌قابل‌انتقال‌از‌حیوان‌به‌انسان‌از‌جمله‌بیماری‌های‌عفونی‌هستندکه‌دارای‌اثرات‌نامط✓
ماری‌های‌به‌عنوان‌یکی‌از‌شایعترین‌بی«‌تب‌مالت‌»در‌این‌میان.‌قابل‌توجهی‌در‌سلامت‌جامعه‌می‌باشند

.سازمان‌و‌نهاد‌بهداشتی‌را‌درگیر‌ساخته‌است‌از‌اهمیت‌ویژه‌ای‌برخوردار‌است زئونوز‌در‌کشور‌که‌چندین
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باکتری بروسلا
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:گونه‌بروسلا‌شناسایی‌گردیده‌اند‌که‌نام‌آن‌ها‌به‌همراه‌میزبان‌اصلی‌شان‌بدین‌ترتیب‌می‌باشد7تا‌کنون‌

B.aburtus(گاو)آبورتوس•

B.melitensis(بز)ملی‌تنسیس•

B.suis(خوک)سوئیس•

B.canis(سگ)کانیس•

B.Ovis(گوسفند)اوویس•

B.neotomae(‌جوندگان)نئوتوما•

 B. mavis(پستانداران‌دریایی)ماویس•

عامل بيماری تب مالت
Brucella:از‌گروه‌بروسلا   

(بیوتیپ3)

(بیوتیپ5)

(بیوتیپ7)

(مهاجم ترین و بیماریزاترین.)نوع غالب بروسلا در ایران ، بروسلا ملی تنسیس می باشد 
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تهداشکلرهویبرهبامشترکژنآنتیبروسلا"ضمناژنهایآنتی Aو Mمیباشدمربوطباکتریسلولدیوارهساکاریدپلیلیپوبه•
.بردیمبالاشدهساختهژنهایآنتیازبعضیباکاذببصورترابروسلابادیآنتیتیتروباعلیهبرواکسیناسیونو

خصوصيات آنتی ژنی
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مستقیمتماس-1

اءاشییاآلودهحیواناتهایبافتیاو،دفعیمواد،ترشحاتباپوستجراحاتوهاخراشتماسطریقازچشم،ملتحمهراهاز
عفونیترشحاتبهآغشته

گوارشدستگاهطریقاز–2
ماستجزبهپنیربستنی،خامه،کره،مثلآلودهلبنیهایفرآوردهخامشیر

تنفسیانتقال–3
آزمایشگاهواصطبلوآغلدرمعلقعفونیذراتاستنشاقطریقاز

.استنادربسیارانسانبهانسانانتقال–4
گیریخونهایبرنامهدرخونازبردارینمونهوواکسیناسیون،مصنوعیتلقیحطریقاز

راه های سرایت بيماری
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: افراد با خطر بالا

کشاورزان‌

دامداران

دامپزشکان

ها کارکنان‌کشتارگاه

کارکنان‌آزمایشگاه‌ها
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هفته3تا 1بین 

ماه17تا 6گاهی بین 

دوره کمون



ستگی،شب،خدربخصوصفراوانتعریقمتناوب،دورهبامنظمیامداومتبباوشدهشروعحادبصورتبیماری
بدندردعمومیودردعضلانیسردرد،وزن،وکاهشاشتهاییبی

سستیوضعفاشتهایی،بیشدید،تعریقبدن،دردعمومیناگهانی،لرز:حادنوع

وخستگیضعفصدا،سروبیآغازندارد،وجوداولیهدارتبحالتاوقاتاغلب:حادتحتنوع

.ماندمیباقیسالهابرایتبداردورهیکازبعد:مزمننوع

عترینشای.نمایدموضعیعفونتایجادبدنمختلفاعضاءدرتواندمیبیماریاین:(موضعی)لوکالیزهنوع
ها،لیهکصفرا،کیسهکبد،ها،بیضهطحال،ریه،قلب،مرکزی،عصبیسیستممفاصل،استخوانها،اعضاء

پوستوپروستات
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علائم بيماری
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.استملایموخفیفدارندتماسبروسلاباکتریبادائمیوبطورهستندتماسدرهادامبادفعاتبهکهکسانیدربیماریشدتمعمولاً

ناگهانیوحادصورتبهبیماریشروعآنها،درصد50تقریباًدر،کنندمیمراجعهپزشکبهواستبرخورداربیشتریشدتازمالتتبکهبیمارانیدر

.یابدمیبروزآرامیبهوماهچندگاهیوهفتهچندطیدروتدریجیصورتبهمالتتببیمارانازدرصد50درویابدمیشدتروزچندطیدرواست

دازظهربعدروشوندمیتشدیدبیماریعلائمتدریجبهروزطیدرامااستشدهخوبکندمیاحساسوداردبهتریحالصبحابتدایدربیمارمعمولا

.یابدمیافزایشبیماریوعلائمناخوشی

دربدنحرارتدرجهاستممکنافرادبعضیدر.استکمترروزطیدروشدهتشدیدبعدازظهرهاعفونیهایازبیماریبسیاریمانندبیماریایندر:تب

دحبهبدنحرارتدرجهبههیچگاهاماشدهکمروزطیدربیمارحرارتدرجهبیمارانازدیگربرخیدردرحالیکهبرسدهمنرمالحدبهبیماریسیر

.رسدنمینرمال

.شودمیبیمارانگریبانگیرنیزفراوانتعریقیاوشدیدضعفمفاصل،دردردسردرد،لرز،مثلدیگریعلائمتبهمراهبهمعمولا

.ودشایجاداستممکنتیفوئیدومالاریامشابهبالینیونماییابدمیتخفیفوتشدیدبیمارتبیکبارهفتهیاهرچندروزبیمارانبرخیدر

علائم بيماری
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دقیقه15مدتبه(سانتیگراددرجه68)پاستوریزاسیونیاودقیقهیکمدتبه(استریلیزاسیون)جوشحرارت-
جوشحرارتدردقیقه5مدتبهراشیربیشتراطمینانبرای)کندمینابودراآلودهشیردرتنسیس،ملیمیکروکوکوس

(دهیدقرار

نشانولوژیکاپیدمیبررسیهایدردارد،وجودانسانسعفونتبروزواهلیحیواناتدربروسلورشیوعبینمستقیمیرابطه-
:باشدمیموثرذیلفاکتورسهحداقلرابطهایندرکهشدهداده

دامپرورشروشهای

بهداشتیاستانداردهای

غذاییمصرفعادات

عوامل موثر بر کاهش بروز و شيوع تب مالت در انسان 



بیولوژیکیعمل،phتغییراتحرارت،رطوبت،میزانغذایی،مادهنوعبهبستگیغذاییهایفرآوردهدربروسلوزبقای
.داردفرآوردهنگهداریزمانمدتوموجودباکتریهایدیگر

ماه‌18در‌شیر‌با‌حرارت‌صفر‌درجه‌تا‌

ماه‌24درجه‌تا‌25-37در‌شیر‌با‌حرارت‌

ساعت‌9درجه‌کمتر‌از‌38در‌شیر‌با‌حرارت‌

هفته4-6درجه‌4در‌خامه‌با‌حرارت‌

روز‌30در‌بستنی‌با‌حرارت‌صفر‌درجه‌

روز‌142درجه‌8در‌کره‌با‌حرارت‌

روز‌‌100تا‌75در‌انواع‌پنیر‌نمک‌زده‌
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عوامل موثر بر کاهش بروز و شيوع تب مالت در انسان 



بزرگسالان

2میلی‌گرم‌100ساعت‌به‌اضافه‌داکسی‌سیکلین8-12میلی‌گرم‌ریفامپیسین‌دوز‌واحد‌یا‌منقسم600–900روزانه‌-1
هفته8بار‌در‌روزبرای‌حداقل‌

–3)‌هفته‌بهمراه‌جنتامایسین8ساعت‌برای‌6هر(‌میلی‌گرم500)‌داکسی‌سایکلین‌با‌همان‌مقدار‌یا‌تتراسیکلین–2

برای‌دو‌هفته‌(‌گرم‌عضلانی‌1)روزانه‌عضلانی‌یا‌استرپتومایسین‌(‌میلی‌گرم‌به‌ازاء‌هرکیلوگرم5

هفته8به‌مدت‌حداقل‌(‌دوز‌منقسم3یا‌2قرص‌در‌26)ریفامپیسین‌با‌همان‌مقداربهمراه‌کوتریموکسازول‌بالغین‌–3
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درمان



اطفال

صبح‌ناشتا‌به‌(‌میلی‌گرم5درهرقطره‌ریفامپیسین‌اطفال‌)میلی‌گرم‌به‌ازاء‌هرکیلوگرم‌وزن‌10-20ریفامپیسین‌–1

ه‌میلی‌گرم‌تری‌متوپریم‌برای‌هرکیلوگرم‌وزن‌بدن‌منقسم‌دردو‌مقدار،‌صبح‌وعصر‌ب8اضافه‌کوتریموکسازول‌

هفته8مدت‌حداقل‌

ترکیب‌کوتریموکسازول‌بهمراه‌جنتامایسین–2
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درمان
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:کشت

گرمکوباسیلکوجداکردنبیماریاینآزمایشگاهیقطعیتشخیصبرایطلاییاستانداردتستوبروسلوزیسعفونتقطعیشاهدتنها

.است(بدنبافتهایومایعاتسایریاخون)باکتریکشتتوسطبیماربدنازبروسلامنفی

وچرکنخاعی،مغزیمایعاستخوان،مغزازتوانمیهرچندشود،میاستفادهتشخیصبهرسیدنوکشتبرایبیمارخونازمعمولا

.نموداستفادهباکتریکشتبراینیززخمترشحات

دارتببیماراندرکشتپاسخمعمولاً.موارددرصد70تا10ازنیستبخشرضایتچندانخونکشتشدنمثبتمیزانمتاسفانه

.استکمترهستندتببدونیاودارندخفیفتبکهبیمارانیدرخونکشتشدنمثبتاحتمالوشودمیمثبتبیشتر
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تشخيص آزمایشگاهی



.‌‌در‌شرایطی‌که‌کشت‌خون‌منفی‌است،‌کشت‌مغز‌استخوان‌هنوز‌می‌تواند‌مثبت‌باشد

ی‌شود،‌می‌توان‌در‌حقیقت‌ازآنجا‌که‌با‌پیشرفت‌بیماری،‌میزان‌باکتریمی‌کمتر‌شده‌و‌کشت‌خون‌با‌احتمال‌بیشتری‌منفی‌م

عی‌بیماری‌از‌کشت‌ارگانهای‌رتیکولواندوتلیال‌داخلی‌بدن‌مانند‌طحال،‌کبد،‌لنفنودها‌و‌یا‌مغز‌استخوان‌برای‌تشخیص‌قط

هفته‌زمان‌نیاز‌است‌و‌در‌صورت‌8تا‌6برای‌رشد‌باکتری‌بروسلا‌.‌استفاده‌نمود‌که‌ساده‌ترین‌آنها‌کشت‌مغزاستخوان‌است

نی‌تری‌نگه‌شک‌به‌این‌بیماری‌باید‌حتما‌پزشک‌به‌مسئول‌آزمایشگاه‌اطلاع‌دهد،‌تا‌برای‌رشد‌باکتری‌نمونه‌را‌به‌مدت‌طولا

مام‌از‌ت.‌داری‌نمایند‌و‌همچنین‌در‌جهت‌کاهش‌خطر‌بیماری‌در‌پرسنل‌آزمایشگاه‌نکات‌ایمنی‌را‌دقیق‌تر‌رعایت‌نمایند

ا‌توجه‌به‌بروسلوز‌بمعمولاً‌ترشحات‌خلط‌برای‌.‌ترشحات‌و‌بافت‌های‌بدن‌می‌توان‌نمونه‌مناسب‌برای‌انجام‌کشت‌تهیه‌نمود

.شیوع‌بسیار‌کم‌پنومونی‌در‌تب‌مالت‌منفی‌خواهد‌بود

سهیلا عباسی:تهیه کننده

19

تشخيص آزمایشگاهی



.در‌سمت‌راست‌محیط‌کشت‌متعارف‌کاستانیدا‌و‌در‌سمت‌چپ‌محیط‌کشت‌بعد‌از‌تغلیظ‌و‌شکستن‌گلبول‌های‌سفید‌انجام‌شده‌است
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نهگو.نموداستفادهازآنبروسلاتشخیصدرمیتوانباشددسترسدر PCRمانندمناسبیمولکولیتعیینروشاگرهمچنین

راهاینازوگرددسطحتعیینbiovarوزیرگونهنظرازتاگرددارسالمرکزیمعتبرآزمایشگاهبرایبایدبروسلامشکوک

بهPCRازآزمایشگاهدرکهکنندمیپیشنهادزیادیمتخصصینامروزه.آیددستبهاپیدمیولوژیکیارزشبسیاراطلاعات

زمانتااماند،برمینامطلاییاستانداردعنوانبهآنازوشوداستفادهبروسلاباکتریمستقیمتعیینبرایخونکشتجای

.استبروسلاباکتریکشتطلایی،استانداردهنوزبروسلوزتشخیصبرایبیشتر،مطالعاتانجام
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روش های مولکولی



(اسلاید)سروآگلوتیناسیون رایت

Rose Bengalرزبنگال  

  Tube Wrightرایت لوله ای 

(2ME Wright)مرکاپتواتانول رایت   

Anti Human globulin or coombs wrightآنتی هیومن یا کومبس رایت  
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تست های سرولوژی
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:لوازم‌مورد‌نیاز

پلیت‌شیشه‌ای‌مخصوص‌آزمایش‌سرولوژی-1

آنتی‌ژن‌قابل‌مصرف‌و‌فاقد‌اتو‌آگلوتیناسیون-2

کنترل‌مثبت‌و‌کنترل‌منفی-3

روتاتور‌واپلیکاتور‌جهت‌مخلوط‌نمودن‌سرم‌و‌آنتی‌ژن-4

ون‌با‌از‌کنترل‌مثبت‌و‌منفی‌استفاده‌شود‌و‌آگلوتیناسی سعی‌شود‌که‌در‌این‌آزمایش

.نمونه‌کنترلی‌منفی‌و‌مثبت‌مقایسه‌گردد

روشهای سرولوژی

روش آگلوتيناسيون سریع با آنتی ژن ویژه
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•PH‌:3.65

•Ag‌:بروسلا‌آبورتوس

جهت‌تشخیص‌اولیه‌بیماری،‌بعنوان‌تست‌غربالی•

(منفی‌کاذب)احتمال‌پدیده‌پروزون•

انجام‌آزمایش‌فقط‌با‌روش‌اسلاید•

موارد‌مثبت‌با‌روش‌لوله•

رزبنگال



Agبروسلا 

Active Agglutination

+

Agبروسلا 

Agبروسلا  Agبروسلا 

Agبروسلا 
Agبروسلا 

Agبروسلا  Agبروسلا 
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Ag Ab(باکتری‌بروسلا) (‌سرم‌بیمار)

روش انجام آزمایش رایت

Rapid

دقیقه شیکر2
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بیمارسرملیترمیلی 0.005–0.01–0.02–0.04-0.08هایمقدارسمپلرکمکباسفیدیزمینهاسلایدروی

اگرزنیممیهمدقیقه5تا3وبورتوسبروسلاژنانتیمحلولقطرهیکهااینازهرکدامبهسپس.دهیممیقرار

.میشودایجاداگلوتینهباشد+جواب

سهیلا عباسی:تهیه کننده
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روش انجام آزمایش رایت

Semi quantitative
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:‌‌وجود‌آگلوتیناسیون‌

Pos.1/20:نتیجهلاندا‌80فقط‌با‌•

.Pos 1/40   :نتیجه لاندا40و‌80با‌•

Pos.1/80:لاندا‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌نتیجه20و‌40و80با‌•

.Neg:‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌عدم‌وجود‌آگلوتیناسیون•

گزارش نتيجه
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ودادهدستازراخودآبنمونهماندناثردر.باشدمیدقیقه3مدتدرنتایجقرائتاسلایدروشدرمهمنکته•

.کندمیمثبتراآزمونکاذببطوروشدههمبههاژنآنتیچسبیدنباعث

عملکردازمانعفنلزیراباشدفنلفافدشودمیاستفادهکههاییمحلولوسایرسرمژنآنتیاستتذکربهلازم•

نمکیسفاتفبافرباآنرابارچندآزمایشازقبلبایدباشدفنلهژنآنتیکهصورتیدر.شودمیکنندهیاءحامواد

.دادشستشو

خطا های آزمایشگاهی
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با‌آنتی‌ژن‌ canisتست‌رایت‌در‌عفونت‌ناشی‌از‌بروسلا‌کنیس‌منفی‌می‌شود‌که‌بدلیل‌عدم‌تشابه‌آنتی‌ژنی‌بروسلا‌-1
.مورد‌استفاده‌در‌آزمایش‌رایت‌است

رقیق‌نشود‌و‌آنتی‌بادی‌320‌/1برخی‌موارد‌منفی‌کاذب‌در‌مواقعی‌رخ‌می‌دهد‌که‌نمونه‌سرم‌در‌آزمایشگاه‌بیشتر‌از‌-2
،تست‌(تررقت‌های‌بالا)باید‌توجه‌داشت‌که‌در‌این‌مواقع،‌در‌تیترهای‌بالاتر‌(.‌پدیده‌پروزون)بیش‌از‌حد‌وجود‌داشته‌باشد‌

.رایت‌مثبت‌می‌شود
.منفی‌کاذب‌گزارش‌می‌گرددSATدر‌اوائل‌بیماری‌و‌در‌زمانی‌که‌آنتی‌بادی‌تولید‌نشده‌باشد‌نیز‌تست‌-3
ی‌کاذب‌می‌و‌هایپوگاماگلوبولینمی‌ها‌نیز‌بدلیل‌کمبود‌گاماگلوبولین‌ها‌نتیجه‌منف humoralدر‌بیماران‌با‌نقص‌ایمنی‌-4

.شود
ه‌بیشتر‌در‌در‌سرم‌می‌تواند‌باعث‌گزارش‌منفی‌کاذب‌تست‌رایت‌گردد،‌که‌این‌پدیدآنتی‌بادی‌های‌بلوک‌کننده‌وجود‌-5

ن‌درای.‌موارد‌مزمن‌و‌طول‌کشیده‌بیماری‌مشاهده‌می‌گردد‌و‌با‌انجام‌آزمایش‌کومبس‌می‌توان‌این‌مشکل‌را‌رفع‌نمود
.موارد‌تیتر‌کومبس‌بسیار‌بیشتر‌از‌تیت‌رایت‌است

موارد منفی و کاذب تست رایت
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