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  چکیده 
بروسلوز یک بیماري مشترك انسان و دام  و قابل انتقال به انسان می باشد و به عنوان یک مشکل بهداشتی جدي در  :و هدفسابقه 

این  فهد. لذا نیازمند یک روش سریع و در حین حال دقیق جهت تشخیص می باشد. اي درحال توسعه مطرح استکشوره بسیاري از
در نمونه هاي سرم آلوده شده مصنوعی به عنوان یک مدل جهت تشخیص آزمایشگاهی سریع و دقیق  PCRتوسعه روش مطالعه 

  .بروسلوز انسانی بود
در محیط بروسلا آگارکشت داده شد و سپس کلونی هاي باکتري، به وسیله ) 2308(بورتوس ابتدا سویه استاندارد بروسلا آ: روش کار

 DNAرقت هاي سریالی از . ژنومی از کلونی هاي باکتریایی غیرفعال استخراج گردید DNA سپس. غیرفعال گردیدند% 10فرمالین
با . این نمونه هاي آلوده شده تخلیص گردید DNAو آب دوبار تقطیر تهیه شد و ) FBS(باکتریایی به وسیله سرم گوساله جوان 

پرایمرهاي ) (omp-2(یک ژن کدکننده پروتئین غشاي خارجی:استفاده از دو جفت پرایمر مورد استفاده، دو قطعه ژن مختلف شامل
JPF/JPR ( 16و یک توالیSrRNA  در بروسلا آبورتوس) پرایمرهايF4/R2 (تکثیر گردیدند.  

پیکوگرم در  50پیکوگرم تا  5بروسلا نشان دادند، بین DNA تی که دو پرایمر مورد استفاده در تشخیص تفاوت حساسی: یافته ها
 با استفاده از  PCRلذا، حساسیت . پیکو گرم در نمونه هاي کنترل بود 5فمتوگرم تا  50نمونه هاي سرم مصنوعی آلوده شده و 

 .بود  JPF/JPRبا پرایمرهاي   PCRبیشتر از   F4/R2پرایمرهاي
با این پرایمرها تحت تاثیر مهارکننده هاي سرمی بود ولی هنوز آنها می توانند ابزار  PCR هرچند حساسیت روش : نتیجه گیري

  .مفیدي براي تشخیص بروسلوز انسانی باشند 
  Omp2، پی سی آربروسلوز، بهینه سازي، : کلیديواژگان 
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 مقدمه

هاي باکتریایی مشترك انسان و  ترین بیماري جزء شایع بیماري بروسلوز
را  دام است که در انسان ایجاد تب مالت نموده و خسارات اقتصادي بالایی

 این بیماري یکی از مشکلات). 1-3(در حیوانات اهلی به بار می آورد
کشورهاي در حال توسعه محسوب می  "در سطح جهان خصوصا بهداشتی

هر ساله حدود نیم میلیون نفر به این بیماري مبتلا می شوند و . )4(شود
هزار نفر می  100بروز سالیانه آن در برخی کشورها به ده مورد در هر 

هاي خاصی از ایران آندمیک است و شیوع آن  بروسلوز در بخش. )1(رسد
مطالعه اي که در . )5(در استانهاي مختلف متغییر است% 10.9تا % 0.5بین 

شمال ایران انجام شده نشان می دهد مهمترین عوامل خطرزاي بروسلوز 
، کار در %)11.3(پروري  ، دام%)22.4(مصرف پنیر تازه : شامل در ایران

  . است )6(%) 1.5(و دامپزشکان %) 8.1(ایشگاه آزم
 را سریع تشخیصی هاي روش بروسلوز بیماري اقتصادي و بهداشتی میتاه

هاي آزمایشگاهی  مبتنی بر روش"تشخیص بروسلوز عمدتا. طلبد می
ارزش تشخیصی سنجش هاي آنتی . )7(میکروبیولوژیک و سرولوژیک است

اسیت پائین، واکنش هاي متقاطع بادي در مراحل اولیه بیماري بخاطر حس
سرولوژیک و عدم تمایز بین عفونت فعال و غیر فعال رضایت بخش 

باکتري را می توان با کشت خون در آزمایشگاه تشخیص داد   .)8(نیست
که استاندارد طلایی تشخیص آزمایشگاهی نیز محسوب می شود، هرچند 

از . )9(غییر استدرصد مت 70 تا 15 حساسیت این روش پائین بوده و بین
 با زنده باکتري مستقیم طرفی روش کشت روش سریعی نیست و تماس

  .)10(می باشد خطرناك کارکنان آزمایشگاه
که توالی هاي ) PCRنظیر (تکنیک هاي مبتنی بر تکثیر اسید نوکلئیک  

16Sr RNA )8(  و ژنهاي کد کننده پروتئین هاي مختلف غشاي
بخاطر حساسیت و اختصاصیت بالا و ند، را هدف قرار می ده )11(بیرونی

هاي  کوتاه با هدف غلبه بر محدودیت هاي روش "زمان تشخیصی نسبتا
 DNAمحصول  PCRهاي  تمامی این سیستم. )4،3(فوق توسعه یافتند

مجزایی تولید می کنند که طول این محصولات براي تمام گونه هاي 
  DNAطالعات از در اکثر این م .)3(سان است بروسلا اختصاصی و یک

اما تعداد ). 11-14(استخراج شده از کشت هاي خالص استفاده شده
و انسان صورت  )15, 11, 8(کمتري از این مطالعات بر روي خون حیوانات 

عنوان ه ب، در این مطالعه با آلوده ساختن سرم. )16, 11, 4(پذیرفته است
به عنوان  ،سلابرو  DNAبا، عنوان کنترله ب، و آب مقطر، گزین خون جاي

جهت تشخیص آزمایشگاهی سریع و دقیق  PCRمدل، توسعه روش 
  .بروسلوز انجام شد

  
  روش کار

از بخش باکتریولوژي دانشکده ) 2308(بروسلا آبورتوس یه استانداردسو  
دي % c 37  ،5.علوم پزشکی دانشگاه تربیت مدرس تهیه و تحت شرایط

آگار کشت داده - ط بروسلاساعت برروي محی 48اکسیدکربن و مدت زمان 
سپس کلونی ها از سطح محیط کشت جداسازي شده و با استفاده از . شد

باکتري هاي کشته شده تا زمان تخلیص . غیرفعال گردیدند% 10فرمالین 
DNA  در دمايċ4 نمونه سرمی آلوده به  20چنین  هم. داري شدند نگه

نشگاه علوم پزشکی بقیه بروسلوز نیز از آزمایشگاه تحقیقاتی باکتریولوژي دا
  .نگهداري شدند ċ4در دماي  DNAتهیه و تا زمان تخلیص ... ا

در مرحله اول،  هآلوده شد FBSاز باکتري و سرم DNA استخراجبراي 
 DNAباکتري بروسلا با استفاده از کیت استخراج  از DNAاستخراج 

 شرکت کیاژن، ساخت کشور آلمان و بر طبق دستورالعمل مربوطه انجام
در مرحله دوم، طی فرآیند آلوده سازي مصنوعی رقت هاي مختلفی . شد

تهیه گردید و  FBSباکتري درون سرم  DNAاز ) fg 5تا  ng 5از (
نمونه هاي سرمی آلوده شده به روش گفته   از DNAاستخراج  "مجددا

هاي استخراج شده جهت استفاده هاي بعدي  DNAتمامی. شده انجام شد
  .داري شدندنگه -ċ20در دماي 

از دو جفت پرایمر براي تکثیر     PCR تکثیر اسید نوکلئیک با روشبراي 
پرایمرهاي اختصاصی ) 1: (اختصاصی دو ناحیه از ژنوم بروسلا استفاده شد

)F4/R2 (16توالیS rRNA   بروسلا آبورتوس که قطعه اي به طول
905 bp  (پرایمرهاي اختصاصی ) 2(را تکثیر می کردند وJPF/JPR (

که قطعه اي به طول ) omp-2(توالی ژن کدکننده پروتئین غشاء خارجی 
193 bp توالی قطعات تکثیر شده در ). 1جدول ( را تکثیر می کردند

تمامی گونه هاي بروسلا مشترك بوده و در تمام بیووارهاي این جنس 
  .یافت می شوند

 
  
  

 PCR  به روش بروسلا  DNAپرایمرهاي اختصاصی جهت تشخیصمشخصات  . 1جدول 
طول   ژن هدف  توالی پرایمر  نام پرایمر

  قطعه
  منبع

F4/R2  AAG GGG- 3΄ 5΄- TCG AGC GCC 
CGC  

5΄- AAC CAT AGT GTC TCC ACT 
AA- 3΄  

16S rRNA  905  بروسلا آبورتوس 
bp  

(8)  

JPF/JPR  5΄-GCG CTA AGG CTG CCG ACG 
CAA-3΄ 

5΄-ACC AGC CAT TGC GGT CGG 
TA-3΄  

پروتئین غشاء خارجی ژن کدکننده 
)omp-2(  

193 
bp  

(11)  
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بدون روغن  ،μl 25براي هردو ژن با حجم نهایی  PCRواکنش اولیه 

داراي یون منیزیم  10xبافر  μl 2.5:  انجام پذیرفت: معدنی و با محتویات
از  F/R( ،100Μm(از هر پرایمر  mM ،100ng 1.5با غلظت نهایی 

 SmarTaq DNA Polymeraseآنزیم واحد   dNTPs  ، 2.5مخلوط 
 ،200ng  ازDNA انجام پذیرفت الگو و مابقی آب مقطر تزریقی.  

) 1(  :صورته براي دستگاه ترموسایکلر ب omp-2براي ژن  PCRبرنامه 
مرحله اي  30تکرار ) 2(یکبار ) ċ, 5 min 95(دناتوراسیون اولیه 

و گسترش ) ċ, 30 sec 63.8(، اتصال )ċ, 30 sec 94(دناتوراسیون 
)72 ċ, 30 sec .(گسترش نهایی  "و نهایتا)72 ċ, 5 min (برنامه . یکبار

PCR  16براي ژنS rRNA  بدین صورت براي دستگاه ترموسایکلر
 30تکرار ) 2(یکبار ) ċ, 5 min 95(دناتوراسیون اولیه ) 1: (تعریف شد

و ) ċ, 45 sec 48.3(، اتصال )ċ, 30 sec 94(مرحله اي دناتوراسیون 
 یکبار) ċ, 5 min 72(و گسترش نهایی ). ċ, 60 sec 72(گسترش 
  . تعریف شد

-omp براي تکثیر ژن هاي PCR در راستاي بهینه سازي روش
پلیمراز،  SmarTaq، میزان آنزیم  MgCl2غلظت  16SrRNAو2

  .الگو، غلظت نوکلئوتیدها و دماي اتصال بهینه سازي گردید DNAغلظت 
 :شامل استخراج شده سویه هاي استانداردي DNAاز  ویژگی تعیین جهت

، شیگلا دیسنتریا، کولاي، یرسینیا انتروکولیتیکا، لیستریا منوسایتوژنز. اي
 بالینی که تظاهرات استفاده شد، فرانسیسلا تولارنسیس و سالمونلا تیفی

جهت تعیین حساسیت روش . بروسلوز است بالینی مشابه تظاهرات آنها
PCR  براي هر دو ژن omp-216وSrRNA   5از رقت ng  5تا fg 

DNAي الگو استفاده گردید.  
  

  یافته ها
 MgCl2از جمله غلظت  PCRموثر بر واکنش بهینه سازي عوامل مهم و 

الگو، غلظت نوکلئوتیدها  DNAپلیمراز، غلظت  SmarTaq، میزان آنزیم 
  ).2جدول (و دماي اتصال صورت پذیرفت و بهترین شرایط بدست آمد 

  
  PCRبهینه سازي عوامل موثر بر واکنش  . 2جدول 

میزان آنزیم   MgCl2غلظت   عوامل بهینه شده
SmarTaq  

مخلوط  غلظت
  نوکلئوتیدها

  دماي اتصال

 mM-2 0.25  بازه مورد بررسی
mM  

0.5 U-10 U 100-500 μM 193براي قطعه bp   :55-
65ċ 

 bp  :45-55ċ 905براي قطعه 
بهینه ) غلظت(مقدار 

  شده
0. 5 mM  1.25 U  200 μM  193براي قطعه bp   :63.9ċ 

  bp  :48.3ċ 905براي قطعه 
 
  

 
شش سویه باکتریایی  DNAاز  PCR جهت ارزیابی ویژگی روش

 نگرفت که صورت از آنها واکنشی یک استاندارد استفاده شد ولی در هیچ
 اختصاصی درتشخیص PCRروش  و پرایمرها بالاي ویژگی دهنده نشان

  ). 1تصویر (بروسلاست  جنس
  
 

       
 
 
 
 
 
 
 

، به طول omp-2 ژن (تصویر سمت راست . تریایی استانداردشش سویه باک DNAبا استفاده از   PCRارزیابی ویژگی روش  .1تصویر 
193 bp  .( تصویر سمت چپ) 16 ژنS rRNA 905، به طول bp  .( کنترل  8، چاهک شماره آبورتوس بروسلا 7در هر دو تصویر چاهک شماره

، لیستریا )2(، یرسینیا انتروکولیتیکا )1(ولاي ک. اي: بترتیب عبارتند از 6تا  1چاهک هاي . کنترل منفی است 9مثبت استاندارد و چاهک شماره 
، شرکت bp 100مارکر (استفاده مورد ) M(مارکر ). 6(، سالمونلا تیفی )5(، فرانسیسلا تولارنسیس )4(، شیگلا دیسنتریا )3(منوسایتوژنز 

  ).فرمنتاز
 

الگو DNA از رقت هاي مختلف PCRجهت تعیین حساسیت روش     
حاصل از رقت هاي سریالی تهیه شده با آب و سرم نتایج . استفاده گردید
و در ) 50Pg( 3در سرم تا رقت  omp-2ي ژن  bp 193نشان داد باند 

ي bp 905اما باند ). 2تصویر (قابل مشاهد ه است ) 5Pg( 4آب تا رقت 
) 50Fg( 6و در آب تا رقت ) 5Pg( 4در سرم تا رقت  16S rRNAژن 

 ).2تصویر (قابل مشاهده است 
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 FBSبا سرم ) Bو D(رقت هاي سمت راست . الگوDNA قت هاي مختلف تاثیر ر با استفاده از PCRارزیابی حساسیت واکنش  .2تصویر 
 16S ژن ) (Dو C(تصاویر پائین ).  bp 193به طول omp-2 ژن ) (Bو A(تصاویر بالا .با آب مقطر تهیه شده است) A و C(و رقت هاي سمت چپ 

rRNA 905به طول bp  .( 1تصویر رقت شماره  4در هر )5 ng ( 2، رقت شماره )500 pg( 3، رقت شماره )50Pg( 4، رقت شماره )5Pg( رقت ،
  ).، شرکت فرمنتازbp 100مارکر (مورد استفاده ) M(مارکر ). fg 5( 7، رقت شماره )50Fg( 6، رقت شماره )fg 500( 5شماره 

 
 بحث

هاي سرولوژیک و کشت  نسبت به روشPCR سنجش هاي مبتنی بر 
براي PCR سیت و ویژگی حسابا این حال . هستند تر و حساس تر سریع

تشخیص بروسلا بسته به آزمایشگاه متغییر است و هنوز استانداردسازي در 
خصوص تهیه نمونه، ژنهاي هدف و روش هاي تشخیصی انجام نشده 

مستقیم  هاي مرسوم مثل کشت تماس از طرفی در برخی روش). 17(است
مطالعه . ودش کارکنان آزمایشگاه ممکن است باعث آلودگی زنده باکتري با
در شمال ایران گویاي این مطلب است و نشان می  "حسنجانی و همکاران"

). 6(موارد بروسلوز در ایران از طریق کار در آزمایشگاه بوده است% 8.1دهد 
در این مطالعه دو سري از پرایمرهایی را که براي تشخیص بروسلا در 

سازي حساسیت و  حیوانات و نمونه هاي انسانی بکار می رود، براي بهینه
   . شداستفاده  PCRویژگی روش 

یا  PCRبراي بررسی و بهینه سازي  "در مطالعات مختلف معمولا
، یا باکتري بروسلا را به )7(از سرم یا خون استفاده می کنند "مستقیما

بروسلا را به سرم اضافه می  DNAو یا  )18(سرم اضافه می کنند
ن کامل از مزایاي متعددي در روش استفاده از سرم به جاي خو). 19(کنند

به عنوان مثال اثر . هاي تکثیر اسید هاي نوکلئیک برخوردار می باشد
انسانی و یا سایر  DNAممانعتی ناشی از مواد ضد انعقاد، هموگلوبین، 

ترکیبات مهارکننده خون حذف می شود و نیاز به انجام مراحل لیز گلبول 
 DNAاندازه گیري و تنظیم غلظت  هاي قرمز، شستشو، سانتریفیوژ و نیز

 DNAلذا در این مطالعه پس از جداسازي ). 20(استخراج شده نیست
اضافه نموده و با تولید  FBSبروسلا رقت هاي مختلفی از آن را به سرم 

از سرم  DNA "سرم مصنوعی آلوده مشابه سرم افراد آلوده، مجددا
با آب   DNAاز از طرفی رقت هاي مشابهی . مصنوعی استخراج گردید

مقطر ساخته شد تا اثرات احتمالی مهار کننده هاي موجود در سرم با آب 
هدف از این مطالعه ایجاد مدل مناسبی براي . مقطر مورد مقایسه قرار گیرد

و افزایش حساسیت و ویژگی آن براي استفاده در  PCR توسعه روش 
کنش نظیر از آنجائیکه اجزاء وا. تشخیص سریع بروسلوز انسانی بود

الگو،  DNAپلیمراز، غلظت  SmarTaq، میزان آنزیم  MgCl2غلظت

غلظت نوکلئوتیدها و دماي اتصال در حساسیت  و ویژگی واکنش موثرند 
، لذا این عوامل بهینه سازي شدند و بهترین شرایط گزارش گردید )17(
 ). 2جدول (

مایند را تکثیر می ن 16SrRNAکه ناحیه اي از ژن  F4/R2پرایمرهاي 
که ژن کدکننده پروتئین غشاء بیرونی  JPF/JPRنسبت به پرایمرهاي 

)omp-2 (را برعهده دارند، حساسیت بیشتري نشان دادند) 2تصویر .(
در سرم و تا رقت ) pg 5( 4توانستند تکثیر را تا رقت  F4/R2پرایمرهاي 

6 )50Fg (که پرایمرهاي  در آب مقطر نشان دهند در حالیJPF/JPR 
در آب مقطر ) pg 5( 4در سرم و تا رقت ) pg 50( 3را تا رقت  تکثیر

بخاطر آنست که  "احتمالا F4/R2حساسیت بالاي پرایمرهاي . نشان دادند
وجود دارد درصورتیکه از  16SrRNAدر ژنوم باکتري چندین کپی از ژن 

نتایج برخی گزارشات حاکی ). 7(تنها دو نسخه موجود است  omp-2ژن 
جود چند کپی نتوانسته تفاوتی در حساسیت پرایمرهاي از آنست که و

F4/R2  با پرایمرهايJPF/JPR که البته بنظر می رسد  )18( نشان دهد
  .باید این یافته مورد بررسی بیشتر قرار گیرد

مقایسه نتایج آب مقطر آلوده و سرم مصنوعی آلوده، حاکی از آن بود که     
قیق شده در آب مقطر نسبت به حساسیت هر دو پرایمر در نمونه هاي ر
حساسیت پرایمرهاي ). 2تصویر (سرم مصنوعی آلوده شده، بالاتر بود 

F4/R2  50براي آب مقطرFg  ولی براي نمونه هاي سرم مصنوعی آلوده
5 pg از طرفی حساسیت پرایمرهاي . بودJPF/JPR   5براي آب مقطر 

pg  50ولی براي نمونه هاي سرم مصنوعی آلوده pg حساسیت  .بود
PCR  می تواند تحت تاثیر عوامل مختلفی قرار گیرد، که برخی از این

 DNAحین جداسازي، حضور  DNAکاهش میزان :عوامل عبارتند از
خارجی و یا آلودگی با ترکیبات مهارکننده ي ناشی از ترکیبات سرم یا مواد 

لذا کاهش ). DNA )17 ,21شیمیایی مورد نیاز هنگام جداسازي 
در نمونه هاي سرم مصنوعی در مقایسه با آب ممکن  PCRحساسیت 

برخی از محققین براي . باشد PCRاست بخاطر وجود ممانعت کننده هاي 
استفاده کرده  Nested-PCRاز روش  PCRافزایش حساسیت و ویژگی 

البته این روش هم شانس ). 22(اند که از دو جفت پرایمر بهره می برد 
  . لازم است افراد خبره این تست را انجام دهند آلودگی را افزایش می دهد و
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از   DNAاستخراج  با استفاده از  PCRمطالعه حاضر نشان دادآزمون 

می تواند ابزار مفیدي جهت تشخیص آزمایشگاهی سریع سرم آلوده شده 
بروسلوز انسانی باشد، البته مطالعات بیشتري در این زمینه لازم است و 

می تواند به توسعه یک روش  PCRتوسعه روش هاي دیگر مبتنی بر 
  .  سریع، کارا و مورد اطمینان کمک نماید

  
  نتیجه گیري

با این پرایمرها تحت تاثیر مهارکننده هاي  PCR د حساسیت روش هرچن
سرمی بود ولی هنوز آنها می توانند ابزار مفیدي براي تشخیص بروسلوز 

  .انسانی باشند 

  تشکر و قدردانی
کاري صمیمانه کارکنان بخش باکتري شناسی دانشکده علوم پزشکی  از هم

ادي و کارکنان محترم دانشگاه تربیت مدرس بخصوص آقاي دکتر خرم آب
دانشگاه علوم مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي کاربردي  آزمایشگاه تحقیقاتی

آقاي دکتر لطیفی کمال سپاس گذاري را به ویژه ) عج( ... پزشکی بقیه ا
گروه میکروبیولوژي  این مقاله از نتایج پایان نامه دانشجویی مصوب   .داریم

  .ج شده استاستخرا  کرج دانشگاه آزاداسلامی واحد
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