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  ۲۲/۹/۸۶ :      تاريخ پذيرش مقاله۲/۷/۸۶ :تاريخ دريافت مقاله

   :چكيده

 گونه هاƽ حيواني و ه ايجاد عفونت در بسيارƽ ازـ قادر بهـهستند ک درون سلولي ي گرم منفƽ هااكترƽبروسلاها ب : و اهدافنهيزم

 ƽمارين بيص اي است، لذا تشخير اختصاصيغلب غ و اار متنوع بودهي بروسلوز در انسان بسيکيني علائم کل.انسان مي باشند

 ƽدهاير اسي تکثƽ در روش هاƽ متعددƽاي خون از مزاƽاستفاده از سرم بجااز آنجا که  . باشديق ميع و دقيد سرييازمند تاين

و ع ي سريشگاهيص آزماي شده به منظور تشخƽنه سازي بهPCRک واکنش ي ي به طراح مطالعه حاضر،ک برخوردار استينوکلئ

   . پردازديم يانسان سرم ƽنمونه ها بروسلوز در ياختصاص

 با استفاده از روش سريع كيت  بروسلوز، حادبيمارƽمبتلا به  فرد ۳۰ ميكروليتر نمونه سرم۱۰۰ از  DNAنمونه: يروش بررس

ر مجدد يت تکث جهPCRسپس واکنش دوم .  انجام شدبا كمك پرايمر هاƽ اختصاصي واكنش زنجيره اƽ پليمراز .تهيه گرديد

  . شديمحصولات واکنش نخست طراح

 كيلو ۳۱ با وزن ملكولي (BCSP31) جفت بازƽ ثابت، از ژن مسئول سنتز يك پروتئين ايمونوژنيك غشائي۲۲۳ يك قطعه :افته هاي

ه ي در کلباشد و در تمام واريته هاƽ بيولوژيك آن موجود ا ست كه ويژه جنس بروسلا مي آبورتوسدالتون از باكترƽ بروسلا 

  .ر شديت تکثي با موفقي سرمƽنمونه ها

 ƽش الگويداي، منجر به پ تاييد و تكثير بيشتر قطعات بدست آمدهبمنظورPCR ر مجدد محصولات واکنش اول يتکث: يريجه گينت

 يشگاهيص آزمايد در تشخيک روش مفي توان بعنوان ي گردد، که از آن مي مƽ بالاتريژگيت و وي با حساس تر وƽنگ قويباند

  . نمودهبروسلوز استفاد

  PCR، BCSP31 بروسلا، بروسلوز، :  واژه هاديکل

  

  

  

  

  

  

  

    



٤٨  ...تشخيص بهينه و دقيق بروسلا در سرم    / 

  :مقدمه

يك بيمارƽ ، )تب مالت (سويه هاƽ بروسلا عامل ايجاد بروسلوز 

د كه بسيارƽ از گونه هاƽ حيواني و نعفوني بسيار شايع مي باش

لافات جنس بروسلا بر اساس اخت. )۱(د نانسان را مبتلا مي نماي

نوع ميزبان اختصاصي از شش گونه تشكيل  موجود در بيماريزايي و

 ورتوسبآبروسلا ، )و گوسفند بز( بروسلا ملي تنسيس: شده است

عامل اصلي در خوك و نيز  (يسبروسلا سوئ، )گاو و گاوميش (

بروسلا ، )گوسفند (بروسلا اويس، ) جوندگان و گوزن ،خرگوش

. B.neotome) موش جنگلي( وتومهبروسلا نئ ،)سگ (كانيس

 دو گونه  معرفيكشف باكترƽ بروسلا در پستانداران منجر به

 وال ها وها  نفيلد عامل عفونت در )B.cetacea(ستاسئا بروسلا 

  درونتـل عفـامـع) B.pinnipediae( اـييني پدو بروسلا پ

 انواع  اختلاف بين اين گونه ها و.)۳،۲ (دي گردهاƽ آبي خوك

 ،ها  حساسيت به رنگ،ال حاضر بر اساس سروتاپينگدر حبيووارها 

  .)۴،۱(باشد وخواص متابوليك مي  H2Sتوليد ،CO2 نياز به

زمايـشات  ود در انجـام ايـن آ      ـ مشكلات موج  هـ از جمل  حال نا اي ـب

بـاكترƽ   تيـپ بنـدƽ       و مي توان به طولاني بودن مدت زمان كـشت        

دگي پرسـنل    خطـر آلـو     و نياز به تكنسين ماهر   ،  )بيش از يك هفته     (

 اشاره كرد كه جهـت رفـع چنـين     با سويه هاƽ بيماريزا آزمايشگاهي

هاƽ مختلفـي جهـت تـشخيص پلـي مرفيـسم            مشكلاتي از تكنيك  

DNAمولكو ƽ۲،۵(لي بروسلاها استفاده مي شود  و تيپ بند(.  

 شـيوع   مـشخص،  معدود بودن علايم فيزيكـي       نشانه هاƽ مختلف و   

مراحـل حـاد و مـزمن       ك در   غير تيپي ـ عفونت هاƽ ساب كلينيكال و    

ƽبروسـلوز انـساني را دشـوار مـي نمايـد        تشخيص كلينيكي    ،بيمار .

 حتــي در بــر تائيــدات آزمايــشگاهي يــه اصــلي پزشــكبنــابراين تك

 ،كلينيكي دلالت بـر وجـود بيمـارƽ بروسـلوز دارد          موارديكه علائم   

  .)۶(قابل توجه مي باشد 

م در بيمـاران  فاقد حساسيت لاز ر بوده و يت گ هاƽ كشت وق   تكنيك

 كـار داشـتن بـا ايـن         واز طرفي سر   .مبتلا به عفونت مزمن مي باشد     

هـاƽ سـرولوژيك     روش. ارگانيسم در آزمايشكاه مخاطره آميز است     

ــا عفونــت هــاƽ مــزمن از حــساسيت كــافي   مرســوم در بيمــاران ب

ي نيز  ها ƽ گرم منف    واكنش متقاطع با ديگر باكترƽ    . برخوردار نيست 

  ).۲،۶ ( كاذب مي گرددمنجر به نتايج مثبت

 جهت تشخيص جـنس و      PCRروش هاƽ متعددƽ بر پايه واكنش       

گونه هاƽ مختلف بروسـلا در نمونـه هـاƽ كلينيكـي مثـل خـون و                 

مدفوع بيماران مبتلا به انـواع حـاد، تحـت حـاد و مـزمن بروسـلوز                 

ده از نمونه هاƽ سـرم  در حاليكه استفا  .طراحي و ابداع گرديده است    

 چون حذف اثر مواد ضد انعقاد       ƽبرترƽ هاƽ متعدد  رغم  بيماران علي 

 ، PCR عمـده در واکـنش       ƽن بعنوان ممانعت کننده ها    يو هموگلوب 

      ƽبعلت مشكلات مربوط به جداسازDNA    باكتريـائي كمتـر مـورد 

توجه قرار گرفته است و تاكنون مطالعه جامعي نيز در اين زمينـه در              

ق طراحـي و    هـدف ايـن تحقي ـ    . داخل كشور صورت نپذيرفته است    

با قابليت شناسـائي دقيـق       ارائه يك روش بهينه سازƽ شده، سريع و       

به منظور تشخيص قطعي گونه هاƽ بيماريزا بروسلا در انسان شامل           

 با اسـتفاده    بروسلا سوئيس  و   بروسلا ملي تنسيس  ،  بروسلا آبورتوس 

توالي هـدف   . از نمونه هاƽ سرم بيماران مبتلا به تب مالت مي باشد          

 كيلـو   ۳۱ جفـت بـازƽ از ژن كـد كننـده آنتـي ژن               ۲۲۳ يك ناحيـه  

 مي باشد كه مختص جـنس       )BCSP31(آبورتوس  دالتوني بروسلا   

ــت     ــده و ثاب ــوق حفاظــت ش ــاƽ ف ــه ه ــام گون ــوده و درتم ــب  يم

  ).۴،۷،۸.(باشد

  :ها مواد و روش

۱. ƽباكتر ƽشرايط كشت وسويه ها :  

روسلا ملي ب، وسلا مورد استفاده در اين مطالعه بر استانداردسويه

 يکروبيه شده از بانک ميته 16M (ATCC 23456) تنسيس

 در محيط كشت بروسلا آگار د که باشيم رانيو پاستور اـتيانست

)Hi-media (درCº ۳۷  كشت داده شد و با   ساعت۴۸به مدت

 تيپ بندƽ و مورد تاييد قرار ،هاƽ استاندارد استفاده از روش

 بعنوان کنترل مثبت در هين سوي استخراج شده از اDNA .تگرف

  . شده بکار گرفته شدي طراحPCRواکنش 

  : نمونهƽجمع آور. ۲

ط يدر شرا بروسلوز ƽماري نمونه سرم از افراد مبتلا به ب۳۰تعداد 

 ينيمارستان امام خمي بيکروب شناسي بخش مƽک و با همکاريآسپت

 -۲۰شگاه تا زمان انجام آزمون در يقال به آزماته وپس از انيتهران ته

ت و کشت ي راƽج آزمون هاي نتا. شدƽ نگهدار گراديدرجه سانت

  .دد قرار دايي بروسلوز را مورد تاƽماريابتلا به ب

  :DNA تخليص .۳

DNAباکتريكم ژنو ƽه ه شده و بيته كشت خالص اده ازف با است

جدا ) DNA TM Kit(ناژن يشرکت س DNA ت استخراجيکمک ک

وز ـم افراد مشکوک به بروسل نمونه سرlµ ۱۰۰ن از يهمچن. گرديد

 ƽنمونه ها.  بعمل آمدDNAت فوق استخراج يا استفاده از کـب

DNA مناسب تا زمان انجام آزمون بافر استخراج شده درون PCR 

  . شدƽ گراد نگهداري درجه سانت-۲۰ط يدر شرا

       در                                                : DNAتكثير  .۴

 از يك ناحيه حفاظت  جفت باز۲۲۳ƽمطالعه يك قطعه در اين 
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) BCSP31( يكژايي ايمونوـين غشئد كننده يك پروتـ كژنشده 

ه ـ باصـه اختصـ ك،وسـورتـابروسلا ـب kD۳۱ يولـلکوا وزن مـب

افت ـروسلا يـاƽ بـووارهـام بيـدر تم  وهـلا داشتـروسـجنس ب

  :لـامـش دƽـي نوكلئوت۲۱ر ـرايمـيك جفت پکمک ه ـبي شود ـم

B4 (5´ TGG CTC GGT TGC CAA TAT CAA 3´) 
 B5 ( 5´CGC GCT TGC CTT TCA GGT CTG 3´)و

 قرار  تكثير مورد،و همكاران شرح داده شده است Baily كه توسط 

 .)۱،۳،۴،۸( گرفت

PCRئي  در حجم نهاµl ۵۰ شامل: ng ۱۰۰  DNA بافر ،الگو 

PCR) 10mM Tris-HCl ,pH8.4, (50 mM KCl,1.5 

mM MgCl2  ، nmol۲۰۰ از هر يك از پرايمرها، µM ۲۰۰ از 

.  پليمراز صورت پذيرفتTaqآنزيم  واحد۵/۲ وdNTPs هر يك از

 بدون روغن معدني  سايكلررمال دستگاه تواكنش در يك

)Techne –TC- 312 (واکنش .انجام شد PCR شامل يك 

يكل  س۳۵سپس  و  دقيقه۵ به مدت C۹۳˚مرحله حرارت اوليه در

ه  بC۷۲˚ ثانيه و۳۰ به مدت C۶۰˚، دقيقه۱به مدت  C ۹۰˚متشكل از

 ۷ بمدت C۷۲˚ در  نهائييك مرحله انكوباسيون و  دقيقه۱مدت 

 در تمام مراحل منفيثبت ومنمونه هاƽ كنترل . باشد دقيقه مي

 ).۱،۶،۸،۱۱،۱۲،۱۳(آزمون لحاظ گرديد 

  : PCRواکنش دوم . ۵

µl ۵/۱ از محصول نخست PCR ش يشتر و افزاير بيجهت تکث

 PCRاکنش دوم  الگو در و DNAبعنوان  حاصل، ƽته باندهايدانس

بمنظور کاهش سرعت . تر بکار رفتيکرولي م۵۰ يبا حجم نهائ

غلظت  ،ƽص باکتريواکنش و به حداقل رساندن مدت زمان تشخ

 اما با  مشابه حالت اولPCR مختلف ƽز پارامترهاير مواد و نيسا

و  ) دقيقه۵ به مدت C۹۳˚( هيون اوليناتوراسحذف مرحله د

 کل ها بهي، کاهش تعداد س) دقيقه۷ بمدت C۷۲˚(انكوباسيون نهائي 

لحاظ  ي حرارتƽ مدت زمان پارامترهاƽ درصد۵۰ و کاهش ۲۵

 قطعه ير اختصاصينان از تکثيج و اطمي نتايد قطعيي تاجهت .ديگرد

 قرار  PCR سرم تحت هر دو واکنشƽه نمونه هايمورد نظر، کل

  .گرفتند

  : الكتروفورزژل. ۶

 توسط و فورز گرديد روالكت درصد ۱ آگارز در ژل PCRول صمح

هاƽ مورد باند .رنگ آميزƽ شد  اتيديوم برومايد mg/ml ۱محلول 

 ، UVتحت نور مجهز به دوربين،  ناتوريترانسلومنظر در دستگاه 

  .)۹،۱۰،۱۴ (مشاهده و مورد عكس بردارƽ قرار گرفت

  

   :ته هاياف

 مطالعه شده در شکل  سرمƽنمونه ها در DNAر يمحصولات تکث

 مورد ƽمرهايمطابق انتظار جفت پرا. نشان داده شده است) ۱(

 ۲۲۳ک قطعه ي ير اختصاصين مطالعه منجر به تکثياستفاده در ا

كنترل  (بروسلا ملي تنسيس DNAنمونه هاƽ  از ƽجفت باز

ضمناً . دي گردتلا به بروسلوز نمونه هاƽ سرم افراد مبهيکلو) مثبت

در  E.coli استخراج شده از  DNAو نيز سرم افراد سالم در نمونه

ر نشد، که از آن بعنوان کنترل ي تکثƽچگونه قطعه ايکسان هيط يشرا

ج ي نتا۲ شکل . شده استفاده شديطراح PCR در واکنش يمنف

 . دهدي دوم از ژن مورد مطالعه را نشان مPCRواکنش 

ج ينتا )PCR) Lane: 1,2,3کل محصولات واکنش ن شيدر ا

 . باشديم )۵و۶و۷ب يبترت(ر مجدد محصولات واکنش نخست يتکث

ج هر دو ين نتاي ب%)۱۰۰( ي بعمل آمده مطابقت کامليدر بررس

مار ي بƽسرولوژ ج گزارش شده از کشت ويز نتاي و نPCRواکنش 

  .وجود داشت

  

  

وم يديله اتي بوسƽزي آم ژل آگارز و رنگƽالکتروفورز بر رو: ۱شکل

  .ديبروما

۱       ۲      ۳      ۴      ۵      ۶     ۷      M 

 
 

M:50( يشناساگر ملکول bp DNA(  

  )DNAفاقد  ( يکنترل منف: ۱

  )16M سي تنسيبروسلا مل(کنترل مثبت : ۲

۳ :DNA ياکليشياشر  

   مثبتƽنمونه ها: ۴،۵،۶،۷

 
  
  

٢٢٣  bp 
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   دوگانهPCRج ي نتا:۲شکل 

 

 
۱       ۲       ۳      M 

  
M :50( يشناساگر ملکول bp DNA(  

۱،۲،۳:PCR دوگانه محصول واکنش اول   

  

  :بحث 

ــا ــون ي ــه آزم ــشان داد ک ــ روش مف PCRن مطالعــه ن  جهــت ƽدي

ƽبروسلا در نمونه سرم افـراد   ياختصاصتشخيص  ع و   ي سر جستجو  

 ƽن قطعـه در نمونـه هـا       ير ا ي عدم تکث  .آلوده به اين باكترƽ مي باشد     

DNA    مشتق از بـاکتر ƽ  هـا ƽ       ک مثـل   ي وابـسته از لحـاظ سـرولوژ

E.coli  واکـنش دوم     ين محصولات ط  ير مجدد ا  يز تکث يو ن PCR، 

ک آزمـون مخـتص    ي شده را بعنوان     ي بودن واکنش طراح   ياختصاص

 رسـاند، کـه بـا       ي بروسلاها به اثبات م ـ    يلکولوص م يجنس در تشخ  

ــا ــاينتـ ــات سـ ــيج مطالعـ ــن در اير محققـ ــه مطابين زميـ ــت نـ قـ

 ۱۰۰اين روش با توجه بـه اينكـه تنهـا نيـاز بـه           ).۹،۱۲،۱۳،۱۴(دارد

 حـساسيت   ميكروليتر از نمونه سرم فرد مشكوك به بروسلوز دارد از         

بالائي برخوردار مي باشد و بخصوص در مواردƽ كه مقـدار نمونـه             

بعلـت مـشکلات مربـوط بـه اسـتخراج           سرم بسيار انـدك اسـت و      

DNA ،        بـا ƽمـشكل مواجـه گرديـده اسـت،         تشخيص دقيق بيمار

ضمناً نمونه هاƽ سرم كهنه يا آلوده و حتي نمونه هـاƽ            . كاربرد دارد 

يـا نتـايج    سرم فريز شده به مدت طولاني كه غالباً تيتر بسيار پائين و      

منفي كاذب بهمراه دارند، بوسيله اين آزمون براحتي و با دقت بالا با             

  . مي باشنداستفاده از پرايمر هاƽ اختصاصي قابل تشخيص

چـون   يجه واکنش نخست به علل گوناگون     يکه نت  ƽ در موارد  هبعلاو

، مشکوک است و    يفي و ک  ي الگو از لحاظ کم    DNAنامناسب بودن   

انجـام   همراه داشـته اسـت،    ه   را ب  يج مشابه يتکرار مجدد واکنش نتا   

 bp۲۲۳  قطعه ير اختصاص ي با رفع موانع فوق، تکث     PCR آزمون دوم 

 مـدت زمـان     ƽ درصد ۵۰باً  ي کاهش تقر  . دهد يمر  د قرا ييرا مورد تا   

ش سرعت واکنش تـوام بـا       ي جهت افزا  ƽنه ا يبهواکنش دوم راه حل     

  . روش خواهد داشتيزان دقت و کارائيش ميافزا

   :نتيجه گيري

ز ي ـ و ن  PCRزان محـصول در واکـنش دوم        يش م ينه و افزا  ير به يتکث

 يزان کـارائ  يش م ي دلالت برافزا  ير اختصاص ي غ ƽزان باندها يکاهش م 

 در هـر    ƽ جفت باز  ۲۲۳  قطعه از آنجا كه     .دقت واکنش فوق دارد    و

ــلا ب   ــه بروس ــه گون ــاريس ــامل يم ــسان ش ،  B.abortusزا در ان

B.melitensis و B.suisلــذا از ايــن  باشــدي حفاظــت شــده مــ ،

                  ƽتكنيك مي توان جهـت جـستجو سـريع و دقيـق كليـه گونـه هـا

 سـرولوژƽ و كـشت بعنـوان     و تاييد نتـايج    بيماريزاƽ فوق در انسان   

.يك روش مكمل در آزمايشگاه هاƽ تشخيص طبـي اسـتفاده نمـود            
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