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 ABSTRACT 
 

 Background:  The prevalence of Brucella infections in animals and humans has indicated the important need for different 
regional/local reference laboratories to use valid species-determining approaches to facilitate and compare data exchange. 
The purpose of current study was to evaluate the RNA Polymerase Beta Subunit (rpoB) as a molecular marker in Brucella 
species differentiation and to determine the genotype of Brucella melitensis species using single-nucleotide polymorphism 
(SNP) analysis. 

 Materials & Methods:   In this study, blood and cerebrospinal fluid (CSF) samples were taken from 108 patients with brucellosis. 
After culturing the samples insupplemented Brucella agar, eleven isolates of Brucella bacteria were isolated and identified by 
classical and molecular biotyping methods. Then the complete sequence of their rpoB gene was multiplied and sequenced. 
Sequencing results were analyzed by Mega6 program. 

Results:   According to the results, the rpoB gene was able to differentiate between Brucella species and other 
bacteria.Moreover, the rpoB typing grouped the majority of Iranian isolates in the rpoB type 2, while only one strain 
belonged to the rpoB type 1. Among the 10 isolates of rpoB type 2, there are six different isolates with only one unique type-
2 SNPs in codon 985, which gives rise to new genotype 2 variants. 

Conclusion:   Our results shown a high discriminative power of rpoB gene among B. melitensis strains from some regions of 
Iran, which leads to accurate genotype and identification of these bacteria. 
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Introduction

Brucellosis is the most common zoonotic disease that 
infects animals and humans through contaminated animals 
and their products. The disease is caused by an intracellular 
small gram- coccobacillus of the genus Brucella, which has 
no capsules, flagella and spores  cause destructive disease 
that leads to great economic losses to the livestock industry 

by reducing milk production Humans are usually infected 
through consumption of contaminated dairy products or 
close contact with infected animals (1). Human infection 
can lead to a chronic debilitating disease whose nonspecific 
symptoms affect various organs (2, 3). The genus Brucella 
has six classic species, including: . Brucella abortus, Brucella 
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melitensis, Brucella ovis, Brucella suis, Brucella neotomae, 
Brucella canis. B. melitensis, B. abortus, B. canis, and B. suis 
can cause brucellosis in human (4). In addition, six non-
classical species are known as Brucella species. Reports 
published in the last decade in Iran have introduced B. 
melitensis as the main pathogen responsible of brucellosis 
in human. Although. B. abortus was also involved to much 
lesser extent (6, 5). Rapid and accurate identification of 
Brucella species can indicate geographical and host origin. 
Currently, differentiation between species and biovars of 
Brucella are done using various analyze according to phage 
typing, phenotypic characteristics of lipopolysaccharide 
antigen, color sensitivity, need for carbon dioxide, the 
production of sulfide-hydrogen gas and metabolic 
properties (7). Diagnosis and detection of brucellosis based 
on biochemical tests is inefficient to differentiate Brucella 
species due to the presence of unknown behavioral strains 
in these experiments (8). Also, these experiments are 
potentially dangerous, complex and time consuming for 
laboratory technicians. Furthermore, Brucella identification 
complication can occurr due to similar differences between 
some species and inconstancy in reporting several 
phenotypic traits (9, 10). The use of genetic characteristics 
has been investigated using molecular DNA technology to 
address these shortcomings. Many PCR-based methods 
have been developed for rapid identification of Brucella 
species. For this purposes, molecular tests of the genome 
using the BCSP31 gene or 16SrRNA-23S operon are 
sufficient (11, 12), but for the other aims such as 
epidemiological tracking, more accurate methods are 
required. Due to the high DNA homology (above 90%) 
among Brucella species (14, 13), the significant genetic 
differences are mononucleotide polymorphisms, and 
regions with high genomic diversity between species are 
very rare (15). Several PCR-based methods have been used 
to determine the exact molecular biomarkers to determine 
Brucella molecular type (12). Various studies have reported 
that the use of the RNA polymerase (rpoB) β subunit gene, 
which is very suitable for phylogenetic analysis and 
identification Brucella strains, especially in highly 
homologous isolates (8, 15, 16 RpoB-based genotyping also 
allows the identification of new bacterial species and 
analysis  of the bacterial community (16). It can also 
describe rpoB gene mutations that play a very important 
role in rifampicin resistance (17). the present study 
evaluates the effectsof single nucleotide polymorphism 
(SNP) assays on the rpoB gene to show intra-species 
diversity occurring in different B. melitensis strains collected 
from various regions of Iran. (this part of manuscript is too 
long). 

 

Materials and Methods 

Sampling and bacteria isolation  

In this study, a collection of 106 blood and 2 
cerebrospinal fluid samples from patients with 

brucellosis symptoms from2017-2019 were cultured by 
the Brucellosis Department of Razi Vaccine and Serum 
Research Institute (Karaj, Iran). All samples were 
cultured in selective Brucella agar medium with 
Cycloheximide (50.0mg), Vancomycin (10.0mg), 
polymyxin B (2,500 IU), Bacitracin (12,500 IU), Nystatin 
(50,000 IU), and Nalidixic acid (2.5mg) (Oxoid, 
Basingstoke, UK) and 5% of inactivated horse serum. 
Bacterial cultures were incubated for 10 days at 37 ° C 
and 10% carbon dioxide. After this steps , the isolated 
bacteria were identified by classical typing methods (5, 
18). Brucella isolated from patients and standard 
bacterium of B.melitensis 16M (ATCC 23456) were then 
used in this study to analyze rpoB gene by single nucleotide 
polymorphism.  Genomic DNA extraction was performed 
based on the manufacturing protocol by a high purity PCR 
template preparation kit (Roche, Germany) on isolated 
bacteria. The integrity of DNA was evaluated by 1% 
agarose gel and the concentration of DNA was assessed at 
260/280 nm by a Nanodrop Spectrophotometer 
(Wilmington, DE, USA). The DNA of bacterial samples were 
then preserved at − 20 °C for analysis. 

Molecular confirmation of isolated bacteria 

Molecular identification of isolated bacteria in 
Brucella agar-specific medium was performed based on 
the IS711-based polymerase chain reaction (AMOS-
PCR) and Bruce-ladder PCR were carried out on all 
extracted DNA to analyze the Brucella presence in 
samples. Amos-PCR amplification using 5 primers on 
the IS711 gene (Table 1) was done in a thermal program 
of 1 cycle of 95 ° C for 5 minutes, followed by 40 cycles 
of denaturation at 95 ° C for 30 seconds, annealing 
temperature at 55 ° C for 60 seconds, extension at 72 ° 
C for 3 minutes and final extension at 72 ° C for 10 
minutes (19). Molecular typing also was performed by 
multiplex PCR (Bruce-ladder) with 16 primers on 8 
different Brucella genes (Table 1) as follows: 95 ° C for 5 
minutes, followed by 30 cycles at 95 ° C for 30 
minutes,56 ° C for 90 seconds, 72 ° C for 3 minutes and 
at 72 ° C for 10 minutes (4). All reactions of PCR were 
conducted in a total volume of 25 μL including 0.2 mM 
deoxynucleotide triphosphate, 0.5 mM of each primer, 
10 mM Tris–HCl (pH 8), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, and 
0.05 IU of Taq polymerase. The PCR products were run 
by electrophoresis on the 1.5 % agarose gel. All applied 
primers in this study are mentioned in the table 1. 

PCR assay on the rpoB gene and its genotyping 
assignment 

The PCR amplifications of the rpoB gene was done with 
specific primers using the B. melitensis 16M (accession 
number AE009516) as reference. Upstream primer, 1rB 
(5-ATGGCTCAGACCCATTCTTTC-3), and a downstream 
primer, 4134rB (5-TTATTCTGCCGCGTCCGGAA-3) were 
used to amplify the whole length of rpoB gene with 
4,134-bp (17). PCR amplifications were performed with 
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25 μL of PCR mixture comprised of 10 mM Tris–HCl (pH 
8), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM deoxynucleotide 
triphosphate, 0.05 IU of Taq polymerase, 0.5 mM of 
each primer and 100 ng of genomic DNA (evaluated by 
O.D. at 260 nm). To determine the rpoB types of 
different B. melitensis phenotypic biovars, the rpoB 
molecular targeting of specific residues on the codons 
629, 985, 1249, and 1309 were performed using Mega 
6 software (20).  

Sequence analysis  

The purification of PCR products were performed by 
PCR product purification kit (GeneAlI Company, South 
Korea) and sent to Fazapjooh Company for sequencing. 
The rpoB sequences were then aligned and assembled by 
the Mega 6 software program (21). In addition, the 

amino acids were deduced by the CLUSTAL W method of 
the Mega 6 program. After that all generated sequences 
with specific primers and length of 4134 bp, were 
compared by rpoB gene of B. melitensis 16M (accession 
number AE009516) for evaluation of nucleotide 
diversity. Sequencing was performed twice to confirm 
the results of reported mutations in this study.  

Phylogenetic analysis  

The consensuses data of all sequences were 
evaluated using the NCBI (Blast) alignment search tool 
to confirm rpoB genes matching. A phylogenetic tree 
was then drawn with Bootstrap 1000 (22). Bootstrap 
values from 1000 Bootstrap datasets were displayed at 
the end of the nodes.

 

Table 1. Primers used to identify isolated bacteria and PCR product sizes expected for different types of Brucella 

Bacterial strains Primer set Primer sequence (5-3’) DNA target size (bp) References 

B. abortus 
IS711 
AB 

TGCCGATCACTTTCAAGGGCCTTCAT 
GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC 

IS711 498 (19) 

B. melitensis 
IS711 

BM 

TGCCGATCACTTTCAAGGGCCTTCAT 

AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 
IS711 731 (19) 

B.ovis 
IS711 

B.ovis 

TGCCGATCACTTTCAAGGGCCTTCAT 

CGGGTTCTGGCACCATCGTCG 
IS711 976 (19) 

B.suis 
IS711 
B.suis 

TGCCGATCACTTTCAAGGGCCTTCAT 
GCGCGGTTTTCTGAAGGTTCAGG 

IS711 285 (19) 

B. abortus 
B. melitensis 

B. melitensis 
Rev.1 

BMEI0998f 

BMEI0997r 

ATC CTA TTG CCC CGATAA GG 

 
GCT TCG CAT TTT CACTGT AGC 

Glycosyltransferase, 

gene 
wboA 

1,682 (4) 

B. abortus 

B. melitensis 

B. melitensis 
Rev.1 

BMEI0535f 

BMEI0536r 

GCG CAT TCT TCG GTTATG AA 

CGC AGG CGA AAA CAGCTA TAA 

Immunodominant 

antigen, gene bp26 
450 (4) 

Deletion of 

25,061 bp in 
BMEII826–

BMEII0850 in 

B. abortus 

BMEII0843f 

BMEII0844r 

TTT ACA CAG GCA ATCCAG CA 

GCG TCC AGT TGT TGTTGA TG 

Outer membrane 

protein, gene omp31 

1071 

 
(4) 

B. abortus 
B. melitensis 

B. melitensis 

Rev.1 

BMEI1436f 

 
BMEI1435r 

ACG CAG ACG ACC TTCGGTAT 

TTT ATC CAT CGC CCTGTCAC 

Polysaccharide 

deacetylase 
794 (4) 

B. abortus 
B. melitensis 

B. melitensis 

Rev.1 

BMEII0428f 

 
BMEII0428r 

GCC GCT ATT ATG TGGACT GG 

AAT GAC TTC ACG GTCGTT CG 

Erythritol catabolism, 

gene eryC 

(Derythrulose- 
1-phosphate 

dehydrogenase)  

587 (4) 

Deletion of 2,653 

bp in BR0951– 

BR0955 in B. 

melitensis and 

B. abortus 

BR0953f 

BR0953r 

GGA ACA CTA CGC CACCTT GT 

GAT GGA GCA AAC GCTGAA G 

ABC transporter 

binding protein 
272 (4) 

Point mutation in 

BMEI0752 in B. 

melitensis Rev.1 
 

BMEI0752f 
BMEI0752r 

 

CAG GCA AAC CCT CAG AAG C 
GAT GTG GTA ACG CAC ACC AA 

 

Ribosomal protein 

S12, gene rpsL 
218 (4) 

B. abortus 

B. melitensis 
B. melitensis 

Rev.1 

BMEII0987f 

BMEII0987r 

 

CGC AGA CAG TGA CCATCA AA 
GTA TTC AGC CCC CGTTAC CT 

Transcriptional 

regulator, CRP 

family 

152 (4) 
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Results 

Isolation and identification of bacteria 

In this study, Brucella isolates (n=11) were detected 
from 108 blood samples from cases of brucellosis, 10 
bacterial isolates from blood and 1 bacterial isolate 
from cerebrospinal fluid. Common phenotypic 
characteristics of Brucella species were observed from 
isolated bacteria including small glossy t shiny, and 
honey colonies with smooth surface. Eleven bacterial 

isolates were grown after 5 days of incubation at 37°C 
with 10% carbon dioxide. Isolated bacteria were gram-
negative in gram staining, did not produce hydrogen 
sulfide and did not lyse with standard phages in the 
classic Brucella detection method, and also grew on 
Fuchsin and tionine dyes, so according to OIE standard 
tables for the identification Brucellae at the biovar level, 
it was identified as belonging to B. melitensis bivar 1 and 
3 (Table 2). 

 

Table 2. B. melitensis isolates and identification using different molecular typing methods. 

Isolate 
Accession 

number 
Source Biotype Bruce-ladder Amos PCR year Place 

S1 MK629658 Human blood B. melitensis bv3 B. melitensis B. melitensis 2018 Karaj 

S2 MK629659 Human blood B. melitensis bv3 B. melitensis B. melitensis 2016 Karaj 

S3 MK629660 Human blood B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2016 Karaj 

S4 MK629661 Human blood B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2015 Qom 

S5 MK790247 Human blood B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2019 Kerman 

S6 MK790248 Human synovial fluid B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2016 Tehran 

S7 MK598748 Human blood B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2017 Karaj 

S8 MK790249 Human blood B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2018 Mashhad 

S9 MK790250 Human blood B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2015 Hamadan 

S10 MK790251 Human blood B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2019 Kermanshah 

S11 MK790252 Human blood B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 1017 Yazd 

 

Molecular confirmation of isolated bacteria 

Isolated bacteria were identified and confirmed at 
the molecular level using AMOC PCR and Bruce-ladder 
multiplex methods at the species level. In terms of 
biotype results, it was found that the clinical isolates 
belonged to B. melitensis bivar 1 or 3. For the AMOS-
PCR assay, a product of 731 bp for all isolates, indicating 
the genus B. melitensis, was identified. All isolates in 
Bruce-ladder PCR reaction was also confirmed the 
amplification of PCR products with 152, 450, 587, 794, 
1,071 and 1682 bp as filed type of B. melitensis. 

Determination of Brucella genotype based on rpoB 
gene analysis 

The differentiating power of rpoB gene for Brucella 
detection was first confirmed for Iranian Brucella 
isolates using single nucleotide polymorphism analysis 
of rpoB gene, moreover, the results were compared 
with the sequences recorded in the NCBI database. 
According to our results, most Iranian isolates in this 
study were classified as the rpoB with 629-Val (GTG), 
985-Val (GTC), 1249-Met (ATG) and 1309-Leu (CTA) 
genomic maps While only one of them belonged to 

rpoB type 1 with genomic map (629-Ala (GCG), 985-Ala 
(GCC), 1249-Met (ATG) and 1309-Leu (CTG). The gene 
and amino acid sequences were stored in the NCBI 
database under access numbers MK629658, 
MK629659, MK629660, MK629661, MK790247, 
MK790248, MK598748, MK790249, MK790250, 
MK790251 and MK790252. Also, the ability of rpoB 
gene differentiation to identify Brucella Iranian isolates 
was confirmed for the first time in this study. Most of 
the Iranian isolates in this study belonged to rpoB type 
2 and only one of them belonged to rpoB type 1. Also, 
no spatial grouping of rpoB type 3 was identified in this 
study. Of the 10 rpoB type 2 strains, six strains with only 
one single nucleotide polymorphism at codon985, 
showed different variants, indicating the missense 985 
-Ala (GCC) mutation instead of Val (GTC).  

Therefore, these strains should be considered as a 
new variants of genotype 2 (Accession number: 
MK629658, MK629660, MK629661, MK790247, 
MK790249 and MK790252) (Fig 1).  In the other four 
isolates, no mutation pattern was observed in codon 
985 of type 2 genotype.  
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Figure 1. Phylogenetic relationship using the Neighbor-Joining method shows the power of gene differentiation between Brucella species 
and other bacteria in the figure. The percentages of replications in which related species are grouped in the Bootstrap test (1000 replicates) 
are shown next to the branches. The Maximum Composite Likelihood method showed evolutionary distances. Evolutionary analysis was 
performed on MEGA6.  
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Discussion 

Identification of Brucella species is one of the most 
important programs in brucellosis eradication and 
control issues as well as epidemiological trace analysis 
in human and animal. the worldwide distribution of 
Brucella infections in animals and humans highlights 
the vital need of different regional/local reference 
laboratories to use the same typing methods of 
Brucella bacteria in order to facilitate comparison and 
data exchange. At present, the identification Brucella 
species and subspecies according to the different 
characterization’s analysis consisting of biochemical 
phenotype, growth needs and serology. These tests 
are time consuming and increase the risk of infection 
for laboratory staff. In addition, the limited diversity of 
some Brucella species and biovares in biochemical 
properties may lead to conflicting data and complex 
interpretations (23). In some studies, it has been 
showed that clinical strains of B. melitensis isolated 
from human specimens show unusual phenotypic 
patterns in fuchsin and tionine dye sensitivity tests 
(15, 16). More recently, the B. melitensis biovar types 
1, 2, and 3 have been isolated from numerous studies 
in African, Asian, South American, and European 
countries that differ in color sensitivity (24). 
Moreover, the biotypical characteristics of Brucella 
spp. isolates in Israel were serologically known as B. 
melitensis biovar 1, but showed unusual sensitivity to 
penicillin, and the dyes of fuchsin and tionine (9). 
Recent observations, however, indicate that 
differences between the species of B. melitensis are 
not limited to the agglutination pattern. Color 
sensitivity, while indicating a phenotypic feature, is 
also a factor for the B. abortus biovars identification 
(25). Hence, various molecular methods have been 
designed to identify Brucella species, for example, it 
has been shown that PCR-RFLP method is a fast and 
practical technique, particularly for differentiation 
and identification between different Brucella species 
and biovars of B. abortus and B. melitensis in human 
blood samples (26). In a further study, pulse-field gel 
electrophoresis (PFGE) was found to be a more 
reliable and useful method for the molecular typing of 
Brucella strains and the determination of genetic 
similarity between Brucella isolates in humans and 
animals than PCR RFLP (27). Also, optimized molecular 
hybrid methods are able to simultaneously identify 
and differentiate B. abortus and B. melitensis species 
with high specificity and sensitivity in clinical 
specimens (28). Furthermore, detection and 
differentiate of B. melitensis and B. abortus species by 
real-time PCR and high resolution melting analysis 
(HRM) curves in human blood has been expressed as 
a useful method compared to PCR-RFLP (29). In this 
study, comparison of B. melitensis rpoB sequences led 
to molecular and phylogenetic classification of 11 
clinical isolates from different provinces of Iran (Figure 

1). RpoB-based molecular typing enables us to 
determine and differentiate Brucella intraspecific 
genotypes and to analyze Brucella species from each 
other simultaneously based on a single nucleotide 
polymorphic analysis on the rpoB gene, which is not 
possible simultaneously in other molecular 
differentiation methods. Various studies have 
reported that the analysis of phylogenetic relation-
ships based on rpoB gene was approximately three 
times more accurate than that obtained with 16S 
rRNA analyses in identifying highly homologous 
species of Brucella (8, 15, 30). Also, the 16S rRNA locus 
lacks sufficient sequence diversity to differentiate 
Brucella species (30). 

 Furthermore, New identification methods have 
recently been reported by targeting the rpoB gene 
fragment located between positions 625, 985,1249, 
and 1390 to identify Brucella species. 

Using this approach makes it possible to identify and 
differentiation closely identical bacteria with high 
homology in the genome. This method also revealed 
high sensitivity in differentiating Brucella spp. 
genotypes by rpoB gene sequencing (8, 31). Different 
genotypes of B. melitensis have been identified based 
on rpoB types due to the combination of 
mononucleotide polymorphisms (SNPs) in codons 
629, 985, 1249 and 1309 (16). Up to now, 3 important 
genotypes according to the B. melitensis rpoB type 
have been demonstrated  in different counties, 
including the rpoB type 1, 629-Ala (GCG), 985-Ala 
(GCC), 1249-Met (ATG) and 1309-Leu (CTG); the rpoB 
type 2, 629-Val (GTG), 985-Val (GTC), 1249-Met (ATG) 
and 1309-Leu (CTA); and the rpoB type 3, 629-Ala 
(GCG), 985-Ala (GCC),1249-Ile (ATA) and 1309-Leu 
(CTG) (16, 20). The finding of the current study are 
consistent with the findings of a Spanish study that 
showed similar missense mutations at the same 
location (codon 985) for three of B. melitensis rpoB 
type 2. Other missense mutations have been reported 
in Turkey in genotype 2 of B. mensensis, including only 
two of the three missense mutations that were 
identified by Marianli et al. (16). According to Tan et 
al., most of the strains collected from American and 
European countries belong to type 1 rpoB, while type 
2 rpoB is mainly reported among strains collected 
from Asia, Africa and Europe (8). However, our 
results showed that both type 1 and type 2 of rpoB 
were present in the Iranian isolates of B. melitensis. 
Phylogenetic analyzes performed in other studies 
also confirmed the use of neighbor-joining method in 
this study (15, 32). Finally, it can be confirmed that 
despite the high DNA homology in the genus 
Brucella, the rpoB gene can act as a highly specific 
and stable molecular marker in this gene (15, 32). 
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This method also allows for rapid differentiation and 
identification of Brucella. 

 

Conclusion 

In the present study, the genotyping results of B. 
melitensis isolates using single nucleotide 
polymorphism analysis on the rpoB gene led to the 
successful identification and classification of Iranian 
clinical isolates and provided a better understanding 
of the distribution and transmission of Brucella spp. 
infecting human at a regional level. It was also found 
that biovar level detection could be performed 
without the need for special laboratory facilities. 
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ژن  مورفیسم   بر اساس پلی  بروسلا ملی تنسیس   ی نیبال  یهاایزوله  ی لوژنیف  ابطهو ر  ی کیتنوع ژنت 

 در ایران    rpoB)  ژن (پلیمراز RNA آنزیم β زیرواحد
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محلی مختلف   ای/ های مرجع منطقهآزمایشگاه   اساسینیاز    در حیوانات و انسان   بروسلاهای  عفونت  گسترشزمینه و اهداف:  

. هدف از این  است  نشان داده   هاآن   ها و مقایسه منظور تسهیل تبادل داده به  تعیین گونهرویکردهای معتبر   را برای استفاده از

تعیین ژنوتیپ    های بروسلا ودر تمایز گونهعنوان یک نشانگر مولکولی  به  (rpoB) پلیمراز RNA آنزیم  β زیرواحد مطالعه ارزیابی  

 است.( SNP) تجزیه و تحلیل چندشکلی تک نوکلیوتیدیبا استفاده از  تنسیس بروسلا ملیهای گونه

گرفته شد. پس از    بروسلوزیسبیمار مبتلا به  108از    ینخاع  یمغز  عیما  نمونه خون و  مطالعه،  نیدر ا  مواد و روش کار:

تعداد  بیوتیکآنتی   یحاو  آگار  بروسلاها در محیط کشت  کشت نمونه با روش  یبروسلا جداساز  یباکتر  هیسو  11،   ی ها شد و 

یابی گردید. نتایج توالییابی  و توالی  ری ها تکثهر کدام از ایزوله  rpoBشد. سپس ژن    ییشناسا  ی و مولکول  کیکلاس  نگیپیوتایب

 آنالیز گردید. Mega6توسط برنامه 

  که   شد  مشخص  نیهمچن  و  بود  هاباکتری   ریسا  و  گریهمد  از  بروسلا  یهاگونه  زی تما  به  قادر   rpoB  ژن  ج،ینتا  طبق :هایافته

متعلق    هاایزولهاز    ی کیکه تنها    ی. در حالهستند   س یتنسی  مل  بروسلا  2  پ یو ژنوت   rpoB  دو  پیت  یدارا  بروسلا  ینیبال  یهاایزوله

شدند   مشاهده   ۹8۵  کدوندر    یانقطه  جهشنوع منحصر به فرد    کیبا تنها    نمونه، شش  2  پیت  rpoB  هیسو  10. از  بود  1  پ یتبه  

 .است  2  پیگونه ژنوت تحتاز  یدیجد نوعکه 

 است مناطق مختلف ایران بروسلا از برخی   های جدایه  در بین rpoBبالای ژن   تمایز دهنده قدرت نتایج ما نشان  گیری:نتیجه 

 .ها شد شناسایی این باکتری و   دقیق  پی تتعیین ژنو که منجر به  
 

 .rpoB، تک نوکلئوتیدی چندشکلی ، بروسلا ملی تنسیس ،تب مالت  :هاواژه  کلید

 

 نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است. دسترسی آزاد؛ کپی برداری، توزیع و  :  مجله میکروب شناسی پزشکی ایران   ©رایت  کپی 

 مسئول: ۀنویسند

دادار موسسه    بخش  ،مریم  بروسلوز، 

سازی رازی، سازمان  تحقیقات واکسن و سرم

ترو  قات،یتحق و  کرج،    ،یکشاورز  جیآموزش 

 رانیا

 dadar.m77@gmail.com   ایمیل:

 مه مقد     

قابل انتقال  مشترک  شایعترین بیماری    تب مالت یا بروسلوزیس 

ها  های آن بین انسان و دام است که از طریق حیوانات آلوده و فرآورده 

می  بیماری شود منتقل  این  باسیل   توسط   .  کوکو  منفی    یک  گرم 

از جنس  کوچک، داخل سلولی اختیاری و فاقد کپسول، تاژک و اسپور  

ایجاد می  بیماری مخرب    شود، که بروسلا  منجر به ضرر    بوده و یک 

به   عظیمی  دامداری اقتصادی  کاهش    شده،   صنعت  را  شیر  تولید 

  ها معمولًا به شود. انسآن می   زایی مرده جنین یا  و باعث سقط   دهد می 

پاستوریزه  مصرف محصولات لبنی    دلیل  با حیوانات  غیر  یا تماس  و 

تواند به یک بیماری ناتوان  عفونت انسانی می .  ( 1)شوند  می مبتلا  آلوده  

اندام ک  بر  آن  اختصاصی  غیر  علائم  که  شود  منجر  مزمن  های  ننده 

می  تأثیر  دارای  جنس    . (3,  2)گذارد  مختلف  گونه  بروسلا  شش 

شامل   است کلاسیک   تنسیس ،  آبورتوس   بروسلا   که  ملی  ،  بروسلا 

است.    بروسلا کنیس و  بروسلا نیوتومه  ،  بروسلا سوییس ،  بروسلا اویس 

تنسیس  ملی  کنیس ،  آبورتوس بروسلا  ،  بروسلا  بروسلا  و    بروسلا 

بر این،  . علاوه ( 4)قادر به ایجاد تب مالت در انسان هستند    سوییس 

گونه  به  نیز  غیرکلاسیک  گونه  شده  شش  شناسایی  بروسلا  های 

بروسلا ملی    ، های منتشر شده در دهه گذشته در ایران گزارش است. 
به   تنسیس  بیماری را  عامل  مهمترین  ا عنوان  مالت  تب  در  نسانی  زا 
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است   کرده  دقیق    . (6,  5)شناسایی  شناسایی  و  سریع  تشخیص 

منشاء جغرافیایی و منشأ میزبان را امکان   تواندی بروسلا میهاگونه

ها با استفاده  های بروسلا و بیووارهای آنپذیر نماید. تمایز بین گونه

تست  فاز  خصوصیات  اساس  بر  افتراقی  آنتیهای  ژن  نوتیپی 

نیاز  پیت  ساکارید، لیپوپلی رنگ،  به  حساسیت  دی فاژ،  اکسید  به 

و خصوصیات متابولیکی انجام    هیدروژن  سولفیدگاز   کربن، تولید

تشخیص و شناسایی تب مالت بر اساس آزمایشات    .(7)شود  می

دلیل وجود سویه به  این  بیوشیمیایی  در  نامشخص  رفتار  با  هایی 

با این حال،    .(8)ناکارآمد است   بروسلا آزمایشات برای تمایز گونه

گیر، پیچیده و بالقوه  ها برای پرسنل آزمایشگاهی وقتاین آزمایش

ها در بین برخی  ی از تفاوتعلاوه بر این، تعداد کم خطرناک است.

تواند  های فنوتیپی میها و عدم ثبات گزارش برخی از ویژگیگونه

. بنابراین استفاده از خصوصیات (10,  9)شناسایی را پیچیده کند  

مولکولی برای رفع این نواقص  DNA ژنتیکی با استفاده از فناوری

است شده  روش  .بررسی  زیادی  بر   تعداد  برای     PCRمبتنی 

آزمایش قرار گرفته است. اسایی سریع گونهشن بروسلا مورد  های 

سنجش اهدافی،  چنین  ژن مولکولی برای  از  استفاده  با   ژنوم 

BCSP31   اوپرون ،  (12,  11) کافی هستند     16SrRNA -23S یا 

شناسایی  ولی   اپیدمیولوژیک،  ردیابی  مانند  دیگر،  اهداف  برای 

  بالای)  DNA  یبالا  ژیهمولو  با توجه به  .تر مورد نیاز استدقیق

  یهاتفاوت  شتربی  ، (14,  13) بروسلا    ی هاگونه  ن ی( در بدرصد  ۹0

دارا  یدینوکلئوت  تک  چندشکلی شامل    یکیژنت مناطق  و   یاست 

  . (15)  نادر هستند  اریبس  ارهارویها و ب گونه  نیدر بژنومی    بالایتنوع  

مبتن  نیچند برا  PCRبر    یروش  تلاش    ینشانگرها  افتن ی  یدر 

مورد استفاده  بروسلا    یمولکول  پی ت    ی تعیینمناسب برا  مولکولی

اینعلاوه.  (12)قرار گرفته است   در مطالعات مختلف گزارش   ،بر 

(  rpoBپلیمراز ) RNA آنزیم β زیرواحد  ژن  استفاده از شده است که  

های مختلف و  فیلوژنتیکی و شناسایی باکتریتجزیه و تحلیل  برای  

  های با همولوژی بالا به خصوص در مورد جدایه  های بروسلا سویه 

همچنین تعیین ژنوتیپ بر اساس    .(16,  15,  8)مناسب است  بسیار  

های جدید باکتری و تجزیه و تحلیل  اجازه شناسایی گونه    rpoBژن  

را   باکتریایی  میجامعه  دسترس  روش    . (16)سازد  قابل  این 

مقاومت    دراست که    rpoBهای ژن  همچنین قادر به توصیف جهش

برابر   دارند  در  مهمی  بسیار  نقش  لذا  (17) ریفامپیسین  مطالعه . 

(  SNP)چندشکلی تک نوکلیوتیدی  تحلیل  تجزیه و  تاثیر    ،حاضر

ای گونهدرون تا تغییرات    دده را مورد ارزیابی قرار می  rpoBروی ژن  

از مناطق   شدهآوریجمع  بروسلا ملی تنسیسینی  های بالسویه در 

 . د را نشان دهمختلف ایران 
 

 روش پژوهش 

 برداری و جداسازی باکتری  نمونه 

نمونه مایع   2نمونه خون و    106در مجموع  در این مطالعه،  

 2017مغزی نخاعی از بیماران مبتلا به علائم تب مالت که از سال  

بخش    201۹تا   و توسط  واکسن  تحقیقات  موسسه  بروسلوزیس 

همه   .سازی رازی )کرج،ایران( دریافت شده بود، کشت داده شد سرم 

بر رو نمونه  بیوتیک آنتی به همراه    بروسلا آگار   یانتخاب  محیط   یها 

(، واحد  2۵00)   B  ن ی کس ی م ی گرم( ، پل میلی   ۵0)   دی م ی هگز کلو ی س های  

اس واحد   12۵00)   ن ی تراس ی باس گرم(،  میلی   10)   ن ی س ی وانکوما   دی(، 

 درصد  ۵و  (  واحد   ۵0000)   ن ی ستات ی گرم( و ن میلی   2/ ۵)   ک ی کس ی د ینال 

 10به مدت    ها باکتری کشت شدند.    کشت داده  رفعال ی غ   ب اس   سرم 

انکوبه   اکسید کربن درصد دی   10و  سلسیوس درجه    37  ی روز در دما 

از این مرحله باکتری   شدند. های های جداسازی شده با روش پس 

تایپینگ و شناسایی شدند    ی ها ایزوله   سپس .   (18,  5)کلاسیک، 

از    ی جداساز بروسلا   بیماران نمونه شده   استاندارد   ی باکتر و    های 

برای   16M  (ATCC 23456)  بروسلا ملی تنسیس این مطالعه  در 

ژن   روش    rpoBآنالیز  شکلی به  تکچند  مورد   نوکلئوتیدی  های 

ژنومد.  ن گرفت   قرار   استفاده استخراج  از   ،PCR  شی آزما  جهت  برای 

های جداسازی شده در محیط اختصاصی بروسلا استفاده شد باکتری 

آلمان(    ی )کمپان  ی ژنوم  DNA  تخلیص   ت ی ک   باکه    طبقرووش، 

 1  آگارز با استفاده از ژل    DNA  ت ی ف ی ک .  شد  استخراج   ت ی ک پروتکل  

غلظت    درصد  از   استفاده  بانانومتر    260/ 280موج  طولدر    آن و 

قرار گرفت. سپس   ی مورد بررس   (Wilmington, DE, USA)  نانودراپ 

 و   ه ی تجز تا    سلسیوس درجه    20  یمنها   یدر دما   DNA  یها نمونه 

  شدند.  ی نگهدار   یبعد   ل ی تحل 

 های جداسازی شدهباکتری   مولکولیتایید  

محیط باکتری مولکولی  شناسایی   در  شده  جداسازی  های 

ای پلی زنجیره مولتی پلکس  براساس واکنش    اختصاصی بروسلا آگار،

 DNAبر روی تمام      Bruce-ladder PCRو     (AMOS-PCR)مراز  

باکتری شده    استخراج  گونه ها  از  حضور  بررسی  بروسلا جهت  های 

ژن  آغازگر بر روی    ۵با استفاده از     AMOS-PCRانجام شد. تکثیر 

IS711   درجه سلسیوس   ۹۵چرخه    1برنامه حرارتی  در  (  1)جدول

به دنبال آن    ۵برای   درجه    ۹۵چرخه دناتوراسیون در    40دقیقه، 

درجه سلسیوس برای   ۵۵ثانیه، دمای اتصال در    30سلسیوس برای  

دقیقه و گسترش   3درجه سلسیوس برای    72ثانیه، گسترش در    60

 پ ی ت  .(19) دقیقه انجام شد  10درجه سلسیوس برای   72نهایی در 

آغازگر بر    16با     multiplex PCR (Bruce-ladder)  روش مولکولی با  
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درجه    ۹۵  ( به شرح زیر انجام شد: 1ژن مختلف بروسلا )جدول    8روی  

برای   با    ۵سلسیوس  دنبال آن  به  درجه    ۹۵چرخه در    30دقیقه، و 

درجه    72ثانیه،    ۹0درجه سلسیوس برای    ۵6ثانیه،    30سلسیوس برای  

  .(4)دقیقه    10درجه سلسیوس برای    72دقیقه و در    3سلسیوس برای  

واکنش    ۵0میکرولیتر شامل    2۵در یک حجم کلی    PCRهای  تمام 

مول  میلی   Tris–HCl (pH 8)   ،۵ /1مول   یلی م   KCl  ،10مول  میلی 

MgCl2 ،2 /0   واحد بین المللی    0/ 0۵، د ی نوکلئوت مول از هر  میلیTaq 

polymerase    مول از هر آغازگر انجام شد. محصولات تکثیر  میلی   0/ ۵و

تمام    درصد الکتروفورز مشاهده شدند.   1/ ۵شده با استفاده از ژل آگارز  

 اند. فهرست شده   1ول  در جد   آغازگرهای استفاده شده 

 آن  ژنوتیپ   عیینو ت   rpoBژن    تکثیر

این ژن و همراه با سویه  اختصاصی آغازگرهای  با   rpoBژن   تکثیر 

های بالادست،  توالی آغازگر انجام شد.    16M  بروسلا ملی تنسیس   استاندارد 

 (3 -  ATGGCTCAGACCCATTCTTTC   -  ۵  )1  rB    در  آغازگر  ، و

پایین  ) جهت  (  TTATTCTGCCGCGTCCGGAA   -  ۵  -   3دست، 

4134  rB    طول کل ژن    تکثیر برایrpoB    استفاده  مورد    جفت باز   4134با

 حاوی   PCRمیکرولیتر از مخلوط    2۵با     PCR. تکثیر ( 17) قرار گرفت  

  Tris–HCl   (PH  8  ،)2 /0میکرولیتر    MgCl2 ،  10مولار  میلی   1/ ۵  

واحد بین المللی    KCl ،0۵ /0مولار  میلی   ۵0،  از هر نوکلئوتید مولار  میلی 

Taq polymerase   ،۵ /0   نانوگرم از    100مولار از هر آغازگر و  میلیDNA  

نانومتر( انجام شد. برای مشخص کردن انواع    260شده در  ژنومی )ارزیابی 

rpoB    تعیین نوع کدون ها و  ،  بروسلا ملی تنسیس جدایه های بالینی

  130۹و    124۹،  ۹8۵،  62۹ های کدون   روی   rpoBمولکولی    جهش های 

   .( 20) د  انجام ش   6با استفاده از نرم افزار مگا 

 تجزیه و تحلیل توالی 

  PCRمحصول    خالص سازی با استفاده از کیت    PCRمحصولات  

جهت تعیین    و سازی شدند  خالص   ، کره جنوبی(   GeneAlI)شرکت   

سپس توسط    rpoBهای  توالی به شرکت فزاپژوه ارسال شدند. توالی 

. علاوه بر این، آمینواسیدها با  ( 21)   شدند   ادیت   6مگا افزار  برنامه نرم 

  استنتاج شدند.   6برنامه نرم افزار مگا   CLUSTAL W  روش   استفاده از 

صی  آغازگرهای اختصا   از   استفاده   با   شده   خوانش   های بعد از آن توالی 

  rpoBبا ژن    برای ارزیابی تنوع نوکلئوتیدی جفت باز    4134و طول  

یابی برای  . توالی مقایسه شدند   M16  بروسلاملیتنسیس سویه استاندارد  

 ند. شد   انجام در این مطالعه  با دو بار تکرار    تایید نتایج گزارش 

 فیلوژنتیکتجزیه و تحلیل  

با استفاده از ابزار جستجوی    هاتمام توالی های حاصل از  داده 

رزیابی ا     rpoBها  مطابقت ژن ( برای تایید  Blast)   NCBIهمترازی  

 ترسیم شد  1000با بوت استرپ    فیلوژنی . سپس یک درخت ند شد 

های بوت استرپ مجموعه داده   1000. مقادیر بوت استرپ از  (22)

شد.ها نشان داده  در پایان گره 

 

 بروسلا مورد انتظار برای انواع مختلف   PCRمحصول های و اندازههای جداسازی شده پرایمرهای مورد استفاده در شناسایی باکتری .1جدول 

 باکتریسویه 
پرایمر مورد 

 استفاده
 هدف  DNA (’3-’5) پرایمرتوالی 

اندازه  

 ( جفت باز)
 منابع 

B. abortus 
IS711 

AB 

TGCCGATCACTTTCAAGGGCCTTCAT 

GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC 

IS711 

 
4۹8 (19) 

B. melitensis 
IS711 

BM 

TGCCGATCACTTTCAAGGGCCTTCAT 

AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 

IS711 

 
731 (19) 

B.ovis 
IS711 

B.ovis 

TGCCGATCACTTTCAAGGGCCTTCAT 

CGGGTTCTGGCACCATCGTCG 

IS711 

 
۹76 (19) 

B.suis 
IS711 

B.suis 

TGCCGATCACTTTCAAGGGCCTTCAT 

GCGCGGTTTTCTGAAGGTTCAGG 

IS711 

 
28۵ (19) 

B. abortus 

B. melitensis 

B. melitensis Rev.1 

BMEI0998f 

BMEI0997r 

ATC CTA TTG CCC CGATAA GG 

 

GCT TCG CAT TTT CACTGT AGC 

Glycosyltransferase, 

gene 

wboA 

1682 (4) 

B. abortus 

B. melitensis 

B. melitensis Rev.1 

BMEI0535f 

BMEI0536r 

GCG CAT TCT TCG GTTATG AA 

CGC AGG CGA AAA CAGCTA TAA 

Immunodominant 

antigen, gene bp26 
4۵0 (4) 

Deletion of 25,061 

bp in 

BMEII826–

BMEII0850 in 

B. abortus 

BMEII0843f 

BMEII0844r 

TTT ACA CAG GCA ATCCAG CA 

GCG TCC AGT TGT TGTTGA TG 

Outer membrane 

protein, gene 

omp31 

 

1071 

 
(4) 
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 باکتریسویه 
پرایمر مورد 

 استفاده
 هدف  DNA (’3-’5) پرایمرتوالی 

اندازه  

 ( جفت باز)
 منابع 

B. abortus 

B. melitensis 

B. melitensis Rev.1 

BMEI1436f 

 

BMEI1435r 

ACG CAG ACG ACC TTCGGTAT 

TTT ATC CAT CGC CCTGTCAC 

Polysaccharide 

deacetylase 
7۹4 (4) 

B. abortus 

B. melitensis 

B. melitensis Rev.1 

BMEII0428f 

 

BMEII0428r 

GCC GCT ATT ATG TGGACT GG 

AAT GAC TTC ACG GTCGTT CG 

Erythritol 

catabolism, 

gene eryC 

(Derythrulose- 

1-phosphate 

dehydrogenase)  

۵87 (4) 

Deletion of 2,653 bp 

in BR0951– 

BR0955 in B. 

melitensis and 

B. abortus 

BR0953f 

BR0953r 

GGA ACA CTA CGC CACCTT GT 

GAT GGA GCA AAC GCTGAA G 

ABC transporter 

binding protein 
272 (4) 

Point mutation in 

BMEI0752 in B. 

melitensis Rev.1 

BMEI0752f 

BMEI0752r 

CAG GCA AAC CCT CAG AAG C 

GAT GTG GTA ACG CAC ACC AA 

Ribosomal protein 

S12, gene rpsL 
218 (4) 

B. abortus 

B. melitensis 

B. melitensis Rev.1 

BMEII0987f 

BMEII0987r 

 

CGC AGA CAG TGA CCATCA AA 

GTA TTC AGC CCC CGTTAC CT 

Transcriptional 

regulator, CRP 

family 

1۵2 (4) 

  

 هایافته 

 ها جداسازی و شناسایی باکتری 

نمونه خون افراد مبتلا به بروسلوزیس  108، از  در این مطالعه 

تعداد   مثبت،  سرولوژی  و    10با  خون  از  باکتری  جدایه   1جدایه 

های ویژگی   باکتری از مایع مغزی نخاعی افراد بیمار جداسازی شد.

مانند ظاهر کلونی شفاف کوچک، بروسلا   های معمول فنوتیپی گونه 

های جدا شده مشاهده شد. با رنگ عسلی و سطح صاف از باکتری 

از    11 پس  باکتریایی  در    ۵جدایه  انکوباسیون  از  درجه   37روز 

های رشد کردند. باکتری  اکسید کربن درصد دی   10و با    وس ی سلس 

تولید سولفید هیدروژن  میزی گرم منفی بودند،  آ جدا شده از نظر رنگ 

کردند و با فاژهای استاندارد در روش شناسایی کلاسیک بروسلا نمی 

شدند، همچنین در مقابل رنگ فوشین و تیونین رشد داشتند لیز نمی 

برای شناسایی بروسلاها در سطح   OIEلذا بر اساس جداول استاندارد  

تشخیص داده شدند   3  و1ووار ی ب   بروسلا ملی تنسیس  بیووار متعلق به 

  .( 2)جدول  

 

 مولکولی  پیت ی مختلف  هابا استفاده از روشو شناسایی   بروسلا ملی تنسیس  هایجدایه. 2جدول  

 مکان سال Bruce-ladder Amos PCR بیوتیپ منبع دسترسیشماره  ه جدا شد

S1 MK629658  خون انسان B. melitensis bv3 B. melitensis B. melitensis 2018  کرج 

S2 MK629659  خون انسان B. melitensis bv3 B. melitensis B. melitensis 2017  کرج 

S3 MK629660  خون انسان B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 201۹  کرج 

S4 MK629661  خون انسان B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 201۹ قم 

S5 MK790247  خون انسان B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 201۹  کرمان 

S6 MK790248 
 انسان 

 مغزی نخاعی مایع 
B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2018  تهران 

S7 MK598748  خون انسان B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2017  کرج 

S8 MK790249  خون انسان B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2018  مشهد 

S9 MK790250  خون انسان B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2018  همدان 

S10 MK790251  خون انسان B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 201۹  کرمانشاه 

S11 MK790252  خون انسان B. melitensis bv1 B. melitensis B. melitensis 2018  یزد 
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 های جداسازی شدهباکتری  مولکولیتایید  

در سطح مولکولی با استفاده از روش مولتی پلکس  ها  جدایه

AMOC PCR    وBruce-ladder    مورد شناسایی و  در سطح گونه

قرار که  گرفتند.    تایید  شد  مشخص  بیوتایپینگ  نتایج  نظر  از 

به  جدایه متعلق  بالینی  تنسیسهای  ملی    3یا    1  وواریب  بروسلا 

 731محصول     AMOS-PCR توسطها  در شناسایی جدایه  .بودند

نماینگر جنس   برای همه جدایه ها مشخص گردید که  باز  جفت 

همه   بودنبروسلا ملی تنسیس    بود. همچنین  بروسلا ملی تنسیس

در  جدایه محصولات  Bruce-ladderواکنش  ها  تکثیر  به   PCR با 

 .جفت باز تایید شد1682و    1.071و    7۹4،  ۵87،  4۵0،  1۵2وزن  

ژنو ژن بروسلا  پیتتعیین  تحلیل  و  تجزیه  مبنای  بر   
rpoB  

تجزیه روش    ا استفاده از ب   بروسلا ملی تنسیستعیین ژنوتیپ  

اولین بار در   rpoBو تحلیل چندشکلی تک نوکلیوتیدی ژن   برای 

 NCBIداده   پایگاهدر    های ثبت شدهتوالی ایران انجام شد و نتایج با  

های جدا شده از خون انسان مقایسه گردید. برای این منظور از سویه 

طبق .  ( در این مطالعه استفاده گردید.  1)   مغزی نخاعیو مایع  (  10) 

نقشه   با   rpoBهای بالینی در تیپ دو  اکثر جدایه   rpoB  تیپ   نتایج ما،

 Val (GTG), 985-Val (GTC), 1249-Met (ATG)-629   ژنومی 

and 1309-Leu (CTA)   در حالی که تنها یکی از   . ندبندی شد دسته

 Ala (GCG), 985-Ala-629)با نقشه ژنومی  1ها متعلق به نوع آن 

(GCC), 1249-Met (ATG) and 1309-Leu (CTG)   های بود. توالی

و   اسید  ژنی  پایگاه حاصل  آمینو  شماره   NCBIداده    در  های با 

 ,MK629658, MK629659, MK629660, MK629661دسترسی  

MK790247, MK790248, MK598748, MK790249, 

MK790250, MK790251  وMK790252 همچنین  .ندذخیره شد

بروسلا برای های ایرانی  جدایه برای شناسایی    rpoBتوان تمایز ژن  

بار  این مطالعه   اولین  اکثر جدایه تایید شد  در  این .  در  ایرانی  های 

  rpoBها به  تعلق داشت و فقط یکی از آن   2نوع    rpoBمطالعه به  

 در این مطالعه مشخص   rpoB 3تعلق داشت. همچنین تیپ   1نوع  

میان   از  سویه  2نوع      rpoBسویه    10نشد.  شش  یک ,  فقط  با 

مشاهده شد که جهش   ۹8۵چندشکلی تک نوکلیوتیدی در کدون  

دادند.   را   Val (GTC)به جای    Ala (GCC)-  ۹8۵ای  نقطه  نشان 

 2نوع  از ژنوتیپ    گونه جدیدیصورت  ها باید به بنابراین این سویه 

سویه های مذکور )شماره   در نظر گرفته شوند.   بروسلا ملی تنسیس 

،  NCBI :  MK629658   ،MK629660   ،MK629661در بانک داده  

MK790247   ،MK790249    وMK790252 )    در چهار   (.2)شکل

دیگر الگوی جهش در کدون  ،جدایه   2نوع    ژنوتیپاز    ۹8۵  هیچ 

 . مشاهده نشد 

 بحث

اهمیت ویژه  ی بروسلاهاشناسایی گونه برنامهاز  های  ای در 

کنترل تب مالت و تحلیل ردیابی اپیدمیولوژیک بیماری کنی وریشه 

است.   برخوردار  حیوان  و  طرفیانسان  جهانی    گسترش از 

های  نیاز حیاتی آزمایشگاه  ،در حیوانات و انسان  بروسلا های  عفونت

منطقه رویکردهای   ای/ مرجع  از  استفاده  برای  را  مختلف  محلی 

باکتریمشابه  مولکولی   بروسلاشناسایی  تسهیل به  های  منظور 

در حال    است.  نشان داده ها با همدیگر  آنها و مقایسه  تبادل داده

انواع   لیو تحل  هیها بر اساس تجزگونه  ریها و زگونه  ییحاضر، شناسا

سرولوژ  یادیز از  متشکل  صفات  نیاز  فنوت  یازهای،  و   پ یرشد 

اشودانجام می  ییایمیوشیب بوده و خطر   وقت گیر  آزمایشات  نی. 

،  نیعلاوه بر ادهد.  افزایش میها    نیتکنس  یابتلا به عفونت را برا

و  از گونه   یتنوع محدود در برخ ممکن است   بیوارهای بروسلاها 

در برخی  .  (23)  شود  دهیچیپ   ریمتناقض و تفس  یهامنجر به داده

که   است  شده  گزارش  ملی  بالینی    یهاگونهمطالعات  بروسلا 
انسانی،نمونهاز    جداشده  تنسیس  معمول   ریغ   ی الگوها  های 

های فوشین و تیونین نشان  فنوتیپی را در تست حساسیت به رنگ

،  1  بروسلا ملی تنسیس  یووارهای، انواع براًیاخ   . (16,  15) دهند  می

و    یی قا ی، آفرییای، آسیی اروپا  یاز کشورها   یادیاز تعداد ز  3و    2

به رنگ   تیحساس  یهاتستدر  که  اند  جدا شده  یجنوب  یکایآمر

  یهاگونه   پیوت یب  اتی، خصوصنی علاوه بر ا.  (24)  متفاوت هستند

تنسیس ملی  اسرائ  بروسلا  در  شده  سرولوژلیجدا  نظر  از   ی کی، 

  یهابه رنگ  کیپیآتشناخته شدند ولی حساسیت    1  وواریعنوان ببه

ت  فوشین پن  نیونیو  دادرا    نیلیسی و  ا.  (9)ند  نشان  حال،    نیبا 

اخ داد  ریمشاهدات  ب  ه استنشان  تفاوت  بروسلا  های  گونه  نیکه 
تنسیس الگو  ملی  به  نمی  آگلوتیناسیون  یتنها  شود. محدود 

 آن   یپیفنوت  یژگیو  کی  انگریکه نما  یبه رنگ، در حال  تیحساس

بروسلا ابورتوس   یووارهایاز ب  یبرخ  یی و اساس شناسا  هیاست، پا

های مولکولی متنوعی  از این رو، روش.  (25)  دهدیم  لیتشک   را نیز

های بروسلا طراحی شده است، به طور مثال  برای شناسایی گونه

تکنیک که  است  شده  و   PCR-RFLP مشخص  سریع  روش  یک 

 هایکاربردی به ویژه برای جداسازی، تشخیص و تمایز بین گونه

ابورتوس  و بیووارهای بروسلا ملی تنسیس در نمونه خون  بروسلا 

 . در مطالعه تکمیلی دیگر همچنین مشخص شد (26)  استانسانی  



۹13۹آبان  – مهر ▐ ۵ شمارۀ 14 سال▐شناسی پزشکی ایران مجلۀ میکروب  

437 

 

 

که در آن   تکرار. درصد  می دهد  نشانها در شکل  های بروسلا و سایر باکتریقدرت تمایز ژن بین گونه   Neighbor-Joiningبا استفاده از روش   رابطه فیلوژنی  :1شکل  

 Maximum Composite Likelihood. فواصل تکاملی با استفاده از روش  اندشدهها نشان داده  تکرار( کنار شاخه  1000در تست بوت استرپ )جمع شده  مرتبط با هم  های  گونه

  انجام شد. MEGA6در های پایه در هر سایت قرار دارند. تجزیه و تحلیل تکاملی شده و در واحدهای تعداد جانشینیمحاسبه
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پالس  بر  مبتنی  الکتروفورز  )   - که  ژل  قابل  PFGEفیلد  روش   )

های بروسلا است و در  مولکولی سویه  پ ی ت   اطمینان و مفیدتری برای  

های بروسلا در انسان و حیوان نسبت  تعیین شباهت ژنتیکی بین جدایه 

است    PCR-RFLP به روش   این، روش   .( 27) ارجح  بر  های  علاوه 

ترکیبی مولکولی بهینه شده نیز به طور همزمان قادر به تشخیص و  

با ویژگی و   بروسلا ابورتوس و   بروسلا ملی تنسیس  های تفکیک گونه 

علاوه    .( 28) حساسیت بالایی در نمونه های بالینی معرفی شده است  

گونه  تفریق  و  تشخیص  این،  تنسیس  های بر  ملی  بروسلا  و   بروسلا 
و منحنی آنالیز ذوب با وضوح بالا   PCR ریل تایم  به وسیله    ابورتوس 

(HRM)    عنوان روش مفیدی در مقایسه با در خون انسان به PCR-

RFLP   است شده  ا .  ( 29) بیان    تایپینگ روش    ک ی مطالعه،    ن ی در 

ارائه    بروسلا در    rpoB  ژن در    DNAمورفیسم   بر اساس پلی   ی مولکول 

جداسازی    ه ی سو   11را در   rpoB ژن   ی ما از نظر مولکول   شده است.  

  رغم ی عل   .م ی مشخص کرد  PCR ، توسط های بالینی در نمونه   بروسلا   شده 

  rpoBژن    ی ها ی توال   سه ی بروسلا ، مقا   DNA  ژی از همولو   یی درجه بالا 

های  در کدون   ایزوله جداسازی شده،   11بروسلا در    ی ها همه گونه   ی برا 

توجه   رات یی تغ   130۹و    ۹8۵,124۹،   62۹ دا   ی قابل  نشان  د.  دن را 

مقایسه  همچنین  ملی    rpoBهای  توالی ،  به  منجر    تنسیس بروسلا 

های  ن استا ناشی از    بالینی جدایه    11  ی بندی مولکولی و فیلوژن طبقه 

  داده   نشان   1(. همانطور که در شکل  1)شکل    مختلف ایران شده است 

  بسیار زیاد ، قدرت  ی بر اساس این ژن فیلوژن   تجزیه و تحلیل ،  است   شده 

rpoB    های دیگر  از باکتری   بروسلا  های سویه را برای تشخیص و تمایز

توانایی تعیین و تفریق    rpoBتایپینگ مولکولی بر مبنای    نشان داد. 

های بروسلا از همدیگر  سلا و تمایز گونه ای برو گونه های درون ژنوتیپ 

به  هم را  تحلیل طور  و  تجزیه  اساس  بر  تک    زمان  شکلی  چند 

های  سازد که در روش برای ما فراهم می  ، rpoBروی ژن   نوکلئوتیدی 

پذیر نیست.  زمان امکان صورت هم تفریقی مولکولی دیگر این دو امر به 

بر    فیلوژنتی   روابط آنالیز  است که    گزارش شده در مطالعات مختلف  

از    rpoB  اساس ژن  بیشتر  برابر  از تقریباً سه  تجزیه و    آنالیز حاصل 

با همولوژی بالا در ژنوم  در شناسایی گونه   16S rRNA  تحلیل  های 

،  16S rRNA  گاه ی جا همچنین  .  ( 30,  15,  8) بروسلاها دقت عمل دارد  

بر  علاوه   (. 30)   است   ی بروسلا ها گونه   ز ی تما   ی برا   ی کاف   ی فاقد تنوع توال 

واقع در    rpoBقطعه ژن  بر اساس یک  این، ابزارهای شناسایی جدید  

دارای    130۹و    124۹،  ۹8۵،  62۹  های موقعیت   بین  که  دارد  قرار 

و تمایز    بروسلا ملی تنسیس های  اهمیت بالایی در شناسایی ژنوتیپ 

بروسلا است گونه  این ژن، .  های  از  و تمایز    استفاده  مزیت شناسایی 

پذیر  به هم با همولوژی بالا در ژنوم را امکان های مرتبط نزدیک  ی باکتر 

  ای گونه   بین   این روش همچنین حساسیت بالایی در تمایز نماید.  می 

ژن  تعیین    ۀ وسیل به بروسلا   داد را    rpoBتوالی    . ( 31,  8)   نشان 

با توجه    ،   rpoBبر اساس انواع    بروسلا ملی تنسیس های مختلف  ژنوتیپ 

  62۹های  ( در کدون SNPهای تک نوکلئوتیدی ) به ترکیب چند شکلی 

مهم    ژنوتیپ   3تا کنون    (. 16)   ند ه ا شناسایی شد   130۹و    ۹8۵,124۹، 

  1نوع      rpoBاز جمله    ، بروسلا ملی تنسیس     rpoBنوع  با توجه به  

629-Ala (GCG), 985-Ala (GCC), 1249-Met (ATG)    1309و-

Leu (CTG)  rpoB     629  2وع  ن-Val (GTG), 985-Val (GTC), 

1249-Met (ATG)    1309و-Leu (CTA)  rpoB      629  3نوع-Ala 

(GCG), 985-Ala (GCC),1249-Ile (ATA)    1309و-Leu (CTG)  

نتایج  .  ( 20, 16) شناسایی و در کشورهای مختلف گزارش شده است  

هستند  های یک مطالعه اسپانیایی  مطابق با یافته حاصل از این مطالعه،  

(  ۹8۵مشابه )کدون  ای مشابه را در همان مکان  های نقطه که جهش 

گونه   سه  ملی    2نوع    rpoBبرای  می   تنسیس بروسلا    دهند. نشان 

ترکیه دیگر    ای نقطه   های جهش  کشور  ژنوتیپ   در  های  گونه   2  در 

  که شامل   است   در مطالعات دیگر گزارش شده   بروسلا ملی تنسیس 

و    Sayan Mاز سه جهشی است که توسط  ای  تنها دو جهش نقطه 

بیشتر    ان، طبق گزارش تان و همکار .  ( 16) همکارش مشخص شده بود  

  1  شده از کشورهای آمریکایی و اروپایی به نوع   آوری جمع   های سویه 

rpoB   2  در حالی که نوع   ، تعلق دارند  rpoB    های سویه عمدتاً در میان  

از آسی آوری جمع  اروپا گزارش شده   ، ا شده  و  این  ( 8)   است آفریقا  با   .

  های جدایه در    2و    1نوع    rpoBنتایج ما نشان داد که هر دو نوع    ، حال 

های  . تجزیه و تحلیل در ایران وجود دارند  بروسلا ملی تنسیس ایرانی 

- استفاده از روش اتصال   در مطالعات دیگر نیز شده    فیلوژنتیک انجام 

 ( مطالعه    ( neighbor-joiningهمسایگی  این  همانند  کردند را    تایید 

نهایت می   ( 32,  15)  تایید کرد که  در  زیاد    همولوژی با وجود  توان 

DNA    جنس به می   rpoBژن    بروسلا، در  نشانگر  تواند  یک  عنوان 

مشخص  توجه  و پایدار به دلیل تغییرات قابل   اختصاصی مولکولی بسیار  

  ع ی سر   یی امکان شناسا روش  این    . ( 32,  15)   عمل کند   شده در این ژن 

 آورد.   ی فراهم م نیز  بروسلا را    ز ی و تما 

 گیری نتیجه 

  بروسلا ملی تنسیس های  جدایه نتایج ژنوتیپ    ، در مطالعه حاضر   

  ، rpoBروی ژن    چند شکلی تک نوکلئوتیدی   تجزیه و تحلیل از طریق  

بروسلا  های بالینی  جدایه   آمیز   قیت بندی موف منجر به شناسایی و طبقه 
  های گسترش ژنوتیپ شد و راه را برای درک بهتر    در ایران   ملی تنسیس 

هموار نمود. با  ای  آلوده کننده انسان در سطح منطقه های بروسلا  گونه 

در سطح    شناسایی توان  می مشخص شد که    همچنین ،    rpoBژن    ی توال 

   . نجام داد ا   خاص   ی شگاه ی آزما   امکانات به    از ی را بدون ن   ووار ی ب 
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