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Background and Aim: Brucellosis is still one of the common infections in developing 

countries and  some developed countries. Diagnosis of the human brucellosis is mainly based on 

blood culture and serological tests.also in addition to determine the root cause of brucellosis, the 

aim of this paper is susceptibility assessment of three bcsp31, omp31 and omp25 in the diagnosis 

of brucellosis using PCR method among people with brucellosis. 

Materials and Methods: In this study, All the patients were diagnosed with positive 

immunological tests such as Wright and ELISA. samples of blood were cultured (BACTEC) and 

incubated at 37°C for 5 days and then they were cultured for 3 days on Brucella agar. DNA was 

extracted from the colonies by Kit. The extracted DNA was used as template for accurate 

diagnosis of bacterial strains with gene-specific primers in PCR reactions bcsp31, omp31 and 

omp25. 

Results and Conclusions: After the PCR reaction, results show that there is 100% PCR 

power for diagnosis of bscp31, 90.47% sensitivity for omp31 and 85.7% sensitivity for omp25 

genes. Due to the high power and specificity and existence of bcsp31 in human pathogenic 

species, bcsp31 gene can be considered as more appropriate and confident target gene than 

omp31 and omp25 genes in the diagnosis of brucellosis in clinical samples using PCR method. 
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های در تشخیص باکتری مولد بروسلوزیس توسط ژن PCR حساسیت بررسی

omp31،omp25  وbcsp31 در مبتلایان به تب مالت 
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توسعه و حتی برخی کشورهای های شایع درکشورهای درحالتب مالت هنوز از جمله عفونت زمینه و اهداف:

شود که برای تشخیص سرولوژیک انجام میهای آید. تشخیص بیماری به وسیله کشت خون و روشپیشرفته بشمار می

بنابراین هدف از این مطالعه ارزیابی میزان حساسیت تکنیک ، پیشنهاد شده  PCRبا حساسیت و ویژگی بالاتر روش 

PCR های در تشخیص ژنomp31 ،omp25  وbcsp31 باشد.در مبتلایان به تب مالت می 

های مثبت الیزا و رایت بودند  به تب مالت که دارای تستفرد مبتلا 12در مطالعه حاضر از مواد و روش کار: 

 5درجه سلیسیوس به مدت  73و در دمای  BACTECخونها در محیط کشت نمونه گیری خون انجام و سپس نمونه

استخراج شده به عنوان  DNAت حاوی بروسلا آگار کشت داده شدند. یلبه و پس از آن هر نمونه روی یک پروز انکو

 به کارگرفته شدند. PCR توسط bcsp31و  omp31،omp25های تشخیص دقیق ژن الگو برای

 bcsp31در تشخیص ژن  PCRدرصدی  211نتایج بیانگر قدرت  PCRپس از انجام واکنش : و بحث هایافته

درصدی و وجود قطعه  211بود. با توجه به قدرت  omp25درصدی برای ژن  3/55و  omp31درصدی برای ژن  73/01

تواند به عنوان یک ژن هدف می bcsP31 زای انسانی، ژنای بروسلا های بیماریدر سه گونه bcsP31جفت بازی  117

های بالینی توسط روش در تشخیص بروسلوز در نمونه Omp25و  OMP31تری نسبت به ژنهای مناسب و مطمئن

PCR .مد نظر قرار گیرد 

  bcsp31و  omp31 ،omp25، ، قدرت جداسازیPCRبروسلوزیس، کلیدی کلمات
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 مهمقد

ترین به عنوان یکی از مهم Brucellosisبیماری تب مالت یا 

آید. تشخیص های مشترک میان انسان و دام به شمار میبیماری

زا در کشورهای گوناگون حائز اهمیت است. های بیماریگونه

باً در تمام نقاط شیوع جغرافیایی بروسلوزیس وسیع بوده و تقری

شود و به عنوان یک مشکلات جدی بهداشتی در دنیا مشاهده می

(. با توجه به اینکه 0-9آید)توسعه به شمار میکشورهای درحال

های سرولوژیکی که های کشت باکتریولوژیکی و تستدر روش

ها در تشخیص عفونت بروسلا هستند، در اغلب ترین آزمونشایع

ز دشوار است و دلیل این دشواری نه فقط موارد تشخیص بروسلو

های به خاطر شباهت بالینی این بیماری با بسیاری از بیماری

های تشخیصی عفونی و غیر عفونی دیگر بلکه در اغلب موارد روش

ای روش (. معایب برجسته4نیستند ) قادر به جداسازی ارگانیسم

های کشت از جمله زمان طولانی، نیاز به پرسنل مجرب، محیط

انتخابی، حساسیت و ویژگی پایین و از سوی دیگر استفاده از 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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های سرولوژیکی نیز با اختصاصت کم، وجود نتایج کاذب، روش

( باعث 2،2گیر بودن، خطر بالای آلودگی کادر آزمایشگاه )وقت

آمیز و شده که کار مداوم با این ارگانیسم در آزمایشگاه مخاطره

های زیادی برای بهره بردن از هشنامطمئن باشد. درنتیجه پژو

روشی سریع و مناسب به عنوان  PCRهای مولکولی به ویژه روش

مدنظر قرارگرفته است. آنچه باعث  یسبرای تشخیص بروسلوز

های سرولوژی رایج و نسبت به روش PCRروش برتری 

، کاهش احتمال توان به کاهش چشمگیر زمانمی ،شدهکشت

ویژگی و حساسیت  ترو از همه مهم آلودگی کادر آزمایش گاهی

( اشاره کرد. از جمله فاکتورهای مهم در تشخیص 7-3بالا )

باشند که به دلیل های خارجی مییا پروتئین OMPجنس بروسلا 

های بروسلا به عنوان فرد در جنسویژگی بارز و منحصربه

موردتوجه ویژه  یسفاکتورهای مهمی در تشخیص بروسلوز

های بروسلا در سه دسته تقسیم  OMPاند. رفتهپژوهشگران قرارگ

-36و گروه دوم ) (94KDa-88( گروه یک )01،00شوند )می

38KDa( و گروه سوم )27-25KDa( و )34-31KDa تقسیم )

ها گروه سوم را کد  OMPدر  omp31و  omp25شوند. دو ژن می

های غشای خارجی بروسلا در ایجاد پاسخ کنند. پروتئینمی

های جنس بروسلا نقش کلیدی دارند. لی در باکتریایمنی سلو

omp31 سیس گزارش و پس برای نخستین بار در بروسلا ملی تئ

های بروسلا های پژوهشگران آشکار شد که در همه گونهاز ارزیابی

یکی دیگر از  Omp25(. 05،2جز بروسلا آبورتوس وجود دارد )به

ه در است ک 25KDaپروتیین های غشای خارجی با وزن 

های بروسلا بسیار حائز اهمیت و در تمایز میان بندی گونهطبقه

های مولکولی و هیبریدیزاسیون های بروسلا توسط روشگونه

DNA-DNA ( از دیگر پروتیین های غشایی 04،09رود )به کار می

 bcsp31که اختصاص به جنس بروسلا دارد پروتیین های غشایی

31KDa (. 02بروسلا وجود دارد ) است که در تمام بیووارهای

هدف  PCRحساسیت و ویژگی بالای تکنیک  بنابراین با توجه به

در تشخیص  PCRاز این مطالعه بررسی و مقایسه قدرت تکنیک 

و همچنین  bcsp31و  omp31،omp25های بروسلوز توسط ژن

یس در مبتلایان به های اصلی مولد بروسلوزتشخیص گونه

 باشد.آباد مییس در شهرستان خرمبروسلوز

 هاروشمواد و 
 

باشد  که در تحلیلی می _مطالعه حاضر از نوع توصیفی 

فرد مبتلا به تب مالت انجام شد. بیمارانی  21بر روی  1636سال 

و تست  01/1تر یا مساوی که دارای تست رایت بیش

پس از کسب  ،بودند 12تر یا مساوی با تیتر بیش (IgG,IgM)الیزا

لیتر آن برای میلی 1گرفته شد. لیتر خونمیلی 11رضایت 

لیتر میلی 1آلمان( و  merck) BACTECسیستم محیط کشت 

در فریزر  DNAبرای استخراج  EDTAدیگر پس از افزودن 

روز در  61تا  7پس از مدت  BACTECهای داری شد. محیطنگه

ت حاوی یلازآن هر نمونه روی یک پوبه و پسانک CO36دمای 

ر کشت داده شدند. در ادامه یک سری از پیلت ها در بروسلا آگا

هوازی و یک سری دیگر در شرایط هوازی انکوبه و به  بیشرایط 

قرار گرفتند. پس از بررسی  CO 67ساعت در دمای  72مدت 

آمیزی، کاتالاز و اکسیداز برای ها ازلحاظ شکل، رنگکلنی

استفاده ( Boilingها از روش جوشاندن )از کلنی DNAاستخراج 

ها ها آنآوری کلیه نمونه(. طی این روش پس از جمع11،13شد )

سی سی 1/1قرار داده و سپس  CO 67ساعت در  26را به مدت 

های منتقل و در ادامه با تیوباز محیط کشت را به میکرو

دقیقه  11ها در آب مقطر به مدت سانتریفوژ رسوب حاوی باکتری

شدند. سپس میکروتیوب ها در  قرار دادهCO 111در بن ماری در

دقیقه سانتریفوژ شدند و مایع رویی که  1به مدت  11111دور 

استخراج  DNAباکتریایی بود جدا شد. همچنین  DNAحاوی 

های خون بیماران با استفاده از کیت استخراج شده از نمونه

DNA  ساخت تکاپوزیست( انجام و بر اساس دستورالعمل مربوط(

استخراج شده تا آغاز کار در دمای  DNAرفت )استخراج انجام گ

CO20 -  نگهداری شدند(. میزان غلظتDNA  استخراج شده با

آمریکا( با جذب اشعه ماورای  UNICO,دستگاه اسپیکروفوتومتر)

که میزان جذب طوری  بنفش به طور دقیق انجام گرفت. به

 231موج در طول DNAپرتوهای ماورای بنفش توسط محلول 

بود که بیانگر  0/1برابر با  (A260/A280)نانومتر  201تر به نانوم

استخراج شده بود. پرایمرهای مورد  DNAخلوص مناسب 

های در دسترس و اطمینان از استفاده پس از بررسی کلیه مقاله

افزاری حساسیت و ویژگی بالا انتخاب و سپس با آنالیز نرم

شده تعیین هایالیگو( روی سکانس -ژن ژانر -)بلاست وان

های اطمینان لازم از صحت این ترادف ها و اینکه تنها در گونه

جنس بروسلا وجود دارند حاصل شد. پرایمرها بر اساس 

 bcsp31 و omp25،omp31های های نوکلئوتیدی ژنسکانس

 PCR( تهیه و واکنش 1بروسلا آبورتوس و ملی تنسیس )جدول 

میکرولیتر از هر  1/1میکرولیتر انجام شد که شامل  21در حجم 

 6مول(،پیکو 21کدام از پرایمر های پیشرو و پیرو )با غلظت 

 16و  O2Hمیکرولیتر  DNA (10 ng/μl ،)3میکرو لیتر 

دانمارک( بود. برای کنترل  Ampliqon) Master Mixمیکرولیتر 
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برای  16M (ATCC 23456بروسلا ملی تنسیس ) DNAمثبت از 

و بروسلا  omp25ی ژن برا omp31( ،BCCN) Rev.1ژن 

تهیه و واکنش  bcsp31 برای ژن S19( BCCN R19آبورتوس )

PCR  یک سیکل در سیکل به قرار زیر انجام شد: 61درcO 31   به

، گسترش به  cO 36دقیقه به مدت 1دقیقه، آنیلینگ در  6مدت 

 11به مدت  cO72و گسترش نهایی در  cO 72دقیقه در 1مدت 

در بروسلا  omp31به عدم وجود ژن  دقیقه. همچنین با توجه

ها مورد لا آبورتوس در نمونهآبورتوس و احتمال وجود گونه بروس

با به کار  PCR2یابی و عدم تاثیرگذاری در نتایج، واکنش ارز

گیری پرایمرهای اختصاصی برای گونه بروسلا آبورتوس و بروسلا 

سیکل به  61در  PCR1( با همان پروتکل 1ملی تنسیس )جدول

ها به عنوان مولد عفونت  صورت جداگانه برای شناسایی نوع گونه

در بیماران انجام شد. کنترل منفی شامل همه موارد واکنش 

PCR جز بهDNA  بود و برای کنترل مثبت ازDNA  بروسلا 

 BCCNو بروسلا آبورتوس ) 16M (ATCC 23456ملی تنسیس )

R19 )S19 پاستور ایران  شده از بانک میکروبی انیستیتو تهیه

درصد مورد  1روی ژل آگارز  PCRاستفاده شد. سپس محصول 

 ارزیابی قرار گرفت.

 پرایمر های اختصاصی به کار رفته در این مطالعه -1 جدول

 

 و بحث هایافته

  DNA  استخراج شده در واکنشPCR  به عنوان الگو

درست  مورداستفاده قرار گرفت. ایجاد باندها با وزن مولکولی

دهنده صحت واکنش زنجیره پلی مراز بود. مطابق انتظار در نشان

 226با طول  bcsp31با استفاده از ژن  PCR، محصول 1شکل 

شود که بیانگر نمونه آزمایش مشاهده می 21جفت باز در 

با  PCRدرصد( توسط  111ت )نمونه مثب 21تشخیص تمامی 

به عنوان ژن هدف بود. همچنین محصول  bcsp31استفاده از ژن 

PCR  با استفاده از ژنomp31  13جفت باز در  726با طول 

جفت بازی با استفاده از ژن  631درصد( و محصول 67/31نمونه )

omp25  درصد( روی ژل ایجاد گردید )شکل  7/01)نمونه  10در

 31نمونه ) 13ن نوع گونه در مبتلایان بیانگر (. نتایج تعیی1

درصد(  1نمونه ) 2درصد( آلوده به گونه بروسلا ملی تنسیس و 

تشخیص (. عدم2آلوده به گونه بروسلا آبورتوس بود )شکل 

های یهای بالین یکسانی که با بیماربروسلوزیس به دلیل نشانه

ویید و ، مالاریا، تیفیسسیپروزدیگری چون آنفولانزا، لیپو

جای گذاشتن عوارض شدید در فرد مبتلا و حتی همچنین به

ومیر در بیماران ترین علت مرگایجاد ضایعات قبلی که شایع

دهد و بیشتر مبتلابه تب مالت است که اغلب در مردان رخ می

(. بنابراین تشخیص سریع 02،07کند )های قلبی درگیر میدریچه

سیار حائز اهمیت است. این میکروارگانیسم در مبتلایان ب

و  omp25,omp31در تشخیص سه ژن  PCRحساسیت متفاوت 

bcsp31  در این مطالعه بیانگر قدرت متفاوتPCR  در روند

ها به عنوان فاکتورهای تشخیصی تب مالت در شناسایی این ژن

نمونه کشت  21باشد. در این مطالعه از های بالینی مینمونه

مثبت را با  یسنمونه بروسلوز 21توانست هر  PCRشده، داده

ها درصد نمونه 111که معادل  bcsp31توجه به پرایمرهای ژن 

ای توان به یافتهبود را تشخیص دهد. در تأیید این یافت ها می

Al-Mariri  و هدایتی و همکارانش  2111و همکارانش در سال

را در تشخیص جنس بروسلا  PCRکه حساسیت  2113در سال 

( اشاره 07،00درصد گزارش کردند ) bcsp31 111را توسط ژن 

با  PCRنمونه(  13درصدی ) 67/31کرد. همچنین تشخیص 

به عنوان ژن هدف در این مطالعه به دلیل  omp31استفاده از ژن 

وجود دو نمونه آلوده توسط گونه بروسلا آبورتوس بود )عدم وجود 

ایجاد نتایج تواند بیانگر ( که می2های آبورتوس )گونه omp31ژن 

کاذب در امر تشخیص فرد مبتلا در صورت ابتلا به گونه بروسلا 

 2116و همکارانش نیز در سال  Habtamuباشد. آبورتوس می

درصد  33در حدود  omp31را در تشخیص ژن  PCRقدرت 

و  Arjmand Zadeghan(. در پژوهشی که توسط 3عنوان کردند )

را در  PCRقدرت  هاانجام شد آن 2116همکارانش در سال 

( 03درصد گزارش کردند ) 31را در حدود  omp25تشخیص ژن 

در  PCRدرصد( قدرت تشخیص  7/01کاهش محسوس )

 در این مطالعه به فرض صحت یافته omp25تشخیص ژن 

Arjmand zadgan سیت توان به دلیل حساهمکارانش را میو

العه حاضر پایین پرایمرها، نوع مواد و یا روش انجام واکنش در مط

ولی مطمئن ، دانست. یافته های این مطالعه بیانگر قدرت متفاوت 

 منابع ردیف پرایمر نام پرایمر

Omp31 GGATCCATGAAGTCCGTAATTTTG 

AAGCTTTTAGAACTTGTAGTTCAG 
6 

 

bcsp31 TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 

CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG 
21 

Omp25 ATGCGCGCACTCTTAAGTCTC 

GCCCAGGATGTTGTCCGT 
21 

B.abortus GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC 

TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT 
23 

B.melitensi

s 

CCCGGATATGAATCTAACC 

TGTACAAGGAACGCCATCA 
27 
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PCR  توسط هر سه ژن  بروسلا در مبتلایان به بروسلوزیسدر تشخیص جنسomp25,omp31  وbcsp31  .بود 

 

وجود باندهای  50تا  5وستونهای  gene ruller100bp dna ladder)مارکر ) 0نتایج حاصله از باندهای ایجاد شده روی ژل الکتروفورز: ستون  -0شکل 

223 bp ژن  به پرایمر تکثیر شده متعلقbcsp31 بیانگر باندهای  15،16،17،18،19،21،   14 ،2،3،4،5،7،8،9،10،11،13. ستونbp431  پرایمر

 .است omp31پرایمر تکثیر شده ژن  bp759 بیانگر باندهای 50 ،05،09،04،02،02،07،00،03،51، 5،9،4،2،7،0،01،00و ستونهای  omp25تکثیرشده ژن 

 

 

 558bpگونه بروسلا آبورتوس و باندهای  به پرایمر تکثیر شده متعلق bp430باندهای  – gene ruller100bp dna ladder)مارکر ) 0ستون  -5شکل 

 باشد.بیانگر پرایمرهای تکثیر شده متعلق به بروسلا ملی تنسییس می

 

فرد به تب مالت توسط گونه  13ی همچنین با توجه به ابتلا

توان نتیجه فرد به بروسلا آبورتوس می 2بروسلا ملی تنسیس و 

گرفت که عامل اصلی عفونت در مبتلایان به تب مالت در لرستان 

و همکارانش نیز  Rahmaniباشد. ای بروسلا ملی تنسیس میگونه

عامل اصلی عفونت در مبتلایان به تب مالت در  2111در سال 

(. در 51ستان کردستان را بروسلا ملی تنسیس گزارش کردند )ا

 های در گونه bcsP31جفت بازی  226نتیجه وجود قطعه 

 111زای انسانی و همچنین تشخیص بروسلا های بیماری

تر در این مطالعه بیانگر مناسب و مطمئن bcsP31درصدی ژن 

در  omp25و  omp31نسبت به ژنهای  bcsP31بودن ژن 

 PCRهای بالینی توسط روش تب مالت در نمونه تشخیص

 باشد.می

 تعارض منافع:

 بین نویسندگان هیچ تعارض وجود ندارد.
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