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  PCR-RFLPدر مناطق مركزي ايران با تكنيك   بروسلاگونه هاي تعيين 
  3محمدرضا ابراهيمي و 2رسول صالحي ،2منصور صالحي ،1*ابتهاج پيشوا

  شناسيباكتري گروه  ،دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، اصفهان 1
  ملكوليي ژو بيولو گروه ژنتيك ،دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، اصفهان 2

 موسسة سرم سازي رازي ،تهران 3

 18/7/85:تاريخ پذيرش    5/9/84:تاريخ دريافت

  كيدهچ

دامهاي عشاير بختياري از  .بروز كرده است ياپيدميهاي جديد به بعد 1382از سال  ولي ،شيوع بروسلوز در ايران هميشه بالا بوده
اين به را ها و بيوتايپهاي جديدي از بروسلا  ند و براحتي ممكن است گونهمناطق مرزي عراق به بخش مركزي ايران وارد مي شو

باكتري بروسلا جدا شده از  150. بود احيوناين هدف از اين مطالعه تعيين گونه ها و بيوتايپهاي بروسلا در  .كنندنواحي وارد 
 سپس. ديدگر استخراجآنها  DNA ،ريباكتنوع س از تعيين پ ، كهرفتگمورد بررسي قرار  و گاو هاي سقط شده ميش جنين
هضم و الگوهاي  PstIبا آنزيم محدود كننده  PCRمحصولات . دشتكثير  PCR باكتري با omp2bو  omp2aژنهاي  ي ازقطعات

RFLP ملكوليوش با ر .حاصل مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت RFLP 135  1بيوتايپ بروسلا ملي تن سيس  نمونه متعلق به 
مشاهده شد، كه با توجه به آن مي توان  هاي نامشخصبورتوس با بيوتايپآيا  1بيوتايپ غير از بروسلا ملي تنيس نمونه  15و 

هاي درصد جنين 10است ولي  1بيوتايپ  تن سيس گرچه عامل اصلي بروسلوز در نواحي مركزي ايران بروسلا ملي :نتيجه گرفت
است كه در مطالعات بعدي تعيين  يديگر فاوتهاي متسيس با بيوتايپ تن سقط شده مربوط به بروسلا هاي آبورتوس و يا ملي

 . دشخواهد 

  ير شناسي مولكوليگهمه  –بروسلا ابورتوس  –بروسلا ملي تن سيس  –بروسلوز : كليديواژه هاي 
  Pishva@med.mui.ac.ir: كيالكتروني، پست 0311 792 2416: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
در انسان و  (Brucellosis) يسبروسلا عامل بروسلوز

اين جنس بر اساس خاصيت  .بسياري از حيوانات است
به شش  اصلي ميزبان ،بيماريزايي، خصوصيات آنتي ژنيك

 Brucella بروسلا آبورتوس . استگونه تقسيم بندي شده 

abortus )بروسلا ملي تن سيس) گاو Brucella 

melitensis  )بروسلا اويس )بز و گوسفند Brucella ovis 
 .B بروسلا سوئيس) سگ( B. canis بروسلا كانيس) قوچ(

suis )خوك (ا و بروسلا نئوتومB. neotoma ) نوع فقط در
بروسلاي و ) موش صحرائي ديده مي شود بخصوصي از

 انواع فوقبا  كه B. marina جدا شده از حيوانات دريايي

بعضي از  .)15و   8، 7، 2(ندارد كامل  ييپوتژن شباهت
بروسلا ملي تن سيس   بروسلا آبورتوس،انواع بروسلا مثل 

 وليكنند مي باشيژه و هايداراي ميزبان  بروسلا سوئيس و
بروسلاها عامل بروسلوز از در بعضي از كشورها اين نوع 

   .دنهستنيز در ساير دامهاي اهلي 

خطرناك  ييشتر بفرم مزمن با عوارضبروسلوز در انسان ب
در دستگاه توليد  زينيگبا جاي همراه است و در حيوانات

مثل آنها ممكن است منجر به بچه اندازي و يا عقيمي شود 
سان نعامل اصلي تب مالت در ا بروسلا ملي تن سيس 

يك بيماري شغلي و  م با علائم مهم كلينيكي و معمولاًتوأ
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و  و توليدات دامي غير پاستوريزه ها با مصرف فرآوردهاه گ
بروسلا در ضمن ، دباي مييا حتي از راه تنفس انتقال 

بعنوان عامل باكتريايي قابل استفاده در سلاحهاي بيولوژيك 
  . )14(نيز مطرح مي باشد 

و بندرت  بروسلا آبورتوس ،  ملي تن سيس ،  سوئيس 
و بروسلاي پستانداران دريايي باعث  بروسلا كانيس

بروسلوز بايد توجه داشت كه د ولي ندگي انسان مي شوآلو
مشكل مهمي در كشورهاي ناحيه مديترانه، غرب آسيا و 

با ). 12(آفريقا و آمريكاي لاتين است بخش هايي از 
تمهيدات بهداشتي شديد در بعضي از كشورهاي غربي اين 
بيماري ريشه كن شده ولي هميشه احتمال برگشت اين 

اختلافات موجود  هچرگ .طق وجود داردبيماري در اين منا
 ن با روشهاي مختلفآبين انواع بروسلاها و بيوتايپهاي 

طبقه بندي ، (Serotyping) طبقه بندي بر اساس پادتن مانند
، حساسيت به رنگها، نياز (Phage typing)فاژ ) تعيين نوع(

و خصوصيات متابوليكي امكان پذير  SH2، توليد CO2به 
خصوصيات ظاهري گاهي مشكل و بررسي  ولياست 

بنابراين تعيين نشانگرهاي ويژه و ثابت  .وقت گير مي باشد
باكتري روش مناسبي در تشخيص  DNAموجود برروي 

مطالعات  انجامدر  نشانگرهااين  .ميباشد نآدقيق 
  .)1( د وسيعي دارندرنيز كارباپيدميولوژيك 

ده ش ثباعـانواع بروسلاها  DNAخيلي زياد بين  بهشات
ند نداب جنسرا متعلق به يك  نه هاگوگاه تمام است كه 

بروسلا و  DNAبدين لحاظ با شناسايي پلي مرفيسم 
 molecular)ملكولي )تعيين نوع(طبقه بنديبكارگيري 

typing) را نآ يميتوان اختلاف بين بيوتايپها ،انواع بروسلاها
شناسايي انواع  ملكولياز بين اين تكنيكهاي . مشخص نمود

عملي و امكان پذير است  "لامكا RFLP روشروسلا با ب
   .)7و5،6(

بروسلاهاي مختلف گاه در  DNAي زياد نبدليل همگو
اتصال غير اختصاصي  DNA hybridizationآزمايشهاي 

) 17( باعث اشتباه در تشخيص مي گردد (probe)شناساگر 

اين روش در تشخيص  حساسيت كم توجيه كنندهكه 
است ، و لذا گاهي براي رگاز يكدي مختلف يبروسلا ها

 DNAروشهايي بجز  زبروسلا ا ونه هايگتعيين 

hybridization  شناسايي توالينظير (sequencing)  بازهاي
16S rRNA 13( يا روشهاي مشابه استفاده مي گردد( .  

) outer-membrane  )OMPغشاء خارجي  هايپروتئين
 دننو مي توا مورد توجه قرار گرفته جنس بروسلا اخيراً

و بعضي از  هاي بيماريزابين انواع بروسلا اختلاف
 پروتئين ساخته شدن .ايدبيوتايپهاي آنها را مشخص نم

در غشا  omp2bو  omp2aدو ژن  توسط  OMP گبزر
در جايگاهي  omp2ژن  ).6و5(يرد گخارجي صورت مي 

هاي بروسلا و  ميان گونه همگون و با اختلاف جزئي در
ن وجود دارد اين ژن از دو بخش تحت عناوين هاي آبيوتايپ

omp2a  وomp2b  9و6(تشكيل شده است(.  

و با تعداد زيادي از  PCR-RFLPبا بكارگيري  اخيراً
انواع    (Restriction enzymes) ي محدود كنندهآنزيمها

را شناسايي نآبيوتايپهاي و  ي بيماريزابروسلاونه هاي گ
 OMPائي است كه از جمله ژنه Omp25ژن . اند كرده

به  ژناين . غشاء خارجي را كد مي نمايد 25KDaپروتئين 
  ). 15و5( بروسلاها نقش دارد اكثر خوبي در تفكيك

و ورود و خروج  منطقه مركزي ايرانيت عبا توجه به موق
عشاير بختياري و قشقايي از استانهاي  دامميليونها رأس 

حتمال اين اهميشه  طقهمن اين جنوبي و غربي كشور به
به بروسلا جديدي از  هايها و بيوتايپ گونه وجود دارد كه

توانائي ما را  ،آگاهي از اين تغييرات .اين مناطق وارد شوند
روشهاي . افزايش مي دهددر كنترل و درمان اين بيماري 

تب مالت در انسان و اهي شناسايي گزمايشآسوم رم
ختلف را و بيوتايپهاي مونه هاگهاي دامي نمي تواند يآلودگ

مشخص نمايد بنابراين استفاده از مولكولار تايپينگ بويژه 
اين امكان را بما ميدهد  كه در طي  PCR-RFLPروش 

را  و بيوتايپهاي مختلف بيماريزاونه ها زمان كوتاهي انواع گ
نسبت به و  كردهدر بين دامها و انسانهاي بيمار مشخص 
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از ن بايدهمچني. ف دامهاي آلوده از گله اقدام نمودحذ
نيز واكسنهاي مناسب براي كنترل اين عفونت در دامها 

ضمن آنكه آگاهي سريع پزشك از انواع . وداستفاده نم
بروسلاهاي بيماريزا در فرد آلوده اين امكان را بوجود مي 
آورد كه از داروهاي مناسب براي درمان انواع مختلف 

  .بروسلا استفاده نمايد

لي اين گروه در شناسايي پژوهش فعلي ادامه پژوهش قب 
   .)1(هاي بروسلا در اصفهان مي باشد گونه

   مواد و روشها 
و است كار آزمايشگاهي با باكتري بروسلا بسيار خطرناك 

بمنظور جلوگيري و حفاظت پرسنل بايد از قوانين حفاظتي 
دقيق بهنگام جداسازي باكتري از جنينهاي سقط شده 

يشگاهي در هاي آزماكشت و تست .استفاده نمود
بعد از جداسازي باكتري . انجام پذيرد ي مجهزآزمايشگاها

با كيتهاي استخراج  ،ستا و تعيين اينكه باكتري بروسلا
DNA يا با استخراج DNA به روش فنل كلروفورم،   

DNA باكتري بروسلا استخراج گرديد .  

 گوسفند جنين سقط شده به اندازه كافي :جمع آوري نمونه
مربوط نمونه  100رفت تا تعداد گرسي قرار مورد بر گاوو 

نمونه  50ي و  گوسفند جنين سقط شده بروسلائيبه 
ي جمع آوري سقط شده بروسلائي گاو  جنينمربوط به 

گوسفندان عشاير متعلق بود به  يگوسفندهاي جنين .رديدگ
كه از استانهاي خوزستان،  لرستان و و قشقايي بختياري 

ق اطراف شهر اصفهان و يا فارس در فصل بهار در مناط
فريدن،  فريدونشهر و يا شهرضا، اطراف شهرستانهاي 

از دامداريهاي  يگاو هاي نمونه .پشتكوه كوچ كرده بودند
  .جمع آوري گرديد اصفهان صنعتي منطقه

سپس . ي انجام شدريگنمونه  جنينهاي سقط شده ابتدا از
بروسلا آگار در داخل جار كشت باكتري برروي محيط 

 37بمدت سه روز در حرارت  CO2  درصد 10توي مح
در نهايت با . )2(كشت داده شد در گرمخانه سانتي گراد 

ونه باكتري تعيين گي ژايي و سرولويانجام تستهاي بيوشيم
  .  رديدگ

محيط كشت  DNAبراي استخراج  :DNAاستخراج 
 W/V85/0به ترتيب  (فنل سالين  ml5بروسلا آگار با 

باكتريها شستشو داده شد تا ) رصدد W/V 1/0 و درصد
د، بعد از جمع آوري باكتريها آنرا بمدت دو ونكشته ش

 20 بعد ،درجه قرار داده سانتي گراد 68ساعت در حرارت 
با  رسوبسپس . سانتريفيوژ نموديم rpm 5000دقيقه با 

mg/ml4  محلول ليزوزيم)lysozyme ( 4دقيقه در  30براي 
 %0.5)ميكرو ليتر  200بعد  .قرار داده شد سانتي گراد

W/V) SDS پروتئيناز K (200mg/ml)  اضافه گرديد و در
بعد از ). 10(ساعت قرار گرفت  1بمدت  سانتي گراد 37

استخراج شده از پروتئينهاي همراه  DNAخالص سازي 
 سلولهاي ليز شده يكبار با فنل كلروفورم ايزواميل الكل

)25:24:1(  phenol-chloroform-Isoamyle alcohol  و
 DNAعمل استخراج ) 1:24(ايزواميل الكل -فنليكبار با 

ص ودر پايان براي افزايش غلظت و خل. تكميل گرديد
DNA  70با اتانل  رارسوب  ،با اتانل رسوب دادهابتدا آنرا 
 .در معرض هوا خشك گرديدبا قرار دادن و  هشست درصد

بافر  TEدر  مجدداًنمونه : براي تشخيص كميت و كيفيت
)50mM Tris-HCl , 1m EDTA pH8 ( با  وحل

) UV spectrophotometer(اسپكتروفتومتر ماوراء بنفش 
  . دشمشخص  DNA (OD 260/280) جذب

 با يك ) درصد 1( ژلنمونه در  همچنين از الكتروفورز
 TEA (pH 8.0) )20mM Tris-acetate 1mM EDTAبافر 

0.5 mg/ml (  ايد نيز استفاده اتيديوم برمبا و رنگ آميزي
نگهداري  سانتي گراد 4تا زمان استفاده در  DNA .گرديد

  .دش

براي تكثير ژن مورد نظر با استفاده  : PCR باDNA تكثير 
با  omp2bو  omp2aاي از ژنهاي  قطعه PCRاز دستگاه 

توالي  .استفاده از پرايمرهاي اختصاصي تكثير گرديد
ه بروسلاهاي كه در خصوص هم پرايمرهاي مورد استفاده
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به و  7بر اساس رفرانس شماره  مورد نظر يكسان مي باشد
  .  شرح زير است

omp2a F 5’-GGCTATTCAAAATTCTGGCG-3’ 

omp2a R 5’-ATCGATTCTCACGCTTTCGT-3’ 

omp2b F 5’-CCTTCAGCCAAATCAGAATG-3’ 

omp2b R 5’-GGTCAGCATAAAAAGCAAGC-3’ 
 يكدانشكده پزشي مولكولي ژبيولوپرايمرها در آزمايشگاه 

  . گرديد سنتز Alf DNA synthesizerبا استفاده از دستگاه 

 :عبارت بودند از PCRمحلولهاي مورد نياز براي واكنش 
mM10  از هر يكdNTPs ،100ng  ازDNA نمونه ها، 
PM 1واحد  1و  از هر يك از اليگونوكلئوتيد پرايمرهاTaq 

DNA polymerases  )50)سيناژن ايرانmM KCl, 

1.75mM MgCl2 , .0.1% (W/V) Triton X-100 , 0.2 
mg/ml of BSA , 10mM Tris –HCl (pH 8.5)    

سانتي  95 ثانيه در 45در سيكل اول شامل  PCRبرنامه 
سانتي  50 ، يك دقيقه در DNAبراي واسرشتي اوليه  گراد
 72و يك دقيقه در  DNAبراي اتصال پرايمرها به  گراد

. با واسطه پلي مراز DNAه گسترش براي مرحل سانتي گراد
 7بمدت  سانتي گراد 72اين سيكلها با آخرين سيكل در 

ميكروليتر از  10بعد از پايان كار، . د يپايان مي رسه دقيقه ب
بررسي  درصد 5/1با الكتروفورز روي ژل  PCRمحصول 

  .شد

نمونه  PCRتوليدات حاصل از  :PCRهضم محصولات  
ابتدا بر اساس . ررسي قرار گرفتمورد ب PstIها با آنزيم 

 12در  PCRميكروليتر از محصول  8دستورالعمل سازنده 
ميكروليتر بافر  2ميكروليتر حجم محلول واكنش كه شامل 

ميكروليتر آب مقطر دو بار تقطير بود مخلوط  10مناسب و 
سانتي  37ساعت در حرارت  2محلول به مدت  .گرديد
) درصد 2(گاروز آژل قرار گرفت و سپس روي  گراد

  .شد ميزيآالكتروفورز و با اتيديوم برومايد رنگ 

  

  

   و بحث نتايج
نمونه جنينهاي  150تمام  ي به باكتري بروسلا درگلودآ

مورد استفاده در اين مطالعه با  گوسفند و سقط شده گاو
تستهاي بيوشيميايي و  ار و انجامگبر روي بروسلا آ كشت
كشت  .رفتگونه قرار گييد و تعيين أمورد ت يژسرولو

بروسلا لوده به آنمونه مورد بررسي  150نشان داد كه هر 
   .بوده اند 1بيوتايپ  ملي تن سيس 

 µgحدود  فوق الذكر هاي نمونههر يك از كشت از 
100DNA   اب قطعه مورد نظر و خالص استخراج گرديد 

PCR  اندازه هر يك از باندهاي  .شدتكثيرomp2b   و
omp2a حدود بترتيب  ها نمونه درpb 1200  بود  1100و

هضم شد  PstIبا آنزيم  PCRتوليدات حاصل از ) 1شكل (
مورد بررسي بر روي ژل آگارز الكتروفورز  او نتايج آن ب
 ). 2شكل (قرار گرفت 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
هاي ه نمونomp2b  و   omp2aقطعات  PCRوي الگ -1شكل 
و  6 ، 2و رديفهاي    omp2 b 8و 4و  1رديفهاي    بروسلا  باكتري

7   omp2 a   . 2كنترل منفي و در رديف  3رديف PCR   كار نكرده
 .ماركر وزن ملكولي 9رديف  است و

  

1200 bp
1100 bp
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300 bp 
282 bp  
200 bp 

و الگوي ناشي از هضم آنزيم  PCR-RFLPاساس تكنيك بر
PstI  جدا شده از  ينمونه بروسلا 150از مجموع
 50( گاو و ) نمونه 100( گوسفندهاي سقط شده  جنين

 45و تعداد  )درصد 90(ي نمونه گوسفند 90تعداد ) مونهن
 بروسلا ملي تن سيس لوده به آ) درصد 90( ينمونه گاو
) درصد10(نمونه  10نين  تعداد چهمو  .بودند 1بيوتايپ 
بروسلا ي به گاو) درصد10(نمونه  5ي و گوسفند

 بروسلا ملي تن سيس  و يا )بيوتايپ نامشخص( بورتوسآ
 .بودند لودهآ 1بيوتايپ از غير 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
نمونهاي باكتري   omp2aقطعات  PCR-RFLPوي الگ -2شكل 

 2رديف . كنترل منفي  1رديف . Pst1بروسلاهضم شده با آنزيم 
 تن بروسلاملي 5 – 3رديفهاي .  1 تايپسيس بيو تن بروسلاملي

بروسلا  6رديف . هاي نامشخصتايپ سيس و بروسلا آبورتوس با بيو
  .نامشخص تايپس با بيوآبورتو

هاي  با اشغال كشور عراق بنظر ميرسد برنامه 1382از سال 
نكه آضمن شده واكسيناسيون دامها در آن كشور متوقف 

بين دو كشور مورد كنترل دقيق  رفت و آمد افراد و احشام
لذا ورود گونه ها و بيوتايپها جديد بروسلا . قرار نمي گيرد

با توجه به  .استر محتمل بسيابه كشور از طريق دامها 
حتي بيوتايپهاي جنس اري زايي گونه ها و متفاوت در بي

بروسلا برنامه ريزي جهت پيشگيري از بيماري در دامها 
. روسلاي موجود انجام پذيردبايستي بر اساس نوع ب

بروسلا شايع ها و بيوتايپهاي  آگاهي دقيق از گونهكه بطوري
انتخاب واكسن مناسب  بامبناي كنترل آلودگي در دامها 

بر اساس نتايج اين  .ميباشدبراي پيشگيري اين بيماري 
مبتلا  بروسلا ملي تن سيسبررسي گاوها بيشتر به گونه 

ساير    بايستي با S19شده اند و لذا استفاده از واكسن 
   .جايگزين گردد RB51واكسن ها نظير واكسن جديد 

مورد براي تشخيص بروسلا بطور فراوان   PCRتكنيك
م أاستفاده تو اخيراً). 17و3،4(است استفاده قرار گرفته 

براي ژنهائي كه داراي  PCRو  DNA كننده آنزيمهاي هضم
بروسلا هستند مثل ژنهاي كد كننده  DNAمورفيسم در  پلي

OMP )36  غشاء  نهاي موجود دريپروتئ )كيلو دالتون 25و
  ).5،6،8(خارجي اين باكتري مورد توجه قرار گرفته است 

بروسلا  و 1بيوتايپ   بروسلا ملي تن سيسمطالعة ما در 
 ي استاندارد موجود درها در مقايسه با گونه بورتوسآ

با روشهاي سرولوژي و ، شناسائي شده انستيتو رازي
ضمن آنكه يكي از . مي باشندقابل مقايسه  ،ايييبيوشيم

متفاوت از  PCR-RFLPگاوي از الگوي  ينمونه ها
كه بايستي در مطالعات ايع كشور است ش سروتيپ هاي

.)16،  11، 6، 5، 1) (2شكل( يردگآتي  مورد بررسي قرار 
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Identification of Brucella spp in central region of Iran 
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Abstract 
Brucellosis has always high incidence in Iran, especially we are facing a new outbreak 
of the disease since 2002. Bakhtiiari tribe sheep enter to the central region of Iran from 
Iraq border, and therefore can easily introduce new species and/or biotypes of Brucella 
SPP to these regions. The aim of this study was to determine the species and biotypes of 
Brucellae that are present in the central region of Iran. We studied 150 Brucella isolates 
from aborted fetuses of sheep and cow. After identification of species of the bacteria, 
DNA was extracted and then parts of omp2a and omp2b genes of the bacteria were PCR 
amplified. The PCR products were digested by PstI restriction enzyme and the produced 
patterns of RFLP were analysed. Molecular technique of RFLP results demonstrated 
that only 135 samples were infected with Brucella melitensis biotype I and 15 samples 
demonstrated RFLP pattern similar to B. abortus (uncharacterized biotypes) or B. 
melitensis SPP (biotypes other than biotype 1). Our results demonstrated that although 
B. melitensis biotype I is the main Brucella in central region of Iran but about 10% of 
the aborted fetuses were infected with different biotypes of either B. abortus or B. 
melitensis. We are going to further characterize these biotypes in our next study. 

Keywords: Brucellosis, B. Melitensis, B. Abortus, Molecular epidemiology 
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