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 چكيده
 هاي نوين و نوان روش ع اختصاص به گونه به PCR و PCR­RFLP در اين مطالعه كارآيي روش مولكولي : هدف

 . شد هاي خون آلوده به بورليا پرسيكا و بورليا ميكروتي عوامل تب راجعه بررسي سريع براي تعيين آلودگي نمونه
 د و به كمك ش بورليا از خون حاوي بورليا پرسيكا و بورليا ميكروتي با پارازيتمي بالا استخراج DNA : ها مواد و روش

 16S و GlpQ گرهاي اختصاصي مناطق حفاظت شده دو ژن مختلف آغاز rDNA براي سپس ؛ تكثير و تعيين توالي شد 
 هر گونه تعيين و نشانگرهاي مولكولي مورد DNA نقشه فيزيكي و محل برش آنزيمي روي مولكول افتراق بين دو گونه
 تفكيك و شناسـايي براي PCR­RFLP هاي دهنده انتخابي در واكنش هاي برش سپس كارايي آنزيم . نظر شناسايي شد

 آغازگرهـاي GlpQ همچنين بـا توجـه بـه اختلافـات موجـود در تـوالي ژن . شدند بررسي دو گونه از همديگر
 . ند شد آزمايش و اختصاص به گونه براي تشخيص دو گونه طراحي

 . هاي خون آلوده مشخص نمايد خوبي در نمونه تواند آلودگي را به مي PCR نتايج مطالعه نشان داد كه روش : نتايج
ــه ــال ب ــزيم ، PCR دنب ــاي آن ــراي ژن DraI ، HinfI ، EcoRI ، SspI ، TaqI ه ــزيم GlpQ ب ــراي ژن TaqI و آن  ب

16S  rDNA همچنـين بـا آغازگرهـاي . تفكيك نمايند دو گونه بورليا پرسيكا و بورليا ميكروتي را از هم قادرند 
 طول اختصاصي براي بورليا ميكروتي به PCR محصول BMGLPF و 795r ر ، جفت آغازگ GlpQ اختصاصي ژن

 باز جفت ۲۵۲ طول محصول اختصاصي براي بورليا پرسيكا به BPGLPR و 128f باز و جفت آغازگر جفت ۴۵۱
 . سازد پذير مي كنند كه تشخيص دو گونه را امكان توليد مي

 تمـايز براي براي نخستين بار با آغازگرهاي اختصاصي PCR و PCR­RFLP اين مطالعه روش در : گيري نتيجه
 ايـن مطالعـه و (BMGLPF/R) آغازگرهـاي اختـصاصي . د ش دو گونه بورليا ميكروتي و بورليا پرسيكا استفاده

PCR­RFLP تواننـد جـايگزين روش هـا مـي بسيار خوب عمل نموده و با توجه به سـرعت و دقـت بـالاي آن 
 هـاي تـشخيص در آزمايـشگاه استفاده ند و براي شو اين دو گونه و تشخيص گير تعيين آلودگي كلاسيك و وقت

 . ايران و ساير مناطق آلوده در خاورميانه توصيه شود طبي

 هـاي همـراه آنـزيم بـه PCR با آغازگر اختـصاص بـه گونـه، PCR بورليا پرسيكا، بورليا ميكروتي، : كليدواژگان
كننده، ايران هضم
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 و همكاران نيره چوبدار PCR­RFLP تشخيص دو گونه بورليا ميكروتي با
 ــــــــــــــــ ــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۵۲ 

 مقدمه - ۱
 بـا پيكـره هـا از باكتري اي دسته (.Borrelia spp) بورلياها

 ميكرون و ۳۰ - ۸ كه طول آنان هستند نازك و نرم و فنري شكل
 هـا توسـط حركت آن ]. ۲ ، ۱ [ ميكرون است ۰ / ۸ - ۰ / ۲ قطرشان

 كه تحت فرمان مراكز حركتي بوده و در حد فاصـل هايي تاژك
 ]. ۳ [ گيـرد جدار داخلي و خارجي ميكروب است، صورت مـي

 هـاي بنـدي گونـه يت طبقـه تـرين خـصوص تعداد تاژك از مهـم
 . بورلياست
 صورت مستقل و آزاد هاي مختلف بورليا در طبيعت به گونه

 يافت نشده بلكه زندگي خارج سلولي داشته و در مايعات بدن
 و مايع ) سلولي و مايع نخاعي پلاسما، مايع بين ( دار ميزبان مهره

 مهره زيست كرده و توسط برخي از بندپايان همولنف ميزبان بي
 ]. ۵ ، ۴ [ شوند داران منتقل مي خوار به مهره ون خ

 ها در خون حيوانات مبـتلا بـه بورليـوزيس حضور باكتري
(Borreliosis) كور برعليه كوتاه بوده و در هنگام ساخت آنتي 

 ها محيط خـون را تـرك و در هاي متغير بورليا، آن ژن تمام آنتي
 ز بورليا در اي ا نشانه با وجود نبودن بافت مغزي ماندگار شده و

 ها پس از آخرين تب و بهبودي هنـوز بورليـا در تا مدت ، خون
 مدت ماندگاري بورليا در مغز بـسته . ] ۱ [ بافت مغز وجود دارد

 ]. ۶ [ به نوع حيوان و گونه بورليا متفاوت است
 زايــي آن در بنــدي بورليــا براســاس قــدرت بيمــاري طبقــه

 ين حيوانات حـساس آزمايـشگاهي و شـناخت مخـازن و نـاقل
 هـا، وسيله شـپش به شده متفاوت بوده و شامل بورلياهاي منتقل

 . ] ۵ [ هاي نرم است هاي سخت و كنه كنه
ــل ــاي منتق ــده بورلياه ــه ش ــط كن ــنس توس ــرم ج ــاي ن  ه

 ۱۲ گونه هستند كه ۲۸ - ۲۵ بين (Ornithodoros) ارنيتودوروس
 اند عنوان عوامل تب راجعه انساني شناخته شده به ها از آن گونه

 ترين شايع ترين و مهم (Borrelia persica) رليا پرسيكا بو . ] ۱ [
 (Tick Borne Relapsing Fever) اي هاي بازگرد كنه عامل تب

 هـاي زيـادي از كـشور در كشورهاي خاورميانه از جمله بخش

 هاي آذربايجان شرقي و غربي، اردبيـل، كردسـتان، استان ( ايران
 هاي بـازگرد تب از ديگر عوامل ]. ۸ ، ۷ [ است ) همدان و زنجان

 است (B.microtii/microtti) اي در ايران بورليا ميكروتي كنه
ــودوروس اراتيكــوس ــه اورنيت  (O.erraticus) كــه توســط كن

 تر از شود ولي بيماري ناشي از آن خفيف نگهداري و منتقل مي
 ]. ۱۰ ، ۹ [ بيماري ناشي از بورليا پرسيكا است

 توسط ايـن اي بيماري حاد عفوني است كه راجعه كنه تب
 سـير بيمـاري شـامل حمـلات . شـود ميكروارگانيسم ايجاد مي

 متناوب تب است كه با فواصل چنـد روزه بـدون تـب از هـم
شوند و عوارضي چون درگيري كبد، كليه و دردهاي متمايز مي

 ، عوارض ايجاد شده ترين عارضه همراه دارد، مهم عضلاني را به
 ج نـصف بـدن، عصبي است كه شامل فلج چشم، مننژيـت، فلـ

 يكـي از مـشكلات . آنسفاليت و درگيري اعصاب نخاعي است
 با توجـه بـه عدم تعيين آلودگي موجود در رابطه با اين بيماري

]. ۵ [ است علايم باليني
 طور متداول با تزريق انگل به حيوان به شناسايي گونه بورليا

 آزمايشگاهي و بررسي ميكروسكوپي خون حيوان پس حساس
 شود كه بسيار ناكارامد و طولاني مـدت انجام مي روز ۱۰ - ۷ از

 هاي مراكز بهداشتي امكان چنين آزمايشي در آزمايشگاه است و
 . هـاي تـشخيص طبـي وجـود نـدارد و آزمايشگاه بومي مناطق

 همچنين با توجه به طولاني بودن زمان آزمايش، عدم ايجاد آلودگي
 روكت در حيوان آزمايـشگاهي در صـورت كـم بـودن ميـزان اسـپي

(Spirokeet) و موارد منفي اشـتباه (False­negative) امـروزه از 
 اسـتفاده PCR هاي مولكولي ويژه روش هاي جايگزين به روش

 ]. ۱۳ - ۱۱ [ شود مي
 بـه كمـك PCR در اين مطالعه كارايي روش تشخيص مولكـولي

 PCR­RFLP يـز روش اختصاص به گونه و ن (Primers) آغازگرهاي

(PCR­Restriction Fragment Length Polymorphism) ، 
امكان شناسايي گونه بورليا پرسيكا از بورليا ميكروتـي بررسـي

 اين مطالعه براي اولين بار در دنيا در زمينه شناسايي افتراق . شد
. انجام شده است بين بورليا پرسيكا و بورليا ميكروتي
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۵۳ 

 ها روش مواد و - ۲
 زاد خون خوكچه هندي حاوي بورليا پرسـيكا و خـون نـو

 (Parasitemia) خرگوش حاوي بورليا ميكروتي با پـارازيتمي
 DNA . شناسي انستيتو پاستور ايران تهيه شد بالا از بخش انگل

 بـا . استخراج شـد ) كره جنوبي ( Bioneer بورليا با روش كيت
 استاندارد مناطق حفاظت شده ژن PCR هاي استفاده از واكنش

GlpQ (Glycerophosphodiester phosphodiesterase) و 
 DNA (16S رايبوزومــال ي از ژن بخــش rDNA) ــه كمــك  ب

 هـاي آغازگرهاي اختصاصي جنس بورليا كه قادرند تمام گونـه
 . ] ۱۳ ، ۱۲ [ جنس بورليا را تكثير نمايند، انجام شد

REC) آغازگر جلودار وـالي (4  ­ATGCTAGAAACTGCATGA­3′′5 با ت

 ­TCGTCTGAGTCCCCATCT­3′′5 داراي توالي (REC9) دار و آغازگر عقب

 اي اين آغازگرها اختصاصي جنس بورليـا بـوده و قطعـه . است
 ژن رايبوزومـال بورليـا را 16S باز از بخـش جفت ۵۲۳ طول به

 . نمايند تكثير مي
 340r & 128f از دو جفت آغازگر GlpQ منظور تكثير ژن به

128f و & 795r استفاده شد . 
 بــــــــــا تــــــــــوالي (128f) دار آغــــــــــازگرجلو

5′­CAGAACATACCTTAGAAGCTCAAGC­3′ و آغازگرهــــــــــاي 
ــب ــه (795r) و (340r) دار عقـــــ ــب داراي ؛ بـــــ  ترتيـــــ

 ­GTGATTTGATTTCTGCTAATGTG­3′′5 هاي توالي
 آغازگرهاي . است ­GGGTATCCAAGGTCCAT­3′′5 و

128f 795 وr بـاز و آغازگرهـاي جفـت ۶۶۸ طـول اي به قطعه 
128f 340 وr ن بـاز از ژ جفـت ۲۱۲ طـول اي بـه قطعه GlpQ 

 . نمايند انواع بورليا را تكثير مي
 ) كره جنـوبي ( Bioneer از كيت PCR براي انجام واكنش

 ه انجام واكنش بود براي استفاده شد كه حاوي تمامي مواد لازم
 يا Rec4 & Rec9 پيكومول از آغازگرهاي ۲۰ - ۱۰ و تنها به ميزان

 و ، 340r و 128f ، 795r پيكومــــول از آغازگرهــــاي ۲۰ - ۱۰
 از ميكروليتـر ۵ معـادل حـدود ( DNA كروگرم از نمونـه مي ۱

 ن افـزوده شـده و ه آ بـ ) استخراج شـده DNA ميكروليتر ۱۰۰
 (ddH2O) حجم كلي با استفاده از آب مقطر دوبار تقطير شـده

ــه ــيد ۲۰ ب ــر رس ــنش . ميكروليت ــپس واك ــتگاه PCR س  در دس
 ترموسايكر طبق برنامه حرارتي مربوط به هر آغازگر انجام شد

 هـايي از دو ژن تكثيـر نمونه . تكثير شد هاي هدف ژن DNA و
 . تعيين توالي به آلمان ارسال شدند براي شده از هر گونه

 و PCR­RFLP تعيين نوع گونه بورليا با - ۱ - ۲
 آغازگرهاي اختصاصي

 ژن پـس از تعيـين تـوالي افتراق بين دو گونه بورليـا، براي
16S  rDNA و GlpQ با استفاده از ميكروتي و پرسيكا بورليا ، 

 Nubcutter (http:/tools.neb.com/nebcutter) افــزار نــرم
 هـر DNA نقشه فيزيكي و محل برش آنزيمـي روي مولكـول

 مولكـولي مـورد نظـر (Markers) گونه تعيـين و نـشانگرهاي
 Nebcutter افزار هاي پيشنهادي نرم از ميان آنزيم . شناسايي شد

ــزيم ــاي آنـ  TaqI ، SspI ، EcoRV (Eco321) ، HinfI ، DraI هـ

(AhaIII) بــــــراي ژن GlpQ و آنــــــزيم TaqI بــــــراي ژن 
16S rDNA سپس با كمـك واكـنش . انتخاب شدند RFLP و 

 دهنـده شناسـايي شـده دو گونـه از هاي برش كارگيري آنزيم به
 طور كلي بسته به كيفيـت به . همديگر تفكيك و شناسايي شدند

ــصول ــين PCR مح ــصول ۱۵ - ۱۰ ب ــر مح ــا PCR ميكروليت  ب
 ، TaqI هـاي براي آنزيم R بافر ( ميكروليتر بافر توصيه شده ۲ / ۵

EcoRV و HinfI بافر ، G براي آنـزيم SspI و بـافر B بـراي 
 آنزيم مربوط مخلـوط و ) ميكروليتر ۱ ( واحد ۵ و ) DraI آنزيم

 ميكروليتـر رسـانده ۲۵ حجم به ، با آب مقطر دوبار تقطير شده
 يك قطره روغن معـدني براي جلوگيري از تبخير مخلوط . شد

 به لوله آزمايش اضافه شده و بسته بـه نـوع آنـزيم در حـرارت
 گـراد و درجـه سـانتي ۳۷ در هـاي فـوق همـه آنـزيم ( مناسب

مـدت داخل انكوباتور به ) گراد درجه سانتي ۶۵ در HinfI آنزيم
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 و همكاران نيره چوبدار PCR­RFLP تشخيص دو گونه بورليا ميكروتي با
 ــــــــــــــــ ــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۵۴ 

ــاعت ۱۲ - ۶ ــبح ( س ــا ص ــب ت ــداري ) ش ــدند نگه ــپس . ش  س
 در ژل آگــارز PCR­RFLP ميكروليتــر محــصول واكــنش ۱۵
ــد ۲ ــديوم بروماي  Ethidium) درصــد حــاوي اتي bromide) 

 الكتروفــورز شــده و نتــايج بــه كمــك دســتگاه عكاســي
(Gel  documentary) ــصويربرداري ــد ت ــنش . ش ــايج واك  نت

PCR­RFLP بـازي جفـت ۱۰۰ به كمـك نـشانگر مولكـولي 
) CinnaGen شد گيري و اندازه مقايسه ) ، ايران . 

 احي آغازگر اختصاصي تفكيك كننده دو همچنين براي طر
 16S ژن گونـه، تــوالي rDNA و GlpQ ميكروتــي و بورليــا 

 و با توجه به اختلافات موجـود در دو پرسيكا را مقايسه نموده
 . طراحي آغازگر انجام گرفت ، گونه

 بورليا GlpQ براساس اختلافات مشاهده شده در بخشي از ژن
 بـا BMGLPF نام جلودار به پرسيكا يك آغازگر بورليا ميكروتي و
ــوالي  ­CCTTAGCGAAAGATTTGATCCT­3′′5 تــــ

 (Universal) طراحي شـد كـه بـا كمـك آغـازگر يونيورسـال
 همچنـين . هاي دو گونه آزمايش شد براي نمونه 795r دار عقب

ــازگر عقـــب ــه يـــك آغـ ــام دار بـ ــوالي BPGLPR نـ ــا تـ  بـ
5′­GCTGGGTCTTTGTTTTTTTGG­3′ طراحي شد كه 

 بـراي 128F بـا آغـازگر يونيورسـال جلـودار صورت جفت به
 . هاي دو گونه آزمايش شد نمونه

 دو گونه پرسيكا و ميكروتي 16S rDNA بررسي توالي ژن
ــا در ــن بخــش از ژن تنه ــه در اي ــن دو گون ــه اي ــشان داد ك  ن

 ر آغـازگ دو شش موقعيـت اخـتلاف دارنـد و بـر ايـن اسـاس
 طـوري كـه طراحي شد به BM16SR و BP16SF اختصاصي

ــه ــازگر جلــــودار بــ ــا تــــوالي BP16SF نــــام آغــ  بــ
5′­ACACTTGGTGTTAATTGAGAGA­3′ آغـازگر با 

 بـا BM16SR دار و آغـازگر عقـب Rec9 دار يونيورسال عقب
ــوالي ــا كمــك ­TCGTCTGAGTTCCCATCT­3′′5 ت  ب

 بـراي صورت جفت جفت به Rec4 آغازگر يونيورسال جلودار
 . هاي دو گونه آزمايش شدند نمونه

 نتايج - ۳
 GlpQ در ژن PCR­RFLP نتايج واكـنش - ۱ - ۳

 براي تفكيك بورليا ميكروتي از بورليا پرسيكا
 هـاي انتخـاب شـده از بـين آنـزيم كننـده هاي هـضم آنزيم

ــرم ــشنهادي ن ــزار پي ــه Nebcutter اف ــشان داد ك ــك ن  دو تفكي
 هـاي بـه كمـك واكـنش گونه بورليا پرسيكا و بورليا ميكروتـي

PCR­RFLP پذير است امكان . 
 گونـه بورليـا GlpQ در بخش تكثير شده ژن DraI آنزيم

ــيكا روي ــا پرس ــي در بورلي ــدارد ول ــاهي ن ــي جايگ  ميكروت
 ، وجود دارد دو جايگاه برش ، باز جفت ۴۲۴ و ۲۹۰ هاي جايگاه

 طــول گونــه بورليـا پرســيكا بــه PCR بـدين ترتيــب محــصول
 بـاز جفت ۲۹۳ و ۲۲۶ ، ۱۴۹ باز به سه قطعه با طول جفت ۶۶۸

 . شود مي ه شكست
ــزيم ــده ژن HinfI آن ــر ش ــش تكثي ــا GlpQ در بخ  بورلي

 ميكروتي جايگاهي ندارد ولي در بورليـا پرسـيكا در موقعيـت
 باز داراي يك جايگاه برش است همين امر موجـب جفت ۲۲۸
 باز به دو قطعه بـا جفت ۶۶۸ طول به PCR شود تا محصول مي

 . باز تبديل شود جفت ۴۳۹ باز و جفت ۲۲۹ طول
 از بورليا GlpQ باز ژن جفت ۱۸۴ در موقعيت TaqI آنزيم

 ميكروتـي داراي يـك جايگــاه بـرش اســت و موجـب تبــديل
 بـاز بـه دو قطعـه بـا طـول جفـت ۶۶۸ طول به PCR محصول

 كـه جايگـاه در حـالي ؛ شـود باز مي جفت ۴۸۴ باز و جفت ۱۸۴
ــيكا ــا پرس ــزيم در بورلي ــن آن ــرش اي ــت ب ــاي روي موقعي  ه

 PCR باز است و موجب تبديل محصول جفت ۴۴۹ ، ۲۲۳ ، ۱۵۶
 . شود باز مي جفت ۲۶۱ و ۱۹۴ ، ۱۵۶ ، ۷۷ به چهار قطعه با طول

 داراي دو جايگاه بـرش در بورليا ميكروتي EcoRV آنزيم
 باز است جفت ۵۳۴ باز و جفت ۸۶ در موقعيت GlpQ ژن روي

 بـاز بـه سـه جفت ۶۶۸ طول به PCR و موجب تبديل محصول
كـه در حـالي ؛ شـود باز مي جفت ۴۴۸ و ۱۸۴ ، ۸۶ قطعه با طول

جايگاه برش اين آنـزيم در بورليـا پرسـيكا فقـط در موقعيـت
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۵۵ 

 به دو قطعه PCR باز است و موجب تبديل محصول ت جف ۵۳۴
 . شود باز مي جفت ۵۳۴ باز و جفت ۱۳۴ با طول

 داراي دو جايگاه بورليا ميكروتي GlpQ در ژن SspI آنزيم
 باز است و موجب تبـديل جفت ۳۵۸ و ۱۷۴ در موقعيت برش

 ، ۱۷۴ باز به سه قطعه با طول جفت ۶۶۸ طول به PCR محصول
 در تصوير به دليل نزديك بـودن ( شود باز مي جفت ۳۰۹ و ۱۸۵
 در ) شـود باز هر دو باند يكي ديـده مـي جفت ۱۸۵ و ۱۷۴ باند

ــالي ــرش در ژن ح ــاه ب ــه جايگ ــيكا GlpQ ك ــا پرس  در بورلي
 باز بوده و موجب تبديل محصول جفت ۳۵۸ و ۸۶ هاي موقعيت
PCR و ۲۷۲ ، ۸۶ باز به سه قطعـه بـا طـول جفت ۶۶۸ طول به 
 ). ۱ شكل ( شود باز مي جفت ۳۰۹

 در بورليـا پرسـيكا GlpQ ژن PCR­RFLP الكتروفـورز محـصول ۱ شكل
 ترتيـب بـه ؛ ) ۷ و ۵ ، ۳ هاي ستون ( و بورليا ميكروتي ) ۶ و ۴ ، ۲ هاي ستون (

 : ۳ سـتون بـاز، جفـت ۴۳۹ و ۲۲۹ : ۲ ستون ( HinfI توسط آنزيم لا رديف با
 DraI ، ) باز جفت ۶۶۸ : ۵ و ۴ هاي ستون ( هضم نشده PCR ، ) باز جفت ۶۶۸

 و رديـف ، ) بـاز جفـت ۶۶۸ : ۷ ستون باز، جفت ۲۹۳ و ۲۲۶ ، ۱۴۹ : ۶ ستون (
 ۴۸۴ و ۱۸۴ : ۳ ستون باز، جفت ۲۶۱ و ۱۹۴ ، ۱۵۶ ، ۷۷ : ۲ ستون ( TaqI پايين
 و ۱۸۴ ، ۸۶ : ۵ سـتون ، بـاز جفت ۵۳۴ و ۱۳۴ : ۴ ستون ( EcoRV ، ) باز جفت
 ، ۱۷۴ : ۷ ستون ، باز جفت ۳۰۹ و ۲۷۲ ، ۸۶ : ۶ ستون ( SspI و ) باز، جفت ۴۴۸
 بـازي جفت ۱۰۰ نشانگر مولكولي ۸ و ۱ هاي ستون ، ) باز، جفت ۳۰۹ و ۱۸۵

MWM ) باز با هم اختلاف دارند ۱۰۰ طول باندهاي نشانگر ( 

ــنش - ۲ - ۳ ــايج واكـ  در ژن PCR­RFLP نتـ
16S rDNA براي تفكيـك بورليـا ميكروتـي از 
 بورليا پرسيكا

 بـاز محـصول جفـت ۳۲۴ و ۲۰۵ در موقعيت TaqI آنزيم
PCR 16 ژنS  rDNA و د بورليـــــا ميكروتـــــي داراي 

 ۵۲۳ طول به PCR جايگاه برش است و موجب تبديل محصول
 بـاز جفـت ۲۰۵ و ۱۹۹ ، ۱۱۹ باز به سـه قطعـه بـا طـول جفت

 ايگاه برش در بورليا پرسيكا فقط در موقعيت كه ج در حالي شود مي
 به دو قطعه بـا PCR باز بوده و موجب تبديل محصول جفت ۳۲۴
 ). ۲ شكل ( شود باز مي جفت ۱۹۹ و ۳۲۴ طول

ــكل ــصول ۲ ش ــورز مح ــشي از ژن PCR­RFLP الكتروف  16SrDNA بخ
 ) ۳ ستون ( بورليا ميكروتي و ) ۲ ستون ( بورليا پرسيكا در باز جفت ۵۲۳ طول به

 را به دو بورليا پرسيكا مربوط به PCR نزيم محصول آ اين ؛ TaqI توسط آنزيم
 PCR كـه محـصول در حـالي ؛ كنـد تبديل مـي بازي جفت ۱۹۹ و ۳۲۴ قطعه

 تقسيم بازي جفت ۲۰۵ و ۱۹۹ ، ۱۱۹ را به سه قطعه بورليا ميكروتي مربوط به
 . است MWM بازي جفت ۱۰۰ لكولي و ر م نشانگ ) ۱ ستون . نمايد مي

 بــراي اختــصاصي رهــاي آغازگ طراحـي - ۳ - ۳
 بورليا ميكروتي و بورليا پرسيكا تشخيص

 GlpQ اختصاصي ژن 795r & BMGLPF جفت آغازگر
 بـاز جفـت ۴۵۱ طـول به PCR بورليا ميكروتي بوده و محصول

 توليـد نمايد ولـي هـيچ بانـدي بـراي بورليـا پرسـيكا توليد مي
 در ژن 128f & BPGLPR همچنين جفت آغـازگر . نمايد نمي

GlpQ بورليا پرسيكا اختـصاصي عمـل كـرده و توليـد بانـدي 
 در صـورتي كـه در بورليـا اسـت؛ باز نموده جفت ۲۵۲ طول به

). ۳ شكل ( نشد مشاهده ميكروتي باندي
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 و همكاران نيره چوبدار PCR­RFLP تشخيص دو گونه بورليا ميكروتي با
 ــــــــــــــــ ــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۵۶ 

 ر آغـازگ مربـوط بـه ۵ - ۲ هاي ستون PCR ل الكتروفورز محصو ، GlpQ در ژن بورليا ميكروتي و بورليا پرسيكا ر اختصاصي آغازگ PCR الكتروفورز محصول ۳ شكل
 هاي نمونه ۹ و ۱ هاي ستون . است ) باز جفت ۴۵۱ طول ه ب ( ميكروتي بورليا ر اختصاصي آغازگ مربوط به ۸ - ۶ هاي ستون و ) باز جفت ۲۵۲ طول ه ب ( اختصاصي بورليا پرسيكا

 . است MWM بازي جفت ۱۰۰ ر نشانگ M اند، نكرده رهاي اختصاصي گونه مقابل كار آغازگ ميكروتي است كه با بورليا پرسيكا و بورليا

 ژن بـا آغازگرهـاي اختــصاصي PCR هـاي نتـايج واكـنش
16S rDNA ر آغازگ نشان داد كه تنها جفت Rec9 و BP16S 

 طـول بـه خوبي عمـل كـرده و يـك بانـد به بورليا پرسيكا براي
 امـا ايـن جفـت ؛ نمايـد توليـد مـي اختصاصي بازي جفت ۳۲۰

 ۵۰۰ طـول به باندهاي غيراختصاصي ، ف انتظار رها برخلا آغازگ
 براي باز جفت ۵۰۰ طول بيشتر از تر به و باندهاي ضعيف باز جفت

 اگرچه باندهاي ايجاد شـده بـراي دو . نمايد مي توليد ميكروتي
 عنوان يـك روش تواند به مي ، اما گونه فوق كاملاً متفاوت است

 اين حـال چـون با . د شو شناسايي دو گونه از هم، استفاده براي
 باندهاي ايجاد شده بـراي ميكروتـي بانـدهاي غيرقابـل انتظـار

 . شـود اي براي استفاده از اين جفت آغازگر نمي اند، توصيه بوده
 Rec4) جفـت آغـازگر دوم ايـن ژن &  BM16S) بـراي كـه 
 . خوب عمل نكردند نيز ، ميكروتي طراحي شده بودند

 بحث - ۴
 ليــا ميكروتــي بــه كمــك بور از افتــراق گونــه بورليــا پرســيكا

 هـاي به كمك آنـزيم RFLP هاي آغازگرهاي اختصاصي و واكنش
 كـه طـي ايـن HinfI و TaqI ، DraI ، SspI ، EcoRV دهنده برش

 . شود مطالعه معرفي شدند، براي اولين بار در جهان گزارش مي

ــه ــشخص شــد ك ــصاصي م ــاي اخت  در طراحــي آغازگره
 آغازگرهـاي بهتـر از GlpQ ژن آغازگرهاي طراحي شده روي

 علت ايـن امـر . كنند عمل مي 16S rDNA طراحي شده بر ژن
 اين است كه اختلافات ژنتيكي بين دو گونه مـورد نظـر در ژن

GlpQ 16 بسيار بيشتر ازS  rDNA آغازگرهاي طراحي . است 
ــد و انتخــاب شــده GlpQ شــده از روي بخــش داخلــي ژن  ان

 در . وتي دارند اختصاص به دو گونه بورليا پرسيكا و بورليا ميكر
 Semi­nested واقع ايـن آغازگرهـا حالـت PCR نـسبت بـه 

 و (Halperin) آغازگرهاي طراحي شده قبلي توسـط هـالپرين
 نتــايج ايــن مطالعــه نــشان دادنــد كــه . دارنــد ] ۱۳ [ همكــاران

 خوبي ساير آغازگرهاي طراحي شده آغازگرهاي طراحي شده به
 عمـل ] ۱۲ [ و همكاران (Ras) د راس توسط ساير محققين مانن

 تفـاوت اصـلي آغازگرهـاي طراحـي شـده كنـوني بـا . د ن كن مي
 هـا اسـت آغازگرهاي محققـين قبلـي در اختـصاصي بـودن آن

 طوري كه آغازگرهاي قبلـي بـراي تـشخيص انـواع بورلياهـا به
 كه آغازگرهاي در حالي ؛ ها كاربرد دارند بدون توجه به گونه آن

 يا پرسيكا و بورليا ميكروتـي جديد براي تشخيص دو گونه بورل
 اســت كــه در ايــن مطالعــه يــادآوري لازم بــه . كــاربرد دارنــد

 كننده اختصاصي فقط در هاي قطع آغازگرهاي اختصاصي و آنزيم
ند و ممكن است در شد زمايش آ مورد دو گونه موجود در ايران
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 اند صورت افزودن ساير بورلياهايي كه قبلاً در ايران گزارش شده
 ، بورليـا (B.baltazardi/bartarzardi) ليا بالتازاردي مانند بور
 كاســيكا و و بورليــا ك (B.latyschewii/latshywii) وي لاتيــشه

(B.caucasica) ] ۵ ، ۱۴ [ هاي اختصاص به گونه حاصل ، جواب 
 با افزودن ساير بورلياها در آزمـايش بايستي اين موضوع . نشود

 . د شو بررسي
 رافيايي ايران و ساير چه مسلم است اين كه در محيط جغ آن

 صورت گونـه غالـب كشورهاي مشابه كه اين دو گونه بورليا به
 ، آغازگرهـاي اختـصاصي ايـن مطالعـه و ] ۱۰ ، ۹ [ وجود دارند

PCR­RFLP تواند قابل توصيه نمايد و مي بسيار خوب عمل مي 
 عنوان الگوي مناسب و آساني هاي تشخيص طبي به در آزمايشگاه

 . دار مشكوك باشد ب راجعه در افراد تب براي تشخيص بيماري ت
 ها براساس نوع كنه ناقل تا حدود تشخيص بورلياها در كنه

 ها يا اساساً بورلياهاي مختلف با كنه پذير است زيرا زيادي امكان
 مثلاً بورليا پرسيكا توسـط . اند بندپايان خاصي سازش پيدا كرده

 و بورليا (O.tholozani) هاي نرم اورنيتودوروس تولوزاني كنه
 هـاي اورنيتـودوروس اراتيكـوس منتقـل ميكروتي توسـط كنـه

 اين خود اساس تشخيص بورليـا در منـاطق مختلـف ؛ شوند مي
 اساس اين روش تطابق ذاتي بين ناقـل خـاص و ]. ۵ ، ۱ [ است

 اي نوع كنه با نوع گونه خاص است و در هر منطقه ي گونه بورليا
 بر اين اساس فاكتورهاي . اند بورليا سازگاري اختصاصي پيدا كرده

 نوع حيـوان - ۳ منطقه جغرافيايي مورد مطالعه - ۲ گونه كنه - ۱
 آزمايشگاهي مورد اسـتفاده بـراي تـشخيص آلـودگي در روش

 انتقال تجربي بورليا - ۴ و (Xenodiagnosis) گزنودياگنوزيس
 . ] ۵ [ د شو توسط بندپايان مختلف استفاده مي

 PCR از روش مولكولي همچنين در اين مطالعه با استفاده
 16S براي اولين بار در دنيا بخشي از دو ژن rDNA و GlpQ 

 متعلق به بورليا ميكروتي تعيين توالي شد و اطلاعات مربوط به
 هـا بـا اين گونه اولين گزارشي است كـه در بانـك جهـاني ژن

 . اند ه شده اي ار EU914141­EU914144 هاي دسترسي شماره
 فـي ماننـد كـشت بـاكتري در هاي مختل روش در گذشته از

 هاي سرولوژي براي آزمون و (Kelly) محيط كشت اختصاصي
 كشت و جداسـازي بورلياهـا . شد تشخيص بورلياها استفاده مي

 كشد و از طرف ديگر روش سرولوژي روز طول مي ۲۱ حدود
 هـاي مثبـت كه زمـان كمتـري لازم دارد معمـولاً داراي جـواب

 وپي كه در هنگام تب و در روش ميكروسك . كاذب زيادي است
 روزهاي اوليه حمله بيماري قابل انجام اسـت بـا تهيـه اسـلايد
 نازك و ضخيم خون و بررسي با ميكروسكوپ زمينه سـياه يـا

 به كمك ميكروسكوپ (Giemsa) ميزي با گيمسا آ بعد از رنگ
 كروسكوپي در فواصل ي روش م . ] ۱۶ ، ۱۵ [ گيرد معمولي انجام مي

 كنـد اري غيرمعمول يا با شدت كم بروز مـي تب يا هنگامي كه بيم
 هاي بررسي . است علت ميزان كم و ناچيز باكتري در خون ناكارامد به

 (Quantitative Buffy Coat: QBC) كيفي فلورسنس بـافيكوت
 نيز يك روش اختصاصي و حساس براي تـشخيص بورليـا در

 روش تزريق به مـوش حـساس . ] ۱۷ [ انسان معرفي شده است
 به ]. ۵ [ شوند هاي مرسوم محسوب مي ي نيز از روش آزمايشگاه

 هـاي ها حساسيت و دقت روش كدام از اين روش هر حال هيچ
 ]. ۱۱ [ گير هستند مولكولي را نداشته و عموماً كند و زمان

 يكي از مشكلات مربوط به بيماري تب راجعه مربـوط بـه
 مناطقي است كه بيماري مالاريـا نيـز در منطقـه مـورد مطالعـه

 چون هـر دو بيمـاري بـا عـوارض تـب مـشخص . دارد وجود
 شوند اغلب به اشتباه بيماري مالاريا تـشخيص داده شـده و مي

 ]. ۱۹ ، ۱۸ ، ۱۰ [ گيرد بيمارتحت درمان مالاريا قرار مي
 هـاي ويـژه روش هاي مولكولي ارائه شده بـه بنابراين روش

 تواند در تـشخيص سـريع و دقيـق ارائه شده در اين مطالعه مي
 كار گرفته شوند و با تشخيص سـريع و دقيـق، بيماري به عامل

 . بيمار به سرعت و صحيح مورد درمان قرار گيرد

 تشكر و قدرداني - ۵
 ۸۶ - ۰۳ - ۲۷ - ۶۲۶۸ دستاورد حاضر حاصل طرح تحقيقاتي شماره

. است كه با پشتيباني مالي دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام شده است
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 و همكاران نيره چوبدار PCR­RFLP تشخيص دو گونه بورليا ميكروتي با
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