
 

97 

Evaluation of Multiplex Real-time Polymerase Chain Reaction in 
Detecting Common Species of Brucella 

 
Mohammad Reza Arabestani1,  

Ali Gholami2,  
Mohammad Yousef Alikhani3,  

Nasrin Bahmani4,  
Seyed Hamid Hashemi3 

 
1Associate Professor, Brucellosis Research Center, Faculty of Medicine, Hamedan University of Medical Sciences, Hamedan, Iran 

2 MSc in Medical Microbiology, Faculty of Medicine, Hamedan University of Medical Sciences, Hamedan, Iran 
3 Professor, Brucellosis Research Center, Faculty of Medicine, Hamedan University of Medical Sciences, Hamedan, Iran 

4 PhD Student in Medical Bacteriology, Brucellosis Research Center, Faculty of Medicine, Hamedan University of Medical 
Sciences, Hamedan, Iran 

 
 

(Received June 15, 2016; Accepted October 22, 2016) 
 
 

Abstract 
 

Background and purpose: Brucellosis is a zoonotic disease. Given that serologic test has some 

specific characteristics such as difficult growth, problems associated with culture, and cross-reactions with 

otherbacteria, in this study multiplex real-time polymerase chain reaction (PCR) method was used to detect 

the most common species of Brucella spp. 

Materials and methods: This experimental study was performed in Hamedan University of 

Medical Sciences, Hamedan, Iran, 2015, in two bioinformatical and analytical stages. A universal primer 

was designed to detect Brucella genus and two primers were prepared for B. melitensis and B. abortus, 

which are the most common species. The target genes for universal Brucella, B. melitensis, and B. 

abortus primers were ITS, BMEII-0466, and BruAB2-0168, respectively. In the analytical stage, 

specificity and sensitivity of the primers were evaluated. 

Results: In this study, the universal primer of Brucella was detected in 83 bp at melt temperature of 

82∘C. Moreover, B. melitensis and B. abortus primers were specifically identified in 121 bp and 285 bp at melt 

tempretures of 84∘C and 87∘C, respectively. The sensitivity for the universal Brucella primer and B. abortus 

was 50 fg, while it was 100 fg for the B. melitensis primer. 

Conclusion: The identified primers revealed high levels of sensitivity and specificity. 

Therefore, they can be considered along with culture in clinical trials. 
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 پژوهشي

منظور شناسايي به Real-time PCR Multiplexارزيابي روش 
  باكتري بروسلاشايع  يهاگونه

  
  1يرضا عربستان محمد

  2يغلام يعل
  3يخانيعل وسفيمحمد 

  4يبهمن نينسر
 5يهاشم ديحم ديس

 

  چكيده
هايي مانند سخت رشد با توجه به ويژگي .استبروسلوز يك بيماري مشترك انسان و دام بيماري  :و هدف سابقه

ي ديگر در آزمون سرولوژيك، در مطالعه حاضر هايباكتري متقاطع با هاواكنشبودن، خطرات مرتبط با كشت و وجود 
  .) ارزيابي شدBrucella( باكتري بروسلاشايع  يهاگونهشناسايي  منظوربه Real-time PCR Multiplexروش 

در دو مرحله بيوانفورماتيكي و  1394اين مطالعه تجربي در دانشگاه علوم پزشكي همدان و در سال  :هامواد و روش
ي جنس بروسلا و دو پرايمر هاگونهي همهآناليتيكي صورت گرفت. در مطالعه حاضر، يك پرايمر همگاني براي شناسايي 

) كه بيشترين شيوع را B. abortusروسلا آبورتوس () و بB. melitensisتنسيس (ي بروسلا مليهاگونهاختصاصي ديگر براي 
ترتيب براي جنس بروسلا، بروسلا ي هدف بههاژن عنوانبه BruAB2-0168و  ITS ،BMEII-0466ي هاژندارند، طراحي شد. 

  .ندتنسيس و بروسلا آبورتوس انتخاب گرديدند. اختصاصيت و حساسيت پرايمرها نيز در مرحله آناليتيكي ارزيابي شدملي
گراد شناسايي درجه سانتي 5/82جفت باز و دماي ذوب معادل  83پرايمر همگاني، جنس بروسلا را در  :هايافته

جفت باز و دماهاي  285و  121ترتيب در تنسيس و بروسلا آبورتوس بهبروسلا ملي اختصاصي، پرايمرهاي طوربهكند. مي
براي پرايمر همگاني و  آمده دستبه. حساسيت كننديمرا شناسايي  هايباكترگراد، اين درجه سانتي 87و  84ذوب معادل 

  .بود fg 100تنسيس و براي بروسلا ملي fg 50بروسلا آبورتوس، 
و  قبولقابلحساسيت و اختصاصيت  شدهيطراح، پرايمرهاي مطالعهتوسط اين  دهآم دستبا توجه به نتايج به :استنتاج

  .ي كلينيكي به همراه روش كشت استفاده كردهاشيآزماها در براي ارزيابي آن توانيمبالايي از خود نشان دادند كه 
  
  multiplex، real-time PCR ،تنسيسبروسلا ملي ،بروسلا آبورتوس هاي كليدي:واژه

  

مقدمه
عنوان يك بيماري مشترك انسان و بروسلوزيس به

را دام است كه مشكلات جدي بهداشتي و اقتصادي 
. برخلاف اعلام روند دآوريموجود بهدر سراسر جهان 

، )Brucella( بروسلا يكنشهيبه رشد كشورها در ر رو
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 ماندهي عنوان يك عفونت مشترك باقاين بيماري به
مورد جديد بروسلا  500,000است. ساليانه در حدود 

در جهان با شيوع عمده در خاورميانه، كشورهاي 
مديترانه، آمريكاي جنوبي و آسياي مركزي رخ 

بروز بروسلوز از شيوع بالايي  ،در ايران نيز .دهديم
   ).1- 3( است برخوردار

سلولي يي كوچك، داخلهايباكتربروسلاها 
ي هستند كه كوكوباسيل گرم منفهوازي و اختياري 

از  شتريتا حد ب DNAو تشابه گستردگي جهاني دارند 
  ). جنس بروسلا مركب از4(باشد يدرصد م 90
  كه شش گونه آن است شدهيي شناساگونه  10

  ،B.melitensis، B.abortus،B.suis  ،B.canisشامل: 
B.ovis  وB.neotomae جزو اعضاي كلاسيك  

 ،B.cetiي هاگونه. شونديمبروسلا در نظر گرفته 
B.pinnipedialis،B.microti  و B.inopinata ي تازگبه

 زايماريب يهاگونه نيترمهم)، 5،2،1اند (شناسايي شده
 و B.melitensis، B.abortus هاي، گونهبراي انسان

ميزبان ترجيحي د كه هستن B.canisو  B.suis ندرتهب
نشخواركنندگان كوچك، گاو، خوك  ،ترتيبها بهآن

دو گونه تازگي بهراين، بافزون. )7،6( باشنديم هاو سگ
  و B. ceti؛ يعني شده در پستانداران درياييشناخته

B. pinnipedialis  توانايي ايجاد بيماري در انسان را
بيشتر با  ييزايماريشدت ب B.melitensis. )9،8( دارند
تا  10(را ها گونه) در بين 50ID(ين دوز عفوني كمتر
   B. melitensis،B. abortusي هاگونه. ) دارد100
با شيوع كمتر مسئول  B. canisعمده و  طوربهB. suis و

ساليانه در  صورتبهعفونت بروسلايي  500,000بيشتر از 
  .ندسراسر جهان هست

 عنوانبهها ي آنهاظرفيت ليدلبهسه گونه اول بروسلا 
مواردي كه  جمله از). 1( ندعوامل بيوتروريسم مطرح هست
بروسلوز در ايران شيوع  - 1: نددر مورد بروسلوز اهميت دار

اين نشدن كنترل سبببودن آن مشتركو ي دارد بالاي

بروسلا يك باكتري سخت  - 2)؛ 10شده است (بيماري 
باليني براي جداسازي  يهادادن نمونهرشد است و كشت

 ضد اين باكتري با يهايباديآنت - 3دارد؛  اريبس خطر آن
جمله:  از ؛ديگر واكنش متقاطع دارند يهاياز باكتر بعضي

7H157OEscherichia coli ، 1O Vibrio cholerae، 
Yersinia enterocolitica و Salmonella O:30 ؛

)؛ 12،11( نديستبراي اين باكتري اختصاصي ن درنتيجه،
هاي سرم بيمار براي تعيين تفسير ايمنوگلوبولين - 4

 ،مزمن و يا آلودگي قبلي با اين باكتري و عفونت فعال
در  هاياين باكتر -5) و 13( دشوار و تخميني است
تعيين تيتر باكتري در  .كننديبعضي از موارد عود م

اطلاع از روند درمان در برخي از بيماران  براي ،خون
  .حائز اهميت است

- كروبيمي هاآزمون: هجمل ازي متعددي هاروش
ي بروسلا از هاگونهجداسازي  منظوربهي استاندارد شناس
ي خون، بافت، مايعات بدن و مغز استخوان، هانمونه
ي هايباديآنتي سرولوژي براي شناسايي هاروش

ي مولكولي براي شناسايي هاروشضدبروسلاها و 
DNA  بروسلا وجود دارند. با توجه به اينكه روش

استاندارد براي جداسازي و تشخيص بروسلا، روش 
  كشت ميكروبي است، اما با توجه به سخت رشد
  بودن باكتري و همچنين، وجود خطر در هنگام

  بودن كشت و دربرزمانكاركردن براي جداسازي آن، 
  بسياري موارد حساسيت پايين كشت ميكروارگانيسم

  ، گونه بروسلا،استفاده موردته به محيط كشت بس
  مرحله بيماري و تعداد باكتري موجود در نمونه،

  ي مبتني برهاروشي استفاده از هاتيمحدوداز 
ي هاروش ). با اينكه14-16( دآييمشمار كشت به

ي هاواكنش ليدلبه؛ اما رسنديمنظر به مؤثرسرولوژيكي 
در نواحي با  هانشواكمتقاطع و نيز حساسيت پايين 

ي تحت كلينيكي، هاعفونتشيوع كم يا در موارد 
ي شناسايي سريع، دقيق و داراي هاروشاستفاده از 
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  يهاروش جمله ازحساسيت و اختصاصيت بالا 
  پيشگيري و كنترل بيماري  منظوربه PCRمبتني بر 

  )؛ بنابراين، در مطالعه 17،13( استبروسلا ضروري 
عوامل بيماري  ترقيدقسريع و حاضر، براي تشخيص 

  استفاده از روش مولكولي حساس و منظوربهبروسلوز 
  و بررسي دماي ذوب Real-time PCRدقيق 

)Melting curveسه زوج پرايمر طراحي شدند (. 
  

  هامواد و روش
  طراحي پرايمر

اين مطالعه در دانشگاه علوم پزشكي همدان در سال 
در دو مرحله انجام شد. مرحله اول شامل مطالعات  1394

ي آناليتيكي هاآزمونبيوانفورماتيكي و مرحله دوم شامل 
اي از توالي بود. در مرحله بيوانفورماتيكي، مجموعه

ي بروسلاي موجود در بانك هاگونهنوكلئوتيدهاي همه 
  انتخاب شدند. NCBIاطلاعاتي 

در مطالعه حاضر، يك پرايمر همگاني براي شناسايي 
ي جنس بروسلا و دو پرايمر اختصاصي هاگونهي همه

) B. melitensisتنسيس (ي بروسلا مليهاگونهديگر براي 
) كه بيشترين شيوع را B. abortusو بروسلا آبورتوس (

ي هاژندارند، طراحي شد. در مرحله بيوانفورماتيكي، 
تنسيس و بروسلا هدف در جنس بروسلا، بروسلا ملي

 BruAB2-0168 و ITS ،BMEII-0466ترتيب آبورتوس، به
 Mega4 افزارنرمبا  Alignmentانتخاب شدند. سپس 

و آناليز با  Gene Runner افزارنرم)، طراحي با 19،18(
Oligo7 ،OligoAnalyzer  وBlast اطلاعاتي  در پايگاه
NCBI ) براي كاربرد در 21،20صورت گرفت .(

PCRانتخاب  قيتفرقابلها متفاوت و ، طول توالي آن
 Tmدماي  Real-time PCRشد و جهت كاربرد در 

)Melt Temperature توالي محصول گوناگون (
  شود؛مشخص مي Meltingطراحي شد كه با 

نبود همولوژي ژنوم با ديگر  باصورتي بود كه به

ي ها در مرحله بيوانفورماتيكي، همهميكروارگانيسم
براي شناسايي پوشش داده شدند.  گونه هري هاهيسو

در مرحله آناليتيكي، اختصاصيت پرايمرها بعد از 
ي بروسلا، هاگونه تكتكاستخراج ژنوم، هر پرايمر با 

ي هايباكتر)، Hellaبا ژنوم انسان (از كشت سلول 
ديگر و مخمر كانديديايي ارزيابي شدند. حساسيت 

 شدهاستخراج DNAپرايمرها نيز با سنجش غلظت 
حد  نيترنييپاي اختصاصي پرايمر و بررسي هايباكتر
  يي ارزيابي گرديد.شناساقابل

  
  اهسميكروارگانيم

 شامل: ي باكترياييهاهيسودر مطالعه حاضر 
)ATCC 27853( Pseudomonas aeruginosa ،
)ATCC 19606( Acinetobacter baumannii، 
)ATCC 29213( Staphylococcus aureus، 
)ATCC 29212( Enterococcus faecalis،  

)ATCC 25922( Escherichia coli،  
 )ATCC 13044 (Enterobacter aerogenes، 
)ATCC 7002( Proteus mirabilis،  
)ATCC 13882( Klebsiella pneumoniae، 
)ATCC 35640( Salmonella enterica،  

 )ATCC 9207 (Shigella boydii  ي هاهيسوو
 و Rev.1( B.melitensisو  biotype-1( بروسلا شامل:

)biotype-2 ،S.19  وRB.51( B.abortus سسهؤم زا 
تحقيقاتي انستيتو پاستور و آزمايشگاه مرجع ايران 

   .تهيه و خريداري شدند
  

  ژنوم استخراج
از روش جوشاندن  ،يمنظور استخراج ژنوم باكتربه

 طيمح يبروسلا بر رو يهاهي). سو22( دياستفاده گرد
 كي) كشت داده شدند. Chocolate agarشكلات آگار (
   يبرداشته و برا طيمح يرشدكرده بر رو يلوپ از باكتر
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  مطالعه نيا يبرا شدهيطراح يمرهايپرا يتوال: 1شماره  جدول
  ) 0Product Tm(c )باز(جفت محصول اندازه ) c)0Primer Tm مريپرايتوال  يباكتر نام

Brucella universal F AAAGCAGGTGCTCTCCCA 58 83 5/82 
Brucella universal R GTGGGGTCGGAGGTTCAAG 

melitensis F TTGGCCTTTTCCAGATTGCG 58 121  84  
melitensis R TGAAAGAAGCGGCGAAATGG 

abortus F ACAATGGTGCGTGGGACAAT 58 285 87 
abortus R  TACCACCATCGGCCTTTTCC 

  
 10مخلوط شد. سپس، به مدت  Tris EDTAشستشو با 

شد. رسوبات  وژيفيسانتر rpm 5000 با سرعت قهيدق
آب مقطر، به  ml 1/0شدن دوباره در پس از حل ماندهيباق

. ديگرد وژيفيسانتر rpm10000 با سرعت  قهيدق 10مدت 
 حل ريآب دوبار تقط ml 1/0مجدد در  ماندهيرسوبات باق
 جوشانده گراديدرجه سانت 95 يدر دما قهيدق 10و به مدت 

  سرعت در قهيدق 10به مدت  وژيفيشد. پس از سانتر
rpm 10000، يحاو ييرو عيما DNA يبرا يباكتر 

 گراديدرجه سانت - 20 يدر دما PCRاستفاده در 
  .ديگرد ينگهدار
  

   PCRواكنش 
  شامل: μl 25 ييدر حجم نها PCRواكنش  هر

μl 5/12 كسيم مستر )PCR 2X Taq premix 

Mastermixستيطوس زپارساز شركت  شدههي) ته 
از هر  F، μl 1 مرياز هر پرا μl 1 ،)رانيا ور (كشورفنا
  آب μl 5/1الگو و  DNA از R، μl 3 مريپرا

  واكنش ي. برنامه چرخه حرارتاست ريتقط دوبار
PCR هياول يسازواسرشته صورتبه هاژن يبرا  

)Initial Denaturation به  گراديسانتدرجه  95) در
شامل:  بيترتبه PCRچرخه  35و سپس  قهيدق 5مدت 

 30به مدت  گراديسانتدرجه  95 هياول يسازواسرشته
درجه  Primer Annealing (58( مرياتصال پرا ه،يثان

 )Extension( يسازليطو ه،يثان 30به مدت  گراديسانت
 كي ت،يدرنهاو  قهيدق 1به مدت  گراديسانتدرجه  72

 72در  قهيدق 10به مدت  يينها سازيطويل مرحله
 PCR). محصولات 13انجام شد ( گراديسانتدرجه 

(كشور  ستيز تكاپوشركت  واسطهبه مريهر پرا يبرا
 يمرهايپرا ي. توالديگرد يتوال نيي) تعرانيا

آمده  1مطالعه در جدول شماره  نيدر ا شدهاستفاده
  است.

  
  Real-time PCR واكنش

 ييدر حجــم نهــا  Real-time PCR يهــاواكــنش
μl 25  صـــورت گرفـــت كـــه شـــاملμl 5/12  محلـــولاز 

SYBR GreenPCR Master Mix   ــركت ــاخت ش (س
ــآوا ژن، كشـــــور ا ــريپرا از هـــــر nM 100)، رانيـــ   مـــ

ــه  μl 5و  ــا  DNAاز نمونـــــــ ــود. آزمـــــــ   شيبـــــــ
Real-time PCR ســـاخت  كلريدســـتگاه ترموســـا در)

ــركت  ــور  ،Biosystemشـ ــاكشـ ــو آمريكـ ــا الگـ  ي) بـ
ــه ــروع  يمرحل ــهيدق 5ش ــه  95در  ق ــانتدرج ــراد،يس  گ
ــه  ــتيادام ــا  اف ــه  40و ب ــثان 15چرخ ــه  95در  ياهي درج
ــانت ــراديس ــثان 30 و گ ــه  58در  ياهي ــانتدرج ــراديس  گ

ــس از تكث   ــد. پ ــام ش ــانج ــا ،Real-time PCR ري  يدم
ــ ــزا يمنحنـ ــا افـ ــا از  شيذوب بـ ــا  55دمـ ــه تـ  95درجـ

ــه  ــانتدرجــ ــراد،يســ ــ گــ ــه 3/0 مراحــــل يطــ  درجــ
  .ديگرد اجرا گراديسانت

  
  حساسيت و اختصاصيت آزمون 

 ي: ژنوم باكترPCRواكنش  تيحساس نييتع
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 NanoDrop 8000 UV-Visتوسط  شدهاستخراج

Spectrophotometer ساخت شركت)Thermo Fisher 

Scientific Inc.، غلظت شد (از  نيي) تعكايكشور آمر
pg 100  تاfg 25 و از (CFU/ml 410  شد  هيرقت ته 1تا

  .ديگرد يابيارز Real-time PCRو با 
: مراحل PCRنش واك تياختصاص نييتع
 DNA يهانمونه يرو بر شيآزما با مريپرا تياختصاص

 يهايباكتربروسلا، ژنوم  يهاگونه ييايباكتر
 نمونه مانند ييايرباكتريغ DNA نيو همچن ربروسلايغ

شد) و  هيهلا ته يانسان (از منابع كشت سلول يسلول
و  Aspergillus fumigatusقارچ ( يسلول نمونه

Candida albicansشد يابي) ارز.  
نمونـــه از هـــر  كيـــ ):Sequencing( يابيـــيتـــوال
 يهــاگونــهمربــوط بــه جــنس بروســلا و  PCRمحصــول 

بــــا  س،يتنســــيبروســــلا آبورتــــوس و بروســــلا ملــــ
ــار ــاپو ز يهمكـ توســـط شـــركت  ســـتيشـــركت تكـ
Bioneer  ــور ــوب كشـ ــره جنـ ــوال يكـ ــيتـ ــد.  يابيـ شـ

ــوال  ــه ت ــوط ب ــياطلاعــات مرب ــا كمــك  يابي ــرمب ــزارن  اف
Chromas ديگرد ليتحل و هيتجز.  

  

  هايافته
ــه در ــاتيب مرحلـــ ــ از پـــــس ،يكيوانفورمـــ  يطراحـــ
ــه مرهــايپرا ــرم لهيوســب ــب يافزارهــان  روش در شــدهاني

ــار، ــا كـ ــان BLAST جينتـ ــه داد نشـ ــايپرا كـ  يمرهـ
ــ ــدهيطراحـ ــ شـ ــتند ياختصاصـ ــا. هسـ ــه جينتـ  مرحلـ

 يهــاگونــه بــا شــدهيطراحــ يمرهــايپرا يكــينيكل
ــباكتر ــلا يياي ــنس و بروس ــلا، ج ــان بروس ــه داد نش  ك
 مــريپرا يعنــي هســتند؛ ياختصاصــ كــاملاً مرهــايپرا

ــام يهمگــان ــه يتم ــاگون  جفــت 83بروســلا را در  يه
 گــراديســانت درجــه 5/82 معــادل Tm يدمــا و بــاز

و  B.melitensis يمرهــــايپرا. كنــــديمــــ ييشناســــا
B.abortus يهمولــوژ بــدون ياختصاصــ طــوربــه ز،يــن 

ــ ــه نيب ــا ،ياگون ــاكتر ني ــايب ــه را ه  و 121 در بيــترتب
ــاز 285 ــادل Tm و بـــ ــه 84 معـــ ــه 87 و درجـــ  درجـــ
ــانت ــا گــراديس ــد ييشناس ). 2 و 1 شــماره رياوتصــ( نمودن

ــا ــايپرا نيــ ــا مرهــ   ژنــــوم گــــر،يد يبــــاكتر ژنــــوم بــ
ــ دايــــكاند مخمــــر و انســــان    يهمولــــوژ گونــــهچيهــ
ــا .نداشــتند ــه تيحساســ جينت ــدهدســتب ــرا آم    مــريپرا يب
 ،B.melitensis يبــــرا و B.abortus، fg 50و يهمگــــان

fg 100 2 شماره جدول و 3 شماره ريتصو( بود.(  
 محصـــول يتـــوال نيـــيتع: يتـــوال نيـــيتع جينتـــا

PCR ــن ــاملاً زيـ ــ كـ ــاكتر ياختصاصـ ــه و يبـ  يقطعـ
  .بود هدف

  

  
 هاچاهك.، شماره PCR: الكتروفورز محصول 1 شماره ريتصو
 bp 100: ماركر 1از سمت راست به چپ: چاهك شماره  بيترتبه

: 2)، چاهككايكشور آمر ،Fermentas(ساخت شركت 
 83كه باند  B. abortus يبرا پلكسيالكتروفورز محصول د

جفت باز مربوط  285و باند  يهمگان مريمربوط به پرا يجفت باز
: 3. چاهك شماره است B. abortus ياختصاص مريبه پرا

 83كه باند  B. melitensis يبرا پلكسيالكتروفورز محصول د
زوج باز مربوط به  121و باند  يهمگان مريمربوط به پرا يجفت باز

 يها: نمونه5و  4شماره  يها. چاهكباشديم B.melitensis مريپرا
 PCR: الكتروفورز محصول 6هستند. چاهك شماره  يكنترل منف

: 8و  7شماره  يها. چاهكيهمگان مريبا پرا B.ovis يباكتر يبرا
 مريبا پرا B. abortus يباكتر يبرا PCRمحصول الكتروفورز 

شماره  يهازوج باز. چاهك 285آن در  ييآن و شناسا ياختصاص
با  B.melitensis يباكتر يبرا PCR: الكتروفورز محصول 10و  9
  جفت باز 121آن در  ييآن و شناسا ياختصاص مريپرا
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 درجه 87 و 84 ،5/82 يدما در بيترتبه كه B. abortus و universal، B.melitensis مريپرا سه به مربوط Melting ينمودارها: 2 شماره ريتصو
  .هستند قيتفرقابل گريكدي از گراديسانت

  

  
 هر از آن انجام صحت از نانياطم يبرا. است شده داده شينما fg 50 تا pg 100 رقت از B. abortus مريپرا تيحساس ينمودارها: 3 شماره ريتصو
  .)fp= femtogramو  Pg= pictogram( شد استفاده نمونه دو رقت

  
  مريپرا تيحساس يريگاندازه يبرا Brucellaرقت از ژنوم  نييتع: 2شماره  جدول

 DNAغلظت 
Real-time PCR 

Ct-value  پرايمر همگاني B. melitensis B.abortus 

100 pg DNA per PCR  + + + 18 

10 pg DNA per PCR  + + + 22 

1 pg DNA per PCR  + + + 25  
100 fg DNA per PCR + + + 27 

50 fg DNA per PCR  + _ + 28 

25 fg DNA per PCR  _ _ _ _ 
Sample preparation control _ _ _ _ 
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      بحث

با  PCR Real-time Multiplex روش كي
در مطالعه حاضر،  يذوب اختصاص ياستفاده از دما

جنس  ياختصاص مريزوج پرا كيكه  ديگرد يطراح
 يهاگونه يبرا ياختصاص مريبروسلا و دو زوج پرا

و بروسلا آبورتوس  سيتنسيبروسلا، بروسلا مل عيشا
 يهاكيتكنمحقق  نيچند ر،ياخ انيداشت. در سال

PCR Real-time يهاتيو اختصاص تيبا حساس 
بروسلا  يهاگونهجنس و  ييشناسا يرا برا فردمنحصربه

بروسلا  يهايباكتر ني). افتراق ب24،23كردند ( شنهاديپ
 3 يال 2 ييبا توجه به اختلاف دما مرهايپرا نيتوسط ا
. استذوب آسان  يبا استفاده از دما گراد،يسانتدرجه 
هدف با توجه به  DNA افتهيريتكث يباندها ن،يهمچن

 يبر رو شدهگرفتهطول محصولات در نظر  اختلاف
(طول  B.melitensis يهايباكتر درخصوصژل آگار 

 B. abortusجفت باز) و  285 رشده،يمحصول تكث
 گريكديجفت باز) از  121 رشده،ي(طول محصول تكث

حالت درباره  ني). ا1شماره  ري(تصو ندهست قيتفرقابل
درباره  يعنيوجود دارد؛  زيذوب ن يدما ينمودارها

مربوط به  ييذوب دما يدو گونه بروسلا، دو منحن نيا
 يو باكتر گراديسانتدرجه  5/82در  يهمگان مريپرا

 كيدر  گراديسانتدرجه  87و  Tm 84مورد نظر با 
 شونديم جاديا يها درصورت. آنشونديم جادينمونه ا

 نقطه كه باشد Multiplexصورت به شيكه انجام آزما
 ييشناسا در شيآزما نيا از استفاده يبرا يقوت

  .است يكينيكل يهانمونه
 يايمزا Real-time PCR كياز تكن ستفادها

 ازنداشتنيبالا و ن تيزمان كوتاه، حساس لياز قب ياديز
 نيدر ا ن،يهمچندارد.  يمعمول PCRبه مراحل پس از 

 يهاگونه زيتما يذوب برا يدما زياز آنال كيتكن
است، استفاده  ياساده اريكه روش بس ييايباكتر

و  تيمطالعه، حساس ني). در ا26،25( شوديم
و  ITS، BMEII-0466سه ژن هدف  تياختصاص

BruAB2-0168 اريهدف بس يهاژنشدند.  يابيارز 
 يبا تعداد Real-time PCR كيهستند. تكن ياختصاص

جنس بروسلا، ژنوم انسان  از ريغبه گريد يهايباكتراز 
 ريتكث گونهچيهو  ديگرد يابيقارچ ارز يو تعداد

دست آمده به جيدر آن مشاهده نشد. نتا يراختصاصيغ
 يگريهدف د يهاژنكه از  گريمحققان د جيبا نتا

شد و  سهياستفاده كرده بودند، مقا IS711مانند ژن 
 زانيم ني). كمتر27دست آمد (به يمشابه جينتا

و  يهمگان مريپرا يبرا شدهانجامآزمون  تيحساس
B.abortus، fg 50 يو برا B.melitensis ،fg 100 

توسط  آمدهدستبه جيمشاهده شد كه مشابه نتا
Probert  و 23( 2004و همكاران در سال (Redkar و 

و همكاران  Redkar) بود. 26( 2001همكاران در سال 
 يبرا تيحساس زانيگزارش داده بودند كه حداقل م

  سيتنسيبروسلا آبورتوس و بروسلا مل ييشناسا
fg 150 با  شدهحاصل تيحساس زانياست. حداقل م

توسط  شدهفيوصت IS711استفاده از ژن هدف 
Newby  2003و همكاران در سال ،fg 5/7  گزارش

توسط  2015در سال  يا). در مطالعه24( ديگرد
Jama’ayah يهاگونه ،يو همكاران در كشور مالز 

 HRM (High-resolution melt(بروسلا با روش 

analysis با مطالعه  سهيشدند كه در مقا ييشناسا
 نيب قيصورت دقبه توانديم روش نيا ،گرفتهانجام
قائل شود؛  زيبروسلا تما يمختلف باكتر يهاگونه

 ازيافزار مخصوص نبه نرم جينتا ريتفس يهرچند كه برا
 يدر بررس زيع نژن مرج كي). اگر از 28است (
 مؤثر زانيدرمان و م ريس توانيمها استفاده شود، نمونه

  .كرد يابيارز ،يكپ تعداد كردنبودن آن را با محاسبه
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با استفاده  Real-time PCR كيتكن رسديم نظربه
بودن بسته بودن،عيمانند: سر ييايذوب مزا ياز روش دما

به مراحل پس از  ازنداشتنين ،يآلودگ نظر از ستميس
PCR يهاژنآزمون دارد. استفاده از  بودنيو اختصاص 
ITS، BMEII-0466  وBruAB2-0168 يبرا بيترتبه 
و بروسلا  سيتنسيجنس بروسلا، بروسلا مل ييشناسا

متفاوت، درنظرگرفتن  يهاطول انتخاب باآبورتوس 
لازم و با  تيحساس داشتن ،يذوب اختصاص يدما

و  يكينيكل يهانمونهاستفاده از ژن مرجع در 
افراد مبتلا به  يهانمونه يبر رو شتريب يهايابيارز

روش  كي عنوانبهبروسلوز، ممكن است بتواند 
 يهاشگاهيآزمادر  يكروبيبه همراه كشت م يصيتشخ
  شود. استفاده يكينيكل

  

  سپاسگزاري
طــرح از محــل اعتبــارات طــرح  نيــمطالعــه ا نــهيهز

 يدانشـــــگاه علــــوم پزشـــــك  9312126607شــــماره  
از معاونــت  له،يوســنيبــدهمــدان پرداخــت شــده اســت. 

دانشــــگاه علــــوم  يفنــــاورو  قــــاتيتحق ،يآموزشــــ
  .شوديم يهمدان تشكر و قدردان يپزشك
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