
 

                                                                         40 

Arak Medical University Journal (AMUJ)                                                                                       Original Article  
              2012, 14(6, Suppl 3): 40-48 

 
Evaluation of three DNA extraction methods for detection of brucella DNA 

in human serum samples 
 

Peeri Dogaheh H(Ph.D)1, Valinejad Z(G.P)2, Pourfarzi F(Ph.D)3* 

 

1- Department of Microbiology, Ardabil University of Medical Sciences, Ardabil, Iran 
2- Ardabil University of Medical Sciences, Ardabil, Iran 
3- Department of Social Medicine, Ardabil University of Medical Sciences, Ardabil, Iran 

 
Received: 2 Nov 2011 , Accepted: 4 Jan 2012                
 
Abstract 

Background: Human brucellosis is a significant public health concern in many countries, 
including Iran. Therefore, the development of new diagnostic techniques, with high sensitivity and 
minimum risk of laboratory infection are of great importance. PCR is one of the procedures which has 
these advantages. However, PCR efficiency is largely dependent on DNA extraction methods. In this 
study, we studied the efficiency of three different extraction methods of brucella DNA in serum 
samples. 

Materials and Methods: In this experimental study, microbial suspensions were initially 
prepared in saline that its turbidity was equivalent to 0.5 McFarland. Human serum samples were 
spiked with certain concentrations of Brucella melitensis in vitro. DNA was extracted by three 
methods and tested by a genus-specific PCR method. 

Results: Our results showed that the cinneagen kit protocol detected brucella DNA in lower 
serum concentrations compared with the other protocols. Cinnagen kit could detect brucella DNA in 
ten-fold dilution in comparison with the other two methods. 

Conclusion: According to the findings of this study, cinnagen kit was the preferred assay 
method that yields a better sensitivity for isolation of brucella DNA in serum samples.   
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  انسان  بروسلا در نمونه هاي سرمDNAبررسی کارائی سه روش مختلف استخراج 
  

   *3، فرهاد پورفرضی2، زهرا ولی نژاد1هادي پیري دوگاهه

  
  میکروب شناسی، دانشگاه علوم پزشکی اردبیل، اردبیل، ایران استادیار، دکتراي میکروب شناسی، گروه-1
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 14/10/90 ، تاریخ پذیرش 11/8/90تاریخ دریافت 

 ده چکی
بروسلوز انسانی در بسیاري از کشورهاي جهان از جمله ایران، یک مشکل اساسی بهداشت جامعه : زمینه و هدف

هاي جدید تشخیصی که داراي حساسیت بالایی بوده و خطر عفونت در پرسنل آزمایشگاه را به حداقل  ابداع روش. باشد می
 (PCR)اي پلیمراز  واکنش زنجیره هایی که این مزایا را دارد، شاز جمله رو. باشد برساند، از اهمیت زیادي برخوردارمی

ما در این مطالعه، کارایی سه . باشد  وابسته میDNAهاي استخراج   تا حد زیادي به روشPCRبا وجود این کارایی  .است
  . باکتري بروسلا در سرم را مورد بررسی قرار داده ایمDNAروش مختلف استخراج 

سرم فیزیولوژي تهیه گردید  این مطالعه تجربی، ابتدا از باکتري بروسلا، سوسپانسیون میکروبی در در :ها مواد و روش
هاي مشخصی از باکتري بروسلا  هاي سرم انسان به طور مصنوعی با غلظت نمونه. که معادل کدورت نیم مک فارلند بود

  .س بروسلا مورد آزمایش قرار گرفتاختصاصی جنPCR  استخراج شد و با  DNAبا سه روش متفاوت،. تلقیح شدند
 DNAتري از  هاي پایین هاي ما نشان داد که پروتکل کیت سیناژن در مقایسه با دو روش دیگر در رقت  یافته:ها یافته

 باکتري را در رقت ده برابر DNAکیت سیناژن توانست . باشد  این باکتري در سرم میDNAبروسلا قادر به ردیابی 
  . دو روش دیگر ردیابی نمایدکمتر در مقایسه با

 با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه کیت سیناژن روش ارجح در استخراج بوده و داراي حساسیت بهتر :نتیجه گیري
  .باشد هاي سرم می  بروسلا از نمونهDNAبراي جداسازي 

  DNA ،PCRاستخراج   ، بروسلوز،:واژگان کلیدي
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  مقدمه
جمله  از کشورها انسانی در بسیاري از بروسلوز

اغلب  در .باشد میایران یک مشکل اساسی بهداشت جامعه 
دلیل این دشواري نه  است و تشخیص بروسلوز دشوار موارد

 شباهت بالینی این بیماري با بسیاري از فقط به خاطر
چنین  ، بلکه همباشد میهاي عفونی و غیر عفونی  بیماري

اغلب موارد موفق به جداسازي  هاي تشخیصی در روش
  .)2، 1(گردند ارگانیسم نمی

طلائی تشخیص آزمایشگاهی  کشت خون معیار
 کشت خون مثبت در تعداد این، با وجود. باشد بروسلوز می

 یا بیماري و که بیماران براي مدت طولانی دچارمواردي 
مننژیت، (قبیل  عوارض موضعی بیماري از دچار

باشند و یا عامل ایجاد کننده  می)  اسپوندیلیت واندوکاردیت
 به طوربیماري بروسلا آبورتوس یا بروسلا کانیس باشد، 

 50 تا 30یابد و بندرت بیش از  اي کاهش می قابل ملاحظه
  .)4، 3(گردد ا شامل میدرصد موارد ر

 طولانی این  دلیل زمان تقسیمه این ب علاوه بر
هاي  معمولاً به آهستگی در محیط هاي بروسلا گونه باکتري،

 .نمایند  رشد می(Subculture)کشت اولیه و کشت متوالی 
بودن آن  خصوص کشت بروسلا وقت گیر مشکل اصلی در

 30اه تا بیش ازهاي مرسوم گ روش استفاده از که با دمی باش
  .)5( دارد روز زمان نیاز

 هاي سرولوژیک مختلفی مثل رایت، از تست
استفاده  توان براي تشخیص بروسلوز الیزا می مبس رایت ووک

درصد  95 تا 65هاي سرولوژیک بین  حساسیت تست .کرد
 در مناطق اندمیک، به ویژهها  ویژگی این تست اما باشد می

ادي در جمعیت سالم، کم ب دلیل شیوع بالاي آنتیه ب
هاي سرولوژیک داراي  این، بیشتر تست علاوه بر .)5(باشد می

  .باشند ها می  با سایر باکتريواکنش متقاطع
هاي شگرفی در  پیشرفتدر طی دهه گذشته، 

هاي تشخیص مولکولی بروسلوز انسانی صورت   تمامی جنبه
 رسد که آزمایشات مبتنی بر واکنش به نظر می. گرفته است

-Polymerase Chain Reaction)  اي پلیمراز زنجیره

PCR) باشند هاي روتین  تر از روش تر و بسیار حساس سریع .

 بروسلا در بین PCRویژگی  این، حساسیت و وجود با
استانداردي  حال حاضر در ها متفاوت است و آزمایشگاه

یا  ي هدف وها ژنبراي آماده سازي نمونه یا انتخاب 
  .  وجود نداردPCRبی محصولات هاي ردیا روش

هاي  که اعضاي جنس بروسلا پاتوژن  اینبه دلیل
طبیعی مقدار باکتري  داخل سلولی اختیاري هستند و به طور

 به همین )6(، بسیار کم استشود میبیماران یافت  که در
 زمینه تشخیص بروسلوز با اکثر مطالعاتی که در دلیل در

نمونه خون  است ازانجام شده  PCR  روش استفاده از
 نمونه خون محیطی این مزیت را استفاده از. اند استفاده کرده

 هاي موجود در دارد که امکان دسترسی به حداکثر باکتري
  حضوربه دلیلاین وجود،  با. آورد جریان خون را فراهم می

 قبیل هموگلوبین، خون از  درPCRهاي بالقوه  کننده مهار
DNA هاي سفید و غیره انجام  گلبول در انسانی موجود
PCRدشوار تکنیکی بسیار نظر هاي خون از روي نمونه  بر 

  .)7(باشد می
خون کمتر است  سرم از در DNA اگرچه مقدار

 استفاده از زروا و همکاران گزارش کردندکه با با وجود این
تري براي تشخیص بروسلوز  هاي سرم به روش حساس نمونه

آنها . اند  محیطی دست یافتهخون استفاده از مقایسه با در
 PCRهاي  کننده اعلام کردند که به دلیل کاهش شدید مهار

  .)8(باشد میاین نمونه براي تشخیص بروسلوز ارجح  سرم، در
ردیابی اسیدنوکلئیک میکروبی جهت تشخیص 
 عفونت و بیماري به استخراج موفق اسیدنوکلئیک از

 دنوکلئیک الگواستخراج اسی. هاي بالینی بستگی دارد نمونه
میکروب شناسی  هاي بالینی داراي اهمیت حیاتی در نمونه از

 هاي پاتوژن در باکتري DNA زیرا مقدار ،باشد میتشخیصی 
  .)9(باشد میکم   بسیارهاي بالینی معمولاً نمونه

هاي  آزمایشگاه در بیشتر، DNA جهت دستیابی به
هاي بالینی  هاي تجاري جهت نمونه کیت تشخیصی از

هاي  نمونه اکثر مطالعات که از امروزه در. شود میتفاده اس
 شود سرم براي تشخیص بروسلوز انسانی استفاده می

با توجه به . گیرند می هاي تجاري مورد استفاده قرار کیت
 PCRدر نتایج  DNA هاي استخراج اهمیتی که روش
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مطالعه حاضر طراحی گردید تا کارائی سه روش  دارند،
سرم مورد ارزیابی قرار   بروسلا ازDNAمختلف استخراج 

  .گیرد
  ها روشمواد و 

 باشد می  آزمایشگاهی-این مطالعه از نوع تجربی
 بروسلا از DMA از سه روش مختلف جهت استخراج که

  . سرم استفاده شد
 Crude)  بروسلا به روش سادهDNAاستخراج 

Nucleic Acid Extraction)  
 TE محلولدر  این روش یک لوپ باکتري را در

به  این سوسپانسیون را  ودهآور  به صورت سوسپانسیون در
 جوشانده و در مرحله بعد بقایاي سلولی  دقیقه  10 مدت

 ی حاويیمایع رو. اده شددتوسط عمل سانتریفوژ رسوب 

DNA  غلظت و میزان خلوص . گردیدبه ویال دیگري منتقل
DNAي در موارد. شدگیري   توسط اسپکتروفتومتر اندازه
باشد، براي مثال در  بزرگ احتیاج نمی  کامل وDNAکه به

 DNA  موارد تشخیصی این طریقه استخراجPCRخصوص 
 جوشاندن عمل باشد زیرا می روشی مناسب براي بروسلا

)Boiling (خطر هاي پاتوژن شده و باعث مرگ باکتري 
حاصل  DNA از. )10(آلودگی براي پرسنل آزمایشگاه ندارد

نمونه   وPCRدستگاه   آماده سازيجهتاین مرحله  از
 آمده 1 توالی پرایرها در جدول .کنترل مثبت استفاده شد

  .است

 
   PCR  درپرایمرهاي مورد استفادهتوالی . 1جدول 

    پرایمر
جفت پرایمر اول 

)B4/B5(  
B4 (5'-TGG CTC GGT TGC CAA TAT CAA -3') 
B5 (5'-CGC GCT TGC CTT TCA GGT CTG -3') 

رایمر دوم جفت پ
)F4/R2(  

F4 (5'-TCG AGC GCC CGC AAG GGG-3') 
R2 (5'-AAC CAT AGT GTC TCC ACT AA-3') 

  
اختصاصی موجب تکثیر   به طورB4/B5 پرایمر

از یک ژن محافظت شده ) bp223( باز  جفت223یک قطعه 
دالتونی   کیلو31این ژن یک پروتئین غشائی . نماید می

اختصاصی جنس  کند و میبروسلا آبورتوس را رمزدهی 
ي بروسلا وجود ها گروهها و زیر در تمام سویه و بروسلا بوده

به طور اختصاصی موجب تکثیر یک F4/R2  پرایمر. دارد
ریبوزومی RNA از ژن ) bp905( باز  جفت905قطعه 

 ژنوم باکتري وجود کپی در شود که به تعداد چند می
  .)11(دارد

 و  F4/R2  براي پرایمرهايPCRواکنش  مراحل
B5/B4 ارائه شده است2 در جدول .  

 در دستگاه PCRواکنش هاي آماده سازي  شرایط .2جدول
  F4/R2براي پرایمر هاي ترموسایکلر

 )گراد سانتی(دما )دقیقه(زمان PCRمراحل 
 95 5  واسرشت اولیه

 94 75/0   واسرشت  

 60 1  اتصال پرایمرها
 72 75/0  بارآرایی

 72 10   آرایی نهاییربا

کشت باکتریائی وتهیه   ژنومی ازDNAاستخراج 
 از استفاده سرم با هاي مختلف باکتري در رقت

  :روش سریال دایلوشن
روي  باکتري بروسلاي کشت داده شده بر ابتدا از

سرم فیزیولوژي  محیط بلادآگار، سوسپانسیون میکروبی در
این  از. تهیه گردید که معادل کدورت نیم مک فارلند بود

 از لیتر  میکرو 900 در  برداشته ومیکرولیتر 100پانسیون سوس
. تست رایت منفی بودند تلقیح شد نظر سرم افرادي که از

ها به روش سریال دایلوشن در ده لوله رقیق سازي  نمونه
قبل خود ده  لوله نسبت به لوله ما شدند، به صورتی که هر

به   برداشته ورولیتر میک100ها  از این لوله. تر بود برابر رقیق
لیتر سرم   میلی9/0هایی با شماره یکسان که حاوي  لوله

حرارت دادن و لیز  فیزیولوژي بود تلقیح گردید و بعد از
رولیتر از آن جهت استخراج  میک100هاي بروسلا،  باکتري
DNAبا سه روش مختلف به کار برده شد .  

هاي  هاي حاوي رقت لوله  ازDNAاستخراج 
 . انجام شدسط سه روش متفاوتمختلف باکتري تو
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کیت  استفاده از  از سرم باDNA استخراج -الف
اساس دستورالعمل شرکت  از این کیت بر: شرکت سیناژن

نمونه سرم  رولیتر از هر میک100 در آن .سازنده استفاده شد
 لیز کننده مخلوط کرده و محلول میکرو لیتر از 400را با 
این مرحله نمونه به طور  رد.  ثانیه ورتکس شد20 تا 15 براي

در مرحله بعد . آمد دست در  محلول یکبه صورتکامل 
به مخلوط اضافه  رسوب دهنده را محلول میکرو لیتر از 300

مخلوط   ثانیه5 تا 3مدت  دورانی به حرکت وسیلهه کرده و ب
داده  دقیقه قرار 20گراد براي درجه سانتی 20شد و در دماي

دقیقه سانتریفیوژ شده و  10ايبر 12000  دورسپس در. شد
روي کاغذ  دادن آن بر به آرامی با وارونه کردن لوله و قرار

خالی کرده و یک میلی لیتر بافر   ثانیه آن را3 الی 2براي 
 ثانیه با چرخاندن 3-5شستشو به رسوب حاصل اضافه و براي 

سانتریفیوژ 12000  دوردقیقه در 5 و به مدت شدمخلوط 
 5تشو را به طور کامل خالی کرده و براي شد، سپس بافر شس

. گراد قرار داده شد تا خشک شود  درجه سانتی65 دقیقه در
وسیله ه میکرولیتر از بافر حل کننده ب 30ماده ته نشین در

گراد براي   درجه سانتی65تکان دادن آرام و قرار دادن در 
مواد غیر محلول با .  کامل حل شدبه طور دقیقه 5مدت 

ماده .  ته نشین شد12000دور  ثانیه در30وژ به مدت سانتریفی
با  DNA غلظت.  خالص استDNAرویی حاوي  شناور

 1اسپکتروفتومتري یا بعد از الکتروفورز در ژل آگاروز تازه 
  . گیري شد به صورت دیداري اندازه درصد

 :روش لیزکردن وجوشاندن با DNA  تهیه-ب
دقیقه  15مدت ه ب 15000دور  میکرولیتر از هر نمونه در100

ماده باقیمانده . شد ریخته   رویی دوربخشسانتریفیوژ شده و 
براي ده دقیقه  15000دور در در آب مقطر قرار داده شده و

 ریخته شد و دوباره مایع رویی دور. شد سانتریفیوژ  دیگر
قرار داده شده  میکرولیتر از آب مقطر 40 ماده باقیمانده در

دقیقه  10مدت ه گراد ب ه سانتیبن ماري در صد درج در
ه  ب15000دور  سپس در روي یخ سرد شد و جوشانده شده و

 سانتی  درجه-20دماي  در شده و  ثانیه سانتریفیوژ10مدت 
  .)12( نگهداري گردیدگراد

با استفاده از کیت شرکت DNA تهیه  -ج
 :پرومگا

داخل یک لوله  را نمونه یک میکروستون براي هر
 از هر.  قرار دادیم(Collection Tube) آوري کننده جمع

میکرولیتر داخل میکروستون ریخته و به مدت  100نمونه 
میکروستون را داخل . ه شدیک دقیقه در دماي اتاق گرما داد

مدت یک دقیقه ه ب 16000دور میکرو سانتریفیوژ در 
 به همراه میکروتیوب از سانتریفیوژ کرده و میکروستون را

 راآوري کننده  لوله جمع ته، مایع داخلستون چرخان برداش
آوري   لوله جمعداخل ،ریخته و سپس میکروستون دور

  . گرفتقرارکننده 
میکرولیتر از محلول  700ستون را با اضافه کردن 

 به (Membrane Wash Solution)شستشو دهنده غشایی 
لوله  مجموع میکروستون و داخل میکروستون شستشو داده و

سانتریفیوژ 16000دور  را یک دقیقه در آوري کننده جمع
  سپس را خالی نموده وآوري کننده لوله جمع کرده،

 500شستشو را با . برگردانده شد آن میکروستون داخل
تکرار کرده Membrane Wash Solution  میکرولیتر از

 دقیقه در 5  ،آوري کننده لوله جمع و مجموع میکروستون و
لوله  جموع میکروستون وم. شد سانتریفیوژ 16000دور 
 مرحله بعد در سانتریفیوژ برداشته و را از آوري کننده جمع

خالی کرده و مجموع ستون را  را آوري کننده لوله جمع
بسته دوباره  در یا باز در براي یک دقیقه با میکروسانتریفیوژ

محتواي  .شود اتانول باقیمانده تبخیر کرده تا سانتریفیوژ
 5/1 تیوب میکروسانتریفیوژ به یک میکروستون را

-Nuclease میکرولیتر از 50لیتري تمیز منتقل نموده و  میلی

Free Water   را به صورت مستقیم بدون تماس با دیواره
 یک دقیقه درسپس . دشبا نوك پیپت به مرکز ستون وارد 

 16000 دور یک دقیقه در  دماي اتاق گرم کرده و
انداخته و تیوب  میکروستون را دور .د شسانتریفیوژ

 درجه -20 یا 4خالص در  DNA میکروسانتریفیوژ حاوي
   .دشگراد نگهداري  سانتی

  ها   بر روي نمونهPCRانجام عمل 
 5/1 با غلظت Mastemixلیتر  براي تهیه هر میلی
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میکرولیتر آب مقطر دیونیزه دوبار تقطیر،  820میلی مولار، 
میکرولیتر  X10 ،24 با غلظت PCR میکرولیتر بافر 120

dNTPs کلرید  میکرولیتر 36میلی مولار و  10 با غلظت
 موارد مورد . میلی مولار با یکدیگر ترکیب شدند50 منیزیم

  . آمده است3 در جدول PCRنیاز جهت انجام هر نمونه 
  

  PCR مواد مورد نیاز جهت هر نمونه .3جدول
  هر نمونه  ماده

   میکرولیتر20   میکرومول5/1
   میکرولیترB4/B5  5/0  یا F4/R2 پرایمر

  DNA Taqمیکرولیتر2/0   پلیمراز   
DNA میکرولیتر5    الگو   

 
  به میزانDNA ي استخراجها روش کدام از هر از

  حجم واکنش. اضافه شدPCR میکرولیتر به واکنش 5
PCR، 25واکنش  در.  میکرولیتر بودPCRاز   DNA 

به عنوان در قسمت اول  استخراج شده از باکتري بروسلا
استریل به عنوان کنترل منفی  آب مقطر از و کنترل مثبت
 که قطعه PCR چنین جهت تائید واکنش هم. استفاده شد

 DNA مارکر است از انتظار ایجاد شده همان قطعه مورد
 . استفاده شد

 هاي DNA بر روي PCRپس از انجام عمل 
یافته توسط   تکثیرDNAاستخراج شده از سرم، قطعات 

PCR شدند روي ژل آگاروز یک درصد الکتروفورز.  
  

  یافته ها
 جهت انجام آزمایش انتخاب   B4/B5رابتدا پرایم

 دماها و در، PCRبراي تعیین بهترین شرایط لازم  گردید و
روش  3  نمونه حاصل از30.هاي متفاوتی انجام شد سیکل

روي ژل  بر الکتروفورز.  قرارگرفتPCRاستخراج تحت 

رنگ آمیزي ژل صورت  انجام شد و یک درصد آگارز
  .گرفت

  B4/B5 که توسط پرایمرDNA مختلف مقادیر

هاي   رقت4 طبق جدول. ردیابی شده است مشاهده گردید
رقت اول تا و و کیت پرومگا جوشاندن  روش اول تا سوم در

هاي  رقت  مثبت و سایرPCRچهارم در روش کیت سیناژن 
PCRمنفی شدند .  

  
 هاي مختلف باکتري در غلظت با PCRش نتایج آزمای.4جدول 

  سرم که به وسیله رقیق سازي سریال آماده شده اند
هاي   با هر کدام از روش PCR نتایج

  DNAاستخراج
تعداد باکتري در 

  هر میلی لیتر
کیت 
 سیناژن

روش 
 جوشاندن

  کیت پرومگا

104×5/1 + + + 

103×5/1 + + + 
102×5/1 + + + 
101×5/1 + _ - 

10× 5/1 _ _ - 
1-10×5/1 _ _ - 

  
  درF4/R2تر بودن پرایمر  توجه به حساس با

بعد از . شد  تکرارF4/R2،آزمایش با پرایمر  B4/B5مقایسه با
 B4/B5 تنظیم شده براي پرایمر شرایط،PCR بررسی و انجام

  .مورد قبول واقع گردید  نیزF4/R2 براي 
هاي مختلف  روي رقت  مجدد برPCRسپس 

الگو DNA  باندهاي حاصل از.  انجام گردیداستخراج شده
 ردیابی شده است به خوبی مشاهده F4/R2که توسط پرایمر 

گردید ولی در نتایج نهایی تفاوتی مشاهده نگردید و میزان 
پرایمر مشابه  دو دهی مثبت یا منفی شدن در هر پاسخ

  .)1شکل (بود
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 کنترل منفی، 1، شماره F4/R2 با پرایمر  (Boiling)جوشاندن  نمونه ي استخراج شده با روش 10 روي PCR  نتایج حاصل از .1شکل 
  . نمونه هاي رقیق شده می باشند11 تا 3نشانگر وزن مولکولی و : M کنترل مثبت، 2

 
  بحث 

به  از روي علائم بالینی بروسلوزبه طور معمول 
علائم این  تشخیص داد، زیرا توان این بیماري را تنهائی نمی
بنابراین . باشند اغلب آتیپیک می اختصاصی و بیماري غیر

 هاي آزمایشگاهی نیازمند جهت تشخیص آن همیشه به تست
هاي  تکنیک اگر چه آزمایشات سرولوژیک و. باشیم می

گسترش پیدا  کشت خون براي تشخیص بروسلوز جدید
. دارد تشخیص وجود مشکلات جدي در اند، هنوز کرده

 7متوسط  به طوربراي کشت بروسلا  نیاز ط موردزمان متوس
روز گزارش شده است، بنابراین کشت خون روشی 

کردن با  آن کار علاوه بر. شود گیر محسوب می وقت
ارگانیسم خطر جدي انتقال عفونت به پرسنل آزمایشگاه را 

ترین عوامل شناخته  یکی از شایع بروسلوز. دارد  در پی
گردد  آزمایشگاه منتقل می در اراي است که از طریق ک شده

این  کردن با کار کل موارد بروسلوز ناشی از از درصد دو و
  .باشد آزمایشگاه می ارگانیسم در

تیتر  هاي سرولوژیک ویژگی کمی دارند و روش
 درمان حتی در آنتی بادي براي مدت زمان طولانی بعد از

 سلوزایران، برو در .ماند بهبودي کامل مثبت باقی می موارد
دلیل شیوع ه ب. باشد اندمیک می تمام مناطق کشور انسانی در

اختصاصی بودن علائم بالینی آن،  غیر بالاي بروسلوز و
  .شود ي تشخیصی آزمایشگاهی آشکار میها روشاهمیت 

که ردیابی  هاي تشخیصی جدید ابداع تکنیک
انتقال  خطر امکان پذیر نموده و را شناسائی بروسلا سریع و

اهمیت  به حداقل رساند از اهی این باکتري راآزمایشگ
هایی است  از جمله تکنیکPCR . است بالایی برخوردار

کند و از این تکنیک به طور  که این امکان را فراهم می
  .شود میکروب شناسی بالینی استفاده می موفقیت آمیزي در

به مقایسه کارایی سه روش  در این مطالعه ما
 DNA براي ردیابی PCRجام ان و DNA مختلف استخراج

که چندین کپی از  با توجه به این. بروسلا در سرم پرداختیم
 در شود می  تکثیرF4/R2که توسط پرایمر  srRNA 16ژن 

 که این رود می وجود دارد، انتظار ژنوم باکتري بروسلا
داشته  B4/B5 پرایمر مقایسه با حساسیت بیشتري در پرایمر

کروموزوم باکتري  ژن آن در فقط یک کپی از باشد زیرا
اساس نتایج  این وجود، در عمل بر  با.وجود دارد بروسلا

جفت پرایمر  ي بین دودار معنیاین مطالعه تفاوت  حاصل از
 .دیده نشد

سرم  خون یا هایی که در به دلیل تعداد کم باکتري
هاي بالینی  از نمونه ي بروسلاها گونهشود جداسازي  یافت می

زیادي  تعداد. باشد می دشوار وقات پیچیده وا بسیاري از در
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سازي سریع  هاي تجاري به صورت کیت جهت جدا روش از
مطالعات  اکثر امروزه در. وجود دارد  بروسلاDNAساده  و

انسانی استفاده  هاي سرم براي تشخیص بروسلوز نمونه که از
، 13(گیرند می استفاده قرار هاي تجاري مورد شود،کیت می
نتایج  در DNAهاي استخراج  جه به اهمیت روشتو با. )14

PCRمطالعات بسیاري جهت استخراج حداکثر ، DNA 
 بعضی از صورت گرفته است که در شیر خون و از بروسلا

در برخی دیگر به صورت  نمونه بالینی و این مطالعات از
در . اضافه شده است ها به نمونه  بروسلاDNA مصنوعی

هاي   مقایسه کارایی کیتمطالعات که جهت بسیاري از
هاي سرم  نمونه از بروسلا DNA تجاري براي جداسازي

به  به صورت خالص تهیه و  بروسلاDNA انجام شده است،
  .)10، 9(صورت مصنوعی به سرم اضافه شده است

 خالص به سرم، DNA این مطالعه ما به جاي در
این عمل دانستن  هدف از. اضافه کردیم را باکتري بروسلا

تواند توسط  سرم است که می در هاي موجود اد باکتريتعد
این مطالعه یک  این در علاوه بر. ردیابی شود PCR روش

را با یک کیت ایرانی ) شرکت پرومگا( کیت خارجی
هم مقایسه  روش ساده جوشانیدن با و) شرکت سیناژن(

 دیده نشد ها روشحساسیت این  چنانچه تفاوتی در کردیم تا
  .یدن استفاده شوداز تکنیک جوشان

سرم  از براي تشخیص بروسلوز زروا اولین بار
توجه  همکاران اعلام کردند، با و زروا. بیماران استفاده کرد

 از قبیل هموگلوبین، ماده PCRهاي  کننده که مهار به این
سرم وجود ندارد، سرم   میزبان درDNAتوده  ضد انعقاد و

 تشخیص خون کامل جهت نمونه بهتري در مقایسه با
  .)8(باشد بروسلوز می

 )12(همکاران و که توسط اورتنو اي مطالعه در
 DNAانجام شد به مقایسه هفت کیت تجاري جهت ردیابی

 بروسلا ملی تنسیس DNA آنها. سرم پرداخته شد در بروسلا
را به طور مصنوعی به سرم افزوده بودند و بعد از استخراج 

DNAها جهت ردیابی   با این کیتDNA  به انجامreal-

time-PCR از تر  پرداختند که روشی حساس PCR 
ها  این روش توسط یکی از کیت توانستند با آنها. باشد می

 در. ردیابی نمایند راfg100( DNA(فمتوگرم  100غلظت
 یکی از. ها غلظت ردیابی شده کمتر بود روش سایر

اشکالات مطالعه ما شاید این باشد که جهت یکسان نمودن 
میکرولیتر سرم جهت استخراج  100 نمونه سرم از حجم

مقادیر بیشتر سرم استفاده  که اگر از استفاده کردیم، در حالی
  .شد  شاید نتایج بهتري حاصل میشده بود

  
  نتیجه گیري

مقایسه نتایج به دست آمده، در  در مطالعه حاضر با
هاي  عمل نشان داده شد که پروتکل کیت سیناژن در رقت

باشد   بروسلا قادر به ردیابی این باکتري میDNAکمتري از 
هاي بالاتري  روش دیگر به رقت حالی است که دو این در و

 توان این نتیجه می در .باشند  نیازمند میDNA جهت ردیابی
نظر گرفتن  شرایط یکسان و بدون در طور بیان کرد که در

هاي مصرفی،  هزینه بري و چون میزان زمان ، همعواملسایر 
 و DNAروتکل کیت سیناژن روش بهتري جهت استخراج پ

  .باشد تشخیص بیماري می
هاي مصرفی  از نگاهی دیگر، زمان لازم و هزینه

. ها با دیگري قابل مقایسه است انجام هر کدام از پروتکل
 دقیقه 70زمان لازم براي پروتکل کیت سیناژن حدود 

 15د  زمانبري حدو"پرومگا"باشد در حالی که پروتکل  می
دقیقه داشته و این مدت براي پروتکل ساده جوشانیدن سرم 

عمل  پروتکل جوشانیدن سرم در .باشد  دقیقه می40 الی 35
هاي چندانی به دنبال ندارد و مدت زمان انجام  صرف هزینه

با  .باشد آن نیز در مقایسه با دو روش دیگر قابل قبول می
مجموع پروتکل  رسد که در استدلال به این موارد به نظر می

 ي پایین درها غلظتردیابی  در کیت سیناژن دقت بیشتري را
  .سرم داشته باشد

  
  تشکر و قدردانی
پایان نامه دکتري پزشکی   از برگرفتهاین مقاله

 0353خانم دکتر زهرا ولی نژاد که با شماره  عمومی سرکار
 هاي دانشکده پزشکی اردبیل ثبت شده در دفتر پایان نامه

معاونت پژوهشی دانشگاه علوم  بدینوسیله از .باشد می ،است
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 حمایت مالی از این تحقیق تشکر و به دلیلپزشکی اردبیل 
   .نمائیم قدردانی می
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