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 مقایسه حساسیت ایمونوسنسور مبتنی بر نانوذرات سیلیکای رنگی با روش کشت و 
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 چکیده

بروسلوز، همواره به عنوان تهدیدی بر سلامت و اقتصاد جامعه مطرح بوده است. وجود محدودیت در روش های    :سابقه و هدف

تشخیص بیماری در انسان و حیوان لزوم استفاده از روش های نوین شناسایی را توجیه می کند. این مطالعه با هدف مقایسه بین میزان  

  انجام شد.   بروسلا آبورتوس با ایمونوسنسور با استفاده از راهبرد رنگ سنجی به منظور تشخیص    PCRحساسیت روش کشت و  

فعال بروسلا آبورتوس نانوذرات سیلیکای رنگی و نانوذرات پارامغناطیس پس از سنتز، با آنتی بادی پلی کلونال ضد   : ها مواد و روش

کونژوگه گردیدند تا به ترتیب پروب های شناساگر و تسخیری تشکیل گردند. این پروب ها پسس از   EDC/NHSشده با کمپلکس 

و تکمیل واکنش، جمع آوری شده و در ادامه، با رها سسازی رنسگ آلسی از  بروسلا آبورتوساضافه شدن به رقت های سریالی از 

کروموزومی مربوط بسه  DNAنانومتر قرائت گردید. از سوی دیگر، هم زمان با کشت هر رقت،  076ساختار سیلیکا شدت جذب در

  .انجام گرفت. نتایج هرسه آزمون در نهایت با یکدیگر مقایسه شد PCRآن توسط کیت استخراج و آزمون 

CFU.ml-1  بر اساس مشاهدات، دامنه تشخیص در ایمونوسنسور و کشت یکسان و بسرابسر   : ها یافته
گسزارش  1/5× 316  -  1/5× 816

نسیسز  PCRتعیین شد. دامنه تشخیص  CFU.ml466-1  و در کشت  CFU.ml456-1  گردید. حداقل میزان تشخیص در ایمونوسنسور 
1-CFU.ml

 به دست آمد. CFU.mL 5666-1با حداقل میزان تشخیص  1/5×416 - 1/5×816

بروسلا مقایسه نتایج این تحقیق نشان داد که ایمونوسنسور پیشنهادی قابلیت جایگزینی روش های مرسوم شناسایی   :نتیجه گیری

  را دارد و می تواند به عنوان یک ابزار تشخیص در محل با داشتن حساسیت بالا مطرح گردد. آبورتوس

  .PCR، ایمونوسنسور، سیلیکای رنگی، کشت، بروسلا آبورتوس :واژگان کلیدی

 88خرداد ماه پذیرش برای چاپ:   88اردیبهشت ماه دریافت مقاله: 

 زنجان، دانشگاه آزاد اسلامی واحد زنجان، مرکز تحقیقات بیولوژی *( آدرس برای مکاتبه: 

  saloutim@yahoo.comپست الکترونیک:    62433421661تلفن:  

 مقدمه     

بروسلوز یکی از پنج بیماری شایع باکتریایی مشترک بین      

( Brucella)  بروسلاانسان و دام در جهان است که توسط جنس 

ایجاد می شود. به دلیل داشتن گستره جغرافیایی وسیع، میزان 

ارگانیسم، انتقال از طریق تنفس،  16-166اندک دوز عفونی 

 درمان چند آنتی بیوتیکی طولانی مدت و نبود واکسن موثر در

انسانی   انسان دارای اهمیت تشخیصی بالایی می باشد. بروسلوز

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب
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به ندرت کشنده بوده و انتقال از فرد به فرد صورت نمی گیرد. 

در حیوانات منجر به کاهش شیردهی، سقط جنین و ناباروری 

(. روش های مختلفی برای شناسایی باکتری 1-3می گردد )

وجود دارد. کشت به عنوان استاندارد طلایی تشخیص در 

مطرح است. سخت رشد بودن ارگانیسم، طولانی شدن  بروسلا

زمان رشد و خطر انتقال باکتری در آزمایشگاه از جمله مواردی 

(. روش های 4)  هستند که کاربرد این روش را محدود می کنند

مختلفی برای تشخیص نمونه های بالینی بروسلوز   سرولوژیک

درصد )رزبنگال،  166-05وجود دارد که حساسیت آنها بین 

درصد( متغیر است. حساسیت در  sat ،82-83درصد و  166

مناطق آندمیک نیز به دلیل عیار بالای آنتی بادی در جمعیت 

سالم پائین است. از طرف دیگر واکنش های متقاطع با سایر 

 و  O157  اشریشیا کلی، O9  یرسینیا انتروکولیتیکاباکتری ها مانند 

(. 5)  نیز اختصاصیت  آن را نیز کاهش می دهد سالمونلا انتریکا

روش های مولکولی حساسیت و اختصاصیت بالایی دارند، اما 

به تجهیزات و پرسنل آموزش دیده موجب   گران بودن و نیاز

شده که این روش ها نتوانند به عنوان یک روش رایج 

 (.0) آزمایشگاهی مورد استفاده قرار گیرند

امروزه ایمونوسنسورهای مبتنی برنانوذرات با استفاده از راهبرد 

رنگ سنجی کاربرد فراوانی در شناسایی پاتوژن ها پیدا نموده 

است. ایمونو رنگ سنجی تکنیکی است که از تغییرات رنگی 

آنتی بادی موجب  –حاصل از برهم کنش های میان آنتی ژن 

شناسایی یک ماده می گردد. این روش در ارتباط با ایمنی 

غذایی، تشخیص های کلینیکی و بررسی های محیطی حائز 

اهمیت است. مواد فلورسانس، آنزیم ها و نانوذرات طلا به 

عنوان ابزاری قدرتمند در انتقال سیگنال در آزمایش های ایمونو 

رنگ سنجی مطرح هستند. حضور در واکنش های کاتالیتیک و 

بازده بالا از آنها بیوآنالیزورهایی حساس به وجود آورده است. 

با این حال عمر کوتاه مدت، قیمت بالا و شرایط عملیاتی 

بحرانی، کاربرد آنها را محدود می سازد. به طوری که برای 

تشخیص معمول و رایج باکتری ها در آزمایشگاه، صرفه 

اقتصادی ندارند. از این رو ترکیب نانو ذرات سیلیکای رنگی با 

نانو ذرات مغناطیسی در آزمون های مبتنی بر رنگ سنجی به 

(. 7-8عنوان یک روش تشخیصی سریع و ساده مطرح است )

نانوذرات سیلیکا دارای سطحی آب دوست است که در آن 

امکان عامل دار کردن سطح با گروه های سیلان وجود دارد، 

سهولت ساخت، زیست سازگاری بالا و هزینه پایین تولید آن را 

به عنوان یکی از نانوذرات مهم در تحقیقات بیولوژیک تبدیل 

شده است. از آنجایی که اساس ایمونو رنگ سنجی بر پایه بروز 

تغییرات رنگی استوار است و نانوذرات سیلیکا فاقد رنگ می 

باشند بکار بردن رنگ های آلی به منظور رسیدن به این هدف 

گزینه ای مناسب است. رنگ های آلی به لحاظ شیمیایی توانایی 

برقراری پیوندهای کووالانی با گروه های عاملی بر سطح 

نانوذرات سیلیکا را دارند و بنابراین به منظور رنگ آمیزی این 

نانو ذرات مناسب می باشند.همچنین از نظر فیزیکی نیز پایدارند 

 و در شرایط نامساعد مانند نور، گرما، اسید و قلیا محو 

 (.16-12نمی شوند )

مگنتیت در ابعاد نانو دارای خصوصیاتی چون پارامغناطیس،  

زیست سازگاری و نسبت بالای سطح به حجم است، تهیه آن 

(. هدف از 14و13مقرون به صرفه و کار با آن ساده می باشد )

انجام این مطالعه، مقایسه حساسیت روش های تشخیصی مبتنی 

با ایمونوسنسور طراحی شده بر پایه سیلیکای  PCRبر کشت و 

 بروسلا آبورتوسرنگی و نانوذرات پارامغناطیس در شناسایی 
(Brucella abortus)  است که از نانوذرات سیلیکای رنگی به

عنوان پروب تشخیصی، نانوذرات پارا مغناطیس به عنوان پروب 

تسخیری و رنگ آلی به عنوان اندیکاتور رنگ سنجی مورد 

استفاده قرار گرفتند. همچنین حضور باکتری، هم به صورت 

کیفی با بروز تغییرات رنگی قابل مشاهده در نمونه های مورد 

بررسی و هم بصورت کمی با اندازه گیری میزان شدت جذب 

رنگ آلی آزاد شده از ساختارهای ساندویچ گونه توسط 

 .اسپکتروفتومتر قابل بررسی می باشد

 مواد و روش ها             

روش   :الف( سنتز نانوذرات سیلیکای آبی رنگ و آمین دار شده

مورد استفاده به منظور سنتز نانوذرات سیلیکای رنگی روش 

میکروامولسیون معکوس تعیین گردید که در دمای اتاق صورت 

file:///D:/JMW/پاییز%2098/06Salooti.docx#_ENREF_1#_ENREF_1
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 166میلی لیتر سورفکتانت تریتون ایکس  2گرفت. برای شروع 

میلی  2میلی لیتر سیکلوهگزان )مرک، آلمان(،  8)مرک، آلمان(، 

 C.I. Reactiveمیکرولیتر از 156لیتر هگزانول )مرک، آلمان(، 

Blue 21# sc-358089  میکرولیتر  466)سانتا کروز، آمریکا( و

دقیقه با هم زن به خوبی  15آب دوبار تقطیر دیونیزه به مدت 

)سیگما آلدریچ،   TEOSمیکرولیتر  166مخلوط شدند. سپس 

 166)سیگما آلدریچ، آلمان( و  APTMSمیکرولیتر  33آلمان(، 

 48میکرولیتر آمونیاک )مرک، آلمان( به مجموعه اضافه و پس از 

ساعت همگن سازی واکنش تکمیل گردید. به منظور شکستن 

میکروامولسیون و بدست آوردن نانوذرات سیلیکای رنگی استون 

دقیقه، نانوذرات  36)مرک، آلمان( به کمپلکس اضافه و پس از 

( تولیدی چندین بار با اتانول و blue-SiNPسیلیکای آبی رنگ )

آب شستشو داده شدند. به منظور معرفی گروه های آمینی بر 

میلی  16با  blue-SiNPمیلی گرم  36سطح نانوذرات سیلیکا، 

 156و  APTMSمیکرولیتر  156لیتر اتانول )مرک، آلمان(، 

میکرولیتر آمونیاک به مدت یک شب مخلوط شدند. جداسازی 

(  2NH-SiNPs-blueنانوذرات سیلیکای آبی رنگ آمین دار شده )

و سه بار شستشو با محلول  rpm  8666توسط سانتریفیوژ در 

( انجام گردید. نانو PBS, pH  7)  مولار  6/61سالین بافر فسفات 

درجه  4و در دمای  PBSمیلی لیتر  1ذرات بدست آمده در 

 (.15و 8سلسیوس تا زمان مصرف نگهداری شدند )

گرم  6/8و  4O3Feگرم   1/0  :ب( سنتز نانوذرات پارا مغناطیسی

3O2Fe  میلی لیتر آب مقطرحل  26)سیگما آلدریچ، آلمان( در

درجه سلسیوس برای مدت زمان    86گردید. این مخلوط در دمای  

میلی لیتر پروپانول )مرک، آلمان(    2دقیقه مخلوط شده سپس    26

میلی لیتر اتانول در مدت یک ساعت به آن اضافه گردید. در    2و  

میلی لیتر آمونیاک قطره قطره در طول یک ساعت    36-26ادامه،  

نیز به آرامی به    TEOSمیلی لیتر    16به مخلوط اضافه شد.  

مجموعه وارد گردید. این شرایط برای مدت دو ساعت بدون  

مجدد    APTMSمیلی لیتر    5تغییر ثابت نگه داشته شده و سپس  

(  PMNPsساعت نانوذرات پارامغناطیس )   2اضافه گردید. پس از  

بار با آب    5-0تشکیل گردیدند. به منظور زدودن مواد اضافی  

 (.10)درجه سلسیوس ذخیره شدند    4مقطر شستشو و در  

ج( تثبیت آنتی بادی پلی کلونال بر سطح نانوذرات سیلیکای 
 مقدار  :و نانوذرات پارامغناطیس  آبی رنگ آمین دار شده

 )سیگما، آلمان(، NHSگرم  EDC ،6/6662گرم  6/6665

 بروسلا آبورتوسمیکرولیتر آنتی بادی پلی کلونال ضد  5

orb10564 )میلی لیتر  566و  )بی اربیت، آمریکاPBS36، به 

به ترتیب اضافه گردید. پس  PMNPsو  blue-SiNPsمیلی گرم 

درجه سلسیوس مخلوط سه بار  37ساعت گرماگذاری در  4از 

-IgGو IgG-blue-SiNPsشستشو داده شد. در نهایت  PBSبا 

PMNPs بدست آمده با آلبومین سرم گاوی  (BSA)   یک درصد

 درجه سلسیوس نگهداری گردید. 37به مدت یک ساعت در 

 1شستشو داده شده و در  PBSدر ادامه، مواد حاصل سه بار با 

درجه سلسیوس تا زمان استفاده  4در دمای  PBSمیلی لیتر از 

 (.17ذخیره شد )

 بروسلا آبورتوسدر ابتدا   :د( آماده سازی و کشت باکتری ها

)موسسه واکسن و سرم سازی رازی، حصارک کرج(   544سویه

درجه سلسیوس و در محیط  37ساعت در دمای  72به مدت 

آگار  بروسلابراث گرماگذاری شد. سپس، به محیط  بروسلا

درجه سلسیوس  37ساعت دیگر در  48منتقل شده و به مدت 

نگهداری گردید. همه کلنی ها توسط آزمون های تشخیصی 

 15بیوشیمیایی تائید و تا روز استفاده در محیط براث حاوی 

 درجه سلسیوس نگهداری -76درصد گلیسرول و دمای 

 (.18شدند )

 blue-SiNPs –IgGمیلی گرم 16مقدار   :ایمونو رنگ سنجیه(  

میلی لیتر از سوسپانسیون میکروبی  1با  PMNPsمیلی گرم  5و 

 37مخلوط و به مدت یک ساعت در دمای  بروسلا آبورتوس

درجه سلسیوس همراه با تکان ملایم گرماگذاری شد. پس از 

تکمیل واکنش، کمپلکس های ایمنی توسط آهن ربا جدا سازی 

میلی لیتر هیدروکسید سدیم رنگ آلی از  1و با اضافه نمودن 

 076ساختار نانوذرات سیلیکا آزاد گردید. جذب رنگ در 

 (.8و 8نانومتر توسط اسپکتروفتومتر بررسی شد )

رقت های پشت سرهم )سریالی( از باکتری   :و( آزمون کشت

CFU.ml-1  )  بروسلا آبورتوس
( تهیه گردید. 5/1×85/16-1×116

هر یک از این رقت ها بطور جداگانه بر روی محیط کشت 
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ساعت  72آگار با لوپ استاندارد کشت داده شد. پس از  بروسلا

هر پلیت از نظر رشد باکتری و تعداد کلنی مورد بررسی قرار 

گرفت. به منظور دست یابی به تعداد دقیق کمترین میزان 

در روش کشت، بین آخرین رقت رشد کرده بر  بروسلاشناسایی 

روی محیط با اولین رقت فاقد رشد، رقت های سریالی جدید 

 بروسلاتهیه و نتایج رشد پس از کشت مجدد بر روی محیط 

 ساعت گرمخانه گذاری مورد ارزیابی قرار گرفت.  72آگار و 

هر  PCR:  DNAبروسلا آبورتوس و آزمون  DNAز( استخراج 

  GENEALLرقت مطابق با دستور العمل کیت 

(GeneALL#106-152 ،کره جنوبی) آزمون  .استخراج گردید

PCR  با پرایمرهایB4  وB5  ارائه شده توسطBaily   و

انجام گرفت. این پرایمرها  بروسلاجهت تعیین جنس   همکاران

)ژن کدکننده پروتئین  bcsp31موجب تکثیر ژن محافظت شده 

و اختصاصی   می گردد  (بروسلا آبورتوسکیلو دالتونی  31غشاء 

  2×مستر میکس  PCR ،μl  12/5است. در انجام  بروسلاجنس 

(Ampliqon Co, Denmark شامل بافر ،)×1  PCR ،2MgCl 

mM1/5 ،μl  5  DNA ( استخراجیμg  16،)dNTPs   

mM6/15،polymerase   DNA  U Taq1/25 وpmol   16  از

میکرولیتر  25استفاده شد. حجم واکنش  B5  و B4پرایمر های 

( Primus 96, Germanyبود. برنامه زمانی و دمایی ترموسایکلر )

دقیقه ای در  5به قرار زیر انجام شد: مرحله شروع با یک سیکل 

°C  84  ثانیه ای در  56سیکل  35آغاز و با°C  84  ،45  ثانیه ای

سیکل  1ادامه و در نهایت با  C  72°ثانیه ای در  C  06  ،35°در

برای تشخیص گونه  .خاتمه یافت C  72°دقیقه ای در  16

 شده توسط بیکر   از پرایمرهای پیشنهاد  بروسلا آبورتوس

(Bricker( و هالینگ )Halling استفاده گردید. در جدول )1 ،

توالی پرایمرهای مورد استفاده و اندازه محصول نهایی ارائه شده 

 (.18است )

 25در هر نمونه  PCRحجم مخلوط نهایی برای انجام آزمایش 

میکرولیتر تعیین گردید. به جزء پرایمرها، دیگر مواد مطابق با 

بود. در نهایت میکروتیوب ها  بروسلاتعیین جنس  PCRآزمون 

دقیقه در  5سیکل آغازین به مدت  1طبق برنامه دمایی بصورت 

°C  84  ،35  دقیقه ای در 1سیکل°C  84  ،1  ثانیه در  36دقیقه و

°C  06  ،1  ثانیه در  36دقیقه و°C  72  ً8سیکل  1و نهایتا  

درون دستگاه ترموسایکلر قرار گرفتند.  C  72°دقیقه ای در 

(  Razi institute, Iran)  544  بروسلا آبورتوسهمچنین از سویه 

الکتروفورز سپس به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید. 

بر روی ژل آگاروز   توسط دستگاه الکتروفورز PCRمحصولات 

1/5(  %Sigma,USA و با استفاده از رنگ )Safe Stain  

(SinaClon, Iran  ) انجام گردید. در نهایت ژل ها با استفاده از

مورد ارزیابی قرار (  Syngene, Englandدستگاه ژل داک )

   گرفتند.

بار تکرار شدند   16در این مطالعه آزمون ها    :ح( آنالیز آماری

و  SPSSنرم افزار  25و نتایج به دست آمده با استفاده از نسخه 

آزمون آنووا آنالیز گردید. از آنجایی که مقادیر هر سه روش 

بود بنابراین فرض نرمال بودن بر اساس روش  6/65بزرگتر از 

KS   پذیرفته شد. نتایج آزمون آنووا نشان داد که در سطح خطای

% اختلاف معنا داری بین میانگین سه گروه وجود دارد. بر 1

بین روش تشخیصی مبتنی بر   LSDاساس نتایج تعقیبی 

اختلاف معنا داری وجود داشت در حالی که   PCRبیوسنسور و 

بین این روش و روش مبتنی بر کشت اختلاف معنا داری دیده 

و   PCRنشد. همچنین بر اساس نتایج این آزمون بین روش 

 .کشت نیز اختلاف معنا دار وجود داشت

 

 ها    یا ته     

بر اساس نتایج به دست آمده از آزمون ایمونو رنگ سنجی، 

CFU.ml-1  دامنه تشخیص در محدوده 
816×1/5  -  316×1/5 

تعیین گردید که بیشترین میزان جذب رنگ آلی مربوط به 

CFU.ml-1  غلظت 
و کمترین مقدار جذب مربوط به  1/5×816

CFU.ml-1غلظت 
(. کمترین محدوده 1بود )شکل  1/5×316

 CFU.ml-1نیز بین رقت های   (Limit Of Detectionتشخیص )

محصول 
(bp) 

   نام پرایمر توالی پرایمر

223 
5-TGGCTCGGTTGCCAATATCAA-3 B4  جنس

 CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG-3 B5-5 بروسلا

488 5-GCAGAACGGAATTTTTCCAATCCC-3 Ba-SP  بروسلا
 TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT-3 IS711 SP-5 آبورتوس

 توالی پرایمرهای مورداستفاده جهت شناسایی جنس و : 1جدول 
 .(18) بروسلاگونه 
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که با تقسیم فاصله بین این دو رقت   بود 1/5×216  –  1/5×316

 CFU.ml456-1برابر  LODبه واحد های کوچکتر در نهایت 

 تعیین شد.

 یافته های آزمون کشت نیز دامنه تشخیص را در محدوده

 1-CFU.ml
 LODاعلام داشت در حالیکه  1/5×316  -  1/5×816

 تعیین گردید. CFU.ml 466-1 محاسبه شده برای آن

حضور جنس   bp  223، تشکیل باند PCRنتایج ارزیابی   بر اساس

نشان دهنده  bp  488. الف(. باند 2تائید گردید )شکل بروسلا

 بود و دامنه تشخیص در محدوده  بروسلا آبورتوسگونه 

1-CFU.ml
حداقل (.  . ب2شکل)  قرار دارد 1/5×416  –  1/5×816

 .. ج(2تعیین گردید )شکل CFU.ml 5666-1میزان تشخیص 

 بح    

بروسلوز بیماری است که انسان بطور مستقیم یا غیر مستقیم از 

 طریق تماس با حیوان یا فراورده های دامی و لبنی آلوده 

می تواند مبتلا گردد. تشخیص آزمایشگاهی بروسلوزیس و 

تأیید قابل اطمینان بودن آن برای پزشکان همواره از اهمیت 

 ویژه ای برخوردار  بوده است چرا که نشانه های بالینی 

می توانند بسیار گمراه کننده بوده و با بیماری های دیگر مانند 

آنفولانزا، لیپوسیپروزیس، مالاریا و تیفوئید اشتباه گرفته شود، 

توجه داشت که افسردگی و اضطراب، تحریک   همچنین باید

پذیری و زوال مغزی نیز می توانند از عوارض بروسلوز باشند، 

بنابراین در هر بیماری با علایم افسردگی می بایست احتمال 

بروز بروسلوز نیز بررسی گردد. از این رو تشخیص صحیح 

بروسلوز بسیار حائز اهمیت است و تاخیر در آن یکی از 

 مهمترین عوامل افزایش بیماری و نیز منابع آلوده کننده است 

روش های آزمایشگاهی تشخیص بروسلوز بر سه  .(22-26)

میکروبیولوژیکی، سرولوژیکی و مولکولی استوار است. در   پایسه

این مطالعه، حساسیت روش های کشت و واکنش زنجیره ای 

پلی مراز مورد ارزیابی قرار گرفت و نتایج حاصل را با میزان 

حساسیت استفاده از ایمونوسنسور مبتنی بر نانوذرات سیلیکای 

مقایسه  بروسلا آبورتوسرنگی و پارامغناطیس در شناسایی 

گردید. کشت به عنوان استاندارد طلایی در تشخیص 

مطرح می باشد. با این حال رشد آهسته  بروسلاآزمایشگاهی 

باکتری، دوره طولانی گرماگذاری و نیاز به واسطه های ویژه 

غذایی رشد و همچنین خطر انتقال ارگانیسم به پرسنل استفاده 

 (.  23از این شیوه را محدود ساخته است )

)Geresuاین محدودیت ها درگزارش مطالعات گرسو )  )24 ،)

 ایمونو رنگ سنجی بر اساس رقت های: 1شکل 
  1-CFU.ml

 .1/5×816تا  1/5×116

( در ژل  (bcsp31بسروسسلاژن جنس  PCRالف( تصویر محصول :  2شکل 
: غسلسظست 2، 1/5× 116: غسلسظست 1جفت بازی.  166: مارکر Mآگاروز. 

: 0، 1/5× 516: غلظت 5، 1/5× 416: غلظت 4، 1/5×316: غلظت 3،  1/5×216
ب(  CFU.ml-1  1/5× 816: غلظت 8، 1/5× 716: غلظت 7، 1/5× 016غلظت 

:  Cدر ژل آگساروز. بروسلا آبورتوسژن اختصاصی  PCRتصویر محصول 
: غسلسظست 2، 1/5× 116: غلظت 1جفت بازی.  166: مارکر Mکنترل مثبت.  

: 0، 1/5× 516: غلظت 5، 1/5× 416: غلظت 4، 1/5×316: غلظت 3،  1/5×216
ج(  CFU.ml-1  1/5× 816: غلظست 8، 1/5×716: غلظت 7، 1/5×016غلظت 

در ژل آگاروز جهت  بروسلا آبورتوسژن اختصاصی  PCRتصویر محصول 
جسفست  166: مارکر Mکنترل مثبت.   :Cتعیین کمترین محدوده تشخیص. 

، 4666: غلظت 4، 3666: غلظت 3، 2666: غلظت 2، 1666: غلظت 1بازی. 
: 8، 8666: غلظست 8، 7666: غلظت 7، 0666: غلظت 0، 5666: غلظت 5

CFU.ml-1 16666: غلظت  16، 8666غلظت 
  . 
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( Nielsen( و نیلسن )Lista( )0(، لیستا )Umesha( )25اومشا )

( نیز مورد بحث قرار گرفته است. در این پژوهش دامنه 20)

CFU.ml-1  توسط کشت بروسلا آبورتوستشخیص 
تا  1/5×816

تعیین  CFU.ml466-1  کمترین محدوده تشخیص  و 1/5×316

و ایمونوسنسور، این یافته ها  PCRگردید که در مقایسه با نتایج 

استاندارد طلایی بودن و نیز اهمیت روش مبتنی بر کشت را بار 

 دیگر تاکید می نمایند. 

روش های مولکولی با کاهش چشمگیر در زمان، کاهش احتمال 

آلودگی پرسنل آزمایشگاهی و از همه مهمتر داشتن ویژگی و 

 حساسیت بالا به عنوان یک روش تشخیصی مناسب پیشنهاد 

تاکنون  PCRبا روش  بروسلا(. برای تشخیص 27می گردند )

بر اساس توالی نواحی مختلف ژنوم سویه های گوناگون 

باکتری، پرایمر های متعددی طراحی شده و پروتکل های 

 مختلف ارائه شده است. از جمله عوامل مهم در تشخیص

است که به  (OMPپروتئین های غشای خارجی ) بروسلاجنس 

 به عنوان بروسلاویژگی بارز و منحصر به فرد در جنس   دلیل

 عامل مهم تشخیصی در بروسلوزیس مورد توجه ویژه

در  بروسلاپروتئین های غشای خارجی   پژوهشگران می باشد.

 نقش کلیدی دارند. بروسلاایمنی سلولی در جنس   ایجاد پاسخ

 بروسلاکه اختصاص به جنس   ز دیگر پروتیین های غشاییا

که   کیلودالتونی است  Bcsp31 ،  31دارد پروتئین های غشایی 

  .(27-28وجود دارد ) بروسلادر تمام بیووارهای 

شده   پیشنهاد B5و B4در انجام این پژوهش از پرایمرهای 

( استفاده گردید. این 18همکاران )  ( وBailyتوسط بایلی )

می شوند. برای تشخیص   bcsp31  پرایمرها موجب تکثیر ژن

( Brickerنیز از پرایمرهای ارائه شده توسط بیکر ) بروسلاگونه 

این پرایمر ها بر اساس  .(18( استفاده شد )Hallingهالینگ )  و

  بروسلا آبورتوسطراحی شده و اختصاصی  IS711توالی 

با نتایج مطالعات عالی  PCR(. اندازه محصول 36می باشد )

 ، شمس و همکاران 2610در سال   (27زاده مفرد و همکاران )

 و همچنین بانالیکار  2617( در 31و حاجیا )  (18)

(Bannalikar( و همکاران )هم خوانی داشت. 32 ) 

 CFU.ml-1  که برابر PCRدرمورد کمترین محدوده تشخیص 

بود که دلیل آن می تواند اشتباه های تکنیکی یا  5666

  DNA  محدودیت کیت استخراجی و یا کم بودن مقدار 

 نمونه ها باشد. 

 بر اساس نتایج، اندازه گیری جذب رنگ آلی دامنسه ای بسیسن  

1-CFU.ml
کمستسریسن .  را در بر می گرفت 1/5× 316  -  1/5× 816

تعیین گردید. محدوده تشخیص  CFU.ml  456-1میزان شناسایی 

ایمونوسنسور در مقایسه با کشت حدودا هم تراز ولی نسبت بسه 

PCR  بالاتر بود. همچنین محدوده کمترین میسزان تشسخسیسص

به دست   PCRایمونوسنسور نسبت به کشت کمتر ولی بیشتر از 

آمد. از سوی دیگر نتایج این مطالعه با دیگسر پسژوهسش هسای 

تشخیصی بر پایه نانوذرات نیز مقایسه گسردیسد. اسستسفساده از 

ویبریسو نانوذرات آهن و راهبرد رنگ سنجی به منظور تشخیص 

( و هسمسکساران Liuتوسط لیو ) 2617در سال  پاراهمولیتیکوس

بکار گرفته شد. نتایج این تحقیق شناسایی باکتری را در دامسنسه 

 CFU.ml  16- 1با کمترین مسیسزان  CFU.ml  516-16- 1ای بین 

(. در همین سال سانگ و وهمکاران روشی سریسع 33نشان داد )

بر پایه کوانتوم دات، دانه های هسای  بروسلابه منظور شناسایی 

مغناطیسی و آنتی بادی های پلی کلونال مختلف ارائسه دادنسد. 

گسزارش  CFU.mL  16-516-1محدوده شناسایی مطالعه آنسهسا 

حامدی و همسکساران مسوفسق بسه  2615(. در سال 34گردید )

بر اساس نانوذرات سیلیکای  Entamoeba histolyticaشناسایی 

ستار احمدی و همکساران نسیسز در  . ( 35فلورسانس گردیدند )

را در نمونه های کلینیکی بسه  بروسلا ملیتنسیسهمین سال ژنوم 

 کمک نانوذرات طلا و راهبرد رنگ سنجی تشسخسیسص دادنسد 

( نیز با نانوذرات سیلیکای رنگی و نسانسوذرات Dou)   (. دوو30) 

 در مسحسدوده          سالمونلا پسلسوروممغناطیس موفق به شناسایی 

1-CFU.mL
 CFU.mL-1  با کمترین مسیسزان  4/4× 216-  4/4×716

 (.  8گردید ) 4/4×116

با توجه به محدوده تشخیصی دیگر سنسورهای مسبستسنسی بسر 

نانوذرات و نیز عدم کاربرد تکنیک ایمونو رنگ سنجی مبتنی بر 

تاکنون  بروسلا آبورتوسنانوذرات سیلیکای رنگی در تشخیص 

و در نظر گرفتن محدوده و کمترین میزان تشخیص، می تسوان 

 بروسلا آبورتسوسعملکرد ایمونوسنسور را در شناسایی باکتری 
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رضایت بخش توصیف نمود. تغییرات رنگی قابل مشاهسده ای 

که در مرحله نهایی ایمونو رنگ سنجی اتفاق می افتد نسیسز بسه 

 عنوان عامل تشخیص کیفی حضور باکتری در نمونه ها است.

 نتیجه  یری          

با توجه به وجود محدودیت در روش های تشخیصی مسرسسوم 

بروسلوز و به منظور جلوگیری از بروز ضررهای بهسداشستسی و 

اقتصادی و در نظر گرفتن نتایج حاصل از این تحقیق می تسوان 

 عنوان نمود که ایمونوسنسور پیشنهادی قابلیست جسایسگسزیسنسی 

 روش های موجود را داشته و با انجام مطالسعسات تسکسمسیسلسی

می تواند به عنوان ابزار تشخیصی قدرتمند و در لسحسظسه بسا 

 .حساسیت بالا مورد استفاده قرار گیرد

 

 ملاح ات ا لا ی            

 نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عسدم سسرقست ادبسی، 

انتشار دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این مسقسالسه 

 رعایت کرده اند.
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Abstract 

Background & Objectives: Brucellosis has always been a threat to the health and economy of the  

community. The limitations of human and animal disease detection methods justify the need for new  

diagnostic methods. This study was aimed to compare the sensitivity of colorimetric strategy based-  

immunosensors in the diagnosis of Brucella abortus with those of culturing and PCR methods.  

Materials & Methods: The colored silica nanoparticles and paramagnetic nanoparticles after synthesis were 

conjugated with polyclonal antibody to form EDC/NHS complexes to form probe sequences, respectively. 

These probes were collected after being added to serial dilutions of B. abortus and completing the reaction. 

Then, with releasing organic dye from the silica structure, absorbance intensity was measured at 670 nm. 

On the other hand, at the time of each dilution, the corresponding chromosomal DNA was extracted by a 

DNA extraction kit and used for PCR analysis. The results of all three tests were ultimately compared.  

Results: Based on the results, the detection range of the immunosensor and culture was the same and equal 

to 1.5×103 - 1.5×108 CFU mL-1. But, the limit of detection for immunosensor and culture was measured as 

450 CFU mL-1 and 400 CFU mL-1, respectively. The results of the PCR test exhibited a wide dynamic 

range of 1.5×104 to1.5×108 CFU mL-1, with LOD of 5000 CFU mL-1. 

Conclusion: Comparing the results of this study showed that the proposed immunosensor is capable of  

replacing conventional B. abortus detection methods and can be considered as an on-site diagnostic tool, 

with high sensitivity. 
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