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 چكيده
 كند كه براي تكثير درون را رمز مي IV (T4SS) تنسيس، سيستم ترشحي نوع در بروسلا ملي virB اپرون : هدف

 كـه اسـت VirB2 ن ژن ايـن اپـرون، ي محصول دومـ . شي مورد احتياج است سلولي و ايجاد عفونت در مدل مو
 امروزه مطالعات . شود مكاني را در سطح باكتري ايجاد كند تا امكان اتصال به ميزبان را فراهم آورد بيني مي پيش

 هـاي ايـن جهـش در ژن آثـار رود هاي حذفي در اين ژن متمركز شده است كه انتظار مـي روي توصيف جهش
 بـر virB2 در اين تحقيق بررسي تأثيرات جهـش . سازند، نشان داده شود را مي T4SS دست اين اپرون كه پايين

 زايـي آن و ميـزان ايمنـي BALB/c هاي و موش J774 ماندگاري و تكثير درون سلولي باكتري در ماكروفاژهاي
 . است شده بررسي

 سازي، ابتدا با كلون ، مشخص شود T4SS ملكرد در ساختار و ع VirB2 كه لزوم حضور براي اين : ها مواد و روش
 . ه بود، ساخته شد شد ايجاد شده و ژن مقاومت به كاناميسين جايگزين آن virB2 ساختاري كه در آن جهش حذفي

 تنسيس سويه بروسلا ملي ا ب BALB/c هاي و موش J774 ماكروفاژهاي باكتري، براي نشان دادن تكثير درون سلولي
 . و اينترفرون گاما در مدل موشي بررسي شد ۱۲ ، اينترلوكين IgG وده شدند، همچنين ترشح يافته آل وحشي و جهش

 به شـدت J774 يافته نسبت به سويه وحشي در ماكروفاژهاي ساعت، تعداد بروسلاهاي جهش ۴۸ بعد از : نتايج
 در طحـال در CFU ۱۰۰۰ به كمتر از در طحال CFU ۱۰ ۶ × ۱ از virB2 يافته كاهش يافت و بروسلاهاي جهش

 ۱۲ هاي هر دو گروه افزايش يافت، اما اينترلوكين طي همين مدت در موش كل IgG همچنين . هفته رسيد ۸ طي
 . هاي آلوده به سويه وحشي باكتري افزايش يافت و اينترفرون گاما فقط در موش

 هـاي تري ، بـاك اسـت ضـروري J774 تكثير درون سلولي در ماكروفاژهاي براي virB2 حضور ژن : گيري نتيجه
 در VirB2 بنابراين نقش ضروري . ند يست قادر به ايجاد عفونت پايدار در مدل موشي ن virB2 يافته در ژن جهش

 اما حضور يا عدم . و اينترفرون گاما نشان داده شد ۱۲ زايي و ترشح اينترلوكين در هنگام عفونت T4SS ساختار
 . ندارد كل IgG حضور اين ژن تأثيري در توليد

زايي ، تكثير درون سلولي، ايمني virB2 ، T4SS تنسيس، جهش بروسلا ملي : ان كليدواژگ
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 و همكاران پورياسين علي تنسيس وسلا ملي بر زايي اكتور عفونت ف جهش در
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۱۴ 

 مقدمه - ۱
 Brucella) تنـسيس بروسـلا ملـي melitensis) از دســته 

 هاي اختياري، هوازي، كوكوباسيلي شكل، گـرم منفـي و باكتري
 كه باعث سقط جنـين در بـز و است زاي درون سلولي بيماري

 ]. ۱ [ ل تب مالت در انسان است د، همچنين عام شو گوسفند مي
 تـرين عوامـل عنوان يكي از جدي تنسيس كه به بروسلا ملي

 باعث هاي مشترك بين دام و انسان در جهان مطرح است، بيماري
 اين بيمـاري ]. ۲ [ د شو ايجاد ضعف و تب متناوب در انسان مي

 ندرت براي ماند و به در صورت عدم درمان تا چند ماه باقي مي
معمولاً عفونت از راه گوارشي، تنفسي و از . ده است انسان كشن

 ابتلا به عفونت اغلب . شود منتقل مي ... طريق خراش پوستي و
 در پـي ]. ۳ [ اسـت هاي لبنـي در انسان از طريق شير و فراورده

 تليوم به سوي غدد لنفي حركـت كـرده و نفوذ باكتري به مخاط اپي
 ال، كبد، مغز استخوان، از طريق ماكروفاژها در درون غدد لنفي، طح

 افـزايش . يابنـد غدد پستاني و اندام زايـشي گـسترش و تكثيـر مـي
 هـاي بروسلا در ميزبان بـه دليـل توانـايي آن در فـرار از مكانيـسم

 اســت بــار و همچنــين تكثيـر بــاكتري در درون ماكروفاژهــا مـرگ
 تكثيـر و افـزايش مانـدگاري بـراي بروسلا قادر اسـت ]. ۵ ، ۴ [

 بـه روش هـايي را در درون ماكروفاژهـا اگوزوم درون سلولي ف
 ، ] ۷ ، ۶ [ وجـود آورد بـه ، از ادغام فاگوزوم با ليزوزوم جلوگيري

 هايي مانند كاهش اكـسيژن قدرت مقابله با واكنش دليل همين به
 بروسلا بعد ]. ۵ [ كنند اسيدي درون ماكروفاژها را پيدا مي pH و

 دوتليال وارد سيـــستم رتيكوانـــ از ورود بـــه ســـلول ميزبـــان
(Reticuloendothelial  system:  RES) شود، قرارگيـري مي 

 ]. ۷ ، ۶ [ د شو زايي آن مي در اين مكان باعث ماندگاري و عفونت
 زايي بروسلا، توانايي آن در بقا و تكثير در جنبه كليدي عفونت

 در اين زمـان ]. ۹ ، ۸ [ است اي حرفه اي و غير هاي حرفه فاگوزوم
 هاي ابتدايي، شرايط محيطي خاصي فاگوزوم باكتري با ورود به درون

 بقا و تكثير درون سلولي خود پديد براي هاي يوكاريوت را در سلول
 ]. ۱۰ ، ۲ [ آورد مي

 هاي بروسلا بسيار نزديـك بـه هـم از ديدگاه تكاملي گونه
 DNA درصــد شــباهت در ۹۰ طــوري كــه بيــشتر از بــوده، بــه

 نـوم بروسـلا ژ ]. ۱۲ ، ۱۱ [ هـا وجـود دارد هاي مختلف آن گونه
 طور كامل تعيـين تـوالي شـده اسـت كـه شـامل تنسيس به ملي

 باز بوده كـه در درون دو كرومـوزوم حلقـوي جفت ۳۲۹۴۹۳۵
 باز جفت ۱۱۷۷۷۸۷ باز و ديگري جفت ۲۱۱۷۱۴۴ يكي به اندازه

 ORF منطقـــه ۳۱۹۷ ايـــن ژنـــوم از . توزيـــع شـــده اســـت

(Open  Reading  Frame) ،رمزدهنـده شـكل گرفتـه اسـت 
 درصــد ۷۸ هــا يعنــي حــدود عــدد از آن ۲۴۸۷ طــوري كــه بــه

 هـاي ترشـحي بروسلا فاقد سيـستم ]. ۱۳ ، ۳ [ د هستن عملكردي
 كننـده ترشـح هاي رمزدهنده بوده اما حضور ژن III و I ، II نوع

 كننــده غيروابــسته ترشــح و (Secretorydependent) وابـسته
(Secretoryindependent) هاي ختصاصي از سيستم ا و تاژك 

 زايـي ترتيب در اتصال، عفونت كه به V و III ، IV ترشحي نوع
 هـاي سيستم ]. ۱۳ [ است به اثبات رسيده و هموليز نقش دارند،
 T4SS (Type IV Secretion system) ترشحي نوع چهار يا

 هاي انتقال فاكتور براي هاي گرم منفي توسط بسياري از باكتري
 اي عنـوان واسـطه به هاي يوكاريوت يا زا به درون سلول عفونت

 از جملـه T4SS ]. ۱۵ ، ۱۴ [ روند كار مي براي انتقال پلاسميد به
 هـاي بـين ميزبـان و فاكتورهاي بسيار مهم براي انجـام واكـنش

 هـاي طوري كه ماندگاري بروسـلا در محـيط به . است زا بيماري
 هاي درون سلولي پستانداران منوط بـه مختلف از جمله محفظه

 نـشان T4SS هاي حذفي در جهش ]. ۱۷ ، ۱۶ [ هاست وجود آن
 هـاي داده است كه بقا و تكثير بروسلا در ماكروفاژها و سـلول

 بهترين مطالعات . تليال مانند مدل موشي از بين خواهد رفت اپي
 روي اين سيستم ترشحي در مـدل آگروبـاكتريوم تومفاشـينس

(Agrobacterium tumefaciens) طوري به . انجام گرفته است 
 تـا VirB1 ترتيب از قسمت به ۱۲ از T4SS ين باكتري كه در ا

VirB11 و VirD4 (VirB12) ــت ــده اســ ــشكيل شــ  . تــ
 شناسي سلولي نشان بيوشيميايي، ژنتيكي و زيست هاي آزمايش

ــه ــا VirB2 داده اســت ك ــالي VirB11 ت ــشكيل كان  باعــث ت
 شوند كه از يك سمت به فـضاي سيتوپلاسـمي و از طـرف مي

 طوري كه اين فضا، يابد، به ولي راه مي ديگر به فضاي بيرون سل
غــشاي داخلــي و خــارجي را از طريــق فــضايي محفظــه
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۱۵ 

 هومواليگومري نمايد و با ساختار پلاسمي به هم متصل مي پري
 تـا VirB6 ]. ۱۸ ، ۱۵ [ دهـد يك سوراخ خارجي را تشكيل مي

VirB10 قسمت مركزي T4SS و مسير انتقال مواد را تـشكيل 
 اجزاي بزرگ و كوچك اين كانـال VirB5 و VirB2 . دهند مي

 رابطـي بـا سـلول ميزبـان در صـورت را بـه T4SS ند كـه هست
 نسبت به بقيه خيلي VirB3 نقش پروتئين ]. ۲۰ ، ۱۹ [ آورند مي

 تواند در ارتباط بـا كمتر مشخص شده است، اما عملكرد آن مي
 باشـد (Montage) ي د گـرد آور براي T4SS يابي اجزاي مكان

] ۲۱ ، ۲۲ .[ VirB4 و VirB11 بــراي در قــسمت غــشاي داخلــي 
 عنوان عاملي در غشاي كدام به اند كه هر قرار گرفته NTPase فعاليت

 پلاسـمي بـه فـضاي پـري VirB هـاي داخلي براي اتصال پروتئين
 به دهانه سيتوپلاسمي اين كانـال VirD4 ]. ۲۳ [ شوند محسوب مي

 ]. ۲۴ [ نقـش دارد NTPase متصل شده و در انتقال مواد و فعاليت
 زايي ضروري نيست و عملكرد آن شبيه براي عفونت VirB1 نقش
 Lytic) گليكولاز ليتيك ترانس يك transglycosylase) اسـت 

ــي ــه م ــرد آورد ك ــل گ ــد عم ــز T4SS ي توان ــق لي  را از طري
 ]. ۲۵ [ يدوگليكان غشايي و ايجاد مكان مناسب تسهيل كند پپت

 تـه ياف در موش عفونت با بروسلاي سـوش وحـشي و جهـش
VirB در ابتدا موجب ترشح IgG2a د كه دلالت بـر پاسـخ شو مي 
Th1 (T helper 1) بادي در عفونت بـا ترشح اين آنتي ]. ۲۶ [ دارد 

 بـه دو دليـل توانـد يافته است كه مي سوش وحشي بيشتر از جهش
 يافته كه مانع از ژن معين در نوع جهش از دست دادن آنتي - ۱ : باشد

 روز تعـداد ۵۶ طوري كه بعـد از د، به شو تحريك سيستم ايمني مي
 ميـزان ترشـح - ۲ ]. ۲۷ [ يابـد ها در طحال بسيار كاهش مي باكتري

 روز اول بعـد از عفونـت ۴ تا ۳ در (Cytokines) ها سيتوكين
 كــه تعــداد بــاكتري ســوش وحــشي و تفــاوت دارد در حــالي

 كننـده هـاي عرضـه سـلول ]. ۲۸ ، ۲۷ [ يافته مـشابه اسـت جهش
 AntigenPresenting) ژن آنتــي Cells:  APCs) بعــد از 

 ترشح (Interleukin 12: IL12) ۱۲ دريافت بروسلا اينترلوكين
 و ترشـح Th1 ترشح اين سيتوكين موجـب تحريـك . كنند مي

 و ها توسط آن (Interferongamma: INFγ) اينترفرون گاما
 اما ]. ۲۹ [ د شو كشي ماكروفاژها مي مكانيسم ميكروب فعال شدن

 و به دنبـال IL12 ترشح VirB يافته با نوع جهش طي عفونت
 ]. ۳۰ [ پـذيرد صـورت نمـي IFNγ و ترشح Th1 آن، تحريك

 بنابراين مقابله سيستم ايمني با عفونـت بروسـلايي بـا واسـطه
 كنتـرل IL12 و INFγ ]. ۲۹ [ گيـرد انجام مـي Th1 عملكرد

 باعث IL10 تكثير بروسلا را در موش بر عهده دارند و توليد
 ]. ۳۱ [ د شو اهش توانايي كنترل عفونت بروسلايي در موش مي ك

 براساس اطلاعات، در هنگام آلودگي ميزبان به انواع بروسلاها،
 گيـرد، صورت محدود انجام مـي هاي ايمني به فعال شدن پاسخ

 همچنين بين تكثيـر و مانـدگاري بروسـلا در محـيط كـشت و
 T4SS بـا (In vivo) بدن محيط درون در RE قرارگيري آن در

 اما . طور كامل معلوم نشده است ارتباطي وجود دارد كه هنوز به
 هـايي شـده و كه موجب آزاد كردن محـرك T4SS بين وجود

 . در ســيتوزول وابــستگي وجــود دارد IFNγ و IL12 ترشــح
 هاي ايمني مستقيم يا غيرمستقيم موجب پاسخ T4SS طوري كه به

 و virB2 قسمتي از ژن در اين تحقيق با حذف . د شو ميزبان مي
 روش توسط (Kanamycin) قرار دادن ژن مقاومت به كاناميسين

 Gene) جايگزيني ژني replacement) ي آن، اثر جهـش جا به 
VirB2 بررسي شد زايي مدنظر آن بر ماندگاري و ايمني آثار و . 

 موشي در محيط J774 طوري كه با آلوده كردن ماكروفاژهاي به
 In) آزمايشگاه vitro) بدن صورت درون و آلوده كردن موش به 

 ميزان ماندگاري اين باكتري در مدت ، تنسيس توسط بروسلا ملي
 ، IgG گيري از طرف ديگر با اندازه . هاي مشخص تعيين شد زمان

IL12 و IFNγ زايي و ميزان هفته، ايمني ۸ در سرم موش طي 
 ]. ۲۹ [ تحريك سيستم ايمني مشخص شد

 ها مواد و روش - ۲
 انتخاب سويه بـاكتري، محـيط كـشت و - ۱ - ۲

 شرايط رشد
 كـه از 16M تنـسيس در اين تحقيق از سويه بروسلا ملـي

ــهركرد ــشگاه آزاد اســلامي واحــد ش ــرانس دان ــشگاه رف  آزماي
بعـد از رشـد سـويه اسـتاندارد . شد تحويل گرفته شد، استفاده
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 و همكاران پورياسين علي تنسيس وسلا ملي بر زايي اكتور عفونت ف جهش در
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۱۶ 

ــشت  SBA (Schaedler روي محــيط ك Brucella  Agar) 

(Liofilchem, Italy) درصـد خـون گـاو سـالم ۵ كه حـاوي 
 مدت دو روز در درون محـيط بروسـلا ، هر تك كلوني به است

ــراث  Brucella) ب Broth) (Liofilchem,  Italy) ــاي  در دم
 درصد دي اكسيد كربن رشـد ۵ گراد و در حضور درجه سانتي ۳۷

 تزريق به موش در نظر گرفته شدند، براي هايي كه باكتري . داده شد
 ابتـدا Spontaneous Rough هـاي يري از بروز جهش براي جلوگ

 ، Potato Infusion Agar (Liofilchem, Italy) در محيط كشت
ــد ــر يافتن ــراث تكثي ــت غلظــت . ســپس در بروســلا ب  در نهاي

CFU ۱۰ ۹ × ۱ (ColonyForming Unit) تهيه ليتر در هر ميلي 
 ليتـر ميلـي ۱ هاي شده و با سوسپانسيون باكتريايي فوق با حجم

 هـايي كـه بيوتيك آنتي . دند ش نگهداري گراد درجه سانتي - ۲۰ در
 ) گــرم در ليتــر ميلــي ۱۰۰ - ۵۰ ( شــامل كانامايـسين شــدند اسـتفاده

(Roche, Germany) آمپي سيلين ، (Ampicillin) ) ۱۰۰ گرم ميلي 
ــر  ,Roche) ) در ليت Germany) ــسين  (Gentamycin) و جنتاماي

,Roche) ) گرم در ليتر ميلي ۵۰ - ۲۵ ( Germany) بودند . 

 DNA سازي باكتري، استخراج و تكثير آماده - ۲ - ۲
 ميكروليتـر از سوسپانـسيون ۱۰۰ ابتـدا DNA براي اسـتخراج
 ۳۷ سـاعت در ۲۴ مـدت برده شده و به SBA سلولي روي محيط

 . درصد دي اكسيد كربن رشد يافـت ۵ در حضور گراد درجه سانتي
 PBS (Phosphate Buffered Saline) چند كلوني از بـاكتري در

 توسط DNA تلخيص سازي رقيق شد و پس از انجام مراحل آماده
 Qiagen كيـت اسـتخراج DNeasy  Blood  and  Tissue  kit ، 

(Qiagen,  Germany) بـا روش تكثيـر ژن . انجام شـد PCR 
,ABI Prism) وسيله دستگاه ترمال سايكلر به USA) انجام شد . 

 ۲ / ۵ كروليتـر بـود، مي ۵۰ كه حجـم نهـايي آن PCR در هر لوله
ــر ــي TrisHCl ۱۰۰ ميكروليت ــولار، ميل ــر ۲ م  KCl ميكروليت

 ميكرومــولار، dNTPs ۴۰۰ ميكروليتــر ۱ / ۵ مــولار، ميلــي ۱۰۰
 با Enhancer ميكروليتر ۰ / ۵ مولار، ميلي MgCl2 ۵ ميكروليتر ۱

 Taq پليمراز DNA ميكروليتر ۰ / ۸ ليتر، واحد در ميلي ۵ غلظت

ــت ــا غلظ ــد در ميك ۵ ب ــر واح  ,Roche) روليت Germany) ، 
ــانوگرم ۳۰۰ ــاي ۰ / ۲ و DNA نــ ــرم از آغازگرهــ  ميكروگــ

(Primers) سه جفـت بعد از طراحي . اختصاصي اضافه شدند 
 هاي برش اختـصاصي در ابتـداي هـر ، محل ) ۱ جدول ( آغازگر

 تكثير بـراي ، زير جدول طبق بر ه شد و كدام از آغازگرها اضاف
 . انجام شد virB2 دست ژن دو منطقه ژني بالادست و پايين

 ′5 گراد درجه سانتي ۹۴ (Hot Start) شروع داغ

 ۳۰ گراد درجه سانتي ۹۴ (Melting) ذوب

 ۳۰ گراد درجه سانتي ۶۴ (Priming) اتصال

 پليمريزاسيون
(Polymerization) 

 ۳۰ گراد درجه سانتي ۷۲

۴۵ 
 چرخه

 بسط نهايي
(End Extension) 

 ′5 گراد درجه سانتي ۷۲

 PET براي تكثير ژن مقاومت به كانامايسين از روي حامل

28 (Novagen, USA) ر طبق ، تكثير ب است كه حاوي اين ژن 
 . زير صورت گرفت جدول

 ′5 گراد درجه سانتي ۹۴ شروع داغ
 ۳۰ گراد درجه سانتي ۹۴ ذوب

 ۳۰ گراد درجه سانتي ۶۲ اتصال
 ۳۰ گراد درجه سانتي ۷۲ پليمريزاسيون

۴۵ 
 چرخه

 ′5 گراد درجه سانتي ۷۲ بسط نهايي

 pUKD ساخت پلاسميد - ۳ - ۲
,Topo ® Cloning (Invitrogen با استفاده از كيت USA) 

 One Shot ® Chemically (Invitrogen, USA) با دستورالعمل
 Top10 هـاي پذيرنـده سـلول E.Coli (Invitrogen,  USA) 

 مقاومـت بـه و virB2 دسـت هاي بالادست و پايين آماده و ژن
 هـا از درون ژل كانامايسين كه قبلاً تكثير شـده و محـصول آن

,Bioneer) از ژل DNA توسط كيت استخراج South Korea) 
 ,PCRTopo (Invitrogen تخليص شـده و وارد حامـل USA)
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۱۷ 

 مــدت ســپس بـه . هـاي باكتريــايي شـد ه بـود، وارد ســلول شـد
ــاعت ۲۴ ــيط ســ  LB در محــ Agar (Luria  Bertani) 

(Liofilchem, Italy) كـشت داده شـد و گراد درجه سانتي ۳۷ در 
 ۲۴ مـدت به LB Broth (Liofilchem, Italy) ها در تك كلوني

 روي شـيكر گـراد درجه سانتي ۳۷ ساعت در حمام آب گرم
(Shaker) نهايت توسط كيـت اسـتخراج قرار داده شد تا در 

 ,Bioneer) پلاسـميد South  Korea) پلاسـميدهاي حـاوي ، 
 بالادسـت بازي جفت ۵۸۲ قطعه . هاي مربوط تخليص شدند ن ژ

virB2 كه درون حامل PCRTopo1 است توسط دو آنـزيم 
XhoI (Roche,  Germany) و BamHI (Roche,  Germany) 

 درصد آگارز تخليص شـده و يك ن ژل رو برش خورده و از د
 DNA توســط Ligation  Kit (Qiagen,  Germany) وارد 

 pET پلاسميد 32a (Nonagen,  USA) برش خورده توسـط 
 pU نـام حامـل جديـد حامـل . د شـ ، همان دو آنزيم ذكر شده

(pU  vector) در مرحله بعد حامل . گذاشته شد pU به همـراه 
PCRTopo2 مقاومـت بـه بـازي جفت ۸۷۰ كه حاوي قطعه 

ــزيم ــط دو آنـ ــت، توسـ ــسين اسـ  KpnI و BamHI كانامايـ

(Roche, Germany) برش داده شد و بـا DNA Ligation kit 

(Qiagen,  Germany) بـه هـم ملحـق شـده و حامـل pUK 

(pUK  vector) ــت ــام گرفـ ــل . نـ ــر حامـ  و pUK در آخـ
PCRTopo3 دســت پــايين بــازي جفــت ۶۶۸ حــاوي قطعــه 

virB2 توسط دو آنزيم KpnI و XbaI (Roche, Germany) 
 ناميـده pUKD (pUKD vector) و بعد از الحاق حامل هضم

 دليل حضور ژن مقاومت به گري حامل جديد به غربال براي . شد
 LB ز كانامايــسين ا agar كانامايــسين ســيلين و حــاوي آمپــي 

 تمام مراحل كلونينگ و ساخت پلاسميدها توسط . استفاده شد
 گر اختصاصي همان مرحله و در نهايت توسـط هاي برش آنزيم
PCR و پس از اطمينان از وجود جهش حذفي در شده بررسي 
ــل virB2 ژن محــل ــراي ، pUKD در حام ــه درون ب ــر ب  تكثي

Top10 E.Coli فرستاده شد . 

 به درون بروسـلا و pUKD انتقال حامل - ۴ - ۲
 انجام نوتركيبي هومولوگ و تأييد آن

CFU ۱۰ ۸ × ۱ تنـسيس روي بروسـلا ملـي ليتـر در هر ميلي 
 منتقـل اسـت درصد خون گاو سـالم ۵ كه حاوي SBA محيط

 بـراي مل تهيه سوسپانـسيون سـلولي شده و براساس دستورالع
 هــاي رشــديافته ، بــاكتري (Electroporation) الكتروپوريــشن

 الكتروپوريـــــشن توســـــط دســـــتگاه . آمـــــاده شـــــدند
Eppendorf 2510 Electroporator (Germany) انجام شد . 

 هاي الكتروپوريـت شـده روي محـيط ميكروليتر از سلول ۱۰۰
SBA انامايسين، كـشت داده ك ليتر گرم در ميلي ميلي ۴۵ حاوي 

 ها كـه در دمـاي اين پليت شد و بعد از دو هفته علايم رشد در
 درصـد دي اكـسيد كـربن ۵ و در حضور گراد درجه سانتي ۳۷

 هـاي كلوني از مجموع كلـوني ۲۰ . قرار گرفته بودند، ظاهر شد
 SBA رشديافته انتخاب شده و هركدام جداگانـه روي محـيط

 تنـسيس رشـديافته بروسلا ملي . تند حاوي كانامايسين تكثير ياف
ــش حــذفي در ژن SBA روي ــسين داراي جه  حــاوي كاناماي

virB2 تنسيس كه سوش وحشي بروسلا ملي به دليل اين ( است 
 امـا بـراي اطمينـان از ). نسبت بـه كانامايـسين حـساس اسـت

 جايگزيني صحيح قطعه هدف با هومولوگ خود در باكتري يك
 بــاز بالادســت و جفــت ۲۵۰ كــه ) ۱ جــدول ( جفــت آغــازگر

 طـوري بـه . نمايد، طراحي شد دست ژن هدف را تكثير مي پايين
 ، مؤيـد نـوتركيبي هومولـوگ و بـازي جفت ۲۶۲۰ كه محصول

 بعد از رشد بروسلا . وجود جهش حذفي در بروسلا خواهد بود
 بـر طبـق PCR صورت گرفت و DNA از هر پليت استخراج

 . انجام شد زير جدول

 ′5 گراد سانتي درجه ۹۴ شروع داغ
 ۴۰ گراد درجه سانتي ۹۴ ذوب

 ۴۰ گراد درجه سانتي ۵۶ اتصال
 ۶۰ گراد درجه سانتي ۷۲ پليمريزاسيون

۴۵ 
 چرخه

′10 گراد درجه سانتي ۷۲ بسط نهايي
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 و همكاران پورياسين علي تنسيس وسلا ملي بر زايي اكتور عفونت ف جهش در
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۱۸ 

 سازي همسانه براي گر لازم هاي برش و آنزيم PCR براي آغازگرهاي هر منطقه ۱ جدول

 اندازه ژن هدف توالي گر برش آنزيم آغازگر

BUpF XhoI 5′CTCGAGGCTGCCCCAGTAAAAAAACGAC3′ بالادست virB2 ۵۸۲ باز جفت 

BUpR BamHI 5′GGATCCACGGTCTGCTTGCTCAATGTCTAT3′ دست پايين virB2 ۵۸۲ باز جفت 

BDF KpnI 5′GGTACCCCATAGCCATCATCTGGTCCG3′ بالادست virB2 ۶۶۸ باز جفت 

BDR XbaI 5′TCTAGTCTCCTTGTCCTGCGTCTCG3′ دست پايين virB2 ۶۶۸ باز جفت 

KanF BamHI 5′GGATCCACAAGGGGTGTTATGAGC3′ باز جفت ۸۷۰ مقاومت به كاناميسين 

KanR KpnI 5′GGTACCTCAAATATGTATCCGCTC3′ باز جفت ۸۷۰ مقاومت به كاناميسين 

OutF ------ 5′CCTGAAGATGGGATCCAAGATCC3′ باز جفت ۲۶۲۰ ژن جايگزين شده نوتركيب 

OutR ------ 5′CGCCGGCACTGGCCGGTAATTAAC3′ باز جفت ۲۶۲۰ ژن جايگزين شده نوتركيب 

 موشي و J774 آلوده كردن ماكروفاژهاي - ۵ - ۲
 تعيين ميزان ماندگاري

 كـه از بانـك سـلولي J774 هـاي ماكروفـاژ موشـي سلول
 اي بـا خانه ۲۴ هاي رفته شد، درون پليت انستيتو پاستور ايران گ

 (Cells/well) ســلول در هــر چاهــك ۱ × ۵ ۱۰ - ۲ × ۵ ۱۰ غلظــت
ــاوي ــي ۰ / ۵ حـ ــر ميلـ ــ ليتـ ــشت محـ ــذي DMEM يط كـ  مغـ

(GIBCO,  Germany) ــاي  تقــسيم و يــك شــبانه روز در دم
 درصـد دي اكـسيد كـربن ۵ در حـضور گـراد درجه سانتي ۳۷

 يافته و جهش تنسيس سوش وحشي بروسلا ملي . كشت داده شد
 سـازي رشديافته و پس از رقيق SBA ساعت روي ۲۴ مدت به

 ميكروليتر از آن كه حـاوي حـدود ۱۰ ، مغذي DMEM توسط
 بـراي . عدد باكتري اسـت بـه هـر چاهـك اضـافه شـد ۵ × ۷ ۱۰

 g ۲۵۰ دقيقـه در ۵ مـدت سـازي عفونـت پليـت را بـه همزمان
 گـراد درجه سانتي ۳۷ دقيقه در دماي ۲۰ سانتريفوژ كرده سپس

 هـايي بـاكتري . د ش درصد دي اكسيد كربن انكوبه ۵ در حضور
 PBS كه وارد ماكروفاژها نشده بودند با سه بار شستشو توسط

 . دور ريخته شدند و اين لحظه زمان صفر در نظـر گرفتـه شـد
 حـاوي مغـذي DMEM محيط ليتر ميلي ۰ / ۵ درون هر چاهك

 ۳۷ عت در دماي سا ۱ جنتامايسين ريخته و ليتر گرم در ميلي ۵۰
 صد دي اكسيد كربن قرار داده در ۵ در حضور گراد درجه سانتي
 كـه حـاوي مغذي DMEM محيط ليتر ميلي ۰ / ۵ شد، در ادامه

 . جنتاميسين است جايگزين محيط قبل شد گرم در ليتر ميلي ۲۵
 ۴۸ و ۳۶ ، ۲۴ ، ۱۲ ، ۶ هاي صـفر، هاي مشخص در زمان چاهك

 كروفاژهــا توســط ســاعت بعــد از عفونــت خــالي گــشته و ما
 Tween) ۲۰ از تويين ليتر ميلي ۰ / ۵  درصد ليز ۵ با غلظت (20

 شـسته و مانـدگاري PBS از ليتـر ميلي ۰ / ۵ ها با چاهك . شدند
 و كشت روي محيط PBS هاي متوالي در ها با تهيه رقت باكتري
SBA اين آزمايش سه بـار . گيري شد ها اندازه و شمارش كلوني 

 ايي انجـام شــد و خطـاي اســتاندارد تــ صــورت سـه و هـر بــار بـه
(Standard  Error) ــدازه ــه ان ــشاهدات و گيــري در هــر مرحل  م

 . شد بررسي student’s T test آماري وسيله برنامه به

 و تعيــين BALB/c آلــوده كــردن مــوش - ۶ - ۲
 ميزان ماندگاري

ــر ۱۰۰ ــاوي PBS ميكروليتـ  بروســـلا CFU ۱۰ ۵ × ۵ حـ
ريق تزريـق درون از ط يافته تنسيس سوش وحشي و جهش ملي
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۱۹ 

 Intraperitoneal) صـفاقي injection) هـاي مـاده بـه مـوش 
BALB/c هـاي هفته سـن داشـتند و در گـروه ۱۰ تا ۶ كه بين 

 يـك گـروه هـم . انتقال يافـت ، بندي شده بودند تايي تقسيم پنج
 . هـا تزريـق شـد بـه آن PBS عنوان شـاهد انتخـاب و فقـط به
 هفته اول تا هشتم زير هود تايي از ترتيب، طحال هر گروه پنج به

 كاملاً خرد شده و پس از تهيه PBS بافر ليتر ميلي ۳ خارج و در
 هـا تعـداد كلـوني SBA هاي متوالي و كشت روي محيط رقت

 يافته از شمارش بروسلاي سوش وحشي و جهش . د ش شمارش
 و طـور جداگانـه صـورت گرفـت تايي بـه پنج طحال هر گروه

 وسيله مشاهدات به و گيري اندازه خطاي استاندارد در هر مرحله
 . شد بررسي student’s T test برنامه آماري

 زايي در سرم موش گيري ميزان ايمني اندازه - ۷ - ۲
 به گـروه شـاهد از PBS ها و تزريق پس از آلوده كردن موش

 گيري انجـام شـد و هفته اول تا هشتم قبل از برداشتن طحال، خون
 ها توسط كيت درون سرم آن IFNγ و IL12 ، كل IgG ميزان توليد

ــزا  EnzymeLinked) الاي Immunosorbent  Assay:  ELISA) 

 ®Quantikine) اختصاصي موش Germany) ، گيـري انـدازه 
 . تـايي انجـام شـد صورت پنج اين آزمايش سه بار و هر بار به . شد

 وسـيله مـشاهدات بـه و گيري خطاي استاندارد در هر مرحله اندازه
 . شد بررسي student’s T test برنامه آماري

 نتايج - ۳
ــل - ۱ - ۳ ــاخت حام ــش pUKD س  داراي جه

 virB2 در منطقه باز جفت ۱۸۷ حذفي به اندازه
 و منطقـه بـين virB2 آغازگرهاي بالادست قـسمتي از ژن

 دسـت را تكثير كرده و آغازگرهـاي پـايين virB1virB2 ژني
 ژن ۳ ′ ي از انتها باز جفت ۱۳۱ و virB3 ، تمام virB4 بخشي از
virB2 ژن بـاز جفـت ۳۱۸ بـدين ترتيـب از . نمايد تكثير مي را 

virB2 ، ۱۸۷ بعد از انجام مراحل مختلف . د ش حذف باز جفت 
ــل ــاخت حام ــزيم pUKD س ــط دو آن ــي توس ــضم آنزيم  ، ه

 virB2 دسـت و پايين virB2 (XhoI) دهنده بالادست ژن برش

(XbaI) بـاز جفـت ۲۱۲۰ اي بـه انـدازه صورت گرفته و قطعه 
 ، كه مجمـوع سـه قـسمت ژنـي ) الف - ۱ شكل ( برش داده شد

 ، ژن مقاومت بـه كانامايـسين ) باز جفت virB2 ) ۵۸۲ بالادست
 . اسـت ) بـاز جفـت ۶۶۸ ( virB2 دست و پايين ) باز جفت ۸۷۰ (

 و BUpF تأييد اندازه قطعه برش داده شده، آغازگرهاي براي
BDR بعد . د ش تكثير بازي جفت ۲۱۲۰ استفاده و همان قطعه

 از اطمينان از ساخت قطعه مورد نظر، الكتروپوريشن انجام شد،
 روش هاي توليـد شـده بعـد از انجـام ايـن و تعدادي از كلوني

 . د شدن بررسي

 تنـسيس توليد سويه جديد بروسـلا ملـي - ۲ - ۳
 مقاوم به كانامايسين

 هركدام از كلوني رشديافته در محيط حاوي كانامايسين بعد
 روي محيط كـشت مجزايـي رشـد يافتنـد و از الكتروپوريشن،

 XbaI گر ، توسط دو آنزيم برش DNA همگي بعد از استخراج
 وسيله آغازگرهاي اختصاصي و هم به ) الف - ۱ شكل ( XhoI و

BUpF و BDR ها صاحب منطقه ند و تمام آن شد بررسي 
 براي اطمينان از جايگزيني صحيح اين . بودند بازي جفت ۲۱۲۰

 تنـسيس سـوش ولوگ خود در بروسلا ملي قطعه نسبت به هوم
 توسط دو آغازگر PCR هاي كشت، وحشي، براي تمامي محيط

OutF مربــوط بــه قــسمت virB1 ) ۲۵۰ بــالاتر از بــاز جفــت 
 تر پايين باز جفت ۲۵۰ ( virB4 در OutR و ) BUpF آغازگر

 خواهـد باز جفت ۲۶۲۰ طول اي به كه قطعه ) BDR از آغازگر
 هـاي عدد از كلـوني ۲ كه تنها در ) ب - ۱ كل ش ( داد، انجام شد

 جـايي دهنـده جابـه دست آمـد كـه نـشان رشديافته اين قطعه به
 بـا قطعـه هومولـوگ خـود در بـازي جفت ۲۱۲۰ صحيح قطعه
. تنسيس بود بروسلا ملي
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 و همكاران پورياسين علي تنسيس وسلا ملي بر زايي اكتور عفونت ف جهش در
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۲۰ 

 virB2 بررسي ميزان رشد بروسلاي فاقد - ۳ - ۳

 در ماكروفاژها
 در ايــن تحقيــق جهــش قطبــي بــا ورود ژن مقاومــت بــه

 VirB2 كـه با توجه به اين . ايجاد شد virB2 كانامايسين درون
ــأثير ايــن جهــش روي اســت T4SS جــزء ســاختار اصــلي  ت

 J774 كروفـاژ موشـي ما تنـسيس درون ماندگاري بروسـلا ملـي
 . ارزيابي شد

 هاي ستون ، Bioneer (South Korea) بازي شركت جفت ۵۰۰ (Marker) نگر نشا ) ۱ ستون ؛ XbaI و XhoI دو آنزيم توسط pUKD هضم آنزيمي حامل : الف ۱ شكل
 در درون virB2 دست ، ژن مقاومت به كانامايسين و منطقه ژني پايين virB2 كه مجموع منطقه ژني بالادست pET32a بازي خارج شده از جفت ۲۱۲۰ قطعه ) ۴ ، ۳ ، ۲

 و OutF وسـيله دو آغـازگر مولـوگ بـه و تأييد نـوتركيبي ه : ب . كنترل منفي است ) ۵ ستون ، ست ا pET32a مربوط به بازي جفت ۵۹۰۰ و قطعه است pUKD حامل
OutR شركت بازي جفت ۵۰۰ نشانگر ) ۱ ستون . كنند دست سه ژن هدف را تكثير مي نوكلئوتيد بالادست و پايين ۲۵۰ كدام كه هر Bioneer (South Korea) ، ۲ ستون ، 

 . كنترل منفي است ) ۵ ستون باز، جفت ۲۶۲۰ به اندازه PCR محصول ) ۴ ، ۳

۵ ۴ ۳ ۲ ۱ 

 باز جفت ۵۹۰۰

 باز جفت ۲۱۲۰

 باز جفت ۱۰۲۰۰

 باز جفت ۵۹۹۱

 باز جفت ۲۹۶۱
 باز جفت ۲۰۰۰
 باز جفت ۱۰۰۰

 باز جفت ۵۰۰

 الف

۵ ۴ ۳ ۲ ۱ 

 باز جفت ۲۶۲۰

 باز جفت ۱۰۲۰۰

 باز جفت ۲۹۶۱
 باز جفت ۲۰۰۰
 باز جفت ۱۰۰۰
 باز جفت ۵۰۰

ب
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۲۱ 

 بعد از آلوده كـردن ماكروفاژهـا توسـط ۲ نمودار براساس
 هاي يافته روي پليت تنسيس سوش وحشي و جهش بروسلا ملي

 ۲۴ بعـد از ، تايي انجـام شـده بـود صورت سه اي كه به خانه ۲۴
ــلاهاي ــلولي در بروس ــدگاري درون س ــايي مان ــاعت توان  س

 ها از حـدود طوري كه تعداد باكتري به . يافته كاهش يافت جهش
CFU ۱۰ ۶ × ۱ در هر چاهك به حدود كمتر از CFU ۵۰۰۰ در 

 در CFU ۲۰۰ ساعت به كمتر از ۴۸ هر چاهك رسيد و بعد از
 كه در نمونه آلوده شـده بـه در حالي . هر چاهك تقليل پيدا كرد

 ها به حدود زمان ساعت تعداد باكتري ۴۸ سوش وحشي بعد از
 . صفر رسيد

 J774 كاهش ميزان بروسلا در ماكروفاژهاي موشي و virB2 تأثير جهش ۲ نمودار

 در ميزان تكثير virB2 بررسي نقش جهش - ۴ - ۳
 تنسيس در مدل موشي و ماندگاري بروسلا ملي

 بررســي تعــداد بروســلاهاي درون ســلولي در طحــال
 مؤيد اين ) ۳ نمودار ( از هفته اول تا هشتم BALB/c هاي موش
 ؛ ها رو به كاهش اسـت بود كه تكثير و ماندگاري باكتري مطلب

ــه ــداد بروســلاهاي ب ــشتم تع ــه ه ــاي هفت ــه در انته ــوري ك  ط
 CFU ۱۰۰۰ به كمتـر از در طحال CFU ۱۰ ۵ × ۵ ه از يافت جهش

 امـا بروسـلاهاي سـوش وحـشي از . تقليل پيدا كـرد در طحال
CFU ۱۰ ۵ × ۵ بــه كمتــر از در طحــال CFU ۱۰ ۶ × ۱ در طحــال 

 virB2 ت كه دليل واضحي بر ضرورت منطقه ژنـي افزايش ياف
 . است بروسلاها در مدل حيواني ي بر تكثير و بقا

 BALB/c كاهش ميزان بروسلا در طحال موش و virB2 تأثير جهش ۳ نمودار

 زايي در ايمني virB2 بررسي نقش جهش - ۵ - ۳
 ماكروفاژها

ــي، ــدل موش ــدگاري بروســلا در م ــي مان ــا بررس ــان ب  همزم
 و قبل از خارج ساختن طحـال از هفتـه شد ي هم بررسي زاي ايمني

ــا هــشتم خــون ــي اول ت ــزان آنت ــري انجــام شــد و مي ــادي و گي  ب
ــا ســيتوكين ــودگي ي  هــاي مختلــف كــه در ماكروفاژهــا هنگــام آل

 الف نـوع - ۴ نمودار . ارزيابي شد ، كنند خواري از خود ترشح مي ذره
 جهـش . د دهـ ول تـا هـشتم نـشان مـي و ميزان افزايش را از هفته ا

VirB2 تأثير چنداني بر ميزان ترشح IgG طـوري كـه ندارد، به كل 
 يافتـه ميـزان جهـش در موش آلوده به بروسلاي سوش وحـشي و

IgG البتـه مـوش آلـوده بـا سـوش وحـشي . يابد افزايش مي IgG 
 كنـد كـه بـا توجـه بـه كـاهش مقـدار بروسـلاي بيشتري توليد مي

 در مـوش IgG افـزايش يافته در همين مدت، تقليـل ميـزان جهش
 نسبت به سـوش وحـشي، قابـل VirB2 آلوده به بروسلا با جهش

 روز بعد از عفونت ۷ طي γ IFN و IL12 اما ترشح . توجيه است
 يافته نسبت به سوش وحشي بسيار اندك بود، با بروسلاهاي جهش

 ج اخـتلاف چنـداني در - ۴ ب و - ۴ نمـودار طوري كه براسـاس به
ــد ــي IFNγ و IL12 تولي ــوش ب ــلاي ن م ــه بروس ــوده ب ــاي آل  ه
 ؛ ها تزريق شده بود، ديـده نـشد به آن PBS يافته و كنترل كه جهش

 هاي آلوده شده با سوش وحـشي اما اين تغيير در مقايسه بين موش
. و كنترل بسيار چشمگير بود
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 و همكاران پورياسين علي تنسيس وسلا ملي بر زايي اكتور عفونت ف جهش در
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۲۲ 

 آلـوده شـده توسـط BALB/c زايي در مـوش بررسي ميزان ايمني ۴ نمودار
 و كنترل virB2 يافته سيس طبيعي و جهش تن بروسلا ملي

 بحث - ۴
 virB2 جهش حـذفي ژن آثار هدف از اين تحقيق بررسي

ــدگاري بروســلا ملــي ــزان مان  زايــي تنــسيس و ايمنــي روي مي
 ماكروفاژهاي موشي در محيط آزمايشگاهي و مدل حيـواني بـا

 . است T4SS توجه به تغيير عملكرد
ــستم ــده در سيـ ــات انجـــام شـ  T4SS براســـاس مطالعـ

ــروتئين  ميكروارگانيــسم آگروبــاكتروم تومفاشــينس، حــضور پ
VirB2 بينـي پـيش . هم بر سطح بروسلا به اثبات رسيده اسـت 

 بـا سـاخت يـك سـاختار شـبه پيلـوس VirB2 شـود كـه مـي
(PilusLike) هـاي و از طريق تعامـل بـا پـروتئين VirB1 و 

VirB3 د مكان يا مجرايـي فراسـلولي را فـراهم آورد تـا بتوانـ 
 باكتري را به محيط بيرون مرتبط سازد و از اين طريق بروسـلا

 همچنين ]. ۳۲ ، ۲۵ [ د شو زايي به ماكروفاژها متصل عفونت براي
 داراي يـك نقـش ضـروري در گـرد VirB2 معلوم شـده كـه

 بوده كه به دليـل سـاختار شـبه پيلوسـي T4SS اجزاي ي آورد
 له وسـي شـود كـه بـه كه توسط اين پـروتئين سـاخته مـي است

 ميكروسكوپ الكتروني در آگروباكتريوم تومفاشينس نشان داده
 بروسلاها از مكان معيني در سـطح خـود ]. ۳۴ ، ۳۳ [ شده است
 است، قادر به اتصال با ماكروفاژهـا هـستند و T4SS كه همان

 ماكروفـاژ و ي بعد از چند دقيقه باكتري از طريق تا شدن غـشا
 بـه درون آن (Macropinosome) يك مـاكروپينوزوم تشكيل
 و (Lestrate) براسـاس مطالعـات لـستريت ]. ۳۵ [ يابـد راه مي

 از القا و توليد سيستم ترشحي virB همكاران جهش در اپرون
 زايـي اسـت، جلـوگيري كه فاكتور اصـلي در عفونـت IV نوع
 براي تكثير درون VirB2 هاي پروتئين دليل به همين ؛ نمايد مي

 مهـم هـستند (HeLa) هلا هاي سلولي در ماكروفاژها و سلول
 T4SS زايـي در همچنين مطالعاتي كـه بـر پايـه جهـش ]. ۳۶ [

 .B) ، بروسلا سـوئيس تنسيس هاي بروسلا ملي باكتري suis) و 
 صورت گرفته است، تحقيقات (B. aburtus) بروسلا ابورتوس

 لستريت و همكاران را در محيط كـشت و مـدل موشـي تأييـد
 ري توسط ايجاد جهش كـه در گ در غربال ]. ۳۷ ، ۲۵ ، ۸ [ كند مي

 زايي انجام شد، نشان بروسلا ابورتوس براي فاكتورهاي عفونت
 ، ايـن نياز است RES بقاي بروسلا در براي virB داد كه اپرون
 هـاي هم در مدل حيـواني و هـم در سـلول VirB وابستگي به

 ]. ۳۸ ، ۲۵ [ ماكروفاژ و هلا به اثبات رسيده است
 تنـسيس در اري بروسـلا ملـي در اين تحقيق تكثير و ماندگ

 گيري شد و تـا روز پـنجم هفته در طحال موش اندازه ۸ مدت
 يافته نسبت به سوش وحـشي كاهش چشمگيري در نوع جهش

 يافته هاي جهش اما بعد از آن رفته رفته تعداد باكتري ؛ ديده نشد
 در طحال نسبت به سوش وحشي كاهش يافت، البته اين كاهش

 يافته بروسلا ابورتوس در تحقيـق هش كمتر از كاهش در نوع ج
 و همكاران (Rolan) مطالعات رولان . لستريت و همكاران بود

 بـراي مهـاجرت در بروسـلا ابورتـوس T4SS كـه دادند نشان
درون صفاقي آلـوده وسيله تزريق ابتدايي به طحال موشي كه به
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۲۳ 

 اما براي حضور بـيش از سـه روز بعـد از ؛ احتياج نيست ، شده
 مطالعات ديگر هـم ايـن واقعـه را بـه ]. ۲۷ [ است عفونت لازم

 تحقيقات رولان و همكاران منطبـق ]. ۴۰ ، ۳۹ [ اند اثبات رسانده
 هـاي بر نتايج لستريت و همكاران است، كـه براسـاس جهـش

virB روز اول بعـد از ۵ تنسيس نشان داد كه تا در بروسلا ملي 
 . ] ۴۱ ، ۳۶ ، ۲۷ [ عفونت كـاهش تعـداد بروسـلاها اتفـاق نيفتـاد

 در بروسـلا (Rajashekara) همچنين راجاشكارا و همكـاران
 كـه بـراي نـد تنسيس اين پديده را اثبات كرده و نـشان داد ملي

 T4SS انتــشار و مهــاجرت ابتــدايي بــاكتري از محــل تزريــق،
 نـشان داد كـه حاضـر نيـز حقيـق ت نتايج ]. ۴۲ [ يست ضروري ن

 د روز اول، موجب كاهش چشمگير تعدا ۵ هم تا virB2 جهش
 كه با تحقيقـات فـوق مطابقـت بروسلاها در طحال موش نشد

 در بروسلا ابورتوس بعد از گذشـت سـه روز از عفونـت . دارد
 د كه موجب كاهش تعداد شو مكانيسم ايمني در موش فعال مي

 روز بعد ۲۱ تا ۱۴ طوري كه بعد از به . شود باكتري در طحال مي
 virB افته ي هاي سوش وحشي و جهش از عفونت ميزان باكتري

 برابر بـر ۱۰۰۰ تا ۱۰۰ يافته اما بروسلاهاي جهش ، تقليل يافتند
 نــسبت بــه ســوش وحــشي كــاهش داشــتند CFU پايــه

 تأثيرات مختلف مكانيـسم تواند مي دليل اين تفاوت ]. ۴۳ ، ۲۷ [
 نتـايج . باشـد VirB يافتـه هاي طبيعي و جهـش ايمني در موش

 ف سيستم ايمني در هاي مختل مكانيسم دهد كه احتمالاً نشان مي
 T4SS يافته كاهش ماندگاري بروسلاي سوش وحشي و جهش

ــت دارد ــد ]. ۲۷ [ دخال ــت بروســلايي در IFNγ تولي  در عفون
 د شـو موش بين روزهاي سوم و هفتم بعد از عفونت آغـاز مـي

] ۴۴ .[ IFNγ هـايي كـه آلـوده در سـلول بـدن در شرايط درون 
ــش ــتن بروســلاي ســوش وح ــين رف ــند موجــب از ب  ي و باش

 IFNγ ، IL12 در اين تحقيق ميزان ]. ۲۷ [ شود يافته مي جهش
 گيري شـد و هاي آلوده از روز اول تا هفتم اندازه در سرم موش

 از روز IFNγ براساس نتايج در موش آلوده به سوش وحـشي
 اما در موش آلوده ؛ اول تا چهارم افزايش و سپس كاهش داشت

 . يش بسيار اندكي داشـت يافته نسبت به كنترل افزا به نوع جهش

IL12 تنها در سرم موش آلوده به بروسـلاي سـوش وحـشي 
 روز سنجيده شد در هر ۵۶ طي كه كل IgG اما ؛ افزايش داشت

 يافتـه دو نوع موش آلوده به بروسلاي سوش وحشي و جهـش
 را IgG افزايش داشت با اين تفاوت كه سوش وحـشي ترشـح

 ايج ايـن تحقيـق منطبـق بـر نت . تقريباً دو برابر بيشتر تحريك كرد
 طـوري كـه وي و همكـارانش مطالعات رولان و همكاران است به

 هم در موش IgG روز بعد از عفونت ميزان ۷۰ نشان دادند كه طي
 . يافته رو به افزايش است آلوده به بروسلاي سوش وحشي و جهش

 فقط در موش آلوده به نوع سوش وحشي IL12 و IFNγ اما ميزان
 و همكاران و ساتياسيلان (Hong) تحقيقات هونگ ]. ۲۹ [ بالا رفت

(Sathiyaseelan) و ژان (Zhan) و همكاران هم اين مسأله را نشان 
 در IFNγ كـه جهـش در ژن ند رولان و همكاران نشان داد . دادند

 نسبت به VirB موش موجب كاهش بسيار زياد بروسلاي با جهش
 و همكاران (Sun) سوش وحشي شد كه اين نتايج در تحقيقات سان

ــود دارد ــم وج ــا نقــص در در مــوش ]. ۳۷ [ ه ــايي ب  MHC ه

(Major Histocompatibility  Complex) كـلاس I و CD8 + 

 امـا جهـش و ايجـاد . اي رخ داد هم، چنين پديده T هاي سلول
 يافتـه داري در جهـش كاهش معني ، T و B هاي نقص در سلول

VirB شي و نــشان نــداد و مانــدگاري بروســلاي ســوش وحــ 
 ايـن مـسأله نـشان . يافته در طحال موش افـزايش يافـت جهش

 هاي موجب گريز بروسلا ابورتوس از سلول T4SS دهد كه مي
B و T تنـسيس هـم اين پديده در بروسـلا ملـي ]. ۲۷ [ شود مي 

 و B هـاي جهش همزمـان در سـلول ]. ۳۹ [ گزارش شده است
CD4 + هـاي سلول T يافتـه موجـب كـاهش بروسـلاي جهـش 
VirB ر طحال موش نسبت به سوش وحشي نشد، كه نـشان د 

 + CD4 و B Cell دهد شايد مي T Cell در برداشتن بروسلاي 
 احتمـالاً بروسـلا T4SS بنـابراين . يافته تأثيرگذار باشـند جهش

 سـازد كـه از سيـستم ايمنـي بـا واسـطه ابورتوس را قـادر مـي
 در هنگام عفونت، بروسـلاي ]. ۲۷ [ فرار كند T و B هاي سلول

 هاي التهابي و ايمنـي را در هاي مختلفي از جمله ژن بيعي ژن ط
القا هاي و ژن IFNγ كند كه باعث ترشح سطح بالايي تنظيم مي
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 و همكاران پورياسين علي تنسيس وسلا ملي بر زايي اكتور عفونت ف جهش در
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۲۴ 

 يافته اما در نوع جهش . شوند مي IFNα/β و IFNγ توسط شده
 ]. ۴۵ ، ۲۹ [ د شون ها بيان نمي اين ژن

 دست آمده در اين تحقيق جهـش حـذفي براساس نتايج به
virB2 ، ــت ــدگاري د عفونـ ــي و مانـ ــلولي را در و ر زايـ  ن سـ

 موشــي بــه ميــزان قابــل تــوجهي كــاهش J774 ماكروفاژهــاي
 ر د CFU ۲۰۰ ساعت به حدود ۴۸ طوري كه بعد از دهد، به مي

 كه در نمونه آلوده به سـوش در حالي . كاهش يافت هر چاهك
 ها به حدود زمان صـفر ساعت تعداد باكتري ۴۸ وحشي بعد از

 نقايـصي را در VirB2 هاي قطبـي و غيرقطبـي جهش . رسيدند
 موشـي ايجـاد J774 ماندگاري درون سلولي در ماكروفاژهـاي

 ماندگاري درون سلولي براي VirB2 نمايد كه دليلي بر لزوم مي
ــاكتريوم ]. ۲۵ [ اســت ــد آگروب ــلا مانن ــروتئين در بروس ــن پ  اي

 طبــق ]. ۴۶ [ اســت احتيــاج T4SS تومفاشـينس بــراي فعاليــت
 den) هـارتي تحقيقات دن Hartigh) ۴۸ در طـي و همكـاران 

 ساعت تعداد بروسلا ابورتوس سوش وحشي در ماكروفاژهاي
J774 از CFU ۱۰ ۶ × ۱ در هر چاهك اندكي زيادتر شده و نوع 
 در هر CFU ۴۰۰ از همين تعداد به حدود VirB2 يافته جهش

 و (Wu) وو كه مطالعـات جالب اين . چاهك كاهش يافته است
 بـراي مانـدگاري و تحـرك T4SS دهد كـه مي نشان همكاران

 كـه حـضور و بروسلا در ماكروفاژها لازم نيست، به دليـل ايـن
 اما نتايج قبلي . افزايش يافت VirB يافته تكثير بروسلاي جهش

 بـراي تحـرك T4SS در همين آزمايشگاه نـشان داده بـود كـه
 از طـرف ديگـر بـا بررسـي ]. ۴۸ ، ۴۷ [ درون سلولي لازم است

ــزان ــت مي ــلولي در عفون ــر درون س ــدگاري و تكثي ــي، مان  زاي
 هفتـه تعـداد ۸ ه شـد كـه طـي نـشان داد BALB/c هاي موش

 كـاهش يافتـه CFU ۱۰ ۵ × ۱ از VirB2 يافته بروسلاهاي جهش
 امـا . رسـيد حـال ط در CFU ۱۰۰۰ است و به حدود كمتـر از

 CFU بـه كمتـر از CFU ۱۰ ۵ × ۵ بروسلاهاي سوش وحشي از
 نـشان هـارتي و همكـاران دن . ش يافتنـد افزاي در طحال ۱ × ۶ ۱۰
 هـاي كه تعداد بروسلا ابورتوس سوش وحشي در مـوش ند داد

BALB/c از حدود CFU ۱۰ ۵ × ۱ هفتـه بـه ۸ بعـد از گذشـت 
CFU ۱۰ ۶ × ۱ يافتـه رسـيد و نـوع جهـش در طحال VirB2 از 

ــه ــداد ب ــت در طحــال CFU ۲۰۰ همــين تع ــل ياف  ]. ۲۵ [ تقلي
 هـاي بر پايه ايجاد جهـش كه (Andereas) مطالعات آندرياس

 را VirB2 بـود، حـضور پـروتئين virB2 و virB1 حذفي در
 اري بروسـلا ابورتـوس در مـدل موشـي بـه اثبـات براي ماندگ

 طـور بـه VirB2 طبق گزارش ايـشان جهـش قطبـي در . رساند
 زايـي بروسـلا در واضح موجب نقص در ماندگاري و عفونـت

 ]. ۲۵ [ د شو موش مي

 تشكر و قدرداني - ۵
 آزمايـشگاه در طـرح ايـن انجام مراحل از اي عمده مت قس
 مهرجـردي كلانتـر ابراهيم دكتر آقاي مديريت به قلهك پزشكي
 . گـردد مي تشكر و تقدير ايشان از دليل همين به گرفت صورت
 دادن قرار اختيار در دليل ه ب دوستي عباس دكتر آقاي از همچنين

 . شود مي قدرداني 16M تنسيس ملي بروسلا وحشي سويه
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