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چکيد ه 

بيماري سل، بیماری زئونوزي است که به عنوان يكي از مهم ترين بيماري هاي تهديد كننده انسان و دومين عامل عفوني در انسان مي باشد. تمایز گونه های 

مختلف کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس به روش های معمول زمان برو از طرفی، تشخیص دقیق جهت درمان به موقع بیماران، نقش حیاتی را 

ایفا می نماید. لذا هدف از این مطالعه، شناسایی جنس مایکوباکتریوم و تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس در بیماران استان 

فارس به وسیله تکنیک های RD typing و PCR-RFLP بود. ژنوم 50 جدایه با استفاده از روش جوشاندن استخراج گردید. برای تعیین جنس این 

جدایه ها از تکنیک PCR بر اساس قطعه 16S rRNA استفاده گردید. تکنیک PCR IS6110 و تکنیکRD typing نیز به ترتیب برای شناسایی و 

از تکنیک های RD typing و PCR-RFLP بر روی ژن oxyR جهت تعیین  با استفاده  تعیین هویت باکتری مورد استفاده قرار گرفت. در نهایت، 

هویت مایکوباکتریوم /تعیین گونه مایکوباکتریوم انجام شد. تمامی جدایه ها با استفاده از تکنیک PCR  برای16S rRNA  باند 543 جفت باز را نمایش 

دادند و با استفاده ازPCR برایIS6110، باند 245 جفت باز را نمایش دادند که مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس را اثبات کردند. در تعیین هویت

باندهای 146،172،235و 365 شناسایی شدندکه مشخص شد تمامی جدایه های مورد مطالعه  ترتیب  به   RD12 و RD9 ،RD4 ،RD typing،RD1

گونه توبرکلوزیس می باشند. با استفاده از تکنیک PCR-RFLP روی ژن کاذب oxyR هویت مولکولی RD typing تایید شد. نتایج در این مطالعه 

نیز نشان دهنده قدرت تکنیک RD typing درتمایز بین مایکوباکتریوم ها می باشد و مشخص گردید تمام جدایه های ارسالی از شیراز، مایکوباکتریوم 

توبرکلوزیس هستند و مایکوباکتریوم بویس مشاهده نشد. عدم وجود گونه بویس در جدایه های ارسالی از شهر شیراز، نشان دهنده بهداشت مناسب 
شیر پاستوریزه در این شهر می باشد. 

RD typing ، PCR16S rRNA ،S6110 ،كلمات كليدي: کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

تعيين هویت مولکولی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 
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Tuberculosis is still considered as one of the most important zoonotic diseases and the cause of infectious death and 
human casualties. The main purpose of this study was to set up and diagnose Mycobacterium tuberculosis complex 
isolates in patients of FARS, Shiraz using the Regions of Difference )RD( typing and RFLP techniques. The genomes 
of 50 isolates were extracted by boiling method. To determine the genus of the isolates, PCR technique based on 16 
s rRNA was used. IS6110 PCR and RD typing were used for the detection of Mycobacterium tuberculosis complex. 
Finally, the PCR-RFLP method was used as a comparing method for comparative evaluation of RD typing to identify 
mycobacteria. Amplification of 543 bp bands in 16s rRNA PCR showed that all studied isolates belonged to the genus 
Mycobacterium. In IS6110 gene PCR, it was shown that all isolates were Mycobacterium tuberculosis complex due 
to the amplification of 245 bp bands. In RD typing the identification was based on RD1, RD4, RD9 and RD12. The 
comparative method of PCR-RFLP on pseudo gene oxyR showed that all isolates were Mycobacterium tuberculosis. 
Using RD-typing, it was found that all isolates achieved from Shiraz were Mycobacterium tuberculosis. The absence of 
Mycobacterium bovis isolates represents good hygiene and consumption of pasteurized milk in this city. The results of 
this study also reflect the ability of RD typing technique in differentiation of mycobacteria.

Key words: Mycobacterium tuberculosis complex, RD-typing, PCR 16s rRNA, IS6110

مقدمه
سل یکی از مهم ترین بیماری های عفونی در سراسر جهان است که در اثر 
ایجاد می شود.  توبرکلوزیس  باکتری های گروه مایکوباکتریوم  با  آلودگی 
سل بیماری زئونوزي است که به عنوان يكي از مهم ترين بيماري هاي تهديد 
اثر  تلفات در  كننده محسوب مي شود. همچنین به عنوان دومين میزان 
عامل عفوني )پس از اسهال عفونی( است كه بدون دخالت سایر عوامل 
بیماری زای فرصت طلب موجب تلفات در انسان مي شود )18(. حدود دو 
میلیارد نفر یعنی تقریباً یک سوم جمعیت جهان به این باکتری آلوده اند. 
هر ساله نزدیک به نه میلیون نفر به سل مبتلا می شوند و در حدود دو 

میلیون نفر در نتیجه ابتلاء به این بیماری می میرند )11(.
به  ابتلا  بنابراین  است،  بالا  میر  و  مرگ  میزان  دارو،  با  درمان  علی رغم 
سل به عنوان یک مشکل بهداشتی مهم در جهان می باشد. تمایز اعضای 
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس برای سیستم نظام مراقبت مخصوصاً 
در افراد آلوده به ایدز مهم می باشد. اطلاعات محدودی از بروز و شیوع 
بیماری سل انسانی به دلیل محدودیت های آزمایش های میکروب شناسی 
به دست آمده است. یکی از دلایل فقدان نظام مراقبت قوی برای این 
باکتری عدم وجود آزمایش های سریع و ساده جهت تشخیص نوع باکتری 

در آزمایشگاه های تشخیص طبی معمول می باشد )19(.
در  نوین  علوم  کارگیری  به  و  مولکولی  تکنیک های  پیشرفت  با  امروزه 
تشخیص و تعیین هویت سریع مایکوباکتریوم ها و با توجه به اهمیت این 
بیماری، تشخیص سریع و درمان مناسب و پیشگیری این بیماری به عنوان 
یک مورد مهم در جهان و در کشورهای در حال توسعه محسوب می شود 
آن  تشخیص  تکنیک  بیماری  این  کنترل  برای  نکات  اصلی ترین  از   .)6(
می باشد که باید قدرت ردیابی منشاء بیماری و قدرت تفکیک گونه های 
محدودیت های  باشد.  داشته  را  کمپلکس  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم 
سبب  گونه ها  تفکیک  برای  آزمایشگاهی  معمول  روش های  در  موجود 
بسیار  ابزار  یک  عنوان  به  که  است  شده  مولکولی  تکنیک های  پیدایش 
مناسب و دقیق در آزمایشگاه ها به کار می رود. به طور کلی روش های 
تشخیصی مولکولی برای مایکوباکتریوم به دو صورت در آزمایشگاه ها قابل 
تقسیم  می باشد: 1- روش های شناسایی و تعیین هویت مایکوباکتریوم ها 
 PCR-IS6110 در حد جنس و گونه، 2- انگشت نگاری ژنتیکی، استفاده از
می باشد  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  کمپلکس  در  شاخص  عنوان  به  که 
)16(. يکي از روش هاي مولکولي که بر اساس واکنش زنجيره اي پليمراز بنا 
 regions of difference RD- شده تکنیک اسپوليگوتايپينگ و تکنیک های
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)variable-number tandem repeat )VNTR می باشند که بيشتر  typing و
براي جداسازي سويه هاي M. tuberculosis complex به کار مي رود. از 
زمان کشف پلی مورفیسم )single nucleotide polymorphisms )DNA تا 
به حال روش های تایپینگ مولکولی جدایه های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 
 .)8( شده اند  استفاده  بیماری  شناسایی  برای  ارزشمندی  ابزار  عنوان  به 
قطعات RD ابزار دیگری هستند که برای تمایز جدایه های مایکوباکتریوم 
توبرکلوزیس کمپلکس استفاده می شوند. این قطعات تحت تاثیر تغییراتی 
در   RDپروفایل مقایسه  بنابراین  می گیرند.  قرار  درج  یا  و  حذف  مانند 
تمایز اعضای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس مفید می باشد )1، 2(. 
ترتيب توالي هاي فاصله انداز تقريبا يکسان است، اما حذف و اضافه شدن 
نواحی  این  شود.  تفاوت ها  باعث  است  ممکن   RD و  فاصله انداز  توالي 

)14(. گروه  را کد می  کنند  فاکتورهای حدت  شامل ژن هایی هستند که 
به وسیله شباهت 99/9 درصد در  توبرکلوزیس کمپلکس  مایکوباکتریوم 
سطح نوکلئوتید و توالی یکسان 16s rRNA مشخص می شوند )7(. تکامل 
پلی  ترکیب  به  کمپلکس  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  مختلف  اعضای 
مورفیسم های تک نوکلئوتیدی SNPs اکتسابی گسسته و به همان نسبت 
به تغییراتی مانند حذف، الحاق، معکوس و مضاعف شدن که در مجموع 
به عنوان ناحیه لوکوس های متفاوت شناخته شده است، مربوط می شود 
)RD .)2 ها نواحی هستند که در مایکوباکتریوم توبرکولوزیس کمپلکس 
غیر  مایکوباکتریوم  چند  و  بویس  مایکوباکتریوم  در  ولی  دارند  وجود 
توبرکلوزیس مشاهده نمی شوند این نواحی شامل DNA ژنومی بزرگتر از 
80 کیلوجفت باز هستند. پیش بینی شده حدود 89 قالب خوانش دارد که 

تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس در ...

PCR جدول 1- توالی پرايمر ها و اندازه مجصولات

)Size )bpPCR prime sequence )5'-3'(Locus

543
ACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTC

16s rRNA
TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA

245
CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG

IS6110
CTCGTCCAGCGCCGC

146,196

AAGCGGTTGCCGCCGACCGACC

RD1 CTGGCTATATTCCTGGGCCCGG

GAGGCGATCTGGCGGTTTGGGG

172,268

ATGTGCGAGCTGAGCGATG

RD4 TGTACTATGCTGACCCATGCG

AAAGGAGCACCATCGTCCAC

235,108

CAAGTTGCCGTTTCGAGCC

RD9 CAATGTTTGTTGCGCTG

GCTACCCTCGACCAAGTGTT

369,306

GGGAGCCCAGCATTTACCTC

RD12 GTGTTGCGGGAATTACTCGG

AGCAGGAGCGGTTGGATATTC

548
GGTGATATATCACACCAT

oxyR
CTATGCGATCAGGCGTACTTG
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به همان تعداد پروتئین کد می کند )5(. ناحیه RD شامل ژن هایی است 
 ،)RD11،RD3( که فاکتورهای بالقوه حدت را کد می کنند مانند: پروفاژ
ساکاریدی  پلی  بیوسیستم  یک   ،)RD7( اینوازین   ،)RD5(  c فسفولیپاز 
 BCG تنها ناحیه ای است که در سویه های واکسن RD1 .)RD4( خارجی
وجود ندارد و فقط در سویه های بیماری زای مایکوباکتریوم توبرکولوزیس 
کمپلکس )MTC(  دیده می شود. RDها به ایجاد یک رابطه تکاملی در 
MTC کمک می کنند )11(. مطالعات نشان داده است که ناحیه RD در 
 RD1, RD7, RD10, RD8, RD13, RD12,و بعد RD1 و RD9 درجه اول
جهت  قدرتمند  تشخیصی  ابزار  توسعه  برای  جالبی  ابزار   RD4,  RD2,
تشخیص سریع و بدون ابهام اعضای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس 
جدايه هاي  مولكولي  هويت  تعيين  اهمیت  به  توجه  با   .)12( می  باشند 
و  درمان  تحت  موارد  از  شده  كمپلكس جدا  توبركلوزيس  مايكوباكتريوم 
در  رازي  موسسه  رفرانس سل  آزمايشگاه  به  شده  ارسال  بیماری  کنترل 
شیراز، هدف از انجام این مطالعه تعيين تعداد و درصد گونه هاي مختلف 
مایکوباکتریوم در جدايه ها با استفاده از RD typing و PCR RFLP به 
معمول  روش های  به  نسبت  دقیق  و  حساس  بسیار  روش  یک  عنوان 

بود. بیوشیمیایی 

مواد و روش  ها
تعیین هویت تشخیص جدایه های مایکوباکتریوم به دست آمده از استان 
با  پزشکی  آموزش  و  درمان  بهداشت،  وزرات  کشوری  طرح  در  فارس 
کمپلکس  هویت  تعیین  برای  مولکولی  مختلف  تکنیک های  از  استفاده 
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از اهداف این مطالعه بود. برای تعیین هویت 
 PCR نمونه های رسیده به مؤسسه سرم سازی رازی از تکنیک های مبتنی بر
RD typing و همچنین  تکنیک  و   16S rRNA، IS6110 تکثیر ژن  برای 
 16S تکثیر  شد.  استفاده   oxyR ژن  شبه  روی  بر   PCR-RFLP تکنیک 
rRNA، برای تعیین جنس مایکوباکتریوم و IS6110 برای تشخیص کمپلکس 
در  شده  ارسال  خلط  نمونه های  شد.  انجام  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم 
محیط لونشتاین جانسون )Merck( کشت شدند و کلنی های تکی به تیوب 
میکروتیوب های  باکتری ها،  کشتن  منظور  به  شد.  اضافه   TE بافر  حاوی 
حاوی باکتری و 200 میکرولیتر بافرTE، به مدت 20 دقیقه داخل بن ماری 
85 درجه سانتی گراد قرار داده شده و سپس به مدت 30 دقیقه با محلول 

TB Lysis )شرکت سیناکلون( در 37 درجه سانتی گراد نگهداری شدند..

16S rRNA تکثیر قطعه
از تکثیر 16S rRNA، به منظور تعیین جنس مایکوباکتریوم استفاده شد. 
تکثیر قطعه ژن 16S rRNA با استفاده از جفت پرایمر نشان داده شده 
اجزای  و  میکرولیتر   25 واکنش  نهایی  حجم  گردید.  انجام   1 جدول  در 
واکنش شامل 18 میکرولیتر مستر میکس )شرکت سیناکلون(، 2 میکرولیتر 
از مخلوط زوج پرایمرها و پنج میکرولیتر از DNA الگو بود. بقیه حجم 
واکنش تا یک میکرولیتر آنزیم Taq DNA polymerase )شرکت سیناکلون( 
بود. تکثیر در چرخه دمایی، در دمای 94 درجه سانتی گراد به مدت پنج 
دقیقه برای واسرشت اولیه شروع شد و با دمای واسرشت 94 به مدت 
پرایمر60 درجه سانتی گراد یک دقیقه و دمای  اتصال  یک دقیقه، دمای 
طویل شدن 72 درجه سانتی گراد  یک دقیقه ادامه پیداکرد. این سیکل 35 
بار تکرار شد و با دمای نهایی طویل شدن 72 درجه سانتی گراد به مدت 
پنج دقیقه پایان یافت. محصول نهایی این واکنش قطعه ای به اندازه 543 

جفت باز بود.

IS 6110 PCR
کمپلکس  نشانگر  آمده  دست  به  جدایه  در   IS6110 ژن  حضور 
از  استفاده  با   IS6110 تکثیر قطعه ژن بود.  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم 
جفت پرایمر نشان داده شده در جدول 1 انجام گردید که قطعه حاصل 
از تکثیر آن باندی به اندازه 245 جفت باز بود. حجم نهایی واکنش 25 
میکرولیتر و اجزای واکنش شامل 18 میکرولیتر مخلوط واکنش )شرکت 
از  میکرولیتر  پنج  و  پرایمرها  زوج  مخلوط  از  میکرولیتر  دو  سیناکلون(، 
 Taq DNA آنزیم  میکرولیتر  یک  تا  واکنش  بقیه حجم  بود.  الگو   DNA
polymerase )شرکت سیناکلون( بود. تکثیر در چرخه دمایی با دمای 94 
اولیه شروع شد و  درجه سانتی گراد به مدت سه دقیقه برای واسرشت 
با دمای واسرشت 94 به مدت یک دقیقه، دمای اتصال پرایمر 65 درجه 
سانتی گراد به مدت یک دقیقه و دمای طویل شدن 72 درجه سانتیگراد 
به مدت یک دقیقه ادامه پیدا کرد. این سیکل 35 بار تکرار شد و با دمای 
نهایی طویل شدن 72 درجه سانتی گراد به مدت چهار دقیقه پایان یافت.

RD typing
 RD1برای تعیین هویت مایکوباکتریوم های جداشده، تکثیرقطعه ژن های
،RD9، RD4  و RD12 با استفاده از جفت پرایمرهای نشان داده شده در 

RD typing جدول 2- تعیین گونه مايكوباکتريوم به روش

 RD12 RD9 RD4 RD1

369235bp 172bp 146مايكوباكتريوم توبركلوزيس

306108bp 268bp 146 مايكوباكتريوم بويس
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جدول2 انجام گردید. در این جدول طول قطعه هر ژن به تفکیک مشخص 
شده است. حجم نهایی واکنش 25 میکرولیتر و اجزای واکنش شامل 18 
میکرولیتر مستر میکس )شرکت سیناکلون(، دو میکرولیتر از مخلوط زوج 
تا یک  الگو بود. بقیه حجم واکنش   DNA از  پرایمرها و پنج میکرولیتر 
میکرولیتر آنزیم Taq DNA polymerase )شرکت سیناکلون( بود. تکثیردر 
برای  دقیقه   15 مدت  به  سانتی گراد  درجه   95 دمای  با  دمایی،  چرخه 
با دمای واسرشت 94 به مدت یک دقیقه،  اولیه شروع شد و  واسرشت 
دمای اتصال پرایمر 62 درجه سانتی گراد به مدت یک دقیقه و دمای طویل 
شدن 72 درجه سانتی گراد به مدت یک دقیقه ادامه پیدا کرد. این سیکل 
نهایی طویل شدن 72 درجه سانتی گراد به  با دمای  بار تکرار شد و   45

مدت 10 دقیقه پایان یافت.

oxyRروی شبه ژن PCR-RFLP  
به منظور تایید جدایه های تعیین هویت شده از تکنیک PCR-RFLP بر 
روی شبه ژن oxyR استفاده شد. تکثیرقطعه ژن oxyR با استفاده از جفت 
پرایمرهای نشان داده شده در جدول2 انجام گردید. حجم نهایی واکنش 
25 میکرولیتر و اجزای واکنش شامل 18 میکرولیتر مستر میکس )شرکت 
از  میکرولیتر  پنج  و  پرایمرها  زوج  مخلوط  از  میکرولیتر  دو  سیناکلون(، 
 Taq DNA آنزیم  میکرولیتر  یک  تا  واکنش  بقیه حجم  بود.  الگو   DNA
تکثیر در چرخه دمایی، دمای 94  بود.  polymerase )شرکت سیناکلون( 
شد  شروع  اولیه  واسرشت  برای  دقیقه  یک  مدت  به  سانتی گراد  درجه 
و با دمای واسرشت 94 به مدت 21 ثانیه، دمای اتصال پرایمر60 درجه 

سانتی گراد به مدت 21 ثانیه و دمای طویل شدن 72 درجه سانتی گراد به 
مدت 22 ثانیه ادامه پیدا کرد. این سیکل 30 بار تکرار شد و با دمای نهایی 

طویل شدن 72 درجه سانتی گراد به مدت پنج دقیقه پایان یافت.
ميلي ليتري  يک  استريل  ميکروتيوب  يک  آزمايش  مورد  نمونه  هر  براي 
انتخاب و شماره نمونه مورد نظر بر روي ميکروتيوب درج گرديد براي 
انجام هر واکنش RFLP مواد مورد نياز به شرح زير با يکديگر مخلوط 
كاذب  ژن  تكثير  از  آمده  بدست   PCR محصول  از  ميكروليتر   15 شدند. 
 10( Alu I به ميكروتيوپ منتقل و ميزان  2/5 ميکرو ليتر  آنزيم oxyR
واحد در میلی لیتر( )شرکت Fermentas( DNA اضافه و سپس با آب مقطر 
استريل حجم نهايي به 20 ميکروليتر رسانيده شد و به مدت 24 ساعت در 

37 درجه سانتی گراد انکوبه گردید .

نتایج
16s rRNA تکثیر قطعه ژن

 16s بررسی پلی  مورفیسم اختصاصی نوکلئوتیدی اختصاصی جنس در ژن
لذا  می باشد.  مایکوباکتریوم  جنس  تشخیص  برای  مناسبی  ابزار   ،rRNA
تکثیر  برای   PCR تکنیک  از  مایکوباکتریوم،  تایید جنس جدایه های  برای 
ژن مذکور استفاده شد. در صورت مشاهده باند 543 جفت باز )شکل 1( 
جدایه به دست آمده متعلق به جنس مایکوباکتریوم بود. در این مطالعه، 

حدود 50 نمونه بیمار وجود داشت.

تکثیر قطعه ژن IS6110 در مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس
قطعه ژنی IS6110 باندی به اندازه 245 جفت باز است که برای نمایش 

شكل 1-  ستون SM  سايز مارکر صد جفت بازي، ستون هاي P  مايكوباکتريوم توبرکلوزيس و مايكوباکتريوم بويس، 
بقیه ستون ها از شماره 1 تا 12 باندهای 5۴۳ جفت باز ژن 16s rRNA و ستون NC کنترل منفی

تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس در ...
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کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بود. مشخص  شد که 50 نمونه مورد 
بودند  کمپلکس  توبرکولوزیس  مایکوباکتریوم  گروه  به  متعلق  مطالعه 

)شکل 2(.

RD typing تشخیص مایکوباکتریوم توبرکلوزیس به روش
بررسی جنس و گونه 50 نمونه مورد مطالعه، وجود قطعات ژنی  برای 
RD9 ،RD4 ،RD1 و RD12 مورد بررسی قرار گرفت. در مایکوباکتریوم 
بر  باکتری  جدایه  تشخیص  دارد.  وجود  ژنی  قطعه  چهار  توبرکلوزیس 
اساس حضور یا عدم حضور باندها طبق جدول زیر صورت گردید )جدول 
که تمام نمونه های مورد مطالعه  داده شد  نشان  نیز،  این مرحله  در   .)2
بویس  مایکوباکتریوم  به  الودگی  و  هستند  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم 

وجود نداشت )شکل 3(.

PCR-RFLP
ژن هدف در این قسمت مطالعه ژن oxyR بود. محصولات PCR روی 
باز  جفت   548 باند  نمونه ها،  تمام  در  شدند.  جداسازی  الکتروفورز  ژل 
مشاهده شد. پس از تکثیر قطعه مورد نظر، محصول PCR توسط آنزیم 
 AN5 برش داده شد. در مایکوباکتریوم بویس سویه AluI محدودکننده 
باند در سایزهای 236،  از برش سه  بود، پس  به عنوان شاهد مثبت  که 
148، 74 جفت باز دیده شد. اما در جدایه ها تنها یک باند 230 جفت باز 
مشاهده گردید که نشان دهنده این بود که تمامی جدایه ها مایکوباکتریوم 

بویس نبوده و مایکوباکتریوم توبرکلوزیس می باشند )شکل 4(.

بحث
مطالعه حاضر، با توجه به اهمیت تعیین هویت سویه های مایکوباکتریوم 
در درمان و کنترل بیماری و لزوم سرعت در تشخیص، به عنوان بخشی از 
طرح کشوری وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی بر روی نمونه های 
نتایج به دست آمده در مطالعه  استان فارس صورت گرفت.  از  ارسالی 
حاضر نشان داد تمام جدایه های ارسالی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس هستند 
و مایکوباکتریوم بویس در جدایه های ارسالی استان فارس، وجود ندارد، 
لذا می توان نتیجه گیری کرد که سطح بهداشت در این استان بالا بوده 
و مردم این استان از شیر پاستوریزه بهره می برند. تشخیص بیماری سل 
برای پیشگیری و درمان اهمیت بالایی دارد. در مقابل روش های فنوتیپی 
و بیوشیمیایی تعیین هویت مایکوباکتریوم ها، به عنوان روش های زمان بر 
با  روشی   RD typing آزمایشگاه،  کارکنان  آلودگی  لحاظ  از  و خطرناک 
دقت بالا، سریع و کم خطر می باشد. این روش قادر است در طول یک 
دهد.  تمیز  را  کمپلکس  توبرکولوزیس  مایکوباکتریوم  اعضای  کاری  روز 
افزایش  به  توجه  با   RD typing تکنیک  داده شد  نشان  مطالعه  این  در 
سرعت جداسازی میکروارگانیسم و تعیین هویت مایکوباکتریوم، می تواند 

نجات بخش بیماران با ضریب خطر بالا باشد.
در برنامه ريشه کني سل شناسايي منابع عفونت، مسيرهاي انتقال و پيدا 
مايکوباکتريوم  بين  تمايز  از  و  اهميت مي باشد  بسيار حائز  نمودن مخازن 
بويس از ساير مايکوباکتريوم هاي توبرکلوزيس کمپلکس و همچنين تمايز 
برخوردار  ويژه اي  اهميت  از  بويس  مايکوباکتريوم  مختلف  سويه هاي 
هر  انسانی  جامعه  در  بويس  مايکوباکتريوم  وجود  عدم  یا  جود  است. 

شكل 2- ستون SM  سايز مارکر صد جفت بازي، ستون 1 مايكوباکتريوم توبرکلوزيس، ستون 2 مايكوباکتريوم بويس، 
 IS6110 ستون ۳ کنترل منفی و ستون هاي ۴ تا 8 باند 2۴5 جفت باز قطعه ژن
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شكل ۳- باندهای RD9 ،RD4 ،RD1 و RD12 در تكنیک RD typing. 1( مايكوباکتريوم توبرکلوزيس به عنوان 
شاهد 2( مايكوباکتريوم بويس به عنوان شاهد

منطقه می تواند نشانگر بهداشت و سلامت دام آن منطقه باشد، بنابراین 
وجود یک روش تعیین هویت سریع، از جدایه های مسلولین امری ضروری 

می باشد.
PCR-در مطالعه مصوری و همکاران در سال 2008 نشان داده شد که روش

RFLP روی ژن oxyR، افتراق سریع و دقیق میان اعضای مایکوباکتریوم 
توبرکلوزیس کمپلکس را ممکن می سازد. در این روش بعد از تکثیر ژن 
هدف، آنزيم برش دهنده AluI ناحيه مربوط به توالي AGCT را شناسايي 
نمونه  و  گاوي  جدايه هاي  مورد  در  که  مي دهد  برش  سکانس هاي  در  و 
استاندارد مايکوباکتريوم بويس با توجه بر وجود چهار ناحيه AGCT در 
نهايت پنج قطعه به طول هاي 236، 148، 79، 55 و 30 جفت باز به دست 
اين  در  برده شده  کار  به  الکتروفورزی  به شرايط  توجه  با  البته  مي آيد. 

باند 236، 148 و 79 جفت باز در مورد مایکوباکتریوم  تحقيق، تنها سه 
بويس دیده شد. در مورد سویه های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس جدا شده 
OxyR و  نوکلئوتيد 285 ژن  ناحيه  به دليل وجود گوانين در  بیماران  از 
به   DNAِ قطعه  چهار   ،AGCT آنزيم  توسط  آن  برش  و  شناسايي  عدم 
به  توجه  با  که  مي شود  ايجاد  باز  30 جفت  و   55  ،227  ،236 طول هاي 
شرايط الکتروفورز به کار رفته در بررسي، تنها يک باند حدود 230 جفت 
 DNA باز مشاهده شد که مربوط به هر دو قطعه 236 و 227 جفت باز
از این مطالعات،  بنابراین، براساس مطالعات فوق و نتایج حاصل  است. 
تکنیک PCR-RFLP بر روی ژن oxyR به عنوان روش مقایسه ای جهت  
به  توجه  با  شد.  انتخاب  حاضر  مطالعه  در   RD typing روش  ارزیابی 
مطالب عنوان شده، جدایه های مورد بررسی در مطالعه حاضر به وسیله 

تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس در ...
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شكل A-۴( باند محصول PCR شبه ژن oxyR در مايكوباکتريوم توبرکلوزيس، B( باند حاصل از محصول برش آنزيمی 
محصول PCR شبه ژن oxyR در1( مايكوباکتريوم توبرکلوزيس و  2( مايكوباکتريوم بويس

دو روش مذکور مایکوباکتریوم توبرکلوزیس تشخیص داده شدند )10(.
عدم  یا  وجود  روی  بر   ،2014 سال  در  همکارانش  و  چوانگ  چات 
rpoB در جدایه های  و   oxyR  ,IS1081 ,hub B, IS6110 وجود ژن های
مایکویاکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس که با روش کشت تائید شده بودند، 
مطالعه کردند. این مطالعه در مجموع بر روی ژنوم 79 جدایه به دست 
آمده از دو بیمارستان انجام شد. تعیین هویت جدایه های مایکوباکتریوم 
 PCR توبرکلوزیس کمپلکس، با استفاده از تکثیر ژن های نامبرده به روش
در تشخیص سریع جدایه های مایکوباکتریومی به دست آمده از بیماران 
در  و  بوده  کارآمد  کمپلکس  توبرکلوزیس  مایکویاکتریوم  حد  در  ریوی، 

مقایسه با تکنیک های میکروب شناسی سریع تر می باشد )15(.
از   16s rRNA تکثیر  روش  از  استفاده  با  ابتدا  در  حاضر،  مطالعه  در 
مایکوباکتریوم بودن جنس جدایه ها اطمینان حاصل گردید. با استفاده از 
نتایج تکثیرIS6110 نشان داده شد که جدایه های مورد مطالعه به گروه 
مایکوباکتریوم توبرکولوزیس کمپلکس تعلق دارند. بنابراین، نتایج حاصل 
از این مطالعه و نتایج مطالعه چات چوانگ در سال 2014، نشان دهنده 

این موضوع است که تکثیر قطعه ژنی IS6110 می تواند در مطالعاتی که 
فقط نیاز به تشخیص در حد مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس دارد، 

به عنوان نشانگر تشخیصی مورد استفاده قرار گیرد )15(.
یک  توبرکلوزیس  مایکویاکتریوم  در  جدایه ها  اختصاصی  ژنتیکی  تنوع 
عامل مهم و تاثیرگذار روی شدت بیماری، انتقال پذیری، پاسخ میزبان و 
ظهور مقاومت دارویی می باشد. چندین روش برای طبقه بندی جدایه های 
MTBC به خانواده ها و دودمان های متفاوت پیشنهاد شده است. در سال 
 SNP 2014 فرانسسک کول و همکارانش پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی
فیلوژنی  بررسی  برای  ژنتیکی  تنوع  پایدار  و  قوی  شاخص  عنوان  به  را 
با   SNP تکنیک  بر  مبتنی  فیلوژنی  دادند  نشان  آن ها  کردند.  مطالعه 

سیستم طبقه بندی بر پایه نواحی متفاوت RD سازگار می باشد.
از  باز  وارن دریافت ژنوم مایکوباکتریوم بویس در حدود 66 کیلوجفت 
ژنی  ناحیه  کوتاه تراست.   H37Rv توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  ژنوم 
تمایز  در  شاخصی  عنوان  به  که  است  شده  حذف  باکتری  این  در   RD4
این باکتری از دیگر اعضای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس استفاده 
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می شود )17(.
وارن و همکاران نیز، در سال 2006 تکنیک Multiplex PCR را طراحی 
کردند که با استفاده از چهار دسته پرایمر سه تایی حضور یا عدم حضور 
نشان  و  می کند  مشخص  را   RD12و   RD9،RD4  ،RD1 لوکوس های 
دادند که به راحتی اعضای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس را می توان تعیین 
استفاده  وارن  مطالعه  پرایمرهای  از  نیز  مطالعه حاضر  در  کرد.  هویت 
و  کردند  کار   Multiplex PCR صورت  به  ایشان  که  تفاوت  این  با  شد 
انجام  یکدیگر  از  مجزا  صورت  به  تکثیر  واکنش های  مطالعه  این  در 
طراحی  پرایمرهای  اختصاصیت  کننده  تایید  حاضر،  مطالعه  نتایج  شد. 
تعیین هویت  در  تکنیک  این  توانایی  و  وارن و همکارانش  توسط  شده 
جدایه های مایکوباکتریوم می باشد. همچنین اختصاصیت ناحیه RD1 برای 

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس نشان داده شد )17(.
RD typing، نشان داده شد که  در مطالعه حاضر، با استفاده از تکنیک 
نتیجه  با  که  توبرکلوزیس هستند  مایکوباکتریوم  مطالعه  مورد  50 نمونه 
تشخیص حاصل از روش های مولکولی به طور کامل همخوانی داشت. در 
کنار آنها از کنترل منفی، کنترل مایکوباکتریوم بویس استفاده شد. با توجه 
به عدم وجود باند در کنترل منفی، می توان نتیجه گیری کرد که نمونه های 
بوده  واقعی  شده،  داده  تشخیص  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  که  مثبتی 
و مثبت کاذب یا آلودگی در محیط وجود نداشته است. در عین این که 
استفاده از مایکوباکتریوم بویس در کنار نمونه ها قابلیت تمایز این جدایه از 

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس را نشان داد.
یافتند که   )16-RD1( موستوي و همکاران در سال 2002 چندین ناحیه
مایکوباکتریوم  با  مقایسه  در  ژ(  ث  )ب  بویس  مایکوباکتریوم  ژنوم  در 
حذف  نواحی  این  از  یکی  که  بود،  شده  حذف   H37Rv توبرکلوزیس 
شده )RD1( است. تخفیف حدت اولیه مایکوباکتریوم بویس و در نتیجه 
اشتقاق مایکوباکتریوم بویس )ب ث ژ( را به این ناحیه حذف شده در بین 
تمامی سوش های مایکوباکتریوم بویس )ب ث ژ ( نسبت دادند. با توجه 
به حذفی که در ژنوم مایکوباکتریوم توبرکلوزیس، صورت گرفته، تفاوت 
توالی ایجاد کرده که وجود یا عدم وجود آن، تمایز دو گونه مایکوباکتریوم 
به دست  نتایج  ممکن می سازد.  را  بویس  مایکوباکتریوم  و  توبرکلوزیس 
که  داد  نشان  نیز  فوق  شده  مطرح  مطالعات  و  حاضر  مطالعه  از  آمده 
تفاوت توالی حاصل از حذف بعضی از نواحی RD، قطعات ژنی مناسبی 
جهت تعیین هویت اعضای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس می باشد 
)9(. در مطالعه ارم آبادی و همکاران در سال 2013 نشان داده شد به کار 
RD typing که انجام  RV typing و  گیری سیستم احراز هویت تلفیقی 
ترموسایکلر  دستگاه  به  مجهز  مایکوباکتریولوژی  آزمایشگاه های  در  آن 
و  دقیق  تشخیص  در  کم  نسبتا  هزینه  با  می تواند  می باشد،  امکان پذیر 
سریع عامل مایکوباکتریایی و به دنبال آن در انتخاب داروی مناسب کمک 
کند. مزیت تکنیک به کار رفته در مطالعه حاضر، ساده بودن آن است 
و نیازی به تلفیق با تکنیک دیگر ندارد )4(. در سال 2014 واسکونلوس 
و همکاران جمعیت مایکوباکتریایی جدایه های به دست آمده از بیماران 
MIRU- و  اسپولیگوتایپینگ  روش های  وسیله  به  ریودوژانیرو  در  را 

VNTR typing بررسی کردند. آن ها متوجه تفاوت هایی در تعیین هویت 
شدند.   MIRU-VNTR typingو اسپولیگوتایپینگ  وسیله  به  جدایه ها 
همچنین نشان دادند استفاده از دو تکنیک فوق به صورت ترکیبی روش 

مناسبی در تعیین وضعیت جمعیت مایکوباکتریایی جدایه های به دست 
آمده می باشد )4(. بر اساس مطالعات انجام شده قبلی و مقایسه نتایج 
 RD و   PCR-RFLP روش  دو  مایکوباکتریوم ها،  هویت  تعیین  از  حاصل 
انجام  بررسي  اولين  تحقيق  اين  بودند.  یکدیگر  نتایج  تایید کننده   typing
بويس  مايکوباکتريوم  هزينه  کم  و  سريع  تشخيص  جهت  ايران  در  شده 
روش  توسط  که  بود  کمپلکس  توبرکلوزيس  مايکوباکتريوم هاي  ساير  از 
مولکولي RD typing انجام گرفت. استفاده وسيع از اين تکنيک  مي تواند 
در تشخيص به موقع بيماري به خصوص در بيماران داراي نقص سيستم 
ايمني به اجرا در بيايد. همچنين می تواند با شناسايي سريع منابع عفونت، 
سل  بيماري  ريشه کني  امر  در  مخازن  نمودن  پيدا  و  انتقال  مسيرهاي 
مشاهده  که  طور  همان  نمايد.  آن  كنترل  برنامه  در  توجهي  قابل  کمک 
قدرت  ارتقاء  جهت  در  محققین  توسط  مختلفی  مطالعات  می شود، 
اکثر  که  این  لحاظ  به  گرفته است،  مولکولی صورت  تکنیک های  تفکیک 
این مطالعات محدود به تعداد خاصی نمونه از منطقه مشخصی و شامل 
جدایه های معدودی از کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بوده است و 
با توجه به این که هیچ کدام از این مطالعات بر اساس نمونه گیری تصادفی 
بر اساس جمعیت و اطلاعات کلی بیماری در جامعه نبوده، لذا توانایی 
کلی این تکنیک ها به خصوص تکنیک مطالعه حاضر در سری های مختلف، 
هنوز به طور کامل مشخص نشده است و بایستی بر روی  نمونه هایی که 
به طور تصادفی در سطح هر منطقه مورد مطالعه قرار گیرد. علت این 
امر، وجود تفاوت ژنتیکی احتمالی در جدایه های مایکوباکتریایی پراکنده 
را  متفاوتی  ژن های  محققان  می باشد.  متفاوت  جغرافیایی  مناطق  در 
جهت طبقه بندی و تعیین هویت اعضای کمپلکس توبرکلوزیس استفاده 
ژنتیکی  تنوع  که  داده اند  نشان  ژن های  توام  مطالعه  با  آن ها  کرده اند. 
حالی  در  می باشد،  کم  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  جدایه های  بین  در 
بین  در  فنوتیپی  تشابه  علیرغم  ژنوتیپی  از مشخصات  که طیف وسیعی 

جدایه های مایکوباکتریوم بویس دیده می شود. 

 نتیجه گیری
 RD typing تکنیک  کرد  گیری  نتیجه  می توان  مطالعه  این  کمک  به 
عفونت های  بروز  و  شیوع  میزان  تعیین  بیماری،  سریع  کنترل  برای 
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس و غیر توبرکلوزیس بسیار ارزشمند است. با 
توجه به مطالعاتی که بر روی تکنیک های مولکولی، جهت تعیین هویت 
مایکوباکتریوم انجام گرفته مشخص شده که هر تکنیک توانایی تشخیص تا 
سطح خاصی را ممکن می سازد، لذا استفاده از این نوع تکنیک ها تحت 
تاثیر هدف مطالعه و اهمیت سطح تشخیص می باشد، به طوری که حتی 
در صورت نیاز می توان از تلفیقی از تکنیک های مولکولی استفاده کرد.

تشکر و قدردانی
از همکاری مرکز توبرکولین موسسه واکسن و سرم سازی  بدین وسیله 
رازی کرج جهت فراهم آوری امکانات منابع مالی این تحقیق و همچنین 
از پرسنل محترم که در راستای تحقق اهداف این پروژه از هیچ کوششی 
مرجع  آزمایشگاه  و  ناصحی  مهشید  خانم  سرکار  از  و  نکردند  دریغ 
کردند کمال  فراهم  را  نمونه ها  دریافت  امکان  که  تهران  منطقه ایی سل 

تشکر وقدردانی را داریم.

تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس در ...
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