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  ۲۲/۲/۸۷ :       تاريخ پذيرش مقاله۱۹/۹/۸۶ :تاريخ دريافت مقاله

    :دهيکچ

 مختلـف بـه     ƽها ƽ باکتر ƽ بر رو  يک و تاکسونوم  يولوژيدميپ ا  آن در مطالعات   يي که کارا  MEEبا استفاده از روش      :اهداف نه و يزم

قـات  ي تحق  بخـش  ه در ک ـ مايكوباكتريوم كانزاسي  متعلق به گونه     ƽه ها ي سو ƽشاونديخوروابط    و يکيت ژنت يوه ،ه است دـيات رس ـاثب

   .گرفت  قراريبررسمورد ماران جدا شده بود ي از بƽوي رƽها ƽماريسل و ب

 مايكوبـاكتريوم كانزاسـي   از گونـه  يران ـير ايه غي سو۱۲ ويرانيه ايسو MEE، ۹ن پژوهش با استفاده از روش  ي در ا  :يروش بررس 

 بـا  BACTEC 13A وLJط ي مح ـƽبعد از کشت برروه ها ين سويا از. سه قرار گرفتندي ومقاي مورد بررسيمي لوکوس آنزƽ ۱۲برا

 يروفـورز افق ـ  الکت هژل نـشاست  با استفاده    يميعصاره آنز  .ديگرداستخراج   مورد مطالعه    ƽم ها يآنزخ  ي ƽون بر رو  يکاسيروش سون 

رات ي ـي که منجر به تغAgar overlayا يلول و حصورت مه  مربوطه بƽافزودن سوبسترا  مربوطه با استفاده ازƽم هاينزآده و يگرد

   . قرار گرفتنديبررسرد ومد  ي گردي در سطح ژل ميکروموژن

 آن متفـاوت در  ƽاـر گونـه ه ـ  يور ز ـ گونه و حض   ني ا ƽاـه ه ين سو ياد ب ـي نسبتا ز  يکيدهنده تفرق ژنت   انـج حاصله نش  ياـنت :افته ها ي

  . از موارد بودƽ در پاره اƽت باکترين هويي در تعييايميوشي بƽها دهنده عدم دقت تست ج نشانين نتايهمچن . باشديم

كـي در   زياد بـودن فواصـل ژنتي     .  باشند يم  برخوردار ƽادي ز يکي از تنوع ژنت   مايكوباكتريوم كانزاسي  يراني ا ƽه ها يسو:يريجه گ ينت

 ƽحدواسط مي باشدمايكوباكتريوم كانزاسي بين سويه ها ƽسويه ها ƽاحتمالا به دليل عدم جداساز.  

  مايكوباكتريوم هاƽ غير سلي، MEE ، مايكوباكتريوم كانزاسي : هاد واژهيلک

  



٢  ...جدا شده از نمونه هاي باليني  مايكوباكتريوم كانزاسيبررسي هتروژنيستي سويه هاي/     

  :مقدمه

 NTMار ـصـ اختهـا بـي يـر سلـي غƽاـوم هـياکترـوبـکيما

(Non tuberculous mycobacteria)است که براي نام ƽ 

 که ييها وميکوباکتري از مايطي محƽها وميکوباکتريا ساختن مازمج

 NTM .)۳،۲،۱( رود يل هستند بکار مـس ذام وـل جـعام

، يعيآب طب - توانند در انواع منابع آبي هستند که مييسم هايارگان

 .)۴، ۵( افت شوندي -ريا آب شي اياک، رسوبات درـخ

ا ي مانند کلر يباتي قادرند در حضور ترکيطي محƽها وميکوباکتريما

 ييها ƽحا باعث مرگ باکتريبات ترجين ترکـي کنند ايـازن زندگ

 ييبا آنها بر سر مواد غذا  وبودهع ي رشد سرƽ شود که دارايم

 .Mو  M. tuberculosisر خلاف آنها ب.)۶(  کننديرقابت م

leprea باعث يعيبصورت طه ستند و بي مطلق نييپاتوژن ها 

 ƽها  پاتوژن، هاƽاکترـن بـيا .شوند يـان نمـ در انسƽارـميب

زبان قادر ي ميستم دفاعي س در صورت ضعف کهبوده يفرصت طلب

  گروه گونهني مهم اƽاز گونه ها .)۷ ،۸( هستند ƽماريجاد بيبه ا

ا ـياطق دنـر منـشتيه در بـن گوني ا.باشد يم مايكوباكتريوم كانزاسي

 ƽوـي رƽاـه ƽارـميده بـاد کننـجيل اـامـعن ـيسوما ـين ـيدوم

ک از ـيوژـولـيات رادـا مشخصـي يکينير کلـه از نظـباشد ک يـم

باشد  يک مير قابل تفکي غM. tuberculosis از يـاشـل نـس

 ƽانواع ابزارها ،يائيميوشي بƽها شيکمک آزماه  ب.)۱۰،۹ ،۱۱(

کال يز نومريل آناƽها  روشƽريبا بکارگ  ويشرفته مولکوليپ

 ي و تاکسونوميي شناسانهاآ ƽشاوندي خوƽ، کلاسترهايتاکسونوم

استفاده از  از جمله با ).۱۲، ۱۳(  گرددي مها مشخص وميکوباکتريما

 لايکوباکتري ماƽ در تفرق گونه هاي اطلاعات جالبMEE1روش 

 ƽن گروه بندي بيوستگيانگر وجود پيبدست آمده است که ب

)clustering (ه ها با گروه بندـن گونياƽ )grouping( ون يران

در  ƽ MAC2ه هاين سوي در بيکي مثال تفرق ژنتƽبرا . باشديم

استفاده از  با Feizabadi  و Yarkus ، Wasemگزارشات 

 که ي هنگام.)۱۳-۱۵( ده استـيات رسـثبه اـ بMEEروش 

د رشد  کني که فتو کروموژنمايكوباكتريوم كانزاسي ƽها يگژيو

 قرار ييورد شناساـدارد مـانـ استƽاـه اده از روشـستفا اـباست 

 ƽسم هايک گروه ارگانين گونه شامل يرسد ا يرد، بنظر ميگ يم

 ƽه هاـيسو ،يومـونـاکسـکال تيدر مطالعات نومر. باشدهموژن 

سازند که هر چند  ي را مƽکلاستر فشرده ا مايكوباكتريوم كانزاسي

ه ـرابط) ر کروموژن يک گونه غي( ƽ M. gastriه هايبا سو

                                                 
1 Multi locus enzyme electerophoresis  
 ٢Mycobacterium avium complex  

ن دو يا .باشد يز مـيمتمااز آن  يـ دارد وليکي نزدƽدـشاونيوخ

 کاتالاز ƽ سرولوژƽها واکنش  ƽ16SrRNAها گونه از لحاظ ژن

 ƽان نمونه هاي در ميتيسيهتروژن .)۱۶-۱۸(  باشنديمشابه م

ده يبه اثبات رس وگزارش  در چند بررسي مايكوباكتريوم كانزاسي

 ي متفاوتيني بالƽز نشانه هايپ نيهر ژنوت و .) ۷ ,۱۶, ۱۹-۲۴( است

تفحص قرار ن تنوع هنوز مورد ي ايکي اساس ژنتي ول،داشته است

ت ي هوين پژوهش بررسـي ا هدف از.)۲۵-۲۸( نگرفته است

استفاده از  ران باي در امايكوباكتريوم كانزاسي ƽاـه هـي سويکيژنت

 ينوع احتمالت  وƽدـاونـشيط خوـن روابـييتع  و MEEروش

  .باشد يران مي در امايكوباكتريوم كانزاسي ƽه هايسو

  :ها مواد و روش

 جـدا شـده از      مايكوبـاكتريوم كانزاسـي     گونه ۹تعداد  ق  ين تحق يدر ا 

 ƽن باکتر ي گونه از هم   ۱۲ران و   يتو پاستور ا  ي از انست  يني بال ƽنمونه ها 

نه ها از    نمو . مورد استفاده قرار گرفت    کيا و بلژ  ياسترال ƽاز کشورها 

ــاـآزم ــاکترـوبـکياـشگاه مي ــز تحقي کواƽولوژـي ــد و مرک ــات ينزلن ق

ــاريب ــاƽم ــونƽ ه ــسي عف ــ بلژƽري و گرم ــهر  ي ــستقر در ش ک م

Antwerpenافت شده بودي در.  

 ـ     ـي ـته) ۱: دـي گرد امـ انج هـه مرحل ـ س در -کشت  رـه کـشت تـازه ب

 ي درجـه سـانت  ۳۷ طيبا شـرا   Lowenstein Jensen طي محƽرو

ــراد  ــدتگ ــه م ــه۳-۴ ب ــا  )۲  هفت ــه ه ــال نمون ــه ƽانتق ــازه ب  ت

 ـيط اسـتر ي همراه با مکمـل در شـرا   BACTEC 13Aطيمح ه ل ب

 در صورت مثبت بودن     )۳  سانتي گراد   درجه ۳۷  روز در    ۵-۷مدت  

 ƽ حـاو  ƽشه ا ي ـ بزرگتـر ش   ƽهـا  ƽ، نمونه هـا بـه بطـر       ƽرشد باکتر 

cc۱۵۰  به مـدت    ل منتقل و  يط استر يع تحت شرا  يط ما ين مح ي از هم

 درجه سانتي گراد نگهدارƽ     ۳۷ کر دار در  يروز در انکوباتور ش    ۷-۳

 مـورد   يمي استخراج عصاره آنز   هاƽ داراƽ رشد جهت    بطرƽ. شدند

  .استفاده قرار گرفتند

در   وrpm۳۰۰۰   کـشت داده شـده در  ƽه هايسو -برداشت سلول

فوژ شده سپس رسـوب حاصـل       يقه سانتر ي دق ۲۰ به مدت    C۴°طيشرا

فوژ يط ســانتريدداٌ در تحــت همـان شـرا   حـل و مج ـ PBSدر بـافر  

 تـا مرحلـه اسـتخراج       ييرسوب نها  ن عمل دو بار تکرار و     ي ا .ديگرد

  .  شدƽ نگهدار-C۲۰°زر ي در فريميآنز

ون يکاس ـي بـا روش سون يم ـيعـصاره آنز  -يمياستخراج عصاره آنز 

ن روش بـه هــر لولــه  يــدر ا .خ انجـام گرفــت يــمتنـاوب در ظــرف  

محلـول بـافر     cc۱داشـته شـده ،       بر ƽهـا   سـلول  ƽفوژ حـاو  يسانتر

 ,Tris10mM, EDTA1mM NADP0.5mM( ونيکاس ـيسون

 ـه بـه    يون حاصـل از هـر سـو       ياضافه و سوسپانـس    )PH=۸/۶ و ک ي



٣ /محمدمهدي فيض آبادي و همكاران                             )                      ۱۳۸۶ زمستان ۴ شماره ۱سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

 ـ ظـرف  ƽدر رو  ƽ500mg glass bead حـاو  ƽ bijouبطر خ ي

ک يمدت  ه  هر بار ب    جداگانه شش بار،   ƽسپس هر بطر  . منتقل شدند 

کاتور يخ به کمک دستگاه سون  يم  قه در حما  يک دق يبا تناوب    قه و يدق

که شـده تـا   ي سـون 50w (Lab Sonic 1510)ک يبا پروب سـون 

 ـآه بدست   ي از هر سو   مي آنز ƽعصاره حاو   ـ آنگـاه محتو   .دي ات هـر   ي

در  وژ منتقــل ويــکروفيل مي اســتريکي پلاســتƽ بــه لولــه هــاƽبطــر

11000 rpm  وژ قرار گرفتنديکروفيقه در دستگاه ميدق۲۰به مدت .

 ـوژ جد ي ـکروفي م ƽ به لوله ها   يمي عصاره آنز  ƽحاو ييمحلول رو  د ي

  .)۱۳ ( شدندƽ تا زمان الکتروفورز نگهدار-C۲۰°منتقل و در 

 هي ـدر ته  )۱۹(  وهمکـاران  Selanderطبق دستور العمل     -ه ژل يته

پودر نـشاسته    ،مي بسته به نوع آنز    يژل نشاسته جهت الکتروفورز افق    

 ƽهـا  ول بـه نـسبت    زات و محل ـ  يدرولي از هر دو نوع ه     ينيب زم يس

ر بـه   ي ـگر مخلوط سپس بافر ژل و آب مقطر دو بار تقي          يکدين با   يمع

 ƽه شـده مرتبـاٌ بـر رو       يون ته ي سوسپانس .)۱جدول( ديآن اضافه گرد  

 نقطه جوش برسد، سپس    ƽده تا حرارت آن به بالا     يشعله گاز چرخان  

ه ي ـادامه داشت به لولـه تخل  ارلن يکه حرکات چرخش يعاٌ در حال  يسر

ون ي بـزرگ در سـطح سوسپانـس       ƽهـا  ل تا از ظهور حبـاب     هوا متص 

ه هـوا جـدا و      ي شود آنگاه ارلن از لوله تخل      ƽريجلوگ) هي ثان ۶۰-۳۰(

بعـد  . خته شد يتا لبه قالب ژل ر     کنواخت و يون داغ بطور    يسوسپانس

 ـ متـصاعد نگرد   ƽگر از سطح ژل بخـار     يدنکه  ياز ا  د، سـطح ژل بـا      ي

 بـر سـطح آن      يد حبـاب  جـا ياط و بـدون ا    ي ـ با احت  يکيدرپوش پلاست 

 اتـاق قـرار     ƽک ساعت در دمـا    يدر همان حال به مدت       ده و يپوشان

 يلونيسه نـا  ي ـقالب ژل بـه همـراه درپـوش در ک         . داده تا خنک شود   

 ـبه مدت    ده و يچيپ گذاشـته تـا بـدون       C۴°خچـال   يک سـاعت در     ي

  .ابديژل خنک شدن آن ادامه خشک شدن 

 از cc  ۲۰۰نـوع ژل، بـا توجـه بـه بـه      -قرار دادن نمونه ها در ژل

خته سپس ژل خنـک شـده       يفر مناسب را در محفظه بافر ر      الکترود با 

عـرض آن بـرش    در درپوش مخصوص جدا و  و يلونيسه نا يرا از ک  

 ـار دادن نمونـه هـا در ا      ر ق ـ ƽبـرا  .ميکن ـ يجاد م ي ا ƽمتريسه سانت  ن ي

 اسـتفاده   cm ۱× ۵/۰ به ابعـاد     ۳لتر واتمن شماره    ياز کاغذ ف  شکاف  

 يم ـيعـصاره آنز   ƽلترها در اپنـدورف حـاو     ين ف يعه از ا  ک قط ي .شد

)µl ۳۰ ( نگ بافر   يبعلاوه لود)µl ۱۰ (   ع يوبعد از گرفتن ما   قرار داده

 ژل بـا    ي در سطح کاغذ خشک کن در محـل شـکاف عرض ـ           ياضاف

ست نمونـه بطـور     ي ـب تـا ب   ين ترت يبه ا .  قرار داده شد   mm ۲ فاصله

  .)۲۹ (دي گرديهمزمان الکتروفورز م

کـه قـسمت    ينمونه ها در ژل طور     بعد از قرار دادن در     -ورزالکتروف

ل ي ـ تکم يک ـيچرخـه الکتر   ،ردي ـک کاتـد قـرار گ     ي شکاف نزد  ƽدارا

 فون و يکاغذ سـل  با  سطح ژل   دن  ي الکتروفورز با پوشان   سپس   .ديگرد

و  C۴°ط ين شکل در شـرا ي بافر به همƽمحفظه ها  قالب وقرار دادن

 ƽو زمـان لازم بـرا     ) ۲جـدول   (ب بـر حـسب نـوع ژل         س ـولتاژ منا 

بـه  Tracking dyeدن يبعد از رس .انجام گرفتالکتروفورز هر ژل 

وش وژل از تماس بـا بـافر جـدا          ـامـ خ يـکيع الکتر ـ ژل، منب  ƽانتها

  .شد يم

سـطح   فون آن جـدا و    يپوشش سل  خچال خارج، يژل از     -برش ژل 

ده ي ـگر برگردان يفون د ي سطح سل  ƽسپس بررو  .ديگرد يآن خشک م  

ش بـه   ي مورد آزمـا   ƽ ها مي نازک بسته به تعداد آنز     يمي س به کمک  و

  .شد يده مي متر بريلي م۱-۲ يبي با قطر تقريش افقر ب۴-۳

 ƽستم بافريم که بر حسب سي آنز۱۲ - ييايميستوشي هƽزيرنگ آم

  .گردند يم مي گروه تقس۴مورد استفاده به 

 catalase (CAT),adenylate kinase (ADK),esterase 
(EST1, EST2)  
superoxid dismutase (SOD),maltase dehydrogenase 
(MDH),  phosphogluco isomerase(PGI) 
isocitrate dehydrogenase(IDH), glucose-6-
phosphate dehydrogenase (PGD) 
proxidase(PER),leucyl-glycine peptidase 
(LGG)  

د از بع.  آمده است۳ در جدول ƽزيط و دستور العمل رنگ آميشرا

 ۳ ي ال۲قه تا يدق ۱۰ به مدت C۳۷° و يکيها در تار ، ژلƽزيرنگ آم

موده يج بر حسب مسافت پي باندها ظاهر و نتا قرار داده شدتاساعت

  .ديشده از نقطه شروع ثبت گرد

  هاƽ استفاده شده در اين پژوهش ژل: ۱جدول 

  زان آنهايمواد مورد استفاده وم  نوع ژل

Potato 
Starch 

  D.D 
Water 
(ml) 

Gel 
buffer 
(ml) soluble 

(gr) 
Hydrolysed 

(gr) 
TC8  
TC6  

LiOH  
SP7 

٣٠٠  
۶/٣١۵   

٢٩٠ 
٣١٠  

۶/٩   
۴/۴ 

٣٠ 
٧  

۵/۵   
٧/۵   
٧/۵   
٧/۵   

  

٣/٣١   
٣٢  
٣٢  
٣٢  
  

    

  ن پژوهشيط آن در ايو شرا ƽ بافرƽستم هايانواع ژل وس: ۲جدول

  ژل
ستم يس

  ƽبافر

انيجر

(mA) 

  ولتاز

(V) 

  زمان

  )ساعت(

TC8 TC8 ۴۵ ۵٢٠ ٠ 
TC6 TC6 ٣٠ ۵١ ٠۶ 

LiOH  LiOH ١ ٣٠۵ ١۶ 
SP7 SP7 ۴٠  ۵١ ٠۶ 

  



٤  ...جدا شده از نمونه هاي باليني  مايكوباكتريوم كانزاسيبررسي هتروژنيستي سويه هاي/     

  دروژنازي دهƽم هاي آنز-الف: ش ي مورد آزماƽم هاي آنزƽ براييايميستوشيدستورالعمل ه: ۳جدول

coenzyme buffer and salt type(amt) substrate,copling enzyme 
compound or solution 

Anzyme 
Dehydrogenase 

NAD ۳ mg  MTT ۴ mg, PMS ۲/۰  mg,  

Tris HCl (pH8) ۲۰ ml 

substrate solution ۱۰ ml 
(L malic acid ۴/۱۳  gr, ۲ M Na2Co3 ۴۹ml, 

H2O to ۱۰۰ ml)  

MDH 

NADP ۵/۲  mg MTT ۴ mg, PMS ۲/۰  mg, 

Tris HCl (pH8) ۲۰ ml 

۱%  MgCl2  ۵۰ µl 

  

Isocitric acid  ۲۰ mg IDH 

NADP ۵/۲  mg MTT ۴ mg, PMS ۲/۰  mg, 

Tris HCl (pH8) ۲۰ ml 

۱%  MgCl2  ۵۰ µl 

6-Phosphogluconicacid 
(barium salt) ۴۰ mg 

6 GP (PGD) 

NADP ۵/۲  mg MTT ۴ mg, PMS ۲/۰  mg, 

Tris HCl (pH8) ۲۰ ml 

۱%  MgCl2  ۵۰ µl 
 

Glucose 6- phosphate 
(disodium salt hydrate) ۱۰۰ mg 

6 GP (PGD)  

  ها مير آنزيسا) ش  بي مورد آزماƽها مي آنزƽ براييايميستوشي هƽزيدستورالعمل رنگ آم: ۳ادامه جدول 

Dye and Catalyst 
type(amt) 

Buffer and salt type 
(amt) 

Substrate,coupling enzyme 
Coenzyme/Compound(amt) 

Enzyme 

MTT ۴ mg 

PGM ۲۰ unit 

MTT ۴ mg, PMS ۲/۰  mg, 

Tris HCl (pH8) ۲۰ ml 

۱%  MgCl2  ۵۰ µl 

Glucose ۲۰ mg, ADP ۱۰ mg, NAD ۳ mg 

G-6-PD ۲۵u , Hexokinase ۱۰ mg 

ADK 

Fast Blue RR salt 
۲۵ mg in ۲۰ ml 

Double distilled 
water 

Sodium phosphate(pH8) 
۴۰ ml 

α-1β- Naphtyl acetate or 
α-1β- Naphtyl propionate 

( ۱%  solution in acetone) ۵/۱  ml 

EST 

MTT ۴ mg 

PMS ۲/۰  mg 

MTT ۴ mg, PMS ۲/۰  mg, 

Tris HCl (pH8)۲۰ ml 

۱%  MgCl2  ۵۰ µl 

Fructose 6-phosphate ۴۰mg , NAD ۳ mg 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase ۱۰u 

PGI 

 Sodium phosphate buffer 
(pH7) 
۲۰ ml 

Lysyl-Glycyl Glycin ۲۰ mg , Horseradish 

Peroxidase ۵ mg 

Amino acid oxidase ۵ mg, O.Dinasidine phopho  

۵ mg 

LGG 

MTT ۴ mg 

PMS ۲/۰  mg 

Tris HCl (pH8) ۲۰ ml 

۱%  MgCl2  ۵۰ µl 

NAD ۱۰ ml SOD 

  ها مير آنزي سا-ش جي مورد آزماƽم هاي آنزƽ براييايميستوشي هƽزيدستور العمل رنگ آم: ۳ادامه جدول 

Enzyme Compound or solution (amt) 
 در انكوباتور بمدت نيم سـاعت   درصد۰۰۶/۰  پراكسيد هيدروژنƽ ml ۵/۱ حاوياز محلول ml ۱۰۰ قه دري دق۱۵ه مدت  ـژل را ب    كاتالاز

 ميلي گرم پتاسيم فرƽ سيانيد ۱۰۰حاوƽ  م ودر محلول تازهييشو ي کرده و ژل را با آب مي سپس محلول بالا را خالمقرار مي دهي

  . تا باندها ظاهر شوندقرار مي دهيم FeCl3 6 H2O آب ml  ۵۰در

م يي نمـا ي م ـيه گرمـاده قي دق۴۵به مدت  C۳۷°قرار داده ودر mg ۱۳۶ KH2PO4  و mg ۵  O.Dinasidine ژل را در محلول  پراكسيداز

   .م تا باندها ظاهر شوندي دهي قرار مH2O2  درصد۰۰۶/۰  کرده و ژل را در محلوليسپس محلول را خال
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  :يافته ها

 ƽ ۱۲انتخـاب شـده بـرا      مايكوبـاكتريوم كانزاسـي    نمونـه    ۲۱تعداد  

ش قـرار   ي مـورد آزمـا    MEE بـا اسـتفاده از روش        يم ـيلوکوس آنز 

.  آورده شده اسـت    )۴ ، ۵ ، ۶ (ت در جدول  شاين آزما يج ا ينتا .گرفتند

 ژل است کـه بـا       ƽ بر رو  ين جداول نشان دهنده هر فرم آلل      ياعداد ا 

 ي آلل ـ ƽسه بـا فـرم هـا      يدر مقا  م مورد نظر و   يتوجه به مهاجرت آنز   

 نـشان   يتي که از خـود فعـال      يميهر آنز . ن شده است  ييم تع يهمان آنز 

مشخص شـده  )  Null alleleو به عنوان (نداده است با عدد صفر 

 هر لوکوس ƽبرا  )Genetic diversity (h) (يکيتفرق ژنت .است

h= 1- Σxi فرمول ƽ از رويميآنز
2[n/(n-1)]  محاسبه شده است .

تعـداد   = nن آلـل در آن لوکـوس ،    ي ام ـ iفرکـانس    = xiه در آن    ـک

 n/(n-1)و   هــدر نمون  ƽ (ETs) الکتروفورز ƽها پيا ت ينمونه ها   

تفـرق   . باشـد  ي با تعداد کم م ـ    ييل در نمونه ها   ي تما ƽ برا يحيتصح

ن تفرق در تمام لوکوس ها محاسبه       يانگي بصورت م  (H) کل   يکيژنت

 ـ(genetic distance=D) يک ـيفاصله ژنت. شده است ن جفـت  ي ب

ETs  اـوس ه ـصورت نسبت لوک  ه  ز ب ي  نƽ که در آن آلل ها     ي ثابت ƽ 

 شـده اسـت   محاسبه  ) ها زان ناجور بودن آلل   يم( دهد   يناجور رخ م  

ج يه بر اساس پک ـ   ـ ک ƽ Phentreeوتريکه در آن از برنامه کامپ     ) ۳۰(

TAXAN2ــ ــ ي م ـــب ـــاشد استف ــتـاده ش ــا .ده اس ــي ه ـن برنام

  آورد کـه در آن بـا اسـتفاده از روش           يه وجـود م ـ    را ب  يـدندوگرام

UPGMA (unweighted pair-group method of 
arithmetic average) اســتراتژ وƽ clustering fusion،  

 . دهـد  ين آنها را نشان م    يب  و ET در داخل دستجات     يکيروابط ژنت 

 بـه عنـوان     ييايميوش ـيشات ب يه آزما ـا توجه ب  ـ که ب  يياـونه ه ـدر نم 

 ƽ قرار گرفتند، بـرا    يميتحت الکتروفورز آنز   مايكوباكتريوم كانزاسي 

 ƽ هر کدام سـه آلـل، بـرا        CAT و ƽ PGI,MDH,SODلوکوسها

ــوس ــا لوکــ  ƽ G6PD,IDH,6PGD,ADK,PER,LGGهــ

 پـنج آلـل     EST1 لوکـوس    ƽبـرا  هر کدام چهـار آلـل و        EST2و

 ۲۰ در   ي مورد بررس ـ  مايكوباكتريوم كانزاسي نمونه   ۲۱ . شد ييشناسا

    .)۴جدول(  قرار گرفتندƽپ الکتروفورزيت

ـــب ـــ ـــر گـا در نظ ـــن فـرفت ـــينتژه ـاصل ــيـک ـــه مـ ب /. ۵دار ـق

[Genetic distance (D) =0.5] بـه  ي بـودن آلل ـ ر صد ناجورد 

چهـار گـروه    ( Dissimilarity matrix =50% )% ۵۰مقـدار  

 شـده بـه چـشم     يبررس مايكوباكتريوم كانزاسي  ƽعمده در نمونه ها   

 رنـد ي گ ي نمونه را در بر م     ۱۸ هم   ƽن چهار گروه رو   ي خورد که ا   يم

 ۱۰ اسـت شـامل      IVا کلاسـتر، گـروه      ين گروه   يبزرگتر .)۵جدول(

  و يــ ـرانيا) ۲۱و۹و ۸نمونه شماره   (نه آن    نمو ۳ گردد که    ينمونه م 

کـسانند و  ي کاملا ƽ ۵,۶نمونه ها  . باشند يم يرانير ا يه نمونه ها غ   يبق

 ـلذا در     ـ  و ƽورزـروف ــپ الکت ي ـک ت ي  صـفر از    يک ـيه فاصـله ژنت   ـب

 هر کـدام سـه نمونـه را         III  و ƽ IIگروه ها . گر قرار گرفته اند   يکدي

ن گـروه   ي، کـوچکتر  ۲ه  گـرو   اند و  يراني ا ي شوند که همگ   يشامل م 

 ي م ـ يرانير ا ي، شامل دو نمونه غ    /.۵ يکيص در فاصله ژنت   يقابل تشخ 

ــد ــم. باش ــرق ژنتيانگي ــين تف ــرا يک ــده ب ــت آم ــه ƽ ۲۱ بدس  نمون

ن يشتريب .است/. ۶۶۸ يمي لوکوس آنز  ۱۲ در   مايكوباكتريوم كانزاسي 

ن يکمتـر  و/.) PRR) ۸۱۹م  ي مربوط بـه لوکـوس آنـز       يکيتفرق ژنت 

 گـردد  يم ـ/.) SOD )۲۶۷م  يآنـز ربوط به لوکـوس      م يکيتفرق ژنت 

  .)۶جدول(

 مايكوباكتريوم كانزاسي تيپ الکتروفورزƽ ۲۰ لوکوس آنزيمي در ۱۲فرکانس آللي : ۴جدول 
EST2 LGG EST1 ADK CAT G6PD SOD MDH PGI 6PGD IDH PER ET 
١*  ٠  ٠ ٣  ٢ ٢ ٢  ٠ ١ ٢  ٠ ٠ ٠ 
٠  ٠  ۴ ٢*  ٠  ٠ ٣  ٠ ٢  ٢ ٢  ١ ٠  
٣*  ٠ ٢ ١  ١ ١ ٢  ٢  ٠ ٢  ٢ ١  ١ 
٠ ٢ ٣ ١ ٢ ٢ ٢ ١ ٢ ٢ ١ ١  *۴ 
١ ١ ٣ ١ ٢ ٢ ٢ ١ ٢ ٢ ١ ٢ *۵ 
١ ٢  ٠ ١ ١ ٢  ٠ ١ ١ ٠ ٢ ٠ *۶ 
٧ ١ ٢ ٢ ١ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ١ ٢ 
٨ ١ ٢ ٢  ٠ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ١ ٢ 
٠ ٢ ٢  ٠  ٠ ١ ٢  ٠  ٠  ٠  ۶ ٩ ١ 
٠  ٠  ۵ ٠  ٠ ٢ ٢  ٠ ٢  ٣  ۶ ١٠ ١ 
٠  ٠  ۵ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ١ ٣ ۶ ١١ ١ 
٢ ۴ ١٢ ٢  ٠ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ٣ ٢ 
١٣* ٢ ٢ ١ ١ ٣ ٢ ١ ١ ٢ ١ ٢ ٢ 
۴ ٠  ۶ ١ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ٣ ٢ ٢ ٣۴ 
١* ٢ ٢ ٣ ٢ ٢ ٢ ٣ ١ ٢ ٢ ١ ٢۵ 
١* ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ٢ ١ ٢ ٢ ١ ٢۶ 
١٧* ٢ ٣ ١ ١ ١ ٢ ٢  ٠ ٢ ٢ ٢ ١ 
١٨* ٢ ٣ ٣ ١ ١ ٢ ٣ ٢ ١ ٣ ١  ٠ 
۴ ۴ ۶ ٢ ٢ ٢ ٣ ٢ ٢ ٣ ۶ ١٩ ٢ 
٢٠ ٣ ٢ ٣ ٢ ٢ ٢ ٣ ١  ٠ ٢ ١ ٢ 

 نمونه هاƽ غير ايراني *



٦  ...جدا شده از نمونه هاي باليني  مايكوباكتريوم كانزاسيبررسي هتروژنيستي سويه هاي/     

  

  

  

  

  

  

 مايكوباكتريوم كانزاسي در يميلوکوس آنز ۱۲ يکيها و تفرق ژنت تعداد آلل: ۵جدول 

h ۵ ۴ ١ ٢ ٣ Enzyme 

۶۴٠٠٠/٠ ٠٠٠/٠ ٣/٠ ۴٢٩/٠ ۴١ ٢٩/٠۴٣/٠ 
  فسفوگلوكوايزومراز

(PGI)   

۴٠ ٠٠٠/٠ ٠٠٠/٠ ٠٠/٠۴٧ ٨/٠۶١٩٠/٠ ٢/٠ 
  مالات دهيدروژناز

(MDH) 

٢۶٠٩ ٠٠٠/٠ ٠٠٠/٠ ٧/٠۵/٨ ٠۵٠ ٧/٠۴٨/٠ 
 سوپراكسيد ديسموتاز

(SOD) 

٠٩ ٠٠٠/٠ ٧٧١/٠۵/٠ ۴٧۶/٠٩ ٠۵/١ ٠۴٣/٠ 
 ايزوسيترات دهيدروژناز

(IDH)  

٠٠٠/٠ ٧٢٩/٠ ۴٢٨ ٢٩/٠۶/١ ٠۴١ ٣/٠۴٣/٠ 

فسفوگلوكونات ۶

 دهيدروژناز

(6PGD) 

۵٨۶/١ ٠٠٠/٠ ٠۴٣/٠ ۶٠ ١٩/٠۴١٩٠/٠ ٨/٠ 

 فسفات ۶گلوكز 

  دهيدروژناز

(G6PD) 

۵٣٣٣/٠ ٠٠٠/٠ ٠٠٠/٠ ٨١/٠ ۵٠٩ ٧١/٠۵/٠ 
 كاتالاز

(CAT) 

۶٢٣٨/٠ ٠٠٠/٠ ٢٩/٠ ۵٠٩ ٧١/٠۵/٠٩ ٠۵/٠ 
 آدنيلات كيناز

(ADK) 

٧٢۶/٠٩ ٠۵/٠ ٠۴٨/٠ ۵٢۴/٠ ٠۴١ ٨/٠۴٣/٠ 
 ۱استراز 

(EST1) 

٠ ٠٠٠/٠ ٨١٩/٠۴١٩٠/٠ ١٩٠/٠ ٣٨١/٠ ٨/٠ 
 پراكسيداز

(PER) 

٠٩ ٠٠٠/٠ ٧٠٧/٠۵/٠٩ ٠۵/٠ ۴٧۶/٢٨ ٠۶/٠ 

ل گليسين ليسين گليسي

 پپتيداز

(LGG) 

٠٩ ٠٠٠/٠ ٧١٠/٠۵/٠ ۴١ ٢٩/٠۴٣٣٣/٠ ٣/٠ 
 ۲استراز 

(EST2) 
Mean Genetic Diversity  (H)                                                                                                                                                              ۶٨٨/٠   
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ET 

٣ ٢ ۴ ۵ ۶ ٩ ٨ ٧ 

١٠ 

١١ 

١٢ 

١٣ 

١۴ 

١۵ 

١۶ 

١٧ 

١٨ 

١٩ 

٢٠ 

٢١ 

٣٣ ٢
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

٣٣٣
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

٧  ٢۵٠
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

٢   ٣۵٠
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

۴١٧
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

٩١٧
/٠

 

٩١٧
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

۵٨٣
/٠

 

۵٠٠
/٠

 

٢۵٠
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

٩١٧
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

۴    ٢۵٠
/٠

 

٢۵٠
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

٣٣٣
/٠

 

۴١٧
/٠

 

٧۵٠
/٠

 

٨٣٣
/٠

 

۶۶٧
/٠

 

۶۶٧
/٠
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  ن پژوهش استفاده شده اندي که در امايكوباكتريوم كانزاسي ƽ هانه نموƽر دندوگرام رسم شده برايتصو

  يرانيرايغ *

  
  

   :بحث

 . نـدارد  ي تنهـا جنبـه پژوهـش      ي و تاکـسونوم   ƽه بند ـات طبق ـمطالع

ک يح  يصح ƽف کامل و طبقه بند    ي که در راه توص    ƽ جد ƽها تلاش

 سازد که در    يد م ي را عا  ياطلاعات مهم  رد،يگ يسم صورت م  يارگان

 که  يمطالعات.  برخوردار است  يت خاص ياز اهم ز  ي ن يني بال ƽکاربردها

 در  ييهـا  شرفتي ـ منجـر بـه پ     زي انجام شده است ن    يلوژنينه ف يدر زم 

شرفت يتوان به پ   ياست از جمله م   شده   يشگاهي آزما ƽص ها يتشخ

 ي اختـصاص  ƽوـالگ ـ ک و ـي ـوکلئـ ن ƽاـده ـيروب اس ـاخت پ ـدر س 

 يک ـيز ژنت ـي ـالـه آن ـن ـيدر زم  .)۳۱-۳۵(ک اشـاره کـرد      يکوليد ما ياس

 ين ـيئ پروت ƽ الکتروفـورز  ƽاـه روش ،الـيرـوباکتـکياـ م ƽه ها يسو

و ، د ƽ الکتروفـورز  ƽاده از روش ها   ـا استف ـب. ود دارد ـ وج يـمختلف

 ـ ي را م ـ  ين ـيئات پروت ـ از اطلاع  يـنوع کل  ان ـور همزم ــط ـه  تـوان ب

 ـ.  کرد ƽع آور ـجم  ـک دسـته از ا    ي  ـن اطلاعـات از ا    ي هـا   ميزو آنـز  ي

)isoenzyme or isozme (د کـه اشـکال مختلـف    ي آيبدست م

دسـته دوم    .مـشابه دارنـد    ) function( باشند کـه عمـل       يم م يآنز

 ـآ يت م ـ بدس ـ  )allozymes( م هـا  ياطلاعات از آلوز    ـد کـه ز   ي ر ي

ک يستماتيهر دو نوع اطلاعات در س      . باشند يم ها م  يزوزيمجموعه ا 

وجـود   آنچـه در هـر دو مطـرح اسـت،          ت دارنـد و   ي ـ اهم يمولکول

انـدازه از     و  است که قادرند بر اسـاس شـارژ خـالص          ييها نيئپروت

متعاقب آن    که شارژ خالص و    يينجاآاز   .)۳۶( ابنديک  يگر تفک يکدي

نه ي آم ƽدهاي اس ين ها در الکتروفورز توسط توال     ييوتنرخ مهاجرت پر  

 ـا (م  ي که در حرکت آنز    يتنوعات  گردد، ين م ييمربوطه تع   ـم  يزوزي ا ي

 موجـود در    ƽ تـوان بـا آلـل هـا        ي گـردد را م ـ    ي مشاهده م  )م  يآلوز

 .)۲۹(  مربوطـه برابـر در نظـر گرفـت         ي سـاختمان  ƽهـا  لوکوس ژن 

 آنهـا شـناخته     ƽ هـا  ي که تـوال   يين ها يئپروت ƽر بر رو  يقات اخ يتحق

 ۹۰ تـا    ۸۰ يابي قادر به رد   ƽورزفالکتروشده است نشان داده که ژل       

 ـدر ا  .)۲۹(باشـد    ي م ـ ƽدينو اس ـ ي آم ƽ ها ينيدرصد جانش  نـه  ين زم ي

 ـ    ي مختلف ينيئ پروت ƽ الکتروفورز ƽها روش  مـوارد   ي وجـود دارد ول



٩ /محمدمهدي فيض آبادي و همكاران                             )                      ۱۳۸۶ زمستان ۴ شماره ۱سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

 ييوکـارا  )  horizontal starch gel (ياستفاده روش نشاسته افق

 بدست  يکين تفرق ژنت  يانگيم ).۳۶( شتر است يها ب  ر روش يآن از سا  

دهنـده   ن پـژوهش نـشان    يدر ا  )۶۸۸/۰(ها    تمام لوکوس  ƽآمده برا 

 بـر   ƽديي ـ مـورد مطالعـه وتا     ƽن نمونـه هـا    ياد در ب  ي ز يکيژنت تفرق

 ـي ا ƽنحوه قرار گـرفتن نمونـه هـا       .  است يمطالعات قبل  ر ي ـغ  و يران

 ƽر دندوگرام رسم شـده بـرا       در داخل وخارج از کلاستر ها د       يرانيا

 را در قرابـت   يتواند اطلاعـات   ي م مايكوباكتريوم كانزاسي  ƽنمونه ها 

نکـه وجـود    ياز جمله ا   .ار ما بگذارد  ين نمونه ها در اخت    ي ا ƽا دور يو  

 ـي اƽ که فقط شامل نمونه هـا III   وIIدو گروه   شـوند و  ي م ـيران

 توانـد  يل شـده م ـ ي تـشک يرانير اي غƽ که فقط از نمونه ها Iگروه 

 ـن دو گـروه بـه دو ز       ي ا ƽه ها ي بر تعلق سو   يليدل ر گونـه متفـاوت     ي

کـه در    ۱۴و  ۱۹ ،   ۷ن با توجه به دنـدوگرام نمونـه هـا           يهمچن. باشد

 بر تعلق   يليتواند دل  يه قرار گرفته اند، م    ي از بق  ƽادي ز يکيفاصله ژنت 

ج ياما با مراجعه به نتـا     .  متفاوت باشد  ƽبه گونه ا   مربوطه   ƽه ها يسو

 ـ ين نمونه ها تفاوت قابـل تـوجه       ي ا ييايميوشيشات ب ياآزم  ـن ا ي ب ن ي

 يـپراکندگ . خوردين گونه به چشم نم  ي ا ƽه ها يگر سو يه ها ود  يسو

 ـير ا يغ  و يراني ا ƽاـه ه ـونـنم توانـد   ي م ـIV در گـروه بـزرگ   يران

 ـ     گر  يکديه ها به    ين سو يزان قرابت ا  يم  ـه  ـو احتمال تعلق آنهـا ب ک ي

 ƽه هـا  ين سـو  ي ب يوجود اختلافات جزئ   .ه را مطرح سازد   ـر گون ـيز

 ـل رخ دادن پد   ي تواند بـدل   يز م يک کلاستر ن  يواقع در     يبيده نـوترک  ي

 ـ ا ƽ انجـام شـده رو     ييايميوشيشات ب يلذا احتمالا آزما   . باشد يژن ن ي

ه ها متعلق به گونـه      ين سو ينمونه ها از دقت لازم برخوردار نبوده وا       

اشـتباها    بـوده انـد و     سيمايكوباكتريوم كانزا  ک به ي نزد ƽا گونه ها  ي

ن تفـرق  يکمتـر  . شـده انـد  ييشناسـا  مايكوباكتريوم كانزاسي بعنوان

ش مربـوط   ي مورد آزمـا   مايكوباكتريوم كانزاسي  ƽک در نمونه ها   يژنت

 ـا .باشـد ي  م ـ ۲۶۷/۰باشد که معادل    ي   م SODبه لوکوس    ن بـدان   ي

 ــ نم %۲۰ک بـه    يمعناست که نزد    ـ در ا  ي مـورد بررس ـ   ƽه هـا  ـون ن ي

 ـاز نمونه ها در ا     %۸۰ک به   ينزد  و ف نشان داده اند   لوکوس اختلا  ن ي

توانـد در    ي م ـ ƽجـه ا  ين نت يچن ـ . نشان نـداه انـد     يتنوع آلل  لوکوس،

 .اشدـر ب ـ اختلاف دارند موث   ين لوکوس ي که در چن   ييل نمونه ها  يتحل

 ـ  SOD در لوکــوس ۱۹ وƽ ۹،۱۴عنـوان مثــال ، تنهـا نمونــه هـا   ه ب

 گردد کـه    يمشخص م  ۴ه جدول مراجعه ب  با .اختلاف نشان داده اند   

نداده اسـت    SODلوکوس  ش مربوط به    يآزما ƽ برا ي جواب ۹نمونه  

 هـستند کـه در   ƽدو نمونه از سه نمونـه ا      ،۱۹  و ƽ ۱۴ نمونه ها  يول

ـــــــه هـا   يه سو ي را از بق   يکين فاصله ژنت  يشتريدندوگرام مربوطه ب  

 ـ ا  در احتمال تعلق   ƽگريه قوت د  ـن خود نقط  يا و .نشان داده اند   ن ي

ن حال  يدر ع .  است مايكوباكتريوم كانزاسي ر  ي غ ƽه ها به گونه ا    يسو

 مايكوبـاكتريوم كانزاسـي    ƽز در نمونه ها   ي ن يکـيرق ژنت ـن تف يشتريب

 ـ  ـده ش ــ مـشاه  PERدر لوکـــوس    % ۸۰ش از يده اســـــت کـه ب

 . نشان داده اند   ي شده در لوکوس مربوطه تنوع آلل      ي بررس ƽنمونه ها 

 ـتنوع ز ق،ين تحقيج بدست آمده در اي نتا از ƽک جمع بند  يدر    ƽادي

 ـ      .خـورد  ي به چشم م   يراني ا ƽه ها ين سو يدر ب  ن يوجـود تنـوع در ب

مخـصوصا   وم،يکوبـاکتر ي مختلـف جـنس ما     ƽ گونـه هـا    ƽه ها يسو

 ƽاـ در نقاط مختلـف جهـان در گـزارش ه ـ          مايكوباكتريوم كانزاسي 

بـاره   درƽچ مطالعـه ا  ي تاکنون ه ـ  يول ده است يت رس ـه ثب ـ ب ƽمتعدد

 ـال موجـود در ا    يکوباکتري ما ƽه ها ي سو يکيت ژنت يهو ران صـورت   ي

 جدا شده از مراجعه     ƽ نمونه ها  ƽ که بررو  يبررسن  يا. نگرفته است 

 دهـد کـه     يران انجام شده است نشان م     يتو پاستور ا  يکنندگان به انست  

 ـ ز يکي از تنوع ژنت   يراني ا ƽه ها يسو از .  باشـند  يم ـ  برخـوردار  ƽادي

ک از گونه ها اسـتفاده شـد   يشات هر ي در آزماينراير ا ي غ ƽه ها يسو

ج ينتـا  . گـردد ي بررس ـيراني اƽه هاي آنها با سو   ƽشاونديتا رابطه خو  

 ين برخ يه ها را در ع    ين سو ين ا ي ب يکي ژنت ƽحاصل وجود قرابت ها   

   .دهد ياختلافات نشان م

  :نتيجه گيري
ن يا.  جدا شده بودند   ي دستگاه تنفس  ازق اغلب نمونه ها     ين تحق يدر ا 

 ƽ کارهـا ين پژوهش به گـستردگ  يشود تا ا   يمساله هر چند باعث م    

 ينيت بـال  ي ـدهنده اهم  ن بنام نباشد اما نشان    يافته توسط محقق  يانجام  

 ي مزمن دسـتگاه تنفـس     ƽها ƽماريجاد ب يک در ا  يپي مهم آت  ƽه ها يسو

 ين روش در برخ   ي با ا   مشاهده شده  يکيتفرق ژنت  .باشد يران م يدر ا 

شات يــ نــشان دهنــده عــدم دقــت لازم آزمايفــه هــا از طرياز ســو

 نـشان  يطرف ـ از ن نمونه هـا اسـت و      يت ا ين هو يي در تع  ييايميوشيب

 ـنظـر در ا    گونـه مـورد      ƽه ها ين سو يب يکيدهنده تنوع ژنت    يران م ـ ي

ه ي ـ و توج ينيقات بال يتواند در تحق   ينظر م  مورد   يکيتفرق ژنت  .باشد

کال مـورد   يپي ت ƽه ها ي سو ƽ برا ي اختصاص ƽماران به داروها  يپاسخ ب 

شات ي عدم دقت آزما   ن با توجه به   يهمچن .رديتوجه و استفاده قرار گ    

تواند  ي م MEE موارد روش    يج مبهم آن در برخ    ي و نتا  ييايميوشيب

 ـ بر آزما  يص موارد مشکوک مبتن   يق در تشخ  ي دق ƽبعنوان ابزار  شات ي

 .ردي مورد استفاده قرار گييايميوشيب
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