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  :دهيچک

ل شـده کـه بـا       ياد تـشک  ي ـ ز يک ـي با شباهت ژنت   ƽها وميترکوباکيما از مجموعه    سيوم توبرکلوز يکوباکتريما کمپلکس   :نه و اهداف  يزم

وم يترکوباکين مايز بي، تمايل بهداشتيبه دلا. ار مشکل استيها بس ƽن باکتريات ين هوييتعون، ي بودن زمان انکوباس  يتوجه به طولان  

ک روش جهت   ي يابيق ارز ين تحق ي ا هدف.  برخوردار است  ƽژه ا يت و يس از اهم  ي کمپلکس توبرکلوز  ƽها ƽکوباکترير ما يس از سا  يبو

  . باشديس ميوم توبرکلوزيکوباکتريس از مايوم بويکوباکتريافتراق ما

 از قطعـه  ۲۸۵د ي ـنوکلئوت.  قرار گرفـت PCR-RFLPش ي جفت باز هدف آزما۵۴۸ به طول oxyRک قطعه از شبه ژن     ي :يبررسروش  

گـر اعـضاء    ي د ي کـه در تمـام     ي در حـال   ،ني باز آدن  ƽو، حا BCGس  يوم بو يکوباکتريس و ما  يوم بو يکوباکتريدر ژنوم ما  هدف مذکور   

لذا در قطعه مـذکور،  .  شود ي م AluIم  يت عملکرد آنز  يک سا ين رفتن   ي که باعث از ب     باشد ي م نيگوان باز   ƽحاو سي توبرکلوز کمپلکس

 کمـپلکس، سـه   ƽهـا  ƽکوبـاکتر يمار ي که در سـا   ي، در حال  ت برش ي چهار سا  BCGس  يوم بو يکوباکتريس و ما  يوم بو يکوباکتريدر ما 

ه ي سـو ۵ و ƽه گـاو  ي ـ جدا ۵۰ و   وم جـدا شـده از انـسان       يکوبـاکتر ي ما ينيه بـال  ي ـ جدا ۶در  . وجـود دارد  م  ين آنـز  ي ا طتوست برش   يسا

 برش با ƽ برش داده شد و الگوهاAluIم ير و سپس با استفاده از آنزي تکثPCR توسط oxyRاستاندارد، قطعه مورد نظر از شبه ژن     

  .سه شديگر مقايکدي

 کـه در  يدر حـال ،  از بـرش ي قطعه ناش سه BCGس  يوم بو يکوباکتريس و ما  يوم بو يکوباکتري موارد مربوط به ما    ي در تمام  :فته ها اي

  . از برش مشاهده شدي قطعه ناشکيها،  ƽکوباکترير مايموارد مربوط به سا يتمام

ر ياز سـا   سيوم بـو  يکوبـاکتر يماق جهـت افتـراق      ي ـع و دق  يسـر  يروش ـ oxyR شـبه ژن     ƽ بـر رو   PCR-RFLP روش   :يريجه گ ينت

  . باشديس مي کمپلکس توبرکلوزƽها ƽکوباکتريما

  oxyR ،PCR-RFLP ،AluI، شبه ژن سيوم توبرکلوزيکوباکتريما، کمپلکس سي بووميکوباکتريما :كليد واژه ها

  

    



٢  ... توبرکلوزيسوممايکوباکتريجدايه هاي انساني از  مايکوباکتريوم بويسجدايه هاي گاوي  تشخيص مولکولي/   

  :مقدمه

 ƽن انسان و دام از گذشته ها      ي مشترک ب  ي عفون ƽماريسل به عنوان ب   

وم بـه   يکوبـاکتر يرار گرفته است که در اثـر ما       دور مورد توجه بشر ق    

 ƽمـار ين ب ي مختلف درمان، ا   ƽها با وجود روش  . )۱ (دي آ يوجود م 

دهـد و در     ير را بـه خـود اختـصاص م ـ        ي از مرگ و م    ييدرصد بالا 

. )۲ (ده است يوع مجدد آن مشاهده گرد    يشرفته ش ي پ ƽ کشورها يبرخ

 ـق ا يع و دق  يص سر ين جهت تشخ  ي نو ƽها  روش ƽريلذا به کارگ   ن ي

دز و مساله مقاومت    ي ا ƽماري بخصوص همزمان با گسترش ب     ƽماريب

 ƽ هـا  ƽکوبـاکتر يما.  باشـد  يت م ـ ي ـائز اهم ار ح ـ ي بـس  يـي چند دارو 

د، ي شـد  ƽزايمـار يوارد ب ـ م يامـ و تم   دارند يوم مشابه ـپستانداران ژن 

رار ـ ق ـ سيوم توبرکلـوز  يکوبـاکتر يماام کمپلکس   ـه ن ـک گروه ب  يدر  

ــ ــدي گيم ــ. )۳ (رن ــل بدر اکث ــوارد، عام ــارير م ــسان ƽم  ســل در ان

 ـوباکترـکيما و در گـاو      سيوزـوم توبرکل ـ ـيوباکترـکيما  سيوم بـو  ـي

جـاد  يز ا ي ـ توانـد در انـسان ن      يس م يوم بو يکوباکتري باشد، اما ما   يـم

ف ي ـ ط ƽ دارا سيوم بـو  يکوبـاکتر يماگـر،   ي د ƽاز سـو  .  کنـد  ƽماريب

موقـع منبـع    ع و بـه     يدا کردن سـر   ي، لذا پ  )۴ ( باشد يع م ي وس يزبانيم

ن يرا با وجود ا   يز.  باشد ي م ƽر انتقال ضرور  ي مس ƽريگيعفونت، در پ  

 ـ يکوبـاکتر ين ماي ايزبان اصليکه گاو م    از ƽاري در بـس يوم اسـت، ول

 ƽ هـا  ƽکوبـاکتر ي که ما  يياز آنجا . اند م ي م يز باق يگر ن يپستانداران د 

ــاتوژن دارا ــƽپ ــولاني دوره انکوباس ــيون ط ــشخي م ــند، ت ص ي باش

ن يـي  کـه تع   ƽبه نحـو  .  شود ي مواجه م  يآنها با مشکلات   يشگاهيآزما

 ها، مـستلزم گذشـت مـدت        ƽن باکتر ي ا ييت دارو يت و حساس  يهو

 ـص ا يدر حال حاضر جهت تـشخ     . )۵ ( باشد ي ماه م  ۴ تا   ۲زمان   ن ي

 ماننـد تـست تجمـع       ييايميوش ـي مختلـف ب   ƽهـا  ها، از تـست   يباکتر

ــين ــن، احياس ــالاز و بررسـ ـ ياء ني ــرات، کات ــر تيت ــ اث  -۲ –وفن ي

 در ممانعــت از رشــد   (TCH)د يــدرازيد هيک اسـ ـيليکربوکــس

 ـمونولوژي ا ƽن روشها يهمچن. )۶ ( شود ي استفاده م  ƽکوباکتريما ک ي

مونـو  ي سرم خرگـوش، ا    ƽها ون توسط پادتن  يناسيمانند روش آگلوت  

 ـز روش الا  ي ـمونو الکتروفـورز و ن    يوژن، ا يفيمو نود يفلورسانس، ا  زا ي

رنـد کـه    ي گ يها مورد استفاده قرار م     ƽکوباکتري ما يز پادگن ي آنال ƽبرا

ن يي پـا يژگيت و وي حساسƽنه و بعضا داراير، پر هز يمعمولا وقت گ  

ص گونه  ي و تشخ  ƽ گونه ا  ير تکامل ي س يلذا در بررس  . )۷ ( باشند يم

 ي کند رشد و تند رشد م ـ      ƽز افتراق گونه ها   ي ها و ن   ƽکوباکتري ما ƽا

 ـ جد ي مولکـول  ƽها کيتوان از تکن    ـ رد ƽبـرا . د بهـره گرفـت    ي  يابي

DNA کوباکتري ماƽ     ها در نمونه هـاƽ  هـا  ، پـروب  يني بـالƽ د ي اس ـ

ار يت بـس  يل حساس ي به دل  يک مورد استفاده قرار گرفته اند، ول      ينوکلئ

روش . )۸ (ها نـشده اسـت     ن روش ي از ا  يمحدود آنها، استقبال خوب   

PCR  ر  ي امکان تکثDNA      انجام .  آورد ي را در چند ساعت فراهم م

 بــه صــورت همزمــان توســط روش PCRت چنــد واکــنش متفــاو

ک ي ـن تکن ي توان از ا   ين م يبنابرا. ر است ي امکان پذ  PCRپلکس  يمالت

 از  يک ـي. )۹ (وم اسـتفاده کـرد    يکوبـاکتر ي ما ƽجهت افتراق گونه هـا    

 ƽريکـارگ ن انجام کار است که بـا ب       ي در ح  ي آلودگ PCRمشکلات  

ف هد. )۱۰ (ده استي، اشکالات آن مرتفع گرد    ي اصلاح ƽک ها يتکن

 ـ ƽرين مطالعـه، بکـارگ    ياز ا  ص ي جهـت تـشخ    يک روش مولکـول   ي

ــاکتريما ــويکوب ــاکتريس و مايوم ب ــويکوب ــاBCGس يوم ب ر ي از س

 باشـد کـه در آن از        يس م ـ ي کمـپلکس توبرکلـوز    ƽ ها ƽکوباکتريما

به صورت همزمـان اسـتفاده شـده         2RFLPو  ١ ƽ PCRها کيتکن

  . است

  :مواد و روش ها

 ـجدا ۶ :ه هـا  يص جدا ي و تشخ  ƽجداساز وم يکوبـاکتر يما ينيه بـال  ي

 که در منـاطق     سيوم بو يکوباکتري ما ينيه بال ي جدا ۵۰ و   سيتوبرکلوز

 ƽجداساز گاو   ƽو عقده لنفاو  از خلط انسان    ب  يبه ترت ران  يمختلف ا 

 ارسـال شـده بودنـد       ƽ راز ƽشده و به موسسه واکسن و سرم سـاز        

ل سـه   ه استاندارد شـام   ي سو ۵ن از   يهمچن. مورد استفاده قرار گرفتند   

 ـ  ،(C, DT, PN)س يوم توبرکلـوز يکوبـاکتر يه مايسـو  ه يک سـو ي

 ـ و   (AN5)س  يوم بو يکوباکتريما س يوم بـو  يکوبـاکتر يه ما يک سـو  ي

BCG (1173P2)  ـسه اسـتفاده گرد   ي جهت مقا   ـ جدا يتمـام . دي ه ي

 سـرعت   ير و بررس ـ  ي ـ استاندارد جهت تکث   ƽه ها ي و سو  يني بال ƽها

 روواتي ـ پ ƽن حـاو  ن جانسو يلوونشتاب دار   ي ش ƽهاط  يرشد در مح  

ن يلوونــشتا و )سيوم بــويکوبــاکتري ماƽه هــايــ افتــراق جداƽبــرا(

وم يکوبـاکتر ي ما ƽه هـا  ي افتراق جدا  ƽبرا(ن  يريسيگل ƽجانسون حاو 

 ƽهـا  جهت افتراق گونه ها، تـست     . کشت داده شدند  ) سيتوبرکلوز

ت کاتالاز  ين فعال ييترات، تع ياء ن ين، اح ياسي شامل تجمع ن   ييايميوشيب

-فـن    يکـس وي اثر ت  يگراد و بررس  ي درجه سانت  ۶۸ و   ƽ ۲۲در دو دما  

  .) ۱۰ ( انجام گرفت(TCH)د يدرازيد هيک اسيلي کربوکس-۲

  هـا بـه روش  ƽکوبـاکتر ي از ماDNAاسـتخراج  : DNAاسـتخراج  

جهـت  . )۱۱ ( گرفـت انجام Van Soolingen  شده توسطيمعرف

ــي کيبررســ ــيف ــورز و  DNA ي و کم ــده از الکتروف ــتخراج ش  اس

  .)۱۲ (دياستفاده گرد با روش نانودراپ ƽفتومتراسپکترو

ک شـبه ژن    ي oxyRشبه ژن   : oxyR از شبه ژن     DNAقطعه  ر  يتکث

 ـ.  باشد يها م  ƽکوباکتري ما يمشترک در تمام   ک قطعـه از شـبه ژن       ي

oxyR    ـ باشـد، در ا    ي جفت بـاز م ـ    ۵۴۸ که واجد  ن مطالعـه مـورد     ي

                                                 
1. Polymerase Chain Reaction 
2. Restriction Fragment Length Polymorphism  
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 موجـود در    ƽمرهاين قطعه از پرا   ير ا يجهت تکث . استفاده قرار گرفت  

  . دي استفاده گرد۱جدول شماره 

 PCR از بافر    5µl: ل بود يمخلوط واکنش در هر لوله شامل موارد ذ       

(10mM Tris–HCl pH 9, 50mM KCl, and 0.1% 
Triton X-100) ،2.5mM MgCl2 ،0.2mM   ـ از هـر  ک از ي

dNTPs ،1µM1.25مـــــر و ي از پراUم ي از آنـــــزTaq 

polymerase .50 واکنش ييحجم نهاµlبود .  

قـه انجـام    يک دق يگراد به مدت    ي درجه سانت  ۹۴ه در   يون اول يدناتوراس

: ر انجــام گرفــتيــب زيــکل بــه ترتي ســ۳۰ر در يــشــد، ســپس تکث

ه، اتــصال يــ ثان۲۱گراد بــه مــدت ي درجــه ســانت۹۴ون در يدناتوراســ

ه و  ي ثان ۲۱گراد به مدت    ي درجه سانت  ۵۵ در   (annealing)مرها  يپرا

 ۲۲گراد به مـدت     ي درجه سانت  ۷۲ در   (extension) ونيزاسي مر يپل

قـه  ي دق ۵گراد به مدت    ي درجه سانت  ۷۲ در   يينهاون  يزاسي مر يپل. هيثان

  .انجام شد

 PCRجهت الکتروفورز محصولات    : PCRالکتروفورز محصولات   

 از  ين وزن مولکـول   يـي جهـت تع  . دياستفاده گرد % ۸/۱از ژل آگاروز    

100-1000 bp ladder (Roche, German)ســتفاده شــد ا .

سـپس ژل در    . قه انجام شـد   ي دق ۴۵ ولت به مدت     ۸۶الکتروفورز در   

جهـت مـشاهده و     .  شـد  ƽزي رنگ آم  %۰۳/۰د  يوم بروما يديمحلول ات 

، از دسـتگاه ژل داک اسـتفاده        ي احتمـال  ƽ از بانـدها   ƽر بـردار  يتصو

  .ديگرد

RFLP :            پس از مشاهده باند مـورد نظـر در محـصولاتPCR  از ،

جهــت بــرش دادن محــصول  AluI (Roche, German)م يآنــز

PCRجفــت بــاز۵۴۸قطعــه .  اســتفاده شــد ƽ شــبه ژن oxyR در 

ت ي سـا  ۴ واجد   BCGس  يوم بو يکوباکتريس و ما  يوم بو يکوباکتريما

 ƽهايکوباکترير ماي که در سا   ي است، در حال   AluIم  يبرش توسط آنز  

کروگـرم  ي م ۵.  باشد يت برش م  ي سا ۳س واجد   يکمپلکس توبرکلوز 

تـر از   يکرولي م ۲ر  يوب تحـت تـاث    ي ـکروتي درون م  PCR از محصول 

 سـاعت در بـن      ۱۶وب به مـدت     يکروتي قرار گرفت و م    AluIم  يآنز

  .ديگراد انکوبه گردي درجه سانتƽ ۳۷مار

جهــت الکتروفــورز محــصولات : RFLPالکتروفــورز محــصولات 

RFLP    ۸۶الکتروفورز در ولتاژ ثابت     . ديه گرد يته% ۸/۱ ژل آگاروز 

پس از الکتروفورز، ژل آگاروز     . قه انجام گرفت  ي دق ۵۵ولت به مدت    

 ƽ و ســپس بــراƽزيــ رنــگ آم%۰۳/۰د يــوم برومايديــدر محلــول ات

 .ديمشاهده باندها از دستگاه ژل داک استفاده گرد

  :افته هاي

 جهــت افتــراق گونــه هــا PCR-RFLPن مطالعــه از روش يــدر ا

 ƽ قطعـه ا   قين تحق ي ا در PCRق  يافته از طر  ير  ي ژن تکث  .استفاده شد 

 پـس از الکتروفـورز بـر    PCRمحـصولات  .  بـود  oxyRاز شبه ژن    

 ـ جدا يدر تمـام  .  شدند ƽ ژل آگاروز جداساز   ƽرو ، ي انـسان  ƽه هـا  ي

 استاندارد مورد مطالعه، بانـد مربـوط        ƽه ها ي و سو  ƽ گاو ƽه ها يجدا

ن يبنـابرا ). ۱شـکل شـماره     ( مشاهده شـد     ƽ جفت باز  ۵۴۸به قطعه   

س ي مورد نظر به کمپلکس توبرکلـوز      ƽه ها ي جدا يثابت شد که تمام   

 توسـط   PCRر قطعه مورد نظـر، محـصول        يپس از تکث  . رندتعلق دا 

 قطعه  ƽ بر رو  AluIم  يآنز.  برش داده شد   AluIم محدود کننده    يآنز

س يوم بـو  يکوبـاکتر يس و ما  يوم بـو  يکوباکتري در ما  ƽ جفت باز  ۵۴۸

BCG   ه  قطع ۵د پس از برش     ين با يه برش است، بنابرا   ي ناح ۴واجد

 ده شـود، امـا    ي د ƽ جفت باز  ۳۰ و   ƽ ۲۳۸  ،۱۴۸  ،۷۹  ،۵۵با اندازه ها  

 جفـت   ۷۹ و   ۱۴۸،  ۲۳۶ شـامل قطعـات      ƽ سه بانـد   ƽک الگو يتنها  

 ƽوم هـا  يکوباکترير ما يدر مورد سا  ). ۲شکل شماره    (دده ش ي د ƽباز

ه ي ـ واجـد سـه ناح  ƽ جفت باز ۵۴۸ز قطعه   يس ن يکمپلکس توبرکلوز 

 ـ اسـت و با    AluIم  ي آنز ƽبرش برا   ۳۰ و  ۵۵،  ۲۲۷،  ۲۳۶ قطعـات    دي

ت ي قابل رو  ƽ جفت باز  ۲۳۰ک باند   يتنها   اما   ده شود، ي د ƽجفت باز 

شـکل  ( بود   ƽ جفت باز  ۲۲۷ و   ۲۳۶نده قطعات   ين باند نما  يبود که ا  

 جـدا شـده از   ƽزوله هـا ي اين روش، تمام ي با استفاده از ا    ).۲شماره  

ا شده از    جد ƽزوله ها ي ا يس و تمام  يوم توبرکلوز يکوباکتريانسان، ما 

  ).۳شکل شماره (ص داده شدند يس تشخيوم بويکوباکتريگاو ما

 

  

  ها  در مايکوباکترoxyRƽ جفت بازƽ از شبه ژن ۵۴۸پرايمرهاƽ مورد استفاده جهت تکثير قطعه : ۱جدول 

Target 
gene Primer Oligonucleotide sequence (5´–3´) 

Fragment 
size 
(bp) 

Annealing 
temperature Reference 

oxyR F 
R 

5΄-GGTGATATATCACACCATA-3΄ 
5΄-CTATGCGATCAGGCGTACTTG-3΄ 548 55 

Musser et 
al. (1996) 

(15)  
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-100مارکر : M.  جفت باز مشاهده شد۵۴۸ يک باند واجد oxyRدر تمامي جدايه هاƽ انساني و سويه هاƽ استاندارد پس از تکثير ژن  :۱شکل 

1000bp .S :شبه ژن محصول تکثير oxyRاستاندارد ƽدر يکي از سويه ها   

 
 
 

 
 ۲ و۱هاƽ  رديف(در جدايه هاƽ انساني .. AluI پس از برش خوردن توسط آنزيم oxyR شبه ژن PCRالکتروفورز آگاروز محصولات  :۲شکل 

در .  ها مايکوباکتريوم توبرکلوزيس هستند جفت بازƽ ديده مي شود، با توجه به شرايط کنترل شده الکتروفورز، اين جدايه۲۳۰تنها يک باند ) ۳و

   جفت باز۷۹ƽ و ۱۴۸، ۲۳۶ مي باشد، سه باند BCG (1173P2) که مربوط به مايکوباکتريوم بويس) Sرديف (سويه استاندارد 

  .  ديده مي شود

 
 

 
 

 
 

 تا ۱هاƽ  رديف( در جدايه هاƽ گاوAluI.. ƽوردن توسط آنزيم  پس از برش خoxyR شبه ژن PCRالکتروفورز آگاروز محصولات  :۳شکل 

 ۸ و ۷در رديفهاƽ .  قرار گرفته استBCG (1173P2) مايکوباکتريوم بويس ۶در رديف .  ديده مي شود جفت باز۷۹ƽ و ۱۴۸، ۲۳۶سه باند ) ۵

 سويه ۹در رديف .  جفت بازƽ ديده مي شود۲۳۰ها باند دو ايزوله انساني جهت مقايسه با ايزوله هاƽ گاوƽ قرار داده شده است که در آنها تن

 .  کنترل منفي قرار گرفته است۱۰ و در رديف مايکوباکتريوم توبرکلوزيساستاندارد 
 

    



  /نادر مصوري و همكاران                                                                  )۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
 

  

٥

   :بحث

 ـ کـه در ا    PCR-RFLPر  ي ـ نظ ي مولکـول  ƽهـا   روش ƽريبکارگ ن ي

 ـ ي ـع و دق  يمطالعه مورد استفاده قرار گرفته اسـت، افتـراق سـر           ن يق ب

 ـکوباکتريما اء کمپلکس ـاعض  ـان پذ ـ را امک ـ  سيوزـوم توبرکل ـ ـي ر ـي

ز ي ـک ن ـي ـپي آت ƽاـه ƽرـکوباکتي ما يگر، برخ ي د ƽاز سو . دي نما يـم

ز از ي ـر قابـل تم ي ـ غƽ پرتونگـار ƽ و نشانه هايني توانند علائم بال يم

-PCRاستفاده از روش    . )۱۳ (نديجاد نما ي سل را در انسان ا     ƽماريب

RFLP  افتـراق مـوارد    . د واقـع شـود    يمف تواند   يز م ينه ن ين زم يدر ا

ت ي ـ سل اهمƽماري بيشه کني برنامه کنترل و رƽفوق الذکر در راستا  

 ژنـوم کمـپلکس     يمحققان توانـسته انـد بـا بررس ـ       . ابدي ي م ƽشتريب

شتر دچـار   ي ـدا کننـد کـه ب     ي ـ را پ  ي مناطق سيوم توبرکلوز يکوباکتريما

ذب  کـا  ƽهـا   ژن ين مناطق اکثرا مربوط به نواح     يا.  شوند يجهش م 

شتر ي ـ ب ƽ عملکـرد  ƽهـا   کاذب نسبت به ژن    ƽها ژنرا  ي باشد، ز  يم

 توان به منطقه    ين مناطق م  ياز جمله ا  . )۱۴ ( شوند يرات م ييدچار تغ 

 ـدر اشر .  اشاره کـرد   ƽ oxyR جفت باز  ۵۴۸ نلا  و سـالمو   يا کل ـ يشي

 ـم کننـده رونو يک تنظ ـيک حسگر و ي همانند oxyR ژن  ،يفيت  يسي

 ـا.  کنديو عمل ميداتير در واکنش استرس اکس  ي درگ ƽها نيپروتئ  ني

ر جهـش   ي ـدرگ سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريماژن در اعضاء کمپلکس     

 سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريما در   oxyRاد  يشده است و به احتمال ز     

ک ين از آن به عنوان      ي کند، بنابرا  يان نم ي را ب  ƽن عملکرد يک پروتئ ي

  ).۱۵( شود ي نام برده م(pseudogene)ژن کاذب 

 کمپلکس  ƽن گونه ها  ي جهت افتراق ب   ƽ متعدد ƽها در گذشته روش  

 ۱۹۹۶ در ســال . شــده اســتي بررســسيوم توبرکلــوزيکوبــاکتريما

ــسانيسر ــاران در اوات ــ و همک ــالات متحــده ي ــ مورفيپل سم تــک ي

 ـ     oxyR در ژن    ƽدينوکلئوت  ۱۰۵ن گونـه هـا در       ي را جهت افتـراق ب

 نمونـه  ۲۹ثابـت کردنـد کـه     مورد مطالعه قرار دادنـد و       ينينمونه بال 

 بـوده   سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريما نمونه   ۷۶س و   يوم بو يکوباکتريما

ج حاصل از مطالعه آنها     ي و نتا  ييايميوشي ب ƽها ج تست ين نتا ياند و ب  

که در   ƽگري د ƽها از جمله ژن  . )۱۵ (وجود داشت % ۱۰۰ يهماهنگ

تـک  رات  يي دچار تغ  سيوم توبرکلوز يکوباکتريما کمپلکس   ƽگونه ها 

وم يکوبـاکتر يما است کـه     pncA169د  يناميرازي شده اند، ژن پ    ƽباز

 ي باشد، در حـال    ين ژن م  ي از ا  ۱۶۹ت  ين در موقع  ي گوان ƽ دارا سيبو

در . ت هستندين موقعين در ا  يتوزيوم ها واجد س   يکوباکترير ما يکه سا 

ــال  ــوس ۱۹۹۸س ــاران از تکثمونترئ ــ و همک ــا pncA169ر ژن ي  ب

ــتفاده از  ــر PCRاس ــت افت ــ جه ــاکتريمان ياق ب ــويکوب  و سيوم ب

 يس استفاده کردند و نشان دادند کـه تمـام         يوم توبرکلوز يکوباکتريما

 شناخته  سيوم توبرکلوز يکوباکتريما که قبلا به عنوان      ƽه ا ي جدا ۱۲۱

 سيوم بـو  يکوبـاکتر يما که قبلا به عنوان      ييه ها يشده اند و اکثر جدا    

 ƽه هـا  ياشند، اما جدا   ب ين روش قابل افتراق م    يشناخته شده اند، با ا    

ن روش يــ کـه از بــز جـدا شــده بودنـد، بــا ا   سيوم بــويکوبـاکتر يما

 در ســال .)۱۶ (ص داده شــدندي تــشخسيوم توبرکلــوزيکوبــاکتريما

 ـ و همکـاران در ا     ابهاکار پر ۲۰۰۴  ـ       ي ن يالات متحـده جهـت افتـراق ب

 PCR از روش    سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريما و   سيوم بو يکوباکتريما

 استفاده کردند و نشان دادند که اولا hupB ود ژن  وجيابي ارزƽبرا

ر متعلـق بـه     ي ـ غ ƽوم هـا  يکوبـاکتر ير ما يک از سـا   ي ـچين ژن در ه   يا

 ـ   ي م ـ يا به خـوب   يس وجود ندارد، ثان   يکمپلکس توبرکلوز  ن ي توانـد ب

در سال  . )۱۷ (جاد کند يس افتراق ا  يس و بو  يوم توبرکلوز يکوباکتريما

 ƽ را بـرا Nested PCRن يک روش نويو همکاران چوهان  ۲۰۰۵

 ـس ارز يس و بـو   يوم توبرکلـوز  يکوباکترين ما يافتراق ب   کردنـد و  يابي

ل توبرکـل را    ي باس ـ ۵ وجود   ي تواند حت  ين روش م  ينشان دادند که ا   

ز و يــ ارا۲۰۰۶ در ســال .)۱۸ ( کنــديابيــ رديني بــالƽدر نمونــه هــا

ــاران از  ــهمکـ ــالتيـ ــراق  PCRپلکس يک روش مـ ــت افتـ  جهـ

 بهـره گرفتنـد   سيوم بـو يکوبـاکتر يما و سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريما

)۱۹.(  

ــد  ــه بن ــان جهــت طبق ــوز ƽمحقق ــپلکس توبرکل ــضاء کم س از ي اع

ز ي ن (gyrA95)راز  ي و ژ  (katG463) کاتالاز   يد چند شکل  ينوکلئوت

ــد  ــرده ان ــتفاده ک ــا. )۲۰ (اس ــود در ƽتفاوته  DR (Direct موج

Repeat)ک ي ـ که در تکنDNA fingerprinting  از آن اسـتفاده 

 ƽرواحـد بتـا   ير ژن ز  ي ـ متغ ي ژنـوم  ين نـواح  ي، همچن )۲۱ (شود يم

RNA مراز  ي پل (rpoB)16ر از يار متغيه بسي و ناحsrRNAز ي ـ و ن

 Spoligoک ي ـ با استفاده از تکنRD7 و RD5 حذف شده ينواح

typingوم يکوبــاکتريمان اعــضاء کمــپلکس يز بــيز جهــت تمــايــ ن

 ـطالعـه تـوأم ا    محققان بـا م   . )۲۲ ( شوند ي استفاده م  سيتوبرکلوز ن ي

 رغــم ي علــ-يپيف از مشخــصات ژنوتــايــک طيــژنهــا بــه وجــود 

 ـان جدا ي ـ در م  - مـشابه  يپيمشخصات فنوتا  وم يکوبـاکتر يما ƽه هـا  ي

 ـ يقات نشان مي که تحقي برده اند، در حالي پ سيبو ن ي دهد کـه در ب

  باشـد  يک کـم م ـ   يس تنوع ژنت  يوم توبرکلوز يکوباکتري ما ƽه ها يجدا

لز و همکـاران در سـال       ي اساس توسـط س ـ    ني که بر ا   يقيتحق. )۲۳(

 ـ ي ـچي پ يلوژنيک ف ي انجام شده دلالت بر وجود       ۲۰۰۱  ـن جدا يده ب ه ي

 و ي بـا منـشاء انـسان      ƽس مربوط به نمونه ها    يوم بو يکوباکتري ما ƽها

قـات  يران تحق ي در ا  ƽن باکتر ي ا ƽه ها ي دارد که در مورد جدا     يوانيح

  .)۲۴ ( باشدينه لازم مين زمي در اƽشتريب
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  :يريه گجينت

-PCR يق که با استفاده از روش مولکول      ين تحق ي ا ƽافته ها يگرچه  

RFLP     توان با دقت و سـرعت       ي دهد که م   ي به دست آمده نشان م 

ــالا و بـ ـ ــ نيب ــا ي ــدن دوره ه ــƽاز از گذران ــولاني انکوباس  يون ط

 را از   سيوم بـو  يکوباکتريما،  ي افتراق ƽها  و انجام تست   ƽکوباکتريما

ن امکان وجـود دارد     يص داد، اما ا   ي تشخ سيزوم توبرکلو يکوباکتريما

 ييهـا  سمي ـ ارگان ييه ها باعث شناسا   ي از جدا  ƽشتريز شمار ب  يکه آنال 

اورند کـه   ي به دست ن   يجه مشابه ي روش فوق نت   ƽريشود که با بکارگ   

 ـار نزد ي توان بـه ارتبـاط بـس       يعلت آن را م     يلـوژن يک و ف  ي ـک ژنت ي

 نـسبت داد  سيکلـوز وم توبريکوباکتريمان اعضاء کمپلکس    يده ب يچيپ

جه گرفـت   ي توان نت  ي کند، اما م   يشتر را طلب م   يقات ب ياز به تحق  يو ن 

ک روش  ي oxyR بر   ي مبتن PCR-RFLPکه در حال حاضر روش      

ر ي از سـا   سيوم بـو  يکوباکتريماق  يع و دق  يارزشمند جهت افتراق سر   

ن خـود عـلاوه     ياست که ا  س  ي کمپلکس توبرکلوز  ƽها ƽکوباکتريما

مـاران  ي در دام و انسان، در درمان بـه موقـع ب           ƽماريع ب يبر کنترل سر  

 نقـص   ƽمـاران دارا  ي، بخصوص ب  ƽوي و خارج ر   ƽويمبتلا به سل ر   

س يوم بـو  يکوبـاکتر يما. )۲۵ ( برخوردار است  ييت بالا ي از اهم  يمنيا

 ƽن احتمال جداساز  يز جدا نمود، همچن   ي ن ي توان از سل انسان    يرا م 

.  وجـود دارد   ير انـسان  ي ـ غ  از موارد سل   سيوم توبرکلوز يکوباکتريما

ــيتع ــن مي ــتيزان شــي ــروز عفون ــا وع و ب ــسانƽه ــه توســط ي ان  ک

 باشـد و بـه      يار ارزشمند م  ي شود، بس  يجاد م يس ا يوم بو يکوباکتريما

ده  روش اسـتفا .)۲۶ ( باشدي جامعه مطرح ميعنوان شاخص بهداشت 

بود که  ) ۱۵( و همکاران    واتسانيسرق مشابه روش    ين تحق يشده در ا  

 ƽزولـه هـا  ين روش در افتـراق ا ي ايي کارايرار آن بررسهدف از تک  

  .ن بوديد توبرکولي تولƽنه سازيران و در بهيا

  :تقدير و تشكر

                ƽجا دارد از تمامي کارکنان محتـرم موسـسه واکـسن و سـرم سـاز

           ƽبخصوص پرسـنل فـداکار بخـش توبرکـولين کـه در راسـتا ƽراز

 نهايت تـشکر    تحقق اهداف اين پروژه از هيچ کوششي دريغ نکردند        

  .و قدرداني به عمل آيد
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