
 

  

   رانيا قم،، قم واحد ،ياسلام آزاد دانشگاه، گروه ميكروبيولوژي، ارشد كارشناس -1

 رانيا، اراك اراك، يپزشك علوم دانشگاه، يپزشك ي دانشكده ،يريگرمس و يعفون يها يماريب گروه ار،ياستاد -2

  رانيا، تهران، تهران قاتيتحق و علوم واحد، ياسلام آزاد دانشگاه، گروه زيست شناسي، ارشد كارشناس -3

 رانيا كرج،، يراز يساز سرم و واكسن ي سسهؤم، بخش توليد و تحقيق توبركولين و مالئين، ارشد كارشناس -4

  ايران سازي رازي، كرج، واكسن و سرم ي سسهؤبخش توليد و تحقيق توبركولين و مالئين، م دامپزشك، -5

  ايران سازي رازي، كرج، واكسن و سرم ي سسهؤ، بخش توليد و تحقيق توبركولين و مالئين، مارياستاد -6

   Email: nmosavari@yahoo.com  دكتر نادر مصوري :ي مسؤول نويسنده

  

  1391 اول اسفندهفته / 219شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  2310

www.mui.ac.ir  
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مايكوباكتريوم  ناشي از ي ررسي نقش انتقال اخير عفونت و عود مجدد عفونت نهفتهب

  DR-RFLPو  IS6110-RFLP توبركلوزيس در بيماران مسلول به روش

  
، 4سخراوي احمد ،4يطاهر محمد محمد، 1، سپيده غني3، داود صادقي2، دكتر علي اصغر فرازي1بهنام رفيعي

  6دكتر نادر مصوري، 6وان تدينكي ، دكتر5اله كشاورز دكتر روح
  
  

  چكيده

يك سوم  نزديك بهباشد و  ميليون نفر در هر سال مي 3عنوان يك پاتوژن موفق انساني عامل مرگ حدود ه مايكوباكتريوم توبركلوزيس ب :مقدمه

شدن مجدد عفونت نهفته به مايكوباكتريوم اين مطالعه به منظور بررسي نقش انتقال اخير و فعال . جمعيت جهان عفونت نهفته به اين باكتري دارند

   و )IS6110-RFLP )IS6110-Restriction fragment length polymorphism هاي توبركلوزيس در استان مركزي با استفاده از روش

DR-RFLP هاي مايكوباكتريوم توبركلوزيس با اين دو روش انجام گرفت قدرت تفكيك جدايه ي و نيز مقايسه.  

درماني استان  -سل ريوي از مراكز بهداشتيمبتلا به خلط اسمير مثبت از بيماران  ي نمونه 57سال در مجموع  اين مطالعه طي يك در :ها روش

. كلروفرم صورت پذيرفت –ژنوميك با روش ايزو آميل الكل DNAسپس استخراج  .هاي استاندارد كشت داده شد آوري گرديد و طبق روش مركزي جمع

 DR و IS6110هاي  سازي با پروب رگه استفاده شد و دو PvuII ي با استفاده از آنزيم محدودكننده RFLPها از روش  نتيكي سويههاي ژ جهت بررسي

 .انجام پذيرفت

مشاهده  ژنوتيپ IS6110 ،48با استفاده از پروب  .هاي مايكوباكتريوم توبركلوزيس مشاهده شد تنوع ژنتيكي وسيعي از سويه ،طي اين مطالعه :ها يافته

 .آن منحصر به فرد بود نوع 37كه  ديده شد ژنوتيپ DR ،45منحصر به فرد بود و با پروب  نوع 41كه  گرديد

نقش اصلي فعال شدن مجدد عفونت نهفته نسبت به  ي دهنده نشان ،هاي مايكوباكتريوم توبركلوزيس مورد مطالعه تنوع ژنتيكي وسيع سويه :گيري نتيجه

  .باشد مي DR-RFLPبيشتر از روش  IS6110-RFLP ها با روش هاي تجربي ما نشان داد قدرت تفكيك سويه همچنين يافته .باشد انتقال اخير عفونت مي

  RFLPانتقال اخير، عود مجدد عفونت، قدرت تفكيك، مايكوباكتريوم توبركلوزيس،  :واژگان كليدي

  

 .اله، تدين كيوان، مصوري نادر كشاورز روح، سخراوي احمد محمد، يطاهر حمدم، صادقي داود، غني سپيده، علي اصغررفيعي بهنام، فرازي  :ارجاع

 مايكوباكتريوم توبركلوزيس در بيماران مسلول به روش ناشي از ي ررسي نقش انتقال اخير عفونت و عود مجدد عفونت نهفتهب

IS6110-RFLP  وDR-RFLP . 2310-2323): 219( 30؛ 1391مجله دانشكده پزشكي اصفهان  
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 و همكاران بهنام رفيعي انتقال اخير و فعال شدن مجدد عفونت نهفته به مايكوباكتريوم

  مقدمه

 ـ تحت دور اريبس يها زمان از بشر نسل  يمـار يب رأثيت

 كيــژنت مطالعــات كــهي طــوره بــ ؛اســت بــوده ســل

 ـليم يط كه است داده نشانبه تازگي  يمولكول هـا   وني

 عامـل  نيتـر  متعارف سيتوبركلوز وميكوباكتريما سال

  .)1( است بوده ايدن در انساني سل يماريب

مـل  كه بـروز بيمـاري سـل بـه عوا     با توجه به اين

مختلفــي ماننــد ميــزان شــيوع ســل در منطقــه، مــدت 

ميـزان تمـاس افـراد بـا بيمـاران      و  عفونت در بيماران

ولـي بـا ايـن حـال تخمـين زده       ،مسلول بستگي دارد

شود كه يك سوم از جمعيت جهان عفونـت نهفتـه    مي

به اين باكتري دارند و بيماري سل در اثر فعـال شـدن   

  . )2-4( آيد د ميوجوه هاي نهفته ب مجدد اين عفونت

ــابي بيمــاري ســل در كشــور مــا   شناســايي و ردي

هـاي   هاي معمول مانند آزمايش روش برخيمحدود به 

هاي خلط و كشـت بـاكتري و    ميكروبي بر روي نمونه

هاي بيوشيميايي، ثبـت اطلاعـات عمـومي     ام تستجان

و ايمنوفلورسـانس   ELISAنهايت تست  در بيماران و

هـاي   هاي موجود در روش محدوديت). 5-8( باشد مي

هـاي   معمول آزمايشگاهي براي تفكيـك كـردن سـويه   

هاي مربـوط بـه فعـال     مربوط به عفونت اخير و سويه

 ـ   وجـود آمـدن دانـش    ه شدن مجدد عفونـت، سـبب ب

جهـاني   سازمان). 9( اپيدميولوژي مولكولي شده است

 ـ كه زند مي نيتخم بهداشت  اي ـدن تي ـجمع سـوم  كي

 سيتوبركلـوز  وميكوبـاكتر يما ي نهفته عفونت مبتلا به

ه بــ يمــاريب آلــوده افــراد درصــد 5-10 در و هســتند

روش ). 10( كنــد مــي شــرفتيپ فعــال ســل صــورت

 RFLPيا آناليز ژنـوم بـه روش    DNAنگاري  انگشت

)Restriction fragment length polymorphism (

ــيم   ــراي تقس ــج ب ــتاندارد و راي ــك روش اس ــدي  ي بن

ــويه ــاكتريوم تو س ــاي مايكوب ــاظ  ه ــوزيس از لح بركل

مطالعـات نشـان   ). 11( باشـد  اپيدميولوژي مولكولي مي

 RFLPبه روش  DNAنگاري  داده است كه طي انگشت

 ـ سويه عنـوان خوشـه   ه هاي داراي الگوي ژنومي مشابه ب

)Cluster ( لمعمـو و بـه طـور   شـوند   در نظر گرفته مـي 

هـايي   باشند و سـويه  به انتقال اخير فرد به فرد مي مربوط

الگوي ژنومي منحصـر بـه فـرد و اختصاصـي نشـان      كه 

دور  ي كسب عفونـت در گذشـته   ي دهنده نشان ،دهند مي

اين در حـالي اسـت   . هستند و فعال شدن مجدد عفونت

گذشـته در   ي هـاي مولكـولي در طـول دهـه     كه بررسـي 

ايالات متحده حاكي از كاهش موارد سل از طريق انتقـال  

موارد فعال شدن مجـدد  اخير فرد به فرد و افزايش ميزان 

  ).12( همراه بوده است ي هاي نهفته عفونت

ــ IS6110-RFLP روش ــوان ه بـ ــك عنـ روش يـ

استاندارد در اپيدميولوژي مولكولي سل شـناخته شـده   

 )Sequence(تـوالي  اين روش مبتني بر وجـود   .است

طور اختصاصي در طـول  ه كه ب است IS6110الحاقي 

لوزيس بـه تعـداد   ژنوم كمپلكس مايكوباكتريوم توبرك

تعـداد   .هـاي مختلـف وجـود دارد    متنوع و در جايگاه

ــي  ــويه  IS6110كپـ ــر سـ ــاكتريوم  ي در هـ مايكوبـ

ايـن   .عـدد متغيـر اسـت    25صفر تا  توبركلوزيس بين

افتراق زيـاد و تكرارپـذيري بـالا داراي     ه دليلروش ب

  ). 13-14( اهميت خاصي است

نيز به كمك قطعـات   RFLPهمچنين روش ديگر 

DR )Direct repeat-Restriction length fragment 

polymorphism  ياDR-RFLP( هـاي   توالي. باشد مي

DR   جفـت بـازي و بـدون     36 تـوالي شامل تعـدادي

هـاي   هـا و سـويه   هاي تكراري هسـتند و گونـه   فاصله

اساس حضور يا عـدم حضـور ايـن     مايكوباكتريوم بر

هـا   اليتـو ها و نيز محل قرارگيري و تعـداد ايـن    توالي
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 و همكاران بهنام رفيعي مجدد عفونت نهفته به مايكوباكتريوم انتقال اخير و فعال شدن

  ).15( داراي تنوع و گوناگوني هستند

بررسـي نقـش انتقـال اخيـر      ،مطالعـه هدف از اين 

صورت فرد به فرد و عـود مجـدد عفونـت    ه عفونت ب

ــاران    ــوزيس در بيم ــاكتريوم توبركل ــه مايكوب ــه ب نهفت

  مســـلول اســـتان مركـــزي بـــا اســـتفاده از دو روش 

IS6110-RFLP و DR-RFLP ي و همچنــين مقايســه 

هاي مايكوباكتريوم توبركلـوزيس   فكيك سويهقدرت ت

   .دبوبا دو روش مذكور 

  

  ها روش

  جداسازي و شناسايي نمونه

 57يـك سـاله تعـداد     ي در اين تحقيـق طـي يـك دوره   

كننده به مراكز بهداشـت    خلط از بيماران مراجعه ي نمونه

آوري شد و اسمير مثبـت بـودن ايـن     استان مركزي جمع

سـپس   .زيل نلسون ثابـت گرديـد   آميزي ها با رنگ نمونه

ــودگي ــه آل ــي نمون ــه روش زداي ــا ب ــتيل - N ه  - L –اس

و جهت تكثير و بررسي سرعت رشـد در  انجام سيستئين 

حــاوي  Lowenstein Jensen محــيط كشــت انتخــابي

هفتـه در   6-8گليسيرين كشت داده شـد و بـه مـدت    

پس از رشـد   .گراد انكوبه شد سانتي ي درجه 37دماي 

هاي نياسـين،   ها از تست ت شناسايي سويهها جه باكتري

   ).16- 17(كاتالاز و احياي نيترات استفاده گرديد 

   ها و تعيين هويت مولكولي جدايه DNAاستخراج 

ــولينگن،    ــتاندارد ون سـ ــق روش اسـ  DNAطبـ

گونـه شكسـتگي بـا اسـتفاده از      ژنوميك و بدون هيچ

ــزوزيم، ، )SDS )Sodium dodecyl sulfate ليــ

هـاي   از كلنـي  K كلروفرم و پروتئيناز -لايزوآميل الك

 كيفيـت و كميـت  ). 18( قابل مشاهده استخراج گرديد

DNA شـــده بـــا اســـتفاده از روش  هـــاي اســـتخراج

الكتروفورز كوتاه مدت و اسپكتروفتومتري با دسـتگاه  

  ). 19( نانودراپ مورد بررسي قرار گرفت

 فاقــد كيــژنوم DNA بــه كــه ايــن بــه توجــه بــا

ــتگ ــن يشكس ــتد ازي ــه ،مياش ــا نمون  يدارا DNAي ه

 ـن و) مـدت  كوتاه الكتروفورز با يبررس( يشكستگ  زي

 از) نـانودراپ  دسـتگاه  با يبررس( نييپا غلظت يدارا

هـا بـه    تعلـق جدايـه  . شـد  گذاشـته  كنار قيتحق ريمس

 كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس از طريق واكنش

PCR )Polymerase chain reaction(   ــاس ــر اس ب

   :ي طبــــق پرايمــــر پيشــــرونده IS6110ي  قطعــــه

5'CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC3' و پرايمر 

 'GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA3'5معكوس 

  ). 20( انجام پذيرفت

 شـامل  وپي ـكروتيم هـر  در PCR واكنش مخلوط

  :بود ريز موارد

 بـافر  تريكروليم dNTPs ،5/2 مخلوط مول يليم 05/0

PCR )1/0 مـول  يليم KCl، 2/0 مـول  يل ـيم Tris HCL   

ــا ــيم pH(، 1/0=  8/8 بــ ــول يلــ    ،)NH4)2SO4 مــ

، پيشرونده مريپرا كوموليپ MgCl2، 10 مول يليم 5/1

ــوليپ 10 ــريپرا كوم ــوس م ــد 1 ،معك ــز از واح    ميآن

Taq DNA polymerase نـانوگرم  100 و DNA  يبـرا 

 ـا در. شد استفاده تريكروليم 25 يينها مخلوط  قي ـتحق ني

 مثبـت  شـاهد  وبيكروتيم مواد تمام از ،يمنف شاهد يبرا

 مقطـر  آب ،DNAي جـا  بـه ( بـود  الگـو  DNA فاقد كه

 در اسـتفاده  مـورد  مـواد  يتمـام . شد استفاده) شد اضافه

   .بود رانيا - ناژنيس شركت ساخت PCR واكنش

 ي درجـه  94 كليس 1 بيترت به هم PCRي  برنامه

  ، )Initial denaturation( قـه يدق 3 يبـرا  گـراد  يسـانت 

ه ب) Denaturation( گراد يسانت ي درجه 94 كليس 25

 گـراد  يسـانت  ي درجـه  65 كليس ـ 25 ،قـه يدق 1 مدت

)Anealing (كليس ـ 25 نين ـچهم و قهيدق 1 مدت به 
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 و همكاران بهنام رفيعي انتقال اخير و فعال شدن مجدد عفونت نهفته به مايكوباكتريوم

 قهيدق 1 مدت به) Extension( گراد يسانت ي درجه 72

 گـراد  يسـانت  ي درجـه  72 كليس1 يينها ريتكث يبرا و

 تينهادر . شد الدنب) Final extension( قهيدق 4 يبرا

ــول ــارز ژل در PCR محص ــد1 آگ ــورز درص  الكتروف

 و يبررس ـ مـورد  آمـده  دسـت  بـه  يها عكس و ديگرد

  .گرفت قرار ريتفس

RFLP سازي  رگه و دوDNA  

، هضم آنزيمي در داخـل يـك   RFLP به منظور انجام

بـا غلظـت   ( DNAميكروليتـر   2اسـتريل   ميكروتيوب

ــه ازاي هــر ميكروليتــر 1500   بــه همــراه   ،)نــانوگرم ب

 –Pvull )Roche ي كننـده   ميكروليتر آنزيم محـدود  1

  ميكروليتـر بـافر آنـزيم     2سـپس   .اضافه گرديد) آلمان

x 10  ــت ــافه و در نهاي ــر  15اض ــر آب مقط ميكروليت

ميكروليتـر   20استريل اضافه شد تا حجـم نهـايي بـه    

هـاي حـاوي مـواد فـوق بـه       ميكروتيوبسپس   .برسد

گـراد   سانتي ي درجه 37اري ساعت در بن م 18مدت 

 يسـاز  فعـال  ري ـغ منظـور  به پس از آن .قرار داده شد

 مـدت  به شده  هضم DNA يحاو وبيكروتيم، ميآنز

در . شـد  داده قرار گراد يسانت ي درجه 65 در قهيدق 15

بعد جهت جداسازي قطعات حاصل از برش  ي مرحله

ساعت  24آنزيمي، محصولات هضم آنزيمي به مدت 

ولـت الكتروفـوز    30در ولتـاژ   درصـد  1ر در ژل آگا

 2 ي ســايز مــاركر شــماره DNA همچنــين از. گرديــد

محصـول  ) Digoxigenin(دار بـا ديگوكسـيژنين    نشان

هـا در   باند ي آلمان، براي تعيين اندازه Roche-شركت 

  . ها استفاده شد كنار ساير نمونه

 ي خـورده  سپس ژل آگارز محتـوي قطعـات بـرش   

DNA ــط ــتگاه توس ــركت( داك ژل دس  BioRad– ش

 گرفـت  قـرار  يبـردار  عكـس  و يبررس ـ مورد) كايمرآ

 آمـاده  و يآور عمل جهت مذكور آگارز ژل). 2 شكل(

 ـترت بـه  يمشخص ـ يزمـان  فواصل در شدن  تحـت  بي

 منظـور  بـه  قـه يدق 5( كننـده  نـه يدپور محلـول  با ماريت

 محلـــول ،)آگـــارز ژل ينســـب شـــدن نـــهيدپور

، قهيدق 15 مدت به بار هر ماريت بار 2( كننده واسرشت

 يا رشـته  تك DNA جاديا و شدن واسرشت منظور به

ــه ــروب حيصــح اتصــال منظــور ب ــه در پ  دو ي مرحل

 بار هر و ماريت بار 2( كننده يخنث محلول و) يساز رگه

 يها ل محلو نمودن يخنث منظور به قه،يدق 15 مدت به

  . گرفت قرار) يقبل

 Southern blotting كيتكن ي لهيوسه ب پس از آن

 DNA قطعـات  ،يا نـه يموئ انتقال روش يريكارگ به و

 بـا  يلونينـا  يغشـا  كي به ژل، در موجود ي يافته برش

ــ ؛شــد منتقــل مثبــت شــارژ  ي صــفحه كــهي طــوره ب

ــده ــل در ژل ي نگهدارن ــ داخ ــاترن ينيس ــگيبلات س  ن

ــو ــافر يمحت ــرار x Saline- sodium citrate20 ب  ق

 بـافر  بـا  داگانهج طوره ب واتمن كاغذ قطعه دو. گرفت

SSC، 20  يرو بـر لتـر  يف عنـوان ه ب و شد آغشتهبرابر 

 عمـل  ژل ؛ آن گـاه، گرفـت  قـرار  نگهدارنده ي صفحه

 يغشـا  سـپس  و گرفـت  قـرار  آن يرو بر شده يآور

 يرو) آلمـان  – Rocheشركت( مثبت شارژ با يلونينا

 ـنها در. شـد  داده قرار ژل  ـ جـاذب  يهـا  كاغـذ  تي ه ب

 15 طـول  بـه ( گرفتنـد  قـرار  غشـا  يرو منظم صورت

 فشـار  و تعـادل  يبرقـرار  جهـت  سـپس  و) متر يسانت

 سـاترن  ستون يرو يلوگرميك كي ي وزنه كي مناسب

 به نگيبلات ساترن مطالعه نيا در. گرفت قرار نگيبلات

 سـاترن  اتمـام  از بعد. رفتيپذ انجام ساعت 15 مدت

ي غشـا  يرو بـر  هشـد   منتقـل  DNA قطعات نگيبلات

 120 حـرارت  اعمـال  از اسـتفاده  اب مثبت شارژ يدارا

 دسـتگاه  توسـط  قهيدق 30 مدت به گراد يسانت ي درجه

 ـتثب غشـا  يرو بر فور پـري هيبريداسـيون و   . شـد  تي
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شـده بـا    بـل يلهـاي   هيبريداسيون، با استفاده از پروب

بـدين منظـور، ابتـدا    . ديگوكسيژنين صورت پـذيرفت 

غشا در آون هيبريداسيون در مجاورت محلـول پـري   

سـاعت در   2-4به مـدت  ) فاقد پروب(  يداسيونهيبر

پـس از آن،  . گراد قرار گرفت سانتي ي درجه 55دماي 

ــدت   ــه م ــا ب ــول   24غش ــاورت محل ــاعت در مج س

 هـاي  پـروب ( دار هيبريداسيون آغشته به پـروب نشـان  

IS6110 ،DR  هاي  آزمايشكه هر كدام جداگانه و طي

  در دمـــــاي ) جـــــدا از هـــــم اســـــتفاده شـــــدند

  .)18( گراد قرار گرفت سانتي ي درجه 65

  يآشكارساز

 بــا شــده رگــه دو DNA قطعــات يآشكارســاز يبــرا

 تحـت  قـه يدق 1 مـدت  بـه  يلونينا يغشا ابتدا، پروب

 قـرار  )Washing buffer( شستشـو  بـافر  بـا  شستشـو 

 بـا  مـار يت تحـت  قهيدق 30 مدت به غشا سپس .گرفت

 نيب از منظور به) Blocking buffer( كننده  بلوكه بافر

 اتصـال  اه به آن پروب كه ياختصاص ريغ يها مكان بردن

 مـدت  بـه  غشا بعد ي مرحله در .رفتيپذ انجام بود، افتهي

 ـ با ماريت تحت قهيدق 30  نيژنيگوكس ـيد ضـد  يبـاد  يآنت

 پـس از آن  .گرفت قرار فسفاتاز آلكالين با شده كنژوگه

 بـا  مـار يت قـه يدق 2 و شستشو بافر با شستشو قهيدق 15

در . رفتيپذ انجام) Detection buffer( ييشناسا بافر

ــت ــازي از سوبســتراهاي   نهاي    NBT جهــت آشكارس

)Nitro blue tetrazolium salt in dimethyl 

formamide (و BCIP )5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosohate(  ي هي ـكل. ساعت استفاده گرديد 2به مدت 

 سـاخت  يآشكارسـاز  ي مرحلـه  در استفاده مورد مواد

  . بود آلمان – Rocheشركت

سـازي پـروب بـا     رگـه  آناليز تصاوير حاصل از دو

، علاوه بر مشاهده و آنـاليز  DNAخورده  قطعات برش

 Gel-Pro Analyzerافـزار تخصصـي    چشمي، توسط نرم

)Media cybernetics. Millan, Italy (ــر اســاس  ب

   .باند بررسي و مقايسه گرديد ي تعداد و اندازه

  

  ها افتهي

مايكوبــاكتريوم از  ي سـويه  57ايـن تحقيـق تعـداد     در

ــيط     ــر روي مح ــزي ب ــتان مرك ــلول اس ــاران مس بيم

حـاوي گليسـيرين    Lowenstein Jensenاختصاصـي  

نفـر   27نفـر زن و   30رشد كردند كه از اين بيمـاران  

سـال   89تـا   20سـني بيمـاران از    ي دامنـه  .مرد بودند

حاسـبه  سـال م  60و ميانگين سـني بيمـاران   بود متغير 

ــني      ــانگين س ــودن مي ــالا ب ــاكي از ب ــه ح ــد ك   گردي

  . بيماران بود

با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي  PCRدر روش 

يك بانـد الكتروفـورزي    ي و مشاهده IS6110 ي قطعه

ي  هكه هم نشان داده شد جفت بازي، 245 ي به اندازه

كمـپلكس مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس    از  جدايه 57

نيـز   C و H37RV اي اسـتاندارد ه ـ بودند و بـا سـويه  

  ).1شكل (مقايسه شدند 

چشــمي  ي آمــده بــا مقايســه  دســته الگوهــاي بــ

) جفت باز 2027تا  23130( باندهاي با وزن مولكولي

 Gel-Pro Analyzerافزار تخصصي  و با استفاده از نرم

مورد بررسي ) ها باند ي اساس تعداد و اندازه آناليز بر(

با آنزيم  RFLPسويه، پس از  57از  .دقيق قرار گرفت

Pvu II  ) سازي با پـروب  رگه و دو) 2شكل IS6110 

 ييشناسـا  ژنوتيپ 48 تعداد، )3شكل (و آشكارسازي 

جداشـده واجـد    يها سويه 57از  درصد 1/77 .گرديد

واجد تعداد كپـي متوسـط،    درصد 21تعداد كپي زياد، 

ي  ها واجد تعداد كپي كـم از قطعـه   سويه درصد 75/1

IS6110 بودند.  
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. 

با وزن  IS6110 ي تعيين هويت مولكولي بر اساس قطعه. 1شكل 

  جفت باز 245مولكولي 

: 3 ستون ،يمنف شاهد: 2 ستون ،يباز جفت 100 ماركر: 1 ستون

 ،ATTC 35808 (C( سيتوبركلوز وميكوباكتريما استاندارد ي هيسو

   سيتوبركلوز وميكوباكتريما استاندارد ي هيسو: 4 ستون

)ATTC 25618 (H37RV، يها هيجدا: 10 تا 5 هاي ستون 

  يمركز استان مثبت رياسم نيمسلول از سيتوبركلوز وميكوباكتريما

  

  
  هاي مايكوباكتريوم توبركلوزيس  سويه RFLP .2شكل 

  )PvuIIكامل و بدون شكستگي با استفاده از آنزيم  DNAهضم (

 Roche شركت 2 ي شماره ماركر زيسا: 1 ستون

)11218590910 Cat No.(، استاندارد ي هيسو: 2 ستون 

 3 يها ستون ،ATTC 35808 (C( سيتوبركلوز وميكوباكتريما

 مارانيب از جداشده سيتوبركلوز وميكوباكتريما يها سوبه 19 تا

  يمركز استان مثبت اسمير مسلول

  
هاي  ژنوميك سويه DNA سازي رگه نتايج دو .3 شكل

 IS6110ستفاده از پروب مايكوباكتريوم توبركلوزيس با ا

 Roche شركت 2 ي شماره ماركر زيسا: 1 ستون

)11218590910 Cat No.(، استاندارد ي هيسو: 2 ستون 

)ATTC 35808 (C، 1 ي شماره ي نمونه: 3 ستون،   

   ،5 ي شماره ي نمونه: 5 ستون ،2 ي شماره ي نمونه: 4 ستون

   ،6 ي رهشما ي نمونه: 7 ستون ،24 ي شماره ي نمونه: 6 ستون

 ،25 ي شماره ي نمونه: 9 ستون ،45 ي شماره ي نمونه: 8 ستون

 ،9 ي شماره ي نمونه: 11 ستون ،54 ي شماره ي نمونه: 10 ستون

 ،31 ي شماره ي نمونه: 13 ستون ،30 ي شماره ي نمونه: 12 ستون

 ،32 ي شماره ي نمونه: 15 ستون ،56 ي شماره ي نمونه: 14 ستون

 ،42 ي شماره ي نمونه: 17 ستون ،41 ي مارهش ي نمونه: 16 ستون

  26 ي شماره ي نمونه: 18 ستون

  

 ـا در فرده ب منحصر يها ژنوتيپ تعداد  41 روش ني

 7 مشــابه يژنـوم  يالگـو  و بـود ) درصـد  4/85( مـورد 

، تحـت  جداگانـه  طـور ه ب  هيسو 57اين . بودند پيژنوت

RFLP  با آنزيمPvu II سازي با پروب رگه و دو DR  و

 ژنوتيپ 45 تعداد و )4شكل ( سازي قرار گرفتندآشكار

 در فرد به منحصر يها پيژنوت تعداد .گرديد ييشناسا

ــا ــورد 37 روش ني ــد 2/82( م ــيتع) درص ــد ني  .ش

 پي ـژنوت 8 مشـابه  يژنـوم  يالگو يدارا يها پيژنوت

ــد ــهي ايــن طبــق .بودن  روش ،يشــگاهيآزما يهــا افت

IS6110-RFLP نسبت يشتريب كيتفك قدرت يدارا 

   .بود DR-RFLP روش هب
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هاي  ژنوميك سويه DNA سازي رگه نتايج دو .4 شكل

  DRمايكوباكتريوم توبركلوزيس با استفاده از پروب 

 Roche شركت 2 ي شماره ماركر زيسا: 1 ستون

)11218590910 Cat No.(، استاندارد ي هيسو: 2 ستون 

)ATTC 35808 (C، 1 ي شماره ي نمونه: 3 ستون،   

   ،3 ي شماره ي نمونه: 5 ستون ،2 ي شماره ي ونهنم: 4 ستون

   ،5 ي شماره ي نمونه: 7 ستون ،4 ي شماره ي نمونه: 6 ستون

   ،7 ي شماره ي نمونه: 9 ستون ،6 ي شماره ي نمونه: 8 ستون

 ،22 ي شماره ي نمونه: 11 ستون ،8 ي شماره ي نمونه: 10 ستون

 ،10 ي شماره ي نمونه: 13 ستون ،9 ي شماره ي نمونه: 12 ستون

   آلمان، رش شركت 2 ي شماره ماركر زيسا: 14 ستون

 ،39 ي شماره ي نمونه: 16 ستون ،45 ي شماره ي نمونه: 15 ستون

 ،31 ي شماره ي نمونه: 18 ستون ،30 ي شماره ي نمونه: 17 ستون

 ،24 ي شماره ي نمونه: 20 ستون ،32 ي شماره ي نمونه: 19 ستون

 ،28 ي شماره ي نمونه: 22 ستون ،25 ي شماره ي نمونه: 21 ستون

 ،24 ي شماره ي نمونه: 24 ستون ،51 ي شماره ي نمونه: 23 ستون

  2 ي شماره ماركر زيسا: 25 ستون

  

 Bionomial test روش ازهـا   داده يآمار ليتحل جهت

 گـروه  در شـده   مشـاهده  يهـا  تناسب .ديگرد استفاده

 روش از اســتفاده بــا فــرد بــه منحصــر يهــا پيــژنوت

IS6110-RFLP و DR-RFLP و 58/0 برابر بيترت به 

 يآمـار  تفـاوت  گروه دو از كدام چيه در و بود 47/0

 كل و فرد به منحصر يها پيژنوت گروه نيب يدار يمعن

 روش مـورد  در P=  64/0( نداشـت  وجـود هـا   پيژنوت

IS6110-RFLP  1و  =P روش مورد در DR-RFLP.(  

 Pearsonسـتگي  با استفاده از آزمون همب ،از طرفي

و  IS6110-RFLP هــاي ميــزان همبســتگي بــين روش

DR-RFLP  ار د بود و اين همبستگي معنـي  56/0برابر

  ).P=  029/0(بود 

 بـا  آمده  دسته ب يكيژنت يالگوها يقرارداد طوره ب

 كلمــه يابتــدا از كــه اول HPD )H و HPISي هــا نــام

Human و P ميآنز نام يابتدا از كه Pvu II ـ و   نيهمچن

IS و D يهـا  پـروب  نـام  يابتـدا  از كه DR و IS6110 

  .)1جدول ( دنديگرد ينامگذار) اند شده برگرفته

  

  بحث

مايكوبـاكتريوم   ي سـويه  57حاضر تعداد  ي ر مطالعهد

  توبركلوزيس از بيماران سل ريـوي بـا ميـانگين سـني     

بـا   .سال، جداسازي، كشت و تعيين هويت گرديد 60

ژنوتيــپ  48تعــداد  IS6110-RFLPاســتفاده از روش 

ژنوتيــپ آن داراي الگــوي  41شناســايي گرديــد كــه 

خوشـه شـامل    7و ) درصد 4/85(منحصر به فرد بود 

بـا اسـتفاده از   . مشـاهده شـد  ) درصد 6/14(سويه  16

ژنوتيپ شناسايي گرديـد   45تعداد  DR-RFLPروش 

ــه  ــپ  37ك ــد 2/82(ژنوتي آن داراي الگــوي  )درص

   ســويه 20شــامل خوشــه  8و  بــودمنحصــر بــه فــرد 

   .شد ديده) درصد 8/17(

 IS6110-RFLP روش ،يشـگاه يآزما قيتحق نيا در

) Discriminatory power( تفكيــك قــدرت داراي

 لحـاظ  از .بـود  DR-RFLP روش به نسبت بيشتري

ديـده نشـد    روش دو نيب يدار يمعن تفاوت يآمار

 .ارتباط داشته استها  نمونه كم تعداد با شك يب كه

  دار  معنـــي ين دو روش همبســـتگيبـــ ،يطرفـــ از

   .ديده شد

 ـا در رفتـه  كاره ب مولكولي يها تكنيك  مطالعـه  ني

 بهداشـت جهـاني   سـازمان  ي هيتوص ـ با مطابق يهمگ
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 اسـاس  بـر  RFLP كـه ي طـور ه ب ؛ندبود شده انتخاب

 و تنـوع  ي مطالعـه  در ابـزار  نيتر مهم IS6110ي  قطعه

 مختلــف يهــا هيســو كيولوژيدميــاپ ارتباطــات زيآنـال 

  ).21( باشد مي سيتوبركلوز وميكوباكتريما

  
   DR-RFLPو IS6110-RFLP  آمده با استفاده از  دسته اطلاعات اپيدميولوژيك بيماران مسلول استان مركزي و الگوهاي ژنتيكي ب. 1جدول 

IS6110 DR بيمار ي شماره  سن  جنس  جغرافياييي  منطقه  

HPIS1 HPD1  1  48 مرد  اراك  

HPIS2  HPD2 2 70 مرد  اراك  

HPIS3 HPD3 3 66 زن  اراك  

HPIS4 HPD4 4 75 زن  اراك  

HPIS5 HPD5 5 70 زن  اراك  

HPIS6 HPD6  6 70 مرد  اراك  

HPIS7 HPD7 7 55 زن  اراك  

HPIS8 HPD8 8 20 زن  اراك  

HPIS9 HPD9  9 80 زن  اراك  

HPIS10 HPD9 10 60 مرد  اراك  

HPIS10 HPD10 11 42 زن  اراك  

HPIS11 HPD11 12 71 زن  راكا  

HPIS12 HPD12 13 77 زن  اراك  

HPIS13 HPD13 14 70 مرد  اراك  

HPIS14 HPD14 15 80 مرد  اراك  

HPIS15 HPD15  16 73 زن  اراك  

HPIS15 HPD15  17 28 مرد  اراك  

HPIS16 HPD16 18 23 زن  اراك  

HPIS17 HPD17 19 73 مرد  اراك  

HPIS18 HPD18 20 75 مرد  اراك  

HPIS19 HPD19 21 45 مرد  اراك  

HPIS20 HPD20 22 85 زن  اراك  

HPIS21 HPD21 23 80 زن  اراك  

HPIS22 HPD22  24 74 زن  اراك  

HPIS23  HPD22 25 85 مرد  اراك  

HPIS23  HPD23 26 48 زن  اراك  

HPIS24 HPD24 27 80 زن  اراك  

HPIS25 HPD22  28 82 زن  اراك  

HPIS26 HPD25 29  80  مرد  اراك  

HPIS27 HPD26 30  70  مرد  راكا  

HPIS28 HPD27 31  85  زن  اراك  

HPIS29 HPD28 32  88  زن  اراك  

HPIS30 HPD29 33  87  مرد  اراك  
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هـاي داراي   با توجه به بـالا بـودن ميـزان ژنوتيـپ    

توان به اين نتيجـه   الگوهاي ژنتيكي منحصر به فرد مي

 هعمـد به طـور  رسيد كه بيماري سل در استان مركزي 

ــه  در اثــر فعــال شــدن مجــدد عفونــت هــاي نهفتــه ب

گـردد و انتقـال    مايكوباكتريوم توبركلوزيس ايجاد مـي 

 ـ صـورت فـرد بـه فـرد نقـش بسـيار       ه اخير عفونت ب

. ل ريوي در اين استان داردناچيزي در اپيدميولوژي س

يـد ايـن   ؤكار رفتـه در ايـن تحقيـق م   ه هر دو روش ب

پوشـاني   هـا بـا يكـديگر هـم     موضوع بود و نتـايج آن 

 تهران با اسـتفاده از تكنيـك   در يك مطالعه در. شتدا

RFLP      مشخص شد كه فعـال شـدن مجـدد عفونـت

داراي نقش بيشـتري در اپيـدميولوژي سـل در اسـتان     

  ).22(شت خواني دا با تحقيق حاضر همكه  داردتهران 

بـر روي  كه ديگري در ايران  ي همچنين در مطالعه

ــاكتريوم توبركلــوزيس  Beijingهــاي  ژنوتيــپ مايكوب

  هـــا داراي الگـــوي  ژنوتيـــپ ي همـــه ،انجـــام شـــد

   آمده با استفاده از دسته اطلاعات اپيدميولوژيك بيماران مسلول استان مركزي و الگوهاي ژنتيكي ب. 1جدول 

 IS6110-RFLP وDR-RFLP )ادامه(  

IS6110 DR بيمار ي شماره  سن  جنس  جغرافياييي  منطقه  

HPIS31 HPD30 34  45  مرد  اراك  

HPIS32  HPD31 35  70  زن  اراك  

HPIS32 HPD32 36  79  زن  اراك  

HPIS33 HPD33 37  80  زن  اراك  

HPIS34 HPD30 38  73  مرد  اراك  

HPIS35 HPD34 39  70  زن  اراك  

HPIS36 HPD35 40  60  مرد  اراك  

HPIS37 HPD36 41  37  مرد  اراك  

HPIS38 HPD37 42  83  زن  اراك  

HPIS39 HPD38 43  80  زن  اراك  

HPIS40 HPD39 44  78  مرد  شازند  

HPIS22 HPD40 45  88  مرد  شازند  

HPIS41 HPD41 46  65  زن  شازند  

HPIS42 HPD42 47  88  زن  شازند  

HPIS43 HPD43 48  35  مرد  شازند  

HPIS44 HPD42 49  40  زن  شازند  

HPIS45 HPD30 50  81  مرد  انكميج  

HPIS46 HPD22 51  26  زن  كميجان  

HPIS47 HPD44 52  35  مرد  كميجان  

HPIS48 HPD45 53  88  مرد  كميجان  

HPIS22 HPD45 54  24  مرد  خمين  

HPIS31 HPD30 55  32  مرد  خمين  

HPIS22 HPD44 56  27  مرد  ساوه  

HPIS40 HPD39 57  83  زن  ساوه  
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IS6110-RFLP ــد ــاوت بودن ــه). 23( متف  ي در مطالع

شمال غرب ايـران نقـش سـن در     ي ديگري در منطقه

بـه فـرد مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس بــا      انتقـال فـرد  

رار ق ـمـورد بررسـي    IS6110-RFLP استفاده از روش

مشخص گرديد كه در اين منطقه فعال شـدن   وگرفت 

سال و انتقال اخير فـرد   56مجدد عفونت در افراد زير 

در بـروز  سال نقش بيشـتري   56به فرد در افراد بالاي 

 ـ  ). 24(اسـت   بيماري سل داشـته  ا نتـايج  ايـن نتـايج ب

ما  ي كه در مطالعه طوريه ب ؛انطباق نداردي ما  مطالعه

د و در بيشـتر  بوسال  60ميانگين سني مبتلايان به سل 

ها فعال شدن مجدد عفونـت نقـش    درصد سويه 80از 

ايـن در   .شـت اصلي را در ايجاد بيماري بـر عهـده دا  

حالي است كه مطالعات صورت گرفته در كشـورهاي  

   ).25-26(ما انطباق دارد  ي العهصنعتي با نتايج مط

ديگــري كــه در اســتان فــارس و بــا  ي در مطالعــه

نتايج  ،صورت گرفت RAPD-PCRاستفاده از تكنيك 

حاكي از نقش بيشتر انتقال فرد به فرد عفونت نسـبت  

به فعال شدن مجدد عفونـت ناشـي از مايكوبـاكتريوم    

 ايـن نتـايج بـا   . بودبيماري سل بروز توبركلوزيس در 

 ـ ممكن استكه البته  متفاوت بودما  ي ايج مطالعهنت ا ب

توريسـتي بـودن اسـتان فـارس     نيـز  جمعيت بيشتر و 

  ). 27( مرتبط باشد

اقيـانوس   ي اي كه در كشـورهاي منطقـه   در مطالعه

، IS6110-RFLP هند انجام گرفت با استفاده از روش

الگـوي آن منحصـر    289الگو مشاهده گرديد كه  332

هـاي ژنتيكـي    عنوان خوشهه الگو ب 43به فرد بودند و 

 DR-RFLP ،64همچنـين روش   .در نظر گرفته شدند

سويه داراي الگوي  42الگوي متفاوت را نشان داد كه 

هاي ژنتيكي در بـين   اين شباهت .منحصر به فرد بودند

ها در بين  هاي جداشده، دال بر انتقال فعال سويه سويه

  ). 28( باشد كشورهاي اين منطقه مي

و  Chanderديگــري كــه توســط    ي ر مطالعــهد

ــك   ــا تكني ــاران ب ــد،   DR-RFLPهمك ــام ش  80انج

 .مايكوباكتريوم توبركلـوزيس بررسـي شـدند    ي جدايه

باندي را نشان داد و تنها  3-7ها الگوهاي  هبيشتر سوي

 .)29( سويه، يك باند و يا هيچ باندي را نشان نـداد  2

هـا   ثـر سـويه  مـا اك  ي اين در حالي است كه در مطالعه

بودنـد و تنهـا دو سـويه     DRي  كپي از قطعه 2داراي 

ديگـري   ي در مطالعه. داشتند DR ي يك كپي از قطعه

هاي مايكوبـاكتريوم   جدايه ،كه در هندوستان انجام شد

ــر اســاس تعــداد كپــ  ي هــاي قطعــه   يتوبركلــوزيس ب

IS6110  ي  فاقـد قطعـه   ي دسـته  4بهIS6110  تعـداد ،

و  )كپي 3-5(تعداد كپي متوسط  ،)كپي 1-2( كپي كم

 ،به عـلاوه . دتقسيم شدن )كپي 6-19(تعداد كپي زياد 

 مشـاهده نشـد   19تعداد كپي بيشـتر از  در اين مطالعه 

 1/77حاضر  ي مطالعه دراين در حالي است كه  .)30(

جداشده واجد تعداد كپي زيـاد،   ي سويه 57از  درصد

 درصـد  75/1واجـد تعـداد كپـي متوسـط،      درصد 21

  . بود IS6110ي  ها واجد تعداد كپي كم از قطعه سويه

و  Dasچـه كـه    مشاهدات ما در اين مطالعه بـا آن 

 درصـد  40كـه   همكاران گزارش كردند مبني بـر ايـن  

ي  يـك كپـي از قطعـه   داراي يـا فقـط    ها فاقد و هسوي

IS6110 31( خواني ندارد ، همبودند .(  

ــه در ــريد ي مطالع ــه يگ ــر در ك ــام لانكايس  انج

 سيتوبركلـوز  وميكوبـاكتر يما ي هيسـو  125 ،رفتيپذ

 نيا جينتا كه گرفت قرار -RFLP IS6110 زيآنال مورد

 ـ تعـداد  و بـود  مشـابه  ما ي مطالعه با مطالعه  وهـا   يكپ

 مشـاهده  ييبـالا  سـم يمورف يپل ـ و بود متفاوت الگوها

در مورد مايكوباكتريوم بويس نيز بيشـتر  ). 32( ديگرد

د كـه  بودن IS6110ي  از قطعه ها داراي يك كپي سويه
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ــدوده ــوي  9/1 ي در مح ــازي الگ ــرار  RFLP كيلوب ق

بــراي  IS6110-RFLP بنــابراين روش. دنــگير مــي

هاي مايكوبـاكتريوم بـويس و همچنـين     تفكيك سويه

  هــاي مايكوبــاكتريوم توبركلوزيسـي كــه واجــد   سـويه 

باشـند مناســب   IS6110ي  كپـي يــا كمتـر از قطعــه   5

  .)33-34(باشد  نمي

ــه ــك   ي در مطالع ــدرت تفكي ــترين ق ــر بيش حاض

مشـاهده   IS6110-RFLP ها با اسـتفاده از روش  سويه

   .گرديد

هـاي مختلـف    روش ي اي جهت مقايسـه  در مطالعه

ــول ــويه  ي،مولك ــدميولوژي س ــاكتريوم   اپي ــاي مايكوب ه

ــوزيس از  ــر 5توبركل ــي ب روش  7و  RFLP روش مبتن

 درديگنهايت مشخص در استفاده شد و  PCRمبتني بر 

   VNTR و بعــد از آن روش IS6110-RFLP روش كــه

)Variable number tandem repeat( بيشـترين   داراي

ــپوليگو  ــك و روش اس ــدرت تفكي ــگ داراي  ق تايپين

   .)12( باشد ميكمترين قدرت تمايز 

كشور غنا مشخص شد كـه   ديگري در ي در مطالعه

نسبت بـه سـاير    IS6110-RFLP قدرت تفكيك روش

، كـه ايـن مطالعـات بـا     )35- 36(تر اسـت  ها بيش روش

 .خواني و انطبـاق دارد  هاي ما در تحقيق حاضر هم يافته

ــه ــاله ب ــتحق در رح ــر قي ــاهده حاض ــد مش ــه ش  ك

 وميكوبـاكتر يما از يناش ـ عفونـت  مجـدد  يسـاز  فعال

 ـاپ دررا  ياصل نقش سيتوبركلوز  يمـار يب يولوژيدمي

 رسـد  مي نظره ب و دارد عهده بر يمركز استان در سل

 تي ـموفق ي دهنـده  نشان قيتحق نيا در ما يها افتهي كه

 بـوده  يمركـز  اسـتان  در سـل  از يريشگيپ يها برنامه

 روش كــه داد نشــان مــا يهــا افتــهي نيهمچنــ. اســت

IS6110-RFLP يهـــا هيســـو پيـــتا تعيـــين در 

ــاكتريما ــوز وميكوب ــدرت يدارا سيتوبركل ــتفك ق  كي

  .باشد مي DR-RFLP روش به نسبت يشتريب

  

  قدردانيتشكر و 

 بـه  ارشـد  كارشناسـي  ي نامه انيپا حاصل پژوهش اين

 لهيوســـ نيبـــد .دبـــو 15430507882013 ي شـــماره

 ي هي ـكل ازرا  خود يقدردان و تشكر مراتب سندگانينو

 و نيتوبركـول  ي توسعه و قيتحق و ديتول بخش پرسنل

، كـرج  يراز يسـاز  سـرم  و واكسـن  ي سسهؤم نيمالئ

 مركـز  سـل  شـگاه يماآز و اراك يپزشك علوم دانشگاه

 .دارند مي اعلام يمركز استان بهداشت
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Abstract 
Background: Mycobacterium tuberculosis is a successful worldwide human pathogen responsible for 
killing about three million people every year. It has been estimated that approximately one-third of the 
world population have latent infections of this pathogen. This study was performed to evaluate the role 
of recent transmission of infection and reactivation of latent infection with Mycobacterium 
tuberculosis in Markazi Province (Iran).  

Methods: Overall, 57 sputum specimens from smear-positive patients were collected from health 
centers in Markazi Province. The samples were then cultured by standard methods. Afterward, 
genomic DNA was extracted by chloroform-isoamyl alcohol. Genetic studies were conducted by Pvull 
restriction fragment length polymorphism (RFLP) and DNA hybridization with IS6110 and direct 
repeat (DR) probes. 

Findings: We observed a wide range of genetic diversity from Mycobacterium tuberculosis strains. Of 
48 genotypes identified by IS6110-RFLP method, 41 were unique. On the other hand, 37 of 45 
genotypes identified by DR-RFLP were unique. 

Conclusion: The variety of genetic patterns revealed that reactivation of latent infection with 
Mycobacterium tuberculosis has a more important role than recent transmission in the studied 
population. Our practical findings showed higher discriminatory power of IS6110-RFLP compared to 
DR-RFLP. 

Keywords: Discriminatory power, Mycobacterium tuberculosis, Reactivation, Recent transmission, 
Restriction fragment length polymorphism 
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