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 در Allele-Specific-PCR و PCR-RFLP يها روش از استفاده با pncA ژن يبررس
  سيتوبركلوز وميكوباكتريما از سيبوو وميكوباكتريما افتراق

  
   ،3ايفرن سايپر دكتر ،2يالاسلام خيش ميمر فاطمه دكتر ،1تركمن اري اله رضا محمد

   ،7يمسجد رضا محمد كترد ،6يشمس يمهد ،5يمظفر محدثه ،4ينيحس شاه حسن محمد دكتر
  7يتيولا اكبر يعل دكتر

  
  

  خلاصه
 ي نقطه در فرد به منحصر ونيموتاس كي .كند مي ريدرگ زين را انسان يمورد صورت به يگاو مزمن سل عامل عنوان به سيبوو وميكوباكتريما :مقدمه

169(G←C) ژن pncA روش از استفاده .كند مي زيمتما سيتوبركلوز وميكوباكتريما از را آن سيبوو وميكوباكتريما در PCR-RFLP در بار نياول يبرا 
 .گرفت قرار استفاده مورد سميارگان دو اين يساز جدا در قيتحق نيا

 از استفاده با ،بعد قدم در .شد انجام وگراميب يآنت و كشت با همراه ،يكروسكوپيم يبررس با سل به مبتلا ماريب 98 يرو بر مطالعه نيا :ها روش
 با حاصل جينتا نيهمچن و گرفت قرار يبررس مورد pncA ژن 169 دينوكلئوت رييتغ PCR-RFLP و Allele-specific PCR ياه روش

Spoligotyping شد سهيمقا. 

 16 و ديامنيرازيپ به حساس )درصد 1/55( نمونه 54 مقاوم، )درصد 57/28( نمونه 28 بيوگرام آنتي روش با ،يبررس مورد يها نمونه انيم از :ها يافته
 با .شدند داده صيتشخ سيبوو وميكوباكتريما كيكلاس يها روش با )درصد 1/3( نمونه 3 مقاوم، ي نمونه 28 از .بودند رشد فاقد )درصد 23/16( نمونه
 ي سهيمقا .شدند ادهد صيتشخ سيبوو.م )درصد 06/3( نمونه 3 و سيتوبركلوز وميكوباكتريما )درصد 93/96( نمونه 95 نمونه، 98 از يمولكول يها روش
 .داشتند انطباق Spoligotyping جينتا با درصد 100 يژگيو و تيحساس با PCR-RFLP و Allele-specific PCR يها روش

 يبررس موارد نيانگيم از بالاتر ،درصد 1/3 يفراوان با يرانيا تيجمع در سيبوو وميكوباكتريما يفراوان كه داد نشان قيتحق نيا جينتا :گيري نتيجه
 و است يانتخاب روش بودن تر عيوسر تر ارزان علت به Allele-specific PCR روش كه داد نشان نيهمچن ).درصد 1 تا 5/0( است نيشيپ ي شده
  .باشد يمناسب نيگزيجا تواند مي Allele-specific PCR در ياحتمال يها قيتطب عدم از يريگ شيپ منظور به PCR-RFLP روش

  .Allele-specific PCR، PCR-RFLP، pncA س،يبوو وميكوباكتريما س،يتوبركلوز وميكتركوبايما :كليدي واژگان
 

  مقدمه
 يا مجموعه )MTB( سيتوبركلوز وميكوباكتريما كمپلكس

  ، M. tuberculosis ،M. africanum يهـــا زميارگـــان از
M. bovis ،M. bovis BCG ،M. caprae، M. microti ،

M. pinnipedii ،Dassie bacillus و M. canettii كه است 
ــوت اتيخصوصــ گرچــها  يهــا تســت در يمتفــاوت يپيفن
 ييبـالا  يهمولوژ اما ،دهند مي نشان خود از ييايميوشيب
   ).1- 2( دارند يكيژنت لحاظ به
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بـه   ،موفـق  درمان شبرديپ يبرا MTB ياعضا افتراق
 در كيدمي ـاپ صـورت  بـه  يمـار يب كـه  يمناطق در ويژه
 يضـرور ، اسـت  ادي ـز واني ـح و انسان تماس اي ديآ مي
 از يناشــ ريــم و مــرگ زانيــم كــه چــرا ؛)3( باشــد مــي
ــاكتريما ــوو وميكوبـ ــتريب سيبـ ــاكتريما از شـ  وميكوبـ

   ).4( باشد مي سيتوبركلوز
 وميكوبـاكتر يما و سيبـوو  وميكوبـاكتر يما صيتشخ

 مقاومـت  لي ـدل هب MTB ياعضا گريد از BCG سيبوو
 تي ـاهم از دي ـامنيرازيپ كي ـوتيب يآنت ـ بـه  ها آن )5( يذات

 كـه  است يحال در نيا ).3 ،6( است برخوردار يراهبرد
 MTB ري ـغ يها وميكوباكتريما در ديناميرازيپ به مقاومت
 اول خـط  يداروها ءجز ديناميرازيپ ).7( ندارد تيعموم
 مـه ين يهـا  يباكتر كشتن به توانا و سل يماريب با مقابله
 اتيخصوص ـ ني ـا .اسـت  يسـلول  داخـل  اغلب و خفته

 را مـاه  6 بـه  مـاه  18 تا 12 از درمان زمان كاهش كانام
   ).8( كند مي ريپذ امكان
 ـ عنوان به ديناميكوتين  ـ تحـت  دارو شيپ  ميآنـز  ريثأت

ــناميرازيپ ــباكتر )PZAase( دازي ــه يياي ــ يدارو ب  ثرؤم
 ميآنـز  .)9- 10( شود مي ليتبد )POA( دياس كينويرازيپ
 ها ونيوتاسم غالب كند، مي كد pncA ژن را دازيناميرازيپ

 در و ميآنـز  تي ـفعال رفـتن  دسـت  از سـبب  ژن نيا در
   ).11( شود مي دارو به مقاومت جهينت

ــا روش ــ يهـ ــتفر كيكلاسـ ــاكتريما قيـ  وميكوبـ
 يهــا تســت و سيبــوو وميكوبــاكتريما و سيتوبركلــوز

 ميآنز تيفعال ترات،ين ياياح ي هيپا بر دارو به تيحساس
PZNase، ــع ــين تجم ــد و نياس ــ در رش ــت طيمح    وفني

 .)12( اسـت  اسـتوار  دي ـدروزيه دياس ـ كيليكربوكس- 2
 ازي ـن .دارنـد  همراه به يمشكلات ها روش نيا كه آن حال
 نييپـا  pH بـا  طيمح ـ به ازين و كشت يبرا اديز زمان به
 يكلن ـ ليتشـك  از درصد 50 تا كه ميآنز شدن فعال يبرا

 .اسـت  مشـكلات  اين از يكي كند مي يريجلوگ يباكتر
 ـ ها تست تيحساس بر هم ودار غلظت نيهمچن  ـ يب  ريثأت

 ي هي ـپا بـر  يهـا  روش از اسـتفاده  نيبنـابرا  ).10( ستين
 كيكلاس ـ يها روش با سهيمقا در يباكتر DNA يبررس
   .دهستن هيتوج قابل بيوگرام آنتي و كشت

 وميكوبـاكتر يما در حاضر( mtp40 ژن از نيا از پيش
 يبـرا  )سيبـوو  وميكوباكتريما در بيغا و سيتوبركلوز

 تـازگي  به يول ،)13( شد مي استفاده گونه دو اين قيتفر
 هـاي  گونـه  ي همـه  در ژن ني ـا كـه  اسـت  شـده  معلوم

ــاكتريما ــوز وميكوب ــود سيتوبركل ــدارد وج  ).8 ،14( ن
 بـا  و همكـاران  و Weil توسط كه يا مطالعه در نيهمچن

 از يمــوارد شــد، انجــام mtp40 ژن توســط از اســتفاده
 وميكوباكتريما اشتباه طور به هك كانوميافر وميكوباكتريما

 يبـرا  mtp40 نيبنـابرا  .)15( شد داده صيتشخ سيبوو
   .است شده داده صيتشخ نامناسب هدف نيا

 بـه  كـه  ،pncA و oxyR يهـا  ژن از حاضـر  حال در
 169 و 285 نقاط در سيبوو وميكوباكتريما يبرا بيترت

 يدي ـنوكلئوت رييتغ سيتوبركلوز وميكوباكتريما به نسبت
 pncA ژن ).12 ،16( شـود  مي استفادهبراي تمايز  ،نددار

 بـا  PZAase ميآنـز  كـه  است دينوكلئوت 561 بر مشتمل
ــ 186 ــهيآم دياس ــد را ن ــي ك ــد م  pncA ژن در ).8( كن
 ليتبـد ( 169 دي ـنوكلئوت در رييتغ سيبوو وميكوباكتريما
 سـبب  )نيديسـت يه بـه  كيآسـپارت  دياس ـ 57 نهيآم دياس

 ني ـا از ).1 ،10( شود مي ديناميرازيپ به آن يذات مقاومت
 و سيبـوو  وميكوباكتريما صيتشخ در توان مي تيخاص

ــاكتريما ــوو وميكوبــ ــاكتريما از BCG سيبــ  وميكوبــ
 در يريي ـتغ هـر  نماند، ناگفته .كرد استفاده سيتوبركلوز

 بـودن  سيبـوو  وميكوبـاكتر يما بر ليدل 57 ي نهيآم دياس
 170 كيوكلئن دياس در رييتغ مثال يبرا ؛ستين سميارگان

 جـز  بـه  يا نـه يآم دياس به 57 ي نهيآم دياس رييتغ اي )11(
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   .هستند دسته اين از )16( نيديستيه
 از كـه  دادنـد  شنهاديپ همكاران و Scorpio بار يناول
 PCR-SSCP روش كمــك بــا pncA ژن 169 تيــموقع

)Polymerase chain reaction-Single-strand 

conformation polymorphism( يجداســــــاز در 
 سيتوبركلـوز  وميكوبـاكتر يما از سيبـوو  وميكوباكتريما

 و Espinosa de los Monteros ).5 ،17( شـود  اسـتفاده 
 يطراح ـ و نظـر  نيهم ـ ي ادامـه  بـا  اياسـپان  در همكاران

Allele-specific PCR،  گذاشـــتن كنــار  بــر  عــلاوه 
 صيتشــخ عمــل ســرعت بــر ،PCR-SSCP مشــكلات

 روش ني ـا گرچـه  ؛)12( افزودند سيبوو وميكوباكتريما
   .نبود اشكال از يخال هم

ــدف ــام ه ــژوهش از انج ــر پ ــهيمقا ،حاض  ي س
ــا روش    PCR-RFLP و Allele-specific PCR يهـ

)PCR-Restriction fragment length polymorphism( 
 در تــر عيســر و اعتمــادتر قابــل يروشــ بــه دنيرســ در

 MTBاعضـاي   ريسا از سيبوو وميكوباكتريما صيتشخ
 عنـوان  بـه  Spoligotyping جينتـا  بـا  هـا  آن ي سهيقام و

 يبـرا  )وگرامي ـب يآنت ـ( كيپيفنوت جينتا با سهيمقا و شاهد
   .بود دارو به مقاومت و جهش نيا ارتباط يبررس
  
  ها روش

 يبـرا  )LJ )Lowenstein Jensen يانتخـاب  كشت طيمح
 شـد  اسـتفاده  وميكوباكتريما يها هيسو ي هياول يجداساز

 كاتـالاز  و نياسين يها تست از ها هيسو يياشناس يبرا و
  ).18( ديگرد استفاده تراتين ياياح و

 بـه  يبـاكتر  تيحساس ـ آزمـون  توسط وگراميب يآنت
 100 غلظت با و 7H10agar طيمح كمك با ديناميرازيپ

 از گـرم  5/9 .شـد  انجـام  دارو ليتـر  ميلي در ميكروگرم
 مقطـر  آب گرم يليم 450 در 7H10agar ي آماده طيمح

 گـرم  5/0 ،فسفات ميپتاس مونو گرم 3/3 آن به و حل
 .شد اضافه سروليگل تريل يليم 5/2 و زيدروليه نيكاز
 بـه  دنيرس ـ و اتـوكلاو  از بعـد  OADC تـر يل يليم 50
 دو به و اضافه محلول به گراد يسانت ي درجه 54 يدما

 ي سـازنده  شـركت  دسـتور  مطـابق ( شد ميتقس ظرف
DIFCO.( محلـول  تـر يل يليم 5/2 يحاو اول فلاكس 

ــناميرازيپ ــرم 100 دي ــي در ميكروگ ــر ميل  247 در ليت
 بـدون  دوم فلاكـس  و 7H10agar محلول از تريل يليم
 شيآزمـا  يها لوله در ها محلول .شد هيته كيوتيب يآنت

 رشـد  روز 21 گذشت و نمونه حيتلق از بعد و ميتقس
 يبـاكتر  تيحساس ي كننده نييتع ،پرگنه رشد عدم اي
  ).19( دبو دارو به

ــار  CTAB روشاز  ــه ك ــط ب ــه توس  و Miyataرفت
 بعـد  ).20( شد ستفادها DNA استخراج جهت همكاران

ــغ از ــال ري ــردن فع ــاكتر ك ــا يب ــا ب ــه 80 يدم  ي درج
ــانت ــراد يس ــدت و گ ــه،يدق 20 م ــول ق ــيرو محل ــا ي  ب
 جدا )دقيقه 10 مدت به دقيقه در دور 4500( وژيفيسانتر

 بـا  .شد دهيرسان تريل يليم 10 حجم به x1( TE( بافر با و
 ميآنـز  تـر يكروليم 100 كـردن  اضافه و مجدد وژيفيسانتر

 در ،رسـوب  بـه  x1 ( TE( بافر تريكروليم 450 و ميزوزيل
 هـر  به سپس .گرفت قرار ساعت 24 مدت به درجه 37

ــه ــريكروليم 5/72 نمون ــول ت ــد 10 محل  و SDS درص
 65 دمـاي  در روز يـك  مـدت  بـه  و اضـافه  Kنازيپروتئ
 100 نمونـه  هـر  بـه  .شـد  داده قـرار  گراد يسانت ي درجه

 تـر يكروليم 100 و مـولار  5 غلظـت  بـا  NaCl تريكروليم
CTAB/NaCl 65 دمــاي در ورتكــس از بعــد و اضــافه 

 بـه  .شـد  داده قرار دقيقه 10 مدت به گراد يسانت ي درجه
 كلروفـرم  مخلـوط  از تـر يكروليم 750 ،وپي ـكروتيم هر
 هـر  رسوب به وژيفيسانتر از بعد و اضافه الكل ليزوآميا

ــه ــه نمون ــر يازا ب ــريكروليم 1000 ه ــول ت  600 محل
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 يدمـا  در سـاعت  24 و اضـافه  زوپروپـانول يا تريكروليم
 ،رسوب به سپس .شد داده قرار گراد يسانت ي درجه - 20

ــريكروليم 1000 ــل ت ــد 70 الك ــزوده درص ــد و اف  از بع
 بـافر  تـر يكروليم 30 افـزودن  و كردن خشك وژ،يسانترف

TE )x1 ( 4 تـا  3 مـدت  بـه  گـراد  يسانت ي  درجه 37 در 
ــه ســاعت، ــاده هــا نمون ــدازه ي آم ــگ ان ــا يري  دســتگاه ب

  ).20( بودند كودراپيپ
 نيـي تع و اسپكتروفتومتر با DNA وجود دأييت از بعد
 Allele-specific PCR يهـا  روش بـه  ري ـتكث ،آن مقدار

ــابق ــا مط ــزارش ب  و Espinosa de los Monteros گ
 ي گانـه  سـه  يمرهـا يپرا از و شـد  انجام )12( همكاران

MT، MB و TB )بـه  كـه  ؛ بـه ايـن صـورت   )1 جدول 
 G'3- يانتهـا  بـا  مـر يپرا مشترك، فوروارد مريپرا بيترت
 C'3- يانتهـا  بـا  مـر يپرا و سيبـوو  وميكوباكتريما يبرا
ــرا ــاكتريما يب ــوز وميكوب ــد سيتوبركل ــتفاده بودن  و اس
 :گرديـد  فـراهم  ري ـز صـورت  به PCR مخلوط باتيترك
ــي 04/0 ــ ميل ــي dNTP، 2 ولم ــ ميل  MgCl2، 5/2 ولم
 Tris-HCl، pH ولمــ ميلــي PCR )2/0 بــافر تــريكروليم

 5/1 و 2SO4(NH4) مول KCl، 1/0 مول 1/0 ،8/8 برابر
 پيكومـول  5 ي جداگانـه  مخلـوط  كي در )MgCl2 مول
 وميكوبـاكتر يما يبرا MT مريپرا پيكومول TB، 5 مريپرا

 ،MT پيكومـول  15 گـر يد يوطمخل ـ در و سيتوبركلوز
ــول 15 ــرا MB پيكوم ــاكتريما يب ــوو وميكوب  1 و سيب

 يينهـا  مخلوط يبرا ناژنيس شركت Taq ميآنز از واحد
   .شد استفاده تريكروليم 25

 ي درجـه  95 كليس ـ 1 بي ـترت به هم PCR ي برنامه
 Initial denaturation(، 30( قـه يدق 10 يبرا گراد يسانت

ــ ــه 94 كليســ ــه Denaturation(، 64( درجــ  درجــ
)Annealing( ــه 72 و ــر )Synthesis( درج ــدام ه  1 ك
 درجـه  72 كليس ـ 1 يينها ريتكث ي مرحله يبرا و قهيدق
)Final synthesis( انتهـا  در .شـد  دنبـال  قهيدق 10 يبرا 

 بــا درصــد 5/1 آگــارز ژل يرو بــر PCR ريــتكث جينتــا
 اي ـ سيتوبركلـوز  وميكوبـاكتر يما يبرا bp 185 ي اندازه

   .بودند مشاهده قابل سيبوو وميباكتركويما
 دو از PCR يبرا اول گام در PCR-RFLP روش در

 بــا بيــترت بــه )1 جــدول( pncA-R و pncA-Fمــريپرا
 dNTP، 5 ولم ـ ميلـي  2/0 ،كومـول يپ 8 و 5 يها غلظت

 Tris-HCl، pH ولم ـ ميلي PCR-Buffer )2/0 تريكروليم
 5/1 و 2SO4(NH4) مـول  KCl، 1/0 مول 1/0 ،8/8برابر 
 شركت Taq واحد 1 و MgCl2 مول MgCl2(، 5/2 مول
 اسـتفاده مـورد   تريكروليم 50 يينها مخلوط يبرا ناژنيس

   .قرار گرفت
  

   Allele-specific PCR، PCR-RFLP هاي روش در حاضر ي مطالعه در استفاده مورد هاي پرايمر توالي .1 جدول
  Spoligotyping و

 روش )5'→3'(توالي پرايمرها

TB  '3-ATGCGGGCGTTGATCATCGTC-'5  Allele-specific 

MB '3-CGGTGTGCCGGAGAAGCCG-'5  Allele-specific 

MT '3-CGGTGTGCCGGAGAAGCGG-'5  Allele-specific 

pncA-F '3-GGCGTCATGGACCCTATATC-'5  PCR-RFLP 

pncA-R '3-CAACAGTTCATCCCGGTTC-'5  PCR-RFLP 

DRa5’biotinylated '3- GGTTTTGGGTCTGACGAC-'5  Spoligotyping 

DRb '3- CCGAGAGGGGACGGAAAC-'5  Spoligotyping 
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 درجـه  95 كليس ـ 1 بي ـترت به هم PCR ي برنامه
Initial denaturation كليس ـ 40 قـه، يدق 5 مـدت  به 

 ه،ي ـثان 30 مـدت  به يك هر Denaturation درجه 95
 درجـه  72 ،هي ـثان 40 مـدت  به Annealing درجه 60

Synthesis 72 ييانتهـا  كليس ـ 1 و قهيدق 1 مدت به 
 ادامـه  قـه يدق 10 يبـرا  Final synthesis بـراي  درجه

 ژل يرو bp 670 باند ي  مشاهده از بعد ).5( كرد دايپ
 محدود ميآنز با هضم يبعد گام در درصد 5/1 آگارز
 ـ يبرا BstEII ي كننده  بـر  قي ـتحق ني ـا در بـار  نياول
 مينـــدرويپال ي هيـــناح در  يمـــيآنز بـــرش يمبنـــا

 5'G↓GTNACC3' ي نقطه در ونيموتاس نييتع جهت 
 مشـاهده  .گرفـت  قـرار  استفاده مورد pncA ژن 169

ــد ــا بانــ ــرا bp 103 و bp 136، bp 423 يهــ  يبــ
 سيبـوو .م يبرا bp 146 و bp 526 و سيتوبركلوز.م
 آخـر  ي مرحلـه  در درصد 8 ديآم ليآكر يپل ژل يرو

 وميكوبـاكتر يما و سيبـوو  وميكوبـاكتر يما تفاوت وجه
  .است سيتوبركلوز

  
  ها افتهي
 مراجعـه  رانمايب از شده يآور جمع ي نمونه 98 انيم از

ــده ــه كننـ ــز بـ ــاتيتحق مركـ ــاكتريما قـ  يولوژيكوبـ
 مارسـتان يب يوي ـر يهـا  يمـار يب و سـل  ي پژوهشكده

 يكروسـكوپ يم صيتشخ از بعد تهران، يدانشور حيمس
 در هـا  نمونـه  بيـوگرام  آنتـي  و كشت سل، ليباس وجود

 بـه  )درصد 57/28( نمونه 28 د،يناميرازيپ يحاو طيمح
 16 و حسـاس  )درصـد  1/55( نمونـه  54 مقاوم، دارو
 نمونـه  ي لوله در نه( رشد بدون )درصد 23/16( نمونه

   .بود )شاهد ي لوله در نه و
 روش به DNA استخراج از بعد نمونه، 98 تعداد از

CTAB، ــا ــك ب ــه Allele-specific، 3 روش كم  نمون

ــاكتريما ــوو وميكوب ــه 95 و سيب ــاكتريما نمون  وميكوب
ــوز ــگو 1 شــكل .شــد داده صيتشــخ سيتوبركل  ياي

 دو ي كننـده  جـدا  bp 185 بانـد  حضور عدم اي حضور
  .است وميكوباكتريما گونه

  

  
   .Allele-specific PCR روش در bp 320 محصول .1 شكل
  .MT و TB يها مريپرا توسط شده هيته :A مخلوط
   .MB و TB يها مريپرا توسط شده هيته :B مخلوط

Rv: رداستاندا ي هيسو سيتوبركلوز وميكوباكتريما H37Rv.   
Bov: سيبوو وميكوباكتريما.   
NC: 1 .يمنف شاهد: Rv* مخلوط با B. 2: Bov** مخلوط با A. 3: 
Rv مخلوط با A. 4: Bov مخلوط با B. 5 به مبتلا ماريب ي نمونه :7 و 
 ي نمونه :8 و B. 6 و A مخلوط با بيترت به سيتوبركلوز وميكوباكتريما

  .A و B مخلوط با بيترت به سيوبو وميكوباكتريما به مبتلا ماريب
  

 BstEII ميآنـز  بـا  هضم و ژن ريتكث گريد طرف از
 ـ جينتـا  بـا  PCR-RFLP روش در )2 شكل(  دسـت  هب

 بـا  2χ آزمـون  كمك با Allele-specific روش از آمده
  .داشت مطابقت درصد 100 يژگيو و تيحساس

  

  
 و pncA-F يها مريپرا كمك با PCR محصول :A .2 شكل

pncA-R. B: ميآنز با هضم BstEII.   
 مارانيب :4 و 3 .سيتوبركلوز وميكوباكتريما به مبتلا مارانيب :2 و 1

 ي هيسو سيتوبركلوز وميكوباكتريما :5 .سيبوو وميكوباكتريما به مبتلا
  .سيبوو وميكوباكتريما :H37Rv. 6 استاندارد
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  راموگيب يآنت و PCR-RFLP، Allele-specificيها روش جينتا .2 جدول
PCR- RFLP Allel-specific Spoligotyping Antibiogram  

   )2(R بويس وميكوباكتريما
1/3  1/3 1/3 )1(S 

   )26(R وميكوباكتريما 
 S)1/55( 9/96 9/96 9/96  توبركولوزيس

   )6/15(N 

R: ييدارو مقاومت، S: دارو، به تيحساس N: رشد بدون  
  
 مقـدار  روش دو اخـتلاف  ردموا جمله از حال نيا با

DNA بود ها روش از كدام هر يبرا ازين مورد. DNA  بـه 
 و PCR-RFLP روش يبـرا  نـانوگرم  35 حـداقل  مقدار
 مـورد  Allele-specific روش يبرا نانوگرم 150 حداقل

 ذكـر  بـه  لازم .رديپـذ  صورت مطلوب ريتكث تا است ازين
 ائـه ار Allele-specific روش در DNA اديز ريمقاد است
 بـه  همكاران و Espinosa de los Monteros توسط شده
 ظهـور  سـبب  يراحت ـ به ،Mismatch يبالا احتمال ليدل

 كـه  يحـال  در ،)12( شـود  مـي  ياختصاص ـ ريغ يباندها
 روش در هـم  نـانوگرم  250 تا يحت DNA يبالا ريمقاد

RFLP ياختصاص ريغ يها باند ق،يتحق نيا در شده ارائه 
 از آمده دست هب يها افتهي كنترل جهت به .ندارد دنبال به

 توسـط  سيبـوو  وميكوباكتريما وجود شده ادي يها روش
Spoligotyping شده داده نشان 2 جدول در و شد دأييت 

 Spoligotyping روش در آخـر  انداز  فاصله 5 نبود .است
 پروژه نيا در .است سيبوو وميكوباكتريما ي دهنده نشان
 جينتا با PCR-RFLP و Allele-specific از حاصل جينتا

  .داشت كامل يهمخوان Spoligotyping از حاصل
  
  بحث

ــا روش گرچــها  در Spoligotyping و Sequencing يه
 ييبـالا  دقت از وميكوباكتريما ي هيسو و گونه صيتشخ

 ي همــه يبــرا هــا آن يدسترســ امــا ،هســتند برخــوردار
 بـالا  ي نـه يهز و زمـان  بـه  ازي ـن لي ـدل بـه  هـا  شگاهيآزما

 افتـراق  و صيتشـخ  در رو ني ـا از .باشد مين ريپذ امكان
 سيبـوو  وميكوباكتريما به ويژه ،وميكوباكتريما يها هيسو

 اتكـا  يتر ارزان و تر عيسر يها روش به ،)حاضر قيتحق(
ــه اســت شــده ــه Allele-specific ك  توســط شــده ارائ

Espinosa de los Monteros روش و )12( همكـاران  و 
PCR-RFLP از آن جمله است قيحقت نيا در.   

 بـه  قـادر  مذكور روش دو ج،ينتا ي سهيمقا اساس بر
 وميكوبــاكتريما از سيبــوو وميكوبــاكتريما ييشناســا

ــاكتريما تواننــد مــين امــا ،هســتند سيتوبركلــوز  وميكوب
 با .ندينما جدا BCG سيبوو وميكوباكتريما از را سيبوو
 ونيناس ـيواكس از بعد ينيبال ميعلا با نوزادان در حال نيا

BCG تمـاس  در يگـاو  سـل  بـه  مشـكوك  افـراد  در اي 
 بـه  ؛دنباش ـ دهي ـفا دي ـمف دن ـتوان مـي  وانـات يح با كينزد

 انجـام  Fingerprinting لي ـتحل اسـاس  بر كه خصوص
 يها سال نيب ما )4( همكاران و Majoor قيتحق در شده

 بـه  انسان از سيبوو وميكوباكتريما انتقال 2007 تا 1993
   .ه استبود نادر انسان
 ي جـه ينت در دار يمعن تفاوت نشدن مشاهده وجود با
 دارنـد  وجـود  يمـوارد  ،شده ادي يها كيتكن از كدام هر
ــه ــا ك ــا روش ني ــا گريهمــد از را ه ــه بســته و زيمتم  ب
 Allele-specific روش .كننـد  مي ارجح محقق صيتشخ

 بـا  PCR-RFLP كـه  يحـال  در ،اردد كمتـر  زمان به ازين
 تر يطولان مييآنز هضم و PCR زا بعد مراحل احتساب
 و تر ارزان يروش Allele-specific نيهمچن .بود خواهد
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 و مشـاهده  يبـرا  كـه  چـرا  ؛اسـت  صيتشخ در تر آسان
   ).12( دارد ازين آگارز ژل به فقط آن جينتا ليتحل

عـدم   احتمـال  لي ـدل بـه  كمتر دقت روش نيا بيع
 دي ـنوكلئوت كي ـ وجود با .ستا بالا )Mismatch( قيتطب
 وجـود  خطـا  احتمـال  ورسير مريپرا 3'يانتها در ريمتغ

 ميتنظ ـ صـورت  در عمـل  در كه نيا گو ؛داشت خواهد
 يادي ـز ياختصاص ـ ري ـغ يهـا  بانـد  DNA مقدار نبودن
   ).12( داشت خواهد وجود
 سيبـوو  وميكوبـاكتر يما وعيش زانيم ،گريد طرف از

 مختلـف  يكشـورها  در سل به مبتلا يانسان تيجمع در
 و de Kantor ي مطالعـه  در مثـال  يبـرا  .تاس ـ متفاوت

ــاران ــور 10 از ،)25( همك ــايآمر كش ــوب يك ــ يجن  نيب
 درصـد  1 تـا 43/0 از عـدد  نيا 2007 تا 1970 يها سال
 درصـد  4/1 هلنـد  در يقيتحق در كه يحال در بود، ريمتغ

 بـه  يشـرق  ياروپـا  كشـور  چند از يا مجموعه در و )4(
 ني ـا در ).26( گزارش شد درصد 21/0 نيانگيم صورت

 بـه  توجـه  با .آمد دست هب درصد 1/3 تا رقم نيا قيتحق
 وميكوبـاكتر يما يبـرا  انسـان  بـه  انسـان  از انتقال كه نيا

 نيا است ممكن نيبنابرا ،افتد مي اتفاق ندرت به سيبوو
 ناگفتـه  .باشـد  بـوده  انسان به وانيح انتقال از يناش عدد

 كي ـ از الانتق ـ( انسـان  بـه  انسان انتقال از يمورد نماند،
 توسـط  )روسـل يآ بـا  اش سـاله  1 خواهر به ساله 5 پسر
 از تنهـا  يگاو سل انتقال بودن مطلق ،همكاران و يتيولا
   ).27( كند مي رد را انسان به وانيح

 ـ آمـد  دسـت  هب Spoligotyping روش در چه آن  هب
 عنـوان  به ،)21( روش نيا يبالا تيحساس و دقت ليدل

ــاهد ــر در ش ــه نظ ــد گرفت ــا و ش ــهيقام ب ــا ي س   جينت
Allele-specific و PCR-RFLP با Spoligotyping، آن 

ــه ــاو تحــــت چــ    ،CAS، Haarlem، Beijing نيعنــ
X family و T family يهـا  هيسـو  ،شوند مي يبند دسته 

 يالگـو  همـراه  به كه هستند سيتوبركلوز وميكوباكتريما
Bov Spoligotyping )جينتـا  با )سيبوو وميكوباكتريما 
  .بود منطبق ورمذك روش دو

 pncA ژن در يجهش ـ هـر  اغلـب  كه نيا به توجه با
 قاعـده  ني ـا از زين 169 ي نقطه و شود مي مقاومت سبب
 نقطـه  ني ـا در كـه  سيبوو وميكوباكتريما ست،ين يمثتثن
 مقـاوم  ديناميرازيپ به ديبا ،دهد مي نشان را G به C رييتغ

 گونـه  نيهم ـ هـم  بيوگرام آنتي آزمون در عمل در؛ باشد
 رييتغ بدون كه سيتوبركلوز وميكوباكتريما برعكس ود؛ب

   .است حساس دارو نيا به 169 ي نقطه در
 ،اسـت  شـده  داده نشـان  2 جدول در كه طور همان

 و Allele-specific يهـا  روش بـا  كه ييها نمونه ي همه
RFLP بـا  اند، شده داده صيتشخ سيبوو وميكوباكتريما 
 از جـه ينت نيا .بودند ديامنيرازيپ به مقاوم هم بيوگرام آنتي
 ني ـا ارتبـاط  بر يمبن )5(كاران و هم Scorpio ي هيفرض

ــه ــت و نقط ــ مقاوم ــاكتريما يذات ــوو وميكوب ــه سيب  ب
   .كند مي دفاع ديناميرازيپ

 افتراق يها ديكاند عنوان هب روش دو نيا مجموع در
 سيتوبركلـوز  وميكوبـاكتر يما از سيبـوو  وميكوباكتريما

 ييشناســـا در پزشـــك بـــه و اســـت بـــوده مطـــرح
 كياسـتراتژ  يدارو زيتجو عدم و سيبوو وميكوباكتريما
  .كند مي كمك مارانيب نيا در ديناميرازيپ
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Abstract 

Background: Bovine tuberculosis is a chronic bacterial disease of cattle that occasionally affects hu-
man. A unique mutation at position 169 (C→G) in Mycobacterium bovis differentiates it from Myco-
bacterium tuberculosis. For the first time, PCR-RFLP method was used in this study to separate the 
two organisms.  

Methods: In this study, 98 tuberculosis patients were assessed using microscopic evaluations, culture 
and antibiogram. Then, nucleotide changes in position 169 were investigated using Allele-specific 
PCR and PCR-RFLP methods. Finally, the results were compared with spoligotyping results . 

Findings: Antibiogram revealed 28 subjects (28.57%) to be resistant and 54 (55.1%) to be sensitive to 
pyrazinamide while and 16 cases (16.23%) showed no growth. Of 28 resistant patients, 3 (3.1%) were 
diagnosed with M. Bovis using the classical methods. Using molecular methods, 95 (96.93%) out of 
98 subjects were diagnosed with M. tuberculosis and 3 (3.06%) with M. bovis. Allele-specific PCR 
and PCR-RFLP matched with spoligotyping results.  
Conclusion: Our result showed the incidence of M. bovis infection to be higher in Iranian population 
(3.1%) than other studied cases (0.5-1%). In addition, we showed that Allele-specific PCR is the me-
thod of choice because it is faster and cheaper than PCR-RFLP. However, PCR-RFLP could be a 
proper alternative to prevent probable mismatches in Allele-specific PCR. 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Allele-specific PCR, PCR-RFLP, 
PncA. 
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