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  چکيده 
عنوان يک اورژانس جهاني اعلام  ه آن را ب،ني بهداشتجهان است که سازمان جها در عفوني هاي بيماري ترين شايع سل، از بيماري: زمينه و هدف

هـدف از ايـن   . ثر براي درمان آن، هنوز اين بيماري يك معضل جهاني اسـت  وبا وجود شناخت عامل اين بيماري و وجود داروهاي م         . کرده است 
 در مـسلولين اسـتان زنجـان و    PCR-RD Typingمايکوباکتريوم توبرکلوزيس بـا روش  هاي کمپلکس  سويهمطالعه جدا سازي و تعيين هويت 

  .باشد شناسايي موارد سل زئونوز مي
هـاي ريـوي و سـل اسـتان زنجـان دريافـت شـد و روي          از مرکـز بيمـاري  ١٣٩٢ نمونه کشت مثبت سال ٢٧ در اين مطالعه تعداد :روش بررسي 

 اسـتخراج و  Van Soolingen ها به روش جدايه DNA. دار و پيروات دار مجددا تكثير گرديد هاي کشت لوين اشتاين جانسون گليسيرين محيط
تعيين گونه  و PCR-IS6110 مايکوباکتريوم توبرکلوزيسو تعلق به گروه کمپلکس PCR-16SrRNA براي تاييد جنس مايکوباکتريوم آزمون 

  . انجام شدPCR- RD Typing (RD1, RD4, RD9, RD12)  توسط
 جدايـه مايکوبـاکتريوم   ۲۵کـه   مايکوبـاکتريوم توبرکلـوزيس بودنـد    باکتريوم و متعلق به کمپلکس     جدايه، تمامي جزء جنس مايکو     ۲۷ از   :ها يافته

 . جدايه مايکوباکتريوم بويس بودند۲توبرکلوزيس و 
دليلي بر  كههاي مايکوباکتريوم بويس در مسلولين استان زنجان وجود دارد  دهد که گونه دست آمده از اين مطالعه نشان ميه  بی  نتيجه :گيري نتيجه

بـراي  . باشـد  هاي حيـواني در جامعـه مـي    باشد و اين زنگ خطري براي گسترش سويه زئونوز بودن بيماري سل و انتقال آن از حيوان به انسان مي 
را مد نظـر  هاي زئونوز قابل انتقال از حيوان به انسان   جداسازي سويهی هاي انساني مشکوک به سل، بايد مسئله   همين در مواقع کار بر روي نمونه      

  .قرار داد
  PCR-RD Typingمايکوباکتريوم بويس، مايكوباكتريوم توبركلوزيس،  کمپلکس مايکوباکتريوم توبرکلوزيس،:  کليديگانواژ

  

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  

   ، زنجان زنجاني، دانشگاه علوم پزشکي پزشکي دانشکده ،يروس شناسي و ويکروب شناسيگروه م، يکروب شناسي ارشد مي کارشناسي دانشجو-۱
   ، زنجان زنجاني، دانشگاه علوم پزشکي پزشکی  دانشکدهي،ناسروس شي و ويکروب شناسيار گروه مي، استاديکروب شناسي مي تخصصاي دکتر-۲
    ، کرج رازي کرجياستاديار موسسه تحقيقات واکسن و سرم ساز زاي دام،  آزمايشگاه رفرانس مايكوباكتريوم بيماري،يکروب شناسي مي تخصصاي دکتر-۳
    ، زنجان زنجانيدانشگاه علوم پزشک، ر بر سلامتمركز تحقيقات عوامل اجتماعي موث اري اپيدميولوژي، دانشي تخصصاي دکتر-۴
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  مقدمه
جهـان   در عفـوني  هـاي  بيماري ترين شايع ازسل،  بيماري     
 لسـا  تـا  سـل  بيمـاري  كه رسد مي نظر به همه اين با .باشد مي

 بمانـد بـاقي   گيـر  همه بيماري ده از يكي جزء هم  هنوز٢٠٢٠

 پيشگيري و كنترل سل، چگونگي بيماري مورد در مهم موضوع

 ضـد  هـاي  بيوتيـك  نتـي آ معرفـي  وجـود  بـا . )١-۳(است  آن

   يـك  عنـوان  سل هنوز به ، بيماريتوبركلوزيس مايكوباكتريوم
 وجـز  امـروز،  به تا و بوده مطرح ي سلامتي كننده تهديد عامل
 .شود مي محسوب مرگ به منجر خطرناك هاي از بيماري يكي

 جهان افزايش سراسر در توبركلوزيس شيوع اخير هاي سال در

  . )۲و۳(است  يافته
ايي از جنس مايکوباکتريوم بوده که      ه عامل بيماري سل، باسيل   

. )٤(باشند  هايي هوازي، داخل سلولي و اسيد فاست مي باکتري
ــاکتريوم ــاوت   مايکوب ــاس تف ــر اس ــا را ب ــادي در   ه ــاي بني ه

 :کننـد  اپيدميولوژي و بيماري به دو گـروه اصـلي تقـسيم مـي            
 تعلـق   کمـپلکس مايکوبـاکتريوم توبرکلـوزيس     هايي که به     آن

هاي غير توبرکلوزيس ناميده  مهايي که مايکوباکتريو   دارند و آن  
شـامل    مايکوبـاکتريوم توبرکلـوزيس    کمـپلکس  .)٥(شوند   مي

هـا   تعدادي از معـروف تـرين اعـضاي جـنس مايکوبـاکتريوم           
از . گردند باشند که سبب بروز سل در انسان و حيوانات مي       مي

ــويه    ــومي س ــوالي ژن ــي و ت ــاظ ژنتيک ــاي لح ــپلکس  ه کم
اني بـسيار نزديکـي بـا هـم         همس مايکوباکتريوم توبرکلوزيس 

 هـستند و  مـشابه  درصـد  ٩/٩٩داشـته و در سـطح نوکلئوتيـد    
هـاي بـزرگ ژنـي       مورفيـسم تـوالي    ها بيشتر در پلي    تفاوت آن 

)Large Sequence Polymorphism( باشـد    مـي)ايـن  . )٦
شود که تشخيص افتراقي و تفـسير        تشابه بسيار زياد باعث مي    

هاي بيوشـيميايي مرسـوم آزمايـشگاهي مـشکل          ها با روش   آن
  .)٧(باشد 

هاي  شامل گونه مايكوباكتريوم توبركلوزيس     كمپلكس اعضاي
، ميکروتي، آفريکانوم، بويس،    هاي توبرکلوزيس  مايکوباکتريوم

. باشـند  مـي بويس ب ث ژ، کانتي، کاپري، پني پدي و مونژي        

 عامل اصلي سل انساني است کـه        سمايکوباکتريوم توبرکلوزي 
 و )٨(د  معرفي گردي١٨٨٢اولين بار توسط رابرت کخ در سال 

مايکوبـاکتريوم   .باشـد  ترين مخزن اين بـاکتري مـي       انسان مهم 
تواند سبب بـروز بيمـاري     که ميستا  عامل سل گاويبويس

ل گـاوي در  س ـ. هاي پـستانداران گـردد   در انسان و ساير گونه  
باشد عمومـا از طريـق       انسان که به سل زئونوتيک معروف مي      

مصرف شير غير پاستوريزه و يا گوشت آلوده و نيـز از طريـق     
مـوارد سـل    . شـود  استنشاق ذرات آلوده، به انسان منتقـل مـي        

 در کـشورهاي توسـعه   مايکوبـاکتريوم بـويس   انساني ناشي از    
اي در در بـسياري از کـشوره  . )٩(باشد  د مييافته بسيار محدو 

عنـوان يـک تهديـد       هحال توسعه از جمله آفريقا، سل گاوي ب       
. )١٠(باشـد    جدي بهداشت عمومي و اقتصادي کـشورها مـي        

هـاي خـارج     ، بيمـاري  مايکوباکتريوم بويس هاي   بيشتر عفونت 
سل گاوي در حيـات وحـش    .باشد ريه بوده و کمتر ريوي مي

 در آفريقاي جنـوبي گـزارش گرديـد         ١٩٢٩اولين بار در سال     
 که بيان شد سل يک بيماري عفوني است که          گونه همان. )١١(

 شـود و  هـاي سـلي ايجـاد مـي     در اثر مجموعه مايکوباکتريوم

 مايکوباکتريوم توبرکلوزيس بيماري در اکثريت موارد ناشي از       
 .)١٢(گردد  حاصل مي

 كنتـرل  براي ابزاري كردن براي پيدا تلاش در محققان امروزه

 قدرتمنـد  بـسيار  ابزارهـاي  از يكي بيماري هستند، اين شيوع

اپيـدميولوژي   مولكـولار  هـاي  تكنيك بيماري، اين براي كنترل
 کمپلکس تعيين هويت و تيپ بندي براي تشخيص، كه است

با شناسايي  . )١٣(شود   استفاده مي  توبركلوزيس مايكوباكتريوم
  تـوان نـسبت    مـورد بررسـي مـي     ) هـاي  جدايـه ( گونه جدايـه  

  هـاي تـازه،     هـا و يـا گونـه       به کنترل و تشخيص ديگـر سـويه       
 هـا،  يکي از اين تکنيک   . تري انجام داد   تر و مناسب   اقدام سريع 

PCR-RD Typing هاي  بررسي. باشد بر پايه نواحي متغير مي
 مايکوباکتريوم توبرکلوزيس   کمپلکس اي بر روي ژنوم    مقايسه

بيانگر تعدادي منـاطق ژنـومي متغيـر بـين اعـضاي کمـپلکس        
 موستووی ۲۰۰۲در سال . باشد  ميمايکوباکتريوم توبرکلوزيس
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بـا   بـويس ب ث ژ    مايكوباكتريوم سويه واکسينال    ی با مقايسه 
تـر    متوجه کوتاه  H37Rv توبرکلوزيس مايكوباكتريوم ی سويه

 ژنتيکـي  ی  منطقـه ۱۶ گـاوي و شناسـايي    ی بودن ژنوم سـويه   
. )۱۴(معـروف شـدند     "  حذف شده  ی منطقه"نام  ه  گرديد که ب  

مطالعات بعدي نشان داد که وجـود و يـا فقـدان ايـن منـاطق             
ژنتيکي از نظر تکاملي معنادار و هدفمند صورت گرفته که بـر        

 هـاي حـال حاضـر در     توان سـير تکـاملي گونـه       اساس آن مي  
ــوزيس مايك كمــپلكس ــاكتريوم توبركل ــهوب ــک نمون  ی را از ي

  .)۱۵(اجدادي بيان نمود 
 را Multiplex PCR، ۲۰۰۶ و همکــاران نيــز در ســال وارن

 تايي و بـر پايـه   ۳ سري پرايمر ۴کردند که بر اساس  طراحي
 RD1, RD4, RD9, RD12هاي  حضور يا عدم حضور لوکوس

يس كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزراحتي اعضاي  توان به مي
 ما نيز از اين تکنيـک       ی در مطالعه  .)۱۶(را از هم تفکيک کرد      

 بانـدها  ی دليل عدم وضوح و نزديکي اندازه استفاده شد ولي به 
 و ايجـــاد ســـردرگمي در شناســـايي Multiplex PCR در

  . هاي منفرد استفاده گرديدPCRها، از  جدايه
  

  روش بررسي
   نمونـــه کـــشت مثبـــت بيمـــاران ۲۷در ايـــن مطالعـــه      

هاي ريـوي و سـل     از مرکز بيماري۱۳۹۲مسلول در طي سال    
هـاي مـذکور در دو    سپس از نمونـه . استان زنجان دريافت شد  

 اشتاين جانسون گليـسيرينه و پيـروات دار         محيط کشت لوين  
  DNAبا روش استاندارد ون سولينگن،. کشت مجدد تهيه شد

ــه ــام نمون ــد  تم ــتخراج گردي ــا اس ــه،. ه ــاي DNA در ادام  ه
استخراجي مورد ارزيابي کمـي توسـط دسـتگاه نـانودراپ، و            

جهـت تاييـد   . ارزيابي کيفي با انجام الکتروفورز، قرار گرفتنـد     
هـا در گـروه    حاظ جنس باکتري و دسته بنـدي آن   ها از ل   نمونه

هـاي   ترتيـب آزمـون    ه، ب  مايکوباکتريوم توبرکلوزيس  کمپلکس
PCR-16SrRNA و PCR-IS6110انجـــــام پـــــذيرفت .  

ها در جنس  جهت اثبات جدايه :شناسايي جنس مايکوباکتريوم

بـر اســاس  ) 16SrRNA) ۱۷از آغازگرهـاي   مايكوبـاكتريوم، 
.  روي ژل آگـارز اسـتفاده شـد         جفت بازي  ۵۴۳حضور قطعه   

  ، در هـر ميکروتيـوب شـامل       PCRمواد متـشکله بـراي ايـن        
ــر ۸ ــون (Master Mix 2x ميکروليت ــارک-آمپليک   ،) دانم
  ، )ليتـر  مولار در هـر ميلـي      يلي م ۵غلظت  (  ميکروليتر آغازگر  ۱
 ـي م۵غلظـت  ( ميکروليتر آغازگر معکـوس  ۱ مـولار در هـر    يل

 DNA ميکروليتر ۲ل و يطر استر ميکروليتر آب مق۴، )ليتر ميلي
، که حجم نهايي )نانوگرم به ازاي هر ميکروليتر ۱۰۰با غلظت (

 . ميکروليتر بود، استفاده گرديد۱۶هر واکنش 

   :كمـپلكس مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس     شناسايي اعضاي   
كمــپلكس مايكوبــاكتريوم هــا در گـروه   جهـت اثبــات جدايـه  

، )IS6110 (INS1,INS2)) ۱۸ هـاي  از آغازگرتوبركلوزيس 
 جفـت بـازي اسـتفاده      ۲۴۵بر اساس حضور قطعه در جايگاه       

در اين آزمـون هـم از مقـادير مـورد اسـتفاده در آزمـون                . شد
PCR-16SrRNAاستفاده شد .  

 : كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيسهاي شناسايي گونه

مايکوبـاکتريوم   کمـپلکس اي بر روي ژنوم      هاي مقايسه  بررسي
بيانگر تعدادي مناطق ژنومي متغير بـين اعـضاي          توبرکلوزيس

هاي  باشد که لوکوس    مي مايکوباکتريوم توبرکلوزيس  کمپلکس
حذف شده اختصاصي محدود به گونه يا تحت گونـه در بـين       
تمامي اعضاي کمپلکس وجود دارد که بر طبـق ايـن نـواحي              

 را از هم مايکوباکتريوم توبرکلوزيس کمپلکستوان اعضاي  مي
هـا   در اين ضمينه براي اثبـات قرارگيـري جدايـه   . دتفکيک کر 

، با مايكوباكتريوم توبركلوزيس  كمپلكسمورد مطالعه در گروه  
، که بر پايه چهار سري PCR- RD Typingاستفاده از آزمون 

باشـد    سـه تـايي مـي   )RD1, RD4, RD9, RD12( آغازگر
). ۱جـدول  ( دهيم اعضاي اين گروه را مورد شناسايي قرار مي

  ، در هـر ميکروتيـوب شـامل       PCRد متـشکله بـراي ايـن        موا
ــر ۸ ــون (Master Mix 2x ميکروليت ــارک-آمپليک   ،) دانم
 ـي م۵غلظـت  (  ميکروليتر آغازگر پيشرونده۱ مـولار در هـر    يل

 مولار  يلي م ۵غلظت  (  ميکروليتر آغازگر معکوس   ۱،  )ليتر ميلي
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ــي ــر ميل ــر در ه ــاني ۱، )ليت ــازگر مي ــر آغ ــت(  ميکروليت   غلظ
   ميکروليتـر آب مقطـر و  ۳،  )مـولار در هـر ميلـي ليتـر         يلي م ۵

ــا غلظــت  (DNA ميکروليتــر ۲ ــانوگرم بــه ازاي هــر ۱۰۰ب  ن
  . ميکروليتر بود۱۶، که حجم نهايي هر واکنش )ميکروليتر

  
  Warren  الگوريتم ترکيبي تشخيص اعضاي کمپلکس مايکوباکتريوم توبرکلوزيس بر مبناي متد :١    جدول

)٥'→٣'(توالي  آغازگر  M. 

canettii 
M. 

tuberculosis 

M. 

africanum 

M. 

microti 

M. 

pinnipedii 
M. 

caprae 
M. bovis 

M. bovis 

BCG 

 پيشرونده

 مياني

 معکوس

AAGCGGTTGCCGCCGAC

CGACC 
CTGGCTATATTCCTGGGC

CCGG 

GAGGCGATCTGGCGGTT

TGGGG 

RD1 

Present 

(146 bp) 

RD1 

Present 

(146 bp) 

RD1 

Present 

(146 bp) 

RD1 

Present 

(146 bp) 

RD1 

Present 

(146 bp) 

RD1 

Present 

(146 bp) 

RD1 

Present 

(146 bp) 

RD1 

Absesent 

(196 bp) 

 پيشرونده

 مياني

 معکوس

CAAGTTGCCGTTTCGAGC

C 
TGTACTATGCTGACCCAT

GCG 

AAAGGAGCACCATCGTC

CAC 

RD4 

Present 

(172 bp) 

RD4 

Present 

(172 bp) 

RD4 

Present 

(172 bp) 

RD4 

Present 

(172 bp) 

RD4 

Present 

(172 bp) 

RD4 

Present 

(172 bp) 

RD4 

Absesent 

(268 bp) 

RD4 

Absesent 

(268 bp) 

 پيشرونده

 مياني

 معکوس

GGGAGCCCAGCATTTAC

CTC 
CAATGTTTGTTGCGCTGC 
GCTACCCTCGACCAAGT

GTT 

RD9 
Present 
(235 bp) 

RD9 

Present 

(235 bp) 

RD9 

Absesent 

(108 bp) 

RD9 

Absesent 

(108 bp) 

RD9 

Absesent 

(108 bp) 

RD9 

Absesen

t 

(108 bp) 

RD9 

Absesent 

(108 bp) 

RD9 

Absesent 

(108 bp) 

 پيشرونده

 مياني

 معکوس

GGGAGCCCAGCATTTAC

CTC 
GTGTTGCGGGAATTACTC

GG 
AGCAGGAGCGGTTGGAT

ATTC 

RD12 
Present 

(369 bp) 

RD12 

Present 

(369 bp) 

RD12 

Present 

(369 bp) 

RD12 

Present 

(369 bp) 

RD12 

Present 

(369 bp) 

RD12 

Absesen

t 

(306 bp) 

RD12 

Absesent 

(306 bp) 

RD12 

Absesent 

(306 bp) 

  
  ها افتهي

 مورد ۱۳۹۲ جدايه استان زنجان در سال ۲۷در اين تحقيق      
 مرد با ميانگين سني ۱۶ زن و    ۱۱مطالعه قرار گرفت كه شامل      

  شهرنــــشيني و) درصــــد ۴/۷۰( مــــورد ۱۹ ســــال، ۵/۵۷
ــورد  ۸ ــد ۶/۲۹(م ــشيني، ) درص ــتا ن ــط   ۲۲ روس ــه خل   نمون
  و) درصـــد ۸/۱۴(لاواژ معـــدي نمونـــه  ۴، )درصـــد ۵/۸۱(
   جدايـه،  ۲۷از . بودنـد ) درصـد  ۷/۳(مـورد نمونـه مجهـول     ۱

  

 جدايــــه ۲ و مايکوبـــاکتريوم توبرکلـــوزيس  جدايـــه   ۲۵
 حاصـــل شـــد كـــه از دو جدايـــه مايکوبـــاکتريوم بـــويس

 ساله بـا  ۴۸ يک مورد مربوط به يک زن    يکوباکتريوم بويس، ما
نمونه لاواژ معدي مثبت ساکن شهر و ديگري مربوط بـه يـک    

 ساله با نمونه خلط مثبت که او هم سـاکن شـهر بـود               ۸۳مرد  
  ).۲ جدول(
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  مشخصات اپيدميولوژيكي بيماران :٢ جدول
 فيرد سن  محل سکونت جنس  شينوع آزما  يا ان نامهيشماره پا

HPZ01  ١ ٤٨  روستا زن ر مثبتيخلط اسم 

HPZ02 ٢ ٦٢  شهر زن ر مثبتيخلط اسم 

HPZ03 ٣ ٥٨  شهر مرد ر مثبتيخلط اسم 

HPZ04 ٤ ٥٢ شهر زن تبر مثيخلط اسم 

HPZ05 ٥ ٦٨ شهر مرد بال مثبت 

HPZ06 ٦ ٤٣  روستا زن تبر مثيخلط اسم 

HPZ07 ٧ ٤٨  شهر زن بال مثبت 

HPZ08 ٨ ١٥ شهر زن تبر مثيخلط اسم 

HPZ09 ٩ ٣٢ شهر مرد ير منفيخلط اسم 

HPZ10 ١٠ ٨٣ شهر مرد تبر مثيخلط اسم 

HPZ11 ١١ ٤٥ شهر مرد بال مثبت-تير مثيخلط اسم 

HPZ12 ١٢  ٧٧ شهر  مرد  تبخلط مث  
HPZ13 ١٣ ٧٩ شهر زن تبر مثيخلط اسم 

HPZ14 ١٤ ٦٠ روستا مرد تبر مثيخلط اسم 

HPZ15 ١٥ ٧٩ رشه زن تبر مثيخلط اسم 

HPZ16 ١٦ ٧٨ روستا مرد تبر مثيخلط اسم 

HPZ17 ١٧  ٣٢  شهر  زن  خلط مثبت  
HPZ18 ١٨ ٥٦  شهر مرد بال مثبت 

HPZ19 ١٩ ٣٥  شهر زن تبر مثيخلط اسم 

HPZ20 ٢٠ ٧١  روستا مرد تبر مثيخلط اسم 

HPZ21 ٢١ ٧٨  روستا مرد تبر مثيخلط اسم 

HPZ22 ٢٢ ٦٠  روستا مرد ر مثبتيخلط اسم 

HPZ23 ٢٣ ٥٢  روستا زن   بال مثبت-ر مثبتيخلط اسم 

HPZ24 ٢٤ ٤٨ شهر مرد خلط کشت مثبت 

HPZ25 ٢٥ ٦٣ شهر مرد خلط کشت مثبت 

HPZ26 ٢٦ ٦٤ شهر مرد ر مثبتيخلط اسم 

HPZ27 ٢٧ ٦٢ شهر مرد بال مثبت 

  
در ايـن   : جهت تشخيص جنس مايکوبـاکتريوم  PCRنتايج  
 16SrRNAاختصاصي  هاي  آغازگربا استفاده از     PCRروش  

 جفـت بـاز،     ۵۴۳ ی  يک باند الکتروفورز به اندازه     ی و مشاهده 
 نمونه متعلق بـه بـاکتري       ۲۷ اين بود که همگي      ی نشان دهنده 
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  ).۱ شکل( استفاده گرديدعنوان کنترل مثبت  ه بتوبرکلوزيسمايکوباکوبـاکتريوم   Cجنس مايکوباکتريوم بودنـد و از سـويه    
  

  
  . استخراج شدهDNA بر روي 16SrRNAستفاده از آغازگرهاي  با اPCR: ١شکل 

جدايه استاندارد : ٨هاي مايکوباکتريوم توبرکلوزيس، ستون  جدايه : ٧- ١هاي   جفت بازي، ستون١٠٠ مارکری اندازه: Mستون 
  هاي مايکوباکتريايي جدايه: ١٨- ١٠هاي  ي کنترل منفي، ستون نمونه: ٩عنوان کنترل مثبت، ستون   بهCمايکوباکتريوم توبرکلوزيس سويه 

  
کمپلکس مايکوباکتريوم  جهت تشخيص اعضاي PCRنتايج 

 جفـت بـازي    ۲۴۵در اين روش با بررسي باند        :توبرکلوزيس
 نمونـه در گــروه  ۲۷هـا روي ژل الکتروفـورز، تمـامي     جدايـه 

 ی سويهقرار گرفتند و از كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس 
C  ـ وبرکلوزيسمايکوباکوباکتريوم ت   کنتـرل   ی عنـوان نمونـه    ه ب

  ). ۲ شکل( مثبت استفاده گرديد

  
  استخراج شده  DNA بر روي IS6110با استفاده از آغازگرهاي PCR : ۲شکل 

 ي کنترل منفي،  نمونه: ۶ستون  هاي مايکوباکتريوم توبرکلوزيس، جدايه: ۵- ۱ هاي  جفت بازي، ستون۱۰۰ مارکر ی اندازه: Mستون 
  هاي مايکوباکتريايي جدايه: ۱۱- ۸ هاي  ستونعنوان کنترل مثبت،  بهC استاندارد مايکوباکتريوم توبرکلوزيس سويه ی دايهج: ۷ستون 

  
ــايج  ــه  PCRنت ــشخيص گون ــت ت ــپلکس    جه ــاي کم ه

 ۱۴۶ ی حضور اين مارکر با اندازه :مايکوباکتريوم توبرکلوزيس
مايکوبـاکتريوم   جفت باز بـراي شناسـايي اعـضاي کمـپلکس        

  که با سـايز BCGجز مايکوباکتريوم بويس ه رکلوزيس بتوب

اين تـست   . شود گردد، استفاده مي    جفت باز مشخص مي    ۱۹۶
 هـا سـايز     جدايه انجام شد و در تمامي نمونه       ۲۷بر روي کليه    
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ــازي۱۴۶ ــن    جفــت ب ــر از اي ــوردي غي ــد و م   مــشاهده گردي
  

  ).۳ شکل( مشاهده نشد) BCG مايکوباکتريوم بويس( سايز
  

  

  
  استخراج شده  DNA بر روي RD1 با استفاده از آغازگرهاي PCR: ۳ کلش

 به عنوان کنترل مثبت، Cجدايه استاندارد مايکوباکتريوم توبرکلوزيس سويه : ۲ جفت بازي زوج، ستون ۲۰۰اندازه مارکر : ۱ ستون
  HPZ11نمونه:  ۶،  ستون HPZ10نمونه: ۵ ، ستونHPZ07نمونه: ۴، ستون HPZ01نمونه : ۳ستون 

  
 جفـت بـاز بـراي    ۱۷۲ ی با بررسي حضور اين مارکر با اندازه    

ــپلکس   ــضاي کم ــوزيس اع ــاکتريوم توبرکل ــمايکوب ــزه  ب  ج
سـايز   (BCGمايکوبـاکتريوم بـويس      و   مايکوباکتريوم بويس 

   جدايــه،۲۷مــشاهده گرديــد کــه از بــين )  جفـت بــازي ۲۶۸

  جفت باز را نشان دادند اما در دو  نمونه       ۱۷۲ جدايه سايز    ۲۵
ــا کــدهاي  ــازي ۲۶۸ ســايز HPZ10 و HPZ07ب  جفــت ب
 مايکوباکتريوم   وجود دو جدايه   ی که نشان دهنده  . مشاهده شد 

  ).۴شکل (  گرديدBCGمايکوباکتريوم بويس  يا بويس
  

  
  استخراج شده  DNA بر روي RD9 با استفاده از آغازگرهاي PCR : ۴ شکل

   به عنوان کنترل مثبت، Cجدايه استاندارد مايکوباکتريوم توبرکلوزيس سويه : ۲ ستون  جفت بازي زوج ۲۰۰اندازه مارکر : ۱ ستون
هاي  جدايه :۱۰ - ۹هاي  ، ستونHPZ07 نمونه :۸هاي مايكوباكتريوم توبركلوزيس تحقيق، ستون  جدايه: ۷ - ۳ هاي ستون

  يه استاندارد مايکوباکتريومجدا: ۱۳جدايه مايكوباكتريايي، تون: ۱۲ ستون ،HPZ10نمونه : ۱۱ستون  مايكوباكتريايي، 
  AN5بويس سويه 

  
 جفـت بـاز     ۲۳۵ ی ها با اين مارکر بـا انـدازه        در بررسي نمونه  

 و  مايکوبـاکتريوم کـانتي   و  مايکوباکتريوم توبرکلـوزيس    براي  
 جفـت بـاز مـشخص       ۱۰۸ اعضاي کمپلکس بـا سـايز        ی بقيه
 جدايـه سـايز     ۲۵ جدايـه،    ۲۷گردد که مشاهده شد از بين        مي
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  HPZ10و  HPZ07  بازي و دو نمونه با کدهاي جفت۲۳۵
 اين بـود    ی  جفت بازي مشاهده شد که نشان دهنده       ۱۰۸سايز  

 بويس، هاي افريکانوم، مايکوباکتريومکه اين دو نمونه يکي از 

 ی باشد و بقيـه  ، ميکروتي، کاپري و پني پدي ميBCGبويس  

نتي مايکوبـاکتريوم کـا   يـا  مايکوباکتريوم توبرکلوزيسا  ه نمونه
مدعي حضور RD هاي باشد و با توجه به نتايج قبلي آزمون مي
ــه۲۵ ــوزيس  ی  جداي ــاکتريوم توبرکل ــهمايکوب  ی  و دو جداي

 ).۵شکل( گرديد مايکوباکتريوم بويس

  

  
  استخراج شده  DNA بر روي RD9با استفاده از آغازگرهاي PCR : ۵شکل 

عنوان کنترل مثبت،    بهC استاندارد مايکوباکتريوم توبرکلوزيس سويه ی جدايه: ۲ جفت بازي زوج، ستون ۲۰۰ مارکر ی اندازه: ۱ ستون
  ، ستون HPZ10نمونه: ۵، ستون HPZ07نمونه: ۴، ستون AN5 استاندارد مايکوباکتريوم بويس سويه ی جدايه: ۳ستون 

 .HPZ01نمونه : ۶
 

 جفت باز، براي شناسـايي اعـضاي   ۳۶۹ ی اين مارکر با اندازه
ــاکتريوم توبرکلــوزيسمايککمــپلکس  ــاکتريوم  و در وب مايکوب

 جفت بازي ۳۰۶ با سايز BCG مايکوباکتريوم بويس و بويس
 اسـتفاده   مايکوبـاکتريوم کـانتي   را و عدم حـضور ايـن ژن در          

 نمونـه سـايز   ۲۵ جدايه، ۲۷که در اين آزمون از بين     . گردد مي
 HPZ10و  HPZ07  جفت بازي و دو نمونه با کدهاي       ۳۶۹
هـاي   فت بازي مشاهده شد و اين لوکوس تـست  ج۳۰۶ سايز

  ).۶شکل (  تاييد نموداقبلي را مجدد
  

  
   استخراج شدهDNA بر روي RD12 با استفاده از آغازگرهاي PCR: ٦ شکل

ت، عنوان کنترل مثب  بهC استاندارد مايکوباکتريوم توبرکلوزيس سويه ی جدايه: ٢ جفت بازي زوج، ستون ٢٠٠ مارکر ی اندازه: ١ستون 
جدايه : ٦، ستون  HPZ10نمونه: ٥، ستون HPZ07نمونه: ٤، ستون AN5 استاندارد مايکوباکتريوم بويس سويه ی جدايه: ٣ستون 

  يمايكوباكترياي
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 ی  بالا، دو جدايـه    PCRهاي   نتايج حاصل از آزمون    با توجه به  
HPZ07   و HPZ10  ،  ی  بودنـد و بقيـه     مايكوباكتريوم بـويس 

 ـ .هـستند  اکتريوم توبرکلوزيس مايکوبها   جدايه ج ين نتـا ي همچن
 رشـد  ی  نحـوه ي بـالا بـا مطالعـه و بررس ـ   PCR يهـا  آزمـون 

محيط کشت لـوين اشـتاين جانـسون     هر دو    يها بر رو   هيجدا
گليسيرين دار و محيط کشت لوين اشتاين جانـسون پيـروات           

 مايکوبـاکتريوم هـاي   نحوي کـه جدايـه    به،دار مطابقت داشت

 اشـتاين جانـسون پيـروات دار بهتـر از            در محيط لوين   بويس
دار رشـد کردنـد و     محيط لـوين اشـتاين جانـسون گليـسيرين        

 روي محـيط    توبرکلـوزيس  مايکوباکتريومهاي   برعکس جدايه 
دار بهتر از محيط لوين اشتاين       لوين اشتاين جانسون گليسيرين   
  .جانسون پيروات دار رشد کردند

  
  بحث
ئونوتيــک معــروف سـل گــاوي در انــسان کــه بـه ســل ز       
   عمومــا از طـرق مـصرف شــير غيـر پاســتوريزه و    ،باشـد  مـي 

ــوده،   ــشاق ذرات آل ــق استن ــز از طري ــوده و ني ــت آل ــا گوش   ي
 مـنجم زاده و  ی  در مطالعـه .توانـد منتقـل شـود     به انـسان مـي    

مايکوبـاکتريوم  روي گله گاوهاي ايـران، بـه وجـود          همکاران  
هاي کشور اشاره  صورت اندميک تقريبا در تمام استان   ه ب بويس

  .)١٩(شده است 
 بـا روش  تاکاهاشـی  توسـط   ٢٠١٢اي كـه در سـال        در مطالعه 

PCR-IS6110 و RFLP-IS6110 ــد ــام شـ ــال ، انجـ  انتقـ
 بين يک شخص با بيماري ريـوي        مايكوباكتريوم توبركلوزيس 

 در واقـع بـا اسـتفاده از ايـن روش     .و يك سگ بررسـي شـد    
مشخص شد كه سگ عامل انتقال توبركلوزيس به انسان بـوده     

مار قابليت انتقال توبركلوزيس به انسان را       هاي بي  است و سگ  
عنوان منبع انتقال توبركلـوزيس بـه انـسان       توانند به  دارند و مي  

 ی در ايـن مطالعـه نيـز وجـود دو جدايـه      ).٢٠ (مطرح باشـند  
هـاي انـساني     ها از نمونه    بويس و جدا شدن آن     مايكوباكتريوم

 ـ   نشان دهنده  ك ي اين واقعيت است كه بيماري سل از طريق ي
منبع حيواني به انسان منتقل شده است كه بايد به ايـن مـسئله           

تواند تا حد بـالايي   اذعان نمود، كه كنترل سل در حيوانات مي       
از انتقال آن در بين افـراد ممانعـت نمـوده و در كـاهش ايـن                 

  .بيماري موثر باشد
ه  توسط هريس و همكاران ب     ٢٠٠٧در سال   كه  در يك مطالعه    

ــت توب ــل شــيوع عفون ــايدلي ــوزيس در پنيره ــه  ركل ــوده ب آل
 نمونـه از    ٢٠٣،   انجام شد  تهيه شده در مكزيك    مايكوباكتريوم

هـا   كـشت شـدند کـه از يكـي از نمونـه       پنيرهاي آلوده تهيه و   
ــاكتريوم ــويس مايكوب ــدب ــدا ش ــوي  .  ج ــه الگ ــن مطالع در اي
هاي آلوده بـا اسـتفاده از         جداشده از پنير   بويس مايكوباكتريوم

ــاي  RFLP-IS6110 دو روش ــا الگوه ــپوليگوتايپينگ ب  واس
گاوهاي وارداتي از مكزيك مورد مقايسه قرار گرفت کـه ايـن      
الگوهــا داراي شــباهت بــالايي بودنــد و بــا اســتفاده از روش 

RFLP-IS6110  هاي جدا شده تنها يك سـكانس         تمام نمونه
IS6110 انجمــن پزشــکي٢٠٠٥در ســال  .)١٢( را داشــتند - 

مايکوباکتريوم اي در مورد نقش انتقال  دامپزشکي امريکا مطالعه
هاي آلـوده از   ئروسلآ به انسان از طريق شير، گوشت و       بويس

مايکوبـاکتريوم  حيوانات عفوني، انجام دادند و بيان کردند کـه      
 در بيشتر کشورهاي جهـان وجـود دارد امـا در افريقـا،             يسبو

  .)٢٢( کشور گزارش شده است ١٧ از بويسمايکوباکتريوم 
 يمـار ي سازمان بهداشت جهاني دربـاره ب      ي رسم ی هياطلاعدر  

ــوزيس ناشــي از  ــاکتريوم توبرکل ــويسمايکوب ــاتب    در حيوان
شور معيارهاي کنترلـي     ک ٣٠ کشور افريقايي،    ٥٦ کشور از    ١٤

 درصـد  ٥٠ در بيش از. )٣٢(براي اين بيماري را اعمال کردند    
گاوها و لبنيات مصرفي در کشورهايي که معيارهاي کنترلي در     

 بـويس مايکوبـاکتريوم  شـود،   مورد سل زئونوتيک اعمال نمـي   
اي  عيهلاوجود دارد که در اين باره سازمان بهداشت جهاني اط          

هــا در افريقــا، در  نــسان ادرصــد ٩٠منتــشر نمــود کــه در آن 
کشورهايي که کمترين کنترل را در مورد سل گـاوي در ميـان            
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). ٢٤(کننــد  لبنيـات گــاوي و گوسـفندي دارنــد، زنـدگي مــي   
مايکوبـاکتريوم  همچنين در يک گزارش بين المللي، به انتقـال     

 به انسان در کشورهاي مصر، نيجريه، تانزانيـا، زامبيـا و            بويس
خاطر ضعف بهداشـتي    ه  در کل ب  . )٢٥(زئير اشاره شده است     

در کنترل بيماري و اصول پرورش و نگهـداري دام در بيـشتر             
عنوان يکـي   هاي افريقايي، اين معضل همچنان باقي و به   کشور

با توجـه بـه      .باشد هاي سل انساني و دامي مطرح مي       از کانون 
در مـوارد   كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلـوزيس     اهميت ويژه   

  تواننـد  هـاي مايکوبـاکتريوم مـي    سل، بـسياري از انـواع گونـه       
ونـه  موجب ظاهرات باليني در انسان شـوند کـه وفـور ايـن گ          

موارد در ايران پيش از اين توسط محققين ديگر مورد توجه و          
 که به ايـن ترتيـب شناسـايي    )۲۶-۲۹(تاکيد قرار گرفته است  

در ايـران از    . باشـد  اني برخوردار مـي   اين موارد از اهميت درم    
آلـودگي  كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلـوزيس،     ميان اعضاي   

ــه    ــسان تنهــا ب ، )۳۰ و۳۱( توبرکلــوزيسمايکوبــاکتريوم ان
ــاکتريوم  ــويس مايکوب ــاکتريوم  و )۱۹(ب ــويس مايکوب    BCGب

 بـا   )٣٢( يعقوبي   ی در مطالعه  . گزارش گرديده است   )۱۹و۲۰(
   بـــا روش)٣٣( و ســـليمان پـــور  RFLP-IS6110 روش

PCR-RFLP براي Oxy Rشـان  مورد مطالعه هاي ، در نمونه 
ــ جدا٢ ــويس ی هي ــاکتريوم ب ــازي گردمايکوب ــ جداس د و در ي

ــه ١٢٤٢ بــر روي )٣٤( ديگــري کــه مظفــري ی مطالعــه  نمون
بــــا روش   اســــتان۲۴ از مايكوبــــاكتريوم توبركلــــوزيس

Spoligotyping ــام داد ــو۴ انج ــه  م ــاکتريوم رد جداي مايکوب
 جداسازي بويسمايکوباکتريوم  مورد جدايه  ۶ و   BCG بويس
هاي ايـن مطالعـه بـر روي هـر دو محـيط              تمامي نمونه  .نمود

دار و پيـروات دار،      کشت لـوين اشـتاين جانـسون گليـسيرين        
 آن ی  نتيجـه ودست آمـد    ه  كشت داده شدند که نتايج خوبي ب      

 از دو بيمــار يوم بــويسمايكوبــاكتر ی جــدا شــدن دو جدايــه
 و اين نتيجه بـا نتـايج تحقيقـات گذشـته يعقـوبي          مسلول بود 

طالعات خود  كه در م)٣٥( و مصوري  )٣٣(، سليمان پور    )٣٢(
   .از هر دو محيط استفاده كرده بودند مطابقت داشت

 
  گيري نتيجه

وم يکوباکتريمانکه  ين مطالعه نشان داد با توجه به ا       يج ا ينتا     
 توجه باشد اما با ين مي سل در مسلولي عامل اصل  سيتوبرکلوز

ن اسـتان زنجـان     ي از مسلول  سيوم بو يکوباکتريما ي جداساز به
باشد  ير ميوان به انسان امکان پذي سل از حيرمايانتقال عامل ب

، PCRه  يک روش ساده و قابل دسترس بر پا       يو با استفاده از     
 ـ ر ي و ســاي عامــل سـل گــاو سيوم بــويکوبـاکتر يماتــوان  يم

 را از   سيوم توبرکلـوز  يکوباکتريکمپلکس ما  ي اعضا يها گونه
گردد با توجـه   يشنهاد ميلذا پ .ق دادي و تفرين جداساز يمسلول

 نتـايج در    بهتـر اسـت   گونه مطالعـات،     ج حاصل از اين   ي نتا به
اختيار مراکز مرتبط قرار گيرد تا تصميمات مقتضي در جهـت           

  .کنترل و پيشگيري از انتقال توبرکلوزيس صورت گيرد
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Background and Objective: Tuberculosis (TB) is amongst the common infectious diseases in the world so 
that the World Health Organization (WHO) has declared it as a global emergency as well as an extremely 

contagious disease. Although the cause of the disease and its therapy are well known, TB is considered as a 

global dilemma. The present study was set to isolate and identify Mycobacterium Tuberculosis Complex by 

PCR-RD typing from TB patients in Zanjan province and to verify cases of zoonotic tuberculosis.  

Materials and Methods: In this study, 27 positive samples were collected from center of pulmonary diseases 

and tuberculosis in Zanjan Province during 2013 and were grown on Lowenstein–Jensen medium (LJP and 

LJG). DNA was extracted from the bacterial isolates by Van Solengen method and at genus level 

identification was done by PCR-16SrRNA. To confirm the mycobacterium tuberculosis complex, PCR-

IS6110 was used. Identification of species was performed by PCR-RD typing (RD1, RD4, RD9 and RD12).  

Results: A total of 27 isolates were obtained which were identified as genus Mycobacterium belonging to 

Mycobacterium tuberculosis complex. Twenty five of the isolates were Mycobacterium tuberculosis while 2 

isolates were identified as M.bovis. 

Conclusion: The results of the study indicates that M.bovis species is present among the human TB cases in 

Zanjan province, which indicates the zoonotic potential of the species and the possible transmission of the 

species from animals to humans. These results might be alarming owing to the spread of the bovine strains 

among the human subjects. Thus, it is essential that during research on suspected human TB cases, the 

zoonotic species capable of transmission from animal to human be considered. 

 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex, Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis, 

PCR-RD typing  


