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Abstract 
 

Background and purpose: Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) members are causative 
agents of human and animal tuberculosis. Differentiation of MTBC members is essential for appropriate 
treatment of individual patients and reduce drug resistance. 

Materials and methods: A total of 1345 samples were collected from patients clinically 
suspected of contracting tuberculosis that referred to health care center of Mazandaran from July 2010 to 
June 2011. The specimens were stained by the Ziehl-Neelsen staining technique and were cultured on 
Lowenstein-Jensen medium to detect the mycobacteria. For recognition of Mycobacterium tuberculosis 
complex members, MTUB-f and MTUB-r primers (gyrB-PCR1) were used. For differentiation of 
Mycobacterium tuberculosis complex members, MTUB-756-Gf and MTUB- 1450Cr (gyrB-PCR2) and 
RFLP PCR using RsaI restriction enzyme were used. 

Results: Of 1345 specimens, only 65(4.83%) isolates were positive culture. Out of 65, 59 (90.76%) 
were MTBC and 6 (9.24%) identified as Mycobacteria other than tuberculosis. All of 59 isolates were M. 
tuberculosis and showed the typical RsaI pattern. 

Conclusion: The gyrB-RFLP PCR and the RsaI restriction enzyme is a rapid and easy technique 
for differentiation of the members of M. tuberculosis complex which is crucial for rapid treatment of 
patients. 
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  پژوهشی          

  
  
  ــدرانـــازنـــکــــی مــزشـــوم پـــلــــه دانشــــگاه عـــلـــمج
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در تعیین گونه  gyrB-RFLP PCR ارزش تشخیصی تست
  اران مسلول در استان مازندرانزا در بیمیهای بیمار مایکوباکتریوم

 
        1محترم نصرالهی

        2مریم پورحاجی باقر
        1محمد آهنجان
  3علیرضا خلیلیان

  

  چکیده
شناسـایی  . باشد ل در انسان و حیوانات می     ـل ایجادکننده س  ـ عام لوزیسکتوبرکمپلکس مایکوباکتریوم    :سابقه و هدف  

از طرفـی، امکـان ایجـاد مقاومـت         . کنـد  ان صحیح این بیمـاری کمـک شـایانی مـی          های مایکوباکتریوم بیماریزا به درم     گونه
  .رساند دارویی را به حداقل می

 لغایت 1389 افراد مشکوک به سل ارجاع یافته به مرکز بهداشت استان مازندران از تیر از نمونه 1345 :ها مواد و روش  
جهـت  . وی محیط لوین اشـتاین جانـسون کـشت داده شـدند           ها گسترش تهیه و ر     از همه نمونه  . آوری شد   جمع 1390خرداد  

 و جهت شناسایی اعضای کمـپلکس       MTUB-r و   MTUB-fتشخیص کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از پرایمرهای       
  . استفاده شدRsaI و آنزیم محدودالاثر MTUB-1450Cr و MTUB-756-Gfمایکوباکتریوم توبرکلوزیس از پرایمرهای 

 اسـمیر  ) درصد23/4( نمونه 57  نمونه مشکوک به سل ریوی از نظر کشت و     1345از  )  درصد 83/4(نه  نمو 65 :ها یافته
متعلـق بـه کمـپلکس مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس و      )  درصد76/90(نمونه  59ها،   که از میان آن  ندمثبت تشخیص داده شد   

ء کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بودنـد،       که جز  یمایکوباکتریوم نمونه   59تمامی  . مابقی غیر توبرکلوزی تلقی شدند    
  .به گونه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس تعلق داشتند

روشـی سـاده و      (RFLP)ثر   توسط آنـزیم هـای محـدودالا       PCR و به دنبال آن آنالیز محصول        PCRتکنیک   :استنتاج  
درمـان سـریع بیمـاران و جلـوگیری از        باشد و این امـر بـرای         سریع برای شناسایی کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس می      

 .های مایکوباکتریومی مفید است مرگ و میر ناشی از بیماری
  

  مایکوباکتریومعفونت های ،  RsaI  آنزیم،gyrB RFLP PCR  تست :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
سل ریوی یکی از دلایل عمده مرگ و میر ناشی از           

ن در درصـد مـوارد آ   95 و  باشد  میهای باکتریال    عفونت
کـشورهای درحـال توســعه، آسـیا، آفریقـا، خاورمیانــه و     

رای ـدودی بـل و امکانات محـن که وسای ـکای لاتی ـآمری
. )1،2(دهــد تــشخیص و درمــان دراختیــار دارنــد، رخ مــی

  ریـان با باکتـردم جهـوم مـده که یک سـن زده شـتخمی
 

  .معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی مازندران تامین شده است که توسط است 89 -121 این مقاله حاصل طرح تحقیقاتی شماره
  E-mail: mphd65@yahoo.com                               جاده خزرآباد، مجتمع دانشگاهی پیامبر اعظم، دانشکده پزشکی18کیلومتر  :ساری -مریم پورحاجی باقر :مولف مسئول

  دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، یمولکول وی سلولی ولوژیب قاتیتحق مرکزیقات مرکز تحق، گروه میکروبیولوژی. 1
  دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندرانکمیته تحقیقات دانشجویی، دانشجوی کارشناسی ارشد میکروب شناسی پزشکی، گروه میکروبیولوژی، . 2
  دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران،  و علوم رفتاریشکیتحقیقات روانپزمرکز  آمار زیستی، گروه .3

  18/10/90:             تاریخ تصویب5/8/90: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           5/6/90: ریافت تاریخ د 
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       محترم نصرالهی و همکاران                هشی   پژو  
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کنـد،    مولد سل کـه معمـولاً در ریـه ایجـاد عفونـت مـی              
هانی برطبق آمار سازمان بهداشت ج    . )3،4(شوند آلوده می 
(WHO)           2003 تعداد افراد مبتلا به بیماری سل در سـال ،

هــای  گونــه. )5( میلیــون نفــر تخمــین زده شــده اســت8/8
ــویس،   ــاکتریوم ب ــوزیس، مایکوب ــاکتریوم توبرکل مایکوب
مایکوباکتریوم آفریکانوم و مایکوباکتریوم میکروتی که       

 را (MTBC) کمــپلکس مایکوبــاکتریوم توبرکلــوزیس  
وامل اصلی ایجادکننده توبرکلوزیس    دهند، ع  تشکیل می 

اگرچه گونه ها قرابـت     . )6(باشند در انسان و حیوانات می    
ژنتیکــی بــا یکــدیگر دارنــد امــا از دیــدگاه نــوع میزبــان، 

هــای فنــوتیپی و ژنــوتیپی  محــدوده جغرافیــایی و ویژگــی
ــاوت  ــاهم متف ــد  ب ــوزیس و  . )7(ان ــاکتریوم توبرکل مایکوب

 شـوند در   نسان محـدود مـی    مایکوباکتریوم آفریکانوم به ا   
حالی که مایکوباکتریوم بویس سبب پیدایش بیماری در        
محدوده وسیعی از پستانداران خانگی و وحشی و همـین          

اخیــراً گــزارش شــده اســت کــه . گــردد طــور انــسان مــی
مایکوباکتریوم میکروتی نه تنها موش صحرایی را آلـوده         

. )8(گـردد  کند بلکه باعث عفونـت در انـسان نیـز مـی            می
هـا   ها و تعیـین هویـت سـریع مایکوبـاکتریوم          تفریق گونه 

ــرل و    ــشخیص، کنت ــشکلات اساســی در راه ت یکــی از م
هــای حاصــل از خــانواده مایکوبــاکتریوم  درمــان بیمــاری

این امر به صورت سـنتی براسـاس خـصوصیات          . )9(است
ــوتیپی از قبیــل م  ــرعت رشــد،    وفن ــوژی کلنــی، س رفول

نیاسین، احیای نیترات،   های بیوشیمیایی مانند تجمع      تست
 (TCH) مقاومت به تیوفن کربوکسیلیک اسید هیدرازیـد      

 نیـاز بـه     براسـاس . )10،11(شـود  و پیرازین آمید انجـام مـی      
ها  های بیوشیمیایی برای افتراق گونه     امکانات ویژه، تست  
ــشگاه  ــه آزمای ــه    در هم ــشور ب ــاکتریومی ک ــای مایکوب ه

  .شود صورت معمول انجام نمی
تـرین و     یکی از مهم   PCRبراساس   جدید   های  روش
ــرین و درعــین حــال ســاده  کــاربردی ــرین روش ت هــای  ت

. ســت اهــا مولکـولی بــرای تعیـین هویــت مایکوبـاکتریوم   
  مورفیسم در نواحی خاصی از چندین ژن مانند         وجود پلی 

  

rpo B ، katG ، gyrA ، gyrB ، hsp 65 16 وsrDNA 
هـای   هتـر گون ـ   امکان تعیین هویت سریع و تفکیک آسان      

با . )9،12(مایکوباکتریوم را از یکدیگر فراهم آورده است      
کـــه مایکوبـــاکتریوم توبرکلـــوزیس و  توجـــه بـــه ایـــن

ــاکتریوم بــویس نیازمنــد رژیــم درمــانی متفــاوتی   مایکوب
های بـویس در مقایـسه     هستند بدان جهت که اغلب سویه     

 و )PZA)1 میـد هـا ذاتـاً بـه داروی پیرازینا        با مـابقی گونـه    
مقاوم است، لذا افتـراق     داروهای دیگر ضد سل     برخی از   

  .)13-15(این دو از هم واجد اهمیت است
 تکنیـک بررسی ارزش تشخیصی    هدف از این مطالعه     

gyrB-RFLP-PCR   هـای مایکوبـاکتریوم     تعیین گونه  در
کننده به مرکز بهداشت استان      بیماریزا در بیماران مراجعه   

اروهـــای مازنـــدران اســـت تـــا بتـــوان بـــا اســـتفاده از د 
تـر کـه از یـک سـو          مطمـئن بخـشی   تر و با اثر      اختصاصی

تـر را بـرای بیمـار        امکان درمان کم خطرتر و قابل تحمل      
سازند و از سوی دیگر امکـان ایجـاد مقاومـت            فراهم می 

رساند، میزان ضررهای اقتصادی     دارویی را به حداقل می    
عـلاوه بـا تفکیـک       هب ـ. ها و جامعه را کـاهش داد       خانواده
تـوان میـزان شـیوع       های مایکوباکتریوم بیماریزا مـی     گونه

هـا را در جامعـه       سل ناشی از این گونه از مایکوبـاکتریوم       
  . تعیین نمود،مورد مطالعه

  
  مواد و روش ها

ــاران 1345ایـــن مطالعـــه توصـــیفی، بـــر روی    بیمـ
مشکوک به سل ریوی مراجعه کننده به مرکـز بهداشـت           

 1390یت خرداد مـاه      لغا 1389استان مازندران در تیر ماه      
. بــا توجــه بــه ســن، جــنس و نــژاد صــورت گرفتــه اســت

معیارهای ورود به مطالعـه، مثبـت شـدن اسـمیر خلـط در           
افراد مشکوک به بیماری سل با داشـتن حـداقل یکـی از             

 هفتـه، خلـط فـراوان، وجـود         3شرایط زیر سرفه بـیش از       
 کـم اشـتهایی و      ،خون در خلط، درد طولانی قفسه سـینه       

، تب و لرز طولانی مدت و معیارهای خروج         کاهش وزن 

                                                 
1. Pyrazinamide 
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آمیــزی و  از آن منفــی شــدن اســمیر خلــط پــس از رنــگ
  .مصرف داروی ضد سل بوده است

  
  :تهیه اسمیر و کشت

، ) درصـد  8/90(مـورد   1222هـای خلـط      ابتدا نمونـه  
 مـورد   8، مـایع آسـیت      )درصد 11/1(مورد  15مایع پلور   

بـرونش  ، مـایع    )درصد 1/0( مورد   2، خون   )درصد 5/0(
، )درصــد 07/0( مــورد 1، زخــم )درصــد 7/4( مــورد 63

 9/0( مورد   12، ادرار   )درصد 04/1( مورد   14شیره معده   
، )درصــد 07/0( مــورد 1، مــایع کیــست کبــدی )درصــد

 07/0( مـورد    1، مایع مفصل    )درصد 07/0( مورد   1آبسه  
، بیوپسی  )درصد 07/0( مورد   1، ترشحات گردن    )درصد

) درصـد  22/0( مـورد  3و بافت  ) درصد 07/0( مورد   1پا  
که توسـط بیمـار یـا پرسـتاران و پزشـکان مربوطـه جمـع          

سیـستئین   -L-اسـتیل  -Nآوری شد، با استفاده از سـودو        
زدایـی گردیـد و سـپس بـه کمـک            هموژنیزه و آلودگی  

ــگ ــسون از نظــر وجــود باســیل   رن ــل نل ــزی ذی هــای  آمی
اسیدفست مورد بررسی قرار گرفـت و همچنـین بـر روی     

ــسون  محــیط ــوین اشــتاین جان  (Lowenstein-Jensen) ل
خریداری شده از شـرکت بهارافـشان ایـران کـشت داده            

جداسازی اولیه و کشت مایکوبـاکتریوم از نمونـه         . شدند
  .ترف انجام گ)16(های خلط طبق پروتکل استاندارد

  
   :DNAاستخراج 

   و یــــا  از آب مقطــــر اســــتریل lµ 100مقــــدار 
TE (Tris-EDTA,PH=7.0) در میکروتیوب  راml 5/1 

ریخته و یک کلنی از محیط کشت لوین اشتاین جانسون          
. دش ـه سوسپانـسیون تهیـه      را وارد این میکروتیـوب کـرد      

ــه آن DNG Plus از محلــول lµ 400ســپس مقــدار   را ب
ــوده  ــافه نم ــدت  ،اض ــه م ــوب را ب ــه 15-20 میکروتی  ثانی

 ایزوپروپانـل   lµ 300ورتکس کرده سپس بـه آن مقـدار         
 ثانیه ورتکس، میکروتیوب بـه      10-15بعد از   . شدافزوده  
بعـد  . شـد  سانتریفیوژ   rpm 12000 دقیقه با دور     15مدت  

از گذشت این زمان، محلول رویـی را خـارج و ایـن بـار               

 را وارد میکروتیوب کرده     درصد 75 از اتانل    ml 1مقدار  
 5 بـه مـدت      rpm 12000بعد از ورتکـس کـردن بـا دور          

بــا اتمــام  . کــردیمتریفیوژ دقیقــه میکروتیــوب را ســان  
سانتریفیوژ محلول رویی را بیرون ریخته و مجدداً مقـدار          

ml 1    را وارد میکروتیـوب کـرده بـاز      درصـد  75 از اتانل 
 دقیقـه میکروتیـوب را      5 به مدت    rpm 12000هم با دور    
بعد از سـانتریفیوژ، محلـول رویـی را         . نمودیمسانتریفیوژ  

 ــ وبلاک در درجــه بیــرون ریختــه میکروتیــوب را در ترم
 تـا زمـانی کـه       داده شد  درجه سانتیگراد قرار     65حرارت  

  از آب  lµ 50مقـدار   . دداخل میکروتیوب کاملاً خشک ش ـ    
 دقیقـه   5 بـه مـدت      افزودهمقطر استریل را به میکروتیوب      
 درجه سانتیگراد قـرار     65در ترموبلاک با درجه حرارت      

تیـوب را  میکروبعد از به پایان رسیدن این زمان،  . داده شد 
هـا را     میکروتیوب ورتکس کرده به کمک سمپلر محتوای     

در ایـن   . ه شـد  داد دیـواره آن شستـشو       هکـرد پر و خـالی     
  . بود باکتریDNA از lµ 50مرحله، میکروتیوب حاوی 

  
PCRتوبرکلوزیس مایکوباکتریوم کمپلکس  شناسایی  جهت :  

ــام   ــرای انج ــه  Master mix، از PCRب ــاده تهی    آم
ــرکت فر  ــده از شــ ــای   شــ ــادا و پرایمرهــ ــاز کانــ منتــ

5´TCGGACGCGTATGCGATATC-3´) (MTUB-F و    
)ACATACAGTTCGGACTTGCG-3´ 5´- ( MTUB-R 
بــرای آمــاده ســازی . اســتفاده گردیــد) ایــران -ســیناژن(

 بـرای هـر واکـنش از    lµ 25 به حجم PCR mixترکیب 
lµ 5/12 از Master mix ،آمــاده lµ 3/1 ،از هــر پرایمــر   
lµ 2   از DNA نومی هر سویه جـدا شـده و          ژlµ 9/7  آب 

 در PCRواکــنش . مقطــر اســتریل دیــونیزه اســتفاده شــد 
 دقیقـه در    5: دستگاه ترموسایکلر به شرح زیر انجـام شـد        

 یـک  ºC94 سیکل حرارتی شـامل  30 سپس   ºC95حرارت  
 یک دقیقه و در نهایت یک       ºC72 یک دقیقه،  ºC65دقیقه،

ز انجــام بعــد ا.  دقیقــه10 بــه مــدت ºC72ســیکل حرارتــی
 1 شده در ژل آگـاروز       PCRهای    از نمونه  lµ 5واکنش،  

 ولت بـه مـدت      95درصد حاوی اتیدیوم بروماید با ولتاژ       
حضور باند قوی در منطقـه      .  دقیقه الکتروفورز گردید   40
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bp1020    ــضور ــی و ح ــورد بررس ــه م ــر قطع ــد تکثی  مؤی
ینـد  ادر فر . کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس اسـت    

PCRــه عنــوان کنتــرل منفــی و از   از آب مقطــ  DNAر ب
) ایـران  -سـیناژن  (MTBاستخراج شده موجود در کیت      
  .به عنوان کنترل مثبت استفاده شد

  
PCR        جهت شناسایی اعضای کمـپلکس مایکوبـاکتریوم 

  : توبرکلوزیس
ــه ــن مرحل ــایدر ای    )MTUB-756-GF -´5  پرایمره

GAA GAC GGG TCA ACG GTG - 3´)  و 
MTUB-1450-Cr (5´- CCT TGT TCA CAA  

  

 CGA CTT T. CGC-3´ ()ــران -ســیناژن جهــت ) ای
ه تشخیص اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم بـه کـار بـرد         

 lµ 25 به حجم PCR mixسازی ترکیب  برای آماده. شد
ــرای هــر واکــنش از  ــاده، Master mix از lµ 5/12ب    آم

lµ 3/1     ،از هر پرایمر lµ 2   از DNA     ژنومی هر سویه جدا 
ــونیزه اســتفاده شــد lµ 9/7شــده  .  آب مقطــر اســتریل دی

 در دستگاه ترموسایکلر به شرح زیر انجـام         PCRواکنش  
 سـیکل حرارتـی     30 سپس   ºC95 دقیقه در حرارت     5: شد

ــامل ــه، ºC94ش ــک دقیق ــه، ºC65 ی ــک دقیق ــک ºC72 ی    ی
   بـه مـدت     ºC72دقیقه و در نهایـت یـک سـیکل حرارتـی          

ــه10 ــنش،  .  دقیق ــام واک ــد از انج ــه از نمlµ 5بع ــای  ون   ه
PCR  ــاروز ــده در ژل آگ ــدیوم   1 ش ــاوی اتی ــد ح  درص

 دقیقـه الکتروفـورز     40 ولت به مـدت      95بروماید با ولتاژ    
   مؤیــد bp 734حــضور بانــد قــوی در منطقــه  . گردیدنــد

ــاکتریوم     ــضور مایکوب ــی و ح ــورد بررس ــه م ــر قطع تکثی
  .توبرکلوزیس است

  
RFLP PCR :   

بـرای  ) داکانـا -فرمنتـاز  (RsaIثر  از آنزیم محدودالا  
 از  lµ 10.  اسـتفاده گردیـد    PCRهضم آنزیمی محـصول     

 بافر مخـصوص آنـزیم      lµ 2 آنزیم،   PCR  ،lµ 2محصول  
 ºC37  آب مقطر استریل اضـافه شـد و در دمـای    lµ 18و  

های هـضم شـده در       نمونه.  ساعت انکوبه شد   16به مدت   

 100 درصد حاوی اتیدیوم بروماید با ولتاژ        2ژل آگاروز   
ژل آگـاروز تهیـه     . یقه الکتروفـورز شـدند     دق 40به مدت   

شده در این مرحله وارد ژل داکومنتیشن می شد و از آن            
  .عکسبرداری می گردید

  

  یافته ها
 بیمــار مــشکوک بــه ســل در 1345در ایــن مطالعــه، 

بـه مرکـز    ) 1390 لغایـت خـرداد      1389تیر  (طول یکسال   
بهداشت استان مازنـدران مراجعـه کردنـد و نمونـه هـای             

ها از طریق تهیه اسمیر و کشت بـر          ری شده از آن   آو جمع
روی محـیط لــوین اشـتاین جانــسون مـورد بررســی قــرار    

 سـال   5/45 ± 93/17میانگین سنی افـراد مـسلول       . گرفت
 79 سال و حداکثر آن      15حداقل سن بیماران    . بوده است 

 درصد بـا    5 تا   3میزان شیوع بیماری سل     . سال بوده است  
  .باشد ی مدرصد 95ضریب اطمینان 

 83/4( نمونــه 65آوری شــده،   نمونــه جمــع1345از 
 57 و) کـشت مثبـت   (از نظر باکتری سـل مثبـت        ) درصد
نتایج . بوده است از نظر اسمیر مثبت     )  درصد 23/4(نمونه  

هـای   آزمایش کشت و اسـمیر مثبـت در جـنس و گـروه             
  . آورده شده است1سنی مختلف در جدول شماره 

  
ش اسمیر و کشت نمونه ها در دو جنس         نتایج آزمای  :1جدول شماره   

و گروه های سنی مختلف در افراد مشکوک به سل مراجعـه کننـده              
  به مرکز بهداشت استان مازندران

  

    کشت مثبت  اسمیر مثبت
  زن  گروه سنی

  )درصد (تعداد
  مرد

  )درصد (تعداد
  زن

  )درصد (تعداد
  مرد

  )درصد (تعداد
19- 10  2)   5/3(  3)    2/5(  2)    07/3(  3)   61/4(  
29- 20  7)    28/12(  3)    2/5(  8)    3/12(  3)   61/4(  
39- 30  5)    77/8(  2)   5/3(  5)    7/7(  3)   61/4(  
49- 40  11)  3/19(  4)   01/7(  13)   20(  4)   15/6(  
59- 50  7  )28/12(  2)   5/3(  8)    3/12(  2)    07/3(  
69- 60  3)   2/5(  1)   75/1(  3  )  61/4(  2)    07/3(  
79- 70  2  )5/3(  5)    77/8(  2)    07/3(  7)    76/10(  

  )92/36   (24  )07/63   (41  )35    (20  )65   (37  مجموع
  ) 83/4  (65  )23/4 (57  تعداد کل

  
هـای سـنی مختلـف در        م بیماری سل در گـروه     یعلا

  .شود  مشاهده می2افراد مسلول در جدول شماره 
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  م بیماری سل در افراد مسلول در گروه های سنی مختلفیعلا :2جدول شماره 
  موارد  گروه سنی

  )درصد(داد تع
  هفته3سرفه بیش از

 )درصد(تعداد 
  خلط فراوان

 )درصد(تعداد 
  خون در خلط

  )درصد( تعداد
  کم اشتهایی

  )درصد( تعداد
  کاهش وزن

  )درصد( تعداد
  درد قفسه سینه

  )درصد( تعداد
  تب و لرز

  )درصد( تعداد
19-10  5)        69/7(  5)           06/8(  4)          9/6(  2)      52/10(  5)      25/9(  5)    11/11(  1)       04/2(  3)        25/6(  
29-20  11)    92/16(  11)         74/17(  11)      96/18(  4)        05/21(  11)   37/20(  4)     88/8(  10)     4/20(  9)      75/18(  
39-30  8)      30/12(  8)            9/12(  6)        34/10(  2)       52/10(  7)    96/12(  6)    33/13(  7)        28/14(  5)      41/10(  
49-40  17)    15/26(  15)          2/24(  16)      58/27(  6)        57/31(  14)   92/25(  13)   88/28(  13)     53/26(  13)    08/27(  
59-50  10)    38/15(  9)           51/14(  9)        51/15(  4    )   05/21(  8)     81/14(  5)    11/11(  5)         2/10(  8)      66/16(  
69-60  5)        69/7(  5)            06/8(  4)            9/6(  0)          0(  2)       7/3(  5)    11/11(  5)        2/10(  4)       33/8(  
79-70  9)      84/13(  9)            51/14(  8       ) 8/13(  1)        26/5(  7)     96/12(  7)     55/15(  8)       32/16(  6)      5/12(  

  )84/73    (48  )38/75      (49  )23/69   (45  )07/83   (54  )23/29     (19  )23/89      (58  )38/95       (62  )83/4     (65  مجموع
  
  

   ســویه مایکوبــاکتریوم توبرکلــوزیس کمــپلکس 65
  

براساس کند رشد بودن، اسید فست بودن و رشد بر روی      
حیـای  محیط کشت لـوین اشـتاین جانـسون و آزمـایش ا           

هـای رشـد یافتـه بـر          کلنی DNA. نیترات شناسایی شدند  
ــایی      ــت شناس ــسون جه ــتاین جان ــوین اش ــیط ل روی مح
کمـــپلکس مایکوبـــاکتریوم توبرکلـــوزیس و تفکیـــک 

از . های آن استخراج و مـورد بررسـی قـرار گرفـت            گونه
 نمونـه مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس کمـپلکس         65میان  

وم کند رشد و جـزء    نمونه، مایکوباکتری  PCR  ،59توسط  
 بانـدی در    ،کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بـوده    

 6و  ) 1تـصویر شـماره     ( را ایجاد کردنـد      bp 1020ناحیه  
نمونــه جــزء مایکوبــاکتریوم هــای تنــد رشــد و غیــر       
توبرکلــوزی بودنــد و هــیچ بانــدی از آن هــا بــر روی ژل 

  .)2تصویر شماره ( درصد رؤیت نشد 1آگاروز 
ه جهــت شناســایی و افتــراق    کــPCRدر دومــین 

اعــضای کمــپلکس مایکوبــاکتریوم توبرکلــوزیس انجــام 
ــت، همـــه  هـــای شناســـایی شـــده،     گونـــه59ی  گرفـ

 bp 734مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بودنـد و در ناحیـه         
  ).3تصویر شماره (بر روی ژل باند ایجاد کردند 

  

  
  

  جهــت شناســایی کمــپلکس مایکوبــاکتریومPCR : 1 تــصویر شــماره
  :Lane 2,3,4,5,6,7کنترل مثبت،  : bp ، Lane 1 100 مارکر. توبرکلوزیس

  ).bp 1020(کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

  

  
  

 .کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس    جهت شناسایی  PCR : 2 تصویرشماره
  :Lane 2,3,4,5,6,8,9,10,11,14کنترل مثبـت،   : bp، Lane1 100مارکر 

کنترل : bp ( ،Lane 7 1020(کوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس مای
  .مایکوباکتریوم غیرتوبرکلوزی : Lane 12,13منفی، 

  
ــا روش   ــی ب ــضم آنزیم ــامی RFLP-PCRدر ه ، تم

هــای جــدا شــده از مایکوبــاکتریوم توبرکلــوزیس،  ســویه
الگوهای یکسان، مـشخص و کـاملاً شـبیه بـه هـم ایجـاد               

ر، دارای دو بانـد قـوی       ها در کنار مارک    این سویه . کردند
  ).4تصویر شماره ( بودند 480 و bp 230های  با اندازه

  

  
  

  جهت شناسایی اعضای کمپلکس مایکوبـاکتریوم      PCR : 3 شمارهتصویر  
 کنتـرل مثبـت، مایکوبـاکتریوم    : bp ، Lane 1 100مارکر : توبرکلوزیس
 سمایکوبـاکتریوم توبرکلـوزی   : H37RV ، Lane 2,3,4,5توبرکلوزیس 

)734 bp.(  

bp1020 

  L      1      2      3      4       5      6      7 

L    1    2     3     4     5    6    7    8    9   10   11   12  13  14  

bp1020  

Bp734 

L        1           2         3           4          5   
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دسـت آمـده، حاصـل از هـضم          هیکـسان ب ـ  الگوهای   :4 تصویر شماره 
 ، bp 100مارکر . RsaIثر  توسط آنزیم محدودالاPCRآنزیمی محصول 

Lane 1 :     ،کنترل مثبـت، مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیسLane 2,3,4,5 : 
  ).480  وbp 230(مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

  

  بحث
یر میزان بروز سل در جهـان بـه طـور           های اخ  در دهه 

ترین عوامل مـؤثر     چشمگیری افزایش یافته است که مهم     
بــر آن، رشــد جمعیــت، افــزایش فقــر، مهــاجرت، شــیوع 

. )17،2(باشـد  های مقاوم مـی     و ظهور گونه   HIVعفونت با   
هـای مایکوبـاکتریومی در حـال     که عفونت با توجه به این  

 ناسایی و افتـراق   افزایش است، هدف اصلی این پژوهش، ش      
کمـپلکس مایکوبـاکتریوم    (زا   های بیماری  مایکوباکتریوم
ــا یــک ) توبرکلــوزیس  ســریع، حــساس، ســاده و روشب

این امر بسیار مهم و     .  بوده است  RFLP-PCRاختصاصی  
ــق      ــریع و دقی ــشخیص س ــا ت ــین ب ــت و همچن ــاتی اس حی

هـایی در    تـوان موفقیـت    های بیمـاریزا مـی     مایکوباکتریوم
هدف اولیه این مطالعه نیز بیشتر      . دست آورد  هدرمان نیز ب  

  .معطوف به همین موضوع بوده است
کننـده    نمونه از افراد مشکوک به سل مراجعـه     1345

آوری شـد کـه    به مرکز بهداشـت اسـتان مازنـدران جمـع      
شامل خلط، مایه پلور، مایع آسیت، خون قاعدگی، مـایع          
 برونش، زخم، شیره معـده، ادرار، مـایع کیـست کبـدی،           

آبسه، مایع مفصل، ترشحات گردن، بیوپـسی پـا و بافـت            
) درصـد  8/90( مـورد    1222ها،   ترین آن  بودند که فراوان  

  .مربوط به خلط بود
 در ایـران بـر روی       1380ای که در سـال       طی مطالعه 

سنین افراد مبتلا به سل انجام گرفت، کمترین میزان بروز          

د  در یکـص   5/1 سـال بـا      5-9بیماری سل در گروه سـنی       
 سـال   65هزار نفر و بیشترین بروز بیماری در سنین بالای          

در . )2( در یکصد هزار نفر مشاهده گردیده اسـت 2/88با  
ــروز بیمــاری ســل در    ــزان ب ــرین می مطالعــه حاضــر، کمت

و )  درصـد  69/7 مـورد،    5( سـال    10-19های سنی    هگرو
و بیــشترین بــروز )  درصــد69/7 مــورد، 5( ســال 69 -60

 15/26 مـورد،    17( سـال    40 -49ی  بیماری در گروه سـن    
مردان و  )  درصد 52/23( مورد   4مشاهده شد که    ) درصد

میانگین . را زنان تشکیل دادند   )  درصد 76/ 47( مورد   13
حداقل .  سال بوده است   5/45 ± 93/17سنی افراد مسلول    

.  سـال بـوده اسـت      79 سال و حداکثر آن      15سن بیماران   
با ضریب اطمینـان     درصد   5 تا   3میزان شیوع بیماری سل     

م بیمـاری سـل بـه       ی ـتـرین علا   شـایع . باشـد   می  درصد 95
، خلــط ) درصــد38/95(  هفتــه 3ترتیــب، ســرفه بــیش از 

 ، درد ) درصـد  07/83(، کم اشتهایی    ) درصد 23/89(فراوان  
، ) درصـد  84/73(، تـب و لـرز       ) درصد 38/75(سینه   قفسه

و وجــود خــون در خلــط )  درصــد23/69(کــاهش وزن 
  . بوده است) درصد23/29(

در تحقیقاتی که در سایر نقاط دنیا بـه عمـل آمـده،             
های مایکوباکتریوم   داری بین جنس و عفونت     رابطه معنی 

توبرکلوزیس وجود دارد و این عفونت در مردان بیش از        
 و  1 بـه    3زنان گزارش شده است و نسبت مرد به زن بین           

 اما با توجه به مطالعـاتی کـه در        )18-21( متغیر است  1 به   5
 بـه بیمـاری سـل در    ءایران انجام گرفته است، میزان ابـتلا    

هـای مختلـف     زنان بیش از مردان بوده است که در استان        
براسـاس تحقیقـی    . باشـد  کشور، میزان شیوع متفاوت می    

های ریوی تبریز انجام     که در مرکز تحقیقات سل بیماری     
ر زنـان بیـشتر از مـردان        گرفته است، شیوع بیماری سل د     

 مـورد اسـمیر     57در ایـن تحقیـق، از میـان         . )2(بوده است 
 مـورد  20مربوط بـه زنـان و   )  درصد65( مورد   37مثبت،  

 مـورد کـشت     65مربوط به مـردان بـود و از         )  درصد 35(
 24مربـوط بـه زنـان و        )  درصـد  07/63( مـورد    41مثبت،  
ن در  بنـابرای . مربوط به مـردان بـود     )  درصد 92/36(مورد  

این مطالعه، میزان شـیوع بیمـاری سـل در زنـان بیـشتر از               

L        1          2           3          4          5  

bp480

bp230
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باشد که از این جهت بـا نتـایج سـایر مطالعـات              مردان می 
ای کـه    در مطالعـه  . )2(انجام شده در ایـران مطابقـت دارد       

 900 بـر روی     2006توسط نخجوانی و همکاران در سال       
از نظـر   )  درصـد  7/5( نمونـه    52نمونه انجام گرفتـه بـود،       

ــه 46و کــشت  از نظــر اســمیر مثبــت ) درصــد 1/5( نمون
ی دیگری توسط بهادر در      طی مطالعه . )22(گزارش شدند 

) درصـد  7/21( نمونـه    17 نمونـه،    78، از میان    2005سال  
آمیزی  توسط رنگ ) درصد 8/3( نمونه   3توسط کشت و    

ــد  ــت بودن ــال  Verma-Basil. )23(مثب ــاران در س  و همک
نه انجام دادنـد کـه در        نمو 226 تحقیقی را بر روی      2010

) درصــد 5/84( نمونــه 149هــا اســمیر  ی آن طــی مطالعــه
نتـایج کـشت و اسـمیر مثبـت در     . )24(مثبت گزارش شـد  

ی حاضــر بــا نتــایج حاصــل از مطالعــه نخجــوانی   مطالعــه
ــشترین کــشت  . )22(مطابقــت دارد ــه حاضــر، بی در مطالع

 40-49بـه گـروه سـنی       ) درصد 15/26 مورد،   17(مثبت  
در ) درصـد  20( مـورد    13کـه    طـوری   داشت به  سال تعلق 

ــان و  ــورد 4زن ــشاهده)  درصــد15/6( م ــردان م .  شــددر م
 و همکاران   Bum-Joonهمچنین در تحقیقاتی که توسط      

داری بـین     انجام شـده اسـت، رابطـه معنـی         1999در سال   
مـثلاً  . های مایکوبـاکتریومی وجـود دارد      ملیت و عفونت  

ی نـسبت بـه جمعیـت       سیاهپوستان و سرخپوستان آمریکای   
 بــه ســل ءســفید پوســت از اســتعداد بیــشتری بــرای ابــتلا 

ــستند  ــوردار ه ــراد   . )25(برخ ــامی اف ــه، تم ــن مطالع در ای
کننده به مرکز بهداشت اسـتان مازنـدران از افـراد            مراجعه

  .ایرانی مقیم در این استان بودند
 منظور تفکیک و شناسایی کمپلکس مایکوباکتریوم      به

 MTUB-Fتوبرکلوزیس، پرایمرهـای    توبرکلوزیس از غیر  
 gyrBژن  .  مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت       MTUB-R و

باشــد زیــرا بــرای  هــای منحــصر بــه فــرد مــی یکــی از ژن
هـای تـشخیص طبـی        در آزمایـشگاه   معمـول های   استفاده

ــاربرد دارد ــز ژن  . )26(ک ــق نی ــن تحقی ــرای gyrBدر ای  ب
تفکیک اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس      

  .کار برده شد ههای دیگر ب از مایکوباکتریوم
   نمونــه مایکوبــاکتریوم توبرکلــوزیس   65از میــان 

  

 نمونـه، مایکوبـاکتریوم کنـد       PCR  ،59کمپلکس توسط   
رشد و جزء کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بوده       

 نمونه جـزء  6 را ایجاد کردند و bp 1020باندی در ناحیه  
و غیر توبرکلـوزی بودنـد و       های تند رشد     مایکوباکتریوم

 کـه   Abassی   در مطالعـه  . ها رؤیت نشد   هیچ باندی از آن   
 قرار گرفت  نمونه مورد مطالعه79 انجام شد، 2010در سال  

بــه عنــوان )  درصــد5/97( نمونــه 77هــا،  کــه از میــان آن
ــوزیس و     ــاکتریوم توبرکل ــپلکس مایکوب ــضای کم  2اع

ــه  ــد6/2(نمونــ ــه)  درصــ ــاکتریوم  بــ ــوان مایکوبــ    عنــ
در مطالعه خـسروی    . )27(غیر توبرکلوزیس شناخته شدند   

 ســــویه 145 ســــویه کلینیکــــی، 150 از 1384ســــال در 
مایکوبـــاکتریوم توبرکلـــوزیس بودنـــد مـــابقی غیـــر     

در سایر مطالعاتی که پرایمرهای     ). 28(توبرکلوزی بودند 
MTUB-F و MTUB-R ــپلکس ــایی کمـ  جهـــت شناسـ

بودند باندی در   مایکوباکتریوم توبرکلوزیس به کار رفته      
  ).31،30،29،26( ایجاد شدbp 1020ناحیه 

  که جهت شناسایی و افتـراق اعـضای        PCRدر دومین   
کمپلکس مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس انجـام گرفـت،         

ــه ــاکتریوم    59ی  همـ ــده، مایکوبـ ــایی شـ ــه شناسـ  گونـ
 بر روی ژل بانـد      bp 734توبرکلوزیس بودند و در ناحیه      

ــد ــزا. ایجــاد کردن ــابراین می ــاکتریوم بن ن فراوانــی مایکوب
توبرکلوزیس صد درصد و میزان فراوانی مایکوباکتریوم       
بـــویس، مایکوبـــاکتریوم آفریکـــانوم و مایکوبـــاکتریوم 

در  Abassی  در مطالعـه . باشـد  میکروتی صفر درصد مـی   
  نمونـه بـه عنـوان مایکوبـاکتریوم        77 نیـز تمـامی      2010سال  

 bp 734یـه   تـوبـرکلوزیس شناخته شدند و بانـدی در ناح       
 نیـز در    Parason ای کـه    در مطالعـه  . )27(را ایجاد نمودند  

ــورد بررســی،  88 انجــام داد، از 2002ســال  ــه م  16 نمون
نمونه توالی مربـوط بـه مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس را           

. )32(داشتند و مابقی متعلق به مایکوباکتریوم بویس بودند       
ونــه  نم226، از 2010 در ســال Verma-Basilدر مطالعــه 

   نمونــه اســمیر مثبــت بودنــد 149خلــط مــورد آزمــایش، 
)  درصــد5/84( نمونــه RFLP PCR ،126و بــه کمــک 

ــدند   ــناخته ش ـــرکلوزیس ش ــاکتریوم تـوب در . )24(مایکوب
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  نمونــه307 کـه بـر روی   ،2004 در سـال  Chimaraمطالعـه  
 نمونـه مایکوبـاکتریوم     306مایکوباکتریوم انجام گرفت،    

  .)33(مایکوباکتریوم بویس بودندنمونه  1توبرکلوزیس و 
در مطالعه حاضر، در روش هضم آنزیمی بـا آنـزیم           

 هـای  ، تمامی سویه  RFLP-PCR با روش    RsaIمحدودالاثر  
ــوزیس، الگوهــای    ــاکتریوم توبرکل جــدا شــده از مایکوب

ایـن  . یکسان، مشخص و کاملاً شبیه به هم ایجـاد کردنـد          
هـای   با اندازه ها در کنار مارکر، دارای دو باند قوی          سویه

bp 230   بنابراین آنـزیم محـدودالاثر      .  بودند 480 وRsaI 
را ابزاری سریع و آسان برای افتـراق اعـضای کمـپلکس            

  .)34،31،26(مایکوباکتریوم توبرکلوزیس دانستند
 که در این مطالعه به کـار بـرده          RFLP-PCRروش  

شــد، ابــزاری قدرتمنــد بــرای افتــراق مایکوبــاکتریوم      
های غیرتوبرکلوزیس در     مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از 

هـای انـسانی اسـت و همچنـین بـرای تفکیـک و               عفونت
ــه  ــواع گون ــایی ان ــاکتریوم   شناس ــپلکس مایکوب ــای کم ه

 و ایـن    )35،25(توبرکلوزیس نیز به کار گرفته شـده اسـت        
امر برای درمان سریع بیماران و جلوگیری از مرگ و میر           

  .)33( مفید استهای مایکوباکتریومی ناشی از بیماری
ــده آن      ــل ایجادکنن ــه عام ــاوی ک ــل گ ــاری س   بیم

  

 باشد، بیماری مشترک میان انـسان      مایکوباکتریوم بویس می  
خوشبختانه در مطالعه حاضر، مایکوباکتریوم     . و دام است  

  از حـاکی بویس از افراد مسلول جدا و شناسایی نشد و این           
سـیون  هـای استریلیزا   ها و استاندارد بودن روش     کنترل دام 

  .باشد و پاستوریزاسیون شیرها می
 با توجه به اقداماتی که جهت شناسایی مایکوبـاکتریوم        

 که موجب عفونت درمـوش صـحرایی و انـسان          میکروتی
  صـورت  )7(شود و همچنین مایکوباکتریوم آفریکانوم     می

های مذکور از افراد مسلول مورد مطالعـه         گرفت، باکتری 
  .جدا نشدند

بـرای اجتنـاب از ابـتلاء بــه    لازم بـه ذکـر اسـت کــه    
بیماری سل و کـاهش عـوارض آن نـه تنهـا پیـشگیری و               
کنترل بیماری سل در انسان و حیوان بلکه همزمان بـا آن            
ــتلای ســطح      ــاعی و اع ــردی و اجتم ــگ ف ــاء فرهن ارتق

  .اقتصادی جامعه نقش غیر قابل انکاری دارد
  

  سپاسگزاری
این مقاله حاصـل پایـان نامـه دانـشجویی کارشـناس            

  .رشد خانم مریم پورحاجی باقر می باشدا
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