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Abstract 

Background: Tuberculosis is an old problem that is currently considered a great challenge. 
Noticing Iran’s borders with Afghanistan and Pakistan, which are among the 22 high burden countries 
around the world, the present study was conducted to analyze the current molecular epidemiology of 
TB and survey genetic diversity of Mycobacterium tuberculosis strains in Markazi province, Iran. 

Materials and Methods: In this experimental study, 57 sputum specimens from smear 
positive patients admitted to health centers in Markazi province were cultured on specific 
mycobacterial culture media. Genomic DNA was extracted by standard protocols of WHO and 
digested separately by PvuII and AluI. Electrophoresis was performed and DNA fragments were 
transferred to positively charged nylon membrane by southern blotting method and hybridization by 
PGRS probe. The hybridized strains were subsequently detected by enzymatic reaction and analyzed. 

Results: Genotyping of the isolates by PGRS-RFLP with Pvu II and AluI displayed a wide 
range of genetic diversity so that 50 and 45 genotypes were identified, respectively. 

Conclusion: Noticing the great diversity of PGRS in the Mycobacterium tuberculosis strains, 
it can be concluded that in the study population, the majority of the patients hadtuberculosis with 
different etiologies. Therefore, it seems that reactivation of latent infection has had the main role in the 
spread of tuberculosis.   
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 مقاله پژوهشی                                                                                                               مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك
 35-1391،44، آبان )65شماره پیاپی  (6، شماره15                         سال                                                                                             

 

جدا شده از بیماران سل هاي  مایکوباکتریوم توبرکلوزیسنگاري ژنومی انگشت 
  PGRS-RFLPریوي استان مرکزي به روش 
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  چکیده
 سل معضلی قدیمی است که هم اکنون به عنوان چالشی جدید مطرح شده و با توجه به همسایگی ایران       :زمینه و هدف  

 کشور داراي بیشترین شیوع سل در دنیا هستند ضرورت توجـه بـیش از   22با دو کشور افغانستان و پاکستان که در زمره        
بنابر این به منظور آگاهی از اپیدمیولوژي مولکولی سـل و بررسـی میـزان تنـوع     . ندک پیش ما را به این بیماري متذکر می  

  . مطالعه حاضر انجام پذیرفت  مرکزي، در استانمایکوباکتریوم توبرکلوزیسهاي  ژنتیکی سویه
 ـ     57در این مطالعه تجربی تعداد        :ها مواد و روش   ه مرکـز   نمونه خلط از بیماران سل ریوي اسمیرمثبت مراجعه کننـده ب

هـا طبـق     ژنومیک جدایهDNAسپس . هاي اختصاصی کشت داده شدند برروي محیط  بهداشت و درمان استان مرکزي،      
هـا بـه کمـپلکس      تعلق این جدایـه PCRپروتکل استاندارد سازمان بهداشت جهانی استخراج گردید و با استفاده از روش  

 مورد هضم آنزیمـی   AluI و   PvuIIهاي   ک توسط آنزیم   ژنومی DNA گردید، سپس     تأیید مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 
ژ مثبـت    نایلونی با شـار   از طریق ساترن بلاتینگ به غشاءDNAقرار گرفت و محصول هضم، الکتروفورز شده و قطعات      

در خاتمه قطعات هیبرید شده با استفاده از واکنش .  انجام پذیرفتPGRSمنتقل گردیدند و سپس هیبریداسیون با پروب 
  .زیمی شناسایی و مورد آنالیز قرار گرفتندآن

 گستره ،PGRS و پروب AluI و PvuIIبا استفاده از دو آنزیم  ، RFLPها به روش   در طی تایپینگ این جدایه :ها یافته
  . تیپ ژنتیکی شناسایی شد45 و 50وسیعی از تنوع ژنتیکی نمایان گردید به طوري که به ترتیب 

گیري کرد که در  توان نتیجه  میمایکوباکتریوم توبرکلوزیسهاي   در سویه PGRSنوع بالاي   تبا توجه به     :گیري نتیجه
اند، بنابراین فعـال شـدن مجـدد عفونـت نقـش        به بیماري سل مبتلا شدهجمعیت مورد بررسی اکثر افراد با منشا متفاوت  

  .بیشتري را در گسترش بیماري سل در استان مرکزي داشته است
  RFLP، مایکوباکتریوم توبرکلوزیسفعالیت مجدد عفونت، نگشت نگاري ژنومی، ا  :واژگان کلیدي
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  مقدمه
بیمـاري ســل یکــی از مـسائل اصــلی بهداشــتی در   

کـه طبـق گـزارش سـازمان         طـوري ه   ب ـ باشـد  سطح جهان می  
 میلیــون مــورد 4/9 ، حــدود 2009بهداشـت جهــانی در ســال  

 با توجـه بـه ایـن   . )1(جدید بیماري سل در دنیا رخ داده است      
هـاي   سـري روش  که ردیـابی عفونـت در ایـران شـامل یـک      

هاي میکروب شناسی    معمول مانند اطلاعات بیمار و آزمایش     
وژي بیمـاري از ارزش کمـی   ها در اپیدمیول   است و این روش   

باشند لذا یـافتن منـشا عفونـت و ردیـابی مـسیر              برخوردار می 
تـوان   بنابراین مـی  .باشد پذیر نمی آلودگی از این طریق امکان  

ــویه  ــگ سـ ــپلکس   از ژنوتایپینـ ــاي کمـ ــاکتریوم هـ مایکوبـ
کـه ابـزار مهمـی      ی  مولکولجهت اپیدمیولوژي   توبرکلوزیس  

 )3، 2( سل است استفاده نمود    براي ردیابی مسیر انتقال بیماري    
 RFLPن آنالیز بـه روش    هما یا   DNAنگاري    تکنیک انگشت  .
)Restriction Fragment Length Polymorphism( 

ــج ــتاندارد و رایـ ــسیم  روش اسـ ــراي تقـ ــرین روش بـ ــدي  تـ بنـ
از این روش عمـدتاً     . باشد  میمایکوباکتریوم از نظر اپیدمیولوژي     

 کوبـاکتریوم توبرکولـوزیس  مایبراي تایپینگ اعضاي کمپلکس   
ــی  ــتفاده م ــضاي     اس ــگ اع ــراي تایپین ــین از آن ب ــود، همچن ش

  .)4( شده است نیز استفادهمایکوباکتریرم آویوم
 ها داراي مقادیر زیادي بازهاي  ژنوم مایکوباکتریوم 

صورت ه که ب  طوريه  باشند ب   می (G+C) گوانین و سیتوزین  
ر بـیش از   د GCهاي چند شکلی تکرار شونده غنی از توالی

ــی درصــد80 ــوم موجــود م ــات   ژن  PGRSباشــند، ایــن قطع
)Polymorphic GC- rich Repetative Sequences (
هاي مختلف ژنوم با تعداد کپی     صورت پراکنده در قسمت   ه  ب

جایگـاه در کرومـوزوم      26کـه در     طوريه  اند ب  زیاد پراکنده 
هـا در    ، این توالی   حضور دارند    مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

 نیز وجـود دارنـد کـه از    pTBN12 مانند برخی از پلازمیدها 
 نیــز اســتفاده  RFLPعنــوان پــروب بـراي ه ایـن پلازمیــد ب ـ 

  .)5-7(گردد می
هـدف شناسـایی تنـوع ژنتیکـی       در این تحقیـق بـا       

 ، از روش  مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس   هـاي مختلـف      سویه
PGRS-RFLP هـا    استفاده شد و میزان پلی مورفیسم سویه

 مـورد آنـالیز قـرار       GCهـاي    ساس قطعات غنی از تـوالی     بر ا 
  .گرفت

  
  ها مواد و روش

 تــا 1388 طــی اســفند مــاه تجربــی مطالعــه  ایــندر
ــه خلــط از بیمــاران ســل 65 تعــداد 1390فــروردین مــاه   نمون

ریوي اسمیر مثبت از مرکز بهداشت و درمان اسـتان مرکـزي    
تیل  اس ـ-N زدایی به روش  آوري شد و پس از آلودگی جمع

-L - جهــت  تکثیــر و بررســی ســرعت رشــد در   سیــستئین
هاي شیب دار لوونشتاین جانسون حاوي گلیسیرین دار      محیط

ــروات دار در . )8(کــشت داده شــدند ) آلمــان-Merck( و پی
 نمونـه مربـوط    43ها رشد کرد کـه        در محیط  نمونه 57نهایت  

هـا   تبعه افغـانی نیـز در بـین آن    3به بیماران شهر اراك بود که       
 نمونــه مربــوط بــه 4  نمونــه مربــوط بــه شــهر شــازند و6 .بــود

نمونه مربـوط بـه شـهر        2نمونه مربوط به خمین و     2کمیجان و 
هـاي بیوشـیمیایی     هـا آزمـون    ساوه بود و جهت افتـراق گونـه       

 نیترات و فعالیـت کاتـالازي در دو       احیاء  شامل تولید نیاسین،    
ط حـاوي  گراد و کـشت در محـی       درجه سانتی  68 و   62دماي  

 انجام (TCH) کربوکسیلیک اسید هیدرازید -2تیوکسی فن  
  . گرفت

 از ،هــا  ژنومیــک بـاکتري DNAاسـتخراج  جهـت  
کـه در ایـن    طـوري ه ب. )9(استفاده شداستاندارد ون سولینگن  

تـرین   طور کامل و بدون کوچـک  ه   ژنومیک ب  DNA ،روش
گـردد لـذا      استفاده مـی   RFLPشکستگی استخراج و جهت     

اسـتخراج شـده از    DNA کیفیـت و کمیـت  جهـت بررسـی   
ــا    ــپکتروفتومتري ب ــدت و اس ــاه م ــورز کوت ــتگاهالکتروف  دس

ــانودراپ ــا-(Nanodropنـ ــد) آمریکـ ــتفاده گردیـ . )10( اسـ
ــه ــا نمون ــه ه ــار   DNAیی ک ــتخراج دچ ــل اس ــا در مراح  آنه

 استخراج گردیده و دوباره از مطالعه حذف    تشگشکستگی  
DNA ًشکستگی  انجام پذیرفت که معمولا DNAخاطر ه  ب

ــتفاده از      ــان اس ــا در زم ــتخراج و ی ــان اس ــت در زم ــدم دق ع
افتـد بنـابراین در ایـن مطالعـه از      هاي کهنـه اتفـاق مـی       کشت
  .هاي تازه استفاده گردید کشت
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    PCR – IS 6110تعیین هویت مولکولی به روش 
ــق  ــپلکس  ســویه هــا تعل مایکوبــاکتریوم  بــه کم

ــا اتوبرکلــوزیس  صــورت 1جــدول ســتفاده از پرایمرهــاي  ب
مخلوط واکنش در هر میکروتیوپ شامل مـوارد        . )11(گرفت

ــود  و MgCl2، حــاوي  10xمیکرولیتــر از بــافر 5/4: زیــر ب
KCl ، 5/0 میکرولیتر مخلوط dNTPs،  1  میکرولیتر پرایمر

 میکرولیتـر آنـزیم     25/0 میکرولیتر پرایمر برگـشت،      1رفت،  
Taq polymerase ، 3ــر ــت ( DNA میکرولیت ــا غلظ  100ب

 میکرولیتـر آب مقطـر      15و  ) نانوگرم به ازاي هـر میکرولیتـر      
تمـامی   . میکرولیتـر بـود    25استریل که حجم نهایی واکـنش       

  .  ایران بود-واکنشگرهاي فوق ساخت شرکت سیناژن
پرایمرهاي پیشرونده و معکـوس جهـت شناسـایی         . 1جدول  
  6110ISقطعه 

  پرایمر  سکانس نوکلئوتیدي
5`CGT GAG GGC ATC GAG GTG 
GC3` 

  پیشرونده

5`GCG TAG GCG TCG GTG ACA 
AA3` 

  معکوس

  
 انگـشت نگـاري     ،هاي جدید مولکـولی    تکنیکاز  

DNA ــه روش ــالیز ب ــا آن ــق و RFLP ی ــراي شناســایی دقی  ب
 براي انجام .باشند هاي مایکوباکتریوم می متمایز نمودن جدایه  

 هـاي  DNAها در ابتدا غلظـت      انگشت نگاري ژنومی جدایه   
 نـانوگرم  700-3000(اج شده توسط دستگاه نانودراپ   استخر

  . تعیین گردید) به ازاي هر میکرولیتر
   هضم آنزیمی

بــه منظــور انجــام هــضم آنزیمــی در داخــل یــک  
 1500بــا غلظــت  (DNAمیکرولیتـر   2میکروتیـوپ اســتریل  

 میکرولیتـر آنـزیم   1به همراه  ، )نانوگرم به ازاي هر میکرولیتر 
 PvuII و یــــا ) آلمــــان-AluI )Rocheمحــــدود کننــــده 

)Roche-ــد ســپس ) آلمــان ــافر 2 اضــافه گردی ــر ب  میکرولیت
 میکرولیتر آب مقطـر  15 و در نهایت    اضافه کرده  x10آنزیم  

   میکرولیتـر برسـد،  20استریل اضافه شد تـا حجـم نهـایی بـه            
هاي حاوي مواد فوق به مـدت یـک شـب       سپس میکروتیوپ 

 در مرحلـه بعـد       .دنـد گـراد انکوبـه گردی      درجه سـانتی   37در  

 1 ساعت در ژل آگـار       24محصولات هضم آنزیمی به مدت      
  . ولت الکتروفوز گردیدند30درصد در ولتاژ 

    Southern blotting)(ساترن بلاتینگ
جهت ساترن بلاتینگ ژل آگـارز حـاوي قطعـات          

DNA           ،توسـط    برش خـورده توسـط آنـزیم محـدود کننـده
 نوترالیزه گردید و سپس     دنیچره و   هاي ویژه دپورینه،     محلول

اي بـه روش سـاترن    به مدت یک شب از طریق انتقال موئینـه     
 ) آلمـان  -Roche(بلاتینگ به غشاي نایلونی بـا شـارژ مثبـت         

 دقیقـه در دمـاي   30 نهایـت بـه مـدت    درو انتقال داده شـدند     
 ،) آلمـان  -Memert(گراد در دستگاه فـور        درجه سانتی  120

  . گردیدند تثبیت   برروي غشاءDNAقطعات 
  

   هیبریداسیون و شناسایی
ــا    ــگ ب ــاترن بلاتین ــه س ــل از مرحل غــشاهاي حاص

 درجــه 65اســتفاده از محلــول پــري هیبریداســیون در دمــاي  
گـــــــراد در دســـــــتگاه آون هیبریداســـــــیون  ســـــــانتی

)Thermohybaid-ــدقــرار گرفت)  انگلــستان ســپس بــراي ، ن
ا  نشاندار شـده ب ـ   PGRSانجام هیبریداسیون با افزودن پروب      

 درجـه  65 سـاعت در دمـاي   24به مدت  غشاء  دیگوکسیژنین،  
سپس شستشوي لازم جهت  گراد در دستگاه باقی ماند،       سانتی

ــین بــردن اتــصال   هــاي غیراختــصاصی پــروب بــراي     از ب
صورت گرفت و سپس آنتی بادي ضـد دیگوکـسیژنین            غشاء

ــسفاتاز    ــالین ف ــا آلک ــده ب ــه ش ــان-Roche(کنژوگ ــه ) آلم  ب
ضافه شده و در نهایـت جهـت آشکارسـازي از        نایلونی ا   غشاء

 اسـتفاده شـد     ) آلمان -NBT/BCIP ، )Rocheسوبستراهاي  
  . قابل رؤیت گردیدند،و باندهاي شناسایی شده توسط پروب
توسط دسـتگاه اسـکنر       از تصاویر مرئی روي غشاء    

آنـالیز تـصاویر حاصـله از هیبریداسـیون         . شـد تصویربرداري  
، عـلاوه بـر مـشاهده و        DNAپروب با قطعات برش خـورده       

ــالیز چــشمی توســط نــرم افــزار تخصــصی   ( Gel Proآن
Analyzer (Media  eybernetics . Millan Italy) 

براساس تعداد و اندازه باندها مورد آنالیز دقیق جهـت تعیـین            
  PGRSهاي ژنتیکی قرار گرفت و پلی مورفیسم قطعـه   تیپ

  .هاي مختلف شناسایی شد در سویه
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  یافته ها
 مایکوبـاکتریوم  سـویه  57 تعداد مطالعهطی این  در  

 3و )  درصـد 7/94( بیمار ایرانی54به دست آمد که مربوط به   
 نفر 30بودند که از میان این بیماران     )  درصد 3/5(بیمار افغانی 

بودند و دامنـه  )  درصد4/47( نفر مرد 27و  )  درصد 6/52(زن  
 60 آنهـا   سال متغیر و میـانگین سـنی  89 تا 20سنی بیماران از  

  . سال محاسبه گردید
   نتایج آزمون هاي بیوشیمیایی

هاي تعیین هویت بیوشیمیایی در مورد همـه       آزمون
ها به ایـن ترتیـب        انجام گرفت که نتایج این آزمون      سویه 57

تولیـد    نیتـرات،   واکـنش احیـاء    تجمـع نیاسـین،   آزمـون : بـود 
 2ط کشت در محـی       وگراد،   درجه سانتی  22کاتالاز در دماي    

و همگـی فاقـد   بود تیوفن کربوکسیلیک هیدازید اسید مثبت      

رنگدانه بودند و در محیط لونشتاین جانسون گلیسیرینه رشـد          
 درجـه سـانتی   68 ولی تولید کاتـالاز در دمـاي       خوبی داشتند 

هاي   که این نتایج مشخص کرد که تمام نمونه  گراد منفی بود  
  . دبودن مایکوباکتریوم توبرکلوزیسمطالعه مورد 

    PCR-IS 6110نتایج آزمون 
ــاي  PCRدر روش  ــتفاده از پرایمرهـــ ــا اســـ  بـــ

 و مـشاهده یـک بانـد الکتروفـورزي بـه            6110ISاختصاصی  
 57 جفت بازي، نشان دهنده این بـود کـه همگـی       245اندازه  

 بودند و با    مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس    ء   جز  یه،سو
  . )1شکل (شدند نیز مقایسه BCG و Cهاي استاندارد  سویه

 
 

  

 
  :6110IS جفت بازي 245 براي سکانس PCR الکتروفورز محصول .1شکل 
 C  سـویه مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس سویه استاندارد   :4و3هاي  کنترل منفی، ستون: 2 جفت بازي، ستون  100سایز مارکر : 1ستون

)38808  (ATCC  سویه استاندارد وBCG) 2 p 1173ATCC ( از اسـتان  مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس  هـاي   یهسو : 5-10، ستون هاي 
  مرکزي

  
     RFLPنتایج 

با مقایسه چـشمی بانـدهاي بـا وزن مولکـولی بـالا             
 و با استفاده از نـرم افـزار ژل پـرو      ) جفت باز  23130 تا 2027(

 و PvuIIیه هـضم شــده بـا آنــزیم محـدود کننــده    سـو  57از 
دست ه  ژنتیکی ب تیپ50 تعداد PGRSهیبرید شده با پروب    

، )2شـکل  (صورت منحصر به فـرد بودنـد    ه   تیپ ب  44 آمد که   
 AluIه هضم شده با آنزیم محدود کننده    سوی 57چنین از    هم  

 ـ  45 تعـداد  PGRSو هیبرید شده با پـروب       ه  تیـپ ژنتیکـی ب
شکل (صورت منحصر به فرد بودند    ه   تیپ ب  37دست آمد که    

3.(  
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  PvuIIوآنزیم PGRS هاي بر مبناي مارکرRFLPآزمون  .2شکل

: 5ستون ،5نمونه شماره : 4، ستون1نمونه شماره : 3 ، ستونC ) 38808 (ATCC سویه استاندارد:2، ستون2 سایز مارکر شماره:1ستون
: 10، سـتون 19 نمونـه شـماره  : 9ستون ،17 نمونه شماره: 8، ستون16 نمونه شماره: 7ستون  ،11نمونه شماره : 6ستون ،8نمونه شمار   

  2  سایز مارکر شماره:13ستون  ،30 نمونه شماره: 12، ستون26 نمونه شماره: 11 ، ستون22 ه شمارهنمون
  

 
  AluIوآنزیم PGRS  بر مبناي مارکرهايRFLPآزمون  .3 شکل

 تونس، 12 تا 1نمونه هاي شماره : 14 تا 3ستون هاي  ،  C ) 38808 (ATCC استانداردیهسو: 2ستون ،2 شماره سایز مارکر: 1ستون 
 ،40نمونـه شـماره  : 24ستون ،36 تا 30نمونه هاي شماره  : 23 تا   17ستون  ،  2 شماره  سایز مارکر  :16، ستون   2شماره  سایز مارکر  :15

: 29 ستون شـماره  ،43نمونه شماره  : 28، ستون   44 شمارهنمونه  :  27، ستون    16 شمارهنمونه   : 26 ،ستون41 نمونه شماره : 25ستون
 ،17  شـماره  نمونـه : 33 ستون،  49 شمارهنمونه   :32 ستون ،48  شماره نمونه: 31 ،ستون 45 نه شماره نمو : 30 ستون ،51نمونه شماره   

  2شماره  مارکرسایز: 35  ستون،56 شمارهنمونه : 34 ستون
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یه از سـو در این میان یک تشابه ژنوتایپی بین یک        
بیمار افغانی مقیم شهر اراك و یـک جدایـه از بیمـار ایرانـی          

- 8و7هـاي   ستون: 2شکل ( اراك نیز وجود داشت   مقیم شهر 
 جدایـه   3یـک از     ولـی هـیچ     ،  )33 و   26هـاي  سـتون : 3شکل  

 ـ.بیماران افغانی از لحاظ ژنتیکی بـه هـم تـشابهی نداشـتند             ه  ب
هـاي   دسـت آمـده بـا نـام       ه  طور قراردادي الگوهاي ژنتیکی ب    

HPP   و HAP) H     حرف اول ابتداي  Human و P  و یـا A 
ابتـداي    آخـر PوAluI یـا   Pvu II آنزیمحرف دوم ابتداي 

  ).2جدول ( نامگذاري گردیدند )PGRSپروب 
 

هاي مایکوباکتریوم توبرکلوزیس  توزیع ژنوتایپی سویه. 2جدول 
 PvuIIهاي  و آنزیمPGRS مبتنی بر پروب RFLP بر اساس 

   AluI و
الگوي ژنتیکی 

 AluIبا آنزیم 
الگوي ژنتیکی با 

 PvuIIآنزیم 
منطقه 

  اییجغرافی
  شماره بیمار

1 HAP 1 HPP  1  اراك  
2HAP 2 HPP 2  اراك  
3 HAP  3 HPP 3  اراك  
4 HAP 4 HPP 4  اراك  
4 HAP 5 HPP 5  اراك  
5 HAP 6 HPP 6  اراك  
6 HAP 7 HPP 7  اراك  
7 HAP 8 HPP 8  *اراك  
8 HAP 9 HPP  9  اراك  
9 HAP 9 HPP  10  اراك  
10 HAP 10 HPP 11  اراك  
11 HAP 11 HPP 12  راكا  
12 HAP 12 HPP 13  اراك  
13 HAP 13 HPP 14  اراك  
14 HAP  14 HPP 15  اراك  
15 HAP 15 HPP  16  اراك  
15 HAP 15 HPP  17  *اراك  
16 HAP 16HPP 18  اراك  
17 HAP 17 HPP  19  اراك  
18 HAP 18HPP 20  اراك  
19 HAP 19HPP 21  اراك  
20 HAP 20 HPP 22  اراك  
21 HAP 21 HPP 23  *اراك  
22 HAP  22HPP 24  اراك  
22 HAP 23 HPP 25  اراك  
23 HAP 24HPP 26  اراك  
24 HAP 25 HPP  27  اراك  
25 HAP 26 HPP 28  اراك  
25 HAP 26 HPP 29  اراك  

26 HAP 27HPP 30  اراك  
27 HAP 28 HPP 31  اراك  
28 HAP 29 HPP 32  اراك  
29 HAP  30 HPP 33  اراك  
30 HAP 31 HPP  34  اراك  
31 HAP 32 HPP 35  اراك  
32 HAP 33HPP 36  اراك  
33 HAP 34 HPP  37  اراك  
33 HAP 34 HPP 38  اراك  
34 HAP 35 HPP 39  اراك  
35 HAP 36 HPP  40  اراك  
36 HAP 37 HPP 41  اراك  
30 HAP 38 HPP 42  اراك  
37 HAP 39HPP  43  اراك  
37 HAP  39 HPP  44  شازند  
38 HAP 40 HPP 45  شازند  
39 HAP 41 HPP 46  شازند  
40 HAP 42 HPP  47  شازند  
41 HAP 43 HPP 48  شازند  
42 HAP  44 HPP 49  شازند  
31 HAP 45 HPP 50  کمیجان  
43 HAP 46 HPP 51  کمیجان  
44 HAP 47 HPP 52  کمیجان  
45 HAP  48HPP  53  کمیجان  
41 HAP 43 HPP 54  خمین  
39 HAP 49 HPP  55  خمین  
41 HAP 50 HPP  56  ساوه  
37 HAP  39 HPP 57  ساوه  

 و 16بیماران افغانی، شباهت ژنتیکی کامل بین نمونه شماره    * 
 مربوط به بیمار افغانی     17 مشاهده گردید که نمونه شماره       17

  است
  

   بحث
 هـاي  مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس   در این مطالعه    

اي  جدا شده از بیماران سل ریـوي از تنـوع ژنتیکـی گـسترده     
ند کـه ایـن موضـوع از لحـاظ اپیـدمیولوژیکی           بودبرخوردار  

باشد به طوري که با اسـتفاده از آنـزیم محـدود         قابل تأمل می  
 تیـپ ژنتیکـی بـه    50 تعـداد  PGRS  و پروب PvuIIکننده 

 تیپ به صورت منحصر به فـرد بودنـد و بـا         44 دست آمد که    
 تعداد PGRS و پروب AluIاستفاده از آنزیم محدود کننده    

صورت منحصر  ه   تیپ ب  37دست آمد که    ه  ی ب  تیپ ژنتیک  45
دانـیم بـروز بیمـاري سـل بـه          طور که مـی    همان. به فرد بودند  

عواملی مانند میزان شیوع سـل در منطقـه، مـدت عفونـت در             
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 12(بیماران و میزان تماس افراد با بیماران مسلول بستگی دارد       
این درحالی است که در مطالعـات دیگـر در ایـران نیـز       . )13،

هـاي مایکوبـاکتریوم     اي در سویه   تنوع ژنتیکی گسترده  چنین  
گـردد   توبرکلوزیس مشاهده شده است که چنین استنباط می       

انـد،   متفاوت به بیماري سـل مبـتلا شـده    که اکثر افراد با منشأ    
رسـد فعـال شـدن مجـدد عفونـت نقـش        بنابراین بـه نظـر مـی      

  .)15، 14(بیشتري را در گسترش بیماري سل داشته است
العه مشابهی که در شهر تهران انجام گرفـت         در مط 

 ســویه،  232، مایکوبــاکتریوم توبرکلــوزیس   ســویه  292از 
گـر فعـال شـدن     الگوي منحصر به فرد نـشان دادنـد کـه بیـان          

 سویه الگوي مـشابه نـشان دادنـد کـه     60مجدد عفونت بود و     
ها بوده است و در  نشان دهنده انتقال و گردش فعال این سویه    

ر مطالعـه دیگـري کـه در آذربایجـان غربـی و        همین راسـتا د   
 سویه جدا شده از بیماران 154 از  ،شرقی صورت گرفته است   

 منحـصر بـه فـرد    RFLP درصد داراي الگوي    48/69مسلول  
 فعـال شـدن مجـدد       بنـابر ایـن مـشاهده مـی شـود کـه            .بودند

عفونت نقش بیـشتري در اپیـدمیولوژي بیمـاري سـل در ایـن         
 در  کهچنین در مطالعه دیگري هم. )17، 16(مناطق داشته است  

 در RFLPشهر هوستون ایالت تگـزاس بـا اسـتفاده از روش       
 درصد مـوارد    54 مشخص شد که     ، سال انجام پذیرفت   9طی  

سل، ناشـی از انتقـال و عفونـت جدیـد بـوده اسـت کـه ایـن             
ــا یافتــه یافتــه هــاي تحقیــق حاضــر در اســتان مرکــزي و   هــا ب

ایـن در حـالی     . )18(نی ندارد خوا تحقیقات دیگر در ایران هم    
 درصد موارد سـل در  90شود حدود    است که تخمین زده می    

کشورهاي توسعه یافته بر اثـر فعـال شـدن مجـدد بیمـاري در         
  باشــد و انتقــال نقــش کمتــري در ایجــاد عفونــت ســنین بــالا 

  .)19(ددار
ــب ایــن  ــره      جال ــاوي چه ــل گ ــه در زمینــه س ک

مایکوبـاکتریوم  تـی   اپیدمیولوژیکی متفاوتی از ژنتیـک جمعی     
 در ایران گزارش شده است کـه تنـوع ژنتیکـی بـسیار             بویس

از طـرف دیگـر بـا در نظـر       . )20(دهـد  محدودي را نـشان مـی     
ــنی   ــانگین س ــه و  60گــرفتن می ــن مطالع ــاران در ای ــال بیم  س

 شـواهدي دال بـر     ،هـا  یهسـو چنین تنوع گـسترده ژنتیکـی        هم
ــوزی گــردش فعــال ســویه ــاکتریوم توبرکل س در هــاي مایکوب

دهد که این مطلب خـود مؤیـد        منطقه تحت مطالعه نشان نمی    
هـاي قـدیمی در بـروز        نقش مؤثرتر فعال شدن مجدد عفونت     

 ایـن مـسئله   چنـین  هـم  .باشد بیماري سل در استان مرکزي می 
خاطر کهولت سن و ه تواند ناشی از ضعف سیستم ایمنی ب    می

ین در  چن ـ هـم . هاي همراه دوران سالمندي باشد     دیگر بیماري 
ــه   ــن مطالع ــد53ای ــا     درص ــه ب ــه البت ــد ک ــان زن بودن  مبتلای

هاي دیگري نیز از ایران در این مورد مشابه است که        گزارش
ــه مــی ــا جنب ــد ب ــدگی مــرتبط   توان ــونی وشــیوه زن هــاي هورم
  .)21(باشد

کار رفته در ایـن تحقیـق       ه  هاي مولکولی ب   تکنیک
ه همگی طبق توصیه سازمان بهداشت جهانی انتخاب گردیـد        

 بـالاترین   مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس  و براي پلی مورفیسم     
 ـ. )22(نمایـد  تمایز را ایجاد مـی     کـه ریچاردسـون و    طـوري ه  ب

ــاران  ــه 220همک ــوزیس  نمون ــاکتریوم توبرکل ــمایکوب ه  را ب
بـا اسـتفاده از آنـالیز        صورت سریالی کـشت مجـدد دادنـد و        

RFLP    ناحیـه   در  )  درصـد  5/0( تنها یک مـوردPGRS   9 و 
 تغییرات در اثر موتاسـیون  6110ISدر ناحیه )  درصد 4 (مورد

 داراي PGRSرخ داده بود، بنا براین نشان داده شد محدوده      
  .)23(باشد پایداري بسیار زیادي می

  توســط فلــورز و2009در ســال کــه اي  در مطالعــه
 بیشترین میزان تمایز دهندگی بـه       ،همکاران صورت پذیرفت  

 نیمـه عمـر الگـوي   . )24( اختـصاص داده شـد  PGRSپـروب  
 )مدت زمان عـدم تغییـر الگـوي هیبریداسـیون    (هیبریداسیون  

 ـ RFLPبراي   ه در مطالعات مختلف متفاوت بیان شده است ب
 سـال کـه در صـورت     33 سـال و نیـز       74/8 سال،   4 طور مثال 

رسد این   به نظر می  . )25-27(باشد فعال شدن مجدد عفونت می    
زنـدگی سـویه، میـان    ها وابسته بـه نـوع سـویه، مکـان           تفاوت

کنش با محیط و میزبان و خـصوصیات بیولـوژیکی مخـتص            
  .)28(سویه باشد

  
  نتیجه گیري

ــسترده  ــه تنـــوع ژنتیکـــی گـ اي از  در ایـــن مطالعـ
هـاي جداشـده از بیمـاران سـل       مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس  

که مشخص شد  طوريه دست آمد، ب  ه  ریوي استان مرکزي ب   
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کـزي مایکوبـاکتریوم    مرعامل اصـلی سـل ریـوي در اسـتان           
هـا    است که با توجه به تنوع ژنتیکی زیاد سـویه    توبرکلوزیس

توان نتیجـه گرفـت فعـال     و بالا بودن میانگین سن بیماران می     
شدن مجدد عفونت نقش بیشتري را در گسترش بیماري سـل   

تـوان   گیري مهم می   عنوان یک نتیجه  ه   بنابراین ب  .داشته است 
گیـري و ریـشه کنـی بیمـاري       هاي کنترل و پیش    گفت برنامه 

سل در استان مرکزي با موفقیـت بـسیار زیـادي همـراه بـوده               
که یک مورد تشابه کامل ژنتیکـی بـین          با توجه به این   . است

یک جدایـه از بیمـار افغـانی و یـک جدایـه از بیمـار ایرانـی           
مشاهده شد بنابراین با توجه به صنعتی بـودن و مهـاجر پـذیر               

که اتباع افغانی در گـسترش       ل این بودن استان مرکزي احتما   
 ژنوتیـپ بیجینـگ در ایـن اسـتان نقـش داشـته            سل خصوصاً 

باشند وجود دارد ولیکن ایـن موضـوع تحقیقـات بیـشتري را         
  .طلبد می

  
  تشکر و قدر دانی 

ــدین ــیله  ب ــسه  وس ــنل مؤس ــه پرس ــات کلی  از زحم
 سرم سازي رازي کرج به خصوص بخش تحقیق و    واکسن و 

گونـه کمکـی در طـول     مالئین که از هـیچ   تولید توبرکولین و    
صـمیمانه تقـدیر و    ،ننمودنـد  دریـغ  تحقیـق مدت انجـام ایـن      

  .نماییم تشکر می
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