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 خلاصه 

 با حاضر مطالعهسل معضلي قدیمي است که هم اکنون به عنوان چالشي جدید مطرح است.  مقدمه:

 سل به مبتلا بیماران از شده جدا توبرکلوزیس مایكوباکتریوم های سویه ژنتیكي تنوع بررسي هدف

 .شد انجام ایران کرج، در

 و شاااد آوریجمع 2013 تا 2012 ساااال از توبرکلوزیس مایكوباکتریوم جدایه هفدهروش کار: 

حت نالیز ت عه طول مورفیسااامپلي آ حدود قط ند قرار IS6110 (IS6110-RFLP) م  نظر از .گرفت

 .شدند وارد مطالعه این در ایراني تابعیت دارای مرد 14 و زن 6 شناختي، جمعیت

 تعداد. آمد دساات به RFLP تحلیل و تجزیه و آنزیمي هضاام از پس مختلف ژنتیكي نوع 16 :نتایج

 12 تا 6 بین کپي اعداد دارای( %66) ها ایزوله اکثر. بود متغیر 12 تا 0 از ایزوله هر در IS6110 کپي

 نشانگر از نسخه 12 تا 10 دارای جدایه 9 .بود IS6110 نشانگر از کپي 6.9 دارای ایزوله هر. بودند

IS6110، 5 هیچ. بودند 6 از کمتر های نسااخه دارای دیگر ایزوله 2 و نسااخه، 10 تا 6 دارای ایزوله 

 یافت کپي تعداد و جنساایت بین ای رابطه هیچ .نشااد یافت ایزوله 4 بین در IS6110 از ای نسااخه

 .نشد

 اساات ممكن توبرکلوزیس مایكوباکتریوم های جدایه در موجود بالای ژنتیكي تنوع گیری:نتیجه

 باید بیشااتر های بررسااي حال، این با.دهد نشااان را ساال مجدد ظهور اهمیت و عفونت مختلف منابع

 انجام ایران در توبرکلوزیس مایكوباکتریوم مولكولي اپیدمیولوژیک های جنبه ساااایر ارزیابي برای

 .شود

 .ایران ،IS6110-RFLP ژنتیكي، تنوع ،توبرکلوزیس مایكوباکتریوم کلمات کلیدی:

 

 .باشديممطالعه فاقد تضاد منافع  ینا پي نوشت:
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 مقدمه

 اساس بر  است. جهاني سطح در بهداشتي تهدید یک (TB) سل

 مورد میلیون 10 ،(WHO) بهداشت جهاني سازمان گزارش

( کودک میلیون 1.2 و زن میلیون 3.2 مرد، میلیون 5.6) سل جدید

 شده 2020 سال در نفر میلیون 1.4 مرگ به منجر که دارد وجود

 هر در مورد 36 از ایران در سل بروز  کاهش علیرغم ]1] است

 سال در نفر 100000 هر در مورد 17 به 1990 سال در نفر 100000

 عمومي بهداشت مهم تهدید یک عنوان به همچنان سل ،[2] 2010

 و پیچیده بیماری یک سل]3] مانده است. باقي ایرانیان میان در

 درمان برای مختلفي های ترکیبي درمان[. 5 ،4] است شكلي چند

 چند به مقاوم سل ظهور حال، این با]6] است دسترس در سل

 حاضر، حال در .[7] دارد وجود (MDR-TB) دارویي

MDR-TB  است جهاني سطح در تجمعي بروز نرخ دارای .

 کنترل در عممي سلامت تهدید یک MDR-TB این، بر علاوه

 هایروش از استفاده بنابراین،[. 8] است سل از پیشگیری و

 اپیدمیولوژیک هایجنبه ارزیابي و سل حساس و سریع تشخیصي

 .[9 ،10] است ضروری بالا بروز میزان با ایمنطقه در سل جدید

 از استفاده با توبرکلوزیس مایكوباکتریوم های سویه  ژنوتیپ

IS6110 RFLP  مولكولي اپیدمیولوژی در عملي رویكرد یک 

 سل کنترل به این روش .[11 ،12] شود مي گرفته نظر در سل

 و بیني پیش غیرقابل شیوع شناسایي و امكان و کند مي کمک

 عفونت تمایز کند و به مي فراهم را آزمایشگاهي متقابل آلودگي

 به کند، مي کمک زا درون مجدد سازی فعال از اگزوژن مجدد

[. 13] کند مي فراهم را سویه ژنتیكي تنوع درک امكان ترتیب این

 نامشخص وضعیت و ایرانیان بین در سل بالای شیوع به توجه با

 حاضر ایران، مطالعه مناطق از برخي در ها جدایه ژنوتیپي الگوهای

 مایكوباکتریوم هایجدایه مولكولي هایویژگي بررسي هدف با
 سل مرکز به کنندهمراجعه بیماران خلط هاینمونه از توبرکلوزیس

 .شد انجام RFLP روش از استفاده با البرز

 روش کار

 اخلاقی مسائل
 گرفته آنها والدین یا داوطلب بیماران از کتبي آگاهانه رضایت

 گذشته ژنوتایپینگ کار این اخلاقي تاییدیه مربوطه مقامات. شد

. کردند صادر البرز پزشكي علوم دانشگاه اخلاق کمیته در را نگر

 مالین، و سل گروه توسط اخلاقي نظر از حاضر نظرسنجي اصول

 تحقیقات، سازمان رازی، سازی سرم و واکسن تحقیقات موسسه

 شده تایید ایران کرج، ،(AREEO) کشاورزی ترویج و آموزش

 .است

 سازی آماده و ها نمونه
 طور به ریوی سل به مشكوک سرپایي بیمار 20 از خلط نمونه 20

 به 1392 مهر تا 1391 آذر از بیماران این .شد انتخاب تصادفي

 اطلاعات. بودند کرده مراجعه البرز دانشگاهي هایبیمارستان

 طریق از آنها رضایت و شد آوریجمع بیماران دموگرافیک

 تجزیه برای بلافاصله ها نمونه .شد تكمیل درمانگاه در پرسشنامه

 رازی سازی سرم و واکسن تحقیقات موسسه به بیشتر تحلیل و

 تحت آلودگي ضد/هضم برای ها نمونه. شدند منتقل ایران کرج،

 .گرفتند قرار Petroff پروتكل

 توبرکلوزیس مایکوباکتریوم کشت 
 ساده محیط هایدامنه تلقیح برای شدهفرآوری هاینمونه

 با همراه Lowenstein-Jensen (LJ) محیط و( گلیسیرینه)

 قرار استفاده مورد( آلمان ،Merck) گلیسرول و سدیم پیروات

 هفته 12 مدت به گراد سانتي درجه 37 دمای در ها کشت. گرفتند

 باکتری رشد هرگونه یافتن برای هفتگي بازرسي .شدند انكوبه

 میكروسكوپي ارزیابي برای فست اسید آمیزی رنگ. شد انجام

 .M کمپلكس بصری های ویژگي دارای های کشت

tuberculosis (MTC)  طبق اصول [. کلیه14] شد استفاده 

 سازی سرم و واکسن تحقیقات موسسه سل گروه دستورالعمل

 مایكوباکتریوم های جدایه شناسایي. شد انجام ایران کرج، رازی
 و 16srRNA ژن PCR تقویت از استفاده با توبرکلوزیس

 [.15 ،16] شد انجام IS6110 نشانگر

 کیفیت ارزیابی و DNA استخراج
 توبرکلوزیس مایكوباکتریوم کلني پر DNA ،3 استخراج برای

منتقل TE میكرولیتر  400 حاوی میكروتیوب به شدند، برداشت

درجه  85دقیقه داخل بن ماری در دمای  20به مدت شد.  

 TBدقیقه با محلول  30سانتیگراد قرار داده شد و سپس به مدت 

lysis  شد و غیرفعال انكوبه گردید  37˚( در 1به  1)به نسبت .
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 شد، اضافه لیترمیلي بر گرممیلي 10 لیزوزیم میكرولیتر 50 سپس،

 75 شد. انكوبه( سانتیگراد درجه 37) ساعت  24و به مدت 

به هر میكروتیوب   SDS 10%و  Kمیكرولیتر مخلوط پروتئیناز 

 Cº 65دقیقه در  10اضافه و خیلي کوتاه ورتكس شده و به مدت 

مولار  NaCl 5میكرولیتر  100ها به میكروتیوب انكوبه گردید.

میكرولیتر محلول  100به هر میكروتیوب و  اضافه شد.

CTAB/NaCl  دقیقه در فور 15که قبلا به مدت Cº 65   قرار داده

: کلروفرم از مساوی حجم. . شد و انكوبه شده بود  اضافه گردید

 از پس. شد اضافه مخلوط به( v/v 24:1) الكل ایزوآمیل

 رویي مایع به ایزوپروپانول حجم 0.6 دقیقه، 5 مدت به سانتریفیوژ

 20 مدت به انكوباسیون از پس. کند رسوب DNA تا شد اضافه

 15 مدت به سانتریفیوژ و گراد سانتي درجه -20 دمای در دقیقه

 رسوب یک گراد، سانتي درجه 4 و گرم×  12000 دمای در دقیقه

بعد از خشک شدن در  و شد شسته( v/v) درصد 70 اتانول با بار

[. 17]حل شدTris-EDTA بافر میكرولیتر 20 دمای اتاق در

 شده استخراج DNA غلظت و( A260/A280) خلوص سپس

 ،NanoDrop، Thermo Scientific) شد بررسي

Waltham، MA، USA .) کمیتDNA آگارز ژل روی بر 

 Thermo Fisherبروماید  اتیدیوم با شده آمیزی رنگ 2%

Scientific, St. Leon-Rot, Germany)  (0.5 

 [.18 ،19] شد ارزیابي( لیتر میلي در میكروگرم

 قطعه طول مورفیسم پلی تحلیل و تجزیه

 (RFLP)محدود

 داده توضیح قبلاً که استانداردی روش با DNA نگاری انگشت

 3.5-2) کروموزومي DNA خلاصه، طور به.  شد انجام شد

به مدت یک  سانتیگراد درجه 37 دمای در PvuII با( میكروگرم

 ژل الكتروفورز با هضم شده قطعات. شب هضم آنزیمي شد

 Tris-borate-EDTA ×1 بافر در( حجمي/وزني) %1 آگارز

 غشاهای روی بر مویرگي روش از استفاده با قطعات. شدند جدا

 استفاده با RFLP تحلیل و تجزیه. شدند منتقل مثبت بار با نایلوني

 داده توضیح قبلا که همانطور المللي بین استاندارد روش یک از

 از استفاده با IS6110 انگشت اثر الگوهای. شد انجام[ 20] شد

 ,Applied Maths) 6.5 نسخه GelCompar II افزار نرم

Sint-Martens-Latem, Belgium) شد تحلیل و تجزیه. 

 نتایج

 ایراني تابعیت دارای مرد 14 و زن 6 شامل مطالعه این بیماران

 بیماران از خلط های نمونه تمامي بیماران، پرونده به توجه با. بودند

 و توبرکلوزیس مایكوباکتریوم های تمامي سویه .شد دریافت

 نظر از( M. tuberculosis H37Rv سویه) استاندارد شاهد

 بررسي مورد البرز استان در مورفیسم پلي و ژنومي نگاری انگشت

 استخراج ژنومي ماده کیفیت جمله از فني دلایل به. گرفتند قرار

 این برای جدایه 20 از شده استخراج DNA نمونه، از شده

 آنزیم توسط جدایه 17 مطالعه، این در. بود مناسب آزمایش

PvuII در و هضم آنزیمي صورت به RFLP قرار ارزیابي مورد 

 مایكوباکتریوم های جدایه RFLP الگوی 1 شكل. گرفتند
 .دهد مي نشان PvuII آنزیم از استفاده با را توبرکلوزیس

 

 .PvuII آنزیم از استفاده با توبرکلوزیس مایكوباکتریوم های جدایه RFLP الگوی .1 شکل



 

 
 و همکاران مرصع السادات فرناد                                                                                                                               مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در کرج -402

 23130 تا 2027) بالا مولكولي وزن با نوارهای بصاااری مقایساااه

 بر تحلیل و تجزیه) Gel Pro افزار نرم از استفاده با و( باز جفت

 آنزیم  با شااده هضاام سااویه 20 از ،(باند اندازه و تعداد اساااس

PvuII، از پس RFLP پروب با هیبریداساایون و IS6110 و 

 تا HPIS1 که( 2 شكل) آمد دست به مختلف ژنتیكي تیپ 16

HPIS12 های ژنوتیپ تعداد و شاااد شاااناساااایي و نامگذاری 

 .شد تعیین ژنوتیپ 16 روش این در فرد به منحصر

 

 PvuII آنزیم  و IS6110 نشانگرهای اساس بر RFLP آزمون های یافته .2 شکل

 

 با. بود متغیر 12 تا 0 از ایزوله هر در IS6110 های نساااخه تعداد

له اکثر حال، این عداد دارای( ٪66) ها ایزو  12 تا 6 بین کپي ت

 IS6110 از نسااخه 6.9 دارای ایزوله هر متوسااط، طور به. بودند

سخه 12 تا 10 حاوی سویه 9. بود  حاوی سویه IS6110، 5 از ن

سخه، 10 تا 6  کپي هیچ. بودند 6 از کمتر کپي دارای سویه 2 و ن

 جنسیت بین ای رابطه هیچ. نشد یافت سویه 4 بین در IS6110 از

 .نشد یافت کپي تعداد و

 بحث

یدمیولوژی باکتریوم مولكولي اپ ناطق در توبرکلوزیس مایكو  م

 مشااابه، طور به[. 21-23] گرفت قرار بررسااي مورد ایران مختلف

یولوژی پیاادم كولي ا  در توبرکلوزیس مااایكوباااکتریوم مول

 ،[25] لهساااتان ،[24] متحده ایالات جمله از دیگر کشاااورهای

یک یل ،[27] چین ،[26] بلژ قا ،[28] برز ند ،[29] آفری  ،[ 30] ه

ستان سیه و[ 31] سعودی عرب سي قرار گرفت [32] رو . مورد برر

 های روش به توجه با را مشاااابهي ژنتیكي این مطالعات نیز تنوع

 اساس بر حاضر مطالعه .کردند گزارش عفونت منبع و انجام شده

ته فاوت ژنتیكي نوع RFLP-IS6110 ،17 های یاف  در را  مت

 در بیماران از شاده جدا توبرکلوزیس مایكوباکتریوم های ساویه

 قابل ژنتیكي تنوع دهنده نشااان نتایج این داد. نشااان ایران کرج،

ستان در پاتوژن این توجه  جدایه تعداد افزایش .است ایران البرز ا

سم پلي احتمالاً آتي تكمیلي تحقیقات در ها شاهده مورفی  شده م

 در سل فعال موارد .دهد مي افزایش فعلي مقادیر از بیشتر حتي را

ستان این  انتقال و بوده عفونت مجدد شدن فعال دلیل به احتمالاً ا

 درصاد حاضاار مطالعه در. داشااته اساات کمتری بساایار نقش اخیر

یادی یه از ز ماره دارای ها جدا ند 12 تا 6 بین کپي شااا  که بود

یانگین عداد م به IS6110 نشاااانگر کپي ت تایج مشاااا عه ن طال  م

 مطالعات از بسااایاری در .[33] بود( 2000)همكاران و دورودچي

سر در  مایكوباکتریوم های جدایه از برخي ،[34-36] جهان سرتا
شتند را IS6110 قطعه توبرکلوزیس ضر نیز، مطالعه در. ندا  حا

 در دیگری مطالعه در. نداشتند را IS6110 نشانگر کپي ایزوله 4

 مایكوباکتریال و RFLP-IS6110 هایتكنیک از ،[37] ویتنام

بل قا عداد تكراری واحد مت -MIRU) هم سااار پشااات متغیر ت

VNTR) یابي برای یات ارز یه 2664 ژنتیكي خصاااوصااا  جدا

 وجود روش دو هر در ها جدایه از زیادی تعداد شاااد. اساااتفاده

 بر علاوه .شد ویتنام در نهفته سل عفونت عود به منجر که داشت

 نشاااانگر از کپي هیچ حاوی ویتنام هایجدایه از بسااایاری این،
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IS6110 بودنااد بر در کااه ن تي برا ن تیااکآ یو یژه بااه هااا،ب  و

سین، سترپتومای شتند کمتری مقاومت ا گزارش تحقیقات  طبق. دا

 و شااناسااایي برای ژنتیكي نشااانگر ترین رایج IS6110 متعدد ،

 برای بالا وضوح با توبرکلوزیس مایكوباکتریوم ژنتیكي شناسایي

 مورد جمعیت در شااده جدا های سااویه DNA نگاری انگشاات

 برای مبنایي تواند مي قطعه این [. بنابراین،38 ،39] اسااات مطالعه

 تنوع. باشد سل مورد در آینده مولكولي اپیدمیولوژیک مطالعات

 شاااده گزارش ایران قبلي مطالعات در IS6110 بالای ژنتیكي

 هایساااویه در IS6110 بالای ژنتیكي تنوع[. 40-44] اسااات

 که دهدمي نشاااان احتمالاً توبرکلوزیس مایكوباکتریوم مختلف

 شدن فعال نتیجه در. اندشده آلوده متفاوت منشأهای با افراد بیشتر

 .است داشته ایران در سل گسترش در مهمي نقش عفونت مجدد

 هایساااال در بیماران عفونت دلیل به بیماری شااادن فعال اگرچه

بل ته این تبیین در مهمي عامل عنوان به بیماری شاااروع از ق  یاف

 این قطعي دلایل یا علل اما اسااات، شاااده معرفي اپیدمیولوژیک

 تعداد بودن محدود به توجه با .است مانده باقي ناشناخته وضعیت

ضر، مطالعه در مطالعه مورد های نمونه  در قطعیت با نظر اظهار حا

 مااایكوباااکتریوم کمپلكس از غیر مااایكوباااکتریومي مورد
 ایران البرز، اساااتااان در  IS6110 توالي باادون توبرکلوزیس

 .است بیشتر مطالعه به نیاز مورد این در بنابراین. است غیرممكن

باکتری تشاااخیص مورد در یک مایكو ها ایران، در آتیپ  یک تن

 371 مجموع از داد نشااان که شااد منتشاار 2009 سااال در گزارش

 سااالي غیر مااایكوباااکتری عنوان بااه مورد 43 ،(%5/11) نمونااه

 .شد داده تشخیص

 نتیجه گیری

 مایكوباکتریوم های سویه بین در بالایي ژنتیكي تنوع مجموع، در
 تكنیک اساس بر البرز، استان در بیماران از شده جدا توبرکلوزیس

IS6110-RFLP در سویه 17 این مطالعه در. شد مشاهده 

RFLP روش  یک عنوان به مولكولي تكنیک این. شد شناسایي

 مایكوباکتریوم مولكولي اپیدمیولوژی ارزیابي در پایه
 که داد نشان هایافته. است شده شناخته توبرکلوزیس

 با. است منطقه در سل اصلي عامل توبرکلوزیس مایكوباکتریوم

 هموپلازی فرض ها، سویه ژنتیكي تنوع و بیماران سن به توجه

 برای مناسبي زمینه تواند مي تحقیق این پایان، در. شود مي مطرح

 و یكدیگر با آمده دست به نتایج مقایسه منطقه، در آتي مطالعات

 باشد. ایران البرز استان در سل اپیدمیولوژیک وضعیت بهتر تحلیل

  تشکر و قدردانی

دانشگاه  دکتری میكروبیولوژینامه  مقاله حاضر بخشي از پایان

و بدینوسیله از همكاری معاونت تحقیقات و  بوده آزاد شهرکرد

فناوری این دانشگاه و از زحمات اساتید محترم و پرسنل محترم 

آزمایشگاه گروه میكروب شناسي، و نیز پرسنل محترم آزمایشگاه 

 شود.   صمیمانه تشكر و قدرداني ميهای شهرکرد بیمارستان 
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 Abstract 
Introduction and purpose: Tuberculosis (TB) is an old issue that is presently 

measured as a significant challenge. The present survey was aimed to assess 

the genetic diversity of M. tuberculosis strains isolated from patients with TB 

in Karaj, Iran. 

Methodology: Seventeen M. tuberculosis isolates from 2012 to 2013 were 

collected and subjected to an IS6110 restriction fragment length 

polymorphism (IS6110-RFLP) analysis. Demographically, 6 females and 14 

males who had Iranian citizenship were included in this study.  

Findings: Sixteen different genetic types were obtained after enzymatic 

digestion and RFL analysis. Copy numbers of IS6110 in each isolate ranged 

from 0 to 12. The majority of isolates (66%) harbored copy numbers between 

6 and 12. Each isolates harbored 6.9 copies of the IS6110 marker. Nine 

isolates harbored 10 to 12 copies of the IS6110 marker, 5 isolates harbored 6 

to 10 copies, and 2 others harbored copies less than 6. No copy of IS6110 was 

found among the 4 isolates. No relationship was found between gender and 

copy numbers.  

Conclusion: The high genetic diversity found amongst the M. tuberculosis 

isolates maybe show different sources of infection and the importance of 

reemerging of the TB. However, further surveys should perform to assess 

other molecular epidemiologic aspects of M. tuberculosis in Iran. 

Key words: Mycobacterium tuberculosis, Genetic diversity, IS6110-RFLP, 

Iran. 
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