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 براي هاي پروتئيني تخليص شده از كشت خالص باسيل توبركول است كهتوبركولين آنتي ژن
در موسسه رازي كه .شودميبه افراد مشكوك تزريق  ،هاي پنهاني به باسيل سلتشخيص عفونت

ميلادي همگام با ساير نقاط  2004ده انحصاري توبركولين گاوي در ايران است از سال توليد كنن
كه اين امر  شودتوليد اين فرآورده استفاده مي براي AN5دنيا از مايكوباكتريوم بويس سويه 

سويه روي محيط پژوهش ابتدا اين در اين  .نمايدضرورت مطالعات ژنومي اين سويه را محرز مي
سولينگن، -هاي مشخص طبق روش ونازكلني .ين جانسون كشت داده شدكشت لونشتا

DNA بررسي و اثبات اين مطلب كه نمونه مورد استفاده در موسسه  در. شداستخراج هاي لازم
 و Ins - 1آغازگرهاي رازي متعلق به كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس است، با استفاده از 

Ins-2 توالي دهنده حضور كه نشانIS6110 باشد و مختص خانواده كمپلكس مايكوباكتريوم مي
مشاهده   IS6110تواليPCR در بررسي نتايج حاصل از  .شدانجام  PCRباشد توبركلوزيس مي

بازي متعلق بودن نمونه مورد بررسي را به كمپلكس مايكوباكتربوم جفت 245باند در ناحيه 
هضم  PvuII و AluIهاي ده، توسط آنزيماستخراج ش DNAبخشي از  .توبركلوزيس اثبات نمود

. هيبريداسيون انجام شد. PGRSپس از الكتروفورز بر روي كاغذ نايلوني منتقل و با پروب  و
سويه مورد استفاده در توليد توبركولين با الگوي  RFLPحاصل از  DNAهاي ژنومي الكوي

  .، مقايسه شدگاوي ساير نقاط دنيا
  مقدمه

با وجود . هاي عفوني مشترك بين انسان و دام استترين بيماريديميبيماري سل يكي از ق
بسياري را در پي دارد و هنوز هم به عنوان  مرگ و مير هر سالهاي مختلف درماني، روش

هاي آماري داده باشد، در حال حاضر با توجه بهبهداشتي جوامع مطرح مي يكي از معضلات
 دباشهاي عفوني مشترك انسان و دام ميترين بيماريشايد بتوان گفت كه بيماري سل از مهم

)Mosavari et al. 2009(  
 

 هاي كليدي واژه
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سل گاوي يك بيماري عفوني با عامل مايكوباكتريوم بويس است 
با تشكيل ضايعات گرانولوماي ندولار كه به توبركول  و معمولاً

شود هرچند بيماري به عنوان يك معروف است توصيف مي
-شود اما سل گاوي ميكننده تعريف ميبيماري مزمن و ضعيف

 O.I.E( به خود بگيرد تواند گاهي شكل حاد سريع و پيشرونده را

. كندداران را مبتلا ميبه ويژه مهره هابيماري تمام گونه. )2000
. سل گاوي هنوز يك زئونوز مهم در بسياري از نقاط جهان است

هاي متفاوت حيواني به هم در گونه عموماًآن  علائم و ضايعات
در ايران عليرغم به كارگيري  )Susan et al. 2000( شبيه هستند
اين كه شيوع اين بيماري در  كني سل گاوي و بابرنامه ريشه

كرده است ولي هنوز سل  هاي صنعتي بشدت كاهش پيداگاوداري
 Mosavari et( شود هاي گاوي كشور ديده ميگاوي در جمعيت

al. 2009(  سل دامي از نظر ميزان اشاعه، اهميت اقتصادي و
-هاي دام، محسوب ميترين انواع بيمارياصلي يكي از بهداشتي،

: سه طرح اصلي در كنترل اين بيماري شامل )O.I.E 2000( شود
. باشندآزمايش و كشتار، آزمايش و جداسازي و شيمي درماني مي

كني سياست آزمايش و كشتار تنها روش قطعي و با اطمينان ريشه
هايي كه به آزمايش توبركولين بيماري سل است و به كشتار دام

در واقع كنترل سل  )Susan et al. 2000( دهند تكيه داردپاسخ مي
هاي آنتي ژن(PPD هاي منظم گاوها توسط گاوي بر پايه تست

در . گيردصورت مي) پروتئيني خاص شده از مايكوباكتريوم
گاوي از مايكوباكتريوم بويس سويه  PPDسر دنيا براي توليد سرا

AN5 شوداستفاده مي. AN5 هاي مايكوباكتريوم يكي از سويه
اين سوش براي اولين  .)Garcia Pelayo et al. 2009( بويس است

 Paterson كشور بريتانيا توسط ميلادي در 1948بار در سال 
ميلادي به دليل  1975و از سال  )Paterson 1948(جداسازي شد 

توليد توبركولين گاوي در  رشد بالا در محيط گليسرين دار براي
سراسر دنيا مورد استفاده قرار مي گيرد،تا قبل از آن براي توليد 

 DT,C توبركولين گاوي از سويه هاي مايكوباكتريوم توبركلوزيس
شدند كه براي توليد توبركولين انساني نيز به كار برده مي PNو 

ها ويهشد و دليل آن باروري بيشتر توده سلولي اين ساستفاده مي
هاي مايكوباكتريوم دار در مقايسه با سويههاي گليسريندر محيط
در  PPDعلاوه بر توليد  Inwald et al. 2003(. AN5(د بويس بو

ليرغم استفاده جهاني از ع.  مطالعات اپيدميولوژي نيز كاربرد دارد

تقريباً در ميان  .اين سويه اطلاعات ژنومي كمي در اختيار است
تا  يكهاي كمپلكس مايكوباكتريوم توبركولوزيس بين  تمام سويه

يافت  IS6110نسخه از يك اينسرشن سكانس به نام  20بيش از 
ها در بين  موقعيت ونيز تعداد اين اينسرشن سكانس. شده است

مختلف تا حد زيادي متفاوت است و در عين حال در هاي  سويه
باشد از طرف ديگر  يك سويه واحد نسبتاً پايدار و ثابت مي

هاي دختري واكسن  از سويه RFLPهاي به دست آمده توسط  تيپ
BCG هاي مجدد فراوان در شرايط مختلف و در  با وجود كشت

و هاي متعدد سرتاسر جهان، به صورت مشخص ثابت آزمايشگاه
در  )Hooper et al. 1986( اند بدون تغيير باقي مانده

شود  استخراج مي هاي تهيه شده، از كشت ,RFLP1  DNAتكنيك
و پس از هضم توسط يك آنزيم اندونوكلئاز محدود كننده، به 

پس از اين مرحله قطعات . گردد كمك ژل الكتروفورز تفكيك مي
DNA به يك غشاء  2جدا شده توسط تكنيك ساترن بلاتينگ

كه با استفاده از  DNAهاي  شوند و با پروب  نايلون انتقال داده مي
اند هيبريداسيون دار شده نشان 3ديگوكسي ژنين  تركيب كروموژن

. شود سازي منطقه خاصي از ژنوم به كار گرفته ميجهت نمايان
توان به  ها را مي  مربوط به سويه RFLPاشكال به دست آمده از 

صورت صورت چشمي و يا توسط يك سيستم كامپيوتري به
 Van( و با يك مجموعه رفرانس مقايسه نمود نوري تصويربرداري

Embden et al. 1993(  
  

 Mycobacterium Bovis strainAN5_ATCCسويه مورد نظر ابتدا

no.35726,TMC 412)، ونشتين جانسون كشت داده در محيط ل
. به عمل آمد DNAسولينگن استخراج - شد سپس طبق روش ون

هاي DNA( استخراج شده DNAپس از ارزيابي كميت و كيفيت 
استخراج شده، توسط دستگاه ژل الكتروفورز ارزيابي كيفي و 

، )ارزيابي كمي شدند 4نانودراپ اسپكتروفوتومتر توسط دستگاه
PCR نام به  5توالي الحاقيIS6110 هايتوالي انجام شد، رديف 

                                                           
1 Restriction Fragments Length Polymorphism    
2 Southern Blotting 
3 Chromogen digoxigenin  
4 Nano Drops Spectrophotometer  
5 Insertion Sequence   

   هامواد و روش
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از ژن مذكور، به شرح زير  PCRمناسب پيشرو و معكوس جهت 
  :بود

INS-1 (631-350) 5′(CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC) 3′ 
INS-2 (856-875) 5′(GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA) 3′ 

مقطر محلول فوق توسط آب هايتواليطبق پروتوكل موجود از 
لوله ميكروتيوب  4نگهداري مناسب در  برايو  شد دهماآ استوك

در . شدنگهداري  C˚20ليتر استريل تقسيم گرديد و در ميلي 5/1
پليمراز  DNAهاي آماده تجارتي كه حاوي اين مرحله از پرميكس

 ،dNTP بافر ،PCR حاوي Mgcl2 و Kcl د،باشو لودينگ بافر مي 
مونه مورد آزمايش يك هر نبراي  ترتيب كهبه اين. شداستفاده 

هاي آماده تجارتي در نظر گرفته شد و پس از تيوب از پرميكس
 2استخراج شده و DNAنانوگرم از هر  100- 150افزودن 

يك  آغازگرپيشرو و معكوس، از هر  آغازگرهايميكروليتر از 
ميكروليتر اضافه گرديد، سپس حجم نهايي توسط آب مقطر 

ها پس از افزودن آب ميكروتيوب. رسانيده شد lµ50 استريل به
ها براي در يخ قرار داده شدند سپس ميكروتيوب DNAمقطر و 

قرار داده  بدون القاء دمامدت يك دقيقه داخل دستگاه ترموميكسر 
از اين پس . شدند تا يك محلول يكنواخت و همگن ايجاد شد

مرحله توسط دستگاه ترموسايكلر با توجه به برنامه دما و زمان 
  .انجام شد PCRاي واكنش زنجيره 1 ود در جدولموج

  

  برنامه دما، زمان و چرخه ترمو سايكلر -1جدول

  
هاي كروموزومي با آنزيم DNAميزان مواد مورد استفاده جهت برش  -2جدول

  محدود كننده
  مقدار  مواد مورد نياز

10x M buffer  2 ميكروليتر  
  رميكروليت AluI 2و Pvu II آنزيم 

DNA  3 ميكروليتر  
  ميكروليتر  13  آب مقطر استريل

  20  حجم نهايي

  
 2P1173 ژ.ث.استخراج شده ب DNAبراي كنترل مثبت از 

استفاده گرديده كنترل منفي حاوي تمامي اجزاء ميكروتيوب كنترل 

 شودآب مقطر اضافه مي DNAبود و به جاي  DNAمثبت و فاقد 
براي هضم آنزيمي از  .الكتروفوزگرديد PCRمحصول  سپس
DNA نانوگرم  1400الي  700هاي كامل و شكسته نشده با غلظت

هاي ميكروگرم از نمونه 3در حدود . بر ماكروليتر استفاده شد
DNAبا استفاده از ، PvuII يا AluI در مراحل ( شركت رش آلمان

 20 اييبه حجم نه) اپندورف(در يك ماكروتيوب ) جداگانه
ها براي انجام هضم مطلوب سپس نمونه .شد ميكروليتر رسانيده

. گراد به مدت يك شب انكوبه شدنددرجه سانتي 37در بن ماري 
محصول حاصل از برش آنزيم، در دستگاه ژل الكتروفورز در 

قطعات ). RFLP(مدت يك شب قرار گرفتولت به 40ولتاژ 
خورده در طول ژل آگارز، بر اساس وزن ملكولي از يكديگر برش
پس از الكتروفورز، ژل آگارز در محلول اتيديوم . ك شدندتفكي

هاي رنگ شده در دستگاه برومايد رنگ آميزي و براي مشاهد باند
سپس ژل آگارز با بافرهاي دناتوره كننده، . ژل داك قرار گرفت

دپورينه كننده و نوتراليزه كننده عمل آوري شد و ساترن بلاتينگ 
ه غشاء نايلوني داراي مثبت با بار منفي ب DNAبراي انتقال 

غشاءهاي حاصله با بافر پري هيبريداسيون در  .صورت گرفت
ساعت در دستگاه آون  2- 4گراد به مدت درجه سانتي 65دماي 

سپس براي هيبريداسيون با پروب . هيبريداسيون قرار گرفتند
ساعت در همين دما در دستگاه  24به مدت PGRS نشاندار شده 

 2ها با بافرهاي شستشوي در مرحله بعد غشاء. قرار داده شدند
 برابر شسته شدند و شناسايي توسط سوبستراهاي  1/0برابر و 

NBT  وBCIP در نهايت تفسير نتايج غشاء بر . انجام گرفت
  .هاي متفاوت امكان پذير شدبا اندازه DNAباندهاي  اساس ظهور

 PCR ورز محصول اينو الكتروف IS6110تكثير اينسرشن سكانس 
بازي مشخص نمود كه سويه مورد جفت 245و مشاهده يك باند 

سازي رازي متعلق به سازي و واكسناستفاده در موسسه سرم
  .)1شكل(باشد كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس مي

  تعداد سيكل  زمان  دما PCRمراحل 
  يك سيكل  دقيقه 3  كراددرجه سانتي94  دناتوراسيون اوليه

  سيكل 25  دقيقه 1  كراددرجه سانتي94  دناتوراسيون
  سيكل 25  دقيقه 1  كراددرجه سانتي 65  آنيلينگ

  سيكل 25  دقيقه 1  كراددرجه سانتي 72  بسط زنجيره
  يك سيكل  دقيقه 4  كراددرجه سانتي 72  بسط نهايي

   نتايج و بحث
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سايز ماركر شماره  )Mستون -PCR IS6110الكتروفورز محصول -1شكل
نمونه  )4و3، ستون )BCG( كنترل مثبت)2في، ستون كنترل من )1ستون ،100

 مورد بررسي

 
براي تهيه الگوي ژنومي  RFLPدر اين تحقيق از تكنيك 

مايكوباكتريوم بويس سويه مورد استفاده در توليد توبركولين 
در نهايت بعد از هيبريداسيون، . استفاده گرديد گاوي موسسه رازي

نتايج غشاءهاي حاصل از . الگوي ژنومي اين نمونه به دست آمد
 PGRSو هيبريد شده با پروب  AluI و PvuIIهاي هضم با آنزيم

هاي باندهاي متعدد با وزنAN5 مايكوباكتريوم سويه  ژنوم
شكل ) (PvuII_PGRS -2شكل. دادمولكولي متفاوت را نشان مي

3- AluI_PGRS.(  
  ين هويتيبه دلايلي كه پيش تر ذكر شد بررسي هاي ژنومي و تع

سويه مورد استفاده در توليد توبركولين گاوي انسيتو مولكولي  
يك تعيين هويت قابل اطمينان، ممكن  .رازي ضروري مي نمايد

اي، به  اختصاصي گونه DNAهاي  است به وسيله تعيين توالي
 .Del Portillo et al( يا هيبريديزاسيون به دست بيايد PCRوسيله 

هاي مختلف مايكوباكتريايي، داراي تعدادي گونه .)1991
. باشند يا الحاقي در ژنوم كامل مي ISسكانسهاي داخل شونده 

هاي مجزا بوده و  متعلق به خانواده ISسكانسهاي الحاقي يا 
سكانس الحاقي را كه  15يبا تعداد تقر مطالعات مايكوباكتريايي

تعداد . باشند، آشكار نموده استمربوط به ده خانواده اصلي مي
هاي متعددي از سكانسهاي الحاقي در ژنوم مايكوباكتريها  كپي

توان از كه مي گونه بسيار اختصاصي است  وجود دارد و از نظر
 Roiz et( آنها براي شناسايي انواع مايكوباكتريوم ها استفاده نمود

al. 1995(.  

  
  :PGRSو هيبريداسيون با پروب Pvu II هضم آنزيمي با  -2شكل

M(نمونه مورد بررسي )1رش آلمان ستون  3سايزماركر 

  
 :PGRS پروبيداسيون با و هيبر AluIهضم آنزيمي با  -3شكل 

M(  نمونه مورد بررسي )1رش آلمان ستون 3سايز ماركر شماره  
  

                       300 bp
                       200 bp 

245 bp  
 

2416 bp                                       

6557 bp     

4361bp 

 
 
2322bp 

  2027bp  

bp 23130 

M         1     

   1 M      

M             1  2  34 
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هاي الحاقي شناخته شده در كمپلكس ترين سكانسيكي از مهم
باشد كه يك قطعه  مي IS6110مايكوباكتريوم توبركلوريس قطعه 

 Fomukong et al. 1992; Poulet et( باشد بازي ميجفت 1361

al. 1995( .الحاقي  تواليطور كه ذكر شد در اين تحقيق از همان
فوق جهت اثبات متعلق بودن نمونه مورد نظر به كمپلكس 

وبركلوزيس استفاده شد و ظهور باند نشانگر مايكوباكتريوم ت
 اين مطالعه راوجود اين توالي در ژنوم مورد مطالعه بوده و هدف 

در دو تحقيق ديگر در موسسه رازي توسط تكنيك  .تامين نمود
 ،OxyRبا استفاده از قطعه ژنومي  PCR_RFLPملكولي

 مايكوباكتريوم بويس بودن سويه فوق مورد اثبات و تائيد قرار
عليرغم  )Alavi et al. 2008; Heidarzadeh et al. 2010( گرفت
در توليد  AN5هاي جهاني مايكوباكتريوم بويس سويه كاربرد

توبركولين گاوي و همچنين كاربردهاي اين سويه در مطالعات 
ولوژي سل گاوي اطلاعات ژنومي ناچيزي از اين سويه در اپيدمي

بيشتر مطالعاتي كه تاكنون بر روي اين سويه انجام . دسترس است
سازي و جداسازي هاي خالصگرفته، بر مبناي بهبود روش

 تر، بوده استليپوآرابينومانان براي تهيه توبركولين مطلوب
)Heidarzadeh et al. 2010(. Cousins et al. 1998  جهت بررسي

مايكوباكتريوم بويس جدا شده از كشورهاي استراليا، كانادا،   273
با استفاده  RFLPمهوري ايرلند، بريتانيا، نيوزلند و ايران از روش 

و سويه مايكوباكتريوم  DRو  IS6110 ،PGRSهاي از پروب
در  .يه استاندارد انجام پذيرفتبه عنوان يك سو AN5بويس 

تحقيق حاضر ما از كشت در محيط لونشتاين جانسون استفاده 
عنوان كرديم كه در روش استاندارد جداسازي مايكوباكتريوم ها به

جهت انگشت  )O.I.E 2000( بهترين محيط ها معرفي شده است
استفاده كرديم  RFLPنگاري ژنومي اين سويه از تكنيك ملكولي 
هاي مندي از تكنيككه طبق تحقيقاتي كه تاكنون انجام شده، بهره

هاي مورفيسم قطعات به وسيله آنزيمتايپينگ مولكولي مانند پلي
براي تهيه الگوي ژنومي كمپلكس  (RFLP) محدود كننده

 Epizooties( باشداكتريوم توبركلوزيس بسيار مفيد ميمايكوب

استفاده  AluIو  PvuIIهاي جهت هضم آنزيمي از آنزيم. )2004
-، توصيه در روش استاندارد ونPvuIIدليل انتخاب آنزيم .كرديم

و  WHO (Van Soolingen et al. 1997)العمل سولينگن در دستور
نگاري توصيه ديگر محققين براي انگشت AluIانتخاب آنزيم 

به دليل ژنوم  )Stahl et al. 1990( ها بودژنومي مايكوباكتريوم
تفسير الگوي  ها،بازي مايكوباكتريومليون جفتيم 4/4بزرگ 
RFLP  به تنهايي و بدون هيبريداسيون مشكل است بنابراين انتقال
DNA ،آشكارسازي و  به غشاء نايلوني و هيبريداسيون با پروب

هاي غني از سازد كه در اين بين تواليتفسير نتايج را ممكن مي
CG هاي كمپلكس ماركري سودمند براي انواع سويه

 Tweedle 1994; Cousins et( مايكوباكتريوم توبركلوزيس است

al. 1998(.  دليل انتخابRFLP  و هيبريداسيون با پروب نشاندار
هاي ملكولي در ير روشارجحيتي است كه اين تكنيك بر سا

هاي مايكوباكتريايي داراست اين امر توسط دو متمايز نمودن سويه
 Kremer et( توسط كرمر و همكاران 1999تحقيقي كه در سال 

al. 1999(  و گويال)Goyal et al. 1999( طور و همكاران به
در طي تحقيقاتي كه  .جداگانه انجام گرفت به اثبات رسيده است

هاي ملكولار تا كنون در بررسي 1994هاي در طي سال
تلف توسط محققين اپيدميولوژيك سل گاوي در كشورهاي مخ

و هضم آنزيمي  RFLPمختلف انجام شد استفاده از تكنيك 
، جهت PGRSو هيبريداسيون با پروب  PvuII و AluI هايباآنزيم
هاي ماكوباكتريوم بويس توصيه شده نگاري ژنومي سويهانگشت
 Gutierrez et al. 1995; Fisanotti et al. 1998; Roring et( است

al. 1998; Costello et al. 1999(  با استفاده از تكنيك ملكولي
فوق الگوي ژنومي سويه مورد بررسي ما به دست آمد كه در 

كشورهايي ( مقايسه با الگوي ژنومي سويه فوق در ساير كشورها
 )ها قابل دسترسي مي باشدآن AN5كه الگوي ژنومي سويه 

سويه مورد  بودن AN5مطابقت داشته كه اين امر اثبات كننده 
هاي توليدي هاي تهيه سويهي ما بوده كه با توجه به دشواريبررس

  .در كشور ايران اهميت اين موضوع مهم مي نمايد
  نتيجه گيري 
 RFLP هاي اين تحقيق كه با استفاده از تكنيك ملكوليگرچه يافته

 شناساگر و PvuIIو  AluIهاي محدود كننده و توسط آنزيم
PGRS سويه انجام شد مايكوباكتريوم بويس AN5  بودن باكتري

مورد استفاده در توليد توبركولين گاوي موسسه رازي را اثبات 
و همچنين ثبات ژنومي اين سويه توسط تحقيق ديگر همين  نمود

ولي  )Heidarzadeh et al. 2010( تيم تحقيقاتي به تائيد رسيد
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هاي هاي بيشتر و حصول اطمينان بالاتر تكنيكجهت بررسي
  .سه ضروري مي نمايدملكولي ديگري جهت مقاي

  سپاسگزاري
سازي و سرم جا دارد از تمامي كاركنان محترم موسسه واكسن

سازي رازي به خصوص پرسنل فداكار بخش توبركولين كه در 

راستاي تحقق اهداف اين پروژه از هيچ كوششي دريغ نكردند و 
همچنين سركار خانم مهندس فهيمدخت مختاري سرپرست 

، پژوهشگاه سازمان استاندارد ايرانلوژي محترم گروه پژوهشي بيو
  .نهايت تشكر و قدرداني به عمل آيد
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