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 علمي پژوهشيفصلنامه

 شناسيدانش ميكروب

 1388 پاييز،4، شماره اولسال

 RFLP توسط تكنيك AN5انگشت نگاري ژنومي مايكوباكتريوم بويس سويه

2و نادر مصوري2، كيومرث سليماني1، مهدي بلفيون2، رضا عارف پژوهي1، ميترا صالحي1*مرجان حيدرزاده

 موسسه واكسن سازي وسرم سازي رازي كرج.2 دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال.1

 چكيده
و رايج در سراسر جهان براي كنترل سل گاوي،يكي از شناسايي مهم ترين استراتژي هاي قابل قبول

و كشتار موارد مثبت است از. گاوهاي آلوده با تست توبركولين براي تهيه توبركولين نياز به توده انبوهي
كش. مي باشد كه با كشت بذر باكتري فراهم مي شودAN5مايكوباكتريوم بويس سويه ت هاي متوالي بدليل

اجباري در تهيه اين فرآورده مي بايستي پايداري ژنتيكي سويه مورد استفاده در نسل هاي متفاوت مورد
بر اين اساس تحقيق حاضر براي.ارزيابي قرار گرفته تا از عدم تغييرات ژنتيكي آن اطمينان حاصل شود

پذAN5بررسي تغييرات ژنومي سويه  ابتدا براي اثبات. يرفت در طي كشت هاي متوالي صورت
 جفت باز 548 به طول oxy Rمايكوباكتريوم بويس بودن سويه مورد نظر در اين تحقيق يك قطعه از شبه ژن 

 از قطعه هدف مذكور در ژنوم مايكوباكتريوم 285نوكلئوتيد. قرار گرفت PCR_RFLPهدف آزمايش
لكس توبركلوزيس حاوي باز گوانين مي باشد كه بويس، حاوي بازآدنين، در حاليكه در تمامي ديگر اعضاء كمپ

لذا در قطعه مذكور، در مايكوباكتريوم بويس. مي شودAluIباعث از بين رفتن يك سايت عملكرد آنزيم 
چهار سايت برش، در حالي كه در ساير مايكوباكتري هاي كمپلكس، سه سايت برش توسط اين آنزيم وجود 

و سپس با PCR توسطoxy Rتحقيق، قطعه مورد نظر از شبه ژن در سويه مورد بررسي در اين. دارد  تكثير
و الگو برش مورد بررسي قرار گرفتAluIاستفاده از آنزيم سپس پنج نسل متوالي از اين. برش داده شد

هاي مشخص طبق روش كلنياز. سويه بر روي محيط كشت لونشتاين جانسون كشت داده شدند
و اين هاي لازم DNAسولينگن،_ون  AluIآنزيم هاي محدود كننده ها توسطDNAاستحصال شده
و الگوهاي به دست آمده با روش PvuIIو  با PGRSوDR پس از هيبريداسيون با پروب هاي RFLP هضم

Pvuدر بررسي نتايج حاصل از هضم آنزيمي توسط آنزيم هاي.يكديگر مقايسه شدند II وAlu I و
و وزن ملكولي آنها در تمامي نسل هاي مورد بررسي PGRSوDRهاي هيبريداسيون با پروب  تعداد باندها

و هيچ گونه تفاوتي مشاهده نشد مي.يكسان بودند و تعداد باندهاي به نظر رسد يكسان بودن سايز ملكولي
 نسل5، بيانگر عدم تغيرات ژنومي حداقل در DR, PGRS_RFLPالگوهاي به دست آمده توسط تكنيك 

. اين سويه در محيط لوونشتاين جانسون استاول كشت شده

.PGRSوDR، هيبريداسيون با پروب هاي RFLP، سل گاوي، توبركولين،AN5مايكوباكتريوم بويس سويه: كليديواژگان

 قدمهم
سل گاوي از مهم ترين بيماري هاي خانواده بويده به
 ويژه گاوها در سراسر دنيا از جمله ايران به شمار

عامل بيماري، مايكوباكتريوم بويس از اعضاي.)1(مي آيد
كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس بوده كه برخلاف 
ساير اعضاي اين كمپلكس كه ميزبان تقريبا اختصاصي 
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انو همكارمرجان حيدرزاده/....انگشت نگاري ژنومي مايكوباكتريوم بويس 38
 دارند، داراي ميزبان هاي متعددي از جمله انسان

.)2(مي باشد
و سل دامي از نظر ميزان اشاعه، اهميت اقتصادي
بهداشتي، يكي از اصلي ترين انواع بيماريهاي دام، محسوب

.مي شود
سل گاوي برنامه 1337در ايران از سال ريشه كني

آغاز شده، با اين وجود هنوز بيماري در سراسر دنيا از 
و بيش وجود دارد به طوري كه هر ساله  جمله ايران، كم
مبلغ قابل توجهي براي ادامه برنامه ريشه كني به آن 

).3(اختصاص داده مي شود
شناسايي دقيق سويه ها توسط تكنيك هاي استاندارد

س و تمايز بين آنها ملكولي، براي تعيين ويه هاي شايع
سل در ارزيابي. مفيد است امروزه از مطالعات اپيدميولوژي

و از  برنامه هاي كنترل بيماري، تعيين بروز، ميزان شيوع
و  و مولكولار اپيدميولوژي در قرابت ژنوتايپينگ ايزوله ها
سل حيوانات مختلف  طبقه بندي سويه ها، ارتباط بين

د و همچنين رد يابي منشاء وساير فاكتورهاي خيل در آن
استفاده از تكنيك. عفونت استفاده هاي شاياني مي نمايند

، ابزاري دقيق در مطالعه جدايه هاي DNAانگشت نگاري 
و مايكو باكتريوم جهت مشخص كردن منشاء عفونت

در اين روش. جلوگيري از انتشار آن مطرح شده است
 RFLP نگاري مانند مولكولي مي توان به پروفايل انگشت

 مبني بر وجود پلي مورفيسم RFLPاساس. اشاره كرد
و. قطعات حاصل از برش در طول ژنوم مي باشد تعداد

موقعيت اين باند ها دركل ژنوم مايكوباكتريوم منجر به 
تشكيل الگوي انگشت نگاري ژنتيكي مي شود كه براي 

و افتراق سويه ها مورد استفاده قرار مي گيرد ).4( تفكيك
سل گاوي بر پايه تست هاي اساس استراتژي كنترل

توبركولين آنتي ژن هاي. منظم گاوها با توبركولين است
هاي پروتئيني باسيل توبركول است كه از تخليص پروتئين

 كشت هاي خالص كشته شده مايكوباكتريوم ها تهيه
مايكوباكتريوم گاوي از توبركولين براي تهيه امروزه. شود مي
اين سويه براي اولين. استفاده مي شود AN5يس سويهبو

 ميلادي در كشور بريتانيا جداسازي شد 1948بار در سال 
 ميلادي تاكنون در سراسر دنيا براي توليد 1975و از سال

در ايران در موسسه).5(توبركولين گاوي استفاده مي شود
و واكسن سازي رازي كه تنها توليد كننده  سرم سازي

 ميلادي 1960ري توبركولين گاوي در ايران از سال انحصا

از اين سويه براي توليد 2004 تاكنون است، از سال
.توبركولين گاوي استفاده مي شود

تا كنون مطالعات ژنومي محدودي در مورد اين سويه
 به همين دليل همواره نگراني).6( گزارش شده است

ار كند آن جهت تغييرات ژنومي آن، با توجه به رشد بسي
و طولاني بودن زمان انكوباسيون  بر روي محيط كشت

اين تحقيق در راستاي تهيه الگوهاي. وجود داشته است
 نسل متوالي از اين سويه در شرايط آزمايشگاهي5ژنومي 

و مقايسه آنها جهت اطمينان از عدم تغييرات ژنومي با
و هيبريداسيون با پروب هاي  RFLP روش ملكولي

شدنشاندار . شده انجام
 RNA يا DNAاي اي از ملكول هاي تك رشته قطعهها پروب

اين پروبها. شوندمي) ليبل(دار هستند كه به روشهاي مختلف نشان
ي هدف، در شرايط ويژه DNAبا توالي نوكلئوتيدي مكمل خود با 

سپس نواحي هيبريد شده به طرق. آزمايشگاهي هيبريد مي شوند
ها به لحاظ جايگزيني پروب در شده تا تفاوت سويهمختلف رديابي 

 دسته3ها به به طور كلي پروب. نواحي خاص كروموزوم نمايان گردند
:گردند كه عبارتنداز بزرگ تقسيم مي

).DRو PGRSمانند(ها پروب اوليگو-1
2-PCRمانند(ها پروبIS6110 وIS901.(
3-RNA 7(ها پروب(.

 نشاندار DR&PGRS هاي در اين تحقيق از پروب
.شده استفاده شد

و روش ها  مواد
 مورد نظرسويهابتدا از

(Mycobacterium Bovis strain 
AN5_ATCC no. 35726,TMC 412) در محيط ،

-لونشتين جانسون كشت داده شد سپس طبق روش ون
 به عمل آمد پس از ارزيابي كميت DNAسولينگن استخراج

 يك منطقه ژنومي از PCR استخراج شده،DNAو كيفيت
انجام شد،) oxyR(كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلوزيس

و معكوس جهت   يك PCRرديف پرايمرهاي مناسب پيشرو
: جفت بازي از ژن مذكور، به شرح زير مي باشد548قطعه

Forward Primer OXYR: 
S’- GGT GAT ATA TCA CAC CAT A-3’ 
Reverse Primer OXYR:
S’ – CTA TGC GAT CAG GCG TTG- 3’ 
 طبق پروتوكل موجود از پرايمرهاي فوق توسط آب مقطر
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39 1388 پاييز،4 سال اول، شماره دانش ميكروب شناسيمي پژوهشيعلفصلنامه

و جهت نگهداري مناسب در 4محلول استوك آماده گرديد
در5/1لوله ميكروتيوب و C ميلي ليتر استريل تقسيم گرديد

در اين مرحله از پرميكس هاي. نگهداري مي شود°20
 PCR، بافر dNTP پليمراز،DNAآماده تجارتي كه حاوي 

و لودينگ بافر مي باشد استفاده KClوMgCl2حاوي
يك. گرديد به اين ترتيب كه جهت هر نمونه مورد آزمايش

و پس از افزودن  - 150تيوب از پرميكس در نظر گرفته شد
و DNA نانوگرم از هر 100 از2 استخراج شده  ميكروليتر

و معكوس، از هر پرايمر يك  ميكروليتر پرايمرهاي پيشرو
و سپس حجم نهايي توسط آب مقطر استريل اضافه گرديد

شدLµ50به  آب. رسانيده ميكروتيوب ها پس از افزودن
و   در يخ قرار داده شدند سپس ميكروتيوب ها DNAمقطر

  offبا( براي مدت يك دقيقه داخل دستگاه ترموميكسر
شدند تا يك محلول قرار داده) نمودن درجه حرارت

و همگن ايجاد شد و پس از اين مرحله توسط يكنواخت
 oxyR جفت بازي 548 از قطعه PCRدستگاه ترموسايكلر

و زمان موجود در جدول .انجام گرفت)1(بر طبق برنامه دما

و چرخه ترمو سايكلر.1جدول ، زمان  برنامه دما
 تعدادسيكل زمان دما PCRمراحل

 يك سيكل دقيقه1د رجه سانتيگراد94 اوليهدناتوراسيون
 ثانيه21د رجه سانتيگراد94 دناتوراسيون

 ثانيه21 درجه سانتيگراد55 آنيلينگ
 ثانيه22 درجه سانتيگراد72 بسط زنجير

 سيكل30

 يك سيكل دقيقه5د رجه سانتيگراد94 بسط نهايي

. BCG استخراج شده DNAبراي كنترل مثبت از
P21173 استفاده گرديده كنترل منفي حاوي تمامي اجزاء

و فاقد  و به DNAميكروتيوب كنترل مثبت ، الگو بود
 PCRمحصول. آب مقطر اضافه مي شودDNAجاي

و مشاهده باز  جفت بازي نشان داد 548الكتروفوزگرديد
استخراج شده به كمپلكس مايكوباكتريوم DNA كه

. توبركلوزيس تعلق دارد
، توسط آنزيم)DNA)RFLP هضم آنزيمي سپس

Alu Iشد .و الكتروفورز قطعات برش خورده انجام
آنزيم محدود كننده آندونوكلئاز توالي هاي كوتاه

DNA و يا و در مكانهاي خاصي داخل  را شناسايي نموده
 دو رشته اي DNAدر مجاورت سكانس شناسي شده

گي. برش ايجاد مي نمايد ري اين برش موجب شكل

 در AluIآنزيم. مي گرددDNAگسستگي در قطعات 

GATCهاي سكانس

CTAG
مراحل كار. برش ايجاد مي نمايد

. به ترتيب زير انجام گرفت
براي هر نمونه مورد آزمايش يك ميكروتيوب استريل

و شماره نمونه مورد نظر بر روي  يك ميلي ليتري انتخاب
 RFLPي انجام هر واكنش ميكروتيوب درج گرديد برا

آنزيم. مواد مورد نياز به شرح زير با يكديگر مخلوط شدند
AluI )L2/u15(5/2ميكرو ليتر )هر  2000به ازاي

RFLP *15،4 يك ميكروگرم بافر DNAميكروگرم
 برداشت شده از DNA) حجم نهايي1/0(ميكروليتر
هر ميكروگرم در 5000براساس وجود(PCRمحصول

و به ميكروتيوب) ميكروليتر بعد از انجام نانودراپ محاسبه
و نهايتاً توسط آب مقطر استريل  مورد نظر افزوده گرديد

شد40حجم نهايي بر  به. ميكروليتر رسانيده مواد فوق
 g12000 ثانيه در يك ميكروسانتريفيوژ در دور5مدت

و حداقل به مدت در90سانتريفيوژ  درجه37دقيقه
به( يگرادسانت و در اين تحقيق ترجيحاً يك شب بهتر است

و انكوبه) قرار گرفتC°37مدت يك شب در بن ماري 
.گرديد

 به وسيله الكتروفورز DNAپس از جدا سازي قطعات
از ژل مورد نظر توسط دستگاه ژل داك عكس تهيه گرديد
كه با تائيد مايكوباكتريوم بويس بودن نمونه مورد بررسي 

شدادامه  :تحقيق به صورت زير انجام
 AN5مايكوباكتريوم بويس سويه هاي متوالي نسل تكثير

در محيط هاي كشت شيب دار لوونشتاين جانسون حاوي 
و دماي  شدC°37پيروات براي اين منظور نسل. انجام

اول اين سويه از كشت نمونه ليوفيليزه تهيه شده از كشور 
بع. تركيه، آماده شد  هفته6 الي4د از گذشت در هر نسل

از زمان كشت، بررسي هاي لازم جهت اطمينان از رشد
براي تهيه نسل بعدي ابتدا. مناسب كلني ها انجام شد

مقداري از كلني ها در شرايط كاملا سترون به محيط هاي 
و سپس كلني ها باقي مانده، جهت  كشت جديد منتقل

ازDNAاستحصال. جمع آوري شدندDNAاستخراج 
ون5مايكو باكتريوم هاي سولينگن- نسل، طبق روش

(Van Soolingen)8( انجام گرفت.(DNA هاي 
 دستگاه ژل الكتروفورز ارزيابي كيفي، توسطاستخراج شده

.و توسط دستگاه نانودراپ ارزيابي كمي شدند
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انو همكارمرجان حيدرزاده/....انگشت نگاري ژنومي مايكوباكتريوم بويس 40

و شكسته DNAاز براي هضم آنزيمي  هاي كامل
بر ماكروليتر نانوگرم 1400 الي 700نشده با غلظت

، DNAهاي ميكروگرم از نمونه3در حدود. استفاده شد
در( شركت رش آلمانIAluيا Pvu IIبا استفاده از

به حجم) اپندورف(در يك ماكروتيوب) مراحل جداگانه
شد20نهائي  . ميكروليتر رسانيده

 DNA ميزان مواد مورد استفاده جهت برش.2جدول
محكروموزومي با آنزيم  دود كنندههاي

 ميزان مواد مورد نياز
10 x M buffer 2ميكروليتر 

 ميكروليترPvu II 2 آنزيم
DNA (3 µg) X µlميكروليتر 
Y آب مقطر استريل µlميكروليتر 

20 حجم نهايي

 استفاده DNA بيانگر ميزان حجميXدر فرمول بالا
و ميYشده .باشد بيانگر ميزان آب مقطر مورد استفاده

سپس نمونه ها براي انجام هضم مطلوب در بن ماري
. درجه سانتي گراد به مدت يك شب انكوبه شدند37

محصول حاصل از برش آنزيم، در دستگاه ژل الكتروفورز
). RFLP( ولت به مدت يك شب قرار گرفت40در ولتاژ 

قطعات برش خورده در طول ژل آگارز، بر اساس وزن 
ژل.دملكولي از يكديگر تفكيك شدن پس از الكتروفورز،

و براي مشاهد  آگارز در محلول اتيدبرومايد رنگ آميزي
سپس. باند هاي رنگ شده در دستگاه ژل داك قرار گرفت

و  ژل آگارز با بافرهاي دناتوره كننده، دپورينه كننده
و ساترن بلاتينگ براي  نوتراليزه كننده عمل آوري شد

ناDNAانتقال  يلوني داراي مثبت با بار منفي به غشاء
. صورت گرفت

غشاءهاي حاصله با بافر پري هيبريداسيون در دماي
 ساعت در دستگاه آون2-4 درجه سانتي گراد به مدت 65

با. هيبريداسيون قرار گرفتند سپس براي هيبريداسيون
24 به مدتDRوPGRSپروب هاي نشاندار شده 

در مرحله. ساعت در همين دما در دستگاه قرار داده شدند
و2بعد غشاء ها با بافرهاي شستشوي   برابر1/0 برابر

و شناسايي توسط سوبستراهاي و NBT شسته شدند
BCIPدر نهايت تفسير نتايج غشاء بر اساس. انجام گرفت

 با اندازه هاي متفاوت امكان پذير DNAظهور باندهاي 
.شد

و بحثنتايج
اكتريوم تكثير يك منطقه ژنومي از كمپلكس مايكوب

و 548و حضور باند) oxyR(توبركلوزيس   جفت بازي
 ناحيه برش3و مشاهده Alu Iهضم آن توسط آنزيم

خورده مشخص نمود كه سويه مورد استفاده در موسسه
و واكسن سازي رازي متعلق به گونه بويس  سرم سازي

).2و1شكل(مي باشد

سايز_1ستون: oxyR ژن PCRالكتروفورز محصول.1 شكل
كنترل_3كنترل منفي، ستون_2، ستون100ماركر شماره 

 AN5مايكوباكتريوم بويس_4، ستون)BCG(مثبت

 با oxyR ژن PCRالكتروفورز هضم آنزيمي محصول.2شكل
كنترل_2، ستون100سايز ماركر شماره_1ستون:AluI آنزيم

و4، ستون)BCG(كنترل مثبت_3منفي، ستون 
ب_5  AN5ويس مايكوباكتريوم

��34

100bp 

600bp 
500bp 

200bp 

 

300bp 

��345
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 براي DR&PGRS_RFLPدر اين مطالعه از روش
 مايكوباكتريوم بويس AN5تهيه الگوي ژنومي سويه

در نهايت بعد از هيبريداسيون، الگوهاي. استفاده شد
نتايج غشاءهاي حاصل. نسل متوالي به دست آمد5ژنومي 

و هيبريد شده با AluIوPvuIIاز هضم با آنزيم هاي 
باندهاي AN5 ژنوم مايكوباكتريوم سويه PGRSپروب

متعدد با وزن هاي مولكولي متفاوت را نشان مي داد كه 
و سايز ملكوليشان در تمامي نسل هاي مورد  تعداد باندها
و نتايج غشاءهاي حاصل از هضم با  بررسي يكسان بودند

DRو هيبريد شده با پروبAluIوPvuIIآنزيم هاي 
را3، هر دو حضور AN5يه ژنوم مايكوباكتريوم سو  باند

رش3نمايش دادند كه با مقايسه با سايز ماركر شماره
و Alu I باند حاصل از هضم توسط آنزيم3آلمان،

 در تمام نسل هاي موردDRهيبريداسيون با پروب
 جفت باز مشاهده 2027بررسي در ناحيه پايين تر از

و از و Pvu II باند حاصل از هضم توسط آنزيم3شدند
، در تمامي نسل هاي موردDRهيبريداسيون با پروب

و 2322و 4361 باند در ناحيه بين2بررسي  جفت بازي
 جفت بازي مشاهده 2027يك باند در ناحيه پايين تر از

(PvuII-PGRS-3شكل(.شدند ) PvuII-DR-4شكل)
(AluI-PGRS-5شكل( )AluI-DR-6شكل)

ب.3شكل و هيبريداسيون با Pvu IIا هضم آنزيمي
:PGRSپروب

M-1، ستونرش آلمان3 سايز ماركر شماره-F1ستون ،
2-F2،3 ستون شماره-F34، ستون شماره-F4ستون ،

F5-5شماره

با.4شكل :DRهيبريداسيون با پروبوPvu IIهضم آنزيمي
M-1رش آلمان، ستون3 سايز ماركر شماره-F1ستون ،

2-F2،3 ستون شماره_F3ستون شماره ،F4_4ستون ،
F5_5شماره

با.5شكل و هيبريداسيون با پروب Alu Iهضم آنزيمي
PGRS :M-1رش آلمان، ستون3 سايز ماركر شماره-F1،
،F4-4، ستون شمارهF3-3، ستون شمارهF2-2ستون

F5-5ستون شماره

2 3 4 5�M

23130 bp 
9416 bp         

 6557bp

4361 bp 

2322bp 

2027bp

9416 bp                                       

9416 bp                              

 6557bp

6557bp

4361bp 

4361bp 

 

2322bp 

 

2322bp 

 2027bp

2027bp

�����M

M12345
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:DRو هيبريداسيون با پروب Alu Iبا هضم آنزيمي.6شكل
M-1رش آلمان، ستون3 سايز ماركر شماره-F1ستون ،
2-F23 شماره، ستون-F3شماره، ستون F4-4ستون ،

F5-5شماره

 AN5در سال هاي اخير از مايكوباكتريوم بويس سويه
مطالعات اپيدميولوژي به عنوان يك سويه مرجع در
شاستفاده) رفرانس( در.ود مي از سوي ديگر اين سويه

بنابراين عدم تغييرات. توليد توبركولين نيز كار برد دارد
ژنومي اين سويه در طي كشت هاي متوالي در شرايط 

علي رغم كار برد اين. آزمايشگاهي، اهميت ويژه اي دارد
و توليد توبركولين،  سويه در تكنيك هاي مولكولي

بيشتر. ترس استاطلاعات ژنومي اندكي از آن در دس
تحقيقاتي كه تاكنون بر روي اين سويه انجام گرفته، بر 
و جداسازي  مبناي بهبود روش هاي خالص سازي
ليپوآرابينومانان براي تهيه توبركولين مطلوب تر، بوده 

. است
تا كنون مطالعات ژنومي محدودي در مورد اين سويه

: صورت گرفته كه در زير به آنها اشاره مي شود

و همكاران در سال قيق تح  جهت بررسي 1998كازينز
 مايكوباكتريوم بويس جدا شده از كشورهاي استراليا، 273

و ايران از روش كانادا، جمهوري ايرلند، بريتانيا، نيوزلند
RFLPهاي با استفاده از پروبIS6110 ،PGRS و

DR و سويه مايكوباكتريوم بويسAN5 به عنوان يك 
).9(جام پذيرفتسويه استاندارد ان

.V مـيلادي 2008و2003در سـال Gordon وتـيم 
سل در  انگلـستان كـشور  VLA Weybridgeتحقيقاتي

و ميكـرواري نـسل اول سـويه مطالعات اسـپوليگوتايپينگ
AN5 نتـايج حاصـله توسـط ايـن دو تكنيـك،. انجام شد

مناسب بودن اين سويه را در توليد توبركولين گاوي تائيـد 
).5و6(د كر

ــال ــق س و 2008در تحقي ــازي ــرم س ــسه س  در موس
واكسن سازي رازي، دو سـويه اسـتاندارد مـايكو بـاكتريوم

ــويس BCG (1173 بــ P2) وAN5 ــا روش بــ
PCR_RFLP نتايج تحقيـق. مورد مطالعه قرار گرفتند

درحــاكي از رشــد مناســب هــر دو ســويه مــورد مطالعــه 
د در حـضور يـك بانـ. هاي لوانشتين جانـسون بـود محيط

ــين ــه بـ ــا 200ناحيـ ــط 300 تـ ــازي توسـ ــت بـ  جفـ
PCR_IS6110نشانگر تعلق سويه AN5 به كمـپلكس

و از مايكوباكتريوم توبركلوزيس تكثير يك منطقـه ژنـومي
و حـضور) OxyR(كمپلكس مايكوباكتريوم توبركلـوزيس 

و هـضم آن توسـط آنـزيم 548باند و AluI جفت بـازي
دن سـويه مـورد ناحيه برش خورده، بـويس بـو3مشاهده

و واكـسن سـازي رازي را  استفاده در موسسه سرم سـازي
كه ما نيز در تحقيق حاضر در مورد نمونه).10(اثبات كرد 

ــا مــشاهده  و ب  مــورد نظــر، ايــن آزمــايش را تكــرار كــرده
اي مشابه، از مايكوباكتريوم بويس بودن سويه مـورد نتيجه

.نظرمان اطمينان حاصل كرديم
از بهره  هاي تايپينگ مولكولي مانند تكنيكمندي

 كننده هاي محدود وسيله آنزيم مورفيسم قطعات به پلي
(RFLP) مايكوباكتريوم كمپلكس براي تهيه الگوي ژنومي

در اين بين توالي هاي. بسيار مفيد مي باشدتوبركلوزيس
DRو رونوشت هاي مستقيم PGRS بنامGCغني از 

 انواع سويه هاي RFLPبه عنوان ماركرهايي سودمند در
 مورد استفاده قرار مايكوباكتريوم توبركلوزيسكمپلكس
تكنيك مولكولي به كار رفته در اين تحقيق. مي گيرد

 انتخاب گرديده تا پلي مورفيسمOIEطبق توصيه 

23130 bp 

M12345

9416 bp                                       

 6557bp

4361bp 

 

2322bp 

2027bp
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 AN5مايكوباكتريوم بويس سويه نسل هاي متوالي
.)11(نمايد بالاترين تمايز را ايجاد مي

 در روش استاندارد ارائه شده توسط ون Pvu IIآنزيم
ي براي انگشت نگاري ژنومWHOسولينگن در دستورالعمل

).12( ارائه شده استمايكوباكتريوم توبركلوزيسكمپلكس
 AluI از آنزيم)13(و با توجه به تجربيات ديگر محققين

 نيز به طور جداگانه بويژه براي سويه هاي گاوي استفاده
پر. مي گردد  براي هيبريداسيون PGRSوب بهره گيري از

، تمايز بسيار Alu I هضم شده با آنزيم DNAبا توجه به
 به مايكوباكتريوم بويسهاي قابل قبولي را براي سويه

).14و15(آورد وجود مي
و همكاران گزارش شده كه ناحيه در تحقيقات گرونن

DRمايكوباكتريوم توبركلوزيسهاي كمپلكس براي جدايه 
ميمنحصر بفر درد و  مايكوباكتريوم بويس DNAباشد

 جفت36داراي سكانسهاي تكرار شونده مستقيم،.ژ.ث.ب
بازي بوده كه به وسيله سكانسهاي جدا كننده اختصاصي

 جفت بازي در طول ژنوم مجزا41تا36با تغييرات 
هاي در جدايهDNA پلي مورفيسم).16(گرديده است

 بستگي به تعداد زيسمايكوباكتريوم توبركلوكمپلكس 
DR و فاصله نواحي تعداد سكانسهاي جدا(هاDR ها

و اين باور وجود دارد كه اين)هاDRكننده بين  دارد
 است DNAتفاوت ها بر اساس عملكرد ريكامبينيشن 

)16.(
 به دست آمده از RFLPدر تحقيق حاضر الگوهاي

باAlu Iو يا Pvu IIهضم آنزيمي با و هيبريداسيون
 نشاندار شده در تماميDRو  PGRSپروب هاي

. مشابه بودندAN5هاي مايكوباكتريوم بويس سويه نسل
اند به دليل ژنوم همانگونه كه ديگر محققين گزارش نموده

 جفت مگا4/4ها با دارا بودن حدود بزرگ مايكوباكتريوم
و بدون هيبريداسيون RFLPباز تفسير الگوي  به تنهائي

و DNAيد، در صورت انتقال نما مشكل مي  به غشاء
و پذير آشكار سازي، تفسير آن امكان هيبريداسيون با پروب

نتايج حاصل از هضم آنزيمي ژنوم مايكوباكتريوم. گردد مي
و Alu Iو Pvu IIتوسط آنزيم هاي AN5 بويس سويه 

، هردو بيانگر حضور سه ناحيهDRهيبريداسيون با پروب
DR كه در تمامي نسل هاي مورد بررسي اين سويه بودند

و هيبريداسيون Alu I باند حاصل از هضم توسط آنزيم3
DRبا پروب (Directly repeated sequences) در 

 2027تمام نسل هاي مورد بررسي در ناحيه پايين تر از
و از  باند حاصل از هضم توسط3جفت باز نمايان شدند

، در تماميDRو هيبريداسيون با پروب Pvu IIآنزيم
و 4361 باند در ناحيه بين2نسل هاي مورد بررسي

و يك باند در ناحيه پايين تر از 2322  2027 جفت بازي
.جفت بازي نمايان شدند

 در بررسي نتايج حاصل از هضم آنزيمي توسط
و هيبريداسيون با پروب Alu Iو Pvu IIآنزيم هاي

PGRSبسياري همان طور كه انتظار مي رفت باندهاي 
و وزن در نواحي مختلف مشاهده شد كه تعداد باندها
ملكولي آنها در تمامي نسل هاي مورد بررسي يكسان 

و هيچ گونه تفاوتي مشاهده نشد .بودند
 گرچه يافته هاي اين تحقيق كه با استفاده از تكنيك

DR&PGRS_RFLP و توسط آنزيم هاي محدود
دPvuIIو AluIكننده هنده عدم انجام شد، نشان

 نسل متوالي مايكوباكتريوم5تغييرات ژنومي در طي 
 كشت تهيه شده در موسسه سرم AN5بويس سويه

ولي براي اطمينان بيشتر از عدم تغييرات. سازي رازي بود
ژنومي اين سويه مي توان اين بررسي را در نسل هاي 
و پروب هاي نشاندار  و با آنزيم هاي محدود كننده بالاتر

ا و همچنين از تكنيك هاي ديگري از ديگري دامه داد
.جمله ميكرواري نيز استفاده نمود

و تشكر :تقدير
جا دارد از تمامي كاركنان محترم موسسه واكسن

و سرم سازي رازي به خصوص پرسنل فداكار بخش  سازي
توبركولين كه در راستاي تحقق اهداف اين پروژه از هيچ 

.و قدرداني به عمل آيدكوششي دريغ نكردند نهايت تشكر 
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