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Background Mycobacterium bovis is the main cause of tuberculosis in cattle. The most commonly used 
method to identify bovis-infected cattle is tuberculin test. 
Objective The present study aimed to investigate the population structure of Mycobacterium bovis in 
infected cattle farms of Shiraz City in Iran.
Methods In this descriptive cross-sectional study, 50 pathological samples from tuberculin-positive cattle 
that were collected from two abattoirs were cultured on glycerinated and pyruvated Lowenstein-Jensen 
media. Genomic material from culture-positive slopes was extracted and used in polymerase chain reac-
tion (PCR)-16S rRNA, PCR-IS6110, and PCR--regions of difference (RD) typing. All the M. bovis isolates 
were then digested by PvuII restriction enzyme and genotyped by polymorphic guanine/cytosine-rich 
repetitive sequences (PGRS)-restriction fragment length polymorphism (RFLP) technique.
Findings In bacterial culture, 13 (26%) of samples had living mycobacteria where PCR test results re-
vealed their identity as Mycobacterium bovis. Genotype profiling by RFLP-PGRS method displayed two 
patterns with 10 isolates shared a single profile identical to that of M. bovis bacillus calmette-guerin 
(BCG) strain (1173 P2) and three isolated with a different genotype.
Conclusion Higher prevalence of BCG-like M. bovis (as a typical characteristic of Iranian M. bovis popula-
tion) in cattle farms of Shiraz City was expected. This may indicate the local evolution of new M. bovis 
strains in the region or the infiltration of such strains through cattle farming activities.
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Extended Abstract

1. Introduction

ovine tuberculosis has been known for a 
long time as the most important zoonotic 
disease and a mater of concern in the dairy 
industry worldwide [1]. The mycobacte-

rium tuberculosis complex (MTC) consists of a number 
of species and subspecies that can cause tuberculosis in 
humans or animals [3, 4]. One of the globally important 
members of this complex is Mycobacterium bovis (M. bo-
vis) which is the leading cause of tuberculosis in cattle [7]. 
Tuberculin test is the most commonly used method for de-
tection of M. bovis in cattle [8]. Restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) method using IS6110, direct repeat 
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(DR) and Polymorphic Guanine/cytosine-rich Repetitive 
Sequences (PGRS) markers have been among the earliest 
strain typing systems used for genotyping of the M. bo-
vis [12]. The present study aimed to improve the genomic 
knowledge of the population structure of M. bovis isolates 
collected from tuberculin-positive cattle in infected cattle 
farms of Shiraz, Iran.

2. Materials and Methods

In this descriptive cross-sectional study, conducted 
within 13 months (from January 2016 to February 2017), 
pathological samples were collected from 50 slaughtered 
tuberculin-positive cattle belonged to 6 cattle farms located 
in Shiraz, Iran which had been sent to two abattoirs. The 
frozen samples were then transferred to Bovine Tubercu-
losis Reference Laboratoriy of Razi Vaccine and Serum 
Research Institute in Karaj, Iran. Using sterile scissors, 
scalpels and forceps, the samples with tuberculosis lesions 
were dissected. The small cut tissue pieces were then ho-
mogenized using sterile sea sand, mortar and pestle. Ten ml 
of NaOH (4%), according to the Petroff’s decontamination 
method, was added to the homogenates with continuous but 
gentle stiring of the pestle content using the mortar for 20 
minutes to ensure the completion of decontamination pro-
cess. After 20 minutes of settling, 5 mL of supernatant was 
transferred to a Falcon tube and centrifuged at 5,000 x g for  
15 minutes. The supernatant was removed and the centri-
fuge deposit was used to inoculate traditional (glycerinated) 
and pyruvated (0.2% sodium pyruvate) Lowenstein-Jensen 

media [19, 20]. The genomic contents of the culture-posi-
tive slopes were extracted using the Van Soolingen method 
[1] and subjected to polymerase chain reaction (PCR)-
16SrRNA, PCR-IS6110, and the quad PCR-regions of 
difference (RD) (RD1, RD4, RD9 and RD12) protocols 
[21-23]. The detected MTC isolates were further digested 
by PvuII restriction enzyme and the strain was typed by 
PGRS-RFLP technique. The obtained patterns were evalu-
ated by the Gel-Pro Analyzer [24].

3. Results

Of 50 study samples, 13 (26%) had mycobacterial 
growth-positive cuture. The PCR-16SrRNA and PCR-
IS6110 results (Figure 1) confirmed their identity as MTC 
bacteria. No other MTC members execpt M. bovis was de-
tected in PCR-RD typing between the isolates (Figure 2). 
All isolates were typeable by RFLP strain typing method. 
The genotype profiling of M. bovis isolates resulted in de-
tection of two patterns among which 10 isolates (76.92%) 
shared a single profile identical to that of M. bovis Bacillus 
Calmette-Guerin (BCG) strain (1173 P2; Figure 3A), while 
the remaining three isolates (23.08%) displayed a different 
genotype (Figure 3B). Although it has been previously re-
ported in Iran (Urmia City), but this type seems to be new 
in Shiraz City. 

4. Discussion

Our results showed a relatively high prealence (77%) of 
the BCG-like M. bovis isolates in cattle farms of Shiraz city 

Figure 1. Electrophoresis

A. PCR-16S rRNA; and B. PCR-IS6110 products
Lane 1: Marker 100 bp; lanes 2 to 6: Positive mycobacterial samples; lane 7: BCG (1173 P73) as positive control; lane 8: Negative control.
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Figure 3. RFLP patterns of PvuII-digested DNA from M. bovis isolates hybridized with PGRS probe
A: Lane 1, DNA molecular weight marker II; lane 2, BCG (1173 P2) as positive control; lanes 3 to 15, M. bovis isolates; lane 16, 
M. bovis (AN5 strain) as positive control; lane 17,  DNA molecular weight marker II. B: Lanes 13 to 15, strains different from BCG 
strain; lanes 10 to 12, BCG like strain.

Figure 2. Electrophoresis 

A. PCR-RD1; B. PCR-RD4; C. PCR-RD9; and D. PCR-RD12 products
Lane 1: 100 bp marker; lane 2: (A) M. bovis strain C and (B, C, D) M. bovis strain AN5 as a positive control; lanes 3 to 5: Positive 
samples; lane 6: Negative control.
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which is consisting with previous studies in Iran [9, 17, 30]. 
Finding homogeneous population of M. bovis isolates in 
Shiraz and in other cities of Iran at a larger scale indicates 
the local evolution of new M. bovis strains in the region 
or the entery of such strains through livestock production, 
especifically cattle farming.
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جداسازی، شناسایی مولکولی و تهیه الگوی ژنومی جدایه‌های مایکوباکتریوم بوویس جدا‌شده از 
گاوهای توبرکولین مثبت در دامداری‌های آلوده شیراز

زمینه عامل اصلی سل در گاو، مایکوباکتریوم بوویس است. متداول‌ترین روش در حال استفاده جهت شناسایی گاوهای آلوده، در مقیاس 
جهانی و همچنین در ایران، تست توبرکولین است. 

هدف مطالعه حاضر با هدف بهبود دانش ما از ساختار جمعیت مایکوباکتریوم بوویس‌های جدا‌شده در گاوداری‌های شیراز صورت پذیرفت.
مواد و روش‌ها در این مطالعه مقطعی ـ توصیفی که بین دی 1394 تا بهمن 1395 انجام شد، 50 نمونه پاتولوژیک جمع‌آوری‌شده از 
گاوهای توبرکولین مثبت، از دو کشتارگاه در شیراز، بر روي محيط لونشتاين جانسون گليسيرينه و پيرواته کشت داده شدند. استخراج 
ژنوم از کشت‌های مثبت انجام شد و از آن‌ها در آزمون‌های PCR-16SrRNA ،PCR-IS6110، و PCR-RD Typing استفاده شد. تمام 

جدایه‌های مایکوباکتریوم بوویس با استفاده از هضم آنزیمی با آنزیم pvu II و روش PGRS-RFLP مورد ژنوتایپینگ قرار گرفتند.
یافته‌ها در کشت باکتریایی، درمجموع 13 نمونه )26 درصد( حاوی مایکوباکتریوم زنده بودند که با استفاده از آزمون‌های PCR، هویت 
همه جدایه‌ها به عنوان مایکوباکتریوم بوویس تأیید شد. ژنوتایپینگ با استفاده از روش PGRS-RFLP، دو الگو را نشان داد که 10 جدایه 

ژنوتیپ مشابه و سه جدایه ژنوتیپ متفاوتی با سویه مایکوباکتریوم بوویس P2( BCG 1173( داشتند. 
نتیجه‌گیری در حالی که تداوم مایکوباکتریوم بوویس شبه BCG )به عنوان یک ویژگی معمول در جمعیت مایکوباکتریوم بوویس ایرانی( 
در گاوداری‌های شیراز تعجب‌آور نیست، ممکن است که شناسایی یک سویه بسیار مشابه در کار ما بتواند نشان‌دهنده تکامل موضعی 

سویه‌های جدید مایکوباکتریوم بوویس در منطقه یا نفوذ چنین سویه‌هایی از طریق فعالیت‌های دامپروری باشد. 

کلیدواژه‌ها: 
ماكيوباكتريوم بوويس، 

تست توبرکولین، 
 PGRS-RFLP، PVU

II، سویه
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مقدمه

بیماری سل یکی از قدیمی‌ترین بیماری‌های عفونی مشترک 
بین انسان و دام است که هنوز هم به عنوان یکی از معضلات 
بهداشتی جامعه جهانی مطرح است. اغلب موارد بیماری در انسان 
و حیوانات ناشی از باکتری‌های اسید فست و دیر رشد اعضای 
کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس1 است ]1[. این کمپلکس 
)م(  بوویس،  )م(  توبرکلوزیس،  مایکوباکتریوم  گونه‌های  شامل 
میکروتی، )م( افریکانوم، )م( کاپریی، )م( کانتی، )م( پنی پدی، )م( 
مانژی، )م( آریگیس و )م( سوریکاته است ]3 ،2[. مایکوباکتریوم 
توبرکلوزیس یک پاتوژن بالقوه در انسان است و بر اساس گزارش 
سازمان بهداشت جهانی در سال 2014 تقریباً یک‌سوم از جمعیت 
جهان را آلوده کرده است ]4[. از آنجایی که گونه‌های کمپلکس 

1. Mycobacterium tuberculosis

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس قادر به ایجاد بيماري سل در انسان 
هستند، تشخیص افتراقی گونه‌های این کمپلکس بسیار حائز 

اهمیت است ]5[. 

عفونت ناشی از مایکوباکتریوم بوویس به طور معمول در گاو 
اتفاق می‌افتد، اما جداسازي اين باکتری از انسان نیز گزارش شده 
است. مایکوباکتریوم بوویس از طریق تماس مستقیم با حیوان 
آلوده، ذرات معلق در هوا و شیر خام و غیرپاستوریزه می‌تواند به 
انسان منتقل شود. سل گاوی در کشورهای کمتر‌توسعه‌یافته هنوز 
معمول است و زیان‌های اقتصادی بسیاری از جمله مرگ‌ومیر، 
بیماری مزمن و محدودیت‌های تجاری در گاو و حیوانات مزرعه 
را به دنبال دارد ]7 ،6[. مایکوباکتریوم بوویس، در میان اعضای 
کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس، گسترده‌ترین تنوع میزبانی 
را داراست؛ به طوری که علاوه بر گاو می‌توان آن را از انسان، 

* نویسنده مسئول: 
نادر مصوری

نشانی: کرج، آزمایشگاه رفرانس مایکوباکتریوم بیماری‌زای دام مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم‌سازی رازی سازمان تحقیقات آموزش و ترویج )تات(.
تلفن: 2611438 (912) 98+ 
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حیوانات خانگی و حیوانات وحشی نیز جدا کرد ]9 ،8[.

در ایران، سل گاوی برای اولین‌بار در سال 1309 گزارش شد 
و در حال حاضر به عنوان یک بیماری اندمیک توصیف می‌شود. 
در پی برنامه ملی تست و کشتار در سال 1342، شیوع سالانه 
سل گاوی تا سال 1386 از 0/5 درصد به کمتر از 0/05 درصد 
 .]9[ یافت  کاهش  کشور  سراسر  در  مورد‌آزمایش  گاوهای  در 
روش‌های مولکولی یکی از ابزارهای قدرتمند در تشخیص، تعیین 
هویت و طبقه‌بندی کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس است 
]10[. از روش‌های موجود می‌توان به PCR-RD Typing بر پایه 
نواحی ژنومی متغیر مانند توالی‌های بزرگ چند‌شکلی2، آنالیز به 
روش پلی‌مورفیسم طول قطعات حاصل از برش3 به عنوان روش 
استاندارد ژنوتایپینگ که عمدتاً براي تايپينگ اعضاي كمپلكس 
ماكيوباكتريوم توبركولوزيس استفاده مي‌شود، اشاره کرد ]11[. 
از روش‌های دیگر می‌توان اسپولیوتایپینگ4 و تکرارهای پشت 
سرهم متغیر5 را نام برد ]10[. به‌کارگیری روش RFLP با نشانگر 
IS6110، متداول‌ترین روش ژنوتایپینگ مایکوباکتریوم‌هاست، اما 
به دلیل تعداد کم کپی‌های توالی IS6110 در ژنوم مایکوباکتریوم 
بوویس از روش‌های دیگر مانند PGRS -RFLP )روش مورداستفاده 
استفاده می‌شود.  اسپولیگوتایپینگ  در مطالعه حاضر( و روش 
و  راحت‌تر  داده‌ها  تحلیل  و  تجزیه  اسپولیگوتایپینگ  روش  در 
سریع‌تر است، ولی روش RFLP متمایزکننده‌تر است و برای آنالیز 

اپیدمیولوژی دقت بیشتری دارد ]12[. 

اندازه حدود  با  مایکوباکتریوم‌ها  ژنوم  بزرگ‌بودن  به  توجه  با 
به‌تنهایی و   RFLP از الگوی حاصل  باز، تفسیر  4/4 جفت مگا 
انتقال  از  در حالی که پس  است،  هیبریداسیون مشکل  بدون 
DNA به غشا و هیبریداسیون با پروب PGRS و DR و سپس 
 Pvu II آنزیم انتخاب  امکان‌پذیر می‌شود.  تفسیر  آشکارسازی، 
برای برُش آنزیمی توصیه‌ای بوده که در روش استاندارد ارائه‌شده 
توسط ون سولینگن6 در دستورالعمل WHO برای انگشت‌نگاری 
ژنومی کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس ارائه شده است ]1[. 
بنابراین در این تحقیق نیز از برُش آنزیمی کامل DNA جدایه‌های 
مایکوباکتریوم بوویس با آنزیم Pvu II و هیبریداسیون آن با پروب 

PGRS استفاده شد.

در سال 1998 مطالعه‌ای توسط کازینز7 و همکاران روی 273 
مایکوباکتریوم بوویس جدا‌شده از استرالیا، کانادا، جمهوری ایرلند، 
 RFLP به روش AN5 بریتانیا، نیوزلند، ایران و یک سویه استاندارد
همچنین  و   DR و   IS6110 ،PGRS نشانگرهای  از  استفاده  با 
اسپولیگوتایپینگ صورت پذیرفت که در استفاده از این روش، 

2. Large sequence polymorphisms (LSPs)
3. Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
4. Spoligotyping 
5. Variable number of tandem repeats (VNTR)
6. Van soolingen
7. Cousins

نشانگرهای IS6110، DR و PGRS توانستند به ترتیب 23 الگو، 
35 الگو و 77 الگو را شناسایی کنند ]13[.

روي  مطالعه‌ای  طی   1385 سال  در  همکاران  و  مصوری 
از روش  استفاده  با  ايران  در  بوويس  مايکوباکتريوم  جدایه‌های 
RFLP با نشانگرهای PGRS و DR نشان دادند که با استفاده از 
نشانگر DR هشت الگو و با نشانگر PGRS، هفت الگو شناسایی 
شد ]14[. نتایج مطالعه ریگانی و همکاران در سال 1387 بر 
روی جدایه‌های مایکوباکتریوم بوویس جداشده از گاوهای آلوده 
کشور، به کمک روش PGRS - RFLP نشان داد که از 25 جدایه 
مایکوباکتریوم بوویس با استفاده از روش PGRS - RFLP دو الگو 

شناسایی شد ]15[. 

عنوان  با   1390 سال  در  همکاران  و  رفیعی  مطالعه  نتایج 
انگشت‌نگاری ژنومی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بر روی بیماران 
سل ریوی استان مرکزی به روش PGRS- RFLP، حاکی از تنوع 
بالای PGRS در جدایه‌های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بود ]16[. 
در سال 1389 طی مطالعه مصوری و همکاران بر روی 123 
 PGRS-های روش  از  استفاده  با  بوویس  مایکوباکتریوم  جدایه 
RFLP و DR- RFLP، مشخص شد در روش PGRS- RFLP هفت 
الگو و در DR- RFLP 9 الگو به دست آمد ]9[. در مطالعه دیگری 
که توسط نیمروز و همکاران در استان قم روی 21 جدایه مربوط 
به کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از گاوهای توبرکولین 
 PGRS- RFLPروش از  استفاده  با  الگو  سه  شد،  انجام  مثبت 

شناسایی شد ]17[.

در مطالعه مصوری و همکاران جهت شناسایی و تعلق جدایه‌ها 
به کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از PCR-IS6110 و در 
ادامه جهت تهیه الگوی ژنومی جدایه‌ها از روش RFLP با نشانگر 
PGRS استفاده شد ]14[. به طور مشابه در مطالعات رفیعی و 
همکاران و نیمروز و همکاران از روش‌های فوق جهت شناسایی و 

تهیه الگوی ژنومی جدایه‌ها استفاده شد ]17 ،16[. 

دهقانپور و همکاران در سال 1395 جهت شناسایی اعضای 
PCR-16SrRNA ،PCR- کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از

انگشت‌نگاری  جهت  همچنین  و   IS6110 ،PCR-RD Typing
استفاده کردند ]18[.   PGRS- RFLP از روش ژنومی جدایه‌ها 
در مطالعه حاضر نیز با هدف جداسازی، شناسایی مولکولی و 
تهیه الگوی ژنومی جدایه‌های مایکوباکتریوم جدا‌شده از گاوهای 
از  ترتیب  به  شیراز،  آلوده  دامداری‌های  در  مثبت  توبرکولین 
 PCR-16SrRNA ،PCR-IS6110 ،PCR-RD روش‌های مولکولی
Typing برای شناسایی، آنالیز به روش RFLP در قطعات غنی از 
PGRS( GC)‌ و در ادامه ساترن بلاتینگ8 و DNA هيبريداسيون 
جدا‌شده  مایکوباکتریوم  گونه‌های  ژنومی  الگوی  تهیه  جهت 

استفاده شد. 

8. Southern blotting
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مواد و روش‌ها

در این مطالعه مقطعی ـ توصیفی، نمونه‌گیری از دی سال 
1394 تا بهمن 1395 )13 ماه( انجام شد. نمونه‌ها شامل عقده‌های 
لنفاوی از جمله مدیاستینال، مزانتریک، برونشیال، کبدی، کلیوی، 
عقب حلقی، تحت فکی و فوق‌پستانی و بافت‌های ضایعه‌دار بودند 
که از 50 رأس گاو توبرکولین مثبت متعلق به شش دامداری از 
مناطق مختلف شیراز که به کشتارگاه‌های مرودشت و شیراز )دو 
کشتارگاه( منتقل شده بودند، جمع‌آوری شد. کلیه نمونه‌ها پس از 
انتقال به دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز در دمای منهای 20 
درجه سانتی‌گراد فریز شدند و با رعایت زنجیره سرد به آزمايشگاه 

رفرانس سل دامی مؤسسه رازی منتقل شدند. 

منظور  به  رازی،  مؤسسه  دامی  سل  رفرانس  آزمایشگاه  در 
کشت، نمونه‌ها پس از همگن‌شدن با شن استریل، آلودگی‌زدایی 
)سود یک نرمال( و خنثی‌سازی )با تامپون فسفاته بدون فنل( 
بر روی محیط کشت لونشتاین ـ جانسون9 حاوی گلیسیرین و 
پیرووات کشت داده شدند و به مدت هشت هفته در انکوباتور 37 
درجه سانتی‌گراد انکوبه شدند. پس از گذشت زمان انکوباسیون 
و ظاهر‌شدن کلونی‌ها در سطح محیط‌های کشت، از کلونی‌ها لام 
تهیه شد و با استفاده از روش فلئوروکروم رنگ‌آمیزی شدند و 
با میکروسکوپ فلورسنت مورد مشاهده قرار گرفتند. در صورت 
با  اسیدفست  باسیل‌های  فلورسنت، وجود  باسيل‌های  مشاهده 
روش ذیل نلسون10 توسط میکروسکوپ نوری نیز مورد بررسي 

قرار گرفت ]20 ،19[.

DNA ژنومیک نمونه‌های رشدك‌رده بدون هیچ‌گونه شکستگی 
از  تهیه‌شده  سوسپانسیون  ابتدا  روش  این  در  شد.  استخراج 
کلونی‌های رشد‌یافته تحت اثر آنزیم لیزوزیم قرار گرفتند. در مرحله 
 K بعد با استفاده از سدیم دودسیل سولفات11 و آنزیم پروتئیناز
پیکره باکتری تخریب و DNA باکتری آزاد شد. سپس به هر 
میکروتیوب سدیم کلرید پنج مولار و ستیل ـ تری‌متیل ـ آمونیوم 

9. Lowenstein jensen medium
10. Ziehl–Neelsen staining
11. Sodium dodecyl sulfate (SDS)

بروماید12 اضافه شد. در مرحله بعد ایزوآمیل الکل ـ کلروفرم به 
هر میکروتیوب اضافه شد. سپس میکروتیوب‌ها سانتریفیوژ شدند 
و فاز بالایی که حاوی DNA است به میکروتیوب جدید منتقل 
شد. در ادامه با استفاده از ایزوپروپانول و اتانول 70 درصد سرد 
 DNA در کف میکروتیوب رسوب کرد. درنهایت DNA کلاف‌های
 .]1[ بعدی ذخیره شد  مراحل  در  استفاده  برای  استخراج‌شده 
ارزیابی کیفی و کمّی استخراج DNA، به ترتیب با استفاده از 

الکتروفورز و دستگاه نانودراپ انجام گرفت.

جهت تأیید باكتري‌های جدا‌شده از لحاظ جنس و قرارگيري 
از  ترتیب  به  توبرکلوزیس،  مایکوباکتریوم  کمپلکس  در  آن‌ها 
شد.  استفاده   PCR-IS6110 و   PCR-16S rRNA آزمون‌های 
 16S پرایمر زوج  از  استفاده  با  مایکوباکتریوم  شناسایی جنس 
شد  انجام  بازی  جفت   543 قطعه  حضور  اساس  بر   rRNA
مایکوباکتریوم  کمپلکس  اعضای  شناسایی  جهت  ادامه  در  و 
توبرکلوزیس از زوج پرایمرهای IS6110 (INS1 ،INS2) بر اساس 
حضور قطعه 245 جفت بازی روی ژل آگارز استفاده شد )جدول 

شماره 1( ]22 ،21[.

مناطق  تعدادی  توبرکلوزیس،  مایکوباکتریوم  کمپلکس  در 
ژنومی متغیر وجود دارد که بر اساس این نواحی می‌توان اعضای 
کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس را از یکدیگر تفکیک کرد. 
در مطالعه حاضر جهت افتراق گونه‌های کمپلکس مایکوباکتریوم 
چهار سری  اساس  بر  که   PCR- RD Typing از  توبرکلوزیس 
پرایمر سه‌تایی )RD1 ،RD4 ،RD9 ،RD12( است، استفاده شد. 

و  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  شناسایی   ،PCR- RD1 در 
مایکوباکتریوم بوویس بر اساس حضور قطعه 146 جفت بازی؛ در 
PCR-RD4، شناسایی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بر اساس حضور 
قطعه 172 جفت بازی و مایکوباکتریوم بوویس بر اساس حضور 
قطعه 268 جفت بازی؛ در PCR-RD9، شناسایی مایکوباکتریوم 
و  بازی  جفت   235 قطعه  حضور  اساس  بر  توبرکلوزیس 
مایکوباکتریوم بوویس بر اساس حضور قطعه 108 جفت بازی 
و نهایتاً در PCR-RD12، شناسایی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بر 

12. Cetyl tri-methyl ammonium bromide (CTAB/NaCl)

جدول 1. توالی پرایمرهای مورد‌استفاده در مطالعه

پرایمرتوالی پرایمرسایز محصول

543 bp
5’( ACG GTG GGT ACT AGG TGT GGG TTT C) 3’16S rRNA (F)

5’(‌TCT GCG ATT ACT AGC GAC TCC GAC TTC A) 3’16S rRNA (R)

245 bp
5’(‌CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC‌)3’INS -1 (F)

5’(‌GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA) 3’INS -2 (R)
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اساس حضور قطعه 369 جفت بازی و مایکوباکتریوم بوویس بر 
اساس حضور قطعه 306 جفت بازی انجام گرفت ]23[.

میکروتیوب شامل هشت  آزمون‌های PCR، هر  انجام  جهت 
میکرولیتر Master Mix 2x )آمپلیکون(، یک میکرولیتر پرایمر 
یک  میکرولیتر(،  هر  در  پیکومول   10 غلظت  )با  پیش‌رونده 
میکرولیتر پرایمر میانی )با غلظت 10 پیکومول در هر میکرولیتر(، 
یک میکرولیتر پرایمر معکوس )با غلظت 10 پیکومول در هر 
میکرولیتر(، دو میکرولیتر DNA )با غلظت 100 نانوگرم در هر 
میکرولیتر( و سه میکرولیتر آب مقطر استریل بود و حجم نهایی 

در هر واکنش برابر با 16 میکرولیتر بود.

 Pvu با استفاده از آنزیم محدود‌کننده DNA به منظور برش
II ، DNA ژنومی استخراج‌شده از نمونه‌ها )پس از ارزیابی کمّی 
و کیفی( در بن ماري 37 درجه سانتی‌گراد برای یک شبانه‌روز 
برش‌خورده   DNA الکتروفورز  بعد،  مرحله  در  گرفتند.  قرار 
صورت پذيرفت تا قطعات به طور کامل از یکدیگر جدا شوند. 
ژل  روي  از  ايجاد‌شده  باندهاي  انتقال  جهت  بعدي  مرحله  در 
بر روی غشا با بار الکتریکی مثبت، ساترن بلاتينگ انجام شد. 
باندهاي منتقل‌شده با پروب PGRS لیبل‌شده، با دیگوگسیژنین 
5‘CGGCCGTTG CCG CCG TTGCCGCCGTTG CCGC�(

CG( جهت هیبریداسیون با قطعات موجود بر روی غشا مواجه 
شدند و سپس غشای هیبرید‌شده با محلول آنتی‌دیگوکسیژنین 
آنتی‌بادی کنژوگه با آلکالاین فسفاتاز، پوشانده شد و در مرحله 
بعدی آشکارسازی و شناسایی پروب‌های هیبرید‌شده با استفاده از 

سوبسترای نیترو ـ بلو ـ تترازولیوم13 و 5 ـ برمو ـ 4 ـ کلرو ـ 3 ـ 
ایندولیل ـ فسفات14 انجام پذیرفت و در پایان، باندهاي ايجاد‌شده 

مورد بررسي و تحليل قرار گرفتند ]24[.

یافته‌ها

در مطالعه حاضر عقده‌های لنفاوی از 50 رأس گاو توبرکولین 
مثبت، در آزمایشگاه بخش سل مؤسسه رازی روی محیط‌های 
کشت لونشتاین ـ جانسون حاوی گلیسرین و پیرووات کشت داده 
شدند که از 50 نمونه گاوی مشکوک به سل، 13 نمونه )26 

درصد( كشت مثبت و دارای باسیل اسید فست بودند.

 ،PCR-IS6110 و PCR-16S rRNA با استفاده از آزمون‌های
و  مایکوباکتریوم  جنس  به  متعلق  رشد‌یافته،  نمونه‌های  تمام 
کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بودند )شکل شماره 1(. در 
هر دو آزمون PCR از سویه )BCG (1173 P2 به عنوان کنترل 

مثبت استفاده شد.

 bp 146 دارای باند PCR-RD1 کلیه نمونه‌های کشت‌شده در
بودند )شکل شماره 2A(. در این آزمون ‌PCR، از سویه استاندارد 
مثبت  کنترل  عنوان  به   C سوش  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم 

استفاده شد.

در PCR-RD4 کلیه نمونه‌ها دارای باند bp 268 )شکل شماره 
2B(، در PCR-RD9 دارای باند bp 108 )شکل شماره 2C( و 

13. Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
14. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphate (BCIP)

)B(PCR-IS6110 و )A(PCR-16 SrRNA شکل 1. الکتروفورز محصولات
ستون یک نشانگر bp100، ستون دو تا شش نمونه‌های مایکوباکتریایی مثبت، ستون هفت سویه استاندارد )BCG (1173 P2 به عنوان کنترل مثبت، ستون هشت 

کنترل منفی.
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)D(‌PCR-RD12 و )C(PCR-RD9 ،)B(‌PCR-RD4 ،)A(PCR-RD1  شکل 2. الکتروفورز محصولات
ستون یک نشانگر bp 100، ستون دو‌سویه استاندارد مایکوباکتریوم توبرکلوزیس سوش C (A) و استاندارد مایکوباکتریوم بوویس سویه AN5 (C ,B و D) به عنوان کنترل 

مثبت، ستون سه تا پنج نمونه‌های مثبت، ستون شش کنترل منفی.

PGRS و هیبریداسیون با پروب Pvu II با آنزیم RFLP .3 شکل
A: ستون یک نشانگر شماره دو شرکت رش آلمان، ستون دو سویه )BCG (1173 P2 به عنوان کنترل مثبت، ستون‌های 3 تا 15 جدایه مایکوباکتریوم بوویس مطالعه، 

ستون 16 سویه استاندارد مایکوباکتریوم بوویس )AN5( به عنوان کنترل مثبت، ستون 17 نشانگر شماره 2 شرکت رش آلمان.
.BCG ستون‌های شش تا هشت سویه مشابه با سویه استاندارد ،BCG ستون‌های سه تا پنج سویه متفاوت از سویه استاندارد :B
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)شکل   bp باند 306  دارای   PCR-RD12 محصولات  درنهایت 
PCR- و PCR-RD4 ،PCR-RD9 2( بودند. در سه آزمونD شماره

RD12 از استاندارد مایکوباکتریوم بوویس سویه AN5 به عنوان 
کنترل مثبت استفاده شد.

استاندارد  سویه  دو  همراه  به  جدایه‌ها  تمام  آزمون  این  در 
مایکوباکتریوم بوویس )AN5( و سویه )‌BCG (1173 P2 به عنوان 
کنترل مثبت، جهت انگشت‌نگاری ژنومی و بررسی پلی مورفیسم، 
 ،PvuII مورد بررسی قرار گرفتند. با استفاده از آنزیم محدودکننده
13 ژنوتیپ مربوط به سویه‌های مایکوباکتریوم بوویس شناسایی 
شدند. در بررسی چشمی تصاویر به‌دست‌آمده در ژل الکتروفورز 
که درنتیجه کاربرد نرم‌افزار نیز مورد تأیید قرار گرفتند، در این 
13 ژنوتیپ، دو الگوی ژنتیکی متفاوت دیده شد که یکی از الگوها 
مشابه الگوی ژنتیکی سویه‌های استاندارد )مربوط به 10 جدایه( و 
دیگری )مربوط به سه جدایه( متفاوت نسبت سویه‌های استاندارد 

بودند )شکل شماره 3(.

بحث و نتیجه‌گیری

در مطالعه حاضر از 50 نمونه گاوی توبرکولین مثبت، پس از 
کشت بر روی محیط کشت لونشتاین ـ جانسون، در 13 نمونه 
)26 درصد( حضور مایکوباکتریوم گزارش شد که پس از انجام 
مایکوباکتریوم  عنوان  به  جدایه‌ها  کلیه  مولکولی،  آزمون‌های 

بوویس تأیید شدند.
در مطالعه شاهمرادی و همکاران در سال 1395 در استان 
اصفهان از 143 مورد گاو توبرکولین مثبت، 28 مورد )19/58 
درصد( رشد مایکوباکتریوم تشخیص داده شد که پس از انجام 
مایکوباکتریوم  عنوان  به  موارد  کلیه  بیوشیمیایی،  آزمون‌های 
بوويس در نظر گرفته شد ]25[. در مطالعه‌ای که در سال 2015 
که توسط آکوستا15 و همکاران در پاناما انجام شد، تعداد 1680 
گاو شیری مورد ارزیابی قرار گرفت. با استفاده از آزمون توبرکولین 
)قطر بیشتر از چهار میلی‌متر(، 9 مورد به عنوان گاو توبرکولین 
مثبت مشخص شدند که پس از کشتار و کشت گره‌های لنفاوی، 
هفت مورد از نمونه‌ها آلوده به اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم 

توبرکلوزیس تشخیص داده شدند ]26[.
توالی‌های غني از GC به نام PGRS و رونوشت‌های مستقيم 
)DR( به عنوان ماركرهايي سودمند در RFLP انواع جدایه‌های 
كمپلكس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مورد استفاده قرار می‌گيرد 
]26[. با توجه به نتایج مطالعات انجام‌گرفته، به دلیل حضور تنها 
یک کپی از سکانس IS6110 در بیشتر مایکوباکتریوم بوویس‌های 
جدا‌شده از گاوهای سراسر دنیا به‌ویژه در آسیا )به غیر از اسپانیا(، 
از هیبریدکردن DNA برش‌خورده با پروب PGRS استفاده شد و 

از پروب IS6110 صرف نظر شد. 

15. Acosta

لیبانا16 و همکاران در سال 1997 گزارش کردند که تنها یک 
بوویس  مایکوباکتریوم  باکتری  کروموزوم  در   IS6110 از  کپی 
قرار  تکرارشونده‌های مستقیم  ناحیه Hot Spot در خوشه  در 
از  درصد  دادند 82  نشان  نیز  همکاران  و  رومانو17   .]27[ دارد 
دارای  تنها  آرژانتین  گاوهای  بوویس  مایکوباکتریوم  جدایه‌های 
یک کپی IS6110 بودند و الگوی حاصل به صورت مونومورفیک 
است ]28[؛ بنابراین نشانگر IS6110 برای سل حیوانی به دلیل 
کپی‌های کم آن در مایکوباکتریوم بوویس بدون استفاده است. 
 RFLP در مطالعه حاضر 13 جدایه مایکوباکتریوم بوویس با روش
PGRS - مورد ژنوتایپینگ قرار گرفت. بر اساس نتایج، از 13 
ژنوتیپ شناسایی‌شده تعداد دو الگو به دست آمد. الگوی اول که 
مربوط به 10 جدایه است، کاملًا شبیه به الگوی سویه استاندارد 
مایکوباکتریوم بوویس BCG بود و الگوی دوم نیز که مربوط به سه 
جدایه است )شکل شماره 3، ستون‌های سه تا پنج( با الگوی سایر 
جدایه‌ها و همچنین سویه‌های استاندارد متفاوت است. سویه اخیر 

در مطالعات گذشته در ارومیه رؤیت شده است ]14[.

مایکل18 و همکاران در سال 2008 در آفریقای جنوبی برای 
بوویس،  مایکوباکتریوم  ژنتیکی  تنوع  بالاترین  شیوع  تعیین 
تحقیقاتی روی 35 گله گاو انجام دادندکه از تعداد 91 جدایه 
الگو  مایکوباکتریوم بوویس به روش RFLP-PGRS تعداد 29 
شناسایی شد ]29[. در مطالعه نیمروز و همکاران در استان قم 
که روی 21 جدایه مایکوباکتریوم بوویس، از گاوهای توبرکولین 
 PGRS - RFLP مثبت انجام شد، سه الگو با استفاده از روش
مایکوباکتریوم  سویه  الگوی  غالب،  الگوی  که  شد،  شناسایی 

بوویس BCG بود ]17[.
آنزیم  با  DNA جدایه‌ها  آنزیمی  برش  از  مطالعه حاضر  در 
شد.  استفاده   PGRS پروب  با  آن‌ها  هیبریداسیون  و   Pvu II
سال  در  همکاران  و  ریگانی  توسط  مطالعه‌ای  مشابه  طور  به 
آلوده  گاوهای  بوویس  مایکوباکتریوم  جدایه‌های  روی   1389
کشور انجام گرفت. در این مطالعه از آنزیم Pvu II جهت برش 
ژنومی  انگشت‌نگاری  مرحله  سپس  و  استفاده   DNA آنزیمی 
جدایه‌ها با روش RFLP-PGRS انجام شد. نتایج مطالعه نشان 
داد از 25 جدایه مایکوباکتریوم دو الگو شناسایی شد ]15[. در 
 Pvu با استفاده از آنزیم DNA مطالعه مصوری و همکاران برش
با PGRS و آشکارسازی انجام گرفت  II، سپس هیبرید‌سازی 
که نتایج نشان داد از 124 جدایه مورد مطالعه هفت الگوی 

مختلف به دست آمد ]14[.

نتایج حاصل از RFLP-PGRS مطالعه حاضر نشان داد بیشتر 
جدایه‌ها )حدود 77 درصد( دارای الگوی ژنتیکی مشابه با الگوی 
ژنتیکی سویه استاندارد مایکوباکتریوم بوویس BCG به عنوان 

16. Liebana
17. Romano
18. Michel
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کنترل مثبت هستند؛ مطالعه حاضر از این نظر با سایر مطالعات 
انجام شده مطابقت دارد.

مطالعه مصوری و همکاران در سال 1385 نشان داد غالب‌ترین 
الگو در تمامی استان‌های مورد‌بررسی، شباهت کامل با الگوی 
به‌دست‌آمده از سویه مایکوباکتریوم بوویس BCG استاندارد 1173 
P2 دارد ]14[. در سال 1386 تدین و همکاران مطالعه‌ای روی 
133 جدایه گاوی مایکوباکتریوم بوویس از سراسر ایران انجام 
دادند. در این مطالعه از روش‌های VNTR و اسپولیگوتایپینگ 
جهت تایپینگ جدایه‌ها استفاده شد. درنهایت مشخص شد كه 
فراوان‌ترین   BCG بوویس  مایکوباکتریوم  سویه  اسپولیگوتایپ 

طبقه ژنتیکی در ایران است ]30[.

بر اساس نتایج مطالعات گذشته که در بالا به آن‌ها اشاره شد، 
احتمال می‌رود سویه‌های شبیه به BCG که در ایران غالب هستند 
از یک منشأ مشترک باشند. با مرور مسیر ورود گاوهای اصیل به 
ایران )تهران( و سپس پخش‌شدن آن‌ها در سرتاسر کشور این 
احتمال وجود دارد که گاوهای وارداتی اولیه حامل این باکتری 
بوده‌اند و این باکتری از طریق فعالیت‌های دامپروری به سایر نقاط 

ایران منتقل شده باشد ]14[.

در مقایسه دو سویه مایکوباکتریوم بوویس جدا‌شده از شیراز 
از برش  الگوهای حاصل   ،BCG بوویس با سویه مایکوباکتریوم 
آنزیمی با آنزیم Pvu II و هیبریداسیون با PGRS، تنها اختلاف 
 BCG در یک یا چند باند است و هر دو الگو نیز بسیار شبیه با
هستند. سویه اخیر قبلًا در ارومیه دیده شده بود و در استان 
فارس وجود نداشت. این موضوع می‌تواند نشان‌دهنده این باشد 
که در سال‌های اخیر انتقال یک‌سویه جدید به استان فارس اتفاق 
افتاده است. به طور کلی، سویه غالبی که در شیراز وجود دارد 

شبیه به سویه مایکوباکتریوم بوویس BCG است. 

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

بیولوژیکی  نمونه‌های  و  بافت‌ها  از  استفاده  با  حاضر  مطالعه 
اخذشده از کشتارگاه توسط بازرسین اداره دامپزشکی در شیراز 
انجام شده است. هیچ نوع کار آزمایشگاهی بر روی حیوان زنده 

انجام نشده است.

حامي مالي

تأمین مالی و فضای آزمایشگاهی مورد نیاز برای انجام این تحقیق 
توسط مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم‌سازی رازی کرج فراهم شده 
است. مطالب مندرج در این مقاله ناظر بر بخشی از یافته‌های پروژه 
تحقیقاتی رساله دکترای نویسنده اول )حسین قادری( با کد ثبت 

95GCU4M1304 در دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز است.
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