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 چکیده

 ادکنندهیجاوجود دارند و عامل  یطگسووترده در مح صووور بهکمپلکس  یومآو مایکوباکتریوم: مقدمه

مطالعه به  ین. هدف از اباشد یمو افراد سالم   یمنیا یستم نقص س  یمارانپرندگان و ب یوانا ،در ح یماریب

کمپلکس  یومآو یکوباکتریومما ییدر شوووناسوووا (MLSA) یگاهیچند جا یابیروش ترادف  یریکارگ

 بود.

تدا توال      ینا درکار:  روش عه، اب طال نه ز 8 برای hsp65 و 16S rRNA، rpoB یها ژن یم از  یرگو

  افزاررمن یله وسوووبه  ها یتوال ینشووود. سوووپس ا  یآورجمع یاز بانک ژن   یومآو یکوباکتریوم کمپلکس ما 

clustalW2 ساس شدند و   یفردهم شد. در نها   یلوژنتیکیف یهادرخت هاژن ینا بر ا  توسط  یت،رسم 

  تیکیلوژنشد و درخت ف یببا هم ترک یرگونهزمربوط به هر  یتوال CLC Main benchwork افزارنرم

 .شد رسم neighbor-joiningبا روش 

 hsp65 و 16S rRNA، rpoB یها ژنبهتر از مطالعه جداگانه       MLSAبر روش  یمبن نتایج ها:  یافته  

 .بود

 یوموآ یکوباکتریومما هاییرگونهزو افتراق  ییشووناسووا  یبرا یدمف یابزار MLSA روش: گیرينتیجه
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 Abstract 
Introduction: Mycobacterium avium complex (MAC) are ubiquitous in the 

environment which are the cause of disease in animals, birds and patients with 

immunodeficiency and healthy individual. The purpose of this study was to apply 

the multi-location sequencing method (MLSA) to identify mycobacterium avium 

complex. 

Methods: In this study, the sequences of 16S rRNA, rpoB and hsp65 genes 

were collected from the GenBank for 8 subtypes of Mycobacterium avium 

complex. Then, these sequences were aligned using clustalW2 software, and 

based on these genes, phylogenetic trees were constructed. Finally, CLC Main 

Benchwork Software combined the sequence for each sub-species, and the 

phylogenetic tree was constructed with a neighbor-joining technique. 

Results: The results of the MLSA method were better than the separate study 

of 16S rRNA, rpoB, and hsp65 genes. 

Conclusion: The MLSA method is a useful tool for identifying and 

differentiating Mycobacterium avium complex subtypes. 
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 مقدمه

اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم 

(Mycobacterium avium complex ) ینترمهمیکی از 

 عنوانبهساکن منابع محیطی هستند که  هاییباکترگروه از 

خته شنا هاانسانپاتوژن طیف وسیعی از پرندگان، حیوانا  و 

. مایکوباکتریوم آویوم کمپلکس پس از اعضای شوندیم

 Mycobacterium)کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

tuberculosis complex)دومین گروه از مایکوباکتریوم ،-

 یهاعفونتکه  باشندیمشایع انسانی  زاییماریبهای 

 یهاونتعفرا در بیماران نقص سیستم ایمنی و  یاطلبانهفرصت

تنفسی را در افراد سالم و بیماران نقص سیستم ایمنی به وجود 

مطالعا  متعددی در زمینه جداسازی  تاکنون(. 1) آورندیم

 یلبقاعضای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم از منابع محیطی از 

گزارش شده است. با توجه به اینکه  هادامآب، خاک، پرندگان، 

وم آویوم مایکوباکتری یهاعفونتدر  فردفردبهگزارشی از انتقال 

متعددی که در  یهاگزارشکمپلکس وجود ندارد و همچنین 

زمینه جداسازی اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم از منابع 

وجود دارد؛ لذا طبق شواهد موجود، منابع  هایمارستانبمحیطی 

 مارستانیبی یهاعفونتاصلی  منشأمحیطی بیمارستانی 

یماران نقص ؛ بآیندیم حساببهمایکوباکتریوم آویوم کمپلکس 

، حمام و شرب آب 1هاآئروسلسیستم ایمنی در هنگام استنشاق 

 یهاتعفونآلوده شده و در نتیجه به  هایکروارگانیسممبه این 

(. اشکال بالینی 2) شوندیممایکوباکتریوم آویوم کمپلکس مبتلا 

اعضای مایکوباکتریوم آویوم کمپلکس بسته به  یهاعفونت

 هکیطوربهعملکرد سیستم ایمنی میزبان متفاو  است؛ 

 صور هبمایکوباکتریوم آویوم در افراد سالم بیشتر  یهاعفونت

 کهیالدرح، باشدیمهای گردنی تنفسی و لنفادنیت یهاعفونت

در میزبانان نقص سیستم ایمنی بیشتر به شکل سیستمیک یا 

 (.3) منتشره است

                                                           
1. Aerosol 
2. Photo-chromogen 

در  Runyon یبندطبقهمایکوباکتریوم طبق  یهاونهگ

ند ک یهاگونه؛ گروه اول متعلق به گیرندیمچهار گروه قرار 

در حضور نور(، گروه  دانهرنگ)تولید  2رشد فوتوکروموژن

)تولید پیگمان  3کند رشد اسکوتوکروموژن یهاگونهدوم شامل 

در غیاب نور(، گروه سوم که اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم 

کند رشد نان  یاهگونهین گروه تعلق دارند مآویوم نیز به ه

( هستند، در نهایت گروه پنجم دانهرنگ)عدم تولید  4کروموژن

ابتدا (. 2) باشندیمهای تند رشد که متعلق به مایکوباکتریوم

فرض بر این بود که کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم شامل دو 

وجه به با ت است، اماگونه مایکوباکتریوم آویوم و انتراسلولار 

مشخص شد که  1990علم مولکولی در سال  هاییشرفتپ

وم آویوم : مایکوباکترییرگونهزمایکوباکتریوم آویوم شامل سه 

 M. avium)زیرگونه آویوم 

subsp. avium،)  یرگونهزمایکوباکتریوم آویوم 

( M. avium subsp. paratuberculosis)پاراتوبرکلوزیس 

 M. avium) سیلواتیکوم یرگونهزو مایکوباکتریوم آویوم 

subsp. silvaticum) چهارمین  2002. در سال باشدیم

مایکوباکتریوم آویوم تحت عنوان مایکوباکتریوم  یرگونهز

 .M. avium subsp)هومینی سوئیس  یرگونهزآویوم 

hominissuis) یرگونهزاخیر دو  یهاسال(. در 1) شناسایی شد 

Mycobacterium chimaera (MAC-A)  و

Mycobacterium colombiense (MAC-X)  نیز به

برخلاف (. 4) اندشدهاعضای کمپلکس مایکوباکتریوم اضافه 

 مایکوباکتریومی تا به امروز هیچ روش فنوتیپیک یهاگونهسایر 

ی اعضا یبندطبقهیا مولکولی استانداردی برای افتراق و 

کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم تعیین نشده است؛ اکثر 

 16Sیهاژنها توسط تکنیک توالی یابی مایکوباکتریوم

rRNA  16وS-23S rRNA (ITS)  شناسایی و افتراق داده

3. Scoto-chromogen 
4. Non-chromogen 
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فقط توانایی افتراق کمپلکس  هاژناین  کهیدرحال، شوندیم

(. بنا 5) دها را دارنمایکوباکتریوم آویوم از سایر مایکوباکتریوم

به مطالعاتی که در زمینه شناسایی و افتراق اعضای کمپلکس 

مایکوباکتریوم آویوم صور  گرفته است، بررسی توالی 

 sodA ،dnaJ ،gyrB ،recA ،32 KDa protein یهاژن

gene ،hsp65 ،rpoB  و حتیITS  یهاگونهتوانایی افتراق 

دیگر  یادسته(. 4،1) مایکوباکتریوم آویوم کمپلکس را دارند

از مطالعا  بر حضور و عدم حضور برخی توالی الحاقی خاص 

(insertion sequences )(. در میان این 5) تأکید دارند

 مثال عنوانبهزیادی وجود دارد،  هاییپراکندگمطالعا  نیز 

تنها در اعضای مایکوباکتریوم  IS900طبق برخی مطالعا  

در اعضای  IS901، (MAP)پاراتوبرکلوزیس  یرگونهزآویوم 

یا  (MAA)آویوم  یرگونهزمایکوباکتریوم آویوم 

حضور  (MAS)سیلواتیکوم  یرگونهزمایکوباکتریوم آویوم 

ومینی ه یرگونهزدارد و در نهایت اعضای مایکوباکتریوم آویوم 

یا اینکه  و (5) هستند هاژنفاقد هریک از این  (MAH)سوئیس 

IS902  یرگونهزبرای شناسایی مایکوباکتریوم آویوم 

 یرگونهزبرای مایکوباکتریوم آویوم  IS1110سیلواتیکوم، 

برای شناسایی و افتراق اعضای مایکوباکتریوم  IS1245آویوم و 

آویوم و پاراتوبرکلوزیس کاربرد دارد؛  یهاگونهآویوم زیر 

از این مطالعا  نیز متفاو  است لذا مطالعه  آمده دستبهنتایج 

روش استاندار طلایی  عنوانبه توانندینمتوالی الحاقی نیز 

 افتراق اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم شناخته شناسایی

. با توجه به اینکه شناسایی هریک از اعضای (6-8) شوند

 یرپذانامکمایکوباکتریوم آویوم کمپلکس بر اساس یک ژن 

نیست و هر ژن گروه خاصی از اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم 

، در نتیجه روش ترادف یابی دهدیمآویوم را شناسایی و افتراق 

نتایج  (multi-locus sequence analysis)چند جایگاهی 

 زمانهم طوربه؛ در این تکنیک چند ژن کندیمبهتری را ارائه 

 .(5) شوندیمبررسی 

با توجه به اینکه مطالعا  شناسایی اعضای مایکوباکتریوم 

تا شناخت  کندیمبه ما کمک  (MAC)آویوم کمپلکس 

وریم، لذا آ به دست هایباکتررا نسبت به این گروه از  یترکامل

این مطالعه با هدف شناسایی اعضای مایکوباکتریوم آویوم 

جستجوی  بر اساسو  MLSA یکتکنکمپلکس با استفاده از 

صور   hsp65و  16S rRNA ،rpoB یهاژنبیوانفورماتیک 

 .گرفت

 کارروش

در hsp65و  16S rRNA، rpoB یهاژن یتوال دریافت

و  16S rRNA ،rpoB یهاژنتوالی از  8این مطالعه ابتدا 

hsp65  متعلق به اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم که

توالی از مایکوباکتریوم آویوم زیرگونه آویوم  2شامل 

(MAA) مایکوباکتریوم آویوم زیرگونه پاراتوبرکلوزیس ،

(MAP) مایکوباکتریوم آویوم زیرگونه سیلواتیکوم ،(MAS) 

از بانک  (MAI)و مایکوباکتریوم آویوم زیرگونه اینتراسلولار 

 www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide آدرسبه  ژنی

 یهانژدریافت شد. لازم به ذکر است که با توجه به اینکه توالی 

gyrB  وrecA1  برای تمامی اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم

وجود نداشت، لذا این  (Gene Bank)آویوم در بانک ژنی 

ضرور   دهندهنشاناز مطالعه حذف شدند که این خود  هاژن

 .دهدیممطالعا  را نشان  گونهیناانجام 
جداگانه توسط  صور بهابتدا  هایتوالر یک از این ه

شدند. سپس درخت  یفردهم ClustalW2 افزارنرم

استفاده از مورد اشاره شده با  هاییتوالفیلوژنتیک 
 Replicationو عدد  K2Pمدل  ،Neighbor joining روش 

Bootstrap= 100  افزارنرمتوسط MEGA 7.0.26  شد رسم

(. برای افتراق بهتر اعضای کمپلکس مایکوباکتریوم 3-1 شکل)

 ابتدا به کار ینااستفاده شد؛ برای  MLSAآویوم از تکنیک 

 هاییتوال CLC Main Workbench 5 افزارنرمکمک 

 را با هم تلفیق  hsp65و  16S rRNA ،rpoB یهاژنمربوطه از 
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 آمدهدستبه 5725 -4520 به طول یاقطعهکرده و در نهایت 

شد و  یرهذخ FASTAبه فرمت  آمدهدستبه یتوال سپس

توسط  Neighbor joiningروش  بر اساس یلوژنتیکیدرخت ف

 (.9) (4 شکلرسم شد ) MEGA افزارنرم

 هایافته

یک از این   16S RNAتوالی ژن  نه هر  حاظ    ها گو به ل

باکتریوم    First signatureوجود  : های یت موقعها در  مایکو

70-98 (A-T) ،293-304 (G-T) ،307 (C) ،328 (T) ،614-

626 (A-T) ،631 (G) ،661-744 (G-C) ،824-876 (T-A ،)

825-875 (A-T ،)843 (C و )1151-1122 (A-T بررسووی و )

شدند  شده    یهادرخت (.10) تأیید  سا فیلوژنتیک ترسیم   سبر ا

کدام   hsp65و  16S rRNA ،rpoB یها ژن نه هر   یها گو

شناسایی و افتراق      خاصی از کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم را 

مایکوباکتریوم  یهاگونه 16S rRNA؛ در این میان ژن دهندیم

تنها  rpoBآویوم و سوویلواتیکوم را تشووخیص و افتراق داد، ژن  

توانسوووت  hsp65گونه مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس و ژن     

نه  پاراتوبرکلوزیس را      یها گو باکتریوم اینتراسووولولار و  مایکو

ژن  بر اسوواس(. روابط فیلوژنیک 1-3 اشووکال) تشووخیص دهد

rpoB    این  بود؛ طبق ترکاملو  تریقدق هاژندر مقایسوه با سوایر

 Bootstrapژن اعضووای کمپلکس مایکوباتریوم آویوم با عدد 

هر ژن  حالینا بااما ؛ (2 شووکل) اندشوودهبالایی از هم تفکیک 

خاصوووی از مایکوباکتریوم آویوم  یهاگونه توانسوووت فقط زیر 

حاصووول از         یک  کمپلکس را تشوووخیص دهد. درخت فیلوژنت

توانسوووت زیر   hsp65و  16S rRNA ،rpoB یها ژنترکیب  

مایکوباکتریوم آویوم، مایکوباکتریوم انتراسووولولار و      یها گونه 

یک         خت فیلوژن هد؛ طبق در پاراتوبرکلوزیس را تشوووخیص د

شاخه       سلولار در یک  صل، مایکوباکتروم آویوم و انترا رار قحا

 مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس و هاییرگونه ز؛ همچنین دارند 

درخت  یلطورکبه .انددادهسیلواتیکوم نیز یک گروه را تشکیل 

و  16S rRNA ،rpoB یها ژنفیلوژنتیک حاصووول از تلفیق    

hsp65   سه با روابط فیلوژنتیک جداگانه هر یک از این در مقای

 مهم انسانی زاییماریب یهاگونهعملکرد بهتری داشت و   هاژن

چون مایکوباکتریوم آویوم، پاراتوبرکلوزیس و انتراسووولولار را 

شخیص داد، لذا   سی   گیرییجهنت توانیمت  زمانمهکرد که برر

ابزاری قدرتمند در تشخیص   MLSAچند ژن یا همان تکنیک 

.باشدیم هایباکترو افتراق 
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16S rRNAژن  بر اساس یلوژنتیکف درخت :1 شکل

 
 rpoB ژن بر اساس یلوژنتیکف درخت :2 شکل

 

 
 hsp65ژن  بر اساس یلوژنتیکف درخت :3 شکل
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 hsp65 و 16S rRNA، rpoB یهاژن یبترک اساس بر فیلوژنتیک درخت :4 شکل
: AY544887.1: مایکوباکتریوم سیلواتیکوم و AY299137.1: مایکوباکتریوم آویوم، NR044261.1: مایکوباکتریوم انتراسلولار، GQ153276.1 شکلدر این 

باشدیممایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس 

 

اعضوووای مایکوباکتریوم آویوم کمپلکس مشوووابه سوووایر      

ی ساپروفیت در منابع محیطی زندگ  صور  بهها مایکوباکتریوم

وزیع ت هاییسووتمسووقادرند در  هایباکتر؛ این گروه از کنندیم

بیوفیلم تشووکیل داده و در نتیجه در برابر مواد ضوود   یرسووانآب

میکروبی مقاوم شووووند. با توجه به اینکه شوووواهد زیادی وجود 

که نشووووان   هد یمدارد  نابع محیطی     د خاک و سووووایر م آب، 

حاوی اعضوووای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم  هایمارسوووتان  ب

لذا     ند،  نابع       توانیمهسوووت منبع  عنوانبه نتیجه گرفت که این م

جه به . با توآیند یم حسووواببه اصووولی انتقال عفونت به بیماران     

مارکر    که اکثر  یت آب       این یابی کیف یک ارز های میکروبیولوژ

ورد ها نیسووتند لذا این پدیده مقادر به شووناسووایی مایکوباکتریوم

(. هوورکوودام از اعضووووای  11-12) گوویووردیمووغووفوولووت قوورار 

ند         قادر باکتریوم آویوم کمپلکس  نت مایکو ا در ر ییها عفو

نا  پدید آورند،        م  مایکوباکتریو   مثال  عنوانبه انسوووان و حیوا

تنفسی مزمن و   یهاعفونتکه عامل  (MAH)هومینی سوئیس  

یت در     فادن باکتریوم    باشوووود یمو خوک  ها انسووووانلن مایکو  ،

ماری جونز و        (MAP)پاراتوبرکلوزیس   مل اصووولی بی عا که 

نه         نا  اسووووت و سووووالا ماتوز در حیوا هال مزمن گرانولو  اسووو

 

و یا مایکوباکتریوم     آوردیممالی زیادی به بار      یها خسوووار 

باکتریوم سووویلواتیکوم     (MAA)آویوم  مایکو که   (MAS)و 

عامل سووول پرندگان  ینترمهمانسوووانی، از  هاییماریبعلاوه بر 

 (.12) شوندیممحسوب 

هت تجویز     ها یباکتر ناسووووایی این گروه از   شووو به ج

مناسوووب و همچنین انجام مطالعا  اپیدمیولوژیک  درمانییمرژ

مولکولی متعددی در   یها روش(. امروزه 11-12) مهم اسوووت

زمینه شوووناسوووایی مولکولی اعضوووای کمپلکس مایکوباکتریوم  

همچون:  ییها روشبه   توانیمآویوم معرفی شوووده اسوووت که   
Restriction Fragment Length Polymorphism 

(RFLP) ،یها ژنهیبدریدیزاسووویون، توالی یابی     های یک تکن 

 Pulsed Field Gelو  MIRU-VNTRمووخووتوولووف،    

Electrophoresis (PFGE)   شاره که  ییهاژن(. 13،8کرد )ا

نه   یها ژن، اغلب  شووووند یمدر این مطالعا  اسوووتفاده       دارخا

(House keeping genes )  (. 5-4هسوووتند ) و توالی الحاقی

مطالعه حاضر بررسی بیوانفورماتیکی در زمینه شناسایی اعضای      

کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم بود. در این مطالعه مشوووخص      

 hsp65و  16S rRNA ،rpoB یهاژن زمانهمشد که بررسی 

نه             گا جدا عه  طال با م قایسووووه  تایج بهتری را در بر   ها ژندر م  ن

 .گیردیم

 بحث
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Turenne         و همکارانش طی مطالعا  خود دریافتند که

ابزار برای افتراق      یوودترین  مف  یکی از    hsp65ژن  ′3انتهووای   

باکتریوم آویوم کمپلکس     مایکو (. در 1) باشوووود یمکمپلکس 

شد که ژن     شخص  سبت به ژن   rpoBمطالعه ما م بهتر  hsp65ن

عا    کند یمعمل   طال و همکارانش بر   Salah. همچنین طبق م

بالینی مایکوباکتریوم آویوم کمپلکس مشخص  هاییزولهاروی 

 hsp65و  16S rRNA یهاژندر مقایسه با   rpoBشد که ژن  

ند یمبهتر عمل   عا     4) ک طال و همکارانش در   Park(. طبق م

 توانیمزمینه شووناسووایی مولکولی مایکوباکتریوم انتراسوولولار   

 Internal Transcribe Spacer-1کرد کووه   گیری  یجووه نت  

(ITS1)     با قایسوووه  بهتر  16S rRNAو  hsp65 یها ژندر م

مل   ند یمع عه       ک ما قط عه  طال بازی از ژن     441؛ طبق م فت  ج

hsp65   نه قادر بود باکتریوم انتراسووولولار را      یها گو مایکو

سایی     ستجو در  14کند )شنا اطلاعاتی موجود  هاییگاهپا(. با ج

مطالعا  محدودی در زمینه       تاکنون نتیجه گرفت که     توانیم

مایکوباکتریوم آویوم کمپلکس به     یها گونه شوووناسوووایی زیر   

انجام شووده که این خود لزوم چنین مطالعاتی را  MLSA روش

و همکارانش در خصوص  Kolb؛ اما طبق مطالعه کندیم بازگو

ضای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم کمپلکس به      سایی اع شنا

 Cayrouبرخی توالی الحاقی و همچنین مطالعه     MLSTروش 

یک      کارانش توسوووط تکن  Multi-spacer sequenceو هم

typing (MST) چند ژن  زمانهمدریافت که بررسی   توانیم

افزایش قدر  تشوووخیص و تفریق اعضوووای کمپلکس   موجب  

. در مطالعه ما نیز مشخص (15،5) شودیممایکوباکتریوم آویوم 

 و  16S rRNA ،rpoB یها ژناز  شووودهیقتلفشووود که توالی  

 

hsp65  قدر  هاژندر مقایسه با توالی جداگانه هر یک از این 

تشووخیص و افتراق اعضووای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم را  

 بهبود بخشید.

 گیرينتیجه

ساس   ضای      بر ا سایی و افتراق اع شنا این مطالعه، هر چند 

هت ژنتیکی              با یل شووو به دل باکتریوم آویوم  مایکو کمپلکس 

به امروز روش         یاگونه درون تا  بالا بسووویار دشووووار اسوووت و 

شده       ضای این خانواده معرفی ن ستاندارد طلایی برای افتراق اع ا

با این وجود،    ؛ اسووووت ما  یابی     هایی یک تکنا یل ترادف  از قب

را  ها گونه شوووناسوووایی و افتراق این    (MLSA)جایگاهی   چند 

ایی و شناس یهاروش ینترمهمیکی از  عنوانبهبهبود بخشیده و 

 .شودیمضای کمپلکس مایکوباکتریوم آویوم شناخته عتفریق ا

از زحما  همکاران دانشووگاه علوم پزشووکی  وسوویلهینبد

 .آیدیماصفهان تشکر و قدردانی به عمل 

 توسط نویسندگان بیان نشده است.هیچ تعارض منافعی 
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