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 سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما یمولکول تیهو هییتع

 یاستان خراسان رضو هیجدا شده از مسلول یهاکمپلکس

 

 3ینیام ومرثی، ک2ی، نبدر مصور*1مهریمرجبن جلال

 

 ، ظاٍُ، ایراىظاٍُ قاتیٍاحذ علَم تحق یداًؽگاُ آزاد اظلاه (1

 ،کرج، )تات( جیآهَزغ ٍ ترٍ قاتیظازهاى تحق ،یراز یظاز ٍاکعي ٍ ظرم قاتیهَظعِ تحق، دام یسایواریب َمیکَباکتریرفراًط ها ؽگاُیآزها (2

  راىیا

 ، ظاٍُ، ایراىٍاحذ ظاٍُ یداًؽگاُ آزاد اظلاه، ِیداًؽکذُ علَم پا ی،ؼٌاظ کرٍبیگرٍُ ه (3

 

 

 چکیده:
کٌٌذُ هرگ  ذیتْذ یّایواریب يیتراز هْن یکیعٌَاى  ِؼذُ ٍ ٌَّز ب ییؼٌاظا ربازیاظت کِ از د یزئًََز یواریبظل، 

 یظازهاى بْذاؼت جْاً ،حاصل ؼذُ اظت یواریب يیدرهاى ا کِ در زهیٌِ ییّاؽرفتیپ ّوِ با ٍجَد. ذیًوایه ییخَدًوا

 يیدٍه ظل یاهل عفًََعدر بیي در حال حاضر . ًوَد ادیًخعت هبارزُ  تیبا اٍلَ یواریعٌَاى ب ِاز آى ب 1993در ظال 

 َمیکَباکتریکوپلکط ها یّاگًَِ تیَّ يییتع ،یواریدرهاى هَفك ب یرٍ برا يیاظت. از ا ییبِ تٌْا ریه هرگ ٍ تعل

 در ییایکَباکتریهاّای گًَِهلکَلی ؼٌاظایی  پصٍّػّذف از ایي  .برخَردار اظت یاصُیٍ تیاز اّو طیتَبرکلَز

 .باؼذهی اًذ،ارظال ؼذُ یرفراًط ظل هَظعِ راز ؽگاُیبِ آزها کِ یخراظاى رضَ اظتاىهعلَلیي  یّاِیجذا

  ،پصٍّػ يیدر ا ؼَد.یّا اظتفادُ هِیجذا ییؼٌاظا یبرا یعیٍ ظر ذیعٌَاى ابسار هف ِب یهختلف هَلکَل یّارٍغاهرٍزُ از 

کِ  گردیذهؽخص اًجام ؼذ ٍ  ِیجذا 111تعذاد  16S rRNAشى  یبر رٍ PCRابتذا آزهَى  ،تیَّ صیهٌظَر تؽخ بِ

 َمیکَباکتریّا بِ هاِیجذا یتعلك تواه IS6110 یلیتکو َى. ظپط با آزهتعلك دارًذ َمیکَباکتریّا بِ جٌط هاِیجذا

اظتفادُ ؼذ ٍ  RD Typingکوپلکط از رٍغ  یاعضا اىیافتراق ه یبرا. ّوچٌیي ذیکوپلکط بِ اثبات رظ طیتَبرکلَز

 . ًذذیکوپلکط هؽخص گرد یرٍغ گًَِ اعضا يیبا اظتفادُ از ا

ّا ِیجذا یکِ تواه ذیهؽخص گرد یاز اظتاى خراظاى رضَ یارظال ّایًوًَِ یهَلکَل تیَّ يییبا اظتفادُ از تع

 گریٍ د طیبَ َمیکَباکتریبِ ها ػ،یاظتاى هَرد آزها يیفَق ًؽاى داد کِ هعلَل جیباؼٌذ. ًتایه طیتَبرکلَز َمیکَباکتریها

آلَدُ بِ  ریٍ عذم اظتفادُ از ؼ سُیپاظتَر ریاظتفادُ گعتردُ از ؼ لیبذل ایهَضَع  يیکوپلکط آلَدُ ًبَدًذ. ا یاعضا

 يیالبتِ لازم بِ رکر اظت ا باؼذ.یؼْر ه يیظل در ا یکٌ ؽِیبرًاهِ هٌظن کٌترل ٍ ر لیبذل ایٍ  طیبَ َمیکَباکتریها

 ییّاِیاز جذا یبِ حجن بالاتر ؽتریب یبررظ یراافراد هعلَل صَرت گرفت ٍ ب یّاِیعذد از جذا کصذیتٌْا  یهطالعِ بررٍ

 .اظت اجیاحتاى اظت يیا

 RD Typing ،16S rRNA ط،یتَبرکلَز َمیکَباکتریها کلمبت کلیدی:
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 مقدمه:
ػٔیزؿٖ حذٝد یي هزٙ تلاػ در خ٢ت ًٜتزّ ٝ 

(، ایٚ ثی٘بری ١ٜٞس یٌی TB) 1پیؾِیزی اس ثی٘بری عْ

تزیٚ ػْٔ ١بی ػلٞٛی ٝ یٌی اس ؽبیغتزیٚ ثی٘بریاس ٢ٖٗ

حبّ تٞعؼ٠ ٗزٍ ٝ ٗیز در دٛیب، خقٞفب در ًؾٞر١بی در 

 2عجن آخزیٚ آٗبر عبسٗبٙ خ٢بٛی ث٢ذاؽت .[1]ثبؽذ  ٗی

(WHO ) ّٗیٔیٞٙ ٗٞرد خذیذ  9ٗیلادی،  2014در عب

ٗیٔیٞٙ ٛلز ثز اثز اثتلا ث٠  5/1ٝ اثتلا ث٠ عْ اتلبم اكتبدٟ 

ػلٞٛت . [2]اٛذ ایٚ ثی٘بری خبٙ خٞد را اس دعت دادٟ

ث٠ ػٜٞاٙ یي ػبْٗ ٢ٖٗ در ظ٢ٞر  ١HIV٘شٗبٙ ثب 

 ١4بی ٗوبٕٝ ث٠ چٜذ دارٝعْ ٝ ظ٢ٞر عٞی٠ 3دٗدذ

(MDR-TB) ٟاٛذ ٝ ایٚ ٗؾٌلات كزاٝاٛی را ایدبد ًزد

١بیی ثب ٗوبٝٗت پیذایؼ عٞی٠ٗؾٌلات ثب 

 (XDR-TB)ُغتزدٟ
. اس [3] تز ١ٖ ؽذٟ اعتپیچیذٟ 5

 22درفذ اكزاد ٗجتلا ث٠ عْ خ٢بٙ در  80ثیؼ اس عزكی 

اكـبٛغتبٙ ٝ ٠ً  ًٜٜذسٛذُی ٗیًؾٞر در حبّ تٞعؼ٠ 

ػٜٞاٙ ١٘غبیِبٙ ؽزهی ایزاٙ در ایٚ ُزٟٝ ٠ پبًغتبٙ ث

ٓذا ثب تٞخ٠ ث٠ ٗب١یت ػلٞٛی ایٚ ثی٘بری ٝ  هزار دارٛذ.

اٌٗبٙ اٛتؾبر عبدٟ ایٚ ٗیٌزٝارُبٛیغٖ اس عزین دعتِبٟ 

كزد دیِز، تؾخیـ عزیغ ٝ ث٠ ٗٞهغ ث٠ تٜلظ اس كزدی 

آٙ در راعتبی ًٜتزّ ایٚ ثی٘بری در ًؾٞر ثغیبر حبئش 

. در حبّ حبضز تؾخیـ ایٚ ثی٘بری ث٠ [4]ا١٘یت اعت 

 6خبٛغٞٙ-اؽتبیٚٓٞٙٝاعغ٠ اع٘یز ٝ ًؾت در ٗحیظ 

(LJ) ٟراحتی هبثْ  ١بی ٗبیٌٞثبًتزیٞٓٞصی ث٠در آسٗبیؾِب

 اس ٗؾٌلات ٢ٖٗ ٝ اعبعی اٛدبٕ اعت. ثب ایٚ ٝخٞد، یٌی

١بی حبفْ اس در ٗغیز تؾخیـ، ًٜتزّ ٝ درٗبٙ ثی٘بری

١ب ٝ تؼییٚ ١ٞیت خبٛٞادٟ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ، اكتزام ٠ُٛٞ

ثبؽذ ٠ً ایٚ اٗز ث٠ فٞرت عٜتی ثز اعبط عزیغ آ٢ٛب ٗی

ٗٞركٞٓٞصی ًٜٔی، عزػت خقٞفیبت كٜٞتیپی اس هجیْ 

تد٘غ ثیٞؽی٘یبیی ٗبٜٛذ احیبی ٛیتزات، ١بی رؽذ، تغت

 7ـذیذراسی١ ذیاع يیٔیًزثًٞغ ٞكٚیٗوبٝٗت ث٠ ت ٚ،یبعیٛ

(TCHپ ٝ )ذٓیْ ث ٠ً زدیُ یاٛدـبٕ ٗـ 8ذیآٗ ٚیزاسی

                                                           
1 Tuberculosis 
2 World Health Organization 
3 Reactivation 
4 Multi-drug resistant TB (MDR-TB) 
5 Extensively drug resistant TB (XDR-TB) 
6 Löwenstein–Jensen medium 
7 Thiophene carboxylic acid hydrazide 
8 Pyrazine amide 

ػذٕ  ٝ ُیز ثٞدٙ، ٗؾٌْ ثٞدٙ تلغیزثبلا، ٝهت ١شی٠ٜ

در ٠٘١ آسٗبیؾِبٟ ١ب هبثْ اٛدبٕ  ٝخٞد اٌٗبٛبت ٝیضٟ، ؿبٓجب

١بی رٝػ١٘یٚ ٜٗظٞر، دعتیبثی ث٠  . ث٠[6،5]ٛیغتٜذ 

تز خ٢ت تؾخیـ تز ٝ ارساٙتز، دهینخبیِشیٚ، عبدٟ

ثغیبر ٢ٖٗ  9اكتزاهی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ

 ١بی ثیٞٓٞصیٝ حبئش ا١٘یت اعت. در ٗد٘ٞع، رٝػ

١بی ٗبیٌٞثبًتزیٞٓٞصی ؽبْٗ رٝػدر آسٗبیؾِبٟ ٌٗٞٓٞٓی

١ب در عغح زی١ٕٞبی تؼییٚ ١ٞیت ٌٗٞٓٞٓی ٗبیٌٞثبًت

ٝ یب  ١10بی صٛٞتبیپیَٜخٜظ ٝ ٠ُٛٞ ٝ ١٘چٜیٚ رٝػ

اِٛؾت ِٛبری صٛتیٌی اعت ٠ً در عغح عٞی٠ فٞرت ٗی

یٌی اس ًبرثزدی ١PCRبی خذیذ ثز اعبط ُیزٛذ. رٝػ

١بی ٌٗٞٓٞٓی ثزای تؼییٚ ١ٞیت تزیٚ رٝػتزیٚ ٝ عبدٟ

ی تؼییٚ تٞآی ًبْٗ ١ب اعت. ث٠ ٝاعغ٠ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ

١ب ٝ اكشایؼ تؼذاد ثغیبر سیبدی اس ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ صٕٛٞ

 ١11ب، ٗبرًز١بیاعلاػبت ٗٞخٞد در صٕٛٞ ایٚ ثبًتزی

اٛذ ١ب ؽٜبخت٠ ؽذٟٜٗظٞر تؾخیـ آٙصٛتیٌی ثیؾتزی ث٠

. [7]تزیٚ آ٢ٛب اعت یٌی اس ٢ٖٗ ٠ً16S rRNA تٞآی 

١بی ٗحبكظت ؽذٟ صٕٛٞ ایٚ ٛبحی٠ صٛتیٌی یٌی اس ثخؼ

ب اعت ٠ً اس آٙ در تؼییٚ ١ٞیت خٜظ ٝ ١ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ

در  16S rRNAُزدد. تٞآی ١ب اعتلبدٟ ٗی٠ُٛٞ ثبًتزی

در  IS 6110خٜظ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ٝ ١٘چٜیٚ عٌبٛظ 

ت٘بٗی اػضبی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ ؽبْٗ 

، ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ١12بی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ٠ُٛٞ

، ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ 14آكزیٌبٕٛٞ، ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ 13ثٞیظ

، ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ 16، ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ًبٛتی15ٗیٌزٝتی

، ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ 18پذی، ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ پٜی17ًبپزٟ

ػٞاْٗ افٔی  ثؼٜٞاٙ 20ٝ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ِٗٞٛی 19عٞریٌبتب

بٙ ثٞدٟ یٌغیظ در اٛغبٙ ٝ حیٞاٛبت ایدبدًٜٜذٟ تٞثزًٔٞس

. اس عزكی ثؼذ اس [8]رد ١ب تلبٝت داٝ ثب ثوی٠ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ

در صٕٛٞ ؽٜبعبیی ٛٞاحی صٛتیٌی خبؿ حذف ؽذٟ 

                                                           
9 Mycobacterium Tuberculosis Complex 
10 Genotyping  
11 Markers  
12 Mycobacterium tuberculosis 
13 Mycobacterium bovis 
14 Mycobacterium africanum 
15 

Mycobacterium microti 
16 Mycobacterium canetti 
17 

Mycobacterium caprae 
18 

Mycobacterium pinnipedii 
19 Mycobacterium suricattae 
20 Mycobacterium mungi 



www.nafasjournal.ir ّوکاراىهْر هرجاى جلالی ٍ  

 

33 

33 

33 

33 

ل 
سا

3، 
رُ 

وا
ش

1 ،
ار

بْ
 

95
ت 

حا
صف

 ،
31 

تا 
40

 

33 

 - (RD) ١1بثٜبٕ ٛٞاحی تلبٝت -١ب ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ

ؽذ ٠ً ٝخٞد ٝ یب كوذاٙ ایٚ ٛٞاحی صٛتیٌی اس  ٗؾخـ

ی آٙ ثبؽذ ٠ً ثز پبی٠ٛظز تٌبٗٔی ٗؼٜبدار ٝ ١ذكٜ٘ذ ٗی

١بی ٗٞخٞد در تٞاٙ عیز تٌبٗٔی پیذایؼ ٠ُٛٞٗی

ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ را ٗؾخـ ٛ٘ٞد. ثز 

ٝ ١ٌ٘براٙ یي  Warren ١2006٘یٚ اعبط در عبّ 

را اثذاع ًزدٛذ ٝ ثب  PCRثزٛب٠ٗ تؾخیقی ٗجتٜی ثز 

 RD1 ،RD4 ،RD9  ٝRD12اعتلبدٟ اس چ٢بر ًٓٞٞط 

اٌٗبٙ تؾخیـ اكتزاهی ٗیبٙ ًٔی٠ اػضبی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ 

. در ٗغبٓؼ٠ [9]٘پٌٔظ را كزا١ٖ آٝردٛذ تٞثزًٔٞسیظ ً

-خذای٠ ٗبیٌٞثبًتزیٞٗی خ٘غ 100حبضز، تؼییٚ ١ٞیت 

آٝری ؽذٟ اس ٗغٔٞٓیٚ اعتبٙ خزاعبٙ رضٞی ثب اعتلبدٟ 

ٝ ١٘چٜیٚ رٝػ  16S rRNAٝ تٌثیز صٙ PCRاس 

RD typing .اٛدبٕ پذیزكت 

 ها:مواد و روش

  ًوًَِ گیری ٍ کشت:

ٗثجت در كبف٠ٔ سٗبٛی ثی٘بر اع٘یز  ٠ٛٞ٘ٛ100 خٔظ 

-اس ٗغٔٞٓیٚ اعتبٙ خزاعبٙ رضٞی خ٘غ 1395تب  1394

آٝری ٝ ث٠ آسٗبیؾِبٟ ٗبیٌٞثبًتزیٞٓٞصی ٗٞعغ٠ تحویوبت 

ارعبّ ؽذٛذ.  عبسی راسی حقبرى ًزجٝاًغٚ ٝ عزٕ

یي  [10] 2سدایی ث٠ رٝػ پتزٝفپظ اس ١ضٖ ٝ آٓٞدُی

د١ٖ ٗیٔی ٓیتز اس ٗبیغ ثبلایی عٞعپبٛغیٞٙ اس ًٔی٠ 

-١ٙٞٓب ثزداؽت٠ ٝ ثز رٝی دٝ ٗحیظ ًؾت خبٗذ ٠ٛٞ٘ٛ

دار تٔویح ُزدیذ. ُٔیغیزی٠ٜ ٝ پیزٝات خبٛغٞٙ-اؽتبیٚ

درخ٠  ١37لت٠ در دٗبی  12تب  ١8بی ًؾت ٗذت ٗحیظ

ُزاد ٢ِٛذاری ٝ در ١لت٠ اّٝ ث٠ فٞرت رٝسا٠ٛ ٝ عبٛتی

پظ اس آٙ ث٠ فٞرت ١لتِی اس ٛظز رؽذ ثبًتزی ٝ یب ثزٝس 

 احت٘بٓی ثزرعی ؽذٛذ.آٓٞدُی 

  :DNAاستخراج 

ثزای اعتخزاج صٕٛٞ ثبًتزی اس رٝػ خٞؽبٛذٙ 

(Boiling ) .اس ًؾت تبسٟ عٞر خلاف٠  ث٠اعتلبدٟ ؽذ

- ث٠ خبٛغٞٙ-اؽتبیٚٓٞٙثبًتزی ثز رٝی ٗحیظ خبٗذ 

ثزداؽت ٝ ث٠ یي ٗیٌزٝتیٞة حبٝی ٓٞح ٗیشاٙ یي تب دٝ 

اٛتوبّ دادٟ ؽذ. عپظ   TE (1x)ٗیٌزٝٓیتز ثبكز 400

ٗیٌزٝتیٞة در ثٚ ٗبری ٗحتٞی آة در حبّ خٞػ ثب 

 ثبًتزی تب ؽذ دادٟ هزار دهیو٠ 30 ٗذت ث٠ C° 97دٗبی 

                                                           
1 Region of Differences 
2 Petrov 

٠ ٗبری ثپظ اس خزٝج ٗیٌزٝتیٞة اس ثُٚزدد.  ؿیزكؼبّ

دهیو٠ در دٗبی آسٗبیؾِبٟ ٢ِٛذاری ٝ پظ اس  5ٗذت 

 1200g دهیو٠ در 5خٜي ؽذٙ در دٗبی اتبم ث٠ ٗذت 

حبٝی صٕٛٞ ثبًتزی عبٛتزیلیٞص ُزدیذ. ٗبیغ كٞهبٛی 

ٝ  ثزداؽت ٝ ث٠ یي ٗیٌزٝتیٞة خذیذ اٛتوبّ دادٟ ؽذ

١بی حبف٠ٔ تب ١ِٜبٕ اٛدبٕ آسٗٞٙعپظ عٞعپبٛغیٞٙ 

ٝ در فٞرت ٛیبس ث٠  ºC4ٗغبٓؼ٠ در ًٞتبٟ ٗذت در دٗبی 

٢ِٛذاری  -ºC20 ٢ِٛذاری ثزای چٜذ ٗبٟ در دٗبی

 ُزدیذ.

جٌس هایکَباکتریَم بَسیلِ شٌاسایی هَلکَلی 

PCR-16S rRNA:  

ثزای ؽٜبعبیی ٌٗٞٓٞٓی خٜظ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ اس ٝاًٜؼ 

PCR عّٞ ای ث٠ٗجتٜی ثز تٌثیز هغؼ٠bp 543  ثب رٝػ

. ثزای [11]اعتلبدٟ ؽذ  Huardٗؼزكی ؽذٟ تٞعظ 

اس ٗخٔٞط تدبری آٗبدٟ  PCRاٛدبٕ 

 Ampliquon (Ampliquor, Denmark)ٗقزف

ثدش پزای٘ز ٝ ، PCRٗحتٞی ت٘بٕ اخشای ٗٞرد ٛیبس ثزای 

 ٠ٛٞ٘ٛDNA  ٚ6ثبًتزی اعتلبدٟ ُزدیذ. ثٜبثزای 

ٗیٌزٝٓیتز  PCR ،4/0ٗیٌزٝٓیتز ٗخٔٞط آٗبدٟ ث٠ ٗقزف 

 2پیٌّٞٗٞ در ١ز ٗیٌزٝٓیتز(،  5اس ١ز پزای٘ز )ؿٔظت 

ٗیٌزٝٓیتز آة ٗوغز  ٠ٛٞ٘ٛ25/1 ٝ  DNAٗیٌزٝٓیتز اس 

ٗیٌزٝٓیتز خ٢ت  12ث٠ حدٖ  ٗد٘ٞػب PCRٜٗبعت 

ٗٞرد  PCRاٛدبٕ ٝاًٜؼ عٌبٛظ پزای٘ز١ب ٝ ؽزایظ 

آٗذٟ  2ٝ  1تزتیت در خذاّٝ اعتلبدٟ در ایٚ تغت ث٠ 

 اعت.

شٌاسایی هَلکَلی هایکَباکتریَم تَبرکلَزیس 

  :PCR-IS6110کوپلکس از اًَاع غیرسلی بَسیلِ 

١بی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثزای ؽٜبعبیی ٌٗٞٓٞٓی ایش٠ٓٝ

 PCRتٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ اس اٛٞاع ؿیز عٔی، ٝاًٜؼ 

ثب رٝػ ٗؼزكی  bp 245ای ث٠ عّٞ ٗجتٜی ثز تٌثیز هغؼ٠

. در ایٚ [12]اعتلبدٟ ؽذ  McHughؽذٟ تٞعظ 

اس ٗخٔٞط تدبری آٗبدٟ  PCRٝاًٜؼ ٛیش ثزای اٛدبٕ 

اعتلبدٟ ؽذ. عٌبٛظ پزای٘ز١بی  Ampliquonٗقزف 

ٝ  INS1در ایٚ ثخؼ ؽبْٗ دٝ پزای٘ز ٗٞرد اعتلبدٟ 

INS2  ؽزایظ ٝPCR  ٗٞرد اعتلبدٟ در ایٚ تغت ث٠

  آٗذٟ اعت. 2ٝ  1تزتیت در خذاّٝ 
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 هطالعِ يیهَرد استفادُ در ا یورّایپرا - 1جذٍل 

Target 

genes 
Primers 

Annealing 

(C
◦
) 

Amplicon 

size (bp) 
Ref 

16S Rrna 
F ACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTC 62 543 (11) 
R TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA 

IS6110 
F CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 68 123 (12) 
R CTCGTCCAGCGCCGC 

RD1 

F AAGCGGTTGCCGCCGACCGACC 
62 146 (9) INT CTGGCTATATTCCTGGGCCCGG 

R GAGGCGATCTGGCGGTTTGGGG 

RD4 

F ATGTGCGAGCTGAGCGATG 
62 172 (9) INT TGTACTATGCTGACCCATGCG 

R AAAGGAGCACCATCGTCCAC 

RD9 

F CAAGTTGCCGTTTCGAGCC 
62 235 (9) INT CAATGTTTGTTGCGCTGC 

R GCTACCCTCGACCAAGTGTT 

RD12 

F GGGAGCCCAGCATTTACCTC 
62 369 (9) INT GTGTTGCGGGAATTACTCGG 

R AGCAGGAGCGGTTGGATATTC 

 

افتراق اعضای هختلف کوپلکس هایکَباکتریَم 

  :RD-Typingتَبرکلَزیس بَسیلِ 

١بی ٗختٔق در ً٘پٌٔظ ثزای ؽٜبعبیی ٠ُٛٞ ایش٠ٓٝ

اثذاع ؽذٟ  PCRٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ اس رٝػ 

ٝ ١ٌ٘براٙ ثب اٛذًی تـییز اعتلبدٟ ؽذ  Warrenتٞعظ 

، RD1 ،RD4خذاُب٠ٛ ؽبْٗ  PCR. چ٢بر [13،9]

RD9  ٝRD12  ّٝثٞعی٠ٔ پزای٘ز١بی اؽبرٟ ؽذٟ در خذ

خ٢ت اكتزام اػضبی ً٘پٌٔظ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ  1

ای ٠ُٛٞث٠ ١PCRبی ٝاًٜؼتٞثزًٔٞسیظ اٛدبٕ ُزدیذ. 

 µlی ١ز ٝاًٜؼ در عغح یتٜظیٖ ُزدیذٛذ ٠ً حدٖ ٢ٛب

١ب ػجبرت . ٗوبدیز ثبثت اخشاء ػ٘ٞٗی ٝاًٜؼثبؽٜذ 16

، MgCl2كبهذ PCR اس ٗحّٔٞ ثبكز µl 25/1دٛذ اس: ثٞ

µl 25/0  اس ٗحّٔٞ آٗبدٟ ٗقزفdNTPs  ٗحتٞی ١ز

ٝ ؿٔظت  mM 10ث٠ ؿٔظت ًٔی )چ٢بر ًٛٞٔئٞتیذ 

 mM 5/2 ،)µl 0625/0حذٝد اٛلزادی ١ز ًٛٞٔئٞتیذ 

(، ٗوبدیز U 3125/0)ٗؼبدّ  Taq polymeraseآٛشیٖ 

 mM ؿٔیظ ١بی)اس ٗحّٔٞ  MgCl2ٗتلبٝتی اس ٗحّٔٞ

( ٝ ٗوبدیز ٗتلبٝتی اس ٗحّٔٞ ٗدشای mM 50 ٝ یب 25

ٝ ثبلاخزٟ ٗوذار ًبكی اس  DNAاس ٠ٛٞ٘ٛ  µl 3پزای٘ز١ب، 

آة ٗوغز ٜٗبعت ثزای ٌٗٞٓٞلار ثیٞٓٞصی خ٢ت تٜظیٖ 

(. خ٢ت اٛدبٕ ٝاًٜؼ 2 حدٖ ٢ٛبئی ١ز ٝاًٜؼ )خذّٝ

ٗزثٞط ث٠ یي عٞی٠  DNAایٚ اخشاء در ٗٞرد ١ز ٠ٛٞ٘ٛ 

 mlٗدشا ث٠ حدٖ  PCRاس یي ٗیٌزٝتیٞة یب خذای٠ 

اعتلبدٟ ُزدیذ. در ػْ٘ ث٠ ٜٗظٞر تغ٢یْ در ت٢ی٠  2/0

، ١PCRبی ١ب ٝ تغزیغ در سٗبٙ ًبر ٝاًٜؼٗحّٔٞ

حبٝی ت٘بٕ اهلإ ٗٞرد ٛیبس ث٠ خش  Master mix ٗحّٔٞ

١بی ثشرُتز ث٠ حدٖ در ٗیٌزٝتیٞة ١DNAبی ٠ٛٞ٘ٛ

-در ٠ٓٞٓ µl 5/9آٗبدٟ ٝ عپظ ث٠ ٗیشاٙ ٓیتز ٗیٔی 5/1

ذاری ُاس هجْ ؽ٘برٟ ٓیتزیٔیٗ 2/0ث٠ حدٖ  ١PCRبی 

در آخزیٚ  ١DNAبی ؽذٟ، توغیٖ ُزدیذٛذ ٝ ٠ٛٞ٘ٛ

ٗزح٠ٔ ث٠ ٗحتٞیبت ٠ٓٞٓ ٗزثٞع٠ اضبك٠ ُزدیذٛذ. ثز حغت 

اعتخزاج ؽذٟ اس  DNAٗٞرد ث٠ ػٜٞاٙ ًٜتزّ ٗثجت اس 

ثؼٜٞاٙ ًٜتزّ ٜٗلی ٝ  BCGثٞیظ بیٌٞثبًتزیٕٞ عٞی٠ ٗ

آة ٗوغز دٝ ثبر توغیز ٜٗبعت ٌٗٞٓٞلار ثیٞٓٞصی ٝ یب ثبكز 

TE (1x)  ث٠ خبی ٠ٛٞ٘ٛDNA  ث٠ عبیز اهلإ ٝاًٜؼ

 اضبك٠ ُزدیذ.

 نتایج:

  ّا:ًوًَِ

حبٝی پیزٝٝات  LJرؽذ تزخیحی ثز رٝی ٗحیظ ًؾت 

ػٜٞاٙ ٝیضُی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ در ارتجبط ثب  ٠ث

لاسٕ خ٢ت  ١DNAیچٌذإ اس خذای٠ ١ب ٗؾب١ذ ٛؾذ. 

١بی ٗٞرد آسٗبیؼ اس ًٔی٠ خذای٠ ١PCRبی اٛدبٕ آسٗٞٙ

 ثذٝٙ اؽٌبّ ثب رٝػ خٞؽبٛذٙ اعتخزاج ُزدیذ.

شٌاسایی هَلکَلی جٌس هایکَباکتریَم بَسیلِ 

PCR-16S rRNA:  

ثزای ؽٜبعبیی ٌٗٞٓٞٓی خٜظ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ اس ٝاًٜؼ 

PCR عّٞ ای ث٠ٗجتٜی ثز تٌثیز هغؼ٠bp 543  ٟاعتلبد
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 هطالعِ يیهَرد استفادُ در ا PCR طیشرا - 2جذٍل 

PCR 

reaction 

PCR 

buffer 

(µl) 

dNTPs 

(µl) 

MgCl2 

(µl) 

Primer 

forward 

(µ) 

Primer 

reverse 

(µl) 

Primer 

internal 

(µl) 

Taq 

polymerase 

(µl) 

DNA 

template 

(µl) 

PCR 

water 

(µl) 

16S 

rRNA 
6 5/0 75/0 5/0 5/0 0 0625/0 3 6 

IS6110 4 1 75/0 1 1 0 0625/0 3 4 

RD1 75/5 5/0 5/0 5/0 5/0 5/0 0625/0 3 75/5 

RD4 25/4 5/0 5/0 1 1 1 0625/0 3 25/4 

RD9 75/5 5/0 5/0 5/0 5/0 5/0 0625/0 3 75/5 

RD12 75/5 5/0 5/0 5/0 5/0 5/0 0625/0 3 75/5 

 

ٍ  واراىیب یّاستَى اٍل تا ًْن ًوًَِ 100bpاز  یبا هضرب سهارکریسا M ی: ستَى جاًب16SRNآزهَى  - 1شکل  

 کٌترل هثبت 12 ٍ 11ستَى  ٍ یستَى دّن کٌترل هٌف

١بی تحت ٗغبٓؼ٠ در تحوین حبضز ٠٘١ خذای٠ؽذ ٠ً در 

٠ً ثذیٚ  ُزدیذدر ایٚ آسٗٞٙ هغؼ٠ ٗٞرد ٛظز تٞٓیذ 

ػٜٞاٙ اػضبی خٜظ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تزتیت ١ٞیت آ٢ٛب ث٠

 .(1ؽٌْ ) ُزكت تأییذ هزارٗٞرد 

شٌاسایی هَلکَلی هایکَباکتریَم تَبرکلَزیس 

-PCRکوپلکس از اًَاع غیر سلی بَسیلِ 

IS6110 : 

١بی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثزای ؽٜبعبیی ٌٗٞٓٞٓی ایش٠ٓٝ

 PCRتٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ اس اٛٞاع ؿیز عٔی، ٝاًٜؼ 

اعتلبدٟ ؽذ  bp 245ای ث٠ عّٞ ٗجتٜی ثز تٌثیز هغؼ٠

تحت آسٗٞٙ ث٠ ١بی تؼٔن خذای٠ی ٛؾب٠ٛدر ٛتید٠ ٠ً 

١بی . ٠٘١ عٞی٠ثٞدتٞثزًٔٞسیظ  بیٌٞثبًتزیًٕٞ٘پٌٔظ ٗ

١بی تحت ٗغبٓؼ٠ در تحوین ٗٞٓذ ٝ ١٘چٜیٚ ٠٘١ خذای٠

حبضز در ایٚ آسٗٞٙ هغؼ٠ ٗٞرد ٛظز را تٞٓیذ ٛ٘ٞدٛذ ٠ً 

ثذیٚ تزتیت ١ٞیت آ٢ٛب ث٠ ػٜٞاٙ اػضبی ً٘پٌٔظ 

)خذّٝ  ییذ هزار ُزكتبٗٞرد تٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ 

 .(2ؽٌْ  ٝ 3

افتراق اعضای هختلف کوپلکس هایکَباکتریَم 

  :RD-Typingتَبرکلَزیس بَسیلِ 

١بی ٗختٔق در ً٘پٌٔظ خ٢ت ؽٜبعبیی ٠ُٛٞ ایش٠ٓٝ

ٗغتوْ  PCRٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ اس چ٢بر آسٗٞٙ 

اعتلبدٟ ؽذ ٠ً  RD1 ،RD4 ،RD9  ٝRD12ؽبْٗ 

در ٗٞرد ت٘بٗی یٌقذ خذای٠ ٗٞرد آسٗبیؼ ٜٗدز ث٠ تٞٓیذ 

 RD1 (bp 146 ،)RD4 (bp 172 ،)RD9ٗحقّٞ اس 

(bp 235 ٝ )RD12 (bp 369ً ؽذ )ثٜذی ایٚ ٠ خ٘غ

ػٜٞاٙ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ١٠ب ت٘بٗی یٌقذ خذای٠ را ثیبكت٠

 (.6تب  ١3بی ؽٌْیذ هزار داد )یتٞثزًٔٞسیظ ٗٞرد تب

 بحث:

اعتبٙ خزاعبٙ رضٞی پظ اس اعتبٙ عیغتبٙ ٝ ثٔٞچغتبٙ 

ػٜٞاٙ عٞٗیٚ اعتبٙ درُیز اس ٛظز كزاٝاٛی ٠ٝ ُٔغتبٙ ث

. در ایٚ اعتبٙ، ؽ٢ز [14]ؽٞد ثی٘بری عْ ٗحغٞة ٗی

یٌی اس ٝٗیٚ ؽ٢ز ؽٔٞؽ ًؾٞر، ػٜٞاٙ د٠ٗؾ٢ذ ث

ثبؽذ ٝ تزیٚ ؽ٢ز١بی ٗغٔ٘بٛبٙ ؽیؼ٠ در خ٢بٙ ٗیٗوذط

ت٢ٜبیی عبلا٠ٛ ثیؼ اس ثیغت ٗیٔیٞٙ ٛلز را ث٠ خٞد  ث٠
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 کوپلکس  َمیکَباکتریها یشذُ اعضا جادیا یباًذّا یسّایاًذازُ سا اتییجس - 3جذٍل 

 گریکذیآًْا از  یافتراق صیتشخ یبرا

 16S rRNA IS 6110 RD1 RD4 RD9 RD12 
M.tuberculosis 543 245 146 172 235 369 

M.bovis 543 245 146 268 108 306 

M.bovis BCG 543 245 196 268 108 306 

M.africanum 543 245 245 172 108 369 

M.canetti 543 245 245 172 235 No Product 

M.microti 543 245 245 172 108 369 

M.pinnipedii 543 245 245 172 108 369 

 

ث٠ آٛدب ٜٗظٞر سیبرت اٗبٕ رضب )ع( ًٜذ ٠ً ث٠خذة ٗی

آیٜذ. اس عزكی عبلا٠ٛ ثیؼ اس فذ١ب ١شار ٛلز اس ٗی

١بی ١٘غبی٠ در ؽزم ایزاٙ اس خ٠ٔ٘ اكـبٛغتبٙ ٠ً رًؾٞ

ٞارٟ درُیز ٗؾٌلات عیبعی، خَٜ، كوز، تزٝریغٖ ٝ ١٘

اٛذ ٝارد ًؾٞر ؽذٟ ٠ً ایٚ ضؼق عیغتٖ ث٢ذاؽتی ثٞدٟ

ٗغب٠ٓ كؾبر ٗضبػلی را ثز عبختبر ث٢ذاؽتی ٝ درٗبٛی ایٚ 

١بی عبسد. در ٛتید٠، اٛتوبّ ثی٘بریاعتبٙ تح٘یْ ٗی

١ب ػلٞٛی اس ایٚ ًؾٞر١ب چ٢زٟ اپیذٗیٞٓٞصیي ایٚ ثی٘بری

اعتبٙ ًبٗلا تـییز دادٟ اعت. ثی٘بری عْ ٛیش را در ایٚ 

ثبؽذ. ػٜٞاٙ یي ٗؾٌْ اعبعی در ایٚ ٗیبٙ ٗغزح ٗی ٠ث

سای ؽبیغ اس خ٠ٔ٘ ثٜبثزایٚ ؽٜبعبیی ػٞاْٗ ثی٘بری

تزیٚ آ٢ٛب عْ ٝ اپیذٗیٞٓٞصی آ٢ٛب در ایٚ اعتبٙ ثغیبر ٢ٖٗ

١بی ثب ٝخٞد ای٠ٌٜ اًثز ایش٠ٓٝ. [15]ثبؽذ حبئش ا١٘یت ٗی

ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ ١بی ثبٓیٜی اس ٠ٛٞ٘ٛ خذا ؽذٟ

ثی٘بری در آٙ ٞیضٟ در ًؾٞر١بیی ٗثْ ایزاٙ ٠ً )ثاعت 

ٝٓی  (ؽٞدػٜٞاٙ یي ثی٘بری آٛذٗیي ؽٜبخت٠ ٗی ٠عْ ث

ثب تٞخ٠ ث٠ ٗٞارد كزاٝاٛی ٠ً اس اٛتوبّ ػلٞٛت اس عبیز ٜٗبثغ 

١بی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ٝخٞد دارد تؼییٚ ٠ُٛٞ ایش٠ٓٝ

تٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ خذا ؽذٟ اس اٛغبٙ ثغیبر ٢ٖٗ 

١بی اعت. ثذی٢ی اعت ٠ً ؽٜبعبیی عزیغ ػلٞٛت

تٞاٛذ ً٘ي ؽبیبٛی ث٠ ًب١ؼ ؽیٞع ٗبیٌٞثبًتزیٞٗی ٗی

ػٜٞاٙ ٗثبّ، در ٠عْ در اعتبٙ ٝ ٗتؼبهجبً در ًؾٞر ٛ٘بیذ. ث

ٝ  Soleimanpourتٞعظ  2015ای ٠ً در عبّ ٗغبٓؼ٠

  ٠ٛ خذا ؽذٟ اس ٗغٔٞٓیٚ اعتبٙٛ٘ٞ ١42ٌ٘براٙ ثز رٝی 

ٗزًشی اٛدبٕ ؽذ، ٗؾخـ ُزدیذ ٠ً یي ٗٞرد اس ایٚ 

. در ٛتید٠ ثب [16]١ب ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ اعت ٠ٛٞ٘ٛ

تٞخ٠ ث٠ ثبلا ثٞدٙ ٗیشاٙ كزاٝاٛی عْ در اعتبٙ خزاعبٙ 

قٞرت ١٘چٜیٚ اثجبت ٝخٞد ایٚ ثبًتزی ث رضٞی ٝ

ٛتظبر ٝخٞد ایٚ ا ،١بی ُبٝ اعتبٙاٛذٗیي در ٗیبٙ ٠ُٔ

١بی اػضبی ً٘پٌٔظ دارد ٠ً خذاعبسی عبیز ٠ُٛٞ

ٝیضٟ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ ث٠

. آجت٠ تب ث٠ اٗزٝس ُشارؽی اس خذاعبسی [1]ثیؾتز ثبؽذ 

١بی ً٘پٌٔظ اس ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ ٝ یب عبیز ٠ُٛٞ

دٓیْ اٛغبٙ در ایٚ اعتبٙ ُشارػ ٛؾذٟ اعت ٠ً ؽبیذ ث٠

 اس ػذٕ اٛدبٕ آسٗبیؾبت تؾخیقی لاسٕ ثبؽذ. در ثغیبری

١بی ٗختٔق ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ٛوبط دٛیب تؾخیـ ٠ُٛٞ

عٞر رایح ث٠ تٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ خذا ؽذٟ اس اٛغبٙ 

ُیزد. در یي ٗغبٓؼ٠ ٝ ثزرعی عیغت٘بتیي ٠ً اٛدبٕ ٗی

 ثز رٝیٝ ١ٌ٘براٙ  Mullerتٞعظ  2013در عبّ 

ًؾٞر خ٢بٙ اٛدبٕ ؽذ  61ٗوبلات دٝ د٠١ اخیز در 

درفذ اس ٗٞارد عْ اٛغبٛی  3ذٝد ٗؾخـ ُزدیذ ٠ً ح

غٞر هغغ . آجت٠ ث[17]ثٞیظ اعت  ٠ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞٞاعغث

ٗٞارد عْ ٛبؽی اس ایٚ ثبًتزی در اٛغبٙ ثیؾتز اس ایٚ 

دٓیْ ػذٕ اٛدبٕ آسٗبیؾبت اكتزاهی اس ٠ ٗیشاٙ اعت ٠ً ث

ٝ  ٝلایتیای دیِز، ٛظز دٝر ٗبٛذٟ اعت. در ٗغبٓؼ٠

١ٌ٘براٙ آٓٞدُی دٝ ًٞدى ٗجتلا ث٠ عْ ٛبؽی اس 

. زدٛذرا در یي خبٛٞادٟ ُشارػ ً ٕٞ ثٞیظٗبیٌٞثبًتزی

ػلٞٛت در یٌی اس ٠ً  در ایٚ ٗغبٓؼ٠ ٛؾبٙ دادٛذایؾبٙ 

ٝ عپظ اس  ُزدیذًٟٞدًبٙ اس ٜٗجغ ؽیز آٓٞدٟ ایدبد 

. [18]عزین تٜلغی ث٠ ًٞدى دیِز ٜٗتوْ ؽذٟ اعت 

اٌٗبٙ اٛتوبّ ایٚ ثبًتزی در  ا١٘یتٛتبیح ایٚ ٗغبٓؼ٠ 

تؾخیـ عبیز خغتدٞ ٝ  ٛوؼ ٝ ٛیش ت٘بط كزد ث٠ كزد

را عْ اٛغبٛی ایدبد ١بی ٗبیٌٞثبًتزیٞٗی ٗٞثز در ٠ُٛٞ

ثیؼ اس پیؼ ٛ٘بیبٙ عبخت  (ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ )ٗبٜٛذ

[18]. 
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ػلٞٛت، ًٜی عْ ؽٜبعبیی ٜٗبثغ اس عزكی در ثزٛب٠ٗ ریؾ٠

ٗغیز١بی اٛتوبّ ٝ پیذا ٛ٘ٞدٙ ٗخبسٙ ثغیبر حبئش ا١٘یت 

١بی ثبٓیٜی ثب ٝخٞد ای٠ٌٜ ؽٜبعبیی ٠ُٛٞ ایش٠ٓٝ .ذٜثبؽ ٗی

ت٘بیش ثیٚ  ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثغیبر ٗؾٌْ ٝ پیچیذٟ اعت،

١بی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ اس عبیز ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ

 اعت ای ثزخٞردارً٘پٌٔظ تٞثزًٔٞسیظ اس ا١٘یت ٝیضٟ

١ب ایٚ ٠ُٛٞٓذا ایدبد یي رٝػ دهین ٝ عزیغ ثزای ت٘بیش 

١بی در حبّ حبضز ت٘بیش ثیٚ ٠ُٛٞثبؽذ.  ضزٝری ٗی

اعبط  ٗختٔق ً٘پٌٔظ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٞٓٞسیظ ثز

ٞتیپی اس خ٠ٔ٘ ٗٞركٞٓٞصی ًٜٔی، ٗیشاٙ رؽذ ٜٗؾخقبت ك

ثبؽذ ٠ً پظ اس   ١بی ثیٞؽی٘یبیی ٗیغز ٗی ٝ اٛدبٕ تغت

ُیز ١ب ثغیبر ٝهتاٗب ایٚ رٝػ پذیزد اٛدبٕ ٗیًؾت 

ً٘پٌٔظ ٜٗظٞر ت٘بیش ثیٚ اػضبی  اخیزاً ث٠ ١غتٜذ.

١بی ٗختٔق اس رٝػ ٕٞ تٞثزًٔٞسیظیٗبیٌٞثبًتز

ػٜٞاٙ اثشار ٗلیذ ٝ عزیؼی ثزای ؽٜبعبیی ٠صٛٞتبیپیَٜ ث

تبًٜٞٙ ؽٞد. ١ب ٝ ٗغبٓؼبت اپیذٗیٞٓٞصیي اعتلبدٟ ٗی٠ُٛٞ

ت٘بیش اػضبی ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ چٜذیٚ تٌٜیي ثزای 

اٛذ ٠ً ١ز ًذإ ١ذف تٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ اثذاع ؽذٟ

ًٜٜذ، اس هجیْ ثزرعی خبفی را ثز رٝی صٕٛٞ دٛجبّ ٗی

ٝ  oxyR [19] ،pncA [20] ١بیٗٞتبعیٞٙ ثز رٝی صٙ

mtp40 [21]َٜتؼییٚ تٞآی [22] 1، اعپٞٓیِٞتبیپ ،

 .ETR-D  [23] ٝRD typing  [9]ًٓٞٞط

ثیؾتز در ت٘بیش pncA , oxyRٝ  mtp40 ١بی تٌٜیي

ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ، ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ ٝ 

اس دیِز اػضبی خبٛٞادٟ  BCGٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ 

رٝٛذ ٝ در ًبر ٗی٠ یٌٞیبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ ثٗب

 .ثبؽٜذت٘بیش دیِز اػضبی خبٛٞادٟ اس ١ٖ ثغیبر ضؼیق ٗی

 اػضبیتٞاٙ ٗی راحتی ث٠ RD typingاٗب در تغت 

 .[9] تلٌیي ًزد ؽٜبعبیی ٝ را اس ١ٖ ً٘پٌٔظ
                                                           
1
Spoligotyping  

 15تا ستَى شوارُ  1، ستَى شوارُ  bp 100با هضرب یبا باًذّا سهارکریساM : ستَى IS6110آزهَى  - 2شکل 

 ٍ  BCG سیبَ َمیکَباکتریکٌترل هثبت ها 18ٍ  17شوارُ  یّاستَى واراى،یب یّاًوًَِ

 یکٌترل هٌف 19ستَى شوارُ 

 

 5ٍ ستَى  4تا ستَى شوارُ  1، از ستَى شوارُ  bp  100هارکر بِ هضرب سیسا M: ستَى RD1آزهَى  - 3شکل 

 سیبَ َمیکَباکتریها AN5عٌَاى کٌترل هثبت ِب
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ثب ٝخٞد ای٠ٌٜ در ایزاٙ اس ثیٚ ٠ٛ ػضٞ ؽٜبخت٠ ؽذٟ 

آٓٞدُی در اٛغبٙ  ،ً٘پٌٔظ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ

ت٢ٜب ثب ع٠ ٗٞرد ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ، 

  BCGٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ ٝ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ 

- ُشارػ ؽذٟ اعت اٗب هغؼب ٗؼزكی رٝؽی ٠ً ثتٞاٛذ ث٠

راحتی ًٔی٠ اػضبی ایٚ ً٘پٌٔظ را تلٌیي ًٜذ ثغیبر 

. در ١٘یٚ راعتب ١٘بٛغٞر [24] ً٘ي ًٜٜذٟ خٞا١ذ ثٞد

 یي 2006ٝ ١ٌ٘براٙ در عبّ  ٠ًWarren ػٜٞاٙ ؽذ، 

Multiplex PCR  چ٢برعزاحی ًزدٛذ ٠ً تٞعظ را 

تٞآی تبیی ثز پبی٠ حضٞر یب ػذٕ حضٞرع٠دعت٠ پزای٘ز 

راحتی تٞاٙ ث٠ٗی ١RD1 ،RD2 ،RD4  ٝRD12بی 

 ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تٞثزًٔٞسیظ را اس ١ًٖ٘پٌٔظ  اػضبی

١٘یٚ ٜٗظٞر در ایٚ  ث٠ .[9] تلٌیي ًزد ؽٜبعبیی ٝ

آٝری ٗغبٓؼ٠، ١ٞیت یٌقذ خذای٠ ٗبیٌٞثبًتزیٞٗی خ٘غ

ؽذٟ اس ٗغٔٞٓیٚ اعتبٙ خزاعبٙ رضٞی ثب اعتلبدٟ اس 

PCR ٙ16 ٝ تٌثیز صS rRNA هغؼ٠ ،IS6110  ٝ

دیذ. ٛتبیح حبفْ تؼییٚ ُز ١RD typing٘چٜیٚ رٝػ 

اس ایٚ ٗغبٓؼ٠ ٗؾبث٠ ٛتبیح ثغیبری اس ٗغبٓؼبت دیِز ٛؾبٙ 

د١ذ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞیظ در اعتبٙ خزاعبٙ رضٞی ٗی

ایٚ ٛوؼ چٜذاٛی در ایدبد ػلٞٛت در اٛغبٙ ٛذارد. 

ٗٞضٞع یب ثذٓیْ اعتلبدٟ ُغتزدٟ اس ؽیز پبعتٞریشٟ ٝ ػذٕ 

یظ ٝ یب ثذٓیْ اعتلبدٟ اس ؽیز آٓٞدٟ ث٠ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ ثٞ

ًٜی عْ ُبٝی در ایٚ ؽ٢ز ثزٛب٠ٗ ٜٗظٖ ًٜتزّ ٝ ریؾ٠

آجت٠ ثزای رعیذٙ ث٠ یي دیذُبٟ خبٗغ ٝ دهین  ثبؽذ.ٗی

 
تا  2ستَى شوارُ  ،یکٌترل هٌف 1،  ستَى شوارُ  bp 100هارکر بِ طَل  سیسا M: ستَى RD4آزهَى  - 4شکل 

بِ  لازم .بعٌَاى کٌترل هثبت BCG سیبَ َمیکَباکتریها 18ستَى شوارُ  واراى،یب یًوًَِ ّا 17ستَى شوارُ 

 .ذی( هجذدا تکرار گردیاستحصال DNAحجن کن ًوًَِ ) لیبذل  4 ٍ 3شوارُ   یّارکراست کِ ًوًَِ ستَى

 

 
   BCG سیبٍَ َمیکَباکتریها 1، ستَى bp 100از  یهارکر بِ هضرب سیسا  M: ستَى RD9آزهَى  - 5شکل 

   واراىیب یّاّا ًوًَِستَى ِیعٌَاى کٌترل هثبت ٍ بقب
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تز در ایٚ سٗی٠ٜ ٛیبس ث٠ اٛدبٕ تحویوبت ثیؾتز ٝ ُغتزدٟ

 ثبؽذ.ٗی

ریشی ؽذٟ در سٗی٠ٜ تبًٜٞٙ تحویوی ٜٗغدٖ ٝ ثزٛب٠ٗ

١بی ٗختٔق ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ تؾخیـ ٝ ؽٜبعبیی ٠ُٛٞ

ٝخٞد ٛذاؽت٠ ٝ ایٚ تٞثزًٔٞسیظ ً٘پٌٔظ در ایٚ اعتبٙ 

 اٝٓیٚ تحویوی اعت ٠ً ثب ً٘ي ٝسارت ث٢ذاؽت درٗبٙ

ایٚ تحوین اٝٓیٚ ثزرعی اٛدبٕ ؽذٟ اس عزكی  .ؽذاٛدبٕ 

در ایزاٙ خ٢ت تؾخیـ عزیغ ٝ ًٖ ١شی٠ٜ ً٘پٌٔظ 

زًٔٞسیظ ثٞد ٠ً تٞعظ رٝػ ث١بی تٞ ٗبیٌٞثبًتزیٕٞ

ٗؾخـ ؽذ ٠ً اٛدبٕ ُزكت ٝ   RD typingٌٗٞٓٞٓی 

 درتٞاٛذ  ٗیعبدٟ   ایٚ تٌٜیي ثٞعی٠ٔثزرعی ٝعیغ 

ث٠  ،درٗبٙ آعبٙ آٙ تؾخیـ ث٘ٞهغ ثی٘بری ٝ ٗتؼبهجبً

ً٘ي خقٞؿ در ثی٘براٙ دارای ٛوـ عیغتٖ ایٜ٘ی 

. ١٘چٜیٚ ثب ؽٜبعبیی عزیغ ٜٗبثغ ؽبیبٙ تٞخ٢ی ٛ٘بیذ

در اٗز آٙ، ٛ٘ٞدٙ ٗخبسٙ  ػلٞٛت، ٗغیز١بی اٛتوبّ ٝ پیذا

ًٜی ثی٘بری  ریؾ٠ ث٠ ثزٛب٠ٗ ًٜتزّ ٝ ً٘ي هبثْ تٞخ٢ی

 .اٛدبٕ ؽٞدعْ 

 تشکر و قدردانی:
 ٝعی٠ٔ اس ١ٌ٘بری ٗزًش تٞثزًٞٓیٚ ٗٞعغ٠ ٝاًغٚ ٝثذیٚ

آٝری اٌٗبٛبت ٜٗبثغ عزٕ عبسی راسی ًزج خ٢ت كزا١ٖ

٠ً در  ی١٘چٜیٚ اس پزعْٜ ٗحتزٗ ٗبٓی ایٚ تحوین ٝ

راعتبی تحون ا١ذاف ایٚ پزٝصٟ اس ١یچ ًٞؽؾی دریؾ 

آسٗبیؾِبٟ  ٢ٗؾیذ ٛبفحی ٝ اس عزًبر خبٖٛ دًتز ٌٛزدٛذ ٝ

١ب را ایی عْ ت٢زاٙ ٠ً اٌٗبٙ دریبكت ٠ٛٞ٘ٛٗزخغ ٜٗغو٠

 ٖ.یهذرداٛی را دار كزا١ٖ ًزدٛذ ً٘بّ تؾٌز ٝ
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Abstract: 

Tuberculosis has long been recognized as one of the important threatening zoonotic 

diseases. Despite all the advances in its treatment; in 1993, WHO has announced that 

tuberculosis remains as the first major problem and the second cause of mortality by 

infectious agent in the world. Successful treatment of this disease, relies on the 

identification of species between Mycobacterium tuberculosis complexes. Regarding this 

matter, through application of molecular techniques, this research aims to identify the 

Mycobacterial isolates from Mashhad tuberculosis patients, which were submitted to the 

Reference Laboratory of Tuberculosis at Razi Vaccine and Serum Research Institutes.  

Nowadays, different molecular techniques are used as effective rapid tools for 

identification of Mycobacterial isolates. In this research, the initial PCR test for 16s rRNA 

gene of 100 isolates, revealed that all the isolates belonged to the Mycobacterium genus. 

Then, the supplementary test of IS6110 confirmed that all the isolates belonged to the 

Mycobacterium tuberculosis complex. Furthermore, the RD Typing techniques were used 

to differentiate between the species of complex and accordingly, they were identified. 

Results showed that all the one hundred isolates from Khorasan Razavi are Mycobacterium 

tuberculosis and the tested tuberculosis patients are not contaminated with Mycobacterium 

bovis or other species of the complex.  

This is either due to the widespread usage of pasteurized milk (instead of contaminated 

milk with Mycobacterium bovis) or due to the proper and regular “Control and Eradication 

Scheme” of bovine tuberculosis in this city. 

It should be noted that this study was done on merely 100 isolates of tuberculosis patients, 

however, further studies with higher sample size of isolates of this province is needed to 

find more reliable results. 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, RD Typing, 16s rRNA. 
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