
  97/  )53(پی در پی  1/ شماره  17/ دوره  1394بهار مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی گرگان / 

  107 تا 97 صفحات

  تحقیقی
  

  MIRU-VNTR شرو به ستوبرکلوزی مایکوباکتریوم یکیژنت ساختار نییتع
  4ارجمندزادگان محمددکتر  ،3فرازي اصغر علیدکتر  ،2مصوري نادردکتر  ،2*تدین کیواندکتر  ،1احمدي مهدي

  8اصل جباري نصورهمدکتر  ،7آبادي ارم مریم ،7حامدي داریوش ،6سخاوتی محمد ،6هاشمی بنی رضا ،5کشاورز اله روحکتر د
  10پور دشتی شجاعت ،9حسینی سیدداووددکتر  ،5قادري رایناكدکتر 

 يها يماریار، گروه بیدانش - 3 .کرج رازي، سازي سرم و واکسن تحقیقات سسهؤمار، یاستاد - 2 .اراك شعبه رازي، سازي سرم و واکسن تحقیقات سسهؤم واکسن، ارشد کارشناس - 1
 سازي سرم و واکسن تحقیقات سسهؤم دامپزشک، - 5 اراك. ی، دانشگاه علوم پزشکیشناس یمنیو ا یکروب شناسیار، گروه میدانش -4. اراك پزشکی لومع دانشگاه، يریو گرمس یعفون
 سازي سرم و واکسن یقاتتحق سسهؤم آموخته دانش ی،شناس میکروب ارشد کارشناس -7 .کرج رازي، سازي سرم و واکسن تحقیقات سسهؤم واکسن، ارشد کارشناس - 6 .کرج رازي،

  ، اراك.رازي سازي سرم و واکسن تحقیقات سسهؤمار، یاستاد - 9 .اراك پزشکی علوم دانشگاه ،مرکزي استان و کارشناس سل بهداشت مرکز ،یعموم پزشک - 8. کرج رازي،
  ، کرج.رازي سازي سرم و واکسن تحقیقات سسهؤمکارشناس واکسن،  -10

   ________________________________ _____________________________    
  چکیده
 کمـپلکس  توبرکلوزیس مایکوباکتریوم ژنوتایپینگ شده استاندارد هاي روش فراگیرترین از یکی به MIRU-VNTRروش  : هدف و زمینه

نقـش اعضـاي   ن ییز تعیو ن MIRU-VNTRس به روش مایکوباکتریوم توبرکلوزی یکین ساختار ژنتیین مطالعه به منظور تعیال شده است. یتبد
  د.یانجام گرد سل يماریباد کمپلکس در ایج توبرکلوزیس مایکوباکتریومدیگر 

مـاران مشـکوك بـه    یب معـدي  لاواژ و خلـط  هـاي  نمونه باکتریایی کشت از حاصله یجدا 53 يرو یفین مطالعه توصیا : بررسی روش
 RD typing از آزمون بعد مرحله در و Rv Typing و 16S rRNA يها نآزمو در ابتدا از ها هیت جداین هوییبه منظور تع انجام شد. سل يماریب
  د.یها مشخص گرد هیپ جدایژنوتا MIRU-VNTR typing شده شناخته لوکوس 12 کارگیري هب با سپس ستفاده شد.ا

 ژنوتیپ یک مشترك صورت هب ژنتیکی تیپ 4 در جدایه 13 که طوري هب .گرفت قرار شناسایی مورد ژنتیکی تیپ 44 مجموعدر  : ها هیافت
  گانـه  12 هـاي  لوکـوس  میـان  مقایسـه  در شـدند.  داده نمـایش  جدایـه  یـک  توسط فقط کدام هر ژنتیکی تیپ 40 و دادند نشان خود از را

MIRU-VNTR گردید مشخص تفریق قدرت نظر از MIRU-26 ده اسـت. دا نشان خود از را ها جدایه میان افتراق توان قدرتمندترین آلل 7 با  
ر دیگ جدایه 52، بوویس مایکوباکتریوم تیبا هو جدایه یک جز هب ود.ب 767/0 عدد لوکوس این در Simpson’s diversity indexکه  يبه طور

 آلـودگی ن یآلوده نبودند. همچن کمپلکس توبرکلوزیس ومیکوباکتریما اعضاي سایر بهها  ک از نمونهی چیه بودند. توبرکلوزیس مایکوباکتریوم
  نشد. مشاهده سویه دو از بیش به ها نمونه همزمان
 ـمورد تفاوت م 19شد؛ اما دستکم در  ییه تحت مطالعه شناسایجدا 53ان یدر م MIRU-VNTR یکیپ ژنتیت 42 اگرچه : گیري نتیجه ان ی

 ـ  یک ـیت ژنتیب در مجموع جمعین ترتیبد د.یگرد کاررفته مشاهده لوکوس به 12ک لوکوس از یها، فقط در مورد  پین تیا از  ینسـبتاً همگن
 ـان مبتلایدر م يماریتواند به عنوان نشانه انتقال ب یم یکیپ ژنتیت 4ک در قالب یدمیاپ هیجدا 13 یید. اگرچه شناسایها مشاهده گرد هیجدا ان ی

  رسد. ینظر نم چندان گسترده به یماران تحت بررسیدر ب يماریباشد؛ اما در مجموع انتقال ب
  RD typing  ،Rv typing ، MIRU-VNTR genotyping ، بوویس مایکوباکتریوم ، کمپلکس توبرکلوزیس مایکوباکتریوم : ها واژه کلید
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  مقدمه

 اسپولیگوتایپینگ جمله از و مولکولی ژنتیک هاي روش معرفی با
 کمـپلکس  سیتوبرکلـوز  ومیکوبـاکتر یما شده شناحته اعضاي تعداد

 مارکرهـاي  و منـاطق  تـدریجی  شناسایی با). 1-5( است یافته افزایش
 میــان افتــراق بــراي PCR بــه وابســته يهــا روش اختصاصــی ژنتیکــی

 از کـه  انـد  شده ابداع کمپلکس توبرکلوزیس ومیباکترکویما اعضاي
 RD typing و) Rv typing )6 يهـا  الگـوریتم  بـه  توان می آنها جمله

 دقیــق و ســریع هویــت تعیــین امکــانهــا  روش ایــن نمــود. اشــاره) 7(
  نمایند. می فراهم ساعت چند ظرف را کمپلکس اعضاي
ا ی ـ ودگیآل ـ انتشـار  اولیـه  هسـته  شناسـایی  سـل،  اپیدمیولوژي در
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index case از محـیط  بـه  زبانیم از آلودگی انتقال و انتشار هاي راه و 
 بـا  آنهـا  از کـه  ژنتیکـی  يهـا   روش اسـت.  برخـوردار  يزیـاد  اهمیت
 دهـه  چنـد  در ؛شـود  می یاد مولکولی ژنوتایپینگ هاي سیستم عبارت
 از بهتـــر درك در را انکـــاري غیرقابـــل کـــاربردي ارزش اخیـــر

 در ).8د (ان ـ داده نشان خود از آن کنترل مچنینه و سل اپیدمیولوژي
 Spoligotyping و MIRU-VNTR typing سیسـتم  دو حاضـر  حـال 

ــ ــوان هب ــناخته ژنوتایپینــگ روش دو عن ــه وابســته شــده ش  در PCR ب
 اند گرفته قرار المللی بین علمی جامعه پذیرش مورد سل اپیدمیولوژي

ــ و  انــد. شــده RFLP-IS6110 تایپینــگ سیســتم جــایگزین تــدریج هب
 و اسـتاندارد  پروتکـل  یـک  از کـه  اسـپولیگوتایپینگ  روش برخلاف

 سیسـتم  اجراي رسد می نظر هب )؛10و9است ( برخوردار اجرا در واحد
MIRU-VNTR typing ــ  هــاي لوکــوس تعــداد نظــر از خصــوص هب

 از مایکوبـاکتریولوژي  هـاي  آزمایشگاه میان در استفاده مورد ژنتیکی
 اسـتاندارد  روش رغـم  علـی  که ي. به طورستنی برخوردار یکنواختی

  از اسـتفاده  بـر  مبتنـی  پاسـتور  انسـتیتو  محققـین  توسط پیشنهادي شده
 قالـب  در ها لوکوس این از متفاوتی تعداد همچنان)، 11س (لوکو 24

) 15و14( يعدد 24)، 13( يعدد 15)، 12( يعدد 12 هاي مجموعه
 بخشـی  انـد.  شده گرفته کار هب مختلف مطالعات در) 16( يعدد 32و 
 گـرفتن  نظـر  در بـا  استفاده مورد هاي لوکوس تعداد در تفاوت این از

 لوکوس هر انفرادي تفریق قدرت که است توضیح قابل مشاهده این
 مایکوبــاکتریوم جمعیــت ژنتیکــی خصوصــیات بــا متناســب مســتقل،

 بـا  مقایسـه  در تواند می جهان از منطقه هر در کمپلکس توبرکلوزیس
  باشد. متفاوت جهان مناطق سایر

 وزارت يمــاریب کنتــرل و تیریمــد واحــد گــزارش براســاس
 ریاسـم  سـل  مـوارد  تعـداد  رانی ـا یپزشـک  آموزش و درمان بهداشت

 1389 سـال  در مـورد  10639 به 1388 سال درمورد  10099 از مثبت
 يهـا  استان در نیز آن وعیش و بروز يها زانیم نیشتریب ه وافتی شیافزا
 اسـت.  شـده  مشاهده يرضو خراسان و گلستان ن،بلوچستا و ستانیس
 اسـتان  در مثبـت  ریاسم يویر سل بروز زانیم و تعداد اساس همین بر

 دهیرس ـ 1388 سال درمورد  87به  مورد 72 از 1380 سال در مرکزي
 سـال  در مثبـت  ریاسـم  سـل  يمـار یب عود موارد تعداد یطرف از است.
 کـرده  دای ـپ کاهش دمور 2 به 1388 سال در که بوده مورد 4 ،1380
 1388 سـال  در يمرکزاستان ر د يماریب درمان تیموفق زانیم است.

بهداشت  سازمان رانتظا مورد زانیم از که دیرس درصد 7/87 زانیم به
  ).1( بود بالاتر درصد) 85( یجهان
ــا ــه منظــور تع ی ــاکتریوم  یکــین ســاختار ژنتیــین مطالعــه ب مایکوب

 اعضــاي نقـش ن یـی تع زی ـو ن MIRU-VNTRبـه روش   ستوبرکلـوزی 
 سـل  يمـار یب ایجـاد  در کمپلکس توبرکلوزیس مایکوباکتریوم دیگر

  د.یانجام گرد يدر استان مرکز
  

  بررسی روش
حاصـل از کشـت باکتریـایی    ه یجدا 53 يرو یفین مطالعه توصیا

مـاران  یب ک مـورد) ی ـ( لاواژ معـدي  و ومـورد)   52(هاي خلـط   نمونه
 وابسـته بـه   يهـا  مارسـتان یب مراجعه کننده بـه  سل يمشکوك به ابتلا

 1389 ماه ت اسفندیلغا 1388 ماه مهر ازاراك  یدانشگاه علوم پزشک
شــد و در اســرع وقــت بــه گرفتــه ک یــنیهــا در کل نمونــه .انجــام شــد

سـازي   سسه تحقیقات واکسـن و سـرم  ؤم یشناس کروبیشگاه میآزما
  افت.یشعبه اراك انتقال  رازي

)، 17ف (پتـرو  روش بـه  هـا  نمونـه  یـی زدا یآلودگ و هضم از پس
 دو بـه  وه شد برداشت ونیسوسپانس بالایی قسمت مایع از تریل یلیم کی

 و گلیسـیرینه  جانسـون  -لونشـتاین  کشـت  محیط محتوي فالکون لوله
ر د هفتـه  8-12 مـدت  بـه  کشـت  يهـا  لوله گردید. تلقیح دار پیروات

در بـه صـورت روزانـه    و شـد   نگهـداري گراد  یدرجه سانت 37 يدما
 از پـس و  احتمـالی  یآلودگ بروز و باکتري رشد نظر ازنخست هفته 

  .گرفت قرار بازبینی مورد یهفتگصورت  به آن
ــراي ــوم اســتخراج ب ــاکتري ژن ــه معــروف روش از ب  نندجوشــا ب

 رشـد  هاي نشانه داراي کشت هاي لوله ابتدا کار این براي شد. استفاده
 بعـدي  حلـه مر یمولکول يها آزمون انجام يبرا اسیدفست هاي باسیل

 کی ـ بـه  بـاکتري  هـاي  پرگنـه  از لـوپ  یـک  میـزان  به شدند. انتخاب
ــوب ــز میکروتیـ ــه مجهـ ــر بـ ــد واشـ ــو )O-ring( نشـــت ضـ   يمحتـ

 ها میکروتیوب شد. داده انتقال TB-lysis یتجارت بافرتر یکرولیم 400
 96 يبـا دمـا   داغ آب حمـام  عمق در مناسب فلزي وزنه از استفاده با

 يبـاکتر  تـا  شـدند  داده قـرار  قـه یدق 30 مـدت  بـه  گـراد  یدرجه سـانت 
 وژیفیسانتر g 9750 در قهیدق 15 مدت به میکروتیوب گردد. رفعالیغ
تر یکرولیم 2/0 یسرسرنگ فیلتر از باکتري ژنوم محتوي یفوقان عیما و

درجـه   3-8 يبـا دمـا   یخچـال  در اسـتفاده  زمـان  تـا  عبور داده شـد و 
 بـا  زری ـفر و در )هک هفت ـی ـ( مـدت  کوتـاه  ينگهدار يگراد برا یسانت
 مـدت  یطـولان  ينگهـدار  يبـرا  گـراد  یدرجـه سـانت   18 یمنف ـ يدما

  قرارگرفت.
 محصـول  آمپلیکـون  تجارتی کیت از استفاده با PCR هاي آزمون
 مــراز، پلــی تــک آنــزیم محتــوير دانمــارك آمپلیکــو شــرکت

 مورد متعارف املاح سایر و منیزیوم کلرید چهارگانه، نوکلئوتیدهاي
 شرکت توسط مصرف مورد پرایمرهاي نجام شدند.ا PCR براي نیاز

 تهیـه  براي master mix روش از شدند. ساخته یجنوب کره ماکروژن
 در هـا  واکـنش  اجـزاء  و شد استفاده PCR هاي واکنش سازي آماده و

 هر محتویات نهایی حجم که گردید تنظیم اي گونه به ها آزمون تمام
 سـازنده  اجـزا  و اجـرا  روتکـل پ باشد. تریکرولیم 12ر براب میکروتیوب

 هـر  مـورد  در ک آمـده اسـت.  ی جدول در استفاده مورد هاي آزمون
 Mycobacterium tuberculosis( مثبـت  کنتـرل  هـاي  نمونـه  آزمون

H37Rv،Mycobacterium bovis BCG P17143 و  
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Mycobacterium bovis AN5 ( ــهو ــا نمونـ ــرل  يهـ ــیکنتـ   منفـ
)Double Distilled PCR water  وPCR master mix with no 

DNA template( گرفت. قرار استفاده مورد نیاز حسببر  
ــراي ــراي ب ــون اج ــووارد روش از 16S rRNA آزم ــا و )6( ه  ب
  .)1-3هاي  (جدول شد استفاده اندك تغییرات

ــامل Rv typing الگــوریتم ــون شــش ش ــتقل آزم ، Rv0577 مس
IS1561  ،Rv1510  ،Rv1970  ،Rv3877/8  وRv3120  .مـه هاست 

 اعمـال  از پـس  و )6( هـووارد  پیشنهادي روش براساس ها آزمون این
  ).1-3هاي  یی انجام شدند (جدولجز تغییرات

 RD1 ،RD4 ،ED9 آزمون چهار بر مشتمل RD typing الگوریتم

  )18و7و6( استفاده مورد هايپرایمر فهرست:  1جدول 
N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  ( 5 ' - 3 ' )  Primer name Locus Typing system 

A C G  G T G  G G T  A C T  A G G  T G T  G G G  T T T  C 16S rRNAf 16S rRNA 

Rv Typing  

TCT GCG ATT ACT AGC GAC TCC GAC TTC A 16S rRNAr 
G T G  C G C  T C C  A C C  C A A  A T A  G T T  G C Rv1510f Rv1510 
T G T  C G A  C C T  G G G  G C A  C A A  A T C  A G T  C Rv1510r 
G C G  C A G  C T G  C C G  G A T  G T C  A A C Rv1970f Rv1970 
C G C  C G G  C A G  C C T  C A C  G A A  A T G Rv1970r 
C G A  C G G G T C  T G A C G G C CA  A AC  T C A T C Rv3377/8f Rv3377/8 
C T T  G C T  C G G  T G G  C C G  G T T  T T T  C A G  C Rv3377/8r 
GTC GGC GAT AGA CCA TGA GTC CGT CTC CAT Rv3120f Rv3120 
GCG AAA AGT GGG CGG ATG CCA AGG TAG T Rv3120r 
ATG CCC AAG AGA AGC GAA TAC AGG CAA Rv0577f Rv0577 
C T A  T T G  C T G  C G G  T G C  G G G  C T T  C A A Rv0577r 
GCT GGG TGG GCC CTG GAA TAC GTG AAC TCT IS1561f IS1561 
AAC TGC TCA CCC TGG CCA CCA CCA TTG ACT IS1561r 
A A G  C G G  T T G  C C G  C C G  A C C  G A C  C RD1f 

RD1 

RD Typing 

C T G  G C T  A T A  T T C  C T G  G G C  C C G  G RD1inter 
G A G  G C G  A T C  T G G  C G G  T T T  G G G  G RDr 
A T G  T G C  G A G  C T G  A G C  G A T  G RD4f 

RD4 T G T  A C T  A T G  C T G  A C C  C A T  G C G RD4inter 
A A A  G G A  G C A  C C A  T C G  T C C  A C RD9r4 
C A A  G T T  G C C  G T T  T C G  A G C  C RD9f 

RD9 C A A  T G T  T T G  T T G  C G C  T G C RD9inter 
G C T  A C C  C T C  G A C  C A A  G T G  T T RD9r 
G G G  A G C  C C A  G C A  T T T  A C C  T C RD12f 

RD12 G T G  T T G  C G G  G A A  T T G  C T C  G G RD12inter 
A G C  A G G  A G C  G G T  T G G  A T A  T T C RD12r 
A A A  T C G  G T C  C C A  T C A  C C T  T C T  T A T ETR-Af ETR-A 

MIRU-VNTR Typing  

C G A  A G C  C T G  G G G  T G C  C C G  C G A  T T ETR-Ar 
G C G  A A C  A C C  A G G  A C A  G C A  T C A  T ETR-Bf ETR-B 
G G C  A T G  C C G  G T G  A T C  G A G  T G G ETR-Br 
G T G  A G T  C G C  T G C  A G A  A C C  T G C  A ETR-Cf ETR-C 
G G C  G T C  T T G  A C C  T C C  A C G  A G T ETR-Cr 
C A G  G T C  A C A  A C G  A G A  G G A  A G A  G C ETR-Df ETR-D 
G C G  G A T  C G G  C C A  G C G  A C T  C C T ETR-Dr 
C T T  C G G  C G T  C G A  A G A  G A G  C C T  C ETR-Ef ETR-E  
C G G  A A C  G C T  G G T  C A C  C A C  C T A  A ETR-Er 
C T C  G G T  G A T  G G T  C C G  G C C  G G T  C A C ETR-Ff ETR-F 
G G A  A G T  G C T  C G A  C A A  C G C  C A T  G C ETR-Fr 
G T T  C T T  G A C  C A A  C T G  C A G  T C G  T C C MIRU-10f MIRU-10 
G C C  A C C  T T G  G T G  A T C  A G C  T A C  C T MIRU-10r 
T C G  G T G  A T C  G G G  T C C  A G T  C C A  A G T  A MIRU-16f MIRU-16 
C C C  G T C  G T G  C A G  C C C  T G G  T A C  ( V I C ) MIRU-16r 
T A G  G T C  T A C  C G T  C G A  A A T  C T G  T G A  C MIRU-26f MIRU-26 
C A T  A G G  C G A  C C A  G G C  G A A  T A G MIRU-26r 
C G C  A T C  G A C  A A A  C T G  G A G  C C A  A A C MIRU-39f MIRU-39 
C G G  A A A  C G T  C T A  C G C  C C C  A C A  C A T MIRU-39r 
G G G  T T G  C T G  G A T  G A C  A A C  G T G N T MIRU-40f MIRU-40 
G G G  T G A  T C T  C G G  C G A  A A T  C A G  A T A MIRU-40r 
C G T  A A G  G G G  G A T  G C G  G G A  A A T  A G G QUB11bf QUB11b 
C G A  A G T  G A A  T G G  T G G  C A T QUB11r 
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رات مناسـب انجـام   یی ـ) و پس از تغ7( وارن ابداعیبه روش  RD12و 
  ).1-3 يها شد (جدول

 تلفیـــق از MIRU-VNTR ژنوتایپینـــگروش  ياجـــرا يبـــرا
از در مجمـوع   .شـد  استفاده )19و18د (موجو پیشنهادي هاي پروتکل

 ETR-A  ،ETR-B  ،ETR-C  ،ETR-D ،ETR-Eلوکوس شامل  12
 ،ETR-F  ،MIRU-10  ،MIRU-16 ،MIRU-26،MIRU-39 ،

MIRU-40  وQUB-11b  1-3 يها (جدولاستفاده شد.(  
 ژل از اسـتفاده  بـا  PCR محصـولات  تصویربرداري و الکتروفورز

 از )Invitrogen® , USA( بیولـوژي  مولکـولار  آگـارز  درصـد  5/1
 قـدرت  بـه  الکتریکـی  میدان در و بروماید اتیدیوم با شده رنگ پیش

V/cm 2 دســتگاه توســط ســپسانجــام شــد.  دوســاعت 2 مــدت بــه 
صـورت   يربرداریتصـو  )BioRad®, USA( داك ژل عکسـبرداري 

ــا آنهــا مقایســه طریــق از PCR محصــولات انــدازه تعیــین گرفــت.  ب
 ,®bp )Invitrogen 100 اسـتاندارد  DNA size marker بانـدهاي 

USA( پذیرفت. صورت ژل در استفاده مورد  
 ژنوتایپینــگ و RD typing، MIRU-VNTR الگــوریتم نتــایج

MIRU-VNTR و آزمـون  هـر  درحاصـله   محصول اندازه به توجه با 

ن و یـی تع) 19و18( روش هـر  مرجع استاندارد يها جدول به مراجعه با
 بـا  جدایـه  هـر  MIRU-VNTR ژنوتیـپ  گردید. ثبت جدایه هر يبرا

 هــر در تکــراري واحــدهاي تکــرار شــده مشــخص تعــداد بــه توجــه
  ).4 (جدول شد ثبت رقمی دوازده کد یک صورت به لوکوس
 MIRU-VNTR هاي لوکوس ژنتیکی تفریق قدرت محاسبه براي

ر ی ـز فرمـول  براسـاس  و )Simpson's index( سیمپسـون  انـدیکس  از
  ).20استفاده شد (

)1(
)1(

−

−∑
NN

nn

 =  Simpson's index   
n و آلل هر مورد در ها جدایه تعداد N است. ها جدایه کل تعداد 

  ها یافته
  ســاله و 35دو زن ( مــاریب 3 مــار مــورد مطالعــه،یب 53از مجمــوع 

 بیمـار  یک تابعیت .ودندب افغانستان تبعه )ساله 28ک مرد یساله و  20
بودنـد و   زنمـار  یب 26 و مـرد  مـار یب 24 ).4(جـدول   ثبـت نشـده بـود   

  مار ثبت نشده بود.یب 3 تینسج
ن شـد  یـی تعسـال   71 وسـال   70 بیو زنان به ترت مردان سنی میانه

 و سـاله  89 زن یـک  فرد ترین مسن ایرانی بیماران بین در ).4(جدول 

  PCR هاي آزمون انجام شرایط:  2 جدول
Final Elongation 

s/°C 
Extension 

s/°C 
Annealing 

s/°C 
Denaturation 

s/°C 
Number 
of cycles 

Initial 
Denaturation  

s/°C 
Locus 

600/72 60/72 60/60 60/94 35 300/94 16S rRNA 

600/72 60/72 60/60 60/94 35 300/94 IS1561, RV0577, RV1510, RV1970, RV3877/8, 
RV3120  

420/72 45/72 45/65 45/94 40 420/95 RD1, RD4, RD9, RD12 

600/72 60/72 60/68 60/94 40 600/95 
ETR-A, ETR-B, ETR-C, ETR-D, ETR-E, ETR-F, 

MIRU-10, MIRU-16, MIRU-26, MIRU-39, 
MIRU-40 

600/72 60/72 60/65 60/94 30 600/95 QUB-11b 
  
  

  PCR هاي آزمون در ها واکنش سازنده اجزاء:  3جدول
Total 

volume 

(µl) 

PCR water 

(µl)  
DMSO 

(µl) 
DNA 

template (µl) 

Primer 

intermediate 

(µl) 

Primer 

reverse (µl) 
Primer forward 

(µl) 
PCR master 

mix (µl) PCR reaction 

12 2.8 0.4 2 0 0.4 0.4 6 16S rRNA 

12 2.8 0.4 2 0 0.4 0.4 6 IS1561, RV0577, RV1510, 
RV1970, RV3877/8, RV3120 

12 0.25 0 2 1.25 1.25 1.25 6 RD1, RD4, RD9, RD12 

12 3 0.4 2 0 0.3 0.3 6 

ETR-A, ETR-B, ETR-C, ETR-D, 
ETR-E, ETR-F, MIRU-10, 

MIRU-16, MIRU-26, MIRU-39, 
MIRU-40, QUB-11b 
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  د.بو ساله 23 زن یک فرد ترین جوان
 در مـوثر  احتمالی تماسز یماران و نیثبت شده از شغل ب اطلاعات

انجـام   یط ـ بیمـاران  از تعـدادي ن یهمچن ـ .بـود  انـدك  بیماري انتقال
  آنان مقدور نبود. پرونده بعدي پیگیري امکانمطالعه فوت نمودند و 

 بـدون  و موفقیـت  بـا  کشت هاي لوله همه در باکتریایی کشت در
ــروز ــودگی ب ــه آل ــدر ،ثانوی ــه ش ــایی مشخص ــه از مایکوباکتری  جمل
 هـاي  باسـیل  محتـوي  و کهربـایی  رنـگ ه ب ـ کلـم  گل شبیه هاي پرگنه

 محـیط  روي بـر  بـاکتري  ترجیحـی  رشـد  گردید. مشاهده اسیدفست
 مشـاهده  جدایـه  یـک  مورد در فقط دار پیرووات جانسون - لونشتاین

  شد.
PCR 16 آزمون جهیدر نت جدایه 53 تمامS rRNA،  را محصـولی 

 آنهـا  همـه  هویـت  ترتیـب  بـدین  .نمـود  تولیـد  بـاز  زوج 543 طول به
  ک).ی (شکل گردید تایید مایکوباکتریوم جنس اعضاي عنوان به

ــرا  ــس از اج ــوریتم يپ ــوع در Rv typing الگ ــه 52 مجم  جدای
 باز زوج Rv0577 ، 943 در باز زوج 786 اندازه به PCR محصولات

ــاز زوج IS1561، 1035 در ــاز زوج Rv1510، 1116 در بــــ  در بــــ
Rv1970، 999 در باز زوج Rv3877/8 در باز زوج 404 و Rv3120 

 آنهـا  همه هویت استاندارد جدول مندرجات براساسد و یگرد تولید
ــاکتریما ــوزیس ومیکوب ــیتع توبرکل ــد.ی ــا ن ش ــه تنه ــاوت جدای  متف
)AR0208( لوکــوس ســه بررســی جریــان در Rv1510، Rv1970 و 

Rv3120 ــیچ ــه ه ــولی گون ــدتو را محص ــود لی ــورد در و ننم ــایر م  س
 سـایر  بـا  یکسـان  انـدازه  بـا  محصـولات  نیز الگوریتم این هاي آزمون
 بـوویس  ومیکوبـاکتر یما آن هویت ترتیب بدینشد و  تولید ها جدایه

  ک).ی (شکل شد داده تشخیص
 بـه  را محصـولاتی  جدایه 52ز ین RD typing الگوریتم يدر اجرا

 ،RD4 آزمون در باز زوج RD1، 172 آزمون در باز زوج 146 اندازه
ــاز زوج 235 ــون در ب ــاز زوج 369 و RD9 آزم ــون در ب  RD12 آزم

ــد ــگرد تولی ــدین د.ی ــب ب ــت ترتی ــه هوی ــا هم ــاکتریما آنه  ومیکوب
 بـه  توجـه  با )AR0208( باقیمانده جدایه تنها ن شد.ییتع توبرکلوزیس

 بـاز  زوج RD1، 268 آزمون در باز زوج 146 اندازه به قطعاتی تولید
 در بـاز  زوج 306 و RD9 آزمـون  در باز زوج RD4، 108 آزمون در

وم یکوبـاکتر یما عنـوان بـه   اسـتاندارد  جـدول  براساس RD12 آزمون
  ک).ی (شکل شد شناسایی بوویس

ــرا ــول MIRU-VNTR 636 ژنوتایپینـــگ يدر اجـ  PCR محصـ
 شد و تولید موفقیت با جدایه 53 به مربوط لوکوس 12 تکثیر حاصل
 نگردید. مشاهده ها لوکوس از یک هیچ در محصول تولید در ناتوانی

 لوکـوس  مستقل، صورت به ها لوکوس به مربوط هاي یافته بررسی در
MIRU-26 ــا ــل 7 ب ــا MIRU-39 لوکــوس و آل ــل 2 ب ــه آل  ترتیــب ب

 نشـان  مطالعـه  تحـت  جمعیـت  در را ژنتیکی تنوع کمترین و بیشترین
 قـدرت  بیشـترین  سیمپسون اندیکس محاسبه پس از حال این با د.دادن

 آن کمتـرین  و MIRU-26 لوکـوس  مـورد  در 767/0 میزان به تفریق
 بررسـی  در گردید. تعیین ETR-D لوکوس مورد در 074/0 میزان به

 جدایـه  53 میـان  در مجمـوع  در هـا،  لوکوس به مربوط جینتا تجمیعی
 اي خوشـه  تیـپ  4 کهب ین ترتیبه ا. گردید شناسایی ژنتیکی تیپ 44

)clustered( شد  مشاهده انفرادي ژنتیکی تیپ 40 و جدایه 13 ملشا
 صورت هب اپیدمیولوژیکی نظر از ژنتیکی تیپ ترین فراوان ).4 (جدول
 در که آن ضمن ).4 (جدولد یگرد مشاهده بیمار 5 میان در مشترك

 تیـپ  یـا  و مایکوبـاکتریوم  جدایـه  یـک  از بـیش  بیمـاران  از یک هیچ
 ژنتیکی تیپ افغانی بیماران دایهج 3 میان از نگردید. مشاهده ژنتیکی

 )AR0125( جدایـه  ژنوتیـپ  با یکسان کاملاً )AR0536( جدایه یک
مـاران  یب هـاي  جدایـه  دیگـر  .شد شناسایی ایرانی بیمار یک به مربوط
 از )AR1421( لوکوس چهار یا و )AR1682( یک در دستکم افغانی

 رانـی ای هاي جدایه ترین شبیه با MIRU-VNTR گانه 12 هاي لوکوس
  بودند. متفاوت خود به

 ایرانـی  مـرد  یـک  از )AR0208( شده شناسایی گاوي جدایه تنها
 تیــپ و گردیــد جــدا دامــداري زمینــه در فعالیــت ســابقه بــا ســاله 65

 و کی ـ (شـکل  بـود  متفـاوت  دیگـر  هـاي  جدایـه  با کاملاً آن ژنتیکی
  ).4 جدول

  بحث
 توبرکلوزیس ومیکوباکتریما دخالت بر مبتنیمطالعه حاضر  هاي یافته

ــاکتریما و ــوویس ومیکوب ــ ب ــوان هب ــاکتریما عضــو دو تنهــا عن  ومیکوب
 دیگـر ج ینتا با مرکزي استان در سل بروز در کمپلکس توبرکلوزیس

 مقیــاس در کــه شــرایطی در اســت. ســازگار )2-5( ایرانــی محققــین
 ومیکوبـاکتر یام عضـو  تـرین  فـراوان  آفریکانوم ومیکوباکتریام جهانی

 سـل  در توبرکلوزیس ومیکوباکتریام از پس کسکمپل توبرکلوزیس
 کشـورهاي  از بسـیاري  در آفریقـا  جـز  هب ـ پـاتوژن  ایـن  اسـت.  انسانی

 بــا ).6-11( اســت شــده گــزارش آمریکــا قــاره و اروپــایی آســیایی،
 گــزارش تـاکنون  ایـران  در پـاتوژن  ایـن  فعالیـت  و حضـور  حـال  ایـن 

 احتمالاً رانای در تبار آفریقایی مهاجرین حضور عدم است. نگردیده
 حـال  در باشـد.  مشـاهده  ایـن  دهنـده  توضـیح  دلایل از یکی تواند می

 سـرعت  رغـم  علـی  آن از اسـتفاده  کـه  اسپولیگوتایپینگ جز هب حاضر
 تجـارتی  ممبـران  و مخصـوص  ابـزار  به نیاز دلیل به زیاد دقت و عمل
 در آن انجام وشود  می محسوب قیمت گران نسبت به هاي روش جزو
 اســت؛ پــذیر رفــرانس امکــان هــاي آزمایشــگاه در نهــات مواقــع اکثــر
 ســادگی، نظــر از موجــود متعــارف هــاي روش دیگــر از کــدام هــیچ

 RD و RV typing الگوریتم دو با مقایسه قابل هزینه و دقت سرعت،

typing یست.ن  
 منحصـر  توانایی RD typing الگوریتم هاي ویژگی از دیگر ییک

 (واکسـینال)  زا غیربیمـاري  سـویه  میـان  افتراق در RD1 آزمون فرد به
M. bovis BCG بوویس مایکوباکتریوم بیماریزاي هاي جدایه سایر با  
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  توبرکلوزیسوم یکوباکتریام هاي جدایه ژنوتایپینگ نتایج و بیماران دموگرافیک اطلاعات:  4 جدول
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O1 2 3 2 5 3.2 2 2.2 3 2 4 1 2 IRANIAN M 80 AR0413 
O2 2 3 2 5 3.2 2 2.2 3 3 4 1 2 IRANIAN F 42 AR0225 
O3 2 3 2 5 4.2 2 2.2 3 3 4 1 2 IRANIAN M 81 AR0123 
O4 2 3 2 5 2.2 2 2.2 3 3 4 1 2 AFGHANI M 28 AR1682 
O5 1 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 2 IRANIAN F 66 AR0416 
O6 2 3 2 5 3.2 2 3.2 3 3 4 1 2 IRANIAN M 75 AR0404 
O7 2 3 3 4 5.2 5 3.2 3 3 2 2 2 IRANIAN F 77 AR0301 
C1 2 3 2 7 4.2 5 3.2 3 3 2 2 2 IRANIAN M 78 AR0125 
C1 2 3 2 7 4.2 5 3.2 3 3 2 2 2 AFGHANI F 20 AR0536 
O8 2 3 3 9 4.2 7 3.2 3 3 2 2 2 IRANIAN ND 80 AR0129 
O9 2 4 2 6 5.2 2 2.2 3 3 2 2 2 IRANIAN ND 85 AR0406 

O10 2 3 3 8 5.2 7 2.2 5 3 2 2 2 IRANIAN F 79 AR0832 
O11 2 3 3 9 4.2 7 3.2 5 3 2 2 2 IRANIAN F 80 AR1164 
O12 2 3 2 5 4.2 2 2.2 3 3 4 2 2 IRANIAN F 80 AR0410 
O13 2 3 2 7 4.2 1 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F 70 AR0974 
O14 2 3 2 4 2.1 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F 48 AR0409 
O15 2 2 2 5 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN M 80 AR0200 
O16 1 3 3 5 5.2 2 2.2 3 3 4 1 3 AFGHANI F 35 AR1421 
O17 2 1 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN M 48 AR0401 
C2 2 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F 73 AR0054 
C2 2 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F 71 AR0112 
C2 2 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F 75 AR0126 
C2 2 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN M 75 AR0128 
C2 2 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F 74 AR0244 

O18 1 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F 82 AR0411 
O19 2 3 2 6 5.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F 70 AR0619 
O20 2 3 2 6 4.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN M 60 AR0959 
O21 2 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN F ND  AR0119 
O22 2 4 2 6 4.2 2 2.2 3 3 4 1 3 IRANIAN M 45 AR0405 
O23 2 3 2 5 4.2 2 2.2 3 3 2 2 3 IRANIAN M 37 AR1020 
O24 2 4 3 6 4.2 5 2.2 3 3 2 2 3 IRANIAN M 24 AR1700 
O25 2 3 2 7 3.2 5 3.2 5 3 2 2 3 IRANIAN F 83 AR0122 
O26 2 3 2 1 5.2 5 1.2 3 3 4 2 3 IRANIAN M 73 AR0403 
O27 2 1 2 6 4.2 2 2.2 3 3 4 2 3 IRANIAN F 23 AR0402 
O28 2 3 2 6 3.2 2 2.2 3 3 4 2 3 IRANIAN M 89 AR0127 
O29 2 4 2 5 4.2 2 3.2 3 3 2 2 4 IRANIAN F 65 AR0412 
O30 2 3 3 7 4.2 2 3.2 3 3 2 2 4 IRANIAN F 40 AR1257 
O31 2 3 3 7 3.2 5 3.2 4 3 2 2 4 IRANIAN M 70 AR0414 
O32 2 3 3 7 4.2 6 3.2 4 3 2 2 4 IRANIAN F 70 AR0134 
O33 2 4 3 1 4.2 7 3.2 4 3 2 2 4 IRANIAN M 81 AR1335 
O34 2 4 2 5 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN M 35 AR0121 
O35 2 3 2 5 4.2 6 3.2 6 3 2 2 4 IRANIAN M 32 AR1710 
O36 2 4 3 5 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN F 85 AR0408 
O37 2 1 3 7 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN M 73 AR119D 
C3 2 3 2 7 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN M 80 AR0192 
C3 2 3 2 7 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN F 80 AR0193 
C3 2 3 2 7 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN M 70 AR0400 
C3 2 3 2 7 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN M 27 AR1892 
C4 2 3 3 7 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN M 60 AR0500 
C4 2 3 3 7 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 IRANIAN M 45 AR0580.1 

O38 2 4 3 7 4.2 6 3.2 5 3 2 2 4 ND  ND   ND AR0124 
O39 3 3 2 4 3.2 3 2.3 3 3 4 2 4 IRANIAN F 83 AR0407 
O40 4 2 3 5 3.2 2 2.1 3 4 5 6 6 IRANIAN F 65 AR0208 

- 0.179 0.410 0.429 0.767 0.622 0.658 0.561 0.484 0.074 0.528 0.516 0.682 Simpson's index 

 شده محاسبه اندازه براساس اعداد این دهند. می نشان را جدایه هر ژنوم در تکراري واحدهاي تعداد لوکوس هر به مربوط هاي ستون در موجود اعداد
  شدند. تعیین استاندارد يها ولجد با آن تطبیق و جدایه هر در لوکوس هر PCR محصول

M ،مرد : F  ،زن :ND  ،نامشخص :Genotype O يانفراد یکیپ ژنتی: ت ،Genotype C يا خوشه یکیپ ژنتی: ت  
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 قـرار  اسـتفاده  مـورد  منظـر  دو از توانـایی  این حاضر مطالعه در است.
 انتشـار  از ناشـی  عـوارض  به بیماران ابتلا از مواردي اولاً .است گرفته

 از خـارج  در این از پیش M. bovis BCG واکسینال سویه غیرمنتظره
 عـلاوه  شده است. گزارش) 24و23ن (ایرا همچنین و )22و21ن (ایرا
 افتـراق  بـوویس  ومیکوباکتریما به بیماران آلودگی صورت در این بر

 آزمایشـگاهی  نظـر  از BCG واکسـینال  سـویه  و حـاد  هـاي  سویه میان
 مشـخص  بیشـتر  وقتـی  نکتـه  ایـن  اهمیت ست.ین پذیر امکان سادگی هب
 مهـم  ژنتیکـی  تیـپ  یک نگیاسپولیگوتایپ در گردد ذکر کهشود  یم

ــه (مشــهور  اســت؛ BCG واکســینال ســویه مشخصــه کــه )SB120 ب
 ومیکوبـاکتر یما حـاد  هـاي  سـویه  از بسـیاري  میان در مشابه صورت هب

 ایـران  در شود. می دیده نیز )BCG شبه هاي سویه به (معروف بوویس
وم یکوبـاکتر یما ژنتیکـی  تیپ ترین فراوان عنوان به اسپولیگوتایپ این

 روش کــه اســت حــالی در ایــن ).25شــده اســت ( گــزارش بــوویس
 واکسـینال  سـویه  بـا  ها سویه این میان تفریق به قادر اسپولیگوتایپینگ

BCG .مونآز انجام بادر مطالعه حاضر  نیست RD1 گردید مشخص 
  واکسـینال  سـویه  بـا  )AR0208( بـوویس  ومیکوبـاکتر یما جدایـه  تنها

M. bovis BCG است. متفاوت  
 روي بـر  MIRU-VNTR تایپینـگ  روش اعمالدر مطالعه حاضر 

 از بـیش  بـه  بیمـاران  از یـک  هیچ آلودگی بر یمبن اي نشانه جدایه 53
 آن روش ایـن  خصوصـیات  از یکی نداد. نشان را (سویه) جدایه یک
 تولیـد  احتمـال  دلیـل  هب سویه یک از بیش وجود صورت در که است

 تشـخیص  قابـل  وضـعیت  ایـن  وقـوع  ،متفاوت الکتروفورزي باندهاي
 آلـودگی  مـوارد  از ییهـا  گـزارش  تعـداد  رسـد  می نظر هب بود. خواهد

ــان ــه بیمــاران همزم ــیش ب ــا دوســویه از ب ــه ی ــاکتریوم دوگون  مایکوب
ــه رو جهــان ختلــفم نقــاط از توبرکلــوزیس  ).26اســت ( افــزایش ب

 شده زارشگ )28و27( بیماراندرصد  19تا  یحت رقم این طوریکه هب
 نظیـر  بیمـاري  بـالاي  شـیوع  بـا  منـاطق  در عموماً موارد اینگونه است.
 ایـن  در موجود گزارش تنها ایران در ).29( گردند می مشاهده آفریقا
 بـه  اهـواز  در ثبـت م HIV بیمـاران  همزمـان  آلـودگی  مشاهده ارتباط

  ).30است ( ایویوم مایکوباکتریوم و توبرکلوزیس ومیکوباکتریما
 میــان در هــا آلــل فراوانــی از متفــاوتی مقــادیر حاضــر مطالعــه در

 هاي لوکوسکه  يشد. به طور مشاهده MIRU-VNTR هاي لوکوس

  در مطالعه حاضر استفاده مورد ژنتیکی مختلف مناطق آمپلیفیکاسیون به مربوط الکتروفورز ژل تصویر:  1 شکل
 است. شده مشخص DNA size marker به مربوط ستون تصویر هر در

16S rRNA Rv 1510 

RD12 

ETR-A 

RD4 

MIRU-10 
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MIRU-10 ،MIRU-26 و MIRU-40  تعـــداد نظــر  از تــرین  متنــوع 
 جدایــه 156 يروو همکــاران  اصــغرزاده مطالعــه در بودنــد. هــا آلــل

 و ارومیـه  در بیماران از شده آوري جمع توبرکلوزیس ومیکوباکتریما
 نشـان  خـود  از را ژنتیکی تنوع میزان بیشترین ها لوکوس این نیز تبریز
 ایـران  از خارج مطالعات در مشابه مشاهدات این از پیش ).31( دادند

 بـر  شـده  انجـام  المللی بین مطالعه در که يشده است.به طور گزارش
 هـاي  لوکـوس  2006 سـال  در کشـور  30 از بیش از جدایه 494 روي
در مطالعـه   ).18( شـدند  شـناخته  ها لوکوس ترین متنوع گروه در فوق

نکرده  پیروي یکنواخت الگوي یک از ها آلل هریک فراوانیحاضر 
 فراوانـی  از مشـخص  صـورت  بـه  هـا  آلل از برخی که ياست. به طور

 بـین  در ETR-D لوکـوس  در مثـال  عنوان هب بودند. برخوردار بیشتري
 تنها و بودند واحد آلل یک داراي جدایه 51 مطالعه تحت جدایه 53
 رسد می نظر هب گرفت. قرار شناسایی مورد دیگر هاي آلل جدایه 2 در

 هـاي  جدایـه  جمعیـت  در خـاص  هـاي  آلـل  از بعضـی  بـودن  تر فراوان
 از بخشـی  واقع در که حاضر مطالعه در توبرکلوزیس ومیکوباکتریما

 از اي نشـانه  واقـع  در اسـت؛  ایـران  در بـاکتري  این تر بزرگ جمعیت
 مطالعـه  تحـت  منطقـه  در پـاتوژن  ایـن  از (کلون) خانواده یک وجود
 بـا  هـاي  پـاتوژن  دیگـر  مـورد  در ایـن  از پـیش  خصوصیت این است.

 در کـه  طوري . بهاست گرفته قرار توجه مورد کلونال ژنتیکی ماهیت
 هـاي  لوکـوس  از مشخصـی  هـاي  آلـل  بـوویس  ومیکوبـاکتر یما مورد
ETR قابـل  فراوانـی  از) 34ران (ی ـ) و ا33ا (اسـپانی  )،32( انگلستان در 

 در ویژگـی  این مشاهده ند.برخوردار ها آلل بقیه با مقایسه در توجهی
 هــاي لوکــوس در مطالعــه تحــت هــاي جدایــه ژنتیکــی ســاختار میــان

 سـاختاري  ارتبـاط  مؤیـد  توانند می که آن ضمن مطالعه این موردنظر
 حضور از اي نشانه تواند می ؛باشد ها جدایه این میان کلونال و ژنتیکی
 جغرافیایی منطقه در دیگر هاي آلل با مقایسه در ها آلل این تر طولانی

  ).35( باشد نیز مطالعه تحت
 جدایـه  53 میـان  در ژنتیکی تیپ 44 مجموع دردر مطالعه حاضر 

 داراي ها جدایه درصد 83 ترتیب بدین .گردید شناسایی بررسی تتح
 نسـبتاً  سـطح  دهنـده  نشـان  میـزان  ایـن  بودند. مستقل ژنتیکی هاي تیپ

 حـال  عـین  در است. استان هاي جدایه میان در ژنتیکی تنوع از بالایی
 یـک  در تنها ژنتیکی تیپ 19 که است ضروري مشاهده این به توجه

 اصطلاح در که بودند متفاوت یکدیگر با سلوکو دوازده از لوکوس
 Single Locus Variation (SLV)م بنـا  هـا  تفـاوت  گونه این تکنیکی

 هـاي  تیـپ  میان گسترده تشابهات این رسد نمی نظر هب شوند. می نامیده
MIRU-VNTRباشــند. تصــادفی مرکــزي اســتان در شــده یافــت 

 کلـون  وجود معرف زیاد احتمال بنابر ژنتیکی هاي تیپ این برعکس،
 هسـتند  منطقـه  در توبرکلوزیس ومیکوباکتریما اجدادي هاي کلون یا

 بیمـاري  انتقال جریان در و زمان مرور به منطقه در تکوین از پس که

 نظر هب اند. شده دیگر مشابه هاي تیپ پیدایش منشاء مختلف بیماران به
 انجـام  بـه  منـوط  فرضـیه  ایـن  بـا  ارتباط در تر قطعی اظهارنظر رسد می

 دیدگاه از کهاست  اسپولیگوتایپینگ نظیر دیگر تکمیلی هاي آزمون
  .نماید می هیارا را تري دقیق اطلاعات ها ژنوتیپ تکاملی
 مـورد  جدایـه  53 مجمـوع  از )درصـد 25( جدایه 13 حال عین در
 اپیـدمیک  اصـطلاح  هب ـ یـا  و گروهـی  ژنتیکی تیپ 4 قالب در مطالعه
 هـاي  گـروه  در و جدایـه  5 وهگر ترین بزرگ در که شدند بندي دسته
 هـاي  جدایـه  گرفتنـد.  قـرار  یکسـان  جدایـه  2 و 2 ،4 ترتیـب  هب بعدي

 کـار  هب ـ لوکـوس  12 تمـام  در ژنوتیـپ  نظـر  از گـروه  هـر  در موجود
 زیـاد  بسـیار  احتمال به ها جدایه این وجود و بودند یکسان شده گرفته
 توجـه  با است. مرکزي استان در بیماران این میان در سل انتقال نشانه

 احتمـالی  يهـا  ا تماسیس تما به مربوط اطلاعات به دسترسی عدم به
 بـا  رسـد  مـی  نظـر  هب ـ مطالعه، این در بیماران میان اپیدمیولوژیکی موثر

 میـان  بیمـاري  انتقال مورد در بیشتر اطمینان با بتوان اسپولیگوتایپینگ
  .نمود نظر اظهار بیماران این

  گیري نتیجه
ان ی ـدر م MIRU-VNTR یک ـیپ ژنتیت 42 اگرچهن مطالعه یدر ا

مورد تفاوت  19در شد؛ اما دستکم  ییه تحت مطالعه شناسایجدا 53
ــم ــان ای ــن تی ــفقــط در مــورد  ،هــا پی لوکــوس  12لوکــوس از ک ی
نسبتاً  یکیت ژنتیب در مجموع جمعین ترتیکاررفته مشاهده شد. بد به

ه ی ـجدا 13 ییشناسـا اگرچـه  د. ی ـهـا مشـاهده گرد   هی ـاز جدا یهمگن
توانـد بـه عنـوان نشـانه انتقـال       یم ـ یک ـیپ ژنتیت 4ک در قالب یدمیاپ
در  يمــاریامــا در مجمــوع انتقــال ب ؛ان باشــدیــان مبتلایــدر م يمــاریب
  رسد. ینظر نم چندان گسترده به یماران تحت بررسیب

 قدردانی و تشکر
) 2-18-18-90047مصـوب (  یقـات ین مقاله حاصـل طـرح تحق  یا

 یت مـال ی ـبود و بـا حما  سازي رازي سرمسسه تحقیقات واکسن و ؤم
در  یشـگاه یات آزمایعمل ين اجرایهمچن د.یآن مؤسسه به انجام رس

 یاخـذ درجـه کارشناس ـ   يبـرا  ياحمـد  يمهـد  يآقا نامه انیقالب پا
سسه تحقیقات واکسـن  ؤماز  یپزشک یشناس کروبیمارشد در رشته 

ــرم   له ازیوســ نیبــد د.یــانجــام گرد شــعبه اراك ســازي رازي و س
ــقاآ ــر مجیـ ــانیـــان دکتـ ــر هـــادید رمضـ ــو ن یقـــدکچ ي، دکتـ   زیـ

 يو اجـرا  یبه خاطر مساعدت در سازمانده يکاریب اله پایدکتر حب
ــا   یـــاد زنـــده خـــاطره و یـــاد م.یینمـــا ین مطالعـــه تشـــکر مــ ـ یـ

 از پـس  سسـه ؤم رئیس نخستین و گذار پایه Louis Paul Delpi دکتر
 نخسـتین  فیعـی ر عزیـز  دکتـر اد یزنده  ،1309 سال در سازمان تجدید
 فنی معاون میرشمسی حسین پروفسوراد یزنده  و انستیتو ایرانی رئیس

 گرامـی را  مرکـز  ایـن  گذشـته  در پژوهشگران دیگر کنار درمؤسسه 
 م.یدار یم
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 ________________________________________________________________________________________________________________________________  
Abstract 
Background and Objective: MIRU-VNTR typing is currently one of the most frequently-used 
standardized genotyping systems in molecular epidemiology of tuberculosis in the world. This sudy was 
done to determine the Mycobacterium tuberculosis genotyping by MIRU-VNTR method. 

Methods: This descriptive study was done on sputum, gastric lavage clinical specimens of 53 
tuberculosis suspected patients. Fifty-three isolates were identified by 16S rRNA and Rv-typing followed 
by RD typing. They were then subjected to a 12-locus (ETRA, ETRB, ETRC, ETRD, ETRE and ETRF, 
MIRU-10, MIRU-26, MIRU-39, MIRU-30 plus QUB-11b) MIRU-VNTR typing system. 

Results: In MIRU-VNTR typing, forty-four types were identified with 13 isolates classified in 4 clustered 
and the remaining 40 isolates representing 40 orphan patterns. In comparative analysis of MIRU-VNTR 
loci, MIRU-26 with 7 alleles displayed the highest diversity level (Simpson’s diversity index = 0.767. 
Out of the 53 isolates, only one was identified as Mycobacterium bovis. All the remaining isolates were 
characterized as Mycobacterium tuberculosis. None of the samples was affected to Mycobacterium 
complex strain. No evidence of either double or co-infection of the patients with more than one 
species/strain was detected. 

Conclusion: While the genomic diversity observed by MIRU-VNTR typing sounds extensive, the 
population genomic structure on the whole however, seems to be homogenous. Recent transmission 
between studied patients does not appear to be a frequent event as only 13 isolates representing 4 
MIRU-VNTR types, were assumingly epidemic. 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex, Mycobacterium bovis, RD typing, Rv-typing, 
MIRU-VNTR genotype 
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