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 توسطدر ايران  مايكوباكتريوم بوويسي ها تيپ بررسي تنوع ژنتيكي تحت
  PCR-RFLPروش اسپوليگوتايپينگ و 

 
روح االله  ،1نژاد يزهرا درخشان ،1يمحدثه مظفر ،2ينادر مصور ،1ايفرن سايپر ،*2نيتد وانيك ،3و2و1انيخالق انيپو

  4سامد برومندفر ،2رايناك قادري، 1يتياكبر ولا يعل ،1يمحمد رضا مسجد ،2پور يشجاعت دشت ،2كشاورز 

  
  و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي، تهران، ايران . مركز تحقيقات مايكوباكتريولوژي، دانشگاه علوم پزشكي1

  . موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي، كرج، ايران2
  نگرمسار، ايرا . دانشكده دامپزشكي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد گرمسار،3

  ايران ،تهران، سازمان دامپزشكي كل كشور ،ي داميها . دفتر بهداشت و مديريت بيماري4

  1392تير  17تاريخ پذيرش:      1391بهمن  14تاريخ دريافت: 

  دهيچك
جدايه انساني  8مجموع تعداد  در ،صورت پذيرفت 1391الي  1389از  ماه 18تحقيق كه بمدت  ينجريان انجام ا در     

اين مايكوباكتريوم مورد  يگاو جدايه 68بيمار مشكوك به سل اخذ شده بودند همراه با  1320از ميان  كهبوويس  يوممايكوباكتر
 از روش دهبا استفا پيرازيناميد با هدف بررسي وضعيت مقاومت آنها نسبت بهها  تمام جدايهpncA  مطالعه قرار گرفتند. ساختار ژن

PCR-RFLP ميان آنها  ولوژيكبمنظور درك بهتر ارتباطات اپيدمي ها جدايه همهوه بر اين مورد بررسي قرار گرفت. علا
در مقايسه با گزارشات مشابه  بوويس مايكوباكتريومدرصد از بيماران تحت مطالعه به  6/0 تنها آلودگيگرديدند.  اسپوليگوتايپينگ

ميد انسبت به پيرازين ها ضمن آنكه تمام جدايه .دهد مي نشان بيمارانفراواني اين باكتري را در ميان  ازميزان پايين تري  ،ايران زا
ي شناسايي شده در ها اسپوليگوتايپ) و مقايسه SPOLDB04مقاوم بودند. با مراجعه به بانك اطلاعات بين المللي اسپوليگوتايپينگ (

ي گاوي ها پ ژنتيكي در ميان جدايهتي 12ي انساني و ها در ميان جدايه ST694 و ST595هاي  دو تيپ ژنتيكي به نام ،تحقيق ينا
ي انساني و گاوي تحت مطالعه در اين تحقيق شناخته شد. ها جدايهميان  شتركتنها ژنوتايپ م ST595 تيپشناسايي گرديدند. 

ي بوويس همچنان سلامت شهروندان ايران مايكوباكتريوم كهنمايند  مينشان  خاطربهداشتي كشور  مسئولين بهپژوهش  ايني ها يافته
  دهد. ميرا در معرض تهديد قرار 

  PCR-RFLP ،مولكولار اپيدميولوژي ،مايكوباكتريوم بوويس ،اسپوليگوتايپينگ :كلمات كليدي

  كيوان تدين نويسنده مسئول: ٭
  026-34502892. تلفن: موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي، كرج، ايران آدرس:

  k.tadayon@rvsri.ac.ir پست الكترونيك:
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 همدقم
 لماپپپش سیزوپپپلکربوت مویرتکاپپپبوکیام سکلپپپپمک
   و ناپسنا رد لپس    داپجیا هپب رداپق هک ددرگ یم ییاه هنوگ
 :زا دپپپنترابع اپپپه  هپپپنوگ نپپپیا .دنپپپشاب یپپپم تاپپپناویح
 ،  سیووپب مویرتکاپبوکیام ، سیزوپلکربوت مویرتکابوکیام
 ،  یا هرپاپپک مویرتکاپپبوکیام ،موناپپکیرفا مویرتکاپپبوکیام
 ،ی تناپپپک مویرتکاپپپبوکیام ، یپپپتورکیم مویرتکاپپپبوکیام
 و (1)   یگناپم مویرتکاپبوکیام ،یدپ ینیپ مویرتکابوکیام
     یپکیتنژ هباپشت دوپجو اپب .(12) سیگیرآ مویرتکابوکیام
  اپپحل زا ییاپپه تو اپفت ،اپپه   هپپنوگ نپیا ناپپیم داپپیز رایپسب
    هدهاپپشم اپپهنآ ناپپیم رد یلپپصا ناپپبزیم و یژولویمدپپیپا
 سی ووپپب مویرتکاپپبوکیاپپم .(82 و 22)  تپپسا هدپپیدرگ
 یاپپ عا ماپپمت ناپپیم رد ار یناپپبزیم عوپپنت نیرپپت هدرتپپسگ
   نپیا هپک  یروپطب تسا هداد صاصتخا دوخ هب سکلپمک
   یگناپخ تاپناویح ،ناسنا رد دناوت یم واگ رب هولاع هنوگ
 واگ رد هک یرامیب نیا .ددرگ یرامیب ببس زین یشحو و
 نیرپپتمهم زا ،دوپپش یپپم    هتخانپپش یواپپگ لپپس ماپپن هپپب
 ددرگ یم بوسحم ماد و ناسنا نایم كرتشم یاه یرامیب
  زورپپپب رپپپعاب ناپپپهج یاپپپه  روپپپشک زا یرایپپپسب رد و
  رپب .(82 و 22)  ددرپگ  یپم   یداپصتقا نلاپک یاه تراسخ
  یناپسنا یاه نابزیم یگدولآ عیرس صیخشت ساسا نیمه
 تپپپیمها زا سیووپپپب مویرتکاپپپبوکیام هپپپب تاپپپناویح و
 Nieman  ارپیخا .دشاب یم رادروخرب هژیو یکیژولویمدیپا
  شرازپگ ار   سیووپب مویرتکاپبوکیام زا یی اپه پیت تحت
   نیدپب .دنپشاب  یپم   دپیمانیزاریپ هپب ساسح هک تسا هدومن
   ،ناپپیلاتبم یپپیوراد ناپپمرد و یپپکین یلک رپپظن زا بپپیترت
  هپکنیا و سیووب مویرتکابوکیام یاه پیت تحت ییاسانش
      تپیمها زا ،دنتپسه دپیمانیزاریپ هپب ساپسح ا پی  مواپقم ایآ
   پپیت تپحت  سیووپب مویرتکابوکیام .دشاب یم رادروخرب
 ود ، سیووپب  پپیت تحت سیووب مویرتکابوکیام و هرپاک
 . دپنهد  یپم  لیکپشت ار سیووب مویرتکابوکیام پیت تحت

 دیمانیزاریپ هب ساسح هرپاک مویرتکابوکیام یعیبط نزخم
  سیووپب پیت تحت لومعم نابزیم و زب ،دنفسوگ لاومعم
        هپپب تبپسن پپیت تپحت نپیا هپکنآ نمپض دپشاب  یپم  واپگ
  نیپپپب یارپپپتفا .(31) دپپپشاب یپپپم  مواپپپقم دپپپیمانیزاریپ
   سیووپب مویرتکاپبوکیام و  سیزوپلکربوت مویرتکابوکیام
 و ییایمیپپشویب یاپپه    شور ساپپسا رپپب یتنپپس تروپپصب
  .دریذپپ  یپم  تروپص  اپه    یرتکاپب نپیا دپشر تایصوصخ
  و  اپیحا و دراد daNgonic  دپشر سیووب مویرتکابوکیام
  رپیخا ی اپه لاس رد .(81) دهد یمن ماجنا ار نیساین بذج
  هپن   وگ ود ناپیم زیاپمت یارپب یعونتم یلوکلوم یاه شور
 دوجو زا هدافتسا اه شور نیا هلمج زا .دنا هدیدرگ عادبا
 Single Nucleotide) یدپپپپپیتوئلکون عوپپپپپنت

Polymorphism= SNP) نژ رد pdNA و 4)  دپشاب  یپم 
  تپیلاعف  و دپشاب یم دیتوئلکون 188 رب لمتشم نژ نیا .(8
 هپپنیمآ دیپپسا 811 اپپب mnipse میزپپنآ  دپپیلوت ببپپس نآ
    هپب تبپسن یرتکاپب تمواقم ببس نآ دیلوت هک ددرگ یم
 مویرتکاپپپبوکیام pdNA نژ رد  .ددرپپگ یپپپم  دپپیمانیزاریپ
 دی پسا لی دپبت رعاب هک) 181 دیتوئلکون رد رییغت سیووب
  زورپب  ببپس  (ددرپگ  یپم نیدی تپسی ه هپب كی تراپپسآ هنیمآ
 .دوش یم دیمانیزاریپ هب یرتکاب تمواقم

 یپپناوارف یپپسررب و ییاپپسان ش فدپپه اپپب هژورپپپ نپپیا
   هپب یعاپجرا ی اپه   هپنومن ناپیم رد سیووب مویرتکابوکیام
      رد رقتپپسم روپپشک یناپپسنا لپپس سنارپپفر هاگپپشیامزآ
 یاه لاس ینامز هرود لوط رد یروشناد حیسم ناتسرامیب
 رد  اپه   هپیادج نپیا یکیتنژ عونت هسیاقم و 1131 ات 1131
 هاگشیامزآ رد هک نژوتاپ نیا یواگ یاه هیادج اب هسیاقم
       مرپس و نپسکاو تاپقیقحت هپسسوم یواپگ لپس سنارفر
  شور هپپپپب ،دپپپپندرگ یپپپپم  یرادپپپپهگن یزار یزاپپپپس
  یپناوارف هعلاطم .تسا هتفریذپ تروص گنیپیاتوگیلوپسا
 مویرتکاپپبوکیام یناپپسنا یاپپه  هپپیادج تیپپساسح نازپپیم



 32     ...سیووب مویرتکابوکیام یاه پیت تحت یکیتنژ عونت یسررب

 

    هدوپب هپعلاطم نپیا فادها رگید زا دیمانیزاریپ هب سیووب
 .تسا

 راک شور و داوم
 سیووب مویرتکابوکیام هیادج 1 دادعت قیقحت نیا رد
   زا هدپپش یروآ عپپمج ینیلاپپب هپپنومن 1231  ناپپیم زا هپپک
    زپپکرم هپپب هدپپننک هپپعجارم لپپس هپپب كوکپپشم ناراپپمیب
  یوپیر ی اپه  یراپمیب و لس یژولویرتکابوکیام تاقیقحت
 1131   یاهلاپس یناپمز هزاب رد یروشناد حیسم ناتسرامیب
 هپپپیادج 18 اپپپب هارپپپمه دپپپندوب هدپپپش ادپپپج 1131 یپپپلا
 ی اپه    هدپقع زا هدپش یروآ عپمج سیووب مویرتکابوکیام
    تاپقیقحت هپسسوم رد تپبثم نیلوکربوت یاهواگ یوافنل
  نوپسناج نیاتشنول طیحم رد یزار یزاس مرس و نسکاو
 1 تدم هب دارگیتناس هجرد ۳3 یامد رد و تشک دیدجت
 .دندش یرادهگن روتابوکنا رد هتفه

 ییایمیشویب یاه نومزآ
  نیپساین بذج و تارتین  ایحا ییایمیشویب یاه نومزآ
   روپپپپ ح رد یرتکاپپپپب دپپپپشر ییاپپپپناوت نیپپپپنچمه و
(Thiophene-2-carboxylic acid hydrazide) TCH 
  تپحت   سیووپب مویرتکاپبوکیام ی اپه هیادج همه یور رب
 ارجا درادناتسا یاه شور ساسا رب قیقحت نیا رد یسررب
  .دیدرگ

 یرتکاب یکیتنژ هدام جارختسا
  رپب  اپه   هپیادج ماپمت ،یرتکاب مونژ جارختسا روظنم هب
  و هنیریپپسلگ نوپپسناج -  نیاتپپشنول تپپشک طیپپحم یور
     زا سپپ هپتفه تپشه .دندپش تشک دیدجت راد تاووریپ
 هپپپجرد ۳3 یاپپپمد رد تپپپشک یاپپپه هپپپلول نویپپپسابوکنا
     كپمک هپب هپیادج رپه زا یرتکاب هنگرپ 3-2 ،دارگیتناس
 182  یوپتحم بوییت ژویفورکیم كی هب و تشادرب سنآ
  (نارپیا ،نژانیس) مویرتکابوکیام هدننک زیل رفاب رتیلورکیم
  رد هپقیقد 13   تدپم هپب بویت ژویفورکیم .دش هداد لاقتنا

   رارپق دارگیتناپس هجرد 81 یامد اب بآ یوتحم یرام نب
     ژویفیرتناپس زا سپپ .ددرپگ لاپعف ریغ یرتکاب ات دش هداد
    رد دوپجوم یناپقوف عیاپم ، g 111۳  رد هپقیقد 11 تدمب
     كپی هپب یرتکاپب یپکیتنژ هدام یواح بوییت ژویفورکیم
 ی اپه    نوپمزآ ماپجنا رد نآ زا و لاپقتنا دیدج ژویفورکیم

PCe دیدرگ هدافتسا. 

 pcnA نژ یور رب PCRـRFLP نومزآ
 هلحرم رد .تفریذپ تروص هلحرم ود رد نومزآ نیا
  زا هدافتپپپسا اپپپب و PCR شور هپپپب pcnA نژ تپپپسخن
 GGC-’5 یدپپیتوئلکون یلاوپپت اپپب f-pdNA یاپپهرمیارپ

GTC ATG GAC CCT ATA TC-3’ نیپنچمه و  
 CAA CAG-’5   یدپیتوئلکون یلاوپت اب r-pdNA رمیارپ

TTC ATC CCG GTT C- 3’ (1)   دپیدرگ رپیثکت. 
    مپجح هپک دپندیدرگ میظنت یا هنوگب PCR یاه شنکاو
 .دیدرگ تیبثت رتیلورکیم 18 لداعم تیاهن رد شنکاو ره
  رپکذ 1      لودپج رد نوپمزآ نپیا ییاپمد لپکتورپ و ازجا
 PCR  راپظتنا دروم لوصحم هدهاشم یارب .تسا هدیدرگ
  زا دوپب bp 1۳8  لوپط هب یکیتنژ هعطق كی زا ترابع هک
  هپلحرم رد .دیدرگ هدافتسا % 8/1 زراگآ لژ زروفورتکلا
    هدپننک دودپحم میزپنآ زا دحاو 1 رادقم نومزآ نیا مود

BstEII هدنزاپپس تکرپپش یداهنپپشیپ شور هپپب دانتپپسا اپپب  
(Roche, Manheim, Germany) زا رپپتیلورکیم 8 هپپب 
       كپی تدپم هپب یپمیزنآ مپ ه و هفاپضا PCR لوصحم
   هپب .تپفرگ  ماپجنا   دارگیتناپس هپجرد ۳3 یامد رد تعاس
  زا لپصاح ی اپه   هدروآرپف هزادپنا نییعت و كیکفت روظنم
 هدش م ه لوصحم زا رتیلورکیم 8 رادقم ،یمیزنآ م ه
   . دپش هدپنار 1%  دپیمآ لیرکآ یلپ لژ یور رب هیادج ره
 Ap 831، Ap     لوپط هپب هپعطق هپس هدهاشم نومزآ نیا رد
 ناوپپپنعب هپپپیادج تپپپیوه هدپپپنهد ناپپپشن Ap 311 و 324
 هپپب هپپعطق ود هدهاپپشم و  سیزوپپلکربوت مویرتکاپپبوکیام
  ناوپپنعب هپپیادج تپپیوه دپپیوم bp 841 و bp828 هزادپپنا
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   تپبثم لرپتنک ناونعب .دوب دهاوخ سیووب مویرتکابوکیام
  هپک H37Rv سیزولوکربوت مویرتکابوکیام یاه هیوس زا
   سیووپب مویرتکاپبوکیام و دشاب یم دیمانیزاریپ هب ساسح
BCG هپب نیپنچمه و دپشاب  یپم   دپیمانیزاریپ هپب مواقم هک    
 .دیدرگ هدافتسا رطقم بآ زا یفنم لرتنک ناونع

 گنیپیاتوگیلوپسا نومزآ
  یتراپجت تیک و Kamerbeek (1) فراعتم شور زا
(Isogen Bioscience, Netherlands) رپپتلاب لماپپش، 
   ازپجا .دیدرگ هدافتسا DRb  و  DRa یاهرمیارپ و اشغ
 رد هدافتسا دروم PCR نومزآ ییامد لکتورپ و شنکاو
    اپب نارپبمم نویپسازیدیربیه .تسا هدیدرگ رکذ 1 لودج
  هپجرد 88  یاپمد رد و Hybridization oven زا هدافتسا
  اپه spacer  نادپقف ای دوجو و تفریذپ تروص دارگیتناس
   ساپسح ملیپف   كپمک اپب و ECL   رگاپسانش زا هدافتپسا اب
 .(42 و 81 ،41 ،1 ،1 ،4)   تفریذپپ تروپص یفارگویدار
  مویرتکاپبوکیام ی اپه هیوس زا تبثم لرتنک ناونعب اددجم
 BCG سیووب مویرتکابوکیام و H37Rv سیزولوکربوت
 .دیدرگ هدافتسا یفنم لرتنک ناونع هب رطقم بآ زین و

 مویرتکاــبوکیام یاــه پیاتوگیلوپــسا ییاــسانش
 سیووب

  مویرتکاپبوکیام ی اپه  هپیادج زا   هدپمآ تپسد هب جیاتن
  یپللملا نیب تیاس بو زا هدافتسا اب واگ  اشنم اب سیووب
 مویرتکاپپبوکیام یاپپه پیاتوگیلوپپپسا یپپصاصتخا كپپناب
  تپفرگ رارق یسررب دروم www.m.bovis.org سیووب
    رد و دپیدرگ تپفایرد هیوپس ره هصخشم ییاسانش دک و
  كپپناب زا زپپین یرتکاپپب نپپیا یناپپسنا یاپپه هپپیادج دروپپم
   زا یپسرتسد لپباق SPOLDB4 پیاتوگیلوپسا تاعلاطا
 www.pasteur-guadeloupe.fr تیاپپپپس بو قپپپپیرط
 صخپپشم اپپه هیوپپس  یپپصاصتخا دپپک و دپپیدرگ هدافتپپسا
 .دندیدرگ

 

 جیاتن
  تپحت ی اپه   سیووپب مویرتکاپبوکیام یاه هیادج همه

 ی  ناپسنا و (هپیادج 18)یماد اشنم اب قیقحت نیا رد یسررب
    نیپساین بذپج زپین و تارتین  ایحا نومزآ رد (هیادج 1)
 Thiophene-2-carboxylic) روپپپ ح رد و یپپپفنم

acid hydrazide) TCH نپپیا .دپپندوب دپپشر زا ناوتاپپن 
 زا راپپظتنا دروپپم ییایمیپپشویب تایپپصوصخ اپپب اپپه یپپگژیو
 .دشاب یم راگزاس سیووب مویرتکابوکیام

 هپپپپپیادج 8۳ ماپپپپپمت ،PCR-RFLP نوپپپپپمزآ رد
  اشنم زا رظن فرص نومزآ تحت سیووب مویرتکابوکیام
       بپیترت نیدپب و هدپش هتخانپش دپیمانیزاریپ هپب مواقم اهنآ
  دندپش هتخانش سیووب مویرتکابوکیام هنوگ تحت ناونعب
 .(2 و 1 ریوصت)

   یناپسنا هپیادج 1   ناپیم زا گنیپیاتوگیلوپپسا نومزآ رد
 زا ار ST595 یوپپگلا هپپیادج 8 سیووپپب مویرتکاپپبوکیام
   یپماد یاپه    هپیادج ناپیم رد هپک  وپگلا نیا دنداد ناشن دوخ
 یناپپسنا رپپگید هپپیادج 2 .دپپیدرگن هدهاپپشم نوپپمزآ تپپحت
   تروپپپصب هپپپک دپپپندوب ST694 پیاتوگیلوپپپپسا یاراد
 زپپین یپپسررب تپپحت یواپپگ یاپپه هپپیادج ناپپیم رد كرتپپشم
  هپیادج 18    ناپیم رد نپیا رپب هولاع .(2 لودج) دش هدهاشم
  هدهاپشم پیاتوگیلوپسا 21 عومجم رد هعلاطم تحت یواگ
 .دنا هدیدرگن شرازگ نیا زا شیپ اه نآ دروم 8 هک دیدرگ

 یریگ هجیتن و ثحب
   رد نارپیا واپگ ی اپه هلگ رد یواگ لس یناوارف نازیم
   لپس لرپتنک همانرب یارجا هجیتن رد هتشذگ نرق مین لوط
   هپپیاپ رپپب هپپک ” راتپپشک و تپپست“   هپپب فورپپعم یواپپگ
 یاپپهو اگ راتپپشک و ییاپپسانش و اپپهواگ نویپپسانیلوکربوت
    .تپسا هتپشاذگ شهاپک هب ور ،دشاب یم تبثم نیلوکربوت
     طپسوت هدپش ملاپعا یاپهرامآ رب دانتسا اب ساسا نیمه رب
 1831   لاپس رد هپک نازیم نیا ،روشک یکشزپماد نامزاس
 تسا هدیدرگ شرازگ هدش تست یاهواگ %8 زا زواجتم
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  تپسا هتفای شهاک دصرد 2/1 زا رتمک هب 1131 لاس رد
 .(هدپپشن رپپشتنم تاپپعلاطا ،روپپشک یکپپشزپماد نامزاپپس)
  یناپسنا تیعمج رد سیووب مویرتکابوکیام یناوارف نازیم
     تیعپپضو نداد ناپپشن رد مپپهم هپپفلهم كپپی ناوپپنع هپپب
  هپپعلاطم اپپب KgnNir .دور یپپم  راپپکب اهروپپشک یتپپشادهب
 روپپشک 11     نیلولپپسم ناپپیم رد یرتکاپپب نپپیا یپپناوارف
  ناپشن ۳112  اپت 1۳11 ی اپه لاس نیب رد یبونج یاکیرمآ
 و اپورا رد .(3) دوب ریغتم %1 ات %34/1 نیب نازیم نیا داد
 ناتپپسلگنا رد و (11) %4/1  لداپپعم نازپپیم نپپیا دپپنله رد
   نپیا نارپیا رد .(2)   تپسا هدپیدرگ شرازگ %8/1 دودح
 تروپپص 1131  لاپپس رد هپپک راپپی هپپلا هپپعلاطم رد نازپپیم
 هپپعلاطم رد .(۳1) دپپیدرگ نیپپیعت ٪ 1/3 لداپپعم تفریذپپپ
  یور رپب 1131  یپلا 1131  یاپه لاس یط رد هک یرگید
 31  زا دروپم 2   تفریذپپ تروپص یزکرم ناتسا نیلولسم
  ناوپنعب   سیزوپلوکربوت مویرتکاپبوکیام سکلپمک هیادج
     فرپعم هپک دپندیدرگ ییاپسانش  سیووپب مویرتکابوکیام
 دشاب یم مویرتکابوکیام نیا هب نارامیب %2 ابیرقت یگدولآ
 نیپپیعت %8/1 لد اپپعم رادپپقم نپپیا رپپضاح قپپیقحت رد .(۳)
     هباپشم تاپشرازگ اپب هپسیاقم رد بیترت نیدب هک دیدرگ
 نپپیا هپپب ار ناراپپمیب یگدوپپلآ زا یرپپت نییاپپپ نازپپیم یپپلبق
  مویرتکاپبوکیام   لاپقتنا .دپهد  یپم   ناپشن نارپیا رد نژوتاپ
   نپیا اپب .دتفا یم یافتا تردن هب ناسنا هب ناسنا زا سیووب
 زا جراپپخ و نارپپیا رد لاپپقتنا عوپپن نپپیا زا یدراوپپم لاپپح
  یپتیلاو ۳112  لاپس رد    .تپسا هدپیدرگ شرازپگ روشک
   هپب هلاپس 8 كدوک كی زا سیووب مویرتکابوکیام لاقتنا
  دوپپمن شرازپپگ ار یپپسفنت قپپیرط زا یو هلاپپس 1 رهاوپپخ
  لاپقتنا Sunder 1112  لاپس رد ،ناریا زا جراخ رد .(32)
   رد لغاپش هلاپس 18   درپم كپی زا سیووب مویرتکابوکیام
 ی اپه   شور كپمک اپب ار شا هلاس 12 رتخد هب هاگراتشک
 .(11)   دوپمن تاپبثا PHnR-MPRU و گنیپیاتوگیلوپسا
        هپپب ناپپسنا یگدوپپلآ دراوپپم رپپثکا رد دوپپجو نپپیا اپپب

  اپپقن ریاپپس نوپپچمه نارپپیا رد سیووپپب مویرتکاپپبوکیام
  فرپصم ای و هدولآ یناسنا ریغ یاه نابزیم اب سامت ناهج
 مویرتکاپپبوکیام هپپب هدوپپلآ یپپماد یاپپه هدروآرپپف و داوپپم
 .تسا هدش هتخانش نارامیب یگدولآ هار ناونع هب سیووب

  یور رپپپب یلوپپپکلو  م نردپپپم تاپپپعلاطم نیتپپپسخن
   و یداپبآ  یپف طسوت ناریا رد یواگ لس یژولویمدیپا
 PR و PPBe   یاپهرکرام زا هدافتپسا اب RFLP شور هب
  لاپس رد نآ ی اپه   هپتفای هپک تفریذپ تروص IS6110 و
 گنیپیات یاه شور 1112 لاسرد .(8) تفای راشتنا 8111
PHnR و oNaAingoapgAP 331 یور رپپب نیدپپت طپپسوت 
   نارپیا رپسارس زا   سیووپب مویرتکاپبوکیام  یواپگ هیادج
    هپپب فورپپعم پیاتوگیلوپپپسا داد ناپپشن هپپک دپپش ماپپجنا

SB0120 هیوپپپس هپپپصخشم پیاتوگیلوپپپپسا ناپپپمه اپپپی  
   یپکیتنژ پپیت نیرت ناوارف BCG سیووب مویرتکابوکیام
 ی اپه      هیوپس روپفو نتفرپگ رپظن رد اپب و دشاب یم ناریا رد
  تپیعمج ، پپیت نیا هب كیدزن رایسب یاه پیاتونژ لماح
      زا ناپهج  اپقن ریاپس اپب هپسیاقم رد ناریا رد نژوتاپ نیا
 .(12) دشاب یم رادروخرب یکیتنژ یتخاونکی زا ییلااب حطس
-PGRS یاه شور یریگ راکب اب یروصم 1112 لاس رد
eFLP رپب اددپجم نژوتاپ نیا یواگ هیادج 321 یور رب   
  ناپشن هدومن دیکات اه هیادج نیا نایم رایسب یکیتنژ تهابش
 رد "BCG هبپپش "    لاطپصا هپب یاپپه    هیوپس روپفو هپک داد
 .(21) دشاب یم هجوت لباق یکیژولویمدیپا هاگدید زا ناریا

 13    هدپش یپسررب یواپگ هیادج 18 زا هعلاطم نیا رد
 .(%84/8 ) دپندوبSB0120 پیاتوگیلوپسا یاراد هیادج
    .دپپشاب یپپم یناوپخمه رد نیدپپت هپپعلاطم اپب هدهاپپشم نپیا
  شور هپپپک دپپپنهد یپپپم  ناپپپشن رتدپپپیدج یاپپپه هپپپتفای
      ماپمت ناپیم یارپتفا و كپیکفت هپب رداق گنیپیاتوگیلوپسا
  سیزوپپپلوکربوت مویرتکاپپپبوکیام  سکلپپپپمک یاپپپ عا
  مویرتکاپبوکیام  یاپه    هپیادج ماپمت لاپثم ناونعب .دشاب یم
 34-13 و1 ،3  هرامپپپش یاپپپه spacer دپپپقاف سیووپپپب
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   یپگژیو اپه    هپیادج هپمه رپضاح هعلاطم رد .(11) دنشاب یم
  سیووپپب مویرتکاپپبوکیام هپپصخشم پیاتوگیلوپپپسا صاپپخ
   نپیا .دپنداد ناشن دوخ زا ار یوف یاه spacer نادقف ینعی
      ماپپجنا زا لپپصاح هدپپش شرازپپگ تایپپصوصخ اپپب هپپتفای
 ر  د یپسررب تپحت هیادج 8۳ یور رب ییایمیشویب یاه تست
  سیووپب مویرتکابوکیام یزاسادج .دوب راگزاس قیقحت نیا
      تادهاپشم اپب رپضاح قپیقحت رد واپگ یوافنل یاه هدقع زا
    اپهنت ناوپنع هپب  مویرتکاپبوکیام   نپیا تپیلاعف رب ریاد نیشیپ
 رد هپپک سیزوپپلوکربوت مویرتکاپپبوکیام سکلپپپمک وپپ ع
   .دراد یناوخمه (11) ددرگ یم هدهاشم ناریا واگ یاه هلگ

 رد فوپپشکم پیاتوگیلوپپپسا ود زا شهوژپپپ نپپیا رد
 ST694/SB0127   یپکیتنژ پپیت یناسنا یاه هیادج نایم
 یسررب تحت یواگ یاه هیادج نیب رد كرتشم تروصب
  دپناوت یم هدهاشم نیا ساسا نیمه رب .دیدرگ هدهاشم زین
 زا نژوتاپ یلامتحا لاقتنا و یرامیب ندوب كرتشم تیهام
  روآداپپی .دپپیامن دپپییات ار ناپپسنا هپپب (واپپگ) هپپیلوا ناپپبزیم
     تپیلاعف یزپکرم ناتپسا رد هباپشم تروصب هک ددرگ یم
    كرتپشم پپیاتونژ اپب سیووب مویرتکابوکیام یاه هیادج
  هدپپیدرگ شرازپپگ هپپنیلوکربوت یاپپهواگ و نیلولپپسم نیپب
  اپب ،ST595  پیاتوگیلوپپسا اب  ابترا رد .(11 ,11) تسا
 ی اپه هلگ نایم رد نیا زا شیپ پیاتونژ نیا هکنیا هب هجوت
   یپگژیو لپیلد  ه    پب و تپسا هدپیدرگن شرازپگ ناریا واگ
 (2  لودپج) 81  هرامپش spacer دوجو رب ریاد نآ صاخ
  ماپجنا هب  ونم هیوس نیا یکیژولویمدیپا لیلحت و هیزجت
 رفن 8 یگدولآ هک دنچره ،دوب دهاوخ یلیمکت تاقیقحت
   لاتپبا رد نآ تیقفوم هدنهد ناشن هیوس نیا هب نارامیب زا
   نپیا رپب هولاع .دشاب یم نژوتاپ هیوس كی ناونعب نارامیب
  دپحاو هیوس كی هب نارامیب نیا یگدولآ دور یم لامتحا
 نآ زورب هجیتن رد هک دشاب كیمدیپا تلاح دوجو رگنایب
 هپپجیتن رد   ناپپمزمه اپپبیرقت تروپپصب ناراپپمیب نپپیا ماپپمت
    یبایتپسد .دپنا هدپیدرگ هدولآ دحاو هیوس كی اب ههجاوم

  رپب یکتم  ابترا نیا رد حیحص كیژولویمدیپا لیلحت هب
  .دوب دهاوخ یلیمکت تاعلاطم ماجنا

  دپسر  یپم  رپظن ه پب ، هپعلاطم نیا تادهاشم هب دانتسا اب
      رپطخ هپب تبپسن ناپنچمه دپیاب روشک یتشادهب نیلوئسم
 ناشن هجوت ناسنا هب واگ زا سیووب مویرتکابوکیام لاقتنا
      نامزاپس طپسوت هپک یواپگ لپس لرتنک همانرب زا و دنهد
  یراپپمیب نپپیا اپپب هزراپپبم یاتپپسار رد روپپشک یکپپشزپماد
   نیپنچمه دپنی  امن تپیامح ددرپگ  یپم ماجنا یلم تروصب
 سیووپپب مویرتکاپپبوکیام یاپپه هپپیادج ماپپمت گپپنیپیاتونژ
 ی اپه   شور زا هدافتپسا اپب    یواپگ و یناپسنا زا مپعا ناریا
   گنیپباتوگیلوپپپپسا صوپپپصخب و یلوپپپکلوم فراپپپعتم
  لپپس یژولویمدپپیپا زا زور شپپناد شیازپپفا رد دپپناوت یپپم
  .دیامن افیا هدنزاس شقن روشک رد یواگ

 مویرتکابوکیام یاه هیادج رد دیمانیزاریپ هب تمواقم یوگلا : 1 ریوصت
 : 1 كهاچ :تسار هب پچ زا .BsteII میزنآ اب مضه زا سپ یناسنا سیووب

100 bp plus DNA size marker، سیووب .م یاه هیادج :2یلا 2 كهاچ 
 .M هیوس ،11 كهاچ ،M. bovis BCG هیوس. :9 كهاچ ،نومزآ تحت

tuberculosis H37Rv 

 مویرتکابوکیام یاه هیادج رد دیمانیزاریپ هب تمواقم یوگلا : 2 ریوصت
 ،1 كهاچ :تسار هب پچ زا .BsteII میزنآ اب مضه زا سپ یواگ سیووب

 ،M. bovis BCG هیوس. :2 كهاچ ،M. tuberculosis H37Rv هیوس
 ،یواگ سیووب مویرتکابوکیام یاه هیادج :21 یلا 2 و 8 یلا 3 یاه كهاچ

 bp plus DNA size marker 100 : 7 كهاچ



 87     ...مايكوباكتريوم بوويسهاي  بررسي تنوع ژنتيكي تحت تيپ

 

 تحقيق اين در استفاده مورد PCR يها آزمون) ب( دمايي پروتكل و) الف( اجزاء )1 جدول

 الف قسمت 1 جدول

PCR reaction 
PCR 

buffer1 
(µl) 

dNTPs2 
(µl) 

MgCl2
3 

(µl) 

Primer 
forward4 

(µl) 

Primer 
reverse4 

(µl) 

Taq 
polymerase5 

(µl) 

DNA 
template 

(µl) 

PCR 
water 
(µl) 

Total 
volume 

(µl) 

pcn A 5 1 0 0.5 0.8 0.2 5 37.5 50 

Spoligotyping 5 1 1.5 1 1 0.25 5 24 50 

  ب قسمت 1 جدول

PCR reaction Initial heating Denaturation Annealing Extension Final extension 
№ of 

complete 
cycles 

pcnA 10 min, 95°C 30 s, 95 °C 40 s, 60 °C 1 min, 72 °C 10 min, 72 °C 40 

Spoligotyping 3 min, 96 °C 1 min, 96 °C 1 min, 55 °C 30 sec, 72 °C 5 min, 72 °C 30 
 

1 : Without MgCl2. 
2 : From 10 mM solution. 
3 : From 25 mM solution. 
4 : From 5 pmol/ µl solution. 
5 : From 5 U/ µl stock 

اعداد صفر و يك در  در مطالعه حاضر. مايكوباكتريوم بوويسجدايه انساني  8جدايه گاوي و  68ي شناخته شده در ميان ها ) اسپوليگوتايپ2جدول 
  باشد. براي آگاهي از جزئيات به متن مراجعه گردد. مي spacerنشانه به ترتيب فقدان و وجود  Spoligotyping patternستون 

Spoligotyping pattern● 
(Spacers 1-43) 

Spoligotype 
(ST*/SB** Number) 

No of 
isolates 

Frequency 
(%) Host 

1101111101111110111111111111111111111100000 ST482/SB0120 31 45.5 Cattle 
1101111101111110111111011111111111111100000 ST1181/SB1167 13 19.1 Cattle 
1101111101111110111111111111000001111100000 Not reported 12 17.6 Cattle 
1101111101111110111111011111111111001100000 Not reported 2 2.9 Cattle 
1101111101111000111111111111111111111100000 ST694/SB0127 2 2.9 Cattle 
1101111101111110111111111111000111111100000 SB1166 2 2.9 Cattle 
0001111101111110111111111111111111111100000 ST977/SB0867 1 1.4 Cattle 
0001111101111110111111111110111111111100000 Not reported 1 1.4 Cattle 
1101111101110010111111011111111111111100000 Not reported 1 1.4 Cattle 
1101111101111010111111111111111111111100000 Not reported 1 1.4 Cattle 
1101011101110000111100111111111001100100000 Not reported 1 1.4 Cattle 
1101111101111110111111111111111111101100000 SB0934 1 1.4 Cattle 
1101111101111111111111111111111111111100000 ST595 6 75 Human 
1101111101111000111111111111111111111100000 ST694/SB0127 2 25 Human 

● Spoligotyping pattern: 1= spacer is present, 0= spacer is absent  
* ST Number: Based on SPOLDB4 accessible at www.pasteur-guadeloupe.fr 

** SB Number: Based on M. bovis spoligotyping database accessible at www.m.bovis.org  

  تقدير و تشكر
نويسندگان مقاله مايل هستند از پرسنل آزمايشگاهي 
بيمارستان مسيح دانشوري و همچنين بخش تحقيق و 
توليد توبركولين و مالئين موسسه تحقيقات واكسن و 

آن كارشناسان  سازي رازي كرج و علاوه بر سرم
دامپزشك و تكنسين فني سازمان دامپزشكي كل كشور 
كه در انجام اين پروژه مساعدت نموده اند تشكر نمايند. 
هزينه انجام اين تحقيق به تساوي توسط بيمارستان مسيح 

 دانشوري و موسسه رازي تامين گرديده است. 
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Abstract 
    Within the course of this 18-month long work spanning 2010 and 2011, a total of 
eight human Mycobacterium bovis isolates collected from 1,320 tuberculosis-
suspected patients, along with 68 bovine isolates were subjected to PCR-RFLP of 
pncA gene to assess their resistance to Pyrazynamide. All the isolates were 
subsequently spoligotyped to better understand their potential epidemiological links. 
As results showed, only 0.6% of the patients were infected with M. bovis, i.e. a 
considerably smaller rate compared to previous reports from Iran. Besides, all the 
isolates proved to be resistant to pyrazynamide. Consulting the SPOLDB4 
spoligotyping databank, two patterns, namely ST595 and ST694, were detected among 
human isolates. Moreover, 12 patterns were found among the bovine isolates. ST595 
was the single spoligotype shared between human and bovine hosts. For health 
officials, these observations indicate that in the Iranian environment M. bovis 
continues to produce a health risk to human.  
Keywords: Spoligotyping, Mycobacterium bovis, Molecular Epidemiology, PCR-
RFLP. 
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