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چکیده

، به دلیل افزایش شیوع بیماري زایی و ظهور مقاومت هاي آنتی               )NTM( هاي غیرتوبرکلوزي     مایکوباکتریوم امروزه   :سابقه و هدف  

این مطالعه با   .   می باشد  مایکوباکتریوم فورچوئیتوم  غیرسلی در ایران ،        مایکوباکتریومرایج ترین   .  بیوتیکی اهمیت فراوان یافته اند     

 در ایران با استفاده از روش         مایکوباکتریوم فورچوئیتوم هدف شناسایی مولکولی و بررسی تنوع ژنتیکی در میان جدایه هاي بالینی                 

RAPD-PCRانجام شد  .

 جداسازي شده از نمونه هاي مختلف بالینی          NTM ایزوله   81توصیفی بر روي       -این مطالعه به صورت مقطعی     :  مواد و روش ها    

از رنگ آمیزي اسیدفست و تست هاي رایج بیوشیمیایی استفاده               مایکوباکتریوم فورچوئیتوم    به منظور شناسایی اولیه       .  انجام شد 

 هضم   HpaII و AvaII  ،HphI آنزیم برش دهنده       3 به وسیله     PCR تایید شدند و محصولات        PCRجدایه ها با روش       .  گردید

. انجام شدRAPDبه کمک آنالیز  مایکوباکتریوم فورچوئیتوم تیپ بندي مولکولی جدایه هاي در نهایت. گردیدند

این سویه ها بر     .   شناسایی شدند  مایکوباکتریوم فورچوئیتوم  سویه به عنوان      36 بررسی شده،     NTM ایزوله   81از مجموع     :یافته ها 

%) 22/2 عضو ،    8  (2،  %)25 عضو ،    9  (1بیشتر جدایه ها در رپید تایپ        .   خوشه اصلی قرار گرفتند    10 در   RAPDاساس پرایمرهاي   

 جفت بازي   1000و پس از آن قطعه      %)  94/4( جفت بازي    300در آنالیز رپید، قطعه اصلی      .  طبقه بندي شدند  %)  16/6 عضو ،    6  (6و  

.وجود داشت%) 66/6(

این آنالیز می تواند تنوع ژنتیکی و اطلاعات         .   را نشان می دهد    RAPD-PCRنتایج مطالعه حاضر، قدرت تمایزي بالاي         :نتیجه گیري 

 ساده، سریع، ارزان و پیچیدگی کمتري         RAPDآنالیز  .   ارائه دهد  مایکوباکتریوم فورچوئیتوم اپیدمیولوژیکی را در مورد جدایه هاي         

.نسبت به سایر روش هاي تیپ بندي مولکولی دارد

  .، تایپینگ مولکولیRAPD-PCR، مایکوباکتریوم فورچوئیتوم :واژگان کلیدي

92آبان ماه : پذیرش براي چاپ 92شهریور ماه : دریافت مقاله

جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم، گروه مـیـکـروب شـنـاسـی        :   آدرس براي مکاتبه* )  

rasa.mehrabzade@gmail.com: پست الکترونیک 09398099606:     تلفن

مقدمه     

 هاي        مایکوباکتریوم              هاي محیطی یا                             مایکوباکتریوم                  امروزه               

به    )     Nontuberculous Mycobacteria = NTM( غیرتوبرکلوزي                

دلیل افزایش شیوع بیماري زایی و مقاومت آنتی بیوتیکی اهمیت                                                                              

).  1( فراوان یافته اند                  

  NTM                                                     ً                     عموماا ساپروفیت بوده و در اکوسیستم هاي طبیعی 

اما در شرایط                  .     مانند آب، خاك، غذا و گرد و غبار وجود دارند                                                                

خاصی به عنوان بیماري زاهاي فرصت طلب انسانی عمل                                                                              

 هاي با رشد                       مایکوباکتریوم             ،     NTMاز میان                   ).  2( می نمایند                 

می توانند             )     Rapid Growing Mycobacteria = RGM( سریع        

باعث عفونت هاي موضعی و نیز عفونت هاي بیمارستانی                                                                             
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از جمله شایع                    ).      3( مانند عفونت هاي محل جراحی شوند                                                    

 که باعث بروز بیماري هاي انسانی می شوند                                                                   RGMترین        

،   ) M. abscessus( مایکوباکتریوم آبسسوس                                می توان به                            

مایکوباکتریوم               ،           ) M. chelonae  (   مایکوباکتریوم چلونی                           

مایکوباکتریوم ماسیلینس                          و       )     M. fortuitum  (   فورچوئیتوم          

 )M. massiliense   (            اشاره نمود )4  .(

 از یک منبع                   1905 اولین بار در سال                             مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          

 به عنوان               1938به دنبال آن در سال                                .     دوزیست جداسازي شد                     

یک بیماري زاي انسانی شناسایی و به وسیله داکاستا کروز                                                                                  

 )Da Costa Cruz     (                               نام گذاري گردید )مایکوباکتریوم               ).      5

 می تواند موجب ایجاد طیف وسیعی از عفونت                                                                 فورچوئیتوم          

شامل تزریق آبسه و                           )     7( ، پوست و بافت نرم                                 ) 6( هاي شش            

، غلاف تاندون، آبسه و استخوان                                          )     9 و        8( عفونت هاي زخم                     

در میزبان هاي با نقص ایمنی شامل بیماران مبتلا                                                                    )     11 و        10( 

مایکوباکتریوم               علاوه بر این،                          ).      12 و            5( به ایدز گردد                          

 مسوول اکثر عفونت هایی است که به دنبال                                                                      فورچوئیتوم          

).  13( جراحی باي پاس یا تقویت ماموپلاستی رخ می دهند                                             

 به کمک             مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          مقایسه ژنتیکی جدایه هاي                                 

این امر براي ارزیابی                              .     روش هاي تایپینگ به دست می آیند                                                

امروزه        .     میزان شیوع و مطالعات اپیدمیولوژیکی مفید می باشند                                                                  

 از چندین تکنیک وابسته به واکنش                                                 NTMبراي مطالعه شیوع                          

شامل جدا کننده رونویسی شده                                      )     PCR( زنجیره اي پلی مراز                              

 بر پایه تکثیر تصادفی                                rRNA     16S - 23S )ITS ( ،PCRداخلی         

DNA                        پلی مورفیسم  )RAPD     (                                       و تکثیر توالی هاي داخلی

امروزه از روش                     ).      3( استفاده می شود                        )     ERIC( انتروباکتریال                 

RAPD-PCR                                                                       به عنوان ابزاري مفید در تیپ بندي و تمایز 

  مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          از جمله             مایکوباکتریومی                  گونه هاي              

مطالعات انجام شده در ایران                                        ).      15 و          14( استفاده می گردد                         

 بیشترین فراوانی                      مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          نشان می دهند که                           

 جداسازي شده از نمونه هاي بالینی                                                          NTMرا در میان                        

).  16( دارد      

هدف از این پژوهش شناسایی مولکولی و بررسی تنوع ژنتیکی                                                                          

 در ایران               مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          در میان جدایه هاي بالینی                                      

.   بود     RAPD-PCRبا استفاده از روش                   

مواد و روش ها             

  -این مطالعه به صورت مقطعی                                            : جمع آوري نمونه                      )     الف   

 ایزوله بالینی جدا شده از نمونه هاي خلط،                                                            81توصیفی بر روي                     

، ادرار و               ) pleural effusion( مایع شستشوي برونش، مایع جنب                                       

تمامی نمونه ها از مراکز مختلف                                         .      انجام شد             1391زخم در سال                  

ایران از جمله بیمارستان مسیح دانشوري تهران، انستیتو پاستور                                                                                

ایران، دو آزمایشگاه خصوصی در تهران و مرکز رفرانس سل                                                                               

جنوب غرب ایران به آزمایشگاه مرکز تحقیقات                                                                  -خوزستان       

بیماري هاي عفونی و گرمسیري دانشگاه علوم پزشکی جندي                                                                          

. شاپور اهواز ارسال گردیدند                         

براي این                : شناسایی اولیه گونه مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                                                       )     ب 

منظور از رنگ آمیزي اسیدفست و آنالیز ویژگی هاي فنوتیپی                                                                                 

)   LJ( مانند تست رشد بر روي محیط لونشتاین جانسون                                                                             

 )Himedia,India     (                            درجه         45 و          37،     25در دماهاي متفاوت 

سانتی گراد، فعالیت آریل سولفاتاز، تولید رنگدانه، سرعت رشد                                                                             

، احیاي نیترات، رشد بر روي محیط                                                             )  روز        7کمتر از                 ( 

% NaCl     (5( مک کانکی آگار بدون کریستال ویوله، تحمل نمک                                                              

، جذب آهن، وجود اوره آز و احیاي تلوریت، فعالیت کاتالازي                                                                              

 درجه سانتی گراد و تولید نیاسین استفاده                                                                       68در دماي                 

).    17( گردید       

H37Rسویه          مایکوباکتریوم توبرکلوزیس                                  در این مطالعه از                                

 )M. tuberculosis H37R (     ،                      سویه           مایکو باکتریوم بوویس BCG 

 )M. bovis BCG (   ،                     سویه         مایکوباکتریوم کانساسی DSM44162 

 )M. kansassi  DSM44162 (                                                 به عنوان کنترل در آزمون هاي

مایکوباکتریوم               جدایه هایی که به عنوان                                        .     فنوتیپی استفاده شد                        

 شناخته شدند، با روش هاي مولکولی مورد بررسی                                                               فورچوئیتوم          

. بیشتر قرار گرفتند                 

و   )     Pitcher( براي این منظور از روش پیچر                                            : DNAاستخراج           )     ج 

 با کمی تغییرات براي بهبود حساسیت                                                   1989همکاران در سال                        

به طور خلاصه، پس از                              ).      18( سلول ها به هضم، استفاده شد                                            

غیرفعال سازي حرارتی، سلول هاي باکتریایی با آنزیم لیزوزیم                                                                                
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 در حضور سدیم دودسیل سولفات                                         Kتیمار و توسط پروتئیناز                                  

 )SDS     (          در ادامه              .     هضم شدندDNA                                  با کیفیت بالا توسط فنل -

.   کلروفورم خالص سازي و با ایزوپروپانول رسوب داده شد                                                                         

سپس     .     شسته و دهیدراته گردید                           %     70رسوب حاصل در اتانول                             

 میکرولیتر آب مقطر حل و تا زمان استفاده در دماي                                                                             100در      

oC20-               نگهداري گردید .

 براي این منظور                         ):  PCR( انجام واکنش زنجیره اي پلیمراز                                             )     د 

با توالی            مایکوباکتریوم                   پرایمرهاي اختصاصی جنس                                       از        

MSGPF : 5'-CTGGTCAAGGAAGGTCTGCG-3'                و 

MSGPR : 5'-GATGACACCCTCGTTGCC-3'                      استفاده 

 جفت        228این پرایمرها می توانند یک قطعه                                                  ).      19.  (    گردید     

  hsp65 کیلودالتونی از ژن                                  65بازي مربوط به یک توالی                                          

.   را تکثیر نمایند               )   پروتئین شوك حرارتی                  ( 

  33/5شامل           میکرولیتر                    50 با حجم نهایی                                  PCRواکنش     

 میکرولیتر از                   x10     ،4 میکرولیتر بافر                             2/5میکرولیتر آب مقطر،                          

  dNTP Mix میکرولیتر                  1،     )  پیکومول          10غلظت        ( هر پرایمر                 

  25غلظت          (   MgCl2 میکرولیتر                  2/5،     )  میلی مولار                10غلظت        ( 

و   )      نانوگرم          20غلظت        (  الگو           DNA میکرولیتر                2،     ) میلی مولار           

 واحد         5غلظت          (   Taq DNA Polymerase میکرولیتر آنزیم                        0/5

 در       PCRدر ادامه واکنش                        .     انجام گردید             )      میکرولیتر            100در      

 دقیقه          5با شرایط دمایی                        )     Biorad, USA( دستگاه ترموسایکلر                       

 درجه سانتی گراد و در                                     95واسرشت شدن ابتدایی در دماي                                          

 درجه         94 چرخه شامل واسرشت شدن در دماي                                                       35ادامه         

 درجه سانتی                 58 ثانیه، اتصال در دماي                                 15سانتی گراد به مدت                           

 درجه سانتی گراد                        72 ثانیه، گسترش در دماي                                 15گراد به مدت               

  72 ثانیه و در نهایت گسترش نهایی در دماي                                                                   30به مدت              

.    دقیقه انجام شد               10درجه سانتی گراد به مدت                        

 درصد واجد اتیدیوم برماید                                     3 به ژل آگاروز                         PCRمحصولات          

دستگاه         به کمک                 DNAقطعات         .     منتقل و الکتروفورز گردیدند                                  

مشاهده و عکس برداري                             )     UV Tech, UK( ژل داکیومنتاسیون                      

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس                                در این مطالعه از                                          .     شدند    

،   BCG سویه                   مایکو باکتریوم بوویس                                ،         H37Rسویه            

به عنوان کنترل                          DSM44162 سویه             مایکوباکتریوم کانساسی                       

. مثبت استفاده گردید                  

 PCR Restriction Enzyme( آنالیز آنزیم برش دهنده                                            )     ه 

Analysis = PRA      :(                                                      براي این منظور از روش توصیه شده توسط

 با اندکی تغییرات استفاده                                   2005و همکاران در سال                          )     Kim( کیم       

 جفت بازي                 644به طور خلاصه، یک قطعه                                        ).      20( گردید         

hsp65               واکنش     .      تکثیر شدPCR                            میکرولیتر              50 با حجم نهایی 

  x10     ،2 میکرولیتر بافر                               5میکرولیتر آب مقطر،                                  30/5شامل        

 میکرولیتر              2،     )  پیکومول          10غلظت        ( میکرولیتر از هر پرایمر                                      

dNTP Mix   )          میکرولیتر                  3،       )  میلی مولار                10غلظت MgCl2

  20غلظت        (  الگو           DNA میکرولیتر                5،     )  میلی مولار              25غلظت        ( 

  Taq DNA Polymerase میکرولیتر آنزیم                                  0/5و       )     نانوگرم       

در ادامه            .     انجام گردید             )      میکرولیتر            100 واحد در                    5غلظت        ( 

با شرایط            )     Biorad, USA(  در دستگاه ترموسایکلر                               PCRواکنش         

 درجه سانتی                 94 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دماي                                                   5دمایی         

  95 چرخه شامل واسرشت شدن در دماي                                                 30گراد و در ادامه                           

 درجه         62 ثانیه، اتصال در دماي                                   60درجه سانتی گراد به مدت                                    

 درجه         72 ثانیه، گسترش در دماي                                       45سانتی گراد به مدت                               

 ثانیه و در نهایت گسترش نهایی در                                                      90سانتی گراد به مدت                               

.    دقیقه انجام شد               15 درجه سانتی گراد به مدت                         72دماي      

 و      AvaII     ،HphI آنزیم برش دهنده                          3 به وسیله                 PCRمحصولات          

HpaII    )  Fermentase     (                                               مطابق روش یاد شده هضم داده شد   .

 درصد واجد اتیدیوم                            3به ژل آگاروز                      محصولات هضم شده                        

 به کمک                DNAقطعات         .     برماید منتقل و الکتروفورز گردیدند                                             

.   دستگاه ژل داکیومنتاسیون مشاهده و عکس برداري شدند                                                                            

و   )     Kim( دست آمده از هر گونه با جدول کیم                                                             الگوهاي به                  

همکاران و همچنین پایگاه داده ها مقایسه و به این ترتیب                                                                                         

.   تعیین گونه شد             

تیپ بندي مولکولی ایزوله هاي مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                                                                        )     و 

  DNAاز       نانوگرم              50براي این منظور                        :     RAPDبه کمک آنالیز                       

 با استفاده                 RAPDاستخراج شده از جدایه ها، در معرض آنالیز                                                             

   ('AGAGTTTGATCCCTGGCTCAG-3-'5)از پرایمرهاي                        

27F          و (5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3')     1525R         همان 

).    21( گونه که در مراحل قبل توصیف شد، قرار داده شد                                                                                 
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 توسط الکتروفورز جداسازي و با دستگاه ژل                                                         PCRمحصولات          

باندهاي اصلی شناسایی و                              .     داکیومنتاسیون تصویر برداري شدند                                     

معیار هاي چاپ شده قبلی براي تفسیر باندها مورد استفاده                                                                                   

).  22( قرار گرفتند             

یافته ها        

%)    58(  بیمار            47جدایه هاي مورد پژوهش در مطالعه اخیر، از                                                             

 تأیید شده،                   NTMزن با عفونت                       %)      42(  بیمار              34مرد و             

 سال با میانگین                           50-60سن بیماران بین                          .     جداسازي گردید               

 جدایه جمع آوري شده،                                81از مجموع              .      سال بود            56/4سنی       

 روز        7مورد بر اساس سرعت رشد در کمتر از                                                      %)      44/44  (   36

  و آزمون هاي متداول بیوشیمیایی براي تند رشد ها، به عنوان                                                                                 

.    شناخته شدند            مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                        

بیشترین         )      مورد       19%  (    52 با فراوانی                   مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          

  BAL    (Branch Alveolar Lavage)حضور را در نمونه هاي                                      

، مایع          )  مورد       9%)  (     25( بقیه موارد از نمونه هاي ادرار                                               .     داشت    

جداسازي         )      مورد       3%)  (     8/3( و خلط           )      مورد       5%)  (     13/9( جنب       

مایکوباکتریوم                حضور گونه                    PCRبا استفاده از روش                               .     شدند    

  228 در نمونه هاي مورد بررسی با تکثیر قطعه                                                                  فورچوئیتوم          

در ادامه با استفاده از                                      ).      1شکل       ( جفت بازي تایید گردید                                    

 جفت بازي از ژن                             644 و تکثیر یک قطعه                                  PRAالگوریتم            

hsp65                                                                                 تمامی ایزوله ها به طور مشخص از دیگر ،  

.    ها متمایز شدند               مایکوباکتریوم             

  PRA    AvaII (501 ,119 bp) ، HphIتمامی ایزوله ها، الگوي                                      

 )254, 207, 97 bp     ( وHpaII    )  270, 161, 117 bp     (             داشتند که

  مایکوباکتریوم             بر اساس سویه مرجع بین المللی به گونه                                                                        

بر اساس آنالیز                    .      تعلق داشتند                ATCC 6841Tسویه        فورچوئیتوم              

RAPD                     خوشه         10به      فورچوئیتوم                  مایکوباکتریوم             ، جدایه هاي 

  1بیشتر جدایه ها در رپید تایپ                                                 .     اصلی تقسیم بندي شدند                              

%)    16/6/      عضو      6  (   6و     %)      22/2/      عضو      8  (   2،     %)  25/      عضو      9( 

 از نمونه هاي                       2 و        1از رپید تایپ                      %     90بیش از            .     توزیع شدند            

BAL                      و خلط جداسازي گردیدند  .

 جفت بازي بود که در                                 300  قطعه اصلی، باند                               RAPDدر آنالیز               

به    %).       94/4(  مشاهده شد                  3تمام رپید تایپ ها به جز رپید تایپ                                                     

  در گونه هاي                       hsp65الکتروفورز حاصل از تکثیر ژن                                                 :     1شکل         

،   ) bp50( سایز مارکر                )     1 ستون           . PCR    با روش        فورچوئیتوم                  مایکوباکتریوم             

 به       H37Rسویه        مایکوباکتریوم توبرکلوزیس                                سویه استاندارد                      )     2ستون        

   مایکوباکتریوم                هاي   ایزوله هاي                )     11 تا         3عنوان کنترل مثبت، ستون هاي                                        

. سویه غیر مایکوباکتریومی به عنوان کنترل منفی                                           )   12ستون      فورچوئیتوم،             

مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                         جدایه        36 در     RAPDگراف نرمال سازي شده از پروفایل هاي                                    :   2شکل     
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 جفت بازي در ایزوله هایی با رپید تایپ                                                         1000دنبال آن قطعه                     

).  3 و    2شکل هاي         ( مشاهده گردید              %)    66/6 (  9 و    6 ،    2 ،    1

بحث   

 جداسازي شده از                         NTM ایزوله             81در این مطالعه از مجموع                                    

 به       PCR سویه با روش                      36نمونه هاي مختلف بالینی در ایران،                                                

این سویه ها                 .      شناسایی شدند                 مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          عنوان         

 جدایه،           9  (   1 بیشتر در رپید تایپ                                 RAPDبر اساس پرایمرهاي                         

طبقه بندي             %)      16/6 جدایه،             6  (   6و     %)      22/2 جدایه،             8  (   2،     %)  25

. شدند    

  NTM یک گونه تند رشد از                                               مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                            

می باشد که عموماا در بیماران با نقص ایمنی ژنتیکی یا                                    ً                                                      

در دهه اخیر به منظور شناسایی                                              ).      13( اکتسابی وجود دارد                           

 ها چندین روش بر اساس تکنیک هاي بیولوژي                                                           مایکوباکتریوم             

از این میان می توان به روش                                              .     مولکولی شناسایی شده است                               

-PFGE (     ،PRA     ،RAPD( هاي پالس فیلد ژل الکتروفورز                                               

PCR          و ERIC-PCR                 براي مثال پروتئین                             .      اشاره نمودHsp  

، اخیراا به طور وسیعی در              ً                       PRA، هدف طرح                   ) شوك حرارتی            ( 

برخی مطالعات به عنوان مولکولی حفاظت شده در همه                                                                                  

بنابراین تنوع                 .      ها، مورد استفاده قرار می گیرد                                                  مایکوباکتریوم             

 ها، اجازه تمایز در سطح گونه و                                                  مایکوباکتریوم             کافی در توالی                     

  PRAدر مطالعه حاضر، روش                               ).      20( سویه را فراهم می نماید                                    

به طور موفقیت آمیزي براي جستجوي مولکولی جدایه هاي                                                                           

 به       NTM و تشخیص آن ها از دیگر                                        مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          

از آنجایی که این تکنیک نمی توانست در                                                              .     کار گرفته شد                  

  مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          شناسایی تنوع ژنتیکی ایزوله هاي                                                

کافی باشد، ضرورت انجام تکنیک دیگري جهت ژنوتایپینگ                                                                         

با این وجود مباحثی در میان محققان در مورد                                                             .     احساس می شد               

. استفاده از این روش وجود دارد                            

و همکاران تکنیک مفیدي را جهت تایپینگ و                                                          )     Zhang( ژانگ        

  RAPD-PCR یافتند که قدرت                         مایکوباکتریومی              تمایز گونه هاي                      

عین         در  مایکوباکتریوم زوگلئی                            را جهت تمایز جدایه هاي                                          

در مطالعه انجام شده                           ).      15( سادگی و سرعت بالا نشان می داد                                              

، گونه هاي                2006و همکاران در سال                          )     Sampaio( توسط سمپیو                

   16S– 23S rRNA تکنیک        4توسط        مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                                

،   gene spacer genotyping (       ،PFGE( ژنوتایپینگ فاصله ژنی                                  

  مایکوباکتریوم فـورچـوئـیـتـوم                                        هاي تکثیر شده جدایه هاي                          DNA از     RAPD-PCRپروفایل هاي             :   3شکل       

  1، ستون هاي            )   فرمنتاز       (    جفت بازي           1000سایز مارکر            )   1525R    . M و    27Fایرانی با استفاده از پرایمر هاي                                   

. مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                        جدایه هاي متنوعی از                     )   14تا    

500 bp

1000 bp
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RAPD-PCR    و ERIC-PCR                     تایپینگ مولکولی شدند    .

 بیشترین تمایز را در میان                                     PFGEنتایج این محققان نشان داد که                                        

باندها آشکار می سازد و بهترین تکنیک در تایپینگ مولکولی                                                                                  

با این وجود باید خاطر                                   .      می باشد              مایکوباکتریوم فورچوئیتوم                          

در    .     نشان کرد که این تکنیک بسیار مشکل و پر هزینه می باشد                                                                           

 کم هزینه تر و                          PCRمقابل، تکنیک هاي انجام گرفته بر پایه                                                          

).    3( انجام آنها راحت تر است                        

 در اصفهان                2012و همکاران نیز در سال                                  )     Hashemi( هاشمی         

 را با                توبکلوزیس             مایکوباکتریوم             تنوع ژنتیکی ایزوله هاي                                        

نتایج آنالیز آنها،                        .      مورد بررسی قرار دادند                              RAPD-PCRتکنیک         

این روش در                  .      ایزوله نشان داد                        96 رپید تایپ را در میان                                       31

 راحت تر و ساده تر است و به مقدار کمی                                                                   PFGEمقایسه با               

DNA                                     10در مطالعه حاضر، از                                ).      22(  جهت آنالیز نیاز دارد  

  2،     1خوشه ژنوتیپی ایجاد شده، اکثریت جدایه ها به رپید تایپ                                                                            

 جفت بازي به                      1000 و        300دو باند اصلی                      .      تعلق داشتند                3و     

قطعات       .     از جدایه ها آشکار شد                                %     66/6و     %     94/4ترتیب در                

در این مطالعه                     .     دیگر در یک تیپ ژنوتیپی توزیع شده بودند                                                          

ارتباط معنا داري بین نوع نمونه و ماهیت ژنوتیپی ایجاد شده                                                                                    

اگرچه توزیع ژنوتیپی در میان نمونه                                               ).      >0/001p( وجود داشت               

هاي متفاوت بالینی تنوع وسیعی را نشان داد، اما باکتري هاي                                                                                    

 و خلط بیشترین شباهت را در این                                                    BALجدا شده از نمونه                            

از آنجایی که انواع اصلی                                   .     تکنیک ژنوتیپی از خود نشان دادند                                           

 بودند، ممکن است به این حقیقت                                             2 و        1از این نمونه ها، تیپ                                

 در این مطالعه بیشتر بوده                                       BALمنجر شود که تعداد نمونه هاي                                           

 یک آنالیز نسبتاا ساده و مفید                           ً                       RAPDاگر چه تکنیک                        .     است   

 براي         PCRاپیدمیولوژیکی می باشد، اما استانداردسازي شرایط                                                                

از این رو، به عنوان یکی از نتایج                                                      .     قابلیت تکثیر مهم می باشد                                  

مهم مشاهده شده در این مطالعه بر اساس تجربیات قبلی،                                                                                      

 نانوگرم            RAPD   )  50 در هر واکنش                      DNAاستانداردسازي مقدار                         

DNA     (                                                                  براي اطمینان عدم حضور باندهاي غیراختصاصی

. ضروري است         

نتیجه گیري          

نتایج مطالعه حاضر، تنوع بیشتري از پلی مورفیسم و اطلاعات                                                                                

مایکوباکتریوم               اپیدمیولوژیکی مفیدي را از جدایه هاي                                                                       

 آشکار ساخت و قدرت تمایزي بالایی را به منظور                                                                   فورچوئیتوم          

در مجموع نتایج این                              .     نمایان ساختن تنوع ژنتیکی نشان داد                                                 

، روشی ساده،                    RAPD-PCRمطالعه نشان می دهد که تکنیک                                               

سریع، ارزان و با پیچیدگی کمتر نسبت به سایر تکنیک هاي                                                                                    

. تیپ بندي مولکولی می باشد                        

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از دانشگاه علوم پزشکی جندي شاپور                                                                                

اهواز، خانم دکتر پروین حیدریه و خانم دکتر نسرین شیخی                                                                                

کمال      دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این پژوهش                                                                        به        

 . امتنان را دارند               
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Abstract

Background and Objectives: Non-tuberculosis Mycobacteria (NTM) are important due to 

increase in the rate of clinical outbreaks and emerging antibiotic resistance. Mycobacterium

fortuitum is the most common NTMs in Iran. This study was aimed to molecular detection and 

genetic diversity of clinical isolates of M. foruitum in Iran using RAPD-PCR method. 

Materials and Methods: This cross-sectional study was carried out on 81 isolates of NTM 

isolated from various clinical samples. The primary identification of M. fortuitum was performed 

based on Acid Fast staining and routine biochemical tests. After confirmation of the isolates 

based on PCR, the PCR products were digested with AvaII, HphI and HpaII. The molecular 

typing of the M. fortuitum isolates were performed using PAPD analysis.

Results: Out of 81 tested NTM, 36 strains were confirmed as M. fortuitum. Based on RAPD 

primers, these isolates were classified into 10 main clusters. Most of the isolates were distributed 

into RAPD types of 1 (9 members, 25%), 2 (8 members, 22.2%) and 6 (6 members, 16.6%). In 

RAPD analysis, the major fragments were 300 bp (94.4%), followed by fragment 1000 bp 

(66.6%). 

Conclusion: The results showed high discriminatory ability of RAPD–PCR method. This 

analysis is able to sufficiently discriminate the genotypic diversity and to prepare epidemiologic 

information of the M. fortuitum isolates. RAPD techniques is simple, rapid, inexpensive, and is 

less complicated than most of other molecular typing methods. 

Keywords: Mycobacterium fortuitum, RAPD-PCR, Molecular typing. 
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