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  چكيده 
 برخـوردار  يا اهميت ويژه ها از نوع از مايکوباکتريوم و تشخيص اين يشناساي ، آتيپيکيها  مايكوباکتريوميبا توجه به انتشار جهان : و هدفنهيزم
 ي اختـصاص يهـا  لوکـوس  ،گير اسـت   كه پر هزينه و وقتيکي ژنتينگار  انگشتيها  با استفاده از روش   انجام شده  ي مطالعات مولکول  اخيراً. تاس

بـا    QUB3232(590bp)لوکوس ، hsp65 PCR-RFLP در اين مطالعه علاوه بر روش. است   کردهيها را شناساي مربوط به مايکوباکتريوم
توبرکلوزيس کمـپلکس مـورد     آتيپيک از مايکوباکتريوميها  تمايز مايكوباکتريوميبرا )VNTR(هاي تكراري پشت سرهم   توالياستفاده از روش

  . قرار گرفتيبررس
 و يبعـد از جـدا سـاز   .  انجام شـد يئم سل ريوجدا شده از بيماران با علا ي و خارج ريوي ريوي  نمونه٣٧١ ي بر رويبررس نيا :يبررسروش 

د ي ـن، سرعت رشد و تولياسيش نيت کاتالاز، آزمايش فعاليترات، آزماي نياي شامل احي افتراقيها تست،  LJها با استفاده از محيط کشت اين نمونه
 توسـط  hsp65 ي خراج و قطعـه کلروفرم است -به روش فنل. DNA  گرفتصورت يت نسب با روشيحساسيت داروي سپس .انجام شدگمان يپ

PCR يها تکثير يافته توسط آنزيم قطعات. تکثيريافت  AvaII ,HpaIIو HphIالکتروفـورز   درصد٣ اگارز يرو ، بدست آمدهيهضم و الگو 
 آتيپيـک و توبرکلـوزيس کمـپلکس    يهـا  مايكوباکتريوم يها در نمونه VNTRبا استفاده از روش QuB3232(590bp)  همچنين لوکوس. شد

   . و مقايسه قرار گرفتيمورد بررس
 غير ) درصد٤١( نمونه ١٥٥حساس و  ) درصد٥/٤٩ (نمونه ١٨٤، )MDR( مقاوم به دارو ) درصد٦/٨ ( نمونه٣٢ ، نمونه٣٧١از مجموع  :ها يافته

MDR يها  از نمونه درصد١٥که  گزارش شدند MDR  غيريها  از نمونه درصد٢٢و  MDR از  .بودنـد  آتيپيـک  يهـا  مايكوباکتريوم مربوط به
 درصـد  ٥٨ ،از ميـان کنـد رشـدها   . بودنـد ) درصـد ١/٧٢( کنـد رشـد   ، بقيـه و)  درصـد ٩/٢٧( الرشد  سريع،نمونه ١٢ ،پيكيتي آ  نمونه٤٣مجموع 

توانــست   درصــد٨٠  برابــريتيبــا حــساسQuB3232   لوکــوس.جــدا گرديــدمايكوبــاكتريوم كانزاســي  درصــد ١٩  وهمايكوبــاكتريوم ســيمي
   .ز دهديگر تمايکديرا از  آتيپيک و توبرکلوزيس کمپلکس يها يوممايكوباکتر

 ـبنـابراين    .باشـد  يتيپيـک م ـ    آتيپيـک و   يهـا   بين مايكوباکتريوم  ييبالا قدرت افتراق    يدارا QuB3232 لوکوس :گيري نتيجه  ـ   يم   يجـا  هتـوان ب
PCR-RFLP  ،لوکوس QuB3232 استفاده از روش را با VNTR قرار داداستفادهورد ن دو دسته ميز اي تمايبرا .  

  QuB3232 ، لوکوسVNTR آتيپيک، يها مايكوباکتريوم: ي کليدواژگان
  

 اسلامي تهران   دانشگاه آزاد،شناسي  ميکروبدانشجوي کارشناسي ارشد -١

  مركزتحقيقات مايكوباكتريولوژي بهشتي، دانشگاه علوم پزشكي شهيددانشيار  ،شناسي ميکروبدكتراي تخصصي  -٢
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   فوق تخصص ريه، استاد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي -٦  اسلامي جهرم  دانشگاه آزاد،شناسي  ميکروبدانشجوي کارشناسي ارشد -٥
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   مقدمه
ــز ما      ــه جـ ــاکتريبـ ــوزيکوبـ ــپلکس و  سيوم توبرکلـ کمـ

 و ي انـسان ي اصـل يهـا   پـاتوژن در گروهوم لپرا که    يکوباکتريما
  وم يکوبـاکتر يگـر ما  ي د يهـا   گونـه  نـد، يآ يبه حساب م   يوانيح

Mycobacterium Other Than Tuberculosis (MOTT)]  [اي  
[Non Tuberculosis Mycobacterium (NTM)]،   بـه عنـوان 

 ـامـا اخ   ).۱( ندوش ـ ي فرصت طلب شـناخته م ـ     يها پاتوژن را ي
نـد  قادرهـا   وميبـاکتر  کوين دسته از ما   يکه ا  وجود دارد    يمدارک

 ـکل ،پوسته، ي در ر راي انسانيها يمارياز ب  يانواع مختلف  ه و ي
اگر چه تاکنون انتقال فـرد بـه    ).۲(  کنندجاديار نقاط بدن يسا

بـه  ن دسـته   ي اما مقاوم بودن ا    ، گزارش نشده است   يماريفرد ب 
ــا ــر داروه ــل  ياکث ــد س ــد  (يض ــازيزونيامانن ــامپي ر،دي  ،نيف

 ـناميرازيپ اتـامبوتول و  ،نيسياسترپتوما  از ياريتوجـه بـس   ،)دي
 يهـا  يبررس ـ ).۳( را بـه خـود جلـب کـرده اسـت     ن يمحقق ـ

 ـ اخ ي چنـد دهـه   پژوهشگران در     ـ   ي  ـاکـه   دهـد    ير نـشان م ن ي
افـت  يعـت بـه مقـدار فـراوان       يد فاسـت در طب    ي اس يها ليباس

 و يـي  مقاومـت دارو  يالگـو   با توجه به   ني بنابرا ،)۱( شوند يم
ص ي و تشخ  يي شناسا ،کيپيتآ يها وميکوباکتريما يانتشار جهان 

 در يولوژيکوبـاکتر ي ماي از مباحـث اساس ـ يک ـي ها لين باسيا
 پـر کـاربرد     يها  از روش  يکي .ديآ ير به شمار م   ي اخ يها سال

وم، يکوبـاکتر يما مختلـف    يهـا  ص گونـه  ي تشخ ي برا يمولکول
 از ي خاصي ن روش قطعهيدر ا . باشد ي م PCR-RFLPروش  
DNA يا ژهي ـ وي  برش دهندهيها مينزآر، توسط ي پس از تکث ،
ق يگارز به طر آ ژلي حاصل روDNA و قطعات خوردهبرش 
 ي بـرا  DNA از   ي خاص ـ يهـا  ژن .)٤( گردد يز م ينالآ يچشم

ان، ژن کـد  ين مي که از اشنهاد شده استين روش پير در ا يتکث
ــده ــروتئي کنن ــوک حرارتـ ـي پ ــه ين ش ــوع ک ــروتئين   ني پ

65KDa )hsp65 (ـتـر و دق  باشـد، حـساس    يم   ـتـر از بق  قي ه ي
 انجام شده ي مطالعات مولکولراًياخ. )۴-۶( گزارش شده است  

 يهـا   لوکـوس  ،يکي ژنت ي انگشت نگار  يها روشبا استفاده از    
کـه از   کرده   ييها را شناسا   وميکوباکتري مربوط به ما   ياختصاص

 RFLP IS6110–نگ ويپيگوتايتوان بـه اسـپول    يها م  ن روش يا
ــرد  ــاره ک ــه ا . )۷و ۸( اش ــر چ ــاگ ــه    ن روشي ــادر ب ــا ق ه

ــاکتريومزيتما  کمــپلکس  آتيپيــک از توبرکلــوزيسيهــا مايكوب
ــ ــولا   يم ــا معم ــند، ام ــتباش ــگ وق ــوده ير و پرهزي ــه ب در  ،ن
ــاکتريما ــپي آتيهــا وميکوب  برخــوردار يت کمــياز حــساسک ي
 ي تکـرار  يهـا  يتوالامروزه از روش     ن علت ي به هم  .باشند يم

 [Variable Number Tandem Repe at(VNTR)]پشت سرهم

  ي هيــبــر پا يکــي ژنتيانگــشت نگــار  روش ينــوعکــه 
PCR ــ ــد، يم ــباش ــتفاده م ــود ي اس ــا ).٩( ش ــزار ن روشي  اب

 )ژنوتيـــپ (يکـــي ژنتي الگـــويبررســـ ي بـــرايقدرتمنـــد
 ـآ يبـه حـساب م ـ     آتيپيـک    يها مايكوباکتريوم  ـزد، ي   زيرا آنـال ي

رد يگ ي و اندک صورت م ي اختصاص يها ن، بر اساس لوکوس   آ
ــه در مقا ــک ــا روشي ــا سه ب ــوليه ــتاندارد مولک ــري دي اس  گ

)IS6110–RFLP( ــالاترياز حــساس   برخــوردار اســتيت ب
ــال. )١٠( ــوالزيآن ــا ي ت ــوميه ــهي ژن ــا  در گون ــف يه  مختل
ــاکتريما ــا اســتفاده از روش يکوب  يهــا لوکــوس، VNTRوم ب

  به علتي طول مرفيسم  پلي ي کرده که دارا   يي را شناسا  يمتعدد
  هـاي   توالي )Deletion(  حذف  و يا  )insertion( الحاق   وجود

تـوان   يان مين مي که از ا،باشند  پشت سرهم ميي  تكرار شونده 
ــوس  ــه لوکـ ــا بـ  ،ETR (Exact Tandem Repeat) يهـ

(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) MIRU و 
(Major Polymorphic Tandem Repeat) MPTR، QUB 

  مطالعـــات انجـــام شـــده در   . )۱۱،۹و۱۲( اشـــاره کـــرد 
ــال ــا س ــ اخيه ــشان دي ــتر ن ــوس  اده اس ــه لوک   ، QUB ک

   يهـا  گونـه  زي افتـراق و تمـا     ي برا ييت و دقت بالا   ياز حساس 
  . )۱۳ و۱۴( اســـتوم برخـــوردار يکوبـــاکتريمختلـــف ما

ــر روشن مطالعــهيــدر ا ، hsp65 PCR-RFLP ، عــلاوه ب
ــوس ــتفاده از روش  QUB3232 لوکــ ــا اســ   VNTRبــ

ــاکتريومزي تمـــــايبـــــرا    آتيپيـــــک ازيهـــــا  مايكوبـــ
  يمـــورد بررســـ وم توبرکلـــوزيس کمـــپلکسيکوبـــاکتريما

  .قرار گرفت



   فضه حيدري و همكاران
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  يروش بررس
 ـ ،ين بررس يا        جـدا   وميکوبـاکتر يما ي   نمونـه  ۳۷۱ ير رو  ب

   ي پژوهـش يمراجعـه کننـده بـه مرکـز آموزش ـ    ماران يشده از ب  
ــل و ب ــاريس ــا يم ــ ريه ــتان  يوي ــسبيمارس ــشوريم   يح دان

ــشت ياز ارد ــرداد  ۸۶به ــا م ــت ۸۷ ت ــورت گرف ــس از .  ص پ
ــشت ايجداســاز ــ و ک ــهي ــتفاده از  ن نمون ــا اس ــا ب ــ ه    طيمح
 ي افتراق ـيهـا  تـست  ،] Lowenstein Jensen [(LJ) جنـسون 
  ش يت کاتــالاز، آزمــايــش فعاليتــرات، آزمــاي نيايــاحشــامل 

ــن، ســرعت رشــد و تولياســين   ،)۱۵( انجــام شــدگمــان يد پي
ــيت دارويســپس حــساس ــر اي ــازيزوني در براب ــامپي ر،دي  ،نيف

ــاسترپتوما ــامبوتول و پ ،نيسي ــناميرازيات ــه روشي ــسبد ب   يت ن
)Proportional Method(  ه گـروه  هـا بـه س ـ   هيانجام و سـو

  [Multidrug-Resistance (MDR)]مقاوم به دارو ،حساس
بـه  نيـز   DNAاسـتخراج    . شـدند  يم بنـد  ي تقس MDR ريو غ 

ــل ــرم -روش فن ــدکلروف ــام ش  PCR-RFLP روش در . انج
Hsp65 ــرا ــ تکثيبـ ــه ريـ ــاز ۶۴۴ ي قطعـ ــت بـ    ژن ي جفـ

   مــري از دو پرا)hsp65 )Heat Shock Protein ي کدکننــده
،HSPR4 (5'-AAG GTG CCG CGG ATC TTG TT-3') 
 HSPF3 (5'-ATC GCC AAG GAG ATC GAG CT-3')و

  دور ۳۰ بـه صـورت    مـورد اسـتفاده      PCR دور. شـد  استفاده
ي  درجـه  ٦٢ ثانيه و    ٦٠  به مدت  گراد  ي سانتي    درجه ۹۵ شامل

  گــراد ي ســانتي  درجــه٧٢و   ثانيــه٤٥بــه مــدت  گــراد ســانتي
ي   درجـه ٧٢ قـه در  دقي٥ان به مدت يپا و در ثانيه  ٩٠به مدت   

  ن قطعــهيــز ايــت آميــموفقر يــتکثپــس از  . بــودگــراد ســانتي
 PCR  ، محـصولات )ي جفـت بـاز  ۶۴۴ ي  قطعـه ي مشاهده(

بـه طـور جداگانـه    HphI وAvaII ,HpaII  مينـز سه آتوسط 
  گـارز آ يمـده رو آ به دسـت  ي الگوسپس ،)۵( برش خوردند

ــد۳ ــورز  درصــ ــدالکتروفــ    ،VNTR-PCRروش  در . شــ
   بـــا ترتيـــبQUB3232لوكـــوس  از PCRم  انجـــايبـــرا

ــوالي  ــريپراتـ  وCAGACCCGGCGTCATCAAC  مـ
CCAAGGGCGGCATTGTGTT ــد ــتفاده شـ دور  .اسـ

  شــامل QUB3232 لوکــوس يبــرا PCR  دراســتفاده مــورد
  و سـپس  گـراد     ي سـانتي     درجـه  ٩٥ دقيقه در دمـاي      ١٥مدت  

   ثانيـه و ٣٠بـه مـدت   گـراد   ي سـانتي   درجه ٩٤ شامل   دور ٣٣
ي   درجــه٧٢و  دقيقــه ١ بــه مــدت گــراد ســانتيي   درجــه٩٥

   دقيقـه در ٨بـه مـدت    ان  ي و در پا    دقيقه ١ به مدت    گراد  سانتي
  بدســت   PCRمحــصولات.  بــودگــراد ي ســانتي  درجـه ٧٢

ــده رو ــورز  درصــد٢ ژل يآم ــگرد الکتروف ــداد .دي ــدق تع   قي
 ي لهي وس ـه بـه ي هرسـو ي پشت سرهم برا  ي   تکرارشونده يتوال

ــدازه ــصول ي ان ــPCR مح ــي ژل تعيررو ب ــا ن وي ــتفاده  ب   اس
  .ديز گردي استاندارد آنالدستورالعملاز 
 جدا  يها ، علاوه بر نمونه   ين بررس يدر ا : VNTR نماين  ييتع

 و سوش استاندارد    H37RVماران، سوش استاندارد    يشده از ب  
  مطالعـــهمـــورد کيـــپي آتيهـــا گونـــههـــر کـــدام از  

)ATCC( ولمحـص  ي انـدازه .  قرار گرفـت يز مورد بررسين 

PCR  وکوسدر ل QUB3232  590  اسـتاندارد  ي  هيدر سوbp 
H37RV        56 ي کپ ـ٣ يدارادر نظر گرفته شـد کـهbp  پـشت 

 يهـا  هيدر سـو   .بـود ) شتدا تر شي ب 50bp آخر   يتوال(سرهم  
 bp ازتر ا کميتر  شيب PCR محصول ي اندازهمورد مطالعه، اگر 

  بـــه صـــورت هـــا  ي، تعـــداد کپــ ـ)۵۹۰±۵۶( دبـــو 56
  .شد   گزارش۳ ۱±
ت ين حـساس  ييتع يبرا :QUB3232ت لوکوس   ين حساس ييتع

تعـداد مـوارد    مورد مطالعـه   يها در گونه  QUB3232 لوکوس
مثبت حقيقي به مجموع تعداد مثبـت حقيقـي و منفـي كـاذب      

  .تقسيم شد
  
  ها  افتهي

 ـ، ملگروه مورد مطالعه از نظر سن، جنس             و مقاومـت  تي
 ـب يآنت   ،يمـورد بررس ـ  نـه    نمو ۳۷۱از  .  شـدند  يبررس ـ يکيوتي

)  درصـد  ۴۳( نفر ۱۱۱ که   يرانيت ا يمل)  درصد ۳/۶۹( نفر   ۲۵۷
)  درصـد  ۷/۳۰( نفـر    ۱۱۴مـرد و    )  درصـد  ۵۶( نفر ۱۴۶زن و   

ــمل ــاني ــه يت افغ ــر ۶۸ ک ــد۶/۵۹( نف ــر ۴۶زن و )  درص    نف
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 ـيماران ا ي ب ي برا يرنج سن . مرد بودند )  درصد ۴/۴۰(  ـ يران   .)۱جدول ( ال بودس ۷۵تا ۱۵ يماران افغاني سال و ب۸۵ تا ۱۴ن يب
  

   بيماران مورد مطالعهدموگرافي  مشخصات:١ جدول
  

 مليت  

 تعداد کل افغاني ايراني  

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد  

 جنسيت ٢/٤٨ ١٧٩ ٦/٥٩ ٦٨ ٤٣ ١١١ زن
 ٧/٥١ ١٩٢ ٤/٤٠ ٤٦ ٥٦ ١٤٦ مرد

 ٢/٥٨ ٢١٦ ٢/٥٥ ٦٣ ٥/٥٩ ١٥٣  سال٤٠بالاي 
 سن

 ٧/٤١ ١٥٥ ٧/٤٤ ٥١ ٤/٤٠ ١٠٤  سال٣٥زير 

 

   ،يويــ خــارج ري  نمونــه۳۸، مــورد مطالعــه ي  نمونــه۳۷۱از 
 ـ ري  نمونه۳۳۳و خون بود و    مربوط به ادرار    مربـوط بـه   يوي
 مـورد مطالعـه،   ي  نمونه۳۷۱از مجموع    .ه بود يخلط و بافت ر   

 ) درصـد ٥/٤٩( نمونـه  ١٨٤،  MDR) درصـد ٦/٨ ( نمونه٣٢

ــه ١٥٥حــساس و  ــغ ) درصــد٤١( نمون ــزارش  MDR ري   گ
از   درصــد۲۲و  MDR يهــا  از نمونــه درصــد۱۵ .دشــدن
 ـپيتآ يهـا  وميکوبـاکتر يمربوط به ما MDR ريغ يها نمونه  کي
  .)۲جدول ( بودند

  
  يهاي جدا شده از بيماران با علايم سل ريوي در اين بررس بيوگرام نمونه الگوي آنتي: ٢جدول 

 حساس مقاوم به چند دارو MDR غير

 تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد
 مطالعه ي موردها نمونه

 مايکو باکتريوم توبرکلوزيس کمپلکس ١٨٠ ٨/٩٧  ٢٧ ٣/٨٤ ١٢١ ٧٨

 هاي آتيپيک مايکوباکتريوم ٤ ١/٢ ٥ ١٥ ٣٤ ٩/٢١

 تعداد کل ١٨٤ ٥/٤٩ ٣٢ ٦/٨ ١٥٥ ٤١

  
ــا ــست ينتـ ــده از تـ ــت آمـ ــه دسـ ــا ج بـ ــيهـ ــا  ي افتراقـ   بـ

ــا ــت م 65PCR-RFLP hspروش ج ينتــ ــت داشــ   ه وطابقــ
  ييک شناســايــپي آتيهــا وميکوبــاکتريما نمونــه بــه عنــوان ۴۳

ــه ــدند، کـ ــاز ا شـ ــن ميـ ــر١٢ان يـ ــه سـ ــد،ي نمونـ   ع الرشـ
  ، )Photochromogen(  فوتوکرومـــــــوژن نمونـــــــه٢٢
ــه٥ ــوژن  نمونــ ــکاتو کرومــ   و) Scotochromogen(  اســ
  ) Nonchromogen( ر کرومــــــوژنيــــــ غ نمونــــــه٤

  .گزارش شد

  وم بـا اسـتفاده    يکوبـاکتر يما مختلـف    يهـا  ص گونـه  يتشخ
ــتفاده از روش :hsp65 PCR-RFLPاز روش    بــــا اســ

hsp65 PCR-RFLP ،۴۳ ــه ــد۵/۱۱( نمونـــ   ) درصـــ
ــه عنــوان ما ــاکتريب ــوان يــ و بقيرســلي غيهــا وميکوب ــه عن ه ب

ــاکتريما ــوزيکوبــ ــا يوم توبرکلــ ــپلکس شناســ   ييس کمــ
ــدند ــوع . ش ــه۴۳از مجم ــلي   نمون ــر س ــاكتريوم غي    مايكوب

[Nonmycobaterium Tuberclosis (NTM)] ،۱۲  نمونـه 
وم يکوبـاکتر يما  نمونـه ۳سريع الرشد که شامل   )  درصد ۹/۲۷(
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، (M. chelonae subsp. Chelonae) رگونه کلونييکلوني ز
ــه۳ ــاکتري ما نمونـــــــ ــوميکوبـــــــ   وم فورچوئيتـــــــ

(M. furtuitum)، ۶ــه ــوني نمونــ ــاکتريوم کلــ    مايکوبــ
   M. chelonae subsp. abcsessus) ( زيرگونـه آبسـسوس  

ــاير ــه و سـ ــا نمونـ ــد۷۲( هـ ــد )  درصـ ــد بودنـ ــد رشـ   . کنـ

ــدها   ــد رشــ ــان کنــ ــد ٥٨از ميــ ــاکتريوم  درصــ   مايکوبــ
 درصـــــد ١٩و  (Mycobacterium simiae) ســـــيميه

ــي ــاکتريوم کانزاس   (Mycobacterium kansasii)  مايکوب
  .)٣جدول  (جدا گرديد

  
  PCR-RFLPت آمده از روش هاي مختلف مايکوباکتريوم بر اساس نتايج به دس تشخيص گونه: ٣جدول 

 

 مايکو باکتريوم هاي آتيپيک مايکوباکتريوم توبرکلوزيس کمپلکس

  گونه تعداد گونه تعداد گونه

  کلونيي مايکو باکتريوم کلوني زير گونه ٣

 مايکو باکتريوم فورچوئيتوم ٣

  آبسسوسي مايکو باکتريوم کلوني زير گونه ٦

 سريع الرشد

  کتريوم سيميهمايکو با ١٧
 مايکو باکتريوم کانزاسي ٦

 مايکو باکتريوم گوردوني ١

 مايکو باکتريوم اسکروفولاسئوم ٣

 مايکو باکتريوم مالموئنس ٢

٣٢٨ 

 مايکو باکتريوم اينتراسلولار ٢

 کند رشد

 تعداد کل  ٤٣ ٣٢٨

 
ــا ــاکتريومز يتمـ ــا مايكوبـ ــک از يهـ ــاکتريما آتيپيـ   وم يکوبـ

ــوزيس ک ــپلکستوبرکلـ ــتفاده از روش  مـ ــا اسـ   :VNTR بـ
ــ PCR ،bp 590 محـــصول ي انـــدازه ــا يو تعـــداد کپـ    يهـ

 ي هي سـو يبـرا QUB3232 واحد تکرار شـونده در لوکـوس   
ــتاندارد  ــH37RV ،۳اســ ــدي کپــ ــزارش شــ ــا.  گــ   نيــ

ــوس  ــه۲۷۸ درلوکـ ــد ۸۵(  نمونـ ــه)درصـ ــا  از گونـ    يهـ
  ،وم توبرکلـــوزيس کمـــپلکس مـــورد مطالعـــهيکوبـــاکتريما

ــ يدارا ــف مريپل  ــي ــداد کپ ــود و تع ــا يسم ب ــا  آن يه ــه   نيب
 ـ ٥ تا   ٢   گـزارش  ) بـود ۵ و۴، ۳،  ۲ نمـايي  چهـار    يدارا (ي کپ

ــکل ( شــد ــلاف . )١ش ــر خ ــتاندارد ي هيســوب   ، H37RV اس
ــوش ــا در س ــتاندارد يه ــاکتريوم اس ــا مايكوب    آتيپيــک،يه

ــصول  ــت ن PCRمحــ ــه دســ ــدي بــ ــ .امــ    درياز طرفــ
ــه ــا نمون ــپي آتيه ــده از بي ــدا ش ــاران يک ج ــنم ــصز ي   ولمح
PCR۲شکل (  مشاهده نشد(.  
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هاي  گونه: ۲- ۱۰خط ، H37RV استاندارد ي  سويه:۱خط ( در مايکوباکتريوم توبرکلوزيس کمپلکس QUB3232 لوکوس: ١شکل 

  )توبرکلوزيس کمپلکس جدا شده از بيماران با علايم سل ريوي
 

  
  استانداردي سويه: ۲ خط ، H37RV استانداردي سويه: ۱خط (يک هاي آتيپ  در مايکوباکتريوم QUB3232لوکوس عدم حضور :٢شکل 

 ۹تا۴ خط ،)(ATCC)(M. Kansasii مايكوباكتريوم كانزالي استانداردي سويه: ۳ خط ،)M. simiae)(ATCC) مايكوباكتريوم سيميه
  )ATCC: American Type Culture Collection(  آتيپيک جدا شده از بيماران با علايم سل ريويهاي گونه

  
ــا ــايـ ــده ين نتـ ــشان دهنـ ــوس ي ج نـ ــود لوکـ ــدم وجـ    عـ

QUB3232  ــاکتريومدر ــا مايكوبــ ــک يهــ ــود آتيپيــ   .بــ
ــابرا ــدرت تمــاي داراQUB3232لوکــوس ن يبن ــالاي ق   ييز ب

وم توبرکلـوزيس   يکوباکتري آتيپيک و ما   يها مايكوباکتريومن  يب
ــپلکس مـ ـ ــارت د   يکم ــه عب ــد، ب ــر، ايباش ــگ ــوس  ني   لوک

ــ ــد يم ــاکتريوم توان ــ مايكوب ــک و ماياه ــاکتري آتيپي   وم يکوب

ــا توبرکلــوزيس کمــپلکس   ،  درصــد٨٠ برابــر يتيحــساس را ب
  . دهدزيتما
  

  بحث
 ـ      QUB3232 لوکوس      ن يبه عنوان لوکوس افتراق دهنده ب

ــپيت آيهــا وميکوبــاکتريما ــاکتريک و ماي س يوم توبرکلــوزيکوب
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ــا ــپلکس شناس ــدييکم ــا وجــود ا.  ش ــب ــهي ــه گون ــا ن ک  يه
 يس کمپلکس به عنـوان عامـل اصـل      يلوزوم توبرک يکوباکتريما
 يارياند، اما امروزه بس  در انسان شناخته شدهيوي ريها يماريب

 ـپيتآ يهـا  وميکوباکتري ما ييزا يماري قدرت ب  ،نياز محقق  ک را  ي
 ي مطالعـات انجـام شـده در دهـه    . دانند ين دسته نم يکمتر از ا  

 يهـا  وميکوبـاکتر يک سـوم ما   يش از   يدهد که ب   ير نشان م  ياخ
 ـ مختلـف اعـم از ر      يهـا  يمـار يجاد ب يقادر به ا  ک  يپيآت  و يوي
عوامـل  ته بـه عنـوان   سن ديا. )۱( باشند ي در انسان م   يويرريغ
 يسـل   ضـد ي مقـاوم بـه داروهـا       که اکثراً  يماري ب ي  کننده جاديا

ــ ــ)۳( باشــند يم ــه فراوان    شــوند يافــت مــيعــت ي در طبي و ب
 از ياري هستند که توجـه بـس      ي بزرگ يها يل نگران ي، دل )۱۶،۱(

با توجه به انتـشار   . را به خود جلب کرده است      شناسان باكتري
 ـپي آت يهـا  وميکوباکتري ما يي مقاومت دارو  ي و الگو  يجهان ، کي
 در حل مـسائل     يتواند گام بزرگ   ين دسته م  يع ا يص سر يتشخ

 ـمطرح شده بـه حـساب آ          ي متعـدد  ي مولکـول  يهـا  روش .دي
شنهاد ي ـوم پ يکوباکتري مختلف ما  يها ق گونه يص دق ي تشخ يبرا

 ييها تي از مز PCR-RFLPان روش   ين م يشده است، که از ا    
   ع و آســـان بـــودن برخـــوردار اســـت   يهمچـــون ســـر 

ــيم. )۱۷ و۱۸( ــگ ك ــارانش روش هون  PCR-RFLP و همک
 hsp65 ژن ي جفت بـاز ۶۴۴ ي ر قطعه ي بر اساس تکث   يديجد
 ـ در ا  .ه دادند يارا    نمونـه بـا اسـتفاده      ۲۵۱ يـدي کلن مطالعـه،    ي

ــاز ا ــا موفقن روش ي ــب ــاي ــدييت شناس ــارا .)۵(  ش  و چيم
 ـ تشخ مراحـل  ،همکارانش  PCR-RFLP hsp65 ي بـرا  يصي

  را با اسـتفاده    مورد مطالعه    گونه   ۳۳۳ و توانستند    مطرح کردند 
 يي مـورد شناسـا    يا ر گونه ي و ز  يا در سطح گونه  ن روش   ياز ا 

  ن ژن بــه صــورت حفاظــت يــنجــا کــه اآاز . )۴( قــرار دهنــد
 و از تنوع  ردوم وجود دا  يکوباکتريلف ما  مخت يها شده در گونه  

 ي  نـه يباشـد، گز   يهـا برخـوردار م ـ     ن گونه يز ا ي تما ي برا يکاف
سه بــا يــ در مقاPCR-RFLPر در روش يــ تکثي بــرايمناســب

 ي  در مطالعـه   .)۱۷،۲و۱۹( شـود  ي محسوب م ـ  ي قبل يها نهيگز
بـا اسـتفاده از   ق ي به طور دقي مورد بررس ي   نمونه ۳۷۱،  حاضر

 مـورد  يهـا  ميت آنـز ياگرچه حـساس  شد،  يياشناسن روش   يا
ج به دست آمده با بـه       ينتا يبه طورکل  اما    متفاوت بود  ،استفاده

 با دسـتاورد مطالعـات   ، قابل قبول بوده ،مي هر سه آنز   يريکارگ
 ينگـار   انگشت يها  از روش  يکي . داشته است  يخوان  هم فوق

 نـام دارد کـه      VNTRباشـد،    ي م ـ PCRبر اساس    که   يکيژنت
وم يبـاکتر  کوي مـا يهـا  هي سـو  بررسي تنوع ژنتيكـي    يشتر برا يب

ز يع و آسان بوده، آنالين روش سريا. رود يس بکار ميتوبرکلوز
 .)٩( دار استيار پايرد و بس  يگ ي صورت م  يآن بصورت چشم  

وم بـا اسـتفاده   يکوباکتري مايها  در گونهي ژنوم يها يز توال يآنال
 کـه    کرده ييا را شناس  ي متعدد يها لوکوس،  VNTRاز روش   

 TR, MIRU, QUBيهـا  توان به لوکـوس  ي مها نآنيتر مهماز 
توسـط كونـل و      کـه    يا در مطالعـه   .)۱۱ ،۱۲ و۲۰( اشاره کرد 

 ي بـه عنـوان روش ـ     VNTR روش   ،صـورت گرفـت   ام  گفوتين
 ـژنوت (يک ـي تنـوع ژنت   ي بررس يد برا يجد وم يکوبـاکتر يما) پي

ــوز ــپلکس يتوبرکل ــس کم ــدر ا.  شــديمعرف ــه،ي  ١١ ن مطالع
 ٥شناسايي شد كه شامل  RV H37  در ژنوم VNTRوكوسل

 MPTR )MPTR-A B-MPTR MPTR-D لوكـوس 

MPTR-C E-MPTR MPTR-F ( وســوكـ ل٦و ETR 
)ETR-A ETR-E ,ETR-D ETR-C ETR-B, ETR-F,( 

 ي دارا ETR لوکـوس ٦  وMPTR  لوکـوس ٥ از يک ـي .بود
 يهـا  يلا حذف تواي به علت وجود الحاق و  يسم طول يمرف يپل

 ـکـه از ا   پـشت سـرهم بودنـد    ي  تکرار شونده    هـا   ن لوکـوس ي
 ي گونـــه ٢٥ يکيولوژيدميـــ و مطالعـــات اپژنوتيـــپ يبـــرا

ــاکتريما ــوزيکوب ــپلکس و سيوم توبرکل ــ ز٢٣ کم ــهي  ي ر گون
ــوويس  ــاكتريوم ب ــهمايكوب ــر گون ــد  BCGي  زي ــتفاده ش   اس

وم يکوبـاکتر يما يهـا   گونـه ي بـرا ي عددنماي ۲۲ان يکه در پا  
  ر يـ ـز ي بــراي عــددنمــاي ٥ کمــپلکس و سيوزتوبرکلــ

 .)٩( شـد  ييشناسـا  ژ.ث.مايكوبـاكتريوم بـويس ب     يها گونه
 ـدر ا  يولوژيکوبـاکتر يقـات ما  ي در مرکز تحق   يا مطالعه ران از  ي
 ي بـرا MPTR و   ETR يها  لوکوس ي  هي بر پا  VNTRروش  
ــا ــردن الگــويمتم ــي ژنتيز ک ــا هي ســويک ــاکتري مايه وم يکوب
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ــيس ايتوبرکلــوز ــان و افيران ــکــه در پا دكــر اســتفاده يغ   اني
  ار افتـراق دهنــده ي بـه عنــوان لوکـوس بــس  ETR-Aلوکـوس  

ن که در يبا وجود ا. )۲۱(  شديي مورد نظر شناسايها هيدر سو
 يبـرا  MPTR و   ETR يهـا  مطالعات نـام بـرده از لوکـوس       

به   کمپلکس سيوم توبرکلوز يکوباکتريما يها  گونه بررسي نوع 
 يهـا  يز تـوال  يشده است، امـا آنـال     استفاده   يزيآم تيطور موفق 

ــوم ــاکتري در مايژن ــا وميکوب ــپي آتيه ــت  کي ــشان داده اس   ن
 ـا فوق در ژنوم     يها که لوکوس   مرفيـسم   پلـي  ين دسـته دارا   ي

 ـ مطالعـات اپ   ينبوده و بـرا     يهـا  وميکوبـاکتر ي ما يکيولوژيدمي
ــپيآت ــتفاده   کي ــل اس ــنقاب ــابرا.)۱۱( ستندي ــني بن    ي در بررس

 سيوم توبرکلــوزيکوبــاکتريما يهــا  گونــهحاضــر، عــلاوه بــر
 ز وجود داشـت   ين کيپيوم آت يکوباکتري ما ي   گونه ۴۳ ،کمپلکس

 VNTR روش   در MPTR و   ETR يها لوکوس استفاده از    و
 يهـا   از لوکـوس مـازار  يگـر ي دي در مطالعه .ر نبود يامکان پذ 
MIRU در روش VNTRلوکــــوس۱۲.  اســــتفاده کــــرد   
MIRU Interspersed Repetitive Units) (Mycobacterial، 

 ييشناسـا س کمپلکس   يوم توبرکلوز يکوباکتريپ ما يژنوت يبرا
ــساس شــد ــه ح ــيک ــر از روش  شيت آن ب  IS6110-RFLPت

 MIRU-VNTR از روش  فوق    يبررسدر  . )۲۲( گزارش شد 
ــرا ــات اپ يب ــمطالع ــه يکيولوژيدمي ــا گون ــاکتريما يه وم يکوب

ها  ين بررسياستفاده شده است، اما در ا  کمپلکسسيتوبرکلوز
ج بـه دسـت     يک حضور نداشـته و نتـا      يپي آت يها وميکوباکتريما

 يها وميکوباکتري ما که با حضور ما   يسه با بررس  يآمده قابل مقا  
 علي که توسط    يگري د ي  در مطالعه  .ستي ن ،ک انجام شده  يپيآت

ــت  ــورت گرف ــراMIRU-VNTR  روش،ص ــاي ب  يي شناس
 ـوم آويکوبـاکتر ي مايها هين سو ي در ب  CASIع  يپ شا يژنوت وم ي

 ـدر ا . کمپلکس اسـتفاده شـد      لوکـوس مـورد     ۱۲ ،ن مطالعـه  ي
 يهـا  هـا بـه عنـوان لوکـوس        آن ي  قرار گرفت که همه    يبررس

 ـآووم يکوبـاکتر ي ما يهـا  هيز سـو  ي تمـا  يار متنـوع بـرا    يبس وم ي
 و همکـارانش از روش      پرتـال  .)۲۳( ند شـد  يمعرفکمپلکس  

MIRU-VNTR ــرا ــين الگــوي  يب ــه۳۹ كــيژنتيتعي ي   گون

 مايكوبـاكتريوم مـارينوم    گونـه    ۲۷ و   وم اولسرانس مايكوباكتري
 ـر نها ، د MIRU لوکوس   ۱۵ ياستفاده کردند و با بررس      ۷ت  ي

 ـ ا ي قرار گرفـت کـه بـرا       ييلوکوس مورد شناسا   ن دو گونـه    ي
 زيـر   ۷ تعيين الگـوي ژنتيكـي     قادر به    ، بوده مرفيسم  پلي يدارا

ــه ــسرانس ي  گونـ ــاكتريوم اولـ ــه  ۵ و مايكوبـ ــر گونـ ي  زيـ
همـان طـور کـه در جـدول         ). ۱۱( دش موم مارينو مايكوباكتري

 اولـسرانس،  يهـا  وميکوباکتريما مشخص شده است،    ۳شماره  
مـا  ک مورد مطالعه يپي آتيها  گونهازوم کمپلکس ينوم و آو  يمار

بـه   MIRU يهـا  ج به دست آمده از کاربرد لوکوس      ي نتا ،نبوده
م ي قابل تعم ـ، نام بردهيها ها در گونه   بودن آن  يعلت اختصاص 

  .باشد ين مطالعه نمي انجام شده در ايبه بررس
ــات د ــريمطالع ــتفاده از روش  يگ ــا اس ــر روVNTR ب   ي ب

 و  آبلوردي .صورت گرفته است   هاي اولسرانس   مايکوباکتريوم
 تعيـين الگـوي ژنتيكـي    يبـرا  VNTR همکـارانش از روش 

 ۱۹ن مطالعه، از    يدر ا . وم اولسرانس استفاده کردند   يکوباکتريما
مرفيـسم در ايـن       داراي پلـي   لوکوس   ۹،  يررسلوکوس مورد ب  

 يکيولوژيدميــــ شــــد در مطالعـــات اپ ييشناســـا گونـــه  
 ـ اهم هاي اولسرانس از    مايکوباکتريوم بـه سـزايي برخـورد      ت  ي

 صـورت  هيلتـي  که توسط    يگريد ي  در مطالعه  .)۲۴( باشد يم
وم اولـسرانس   يکوبـاکتر ينـوم ما  ژ در   يدي ـگرفت لوکوس جد  

 ن مطالعـه، يدر ا.  شدييناسا شVNTRروش  استفاده در    يبرا
در  که    قرارگرفت يابي مورد ارز  مرفيسم  پلي لوکوس از نظر     ۳۴
 ـ ۱ بـا  ييهـا   لوکـوس ، مورد مطالعـه يها  از نمونه ياريبس  ۲ا ي

ــ( تکــرار ــ مــشاهده شــدند و فقــط )يکپ  يک لوکــوس داراي
 Agy99وم اولـسرانس    يکوباکتري در ما  يسم قابل قبول  يمرف يپل

 ين مطالعـات بـرا    ي کارآمد بودن ا    با وجود  .)۱۰( گزارش شد 
ن گونـه در  ي ـعدم حـضور ا وم اولسرانس،   يکوباکتري ما ژنوتيپ

 يهـا  ک مورد مطالعـه مـا، اسـتفاده از لوکـوس         يپي آت يها نمونه
 ـمرف يپل  حاضـر محـدود     ي  در مطالعـه   شـده را     ييک شناسـا  ي

 ايـن   شـده در   يي شناسـا  يهـا  ن که لوکـوس   ي، ضمن ا  ساخت
 لوکـوس   ،ياري مطالعـات بـس    در .باشـد  ي م ياختصاص باكتري



   فضه حيدري و همكاران
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QUB3232      ـ يبه عنوان لوکـوس بـس   ـمرف يار پل ک و افتـراق   ي
  کمـپلکس سيوم توبرکلـوز  يکوبـاکتر يما يهـا  گونـه دهنده در   

 ي بـرا ETR و QUB يهـا   از لوکوس  ،ماك . شده است  يمعرف
وم يکوبـاکتر ي ما ي  هين سـو  يتـر  عيشا( بيچينگ يها هيز سو يتما

ــوز ــگو ) سيتوبرکل ــغيربيچين ــتفاده ک ــه در پا اس ــرد، ک ان ي
ــوس ــا لوک ــراق   QUB3232 و ETR-A يه ــوان افت ــه عن  ب

نگ گـزارش  يجي بيها هي سويابي رديها برا ن لوکوس يتر دهنده
ــدند ــه. )۱۲( شـ ــري دي در مطالعـ ــه۲۴۳، وادا يگـ  ي  گونـ

 VNTRس را بـا اسـتفاده از روش         يوم توبرکلـوز  يکوباکتريما
 آمـده از  ج بـه دسـت  ين مطالعه نتايدر ا.  قرار داد يمورد بررس 

 PIS6110–RFLج روش   ي بـا نتـا    VNTR لوکوس   ۱۶ز  يآنال
  . شـدند  ي دسـته طبقـه بنـد      ۵۷هـا در      داشته و گونه   يهمخوان

  يهــا  نــشان داد کــه اســتفاده از لوکــوسين بررســيــج اينتــا
QUB (QUB18, QUB3232, QUB11b) ــ ــوع آلل  يتن

 ،ش داده يافـزا ) <۹/۰HGI( ۹/۰ مورد مطالعـه را تـا        يها گونه
 .)۱۴( ه اسـت درها فراهم ک  ن گونه ي ا ي برا يتر قي دق يبند طبقه

وم يکوبـاکتر يما يهـا  گونـه در   QUB3232لوکـوس   اگر چـه    
 اسـت، امـا     يي قدرت افتراق بالا   ي دارا  کمپلکس سيتوبرکلوز

 ـ بـودن ا   مرفيـسم   پلـي  بر   ي مبن يا هنوز مطالعه   ن لوکـوس در   ي

 ي  در مطالعـه  . ک صورت نگرفته است   يپي آت يها وميکوباکتريما
وم يکوبــاکتريمانــگ يپي تيبــرا QUB3232لوکــوس ضــر، حا

 ـپي آتيهـا  وميکوبـاکتر ي ماو  کمـپلکس  سيتوبرکلوز ک مـورد  ي
  کـه ج بـه دسـت آمـده نـشان داد           ي قرار گرفـت و نتـا      يبررس

س کمـپلکس   يوم توبرکلـوز  يکوباکتريما يها گونه درصد از  ۸۵
کـه بـا    ه   بـود  مرفيـسم   پلي يدارالوکوس  ن  يمورد مطالعه، در ا   

که وجـود   ي داشته است در حالي همخوانيلعات قبلج مطا ينتا
  .د نشدييأمورد مطالعه، تک يپي آتيها گونهدر ن لوکوس يا

  
  گيري نتيجه

ــوسحــــضور       ــاکتري مادر QUB3232  لوکــ وم يکوبــ
ــپلکسسيتوبرکلـــــوز ــضور آن در  کمـــ ــدم حـــ  و عـــ

 ـپي آت يها وميکوباکتريما بـه عنـوان ابـزار    ن لوکـوس را  ي ـک، اي
ساخت که قادر بود  مطرح   ن دو دسته  يا زيا تم ي برا يقدرتمند

 يهـا  گونـه  از  درصد ۸۰ برابر   يتيک را با حساس   يپي آت يها گونه
 بنـابراين   .ز دهـد  ي تمـا   کمـپلکس  سيوم توبرکلوز يکوباکتريما

 را بـا   QUB3232لوکـوس ،  PCR-RFLPبجـاي تـوان   مي

هـاي   مايكوبـاکتريوم بـراي تمـايز،    VNTR اسـتفاده از روش 
  . قرار داداستفادهرد و متيپيک ازآتيپيک 
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Background and Objective: Identification of atypical mycobacterium (Non tuberculosis Mycobacterium; NTM) is 

important because of the worldwide propagation of these organisms. Recently, molecular studies have identified the 

specific loci for mycobacterium species by DNA - finger printing methods, but these methods are time-consuming and 

expensive. In this study, in addition to hsp65 PCR-RFLP method, QUB3232 locus was evaluated for differentiation of 

atypical mycobacterium from mycobacterium tuberculosis complex.  

Materials and Methods: This study was performed on 371 pulmonary and non pulmonary specimens separated from 

patients with the symptoms of pulmonary tuberculosis (PTB). After the isolation and culturing of mycobacterium 

strains using the Lowenstein Jensen media, biochemical tests including production of Niacin, Catalase activity, Nitrate 

reduction, pigment production and growth rate were performed. Drug susceptibility testing was performed by 

proportional method. DNA extraction was performed by phenol-chloroform method. hsp65 gene was amplified by PCR. 

Subsequently the amplicons were digested with three restriction enzymes namely AvaII, HphI and HpaII and 

electrophoresed on 3% agarose gel. QUB3232 locus was also evaluated for differentiation of atypical mycobacterium 

and mycobacterium tuberculosis complex. 

Results: Out of 371 isolates, 32 (8.6%) were multi-drug resistant TB (MDR-TB), 184 (49.5%) were susceptible and 155 

(42.5%) were non MDR (combined resistance) that 15% of MDR cases and 25% of non MDR cases were non 

tuberculosis mycobacterium. Out of 31 slow growing isolates, 58% were M. simiae and 19% were M. kansasii. The 

sensitivity of QUB3232 locus for differentiation of the atypical mycobacterium from mycobacterium tuberculosis 

complex was 80%. 

From the total of 43 NTM samples, 12 (27.9%) were rapid growing and 72% were slow growing.  

Conclusion: QUB3232 locus has the high discriminative power for differentiation of atypical mycobacterium from the 

mycobacterium tuberculosis complex, therefore, it can be used as a substitute for PCR-RFLP method.  
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