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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
    املش سسسسسسساکتریوم توبرکلوزیبوکیام    لکسپمک
     ل در انسان وس دددددددادر به ایجاق هک ددرگ‌یم ییاه‌هنوگ
 ::::د ازنترابع ااااه‌هههههههههههند. اين گونشاب‌ییییم    اتناویح
 ،سسسسساکتریوم بوویبوکیام ،سسسوزیلکربوت مویرتکابوکیام
 ،یییییییییییا تریوم کاپرهکاکتریوم افریکانوم، مایکوبابوکیام
 ٬یتتتتتتتتاکتریوم کانبوکیام ٬ییییییییاکتریوم میکروتبوکیام
 و (1)     اكتريوم مانگيبويكام ٬يدپ ينيپ مويرتكابويكام
         ا وجود تشابه ژنتيكيب .(21) سيگيرآ مويرتكابويكام
   اظحل زا يياااه‌توااافت ٬اااه‌هههههههههههيار زياد ميان این گونسب
                هميزبان اصلي در ميان آنها مشاهد ژی وودمیولیپا
 سیوووووواکتریوم بوبوکیااام .(25 و 22)      يده استدرگ
                اعضايمتما ترده ترين تنوع ميزباني را در ميانسگ
     كه این يييورطب تسا هداد صاصتخا دوخ هب سكلپمك
     ات خانگیناویح ،ناسنا رد دناوت‌یم واگ رب هولاع هنوگ
 واگ رد هك يراميب نيا .ددرگ يراميب ببس زين یشحو و
   رينتمهم زا ٬دددوش‌یییم              ه نام سل گاوي شناختهب
 ددرگ‌یم بوسحم ماد و ناسنا نايم كرتشم ياه‌يراميب
        وزرث بعاب نننناهج يااااه‌ررررررررکشو  ازییارسب رد و
   رب .(25 و 22)   دردگ‌یییم     كلان اقتصادی ياه‌تراسخ
   انيسنا ياه‌نابزيم يگدولآ عیرس صیخشت ساسا نيمه
    تیمها زا سسسسسسساکتریوم بوویبوکیام       ات بهناويح و
 Nieman   رایخا .دشاب‌یم رادروخرب هژیو يكيژولويمديپا
   زارشگ ار سسسسساکتریوم بوویبوکیام زا ییاااه‌پیت تحت
     ند. بدينشاب‌یییم     ه پیرازینامیدب ساسح هک تسا هدومن
           رويي مبتلايان،ادرمان د يكي ونيييييييب از نظر كلترت
   كهنيا و سیووب مویرتکابوکیام یاه‌پیت تحت يياسانش
           اس به پیرازینامید هستند، از اهميتسح اییی   اومقم ايآ
     ت تیپحت سسسيووب مویرتکابوکیام .دشاب‌یم رادروخرب
 ود ،سسسیووب   پیت تحت سیووب مویرتکابوکیام و هرپاک
 .دددنهد‌یییم   كيلشت ار سيووب مويرتكابويكام پيت تحت

 ديمانيزاريپ هب ساسح هرپاک مویرتکابوکیام یعیبط نزخم
 سسسیووب پيت تحت لومعم نابزيم و زب ،دنفسوگ لاومعم
                  نسبت بهپيت د ضمن آنكه اين تحتشاب‌یییم   اوگ
        نیراق بتفا .(13)    دشاب‌ییییم        د مقاومیمانیزاریپ
 سسسسساکتریوم بوویبوکیام و سسسوزیلکربوت مویرتکابوکیام
 و ییاااییمشویب یاااه‌ششششششششششششورت سنتي بر اساس روصب
   ذيرد.پ‌یییم   ورتص اااه‌يييييييد اين باكترشر تايصوصخ
   و اءیحا و دراد dysgonic   دشر سیووب مویرتکابوکیام
   يرخا ياااه‌لاس رد .(16) دهد‌یمن ماجنا ار نیساین بذج
   هنوووووووگ راي تمایز ميان دوب يعونتم یلوکلوم یاه‌شور
 دوجو زا هدافتسا اه‌شور نيا هلمج زا .دنا هديدرگ عادبا
 Single Nucleotide))))))يدي توئلكون ععععععونت

Polymorphism= SNP) نژ رد pncA و 4) دددشاب‌یییم 
 تتتيلاعف   د وشاب‌یم دیتوئلکون ۵۶۱ رب لمتشم نژ نيا .(6
 هههنیمآ دیسسسا ۱۸۶   اب PZAase میزززنآ      بب توليدس نآ
       اكتري نسبت بهب تمواقم ببس نآ ديلوت هك ددرگ‌یم
 مویرررراکتبوکیام pncA نژ رد    ردد.گ‌ییییم    يدمانيزاريپ
 دیسسسا لیدددبت ثعاب هك) ۱۶۹ دیتوئلکون رد رییغت سیووب
 زززروب ببببس   (دردگ‌یییم نیدیتتتسیهههه ب کیتتتارپسآ هنیمآ
 .دوش‌یم دیمانیزاریپ هب يرتكاب تمواقم

       بررسی فراوانی ایی وسانششششششششششن پروژه با هدف یا
     اعی بهجرا یاااه‌هههههان نمونیم رد سیووب مویرتکابوکیام
                  انس سل انسانی کشور مستقر دررگاه رفشیامزآ
 یاه‌لاس ینامز هرود لوط رد یروشناد حیسم ناتسرامیب
 رد اااه‌هههههن جداییا یکیتنژ عونت هسیاقم و ۱۳۹۱ ات ۱۳۸۹
 هاگشیامزآ رد هک نژوتاپ نیا یواگ یاه‌هیادج اب هسیاقم
             کسن و سرمال گاوی موسسه تحقیقات وس سنارفر
          د، به روشندرگ‌یییییم          ازی رازی نگهداریس
   یناوارف هعلاطم .تسا هتفریذپ تروص گنیپیاتوگیلوپسا
   اکتریومبوکیام   انیسنا یاااه‌ههههههههیت جدایسزان حسایم
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 83     ...سیووب مویرتکابوکیام یاه‌پیت تحت یکیتنژ عونت یسررب

 

       ن مطالعه بودهیا فادها رگید زا دیمانیزاریپ هب سیووب
 .تسا

 راک شور و داوم
 سیووب مویرتکابوکیام هیادج ۸ دادعت قيقحت نیا رد
           آوری شده از ه بالینی جمعنومن ۱۳۲۰      ه از میانک
                    ن مشکوک به سل مراجعه کننده به مرکزاارمیب
   وییر یاااه‌یییارمیب و لس یژولویرتکابوکیام تاقیقحت
 ۱۳۸۹     انی سالهایمز هزاب رد یروشناد حیسم ناتسرامیب
    هیادج ۶۸                همراه با دا شده بودندج ۱۳۹۱    یلا
 یاااه‌هههههههع آوری شده از عقدمج سیووب مویرتکابوکیام
       اتقه تحقیست در موسبثم نیلوکربوت یاهواگ یوافنل
   ونسناج نیاتشنول طیحم رد یزار یزاس مرس و نسکاو
 ۸ تدم هب دارگیتناس هجرد ۳۷ یامد رد و تشک دیدجت
 .دندش یرادهگن روتابوکنا رد هتفه

 ييايميشويب ياه‌نومزآ
   ینساین بذج و تارتین ءایحا ييايميشويب ياه‌نومزآ
                       ي در حضوررين توانايي رشد باكتنچمه و
(Thiophene-2-carboxylic acid hydrazide) TCH 
   تحت سسسسساکتریوم بوویبوکیام ياااه‌هيادج همه يور رب
 ارجا درادناتسا ياه‌شور ساسا رب قيقحت نيا رد يسررب
  .ديدرگ

 يرتكاب يكيتنژ هدام جارختسا
   رب اااه‌هههههام جدايمت ،يرتكاب مونژ جارختسا روظنم هب
      ون گلسيرينه وسناج -نننننننننيط كشت لونشتايحم يور
         از سپدند. هشت هفته ش تشك ديدجت راد تاووريپ
    هجرد 37       مايد ت درشك يااااه‌هههههههيون لولسابوكنا
         ر جدايه به كمكه زا یرتکاب هنگرپ ۳-۲ ،دارگيتناس
 250 يييوتحم بوييت ژويفوريكم كي هب و تشادرب سنآ
   ران(یا ،نژانیس) مویرتکابوکیام هدننک زیل رفاب رتيلوريكم
   ه درقیقد ۳۰     ه مدتب بويت ژويفوريكم .دش هداد لاقتنا

     رانتیگراد قراس هجرد ۹۵ یامد اب بآ يوتحم يرام نب
         سانتریفیوژ ال گردد. پس ازعف ريغ يرتكاب ات دش هداد
       د دروایع فوقاني موجم ٬ g 7800   ه درقيقد 10 تدمب
         يكي باكتري به يكتنژ هدام يواح بوييت ژويفوريكم
 ياااه‌نننننننال و از آن در انجام آزموقتنا ديدج ژويفوريكم

PCR ديدرگ هدافتسا. 

 pcnA نژ یور رب PCRـRFLP نومزآ
 هلحرم رد .تفريذپ تروص هلحرم ود رد نومزآ نيا
        ا استفاده ازب و PCR شور هبببب pcnA    ت ژنسخن
 GGC-’5       تيديوا توالي نوكلئب f-pncA   ايهرميارپ

GTC ATG GAC CCT ATA TC-3’ يننچمه و   
 CAA CAG-’5 يييييوالي نوكلئوتيدت اب r-pncA رميارپ

TTC ATC CCG GTT C- 3’ (9)     ير گرديدثكت. 
       د كه حجمنديدرگ ميظنت يا هنوگب PCR ياه‌شنكاو
 .ديدرگ تيبثت رتيلوريكم 50 لداعم تياهن رد شنكاو ره
   كرذ 1           ولدكل دمايي اين آزمون در جتورپ و ازجا
 PCR   ارظتنا دروم لوصحم هدهاشم يارب .تسا هديدرگ
   ود ازب bp ۶۷۰   ولط هب يكيتنژ هعطق كي زا ترابع هك
   هلحرم رد .ديدرگ هدافتسا % 5/1 زراگآ لژ زروفورتكلا
        کنندهدزیم محدونآ زا دحاو 1 رادقم نومزآ نيا مود

BstEII ستناد به روش پيشنهادي شركت سازندهاا ب              
(Roche, Manheim, Germany) ر ازتيلوريكم 5   هب   
             يك مدت افه و هضم آنزيمي بهضا PCR لوصحم
     ت. بهفرگ ممماجنا     ه سانتيگرادجرد 37 يامد رد تعاس
   ل ازصاح ياااه‌هههههدازه فرآوردنا نييعت و ككيفت روظنم
 هدش مضه لوصحم زا رتيلوريكم 5 رادقم ،يميزنآ مضه
     ده شد .نار %۸   دیمآ لیرکآ یلپ لژ یور رب هيادج ره
 bp ۱۳۶، bp         ه قطعه به طولس هدهاشم نومزآ نيا رد
                 هويت جدايه بعنوانهدان دهنشن bp ۱۰۳ و ۴۲۳
   هب هههعطق ود هددداهشم و سسسسسساکتریوم توبرکلوزیبوکیام
 ننننننننننيد هويت جدايه بعنواوم bp ۱۴۶ و bp۵۲۶   دازهنا
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     رل مثبتتنك ناونعب .دوب دهاوخ سیووب مویرتکابوکیام
   كه H37Rv سيزولوكربوت مويرتكابويكام ياه‌هيوس زا
 سسسسساكتريوم بوويبويكام و دشاب‌یم دیمانیزاریپ هب ساسح
BCG د و همچنين بهشاب‌یییم     ه پیرازینامیدب مواقم هك       
 .ديدرگ هدافتسا رطقم بآ زا یفنم لرتنك ناونع

 گنیپیاتوگیلوپسا نومزآ
   ارتيجت تكي و Kamerbeek (8) فراعتم شور زا
(Isogen Bioscience, Netherlands) رررتلاب لللامش، 
   زاءجا .ديدرگ هدافتسا DRb  و  DRa ياهرميارپ و اشغ
 رد هدافتسا دروم PCR نومزآ ييامد لكتورپ و شنكاو
       بران باميون مسازيديربيه .تسا هديدرگ ركذ 1 لودج
   هجرد 65   ايمد رد و Hybridization oven زا هدافتسا
 اااه‌spacer   دانقف اي دوجو و تفريذپ تروص دارگيتناس
     یلم حساسف كككككا كمب و ECL رررررتفاده از شناساگسا اب
 .(24 و 15 ،14 ،9 ،8 ،4)     ورت پذيرفتص یفارگویدار
   اكتريومبويكام ياااه‌هيوس زا تبثم لرتنك ناونعب اددجم
 BCG سيووب مويرتكابويكام و H37Rv سيزولوكربوت
 .ديدرگ هدافتسا یفنم لرتنك ناونع هب رطقم بآ زين و

   اكتريومبويكام ياااه‌پپپپپتايوايي اسپوليگسانش
 سيووب

   اكتريومبويكام ياااه‌هههيادج زا هههههت آمدسد هب جیاتن
   يللملا نيب تياس بو زا هدافتسا اب واگ ءاشنم اب سیووب
   اكتريومبويكام ياااه‌پپپپپپپي اسپوليگوتايصك اختصاناب
 تتتفرگ رارق یسررب دروم www.m.bovis.org سيووب
        و دردويه دريافت گرديس ره هصخشم يياسانش دك و
          از بانك ين باكتري نيزا یننناسنا ياااه‌هههههورد جدايم
     ل دسترسي ازباق SPOLDB4 پياتوگيلوپسا تاعلاطا
 www.pasteur-guadeloupe.fr تتتتتتتتتيق وب سايرط
   خصشم اااه‌هیوووس ييييييييصاكد اختص يد ودرگ هههتفادسا
 .دنديدرگ

 

 جیاتن
   تحت یاااه‌سسسسساکتریوم بوویبوکیام ياه‌هيادج همه

 ینننننه( و انسایادج ۶۸)یماد اشنم اب قيقحت نيا رد يسررب
       يز جذب نیاسینن و تارتین ءایحا نومزآ رد (هیادج ۸)
 Thiophene-2-carboxylic))))))) حضور ی و درفنم

acid hydrazide) TCH ند. اينداتوان از رشد بون         
            ازرورد انتظاميات بيوشيميايي صا خصوب اااه‌يييگژيو
 .دشاب‌یم راگزاس سيووب مويرتكابويكام

      يهادج 76      اممت ،PCR-RFLP      ونمزآ رد
 ءاشنم زا رظن فرص نومزآ تحت سیووب مویرتکابوکیام
             ه پیرازینامید شناخته شده و بدين ترتيبب مواقم اهنآ
   دندش هتخانش سیووب مویرتکابوکیام هنوگ تحت ناونعب
 .(۲ و ۱ ريوصت)

     يه انسانيادج 8     وليگوتايپينگ از ميانپسا نومزآ رد
 زا ار ST595     يه الگویادج ۶ سسسسساکتریوم بوویبوکیام
     اي دامیه‌هههههههكه در ميان جداي   وگلا نیا دنداد ناشن دوخ
       يه ديگر انسانيادج ۲         يد.دت آزمون مشاهده نگرحت
            بصورت د کهندوب ST694    وليگوتايپپسا ياراد
           نیز بررسي اي گاوی تحته‌هههههههترك در ميان جدايشم
   يهادج 68       ر اين در ميانب هولاع .(2 لودج) دش هدهاشم
   اهدهشم پياتوگيلوپسا 12 عومجم رد هعلاطم تحت يواگ
 .دنا‌هديدرگن شرازگ نيا زا شيپ اه نآ دروم 6 هك ديدرگ

 یریگ‌هجیتن و ثحب
     او ایران درگ یاااه‌هلگ رد یواگ لس یناوارف نازیم
     رل سلتنک همانرب یارجا هجيتن رد هتشذگ نرق مین لوط
         ايهپكه بر  ”ررررررکشتا ت وست“ هههههههههاوی معروف بگ
   ایهوااااااااااگ یون گاوها و شناسایی و كشتارسانیلوکربوت
       اهش گذاشته است.ک هب ور ،دشاب‌یم تبثم نیلوکربوت
         ای اعلام شده توسطهرامآ رب دانتسا اب ساسا نيمه رب
 1351     كه در سال نازیم نیا ٬روشک یکشزپماد نامزاس
 تسا هديدرگ شرازگ هدش تست یاهواگ %۵ زا زواجتم
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   تسا هتفای شهاک دصرد 2/0 زا رتمک هب 1390 لاس رد
       ات منتشر نشده(.علاطا ٬ررروشک یییییازمان دامپزشکس)
   انیسنا تیعمج رد سیووب مویرتکابوکیام يناوارف نازیم
                   وضعيت ندم در نشان داهم ه عنوان يك مؤلفهب
      ا مطالعهب Kantor .دور‌یییم        راتي كشورها بكشادهب
   ورشک ۱۰               ني اين باكتري در ميان مسلوليناوارف
   انشن ۲۰۰۷ ااات ۱۹۷۰ یاااه‌لاس نیب رد یبونج يايكرمآ
 و اپورا رد .(3) دوب ریغتم %1 ات %43/0 نيب نازيم نیا داد
   تانسلگنا رد و (11) %4/1          د اين ميزان معادلنله رد
     يران اینا رد .(2)     يده استدرگ شرازگ %5/0 دودح
   ورتص ۱۳۹۱ للللللللللللللیار كه در سا هيزان در مطالعه الم
   هعلاطم رد .(17)     ديين گرديعت ٪ 1/3 لللللذيرفت معادپ
   ر رويب 1391   يلا 1389   ايه لاس يط رد هك يرگيد
 93   ورد ازم 2     ورت پذيرفتص يزكرم ناتسا نيلولسم
   واننعب سسسسساكتريوم توبركولوزيبويكام سكلپمك هيادج
         ايي گرديدند كه معرفسانش سسسيووب مويرتكابويكام
 دشاب‌یم مويرتكابويكام نيا هب ناراميب %2 ابيرقت يگدولآ
   يينعت %6/0 لدااااااااااااعم مقدار يق حاضر اینقحت رد .(7)
         ه با گزارشات مشابهسياقم رد بيترت نيدب هك ديدرگ
                 يين تري از آلودگي بيماران را به ايناي ميزان پلبق
   اکتریومبوکیام     د. انتقالهد‌یییم     يران نشانا رد نژوتاپ
 نننننا ايب .دتفا‌یم قافتا تردن هب ناسنا هب ناسنا زا سیووب
 زا جرااااااااااااااانوع انتقال در ايران و خ ال مواردي از اينح
   يتيلاو 2007   الس رد .......زارش گرديده استگ روشك
     اله بهس 5 كدوك كي زا سيووب مويرتكابويكام لاقتنا
            نمود شراله وي از طريق تنفسي را گزاس 1   واهرخ
   القتنا Sunder 2009   الس رد ٬ناريا زا جراخ رد .(23)
     اله شاغل درس ۵۰     ک مردی زا سیووب مویرتکابوکیام
 یاااه‌شششششا کمک روب ار شا هلاس ۲۰ رتخد هب هاگراتشک
 .(18)     ات نمودبثا VNTR-MIRU و گنیپیاتوگیلوپسا
                        ين وجود در اكثر موارد آلودگي انسان بهاا ب

         طايران همچون ساير نقا رد سسسسساكتريوم بوويبويكام
   رفصم اي و هدولآ يناسنا ريغ ياه‌نابزيم اب سامت ناهج
   اكتريومبويكام       ي آلوده بهماد ياااه‌هههههفرآورد واد وم
 .تسا هدش هتخانش ناراميب يگدولآ هار ناونع هب سيووب

        روي كولي برلوممممممممممممت مدرن اتين مطالعسخن
     آبادی و یضف طسوت ناريا رد يواگ لس يژولويمديپا
 DR و PGRS يييييتفاده از ماركرهاسا اب RFLP شور هب
   الس رد نآ ياااه‌هههههكه يافت تفريذپ تروص IS6110 و
 گنیپیات یاه‌شور ۲۰۰۸ لاسرد .(5) تفاي راشتنا ۱۹۹۶
VNTR و Spoligotyping ۱۳۳       ط تدین بر رویسوت 
     ر ايرانسارس زا سسسسساكتريوم بوويبويكام   اويگ هيادج
                د که نشان داد اسپوليگوتايپ معروف بهش ممماجنا

SB0120 مشخصه سويهپوليگوتايپيا همان اس                  
      ژنتيكيپيت نيرت ناوارف BCG سيووب مويرتكابويكام
 ياااه‌هههههههههههيوا در نظر گرفتن وفور سب و دشاب‌يم ناريا رد
   يتعمج ،پپپيت نيا هب يکدزن رايسب ياه‌پياتونژ لماح
           ه با ساير نقاط جهان ازسياقم رد ناريا رد نژوتاپ نيا
 .(20) دشاب‌يم رادروخرب يكيتنژ يتخاونيك زا ييلااب حطس
-PGRS یاه‌شور يريگ راكب اب يروصم ۲۰۱۱ لاس رد
RFLP ا برددجم نژوتاپ نيا یواگ هيادج ۱۲۳ یور رب     
   انشن هدومن دكيات اه‌هيادج نيا نايم رايسب يكيتنژ تهابش
 رد "BCG   بهش "       اي به اصطلاحه‌هههههههكه وفور سوي داد
 .(12) دشاب‌یم هجوت لباق يكيژولويمديپا هاگديد زا ناريا

 31       سي شدهراوي برگ هيادج 68 زا هعلاطم نيا رد
 .(%45/5)))د ندوبSB0120 پياتوگيلوپسا ياراد هيادج
 .................مي باشد لعه تدين در همخوانيامط ين مشاهده باا
        روش د كهنهد‌ییییم           اي جديدتر نشانه‌ههههتفاي
           افتراق ميان تمام ه تفكيك وب رداق گنيپياتوگيلوپسا
 سسسسسسسساكتريوم توبركولوزيبويكام        ضاي كمپلكسعا
   اكتريومبويكام   ايه‌هههههههال تمام جدايثم ناونعب .دشاب‌یم
 43-39 و9 ،3        اي شمارهه‌spacer    دقاف سسسسوويب
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     ا ويژگيه‌هههههههر همه جدايضاح هعلاطم رد .(10) دنشاب‌یم
 سسسسسسسسسستریوم بوویکوليگوتايپ مشخصه مایکوباپسا   اصخ
     د. ایننداد ناشن دوخ زا ار قوف ياه‌spacer نادقف ينعي
                    ماشده حاصل از انج ه با خصوصیات گزارشتفای
 ردددددسی رت برحت هیادج ۷۶ یور رب ییایمیشویب یاه‌تست
 سسسيووب مويرتكابويكام يزاسادج .دوب راگزاس قیقحت نیا
           هداتامش او در تحقيق حاضر باگ يوافنل ياه‌هدقع زا
       ه عنوان تنهاب   اكتريومبويكام نننننيت ايلاعف رب رياد نيشيپ
   كه در     زيسواكتريوم توبركولبويكام     ضو كمپلكسع
   .دراد يناوخمه (19) ددرگ‌یم هدهاشم ناريا واگ ياه‌هلگ

         در ين پژوهش از دو اسپوليگوتايپ مكشوفا رد
 ST694/SB0127      ژنتيكيپيت يناسنا ياه‌هيادج نايم
 يسررب تحت يواگ ياه‌هيادج نيب رد كرتشم تروصب
   دناوت‌یم هدهاشم نيا ساسا نيمه رب .ديدرگ هدهاشم زين
 زا نژوتاپ يلامتحا لاقتنا و يراميب ندوب كرتشم تيهام
                  يد. يادآوراان اوليه )گاو( به انسان را تاييد نمبزيم
         ابه در استان مركزي فعاليتشم تروصب هك ددرگ‌یم
       ا ژنوتايپ مشتركب سيووب مويرتكابويكام ياه‌هيادج
             ي توبركولينه گزارش گرديدهاين مسلولين و گاوهب
   اب ،ST595   وليگوتايپپسا اب طابترا رد .(19 ,18) تسا
 ياااه‌هلگ نايم رد نيا زا شيپ پياتونژ نيا هكنيا هب هجوت
     يل ويژگيلد ‌هبببببببببزارش نگرديده است و گ ناريا واگ
 (2   دولج) 16   مارهش spacer دوجو رب رياد نآ صاخ
   امجنا هب طونم هيوس نيا يكيژولويمديپا ليلحت و هيزجت
 رفن 6 يگدولآ هك دنچره ،دوب دهاوخ يليمكت تاقيقحت
   تلاءبا رد نآ تيقفوم هدنهد ناشن هيوس نيا هب ناراميب زا
     ر اينب هولاع .دشاب‌یم نژوتاپ هيوس كي ناونعب ناراميب
   دحاو هيوس كي هب ناراميب نيا يگدولآ دور‌یم لامتحا
 نآ زورب هجيتن رد هك دشاب كيمديپا تلاح دوجو رگنايب
   هجيتن رد نننننننننننننننتقريبا همزما ام اين بيماران بصورتمت
       يده اند. دستيابيدرگ هدولآ دحاو هيوس كي اب ههجاوم

   رب كيتم طابترا نيا رد حيحص كيژولويمديپا ليلحت هب
  .دوب دهاوخ يليمكت تاعلاطم ماجنا

   دسر‌یییم   رظن هببب ٬هههعلاطم نيا تادهاشم هب دانتسا اب
           خطر هبسبت نيد همچنان اب روشك يتشادهب نيلوئسم
 ناشن هجوت ناسنا هب واگ زا سيووب مويرتكابويكام لاقتنا
           ازمانسل گاوي كه توسط س لرتنك همانرب زا و دنهد
                ين بيمارياا بكي كشور در راستاي مبارزه شزپماد
     د همچنيننيااااا حمايت نمدردگ‌یییم ماجنا يلم تروصب
 سسسسساكتريوم بوويبويكام ياااه‌ههههههه جدايمگ تمانيپياتونژ
 ياااه‌شششششا استفاده از روب يييييييگاو م از انساني وعا ناريا
               ينگپبااسپوليگوت ي و بخصوصلوارف مولكعتم
            ر افزايش دانش روز از اپيدميولوژي سلدد ناوت‌یییم
  .ديامن افيا هدنزاس شقن روشك رد يواگ

 مويرتكابويكام ياه‌هيادج رد دیمانیزاریپ هب تمواقم یوگلا : ۱ ريوصت
 : 1 كهاچ :تسار هب پچ زا .BsteII میزنآ اب مضه زا سپ یناسنا سيووب

100 bp plus DNA size marker، سيووب .م ياه‌هيادج :8يلا 2 كهاچ 
 .M هيوس ،10 كهاچ ،M. bovis BCG هيوس. :9 كهاچ ،نومزآ تحت

tuberculosis H37Rv 

 مويرتكابويكام ياه‌هيادج رد دیمانیزاریپ هب تمواقم یوگلا : 2 ريوصت
 ،1 كهاچ :تسار هب پچ زا .BsteII میزنآ اب مضه زا سپ يواگ سيووب

 ،M. bovis BCG هيوس. :2 كهاچ ،M. tuberculosis H37Rv هيوس
 ،يواگ سيووب مويرتكابويكام ياه‌هيادج :۱۲ يلا ۸ و ۶ يلا ۳ ياه‌كهاچ

 bp plus DNA size marker 100 : 7 كهاچ
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 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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