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   نگيجي بژنوتايپ سي توبركلوزوميكوباكتريما
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 اي ريويه بيماري تحقيقات سل و مركز، بهشتي خدمات بهداشتي درماني شهيد دانشگاه علوم پزشكي و -4
 

  ده يچك
 ـا .دهـد  تشكيل مي  توبركلوزيس در سرتاسر جهان را     وميكوباكتري ما 4/1از  سويه بيجينگ بيش    : سابقه و هدف    ني

 ـهدف از ا  . باشد اط با مقاومت چند دارويي دارا مي      داشتن ارتب هاي مهمي از جمله       ويژگي هيسو  يي مطالعـه شناسـا    ني
 variable number  تايپينگنگ،يپيگوتاي اسپوليها ا استفاده از روشب)  Beijing (نگيجي بيها هي سويكي ژنتيالگو

tandem repeat   (VNTR) وRFLP-IS6110باشد ي م.  
 نگيپيگوتايبا اسـتفاده از روش اسـپول  ) 1386-1387 سال (يوي مسلول ر  238شت مثبت   سويه ك : ها مواد و روش  

 يهـا   داده زيآنال.  قرار گرفتند  ي مورد بررس  VNTR  و    RFLPجدا شده به روش       نگيجيب يها هيسپس سو . شد نييتع
RFLPافزار  با استفاده از نرم Gel campairاطلاعـات    بـا سهيمقا  پس ازنگيپيگوتاي اسپوليها  صورت گرفت و داده

 ـ   VNTRروش   بـا .  شـدند  زي آنـال  )SPOLDB4 (نگيپيگوتاي جهـاني اسـپول    نكموجود در با      لوكـوس  9 ي تنـوع آلل
MPTR-A) ، ETR-A، ETR-B، ETR-C، ETR-D، ETR-E، ETR-F، QUB 11b،(QUB3232 يهـا  هي در سـو 

 ـ Hunter Gaston Index (HGI) با استفاده از آزمون.  شدي بررسبيجينگ   ـ  هـر ي تنـوع الل هـا در    از لوكـوس كي
  .دي محاسبه گردنگيجي بيها هيسو

 ,EA12, EA13, T, U, Haarlem CAS 2)سي توبر كلوزومي باكتركوي گونه ما8 ،نگيپيگوتايروش اسپول :ها يافته
CAS 1, Beijing) با ا ستفاده از روش  . كردييرا شناساVNTR typing لوكوس ، QUB  3232      بـه عنـوان لوكـوس

دهنـده    افتراقيها به عنوان لوكوس  QUB 11b و ETR-F   ،ETR-Eيها و لوكوس) HGI ≥ 0.6(دهنده  افتراق اريبس
 ،  بيجينـگ يهـا  هيدهنـده در سـو    لوكوس افتـراق نيتر فيبه عنوان ضعها  وس لوكريو سا) HGI ≥ 0.4-0.6(متوسط 
%) 100( بيجينـگ   هي سو13 از هيسوRFLP ،13و در روش )  %77 (هي سوVNTR typing،10در روش .  شدندييشناسا
  . از خود نشان دادندفاوت متيالگو

 ـ در جمع  )reactivation(فعال شدن مجـدد      دهنده  نشان يكي ژنت يتنوع در الگو   :گيري نتيجه  ـ   تي  ي مـورد بررس
 همــراه بــا VNTR typingتــوان از روش  ي، مــRFLPاتــلاف وقــت در روش   بــالا ونــهي هزليــبــه دل. باشــد يمــ

  . سل استفاده كردي مولكوليولوژيدمي مطالعات اپي برانگيپيگوتاياسپول
   

  نگيجي بپي ژنوتا،سيركلوز، مايكوباكتريوم توبVNTR typing  ،RFLPاسپوليگوتايپينگ، : هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
 3سل يكي از معضلات اصـلي جهـان بـوده و هـر سـال                

. دهند را به علت اين بيماري از دست مي        ميليون نفر جان خود   

تخمين زده شده است كه يك سوم از جمعيت دنيا بـه بـاكتري              
يك گروه از اين    . ]1[اكتريوم توبركلوزيس آلوده هستند     مايكوب
 ـها تحت عنوان ژنوتا    سويه كـه   ،شـده   بيجينـگ شناسـائي    پي
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  مــوارد توبركلــوزيس در سرتاســر جهــان را4/1تــر از  بــيش
 ـ تشكيل مي   ـمايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس ژنوتا    . ]2 [ددهن  پي

در ناحيـه بيجينـگ    TB  براي اولـين بـار در بيمـاران   نگيجيب
 در كـشورهاي    1995از سـال    . چـين  شناسـائي شـد      ) پكن(

 ـ را نـگ يجي ب پيژنوتاآسياي شرقي     ـ گرد جي  اخيـراً .  اسـت  دهي
آلمـان،   ،جنـوبي ، آفريقاي    ژنوتايپ بيجينگ در آمريكا    يدمياپ

 گزارش شـده اسـت   ي و كره جنوبلنديتا روسيه،   ،  جزاير قناري 
مله هاي پاتوژنيك مهمي از ج   ويژگي يسويه بيجينگ دارا  . ]3[

، قـدرت   ارتباط با مقاومت چند دارويي، عدم پاسخ به درمـان         
 ـدر جوامـع و قـدرت تكث       انتـشار و انتقـال         عيسر  بـالا در    ري

ن آمقاومت چند دارويي    . باشد  دارا مي   را ي انسان يماكروفاژها
  هـاي  هـاي مـستعد جهـش در ژن        علت وجـود آلـل     ه ب احتمالاً

 mut Tييچند دارومقاومت . ]4[باشد  مي (MDR) هي سونيا ،
به دو داروي ضد سلي مهـم يعنـي         كه تحت عنوان سويه مقاوم      

شود، يك تهديد جـدي بـراي         مي هريفامپين ناميد  ايزونيازيد و 
 ييسـا  و شنا  صي تـشخ  يامـروزه بـرا   . ]5[باشد    مي كنترل سل 

 يريگ بهره ي مولكول نگيپيتا يها  از روش  نگيجي ب هي سو عيسر
   :شوند ها به چند دسته تقسيم مي اين روش. شود يم

كننـد   نگاري توليد مي   هايي كه پروفايل انگشت    روش -1
 ].RFLP - IS6110] 2  مانند

باشـند ماننـد     مـي PCR   هايي كه اسـاس آن  روش  -2
 variable number tandem repeat    ونگيپيگوتاياسـپول 

(VNTR) typing  ]2،1.[ 

  ].PCR ]6  پلكسيمالت  -3

 ـ       نيها ا   روش نياستفاده از ا   دهـد كـه      ي امكان را بـه مـا م
 مـاران ي برد)  Reactivation(فعال شدن مجـدد  و  ريانتقال اخ

 ـبه دو دل بازفعالي  يبطور كل. مي كنزيمبتلا از هم متما  عـدم  لي
 از  يگـر ي د هينت با سـو   عفو( عفونت مجدد    اي درمان مناسب و  

 مطالعـه   نيدر ا . ]7 [ممكن است رخ داده باشد    ) وميكوباكتريما
 و  نـگ يجي ب يها هيسو در انتقال    لي دخ ي فاكتورها ي بررس يبرا

 يهــا  از روشه،ي ســونيــ اي مولكــوليولوژيدميــ اپييشناســا
  RFLP-IS6110  و  VNTR تايپينـگ    ،نگيپيگوتاياسـپول 

 .استفاده شد

  ها مواد و روش
 مـسلول   مـار  بي 238 تحليلـي،    – اين مطالعـه توصـيفي     در
پژوهـشكده  (ژي        ز تحقيقات مايكوباكتريولو  كننده به مرك   مراجعه
 ـ) ، تهران دارآباد   ،يوي ر يها يماريسل و ب    86-87 سـال    نيب

هــاي  جداســازي اوليــه ســويه. قــرار گرفتنــد يمــورد بررســ
  از محـيط فادهاسـت  بـا  و% 4مايكوباكتريوم بـا روش پتـروف   

Lowenstein Jensen (LJ)  انجــام شــد و جهــت شناســايي
هـاي نياسـين،     تست ل،يقب هاي بيوشيميايي از   ها از تست   سويه

 حساسيت دارويي در.  احياء نيترات استفاده شد فعاليت كاتالاز،
ــد   ــر ايزونيازيـ ــامپين  (0.2µg/ml)برابـ ، (40µg/ml)، ريفـ

وش بــه ر (2µg/ml) مبوتولو اتــا (10µg/m)استرپتومايــسين 
حساس (ها به سه گروه حساس       هيو سو تناسبي صورت گرفت    

 ـازيزوني ايـي مقاومـت دو دارو (MDR ، ) فوقيبه داروها  و دي
 ري غيي دو دارواي ييمقاومت تك دارو(MDR يرو غ) نيفامپير

  .]8 [بندي شدند تقسيم) نيفامپي و رديازيزونياز ا
 DNAروش  مثبت بـا يها از كلني -N  اسـتيلN  ،N،N -

مايكوبـاكتريوم   .]9 [يل آمونيوم برومايد استخراج گرديد    مت تري
 ـتوبركلوزيس ژنوتا   نگيپيگوتاي بـا روش اسـپول     نـگ يجي ب پي

 VNTR  تايپينگ يها سپس با انجام روش. دي گرديجداساز

 ـ ايك ـي ژنتيالگوهـا  RFLP-IS6110 و  ـ ژنوتاني  ي بررس ـپي
   .ديگرد

 PCR مورد نظر را با روش DR  قطعات .نگيپيگوتاياسپول

 DRa:5'- GGT TTT GGG TCT با استفاده از دو پرايمر و  

GAC GAC- 3' و DRb:5'- CCG AGA GGG GAC 

GGA AAC - 3 '  پرايمر5'كه انتهاي  DRa دار  با بيوتين نشان
 ºC99  را در دمـاي  PCR محـصول . تكثير يافتند ،شده است

 تروسـلولز ي ن ي غـشا  يبعـد از انتقـال بـر رو        دناتوره كـرده و   
سـپس جهـت   . انجام شـد Line Reverse Blot   ونيسدايبريه

 هاي هيبريد شده مقداري ماده كمي لومينسانس رديابي سيگنال

(ECL)    اضافه شد و غشا ي نيتروسلولزي را جهت ظهـور بـر
 پس از ظهور فـيلم      .گرفت روي فيلم حساس راديوگرافي قرار    

باشـد    فاصـله انـداز مـي      نواحيدهنده حضور    نقاط سياه نشان  
تواند به صورت يك كد مثبـت يـا           مي  توالي فاصله انداز   .]10[

www.SID.ir
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ان شود، بدين صورت كه نتيجه مثبـت، حـضور تـوالي            منفي بي 
انـداز را نـشان       و نتيجه منفي فقـدان تـوالي فاصـله         انداز فاصله
بـه   طـرح الگـوي هـر سـويه          بي ترت نيبد). 1شكل  (دهد   مي

 ـ OCTAL CODE كيصورت  ا اطلاعـات  در آورده شـد و ب
 (SPOLDB4) نگيپيگوتاياسـپول ر بانـگ جهـاني   موجـود د 

  ].11،12[ ديها مشخص گرد هاي آن مقايسه شد و سويه
 مربوطه يمرهاياز پرا PCR  انجاميبرا  . VNTR نگيپيتا

 همـه  ياسـتفاده بـرا   مورد PCR كليس). 1جدول(استفاده شد 
و  ºC 94  دقيقه در دماي5 بوده مدت ريصورت ز هها ب لوكوس
-ºC 53  ثانيـه و 30به مـدت   ºC 94 :مل سيكل شا30سپس 

ــه مــدت  65 ــه و 30ب ــه مــدت  ºC 72  ثاني ــه10ب .  دقيق
الكتروفـورز   % 2-1 ژل يرو بدست آمده را  PCRمحصولات

  هـر  ي تكرارشونده پـشت سـرهم بـرا       ي توال قيتعداد دق . شدند
 و شـد  نيـي  ژل تعيرو بر PCR  اندازه محصوللهي به وسهيسو

  .]13[ ديگرد زياندارد آنالبا استفاده از پروتوكل است
  هري تنوع الليبرا Hunter Gaston Index (HGI) آزمون

  .دي استفاده گردنگيجي بيها هي سودر مرهايپرا  ازكي

  

 ـا در مجمـوع    N، افتـراق يشـاخص عـدد   D فرمـول  ني
كل  تعداد  Sاستفاده،  موردنگيپيروش تا در  موجوديها هيسو

اشد ب يم  j پي متعلق به تيها هيتعداد سو  njو ها هيمتفاوت سو
 Direct Stats افزار نرم استفاده از  فرمول با،ي بررسنيا در. ]2[

  .ديمحاسبه گرد 
RFLP-IS6110  . DNA مي آنـز لهياستخراج شده بـه وس ـ 

ــده    ــرش دهنـ ــه PVUIIبـ ــ IS6110 قطعـ ــكند يرا مـ   شـ
) '3... 5'…GAC/GTC  5...3' و'…CAG/CTG (هضم شد و. 

 جـدا   گريدك ـي ژل آگـارز از      ي بر رو   شده ديسپس قطعات تول  
دار  ، پـروب نـشان    IS6110 ي مشاهده قطعات حاو   يشدند برا 
به بـافر   IS6110 يمكمل توال DNA ي حاواز دياكسشده با پر

 ختـه ي ر يتروسلولزي غشاء ن  ي اضافه شد و بر رو     ونيداسيبريه
 كـه بـا پـروب    PVUII مي شده توسـط آنـز  ديقطعات تول. شد

IS6110  ـ شدند، ديبريه   نـسانس ي لومي واكـنش كم ـ لهيوس ـ هب
  حساس به نـور لمي فلهيبه وس RFLP يمشخص شدند و الگو

 Gel campair  ارافـز   آن با اسـتفاده از نـرم  زي شد آناليابيرد

  .]14[انجام شد 

  H37Rv .  سي توبركلوزوميتركوباكي ماهيسو)2شماره . H37Rvهاي مايكوباكتريوم توبركلوزيس كمپلكس جدا شده با روش اسپوليگوتايپينگ سويه. 1شكل
  نگيجي بسي توبركلوزوميكوباكتري ماهيسو) 4و38( شماره

 

 2شماره 
  4شماره 

 38شماره 
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 VNTRنگيپيتا پرايمرهاي مورد استفاده درتوالي . 1جدول

Locus name  
 

Sequence of primers(5-3)  
  

No. and size 
of 

Repeat units 
in H37Rv 

(bp)* 

Size  of  PCR 
Products in 
H37Rv (bp) 

MPTR-A GGTTACCACTTCGATGCGTCTGCC  
AGCCGCCGAAACCCATC  (16×15) 343 

ETR-A AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT 
CGAAGCTGGGGTCGCCCGCGATTT (3×75)+23 420 

ETR-B GCGAACACCAGGACAGCATCATG 
GGCATGCCGGTGATCGAGTGG (3×57)+8 292 

ETR-C GTGATGCGCTGCAGAACCTGCAG 
GGCGTCTTGACCTCCACGAGCT  (4×58)-21  276 

ETR-D CAGGTCACAACGAGAGGAAGAGC  
GCGGATCGGCCAGCGACTCCTC (3×77)+7 310 

ETR-E CTTCGGCGTCGAAGAGAGCCTC 
CGGAACGCTGGTCACCACCTAAG (3×53)-1 224 

ETR-F CTCGGTGATGGTCCGGCCGGTCAC 
GGAAGTGCTCGACAACGCCATGCC (3×79)-13 476 

QUB11b CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG 
CGAAGTGATGGTGGCAT (69×5)+9  411 

QUB3232 CAGACCCGGCGTCATCAAC 
CCAAGGGCGGCATTGTGTT (56×3)+50 590 

 

  نتايج
 179،  مبتلا به سل ريـوي      بيمار 238 از   :ماراني ب وضعيت  

. مليت افغـاني داشـتند    %) 25(  نفر 59مليت ايراني   % ) 75( نفر
دامنـه  . زن بودنـد  %) 44( مـار ي ب 105مرد و   %) 55 (ماري ب 132

 ني بد وگراميب ي  آنت  جينتا.  سال بود  88 -10راي بيماران   سني ب 
 28،  %)6/75دارو بـه    ( حـساس    مـار ي ب 180: صورت بود كـه   

 بودند%) 6/12 (MDR ري غ ماري ب 30و  %) MDR )8/11 ماريب
  ). 2جدول(

  
   بيمارمبتلا به سل ريوي238 نتايج آنتي بيوگرام .2جدول

 درصد تعداد  نتايج آنتي بيوگرام  
MDR 2811.9%

%18075.6 حساس

%52.1 مقاوم به اتامبوتول  

%2.84 مقاوم به ريفامپين

%31.3 مقاوم به استرپتومايسين

%93.8 مقاوم به ايزونيازيد

%73.0 مقاوم به پيرازيناميد 

% 1.4 مقاوم به پيرازيناميد و ريفامپين

% 1.4 لمقاوم به استرپتومايسين و اتامبوتو

% 1.4  مقاوم به ريفامپين و اتامبوتول

 
غير

  
M

D
R

 

% 1.4 مقاوم به استرپتومايسين و ايزونيازيد  

 اسـتفاده از    جداشـده بـا    يهـا   سـوش  ي مولكـول  نگيپيتا
 8 نگيپيگوتاياين بيماران با روش اسپول    در   :نگيپيگوتاياسپول

شناسايي شدند كـه    كلوزيس كمپلكس    باكتريوم توبر  گونه مايكو 
 Haarlem(27.7%) CAS1 (25.2%) EAI3:   لشـــام

(21.8%) CAS 2 (6.7%) T1(6.3%) Beijing (5.5%) ،
U(5%) EAI2 (1.2%) ،T2 (0.4)ــي ــند   م ــكل(باش ). 1ش

نشان )  Fisher-Exact test و Chi-Square(  ي آماريها تست
شـده    جـدا  يها هي همه سو  نيب يكيوتيب يدادند كه  مقاومت آنت    

 ـ ي آمـار  ت تفاو نگيپيگوتايبه روش اسپول      داشـت   يدار ي معن
)0,05≤ p( ) 3جدول.(  

 ـ ژنوتا سي توبركلـوز  وميكوبـاكتر ي ما ي مولكول نگيپيتا  پي
 بـا   يهـا  از كل نمونـه    :VNTRتايپينگ   با استفاده از     نگيجيب

كامـل    VNTR تايپينگ داراي الگوي  % 77 نگيجي ب پيژنوتا
 الگوي نـاقص ( داشتند  ناقص VNTR typingالگوي %  23و 
 نظـر،   مـورد  يهـا  لوكـوس   از يبعـض   است كـه در    ي معن نيبد

 ـتـرين پروفا  فـراوان  .) اسـت امـده يدست ن ه ب PCRمحصول    لي
 ،MPTR-A    ،ETR-A    ،ETR-Bهـاي       لوكـوس  يعددي برا 
ETR-C     ،ETR-D     ،ETR-E     ،ETR-F  ،QUB11b  و 

QUB3232  642435369:   به ترتيـب   نگيجي ب يها هي در سو 
   ).4جدول( باشد يم %)23(
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  سويه هاي جدا شده الگوي مقاومت دارويي در .3جدول 
 نتايج آنتي بيوتيكي

 MDR حساس Non MDR كل 
 سويه هاي جدا شده

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد
Beijing 6 4/21%  4 22/2%  3 10%  13 5/5%  

CAS1 6 4/21%  42 33/23%  12 40%  60 21/25%  

CASII 1 57/3%  13 2/7%  2 66/6%  16 72/6%  

EAI2 0 . 3 66/1%  0 0 3 26/1%  

EAI3 8 57/28%  39 66/21%  5 66/16%  52 84/21%  

Haarlem I 3 71/10%  56 11/31%  7 33/23%  66 73/27%  

T1 2 14/7%  13 22/7%  0 0 15 30/6%  

T2 0 0 1 55/0%  0 0 1 42/0%  

U 2 14/7%  9 5%  1 33/3%  12 04/5%  

                               *x2 = 31/3    d.f=18    p-value  34=./.  
 

  در سويه هاي بيجينگVNTR لوكوس 9 نتايج مربوط به پروفايل هاي عددي .4جدول 
MPTR-

A 
ETR-

A ETR-B 
ETR-

C 
ETR-

D ETR-E ETR-F QUB11b QUB3232 VNTR 
6 3 2 4 0 5 0 0 3 632405003 

6 4 1 4 3 4 3 6 9 641434369 

6 4 2 4 3 3 3 6 9 642433369 

5 3 2 4 3 3 2 2 7 532433227 

6 4 2 2 3 5 3 2 6 642235326 

6 4 2 4 3 5 3 6 9 642435369 

6 4 2 4 3 5 3 6 6 642435366 

6 4 2 4 3 5 3 6 5 642435365 

6 4 2 4 3 5 3 6 9 642435369 

6 0 2 4 3 5 3 6  9 602435369 

6 4 2 4 3 5 3 6 9 642435369 

6 3 2 2 3 0 2 1 3 632230213 

6 4 2 4 3 5 1 6  0  642435160 

  
 QUB3232 ها، لوكوس  هيشاخص افتراق كل سو    اساس بر

ــ ــس هب ــوس ب ــوان لوك ــراق اريعن ــده افت  و) HGI ≥ 0.6 (دهن
 يها عنوان لوكوس هب, QUB11b ETR-F, ETR-Eيها لوكوس

 ETR-A, لوكـوس   و) HGI ≥ 0.4-0.6(دهنده متوسـط  اقافتر

ETR-D, MPTR-A , ETR-C ,ETR- B  عنــوان  هبــ
. )HGI=0 ( شـدند  ييدهنده شناسـا    لوكوس افتراق  نيتر فيضع

 ـ  زي قـدرت تمـا    نيتـر  شي ب يدارا QUB3232لوكوس    ني در ب
  ).5جدول( باشد ي منگيجي بپيژنوتا
 ـ ژنوتا سي توبركلـوز  وميكوبـاكتر ي ما ي مولكول نگيپيتا  پي

 RFLP-IS6110 روش :RFLP-IS6110 با استفاده از     نگيجيب
 ـ دي تول يتر ي اختصاص ليكه پروفا   ـ مقايكنـد بـرا   ي م  ـسهي  ني ب

در .  مورد اسـتفاده قـرار گرفـت       نگيجي ب پي با ژنوتا  يها نمونه
 ينگـار   انگـشت  ي الگو ي دارا نگيجي ب پي ژنوتا 13 روش   نيا
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 12 -6آن    IS6110 يهـا  همتفاوت از هم بودند و تعداد نسخ      
  .بودند

 
،هريك از لوكوس هادر    )HGI( نتايج مربوط به تنوع اللي . :5جدول

 سويه هاي بيجينگ

 
 

  
  گيري بحث و نتيجه

مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس از سـال        نـگ يجي ب پيژنوتا
 ـ در كشورهاي آسياي شـرقي را      1995  ـ گرد جي در .  اسـت  دهي
 مايكوباكتريوم توبركلوزيس به    هيسو238 حاضر از بين     مطالعه

 ييشناسـا %) 5/5 (نگيجي ب هيسو 13 ،نگيپيگوتايروش اسپول 
 ـ ا نيچن  و هم  ديگرد  ـ ژنوتا ني  ـ پي  مقاومـت بـه دو      نيتـر  شي ب
از خـود   %) 4/21( (MDR) نيفامپي و ر  ديازيزوني ا كيوتيب يآنت

 رازيو همكارانش در ش ـ    ي كه درودچ  يا در مطالعه . نشان دادند 
 گـزارش   نـگ يجي ب هيسـو %  10انجام دادنـد،     )1995-1996(

) 2005(  و همكـارانش   اي فرن يولوژيدميمطالعه اپ . ]15 [ديگرد
 ـ جـدا شـده در ا      يها هياز سو  % 5/20نشان داد،     ـ  راني  وع از ن

 ـاكثر مطالعـات انجـام شـده در ا         در. ]16 [ بودند نگيجيب  راني
  بودنـد  يفغـان  ا مـاران ي ب ،نگيجي ب يها هي از سو  يتر شيدرصد ب 

 امر به علـت مهـاجرت افـراد از          نيرود ا  ياحتمال م . ]15،16[
 مرز افغانستان باشد كه قي سابق به اروپا از طري شورو هياتحاد

 بـه دارو در     مقـاوم  نگيجي ب يها هي سو وعيمنجر به انتشار و ش    
  .]17 [افغانستان شده است

 يها هياز سو %) 54 (يتر شي در مطالعه ما درصد ب     نيچن هم
 ـ هـم .  بودنـد  ي افغـان  ماراني ب نگيجيب   كـه    يا  در مطالعـه   نيچن

 انجام شـد از  هيدر روس) Mokrousov ) 2003-1997توسط
 به  نگيجي ب هيسو% 55 سي توبركلوز وميكوباكتري ما هي سو 354

 طالعــهدر م. ]18[ ديــ گردي جداســازنگيپيگوتايروش اســپول
) 2006( و همكـارانش     Nikolayevskyy كه  توسط     يا مشابه

 وميكوبـاكتر ي ما هي سـو  187 صورت گرفت از تعداد      هي روس در
گونـه كـه      همان .]19[د   بودن نگيجي ب هيسو% 69 س،يتوبركلوز
 كـشور رو بـه      ني در ا  پي ژنوتا نيا يشود كه فراوان   يمشاهده م 

) 2000 -1999 (لنــدي در تانيچنــ هــم.  بــوده اســتشيافــزا
 فـوق   يهـا  افتـه ي. ]20[گزارش شد    % 44 نگيجي ب يها هيسو
 و  عي شا هي و روس  لندي در تا  هي سو ني مطلب است كه ا    ني ا انگريب

در ) 2003(و همكـارانش   Yekoyama مطالعـه . فراوان اسـت 
 ـدر ا  نگيجي ب هيسو وعيش ي بالا زانيژاپن نشانگر م    كـشور   ني

 هي سـو 355كنگ از  هنگ و همكارا نش در  Kam. ]21[است
ش  بـه رو   نـگ يجي ب هيسو% 5/68 س،ي توبركلوز وميكوباكتريما

 ـ  نگيپيگوتاياسپول  يهـا  د كـه پـس از انجـام تـست          جدا كردن
با مقاومـت چنـد دارويـي        را   نگيجي ب يها هيسو% 70 ،ييدارو

كنـگ در مجـاورت       كه هنـك   ييجا از آن . ]22 [گزارش كردند 
 مهاجرت  قي از طر  پي ژنوتا ني قرار گرفته احتمال انتقال ا     نيچ

  .  افراد وجود دارد
ــر اســاس   ــب ــده، س ــام ش ــات انج ــروه اصــلي تحقيق ه گ

يسم مـشاهده شـده     مرف س بر پايه پلي   مايكوباكتريوم توبركلوزي 
شناسايي شده   gyrA codon95 و katG463 در نوكلئوتيدهاي

بريداسيون بـا    قادر به هي   3و2هاي متعلق به گروه      باكتري. است
 1گـروه   . ]23[ نيـستند    36تـا    33 انـداز  نوكلئوتيدهاي فاصله 

ــد ــد يميق ــالا   .ترن ــروه احتم ــادي از ا3و2گ ــ تغج  و راتيي
 ـژنوتا.  ]23[  انـد   به وجـود آمـده     1 گروه   ييها ونيموتاس  پي

 يدارا اسـت و   34-1انـداز     فاصـله  يهـا  ي فاقد تـوال   نگيجيب
 ـي ،   اسـت  43-35 ازانـد   فاصله يها يتوال  9 حـاوي تنهـا      يعن

 ـ     فاصله 43 از ،خريآ انداز فاصله پـس  . باشـند  يانداز را دارا م
ــه گــروه ژ  يمــ ــوان گفــت ب  از يكــي.  تعلــق دارد1 يكــينتت

ــوس ــا لوك ــتفاده در روش يه ــورد اس ــگيپيتا  م ، VNTR ن

cluster Beijing  HGI)(  Locuse 

2  0  MPTR-A 

2 0 ETR-A 

2 0 ETR-B 

2 0 ETR-C 

1 0 ETR-D 

3 44./ ETR-E 

3 43./ ETR-F 

3 44./ QUB11b 

5 74./ QUB3232 
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QUB3232  اندازه محصول      است ،PCR جفت بـاز و  590 آن 
 ـ     ي تكرار ي توال 3 يدارا  ـ، كـه در ا    شـد با ي پشت سر هـم م  ني

 ،9 ،3 ي دارا نـگ يجي ب يها هيمطالعه لوكوس مورد بحث در سو     
شــش   و چهــار، ســه دو، ي دارايعنــي ليــ پروفا5 ،6 ،7

Insertionـ   ـا نيبنـابرا . باشـد  ي م   HGI ≥ 0.6  لوكـوس بـا  ني
 ـ لوكـوس    نيتر دهنده عنوان افتراق  هب  نـگ يجي ب يهـا  هي سـو  نيب

انجام ) 2006(همكارانش    وKam  كهيا مطالعه . شدييشناسا
 را Qub3232  وQUB11b  ،QUB11aيهــا دادنــد، لوكــوس

 ـ   لوكوس نيتر دهنده افتراق  ـغ  و نـگ يجي ب يهـا  هي سـو  نيها ب  ري
  . ]1 [ گزارش كردندنگيجيب

   از لوكـوس   نـگ يجي ب يهـا  هي سـو  يمطالعات رو عمده  در  
MIRU  (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units)    

  يها كه در مطالعه حاضر از لوكوس      ياستفاده شده است در حال    
QUB) و (ETR نيتــر شيمطالعــه مــا بــ در. ديــاســتفاده گرد 
 642435369 نــگيجي بيهــا هيســو%) 23( ي عــددليــپروفا

 ـ همكـارانش در سـال    و  Kiristin در مطالعـه . دسـت آمـد   هب
 ني لوكوس در ب   نيتر دهنده  را افتراق  QUB11b ، لوكوس 2001

 يدر مطالعه فوق تنوع الل    . ]2[ كردند   ي معرف نگيجي ب يها هيسو
ــا 0 از نــگيجي بيهــا هيســو ــود 618/0 ت ــاوب ب   در]2[ متن
 0 از   نـگ يجي ب يها هي در سو  يما تنوع الل  ه  كه در مطالع   يصورت

و همكـارانش    Allison  كـه يا مطالعـه .  تناوب داشت74/0تا
 را  VNTR تيو حـساس  ويژگي   دادند   نجاما) 1998 -1996(

ايـن مطالعـه    كـه در     يدر حال . ]7 [گزارش كردند %  52و  % 56
تـر   و كم  نگيپيگوتاي از اسپول  تر شيب) VNTR) 58% تيحساس

در مطالعـه انجـام شـده بـا اسـتفاده از        . ش شد  گزار RFLP از
 از خود   يكساني ي  الگو  نگيجي ب هي سو نگيپيگوتايروش اسپول 
 )VNTR) 23%ها در روش    هي سو نيكه هم  ي حال درنشان دادند   

  هـر    RFLPدر روش   .  مشابه از خود بروز دادنـد      يالگو. ]3[
.  داشـتند  IS6110 متفـاوت    ي الگو نگيجي ب هيسو) 100% (13

در فعـال شـدن مجـدد       دهنـده     نـشان  يك ـي ژنت يالگوتنوع در   
  . باشد ي مي مورد بررستيجمع

 تي حـساس  ي بررس نيكه در ا   نيبا توجه به ا   به طور كلي،      
ــسIS6110-RFLP روش ــاري بـ ــر شي بـ ــا  از روشتـ  يهـ

 ـ بـه دل   ي بود، ول  VNTR و   نگيپيگوتاياسپول و   بـالا  نـه ي هز لي
راه  م ه VNTR از روش    توان ي، م RFLP اتلاف وقت در روش   

 سـل   ي مولكول يولوژيدمي مطالعات اپ  ي برا نگيپيگوتايبا اسپول 
  .استفاده كرد

  
  قدرداني تشكر و

بدين وسيله از همكاري مركز تحقيقات مايكوباكتريولوژي       
جهـت  )   دارآبـاد، تهـران    ،يوي ر يهايماريپژوهشكده سل و ب   (

 ـ       ات فراهم آوري منابع مالي و همچنين از پرسـنل مركـز تحقيق
هـاي آزمايـشگاهي تـشكر       يولوژي به خاطر كمك   مايكوباكتر

  .گردد وقدرداني مي
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Introduction: Beijing strains constitute more than 1/4 of Mycobacterium tuberculosis (MT) genotypes. 

Beijing genotype is considered an important genotype because of its reasonable characteristics such as 
association with multi-drugs resistance TB. The aim of this study was to identify the genetic pattern of 
MT Beijing genotype using spoligotyping, variable number tandem repeat (VNTR) typing  and RFLP-IS6110 
methods. 

Materials ands Methods: 238 MT culture positive specimens (2007-2008) were genotyped by 
spoligotyping. Thereafter, the isolated Beijing genotype was subjected to VNTR typing and RFLP 
analysis.  The results of Spoligotyping were analyzed using SPOLDB4 database.  VNTR typing was used 
to identify alleles diversity in 9 locus (MPTR-A, ETR-A, ETR-B, ETR-C, ETR-D, ETR-E, ETR-F, 
QUB11B, QUB3232) of the isolated Beijing strains. The allelic diversity of VNTR was measured using 
Hunter Gaston Index (HGI). 

Results: The spoligotyping of MT isolates revealed the following 8 patterns: Haarlem (27.7%), CAS1 
(25.2%), EAI3 (21.8%), CAS2 (6.7%), T1 (6.3%), Beijing (5.5%), U (5%), T (0.4), EAI2 (1.2%). By 
VNTR typing, the QUB3232 locus was identified as the most distinctive (HGI≥0.6); ETR-F, ETR-E and 
QUB11b loci; as median distinctive loci (HGI≥0.4-0.6) and other loci as the weakest distinctive locus for 
Beijing families.The Beijing strains demonstrated diverse patterns in RFLP, 13/13(100%) and VNTR 
10/13(77%). 

Conclusion: The ariety of genetic patterns revealed the reactivation in the studied population. As 
RFLP method is a time consuming and costly effective method, VNTR and spoligotyping method can be 
used as alternative methods for molecular epidemiology of MT.  

 
Keywords: Spoligotyping, VNTR typing, RFLP, Mycobacterium tuberculosis, Beijing genotype 
 

 
* Corresponding author. Fax: +98 21 20109505; Tel: +98 21 20109505 
  Elahe_tajedin@yahoo.com 

 

www.SID.ir


