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 ذُیچک

 تَثشوَلَصیغ هبیىَثبوتشیَم ّبي ثبوتشي طًَم هیبى ثؼیبستـبثِ  :ّذف ٍ سهیٌِ     
 هـىل سا آصهبیـگبّی هشػَم یویبییــثیَؿ ّبي سٍؽ ثب آًْب تشالیـــاف ـخیقـت ووپلىغ،

ثِ هٌظَس ؿٌبػبیی ٍ تؼییي َّیت جذایِ ّبي هبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغ . ایي تحمیك ًوبیذ هی
 ووپلىغ ػبهل ثیوبسي دس هیبى هؼلَلیي اػتبى گلؼتبى كَست پزیشفتِ اػت.

 اػتبى هؼلَل 42 ولیٌیىی ّبي ًوًَِ اص ؿذُ آٍسي جوغ ّبي جذایِ: بزرعی رٍػ      
 وـت ّبي هحیظ سٍي ثش ٍ هٌتمل ساصي هَػؼِ ثِ 1389 تب 1387 صهبًی هحذٍدُ دس گلؼتبى

ِ ث ّب جذایِ ّوِ طًَم. گشدیذًذ وـت تجذیذ داس، پیشٍٍات ٍ گلؼیشیٌِ جبًؼَى -لًَـتبیي
 سٍؽ ًبمِ ث اي هشحلِ ػِ  PCRثشًبهِ یه تَػظ ّب جذایِ َّیت ٍ اػتخشاج ذىیجَؿبً سٍؽ

Huard-Warren  16 ّبي آصهَى ؿبهلSrRNA  Rv Typing  ّبي لَوَع ثش هـتول 

Rv0577, Rv3877.8, Rv1970, Rv3120, Rv1510 , IS1561)  ٍ RD typing (ؿبهل 
 .گشدیذ تؼییي (RD1, RD4, RD9, RD12) ّبي لَوَع

 اص اي ًـبًِ ٍ ؿذ تؼییي تَثشوَلَصیغ هبیىَثبوتشیَم ّب جذایِ ّوِ َّیت :ّب یبفتِ     
 آلَدگی یب ووپلىغ غیتَثشولَصهبیىَثبوتشیَم  اػضبي ػبیش ثِ ثیوبساى اص یه ّیچ آلَدگی

 .ًگشدیذ هـبّذُ ووپلىغ ػضَ یه اص ثیؾِ ث آًْب صهبى ّن

ثب تَجِ ثِ اّویت پشٍسؽ گبٍ ٍ گَػفٌذ دس التلبد هٌغمِ فمذاى  :گیزی ًتیجِ      
ًظش هی سػذ. ِ هبیىَثبوتشیَم ثٍَیغ دس هیبى جذایِ ّبي ثشسػی ؿذُ تب حذٍدي غیش هٌتظشُ ث

ٍاسى وِ اًجبم آى ػبدُ ٍ همشٍى ثِ كشفِ  –گًَِ وِ ایي هغبلؼِ ًـبى هی دّذ سٍؽ َّاسد ّوبى
هٌغمِ اي ٍ ّوچٌیي هشجغ دس تـخیق ّبي  هی ثبؿذ، هی تَاًذ دس ّش دٍ گشٍُ اص آصهبیـگبُ

 وبس گشفتِ ؿَد.ِ غ ووپلىغ ثیافتشالی هیبى اػضبء هبیىَثبوتشیَم تَثشولَص

  ،Huard-Warrenسٍؽ ووپلىغ، غیولَص تَثش َمیىَثبوتشیهب :یذیکل یّب ٍاصُ     
16SrRNA، گلؼتبى اػتبى ،RD typing ، Rv typing 

 

 

 

 

 

 

 
 

 پضٍّؾی – علوی رتبِ دارای

 کؾَر پشؽکی ًؾزیبت علَم کویغیَى اس

 

 لکَلیّبی ه رٍػ اس اعتفبدُ ببکوپلکظ  ظیتَبزکلَس َمیکَببکتزیهباعضبء  تیَّ يییتع

 

22ٍیضُ ًبهِ ببکتزی ؽٌبعی (5هجلِ علَم آسهبیؾگبّی، دٍرُ ّفتن)ؽوبرُ   
 تحقیقی
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ٍیظُ ًبهِ 1392هجلِ ػلَم آصهبیـگبّی،  "ّبي هلىَلیسٍؽ  اص ثب ووپلىغ غیتَثشولَص َمیىَثبوتشیهباػضبء  تیَّ يییتؼ "ُ الذیي

  15-9(:5دٍسُ ّفتن)ؿوبسُثبوتشي ؿٌبػی، 

 



 
 

 هقذهِ

وـَس دس  22دسكذ اص هؼلَلیي جْبى فمظ دس  80ثیؾ اص      

 حبل تَػؼِ صًذگی هی وٌٌذ وِ افغبًؼتبى ٍ پبوؼتبى،

هبّیت ػفًَی  ّوؼبیگبى ؿشلی ایشاى، اص ایي گشٍُ هی ثبؿٌذ.

ػل سیَي ٍ اهىبى اًتـبس آى اص عشیك تشؿحبت دػتگبُ تٌفؼی 

ِ ثیوبسي ّبي ػفًَی دیگش اًتمبل ثیوبسي سا ثوِ ثشخلاف 

ػبدگی فشاّن هی ًوبیذ، ثبػث هی گشدد وِ تـخیق ػشیغ ٍ 

دلیك ثیوبسي تَػظ پضؿه اص اّویت ولیذي دس وٌتشل 

ثیوبسي دس جبهؼِ ثشخَسداس گشدد. هؼتمذًذ ّش هؼلَل هی 

ًفش اص اعشافیبًؾ سا دس عَل دٍسُ ثیوبسي   14تَاًذ تب ثیؾ اص

وـت هیىشٍثی ٍ اػتفبدُ اص هحیظ ّبي  .(1)  ػبصدخَد هجتلا

وـت اختلبكی دس جذاػبصي ػبهل ػل اص ًوًَِ ّبي 

ثیوبساى اص اٍاخش لشى ًَصدّن هیلادي دس هیىشٍثیَلَطي ػل 

اػت. ٍ دس حبل حبضش هحیظ ّبي هؼشفی ٍ ثىبسگشفتِ ؿذُ 

ٍ هبیغ ًظیش  جبًؼَى -لًَـتبیيوـت جبهذ ًظیش 

Middlebrook ُّبي هبیىَثبوتشیَلَطي  دس توبم آصهبیـگب

كَست ّوضهبى یب هؼتمل ثىبس گشفتِ هی ِ ؿٌبختِ ؿذُ ٍ ث

كَست ػٌتی جذاػبصي ٍ وـت ثبوتشي ػل ِ ؿًَذ. اگشچِ ث

هی گشدد اهب اجشا ٍ ػبدُ اي هحؼَة  "آصهَى تـخیلی ًؼجتب

تفؼیش دسػت سٍؽ ّبي ثیَؿیویبیی هَسد اػتفبدُ دس تـخیق 

افتشاق هیبى  ثِ خلَفافتشالی اػضبء ووپلىغ 

 هبیىَثبوتشیَم ثٍَیغٍ  هبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغ

هی گشدد وِ خذهبت آًْب  هشجغهحذٍد ثِ آصهبیـگبُ ّبي 

هحذٍد ثِ هَاسد خبف  ٍ ّویـِ ٍ دس ّوِ حبل فشاّن ًجَدُ

ثِ ّویي دلیل هؼشفی ٍ دػتیبثی ثِ سٍؽ ّبي ػبدُ  .هی ثبؿذ

هبیىَثبوتشیَم تش ٍ الجتِ اسصاى تش تـخیق افتشالی  تش، دلیك
ٍ ثؼیبس هَسد تَجِ پضؿىبى ووپلىغ  تَثشوَلَصیغ

گًَِ اي وِ وبسثشي ایي ِ ث. (2)هیىشٍثیَلَطیؼت ّب هی ثبؿذ

ق ٍ اپیذهیَلَطي ػل هَسد سٍؽ ّب دس حبل حبضش دس تـخی

 لشاس گشفتِ ٍ اػتفبدُ اص آًْب سػویت یبفتِ اػت WHOپزیشؽ 

لىَلاس ثیَلَطي دس ّبي هـ سٍؽ ّبيعَس ولی ِ . ثـ(3،4)

ّبي هبیىَثبوتشیَلَطي ثِ دٍ گشٍُ اكلی لبثل  آصهبیـگبُ

ؼیـیي َّیـت ٌذ: سٍؽ ّبي ؿٌبػبیی ٍ تؿتمؼین هی ثب

 َّیت دس (7-5) ب دس ػغح جٌغ ٍ گًَِـشیَم ّــىَثبوتــهبی

 

 

یب اًـگـت ػَیِ ٍ ثؼذ اص آى، وِ ثِ اكغلاح طًَتبیپیٌگ ٍ 

اص  .(8،9) تمؼین هی ؿًَذ ًگبسي طًتیىی ًبهیذُ هی ؿًَذ

وِ ٍجَد  IS6110-PCRسٍؽ ّبي گشٍُ اٍل هی تَاى ثِ 

ِ هبیىَثبوتشیَم ّب سا ثدس طًَم  IS6110طًتیىی  ؿبخق

هبیىَثبوتشیَم ػٌَاى هـخلِ ػضَیت آًْب دس ووپلىغ 
ٍ اص گشٍُ دٍم هی تَاى  (10)ثشسػی هی ًوبیذ تَثشوَلَصیغ

 Variable Number Tandem Repeat Analysis (VNTR Analysis)ثِ 

وِ ثب ثشسػی ٍجَد ٍ اًذاصُ گشٍّی اص لَوَع ّبي تىشاسي خبف 

هی ووپلىغ  هبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغطًتیىی دس هیبى اػضبي 

ّوگبم ثب افضایؾ اعلاػبت هَجَد اص  .(11) اؿبسُ ًوَد ،پشداصد

تؼییي تَالی وبهل تؼذاد طًَم هبیىَثبوتشیَم ّب دس ًتیجِ 

ثلَست پیَػتِ هبسوشّبي  سٍصافضًٍی اص هبیىَثبوتشیَم ّب

طًتیىی ثیـتشي ثب وبسثشد تـخیلی دس هیبى ایي ثبوتشي ّب 

 16S rRNAهٌغمِ طًتیىی  .(12) هَسد ؿٌبػبیی لشاس گشفتِ اًذ

اػت اص ثخؾ ّبي ؿٌبختِ ؿذُ اي اص طًَم ثبوتشي ّب  ییى

ٍ تؼییي تَالی ًَولئَتیذّبي آًْب دس تـخیق َّیت وِ 

س تؼییي جٌغ ٍ لؼوت ّبي خبكی اص ایي لَوَع طًتیىی د

. ایي ثخؾ اص طًَم دس (13) وبس هی سٍدِ ثگًَِ ثبوتشي ّب 

 ىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغیهبگبًِ  8هیبى توبم اػضبي 
هبیىَثبوتشیَم ، هبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغؿبهل ووپلىغ 

، هبیىَثبوتشیَم وٌتی، آفشیىبًَم هبیىَثبوتشیَم، ثٍَیغ

هبیىَثبوتشیَم ، هبیىَثبوتشیَم وبپشُ، هبیىَثبوتشیَم هیىشٍتی
یىؼبى اهب ثب ػبیش  هبیىَثبوتشیَم پیٌی پذي،  BCG ثٍَیغ

 Mostowy 2002دس ػبل  هبیىَثبوتشیَم ّب هتفبٍت هی ثبؿذ.

ثب  BCGهبیـىَثبوتشیَم ثـَیغ ثب همبیؼِ طًَم ػَیِ ٍاوؼیٌبل 

 Rv73H هبیىَثبوتشیَم تَثشولَصیغػَیِ آصهبیـگبّی 

هٌغمِ  16هتَجِ وَتبّتش ثَدى طًَم ػَیِ گبٍي ٍ ؿٌبػبیی 

 هؼشٍف گشدیذًذ "هٌغمِ حزف ؿذُ"طًتیىی گشدیذ وِ ثٌبم 

. هغبلؼبت ثؼذي ًـبى داد ٍجَد ٍ یب فمذاى ایي هٌبعك (14)

طًتیىی اص ًظش تىبهلی هؼٌبداس ٍ ثلَست ّذفوٌذ كَست هی 

 تىبهلی پیذایؾ گًَِ ّبي ػیشپزیشد وِ ثش اػبع آى هی تَاى 

اص  سا ووپلىغ تَثشوَلَصیغهبیىَثبوتشیَم حبل حبضش دس 

ُ ذػٌَاى هثبل هـخق گشدیِ یه ًوًَِ اجذادي ثیبى ًوَد. ث

ِ ث RD1 هٌغمِ طًتیىی BCGوِ دس طًَم ػَیِ ٍاوؼیٌبل 

 . . .َیکَببکتزیهباعضبء  تیَّ يییتع /10
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كَست دائوی حزف گشدیذُ اػت ٍ ایي اهش دس عجیؼت 

ثب هَفمیت  Warren 2006. دس ػبل (15) ثشگـت پزیش ًیؼت

سا اثذاع ًوَد وِ ثب  PCRتـخیلی هتىی ثش  ثشًبهِیه 

 RD1,RD4 ,RD9 ,RD12ثىبسگیشي چْبس لَوَع طًتیىی 

ىَثبوتشیَم یهبگبًِ  8اهىبى تـخیق افتشالی هیبى ّوِ اػضبء 
 گشدد.كَست لغؼی فشاّن هی ِ ثووپلىغ تَثشوَلَصیغ 

ثب ثىبسگیشي آى دس  Warrenلغؼیت ٍ دسػتی اػتشاتظي 

آصهبیـگبّْب ٍ هغبلؼبت هختلف ٍ هتؼذد ثیي الوللی ثِ اثجبت 

سػیذُ ٍ اوٌَى ثِ ػٌَاى یه سٍؽ ؿٌبختِ ؿذُ هؼتجش هَسد 

 دس هغبلؼِ حبضش ثب ّذف وبسثشد .(16) اػتفبدُ لشاس هی گیشد

ّبي ؿٌبػبیی  آصهبیـگبّی ٍ دػتیبثی ثِ تَاًبیی اجشاي ػیؼتن

ٍ تؼییي َّیت هبیىَثبوتشیَم ّب، تلفیمی اص سٍؽ ّبي هـشٍح 

 سٍؽ ًبمِ ثػِ هشحلِ اي ثشًبهِ ه ـت یــَق دس لبلــف

Huard-Warren  جذایِ هبیىَثبوتشیبیی جوغ  42ثش سٍي

 آٍسي ؿذُ اص هؼلَلیي اػتبى گلؼتبى كَست پزیشفت.

 رٍػ بزرعی

 تب 1387ثیوبس اػویش هثجت دس فبكلِ صهبًی  42ًوًَِ خلظ       

ثِ آصهبیـگبُ هبیىَثبوتشیَلَطي ؿؼجِ  ٍ جوغ آٍسي ؿذ 1389

اسان هَػؼِ تحمیمبت ٍاوؼي ٍ ػشم ػبصي ساصي هٌتمل 

 (17)ؿذًذ. دس آصهبیـگبُ ثب اػتفبدُ اص سٍؽ اػتبًذاسد پتشٍف 

ػبصي آًْب كَست پزیشفت ٍ توبم ػولیبت ّضن ٍ آهبدُ 

جبًؼَى -هحیظ وـت جبهذ لًَـتبیي 2ًوًَِ ّب ثش سٍي 

 C ّفتِ دس دهبي 8هذت ِ اس وـت ٍ ثگلیؼیشیٌِ ٍ پیشٍٍات د

-تَػظ  سًگ آهیضي اػیذ ػپغًگْذاسي گشدیذًذ.  °37

اص سٍؽ  DNA ثشاي اػتخشاج .ٌذفؼت هَسد ثشسػی لشاس گشفت

اػتفبدُ ؿذ. هؼبدل یه  لَح وبهل اص "جَؿبًیذى "ػبدُ

هجْض ثِ  (ml 5/1وـت هیىشٍثی ثِ یه هیىشٍفیَط تیَة )

اًتمبل ٍ دس ػوك  TE (1x)ثبفش  µl400ٍاؿش ضذ ًـت هحتَي 

دلیمِ  40هذت ِ ث C °95ثي هبسي هحتَي آة دس دهبي 

 5هذت ِ اػتمشاس یبفتِ غیش فؼبل گشدیذ. ػَػپبًؼیَى حبكلِ ث

 l 2/0ػبًتشیفیَط ٍ اص فیلتش ػشػشًگی g 5000دلیمِ دس 

گزساًیذُ ؿذ. هبیغ كبف ؿذُ هحتَي هبدُ طًتیىی جْت 

ثشاي اػتفبدُ ثؼذي دس  PCRَى ّبي اػتفبدُ هؼتمین دس آصه

( ًگْذاسي گشدیذ. -C20°( ٍ یب فشیضس )C4°یخچبل )

تـخیلی ؿبهل آصهَى  ثشًبهِیه ثشاػبع  PCRآصهبیؾ 

16SrRNA (12)آصهَى ، Rv Typing ّبي ثش لَوَع ل)هـتو  
Rv0577, Rv3877.8, Rv1970, Rv3120, Rv1510, IS1561) (12) 

 ,RD1, RD4))هـتول ثش لَوَع ّبي  RD typingٍآصهَى 

RD9, RD12 (12، 16)  وِ َّیت جذایِ ّبي هبیىَثبوتشیبیی

ثشاي اًجبم  .(1جذٍل) كَست پزیشفتهی ًوبیٌذ سا تؼییي

PCR  اص هخلَط تجبستی آهبدُ هلشفAmpliquon 

(Ampliquor, Denmark)  هحتَي توبم اجضاء هَسد ًیبص ثشاي

PCR  ًَِثجض پشایوش ٍ ًوDNA  .سٍؽ ثبوتشي اػتفبدُ گشدیذ

ٍ ّوچٌیي تَالی ًَولئَتیذي  سٍؽ وبس اًجبم وبس ثش اػبع

. تَلیذ ٍ گشفت(كَست 2جذٍل)پشایوشّبي هَسد اػتفبدُ 

طل  ثب ووه الىتشٍفَسصتىثیش اًذاصُ هحلَلات حبكل اص 

 هبیذ هَسد ثشسػی لشاس گشفت.ٍحبٍي اتیذیَم ثشآگبسٍص 

هیىشٍلیتش هخلَط آهبدُ هلشف  PCR :6اجضاء آصهَى ّبي 

PCR٬ 4/0  ِهیىشٍلیتش اص ّش پشایوش )اص هحلَل آهبدُ هلشف ث

هیىشٍلیتش اص هحلَل  2 ٬پیىبهَل دس ّش هیىشٍلیتش( 5غلظت 

هیىشٍلیتش آة همغش  2/3هحتَي هبدُ طًتیىی ثبوتشي ٍ 

(، A)پشٍتىلهیىشٍلیتش 12هجوَػب ثِ حجن  PCRهٌبػت ثشاي 

هیىشٍلیتش اص  25/1 PCR٬هیىشٍلیتش هخلَط آهبدُ هلشف  6

پیىبهَل دس ّش  5ّش پشایوش )اص هحلَل آهبدُ هلشف ثِ غلظت 

هیىشٍلیتش اص هحلَل هحتَي هبدُ طًتیىی  ٬2هیىشٍلیتش( 

 PCRهیىشٍلیتش آة همغش هٌبػت ثشاي  25/1ثبوتشي ٍ 

(. ؿشایظ آصهَى Bهیىشٍلیتش)پشٍتىل 12هجوَػب ثِ حجن 

دسجِ 94دلیمِ گشهبیؾ اثتذایی دس دهبي  PCR  :5ّبي 

دسجِ  94ًَثت گشهبیؾ دس دهبي  35دًجبل آى ِ ٍ ثػبًتیگشاد 

دسجِ ػبًتیگشاد ثِ هذت  60 ٬ذت یه دلیمِــگشاد ثِ هــػبًتی

دلیمِ ٍ دس ًْبیت  1دسجِ ػبًتیگشاد ثِ هذت  72دلیمِ ٍ  1

 10دسجِ ػبًتیگشاد ثِ هذت  72یه ًَثت گشهبیؾ دس دهبي 

دسجِ 95دلیمِ گشهبیؾ اثتذایی دس دهبي  7،(A)پشٍتىلدلیمِ

ِ ــدسج 94ًَثت گشهبیؾ ثِ هذت  40دًجبل آى ِ ٍ ثػبًتیگشاد 

بًتیگشاد ثِ ــدسجِ ػ 65 ٬ــبًیِث 45ذت ــتیگشاد ثِ هـػبً

بًیِ ٍ دس ــث 45گشاد ثِ هذت ـدسجِ ػبًتی 72ثبًیِ ٍ  45ذت ــه

ِ ــدسج 72ت گشهبیؾ دس دهبي ــه ًَثــبیت یــًْ

  .(B)پشٍتىلدلیمِ 7ذت ــِ هــیگشاد ثــتــػبً

 

11/ ارم آببدی ٍ ّوکبراى  
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Subspecies 

PCR product size (bp) 

Locus 

16S rRNA Rv0577 IS1561 RV1510 RV1970 Rv3877/8 Rv3120 RD1 RD4 RD9 RD12 

Mycobacterium tuberculosis 543 786 943 1,033 1,116 999 404 146 172 235 369 

Mycobacterium bovis 543 786 943 No product No product 999 No product 146 268 108 306 

Mycobacterium bovis BCG 543 786 943 No product No product No product No product 196 268 108 306 

Mycobacterium africanum subtype I 543 786 943 1,033 No product 999 404 146 172 108 369 

Mycobacterium africanum subtype II 543 786 943 1,033 1,116 999 404 146 172 108 369 

Mycobacterium microti 543 786 943 1,033 No product 999 404 146 172 108 369 

Mycobacterium canetti 543 786 No product 1,033 1,116 999 No product 146 172 235 No product 

Mycobacteria other than tuberculosis  543 No product No product No product No product No product No product No product No product No product No product 

 

PCR target locus Primer name and sequence (5'-3') PCR protocol Reference 

16S rRNA 

16S rRNAf ACG GTG GGT ACT AGG TGT GGG TTT C 

A (12) 

16S rRNAr TCT GCG ATT ACT AGC GAC TCC GAC TTC A 

Rv0577 

Rv0577f ATG CCC AAG AGA AGC GAA TAC AGG CAA 

A (12) 

Rv0577r CTA TTG CTG CGG TGC GGG CTT CAA 

IS1561 

IS1561f GCT GGG TGG GCC CTG GAA TAC GTG AAC TCT 

A (12) 

IS1561r AAC TGC TCA CCC TGG CCA CCA CCA TTG ACT 

Rv1510 

Rv1510f GTG CGC TCC ACC CAA ATA GTT GC 

A (12) 

Rv1510r TGT CGA CCT GGG GCA CAA ATC AGT C 

Rv1970 

Rv1970f GCG CAG CTG CCG GAT GTC AAC 

A (12) 

Rv1970r CGC CGG CAG CCT CAC GAA ATG 

Rv3877/8 

Rv3877/8f CGA CGG GTC TGA CGG CCA AAC TCA TC 

A (12) 

Rv3877/8r CTT GCT CGG TGG CCG GTT TTT CAG C 

Rv3120 

Rv3120f GTC GGC GAT AGA CCA TGA GTC CGT CTC CAT 

A (12) 

Rv3120r GCG AAA AGT GGG CGG ATG CCA GAA TAG T 

RD1 

RD1f AAG CGG TTG CCG CCG ACC GAC C 

B (16) RD1int CTG GCT ATA TTC CTG GGC CCG G 

RD1r GAG GCG ATCT GGC GGT TTG GGG 

RD4 

RD4f ATG TGC GAG CTG AGC GAT G 

B (16) RD4int TGTA CTA TGC TGA CCC ATG CG 

RD4r AAA GGA GCA CCA TCG TC 

RD9 

RD9f CAAGTTGCCGTTTCGAGCC 

B (16) RD9int CAATGTTTGTTGCGCTGC 

RD9r GCTACCCTCGACCAAGTGTT 

RD12 

RD12f GGGAGCCCAGCATTTACCTC 

B (16) RD12int GTGTTGCGGGAATTACTCGG 

RD12r AGCAGGAGCGGTTGGATATTC 

 

 Huard-Warren   تؾخیصی  رٍػ هببًی– 1جذٍل

 هَرد اعتفبدُ در ایي تحقیق PCRاجشاء ٍ ؽزایط اجزا آسهَى ّبی -2جذٍل 

 . . .َیکَببکتزیهباعضبء  تیَّ يییتع /12

 22 ٍیضُ ًبهِ ببکتزی ؽٌبعی(5هجلِ علَم آسهبیؾگبّی، دٍرُ ّفتن)ؽوبرُ 



 
 

 یبفتِ ّب

جبًؼَى -سؿذ تشجیحی ثش سٍي هحیظ وـت لًَـتبیي      

( دس هبیىَثبوتشیَم ثٍَیغپیشٍٍات داس )ٍیظگی جذایِ ّبي 

ّیچىذام اص جذایِ ّب هـبّذُ ًگشدیذ. هبدُ طًتیىی ثذٍى 

ٍ اؿىبل اص توبم جذایِ ّبي ثشٍؽ جَؿبًیذى اػتخشاج 

 PCRاػتفبدُ اص آى ػجت تَلیذ هحلَل دس توبم آصهَى ّبي 

هحلَلی سا  ،16SrRNAجذایِ تحت ثشسػی  42ش ّ .گشدیذ

دٌّذُ َّیت توبم  تَلیذ ًوَدًذ وِ ًـبى bp  543ثِ اًذاصُ 

 .تؼلك  ثِ جٌغ هبیىَثبوتشیَم ثَدآًْب ثِ ػٌَاى جذایِ ّب ي ه

ثب اػتفبدُ اص پشایوشّبي  PCRآصهَى هؼتمل  6دس ًتیجِ اجشاي

جذایِ،  42ایي گشٍُ ثش سٍي  Rv typingلَوَع  6هشثَط ثِ 

 IS1561(٬ bp 786) Rv0577هحلَلات هَسد اًتظبس اص لشاس 

(bp 943٬)Rv1510  (bp 1033٬)Rv1970 (bp 1116 ٬)

Rv3120 (bp 404٬)Rv3877/8  (bp999 ) تَلیذ ٍ ؿٌبػبیی

جذایِ  42وِ ثش سٍي ّ RD Typingاًجبم . (1جذٍل)گشدیذًذ

 RD1 (bp 146 ،)RD4 اصَل ــلــحــذ هــَلیــت تــَجــه

(bp 172٬)RD9  (bp 235 )ٍ RD12 (bp 369 ) ِگشدیذ و

ػٌَاى ِ جذایِ سا ث 42تلفیك ایي یبفتِ ّب َّیت توبم 

 هَسد تبییذ لشاس داد. تَثشوَلَصیغهبیىَثبوتشیَم 

 بحث

اػتبى گلؼتبى پغ اص ػیؼتبى ٍ ثلَچؼتبى ثیـتشیي فشاٍاًی       

لبئوی ٍ ّوىبساى  2002دس ػبل  .(18) داسدػل سا دس وـَس 

ثِ هغبلؼِ فشاٍاًی اًَاع هبیىَثبوتشیَم ّبي هحیغی دس خبن 

ی ٍ غشثی اػتبى لصهیي ّبي هبػِ اي ٍ ػلفضاس دٍ هٌغمِ ؿش

ثِ تشتیت هیضاى ثبلاتش ٍ پبییي تشي اص ػل  "گلؼتبى وِ هؼوَلا

ًـبى  ، ایي هغبلؼِاًؼبًی اص آًْب گضاسؽ هی گشدد پشداختٌذ

دس ًوًَِ ّبي خبن  ي هبیىَثبوتشیَمیتشفشاٍاًدادوِ 

 Mycobacterium fortuitum (21.8%), Mycobacteriumهٌغمِ

flavesens (20.5%) Mycobacterium chelonae (16.8%) 

لبئوی ًـبى داد دس ًوًَِ ّبي خبن اخز ؿذُ اص دٍ  .ّؼتٌذ

بهل هٌبعك ثب ــتبى ؿــي اػــبیی ایــشافیــٌبعك جغــگشٍُ ه

دس اًؼبى،  هیضاى ؿیَع ثبلاتش ػل ٍ هٌبعك ثب ؿیَع پبییي تش آى

هبیىَثبوتشیَم فشاٍاًی ثب  هبیىَثبوتشیَمایي فشاٍاًی 
لبضی  2006. دس ػبل (19)ًؼجت ػىغ داسدتَثشوَلَصیغ 

 دس  Mycobacterium marinum لَدگی ثِآ ػؼیذي دس ثشسػی

 

گیشاى ٍ هبّیبى خبٍیبسي هٌغمِ آؿَسادُ اػتبى  هیبى هبّی

گلؼتبى ضوي آًىِ هَسدي اص آلَدگی ثِ ایي پبتَطى سا 

دسهیبى هبّیگیشاى ًیبفت ثِ ؿٌبػبیی دٍ هَسد آلَدگی ثِ ایي 

هبیىَثبوتشیَم دس هیبى هبّیبى خبٍیبسي هٌغمِ اؿبسُ ًوَد 

لیَاًی هیضاى فشاٍاًی همبٍهت چٌذ داسٍیی  2011. دس ػبل (20)

دس اػتبى گلؼتبى سا  یغهبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصّبي  جذایِ

جبٍیذ  2009. دس ػبل (21)اػلام ًوَد  دسكذ 4/3دس حذٍد 

جذایِ هبیىَثبوتشیبیی اص ثیوبساى دس  104ثب هغبلؼِ ثش سٍي 

اػتبى گلؼتبى ًـبى داد وِ فشاٍاًی هَاسد همبٍهت چٌذگبًِ 

 دسكذ 16 صثیؾ ا ٍ داسٍیی دس ایي اػتبى ػوَهیت ًذاسد

تحت هغبلؼِ آلَدُ ثِ هبیىَثبوتشیَم ّبي غیش اص  ثیوبساى

ووپلىغ ثَدًذ. جبٍیذ  هبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغاػضبء 

دس جوغ ثٌذي یبفتِ ّبي خَد ثش لضٍم اػتفبدُ اص سٍؽ ّبي 

ّبي جوغ آٍسي ؿذُ اص ثیوبساى دس ایي  ِؿٌبػبیی َّیت جذای

لىَلی تبویذ هی سٍؽ ّبي ثیَؿیویبیی یب ه وههٌغمِ ثِ و

 هبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغػلیشغن اّویت ٍیظُ  .(22)ًوبیذ 

ّبي  ِ، ثؼیبسي دیگش اص اًَاع گًَووپلىغ دس هَاسد ػل

َثبوتشیَم هی تَاًٌذ اػجبة ایجبد تظبّشات ثبلیٌی دس هبیى

ذ وِ ٍفَس ایي گًَِ هَاسد دس ایشاى پیؾ اص ایي ًگشداًؼبى 

تَػظ هحممیي دیگش هَسد تَجِ ٍ تبویذ لشاس گشفتِ اػت 

یي تشتیت ؿٌبػبیی ایي هَاسد داساي اّویت . ثِ ا(23-26)

صهیٌِ ؿٌبػبیی ایي  16S rRNAدسهبًی هی ثبؿذ. اػتفبدُ اص 

 ،جذایِ تحت ثشسػی 42گًَِ ّب سا فشاّن هی ًوبیذ. ّش 

سا تَلیذ ًوَدًذ وِ َّیت آًْب  bp 543ثِ عَل   PCRهحلَل

دس ایشاى اص هیبى ّـت  ًوَد. ثِ ػٌَاى هبیىَثبوتشیَم سا تبییذ

، ووپلىغهبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغ ػضَ ؿٌبختِ ؿذُ 

، (27،28)هبیىَثبوتشیَم تَثشوَلَصیغآلَدگی اًؼبى تٌْب ثِ 

 BCGهبیىَثبوتشیَم ثٍَیغ ٍ  (29) هبیىَثبوتشیَم ثٍَیغ

گضاسؽ گشدیذُ اػت. دس هغبلؼِ حبضش دس ّیچىذام  (30،31)

جذایِ تحت ثشسػی سؿذ تشجیحی ًؼجت ثِ هحیظ  42اص 

 شدیذ.ـــبّذُ ًگــشٍٍات داس هــؼَى پیــبًــج-تبیيــًَـــل

بیىَثبوتشیَم ــهَد ــذم ٍجــِ اي اص ػـــبًــًذُ ـــبّــي هــای
 ب ـِ ثـتـبفـایي یب اػت. ــِ ّــذایــي جــایبى ــدس هی غــٍَیــث

13/ ارم آببدی ٍ ّوکبراى  
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دس ایي تحمیك هَسد  RD4  ٍRv3877/8جبم دٍ آصهَى ــاً

ىَثبوتشیَم ــهبیلی ــضثبى اكــذ لشاس گشفت. هیــــیــتبی
شف ؿیش غیش ــهل، بىــبل آى ثِ اًؼــگبٍ ٍ ساُ اًتم ثٍَیغ

َد ایي ثبوتشي ــبؿذ. ٍجــَدُ هی ثــَؿت آلــپبػتَسیضُ ٍ گ

ه دس هیبى گلِ ّبي گبٍ تمشیجب توبم ــذهیــَست اًــكِ ث

. ثب تَجِ ثِ (32)اػتبى ّبي وـَس ثِ اثجبت سػیذُ اػت 

َػؼِ ــتبى ٍ تـــبى گلؼــی اػتــٌتــػبختبس اجتوبػی ػ

داهذاسي دس هٌغمِ جذاػبصي ایي هبیىَثبوتشیَم اص هیضثبى 

ٍ جذا ًـذى آى اص هیبى ثیوبساى  ًیؼتظبس ــاًؼبًی دٍس اص اًت

ب ون آًْب تحت هغبلؼِ دس ایي تحمیك هی تَاًذ ثِ تؼذاد ًؼجت

ثشًبهِ ظگی ّبي لبثل تَجِ ــگش اص ٍیــیىی دی هشثَط ثبؿذ.

آصهَى هؼتمل  11هَسد اػتفبدُ دس ایي هغبلؼِ وِ دس ٍالغ اص 

PCR بص آى ثِ ـیـذم ًــت ػــذُ اػــشدیــیل گـــىــت

وتشي هی ثبؿذ. دس بدُ طًتیىی اص ثن صیبد هبخشاج حجتاػ

 Restriction Fragmentشمبیؼِ ثب سٍؽ ّبي هلىَلی ًظیه

Length Polymorphism  (RFLP) َسد ــوِ اجشاي آًْب دس ه

پلىغ هتىی ثش ــوو تَثشوَلَصیغ هبیىَثبوتشیَماػضبي 

َلاًی ــوبل سٍؽ پشّضیٌِ ٍ عــوـت اًجَُ ثبوتشي ٍ اػ

ن اص ــمیــؼتــبدُ هــفــاػت، ی ثبؿذــَم هــخشاج طًــاػت

ْیِ آى ــتشي وِ تــبوــذى ثــبًیــَؿــبكل اص جــلبسُ حــػ

یبج خَاّذ داؿت ثشاي ــه ػبػت صهبى احتــتش اص یـوــِ وــث

 بیذ.ـی ًوـفبیت هـك وـمیـپیـٌْبد ؿذُ دس ایي تح ثشًبهِاجشاي 
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2012;30(1): 3-10. 
 

6. Stucki D, Malla B, Hostettler S, Huna T, Feldmann J, 

Yeboah-Manu D, et al. Two new rapid snp-typing methods 

for classifying mycobacterium tuberculosis complex into 

the main phylogenetic lineages. PLoS One. 2012; 7(7): 1. 
 

7. Cardoso Oelemann M, Gomes HM, Willery E, Possuelo 

L, Batista Lima KV, Allix-Beguec C, et al. The forest 

behind the tree: Phylogenetic exploration of a dominant 

mycobacterium tuberculosis strain lineage from a high 

tuberculosis burden country. PLoS One. 2011; 6(3): 1. 

 

 

 

 ًتیجِ گیزی

 ٍ RV typingوبسگیشي ػیؼتن احشاص َّیت تلفیمی ِ ث      

RD typing ُّبي  وِ اًجبم آًْب دس آصهبیـگب

اهىبى پزیش هی ثبؿذ  PCRدػتگبُ هبیىَثبوتشیَلَطي هجْض ثِ 

هی تَاًذ ثب ّضیٌِ ًؼجتب ون دس تـخیق دلیك ٍ ػشیغ ػبهل 

ًی هتٌبػت ثِ دًجبل آى اتخبر ػیبػت دسهبِ هبیىَثبوتشیبیی ٍ ث

 د.پضؿىی ووه ًوَوبدس 

 تؾکز ٍ قذرداًی

توبم ّضیٌِ ّبي آصهبیـگبّی اًجبم ایي تحمیك تَػظ      

هَػؼِ تحمیمبت ٍاوؼي ٍ ػشم ػبصي ساصي ٍ دس لبلت یه 

 2-18-18-90047ؿوبسُ فمشُ پشٍطُ تحمیمبتی هلَة ثِ 

ّوِ ػولیبت آصهبیـگبّی هشثَط ثِ ایي پشداخت ؿذُ اػت. 

دس فضبّبي  اص دسیبفت ًوًَِ ّبي ولیٌیىی هغبلؼِ پغ

آصهبیـگبّی ایي هشوض ٍالغ دس وشج ٍ اسان كَست پزیشفتِ 

هحتشم ٍلت داًـگبُ ػلَم ، سیبػت اػت. اص دوتش ػوٌبًی

پضؿىی ٍ خذهبت ثْذاؿتی دسهبًی گلؼتبى ثِ ٍاػغِ هَافمت 

ثب اًجبم ایي هغبلؼِ ٍ خبًن دوتش پَسغفَس اص هشوض تحمیمبت 

بثغ عجیؼی گلؼتبى ٍ خبًن ًؼوتی ؿجبع ــٍ هٌ وـبٍسصي

داًـجَي ػبثك داًـگبُ ػلَم پضؿىی گلؼتبى ثخبعش 

ي ولیٌیىی ولیبت جوغ آٍسي ٍ اًتمبل ًوًَِ ّبــػبصهبًذّی ػ

ایي همبلِ ًبظش ثش ثخـی اص یبفتِ ّبي  تمذیش ٍ تـىش هی گشدد.

 ذ. ــبؿــی ثــبدي هــن اسم آثــهشیذ ــبػی اسؿــشٍطُ وبسؿٌـپ
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 Identification of Mycobacterium Tuberculosis Complex, Using Molecular Methods 

 

Abstract 

Background and Objective: A high level of homogeneity observed within all 

bacteria in the Mycobacterium tuberculosis complex makes a property that 

seriously challenges traditional biochemical-based identification methods of these 

pathogens in the laboratory. The work presented here was conducted to 

characterize Mycobacterium tuberculosis complex isolates in Golestan, Northern 

Iran.  

Material and Methods: Between 2008 and 2010, 42 mycobacterial isolates were 

collected from clinical tuberculosis-suspected patients in Golestan province. The 

isolates were sub-cultured on fresh Mycobacterium-specific culture media 

including glycerinated and pyruvated Lowenstein-Jensen slopes. The isolates were 

subsequently subjected to a PCR-based identification scheme coined Huard-

Warren method. This strategy consisted of three individual algorithms namely, 

16SrRNA; RV typing (Rv0577, Rv3877.8, Rv1970, Rv3120, Rv1510 and IS1561) 

and RD typing (RD1, RD 4, RD9 and RD12). 

Results: All isolates were proved to be M. tuberculosis. Furthermore, none of the 

patients were being infected with any other member of the M. tuberculosis 

complex or simultaneously co-infected with two mycobacteria. This fundamental 

observation was independently obtained by specific culture media, RV typing and 

also RD typing. 

Conclusion: Considering the fact that cattle and sheep farming play an important 

role in the economy of the region, absence of Mycobacterium bovis in the studied 

isolates can be unexpected to some extent. Huard-Warren which is a simple and 

cost-effective identification method can be used in both reference and regional 

laboratory for differential diagnosis of tuberculosis.   

Keywords: Mycobacterium Tuberculosis Complex, Huard-WarrenMethod, 

16SrRNA, Golestan Province, RD Typing, RV Typing 
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