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تایپینگ مولکولی
دکتر میرنژاد

شناسی پزشکی، محیطی و کشاورزي هاي میکروبی در فیلدهاي میکروبآگاهی از اصول اپیدمیولوژي جمعیت

ر و بسیار اذیت کننده را نشان آوهاي پاتوژنتیکی مرگهاي باکتریائی که فنوتیپمعرفی سویه. استمهم 

هاي میزبان،هاي جدید از انتقال بین ارگانیزمو کسب روشیکدهند، توسعه مقاومت به چند آنتی بیوتمی

در )هاسویه(هاي ژنتیکی جدا منشأ و انتشار واریانتگمونیتورینفشاري روي محققان جهت کسب شناسائی و 

هاي خاص در که بهترین فرض در مشخص کردن سویهکاملاً مشخص است .داخل یک گونه وارد کرده است

، انگشت نگاري PCRهاي ژنتیک مولکولی مانند امروزه تکنیک. شودي مولکولی یافت میی بیولوژکاربرد عمل

با تایپینگ . باشندها میمهم در شناسائی باکترييابزاروموزوم باکتريکرDNAآنالیز سکانس اسیدنوکلئیک و

هاي انتشار سویهاز غذا یاهاي بیمارستانی، شناسائی مخازن آلودگی ناشیعفونتتوان شیوعمولکولی می

با یک باکتري خاص را مشخص کرد و جداسازي ژنوتیپ خاص در کونجوگاسیونپاتوژنیک گیاهی در محیط و

هاي باکتریال را ها به ما آگاهی بیشتر اصول اپیدمیولوژي و تکامل و انتشار بسیاري از بیماريهمچنین این روش

.دهندمی

هاي فنوتیپی و بیوتیپی ها متکی به روشکی در تایپینگ و تمایز باکتريهاي اپیدمیولوژیفرضکه از زمان پاستور 

سیار گیج کننده بهاهاي طبقه بندي اولیه از روي طبیعت تاکسونومیک باکتريها و روشتمایز اولیه باکتريبود،

بود که این 20رن ها از ابتدا غیرقابل کاربرد بود و از قهاي کلاسیک در طبقه بندي باکتريمفاهیم گونه. ندبود

هاي مورفولوژي یا کلاسیک با اخیراً تعاریف گونه. ها بکار رفتمفاهیم براي طبقه بندي تاکسونومیک باکتري

ها اغلب نشان دهنده سویــــــه. به طور کامل مشخص شده استrDNAs16مقایسه سکانس نوکلئوئیدي 

. باشدمی) مانند خصوصیات پاتوژنیسیته(ي خاص یا غالبهایرگونه در ارتباط با بعضی فنوتیپتنوع نوکلئوئیدي ز
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امروزه چند تا . باشندشناسی هنوز یک سنگر و یک قلعه میهاي فنوتیپیک در آزمایشگاه میکروببهرحال فرض

هاي چرب و مقدار اسیدهاي تغذیه، آنالیز تفاوت در ها مانند انگشت نگاري متابولیکی نیازمندياز این روش

ها مورد استفاده قرار هاي مورفولوژیکی متفاوت پیدا شده در سطح باکتريدر ویژگیاختمانیتغییرات س

تمایز یک باکتري از دیگري باز راهی را براي شناسائی و ک رنگ آمیزي گرم خود به تنهائیبنابراین یگیرند،می

سیک که از نظر تاریخی خیلی هاي تایپینگ کلای در ارتباط با این نوع روشبهاکند، هرچند هنوز احتیاطمی

گ مولکولی که روي هاي تایپینتغییرات در روش. باشند، وجود داردمشکوك و به سادگی قابل اتکا نمیقدیمی،

ها متمرکز شده است انقلابی در مطالعه تنوع هاي باکتريیههاي خاص در میان سوشناسائی ژنوتیپ

هاي کلاسیک ها نسبت به روشاین روش. استنت ایجاد کرده هاي عفوها و مونیتور کردن شیوعسویــــــــه

نیاز نداشتن به تهیه کشت تک از یک سلول : باشندمیندین فایده از جمله موارد ذیلتیپ بندي داراي چ

یک تیپ مولکولی اینکه در نهایت و سنجش و انجام واکنش در زمان کمترباکتري، افزایش پایداري و حساسیت 

باشد؛اي اطلاعات زیادي درباره سویه میشود دارئوتید حاصل مییا سکانس نوکلDNAاري که از انگشت نگ

REPبراي مثال آنالیز انگشت نگاري تکراري با  ,ERICهاي و پروبBOXقطعات آمپلی (کون دوازده آمپلی

.دهندنرمال را در یک سویه خاص نشان می) شده

.ستراتژي پایه زیر داردا3هاي شناسائی سویه بستگی به عموماً روش

)REPو RAPD(هاي آمپلی فیکاسیون اولیگونوکلئوتید نگاري کروموزم با بکارگیري تکنیکآنالیز انگشت -1

)RFLP(کروموزم باکتري REقطعات حاصل از -2

.ایجاد شدهPCRهاي بعدي محصولات هاي ژن تکی و آنالیز سکانسآمپلی فیکاسیون آنزیمی سکانس-3

باکتري توسط DNAشود که چندین قطعه از ها زمانی مشخص میترین فایده تایپینگ باکتريک مهمبدون ش

PCRامروزه پرایمرهاي اولیگونوکلئوتیدي چند لوکوسی جهت شناسائی چندین خانواده که عناصر . آمپلی شود

تفاده از مواد رادیواکتیویته و ها بدون اساین تکنیک. روددر سراسر کروموزم دارند، بکار میتکراري محافظت شده 

فایده تیپ بندي نیکی از بزرگتری. باشندو الکترفوروز افقی قابل اجرا میبه آسانی با بکار بردن ترموسایکلر
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ژنومی DNAدهد که در کمیت و کیفیت باشد که به ما این اجازه را میانعطاف پذیري آنها میPCRبراساس 

تواند به همان سادگی با اضافه کردن سلول کامل میPCRسازي جهت انجام آماده . تغییراتی ایجاد نمائیم

که در )معمول یا غیرمعمول(DNAسریعاستخراج چندین راه از مستقیماً به مخلوط واکنش باشد یا اینکه 

که اخیراً در PCRهاي انگشت نگاري براساس یکتکن. ددهد استفاده شوبه ما میDNAعرض چند دقیقه 

s23-s16نواحی فاصله انداز داخلی Rep-PCRو rDNA PCR: ازروند عبارتندها بکار میسویهتمایز 

.RAPD-PCRو ) ریبوتایپینگ(

ل باکتري خاص دارد و هنگامی هاي نوکلئوتیدي قدرت یکسانی در حها بطور مستقیم از سکانسارزیابی سویه

وترت ژنوتیپی واضحشود اطلاعامات کوبل میهاي سکانس کننده اتوژنوم هدف تکی و تکنیکPCRبا که

.دهدتر درباره سویه به ما میسریع

. باشدها بسیار مفید میهاي دور از هم در یوکاریوتمی در تمایز فیلوژنیکی خانوادهوریبوزDNAسکانس 

بسیار هاي ارغوانیبه طور خاص در حل ارتباط تکاملی داخل شاخه باکتريrRNAهاي اجزاي کوچک سکانس

هاي متفاوت، پ بندي براساس اسید نوکلئیک سویههاي بکار رفته براي تیارزش تمایزي ژن. ثر استمفید و مؤ

در بعضی موارد چندین لوکوس متفاوت . شودکتري خاص به صورت تجربی تعیین میاغلب داخل یک سیستم با

بین دو سویه ها و افزایش تمایزی سویهب افزایش دسترسی در شناسائدر کونجوکاسیون با همدیگر به ترتیب سب

شود به عنوان کتري که منجر به شناسائی آنها میهاي کد کننده باعموماً چندین فاکتور داخل ژن. شوندمی

:ها وجود دارداي مولکولی مفید براي تمایز سویههمارکر

را خیلی تغییر rDNAهاي اجزاي کوچک و بزرگ یرات سکانس نوکلئوتیدها که سکانسمیزان تغی-1

. هنددمی

پیشنهاد داده کد شدن پروتئین حفاظت شده از نظر عملکرد در چندین جنس انتریک سبب شده که این-2

.مانندور بطور کامل دست نخورده باقی میهاي نسبتاً ددر گونههاشود که ژن
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هاي باکتري دور از هم بقهن دهنده تفاوت کروموزمی بین طمکان فیزیکی ژن روي کروموزم باکتري نشا-3

.باشدمی

هاي د جهت شناسائی و دنبال کردن سویههاي ژنتیک مولکولی خودشان را به عنوان ابزارهاي قدرتمنروش

هاي مولکولی و هاي مربوط به کاربرد پروبنقص. باشندکنند، ولی داراي چندین عیب میها مطرح میباکتري

اغلب براي تمایز مثلاً ژنی که . هاي مولکولی مشکل ساز شوندروشمختلف کروموزمی ممکن است در لوکوس

. هاي غیروابسته مربوطه باشدسکانس ضروري براي تمایز با گونهرود ممکن است فاقد تنوعیک گونه بکار می

اي بر. باشدبر میز باکتري بعضی مواقع گران و زمانهاي تایپینگ براي گروه خاصی اتمایز تجربی کارآمدي روش

هاي سودوموناس خیلی مفید است ولی فاقد اثر مناسب در در تمایز گونهrDNAمثال سکانس اجزاي کوچک 

هاي گونه اروینیا هاي توکسیژنیک اشرشیا و سویهاکتریاسه خیلی وابسته مانند گونههاي انتروبتمایز گونه

. باشدنکروژنیک می

ها این روشچون شود فاده نمیدار رادیواکتیو استواد نشانماز ها امروزه با کمک سکانس کردن در بیشتر روش

در دامپزشکی، پزشکی را ها هاي باکتريناسب هستند و شناسائی و تمایز ایمن سویهاز نظر اقتصادي مکارآمد و

.اندبشناسی کشاورزي فراهم کردهیا آزمایشگاه میکرو

که تعیین اپیدمیولوژي میکروب و عفونت به طراحی فهمیدن توزیع و ارتباط پاتوژن ضروري است، چرا

هائی است که مشخص کند ایزولهنقش تایپینگ پاتوژن این . کندجهت کنترل پاتوژن کمک فراوان میهائیروش

هاي فنوتیپی در گذشته از ویژگی. طند یا خیراز نظر ژنتیکی به هم مربور اپیدمیولوژیکی وابسته هستنداز نظکه 

آنتی بیوتیک جهت تایپینگ ، سروتیپ، باکتریوفاژ یا باکتریوسین تیپ و پروفایل حساسیت بهمانند بیوتیپ

در تایپینگ مولکولی هاي مولکولی در دو دهه اخیر امروزه آنهاشد، ولی با پیشرفت روشها استفاده میمیکروب

، PFGEاز روند عبارتندیها بکار ممولکولی که براي تایپینگ میکروبهايتکنیک. اندشدهبسیار کارآمد

اي هبکارگیري روش. PCRهاي تیپ بندي براساس آنزیمی، آنالیز پلاسمیدها و روشهاي متکی بر برشروش

اثبات . باشدسی میها بسیار اساها و گونهها در ارتباط دهی دقیق بین سویهمولکولی براي تیپ بندي پاتوژن
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را پیدا کرده، ) انسان یا محیط(گی دهد که منبع آلودمکان را مییک پاتوژن به ما این اهاي ارتباطات کلون

. غیر عفونی را متمایز نموده و در نهایت عود را از عفونت مجدد تفکیک نمائیمهاي عفونی ازسویه

ن کنیم که آیا این یکه تعیاست باشند، بنابراین این مهم کومنسال میهاي ها ناشی از میکروبتعدادي از عفونت

همچنین با . شده استباشد یا اینکه سویه کومنسال سبب عفونتشده از فرد بیمار سویه پاتوژن میوله جدا ایز

یا اینکه توسط استدر اثر عود بیماري اگر دچار عفونت مجدد شده استتوان گفت که یک فردتیپ بندي می

اگر عفونت ناشی از عود باشد این چنین هم. ه عفونت اولیه آلوده شده استغیر از سویه ایجادکنندايسویه

.ثر نبوده و درمان جایگزین باید انجام بگیرددهند که رژیم درمانی اولیه مؤنشان میهاروش

هاي بیمارستانی ممانعت بسیاري از عفونتشیوع ازها ز تیپ بندي مولکولی در بیمارستانامروزه با استفاده ا

. گرددوامع مختلف کمک شایانی میسلامت جشود و از این نظر به اقتصاد و می

:تایپینگهاي هاي روشویژگی

هاي بکار رفته استاندارد، اختصاصیت، حساسیت، عینی و عملی بودن براي تعدادي ویژگی مهم مانند روش

تیپ بندي، یتهاي تایپینگ باید خصوصیات قابلهمه سیستم. شودگرفته میشماي تیپ بندي موفق در نظر

تیپ یتقابل. ندـــقدرت تمایز و آسانی در اجرا و گزارش دهی و ارزان قیمت بودن را داشته باشپذیري،تکرار

ز بسیاري اهاي فنوتیپیبا روش. گرددهر ایزوله برمی) تیپ(نتیجه مشخص بندي به توانائی تکنیک در طراحی 

حدودي هاي مولکولی تاي در روشتند، ولی همین ایزوله غیرقابل تیپ بندــــقابل تیپ بندي هسغیرهاایزوله

مختلف و گرفتن نتایج یکسان ها به تکرار آزمایش توسط افراد پذیر بودن روشتکرار. شوندتیپ بندي می

رات بیولوژیک در طی پاساژهايــــــذیري ضعیف به تغییرات تکنیک در روش یا تغییــــپتکرار. گرددبرمی

in vivo یاin vitroائی تکنیک در متمایز قدرت تمایز تکنیک به توان. شودمربوط میررسی مورد بارگانیزم

هاي عموماً روش. گرددبرمی) آل هر تیپ متفاوتبه طور ایده(از نظر اپیدمیولوژي غیر وابسته هاي کردن ایزوله

د و ند مواهاي مولکولی نیازمبیشتر روش. هاي ژنوتایپی دارندروشقدرت تمایز کمتري نسبت بهفنوتیپی
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ها قابل اجرا هستند؛ به شوند و به آسانی براي انواع گونهباشند ولی براحتی یاد گرفته میابزارهاي گران قیمت می

براي مثال . تر هستند، ولی قدرت تمایز کمی دارندیپی از نظر کارکنان و مواد ارزانفنوتيهاعبارت دیگر روش

گرم مثبت قابل استفاده هايارگانیسمرود براي بکار مینلا که در سروتایپینگ آنضد سالموهاي آنتی سرم

.یستن

:هاي فنوتایپینگروش

یکی از . وصیات فنوتیپی بودها بکار رفت براساس خصارگانیسماولین روشی که براي شناسائی و تیپ بندي 

ي هاتفاوت در واکنشاساس خواصی مانندها بررفت بیوتیپینگ یا تمایز سویهبکار میهائی که خیلی زیاد تکنیک

اغلب . شوده امروزه هم تا حدودي استفاده میهاي متفاوت بود کرفولوژي تحمل به محیطمبیوشیمیائی و

هاي مصرف مواد در محیطها براساس توانائی آنها درارگانیسمهاي میکرووتایپینگ براي کمک به تعیین گونهبی

براي جداسازي هاهمچنین ممکن است اغلب آنباشد،هاي شیمیائی خاص میرشد متفاوت و انجام واکنش

امروزه بیوتایپینگ . دنها استفاده شوارگانیسمهاي بیوشیمیائی در میان هاي خاص ناشی از تفاوتهاي گونهگروه

ها طراحی شده است، اجرا که براي تمایز و شناسائی گونههاي اتوماتیکها با بکارگیري سیستمدر آزمایشگاه

خواص بیولوژیکی هاها و جهشکه تغییرات در میان ژنچرااست،این روش اغلب فاقد قدرت تمایز .گرددمی

.ددهها را تغییر میارگانیسممیکرو

نوعی ،سی بالینی استهاي حساسیت آنتی بیوتیکی که یک تجربه عمومی در آزمایشگاه میکروبشناتست

به عوامل ارگانیسممقاومت یا حساسیت يدهد که الگونشان میبیوگرام نتایج آنتی. باشندتایپینگ فنوتیپی می

هاي ت ضد میکروبی به طورتیپیک با روشهاي حساسیامروزه تست. استچگونه ضد میکروبی در آزمایشگاه 

ن فاقد روش قابل توجه است که روش دیسک دیفوژ. شودن اجرا میمیکرودولوشن براث اتومات یا دیسک دیفوژ

که در بیشتر مطالعات اپیدمیولوژیکی آنتی بیوگرام ارزش محدودي دارد، چرا. باشدرا میاتوماسیون در اج

يهائی که از نظر ژنتیکی و اپیدمیولوژیکی به هم مربوط نیستند، ممکن است داراي یک نوع الگوایزوله
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هاي ن فنوتیپنگ براي مطالعه توزیع ایها تفاوت روش ژنوتایپیدر حقیقت در تعدادي حالت،حساسیت باشند

. شودهاي بیمارستانی استفاده میمحیطمقاوم به مواد ضد میکروبی در

هاي سطحی باکتري که تغییرات ژنبادي براي جداسازي آنتیهاي سروتایپینگ از یک سري آنتیتست

بندي و ه ها براي گروهاي سروتایپینگ براي دههروش. کننددهند، استفاده میان میژنیکی را از خود نشآنتی

رفت و براي تیپ بندي سالمونلاها، لژیونلاها، هاي پاتوژن بکار میهاي باکتريطبقه بندي تعدادي از گونه

داخل ي هایز سویهسروتایپینگ در تماغالباً.گیردمونیه هنوز مورد استفاده قرار میشیگلاها و استرپتوکک پنو

هاي راه. باشدیولوژیکی میناس داراي ارزش اپیدمسودوموهاي بیمارستانی مانند کلبسیلا و هاي پاتوژنگونه

بادي آنتی–ژنترین راه آگلوتیناسیون آنتیرود، ولی مهمبادي بکار میژن و آنتیمختلفی براي جداسازي آنتی

لگو براساس ا. شودبادي مخلوط میاي از آنتیبا مجموعهباشد که در آن سوسپانسیون سلول باکتريمی

تست گوالانکخاص مانند استرپتوکک پنومونیه از ارگانیسمبراي . شودون سروتیپ مشخص میآگلوتیناسی

هاي هاي خاص و مشکلات در استاندارد سازي روشسرماشکال این تیپ بندي فقدان آنتی. شوداستفاده می

. باشدمتفاوت می

. شودفاژهاي مختلف مشخص میمقاومت به ها براساس حساسیت یاباکترييدر باکتریوفاژ تایپینگ الگو

، ولی براي بعضی استباکتریوفاژ تایپینگ در اجرا و دسترسی به فاژهاي فعال از نظر بیولوژیکی با مشکل مواجه 

استفاده قرار هاي سالمونلا هنوز مورد نهو گوکک اورئوس، سودوموناس آئروژینوزاها مانند استافیلواز باکتري

.ودشد، همچنین به سختی استاندارد میپذیري پائین دارر بوده و هم قدرت تکرارگیاین روش هم وقت. یردگمی

هتروژنیک به هايمانع رشد گونهاست که ها باکتریوسین تایپینگ براساس تولید پروتئین خاص از باکتري

مشکل مواجه به باکتریوسین با مانند باکتریوفاژ تایپینگ در اجرا و دسترسیشود ویباکتري تولید کننده م

هاي هاي مشابهی براي گونهبعلاوه فرضرود،وژینوزا بکار میهنوز براي تیپ بندي سودوموناس آئر، ولیاست

.باشدمطرح می) کاندیدا آلبیکس(اندیدا ک


