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  چكيده
هـا بـه عنـوان     ومـت  پيوسته در حال افزايش است و با توجه به محدود بودن داروهاي موثر، وجود ايـن مقا           ، دارويي سل  متومقا:  هدف زمينه و 

مقاومـت  است كه  خته شدههاي سل شنا  در از بين بردن باسيل داروعنوان موثرترين هايزونيازيد ب. شود  كنترل سل محسوب مي ي تهديدي در برنامه  
ر اكثـر مـوارد سـل     عامل مقاومت به ايزونيازيـد د S315T جانشيني  مخصوصاkatGًهاي  در اين بين، موتاسيون . شود  براحتي ايجاد مي   به آن نيز  

هـاي   هاي مولكولي مقاومت بـه ايزونيازيـد را در سـويه     حاضر مشخصهي مطالعه. هاي مختلف متفاوت است تواتر اين جانشيني در جمعيت    . است
  .عنوان ابزار سريع تشخيصي مقاومت استفاده نمود هتوان ب دهد كه از آن مي نشان ميسل  باسيل
 جدا شده از بيمـاران شـهرهاي اصـفهان و     مايكوباكتريوم توبركولوزيسي  سويه ۱۲۶، حساسيت    درصد ۱بي  با استفاده از روش نس     :بررسي  روش
 PCR-RFLPهاي مقاوم به ايزونيازيد با استفاده از روش   در سويهkatG  ژن ۳۱۵نوع موتاسيون در كدون     .  نسبت به ايزونيازيد تعيين شد     تهران

  . برش داده شدMspI  آنزيمي وسيله ه بPCR زي جفت با۳۵۵منظور محصول  بدين. مشخص گرديد
  هاي اصفهان مقاومت در نمونهاين  ميزان  . مقاوم به ايزونيازيد بود   )  درصد ۴/۲۵( سويه   ۳۲،   جدا شده   مايكوباكتريوم توبركولوزيس  ۱۲۶از   :ها يافته

 ايزونيازيد بـا اسـتفاده از    به مقاومي  انواع جدا شدهز ا درصد۷۲در كل، . بود)  سويه۱۳ ( درصد۳۱تهران هاي  در نمونهو )  سويه۱۹ ( درصد ۶/۲۲
  . قابل تشخيص بودkatG 315 آناليز لوكوس

 بودنـد  katG ژن ۳۱۵را كـه داراي موتاسـيون در كـدون    )  درصـد ۷۲(هاي مقاوم ايزونيازيـد       بيشتر سويه  MspI  با PCR-RFLP :گيري  نتيجه
 ابزارهاي ژنوتيپي مختلف براي تشخيص سريع مقاومـت  ي هيوم به ايزونيازيد منجر به ارا     مقاهاي    سويه ليهاي مولكو  توجه به جنبه  . مشخص نمود 

  .شود  ميي كلينيكي انواع جدا شدهبه ايزونيازيد در 
  ، اصفهان، تهرانPCR-RFLP ،katG مايكوباكتريوم توبركولوزيس، ايزونيازيد،: گان كليديواژ
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  مقدمه
 ـ      ۲وجب مرگ حـدود      سل م  ،انهسالي      ا  ميليـون نفـر در دني
 ـ    نشود و اکثر اي    می ا  مـوارد در کـشورهای در حـال توسـعه ي

ين زده  تخمبهداشت  سازمان جهانی   . افتد ده اتفاق می  عقب مان 
 ـ ۲۰۲۰ و  ۲۰۰۰است که بين سالهای      يليـون  ک ب، نزديک بـه ي

ون  ميلي ـ۲۰۰يان ن ميلوده خواهند شد و از اآگر به سل  فرد دي 
مـاری  ون نفر نيز بـر اثـر بي   ميلي۳۵ر به بيماری مبتلا شده و      نف

غـم   علـی ر .)۱و۲(  دسـت خواهنـد داد  سل جـان خـود را از    
، حاصـل شـده   هايی که در درمان و مهار بيماری سل          پيشرفت

 ـ       ي  کـی از مـشکلات عمـده      عنـوان ي   ههنوز هم اين بيمـاری ب
ــاقی بهداشــتی مخــصوصاً در ــشورهای در حــال توســعه ب    ک

حاضر ايزونيازيد و ريفامپين در کنـار هـم          در حال    .)۳( است
ــالود ــان  ي ه ش ــيميدرم ــت  ائيش ــدت عفون ــاه م ــای   کوت ه

ــاکتر ــوزيومايکوب ــیيسم توبرکول ــشکيل م ــد  را ت  .)۴و۵( دهن
  هـای سـل،    لين حـاکی از آن اسـت کـه باس ـ     مشاهدات پيـشي  
بـری بـا    ت مقاومت بـه رنـگ    يد خاصي ازيزونيدر مجاورت با ا   

 ـ ترت بدين. روند  می از بين  ،د را از دست داده    ياس ن يب محقق ـ ي
 ـر در ترک  يي ـن دارو باعـث تغ    يد که ا  نزن حدس می  يپيـدی  ب ل ي

ــاکتريوم .)۶( لی شـــود ســـلوي ديـــواره  تـــشخيص مايکوبـ
اسيت دارويی آن ارزش     و نيز تعيين الگوی حس     يستوبرکولوز

 ـ      های ری روش بکارگيفراوانی در    نتـرل  ز ک  درمـانی مـوثر و ني
ــل دارد ــانی س ــوي.)۷( جه ــور س ــا ه ظه ــای مق ــی ه وم داروي

، مانع بزرگی را در مسير درمان و     يسمايکوباکتريوم توبرکولوز 
داد سل مقاوم به دارو در    روي.  نموده است  دجاکنترل بيماری اي  

 ـ    ن هـای   هفراوانـی سـوي    .ستقاط مختلف جغرافيايی يکسان ني
MDR) های مايکوباکتريوم توبرکولوزيس بـا مقاومـت        سويه

 که در حـال افـزايش     سالهاست) نتوام به ايزونيازيد و ريفامپي    
. آنها گزارش شده اسـت وع شياز است و تاکنون چندين مورد   

ايران، چـين، هنـد و برخـی نـواحی روسـيه بعنـوان              استونی،  
 ـ        ی معرفـی شـده     اندميک ترين نواحی وجـود مقاومـت داروي

  درصد ۵دهد که نزديک     رفته نشان می   انجام گ  مطالعات. است

 MDR رانـی،  شده از بيمـاران اي  کشت داده هاي سل   از باسيل 
 مقاومت دارويی در يک جمعيت باکتريايی بزرگ         .)۸( هستند

ای و  های خودبخودی تک مرحلـه    ونر پی موتاسي  دباسيل سل   
هـای مـرتبط بـا       احتمال بروز موتاسـيون   . دهد ی روی مي  اتفاق

 ـ    اسـت در حـالي     ۱۰-۸نمقاومت دارويی برای ريفامپي    ن کـه اي
د و برخی از داروهای مرسوم ضد ار در خصوص ايزونيازيمقد

های   بررسی خصوصيات مولکولی سويه    .)۹(  است ۱۰-۶سلی  
حی جغرافيـايي   ا متعلـق بـه نـو      ي  داروبـه   قـاوم    م باسيل سـل  

 ـ ارا دی برای مختلف، اطلاعات مفي   هـای مولکـولی      روش ي  هي
 ـ   م آنـزي . )۱۰( وردآ ی فـراهم مـی  بهتر تشخيص مقاومت داروي

katG    آنزيم کاتالاز باعث حـذف  ک  عنوان ي  ههم ب باسيل سل
 ـ   هشده و هم ب   هيدروژن  پراکسيد   آنـزيم پراکـسايد   ک عنـوان ي

 ـ   زونيازيد را اکسي  تواند اي  می ورد تـا   آفـرم فعـال در     هد کرده و ب
  .)۱۱( بتواند اثر ضد سلی داشته باشد

 ــ   د مقاومـــت مايکوبـــاکتريوم توبرکولـــوزيس بـــه ايزونيازيـ
ی روی  هـاي   انواع مختلفی از موتاسيون    ي  واسطه هست ب ممکن ا 

ــف   ــه ژن مختلـ ــداقل در سـ ــه حـ ــد کـ    katG ،InhAدهـ
  kasAو ) ر ردکتـاز کـاري  پـروتئين انوئيـل اسـيل    ي کد کننده (

 بـين ژنـي   ي  و ناحيـه  ) تازت سن ACPل   کتواسي -β ي  کد کنند (
oxyR- ahpC ی کـه در هـاي  موتاسيون .آيند پديد مي katG 

ئول بروز اکثـر  ، مسS315Tنی  افتد مخصوصاً جانشي   اتفاق می 
گرچه، فراوانی  . دشو د محسوب می  موارد مقاومت به ايزونيازي   

، يکـسان  هـای مختلـف   عيت در جمkatG S315Tنی جانشي
ها باعـث بـروز تغييـرات      اين موتاسيون   برخی از  .)۱۲( نيست

شـوند و برخـی نيـز از اتـصال            می katGونی در   کونفورماسي
به عبارت ديگـر، بـه نظـر      .)۱۳( کنند ری می ايزونيازيد جلوگي 

 ـزکه در محل اتـصال اي S315T ررسد تغيي می د بـروی  ونيازي
katG  هـای   تشکـس ای از    دهدهد عامل بخـش عم ـ      روی می

 مـا، تعيـين فراوانــی   ي هـدف از مطالعـه  .  سـل باشـد  درمـانی 
 ي باسـيل سـل      انواع جدا شده   katG ژن   S315Tون  موتاسي

  .د جدا شده در اصفهان و تهران بودمقاوم به ايزونيازي
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  بررسيروش 
ــشت و        ــوزيس، ك ــاكتريوم توبركول ــازي مايكوب جداس

مـاران  ده از بي   جـدا ش ـ    باسـيل سـل    ي  نمونه ۱۲۶ -تشخيص
ــه مرکــز ســل اصــفهان ، انــستيتو پاســتور و مراجعــه کننــده ب

موجـود در بانـك ميكروبـي       بيمارستان مسيح دانشوری تهران     
بخش مايكوبـاكتريولوژي دانـشكده پزشـكي دانـشگاه علـوم           

 پـس  .ن مطالعه مورد بررسی قرار گرفتدر ايپزشكي اصفهان  
نگ آميـزی    و ر  وی محيط لونشتين جانسون   راز کشت اوليه بر   

 ـ   ، از تـست   زيل نلـسون   تـرات،  ياسـين، احيـای ني    د ن هـای تولي
IS6110 PCRگمـان و سـرعت   ، مورفولوژی کلنی، توليد پي

 جهــت انجــام . بــراي تــشخيص بــاكتري اســتفاده شــدرشــد
IS6110 PCR و هليـر مرها و روشی استفاده شد که از پراي 

  .)۱۴( همکارانش ارائه نموده بودند
 ـتست تعيين حساسيت بـه ا      ن از محـيط لونـشتي     -ديزونيازي

 و كـانتي  کـه توسـط       درصد ۱جانسون و روش مرسوم نسبی      
انش ابداع شده جهت انجام تست تعيين حـساسيت بـه         همکار

 ـ .)۱۵( استفاده شد  دايزونيازي طـور خلاصـه در ايـن روش،      ه ب
ــر  ميکروگــرم در ميلــی۲/۰(د غلظــت مناســب ايزونيازيــ   )ليت

 و سـپس ايـن محـيط        در محيط لونشتين جانـسون تهيـه شـد        
ي  جـدا شـده   ۱۰-۴ و ۱۰-۲تر از غلظت     ميلی لي  ۱/۰ ي  لهوسي هب

فارلنـد تهيـه شـده بـود      مک  که از سوسپانسيون يک   باسيل سل 
از محيط فاقد ايزونيازيد بعنوان محـيط شـاهد   . کشت داده شد 

 هفتـه در    ۳ بمـدت    ،اين مرحله  هاي كشت   محيط. استفاده شد 
ــاتور  ــه۳۷انکوب ــانتي  درج ــر ي س ــد ادگ ــرار داده ش ــر .  ق   اگ
 حـاوی دارو  محـيط كـشت  وی رهای رشد کرده بر تعداد کلنی 

باسـيل   ، فاقد ايزونيازيـد باشـد     محيط كشت   درصد ۱کمتر از   
داد شـود و اگـر تع ـ       مـی   مربوطـه حـساس تلقـی      ي  جدا شده 

 ـ  درصـد  ۱ ، حـاوی دارو   كـشت محيط  های   کلنی ا بيـشتر از     ي
، مقـاوم تلقـی     ظرمورد ن  ي  زوله فاقد دارو باشد اي    محيط كشت 

ط  بـا اسـتفاده از محـي      ،نتايج تست تعيين حـساسيت     .دگرد می
7H10 باسيل سل  از. تائيد شد H37Rv ATCC 27294 

  ی شاهد و استاندارد کـه بـه تمـام داروهـا    ي هعنوان سوي  هنيز ب 
ــتفاده شــد  ــ. ضــد ســلی حــساس اســت اس ــتمي   زان مقاوم

  هـای   محـيط هـای رشـد کـرده بـروی          صد کلنـی  درصورت   هب
  .)۱۶(  گرديد حاوی دارو گزارش شتك

، ابتـدا   DNAجهـت اسـتخراج      - بـاکتری  DNAاستخراج  
ــاکتری از ســطح محــي ــسون برداشــت لونــشتيط ب   شــد ن جان

 TEتـر بـافر    ميکروسانتريفوژ حاوی يـک ميکرولي ي  و به لوله  
 و همکــاران گــوري کــه توســط CTABروش  .منتقــل شــد

   کروموزومــال بکــارDNAطراحــی شــده جهــت اســتخراج 
 ۸۰طور خلاصه، ابتـدا سوسپانـسيون در دمـای           هب .)۱۷( رفت

ــانتي درجــه ــراد ي س ــدت گ ــه م ــد  دقي۶۰ ب ــرار داده ش ــه ق   ق
  ن بـا ليـزوزيم    وسـپس سوسپانـسي   . ها کـشته شـوند     يتا باکتر 

 بـه   گـراد   ي سـانتي     درجه ۳۷ليتر در دمای     گرم در ميلی    ميلی ۱
  ون حاصــل بــاسوسپانــسي. مــدت يــک ســاعت مجــاور شــد

SDS   نـاز    ميلی گرم در ميلی ليتر پروتئي      ۱/۰ و   صددريكK 
بـرای کامـل   .  دقيقه انکوبه شد۱۰ درجه به مدت   ۶۵در دمای   

تری متيـل آمونيـوم    -NNN-لاتيN– باکتری از  تلاشيشدن  
قـه   دقي ۱۰ به مـدت     ،گراد  ي سانتي    درجه ۶۵ دمای   د در بروماي

متلاشـي  هـای     استخراج شـده از بـاکتري      DNA .استفاده شد 
ايزوآميل الکـل و سـپس رسـوب     -ستفاده از کلروفرم  شده با ا  

ــا اي ــد دادن ب ــدا ش ــل ج ــت . زوپروپان ــا  DNAغلظ ــز ب  ني
  .ری شدگي اسپکتروفتومتر اندازه

ــي  ــشخيص موتاسـ ــتفاده katG S315T ونتـ ــا اسـ    بـ
ــرلtouchdown PCRاز  -PCR-RFLPاز  ــای  ، کنت ه

 ــ   ــت تکثي ــتريل جه ــرايط اس ــی و ش ــت و منف ــوامثب   حی ر ن
ــتفاده   ــر اسـ ــورد نظـ ــدمـ ــه،   .  شـ ــن مرحلـ ــی ايـ   در طـ

ــازی ژن ۳۵۵ ي هناحيـــــــــ    katG جفـــــــــت بـــــــ
(Genbank accession BX842578 region 75186-77408)  با

ــه احمــــد اســــتفاده از پرايمرهــــاي ــارانش ی کــ   و همکــ
ــار  ــايــــ ــد تکثيــــ ــوده بودنــــ ــده نمــــ   .)۱۸( ر شــــ
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katG F: 5'-CCC ATG GCC GCG GCG GTC 
GAC ATT-3' 

katG R: 5'-CGC CGT CCT TGG CGG TGT 
ATT GCC-3' 

  

تـر و حـاوی بــافر    ميکروليPCR ،۵۰مخلــوط ی حجـم نهـاي  
Roche PCR، ۱۰ــول از هــر پراي ــانوگرم ۱۰مــر،  پيکوم  ن

DNA   ،ــده ــتخراج شــ ــولار ۱/۰اســ   و dNTP ميکرومــ
 بـا  PCR .بود) ناژنسي (Taq پلی مراز DNAم  واحد آنزي ۲

 يتلاش ـ . انجام گرفت  ۵۳۳۲کلر اپندورف   استفاده از ماسترساي  
   بـه مـدت   گـراد   ي سانتي    درجه ۹۵ در دمای    ها  ي پروتيئن   يهاول
 ،ادامه يک دقيقه و در      مدت  به گراد  ي سانتي    درجه ۹۷ دقيقه،   ۳

، گـراد  ي سـانتي   درجه۹۵دماي  سيکل شامل يک دقيقه در    سه
  دمـای  در قـه    و يـک دقي    گـراد   ي سـانتي     درجه ۶۵  در  ثانيه ۳۰
  در دمـاي قـه يسيکل شامل يک دق سه ،گراد ي سانتي    درجه ۷۲
ــه۹۵ ــانتي  درج ــراد ي س ــه ۳۰، گ ــایدر  ثاني ــه۶۳ دم ي   درج

، سه سـيکل  گراد ي سانتي درجه ۷۲  در و يک دقيقه  گراد  سانتي
 دمـای در  ثانيه ۳۰، گراد ي سانتي درجه ۹۵  درقهشامل يک دقي  

ي  درجـه  ۷۲دمـای  در  و يـک دقيقـه   گـراد   ي سانتي    درجه ۶۱
ي   درجـه  ۹۵ در، سـه سـيکل شـامل يـک دقيقـه            گـراد   سانتي
   دمـای  در درجه و يک دقيقه ۵۹ دمایدر   ثانيه   ۳۰،  گراد  سانتي

 ۹۵، سه سـيکل شـامل يـک دقيقـه در     گراد  ي سانتي   درجه ۷۲
 گـراد  ي سانتي  درجه ۵۷ دمایدر   ثانيه   ۳۰،  گراد  ي سانتي   درجه

   و در آخــرگـراد  ي سـانتي   درجـه ۷۲ دمـای در و يـک دقيقـه   
قـه انجـام    دقي۵ بـرای  گراد ي سانتي  درجه ۷۲دمایدر  قه   دقي ۵

  .شد
  

  ها يافته
، باسيل سل  ي   نمونه ۱۲۶از ميان    -کاطلاعات دموگرافي      

ــفهان و)  درصـــد۶۷(  مـــورد۸۴ ــهر اصـ    مربـــوط بـــه شـ
 بيمـار از انـستيتو      ۳۴(مربوط به تهـران     )  درصد ۳۳( مورد   ۴۲

 نفر از ۸۵. بود)  بيمار از بيمارستان مسيح دانشوري۸پاستور و 
. زن بودند)  درصد۵/۳۲(ر  نف۴۱و )  درصد ۵/۶۷(د  ماران مر بي

ــاران اي۹۶ ــر از بيمـ ــی  نفـ ــد۲/۷۶(رانـ ــر۳۰و )  درصـ    نفـ
  . بودنديافغان)  درصد۸/۲۳(

ي  ي جدا شده نمونه ۱۲۶از  -دالگوهای مقاومت به ايزونيازي
 .مقاوم به ايزونيازيد بودند)  درصد۴/۲۵( سويه ۳۲، باسيل سل

مـع آوری شـده در اصـفهان        زان مقاومت در نمونه هـای ج      مي
) ه سـوي  ۱۳ ( درصـد  ۳۱و در تهـران     )  مورد ۱۹(  درصد ۶/۲۲

  .بود
 katG - PCR ژن ۳۱۵ون در کدون تاسيز موتشخيص و آنالي

 ـ هاي جدا شده نمونه در مورد تمام  ،IS6110 ي  قطعه ر با تکثي
 ۲گـارز  آ جفت بازی همراه بود کـه بـروی ژل     ۱۲۳ ،محصول

در کـدون  ACC ون موتاسي .)۱شکل (  الکتروفورز شددرصد
 مربوط بـه کـدون   ي  قطعهPCR با استفاده از   katG ژن   ۳۱۵
ت برش  ساي (MspI ي  م محدود کننده   آنزي و سپس تاثير   ۳۱۵

C↑CGG (ص داده شـد   تشخي )PCR-RFLP(.  ون  موتاسـي
AGC ــه ــه ACC) GCGG ب ــا کــسب يــک )CCGG ب  ب

 ي  قطعـه . بـود  همـراه    MspIم  سايت برش جديد برای آنـزي     
هـاي    جـدا شـده    هماننـد    H37Rv باسيل سـل   ي  يافتهتکثير  

ن محـصول   بنـابراي .بـود  ۳۱۵ در کـدون   ACC فاقد   كلينيكي
 جفـت  ۷۹ و ۱۱۴، ۱۵۱ن موارد، سه قطعه      در اي  MspIهضم  
  .گرديدبازی 

ــه     ــوط ب ــات مرب ــه قطع ــده در حاليک ــدا ش ــاي ج    دارایه
ACC (Ser315Thr)   ۲۱ و  ۷۹،  ۱۱۴،  ۱۳۰ ي  ، چهار قطعـه 

 ،شـود  مشاهده می  ۲در شكل   مانطور که   ه. گرديدجفت بازی   
 ــ  ــرش جدي ــک محــل ب ــدايش ي ــا پي ــر ب ــن تغيي ــی اي   د، در پ

 جفت بازی ۲۱ و ۱۳۰ ي  جفت بازی به دو قطعه     ۱۵۱ ي  قطعه
 ـ  .)۱۹و۲۰( ل شـد  تبدي  بـه   AGC  موتاسـيون  ن مطالعـه  در اي

ACC    بـا اسـتفاده از     ) سرين بـه تـره اونـين       (۳۱۵در کدون
ــ ــزيPCR-RFLPک تکني ــدهم محد و آن    درMspI ي ودکنن

   مقـاوم  ي هـاي جـدا شـده    سـويه  ۳۲ از تعـداد کـل   مـورد  ۲۳
ــد   ــشخيص داده ش ــد ت ــه ايزونيازي ــك  .ب ــماره ي ــدول ش    ج

انـواع   مقاومت در    ي  های ايجاد کننده   توزيع فراوانی موتاسيون  
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 نـشان  در شـهرهاي اصـفهان و تهـران     را   مقـاوم    ي  جدا شـده  
ه ب مورد   ۷صفهان،   مورد به ا   ۱۵ ذكر شده    مورد ۲۳از  . دهد مي

انستيتو پاستور و يك مورد نيز به بيمارستان مـسيح دانـشوري           
  وجـود 2c در شکل DNA توالين  تعييي   نتيجه .تعلق داشت 

  درصـد ۷۲، بـه عبـارت ديگـر     . درک يد می اسيون را تاي  اين موت 

را توانـستيم بـا    )  سـوش  ۲۳(های مقاوم بـه ايزونيازيـد        ايزوله
   .م تـشخيص دهـي  katG 315وس ز تنهـا لوک ـ استفاده از آنالي

مانـده در ايـن لوکـوس مـشاهده           سوش باقی  ۹در  موتاسيونی  
ونی در کـدون    های حساس نيز موتاسي    ک از سويه  ي هيچ. نشد
  .)۱جدول  ( نداشتند۳۱۵

 

  فهان و تهران مقاوم به ايزونيازيد در شهرهاي اصانواع باسيل سل مقاومت در ي کننده های ايجاد توزيع فراوانی موتاسيون: ۱جدول 
  

 ژن ۳۱۵موتاسيون در کدون  جمع
katG 

در ساير احتمالي موتاسيون 
 نواحی

       تعداد      درصد             تعداد       درصد            تعداد         درصد     

نوع موتاسيون                        
  شهر   

 اصفهان ۴ درصد              ۱/۲۲ ۱۵   درصد           ۹/۷۸  ۱۹ درصد               ۱۰۰

 تهران ۵ درصد              ۵/۳۸ ۸ درصد              ۵/۶۱ ۱۳ درصد               ۱۰۰

 جمع ۹ درصد              ۱/۲۸ ۲۳ درصد            ۹/۷۱ ۳۲ درصد               ۱۰۰
    

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   لدرDNA). ۴ تا ۱هاي  لاين( درصد ۲ بروي ژل آگارز IS6110 جفت بازي ۱۲۳ ي ي آمپلي فاي شده الكتروفورز قطعه: ۱شكل
   )Lلاين ( جفت بازي ۱۰۰فرمنتانس 
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  ). bشـكل  ۹ و۷، ۵، ۳، ۱بانـدهاي  و  a شـكل  (katG F, R بـا پرايمرهـاي   ۳۱۵ اطـراف كـدون   katG ژنـي  ي آمپليفيكاسيون ناحيـه : ۲شكل 

ــاي  ــيون RFLPالگوه ــده   بkatG آمپليفيكاس ــدا ش ــضم ج ــد از ه ــد      ع ــه ايزونيازي ــاوم ب ــوزيس مق ــاكتريوم توبركول ــال مايكوب ــاي كلينيك   ه
در ) L2لاين ( جفت بازي ۲۰ لدر DNAو يك ) L1لاين ( جفت بازي ۱۰۰ لدر DNAيك ). ۸، ۶، ۴باندهاي (و حساس به ايزونيازيد   ) ۲باند(

.  در متن آمده استRFLPجزئيات الگوهاي .  است۳۱۵ در كدون S315Tي  جانشيني  مشخصه۲الگوي موجود در باند     . باندهاي آخر قرار دارد   
 پس DNA الكتروفوروگرام سكونسينگ cدر شكل.  درصد است۱۰ مربوط به ژل پلي اكريلاميد b درصد و شكل ۱ مربوط به ژل آگارز      aشكل  

 ۳۱۵ يـك موتاسـيون در كـدون    ي دهنـده  شكل نشان) 2b شكل ۱ لاين ي مربوط به نمونه  . (  آورده شده است    PCR با   katGفيكاسيون   از آمپلي 
(AGC→ACC, Ser→Thr)است . 

 
 

  بحث
عنوان  ههاي تعيين حساسيت دارويي ب در حال حاضر تست     

ي مناسـب جهـت   هاي درمان ابزاري مناسب براي انتخاب رژيم    
 بكـار   درمان موفق مسلولين مخصوصاً سل مقاوم چند دارويي       

ها، ارزيـابي ميـزان تـاثير      اين تست  از سويي نيز انجام   . رود مي
دارو را  بـه    مقـاوم      سـل   انـواع  خصوص ه كنترل سل ب   ي  برنامه
ــيممكــ ــين   روش .)۲۱( ســازد ن م ــراي تعي ــي ب ــاي مختلف ه

به داروهاي ضد سـل وجـود دارد ولـي          باسيل سل   حساسيت  
بـراي  هيچيك از آنها كامل نيـست و نتـايج آنهـا پزشـكان را               

جهـت انجـام     .كنـد  اضـي نمـي   چندان ر درمان موثر مسلولين    
مطلق، نياز   نسبي و روش    مثل روش  ي كلينيك متداولهاي   روش

 بالا  ي  به پرسنل كارآمد و ماهر و صرف زمان طولاني و هزينه          
ها چندان قابل تكرار و  ين تستباشد و در عين حال نتايج ا  مي

ت كه ميـزان    ايران يكي از كشورهايي اس     .)۲۲(  نيست ئنمطم

دهـد كـه     مطالعات اخير نشان مـي    . آن بالاست ابتلا به سل در     
 مقاوم بـه دارو   هاي  جداشدهانواع  ايران يكي از مناطق اندميك      

 براي يهاي مولكول   بنابراين بكار بردن روش    .)۳و۵( نيز هست 
هايي كه مرتبط با مقاومت دارويـي اسـت          تشخيص موتاسيون 

حدود مقاوم را تا  انواع  تواند زمان مورد نياز براي شناسايي        مي
شناسـايي  هـاي   در حـال حاضـر تـست       .زيادي كـاهش دهـد    

 ـ         سـرعت   ي  واسـطه  هژنوتيپ مقاومت به داروهاي ضد سـل، ب
هـاي    مناسبي براي جانشيني تستي  گزينه عمل و نتايج موثق،   

 گرچه مطالعات .)۷( شود مرسوم تعيين حساسيت محسوب مي
دهد كه در بروز مقاومـت بـه ايزونيازيـد     انجام گرفته نشان مي 

هـا در منـاطق ژنـي     ممكن است انـواع مختلفـي از موتاسـيون     
 ولي شيوع بالاي جانشيني سرين ،گوناگون دخالت داشته باشد 

 شناسايي اين موتاسيون    katG ژن   ۳۱۵با تره اونين در كدون      
را روش مناسبي براي غربـالگري مقاومـت بـه ايزونيازيـد در             
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مطالعـات فـراوان     .سـازد  مطرح مـي  ي باسيل سل    يككلينانواع  
  ن است كه مقاومـت بـه ايزونيازيـد تـا      آانجام گرفته حاكي از     

 katGهايي اسـت كـه در        حدود زيادي در رابطه با موتاسيون     
اي، نشان دادند كـه       و همكارانش در مطالعه    آبال. افتد اتفاق مي 

ــواع   درصــد۶۹ ل صــايزونيازيــد در كويــت، حابــه مقــاوم ان
ــدkatG در S315Tجانــشيني  مطالعــات ديگــر  .)۲۰(  بودن

،  درصد۶۳انجام گرفته فراواني اين نوع موتاسيون را در تركيه       
ــيه  ــد۹۸در روس ــي در ،  درص ــد۶۴دب ــروت و در، درص    بي

ساير مطالعات ميـزان     ،)۱۲و۲۱و  ۲۴(دهد    نشان مي   درصد ۳۵
 در كره  درصد۵۹ در دهلي،    درصد ۷۴شيوع اين موتاسيون را     

 .)۲۳، ۲۵و۲۶( دهنـد   در هلنـد نـشان مـي    درصد۵۵وبي و  نج
كه بـه سـه يـا       انواعي  احمد و همكارانش نشان دادند كه اكثر        

)  درصد۷/۷۲(شوند   محسوب ميMDRچند دارو مقاومند و 
 دبـي   هـاي   ايزوله  درصد ۷۰ هستند و  S315Tحامل جانشيني   

كه تنها بـه ايزونيازيـد مقاومـت دارنـد          ) امارات متحده عربي  (
دوستار و همكارانش    .)۲۷( باشند حامل اين نوع موتاسيون مي    

   نشان دادند حـدود ،اي كه به تازگي انجام گرفته  در طي مطالعه  
مقاوم بـه ايزونيازيـد   باسيل سل  جدا شدي انواع   از    درصد ۵۶

 katG ژن   ۳۱۵داراي موتاسيون سرين به تره اونين در كدون         
اي در  ش نيز در مطالعهبستان آباد و همكاران  ذاكر .)۲۸ (هستند

 تعيـين    درصـد  ۶۱ شرق ايران، فراواني اين نوع موتاسـيون را       
دهـد    نشان مي  همچنين مطالعات صورت گرفته    .)۲۹ (اند كرده

، براي مقاومت به ايزونيازيد ۳۱۵كه وجود تره اونين در كدون 
د  حساسي اين اسيي سويهچ صي است و هي اختصا درصد۱۰۰

اي كـه    در مطالعـه   )۲۷،  ۳۰(  نـدارد  ۳۱۵آمينه را در موقعيـت      
 در katG ژن ۳۱۵انجام داديم فراوانـي موتاسـيون در كـدون      

 بـود و   درصـد ۷۲ايزونيازيـد،  به مقاوم انواع باسيل سيل    ميان  
توان دريافت كه اين نوع موتاسيون تـا حـدود      بدين ترتيب مي  

 مقاومـت بـه ايزونيازيـد در    ي   كننـده  بيني تواند پيش  زيادي مي 
 مـا بـه   ي نتـايج مطالعـه  . منطقه باشـد  هاي سل     باسيلجمعيت  

دهـد كـه     نشان مي نجام گرفته   همراه ساير مطالعاتي كه اخيراً ا     

 و ۳۱۵ مــشخص بــين وجــود موتاســيون در كــدون ي رابطــه
 وجـود  ي باسـيل سـل   شده انواع جدامقاومت به ايزونيازيد در     

 بـراي   PCR-RFLP مطالعه، مـا از روش       در اين  .)۳۱( دارد
ــشخي ــرديم و katG در S315Tص موتاســيون ت ــتفاده ك  اس

 با استفاده katG بازي حاصل از تكثير ژن     جفت ۳۵۵ ي  قطعه
هايي كـه   موتاسيون.  هضم شدMspI ي از آنزيم محدود كننده   

ــاق مــي۳۱۵در كــدون  ــد مــي  اتف ــر در  افت ــد باعــث تغيي توان
 قابـل   RFLPگـردد كـه بـا آنـاليز          MspIهاي بـرش     سايت

 ـ. گيري است  يپ -PCR تـوان دريافـت كـه    دين ترتيـب مـي  ب

RFLP      آورد ها فراهم مـي    جهش ابزار مناسبي براي شناسايي .
جـدا  انـواع  تـوان در منـاطقي كـه     با استفاده از اين تكنيك مي    

ايزونيازيـد داراي فراوانـي بـالايي       به  مقاوم  باسيل سل    ي شده
از سويي  . وحشي افتراق داد  انواع  را از    يافته  جهشهستند، الل   

 PCRن روش تا حدودي ارزان است و تنها نيازمنـد انجـام     اي
توان ايـن    بنابراين مي . باشد معمول و در پي آن الكتروفورز مي      

هـاي نـه     در بـسياري از آزمايـشگاه   معمولصورت   هروش را ب  
 و همكارانش، حساسيت و     باكونيت. انجام داد  چندان پيشرفته 

عيين  ت  درصد ۱۰۰و ۷/۸۵رتيب   را به ت   PCR-RFLP ويژگي
 مطالعـات   اكثـر  اخير نيـز ماننـد       ي  نتايج مطالعه  .)۳۱( نمودند

دهد كه درصـد    نشان مي  و ساير كشورها   انجام گرفته در ايران   
 مقاوم به ايزونيازيد ي باسيل سل شده انواع جداقابل توجهي از  

  . هستندkatG در ژن S315Tجهش داراي 
 جهـش  شـيوع بـالاي   با توجه به شواهد موجود در خـصوص   

S315T در  katG    رسد كـه   ر مي ظ بن در مناطق مختلف ايران 
ن ابزاري ساده و سـريع  عنوا ه ب  بتوان  را PCR-RFLPتكنيك  

 هـاي سـل     باسـيل جهت تشخيص مقاومت بـه ابزونيازيـد در         
 تا با انجام تنها يك تست بتـوان درصـد     ،نمود  معرفي يكلينيك

 مقـاوم بـه ايزونيازيـد را     هـاي   جـدا شـده   اي از    قابل ملاحظـه  
تـوان   مـي ه  دهـد ك ـ   نـشان مـي   حاضر   ي  مطالعه. تشخيص داد 

از طريـق بررســي  را زيــد  مقـاوم بـه ايزونيا  هـاي ســل  باسـيل 
 متحمل katGاي كه بيشترين تغييرات ژنتيكي را در ژن        منطقه
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گردد غربـالگري    اي مي   اسيد آمينه   تغيير توالي  باعث  و شود مي
ي موتاسـيون  بايست يادآور شد كه تنها با بررس ـ       البته مي . نمود

S315Tــواع مقاو  نمــي ــه ايزتــوان تمــام ان ونيازيــد را مــت ب
هـا نيـاز بـه     تشخيص داد و كماكان جهت بررسي كـل ايزولـه    

امـر  باشـد و ايـن      هاي مرسوم تعيين حساسيت مي     انجام تست 
منـاطق   كـه در      متنـوعي اسـت    يهـا  وجود موتاسيون ناشي از   

  .دهد مختلفي از ژنوم باكتري روي مي
  

  گيري نتيجه
 مشاهده  katGاي كه انجام گرفت حذف كامل        در مطالعه      
ه عـدم حـضور ژن      توان تـصور كـرد ك ـ      يبدين ترتيب م  . نشد

katG منفـي داشـته    اثـر انواع جدا شدهوي بقاي  رتواند بر   مي 
يدي بر اين فرضيه اسـت  أي فوق تي از سوي ديگر نتيجه   . باشد

ژن  ۳۱۵ موتاسـيون در كـدون    حامـل ي كلينيك ـباسيل سل كه  
katGانجام شده ي طبق مطالعه .)۳۲( ماند  كماكان بيماريزا مي 

 ،بينـي كـرد كـه در كـشورهاي در حـال توسـعه              توان پيش  مي
 ممكـن  S315Tبراي حضور موتاسيون باسيل سل غربالگري  

د ايزونيازيبه  مقاوم  انواع  است ابزار مفيدي را جهت تشخيص       
راي كنترل و مهار  مفيدي را ب لفراهم نمايد تا بتوان دستورالعم    

  .مقاومت دارويي تدوين نمود
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Background and Objective: Drug resistance to tuberculosis is continuously increasing and is a significant 

threat to tuberculosis control programs because afew effective drugs are present against Mycobacterium 

tuberculosis. Although isoniazid (INH) is the most effective drug against tuberculosis, resistance to this drug 

also develops readily. Mutations in katG, specially the Ser315Thr substitution, are responsible for isoniazid 

resistance in a large proportion of patients with tuberculosis. However, the frequency of the katG Ser315Thr 

substitution varies among population samples. This study provided molecular characterization of isoniazid 

resistance of M. tuberculosis strains and extended our knowledge about molecular basis of M. tuberculosis 

drug resistance that is widely applicable for rapid drug resistance detection. 

Materials and Methods: Using 1% proportional method, the sensitivity of 126 strains isolated from patients 

in Isfahan and Tehran to isoniazid was determined. The katG mutations in codon 315 associated with 

isoniazid resistance among isoniazid resistant isolates was determined by PCR-RFLP. In this way, 355 bp 

PCR products were digested by MspI. 

Results: Out of 126 isolates of M. tuberculosis, 32 (25.4%) strains were determined as INH resistant. 

Resistance rate was 22.6% (19 strains) in Isfahan and 31% (13 strains) in Tehran. Overall, 72% of isoniazid-

resistant isolates could be identified by analysis of just katG 315 loci. 

Conclusion: The PCR-RFLP using MspI restriction enzyme that detects katG Ser315Thr substitution could 

be identified in 72% of isoniazid-resistant strains. Elucidation of the molecular characterization of isoniazid 

resistance in M. tuberculosis has led to the development of different genotypic approaches to the rapid 

detection of isoniazid resistant in clinical isolates.  
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