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 کيفياسپس آلل ،PCR-RFLP يمولکول يها روش يا سهيمقا يبررس

PCR در ديازيزونيا به مقاومت عيسر صيتشخ جهت سکوئنس و 

 سيتوبرکلوز وميکوباکتريما يکينيکل يها هيسو
 

  ،3 يتيتثب زاده يهاد رضايعل ،3 بهرمند احمدرضا ،*2و4 ارجمندزادگان محمد ،4 يبرناس ديحم

 2 بونيط ميمر، 2 ياعظم احمد
 

 اراک يپزشك علوم دانشگاه ،يدانشكده پزشك ،يشناس يمنيا و يشناس كروبيم گروه 4

 اراک يپزشك علوم دانشگاه ،کودکان يعفون و سل قاتيتحق مرکز 2

 تهران، رانيا پاستور تويانست، يويقات ريبخش سل و تحق 3
 

 (42/44/92 مقاله: پذيرش -41/9/92 مقاله: )دريافت

 چكيده
 دو حاضر مطالعه در شود. يم گزارش يا ندهيفزا صورت هب آن به مقاومت که باشد يم سل درمان اول خط يداروها از يكي ديازيزونيا :زمينه

 مورد سكوئنس جينتا با و يطراح ديازيزونيا به توبرکلوزيس مايكوباکتريوم يكينيکل هاي سويه مقاومت سريع صيتشخ جهت يمولكول روش

 .گرفتند قرار سهيمقا

 به مقاومت (DST) ييدارو تيحساس نييتع روش با که س،يتوبرکلوز وميكوباکتريما يكينيکل هيسو 20 مطالعه نيا در :ها روش و ادمو

 نييتع جهت Allele Specific-PCR و  Sequencing ،PCR-RFLPيمولكول روش سه د.يگرد استفاده ،شده اثبات ها آن در ديازيزونيا

 ونيموتاس صيتشخ به قادر که ياختصاص يمرهايپرا کمک با منظور نيبد شدند. سهيمقا katG ژن به مقاومت با مرتبط 343 کدون در ونيموتاس

 يميآنز برش جهت HpaII ميآنز از PCR-RFLP روش در ،نيا بر علاوه د.يگرد اجرا کياسپسف آلل روش بودند، کدون نيا در

 .شد گرفته نظر در ونيموتاس ادرخد عنوان هب ميآنز توسط برش عدم ،شد استفاده  PCRمحصول

 22 تعداد مطالعه، مورد يها هيسو از گرفتند. قرار استفاده مورد H37Rv استاندارد هيسو و دارو به مقاوم حساس، يها هيسو منظور نيبد :ها يافته

 PCR-RFLP و AS-PCR که نمود مشخص ييطلا استاندارد عنوان هب سكوئنس جينتا بودند. ديازيزونيا به حساس هيسو 33 و مقاوم هيسو

  400درصد و  14/44 بيترت به يژگيو و تيحساس با يپيفنوت مقاوم يها هيسو در 343 کدون در ونيموتاس صيتشخ به قادر يخوب هب

 درصد بودند.

 عيسر و ساده يها روش عنوان به توانند يم شده يطراح AS-PCR و PCR-RFLP يها روش که دهد مي نشان حاضر مطالعه نتايج :گيري نتيجه

 کاهش جهت شود يم شنهاديپ رند.يقرارگ استفاده مورد سيتوبرکلوز وميكوباکتريما يها هيسو در ديازيزونيا به مقاومت و تيحساس نييتع يبرا

 .شود استفاده ديازيزونيا به مقاومت صيتشخ يبرا تست دو هر از همزمان صورت هب بودن نهيهز کم و ساده به توجه با خطا، سکير

 PCR-RFLP، Allele Specific-PCR س،يتوبرکلوز وميكوباکتريما د،يازيزونيا :کليدي گانواژ
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 مقدمه

 ص،یتشخ در فراوان های پیشرفت علیرغم

 جزء یماریب نیا امروزه سل، درمان و ونیناسیواکس

 از یکی عنوان هب و جهان بهداشتی مسائل ترین بزرگ

 های یبیمار از ناشی ومیر  مرگ عوامل ترین عمده

 .(1) است مطرح دنیا در عفونی،

 در ریم و مرگ عامل نیدوم سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما

 یمنیا ستمیس نقص روسیو از پس یعفون عوامل نیب

HIV بهداشت سازمان گزارش نیآخر طبق (.7) باشد یم 

 به نفر ونیلیم 2/8 حدود 7111 سال در فقط یجهان

 نفر 0811 معادل نفر ونیلیم 4/1 و شده مبتلا سل یماریب

 .(0) اند داده دست از را خود جان روز هر در

 در بزرگ مشکل کی عنوان هب دارو چند به مقاوم سل

 محسوب مختلف یکشورها در سل یماریب کنترل

 به مقاومت یدارا سیتوبرکلوز ومیباکتر کویما شود. یم

 مشکل و دهیچیپ را سل درمان ن،یفامپیر و دیازیزونیا

 دارد، دوم خط یداروها از استفاده به زاین که کند. یم

 هستند. تر یسم و نهیپرهز کم، ریثأت یدارا داروها نیا

 ابدی یم شیافزا ماه 18-74 به درمان دوره نیهمچن و

  .(5و  4)

 اول خط یداروها نیتر مهم از نیفامپیر و دیازیزونیا

 به متومقا سمیمکان شوند. یم محسوب سل درمان

 یمتعدد یها ژن در ونیموتاس جادیا واقع در دیازیزونیا

 ژهیو به katG ژن ها، ژن نیا نیتر مهم جمله از .است

 در ونیموتاس محدودتر موارد در و (.4) است 015 کدون

 و kasA ژن در ونیموتاس سپس و inhA-15 پروموتور

 ژن از 015 کدون جهش .(5-9) باشد یم ahpC ژن

KatG در و شده دیازیزونیا کردن فعال در کاهش باعث 

 انیم در .گردد یم جادیا دیازیزونیا به مقاومت جهینت

 نیتر عیشا از 015KatG جهش مختلف، یها جهش

 به مقاومت از درصد 51-95 عامل که یطور به است.

  .(6-11) باشد یم دیازیزونیا

 با آن صیتشخ دارو چند به مقاوم سل در مهم مسئله

 ینیگزیجا نوانع هب مطمئن، یمولکول یها روش از استفاده

 عیسر صیتشخ جهت کشت یمیقد یها روش یبرا

 عدم رایز باشد. یم آن یکیوتیب یآنت مقاومت و سل یماریب

 مقاوم سل یدارا ماریب تا شود یم باعث موقع به صیتشخ

 .(2) دینما آلوده را گرید افراد دارو به

 مختلف یمولکول یها روش سهیمقا با مطالعه نیا در لذا

، Allele Specific-PCR(AS-PCR) مانند

Sequencing و PCR-RFLP ع،یسر یروش به یابیدست 

 مورد یباکتر نیا در مقاومت نییتع جهت مطمئن و ارزان

 .(8) گرفت قرار یابیارز

 

 ها روش و مواد

 ژنوم بانک در موجود هیسو 61 ژنوم از مطالعه نیا در

 به که اراک کودکان یعفون و سل قاتیتحق مرکز

 ومیکوباکتریما ،ییایمیوشیب و تکش یها روش

 در ها آن یکیوتیب یآنت مقاومت و بودن سیتوبرکلوز

 .شد استفاده بود، شده اثبات رانیا پاستور تویستیان

 و دارو به مقاوم حساس، یها هیسو ژنوم منظور نیبد

 از گرفتند. قرار استفاده مورد H37Rv استاندارد هیسو

 72 و حساس هیسو 00 تعداد مطالعه، مورد یها هیسو

 بودند. دیازیزونیا به مقاوم هیسو
 

 DNA استخراج

 روش  به ها هیسو از یژنوم DNA استخراج

111Chelex یکلن 5 تا 4 خلاصه، طور به شد. انجام 

 کشت طیمح سطح بر کرده رشد یباکتر از تازه

  یها وپیکروتیم در ،یآور جمع جانسون نیلونشتا
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  TAE1X بافر تریکرولیم 721 یحاو

(Tris-Acetic acid- EDTA) گرم 12/1 و 

sodium111Chelex بن در سپس د،یگرد مخلوط 

 شد، داده قرار قهیدق 45 مدت به C°95 یدما با یمار

 5 مدت به C°4 یدما در دور 17111 با فوژیسانتر در

 وپیکروتیم در را ییرو عیما د،یگرد فوژیسانتر قهیدق

 قهیدق 5 مدت به دور 17111 در دوباره ختهیر لیاستر

 م(.یکن یم تکرار بار دو را عمل نی)ا میکن یم فوژیسانتر

 PCR انجام یبرا DNA یحاو ییرو عیما سپس

  (.9) گرفت قرار استفاده مورد
 

 يتوال نييتع جهت PCR انجام

 از ،015KatG کدون در ای نقطه جهش اثبات برای

 یبرا ییطلا استاندارد عنوان به یتوال نییتع روش

 استفاده با منظور بدین شد. استفاده یملکول یها روش

 در ،katGF و katGR یاختصاص پرایمرهای از

  .(1)جدول  شد استفاده PCR واکنش

 

( توالي پرايمر مورد استفاده جهت تعيين توالي 4جدول 

 katG (40) ژن

 پرايمر توالي پرايمر سايز

bp062 
AGCTCGTATGGCACCGGAAC katGF 
TTGACCTCCCACCCGACTTG katGR 

 

 میکرولیتر 75 نهائی حجم در آمپلیفیکاسیون واکنش

 5/7 شده، تخلیص DNA میکرولیتر 4 شامل

 میکرولیتر MgCl2، 2/1 یحاوX11 بافر میکرولیتر

dNTPs، 2/1 آنزیم واحد taq هر از میکرولیتر 7 و 

 قطعه وجود از نانیاطم از بعد باشد. یم پرایمر نوع دو

bp671 محصول PCR به یتوال نییتع نجاما برای 

 شد. فرستاده انگلستان Source Bioscience شرکت
 

PCR-RFLP 
 015 کدون در ونیموتاس وجود یبررس منظور به

katG ،محصول PCR قطعه یتوال نییتع واکنش 

bp671 اندوکلئاز میآنز ریثأت تحت HpaII شرکت 

 و C:CGG میآنز نیا برش تیسا) گرفت قرار فرمنتاز

 افزار نرم کمک با که باشد یم 015 کدون محل در قاًیدق

Genetix انجام جهت (دیگرد مشخص RFLP میآنز 

 قطعه یرو ساعت 0 مدت به C°02 یدما در مذکور

bp 671 یدما در یمیآنز توقف شد. داده ریثأت C °64 

 د.یگرد انجام قهیدق 71 مدت به
 

Allele Specific-PCR 
 15katG کدون در ونیموتاس وجود صیتشخ یبرا

 همراه به شده استخراج AS-PCR، DNA روش به

 ی)طراح Kat 5R و KatOF یاختصاص یمرهایپرا

 )قطعه حساس نمونه 015katG کدون یبرا شده

bp791) یاختصاص پرایمرهای و katGR و katGF 

 واکنش انجام و katG ژن وجود از نانیاطم جهت

PCR قطعه( bp671،) واکنش در PCR شد استفاده 

 .(7)جدول 
 

 در واکنشمورد استفاده  توالي پرايمر (2 جدول

AS-PCR (44) 

 پرايمر توالي پرايمر سايز

092 bp 
GCAGAGGGGCTGATCTACG KatOF 
ATACGACCTGATGCCGC Kat5R 

671bp 
AGCTCGTATGGCACCGGAA

C 
katGF 

TTGACCTCCCACCCGACTTG katGR 
 

 میکرولیتر 75 نهائی حجم در آمپلیفیکاسیون واکنش

 5/7 شده، تخلیص DNA میکرولیتر 4 ملشا

 میکرولیتر Mg، 2/1 یحاو X11 بافر میکرولیتر

dNTPs، 2/1 آنزیم واحد taq هر از میکرولیتر 4 و 

 باشد. یم Reverse و Forward پرایمر نوع چهار

 1 آگارز ژل در PCR محصول ،واکنش انجام از پس

 باند وجود عدم ای وجود د،یگرد زالکتروفوردرصد 

bp791 آن عدم ای و ونیموتاس رخداد کننده نییتع 

 باند دو دیبا دیازیزونیا به حساس نمونه در باشد. یم
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bp791 و bp671 فقط دیازیزونیا به مقاوم نمونه در و 

 شود. مشاهده KatG ژن به مربوط bp671 باند کی
 

 ها افتهي
 با ،ینیبال یها نمونه از هیسو 61 ژنوم یبررس

 و PCR-RFLP ،یتوال نییتع یمولکول یها روش

AS-PCR ها، باند نمونه یتمام د،یگرد انجام bp671 

س است را یوم توبرکلوزیکوباکتریکه اثبات کننده ما

 (.1ل دادند )شکل یتشک

 هیسو 00 کشت استاندارد روش به که هیسو 61 از

 بود. شده گزارش دیازیزونیا به مقاوم هیسو 72 و حساس

 نمونه 00 در که داد، اننش یتوال نییتع شیآزما جینتا

 وجود 615KatG کدون در یونیموتاس چیه حساس

 دیازیزونیا به مقاوم یها نمونه در که یحال در ندارد.

 شد. مشاهده نمونه 72 از نمونه 77 در ونیموتاس

 در ،015KatG کدون در ها ونیموتاس نیا نیتر عیشا

 کدون رییتغ علت هب درصد(. 42/89) نمونه 19

AGCACC کدون رییتغ نمونه 1 رد و 

AGCACA نهیآم دیاس لیتبد و ST، 7 در و 

 AGCACC کدون رییتغ به مربوط ونیموتاس نمونه

 باشد. یم SG نهیآم دیاس لیتبد و
 

 

 

 

 

 

 

از سمت چپ .  katGژن از  حاصل bp 671 : ژل الکتروفورز قطعه(1شکل 

 ، اثباتbp671باند وجود (: 5تا  7) ی(، ستون هاbp 111(: مارکر )1ستون )

عنوان  هب H37Rv استاندارد هیسو( 6)، ها س بودن نمونهیوم توبرکلوزیکوباکتریما

  (DNA )فاقد ی(: کنترل منف2ستون )و  bp671 باند کننده ارائه مثبت کنترل
 

 ییشناسا جهت AS-PCR و PCR-RFLP یها روش

 یبررس د،یگرد یطراح 015KatG کدون در ونیموتاس

  روش دو به 015KatG کدون در ونیموتاس

AS-PCR  و( 7)شکل PCR-RFLP  در( 0)شکل 

 شده مشخص ها آن در یدینوکلئوت یتوال که نمونه 61

 نییتع روش با سهیمقا در جینتا د.یگرد انجام بود،

 نمونه 00 در که یطور هب .بود هم مشابه کاملاً یتوال

 یها روش در دیازیزونیا به مقاوم نمونه 77 و حساس

PCR-RFLP و AS-PCR نمونه 00 بیترت هب زین 

 به مقاوم نمونه 77 و ونیموتاس فاقد و حساس

 015KatG کدون در ونیموتاس یدارا و دیازیزونیا

 روش دو که داد نشان جینتا شد. داده صیتشخ

AS-PCRوPCR-RFLP به قادر یبالائ دقت با 

 باشند. یم 015KatG کدون در ونیموتاس صیتشخ
 

 
 

حساس و مقاوم  یها در نمونه PCR-RFLP (A ،B ،C ،D) یالگوها( 7شکل

 : نمونه(7) (، ستونbp 51(: مارکر )1ستون ) راستاز سمت .  دیازیزونیبه ا

د یازیزونیحساس به ا یها (: نمونه4و 0ستون )، C ید با الگویازیزونیمقاوم به ا

ستون ، B ید با الگویازیزونیحساس به ا یها (: نمونه8 تا 5ستون )، A یبا الگو

 D ید با الگویازیزونیمقاوم به ا: نمونه (9)
 

 

 

از سمت .   KatG 015کدون  AS-PCRژل الکتروفورز حاصل از واکنش  (0 شکل

 bp 791و باند  bp 671 (: شامل باند مادر7، ستون )bp111(: مارکر 1چپ ستون )

 bp 671فقط شامل باند مادر (:  0د، ستون )یازیزونیک نمونه حساس به ایمربوط به 

 (DNA )فاقد یکنترل منف (:4د، ستون )یازیزونیمربوط به نمونه مقاوم به ا

 1         2         3       4         5       6             7     

bp  

      1        2        3     4   

bp  

 100 

    1       2       3       4      5       6      7       8       9 

 150 

 200 

 250  620bp   

 250 

 200 

 150 

 100 
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 بحث
 به مقاوم سل یجهان بهداشت سازمان گزارشات طبق

 کی نیا است، شیافزا حال در جهان در دارو چند

 به ازین گردد. یم محسوب یبهداشت بزرگ مشکل

 در بالا دقت با و نارزا ع،یسر یها روش از استفاده

 و یضرور یامر توسعه حال در یکشورها

 (.17-15) است ریناپذ اجتناب

 یمولکول یها روش انواع شد یسع مطالعه نیا در

 ها آن سهیمقا با و شود گرفته کار هب PCR بر یمبتن

 د.یآ دست هب یژگیو و تیحساس

 مورد مطالعه نیا در نگیسکوئنس یمولکول روش

 توانست بالا دقت با روش نیا ،گرفت قرار استفاده

 در را دیازیزونیا به مقاومت عامل یها ونیموتاس

 بالا دقت با کشت یطلائ استاندارد روش با سهیمقا

 علت هب نگیسکوئنس روش سفانهأمت یول کند، ییشناسا

 شیآزما شده تمام نهیهز رفتن بالا و بودن بر زمان

 یصیتشخ روش کی عنوان هب نیروت استفاده جهت

 یها روش از تا شد یسع لذا ست.ین بخش تیضار

 شود استفاده -RFLPPCR و AS-PCR مانند یگرید

 جینتا و کشت روش با روش دو نیا جینتا و

 گردد. سهیمقا نگیسکوئنس

 طور همان AS-PCR و PCR-RFLP یها روش در

 در روش دو نیا ،شود یم مشاهده جدول جینتا در که

 48/81 تیحساس یدارا نگ،یسکوئنس روش با سهیمقا

 باشد. یمدرصد  111 یژگیو و درصد

 همکاران و یگودرز توسط رفتهیپذ صورت مطالعه در

 در AS-PCR روش اهواز، شهر در 91-91 سال در

 بالا اریبس تیحساس با نگیسکوئنس روش با سهیمقا

  (.16) باشد یم دیازیزونیا به مقاومت صیتشخ به قادر

 گ شاو نیب توسط که گرید یا مطالعه در

(Bing-shao) کشور در 7117 سال در همکاران و 

 دو یگیژیو و تیحساس سهیمقا گرفت، انجام پاناما

 روش با نگیسکوئنس و AS-PCR یمولکول روش

 دیازیزونیا به مقاومت صیتشخ در کشت استاندارد

 گزارش درصد 111 و درصد 6/80 حدود در بیترت به

 .(12) شد

و  (Imperiale) الیمپریا توسط که یا مطالعه در

 انجام نیآرژانت کشور در 7111 سال در همکاران

 کشت، روش با سهیمقا در AS-PCR روش گرفت،

 ها مقاومت از درصد 81 حدود بالا سرعت و دقت با

  (.18) داد صیتشخ را دیازیزونیا به

 نیا ی دهنده نشان رفتهیپذ صورت مطالعات یبررس

 سرعت و تدق با یمولکول یها روش که است موضوع

 باشند یم دیازیزونیا به مقاومت صیتشخ به قادر ییبالا

 مورد یها روش بر  علاوه ،حاضر مطالعه در .(19)

 بر یمبتن یها روش انواع از ،یقبل مطالعات در استفاده

PCR شد. استفاده دیازیزونیا به مقاومت صیتشخ یبرا  

 دیبا AS-PCR و PCR-RFLP روش دو سهیمقا در

 PCR-RFLP روش در که کرد اشاره نکته نیا به

 دیآم لیارکر ژل و برش جهت میآنز از استفاده علت هب

 زمان مدت باندها مشاهده یبرا یعمود الکتروفورز در

 کی حداقل AS-PCR روش به نسبت شیآزما انجام

 از استفاده خطرات دیبا نیهمچن و ابدی یم شیافزا روز

 مورد را آن بودن زا سرطان جهت به دیآم  لیاکر ژل

 با AS-PCR روش رسد یم نظر به لذا داد، قرار توجه

 و PCR-RFLP روش با کسانی یژگیو و تیحساس

 جهت آگارز ژل از استفاده و شیآزما کمتر زمان

 ریسا به نسبت تر نهیهز کم و تر مناسب باندها، مشاهده

 باشد. نیروت استفاده یبرا یمولکول یها روش

 وجود دیتائ متعاقباً و باکتری تیماه یمولکول دیئأت

 به هیسو مقاومت عیسر نییتع همراه به سل مارییب

 ساده یها تست یاجرا با همزمان صورت هب دیازیزونیا

    1        2       3       4      5       6      7       8       9  
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 توسط جینتا ارائه در یادیز ارزش نه،یهز کم و

 یمهم نقش مسئله نیا که دارد. پزشک به شگاهیآزما

 از و مناسب کیوتیب یآنت زیتجو و عیسر صیتشخ در

 نییتع و مارییب ولوژییدمیاپ کنترل گرید طرف

 جامعه سلامت دگاهید از کنترل مناسب های استراتژی

  .دارد را

 یها روش که دهد می نشان حاضر مطالعه نیهمچن

PCR-RFLP و AS-PCR دنتوان یم شده یطراح، 

 صورت هب نهیهز کم و عیسر ،ساده یها روش عنوان به

 تیحساس نییتع جهت خطا سکیر کاهش یبرا همزمان

 ومیکوباکتریما یها هیسو در دیازیزونیا به مقاومت و

 .دنریگ قرار استفاده مورد سیتوبرکلوز
 

 يقدردان و سپاس

 یآقا ییدانشجو نامه انیپا از یبخش حاصل پژوهش نیا

 دانشگاه ارشد یکارشناس دوره دانشجوی یبرناس دیحم

 معاونت از لهیوس نیبد لذا باشد. یم اراک یپزشک علوم

 یمولکول و یپزشک قاتیتحق مرکز و دانشگاه یوهشپژ

 یمال یها نهیهز نیمأت لیدل به اراک یپزشک علوم دانشگاه

 انیمجر که یکسان هیکل و امکانات و زاتیتجه یبانیپشت و

  د.یآ یم عمل به تشکر ،نمودند یاری طرح نیا انجام در را
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Abstract 

Background: Isoniazid is from the first-line drugs for treatment of tuberculosis. Resistance to Isoniazid is 

increasingly reported. In the study, molecular methods for rapid detection of isoniazid resistance in 

clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis were compared. 

Materials and Methods : Sixty clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis were selected and their 

resistance and susceptibility were determined by proportional method. Molecular methods of PCR-RFLP 

and Allele Specific-PCR (AS-PCR) for determination of probably mutation in codon 315 of katG gene 

that related to Isoniazid resistance were used and compared by sequencing results as gold standard. In AS-

PCR specific primers by proper PCR conditions were used. RFLP analysis of the PCR products was 

performed using the enzyme HpaII. 
Results: From 60 studied strains, 27 isolates were resistant and 33 strains were susceptible to isoniazid. 

Sequencing results showed that AS-PCR and PCR-RFLP well able to detect mutations in codon 315 of the 

strains by 81.48% sensitivity and 100% specificity respectively. None of the susceptible strains harbored 

mutation in katG315.  
Conclusion: Our results indicated that PCR-RFLP and AS - PCR methods were simple and fast methods 

for determination of isoniazid resistance in Mycobacterium tuberculosis. These rapid and low cost 

methods is recommended simultaneously to reduce the risk of error in routine work. 
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