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 چكيده
 گزارش اي فزاينده طور به آن به مقاومت که باشد مي سل بيماري درمان جهت ثرؤم داروهاي ترين همم از يكي نيسياسترپتوما :زمينه

 ژن  88 و 11 هاي کدون در توبرکلوزيس مايكوباکتريوم در استرپتومايسين داروي به مقاومت با مرتبط هاي موتاسيون ترين شايع شود. مي

rpsL (NC_000962.3) ژن راتييتغ يبررس مطالعه اين از هدف افتد. مي اتفاق rpsL از استفاده با يباکتر نيا يكينيکل هاي هيسو در 

 است. MbooII و BsajI آنزيم دو

 ميآنز دو با PCR-RFLP يمولكول روش شد. استفاده سيتوبرکلوز وميكوباکتريما يكينيکل هيسو 72 مطالعه نيا در :ها روش و مواد

BsajI و MboII ژن 11 ونکد در ونيموتاس نييتع جهت rpsL، آمده دست هب جينتا و يطراح حساس، و مقاوم يها هيسو در بيترت به 

 د.يگرد سهيمقا ها هيسو پيفنوت و يابي يتوال روش با

 مقاوم يها سويه درصد 61بررسي شدند که از اين تعداد،  BsajIسويه توسط آنزيم  11هاي موجود،  در اين مطالعه از کل سويه :ها يافته

 .شد هداد تشخيص موتاسيون فاقد حساس يها هيسو درصد 32 حدود و يبررس MboII ميآنز توسط زين هيسو 16 شد. هداد صيتشخ

 را PCR-RFLP جينتا با کامل انطباق يابي يتوال جينتا بود. شده يطراح حساس يها هيسو صيتشخ يبرا (BsajI )برخلاف ميآنز نيا

 نمود. اثبات مطالعه مورد يها هيسو در را ژن نيا 11 يها کدون در جهش وجود و داد نشان

 ع،يسر يروش عنوان به تواند يم شده يطراح ياندونوکلئاز يها آنزيم با RFLP روش که دهد مي نشان حاضر مطالعه نتايج :گيري نتيجه

 رد.يگ قرار استفاده مورد نيسياسترپتوما به حساس و مقاوم سيتوبرکلوز وميكوباکتريما هاي سويه تمايز براي بالا تيحساس داراي و ساده

 PCR-RFLP، BsajI ن،يسياسترپتوما دارويي، مقاومت کليدي: واژگان

ISMJ 2016; 18(6): 1115-1123 
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 مقدمه

 باشد.  مي ایران و جهان در ريگ همه های بيماری از سل

 (WHO) بهداشت جهاني سازمان برآورد اساس بر

 و اند آلوده سل بيماری به جهان جمعيت سوم یک

 بيماری این به نيز جدید مورد ونيليم 9 حدود سالانه

 حاضر حال در افراد شدن آلوده سرعت شوند. مي مبتلا

 که است زده نيتخم WHO است. ثانيه هر در نفر یک

 ليباس نیا به زين گرید نفر ارديليم 1 کینزد ندهیآ در

 به نفرشان ونيليم 022 انيم نیا از که شوند يم آلوده

 یماريب نیا زا نفر ونيليم 53 و شوند يم مبتلا یماريب

 یميرها و مرگ و سل به ابتلا موارد اکثر رند.يم يم

 دهید توسعه حال در یکشورها در یماريب نیا از يناش

 (.1) شوند يم

 ریسا برخلاف ،يومیکوباکتریما یها عفونت درمان

 است. زيبرانگ بحث و دهيچيپ یيایباکتر یها عفونت

 یها دوره یبرا را کيوتيب يآنت نیچند دیبا مارانيب

 ريغ در ندینما افتیدر ماه، 9 تا 6 از حداقل ،يطولان

 وجود هب کيوتيب يآنت به مقاوم یها هیسو صورت نیا

 هيعل که یيداروها نیتر مهم (.0) آمد خواهند

 شوند يم گرفته کار هب سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما

 و ديآم نیرازيپ اتامبوتول، د،یازيزونیا ن،يفامپیر شامل

 سل به دارویي مقاومت (.5-3) هستند نيسیاسترپتوما

 1995 سال در دنيا در سل ضد داروی اولين معرفي با

 و دارو این از استفاده ادامه با سپس و شد مشخص

  کرد افزایش به شروع جدیدتر داروهای پيدایش

 مقاوم یها هیسو ظهور بيستم قرن 02 دهه از (.6-9)

 نندهتهدیدک و اساسي معضلي به MDR یا دارو چند به

 که جایي تا شد مبدل جهان در سل کنترل برنامه برای

 عنوان به را سل1995 سال در بهداشت جهاني سازمان

  (.8و  0، 0) کرد معرفي جهاني مسئله یک

 موارد که شد احساس زماني موضوع این اهميت

MDR به لیتبد XDR (به مقاومت یها هیسو 

 سال از که طوری به د.یگرد (دوم و اول خط داروهای

 خصوص به دنيا نقاط برخي از XDR های هیسو 0223

 شده گزارش هستند درگير ایدز بيماری با که مناطقي

 ضد داروی پيدایش از قبل های سال در (.9-11) است

 اکنون و بود بيماران مرگ عمده عامل دارو فقدان سل

 مهم عوامل از یکي دارویي مقاومت 01 قرن شروع در

  (.10-13) رود مي شمار به سلي بيماران ومير مرگ

 و یدیکوزينوگليآم کيوتيب يآنت کی ن،يسیاسترپتوما

 درمان در استفاده مورد یدارو نياول و باکتریسيدال

 مکانيسم .(16و  12) است بوده 1999 سال از سل،

 به است آمينوگليکوزیدها همانند دارو این عمل

 A جایگاه به tRNA -آمينواسيل اتصال از که یا گونه

 باعث و کرده جلوگيری ترجمه ندیفرآ نيح بوزومیر

 ،استرپتومایسين به مقاومت شود. مي باکتری مرگ

 زانيم به و rpsL ژن در موتاسيون وجود به وابسته

 شده انجام مطالعات است. rrs ژن در ياندک يليخ

 )و rpsL ژن از 88 و 95 کدون دو در رييتغ تياهم

 به تمقاوم جادیا در را (95 کدون بخصوص

 نياول یبرا مطالعه نیا در اند. کرده انيب نيسیاسترپتوما

 و BsajI میآنز دو با RFLP-PCR کيتکن بار

MboII ژن 95 کدون در رييتغ صيتشخ جهت rpsL 

 شد. استفاده
 

 ها روش و مواد
 

  بيوتيكي آنتي مقاومت تعيين و نمونه انتخاب

 در موجود DNA بانک از يبررس مورد یها نمونه

 از شدند. انتخاب کودکان يعفون و سل قاتيتحق مرکز

 19 شده، انتخاب توبرکلوزیس مایکوباکتریوم هیسو 01

 که استرپتومایسين به حساس هیسو 11 و مقاوم هیسو
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 يبررس یبرا بودند کرده رشد کشت محيط روی بر

 و مقاوم نمونه 53 و BsajI (Fermentas)  میآنز توسط

 MboII میآنز با مطالعه منظور به حساس نمونه 11

(Fermentas) گرفت قرار استفاده مورد. BsajI منظور به 

 یيشناسا یبرا MboII و مقاوم یها هیسو صيتشخ

 یها نمونه گرفتند. قرار استفاده مورد حساس یها هیسو

 معمول های تست از استفاده با مطالعه مورد يکينيکل

 های تست و کشت يميکروسکوپ یها يبررس شامل

 توبرکلوزیس مایکوباکتریوم عنوان هب ها باکتری يبيوشيميای

 دانشگاه اخلاق کميته یيدأت مطالعه نیا شدند. شناسایي

 های داده کليه و نموده اخذ را اراک پزشکي علوم

 بوده محرمانه صورت به آن در مارانيب از شده آوری جمع

 از و نبوده یمرکز استان به محدود ها نمونه نیا .است

 ها سویه کل تعداد .اند دهیگرد یآور جمع زين ها استان ریسا

 سویه بود. 01
 

 DNA استخراج

 نييتع قبلا که یيها یباکتر از DNA استخراج یبرا

 استفاده Chelex (Sigma) تيک از بودند، شده مقاومت

 فرآیند در DNA عنوان به یينها سوپرناتانت و (10) شد

PCR قرارگرفت. استفاده مورد 
 

PCR-RFLP 
 به مریپرا يطراح PCR-RFLP کيتکن یجراا یبرا

 گرفت. انجام یباز جفت 320 کونيآمپل ديتول منظور
 

 مريپرا يطراح

-’5 پرایمرهای از استفاده با rpsL ژن از bp 320 قطعه

GGCCGACAAACAGAACGT -3’ rpsL-F  و

(5’-GTTCACCAACTGGGTGAC-3 )rpsL-R 

 با تحقيق این در استفاده مورد مرهاییپرا شد. تکثير

 IDT و MEGA4، oligo6، Blast یافزارها نرم کمک

 .دندیگرد يطراح

 برش ميآنز انتخاب

  برنامه در یباز جفت PCR 320 محصول

Genetyx-win یها میآنز و شده داده قرار 1/3ش یرایو 

Bsaj1 و MboII و حساس حالات صيتشخ یبرا 

  شدند. انتخاب مقاوم

 را 95 کدون تموتان حالت که است قادر Bsaj1 میآنز

 به حساس یباکتر که يصورت در د.ینما یيشناسا

 میآنز نیا (95 کدون در جهش )عدم باشد نيسیاسترپتوما

 برش نقطه دو در را یباز جفت 320 قطعه که است قادر

 دست هب یباز جفت 108 و 052 ،99 قطعه سه و داده

 95 کدون در و باشد مقاوم یباکتر که يحالت در .دیآ يم

 حساس یها هیسو در و قطعه سه باشد داشته ونيموتاس

 جادیا (108 و 166 ،69 ،99 یها طول )با قطعه چهار

 یها هیسو در یباز جفت 052 قطعه عملاً .شد خواهد

 در شود. يم شکسته 166 و 69 باند دو به حساس

 تيوضع در 88 کدون در ونيموتاس رخداد صورت

 يمیآنز برش در شد. نخواهد جادیا یرييتغ موجود

 یبرا MboII کمک به یباز جفت PCR 320 محصول

 تموتان ريغ یها هیسو یبرا و قطعه دو تموتان یها هیسو

 شود. يم جادیا یباز جفت 320 قطعه کی
 

 
 

نمایي شماتيک از برش یک سویه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مقاوم به ( 1شکل 

 BsajIتوسط آنزیم  rpsLاسترپتومایسن حاوی جهش در ژن 

 

 PCR-RFLP امانج

 به درجه 39 اتصال یدما با PCR يحرارت پروتکل

 مخلوط ازميکروليتر  03 هر شد. انجام دقيقه 1 مدت
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 ميکروليتر DNA، 3/0 از ميکروليتر 0 حاوی واکنش

MgCl2 (50mM)، 3/1  پرایمر هر ازميکروليتر 

(10pmol)، 0/2  داکسي هر ازميکروليتر 

 Taq واحد 1 و ،ناژن(ي)س فسفات نوکلئوتيدتری

 توسط bp320 شده تکثير DNA وجود بود. ناژن(ي)س

 یيدأت ناکلون(ي)س آگارز درصد 1 ژل در الکتروفورز

 لهيوس به PCR از حاصل محصولات سپس .شد

 هضم MboII و 1Bsaj شده طراحي برش یها میآنز

 12 مخلوط، هضم واکنش انجام برای .شدند

 از واحد 1 بافر، تريکروليم PCR، 0 محصولميکروليتر 

 و هيته مقطر آب تريکروليم BsajI، 0 اندونوکلئاز میآنز

 در رادگ يسانت درجه 50 دمای در ساعت 9 مدت به

 واکنش .شد داده قرار )اپندورف( کسريترموم دستگاه

 02 مدت به درجه 63 یدما در دادن قرار با برش

 برش واکنش از حاصل قطعات .دیردگ متوقف قهيدق

 ماده با آميزی رنگ و آگارز ژل ویر بر الکتروفور با

safstain مشاهده لوميناتور ترانس توسط ناکلون(ي)س 

 با برش از حاصل مقاوم و حساس الگوهای و

  .دندیگرد سهیمقا فوق، یها میآنز
 

 توالي تعيين

 عنوان هب DNA يتوال نييتع ج،ینتا قيدق يبررس جهت

 به اه نمونه منظور نیبد شد. استفاده یيطلا استاندارد

 جینتا زيآنال و شدند ارسال ران(ی)ا ورانافن ژن شرکت

 ،Mega4، Megalign یافزارها نرم توسط يابی يتوال

Chromas وBioedit (BLOSUM62) د.یردگ انجام 
 

 ها افتهي
 مورد یها نمونه يتمام یرو rpsL ژن PCR انجام

 دهنده نشان که نمود ارائه را bp 320 باند مطالعه،

 مناسب برنامه نييتع و مرهایاپر حيصح يطراح

 یباز جفت 320 محصول 0 شکل بود. ونيکاسيف يآمپل

 دهد. يم نشان را ژن نیا ريتکث از حاصل
 

 
 

، محل فلش r-RPSL و F-rpsLحاصل پرایمرهای  bp320  قطعه (0شکل 

 دهد. جفت بازی را نشان مي 320 جایگاه
 

 RFLP-PCR جينتا

 بود، شده ينيب شيپ Genetyx افزار نرم با که گونه همان

 یبرا Bsaj1 میآنز با یباز جفت 320 محصول برش

 و bp99، bp69، 166bp باندهای موتانت یها هیسو

bp 108 یباندها موتانت ريغ یها هیسو یبرا و bp99، 

bp 052 و bp 108 سویه 03 از نمود جادیا را 

 ونيموتاس بررسي برای که توبرکلوزیس مایکوباکتریوم

 فنوتيپي نظر از سویه 19 شدند، انتخاب rpsL ژن در

 به قادر BsajI میآنز بودند. حساس سویه 11 و مقاوم

 مقاوم سویه 19 ميان از تموتان سویه 9 تشخيص

 میآنز .بود مقاوم( یها هیسو درصد 69) فنوتيپي

MboII را سویه 12 ،حساس سویه 11 ميان از زين 

 نیا تيحساس (.5 )شکل داد تشخيص موتاسيون فاقد

 است. بوده درصد 68 آن يژگیو ودرصد  92 روش
 

 
 

 و  bp 560هایباند تهای موتان سویه در مورد MboIIآنزیم  (5 شکل

bp 153 ت های غير موتان و برای سویههای نشان داده شده توسط فلش(  )مکان

 دهد. را نشان مي اهي که توسط ستاره مشخص شده است(گ)جای 502bp باند
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 يابي توالي نتايج

 روش از ،PCR-RFLP جینتا صحت يابیارز یراب

 استفاده يمولکول یيطلا استاندارد عنوان هب يتوال نييتع

 با سکوئنس جینتا (درصد 122) کامل انطباق شد.

PCR-RFLP مورد روش طراحي در دقت نشانگر 

  بود. يمولکول دگاهید از استفاده

 

 تفاده در اين مطالعه( مقايسه حساسيت و ويژگي دوآنزيم برش مورد اس2جدول 

 هاي برش آنزيم
هاي  تعداد سويه

 کلينيكي

هايي که با  تعداد ژنوتيپ

RFLP تشخيص داده شدند 
 اختصاصيت حساسيت ها کل سويه

    حاوي جهش نوع وحشي مقاوم حساس 

MbooII 
- 53 19 01 96 92% 93% 

11 - 12 1    

BsajI 
- 19 3 9 03 122% 68% 

11 - 11 -    

 

 حثب
 درمان در اساسي مشکلات از یکي حاضر حال در

 نظر از است. دارویي مقاومت موضوع سل بيماری

 باسيل به نسبت دارویي مقاومت شناسي، ميکروب

 در ژنتيکي جهش یک که گيرد مي صورت زماني سل

 یا ناقص درمان (.19و  18) آید وجود به باسيل

 که یا یافته جهش های باسيل که شود مي باعث اشتباه

 فرد بدن در غالب سوش به اند شده مقاوم داروها به

 به حساس های باسيل که ینحو به .شوند تبدیل مبتلا

 بين از مصرفي سل ضد داروهای مصرف اثر در دارو

 به و یافته تکثير مقاوم های موتانت اما رفته،

 .شوند مبدل بيماران بدن در غالب های سوش

 به ابتدا از که يمارانيب شود مي باعث امر این متأسفانه

 توسط تنها نه ،شدند آلوده دارو به مقاوم های باسيل

 بلکه نشوند، درمان استاندارد و مدت کوتاه رژیم

 داروهای از تری وسيع طيف به بيشتر مقاومت دچار

 اولين استرپتومایسين (.16و  8، 1) گردند سل ضد

 نیا است. سل درمان در استفاده مورد بيوتيک آنتي

 A، P ریبوزوم، در اتصال های جایگاه بر ريثأت با ودار

 عمدتاً اثر این کند. مي ممانعت پروتئين سنتز از ،E و

 A جایگاه به tRNA-آمينواسيل اتصال از ممانعت با

 پروتئين، سنتز توقف با نهایتاً و شدن طویل ندیفرآ در

 به مقاومت مکانيسم .برد مي بين از را باکتری

 در موتاسيون به وابسته تاًعمد استرپتومایسين

 باشد. مي rrs ژن در زيناچ يليخ زانيم به و  rpsLژن

 در خودشان خاص مکانيسم به توجه با ژن دو این

 16s rRNA، 12s ریبوزومي های پروتئين سنتز

rRNA، 15s rRNA سازی پروتئين در نقش و 

 جادیا با و کنند يم دايپ تياهم باکتری سلولي دیواره

 شود. مي ایجاد مقاومت ها آن کننده دک ژن در جهش

 شتريب rpsL ژن نيسیاسترپتوما به مقاومت جادیا در

 ژن نیا در جهش زانيم بيشترین و است توجه مورد

 یبرا حاضر مطالعه است. شده گزارش 95 کدون در

 ژن 95 کدون در جهش وجود يبررس به بار نياول

rpsL میآنز با BsajI و MboII با و است پرداخته 

تاتجارد تراسسکا  .دارد انطباق گذشته مطالعات جینتا

(Tatjard Tracevska )66 یرو بر 0229سال در 

 کرد. مطالعه ن(يسی)استرپتوما SM به مقاوم ایزوله

 سکونس و RFLP روش دو با را شیها نمونه یو

 به نمونه 92 در حاصل جینتا و ددا قرار يابیارز مورد
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 در موتاسيون .شتاد اشاره 95 دينوکلئوت در رييتغ

 کدون شکل رييتغ حاصل rpsL ژن از 95 دينوکلئوت

AAG→AGG(R→K) مطالعه در (.02) بود 

 احتمال و 95 کدون تياهم به توجه با نيز حاضر

 95 کدون يبررس به آن در ها جهش بيشترین وجود

 جینتا نیا با که است شده پراخته rpsL ژن از

 که قبل گزارشات از استفاده با داشت. مطابقت

 که داشتند انيب بود آمده دست هب ويآلترنات صورت هب

 به مقاومت از درصد 38 تا 30 يکل طور هب

 ژن 95 کدون در ونيموتاس حاصل نيسیاسترپتوما

rpsL ژن در ونيموتاس حاصل درصد 19 تا 8 و rrs 

 (.01-05) بودند

 تغييرات ثيرأت 1999 سال در( Fukudaفوکودا )

 استرپتومایسين به مقاومت در rpsL ژن روی ژنتيکي

 مورد توبرکلوزیس مایکوباکتریوم های سویه در را

 يبررس مورد سویه 101 از .(09) داد قرار بررسي

 و ژنتيکي تغييرات دارای سویه 05 شخص نیا توسط

 و (AAG→CAG) 95 کدون در موتاسيون دارای

  شد. گزارش (نينیآرژ به نیزيل لی)تبد آمينواسيد تغيير

 یيشناسا به 0228 سال در( Shubhadaدا )شابها

 نيفامپیر د،یازيزونیا به مقاومت عیسر

 يکينيکل یها زولهیا انيم در نيسیواسترپتوما

 نیا در که پرداخت ونيموتاس یدارا ومیکوباکتریما

 rpsL ژن 95 کدون در جهش یدارا درصد 03 انيم

 یها روش شده ذکر مطالعه در (.03) بودند

 در ونيموتاس و انجام يابی يتوال و PCR-پلکسيمالت

 ومیکوباکتریما در rpsL ژن (88 و 95) یها کدون

 در جهش جهان سراسر در شد. دهید سیتوبرکلوز

 88 و (AAG→AGG) 95 یها کدون

(AAA→AAG) ژن یها جهش نیتر فراوان عنوان به 

rpsL نهيآم دياس لیتبد باعث که اند شده گزارش 

 ها نهيآم دياس نیا شود. يم ننيیآرژ نهيآم دياس به نیزيل

 هستند. متفاوت مثبت بار با یباز یها نهيآم دياس جزء

 دو با RFLP کيتکن که داد نشان زين حاضر مطالعه

 های جهش صيتشخ برای MboII و BsajI میآنز

 یبرا و است ديمف rpsL ژن 95 کدون در ای نقطه

 و تيحساس .گرفت انجام يابی يتوال روش نیا دیيأت

 انيب 1 جدول در زين شده انجام یها روش يگژیو

 .است شده

 

  يريگ جهينت

 با RFLP روش که است نیا نيمب قيتحق نیا جینتا

 یيبالا دقت با MboII و BsajI میآنز دو از استفاده

 در rpsL ژن 95 کدون در ونيموتاس صيتشخ به قادر

 باشد. يم سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما ينيبال یها نمونه

 يمقاومت سميمکان شتريب يبررس منظور هب چند هر

 از بعد و قبل را مدنظر ينيپروتئ یساختارها توان يم

 یساختار يبررس یافزارها نرم توسط جهش اعمال

 درک نمود. یيشگويپ (Pymol و Molegro )مانند

 غلبه جهت در يگام تواند يم ها سميمکان نیا بهتر

 صيتشخ باشد. نيسیاسترپتوما کيوتيب يآنت به مقاومت

 سل، مولد یباکتر مقاوم یها هیسو دسترس در و قيدق

 شیافزا از یريجلوگ و مسلول مارانيب موقع به درمان

 مطالعه نیا جینتا از تواند يم مذکور مارانيب یها نهیهز

 نظر از قيتحق نیا جینتا نیا بر علاوه باشد.

 است. تياهم حائز اريبس زين کیولوژيدمياپ
 

 يسپاس و قدردان

 دانشگاه مصوب يقاتيتحق طرح از يبخش پژوهش نیا

 نیبنابرا است. (993 )کد اراک يپزشک علوم

 و سل قاتيتحق مرکز ،يپژوهش معاونت از لهيوس نیبد

 يمولکول و يپزشک قاتيتحق مرکز و کودکان يعفون
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 يبانيپشت خاطر به اراک يپزشک علوم دانشگاه

 در را ما که يهمکاران هيکل از و امکانات و زاتيتجه

  تشکر مانهيصم اند نموده یاری پژوهش نیا

 شود. يم يقدردان و
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Rapid detection of mutations in codon 43 of rpsL gene 

by RFLP method with BsajI and MbooII restriction 
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Abstract 

Background: Streptomycin is one of the most efficient treatments of tuberculosis taht increasingly 

reported its drug resistance. The most common mutations associated with drug resistance to streptomycin 

of Mycobacterium Tuberculosis, causes tuberculosis, and occurs at codons 43 and 88 fo rpsL gene. The 

purpose of this study is study of alterations in rpsL gene with two restriction enzymes BsajI and MbooII 

related to drug resistant to streptomycin in clinical isolates of mycobacterium tuberculosis. 

Materials and Methods: This study was performed using 71 clinical isolates of Mycobacterium 

tuberculosis. Molecular PCR-RFLP methods were designed with two enzymes BsajI and MbooII for 

mutation analysis at codon 43 of rpsL, in resistant and susceptible strains, respectively. Finally, the results 

were compared with sequencing and phenotype strains.  

Results: 25 subjects were studied with enzyme BsajI. This enzyme is capable of detection 64 percent of 

resistant and all sensitive strains. 46 strains were examined by enzyme MboII. This enzyme detected 

almost 91 percent of sensitive strains. MboII is selected for detection of sensitive strains (unlike BsajI). 

Results of sequencing rpsL genes in investigated strains, showed fully consistent with the results of PCR-

RFLP and proved mutation in codon of 43 of thin genes in studied strains.  

Conclusion: The results showed that the PCR-RFLP with designed restriction enzymes can be used as a 

rapid, simple assay, and has high sensitivity for differentiation of Mycobacterium tuberculosis strains that 

are resistance to Streptomycin. 
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