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 و حساسي ها هيسو در ethA ژني دينوکلئوتي توالي بررس

 سيتوبرکلوز وميکوباکتريماي باکتر در ديوناميات به مقاوم
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 اراکي پزشك علوم دانشگاه ،يپزشك دانشكدهي، ولوژيكروبيم گروه ،کودکاني عفون و سل قاتيتحق مرکز 2

 تهران مدرس تيترب دانشگاه ،يستيز علوم دانشكده ،يمولكول کيژنت گروه، کودکاني عفون و سل قاتيتحق مرکز 1
 اراکي پزشك علوم دانشگاه ،يپزشك دانشكده ،يمولكول وي پزشك قاتيتحق مرکز 4
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 چكيده
 و ديوناميات باشد. يم سلي ماريب درمان در دوم خطي داروها از و ديازيزونيا ازي ساختار آنالوگ کي (ETH) ديوناميات :زمينه

 وسنتزيب در نيپروتئ نيا .هندد يم قرار هدف (MTB) سيتوبرکلوز وميكوباکتريماي باکتر در را INHA نيپروتئ ديازيزونيا

 به مقاومت با مرتبط هاي موتاسيون شناسايي منظور به ethA ژن ترادفي بررس مطالعه نيا از هدف دارد. نقش وارهيد کيكوليدماياس

 است. توبرکلوزيس مايكوباکتريوم در ديوناميات

 مورد ديوناميات به حساس و مقاوم سيتوبرکلوز وميكوباکتريماي كينيکل هيسو 22 دري دينوکلئوتي توال مطالعه نيا در :ها روش و مواد

 ياختصاصي مرهايپرا مجموعه از ژن، کامل ترادف نييتع جهت (bp 5421) قطعه بودن ليطو به توجه با گرفت. قراري ابيارز

51-ethA، 8-ethA، 1-ethA، 4-ethA، 1-ethA، 5- ethAشواکن در دارندي همپوشان کهي اقطعه سه ديتولي برا PCR، شد استفاده.  

 .شد اجرا ethA، 8-ethA، 1-ethA، 4-ethA، 1-ethA، 5- ethA-51ي اختصاصي مرهايپرا با PCR واکنش سه نمونه هري ازا به

 انتخابي  دهنده نشان الكتروفورز جينتا بودند. دارو به حساس هيسو 4 و ديوناميات به مقاوم هيسو 21 ،يبررس مورد هيسو 22 از :ها يافته

 اثبات مطالعه مورد مقاومي ها هيسو در ژن، مختلف نقاط در را ونيموتاس رخداد ،يتوال نييتع جينتا بود. PCR برنامه و مرهايپرا ناسبم

 بودند. ونيموتاس فاقدي همگ زين حساسي ها هيسو .کرد

 صيتشخ شود. ديوناميات به مقاومت به جرمن توانديم ethA ژن از نقطه هر در جهش هرگونه که داد نشان مطالعه نيا جينتا :گيري نتيجه

 است. ريپذ امكان ژن کلي ابي يتوال قيطر از مقاومت عيسري مولكول

 يتوال نييتع د،يوناميات ،ييدارو مقاومت توبرکلوزيس، مايكوباکتريوم :کليدي واژگان

ISMJ 2015;17(6): 1153-1159 
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 مقدمه

 سل به مبتلا بیماران و است مسري بیماري کی سل

 هنگام در افراد نیا ستند.ه عفونت منبع ترین مهم ریوي

 که شوند یمی عفون کوچک ذرات جادیا سبب سرفه

 راه نیتر مهم ها آن تنفس و است سلي ها لیباسي حاو

 (.2 و 1) است سلي ماریب گسترش و ابتلا

 دارو به مقاوم سل گسترش و بروز اخیر، هاي سال در

 جادیا سل کنترلی جهاني  برنامه در زیادي هاي نگرانی

 به سل کنترلي ها برنامه ازی برخ شکست ت.اس کرده

 ریاسم موارد ازی مین ای سوم کی فقط که است لیدل نیا

 در شرفتیپ (.3) شوند یم داده صیتشخي ماریب مثبت

 سلي ماریب ثرؤم کنترل دیکل ،يماریب درمان و صیتشخ

 فیزیولوژي و ژنتیک که است لازم جهینت در شد،با یم

 بر ها باکتري غلبه نحوه و توبرکلوزیس مایکوباکتریوم

 دقیق مطالعه مورد ،بیماري ایجاد و میزبانی دفاع ستمیس

 (.5 و 4) گیرد قرار

 دیونامیات د.باش یم سل درمان اساس ،ییدارو سه درمان

 ومیکوباکتریما درمان در دوم ردهي داروها ازی کی

 دارو به مقاوم سل درمان در که باشد یم سیتوبرکلوز

 ازي ساختار آنالوگ کی و ردیگ یم رقرا استفاده مورد

 که داروست شیپ کی دیونامیات (.6) است دیازیزونیا

 نام به (C3554RV) ژنازیمنواکس میآنز کی توسط

EtaA ای EthA نیپروتئ سپس و شود یم فعال inhA 

 ژن (.7) کند یم مهار را دیاس کیکولیما سنتز در ریدرگ

ethA نیا کند، یم کد را ژنازیمنواکس نیفلاو میآنز 

 ینیفلاوپروتئ گروهي حاو خود فعال گاهیجا در میآنز

(FAD) ي ها واکنش گروه نیا توسط که باشد یم

 ها واکنش نیا جمله از کند. یم زیکاتال را خودی میآنز

  جمله ازیی ها آنالوگ به دیونامیاتي دارو لیتبد

S-oxid ی سلول وارهیدي رو ها آنالوگ نیا باشد، یم

ي دهایاس سنتز ازي ریجلوگ با و گذارند یم اثري باکتر

 منجر ایاح و دیاکسي ها واکنش جادیا با و کیکولیما

  (.5) دنشو یم سلول مرگ به

 در ونیموتاس هرگونه دیونامیات به مقاومي ها هیسو در

ي د نیآدن نیفلاو میآنز دیتول عدم باعث ethA ژن

 فعال دیونامیات جهینت در و شده (FAD) دینوکلئوت

 کنترل تحت ethA ژن انیب رد.یم ینمي باکتر و نشده

 شیافزا باشد. یم EthR رپرسور نیپروتئی منفی میتنظ

 کاهش را ethA ژن تیفعال زانیم EthR انیب در

 و دارو تیفعال کاهش به منجر جهینت در .دهد یم

 (.9) شود یم دیونامیات به مقاومت شیافزا

 اریبس روش نیگزیجا تواند یم که جهش رخداد نییتع

 علم دری اصلي ها تیاولو از باشد، کشت ریگ وقت

 نیا از هدف شود. یم محسوبي ولوژیکوباکتریما

 شناسایی برايي کاربرد روشی ارائه مطالعه

 در دیونامیات به مقاومت با مرتبط هاي موتاسیون

 .است توبرکلوزیس مایکوباکتریوم

 

 ها روش و مواد

 بانک از سیکلوزتوبر ومیکوباکتریامی کینیکل نمونه 27

DNA دانشگاه کودکانی عفون و سل قاتیتحق مرکز 

 مقاومت نییتع تست جینتا اساس بر اراکی پزشک علوم

  د.یگرد انتخابی داروئ
 

PCR 
 ethA (1471bp) ژن بلند اریبس طول به توجه با

ي مرهایپرا کمک با ژن نیای توال ر،یتکث منظور به

 نیهم به .دیگرد میتقس قسمت سه به شدهی طرح

 گرفت. قرار استفاده مورد مریپرا جفت سه لیدل

 667bp قطعه کی R-1ethA وF-1 ethA يمرهایپرا

 R-2ethA وF-2 ethA يمرهایپرا ،1ETH نام به

 يمرهایپرا و 2ethA نام به 692bp قطعه کی
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F-3ethA و R-3ethA 342 قطعه کیbp نام به 

3ethA در شده دیتول قطعه سه نیا .کنند یم ریتکث را 

 (.9) دارندی پوشان هم گرید هم با ها ترادفی برخ

 مطابق تریکرولیم 25 نهائی حجم در PCR واکنش

  شد. انجام 1 جدول
 

  شده استفاده مواد غلظت و حجم (5 جدول

 PCR واکنش در

 تر(يكرولي)م حجم غلظت ماده نام فيرد

1 DNA ng41 2 

2 Buffer X11 5/2 

3 MgCL2 mM51 5/1 

4 dNTPs mM 11 1 

5 Primer F pmol11 2 

6 Primer R pmol11 2 

7 taq unit1 5/1 

5 H2O  25 Up to 
 

ي مبنا بر PCR واکنش در مرهایپرا اتصالي دما

 قطعاتي مرهایپرا شود. یم نییتع ها آن ذوبي دما

 نیا به شتنددای مشابه Tm و اتصالي دما 2 و 1

ي برا ماا شد استفاده دو هري برا برنامه کی از لحاظ

 از اتصال،ي دما در اختلاف لیدل به 3 قطعه ریتکث

  .شد استفادهی متفاوت PCR برنامه

 (2eth) و (1eth) اتقطع ریتکثي برای حرارت کلیس

 95 هیاول ونیدناتوراسي دما شامل ethA ژن از

 صورت به کلیس 35 قه،یدق 4ي برا گراد یسانت درجه

 درجه 65 ه،یثان 31 مدت به گراد یسانت درجه 95

 و قهیدق 1 ،گراد یسانت درجه 72قه،یدق 1 ،گراد یسانت

 قهیدق 7 مدت به گراد یسانت درجه 72 یانیپاي دما

 د.یگرد استفاده

ي  قطعهي برا ethA ژن PCRي برای حرارت کلیس

(3eth) اولیه دناتوراسیون بود: بیترت نیا به زین 

°C95 تکرار بار 35 بای اصل کلیس دقیقه، 4 مدت به 

 اتصال قه،یدق 1 مدت به C95° دناتوراسیون لشام

 مدت به C72°تکثیر قه،یدق 1 مدت به C65° پرایمرها

 .بود دقیقه 11 مدت به C72°ینهائ تکثیر و هیثان 45

 انجام براي شده استفاده پرایمرهاي توالی 2 جدول

PCR دهد می نشان رای توال نییتع و. 
 

  جهت شده استفاده پرايمرهاي توالي (2 جدول

 ethA ژن ريتكث

 (1-1) ترادف مريپرا نام
 اندازه

 محصول
PCR 

ethA1-F ATC ATC GTC GTC TGA CTA TGG bp667 
ethA1-R ACT ACA ACC CCT GGG ACC 
ethA2-F CCT CGA CCT TCC CGT GA bp692 
ethA2-R CCT CGA GTA CGT CAA GAG CAC 

ethA3-F GGT GGA ACC GGA TAT GCC TG bp342 
ethA3-R CGT TGA CGG CCT CGA CAT TAC 

 

 الكتروفورز

 الکتروفورز انجام با شده ریتکث قطعات وجودی بررس

 کمک با نتیجه و گرفت انجام درصد 1 آگارز ژلي رو

 .گردید بررسی لومیناتور ترانس دستگاه
 

 (Sequencing)ي توال نييتع

  شرکت بهی توال نییتع جهت PCR محصول

Source BioScience با و دهیگرد ارسال نگلستانا 

 دستگاه با برگشت و رفت مریپرا دو کمک

Applied Biosystem سپس شدند.ی توال نییتع 

 و Mega4 افزار نرم کمک بای توال نییتع جهینت

Chromas گردید. بررسی 

 

 ها افتهي
 

 يبررس موردي ها هيسو

ی کینیکل هیسو 27 از اًجمع قیتحق نیا در

 نیا از که شد. استفاده سیزتوبرکلو ومیکوباکتریما

 4 و دیونامیات به مقاوم (درصد 2/55) نمونه 23 تعداد

 بودند دیونامیات به حساس (درصد 5/14) نمونه

  .(3 )جدول
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 PCR جينتا

 از استفاده اب که مطالعه مورد نمونه PCR 27 محصولات

 الکترفورز ژل روي بودند، شده ریتکث ethA ژني مرهایپرا

 انتخاب صحت نشانگر که کردند جادیا مطلوبي باندها

 (.3- 1 )اشکال بود  PCR مناسب برنامه نییتع و مرهایپرا

 ،bp667، bp692 قطعه 3 ،3 و 2 ،1ي ها شکل در

bp342 1 بیترت بهي مرهایپرا با کهethA 2 وethA و 

3ethA باشند. یم مشاهده قابل اند، شده دیتول 

 

 
 

 ریسا و مارکر چپ سمت ستون :1ethA قطعه ریتکث از حاصل محصول (1 شکل

 دهند یم نشان را 1ethAي باز جفت 667 لومحص ها ستون

 

 و مارکر چپ سمت ستون :2ethA ي قطعه ریتکث از حاصل محصول (2 شکل

 دهند یم نشان را 2ethAي باز جفت 692 لومحص ها ستون ریسا

 
 

 و مارکر چپ سمت ستون :3ethA ي قطعه ریتکث از حاصل محصول (3 شکل

 دهند یم نشان را 3ethAي باز جفت 342 لومحص ها ستون ریسا

 

 يتوال نييتع جينتا

 قطعه سهی توال شامل نمونه هري برای توال نییتع جینتا

 سپس شدند. پوشان هم Mega4 برنامه کمک با که بود

 از استفاده با ژن، استانداردی توال با آمده دست هبی توال

Blast-NCBI برنامه در Mega4 منطبق گریکدی اب 

 (.4 )شکل شدند

 و استانداردی توال انطباق با هیسو هر در ونیموتاس رخداد

 (.4 )شکل شدی بررس ها هیسو از آمده دست هبی توال

 نییتع در خطا رخداد احتمال به توجه انطباق، در دقت

 و پوشان هم برگشت و رفتي مرهایپرا از استفاده ،یتوال

 داد. شیافزا را کار دقت از،ین صورت در شیآزما تکرار

 ریتفس از حاصل آمده دست هبي دهاینوکلئوت شماره

 3 جدول در رای بررس موردي ها نمونه ازی برخ جینتا

 مانند دیونامیات به مقاومي ها هیسو د.یکن یم مشاهده

 يدهاینوکلئوت در بیترت به x115 و x124، x99 هیسو

 N19 هیسو بودند. ونیموتاسي دارا 625 و 312 ،315

 بود. 331 کدون در ونیموتاسي دارا زین
 

 
 

 MEGA4 افزار نرم با شدهی بررس R99 نمونهی ابی یتوال از حاصل جینتا (4 شکل
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 از دیونامیات به حساسي ها هیسوی تمام گرید طرف از

 نیا بود. ونیموتاس هرگونه فاقد 725 نمونه جمله

  .دهد یم نشان رای پیژنوت وی پیفنوت کامل انطباق مسئله

 فاقدی منف کنترل عنوان هب RV37H استاندارد هیسو

 از 725 و 535 ،525ي ها هیسوی ول بود. ونیموتاس

 به حساس یول هادارو ریسا به مقاوم اریبس انواع

 به حساس يها هیسو یکل طور هب بودند. دیونامیات

 هر فاقد دیونامیات به حساس تنها ای و داروهای تمام

 انطباق درصد و بودند ژن نیا در ونیموتاس گونه

 بود. درصد 111 ها آن دری پیژنوت وی پیفنوت
 

 موردي ها نمونه ازي برخ در افتهي رييتغ دينوکلئوت (1 جدول

ي پيفنوت نظر از حساس هيسو Sو مقاوم هيسو ،R .يبررس

 دهد يم نشان را
 نام

 نمونه
 افتهي رييتغ دينوکلئوت پيفنوت

R99 R 315 

X124 R 312 

N19 R 331 

X115 R 625 

725 S __ 
 

 بحث
 مرتبط دیونامیات به مقاومت با ethA ژن در ونیموتاس

 کیوتیب یآنت به مقاومتی بررس پژوهش نیا در است.

ی ابیارز مورد MTBی کینیکلي ها هیسو در دیونامیات

 حساس و مقاومي ها هیسو منظور نیبد گرفت.ی ملکول

ی پیفنوت روش به ها آن در مقاومت نییتع که دیونامیات به

 گرفته قرار استفاده مورد است رفتهیپذ صورت کشت

 نییتعي برای توال نییتع و PCRي ها روش از و

 نظر از آمد. عمل هب استفاده ژن نیا در ونیموتاس

 جهش لیدل بهیی دارو مقاومت ،یشناس کروبیم

 افتد. یم اتفاق دارو حضور در لیباس ژنوم دری کیژنت

 هاي لیباس که دهد یم اجازه شتباها ای ناقص درمان

 سوش به اند شده مقاوم داروها به که اي افتهی جهش

 بیترت  نیا به .شوند لیتبد مبتلا فرد بدن در غالب

 سل ضد داروهاي اثر در دارو به حساس هاي لیباس

 در مقاوم هاي موتانت اما ،روند یم نیب ازی مصرف

 در غالب سوش به و افتهی ریتکث ک،یوتیب یآنت حضور

  (.12 و 9) شوند یم مبدل ماریب بدن

 در را ethA ژن 2113 سال در (Morlock) مورلاک

 جینتا کرد.ی توال نییتع دیونامیات به مقاوم هیسو 41

 ونیموتاس ه،یسو15 در مذکور مطالعه در آمده دست هب

 MIC ها آنی تمام در که داد نشان را ethA ژن در

 بر بود. تریلیلیم در رمکروگیم 51 از شتریب دیونامیات

 متنوع کاملاً ethA ژني ها ونیموتاس ج،ینتا نیا اساس

 جینتا با مسئله نیا (9) بودند پراکنده ژن سراسر در و

 .داشت مطابقت حاضر قیتحق

 با inhA و ethA در ونیموتاس مورلاک، قیتحق در

 76 حدود بود. مرتبط دیونامیات به بالا سطح مقاومت

 51 از شیب MIC با مقاومي ها هیسو از درصد

 ونیموتاس دیونامیات به مقاوم تریلیلیم در کروگرمیم

 ژن دری حذف ونیموتاس مقاوم، هیسو 5 در داشتند.

inhA ونیموتاس حاضر قیتحق در .(9) شد کشف 

 .نشد مشاهده مطالعه موردي ها هیسو دری حذف

 از استفاده با زین 2119 سال در (Brossier) ریبروز

 قراری بررس مورد را هیسو ethA، 57 ژنی والت نییتع

 24 و دیونامیات به مقاوم نمونه 47 تعداد نیا از که داد

 در داشتند.ی نسب مقاومت نمونه 16 و حساس مونهن

 دریی ها ونیموتاس مقاوم،ي ها هیسو از درصد 51

ethA، ethR ای inhA 16 از شد. افتی آن پروموتر ای 

 کی هیسو 7 در د،داشتنی نسب متومقا که هیسو

ی ونیموتاس چیه هیسو 5 در و ethA در ونیموتاس

 mshA در ونیموتاس زین ها نمونه ازی کی و نشد کشف

 مطالعه در دیونامیات به حساس هیسو 24 از داشت.
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 ethA ژن دری ونیموتاس چیه نمونه 23 در ،ریبروز

 ونیموتاس کی ها نمونه ازی کی در و نشد داده نشان

 جینتا (.11) شد داده نشان inhA ترپرومو در دیجد

 کی رخداد بری مبن حاضر قیتحق جینتا با محقق، نیا

 مطابقت ها هیسو در مقاومت عامل ونیموتاس چند ای و

 به حساس تنها ای و حساس کاملاً يها هیسو دارد.

 بودند. ژن نیا در ونیموتاس هرگونه فاقد زین دیونامیات

 ونیموتاس هرگونه رخداد ق،یتحق نیا جینتا اساس بر

 در دیونامیات به مقاومت جادیا باعث ژن از نقطه هر در

 انجام بیترت نیبد گردد. یم سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما

 کننده اثبات ون،یموتاس زانیم هر اثبات وی توال نییتع

 باشد. یم ها هیسو در دیونامیتا به مقاومت
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Abstract 

Background: Ethionamide (ETH) is a structural analog of isoniazid and secondary line anti-tuberculosis 

drugs. Both of Ethionamide and isoniazid target INHA protein in mycobacterium tuberculosis. This protein 

involved in mycolic acid biosynthesis. The purpose of this study is evaluation of sequence of ethA gene in 

order to detect mutations related to resistance to isoniazide in clinical mycobacterium tuberculosis isolates. 
Material and Methods: In this study were evaluated 27 resistance and sensitive isolates to ethionamide. 

Because of length of this fragment (1470bp) were performed three reactions for each sample with ethA-

10, ethA-8, ethA-9, ethA-4, ethA-5 and ethA-1 specific primers in PCR reaction. 

Results: From 27 used clinical isolates, 23 strains were resistant and 4 isolates were susceptible to ETH. 

Results of electrophoresis were proved proper selection of primers and PCR conditions. DNA sequencing 

results were determined mutations at some points of the gene in the resistant isolates to ETH, but none of 

susceptible strains harbored mutations. 
Conclusion: According to the results it was proved that any mutations in each point of ethA gene could 

cause resistance to Ethionamid. Rapid molecular detection of the resistance is possible only via complete 

sequencing of total length of this gene.  
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