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های مقاوم به اتامبوتول مایکوباکتریوم  شناسایی سویه
  و مقایسه آن  MAS-PCR توبرکلوزیس به روش
  proportion با روش
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  کیدهچ

هـای مقـاوم بـه آن در        باشد که سویه     از داروهای خط اول در درمان بیماری سل می         (EMB)اتامبوتول   :سابقه و هدف  
هـدف از ایـن   .  دارندembBهای مقاوم به اتامبوتول معمولاً موتاسیون در ژن           بسیاری از نقاط جهان رو به افزایش است سویه        

 و MAS-PCRهای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس جـدا شـده از بیمـاران بـه روش      تحقیق تعیین مقاومت به اتامبوتول در سویه      
  .است proportionمقایسه آن با روش 
 سویه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس جدا شده از بیماران مبتلا به سل در مرکز 120در این مطالعه  :ها مواد و روش

 proportionیت به داروی اتامبوتول با استفاده از روش تست تعیین حساس. تحقیقات سل تبریز مورد بررسی قرار گرفتند
 PCR جدا شد و به مخلوط ،های کشت یافته  از سلولSDS-K با استفاده از روش تغییر یافته پروتئیناز DNAانجام گردید و 

  .اضافه گردید و واکنش طبق برنامه در ترمال سایکلر انجام شد
هـای مقـاوم بـه        بودند و همه سـویه    )  درصد 33/3( سویه مقاوم به اتامبوتول      4 سویه حساس به اتامبوتول و       116 :ها  یافته

کار برده شـد در هـر   ه  بembB306 برای بررسی موتاسیون در کدون PCRروش . اتامبوتول از نوع مقاوم به چند دارو بودند     
  . مشاهده گردیدembB306چهار سویه مقاوم به اتامبوتول موتاسیون در کدون 

تواند به عنوان یک روش ساده و سریع برای تعیین مقاومت به   میMAS-PCRد که اج حاصل نشان دنتای :استنتاج
  .های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مورد استفاده قرار گیرد اتامبوتول در سویه

  

   ، اتامبوتولMAS-PCRمایکوباکتریوم توبرکلوزیس،  :واژه های کلیدی 
  

  مقدمه
ک مشکل جهانی ی)TB(سل یا توبرکلوزیس بیماری

علیه  برهمه جانبه  وسیع و مبارزه علیرغم اقداماتبوده و 
 هنوز تعداد مبتلایان به این بیماری ،آن در چند دهه اخیر

   وهـتوسع الـورهای در حـ و شیوع آن درکشبودهفراوان 
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 سویه های مقاوم به اتامبوتول
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الانه منجر به مرگ ـ و س)1(ه استـزایش یافتـی افـصنعت
د ـل اسیـ باسی.)2(ودـش ر میـون نفـش از دو میلیـر بیـمی و

 TBفست مایکوباکتریوم توبرکلوزیس عامل ایجادکننده 
 که انواع مقاوم آن به یک یا چند داروی خط )3(باشد می

های جهان کشور در بسیاری از ،اریاول در درمان بیم
 لذا تشخیص سریع مقاومت داروئی )4(افزایش یافته است

های مقاوم به چند دارو  جهت جلوگیری از انتقال باکتری
)MDR (باشد کننده می کمک)ها  در مایکوباکتری)5، 
ون درمواد ـموتاسی ی ازـولاً ناشـمعم اومت به داروـمق

ی خط اول در درمان  از داروها.)6(باشد ژنتیکی می
ا ـرکیب بـاشد که در تـب ول میـل اتامبوتـاری سـبیم

های   اتامبوتول با آنزیم)8،7(رود کار میه دیگر داروها ب
ها  آرابینوزیل ترانسفرازهای دیواره سلولی مایکوباکتری

 و از سنتز آرابینوگالاکتان که برای ساختن کردهواکنش 
 و منجر به کنند میدیواره سلولی لازم است جلوگیری 

رگ ـوجب مـردد که مـگ ولیک میـمایک دـع اسیـتجم
 یها  مایکوباکتری ،embCAB اپرون )8(شود سلول می

 موتاسیون در )9(کند آرابینوزیل ترانسفرازها را کد می
embBتواند منجر به ایجاد مقاومت به اتامبوتول در   می

 درصد از 90 .مایکوباکتریوم توبرکلوزیس گردد
 .دهد  رخ میATG-Met306 ها در کدون  یونموتاس
ه دیگر به ـی اسید آمینـزینــر به جایگــون منجـــموتاسی

ارزش  اـول داروی بـوتـاتامب. )8(ودـش ونین میـای میتـج
 ادـان ایجـی امکـول دـباش می لـاری سـان بیمـدر درم

 نـای هـدف از .ود داردـول وجـوتـاومت به اتامبـمق
   multiplexریع ـولی سـده از روش مولکاـاستف، تحقیق

  

 (allele - specific polymerase chain reaction)  
  

MAS-PCR برای تعیین مقاومت به داروی اتامبوتول و 
که موتاسیون در باشد می proportionمقایسه آن با روش 

د تا از ه را مورد بررسی قرار دembB306باز اول و سوم 
کوباکتریوم توبرکلوزیس مقاوم این طریق بتوان سریع مای

های مقاوم را  به اتامبوتول را شناسایی نمود و انتقال سویه
 .به حداقل ممکن رسانید

  

  مواد و روش ها
محیط لونشتاین جانسون،نیاسین،فوشین،بلودومتیلن، 
اتامبوتول، ایزونیازید، استرپتومایسین، ریفامپین، تریس، 

EDTA،SDS،NaCl، ،اسیدکلریدریکCTABرفرم، ،کل
ایزوآمیل الکل، ایزوپروپانل، اتانول، ایتدیوم بروماید، 
پارافین و اسید بوریک از شرکت مرک آلمان، پرایمرها 

 و لیزوزیم از شرکت k آلمان، پروتئیناز TIBاز شرکت 
Roche ،آلمان dNTP سایز مارکر و آگاروز از شرکت ،

Fermentas لیتوانی و Taq DNAمراز، بافر آن و   پلی
MgCl2تهیه شد از شرکت سیناژن ایران .  
  

  سویه های باکتریایی و تست حساسیت
بیست سویه جدا شده از بیماران مبتلا به سل  و صد

های  در مرکز تحقیقات سل و بیماری)  ساله90 تا 12(
های جدا  باکتری. بررسی قرار گرفت ریوی تبریز مورد

آمیزی اسیدفست، شکل کلنی و  شده بر اساس رنگ
سین مایکوباکتریوم توبرکلوزیس تعیین هویت تست نیا

شدند و تست تعیین حساسیت به داروی اتامبوتول، 
ایزونیازید ، ریفامپین و استرپتومایسین با استفاده از روش 

proportionها در  بعد از رشد باکتری.  انجام گردید
 2محیط لونشتاین جانسون، کشت آنها در مقابل 

 40کروگرم ایزونیازید،  می2/0میکروگرم اتامبوتول، 
 میکروگرم استرپتومایسین در 4میکروگرم ریفامپین و 

هر میلی لیتر از محیط لونشتاین جانسون صورت گرفت 
. و جهت کنترل، کشت در محیط فاقد دارو انجام شد

 انکوبه شدند و به صورت c 37°های کشت در  محیط
و )  روز28( هفته 4هفتگی مورد بررسی قرارگرفتند و در

 معیار .بررسی شدبعد از کشت، نتیجه )  روز42( هفته 6
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 برای هر چهار دارو در مقایسه  درصد1مقاومت، رشد 
  .)10(با کنترل بود

  
  DNAجداسازی 

های کشت یافته   از باکتریDNAبرای استخراج 
ها به میکروتیوب استریل  استفاده شد و دولوپ از باکتری

 20 انتقال داده شد و بمدت TEفر  باlµ400دارای 
 درجه سانتیگراد قرار داده شد و با 80دقیقه در حرارت 

 CTAB و K ، پروتئیناز SDSاستفاده از لیزوزیم، 
DNA, جدا گردید و بعد از رسوب با ایزوپروپانول و 

 ,10mM Tris)(  در بافر درصد70شستشو با اتانول 

pH=8, 1mM EDTA TE11( حل گردید(.  
  

MAS-PCR  
 برای شناسایی موتاسیون در باز MAS-PCRروش 

پرایمرهای   مورداستفاده قرارگرفتembB306وسوم اول
 و Emb1F, Emb306B, Emb306Aمورد استفاده 

Emb2R بودند DNA استخراج شده به مقدار ul5 به 
اضافه شد که دارای ) ul50حجم نهایی  (PCRمخلوط 

pmol5 از پرایمرهای Emb2R و Emb306Aو  pmol 
 Emb306B mM MgCl2,و Emb1F از پرایمرهای 50

5/1 ، U 2 Taq DNA شرکت ( پلی مراز نوترکیب
 ,dCTP, dATP از هرکدام از Mµ 200و ) سیناژن

dCTP, dGTP بود و lµ40 پارافین استریل اضافه شد 
 ؛ شدصورت ذیل انجامه واکنش درترمال سایکلر ب

 سیکل بعدی 6مدت چهار دقیقه، ه  بoC 95سیکل اول 
 سیکل 6 چهل ثانیه، 72 یک دقیقه و 75 یک دقیقه، 94

 چهل ثانیه و 72 یک دقیقه و 74 یک دقیقه، 94بعدی 
 oC72 چهل ثانیه و 73 یک دقیقه، 94 سیکل بعدی 20

مدت دو دقیقه در ه چهل ثانیه انجام شد و سیکل آخر ب
oC72در نهایت قطعات تکثیر یافته )8( شدندرار دادهـ ق 

 الکتروفوزر گردید و پس از  درصد1در ژل آگاروز 
 ،دیوم برومایدیاتلیتر  میلی/ رمگمیکرو 5/0آمیزی با  رنگ

بررسی   مورد،لومیناتور  حاصل از ترانسUVدرمقابل نور
دست آمده از ه قرار گرفتند و تعداد و اندازه قطعات ب

ن ـر تعییـمارک زـ سایbp DNA Ladder100ا ـه بـمقایس
  .گردید

 160، 324 سه باند ،های حساس در این روش سویه
های مقاوم به  که سویه کنند در حالی  ایجاد میbp 210و 

، دو embB306اتامبوتول دارای موتاسیون در باز اول 
های مقاوم به  کنند و سویه  تولید میbp 210 و 324باند 

 دو embB306 باز سوم اتامبوتول حاوی موتاسیون در
 توسط bp324کنند قطعه   تولید میbp 160 و 324باند 

شود و   تولید میEmb2R و Emb1Fپرایمرهای خارجی 
های مقاوم و حساس به اتامبوتول وجود  در تمام سویه

  ).1 شماره شکل( دارد
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  . تکثیر می یابندMAS-PCR که در روش embBمنظره شماتیک از قطعه هایی از ژن  : 1  شمارهشکل

bp fragment٢١٠  

ATG

Emb2R Emb306B 

Emb306A Emb1F 

bp fragment ١٦٠  

٣٢٤ bp fragment 
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  یافته ها
 سویه مایکوباکتریوم توبر کلوزیس مورد 120

 سویه proportion،  116 با روش .بررسی قرار گرفتند
)  درصد33/3( سویه 4حساس به داروی اتامبوتول و 
) درصد 10(سویه12 ،چنین مقاوم با اتامبوتول بودند و هم

مقاوم به ) درصد 83/10( سویه 13 مقاوم به ریفامپین و
مقاوم به استرپتومایسین )درصد5/22(سویه27ایزونیازیدو 

های مقاوم  دست آمده همه سویهه  بر اساس نتایج ب.بودند
 از .بودند) MDR(به اتامبوتول از نوع مقاوم به چند دارو 

 به استرپتومایسین، ،های مقاوم به اتامبوتول دو سویه سویه
 و یک سویه مقاوم به ریفامپین و ایزونیازید مقاوم بودند
دو سویه حساس به . ایزونیازید و استرپتومایسین بود

 به استرپتومایسین، ریفامپین و ایزونیازید مقاوم ،اتامبوتول
 به ایزونیازید و ریفامپین مقاوم وبه ،بودند و یک سویه

چنین پنج  اتامبوتول و استرپتومایسین حساس بود و هم
یازید مقاوم به اتامبوتول و  به استرپتومایسین و ایزون،سویه

از چهار سویه مقاوم به اتامبوتول، . ریفامپین حساس بود
سه نمونه از اهالی نخجوان جدا شده بود و فرد چهارم 

 83/5( سویه 7 سویه، 120در کل از . اهل تبریز بود
حداقل به دو دارو از سه داروی ریفامپین، ) درصد

 MAS-PCPوش ر. ایزونیازید واتامبوتول مقاوم بودند
 مورد استفاده embB306برای شناسایی موتاسیون در 

 ، همه سویه های مقاوم به اتامبوتول دو باند.قرار گرفت
 bp 210 و 324نشان دادند که دو سویه دارای دو باند 

 را داشتند و تمام bp 160 و 324 و دو سویه دو باند است
اند سویه های حساس به اتامبوتول غیر از شش سویه سه ب

  در، نشان دادند در آن شش سویهbp160 و 210، 324
 دیده شد و در دو bp 160 و 324 دو باند،چهار سویه

  شمارهجدول،  وجود داشتbp210 و 324سویه دو باند 
های حساس و مقاوم به اتامبوتول باند   همه سویه.1

bp324120  که را نشان دادند که دلالت بر آن داشت 
  . باکتریوم توبرکلوزیس بودندسویه جدا شده مایکو

 جهت proportion با MAS-ARمقایسه روش  : 1  شمارهجدول
  شناسایی سویه های مقاوم و حساس به اتامبوتول

 کل
  های حساسسویه

 به اتامبوتول

  سویه های مقاوم
 به اتامبوتول

  روش

120 )67/96%( 116 )33/3(%4 porportion 

120 )67/91(%110 )33/8(%10 MAS-PCR 

  

  بحث
های مختلفی را برای فرار از  مایکو باکتری مکانیسم
گیرد یکی از این  کار میه کشته شدن توسط دارو ب

باشد که  هایی می ها ایجاد موتاسیون در ژن مکانیسم
 embBژن )3(کنند های هدف دارو را کد می پروتئین

ژنی است که آرابینوزیل ترانسفراز را کد می کند که 
مبوتول می باشد ایجاد موتاسیون در پروتئین هدف اتا

embBو )12(گردد  موجب مقاومت به اتامبوتول می 
. دهد  رخ میembB306 ها در این ژن در بیشتر موتاسیون

های مقاوم مایکو باکتریوم توبرکلوزیس به  تعداد سویه
 و )4(یک یا چند داروی خط اول در حال افزایش است

زیس مقاوم به روش استانداردی برای درمان توبرکلو
 وجود ندارد و عفونت با این (MDR-TB)چند دارو 

ها خصوصا در افرادی که دچار سوء تغذیه و یا  سویه
 لذا شیوع ،گردد به مرگ می  هستند، منجرHIVآلوده به 

MDR-TB یک خطر جدی برای کنترل سل در سرتاسر 
 و موجب افزایش سل در دنیا )13(باشد جهان می

 7 سویه جدا شده، 120ن تحقیق از در ای. )14(گردد می
حداقل به دو دارو از سه داروی ) درصد 83/5(سویه 

ریفامپین، ایزونیازید و اتامبوتول مقاوم بودند که درصد 
 درصد .باشد نسبتا بالایی از مقاومت به چند دارو می

MDRدر نپال ،باشد  در کشورهای مختلف متفاوت می 
، )15(درصد 8/33، در ایالت گجـرات هند درصد 48

 گزارش )16(درصد 28 و پاکستان درصد 3/15بولیوی 
 مدت proportionکه روش  با توجه به این. شده است
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 استفاده از روش شناسایی سریع ،کند زیادی طلب می
های مقاوم به داروی اتامبوتول  برای مایکوباکتریوم
 یکی از این MAS-PCR روش .رسد ضروری به نظر می

ت که از آن برای بررسی موتاسیون های سریع اس روش
 وجود PCRدر روش .  استفاده گردیدembB306در

های کلینیکی و محتویات   از نمونهPCRهای  مهار کننده
در این  لذا )17(باشند ساز می ها مشکل غشاء مایکوباکتری

  و پروتئینازSDS علاوه از DNA برای استخراج تحقیق
K از ماده CTAB شد استفاده. CTABه عنوان یک  ب

ها و پلی ساکاریدها را  دترجنت کاتیوتیک، پروتئین
 PCR های دهد وموجب جدا شدن مهارکننده رسوب می

  .گردد می
در این بررسی هر چهار سویه مقاوم به اتامبوتول 

چنین شش   بودند و همembB306دارای موتاسیون در 
 embB306حساس به اتامبوتول دارای موتاسیون در سویه

ون در ـاسیـوتـ م،زـ نیMokrousovه ـالعـ در مط.دــودنـب
embB306های حساس به اتامبوتول دیده   در سویه

های حساس   جالب این است که تمام سویهنکته )7(شد
ل ـ حداق ،embB306ون درـ دارای موتاسی،ولـبه اتامبوت

د و ـن، ایزونیازیـک ریفامپیـبیوتی یـه آنتـی از سـبه یک
های حساس به هر  وم بودند و در سویهاسترپتومایسین مقا

بیوتیک ریفامپین، ایزونیازید، استرپتومایسین و  چهار آنتی
با توجه به .  دیده نشدembB306اتامبوتول موتاسیون در 

 درصد 57های مقاوم به اتامبوتول و  سویهدرصد75که این
هایی که حداقل به دو دارو از سه داروی ریفامپین،  سویه

تامبوتول مقاوم بودند از اهالی نخجوان از ایزونیازید و ا
کشور آذربایجان جدا شده بودند و مهاجرت به عنوان 
یکی از عوامل موثر در مقاومت به دارو گزارش شده 

که از نخجوان   برای بیمارانیدقیقی لذاکنترل )18(است
برای تشخیص بیماری و درمان به تبریز مراجعه می کنند 

 برای MAS-PCRایای روش مز. بایدوجود داشته باشد
 آزمایش سریع -1 ؛تشخیص مقاومت به اتامبوتول شامل
های کلینکی بدون  است و مستقیماً بر روی نمونه

 این روش -2جداسازی ارگانیسم قابل انجام است 
که  دهد در حالی ها را مورد بررسی قرار می ژنوتیپ سویه

فنوتیپ یا بیان ژنوتیپ را مورد proportion روش 
دهد که تحت تاثیر شرایط آزمایشگاهی  یابی قرار میارز
 proportion در مقایسه با MAS-PCR خطر -3 باشد می
چنین شناسایی  همMAS-PCR   با روش-4. تر است کم

روش . گیرد مایکوباکتریوم توبرکلوزیس صورت می
MAS-PCRباشد  دارای نقاط ضعف ذیل می :  

  مقاومت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس به-1
های دیگر رخ  اتامبوتول ممکن است از طریق مکانیسم

  . داده باشد
های   در برخی از سویهembB306 موتاسیون در -2

  . حساس به اتامبوتول وجود دارد
وجود embB306 ممکن است موتاسیون در -3

   .داشته باشد ولی موجب مقاومت به اتامبوتول نشود
ا با  نتایج مثبت کاذب به سبب آلودگی نمونه ه-4

بر اساس نتایج این . اسیدنوکلئیک خارجی رخ دهد
ک ـه پزشـک واردیــود در مــش اد میـق پیشنهـتحقی

زند بیمار آلوده به مایکو باکتریوم  معالج حدس می
از   بهتر است ،باشد میتوبرکلوزیس مقاوم به چند دارو 

  .برای بررسی مقاومت استفاده گردد MAS-PCRروش 

  
  سپاسگزاری

ری آقای سیروس امینی و کارکنان مرکز از همکا
ت ـریز در ثبـوی تبـای ریـه ل و بیماریـات سـتحقیق

  .گردد مشخصات بیماران و اخذ نمونه تقدیر و تشکر می
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