
  :دهید لطفا به این مقاله به شکل زیر ارجاع

Tahmasebi P, Sheikolslami FM, Farnia P, Sadeghizadeh M, Ramazanzadeh R, Kazempoor M, Masjedi MR, 
Velayati AA. Detection of Amikacin-Resistance among MDR Strains of Mycobacterium tuberculosis by Using 
PCR-RFLP Method. J Ardabil Univ Med Sci. 2011; 11(4): 345-353. (Full Text in Persain)

مجلـه دانشگـاه علـوم پــزشکـی اردبیـل

  353 الی 345 ، صفحات1390زمستان  چهارم،دوره یازدهم، شماره 
  

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس  هايسویه در آمیکاسین تعیین مقاومت به

MDR به روش :PCR-RFLP  
  

پریسا طهماسبی
1

، دکتر فاطمه مریم شیخ الاسلامی
2

دکتر پریسا فرنیا ،
3

د صادقی زاده، دکتر مجی
4

، دکتر 

رشید رمضان زاده
5

، مهدي کاظم پور
6

،  دکتر محمدرضا مسجدي
7
، دکتر علی اکبر ولایتی 

8

  

1
  ، تهران، ایراناتواحد علوم و تحقیق دانشگاه آزاد اسلامی،گروه زیست شناسی، دانشجوي کارشناسی ارشد : نویسنده مسئول

    E-mail: tahmasebiparisa@yahoo.com
2

، ایران       تهران مرکز تحقیقات مایکوباکتریولوژي، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی،ر استادیا
3 

و  پزشکیدانشکده  شناسی میکروبگروه دانشیار

        ایرانتهران،بهشتی،شهیدپزشکیعلومدانشگاه،  مایکوباکتریولوژيتحقیقاتمرکزمحقق 
4

انشگاه زیستی، داستاد گروه ژنتیک، دانشکده علوم

         تربیت مدرس، تهران، ایران
5

دانشگاه علوم پزشکی گروه میکروبیولوژي دانشکده پزشکی و محقق مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی، دانشیار 

         ایران سنندج، کردستان،
6

بهشتی،هیدشپزشکیعلومدانشگاه  ،مایکوباکتریولوژيتحقیقاتمرکزو محقق  دانشکده پزشکی آمارگروهمربی

       ایرانتهران،
7

تهران،بهشتی،شهیدپزشکیعلومدانشگاه، ریويهايبیماريوسلتحقیقاتمرکزمحقق  و پزشکیدانشکده داخلیگروهاستاد

         ایران
8
  ایرانتهران،هشتی،بشهیدپزشکیعلومدانشگاه ،ریويبیماریهايوسلتحقیقاتمرکزو محقق  دانشکده پزشکیکودکان گروهاستاد 

  

  16/8/90 :پذیرش   10/5/90 :دریافت

  چکیده

 1483 و 1401 ،1400هاي در کدونجهش. باشدبراي درمان سل می 2 آمیکاسین یکی از داروهاي کلیدي خط :زمینه و هدف

 ها با استفاده از روشي این جهشهدف از این مطالعه آشکارساز. با مقاومت به آمیکاسین در ارتباط است srRNA 16از ژن 

PCR-RFLP هاي مقاوم  به چند دارودرسوش )MDR; Multiple Drug Resistant ( مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مقاوم به

  .آمیکاسین بود

 بر .ایزوله انجام شد 100روي 2 و 1آزمون ارزیابی حساسیت دارویی با استفاده از روش تناسبی براي داروهاي خط  :کارروش

جهت  1539rrs و 1096rrsاز پرایمرهاي. آزمون قرار گرفت مورد PCR-RFLP روش ایزوله با 97آن  اساس نتایج حاصل از

Tai توسط دو آنزیم برشگر PCRسپس محصولات  .استفاده شد rrsاز ژن bp 460 تکثیر ناحیه Dde و 1 از. هضم گردیدند1

  .ها استفاده شدجهت آنالیز داده SPSSفزار آزمون آماري مربع کاي با استفاده از نرم ا

، حساس %)8/26(نمونه 26 و MDR%) 9/64( نمونه 63 نمونه،97 اساس نتایج حاصل از روش تناسبی از مجموع بر: یافته ها

 نمونه 6 و )XDR; Extensively Drug Resistant(%) 4/13(نمونه  13هم چنین . بودند MDR- nonنیز %) 2/8(نمونه  8

)1/6 (%)TDR; Totally Drug Resistant( با استفاده از روش  .شناسایی شدندPCR-RFLP 7نمونه )مقاوم به %)2/7

هاي مربوط به مقاومت به به علاوه ما دریافتیم که فراوانی جهش .حساس به این دارو بودند %)7/92(نمونه  90 آمیکاسین و

  .ها استدونبیشتر از سایر ک rrsاز ژن 1400آمیکاسین در کدون 

 گرا .تواند به عنوان یک روش مکمل در تشخیص موارد مقاوم به این دارو استفاده شودمیPCR-RFLP روش: نتیجه گیري

.باشدمی rrsهاي بیشتري از ژن نیاز به بررسی کدون PCR-RFLPچه براي افزایش حساسیت روش 

آمیکاسین ؛rrs ؛MDR ؛مایکوباکتریوم توبرکلوزیس ؛PCR-RFLP :کلیدي کلمات
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  مقدمه

کشف باسیل سل توسط  نه سال بعد از صد و بیست و

گانیسم هنوز هم اراینمیلادي 1882 در رابرت کخ

  . ]1[ بر زندگی بشر تاثیر گذار است

یک نفر به باسیل  ،امروزه از هر سه نفر جمعیت جهان

یه یک نفر به تعداد آنها در هر ثان سل آلوده است و

میلیون  50، بر طبق اطلاعات موجود.شودافزوده می

به باسیل سل مقاوم به چند  ،شدهنفر از افراد ذکر

MDR-TB1( دارو
   .]2 [ آلوده هستند )

 به مقاوم به داروهاي سویهگسترش در حال حاضر

به ویژه در سطح دنیا  یکی از مشکلات اساسی در

 ظهور.تبدیل شده است عهکشورهاي در حال توس

XDR-TB2(با مقاومت گسترده  هاییباسیل
علاوه  )

و به ) MDR-TB(بر موارد مقاوم به چند دارو 

TDR-TB3( مقاوم به تمام داروها تازگی موارد
( 

. ]1[تر کرده است جهانی سل را پیچیدهمهار  کنترل و

 سل بیشتر با مقاومت مایکوباکتریوم به داروهاي ضد

هدف دارو هاي مولکولهاي کدکننده جهش در ژن

  . ]3[ شودایجاد می

داروهاي ضدسل در حالیکه مایکوباکتریوم 

موجب ، برندتوبرکلوزیس پاتوژن را از بین می

هاي مقاومی که این داروها علیه آنها باکتريانتخاب 

  ]. 4 [شوندبی تاثیر است، می

سال  وزارت بهداشت و درمان در اعلامبر اساس 

مورد در  7/13شیوع بیماري سل در ایران  1388

هم چنین میزان  سل مقاوم . صد هزار نفر بوده است

اعلام  %5 ،1375در سال ) MDR-TB(به چند دارو 

   .]5[شده است 

 در ایران انجام شد  2009 در سال که  ايدر مطالعه

جدیدترین شکل از سل مقاوم به دارو تحت عنوان 

                                                          
1Multi Drug Resistant -TB
2Extensivly Drug Resistant-TB
3Totally Drug Resistant- TB

TDR- TB یا XXDR-TB4
شدکه به تمام  معرفی 

  .]6[ دادمقاومت نشان می 2 و 1 خط داروها

بر مقاومت به  علاوهXDR-TBهاي باسیل

 حداقل وهافلوروکینولون و ریفامپین بهایزونیازید

 ،کانامایسین ،کاپرومایسین( تزریقی ويدار سه از یکی

  .]7[هستند مقاوم )آمیکاسین

تند آمیکاسین آمینوگلیکوزیدهایی هس و کانامایسین

هاي باکتریایی متصل شده و از سنتز که به ریبوزوم

 ریبوزومS30واحد  زیر. کنندمی پروتئین ممانعت

 بخش که استsrRNA16 وتعدادي پروتئین شامل

srRNA16 توسط ژن rrs  شودمیکد.  

سبب واحد زیر این آمینوگلیکوزیدها با اتصال به

راین د و بنابندرگاشتباه خواندن رمزهاي ژنتیکی می

ی با تاخوردگی هایباعث افزایش سطوح پروتئین

گردد در نهایت مرگ سلول می ودر سلول  اشتباه

]8[ .  

،)Gبه  A(1400 هايکدوندر  تغییرات نوکلئوتیدي

1401)C  بهA(، 1483 )G  بهT ( از ژنrrs  در ارتباط

بویژه اینکه  . باشدبا مقاومت به این داروها می

آمیکاسین وکانامایسین در  به سطوح بالايمقاومت 

  . ]9[ باشدمی1400 کدون درارتباط با جهش 

 ها با استفاده از روشور این جهشمطالعه حضاین در

PCR-RFLP هاي سویه درMDR اکتریوم وبمایک

م به آمیکاسین روش تناسبی مقاو باکه توبرکلوزیس

.بودند بررسی گردید

  

   کارروش 

یلی بوده و در مرکز تحل -ه از نوع توصیفیمطالع این

تحقیقات مایکوباکتریولوژي، دانشگاه علوم پزشکی 

تهران انجام بیمارستان مسیح دانشوري شهید بهشتی،

با نمونه خلط از بیماران مسلول  300، در ابتدا .شد

بیمارستان  مراجعه کننده به سابقه شکست درمان،

آوري جمع 89-90 هايطی سال مسیح دانشوري

                                                          
4Extremely Drug Resistant -TB
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روي  کشت ،زداییضم و آلودهه پس از .گردید

لونشتاین جنسنمحیط 
1

تعیین  جهت .انجام شد 

روش تناسبیاز حساسیت دارویی 
2

این . استفاده شد 

ایزوله  100روي  2 و 1براي داروهاي خط روش 

با تلقیح سوسپانسیونی از روش تناسبی  .انجام گردید

 هاي کشت حاوي آنتی بیوتیک وباکتري به محیط

د شانجام ) محیط کنترل یا شاهد(یک بدون آنتی بیوت

نسبت  .دیگردروز قرائت  42 و 28و نتایج بعد از 

      هاي مقاوم به هر دارو به تعداد تعداد باسیل

هاي زنده در ماده تلقیح شده، اگر از حدي که باسیل

 شود کمترنسبت بحرانی براي مقاومت نامیده می

عادل ، باسیل نسبت به آن دارو حساس و اگر مبود

 .دیگردسویه مقاوم تلقی می بودآن حد و یا بیشتر

: شاملدر محیط کشت  1 داروهاي خطغلظت 

 ،μg/ml40 ، ریفامپینμg/ml2/0 ایزونیازید(

 و) μg/ml10 استرپتومایسین ،μg/ml2 اتامبوتول

، μg/ml10کاپرومایسین( شامل2خط  داروهاي براي

، μg/ml20 کانامایسین ،μg/ml4 آمیکاسین

 ،μg/ml30 سیکلوسرین ،μg/ml2لوکساسین سیپروف

، μg/ml 5، پاراآمینوسالسیلیک μg/ml2 افلوکساسین

   .]10[ بود) μg/ml20 اتیونامید

يداروها از شرکت سیگماکلیه 
3

در . مریکا تهیه شدآ 

        نمونه 34 و MDRنمونه  63( نمونه 97این میان 

Non-MDR آزمون بر اساس نتایج ) و حساس

. یی مورد آنالیز مولکولی قرارگرفتندحساسیت دارو

در . نمونه به دلیل آلودگی از مطالعه حذف شدند 3

این تحقیق از سویه استاندارد مایکوباکتریوم 

که حساس به همه داروها و  H37RVتوبرکلوزیس 

باشد به عنوان سویه کنترل فاقد هر نوع جهش می

        روش با هااز نمونه DNAاستخراج .استفاده شد

-N  استیل–N, N, N  تري متیل آمونیوم بروماید

)CTAB (11[انجام گردید[.  

                                                          
1Lowenstein Jensen
2Proportional Method
3Sigma

PCRمراحل 

 تکثیربراي  1539rrs و 1096rrsجفت پرایمرهاي  از

 این توالی .شداستفاده  rrsاز ژن bp460 ناحیه

 ]12[که در مطالعات قبلی طراحی شده اند پرایمرها

    :به شرح زیر است

-rrs1096´5 پرایمر پیشرو GCG CAA CCC 

TTG TCT CAT GTT G- ´3   1738به 1717از  

-  rrs1539´5 پرایمر معکوس GGG GCG TTT 

TGC TGG TGC TCC- ´3    2180به  2160ز ا            

، از مواد مورد PCRمیکرولیتري  50براي یک واکنش 

 Xبافر میکرولیتر از 5:نیاز به این میزان برداشته شد

PCR 10 ،2/0 2/0، از هر پرایمرمیلی مولار       

دزوکسی نوکلئوتیدهاي از مخلوط مولار میلی

شرکت (مراز پلی Taqواحد از آنزیم  25/1 ،چهارگانه

کیاژن
4

میلی 2(%، 5/1( DMSOمیکرولیتر  1 ،)آلمان 

آب  و الگوDNAنانوگرم از  10 ،کلرید منیزیم مولار

 50مقطر استریل به مقداري که واکنش به حجم 

  .برسدمیکرولیتر 

استک( در دستگاه ترموسایکلرPCRبرنامه 
5
به )ژاپن 

واسرشت شدن اولیه در :این صورت اجرا گردید

سپس ، دقیقه 10به مدت  سانتیگراد درجه 95دماي 

مرحله واسرشت شدن در دماي  -1: چرخه شامل 40

مرحله  -2، دقیقه 1به مدت  سانتیگراددرجه  94

، دقیقه1به مدت  سانتیگراد جهدر 60اتصال در دماي 

به  سانتیگراد درجه 72مرحله سنتز در دماي  - 3

 درجه 72سنتز نهایی هم در دماي ، دقیقه1مدت 

  .دقیقه انجام شد10به مدت  سانتیگراد

 TAE و در بافر% 5/1 در ژل آگارز PCRمحصولات 

مارکر  گیري باندها ازجهت اندازه .الکتروفورز شدند

منتازفرشرکت ( مولکولی
6

مناسب استفاده ) آلمان

به وسیله آنزیم PCRسپس محصولات حاصل از . شد

                                                          
4Qiagen
5Astec
6Fermentas

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 e

jo
ur

na
ls

.a
ru

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

03
 ]

 

                               3 / 9

https://ejournals.arums.ac.ir/jarums/article-1-163-fa.html


  1390چهارم، زمستان  شماره یازدهم،دوره                                                                    مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل      348

 1Ddeو) شرکت فرمنتاز آلمان( 1Taiهاي برش گر 

شرکت رش(
1
   .هضم شدند) آلمان 

Dde جایگاه اثر آنزیم به  در شکل زیر آمده است و1

:ها مکان برش نشان داده شده است وسیله فلش

´3...C   T N A G...�5  

´5...G A N T  C...�3  

 ،میکرولیتر بافر 5/2مخلوط براي انجام واکنش هضم 

Ddeآنزیمازواحد  1  ،PCR محصولمیکروگرم  1 ،1

 1میکرولیتر آب مقطر تهیه کرده به مدت  3/17

با  .شده درجه سانتیگراد انکوب 37ساعت در دماي 

حاصل مورد انتظار قطعات ،توجه به جایگاه اثر آنزیم

با  باندهاي  هاي حساسسویه در :آنا ب از برش

هاي و در سویه 248 ،191 ،جفت باز 22هاي اندازه

و  191، 52 ،جفت باز 22هاي با اندازه ییباندها مقاوم

  .باشندمی 196

Tai آنزیم جایگاه اثر به  در شکل زیر آمده است و 1

:ها مکان برش نشان داده شده استوسیله فلش

´3´ ... A C G T   …5  

´5...     T G C A ...´3

 5 ،میکرولیتر بافر 2مخلوط براي انجام واکنش هضم 

Taiآنزیم از واحد  ،PCRمحصول گرممیکرو 1 ،1

 1-16 کرولیتر آب مقطر تهیه کرده به مدتمی 18

با .شد هدرجه سانتیگراد انکوب 65ساعت در دماي 

حاصل  قطعات مورد انتظارتوجه به جایگاه اثر آنزیم،

 ،bp 30 :باندهاي حساس هايسویه در :ز برش با آنا

به  ییباندها مقاوم هايسویه در و 187 ،59،154 ،31

 .باشندمی جفت باز 187 ،185 ،59 ،30هاي اندازه

محصولات حاصل از برش با الکتروفورز روي ژل پلی 

آمیزي اتیدیوم بروماید قابل و رنگ%8آکریل آمید

ي حساس و مقاوم حاصل از الگوها .باشندمشاهده می

با الگوهاي برش حاصل از  ،برش با دو آنزیم فوق

  .مقایسه گردیدند  H37RVسویه استاندارد 

                                                          
1Roche

نیز براي  DNAتعیین توالی  ،جهت بررسی دقیق نتایج

انجام  )ایران( ها توسط شرکت ژن فن آوراننمونه

        ها  و بررسی مقایسه داده هم چنین براي .شد

بودن نتایج از نظر آماري، از آزمون مربع دار معنی

از نظر آماري  >05/0p مقدار کاي استفاده گردید و

براي تجزیه و تحلیل . دار در نظر گرفته شدمعنی

استفاده  SPSSاز نرم افزار آماري نیز  اطلاعات

  .گردید

  

  یافته ها

 1براي داروهاي خط روش تناسبینتایج حاصل از 

مقاوم به دو داروي  )%9/64( نمونه63نشان داد که

 26بودند و  )MDR-TB( ایزونیازید و ریفامپین

 8 ،حساس به ایزونیازید وریفامپین )%8/26(نمونه 

 باقیمانده به یکی از این دو دارو مقاوم%) 2/8(نمونه 

)MDR - Non (نمونه  31هم چنین .بودند)95/31%( 

 .بقیه حساس به این دارو بودند مقاوم به آمیکاسین و

 XDR-TB %)4/13(نمونه  13 ،هادر بین نمونه

به تمام مقاوم ) %1/6( شش نمونههم چنین. بودند

نتایج مقاومت . بودند )TDR-TB( 2و1داروهاي خط

به روش تناسبی در  2و 1آنتی بیوتیکی داروهاي خط 

از bp 460پس از تکثیر ناحیه  .آمده است )1جدول (

Ddeنزیم این قطعات با دو آ) 1شکل ( rrs ژن و 1

Tai    .برش داده شدند 1

Ddeاز آنزیم   1483براي بررسی جهش در کدون  1

Taiو از آنزیم  هاي براي بررسی جهش در کدون 1

Ddeبرش بوسیله . استفاده گردید 1400/1401 1 

سویه مورد بررسی الگوي حساس به  97 در تمام

با   یییعنی باندها .داروي آمیکاسین را نشان داد

بر روي ژل مشاهده جفت باز 248 ،191هاي هانداز

   ).2شکل ( شدند

هاي مورد بررسی الگوي  هضم در هیچ یک از سویه

این  .مشاهده نشدbp191 ،196مقاوم با این آنزیم

هاي مورد مسئله نشان داد که هیچ کدام از سویه

در حالیکه .جهش نداشتند1483بررسی در موقعیت 
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Taiبرش با آنزیم  حساس را  الگوي مقاوم و هر دو 1

   ).3شکل ( بروز داد

ی با        نمونه باندهای %)7/92( 90در این میان 

 الگوي با مطابقجفت باز  187 ،154هاي اندازه

  به روش تناسبی 2 و 1نتیجه مقاومت آنتی بیوتیکی براي  داروهاي خط . 1جدول 

INH SM RIF EMB CAP AMK KAN CIP DIS OFX PAS ETH
درصد سویه 

هاي مقاوم 1/70%  8/28%  9/64%  4/48%  4/13%  9/31%  8/27%  5/18%  4/14%  5/18%  4/14%  4/14%

درصد سویه 

هاي حساس 9/29%  2/71%  1/35%  6/51%  6/86%  1/68%  2/72%  5/81% 6/85% 5/81% 6/85% 6/85%

INH: Isoniazid ,  SM: Sterptomycin , RIF: Rifampin , EMB: Ethambutol , CAP:  Capreomycin ,  AMK: Amikacin , KAN: 
Kanamycin , CIP: Ciprofloxacin, DIS: Dicycloserin, OFX: Ofloxacin, PAS: Para aminosalicylic acid, ETH: Ethionamide

  
کنترل منفی  10ستون , )H37RV( کنترل مثبت9ستون , bp plus 100مارکر مولکولی1ستون %.5/1بر روي ژل آگارز  rrsژن  PCRمحصولات .1شکل 

  .است PCRواکنش 

  

  
Ddeمحصولات برش با آنزیم .2شکل  الگوي حساس داراي دو 2- 9ستون ,  bp plus50مارکر مولکولی 1ستون %.8بر روي ژل پلی آکریل آمید  1

  .است  H37 RVسویه 10ستون  ،bp 191،248باند

  

  
Taiالگو هاي برش با آنزیم . 3شکل الگوي حساس داراي 10،9،8،7،5،3،2ستون, bp plus  50مارکر مولکولی1ستون%. 8روي ژل پلی آکریل آمید  1

  .است   H37RVسویه12،ستون  187وbp 185الگوي مقاوم به دارو داراي دو باند بهم چسبیده 4، 11،6، ستون،154 وbp 187دو باند 

500 bp

250 bp

1000  bp 

500 bp

460bp
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 الگوي نیز)%35/7(نمونه  7 .دادند نشان حساس را

جفت  187 ،185هاي با اندازه یباندهای مقاوم یعنی

الگوي مقاومت در این  وجود .نمایان کردند راباز 

هاي کدون درجهش نشانگرهفت نمونه

 97 از نتایجاینمجموع در .باشدمی 1401/1400

به  حساس )%7/92( نمونه 90 مورد بررسی نمونه

 .مقاوم به این دارو )%3/7( نمونه 7 آمیکاسین و

هاي مورد بررسی در بین سویه .تشخیص داده شدند

به خود  هش رافراوانی ج بیشترین 1400کدون 

ملیت  %)9/63(نفر  62این مطالعه در  .اختصاص داد

%) 1/2( نفر2، ملیت افغان %)3/9(نفر  9ایرانی و 

 نفر20 ،ملیت آذربایجانی%) 1/4( نفر4 ،ملیت عراقی

   .داشتند) نامعلوم( نیز ملیت غیر ایرانی% ) 6/20(

بر اساس نتایج بدست آمده و استفاده از آزمون 

روش  و PCR-RFLPمقایسه بین روش  ،مربع کاي

  . تناسبی انجام شد

و روش تناسبی  PCR-RFLP ها در روشبین داده

در حالیکه ). p ≤  05/0( داري دیده نشدارتباط معنی

 DNAبا تعیین توالی PCR-RFLPدر مقایسه روش 

 ها نشان داده شدداري بین دادهارتباط معنی

)05/0p< (ش با هم نتایج حاصل از این دو رو و

  .پوشانی کامل داشتندهم

  

 بحث

در  حال حاضر در کشور ما تشخیص مقاومت دارویی 

در (مایکو باکتریوم  MDRهايدر بین سویه 2خط 

هاي فنوتیپی و با استفاده از روش) صورت انجام

  . شودهاي حساسیت دارویی انجام میآزمون

هاي کشت هاي حساسیت بر مبناي روشآزمون

مشکلات متعددي در  ر هزینه است وزمان بر و پ

ها و پایداري داروها ارتباط با استاندارد کردن آزمون

  . هاي مختلف وجود دارددر محیط کشت

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس یک ارگانیسم کند رشد 

هاي مولکولی براي شناسایی است و استفاده از روش

جهش در ژن عامل مقاومت یک روش غربالگري 

  . ]13[ اد کرده استسریع را ایج

تشخیص زود هنگام مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

و  XDRدر جلوگیري از انتشار موارد ،مقاوم به دارو

MDR  در سطح جامعه و نجات جان افراد مسلول 

.تواند مؤثر باشدمی

 نمونه PCR-RFLP،90 با روشدر این مطالعه 

 )%35/7( نمونه 7حساس به آمیکاسین و  )7/92%(

هاي کدون در .م به آن تشخیص داده شدندمقاو

با بیشترین  1400کدون  rrsمورد بررسی از ژن 

به عنوان نشانگر اصلی مقاومت  ،%)100(فراوانی 

این  XDR-TB  %) 4/13(نمونه  13 از. شناسایی شد

غیر ایرانی داشتند ملیت%) 4/38( نمونه 5 ،مطالعه

ورود جلوگیري از  که بیانگر اهمیت کنترل مرزها و

همسایگی . باشدبیماران مسلول مقاوم به دارو می

عراق که  پاکستان و ،کشورمان با کشورهاي افغانستان

موارد سل در دنیا را به خود اختصاص %85تا  80بین 

اند هم چنین با کشورهاي استقلال یافته شمال داده

ضرورت توجه بیش )MDR-TBبا شیوع بالاي (کشور 

  . ]14[ کندخص میرا مش از پیش به مرزها

هاي مطالعات محدودي  در زمینه به کارگیري روش

مولکولی، جهت شناسایی تغییرات ژنومی مرتبط با 

در مایکوباکتریوم  2به داروهاي خط  مقاومت

  .توبرکلوزیس در دنیا انجام شده است

در بررسی مقاومت PCR-RFLPاستفاده از تکنیک 

زوکیسوبه آمینوگلیکوزید کانامایسین توسط 
1

و  

 43در این مطالعه از .انجام شد )1998( همکاران

        مورد در  29مورد مقاوم به کانامایسین 

 جهش داشتند 1483 و 1401 ،1400 هايموقعیت

مورد حساس جهشی ملاحظه  71ولی در هیچ یک  از 

1400بیشترین فراوانی جهش در موقعیت . نشد

هش به علاوه فراوانی ج .گزارش شد%) 4/60(

و در  %)6/4( 1401و 1483همزمان در موقعیت 

                                                          
1Suzuki
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 نمونه 14 ضمن اینکه در .بود%) 3/2( 1401کدون 

نتایج ما نیز با . ]9[ مقاوم  جهشی دیده نشد%) 5/32(

بیشترین طوري که ه ب .ها تطابق دارداین یافته

اما در  .بود%) 100( 1400فراوانی جهش در کدون 

ي مقاوم جهشی هانمونه 1483 یا 1401هاي کدون

مقاوم به %) 6/80( نمونه 25هم چنین در . دیده نشد

 هاي حساس به داروو در تمام نمونه آمیکاسین

از دیگر نتایج بررسی ما توانایی . جهشی مشاهده نشد

هاي اندونوکلئازهاي برش دهنده در تشخیص سویه

هم چنین کاربرد . باشدتیپ وحشی از جهش یافته می

هاي سویهدر تمایز ژنوتیپی بین ها این نوع آنزیم

محصولات حاصل از هضم هر یک از  .مقاوم بود

 نمودمی هاي متفاوت ایجادها قطعاتی با اندازهآنزیم

    که این ویژگی قدرت تشخیصی روش را افزایش 

 نشانگر 1400هم چنین جهش در موقعیت . دادمی

مناسبی در تعیین مقاومت به سطوح بالاي 

  . باشدها میآمینوگلیکوزید

 DNAتوالی تعیین نتایج حاصل از مطالعه ما با روش 

هایی که با روش ایزوله صد درصد .تایید شدند

PCR-RFLP مقاوم بودند با تعیین توالی DNA  نیز

موارد  %100هم چنین  .مقاوم نشان داده شدند

حساس به این دارو که فاقد هر گونه جهش بودند 

  .شدندتعیین توالی تایید  نیز با

احتمالا یکی از دلایل تفاوت در نتایج حاصل از روش 

هایی وجود جهش در کدون، با روش مولکولی تناسبی

در ارتباط با  هاي شناخته شده در دنیاغیر از کدون

    و لزوم بررسی  باشدمقاومت به این دارو می

هاي بیشتر و سایر عواملی که در بروز کدون

 .دهدرا نشان میمقاومت دارویی دخیل هستند 

هاي فاقد جهش اما مقاوم به دارو نشانگر نمونه

هاي دیگر در ایجاد مقاومت مانند دخالت مکانیسم

 هاي مقاوم به داروتغییرات مورفولوژیک در نمونه

کاهش نفوذپذیري دیواره سلولی نسبت به ، ]1[

هاي داروها یا افزایش خروج داروها توسط پمپ

  .]15[باشدخارج کننده می

سـال   همکـاران در  اي کـه توسـط فرنیـا و   در مطالعه

 هـاي تغییـرات مورفولوژیـک نمونـه    انجام شد 2010

  ،MDR ،مایکوباکتریوم توبرکلوزیس حساس بـه دارو 

XDR، XXDR با استفاده از میکروسکوپ الکترونی و 

نـوع تقسـیم    چهـار  .میکروسکوپ اتمـی بررسـی شـد   

ع آن سلولی مشاهده و توضیح داده شد کـه سـه نـو   

نـوع  . مشترك بـود هاي مورد بررسی در تمام نمونه

         ازهــایی  بــه شــکل گــردچهــارم کــه تشــکیل ســلول

 هاي تنها در نمونه اي شکل بودهاي مادري میلهسلول

XDR و XXDR تغییرات مورفولوژیک . مشاهده شد

هـاي  در پاسخ به تغییر شـرایط محیطـی طـی چرخـه    

در این بررسـی   .شودیزندگی مایکوباکتریوم ایجاد م

ــر مــوارد   ــه اکث  XXDR و XDRنشــان داده شــد ک

اي کوچـک هسـتندکه ایـن    داراي شکلی گرد و انـدازه 

 ها در فرار از سیسـتم ایمنـی میزبـان و   ویژگی به آن

هــم چنــین غلبــه بــر اثــرات  ،عــدم فاگوســیته شــدن

  .]1[نمایدها کمک میممانعتی آنتی بیوتیک

  

  نتیجه گیري

به آمیکاسین با روش تناسبی، به  تمام موارد حساس

نیز حساس نشان داده شد و از  PCR-RFLPروش

       با روش% 23مقاوم به روش تناسبی، % 9/31

PCR-RFLP روش. مقاوم تشخیص داده شد       

PCR-RFLP تواند به عنوان یک روش مکمل در می

 .تشخیص موارد مقاوم به این دارو استفاده شود

   -RFLP PCR روش حساسیت گرچه براي افزایش

           rrsهاي بیشتري از ژن نیاز به بررسی کدون

  .باشدمی

  

  تشکر و سپاسگزاري

بررسـی  (پایان نامه تحـت عنـوان    این مقاله بخشی از

ــط  ــی خـ ــت دارویـ ــامل 2مقاومـ ــین و( شـ  آمیکاسـ

هـاي مایکوبـاکتریوم   در بین سویه )سیپروفلوکساسین

ــوزیس  ــتفاده  MDRتوبرکلـــ ــا اســـ -PCR :ازبـــ
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RFLP,PCR-SSCP ( کـه در قالـب طـرح    باشد می

در مرکـز   MRC/112/2009/تحقیقاتی به شماره ب

ــد  ــام گردی ــاکتریولوژي انج ــات مایکوب ــروه .تحقیق گ

محترم مرکزکارکنان از  دندابر خود لازم میمولفین 

 دریـغ به خاطر زحمات بی تحقیقات مایکوباکتریولوژي

را داشـته  تشکر کمال  ایشان در تمام مراحل انجام کار

  .دباش
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ABSTRACT
Background & objectives: Amikacin is one of the key second-line drugs for treatment of 
tuberculosis. Mutations at the codons 1400, 1401and1483 of the 16srRNA gene are associated 
with resistance to amikacin. The purpose of this study was to detect these mutations using 
PCR-RFLP method in multi-drug resistant (MDR) strains of Mycobacterium tuberculosis 

showing resistance to amikacin.
Methods: Susceptibility of strains (n=100) against first and second–line anti-tuberculosis 
drugs was performed by proportional method. Based on antimicrobial resistance pattern 97
strains were analyzed by PCR-RFLP method. rrs1096 and rrs1539 primers were used to 
amplify a 460bp region of the rrs gene. Then, the PCR products were digested using Tai 1 and 
Dde1 restriction enzymes. The results were analyzed by the SPSS software using Chi-square
test.
Results: Based on results from proportional method, 63 strains (64.9%) were MDR (Multiple 
Drug Resistant), 26 (26.8%) and 8 (8.2%) strains were susceptible and non-MDR, 
respectively. Also, 13.4% and 6.1% of the strains were XDR (Extensively Drug Resistant) 
and TDR (Totally drug resistant) respectively. Using PCR-RFLP method, 7 (7.2%) strains 
were resistant and 90 (92.7%) strains were susceptible to amikacin respectively. Moreover, 
we found that the mutation at the codon 1400 was the most frequent mutations responsible for 
resistance to amikacin.
Conclusion: The PCR-RFLP method can be used as a supplemental method to detect 
resistance to amikacin; however to increase our knowledge, mutatuions in several number of 
codons in rrs gene need to be studied.
Key words: PCR-RFLP; Mycobacterium tuberculosis; MDR; rrs; Amikacin
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