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هاي مايكوباكتريوم   مرتبط با مقاومت به ايزونيازيد در سويههاي جهشمطالعه 

 روش ههاي اصفهان و تهران ب توبركولوزيس مراكز سل استان

 PCR-RFLP)  84 -1383(  

  ؛٭٭٭٭يزداني... ؛ دكتر رحمت ا٭٭٭؛ دكتر حسن شجاعي٭٭پرويز مهاجريدكتر ؛ ٭دكتر اكبر توكلي

  ٭٭٭٭ بهرام نصراصفهاني ؛ دكتر٭٭٭٭دكتر شراره مقيم

  چكيده
 مقاومت به اين دارو به ،بردن باسيل سل مطرح است ثرترين دارو براي از ميانؤعنوان م هرغم اينكه ايزونيازيد ب به :سابقه و هدف

 . در اغلب موارد عامل مقاومت به ايزونيازيد است      ،دهد روي مي   ahpC و katG   ،inhAهايي كه در     جهش. آيد سهولت پديد مي  

هدف از اين مطالعه تعيين مشخصات مولكولي مقاومت به ايزونيازيـد در           . ها، متفاوت است   تها در جمعي   جهش اين    فراواني البته

  . تواند در تشخيص سريع مقاومت دارويي كاربرد وسيعي داشته باشد  است كه مي  توبركولوزيسهاي مايكوباكتريوم سويه

 و katG  ،inhAهـاي    در نـواحي خاصـي از ژن  جهش وجود .انجام شد تحليلي -يفيتوصبه روش  مطالعه  اين   :ها مواد و روش  

ahpC    بـراي   .شـد اصـفهان و تهـران بررسـي         هـاي  مراكز سل استان  كولوزيس  رتوب سويه مقاوم به ايزونيازيدمايكوباكتريوم    32در 

بـا   PCRبـازي    جفـت  355صـول   منظـور مح   شد و بـدين      استفاده PCR-RFLPتكنيك    از katGژن   315هاي كدون    جهشتعيين  

  . نيز از سكونسينگ استفاده شد ahpC وinhA هاي  ژنجهشبراي بررسي . برش داده شد  MspA1I  وMspIهاي  آنزيم

، 9/71ترتيـب   ه ايزوله هاي مقاوم به ايزونيازيـد ب ـ ahpC  وkatG ،inhA (Ser→Thr)  ژن315 در كدون جهش فراواني :ها يافته

  .   بودمطالعههاي مورد   در ژنجهشيكي از ايزوله ها فاقد .  در صد بود2/6 و9/18

توانـد    مـي ، داردkatG را در Ser315Thr  كه توانايي تشـخيص جانشـيني  MspI   با استفاده از آنزيمPCR-RFLP :گيري نتيجه

توان دريافت   ين مطالعه مي  از نتايج ا  . شناسايي نمايد  ، هستند 315 دركدون   جهشكه داراي   را  هاي مقاوم به ايزونيازيد      اكثر سويه 

هـاي مايكوبـاكتريوم    گري سريع را براي شناسايي ايزوله   تواند يك روش غربال     مي katGدر ژن   Ser315Thr جهشكه شناسايي   

  .توبركولوزيس مقاوم به ايزونيازيد جداشده در مراكز سل اصفهان و تهران فراهم آورد

   ahpCو   PCR-RFLP ،katG ،inhAت به ايزونيازيد، مايكوباكتريوم توبركولوزيس، مقاوم:ها كليدواژه
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  مقدمه
هاي مرسـوم تعيـين حساسـيت در مـورد           آزمايش انجام

مايكوباكتريوم توبركولوزيس علاوه بر مشكلات موجـود       

هـاي كشـت و      سازي كلني و تهيه محيط     در مسير خالص  

 هفتـه زمـان     3-4هاي مختلف دارو نياز به حداقل        غلظت

گاه ممكن است به بـروز آلـودگي در آزمايشـگاه       دارد و 

 يـك از ايـن مراحـل     بروز اشـتباه طـي هـر      . گرددمنجر  

تواند نتـايج حاصـل را       گير مي  پرزحمت، پرهزينه و وقت   

هاي مطمئن مولكولي     لذا بهتر است روش    ؛مخدوش نمايد 

هـا   برخي از ايـن روش    . هاي مرسوم گردد   جانشين روش 

 ايزونيازيـد   .)1( هستندسريع، ارزان و در عين حال دقيق        

 كـه از    ثرترين عوامل آنتي مايكوباكتريال است    ؤيكي از م  

هاي دخيل در بيوسنتز مايكوليك      طريق مهار يكي از آنزيم    

 ديواره سلولي باكتري اثر     بر و   شود مياسيد مانع سنتز آن     

 آنزيم از طريقاست و    دارو ايزونيازيد يك پيش  . گذارد مي

 مايكوباكتريوم توبركولوزيس   (katG) پراكسيداز   -كاتالاز

. آيـد   در مـي   فرم فعـال  ه  د و ب  نك ميدو الكترون دريافت    

 بـود كـه   1952كمي پس از پيدايش ايـن دارو در سـال    

هاي مايكوبـاكتريوم توبركولـوزيس مقـاوم بـه آن            سويه

هاي مرتبط با مقاومـت بـه ايزونيازيـد           جهش. پديدار شد 

 ماننـد ريفـامپين بسـيار       ،نسبت به ساير عوامل ضد سلي     

تر است و حداقل هفت ژن و دو ناحيه بين ژني و             پيچيده

  : هستند در اين ميان دخيلليذمي تنظي

KatG, furA,inhA, kasA, Rv0340, iniB, iniA, iniC, 

efpA 

oxyR-ahpC intergenic region 

mabA-inhA promotor 

 برحسب منطقه جغرافيايي،    مذكورهاي   جهشفراواني  

رسـد تـا بـا        مي نظر خصوص در كشورمان ضروري به     اين

كارهـاي مفيـدي     هـا بتـوان راه      جهـش شناخت بهتر ايـن     

هاي مقاوم مايكوباكتريوم    درخصوص شيوه شناسايي سويه   

هاي مـرتبط    جهشبررسي  هدف از اين مطالعه     . ه نمود يارا

 مقـاوم   بـاليني هـاي    با مقاومت بـه ايزونيازيـد در ايزولـه        

 PCRي  ها مايكوباكتريوم توبركولوزيس با استفاده از روش     

  . استRFLPو 

هاي مولكولي مرتبط    روشدر اين خصوص استفاده از      

 همواره مدنظر قرار داشـته و       SSCP و   RFLP مثل   PCR با

بـودن    سهولت انجام و به صرفه     دليل ه ب RFLPدر اين ميان    

 روش در ايـن     .)3( از اهميت خاصـي برخـوردار اسـت       

هـاي محدودكننـده خاصـي       وسيله آنزيم  ه ب PCR محصول

 ـ ؛شـود  داده مي برش   كـه تعـداد بانـدها و وزن         طـوري  ه ب

داده در ژن     روي جهشتواند گوياي نوع     ها مي  مولكولي آن 

   .مورد نظر باشد

 

  ها مواد و روش
يـد  يأ پس از تتا تلاش شدتوصيفي تحليلي   در اين مطالعه    

شده از مراكز سل با استفاده       آوري هاي جمع  ميكروبي سويه 

 مرتبط بـا مقاومـت بـه        هاي جهش  نوع    RFLP و   PCRاز  

  . شودبررسيايزونيازيد 

 سويه حساس بـه ايزونيازيـد از        32 سويه مقاوم و     32

 1383-84هـاي    مراكز سل استان تهران و اصفهان در سال       

 وجـود مراكـز سـل در ايـن دو           دليـل به  . آوري شد  جمع

شناسـايي  . آوري شـد   ها از اين مراكز جمـع      استان، نمونه 

آميـزي زيـل      كلني، رنگ  رفولوژيها با استفاده از مو     سويه

هـاي مرسـوم بيوشـيميايي       ، آزمـايش   توليد پيگمان  نلسون

 PCR IS6110 همچنينمانند توليد نياسين، احياي نيترات و 
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 ـ   .)4 و 3( كاررفـت  هبراي تعيين حساسيت به ايزونيازيد ب

شناسند كه   رتي مقاوم مي  ها را در صو    هسويدر اين روش    

  درصد 1تعداد كلني موجود در پليت حاوي دارو حداقل         

 بـراي   ؛هاي فاقد دارو باشـد      موجود در پليت   يتعداد كلن 

ليتر ايزونيازيد و   ميكروگرم در ميلي2/0اين منظور غلظت   

نتـايج  . شـد محيط كشت لونشـتاين جانسـون  اسـتفاده          

 ميدل بروك  حساسيت با استفاده از محيط كشت        آزمايش

7H10ييد شدأ و غلظت مشابه از ايزونيازيد ت .  

هاي  باكتري :ها  از سويهDNA استخراج ●

رشدكرده بر سطح محيط كشت لونشتاين جانسون 

  درجه80كردن با حرارت  آوري و پس از غيرفعال جمع

 CTABز ااستفاده  باكتري باDNA ساعت، 1 مدت به

 ؛رديدگخراج است )آمونيوم برومايد تري متيل ستيل(

 1 درجه، 37(منظور ابتدا رسوب باكتري با لايزوزيم  بدين

 10 درجه، 65 (SDS و kو سپس پروتئيناز ) ساعت

 65 (CTAB/ NaClمحصول تحت اثر . مجاور شد) دقيقه

 از DNAبراي جداكردن . گرفتقرار )  دقيقه10درجه، 

 14000(ايزوآميل الكل و سانتريفوژ /  كلروفرم،ها پروتئين

ي، ي به محصول رو.گرديداستفاده )  دقيقه5ور، د

 درجه 4 دور و دماي 14000ايزوپروپانل افزوده شد و در 

 نيز با استفاده DNAتغليظ .  دقيقه سانتريفوژ شد30براي 

 كمك به RNAدر مرحله آخر . از اتانول انجام گرفت

  .)5( ريبونوكلئاز حذف شد

● PCRو RFLP:هاي آمپليفيكاسيون در  واكنش 

 DNA نانوگرم 10 ميكروليتر، داراي 50حجم نهايي 

مولار   ميلي2/0 پيكومول از هر پرايمر، 20استخراج شده، 

.  سيناژن انجام شدTaq واحد آنزيم 5/2 و dNTP Mixاز 

  .)6(كار رفته آمده است  ه توالي پرايمرهاي ب1 در جدول

، katGفاي كردن نواحي     سيكل حرارتي كه براي آمپلي    

inhA   و ahpC ـ   94: شـامل  ،كاررفت ه ب   3مـدت    ه درجـه ب

 ـ  94 سيكل شامل    30دقيقه،    65 ثانيـه،    45مـدت    ه درجه ب

 ثانيـه و در     30مـدت    ه درجه ب  72 ، ثانيه 30مدت   هدرجه ب 

  . بود دقيقه5مدت  ه درجه ب72نهايت 

ــول ــك   katG ژن PCR محص ــه كم ــزيمب ــاي  آن   ه

 درجـه بـراي يـك       37 در   MspA1I و MspIننده  كمحدود

 ـ    رش داده شـد و محصـولات حاصـل از هضـم            ساعت ب

 10روي پلي آكريـل ژل       ه ب مذكورهاي محدودكننده    آنزيم

   موجود در ژل با استفاده ازDNA.  الكتروفورز شددرصد

  

  كار رفته در مطالعه ه توالي پرايمرهاي ب-1جدول 

 اندازه محصول سكانس پرايمر نام پرايمر

)جفت باز(  

katGF 5'-CCC ATG GCC GCG GCG GTC GAC ATT-3' 355 

katGR 5'-CGC CGT CCT TGG CGG TGT ATT GCC-3'  

inhA-TB92 5'-CCT CGC TGC CCA GAA AGG GA-3' 248 

inhA-TB93 5'-ATC CCC CGG TTT CCT CCG GT-3'  

ahpC-TB90 5'-CCG ATG AGA GCG GTG AGC TG-3' 237 
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بـه   استخراج شـد و  DNA Gel Extraction V-geneكيت 

نتايج سكونسينگ  .  تعيين توالي گرديد   MacroGene كمك

ــ) الكتروفروگــرام(  Blastn و Chromasافزارهــاي   نــرماب

 ايـن   ذكر . ها تعيين گردد    جهشتا محل دقيق    شد  بررسي  

ــروري  ــه ض ــوص نكت ــه درخص ــت ك ــشاس ــاي  جه ه

ه نتـايج  ب مستقيماً ahpC و inhA در نواحي شده  داده روي

  .سكونسينگ رجوع شد

  

  :ها يافته
 جفت بازي است كـه      355 قطعه   katG ژن   PCRمحصول  

نتيجه هضم ايـن قطعـه      .  نشان داده شده است    1در شكل   

هـاي حسـاس و مقـاوم بـه           جفت بـازي در نمونـه      355

ــا   ــاتي ب ــوزيس قطع ــاكتريوم توبركول ــد مايكوب ايزونيازي

توان  ها مي  ه با توجه به آن    هاي مختلف خواهد بود ك     وزن

  . به حساسيت ايزوله مورد نظر به ايزونيازيد پي برد

   آمـده  2  و شـكل   2هـا در جـدول       يات اين يافته  يجز

  

 katG  جفـت بـازي حاصـل از   355ل الكتروفورز قطعه ژ -1شكل 

PCR .      هاي مورد مطالعه، نمونه نهم     هشت نمونه اول مربوط به سويه

.  و نمونه دهم كنترل منفي اسـت       H37Rvد  مربوط به سويه استاندار   

  . جفت بازي فرمنتاس است100لدر   DNAستون آخر 

 ، MspIشود در مورد  طور كه ديده مي همان. است

 جفت 21 و130 جفت بازي به قطعات 151شكست قطعه 

 شكست MspA1Iهاي مقاوم و درخصوص بازي در سويه

 جفت بازي 68 و 131 جفت بازي به قطعات 199قطعه 

  .دهد هاي حساس به ايزونيازيد روي مي در سويه

  

 katG   با استفاده از پرايمرهايkatGآمپليفيكاسيون ژن  -2شكل

F,R)الگوهاي ). 9و 7و 5و 3و1هاي  ستونRFLP ژن katG پس از 

و سه ايزوله ) 2ستون ( ايزوله مقاوم ايزونيازيد MspIهضم آنزيمي 

 DNA. ل آمده استدر شك) 8و6و4هاي  ستون(حساس ايزونيازيد 

 و L1هاي  ترتيب در ستون ه جفت بازي فرمنتاس ب20و  100لدرهاي 

L2الگوي ستون دوم مشخصه جانشيني .  قرار دارندS315T در 

  . است315كدون 

  

حاصل از هضم آنزيمي ) برحسب جفت باز(اندازه قطعات  -2جدول 

هاي حساس و مقاوم ايزونيازيد   سويهkatG ژن PCRمحصولات 

  وباكتريوم توبركولوزيسمايك

  ايزوله

  حساس به ايزونيازيد  مقاوم به ايزونيازيد
  آنزيم

21- 79 - 114- 130  79- 114- 151  MspI 
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 داراي 315العه، كه در كدون  يكي از ايزوله هاي مقاوم به ايزونيازيد مايكوباكتريوم توبركولوزيس مورد مطkatGالكتروفروگرام ژن  -3شكل

  .  بودAGC→ACC (Ser→Thr) جهش

  

ييد نتايج حاصل از هضم آنزيمي أ اطمينان و تبراي

 براي اين ژن PCRاي از محصول   نمونهkatGناحيه 

 الكتروفروگرام مربوطه و 3شكل . سكونسينگ ارسال شد

 دو katGعلاوه بر ژن . دهد  را نشان ميجهشمحل بروز 

هاي مقاوم به ايزونيازيد  بررسي  از ژنوم سويهناحيه ديگر 

 محصولاتي با oxyR-ahpC و ناحيه inhA ژن PCR. شد

آورد كه در به وجود  جفت باز را 237 و248هاي  اندازه

  .مشاهده است  قابل5 و 4هاي  شكل

 جفت بازي حاصل 248ژل الكتروفورز قطعه  -4شكل

ي مورد مطالعه، ها شش نمونه اول مربوط به سويه . inhA PCRاز

 و نمونه هشتم كنترل H37Rvنمونه هفتم مربوط به سويه استاندارد 

  . جفت بازي فرمنتاس است100 لدر DNAستون آخر . منفي است

 مورد 23 ، آمده است3طور كه در جدول  همان

هاي مقاوم به ايزونيازيد  هاي سويه جهشاز %) 9/71(

، 315حل كدون اونين در م مربوط به جانشيني سرين با تره

%) 2/6( مورد 2 و inhAمربوط به ناحيه %) 8/18( مورد 6

در مورد يكي از .  استoxyR-ahpCمربوط به ناحيه 

در سه جهشي نيز %) 1/3( هاي مقاوم به ايزونيازيد نمونه

  ).3جدول  (ناحيه مورد مطالعه يافت نشد

  

-oxyR جفت بازي حاصل از    237ژل الكتروفورز قطعه     -5شكل

ahpC PCR. L1-4هاي مورد مطالعه،   مربوط به سويهL5 مربوط به 

ستون آخـر   .  كنترل منفي است   L6 و نمونه    H37Rvسويه استاندارد   

DNA جفت بازي فرمنتاس است100 لدر .  
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 هاي مقاوم به ايزونيازيد ها در سويه جهش فراواني هر يك از -3جدول 

  ژن  نوع جهش  نمونه ها تعداد  ها در صد نمونه

9/71%  23  AGC→ACC (Ser→Thr)   in codon 315   katG 

3/6%  2  GGG→GAG (Gly→Glu) in codon 26  inhA 

3/6%  2  AAA→AAC (Lys→Asn) in codon 10 inhA  

1/3%  1  G-58C inhA  

1/3%  1  G-60C  inhA 

1/3%  1  C insertion in 45 oxyR-ahpC 

1/3%  1  G-33A oxyR-ahpC 

1/3%  1  --- Others 

  

  بحث
هـاي باكتريـايي،    ز تشخيص صحيح علـت بيمـاري     پس ا 

هايي بـراي تعيـين ميـزان حساسـيت          نمودن روش  فراهم

. رسـد   مـي  به نظـر  هاي فوق به دارو امري ضروري        سويه

 كـه   راترين تغيير ژنتيكـي  ترين و مهم  محققين شايع بيشتر

هاي مايكوبـاكتريوم توبركولـوزيس مقـاوم بـه          در سويه 

اونـين    جانشيني سـرين بـا تـره       ،افتد ايزونيازيد اتفاق مي  

البتـه  . افتد  اتفاق مي  katG ژن   315كدون   دانند كه در   مي

 و  7(  مخالفي نيز در اين خصوص وجود دارد       هاي ديدگاه

توان با آنـزيم محدودكننـده        را مي  جهش حضور اين    .)8

MspI  كـه از    مـذكور  چـون تغييـر تـوالي        ، بررسي نمود

GCGG   به CCGG   ،ـ موجب است  ن يـك   وجـود آمـد    ه ب

منظور  بدين. شود سايت برش جديد براي آنزيم مذكور مي      

هاي مقاوم بـه     براي تعيين فراواني جانشيني فوق در سويه      

همچنـين  .  استفاده شـد   PCR-RFLP تجزيهايزونيازيد از   

هاي حساس بـه ايزونيازيـد كـه از       روي سويه ر  دكار   ينا

يدي بر عـدم    يأ انجام شد تا ت    ، جدا شده بود   مذكور مراكز

در اين مطالعـه    . هاي حساس باشد    در ايزوله  جهشجود  و

  . نيز استفاده شدMspA1Iاز 

كار رفتـه داراي     ههاي محدودكننده ب   هر كدام از آنزيم   

 آن است كه امكان شناسايي      MspIمزيت آنزيم   . مزيتي بود 

آورد  مي  فراهم katG315 ر د  را AGC→ACCجهشمستقيم  

ي تمـام    آن اسـت كـه شناسـاي       MspA1Iو مزيت آنـزيم     

  .سازد داده را در اين كدون ميسر مي هاي روي  جهش

، katG در نواحي    فراواني جهش شد   طور كه ذكر   همان

 ـ oxyR-ahpC ژني  و ناحيه پيش   inhAپروموتور   ترتيـب   ه ب

 4بــق جــدول ط.  تعيــين شــد درصــد2/6 و 9/18 ،9/71

مطالعات مختلفي كه در نواحي جغرافيـايي گونـاگون در          

 ـ نتايج متنوع و متفاوتي را ارا      ،رفتهخصوص انجام گ   اين ه ي

  .داده است

شده بسـيار    هاي گزارش   جهش درصد فراواني محدوده  

 3/91 تا 4/39 محدوده  katGكه براي    طوري ه ب ؛وسيع است 

  درصد 4/34 تا   3/4 محدوده   inhA، براي پروموتور    درصد

 5/28 تـا    0 محـدوده    oxyR-ahpCو براي ناحيه بين ژنـي     

  .)10 و 9(ت درصد گزارش شده اس

 جهـش  حاضر،در مطالعه رفت    طور كه انتظار مي     همان

  را بـه خـود اختصـاص داده        مقدار بيشترين   katGدر ژن   

ــت ــز  . اس ــس از آن ني ــشپ ــهinhA در ژن جه  و ناحي
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  شده در مطالعات قبلي هاي مرتبط با مقاومت به ايزونيازيد در مايكوباكتريوم توبركولوزيس گزارش جهش فراواني -4جدول 

مان ز

  مطالعه

 katG  كشور

S315T 

 -katG inhA oxyRساير نواحي 

ahpC 

  منبع

  19  %7/23  %13  -  %7/62  انگلستان  2005

  20  -  -  -  %63  تركيه  2005

 21  -  %25  -  %4/65  استراليا  2005

 24  %5/11  %9/14  -  %3/94  چين  2005

 6  -  -  %5  %60  كويت  2004

 22  -  %3/10  %2/6  %6/85  برزيل  2004

 23  %2/6  %2/22  %7/3  %2/59  فيليپين  2004

 11  -  -  -  %98  روسيه  2004

 7  -  -  -  %30  لهستان  2004

 8  -  -  -  %35  بيروت  2002

 9  %0  %3/4  %1/9  %58  اسپانيا  2002

  

oxyR-ahpC داده است موارد را تشكيل  بيشتر .

توان نتيجه گرفت كه با در نظرگرفتن اين  ترتيب مي بدين

هاي   از سويه درصد97 در حدود توان ها مي  جهشنوع 

اي كه  مطالعه در .مقاوم به ايزونيازيد را تشخيص داد

 در كدون katG  هاي مربوط به ژن جهشانجام شد تمام 

اونين اتفاق افتاد  صورت تغيير از سرين به تره ه و ب315

 در جهشكه حاكي از فراواني بسيار بالاي اين نوع 

هاي  واني سويهراف. مطالعه است هاي مورد نمونه

مايكوباكتريوم توبركولوزيس مقاوم ايزونيازيد كه داراي 

 نيز در نقاط ، هستندkatG ژن 315 در كدون جهش

 بيشترين ).4 جدول( مختلف جغرافيايي متفاوت است

هاي مقاوم   در سويهkatG ژن S315T جهشميزان شيوع 

ايزونيازيد مايكوباكتريوم توبركولوزيس از روسيه و چين 

و كمترين مقدار از لهستان و لبنان ) درصد 90ش از بي(

 .)12 و11، 8، 7(گزارش شده است ) درصد 30حدود (

هاي مايكوباكتريوم  مقاومت به ايزونيازيد در سويه

  . يافت نشد،توبركولوزيس  در ايران بپردازد

 غربـالگري   رفـي آزمـايش    مع مذكوربا توجه به موارد     

هاي مقاوم ايزونيازيـد   ژنوتيپيك مناسب براي بررسي سويه   

از سويي نيز نواحي ژنتيكي مرتبط      . رسد نظر مي  هضروري ب 

شـود كـه انجـام يـك       مـي  باعثازيد  با مقاومت به ايزوني   

گـوي انـواع     تنهـايي نتوانـد جـواب      ه غربالگري ب  آزمايش

 ؛يد را در پي دارد    هايي باشد كه مقاومت به ايزونياز       جهش

هايي توجـه نمـود كـه در         بايست بيشتر به آزمايش    لذا مي 

ــادي از   ــداد زي ــد تع ــالا، بتوان ــت ب ــادگي و دق ــين س   ع

  .هاي مقاوم را شناسايي كند ايزوله

كـدام از    ييد تحقيقات قبلي، در مطالعه مـا هـيچ        أدر ت 

 را دارا نبودند كـه نشـان   S315Tجهشهاي حساس،   سويه

و نيـز حـذف     ) 9(  اسـت  جهشاين نوع   از ويژگي بالاي    

ــل ژن ــاي  كام ــا katG ،inhAه ــدahpC ي ــاهده نش     مش
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وجود دارد كه دلالت بر احتمال حذف كامل يـا جزيـي            

katG  برخلاف برخي مطالعات، تنوع زيـادي       .)14(   دارد 

 هاي دخيـل در مقاومـت      هاي هر يك از ژن     جهشدر بين   

 ـ ،)15( به ايزونيازيد ديده نشـد     كـه در مـورد      طـوري  ه ب

  نـوع   2 و   4،  1ترتيـب     بـه  ahpC  و katG   ،inhAهاي   ژن

هاي مقاوم به ايزونيازيد مشاهده شد كـه         در ايزوله جهش  

  ).17  و16( البته موارد مشابهي قبلاً گزارش شده بود

 315شـده كـدون      فاي  آمپلي DNAگرچه سكونسينگ   

هـاي    جهش امكان شناسايي تمام انواع      تواند  مي katGژن  

   ايــن روش نســبتاً گــران و،ايــن ناحيــه را فــراهم آورد

 معمـول عنوان روشـي     هتوان از آن ب    گير است و نمي    وقت

  هـاي   روشبه اين دليـل      .در مناطق مختلف استفاده نمود    

، خصوصدر اين   . استتر  مناسب PCR-RFLPساده مانند   

PCR-RFLP       هـاي    با استفاده از آنـزيمMspI   و MspA1I  

هـايي خواهـد بـود كـه در      جهشقادر به تشخيص انواع     

  بـراي    آزمـايش اين  . افتد   اتفاق مي   katG ژن   315ناحيه  

 (MDR)هـاي چنـد مقـاومتي        شناسايي سـويه  تسهيل در   

ترتيـب    بـه  روشحساسيت و ويژگي ايـن      . رود مي كار به

 تعيـين شـده كـه بسـيار شـبيه بــه       درصـد 100 و 5/99

 ايـن روش بـرخلاف برخـي از         .)18( گ است سكونسين

اندازي و نسـبتاً     راه راحتي قابل  ههاي آزمايشگاهي ب   تكنيك

زمـان كوتـاهي، نتـايج دقيـق و          ارزان است و در مـدت     

اي كـه    براي مثـال در مطالعـه     . آورد مطمئني را فراهم مي   

 از   درصـد  72حدود   ،انجام گرفت  مذكوركمك تكنيك    هب

 بايدالبته  . نيازيد تشخيص داده شد   هاي مقاوم به ايزو    نمونه

تنهايي قادر بـه      به مذكور جهشتوجه داشت كه تشخيص     

از جملـه   . هاي مقاوم ايزونيازيد نيسـت     معرفي تمام سويه  

ــن  ــه عــدم اســتفاده از   مــيآزمــايشمزايــاي اي ــوان ب ت

هاي راديواكتيو، سرعت عمل، ارزاني و عدم نياز         ايزوتوپ

البته بايد ذكر نمـود     .  كرد قيمت اشاره  هاي گران  به دستگاه 

 روشتـوان بـا ايـن        ها را هـم نمـي       جهشكه بسياري از    

هـاي   اي بين سـايت بـرش آنـزيم         رابطه زيرا ،رديابي كرد 

  . وجود نداردجهشمحدودكننده و 

تر و    گسترده اي  د كه در مطالعه   گرد در ادامه پيشنهاد مي   

هـاي مـرتبط بـا       جهـش ي بيشتر به بررسي انواع      يها نمونه

 ،پرداخته شودومت به انواع مختلف داروهاي ضد سلي       مقا

هـا   واسطه محدود بودن نمونـه     هب حاضرچون نتايج مطالعه    

هـاي   جهـش تواند گوياي اين حقيقت باشـد كـه          تنها مي 

 ـ            گزارش چشـم   هشده در سـاير كشـورها در ايـران نيـز ب

توان نتايج حاصـل از آن را بـه سـاير             ولي نمي  ،خورد مي

  .تعميم دادها و مراكز  استان

  
  تشكر و قدرداني

كريمي، رادي، صالحي، مند،  ت آقايان دكتر بهرهازحماز 

كه ما و سركارخانم دكتر فرنيا زاده و همايي  عجمي، حسن

 .گزاريم  صميمانه سپاس،تحقيق ياري دادندرا درانجام اين 
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Abstract: 

Study of Mutations Associated with Isoniazid-Resistance in Clinical 

Mycobacterium Tuberculosis Strains, Tehran and Isfahan Province 

Tuberculosis Centers by PCR and RFLP-Based Technique (2004-5) 
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Background & Objectives: Although isoniazid is the most efficient in killing the tuberculosis bacilli, 

resistance to this drug also develops most readily. Mutations in katG, inhA and ahpC are responsible 

for isoniazid resistance in a large proportion of tuberculosis cases. The frequency of these mutations 

varies with population samples, however. This study provided the first molecular characterization of 

Isoniazid-resistance in M. Tuberculosis strains that is widely applicable for rapid drug resistance 

detection. 

Materials and Methods: The study was a descriptive and analytical and the presence of mutations in 

specific regions of the katG, inhA and ahpC genes was analyzed in 32 M. tuberculosis Isoniazid-

resistant strains in Isfahan and Tehran. To determine the mutations in codon 315 of katG, PCR-RFLP 

technique was performed. In this way, 355 bp PCR products were digested by MspI and MspA1I. 

Mutations in inhA and ahpC genes were detected by sequencing.  

Results: The frequency of mutations in the katG 315(Ser→Thr), inhA and ahpC were detected in 

71.9%, 18.9% and 6.2% of the 32 Isoniazid resistant isolates, respectively. Mutation was not found in 

one of the isolates. 
Conclusion: The PCR-RFLP with MspI, being able to detect katG Ser315Thr substitution, can identify 

more Isoniazid-resistant strains with mutations at codon 315 in the katG. Elucidation of the molecular 

basis of Isoniazid resistance in M. tuberculosis has led to the development of different genotypic 

approaches for the rapid detection of Isoniazid resistance in clinical isolates. The results also suggest 

that the detection of the Ser315Thr in the katG gene may be used as a rapid screening method for 

identifying Isoniazid-resistant clinical M.tuberculosis isolates recovered from Isfahan and Tehran 

tuberculosis centers. 

Keywords: Mycobacterium Tuberculosis, Isoniazid Resistance, PCR-RFLP, KatG, InhA, AhpC. 
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