
New Cell Mol Biotech
j.13/49 , 2023

Research  article

103

Scan online to view this article

Molecular characterization of Mycobacterium 
tuberculosis isolates resistance to first and 

second line drug on gene effect in the clinical 
samples from suspected patients to Tuberculosis 

Samer Montazeri1, Abbas Akhavansepahy1,Alireza Ghasempour2, 
 Ahmad Majd1, Saeed Zaker Bostan Abad3 

1. Department of Biology, North Tehran Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 
2. Department of Biology,Shahid Beheshti University, Tehran, Iran 
3. Department of Biology, Parand Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 

Aim and Background: Diagnosis of drug-resistant tuberculosis is of high value considering the importance 
of controlling tuberculosis. Identifying and introducing a rapid and specific diagnostic method for the 
causative agent of tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, is of great importance. The aim of this study is 
molecular characterization the presence of drug-resistant Mycobacterium tuberculosis to first- and second-line 
drugs in suspected tuberculosis patients. 

Materials and methods: This study was conducted on 2895 patients referred to different laboratory centers 
who were suspected to tuberculosis. The samples that were positive on the culture medium were examined by 
the drug resistance evaluation method and also the sequencing was performed on drug resistant genes 
including katG, rpoB, rrsL and gyrA to identify the corresponding mutations. 

Findings: During the study period from October 2018 to March 2022, 2895 people, a total of 283 positive 
samples and 60 resistant samples were isolated, and the relevant mutations in each gene were determined 
based on nucleotide changes on the relevant genes. 

Conclusion: Due to the fact that the diagnosis of tuberculosis, especially in the case of Mycobacterium 
tuberculosis, is time consuming especially when samples are positive and it takes a long time to perform the 
resistance evaluation test. So molecular identification and identification of the relevant mutations on the 
related drug-resistance genes, provides the possibility of accurate diagnosis and timely treatment 
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 نویسنده مسئول:
 . واحدپرند اسلامی آزاد دانشگاه. زیستی علوم دانشکده. شناسی زیست گروه

  : saeedzaker20@yahoo.com پست الکترونیکی
 21/80/2082: دریافت تاریخ

 21/81/2082 تاریخ پذیرش:

 توبرکلوزیس مایکوباکتریوم هایایزولهشناسایی مولکولی 
 بر روی مقاوم به داروهای رده اول و دوم دارویی 

 مشکوک به سلهای بالینی جدا شده از بیماران نمونه در های مرتبطژن 
 3* بستان آباد سعید ذاکر ،1، احمد مجد2قاسم پور علیرضا ،1، عباس اخوان سپهی1سامر منتظری

 ایران. تهران. شمال تهران واحد اسلامی آزاد دانشگاه. زیستی علوم دانشکده. شناسی زیست گروه. 2
 .گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه شهید بهشتی. 1
 ایران. تهران. واحدپرند اسلامی آزاد دانشگاه. زیستی علوم دانشکده. شناسی زیست گروه. 3

 و شناسایی است. رداربرخو بالایی ارزش از سل بیماری کنترل اهمیت بهتوجه با دارو هب مقاوم سل بیماری تشخیص: هدف و سابقه
 این از هدف است. بسزایی اهمیت دارای کلوزیس تبوبر مایکوباکتریوم سل، بیماری عامل برای اختصاصی و سریع تشخیصی روش معرفی
 است. سل به مشکوک بیماران در درمانی دوم و اول رده های رودا به مقاوم تربرکلوزیس مایکوباکتریوم وجود مولکولی تشخیص مطالعه

 

 صورت اندبوده سل به مشکوک که مختلف آزمایشگاهی مراکز به کننده مراجعه بیمار 1012 روی بر مطالعه این: هاروش و مواد
 دارو بهمقاوم هایژن روی یابیتوالی انجام و بررسی دارویی مقاومت ارزیابی روش با شدند مثبت کشت محیط روی که هایینمونه و گرفت
 گرفت. صورت ,gyrA rrsL, rpoB, katG هایژن در مربوطه جهش شناسایی و توالی اخذ برای

نمونه مقاوم جدا  08نمونه مثبت که  103که در مجموع  نفر 1012 ،2088تا اسفند  2311از تاریخ مهر طی مدت مطالعه :  ها یافته
 باز آلی روی ژن مربوطه مشخص گردید. هایتغییر براساسمربوطه در هر ژن های گردید که موتاسیون

 
 چنینهم و است برزمان توبرکلوزیس باکتریوم مایکو مورد در لخصوصاعلی سل بیماری تشخیص که این بهتوجه با : گیرینتیجه

 مربوطه جهش شدن مشخص و یابیتوالی انجام و یمولکول شناسایی ،است طولانی مقاومت ارزیابی تست انجام نمونه بودن مثبت از بعد
  سازد.می مهیا را موقعبه درمان و رفته بالا دقیق تشخیص امکان ،دارو مربوطه ژن روی

  Iau Scienc،سلی بیماران دارویی، مقاومت توبرکلوزیس، مایکوباکتریوم کلیدی: واژگان

 

 مقدمه
عث بیماری که با است های دیرینهبیماری سل یکی از عفونت

های زمانی های مختلف در رده سنی مختلف در دورهمعیتج
تواند به حالت بیماری فعال متفاوت حتی با یک عدد باسیل می

نخستین بار ماهیت بیماری  ریوی و یا غیر ریوی بروز نماید.
شناخته شد. او ثابت کرد  2002وسیله ویلمین در سال سل، به

ر از ضایعات سل انسان به که این بیماری، مسری بوده و اگ
کبک یا خرگوش تزریق گردد، در حیوانات ایجاد بیماری 

-هشود این بیماری که اولین بار فساد بافت نامیده شد، ب می
شناخته  20بیماری مسری در بین اقوام مدیترانه در قرن عنوان 
در قرن هجدهم و نوزدهم، یک اپیدمی سل در  (.2،1،0) گردید

یکای شمالی شیوع یافت. در آن زمان هنوز سراسر اروپا و آمر
دنبال کشف کخ،  کخ ریشه میکروبی سل را کشف نکرده بود. به

این  کم دانشمندان به ها و درمان داروییِ سل، کم تولید واکسن
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کن شده است. سازمان ملل  نتیجه رسیدند که این بیماری ریشه
را  این بیماری 1812توان تا سال  بینی کرد که می متحد پیش

 2108  حال، در اواسط دهه ااین. بدر سراسر جهان ازبین برد
تری از مردم در سراسر جهان به بیماری سل مبتلا تعداد بیش

سازمان بهداشت جهانی اعلام  2113شدند تا جایی که در سال 
فوریت جهانی قرار گرفته است. این اولین   کرد، سل در مرحله

گذاری  را با این عنوان برچسب ای بار بود که این سازمان بیماری
بهداشتی در  عنوان یک معضلتوبرکلوزیس هنوز به .کرد می

یک سوم از مردم دنیا به این  کمابیشو  استدنیا مطرح 
های شود که بین سال. تخمین زده میاستباکتری آلوده 

ب سل آلوده وبیلیون به میکر 2نزدیک به  1818تا  1888
این جمعیت دچار بیماری شده و  میلیون از 188خواهند شد و 

میلیون نفر در اثر این بیماری جان خود را از دست  32
 .(1،2،3،1)میدهند

میلیون نفر بر اثر ابتلا به این بیماری جان خود  1سالانه حدود 
های عامل بیماری باکتری از گروه باسیل. دهندرا از دست می

وه مایکوباکتریوم که در دو گر استای به نام مایکوباکتریوم میله
-طبقه می توبرکلوزیسای غیر توبرکلوزیس و مایکوباکتریوم

عنوان ، انسان را بهتوبرکلوزیسگردند که نوع مایکوباکتریوم 
گردد و نوع غیر میزبان انتخاب و عامل بماری سل می

تواند ایجاد بیماری طور اتفاقی در انسان میتوبرکلوزیس به
ای شکل، نازک و های میله، ارگانیسمهامایکوباکتریومنماید. 

به خانواده مایکوباکتریاسه و رده بدون تحرک متعلق
در حال   (0،0،2) ندهستها و کلاس اکتینومایسه اکتینومیستال

در جنس  گونه مختلف 220تعداد  1828 حاضر تا ژانویه سال
ها طیف این گونه(. 1،3،2ت )مایکوباکتریوم شناسایی شده اس

های منتشر را در انسان های موضعی تا بیماریعفونتوسیعی از 
ها فقط در انسان اگرچه بعضی از گونه کنند.و حیوانات ایجاد می

ها از حیوانات گوناگونی جدا کنند، سایر گونهاد میجعفونت ای
 اند.های زیادی در آب و خاک یافت شدهچنین گونهاند. همشده

شیوع  چنین، هماختمانیساختار ویژه س رخاطاین باکتری به
دیرینه، گستردگی بالا و تنوع زیر گونه، تکثیر طولانی مدت و 

توان اصطلاح ها باکتری میخاص در بین میلیون هایخصوصیت
 کار برد.ها را برای آن بهپادشاه باکتری

-حال در زمره بیماریباز و عصر کهن تا به بیماری سل از دیر
سانی بوده و در مناطق های انهای آزار دهنده جمعیت

های انسانی باعث جغرافیایی مختلف با گردش در بین جمعیت
چنان بالاست و در ردیف اول بیماری بوده و شیوع آن هم

گذاری کنترل سازمان بهداشت جهانی قرار های سیاستبرنامه
خصوص بهدارد و برای کنترل آن در کشورهای جهان، 

فقر غذایی بالاست از علت کشورهایی که شیوع بیماری به
اهمیت بالایی برخوردار است و بودجه خاصی برای آن تعلق 

 .(22،1،2) گیردمی

های طولانی قبل موقع و دقیق این باکتری از سالتشخیص به
موقع در درمان بسا تشخیص بهمورد اهمیت بوده است، چه

ها از اهمیت بالایی صحیح بیماری سل در نجات حیات انسان
. لذا متخصصین و دانشمندان در سالیان متمادی است برخوردار

لف با تنوع امکانات گام تدر این راه به روندهای تشخیصی مخ
د مناسبی حاند از مرگ و میر انسانی تا اند و توانستهبرداشته

 .(21،0،3،2) جلوگیری نمایند

درمان بیماری سل از دیرباز در روند اهمیت مراکز بهداشتی و 
-صورت سرپایی و بستری بوده است و آنتیه بهبیمارستانی چ

های روتین از گروه ریفامپین، ایزونیازید و بیوتیک
استرپتومایسین جهت درمان افراد مسلول در برنامه درمانی 

DOTS .سازمان بهداشت جهانی بوده است 

مقاومت دارویی یک پدیده بیولوژیک است که در مایکوباکتریوم 
اولین داروی ضد سل یعنی توبرکلوزیس از زمان کشف 

استرپتومایسین مشاهده شده است. بسیاری از بیمارانی که 
ها تزریق شده بود به مرز مرگ رسیده و استرپتومایسین به آن

وضوح قابل مشاهده بود. با وجود ادامه ها باکتری بهدر خلط آن
به درمان و دریافت دارو، دیری نگذشت که باسیل مقاوم

  (.21،22) آزمایشگاه جداسازی شد استرپتومایسین در

برای درمان  مدتی پس از کشف و استفاده از استرپتومایسین
میلادی، مشخص گردید که استفاده از یک  08سل در دهه 

دارو به سرعت منجر به ایجاد مقاومت دارویی و به تبع آن 
کارگیری این موضوع باعث به. (23،2) شودشکست درمان می
استفاده از حداقل دو دارو، برای جلوگیری از درمان ترکیبی، با 

ها که مقاومت بسیاری از باکتری خلافبر ایجاد مقاومت گردید. 
علت عناصر ژنتیکی متحرک نظیر پالسمید، بیوتیکی بهآنتی

ها دهد در مایکوباکتریومها رخ میترانسپوزون و اینتگرون
 کروموزومی دارد و اغلب ناشی از همقاومت دارویی پای

محدودی از ژنوم است. این  ههایی در ارتباط با ناحیموتاسیون
های بعدی باکتری منتقل شود و تواند به نسلمقاومت می

 ل کندلاهای کنترل و درمان سل را دچار اختبرنامه
(21،1،0،3.) 
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ترین ادامه یافتن مقاومت دارویی سل یکی از خطیرترین و مهم
ماری را با مشکل مواجه مسائلی است که کنترل جهانی این بی

های مقاوم به ایزونیازید و ساخته است. بیمارانی که با سویه
به چند دارو عنوان سل مقاوماند، که بهریفامپیسین آلوده شده

با خط نخست  عملیطور بهشوند، شناخته می MDR یا
، 1821در سال . ندهستداروهای سل غیرقابل درمان 

مورد  218،888و  MDR سلمورد جدید از  028،888کمابیش
 مرگ ناشی از آن گزارش شده است. در مقیاس جهانی، سل

MDR 0/3  درصد بیماران با  18درصد موارد جدید سل و
در  MDR گردد. بالاترین آمار سلسابقه درمان را شامل می

-شود که سویهکشورهای اروپای شرقی و آسیای میانه یافت می
واع حساس به دارو وجود دارند. فراوانی انبه  کمابیشهای مقاوم 

، در 1823براساس گزارش سازمان بهداشت جهانی در سال 
در سال  .وجود دارد MDRدرصد انواع سل  0-22ایران حدود 

-برای تعریف سویه XDR  شدت مقاوم یا، عبارت سل به1880
ها و داروهای تزریقی خط که به فلوروکینولون MDRهای سل 

درصد  0/1طور تقریبی ، ابداع گردید. بهدوم درمان مقاوم بودند
 ندهست XDRدر سرتاسر جهان از نوع  MDRموارد سل 

(20،23،1). 

ها از روش مستقیم های مختلفی تشخیص مایکوباکتریومروش
-های فنوتیپی همگی از روشبیوگرام، روشلام تا کشت و آنتی
-بر بوده و امکان درمان سریع را پایین میهایی است که زمان

های مولکولی پیشرفته در آورد، لذا امکان بررسی تشخیص روش
اند از بیمارانی که به داروهای رده اول و دوم مقاومت پیدا نموده

 خلط اسمیر میکروسکوپی بررسی ست.ااهمیت بالایی برخوردار 
 در کشورهای در سل بیماری تشخیص اساس عنوانبه هنوز
 باکتری بار و کیفیت هب روش این. است ماندهباقی توسعه حال

. است وابسته آزمایشگاه هایتکنسین صحیح آموزش و خلط در
 موارد از%  28 معمولطور به و بوده پایین روش این حساسیت

 سل بیماری عامل کشت .کندمی شناسایی را سل بیماری فعال
 میکروسکوپی روش بهنسبت مایع، و جامد هایمحیط روی بر

 نیز را داروها بهنسبت حساسیت رسیبر اجازه و است ترحساس
 بالینی های نمونه از مایکوباکتریوم گونه یک که هنگامی .دهدمی

 مورد گونه باید قطعی تشخیص برای گردد، می جداسازی
 اپیدمیولوژیک لحاظ از لزوم صورت در و گرفته قرار شناسایی

 جدید عفونت دیگری، به بیمار یک از انتقال نحوه بررسی مانند
. گیرد قرار مناسبی تحلیل و تجزیه مورد بیماری عود ای و

 مایکوباکتریوم زای بیماری های گونه دقیق شناسایی و جداسازی
 و برهزینه طولانی، بسیار فرآیندی مختلف بالینی های نمونه از

 با افراد به مناسب امکانات به نیاز برعلاوه که است پیچیده
 .(20،0)است  نیازمند زمینه این در تجربه

بر بودن و مشکلات عدیده امکان به زمانلذا در نهایت با توجه 
-بههای مولکولی در تشخیص بیماران و کارگیری روشبه

ثر در درمان ؤخصوص بیمارانی که مقاوت دارویی دارند گامی م
در این تحقیق بررسی و  .استموقع و کاهش مرگ ومیر به

ژن مایکوباکتریوم  یابیی روش تشخیص توالیگیرکارامکان به
به دارو خط اول و دوم مورد ارزیابی قرار های مقاومدر نمونه

 گرفته است.

 هامواد و روش
مشکوک به سل مراجعه کننده به مراکز گیری از افراد نمونه

 هایهای بالینی ارجاع شده به آزمایشگاهدرمانی و نمونه
 رفت کهمرکزی تهران، زابل، گلستان( صورت گ اهواز، )مسعود،

. طی انجام شدبیوگرام های آنتتستتر های بیشبررسیجهت 
 نفر 1012 ،2311تا اسفند  2310از تاریخ مهر مدت مطالعه 

نمونه مقاوم جدا  08نمونه مثبت که  103که در مجموع 
آمیزی اسید فست انجام و روی ها رنگگردید. برای نمونه

شت داده کبا روش پتروف محیط کشت لون اشتاین جانسون 
 شدند.

 بیوگرام تست آنتی
ها در محیط لون اشتاین جانسون فاقد دارو پس از آنکه باکتری

ماه  2-1های افتراقی نیز انجام شد، کشت داده شدند و تست
-میهای رشد نموده انجام بیوگرام برای باکتریبعد، تست آنتی

وجود مقاومت  عدم. این تست برای شناسایی وجود یا شود
به آن در باکتری نوع دارویی که نسبتنیز و  دارویی

 رود. کار میبه توبرکلوزیس مقاومت ایجاد شده است

جهت هایی که باسیل روی آن رشد نموده بود بهاز محیط کشت
ها روی محیط بیوتیکبه آنتیبررسی حساسیت و مقاومت

دارویی رده اول )ریفامپین، ایزونیازید، استرپتومایسین، 
و رده دوم دارویی )سیپروفلوکساسین،  اتامبیوتول(

کشت داده شدند. لووفلوکساسین، پارا آمینو سالسیلیک اسید( 
ها بررسی هـا از لحاظ رشد باکتریهفتـه محـیط 0-0پـس از 

رشد نموده  دارومحیط حاوی هر هایی که در گردیدند. نمونه
های درصد تعداد کلنی 2هایشـان بـیش از بودند و تعداد کلنی

 .به گزارش شدندهـای مقاومهـای شـاهد بـود، نمونـهلوله

ییدی مولکولی أو انجام تست ت DNA استخراج
 توبرکلوزیس مایکوباکتریوم 
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 استخراج های DNA یدأیت سپس و شد انجام Roche کیت با
 کلیه .گرفت صورت الکتروفورز ژل و نانودراپ وسیلهشده به

 کمپلکس هایگونه ییدأت برای IS6110 ژن نظر از هاایزوله
 مورد ها،غیرتوبرکلوزیس از و افتراق توبرکلوزیس مایکوباکتریوم

 .گرفتند قرار ارزیابی

 هایگونه ییدأت برای IS6110 ژن نظر از هاایزوله کلیه
 از و افتراق توبرکلوزیس مایکوباکتریوم کمپلکس

  ه انجام شد.مه غیرتوبرکلوزیس

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PCRحاصل از  IS6110ژن مشاهده  2شکل .
 20 شده آوریجمع نمونه 08 از که دهدنشان می PCR نتایج
 0 و مایکوباکتریوم توبرکلوزیس گروه ( از%18) مثبت نمونه
 ژن این. شد گزارش غیرتوبرکلوزیس گروه از (%03) منفی نمونه
 است. مناسبی روش TB کمپلکس شناسایی دقیق برای

 یابی ژنو توالی (PCR) مرازپلی ایهزنجیرانجام واکنش 
 جهت تکثیر ژن (PCR) مرازای پلینحوه انجام واکنش زنجیره

rpoB  رای انجام واکنشب PCR  برای بررسی و استبه پرایمر نیاز .
از ژنوم   411bpبازی: یک قطعه  18تکثیر مایکوباکتریوم از پرایمر 

که توالی کند را تکثیر می rpoB مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در ژن
 :(20)است صورت زیر آن به

rpoB- Forward: 5'- 
TACGGTCGGCGAGCTGATCC-3' 

rpoB- Reverse: 5'- 
TACGGCGTTTCGATGAACC-3'   

 

جهت  (PCR)مراز ای پلیحوه انجام واکنش زنجیرهن
 KatG تکثیر ژن 
که با برنامه   I; کندرا تکثیر می katGاز ژن  bp181یک قطعه 

گردد و ژن مربوطه ص شده قابل انجام میزمانی و مواد مشخ
طراحی شده برای تکثیر به این صورت  یتوال ابد.یتکثیر می

 :(20)است 

katG F 5-gaaacagcggcgctggatcgt-3 

katG R 5- gttgtcccatttcgtcgggg-3 
جهت  (PCR)مراز ای پلیحوه انجام واکنش زنجیرهن

 gyrA تکثیر ژن 
بررسی و  برای .کندکثیر میرا ت gyrAاز ژن  bp081یک بخش 

از ژنوم   411bpقطعه  کبازی: ی 18تکثیر مایکوباکتریوم از پرایمر 
کند که توالی را تکثیر می gyrA مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در ژن

 (.20)است صورت زیر آن به

gyrA F 5-acagacacgacgttgccgcc-3 

gyrA F 5-gtcgatttccctcagcatctcc-3 

 

جهت  (PCR)مراز ای پلیزنجیره حوه انجام واکنشن
 rrs تکثیر ژن 
بررسی و  برای کند.را تکثیر می rrsاز ژن  bp220یک بخش 

از ژنوم   411bpقطعه  کبازی: ی 18تکثیر مایکوباکتریوم از پرایمر 
کند که توالی آن را تکثیر می rrs مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در ژن

 است.صورت زیر به
Rrs  F 5-gtccgagtgttgcctcagg-3 
rrs R 5-gtcaactcggaggaaggtgg-3 

 
های برای تشخیص ژن PCRدست آمده از هنتایج ب

 بیوتیکمقاومت به آنتی

133 bp 
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منظور به M. tuberculosis یپیفنوت یهاهیسو یتمام
 نیا یقرار گرفتند. برا یمقاوم مورد بررس یهاژن ییشناسا

 جی. نتااستفاده شد مرازیپل یارهیمنظور از واکنش زنج

به مقاوم یها، ژنDNA ریتکث هایالکتروفورز، محصول
نشان داده شده است. 1 ضد سل در شکل یداروها

 

 
 

 
 rpoB, katG,rrs, gyrAهای نتایج الکتروفورز ژن. 1 شکل

 یابی ژندست آمده از توالیهنتایج ب
 rpoBژن 

 .M یهاهیاز سو نمونه 20عدد از  21مشخص شده است که 
tuberculosis یکیژنت هایرییدر معرض تغ نیفامپیبه رمقاوم 

 ß رواحدیهستند که ز rpoBژن  یجفت باز طولان 02در قطعه 
RNA وابسته به مرازیپل DNA هیکند و در ناحیرا کد م 

 شود.یمتمرکز م نیسیفامپیبه رکدکننده مقاومت

 
Codon Nucleotide change Amino acids Substitutions Isolates 

507 GGC→AGC Gln→Ser A1/3-6,A1/7-10,B2/4-6 
C18/7-8,B5/6-7,B13/10 

C17/1-2 
521 CTG→TTG Leo→Leo B15/5,B13/1-5 

523 GGG→GCG 
GGG→GGC 
GGG→GGA 

Gly→Ala 
Gly→Gly 
Gly→Gly 

C12/1-4,A2/4-6, 
C18/5-6 

 
 از بیمارانجدا شده  rpoBژن  M. tuberculosis یها هیف سومختل یها در کدون دیو نوکلئوت نهیآم دیاس هایرییتغ یفراوان .1جدول 

 katGژن 
 نمونه 20عدد از  11 های مایکوباکتریوم مورد مطالعهدر سویه

در معرض  دیازیزونیبه امقاوم M. tuberculosis یهاهیاز سو
کاتالاز  میکد کننده آنز katG در ژن یکیژنت هایرییتغ

 322در کدون  هارییتغ نیترشیهستند و ب دازیپراکس
(AGC→ACC ).ژن  هایهقطع یابییتوال استkatG  انجام

ست دبه DNAMAN ALFwin افزاربا کمک نرم جیشد. نتا

، 382شد:  ییشناسا ریز یهادر کدون katGدر ژن  جهش آمد.
380 ،381،320،320،312،310،322 ،320،321 ،020 ،003 

 .381و 
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Codon Amount Amino acid change Nucleotide change Isolate 

1 Mutation 

 
 

315 

 
 

11 

Ser→ Thr AGC→ACC A1/2-1 
A2/4-6 
B2/1-3 
B2/4-6 

B13/1-5 
C18/5-6 

Ser→ Asn AGC→AAC B4/1-6 
D1/2-5 
C12/1-4 
C18/7-8 

Ser→ Gly AGC→GGC B15/4 
B16/10 

Ser→ Arg AGC→GGC B16/8 
B15/10 

2 Mutations 

305,315 2 Gly→Ala, Ser→Thr GGC→GCC, AGC→ACC B5/8 
B9/4-5 

309,315 1 Gly→ Cys, Phe, Ala, 
Ser→ Thr 

GGT→GTT, GTC, GCT, AGC→ACC B13/10 
C18/1-2 

314,315 1 Thr→Asn, Ser→Thr ACC→AAC, AGC→ACC B22/1-4 

311,315 1 Asn→Phe, Tyr, 
Ser→Thr 

GAC→TTC, TA, AGC→ACC B5/1-5 
C17/1-2 

315,316 1 Ser→ Thr, Arg, Gly→ Ser AGC→ACC, AGG, GGC→AGC C6/5 
357,463 1 Asp→His, Arg→Leu GAC→CAC, CGG→CTG C6/9 

357,454 1 Asp→ Asn, Glu→ Arg GAC→AAC, GAG→CGA C8/5-7 

3 Mutations 

309,311, 315 1 Gly→ Ala, Asn→ Phe 
Ser→ Thr 

GGT→GCT, GAC→TTC, AGC→ACC B6/3-4 

307,309, 315 1 Gly→Arg, Gly→Gly 
Ser →Thr 

GGA→CGA, GGT→GGG 
AGC→ACC 

D1/6-8 

305,315, 321 1 Gly→ Ala, Ser→ Thr 
Trp→ Leu 

GGC→ GCC, AGC→ ACC 
TGG→ TTG 

B15/5 

 ز بیماراناجدا شده  katGژن  M. tuberculosis یها هیمختلف سو یها در کدون دیو نوکلئوت نهیآم دیاس هایرییتغ یفراوان .1جدول 

 
  gyrAژن 

 20عدد از  10 که داد نشان gyrA ژن سکانس از حاصل نتایج
این  در موتاسیون دارای M. tuberculosis هایسویه از نمونه

 بهمقاومت ایجاد مسبب هاموتاسیون که بودند، ژن
 .سیپروفلوکساسین بودند

isolates Amino acid substitiosion Amount POINT MUTATION 

A2/4-6, B2/1-3, B2/4-6 
B5/9, B3/1-4, B5/6-7 

B15/4, B9/1-3, B9/4-5 
B15/5, B13/7 

S95T 11 G284C 

B6/3-4, D1/9-10, B12/7, B12/5-
6, B12/3-4, B11/7-8 

E21Q 6 G61C 

B15/7, B13/1-5 387 2 A281G 

B15/9, B15/8 
B6/1-2 

- 3 G262T 

B15/10 - 1 C84A 

B16/8 D36Y 1 T107A 

B16/10 - 1 G109C 

B13/8 - 1 G118C 

C1/3-4 - 1 A55G 

B5/1-5 - 1 C57A 

 از بیمارانجدا شده  gyrAژن  M. tuberculosis یها هیمختلف سو یها کدوندر  دیو نوکلئوت نهیآم دیاس راتییتغ یفراوان 3جدول 
 rrsژن 

عدد از  12 که داد نشان  rrs ژن سکانس از حاصل نتایج
 موتاسیون دارای M. tuberculosis های هسوی از نمونه 208

 ایجاد مسبب هاموتاسیون از برخی که بودند، این ژن در
 . کانامایسین بودند بهمقاومت
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Isolates Amount POINT MUTATION 

C8/5-7, B6/1-2 
C11/1-5, C17/1-2 

4 G1260A 

C17/3-4, D1/6-8 
B22/1-4 

3 A1278T 

B13/10, B16/10 
B16/8 

3 A1279T 

B15/10, B13/1-5 
B12/7 

3 C1300T 

B12/5-6, B12/3-4 
B15/5 

3 G1321A 

B9/4-5, B9/1-3, 
B15/4 

 

3 C1445T 

C12/1-4 1 G1167A 

D1/2-5, B2/7-9 2 A1401G 

B2/4-6 1 T1181A 

B2/1-3 1 G1282A 

A1/7-10 1 C1381T 

 از بیمارانشده  جدا rrsژن  M. tuberculosis یها هیمختلف سو های. جدایه0جدول 

 گیریو نتیجه بحث
ریزی به این که اهمیت درمان بیماری سل و برنامهبا توجه

های مراکز های برنامهکنترل شیوع این بیماری از اولویت
موقع و دقیق بیماران ، لذا شناسایی بهاستشورها در کبهداشت 

جهت درمان سریع از اهمیت بالایی برخوردار است. به
هایی لست که دیر رشد و از باکتری توبرکلوزیس یوم مایکوباکتر

به این امکان تطابق برای حیات در این باکتری بالاست و با توجه
که در مقابله  استچنین ساختار ژنتیکی این باکتری طوری هم

 ها امکان ایجاد مقاومت بالایی دارد و حتی دربیوتیکبا آنتی
ان جبران فعالیت امک های زیستیصورت آسیب رسیدن به ژن

های دیگر در این باکتری های خانه نگه دار با ژنبرای این ژن
ها برای این بیوتیکبالاست و امکان ادامه حیات در جوار آنتی

رود و شاید همین یک دلیل محکم برای این باسیل بالاتر می
هاست گرفتاری به این بیماری معظل جدی است باشد که قرن

-ی زیبنده مناسبی است که میکروبیولوژیستو نام پادشاه باکتر
  اند.ها به مایکو باکتریوم داده

دانیم داروهای درمانی برای بیماری سل طور که میهمان
در خط اول درمان با ریفامپین و  DOTSبرنامه  براساس 

ابد یول و استرپتومایسین ادامه میایزونیازید شروع و با اتامبیوت
چنین عوامل بیوتیک و هماز آنتی تنادرسو در صورت استفاده 

بیوتیکی بالا وجود آمدن مقاومت آنتیمختلف دیگر امکان به
رود و در این صورت باکتری با ایجاد جهش در ژن مربوطه و می

نماید. در بیوتیک پیدا مییا عوامل دیگر سلولی مقاومت به آنتی
رمان نه موارد استفاده از خط دوم داروهای درمانی در داین گو

 گیرد.برداری قرار میمورد بهره

جهت توبرکلوزیس به موقع و دقیق مایکوباکتریوملذا تشخیص به
چنین مراکز موقع برای پزشکان و بیماران و همدرمان به

 .استبهداشتی بسیار مهم 

ها و امروزه در مراکز تشخیصی آزمایشگاهی مایکوباکتریوم
 :استه این صورت های آن، استاندارد روش تشخیصی بگونه

های تست -0آنتی بیوگرام  -3کشت  -1گسترش لام  -2
 پروتئومیکس -0های مولکولی و ژنومیکس تست -2فنوتیپی 

 لیپیدومیکس)در حال فعال سازی( -1
 
 توسعه حال در کشورهای بهداشتی هایسیستم در کلی طوربه
 بوده بزرگی معضل هاآن در سل بیماری هعمدطور به که فقیر و
 غالب در و بالینی علائم براساس  سل تشخیص است، اندمیک و

 فست اسید باسیل حضور لحاظ از بیمار خلط بررسی موارد
(AFB)  نیز ایران (. در23،1) است نلسون زیل آمیزیرنگ در 
 و بالینی علائم دارای بیمار موجود هایدستورالعمل براساس 

 دارویی درمان و دهش وارد سل با مبارزه برنامه در مثبت اسمیر
 فست اسید آمیزیرنگ کهاین دلیلگردد. بهمی شروع سل ضد

 انواع) است غیراختصاصی M. tuberculosis برای
 موارد در و( ندهست فست اسید نیز غیرسلی هایمایکوباکتریوم

 بیماری رادیولوژیک هاییافته چنینهم و کلینیکی علائم زیادی
 دارد، بالایی مشابهت غیرسلی واعان از ناشی هایبیماری با سل

 اشتباه به مایکوباکتریوم اخیر گروه با عفونت دارای بیماران
تحقیقی که  براساس چنین گیرند. هممی قرار سل درمان تحت

های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس تازگی روی حساسیت داروییبه
اسمیر منفی صورت گرفته و نشان داده که برخی از 

های اسمیر منفی دارای کشت مثبت توبرکلوزیس مایکوباکتریوم
ها مقاومت دارویی هم دیده شده است ند و در برخی از آنهست
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(. این به آن معناست که این بیماران مبتلا به سل 20،2)
ند ولی اگر کشت این هستهرچند که دارای اسمیر منفی 

به های مقاومتوانست دارای سویهگرفت میها صورت میباکتری
 که شوندمی داده کشت هانمونه نیز مواردی در .رو نیز باشددا

 هاآزمایشگاه از زیادی تعدادی کشت، نمونه شدن مثبت از بعد
 هویت تعیین به قادر امکانات یا و فنی دانش فقدان دلیلبه

 ندنیست فنوتیپیک ساده هایروشبراساس  حتی هاایزوله اولیه
 .M را شده جدا ایزوله است، غالب سل بیماری چون و

tuberculosis گیرند.می نظر در 

 .M هایایزوله شناسایی نیز هایی آزمایشگاه در البته
tuberculosis تعیین دارویی نیز حساسیت تعیین و شده انجام 

براساس  تنها که مناطقی در است مسلم که آنچه ولی .گرددمی
 یصتشخ سل بیماری بالینی علائم یا و میکروسکوپی لام نتیجه

 هایایزوله که هاییآزمایشگاه در یا و شودمی داده درمان و
 هویت تعیین دلیلی هربه ولیکن شوندمی جدا مایکوباکتریومی

 انواع ولیکن شوندمی هویت تعیین هاایزوله کهاین یا و شوندنمی
 آن به یا و گردندنمی هویت تعیین مایکوباکتریوم غیرسلی
 سلی ضد داروهای درمان تحت انبیمار شود،نمی داده اهمیت

 مختلف های گونه (. شناسایی20،3) گیرندمی قرار
 غیرسلی انواع و M. tuberculosis شامل مایکوباکتریوم

 هایویژگی برمبتنی میکروبیولوژیک مرسوم های روشبراساس 
 رشد، سرعت کلنی، مروفولوژی از استفاده یعنی فنوتیپیک

 و آنزیماتیک متنوع های تست انجام و پیگمان تولید
 به بیوشیمیایی های تست تعداد یاصول طوربه.است بیوشیمیایی

 گونه آن آنزیمی فعالیت و بررسی مورد مایکوباکتریوم ماهیت
 بیوشمیایی لحاظ از که هایی گونه اساس این بر. دارد بستگی
 قابل بیوشیمیایی های تست حداقل با دارند بالایی فعالیت
 از که هایی گونه کهحالی در ندهست شناسایی و بندیدسته
 نیاز ندهست فعال ترکم یا بوده فعالیت فاقد بیوشیمیایی لحاظ

 همه ند.هست شناسایی برای ها تست از تریبیش تعداد به
-علاوه بیوشیمیایی های تست که ندهست اعتقاد این بر محققین

 در لازم ناییتوا فاقد طولانی، زمان به نیاز و بودن برهزینه بر
 امر این. ندهست مایکوباکتریوم های گونه کامل شناسایی زمینه

 های گونه که کند می پیدا بالایی اهمیت زمانی ویژهبه
 . ندهست افزایش حال در سرعتبه مایکوباکتریوم

های معتبر به دلایل مطرح شده که در مقالات و رفرنسبا توجه
بندی جداسازی جمعدر  استبرای تشخیص مایکوباکتریوم 

 .استمایکوباکتریوم توبرکلوزیس از غیرتوبرکلوزیس مهم 

برای  DNA های تشخیصی مولکولی بر پایهاهمیت روش
چنین دقیق و در ضمن جداسازی موقع و همشناسایی به

لحاظ گونه مایکوباکتریوم های مایکوباکتری بهژنوتایپ
چنین برای مراکز درمانی و هم کلوزیسکلوزیس از غیر توبررتوب

. در استجهت انجام درمان صحیح حائز اهمیت پزشکان به
مقالات گوناگون و گزارشات علمی از مراکر بیمارستانی ایران و 
جهان این موضوع که جایگاه تشخیص مولکولی برای بیماری 

کید فراوانی شده است. در این راستا نیز با تپلنجام روش أسل ت
-زمان شناسایی مقاومت آنتیمولکولی امکان هم تشخیصی

شناسایی براساس گردد. در این تحقیق هم بیوتیکی مهیا می
ژن  rpoBبیوتیکی از قبیل: های مربوطه به مقاومت آنتیژن

زن  katGمرتبط با مقاومت به ریفامپین و گروه ریفامپیسین، 
ژن کنترلی   rrsو gyrA و بیوتیک ایزونیازیدکنترل کننده آنتی

انجام تست  کانامایسینو  سیپروفلوکساسینبیوتیک برای آنتی
روش سنجر صورت گرفت. در این  براساسیابی مولکولی و توالی
های بیوتیکبیوگرام برای آنتیبه انجام روش آنتیمطالعه با توجه

بیوتیک و به آنتیهای مقاومرده اول و دوم و جداسازی نمونه
های مربوطه که باعث ایجاد یابی، جهشانجام روش توالی
های دیگر دست آمد که در مقایسه با مطالعهمقاومت بودند، به

 ای بر انجام کار شد.ییدیهأت

و شناسایی کلی  PCRهای مولکولی در مقایسه روش
 توالی ژن براساسها )سلی و غیرسلی( مایکوباکتریوم

SrRNA20 رایشود، زیمدر نظر گرفته  "استاندارد"عنوان به 
 یلوژنیف کی یوجود دارد و امکان بازساز وتیدر هر پروکار

. ستیو زمان مطلوب ن نهیاز نظر هز کند.یرا فراهم م یجهان
مواد  نهی( ادعا کرد که با احتساب هز1822و همکاران ) ینیزیب

 زولهیا کی ییحقوق، و استهلاک دستگاه، شناسا ،یمصرف
 288 یبیتقرطور به S rRNA20 یابییتوسط توال ییایباکتر

 00پس از  جیداشت و نتا نهیها هزآن شگاهیدر آزما کایدلار آمر
 ساعت در دسترس بود.

-بیوتیکییدیه مقاومت به آنتیألیکن دانشمندان مختلف برای ت
بیوتیک مربوطه به شناسایی ارتباط هر ژن با آنتیها مبادرت

 های مختلف داده شده است.نمودند و گزارش

از نظر  DNA یانگشت نگار یها، اکثر روشحال نیا با
در مورد رابطه  یاطلاعات چیندارند و ه یبستگهم یکیلوژنتیف

 یها کیدهند. تکنیمختلف ارائه نم یهاگونه نیب یتکامل
(، AFLP) شده تیطول قطعه تقو سمیمورف یمانند پل یژنوم

چند  یتوال ینگپی( و تاPFGE) یپالس دانیالکتروفورز ژل م
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

اهداف  یبرا ها یباکتر یبند رگروهیز ی( براMLST) یگاهیجا
 rDNA  یتوال نیی. اگرچه تعشوند یاستفاده م کیولوژیدمیاپ
S20 است، در  یکاف هیجدا کیگونه به  ایاختصاص جنس  یبرا
-هعنوان مثال، مطالعبه ق،یدق یساز پیتا یموارد برا ترشیب

 پیتا یبرا وانتیرا م PFGE. ستین یکاف کیولوژیدمیاپهای 
 .با وضوح بالا استفاده کرد

-سمیکروارگانیگونه به م ایاختصاص جنس  یبرا یطور کلاما به
به ولیکن شناسایی دقیق مایکوباکتریوم مقاوم ها نامناسب است

گیری این کارتواند از بهیابی میجهت بیماربیوتیک بهآنتی
 یابی بهره بگیرد.های مولکولی و توالیروش

و قابل  عیارزان، سر ییشناسا ،یمولکول یها وشر رد ها شرفتیپ
 یمولکول یرا با ابزارها ومیکوباکتریما یها از گونه یاریاعتماد بس

و  ولدری؛ د1883کرده است )کوک و همکاران،  لیتسه
، ؛ روسو و همکاران2101؛ هانس و همکاران، 1882همکاران، 

البته لازم است محققین و پزشکان بدانند که  (.1880
های مولکولی وجود دارد که دانستن هایی در روشحدودیتم

 یتجار یمولکول یصیتشخ یها روش. استها بسیار مناسب آن
 ییجهش را شناسا یها از مکان یتعداد محدود توانند یتنها م
فقط  GeneXpert MTB/RIF (Cepheid)مثال،  یبرا کنند.
 صیرا تشخ نیفامپیمرتبط با مقاومت ر rpoB یها جهش

 GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience). دهد یم
 نیفامپیمرتبط با مقاومت به ر یهاتواند جهش در ژنیفقط م

(rpoBو ا )دیازیزونی (inhA  وkatGرا تشخ )دهد. صی Xpert 
MTB/XDR (Cepheid) مقاومت به  صیتشخ یتواند برایم

و  نیسیناماکا ن،یکاسیآم د،یونامیها، اتنولونیفلوروک د،یازیزونیا
در  MTB یمثبت برا جیدر بزرگسالان با نتا نیسیکاپروما

Xpert MTB/RIF ای Ultra (Cepheid) .نیا با استفاده شود
دهند و ینم صیمقاومت ناهمگن را تشخ هاتیک نیحال، ا
-ممکن است به اشتباه به زیخاموش ن یهاجهش ایها مترادف

-یتوال ،یابییتوال یرعنوان مقاومت گزارش شوند. با توسعه فناو
 ییدر مطالعه مقاومت دارو یاطور گستردهبه DNA یابی

MTB تواند اطلاعات یمورد استفاده قرار گرفته است که م
حال،  نیا با به دارو ارائه دهد.ژن مقاوم نیدر مورد چند یقیدق

وجود دارد، مانند توان  یدر سنجش توال یادیز یهاتیمحدود
 یبالا و الزامات بالاتر برا نهی، هزSanger یباییکم توال یاتیعمل
 (.202)ی نسل بعد یابییتوال جینتا ریتفس

های بیوتیکبه شناسایی آنتیدر این مطالعه با توجه لیکن
-چنین جداسازی گونهمختلف در رده اول و دوم درمان و هم

در مقاومت  توبرکلوزیساز غیر توبرکلوزیسباکتریوم های مایکو
بیوتیک، جهش مربوطه در ارتباط با مقاومت نتیبه هر آ

مشخص شد که در اختصاصیت مناسب برای شناسایی دقیق 
زمان شناسایی نوع مقاومت بسیار دقیق و هم بیماری سل

گر این خواهد بود که در دست آمده نمایامشخص شد. نتایج به
زمان بسیار کم امکان تشخیص بیماری سل و نوع مقاومت 

-که این موضوع در درمان صحیح و به استیک میسر بیوتآنتی
ه برنامه کنترلی مناسب توسط مراکز ئچنینی اراموقع و هم

گذاری برنامه پیشگیری بسا سیاستمناسب است. چه بهداشتی
موقع در یابی بههای دقیق تشخیصی و بیمارسل با انجام روش

ط جغرافیایی ها و نقاجمعیتبراساس ریزی دقیق انجام برنامه
 گردد.بهتر میسر می
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