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  چکیده 
شایع ترین موتاسیون مرتبط با این . گردد داروی اصلی در درمان بیماری سل محسوب می 4اتامبوتول یکی از  :زمینه و هدف

 هدف از این مطالعه، تعیین مقاومت به اتامبوتول با استفاده از روش  .دهد رخ می 306کدون embB دارو معمولا در ژن 
Allele-Specific PCR وSpoligotyping های مختلف مایکوباکتریوم توبرکلوزیس است در سویه.  

زدایی  نمونه خلط از بیماران مشکوک به سل ریوی جمع آوری و با استفاده از روش پتروف، هضم و آلودگی 140 :کارروش 
. مورد کشت مثبت به دست آمده انجام گردید 106روی  DNAو استخراج  تناسبی سپس حساسیت دارویی به روش. یدگرد

 DNA های استخراج شده برای ارزیابی جهش در ژنembB  با استفاده از روش  306کدونAllele-Specific  مورد بررسی
  .گ استفاده شدبرای تعیین ساب تایپ ها از روش اسپولیگوتایپین. قرار گرفتند

با استفاده از روش . مقاوم به اتامبوتول بودند تناسبیتوسط روش ) ٪9/33( نمونه 36نمونه کشت مثبت،  106از  :یافته ها
Allele-Specific 93  مقاوم به اتامبوتول بودند که مقاومت دارویی این سویه ها، با روش ) ٪6/27(سویه  13سویه حساس و

 ٪5/38و در باز سوم  ٪5/61همچنین مشخص شد که موتاسیون در باز اول . درصدی داشت 97 ، حساسیتهم خوانی تناسبی
  خانواده 3ها از میان آن. شناسایی شد های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس نمونهاسپولیگوتایپینگ براساس روش . بوده است
Haarlem،  CAS وT ترین درصد موتاسیون در ژن  بیشembB ادندرا به خود اختصاص د .  

شناسایی کنیم  Allele-Specificبرطبق نتایج به دست آمده، آن دسته از سویه هایی را که نتوانستیم با روش  :نتیجه گیری
رخ داده و یا مکانیسمی به غیر از موتاسیون باعث ایجاد   embهای دیگری بجز توان فرض کرد که یا موتاسیون در ژن می

  .مقاومت شده که باید مورد بررسی قرار گیرند
  Allele-Specific PCR ،Spoligotyping  ،embB306مایکوباکتریوم توبرکلوزیس، اتامبوتول، :یکلیدکلمات
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  مقدمه
اتامبوتول یکی از داروهای ارزشمند خط اول در 

معرفی  1960درمان بیماری سل است که در سال 
اغلب به صورت ترکیب با ایزونیازید، ریفامپین  شد و

شود و به عنوان یک داروی  و پیرازینامید استفاده می
مقاومت به . جایگزین برای استرپتومایسین است

اتامبوتول با مقاومت به سایر داروهای ضد سلی 
همراه است، بنابراین تشخیص زود هنگام مقاومت به 
این دارو نه تنها باعث کاهش خطرات ناشی از مصرف 

بلکه باعث تغییر رژیم دارویی به سمت  شود میدارو 
  . ]1-4[ شودداروهای دیگر می

کشنده فعالیت اتامبوتول برروی باسیل سل از نوع 
، این دارو برروی آرابینوزیل باشد می باکتری

ترانسفراز اثر کرده و مانع از سنتز لیپو آرابینومانان و 
آرابینوگالاکتان شده که نهایتا منجر به تجمع 

در . شوداسید و مرگ سلول می مایکولیک
آرابینوزیل  embمایکوباکتریوم توبرکلوزیس اپرون 

ترانسفرازهای مختلفی را کد می کند که شامل سه 
که این ) embC, embA, emB(ژن مجاور هستند 

موتاسیون در . ]4-6[ با هم شباهت دارند ٪65ژن ها 
موتاسیون در . بسیار نادر است embAو  embCژن 

ن، ارتباط چندانی با مقاومت به اتامبوتول این دو ژ
ندارد، ظاهرا آرابینوزیل ترانسفرازها در این دو ژن 

embC  وembA در ایجاد مقاومت به اتامبوتول ،
  . ]7-10[ اندکمتر دخیل

در  embCبر طبق اکثر مطالعات موتاسیون در ژن 
 406و خیلی کمتر در کدون  406و  738کدون های 

بر اساس مطالعه انجام شده توسط . ]11[ دهدرخ می
Plinke  موتاسیون در ژن 2010و همکاران در سال ،
embA  رخ داده که  468، 576و 539در کدون های

با توجه به . ]12[ قبلا در هیچ کجا دیده نشده است
این که اتامبوتول یکی از داروهای مهم در درمان 
بیماری سل است بنابراین هدف از این مطالعه 
تشخیص سویه های مقاوم به داروی اتامبوتول با 

 Allele-Specific PCRاستفاده از روش مولکولی 
  . باشد می

  
  روش کار

این مطالعه  :سویه های باکتریایی و تست حساسیت
تحلیلی بوده و در مرکز تحقیقات  -یفیاز نوع توص

مایکوباکتریولوژی، دانشگاه علوم پزشکی شهید 
 .تهران انجام شد بهشتی، بیمارستان مسیح دانشوری

نمونه خلط از بیماران مسلول با سابقه  140در ابتدا، 
شکست درمان، مراجعه کننده به بیمارستان مسیح 

، آوری گردیدجمع 89 -90های دانشوری طی سال
نمونه کشت مثبت جمع آوری و  106که از میان آنها 

باکتری های جدا شده . مورد بررسی قرار گرفت
براساس رنگ آمیزی اسید فست، شکل کلنی و تست 
نیاسین تعیین هویت شدند وبرای تعیین حساسیت 

، رشد باکتری ها در محیط 1تناسبیدارویی با روش 
. جانسون با دارو وبدون دارو تعیین گردید 2لونشتاین

درجه سانتی گراد انکوبه  37محیط های کشت در
شدند و به صورت هفتگی مورد بررسی قرار گرفتند 

. شدهفته بعد از کشت، نتیجه بررسی  6هفته و  4ودر
درصدی برای هر چهار دارو  1معیار مقاومت، رشد 

در  1 غلظت داروهای خط .در مقایسه با کنترل بود
، ریفامپین µg/ml2/0ایزونیازید : (محیط کشت شامل

µg/ml40 اتامبوتول ،µg/ml2 استرپتومایسین ،
µg/ml10 (شامل2برای داروهای خط  و 

، µg/ml4 ، آمیکاسینµg/ml10کاپرومایسین(
 ،µg/ml2، سیپروفلوکساسین µg/ml20 کانامایسین
، µg/ml2 ، افلوکساسینµg/ml30 سیکلوسرین
) µg/ml20، اتیونامید µg/ml 5سیلیک پاراآمینوسال

 )دامریکا تهیه ش 3کلیه داروها از شرکت سیگما(بود 
های مقاوم به هر دارو به نسبت تعداد باسیل .]6[

های زنده در ماده تلقیح شده، اگر از باسیل تعداد

                                                 
1 Proportional Method 
2 Lowenstein Jensen 
3 Sigma 
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شود حدی که نسبت بحرانی برای مقاومت نامیده می
و اگر  بود، باسیل نسبت به آن دارو حساس کمتر

بود سویه مقاوم تلقی  تر معادل آن حد و یا بیش
 N- روش ها بااز نمونه  DNAاستخراج .گردید می

تری متیل آمونیوم بروماید  N, N, N–استیل 
)CTAB (7[ انجام گردید[.  

Allele-Specific PCR : 4این روش با استفاده از 
 emb306 و  emb1F, emb2R ,emb306Aپرایمر 

موتاسیون در باز اول و سوم انجام برای شناسایی 
این پرایمرها که در مطالعات قبلی  گردید توالی

  : به شرح زیر است ]14[ طراحی شده اند
Emb1F:5’- GGGCGGGCTCAATTGCC -3’  و

Emb2R:5’- GCGCATCCACAGACTGGCGTC -3’  
Emb 306A:5’- GACGACGGCTACATCCTGGGCA -

، ’Emb306B:5’- GGTCGGCGACTCGGGC -3و  ’3
DNA استخراج شده به مقدارlµ5  به مخلوطPCR 

 pmol 0.32اضافه شد که دارای ) lµ25حجم نهایی (
، emb2Rاز پرایمر  emb1F ،pmol 0.16از پرایمر 

pmol 0.12  ازemb306A  ،pmol 0.4  از پرایمر
emb306B ،mM Mgcl2 1.5 ،U 4  آنزیم ازTaq 
  ،mM  dNTP 4/0،)آلمان 1شرکت کیاژن( پلی مراز

 mM1  از X Buffer 10  از  ٪1وDMSO بود.  
: به صورت  )ژاپن 2استک( واکنش در ترمال سایکلر

دقیقه  5به مدت درجه سانتی گراد  95 سیکل اول
سیکل شامل  35جهت دناتوراسیون اولیه که توسط 

درجه سانتی گراد  65سی ثانیه، درجه سانتی گراد  94
و دو ثانیه  هفتاددرجه سانتی گراد  95چهل ثانیه و 
 72دقیقه در  10سیکل آخر به مدت  ادامه یافته و

جهت طویل سازی نهایی انجام درجه سانتی گراد 
در نهایت قطعات تکثیر یافته در ژل آکریل . گردید
الکتروفورز گردید و تعداد و اندازه قطعات  ٪8آمید 

شرکت ( مارکر مولکولیبه دست آمده از مقایسه با 
در این روش . تعیین گردید bp 100 ) آلمان 3فرمنتاز

                                                 
1 Qiagen 
2 Astec 
3 Fermentas 

قابل مشاهده بود که  bp 160 ،210 ،324سه باند 
سویه های حساس هر سه باند را داشتند در حالی که 
سویه های مقاوم به اتامبوتول دارای موتاسیون در 

را داشتند و سویه های  324و  bp 210باند   2باز اول 
 2از سوم مقاوم به اتامبوتول دارای موتاسیون در ب

  ). 1 شکل( ]14[ را ایجاد کردند 324و  bp 160  باند
  

  
در نمونه های مقاوم به  Allele-Specific PCRتصویر . 1 شکل

فاقد  7،3،2و 8، ستون های bp 100 مولکولیمارکر  5ستون . اتامبوتول
، ستون H37RVسوش استاندارد  6، ستون embBموتاسیون در ژن 

دارای موتاسیون در باز  1در باز اول، ستون دارای موتاسیون  4و9های 
  .سوم

Spoligotyping:  
های مایکوباکتریوم این روش برای تمایز گونه

و همین طور سویه های  شود میکمپلکس استفاده 
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس را در نمونه 

 . ]15[ کندهای کلینیکی ردیابی وتیپ بندی می
و با استفاده از  PCRمورد نظر با روش  DR4 قطعات

 DRa 5´GGTTTTGGGTCTGACGAC 3پرایمردو 

که با   ´DRb5´CCGAGAGGGGACGGAAAC 3و
 . ]17[ بیوتین نشان دار شده است، تکثیر یافتند

درجه سانتی گراد  99را در دمای  PCRمحصول 
بر روی غشاء  PCRدناتوره کرده سپس محصولات 

که الیگونوکلئوتیدهای  Spoligotypingنایلونی آماده 
انداز بر روی آن ثابت شده اند، توسط ´نواحی فاصله 

                                                 
4 Direct Repeat 
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دستگاه مینی بلاتر منتقل می شوند سپس با استفاده 
درجه سانتی گراد  42از دستگاه هیبریدایزر در دمای 
پروکسیداز کونژوگه -همراه با محلول استرپتاویدین
با  هیبرید شده DNAهیبریداسیون انجام گرفته و 

استفاده از مایع تشخیص القاء کننده لومینسانس 
)ECL ( بر روی فیلم های اشعهX  طی یک شبانه روز

، پس از ظهور فیلم نقاط گردد میمجاورت ظاهر 
 سیاه نشان دهنده حضور نواحی فاصله انداز بود

د به صورت یک توان میتوالی فاصله انداز . ]18-16[
ن صورت که نتیجه کد منفی یا مثبت بیان شود، به ای

مثبت حضور توالی فاصله انداز و نتیجه منفی فقدان 
توالی فاصله انداز را نشان می دهد، طرح الگوی هر 
سویه را با اطلاعات موجود در بانک جهانی 

مقایسه کرده و سویه ) SpolDB4(اسپولیگوتایپینگ 
  . ]19،20[ های آن مشخص گردید

دار بودن نتایج ها  و بررسی معنیبرای مقایسه داده
 از نظر آماری، از آزمون مربع کای استفاده گردید و

دار در نظر از نظر آماری معنی >05/0p مقدار
برای تجزیه و تحلیل اطلاعات نیز از نرم . گرفته شد

  .استفاده گردید SPSSافزار آماری 
  

  یافته ها
 36ها بر طبق روش تناسبی، از کل تعداد نمونه

نمونه حساس به  70م و نمونه مقاو )9/33٪(
نمونه جزو  29اتامبوتول بودند که از این تعداد 

مورد  4مورد مقاومت تک دارویی و  MDR ،2دسته 
با استفاده از روش . مقاومت دو دارویی داشتیم

Allele-Specific 93  سویه  13سویه حساس و
  ).1جدول ( مقاوم به داروی اتامبوتول بودند) 6/27٪(

موتاسیون در ) %5/61(سویه  8 بر اساس این روش،
موتاسیون در باز سوم را ) %5/38(سویه  5باز اول و 

  ). 1نمودار (نشان دادند 
موتاسیون در باز اول باعث تبدیل متیونین به والین یا 

و موتاسیون  ) Met→valیا  Leu(  شود میلوسین 
 Ile( در باز سوم باعث تبدیل متیونین به ایزولوسین 

Met→.( های حساس به تمام سویه. شودمی
کل . را داشتند bp160،210 ،324باند  3اتامبوتول 

شامل خانواده های  Spoligotypingها بر طبق نمونه
)4/9٪; 10 ( Beijing ،)8/1٪  ;2 (Bovis ،)6/22٪  
;24CAS ( ،)9/0٪  ;1 (EAI ،)4/25٪ ; 27 (

Haarlem  ،)7/4٪  ;5LAM ( ،)7/4٪  ;5 (MANU ،
)4/25٪  ;27 ( T و)2;  ٪8/1 (   U  بودند که از میان

بیش  CAS،T وHaarlem خانواده  3این خانواده ها 
را به خود  embBترین درصد موتاسیون در ژن 

  .اختصاص دادند
و بر اساس %) 9/33( سویه 36بر طبق روش تناسبی 

مقاوم به %) 6/27(سویه  Specific Allele- 13روش 
نمونه ای که با روش  13از . اتامبوتول یافت شدند

Allele-Specific  مورد با  11مقاوم یافت شدند
توان فرض کرد  می. هم خوانی داشتند تناسبی روش

نتایج حاصل ازروش  که احتمالا یکی از دلایل تفاوت در
آنتی بیوگرام با روش مولکولی وقوع موتاسیون در 

است و یا مکانیسمی به غیر   embژن های دیگری بجز
  .از موتاسیون باعث ایجاد مقاومت شده است

نفر  2ملیت ایرانی و %) 66( نفر 70در این مطالعه
ملیت آذربایجانی،  ) %01/0(نفر 2ملیت افغانی، ) 11%(
نیز ملیت ) %18( نفر 20ملیت عراقی، ) %01/0( نفر 2

  .داشتند) نا معلوم(غیر ایرانی 
دست آمده و استفاده از آزمون مطابق با نتایج ب

و  Allele-Specificمربع کای، مقایسه بین روش 
ها در روش بین داده. روش تناسبی انجام شد

Allele-Specific داری و روش تناسبی ارتباط معنی
هم چنین بر اساس نتایج،  ).>05/0p( دیده شد

و  Allele-Specific 4/31% حساسیت روش 
  .گزارش گردید% 1/97اختصاصیت  این روش 

  
 Allele-Specificنتیجه مقاومت دارویی اتامبوتول با روش  .1جدول 

PCR  
 درصد موارد حساس به دارو  4/72٪

 درصد موارد مقاوم به دارو  6/27٪
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-Alleleسوم در روش  فراوانی موتاسیون در باز اول و. 1نمودار

Specific  
  

  بحث
اتامبوتول یکی از داروهای موثر در درمان بیماری 
سل است، بنابراین تشخیص سریع مقاومت به این 
دارو ضروری بوده، با توجه به این که در حالت عادی، 

روز برای تشخیص قطعی مقاومت وقت  42حدودا 
نیاز است ولی با استفاده از روش های مولکولی در 

یص داد، مقاومت را تشخ توان میروز  6-7عرض 
بنابراین تشخیص سریع مقاومت دارویی مانع از 

جای دارو وهمین طور استفاده از رژیم بتجویز نا
درمانی صحیح شده که از گسترش سویه های مقاوم 

  .آید میجلوگیری به عمل 
ترانسفراز را کد می کند که  آرابینوزیل  embB ژن

، بنابراین اتامبوتول باشد میپروتئین هدف اتامبوتول 
بر روی آرابینوزیل ترانسفراز اثر کرده و مانع از 

و  شود میسنتز لیپوآرابینومانان و آرابینوگالاکتان 
منجر به تجمع مایکولیک اسید و نهایتا مرگ سلول 

  . ]21[ شود می
  embB در این مطالعه بر اساس بررسی بر روی ژن

 Allele-Specific ،93با استفاده از روش  306کدون 
مقاوم به  داروی ) %6/27(سویه  13و سویه حساس 

اتامبوتول بودند، بنابر این تشخیص سریع مقاومت به 
  .  این دارو از اهمیت فراوانی برخوردار است

وهمکارانش در سال  1ماکروسو در تحقیقی که توسط
در روسیه انجام گرفت، موتاسیون در  2002

این .مورد بررسی قرار گرفت 306کدون   embBژن
نمونه انجام گرفت، که از کل  34تحقیق بر روی 

نمونه با روش  24نمونه حساس، و  10ها تعداد نمونه
Allele-Specific در  .]14[ مقاوم گزارش شدند
مورد مقاوم یافت  13نمونه،  106مطالعه حاضر از 

یافت شد که در مقایسه با این مطالعه نتایج مشابهی 
در تحقیق محمد اصغر زاده و همکاران که در  .نشد

         صورت گرفت، مقاومت به اتامبوتول در  1386سال 
با  %33/8های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس سویه

  . ]22[ گزارش گردیدMAS-PCR٢ روش 
در مطالعه حاضر درصد مقاومت به اتامبوتول با 

باشد پس در این می Allele-Specific ،6/27%روش 
مطالعه نسبت به تحقیق اصغرزاده تعداد نمونه های 

گفت که روش  توان می. مقاوم بیش تری یافت شد
Allele-Specific-PCR  به نسبتMAS-PCR 

روش دقیق تری است، زیرا این روش مقاومت را 
فقط در یک آلل مورد بررسی قرار می دهد در 

ین مقاومت را در چند MAS-PCRحالی که روش 
-Alleleآلل مختلف بررسی می کند، بنابراین روش 

Specific PCR دقت بیشتری خواهد داشت.  
نتایج به دست آمده از روش اسپولیگوتایپینگ 

بیش  CAS, T, Haarlemخانواده  3مشخص کرد 
ترین درصد موتاسیون را نسبت به سایر خانواده های 
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس را داشتند به عبارتی 

پیشنهاد کرد که این گسترش ساب تایپ ها  توان یم
و ممکن است که این  باشد میبیشتر از سایر سویه ها 

در تحقیق ولایتی و . باشندغالب  سویه ها، سویه های
ترین انجام گرفت، بیش 2006همکاران که در سال 

های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در شیوع خانواده
افغانی بررسی شد، که میان بیماران ایرانی و 

ترین الگوهای مربوط به اسپولیگوتایپینگ متعلق  شایع

                                                 
1 Mokrousov 
2 Multiplex Allele Specific PCR 

61.50%

38.50%

موتاسیون در باز دوم               موتاسیون در باز اول
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، 8/20%( CAS(، Beijing )%2/3(های به خانواده
)24%( EAI ،)4/4%( Haarlem  و)7/20%( T  بودند. 

، به T  و  CASبر اساس این مطالعه خانواده های
 در تهران مطرح شدند Circulating Strain عنوان

چنین در مطالعه انجام شده توسط امیر هم . ]23[
ترین الگوی اسپولیگوتایپ مظفری و همکاران بیش

  . ]24[ بوده است  Haarlemمربوط به  خانواده 
و  پلینک بر اساس مطالعه انجام شده توسط

نشان داده شد که موتانت ها در ) 2010(همکارانش 
بیشتر از بقیه  CAS،Haarlem و Beijingسویه های 

 ،CAS و Beijingهای به طور کلی سویه. ]13[ بود
Haarlem  با مقاومت دارویی مرتبط هستند و چون

در مطالعه حاضر هم این سویه ها مشاهده شده، لذا 
این نتیجه را تائید کرد که این سویه ها با  توان می

  .مقاومت دارویی ارتباط دارند
تعداد نمونه های  با توجه به محدودیت زمانی، مسلماً

متر و همین طور تعداد ژن ها و کدون های کمتری ک
موردبررسی قرارگرفت، بنابراین در صورت وجود 

ستیم ارائه توان میزمان کافی نتایج قابل اعتماد تری 
   .دهیم

  نتیجه گیری
 ٪6/27مقاوم به روش تناسبی، نمونه های   ٪9/33از 

. مقاوم تشخیص داده شد  Allele-Specific با روش
تواند به عنوان یک روش می Allele-Specific روش

مکمل در تشخیص موارد مقاوم به این دارو استفاده 
 بررسی کدون های بیش پیشنهاد کرد توان می .شود

تر و سایر عواملی که در بروز مقاومت دارویی دخیل 
  .ضروری استهستند 

  
  قدردانی تشکر و

 بررسی(این مقاله بخشی از پایان نامه تحت عنوان 
موتاسیون های نقطه ای مقاومت به اتامبوتول در 
ساب تایپ های مختلف مایکوباکتریوم توبرکلوزیس با 

و  PCR-RFLP و Allele-Specific PCRاستفاده از 
Spoligotyping باشد که در مرکز تحقیقات می

مایکوباکتریولوژی انجام گردید، لذا  ازکلیه کارکنان 
مایکوباکتریولوژی تشکر و تحقیقات  محترم مرکز

  .آیدقدردانی به عمل می
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ABSTRACT 
 

Background & Objectives: Ethambutol is one of the four main drugs in treatment of 
tuberculosis. The most common mutation associated with this drug resistance usually occurs 
in codon 306 of embB. The aim of this study was to detect ethambutol resistance using Allele-
Specific PCR and Spoligotyping in various subtypes of Mycobacterium tuberculosis. 
Methods: 140 sputum specimens were collected from suspected TB patients. They were 
digested and decontaminated using Pettrof method before culturing them on LJ medium. Drug 
susceptibility testing was performed on 106 culture positive specimens using proportional 
method. DNA was extracted from the isolated organisms and subsequently subjected to 
Allele-Specific PCR to detect any mutationin embB306. Spoligotyping was then used to 
determine the subtypes. 
Results: Out of 106 cultures positive samples, 36 samples (33.9%) showed resistance to 
ethambutol using proportional method. Allele-Specific PCR assay identified 93 as sensitive 
and 13 (27.6%) as resistant strains. The results of PCR were in agreement with result of 
proportional method. The PCR method revealed that 61.5% of mutation occurred in the first 
and 38.5% in third nucleotides. Spoligotyping differentiated Mycobacterium tuberculosis 
strains into Beijing (10; 9.4%), Bovis (2; 1.8%), CAS (24; 22.6%), EAI (1; 0.9%), Haarlem 
(27; 25.4%), LAM (5; 4.7%), Manu (5; 4.7%), T (27; 25.4%) and U( 2; 1,8%) families. The 
high frequency of mutation in embB gene was belonged to Haarlem, CAS and T subfamilies. 
Conclusion: Based on results current study, mutations in the genes other than embB might 
have occurred in the resistant strains that gave negative result in Allele-Specific PCR assay.  
Therefore other mechanisms of resistance to this antibiotic should be investigated.  
Key Words: Allele-Specific PCR; Spoligotyping; Mycobacterium tuberculosis; Ethambutol; 
EmbB306 
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