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 ABSTRACT 

Background and Objectives Pyrazinamide is one of the effective drugs for treating tuberculosis. 
Inclusion of this drug in the treatment regimen shortens the duration of tuberculosis treatment. The 
mutation in pncA gene causes loss of pyrazinamidase activity, the most important resistance 
mechanism in Mycobacterium tuberculosis isolates. Therefore, the purpose of this study is to 
investigate the phenotypic and genotypic resistance to pyrazinamide antibiotic in multidrug-resistant 
(MDR) Mycobacterium tuberculosis isolates in Khuzestan province between 2017 and 2022. 

Subjects and Methods This study was conducted on 40 isolates of Mycobacterium tuberculosis in 
Ahvaz TB Regional Laboratory. Drug sensitivity of the isolates was determined by the relative method 
in the antibiotic pyrazinamide in the isolates. Then, the frequency of pncA gene mutations related to 
pyrazinamide resistance in MDR isolates was determined using sequencing. 

Results According to the results of the drug sensitivity to rifampin and isoniazid antibiotics, there 
were 25 isolates, of which 16 strains were resistant to two drugs, namely isoniazid and rifampin 
(MDR-TB), and 9 were single-drug resistant isolates (8 isolates resistant to rifampin and 1 isolate 
resistant to Isoniazid). Of the 17 samples that had the pncA gene and were resistant to pyrazinamide, 
13 had mutations in the pncA gene while 4 did not have any mutations. The most common mutation 
was a non-synonymous mutation in which the amino acid Val had changed to Phe. 

Conclusion According to the results of this study, there is a high frequency of resistance to 
pyrazinamide in MDR strains. Also, there is a high percentage of single-resistance mutations in 
the pncA gene, while there is lower prevalence of mutations in the panD and rpsA genes, which 
provide quick and accurate information about the sensitivity to pyrazinamide for MDR-TB and 
mono-resistant isolates. Therefore, the best method for detecting resistance to pyrazinamide is 
sequencing and whole pncA DNA sequence to confirm pyrazinamide resistance instead of the 
usual methods covering mutated hotspots. 

Keywords Mycobacterium tuberculosis, Tuberculosis disease, Pyrazinamide, antibiotic resistance, 
Multi-drug resistant tuberculosis 
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Extended Abstract 

Introduction 

uberculosis is still one of the top 10 causes of 

death worldwide. According to the report of 

the World Health Organization in 2022, ten 

million people in the world will be infected 

with tuberculosis, and 1.6 million will die as a result of 

this disease. Mycobacterium tuberculosis complex causes 

the vast majority of human tuberculosis cases worldwide 
and infects about one-third of the world's population 

Pyrazinamide is a prodrug converted to pyrazinoic 

acid (POA) by pyrazinamidase in the cytoplasm. 

Pyrazinoic acid, which is the active form of 

pyrazinamide, accumulates in the cytoplasm and is 

pushed out by an unknown efflux pump. In the acidic 

environment outside the bacillus, pyrazinoic acid is 

protonated and re-enters the mycobacteria, which will 

lead to acidification of the cytoplasm. It has been 

confirmed that binding of pyrazinoic acid to RpsA 

interferes with the formation of the RpsA-tmRNA 

complex. Mechanisms of resistance to this drug may be 

due to mutations in M. tuberculosis drug-resistant genes 

that encode key enzymes or transcription factors, 

overexpression of M. tuberculosis efflux pumps, and high 

expression of the two-component system in M. 

tuberculosis that regulates the intracellular and 

extracellular environment in bacteria. Pyrazinamide has 

various functions in the Mycobacterium tuberculosis 

complex, including acidification of the cytoplasm, 

disruption of membrane energetics and transport 

function, inhibition of the protein degradation pathway 

through RpsA in translation as well as ClpC proteinase, 

and energy production through PanD. However, the 

mutation in the pncA gene causes the loss of 

pyrazinamidase activity, which is the most important 

resistance mechanism in 70-97% of cases in 

Mycobacterium tuberculosis complex isolates (8). 

According to the prevalence of tuberculosis in Khuzestan 

province and based on a survey, there is limited 

information about the resistance of MDR strains of 

Mycobacterium tuberculosis to pyrazinamide in 

Khuzestan province. Therefore, the purpose of this study 

is to investigate the phenotypic and genotypic resistance 

to pyrazinamide antibiotic in multi-drug resistant (MDR) 

Mycobacterium tuberculosis isolates in Khuzestan 
province from 2017 to 2022. 

Methods 

The resistant strains of Mycobacterium tuberculosis 

were examined in terms of mutations in the pncA gene 

associated with resistance to pyrazinamide. MDR-TB 

strains resistant to pyrazinamide were identified in this 

study, and they were multiplied to determine the type and 

frequency of mutations. PCR was performed for all 

isolates that were phenotypically resistant and for 
sensitive isolates that were randomly selected. 

Results 

Drug sensitivity test 

In total, 40 samples of Mycobacterium tuberculosis 

isolated from leprosy patients were evaluated in this 

research, and a drug sensitivity test was performed for 

them against rifampin and isoniazid antibiotics. After 

performing an antibiogram, samples resistant to these 

antibiotics were determined. Of the 25 isolates identified, 

16 strains were resistant to two drugs, namely isoniazid 

and rifampin (MDR-TB), and 9 were single-drug resistant 

isolates (8 isolates resistant to rifampin and 1 isolate 

resistant to isoniazid) which were obtained and used for 
further work. 

At this stage, resistant isolates of Mycobacterium 

tuberculosis complex were examined for mutations in the 

pncA gene related to pyrazinamide resistance. pncA 

gene-specific base pair fragments and specific primers 

were evaluated using the temperature program under 

amplification and mutations related to drug resistance 

after sequencing by Sanger method. After PCR, the 

product was electrophoresed, and the desired band was 

extracted and sent to Bioneer South Korea for sequencing 

to confirm the strains containing the above gene. Then, 

the results were analyzed using Chromas and Blast 
software in NCBI. 

Out of the 17 samples that had the pncA gene and 

were resistant to pyrazinamide, 10 isolates were resistant 

to isoniazid and rifampin antibiotics (MDR), and 7 

isolates were mono-resistant, out of these 7 mono-

resistant isolates, 2 required ISO and 5 were resistant to 

rifampin. After PCR and confirmation of the pncA gene, 

17 isolates having this gene were determined, and the 

sequence and mutation analysis were evaluated. The 

results of sequencing using n BLAST software showed 

that 13 isolates had mutations in the pncA gene, and 4 

isolates did not have any mutations. The most common 

mutation was a non-synonymous mutation in which Val 

amino acid had been converted to Phe. 

Conclusion 

The results of this study showed that according to the 

frequency of resistance to pyrazinamide in MDR strains, 

single resistance and also the high percentage of mutation 
in the pncA gene showed that it is worrying. 

Ethical Considerations 

Compliance with ethical guidelines 

This study is a research project approved by the 

Student Research Committee of Jundishapur University 
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1402.488 IRAJUMS.REC. is. In this study, all ethical 

standards, including hiding the name and identity of the 
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patients and keeping the secrets of the patients, have been 

observed. Also, because this study was retrospective, it 

was done only on archive Mycobacterium tuberculosis 

isolates at the TB reference center of Khuzestan province 

during the period of 2015 to 2015, and no identity and 

secrets of the patient were revealed and it is only a 

research plan. 
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 1402دی  18 دریافت: تاریخ
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 1403اردیبهشت  31انتشار:  تاریخ

 
 

مدت زمان  شدن کوتاهاستفاده این دارو در رژیم درمانی باعث است.  یکی از داروهای موثر بر درمان بیماری سل دیمانیرازیپ  هدف و زمینه

 هایزولهای درمقاومت  سمیمکان نیمهمترشود که موجب از بین رفتن فعالیت پیرازینامیداز می pncAژن در  وجود جهش شود.میسل درمان 

بیوتیک پیرازینامید در تینابراین هدف از انجام این مطالعه بررسی مقاومت فنوتیپی و ژنوتیپی به آن. باستمایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

 باشد.می 1395-1401( در استان خوزستان در بازه زمانی MDRهای مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مقاوم به چند دارو)ایزوله

انجام شد. تعیین حساسیت  سل اهواز یامنطقه شگاهیدر آزمایوم توبرکلوزیس ی مایکوباکترهازولهیا 40ی بر رو این مطالعه   بررسی روش

مرتبط با   pncAهای ژن ها انجام گرفت. سپس تعیین فراوانی موتاسیونها به روش نسبی در آنتی بیوتیک پیرازینامید در ایزولهدارویی ایزوله

 توالی انجام گرفت.با استفاده از تعیین  MDRهای مقاومت پیرازینامید در ایزوله

سویه آن مقاوم به دو داروی  16ایزوله که  25تعداد بیوتیک های ریفامپین و ایزونیازید تست حساسیت دارویی نسبت به آنتی در نتایج  ها یافته

 17ونیازید( به دست آمد. از ایزوله مقاوم به ایز 1ایزوله مقاوم به ریفامپین و  8) ایزوله مقاوم تک دارویی 9و (MDR-TB)ایزونیازید وریفامپین 

ایزوله فاقد هر گونه موتاسیون بودند.   4و  pncAایزوله  دارای موتاسیون در ژن  13و مقاوم به پیرازینامید بودند  pncAنمونه ای که دارای ژن 

  یل شده استتبد Phe  به Valی بود که در آن اسید آمینه Non synonymousهای غیر متشابه ،ترین موتاسیون، جهششایع

، تک مقاومتی و همچنین درصد بالای  MDRهای نتایج این مطالعه نشان داد با توجه به فراوانی مقاومت به پیرازینامید در سویه   نتیجه گیری

های زوله،که اطلاعات سریع و دقیقی در مورد حساسیت به پیراینامید برای ای rpsAو   panDهای و شیوع کمتر جهش در ژن pncAجهش در ژن 

MDR-TB کند، بهترین روش تشخیص مقاومت به پیرازینامید توالی یابی و سکانس و تک مقاومتی فراهم میDNA  کلpncA  برای تایید مقاومت

 .( جهش یافته موثرتر استhotspotsهای معمول با پوشش نقاط داغ )به پیرازینامید به جای روش

 ، ،بیماری سل، پیرازینامید، مقاومت آنتی بیوتیکی، سل مقاوم به چند دارومایکوباکتریوم توبرکلوزیس   ها ه کلیدواژ
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 مقدمه

علت برتر  10( در حال حاضر هنوز یکی tuberculosis) بیماری سل

شود. براساس گزارش سازمان بهداشت مرگ در سراسر جهان محسوب می

، ده میلیون نفر از مردم جهان به بیماری سل مبتلا 2022جهانی در سال 

س . کمپلک[1]میلیون نفر در اثر این بیماری جان سپردند  6/1شدند و 

)Mycobacterium tuberculosis باکتریوم توبرکلوزیس مایکو

)complex  مسبب اکثریت قریب به اتفاق موارد سل انسانی در سرتاسر

 در. [2]کند جهان است و حدود یک سوم از جمعیت جهان را عفونی می

ارج و خریوی )اعم از سل کل اشکال میزان بروز  ایران در 1400 سال

نفر  8819و تعداد مبتلایان مورد در یکصدهزار نفر جمعیت  88/10ریوی( 

مورد در یکصدهزار نفر جمعیت،  65/16. استان خوزستان با میزان بروز بود

 ، ریفامپین(Isoniazid) ایزونیازیدبوده است. با معرفی داروهای 

(Rifampin)پیرازینامید ، (Pyrazinamideو اتامبوتول ) (Ethambutol )

. در سال [3]افت سریع و پیوسته در بروز جهانی سل به وقوع پیوست 

نفر به درمان با ریفامپین  558000، از بیماران مبتلا شده به سل 2022

 (TB-MDR% از آنها سل مقاوم به چند دارو ) 82مقاوم بودند که 

(Multidrug-resistant tuberculosisبه ریفامپین و  ( )یعنی مقاوم

 XDR-TB (Extensivelyبه  MDR-TB% از موارد  5/8ایزونیازید( داشتند و 

tuberculosis resistant-drug ،از  5/3( مبتلا بودند. در سراسر جهان %

 .[1]هستند  MDR-TB% از موارد درمان مجدد دچار  18موارد جدید و 

تواند به دلیل مایکوباکتریوم توبرکلوزیس میهای دارویی در بروز مقاومت

پذیری پایین دیواره سلولی به دلیل ماهیت غنی از لیپید و تعداد کم نفوذ

یر هدف دارویی و وجود افلاکس ها، غیرفعال کردن دارو، تغیپورین

مقاومت  سمیمسئول مکانها . افلاکس پمپ[4]های دارویی باشد پمپ

هستند که به صورت  یوتیپروکار یهادر سلول یو اکتساب یذات ییدارو

فعال در انتقال داروهایی مانند داروهای ضد سلی از سیتوپلاسم به محیط 

های افلاکس در کمپلکس . سیستم[5]بیرون سلول نقش دارند 

 (ATP-binding cassette) یمایکوباکتریوم توبرکلوزیس به پنج خانواده

ABC ،MFS (major facilitator superfamily) ،SMR) (toxic-

compound extrusion) MATE  وRND (resistance nodulation 

division) خانواده [6]شوندتقسیم می .ABC  در انتقال چندین دارو نقش

س مایکوباکتریوم یکی از داروهای موثر بر درمان کمپلک دیمانیرازیپدارند. 

استفاده این دارو در رژیم است.  توبرکلوزیس نهفته و غیرتکثیر شونده

شود میماه  6 به ماه12سل از درمان مدت زمان  شدن کوتاهدرمانی باعث 

پیرازینامید جزو دارو هایی رایج در درمان سل است که با عوارض  .[6]

های خط درمانی سل به راحتی آنتی بیوتیکجانبی کمتر نسیبت به دیگر 

تواند در رژیم درمانی بیماران گنجانده شود و روند سلامت بهبود می

امید یک پیش دارو بوده و در نیرازیپ .[6]بیماران را تسریع ببخشد

 Pyrazinoic( (POAسیتوپلاسم توسط پیرازینامیداز به پیرازینوییک اسید )

acid) در اسید که فرم فعال پیرازینامید است  کینوئیرازیپ شود.تبدیل می

 رانده رونیببه  ناشناختهپمپ  توسط یک افلاکسو  شدهجمع  توپلاسمیس

ن دار پروتو پیرازینوییک اسید، لیخارج از باس یدیاس طیدر محشود. می

ند. کو سیتوپلاسم را اسیدی می شودیها میکوباکتریمجدداً وارد ماشده و 

در تشکیل کمپلکس  RpsAتایید شده که با اتصال پیرازینوییک اسید به 

RpsA-tmRNA به این مقاومت  یهاسمیمکان .[7]اختلال ایجاد می شود

کمپلکس  یمقاوم به دارو یهاجهش در ژندارو ممکن است به دلیل 

 یسیرونو یاکتورهاف ای یدیکل یهامیکه آنزمایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

های افلاکس در کمپلکس ، بیان بیش از حد پمپکنندیم یرا رمزگذار

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس، بیان بالایی از سیستم دوجزئی در کمپلکس 

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس که سازگاری با محیط داخل سلولی و خارج 

 یمختلف یملکردهاع دیمانیرازیپکند، باشد. سلولی را در باکتری تنظیم می

 کردنیدیاز جمله اسدارد،  در کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

 ریمس و عملکرد حمل و نقل، مهار ییغشا ی، اختلال در انرژتوپلاسمیس

، و ClpC نازیپروتئ نیدر ترجمه و همچن RpsA قیاز طر نیپروتئ بیتخر

وجب از م pncAژن در  با این وجود جهش .PanD قیاز طر یانرژ دیتول

مقاومت در  سمیمکان نیمهمترشود که بین رفتن فعالیت پیرازینامیداز می

کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس  هایزولهای در % موارد 97تا  70

 . [8] است

جا که بر از آن با توجه به میزان شیوع بیماری سل در استان خوزستان و

اطلاعات محدودی در خصوص مقاومت اساس بررسی انجام شده، 

مایکوباکتریوم توبرکولوزیس نسبت به داروی پیرازینامید  MDRهای سویه

در استان خوزستان وجود دارد بنابراین هدف از انجام این مطالعه بررسی 

-MDRهای مقاومت فنوتیپی نسبت به آنتی بیوتیک پیرازینامید در ایزوله

TB های مقاوم به پیرازینامید در ایزوله شود و همچنین وجود بررسی جهش

 باشد.های مولکولی میبا اتفاده از روش

 روش بررسی

 گیری جامعه مورد مطالعه، نمونه

موجود و ی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس هازولهیا یبر رو در این تحقیق

در بازه زمانی  سل اهواز یامرجع منطقه شگاهیشده در آزما شناسایی

طرح و بر اساس  نیانجام شد. در زمان نگارش االعه مط 1395-1401سال

نمونه در  40مجموع در  ،رفرانس سل اهواز شگاهیاطلاعات مأخوذه از آزما

جمعیت مورد مطالعه  ی و وارد مطالعه شدند.آورمذکور جمع یبازه زمان

( MDRهای فنوتیپی و مولکولی بیماری سل )بیمارانی بودند که در تست
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 ک متخصص تایید شده بود.در آنها توسط پزش

 رعایت اصول اخلاقی

این مطالعه طرح تحقیقاتی مصوب در کمیته تحقیقات دانشجویی 

 1402.488 دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز با کد اخلاق

IRAJUMS.REC. باشد. در این مطالعه تمامی موازین اخلاقی از جمله می

ار بیماران رعایت شده است. پنهان بودن نام و هویت بیماران و حفظ اسر

همچنین این چون به این مطالعه به صورت گذشته نگر بوده است صرفا 

های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس آرشیو در مرکز رفرانس سل روی ایزوله

کار شده است و هیچ  1401تا  1395استان خوزستان طی بازه زمانی 

 تحقیقاتی است.هویت و اسراری از بیمار فاش نشده و صرفا یک طرح 

 شرایط ایمنی در محیط ازمایشگاه سل

با توجه به این مهم که مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از طرق مختلف که 

زمایشگاه آیابد رعایت نکات ایمنی در عمدتا سیستم تنفسی است انتقال می

سل امری مهم و واجب است، چرا که هرگونه بی دقتی وعدم رعایت اصول 

گردد. تمامی محیط و وپرسنل شاغل در آن مرکز می لودگیآایمنی موجب 

های مختلف به مراحل مربوط به کشت، تست آنتی بیوگرام، افزودن محلول

محیط کشت، ورتکس کردن وکار با کلنی باکتری تماما باید زیر هود کلاس 

II ها دستگاه ها. محلولانجام گیرد. بنابراین تمامی لوازم اعم از محیط

شروع کار باید زیر هود قرار بگیرند. پس از انجام کار تمامی ورتکس قبل از 

کننده و ظروف آلوده مورد استفاده در ظرف حاوی مواد ضدعفونی وسایل و

اتوکلاو گردیدند. در پایان زیر  پلاستیک مخصوص اتوکلاو قرار داده شده و

استریل کرده  %10یا وایتکس  %5هود را بامواد ضدعفونی کننده مثل فنل 

مستقر   UVدستگاه هود را روشن کرده وپس از آن لامپ  UVپس لامپ س

 کنیم تا محیط استریل گردد.در اتاق را روشن می

 رنگ آمیزی زیل نلسون 

)رنگ آمیزی  روش استاندارد رنگ آمیزی زیل نلسونها توسط نمونه

رنگ آمیزی شدند که دستورالعمل آن به بدین ترتیب است. اسید فست( 

و سطح آن با محلول کربول فوشین ه رنگ آمیزی قرار گرفت سینیها در لام

ی آغشته به الکل ط پنبهتوس هالامسپس  د.دقیقه پوشانده ش 10به مدت 

شدند به طوری که بخار به آرامی از سطح حرارت داده از زیر و مشتعل 

لام بلند شد ورنگ در سطح لام نجوشید تا رنگ فوشین به خوبی به 

فشان به آرامی با آبدقیقه سطح لام  10پس از ری نفوذ کند. ی باکتدیواره

-3طوری که اسمیر از سطح لام جدا نشود شسته شد. سطح لام به مدت 

پس از آن توسط  دقیقه توسط محلول رنگ براسید الکل پوشانده شد و 2

دقیقه  1-2آب شستشو داده شد. سطح لام توسط رنگ متیلن بلو به مدت 

ز آن توسط آب شستشو داده شد. به منظور خشک شدن پوشانده شد وپس ا

 100سپس با عدسی  ها در رک مخصوص قرار داده شدند وسطح لام

نحوه گزارش اسمیر رنگ آمیزی اسید فست  1 جدولدر  مشاهده شدند.

 .[9]نشان داده شده است

 رنگ آمیزی اسید فستنحوه ی گزارش اسمیر  .1جدول 

 گزارش تعداد باکتری

 گزارش تعداد شان 100باسیل در  9-1
 1+ شان 100باسیل در  99-9
 2+ باسیل در هر شان 9-1
 3+ باسیل در هر شان  > 9

 کشت نمونه ها 

میکرولیتر از نمونه سودزدایی شده  1000برای کشت نمونه ها به مقدار 

اضافه گردید. پس از کشت درب  به محیط کشت لوین اشتاین جانسون

های مک کارتنی به مدت چند روز به صورت نیمه باز برای تبادل هوا لوله

درجه به صورت شیب دار قرار داده  37ها در انکوباتور باز ماندند. محیط

روز از نظر آلودگی بررسی شدند.در صورت نبود آلودگی  3بعد از  شدند و

 ها از نظر رشد بررسی شدند.روز محیط 8ز پس ا یافت.انکوباسیون ادامه می

الرشد در نظر گرفته های سریعدرصورت وجود رشد به عنوان مایکوباکتریوم

 یافت.روز ادامه می 45شدند. در غیر این صورت انکوباسیون تا می

ی نامنظم از نظر باسیل اسید فست های نخودی رنگ بزرگ با حاشیهکلنی

 .[10]ی شدندهای بیوشیمیایی بررسو تست

 (LGمحیط کشت لون اشتاین جانسون )

لیتر محلول نمکی به میلی 600ابتدا  LGبرای تهیه ی محیط کشت  -1

 : [10]شکل زیر آماده شد

 مواد لازم جهت تهیه محیط کشت. 2جدول 

 مقدار )گرم( نام ماده

 6/3 آسپارژینال
 4/2 سیم فسفات دهیدراتهمونوپتا

 24/0 سولفات منیزیم
 6/0 سیترات منیزیم

میلی لیتر آب مقطر استریل حل شد و روی دستگاه  200این مواد در  -2

لیتر میلی 12د تا کاملا حل گردد. سپس هیتر شیک دار کمی حرارت داده ش

میلی  600گلیسرین اضافه شد و بعد حجم محلول را توسط آب مقطر به 

 دقیقه اتوکلاو شد. 15به مدت  C121˚در دمای  ر رسانده ولیت

ها رد شدن آن در دمای اتاق، تخم مرغپس از خارج کردن محلول وس-3

بایست به نکات زیر باید به محیط کشت اضافه گردند برای این منظور می
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 دقت کرد:

ها بیش از یک ها باید سالم و تازه باشند و از تاریخ تولید آنتخم مرغ

ه به فته نگذشته باشد. سپس با یک عدد گاز استریل و محلول شوینده

دقیقه در  5مرتبه و هر مرتبه به مدت  3تمیز شوند. و بعد  خوبی شسته و

س تخم شسته شدند تا کاملا استریل شوند. سپ قرار گرفته و %70الکل 

وب خ ها در شرایط استریل زیر هود در یک ارلن استریل ریخته ومرغ

ها توسط یک قیف د تا یکنواخت گردند. در مرحله بعد تخم مرغهمزده ش

ها به ای و دو گاز استریل صاف گردیدند. باید تعداد تخم مرغشیشه

میلی  1000ی باشد که حجم نهایی تخم مرغ پس از صاف شدن به ااندازه

 لیتر برسد.

ی لیتر محلول نمکی از میل 600های هموژن وصاف شده به تخم مرغ-4

 لیتر رسانده شد.میلی 1600ساخته شده اضافه شد و حجم کل محیط به پیش 

واحد  50میلی لیتر مالاشیت گرین استریل به همراه  20 در این مرحله-5

 ضافه گردید.سیلین به منظور جلوگیری از آلودگی احتمالی به محیط کشت اپنی

که  لیتراز این محیط به لوله مک کارتنیمیلی 8-10سپس به مقدار  -6

دار در دستگاه از قبل اتوکلاو شده بودند اضافه شد و به صورت شیب

گراد قرار درجه سانتی 80-85دقیقه در دمای  45کواگولاتور به مدت 

 . [11]ها منعقد شوندگرفتند تا محیط

روز در  3های کشت بعد از منعقد شدن و سردن شدن به مدت محیط

گراد قراداده شدند تا در صورت وجود درجه سانتی 37دمای انکوباتور و

های استریل جدا شوند. آلودگی در محیط کشت بررسی شده و از محیط

های مناسب تا یک ماه در یخچال نگهداری و قابل استفاده محیط

 .[10]هستند

 تایید مولکولی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

  DNAاستخراج 

های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس های سویهاز کلونی DNAاستخراج 

MDR حساس به روش جوشاندن به قرار زیر است و: 

از کلنی تازه باکتری رشد یافته در محیط لون اشتاین جانسون یک لوپ 

دقیقه  10میکرولیتر آب مقطر حل کرده و به مدت  500پر از باکتری را در 

جوشانده شد. سپس به منظور وارد آمدن  درجه سلسیوس 100در دمای 

دقیقه، داخل فریزر منفی  20شوک به باکتری و لیز دیواره آن، به مدت 

دقیقه با  10نگهداری شد. پس از آن به دستگاه سانتریفیوژ به مدت  20

آوری جمع DNAمنتقل و سپس مایع رویی حاوی  rpm 14000دور 

ر هود کلاس دو انجام گرفت شود. تمام مراحل در شرایط استریل وزیمی

 .[12]استخراج شده را با دستگاه نانودراپ بررسی شد DNAسپس غلظت 

 DNAبرسی کمی وکیفی 

 Thermoاستخراج شده با استفاده از دستگاه نانودراپ   DNAبررسی

scientific Waltham MA) انجام شد. نسبت )OD 260/280   بیشتر از

در   PCRجهت انجام واکنش   DNAوان نمونه باکیفیت مناسب به عن 8/1

های  DNAنظر گرفته شد. در این تحقیق اعداد حاصل برای غلظت 

 ود.ب 79/1-85/1استخراج شده 

های بالینی مایکوباکتریوم در ایزوله IS6110تایید ژن 

 توبرکلوزیس

ی و استفاده از پرایمرها  PCRدر این روش با استفاده از تکنیک 

 کمپکس به متعلق هایگونه ، IS6110اختصاصی توالی الحاقی 

با استفاده  PCRتکنیک س مورد تایید قرار گرفت. توبرکولوزیمایکوباکتریوم 

( (Eppendorf ,Grmanyدستگاه ترموسایکلر  و 1جدول  از پرایمرهای

 انجام شد. 

 IS6110مشخصات پرایمر  .3جدول 

 رفرنس طول محصول ( 5̍                3 ̍توالی )  پرایمر هدف توالی

IS6110 Forward F: 5'-CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3' 130 bp 12 

12 Reverse R: 5' CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-3'   

میکرولیتر انجام گرفت. برای این  25واکنش در حجم   PCRبرای انجام 

 0.8( Amplicon Denmark)میکرولیتر مسترمیکس  12.5منظور 

)با غلظت  Reverseمیکرولیتر پرایمر  Forward .0.8میکرولیتر پرایمر 

میکرولیتر  7.5و  Template DNAمیکرولیتر از  10پیکومول( و 10

Depse Water  ها وکنترل مثبت بود. محلول واکنش به تعداد نمونه

شدند.پرایمرهای میلی لیتر اضافه  0.2های وکنترل منفی و به میکروتیوب

مورد استفاده در این تحقیق از شرکت سیناکلون تهیه شدند.در این واکنش 

H37RV (ATCC 25177  ) از سویه استاندارد مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

به عنوان کنترل مثبت و از آب مقطر به عنوان کنترل منفی واکنش استفاده 

های روی ژل چاهک بلافاصله به  PCRشد. پس از انجام کار محصولات 

درجه سانتی گراد نگهداری  4الکتروفورز شدند. در غیر این صورت در 

 .[12]شدندمی
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 PCRالکتروفورز محصولات واکنش 

الکتروفورز فرایند حرکت مولکول های باردار در میدان الکتریکی است. 

فلز بی اثر مانند  درجریان الکتروفورز دو الکترود )به طور معمول ازیک

پلاتین( در بافر غوطه ور می شوند. با استفاده از یک منبع برق، ذرات 

به دلیل دارا بودن گروه فسفات دارای بار منفی(  DNAدارای بار الکتریکی )

کنند. به طور معمول پس ازبرقراری جربان الکتریکی در ژل حرکت می

مثبت است. باید ها از سمت قطب منفی به سمت قطب حرکت الکترون

ی مولکول مورد نظر سرعت اندازه توجه داشت که براساس بارالکتریکی و

 ها درمیدان الکتریکی بر روی ژل متفاوت خواهد بود. حرکت یون

گیرد، در آن نقطه قرار می DNAمکانی در ژل الکتروفورز که مولکول 

 DNAیتر میکرول 3ها است که به همراه نمونه  DNAکننده اندازه تعیین

در یک چاهک اضافه شد که این مارکر جهت  Ladder Cinnagen)) مارکر

 رود.محصول روی ژل به کار می  و اثبات حضور DNAسایز  مقایسه و

ها به بعد از آماده شدن تانک و ژل برای انجام الکتروفورز در چاهک

اضافه شد. همچنین داخل تانک   PCRمیکرولیتر از محصول  5مقدار 

)همان بافری که  X 0,5با غلظت   TBEوفورز به مقدار کافی از بافر الکتر

ولت وصل  70-90ژل با آن تهیه شد( سپس تانک به منبع تغذیه با ولتاژ 

دقیقه ولتاژ قطع شد و ژل به آرامی خارج گردید و با  40شد. پس از حدود 

ها آن  PCRمشاهده شد. نمونه هایی که   Gel documentationدستگاه 

ثبت شد به عنوان مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مورد تایید قرار م

 .[13]گرفتند

تعیین حساسیت دارویی ایزوله ها به روش نسبی در آنتی 

 بیوتیک پیرازینامید

  7H10 AGARتهیه محلول دارویی پیرازینامید با محیط کشت 

 (proportionبه روش نسبی)

( استفاده از محیط کشت Proportionبی )روش استفاده روش نس

7H10 AGAR  7گرم از پودر آماده  10.5بود. بدین منظور ابتداH10  به

گرم مونو پتاسیم فسفات  3.3میلی لیتر آب اضافه شد و سپس مقدار 450

سی گلیسرول به آن اضافه گردید و سی 2.5گرم کازئین هیدرولیز  0.5

ل شد. سپس با سرد شدن محلول آماده محلول فوق الذکر در اتوکلاو استری

 ,OADC (oleic acidدرجه سانتیگراد ، به آن محلول  54شده به دمای 

albumin, dextrose, catalase )   اضافه گردید و در ظروف مک کارتنی

دار از بیوتیکبلافاصله پخش شد. به منظور آماده کردن محیط کشت آنتی

میلی گرم برداشت  100تیک به مقدار بیو، ابتدا از پودر آنتیPZAمحلول 

بیوتیک قبل از سی آب مقطر حل گردید. محلول آنتیسی 10شدو در 

میکرون استریل شده بود. سپس  0.22مصرف با استفاده از فیلتر غشایی 

باشد مقدار می ϻg/ml 10000 PZAاز این محلول اصلی که دارای غلظت 

 7H10سی محیط کشت سی 247.5سی به ارلن مایر حاوی مقدار سی 2.5

بیوگرام اضافه گردیدکه در نهایت مقدار دارو در محیط کشت برای آنتی

ϻg/ml 100  [14]بود. 

 روش نسبی آنتی بیوگرام 

در این روش تعداد کلنی رشد یافته در محیط کشت حاوی آنتی بیوتیک 

قدار رشد باکتری در محیط گردد. اگر مبا محیط شاهد فاقد دارو مقایسه می

 شود.باشد. سویه مقاوم گزارش می %1آنتی بیوتیک برابر یا بیشتر از 

 تهیه غلظت یک مک فارلند

مقداری از کلنی رشد یافته در یک لوله مک کارتنی استریل حاوی پرل 

مدت چند ثانیه ورتکس شد تا ای ریخته شد و با احتیاط به شیشه

شوند. درون لوله مک کارتنی حاوی کلونی  های خرد و از هم جداکلونی

میلی لیتر آب مقطر استریل اضافه شد و  3تا 2کوبیده شده مرحله قبل. 

مجدد ورتکس شد تا در حدد ممکن یکنواخت گردد. در یک لوله مک 

کارتنی استریل مقداری آب مقطر استریل اضافه و از محلول حاصل از 

ه ای افزوده شد تا جایی که مرحله قبل با پیپت پاستور به صورت قطر

کدورت ان به یک مک فارلند برسد. به این صورت غلظت میکروبی مناسب 

 .[14]های حاوی آنتی بیوتیک و فاقد آن تهیه گردیدبرای کشت محیط

 تهیه رقت میکروبی

 شد:مک فارلند سه  رقت میکروبی تهیه 1پس از تهیه غلظت میکروبی 

میلی  9/9لیتر از محلول میکروبی تهیه شده به میلی 0.1: 10-2رقت  -1

 لیتر آب مقطر استریل اضافه شد.

میلی لیتر آب مقطر  9/9به  10-2لیتر ازرقت میلی 0.1: 10-4رقت  -2

 استریل اضافه شد.

لیتر آب مقطر میلی 5/4به  10-4لیتر از رقت میلی 0.5:  10-5رقت  -3

 استریل اضافه شد.

 کشت میکروبی جهت آنتی بیوگرامانجام 

لیتر روی یک میلی 0.2به مقدار  10-4. 10-2های از هرکدام از رقت

به  10-5بیوتیک اضافه شد. از رقت بیوتیک و فاقد آنتیمحیط حاوی آنتی

بیوتیک اضافه بیوتیک و فاقد آنتیروی یک محیط حاوی آنتی 0.2مقدار 

روز در دمای  28-42ه شد و برای لوله تهی 6برای هر نمونه باکتری  شد.

 .[15]درجه انکوبه شدند 37
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 گزارش آنتی بیوگرام 

ها از نظر رشد باکتری بررسی شدند.در روز محیط کشت 28پس از 

انکوباسیون ، در صورت عدم رشد سویه مقاوم بوده و، صورت رشد باکتری

باکتری به عنوان ، در صورت رشدروز  42پس از  یافت.روز ادامه می 42تا 

در صورت عدم رشد به عنوان سویه حساس گزارش شدند.  ی مقاوم وسویه

ها بایستی روی محیط شاهد و محیط آنتی بیوتیکی شمارش تعداد کلنی

های محیط های محیط شاهد نشان دهنده باکتری زنده و کلنیکلنی شوند.

که که تعداد د. درصورتیبیوتیک نشان دهنده باکتری مقاوم هستنآنتی

سویه حساس و  ،باشد %1های مقاوم نسبت به گروه شاهد کمتر از کلنی

باشد سویه مقاوم گزارش  %1با  اگر این نسبت بیشتر یا مساوی

 .[15]شودمی

= X  حیط متعداد کلنی ها درسطح محیط شاهد / تعداد کلنی درسطح

 100  ×  انتی بیوتیک   

مرتبط با مقاومت   pncAهای ژن تعیین فراوانی موتاسیون

 پیرازینامید

ظر نهای مقاوم مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از در این مرحله سویه

ررسی بمرتبط با مقاومت به پیرازین آمید مورد  pncAموتاسیون در ژن 

ه پیرازین بتک مقاومتی  مقاوم و MDR-TBهای قرار گرفتند. که سویه

برای ، هاشکه جهت تعیین نوع وفراوانی جه ،ر این مطالعه شناساییآمید د

هایی که مقاوم برای تمام ایزوله  PCRانجام تعیین توالی تکثیر شدند.

 نجام شد.اطور اتفاقی انتخاب شدند ایزوله حساس که به فنوتیپی بودند و

( Boillingهای مقاوم به روش جوشاندن )از کلنی DNAبرای استخراج 

دار کتری را در یک میکروتیوب درب پیچل کردیم. ابتدا چند کلونی از باعم

 30بافر است حل کردیم و به مدت   TEمیکرولیتر محلول  500که حاوی 

دقیقه با  10دقیقه در ظرف حاوی آب جوش قرار دادیم. سپس به مدت 

 DNAمحلول بالایی که حاوی  سانتریفیوژکرده و 1400rpmدور 

تعیین توالی  و PCRتوبرکلوزیس را جدا کردیم. برای انجام مایکوباکتریوم 

استفاده شد. سنتز پرایمرها توسط شرکت  4جدولهای ها از پرایمرنمونه

 .[16]( انجام شدSinacloneسیناکلون )

های متفاوتی از مسترمیکس غلظت PCRبرای ستاپ کردن 

(Ampliqon, Denmark)   یکبار باDMSO یکبار بدون  وDMSO 

باتوجه به اینکه حجم واکنش  بارگذاری شد تا به غلظت مورد نظر برسیم.

حجم نهایی همان  آب آن را طوری تنظیم کردیم تا، میکرولیتر است 25

 میکرولیتر باشد. 25

توجه  گرادیان دمایی را با، برای پیدا کردن بهترین دمای اتصال پرایمرها

بهترین باند در  نیم درجه نیم درجه بالا بردیم. TMپرایمرها که  TMبه 

کنیم که برای هردمایی مشاهده شد همان دما را برای اتصال انتخاب می

پرایمرها بعد از اضافه کردن مقدار  درجه سانتی گراد بود. 55این مطالعه 

ولیتر در پیکومول برمیکر 100آب ذکر شده طبق شرکت سازنده به غلظت 

میکرولیتر  پیکومول بر 10برای تهیه غلظت مناسب که در اینجا  یند.آمی

پیکومول  10ها را به استفاده کرده وآن V1 =M2 V2  M1است از فرمول

 1.5در یک میکروتیوب  به این ترتیب که ابتدا میکرولیتر رساندیم. بر

های وتیوبسپس در میکر لیتری مخلوطی از واکنش اولیه تهیه شد ومیلی

 25لیتری تقسیم گردید به ترتیبی که حجم نهایی مواد به میلی0.2

میکرولیتر  1میکرولیتر مسترمیکس . 12.5واکنش حاوی  میکرولیتر برسد.

 10که هرکدام غلظت  reverseمیکرولیتر پرایمر  1و forwardپرایمر 

آب  میکرولیتر 5و   DMSOمیکرولیتر  0.5میکرولیتر دارند و پیکومول بر

سویه استاندارد  نمونه بود. DNA میکرولیتر از 5 مقطر استریل و

ب مقطر به آ به عنوان کنترل مثبت و H37Rvمایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

  عنوان کنترل منفی در این واکنش استفاده شدند.

ها درون میکروتیوب سپس برنامه دستگاه ترموسایکلر را تنظیم کرده و

تکثیر انجام شد. پس از انجام الکتروفورز  ر گرفتند ودستگاه ترموسایکلر قرا

و به دست آمدن قطعات تکثیر شده مطابق با طول موج ژن مورد نظر، 

 Cardioتعیین توالی با تکنیک سانجر به شرکت  ها جهت تخلیص ونمونه

Genetic .iran   فرستاده شد. برای تمام محصولات خوانش یک طرفه

  Bio Editeست آمده با استفاده از نرم افزار های به دانجام شد. توالی

 های مورد توافق مشخص گردند.بایکدیگر هم تراز شدند تا توالی

های های مورد توافق به منظور بررسی میزان همپوشانی با توالیتوالی

مورد تحلیل قرار  nBLASTEموجود در بانک ژن با استفاده از نرم افزار 

ش نسبت به توالی رفرنس )مایکوباکتریوم های دارای جهتوالی گرفتند.

 های موجود در بانک ژن شناسایی شدند.توالی ( وH37Rvتوبرکلوزیس 

 pncAژن   PCRپرایمر های مورد استفاده جهت  .4جدول 

 رفرنس طول محصول ( 5̍                3 ̍توالی )  پرایمر توالی هدف

pncA Forward F: 5'GGCGTCATGGACCCTATA-3' 615  bp 16 
 Reverse R: 5'GTGAACAACCCGACCCAG -3'   
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 آنالیز آماری

ام شد. انج 23نسخه   SPSSآنالیز آماری و رسم نمودارها در نرم افزار

رفه استفاده طها از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه و دو برای مقایسه گروه

 در نظر 05/0 داری معنی سطح و %95شد. ضریب اطمینان آزمون ها 

 از روهگ دو بین میانگین داریمعنی سطح تعیین . همچنین برایگرفته شد

one-way ANOVA .استفاده شد 

 افته های

 جمعیت مورد بررسی 

یس مقاوم ایزوله مایکوباکتریوم توبرکلوز 40در این مطالعه در مجموع 

مورد ارزیابی  از آزمایشگاه رفرانس سل اهواز 1401تا  1395به دارو از سال 

ها کلونی آنها برای کشت نمونه گرفتند. که پس از آلودگی زدایی و قرار

 ار گرفت. مورد استفاده قر DNAانجام تست حساسیت دارویی و تعیین توالی 

 با استفاده از ژن سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما مولکولی دییتا

IS6110 

 زتایید ا های ماکیوباکتریوم توبرکلوزیس برایبعد از کشت مجدد ایزوله

  تایید گردیدند.استفاده و  IS6110توالی الحاقی 

های کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس تعیین هویت ایزوله

 PCRبا  IS6110با استفاده از ژن 

جهت تایید کمپلکس مایکوباکتریوم  IS6110برای بررسی توالی الحاقی 

 PCRژن هدف انجام گرفت و نمونه هایی که  بر اساس PCRتوبرکلوزیس، 

عنوان  آنها مثبت شدند و با تست های بیوشیمیایی تایید گردیدند به

 (. 1 شکل)کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس ثبت شد 

  ییدارو تیتست حساس

نمونه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس  40 مجموع در این پژوهش تعداد در

و برای آنها تست  گرفتند رارجداشده از بیماران مسلول مورد ارزیابی ق

های ریفامپین و ایزونیازید انجام حساسیت دارویی نسبت به آنتی بیوتیک

ها تعیین بیوتیکهای مقاوم به این آنتیشد. بعد از انجام آنتی بیوگرام نمونه

سویه آن مقاوم به دو داروی ایزونیازید  16ایزوله که  25شدند. تعداد 

ایزوله مقاوم به  8) یزوله مقاوم تک داروییا 9 و (MDR-TB)وریفامپین 

ایزوله مقاوم به ایزونیازید( به دست آمد وبرای ادامه ی کار  1ریفامپین و 

آنتی بیوتیک  3ایزوله حساس به هر  5مورد استفاده قرار گرفت. همچنین 

مرکز  MDR-TBبه صورت راندوم انتخاب شد.تعداد سویه های سویه های 

 نشان داده شده است. 5جدولسل رفرانس اهواز در 

 
 مثبت ینیبال ی: نمونه ها 8تا  3های ی و چاهک: کنترل منف2چاهک : کنترل مثبت،  1 . چاهک IS6110 یاختصاص مریبا استفاده از پرا PCR. 1شکل
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 های مقاوم به دارو در این مطالعهتعداد کل سویه .5جدول

 فایل حساسیت داروییپرو هاتعداد سویه

 مقاوم تک دارویی به ریفامپین  12
 مقاوم تک دارویی به ایزونیازید  3

25 MDR-TB 
 های مقاوم تعداد کل سویه 40

بیوتیکی به پیرازینامید به روش تعیین حساسیت آنتی

proportion  7در میدلبروکH10  باPH های اسیدی درسویه

 حساس مقاوم و

های ده با روشمقاوم تک دارویی تایید ش و MDR-TBهای تمامی ایزوله

بیوتیکی به شده جهت بررسی حساسیت آنتی مولکولی و فنوتیپی ذکر

ساس حنتی بیوتیک آسه  سویه که به هر 5 پیرازینامید انتخاب شدند و

ه پیرازینامید ایزوله ب 17بودند به صورت راندوم انتخاب شدند که در مجموع 

 .مقاوم بودند

 تکنیک های مولکولینتایج 

 برای بررسی مقاومت به پیرازینامید pncAتکثیر ژن 

های مرتبط با مقاومت به پیرازینامید برای به منظور شناسایی موتاسیون

ی مقاوم تک ایزوله 7و  MDR-TBایزوله 10ی مقاوم به دارو که ایزوله 17

سویه  5 ( وسویه مقاوم ایزونیازید 2سویه مقاوم به ریفامپین و  5دارویی )

ژن مربوط به مقاومت به پیرازینامید   PCRحساس با استفاده از تکنیک 

pncA 17شناسایی شد. نتایج بدست آمده نشان داد که تمامی  تکثیر و 

ژن  PCRنتیجه  2 شکلدر  را دارا بودند. pncAایزوله دارای ژن مقاوم به 

pncA .نشان داده شده است  

مرتبط با مقاومت به  pncAهای ژن یین فراوانی موتاسیونتع

 پیرازینامید

های مقاوم کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از نظر در این مرحله ایزوله

مورد بررسی قرار  مرتبط با مقاومت به پیرازینامید pncA موتاسیون در ژن 

جدول ی )های اختصاصقطعات جفت بازی مشخص و پرایمر pncAگرفتند. ژن 

های مرتبط با ( را با استفاده از برنامه دمایی زیر تکثیر و موتاسیون2شماره 

مقاومت دارویی پس از تعیین توالی به روش سانجر مورد ارزیابی قرار گرفت. 

محصول آن را الکتروفورز کرده، باند مورد نظر را استخراج  PCRپس ازانجام 

کره جنوبی   Bioneerهای حاوی ژن فوق به شرکتتایید سویهکرده و برای 

و  chromasفرستاده شدند. سپس با استفاده از نرم افزار  Sequencingبرای 

Blast  درNCBI .نتایج مورد بررسی قرار گرفت  

نتایج تعیین توالی ایزوله ها به منظور بررسی موتاسیون در 

 pncAژن 

های مورد مطالعه که از شهر اطلاعات ایزوله 7جدولو در  6ولجددر 

ای که دارای ژن نمونه 17از  آوری شده بودند ذکر گردیده است.اهواز جمع

pncA  های ایزونیازید بیوتیکایزوله به آنتی 10و مقاوم به پیرازینامید بودند

 Monoایزوله تک مقاومتی) 7، و MDR)و ریفامپین مقاوم بودند )

resistanse 5ایزوله به ایزو نیازید و 2ی تک مقاومتی ایزوله 7( بودند، از 

 pncA ،17و تایید ژن  PCRایزوله به ریفامپین مقاوم بودند. پس از انجام 

ی دارای ژن، برای تعیین توالی و بررسی موتاسیون مورد ارزیابی ایزوله

نشان داد n BLAST والی با استفاده از نرم افزار قرار گرفتند. نتایج تعیین ت

ایزوله فاقد هر گونه  4و  pncAایزوله دارای موتاسیون در ژن  13که 

  موتاسیون بودند.

 
 مثبت ینیبال ی: نمونه ها 19تا  3های ی و چاهک: کنترل منف2چاهک : کنترل مثبت، 1 با استفاده از پرایمر اختصاصی. چاهک pncAبرای ژن  PCR. 2شکل
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 هایی که از نظرایجاد موتاسیون مورد بررسی قرار گرفتنداطلاعات مربوط به ایزوله. 6جدول

Mutation in pncA PncA gene Mono resistance MDR RIF 
Resistance 

INH 
resistance 

Isolates 
number 

Mutation + - + + + 1 
Mutation + - + + + 2 
Mutation + - + + + 3 
Mutation + - + + + 4 
Mutation + - + + + 5 
Mutation + - + + + 6 

Non mutation + - + + + 7 
Mutation + - + + + 26 
Mutation + - + + + 27 
Mutation + - + + + 28 
Mutation + + - + - 18 
Mutation + + - + - 19 
Mutation + + - + - 20 
Mutation + + - + - 21 

Non mutation + + - + - 22 
 

 PncA های مشاهده شده در ژن هایموتاسیون. 7جدول
Mutation type Amino acid Change Codon change Base position Isolates number 

Non synonymous VAL7 PHE GTC/TTC.7 G19 > T 1 
Non synonymous VAL7 GLY GTC/GGC.7 T20 > G 2 
Non synonymous VAL7GLY GTC/GGC.7 T20 > G 3 
Non synonymous VAL7 GLY GTC/GGC.7 T20 > G 4 
Non synonymous THR 142  ALA 142.ACG/GCG A424 > G 5 
Non synonymous THR 142  ALA 142.ACG/GCG A424 > G 6 
Non synonymous THR 142  ALA 142.ACG/GCG A424 > G 26 
Non synonymous VAL 180  PHE 180.GTC/TTC G338 > T 18 
Non synonymous VAL 180  PHE 180.GTC/TTC G338 > T 19 
Non synonymous VAL 180  PHE 180.GTC/TTC G338 > T 20 
Non synonymous VAL 180  PHE 180.GTC/TTC G338 > T 21 
Non synonymous HIS 51  TYR 51.CAC/TAC C151 > T 27 
Non synonymous HIS 51  TYR 51.CAC/TAC C151 > T 28 

بود  Non synonymousهای غیر متشابه ،شایع ترین موتاسیون، جهش

همچنین در بررسی . تبدیل شده است Phe به Valی که در آن اسید آمینه

است.  GTC/TTC.7شود که یک ایزوله دارای جهش مشاهده می 7جدول 

 بودند. ACG/GCG.142های همچنین سه ایزوله دارای جهش در کدون

چهار ایزوله هم دارای جهش در کدون بودند که بیشترین منطقه دارای 

های مایکوباکتریوم مقاوم به چند دارو و مقاوم به جهش در ایزوله

 پیرازینامید بودند.

 بحث

بررسی مقاومت فنوتیپی و ژنوتیپی به آنتی به طور کلی هدف این مطالعه 

ی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مقاوم به چند هابیوتیک پیرازینامید در ایزوله

بیماری سل  بود. 1395-1401( در استان خوزستان در بازه زمانی MDRدارو)

یک بیماری عفونی و مسری است که توسط کمپلکس مایکوباکتریوم 

 کند.شود که معمولا در تمام دوره عمر فرد ادامه پیدا میتوبرکلوزیس ایجاد می

گروه اول سل فعال  شوند؛بیماری به دو گروه تقسیم می بیماران مبتلا به این

  که فرم ریوی وخطرناک و قابل انتقال از شخصی به شخص دیگر است.

غیرقابل انتقال است که  گروه دوم سل نهفته که عفونتی بدون علامت و

در بدن  باکتری پس از ورود به بدن توسط سیستم ایمنی حذف نشده و

 .[17]کنده ایجاد میپایدار مانده و سل نهفت

همانطور که قبلا اشاره شد پیرازینامید یکی از چهار داروی خط اول ضد 

ماه  12تا  9سلی است که نقش بسیار مهمی در کوتاه شدن دوره درمان از
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 (MDRاوم به چند دارو)س مقهای مایکوباکتریوم توبرکلوزیبیوتیک پیرازینامید در ایزولهمقاومت فنوتیپی و ژنوتیپی به آنتیو همکاران. زاده محمد هاشم

 

محیط  غیرفعال باسیل سل در ماه با از بین بردن اشکال فعال و 6به 

 کند.ریشه کردن ارگانیسم در بدن بیمار ایفا می واسیدی درون ماکروفاژها 

که سایر  پایدار مایکوباکتریوم توبرکلوزیس را های نهفته واین دارو باکتری

 .[18]برد نها نیستند را از بین میآسل قادر به از بین بردن  داروهای ضد

به فرم  دازیآم نیکوتین /دازینامیرازیدارو است که توسط پ شیپ کی پیرازینامید

در  pncAشود که توسط ژن یم لیتبد دیاس کینوئیرازیپخود یعنی فعال 

به مقاومت  شایع اصلی و سمیمکان .شودیم کد توبرکلوزیس ومیکوباکتریما

که فعالیت  که کدکننده پیرازینامیداز است؛ pncAپیرازینامید جهش در ژن 

اکثر  شود.مختل و باعث مقاومت به این دارو میرا  دازیآم نیکوتین /دازینامیرازیپ

 دارای پیرازینامیدمقاوم به  کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکلوزیس یهاهیسو

در  با جهش پیرازینامیدمقاوم به  یهاهیسو نیانگیم .هستند pncAجهش در 

از  ینییکه درصد پا مطالعاتی ، حتی دردر تمام مطالعات منتشر شده pncA ژن

 را گزارش کرده اند pncA در ژن بدون جهش پیرازینامیدمقاوم به  یها هیسو

بدون  پیرازینامیدمقاوم به  یهاهیاز سو یحال، برخ نیدرصد است. با ا 85دود ح

 .[19]گزارش شده است pncA در جهش

در ایران انجام  2015و همکاران در سال  Moadabای که در مطالعه

های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس به تعیین حساسیت دارویی سویه دادند، به

مورد  21سویه مورد آزمایش تعداد  100پیرازینامید پرداختند که از تعداد 

MDR  ( به پیرازینامید مقاوم بودند.  57مورد ) 12بودند که از این تعداد%

اوم %( مق 40سویه) 10، تعداد  MDRسویه  25از میان  ی حاضردر مطالعه

به پیرازینامید بودند که نتایج این دو مطالعه تقریبا با هم همخوانی دارد. 

هایی که به یکی از سه داروی همچنین تعداد سویه Moadabی در مطالعه

سویه بود که از  31)ایزونیازید، ریفامپین و اتامبوتول( مقاوم بودند  خط اول

ی حاضر مطالعهبودند اما در %( به پیرازینامید مقاوم  9مورد )  3این تعداد 

% ( به پیرازینامید مقاوم  46.7مورد )  7سویه تک مقاومتی  15از میان 

تواند نشان دهنده این موضوع تشخیص داده شدند. این عدم تطابق می

باشد که به علت گذشت زمان شاهد شیوع بیشتر مقاومت به پیرازینامید در 

  Emane. طبق گزارش اخیر از [20]های تک مقاومتی هستیممیان سویه

و همکارانش مقاومت به پیرازینامید در مایکوباکتریوم توبرکلوزیس پس از 

شود، همچنین در ها ایجاد میمقاومت به ریفامپین و فلوروکینولون

% ( به  46.7مورد )  7سویه تک مقاومتی  15ی حاضر از میان مطالعه

تشخیص داده شدند که بیشتر آنها مقاوم به ریفامپین پیرازینامید مقاوم 

. [21]باشدی حاضر مطابق با پژوهش نامبرده میبودند که نتایج مطالعه

 2005تا  2010های ی مقطعی بین سالفرازی و همکاران طی یک مطالعه

از تمام  نفر بیمار مسلول که وارد مطالعه شدند، 917در ایران، از میان 

ها کشت و آنتی بیماران مبتلا به سل ریوی مقاوم به درمان طی این سال

( انجام دادند که میزان مقاومت proportionبیوگرام با روش استاندارد )

% و مقاومت  68.8% ، مقاومت به ایزونیازید  46.9( MDR-TBبه چند دارو )

به این دو دارو و  ها مربوط% بود که بیشترین مقاومت 62.5به ریفامپین 

ایزوله  40از میان حاضر % بود. در مطالعه  25میزان مقاومت به پیرازینامید 

( MDR%( دارای مقاومت چندگانه ) 62.5ایزوله ) 25آوری شده تعداد جمع

آوری شده مقاوم به ایزونیازید و سویه جمع 40بودند. همچنین درمیان 

 17قاومت به پیرازینامید در % بود. م 92.5% و  70ریفامپین به ترتیب 

%( مشاهده شد. با مقایسه نتایج به دست آمده از این دو  42.5سویه )

بیوتیکی در میان های آنتیپژوهش به افزایش قابل توجه شیوع مقاومت

میبریم که ممکن است به علت های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس پیسویه

  .[22]ها باشدبیوتیکاستفاده نادرست از آنتی

های و همکاران از میان سویه Kurbatovaدر ایالات متحده آمریکا 

، از میان هزاران  1999-2009های سال ،بین سال 10ایزوله شده در مدت 

% موارد به پیرازینامید  3.2تا  2سویه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس سالانه 

ال به سال رو به افزایش بوده است اند و این میزان مقاومت سمقاوم بوده

ایم. از طرفی در و در اغلب موارد شاهد مقاومت تکی به پیرازینامید بوده

 MDRهای شود که مقاومت به پیرازینامید در سویهاین تحقیق اشاره می

% نیز تشخیص داده شده است. در  38بسیار شایع است و میزان آن تا 

به میزان  MDRهای رازینامید در سویهی حاضر شیوع مقاومت به پیمطالعه

 MDRهای ی جدی بودن مسئله در سویهدهنده% بوده که نشان  40

و همکاران که در   khoharoی که توسط . طبق مطالعه[23]است

% به پیرازینامید مقاوم  9سویه تنها 286هندوستان انجام گرفت، از میان 

رسد که به % می 42به  MDRهای مقاومت در سویهبودند که این میزان 

ها طور کلی از نظر شیوع بیشتر مقاومت به پیرازینامید در این نوع از سویه

 .[24]داردی حاضر همخوانی با مطالعه

در چین، به بررسی مقاومت فنوتیپی  2021یانگچه و همکاران در سال 

داروی پیرازینامید و همچنین  ϻg/ml 100ظت به غل MDR-TBهای ایزوله

 110پرداختند. در این مطالعه که از میان  pncAشیوع موتاسیون در ژن 

سویه از شهرهای دیگر جمع  22ایزوله از پکن و  MDR-TB  ،78ایزوله 

% بود که بالاتر از استان  59آوری شده بودند، میزان مقاومت به پیرازینامید 

 38% (، ایالات متحده ) 49% (، تایلند ) 38.5گهای )(، شان %43ژجیانگ )

مقام  MDRسویه  65% بود. از میان  57.7% ( و مشابه نتیجه اخیر از پکن 

بودند که اکثریت  pncAسویه دارای جهش در ژن  54به پیرازینامید، تعداد 

ای بودند. نتایج این مطالعه نشان های نقطه%( آنها دارای جهش 90.7) 

% از مقاومت به پیرازینامید  pncA  ،83.1تغییرات ژنتیکی در ژن داد که 

 که مانند پژوهش حاضرکند ایجاد می MDR-TBهای را در بین ایزوله

( و اسید آمینه TTCبه  GTC) Tبه  G 7شامل یک جهش در کدون شماره 

به  G (GTCبه  Tکه باز  7جهش در همان کدون  3به فنیل آلانین،  والین
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GGC51والین به گلایسین و یک جهش دیگر در کدون ید آمینه ( و اس 

( و اسید آمینه هیستیدین به تیروزین  TACبه   CAC) Tبه  Cاست که باز 

 .[25]تبدیل شده است که این نتایج مطابق با پژوهش حاضر بود

وله ایز 133درچین، از بین  2017ی پانگ و همکاران در سال در مطالعه

MDR-TB 83ها پرداختند، تعداد که به بررسی مقاومت به پیرازینامید در آن 

 bactec MGIT%( به عنوان نمونه مقاوم به پیرازینامید توسط  62.4سویه )

بود.  %40ی ما شیوع مقاومت به پیرازینامید تعیین شدند. در مطالعه 960

سویه  MDR  ،73له ایزو 83همچنین تجزیه و تحلیل توالی نشان داد که از 

 76.5بودند که این عدد در پژوهش حاضر  pncA%( دارای جهش در ژن  88)

% است که این تفاوت ممکن است به دلیل تفاوت مکانی پژوهش انجام شده 

 .[26]باشد

مورد جایگزینی تک نوکلئوتیدی  55های رخ داده نشان داد که بررسی جهش

%( بودند و هیچ جهش ژنتیکی  24.7مورد جهش تغییر قالب ) 18%( و  75.3)

 pncAیافت نشد. جهش در ژن  rpsAمرتبط با مقاومت به پیرازینامید در ژن 

 Tباز  7های حاضر بود، به این صورت که در کدون در این مطالعه مشابه یافته

 ( تبدیل شده که اسید آمینه والین به گلایسین  تغییرGGCبه  GTC) Gبه 

( تبدیل شده که TACبه  CAC) Tبه  Cباز  51کند و همچنین در کدون می

 .[26]کنداسید آمینه هیستیدین به تیروزین تغییر می

در بنگلادش انجام دادند،  2017ای که رحمان و همکاران در سال در مطالعه

در  pncAر ژن به بررسی حساسیت فنوتیپی به پیرازینامید و موتاسیون د

 76تعداد  MDR-TBایزوله  169پرداختند. از مجموع  MDR-TBهای ایزوله

%( از نظر فنوتیپی مقاوم به پیرازینامید بودند که این عدد در مطالعه  45ایزوله ) 

% بود که این نتایج باهم همخوانی دارند. همچنین نتایج توالی یابی  40حاضر 

های مقاوم نشان را در بین ایزوله pncAژن %( از  85شیوع بسیار بالایی  ) 

جهش  27های مختلف شناسایی شد که جهش در کدون 64داد که درکل می

های موجود در این است. هیچ یک از جهش pncAآن از نوع جدید در ژن 

. فرهنوش دوستدار و همکاران در سال [27]مطالعه در پژوهش حاضر یافت نشد

 pncAهای مختلف در ژن در ایران برای مشخص کردن اهمیت جهش 2009

آوری شده های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مقاوم به پیرازینامید جمعدر ایزوله

های مختلف مایکوباکتریوم توبرکلوزیس از ایران و برای آنالیز ارتباط ژنوتیپ

نامید با استفاده از پیرازیسویه مقاوم به  34مقاوم به پیرازینامید، به بررسی 

 24مورد  34پرداختند. از میان  pncAیابی مستقیم از نظر جهش در ژن توالی

بودند که این عدد در مطالعه  pncA%( دارای جهش در ژن  70.58ایزوله )

ایزوله  10% بود و نتایج به هم نزدیک هستند. در این مطالعه در  76.5حاضر 

دهد که ین موضوع نشان میباقیمانده هیچ جهشی یافت نشد که ا

ها وجود های جایگزین دیگری در ایجاد مقاومت در این سویهمکانیسم

 . [28]دارند

در پاکستان  2019در پژوهشی که محمد طاهر خان و همکاران در سال 

در  pncAانجام دادند، به بررسی مقاومت به پیرازینامید و موتاسیون در ژن 

 69های تک مقاومتی پرداختند که تعداد و ایزوله XDRو  MDRهای ایزوله

 26سویه مقاوم،  69ها در %( به پیرازینامید مقاوم بودند. جهش 14.8ایزوله )

 36با تعیین توالی بررسی شدند. تعداد  H3VRVایزوله حساس و یک ایزوله 

در میان  های مقاوم به پیرازینامید شناسایی شد کهجهش مختلف در ایزوله

و مطالعات قبل  GMIT و  TBDRMهای داده جهش قبلا در پایگاه 15ها آن

( و مقاومت دارویی MDRاند. شیوع بروز مقاومت چند دارویی )گزارش نشده

%( ایزوله تشخیص داده  8.69)  6%( و  75.35)  52( به ترتیب در XDRشدید )

ها اکثر تعداد ایزولهدر حد Ser 179 Glyو  Lys 96 THRهای شده است. جهش

 (n=4 یافت شد ).  338جهش در نوکلئوتیدهای (G  بهT که در )سویه  4

ترین نوع جهش در این مطالعه بود. همچنین مشاهده شد که شایع  مختلف

ی حاضر ( در سه سویه مشاهده شد که در مطالعهGبه  T) 7جهش در نوکلئوتید 

که مشاهده شد در نوکلئوتید سویه مشاهده شد. جهش دیگری  4این جهش در 

151 (C  بهTدر دو سویه بود که همه ) ی این یافته مطابق با نتایج مطالعه حاضر

 .[29]بود

در چین که به ارزشیابی  2020و همکاران در سال  Huixiaی در مطالعه

وم های درمانی جدید برای مایکوباکتریپیرازینامید در ترکیب با رژیم

-MDRایزوله  324های مقاوم به چند دارو پرداختند، از مجموع توبرکلوزیس

TB  ( از  40.7سویه ) 132تعداد  آوری شده بودند،استان چین جمع 25که از%

%(  73.5ایزوله ) 97نظر فنوتیپی به پیرازینامید مقاوم بودند که از این میان 

اضافه و جهش غیر تغییرات نوکلئوتیدی داشتند که شامل جهش حذف و 

بودند. همچنین تطابق بین نتایج  pncA( در ژن non-synonumousمترادف) 

 Valایزوله با سه کدون مختلف  3ها در % بود. جهش 85.3فنوتیپی و ژنوتیپی 

44 Gly  ،Val 39 Gly  ،Val 25 Gly ایزوله  3ی حاضر در بود که مشابه مطالعه

(، همچنین جهش در Val 7 Gly) جهش یافته در همان کدون جهش داشتند

ایزوله مقاوم به پیرازینامید نمایان شدکه در  2( در Thr 142 Alaکدون مشابه )

ایزوله مقاوم به پیرازینامید این جهش یافت شد. تمامی  3پژوهش حاضر نیز در 

 .[30]( بودندnon-synonumousاین جهش ها غیر مشابه )

shi های در چین به منظور شناسایی ویژگی 2020ن در سال و همکارا

های مایکوباکتریوم فنوتیپی و ژنوتیپی مقاومت به پیرازینامید در میان ایزوله

( و همچنین ارزیابی MDR,Pre-XDR,XDRتوبرکلوزیس مقاوم به چند دارو) 

در پیش بینی مقاومت به  panDو  pncA  ،rpsAهای اثربخش جهش

بودند   Pre-XDR%(  28.29سویه )43سویه  152اختند. از میان پیرازینامید پرد

 16.44سویه ) 25%( به پیرازینامید مقاوم بودند. همجنین  86.04ایزوله ) 37که 

 )%XDR  ( به پیرازینامید مقاوم بودند.  92مورد ) 23بودند که در میان آنها%

مقاوم بودند داروی خط اول سل  4%( به هر  71.7سویه ) 102علاوه بر این 
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دهد که %( به پیرازینامید مقاوم بودند. این نتایج نشان می 80.39مورد ) 82که 

احتمال بیشتری برای ایجاد مقاومت به  XDRو  MDR  ،Pre-XDRسویه های 

های مقاوم به چند دارو ی حاضر نیز سویهپیرازینامید داشتند که در مطالعه

(MDR-TB درصد مقاومت بیشتری را نشان ) دادند. میزان جهشpncA   در

 152های مقاوم به پیرازینامید در مناطق مختلف متفاوت است. از میان سویه

%( مقاوم  89.52سویه ) 102سویه فاقد جهش و  50، تعداد  MDR-TBسویه 

ی حاضر میزان جهش در ژن به پیرازینامید و دارای جهش بودند که در مطالعه

pncA 76.5 100با هم همخوانی دارند. در این مطالعه  % بود که این نتایج 

-مورد جهش نقطه 8مشاهده شدکه شامل  pncAالگوی متفاوت جهش در ژن 

ی ما مورد جهش حذف و اضافه بودند که این نتایج بر خلاف مطالعه 20ای و 

بودند بدست آمد.  non-synonumousای ی جهش ها از نوع نقطهکه همه

اتفاق افتادند و باعث تغییر  pncAاضر در ژن ی حهایی که در مطالعهجهش

اسید آمینه و تداخل دارو شدند و مطابق یافته های حاضر بودند شامل جهش 

ایزوله  1( که در TTCبه  GTC، ) Tبه G 7که باعث تغییر کدون  19در نوکلئوتید 

شود. جهش در نوکلئوتید تبدیل می Pheبه  Valمشاهده شد که اسید آمینه 

 Valی ( و تغییر اسید آمینهGGCبه   GTC، )Gبه  T 7عث تغییر کدون که با 20

ی حاضر این جهش مشاهده شد. نتایج جهش در ایزوله 3که در  Glyبه 

شود تبدیل می Pheبه  Val یکه اسید آمینه 180ی حاضر در کدون مطالعه

به   CTG 120ی حاضردر کدون ایزوله مشاهده شد که بر خلاف مطالعه 4در 

CGG  ی لوسین به آرژنین تبدیل می شود مشاهده ایزوله که اسید آمینه 7در

دو سویه دارای  pncAسویه مقاوم به پیرازینامید بدون جهش در  11شد. از 

 .[31]بود panDدر و یک سویه دارای جهش  rpsAجهش در 

ون بودند اما مقاومت های که فاقد موتاسیباتوجه به نتایج در مورد ایزوله

ها مقاومت دارویی توان اینگونه حدس زد که در آندهند میفنوتیپی نشان می

، موتاسیون های مورد بررسی در این مطالعهتواند علاوه بر موتاسیون در ژنمی

های یا موتاسیون در دیگر نواحی ژن و panD و rpsAها مانند در دیگر ژن

های دیگری مانند یا در اثر مکانیسم اند وسی نشدهمورد مطالعه که در اینجا برر

 ها باشد.فعالیت افلاکس پمپ

 نتیجه گیری

نتایج این مطالعه نشان داد با توجه به فراوانی مقاومت به پیرازینامید در 

، تک مقاومتی و همچنین درصد بالای جهش در ژن MDRهای سویه

pncA های و شیوع کمتر جهش در ژنpanD  وrpsA، ه اطلاعات سریع ک

و تک  MDR-TBهای و دقیقی در مورد حساسیت به پیراینامید برای ایزوله

کند، بهترین روش تشخیص مقاومت به پیرازینامید مقاومتی فراهم می

برای تایید مقاومت به پیرازینامید  pncAکل  DNAتوالی یابی و سکانس 

ش یافته ( جهhotspotsهای معمول با پوشش نقاط داغ )به جای روش

بیوتیک پیرازینامید با توجه به مقاومت گزارش شده برای آنتی موثرتر است.

در نقاط مختلف جغرافیایی، انجام  pncAو شیوع بالای جهش در ژن 

تواند در بیوتیکی و مولکولی برای این دارو میهای حساسیت آنتیتست

کمک کننده مدیریت و درمان موارد پیچیده و مقاوم به داروی توبرکلوزیس 

بایست تکرار باشد. با این وجود شواهد در این زمینه اندک هستند و می

باشند تا  های حاضرنتایج پژوهش حاضر در مطالعات مهر تاییدی بر یافته

با سطح اطمینان بالاتری سخن از تصمیم گیری مبتنی بر شواهد به میان 

است و  آوریم. در هر حال پژوهش حاضر نقطه آغازی بر این موضوع

 تواند برای پژوهشگران راهگشا باشد.می

 ملاحظات اخلاقی

 پیروی از اصول اخلاق پژوهش

این مطالعه طرح تحقیقاتی مصوب در کمیته تحقیقات دانشجویی دانشگاه 

 .IRAJUMS.REC  1402.488علوم پزشکی جندی شاپور اهواز با کد اخلاق 

جمله پنهان بودن نام و  در این مطالعه تمامی موازین اخلاقی از. باشدمی

همچنین این چون . هویت بیماران و حفظ اسرار بیماران رعایت شده است

های به این مطالعه به صورت گذشته نگر بوده است صرفا روی ایزوله

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس آرشیو در مرکز رفرانس سل استان خوزستان طی 

ویت و اسراری از بیمار کار شده است و هیچ ه 1401تا  1395 بازه زمانی

 .فاش نشده و صرفا یک طرح تحقیقاتی است

 حامی مالی

از کمیته تحقیقات دانشجویی دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی اهواز 

 .گرددتشکر و قدردانی می 76s02به خاطر ایجاد زمینه اجرای این تحقیق با کد 

 مشارکت نویسندگان

ده است. انجام آزمایشات زاده طراحی شپژوهش توسط محمد هاشم

ها توسط آرام عصاره زادگان دزفولی طراحی شده است. جمع آوری داده

و فرید یوسفی انجام شد. و کارهای آزمایشی توسط محمد معینی خواه 

 پیش نویس اولیه توسط آرام عصاره زادگان دزفولی بررسی شده است.

 تعارض منافع

 اند.نویسندگان تعارض منافعی را گزارش نکرده

 تشکر و قدردانی

دانشجویی دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی تحقیقات کمیته از 

تشکر و  02s76با کد  ه خاطر ایجاد زمینه اجرای این تحقیقباهواز 

.گرددقدردانی می
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