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مايكوباكتريوم توبركلوزيس  پاتوژنيسيته با C هاي فسفوليپازژن بررسي رابطه

  سويه بيجينگ وسويه غيربيجينگ

 2سميه جهاني شرافت ،3پريسا فرنيا ،2النازالسادات ميرصمدي ،1*گودرزيحسين 

 
 علوم پزشكي شهيد بهشتيدانشگاه  ،بخش ميكروب شناسي 1
  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ،بيمارستان مسيح دانشوري ،خش ميكروب شناسي و مركز تحقيقات مايكوباكتريولوژيب 2
  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، بيمارستان مسيح دانشوري ،مركز تحقيقات مايكوباكتريولوژي 3

  چكيده
از و  دهدموارد توبركلوزيس در سرتاسر جهان راتشكيل مي 4/1بيشتر از مايكوباكتريوم توبركلوزيس سويه بيجينگ  :سابقه و هدف

هاي فسفوليپاز ژن بررسي وجود ،اين مطالعه انجام  هدف از. طرفي فسفوليپاز باكتري به عنوان يكي از عوامل بيماريزا گزارش شده است
C بودا بيجينگ مايكوباكتريوم توبركلوزيس و مقايسه پاتوژنز آنهغير هاي بيجينگ ودر سويه.  

مسلول ريوي با استفاده از روش اسپوليگوتايپينگ تعيين سويه  200كشت مثبت  .تحقيق به روش توصيفي انجام گرفت: بررسي روش
   .مقايسه شدند Cهاي فسفوليپاز ژن وجود از نظر PCRبيجينگ جدا شده به روش غيرهاي بيجينگ و سپس سويه. گرديد
با  .ندبيجينگ بودغير) درصد 5/90(نمونه  181ژنوتايپ بيجينگ و  )درصد 5/9( نمونه 19، يپينگنمونه اسپوليگوتا 200از  :هايافته

نمونه  17 و plcBبراي ) درصد 5/89(نمونه  plcA ،17براي ) درصد 2/84(نمونه  16 ،هاي بيجينگنمونه در PCRاستفاده از روش 
و  plcBبراي ) درصد 9/9(نمونه  plcA ،18براي ) درصد 4/9(نمونه 17 ،بيجينگغيرهاي در نمونه .مثبت شد plcCبراي ) درصد 5/89(

   .بودنداين قطعات با سوش استاندارد مقايسه شده و داراي اندازه مشابهي با آن  .مثبت شد plcCبراي ) درصد 9/9(نمونه 18
تواند در پاتوژنز احتمالا مي و وجود داشته Cهاي فسفوليپاز ژن ،هاي بيجينگرسد در اكثريت نمونهبه نظر مي: گيرينتيجه

  .مايكوباكتريوم توبركلوزيس نقش داشته باشد
  .C، PCRژنوتايپ بيجينگ، اسپوليگوتايپينگ، فسفوليپاز  ،مايكوباكتريوم توبركلوزيس :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
مايكوبــاكتريوم توبركلــوزيس عامــل بيمــاري ســل يــك ســوم  

ميليـون نفـر جـان     3جمعيت جهان را آلوده كرده و هر سـال  
ــي     ــت م ــاري از دس ــن بيم ــت اي ــه عل ــود را ب ــدخ  ).1( دهن

،   مايكوبــاكتريوم توبركلــوزيس پــس از انتقــال از طريــق ريــوي
را عضا بسياري از ا تواند استخوان، سيستم اعصاب مركزي ومي

                                                 
  گودرزي ن يحس، دكتر دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيتهران، : آدرس نويسنده مسئول

)e-mail: hgod100@yahoo.com(   
  1/12/1388: تاريخ دريافت مقاله
  10/3/1389 :تاريخ پذيرش مقاله

هـايي از مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس تحـت     سويه .درگير كند
يمـاران دچـار توبركلـوزيس     عنوان بيجينگ براي اولين بار در ب

هـاي  سـويه . ندناحيه بيجينگ يا پكن چين شناسـايي شـد   در
هايي از مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس بـوده كـه     بيجينگ، سويه

 مقاومـت  بـا  ازجملـه ارتبـاط   مهمـي  پاتوژنيـك  هـاي ويژگـي 
 انتقـال  و انتشـار  قدرت سريع درمان، به پاسخ عدم چنددارويي،

 دارا نـي را  انسـا  در ماكروفاژهـاي  لابـا  تكثير قدرت و جوامع در
 افتـد كـه بـاكتري   مقاومت دارويي وقتي اتفـاق مـي  . دنباشمي

ايـن  . حداقل به دو داروي ريفامپين و ايزونيازيـد مقـاوم باشـد   
در آسيا و كشورهاي آمريكاي شمالي  يها به ميزان فراوانسويه
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مايكوباكتريوم توبركلوزيس در سراسـر   4/1رايج است وبيش از 
ها در ايـران هـم   چنين اين سويههم. دهندهان را تشكيل ميج

 ).2،3(گزارش شده است 
هـايي  كليدي در پـاتوژنز بـاكتري  عامل بعنوان يك  Cفسفوليپاز 

ليستريا منوسيتوژنز، پسـودوموناس   نظير كلستريديوم پرفرنژنس،
آئروجينوزا، باسـيلوس سـرئوس، سـويه هـايي از مايكوبـاكتريوم      

يكوبـاكتريوم مـارينوم، مايكوبـاكتريوم بـوويس و     توبركلوزيس، ما
  ).4( دنمايكوباكتريوم اولسرانس وجود دار

در مايكوبــاكتريوم توبركلــوزيس تجزيــه فســفوليپيدها توســط 
شـود كـه   منجر به توليد دي آسيل گليسرول مي Cفسفوليپاز 

يـا  ) ERK(در سيگنالينگ سلولي مؤثر بوده و در فعال كـردن  
Extracellular Signal regulated Kinases     نقـش داشـته كـه

بنـابراين بـا توجـه بـه      .شـود منجر به فعال شدن ماكروفاژ مـي 
 در پـاتوژنز مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس    C اهميت فسـفوليپاز 

ــي ــك م ــوان از تكني ــاي جهــت بررســي حضــور ژن  PCRت ه
بيجينگ استفاده كرد غير هاي بيجينگ ودر نمونه C فسفوليپاز

ها را با هم مقايسـه كـرد   پاتوژنيسيته اين سويهو از اين طريق 
بـا   Cهـاي فسـفوليپاز   لذا به منظور تعيين فراوانـي ژن  ).6، 5(

پاتوژنيسيته مايكوباكتريوم توبركلوزيس سويه بيجينگ و سويه 
  . انجام گرفت غيربيجينگ اين تحقيق

  
  مواد و روشها

مسـلول مراجعـه    بيمـار  200روي  تحقيـق بـه روش توصـيفي   
كشت  .انجام گرفت به مركز تحقيقات مايكوباكتريولوژي كننده

بـا اسـتفاده از    و درصـد  4 بـه روش پتـروف   وجداسازي اوليـه 
انجام شد و جهت شناسايي  )LJ(محيط لوين اشتاين جانسون 

هـاي بيوشـيميايي از قبيـل نياسـين، فعاليـت      ها از تستسويه
يي در سپس حساسيت دارو .احياء نيترات استفاده شدو  كاتالاز

 40( ريفـامپين ، )ليتـر ميكروگرم در ميلي 2/0(برابر ايزونيازيد 
ميكروگـرم در   10( ، استرپتومايسـين )ليتـر ميكروگرم در ميلي

بـه روش   )ليتـر ميكروگـرم در ميلـي   2( و اتامبوتول) ليترميلي
مقاومـت  ( MDR ،ها به سه گروه حساسسويه تناسبي انجام و

مقاومت تك دارويـي  (و ساير ) يندو دارويي ايزونيازيد و ريفامپ
. بندي شـدند تقسيم) يا دو دارويي غير از ايزونيازيد و ريفامپين

 ,N, N,NاستيلN–هاي مثبت با روش از كلني DNA استخراج
مايكوبـاكتريوم   .تري متيل آمونيوم برمايـد اسـتخراج گرديـد   -

ــپوليگوتايپينگ   ــا روش اس ــپ بيجينــگ ب ــوزيس ژنوتاي توبركل
  .جداسازي گرديد

مرفيسـم  كـه بـه بررسـي پلـي    اسـت  روشـي   اسپوليگوتايپينگ
) تـوالي تكـراري مسـتقيم   ( Direct repeatلوكوس كروموزومي 

پردازد كه به يك يا دو توالي باشد ميجفت بازمي 36كه شامل
توالي فاصله  94. جفت بازي متصل است 41تا  35 فاصله انداز

والي فاصـله  ت 43شناسايي شده كه تنها  DRانداز مختلف بين 
براسـاس  . گيـرد صورت معمول مورد استفاده قـرار مـي  ه انداز ب

هـاي مايكوبـاكتريوم   تـوان سـويه  وجود يا فقدان اين توالي مـي 
درايـن روش ابتـدا   . توبركلوزيس كمپلكس را از هـم تمـايز داد  

بـا دو پرايمـر زيـر انجـام      PCRبا استفاده از  DRتكثير منطقه 
  .شودمي

  

DRa:
3)(5 ′−′ CTGACGACGGTTTTGGGTBiotin  

DRb: 35 ′−′ ACGGAAACCCGAGAGGGG 
  

درجــه و 99در دمــاي  PCRســپس دنــاتوره كــردن محصــول 
دناتوره شده با اليگونوكلئوتيدهاي  PCRهيبريداسيون محصول 

. انجـام شـد   Reverse Line Blotغشـاء نيتروسـلولز بـه روش    
انكوبه كردن غشاء نيتروسلولز با آنزيم اسـترپتاويدين و اضـافه   

بــراي رديــابي ) ECL(راي كمــي لومينســانس كــردن سوبســت
غشاء  بـا  هاي هيبريداسيون صورت گرفت و در نهايت سيگنال

قـرار   X-rayصفحه ترانس پارنت پوشـانده و در معـرض فـيلم    
ــا اســپوليگوتايپينگ پـــسهــاي داده. داده شــد از مــــقايسه ب

اسـپولــيگـوتايـپيـــنگ   اطلاعـات موجـود در بانــك جهـاني    
(SPOLDB 4) و بر حسب وجـود يـا عـدم وجـود      آناليز شدند

هـاي بيجينـگ از غيربيجينـگ    هـا سـويه  سيگنال و تعـداد آن 
هاي وجود ژن PCRسپس با استفاده از روش . ندجداسازي شد

 .هاي بيجينگ و غيربيجينگ بررسي شـد درسويه C فسفوليپاز
در اين مطالعه از سه جفت پرايمر استفاده شد كه تـوالي آنهـا   

  ).2(باشد مي 1ول مطابق جد
  

  PCR توالي پرايمرهاي مورد استفاده  در  -1جدول 
 پرايمر نامتوالي پرايمرها

plcA-F        5'TCG AAC GCC GGG AGA TTA CC 3'
plcA-R        5'GCA GGA AGG CAG GGC AAG TG3'

plcA-
PCR 

plcB-F        5'-TCC GGC GAA TGC ACC TTG GCT 
CAC-3'
plcB-R      5'-CGG CAG GCA GGC GGA ATC AGA 
ACA-3'

plcB-
PCR 

plcC-F       5'-GGG CGG CAA AGG CGG ACC AAG 
AG-3'
plcC -R      5'-AAG CCG AAA TAC ACG AGG GAG 
AGC-3'

plcC-
PCR 
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 plcA-B-Cي هـا مورد استفاده براي همه لوكـوس  PCRسيكل 
  :صورت زير بوده ب

 26و سـپس  گـراد  سـانتي درجـه   94 دقيقه در دمـاي  1مدت 
 62-67 ثانيه و 30مدت ه بگراد درجه سانتي 94 سيكل شامل
 ـگراد درجه سانتي 72 ثانيه و 30مدت ه بگراد درجه سانتي ه ب

 ـگـراد  درجه سـانتي  72 ثانيه و مرحله نهايي آن 150مدت  ه ب
بدست آمده روي ژل آگارز  PCRمحصولات  دقيقه و 10مدت 

  .شدندالكتروفورز درصد  2-1
بـه  . تحليل شدند SPSS (version 11.5)نرم افزار با كمك  هاداده

اسـتفاده   دوكـاي  هاي كيفي از آزمـون آمـاري  منظور تحليل داده
  .دار در نظر گرفته شدمعني 05/0 كمتر از  P-value.شد

  
  هايافته

مســلول مراجعــه كننــده بــه مركــز  بيمــار 200روي تحقيــق 
هاي مقاومت در تست. انجام گرفت تحقيقات مايكوباكتريولوژي

درصد  53هاي بيجينگ در نمونه MDRفراواني   ،بيوتيكيآنتي
 . درصد بود 10بيجينگ غيرهاي و در نمونه

 19مــورد بررســي، نمونــه  200از  ،روش اســپوليگوتايپينگدر 
 )درصـد  5/90( 181 ژنوتايـپ بيجينـگ و  مـورد  ) درصد 5/9(

  .ندغيربيجينگ بودمورد ژنوتايپ 
از نظــر ژن ) درصــد 2/84(نمونــه  16، نمونــه بيجينــگ 19 از

plcA سـويه غيربيجينـگ   181كـه از   در حـالي  ،مثبت بودند، 
 از نظـر ژن مـذكور مثبـت بودنـد     )درصـد  4/9(نمونه  17تنها 

)001/0<P( ) ــكل ــگ  19 از .)1ش ــه بيجين ــه  17، نمون نمون
كـه از   در حـالي  ،مثبت بودنـد  plcBاز نظر ژن ) درصد 5/89(

را ژن اين  )درصد 9/9(نمونه  18تنها  ،سويه غيربيجينگ 181
ــه بيجينــگ 19 از .)2شــكل ( )P>001/0(داشــتند   17، نمون

 18تنهـا   ،سـويه غيربيجينـگ   181و از  )درصـد  5/89(نمونه 
اين تفـاوت از نظـر   و  بودند plcCژن داراي  )درصد 9/9(نمونه 

  ).3 شكل ( )P>001/0( دار بودآماري معني
  

  
   plcA ژنPCR نتايج  -1شكل

   

  
   plcB ژنPCR نتايج  -2شكل

  

 
  plcCژنPCR نتايج  -3شكل 

  
  بحث

درك  ،به منظور پيشرفت در جهت كنترل و پيشگيري از سـل 
درست از پاتوژنز و عملكـرد فاكتورهـاي ويـرولانس ضـروري و     

هـايي  كليدي در پاتوژنز بـاكتري عامل  Cفسفوليپاز  .لازم است
ــتريديوم  ــر كلسـ ــيتوژنز،   نظيـ ــتريا منوسـ ــژنس، ليسـ پرفرنـ

هـايي از  سـويه  دوموناس آئروجينـوزا، باسـيلوس سـرئوس،   وپس
مايكوبـــاكتريوم مــــارينوم،   مايكوبـــاكتريوم توبركلــــوزيس، 

 .استمايكوباكتريوم بوويس و مايكوباكتريوم اولسرانس 
ــه فســفوليپيدها توســط   ــوزيس تجزي ــاكتريوم توبركل درمايكوب

شود كـه در  گليسرول ميآسيلدي منجر به توليد Cفسفوليپاز 
يــا  ERK ســيگنالينگ ســلولي مــؤثر بــوده و در فعــال كــردن

Extracellular Signal regulated Kinases     نقـش داشـته كـه
 PCRتوان از تكنيك مي. شودمنجر به فعال شدن ماكروفاژ مي

  ).5،6( استفاده كرد Cهاي فسفوليپاز جهت شناسايي وجود ژن
فاتيديل كولين را به فسـفوريل كـولين و دي   بعضي از انواع فس

شكند و بعضي ديگر فسفاتيديل اينوزيتـول  آسيل گليسرول مي
ــي ــد دي آســيل گليســرول  . شــكندو اســفنگوميلين را م تولي

)DAG (در پاتوژنز مؤثر است .DAG هاي آن مثـل  و متابوليت
هـا هماننـد   اسيد آراشيدونيك در پديدة سيگنالينگ يوكاريوت

  .    تهابي مشاركت دارندفرآيند ال
آلفاتوكسـين كلسـتريديوم   ( Cحتي بعضـي ماننـد فسـفوليپاز    

ــژنس ــفوليپاز ) پرفرنـ ــ( Hو فسـ ــوزاوپسـ ) دوموناس آئروجينـ
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د كـه قـادر اسـت    نكناسفنگوميلين را به سراميد هيدروليز مي
  ).8( آپوپتوز را در سلولهاي يوكاريوتي القاء كند

زايي و كليدي در بيماري در باكتريها نقش Cاگرچه فسفوليپاز 
. ولي مكانيسم آنها بسيار متنـوع اسـت   ،ها داردپيدايش عفونت

يا آلفاتوكسين كلستريديوم پرفرنژنس  Cفسفوليپاز  ،براي مثال
فعاليت هموليتيـك، درمونكروتيـك كشـنده و تجمـع دهنـدة      

كه در ليستريامنوسيتوژنز بـه فـرار    در حالي). 11( پلاكت دارد
  ).7( كندهاي درون سلولي كمك ميليزوزومباكتري از فاگو

دوموناس آئروجينوزا سيتوتوكسيك بوده و ودر پس Hفسفوليپاز 
   كه بـه مـوش تزريـق شـود عامـل هپـاتونكروز و نكـروز         زماني
مهار كننـدة انفجـار    Hفسفوليپاز  ).9(د شوهاي كليوي ميلوله

بـه  تداخل با مسيرهاي وابسته  باعثتنفسي نوتروفيل بوده كه 
 ).10( و مسيرهاي غيروابسته به آن است Cپروتئين كيناز 

در ابتــدا توســط روش اســپوليگوتايپينگ  ،در مطالعــه حاضــر 
هـاي  هاي بيجينگ مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس از سـويه   سويه
هـاي  بيجينگ افتراق داده شد كه بـه علـت اهميـت سـويه    غير

ر مقايسـه  ويرولانس بالا د و ييبيجينگ در ايجاد مقاومت دارو
ميـزان   PCRسـپس بـا روش   . بـود  بيجينـگ غيرهـاي  با سويه

ــور ژن ــفوليپاز حض ــاي فس ــويه C ه ــگ و  در س ــاي بيجين ه
بيجينگ مقايسه شد و مشخص شد ژن آنزيم فسفوليپاز در غير

ــويه  ــر س ــي  اكث ــته وم ــود داش ــگ وج ــاي بيجين ــد در ه  توان
توبركلوزيس نقش كليدي و مهمي داشته  پاتوژنزمايكوباكتريوم

ــه فســفوليپيدها  . شــدبا ــوزيس تجزي ــاكتريوم توبركل در مايكوب
شـود  گليسرول ميآسيلمنجر به توليد دي Cتوسط فسفوليپاز 

يـا   ERK كه در سيگنالينگ سلولي مؤثر بوده و در فعال كردن
Extracellular Signal regulated Kinases     نقـش داشـته كـه

هـاي  افتـه با توجـه بـه ي   .شودمنجر به فعال شدن ماكروفاژ مي
در اكثـر مـوارد    C هـاي فسـفوليپاز  حاصل مشخص شد كه ژن

بيجينگ وجود داشته و در پاتوژنز مايكوباكتريوم توبركلـوزيس  
مهـم   فـاكتور  بـه عنـوان   بنابراين فسـفوليپاز است؛ مهم  و موثر

  . شودبيماريزايي در مايكوباكتريوم توبركلوزيس پيشنهاد مي
در  Cهاي فسـفوليپاز  ژن رسد كهبندي به نظر ميدر يك جمع
توانـد در  مـي  احتمـالا  هاي بيجينگ وجود داشـته و اكثر سويه

    .پاتوژنز آنها موثر واقع شود
 

 و تشكر دانيقدر
بدين وسيله از همكاري دانشگاه علوم پزشكي شـهيد بهشـتي،   

مركـز تحقيقـات مايكوبـاكتريولوژي     شناسـي و بخش ميكـروب 
  .گرددرداني ميقد و بيمارستان مسيح دانشوري تشكر
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