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  14115-331: شناسي، صندوق پستي دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه انگلتهران،  :نشاني مكاتبه *

Email: Jalousian_f@yahoo.com 

  

پاروم مقاوم  هاي تك نوكلئوتيدي در پلاسموديوم فالسي بررسي چندشكلي

  چابهاربه كلروكين در دو سال متوالي در شهرستان 

  6زاده ، رامين نقي5، فرامرز سليمانلو4فر ، فاطمه غفاري3سميعي                ، سيامك ميراب*2، فاطمه جالوسيان1عبدالحسين دليمي

  اسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانشن  استاد، گروه انگل-1
  شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران  استاديار، گروه انگل-2
   استاديار، آزمايشگاه كنترل غذا و دارو، وزارت بهداشت درمان و آموزش پزشكي، تهران، ايران-3
  ، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانشناسي  دانشيار، گروه انگل-4
   استاديار، آزمايشگاه بيوتكنولوژي، كلينيك تخصصي دي، تهران، ايران-5
   كارشناس ارشد، آزمايشگاه بيوتكنولوژي، كلينيك تخصصي دي، تهران، ايران-6

  

  20/11/87 :پذيرش مقاله  5/8/87 :دريافت مقاله

  چكيده
. پاروم نسبت به كلروكين مـشكل اصـلي در منـاطق مالاريـاخيز اسـت                ويي پلاسموديوم فالسي  مقاومت دار : هدف

پـاروم بـا       پلاسـموديوم فالـسي    pfmdr1 و   pfcrtهـاي     هاي تـك نوكلئوتيـدي در ژن        وجود ارتباط بين چندشكلي   

 و  pfmdr1در اين مطالعه پنج چندشكلي تـك نوكلئوتيـدي در ژن            . مقاومت نسبت به كلروكين شناخته شده است      

  . بررسي شدReal-Time PCR با استفاده از روش pfcrtيك چندشكلي تك نوكلئوتيدي در ژن 

پـاروم و مقـاوم بـه كلـروكين از             نمونه خون از افراد آلوده به پلاسموديوم فالسي        26 بدين منظور    :ها  مواد و روش  

 و Light CyclerTMاستفاده از روش ها با  اين جهش. آوري شد بندر چابهار در استان سيستان و بلوچستان جمع

  .سازي شناسايي شدند هاي دورگه پروب

 نمونـه مـورد مطالعـه       26از مجمـوع    )  درصـد  23( نمونه   6 تعداد   pfmdr1 ژن   86 طبق نتايج اين مطالعه در كدون        :نتايج

 K76T جهـش    .گرچه اين جهش در سال اول مطالعه، ديده نشد ولي در سال دوم قابل ملاحظه بـود                . جهش مشاهده شد  

)  درصـد  9/26 (7 در   CVIETهـاي     ها و در كدون      نمونه 11)  درصد 3/42( در   pfcrt ژن   CVMNT در كدون    pfcrtژن  

  .مشاهده شد)  درصد2/19( نمونه 5 در SVMNTو )  درصد6/7( تنها در دو نمونه SVIETها،  نمونه

لعه نشان داد كه چندشـكلي نوكلئوتيـدي        نتايج مطا .  جهش در طول دو سال مطالعه افزايش يافته است         :گيري نتيجه

عنوان نشانگري بـراي كنتـرل        تواند به    در منطقه وجود دارد كه اين موضوع مي        pfmdr1 و   pfcrtهاي    مربوط به ژن  

  .مالاريا در چابهار مدنظر باشد
 

  pfmdr1  ،pfcrt تك نوكلئوتيدي،  پاروم مقاوم به كلروكين، ايران، چندشكلي  پلاسموديوم فالسي:كليدواژگان
  

   مقدمه-1

 يك بيماري انگلي و يكي از مسائل مهـم          (Malaria)مالاريا  

  بهداشتي تعدادي از كشورهاي مناطق گرمسيري دنيـا و از جملـه           

  

خـوني و ضـعف و       اين بيماري به علت ايجاد كـم      . كشور ماست 

  ناتواني باعث اتلاف نيروي كار شده و بـر وضـعيت اقتـصادي و              
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در كشور ما اين بيماري     ]. 1[گذارد   ا اثر مي  كشاورزي اين كشوره  

شهرستان چابهار  . شود در مناطق جنوبي و جنوب شرقي ديده مي       

اليه جنوب شرقي استان سيـستان و بلوچـستان در كنـار             در منتهي 

هاي گرم درياي عمان واقـع شـده و مركـز آن شـهر چابهـار                 آب

 ـ           . است ي در اين شهر علاوه شيوع ايـن بيمـاري، مقاومـت داروي

 نـسبت  (Plasmodium falciparum)پاروم  پلاسموديوم فالسي

مقاومت دارويي  .  گزارش شده است   (Chloroquin)به كلروكين   

پاروم به معني توانايي سويه انگل در زنـده          در پلاسموديوم فالسي  

طـور   هـايي از داروسـت كـه بـه         ماندن و تكثير در حضور غلظت     

 از بين برده يا از تكثير هاي همان نوع پلاسموديوم را     معمول انگل 

  ].2[كند  ها جلوگيري مي آن

پاروم در    بررسي حساسيت پلاسموديوم فالسي    1362از سال   

 نـسبت بـه   (in vitro) و آزمايـشگاهي  (in vivo)شرايط دربدن 

ــه  ــا ب ــروكين در  تعــدادي از داروهــاي ضــد مالاري خــصوص كل

دريسيان هاي تحقيقاتي بندرعباس و ايرانشهر توسط دكتر ا ايستگاه

(Edrisian)       ايـن تحقيقـات در ايـران       ]. 2[ و همكاران آغاز شـد

طــي . وجــود مقاومــت نــسبت بــه كلــروكين را اثبــات نمودنــد 

  هـاي  ترتيـب در سـال     هاي ادريـسيان و همكـاران كـه بـه          بررسي

 در هر سه استان هرمزگان، سيستان 1994-96 و سپس 93-1990

 2/60 درصد و    4/73ترتيب   و بلوچستان و كرمان انجام گرفت به      

 ].3[درصد موارد نسبت به كلروكين مقاوم بودند 

تحقيقات محققان در كـشورهاي مالاريـاخيز نـشان داد كـه        

 تا حدي باعث مقاومـت بـه كلـروكين          pfmdr1هاي ژن    جهش

اما بروز آرام مقاومت بـه كلـروكين در مقايـسه بـا             ]. 4[شود   مي

 ـ ظهور سريع مقاومت انتخابي به داروهاي آنتـي        ولات دخالـت   ف

ــه چنــد ژن    را نــشان (Multigenic)يــك مكانيــسم وابــسته ب

نتـايج مطالعـات برخـي از محققـان نيـز همراهـي دو ژن               . دهـد  مي

pfmdr1   و pfcrt جاي يك ژن مرتبط با مقاومت انگـل را نـشان             به

هاي تك نوكلئوتيـدي     يكي از اهداف تعيين چندشكلي    ]. 5[دهد   مي

(Single nucleotide polymorphisms: SNPs)   تعيـين منـشأ 

 تــا اســتهــاي واگيــر  هــا و نقــشه گــسترش بيمــاري بيمــاري

هـا   هاي جديد را رديابي و تشخيص نماينـد ايـن جهـش            جهش

 دليـل همـين    ممكن است مقاومت به داروها را ايجـاد كننـد بـه           

 اطلاعات بسيار با ارزشي براي كنترل       SNPsمطالعه بر ژنوتيپ    

هـا بـا     تـشخيص بيمـاري   . دهـد  يها ارائه م ـ   دقيق درمان بيماري  

هــاي تشخيــصي دقيــق همــواره مــورد توجــه  اســتفاده از روش

ها به   ها يا الگوي آن    محققان بوده است، توانايي تشخيص جهش     

ها را با مقاومت     دهد كه ارتباط عوامل بيماري     محققين اجازه مي  

محققين ترين ويژگي است كه اغلب       دقت مهم . دارويي پيدا كنند  

در اين مطالعـه از     ]. 5[گيرند    در نظر مي   SNPsژنوتيپ  براي تعيين   

 اسـتفاده شـد   (Hybridization probes)سازي  هاي دورگه پروب

. دهنـد   را تـشخيص مـي     SNPsطور اختـصاصي و دقيـق        كه به 

 كه  هستندسازي شامل نوكلئوتيدهاي متفاوت      هاي دورگه  پروب

رفت  (Primers)به توالي داخلي تكثير شده توسط آغازگرهاي        

 به Real–time PCRهاي  سيستم]. 5[ شوند و برگشت باند مي

گيري آشكارگر فلورسنتي وابسته است كه علائـم         تعيين و اندازه  

(Signals)           اين آشكارگر فلورسنتي نسبت مـستقيمي بـا مقـدار 

در نتيجه اين روش يك سيستم      .  در واكنش دارد   PCRمحصول  

بـا توجـه بـه       .آيـد  شمار مي   به SNPsقوي براي تعيين ژنوتيپ     

هاي پلاسـموديوم    هاي احتمالي در ژن    كه براي تعيين جهش    اين

پاروم تاكنون در ايـران فقـط مطالعـه معـدودي صـورت              فالسي

كـدام از ايـن مطالعـات از روش          و در هـيچ   ] 7،  6[گرفته است   

Real–time PCRبــراي ايــن منظــور اســتفاده نــشده اســت  ،

هـاي تـك     يص جهش هدف اين تحقيق بررسي و تشخ     بنابراين  

 پلاســــموديوم pfmdr1 و pfcrtهــــاي  نوكلئوتيــــدي در ژن

 Real–timeپاروم مقاوم به كلروكين با استفاده از روش  فالسي

PCRبوده است .  

  

  ها  مواد و روش-2

  آوري نمونه  جمع-2-1
پـاروم در     نمونه خون افراد آلـوده بـه پلاسـموديوم فالـسي           26

ا گـسترش نـازك و ضـخيم لام         ها ب  شهرستان چابهار كه آلودگي آن    

هـا از    تمام اين نمونـه   . آوري شد  خون محيطي تأييد شده بود، جمع     

بيماراني كه به درمان دارويي كلروكين طبـق دسـتورالعمل سـازمان            

 پاسخ (World Health Organization: WHO)بهداشت جهاني 
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  .تهيه شدمنفي داده بودند 

سـال دوم تحقيـق      نمونـه در     19 نمونه در سـال اول و        7تعداد  

آوري شـد و     ها در شهرستان چابهار جمع     اين نمونه . آوري شد  جمع

شناسي دانشگاه تربيت مـدرس انتقـال داده         سپس به آزمايشگاه انگل   

هـا از    تمـام نمونـه   . گراد نگهداري شدند    درجه سانتي  -20شد و در    

هـا    اين نمونه  DNA. آوري شد  افراد ايراني آلوده ساكن چابهار جمع     

ــ ــا اس ــت ب  QIAamp DNA minikit (QIAGEN)تفاده از كي

  .استخراج شد

  

  پاروم هاي مرجع پلاسموديوم فالسي  سويه-2-2
پاروم كـه حـساسيت و مقاومـت         سه سويه پلاسموديوم فالسي   

. عنـوان مرجـع انتخـاب شـدند        ها به كلروكين تعيين شده بود به       آن

اي ه و سويه ) از هلند است  (، حساس به كلروكين است      3D7سويه  

W2   7 وG8      سويه  ( مقاوم به كلروكين هستندW2    از جنوب شرق 

ها از محيط كشت برداشـته       اين سويه ).  از برزيل است   7G8آسيا و   

ــه ــه و ب ــورت نقط ــط    ص ــن توس ــذ واتم ــده روي كاغ ــذاري ش گ

  . از فرانسه ارسال شدند(de Monbrison)مونبريسون  دي

  

  pfmdr1هاي   تعيين جهش-2-3
ــش  ــشخيص جه ــتف   ت ــا اس ــا ب  و Light cyclerاده از ه

  .سازي انجام شد هاي دورگه پروب

سـازي شـامل     هاي دورگه  ، پروب pfmdr1هاي   براي جهش 

دو اليگونوكلئوتيد متفاوت بودند كه به توالي داخلي تكثير شده          

  .شوند توسط آغازگرهاي رفت و برگشت متصل مي

 بـا فلورسـئين   ´3، در انتهاي (Sensor probe)گر  پروب حس

ر شده است و براي تشخيص ناحيـه داراي جهـش طراحـي             نشاندا

 Light با 5´، در انتهاي (Anchor probe)پروب آنكور . شده است

Cycler Red 640   فـسفوريله  ´3 نشاندار شده اسـت و در انتهـاي 

شده است تا از طويل شدن توسط آنـزيم تـك پليمـراز جلـوگيري               

حيـه داراي   شود، اين پروب بـراي اتـصال بـه ناحيـه مجـاور بـا نا               

 DNAهر دو پروب روي يك رشته       . يافته طراحي شده است    جهش

شوند و دو تا رنگ فلورسنت در مجاورت همديگر قـرار            متصل مي 

 Florescence)گيرند و پديده انتقال انرژي رزونانس فلورسنت  مي

Resonance Energy Transfer: FRET)دهـد   ها رخ مي  بين آن

]5.[  

  : به اين شرح بودPCRنامه ، بر184 و 86براي كدون 

 95 : چرخـه  35 دقيقـه و     9مـدت     بـه  گـراد   درجه سانتي  95

گـراد    درجـه سـانتي    54  ثانيـه،  10 مـدت   بـه  گـراد  درجه سـانتي  

ثانيـه و بـا      40مـدت    بهگراد    درجه سانتي  65 ثانيه  و     10مدت به

  سـرعت تغييـر دمـا      گـراد و    درجـه سـانتي    75–35برنامه ذوب   

(Temperature Transition Rate: TTR) 2/0 درجه در ثانيه 

  .يافت  ادامه

  : شرايط به اين صورت بود1246 و 1042 و 1034براي كدون 

 95:  چرخـه  40دقيقـه و     9مـدت    بـه گـراد     درجه سانتي  95

 گـراد   درجـه سـانتي    54 ثانيـه و     10مـدت    بـه گراد   درجه سانتي 

 ثانيـه و بـا      55 مـدت  بهگراد    درجه سانتي  65و   ثانيه   10 مدت به

 درجـه در    TTR 2/0گـراد و      درجه سـانتي   80-35نامه ذوب   بر

  .يافت ثانيه ادامه 
  

  Pfcrtهاي   تعيين جهش-2-4
دست در انتهاي    ، آغازگر پايين  pfcrtهاي ژن    براي تعيين جهش  

عنـوان پـروب     نشاندار شـده كـه بـه   Light Cycler red 640 با '3

رگـشت  كـه آغـازگر ب    (آنكور است، طي مراحل تكثير، اين آغازگر        

گـر و     بـين پـروب حـس      FRETشـود و پديـده       طويل مـي  ) است

  ].5[دهد  عنوان پروب آنكور است رخ مي  كه بهPCRمحصول 

پروب : سپس دماي ذوب اختصاصي هر ژنوتيپ تعيين شد       

تواند به    حتي با وجود عدم تطابق يك نوكلئوتيد هم مي         گر سح

  كه كاملاً  گري حستوالي هدف متصل شود اما نسبت به پروب         

  ].5[شود  تري جدا مي تطابق دارد در دماي پايين

 درجـه   95، پس از مرحله اوليه      Pfcrtهاي مختلف    براي كدون 

گـراد    درجـه سـانتي    95:  چرخـه  40 دقيقه، با    10مدت   گراد به  سانتي

 درجه  65 ثانيه و    10مدت گراد به   درجه سانتي  45 ثانيه و    10مدت   به

گـراد    درجه سانتي72-32مه ذوب  ثانيه با برنا 15مدت   گراد به  سانتي

  .يافت  درجه در ثانيه ادامه TTR 2/0و 

هـاي    هر سه نمونـه مرجـع و كنتـرل         (run)در هر بار آزمايش     
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عنوان الگو و كنترل منفـي      انساني به  DNAكنترل منفي داراي    (منفي  

در كنار ساير ) (No Template Control: NTC) الگو DNAفاقد 

منظور بررسي قابليـت تكرارپـذيري روش،        به. شد  ها قرار داده   نمونه

 Light Cyclerها هر كدام چهـار بـار بـا     هاي مرجع و نمونه سويه

صـورت ميـانگين     نتـايج بـه   . ها تعيين شد   آزمايش و دماي ذوب آن    

  . نشان داده شد(2SD) دو برابر انحراف معيار ±دماي ذوب 

  

   نتايج-3

 بـراي  Light Cyclerسازي و تكنولوژي  هاي دورگه پروب

 در  pfcrt و   pfmdrlهـاي    اي در ژن   هاي نقطـه   تشخيص جهش 

ها بـا     اين سويه  DNA. مقايسه با سه سويه مرجع ارزيابي شدند      

 تكثير شـدند    pfcrt و   pfmdr1آغازگرهاي اختصاصي براي ژن     

  .و تجزيه و تحليل منحني دماي ذوب هم انجام شد

ــدول    ــايج ج ــق نت ــدون 1طب ــداد 86، در ك ــه6 تع    نمون

 نمونه مورد مطالعه جهـش مـشاهده        26از مجموع   )  درصد 23(

گرچه اين جهش در سال اول مطالعه، ديـده نـشد ولـي در     . شد

  .سال دوم قابل ملاحظه بود
  

 نمونه خون افراد آلـوده بـه        26 در ميان    pfmdr1هاي    فراواني جهش  1جدول  

  پاروم مقاوم به كلروكين در چابهار پلاسموديوم فالسي
  

  ها ونكد
  ها نمونه

86  184 ،1034 ،1042 ،1246  

  يافته جهش

تعداد) درصد(

  نيافته جهش

تعداد) درصد(

  يافته جهش

تعداد) درصد(

  نيافته جهش

تعداد) درصد(   ها كل نمونه

 )26= تعداد(
)23 (6 )77 (20 )0 (0  )100 (26  

سال اول 

  گيري نمونه

  )7= تعداد(

)0 (0  )100 (7  )0 (0 )100 (7  

سال دوم 

  گيري هنمون

 )19= تعداد(

)5/31 (6  )5/68(13  )0 (0 )100 (19  

  

 CVMNT در هاپلوتيـپ  K76T، جهـش  2طبق نتايج جدول  

 در  CVIETهاي    و هاپلوتيپ    نمونه 11)  درصد 3/42( در   pfcrtژن  

)  درصـد  2/19( نمونـه    5 در   SVMNT، و    نمونـه )  درصد 9/26 (7

 در ) درصــد8/3(ايــن جهــش تنهــا در يــك نمونــه . مــشاهده شــد

نسبت ايـن جهـش در سـال اول         .  مشاهده نشد  CVMKهاپلوتيپ  

  .مطالعه به مراتب كمتر از سال دوم بوده است
  

 نمونه خون افراد آلوده     26 در ميان    pfcrt ژن   K76T فراواني جهش    2جدول  

  پاروم مقاوم به كلروكين در چابهار به پلاسموديوم فالسي
  

  ها كدون

CVIET CVMNTSVIET SVMNTCVMK* 
  ها نمونه

) درصد(

  تعداد

) درصد(

 تعداد

) درصد(

 تعداد

) درصد(

 تعداد

) درصد(

 تعداد

  ها كل نمونه

  )26= تعداد(
)9/26 (7  )3/42 (11  )6/7 (2  )2/19 (5  )8/3 (1  

سال اول 

  گيري نمونه

  )7= تعداد(

)3/14 (1  )4/71 (5  )0 (0  )3/14 (1  )0 (0  

سال دوم 

  گيري نمونه

  )19= تعداد(

)6/31 (6  )6/31 (6  2 )5/10(  )21 (4  )2/5 (1  

  . مشاهده نشدK76T در اين كدون جهش *

  

هـاي خـون     هاي تجزيه و تحليل دمـاي ذوب نمونـه         منحني

هـاي مرجـع بـراي     پـاروم و سـويه     آلوده به پلاسموديوم فالـسي    

.  آمــده اســت1 شــكل در pfcrt ژن K76Tتــشخيص جهــش 

) سويه مقـاوم  (7G8منحني پنج نمونه با منحني سويه استاندارد   

 است كاملاً مطابقت دارد بـدين معنـي         K76Tكه حاوي جهش    

 بوده است كه متفاوت با دمـاي        7/43±2/0ها   كه دماي ذوب آن   

  .است D73ذوب سويه حساس 
  

   بحث-4

 Real-time PCRتجزيه و تحليل منحني دماي ذوب در روش  با

ص طور بالقوه به روشي قـوي و كـاربردي بـراي تـشخي             توان به  مي

SNPs     در دو ژن Pfcrt   و pfmdr1  پاروم دست    پلاسموديوم فالسي

هـا   اين روش در يك سيستم كاملاً بسته انجام شـده و نمونـه            . يافت

در . هاي ديگـر هـستند     بدون آلودگي قابل استفاده براي انجام روش      

 نيـازي   PCRاين روش براي خواندن نتايج به الكتروفـورز پـس از            

شـود و خطـر آلـودگي بـا          تر خوانده مي   نيست بنابراين نتايج سريع   

علاوه بـر  .  نيز وجود ندارد(Ethidium bromide)اتيديوم برومايد 

امـروزه بـراي    . اين با وجود اين روش نيازي به تعيين توالي نيـست          
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 روش Real–time PCRهــاي تــك نوكلئوتيــدي  تعيــين جهــش

  ].5[شود  انتخابي محسوب مي

پاروم مقاوم به     فالسي اغلب مطالعات مولكولي پلاسموديوم   

ــكلي  ــروكين روي چندش ــود در دو ژن   كل ــاي موج  و pfcrtه

pfmdr1 ژن  .  متمركزاستpfcrt    قرار دارد و    7 روي كروموزوم 

 pfmdr1ژن . كنـد   واكوئل را كد مـي     يهاي انتقالي غشا   پروتئين

ــوزم  ــرار دارد و 5روي كروم ــوگ p ق ــوپروتئين هومول    گليك

1 (P-Glycoprotein Homologue 1: PGH1)5[كند   را كد مي.[  
  

  
  

هـاي خـون آلـوده بـه      هاي تجزيه و تحليل دماي ذوب نمونـه   منحني1 شكل

هاي مرجع براي   پاروم مقاوم به كلروكين در چابهار و سويه        پلاسموديوم فالسي 

  :از چـــپ بـــه راســـت: ترتيـــب بـــه .pfcrt  ژنK76Tتـــشخيص جهـــش 

و پنج نمونه ) يه مقاومسو (7G8 منحني 6-2، )سويه حساس (3D7 منحني-1

  )سويه مقاوم (W2 منحني -7 و K76Tحاوي جهش 

  

آوري شده بودنـد در       نمونه مقاومي كه در سال اول جمع       7در  

 جهشي مـشاهده نـشد كـه ايـن          Pfmdr1 كدون ژن    5كدام از    هيچ

كنـد كـه مقاومـت بـه         تأييدي است بر مطالعات قبلي كه ثابت مـي        

ت و انجام مطالعه همزمـان بـر        ژنتيك اس  كلروكين يك پديده مولتي   

؛ از طرفي در    ]8[دهد    نتايج بهتري ارائه مي    pfmdrl و   pfcrtدو ژن   

.  مشاهده شد  pfcrtهاي تك نوكلوتيدي در ژن        نمونه، جهش  7اين  

نمونـه جهـش در هاپلوتيـپ       )  درصـد  4/71 (5بدين ترتيب كه در     

CVMNT     در هاپلوتيـپ    )  درصـد  3/14(، يك نمونـهCVIET  و 

  . ديده شدSVMNTدر )  درصد3/14(يك نمونه 

 ،آوري شده بـود     نمونه مقاومي كه در سال دوم جمع       19در  

 نـشان   pfmdrl را در ژن     N86Yنمونه جهش   )  درصد 5/31 (6

ــه در هاپلوتيــپ )  درصــدpfcrt ،6) 6/31دادنــد و در ژن  نمون

CVMNT  ،6) 6/31 نمونه در هاپلوتيپ    )  درصدCVIET   4 و 

)  درصـد 5/10 (2 و SVMNTوتيپ نمونه در هاپل )  درصد 21(

 نمونـه مـورد آزمـايش فقـط         26از  .  نشان دادند  SVIETنمونه  

حال ايـن نمونـه در        را نداشت با اين    76ها جهش    يكي از نمونه  

  . را نشان دادN86Y جهش pfmdrlژن 

يـدهاي آمينـه          كدام از نمونه    در هر دو سال در هيچ      اـه اس ها در جايگ

ــشد pfmdr1 ژن 1246 و 1042، 1034، 184 ــشاهده ن ــشي م در .  جه

تـفاده از روش       ) 2006( و همكاران    (Ursin)مطالعه يورسين    نيز كه با اس
PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment length polymorphism)  

  

هـاي اسـيدهاي     در منطقه چابهار انجام شده بود، جهشي در جايگاه        

طالعـه  در م .  يافت نشد  1246 و   1042،  1034،  184هاي   آمينه كدون 

 گـزارش   75حذف اسيدآمينه جايگـاه     ) 2006(يورسين و همكاران    

 تواماً  76 و   75،  74هاي   يافته جايگاه  هاي جهش  نشده و همچنين الل   

ــشده اســت  ــزارش ن ــه اســماعيلي ]. 6[گ  و (Esmaeili)در مطالع

كه در منطقه سرباز اسـتان سيـستان و بلوچـستان           ) 2007(همكاران  

 استفاده نموده اسـت جهـش       Nested-PCRانجام شده و از روش      

K76T     را در ژن pfcrt   گـزارش  )  درصد75/93( به ميزان بسيار بالا

  ].7[نموده است 

در ساير مطالعاتي كه در ديگر نقاط دنيا بر موارد مقـاوم بـه       

 در ژن SVMNT و   CVIETكلروكين انجام شده دو هاپلوتيپ      

pfcrt     شده اسـت   ها مرتبط شمرده      آمينوكينولين 4 با مقاومت به

 در چابهار، جنوب شـرقي ايـران،        pfcrtهاي ژن    هاپلوتيپ]. 9[

 در جنــوب شــرق آســيا   CVIETهــاي  مــشابه هاپلوتيــپ 

 در هند است، كه تأييدي بر نظريه گسترش جهاني  SVMNTو

  .پاروم مقاوم به كلروكين است پلاسموديوم فالسي

 بيشترين فراواني   pfcrt در ژن    K76Tدر اين مطالعه جهش     

هـاي ژنـي انجـام       اشت در مطالعـاتي كـه روي چندشـكلي        را د 

ــي ــش   م ــود، جه ــهpfcrt در ژن K76Tش ــشانگر    ب ــوان ن عن

(Marker)          تشخيصي براي مقاومت به كلروكين مـورد اسـتفاده 

هاي آفريقا و آسـيا      مطالعاتي كه روي ايزوله   ]. 10[گيرد   قرار مي 

 T76دهـد كـه جهـش        و جنوب آمريكا انجام شـده نـشان مـي         

  هــاي مقــاوم بــه كلــروكين وجــود دارد  در تمــام نمونــهتقريبــاً

دهـد كـه     مطالعاتي كه در هند انجام شده نـشان مـي         ]. 13 -11[

)  درصد 91(هاي باليني     شيوع بالايي در ميان ايزوله     T76جهش  

دهـد   هايي كه به كلروكين پاسخ نمي      دارد و تقريباً در تمام نمونه     
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 pfcrtهـاي ژن     يرسد كه چندشـكل    نظر مي  به]. 13[وجود دارد   

. ايران و هند با توجه به تشابهي كه دارند منـشأ يكـساني دارنـد              

نكته قابل توجه اين است كه در كشورهايي كه داروي كلروكين           

انـد شـيوع جهـش       را از برنامه درماني ضد مالاريا حذف كـرده        

K76T 14[ نيز در آن كشور كاهش يافته است.[  

 انجـام شـده،     pfmdr1 ژن   SNPs روياز طرفي مطالعـاتي كـه       

.  را در مقاومت به كلروكين نشان داده است        N86Yنقش مهم جهش    

هــاي پلاســموديوم  هــاي مقــاوم بــه كلــروكين ايزولــه در نمونــه

پاروم مالزي، اندونزي، گينه، نيجريـه و جنـوب صـحراي            فالسي

هـاي    و شيوع بالاي اين جهش در ايزولـه        N86Yآفريقا جهش   

اما مطالعاتي كه در اوگاندا،   ]. 15[كامبوج نيز گزارش شده است      

لائوس، كامرون، جنوب آفريقا، برزيـل و آمـازون انجـام شـده             

نشان داد كه وجود اين جهش به تنهايي براي مقـاوم شـدن بـه               

 مطالعـه همزمـان   بنـابراين ]. 20 -16، 9[كلروكين كافي نيـست   

. دهـد   نتايج بهتري ارائه مي    pfmdr1 و   pfcrtهاي دو ژن     جهش

 باعـث   N86Yيگري نـشان داده اسـت كـه جهـش           مطالعات د 

  آرتميـسنين   و (Mefloquine) مفلـوكين افزايش حساسيت بـه     

(Artemisinin) در درمان دارويي در  شود و اين مطلب بايد   مي

  ].21[مناطق بومي در نظر گرفته شود 

هـا براسـاس     طور كلي در كشورهاي مختلف اين جهـش        به

عنـوان   تواننـد بـه    رويي مـي  شان و ارتباطشان با مقاومت دا      شيوع

هاي افتراقـي بـراي تـشخيص مـوارد مقـاوم از مـوارد               شاخص

معرفـي  حاضـر    هدف مطالعـه     .كار روند  حساس به كلروكين به   

روش . ها بود  روشي قوي و كاربردي براي تشخيص اين جهش       

Real-time PCRســازي  هــاي دورگــه  بــا اســتفاده از پــروب

طور اختـصاصي     نمونه و به   راحتي براي تعداد زيادي    تواند به  مي

كـار گرفتـه     براي مطالعات مقاومت دارويي در سطح وسـيع بـه         

با توجه به وجود پتانسيل و امكانات انجام ايـن آزمـايش            . شود

در ايران، پايش درمان و تشخيص زودرس مقاومت به داروهاي          

  .راحتي قابل انجام است مختلف به

  

  تشكر و قدرداني-5

 تـشكر و قـدرداني خـود را از دكتـر       نويسندگان مقالـه مراتـب    

پاروم از  هاي مرجع پلاسموديوم فالسي مونبريسون بابت اهداي سويه

فرانسه و از مركز تحقيقات دانشگاه تربيت مدرس در چابهار بابـت            

هـاي آلـوده بـه پلاسـموديوم         آوري نمونـه خـون     همكاري در جمع  

  .دارند پاروم مقاوم به كلروكين اعلام مي فالسي
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