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 Real Time PCRهای دارویی در بیماران مبتلا به سل با استفاده از تکنیک بررسی مقاومت
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 چکیده

مقاومت را  ریفامپینو  ایزونیازیداصلي  يمقاومت به دو دارو. است مایکوباکتریوم توبرکلوزیسبوده و عامل آن بیماري واگیردار سل یک 

از طریق بررسي حضور یا عدم استان سمنان نامند. این مطالعه به بررسي گونه آلوده کننده بیماران  مي( MDR-TB)چند دارویي سل 

بیوتیک ریفامپین و نسبت به دو آنتيها چنین بررسي وجود مقاومت یا عدم وجود آن در نمونهها و همدر نمونه IS6110حضور قطعه 

 L-Jاوري شده از بیماران مسلول در محیط کشت هاي بزاق جمعنمونه پرداخته است. Real Time PCRایزونیازید از طریق تکنیک 

عدم  ها جهت تعیین مقاومت یاانجام شد و نمونهCTAB ها با استفاده از تکنیک از باکتري DNAکشت داده شدند و سپس استخراج 

معمولي با استفاده از پرایمر  PCRها با استفاده از تکنیک مورد بررسي قرار گرفتند. همچنین نمونه  Real Time PCRمقاومت از طریق

مورد  21نمونه بالیني مورد مطالعه،  12 جهت تعیین توبرکلوزیس بودن یا نبودن مورد بررسي قرار گرفتند. از IS6110اختصاصي 

با بیوتیک تشخیص داده شدند. نتيآها حساس به مورد غیرتوبرکلوزیس بودند همچنین تمامي نمونه 4و  توبر کلوزیسمایکوباکتریوم 

)کمتر از یک روز(  ترین زمان ممکنبیوتیکي در کوتاهنتيآهاي مربوط به مقاومت بررسي ژن Real Time PCRکمک تکنیک تشخیصي 

هاي بالیني حساس به  ، در این تحقیق خوشبختانه تمامي نمونهپذیردخیص بیماري انجام ميو با دقت و اختصاصیت بالا در همان بدو تش

کنترل موفق این بیماري توسط مراکز درماني از طریق  توان بهبیوتیک ریفامپین و ایزونیازید بودند که از علل احتمالي این امر مينتيآدو 

 مهاجرین در این استان اشاره کرد.نین امار کم چدرپي بیماران و هممعاینات پي

 .CTAB، تکنیک IS6110  ،Real Time PCR ،MDR-TB، توالي KatG ، ژنRpoBژن  کلیدی: کلمات

 مقدمه

( یک بیماري واگیردار است که توسط باکتري TBسل )

شود که اغلب در ایجاد مي مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

سل یک بیماري قابل درمان  .[21]گذارد  ميها تاثیر ریه

است. در اکثر موارد، بیماري سل حساس به دارو است و 

با یک دوره شش ماهه استاندارد از چهار داروي 

باکتري که باعث . [3] استضدمیکروبي قابل درمان 

تواند به داروهاي ضد میکروبي  مي شود ميل بیماري س

شود؛ مقاوم شود. که براي درمان این بیماري استفاده مي

یعني مقاومت به  (MDR-TB)مقاومت چند دارویي سل 

است، این دو از قوي  ریفامپینو  ایزونیازیددو دارو اصلي 

در این تحقیق  .[23]هستند ترین داروهاي ضد سل 

مقاومت به دو داروي ریفامپین و ایزونیازید مورد بررسي 

گرفته است که از داروهاي بسیار مهم و تاثیرگذار در قرار 

علت اصلي مقاومت به چند  روند.درمان سل به شمار مي

. است انتقال فرد به فرد سوء مدیریت درمان سل و دارو

ژیم درماني شش ماهه را بیشتر افراد مبتلا به سل ر

به حمایت و نظارت   نند که این بیماران،کدریافت مي

استفاده نامناسب و یا نادرست از  ارائه درمان نیاز دارند.

هاي بیهوده و داروهاي ضد میکروبي و یا استفاده از رژیم

ها وتواند در برابر دار اثر و یا قطع درمان زودرس ميبي

. داروهاي استاندارد ضد سل [23] مقاومت ایجاد کند

ها استفاده شده است و مقاومت به دارو در حال براي دهه

افزایش است. گونه هاي مقاوم به یک داروي ضد سل، 

سل مقاوم تک دارویي مي باشد که در تمامي کشورها 
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 ...هاي دارویي در بیمارانبررسي مقاومت        

یک  (MDR-TB) به چند دارو مقاوم سل شود.یافت مي

ایزونیازید  فرم از سل مقاوم است که حداقل به دو داروي

قدرتمندترین  دهد، این دو دارو از و ریفامپین پاسخ نمي

علت  خط اول )و یا استاندارد( ضد سل هستند.  داروهاي

مصرف نامنظم داروهاي ضد سل است  MDR- TBاصلي 

[1]. 

الوده  مایکوباکتریومجایي که اطلاع از نوع سویه  از ان

تواند در پیگیري منشا بیماري و نوع  کننده بیماران مي

درمان تاثیرگذار باشد ما در این تحقیق از طریق تکنیک 

 انحصاري و با توجه به حضور  Real Time PCR ملکولي

 هاي مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در نمونه IS6110 قطعه

هاي به تعیین توبر کلوزیس بودن یا نبودن باکتري ،(4)

 .پرداخته شد لوده کننده بیماران مبتلا در شهر سمنانآ

هاي ها در سویهها و مکان قرارگیري این تواليتعداد کپي

به  IS6110متفاوت مي باشد و به همین دلیل از  مختلف

عنوان یک ابزار دقیق در مطالعات اپیدمیولوژیکي به 

 .[5] شودها استفاده ميمنظور تشخیص سویه

از عوامل کلیدي در کنترل سل، تشخیص سریع عامل  

باشد و این ایجاد بیماري و ردیابي منشا عفونت مي

هاي مایکوباکتریوم دارد که از نیاز به تعیین سویهردیابي 

استفاده  باشد.پذیر نميهاي رایج ازمایشگاهي امکانروش

ورد آین امکان را فراهم ميا Real Time  PCRاز تکنیک 

هاي که در مدتي کوتاه و با دقت بسیار بالا بتوان سویه

ه مایکوباکتریوم الوده کننده بیماران را تشخیص داده و را

تا کنون در استان  .[2] درماني مناسب را در پیش گرفت

سمنان تست تشخیصي ملکولي جهت تعیین مقاومت یا 

هاي بیوتیکنتيآعدم مقاومت بیماران مسلول نسبت به 

در صورتي که با کمک تکنیک ت سضد سل انجام نشده ا

هاي مربوط به بررسي ژن Real Time PCRتشخیصي 

)کمتر از  ترین زمان ممکنبیوتیکي در کوتاهنتيآ مقاومت

یک روز( و با دقت و اختصاصیت بالا در همان بدو 

امروزه از این تکنیک به  پذیرد.تشخیص بیماري انجام مي

عنوان روشي دقیق و سریع براي تشخیص انواع مختلف 

 شودها از جمله مایکوباکتریوم استفاده ميمیکروارگانیسم

[1 ،24].  

 کار مواد و روش

 52 هايخلط بیماران که بین سلدر این بررسي از نمونه 

وري آهاي سمنان و مهدیشهر جمع از شهرستان 53 تا

وري آهاي خلط پس از جمع نمونه شده بود استفاده شد.

میزي با متیلن بلو آشدن و شناسایي )از طریق تکنیک رنگ

و مشاهده باکتري زیر میکروسکوپ( توسط مرکز سل 

هاي در دسترس  استان سمنان و تایید مثبت بودن نمونه

هاي ملکولي مورد بررسي براي کشت مجدد و بررسي

هاي مثبت جمع اوري شده نمونه از کشت 11قرار گرفت.

از بیماران  در محیط لوین اشتاین جنسون کشت داده 

ها به مدت هشت شدند و جهت نگه داري و رشد باکتري

جهت . درجه نگهداري شدند 31هفته در انکیباتور 

هاي مایکوباکتریوم توبرکلوزیس  از نمونه DNAاستخراج 

  استفاده شد. CTAB از تکنیک

در مرحله اول به منظور اطمینان از توالي صحیح پرایمرها 

 Real Timeبراي مرحله و هم چنین بهینه سازي شرایط 

PCR ها با هر سه پرایمر  تمامي نمونهIS6110 ،KatG ،

RpoB  مورد بررسي قرار گرفتند. در جدول زیر مواد مورد

 ها آورده شده است.نمونه PCR نیاز و مقادیر مربوط به

: Real Time PCRبرای انجام واکنش  مواد و وسایل لازم

پس  Real Time PCRمقادیر مربوطه براي انجام واکنش 

براي  DNAاز بهینه شدن دماي انلینگ و حجم مناسب از 

در جدول زیر آمده  RpoBو  KatGهر دو پرایمر ژن 

 Realاست. حجم نهایي هر لوله با اضافه کردن ملزومات

Time PCR   میکرولیتر رسید 12به.
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 ها نمونه PCRمقادیر مربوط به  -2جدول 

µl 22 DNA Master Mix 

3 µl Template DNA 
1 µl 
1 µl 

Forward Primer 
Reverse Primer 

5 µl H2O 

 

 Real Time PCRمقادیر مربوط به   -1جدول 
10 µl SYBR Premix Taq 
1 µl                                                             
1 µl 

Forward primer 
Reverse primer 

0/2-1 µl Template DNA(70ng/µl) 
7 µl H2O 

 

 توالي پرایمرهاي مورد استفاده براي شناسایي سویه توبرکلوزیس و سویه هاي مقاوم به ریفامپین و ایزونیازید -3جدول 

 اندازه محصول توالي پرایمر ژن مورد نظر
IS6110 GCCGGTCGAACTCGAGGCTG 

CCGACCGCTCCGACCGACGGT 
213 bp 

 

KatG GAAACAGCGGCGCTGATCGT 
GTTGTCCCATTTCGTCGGGG 

291 bp 

 

 PCRبرنامه  -4جدول 
Cycle Number Time Temprature Stage 

 3 min 95 Initial 
 

32 1 min 
30 s 
30 s 

95 
60 
72 

Denaturation 
Annealing 
Extention 

 

 5 min 11 Final Extension 

 

 katGبراي ژن  Real Time PCRبرنامه  -9جدول 

Cycle Cycle Point 

Hold at  95°c, 0 min 30 secs  

Cycling (40 repeats) Step 1 at 95°c, hold 5 secs 

 Step 2at  60°c, hold 30 secs, 

acquiring to Cycling A 
Hold 24 at 95°c, 0 min 15 secs  

Hold 3 at 60°c, 0 min 30 secs  

Hold 24 at 95°c, 0 min 15 secs  

Melt (55-88°c) , hold secs on the 1st step, hold 5 secs on 

next steps, Melt A([Green][1][1]) 
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 RpoBبراي ژن  Real Time PCRبرنامه  -6جدول 

Cycle Cycle point 
Hold at 95°c, 0 min 30 secs  

Cycling (40 repeats) Step 1 at 95°c, hold 5 secs 

 Step 2 at 60°c, hold 30 secs, 

acquiring to Cycling A 
Hold 24 at 95°c, 0 min 15 secs  

Hold 3 at 60°c, 0 min 30 secs  

Hold 24 @ 95°c, 0 min 15 secs  
Melt (55-88°c) , hold secs on the 1st step, hold 5 secs on 

next steps, Melt A([Green][1][1]) 
 

 

 نتایج

مایکوباکتریوم از نمونه کشت مثبت  12در این مطالعه 

کننده به آزمایشگاه سل مرکز بیماران مسلول مراجعه

 2351هايبهداشت دانشگاه علوم پزشکي سمنان؛ طي سال

مورد بررسي قرار گرفته است.  2353و سه ماه اول سال 

ها مورد بررسي قرار گرفته این بیماران که نمونه خلط آن

است طي آزمایشات تشخیصي از نظر آلودگي به 

 اند.ایکوباکتریوم همگي اسمیر و کشت مثبت بودهم

PCR  ژنIS6110: 12  با استفاده از  مایکوباکتریومنمونه

مورد بررسي قرار  IS6110 پرایمر اختصاصي قطعه

 DNAهاي نمونه PCRنتایج حاصل از  2گرفتند. شکل 

 دهد. ها را روي ژل آگارز نشان ميمایکوباکتریوم

با استفاده از تکنیک   rpoBو  kat Gسازی ژن بهینه

PCR : نتایج حاصل از  1شکلPCR هاي نمونهDNA 

 rpoBو katGهاي استخراج شده در حضور پرایمرهاي ژن

تأییدي بر حضور ژن هاي  9 شکل دهند.را نشان مي

katG  وrpoB باشد و با هاي مورد بررسي مي در نمونه

 نمونه کنترل مثبت که مطمین بودیم حاوي هر دو ژن

 PCRباشد مقایسه شد، پس از چندین بار نامبرده مي

دقیق پرایمرها جهت ادامه کار  (Annealing) دماي انلینگ

 KatG 62مشخص شد که براي ژن   Real Time PCRدر

گراد در نظر درجه سانتي rpoB 99 درجه و براي ژن

 291اي با توالي قطعه rpoBژن  PCRگرفته شد. محصول 

ها با این پرایمر هیبرید امي نمونهجفت باز است که تم

شده و توالي مورد نظر را تکثیرشد، در نتیجه در 

الکتروفورز ژل آگارز باند مربوطه قابل مشاهده بود. 

اي هستند که نمونه 12اي از نماینده 5تا  6هاي نمونه

هاي چنین نمونهبودند و هم rpoBهمگي داراي قطعه ژن 

اي هستند که نمونه 12امي اي از تمهم نماینده 9تا  1

 جفت باز بودند. 125با طول  KatGحاوي ژن 

Real Time PCR  ژنkatG:  نتایج حاصل از  2نمودار

Real Time PCR بر روي نرم افزار متصل به دستگاه به-

دهد و در هر ها را نشان ميصورت منحني ذوب نمونه

به هاي حاصل از هر مرحله تکثیر ژن لحظه ثبت داده

شود. صورت نموداري روي صفحه کامپیوتر مشاهده مي

هاي جایي که هدف از این مطالعه بررسي مقاومتاز آن

هاي مایکوباکتریوم با استفاده از تکنیک دارویي در نمونه

آنالیز منحني ذوب و مقایسه آن با منحني حاصل از نمونه 

 باشد پاسخ نهایي به سوال اصلي این تحقیق،استاندارد مي

بر اساس دو نمودار که  Real Time PCRبصورت نتایج 

دهنده تغییرات  فلورسانس در واحد زمان در هر نشان

 2 نمودارباشد که لحظه از تغییر در دماي دستگاه مي

را نشان   katG تغییرات جذب فلورسانس مربوط به ژن

تغییرات جذب فلورسانس را براي  9دهد و نمودار مي

وجود الگوي منحني ذوب  دهد.ن مينشا rpoB براي ژن

ها و مقایسه آن با الگوي منحني مشابه در تمامي نمونه

)منحني صورتي رنگ( که داراي ژن  ذوب نمونه استاندارد

katG بیوتیک صورت وحشي و حساس به آنتيبه

هاي دهد که تمامي نمونهباشد نشان ميایزونیازید مي

59 
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-ایزونیازید مي بیوتیکمورد بررسي نیز حساس به آنتي

 باشند.

Real Time PCR  ژنRpoB : منحني ذوب  1نمودار

دهد. در نمونه هاي بالیني را نشان مي rpoBمربوط به ژن 

باشد منحني ذوب مي 4این نمودار که مشابه نمودار 

هاي مایکوباکتریوم و همچنین سوش کنترل مثبت نمونه

H37rv شود که ميجا نیز مشاهده دهد. در اینرا نشان مي

درجه  91منحني دماي ذوب نمونه استاندارد کنترل مثبت 

بي، آ هاي قرمز،هاي بالیني که به رنگاست و تمامي نمونه

اند از الگویي مشابه با کنترل زرد و بنفش نشان داده شده

ها گیریم تمامي نمونهمي کنند پس نتیجهمثبت پیروي مي

 اند.بیوتیک ریفامپین بودهحساس به آنتي

 
 کنترل مثبت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس C، حرف 1kbمارکر  Mحرف  مایکوباکتریوم. DNAهاي نمونه PCRنتایج حاصل از  ـ2شکل

 22نمونه باند مشاهده مي شود توبرکلوزیس هستند و  5تا  2هاي  تهیه شده از مرکز سل موسسه انستیتو پاستور ، نمونه H37rvسوش  

در سوش استاندارد را نشان  213bpبا اندازه  IS6110شود غیرتوبرکلوزیس است. دایره قرمز رنگ باند مربوط به ؤن باند مشاهده نمي

 دهد. مي

 
 H37rvکنترل مثبت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس سوش   C، حرف 1kbمارکر  Mحرف  .rpoBو  KatGژن هاي  PCRنتایج  ـ1شکل

.مربع قرمز سمت  KatGشده با پرایمر ژن  PCRهاي مایکوباکتریوم  نمونه 9تا 2هاي  مرکز سل موسسه انستیتو پاستور، نمونهشده از  تهیه

هاي مایکوباکتریوم  نمونه 5تا6هاي  فاقد جهش است.نمونهkatG بیوتیک ایزونیازید و داراي ژن چپ نمونه استاندارد که حساس به آنتي

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 ...هاي دارویي در بیمارانبررسي مقاومت        

PCR  شده با پرایمرژنrpoB بیوتیک ریفامپین و داراي ژن نتيآمربع قرمز راست نمونه استاندارد که حساس به  باشند .ميrpoB  فاقد

 جهش مي باشد.

 
گراد و خط عمود خط افق دماي ذوب بر حسب درجه سانتي .katG در حضور پرایمرمایکوباکتریوم هاي منحني ذوب نمونه ـ2نمودار 

دهد. منحني سبز که دقیقا روي محور افق قراردارد: کنترل منفي: اب مقطر است. زمان را نشان ميشدت فلورسانس جذب شده در واحد 

دهد. )این  هاي مایکوباکتریوم را نشان مي هاي قرمز،ابي ،زرد و بنفش نمونه( است. منحنيH37Rvکنترل مثبت)سوش  منحني صورتي:

 است.(تهیه شده  6222سري  Rotor geneگزارشات توسط نرم افزار 

 
گراد و خط عمود شدت . خط افق دماي ذوب بر حسب درجه سانتيها ي مایکوباکتریوم در نمونه RpoBمنحني ذوب ژن  ـ1نمودار 

دهد. منحني سبز که دقیقا روي محور افق قراردارد: کنترل منفي: اب مقطر است. منحني  فلورسانس جذب شده در واحد زمان را نشان مي

دهد. )این  هاي مایکوباکتریوم را نشان مي ( است و منحني هاي قرمز،ابي ،زرد و بنفش نمونهH37Rvوش صورتي :کنترل مثبت)س

  تهیه شده است.( 6222سري  Rotor geneگزارشات توسط نرم افزار 
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 بحث 

باشد. سال مي 92در این مطالعه میانگین سني افراد مبتلا 

% از 33بیشتر مبتلایان ایراني بوده و تنها از نظر نژاد، 

که اکثر مبتلایان مبتلایان، افغاني مي باشند. با توجه به این

 به سل مقاوم در کشور را مهاجرین از سایر کشورها

چنین مهاجرین داخلي از )افغانستان و پاکستان( و هم

استان  .[22 ،22]دهند ها(، تشکیل ميها )زابليسایر استان

ها )نظیر مازندران و سیستان و سمنان به نسبت سایر استان

ن کمتري ابلوچستان( به جهت موقعیت جغرافیایي مهاجر

رفت که مبتلایان به سل مقاوم در این ار ميدارد پس انتظ

اي بر مطالعه کمتر از سایر مطالعات باشد و نتایج صحه

نمونه مورد  12این فرضیه گذاشت به طوري که تمامي 

بیوتیک ریفامپین و ایزونیازید بررسي حساس به دو آنتي

دهنده نتایج حاصل از نشان 4 شکل .تشخیص داده شدند

conventional PCR هاي نمونهDNA  استخراج شده از

باشد که بر روي ژل هاي مثبت مایکوباکتریوم ميکشت

 H37rvعنوان کنترل مثبت از سوش اند، بهشده runآگارز 

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس استفاده شد که این سوش 

باشد که مي IS6110 بیوتیک و داراي ژنحساس به آنتي

وجود در این سوش جفت بازي م213نیز قطعه  PCRدر 

توسط پرایمر شناسایي و تکثیر شده است که در شکل با 

ها با این کنترل باندي قابل مشاهده است. تمامي نمونه

% 12ها داراي باند و % نمونه12مثبت مقایسه گردید و 

جفت بازي بودند. جاوید و  213ها فاقد باند در ناحیه آن

نمونه کشت مثبت  221بر روي  [6]همکاران 

آوري شده از مسلولین استان گلستان مایکوباکتریوم جمع

 PCRآزمایش  IS6110با استفاده از پرایمر اختصاصي ژن 

معمولي را انجام دادند و با توجه به اینکه مشاهده باند در 

ژل الکتروفورز دال بر حضور این قطعه اختصاصي در 

رسیدند که مایکوباکتریوم توبرکلوزیس دارد به این نتیجه 

 12مورد توبرکلوزیس و  11نمونه مورد بررسي  221از 

. در این تحقیق نیز با [6] مورد غیرتوبرکلوزیس بودند

 21نمونه مایکوباکتریوم،  12از  ،تفاده از تکنیک مشابهاس

مورد غیرتوبرکلوزیس تشخیص  4مورد توبرکلوزیس و 

چنین در این تحقیق بیشترین گروه سني داده شد. هم

سال گزارش شده بود  62مبتلایان مربوط به سنین بالاي 

سال  92که تا حدودي با داده هاي سني مطالعه ما )بالاي 

نمي  SYBR Green که جایيآن از داشت. سن( مطابفت

 با توانمي باشد قائل تفاوتي مختلف محصولات بین تواند

 فرآیند را در محصولات آنالیز منحني ذوب تنوع از استفاده

PCR اینکه از بعد .کرد مشخص PCR رسید پایان به 

 کند. این رسم را نمونه هر ذوب نمودار است قادر دستگاه

 دماهاي در فلورسانس گیري تغییراتاندازه بوسیلة کار

 به را تغییرات سرعت افزار،نرم .گیردمي صورت مختلف

 محور در  RFU (Relative Fluorescence Unite) صورت

y در محور را دستگاه دماي و x [1]دهد مي نشان. 

رسانس که مربوط به بیشترین تغییرات فلو 4پیک نمودار

درجه براي تمامي  64در واحد زمان است در دماي 

دهنده این است که شود، همین امر نشانها دیده مينمونه

 64قطعه ژن مورد نظر پس از اتصال به پرایمر در دماي 

شروع به تکثیر کرده و در واقع اتصال پرایمر که منجر به 

اتصال سایبرگرین به منطقه مورد نظر و ساطع شدن نور 

هاي شود در این دما رخ داده و نمونهلورسانس ميف

مایکوباکتریوم نیز دقیقا الگویي مشابه با منحني ذوب 

 بصورت وحشي katGنمونه استاندارد را که داراي ژن 

گیریم که تمامي مي باشند پس نتیجه)فاقد جهش( مي

هاي آلوده کننده هاي مورد بررسي از مایکوباکتریومنمونه

ل مراجعه کننده به آزمایشگاه سل مرکز بیماران مسلو

-بهداست دانشگاه علوم پزشکي سمنان، حساس به آنتي

از ژن  bp125 بیوتیک ایزونیازید و فاقد جهش در منطقه 

katG باشند زیرا وجود کوچکترین جهش در سطح مي

تواند دماي ذوب و پیک فلورسانس نمونه نوکلئوتیدي مي

 را تغییر دهد.

هاي منحني ذوب نمونه 4دقیقا مشابه نمودار نیز  9نمودار 

مایکوباکتریوم و سوش استاندارد را که به عنوان کنترل 

دهد. بر طبق شوند را نشان ميمثبت در نظر گرفته مي

تفاسیري که در بالا ذکر شد این نمودار نیز الگوي مشابهي 
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ها و منحني ذوب هاي ذوب مایکوباکتریومرا میان منحني

جایي که سوش از آن دهد.ندارد نشان مينمونه استا

)فاقد جهش(  استاندارد کنترل مثبت داراي ژن وحشي

rpoB بیوتیک ریفامپین است، باشد و حساس به آنتيمي

هاي مورد بررسي از گیریم که تمامي نمونهپس نتیجه مي

هاي آلوده کننده بیماران مسلول مراجعه مایکوباکتریوم

انشگاه علوم مرکز بهداست دکننده به آزمایشگاه سل 

بیوتیک ریفامپین و فاقد نتيپزشکي سمنان حساس به آ

اند و به درمان بوده rpoB از ژن bp 291جهش در منطقه 

 اند.با این دارو پاسخ مثبت داده

این توانائي را دارد که به طور  Real Time PCRتکنیک 

 وممایکوباکتریقابل توجهي الگوهاي رایج را براي ردیابي 

تر و ها تغییر دهد و تشخیصي حساسها به ساعتاز هفته

ردیابي موارد مقاوم به داروهاي  تر داشته باشد.اختصاصي

 .ضدسل براي مدیریت و بهبود مؤثر بیمارن ضروري است

هاي جهش یافته قابلیت ردیابي ژن همچنین این تکنیک

مسئول مقاومت دارویي را در عرض چند ساعت از 

بنابراین زمان مورد نیاز براي  بیماران دارد.هاي  نمونه

هاي رایج که ردیابي نمونه مقاوم به دارو نسبت به روش

و  rpoBهاي زن ابد.یبسیار کاهش مي بر بود،هفته زمان دو

katG هاي معمول براي مایکوباکتریوم اغلب از هدف

هستند و  Real Time PCRهاي توبرکلوزیس در روش

ریفامپین و ایزونیازید به ترتیب در  هاي مقاومت بهجهش

هاي ترین ژنمهم .[9] اندها به خوبي شناسایي شدهاین ژن

براي  inhA و  kasA  ،ahpC،oxyRهدف دیگر مثل

برانگیز ورد مقاومت به ایزونیازید هنوز تا حدي بحثآبر

دارویي به هاي درگیر در مقاومت بنابراین همه ژن .هستند

هاي اند و بنابراین روشخوبي تعیین مشخصات نشده

PCR هاي سنتي هاي مبتني بر کشتتوسعه یافته و روش

 .با حساسیت بالا هنوز مورد نیاز است

 گیرینتیجه

مایکوباکتریوم کشت داده شده از بزاق هاي بالیني  نمونه 

کننده به مراجعهوري شده از بیماران مسلول آَجمع

آزمایشکاه سل مرکز بهداشت دانشگاه علوم پزشکي 

از نظر نوع گونه مورد بررسي قرار نگرفته  ، تا کنونسمنان

و فقط بر اساس علائم بیمار، اسکن قفسه سینه، بودند 

باکتري زیر میکروسکوپ و کشت مثبت از ابتلاي  همشاهد

در این  بیماران به بیماري سل اطمینان حاصل شده بود.

استخراج شده از  DNAي ها حقیق با بررسي نمونهت

نوع گونه   Conventional PCRتکنیکبا  هامایکوباکتریوم

-در رابطه با تعیین سوش ها مشخص شد.مایکوباکتریوم

کننده بیماران مسلول، لودهآهاي  مایکوباکتریوم  هاي نمونه

در IS6110 نجایي که وجود یا عدم وجود قطعهآاز 

بودن یا  توبرکلوزیسهاي استخراج شده دال بر  نمونه

 21 در این تحقیق با مشاهده، [6] باشدها مي نبودن نمونه

در  IS6110 که قطعه گرفته شدگارز نتیجه آباند در ژل 

استخراج شده وجود داشته و توسط   DNAنمونه 21

گارز خود را نشان آپرایمر این قطعه تکثیر شده و در ژل 

نمونه از  21نمونه مورد بررسي  12پس از میان داده است 

اما اگر باندي . ها، توبرکلوزیس بودندمایکوباکتریوم

مشاهده نشود یعني نمونه مورد نظر فاقد این شاخص 

یر ثبوده و در نتیجه توسط پرایمر مورد نظر شناسایي و تک

رسي فاقد باند نمونه مورد بر 12مورد از  4که  نشده است

در  شدند.و بنابراین غیرتوبرکلوزیس تشخیص داده 

و  ها مایکوباکتریوم توبرکلوزیسنمونه درصد 12 مجموع،

مایکوباکتریوم غیرتوبرکلوزیس تشخیص داده درصد  12

 شد.

و  Real Time PCRنمونه بالیني توسط تکنیک  12تمامي 

و  KatGهاي با استفاده از پرایمرهاي اختصاصي ژن

RpoB ها منجر به که به ترتیب وجود جهش در این ژن

بیوتیک بروز مقاومت دارویي در باکتري نسبت به دو آنتي

شود، مورد بررسي قرار گرفتند. ایزونیازید و ریفامپین مي

هاي ذوب آنالیز نتایج این تکنیک بر پایه مقایسه منحني

صورت گرفت. نمونه استاندارد مایکوباکتریوم 

 RpoBو  KatG( هر دو ژن H37rv)سوش  توبرکلوزیس

باشد که همین )فاقد جهش( دارا مي را به صورت وحشي

بیوتیک نتيآامر منجر به حساسیت این باکتري به هر دو 

ها  ایزونیازید و ریفامپین مي شود. پس از انکه تمامي نمونه
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مورد بررسي  Real Time PCRبه صورت جداگانه توسط 

ها  نتایج حاصل از منحني هاي ذوب این نمونهقرارگرفتند 

در حضور پرایمرهاي نام برده شده مقایسه شد با منحني 

ذوب نمونه استاندارد و مشخص شد که از الگویي مشابه 

این تشابه الگوي رفتاري در منحني ذوب  کنند.تبعیت مي

 RpoBو  KatGبه معناي عدم وجود جهش در ژن هاي 

سي است پس نتیجه گرفته شد که هاي مورد برر در نمونه

هرگونه جهش و در نتیجه  فاقد هاي بالیني تمامي نمونه

 بیوتیک ایزونیازید و ریفامپین بودند.حساس به دو آنتي
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