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ABSTRACT
Background & objectives: The rapid identification of patients carrying resistant
Mycobacterium tuberculosis (M.TB) isolates is important for effective tuberculosis therapy.
Unfortunately, during the recent years considerable numbers of isolates showed resistant to
Rifampin (RIF) and Isoniazid (INH). The aim of this study was to rapidly identify resistant
MTB isolates using molecular method. For this reason, the comparison between real-time
PCR based on Taqman and HRM AssayS in detection of rpoB, inhA and katG genes mutation
in clinical isolates were performed and analyzed.
Methods: The study carried out on Mycobacteriology Research Center (MRC) from 2012-
2013. Classical susceptibility testing i.e., proportional method against INH and RIF was
performed on eighty three M.TB isolates. Thereafter, multiplex and real-time PCR were
performed on extracted DNA sample. The real-time PCR was based on Taqman and HRM
assays. Mutation in genes rpoB, inhA and katG were detected.
Results: In overall, based on proportional and multiplex PCR method, 47 and 35 isolates were
resistant to RIF and INH, respectively. Thirty of strains were resistant to both RIF and INH.
The agreement of real-time PCR using Taqman was 88% for resistant and 84% for susceptible
isolates, whereas the agreement of HRM was 96% and 30%, respectively. The sensitivity and
specificity of Taqman in comparison to multiplex were 84% and 88%, respectively. In
addition, the sensitivity and specificity of HRM were 30% and 96%, respectively.
Conclusion: Results documented that real-time PCR based on Taqman assay is more
sensitive than HRM assay. Additionally, real-time PCR based on Taqman assay is a rapid,
accurate and cost effective method in detection of Mycobacterium tuberculosis resistance.
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Drug Resistance, Real-Time PCR, Isoniazid,
Rifampin
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در ایزوله katGو rpoB،inhAتشخیص موتاسیون هاي موجود در ژن هاي 
Real-timeبا روش مایکوباکتریوم توبرکلوزیس هاي کلینیکی  PCR بر

Taqmanاساس assayوHRM assay

1، مجتبی داربوي2، پریسا فرنیا1*سمیرا شیخ قمی
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مقدمه

بیماري سل یکی از خطرناکترین بیماريدر حال حاضر 
و گسترش آن به ویژه در جهان بودههاي عفونی 

. ]2،1[کشورهاي در حال توسعه رو به افزایش است
میلیون 7/8، 2011در سال سازمان بهداشت جهانی

4/1و است را گزارش کردهسلموارد جدید 
جان خود را از دست این بیماريدر اثر میلیون نفر

HIVدادند که تقریبا یک میلیون مرگ در بین افراد 

مثبت HIVافراددر میان مورد 430000و منفی
جهان جمعیت یک سوم . ]3[استگزارش شده

خلاصه
به دارو هستند امري ضروري مقاوممایکوباکتریوم توبرکلوزیسهاي شناسایی سریع بیمارانی که داراي ایزوله:زمینه و هدف

متأسفانه مقاومت نسبت به دو داروي ایزونیازید و ریفامپین در سال هاي اخیر مطرح شده . براي درمان این بیماران می باشد
مقاوم با استفاده از روش هاي مایکوباکتریوم توبرکلوزیسهدف از مطالعه حاضر شناسایی سریع ایزوله هاي کلینیکی . است

Taqmanبر اساس Real-time PCRمطالعه حاضر  به منظور مقایسه بین دو روش . وده استمولکولی ب assayوHRM

assayهاي هاي موجود در ژندر تشخیص موتاسیونrpoB،inhAوkatGمایکوباکتریوم توبرکلوزیسهاي کلینیکی در ایزوله
.انجام گرفت

تست حساسیت . صورت گرفت91-92تریولوژي و در طی سال هاي مطالعه حاضر در مرکز تحقیقات مایکوباک: کارروش
وPCRهاي مالتیپلکس روشسپس.نمونه انجام گرفت83و بر روي پروپورشنالدارویی به ایزونیازید و ریفامپین با روش 

Real-time PCR بر رويDNAاستخراج شده انجام شد .Real-time PCRهايبر اساس روشTaqmanوHRMم انجا
.مورد بررسی قرار گرفتkatGوrpoB ،inhAشد و موتاسیون هاي موجود در ژن هاي 

مورد مقاوم به ایزونیازید 35مورد مقاوم به ریفامپین و PCR ،47مالتیپلکس بر اساس روش پروپورشنال و :یافته ها
در Taqmanبر اساس Real-time PCRوش تشابه ر. مورد مقاوم به هر دو داروي ایزونیازید و ریفامپین بودند30. بودند

در HRMبر اساس Real-time PCRاز طرفی تشابه روش . بود% 84و در تشخیص حساسیت % 88تشخیص مقاومت 
و% 84، حساسیت PCRمالتیپلکس در مقایسه با Taqmanدر روش . بود% 30و در تشخیص حساسیت % 96تشخیص مقاومت 

.به دست آمد% 96و اختصاصیت % 30نیز حساسیت HRMوشدر ر.به دست آمد% 88اختصاصیت 
در HRMش نسبت به روTaqmanبر اساس Real-time PCRنتیجه مطالعه انجام گرفته نشان داد روش: گیرينتیجه

مقرون به و روشی سریع،، از حساسیت بیشتري برخوردار بوده استمایکوباکتریوم توبرکلوزیستشخیص مقاومت دارویی 
.با حساسیت و اختصاصیت بالا می باشد، دقیق و)اقتصادي(صرفه

ریفامپین؛ ایزونیازید؛ Real-Time PCR؛ مقاومت دارویی؛ مایکوباکتریوم توبرکلوزیس:کلیديکلمات 
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در. ]4[هستندوزیسمایکوباکتریوم توبرکلآلوده با 
، 2011سازمان بهداشت جهانی در سال دیگرگزارش 

نفر100000مورد از هر 21در ایران، TBشیوع 
، )RIF(و ریفامپین) INH(ایزونیازید. ]5[بوده است

از مهمترین داروهاي ضد سل هستند و مقاومت به 
تا 2006هايدر سال. ]6[آن ها رو به افزایش است 

Extensively drugانتقالوجود و،2012 resistant

TB)XDR-TB (در بین بیماران مبتلا به
Multidrug-resistant TB)MDR-TB (و در ایران

، فرم در مطالعات بعديوشدگزارشدیگر کشورها
Totally drugبه نامخطرناکتري از این باسیل، هاي 

resistant TB)TDR-TB ( این . کردندمعرفیرا
سویه ها به تمام داروهاي خط اول و دوم گروه از 
بر اساس گزارش . ]7[نشان می دادندمقاومت

از % 7/3، 2011در سال جهانیبهداشتسازمان 
،از موارد قبلا درمان شده% 20بیماران جدید و

MDR-TBاز موارد % 9که حدودبودندMDR-

TB ،XDR-TB3[بودند[ .
در مورد انجام آزمایشات مرسوم تعیین حساسیت 

هفته 3- 4به حداقل ، نیازمایکوباکتریوم توبرکلوزیس
هاي مطمئن مولکولی زمان دارد، لذا بهتر است روش

برخی از این روش . جانشین روش هاي مرسوم گردد
عین حال درو)اقتصادي(ها سریع، مقرون به صرفه
Real-timeدقیق هستند مانند روش  PCR]10-8 ،

دارو می باشد و فعالیت آنتی ایزونیازید یک پیش . ]6
بیوتیکی آن به فعال سازي باکتریایی به وسیله آنزیم 

بستگی دارد که موجب ) katG(پراکسیداز-کاتالاز
ایجاد رادیکال هاي فعالی می شود و نواحی بسیاري را 

مورد هدف قرار مایکوباکتریوم توبرکلوزیسدر 
با هایی که مرتبطبیشترین موتاسیون. دهدمی

inhAو katGمقاومت به ایزونیازید می باشند، در

بیشترین مقاومتی که از طریق تغییر در .رخ می دهد
katG ایجاد می شود، ایجاد جهش هاي خاصی است

می شوندکه باعث کاهش فعالیت کاتالاز در سطحی 
که ارگانیسم هاي مقاوم به ایزونیازید قادر به زیست 

یک پروتئین ) ردوکتاز- ACP-انول(inhA.باشند
بیوسنتز در باشد ومیسنتز مایکولیک اسید دخیل در

ایجاد جهش در آننقش دارد کهدیواره سلولی
. ]11[منجر به ایجاد مقاومت به ایزونیازید می گردد

فامپین داراي یک جهش بیشتر سویه هاي مقاوم به ری
می باشند که قسمتی از rpoBاز ژن bp81در ناحیه

پلیمرازRNAاز βزیرواحد واست rpoBژن 
ریفامپین از . ]12- 14[کندرا کد میDNAوابسته به 

طریق اتصال به این زیرواحد، فرایند نسخه برداري را 
از آن جا که تغییرات هم معنی در . مختل می کند

Rifampicin Resistance Determiningناحیه

Region)RRDR( غیرمعمول است، تشخیص جابجایی
هر نوکلئوتید در این منطقه ژنتیکی مارکري براي 
مقاومت است و جهش هایی که در این ناحیه رخ 

از مقاومت به ریفامپین هستند% 98دهد مسئول می
هاي مقاوم به نمونهبیشتراز آن جایی که . ]15[

516،526اراي موتاسیون در کدون هاي ریفامپین د
این کدون حاضردر مطالعه. ]16[می باشند531و
جهت بررسی نمونه هاي مقاوم به ریفامپین ا ه

براي بررسی مقاومت دارویی . انتخاب شدند
inhAي پروموتورو ناحیه katGایزونیازید نیز، ژن 

تشخیص ، حاضرهدف از مطالعه.ندانتخاب شد
و rpoB،inhAموتاسیون هاي موجود در ژن هاي 

katGکتریوم هاي کلینیکی مایکوبادر ایزوله
Real-timeتوبرکلوزیس با روش PCR بر اساس

Taqman AssayوHRM Assayبوده است .
AssayوAssayTaqmanي دو روشمقایسه

HRMمقاومت ادر تشخیص موتاسیون هاي مرتبط ب
نیز در مطالعه ایزونیازید و ریفامپین داروهايبه

.گرفتحاضر انجام 

کارروش
بر روي واربردي بوده استعه حاضر از نوع کمطال

مراجعه کننده به مرکز تحقیقات بیماران مبتلا به سل 
انجام 91-92هايطی سالدرمایکوباکتریولوژي،
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پس ،این افراداز جمع آوري شدهنمونه هاي . گردید
بر روي محیط ، %4از آلودگی زدایی با روش پتروف 

از . ]17[کشت داده شدندلون اشتاین جنسنکشت 
استخراج  ،ی هاي رشد یافته بر روي محیط کشتکلن

DNA با روشCTAB1سپس . ]18[انجام شد
تست حساسیت دارویی به ایزونیازید و ریفامپین با 

استاندارد .گرفتانجام Multiplex PCRروش 
طلایی جهت محاسبه حساسیت و اختصاصیت، روش 

بوده Multiplex PCRو نیز )تناسبی(پروپورشنال
Real-timeدو روش استفاده ازسپس با.است PCR

Taqmanبر اساس AssayوHRM Assay، بررسی
در inhAوrpoB،katGهايموتاسیون در ژن
انجام مایکوباکتریوم توبرکلوزیسایزوله هاي کلینیکی

ت و اختصاصیت، با حساسیدرصد محاسبه . شد
.انجام گرفتCrosstab Tableاستفاده از

Multiplex PCR
Multiplexروش تست حساسیت دارویی بر اساس

PCR در . ]20،19[انجام گرفتنمونه 83بر روي
بررسی مقاومت دارویی ریفامپین، با استفاده از 

ژن (531rpoBو516rpoB،526rpoBپرایمرهاي
جفت بازي از ژن 170و185، 218سه ناحیه ،)فناوران

rpoB واکنش . ردیدگتکثیرPCRر دستگاه د
درجه 95با سیکل حرارتی) Astec(ترموسایکلر
: سیکل با شرایط40دقیقه، 5به مدت سانتی گراد 

°C95 ثانیه، 30به مدتC°68 ثانیه و 30به مدت
C°72 ثانیه و در انتها 30به مدتC°72 7به مدت

میکرولیتر از 5مقدار پایان،در . دقیقه انجام گرفت
جفت بازي 100مراه با مارکرحاصل هPCRمحصول 

بر روي ژل پلی آکریل آمید، الکتروفورز شد و باند 
در بررسی مقاومت .حاصل مورد مطالعه قرار گرفت

، katG5R، با استفاده از پرایمرهاي ایزونیازیددارویی 
katGOF،inhAP-15وinhAPF2و 292ناحیه ، دو

inhA:-15و315katGهايجفت بازي از ژن270

mabA-واکنش . تکثیر گردیدPCR در دستگاه

1
Cetyl trimethylammonium bromide

به C°95با سیکل حرارتی) Astec(ترموسایکلر
به مدت C°95: سیکل با شرایط40دقیقه، 5مدت 

به مدت C72°ثانیه و 30به مدت C°70ثانیه،30
دقیقه انجام 7به مدت C72°ثانیه و در انتها30

PCRاز محصول میکرولیتر5در انتها مقدار . گرفت

ژلبر رويجفت بازي100حاصل همراه با مارکر 
، الکتروفورز شد و باند حاصل مورد پلی آکریل آمید

پرایمرهاي استفاده شده جهت.مطالعه قرار گرفت
آورده شده 1در جدول Multiplex PCRروش
.است

Multiplex PCRدر روش شده توالی پرایمر هاي استفاده . 1جدول 

]21[

5′-CAGCTGAGCCAATTCATGGA-3′rpoB516
5′-CTGTCGGGTTGACCCA-3′rpoB526
5′-CACAAGCGCCGACTGTC-3′rpoB531
5′-TTGACCCGCGCGTACAC-3′RIRm
5′-ATACGACCTCGATGCCGC-3′katG5R
5′-GCAGATGGGGCTGATCTACG-3′katGOF
5′-GCGCGGTCAGTTCCACA-3′inhAP-15
5′-CACCCCGACAACCTATCG-3′inhAPF2

Real-time PCR بر اساسTaqman Assay

ها و پرایمر هاي طراحی این روش با استفاده از پروب
کدون (rpoBجفت بازي از ژن 81شده براي قطعه 

و ناحیه katGژن 315کدون ،)531و526،516هاي 
گرفتانجام نمونه 83بر روي inhAيپروموتور

ده شده جهت هاي استفاپرایمرها و پروب.]21[
Taqmanروش Assay آورده شده 2در جدول
با Rotor Gene Qدر دستگاهPCRواکنش .است

به C95°دقیقه،10به مدت C56°سیکل حرارتی 
به C°95:چرخه با شرایط45- 55ودقیقه5مدت 
انجام ثانیه 15به مدت C°61ثانیه و15مدت

توسط یی کهسپس اعداد و نیز منحنی ها.  گرفت
بررسی و تحلیل قرار مورد، دستگاه رسم شده بود

از آب مقطر به PCRدر فرآیند .)1شکل (گرفت
عنوان کنترل منفی و نیز از سویه استاندارد 

H37RV)27294مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

ATCC (به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.
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Real-time PCR بر اساسHRM Assay

نمونه 83مونه که به طور تصادفی از بین ن30تعداد 
جهت انجام این روش مورد استفاده ،انتخاب شدند
این روش با استفاده از پرایمرهاي . قرار گرفتند

، rpoBجفت بازي از ژن 81طراحی شده براي قطعه 
inhAيپروموتورو ناحیه katGژن 315کدون 

پرایمرهاي استفاده شده جهت .]21[گرفتانجام 
Real-timeروش  PCRبر اساسHRM Assay

PCRدر این .آورده شده است3در جدول 

.استفاده شدکیاژنشرکتHRM Master Mixاز
با سیکل Rotor Gene Qدر دستگاهPCRواکنش 

: سیکل با شرایط40دقیقه،5به مدت C°95حرارتی
°C95ثانیه، 10به مدت°C55وثانیه30به مدت
C°72 سپس اعداد و . ثانیه انجام گرفت10به مدت

،هایی که توسط دستگاه رسم شده بودنیز منحنی 
در . )2شکل (تحلیل قرار گرفتمورد بررسی و

از آب مقطر به عنوان کنترل منفی و PCRفرآیند 
مایکوباکتریوم توبرکلوزیسنیز از سویه استاندارد 

H37RV)27294ATCC ( به عنوان کنترل مثبت
.)3جدول (ستفاده شدا

)Taqman  Assay)21اساس برReal-time PCRتوالی پرایمرها و پروب ها ي استفاده شده در روش . 2جدول 
katG gene F 5′- GGAAACTGT TGTCCCATTTCG -3′
katG gene R 5′- GGGCTGGAAG AGCTCGTATG-3′
probe c315 katG W 5′- FAM-CGACCTCGATG CCGCTGGTGAT-3′-TAMRA-3′
probe c315katG M 5′- TET-CGACCTCGATGCCGGTGGTGAT-3′-TAMRA-3′
inhA gene F 5′- CACGTTACGCTCGTGGACAT-3′
inhA gene R 5′- CAGGACTGAACGGGATACGAA-3′
probe, RBS inhA W 5′- ROX-AACCTATCGTCTCGCCGCGGC-BHQ-2-3′
probe, RBS inhA M 5′- CY5-ACCTATCATCTCGCCGCGGCC-BHQ-2-3′
rpoB gene F 5′-ACCGCAGACGTTGATCAACAT-3′
rpoB gene R 5′- GGCACGCTCACGTGACAG-3′
rpoB, c516 W 5′-FAM-CATGGACCAGAACAACCCGCTGT-3′-TAMRA-3′
rpoB, c516 M 5′-TET-CATGGTCCAGAACAACCCGCTGT-3′-TAMRA-3′

rpoB, c526 W 5′-FAM-TCGGGGTTGACCCACAAGCG-3′-TAMRA-3′

rpoB, c526 M 5′-TET-GGGGTTGACCTACAAGCGCCG-3′-TAMRA-3′
rpoB, c531 W 5′-R0X-AGCGCCGACTGTCGGCG-BHQ-2-3′
rpoB, c531 M 5′-TET-CAGCGCCAACAGTCGGCG-3′-TAMRA-3′

Taqmanمنحنی رسم شده توسط دستگاه براي تشخیص موتاسیون هاي موجود  با روش . 1شکل 
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یافته ها
Taqmanبر اساس روش  Assay ،83تعداد از

36مقاوم به ریفامپین و %) 56(مورد 47نمونه، 
مورددر .بودندحساس به ریفامپین%) 44(مورد 

مقاوم به ایزونیازید و %) 45(مورد 38ایزونیازید نیز 
30.حساس به ایزونیازید بودند%) 55(مورد 45

مقام به هر دو داروي ایزونیازید و ریفامپین مورد
از تعداد نیز HRM assayبر اساس روش. بودند

4ومقاوم به ریفامپین%) 86(مورد 26نمونه، 30
مورددر . بودندحساس به ریفامپین%) 14(مورد 

مقاوم به ایزونیازید و %) 73(مورد 22ایزونیازید نیز 
مورد 19. د بودندحساس به ایزونیازی%) 27(مورد 8

. مقاوم به هر دو داروي ایزونیازید و ریفامپین بودند
47نمونه، 83، از تعداد Multiplex PCRدر روش

41مقاوم به ریفامپین بودند که از این تعداد، مورد
Taqmanمورد توسط روش  Assayشناسایی شدند

مورد 30حساس به ریفامپین بودند که مورد36و

Taqmanآن توسط  Assayدر . شناسایی شدند
مقاوم به ایزونیازید مورد35مورد ایزونیازید نیز

Taqmanتوسط آن مورد 31بودند که  Assay

حساس به ایزونیازید مورد48و شناسایی  شدند
Taqmanمورد آن توسط 41بودند که  Assay

.)4جدول(شناسایی شدند
و نمونه مقاوم به هر دو داروي ایزونیازید 30

نمونه که 30از طرفی از تعداد .ریفامپین بودند
HRMتوسط  Assay ،مورد 15نیز بررسی شدند

Multiplexبر اساس  PCR مقاوم به ریفامپین
HRMمورد توسط 15بودند که تمام  Assay

حساس به ریفامپین مورد 14وشناسایی شدند
HRMمورد آن توسط سهبودند که Assay

مورد13ر مورد ایزونیازید نیزد. شناسایی شدند
مورد آن توسط 12مقاوم به ایزونیازید بودند که 

HRM Assay حساس به مورد16شناسایی شدند و

)HRM Assay)21براساس Real-time PCRتوالی پرایمرهاي استفاده شده در روش . 3جدول 
KatG gene F 5′- GGAAACTGT TGTCCCATTTCG-3′
katG gene R 5′- GGGCTGGAAG AGCTCGTATG-3′
inhA gene F 5′- CACGTTACGCTCGTGGACAT-3′
inhA gene R 5′- CAGGACTGAACGGGATACGAA-3′
rpoB gene F 5′-ACCGCAGACGTTGATCAACAT-3′
rpoB gene R 5′- GGCACGCTCACGTGACAG-3′

HRMمنحنی رسم شده توسط دستگاه  براي تشخیص موتاسیون هاي موجود  با روش .  2شکل 
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HRMمورد آن توسط ششایزونیازید بودند که 

Assay5جدول(شناسایی شدند(.

Taqmanدر روش  Assayمقاومت براي تشخیص
% 85ب حساسیت د و ریفامپین به ترتیبه ایزونیازی

در .به دست آمد%  87و% 89واختصاصیت % 83و
مقاومت به نیز براي تشخیصHRM Assayروش

% 21و % 38ایزونیازید و ریفامپین به ترتیب حساسیت 
در روش .به دست آمد% 100و % 92و اختصاصیت 

Taqman از یک پروب اختصاصی نقطه موتانت و یک
شده تفاده اسwild typeپروب اختصاصی جهت ژن 

در این روش علاوه بر اینکه غلظت ماده . است
PCRفلورسانت آزاد شده در پایان هر سیکل 

کل PCRاندازه گیري می شود، در پایان مراحل 
مقدار ماده فلورسانت آزاد شده نیز اندازه گیري 

بسته به این که پروب . شده و خوانده می شود
یده اختصاصی سوش موتانت به نمونه مجهول چسب

نتیجه نشان ،باشد یا پروب اختصاصی سوش وحشی
دهنده مقاوم یا حساس بودن نمونه مجهول خواهد 

Rotor Gene Qدستگاه نیزHRMدر روش . بود

نموده و میزان آن را تغییر فلورسانس را بررسی 
و موتانت و یا حساس بودن می کند اندازه گیري

. دهدسویه ها را با ذکر درصد اطمینان نشان می 

البته براي کدون هاي مورد بررسی، به دستگاه نمونه 
در روش .)2و 1هايشکل(هاي کنترل داده شد

Taqman ،Positive value در بررسی مقاومت به
محاسبه % 83و % 91ایزونیازید و ریفامپین به ترتیب 

Positive valueنیزHRMاز طرفی در روش . شد

د و ریفامپین به در بررسی مقاومت به ایزونیازی
.محاسبه گردید% 100و % 86ترتیب 

بحث
را اصیت ضد سلی خایزونیازید و ریفامپین بیشترین 

در میان داروهاي موجود در پروتکل هاي درمان 
شیوع جهانی استفاده از این داروها و عدم . دارند

توسط بیماران، منجر به ظهور تکمیل دوره درمان
مقاومت به . ]22[استمقاومت به این دو دارو شده 

ایزونیازید و ریفامپین باعث کاهش امکان بهبودي 
بیماران به علت اثر محدود و عوارض جانبی داروهاي 

تست هاي حساسیت دارویی . ]21[جایگزین می گردد
که بر روي محیط کشت انجام می گیرند، در 
تشخیص دیر هنگام و گسترش مقاومت دارویی نقش 

هفته پس از جمع آوري 6-8زیرا نتایج تا،دارند
در MDR-TBبیماران با . نمونه مشخص می شوند

وجود . ریسک بالایی از ناتوانی در درمان هستند

)حساسیت به دارو(S،)مقاومت دارویی(Multiplex PCR .Rش با روTaqmanتشابه  نتایج روش . 4جدول
TaqmanMultiplex PCR

n = )87 (%41n=  )56 (%47Rریفامپین
n = )83(%30n = 43(%36 )S
n = )89(%31n = )42(%35R
n = )85(%41n = )57(%48Sایزونیازید

83= تعداد کل نمونه ها 

)حساسیت به دارو(S، )مقاومت دارویی(Multiplex PCR .Rبا روش HRMبه نتایج روش تشا. 5جدول
HRMMultiplex PCR

n = )100(%15n= )50(%15Rریفامپین
n = )21(%3n = )47(%14S
n = )92(%12n = )43(%13R
n = )38(%6n = )53(%16Sایزونیازید

30= تعداد کل نمونه ها 
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هاي مولکولی نوین براي شناسایی سریع روش 
، فرصتی را مایکوباکتریوم توبرکلوزیسمقاومت در 

براي درمان این بیماران و کنترل بیماري ایجاد می 
ز طرفی، افزایش شیوع مایکوباکتریوم ا. ]23،1[نماید 

هاي غیر توبرکلوزیس امري مهم و قابل توجه است 
و باید روش هاي مولکولی مناسب براي بررسی آن 

در مطالعه . ]24[ها نیز مورد مطالعه قرار گیرد
Real-timeحاضر، هدف از استفاده  PCR ردیابی ،

د بیش از نیمی از موارد مقاوم به داروهاي ایزونیازی
ت پس از جمع آوري ساع48و ریفامپین در عرض 

زمان کوتاهی که این روش در . نمونه بوده است
تشخیص مقاومت دارویی صرف می نماید و استفاده 

ها، سبب کاهش آلودگی در ي مستقیم از نمونه
در در مطالعه حاضر،. محیط آزمایشگاه می شود

Taqmanروش  Assay ، از پروب هاي فلوروژنیک
Taqmanاین پروب به گونه اي . استفاده شده است

به رنگ تشعشع 5'در انتهاي طراحی شده اند که 
به رنگ خاموش 3'کننده فلورسانس و در انتهاي 

Wildهاي استفاده همزمان پروب. کننده متصل است

TypeوMutant در یک میکروتیوب، به آن ها اجازه
وشداده است و سبب افزایش اختصاصیت ررقابت 

HRMدر روش . مذکور شده است Assay نیز از
رنگ اواگرین .ه شده استدبافر حاوي اواگرین استفا

دو رشته اي می باشد و پس DNAمتصل شونده به 
باعث ایجاد ،دو رشته ايDNAاز اتصال به 

-Realاز محدودیت هاي روش. فلورسانس می شود

time PCR مطالعه حاضرکه ممکن است در نتایج
می توان به مواردي اشاره ،ثیر گذار بوده باشدتا

نمونه هایی که بر اساس این روش مولکولی -1: کرد
حساس بوده اند، ممکن است حاوي موتاسیون هاي 
خاص و با مکانیزم هاي ناشناخته مقاومت باشند که 
این مکانیسم ها ممکن است توسط این دستگاه 

رسوم در صورتی که تست هاي م. ناشناخته باشند
مقاومت ناشی از مکانیزم دحساسیت دارویی می توانن

این -2.هاي ژنتیکی ناشناخته را نیز تشخیص دهند

روش ممکن است موتاسیون هاي خاموش و یا 
موتاسیون هایی را که عملا غیر مرتبط با مقاومت 

-3. دارویی  هستند را نیز شناسایی کرده باشد
دستگاه می اشتباهات در بررسی مقاومت توسط این

تواند در ارتباط با کشت هاي کهنه و یا اندازه 
.باشدبوده نادرست باکتري 

وEspasa، ي حاضربا مطالعه در مطالعه اي مشابه
دراسپانیا، با استفاده از 2005همکارانش درسال 

پروب هاي فلوروژنیک به ردیابی سریع موتاسیون 
باکتریوم مایکوهاي ژنی چندگانه که عامل مقاومت 

به ریفامپین و ایزونیازید هستند توبرکلوزیس
Real-timeروش از آن ها. پرداختند PCR بر اساس
به بررسی واستفاده کردندTaqmanپروب 

ژن 531و526، 516،513موتاسیون در کدون هاي 
rpoB ژن  315و کدونkatGجابجایی در ناحیه و

ین نتیجه آن ها به ا. پرداختندinhAي پروموتور
رسیدند که این روش امکان ردیابی مقاومت به 

ساعت پس از جمع 48- 72ایزونیازید و ریفامپین را 
آوري نمونه فراهم می نماید وبراي نمونه هایی که 

% 100اسمیر مثبت هستند، حساسیتی نزدیک به 
Taqmanدر مطالعه حاضر، روش  . ]21[داشته است

Assayی به ایزونیازید ، براي تشخیص مقاومت داروی
درصد که با را نشان داد% 84و ریفامپین، حساسیت 

و Espasaمطالعه به دست آمده درحساسیت
تفاوت .)4جدول (همکارانش تطابق زیادي داشت

دو حاصل از درصد حساسیتمختصري که بین 
را می توان به کهنه بودن مشاهده گردیدمطالعه

.ت دادکشت و یا اندازه نادرست باکتري نسب
Pietzaka به شناسایی 2009و همکارانش در سال

مایکوباکتریوم رویی ایزوله هاي سریع مقاومت چند دا
پرداختند و از rpoBدر ارتباط با ژن توبرکلوزیس

High resolutiom melting curve PCRروش 

analysis استفاده کردند و در پایان براي تایید
HRM. نتایجشان از سکوانسینگ استفاده کردند

analysis 5/95همه سویه ها و ایزوله ها حساسیت %
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آن ها به این نتیجه . را نشان داد% 100و اختصاصیت 
یک روش ایده آل براي HRMAرسیدند که 

می باشد که با حداقل زمان و هزینه TBآزمایشات 
در روش در مطالعه حاضر . ]1[ل انجام می باشدقاب

HRM Assay ،براي تشخیص  مقاومت به ریفامپین
به دست آمد که % 100و اختصاصیت  % 21حساسیت 

مطالعه آن با شده حاصل اختصاصیت درصد از نظر 
حساسیت اینطور درصدداشت اما از نظرتطابقها

از حاصلحساسیت درصد بینتناقض ). 5جدول(نبود
در . به عواملی نسبت دادرا می تواندو مطالعه 

مطالعه حاضر تعداد کمتري نمونه براي تشخیص 
در مقایسه با مطالعه HRMمقاومت دارویی با روش 

آن ها بررسی شد و از طرفی ممکن است این روش 
به کهنه بودن کشت و یا اندازه نادرست باکتري 

. حساس بوده باشد
Louدرچین، با استفاده 2011ل و همکارانش درسا

بر اساس منحنی Real  time PCRاز مالتیپلکس
، به ردیابی rpoP2و rpoP1ذوب و پروب هاي 

هاي عامل مقاومت دارویی در موتاسیون
در مطالعه آن . پرداختندمایکوباکتریوم توبرکلوزیس

جفت بازي ژن 81ها، بررسی موتاسیون هاي ناحیه
rpoB ژن 315، کدونkatG ناحیه پروموتوري ،
inhA  ونیز ناحیه پروموتوريahpc306وembB

و % 100انجام گرفت و تمام موتاسیون ها با حساسیت 
و به این نتیجه شدندردیابی % 100اختصاصیت 

رسیدند که این روش راهی سریع براي ردیابی 
می باشدمایکوباکتریوم توبرکلوزیسموتاسیون در 

عه ي حاضر، در روش چند در مطالهر. ]25[
Taqman و اختصاصیت % 84موتاسیون ها باحساسیت

شناسایی شدند که نسبت به درصد حساسیت و % 88
و همکارانش کمی Louاختصاصیت حاصل از مطالعه 

پایین تر می باشد، اما باز هم قابل اهمیت است
درصد حساسیت و تفاوت مختصر بین ). 4جدول (

را می توان به اختصاصیت حاصل از دو مطالعه

پرایمرها و پروب هاي متفاوتی که در دو مطالعه 
.استفاده شده است نسبت داد

، به در ایران2013طاهري و همکارانش در سال 
مقاوم مایکوباکتریوم توبرکولوزیستشخیص سریع 

Real-time PCRوش از ربه ریفامپین با استفاده

RRDRپرداختند و موتاسیون هاي موجود در ناحیه 

در مطالعه . را مورد بررسی قرار دادندrpoBژن 
،rpoBبراي تشخیص موتاسیون در ژن آن ها، 
در .شدگرفتهنظررد% 100معادلحساسیتی

در تشخیص موتاسیون هاي موجود در مطالعه حاضر،
.)4جدول (شدمحاسبه% 83، حساسیت rpoBژن 

حاصل از مطالعه حساسیتدرصد تطابق زیادي بین 
مطالعه حساسیت کسب شده در درصد ضر با حا

تفاوت مختصر بین . طاهري و همکاران وجود داشت
نتایج حاصل از مطالعه حاضر با نتایج حاصل از مطالعه 

و پروب پرایمرهاتوان بهمی راطاهري و همکارانش
هاي متفاوتی که در دو مطالعه استفاده شده است 

. ]26[نسبت داد

نتیجه گیري
Real-timeروش نشان دادحاضرطالعه نتایج  م

PCR بر اساسTaqman Assay نسبت به روش
HRM Assay، در تشخیص موتاسیون هاي موجود
در ایزوله هاي katGوrpoB،inhAدر ژن هاي 

از حساسیت ،مایکوباکتریوم توبرکلوزیسکلینیکی 
مقرون و روشی سریع، استبوده بیشتري برخوردار 

، دقیق و با حساسیت و )ياقتصاد(به صرفه
.دباشاختصاصیت بالا می 

تشکرتقدیر و
سمیرا شیخ دانشجویینامهپایانازمنتجپژوهشاین

تشخیص موتاسیون هاي موجود ‹‹تحت عنوان قمی
در ایزوله هاي katGو rpoB،inhAدر ژن هاي 

-Realکلینیکی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس با روش 
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time PCRبر اساسTaqman Assayو‹‹ HRM

Assay که در می باشد48130507911005و با کد
بدین وسیله لذا. انجام گرفت91- 92طی سال هاي 
مرکز تحقیقات صمیمانهاز همکاري

مایکوباکتریولوژي آزمایشگاه رفرانس سل کشوري 
دانشوري تهران تشکر و واقع در بیمارستان مسیح 
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