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Abstract 

Background: The emergence of drug-resistant strain of M. tuberculosis is one of the most 
critical issues facing TB researchers and physicians. Rapid diagnosis of drug-resistant tuberculosis is 
essential to improve treatment outcome and limit transmission of this obstinate disease. The aim of this 
study was to develop a real-time PCR assay for the detection of mutations in RRDR (rifampcin 
resistance determinant region) of rpoB conferring rifampicin resistance in Mycobacterium 
tuberculosis. 

Materials and Methods: In this experimental study, the primer and probe set were designed 
for a RRDR region of rpoB gene using specialized software. Clinical specimens that had previously 
been evaluated resistant or sensitive by using conventional method were used for assessing the clinical 
sensitivity and specificity of the assay. 

Results: By analysis of 40 clinical samples (20 resistant and 20 sensitive samples), sensitivity 
of the probe for detection of mutation at codons 526 and 531 was determined 100%. The designed 
primers and probes were rpoB specific and no cross-reaction was observed with other microorganisms 
and human genome bio-informatically. The clinical specificity of the developed real-time PCR assay 
was examined experimentally using 25 negative samples and it was determined to be 100%. 

Conclusion: The developed real-time PCR assay can be used as an appropriate and efficient 
tool for the rapid detection of Rifampicin-resistant Mycobacterium tuberculosis. 
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-Realتشخیص سریع مایکوباکتریوم توبرکولوزیس مقاوم به ریفامپین با استفاده از 
time PCR  
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 چکیده
باشد که محققان و  هاي جدي می  از نگرانی مقاومت دارویی در مایکو باکتریوم توبرکلوزیس یکی:زمینه و هدف

درنگ و مناسب درمان با  هاي مقاوم به منظور شروع بی شناسایی سریع توبرکلوزیس. پزشکان با آن مواجه هستد
انتقال وگسترش این  این امر منجر به افزایش بازده درمان و جلوگیري موثر از. باشد داروهاي خط دوم ضروري می

 جهت تشخیص Real-Time PCRهدف از این مطالعه طراحی روشی مبتنی بر . شدبیماري مسري خواهد 
 که منجر به مقاومت به ریفامپین در مایکوباکتریوم توبرکلوزیس rpoB ژن RRDR هاي موجود در ناحیه موتاسیون

  .شوند می
 ژن RRDRحیه در این مطالعه تجربی پرایمر و پروپ توسط نرم افزارهاي اختصاصی براي نا :ها مواد و روش

rpoBهاي بالینی  براي ارزیابی حساسیت و ویژگی کلینیکی واکنش از نمونه.  به منظور شناسایی جهش طراحی شد
  . استفاده شد که پیش از این مقاومت و حساسیت آنها به وسیله تست حساسیت دارویی تناسبی تعیین شده بود

حساسیت پروب استفاده شده براي )  سویه مقاوم20اس و  سویه حس20(بالینی نمونه 40با استفاده از  :ها یافته
هاي طراحی شده تنها  پرایمر و پروب.  در نظر گرفته شد درصد100 معادل531 و 526تشخیص موتاسیون در کدون 

گردند و مطالعات بیوانفورماتیکی هیچ  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس متصل می rpoB ژن RRDRبه ناحیه اختصاصی 
شده به  اندازي روش راهبالینی  ویژگی. ها و انسان نشان ندادند تقاطعی با ژنوم سایر میکرو ارگانیسمگونه واکنش م

  .شد گرفته نظر درصد در 100 نمونه منفی مورد آزمایش قرار گرفت و معادل 25طور تجربی و با بررسی 
اند به عنوان ابزاري مفید تو حساسیت بالا می  راه اندازي شده به علت سرعت وReal-time PCRروش : نتیجه

  .هاي مقاوم به ریفامپین در نظر گرفته شود وکارا در تشخیص سریع مایکوباکتریوم
 rpoB،  real-time PCR مایکوباکتریوم توبرکلوزیس، مقاومت به ریفامپین، ژن :ان کلیديگواژ
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  مقدمه
سل یک بیماري مهم به خصوص در کشورهاي 

 تخمین زده سازمان جهانی بهداشت .در حال توسعه است
است که حدود یک سوم جمعیت جهان آلوده به میکروب 

 میلیون نفر ابتلا جدید در سال 72/9با برآورد (سل هستند
ین سال آمار مرگ و میر ناشی از سل تنها در هم). 1()2007

ترین  در حال حاضر مهم ).2( نفراعلام شده است77/1
نگرانی در مورد سل مربوط به پیدایش مقاومت دارویی 

که به صورت مقاومت به  )4، 3(باشد  میMTBچندگانه در 
ترین داروهاي خط اول   که مهمRIF ،INHهر دو داروي 

   ).3(شود درمان هستند تعریف می
 منجر به 1980اوایل دهه  پیدایش ایدز در

همراه با ) Tuberculosis- TB(توبرکلوزیسگسترش 
– Multidrug) مقاومت به چند داروبروز و ظهور

resistant tuberculosis) MDR-MTB5( شد.(  
 از موارد جدید  درصد2/3شود که  تخمین زده می

براي ). 7، 6(شود  ایجاد میMDR-MTBابتلا به سل توسط 
هاي مقاوم به درمان ازخط دوم داروهاي درمانی  درمان سویه
تر از  تر و بسیار گران  سمی،شود که کم اثرتر استفاده می

که نتایج تست  تا زمانی). 9، 8(باشند داروهاي خط اول می
حساسیت در دسترس نباشد درمان بیمار با داروهاي خط اول 

ي مقاوم به ها این تشخیص سریع سویه انجام خواهد شد بنابر
منظوراجتناب از درمان نامناسب به وسیله داروهاي خط اول 

 ،که عواقبی همچون سمیت، افزایش احتمال انتقال بیماري
). 10(باشد ضروري می شکست درمان و مرگ را دارد

ترین نقش را   مقاوم به درمان مهمMTBتشخیص زمان بر 
دراکثر کشورهاي با شیوع .  داردMDR-MTBدر انتقال 

 که عمدتا کشورهاي در حال توسعه هستند TBالاي ب
MDR-MTB تنها زمانی که درمان با داروهاي خط اول 

مد بودن درمان را  آهاي کلینیکی ناکار کشد و یافته طول می
هاي  علاوه بر این تست. شود دهد تشخیص داده می نشان می

که مبتنی بر کشت هستند معمولا )DST(حساسیت فنوتیپی
استاندارد ). 3( ماه زمان نیاز دارند2-4ند و به زمان بر هست

 MDR-MTBطلایی پذیرفته شده جهانی براي تشخیص 

. باشد  میINH,RIFکشت باکتري و بررسی رشد در محیط 
تست حساسیت دارویی بعد از اطمینان از پاسخ مثبت تست 

MBهفته براي 3-6گیرد که معمولا حدود   صورت می 
 هفته براي بررسی حساسیت 3 به علاوه MBتشخیص اولیه 

MTBسازمان جهانی بهداشت به همین دلیل . کشد  طول می
هاي  تر ظرفیت کند که هرچه سریع به کشورها توصیه می

تشخیصی مبتنی بر متدهاي ملکولی که شامل آنالیز مستقیم 
DNAباشد را  به کشت باکتري می  استخراج شده بدون نیاز

، 11(دهند  افزایش MDR-MTBجهت تشخیص سریع 
هاي مقاوم  بدین ترتیب زمان لازم براي تشخیص سویه). 12

داراي  RIFهاي مقاوم به  بیشتر سویه). 7(یابد کاهش می
 یا rpoBناحیه مرکزي  (bp 81یک جهش در ناحیه

RRDR (باشند که قسمتی از ژن  میrpoB است که 
کند   را کد میDNA پلیمراز وابسته به RNA از βزیرواحد 

)13 ،14( RIF .واحد فرایند  از طریق اتصال به این زیر
که تغییرات  جائی ازآن). 15(کند نسخه برداري را مختل می

 غیرمعمول است تشخیص RRDRهم معنی در ناحیه 
جایی هرنوکلئوتید در این منطقه ژنتیکی مارکري براي  جابه

دهند  هایی که دراین ناحیه رخ می مقاومت است و جهش
 95بیش از .  مقاومت به ریفامپسین هستند از درصد98مسئول 
 RRDR در ناحیه miss senseهاي از موتاسیوندرصد 

ترین تغییر  بیش). 15( واقع شده اند507-533هاي  بین کدون
و ) ser—›lue(531گزارش شده مربوط به کدون 

526)Tyr—›His  (  516و)Asp—›Val ( باشد می)16 ،
  دیده شدهRIFم به هاي مقاو که در قسمت عمده نمونه) 17

 همراه RIF نشان داده که مقاومت بالاي  MICروش. است
 [CAC→GAC]  526با جهش در کدون 

که تغییر در سایر   است در حالی [TCG→TTG]531و
  ).15(کنند ها مقاومت نسبی ایجاد می کدون

با توجه به دقت، سرعت، حساسیت و پتانسیل 
براي  گرایش به این روش Real-Time PCRبالاي 

که کیت   افزایش یافته به طوريMDR-MTBتشخیص 
هاي   که براي تشخیص سویهXpert MTB/RIFتشخیصی 
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تایید و توصیه سازمان جهانی بهداشت  توسط MTBمقاوم 
  .باشد  میReal-Time PCRشده مبتنی بر 

در این مطالعه ما به دنبال طراحی روشی بر 
م تا هستی Sequence specific Real-Time PCRاساس

 531  و526بر اساس طراحی پروپ در برگیرنده کدون 
متعاقب آن هاي بالینی و  وجود یا عدم وجود جهش در نمونه

  .مقاومت را تعیین کنیم
  

  ها روش مواد و
این پژوهش یک مطالعه تجربی با کد اخلاقی به 

  .باشد  می91-124-8شماره
 با شماره rpoBتوالی ژن : طراحی پروب و پرایمر

 جفت باز از بانک ژنی 3519 و با طول L27989 دسترسی
NCBI  

National Center for Biotechnology 
Information) ( تهیه شد، توالی ناحیه

RRDR)rifampcin resistance determinant 

region(باشد   ژن می507-531که در محدوده کدون
 پرایمر AlleleIdمشخص شده سپس با استفاده از نرم افزار 

  ).1جدول (هاي مناسب طراحی گردید و پروپ
اي طراحی شد  به گونه) sensor(پروپ حسگر

 الگو دو کدون مورد بررسی را DNAکه هنگام اتصال به 
 )anchor(همچنین پروپ لنگر. تحت پوشش قرار دهد

پروپ حسگر و به ) upstream(اي فرادست  مکمل با ناحیه
له تا در مرح .ن طراحی شدآنوکلئوتید از  4فاصله 

 که هر دو پروپ به PCRواکنش ) Annealing(اتصال
DNA الگو متصل هستند رنگ LC640 به اندازه کافی به 

به این ترتیب امواج ساطع شده  .رنگ فلورسین نزدیک باشد
.  خواهد شدLC640از رنگ فلورسین باعث تحریک رنگ 

طول موج بلندتر از آن   امواجی باLC640با تحریک رنگ 
 شدکه این امواج توسط دستگاه تشخیص بازتابش خواهد
یگانه بودن پروب و پرایمرها براي قطعه . داده خواهد شد

  . تایید شدBlastژنی مورد نظرتوسط برنامه 

 
  ها  توالی پرایمر و پروب.1جدول 

 GAGCGGATGACCACCCAG  –3 -'5 پرایمر رفت
 'GAGCGGATGACCACCCAG -5 '3- پرایمر برگشت

 'TTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGT3'-FL-5 پروب لنگر
 'LC 640-5'ACCCACAAGCGCCGACTGCTGG p3 پروب حسگر

 
 به منظور راه اندازي تکنیک :راه اندازي تکنیک

، sequencig تعیین توالی شده با روش DNAاز سه نمونه 
 531 ویک نمونه با جهش 526شامل یک نمونه با جهش 

 سپس تکثیر .ویک نمونه وحشی فاقد جهش استفاده شد
اي پلیمراز توسط   از طریق واکنش زنجیرهRRDRناحیه 

 20در حجم ) لمانآ-شرکت رش(Light cyclerدستگاه 
 /2 میکرومولار از هر پرایمر، 5/0میکرولیتر و با استفاده از

 از 1Xت ظها و غل بمیکرومولار از هر یک از پرو0
 Master plus hybprobe  Lightمسترمیکس

cycler)به این صورت که . انجام شد) المان- شرکت رش
 دقیقه براي 10گراد به مدت   درجه سانتی95ابتدا حرارت 

فرایند . شروع و فعال سازي آنزیم انتخاب شد
 درجه 95در حرارت  )Denaturation(واسرشتگی

 ثانیه، 15 سیکل به مدت 45گراد در  سانتی
 10مدت ه گراد ب  درجه سانتی55در  )Annealing(اتصال

ه گراد ب  درجه سانتی72در ) Extension(ازآراییبانیه و ث
در هر سیکل در انتهاي مرحله .  ثانیه انجام گرفت10مدت 

 توسط LC640پرایمرها نور ساطع شده از رنگ اتصال 
وري شده، میزان فلورسنت دریافتی توسط آدستگاه جمع 

دستگاه افزایش یافته و به صورت نمودار فلورسانت بر حسب 
بعد از آخرین سیکل واکنش براي به . نشان داده شدزمان 

 Melting curve(دست آوردن دماي منحنی ذوب پروپ
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temperature ( درجه 95در رابطه با هر نمونه ابتدا دما تا 
ها واسرشت شوند و سپس به  بالا برده شد تا تمام نمونه

 DNAها به  ب درجه پایین آورده شد تا پرو55سرعت تا 
به آهستگی بالا برده شد و تغییرات  سپس دمامتصل شوند و

ها به صورت نمودار رسم  بفلورسانت ناشی از رهایی پرو
نمونه با استفاده از نرم افزار از  شد سپس نمودار حاصل از هر

حالت سیگموئید به صورت منحنی در آمد و به این ترتیب 
منحنی در آن قرار گرفت نشانگر ) peak(اي که قله نقطه
ن تغییرات فلورسانت به دست آمده و به عبارتی تری بیش

  . پروپ هنگام اتصال به آن نمونه بود Tmنشانگر 
 آنالیتیک ویژگی تعیین براي: ویژگی آنالیتیک

 اتصال اختصاصی صحت بررسی بر علاوه تشخیصی، روش

 nucleotideپایگاه در نظر مورد الگوي به پرایمرها

BLAST NCBI تریایی غیر ، از چند نمونه ژنوم باک
کمپلکس توبرکلوزیس از قبیل مایکوباکتریوم اویوم، 
مایکوباکتریوم کانزاسی، مایکوباکتریوم اینتراسلولار، 
همچنین کلبسیلا پونومونیه، کاندیدا البیکنز، انتروباکتر 
ائروژنوزا، سالمونلا تیفی، استرپتوکوکوس پیوژنز و نایسریا 

  .مننژیتیس استفاده شد
براي تعیین حد : د تشخیصتعیین حساسیت و ح

تشخیص واکنش از یک نمونه تخلیص شده با لود بالا 
سپس با استفاده از اسپکتروفتومتر غلطت و از . استفاده شد

 محاسبه DNAهاي  طریق دانسیته نوري تعداد ملکول
 تهیه شد که معادل DNA هاي سریالی سپس رقت. گردید

  .لیتر بود کپی در میلی 1-104
 40به منظور بررسی تکنیک، از  :ارزیابی تکنیک

تایید شده به ) مایکوباکتریوم (MTBنمونه مقاوم و حساس 
. بیوگرام با روش استاندارد استفاده شد وسیله کشت و آنتی

گراد و   درج سانتی85ها در دماي  بدین منظور ابتدا باکتري
 غیر فعال Thermo block دقیقه توسط دستگاه 60به مدت 

 EZ1 virusها با استفاده از کیت  مونه نDNAسپس . شدند

mini kit)طبق پروتکل مربوط به )  المان-شرکت کیاژن
 Bio-Robot-EZ1هاي تنفسی و با استفاده از دستگاه  نمونه

 نمونه 40 براي PCR واکنش راه اندازي شده. تخلیص شد

DNAدر انتها منحنی ذوب هر نمونه به .  حاصل انجام شد
اي منحنی ذوب مقاوم یا حساس دست آمد و بر اساس دم

به منظور ارزیابی و تایید صحت نتایج به . بودن آن تعیین شد
 این نتایج با نتایج اولیه حاصل از کشت و ،دست آمده

همچنین به منظور تعیین ویژگی . بیوگرام مقایسه شدند نتیآ
 در MTB نمونه منفی که عدم وجود 25کلینیکی روش از 

ها از   کشت تایید شده بود این نمونهآنها با استفاده از روش
  .آرشیو بیمارستان دي به دست آمد

  
  ها یافته

 راه اندازي Real-timeدر این مطالعه واکنش 
  . انجام شدMTB نمونه مثبت و منفی 40شده بر روي 

توالی : پروب و پرایمر آنالیتیک ویژگی بررسی
هاي طراحی شده با استفاده از نرم  پپرایمر و پرو

 به منظور NCBI موجود در سایت Nucleotide blastافزار
بررسی ویژگی آنالیتیک مورد ارزیابی قرار گرفته و مشخص 

هاي  هاي طراحی شده به توالی گردید پرایمر و پروپ
 مایکوباکتریوم rpoB ژن RRDRاختصاصی ناحیه 

توبرکلوزیس و مایکوباکتریوم بوویس که جز کمپلکس 
بوده باعث ایجاد سل مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

شوند و هیچ گونه واکنش متقاطعی با  گردند، متصل می می
 براي. سایر عوامل مداخله کننده احتمالی وجود ندارد

از چند نمونه  روش، این آنالیتیک ویژگی عملی بررسی
ژنوم باکتریایی از قبیل مایکوباکتریوم غیر کمپلکس 

 وباکتریوممایک توبرکلوزیس شامل مایکوباکتریوم اویوم،
اینتراسلولار همچنین کلبسیلا  مایکوباکتریوم کانراسی،

پونومونیه، کاندیدا البیکنز، انتروباکتر ائروژنوزا، سالمونلا 
تیفی، استرپتو کوکوس پیوژنز و نایسریا مننژیتیس استفاده 

 واکنش انجام از ها پس شد که هیج یک از این پاتوژن

 که نداد نشان دهمشاه قابل  تکثیرReal-timeبه  مربوط

  .باشد می روش این مناسب آنالیتیک ویژگی تائیدکننده
براي تعیین حد  :تشخیص نهایی حد تعیین

.  استفاده شدDNAهاي لگاریتمی  تشخیص از رقت
کپی  104-1 تهیه شده معادلDNAهاي لگاریتمی از  رقت
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از هر رقت تهیه شده واکنش در سه روز . لیتر بود در میلی
حساسیت آنالیتیک .  تکرار انجام شد8ورت مختلف و به ص

  .لیتر تعیین شد  کپی در میلی1روش معادل 
به : ها راه اندازي تکنیک وتعیین دماي ذوب نمونه

 تعیین توالی DNAمنظور راه اندازي تکنیک از سه نمونه 
 526شامل یک نمونه با جهش  ،sequencigشده با روش 

ی فاقد جهش یک نمونه وحش  و531ویک نمونه با جهش 
بر اساس واکنش راه اندازي شده پروب طراحی . استفاده شد

 نمونه دماي ذوب منحصر به 3شده در اتصال به هریک از 
به طوري که تفاوت دماکاملا قابل تشخیص . فردي نشان داد

بوده و ازآن به عنوان مبنایی براي افتراق سوش حساس، 
  ).1شکل(د استفاده ش531و موتان کدون  526موتان کدون 

 

 
  کنترل منفی  و531، موتانت 526هاي وحشی، موتانت  منحنی ذوب سویه. 1شکل 

 
 Realواکنش راه اندازي شده: ارزیابی روش

Time PCR  برايDNA 40 نمونه بالینی مثبت و منفی 
مده از دماي آبر اساس اطلاعات اولیه به دست . انجام شد

مونه مقاوم و نمونه فاقد جهش و در نتیجه  ن20 منحنی ذوب،
به منظور ارزیابی و تایید صحت . حساس تشخیص داده شدند

 این نتایج با نتایج اولیه حاصل از کشت ،مدهآنتایج به دست 
نتایج حاصل از تکنیک فوق . و آنتی بیوگرام مقایسه شدند

در نتیجه  .در تمام موارد منطبق بر نتایج حاصل از کشت بود
سیت پروب با اکتفا به این حجم نمونه براي تشحیص حسا

  . در نظر گرفته شد درصد 100هاي مقاوم معادل  سویه
 کلینیکی ویژگی تعیین به منظور: ویژگی کلینیکی

نمونۀ منفی تایید شده با روش کشت استفاده  25از روش
 این از .نشد مشاهده مثبتی نتیجۀ موارد از یک هیچ در. شد

 در درصد 100معادل شده اندازي هرا روش رو ویژگی

  .شد نظرگرفته
  

  بحث
 توسط RIFبا توجه به این که مقاومت عمده به 

موجود در ژن 81bp ناحیه (RRDRموتاسیون در ناحیه 
rpoB(ها جهت تشخیص مقاومت در  دهد تلاش رخ می

باکتري به بررسی وجود جهش در این ناحیه معطوف شده و 
، sequencing قبیل هاي ملکولی متفاوتی از تکنیک

هاي مبتنی بر  هاي مبتنی بر الکتروفورز و روش روش
در . اند هیبریداسیون در این راستا مورد استفاده قرار گرفته

 براي Real Time PCRاین مطالعه به توسعه تکنیک 
هاي مقاوم به  تشخیص سریع مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

بسته به ژل در انتهاي عدم نیاز به آنالیز وا. ریفامپین پرداختیم
PCR لودگی و نیز افزایش سرعت آخطر  موجب کاهش
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به سهولت  توان می این تکنیک مزایاي دیگر از. خواهدشد
 استفاده دلیل به زیاد بسیار اختصاصیت انجام تکنیک،

 با هدف نوکلئیکی اسید هاي توالی اختصاصی ازکاوشگر
سعی  قیقتح این  در.کرد اشاره فلوروسنت رنگ از استفاده

اي طراحی شود که  اختصاصی به گونه کاوشگر تا شد
 که به طور عمده در 531 و 526جهش در دو کدون 

را ) 16، 7(شوند هاي مقاوم به ریفامپین دیده می سویه
بررسی حساسیت و ویژگی پرایمر و پروب  .شناسایی کند

طراحی شده نشان داد که تنها قادر به شناسایی ناحیه 
RRDR ژن rpoB باشند و هیچ گونه واکنشی با ژنوم  می

با استفاده از این روش . سایر عوامل میکروبی دیگر ندارند
هاي مقاوم و حساس با دقت و حساسیت بالایی  سویه

حساسیت و ویژگی پروب براي  .تشخیص داده شدند
هاي مقاوم به ریفامپین مایکوباکتریوم  تشخیص سویه

  .د درصد تعیین ش100توبرکلوزیس معادل 

Sequencing استاندارد طلایی که به عنوان تکنیک
تشخیص موتاسیون مطرح است به علت هزینه بالا و نیاز به 
داشتن مهارت خاص کاندید مناسبی براي استفاده روتین در 

   ).7(باشد هاي تشخیصی نمی آزمایشگاه
 و SSCPهاي مبتنی بر الکترفورز از قبیل  روش

 مورد نظر و DNAرکت هتروداپلکس از طریق مقایسه ح
DNAاساس . کنند  سوش وحشی وجود جهش را تایید می

 به علت DNAها تغییر ساختار ثانویه ملکول  کیاین تکن
ها ارزان و اسان  این روش). 15، 7(باشد تغییر در یک باز می

باشند اما حساسیت زیادي ندارند و در برخی از مطالعات  می
لاوه بر این قابلیت هاي مثبت کاذب گزارش شده و ع جواب

   ).7(تشخیص و افتراق هر نوع تغییر نوکلئوتیدي را ندارند
توان  هاي مبتنی بر هیبریداسیون می از روش

 اشاره کرد که حساسیت و Reverse hybridizationبه
 PCRخاص قبل از آماده سازي دقت بالایی دارد اما نیازمند 

اص دار کردن محصول حین تکثیر و تجهیزات خ و نشان
علاوه بر این مرحله هیبریداسیون . باشد براي هیبریداسیون می

باشد و در صورت بروز خطاي  به شدت وابسته به دما می
  ).15، 7(کوچک احتمال ایجاد جواب کاذب بالا خواهد بود

 است که RFLPهاي مورد استفاده  از دیگر روش
روش دقیق و حساسی است اما عیب آن این است که همه 

 که ما به دنبال آن هستیم باعث ایجاد و یا از بین هایی جهش
  ).15(شوند نزیمی که مورد نظر ما است نمیآرفتن سایت 
با توجه به دقت، سرعت، حساسیت و پتانسیل  

 گرایش به این روش براي Real-Time PCRبالاي
که کیت   افزایش یافته به طوريMDR-MTBتشخیص 
هاي  یهکه براي تشخیص سوXpert MTB/RIFتشخیصی

تایید و توصیه سازمان جهانی بهداشت  توسط MTBمقاوم 
همچنین در . باشد  میReal-Time PCRشده مبتنی بر 

اي که توسط رامیرز و همکاران صورت گرفت از  مطالعه
 براي شناسایی  HRM وReal-time PCRتکنیک 

MDR-MTBحساسیت و اختصاصیت این .  استفاده شد
اي مقاوم به ریفامپین  به ترتیب ه تکنیک براي شناسایی سویه

با استفاده از این ). 2( تعیین شد درصد98و  درصد 91
هاي مقاوم به ریفامپین را با سرعت بالا  توان سویه تکنیک می
هاي مبتنی بر کشت و  اي بسیار کمتر از روش و با هزینه

sequencingتشخیص داد .  
  

  گیري نتیجه
Real-time PCRسرعت افزایش نظیر  مزایایی 

سازي  آشکار مرحله حذف تکثیر، زمان کاهش طریق از
 دارا را تکنیک بودن ساده و بالا حساسیت تکثیر، از پس
 با توجه به سرعت روش ملکولی فوق و همچنین .باشد می

 و 526هاي شایع  حساسیت بالاي آن در تشخیص موتاسیون
هنگام و با  توان از این روش براي شناسایی زود  می531

هاي مقاوم به ریفامپین استفاده  الاي مایکوباکتریومدقت ب
  .کرد

 

  تشکر و قدردانی
این پژوهش منتج از پایان نامه دانشجویی با 

هاي مقاوم مایکوباکتریوم  تشخیص سریع سویه(عنوان
 )Real-time PCRتوبرکلوزیس به ریفامپین با استفاوه از 

 وهشیپژ معاونت مالی حمایت از وسیله لذا بدین. باشد می

علوم پزشکی اراك و آزمایشگاه علوم مرجع تهران  دانشگاه
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اند،  کلیه همکارانی که ما را در این پژوهش یاري کرده و
 همچنین لازم است که .نماییم می قدردانی و صمیمانه تشکر

فنی این مدیریت آزمایشگاه بیمارستان دي براي پشتیبانی از 
  .تحقیق قدردانی نمود
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