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 به يداروئ مقاومت نييتع و يوير سل همزمان صيتشخ

  سيتوبرکلوز وميکوباکتريما يکينيکل يها هيسو در ديازيزونيا

 PCR-RFLP روش از استفاده با
 

 3 مهاجراني حميدرضا ،*2 صدرنيا مريم ،4 طيبون السادات مريم
 

 رانيااراک، اراک،  ي، دانشگاه علوم پزشكيعفون يها يماريقات بيمرکز تحق 4

  نور پيام دانشگاه، يشناس ستيگروه ز 2
 ايران اراک،دانشگاه آزاد اسلامي واحد اراک،  شناسي، زيست گروه 3

 

 (25/2/33 مقاله: پذيرش -22/2/32 مقاله: )دريافت

 چكيده
 روش حاضر مطالعه در است. دارو به مقاوم سل و سل يدمياپ کنترل يبرا اقدام نياول مناسب دارويي درمان و عيسر صيتشخ زمينه:

 .گرفت قرار استفاده مورد ديازيزونيا به آن مقاومت نييتع و يكينيکل هاي سويه سريع صيتشخ جهت PCR-RFLP يمولكول

 PCR کمک با ابتدا گرفت. قرار يبررس مورد توبرکلوزيس مايكوباکتريوم يكينيکل نمونه 75 تعداد حاضر مطالعه در :ها روش و مواد

 RFLP کمک با PCR محصول سپس گرفت. صورت باکتري صيتشخ در يمولكول ديأيت براي bp026 قطعه katG ژن ريتكث و جستجو

 مورد katG 345 مناسب ميآنز از استفاده با و

  شدند. يتوال نييتع ها نمونه از يتعداد نهايي، ييدأت جهت گرفت. قرار يبررس

 بر علاوه بود. توبرکلوزيس مايكوباکتريوم ديؤم که دادند نشان را bp026 باند مطالعه مورد يها هيسو يتمام حاضر مطالعه در ها: افتهي

 katG ژن Ser315Thr در ونيموتاس يدارا هيسو 44 که شد داده نشان RFLP-PCR روش در د،يازيزونيا به مقاوم هيسو 40 از ن،يا

 نييتع ي کننده دأييت ،يتوال نييتع جينتا طرفي از نداشتند. ونيموتاس katG 345 کدون در کدام چيه حساس هيسو 44 از .بودند

 CI 35:75/6-37/6) درصد 0/35 تيحساس RFLPPCR تست براي تحقيق اين در بود. استفاده مورد يمولكول روش به ونيموتاس

  د.يگرد محاسبه درصد( CI 35:34/6-4/6) درصد 466 يژگيو و درصد(

 بوده موارد درصد 35 در ايزونيازيد به مقاومت شناسايي به قادر PCR-RFLP روش که دهد مي نشان حاضر مطالعه نتايج :گيري نتيجه

 يكينيکل يها هيسو در ديازيزونيا به يداروئ مقاومت نييتع و يوير سل تشخيص جهت همزمان صورت به شيآزما کي در تواند مي و

 رد.يگ قرار استفاده مورد سيتوبرکلوز وميكوباکتريما

 katG، PCR-RFLP ،يداروئ مقاومت ص،يتشخ س،يتوبرکلوز وميكوباکتريما کليدي: واژگان
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 مقدمه
 با یعفون عامل کی عنوان به هم هنوز سل يماريب

 شود. یم گرفته نظر در جهان سراسر در بالا ريوم مرگ

 حاضر حال در جهان تيجمع از سوم کی یکل طور به

 ومیکوباکتریما سفانه،أمت .اند آلوده سل ليباس با

 دیجد مورد ونيليم 9 باًیتقر با (MTB) سیتوبرکلوز

 يبرا یجهان دیتهد کی عنوان به همچنان سال، هر در

 (.1-4) است مانده یباق یعموم بهداشت

 (MDR) دارو چند به مقاوم سل ظهور با مشکل نیا

 ي ملاحظه بدون و گسترده استفاده ي جهينت که

 درمان در تيموفق کردن تر دهيچيپ با هاست کيوتيب یآنت

 شد سل يماريب کردن کن شهیر در شکست به منجر

 (.4 و 2)

 ،INH، EMB امروزه،

 PZA  (RIF) نيسيفامپیر

      

 م،يمستق نظارت تحت مدت کوتاه درمان راهبرد يبرا

 (TB) سل درمان فقرات ستون منزله به ،DOTS ای

 (.5 و 3 ،2) باشد یم

 هر تجویز از قبل جهانی بهداشت سازمان توصيه طبق

 انواع به باکتري حساسيت باید بيوتيک آنتی گونه

 اخير هاي سال در .گردد مشخص نامبرده داروهاي

 و رفته بالا دارو چند به مقاوم سل به مبتلا فرادا تعداد

  (.7 و 6) شود می شامل را درصد 15-77 بين اي دامنه

 حدود که است زده نيتخم یجهان بهداشت سازمان

 ،2010 سال در عیشا سل مورد ونيليم 12 از 000/650

(Multi Drug -Resistance)MDR-TB ییشناسا 

 مقاومتی (MDR) دارویی چند مقاومت است. شده

 يدارو دو به حداقل شده، جدا سویه آن در که است

 ریفامپين و ایزونيازید یعنی سل ضد مهم و اصلی

 به را سل درمان یجهان برنامه موضوع نیا باشد. مقاوم

 (.8 و 4 ،3) است انداخته خطر به شدت

  به    صيتشخ

    و  نیا   

 ومیکوباکتریما يها هیسو نييتع .

 استفاده با (MDR) درمان برابر در مقاوم سیتوبرکلوز

 يبرا عیسر روش کی یمولکول يها کيتکن از

 و موفق درمان يبرا و است يماريب کنترل و صيتشخ

 يضرور يامر جامعه، در مقاوم يها هیسو وعيش کنترل

 .9 باشد یم

 5 دارو یک کم دست در مقاومت شيوع رانای در

 شده درمان قبلاً موارد با MDR-TB شيوع و درصد

 (.7) باشد می درصد 2/48

 کارآمد اريبس اول، خط سل ضد يدارو کی دیازيزونیا

 شیافزا حال، نیا با است، سل ليباس بردن نيب از يبرا

 را دارو نیا یبخش اثر د،یازيزونیا به مقاوم يها هیسو

 کاهش ها تيجمع در يماريب کنترل عامل کی وانعن به

 توسط که داروست شيپ کی دیازيزونیا است. داده

 که دازيپراکس -کاتالاز میآنز شود. یم فعال يباکتر

 دیازيزونیا کردن فعال با شود، یم کد katG ژن توسط

 خود نوبه به که شده آزاد يها کالیراد جادیا باعث

 (.10) هستند یسم يباکتر يبرا

 در دیازيزونیا به مقاومت با مرتبط يها سميمکان

 يها ژن در جهش از یناش سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما

 ،katG يها ژن در عمدتاً راتييتغ نیا است. مختلف

 ییشناسا ndh ژن و ahpC ژن ،kasA ژن ،inhA ژن

 ،furA يها ژن در جهش ن،یا بر  علاوه .است شده

iniA، iniB وiniC برابر در مقاوم يها هیسو در زين 

  .(11) است شده مشاهده دیازيزونیا

 اهميت علت به احتمالاً که داده نشان اخير مطالعات

 حذف سلول، زیست قابليت براي پراکسيداز جزء

 مقاومتی بيشترین دليل نيهم به است. نادر ژن کامل
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 انتخاب شود، می ایجاد KatG در تغيير طریق از که

 فعاليت کاهش باعث که است خاصی هاي جهش

 به مقاوم هاي ارگانيزم که است سطحی در کاتالاز

 گذشته، مطالعات طبق باشد. زیست به قادر ایزونيازید

 جهش ميزان بيشترین Ser315Thr کدون در جانشينی

 بهينه توازن شده، ایجاد هاي جهش شود. می شامل را

 نياز مورد سطح بالاترین و کاتالاز فعاليت کاهش بين

 (.12) کند می فراهم را KatG پراکسيداز فعاليت از

 مختلف مناطق نيب در katG ژن در جهش وعيش

 94 تا فنلاند در درصد 7 از مختلف يها نرخ با جهان

 هر به است. متفاوت هيروس غرب شمال در درصد

 ،katG، Ser315Thr ژن در غالب جهش کی حال،

 مقاومت با ها پيفنوت از درصد 70-90 از شيب يبرا

 ،(تريل یليگرم بر م یليم MIC>5) دیازيزونیا به بالا

 که ،است شده فرض دیازيزونیا به مقاومت عامل

 نيترئون به نیسر ینیگزیجا در جهش نوع نیشتريب

(AGC:ACC) (.10 و 8) باشد می 

 براي مناسب و سریع روشی ارائه مطالعه این از هدف

 به مقاومت با مرتبط جهش شناسایی و عیسر صيتشخ

 .باشد می توبرکلوزیس مایکوباکتریوم در يازیدایزون
 

 ها روش و مواد
 نیا از که شد یبررس هیسو 87 تعداد پژوهش، نیا در

 یپيفنوت نظر از هیسو 46 و حساس هیسو 41 ان،يم

 نمونه 87 در مجموعاً بودند. دیازيزونیا به مقاوم

MTB روش یژگیو و تيحساس RFLP-PCR مورد 

 نييتع جینتا با آمده دست هب جینتا و گرفت قرار یبررس

 شد. سهیمقا یتوال
 

 DNA استخراج

 استفاده Chelex100 روش از DNA استخراج جهت

 تريل یليم 270 در جوان یکلن 3-4 خلاصه طور به شد.

 Chelex 100 گرم یليم 70 يمحتو TAE (x1) بافر

 97 در قهيدق 45 مدت به بعد مرحله در د.یگرد حل

 مرتبه سه سپس شد. یهگرماد گراد یسانت درجه

 منظور )به قهيدق 10 مدت به 14000 دور با فوژیسانتر

 سوپرناتانت تینها در شد. انجام (Chelex حذف

 منظور نیبد شد. يدار نگه زریفر در DNA يمحتو

 استاندارد هیسو و دارو به مقاوم حساس، يها هیسو

H37Rv (.14و  13) گرفتند قرار استفاده مورد 
 

 PCR پروتكل

 ،KatG315 ژن در ونيموتاس وجود یبررس منظور به

DNA یاختصاص يمرهایپرا همراه به شده استخراج 

904KatG 1523 وKatG ناحيه تکثير براي bp620 

 (.5) شد استفاده

 صورت تريکروليم 25 ینهائ حجم در PCR واکنش

 DNAاز نانوگرم 5 ميزان به PCR شرایط .گرفت

 لمواکروم 5/0 و بافر از اکرومولم 2 شده، استخراج

MgCl2، پرایمرهاي جفت هر از کوموليپ 15 ميزان 

 یدزوکس مخلوط از ماکرومول 15/0 برگشت، و رفت

 مرازيپل Taq آنزیم از واحد 5/1 (،dNTP) دينوکلئوت

  گرفت. انجام ناژن(يس )شرکت

 ونيدناتوراس شامل katG ريتکث براي یحرارت کليس

 کليس 40و قهيقد 5 يبرا گراد یسانت درجه 95 هياول

 58 قه،يدق 1 يبرا گراد یسانت درجه 94 صورت به

 گراد یسانت درجه 72 قه،يدق 1 يبرا گراد یسانت درجه

 72 یانیپا يدما سيکل 40 پایان از بعد و قهيدق 1 يبرا

 قطعه وجود بود. قهيدق 10 يبرا گراد یسانت درجه

bp620 محصول در PCR يرو الکتروفورز کمک با 

 در جهش نييتع جهت شد. دیيأت رصدد 2 آگارز ژل

 د،یازيزونیا به مقاومت عامل ،315KatG کدون

 مورد PCR-RFLP انجام جهت PCR محصول

 گرفت. قرار استفاده
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PCR-RFLP 
 

 با و RFLP کمک با KatG315 در ونيموتاس نييتع

 برش محل ،HpaII گر برش میآنز از استفاده

(AGC:ACC) تريلکرويم 12 منظور نیبد شد. انجام 

 HpaII اندونوکلئاز واحد 5 با PCR محصول از

 حاصل محصولات و شد داده برش فرمنتاز( )شرکت

 درصد 12 ديآم لیآکر یپل ژل روي بر میآنز هضم از

 Genetix افزار نرم کمک با د.یگرد الکتروفورز

 میآنز نیا نظر مورد قطعه يبرا انتظار مورد يباندها

 (.5) شدند نييتع
 

 سكوئنس( )انجام نژ يتوال نييتع

  روش با که يا نقطه يها جهش یبررس نظورم به

PCR-RFLP يها هیسو از تا 20 اند، شده ییشناسا 

MTB (10 هیسو 10 حساس هیسو )صورت به مقاوم 

 روش صحت یابیارز يبرا شد. انتخاب یتصادف

PCR-RFLP، عنوان هب ،یتوال نييتع روش از 

 محصول روش، نیا در .شد استفاده ییطلا استاندارد

PCR یکيژنت ليتحل و هیتجز و یتوال نييتع يبرا 

(Applied Bio systems) شرکت به  

Source Bioscience شد. فرستاده انگلستان 
 

 ها يافته
 PCR جينتا

 يها نمونه یتمام يرو ،315KatG ژن PCR انجام

 دهنده نشان که نمود ارائه را bp620 باند مطالعه، مورد

 PCR مناسب برنامه نييتع و مرهایپرا حيصح انتخاب

 عنوان به katG ژن bp620 قطعه وجود .بود

  (.1 )شکل شدند ییشناسا سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما

 

 
 

 315KatGاز  حاصل 620bp ژل الکتروفورز قطعه( 1شکل 

 ه استانداردیسو 8و  یکنترل منف 7، یکينيکل يها هیسو 1-6 يها شماره
 

 داده نشان نمونه 8 يبرا PCR محصول 1 شکل در

 شرکت bp100 مارکر زیسا1 شماره ستون است. شده

 ومیکوباکتریما يها نمونه 7 تا 2 ستون ناژن،يس

 نشان را bp 620باند که مطالعه مورد سیتوبرکلوز

 فاقد یمنف کنترل عنوان به 8 شماره ستون دادند،

DNA استاندارد هیسو 9 شماره ستون و H37Rv 

 شد. یبررس مثبت کنترل عنوان به

 PCR-RFLP جينتا

  کمک به یمیآنز برش محصول روش نیا در

PCR-RFLP افزار نرم با که گونه همان Genetix 

 يالگو جهش فاقد يها هیسو يبرا بود، شده ینيب شيپ

A و B يالگو جهش، يدارا يها هیسو يبرا وC و D 

 (.1 )جدول داد نشان را
 

      1         2         3          4          5         6              7 H37Rv  

620 

300 

100 
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 70 يبرا bp026 ي قطعه PCR-RFLP يالگو( 4 جدول

 HpaII مينمونه بعد از برش با آنز

گو
ال

 

 HpaIIم يحاصل برش با آنز RFLPاندازه قطعات 
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C +   + + + 

D + +   +  
 

 باند مطالعه مورد يها هیسو یتمام مطالعه نیا در

bp620 مایکوباکتریوم کننده دیيأت که دنددا ليتشک را 

 به مقاوم هیسو 46 از ن،یا بر علاوه .بود توبرکلوزیس

 يدارا هیسو PCR-RFLP، 44 روش با د،یازيزونیا

 41 بودند. katG ژن Ser315Thr در ونيموتاس

 ونيموتاس 315katG کدون در کدام چيه حساس هیسو

 -درصد 95) درصد 6/95 تيحساس نداشتند.

98/0-85/0:CI) درصد 95) درصد 100 یژگیو و-

1-91/0:CI) یمحاسبات افزار نرم باOn Line محاسبه 

 ژن PCR محصول ،bp620 قطعه هضم جهينت د.یگرد

KatG و بوده متفاوت مختلف، يها نمونه در 

 در ها افتهی نیا جینتا دهد. یم نشان را یمتنوع يالگوها

 است. شده داده نشان 3 و 2 يها شکل

 

     
 

 PCR-RFLP و (D و C) يالگوها (3شکل             PCR-RFLP(B و A) يالگوها( 2شکل 

 

فاقد  يها هیسو يبرا Bيو الگو A يالگو 2شکل 

 يها هیسو D يو الگو C ي، الگو3 جهش و شکل

 دهد. یجهش را نشان م يدارا

 

 
 

 ین توالييتع جینتا (4شکل 
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 يتوال نييتع نتايج

 در جهش ییشناسا منظور به یابی یوالت از حاصل جینتا

 و 4MEGA افزار نرم با KatG ژن 315 کدون

Chromas 4 شکل در که طور همان شد. یبررس 

 ادامه در و KatG ژن یتوال اول سطر در شود یم مشاهده

 یبررس مورد ،اند شده یتوال نييتع که ییها نمونه از یبرخ

 با سهیمقا در I84 نمونه در مثال عنوان به گرفت. قرار

 شده لیتبد نيگوان به نیتوزيس دينوکلئوت یاصل ژن یتوال

 و شده ورسیر دهاينوکلئوت یتوال شکل نیا در) است

 ي شده جادیا جهش معرف شده انيب يدينوکلوت رييتغ

C945G نييتع جینتا باشد(. یم 315 کدون با مرتبط 

 زا کرد. دیيأت را یمولکول روش به ونيموتاس نييتع ،یتوال

 کدون در ونيموتاس رخداد آمده، دست هب جیانت

315KatG نیا به د.یگرد استنباط مقاوم يها هیسو در 

 يماريب زمان هم صيتشخ تست کی ياجرا با بيترت

 د.یگرد محقق دیازيزونیا به ییدارو مقاومت نييتع و سل

 

 بحث
 با و دارو، به مقاوم سل افزون روز گسترش علت به

 ییها روش نمودن فراهم سل، یدرمان متد به توجه

 يها هیسو مقاومت ای تيحساس عیسر صيتشخ يبرا

 يضرور يامر دارو به سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما

 رسد. یم نظر به

 علائم اثبات از بعد ،WHO یدرمان پروتکل اساس بر

 عرق با تب وزن، کاهش مداوم، سرفه هفته 2 شامل ینيبال

 پزشک نه،يس قفسه درد و یخون خلط خلط، شبانه

 یکروسکوپيم یبررس جمله از ییها شیآزما يتقاضا

 خلط یکروسکوپيم یبررس دهد. یم را کشت و خلط

 20-80 حدود در یول بوده عیسر نلسن -لیز روش به

 (.4 و 3) دارد ییکارا درصد

 شود. یم اعلام هفته( 6 تا 3) بعد روز 45 کشت جینتا

 را يا حمله درمان پزشک خلط، بودن مثبت درصورت

 دينامیرازيپ ن،يسيفامپیر د،یازيزونیا يدارو 4 با ماه 2 يراب

 6 خلط، شدن یمنف از پس کند. یم شروع را اتامبوتول و

 ادامه را نيسيفامپیر و دیازيزونیا ییدارو 2 درمان ماه

  (.15) دهد یم

  يبرا شده فیتعر تيحساس به توجه با عتاًيطب

 از استفاده کشت، زمان بودن یطولان و نلسن -لیز

 عنوان به یمولکول يها روش و یصيتشخ يها تيک

 باشد. یم ارزشمند اريبس ییطلا استاندارد

 يها دستگاه نيمأت به ازين اغلب ها، تيک از استفاده

 تيک به را شگاهیآزما یشگيهم یوابستگ و داشته نهیپرهز

 زين را تست ياجرا نهیهز نکهیا ضمن دارند. دنبال به

 ريگ وقت و نهیپرهز ها روش نیا دهند. یم شیافزا اريبس

 ،ندارد وجود نيروت صورت به آن از استفاده امکان و بوده

 در اقتصادي و زمانی لحاظ به تر مناسب يها روش لذا

 شوند. یم داده حيترج نيروت استفاده

 که ،In-house به موسوم يها روش ن،يروت ياجرا در

 ظرن به تر مناسب باشند، یم PCR يها روش انواع شامل

 استاندارد عنوان به یتوال نييتع از نجایا در رسند. یم

 به جینتا است. آمده عمل به استفاده یمولکول ییطلا

 و تيحساس لحاظ به یقبول قابل انطباق ،آمده دست

 کننده اثبات که دهد یم نشان را مذکور جینتا نيب ،یژگیو

 باشد. یم نيروت استفاده در روش ییکارا

 از و بوده قبول قابل ش،رو نیا اجراي در عمل سرعت

 دست هب تري کوتاه بسيار زمان در تست نتيجه طرفی

 نيروت تست عنوان به ،آن ياجرا امکان بنابراین آید. می

 يها نمونه تعداد که ییها شگاهیآزما در یحت ،یشگاهیآزما

 باشد. یم ،دارند روزانه صورت به ییبالا رشیپذ مورد
 

 يريگ جهينت
 ژن در ونيموتاس نييتع يابر PCR-RFLP روش

315KatG دیازيزونیا يدارو به مقاوم يها هیسو در 
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 و دسترس در و عیسر یروش سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما

 باشد. یم بالا دقت و یصيتشخ قدرت با نيهمچن

 يها هیسو دسترس در و عیسر صيتشخ جهت روش نیا

 يريجلوگ و مبتلا مارانيب موقع به درمان و يباکتر مقاوم

 نيهمچن گرفت. انجام مسلول مارانيب نهیهز شیافزا از

 موقع به صيتشخ به منجر تواند یم روش نیا از استفاده

 دگاهید از لهأمس نیا که شود دارو به مقاوم ماريب کی

 که آنجا از است. تياهم حائز اريبس کیولوژيمیدياپ

 در دازيپراکس -کاتالاز میآنز KatG ژن در جهش

 یاصل عامل (MTB) سیرکلوزتوب ومیکوباکتریما

 از هدف د،یآ یم حساب به (INH) دیازيزونیا به مقاومت

 شناسایی براي مناسب و سریع روشی ارائه مطالعه این

 در ایزونيازید به مقاومت با مرتبط هاي موتاسيون

  (.5) باشد می توبرکلوزیس مایکوباکتریوم

 صيتشخ يبرا عیسر یملکول يها روش از استفاده

 در یزمان ريخأت اول، خط يداروها به مقاومت

 به را (MDR-TB) دارو برابر در مقاوم سل صيتشخ

 .داد خواهد کاهش يريچشمگ نحو

 دوم خط یسم و نهیپرهز يداروها از نابجا استفاده

(SLDs) درمان يبرا MDR-TB به است ممکن 

 دارو برابر در مقاوم سل يها هیسو گسترده ظهور

(XDR-TB) شود منجر .XDR-TB عنوان به 

 از یکی حداقل همراه به نولونيفلوروک به مقاومت

 ن،يسیکاناما (SLDs) دوم خط یقیتزر يداروها

  شود یم فیتعر نيسیکاپرئوما ای و نيکاسيآم

XDR-TB بار که ییکشورها در خصوص به HIV 

 مرگ زانيم با یجنوب يقایآفر مانند بالاست، ها آن در

 (.9) است همراه بالا ريوم

 ومیکوباکتریما مقاوم يها هیسو یطولان درمان مدت

 یتوجه قابل زمان رفتن دست از به منجر سیتوبرکلوز

 چيه حاضر حال در شود. یم ماريب درمان در

 با ییها هیسو درمان يبرا ياستاندارد دستورالعمل

 (.9) ندارد وجود بالا مقاومت

 در ونيموتاس وجود یتوال نييتع جینتا ن،یا بر علاوه

 مورد يها هیسو از يتعداد در را 463katG کدون

 در ونيموتاس که داشت توجه دیبا داد. نشان مطالعه

 که است سميمورف یپل کی صرفاً 463katG کدون

 یکيژنت گروه نييتع در 95Gyr کدون یبررس با همراه

 ینقش یداروئ مقاومت جادیا در و داشته کاربرد يباکتر

 به وابسته 315katG کدون در ونيموتاس یول ندارد،

 یتوال نييتع جینتا از باشد. یم دیازيزونیا به مقاومت

 در جهش وجود عدم ای وجود شود یم اثبات

315katG ومیکوباکتریما تيحساس نييتع در 

 دارد. یاصل نقش دیازيزونیا به سیتوبرکلوز
 

 يقدردان و سپاس
 سرکار دانشجویی نامه پایان از بخشی حاصل پژوهش این

 ارشد کارشناسی )دانشجوي بونطي مریم خانم

 قاتيتحق علوم واحد اسلامی آزاد دانشگاه يولوژيميکروب

 و یکروبشناسيم شگاهیآزما از وسيله بدین باشد. می (اراك

 اند نموده اريی پژوهش نیا در را ما که یهمکاران هيکل

 م.یينما یم یقدردان و تشکر مانهيصم
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Abstract 

Background: Early detection and suitable drug admission are the first attempts to control of TB and 

MDR-TB. In this study, PCR-RFLP method was used for rapid detection of Mycobacterium tuberculosis 

and resistance to isoniazid. 

Materials and Methods: In the present study, 87clinical isolates of MTB were used in a PCR-RFLP 

method. The RFLP-PCR assay by specific primer was used for two purposes; In the first, PCR of katG 

gene for diagnosis of bacteria and in the second step, PCR product by endonuclease enzyme in a RFLP 

reaction produced a pattern in electrophoresis for mutation detection in katG315. Sequencing method was 

used for confirmation of RFLP results. 

Results: The study showed that all studied strains produced band 620bp that confirmed MTB. From the 46 

resistant strains to isoniazid, the RFLP-PCR method showed that 44 strains had mutations in the katG gene 

Ser315Thr. The 41 susceptible strains had not any mutation at the codon. Results of sequencing were 

confirmed results of the molecular method. Sensitivity of RFLP-PCR test was 95.6% (95% CI :0.85-0 .98) 

and specificity was 100% (95% CI :0.91-1 .0). 

Conclusion: RFLP-PCR test is a good tool for simultaneous diagnosis and detection of katG315 mutation 

in clinical isolates of MTB. 
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