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تشخرصل قهو ل لبلعلاو لکشل ل ال لیولللللل.لههلیالبر هایلسللاولبعلن تا لگس ل قهو  لبعلفا اوکرم ل ن:لمقدمه
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 .گسجه لشدلگفا ک هسرنلبعلت باکا ستسل هتو بهکتات  
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یالل.لگواگلولبهلت وعلبعلستهتجلب رهال  بلبعلمم گنلاو لمهییلگست هی لشدلAS-PCRاو لل.لطاگح لص رحلپاگت اههلب ی
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گسلت هی للههیل هتو بهکتات  لت باکال ستسلللاو لسهی لولسات لباگیلتعررنلح هسر لول قهو  لبعلگفا ک هسرنلیالس تع

ل.گتنلاو لتهلکم نلیال مهب لما  لن گا لسشد لگس ل.لش ی

 Allele Specific –PCRل هتو بهکتات  لت باکا ستس،لللگفا ک هسرن،ل:های کلیدی واژه
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 مقدمه

تلاتنل  لهئللبهدگشلت لوهلهن،للللللگ اوس لتو لگسلب اگ

کعلگسلهلالسلعلس لالللللش یل  حد لسی لل.لبر هایلسللگس ل

هاللت لس البعلبهسرللسللآل ی لب ی لولیالو عر لوههن،ل

طبلل لل.لشلل یل لل ثهسرللعلتلل لس للالبللعلتعللدگیلآسللهنلگفلل وی لل

بعلبهسلرلللل رار نلس الگسلگتنلگفاگی،لل11ل،باآوایههیل  و ی

آل ی له تمدلولگتلنلل(لMDR-TBل)لسلل قهو لبعلچمدلیگاول

ههیلگ رلالللیالسه ل(.ل3ل)  هلعلبعلشدتلسهاگنلکممد لگس ل

باوسلن تا لسلل قهو لبعلیگاولوله چمرن،ل قهو ل لبلعللل

هللهلولگلبتلعل قهو لل لبلعلتولل لگسلیگاوهللهیللللفا اوکرم لل نل

بعلوو یلآوای لههیلستهییلیالکمتا لسلللت اتق لسهاگس 

بلعل  تهسلر نلیالللل،TBیا هنلسه مهسبلبر لهاگنللل(.ل3ل)للگس 

ههیل هتو بهکتات  لت باکا ستسل مجال  گهدلشلدلللس تع

تج  ل  تهسلر نللل(.ل1ل)لش یللکعلسبببل قهو  لیگاوت ل  

وللMDR-TBهلهیلللههیلهدفلسلببلگتجلهیلسل تعللللیالژن

XDR-TBگسلگتللنلاولتشللخرصلسللات لللل(.ل1ل)لشلل یلل لل ل

(.ل3ل)ل قهو  لسوتعلکاردیلیالکمتا لولیا لهنلسلللگسل لللل

هلللهلیال هتو بلللهکتات  لل ل لفا اوکرم لللل نهلللدفلسلللال

گسلل لکللعلپللرچ للDNAgyraseت باکالل ستس،لآسلل ت ل

DNAسلهسیلللکمدلتهله هسملدللاگلهمهه له هسمدسهسیلبهسل  ل

DNAلگتللنلآسلل ت لشلله للیولستللالل(.ل8لول1ل)گسجلله لنرللایلل

لgyrAوگحدلآل هلولبتهلگس لکعلستالوگحدلآل هلت سل لژنلل

بهلت ولعلبلعلللل.لش سدل کدل لgyrBولستاوگحدلبتهلت س لژنل

هلهللل طهلعهت لکعلتهکم نلبالاویل قهو  لبعلفا اوکرم ل ن

 شللخصلل،یال هتو بللهکتات  لت باکالل ستسلگسجلله لشللد 

شد لکعل قهو  لبعلگتنلیگاولوگب تعلبعل  تهسر نلیالتو ل

کلدلکمملد لستلالللللgyrAژنلل،QRDR مطقعللههیللگسلکدون

ت ارللللل(ل0ل-1ل)گسل لللDNAgyraseوگحدلآل لهیلآسل ت للل

هلللهیللبلللعلتمهلللهت لگسلطاتللل لآس لللهت للQRDRسهحرلللعل

بلعلممل گنلللهلهلللگتنلآس لهت لکعلش یللگسجه ل  ژس تهتپرمگل

تلهلکمل نللللل.ههیلسات لشمهسهت ،لشمه تعلشد لگسلدللآس هت 

گسلکلدونلللQRDRهلهلیالسهحرلعلللللباگیلتعررنلا دگیلوه 

وللreal-time PCR،لتلاگیفلههیلتعررنللگسلاو ل93تهلل69

SSCPلل(.ل31-6،ل8،ل1ل)گست هی لشد لگس لل

لبعلمم گنلشه صلیالسوالنافتعلشد لول3حهل لوحش 

ن سعلحهل لغرالطبرع لبعلمم گنل  تهنلیالسولالنافتلعللللها

بعلگتنلتاترلبلفلهاالگسلسل عل  تهسلر نلولتبلدتلللللللل.لش یل  

ل93بعلهلالگسلردلآ رملعلیتهلایالکلدونلللللللASPلگسردلآ رمعل

گحل لشلد لکلعلت له لللللپاگت اههت لباگیلحهل لوحشل لطال

هلهیلگحت لهل لشلمه تعلشلد لتلهلسشلد لاگللللللللگس گعل  تهسلر نل

لل.لیهدلپ شش ل  

کلعلگفا ک هسلرن،لتول لگسلیگاوهلهیلای للللللت وهلگسلآن

یو لیا هنلسللگس لکعلگ اوس لبعلشلوللن لتای لبلاگیلللل

شل ی،ل تهسل هسعللللیا هنلسلل قهو لبعلچمدلیگاولگست هی ل ل ل

بعلما ل صافلفاگوگنلولسه مو لیگاو،ل قهو  لگکت لهب لل

بملهباگتن،لپرلدگلکلاینللللل.لبعلگتنلیگاو،لاولبلعلگفل گت لگسل للل

هو ل لفلایل بلتلالبلعلگتلنللللللاو لسات لبلاگیلتشلخرصل قلل

تلل لتومرلل للAS-PCRللاو لل.لگسلل ل هلل یگاو،لب للرهال

هللهیلسقطللعلگیلتللهلللل مهسللبلبللاگیلتشللخرصل  تهسللر نللل

لPCRگتللنلاو لسلل م لگسلل.لهللهیلک چلل لگسلل لحلل ف

گس لکعلیالآنلملاو لبلالپاگت اهلهیلافل لولبانشل ،للللل

طاگحل لگتلنلللل.لشل یللت لپاگت لالیگ ال لسرل لگسلت هی ل ل لللللل

لگ تصهص لب ی لول بتم لبلالشلمه  لللپاگت الیگ ا لکه لا

بلهلگتلنلللل.لههیلگحت هل لیالسهت ل  ایلسوالگس ل  تهسر ن

ت ضرحلکعل مطقعلگیلگسلپاگت لالکلعلبهتلدلکله لا مطب لبلهلللللل

بلعل  لللللل′3پاگت الگسلق ل  للل.لگس ل′3گستههیللگله لبهشد،ل

گ تصهصلل ل لل یلیالگلهلل ل تصللللشللد لولط تللللشللدنلل

ه للرنلبخلل لت سلل لگسل(لتشللورللاشللتعلودتللدل)لپاگت للال

DNAگیلطاگحل لللن سععلپاگت البل.لش یلگسجه ل   اگسل‏پا ل



 

 

ل11لیال هتو بهکتات  لت باکا ستسللAllele Specific PCRلتشخرصل قهو  لبعلگفا ک هسرنلبهلاو ل  لو ل لسات 

 

 

 ′3ش یلکعل  لل  تهسر نلگحت لهل لیال  لللگتصله للللل  

بلدتنلتاترلبلیالصل اتلا لدگیلللللل.لپاگت البعلگلهل لبهشلدلل

پاگت ال تصللسشد لولبهسدلتشلورلللل  تهسر نلیالگتنلسقطع،ل

 .ش یلس  

بلهلهلدفلیسلترهب لبلعلاوشل لسلهی لبلعلللللللللل،گتنلت قرل للل

هلللهیلکارمروللل للل موللل التشلللخرصل قهو للل لسللل تعللل

هله،لبلدونلللل هتو بهکتات  لت باکا ستسلبعلفا اوکرم لل نل

بلالگسجله للللهلهیلس لهنللللهلهیلپرشلافتعلولاو لللسرهسلبعلیستهه 

 . لگس لشد

 ها مواد و روش

لسل تعلل33لیلگستخاگجلشد لگسههلللDNAلیالگتنلت قر ،ل

ح له لول قلهو لللللس هتو بهکتات  لت باکال ستلکارمرو ل

 اکل لت قرقلهتللللDNAبعلگفا ک هسرنل  و یلیالبهسل للل

لبلللهلیولاو ل  لوللل ل هلللهیلم للل س لللسلللللولبر لللهای

،لبللاگیلتعرللرنل  تهسللر نلیالتللاگیفولتعرللرنللAS-PCRل

گسلل.لبهله ل قهت علشلدسدللgyrA مطقعل اتب لبهل قهو  لژنل

س تعلح ه لل3 قهو لوللس تعلگسلسوالفم ترپ ل10گتنل رهنل

ل.لبعلگفا ک هسرنلب یسد

ل

 طراحی پرایمر

وللMegaلههیللولسا لگف گالGene Blastبدتنل مو الگسل

Integrated DNA Technologyلشللللدگسللللت هی لل

لل(.ل1ودو ل)

 PCRانجام 

ولبلعلللgyrAبعل مو البااس لوول یل  تهسلر نلیالژنللل

گسللتخاگجلشللد لبللعللDNAل،ل194bp مولل التوررللالقطعللعل

یاللل(1وللدو لل)للRلولFهللهیلگ تصهصلل للله للاگ لپاگت للال

 لولتوررالبخ ل ل ایلسولالگسلژنللللوگایلشدلPCRوگکم ل

لPCRوگکم لل.لتهیلشد لیالیستهه لتا  سهتواالگسجه لشد

للههلولغاو لآنلAnnealingههللبهلتغررالی هیلگتصه لپاگت ال

لل(.3لودو لل)بهرمعلشدل
ل

لللgyrAلسسجرا لگیلپار اگسلباگیلتوررالژنللباسه علوگکم لل-3ودو 

ل اگحل

لی ه

یاوعلل)

لل(لناگیلسهست 

س هنل

لل(لیقرقعل)ل

تعدگیل

لههلسرول

-لل1ل91لیسهت اگسر نلگولرع

ل1/1ل98لیسهت اگسر نلهالچا ع

ل31 ل3ل86لگتصه لپاگت اهه

ل1/1ل01لط تللشدن

-لل31ل01لط تللشدنلسههت 

ل

 ههیلپاگت اههیلطاگح لشد لوتژن ل-1ودو ل

ΔGل(لΔH-TΔSل)
لتشورللسه تهاههیلثهس تع

ΔS   لط GC% 
Tmل

لل(لناگیلیاوعلسهست ل)ل ΔH 
لتاگیف

 ل(ل'3-'5ل)
 سه 

63/3-تهلل08/1- 10/68-تهلل00/313-  18/1-تهلل11/3- 88 01 11   CGATTCCGGCTTCCG

CCCGG 
F 

06/1+لتهلل1/1- 13/13-تهلل88/16-   13 3/03  9/81 1/33ل–تهلل0/30-   CGCCAGGCAATGAC

CCACCGG 
R 

13/1-تهلل63/1- 61/316-تهلل16/313-   11 9/89  1/88 6/31-تهلل0/31-   GCACGGCGACGCGT

CGATCTACG 
94 

M1 

93/3-تهلل81/1- 16/316-تهلل33/16-   13 0/88  6/88 1/31-تهلل9/33-   GCACGGCGACGCGT

CGATCTACGA 
94 

M2 

19/1-تهلل13/1- 83/80-تهلل38/61-   11 01 9/89 1/11-تهلل9/18-   GCAACTACCACCCGC

ACGGCGACGC 
90 

91/3-تهلل13/1- 38/96-تهلل38/61-   10 3/01  0/03 1/13-تهل9/18-   GCAACTACCACCCGC

ACGGCGACGCGT 
91 
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 های مولکولی برای تعیین موتاسیون روش

ولتعررنلللAS-PCRلیولاو ل  لو ل للیالگتنلت قر ،ل

بللاگیلتعرللرنل  تهسللر نلیال مطقللعلبللعلشللارلستللالتللاگیفل

لل.لشدسدبااس ل قهت علگیللQRDRل
لAS-PCRلروش

یالگتلنلتومرل لللل.لگسل لللSNPاوش لبلاگیلتشلخرصللل

ن سلعلگیلل،لبلعللگسل لل ه لههیلیگ ا لطاگح لیقر لپاگت ا

شمهسلهت لللهلهللآنل′3یالسهحرلعلللهلهیلگحت لهل لللل  تهسر نلکع

لAS-PCRهللهیلگ تصهصل لبلاگیلتومرلل للللپاگت لاللل.لشل یل

ت  لممل گنللل)لل93ولیولآلللکدنلل93ل،ل91ههیلللباگیلکدن

(ل3ولدو للل)لطاگحل لولسله تعلشلدسدلللل(لههیلیگ ا لپاگت ا

ولتاکرلبلپاگت اهلهلوللل3لشارللعههیلگستخهبلشد لبلپاگت ا

سل علللیولهلاللیال.له تمدل1شارلودو لعلشاگت لوگکم لبل

هلهیلح له لول قلهو لبلعلگفا ک هسلرن،لطاگحل لوللللللللس تع

بللاگیلتعرللرنللل(ARMSل)لAllell specificگوللاگیلاو ل

هللهیل قللهو لبللعلیگاویللیالسلل تعلgyrA  تهسللر نلیالژنل

گفا ک هسرنل هتو بهکتات  لت باکا ستسلبلعلکلهالنافتلعلللل

گتنلاو لبلال بملهیلگتصله لتلهلملد لگتصله لپاگت لاللللللللل.لشد

لل.لبعلس کائ تردلهدفلگس ل′3گ تصهص لگسلگستههیل

 لت للل ایلگسلللت هی لبلللاگیلشمهسلللهلللAS-PCRلاو 

بلعل مول التشلخرصللللل،لgyrAههیل  و یلیالژنلل  تهسر ن

هلهیل قلهو لبلعلگفا ک هسلرن،للللللههیلح ه لگسلسل تعللس تع

ل11ولیالحجلل لسهللهت لل(ل1وللدو لل)طبلل لپاوتوللللستللاللل

 . رواولرتالگسجه لشد
ل

لMEGAلبهلک  لباسه ع MultiplexAllele specific-PCRنرایلپاگت اههیلطاگح لشد لباگیلل  للقاگال-ل3شولل

 
ل

لAllele Specific-PCR یال خا طلوگکم شد ل قدگالتاکربهتلگست هی لل-1ودو 

لبااس ل  تهسر نلیالکدن

- m293ل

-بااس ل  تهسر نلیالکدنل

m193ل
 91یالکدنلبااس ل  تهسر نل 93بااس ل  تهسر نلیالکدنل

1/1 DNA 1/1 DNA 1/1 DNA 1/1  DNA 

1/1 BUFFER 1/1 BUFFER 1/1 BUFFER 1/1  BUFFER 

1/6 F 1/6 GF 1/6 GF 6/1لGF 

1/1 R 1/1 GR 1/1 GR 1/1 GR 

3/3 M2 1/3 M1 3 91 1/1 90 

3 dNTP 3لdNTP 3لdNTP 3لdNTP 

6/1 DNA taq 
polymerase 

6/1 DNA Taq 
polymerase 6/1 DNA Taq 

polymerase 6/1 DNA Taq 
polymerase 

ل

ههلیالیستهه لتا ه لسلهتواالقلاگالیگی لولللل رواوتر ب

ل،سلپسلل.للگسجله لشلدلللPCRلطب لباسه علیگی لشد لبعلیستهه ل

گسجلله لولژ ،للیاصللد6/3لگلوتاوفلل اسلاویلژ لآنللهاوس

.لUباگیلبااس لستهتجلبهلیستهه لتاگسسلل  رمهت البلهلگشلععللل

لگسجله لیالپهتهنلگسطبهقلفم ترپ لولژسل ترپ للل.لل شههد لشدلVل

لل.لشد



 

 

ل11لیال هتو بهکتات  لت باکا ستسللAllele Specific PCRلتشخرصل قهو  لبعلگفا ک هسرنلبهلاو ل  لو ل لسات 

 

 

  1تعیین ترادفانجام 

لبللاگیلگاستللهب لاو لتعرللرنل  تهسللر نلبللهلک لل لللل

AS-PCRمملل گنلگسللتهسدگایلللبللعل،لگسلاو لتعرللرنلتلل گل لل،ل

قطعلعل ل ایللللیالگتنلاو ،لل.لشدگست هی للطلات ل  لو لاا

بلهلللPCRههیل  تهنلبل یلبلهلگسجله لللللسوالکعل  ت یلکدون

پلسلگسلللPCR  صل  للل.لههیلگ تصهص لتوررالشدلپاگت ا

لبلللهلیسلللتهه للتعرلللرنلتللل گل لتخالللرصلبلللاگیلگسجللله للل

لSourceBioScienceبعلشاک للApplied Biosystemل

لل.لگسها تهنلفاستهی لشد
ل

 نتایج
  PCR نتایج

س  سللعلل33اویلت لله  للgyrAسللهی لژنللPCRلگسجلله ل

کلعلسشلهنلیهملد لللللکلایللاگلگاگئلعلbp 194لبهسدل،لشد ل طهلعع

.لگستخهبلص رحلپاگت اههلولتعررنلباسه عل مهسبلتوررالب ی

س  سعلسشلهنلیگی لشلد لللل3باگیلل3للیالشوللللPCR  ص  لل

لل.لگس 

ل
گست هی لگسللبهلgyrAحهصللگسلتوررالژنلل393bpبهسدلل-1شول

 12x, 668, 2n, 1511س  سعلل3یاللrوللfپاگت اههیل

 

 AS-PCRنتایج 

لپاگت اهللللللهیلگ تصهصلللللل لبللللللاگیلتومرلللللل لل

ل93ولیولآللللکلدنلللل93ل،ل91هلهیلللباگیلکلدنللAS-PCRل

  ب لقهیالبعلتشورللعلب(لت  لمم گنلپاگت اههیلیگ ا ل)ل

گتلنل  لئاعلسشلهسهاللللل.لسلدللبهسدلیال  للگ تصهص ل  یلشد

لPCRی لهیلآسرارملگلولباسه لعلللللص  لطاگحل لپاگت لا،للل

لل.لب ی

پاگت اههیلطاگح لشد لیالگتنلت قرل لبلاگیلحهلل لللل

لهلهیل مهسلب لیالحهلل للللبهسلدلل،ل(بلدونل  تهسلر نللل)لوحش ل

کعلسشلهسهالیقرل لبل ینلطاگحل لوللللللکایگاگئعللAS-PCRل

بهلت ولعللل.لیالگتنلحهل لگس للPCRسبلگستخهبلباسه عل مه

گنلالل،لشل یللبعلاشتعلگله ل تصلل ل لل′3کعلپاگت الگسللبعلگتن

ژنلیالآنلسهحرعلوه لیگشتعلبهشدلپاگت الآنلاگلشمهسهت لل

ملد لتشلورللبهسلدلیاللللل)للشل یللگسجله لس ل للولگتصله لللسوای 

تشورللبهسدل شخصلکمملد لسل تعلح له للللل(.لگلوتاوف اس

آنلگثبللهتلکممللد لا للدگیلللولمللد لتشللورللل(ل1شللوللل)ل

(.لE 1511 D,111هلهیلللسلت نلل1شلولللل)ل  تهسر نلگس ل

سللل تعلکاللل سرو ل هتو بلللهکتات  للل33گسللیال ج للل ع،لل

س تعلگسلسوالفم ترپ ل قهو لل10لت باکا ستسل طهلععلشد ،ل

گسلل.لس تعلح له لبلعلگتلنلیگاولب یسلدللللل3بعلگفا ک هسرنلول

-ASاو للسل تعلبلهللل11س تعل قهو لگسلسولالفمل ترپ ،لللل10

PCRس  سللعلح لله لتعرللرنلل1 قللهو لبللعلگفا ک هسللرنلولل

لل.لشدسد

ل
بهسدههیل:لe 35وللل01تص تالگلوتاوف اسلیولس  سعلح ه للل-1شول

ولح هسر للگصا لولیگ ا لتوررالشد لکعلسشهسهالمد ل  تهسر نل

لل.لههلبعلگفا ک هسرنلگس لس  سع

ل
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لگله ههیل ت هوتلگتجهیلشد لیالاویلژ لت س لپاگت اههیلطاگح لشد لیالگتنل طهلععل-3ودو ل

لEگله یلللDگله ت للCگله یلللBگله یللللAگله یل

 ل(لM2ل)لF,R,94پاگت اههیل ل(لM1ل)لF,R,94پاگت اههیل لللF,R,91پاگت اههیل لللF,R,90پاگت اههیلللللF,Rپاگت اههی

393bp 

 بهسدلگصا 

393bpبعلتمههت لسشهسعل 

 ( قهو ل)ا دگیلوه ل

393bpبعلتمههت لسشهسعل 

 ل( قهو ل)ا دگیلوه ل

393bpبعلتمههت لسشهسعل 

 ( قهو ل)ا دگیلوه ل

393bpبعلتمههت لسشهسعل 

 ل( قهو ل)ا دگیلوه ل

66bp393للبعله اگ لbpلل

لل(ح ه ل)مد لوه ل

91bp393للبعله اگ لbpلل

لل(ح ه ل)مد لوه ل

311bp393للبعله اگ لbpلل

ل(ح ه ل)مد لوه ل

313bp393للبعله اگ لbpلل

ل(ح ه ل)مد لوه ل

ل

ستلللالگلوتاوفللل اسلللPCR  صللل لاتلل3یالشلللولل

ل:گسدلشد 

لبللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهیللل333توررللالس  سللعلللAسددتون

ل.لیهدلو  لبهسیل  ل393گس لکعلبهسدللF ,Rل

لگسللت هی لگسلپاگت اهللهیلبللهلل333توررللالس  سللعلللBسددتونل

F ,R ,90و ل لبلهسیلولبهسلدللللل393گس لکعلبهسلدلگصلا للللل

یالل،بملهباگتنلل.لو  لبهسیلتشلورللشلد لگسل لللل66یگ ا ل

لل.ل  تهسر س لاخلسدگی لگس ل91کدنل

لبللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهیلل333توررللالس  سللعلللCسددتون 

و ل لبلهسیلولبهسلدلللل393گس لکعلبهسلدلگصلا للللF ,R , 91ل

یالل،بملهباگتنلل.لبهسیلتشلورللشلد لگسل لللو  لل91یگ ا ل

لل.ل  تهسر س لاخلسدگی لگس ل93کدنل

لیبللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهلل333لتوررللالس  سللعللDسددتون 

و ل لبلهسیلللل393گسل لکلعلبهسلدلگصلا للللللF ,R ,94-M1ل

و  لبهسیلتشورللسشد ل311تشورللشد لگ هلبهسدلیگ ا ل

  تهسلر نلاخللل93یالس کائ تردلگو لکلدنلللبمهباگتنل.لگس 

ل.لیگی لگس 

 بللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهیللل333توررللالس  سللعللEسددتونل

F ,R ,94-M2و ل لبلهسیلوللل393گس لکلعلبهسلدلگصلا للللل

بملهباگتنللل.لو  لبهسیلتشورللشد لگسل لل313بهسدلیگ ا ل

.ل  تهسلر س لاخلسلدگی لگسل لللل93یو لکدنللیالس کائ ترد

بلهل  تهسلر نلیالللل333س  سلعلللطب لسترجلعلبلعلیسل لآ لد للللل

یچللهال قهو لل لبللعلللgyrAژنلل93س کائ ترللدلگو لکللدنلل

ل.لگفا ک هسرنلشد لگس 

ل1سرل لیالشلوللللل3133ت ارللژسترو لس تعللملاو لبالگتن،ل

لل.لگاگئعلشد لگس 

 بللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهیل3133توررللالس  سللعلللA سددتون

F, Rلل.لیهدلو  لبهسیل  ل393گس لکعلبهسدلل

 بللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهیلل3133توررللالس  سللعللBسددتون

F ,R ,90و ل لبلهسیلولبهسلدللللل393گس لکعلبهسلدلگصلا لللل

یالل،بملهباگتنلل.لو  لبهسیلتشلورللشلد لگسل لللل66یگ ا ل

لل.ل  تهسر س لاخلسدگی لگس ل91کدنل

لبللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهیل3133توررللالس  سللعللCسددتون 

ولبهسلدللو ل لبلهسیلللل393گس لکعلبهسلدلگصلا للللF ,R ,91ل

یالل،بملهباگتنلل.لو  لبهسیلتشلورللشلد لگسل لللل91یگ ا ل

ل.ل  تهسر س لاخلسدگی لگس ل93کدنل

 بللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهیل3133لتوررللالس  سللعلDسددتون ل

F ,R ,94-M1لو ل لبلهسیلوللل393گس لکعلبهسلدلگصلا لللل

.لو ل لبلهسیلهلالیولتشلورللشلد لگسلدللللللل311بهسدلیگ ال لل

  تهسر س لاخلسدگی لل93گو لکدنللیالس کائ تردل،بمهباگتنل

ل.گس 

لبللهلگسللت هی لگسلپاگت اهللهیلل3133توررللالس  سللعللEسددتونل

F ,R ,94-M2و ل لبلهسیلللل393لگسل لکلعلبهسلدلگصلا للللل

و ل لبلهسیلتشلورللسشلد لللللل313تشورللگ هلبهسلدلیگ ال للل

  تهسر نلاخلل93یالس کائ تردلیو لکدنلل،بمهباگتنل.لگس 

بللهلل3133طبلل لسترجللعلبللعلیسلل لآ للد لس  سللعلل.لیگی لگسلل 

یچللهاللgyrAژنلل93  تهسللر نلیالس کائ ترللدلیو لکللدنل

 ل.ل قهو  لبعلگفا ک هسرنلشد لگس 



 

 

ل10لیال هتو بهکتات  لت باکا ستسللAllele Specific PCRلتشخرصل قهو  لبعلگفا ک هسرنلبهلاو ل  لو ل لسات 

 

 

 

ل
 XDRیولس  سعلللAS-PCRتص تالگلوتاوف اسل  ص لاتلل-3شوللل

ل333ولل1511

یالکلدنللل،شل یلل شههد ل  ل3کعلیالشوللل191س  سعل

بلهلللPCR  صل  لل:لشه للBست نل)یچهالوه لگس لل91

ستاگلبهسدلیگ ا ل اب طلبلعلگتلنلکلدنلللل(لf,r,90پاگت اههیل

و  لبهسیلگس لتشورللسشلد لگسل لولتمهلهلبهسلدلللللل66کعل

لf,rهلهیلللو  لبهسیل اب طلبعلتوررالبهلپاگت لالل393گصا ل

ک هسلرنللگتلنلس  سلعلبلعلگفا لللل،یالسترجعل.تشورللشد لگس 

ههیلیگ ال لللبهسدلل(C, D, Eل)لههللیالسهتالست نل.ل قهو لگس 

ش سدلکعلبلعلتاترلبللللو  لبهسیلیتد ل  ل313ولل311،ل91

 ل.ل اب طله تمدلm294وللm1 94،ل93ههیللبعلکدن

ل
 قهو لبعلگفا ک هسرنلبهلل191تص تالگلوتاوف اسلس  سعل-1شوللل

لللل(Bست نلل)ل91  تهسر نلیالکدنل
ل

ل

لتعررنلت گل وللAS-PCRستهتجلل-1ودو ل

 س  سعلایتف
فم ترپ ل قهو  لبعل

لههلفا اوکرم ل ن
 93 91لل

وو یل  تهسر نلیالل93

ل مطقع
QRDRل

لتعررنلتاگیفسترجعل
M2لM1 

3 568 R     Y Mut:91 

1 535 R     Y Mut:90 

1 124x R    mut Y 
MUT90 

GCGGTG 

3 665 R     Y Mut:m2 

1 2n R mut    Y Mut:90 

8 194 R mut  mut  Y MUT:94 
GACAAC 

0 12x S  ح ه N 
MUT90 

GCGGTG 

6 21N S  ح ه N MUT:M1 

9 35e S  ح ه N  

31 26e S  N ل
ل

 

200 bp 
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 تعیین توالیو  AS-PCRجدول نتایج 

س تعلبلعله لاگ لسترجلعلآس لهت لللللل33،له عل1لیالودو 

AS-PCRطل الکلعلیالگتلنللللله هنل.لآوای لشد لگس للههلآنل

شلل یلبللهلگسللت هی لگسلاو لتللهیلشللد لللوللدو ل شللههد ل لل 

ههلیالکلدگ لکلدنل ل یللللل شخصلشد لکعلهالت لگسلس تع

یچهال  تهس نلشد لولیالسترجلعلبلعلگفا ک هسلرنل قهو ل للللل

یاللتصلهیف لد لبلعلشلوللللستهتجلبعلیس لآ للل.لسشهنلیگی لگسد

 قهت لعلشلد للللتلاگیفلههلبلهلستلهتجلتعرلرنللللل  ایلبا  لس  سع

تطهب لبرنلستهتجلسشلهنلیهملد لیقل لاو لتلهیلشلد للللللل.گس 

س  سلعللل33شل یللله هسه سعلکعلیالودو ل شههد ل  ل.لگس 

ل13لبلعلل لفلفمل ترپ لللللهلهللگسدلکعلگسلبلرنلآنللشد آس هت ل

للبهلگسجله لآس لهت للل.لس  سعلح ه لب یسدل31س  سعل قهو لول

AS-PCRس  سعلبعلل13کعله عللل شخصلشدللههلبالاویلآنل

س  سلعلبلعلل لهظلفمل ترپ لللللل31ل.لگسدلل هظلژس ترپ له ل قهو 

-ASح ه لب یسدلکعلبعلل هظلژس ترپ لولگسلطاتل لاو لل

PCRل1س  سلعل قلهو لللل13گسلل.له لح ه لشمهسلهت لشلدسدلللل

،لس تعلبعل9ل91علبعلما لاخلیگینل  تهسر نلیالکدنلس ت

سل تعلبلعلمال للللل9،ل93ما لا لدگیل  تهسلر نلیالکلدنلللل

س تعلبعلمال للل31،لوM1-93ا دگیل  تهسر نلیالکدونل

 للل ی،لوتژنللل للM2-93ا لللدگیل  تهسلللر نلیالکلللدنل

.لاگلبلعلیسل لآوای لگسلدلللل قهو  لس ب لبلعلگفا ک هسلرنلللل

هو ،لیالیولکلدنل ل یلللسل تعل قلللل13س تعلسر لگسلل1تعدگیلل

او لل.لیگاگیل  تهسر نلول قهو  لبعلگفا ک هسرنلب یسلدل

ل38کللعلاویلل.لگسلل لتللاگیف  لولل ل لگسللتهسدگایلتعرللرنلل

گسلل.لگسجله لشلدللللل(س تعل قلهو لل8س  سعلح ه لولل31ل)لس تعل

.لس تعل قهو لتعرلرنلشلدسدللل8س تعلح ه لولل6ل،گتنلتعدگی

ت للعلبللهلیال قهلAS-PCRبللدتنلتاترللبلح هسللر لاو للل

.لیاصدلگس ل311وتژن لاو لسر للول311لاو لفم ترپ 

ح هسلر لولوتژنل لبلعلللللتاگیفیال قهت علبهلاو لتعررنلل

ل  .یاصدلگس ل311ولل01تاتربل

 ترادفبررسی نتایج تعیین 

یگاگیلل91یهدلکلعلکلدنللللسشهنل  لتاگیفستهتجلتعررنل

.لکممد لگسردلآ رمعلآلاسرنلگسل للگس لکعلکدلGCGت گل ل

لCبللعلوللهیللTلیالگتللنلکللدنلسللببلوهسشللرم لل  تهسللر نل

تهبلدلکلعلکلدلللللتغررال  لGTGش یلولیالسترجعلت گل لبعلل  

یگاگیلتلل گل لل93کللدنلل.لکممللد لگسللردلآ رمللعلوگلللرنلگسلل 

TCGلگسلل لکللعلکدکممللد لگسللردلآ رمللعلسللاتنلگسلل لللل.

لTبللعلوللهیللC  تهسللر نلیالگتللنلکللدنلسللببلوهسشللرم لل

تهبلدلکلعلکلدللللل تغررال لCCGش یلولیالسترجعلت گل لبعلل  

ه چمرن،لگتنلستلهتجلسشلهنلللل.لکممد لگسردلآ رمعلپاولرنلگس 

گسل لکلعلکلدلللللGACیگاگیلتل گل للل93یهدلکعلکدنلل  

هلهیللل  تهسلر نللگ لهللل.کممد لگسلردلآ رملعلآسلپهاژتنلگسل لللل

گسلو اعلل.للش یل تعدیلیالگتنلکدنلسببلگس گعلوهسشرم ل  

 یلشلللتشورلل ل للGGCقاگالنافتعلولت گل للAبعلوهیللGل

لCس لکلعللگلحهل لیتهالآنل.لکمدلکعلنلات رنلاگلکدل  

شل یلکلعللللتشورلل  لGCGت گل للقاگالنافتع،للAبعلوهیل

لGلولهته تنللAیالحهلل لسل  لللل.لکدلکممد لآلاسرنلگس 

کمملد لللشل یلکلعلکلدللللتشلورلل ل لللAACش یلولت گل لل  ل

لAوللGلبعلولهیلللTولیالحهل لیتهالیولل.لآسپهاژتنلگس 

نرایلکعلگسلردلآ رملعللللشولل  لTTCقاگالنافتعلولت گل ل

لل.لکمدلفمرللآلاسرنلاگلکدل  

 گیری‏بحث و نتیجه

هه،لتاکربهتلتلهس لت لرلدلشلد لگیل رللللللللفا اوکرم ل ن

  ک یلفا ک هسرن،لنهت لفا ک هسلرن،لگفا ک هسلرنلوللل

ولل(لکهسه هت رنلولآ روهسلرنلل)آ رم نارو ستدههیلت اتق ل

هپائ  هت لللرن،له هللل لفعهلرللل للپپترلللدههیلحاقللل یلک

بهکتاته ل  ب لبالضدل هتو بهکتات  لت باکال ستسلللآست 

کلعلگلبتلعل تهسل هسعلبلعلمال لگفل گت لاسلجلوهلل لللللللللیگاسلدل

له،هلللبر ترلل لهللهیل مجللالبللعل قهو لل لبللعلگتللنلآستلل لتهفتللع

گتجلهیلشلد لگسلدلللللTDR-TBولحت للXDR-TBههیللس تع



 

 

ل19لیال هتو بهکتات  لت باکا ستسللAllele Specific PCRلتشخرصل قهو  لبعلگفا ک هسرنلبهلاو ل  لو ل لسات 

 

 

لکللعلیا للهنلب للرهالسللخ لولپللاله تمللعلگیلیگاسللدلولحتلل 

  ونلگسل لبر لهالیا لهنلسشل یلولضل نلاهلهلبل ینلیالللللللل

ش هایلاگلبر هالکمدلکعلبر لهایلللت گسدلگفاگیلب لوه عع،ل  

لتللللهلXDRسرلللل لگسله للللهنلگبتللللدگلبللللعلشللللوللللهللللهلآن

کعلگتلنللل.ل  گهدلب یلTDRل(لTotal Drug Resistanceل)ل

بر لهایلب لرهالحلهئ لگه رل للللللنرالشدنله ع طابلگسلسوال

لل(.ل1ل)گس ل

هللهلیال هتو بللهکتات  لل لفا اوکرم للل نهللدفلسللا ل

گتللنلآسلل ت لل.لگسلل لDNAgyraseت باکالل ستس،لآسلل ت ل

وگحدلآل هلولبتهلگسل لکلعلستلالوگحلدلآل لهلللللللشه للیولستا

کللدللgyrBولستاوگحللدلبتللهلت سلل لژنلللgyrAت سلل لژنل

گسجلله للgyrAهللهلیالسهحرللعلک چلل لللوهلل ل.لشلل سدل لل 

(لQRDRل)لهلهلللکعلسهحرعل عرنل قلهو لبلعلکرم لل نللللش یل  

هلللهیللیالتعلللدگیلک تلللایلگسلسللل تعل.لشللل یلسه رلللد ل للل 

 هتو بهکتات  لت باکا ستس،ل وهسر  لگولرعل قهو ل لبلعللل

یتللد للgyrB،لبلهلا لدگیلوهل لیالژنلللللهلهللفا اوکرم لل نل

لل(ل33ل)شد لگس ل

ههیلللبعلتمههت لگسلطات لآس هت لQRDRت ارللسهحرعل

 گنلبلعلممللللهلهللگتلنلآس لهت لل.لشل یللگسجله ل ل للژس تهتپرمگل

لیالحلدویللل.گسلدللههیلسات لشمهسهت ،لشمه تعلشد لآس هت 

ههیل قهو لبعلت لتهلبلر لگسلتل للللیاصدلس تعل91تهلل91

لهلللهت لیالس یتوللل لیگاویلت اتقللل لشللله لل  تهسلللر ن

شلللله للسلللل گح لل(لS rRNA38)لللrrsژنلل′3گستهللللهیل

گسلتلهکم نللل.لگسل للA1401,C1402,G1484س کائ تردیل

بللاگیلتعرللرنلا للدگیللSSCPهللهیلتعرللرنلتللاگیفلوللاو 

گسلت هی للل93تلهللل69گسلکلدونلللQRDRههلیالسهحرلعلللوه 

لل.لشد لگس 

بلعلممل گنلشله صلولهان سلعلحهلل للللللوحش للحهل لل

بلعلگتلنلللل.شل یللطبرع لبعلمم گنل  تهنلیالسوالنافتعل  لغرا

بللعلهللاللASPتاترللبلفللهاالگسلسلل عل  تهسللر نلولتبللدتللل

حهلل للپاگت اهلهت لبلاگیلللل93یالکلدونلللآ رمعلیتهالگسرد

هلهیلللوحش لطاگحل لشلد لولکلعلت له لگسل گعل  تهسلر نلللللل

.لیهللدلگحت للهل لشللمه تعلشللد لتللهلسشللد لاگلپ ششلل ل لل ل

گطلامللهتلبللعلیسلل لآ للد لسشللهنلیگی لگسللدلکللعلت اکلل لللل

ولگلبتللعلبللعلشللولللل93ولل93-91یالکللدونللهللهلل  تهسللر ن

یالگتلنل طهلعلهتلللل.لگسل لل60ول03ههیللپاگکمد لیالکدون

.للت اکلل لشللدل93ولل93-91اویلگتللنلسللعلکللدونلگصللا ل

لولAla-90-Valبلللعلشلللولللل91  تهسلللر نلیالکلللدونللل

یالهلالیولوهتهله للل93گ هلیالل.لش یلگسجه ل  لSer-91-Proل

لل(.ل31لول33ل)یهدللبعلشوللکه لال تم علاخل  ل1ول3

یال طهلعهت لکعلیالکش الک ت لگسجه لشد ل شخصل

هله،لبلاگیلشلر  لیا لهس لللللللشد لکعلگناچعلفا اوکرم لل نل

هلهیلح هسلر لیگاوتل لبلاگیلیگاوهلهیلللللللآس هت لسللو

هلهیلللیاصلدلگسلسل تعلل0ش سدلگ هلیالل  لیو لگست هی لس  

MDR-TBتهسلللللر نلیالژنلل  gyrAولل.لووللللل یلیگایل

ههیلح هسر لیگاوت لمهییلباگیلگتلنلللآس هت ل،بمهباگتن

لل(.ل31ل.ل)یگاویل ه ل  لیو لسرهسله تمد

لgyrAژنلQRDRههیل مطقلعلللگه ر لتعررنل  تهسر ن

هلهیللل  تهسر نلیالهالت لگسلکلدونللبدتنلیلرللگس لکع

بهمللللال قهو لللل لبللللعلهللللالتلللل لگسلللللل93لول91،ل93

،لملللاو لبللالآنللل.(31لول33ل)شلل یللهللهل لل للفا اوکرم للل ن

گثبللهتل  تهسللر نلیاللCDCوللWHOگسلله لتعاتللفللبللال

،لیالتل للrrsههلبعله اگ ل  تهسلر نلیالژنلللفا اوکرم ل ن

گتلنل طهلعلعلللل(.ل33ل)گس للXDR،لبرهسهالس تعلMDRس تع

  تهسلر نللل.للت اک لشدل93ول93ل-91کدونلگصا لل1اویل

لSer-91-ProوللAla-90-Valبلللعلشلللوللل91یالکلللدونل

بعلشلولللل1ول3یالهالیولوهتهه لل93گ هلیالل.لش یلگسجه ل  

لل.لیهدلکه لال تم علاخل  

بللالگسلله لل93ولل93-91هللهیللمالل لگستخللهبلکللدون

هلهلیاللل نلیالگتلنلکلدونللبااس ل تل نلولا لدگیل  تهسلرللل



 

 

 3191،لبههال9لهه،لسه لس  ،لش ها لشمهس ل رواوگانهسر  ل جاعلست  لل11

 

 

هلهیلللبلدتنل عمل لکلعلسل تعللللل.لههیل قهو لب ی لگسل للس تع

بلهلفاگوگسل لللل93یالکدونللبرشتاهه،لل قهو لبعلفا اوکرم ل ن

بلهلفاگوگسل لللل93یالکلدونللل(یاصدل01بر لگسلل)ب رهالستهیل

یچهاللیاصدل1بهلفاگوگس لل91یاصدلولیالکدونل31تهلل31

هلهلیالسهحرلعلللل  تهسلر نلیالسلهتالکلدونلللل.لشد لگسدوه ل

QRDRلل(ل33ل)یهدللیاصدلاخل  ل1بهلفاگوگس لک تالگسلل

سل لکلعلللگلهلهلگتلنلللما ل  لو ل لگستخهبلگتنلکلدونل

کملدلکلعلیال  للللللل،لگسردلآ رمعلگیلاگلکلدل ل لل93کدونل

هال،لبمهباگتنل.لنرایلبعلیوالپاوتئرن،لقاگال  لDNAپرچ ل

بهملالسقلصلیالم اولایللللن سعلتغررالیالگتنلگسلردلآ رملعللل

بلعله لرنلللل.لشل یلل  لDNAgyraseستاوگحدلآل هیلآس ت ل

،لکعلگسلردلآ رملعلکلدلشلد للللل91یلرلل  تهسر نلیالکدونل

سلدگای،لهرچه سلعللللDNAت س لآن،لگاتبهطلسله تهایلبلهللل

تهثرایلیالباوسل قهو ل لسلدگایلولبملهباگتن،لگتلنلکلدون،لللللل

لل(.ل31ل)ش یلل    بل  لکدونلپا ل  افر  ل

هلله،لگه رلل للل قهو لل لبللعلفا اوکرم للل نللتشللخرصل

.لبر للهایلسللللیالوه عللعلیگایلله للعلنرللایلگیلیاللوتللژ 

هللهیللبرشللتالسرللهسلبللعلتلله رنلیسللتهه لهلله،للگسللت هی لگسلکرلل ل

پاه تمعله اگ لیگشتعلولوگب ته له رشه لآس هتشلهه لبلعللل

کللعله تمللعلگوللاگیللضلل نلگتللنل.لیسبلله لیگاسللدلعبللاگلکرلل ل

هللهللگتللنلاو لل.لیهمللدل لل اگلسرلل لب للرهالگفلل گت لللآس للهت 

پاه تمعلولوق لنرالب ی لولگ وهنلگست هی لگسلآنلبعلشلوللل

تللالیاللهللهیلسللهی لبمللهباگتن،لاو ل.مللهییلوولل یلسللدگایل

لل(ل3ل)ش سدللگست هی لمهییلتاورحلیگی ل  

،لIn-houseهلهیل  سل  لبلعلللللاو لیالگواگیلملهیی،لل

سولاللعلتالبل مهسبله تمد،للPCRههیللکعلشه للگس گعلاو ل

،لگسلتعرللرنلتلل گل لبللعلمملل گنل0یالوللدو (ل38ل)اسللمدلل لل 

ستهتجلبلعللل.لگس لشد گستهسدگایلطلات ل  لو ل لگست هی لبعل

یس لآ لد ،لگسطبلهقلقهبلللقبل ل لبلعلل لهظلح هسلر لولللللللل

یهلدلکلعلگثبلهتلللللوتژن ،لبرنلستهتجلتهیلشلد لاگلسشلهنل ل للل

او لگصا لل.لکممد لکهاگت لاو لیالگست هی لمهییلگس 

هلهیل لاتب لبلهل قهو ل ،للللللسلر نلیالژنلباگیلبااس ل  ته

ههیلگحت هل لبهلک  لتعررنلت گل لگسل لللتعررنل  تهسر نل

گتنلاو له تمعلبالولپالسح  لبل ی للل(.ل30ول31لول9لول1ل)

لکهاکملهنلولبهلت وعلبعلمد لگ وهنل اتدلیستهه لولتله رنلل

لاس لگسل لبلعل اگکل ل له لللللل تخصصلیالت له ل اگکل ،للل

گسلگتللنلاو لل.لبللایل لل یلبرشللتاس للهنلگاسلله لشلل یلکللعل

،لSSCPل(.ل3ل)تلل گنلیالگوللاگیلمللهییلگسللت هی لس لل یللس ل ل

او لیتهلایلگسلل لکلعلیالچمللدلت قرل لبللاگیلبااسلل لللل

گسلت هی لشللد للل93ا لدگیل  تهسلر نلبللعلوتلژ لیالکللدونلللل

گتنلاو لبعل طهیلآس هتشهالب رهالح له للل(.ل36ل)گس ل

ب ی لولبمهباگتن،لهالن سعلب لیقت لآس هتشهالبعلتشلخرصلل

بعلوتژ لیالتشهبعلگلهل یلبلعلللل.لش یل  شتبه ل قهو  ل مجالگ

وگب للتعلبللعللل)ل93یسلل لآ للد لگسل  تهسللر نلیالکللدونلللل

لل.للش یل  ل(لغرال اتب لبهل قهو  ل)ل91وللل( قهو  

گاگئلعلللAs-PCRاو للبهلت وعلبعلستلهتجلگتلنلت قرل ،لللل

ت گسدلبعلممل گنلتل لاو لسلهی لولسلات لبلاگیلللللللشد ل  

هلللهیللا ک هسلللرنلیالسللل تعلتعرلللرنل قهو للل لبلللعلگفلل

 ل.لگست هی لش ی هتو بهکتات  لت باکا ستسل

ولتلهفتنلللRFLPلههلیالباگیلیسترهب لبلعلاو لللک ش 

ل93هلهیلگسلدوس کائهسیلکلعلقلهیالبلعلبلا ل مطقلعلللللللللآس ت 

بملهباگتن،لیالگتلنلت قرل لگسللللل.لبهشد،لبعلوهت لساسرد لگس 

(AS-PCR)لآلللگسپ ر ر لپل لسل لآاللاو ل
گسلت هی للل1

 .دسللل الپاگت اههیلگ تصهص لطاگح لشدبعلگتنل مول.لشد

گتنلپاگت اههلبلاگیلشمهسلهت لحهلل لوحشل لیالوهتهله لللللل

لت للل لممللل گنل93یالل1ولل3،ل93یالل3،ل91یالل1شللل ها ل

طاگح لبهلت وعلبلعلبااسل ل تل نلگسجله للللللگتنلل.لm2وللm1ل

،لیال93شدلولتعررنلگتنل طابلکلعل  تهسلر نلیالکلدونلللل

بعلکاگتلشمهسهت لشد لگسل ،لگسجله لللل1ول3هالیولوهتهه 

لل.لشد



 

 

ل13لیال هتو بهکتات  لت باکا ستسللAllele Specific PCRلتشخرصل قهو  لبعلگفا ک هسرنلبهلاو ل  لو ل لسات 

 

 

لAS-PCRللسل تعلگیلکلعلسترجلعلآس للهت لللل33گسل رلهنلل

سل تعلبلعلمال لللللل1ل:  تهسر نلول قهو  لاگلسشهنلیگیللههلآن

س تعلبعلما لا لدگیللل6،ل91یالکدنللاخلیگینل  تهسر نل

س تعلبعلما لا دگیل  تهسر نلل6ل،ل93  تهسر نلیالکدنل

بعلما لا دگیل  تهسلر نللس تعل31،لولM1-93یالکدونل

 قهو لل لس للب لبللعللل لل ی،لوتژنلل لللM2-93یالکللدنل

لل.لاگلبعلیس لآوای لگسدلگفا ک هسرنل

شلد لسرل ،لیالللللس تعلآس لهت لل33س تعلسر لگسلل1تعدگیل

یولکدنل  یلیگاگیل  تهسر نلول قهو  لبعلگفا ک هسرنل

ل1شلد ،لللله چملرن،لگسلگتلنلتعلدگیلسل تعلآس لهت لللللل.لب یسد

سل تعللل3گسلل.لعلگفا ک هسرنلاگلسشهنلیگیسدس تعلح هسر لب

هلهللللیالگسجله لآس لهت للله لبعلمم گنلشههدللح ه لفم ترپ ل

لل.للگست هی لشد

ل
لههلولکش اههیل ختافلههیل ت هوتلیاسه لبعلاو لgyrAپرشرمعلبااس ل  تهسر نلیالژنلل-8ودو ل

لبهس لس هس  کش ا    تهسر ن هدف

للههیلآس هت لتعدگیلس  سع

لشد 

ههیللتعدگیلس  سع

ل قهو لفم ترپ 

یاصدل  تهسر نل

لههلتهفتع
او ل  لو ل لگسجه ل

لشد 
 ح ه   قهو  ح ه   قهو  ح ه   قهو  کل

 N . S .  gyrA همد

D94N 
 ( GAC/AAC )

  

 Sequencing . QRDR of 1 31ل 1 3 38 01 336

gyrA and gyrB 

 همگلکمگ
3993-

1113 
gyrA 

D94N 
 ( GAC/AAC )

  

111 03 309 3 1 31 1 

PCR-SSCP and 

Sequencing . QRDR of 

gyrA 

 gyrA 1113 کا لوم ب 

D94N 
 ( GAC/AAC )

  

01 81 31 1 1 11 1 Sequencing . QRDR of 

gyrA and gyrB 

 گلکمگمه
3993-

1111 
gyrA 

D94N 
 ( GAC/AAC )

  

316 11 61 3 1 61 1 

PCR-SSCP and 

sequencing . gyrA: 

320bp fragment 

 N . S .  gyrA چرن

D94N 
 ( GAC/AAC )

  

86 33 13 1 1 1 1 

PCR-SSCP and 

Sequencing . QRDR of 

gyrA 

 gyrA 1118 اوسرع

D94N 
 ( GAC/AAC )

  

01 36 11 31 1 11 1 Sequencing . QRDR of 

gyrA and gyrB 

 N . S .  gyrA اوسرع

D94N 
 ( GAC/AAC )

  

ل336 80 361 6 1 91 1 

Oligobased chip assay 

and sequencing .

 QRDR of gyrA 
ل

ل

شللل ی،لل شلللههد ل للل ل8ه هسه سلللعلکلللعلیالولللدو ل

ههیل  لو ل ل  ایلگست هی لتهکم ن،لباگیلتشخرصللاو 

 بتم لبالاو لتعرلرنلللبرشتا،لQRDR  تهسر نلیال مطقعل

بلهلت ولعلللگ هللیگایگتنلاو ،لکهاگت ل مهسب لل.لت گل لگس 

بلللعله تملللعلولس لللهنلبلللالبللل ینلگولللاگیلگتلللنلاو لیالل

.لههیلمهیی،لگ وهنلگست هی لگسلآنلوو یلسدگایلآس هتشهه 

،لگسلاو ل3993یالسله للل1 گایهلول1113یالسه لل3چمگل

sscpگتللنلاو لکللعلبللال بمللهیلژنللل.لگسللت هی لکللای لگسللدلل

 للهلصلشللد لولبااسلل ل قهت للعلگیلگلهلل یلبهسللدههیلبللعل

ههیلح ه لول قهو لگس ،لبرشتالبهللیس لآ د ،لیالس تع

ه للاگ لگسلل ،لکللعلیالللکهاکمللهنگحت لله لبللهلایل طللهیلل

هللهیل م لل لول ربلل للگسلت هی لمللهییلولحجلل لبللهلا،لپهسللدل
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یاللذکالشلد لودو لبالگسه لل.لیهدلکهذبلاگلگف گت ل  

بعلمم گنلکدنل اتب لبهل قهو  لل69 طهلعهت،لکدنللبرشتا

بمهباگتن،لیال طهلعلعلحهضلا،لبلهلهلدفلللللل.ل طارلسشد لگس 

ضل نللل.لسشلد لگسل للسهسیلاو ،لگتنلکلدنل طهلعلعللللسهی 

هلله،لهرچه سللعللکللعلبااسلل لستللهتجلتعرللرنلتلل گل لس  سللعلآن

لل.ل  تهسر س لاگلیالگتنلکدنلسشهنلسدگیسد

ههیللیالیگ للکش ال طهلععلگیلاویلگتنلژنلیالس تع

کا سرو ل هتو بهکتات  لت باکال ستسلبلهلک ل لاو لللل

AS-PCRیال هاجلکش السر ل طهلعهتلگسجه لل.لتهف لسشدل

لتعرلرنلتلاگیفللشد لبهلک  لاو لپاه تمعلولوق لنرلالل

لAS-PCRبلل ی لولیالهللرال طهلعللعلگیلگسللت هی لگسلاو لل

لل.ل شههد لسشد

 طهلعللهتلگسجلله لشللد لیالللذکللالشللدطلل الکللعلله للهن

کش اههیل ختافلبعلگتنلشوللب ی لکعلبعل مول الگسجله للل

ل311تللهلل11بللهلحجلل لسهللهت للللPCRتلل لتعرللرنلتللاگیف

لتلاگیفلههلتعررنللشد لولسپسلس  سعل رواولرتایلگسجه ل  

نرالولباگیلبر هاگنلپاله تمعللشدسدلکعلگتنلاوش لوق ل  

گ وهسلللهتل لبلللهل هلللهاتلولکهاکملللهسگسللل لولسرلللهسلبلللعل

گسلو اعلگتنلل.لههیلمهییلیگایلآس هتشههه لیالآس هتشهه 

ل:ت گنلبعل  گایلستالگشها لکایل طهلعهتل  

لgyrAباگیلتعرلرنل  تهسلر نلیالژنللللAS-PCRاو ل

هللللهیل قللللهو لبللللعلیگاویلگفا ک هسللللرنلللللیالسلللل تع

اوش لسات لولیالیسلتا للل هتو بهکتات  لت باکا ستسل

ستلهتجللل.لوله چمرنلبهلقداتلتشخرصل لولیقل لبلهلالگسل لللل

ت گسدلبعلمم گنلل  لAS-PCRلیهدلکعللگتنلت قر لسشهنل  

تللل لاو لسلللات لولملللهییلیالتشلللخرصل قهو للل لللل

نلیال هتو بللللهکتات  لت باکالللل ستسلبللللعلگفا ک هسللللر

گتلنلاو للل.لههیلتشخرصلطبل لگسلت هی لشل یللللآس هتشهه 

هللهیل قللهو للبللاگیلتشللخرصلسللات لولیالیسللتا لسلل تع

بهکتایلولیا هنلبلعل  قل لبر لهاگنل بلتلالولوال نرایلگسلللللل

گسلت هی لگسلگتلنلاو للل.لگف گت له تمعلبر لهاگنلگسجله لشلدللل

تالت لمه لللگستشلهالبر لهایلبلعللللللت گسدلبعلح فلسات ل  

  ق لت لبر هال قهو لبعلیگاولولیا لهنلللیسبه لتشخرصلبع

نرلالشلدنلللله لعلآنل مجالش یلکلعلگتلنل  لهلعلگسیتلدنه للللل

کلعلاو لللت گسلآسجلهلل.لگه ر لگسل للیگاگیب رهاللبر های

گاگئعلشد لیالگتنلت قر ،لهرچه سلعلوگب لته لبلعلکرل ،للللل

یسللتهه لوتللژ لولتللهل لل گیلوتللژ لولگ تصهصلل لبللاگیلللللللل

ه تملعلبلاگیلاو ،للللولسر لآس هتشهه لمهییلبعلیسبه لسدگای

که لال ع  ل لب ی لولهرچه سعله تملعلللPCRیالحدلت ل

سلام لللله چملرن،للکملدللس  گضهف لبعلآس هتشهه لت  رلل

گ ولهنلگولاگیلآن،لللل،بمهباگتنل.م للاو لقهبللقب  لگس 

ملللهییلآس هتشلللههه ،لحتللل لیالللبلللعلممللل گنلآس لللهت 

ههیل  ایلپ تا لبلهلات لللههت لکعلتعدگیلس  سعلآس هتشهه 

شل یلکلعللللشوللاوسگسعلیگاسد،لوو یلیگایلولپرشمههیل  بعل

هللهیلسللخ لولپللاله تمللعلیاللگتللنلاو لوللهته تنلاو 

لل.لههیلمهییلول اگک لت قرقهت لش یلآس هتشهه 
 قدردانی و تشکر

گتللنلپللژوه لبخشلل لگسلطللارلت قرقللهت ل صلل بلللل

یگسشللهه لمالل  لپ شللو لگاگکلوله چمللرن،لق لل ت لگسلللل

وحرلد لوحرلدیلیگسشللج یلللسه لعلیگسشلج ت ل للهس للللپهتلهنل

وسللراعلگسللبللدتنبمللهباگتن،لل.یوا لکهاشمهسلل لگاشللدلگسلل 

لل.لش یل  تشوالولقدایگس لگتنلیگسشهه ل عهوس لپژوهش ل

ل

 

 

 

 



 

 

ل11لیال هتو بهکتات  لت باکا ستسللAllele Specific PCRلتشخرصل قهو  لبعلگفا ک هسرنلبهلاو ل  لو ل لسات 

 

 

References 
 

(1)  Mardani,m. multi-drug resistant TB: a 

global problem. Research in Medicine, 

Shahid Beheshti University of Medical 

Sciences. 2008; 31 (4): 299- 301. 

(2) Pakzad I, Azizi Jalilian F. Drug resistance 

mechanism towards Isoniazide in 

Mycobacterium Tuberculosis considering 

molecular genetics. Scientific Journal of 

Ilam University of Medical Sciences 2001; 9 

(31): 41-6. 

(3) Lawn, SD, Zumla, AI. Tuberculosis. Lancet 

  .72–57 :(9785) :378 ;2011ل

(4) H. E. Takiff, “Tuberculosis 2007,” in From 

Basic Science to Patient Care. Tuberculosis 

Textbook. Com, J. C. Palomino, S. C. Leão, 

and V. Ritacco, Eds. pp. 207- 262, 1st 

edition,. 

(5) Pitaksajjakul P, Worakhunpiset S, 

Chaiprasert A, Boonyasopun J, Ramasoota 

P. gyrA and gyrB mutations in ofloxacin-

resistant Mycobacterium tuberculosis 

clinical isolates in Thailand. Southeast Asian 

J Trop Med Public Health. 2011; 42 (5): 
1163-7. 

(6) Chakravorty S, Aladegbami B, Thoms K, 

Lee JS, Lee EG, Rajan V, Cho EJ, et al. 

 Rapid detection of fluoroquinolone-resistant 

and heteroresistant Mycobacterium 

tuberculosis by use of sloppy molecular 

beacons and dual melting-temperature codes 

in a real- time PCR assay. J Clin Microbiol. 

2011; 49 (3): 932-40.   

(7) Von Groll A, Martin A, Jureen P, Hoffner S, 

Vandamme P, Portaels F, et al. 

 Fluoroquinolone resistance in Mycobacterium 

tuberculosis and mutations in gyrA and 

gyrB. Antimicrob Agents Chemother. 2009; 

53 (10): 4498-500. 

(8)  M. Rathore1, Girish Pai1, T.  K. Jayalakshmi 

2 and D. S. Joshi1 rapid detection of 

multidrug-resistant mycobacterium 

tuberculosis by real-time PCR based assay 

in indian population, 1mgm institute of 

health sciences, kamothe sec-18, navi 

mumbai 2jayalakshmi clinic, govandi, 

mumbai.  recent research in science and 

technology.  2011, 3 (3): 58-62.   

(9) Shi R, Zhang J, Li C, Kazumi Y, Sugawara 

I. Emergence of ofloxacin resistance in 

Mycobacterium tuberculosis clinical isolates 

from China as determined by gyrA mutation 

analysis using denaturing high-pressure 

liquid chromatography and DNA 

sequencing. J Clin Microbiol. 2006; 44 (12): 

4566-8.  

(10) Perdigão J, Macedo R, João I, Fernandes 

E, Brum L, Portugal I.  Multidrug- resistant 

tuberculosis in Lisbon, Portugal: a 

molecular epidemiological perspective. 

 Microb Drug Resist. 2008; 14 (2): 133-43.   

(11) Cui Z, Wang J, Lu J, Huang X, Hu Z. 

 Association of mutation patterns in gyrA/B 

genes and ofloxacin resistance levels in 

Mycobacterium tuberculosis isolates from 

East China in 2009. BMC Infect Dis. 2011 

29; 11: 78.   

(12) Aubry A, Veziris N, Cambau E, Truffot- 

Pernot C, Jarlier V, Fisher LM. Novel 

gyrase mutations in quinolone-resistant and 

- hypersusceptible clinical isolates of 

Mycobacterium tuberculosis: functional 

analysis of mutant enzymes. Antimicrob 

Agents Chemother. 2006; 50 (1): 104-12.   

(13) Al- Mutairi NM, Ahmad S, Mokaddas E. 

 First report of molecular detection of 

fluoroquinolone resistance- associated gyrA 

mutations in multidrug-resistant clinical 

Mycobacterium tuberculosis isolates in 

Kuwait.  BMC Res Notes. 2011;14(4): 123.   

(14) World Health Organization, Laboratory 

Services in Tuberculosis Control: Culture, 

chapter3, Geneva, 1998 (WHO/TB/98).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21492420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21492420


 

 

 3191،لبههال9لهه،لسه لس  ،لش ها لشمهس ل رواوگانهسر  ل جاعلست  لل13

 

 

(15) Lari N, Rindi L, Sola C, Bonanni D, 

Rastogi N, Tortoli E, Garzelli C. Genetic 

diversity, determined on the basis of 

katG463 and gyrA95 polymorphisms, 

Spoligotyping, and IS6110 typing, of 

Mycobacterium tuberculosis complex 

isolates from Italy. J Clin Microbiol. 2005; 

43 (4): 1617- 24.  

(16) Soini H, Musser JM. ‏Molecular 

diagnosis of mycobacteria. Clin Chem. 

2001; 47 (5): 809- 14.   

(17) Mitarati. S, M Kafwabulula. L. Tropical 

medicine and health Mycobacterium 

tuberculosis and gyrA variation in Zambia. 

 Trop Med Health.  2005; 33 (2): 91-4.   

(18) Takiff HE, Salazar L, Guerrero C, 

Philipp W, Huang WM, Kreiswirth B, et al. 

Mycobacterium tuberculosis gyrA and gyrB 

genes and detection of quinolone resistance 

mutations. Antimicrob Agents Chemother 

 .80-773 :(4) 38 ;1994ل

 

                                                      
 Wild type‏1
 Sequencing‏2
 Allelespecific-PCR (AS-PCR)‏3
 Cheng‏4
 Howard‏5



 
 
 
Biological Journal of Microorganism, 3rd Year, No. 9, Spring 2014                                                                                      3 
 
 
 
 
 
Allele Specific-PCR method for rapid detection of gyrA gene mutaions in clinical 

isolates of Mycobacterium tuberculosis 
 

Vahideh Vahidi  
MSc Student of Microbiology,Department of microbiology, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran, vahide.vahidi@yahoo.com 

Mohammad Reza Zolfaghari    
Assistant Professor of Microbiology,Department of microbiology, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran, mreza.zolfaghary@gmail.com 

Azam Ahmadi  
Ph.D student of Molecular Genetics, TMU and Tuberculosis and Pediatric Infectious Disease Research Center , ArakUniversity of Medical Sciences, 

Arak, Iran,ahmadia22@yahoo.com 
Mana Shojapour  

Ph.D student of Molecular Medicine, Research Center of Molecular Medicine, University of Medical Sciences, Arak, Iran, 
mana_shojapuor@yahoo.com 

Seyed Reza Moadab  
Assistant Professor of TB and Pulmonary Diseases research center, Tabriz University of Medical Sciences, Iran, seyyedreza_moaddab@yahoo.com 

Mohammad Arjomandzadegan  *   
Assistant Professor of Medical Bacteriology, University of Medical Sciences, Arak, Iran, arjomandzadegan@arakmu.ac.irn 

 

Abstract 
Introduction: Resistance to Fluroquinolones drugs are increasingly expanded. A molecular 
method was designed and compared for rapid detection of resistance to ofloxacin in clinical 
isolates of Mycobacterium tuberculosis. 

Materials and methods: From 136 M. tuberculosis clinical isolates, 41 strains were used for 
comparison of detection of mutations associated with resistance in gyrA gene by Allele 
Specific-PCR (AS PCR). Specific internal primers were designed for detecting any changes in 
90, 91 and 94 codons. Sequencing method was accomplished for evaluation of the results as 
gold standard. 

Results: AS-PCR  method could detect mutations by formation or not formation of internal 
bounds  and had good performance. Totally, from 37 strains phenotypically resistant to 
ofloxacine 32 strains were mutant and 5 strains were non mutant that have Sensitivity and 
specificity, 86/11% and 100%, respectively. Sequence results were concordant by results 
molecular methods. 

Discussion and conclusion: Results of the study showed that AS-PCR method could be used as 
a routine test for fast detection of resistance to fluroquinolones in M. tuberculosis. 

Key words: Mycobacterium tuberculosis, Allele Specific-PCR, Ofloxacin 
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