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ی یچند دارو جهت بررسی مقاومت و  بلرسنجی آلاما استفاده از روش رنگ
  وباکتریوم توبرکلوزیسکمای

  
  6جواد قناعت - 5مهدی بهدانی  - 4کیارش قزوینی - 3 طاهره راشد- 2پریسا فرنیا - 1علیرضا محمدزاده

  
  چکیده 

وبرکلوزیس یک مشکل عمده در بـسیاری از  مایکوباکتریوم تدارویی گسترش سویه های با مقاومت چند   : زمینه و هدف  
استفاده از روشـهای اسـتاندارد جهـت بررسـی حـساسیت            . قسمتهای دنیا بخصوص در کشورهای با درآمد کم می باشد         

بـه  ) روش رنـگ سـنجی    (  آلامار بلو  در این مطالعه ما از روش     .  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بسیار وقت گیر است      دارویی
مقاوم (  مایکوباکتریوم توبرکلوزیسدارویی ارزان قیمت جهت تعیین سویه های با مقاومت چند عنوان یک روش سریع و 
  . استفاده نمودیم) به ریفامپین و ایزونیازید

سل بیمارسـتان    از مرکز تحقیقات ملی بیماریهای ریوی و       نمونه   23ت تجربی روی    این مطالعه به صور    :روش تحقیق 
.  تهیه شد7H9GCbrothبیوتیکی ریفامپین و ایزونیازید در محیط  ابتدا رقتهای آنتی.  انجام گردیدمسیح دانشوری تهران

 7H9GCbrothبرای کنتـرل از محلـول       . لیتر منتقل گردید     میلی 15های فالکون     لیتر به لوله     میلی 65/1از محلول فوق    
هـای حـاوی     بـه لولـه  Alamar Blue میکرولیتر از مخلوط تـازه تهیـه شـده معـرف     250سپس  .فاقد دارو استفاده شد

ــی ــرل آنت ــوتیکی و کنت ــد بی ــافه ش ــه. اض ـــامی لول ـــش  در تمـ ــای آزمــایـ ــی1/0ه ــا   میل ــت باکتری ــر از رق   ییلیت
 1-10) 3×106 CFU/ml (هفته انکوبه شدند4 درجه سانتیگراد به مدت 37ها در  لوله. تلقیح گردید .  

اـمپین حـساس   Alamar Blueد، توسط روش  مور12 مورد از 11در مقایسه با روش نسبی،  :یافته ها  به داروهای ایزونیازید و ریف
 طی. بود% 90و %  100پین به ترتیب  این روش برای دو داروی ایزونیازید و ریفامحساسیت و اختصاصی بودن. تشخیص داده شدند

در ایـن  . )kappa value = 0.93, P<0.001( این بررسی همخوانی بسیار خوبی بین روش  آلامار بلو و روش نـسبی دیـده شـد   
  .بسیار کمتر است)  روز28-32( روز حاصل گردید که این مدت زمان نسبت به روش نسبی 6مطالعه نتایج طی 
 ساده، قابل اعتماد و کم هزینه است که ،ء احیا-توان نتیجه گرفت که ردیابی اکسیداسیون به طور کلی می :نتیجه گیری

های تشخیص سل با منـابع محـدود را برطـرف             مت گران قیمت بویژه در آزمایشگاه     امکان نیاز به روشهای بررسی مقاو     
در این مطالعه مشخص گردید که روش رنگ سنجی آلامار بلو میتواند به عنوان یک روش ساده، قابل اعتماد                   . نماید  می

   . مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بکار رودداروییو سریع جهت بررسی حساسیت 
  ؛ مقاومت دارویی؛ آلامار بلویکوباکتریوم توبرکلوزیسما: کلید واژه ها

  )1386؛ پاییز سال 3؛ شماره 13دوره( درمانی گناباد ،پزشکی و خدمات بهداشتی دانش؛ مجله دانشکده علوم افق

  29/2/1387:   پذیرش         30/1/1387 :اصلاح نهایی  2/10/1386: دریافت

                                                 
   ت علمی دانشکده علوم پزشکی گنابادأکارشناس ارشد میکروب شناسی، عضو هی نویسنده مسؤول؛ -1

   دانشکده علوم پزشکی گناباد گناباد،:  آدرس
 alm13604@gmail.com: پست الکترونیکی  0535-7223814:         نمابر0535-7223028: تلفن

  ز تحقیقات ملی بیماریهای ریوی و سل بیمارستان مسیح دانشوری، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی مرک، دانشیار میکروب شناسی-2
 ت علمی دانشگاه علوم پزشکی مشهدأاستاد میکروب شناسی، عضو هی -3
  ت علمی دانشگاه علوم پزشکی مشهدأ استادیار میکروب شناسی، عضو هی-4
  ی مولکولی انستیتو پاستور تهران بیوتکنولوژی پزشکی، بخش پزشک Ph.D دانشجوی -5
  ت علمی دانشگاه علوم پزشکی مشهدأ استاد میکروب شناسی، عضو هی-6
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  مقدمه
ناخته شـده در دنیـا      ترین بیماریهـای ش ـ     سل یکی از قدیمی   

است که در دو دهه اخیر مجدداً شایع گردیده است به طوری که             
حدود یک سوم جمعیت دنیا به مایکوباکتریوم توبرکلوزیس آلوده         

اکثر موارد ابتلا به سل و مرگ و میرهـای ناشـی از ایـن               . هستند
درمـان   .)1( شـوند   بیماری در کشورهای در حال توسعه دیده می       

باکتریـایی،  وباکتریومی، بـرخلاف اکثـر عفونتهـای        عفونتهای مایک 
به طور کلی بیمـاران بایـد چنـدین         .  است پیچیده و بحث برانگیز   

)  مـاه  9 تـا    6حـداقل از    (هـای طـولانی       بیوتیک را برای دوره     آنتی
بیوتیک   های مقاوم به آنتی     دریافت نمایند، در غیر اینصورت سویه     

بـر اسـاس تجـویز       درمـان امـروزی سـل        .)2( بوجود خواهند آمد  
 بــه منظــور پیــشگیری از ایجــاد  وداروهــای مــؤثر اســتوار اســت

ــاج    ــؤثر احتی ــه دو داروی م ــه دارو حــداقل ب ــاوم ب   موتانهــای مق
 مهمترین داروهایی که علیه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس       .می باشد 

بکار گرفته مـی شـوند شـامل ریفـامپین، ایزونیازیـد، اتـامبوتول،              
مــشکل عمــده در  .)3(تومایــسین اســت پیــرازین آمیــد و استرپ

. انگاری بیماران در مصرف دارو است       های درمانی سل، سهل     برنامه
انگــاری در مــصرف دارو نــه تنهــا باعــث شکــست درمــانی  ســهل

گردد، بلکه باعث ایجاد ارگانیسمهای مقـاوم بـه دارو و انتقـال               می
  .شود آنها نیز می

کوبـاکتریوم  مای 1دارویـی گسترش سویه های با مقاومت چند    
توبرکلوزیس یـک مـشکل عمـده در بـسیاری از قـسمتهای دنیـا               

 امروزه دو  روش به      .بخصوص در کشورهای با درآمد کم می باشد       
جهت بررسی ) Gold Standard(هــای اســتاندارد  عنــوان روش

شود کـه عبارتنـد      باسیل سل استفاده می    داروییتست حساسیت   
  : از 
1 .Proportion Method محیطهای  درLJ) و ) لونشتاین جانسن

 7H10میدل بروک 
2 .BACTEC 460 System 

باشـند بـه طـوری        ایــن دو روش دارای مــعایب اساسی می      
 . نیاز به زمان زیادی دارد)Proportion Method(  نسبیکه روش

 روش گران قیمـت  BACTEC 460 Systemو روش )  هفته4ـ6(
هـا   لانی و کاهش هزینـه  بنابراین جهت کاهش این زمان طو      .است

                                                 
1- Multi-Drug Resistant (MDR) 

 اسـتفاده  .باشـد  های سریع و ارزان قیمت می       نیاز به یکسری روش   
 دارویـــیاز روشـــهای اســـتاندارد جهـــت بررســـی حـــساسیت 

  .)4( مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بسیار وقت گیر است
 به روشهای سریع و قابل اعتمـاد جهـت          شدید بنابراین نیاز   
  یـن مطالعـه  از روش       در ا .  مـی باشـد    دارویـی تعیین حـساسیت    

 ارزان  به عنوان یک روش سـریع و        ) گ سنجی روش رن ( آلامار بلو 
ــا مقاومــت چنــد    ــیقیمــت جهــت تعیــین ســویه هــای ب  داروی

) مقـاوم بـه ریفـامپین و ایزونیازیـد        ( مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس  
اکـسیداسیون ـ   ) معـرف (ر تویک انـدیکا  آلاماربلو. گردیداستفاده 

رنـگ بـوده و پـس از           اکـسیداسیون آبـی    احیاء است که در حالت    
 بنابراین در    .آید  می احیاء شدن توسط باکتری به رنگ صورتی در       

 7H9صورت رشد باکتری در محـیط کـشت مـایع میـدل بـروک             
از آبـی بـه      محـیط کـشت       رنـگ  حاوی آلامار بلو و آنتی بیوتیک     

 که نشان دهنده مقاوم بـودن بـاکتری       صورتی تغییر پیدا می کند    
 در غیـر ایـن صـورت بـاکتری بـه دارو             .بیوتیک می باشد  به آنتی   

 در نهایت این روش   ).عدم تغییر رنگ محیط کشت    ( حساس است 
ــسبی  ــا روش ن ــتاندارد( ب ــساسیت  روش اس ــی ح ــی بررس  داروی

  .مقایسه گردید) مایکوباکتریوم توبرکلوزیس
  

 روش تحقیق 
بـه صـورت     ایـن مطالعـه      : سویه های مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس    

سل  از مرکز تحقیقات ملی بیماریهای ریوی و      نمونه   23ربی روی   تج
   دارویـی حـساسیت  . انجـام شـد  بیمارستان مسیح دانـشوری تهـران     

سویه ها به دو داروی ایزونیازید و ریفامپین توسط روش نسبی قـبلا             
، که در مرکز تحقیقات ملی بیماریهای ریوی و سل مشخص شده بود

 سـویه   12و   امپین و ایزونیازیـد مقـاوم      سویه به ریف   11از این تعداد    
  .نسبت به این داروها حساس بودند

 بیـوتیکی ریفـامپین     ابتـدا رقتهـای آنتـی       :آزمایش آلامـار بلـو     
 µg/ml2  و ایزونیازید µg/ml2/0 7 [در محیطH9GCbroth  7/4 

لیتر گلیـسرول      میلی 7H9  ،20بروک   گرم محیط پایه مایع میدل    
 100لیتـر آب مقطـر،     میلیBacto Casitone ،880 گرم 1، 10%

لیــتر اولئــیک اســـید، آلبومین، دکـســتروز و کاتـالاز           میــلی
)OADC ([  هـای    لیتر به لوله     میلی 65/1از محلول فوق    .  تهیه شد

 رشـد یـا عـدم       برای کنتـرل  . لیتر منتقل گردید     میلی 15فالکون  
 .شـد  فاقـد دارو اسـتفاده       7H9GCbrothاز محلول   رشد باکتریها   
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ــپس  ــرف   250س ــده مع ــه ش ــازه تهی ــوط ت ــر از مخل    میکرولیت
 Alamar Blue×10 بــه 1 بــه 1، بــا نــسبت %10  80 و تــوئین ،

اضـافه  ) بیوتیـک  فاقد آنتی(بیوتیکی و کنترل  های حاوی آنتی    لوله
لیتـر از رقـت        میلـی  1/0هـای آزمــایـــش       در تمــامی لوله  . شد

  .ردید تلقیح گ) CFU/ml 106×3( 10ـ1باکتریائی 
  هفته انکوبه شدند   4یگراد به مدت     سانت  درجه 37ها در      لوله

 . قرائت شـدند    هفته 4به صورت روزانه طی     تغییر رنگ محیطها    و  
تغییر رنگ آلامار بلو از آبی      ( رشد باکتری در لوله های حاوی دارو      

نشان دهنده مقاومت باکتری به دارو مـی باشـد و در            ) به صورتی 
 حساس بودن باکتری را مـشخص    ،وله ها صورت عدم تغییر رنگ ل    

 7H9GCbrothاز محیطهـای   برای کنترل تغییر رنـگ،    .می نماید 
 250 که به آنهـا   و باکتریبیوتیک بیوتیک و فاقد آنتی   حاوی آنتی 
  .گردید استفاده  بود اضافه شدهAlamar Blueمیکرولیتر 

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  وی ریفامپینعدم تغییر رنگ آلاماربلو در محیط حا: 1شکل
  )سویه حساس(

C: مثبت،  کنترلC1 :کنترل منفی  
  
  

  یافته ها
 مـورد، توسـط   12 مورد از 11در مقایسه با روش نسبی،      

ــد  Alamar Blueروش  ــای ایزونیازی ــه داروه ــامپین  ب و ریف
 حساس بودن باسیل    1در شکل   . حساس تشخیص داده شدند   

روش در مقایـسه بـا       .شـود   سل به داروی ریفامپین دیده مـی      
 بـه  Alamar Blue مورد، توسط روش 11 مورد از 11نسبی، 

در . نیازید ریفامپین مقاوم تشخیص داده شـدند      وداروهای ایز 
دیـده  داروی ریفـامپین     بـه    ل مقاوم بودن باسیل س ـ    2شکل  

 ایـن روش بـرای دو       حـساسیت و اختـصاصی بـودن      . شود  می
 .بـود % 90و  %  100داروی ایزونیازید و ریفامپین بـه ترتیـب         

  آلامـار بلـو     در این بررسی همخوانی بسیار خـوبی بـین روش         
. )kappa value = 0.93, p<0.001( و روش نسبی دیـده شـد  

یـن   روز حاصل گردید، که ا     6 طی این مطالعه نتایج در مدت     
  .بسیار کمتر است)  روز28- 32( مدت نسبت به روش نسبی

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  ریفامپین حاوی  تغییر رنگ آلاماربلو در محیط :2شکل
  )مقاومسویه (

C: مثبت،  کنترلC1 :کنترل منفی  
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  بحث
های  بیوتیکی از روش به طور کلی برای تعیین حساسیت آنتی

های روتین نیاز  روش. شود های سریع استفاده می روتین و روش
به زمان زیادی دارند از جمله این روشها، روش نسبی است که به 

های تشخیص سل بخصوص در  شگاهصورت متداول در اکثر آزمای
  .شوند کشورهای در حال توسعه بکار گرفته می

این روش با وجود اینکه از مقبولیت بیشتری برخوردار است 
گیر و  باشد، به طوری که بسیار وقت ولی دارای معایبی نیز می

ن روش  توسط ایداروییپرزحمت است، برای بررسی حساسیت 
  ابتدا نیاز به کشت، جداکردن و سپس انجام حساسیت

نیاز به زمان فوق با توجه به مراحل . باشد  آنتی بیوتیکی می
توان  های سریع می از روش.  هفته دارد10 تا 8زیادی در حدود 

های مولکولی اشاره نمود، این روشها  به روش رادیومتری و روش
یاز به تجهیزات گران قیمت با توجه به اینکه سریع هستند ولی ن
ها، بخصوص در کشورهای  دارند، بنابراین بسیاری از آزمایشگاه

باشند،  ها نمی فقیر یا در حال توسعه قادر به استفاده از این روش
هایی که ارزان و سریع باشند مورد نیاز  پس بکارگیری روش

   .باشد می
 به منظور ارزیابی زنده بودن 2003 در سال فرنیا

های خلط بیماران از آلاماربلو  وباکتریوم توبرکلوزیس در نمونهمایک
  .)5( استفاده نمود
 Alamar Blue یاجکو و همکاران، از ردیابی 1995در سال 

بیوتیکی  در میکروپلیت به منظور تعیین حساسیت آنتی
در مطالعه او همخوانی . مایکوباکتریوم توبرکلوزیس استفاده کردند

با روش نسبی تعیین حساسیت تفسیری میان ردیابی 
و برای % 95بیوتیکی برای ایزونیازید و ریفامپین و اتامبوتول  آنتی

  .)6( بود% 94استرپتومایسین 
 جهت Luz Caviedes 2002ای دیگر در سال   در مطالعه

 باسیل سل از آزمایش میکروپلیت داروییبررسی حساسیت 
تواند در  ش میاستفاده نمود و نشان داد که این رو 1آلاماربلو

  .)7(  روز نتایج قابل قبولی ارائه دهد7 تا 6طول 
جهت  1997 الای مشابه در س در مطالعه Scottهمچنین 

 استفاده MABA باسیل سل از آزمایش دارویی 2MIC تعیین
                                                 

1- Microplate Alamar Blue Assay (MABA) 
2- Minimum Inhibitery Concentration (MIC) 

او .  روز بدست آمد8ها در طول  نتایج او برای تمام نمونه. کرد
ست آمده توسط  بدMICنشان داد که همخوانی و توافق بین 

MABA و نتایج بدست آمده از سیستم BACTEC460)  روش
باشد و  باشد که نتیجه قابل قبولی می می% 6/87) استاندارد

به عنوان روش آسان و کم هزینه در کشورها در آن را توان  می
 .)8( حال توسعه استفاده نمود

های ما در این مطالعه نشان داد که همخوانی و   بررسی
های کشت آلاماربلو با روش نسبی تعیین  یان نتایج لولهتوافق م

حساسیت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس برای دو داروی ایزونیازید و 
میانگین مدت زمان برای این بررسی . باشد می% 3/91ریفامپین 

 روز بود، در حالیکه همین زمان در روش نسبی 6توسط آلاماربلو 
سریع نتایج بوسیله آلاماربلو  این گزارش ).P< 01/0( روز بود 35

رسد که روش آلاماربلو در تعیین  بسیار مفید است و به نظر می
  . بیوتیکی، روش سریع و ارزان باشد حساسیت آنتی

  
  نتیجه گیری

 - توان نتیجه گرفت که ردیابی اکسیداسیون به طور کلی می
 ساده، قابل اعتماد و کم هزینه است که امکان نیاز به ،احیاء
های  ی بررسی مقاومت گران قیمت بویژه در آزمایشگاهروشها

در این مطالعه . نماید تشخیص سل با منابع محدود را برطرف می
مشخص گردید که روش رنگ سنجی آلامار بلو میتواند به عنوان 
یک روش ساده، قابل اعتماد و سریع جهت بررسی حساسیت 

  .ایکوباکتریوم توبرکلوزیس بکار رودم دارویی
  

   و قدردانیتشکر
     بدینوسیله مراتب سپاس و قدردانی خود را از مرکز تحقیقات 
ملی بیماریهای ریوی و سل بیمارستان مسیح دانشوری تهران و 

  . معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی مشهد می نمائیم
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