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 ABSTRACT 
 

Tuberculosis is one of the most dangerous infectious diseases in the world and causes nearly two million deaths each year, 
especially in developing countries. Meanwhile, multidrug resistance tuberculosis (MDR-TB) is due to the resistance of 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) strains to two effective first-line drugs, isoniazid and rifampin, which is increasing 
worldwide. MDR-TB strains are mainly caused by inadequate treatment of TB patients. The emergence and spread of these 
strains is an obstacle to the control and management of tuberculosis as well as a threat to the World Health Organization's 
goal of eliminating the disease by 2050. Proper management of MDR-TB relies on early recognition of the disease. Recently, 
phenotypic and genotypic diagnostic methods have been developed to rapidly identify MDR strains in tuberculosis patients. 
Some of them are also economically suitable to use in developing countries. Proper treatment of patients with drug-resistant 
TB requires the rapid detection of resistant strains and appropriate drug administration. Regular monitoring of patients' side 
effects of medications as well as enhancing the quality of bacterial tests is essential to identify resistant strains. Therefore, 
in this review, we will describe the available phenotypic and genotypic tests for drug-resistant tuberculosis detection and 
discuss their advantages and limitations. 
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Introduction

Tuberculosis has been one of the deadliest 
infectious diseases in the world and remains a public 
health threat (1). In 2018, the World Health 
Organization reported more than 10 million (between 
9 and 11.1 million) new cases of tuberculosis (2). The 
emergence of multidrug-resistant Mycobacterium 
strains is increasing due to various factors such as AIDS 
epidemic, irregular use of anti-TB drugs, increased use 
of injectable drugs and migration from endemic areas 
(3). Multidrug Resistance Tuberculosis (MDR-TB) is 
defined as resistance to two effective first-line drugs 

for the treatment of tuberculosis, isoniazid and 
rifampin (4). MDR-TB strains with extensive drug 
resistance (XDR-TB) are described as resistance to all 
oral fluoroquinolones and at least one second-line 
injectable aminoglycoside (amikacin, caproomycin 
and kanamycin) (5). 

In 2018, the World Health Organization estimates 
that %3.4 of new cases and %18 of previously treated 
MDR-TB cases, as well as %8.5 of MDR-TB cases 
associated with XDR-TB (2). In order to prevent the 
spread and spread of MDR-TB and XDR-TB strains and 
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the emergence of new strains, simple, rapid and 
accurate diagnostic methods are needed to identify 
drug resistance among patients with tuberculosis. 
Unlike many bacteria where antibiotic resistance 
occurs due to motile genetic elements such as 
plasmids, transposons and integrons, mycobacteria 
have a chromosomal drug resistance and are often 
caused by mutations associated with a limited region 
of the genome. This resistance can be transmitted to 
subsequent generations of bacteria and disrupt TB 
control and treatment programs (6, 7). In the 
following, the mechanisms of action and resistance of 
isoniazid and rifampin drugs as well as the advantages 
and limitations of TB drug sensitivity diagnostic tools 
and methods are presented to evaluate and evaluate 
the advantages and disadvantages of each of these 
methods. 

Conventional phenotypic methods on solid medium 

The most commonly used egg-based culture media is 

the Levenstein-Johnson (LJ) medium . 

Proportional method 

In this method, growth rate of Mtb on the control 
medium without antibiotic is compared to the growth 
on the drug-containing medium to determine 
susceptibility or resistance. The number of colonies 
counted in the control tube indicates the number of 
live bacilli in the total number of microbes cultured 
and the number of colonies in the antibiotic-
containing tube indicates the number of resistant 
bacilli in the same number of microbes. The ratio of 
the first number to the second number is called the 
critical ratio or percentage of resistance, indicating 
that the strain is resistant or sensitive. For different 
drugs the criterion of resistance (critical ratio) varies. 
For example, the percent resistance for both isoniazid 
and rifampin is 1% (26, 27). 

Absolute Concentration Method 

In the absolute concentration method, a standard 
amount of bacteria is inoculated in a solid medium 
such as LJ containing different concentrations of the 
antibiotic. The lowest drug concentration that inhibits 
bacterial growth (less than 20 colonies in 4 hours) is 
defined as resistance criteria. (28). 

Resistance Ratio Method 

This method is similar to the absolute concentration 
method and is the ratio of the drug MIC for the tested 
strain to the MIC for the standard H37RV strain performed 
under the same conditions (29). 

Conventional Phenotypic Methods in Liquid Medium 

Using liquid media instead of solid media reduces the 
cultivation time from 8-12 weeks to 3-7 weeks. These 

environments can also be stored for longer periods at 
room temperature (30). 

BACTEC 460 TB SYSTEM Radiometric Method 

The culture medium used in the radiometric method 
is 7H12 (12A) medium. Mtb metabolize palmitic acid 
containing radioactive carbon in this medium and 
release CO2-labeled gas in the upper part of the 
culture medium (31). This gas is collected and 
measured by a semi-automatic device called the 
BACTEC 460 TB SYSTEM. Determining the amount of 
radioactive carbon in CO2, the growth rate of Mtb is 
accurately determined. This growth rate is called the 
GI index, which indicates a positive mycobacterial 
culture if it is 10 or more (32). 

Mycobacterial Growth Indicator Tube (MGIT) Method 

This method uses modified Middlebrook 7H9 with a 
fluorescent extinguishing oxygen sensor mounted at 
the end of the tube. In addition to the compounds in 
the 7H9 environment, it contains a mixture of 
antimicrobial agents such as PANTA (polymyxin, 
amphotericin, nalidixic acid, trimethoprim and 
azlocillin) to prevent the growth of gram-positive and 
gram-negative bacteria. The consumption of oxygen in 
the fluorescence medium and the detection of this 
light in the presence of UV lamps is a reason for the 
growth of Mtb in the tube (34). 

Versa TREK Method 

This method uses modified Middlebrook 7H9 with a 
mixture of antimicrobial agents such as PVNA 
(polymyxin, vancomycin, nalidixic acid, and azlocillin). 
This method is capable of simultaneously identifying 
mycobacterial growth and drug sensitivity to first-line 
drugs by measuring changes in oxygen consumption 
(35-36). 

Modern Phenotypic Methods 

These methods include mycobacteriophage expressing 
luciferase, colorimetric methods, and nitrate reduction test. 

Genotypic Methods for the detection of MDR-TB 
resistant strains 

Molecular methods are capable of detecting genes 
that are effective in generating drug resistance and 
resistance-related mutations in Mtb target genes. 
Using these methods, the results are obtained within 
1 to 2 days and can be directly applied to smear 
positive sputum isolates and other clinical specimens. 

Amplification Refractory Mutation System (ARMS) 

ARMS-PCR is a simple and rapid method for 
identifying point mutations, restriction fragment 
length polymorphisms (RFLPs) or small deletions 
during DNA fragment sequencing (46). This method is 
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also called allele-specific PCR or PCR amplification of 
specific alleles (PASA). 

DNA-Sequencing Method 

DNA sequencing is the most widely used genotypic 
method for detecting drug resistance, especially first-
line TB drugs in Mtb. Sequencing is the most accurate 
and reliable method for mutation detection and is 
used as the gold standard method (49). 

PCR-Single Stranded Conformation Polymorphism 
Analysis (SSCP) 

PCR-SSCP is a simple and rapid method that can be 
used to determine the presence or absence of a 
mutation in a specific region of DNA based on the pattern 
of DNA migration in the gel. As a rapid screening tool, it 
has high accuracy in the detection of drug resistance, 
especially in MDR-TB cases (51). 

PCR-restriction Fragment Length Polymorphism 

The PCR-RFLP method is a simple, rapid, and inexpensive 
method used to detect changes in one or more codons 
found in drug resistant and mutation sequences (53). 

Determination of Antibiotic Susceptibility by Real 
Time PCR 

The Real Time PCR method is very similar to the 
conventional PCR method. Similar to PCR, a sequence is 
amplified using specific primers. But Real Time PCR differs 
from conventional PCR in quantitative amplification of 
sequences. In Real Time PCR, the amplification of the 
product is detected by using the fluorescent marker in the 
reaction. These fluorescent markers are designed to 
produce light by binding to DNA if they replicate. The Real 
Time PCR method is divided into two categories: (1) the 
use of nonspecific fluorescent markers using DNA-bound 
dyes such as SYBR® Green or Eva green (2) the use of 
dedicated fluorescent markers using probes Target genes. 

High Resolution Melt-HRM Real Time PCR 

This method first amplifies the resistance-related genes 
by Real Time PCR and then the PCR product is heated in 
the presence of specific DNA fluorescent dyes such as 
SYBR-Green and Eva-Green. Colours are specific for double 
stranded DNA. At the beginning of the rise in temperature, 
the signal is high because at low temperatures most DNAs 
are double stranded. As the temperature continues to rise, 
DNA begins to separate and single-strand and thus loses 
colour. (62) In the HRM method, differences between 
different genotypes are determined by differences in the 
melting curve. That is, even a single change in gene 
sequence (mutation) can affect Tm and cause the 
fragment's melting curve to change. 

Determination of Antibiotic Susceptibility by Line 
Probe Assay (LiPA) 

Line probe assay (DNA probe assay) is a method based on 
DNA Strip Test, which involves DNA extraction, amplification 
of a gene associated with resistance, and subsequent 
hybridization of PCR products labelled with oligonucleotide 
probes fixed on the strip. These oligonucleotides are highly 
sensitive and do not bind to complementary DNA if they 
contain even one different nucleotide. 

INNO-LiPA Rif. TB (Innogenetics) 

This method searches for rifampin resistance mutations 
in the rpoB gene. Since rifampicin resistance is an indicator 
for the detection of MDR-TB, positive results of this 
method detect about 90% of MDR-TB samples (68). 

Xpret MTB/RIF (cephied) Method 

The Xpret MTB/RIF method is able to simultaneously 
detect Mtb complex and its resistance to rifampin 
antibiotics directly from sputum collected within two 
hours. It should be noted that a high proportion of 
rifampin-resistant strains are associated with 
concomitant resistance to isoniazid (approximately 95%) 
and individual resistance to rifampin accounts for only 
about 5% of the resistant strains. Therefore, rifampicin 
resistance can be used as a high-accuracy MDR-TB index. 

Discussion 

Among the phenotypic methods available, the 
proportional method of drug resistance testing has a 
high sensitivity and specificity compared to other 
methods. But the only problem with the relative 
method is the relatively long time required to report 
the results (26, 27). Therefore, the use of molecular 
methods is very helpful in reaching a faster report. 
Among the molecular methods available, the 
GeneXpret MTB/RIF method is able to simultaneously 
identify the Mtb complex and its resistance to 
rifampin antibiotics directly from sputum collected 
within two hours. The accuracy, sensitivity, and 
specificity of this method are acceptable. The only 
drawback to using this method is the dependence on 
special cartridges that are necessarily imported from 
abroad (76-74). Therefore, it is recommended to 
launch another suitable molecular method with 
appropriate accuracy such as drug resistance 
evaluation using TaqMan Real Time PCR. 
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های عفونی در جهان بوده و سالانه منجر به مرگ نزدیک به دو میلیون نفر، به ترین بیماری بیماری سل یکی از خطرناک

 [Multidrug resistance tuberculosis (MDR-TB)]سل مقاوم به درمان در این میان، شود. ویژه در کشورهای در حال توسعه می

 کهبه دو داروی موثر خط اول درمان سل یعنی ایزونیازید و ریفامپین است  توبرکلوزیس مایکوباکتریومهای علت مقاومت سویهبه

عمدتا در نتیجۀ درمان نامناسب و ناکافی بیماران مبتلا به سل پدید  MDR-TB هایدر سطح جهان رو به افزایش است. سویه

سل و همچنین تهدیدی برای هدف سازمان بهداشت ها مانعی برای کنترل و مدیریت بیماری  اند. ظهور و گسترش این سویهآمده 

بر شناخت زودهنگام این بیماری متکی است.   MDR-TBاست. مدیریت صحیح    2050جهانی مبنی بر حذف این بیماری تا سال  

ها در بیماران مشکوک به سل ایجاد شده است که های تشخیصی فنوتیپی و ژنوتیپی برای شناسایی سریع این سویهاخیرا روش

رخی از آنها از نظر اقتصادی برای استفاده در کشورهای در حال توسعه نیز مناسب هستند. درمان صحیح بیماران مبتلا به سل ب

های مقاوم به درمان و تجویز داروی مناسب است. نظارت منظم بر مقاوم به دارو در نتیجۀ شناسایی و تشخیص سریع سویه

های مقاوم های باکتریایی برای شناسایی سویهافزایش کیفیت روش همچنینوها و وضعیت بیماران نسبت به عوارض جانبی دار

های تشخیص های ابزارها و روشهای عملکرد و همچنین مزایا و محدودیتامری ضروری است. بنابراین در این مطالعه، مکانیسم

 بررسی شد.  تریوم توبرکلوزیسمایکوباکهای دارویی منظور شناسایی سریع و دقیق مقاومتحساسیت دارویی سل به
 

 . ،  روش حساسیت دارویی MDR-TB، مقاومت دارویی،مایکوباکتریوم توبرکلوزیس :هاواژه  كلید

 
 

 دسترسی آزاد؛ کپی برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است. :  مجله میکروب شناسی پزشکی ایران   ©رایت  کپی 

 مسئول: ۀنویسند
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 مهمقد

های عفونی در جهان  ترین بیماری بیماری سل یکی از کشنده 

عنوان یک مسئله بهداشتی تهدید کننده سلامت جامعه  بوده و هنوز به 

، بیش از  2018سازمان بهداشت جهانی در سال    .( 1)  باقی مانده است 

میلیون( موارد جدید ابتلا به سل را گزارش    11/ 1تا    9میلیون )بین    10

های مایکوباکتریوم مقاوم به چند دارو به  ظهور سویه  . ( 2)  کرده است 

دلیل عوامل مختلفی از قبیل اپیدمی ایدز، استفادۀ نامنظم از داروهای  

ضد سل، افزایش استفاده از داروهای مخدر تزریقی و مهاجرت از  

. سل با مقاومت چند  ( 3)  ست مناطق اندمیک در حال افزایش ا 

 

1 multidrug-resistant tuberculosis 

 

( به صورت مقاومت به دو داروی موثر خط اول  TB-MDR)  1دارویی 

. سل با  ( 4)  شود درمان سل یعنی ایزونیازید و ریفامپین تعریف می 

به   TB-MDRهای ( به سویه TB-XDR)  2مقاومت دارویی گسترده 

از  های خوراکی و حداقل یکی تمامی فلئورکینولون  همراه مقاومت به 

آمینوگلیوزیدهای تزریقی خط دوم درمان )آمیکاسین، کاپروئومایسین  

   . ( 5)  شود و کانامایسین( گفته می 

درصد موارد جدید    3/ 4،  2018سازمان بهداشت جهانی در سال  

و همچنین   MDR-TBشده قبلی مبتلا به درصد موارد درمان  18و 

2 Extensively drug resistant tuberculosis 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 

 1399فروردین و اردیبهشت ـ  2 ـ شماره 14سال 
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است  را تخمین زده    XDR-TBهمراه با    MDR-TBدرصد موارد    8/ 5

و   MDR-TBهای منظور جلوگیری از گسترش و انتشار سویه به  .(2)

XDR-TB  های تشخیصی  های جدید استفاده از روش و ظهور سویه

ساده، سریع و دقیق برای شناسایی مقاومت دارویی در بین بیماران  

ها  بر خلاف بسیاری از باکتری  مبتلا به سل امری بسیار ضروری است. 

تیکی به علت عناصر ژنتیکی متحرک نظیر  بیو که مقاومت آنتی 

ها  دهد در مایکوباکتریوم ها رخ می پلاسمید، ترانسپوزون و اینتگرون 

هایی  مقاومت دارویی پایۀ کروموزومی دارد و اغلب ناشی از موتاسیون 

تواند به  در ارتباط با ناحیۀ محدودی از ژنوم است. این مقاومت می 

های کنترل و درمان سل  برنامه  های بعدی باکتری منتقل شود و نسل 

های عملکرد و مقاومت  مکانیسم در ادامه    .(7,  6) را دچار اختلال کند 

های  داروهای ایزونیازید و ریفامپین و همچنین مزایا و محدودیت 

منظور معرفی  های تشخیصی حساسیت دارویی سل به ابزارها و روش 

 شود. ا  بررسی می ه و ارزیابی امتیازات و معایب هر کدام از این روش 

 ایزونیازید: مکانیسم عملکرد و مقاومت

 Hydrazideایزونیازید یا هیدرازید نیکوتینیک اسید ) 

isonicotinic acid )   یک عامل سنتزی یا صناعی ضدباکتریال و از

  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کننده رشد  موثرترین عوامل شیمیایی متوقف 

وسیلۀ  سازی آن به صورت پیش دارو بوده و فعال . ایزونیازید به (8)است  

  katGکه توسط ژن    مایکوباکتریوم توبرکلوزیس آنزیم کاتالاز پراکسیداز  

گیرد. پس از فعال شدن، دارو به وسیله  می شود، صورت کد گذاری می 

های آلی  انتشار فعال وارد باسیل سل شده و به دامنۀ وسیعی از رادیکال 

طور  . مکانیسمی که به (9)شود  های اکسیژن غیرفعال تبدیل می و گونه 

تری پذیرفته شده است دلالت بر آن دارد که عملکرد ایزونیازید  وسیع 

باشد.  روی زنجیره سنتز اسید مایکولیک می   ناشی از تاثیر مهاری آن بر 

به این صورت که پس از درمان با ایزونیازید در دیوارۀ باکتری فقدان  

   .(10)شود  اسید چرب دیده می 

ای است.  های نقطه مقاومت به ایزونیازید ناشی از جهش 

که سبب تغییر در   315، خصوصا در کدون katGموتاسیون در ژن 

درصد موارد مقاومت به   95تا  50سئول شود م اسید آمینه می 

. دیگر موتاسیون کمتر شایع در ناحیه  ( 12, 11) ایزونیازید است 

باشد مشاهده  ردوکتاز می   enoyl-ACPکه کد کننده    inhAپروموتوری  

سازی اسیدهای چرب برای سنتز  شده است. این آنزیم در طویل 

مسئول بیش    مایکولیک اسید مورد نیاز است. موتاسیون در این ناحیه 

طور عمده  درصد موارد کلینیکی مقاوم به ایزونیازید است و به  34از 

 
3 Rifampicin Resistance Determining Region   

سایر    . ( 14,  13) شود  مشاهده می   katGدر ترکیب با موتاسیون در ژن  

های مرتبط با مقاومت به ایزونیازید شامل موتاسیون در  موتاسیون 

 .  ( 16,  15) باشد  می   kasAو    ndhهای  و ژن   ahpcناحیه تنظیمی  

 ریفامپین: مکانیسم عملکرد و مقاومت

بیوتیک با طیف اثر گسترده و باکتریسیدال ریفامپین یک آنتی 

آید. ریفامپین است و از موثرترین داروهای ضد سل به شمار می 

صورت مشتق نیمه صناعی از ریفامایسین بوده که در خط اول به 

بودن کبدی سمی  .(17)شود درمان سل تجویز می 

 (Hepatotoxicity مهم ) ترین عارضۀ این دارو است و از این رو افرادی

های کنند پیوسته باید تحت آزمایش که این دارو را دریافت می 

مکانیسم اصلی عملکرد  . (18)ر بگیرند مربوط به کارکرد کبد قرا 

باشد. یک آنزیم مهم در شروع ریفامپین مهار سنتز پروتئین می 

پلیمراز وابسته    RNA  مایکوباکتریوم توبرکلوزیسفرایند رونویسی در  

پلیمراز از چهار زیر واحد آلفا، بتا، بتا پریم و   RNAاست. DNAبه 

، rpoA  ،rpoBهای  سیگما تشکیل شده است که به ترتیب توسط ژن 

rpoC    وrpoD   ریفامپین با اتصال به زیر واحد    .(19)شوند  کد میβ 

 RNAسازی زنجیره پلیمراز، سبب اختلال در طویل  RNAاز آنزیم 

ی شده و منجر به مرگ در حال سنتز و متعاقب آن مهار رونویس 

های مقاوم به درصد سویه  90. از آنجایی که (20)شود باکتری می 

عنوان اند، مقاومت به ریفامپین به ریفامپین به ایزونیازید نیز مقاوم 

  .(21)رود  به شمار می   MDR-TBیک شاخص اصلی برای تشخیص  

های مسئول مقاومت به ریفامپین  درصد موتاسیون  95بالغ بر 

کنندۀ مقاومت به  جفت بازی به نام ناحیه تعیین  81ک ناحیه در ی 

این ناحیه در واقع قسمتی از    .(22)دهد  رخ می (  RRDR)   3ریفامپین 

را   DNAپلیمراز وابسته به  RNAاز  βاست که زیر واحد  rpoBژن 

را شامل   533تا کدون شماره  507کند و از کدون شمارۀ کد می 

های گزارش شده مربوط به  درصد موتاسیون  92شود. بیش از می 

درصد دیگر شامل    5  . ( 24,  23) باشد  می   531و    526،  516های  کدون 

  RRDRو خارج از ناحیه  rpoBهای ژن موتاسیون در سایر قسمت 

 . ( 7) باشد که شایع نیستند  می   S450Lو    T481Aو    V146Fمثل  

های مقاوم به های فنوتیپی تشخیص سویه روش 

 (MDR-TB)  داروی سل 

های فنوتیپی تشخیص مقاومت دارویی در گذشته توسط روش 

گرفت که صورت می  ( Conventional phenotypic methodمرسوم )
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های اخیر ها پرزحمت و وقت گیر بودند. در سال اکثر این روش 

های های فنوتیپی جدید و ژنوتیپی برای تشخیص مقاومت روش 

های های فنوتیپی تشخیص سویه اند. در روش دارویی پیشنهاد شده 

های مقاوم بر اساس ارزیابی مهار رشد باکتری در حساس و سویه 

(. این 1گیرد )جدول رت می های مورد نظر صو بیوتیک حضور آنتی 

های مرغ و یا محیط های واجد آگار یا تخم ها بر روی محیط روش 

های فنوتیپی موجود ترین روش گردد. در ادامه به مهم مایع انجام می 

اشاره خواهد شد.

 م توبرکلوزیسمایکوباکتریوبیوتیکی در ارزیابی مقاومت دارویی های فنوتیپی تعیین حساسیت آنتیمقایسۀ روش. 1 جدول

 معایب  مزایا  مدت زمان انجام ها روش

 های فنوتیپی مرسومروش 

 (7H10/11جانسون یا محیط میدل بروک  - محیط جامد )محیط لون اشتاین

 روش پروپورشنال
هفته از زمان   12-8

 جمع آوری نمونه
 نسبتا دقیق

 برزمان 

 پر زحمت
 نسبت مقاومت

 غلظت مطلق

 محیط مایع

BACTEC 460 TB System    )رادیومتریک( 
هفته از زمان   7-3

 آوری نمونهجمع 

به پروتکل ایمنی پرتوی نیاز  صورت کیت تجاریقابل دسترس به 

 دارد.

زحمت زیاد در زمان تلقیح 

 نمونه

BACTEC MGIT 960 TB System )اتوماتیک )غیررادیومتریک 

VersaTREK اتوماتیک 

 فنوتیپی سریعهای روش 

MODS 
هفته از زمان   4-2

 آوری نمونهجمع 

 هزینهکم 

 درصد  96- 92حساسیت  

 درصد  96اختصاصیت  

طور مستقیم بر روی خلط قابل به 

 انجام است

 پرزحمت ) روش مکرر(- 

 نیاز به میکروسکوپ معکوس- 

 زیستی بالا-ایمنی - 

از    MTBمشکل در افتراق  - 
NTM 

 روش رنگ سنجی
هفته پس از   2-1

 MTBایزوله نمونه  

 درصد  91- 100حساسیت  

 درصد98- 100اختصاصیت
 زیستی بالا-ایمنی - 

 روش احیا نیترات
هفته از زمان   4-1

 آوری نمونهجمع 

 درصد  94حساسیت  

 درصد  100اختصاصیت  

 هزینهکم 

های طور مستقیم بر روی نمونه به 

 اسمیر مثبت قابل اجراست

دیگر واکنش مثبت کاذب با  - 

های احیا میکروارگانیسم 

 کننده نیترات دارد. 

علت محدودیت در دقت به - 

 MTBفعالیت متابولیک  

های قادر به شناسایی سویه - 

 نیترات ردوکتاز منفی نیست.

 

 های فنوتیپی مرسوم بر روی محیط جامدروش 

مرغ   ترین محیط های کشت مورد استفاده بر پایه تخم رایج 

ها عبارتندز:  جانسون هستند. سایر محیط - های کشت لون اشتاین محیط 

و پتراگنانی. از   ATS  ،IUATهای کشت اوگاوا، استونبرینک، محیط 

شناسی  های میکروب های حاوی آگار پرکاربرد در آزمایشگاه جمله محیط 

   .(25)اشاره کرد    7H11و    7H10های میدل بروک  توان به محیط می 

 المللیبین  و اتحادیه بهداشت  جهانی سازمان  های سمپوزیوم 

دارویی سل را تعریف  مقاومت  برای  سه روش قابل قبول  سل علیه 

کردند که شامل: روش نسبی، روش غلظت مطلق و روش نسبت 

رغم اینکه هزینه کمی دارند و قابل ها علی این روش  مقاومت است.

ر پرزحمت بودن آنها، استفاده گی اعتماد و قابل تکرار هستند اما وقت 

 ها را با محدودیت روبرو کرده است.از این روش 
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 (Proportionalروش نسبی )  .1

ترین روش مورد استفاده در سرتا سر جهان روش نسبی معمول 

های متوالی از سوسپانسیون  است. اساس این روش تهیۀ رقت 

بیوتیک آنتی شده از باکتری و تلقیح آن به محیط کشت حاوی تهیه 

بیوتیک است. در این روش میزان رشد سوش در محیط حاوی آنتی 

شود. تعداد بیوتیک مقایسه می با محیط کشت شاهد بدون آنتی 

بیوتیک( های شمارش شده در لولۀ کنترل )فاقد آنتی کلنی 

دهندۀ تعداد باسیل زنده در تعداد کل میکروب کشت شده نشان 

بیوتیک در لوله محتوی آنتی های موجود است و تعداد کلنی 

های مقاوم در همان تعداد میکروب است. دهندۀ تعداد باسیل نشان 

نسبت عدد اول به عدد دوم را نسبت بحرانی یا درصد مقاومت گویند 

دهد که سویه مقاوم یا حساس است. برای داروهای و نشان می 

طور مثال مختلف معیار مقاومت )نسبت بحرانی( متفاوت است. به 

درصد است.  1درصد مقاومت برای دو داروی ایزونیازید و ریفامپین 

باشد سویۀ مقاوم و اگر از  1یا بیشتر از  1یعنی اگر درصد مقاومت 

از مزایای این روش  این مقدار کمتر باشد سویه حساس است. 

زمان غلظت بحرانی دارو و نسبت مقاومت دارویی است محاسبۀ هم 

هفته( 4- 6بر بودن آن )  توان به زمان می   و از معایب اساسی این روش

اخیرا مسیر جدیدی برای انجام روش نسبی بررسی   .(26)اشاره کرد  

طور مستقیم بر نمونۀ بیوتیکی ابداع شده است که به حساسیت آنتی 

دادند   و همکاران نشان  Aminiخلط قابل انجام است. در یک مطالعه  

 محیط  ( درDirect proportional methodروش نسبی مستقیم )  که 

 نتایج  فنوتیپی،  معمول  روش نسبی به  نسبت  اولیه  مرحله  در  جامد،

 تر،سریع  مستقیم  همچنین روش . دهد می  ارائه  را  اعتمادی قابل 

 های باکتری  انتقال روش در این علاوه،به . است  ترساده  و تردقیق 

روش   به   مربوط   زیستی   خطرات   نتیجه   در  و  یابدمی   کاهش   زا بیماری 

  .  (27) یابد کاهش می   معمولی نسبی 

 روش غلظت مطلق

 در محیطباکتری  استانداردی از    میزان در روش غلظت مطلق،  

 های مختلف ازکه حاوی غلظت  جانسون - جامد مثل لون اشتاین

 انجام س انکوباسیون و سپ است تلقیح شده  نظر  مورد بیوتیک آنتی 

کمترین میزان غلظت دارویی که موجب مهار رشد باکتری   . شودمی 

عنوان معیار مقاومت ساعت( به  4کلنی در  20شود )کمتر از می 

شود. غلظت دارو و خصوصا میزان تلقیح باید به دقت با تعریف می 

مقادیر مرجع برای کشت سویه وحشی استاندارد شود. اختلاف در 

روش است و در نتیجه  میزان تلقیح بیشترین عامل خطا در این 

 . (28)نسبت به دو روش دیگر از اعتبار کمتری برخوردار است  

 روش نسبت مقاومت 

باشد و عبارت است از این روش مشابه روش غلظت مطلق می 

دارو برای سویه  MICدارو برای سویۀ مورد آزمایش به   MICنسبت  

شود. چنانچه که در شرایط یکسان انجام می  H37RVاستاندارد 

باشد سویۀ مورد آزمایش حساس  2سبت مقاومت برابر یا کمتر از ن 

شود. باشد سویه مورد آزمایش مقاوم تلقی می   8و اگر برابر یا بیشتر از  

بخش های دارای مقاومت بینابینی نادر هستند. انجام رضایت سویه 

 ایناین روش بستگی به استانداردسازی اندازۀ تلقیح نمونه دارد. 

نسبت   توبرکلوزیس   مایکوباکتریوم   های گونه   ارتباط با در    روش عمدتا 

 . (29)  رودهای مایکوباکتریوم به کار می به دیگر گونه 

 های فنوتیپی مرسوم در محیط مایعروش  .2

های جامد سبب های مایع به جای محیط استفاده از محیط 

شود. هفته می  7- 3هفته به  12- 8کاهش مدت زمان کشت از 

تری در دمای توان مدت زمان طولانی ها را می محیط همچنین این 

های اتاق نگهداری کرد. لازم به ذکر است که بعضی از مایکوباکتریوم 

کنند. از جمله های مایع رشد می الرشد فقط بر روی محیط سریع 

-روش های فنوتیپی مرسوم که بر روی محیط های مایع انجام می

،لوله اندیکاتور رشد  BACTECتوان به روش رادیومتری شود، می 

  .(30)اشاره کرد    Versa TREK systemمایکوباکتریال و  

 BACTEC 460 TB SYSTEMروش رادیومتریک  

محیط کشت مورد استفاده در روش رادیومتری محیط  

7H12 (12A)  ها اسید پالمیتیک حاوی نام دارد. مایکوباکتریوم

 2COکربن رادیواکتیو موجود در این محیط را متابولیزه کرده و گاز  

. (31)شود دار در قسمت بالای شیشۀ محیط کشت آزاد مینشان

 BACTEC 460 TBاین گاز توسط دستگاه نیمه اتوماتیکی به نام 

SYSTEM  شود. با گیری میهآوری و اندازاز روی محیط جمع

تعیین مقدار کربن گازکربنیک رادیواکتیو، میزان رشد 

شود. این میزان رشد را طور دقیق مشخص میمایکوباکتریوم به

یا بیشتر باشد نشانۀ مثبت بودن  10گویند که اگر می GIشاخص 

از مهمترین مزایای این روش  .(32)کشت مایکوباکتریوم است 

 14تا    7یع باکتری و مقاومت دارویی )حساسیت بالا و تشخیص سر

روز( می باشد. علاوه بر این در این روش توانایی افتراق 

های محیطی وجود از مایکوباکتریوم مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

دلیل استفاده از مواد رادیواکتیو و همچنین  دارد. اما این روش به

گزین های بهتری جایاحتمال ایجاد آلودگی امروزه توسط روش

 .  (32)شده است 
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 MGITروش لولۀ اندیکاتور رشد مایکوباكتریال  

های همانطور که در بالا اشاره شد، امروزه سیستم

)لولۀ    Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT)اتوماتیک

های اندیکاتور رشد مایکوباکتریال( جایگزین سیستم

. (33)شده است   BACTEC 460 TB SYSTEMاتوماتیکنیمه 

 7H9های واجد محیط تغییر یافته میدل بروک  در این روش از لوله

کننده فلوئورسنتی که در به همراه یک سنسور اکسیژن خاموش

شود. این محیط علاوه بر انتهای لوله تعبیه شده است استفاده می

دارای مخلوطی از مواد ضدمیکروبی مانند  7H9ترکیبات محیط 

PANTA میکسین، آمفوتریسین، نالیدیکسیک اسید، )پلی

های منظور جلوگیری از رشد باکتری متوپریم و آزلوسیلین( به تری 

گرم مثبت و گرم منفی است. مصرف اکسیژن در محیط تولید 

دلیل بر   UVفلوئورسنس کرده و تشخیص این نور در حضور لامپ  

ترین مزایای این از مهم .(34) مایکوباکتریوم در لوله است رشد 

سیستم هزینۀ ارزان انجام آن و همچنین عدم استفاده از مواد 

 .(34) رادیواکتیو است 

 Versa TREKروش  

های اتوماتیک بر پایۀ محیط مایع سیستم  یکی دیگر از روش 

Versa TREK   یافته  های واجد محیط تغییر  است. در این روش از لوله

به همراه مخلوطی از مواد ضدمیکروبی مانند   7H9میدل بروک 

PVNA   میکسین، ونکومایسین، نالیدیکسیک اسید و آزلوسیلین(  )پلی

گیری تغییرات فشار اکسیژن  شود. این روش از طریق اندازه استفاده می 

زمان رشد مایکوباکتریوم و حساسیت  مصرفی توانایی شناسایی هم 

  . ( 36, 35) ه داروهای خط اول درمان را داراست دارویی آن نسبت ب 

توان به ساده بودن و استفاده از آنتی  ترین امتیازات این روش می از مهم 

و افتراق    مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در تشخیص کمپلکس    Mpt64ژن  

اخیرا  . ( 36, 35) های محیطی اشاره کرد آن از مایکوباکتریوم 

توان در آنها هم  های فنوتیپی جدیدی پیشنهاد شده است که می روش 

های خلط استفاده کرد که در ادامه  از باکتری و هم مستقیما از نمونه 

 به توضیح مختصری از آنها پرداخته خواهد شد. 

 های فنوتیپی نوین  روش  .3

 ش مایکوباكتریوفاژ بیانگر لوسی فرازرو 

ها این روش بر اساس فاژ و برای شناسایی سریع مایکوباکتریوم 

. در این روش از فاژ (37)رود کار می و حساسیت دارویی آن به 

کنندۀ ژن لوسی فراز کرم ( که بیان phAE142گزارشگر )مثلا 

شود. تولید نور در مدت چند دقیقه پس تاب است استفاده می شب 

مایکوباکتریوم های از آلودگی به فاژ قابل تشخیص است. در سویه 
که به داروهای مورد استفاده در محیط کشت  توبرکلوزیس

 )ایزونیازید و ریفامپین( حساس هستند نور تولید شده بلافاصله 

های مقاوم به دارو به تولید نور که سوش شود، درحالی خاموش می 

دهند. به این ترتیب حساسیت دارویی از مقاومت دارویی ادامه می 

  . (38)قابل تشخیص است 

 Colorimetric methodsروش رنگ سنجی  

مقاوم به درمان   Mtbهای روش دیگر برای تشخیص سویه 

ها اضافه کردن  ش های رنگ سنجی است. اساس این رو روش 

به   مایکوباکتریوم توبرکلوزیس شناساگرهای احیاکننده در حین رشد 

. از جمله  ( 39) محیط کشت باکتری و در نتیجه تغییر رنگ محیط است  

های  توان به نمک های اکسیداسیون و احیا( می اندیکاتورهای رنگی )رنگ 

تترازولیوم کلراید و رزازورین اشاره کرد. نمک تترازولیوم کلراید در فرم  

مایکوباکتریوم  اکسیدۀ خود زرد رنگ است ولی در طی رشد باکتری 
بنفش   – احیا شده و پس از تشکیل فورمازان به رنگ آبی  توبرکلوزیس 

. این روش برای تشخیص مستقیم مقاومت به  ( 40) شود تبدیل می 

های خلط اسمیر مثبت مورد ارزیابی قرار گرفته و  ریفامپین در نمونه 

های خطرناک  تشکیل آئروسل   . ( 41) نتایج عالی را به دنبال داشته است  

 . ( 42) زیستی استفاده از آن را با محدودیت روبرو کرده است  

 تروش احیا نیترا 

مایکوباکتریوم اساس این روش احیای نیترات به نیتریت توسط  
روز قابل بررسی  10است و نتایج آن معمولا در طی  توبرکلوزیس 

هزینه برای . روش احیای نیترات روشی ساده، دقیق و کم (43)است  

های خلط است و در مورد نمونه  MDR-TBهای تشخیص سویه 

 را  نیترات  که مقاوم هایخوبی اجرا شده است. سویه اسمیر مثبت به 

 حالی   در   شود،می   آشکار  محیط  در   صورتی- قرمز   رنگ  به  کندمی   احیا 

 را   خود  توانایی   و  شده   مهار  بیوتیک آنتی   توسط   حساس  های سویه   که 

چندین مطالعه   . این روش در (44)دهند  می   دست   از   نیترات   احیا   در 

برای داروهای خط اول و افلوکساسین با نتایج خوبی ارزیابی شده 

. محدودیت روش نیترات ردوکتاز، وجود موارد مثبت (45)است 

 است.  MTBها به همراه  علت رشد سایر میکروارگانیسم کاذب به 

های مقاوم به روش های ژنوتیپی تشخیص سویه 

 (MDR-TB)  داروی سل 

های موثر در ایجاد  های مولکولی توانایی تشخیص ژن روش 

های هدف  را در ژن های مرتبط با مقاومت  مقاومت دارویی و موتاسیون 



 ... های داروییهای فنوتیپی و ژنوتیپی تشخیص مقاومت  روش مروری بر   |و همکارانشادی پارسا 

116 

 

ها نتایج ظرف  دارند. با استفاده از این روش   مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

های خلط  طور مستقیم روی ایزوله دست آمده و به روز به   2الی    1مدت  

 (.  2های کلینیکی قابل انجام است )جدول  اسمیر مثبت و سایر نمونه 

 رد: توان به موارد زیر اشاره ک ها می از جمله این روش 

 مایکوباکتریوم توبرکلوزیسبیوتیکی در ارزیابی مقاومت دارویی های ژنوتیپی تعیین حساسیت آنتیمقایسۀ روش. 2 جدول

 معایب  مزایا  زمان انجام  ها روش 

Amplification refractory 

mutation system (ARMS)   
 ساعت   4- 2

 سرعت و دقت بالا 

 صرفه مقرون به  
 خاموش   های جهش   شناسایی   احتمال 

Line probe assay 
• INNO-LipA® Rif.TB 

• Genotype®MTBDR plus 
 سرعت و دقت بالا  ساعت   48-6

هایی که  های خاموش از جهش ناتوانی در افتراق جهش 

 عامل مقاومتند. 

RT-PCR 2   ساعت 

 سرعت بالا 

های مربوط به  دقت در جستجوی جهش 

 مقاومت 

 عملیاتی بالا توان  

 های جدید توانایی تشخیص جهش 

 حذف انتقال آلودگی 

 هزینۀ بالا 

 های خارج از منطقه ژنی هدف ناتوانی در شناسایی جهش 

های مربوط به مقاومت به  دقت محدود در شناسایی جهش 

 ایزونیازید 

Pyrosequencing 48 -2   ساعت 
 DNAارائه توالی دقیق  

 توان عملیاتی بالا 

 DNAهای طویل  یابی قطعه محدودیت دقت در توالی 

های مربوط به مقاومت به  دقت پایین در شناسایی جهش 

 ایزونیازید 

DNA-Sequencing  
روش استاندارد طلایی برای شناسایی  

 های مربوط به مقاومت موتاسیون 

 بالا   هزینه 

 زمان بر 

 متخصص   پرسنل   به   نیاز 

Xpret MTB/RIF (cephied) 2   حساسیت و اختصاصیت بالا  ساعت 

 زیستی بالا )به علت کار با نمونه خلط مشکوک( - ایمنی 

 دسترسی به منبع مطمئن تامین برق 

 نیاز به تهویه مطبوع 

 هزینه نسبتا بالای دستگاه 

High Resulation Melt 2   ساعت 
 سرعت و دقت بالا 

 صرفه مقرون به 
 های خاموش احتمال شناسایی جهش 

 

 Amplification refractory mutationروش  .1

system (ARMS) 

ARMS-PCR  یک روش ساده و سریع برای شناسایی

های طول قطعه محدوده شده مورفیسم ای، پلی های نقطه موتاسیون 

 (RFLP و یا حذف شدن کوچک در طول توالی قطعه )DNA  است

 PCRو یا  allele-specific PCR. این روش همچنین (46)

amplification of specific alleles (PASA)  شود. نیز خوانده می

توسط  DNAاست که در آن  PCRاین روش در واقع کاربردی از 

 واکنشی ARMS-PCR شود. معمولًا، پرایمرهای ویژه آلل تکثیر می 

 زمانتکثیر هم   یمر برای پرا   چند   یا  سه   از   آن   در   که   است  مولتیپلکس 

 پرایمرهای  از  یکی  روش،  این  در.  (47)شود  می   استفاده  ناحیه مشابه

 مشترک  پرایمر  تکثیر با  هنگام  در   و  است  یافته   جهش  آلل  مخصوص 

 تر بزرگ  ای قطعه  پرایمر مشترک، همان با  دیگر پرایمر . کند می  کار

 کنترل   که  کند می   تکثیر  را  یافته  جهش  آلل  پرایمر   از   حاصل  قطعه  از 

 دهندۀ نشان تر کوتاه  قطعه حضور  یا فقدان .است  واکنش داخلی

 ARMS-PCRدر واقع . است  یافته  جهش آلل وجود  عدم  یا  وجود 

های جهش یافته را زمان آلل تیپ وحشی و آلل طور هم تواند به می 

دهد. را نیز می   DNAعلاوه اجازۀ تکثیر به کنترل داخلی  تکثیر کند به 

پرایمرها برای  3′ اساس این روش بر پایه تفاوت نوکلئوتید انتهای 

های مختلف بنا شده است و مربوط به محل اختلاف بین دو آلل آلل 

شود. لازم به ذکر است است که سبب افتراق در تکثیر محصول می 

 3´پلیمراز فاقد خاصیت اگزونوکلئازی    Taqکه در این روش از آنزیم  

 bp30طراحی صحیح پرایمرها )معمولا طول    باید استفاده شود.  5́  به 

شود( و دمای ذوب بالای آنها سبب جلوگیری از نتایج انتخاب می 
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های غیر ضروری منجر به گردد. افزایش تعداد سیکل نادرست می 

 است  این   ARMS  روش  مزیت  ترین شود .مهم نتایج مثبت کاذب می 

 این  به  ، شوند می   ترکیب هم  با ی تشخیص  مراحل  و  تکثیر   مرحلۀ  که 

 خاص آلل وجود  دهندۀنشان  تکثیرشده محصول  وجود  که  ترتیب 

 بدین ARMS ویژگی این  معمول،  تشخیص  برای . بالعکس  و  است 

 مراحل  حال، ترکیب   این   با.  است   کارآمد   بسیار   روشی  که   است   معنی 

 به  است  ممکن که است شده سیستمی  به  منجر  تشخیص و تکثیر 

 دو  این آن در که PCR-RFLP نظیر  دیگر  هایروش  از  برخی اندازۀ

 برای   موفقیت  با  روش   این  .نباشد   قوی  هستند،   جدا   هم  از   مهم   مرحله 

 مایکوباکتریوم   در   ریفامپین   به   مقاومت   با  مرتبط  هایجهش   تشخیص 

 .(48)رود  کار می  به   توبرکلوزیس

 (DNA-Sequencingروش بررسی توالی ژنی ) .2

ترین روش ژنوتیپی برای تشخیص گسترده   DNAتعیین توالی  

مقاومت دارویی به ویژه داروهای خط اول درمان سل در 

ترین و توالی یابی دقیق . است  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

عنوان ترین روش برای شناسایی موتاسیون است و از آن به مطمئن 

این روش زمانی که . (49)شود ی روش استاندارد طلایی استفاده م

هایی در ناحیۀ محدودی از های مقاوم حاوی موتاسیون اکثر سوش 

درصد موارد  90برای مثال بیش از    تر است. ژن هدف باشد کاربردی 

هستند لذا  rpoBمقاوم به ریفامپین حاوی موتاسیون در ناحیه ژن 

لی از معایب روش تعیین توا  این روش صادق و قابل اجرا است. 

گیر بودن و نیاز به پرسنل متخصص توان به هزینه زیاد، وقت می 

جهت انجام آن اشاره کرد، به همین منظور در کشورهای در حال 

عنوان توان از آن به طور معمول در دسترس نیست و نمی توسعه به 

 .(50)ها استفاده کرد  روشی برای غربالگری موتاسیون 

 PCR-Single Stranded Conformationروش  .3

Polymorphism Analysis (SSCP) 

 برای  تواندمی   که   است   سریع   و   روشی ساده   PCR-SSCPروش  

 اساس  بر  DNA خاص  ناحیه  در  جهش وجود  عدم  یا  وجود  تعیین 

 روش  این. گیرد قرار  استفاده مورد  ژل در DNA مهاجرت  الگوی 

 مقاومت تشخیص  در بالایی دقت از سریع، غربالگری ابزار عنوان به 

 این  در . (51)است  برخوردار  MDR-TB موارد  در  ویژهبه  دارویی 

 منجر   است   ممکن   نوکلئوتیدی   توالی   کوچک   تغییرات   مولکولی،   روش 

 که   شود   DNA  مولکول   حرکت   همچنین   و   ثانویه   ساختار  در   تغییر  به 

-PCR  در .  است   تشخیص   قابل  دناتوره   غیر   آمید آکریل پلی   ژل   روی   بر 

SSCP ،  توسط  ژن  هدف  منطقه PCR  آن  محصول  و  شود می  تکثیر 

 ژل  الکتروفورز معرض در و شده تبدیل ایرشته  تک مولکول دو به 

 دناتوراسیون،   غیر   شرایط  در .  گیرد می   قرار   دناتوره   غیر   آمید آکریل پلی 

 تواندمی   که  است  ای ثانویه   ساختار   دارای   ای رشته   تک  DNA  مولکول 

 آنالیز  حال،  این  با.  شود   تعیین  دما  و   بافر   شرایط  نوکلئوتیدی،  توالی  با

و  است مشکل  فنی لحاظ  از  که  داده  نشان PCR-SSCP نتایج

 هایجهش  تشخیص همچنین . نیست  کافی اندازه به  آن  حساسیت 

 مثبت نتایج ارائه منجر به  ندارند مقاومت با  ارتباطی که خاموشی

کاری گسترده محصول شود. در این روش به علت دست می  کاذب

PCR  در مرحله پس ازPCR  و در حین الکتروفورز، محصول دچار

ها کارایی ندارد. امروزه از این بیوتیک آلودگی شده و برای سایر آنتی 

 مایکوباکتریوم توبرکلوزیسهای باکتری روش برای شناسایی جهش 

مرتبط با مقاومت به داروهای خط اول درمان سل نظیر ایزونیازید و 

 .(52)شود  ریفامپین استفاده می 

 PCR-restriction fragment lengthروش  .4

polymorphism 

 PCR-restriction fragment length polymorphismروش 

(PCR-RFLP)  شامل دو مرحله مجزا است که از ادغام روشPCR 

های محدودالاثر و به دنبال آن برش در ناحیه هدف توسط آنزیم 

روشی ساده، سریع و ارزان   PCR-RFLPتشکیل شده است. روش

های نظور تشخیص تغییرات یک یا چند کدونی که درسوش م به 

روش  .(53)شود اند، استفاده می مقاوم به دارو و موتاسیون یافته 

PCR-RFLP  های بیشتر برای جستجوی موتاسیون در ژنKatg 

که به ترتیب برای تشخیص سریع مقاومت به  emb 306و  315

  .( 55,  54)  رود ایزونیازید و اتامبوتول هستند، به کار می 

 Real Time روش تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی با   .5

PCR 

معمولی  PCR بسیار شبیه به روش  Real Time PCRروش 

استفاده از پرایمرهای  با PCR همانندز نی  این روش  دراست. 

 با   Real Time PCRد. اما تفاوت  شو اختصاصی، یک توالی تکثیر می 

PCR  در روش است معمولی در سنجش کمی توالی تکثیر شده .

Real Time PCR  ،با به کار گرفتن نشانگر فلورسنت در واکنش

. این نشانگرهای فلورسنت به شود میزان تکثیر محصول ردیابی می 

، با اتصال آنها  DNAشوند که در صورت تکثیر ای طراحی می گونه 

به دو دسته تقسیم   Real Time PCR  روش  .نور تولید کنند  DNA به 

استفاده از نشانگرهای فلورسنت غیراختصاصی با   (1)   :شودبندی می 

و یا  SYBR® Green مانند   DNAهای باند شده به استفاده از رنگ 

Eva green  (2 )  با اختصاصی فلورسنت  نشانگرهای از استفاده 

 تعدادی از  روش این  هدف. در  ژن ( پروب ) شناساگرهای  از  استفاده 
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 شناساگرهای . شودمی  استفاده ( probe)  الیگونوکلئوتیدی شناساگر 

 Molecular: شامل روش  این  در  استفاده  مورد 

Beacons ،TaqMan® Probes  ،FRET Hybridization Probes   و

Scorpion® Primers    هستند که از میان آنها سه روشTaqMan® 

Probes  یی دارد های دارو بیشترین کاربرد را در بررسی مقاومت 

برای تشخیص سریع مقاومت دارویی   Real Time PCRروش   . (56)

ها در های خلط اسمیر مثبت از طریق شناسایی موتاسیون در نمونه 

، 57)کاربرد دارد  inhAو ناحیه پروموتوری  rpoB ،KatGهای ژن 

58) .  RT-PCR  دارای حساسیت و اختصاصیت بالایی در شناسایی

طور رایج برای بوده و به  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس 

مزیت عمدۀ این روش .  (59)شود  تشخیص بیماری سل استفاده می 

( DNAساعت بعد از استخراج    2تا    1/ 5افزایش سرعت انجام روش ) 

نیازمندی به باشد. از طرفی کاهش احتمال انتقال آلودگی می و 

های گران )خصوصا هزینه بالای پرایمر و پروب( و تجهیزات و معرف 

های معمول چنین پرسنل با مهارت استفاده از آن را در آزمایشگاه هم 

  .(60) میکروبیولوژی با محدودیت روبرو کرده است 

 High بیوتیکی با روش تعیین حساسیت آنتی  .6

Resolution Melt-HRM 

مورفیسم و  منظور شناسایی موتاسیون، پلی این روش به 

ابتدا ژن مرتبط با   . ( 61)  کاربرد دارد  DNAهای ژنتیک در نمونه اپی 

شود سپس محصول  تکثیر می  Real Time PCRمقاومت به روش 

PCR  در حضور رنگ فلئورسنت اختصاصیDNA  نظیرSYBR 

Green ،Eva Green  وLC Green  به نسبت حدود°C3 /0   بر ثانیه

ای اختصاصی  دو رشته  DNAها برای شوند. رنگ حرارت داده می 

 SYBRهایی مانند نسبت به سایر رنگ  Eva Greenهستند. رنگ 

Green    دارای حساسیت بیشتری است. در شروع افزایش دما سیگنال

ند. با  ای هست ها دو رشته  DNAبالا است زیرا در دمای پایین اکثر 

ای شدن  شروع به جدا شدن و تک رشته  DNAادامۀ افزایش دما 

   HRMروش   در   ( 62) .  دهد ها را از دست می کند و در نتیجه رنگ می 

های مختلف از طریق تفاوت در منحنی ذوب  تفاوت بین ژنوتیپ 

ها  گردد. به این صورت که حتی یک تغییر در توالی ژن مشخص می 

  ای دورشته   DNA  از   مساوی   مقدار   که   دمایی )   Tmدر    تواند )جهش( می 

( تاثیر بگذارد و سبب تغییر منحنی ذوب آن  دارد   وجود   ای رشته تک   و 

شود.  صورت پیک نمایش داده می اغلب به  Tmشود. دمای قطعه 

مورد انتظار داشته باشند    Tmهای رفرانس باید پیک یکسان در  نمونه 

دو یا بیشتر پیک دارند  های دارای توالی متفاوت در حالی که نمونه 

. از مزایای این روش مقرون به صرفه بودن آن نسبت به  ( 64, 63) 

 TaqMan SNPیابی و های تعیین ژنوتیپ نظیر توالی سایر روش 

typing  های فلئورسنت گران و مواد اختصاصی  است و نیازمند پروب

های تعیین ژنوتیپ در مقیاس بالا مناسب  نیست، در نتیجه برای پروژه 

تواند تعداد زیادی نمونه را  همچنین این روش با سرعت بالا می  است. 

روشی ساده   HRMAدر مدت زمان کوتاه تعیین ژنوتیپ کند. روش 

در    Real Time PCR است و در هر آزمایشگاهی که مجهز به دستگاه  

   . ( 64,  63) است قابل اجرا است    HRMترکیب با  

های شناسایی جهش های این روش احتمال از محدودیت 

هایی که با مقاومت دارویی در ارتباط نیستند، خاموش یا سایر جهش 

دارای حساسیت بالایی برای شناسایی  HRMAروش  باشد.می 

است. برای مثال در  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس مقاومت دارویی در 

برای  HRMحساسیت روش  (65)و همکاران  Pietzkaمطالعه 

و  Ongدرصد و در مطالعه  90ریفامپین شناسایی مقاومت به 

حساسیت این روش برای ریفامپین و ایزونیازید به  (66)همکاران 

 (.66)درصد گزارش شده است  98درصد و    89ترتیب  

 Line  روش تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی با  .7

probe assay (LiPA) 

( روشی مبتنی بر Line probe assay)  سنجش پروب خطی 

DNA Strip Test  شامل استخراج است کهDNA تکثیر ناحیه ی ،

 PCRهای ژنی مرتبط با مقاومت و پس از آن هیبریداسیون فرآورده 

های الیگونوکلئوتیدی ثابت شده بر روی نوار دار شده با پروب نشان 

این الیگونوکلئوتیدها حساسیت بالایی دارند و در صورت وجود است.  

شوند. در مکمل متصل نمی  DNA یک نوکلئوتید متفاوت به حتی 

؛ بعد شودبه مکمل خود متصل   DNA قطعه   این روش در صورتی که 

مشـاهده بر روی نوار خاص  خطوط آمیزی به صورت از پایان رنگ 

زمان طور هم تا به  کندایجاد می این امکان را  LiPA گردد. روش می 

 ا با استفاده از یک واکنش بتوان وجـود چندین موتاسیون را تنه 

های دو روش تجاری برای تشخیص سویه  . (67)کرد شناسایی 

MDR-TB  :براساس این روش وجود دارد 

 INNO-LiPA Rif. TB (Innogenetics)  روش 

های مربوط به مقاومت به ریفامپین را در این روش موتاسیون 

کند. از آنجایی جستجو می   rpoBکننده مقاومت در ژن  ناحیۀ تعیین 

است،  MDR-TBکه مقاومت به ریفامپین شاخصی برای تشخیص 

را  MDR-TBهای درصد نمونه  90نتایج مثبت این روش در حدود 

 .(68) دهد تشخیص می 
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 GenoType MTBDR plus (Hain life sciences) روش  

طور  ، به rpoBاین روش علاوه بر تشخیص موتاسیون در ژن 

که مربوط    inhAو ناحیه تنظیمی    katG 315موتاسیون در ژن  زمان  هم 

. حساسیت و  ( 68)  کند به مقاومت به ایزونیازید است را شناسایی می 

  100- 94به ترتیب    BACTEC 460ویژگی این روش نسبت به روش  

  ، این حال  با  . ( 69) درصد تخمین زده شده است  100- 99درصد و 

همچون کشت   ی های طور کامل جایگزین روش ه تواند ب این روش نمی 

هایی با  زیاد، نیازمندی به پرسنل متخصص و آزمایشگاه  ۀ شود. هزین 

 . ( 69)   آید سطح ایمنی بالا از معایب این روش به شمار می 

  (  Pyrosequencingنسینگ ) روش پایروسکوئ  .8

است که اخیرا برای    DNAروشی سریع و اتوماتیک تعیین توالی  

مایکوباکتریوم  های مرتبط با مقاومت دارویی در تشخیص موتاسیون 

یابی  در واقع روش توالی   روش این    . ( 70)  شود استفاده می   توبرکلوزیس 

ای  به قطعه   DNAدر حین سنتز است و شامل سنتز یک رشته مکمل  

باشد. هنگامی که آنزیم  پلیمراز می  DNAمورد نظر توسط  DNAاز 

DNA   پلیمراز نوکلئوتید مکمل را به یک جفت باز روی الگوی رشته

د  تولیدشده که انرژی لازم برای ایجا   ATPدهد،  خوانده شده جای می 

همانند روش   . (71) کند نور توسط واکنش لوسیفراز را فراهم می 

کند.  را تعیین می  DNAیابی مرسوم، این روش نیز توالی دقیق توالی 

یابی معمولی کاهش هزینه، سرعت و  مزایای این روش نسبت به توالی 

سادگی در پردازش و سهولت در تفسیر نتایج است. اشکال اصلی در  

pyrosequencing  های طولانی و پیوسته  م دقت آن در خوانش عد

. حساسیت و ویژگی  (71)نوکلئوتید( است  50)برای مثال بیشتر از 

درصد و    92این روش برای جستجوی مقاومت به ریفامپین به ترتیب  

درصد است ولی از آنجایی که بسیاری از جهش مربوط به   100

ر است )حساسیت  اند این مقادیر کمت مقاومت به ایزونیازید ناشناخته 

 . ( 72) درصد(    100درصد و اختصاصیت    81- 64

 Xpret MTB/RIF (cephied) روش  .9

زمان بیماری با تشخیص سریع و هم  Xpret MTB/RIFروش  

سل و مقاومت به ریفامپین، تحولی در کنترل سل ایجاد کرده است. 

های مقاوم به ریفامپین با باید توجه داشت که نسبت بالایی از سویه 

درصد( همراه است و  95زمان به ایزونیازید )حدودا مقاومت هم 

های مقاوم را ویه درصد س   5مقاومت انفرادی به ریفامپین تنها حدود  

به خود اختصاص داده است. به همین خاطر مقاومت به ریفامپین را 

با صحت بالا استفاده کرد. روش   MDR-TBعنوان شاخص  توان به می 

Xpret MTB/RIF  مایکوباکتریوم زمان کمپلکس قادر است هم

بیوتیک ریفامپین را ( و مقاومت آن به آنتی MTBC)  توبرکلوزیس

آوری شده در عرض دو ساعت شناسایی از خلط جمع   طور مستقیمبه 

هفته زمان  6تا  2های کشت استاندارد به کند. در مقایسه، روش 

هفته بیشتر برای انجام  3طور معمول  و همچنین به  Mtbبرای رشد 

 Xpretدر روش  .(73)های حساسیت دارویی نیاز دارند روش 

MTB/RIF  سیستم  بار مصرف به همراههای یک از کارتریج

GeneXpret  شود. کارتریج استفاده میGeneXpret  از پیش با تمام

و  DNAمواد ضروری جهت پردازش نمونه، استخراج و تکثیر 

تکثیر شده، بارگذاری شده است  rpoBشناسایی لیزری ژن هدف 

 ن ی مشکوک به سل با معرف موجود در ا مار ی خلط ب  ۀ نمون  . (74)

و داخل  دهیمخلوط گرد زدایی سازی و آلودگی منظور همگن به روش  

 GeneXpertدر دستگاه  و سپس شود ی م خته ی مخصوص ر  جی کارتر 

صورت کاملا مراحل به  ه ی مرحله به بعد کل  ن ی . از ارد ی گ ی قرار م 

توان . مزیت عمده این روش این است که می شود می   خودکار پردازش 

( % 98انجام داد. حساسیت )حدود    طور دقیق با حداقل زمانآن را به 

( این روش برای شناسایی بیماری سل % 93و اختصاصیت )حدود 

ابزار جدید ارزشمند با  Xpret MTB/RIFقابل قبول است. روش 

حساسیت و ویژگی بالا برای شناسایی زود هنگام بیماری سل و 

. به علاوه تشخیص سریع (75)تعیین مقاومت به ریفامپین است 

دهد که خیلی زودتر مقاومت به ریفامپین این امکان را به بیمار می 

 های حساسیت دارویی باشد، رژیمار آنکه در انتظار نتایج سایر روش 

های غیر ضروری درمانی مناسب را آغاز کند و سبب اجتناب از درمان 

 . (76)شود ها می جویی در هزینه و صرفه 

 بحث

عنوان بیماری ( به MDR-TBشیوع بالای سل مقاوم به درمان ) 

های کنترل عفونی خطرناک و کشنده، در نتیجه عدم وجود برنامه 

ملی سل، ضعف در تشخیص و همچنین تجویز داروهای نامناسب و 

های اخیر ویژه در کشورهای در حال توسعه است. پیشرفت ناکافی به 

های تشخیص کارگیری روش های درمانی و به سازی رژیم در بهینه 

در سراسر  MDR-TBحد زیادی سبب بهبود اوضاع  سریع سل تا

 تشخیص برای  ژنوتیپی های. روش (7, 6) جهان شده است 

 به منجر  که  مولکولی  هایمکانیسم  از  ما دانش  به  دارویی  حساسیت 

 مورد  در ما فعلی دانش .دارد بستگی شود،می  مقاومت دارویی

 داروهای برای  ویژه به  دارو مقاومت با  مرتبط مولکولی های مکانیسم 

 تعیین  برای   بیشتر   چه   هر   تحقیقات .  است  ناقص   سل   درمان   دوم   خط 

 قابلیت و افزایش مولکولی  هایروش  بهبود  ها سبب این مکانیسم 

های تشخیص . روش (60-47)دارد  را  آنها  از  استفاده  در  اطمینان 
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مقاومت به داروهای خط اول و دوم درمان سل نه تنها باید از دقت 

بالایی برخوردار باشند بلکه باید این مورد را نیز در نظر داشت که 

های مورد استفاده خصوصا در کشورهای در حال توسعه کم روش 

های میکروبیولوژی باشد. هزینه و در دسترس عموم آزمایشگاه 

های فنوتیپی برای تایید روش  های تشخیص مولکولی به همراه روش 

ناسب و قابل اجرا هستند و م  MDR-TBهای مشکوک به سویه 

دهند. های فنوتیپی ارائه می ای ارزشمند را در ترکیب با روش نتیجه 

های سریع و مقرون به صرفه برای کشت و تعیین اخیرا روش 

اند که برای اجرا در کشورهای با حساسیت دارویی توسعه داده شده 

و  درآمد اندک و مناطق اندمیک کارآمد هستند. ارائه دستورالعمل 

الگوریتم تشخیصی به پزشکان و آزمایشگاه برای مدیریت و 

لازم است. نسل جدید داروهای ضد سل که  MDR-TB تشخیص 

توانند امیدواری برای در مراحل مختلف تولید و توسعه هستند می 

های درمانی در برابر سل و سل مقاوم به درمان بهبود وضعیت گزینه 

که امروزه در دسترس هستند های فنوتیپی باشند. از میان روش 

ها از روش نسبی بررسی مقاومت دارویی در مقایسه با سایر روش 

حساسیت و اختصاصیت بالایی برخوردار است خصوصا اگر کاربری 

دهد از تبحر لازم برخوردار باشد. اما تنها مشکل که آن را انجام می 

جه روش نسبی مدت زمان نسبتا طولانی مورد نیاز برای گزارش نتی 

های مولکولی در رسیدن . بنابراین استفاده از روش (27  ،  26)است  

کننده است. در تر به نتیجۀ اولیۀ گزارش مقاومت بسیار کمک سریع 

 GeneXpretهای مولکولی قابل استفاده، روش میان روش 

MTB/RIF  مایکوباکتریوم زمان کمپلکس که قادر است هم
طور یک ریفامپین را به بیوت و مقاومت آن به آنتی  توبرکلوزیس

آوری شده در عرض دو ساعت شناسایی کند مستقیم از خلط جمع 

از دقت، حساسیت و اختصاصیت قابل قبولی برخوردار است. تنها 

های مخصوصی است ایراد استفاده از این روش وابستگی به کارتریج 

بنابراین توصیه     . (76- 74)شود  که لزوما از خارج از کشور وارد می 

شود که حتما یک روش مولکولی مناسب دیگر که از دقت می 

مناسبی برخوردار باشد مانند ارزیابی مقاومت دارویی به روش 

TaqMan Real time PCR   اندازی شود.در آزمایشگاه مربوطه راه 

 سپاسگزاری 

 یاری را ما پژوهش این انجام در که همکارانی تمامی از

 .سپاسگزاریم رساندند،

 تعارض در منافع  

 منافعی تضاد گونههیچ نویسندگان حاضر، مطالعۀ انجام در

 .اندنداشته 
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