
 

 مجله پژوهشی حکیم

14
  
  
  
 
 
 
  

های مایکوباکتریوم  نتایج طراحی روش محیط آگار ویژه برای تعیین حساسیت دارویی سویه
  تهران های ریوی توبرکولوزیس به پیرازینامید در انیستیتو کشوری تحقیقات سل و بیماری

  5اکبر ولایتی علی، دکتر4، دکتر فروزان محمدی3، دکتر پریسا فرنیا2سعیدی کیومرث قاضی، دکتر*1محمد نجفی مصلحدکتر 
انستیتو ملی تحقیقات  بیمارستان مسیح دانشوری، -3 گروه پاتوبیولوژی، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران -2  دانشگاه علوم پزشکی همدان،میکروبیولوژی گروه -1

  هـای ریـوی    مارستان مسیح دانشوری، انـستیتو ملـی تحقیقـات سـل و بیمـاری              بی ، بخش پاتولوژی  -4 تحقیقات مایکوباکتریولوژی    ،های ریوی، آزمایشگاه کشوری    سل و بیماری  
  ای ریویه  بیمارستان مسیح دانشوری، انستیتو ملی تحقیقات سل و بیماری-5

  27/8/86 :پذیرش  20/1/86 :دریافت
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  
  0811-8276299 :نمابر 09188131189 :تلفن   65155کد پستی ، ه میکروبیولوژیهمدان، خیابان مهدیه، دانشکده پزشکی، گرو :ولؤنویسنده مس* 

  n_mosleh@yahoo.com :پست الکترونیک

Title: Results of developing a special agar medium method for pyrazinamide susceptibility testing of the 
Mycobacterium tuberculosis strains in National Research Institute of Tuberculosis & Lung Diseases, 
Tehran, Iran. 
Authors: Najafimosleh M ,(PhD); Ghazi-Saiedi K, (PhD); Farnia P, (PhD); Mohammadi F, (MD); 
Velayati AA, (MD). 
Introduction: Pyrazinamide (PZA) is one of the four front- line antituberculosis agents, which is very 
effective in eradicating the organism from the body by killing the active and non-active types of 
Mycobacterium tuberculosis in the acidic pH within macrophages, as well as in shortening the treatment 
course. Unlike the other antituberculosis agents, PZA is active in acidic pH, while the favorable pH for 
growth of the organism is 6.8. This fact makes the susbptibility testing of the organism to PZA very difficult. 
Methods: With an appropriate and stable buffering system, pH of the 7H10 agar base medium was 
adjusted to be equal with 6. Moreover, the growth-inhibiting agents were omitted from the composition of 
the 7H10 agar base medium and it was highly enriched with special animal serum supplements, so that the 
organism could grow at a pH of 6 like the same way it would grow at the pH of 6.8. Using the Henderson-
Hassle Bausch's equation, which determines the enzyme-substrate activity at different pH levels, individual 
critical concentrations of PZA were determined and added to the medium, and the results were traced using 
the proportional method. Standard PZA-susceptible and PZA-resistant strains were used as controls along 
with the specific strains under investigation. As additional control groups, the specific strains under study 
and the standard PZA-susceptible and PZA-resistant strains were also cultivated in PZA-free mediums. In 
addition to PZA-susceptibility testing, susceptibility of the specific strains under study to the other front-line 
antituberculosis agents was also assessed (rifampin, isoniazid, etambotul, and streptomycin).   
Results: Approximately 6٪ of the clinically isolated strains were identified as PZA-resistant and about 1٪ 
of the strains were resistant only to PZA. Since the low pH of the cultivation medium was continuously 
controlled in order not to interfere with growth of the organism, and the Henderson-Hassle Bausch's 
equation is very accurate in determination of the enzyme-substrate activity, our study results are reliable. 
Conclusion: An additional advantage of this method is feasibility of actual susceptibility or resistance 
determination based on different concentrations of the drug. It is also feasible to directly determine the 
susceptibility or resistance to PZA simultaneously with the primary sample culture.  
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15    و همکارانمحمد نجفی مصلحدکتر 

 چکیده
پیرازینامید یکی از چهار داروی خط اول ضدسلی است که علاوه بر کوتاه کردن دوره درمان با از بـین بـردن اشـکال           :مقدمـه 

 ـ           درون ماکروفاژها، در ریشه    فعال و غیرفعال باسیل سل در محیط اسیدی           .ثر اسـت  ؤکن کردن ارگانیسم در بدن بیمـار بـسیار م
 8/6  مناسب بـرای رشـد ارگانیـسم   pHدر صورتی که ( اسیدیpH  بر خلاف سایر داروهای ضدسلی فعال بودن پیرازینامید در

  .، سنجش حساسیت باسیل سل به این دارو را با مشکل اساسی مواجه ساخته است)باشد می
گردد، از طرفی مواد مهارکننده   تنظیم می6 برابر با 7H10 محیط آگار پایه pH با یک سیستم بافری مناسب و پایدار  :کاروش ر

طوری که  ه  گردد ب  های ویژه سرم حیوانی بسیار غنی می        حذف گردیده و محیط با مکمل      7H10 از ترکیب محیط آگار پایه       ،رشد
 هـسل بـاخ کـه فعالیـت     -با استفاده از معادله هندرسـن   .  تکثیر نماید  8/6 برابر با    pHشرایط   همانند   6 برابر با    pHارگانیسم در   

کند با توجه به غلظت بحرانی مقدار لازم دارو در مقادیر متفاوت به محـیط                 های مختلف مشخص می    pH سوبسترا را در     -آنزیم
هـای حـساس و مقـاوم        های مورد بررسـی از سـویه       هبه همراه سوی  . گردد افزوده شده و بر اساس روش تناسب نتایج قرائت می         

های مورد بررسی و کنترل در محیط فاقد دارو نیز کشت            جهت کنترل بیشتر سویه   . گردد عنوان کنترل استفاده می   ه  استاندارد نیز ب  
پین، ایزونیازیـد،  اروی خط اول ضدسل یعنی ریفام د سایرهای مورد بررسی علاه بر پیرازینامید در برابر          حساسیت سویه . گردد می

  .ه شده استی مورد مطالعه قرار گرفته است که در بخش نتایج متن مقاله ارااتامبوتول و استرپتومایسین نیز
 جدا شـده از بیمـاران بـه     باسیل سلهای  از سویه٪6دهد که حدود  نتایج به دست آمده در طی مدت بررسی نشان می    :ها  یافته

 ثیرأطور مداوم عدم ته که ب با توجه به این. ها نیز فقط به پیرازینامید مقاوم است  جدا شده٪1 یباًباشد و تقر پیرازینامید مقاوم می

pH هسل باخ نیز در تعیین فعالیت آنـزیم         -گردد و معادله هندرسن    محیط کشت مورد استفاده بر رشد ارگانیسم کنترل می          پایین 
  .باشد بل اطمینان میدست آمده قاه باشد، نتایج ب بر سوسترا یسیار دقیق می

توان حساسیت و مقاومت واقعی را  های مختلف دارو می مزیت دیگر این روش این است که با توجه به غلظت .:گیری نتیجه
  .حساسیت و یا مقاومت به پیرازینامید را تعیین نمود) همزمان به کشت اولیه نمونه(صورت مستقیم ه نوان ب  میتعیین نمود، ضمناً

  

.7H10مایکوباکتریوم، توبرکولوزیس، پیرازینامید، آگار  .:واژگان گل
  
  
  

  مقدمه
 2 در طـی     سـل پیرازینامید یکی از چهار داروی خـط اول ضـد           

  ). 1- 3(شـــود  ماهـــه اول درمـــان بیمـــاری محـــسوب مـــی 
این دارو با از بین بردن اشکال فعال و غیرفعـال باسـیل سـل در                

ه کـردن دوره  محیط اسیدی درون ماکروفاژهـا، عـلاوه بـر کوتـا        
ثر ؤکن کردن ارگانیسم در بدن بیمار نیز بسیار م ـ         درمان، در ریشه  

هـای درمـانی اسـتاندارد       نقش پیرازینامید در رژیم   ). 5 و   4(است  
ز اهمیت است که این دارو در شرایط اسیدی         ی، از این نظر حا    سل

ــیت  ــا و مونوس ــاکتریوم    درون ماکروفاژه ــه مایکوب ــر علی ــا ب ه
 بـر خـلاف سـایر     . )6- 8 (باشـد   مـؤثر مـی     بیشتر 1توبرکولوزیس

ــد    ــودن پیرازینامی ــال ب ــلی فع ــای ضدس ــیدی pHدر داروه   اس
  ، )باشـد   مـی  8/6 مناسب برای رشد ارگانیسم      pHدر صورتی که    (

                                                      
1 Mycobucterium Tuberculosis (MTB) 

  
  

سنجش حساسیت باسیل سل به این دارو را بـا مـشکل اساسـی              
 و به همین دلیل هم در غالب مراکز         )9- 11(مواجه ساخته است    

هـای مربـوط بـه       گردد و اکثر گـزارش     پوشی می   چشم از این کار  
نتایج تعیین حساسیت داروهای ضدسلی فاقد نتایج مربوط به بـه           

خوبی کنترل نشده تعداد   ه  تلقیح ب ). 13  و 12(باشد   پیرازینامید می 
 محیط کشت مربوط به سـنجش       pHارگانیسم نیز باعث افزایش     

. گـردد  نجر می حساسیت شده و در نتیجه به نتایج مقاوم کاذب م         
هـای رادیومتریـک     سفانه اسـتفاده از انـواع مختلـف سیـستم         أمت

های مولکولی بـرای     و حتی تکنیک  ) 14(، کشت سلولی    2کت  بک
رغم  های زیادی بوده و علی     این امر دارای مشکلات و محدودیت     

 ـ        هزینه بالا پاسخ     دهنـد   دسـت نمـی   ه  های مورد انتظـار را هـم ب
                                                      
2 Bactec 
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...وش محیط آگار ویژه براینتایج طراحی ر16  

ــا توجــه بــه مــ ).15- 17 و 12( شکلات فــوق در آزمایــشگاه ب
مایکوباکتریولوژی رفرانس کشوری سل با  تلفیق چنـدین روش          

هزینه و در عـین حـال قابـل اطمینـان ابـداع              یک متد ساده، کم   
های  گردیده است و از دو سال پیش حساسیت و یا مقاومت سویه           

باسیل سل جدا شده از بیماران به پیرازینامید، با این روش انجـام      
  .گردد می
  

  روش کار
I-های مورد نیاز   مواد و معرف  

  تهیه محیط کشت حاوی پیرازینامید - 1
که همـه آنهـا      ترکیبات زیر  : طرز تهیه محیط کشت پایه     -الف

طور مستقیم از شرکت سیگما تهیـه شـده اسـت بـرای تهیـه               ه  ب
 مثلاًگیرد   کردن مقدار مورد نیاز محیط پایه مورد استفاده قرار می         

محیط از مقادیر ذکر شـده در زیـر اسـتفاده           برای هر سری تهیه     
 :شود می

   گرم7H10 4/14پودر آماده 
   گرم7/4  مونو پتاسیم فسفات

   گرم27/0  کازبین
  لیتر  میلی4  گلیسرول

  لیتر  میلی600  آب مقطر دیونیزه
طور مساوی   هگونه حرارت مواد فوق را حل نموده و ب         بدون هیچ 

 ـ  کنـی  در چهار ارلن یا بشر تقسیم می        دقیقـه در    12مـدت   ه  م و ب
گراد حـرارت اتـو کـلاو      درجه سانتی121 پوند فشار و     15شرایط  

 که هرگونه ایجاد تغییر ناخواسته      لازم است توجه شود   . (کنیم می
بنابراین . ترکیب محیط باعث بروز اشکال در نتیجه خواهد شد         در

 است دقیقاً پارامترهای مربوط بـه شـرایط اتـوکلاو نیـز             ضروری
  . گرددرعایت

های  غلظت : طرز تهیه محلول دارو با غلظت های مورد نظر -ب
لیتر از پیرازینامید مورد   میکروگرم در میلی1200 و 900 ، 300

برای هر بار  نیاز است که با توجه به مقدار محیط کشت مورد نیاز
 لوله 100 برای تهیه مثلاً. کنیم ها را تهیه می تهیه، این غلظت
  :کنیم وی زیر استفاده میمحیط کشت از الگ

  

  مقدار دارو  آب مقطر دیونیزه  غلظت مورد نظر
µg/ml 1200  ml 5/62  mg 75  
µg/ml 900  ml 5/62  mg 25/57  
µg/ml 300  ml 5/62  mg 5/17  

 هر چهار ظرف حـاوی       ابتدا : طرز تهیه محیط کشت نهایی     -ج
 دهـیم   قرار می  C°54ماری محیط پایه اتوکلاو شده را در داخل بن       

 برسـد و تـا پایـان تقـسیم محـیط بـه              C°54 آنهـا بـه      حرارتتا  
هر سپس  . شود ها در همین دما قرار داده می       های کشت ارلن   لوله

 مـشخص   4 و 3،  2،  1هـای     را به ترتیب با شـماره      ،  ها یک از ارلن  
 اسـتریل  ١ سـرم حیـوانی   ml 20هـا    به هر یک از ارلـن      .کنیم می

 از محلـول   ml 20قـدار   ، م 1بـه ارلـن شـماره        .کنـیم  اضافه مـی  
لیتـر ، بـه ارلـن         میکروگـرم در میلـی     1200پیرازینامید با غلظت    

 900 از محلـول پیرازینامیـد بـا غلظـت     ml 20، مقدار  2شماره 
 از ml 20 ، مقـدار  3لیتـر و بـه ارلـن شـماره      میکروگرم در میلی

لیتـر اضـافه      میکروگرم در میلی   300محلول پیرازینامید با غلظت     
 ـ    ـ 4ه ارلـن شـماره      نموده و ب    ml 20جـای محلـول دارویـی       ه  ، ب

سرم حیوانی و محلول     .کنیم  استریل اضافه می   دیونیزه  مقطر آب
جـا بـه هـر یـک از        مخلوط نموده و یک    قبلاًتوان  می  دارویی را   

 مخلـوط   4بـه ارلـن شـماره       (های حاوی محیط اضافه نمود       ارلن
 ).یمکن ـ  اسـتریل اضـافه مـی      دیـونیزه مقطـر   سرم حیـوانی و آب      

هـای   لیتری به لوله  میلی10محتویات هر ارلن را در مقادیر حدود        
ی یغلظت دارو ( .کنیم کشت استریل از قبل آماده شده تقسیم می       

هـای    ها نوشته شـود تـا در غلظـت         محیط بر روی هر سری لوله     
در حقیقت برای استفاده از این محیط  ). دارویی اشتباهی رخ ندهد   

هـای پلاسـتیکی     پلیت(قسمتی خاص   های چهار    بایستی از پلیت  
استفاده نمود ولـی در آزمایـشگاه ملـی       )  چهار قسمتی  100 × 15

شـود، بنـابراین تـا       های کشت استفاده مـی     مرجع کشوری از لوله   
هـای حـاوی محـیط       هـا ارلـن    زمان پایان تقسیم محیط به لولـه      

 باشند تا محیط داخـل آنهـا سـفت          C°54 بایستی مدام در شرایط   
های حاوی محیط کشت مذاب بلافاصله به صـورت          هلول و. نشود

 ـ         . آیـد  دسـت مـی   ه  خوابیده قرار داده شود تا سطح مایل مناسب ب
جهت جلوگیری از ایجاد حباب از تکان دادن ارلن حاوی محـیط            

هـا را بـا      پس از منقعد شدن محیط، سـری لولـه        . خودداری گردد 
هـای جـدا     ی هـر سـری در بـسته       ی ـتوجه به میزان غلظـت دارو     

 و 900، 300ی ی ـهـای دارو  هر سری با غلظت. ( یدیهداری نما نگ
حـیط بـدون    های حاوی م   لیتر و نیز لوله    گرم در میلی    میلی 1200
  ).دارو
هـای    سویه :های مورد بررسی    تهیه سوسپانسیون از سویه    –د

حـاوی   7H9 روز در محـیط      7 تـا    4مـدت   ه  مورد نظر تست را ب    
و ) 80رصد مناسب تـوئین  د( 2کننده از ایجاد توده ماده جلوگیری

  همچنـین بـا اسـتفاده از یـک         . هـیم د  محرک رشـد کـشت مـی      
                                                      
1 FCS fetal Calf serum 
2 Clamp 
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 RPMو مگنت مناسب از ابتـدا کـشت بـا سـرعت      ١استیرر پلیت

گیرد تـا از بـروز تـوده جلـوگیری            در حالت چرخش قرار می     120
بـا اسـتفاده از      .گردد و تعداد تلقیح ارگانیسم قابـل کنتـرل باشـد          

ها با غلظتی  یونی از هر یک از سویه سوسپانس7H9) مایع(محیط 
بـا  . نمـاییم   تهیـه مـی  مک فارلنبرابر با کدورت لوله شماره یک      

 1×10-5 و   1×10-3،  1×10-1 هـای   رقت 7H9استفاده از محیط    
  . نماییم تهیه می
ه را ب 1×10-5 و 1×10-3، 1×10-1از هر یک از ml1/0 مقدار 

هـای    غلظت صورت جداگانه به چهار لوله حاوی محیط کشت به        
لیتـر و لولـه حـاوی        گرم در میلی    میلی 1200،  900،  300دارویی  

هـا را    پس از تلقیح، لوله   . کنیم محیط کشت بدون دارو  تلقیح می      
 21مـدت    بـه    C°37و دمـای    %) CO2) 7در شرایط جوی حاوی     

  . کنیم روز انکوبه می
مثـل قطعـات    ( شدن ناخواسته هرگونه مواد اضافی        اضافه :وجهت

 ـ       ) نشتاین جانسون محیط لو  م ه ـ  هبه همراه تلقیح سـوش باعـث ب
شـدت   هحاوی دارو گردیده و نتایج را ب محیط کشت pHخوردن 

 میزان تلقیح بیش از اندازه تعیین شده    ؛تحت تأثیر قرار خواهد داد    
   .گردد محیط میpH  باعث افزایش

های تست در   حساسیت سویه،در این بررسی علاوه بر پیرازینامید
 اتامبوتول و ایزونیازید  نیـز مـورد         ، اسرپتومایسین ،فامپینبرابر ری 

بررسی قرار گرفت گه برای جلوگیری از طولانی شدن مطلـب از            
شـود و فقـط نتـایج در بخـش           یات روش خود داری می    یذکر جز 

  . ه خواهد شدیمربوطه ارا
II- های مورد بررسی برای تعیین حساسیت در  ارگانیسم

  برابر پیرازینامید 
 سویه مایکوباکتریوم توبرکولوزیس جدا     100ن بررسی تعداد    در ای 

کننده به مرکـز کـشوری    های بالینی بیماران مراجعه   شده از نمونه  
  در برابر چهار داروی خط اول ضدسـلی      علاوه بر پیرازینامید   سل،
 یعنی ریفامپین، ایزونیازید، استرپتومایسین و اتـامبوتول نیـز          دیگر

  . تعیین حساسیت گردید
III- نتایج و گزارشخواندن نحوه   

 نتیجه برای تمـامی پـنج داروی مـورد تـست از             خواندنروش  
  .2جمله پیرازینامید متد تناسب است

و یا عـدم      رشد  انکوباسیون  روز 42 و   28 پس از    : نتایج خواندن
ابتـدا میـانگین    . شـد  ها بررسـی مـی     روی محیط  باسیل سل رشد  
. شـد  ده و ثبـت مـی     های موجود در محیط شاهد خوانده ش ـ       کلنی

                                                      
1 Stirrer Plate   
2 Proportion Method 

  ، 1×10-1تلقـیح   هـای    های بـا رقـت     ها در لوله   سپس تعداد کلنی  
اگر در محـیط  . گردید خوانده شده و ثبت می 1×10-5 و  1×3-10

شد مایکوباکتریوم حـساس     بیوتیک رشد مشاهده نمی    حاوی آنتی 
  . شد تلقی می

آنها شمارش شده و درصـد       کلنی تعداد  در صورت مشاهده رشد   
تلقـیح بـا     1×10-5 و   1×10-3 ،   1×10-1هـای    رقتمقاومت در   

شـد و بـر اسـاس روش تناسـب           توجه به فرمول زیر محاسبه می     
  . شد سویه مورد بررسی حساس و یا مقاوم محسوب می

  بیوتیک ر حضور آنتید  تعداد کلنی
  بیوتیک تعدد کلنی در غیاب آنتی  ×١٠٠

ت و یـا    در مورد پیرازینامید نیز بر اسـاس روش تناسـب مقاوم ـ          
کـه رشـد     در صـورتی  : شـد  شرح زیر محاسـبه مـی     ه  حساسیت ب 

های   با غلظت  7H10باکتری در هر سه لوله حاوی محیط کشت         
ــی1200 و 900 و 300 ــرم در میلـ ــد  میکروگـ ــر پیرازینامیـ    لیتـ

مهار شده بود، سـویه مـورد   ) در مقایسه با لوله کنترل بدون دارو      (
صـورت رشـد    همچنـین در    . گردیـد  بررسی حساس گزارش مـی    

 300 بـا غلظـت      7H10ارگانیسم در لوله حـاوی محـیط کـشت          
لیتر پیرازینامید و عـدم رشـد در لولـه حـاوی             میکروگرم در میلی  

 میکروگـرم در    1200 و   900هـای     با غلظت  7H10محیط کشت   
کـه   در صـورتی  . شـد  لیتر پیرازینامید نیز حساس تلقـی مـی        میلی

های   با غلظت  7H10باکتری در هر سه لوله حاوی محیط کشت         
  و یـا در    لیتر پیرازینامیـد    میکروگرم در میلی   1200 و   900 و   300
 لیتـر پیرازینامیـد      میکروگرم در میلی   1200 و   900 لوله حاوی    دو

در واقع بـا ایـن روش میـزان    . شد نمود مقاوم شمرده می   رشد می 
منتهـی بـا در نظـر       (گردید    تعیین می  3حداقل غلظت باز دارندگی   

لازم  .که یکی از مزایای این روش اسـت       ) رانیگرفتن غلظت بح  
 این روش برای اولین بار تـست        اندازی  راهبه ذکر است از تاریخ      

سنجش حساسیت به پیرازینامید در بیمارستان مـسیح دانـشوری          
 .شود تهران انجام می

  

  نتایج
 سویه بـه پـنج داروی خـط اول          38 سویه مورد بررسی     100از  

 اتــامبوتول و ،د، استرپتومایــسینیعنــی ریفــامپین، ایزونیازیـ ـ (
 سویه دیگر در برابر داروهـای یـاد         62حساس بود و    ) پیرازینامید

  و فراوانـی نـسبی     ) تعـداد ( شده مقاوم بودند که فراوانـی مطلـق         
های مقاوم به     به صورت سویه   ؛نتایج به ترتیب  ) به صورت درصد  (

سـه  های مقـاوم بـه       های مقاوم به دو دارو، سویه      یک دارو، سویه  
                                                      
3 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
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  مجله پژوهشی حکیم

...وش محیط آگار ویژه براینتایج طراحی ر18  

های مقاوم به به پـنج       های مقاوم به چهار دارو و سویه       دارو، سویه 
طور کلـی نتـایج بـه دسـت         ه  ب . بیان شده است   1دارو در جدول    

ــی    ــدت بررسـ ــی مـ ــد در طـ ــصوص پیرازینامیـ ــده در خـ   آمـ
هــای مایکوبــاکتریوم   از ســویه٪6دهــد کــه حــدود  نــشان مــی

باشد و   اوم می توبرکولوزیس جدا شده از بیماران به پیرازینامید مق       

 ـ    جدا شده  ٪1 تقریباً صـورت مونورسیـستانت فقـط بـه        ه  ها نیز ب
 H37Rvهـای    جهـت کنتـرل از سـویه      . پیرازینامید مقاوم اسـت   

چنـین   هم. استاندارد حساس و مقاوم به پیرازینامید استفاده گردید     
هـای کنتـرل     های مورد بررسی و سویه     برای کنترل بیشتر، سویه   
  .گردید  نیز کشت میدر محیط کشت فاقد دارو

  دهد های مقاوم به بیش از یک دارو را نشان می های مقاوم به یکی از داروهای خط اول و سویه  تعداد سویه-1جدول 

  )درصد (فراوانی نسبی  )فروانی مطلق(های مقاوم  تعداد سویه  نام دارو یا داروها
  3  2  ریفامپین
  20  12  ایزونیازید
  5/1  1  اتامبوتول
  8  5  ایسیناسترپتوم

  5/1  1  پیرازینامید
  3  2  ریفامپین، اتامبوتول
  5  3  ایزونیازید، اتامبوتول

  5/13  8  ایزونیازید، استرپتومایسین
  11  7  ریفامپین، ایزونیازید، استرپتومایسین

  5/1  1  ریفامپین، ایزونیازید، پیرازینامید
  5/1  1  ایزونیازید، پیرازینامید، استرپتومایسین

  5  3  تامبوتول،استرپتومایسینریفامپین، ا
  5/22  14  ریفامپین، ایزونیازید، اتامبوتول، استرپتومایسین

  5/1  1  ، استرپتومایسینپیرازینامیدریفامپین، ایزونیازید، 
  5/1  1  ریفامپین، ایزونیازید، اتامبوتول، استرپتومایسین، پیرازینامید

  %100نسبی مجموع فراوانی   62های مقاوم  جمع کل سویه  نتایج کلی
  

  

  گیری  و نتیجهبحث
 مـستلزم تعیـین حـساسیت       توبرکولوزیسدرمان مناسب بیماران    

 باشـد  ی ارگانیسم جدا شده از بیمار قبل از شروع درمان می          یدارو
 سنجش حساسیت دارویی در مورد چهار داروی اول    .)19،  18،  4(

 از  یعنی ایزونیازید، ریفامپین، اتامبوتول و استرپتومایسین با یکـی        
ــساسیت دارو  روش ــین ح ــین تعی ــای روت ــه ــاکتریوم ی ی مایکوب

 بـا روش تناسـب و کـشت در روی محـیط             مـثلاً (توبرکولوزیس  
، امـا   )20(قابل انجام بـوده و مـشکلی نـدارد          ) لونشتاین جانسون 

تعیین حساسیت یا مقاومت ارگانیسم در برابر پیرازینامید با چهـار           
عبارت دیگر تا این اواخر     به  ). 7( داروی فوق کاملاً متفاوت است    

 بـه   MTBیک روش قابل اطمینـانی بـرای بررسـی حـساسیت            
ایـن مـشکل بـه شـرایط بـسیار           .پیرازینامید ابـداع نـشده اسـت      

دانیم که  می. شود پیرازینامید مربوط می اختصاصی لازم برای اثر
هـا و    ، در درون مونوسـیت 5/5 تـا  5 برابر با pH  پیرازینامید در

 مناسب برای رشد    pHثر است و    ؤعلیه ارگانیسم م  ها بر   ژماکروفا
باشد و به همین دلیل       می 7 تا   8/6باسیل سل در آزمایشگاه بین      

 حـساسیت    تعیین  توبرکولوزیسضد  همانند سایر عوامل دارویی     
MTB    این مشکل زمـانی    . پذیر نیست   در برابر پیرازینامید امکان

  ی مؤثر در حـد     بهتر مشهود است که خواسته باشیم با مقدار دارو        

  
  

 ـ      MTBخونی یا بافتی بر علیه       طـور  ه  ، اثر دارو را در آزمایشگاه ب
in-vitro       60 تـا    16یعنـی بـا میـزان       ( مورد بررسی قرار دهـیم 

ــی  ــرم در میل ــر دارو میکروگ ــا 16دوز ). لیت ــرم در 60 ت  میکروگ
 مؤثر  MTB بر علیه    in-vitroلیتر پیرازینامید به شرطی در       میلی

از .  باشـد  6/5 تـا    5/5 مورد استفاده برابر بـا        محیط pHاست که   
 کاملاً بـرای رشـد     6/5تا   5/5 برابر با    pHطرفی محیط کشت با     

 در  MTBهـای جـدا شـده        باکتری نامساعد است، و بیشتر سویه     
هـای فراوانـی     کوشـش . باشند  قادر به رشد نمی    pHمحدوده این   

 ـ       ه  برای حل این مشکل ب     طـور خیلـی    ه  عمل آمـده اسـت کـه ب
  ): 7  و6( شود میصر به آنها اشاره مخت

   :هـای بـک تـک و مـشکلات ناشـی از آن             استفاده از سیـستم   
تـک از    های بک  با توجه به مشکلات ذکر شده استفاده از سیستم        

کار گرفتـه شـد کـه در آن از          ه   پیشنهاد و ب   Bactec-460جمله  
 از پیرازینامیـد  µg/ml 100 و pH= 6 بـا  7H12محـیط مـایع   
ــی  ــتفاده م ــ اس ــد از ارا. دش ــبع ــسیاری از   ی ــک، ب ــن تکنی ه ای

 در برابـر    MTBهای کلینیکی بـه بررسـی حـساسیت          آزمایشگاه
هـا و مـشکلات      موازات آن بحـث   ه  پیرازینامید اقدام نمودند که ب    

 شـود  غیرقابل حلی مطرح شد که مختصراً در زیر شرح داده مـی           
)24 -21.(  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

ak
im

.tu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                               5 / 8

http://hakim.tums.ac.ir/article-1-422-fa.html


 

اولدهم، شماره یاز، دوره 87 بهار  

19    و همکارانمحمد نجفی مصلحدکتر 
هـای   هتک برای تعیین سـوی     ترین راه در روش بک      مطمئن -الف

 500تـا    300 به پیرازینامیـد اسـتفاده از        MTBحساس و مقاوم    
 ـ(باشـد    از دارو مـی   ) µg/ml(لیتـر    میکروگرم بر میلـی    عنـوان  ه  ب

 که در این تکنیک استفاده شده 100µg /ml نه ١غلظت بحرانی
  .است
دهـد   تک را تحت تأثیر قرار می       فاکتور دیگری که نتایج بک     -ب

اند کـه     و همکاران نشان داده    ٢ ژانگ .میزان تلقیح ارگانیسم است   
 6/6 بـه  6/5 محیط را از CFU/ml ،pH 10میزان تلقیح اضافی 

مـسلم اسـت کـه در ایـن         ). 4(دهـد     افزایش می  6/6از   یا بیشتر 
 مـؤثر   MTB پیرازینامیـد بـر علیـه        100µg/mlشرایط، میـزان    

تـک   بنابراین افزایش میزان تلقیح، محیط کشت بک      . نخواهد بود 
هـای   ل گـزارش سـویه    یکند که این امر یکی از دلا       یی می را قلیا 

، 23، 22، 6( باشد تک می مقاوم کاذب به پیرازینامید در روش بک
  .باشد ز اهمیت میی، که بسیار حا)25
 بـرای هـر آزمایـشگاهی    Bactec 460 اسـتفاده از سیـستم   -ج

کما این که تاکنون در ایران مورد استفاده قـرار          . باشد مقدور نمی 
فته است بنابراین با توجه به اهمیـت راه انـدازی یـک روش              نگر

 جدا شـده    باسیل شل های   مناسب برای سنجش حساسیت سویه    
 اساسـی دو ماهـه   وکه این دارو جز با توجه به این(به پیرازینامید  

هـای   ، از ضـرورت ) اسـت  برکولـوزیس تواول رژیم درمـانی ضـد       
   .)26،27، 23(باشد ناپذیر می  اجتناب
بعـد از کامـل     : هـای مولکـولی    معایب استفاده از تکنیک   مزایا و   

شــدن تعیــین تــوالی نوکلئوتیــدهای ژنــوم مایکوبـــاکتریوم      
خـصوص ژن   ه  های حساسیت به پیرازینامید ب     توبرکولوزیس؛ ژن 

PncA   ُنیـز تعیـین گردیـد       پیرازینامیدازدکننده آنزیم    یعنی ژن ک   
ــک. )33، 32، 1( ــا تکنی ــولی ب ــای مولک ــه روش ه ــای از جمل    ه

- PCR SSCP   ؛ دات بلات هیبریداسیون و سکانـسینگ امکـان
های مربوط به پیرازینامید فراهم شد       تعیین بروز موتاسیون در ژن    

 ـ      نتایج حاصل از این تکنیک     با این وجود  . )7،  5،  2( ه هـا هنـوز ب
هـای   خوبی مورد ارزیابی قرار گرفته نشده و علاوه بر ایـن روش           

 فـوق توان به مـوارد      ه از جمله می   مولکولی دارای معایبی است ک    
ــود  ــاره نم ــالا : اش ــه ب ــان بـ ـ ، هزین ــدم امک ــارگیری در ه ع ک

 بیـان  هـای مربـوط بـه       متعـدد بـودن ژن     ،های روتین  آزمایشگاه
که در حال حاضر استفاده از این روش بـه         طوریه   ب ازپیرازینامید
  ).34(باشد  های اندک تحقیقاتی محدود می آزمایشگاه

 در PZAنـشان داده شـده اسـت کـه       است؟آیا مشکل قابل حل     
لیتر در محـیط      میکروگرم در میلی   400 تا   300های بالای    غلظت

                                                      
1 Critical concentration 
2 Zhang 

7H12   با pH    دارای اثر بازدارندگی مناسبی بـر       2/6 تا   6 برابر با 
 ـ د برابر با مقادیر     یعنی تقریباً ( باشد  می MTBعلیه   کـار  ه  اروی ب

کـشت  با توجه به ترکیب محـیط       ). تک  بکبرده شده در تکنیک     
7H12 مایکوباکتریوم توبرکولوزیس در pH = 6– 6.2 در محیط 

 7H12سرم  با اضافه کردن). 21(باشد  خوبی قادر به رشد میه  ب
چنـان غنـی و       آن 7H12محـیط    4سرم گوسـاله   یا ٣جنین گاوی 
 در ایـن محـیط      MTBهای   شود که حتی اغلب سویه     مناسب می 

ای دیگـر بـا   ه ـ  بهتـر از محـیط کـشت   6.2 –6 برابر بـا  pH در
pH=6.8  که فـاکتور اصـلی در       با توجه به این   ). 4(کند    رشد می

 فعـال بـودن آنـزیم       MTBهـای    تأثیر پیرازینامید بر روی سـویه     
تــوان بــر اســاس معادلــه  باشــد، بنــابراین مــی پیرازینامیــداز مــی

های مختلـف    های متفاوت، غلظت  pH در   ٥ هسل باخ  –هندرسن
بـا  ). 21( را محاسـبه نمـود       MTBپیرازینامید قادر به مهار رشـد       

 پیرازینامیـد بایـستی   pH=6.2 ،MICاستفاده از ایـن معادلـه در     
300 µg/mlبر اساس همـین محاسـبه مـا در اسـتفاده از     .  باشد

 ـ 7H10روش محیط کـشت آگـار ویـژه          کـار بـرده شـده در       ه   ب
 pH و بـا     (FBS)فتـال بـوین سـرم       % 10که حاوی   (آزمایشگاه  

 1200 و 900، 300هـای   از غلظـت  ) اشـد ب  می 2/6نهایی برابر با    
یم و بـا کنتـرل      ا  لیتر پیرازینامید استفاده نموده    میکروگرم در میلی  

هـم خـوردن رابطـه    ه دقیق میزان تلقیح ارگانیسم ودر نتیجه از ب       
در واقـع بـا ایـن روش        . عمل آمـد  ه   سوبسترا جلوگیری ب   -آنزیم

 بـا در    منتهـی (گـردد    میزان حداقل غلظت باز دارندگی تعیین می      
با . که یکی از مزایای این روش است      )نظر گرفتن غلظت بحرانی   

 ـ   های لازم در این مطالعه نتـایج قابـل         توجه به کنترل   ه تـوجهی ب
هـای تـست بـا       نتایج حاصل از بررسـی سـویه      . دست آمده است  

 ـ       H37Rvهای استاندارد    سویه ه  حساس و مقاوم به پیرازینامیـد ب
ی در ایـن روش     ی ـدارد طلا  البتـه اسـتان    .گردیـد  شدت کنترل می  

 یعنـی   PncAهای مربوط بـه ژن       تعیین بروز موتاسیون در توالی    
ــداز در  ژن کُ ــزیم پیرازینامیـ ــده آنـ ــوزومی DNAدکننـ  کرومـ

دسـت آمـده در     ه  باشد، و نتایج ب    مایکوباکتریوم توبرکولوزیس می  
 PncAخـصوص در ژن     ه  این روش بایستی باتعیین موتاسیون ب     

 ـ     مورد کنترل نهایی قرار    عنـوان یـک طـرح      ه   گیرد که این کار ب
 ـ     ه  ب. تحقیقاتی در حال انجام است     کـه   ایـن ه  هر حال با توجـه ب

 ـ        یهای تست شده با روش ارا      سویه دو ه  ه شـده در ایـن تحقیـق ب
  بـا   و های استاندارد حساس و مقاوم به پیرازینامید       با سویه : طریق

های تست و کنترل در محیط کشت بدون        کشت موازی ارگانیسم  
ه ی ـشدت کنترل گردیده است، نتـایج حاصـل از روش ارا          ه  رو ب دا

                                                      
3 Fetal bovine serum (FBS) 
4 Fetal calf serum (FCS) 
5 Henderson– Hessel bach 
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  مجله پژوهشی حکیم

...وش محیط آگار ویژه براینتایج طراحی ر20  

مزیـت دیگـر    . )27،  21،  4(باشد    شده در این کار قابل استناد می      
هـای مختلـف دارو      این روش این است که با توجـه بـه غلظـت           

توان  می توان حساسیت و مقاومت واقعی را تعیین نمود، ضمناً         می
حساسیت و یا   ) مونههمزمان به کشت اولیه ن    (صورت مستقیم   ه  ب

له أگرچه در این گزارش مس   .مقاومت به پیرازینامید را تعیین نمود     
ی در باســیل ســل در برابــر یــبــسیار حیــاتی بــروز مقاومــت دارو

گیـرد و هـدف      داروهای خط اول مورد بررسی و تحلیل قرار نمی        
اصــلی معرفــی کــاربردی یــک روش بــرای ســنجش مقاومــت  

به MTB  ییرش نتایج حساسیت داروباشد، اما گزا پیرازینامید می
 در قالـب گـزارش نتـایج        داروهای خط اول ضد سلی کـه اجبـاراً        

ه افـزایش   أله شده است، مس   یها ارا  مربوط به پیرازینامید در جدول    
خصوص ه   در کشور را گوشزد نموده و ب       1مقاومت به چندین دارو   

هـا   این امر زمانی زنگ خطر است که گزارش جـدا شـدن سـویه             
ل مقاوم به داروهای خط اول اول و داروهای خـط دوم            باسیل س 
بنابراین مشاهده همـین     ).21،  18( افزایش نشان بدهد     2ضدسلی

کنـد کـه افـزایش       آمار در حاشیه گزارش این مطالعه ایجاب مـی        
مقاومت دارویی باسیل سل در کشور بایستی بسیار جـدی تلقـی            

   .شود

هـای دقیـق     تستشود که امکانات لازم جهت انجام        پیشنهاد می 
های مجهز بـه امکانـات       ی در آزمایشگاه  یسنجش حساسیت دارو  

ایمنی از جمله امکانات مولکولی و تعیین توالی ژنوم تجهیز گردد           
هـای   های مستمر و دقیق فراهم گردد و گزارش        تا امکان بررسی  

هـای عفـونی و      قابل اعتمـاد در دسـترس متخصـصین بیمـاری         
مراجعـه آزادانـه    .  سل قرار گیرد   ولین بهداشتی در امر کنترل    ؤمس

انستان چه ساکن ایران و چه بـه صـورت          غبیماران اتباع کشور اف   
. مراجعه مستقیم از آن کـشور بـرای درمـان سـامان دهـی شـود       

های مقاوم به چنـدین   تعداد بسیار قابل توجهی از سویه سفانهأمت
  .گردد دارو از این بیماران جدا می

  

   تشکر و قدردانی
بیمارسـتان  ( های ریـوی      ملی تحقیقات سل و بیماری     انستیتو از

 و  هـای ایـن مطالعـه       بـه خـاطر هزینـه     ) دکتر مـسیح دانـشوری    
همچنــین از آزمایــشگاه کــشوری تحقیقــات مایکوبــاکتریولوژی 

 .شود تشکر و قدردانی می
 

1 Multi drugs tuberculosis MDR- TB 
2 Extensively drugs resistance tuberculosis XDR-TB 
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