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ميكروبي  سوسپانسیون  داخل  در  كه  است  گسترده اي 
اسپري  ان  مکیروبی روی  ياسوسپانسیون  غوطه ور شده 
می شود سپس بيواتوگرام )صفحه TLC اغشته به مکیروب(
در درماي 25 درجه سانتيگراد به مدت 48 ساعت تحت 
شرايط رطوبتي خاص می گردد. براي ديدن رشد ميكروبي، 
اغلب از املاح تترازوليوم استفاده مي شود. اين نمك تحت 
زنده  سلولهاي  دهيدروژناسيون  طريق  از  فورمازان  تاثير 
تغيير رنگ مي‌يابد. P-Iodonitrotetrazolium بنفش 
نمك‌ها  اين  است.  تشخيص  براي  نمك  ترين  مناسب 
برروي بيواتوگرافي، كه در 25 درجه سانتي گراد به مدت 
24 ساعت يا در دماي 37 درجه سانتيگراد به مدت 4-3 
ساعت انكوبه شده اند اسپري مي گردند.ظهور نقاط سفید 
یا بنفش روی اتو بیو گراف به معنی رشد منفی یا مثبت 
با  همراه   Mueller Hinton Broth شود.  می  تلقی 
غني  مايع  محيط  آوردن يك  به دست  براي  آگار  مكمل 
TLC توصيه شده است و  به صفحات  بهتر  اتصال  براي 
نمايد.  باكتري را فراهم مي  رطوبت مناسب جهت رشد 
بيواتوگرافي مستقيم ممكن است براي باكتري و قارچ با 
هم مورد استفاده قرار گيرد. اين تكنيك ساده ترين روش 
نتايج  قارچي است و همچنين  مواد ضد  براي تشخيص 
مطلوبي را براي توليد اسپور قارچهايي مانند آسپرژيلوس، 
مورد  در  دهد.  مي  ارائه  كلادوسپوريوم  و  پنيسيليوم 
استافيلوكوكوس  سوبتيليس،  باسيلوس  اغلب  باكتري ها، 
اورئوس و سویه های اشرشيا كلي براي تعیین حساسیت 

به تركيبات ضد باكتري مورد استفاده قرار مي گيرند.

در حال حاضر، عفونت هاي ميكروبي تبديل به يك تهديد 
مهم باليني شده كه همراه با عوارض قابل توجه و مرگ و 

مير است كه بطور عمده به دليل توسعه مقاومت ميكروبي به 
عوامل ضد ميكروبي موجود، است. بنابراين، روش هاي زيادي 
براي آزمايش تعیین  حساسيت ضد ميكروبي و كشف عوامل 
ضد ميكروبي در طول زمان به طور گسترده مورد استفاده قرار 
گرفته و در آينده هم گسترش خواهد يافت. برخي از تكنيك‌ها 
توسطCLSI  مورد استاندارد سازي قرار گرفته اند. با اين حال، 
در هنگام آزمايش محصولات طبيعي، اغلب برخي تغييرات در 
پروتكلهاي استاندارد مورد نياز است. بنابراين، بسيار ضروري 
است كه در مورد تغييراتي كه در اصول ميكروبشناسي با رقيق 
سازي محيط كشت و استفاده از يك تلقيح صورت مي گيرد 

بسياردقيق باشيم. آزمايشهاي حساسيت ضد ميكروبي مي تواند 
براي پيداكردن داروي موثر، اپيدميولوژي و پيش بيني نتيجه بعد 
از درمان بيماري مورد استفاده قرار گيرد. تعدادي از اين بررسی 
ها مثل انتشار ديسك، انتشار در چاهك و رقت در آگار يا محيط 
مايع به خوبي شناخته شده و به طور معمول مورد استفاده قرار 

مي گيرند، ولي ساير روش ها مثل روش هاي فلوسايتومتري 
و بيولومينسانس حتي اگر بتوانند نتايج سريع حاصل از اثرات 

عوامل ضد ميكروبي فراهم نمايند و شناخت بهتري ازتاثیر 
آنها در قابليت زيستي و آسيب سلولي به ميكروارگانيسم هاي 

تحت بررسي ارائه بدهند به طور وسيع استفاده نمي شوند، زيرا 
انجام آنها مستلزم به كارگرفتن ابزارها و تجهيزات مخصوص 
بوده و علاوه بر آن نياز به سنجش بعدي براي تكرارپذيري و 

استانداردسازي كردن دارند.

روش های پیشرفته تعیین حساسيت آنتی بیوتیکی 
1- روش بيواتوگرافي مستقيم

 TLCصفحه شامل  دارد.  را  استفاده  بيشترين  روش   اين 

گذری بر روش های پیشرفته تعیین حساسيت 
آنتی بیوتیکی )آنتی بیوگرام(
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تري  آدنوزين  بيولومينسانس  سنجش  روش   -3
ATP bioluminescence assay فسفات

توسط  شده  توليد   ATP توانايي  اساس  بر  روش  اين 
شكل  به   ATP گردد.  مي  ارزيابي  قارچ ها  و  باكتري ها 
حال  در  و  است  زنده  سلول هاي  براي  شيميايي  انرژي 
حاضر به صورت بيشتر يا كمتر و يا مقدار ثابت در يك 
سلول موجود مي باشد، بنابراين تعيين مقدار آن بر اساس 
گردد.   مي  برآورد  نمونه  در  موجود  ميكروبي  جمعيت 
به  تبديل  لوسيفراز  توسط   ATP حضور  در   Dluciferi
نور  مقدار  انجامد.  نور مي  توليد  به  لوسيفرين ميشود كه 
ساطع شده توسط luminometer و بيان واحد نور نسبي  
كه مي تواند به RLU برمول از ATP تبديل شود اندازه گيري 
مي شود. بنابراين، يك رابطه خطي بين زنده ماندن سلولها 
و توليد نور اندازه گيري شده وجود دارد. روش هاي نور 
سنجي داراي طيف وسيعي از برنامه هاي كاربردي است 
موثر  داروهاي  غربالگري  سيتوتوكسيسيته،  آزمون  مانند 
روي ليشمانيا، آزمايش ضد باكتريايي، تست تاثيرات آنها بر 
مايكوباكتريوم ها، تست مواد ضد قارچي  عليه مخمر و 
كپك ها. سرعت از مزاياي مهم اين روش است كه نتايج 
نتايج  تواند  مي  روش  اين  مي‌كند.  فراهم  را  كمي 
آزمايش هاي ضد مايكوباكتريايي را در مدت 3 تا 5 روز در 
مقايسه باروش سنتي رقت معمولي كه نياز به 3 تا 4 هفته 

انكوباسيون دارد فراهم كند.

4- روش فلوسايتومتري 
چند سال پيش، فوايد flow cytometry براي تست 
بنابراين، بسياري  حساسيت ميكروارگانيسم پيشنهاد شد. 
از محققین به فعاليت ضد باكتري و ضد قارچي بسياري 
از داروها با استفاده از اين روش پرداخته اند. تشخيص 

 Agar 2- سنجش زيستي اندود كردن با آگار
overlay bioassay

  اين روش همچنين به عنوان بيواتوگرافي شناوري معروف 
است. صفحه TLC  كه با محيط كشت آگار مذاب پوشانده 
تركيبات  از  خوب  انتشار  يك  دهد  مي  اجازه  است  شده 
صفحات  گيرد.  انجام  آگار  كشت  محيط  به  آزمايش  مورد 
قرار  انكوباسيون  از  قبل  ساعت  چند  براي  پايين  دماي  در 
مي گيرند. پس از انكوباسيون تحت شرايط مناسب بسته به 
ميكروارگانيسم مورد آزمايش، رنگ آميزي را ميتوان با رنگ 
تترازوليوم انجام داد. اين روش هم مانند بيواتوگرافي مستقيم 
ميتواند در مورد تمام ميكروارگانيسمها مانند كانديدا آلبيكانس 
و كپك‌ها استفاده گردد. اين روش به خوبي هاله عدم رشد 
طور  به  باشد.  نمي  حساس  آلودگي  به  و  داده  نشان  را 
موثر  ساده،  تكنيك  يك   TLC-bioautography كلي، 
در  و  است  پيچيده  مخلوط  يك  كردن  جدا  براي  ارزان  و 
در صفحه  پروژه  دهنده  تشكيل  اصلي  بخش  يكسان  زمان 
TLC قرار مي گيرد. بنابراين مي توان هم در آزمايشگاه هاي 
دسترسي  تنها  كه  كوچك  آزمايشگاههاي  در  هم  و  مجهز 
با وجود  داد.  انجام  را  اينكار  دارند  را  تجهيزات  به حداقل 
با  داشتن مشكلات زياد در اين روش، كروماتوگرافي مايع 
كارايي بالابه همراه بيواسي به طور فزاينده اي تبديل به عنوان 
تركيبات  نهايي  تشخيص  براي  محبوب  انتخابي  يك روش 
 TLC-bioautographyاستخراجي تبديل شده است،  نيز
يك روش سريع براي غربالگري تعداد زيادي از نمونه هاي 
اين  تجهيز  در  راهنما  يك  و  است  زيستي  فعاليت  داراي 
فعاليت ها ارائه مي نمايد. علاوه بر اين، اين روش مي تواند 
زيست  محيط  در  موجود  آنتي بيوتيك‌هاي  تشخيص  براي 
و نمونه هاي مواد غذايي و همچنين درجهت جستجو براي 

داروهاي ضد ميكروبي جديد استفاده شود.
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به  بستگي  روش  اين  توسط  ديده  آسيب  سلول هاي  سريع 
 propidium iodide  .استفاده از رنگ آميزي مناسب دارد
براي  گسترده  صورت  به  كه  ميباشد  فلورسنت  عامل  یك 
متعددي  مطالعات  ميگردد.  استفاده   DNA آميزي  رنگ 
ابزار  يك  عنوان  به  فلوسيتومتري  دستگاه  تاثير  مورد  در 
ليستريا  باكتري  عليه  باكتريايي  ضد  آزمايش  براي  اساسي 
مونوسيتوژنز گزارش شده است كه با استفاده از رنگ آميزي 
همراه با propidium iodide براي ارزيابي غشاي آسيب 
 carboxyfluorescein diacetate (cFDA)  و  ديده 
نتيجه،  استفاده مي گردد. در  استراز  برای تشخيص فعاليت 
)سلول هاي  جمعيتی  گروه  زير  سه  سلول ها  ليز  بر  علاوه 
مرده، زنده و آسيب ديده( را مي توان به وضوح با اين روش 
تشخيص داد. سلول آسيب ديده به عنوان سلول تحت فشار 
قسمت هاي آسيب ديده داخل سلول ها و اختلال ايجاد شده 
بعد از آن در توليد مثل را نشان مي دهند. تعيين سلول هاي 
مواد  ميكروبيولوژي  در  جالب  نتايج  از  يكي  ديده  آسيب 
غذايي است زيرا اين زير گروه مي تواند در شرايط بحراني 
براي بهبود سلول مانند نگهداري مواد غذايي و تعیین درجه 
حرارتمناسب برای نگهداری طولاني مدت انها مفيد باشد. به 
علاوه روش flow cytofluorometric  اجازه مي دهد 
تا مقاومت به مواد آنتي باكتريال تعيين شده و تاثير مولكول 
تست شده بر روي مقاومت و سلول ميكروارگانيسم مورد 
آزمايش را ارزيابي كند. علاوه بر اين نتايج تست را سريع 
روش  اين  از  گسترده  استفاده  حال،  اين  با  دهد.  مي  تر 
به  حاضر  حال  در  ميكروبي  ضد  حساسيت  آزمايش  براي 
در  نياز  مورد  سيتومتري  تجهيزات  نبودن  دسترس  در  دليل 
پيشرفته  آزمايشگاههاي  به  محدود  مختلف  آزمايشگاه هاي 

شده است.
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