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  چکیده

   سریع و قابل اطمینان براي تعیین حساسیت ضد میکروبـی     ی روش آنتی بیوگرام شانه اي    :زمینه و هدف               
. ه ها فوق العاده مؤثر استمیکروارگانیسم هاي مختلف در برابر یک آنتی بیوتیک خاص بوده که در کاهش هزین 

هدف از این تحقیق طراحی پلیتی است که نه تنها به راحتی و در کمترین زمان محل دقیق شانه گذاري در پلیت ها 
را تعیین نماید بلکه بعد از انجام آزمایش بدون استفاده ازخط کش هاله هاي عدم رشد هر دوز دارو را به راحتی و 

  .با دقت بالا مشخص نماید

 در باره محدوده حداکثر اندازه هاله هاي عدم رشد تشکیل شده CLSIابتدا داده هاي : روش بررسی  
 قـرار گرفـت و تعیـین شـد کـه       با آنتی بیوتیک ها و میکروارگانیسم هاي مختلف به صورت آماري مورد بررسی         

ین اسـاس عـدد بـه دسـت     بر هم ـ.  میلی متر تشکیل می شوند42هاله هاي عدم رشد در محدوده       %) 99,7(بیشترین  
مورد استفاده براي تست هاي حـساسیت سـنجی، بـه نـرم        )  میلیمتر 100(و سایز پلیت معمولی     )  میلی متر  42(آمده  

سـپس  . افزار سالید ورکس داده شد که با این نرم افزار بهترین محل نوار و شانه گذاري در پلیت ها تعیین گردیـد             
تري استافیلوکوکوس اورئـوس و کلبـسیلاپنمونیه مـورد آزمـون قـرار       دو باک MIC تعیین   کارائی این روش براي   

  .گرفت

 در این روش دو نوار شانه اي را بطور همزمان در یک پلیت قرار دادیم و در هیچ موردي تداخل :هایافته           
و 1مایـسین   ، جنتا5/0، آموکسی سـیلین  5/0آنتی بیوتیک هاي آمیکاسین   MIC .هاله عدم رشد مشاهده نگردید

 آنتی بیوتیک هاي نالیدیکسیک  MICمیلی لیتر براي استافیلوکوکوس اورئوس و /  میکروگرم10نیتروفورانتوئین 
 میلی لیتر براي کلبسیلا پنمونیه بدست/  میکروگرم10 ، نیتروفورانتوئین 0,5،  جنتامایسین 5/0 ، آمیکاسین 0,1اسید 
  .آمد

تایج به دست آمده از آزمایشهاي انجام شـده بـا نتـایج ثبـت شـده در کاتـالوگ       با مقایسه ن  : نتیجه گیري           
 می باشند، این ادعا ثابت گشت کـه اسـتفاده از   CLSIشرکت سازنده  شانه هاي آنتی بیوتیک که طبق داده هاي        

و تـست  این پلیت نوین از خطاهاي احتمالی و تداخل هاي آنتی بیوتیکی کاسته و همچنین مدت زمان انجام تست    
 .  خوانی نیز کاهش  می یابد

 ، هاله عدم رشد، مقاومت دارویی MICپلیت، آزمایش : واژه هاي کلیدي        
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  مقدمه

امروزه بر اثر استفاده بی رویه از داروها و دز نامناسب آن       
ها در جوامع بشري مقاومت هاي دارویی و باکتري هاي مقاوم 

ه این خود موجب تولید روز زیادي به وجود آمده است ک
افزون دارو هاي جدید و صرف هزینه هاي فراوان در این راه 

در هنگام مراجعه ي بیماران به علت بیماري خاص، . است
علاوه بر نیاز به تشخیص نوع آنتی بیوتیک ، دز مناسب آن نیز 

براي تعیین نوع آنتی بیوتیک، از روش . باید مد نظر قرار گیرد
 و براي تعیین دز مناسب، از کمترین غلظت آنتی آنتی بیوگرام

این . استفاده می شود) MIC(بیوتیکی براي ممانعت از رشد 
تست آنتی بیوتیکی نواري و "تست قبل از ابداع روش جدید 

، در لوله آزمایش یا میکروپلیت هاي الیزا صورت می "شانه اي
در روش تست آنتی بیوتیکی شانه اي دز هاي مختلف . گرفت

از یک نوع آنتی بیوتیک خاص، از کمترین غلظت به صورت 
صعودي به غلظت بالا، بر روي یک قطعه پلاستیکی به شکل 

از عوامل مهم در آزمایشگاه دقت،  ).1(شانه قرار گرفته است
 تا کنون پلیت ها محصول هاي .سرعت و هزینه پایین می باشد

ارنده مواد خامی بوده اند که فقط به عنوان حمل کننده و نگهد
و باکتري ها مورد استفاده قرار میگرفتند ولی با استفاده از این 
نوع پلیت چند کاره به راحتی، سرعت و دقت بالایی می توان 
تست تعیین دوز مناسب، آنتی بیوتیک مناسب و سایر تست ها 
را انجام داد بدون اینکه هزینه اضافه تري را از پلیت ساده 

 قبل و بعد از انجام تست ها نیازي به علاوه بر این. صرف کرد
دستگاه هاي اضافی اندازه گیري مانند خط کش نیز نخواهد 

با ساخت این نوع پلیت به تکنسین براي تسریع گزارش . بود
. آزمایشات و صحت در تشخیص کمک فراوانی می شود

همچنین به علت قیمت بالاي دستگاه هاي دیسک گذار 
ذاري در ایران به صورت خارجی و داخلی، عمل دیسک گ

با ساخت این پلیت جدید هیچ . دستی و اتفاقی انجام می شود
هزینه اضافی اقتصادي غیر از خرید پلیت معمولی به آزمایشگاه 

 مشکلات روش موجود، قرار .یا دانشگاه تحمیل نخواهد شد
گیري شانه آنتی بیوتیکی به صورت اتفاقی بر روي پلیت است 

له اي و خطا در آزمایش و اتلاف وقت و که احتمال تداخل ها
  به علاوه بعد از انجام آزمایش براي تعیین . هزینه را در بر دارد

  
  

هاله عدم اندازه گیري قطر قدرت دارو علیه باکتري خاص     
در این . انجام می شودرشد تشکیل شده براي دز هاي مختلف 

ه دارو  دربارCLSIپلیت و روش جدید با استفاده از اطلاعات 
ها و باکتري هاي مختلف و میزان  واکنش آن ها نسبت به 
همدیگر و اندازه هاله هاي عدم رشد تشکیل شده، بهترین 
موقعیت شانه گذاري در پلیت ها با سایز مختلف تعیین   می 

هدف طراحی پلیتی است که به راحتی و در . )2(گردد
ا تعیین کمترین زمان هم محل دقیق شانه گذاري در پلیت ها ر

کند هم این که بعد از انجام آزمایش بدون خط کش هاله 
 .  هاي عدم رشد هر دز دارو را به راحتی گزارش دهد

  روش بررسی
 شیمیایی مواد2- 1

) Merck, Germany (آگار هینتون مولر کشت محیط
 مورد هاي باکتري نوع چنین هم. گرفت قرار استفاده مورد
 و )CC NoPT .1053( پونومونیا کلبسیلا استفاده

 انجام براي. بود )PTCC No .1112( اورئوس استافیلوکوکوس
 )HI-MEDIA, India( بیوتیک آنتی هاي شانه از ها، تست

-Amoxicillin سیلین آموکسی ،)(Amikacin-Akآمیکاسین

Am)(، کلرامفنیکل(Chloramphenicol-C)، کوتري 
 جنتامایسین ،)CoTrimoxazole-Co( موکسازول

)Gentamicin-G(، اسید نالیدیکسیک )Nalidixic acid-Na(، 
 )Oxacillin-O(اکساسیلین و)Nitrofurantoin-Nf(نیتروفورنتین

 براي ها بیوتیک آنتی این از است ذکر به لازم . گردید استفاده
 ها، روش در شده تشکیل رشد عدم هاي هاله ي اندازه مقایسه
 و پلیت این نتایج با ي مقایسه در قدیمی، هاي پلیت و ها ابزار
  . گرفتند قرار استفاده مورد آن، فیزیکی تایید و  جدید روش
  :ها پلیت سازي آماده و تهیه روش2-2
 توسط که رشد عدم هاي هاله  قطر حداکثر بررسی با        
 تشکیل متفاوت هاي باکتري علیه مختلف هاي بیوتیک آنتی
 علیه ها بیوتیک آنتی از %99,7 که شد مشخص شوند می

 در رشدي عدم هاي هاله مختلف هاي میکروارگانیسم
 این به توجه با .دهند می تشکیل متر میلی 42 محدوده
   براي انهــش دو ، آمده تدس به )میلیمتر 42( عددي محدوده
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  میلیمتر 100 سایز پلیت شده، گرفته نظر در پیش از پلیت هر
 شانه محل تعیین و پلیت این طراحی براي .شد انتخاب 

 پلیت کف بندي درجه و کش خط تعبیه چنین هم و گذاري
 سه افزار نرم از رشد، عدم هاي هاله نتایج خواندن براي
 این به .شد استفاده ورکس سالید طراحی و ساز بعدي

 هاله محدوده بیشترین به مربوط ارقام و اعداد که صورت

 100( نظر مورد پلیت اندازه و )متر میلی 42( رشد عدم هاي
 شانه محل بهترین ابتدا که شد داده افزار نرم این به )متر میلی

 مرکز از هم موازي خطوطی آن از پس و شد تعیین گذاري

 ترسیم کوتاه به بلند صورت به پلیت حاشیه سمت به پلیت
 بدنه گیري قرار محل مرکز به نزدیک خط اولین که شد
 نحوه ارافز نرم این با چنین هم ).1 شکل( بود خواهد شانه
 و هم قرینه صورت به بیوتکی آنتی ها شانه گیري قرار

 قرار ) زیاد به کم از دارویی دز لحاظ از ( همدیگر عکس
سپس   .برسد حداقل به دارویی تداخل احتمال تا گرفتند
را با نوارهاي ) براي تکرار آزمایش(  پلیت 100درب 

 آن آزمایشگاهی کاملا کیپ کرده و از باز شدن و خارج شدن
ها از حالت استریل جلوگیري شد وبه کارگاه ترسیم منتقل 

عکس ترسیم شده توسط نرم افزار سالید ورکس، به . شدند
 لیزري داده شد و درجه بندي کف پلیت ها CNCدستگاه 

البته بعداز انجام عمل خط کشی و براي اطمینان . انجام گرفت
ساعت در  24از استریل بودن این پلیت ها،آن ها را به مدت 

دستگاه استریل ماورا بنفش قرار داده تا هر گونه احتمال 
  . آلودگی را به حداقل ممکن کاهش دهیم

 میلـی  160 و   120 ،100 ،84       این پلیت نوین در سـایزهاي     
)  میلی متري در دو مدل چهارتایی و پنج تایی160پلیت (متري  

ي نـوع  طراحی شده است  و تست هاي تایید کارایی آن بـر رو   
در ایـن پلیـت محـل قـرار       .  میلی متري انجام گرفتـه اسـت       100

گیري شانه ها و نوار هاي آنتی بیوتیکی مشخص شـده اسـت و       
امتداد محل قرار گیري این شانه هـا و نوارهـا بـه صـورت خـط       

در نتیجه بعد از ریختن محیط کشت و    . کش مدرج شده است     
تیکی در محـل  کشت دادن باکتري مورد نظر، شانه ها آنتی بیـو     

  تـ ساع24رند و بعد از ـده قرار می گیـهاي از پیش تعیین ش
  
  

  
  

 انکوبه کـردن، نتیجـه آزمـایش، بـدون اسـتفاده از خـط کـش               
  .خوانده و ثبت می شود

  
  
  
  
  
  
  
  

 روش قرار گیري شانه هاي آنتی بیوتیکی درون 3-2
  :پلیت ها و خواندن نتیجه آزمایش

از لبه پایینی شانه ها، جایی که به        بعد از شعله دادن پنس 
، با پنس گرفته )2، شکل شماره A(کمترین دز نزدیک است 

می شود و از لبه بالایی، جایی که بیشترین دز آنتی بیوتیک 
و مماس با خط کشی کف ) 2، شکل شماره B(واقع است 

به . ، شانه گذاري صورت  می گیرد)2 شماره شکل، C(پلیت 
دندانه هاي شانه آنتی بیوتیکی که حاوي علت این که انتهاي 

دز هاي مختلف آنتی بیوتیک می باشند، در خط قرینه خط 
قرار ) 2، تصاویر شمارهEو D(کشی محل قرار گیري هر شانه 

گرفته است، اندازه ي هاله هاي عدم رشد به صورت نصف 
و با دو برابر کردن ) 2، شکل شماره F(دریافت می شوند 
مثلا در (یجه نهایی گزارش داده می شوداندازه حاصله، نت

 میلی متر که به دست آمده است دو 17ي  اندازه ،Fقسمت 
با این ).   میلی متر به دست می آید34برابر می شود و عدد 

روش، در مصرف پلیت، محیط کشت و وقت صرفه جویی می 
 .شود و نیاز به خط کش براي گزارش نتایج از بین می رود

 18-24ت شانه گذاري شده را به مدت سپس محیط هاي کش
 درجه سانتی گراد 35-37ساعت در گرم خانه با دماي 
 مقایسه شده و نتایج CLSIقرارداده و با جدول استاندارد 

  .خوانده و ثبت می گردد
  
  
 

 میلی متري 100تعیین محل شانه گذاري و مدرج کردن پلیت : 1شکل 
  ازه هاله عدم رشد در دز هاي مختلفجدید جهت خواندن اند

  آنتی بیوتیک
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  یافته ها

 تست آنتی بیوگرام شانه اي براي باکتري -1
 استافیلوکوکوس ارئوس

ررسی نتایج مشخص است که باکتري         با ب
 نسبت به آنتی بیوتیک هاي استافیلوکوکوس ارئوس

مفنیکل و اکلرنالیدیکسیک اسید، اکساسیلین، 
کوتریموکسازول کاملأ مقاوم بوده اما نسبت به سایر آنتی 

 براي آنتی MIC. بیوتیک هاي آزمایش شده حساسیت دارد
 1، جنتامایسین 5/0 ، آمیکاسین10بیوتیک هاي نیتروفورانتوئین 

میلی لیتر بدست آمده که / میکروگرم5/0و آموکسی سیلین 
با مشاهده اندازه هاله عدم رشد و مقایسه آن با اندازه هاي 

 آنتی بیوگرام ، حساس بودن این آنتی بیوتیک CSLIجدول 
  ).1جدول  (12 - 14ها با این غلظت تأئید می گردد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
کلبسیلا تی بیوگرام شانه اي براي باکتري  تست آن-2

 پنومونیا
        با بررسی نتایج مشخص است که سویه ي باکتري 

 نسبت به آنتی بیوتیک هاي آموکسی سیلین، کلبسیلا پنومونیا
اکساسیلین، کلر آمفنیکل و کوتریموکسازول کاملأ مقاوم 
بوده اما نسبت به سایر آنتی بیوتیک هاي آزمایش شده 

 براي آنتی بیوتیک هاي نیتروفورانتوئین MIC. یت داردحساس
 و نالیدیکسیک اسید 5/0، جنتامایسین 5/0، آمیکاسین 10

میکروگرم بدست آمده که با مشاهده اندازه هاله عدم رشد /1
 آنتی بیوگرام ، CLSIو مقایسه آن با اندازه هاي جدول 

گردد حساس بودن این آنتی بیوتیک ها با این غلظت تأئید می 
  ).2جدول (

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 انتهـاي قطـر   E. قرینه حالت فـوق بـراي شـانه دوم هـستند     C,D. گیرد  به ترتیب کمترین و بیشترین دوز قرار میA,Bدر تصویر – MICمحل قرار دادن شانه    : 2شکل  
 باشد  نصف قطر هاله عدم رشد میFهاله احتمالی و 
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 استاندارد تفسیر نتایج نتیجه          

 حساسیت
 

MIC حساس متوسط مقاوم 

 غلظت شانه ها
 (µg) 

 نام آنتی بوتیک

 حساس
 

 آمیکاسین 4-001/0 2 - 4 5/0

 حساس
 

 آموکسی سیلین 8-001/0 2 4 8  5/0

 مقاوم
 

 کلرآمفنیکل 32-001/0 8 16 32  <32

 مقاوم
 

 کوتریموکسازول 4-001/0 2 - 4 <4

 حساس
 

 جنتامایسین 16-001/0 4 8 16 1

 مقاوم
 

 نالیدیکسیک اسید 240-01/0 16 - 32  <32

 حساس
 

 نیتروفورانتوئین 240-01/0 32 64 128 10

 اکساسیلین 2-256 2 8-4 16 <64 مقاوم

 

  روش شانه اي  بااستافیلوکوکوس ارئوس براي ي مورد بررسی آنتی بیوتیک هاMIC - 1جدول

  با روش شانه ايکلبسیلا پنومونیهبراي ي مورد استفاده  آنتی بیوتیک هاMIC -2جدول 

 استاندارد تفسیر نتایج نتیجه

  حساسیت
 

MIC حساس متوسط مقاوم 

 غلظت شانه ها
 (µg) 

 نام آنتی بوتیک

  حساس
 

 آمیکاسین 4-001/0 2 - 4 5/0

  مقاوم
 

 آموکسی سیلین 8-001/0 2 4 8 <8

  مقاوم
 

 کلرآمفنیکل 32-001/0 8 16 32 32

  مقاوم
 

 کوتریموکسازول 4-001/0 2 - 4 4

  حساس
 

 جنتامایسین 16-001/0 4 8 16 5/0

  حساس
 

 نالیدیکسیک اسید 240-01/0 16 - 32 1/0

  حساس
 

 نیتروفورانتوئین 240-01/0 32 64 128 10

 اکساسیلین 2-256 16 32 64 <64 مقاوم
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 بحث
تاکنون پلیت هاي موجود در جهان به صورت یک 
محصول خام بوده اند و براي خواندن نتیجه و استفاده از آن ها 

 راه هاي .)4و3(داز ابزار هاي دیگر و همراه باید استفاده کر
زیادي براي بهبود و توسعه این محصول ارزشمند آزمایشگاهی 
پیش روست که یکی از این روش ها  همین روش مدرج 

که . کردن و تعیین محل استقرار شانه هاي آنتی بیوتیکی است
باعث حل مشکلات دیسک گذاري و خطاهاي موجود را در 

 را به MIC تستبر دارد و نیز سهولت خواندن و ساده کردن 
  . همراه دارد

 شانه اي به این صورت است که شانه     MIC        روش موجود   
آنتــی بیــوتکی بعــد از کــشت بــاکتري روي محــیط کــشت بــه  
صورت اتفاقی روي پلیـت هـا قـرار مـی گیرنـد و در صـورت                  
واکنش آنتی بیوتیک و میکرو ارگانیسم کمترین دز مهاري در       

پلیت جدید و روش همراه آن آن  مشخص می شود اما در این      
علاوه بر تعیین کمترین دز مهاري آنتـی بیوتیـک، محـل دقیـق             
شانه گذاري مشخص می شود و با توجه به این که محـل شـانه           
گذاري مدرج شده است براحتی هاله هاي عدم رشد مقابل هر           
دز مشخص از آنتی بیوتیـک شـانه اي خوانـده و گـزارش مـی               

ته آنتـی بیـوتیکی جلـوگیري بـه     شود و از تداخل هـاي ناخواس ـ  
بـراي اطمینـان از روش کـار ایـن پلیـت جدیـد             . عمل می آیـد   

در روش .  )11-5(روش هــاي بــسیاري در جهــان بررســی شــد
قبلی قرار گیري آنتی بیوگرام شانه اي ، به صورت اتفاقی و در        
هر قسمت از پلیت قـرار داده مـی شـد کـه هـم مـصرف پلیـت                 

 هم این که امکـان تـداخل هالـه    ومحیط کشت را بالا می برد و    
هاي عدم رشد و تغییرآثار واقعی آنتی بیوتیک ها را باعث مـی       

براي اطمینان از کار پلیت هاي غیر مـدرج و مـدرج شـانه               . شد
گذاري شدند و با هم مقایسه گشتند که سهولت شـانه گـذاري          

به علاوه بعد . و خطاي پایین تر در در پلیت جدید مشخص شد      
اسیون براي خواندن نتـایج نیـاز بـه بـار هـا انـدازه             از عمل انکوب  

گیري هاله هاي عدم رشد توسط خط کش بود که کـار بـسیار         
در این روش جدید محل شانه گذاري از قبـل  . وقت گیري بود  

  ت استفاده ـهایـت، نـلیـت پـساحـت که از مـده اسـمشخص ش
 
 
  

  
  

 روش به دست آمده نشان داد که پلیت جدید ونتایج . شودمی 
 MIC راه آن  بسیار کارا تر از روش معمولی انجام تستـهم

استفاده از این پلیت نوین از خطاهاي احتمالی، . می باشد
آلودگی هاي ثانویه، احتمال تداخل هاي آنتی بیوتیکی می 

در . کاهد و بر سرعت انجام تست و تست خوانی می افزاید
تباه در محل ضمن، از صرف هزینه هاي اضافی در رابطه با اش

شانه گذاري، مصرف پلیت، محیط کشت و شانه هاي آنتی 
طبق نتایج به دست . بیوتیک اضافی جلوگیري به عمل می آید

آمده بر روي این پلیت جدید و اثبات به صرفه بودن و کاهش 
هزینه ها و خطا هاي موجود، به راحتی می توان استفاده از 

 آورد و براي هر  شانه اي را به صورت روتین درMIC تست
بیمار دچار بیماري عفونی، علاوه بر انجام تست دیسک 
دیفیوژن براي تعیین نوع آنتی بیوتیک مناسب، دز آن را هم 
مشخص نمود که با این کار درمان مناسب و به موقعی را براي 
بیمار وجود خواهد داشت و هم این که هزینه هاي جاري براي 

 و دز نامناسب آن ها براي مصرف آنتی بیوتیک هاي نامناسب
در ضمن درمان صحیح و به . بیماران مختلف، را کاهش داد

موقع بیماران سبب جلوگیري از ایجاد میکروب هاي مقاوم به 
دارو و نیاز به تولید آنتی بیوتیک هاي جدید و هزینه هاي 

    .  هنگفت آن، خواهد شد

 قدردانیتشکر و 
ــغ مهنــد      س ســمیره کــارزانی، در آخــر از زحمــات بــی دری

مهندس طیب سیفی و مهندس رضا هوشمند فر تقـدیر و تـشکر    
هــم چنــین از آموزشــکده دامپزشــکی کــه . بــه عمــل مــی آیــد

امکانات آن در اختیار گروه قـرار گرفـت سـپاس گـذاري مـی        
ــروژه تحقیقــاتی مــصوب   . شــود در ضــمن ایــن طــرح نتیجــه پ

د مـورخ  /162/5معاونت پژوهشی دانشگاه ایلام به شماره طـرح   
  . می باشد11/7/88
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