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مقایسه محیط کلریمتریک با محیط های Quicolor واستانداردمولر 
هینتون آگار جهت سنجش سریع حساسیت آنتی بیوتیکی 

Enterobacteriaceae درخانواده

شهلا سیامکی1*، سیاوش سلمانزاده اهرابی۲، تروسکه صوفی زاده۳، طاهره فلسفی۴، مهوش 
سیفعلی۵،  جمشید فولادی۶ 

چکیده
در ایــن مطالعــه، محیــط کلریمتریــک آنتــی بیوگــرام کــه در دانشــگاه 
الزهــرا طراحــی گردیده اســت بــا محیط Quicolor شــرکت ســالوبریس 
آمریــکا و محیــط مولــر هینتــون آگار مقایســه گردید. الگوی حساســیت 
ــک  ــی بیوتی ــا 6 آنت ــه ب ــرو باکتریاس ــه انت ــی 100 جدای ــد میکروب ض
مختلــف، بــا اســتفاده از روش دیســک دیفیوژن)انتشــار دیســک(تعیین 
ــا ده  ــد. ب ــی گردی ــا آنالیزکاپابررس ــه روش ب ــر س ــق ه ــد. تواف گردی
بــار تکــرار تســت حساســیت آنتــی بیــو تیکــی2 ســوش اســتانداردو2 
جدایــه بالینــی از خانــواده انتروباکتریاســه،در هــر ســه محیــط مقادیــر 
coefficient of  variation)ضریــب تغییــرات(  محاســبه گردیــد. مقادیر 
ــا  ــوب و ی ــق خ ــده تواف ــان دهن ــالای 0/5 و نش ــوارد ب ــه م ــا  در هم کاپ
عالــی هــر ســه محیــط بودنــد. مقادیــر CV در اغلــب مــوارد زیــر 0/05 و 
نشــان دهنــده تکرارپذیــری مناســب آزمایشــها بودنــد. بر اســاس یافته 
ــرام  ــی بیوگ ــک آنت ــط کلریمتری ــوان از محی ــن مطالعــه مــی ت هــای ای
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بــرای تعییــن ســریع الگــوی حساســیت ضــد میکروبــی در خانــواده 
انتروباکتریاســه اســتفاده کــرد. از نظــر کاربــردی ایــن محیــط مشــابه 

نمونــه هــای خارجــی و اســتاندارد مــی باشــد.

واژه هــای کلیــدی: روش های کلریمتریک،روش ســنتی انتشــار دیســک، 
ســنجش ســریع حساســیت ضد میکروبی، انتروباکتریاســه

مقدمه
ــای  ــت ه ــده از عفون ــدا ش ــا ی ج ــری ه ــی باکت ــیت ضدمیکروب ــریع حساس ــه و س ــن اولی تعیی
مختلــف نســبت بــه آنتــی بیوتیــک هــای متــداول یــک اصــل اساســی در ایجــاد رژیــم درمانــی 
مناســب و کارآمــد مــی باشــد. امــروزه بــه دلیــل اســتفاده فــراوان و نادرســت از آنتــی بیوتیــک 
ــه(  ــد گان ــاوم چن ــی هــای مق ــش MDRGNs)گــرم منف ــه پیدای ــه منجــر ب ــف ک هــای وســیع الطی
شــده و همچنیــن تغییــر الگــوی حساســیت باکتــری هــا بــه آنتــی بیوتیــک هــای مختلف،مشــکلات 
 Tamma Schwalb et al.,( متعــددی در رابطــه بــا مقاومــت هــای دارویــی ایجــاد شــده اســت
2007(.بنابرایــن تجویــز درمــان آنتــی بیوتیکــی مناســب بایــد براســاس اطلاعــات بــه دســت آمده 

از الگــوی آنتــی بیوگــرام باشــد.بدین منظــور ایجــاد یــک روش تعییــن حساســیت ســریع ضــد 
میکروبــی کــه از طرفــی باعــث افزایــش موفقیــت درمانی،کاهــش هزینــه هــای بیمارســتانی،کاهش 
اســتفاده هــای نامناســب از عوامــل ضــد میکروبــی و کاهــش مقاومــت آنتــی بیوتیکــی واثــرات 
جانبــی نامطلــوب آن شــود)Canton et al., 2003(و از طــرف دیگرهمراســتا با شــرایط اقتصادی 
کشــور باشــد،از اهــداف اصلــی ایــن پژوهــش مــی باشــد.بدین منظــور محیــط کلریمتریــک ســاخته 

)Quicolor(  بــا محیــط ،)شــده در دانشــگاه الزهــرا )بلنــد قامــت پــور و همــکاران
 (Salmanzadeh-Ahrabi&Kocagoz., 2013; Kocagoz et al., 2007; Ercis et al., 2007)

ــه  ــورد مقایس ــون آگار م ــر هینت ــط مول ــتفاده از محی ــا اس ــج )CLSI( ب ــتاندارد رای و روش اس
ــل رد  ــز، آگار، فن ــل گلوک ــی مث ــک از عوامل ــط کلریمتری ــاخت محی ــت. در س ــی قرارگرف وارزیاب
 ،Quicolor و... بــا نســبت هــای معیــن اســتفاده شــده اســت. اســاس هردومحیــط کلریمتریــک و
تغییــر رنــگ معــرف بــه کار رفتــه در آن در اثرفعالیــت هــای متابولیکــی ناشــی از رشــد ســریع 
باکتریهــا مــی باشــد. در اطــراف دیســک هــا در اثــر انتشــار آنتــی بیوتیــک بــه محیــط، باکتــری 
رشــد نکــرده و یــک هالــه عــدم رشــد رنگــی شــکل مــی گیــرد کــه قطــر هالــه هــا بــا خــط کــش 
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انــدازه گیــری مــی شــود.حضور معــرف مناســب و مــواد غنــی کننــده)supplement( در محیــط 
و تنظیــم اســیدیته آن ضــروری مــی باشــد)با توجــه بــه اینکــه باکتــری هــا در pH معینــی قــادر 
ــه  ــه ب ــر باتوج ــورد نظ ــط م ــاخت محی ــگام س ــط در هن ــر محی ــیدیته ه ــی باشنداس ــد م ــه رش ب

دســتور العمــل تنظیــم مــی گــردد(.
مواد و روش ها

جدایه های باکتری
 Quicolor,ــط ــی در 3 محی ــد میکروب ــیت ض ــی  حساس ــور بررس ــه منظ ــش ب ــن پژوه در ای
کلریمتریــک و مولــر هینتــون آگار 100 جدایــه از خانــواده  Enterobacteriaceae کــه از 
تحقیقــات قبلــی بــه صــورت فریــز شــده  نگهــداری شــده بــود، مــورد اســتفاده قــرار گرفــت کــه 
  (n=1)Proteus،  (n=2)Enterobacter،  (n=7)Shigella،  ( n=27)Klebsiella، (n=63) شامل
Escherichia coli مــی باشــد. در کلیــه مــوارد بــرای کنتــرل کیفــی دیســک هــا و محیــط هــا از 
2 ســوش اســتانداردKlebsiella  pneumonia ATCC70063 و E.coli ATCC 29522  اســتفاده 

گردیــد.
دیسکهای آنتی بیوتیکی

 ،) 10 μg( ــین ــامل جنتامیس ــش ش ــن پژوه ــه در ای ــه کار رفت ــی ب ــی بیوتیک ــای آنت ــک ه دیس
) 5 μg( سیپروفلوکساســین،)30μg( ســفتازیدیم ،)10μg( ایمــی پنــم،)25μg( کوتریموکســازول
ــد. ــداری گردیدن ــن طــب خری ــه همگــی از شــرکت پادت و سفتیزوکســیم )30μg( مــی باشــند ک

  ES Quicolor (Salubris Co,ــا اســتفاده از محیــط تعییــن الگــوی حساســیت آنتــی بیوتیکــی ب
: USA)

ــدا سوسپانســیون  ــق دســتورالعمل شــرکت ســازنده انجــام داده شــد. در ابت ــر طب ــن روش ب ای
باکتریایــی از کشــت شــبانه نمونــه هــای بالینــی فریــز شــده تهیــه شــد. بــرای ایــن منظــور بــا 
اســتفاده از لــوپ مقــداری تــک کولونــی برداشــته و در3 میلــی لیتــر محلــول نمکی)cc 0/85ســدیم 
ــد اســتاندارد مــورد  ــه 0/5 مــک فارلن ــا لول ــه و کــدورت آن ب ــد در cc 100 آب مقطــر( تهی کلرای
ســنجش قــرار گرفت.ســپس بــا اســتفاده از ســواپ اســتریل در ســه جهــت روی محیــط 
 mm 22 ازهــم و mm ــه ESQuicolor کشــت چمنــی داده شد.دیســک هــای کاغــذی  بــه فاصل

16 از جــداره هــای پلیــت در روی محیــط قــرار گرفتند)دیســک هــای کاغــذی یــک ســاعت قبــل 
از انجــام کار در محیــط بیــرون از یخچــال قــرار گیرنــد(. پلیــت هــا بــه مــدت 5 ســاعت در 35 در 
جــه ســانتیگراد گرماگــذاری شــدند. پــس از گذشــت زمــان لازم از گرماگذاری،قطــر هالــه هــای 
عــدم رشــد رنگــی بــا خــط کــش انــدازه گیــری و قطــر نواحــی تغییــر رنــگ مطابــق بــا جــدول 
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ــاس و  ــه حس ــاس، نیم ــورت حس ــه ص ــالوبریس(Salubris Co,USA ( ب ــرکت س ــتاندارد ش اس
ــد. مقــاوم تفسیرشــده ونتایــج ثبــت گردیدن

تعیین الگوی حساسیت آنتی بیوتیکی با استفاده از محیط مولرهینتون آگار:
از سوسپانســیون باکتریایــی تهیــه شــده بــرای محیــط ESQuicolor اســتفاده شــد. بــا اســتفاده 
از ســواپ اســتریل در ســه جهــت روی محیــط مولرهینتــون آگار کشــت چمنــی داده شــدو دیســک 
هــای کاغــذی اســتفاده شــده در محیــط قبلــی  بــا فاصلــه هــای ذکــر شــده در بــالا روی محیــط 
قرارگرفتنــد. ســپس پلیــت هــا بــه مــدت 18-16 ســاعت در 35 درجــه گرماگــذاری شــدند.پس از 
ســپری شــدن ایــن مــدت زمــان، قطــر ناحیــه مهــاری بــا خــط کــش انــدازه گیــری و مطابــق بــا 

جــدول اســتاندارد CLSI(M100-S23.,2013) تفســیر شــدند.
تعیین الگوی حساسیت آنتی بیوتیکی با استفاده از محیط کلریمتریک:

مشابه روش Quicolor انجام گرفت.
:(CV(محاسبه ضریب تغییرات

ــط  ــک،در 3 محی ــی بیوتی ــرای هرآنت ــرار ب ــار تک ــل از 10 ب ــده حاص ــت آم ــه دس ــای ب داده ه
کلریمتریــک، مولرهینتــون  و Quicolor ، بــرای 2 ســویه اســتانداردE. coli ATCC 29522(  و 
 E.Coli ( و 2 ســویه از جدایــه هــای بالینــی شــامل ) یــکKlebsiellapneumonia ATCC 70063

ــورد  ــی(CLSI M100-S23 ( م ــن الملل ــای بی ــتاندارد ه ــق اس ــک .Klebsiella spp(،  مطاب و ی
محاســبه قــرار گرفتنــد)لازم بــه ذکــر اســت کــه CV از تقســیم انحــراف معیــار بــر میانگیــن بــه 
دســت آمــد و ایــن محاســبات بــدون اســتفاده مســتقیم از معــادلات آمــاری و تمامــا بــا اســتفاده 

از نــرم افزارهــای آمــاری انجــام شــده اســت(.
نتایج

 )resistant( مقــاوم ،)sensitive(نتایــج آزمــون حساســیت آنتــی بیوتیکــی بــه صــورت حســاس
و حــد واســط)intermediate resistant ( تفســیر گردیــد. بدیــن صــورت کــه یکســانی نتایــج 
ــورت  ــه ص ــانی ب ــدم یکس ــق )agreement( و ع ــورت تواف ــه ص ــت ب ــر 2 تس ــل از ه حاص
)discrepancy( تعریــف شــد )Kocagoz et al.,2007(. در ایــن بررســی بــرای تجزیــه و تحلیــل 
 spss20 ــزار ــرم اف ــی CVو kappa از ن ــل از ارزیاب ــج حاص ــب نتای ــور کس ــه منظ ــا ب داده ه
ــی و  ــک ارزیاب ــی بیوتی ــر 6 آنت ــرای ه ــه دو ب ــا2 ب ــط ه ــت. محی ــده اس ــتفاده ش و stata13 اس
مقایســه شــده انــد و نتایــج بــه صــورت مقــدار هــای kappa در جــدول شــماره )1(ذکــر گردیــده 
ــف،  ــق ضعی ــده تواف ــا 0/25 نشــان دهن ــزارش مــی شــود.  0ت ــا 1+ گ ــن 1- ت ــاره بی ــن آم اند.ای
0/25تــا 0/5توافــق متوســط، 0/5تــا 0/75توافــق خــوب و 0/75 تــا 1 توافــق عالــی را نشــان مــی 
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دهــد. نتایــج مربــوط بــه CV نیــز در جــدول شــماره )2( آورده شــده اســت.مقادیر CV کوچکتــر 
یــا مســاوی 5% مــورد پذیــرش قــرار مــی گیــرد. بــه بیــان دیگــر هــر قــدر کــه مقــدار CV کمتــر 

باشــد، حاکــی از آن اســت کــه تکــرار پذیــری آزمــون بالاتــر اســت.

بعــد از انجــام تســت هــای حساســیت ضدمیکروبــی بــه طــور جداگانــه روی 3 محیــط 
کلریمتریک،مولرهینتــون،Quicolor و گذشــت مــدت زمــان مــورد نیــاز بــرای هــر محیــط وانــدازه 
گیــری قطــر هالــه هــای عــدم رشــد تشــکیل شــده وتفســیر داده هــا، نتایــج بدســت آمده براســاس 
آمــاره kappa بــه منظــور بررســی نحــوه عملکــرد 3 محیــط نــام بــرده،  مــورد ارزیابــی قــرار 
ــرای 4  ــوب و ب ــق خ ــیم تواف ــفتی زوکس ــین و س ــک جنتامیس ــی بیوتی ــورد دو آنت ــد.در م گرفتن
آنتــی بیوتیــک باقــی مانــده توافــق عالــی بیــن دومحیــط کلریمتریــک- Quicolor بــه دســت آمــد. 
توافــق بیــن دومحیــط کلریمتریــک - مولرهینتــون در 5 مــورد عالــی بــود. توافــق بیــن دومحیــط 
مولرهینتــون-Quicolor در همــه مــوارد عالــی بــود.در مــورد نتایــج مربــوط بــه انــدازه گیــری 
CV در محیــط کلریمتریــک 20مــورد کوچکتــراز5% ، در محیــط Quicolor23 مــورد کوچکتــراز 

5%  ودر محیــط مولرهینتــون آگار18مــورد کوچکتــراز 5% بــه دســت آمــد. ایــن نتایــج نشــان 
دهنــده تکرارپذیــری رضایــت بخــش در هــر 3 محیــط مجــزا مــی باشــدو حاکــی از آن اســت کــه 
قطــر هالــه هــای عــدم رشــد و یــا تغییــر رنــگ ناشــی از ایــن آنتــی بیوتیــک هــا از یــک آزمایــش 

kappa جدول شماره1: نتایج مربوط به اندازه گیری

در ایــن آمــار نتایــج بیــن 1- تــا 1+ گــزارش مــی شــود. 0/5تــا 0/75 توافــق خــوب و 0/75 تــا 1 
توافــق عالــی را نشــان مــی دهــد. در ایــن جــدول تمــام مــوارد حاکــی از توافــق خــوب یــا عالــی 

در مقایســه بیــن محیــط هــا و بــرای 6 نــوع دیســک آنتــی بیوتیکــی مــی باشــد.
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بــه آزمایــش دیگــر و در محیــط هــای مختلــف تغییــر قابــل توجهــی نشــان نمــی دهــد.در واقــع 
خطــای انــدازه گیــری ناچیــز و قابلیــت تکرارپذیــری محیــط کلریمتریــک مشــابه، بلکــه بهتــر از 
ــی  ــاهده م ــل مش ــماره )2( قاب ــدول ش ــج در ج ــد.خلاصه نتای ــی باش ــتاندارد م ــای اس ــه ه نمون

باشــد.
C.Vجدول شماره2: نتایج مربوط به اندازه گیری
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بحث
ــد نظــر داشت.نخســت  ــد م ــل اساســی را بای ــه دو عام ــن ســامت و بهداشــت جامع ــرای تامی ب
ــاری.در  ــده بیم ــاد کنن ــل ایج ــا عام ــارزه ب ــح مب ــزا و دوم روش صحی ــل بیماری ــایی عام شناس
بســیاری از مطالعــات گذشــته مزایــای بالینــی و فوایــد اقتصــادی زیــادی بــرای تعییــن ســریع 

ــزارش شــده اســت ــی گ حساســیت ضــد میکروب
)Granoto.,1993; Dren et al.,1999; Tunney et al., 2004;  Knemitsu et al., 2005(. بــه 
علاوهبــا توجــه بــه اهمیــت بــه کارگیــری الگــوی دارویــی مناســب در درمــان بیماریهــای عفونــی 
وبــه خصــوص عفونــت هــای ادراری کــه امــروزه حجــم وســیعی از بــار کاری آزمایشــگاه هــای 
ــال  ــیدن ارس ــرعت بخش ــور س ــه منظ ــود)Tansarli et al., 2013(وب ــی ش ــامل م ــی را ش بالین
ــردن روش  ــز پزشــکی و پزشــکان،ابداعاتی در جهــت ســریعتر ک ــه مراک ــج آزمایشــگاهی ب نتای
هــای تعییــن حساســیت آنتــی بیوتیکــی صــورت پذیرفتــه اســت، از جملــه ایــن ابداعــات مــی تــوان 
بــه ســاخت دســتگاه هــای اتوماتیــک و نیمــه اتوماتیــک و طراحــی و ســاخت محیــط هــای کشــت 
میکروبــی اشــاره کــرد)Salmanzadeh-Ahrabi&Kocagoz., 2013(.چندنــوع از سیســتم هــای 
 Phoenix, Vitek1and رایــج اتوماتیــک بــرای تعییــن ســریع حساســیت ضــد میکروبــی شــامل
ــال 2006  ــد. در س ــی باش  2وMicroScan  (Jorgensen etal., 2000; Ling et al., 2001)  م

شــرکت)    Salubris Co, USAمحیطهــای رنگــی تحــت نــام Quicolor را بــرای تعیین حساســیت 
ســریع ضــد میکروبــی طراحــی کــرد، کــه نتایــج را در5- 3/5  ســاعت آمــاده مــی کند، اســاس کار 
آن روش ســنتی انتشــار دیســک مــی باشــد. از آنجــا کــه ایــن نمونــه هــای خارجــی  هزینــه بــر و 
گــران هســتند و همچنیــن نمونــه هــای اســتاندارد مثــل محیــط مولــر هینتــون آگار کــه بــه طــور 
معمــول در آزمایشــگاه هــا اســتفاده مــی شــوند نتایــج را در 18-16 ســاعت آمــاده مــی کنند،نیــاز 
مبرمــی بــه وجــود یــک محیــط کشــت ســریع داخلــی احســاس مــی شــود کــه هــم مقــرون بــه 
صرفــه باشــد و هــم اینکــه از نظــر کارایــی بــا نمونــه هــای خارجــی و اســتاندارد برابــری کنــد. 
بدیــن منظــور در دانشــگاه الزهــرا اقــدام بــه طراحــی و ســاخت یــک محیــط کشــت کلریمتریــک 
ــرات رنگــی در حضــور معــرف  ــا و تغیی ــر اســاس رشــد ســریع میکروارگانیســم ه ــه ب شــد ک

ــط  ــرد. در محی ــی گی ــرار م ــرش ق ــورد پذی ــاوی 5% م ــا مس ــر ی ــر CV کوچکت مقادی
ــراز  ــط  Quicolor 23 مــورد کوچکت ــراز5% ، در محی ــک 20 مــورد کوچکت کلریمتری
ــن  ــد. ای ــت آم ــه دس ــراز 5% ب ــورد کوچکت ــون آگار18 م ــط مولرهینت 5%  و در محی
نتایــج نشــان دهنــده تکرارپذیــری رضایــت بخــش در هــر 3 محیــط مجــزا مــی باشــد و 

حاکــی از آن اســت کــه خطــای انــدازه گیــری ناچیــز مــی باشــد.
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ــع هــدف  ــای روش ســنتی انتشــار دیســک مــی باشــد.در واق ــر مبن مناســب اســتوار اســت و ب
ــط  ــا محی ــرا ب ــک ســاخته شــده در دانشــگاه الزه ــط کلریمتری ــه حاضــر مقایســه محی از مطالع
هــای Quicolor ومولرهینتــون وهمچنیــن تاییــد کارایــی آن بــه عنــوان یــک محیــط کاربــردی در 
تعییــن ســریع حساســیت ضــد میکروبــی در خانــواده  Enterobacteriaceae بــا هــدف کوتاهتر 
شــدن زمــان گــزارش الگــوی حساســیت آنتــی بیوتیکــی مــی باشــد.ازآنجا کــه زمــان مــورد نیــاز 
ــه  ــاعت )ب ــک 6-4 س ــط کلریمتری ــتفاده از محی ــا اس ــی ب ــد میکروب ــیت ض ــن حساس ــرای تعیی ب
طــور میانگیــن نتایــج در 5 ســاعت حاصــل شــد(می باشــد، لــذا مــی توانــد بــه عنــوان عاملــی در 
ســریعتر کــردن زمــان پاســخگویی و تعییــن الگــوی حساســیت آنتــی بیوتیکــی مناســب بــرای 
هــر عفونــت، کاهــش عــوارض جانبی،کاهــش مصــرف خــود ســرانه دارو و کاهــش مقاومــت هــای 
دارویــی مطــرح شــود. مــوارد ذکــر شــده بــه نوبــه خــود باعــث کوتاهتــر شــدن زمــان بســتری 
بیمــاران در بیمارســتان و کاهــش هزینــه هــای درمانــی  هــم بــرای بیمــار و هــم بــرای سیســتم 
ســامت و بهداشــت کشــور مــی باشــد.تعیین ســریع و بــه موقــع عامــل عفونــت در همــان روزی 
کــه عامــل بیماریــزا جداســازی مــی شــود و تجویــز رژیــم دارویــی صحیــح باعــث کاهــش مــرگ 
و میــر مــی شــود،در واقــع پزشــک و بیمــار را در راســتای ارتقــای ســامت عمومــی یــاری مــی 
دهــد. از آنجایــی کــه ایــن محیــط نتایــج تســت را در 6-4 ســاعت و بــه طــور میانگین در 5 ســاعت 
فراهــم مــی کنــد و بــا توجــه بــه ایــن کــه از نظــر تکنیکــی عــاوه بــر اســتاندارد بــودن، انجــام 
ایــن روش آســان اســت و نتایــج قابــل تکــرار مــی باشــند. مــواد و تجهیــزات و معــرف هــا ارزان 
مــی باشــند. احتیــاج بــه اســتفاده از تجهیــزات گــران قیمــت و ابــزار اختصاصــی نــدارد. نتایــج 
 Jenkins et(طبقــه بنــدی شــده و قطعــی بــه آســانی توســط پزشــکان قابــل تفســیر مــی باشــد
ــران قیمــت باشــد  ــط هــای خارجــی و گ ــرای محی ــن مناســبی ب ــد جایگزی al., 2012(، مــی توان

)ثبــت ایــن محیــط در دســت اقــدام مــی باشــد و پتنــت مشــابه خارجــی آن موجــود مــی باشــد(.
سپاسگزاری

از معاونت پژوهشی دانشگاه الزهرا قدردانی می گردد.
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