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مقايسه محیط كلريمتريک با محیط های Quicolor واستانداردمولر 
هینتون آگار جهت سنجش سريع حساسیت آنتی بیوتیکی 

Enterobacteriaceae درخانواده

شهلا سیامکی1*، سیاوش سلمانزاده اهرابی2، تروسکه صوفی زاده3، طاهره فلسفی4، مهوش 
سیفعلی5،  جمشید فولادی6 

چکیده
در ايــن مطالعــه، محیــط كلريمتريــک آنتــی بیوگــرام كــه در دانشــگاه 
الزهــرا طراحــی گرديده اســت بــا محیط Quicolor شــركت ســالوبريس 
آمريــکا و محیــط مولــر هینتــون آگار مقايســه گرديد. الگوی حساســیت 
ــک  ــی بیوتی ــا 6 آنت ــه ب ــرو باكترياس ــه انت ــی 100 جداي ــد میکروب ض
مختلــف، بــا اســتفاده از روش ديســک ديفیوژن)انتشــار ديســک(تعیین 
ــا ده  ــد. ب ــی گردي ــا آنالیزكاپابررس ــه روش ب ــر س ــق ه ــد. تواف گردي
بــار تکــرار تســت حساســیت آنتــی بیــو تیکــی2 ســوش اســتانداردو2 
جدايــه بالینــی از خانــواده انتروباكترياســه،در هــر ســه محیــط مقاديــر 
coefficient of  variation)ضريــب تغییــرات(  محاســبه گرديــد. مقادير 
ــا  ــوب و ي ــق خ ــده تواف ــان دهن ــالای 0/5 و نش ــوارد ب ــه م ــا  در هم كاپ
عالــی هــر ســه محیــط بودنــد. مقاديــر CV در اغلــب مــوارد زيــر 0/05 و 
نشــان دهنــده تکرارپذيــری مناســب آزمايشــها بودنــد. بر اســاس يافته 
ــرام  ــی بیوگ ــک آنت ــط كلريمتري ــوان از محی ــن مطالعــه مــی ت هــای اي
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بــرای تعییــن ســريع الگــوی حساســیت ضــد میکروبــی در خانــواده 
انتروباكترياســه اســتفاده كــرد. از نظــر كاربــردی ايــن محیــط مشــابه 

نمونــه هــای خارجــی و اســتاندارد مــی باشــد.

واژه هــای كلیــدی: روش های كلريمتريک،روش ســنتی انتشــار ديســک، 
ســنجش ســريع حساســیت ضد میکروبی، انتروباكترياســه

مقدمه
تعييــن اوليــه و ســريع حساســيت ضدميکروبــی باکتــری هــا ی جــدا شــده از عفونت هــای مختلف 
نســبت بــه آنتــی بيوتيــک هــای متــداول يــک اصــل اساســی در ايجــاد رژيــم درمانــی مناســب و 
کارآمــد مــی باشــد. امــروزه بــه دليــل اســتفاده فــراوان و نادرســت از آنتــی بيوتيــک هــای وســيع 
الطيــف کــه منجــر بــه پيدايــش MDRGNs)گــرم منفــی هــای مقــاوم چنــد گانــه( شــده و همچنيــن 
تغييــر الگــوی حساســيت باکتــری هــا بــه آنتــی بيوتيــک هــای مختلف،مشــکلات متعــددی در رابطــه 
ــن  ــت )Tamma Schwalb et al., 2007(.بنابراي ــده اس ــاد ش ــی ايج ــای داروي ــت ه ــا مقاوم ب
ــوی  ــده از الگ ــت آم ــه دس ــات ب ــاس اطلاع ــد براس ــب باي ــی مناس ــی بيوتيک ــان آنت ــز درم تجوي
آنتــی بيوگــرام باشــد.بدين منظــور ايجــاد يــک روش تعييــن حساســيت ســريع ضــد ميکروبــی 
کــه از طرفــی باعــث افزايــش موفقيــت درمانی،کاهــش هزينــه هــای بيمارســتانی،کاهش اســتفاده 
ــی  ــرات جانب ــی واث ــی بيوتيک ــت آنت ــی و کاهــش مقاوم ــل ضــد ميکروب ــای نامناســب از عوام ه
ــادی  ــرايط اقتص ــا ش ــتا ب ــرف ديگرهمراس ــود)Canton et al., 2003(و از ط ــوب آن ش نامطل
کشــور باشــد،از اهــداف اصلــی ايــن پژوهــش مــی باشــد.بدين منظــور محيــط کلريمتريــک ســاخته 

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

ــه  ــورد مقايس ــون آگار م ــر هينت ــط مول ــتفاده از محي ــا اس ــج )CLSI( ب ــتاندارد راي و روش اس
ــل رد  ــز، آگار، فن ــل گلوک ــی مث ــک از عوامل ــط کلريمتري ــاخت محي ــت. در س ــی قرارگرف وارزياب
 ،Quicolor و... بــا نســبت هــای معيــن اســتفاده شــده اســت. اســاس هردومحيــط کلريمتريــک و
تغييــر رنــگ معــرف بــه کار رفتــه در آن در اثرفعاليــت هــای متابوليکــی ناشــی از رشــد ســريع 
باکتريهــا مــی باشــد. در اطــراف ديســک هــا در اثــر انتشــار آنتــی بيوتيــک بــه محيــط، باکتــری 
رشــد نکــرده و يــک هالــه عــدم رشــد رنگــی شــکل مــی گيــرد کــه قطــر هالــه هــا بــا خــط کــش 
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انــدازه گيــری مــی شــود.حضور معــرف مناســب و مــواد غنــی کننــده)supplement( در محيــط 
و تنظيــم اســيديته آن ضــروری مــی باشــد)با توجــه بــه اينکــه باکتــری هــا در pH معينــی قــادر 
ــه  ــه ب ــر باتوج ــورد نظ ــط م ــاخت محي ــگام س ــط در هن ــر محي ــيديته ه ــی باشنداس ــد م ــه رش ب

دســتور العمــل تنظيــم مــی گــردد(.
مواد و روش ها

جدايه های باكتری
 Quicolor.ــط ــی در 3 محي ــد ميکروب ــيت ض ــی  حساس ــور بررس ــه منظ ــش ب ــن پژوه در اي
کلريمتريــک و مولــر هينتــون آگار 100 جدايــه از خانــواده  Enterobacteriaceae کــه از 
تحقيقــات قبلــی بــه صــورت فريــز 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 کليــه مــوارد بــرای کنتــرل کيفــی ديســک هــا و محيــط هــا از 
2 ســوش اســتانداردKlebsiella  pneumonia ATCC70063 و E.coli ATCC 29522  اســتفاده 

گرديــد.
ديسکهای آنتی بیوتیکی

 ،) 10 μg( ــين ــامل جنتاميس ــش ش ــن پژوه ــه در اي ــه کار رفت ــی ب ــی بيوتيک ــای آنت ــک ه ديس
) 5 μg( سيپروفلوکساســين،)30μg( ســفتازيديم ،)10μg( ايمــی پنــم،)25μg( کوتريموکســازول

و سفتيزوکســيم )30μg( مــی باشــند کــه همگــی از شــرکت پادتــن طــب خريــداری گرديدنــد.
:  ES Quicolor )Salubris Co, USA)تعيين الگوی حساسيت آنتی بيوتيکی با استفاده از محيط

ــدا سوسپانســيون  ــق دســتورالعمل شــرکت ســازنده انجــام داده شــد. در ابت ــر طب ــن روش ب اي
باکتريايــی از کشــت شــبانه نمونــه هــای بالينــی فريــز شــده تهيــه شــد. بــرای ايــن منظــور بــا 
اســتفاده از لــوپ مقــداری تــک کولونــی برداشــته و در3 ميلــی ليتــر محلــول نمکی)cc 0/85ســديم 
ــد اســتاندارد مــورد  ــه 0/5 مــک فارلن ــا لول ــه و کــدورت آن ب ــد در cc 100 آب مقطــر( تهي کلراي
ســنجش قــرار گرفت.ســپس بــا اســتفاده از ســواپ اســتريل در ســه جهــت روی محيــط 
 mm 22 ازهــم و mm ــه ESQuicolor کشــت چمنــی داده شد.ديســک هــای کاغــذی  بــه فاصل

16 از جــداره هــای پليــت در روی محيــط قــرار گرفتند)ديســک هــای کاغــذی يــک ســاعت قبــل 
از انجــام کار در محيــط بيــرون از يخچــال قــرار گيرنــد(. پليــت هــا بــه مــدت 5 ســاعت در 35 در 
جــه ســانتيگراد گرماگــذاری شــدند. پــس از گذشــت زمــان لازم از گرماگذاری،قطــر هالــه هــای 
عــدم رشــد رنگــی بــا خــط کــش انــدازه گيــری و قطــر نواحــی تغييــر رنــگ مطابــق بــا جــدول 
ــاس و  ــه حس ــاس، نيم ــورت حس ــه ص ــالوبريس(Salubris Co,USA ( ب ــرکت س ــتاندارد ش اس
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ــد. مقــاوم تفسيرشــده ونتايــج ثبــت گرديدن
تعيين الگوی حساسيت آنتی بيوتيکی با استفاده از محيط مولرهينتون آگار:

از سوسپانســيون باکتريايــی تهيــه شــده بــرای محيــط ESQuicolor اســتفاده شــد. بــا اســتفاده 
از ســواپ اســتريل در ســه جهــت روی محيــط مولرهينتــون آگار کشــت چمنــی داده شــدو ديســک 
هــای کاغــذی اســتفاده شــده در محيــط قبلــی  بــا فاصلــه هــای ذکــر شــده در بــالا روی محيــط 
قرارگرفتنــد. ســپس پليــت هــا بــه مــدت 18-16 ســاعت در 35 درجــه گرماگــذاری شــدند.پس از 
ســپری شــدن ايــن مــدت زمــان، قطــر ناحيــه مهــاری بــا خــط کــش انــدازه گيــری و مطابــق بــا 

جــدول اســتاندارد M100-S23.,2013)CLSI( تفســير شــدند.
تعيين الگوی حساسيت آنتی بيوتيکی با استفاده از محيط کلريمتريک:

مشابه روش Quicolor انجام گرفت.
:)CV(محاسبه ضريب تغييرات

ــط  ــک،در 3 محي ــی بيوتي ــرای هرآنت ــرار ب ــار تک ــل از 10 ب ــده حاص ــت آم ــه دس ــای ب داده ه
کلريمتريــک، مولرهينتــون  و Quicolor ، بــرای 2 ســويه اســتانداردE. coli ATCC 29522(  و 
 E.Coli ( و 2 ســويه از جدايــه هــای بالينــی شــامل ) يــکKlebsiella pneumonia ATCC 70063

ــورد  ــی(CLSI M100-S23 ( م ــن الملل ــای بي ــتاندارد ه ــق اس ــک .Klebsiella spp(،  مطاب و ي
محاســبه قــرار گرفتنــد)لازم بــه ذکــر اســت کــه CV از تقســيم انحــراف معيــار بــر ميانگيــن بــه 
دســت آمــد و ايــن محاســبات بــدون اســتفاده مســتقيم از معــادلات آمــاری و تمامــا بــا اســتفاده 

از نــرم افزارهــای آمــاری انجــام شــده اســت(.
نتايج

 )resistant( مقــاوم ،)sensitive(نتايــج آزمــون حساســيت آنتــی بيوتيکــی بــه صــورت حســاس
و حــد واســط)intermediate resistant ( تفســير گرديــد. بديــن صــورت کــه يکســانی نتايــج 
ــورت  ــه ص ــانی ب ــدم يکس ــق )agreement( و ع ــورت تواف ــه ص ــت ب ــر 2 تس ــل از ه حاص
)discrepancy( تعريــف شــد )Kocagoz et al.,2007(. در ايــن بررســی بــرای تجزيــه و تحليــل 
 spss20 ــزار ــرم اف ــی CVو kappa از ن ــل از ارزياب ــج حاص ــب نتاي ــور کس ــه منظ ــا ب داده ه
ــی و  ــک ارزياب ــی بيوتي ــر 6 آنت ــرای ه ــه دو ب ــا2 ب ــط ه ــت. محي ــده اس ــتفاده ش و stata13 اس
مقايســه شــده انــد و نتايــج بــه صــورت مقــدار هــای kappa در جــدول شــماره )1(ذکــر گرديــده 
ــف،  ــق ضعي ــده تواف ــا 0/25 نشــان دهن ــزارش مــی شــود.  0ت ــا 1+ گ ــن 1- ت ــاره بي ــن آم اند.اي
0/25تــا 0/5توافــق متوســط، 0/5تــا 0/75توافــق خــوب و 0/75 تــا 1 توافــق عالــی را نشــان مــی 
دهــد. نتايــج مربــوط بــه CV نيــز در جــدول شــماره )2( آورده شــده اســت.مقادير CV کوچکتــر 
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يــا مســاوی 5% مــورد پذيــرش قــرار مــی گيــرد. بــه بيــان ديگــر هــر قــدر کــه مقــدار CV کمتــر 
باشــد، حاکــی از آن اســت کــه تکــرار پذيــری آزمــون بالاتــر اســت.

بعــد از انجــام تســت هــای حساســيت ضدميکروبــی بــه طــور جداگانــه روی 3 محيــط 
کلريمتريک،مولرهينتــون،Quicolor و گذشــت مــدت زمــان مــورد نيــاز بــرای هــر محيــط وانــدازه 
گيــری قطــر هالــه هــای عــدم رشــد تشــکيل شــده وتفســير داده هــا، نتايــج بدســت آمده براســاس 
آمــاره kappa بــه منظــور بررســی نحــوه عملکــرد 3 محيــط نــام بــرده،  مــورد ارزيابــی قــرار 
ــرای 4  ــوب و ب ــق خ ــيم تواف ــفتی زوکس ــين و س ــک جنتاميس ــی بيوتي ــورد دو آنت ــد.در م گرفتن
آنتــی بيوتيــک باقــی مانــده توافــق عالــی بيــن دومحيــط کلريمتريــک- Quicolor بــه دســت آمــد. 
توافــق بيــن دومحيــط کلريمتريــک - مولرهينتــون در 5 مــورد عالــی بــود. توافــق بيــن دومحيــط 
مولرهينتــون-Quicolor در همــه مــوارد عالــی بــود.در مــورد نتايــج مربــوط بــه انــدازه گيــری 
CV در محيــط کلريمتريــک 20مــورد کوچکتــراز5% ، در محيــط Quicolor23 مــورد کوچکتــراز 

5%  ودر محيــط مولرهينتــون آگار18مــورد کوچکتــراز 5% بــه دســت آمــد. ايــن نتايــج نشــان 
دهنــده تکرارپذيــری رضايــت بخــش در هــر 3 محيــط مجــزا مــی باشــدو حاکــی از آن اســت کــه 
قطــر هالــه هــای عــدم رشــد و يــا تغييــر رنــگ ناشــی از ايــن آنتــی بيوتيــک هــا از يــک آزمايــش 

kappa جدول شماره1: نتايج مربوط به اندازه گيری

در ايــن آمــار نتايــج بيــن 1- تــا 1+ گــزارش مــی شــود. 0/5تــا 0/75 توافــق خــوب و 0/75 تــا 1 
توافــق عالــی را نشــان مــی دهــد. در ايــن جــدول تمــام مــوارد حاکــی از توافــق خــوب يــا عالــی 

در مقايســه بيــن محيــط هــا و بــرای 6 نــوع ديســک آنتــی بيوتيکــی مــی باشــد.
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بــه آزمايــش ديگــر و در محيــط هــای مختلــف تغييــر قابــل توجهــی نشــان نمــی دهــد.در واقــع 
خطــای انــدازه گيــری ناچيــز و قابليــت تکرارپذيــری محيــط کلريمتريــک مشــابه، بلکــه بهتــر از 
ــی  ــاهده م ــل مش ــماره )2( قاب ــدول ش ــج در ج ــد.خلاصه نتاي ــی باش ــتاندارد م ــای اس ــه ه نمون

باشــد.
C.Vجدول شماره2: نتايج مربوط به اندازه گيری
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بحث
ــد نظــر داشت.نخســت  ــد م ــل اساســی را باي ــه دو عام ــن ســلامت و بهداشــت جامع ــرای تامي ب
ــاری.در  ــده بيم ــاد کنن ــل ايج ــا عام ــارزه ب ــح مب ــزا و دوم روش صحي ــل بيماري ــايی عام شناس
بســياری از مطالعــات گذشــته مزايــای بالينــی و فوايــد اقتصــادی زيــادی بــرای تعييــن ســريع 

ــزارش شــده اســت ــی گ حساســيت ضــد ميکروب
)Granoto.,1993; Dren et al.,1999; Tunney et al., 2004;  Knemitsu et al., 2005(. بــه 
علاوهبــا توجــه بــه اهميــت بــه کارگيــری الگــوی دارويــی مناســب در درمــان بيماريهــای عفونــی 
وبــه خصــوص عفونــت هــای ادراری کــه امــروزه حجــم وســيعی از بــار کاری آزمايشــگاه هــای 
ــال  ــيدن ارس ــرعت بخش ــور س ــه منظ ــود)Tansarli et al., 2013(وب ــی ش ــامل م ــی را ش بالين
ــردن روش  ــز پزشــکی و پزشــکان،ابداعاتی در جهــت ســريعتر ک ــه مراک ــج آزمايشــگاهی ب نتاي
هــای تعييــن حساســيت آنتــی بيوتيکــی صــورت پذيرفتــه اســت، از جملــه ايــن ابداعــات مــی تــوان 
بــه ســاخت دســتگاه هــای اتوماتيــک و نيمــه اتوماتيــک و طراحــی و ســاخت محيــط هــای کشــت 
ميکروبــی اشــاره کــرد)Salmanzadeh-Ahrabi&Kocagoz., 2013(.چندنــوع از سيســتم هــای 
 Phoenix, Vitek1and رايــج اتوماتيــک بــرای تعييــن ســريع حساســيت ضــد ميکروبــی شــامل
ــال 2006  ــد. در س ــی باش  2وJorgensen etal., 2000; Ling et al., 2001)  MicroScan(  م

شــرکت)    Salubris Co, USAمحيطهــای رنگــی تحــت نــام Quicolor را بــرای تعيين حساســيت 
ســريع ضــد ميکروبــی طراحــی کــرد، کــه نتايــج را در5- 3/5  ســاعت آمــاده مــی کنــد، اســاس 
کار آن روش ســنتی انتشــار ديســک مــی باشــد. از آنجــا کــه ايــن نمونــه هــای خارجــی  هزينــه 
بــر و گــران هســتند و همچنيــن نمونــه هــای اســتاندارد مثــل محيــط مولــر هينتــون آگار کــه بــه 
طــور معمــول در آزمايشــگاه هــا اســتفاده مــی شــوند نتايــج را در 18-16 ســاعت آمــاده مــی 
ــه هــم  ــی احســاس مــی شــود ک ــط کشــت ســريع داخل ــک محي ــه وجــود ي ــی ب ــاز مبرم کنند،ني
ــه هــای خارجــی و اســتاندارد  ــا نمون مقــرون بــه صرفــه باشــد و هــم اينکــه از نظــر کارايــی ب
برابــری کنــد. بديــن منظــور در دانشــگاه الزهــرا اقــدام بــه طراحــی و ســاخت يــک محيــط کشــت 
کلريمتريــک شــد کــه بــر اســاس رشــد ســريع ميکروارگانيســم هــا و تغييــرات رنگــی در حضــور 

ــط  ــرد. در محي ــی گي ــرار م ــرش ق ــورد پذي ــاوی 5% م ــا مس ــر ي ــر CV کوچکت مقادي
ــراز  ــط  Quicolor 23 مــورد کوچکت ــراز5% ، در محي ــک 20 مــورد کوچکت کلريمتري
ــن  ــد. اي ــت آم ــه دس ــراز 5% ب ــورد کوچکت ــون آگار18 م ــط مولرهينت 5%  و در محي
نتايــج نشــان دهنــده تکرارپذيــری رضايــت بخــش در هــر 3 محيــط مجــزا مــی باشــد و 

حاکــی از آن اســت کــه خطــای انــدازه گيــری ناچيــز مــی باشــد.
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معــرف مناســب اســتوار اســت و بــر مبنــای روش ســنتی انتشــار ديســک مــی باشــد.در واقــع 
ــا  ــرا ب ــگاه الزه ــده در دانش ــاخته ش ــک س ــط کلريمتري ــه محي ــر مقايس ــه حاض ــدف از مطالع ه
ــط  ــک محي ــوان ي ــه عن ــی آن ب ــد کاراي ــن تايي ــون وهمچني ــای Quicolor ومولرهينت ــط ه محي
کاربــردی در تعييــن ســريع حساســيت ضــد ميکروبــی در خانــواده  Enterobacteriaceae بــا 
هــدف کوتاهتــر شــدن زمــان گــزارش الگــوی حساســيت آنتــی بيوتيکــی مــی باشــد.ازآنجا کــه 
زمــان مــورد نيــاز بــرای تعييــن حساســيت ضــد ميکروبــی بــا اســتفاده از محيــط کلريمتريــک 
6-4 ســاعت )بــه طــور ميانگيــن نتايــج در 5 ســاعت حاصــل شــد(می باشــد، لــذا مــی توانــد بــه 
عنــوان عاملــی در ســريعتر کــردن زمــان پاســخگويی و تعييــن الگــوی حساســيت آنتــی بيوتيکــی 
مناســب بــرای هــر عفونــت، کاهــش عــوارض جانبی،کاهــش مصــرف خــود ســرانه دارو و کاهــش 
مقاومــت هــای دارويــی مطــرح شــود. مــوارد ذکــر شــده بــه نوبــه خــود باعــث کوتاهتــر شــدن 
زمــان بســتری بيمــاران در بيمارســتان و کاهــش هزينــه هــای درمانــی  هــم بــرای بيمــار و هــم 
بــرای سيســتم ســلامت و بهداشــت کشــور مــی باشــد.تعيين ســريع و بــه موقــع عامــل عفونــت 
در همــان روزی کــه عامــل بيماريــزا جداســازی مــی شــود و تجويــز رژيــم دارويــی صحيــح باعــث 
کاهــش مــرگ و ميــر مــی شــود،در واقــع پزشــک و بيمــار را در راســتای ارتقــای ســلامت عمومــی 
يــاری مــی دهــد. از آنجايــی کــه ايــن محيــط نتايــج تســت را در 6-4 ســاعت و به طــور ميانگيــن در 5 
ســاعت فراهــم مــی کنــد و بــا توجــه بــه ايــن کــه از نظــر تکنيکــی عــلاوه بــر اســتاندارد بــودن، انجــام 
ايــن روش آســان اســت و نتايــج قابــل تکــرار مــی باشــند. مــواد و تجهيــزات و معــرف هــا ارزان مــی 
باشــند. احتيــاج بــه اســتفاده از تجهيــزات گــران قيمــت و ابــزار اختصاصــی نــدارد. نتايــج طبقــه بندی 
شــده و قطعــی بــه آســانی توســط پزشــکان قابــل تفســير مــی باشــد)Jenkins et al., 2012(، مــی 
توانــد جايگزيــن مناســبی بــرای محيــط هــای خارجــی و گــران قيمــت باشــد )ثبــت ايــن محيــط 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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