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آنتی بیوگرامتعیین حساسیت
شناسیسلسله درسهاي باکتري

باکتریولوژیست- دکتر رضا میرنژاد، استادیار دانشگاه

همیـت  براي پزشک به همان اندازه تعیین نـوع بـاکتري ا  ،هابیوتیکن حساسیت یک باکتري نسبت به آنتیتعیی

عیـین  آیـد کـه ت  اما مواقعی پیش مـی ،کنترل نمودتوان بیماري را درمان و بهتر میبا دانستن نوع باکتري. دارد

بیوتیک عیین حساسیت باکتري نسبت به آنتیت. اهمیت بیشتري داردبیوتیک حساسیت میکروب نسبت به آنتی

این است بیوگرامیکی از فواید آنتی. ت زیادي داردبراي پزشک به منظور انتخاب روش اساسی درمان بیمار، اهمی

با تعیین حساسیت باکتري نسبت بـه هابیوتیکهاي میکروبی نسبت به آنتیدن اکثر سوشمقاوم شکه به دلیل 

.توان حل کرداین مشکل را نیز میها،بیوتیکآنتی

ضد يها و داروهابیوتیکاسیت میکروارگانیسم نسبت به آنتیت از تعیین و سنجش حسم عباربیوگراآنتی

مشخص کردن بیوگرامهدف از آنتیبطور کلی .گیردي مختلف انجام میهاباشد و به روشباکتریایی و قارچی می

گزارش g/mlμیا mg/lکه به صورت است هابیوتیکهر یک از آنتی) MIC(حداقل غلظت بازدارندگی 

.شودمی

شـود، خالص یا کاملاً ایزوله انجام مـی بیوگرام پس از تشخیص بیماري و جدا نمودن عامل عفونت به صورتآنتی

پزشک با در نظر گرفتن . پس محیط کشت باید حاوي یک نوع میکروارگانیسم باشد

حساسیت میکروارگانیسم -1

محل عفونت -2

)……گیحامل-جنس-سن( شرایط میزبان -3

) (selective toxicityمقدار سمیت دارو-4
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.داراي اهمیت استبراي ایشاناز این رو جواب آزمایش،کنداقدام به تجویز دارو می

بیوگرام هاي آنتینواع روشا

)Serial dilution(سازيهاي رقیقروش-1

گیر است و معمـولاً در مـوارد  و وقتقیمتولی از نظر اقتصادي گران،باشداین روش خیلی دقیق و حساس می

:شودزیر انجام می

باشدش انتشار از دیسک قابل تعیین نمیکه حساسیت دارویی باکتري با روزمانی.

دهندنمیبیوتیک تراپی جواب راً به مقادیر کافی و مناسب آنتیکه ظاهارانیدر بیم.

بیوتیکآنتیبراي تعیین میزان واقعی

 بیماران مبتلا به مننژیتدر.

 بیماران دچار نقص سیستم ایمنیدر

 بیماران کلیوي و بیماران مبتلا به اندوکاردیتدر

 شونده به طور مکرر دچار عود عفونت میافرادي کدر.

 کارهاي تحقیقاتی و غیرهدر.

بیوتیک مورد نظر، از کشـت میکروبـی اسـتاندارد    نظر و متوالی از آنتیي موردهارقتپس از تهیه در این روش، 

سـاعت، حـداقل غلظـت    16-20بـه مـدت   cº37-35کلاو، بعد از قرار دادن در اتوکردهشده به محیط اضافه 

.گردندتعیین میMBC)(ظت کشنده و یا حداقل غل)MIC(ممانعت کننده 

Agar(آگار دیلوشن-2 Dilution(:

بیوتیـک بـا   هاي مختلف آنتی، با این تفاوت که در اینجا غلظتباشدیا میکرودیلوشن میسازيرقیقمشابه روش 

. شودشود و باکتري روي آن کشت داده میآگار مخلوط می
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3-Etest:

کشت باکتري روي بیوتیک روي آن قرار گرفته پس از تی از غلظت آنتیکاغذي که گرادیاندر این روش نوار 

ر ولی این تست بدلیل گران بودن د،را مشخص کردMICتوان با این تست می. )1شکل (گیردمیمحیط قرار

.باشدهاي ما قابل اجرا نمیآزمایشگاه

ن آگار حاوي خونبراي سویه حساس استرپتوکوك پنومونیه روي مولر هینتوEtest: 1شکل

Diskروش انتشار از دیسک-4 Diffusion)(

در این روش یک غلظت مشـخص از دارو بـر   . باشدترین روش تعیین حساسیت میترین و عملیترین، ارزانساده

توسـط  1977از سـال  واسـتاندارد شـد  Kirby & Bauerبوسـیله ایـن روش . شودعلیه باکتري استفاده می
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ایـن روش بـر   . پیشنهاد شدهابه عنوان یک روش آسان و ارزان به آزمایشگاه) WHO(نیسازمان بهداشت جها

رکز دیسک دورتر هر چه از م. باشدبیوتیک از دیسک در محیط کشت میس رشد میکروارگانیسم و نفوذ آنتیاسا

میکروارگانیسمممانعت کنندگی رويرسد که دیگر اثر شود و به جایی میبیوتیک کاسته میشده از غلظت آنتی

(MIC)بیوتیک حساس باشد در اطراف دیسک یک منطقه عدم رشد در صورتیکه باکتري نسبت به آنتی. ندارد

)Zone of inhibition (م باشد میکروب در اطراف دیسک رشد خواهد کـرد وخواهیم داشت و در حالیکه مقا .

این قطر هاله عدم رشـد بـه عوامـل    . شودرد مقایسه ساسیت،  قطر هاله را اندازه گرفته و با استانداحبراي تعیین 

.)1جدول (مختلفی از جمله نوع محیط کشت، قطر محیط کشت، درجه حرارت و فاکتورهاي دیگر بستگی دارد

Disk Diffusionشرایط مختلف تست تعیین حساسیت با روش : 1جدول 

ع و زیـاد میکـروب شـده و در ضـمن     شود باید باعث رشد سـری محیط کشتی که انتخاب می: نوع محیط کشت

.شودبیوگرام استفاده مینتیآبراي یهاي مختلفاز محیط. داشته باشدها نبیوتیکنتیتداخلی در عمل آ
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Müller-Hinton agar)محیط کشت مولر هینتون آگـار : الف =MHA):     بهتـرین محـیط کشـت بـراي

Clinical and Laboratory Standards Instituteبیـوگرام طبـق توصـیه    آنتی (CLSI)   محـیط مـولر

.باشدمیpH=2/7-4/7داراي cº20نتون آگاراست این محیط در دماي یه

وکوك و استافیلوکوك و دیگر هاي خانواده سودوموناس، انترها به خصوص باکترياین محیط براي اغلب باکتري

.شوداستفاده مینتوباکتر و برانهاملا هاي گرم منفی داراي رشد سریع مانند اسیباسیل

.شودهاي گروه استرپتوکوك استفاده میاین محیط براي باکتري: محیط کشت بلادآگار: ب

لازم .گیرده هموفیلوس مورد استفاده قرار میگروهاياین محیط براي باکتري: محیط کشت شکلات آگار: ج

ایزوویتالکس % 1بین و هموگلو%10توان از مولر هینتون آگار حاوي ذکر است که براي جنس هموفیلوس میب

.کرداستفاده 

.گرددبراي گنوکک استفاده میهاي لازم به همراه مکمل:آگارGCمحیط کشت- د

: عمق محیط کشت

بنابراین اندازه ،)2شکل (باشدبیوتیک از دیسک در محیط کشت میناي این تست بر اساس انتشار آنتیچون مب

رود که در تاندارد به کار میبه عنوان اسmm4عمق . کشت نیز بستگی داردهاله ممانعت کننده به عمق محیط 

ریزند میدر پلیت را MHAمقدار معین محیط کشت ) بیشتروکمتر،cm9(پلیتاین صورت بر اساس قطر 

حدود cm12هاي لیتر، پلیتمیلی25حدود cm9هاي حجم محیط پلیت.حاصل شود) mm4(تا قطر دلخواه

. تر باید باشدلیمیلی60حدود cm12هاي مربعی شکل با قطر یتر و براي پلیتلمیلی45

دهند تا آلودگی آنها در حین کـار  انکوباتور قرار میcº37-º35پس از تهیه و آماده شدن در حرارتها را پلیت

.دنهداري نشونگروز3بیشتر ازهابهتر است پلیت.شودنگهداري میcº8-4سپس در یخچال. گرددمشخص 
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بیوتیک در ژلانتشار آنتینحوه : 2شکل 

:بیوتیکتهیه دیسک آنتی

در اختیار ) هاهاي حاوي دیسکلوله(اي تولید کننده در کارتریج هبیوتیک معمولاً توسط شرکتهاي آنتیدیسک

،اساس نوع میکروارگانیسم و محل عفونتز آنها باید توجه داشت که برار استفاده د. گیردها قرار میآزمایشگاه

هاي مصرفی استفاده هنگامی که از دیسک. باشدها جهت انجام آزمایش متفاوت میبیوتیکآنتیدیسک

اید مورد روز نب5قرار دهید و هر کارتریج باز شده بیش از ) درجه سلسیوس4(کنید آنها را در یخچال نمی

لازم بذکر. شوندها خراب میبیوتیکتر از سایر آنتیها سریعسفالوسپورینها و سیلینپنی. استفاده قرار گیرد

درجه حرارت آنها به دماي اتاق رسیده و ها آنها را باید از یخچال بیرون آورده است که قبل از استفاده از دیسک

.باشد

:استاندارد کردن سوسپانسیون باکتري

Diskري خالص و مشخص بـه روش  جهت انجام تست حساسیت دارویی بر روي یک باکت – diffusion  بایـد ،

هاي مختلف از یک میکروب با مقـدار مشخصـی از   غلظتکهشود، چراغلظت استانداردي از میکروب تهیه ابتدا
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از کشـت ) 4-5(تعـداد چنـد کلنـی    بـراي تهیـه ایـن غلظـت    . بیوتیـک، داراي نتـایج متفـاوت اسـت    یک آنتـی 

10در یـا  گـردد سرم فیزیولـوژي اسـتریل، حـل    ml5-4اکتري خالص با لوپ استریل در ساعته یک ب24-18

تلقیح کرده و آن ) Soybean-Casein Digest Mediumمانند مولر هینتون براث یا (لیتر محیط مایع میلی

.مک فارلند انکوبه نمائید5/0ساعت براي ایجاد کدورت معادل لوله 1-5را حداقل 

:مک فارلند5/0له نحوه ساخت لو

لیتر اسیدمیلی5/99را به ) BaCl2•2H2O1.175%w/v(مولار 48/0باریم دهیدراته لیتر کلریدمیلی5/0

پانسیون سولفات باریم را لیتر از سوسمیلی6تا 4. و سپس مخلوط نمائیدافه نموده ضنرمال ا36/0سولفوریک 

هاي لولهتوان در صورت استفاده از می. نمائیدSealو با پارافین دار بریزید متر درپیچمیلی12×16هاي در لوله

توان این استاندارد را در ر صورتی که تبخیر صورت نگیرد، مید. )3شکل (معمولی آن را با آتش مسدود کرد

.اتاق تا شش ماه استفاده کرد به شرطی که قبل از مصرف آن را به خوبی ورتکس شود

ط سیاه و نور کافی سفید با خطوهکشت با لوله مک فارلند، استفاده از یک زمینجهت مقایسه کدورت لوله 

. توان کدورت محیط کشت را با افزودن کلنی و یا سرم فیزیولوژي استریل تنظیم کردالبته می. شودتوصیه می

بی رشد ت به خوهایی مثل هموفیلوس، گنوکک و پنوموکک که در محیط آبگوشاقدام اخیر بویژه جهت باکتري

.شودکنند توصیه مینمی

آورند در صورتی محیط کشت را بدست میnm550،ODوفتومتري در راز اسپکتهاامروزه در بیشتر آزمایشگاه

باشد که مقدار باکتري در محیط کشت باشد آن نشان دهنده این می10/0-12/0محیط کشت بین ODکه 

ODلازم بذکراست که. رسندنظر میبه مقدار مورد100/1کردن باشد که با رقیق میml/CFU108حدود 

.متفاوت استدار بودنکپسولومورفولوژيه بستگی به نوع باکتري،بدست آمد

.باشدارلند بیشتر میفمک 5/0از مقایسه با کدورت ODدقت روش
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مک 5/0ه دهندهاي زیر نشان ساعته، رقت18یک محیط کشت مایع عموماً براي تهیه بذر کشت از: نکته

:گرددفارلند بوده و توصیه می

هاي گرم منفییلبراي باس001/0

هابراي استافیلوکوك/ 01

هابراي استرپتوکوك1/0

هاي استاندارد مک فارلندلوله: 3شکل 

:کشت

دو اي انجام کشت بر. درجه سلسیوس قرار گیرد37دقیقه در 15ها باید به مدت کشت، پلیتقبل از استفاد و

، )دار و استریلپنبه(ق کردن از یک پیپت پاستور در روش غر. وجود داردروش غرق کردن و یا استفاده از سوآب

لیتر از بذرکشت را در سطح پلیت حاوي محیط آگار ریخته و پس از اینکه تمام سطح پلیت آغشته چند میلی

.دور ریخته شوداضافی محیط توسط همان پیپت کشیده وشده 

سطح پلیت حاوي محیط کشت کشیده و با کشت را براستریل مقداري از بذردوم با استفاده از سوآبدر روش

.هاي مختلف حتی دور پلیت را آغشته نمائیددرجه پلیت تمام قسمت60چرخاندن سه بار
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:بیوتیکهاي آنتیقرار دادن دیسک

با استفاده از دستگاه پخش کننده ،CDCو WHOنوع عفونت و مطابق با نظر با توجه به نوع میکروارگانیسم و 

)dispensing (و متر از یکدیگر میلی30پلیت با فاصله در سطحي آنتی بیوتیک راهایک باره کلیه دیسک

هید تا کامل روي دمتر از کناره پلیت قرار دهید و با پنس استریل روي سطح دیسک را فشارمیلی10- 15

ار دهید، ها را به صورت مسطح در حرارت آزمایشگاه قردقیقه پلیت15-30د سپس حدو. گیردسطح آگار قرار 

پلیت را بطور وارونه روي هم 10در مرحله بعد حداکثر . بیوتیک در داخل محیط داده شودتا اجازه انتشار آنتی

یا پرگار کشباید قطر هاله عدم رشد با خطآنگاه می. ساعت انکوبه نمائید18درجه سلسیوس به مدت 37در 

گزارش ) I(واسط حد و ) R(، مقاوم )S(گیري شود و با جدول مقایسه نموده و نتیجه را به صورت حساس اندازه

در صورتی که قطر . اي است که رشد متوقف شده استت که حدود قطر مهار شده از ناحیهلازم بذکر اس. کنید

. گرفت که رشد نرمال استمهار شده واضح به نظر نمی رسد، باید از نقطه اي در نظر 

شوند هوازي غیرفعال میها در شرایط بیکی از دیسضعب(هـــوازي یهاي باین روش براي باکتري:نکته مهم

نمایند ریع در محیط کشت نفـــــــوذ نمیو داروهایی که سCo2رشد نیازمند بهکندو)سینیمانند استرپتوما

. )Bمانند پلی میکسین( باشدمناسب نمی

Disk diffusionتست خطاهاي رایج در

آنpHآگار بخصوص عدم دقت درتوننتهیه نامناسب محیط مولر هی-1

.دنداري نشده باشصرف گذشته و آنهایی که بخوبی نگههاي تاریخ ماستفاده از محیط-2

هاعدم دقت در نگهداري دیسک-3

استاندارد نبودن کشت-4
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)مک فارلند5/0(داستاندارعدم دقت در تهیه محلول-5

و مرطوب شدن سطح پلیتبز سوآااضافیعدم برداشت مایع -6

ها ککردن و کشت بر روي پلیت، یا در قرار دادن دیساستاندارد خیر بیش از حد در هنگام أت-7

Co2حاويیا قرار دادن در انکوباتوردرجه cº35تغییر درجه حرارت از -8

انـدازه گیـري   ساعت16-20زتوان منطقه عدم رشد را بررسی کرد ولی بهتر است بعد اساعت می6بعد از -9

.شود

رشدانعت ازمعدم دقت در اندازه گیري کافی منطقه م-10

هاي مخلوطبیوگرام با کشتآنتی-11

هاي کند رشدانجام تست با باکتري-12

استانداردهاي عدم استفاده از باکتري-13

رش نتایجخطا در گزا-14

هاي ها خواص یکنواختی ندارند، لذا به کمک سوشیوتیکباز آنجا که محیط کشت و آنتی: کنترل کیفی

.بیوگرام اقدام نمودست نسبت به کنترل کیفی روند آنتیبایو با مراجعه به جداول مربوطه میاستاندارد

.استارائه شدهدر جدول زیر یین مقاومت خاص عهاي تسایر روشپایان در 
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ین مقاومت خاصعیهاي تروش: 2جدول 


