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  چکیده
تداخل هاله های عدم رشد باکتری در اطراف دیسکهای آنتی بیوتیکی ،یکی    :زمینه و هدف

این هدف این تحقیق معرفی روش پلیت مدرج به منظور کاهش . از مشکلات روشهای انتشار در آگار است
  .مشکل می باشد

متری قبل از دیسک گذاری مدرج شده ، محلهای دیسک   میلی84پلیتهای: : روش بررسی
همچنین از نیم دیسک به جای دیسک کامل استفاده شد ، سپس تداخل قطر . گذاری در آن تعیین گردید

 یکدیگر و با  آنتی بیوتیک مختلف در روشهای مختلف با9هاله عدم رشد کلبسیلا پنومونیه در حضور 
  . مقایسه گردیدCLSIروش استاندارد پیشنهادی 

 مشخص شد که پنج آنتی  در تست های انجام شده بر روی باکتری کلبسیلا پنومونیا : یافته ها
بیوتیک هاله عدم رشد تشکیل دادند که آنتی بیوتیک های انروفلوکساسین، فلومکویین، فورازولیدون، 

 میلی متری را ایجاد کردند 22 و 22،12 ،24رتیب هاله های عدم رشدی به قطر آمپی سیلین و فلورفنیکل به ت
  . هیچ کدام از آنها در روش های نوین هاله تداخلی نداشتند

با توجه به نتایج آزمایشها انجام یافته،  ثابت شد که روش پلیت های مدرج نه : نتیجه گیری
رند بلکه موجب دقت بیشتر آن و کاهش مشکلات و تنها اثر منفی بر نتایج حاصل از آنتی بیوگرام ندا

 میلی متر 84ز اشتباهات و تداخل های ناخواسته در روش های گذشته می شود و بازدهی آن را در پلیت سای
  . افزایش می دهد%  17,64به نسبت روش روتین تا 

الـه   آنتی بیوگرام،  تست دیسک دیفیوژن، هاله های عدم رشـد، تـداخل ه              :واژه های کلیدی  
  های عدم رشد
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   مقدمه 

 ،ممکن است از جمله مصرف بی رویه دارویبر اثر عوامل      
 این .)1( مقاومت کنند،باکتری ها نسبت به آنتی بیوتیک ها

موضوع امروزه مشکل بزرگی ایجاد کرده است و شاید همین 
امر باعث پیدایش روز افزون آنتی بیوتیک های جدید می 

ت آنتی بیوگرام شامل سنجش میزان توانایی یک تس. گردد
ممانعت از برای آنتی بیوتیک و یا سایر عوامل ضد میکروبی 

ها در آزمایشگاه می باشد، این توانایی را می  رشد باکتری
سازی در لوله و یا کشت  توان با استفاده از روش های رقت

 تست آنتی .)2و3(نمودسم در پلیت اندازه گیری یمیکروارگان
بیوگرام از تست های معمول آزمایشگاهی و تشخیصی است 

تاکنون پلیت . که در انجام آن معمولا از پلیت استفاده می شود
های موجود در جهان به صورت یک محصول خام بوده اند و 
برای خواندن  نتیجه و استفاده از آن ها از ابزار ها و روش های 

ک معمول، دارای روش انتشار دیس. همراه باید استفاده کرد
معایبی از جمله نیاز به خواندن با خط کش یا دستگاه های 
هزینه بر پیچیده و همچنین تداخل ناخواسته ی هاله های عدم 
رشد به علت محل دیسک گذاری نامناسب با دستگاه دیسک 

 در این روش جدید .گذار و یا روش دستی اتفاقی می باشد
 آنتی بیوگرام از پیشنهادی، محل قراری گیری دیسک های

این محل ها برای بیشترین استفاده از . قبل تعیین شده است
مساحت پلیت و همچنین جلوگیری از تداخل ناخواسته هاله 
های عدم رشد، در حاشیه پلیت و بدون فاصله از دیواره های 

در ضمن از محل قرار گیری دیسک ها به . پلیت واقع شده اند
زان نصف قطر بیشترین تعداد هاله به می(  میلی متر 21اندازه 

، مدرج شده  )CLSIعدم رشد تشکیل شده طبق داده هایهای 
است که بعد از تشکیل هاله عدم رشد، برای اندازه گیری آن 

  .  نیازی به استفاده از خط کش نمی باشد
 روش بررسی

(Aمواد شیمیایی   
     محیط کشت نوترینت آگار شرکت مرک آلمان، محیط 

 آگار شرکت مرک آلمان و محیط کشت مک کشت بلاد
   شرکت مرک آلمان، مورد استفاده قرار کانکی آگار ساخت

  
  
  

  
  

هم چنین نوع باکتری مورد استفاده کلبسیلا . گرفتند
بود و از خون بدون فیبیرین )  PTCC No: 1053(پونومونیا

برای انجام تست ها، از . نیز برای محیط بلاد آگار استفاده شد
ی آنتی بیوتیک انروفلوکساسین، فورازولیدون، دیسک ها

فلومکویین، آمپی سیلین، فلورفنیکل، کلرامفنیکل ، تایلوزین، 
  ) دیسک11. (نیومایسین و لینکواسپکتین استفاده گردید 

  اصول کار
  : اصول کار ابداع -الف
این پلیت نوین طی تحقیقات به عمل آمده برای اولین بار      

 و در اداره ثبت اختراعات ایران است ساخته شدهدر جهان 
به شماره ) اداره کل ثبت شرکت ها و مالکیت های صنعتی(

 در  ثبت شده است و ،16/09/87 و در تاریخ 55308اختراع 
طراحی شده  میلی متر120و  100، 84، 60سایزهای 

 بر روی پلیت جدید،تایید کارایی   تست های).1تصویر(است
 و در اینجا ارائه می جام گرفته است ان میلی متر84پلیت سایز

در این پلیت محل قرار گیری دیسک ها ی آنتی  .گردد 
بیوتیک مشخص شده است و امتداد محل قرار گیری این 

در نتیجه بعد . دیسکها به صورت خط کش مدرج شده است 
از ریختن محیط کشت و کشت دادن باکتری مورد 

 بعد ه قرار داده ،های از پیش تعیین شددیسک را در محل،نظر
نتیجه آزمایش بدون استفاده از ،  ساعت انکوبه کردن24از 

  .  گرددو ثبت می  می شود خط کش خوانده 
 درباره تاثیر CLSIبا یک آماری گیری ساده در داده های      

آنتی بیوتیک های مختلف بر ارگانیسم های مختلف، مشخص 
ر محدوده هاله های عدم رشد تشکیل شده د% 99,7شد که 

با توجه به این قطر و استفاده .  میلی متر قرار می گیرند42قطر 
طراحی (  متر و نرم افزار سالید ورکسمیلی 84از پلیت رایج 

، بهترین موقعیت دیسک گذاری در پلیت ها )سه بعدی
 و این محل برای مدرج کردن و تعبیه خط کش  شدمشخص

و روش های  هم چنین پلیت ها )2تصویر.(استفاده گردید
مختلفی در زمینه تست انتشار دیسک ، وسایل و روش های 

  مختلف آن و دیگر تست های مربوط به حساسیت سنجی
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آنتی بیوتیکی در سر تاسر جهان مورد بررسی قرار       
  .)4-13(گرفت

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 آزمایش در بیوتیک آنتی های دیسک گیری قرار های محل :2شماره تصویر
  متری میلی 84 پلیت در هشد انجام های

  
A (   ــا روش ــوگرام ب ــی بی ــری دیــسک هــای آنت محــل قرارگی

افزایش مساحت پلیت بدون تغییر سایز و فقط با تغییر موقعیـت            
      دیسک ها

 

B (قرار گیـری دیـسک هـای آنتـی بیـوگرام بـا دیـسک             محل 
  دیسپنسر های استاندارد

  

 C( محــل قــرار گیــری دیــسک هــای آنتــی بیــوگرام در روش
  )تحقیقاتی(اخل سنجی دیسک های آنتی بیوتیکتد
  
  :ها آن کردن مدرج و ها پلیت سازی آماده )ب

 پارا فیلم را با  میلی متر84 سایز  پلیت100ابتدا درب        
از باز شدن و خارج شدن آن ها از حالت استریل ،  بستهکاملا 

 پلیت )قسمت تحتانی(کف  سپس کار را بر .کردیمجلوگیری 
 ابتدا مرکز پلیت ها مشخص و بعد از آن چهار ، هکردآغاز 

 آنتی 9برای کشت (شد گوشه و بعد هشت گوشه آن مشخص 
پس از مشخص کردن محل قرار گیری دیسک های . )بیوتیک

که برای اندازه گیری  یت شعاعمسقاز آن  آنتی بیوتیکی،
 برای هر ) میلی متر21( هاله ها مناسب بود % 99بیش از 

 بر روی فواصل مختلف هر .گردیدو مدرج  شددیسک رسم 
یک از این خطوط مدرج می توان دیسک گذاری 

  ) 3تصویر.(کرد
  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  

 هاله  فاصله قطرA):آماده سازی پلیت مدرج و حداکثر فاصله خطوط : 3تصویر
عدم رشد ایچاد شده در محل دیسک گذاری قدیمی بدون تداخل به میلی 

یچاد شده در محل دیسک گذاری جدید بدون  قطر هاله عدم رشد اB)متر
  تداخل به میلی متر

  

 تمام اعدادی که در دراوینگ ها بدون واحد ذکر شده :تذکر
  .اند، با مقیاس میلی متر محاسبه گردند

  :آماده کردن محیط های کشت ) پ
 طبق پروتکل شرکت سازنده محیط کشت میکروبی ابتدا     

 بسوااز  با استفاده ط ها، از آماده سازی محیپس. آماده شد
 که قبلا آماده شده است به ، باکتری، مایع حاویهای پنبه ای

 دیسک 9 تعداد .داده شدصورت چمنی روی محیط کشت 
 تا گرفته شد در نظر هاآنتی بیوتیک مشخص برای تمام آزمایش

   .نتایج آزمایش ها قابلیت مقایسه علمی مناسب با هم باشند
 پلیت با محیط کشت مولر هینتون 11 دیسک گذاری در    

 پلیت با 11 ،ی پلیت آگار و دیسک آنتی بیوتیک در حاشیه
محیط کشت مولر هینتون آگار و دیسک آنتی بیوتیک در 

محل دیسک گذاری (از حاشیه ی پلیت   مترمیلی 15فاصله ی 
 پلیت محیط کشت مولر هینتون 11و )استاندارددیسک پنسر 

 از  میلی متری21 در فاصله ی آگار و دیسک آنتی بیوتیک
 از. گردیدانجام)روش تداخل سنجی(حاشیه ی پلیت 

کاتالوگ های تجاری موجود در دیسک های آنتی 
 بیوگرام،که نتایج به طور مشخص در جداول ثبت شده اند

     . استفاده گردیدبرای ارزیابی نتایج
   روش خواندن جواب ها-ت

با این پلیت نـوین بـسیار             روش خواندن تست آنتی بیوگرام      
  به این . ساده و سریع و بی نیاز از استفاده از خط کش می باشد
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صورت که دیـسک هـای آنتـی بیـوگرام کـه روی قـسمت                    
انتهایی یا هر قـسمت از خـط مـدرج قـرار داده مـی شـود و در                   
صورت وجود هاله عدم رشد، قطر هاله عدم رشد از خط کش            

محل قرار گیری دیسک ها روی پلیت       های کوچکی که همان     
  مدرج شده است ، استخراج و به راحتی گزارش داده می شوند

  یافته ها
  تعداد تست های انجام یافته از لحاظ موقعیت قرار گیری     

دیسک ها،سه نوع موقعیت و از لحاظ سایز دیسک های آنتی 
دایره کامل و نیم (بیوتیک با دو نوع دیسک آنتی بیوگرام

در ). 4،5،6تصاویر  ()lll تا lروش های  (انجام گرفت) رهدای
  تست های انجام شده بر روی باکتری کلبسیلا پنومونیا
  مشخص شد که پنج آنتی بیوتیک هاله عدم رشد تشکیل دادند 
که آنتی بیوتیک های انروفلوکساسین، فلومکویین، 
فورازولیدون، آمپی سیلین و فلورفنیکل به ترتیب هاله های 

 میلی متری را ایجاد 22 و 22،12 ،24دم رشدی به قطر ع
  .کردند

l ( محل دیسک ها در حاشیه) دیسک به صورت دایره
  :)کامل

این آزمایش بر روی پلیت های حاوی محیط کشت های      
قطر هر دیسک آنتی بیوتیک . هینتون آگار انجام گرفت-مولر

  ی متر با  میل84شش میلی متر بوده و بر همین اساس پلیت های
 میلی متر قبل از 20فاصله سه میلی متر از حاشیه و به طول 

این کار (ریختن محیط کشت درون پلیت ها، مدرج گردید 
به صورت دستی انجام شد البته تمام شرایط استریل پلیت ها در 

دیسک های آنتی بیوتیک در مرکز قسمت با ). نظر گرفته شد
 ساعت 24فاصله سه میلی متری قرار داده می شود و بعد از 

انکوبه کردن، تشکیل هاله های عدم رشد به صورت نیم دایره 
کرده که یک شعاع عدم رشد حاصل می شود که  آن را در 
عدد دو ضرب کرده و قطر هاله عدم رشد به دست می 

  ). 4تصویر شماره (آید
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

    
 برای دیسک حاشیه در کامل های دیسک گیری قرار :4 شماره تصویر
 که نتایج بررسی و رشد عدم های هاله ناخواسته تداخل ریسک کاهش

  باشد می نتایج تداخل عدم دهنده نشان
  

ll ( محل دیسک ها در نقاط قرار گیری دیسک ها
   : توسط دستگاه دیسک گذار

یت داشتن این محل قرار گیری که در فاصله به دلیل عموم     
، این  میلی متری84های سانتی متری از حاشیه درپلیت 1,5

روش نیز بر روی این پلیت جدید با محیط های کشت مختلف 
طی تست های انجام شده   ).5تصویر شماره ( 15و14انجام گرفت

به این روش هم سرعت عمل دیسک گذاری بالا رفته و هم 
 هنگام خواندن این پلیت ها نیز این سرعت و دقت تست که

  .دقت بیشتر مورد تایید قرار گرفت
  
  
  
  
  
  
  

 روش(متری میلی 15 فاصله در ها دیسک گیری قرار :5 شماره تصویر
  پلیت حاشیه از )گذار دیسک دستگاه معمول

  
lll(محل دیسک های نیم دایره  در حاشیه:  

ه دو نیم تقسیم      در این تست دیسک های آنتی بیوگرام ب
شده ، در حاشیه پلیت ها و در محل انتهای قسمت مدرج قرار 

نتیجه تست بعد از عمل انکوبه .  )6تصویر شماره ( گرفتند
  کردن تشکیل هاله های عدم رشد به صورت نیم دایره در 
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حاشیه پلیت ها بود  که مانند روش الف شعاع به دست       
 ضرب 2ده است و در عدد آمده با خود پلیت مشخص ش

  کرده ، 
از جمله محاسن این .قطر هاله عدم رشد به دست می آید  

کاهش می % 50روش ، مصرف دیسک های آنتی بیوتیک، 
 1,5مساحت پلیت ها برای دیسک گذاری به نزدیک . یابد 

برابر معمول افزایش پیدا کرده ، از تداخل و تاثیر آنتی بیوتیک 
بر هم جلو گیری می شود و خواندن هابه صورت ناخواسته 

هم چنین از خط کش استفاده .نتایج بسیار راحت می گردد
  . نخواهد شد

  
  
  
  
  
  
  

  
 پلیت حاشیه در بیوتیک آنتی های دیسک نیم گیری قرار :6 شماره تصویر

  
  بحث

 15      محل دیسک گذاری های استاندارد معمول با فاصله ی          
در ایـن پلیـت   . 14جام مـی شـود  میلی متر از حاشیه ی پلیت ها ان       

مدرج جدید و روش همراه آن پیشنهاد می شود که این فاصـله             
به صفر تغییر یافته ،آنتی بیوتیک ها  در حاشیه پلیت و اسـتفاده              

ــد    ــر کن ــسک تغیی ــیم دی ــا ن ــل ی ــسک کام ــه  . از دی ــا توجــه ب ب
آزمایشهای انجام یافته در این تحقیق ، نتایج حاصل ثابت کـرد            

نه تنها اثـر منفـی بـر نتـایج حاصـل نداشـته بلکـه                که این فاصله    
ــتباهات و    ــشکلات و اش ــشتر آن و کــاهش م ــت بی موجــب دق

طبـق  . تداخل های ناخواسـته در روش هـای گذشـته مـی شـود             
نتــایج بــه دســت آمــده ایــن پلیــت و روش همــراه آن بــازدهی  

  % 17,64بالاتری نسبت به پلیت و روش های گذشته و برابر با 
  
  
  

  
  

 120ولی در پلیت هـای سـایز        ( میلی متر دارد   84ز  ایدر پلیت س  
افزایش نشان می دهد کـه نتـایج آن        % 3,05میلی متر بازدهی تا     
  ). گزارش نشده است

  
A (    هاله عدم رشـد بـدون تـداخل     مساحت اضافه شده برای هر 

  )میلی متر( در روش جدید
(B            تعداد آزمایشهای انتشار دیسک قابل انجـام بـدون تـداخل 

 هاله ای نسبت به روش قدیمی

(C  ــزایش ــه روش   اف ــسبت ب ــد ن ــت جدی ــازدهی روش و پلی ب
  استاندارد قدیمی انتشار دیسک با پلیت

  

 کــه بــا       بـرای تاییــد نتــایج حاصـله بــا پلیــت و روش جدیـد   
دیسک کامل و نیم دیسک در حاشیه پلیـت قـرار مـی گیرنـد،                
افزایش شعاع کـاذب وجـود دارد یـا نـه، تـست بارهـا بـا آنتـی           
بیوتیک های معین به عنوان شاهد بر پلیت معمـولی و در محـل              
های استاندارد دیسک گذاری، انجام شد که تمام نتایج حاکی          

بعــد از . داز تاییــد کــارایی پلیــت و روش جدیــد مــی باشـ ـ    
انکوباسیون نتایج به دست آمده با قطر استاندارد تعیین شـده در         
کاتالوگ شرکت سـازنده دیـسک هـای آنتـی بیوتیـک مـورد              

مقایـسه  . ، کاملا با هم یکسان بودند     CLSIاستفاده و داده های     
مزایای این روش دیسک گذاری ، نشان داد که هاله های عدم            

 تـوان بـه راحتـی خوانـد کـه            میلی متر را مـی     42رشد با قطر تا     
  نسبت به روش معمول آن که حداکثر تا سه سانتی متر است، 

  
  
  

 اندازه پلیت ها
(mm) 

 
 حالت ها

 
84 

 
90 

 
100 

 
120 

A 
 

11 10 11 9 

B 
 

58 36 31 10 

F 
 

17% /64 10% /96 9% /44 05/3%  

 افزایش بازدهی در د مقایسه ی روش قدیمی و جدید و درص:1جدول
  پلیتها با سایزهای مختلف
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  همچنین هزینه . قطر های بالا تری را مورد بررسی قرار می دهد
های بالای دستگاه دیسک گذار را نخواهد داشت به علاوه در           

   محل دیسک ها از پیش مشخص است و ،این پلیت جدید
  

 دسـتی را از حالـت اتفـاقی و خطاهـای آن             دیسک گـذاری      
همچنین بعد از عمل انکوبـه کـردن نیـازی بـه            . می سازد  خارج

استفاده از خط کش وجود ندارد که این عمل از آلودگی های            
ثانویه جلوگیری و سرعت خواندن تست با تکنسین را افـزایش           

این پلیت جدید و روش همراهش در صدد نیـست          .   می دهد     
 روش های قبلی را رد کند بلکه توانسته است هزینه           تا وسایل و  

های مالی را تا اندازه بسیار زیادی کاهش داده ، حتی در روش             
ها و وسایل ساخته شده ی قبل از این پلیت برای انتشار دیسک             
و سایر آزمایشها، عنوان ابزار کمک کننـده و همکـار اسـتفاده             

ست بلکـه بـا     این پلیت اختصاصی تست انتشار دیسک نی      .  شود
  همان هزینه های ساخت پلیت های معمولی قادر است با نادیده 

  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

  
   میلی متر                     84 پلیت                                       میلی متر60پلیت 

  

  

  
  

گرفتن درجه بندی کف پلیت به عنوان پلیت معمولی مـورد               
انـد بــه عنـوان ابـزاری جــدا و    اسـتفاده قـرار گیـرد ولــی مـی تو    

اختــصاصی و منحــصر بــرای تــست انتــشار دیــسک و ســنجش 
هـر چنـد ایـن پلیـت        . مقاومت قارچ ها مورد استفاده قرار گیرد      

جدید و روش استفاده مربوط به آن هیچ گونـه تـاثیر شـیمیایی              
،افزایش یا کاهش قدرت آنتـی بیوتیـک هـا یـا انـدازه ی هالـه        

رد و ایـن ابـداع ،کـاملا مکـانیکی و         های عدم رشد را در بر ندا      
فیزیکی بوده است اما این تست ها برای تاییـد نتیجـه خـوانی و               
سرعت عمـل و امکـان تـداخل ناخواسـته هالـه هـا و خطاهـای                 

  .احتمالی صورت گرفتند
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  
  

  
 

  

 
  
  

  میلی متر120           پلیت           میلی متر        100پلیت 
    

  
  میلی متر60،84،100،120پلیت های جدید مدرج شده با سایز های : رج سازی پلیتمد: 1تصویر 
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