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  CLSI يها استاندارد بر اساس داده آزمایشگاهی پتریدیش

  پتریدیش استاندارد
 

  *2، محمد فاطمی مطلق1لیلا یاحقی
 تهران، باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان ،واحد علوم و تحقیقات ،دانشگاه آزاد اسلامی، دکتري فیزیولوژي جانوري - 1

 تهران ،دانشگاه شاهد ،دانشکده علوم پایه ،میکروبیدانشجوي کارشناسی ارشد بیوتکنولوژي  - 2

  
 33191پستی  کد ،تهران* 

* mohammad.fatemi@shahed.ac.ir , mohammadfatemimotlagh@gmail.com 
  )16/3/96: مقاله پذیرش  25/11/94: دریافت مقاله(

  
ي غیر ها و ابزار ها اجتناب ناپذیرند به خصوص اگر از روش ها و آزمایشگاه ها در آزمایش هاخطا -چکیده

روش غیر استاندارد و به یک براي ریختن محیط کشت در آزمایش انتشار دیسک از . شوداستاندارد استفاده 
. دشو می پوشی در نتایج این آزمایش که موجب ایجاد خطاهاي غیر قابل چشمشود  می صورت چشمی استفاده

حذف خطاهاي موجود و استاندارد نمودن انجام این  برايدیشی یپترطراحی و ساخت این پژوهش  هدف
  .استآزمایش 

ي ها درباره آزمایش CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute)ي ها اي که در استاندارد طی مطالعه
 4 ها مشخص شد که ضخامت استاندارد محیط کشت در این گونه آزمایش ،انجام گرفت سنجی حساسیت

پتریدیشی استاندارد که بتواند این ضخامت را به  ،سه بعدي افزار نرمبر همین اساس و توسط . باشد متر می میلی
  .طراحی و ساخته شد ،خوبی مشخص کند

ي عدم ها هاله  ي متفاوت و نادرستی ازها ي موجود گزارشها دیشیبر اساس نتایج این تحقیق مشخص شد که پتر
 به طور قابل توجهیتیک بیو آنتیکنند که منجر به تجویز نادرست  می ي یکسان تولیدها تیکبیو آنتیرشد حتی براي 

  . در صد ثبت گردید 50تا  33ي موجود ها به علاوه میزان اتلاف محیط کشت در پتریدیش. )P<0.05( دشو می
کند  می را استاندارد سنجی حساسیتي ها راحی شده آزمایش انتشار دیسک و سایر آزمایشدیش استاندارد طیپتر

و میزان مصرف محیط  گردد می وتیک مناسبیب ي عدم رشد و انتخاب آنتیها هاله  و باعث دقت و یکسانی نتایج
  .کشت به طور قابل توجهی کاهش یافت

  

  .ي عدم رشدها هاله  محیط کشت،، CLSIپتریدیش، آزمایش انتشار دیسک،  :واژگانکلید
  

  مقدمه -1
جدایی ناپذیر  ءخطاهاي آزمایشگاهی بدون شک جز

سفانه در ایران أي تشخیص طبی هستند که متها آزمایشگاه
 گزارش دقیقی از وجود این خطاها در دسترس نیست

گرام از بیو آنتیي ها شناسایی نوع باکتري و آزمایش .]1[
 ند کههست تشخیص طبی يها مهم آزمایشگاه هاي آزمایش

ي عفونی نقش ها در درمان و کنترل بیماري تواند می
با توجه به مقاومت روز افزون . اي داشته باشند عمده
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درمان بدون در نظر  ،ي ضد میکروبیها به دارو ها باکتري
 ي رایج،ها تیکبیو آنتیگرفتن حساسیت باکتري به 

خیر در بهبودي و یا عدم درمان گردد أتواند سبب ت می
گزارش صحیح آزمایشگاهی به عوامل متعددي در کل .]2[

استاندارد بودن، سادگی در (فی مانند نوع مواد مصر
، نحوه نگهداري و تجربه و مهارت کادر ...)استفاده و 

همچنین خطاهایی در  .]3[درمانی بستگی دارد 
قارچی، آزمایش  سنجی حساسیتیی مانند ها آزمایش

، روش )MIC(اي  کمترین غلظت مهار کننده نواري و شانه
پتریدیش و یی که از ها و دیگر آزمایش انتشار دیسک

از مواد و . وجود دارد ،شود می محیط کشت استفاده
دیش ی، پترسنجی حساسیتي ها ي مهم در آزمایشها ابزار

مهمترین عوامل در انجام . باشد می و محیط کشت
آزمایش، دقت و سرعت بالا و در عین حال هزینه پایین و 

 ها دیشیکار با پتر .باشد می عدم پیچیدگی در انجام آن
یی ها و دیگر آزمایش سنجی حساسیتي ها زمایشبراي آ

که نیاز به محیط کشت دارند داراي معایبی از جمله 
ریختن محیط کشت بدون یک استاندارد خاص و به 

که خود باعث ایجاد خطایی در  است بییصورت تقر
ي یکسان و ها ، یکسان نشدن جواب آزمایشها آزمایش
در هر  .شود می بیش از اندازه لازم محیط کشت مصرف

استانداردي طبق نظر  ،صورت براي ضخامت محیط کشت
 CLSIکلینیکی و آزمایشگاهی ي ها انجمن استاندارد

در .]4،5[ شود عریف شده است که هیچگاه رعایت نمیت
ي آزمایشگاهی خامی بودند که ها ابزار ها ابتدا پتریدیش

اي براي مواد و  فقط به عنوان حمل کننده و پایه
در مطالعاتی توسط . شدند می استفاده ها رگانیسممیکروا

و  2010 ،2009 يها فاطمی مطلق و همکاران در سال
یی براي بهبود و تصحیح آزمایش انتشار ها پتریدیش 2013

قارچی طراحی  سنجی حساسیتو  MICدیسک ، آزمایش 
با توجه به موارد ذکر  .]8-6[و مورد آزمایش قرار گرفتند 

و روش استفاده از  ها در پتریدیش شده و معایب موجود

و استانداردسازي  تصحیحلازم است طرحی براي  ها آن
برد آزمایشگاهی اندیشیده ري مفید و پر کاها زارباین ا
هدف از این پژوهش طراحی یک پتریدیش جدید و . شود

ي ها و روش ها استاندارد براي رفع مشکلات پتردیش
و دیگر  سنجی حساسیتي ها موجود در آزمایش

از پتریدیش و محیط کشت  ها که در آن است ییها آزمایش
  . شود می استفاده

  
 ها مواد و روش -2
  مواد شیمیایی -2-1

، )Merck, Germany(محیط کشت مولر هینتون آگار 
لابترون  يها متري شرکت سانتی 10ي اندازه ها پتردیش

ي ها پتریدیش( )ایران(، مازوطب )ایران(، هورطب )ایران(
ي استاندارد طرحی شده جدید ها و پتردیش )شاهد

مورد استفاده قرار ) DTAشرکت دیاکو طب آزما توسط (
کلبسیلا ي مورد استفاده ها هم چنین نوع باکتري. گرفت

و یتز انستا (ATCC 10031, PTCC No. 1053)پونومونیا 
ي ها ، از شانهها آزمایشبراي انجام . بودپاستور ایران 

ي آنتی ها دیسکو  ،)HI-MEDIA, India(تیک بیو آنتی
سیلین  ، آموکسی)(Amikacin-Ak بیوتیکی آمیکاسین
Amoxicillin-Am)(، کلرامفنیکل (Chloramphenicol-

C) کوتري موکسازول ،)CoTrimoxazole-Co(، 
 نالیدیکسیک اسید ،)Gentamicin-G(جنتامایسین 

)Nalidixic acid-Na( نیتروفورنتین ،)Nitrofurantoin-

Nf ( و اکساسیلین)Oxacillin-O(  شرکت پادتن طب
لازم به ذکر است از این . استفاده گردید ایران
ي عدم رشد ها هاله ي براي مقایسه اندازه ها تیکبیو آنتی

و تعیین میزان  ها دقت آزمایش ،ها تشکیل شده در روش
ي ها پتریدیشو  ها ابزار مصرف محیط کشت و کارآمدي

و  دیشیپتري با نتایج این  ، در مقایسهي مختلفها شرکت
  . شدیید فیزیکی آن، استفاده أروش جدید و ت

طراحی سه بعدي سالیدورکس  افزار نرمهمچنین 
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), FranceDassault Systèmes (طراحی  براي
  .ي جدید به کار گرفته شدها پتریدیش

  
و روش  DTA استاندارد روش ساخت پتریدیش -2-2

  استفاده از آن
 ،انجام گرفت CLSIي ها اي که در داده طبق مطالعه

مشخص شد که ضخامت استاندارد محیط کشت براي 
و تغییر  باشد متر می میلی 4 سنجی حساسیت هاي آزمایش

در این ضخامت چه به صورت افزایش و چه به صورت 
کاهش باعث تغییر در نتایج حاصل و گزارش نادرست و 

 ها کش و قارچ ها تیکبیو آنتیمتعاقب آن تجویز نادرست 
سالید  افزار نرمو با استفاده از  بر همین اساس. خواهد بود

پتریدیشی طراحی و ساخته شد که بر دیواره آن  ،ورکس
 متر میلی 5/4و  متر میلی 5/3ي ها اراي دو خط در ارتفاعد

از کف داخلی آن واقع شده است که هر گاه محیط کشت 
در این پتریدیش ریخته شود و میان این دو خط قرار 

را  CLSIمد نظر  متر میلی 4ضخامت استاندارد  ،گیرد
  .)1شکل ( دهد می نشان

  
سنجی بر روي  هاي حساسیت انجام آزمایش -2-3

  هاي شاهد و پتریدیش DTAپتردیش 
 20هاي شاهد  براي این کار ابتدا از هر کدام از پتربدیش

عدد  DTA 20و پتردیش ) عدد 60در مجموع (عدد 
در . سنجی انتخاب شد جهت انجام آزمایش حساسیت

هاي معمول روش کار انجام آزمایش طبق حالت  پتریدیش
رایج و توسط تکنسین آزمایشگاه آغاز گشت و محیط 

هاي  کشت به صورت تقریبی و چشمی درون پتردیش
ریختن محیط  DTAشاهد ریخته شد اما در پتردیش 

و خط روي دیواره ادامه کشت تا زمان رسیدن به میان د
سپس بقیه مراحل آزمایش انتشار دیسک براي تمام . یافت

 24ها به طور یکسان انجام گرفت و بعد از  پتریدیش
هاي عدم  هاله  گذاري نتایج به صورت ساعت گرمخانه

  . رشد گزارش و ثبت گردید
  
گیري میزان محیط کشت مصرفی در  اندازه -2-4

  هاي مورد آزمایش پتردیش
هاي محیط  هاي عدم رشد، ضخامت هاله  عد از ثبت نتایجب

گیري و  هاي شاهد با خط کش اندازه کشت در پتریدیش
هم چنین براي مشخص شدن حجم مصرفی . ثبت شد

از  DTAهاي شاهد و پتردیش  محیط کشت در پتریدیش
استوانه مدرج حاوي آب استفاده شد که آب در 

ه شد و در ریختDTAهاي شاهد و پتریدیش  پتردیش
گیري و درصد  متري اندازه میلی 6و  5، 4هاي  ضخامت

  .ها محاسبه شد اتلاف محیط کشت براي همه پتردیش
  

  
 CLSIط بلند جهت تعیین ضخامت استاندارد محیط کشت طبق دو خ  1شکل 
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  آنالیز آماري -2-5
از آنالیز  ،ها دار بین گروه وجود تفاوت معنیبراي بررسی 
استفاده  Tukeyو تست ) ANOVA(طرفه  واریانس یک

 P<0.05 دار بودن در  در تمامی مراحل سطح معنی. شد
  .شدرنظر گرفته د
  
  نتایج -3

آنتی   پنجبر اساس آزمایش انتشار دیسک انجام شده 
 فورازولیدون، فلومکویین، انروفلوکساسین،  بیوتیک

 و فلورفنیکل علیه کلبسیلا نومونیا ایجاد سیلین آمپی

ي عدم ها هاله  که )2شکل ( ي عدم رشد کردندها هاله
ي عدم ها هاله  با شاهدي ها رشد تشکیل شده در پتریدیش
ي استاندارد ها و داده DTAرشد تشکیل شده در پتریدیش 

CLSI داشت  وجود داري تفاوت معنی)P<0.05) ( نمودار
ي عدم رشد تشکیل شده در بین ها هاله  چنین هم .)1

نیز ي یکسان ها تیکبیو آنتیشاهد براي ي ها دیشبپتر
به علاوه مشخص گردید  .داراي تفاوت چشمگیري بودند

توسط (شاهد ي ها که ضخامت محیط کشت در پتریدیش
متر  میلی DTA 4متر و پتریدیش  میلی 6-5بین ) تکنسین

  .)2و شکل  1 جدول( بود
  
  

  
هاي عدم رشد تشکیل شده در  هاله  :سمت چپ. DTAهاي عدم رشد تشکیل شده در پتردیش استاندارد  هاله  :سمت راست  2شکل 

پتریدیش هاي عدم رشد به صورت معنی داري در  هاله  هاي یکسان قطر با وجود استفاده از میکروارگانیسم و دیسک(پتریدیش شاهد 
  ).باشد شاهد کوچکتر از حالت واقعی است که به علت ضخامت بیشتر محیط کشت در این پتردیش می

  
 

  DDTTAA  هاي شاهد و پتریدیشهاي شاهد و پتریدیش  میزان محیط کشت مصرفی و اتلاف آن در پتریدیشمیزان محیط کشت مصرفی و اتلاف آن در پتریدیش  1جدول 
  

 ** درصد اتلاف

 6 mm 5 mm 4 mm* ضخامت محیط کشت  
  شرکتهاي سازنده

0 %  ---  ---  18 ml DTA )استاندارد وطخط با(  
50 %  5/37  ml 5/27  ml 5/19  ml لابترون  
33 %  30 ml 24ml 18 ml هور طب  
33 %  30ml 24 ml 18 ml مازو طب  

 ضخامت استاندرد محیط کشتضخامت استاندرد محیط کشت**

  درصد اتلاف محیط کشت به ازاي هر میلی متر افزایش ضخامت محیط کشتدرصد اتلاف محیط کشت به ازاي هر میلی متر افزایش ضخامت محیط کشت** ** 
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  هاي عدم رشد هالهمقایسه   1نمودار 

CLSI : هاي عدم رشد مربوط به آنتی بیوتیک هاي ذکر شده بر اساس  هالهقطرCLSI ،S : هاي عدم رشد مربوط به پتریدیش  هالهقطرDTA ،L : قطر
هاي عدم رشد  هالهقطر : Hهاي عدم رشد مربوط به پتریدیش شرکت مازوطب،  هالهقطر : Mهاي عدم رشد مربوط به پتریدیش شرکت لابترون،  هاله

: FFدیسک آمپی سیلین و : AMدیسک فورازولیدون، : FRدیسک فلومکوئین، : FMدیسک انروفلوکساسین، : NFXمربوط به پتردیش شرکت هورطب، 
  دیسک فلورفنیکل می باشد

  
  بحث -4

کشت  يها اساس روش انتشار دیسک، مهار رشد باکتري
تیک موجود بر بیو آنتیشده بر روي محیط کشت توسط 

  قطر. باشد می عدم رشد هاله  دیسک و تشکیل و گزارش
تیک براي بیو آنتیي عدم رشد نشان از قدرت ها هاله

ي مختلف است که بر همین ها درمان میکروارگانیسم
تیک و در آزمایش کمترین غلظت مهار بیو آنتیاساس نوع 

تیک براي میکروارگانیسمی خاص بیو یآنتکنندگی دوز 
ي عدم رشد به ها هاله  در صورتی که این. گردد می تعیین

دهنده توان واقعی  نشان ها دلایلی از جمله خطا
ي جبران ناپذیري به ها خسارت ،نباشند ها تیکبیو آنتی

همچنین به علت اطلاعات خروجی . دنبال خواهند داشت
 ها الگوي مقاومت باکتري ییرغباعث ت ها غلط از آزمایشگاه

) دز(اشتباه در تجویز نوع و میزان ]. 9[ گردیده است

ي مقاوم به درمان ها منجر به ایجاد سویه ها یتکبیو آنتی
دهد که انتخاب عامل ضد  می مطالعات نشان. شده است

. باشد می درصد موارد نادرست 50تا  30باکتریایی در  
درصد  60تا  30همچنین ثابت شده است که 

ي ها ي مراقبتها ي تجویز شده در بخشها تیکبیو آنتی
دز (ویژه غیر ضروري، نادرست یا کمتر از حد مطلوب 

تواند  می اند که بخشی از این اشتباهات بوده) ناکافی
چندین . ]10[ ي آزمایشگاهی باشدها مربوط به ابزار

صورت  سنجی حساسیتیش پژوهش براي بهبود آزما
توان به تغییر در اندازه  می از آن جمله .گرفته است

ي ها گرام و طراحی وسایل و دستگاهبیو آنتیي ها دیسک
که  نام بردرادیومتري براي سنجش حساسیت باکتریایی 

آزمایش حساسیت دیسکی . امروزه کمتر کاربردي هستند
 .دارد ي اتوماتیکها مشخصی بیش از روش مزایاي کاملاً
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ي بدون نیاز به ها از جمله این مزایا استفاده از نمونه
ي اتوماتیک، و امکان مشاهده ها تخلیص بر خلاف دستگاه

در روش  ها تیکبیو آنتیاثرات سینرژیسم و آنتاگونیستی 
اساس کار آزمایش ]. 11[ باشد می انتشار دیسک

به  ها تیکبیو آنتیبا دیسک بر فرض نفوذ  سنجی حساسیت
باشد و  می صورت آزادانه به محیط کشت نوترینت آگار

 تغییر ضخامت موجب تغییر در این حرکت آزادانه
بونه و . گردد می عدم رشد هاله  و تغییر در اندازه گردد می

دیسک  اي موجود در روش انتشارهمکاران بر روي خطاه
تیک در محیط کشت بیو آنتیاز جمله موانع حرکت آزادنه 

بر  ها ثیرات آنأتیک با محیط کشت و تبیو آنتیو واکنش 
الگویی تئوري را براي حل  ها آن. گزارش نتایج کار کردند
آنالیز  سنجشبه این صورت که . این مشکل پیشنهاد دادند

تیک با استفاده از روش بیو آنتیحساسیت باکتري نسبت به 
سازي خطی شعاع مربع  انتشار در آگار با استفاده از مرتب

ي عدم رشد به لگاریتم طبیعی غلظت ها هاله  )قطر(
این موضوع نشان  .گردد می محاسبه تیک منبعبیو آنتی

دهنده یک راه حل معادله دیفرانسیل توصیف کننده انتشار 
بر روي محیط کشت  ها تیکبیو آنتیآزاد در یک بعد براي 

ن ها همچنین ملتزر و دي ].12[باشد  می نوترینت آگار
بینی درصد  برآورد رگرسیون خطی براي پیشروشی براي 

دو ]. 13[ ندخطاهاي موجود در انتشار دیسک پیشنهاد کرد
محقق دیگر سعی در تکمیل روش آقاي ملتزر داشتند که 

نیز ثبت گردید ولی دقت و  CLSIدر  ها اطلاعات کار آن
سادگی لازم و پوشش دهی کامل آزمایش 

اکنون گلن و هم  ].14،15[را نداشتند  سنجی حساسیت
ن دست به اي این محققها همکاران در تکمیل پژوهش

نتایج  آزمایش هایی براي گزارشافزار نرمطراحی و تکمیل 
رسد به توجه به نیاز  می زده اند که به نظر سنجی حساسیت

یه آموزش فراوان، پیچیدگی و قیمت بالا کمی دیرتر به 
با در روش موجود  ].13[اده گردد فصورت رایج است

توجه به اینکه هم اکنون ریختن محیط کشت درون 

خاصی  گیري اندازهبه صورت چشمی و بدون  ها پتریدیش
در . خواهند بودشود همیشه نتایج همراه با خطا  می انجام

آزمایش انتشار دیسک هر گاه ضخامت محیط کشت کمتر 
تیک بیو آنتیآن باشد نفوذ  متر میلی 4از ضخامت استاندارد 

ي عدم رشد با قطر ها هاله  کشت بیشتر بوده وبه محیط 
تیک بیو آنتیدهند و در نتیجه قدرت  می بیشتري تشکیل

شود و  می بیشتر از حد خود و به صورت کاذب گزارش
بر عکس هر گاه ضخامت محیط کشت کمتر از ضخامت 

تیک به محیط بیو آنتیباشد نفوذ  متر میلی 4استاندارد 
ي عدم رشد با قطر کمتري اه هاله  شود و می کشت کمتر

تیک کمتر از بیو آنتیشوند و در نتیجه قدرت  می تشکیل
در نتیجه و . شود می حد خود و به صورت کاذب گزارش

نامناسب خواهند  ها تیکبیو آنتیبه هر دو صورت، تجویز 
   ].4[بود 

ریختن محیط کشت به صورت طور که ذکر شد  همان
که طبق شود  می انجام گیري اندازهچشمی و بدون 

ي به دست آمده از این تحقیق ضخامت محیط ها داده
ریخته شد که بعد از  متر میلی 6تا  5بین  کشت معمولاً

اهد و ي شها انجام آزمایش انتشار دیسک بر روي پتردیش
، CLSIي ها و مقایسه نتایج با استاندارد DTAپتریدیش 

  در تغییر قطر کاملاً ها مشخص گردید این تفاوت ضخامت
ي شاهد و حتی ها ي عدم رشد در بین پتریدیشها هاله
به عبارت . )2شکل ( ي یکسان موثر هستندها تیکبیو آنتی

دیگر این تغییرات در ضخامت محیط کشت منجر به تغییر 
ي عدم رشد و در نتیجه منجر به گزارش ها هاله  در قطر

موقع،  ، عدم درمان بهتیکبیو آنتیخطا و تجویز نادرست 
مقاوم و حتی  يها افزایش احتمال ایجاد سویه

طبق نتایج این تحقیق با . ی گرددي دارویها مسمومیت
، نتایج )متر میلی 4(استاندارد کردن ضخامت محیط کشت 

ي انتشار دیسک و کمترین غلظت مهار کنندگی ها آزمایش
گردند و  می منطبق CLSIي استاندارد ها کاملا بر داده

ي عدم رشد ها هاله  تفاوت معنی داري بینگونه  هیچ
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دیده  CLSIو استاندارد  DTAتشکیل شده در پتریدیش 
از طرف دیگر طبق نتایج این پژوهش ). 1نمودار (نشد 

ي ها انجام انتشار دیسک به روش سنتی و پتریدیش
موجود موجب افزایش مصرف  و اتلاف محیط کشت به 

شد که باعث  ي شاهدها درصد در پتردیش 50-33میزان 
گردد  می ي انجام آزمایش به همین میزانها افزایش هزینه

همچنین با توجه به اینکه انجام روش  ).1جدول (
ارزان، آسان و در  بر روي پتریدیش کاملاً سنجی حساسیت

دسترس است با استاندارد کردن و رفع نواقص آن به این 
روش، مزایاي این نوع پتریدیش جدید نسبت به 

ي اتوماتیک که با آن که از دقت بر خوردار ها سیستم
ي ها و نیاز به ابزار ها ، هزینهها هستند اما به علت پیچیدگی

کمتر  سنجی حساسیتخاص براي خواندن و تفسیر نتایج 
 دانرس می بیش از پیش به اثبات ،گیرند می در دسترس قرار

]16[ .  
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