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 هدف:    -1

به  ييكروبمضد هدف از تهيه اين دستورالعمل تهيه و تدوين همگون روش اجرايي انجام آزمايش تعيين حساسيت 

ر يش، تفسيبرای باکتری های هوازی، روش تهيه ظروف پتری آگاردار، شرايط آزما Agar Disk Diffusionروش 

 ي باشد.م نتايج، روش های کنترل کيفيت و محدوديت های اين روش

 

 دامنه كاربرد:  -2

 اين دستورالعمل در بخش ميكروب شناسي آزمايشگاه کاربرد دارد.

 

              اصول انجام آزمايش:  -3

ون آگار لر هينتروی سطح پليت مو تهيه و نيم مک فارلند استاندارد ي مطابقسوسپانسيوناز باکتری مورد آزمون 

(MHA با )د از بع ه وقرار دادروی آگار  را ک های آغشته به عوامل ضد ميكروبيکشت داده مي شود. ديس سواب

اله قطر هازه ه انديک شبانه روز انكوباسيون، قطر هاله عدم رشد اطراف هر ديسک اندازه گيری مي گردد. با مقايس

ضد  املبه هر ع تيا مقاوم يت بينابينيحساس ،يتحساس گزارش کيفي از، M100 CLSIسند با جداول  عدم رشد

 مي شود.  ارائهميكروبي مورد آزمون 

عضي از ببرای ن و همچنيبا رشد سريع  ابيماری زروش استاندارد انتشار از ديسک را برای باکتری های  CLSIسند 

، سا مننژيتيدينيسري، رهنيسريا گونو، هموفيلوسمانند گونه های ( پرنياز)سخت رشد بيماری زای ارگانيسم های 

د ها همانن اکتریبک توضيح مي دهد. روش انجام آزمايش برای اين و ساير گونه های استرپتوک هک پنومونياسترپتوک

 ی موادمحيط کشت مورد استفاده برای باکتری های سخت رشد حاوباکتری های غير سخت رشد مي باشد، اما 

ای بر CLSIر د از آن که هر باکتریدر مورد  مين مي کند.ه نيازمندی های رشد آنها را تأاست کمغذی افزودني 

د كروبي بايضد مي ده نشده، در صورت نياز به انجام آزمايش تعيين حساسيترب آزمايش به روش انتشار از ديسک نام

 آزمايش شود. MICبه يک روش 

 

 مواد، لوازم و تجهيزات:   -4

( mm 4ود )به عمق حد گوسفنددفيبرينه % خون 5با  MHAيا  MHA (Mueller Hinton Agar)حاوی  پليت

ا سالين يTryptic Soy Broth (TSB )( يا MHB) Mueller Hinton Broth، محيط Cº 8-2شده در  نگهداری

 ماده جاذب رطوبتشده با  نگهداریيک آنتي بيوت، ديسک های ºC 8-2شده در نگهداری( ml 5-3به مقدار % )9

 ،متحرکنبع نوری م ، خط کش،پنسد، پنبه ای استريل، کدورت استاندارد نيم مک فارلن سواب، ºC 14-2در 

عضي ارگانيسم بای دار بر 2OC( و انكوباتور Cº 2±35انكوباتور ) سياه(،غير شفاف سياه )مثل ورقه کاغذی  صفحه

 سخت رشدهای 

 

a) ي بيوتيكی آنتديسك ها 

ص ری مخصوهای حاوی ديسک های آماده تجا بستهد. نخريداری شو تجاری ديسک ها بايد از منابع معتبر

ها  . ديسکندبسته بندی شده ارطوبت  انجام تست تعيين حساسيت، برای اطمينان در شرايط مناسب دور از

 شوند:  ذخيرهبايد به شرح زير 
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  ديسک ها بايد در يخچالºC 8 فريزر  يا پايين تر، يا درºC 14- نگهداریتا زمان نياز  يا پايين تر 

 زبسته های با قرار داده شوند. ذوب يخ خود بخودیدارای قابليت ديسک ها نبايد در فريزر  .گردند

استثناء  د، بهذخيره شون رفريز درد بايد ننشده ديسک که حاوی داروهای خانواده بتالاکتام مي باش

يک های نگهداری شوند. بعضي آنتي بيوتدر يخچال حداکثر يک هفته مصرف برای که مقدار کمي 

نگهداری  ر فريزرکلاولانيک اسيد( اگر تا روز استفاده د و ترکيبات ايمي پنم، سفاکلرمانند حساس )

 شوند، پايداری بيشتری خواهند داشت. 

 ارج خريزر حاوی ديسک های باز نشده بايد يک تا دو ساعت قبل از استفاده از يخچال يا ف بسته

ز تماس ناشي اتغليظ  عمل موجب مي شوداتاق برسند. اين  دمایبه کردن شوند تا قبل از باز 

 . يابدهوای گرم با ديسک های سرد کاهش 

 آنها را بايد ، برای ذخيره نمودناز بسته بندی خارج مي شود زمانيكه بسته ديسک برای اولين بار 

نده پخش کن وسيلهاز  اگر. ، قرار دادمي شودبسته  آن محكم درِدر يک ظرف ضد رطوبت که 

ماده  فيبه مقدار کاشود و  بستهمحكم  وسيله ، بايد درپوششوداستفاده مي  (Dispenser) ديسک

ا تاده شود دقرار اتاق  دمایبه کار رود. ديسپنسر بايد قبل از باز کردن در در آن  جاذب رطوبت

ا تعويض رماده جاذب رطوبت بايد تغيير رنگ بدهد،  معرفوقتي  ديسک ها به دمای اتاق برسند.

 از بين برود.  ديسپنسراضافي رطوبت تا  نمود

  ل در يخچا زماني که از ديسپنسر استفاده نمي شود، وسيله ديسپنسر حاوی ديسک ها بايدمدت در

 نگهداری شود. 

  نمود باشد، استفاده منقضي نشدهديسک هايي که تاريخ مصرف روی برچسب آنها بايد از فقط .

 بايد دور انداخته شوند.  ،ديسک هايي که تاريخ مصرفشان گذشته

 

b)  محيط كشت 

 لر هينتون آگار شامل مراحل زير مي باشد: آماده سازی مو .1

 مطابق  صورت تجاری در دسترس مي باشد،ه بپايه دهيدراته که محيط هينتون آگار از يک  مولر

 شود.  مي دستور کارخانه سازنده تهيه

 محيط بايد در بن ماری   ،بلافاصله بعد از انجام اتوکلاوºC 50 -45 .خنک شود 

  روی  شيشه ای يا پلاستيكي مسطح که بر ظروف پتریشده را در محيط کشت آماده تازه و خنک

محيط برای  ml 70-60 بريزيد. mm 4يک سطح افقي صاف قرار دارند، به عمق يكسان حدود 

ر قط ايجادميلي متری برای  100برای پليت های  ml 30 – 25ميلي متری و  150پليت های 

mm 4 ريخته شود. در هر پليت بايد 

 روز  آگار بايد در حرارت اتاق خنک شده و اگر پليت در همان مولر هينتون تپليت محيط کش

 ( ذخيره شود.ºC 8 –2بايد در يخچال ) ،استفاده نمي شود

  کار، پليت هابرای پيشگيری از خشک شدن آروز بعد از تهيه استفاده شوند.  7پليت ها بايد در طي 

 ها را در يخچال نگهداری نمود.و سپس آن هقرار دادکيسه های نايلوني در بايد را 
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 3  ررسيبل بودن استريهر سری تهيه محيط مولر هينتون آگار بايد از نظر  در درصد از پليت ها 5تا 

، نمودهبه انكو ºC 2±35 در دمایيا بيشتر  ساعت 24به مدت  . پليت های انتخاب شده را بايدشود

 ده نشود.که انتظار داريم هيچ گونه رشد ميكروبي روی محيط مشاه

 م يا کلسيم اضافه نكنيد.اتيوني منيزيبه محيط افزودني های ک 

 

2. pH هينتون آگار  محيط مولر 

pH  هرbatch  گي به نوع شود. روش صحيح مورد استفاده بست بررسيبعد از آماده سازی آن بايد از محيط

اق بعد از ات دمایدر  4/7تا  2/7محيط کشت آگار بايد بين  pHتجهيزات در دسترس در آزمايشگاه دارد. 

داشت )مثل  دخواهبعضي از داروها افت  (potencyتوان )خيلي پايين باشد،  pHباشد. اگر  آگاربسته شدن 

از حد  ت بيشآنتي بيوتيک های ديگری ممكن اس اينكه (، ضمنوزيدها، کينولون ها و ماکروليدهاآمينوگليك

 .مي شود ايجاد معكوسيباشد تأثيرات  4/7يشتر از ب pHمثل تتراسيكلين ها(. اگر عاليت نشان دهند )ف

pH :را به يكي از روش های زير اندازه گيری نماييد  

 کافي از آگار را در آب خيس کنيد و نوک الكترود  مقدارpH .را در آن فرو ببريد 

  بگذاريد مقدار کمي از آگار اطراف نوک الكترودpH  .در يک ظرف شيشه ای ببندد 

  استفاده کنيد.  يالكترود سطحاز 

 

 رطوبت  .3

( يا در يک ºC 35در انكوباتور ) را، پليت ها مشاهده شوداگر قبل از استفاده در سطح محيط رطوبت اضافي 

 محيط افي سطحتا رطوبت اض ،يددهاتاق با درپوش نيمه باز قرار  دمایدر  (II)کلاس  هود ايمني بيولوژيک

 قطرات رطوبت نبايد زمان تلقيح محيط بايد مرطوب باشد، اما دقيقه(. سطح محيط 10–30 )معمولاًشود بخار 

 . وجود داشته باشدپتری  ظروف روی سطح محيط کشت يا روی درپوش

 

 تأثيرات تيميدين يا تيمين  .4

 دگي سولفوناميدها و ترینکنين يا تيمين مي تواند تأثير مهارتيميد زيادمحيط های کشت حاوی مقادير 

عدم هاله  واضح نبودن و از بين رفتنيا  عدم رشدهاله باعث کوچک تر شدن نابراين متوپريم را معكوس کند، ب

از مولر هينتوني که تا حد امكان محتوی تيميدين کمي است بايد مقاوم کاذب مي شود.  و گزارش نتايج رشد

 ATCC فكاليس وسکانتروکواز مولر هينتون آگار بايد استفاده شود. برای ارزيابي يک سری ساخت جديد 

در . سولفامتوکسازول استفاده شود -متوپريم با ديسک تری ATCC 33186 فكاليس وسکانتروکويا  29212

در . شودي ميا بزرگتر ايجاد  mm 20، هاله عدم رشد واضح و روشني به قطر با کيفيت مناسبمحيط کشت 

يا  رشد مي کند کلنيم رشد، يا در هاله عد شودهاله عدم رشد ايجاد نمي  ، يابا کيفيت نامناسبمحيط کشت 

 .شودايجاد مي  mm 20هاله کمتر از 

 

 کاتيون های دو ظرفيتي  غلظت تأثيرات تغيير در .5

م و کلسيم، روی نتايج تست های آمينوگليكوزيد و منيزي ويژهه بکاتيون های دو ظرفيتي، غلظت تغيير در 

اندازه هاله عدم رشد را  ها کاتيون زيادر ادي. مقتأثير مي گذارد سودوموناس آئروژينوزاتتراسيكلين با سويه های 
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يون مقدار زياد  همچنين باعث افزايش قطر هاله عدم رشد مي شود. ها ر کم کاتيوناديکاهش خواهد داد و مق

با هر سری ساخت از  کارباپنم ها را کاهش مي دهد. تست های اجرايي عدم رشد قطر هاله( zinc)های روی 

 مطابقت 4A، .ed thCLSI M100 27 د با محدوده کنترل کيفي فهرست شده در جدولمولر هينتون آگار باي

 داده شود.

 

c)  كدورت استاندارد نيم مك فارلند 

 کدورت استاندارد نيم مک فارلند به روش زير تهيه مي شود:

 mol/L 048/0 (O22H .W/V از کلرور باريم Lm 5/0 ( برای تهيه سوسپانسيون با هم زدن مداوم،1

2lBaC 175/%1 را به )mL 5.99 ( اسيد سولفوريکN 36/0) mol/L 18/0 (v/v 1 )%.اضافه کنيد 

ه ب cm 1ری ند نو( چگالي صحيح کدورت استاندارد را با اندازه گيری جذب به وسيله اسپكتروفتومتر با با2

 باشد. 13/0تا  08/0بايد بين  nm 625دست آوريد. جذب استاندارد نيم مک فارلند در 

ی در پيچ دار هم اندازه با لوله هايي که در لوله ها mL6-4 سوسپانسيون سولفات باريم را به مقدار ( 3

 برای استاندارد کردن تلقيح باکتريايي استفاده مي شود، بريزيد.

 ( درِ لوله را محكم بسته و در دمای اتاق در تاريكي نگهداری کنيد.4

ز ا او ظاهر آن ر ز هر بار استفاده با ورتكس به شدت هم زده،( کدورت استاندارد سولفات باريم را قبل ا5

يگزين گری جانظر وجود کدورت يكنواخت بررسي کنيد. اگر ذرات بزرگ ايجاد شود، بايد استاندارد دي

 گردد.

 خارج نوری جذبر )تغيي ازيو در صورت ن ،یهر ماه اندازه گير دياستاندارد نيم مک فارلند با یجذب نور( 6

 ضيحداکثر پس از شش ماه تعو دييم مک فارلند بانگردد. استاندارد  ضي( تعو08/0-13/0ده از محدو

 .شود

 

 روش انجام آزمايش:   -5

ترتيب به  به ،ندو ميكروارگانيسم هايي که به شرايط خاصي نياز دار سخت رشدم آزمايش ارگانيسم های برای انجا

 .دمراجعه نمايي CLSI M02-A12 در 3.9و  3.7های بند

 روش انجام آزمايش برای ساير ميكروارگانيسم ها به شرح زير است:

  

  سوسپانسيون ميكروبيتهيه  -الف

 به دو روش انجام مي شود:

a.  روش تهيه سوسپانسيون با استفاده مستقيم از كلني(Direct Colony Suspension Method)  

 رای بيشتراند بوبي به کار مي رود و مي توترين روش برای تهيه سوسپانسيون ميكر اين روش به عنوان آسان

 يسريان، هموفيلوسباکتری ها استفاده شود. اين روش برای آزمايش باکتری های سخت رشد، گونه های 
ت سي مقاومبررو تين آزمايش کردن سفوکسيک ها و همچنين برای و استرپتوک نيسريا مننزيتيديس، گونوره

 توصيه مي شود.يلين يا اگزاسن يلک ها به متي سياستافيلوک

محيط کشت غير  ساعته )از 18-24زوله از پليت آگار از کلني های اي يبه طور مستقيم سوسپانسيون .1

 .نماييدبراث يا سالين تهيه  محيط کشت( در استفاده کنيد آگار مثل بلاد انتخابي
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رد نيم ستانداادورت را با استفاده از محيط براث يا سرم فيزيولوژی استريل مطابق کسوسپانسيون کدورت  .2

 برای mL/CFU 810 ×2-1 تقريباً حاوی ميكروبي کنيد. در نتيجه اين سوسپانسيون تنظيممک فارلند 

E.coli ATCC 25922  ک مي توان از يک دستگاه فتومتري مرحلهمي باشد. برای انجام صحيح اين

ه شمي لولبرای مقايسه چصورت چشمي، از نور کافي ه استفاده کرد، يا در صورت انجام اين مرحله ب

اه سيطوط خای با زمينه سفيد و ارد نيم مک فارلند در مقابل صفحه سوسپانسيون ميكروبي با استاند

 د. استفاده نمو

 

b.  روش رشد(Growth method)  

هيه ي که تمانند زمان ،به طور جايگزين مي توان استفاده نمود و گاهي دارای ارجحيت است روش رشداز 

به ياز )نکم كنواخت از کلني مشكل است. اين روش همچنين مي تواند برای ارگانيسم های سوسپانسيون ي

روش تهيه  کار رود. دره ساعته( در دسترس نباشد، ب 24ک ها( زماني که کلني تازه )غير از استافيلوک

 ساعته( نياز مي باشد. 24سوسپانسيون با استفاده مستقيم از کلني، به کلني تازه )

نيد. از کشت روی پليت آگار انتخاب رفولوژی را از يک ککلني کاملاً ايزوله با يک نوع م 3-5حداقل  .1

ط کشت از يک محي  ml  5-3برداشته و به لوله حاوی  استريل سوابيا  قله اين کلني ها با لوپ

  نماييد.تلقيح  (TSB) براث مناسب مثل تريپتيک سوی براث

ن ا بيشتر از آيند مک فارل تا به کدورت استاندارد نيم نيدکانكوبه  ºC 2±35محيط کشت براث را در  .2

 ساعت(. 2-6معمولاً ) برسد

د نيم مک اندارکدورت است را با استفاده از محيط براث يا سرم فيزيولوژی استريل مطابقکدورت براث  .3

ای بر Lm /CFU 8 10 ×2-1 حاویتقريباً  ميكروبي اين سوسپانسيون ،در نتيجه. کنيد تنظيمفارلند 

 E.coli ATCC 25922 ريک مي باشد. برای انجام صحيح اين کار مي توان از يک دستگاه فتومت

ه ه چشمي لولنور کافي برای مقايساز  ،صورت چشميه صورت انجام اين مرحله ب دريا  ،استفاده کرد

سياه  وطو خط با زمينه سفيد ای صفحه در مقابل با استاندارد نيم مک فارلند سوسپانسيون ميكروبي

 .نماييداستفاده 

نشده يا  رقيق غلظت سوسپانسيون تلقيح نبايد زياد باشد. هرگز نبايد از کشت براث يک شب مانده توجه:

 ساير سوسپانسيون های غير استاندارد برای کشت روی پليت ها استفاده نمود. 

 

 تلقيح پليت هاـ  ب

ون وسپانسيسی استريل در پنبه ا سواب، يک ييباکتريا کدورت سوسپانسيون تنظيمدقيقه بعد از  15 در طي .1

ا دهيد تار راث فشببالای سطح  لوله چند بار در آن چرخانده و به آرامي به ديواره داخلي را سوابفرو برده، 

  مايع اضافي آن خارج شود.

يكنواخت  برای اطمينان از پخش کنيد.تلقيح  سوابوسيله ه برا سطح خشک يک پليت مولر هينتون آگار  .2

در مرحله يد. نچرخابدرجه  60پليت را حدود هر بار ، کردهدو بار ديگر تكرار را عمل تلقيح سوسپانسيون، 

 . بكشيدمحيط  لبه داخلي دور را سوابآخر 

 دقيقه( تا رطوبت اضافي سطح 15 حداکثر به مدتاشته )ز گذدقيقه نيمه با 3-5برای را پليت  پوشدر .3

 شود. ادن ديسک ها جذبقبل از قرارد محيط
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 روی پليت آگار تلقيح شده  گذاریـ  ديسك   ج

 هيد.دده قرار شروی سطح پليت آگار تلقيح  با پنس را تعيين شده اند قبلکه از  آنتي بيوتيكي ديسک های .1

ه بسک ها وقتي دي دهيد.فشار  پنس ز تماس کامل ديسک ها با سطح آگار هر ديسک را باجهت اطمينان ا

 صحيحر طوه روی پليت گذاشته مي شوند، بايد ب (Dispenser) کننده ديسکپخش  بوسيلهصورت تكي يا 

معمولاً اشد. کمتر ب mm 24نبايد از روی پليت توزيع شوند به طوری که فاصله مرکز ديسک ها با يكديگر 

 ديسک 6بيشتر از نبايد  mm 100ديسک و روی پليت  12نبايد بيشتر از  mm 150روی يک پليت 

ه ه هالايي کی جلوگيری از همپوشاني هاله های عدم رشد با يكديگر، بهتر است ديسک هبرا گذاشته شود.

زرگي اله بمانند جنتامايسين و ونكومايسين( نزديک ديسک هايي که هعدم رشد کوچكي ايجاد مي کنند )

داده ر ليت قرااگر ديسک ها خيلي نزديک به لبه پ .گيرندايجاد مي کنند )مانند سفالوسپورين ها( قرار 

ر وراً منتشفتيک ها از آنجائي که بعضي از آنتي بيوهاله عدم رشد بعضي از داروها نامتقارن مي شود. شوند، 

ک ديس ايدبدر صورت نياز  ، بلكه، نبايد آن را جابجا کردبا سطح آگارديسک  به محض تماسمي شوند، 

 رسک ها دگونگي قرار دادن ديدر مورد چجهت راهنمايي  د.ديگری روی آگار قرار دا ناحيهدر  یجديد

جدول   ed th27 100MCLSI. برای تعيين مقاومت القايي کليندامايسين به سند  zone-Dانجام آزمايش 

3H .مراجعه نماييد 

 دهيد.قرار  ºC 2±35در انكوباتور دقيقه بعد از گذاشتن ديسک ها  ۱۵در طي پليت ها را برگردانده و   .2

به ن نمود. نتوان تعيي ºC۳۵  م به متي سيلين را در دمای بالاتر ازک های مقاوممكن است استافيلوک

ی حاوی اهک ها، پليت استرپتوکو  نيسريا مننژيتيديس ،نيسريا گونوره، هموفيلوسگونه های  استثناء

حيط انكوبه شوند. زيرا استانداردهای تفسيری براساس شرايط هوای م 2COنبايد در حضور  ديسک

ور قابل طبه بعضي عوامل ضد ميكروبي را  اندازه هاله عدم رشد  2COمي باشد و  2COبدون انكوباسيون 

 تغيير مي دهد.ملاحظه ای 

 :در مواردی که به جزعت مي باشد. سا 16-18زمان انكوباسيون مدت 

، انكوباسيون به ل از گزارش نتيجه حساسقبکه تست مي شود،  رئوسوک ااستافيلوکبرای  سفوکسيتين -۱

 د. نش شونده و گزارساعت خوا 18تا  16ها بايد بعد از عت نياز است. ساير آنتي بيوتيک سا 24مدت 

 نكوباسيون بهل از گزارش نتيجه حساس، اقبکه تست مي شود، ک انتروک گونه های نكومايسين برایاو -۲

  د.نورش شساعت خوانده و گزا 18تا  16ساعت نياز است. ساير آنتي بيوتيک ها بايد بعد از  24مدت 

 

 و تفسير نتايج  خواندن پليت ها  -  د

، مه آمده است مراجعه نماييد(که در ادا C پيوستبه  ء)برای موارد استثنا انكوباسيون ساعت 16-18بعد از  .1

ست درشد به  هاله های عدم ،تلقيح شده باشدصحيح اگر پليت به طور کامل و  کنيد.بررسي  را هر پليت

 تک تک خواهد بود و رشد يكنواختي وجود خواهد داشت. اگر کلني هایآمده به طور يكنواخت مدور 

ساب قطر ا احتب را بايد تكرار شود. قطر هاله های عدم رشد کامل آزمايشايجاد شود، تلقيح کم بوده و 

از خط  ا استفادهباساس ميلي متر و  بربايد هاله ها  قطر نماييد.ديسک )با چشم غير مسلح( اندازه گيری 

 طحساز يک  بالاتر متر سانتياز پشت پليت اندازه گيری شوند. پليت بايد چند  کاليبره کوليسيا  کش

 موارد زير: ء، به استثناگرددبررسي  انعكاسيداشته شده و با نور  نگه ماتسياه و 
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 ر حالي کهآگار د هاله ها از سطح بالایقطر ، ک ها(ضافه شده )برای استرپتوکاگر خون به پايه آگار ا 

 . شوداندازه گيری  با نور انعكاسي برداشته شده،پليت  درِ

 تيجه زارش نآزمايش مي شود، قبل از گ کواگولاز منفي کاستافيلوکوکسيتين برای گونه های اگر سف

ساعت  18ا ت 16ساعت نياز است. ساير آنتي بيوتيک ها بايد بعد از  24حساس، انكوباسيون به مدت 

ک شد ديسراهده رشد کم کلني های مقاوم در داخل قطر هاله عدم برای مشخوانده و گزارش شوند. 

ونه رشد هر گ وجود .()پليت را در مقابل نور نگه داريدسفوکسيتين، از نور عبوری استفاده نماييد 

 ن مي باشد.يقابل تشخيص در هاله عدم رشد، بيانگر مقاومت به سفوکسيت

 مي شود، قبل از گزارش نتيجه حساسآزمايش  کانتروکنكومايسين برای گونه های ااگر و ،

اعت خوانده و س 18تا  16ساعت نياز است. ساير آنتي بيوتيک ها بايد بعد از  24انكوباسيون به مدت 

 ود.نمي ش توصيهک ها به روش انتشار از ديسک برای استافيلوک نكومايسيناآزمايش و د.نگزارش شو

  ی ور عبورنمي شود، قطر هاله عدم رشد را با آزمايش  کاستافيلوکاگر لينزوليد برای گونه های

 بررسي نماييد.

 .يده نشوددبا چشم غير مسلح  رشد قابل مشاهده واضحيدر آن ناحيه ای است که  عدم رشد حاشيه هاله .2

 . نظر کنيدصرفکلني های ريز که فقط با ذره بين در لبه هاله عدم رشد مشاهده مي شود، ضعيف رشد از 

 ،مايش بايدآز ،مشاهده شودکلني های تک در هاله شفاف عدم رشد، رشد دی که در موار با اين حال 

نتايج  همان ايشآزمتكرار  با اگر د.تكرار شو، دوباره از يک کلني تکساب کالچر  با کشت خالص يا با

 ماييد.دست آمد، قطر داخلي هاله عدم رشد را که عاری از کلني مي باشد، اندازه گيری نه ب

  نتي آديسک های بعضي در ناحيه هاله عدم رشد اطراف  ممكن است پروتئوسهای  گونهسويه های

 ر نظردرا  شدهاله واضح عدم ر کناررمينگ در . پرده نازک رشد سواايجاد کنندرمينگ ، سوابيوتيكي

 . نگيريد

  و  دم رشدعبايد هاله ، ک ها به کار برده مي شودسترپتوکا آزمايشوقتي محيط کشت خون دار برای(

 .کنيداندازه گيری  را ز(هموليمهار هاله قطر ه ن

  شد ضعيفرآنتاگونيست های موجود در محيط ممكن است باعث  ،و سولفوناميدها تری متوپريمبرای 

و  نگيريدر نظر د را در هاله عدم رشد يا کمتر از آن( %20) رشد کم کلني ها کلني ها شوند. بنابراين

 ه واضح تر را اندازه گيری نماييد.برای تعيين قطر هاله عدم رشد، حاشي

و  کنيدسير تف ed th27 CLSI M100. سند در I2تا  2A مراجعه به جداولبا  را اندازه هاله های عدم رشد .3

روبي که ( به عوامل ضد ميكRيا مقاوم ) ،(I) بينابيني حساس (،Sبه صورت حساس ) را ارگانيسم ها

يا غير  سبه عنوان حسافقط ممكن است ضد ميكروبي مل عوااز . بعضي نماييدشده اند، گزارش  آزمايش

ي کم تاکنون به اين عوامل ضد ميكروبي مقاومت شناسايي نشده يا خيل گزارش شوند، زيرا حساس

 .های حساس تعيين شده است Breakpointبرای آنها فقط شناسايي شده است و 
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 محدوديت های آزمايش:   -6

a.  ر گروه های مختلف باکتری ها کاربرد آزمايش د 
ونه امل گروش انتشار از ديسک شرح داده شده در اين بخش، برای باکتری های بيماری زای کم نياز ش

دريا بورخل، تراسينتوباک، گونه های سودوموناس آئروژينوزا، انتروباکترياسه، انتروکک، استافيلوککهای 
مانند گونه  رنياز،د شده است. اين روش برای باکتری های پاستاندار استنوتروفوموناس مالتوفيلياو  سپاشيا

کتری برای با و استرپتوکک ها اصلاح شده است. هنوز نيسريا مننژيتيدس، نيسريا گونوره، هموفيلوسهای 

اهنماهای و باکتری هايي که در ساير ر M100سند  2Iتا  2Aهای خارج از فهرست موجود در جدول های 

CLSI ( مانندCLSI  M45 .از آنها نام برده نشده است، استانداردی تدوين نگرديده است )ها  ين باکتریا

شد ايط رممكن است به محيط های کشت مختلف و شرايط گرمخانه گذاری خاص نياز داشته باشند، يا شر

نتي آتخاب آنها از سويه ای به سويه ديگر متفاوت باشد. برای اين باکتری ها توصيه مي شود جهت ان

صيه و تو يک ها و تفسير نتايج با يک متخصص عفوني مشورت شود. گزارش های چاپ شده در مقالاتبيوت

ری ها باکت های جاری ممكن است جهت انجام آزمايش اين گونه باکتری ها مفيد باشند. آگر آزمايش اين

 تری را بهن باکلازم باشد، مناسب ترين راه، استفاده از روش رقيق سازی است که برای اين منظور مي توا

 آزمايشگاه مرجع ارسال نمود. 

b. هشدار  

ايج ند نتاستفاده از برخي عوامل ضد ميكروبي برای باکتری های خاص و گزارش نتيجه حساسيت مي توا

 مانند:  ،گمراه کننده و خطرناکي به دنبال داشته باشد

 و  المونلاسای هزمايش گونه نسل اول و دوم سفالوسپورين ها، سفامايسين ها و آمينو گليكوزيدها در آ

  شيگلا

 ه های زمايش گوندر آ بتالاکتاماز، سفم ها و کارباپنم ها ا، ترکيبات بتالاکتام/مهار کنندهپني سيلين ه

 استافيلوکک مقاوم به اگزاسيلين 

  يمتو پرمآمينو گليكوزيدها )به جز غلظت های بالا(، سفالوسپورين ها، کليندا مايسين و تری– 

 ازول در مقابل انتروکک ها متوکسسولفا

ردی نين موامقاومت ذاتي دارند. در چبه بعضي عوامل ضد ميكروبي بعلاوه، بعضي گونه های باکتريايي 

ذاتي  ه طورب سيتروباکترنيازی به آزمايش تعيين حساسيت ضد ميكروبي نمي باشد. برای مثال گونه های 

ت به دليل تفاوت در روش آزمايش، جهش يا سا( ممكن 1%-3%درصد کمي ) به آمپي سيلين مقاومند.

شد،  جامان ايشآزمايش چنين گونه هايي لازم نيست، اما اگر آزم حساس باشند.سطوح پايين بروز مقاومت، 

عضي ببه  ي آنهانتيجه حساس بايد با احتياط قضاوت شود. برای فهرست چنين گونه هايي و مقاومت ذات

 .که در ادامه آمده است، مراجعه شود Bتي در ضميمه به جدول مقاومت ذا عوامل ضد ميكروبي
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c.  ظهور مقاومت 

و در  ي شودمدرمان های طولاني مدت با بعضي از عوامل ضد ميكروبي موجب ظهور مقاومت در برابر آنها 

اومت ين مقنتيجه سويه هايي که در ابتدا حساس هستند، ممكن است پس از شروع درمان مقاوم گردند. ا

 اسراشيو  رروباکتسيت، انتروباکترسه الي چهار روز پس از شروع درمان و معمولا بيشتر در گونه های  در طي
 وکک ها باستافيلابا همه عوامل ضد ميكروبي و در  سودوموناس آئروژينوزابا نسل سوم سفالوسپورين ها، در 

 (. VISAsنكومايسين روی مي دهد )اکينولون ها و با و
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زم وز لارتعيين ظهور مقاومت ممكن است تكرار آزمايش زود تر از سه الي چهار  در شرايط خاصي جهت

مار ال بيباشد. تصميم جهت انجام چنين آزمايشي منوط به داشتن اطلاعات در خصوص شرايط و وخامت ح

مسئول  پزشک است. طي دستور العمل های آزمايشگاهي، زمان تكرار اين آزمايش ها بايد پس از مشورت با

 ار مشخص شود.بيم

 

  : تكنترل كيفي  -7

آزمايش  را با سويه های کنترل مناسبيا ديسک  آگارپليت ساخت جديد از  سریيا  (batch) بهر هر -1

ر غيو در  دگير ورد انتظار قرار ميحدوده مکنيد تا مطمئن شويد که اندازه قطر هاله های عدم رشد در م

 بايد مرجوع شوند.صورت اين 

را به ه آن حداقل يک پليت تلقيح نشد يا سری ساخت batchاز هر  ،ل بودن محيطبرای بررسي استري -2

 مدت يک شبانه روز انكوبه نماييد. 

د سيت ضق هر سری ساخت از همه مواد و معرف های مورد استفاده در انجام آزمايش تعيين حساسواب -3

 ميكروبي را  نگهداری نماييد. 

 سويه های كنترل كيفيت -الف
 Escherichia coli ATCC 25922 
 Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 Escherichia coli ATCC 35218 

 Enterococcus faecalis ATCC 29212 

 Klebsiella pneumonia ATCC 700603 

  :ساسيتح برای انتخاب سويه های کنترل کيفي سخت رشد در پايش کيفيت انجام آزمايش تعيينتوجه 

 مراجعه شود.   ed thCLSI M100 27.در سند  4Bبه جدول  Disk diffusionضد ميكروبي به روش 

 

 محدوده قطر هاله عدم رشد در آزمايش كنترل كيفيت -ب

ک يرکيب محدوده قابل قبول قطر هاله عدم رشد سويه های کنترل کيفي برای يک آزمايش کنترل کيفيت )ت

 فهرست شده است. ed thCLSI M100 27.در سند  4Bو  4A( در جداول آنتي بيوتيک/يک ارگانيسم

 

 زمايش كنترل كيفيتآدفعات انجام   - ج

ضد  ساسيتآزمايش کنترل کيفيت را برای سويه های کنترل کيفي مناسب، در هر روزی که آزمايش تعيين ح

 ابل قبولقرايي ی نشان دادن کاميكروبي برای سويه های جدا شده از بيمار انجام مي شود، انجام دهيد. برا

ا که در ريفيت کآزمايش و همچنين کاهش دفعات انجام آزمايش از روزانه به هفتگي يكي از دو برنامه کنترل 

رل های کنت سويه در هر دو برنامه، زماني که با آزمايش روزانه ادامه توضيح داده شده است، اتخاذ نماييد.

 ر دهد.تغيي زمايشگاه مي تواند آزمايش روزانه را به آزمايش هفتگيکيفي نتايج رضايت بخش حاصل شود، آ

کيفيت  آزمايش کنترلکمتر از يک بار در هفته انجام مي شود،  disk diffusion های زماني که آزمايش

 هفتگي کاربرد ندارد.
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 آزمايش كنترل كيفيت روزانه .1

 disk diffusionدهد. اگر آزمايش های  يک آزمايشگاه مي تواند آزمايش کنترل کيفيت روزانه را انجام

ر ايد در هگي( بآزمايش کنترل کيفيت روزانه )برخلاف آزمايش هفت کمتر از يک بار در هفته انجام مي شوند،

 روزی که سويه های جدا شده از بيماران مورد آزمون قرار مي گيرند، انجام شود.

کيفي  ی کنترلبه معني آزمايش سويه ها "تواليآزمايش در روزهای م"يا  "آزمايش کنترل کيفيت روزانه"

 .ي شودمبرای سويه های جدا شده از بيماران انجام  disk diffusionکه آزمايش های  است در هر روزی

 

 كاهش دفعات انجام آزمايش كنترل كيفيت روزانه به هفتگي عملكردی برای معيار .2

ه ش با سويدادن کارايي رضايت بخش آزماينشان قبل از شروع کنترل کيفيت هفتگي، دو برنامه برای 

 اين دو برنامه عبارتند از : های کنترل کيفي وجود دارد.

A.  روزه ۳۰يا  ۲۰برنامه 

B.  وسط ت ۲۰۱۴به عنوان يک برنامه جايگزين که از سال  روز( ۵بار در  ۳تكرار ) ۱۵برنامهCLSI 

 پيشنهاد شده است.

 

A.  روزه ۳۰يا  ۲۰برنامه 

 ۲۰  ود.ه ثبت شلي با همه سويه های کنترل انجام و همه نتايج در فرم مربوطروز تست متوا ۳۰يا 

  والي روز تست مت ۲۰تست از  ۱روز تست متوالي يا حداکثر  ۳۰تست از  ۳اگر نتيجه حداکثر

يفيت کنترل کآزمايش کنترل کيفيت خارج از محدوده قابل قبول باشد، آزمايشگاه مي تواند آزمايش 

 فتگي تغيير دهد.روزانه را به آزمايش ه

  آزمايش  وگردد روزه، بايد اقدام اصلاحي مناسب انجام  ۳۰يا  ۲۰در صورت عدم موفقيت برنامه

 روزانه ادامه داده شود.

 

B.  روز( ۵بار در  ۳تكرار ) ۱۵برنامه 

  هر سويه کنترل  انه ازتكرار با استفاده از تلقيح جداگ ۳روز متوالي، در هر روز  ۵آزمايش را برای

 دهيد و نتايج را ثبت نماييد.انجام 

 رش و ی پذيهر ترکيب سويه کنترل/ عامل ضد ميكروبي را به طور جداگانه با استفاده از معيارها

 (4Cاقدامات توصيه شده و توضيح داده شده در فلودياگرام زير ارزيابي نماييد. )جدول 

  ه هفتگي انه بفيت را از روزبه مجرد موفقيت کامل برنامه، آزمايشگاه مي تواند آزمايش کنترل کي

ز محدوده قابل نتيجه خارج ا ۱۵نتيجه از  ۱تغيير دهد. موفقيت کامل برنامه زماني است که حداکثر 

 قبول باشد.

  ۵بار در  ۳كرار )ت ۱۵نتيجه اوليه خارج از محدوده قابل قبول باشد، برنامه  ۱۵نتيجه از  ۳تا  ۲آگر 

تيجه تكرار( ن ۱۵نتيجه اوليه +  ۱۵نتيجه ) ۳۰نتيجه از  ۳ تا ۲روز( بايد مجددا انجام شود. اگر 

کنترل  زمايشآخارج از محدوده قابل قبول باشد، برنامه موفقيت آميز بوده و آزمايشگاه مي تواند 

 کيفيت را از روزانه به هفتگي تغيير دهد.
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  نامه ناموفق مي باشد. نتيجه اوليه خارج از محدوده قابل قبول باشد، بر ۱۵نتيجه يا بيشتر، از  ۴اگر

بررسي انجام شود، اقدام اصلاحي مناسب صورت گيرد و آزمايش کنترل کيفيت روزانه را ادامه دهيد. 

نتيجه تكرار( خارج از  ۱۵نتيجه اوليه +  ۱۵نتيجه ) ۳۰نتيجه يا بيشتر، از  ۴بعد از تكرار برنامه، اگر 

سي انجام شود، اقدام اصلاحي مناسب صورت محدوده قابل قبول باشد، برنامه ناموفق مي باشد. برر

 .گيرد و آزمايش کنترل کيفيت روزانه را ادامه دهيد

 

 

 

 

 
 

 هفتگي كنترل كيفيتآزمايش استقرار  .3

 ل ش کنترکارآيي آزمون های کنترل کيفيت روزانه رضايت بخش باشد، مي توان آزماي زماني که

 شود.(. ملاحظه ۲و  ۱کيفيت روزانه به هفتگي تغيير داده شود )بند 

 مانند ايش )آزمايش کنترل کيفيت هفتگي را يک بار در هفته و هر زماني که هر يک از اجزا آزم

 سری ساخت جديد محيط مولر هينتون آگار، يا سری ساخت جديد ديسک از همان کارخانه

 .ديانجام دهسازنده يا سازنده ديگر( تغيير کند، 

 اقدام  يت هفتگي خارج از محدوده قابل قبول باشد،اگر هر يک از نتايج آزمايش کنترل کيف

 اصلاحي انجام شود.

  اقدام اصلاحينتايج خارج از محدوده قابل قبول با سويه های كنترل كيفي و  -8

(قابل ۲دفي (تصا۱نتايج کنترل کيفي خارج از محدوده قابل قبول در سه گروه طبقه بندی مي شوند: 

 ي( سيستم۳تشخيص 

واد ام و محتي زماني که آزمايش به روش صحيح انج ارج از محدوده قابل قبولنتايج کنترل کيفت خ

ي مبدست  (يبه تعداد کم )تصادف، دشومورد استفاده در آزمايش مطابق دستورالعمل صحيح نگهداری 

 چنين نتايجي ناشي از تصادف است. آيد.

تصادفي يا قابل تشخيص نتايج خارج از محدوده قابل قبول با سويه های کنترل ناشي از خطاهای 

خارج از محدوده  يفيکنترل ک جينتامعمولا با يک بار تكرار آزمايش کنترل کيفيت رفع مي شود. اما 
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و ممكن  شود يمن اصلاح تيفيکنترل ک شيمعمولا با تكرار آزماناشي از سيستم آزمايش  قابل قبول

هر  ی نتايج بيمار داشته باشد.است نشانگر يک مسئله جدی باشد که مي تواند تاثيرات مغايری رو

 بايد بررسي شود. خارج از محدوده قابل قبول هجينت

ز اخارج  جينتاو اقدام اصلاحي برای  (troubleshooting)توجه: برای برطرف کردن مشكلات 

ه در ک M100در سند  4D، جدول رفع اشكالبه راهنمای  کنترل یها هيمحدوده قابل قبول با سو

 مراجعه نماييد.ادامه آمده است، 
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a) قابل  خطایناشي از  روزانه يا هفتگي کنترل کيفيتآزمايش خارج از محدوده قابل قبول  جينتا

 تشخيص

رده، کصلاح مشكل را انمود،  و به راحتي تصحيح اگر مي توان علت نتايج خارج از محدوده را شناسايي

. ار نماييده تكرن روزی که خطا مشاهده شد دوبارعلت را ثبت نموده و آزمايش را با همان سويه و در هما

 باشد. دست آمده در محدوده قابل قبول باشد، نياز به اقدام اصلاحي بيشتری نميه اگر نتايج ب

ط به لبته فقنتايج خارج از محدوده کنترل ممكن است شامل موارد زير باشد، ا قابل تشخيص برای علل 

 همين موارد محدود نمي شود:

 رل کيفيسويه کنت 

 استفاده از سويه کنترل اشتباه 

 نامناسب ذخيره سازی 

  (يک ماه )مانند استفاده از کشت کاری بيشتر اززمان  از نظر مدت نامناسبنگهداری 

 آلودگي 

 زنده نبودن باکتری ها 

  از دست دادن پلاسميد(جهشتغييرات در ارگانيسم )مانند ، 

 آزمايش ملزومات 

 ل نامناسبذخيره سازی يا شرايط حمل و نق 

 آلودگي 

 )استفاده از پليت آگار نامناسب )مانند قطر کم يا زياد محيط 

  ديده )شكسته( آسيباستفاده از پليت 

 استفاده از مواد تاريخ مصرف گذشته 

 آزمايش مراحل 

 باشد شدهتنظيم يا  تهيهصحيح غيرتلقيح که به طور  مايه 

  انكوبه شدهتلقيح از پليتي که برای مدت زمان نادرستي مايه تهيه 

  وبي يا تلقيح از محيط کشت تشخيصي يا انتخابي که حاوی عوامل ضد ميكرمايه تهيه

 ساير ترکيبات مهار کننده رشد است

 نادرست ونيانكوباس طياستفاده از دما و شرا 

 منابع فرعياستفاده از ديسک اشتباه ، 

 )اری آگسک رويا افتادن دي قرار دادن نامناسب ديسک )مانند تماس ناکافي با آگار 

  آزمايشقرائت يا تفسير نادرست نتيجه 

 خطا در ثبت نتايج 

 تجهيزات 

 )تجهيز به درستي کار نمي کند يا کاليبر نمي باشد )مانند پي پت ها 
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b) صيل تشخقابغير  یاز خطا يروزانه ناش تيفيکنترل ک شيخارج از محدوده قابل قبول آزما جينتا 

ج از ، خارکيفي/عامل ضد ميكروبي در دو روز متوالي آزمايش اگر نتايج برای يک ترکيب سويه کنترل

 يوبكريد مضعامل /يفيکنترل ک هيسو بيترک کي یبرامحدوده قابل قبول بوده يا اگر بيش از سه نتيجه 

لاحي قدام اصاو خطا قابل تشخيص نباشد، خارج از محدوده قابل قبول بوده  ش،يآزما يروز متوال سيدر 

 انجام دهيد.

c) صيتشخ قابل ريغ یاز خطا يناش هفتگي تيفيکنترل ک شيخارج از محدوده قابل قبول آزما جينتا 

پايين  چه دراگر علت نتيجه خارج از محدوده قابل قبول با سويه کنترل کيفي شناسايي نشد، مطابق آن

 آمده، اقدام اصلاحي انجام دهيد تا اگر خطای تصادفي رخ داده، تعيين شود.

 ه خطا ک یوزرآن خارج از محدوده کنترل است، در  جهيرا که نت سميارگان /يوبكريعامل ضد م بيترک

ترس است، که در دس يفيکنترل ک هياز سو F3 اي F2تر، با ساب کالچر  عيهر چه سر ايمشاهده شد 

 . ديکن شيآزما

  ،ترس در دس همه نتايج کنترل کيفياگر نتايج بدست آمده از تكرار در محدوده قابل قبول باشند

 در تفادهمورد اسهمان سری ساخت مواد با وقتي که از  سميارگان /يكروبيعامل ضد مبرای ترکيب 

نترل يجه کاگر پنج نت بررسي شود.، زماني که نتيجه خارج از محدوده قابل قبول مشاهده شده بود

 .باشد کيفي قابل قبول در دسترس باشد، به آزمايش کنترل کيفيت در روزهای بيشتر نياز نمي
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i. اقدام اصلاحي اضافه 

  اشد، بنترل کاگر نتايج بدست آمده از تكرار آزمايش با سويه کنترل هنوز خارج از محدوده

ت نه خطای سيستمي اس احتمالا مشكل ناشي از يکبه اقدام اصلاحي اضافه نياز است. 

 اي روزانه تيفيکنترل ک شيخارج از محدوده قابل قبول آزما جينتا "به بند . خطای تصادفي

 .و جدول راهنمای رفع اشكال مراجعه نماييد "صيقابل تشخ یاز خطا يناش يهفتگ

 .آزمايش کنترل کيفيت روزانه تا برطرف شدن کامل مشكل بايد ادامه داده شود 

  ع ک منبيدر صورت لزوم از يک سويه کنترل کيفي جديد )يا از سويه ذخيره در فريزر يا

(، در از مواد )شامل کدورت استاندارد جديدخت های جديد قابل اطمينان( و شماره سا

 ازندهصورت امكان از سازنده ديگری استفاده شود. اگر مشخص شد که مشكل مربوط به س

هيد. را اطلاع دمواد  آزمايش و سری ساختنتايج  ،بوده است، با سازنده تماس گرفته

مان از ه ه ديگری با استفادههمچنين مبادله سويه های کنترل کيفي و مواد با آزمايشگا

طا خني که نتايج کنترل کيفي خارج از محدوده قابل قبول زماروش برای تعيين ريشه يابي 

است  مي تواند مفيد واقع شود. تا زمانيكه مشكل حل شود، ممكنقابل تشخيص نباشد، 

 لازم باشد. ديگری استفاده از آزمايش به روش جايگزين

 

 (: End-point)كنترل تفسير نقطه قرائت 

تفسير  ،آزمايش قرائت کنندگان نتيجهعدم رشد در بين  اندازه هاله تفسيربرای به حداقل رساندن اختلاف در 

مي  ها را انجام آزمايشه که اين در فواصل معين پايش شود. همه کارکنان آزمايشگا( End-pointنقطه قرائت )

ه تايج بد و با ننکنثبت را نتخاب شده را بخوانند، نتايج طور مستقل يک مجموعه از تست های اه دهند، بايد ب

تايج نبا د، ، يا وقتي که سويه کنترل کيفي استفاده مي شويک فرد مجرب مقايسه نمايند بوسيلهدست آمده 

رائت شده قعموما اندازه هاله های  مقايسه نمايند. ed thCLSI M100 27.در  4Bو  4Aجداول  مورد انتظار

 تفاوت داشته باشد. mm 2±متفاوت نبايد بيش از  توسط چند فرد
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