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  مروري بر روش‌هاي ارزيابي فعاليت 
ضد ميكروبي در آزمايشگاه

چكيده
در سال‌هاي اخير دانش��مندان علاقه زيادي در تحقيق، 
جس��تجو و توس��عه عوامل ضد مكيروبي جديد از منابع 
مختل��ف ب��راي مبارزه علي��ه مقاومت مكيروب��ي از خود 
نش��ان داده‌اند، بنابراين توجه زيادي نسبت به غربالگري 
فعالي��ت ض��د مكيروب��ي و روش‌هاي ارزياب��ي معطوف 
ش��ده اس��ت. تعدادي از اين س��نجش‌هاي زيس��تي مثل 
انتش��ار ديس��ك، انتش��ار در چاهك و رق��ت در آگار يا 
محي��ط مايع به خوبي ش��ناخته ش��ده و به ط��ور معمول 
م��ورد اس��تفاده قرار مي‌گيرن��د، ولي س��اير روش‌ها مثل 
روش‌ه��اي فلوس��ايتومتري و بيولومينس��انس حتي اگر 
بتوانند نتايج س��ريع حاصل از اثرات عوامل ضد مكيروبي 
فراهم نمايند و ش��ناخت بهتري از نشانزد آن‌ها در قابليت 
زيس��تي و آس��يب س��لولي به مكيروارگانيسم‌هاي تحت 
بررس��ي ارائه بدهند به طور وس��يع اس��تفاده نمي‌شوند، 
زيرا انجام آن‌ها مس��تلزم به كارگرفتن ابزارها و تجهيزات 
مخص��وص بوده و علاوه ب��ر آن نياز به س��نجش بعدي 
براي تكرار‌پذيري و استانداردس��ازي كردن دارند. در اين 
مقاله مروري، كي فهرس��ت جام��ع و فراگير ازروش‌هاي 
بررس��ي حساس��يت به عوامل ضد مكيروبي و اطلاعات 
 تفصيلي در مزاي��ا و محدوديت‌هاي اين روش‌ها گزارش 

خواهد شد.
واژه‌ه��اي كليدي: فعاليت ض��د مكيروبي، كرماتوگرافي 
ب��ا لايه نازك )T.L.C(، بيواتوگراف��ي، آزمايش زمان مرگ 
)Time-kill Test(، روش ش��يب آنتي مكيروبي، روش 
انتش��ار در آگار، روش انتش��ار در چاهك، روش رقت در 

آگار، روش فلوسايتومتري، روش بيولومينسانس

1. مقدمه
آزمايش‌هاي حساس��يت ضد مكيروب��ي مي‌تواند براي 
پيداكردن داروي موثر، اپيدميولوژي و پيش بيني نتيجه بعد 
از درمان بيماري مورد استفاده قرار گيرد. در اين مطالعه ما 
روي روش‌هاي آزمايشگاهي آنتي مكيروبي در آزمايشگاه 
براي بررس��ي كشف و اس��تخراج خاصيت ضد مكيروبي 
داروها بر روي عوامل بيماري زا مي‌پردازيم. پس از انقلاب 
در دوران طيلا��ي، تقريبا تمام گروه‌هاي آنتي بيوت‌كيهاي 
مهم )تتراساكيلين ها، سفالوسپورين ها، آمينوگلكيوزيدها 
و ماكروليدها( كش��ف ش��ده بودند و از مش��لاكت اصلي 
ش��يمي درماني در دهه 1960كم ش��ده ب��ود، اما در حال 
حاضر اي��ن تريكبات به دليل افزايش مقاومت مكيروبي به 
ش��دت در خطر از دس��ت دادن اثرات ضد مكيروبي خود 
مي‌باش��ند و با توجه به وقوع شكست درماني در رابطه با 
مقاوم ش��دن باكتري‌ها به چند دارو به كي نگراني جهاني 
براي بهداش��ت عمومي تبديل شده اس��ت به همين دليل، 
كش��ف آنتي بيوت‌كيهاي جديد هدف اختصاصي بس��يار 
مهم اس��ت. محصولات طبيع��ي هنوز هم كي��ي از منابع 
اصل��ي مولكول‌هاي دارويي جديد امروز مي‌باش��ند كه از 
باكتري‌هاي پروكاريوت، مكيروارگانيس��م‌هاي يوكاريوت، 
گياه��ان و موج��ودات زن��ده مختلف و حيوانات مش��تق 
ش��ده‌اند. محصولات مكيروبي و گياهي بخش عمده‌اي از 
مواد ضد مكيروبي كه تا به حال كشف شده اند را به خود 
اختصاص داده‌اند. گياه��ان و ديگر منابع طبيعي مي‌توانند 
طيف وسيعي از تريكبات پيچيده و ساختار متنوع را فراهم 
كنند. به تازگي، بسياري از محققان در اين تحقيقات برروي 
گياهان و عصاره‌هاي ضد مكيروبي، روغن‌ها و اسانس ها، 

 رضا بهلولي خياوي 
كارشناس ارشد ميكروب شناسي دانشگاه علوم پزشكي اردبيل، شبكه بهداشت و درمان شهرستان مشگين شهر
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م��واد متابوليتي ثانويه و مولكول‌ه��اي جديد مصنوعي به 
عنوان عوامل ضد مكيروبي بالقوه متمركز ش��ده‌اند. با اين 
حال، زماني كه ما مقالات منتش��ر ش��ده كه داراي اثر ضد 
مكيروبي اين محصولات طبيعي بودند بررس��ي ميك‌رديم، 
مقايس��ه بين نتايج اغلب ب��ه دليل اس��تفاده از روش‌هاي 
 غير اس��تاندارد و تكن‌كيهاي مختلف آماده س��ازي تلقيح،
اندازه تلقيح، متوس��ط رشد، شرايط اينكوبه كردن و تعيين 
نقاط پاياني دشوار بود. اين كي واقعيت است كه خاصيت 
ضد مكيروبي عصاره‌هاي اس��تخراج شده از گياهان بسيار 
عالي اس��ت اما اين قس��مت از داده‌هاي اولي��ه بايد مورد 
اعتم��اد بوده و به محققان اجازه مقايس��ه نتايج را بدهند و 
بايس��تي محققان از تحقيق روي خاصي��ت ضد مكيروبي 
اين‌ه��ا فق��ط به عنوان ي��ك مطالعه فتوش��يميايي اجتناب 
نمايند. انواع روش‌هاي آزمايشگاهي مي‌تواند براي ارزيابي 
 in vitro و يا غربالگري فعاليت ضد مكيروبي در شرايط
روي عصاره يا كي تريكب خالص مورد استفاده قرار گيرد. 
معروف ترين و اساسي ترين روش‌ها انتشار ديسك، محيط 
مايع و رقيق كردن در محيط آگار هستند. روش‌هاي ديگر 
اختصاصي براي آزمايش‌هاي ضدقارچ، استفاده از تكنكي 
مواد غذايي سمي مي‌باشد. براي مطالعه تاثير ضد مكيروبي 
روي كي عامل به طوركامل، از تست time-kill و براي 
مطالعه بيش��تر از روش cytofluorometric اس��تفاده 
 bactericidal) مي‌گردد كه از ماهيت اث��ر مهاركنندگي
يا bacteriostatic( يا )وابس��ته بودن به زمان يا غلظت( 
دارو تلفات ناشي از آسيب سلولي به مكيروارگانيسم مورد 

بررسي اطلاعات دقيقي ارائه مي‌نمايد. 
ب��ا توجه ب��ه جذابيت‌هاي جديد خ��واص محصولات 
ضد مكيروبي جديد مانند مب��ارزه با باكتري‌هاي مقاوم به 
چند دارو، بس��يار مهم اس��ت كه به منظور گس��ترش كي 
درك بهت��ر از روش‌هاي فعلي موج��ود براي غربالگري و 
يا كميت اثر ضد مكيروب��ي عصاره يا كي تريكب خالص 
براي آن برنامه‌هاي كاربردي در سلامت انسان، كشاورزي 
و محيط زيس��ت داش��ته باش��يم بنابراين، در اين بررسي، 
تكن‌كيه��اي لازم ب��راي ارزياب��ي فعالي��ت ضدمكيروبي 
 در ش��رايط آزمايش��گاهي ب��ا جزئي��ات م��ورد بح��ث 

قرار مي‌گيرد. 

2. روش‌هاي انتشار
)Agar disk-diffusion( 1.2. روش انتشار ديسك در آگار
 اي��ن روش در س��ال 1940 گس��ترش ياف��ت و ي��ك 
روش معمول مورد اس��تفاده در بس��ياري از آزمايشگاه‌هاي 
مكيروب‌شناسي باليني براي تست حساسيت ضد مكيروبي 
مي‌باشد. امروزه، بس��ياري از استانداردهاي پذيرفته شده و 
تاييد شده توسط موسسه اس��تاندارد باليني و آزمايشگاهي 
)CLSI( براي باكتري‌ها و مخمرهاي مورد بررس��ي منتشر 
شده است. با وجود اين كه همه باكتري‌هاي مشكل پسند را 
نمي‌توان به طور دقيق با اين روش آزمايش كرد، اس��تاندارد 
س��ازي اين گونه باكتري‌ها مثل اس��ترپتوكوك، هموفيلوس 
آنفلوآنزا، هموفيلوس پاراآنفلوآنزا، نايسريا گونوره و نايسريا 
مننژيتيدي��س با اس��تفاده از محيط‌هاي كش��ت مخصوص، 
ش��رايط مختلف انكوباس��يون و معيارهاي تفس��يري براي 

ناحيه‌هاي مهار رشد انجام شده است.
 در روش انتش��ار ديس��ك در آگار، پلي��ت آگار ب��ا مقدار 
استانداردي از مكيروارگانيس��م مورد آزمايش تلقيح مي‌شود 
سپس، ديس��‌كهاي كاغذ فيلتر )حدود 6 ميلي متر در قطر(، 
حاوي تريكب تست در غلظت مورد نظر بر روي سطح آگار 
قرار داده مي‌ش��ود. پتري ديش تحت ش��رايط مناسب انكوبه 
مي‌ش��ود. معمولا عامل ضد مكيروبي در آگار پخش ش��ده و 
مانع جوانه زني و رشد مكيروارگانيسم مورد آزمايش شده و 
پس از آن قطر ناحيه مهاركننده رش��د اندازه گيري مي‌شوند. 
)ش��كل1( جدول 1 محيط‌هاي رش��د مكيروب��ي، دما، دوره 
انكوباسيون و اندازه مورد نياز تلقيح با استانداردهايCLSI را 
نشان مي‌دهد. آنتي بيوگرام بر اساس نتايج يكفي باكتري‌ها را 
به گروه حس��اس، نيمه حساس و يا مقاوم طبقه‌بندي ميك‌ند. 
بنابراين، اين روش به عنوان كي ابزار پايه‌اي براي تعيين نوع 
فنوتيپ مقاومت در بين باكتري‌هاي آزمايش شده مي‌باشد و 
نتايج آن نيز مي‌تواند به پزشكان در انتخاب درمان تجربي اوليه 
مناس��ب و نوع آنتي بيوتكي استفاده ش��ده براي هر بيمار در 
شرايط خاص كمك نمايد. با اين حال، از آنجا كه مهار رشد 
باكتري به معني مرگ باكتري نيس��ت لذا اين روش نمي‌تواند 
 bacteriostatic كشتن باكتري( و( bactericidal تاثيرات
از ه��م را  دارو  ي��ك  باكت��ري(  كنن��ده رش��د   )متوق��ف 

 تشخيص دهد.
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شكل 1. روش‌هاي انتشار در آگار: )A( روش انتشار ديسك در آگار عصاره مكيروبي با استفاده از كانديدا آلبكيانس 
به عنوان مكيرو ارگانيسم مورد آزمايش، )B( روش انتشار در چاهك آگار چربي ضروري با استفاده از آسپرژيلوس 
نيگر به عنوان مكيروارگانيسم مورد آزمايش، )C( روش انتشار دو شاخه در آگار با استفاده از باسيلوس سوبتيليس بر 

عليه كانديدا آلبكيانس

CLSI جدول 1. محيط‌هاي رشد مكيروبي، دما، دوره انكوباسيون و اندازه مورد نياز تلقيح با استانداردهاي
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علاوه بر اين روش انتشار روي سطح آگار نمي‌تواند روش 
 )MIC( مناسبي براي تعيين حداقل غلظت ممانعت كنندگي
باشد و در آن تعيين مقدار غلظت ماده ضد مكيروبي منتشره 
در محيط آگار امري غير ممكن مي‌باشد. كي MIC تقريبا 
مي‌تواند ب��راي برخي از مكيروارگانيس��م‌ها و آنتي‌بيوتكي 
با مقايسه محدوده عدم رش��د الگوريتم‌هاي ذخيره شده را 
محاسبه نمايد. با اين وجود، روش ديسك ديفيوژن مزاياي 
بس��ياري نسبت به روش‌هاي ديگر دارد: سادگي، كم هزينه 
بودن، توانايي تس��ت تعداد زيادي از مكيروارگانيس��م‌ها و 
عوامل ضد مكيروبي و س��هولت براي تفس��ير نتايج. علاوه 
بر اي��ن، چندين مطالعه رضايت ب��الاي بيماراني كه داراي 
عفون��ت باكتريايي بوده ان��د و از درمان ضدباكتريايي خود 
از روش‌هاي بر پايه آنتي بيوگرام براي تش��خيص و درمان 
استفاده كرده اند را نشان مي‌دهد. اين واقعيت نشان مي‌دهد 
كه كي ارتباط خوبي بين داده‌ها در ش��رايط آزمايشگاهي و 
در ارزيابي محيط بيرون وجود دارد. قبل از استاندارد كردن 
 posaconazole روش انتش��ار روي سطح آگار، آزمايش
بر روي قارچ‌هاي رش��ته اي، آزماي��ش micafungin بر 
روي آس��پيروژيلوس و آزماي��ش caspofungin بر عليه 
آسپرژيلوس و فوزاريوم صورت مي‌گرفت. در حال حاضر، 
روش اس��تاندارد disk-diffusion در م��ورد قارچ‌ها به 
كي روكيردي در اس��تفاده براي آزماي��ش كردن قارچ‌هاي 
رش��ته‌اي غير درماتوفيتي دس��ت يافته است. شرايط محيط 
كشت، مقدار ماده تلقيحي، شرايط اينكوبه كردن در جدول 
ش��ماره 1 ذكر شده است. مزاياي ذكر شده در بالا براي اين 
روش، به طور عمده س��ادگي و كم هزينه بودن و اس��تفاده 
عموم��ي براي غربالگري عصاره‌هاي گياهي آنتي مكيروبي، 

اسانس‌ها و مواد دارويي ديگر مي‌باشد. 
 2.2. روش شيب ضد مكيروبي

  Antimicrobial gradient method (Etest)
 اين روش تريكبي از روش اصلي رقيق س��ازي و روش 
تغلي��ظ به منظور تعيين ان��دازه MIC بوده كه با ايجاد كي 
غلظ��ت گرادياني از عامل ضد مكيروبي آزمايش ش��ده در 
محي��ط آگار همراه مي‌باش��د. Etest كي ف��رم تجاري از 
اين روش اس��ت. در اين روش، كي نوار آغش��ته با غلظت 
گرادياني افزايش��ي ب��ا عامل ضد مكيروب��ي از كي انتها به 

قسمت ديگر بر روي سطح آگاري پخش مي‌شود كه قبلا با 
مكيروارگانيسم مورد آزمايش مورد تلقيح قرار گرفته است. 
اين روش براي تعيي��نMIC آنتي بيوتكي ها، ضد قارچ‌ها 
 MICو مكيروب‌هاي ضد قارچ اس��تفاده مي‌ش��ود. ارزش
در تعيين قسمت‌هاي قطع شده نوارها و محدوده‌هاي مهار 
رش��د مي‌باش��د. بنابراين، اين روش را به ط��ور معمول بر 
اس��اس درخواس��ت پزش��كان معالج به كار مي‌برند، با اين 
ح��ال، هزينه هر نوار E-test، 2 تا 3 دلار اس��ت. بنابراين، 
اي��ن روش در ص��ورت آزمايش با داروه��اي متعدد هزينه 
زيادي در بر خواهد داشت. مطالعات قبلي همبستگي خوبي 
بين مقاديرMIC تعيين ش��ده توسط E-test و روش‌هاي 
broth dilution يا agar dilution نش��ان مي‌دهد. اين 
تكني��ك همچنين مي‌تواند رابطه ضد مكيروبي بين دو دارو 
را هم بررس��ي نمايد. به منظور بررس��ي اث��ر تريكبي از دو 
آنتي بيوتي��ك ها، نوار E-test، ابتدا ب��ا كي آنتي بيوتكي 
انج��ام مي‌ش��ود و س��پس ب��ر روي كي محيط ك��ه قبلا با 
مكيروارگانيس��م تلقيح شده است قرار داده مي‌شود. بعد از 
كي س��اعت، نوار برداشته شده و با كي آنتي بيوتكي ديگر 
آغشته شده جايگزين مي‌گردد. همچنين براي همان هدف، 
نوار E-test را مي‌توان در محيط كشت آگار در كي حالت 
به ص��ورت متقابل و با كي زاويه 90 درجه در محل مقابل 
بينMIC و مكيروارگانيس��م م��ورد آزمايش قرار داد. پس 
از انكوباس��يون، شاخص كسري غلظت مهاري )FICI( را 

مي‌توان با استفاده از فرمول زير محاسبه نمود:

 هم افزايي آن با FICI كمتر يا مساوي 0/5 و آنتاگونيستي 
آن با FICI بيش��تر از 4 تعيين مي‌گردد. FICI بين 0/5 و 
كي به عنوان آزمايش داراي تفس��ير افزايش��ي و بين 1 تا 4 

بدون تفسير گزارش مي‌شود.
3.2. ساير روش‌هاي انتشار 

تحقيقات��ي  آزمايش��گاه‌هاي  در  بيش��تر  انتش��ار  روش 
مكيروبيول��وژي ب��راي غربالگ��ري عص��اره، تقس��يم ي��ا 
خالص‌س��ازي مواد براي بررس��ي قدرت ضد مكيروبي يا 
بررس��ي اختلاف بين مكيروارگانيس��م‌ها مورد استفاده قرار 
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مي‌گيرد. از بين اي��ن روش ها، مهم ترين آن‌ها در زير ذكر 
شده است. 

1.3.2. روش انتشار در حفره آگار 
 )Agar well diffusion(

 اين روش به طور گس��ترده‌اي به منظور بررسي فعاليت 
ضد مكيروبي گياهان يا عصاره مكيروبي استفاده مي‌شود. در 
اين روش همانند روش disk-diffusion سوسپانس��يون 
مكيروبي را در سطح پليت آگار طوري پخش مي‌نماييم كه 
به طور كينواخت تمام س��طح پليت را بپوشاند. سپس، كي 
س��وراخ با قطر 6 تا 8 ميلي متر در ش��رايط استريل با پانچ 
استريل از آگار بر مي‌داريم و كي مقداري )حجم 20-100 
ميل��ي ليتر( از عام��ل ضد مكيروبي يا عصاره تهيه ش��ده با 
غلظت معين داخل حفره وارد ميك‌نيم. س��پس، پليت آگار 
را تحت ش��رايط مناسب بسته به نوع مكيروارگانيسم مورد 
آزمايش انكوبه ميك‌نيم. عامل ضد مكيروبي در محيط آگار 
پخش ش��ده و مانع از رشد س��ويه مكيروبي مورد آزمايش 

.)1.B مي‌شود. )شكل
 2.3.2. روش انتشار در پلاگ آگار 

)Agar plug diffusion(
 اين روش اغلب براي تش��خيص رابطه آنتاگونيسمي بين 
مكيروارگانيس��م‌ها مورد اس��تفاده قرار مي‌گيرد و روش كار 
مانند روش disk-diffusion مي‌باش��د. اساس اين روش 
بر س��اختن كي محيط آگار اس��توار اس��ت كه روي محيط 
كش��ت آن رگه‌هاي نازكي در سطح پليت مشخص مي‌باشد. 
س��لول‌هاي مكيروبي در طول رشد خود، مولكول‌هايي را در 
محيط كش��ت آگار ترش��ح ميك‌نند. پس از انكوبه كردن، با 
اس��تفاده از آگارپليت يا لوله‌اي در شرايط استريل در محيط 
آگار كي برشي ايجاد كرده و از سطح آگار برداشته و در كي 
س��طح ديگر كه مكيروارگانيس��م‌هاي مورد آزمايش در آنجا 
 plug هس��تند قرار داده مي‌شوند. مواد پخش شده از محيط
را به محيط آگار منتقل ميك‌نيم. سپس فعاليت ضد مكيروبي 
مولكول‌هاي مترش��ح شده از مواد ضد مكيروبي با استفاده از 
شناس��ايي هاله مهار رشد كه در اطراف agar plug تشيكل 

 )c1 مي‌شود قابل تشخيص مي‌گردد. )شكل
)Cross streak( 3.3.2. روش خط متقاطع 

 اين روش براي غربالگري س��ريع مكيروارگانيس��م‌ها از 

لح��اظ رابطه آنتاگونيس��مي بكار مي‌رود. س��ويه مكيروب 
دلخواه توس��ط ي��ك خط واحد در مركز آگار كش��ت داده 
مي‌ش��ود. پس از كي دوره انكوباس��يون براس��اس س��ويه 
مكيروبي، با مكيروارگانيس��م مورد آزمايش به صورت كي 
خط منفرد عمود بر خط مركزي محيط كشت تلقيح مي‌گردد. 
پس از انكوباس��يون بعدي، برهم كنش‌هاي ضدمكيروبي با 

مشاهده اندازه هاله عدم رشد مورد تفسير قرار مي‌گيرد.
 )Poisoned food( 4.3.2. روش غذاي سمي

 اين روش عمدتا به منظور بررس��ي اث��ر ضد قارچي بر 
علي��ه كپك مورد اس��تفاده قرار مي‌گيرد. عام��ل ضد قارچ 
و ي��ا عصاره آن ب��ه آگار مايع در غلظ��ت نهايي مورد نظر 
رسانده شده و به خوبي مخلوط مي‌شوند. پس از آن، محيط 
كش��ت در پتري ديش ريخته مي‌ش��ود و كي ش��ب بعد از 
انكوباسيون، تلقيح را مي‌توان با كي ديسكي از ميسليوم‌هاي 
ق��ارچ ب��ا محدوده ان��دازه از 2 تا 5 ميلي مت��ر كه در مركز 
ديس��ك قرار داده مي‌ش��ود انجام داد. پس از انكوباس��يون 
بيش��تر تحت شرايط مناسب بر اساس نوع قارچي كه مورد 
آزمايش قرار گرفته اس��ت قطر رش��د قارچ در ديس‌كهاي 
كنترل و نمونه‌ها اندازه گيري شده و اثر ضد قارچي توسط 

فرمول زير برآورد مي‌شود:

CD قطر رشد در صفحه كنترل است و DS قطر رشد در 
صفحه حاوي داروي ضد قارچ تس��ت شده است. همچنين 
اس��پورزايي را مي‌توان با كنترل مقايس��ه كرد. به طور كلي، 
وقتي روش اس��تاندارد سازي مورد اس��تفاده خوب جواب 
نمي‌ده��د محقق بايد موارد كنت��رل مثبت را با مولكول‌هاي 
ضد مكيروبي شناخته شده براي مقايسه نتايج به دست آمده 

و كنترل يكفيت كار تجربي خود ادامه دهد.

3. كروماتوگرافي لايه نازك )TLC( بيواتوگرافي
(Thin-layerchromatography(TLC) bioautography)

از  تريكب��ي   Leviو  Goodall  1946 س��ال  در   
كروماتوگرافي كاغ��ذ )PC( را در تماس با بيواتوگرافي به 
منظور تشخيص جداسازي پني س��يلين‌هاي مختلف انجام 
دادن��د. پ��س از آن Fischer و Lautner در همين زمينه 
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TLC را معرفي كردند. اي��ن روش تريكبي از TLC با هر 
دو روش بيولوژكيي و تشخيص شيميايي مي‌باشد. چندين 
كار مختلف در مورد غربالگري عصاره‌هاي اس��تخراج شده 
به خصوص عصاره‌هاي گياه��ان براي فعاليت ضد باكتري 
و ضد قارچ توس��ط TLC بيواتوگرافي انجام ش��ده است. 
همانط��ور كه در زير نش��ان داده ش��ده اس��ت، س��ه روش 
 Agar diffusion، به عنوان مث��ال ،bioautographic
ب��راي   Agaroverlay و  مس��تقيم   Bioautography
بررس��ي تريكبات ض��د مكيروب��ي از طريق اي��ن روكيرد 

توصيف شده است.
)Agar diffusion( 1.3. انتشار در آگار

ب��ه عنوان روش تماس با آگار نيز معروف مي‌باش��د. اين 
روش ش��امل انتقال عام��ل ضد مكيروبي از طريق انتش��ار 
از كروماتوگ��رام )PC ي��اTLC ( ب��ه آگاري ك��ه قب�لا با 
مكيروارگانيس��م مورد آزمايش تلقيح ش��ده است مي‌باشد. 
بعد از چند دقيقه يا چند ساعت انتشار كروماتوگرام متوقف 
شده و آگار انكوبه مي‌شود. مناطق مهار رشد در مكان‌هايي 
كه در آن تريكبات ضد مكيروبي با لايه آگار تماس داش��ته 

است ظاهر مي‌گردد. 
2.3. بيواتوگرافي مستقيم 

اين روش بيش��ترين اس��تفاده را در ميان اين س��ه روش 
دارد. شامل صفحه TLC گسترده‌اي است كه در داخل مواد 
مكيروبي غوطه ور ش��ده يا اسپري ش��ده و بعد بيواتوگرام 
است كه در درماي 25 درجه سانتيگراد به مدت 48 ساعت 
تح��ت ش��رايط رطوبتي خاص انكوبه ش��ده اس��ت. براي 
ديدن رش��د مكيروب��ي، اغلب از املاح تترازوليوم اس��تفاده 
مي‌ش��ود. اين نمك تح��ت تاثير فورمازان كام�لا رنگي از 
طريق دهيدروژناس��يون سلول‌هاي زنده كاملا تغيير ميي‌ابد. 
P-Iodonitrotetrazolium بنفش مناسب ترين نمك 
براي تش��خيص است. اين نم‌كها بر روي بيواتوگرافي، كه 
در 25 درجه س��انتي گراد به مدت 24 س��اعت يا در دماي 
37 درجه س��انتيگراد به مدت 4-3 س��اعت انكوبه شده اند 
اس��پري مي‌گردند. Mueller Hinton Broth همراه با 
مكمل آگار براي به دست آوردن كي محيط مايع غني كننده 
براي اتصال بهتر به صفحات TLC توصيه ش��ده اس��ت و 
رطوبت مناس��ب جهت رش��د باكتري را فراه��م مي‌نمايد. 

بيواتوگرافي مستقيم ممكن است براي باكتري و قارچ با هم 
مورد استفاده قرار گيرد. اين تكنكي ساده ترين روش براي 
تش��خيص مواد ضد قارچي است و همچنين نتايج مطلوبي 
را براي توليد اسپور قارچ‌هايي مانند آسپرژيلوس، پنيسيليوم 
و لاكدواس��پوريوم ارائه مي‌دهد. در مورد باكتري‌ها، اغلب 
باسيلوس سوبتيليس، استافيلوكوكوس اورئوس و گونه‌هاي 
اشرش��يا كلي براي شناس��ايي تريكبات ض��د باكتري مورد 

استفاده قرار مي‌گيرند. 
 3.3. سنجش زيستي اندود كردن با آگار 

)Agar overlay bioassay(
 اي��ن روش همچني��ن به عن��وان بيواتوگرافي ش��ناوري 
معروف اس��ت و تريكبي از دو روش قبلي مي‌باشد. صفحه 
TLC كه با محيط كش��ت آگار مذاب پوش��انده شده است 
اجازه مي‌دهد كي انتش��ار خوب از تريكبات مورد آزمايش 
به محيط كش��ت آگار انجام گيرد. صفحات در دماي پايين 
براي چند س��اعت قبل از انكوباسيون قرار مي‌گيرند. پس از 
انكوباسيون تحت شرايط مناسب بس��ته به مكيروارگانيسم 
م��ورد آزمايش، رنگ آميزي را مي‌ت��وان با رنگ تترازوليوم 
انجام داد. اين روش هم مانند بيواتوگرافي مستقيم مي‌تواند 
در مورد تمام مكيروارگانيس��م‌ها مانن��د كانديدا آلبكينس و 
كپ‌كها اس��تفاده گردد. اين روش به خوبي هاله عدم رش��د 
را نش��ان داده و به آلودگي حساس نمي‌باشد. به طور كلي، 
TLC-bioautography كي تكنكي ساده، موثر و ارزان 
براي جدا كردن كي مخلوط پيچيده است و در زمان كيسان 
بخش اصلي تش��يكل دهنده پ��روژه در صفحه TLC قرار 
مي‌گي��رد. بنابراين مي‌توان هم در آزمايش��گاه‌هاي مجهز و 
هم در آزمايش��گاه‌هاي كوچك كه تنها دسترسي به حداقل 
تجهي��زات را دارن��د اين��كار را انجام داد. با وجود داش��تن 
مش��لاكت زياد در اين روش، كروماتوگرافي مايع با كارايي 
بالا به همراه بيواس��ي ب��ه طور فزاين��ده‌اي تبديل به عنوان 
كي روش انتخابي محبوب براي تش��خيص نهايي تريكبات 
 TLC-bioautographyاستخراجي تبديل شده است نيز
كي روش سريع براي غربالگري تعداد زيادي از نمونه‌هاي 
داراي فعالي��ت زيس��تي و به عنوان كي راهنم��ا در تجهيز 
اي��ن فعاليت‌ه��ا ارائه مي‌نماي��د. علاوه بر اي��ن، اين روش 
مي‌تواند براي تشخيص آنتي بيوت‌كيهايي در محيط زيست 
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و نمونه‌هاي م��واد غذايي و همچنين براي جس��تجو براي 
داروهاي ضد مكيروبي جديد استفاده گردد. 

4. روش‌هاي رقيق سازي
 اين روش‌ها كيي از مناس��ب ترين روش‌ها براي تعيين 
ارزش MIC هس��تند چرا كه تواناي��ي تعيين غلظت عامل 
ضد مكيروبي آزمايش ش��ده در آگار )رقت در آگار( يا در 
محي��ط مغذي )رقت ب��الا يا رقت پايي��ن( را دارند. در هر 
دو ص��ورت محيط مغذي ي��ا روش رقت در آگار به لحاظ 
 in كمي ان��دازه گيري فعالي��ت ضد مكيروبي در ش��رايط
vitro براي باكتري‌ها و قارچ‌ها مورد استفاده قرار مي‌گيرد. 
ارزش ثبت ش��دهMIC به عنوان كم ترين غلظت از عامل 
ضدمكيروبي مورد س��نجش قرار گرفته است كه مهار رشد 
قاب��ل توجهي از مكيروارگانيس��م آزمايش ش��ده را نش��ان 
مي‌دهد و معمولا بر اس��اس ميلي گرم در ميلي ليتر يا ميلي 
گرم بر ليتر بيان ش��ده است. بس��ياري از دستورالعمل‌هاي 
تاييد ش��ده براي ميزان رقت تست حساسيت ضد مكيروبي 
از باكتري‌هاي اس��يد فاس��ت و غير اسيد فاست و مخمر و 
قارچ‌هاي رش��ته‌اي وجود دارد. مهم ترين اس��تانداردهاي 
ش��ناخته شده توسط CLSI و كميته اروپايي ضد مكيروبي 
آزمايش تعيين حساس��يت )EUCAST( ارائه شده است. 
به عنوان توصيه، اين دس��تورالعمل كي روش كيسان براي 
اين تس��ت اس��ت كه به صورت عملي ب��راي انجام كار در 
اكثر آزمايش��گاه مكيروب شناس��ي باليني فراهم مي‌نمايد. 
توس��عه اين چنين روش‌هاي اس��تاندارد ارتباطات باليني با 
اين تس��ت‌ها را تضمين نميك‌ند. با اين وجود اين روش‌ها 
اجازه مي‌دهند كه كي ارزش��يابي در كي روكيرد استاندارد 

به منظور ارزيابي ارتباط باليني نتايج انجام گيرد. 
1.4. روش رقيق كردن در محيط مايع

)Broth dilution( 
رق��ت به ص��ورت Micro ي��ا Macro در محيط مايع 
كيي از اساس��ي ترين روش‌هاي آزمايش حساس��يت مواد 
ضد مكيروبي است. اين پروژه مستلزم آماده كردن 2 تارقت 
از كي ماده ضدمكيروبي )به عن��وان مثال 16،8،4،2،1و32 
مكيروگرم بر ميلي ليتر( در كي محيط كش��ت مايع اس��ت 
كه ب��ه لوله‌هاي ح��اوي حداقل حجم 2 ميل��ي ليتر توزيع 

مي‌ش��ود كه اين روش Macrodilution ناميده مي‌شود 
و در Microdilution از لوله‌ه��اي ب��ا حجم كمتر مانند 
پليت مكيروتيتراس��يون داراي 96 خانه‌اي استفاده مي‌شود. 
س��پس هر لوله را با حجم مناس��بي از تلقيح مكيروبي آماده 
ش��ده در هم��ان محيط بع��د از رقيق كردن سوسپانس��يون 
مكيروبي اس��تاندارد ش��ده تلقيح ميك‌نند تا كدورت معادل 
0.5 در مقي��اس مك فارلند به دس��ت آي��د. پس از اين كه 
به خوبي مخلوط ش��دند لوله‌هاي تلقيح ش��ده يا پليت 96 
خان��ه‌اي را انكوبه كرده )اغلب ب��دون تكان دادن( و تحت 
ش��رايط مناسب بسته به مكيروارگانيس��م مورد آزمايش كه 
انكوبه شده است قرار مي‌دهند. روش تجربي با انجام دقيق 

Microdilution در شكل 4 نشان داده شده است.
 MIC كمترين غلظت عامل ضد مكيروبي اس��ت كه به طور 
 Microdilution كامل مانع از رش��د ارگانيسم در لوله يا چاه
كه توس��ط چش��م غير مسلح تشخيص داده مي‌ش��ود مي‌گردد. 
ب��ر خ�لاف روش Microdilution، از معايب اصلي روش 
Macrodilution خسته كننده بودن، نداشتن كتابچه راهنماي 
كارب��ر، خطر به وجود آم��دن خطا در آماده س��ازي روش‌هاي 
ضد مكيروبي براي هر آزمايش و مقدار نس��بتا زيادي از معرف 
و فض��اي مورد نياز مي‌باش��د. بنابراين تك��رار پذيري و مقرون 
ب��ه صرفه بودن و فضايي كه با توجه به كوچك س��ازي آزمون 
 Microdilution رخ مي‌ده��د مزيت‌هاي عم��ده‌اي از روش
به ش��مار مي‌روند ب��ا اين وجود، اگر نتايج تك��رار پذير )داخل 
آزمايشگاهي و بين آزمايشگاهي( به دست آمده تحت تاثير قرار 
مي‌گيرد نتيجه نهايي با اس��تفاده از اين روش، بايد به طور قابل 
توجه��ي به دقت كنترل گردد. براي تعيين نقطه پاياني MIC، با 
 Microdilution مشاهده دستگاه مي‌توانيد با خواندن آزمايش
و نوش��تن نتاي��ج با توانايي بالا تش��خيص رش��د در چاهك را 
آس��ان نماييم. علاوه بر اين، چندين روش بر اس��اس استفاده از 
معرف رنگ توس��عه يافته‌اند. نمك تترازوليوم 3-)4،5- ديمتيل 
 تيازول-YL-2(-5،2– ديفني��ل تترازوليوم برومايد )MTT( و
bis – 3،2 )2- متوكس��ي 4 نيت��رو5 س��ولفونيل آمينوكربونيل 
2H – تترازولي��وخ هيدرواكس��ايد )XTT( كه اغلب در تعيين 
MIC نقطه پاياني براي هر دو روش مكيرودايلوش��ن ضد قارچ 
و ضد باكتري اس��تفاده مي‌ش��وند. رنگ الامار آبي )رزازورين( 
به عنوان كي ش��اخص موثر رش��د همچنين مي‌تواند براي اين 
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منظور اس��تفاده گردد. اندازه تلقيح، نوع محيط رش��د، گذشت 
زمان و روش آماده سازي تلقيح مي‌تواند مقاديرMIC را تحت 
تاثير قرار بدهد. بنابراين Broth dilution توسط CLSI براي 
آزمايش باكتري‌هاي با رش��د بي هوازي و مخمرها و قارچ‌هاي 
EUCAST روش  رش��ته‌اي استانداردس��ازي ش��ده اس��ت. 

 Broth dilution را اصولا همانندCLSI با تغييرات معمولي 
در مورد برخي از پارامترهاي آزمايش مانند آماده س��ازي تلقيح، 
ان��دازه تلقي��ح و روش خوان��دن MIC ايج��اد كرده اس��ت و 
مش��اهده در روش CLSI و اس��پكتروفتومتري در دستورالعمل

EUCAST قرار دارد. 

شكل 2. روش رقت مكيرو در محيط كشت مايع عصاره گياهي بر عليه باسيلوس سوبتي ليس با استفاده       
ازرزازورين به عنوان نشانگر رشد
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شكل 4. رقت مكيرو در محيط كشت مايع توصيه شده توسط CLSI براي بررسي مواد ضد مكيروبي 

ب��ا توج��ه ب��ه تش��يكل كونيدي��ا و اس��پور در قارچ‌ها 
استاندارد‌س��ازي microdilution توس��ط CLSI شامل 
كي تلقيح اس��پكتوروفتومتركي به مقدار 0/4×5-104×104 
CFU ب��ر ميلي ليتر مي‌باش��د. در حالي كه در س��نجش با 
EUCAST تلقي��ح را مي‌توان تنها با مق��دار )5-2(×105 
CFU بر ميلي ليتر با اس��تفاده از شمارش��گر هموسيتومتر 
انج��ام داد. مطالع��ات متعدد اهمي��ت اس��تفاده از تلقيح با 
شمارش��گر هموس��يتومتر براي تكرار كردن و آماده سازي 
مناس��ب كه مس��تقل از رنگ و اندازه اس��پور باشد را نشان 
مي‌دهن��د. تعيين حداقل غلظت باكتري كش��ي )MBC( و 
يا حداقل غلظت قارچ كش��ي )MFC(، همچنين به عنوان 
حداقل غلظت كش��ندگي )MLC( ش��ناخته شده است كه 
رايج ترين روش براي تعيين فعاليت باكتري يا قارچ كش��ي 
مي‌باشد. MBCعبارت از حداقل غلظت عامل ضد باكتري 
ب��راي كش��تن 99/9 % از باكتري‌ها پس از انكوباس��يون به 
مدت 24 س��اعت تحت كي مجموعه ش��رايط اس��تاندارد 

اس��ت كه در آن مي‌توان��د پ��س از Macrodilution يا 
Microdilution توس��ط كش��ت كي نمون��ه در چاهك 
و ي��ا لوله‌ه��اي معين، ب��ازده منفي رش��د مكيروبي پس از 
انكوباس��يون در س��طح صفحات غير انتخابي آگار را براي 
تعيين تعداد س��لول‌هاي باقي مانده بر اساسCFU بر ميلي 
ليتر پس از 24 س��اعت انكوباسيون به كارگيرد. نقطه پاياني 
باكتري كش��ي )MBC( به عنوان كمترين غلظت كه در آن 
 MFC .99/9 % از باكتري‌ها كشته شده‌اند تعريف مي‌شود
نيز به عنوان كمترين غلظت دارو است كه در محدوده 99/9 
% - 98/9 % اثر كش��ندگي آن نسبت به تلقيح اوليه تعريف 
ش��ده اس��ت. مطالعات متعددي براي بررس��ي پارامترهاي 
 MFCآزمون‌ه��اي مختلف براي كيس��ان س��ازي تعريف
داروه��اي مختلف ب��ر عليه قارچ كانديدا، آس��پرژيلوس و 

ديگر گونه‌هاي جدا شده انجام شده است. 
)Agar dilution( 2.4. روش رقيق كردن در آگار

 اين روش ش��امل تريكب غلظت‌ه��اي مختلف از عامل 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 la

bd
ia

gn
os

is
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

01
 ]

 

                            10 / 12

http://labdiagnosis.ir/article-1-218-en.html


52
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص-  بهار 1396- شماره35

ضد مكيروبي مورد نظر در كي محيط كش��ت آگار )محيط 
آگار مايع( مي‌باشد كه معمولا به صورت 2 برابر رقت آگار 
پس از تلقيح كي معرف مكيروبي بر روي سطح آگار تلقيح 
مي‌گ��ردد. نقطه پايان��ي MIC به عنوان ك��م ترين غلظت 
عامل ضد مكيروبي به طور كامل مانع از رشد تحت شرايط 
مناس��ب انكوباس��يون مي‌گردد كه در جدول 1 ذكر ش��ده 
است. اين روش براي هر دو تست حساسيت ضد باكتريايي 
و ضد قارچي مناسب است. اگر ايزولاسيون متعدد بر عليه 
كي تريك��ب صورت گيرد و يا اگر ي��ك تريكب )عصاره( 
در محي��ط مايع با اس��تفاده از رنگ آمي��زي در كي محيط 
 مايع براي تشخيص رشد مكيروبي به كار گرفته شود روش
 broth dilution اغلب نسبت به روش Agar dilution 
براي تش��خيص MIC ترجيح داده مي‌شود. امروزه، توليد 
تجاري تلقيح‌هاي جايگزين در دسترس هستند و مي‌توانند 
بي��ن 32 و 60 ماده تلقيح��ي باكتريايي مختلف به هر پليت 
آگار انتق��ال دهن��د. Agar dilution اغلب به عنوان كي 
روش استاندارد براي ارگانيسم‌هاي اسيد فست مثبت مانند 
ب��ي هوازي‌ها و گونه‌هاي هلكيوباكتر توصيه مي‌ش��ود. اين 
روش ب��راي تريكبات دارويي ضد قارچي بر عليه گونه‌هاي 
كانديدا مانند آس��پرژيلوس، فوزاريوم و درماتوفيت استفاده 
 E-test ش��ده اس��ت و داراي ارتباط همبس��تگي قوي ب��ا
ب��راي آزماي��ش مواد ض��د باكتريايي بر علي��ه باكتري گرم 
منف��ي و گرم مثبت مي‌باش��د. علاوه بر اين در مقايس��ه با 
روش‌ه��اي و   agar dilution، disk-diffusion"

broth microdilution نتايج بسيار عالي مي‌دهد. 

5. روش بررسي زمان كشتن 
(time-kill curve orTime-kill test) 

اين روش كي��ي از بهترين روش‌ها براي تعيين خاصيت 
باكتري كش��ي و قارچ كشي مي‌باش��د و كيي از قوي ترين 
ابزاره��ا ب��راي ب��ه دس��ت آوردن اطلاعات م��ورد ارتباط 
دينامي��ك بين مواد ض��د باكتريايي با گونه‌ه��اي باكتري‌ها 
مي‌باش��د كه وابس��ته به زمان يا وابسته به غلظت موثر مواد 
آنتي باكتريال اس��ت. براي باكت��ري اين روش به خوبي در 
اس��ناد M26-A توس��طCLSI استاندارد س��ازي و شرح 
داده ش��ده اس��ت و ترجيحا در كي محيط كشت مغذي با 

 اس��تفاده از 3 لوله كه ش��امل سوسپانسيون باكتري به مقدار 
CFU/mL 105×5 باش��د انجام مي‌گي��رد. لوله‌هاي اول و 
دوم كي مولكول يا عص��اره مورد آزمايش با غلظت نهايي 
MIC×0/25 و MIC×1 مي‌باش��ند و لوله س��وم به عنوان 
كنترل رش��د در نظر گرفته مي‌ش��وند. تلقيح تحت شرايط 
مناسب شامل فواصل زماني مختلف )0،4،6،8،10،12 و24 
س��اعت( صورت مي‌گيرد. سپس درصد س��لول‌هاي مرده 
نسبت به تعداد سلول‌هاي زنده بر اساس)CFU/ml( از هر 
لوله با استفاده از روش شمارش آگار شمرده شده و با لوله 
كنترل رشد مقايسه مي‌گردد. به طور كلي تاثير باكتري كشي 
با بررسي ميزان كش��ندگي تا 90 % براي مدت 6 ساعت و 
99/9 % مرگ و مير در مدت 24 ساعت به دست مي‌آيد. به 
علاوه اين روش مي‌تواند براي تعيين خاصيت سنرژيس��تي 
و آنتاگونيس��تي بين دو يا بيشتر از تريكبات دارويي استفاده 
گردد. چندين مطالعه در مورد مواد ضد قارچي با اين روش 

صورت گرفته است. 

6. روش سنجش بيولومينسانس آدنوزين تري فسفات 
)ATP bioluminescence assay(

 )ATP( اين روش بر اساس توانايي آدنوزين تري فسفات 
توليد ش��ده توس��ط باكتري‌ها و قارچ‌ه��ا ارزيابي مي‌گردد. 
ATP به شكل انرژي شيميايي براي سلول‌هاي زنده است 
و در حال حاضر به صورت بيش��تر يا كمتر و يا مقدار ثابت 
در كي س��لول موجود مي‌باشد، بنابراين تعيين مقدار آن بر 
اساس جمعيت مكيروبي موجود در نمونه برآورد مي‌گردد. 
Dluciferin در حضور ATP توس��ط لوسيفراز تبديل به 
لوس��يفرين مي‌ش��ود كه به توليد نور مي‌انجامد. مقدار نور 
ساطع شده توسط luminometer و بيان واحد نور نسبي 
)RLU( كه مي‌تواند به RLU برمول از ATP تبديل شود 
اندازه گيري مي‌ش��ود. بنابراين، ي��ك رابطه خطي بين زنده 
ماندن س��لول‌ها و توليد نور اندازه گيري شده وجود دارد. 
روش‌هاي نور س��نجي داراي طيف وس��يعي از برنامه‌هاي 
كاربردي اس��ت مانند آزمون سيتوتوكسيس��يته، در ارزيابي 
نش��انزد از تاثير بيوفيل��م در محل و غربالگ��ري داروهاي 
موثر روي ليش��مانيا، آزمايش ضد باكتريايي، تست تاثيرات 
آن‌ها بر ماكيوباكتري ها، تس��ت م��واد ضد قارچي بر عليه 
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مخمر و كپك ها. س��رعت از مزاياي مهم اين روش اس��ت 
ك��ه نتايج كمي را فراهم ميك‌ند. اي��ن روش مي‌تواند نتايج 
آزمايش‌هاي ضد ماكيوباكتريايي را در مدت 3 تا 5 روز در 
مقايس��ه باروش سنتي رقت معمولي كه نياز به 3 تا 4 هفته 

انكوباسيون دارد فراهم كند. 

 7. روش فلوسايتومتري
)Flow cytofluorometric( 

 چن��د س��ال پي��ش، فواي��د flow cytometry  براي 
تس��ت حساس��يت مكيروارگانيسم پيشنهاد ش��د. بنابراين، 
بسياري از نويسندگان به فعاليت ضد باكتري و ضد قارچي 
بس��ياري از داروها با اس��تفاده از اي��ن روش پرداخته ‌اند. 
تش��خيص سريع سلول‌هاي آس��يب ديده توسط اين روش 
 بس��تگي به اس��تفاده از رنگ آميزي مناس��ب دارد. بنابراين 
propidium iodide (PI) كي عامل فلورسنت مي‌باشد 
كه به صورت گس��ترده براي رنگ آميزي DNA اس��تفاده 
مي‌گردد. مطالعات متعددي در مورد تاثير دستگاه فلوسيتومتري 
به عنوان كي ابزار اساسي براي آزمايش ضد باكتريايي عليه 
باكتري ليستريا مونوسيتوژنز گزارش شده است كه با استفاده 
 از رنگ‌آميزي همراه باPI براي ارزيابي غشاي آسيب ديده و 
 carboxyfluorescein diacetate (cFDA)  ب��راي 
تش��خيص فعاليت استراز استفاده مي‌گردد. در نتيجه، علاوه 
بر ليز سلول‌ها سه زير گروه‌هاي جمعيتي )سلول‌هاي مرده، 
زنده و آس��يب دي��ده( را مي‌توان به وض��وح با اين روش 
تشخيص داد. سلول آسيب ديده به عنوان سلول تحت فشار 
قسمت‌هاي آسيب ديده داخل سلول‌ها و اختلال ايجاد شده 
بعد از آن در توليد مثل را نش��ان مي‌دهند. تعيين سلول‌هاي 
آس��يب ديده كيي از نتايج جال��ب در مكيروبيولوژي مواد 
غذايي اس��ت زيرا اين زير گروه مي‌تواند در شرايط بحراني 
براي بهبود س��لول مانند نگهداري مواد غذايي در ش��رايط 
درجه ح��رارت طولاني مدت مفيد باش��د. به علاوه روش 
flow cytofluorometric اج��ازه مي‌دهد تا مقاومت به 

مواد آنتي باكتريال تعيين ش��ده و تاثير مولكول تس��ت شده 
بر روي مقاومت و س��لول مكيروارگانيسم مورد آزمايش را 
 ارزيابي كند. علاوه بر اين نتايج تس��ت را سريع تر مي‌دهد

 )6-2 ساعت در مقابل 72-24 ساعت روش مكيرودايلوشن(. 
با اين حال، اس��تفاده گس��ترده از اي��ن روش براي آزمايش 
حساس��يت ضد مكيروبي در حال حاضر ممكن اس��ت به 
دليل در دس��ترس نبودن تجهيزات سيتومتري مورد نياز در 
آزمايش��گاه‌هاي مختلف محدود به آزمايشگاه‌هاي پيشرفته 

شده است. 

8. نتيجه گيري
 در ح��ال حاض��ر، عفونت‌هاي مكيروب��ي تبديل به كي 
تهدي��د مهم باليني ش��ده كه همراه با ع��وارض قابل توجه 
و م��رگ و مير اس��ت كه عمدت��ا به دليل توس��عه مقاومت 
مكيروبي به عوامل ضد مكيروبي موجود مي‌باشد. بنابراين، 
روش‌هاي زيادي براي آزمايش حساس��يت ضد مكيروبي و 
كش��ف عوامل ضد مكيروبي در طول زمان به طور گسترده 
مورد اس��تفاده قرار گرفته و در آينده هم گس��ترش خواهد 
يافت. برخي از تكن‌كيها توسطCLSI وEUCAST مورد 

استاندارد سازي قرار گرفته‌اند. 
ب��ا اين ح��ال، در هن��گام آزمايش محص��ولات طبيعي، 
اغل��ب برخ��ي تغيي��رات در پروتكل‌هاي اس��تاندارد مورد 
نياز اس��ت. بنابراين، بس��يار ضروري اس��ت ك��ه در مورد 
تغييرات��ي ك��ه در اصول مكيروب‌شناس��ي با رقيق س��ازي 
محي��ط كش��ت و اس��تفاده از كي تلقيح ص��ورت مي‌گيرد 
بس��ياردقيق باش��يم. علاوه بر اين ما مي‌توانيم با استفاده از 
حلال‌ها روي محيط رش��د مكيروارگانيس��م مورد آزمايش 
تاثي��ر بگذاريم. ما مي‌توانيم بگوييم ك��ه اختراع كي روش 
كوچ��ك مطابق ب��ا پروتكل‌ه��اي اس��تاندارد مي‌تواند كي 
راه ح��ل ب��راي اطمينان از انجام دقي��ق آزمايش به صورت 
 تجربي بوده و اجازه مقايسه نتيجه با نتايج ساير محققين را

 فراهم ميك‌ند. 
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