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  مروري بر روش هاي ارزيابي فعاليت 
ضد ميكروبي در آزمايشگاه

چكيده
در سال هاي اخیر دانش��مندان عاقه زیادي در تحقیق، 
جس��تجو و توس��عه عوامل ضد میکروبي جدید از منابع 
مختل��ف ب��راي مبارزه علی��ه مقاومت میکروب��ي از خود 
نش��ان داده اند، بنابراین توجه زیادي نسبت به غربالگري 
فعالی��ت ض��د میکروب��ي و روش هاي ارزیاب��ي معطوف 
ش��ده اس��ت. تعدادي از این س��نجش هاي زیس��تي مثل 
انتش��ار دیس��ک، انتش��ار در چاهک و رق��ت در آگار یا 
محی��ط مایع به خوبي ش��ناخته ش��ده و به ط��ور معمول 
م��ورد اس��تفاده قرار مي گیرن��د، ولي س��ایر روش ها مثل 
روش ه��اي فلوس��ایتومتري و بیولومینس��انس حتي اگر 
بتوانند نتایج س��ریع حاصل از اثرات عوامل ضد میکروبي 
فراهم نمایند و ش��ناخت بهتري از نشانزد آن ها در قابلیت 
زیس��تي و آس��یب س��لولي به میکروارگانیسم هاي تحت 
بررس��ي ارائه بدهند به طور وس��یع اس��تفاده نمي شوند، 
زیرا انجام آن ها مس��تلزم به کارگرفتن ابزارها و تجهیزات 
مخص��وص بوده و عاوه ب��ر آن نیاز به س��نجش بعدي 
براي تکرار پذیري و استانداردس��ازي کردن دارند. در این 
مقاله مروري، یک فهرس��ت جام��ع و فراگیر ازروش هاي 
بررس��ي حساس��یت به عوامل ضد میکروبي و اطاعات 
 تفصیلي در مزای��ا و محدودیت هاي این روش ها گزارش 

خواهد شد.
واژه ه��اي کلیدي: فعالیت ض��د میکروبي، کرماتوگرافي 
ب��ا لایه نازک )T.L.C(، بیواتوگراف��ي، آزمایش زمان مرگ 
)Time-kill Test(، روش ش��یب آنتي میکروبي، روش 
انتش��ار در آگار، روش انتش��ار در چاهک، روش رقت در 

آگار، روش فلوسایتومتري، روش بیولومینسانس

1. مقدمه
آزمایش هاي حساس��یت ضد میکروب��ي مي تواند براي 
پیداکردن داروي موثر، اپیدمیولوژي و پیش بیني نتیجه بعد 
از درمان بیماري مورد استفاده قرار گیرد. در این مطالعه ما 
روي روش هاي آزمایشگاهي آنتي میکروبي در آزمایشگاه 
براي بررس��ي کشف و اس��تخراج خاصیت ضد میکروبي 
داروها بر روي عوامل بیماري زا مي پردازیم. پس از انقاب 
در دوران طای��ي، تقریبا تمام گروه هاي آنتي بیوتیک هاي 
مهم )تتراسایکلین ها، سفالوسپورین ها، آمینوگلیکوزیدها 
و ماکرولیدها( کش��ف ش��ده بودند و از مش��کات اصلي 
ش��یمي درماني در دهه 1960کم ش��ده ب��ود، اما در حال 
حاضر ای��ن ترکیبات به دلیل افزایش مقاومت میکروبي به 
ش��دت در خطر از دس��ت دادن اثرات ضد میکروبي خود 
مي باش��ند و با توجه به وقوع شکست درماني در رابطه با 
مقاوم ش��دن باکتري ها به چند دارو به یک نگراني جهاني 
براي بهداش��ت عمومي تبدیل شده اس��ت به همین دلیل، 
کش��ف آنتي بیوتیک هاي جدید هدف اختصاصي بس��یار 
مهم اس��ت. محصولات طبیع��ي هنوز هم یک��ي از منابع 
اصل��ي مولکول هاي دارویي جدید امروز مي باش��ند که از 
باکتري هاي پروکاریوت، میکروارگانیس��م هاي یوکاریوت، 
گیاه��ان و موج��ودات زن��ده مختلف و حیوانات مش��تق 
ش��ده اند. محصولات میکروبي و گیاهي بخش عمده اي از 
مواد ضد میکروبي که تا به حال کشف شده اند را به خود 
اختصاص داده اند. گیاه��ان و دیگر منابع طبیعي مي توانند 
طیف وسیعي از ترکیبات پیچیده و ساختار متنوع را فراهم 
کنند. به تازگي، بسیاري از محققان در این تحقیقات برروي 
گیاهان و عصاره هاي ضد میکروبي، روغن ها و اسانس ها، 

 رضا بهلولي خياوي 
كارشناس ارشد ميكروب شناسي دانشگاه علوم پزشكي اردبيل، شبكه بهداشت و درمان شهرستان مشگين شهر

 rezabohlolikhiavi@yahoo.com
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م��واد متابولیتي ثانویه و مولکول ه��اي جدید مصنوعي به 
عنوان عوامل ضد میکروبي بالقوه متمرکز ش��ده اند. با این 
حال، زماني که ما مقالات منتش��ر ش��ده که داراي اثر ضد 
میکروبي این محصولات طبیعي بودند بررس��ي مي کردیم، 
مقایس��ه بین نتایج اغلب ب��ه دلیل اس��تفاده از روش هاي 
 غیر اس��تاندارد و تکنیک هاي مختلف آماده س��ازي تلقیح،
اندازه تلقیح، متوس��ط رشد، شرایط اینکوبه کردن و تعیین 
نقاط پایاني دشوار بود. این یک واقعیت است که خاصیت 
ضد میکروبي عصاره هاي اس��تخراج شده از گیاهان بسیار 
عالي اس��ت اما این قس��مت از داده هاي اولی��ه باید مورد 
اعتم��اد بوده و به محققان اجازه مقایس��ه نتایج را بدهند و 
بایس��تي محققان از تحقیق روي خاصی��ت ضد میکروبي 
این ه��ا فق��ط به عنوان ی��ک مطالعه فتوش��یمیایي اجتناب 
نمایند. انواع روش هاي آزمایشگاهي مي تواند براي ارزیابي 
 in vitro و یا غربالگري فعالیت ضد میکروبي در شرایط
روي عصاره یا یک ترکیب خالص مورد استفاده قرار گیرد. 
معروف ترین و اساسي ترین روش ها انتشار دیسک، محیط 
مایع و رقیق کردن در محیط آگار هستند. روش هاي دیگر 
اختصاصي براي آزمایش هاي ضدقارچ، استفاده از تکنیک 
مواد غذایي سمي مي باشد. براي مطالعه تاثیر ضد میکروبي 
روي یک عامل به طورکامل، از تست time-kill و براي 
مطالعه بیش��تر از روش cytofluorometric اس��تفاده 
 bactericidal) مي گردد که از ماهیت اث��ر مهارکنندگي
یا bacteriostatic( یا )وابس��ته بودن به زمان یا غلظت( 
دارو تلفات ناشي از آسیب سلولي به میکروارگانیسم مورد 

بررسي اطاعات دقیقي ارائه مي نماید. 
ب��ا توجه ب��ه جذابیت هاي جدید خ��واص محصولات 
ضد میکروبي جدید مانند مب��ارزه با باکتري هاي مقاوم به 
چند دارو، بس��یار مهم اس��ت که به منظور گس��ترش یک 
درک بهت��ر از روش هاي فعلي موج��ود براي غربالگري و 
یا کمیت اثر ضد میکروب��ي عصاره یا یک ترکیب خالص 
براي آن برنامه هاي کاربردي در سامت انسان، کشاورزي 
و محیط زیس��ت داش��ته باش��یم بنابراین، در این بررسي، 
تکنیک ه��اي لازم ب��راي ارزیاب��ي فعالی��ت ضدمیکروبي 
 در ش��رایط آزمایش��گاهي ب��ا جزئی��ات م��ورد بح��ث 

قرار مي گیرد. 

2. روش هاي انتشار
)Agar disk-diffusion( 1.2. روش انتشار دیسک در آگار
 ای��ن روش در س��ال 1940 گس��ترش یاف��ت و ی��ک 
روش معمول مورد اس��تفاده در بس��یاري از آزمایشگاه هاي 
میکروب شناسي بالیني براي تست حساسیت ضد میکروبي 
مي باشد. امروزه، بس��یاري از استانداردهاي پذیرفته شده و 
تایید شده توسط موسسه اس��تاندارد بالیني و آزمایشگاهي 
)CLSI( براي باکتري ها و مخمرهاي مورد بررس��ي منتشر 
شده است. با وجود این که همه باکتري هاي مشکل پسند را 
نمي توان به طور دقیق با این روش آزمایش کرد، اس��تاندارد 
س��ازي این گونه باکتري ها مثل اس��ترپتوکوک، هموفیلوس 
آنفلوآنزا، هموفیلوس پاراآنفلوآنزا، نایسریا گونوره و نایسریا 
مننژیتیدی��س با اس��تفاده از محیط هاي کش��ت مخصوص، 
ش��رایط مختلف انکوباس��یون و معیارهاي تفس��یري براي 

ناحیه هاي مهار رشد انجام شده است.
 در روش انتش��ار دیس��ک در آگار، پلی��ت آگار ب��ا مقدار 
استانداردي از میکروارگانیس��م مورد آزمایش تلقیح مي شود 
سپس، دیس��ک هاي کاغذ فیلتر )حدود 6 میلي متر در قطر(، 
حاوي ترکیب تست در غلظت مورد نظر بر روي سطح آگار 
قرار داده مي ش��ود. پتري دیش تحت ش��رایط مناسب انکوبه 
مي ش��ود. معمولا عامل ضد میکروبي در آگار پخش ش��ده و 
مانع جوانه زني و رشد میکروارگانیسم مورد آزمایش شده و 
پس از آن قطر ناحیه مهارکننده رش��د اندازه گیري مي شوند. 
)ش��کل1( جدول 1 محیط هاي رش��د میکروب��ي، دما، دوره 
انکوباسیون و اندازه مورد نیاز تلقیح با استانداردهايCLSI را 
نشان مي دهد. آنتي بیوگرام بر اساس نتایج کیفي باکتري ها را 
به گروه حس��اس، نیمه حساس و یا مقاوم طبقه بندي مي کند. 
بنابراین، این روش به عنوان یک ابزار پایه اي براي تعیین نوع 
فنوتیپ مقاومت در بین باکتري هاي آزمایش شده مي باشد و 
نتایج آن نیز مي تواند به پزشکان در انتخاب درمان تجربي اولیه 
مناس��ب و نوع آنتي بیوتیک استفاده ش��ده براي هر بیمار در 
شرایط خاص کمک نماید. با این حال، از آنجا که مهار رشد 
باکتري به معني مرگ باکتري نیس��ت لذا این روش نمي تواند 
 bacteriostatic کشتن باکتري( و( bactericidal تاثیرات
از ه��م را  دارو  ی��ک  باکت��ري(  کنن��ده رش��د   )متوق��ف 

 تشخیص دهد.
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شکل 1. روش هاي انتشار در آگار: )A( روش انتشار دیسک در آگار عصاره میکروبي با استفاده از کاندیدا آلبیکانس 
به عنوان میکرو ارگانیسم مورد آزمایش، )B( روش انتشار در چاهک آگار چربي ضروري با استفاده از آسپرژیلوس 
نیگر به عنوان میکروارگانیسم مورد آزمایش، )C( روش انتشار دو شاخه در آگار با استفاده از باسیلوس سوبتیلیس بر 

علیه کاندیدا آلبیکانس

CLSI جدول 1. محیط هاي رشد میکروبي، دما، دوره انکوباسیون و اندازه مورد نیاز تلقیح با استانداردهاي
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عاوه بر این روش انتشار روي سطح آگار نمي تواند روش 
 )MIC( مناسبي براي تعیین حداقل غلظت ممانعت کنندگي
باشد و در آن تعیین مقدار غلظت ماده ضد میکروبي منتشره 
در محیط آگار امري غیر ممکن مي باشد. یک MIC تقریبا 
مي تواند ب��راي برخي از میکروارگانیس��م ها و آنتي بیوتیک 
با مقایسه محدوده عدم رش��د الگوریتم هاي ذخیره شده را 
محاسبه نماید. با این وجود، روش دیسک دیفیوژن مزایاي 
بس��یاري نسبت به روش هاي دیگر دارد: سادگي، کم هزینه 
بودن، توانایي تس��ت تعداد زیادي از میکروارگانیس��م ها و 
عوامل ضد میکروبي و س��هولت براي تفس��یر نتایج. عاوه 
بر ای��ن، چندین مطالعه رضایت ب��الاي بیماراني که داراي 
عفون��ت باکتریایي بوده ان��د و از درمان ضدباکتریایي خود 
از روش هاي بر پایه آنتي بیوگرام براي تش��خیص و درمان 
استفاده کرده اند را نشان مي دهد. این واقعیت نشان مي دهد 
که یک ارتباط خوبي بین داده ها در ش��رایط آزمایشگاهي و 
در ارزیابي محیط بیرون وجود دارد. قبل از استاندارد کردن 
 posaconazole روش انتش��ار روي سطح آگار، آزمایش
بر روي قارچ هاي رش��ته اي، آزمای��ش micafungin بر 
روي آس��پیروژیلوس و آزمای��ش caspofungin بر علیه 
آسپرژیلوس و فوزاریوم صورت مي گرفت. در حال حاضر، 
روش اس��تاندارد disk-diffusion در م��ورد قارچ ها به 
یک رویکردي در اس��تفاده براي آزمای��ش کردن قارچ هاي 
رش��ته اي غیر درماتوفیتي دس��ت یافته است. شرایط محیط 
کشت، مقدار ماده تلقیحي، شرایط اینکوبه کردن در جدول 
ش��ماره 1 ذکر شده است. مزایاي ذکر شده در بالا براي این 
روش، به طور عمده س��ادگي و کم هزینه بودن و اس��تفاده 
عموم��ي براي غربالگري عصاره هاي گیاهي آنتي میکروبي، 

اسانس ها و مواد دارویي دیگر مي باشد. 
 2.2. روش شیب ضد میکروبي

  Antimicrobial gradient method (Etest)
 این روش ترکیبي از روش اصلي رقیق س��ازي و روش 
تغلی��ظ به منظور تعیین ان��دازه MIC بوده که با ایجاد یک 
غلظ��ت گرادیاني از عامل ضد میکروبي آزمایش ش��ده در 
محی��ط آگار همراه مي باش��د. Etest یک ف��رم تجاري از 
این روش اس��ت. در این روش، یک نوار آغش��ته با غلظت 
گرادیاني افزایش��ي ب��ا عامل ضد میکروب��ي از یک انتها به 

قسمت دیگر بر روي سطح آگاري پخش مي شود که قبا با 
میکروارگانیسم مورد آزمایش مورد تلقیح قرار گرفته است. 
این روش براي تعیی��نMIC آنتي بیوتیک ها، ضد قارچ ها 
 MICو میکروب هاي ضد قارچ اس��تفاده مي ش��ود. ارزش
در تعیین قسمت هاي قطع شده نوارها و محدوده هاي مهار 
رش��د مي باش��د. بنابراین، این روش را به ط��ور معمول بر 
اس��اس درخواس��ت پزش��کان معالج به کار مي برند، با این 
ح��ال، هزینه هر نوار E-test، 2 تا 3 دلار اس��ت. بنابراین، 
ای��ن روش در ص��ورت آزمایش با داروه��اي متعدد هزینه 
زیادي در بر خواهد داشت. مطالعات قبلي همبستگي خوبي 
بین مقادیرMIC تعیین ش��ده توسط E-test و روش هاي 
broth dilution یا agar dilution نش��ان مي دهد. این 
تکنی��ک همچنین مي تواند رابطه ضد میکروبي بین دو دارو 
را هم بررس��ي نماید. به منظور بررس��ي اث��ر ترکیبي از دو 
آنتي بیوتی��ک ها، نوار E-test، ابتدا ب��ا یک آنتي بیوتیک 
انج��ام مي ش��ود و س��پس ب��ر روي یک محیط ک��ه قبا با 
میکروارگانیس��م تلقیح شده است قرار داده مي شود. بعد از 
یک س��اعت، نوار برداشته شده و با یک آنتي بیوتیک دیگر 
آغشته شده جایگزین مي گردد. همچنین براي همان هدف، 
نوار E-test را مي توان در محیط کشت آگار در یک حالت 
به ص��ورت متقابل و با یک زاویه 90 درجه در محل مقابل 
بینMIC و میکروارگانیس��م م��ورد آزمایش قرار داد. پس 
از انکوباس��یون، شاخص کسري غلظت مهاري )FICI( را 

مي توان با استفاده از فرمول زیر محاسبه نمود:

 هم افزایي آن با FICI کمتر یا مساوي 0/5 و آنتاگونیستي 
آن با FICI بیش��تر از 4 تعیین مي گردد. FICI بین 0/5 و 
یک به عنوان آزمایش داراي تفس��یر افزایش��ي و بین 1 تا 4 

بدون تفسیر گزارش مي شود.
3.2. سایر روش هاي انتشار 

تحقیقات��ي  آزمایش��گاه هاي  در  بیش��تر  انتش��ار  روش 
میکروبیول��وژي ب��راي غربالگ��ري عص��اره، تقس��یم ی��ا 
خالص س��ازي مواد براي بررس��ي قدرت ضد میکروبي یا 
بررس��ي اختاف بین میکروارگانیس��م ها مورد استفاده قرار 
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مي گیرد. از بین ای��ن روش ها، مهم ترین آن ها در زیر ذکر 
شده است. 

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

 این روش به طور گس��ترده اي به منظور بررسي فعالیت 
ضد میکروبي گیاهان یا عصاره میکروبي استفاده مي شود. در 
این روش همانند روش disk-diffusion سوسپانس��یون 
میکروبي را در سطح پلیت آگار طوري پخش مي نماییم که 
به طور یکنواخت تمام س��طح پلیت را بپوشاند. سپس، یک 
س��وراخ با قطر 6 تا 8 میلي متر در ش��رایط استریل با پانچ 
استریل از آگار بر مي داریم و یک مقداري )حجم 20-100 
میل��ي لیتر( از عام��ل ضد میکروبي یا عصاره تهیه ش��ده با 
غلظت معین داخل حفره وارد مي کنیم. س��پس، پلیت آگار 
را تحت ش��رایط مناسب بسته به نوع میکروارگانیسم مورد 
آزمایش انکوبه مي کنیم. عامل ضد میکروبي در محیط آگار 
پخش ش��ده و مانع از رشد س��ویه میکروبي مورد آزمایش 

.)1.B مي شود. )شکل
 2.3.2. روش انتشار در پلاگ آگار 

)Agar plug diffusion(
 این روش اغلب براي تش��خیص رابطه آنتاگونیسمي بین 
میکروارگانیس��م ها مورد اس��تفاده قرار مي گیرد و روش کار 
مانند روش disk-diffusion مي باش��د. اساس این روش 
بر س��اختن یک محیط آگار اس��توار اس��ت که روي محیط 
کش��ت آن رگه هاي نازکي در سطح پلیت مشخص مي باشد. 
س��لول هاي میکروبي در طول رشد خود، مولکول هایي را در 
محیط کش��ت آگار ترش��ح مي کنند. پس از انکوبه کردن، با 
اس��تفاده از آگارپلیت یا لوله اي در شرایط استریل در محیط 
آگار یک برشي ایجاد کرده و از سطح آگار برداشته و در یک 
س��طح دیگر که میکروارگانیس��م هاي مورد آزمایش در آنجا 
 plug هس��تند قرار داده مي شوند. مواد پخش شده از محیط
را به محیط آگار منتقل مي کنیم. سپس فعالیت ضد میکروبي 
مولکول هاي مترش��ح شده از مواد ضد میکروبي با استفاده از 
شناس��ایي هاله مهار رشد که در اطراف agar plug تشکیل 

 )c1 مي شود قابل تشخیص مي گردد. )شکل
)Cross streak( 3.3.2. روش خط متقاطع 

 این روش براي غربالگري س��ریع میکروارگانیس��م ها از 

لح��اظ رابطه آنتاگونیس��مي بکار مي رود. س��ویه میکروب 
دلخواه توس��ط ی��ک خط واحد در مرکز آگار کش��ت داده 
مي ش��ود. پس از یک دوره انکوباس��یون براس��اس س��ویه 
میکروبي، با میکروارگانیس��م مورد آزمایش به صورت یک 
خط منفرد عمود بر خط مرکزي محیط کشت تلقیح مي گردد. 
پس از انکوباس��یون بعدي، برهم کنش هاي ضدمیکروبي با 

مشاهده اندازه هاله عدم رشد مورد تفسیر قرار مي گیرد.
 )Poisoned food( 4.3.2. روش غذاي سمي

 این روش عمدتا به منظور بررس��ي اث��ر ضد قارچي بر 
علی��ه کپک مورد اس��تفاده قرار مي گیرد. عام��ل ضد قارچ 
و ی��ا عصاره آن ب��ه آگار مایع در غلظ��ت نهایي مورد نظر 
رسانده شده و به خوبي مخلوط مي شوند. پس از آن، محیط 
کش��ت در پتري دیش ریخته مي ش��ود و یک ش��ب بعد از 
انکوباسیون، تلقیح را مي توان با یک دیسکي از میسلیوم هاي 
ق��ارچ ب��ا محدوده ان��دازه از 2 تا 5 میلي مت��ر که در مرکز 
دیس��ک قرار داده مي ش��ود انجام داد. پس از انکوباس��یون 
بیش��تر تحت شرایط مناسب بر اساس نوع قارچي که مورد 
آزمایش قرار گرفته اس��ت قطر رش��د قارچ در دیسک هاي 
کنترل و نمونه ها اندازه گیري شده و اثر ضد قارچي توسط 

فرمول زیر برآورد مي شود:

CD قطر رشد در صفحه کنترل است و DS قطر رشد در 
صفحه حاوي داروي ضد قارچ تس��ت شده است. همچنین 
اس��پورزایي را مي توان با کنترل مقایس��ه کرد. به طور کلي، 
وقتي روش اس��تاندارد سازي مورد اس��تفاده خوب جواب 
نمي ده��د محقق باید موارد کنت��رل مثبت را با مولکول هاي 
ضد میکروبي شناخته شده براي مقایسه نتایج به دست آمده 

و کنترل کیفیت کار تجربي خود ادامه دهد.

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

از  ترکیب��ي   Leviو  Goodall  1946 س��ال  در   
کروماتوگرافي کاغ��ذ )PC( را در تماس با بیواتوگرافي به 
منظور تشخیص جداسازي پني س��یلین هاي مختلف انجام 
دادن��د. پ��س از آن Fischer و Lautner در همین زمینه 
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TLC را معرفي کردند. ای��ن روش ترکیبي از TLC با هر 
دو روش بیولوژیکي و تشخیص شیمیایي مي باشد. چندین 
کار مختلف در مورد غربالگري عصاره هاي اس��تخراج شده 
به خصوص عصاره هاي گیاه��ان براي فعالیت ضد باکتري 
و ضد قارچ توس��ط TLC بیواتوگرافي انجام ش��ده است. 
همانط��ور که در زیر نش��ان داده ش��ده اس��ت، س��ه روش 
 Agar diffusion، به عنوان مث��ال ،bioautographic
ب��راي   Agaroverlay و  مس��تقیم   Bioautography
بررس��ي ترکیبات ض��د میکروب��ي از طریق ای��ن رویکرد 

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

ب��ه عنوان روش تماس با آگار نیز معروف مي باش��د. این 
روش ش��امل انتقال عام��ل ضد میکروبي از طریق انتش��ار 
از کروماتوگ��رام )PC ی��اTLC ( ب��ه آگاري ک��ه قب��ا با 
میکروارگانیس��م مورد آزمایش تلقیح ش��ده است مي باشد. 
بعد از چند دقیقه یا چند ساعت انتشار کروماتوگرام متوقف 
شده و آگار انکوبه مي شود. مناطق مهار رشد در مکان هایي 
که در آن ترکیبات ضد میکروبي با لایه آگار تماس داش��ته 

است ظاهر مي گردد. 
2.3. بیواتوگرافي مستقیم 

این روش بیش��ترین اس��تفاده را در میان این س��ه روش 
دارد. شامل صفحه TLC گسترده اي است که در داخل مواد 
میکروبي غوطه ور ش��ده یا اسپري ش��ده و بعد بیواتوگرام 
است که در درماي 25 درجه سانتیگراد به مدت 48 ساعت 
تح��ت ش��رایط رطوبتي خاص انکوبه ش��ده اس��ت. براي 
دیدن رش��د میکروب��ي، اغلب از اماح تترازولیوم اس��تفاده 
مي ش��ود. این نمک تح��ت تاثیر فورمازان کام��ا رنگي از 
طریق دهیدروژناس��یون سلول هاي زنده کاما تغییر مي یابد. 
P-Iodonitrotetrazolium بنفش مناسب ترین نمک 
براي تش��خیص است. این نمک ها بر روي بیواتوگرافي، که 
در 25 درجه س��انتي گراد به مدت 24 س��اعت یا در دماي 
37 درجه س��انتیگراد به مدت 4-3 س��اعت انکوبه شده اند 
اس��پري مي گردند. Mueller Hinton Broth همراه با 
مکمل آگار براي به دست آوردن یک محیط مایع غني کننده 
براي اتصال بهتر به صفحات TLC توصیه ش��ده اس��ت و 
رطوبت مناس��ب جهت رش��د باکتري را فراه��م مي نماید. 

بیواتوگرافي مستقیم ممکن است براي باکتري و قارچ با هم 
مورد استفاده قرار گیرد. این تکنیک ساده ترین روش براي 
تش��خیص مواد ضد قارچي است و همچنین نتایج مطلوبي 
را براي تولید اسپور قارچ هایي مانند آسپرژیلوس، پنیسیلیوم 
و کادواس��پوریوم ارائه مي دهد. در مورد باکتري ها، اغلب 
باسیلوس سوبتیلیس، استافیلوکوکوس اورئوس و گونه هاي 
اشرش��یا کلي براي شناس��ایي ترکیبات ض��د باکتري مورد 

استفاده قرار مي گیرند. 
 3.3. سنجش زیستي اندود کردن با آگار 

)Agar overlay bioassay(
 ای��ن روش همچنی��ن به عن��وان بیواتوگرافي ش��ناوري 
معروف اس��ت و ترکیبي از دو روش قبلي مي باشد. صفحه 
TLC که با محیط کش��ت آگار مذاب پوش��انده شده است 
اجازه مي دهد یک انتش��ار خوب از ترکیبات مورد آزمایش 
به محیط کش��ت آگار انجام گیرد. صفحات در دماي پایین 
براي چند س��اعت قبل از انکوباسیون قرار مي گیرند. پس از 
انکوباسیون تحت شرایط مناسب بس��ته به میکروارگانیسم 
م��ورد آزمایش، رنگ آمیزي را مي ت��وان با رنگ تترازولیوم 
انجام داد. این روش هم مانند بیواتوگرافي مستقیم مي تواند 
در مورد تمام میکروارگانیس��م ها مانن��د کاندیدا آلبیکنس و 
کپک ها اس��تفاده گردد. این روش به خوبي هاله عدم رش��د 
را نش��ان داده و به آلودگي حساس نمي باشد. به طور کلي، 
TLC-bioautography یک تکنیک ساده، موثر و ارزان 
براي جدا کردن یک مخلوط پیچیده است و در زمان یکسان 
بخش اصلي تش��کیل دهنده پ��روژه در صفحه TLC قرار 
مي گی��رد. بنابراین مي توان هم در آزمایش��گاه هاي مجهز و 
هم در آزمایش��گاه هاي کوچک که تنها دسترسي به حداقل 
تجهی��زات را دارن��د این��کار را انجام داد. با وجود داش��تن 
مش��کات زیاد در این روش، کروماتوگرافي مایع با کارایي 
بالا به همراه بیواس��ي ب��ه طور فزاین��ده اي تبدیل به عنوان 
یک روش انتخابي محبوب براي تش��خیص نهایي ترکیبات 
 TLC-bioautographyاستخراجي تبدیل شده است نیز
یک روش سریع براي غربالگري تعداد زیادي از نمونه هاي 
داراي فعالی��ت زیس��تي و به عنوان یک راهنم��ا در تجهیز 
ای��ن فعالیت ه��ا ارائه مي نمای��د. عاوه بر ای��ن، این روش 
مي تواند براي تشخیص آنتي بیوتیک هایي در محیط زیست 
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و نمونه هاي م��واد غذایي و همچنین براي جس��تجو براي 
داروهاي ضد میکروبي جدید استفاده گردد. 

4. روش هاي رقيق سازي
 این روش ها یکي از مناس��ب ترین روش ها براي تعیین 
ارزش MIC هس��تند چرا که توانای��ي تعیین غلظت عامل 
ضد میکروبي آزمایش ش��ده در آگار )رقت در آگار( یا در 
محی��ط مغذي )رقت ب��الا یا رقت پایی��ن( را دارند. در هر 
دو ص��ورت محیط مغذي ی��ا روش رقت در آگار به لحاظ 
 in کمي ان��دازه گیري فعالی��ت ضد میکروبي در ش��رایط
vitro براي باکتري ها و قارچ ها مورد استفاده قرار مي گیرد. 
ارزش ثبت ش��دهMIC به عنوان کم ترین غلظت از عامل 
ضدمیکروبي مورد س��نجش قرار گرفته است که مهار رشد 
قاب��ل توجهي از میکروارگانیس��م آزمایش ش��ده را نش��ان 
مي دهد و معمولا بر اس��اس میلي گرم در میلي لیتر یا میلي 
گرم بر لیتر بیان ش��ده است. بس��یاري از دستورالعمل هاي 
تایید ش��ده براي میزان رقت تست حساسیت ضد میکروبي 
از باکتري هاي اس��ید فاس��ت و غیر اسید فاست و مخمر و 
قارچ هاي رش��ته اي وجود دارد. مهم ترین اس��تانداردهاي 
ش��ناخته شده توسط CLSI و کمیته اروپایي ضد میکروبي 
آزمایش تعیین حساس��یت )EUCAST( ارائه شده است. 
به عنوان توصیه، این دس��تورالعمل یک روش یکسان براي 
این تس��ت اس��ت که به صورت عملي ب��راي انجام کار در 
اکثر آزمایش��گاه میکروب شناس��ي بالیني فراهم مي نماید. 
توس��عه این چنین روش هاي اس��تاندارد ارتباطات بالیني با 
این تس��ت ها را تضمین نمي کند. با این وجود این روش ها 
اجازه مي دهند که یک ارزش��یابي در یک رویکرد استاندارد 

به منظور ارزیابي ارتباط بالیني نتایج انجام گیرد. 
1.4. روش رقیق کردن در محیط مایع

)Broth dilution( 
رق��ت به ص��ورت Micro ی��ا Macro در محیط مایع 
یکي از اساس��ي ترین روش هاي آزمایش حساس��یت مواد 
ضد میکروبي است. این پروژه مستلزم آماده کردن 2 تارقت 
از یک ماده ضدمیکروبي )به عن��وان مثال 16،8،4،2،1و32 
میکروگرم بر میلي لیتر( در یک محیط کش��ت مایع اس��ت 
که ب��ه لوله هاي ح��اوي حداقل حجم 2 میل��ي لیتر توزیع 

مي ش��ود که این روش Macrodilution نامیده مي شود 
و در Microdilution از لوله ه��اي ب��ا حجم کمتر مانند 
پلیت میکروتیتراس��یون داراي 96 خانه اي استفاده مي شود. 
س��پس هر لوله را با حجم مناس��بي از تلقیح میکروبي آماده 
ش��ده در هم��ان محیط بع��د از رقیق کردن سوسپانس��یون 
میکروبي اس��تاندارد ش��ده تلقیح مي کنند تا کدورت معادل 
0.5 در مقی��اس مک فارلند به دس��ت آی��د. پس از این که 
به خوبي مخلوط ش��دند لوله هاي تلقیح ش��ده یا پلیت 96 
خان��ه اي را انکوبه کرده )اغلب ب��دون تکان دادن( و تحت 
ش��رایط مناسب بسته به میکروارگانیس��م مورد آزمایش که 
انکوبه شده است قرار مي دهند. روش تجربي با انجام دقیق 

Microdilution در شکل 4 نشان داده شده است.
 MIC کمترین غلظت عامل ضد میکروبي اس��ت که به طور 
 Microdilution کامل مانع از رش��د ارگانیسم در لوله یا چاه
که توس��ط چش��م غیر مسلح تشخیص داده مي ش��ود مي گردد. 
ب��ر خ��اف روش Microdilution، از معایب اصلي روش 
Macrodilution خسته کننده بودن، نداشتن کتابچه راهنماي 
کارب��ر، خطر به وجود آم��دن خطا در آماده س��ازي روش هاي 
ضد میکروبي براي هر آزمایش و مقدار نس��بتا زیادي از معرف 
و فض��اي مورد نیاز مي باش��د. بنابراین تک��رار پذیري و مقرون 
ب��ه صرفه بودن و فضایي که با توجه به کوچک س��ازي آزمون 
 Microdilution رخ مي ده��د مزیت هاي عم��ده اي از روش
به ش��مار مي روند ب��ا این وجود، اگر نتایج تک��رار پذیر )داخل 
آزمایشگاهي و بین آزمایشگاهي( به دست آمده تحت تاثیر قرار 
مي گیرد نتیجه نهایي با اس��تفاده از این روش، باید به طور قابل 
توجه��ي به دقت کنترل گردد. براي تعیین نقطه پایاني MIC، با 
 Microdilution مشاهده دستگاه مي توانید با خواندن آزمایش
و نوش��تن نتای��ج با توانایي بالا تش��خیص رش��د در چاهک را 
آس��ان نماییم. عاوه بر این، چندین روش بر اس��اس استفاده از 
معرف رنگ توس��عه یافته اند. نمک تترازولیوم 3-)4،5- دیمتیل 
 تیازول-YL-2(-5،2– دیفنی��ل تترازولیوم بروماید )MTT( و
bis – 3،2 )2- متوکس��ي 4 نیت��رو5 س��ولفونیل آمینوکربونیل 
2H – تترازولی��وخ هیدرواکس��اید )XTT( که اغلب در تعیین 
MIC نقطه پایاني براي هر دو روش میکرودایلوش��ن ضد قارچ 
و ضد باکتري اس��تفاده مي ش��وند. رنگ الامار آبي )رزازورین( 
به عنوان یک ش��اخص موثر رش��د همچنین مي تواند براي این 
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منظور اس��تفاده گردد. اندازه تلقیح، نوع محیط رش��د، گذشت 
زمان و روش آماده سازي تلقیح مي تواند مقادیرMIC را تحت 
تاثیر قرار بدهد. بنابراین Broth dilution توسط CLSI براي 
آزمایش باکتري هاي با رش��د بي هوازي و مخمرها و قارچ هاي 
EUCAST روش  رش��ته اي استانداردس��ازي ش��ده اس��ت. 

 Broth dilution را اصولا همانندCLSI با تغییرات معمولي 
در مورد برخي از پارامترهاي آزمایش مانند آماده س��ازي تلقیح، 
ان��دازه تلقی��ح و روش خوان��دن MIC ایج��اد کرده اس��ت و 
مش��اهده در روش CLSI و اس��پکتروفتومتري در دستورالعمل

EUCAST قرار دارد. 

شکل 2. روش رقت میکرو در محیط کشت مایع عصاره گیاهي بر علیه باسیلوس سوبتي لیس با استفاده       
ازرزازورین به عنوان نشانگر رشد
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شکل 4. رقت میکرو در محیط کشت مایع توصیه شده توسط CLSI براي بررسي مواد ضد میکروبي 

ب��ا توج��ه ب��ه تش��کیل کونیدی��ا و اس��پور در قارچ ها 
استاندارد س��ازي microdilution توس��ط CLSI شامل 
یک تلقیح اس��پکتوروفتومتریک به مقدار 0/4×5-104×104 
CFU ب��ر میلي لیتر مي باش��د. در حالي که در س��نجش با 
EUCAST تلقی��ح را مي توان تنها با مق��دار )5-2(×105 
CFU بر میلي لیتر با اس��تفاده از شمارش��گر هموسیتومتر 
انج��ام داد. مطالع��ات متعدد اهمی��ت اس��تفاده از تلقیح با 
شمارش��گر هموس��یتومتر براي تکرار کردن و آماده سازي 
مناس��ب که مس��تقل از رنگ و اندازه اس��پور باشد را نشان 
مي دهن��د. تعیین حداقل غلظت باکتري کش��ي )MBC( و 
یا حداقل غلظت قارچ کش��ي )MFC(، همچنین به عنوان 
حداقل غلظت کش��ندگي )MLC( ش��ناخته شده است که 
رایج ترین روش براي تعیین فعالیت باکتري یا قارچ کش��ي 
مي باشد. MBCعبارت از حداقل غلظت عامل ضد باکتري 
ب��راي کش��تن 99/9 % از باکتري ها پس از انکوباس��یون به 
مدت 24 س��اعت تحت یک مجموعه ش��رایط اس��تاندارد 

اس��ت که در آن مي توان��د پ��س از Macrodilution یا 
Microdilution توس��ط کش��ت یک نمون��ه در چاهک 
و ی��ا لوله ه��اي معین، ب��ازده منفي رش��د میکروبي پس از 
انکوباس��یون در س��طح صفحات غیر انتخابي آگار را براي 
تعیین تعداد س��لول هاي باقي مانده بر اساسCFU بر میلي 
لیتر پس از 24 س��اعت انکوباسیون به کارگیرد. نقطه پایاني 
باکتري کش��ي )MBC( به عنوان کمترین غلظت که در آن 
 MFC .99/9 % از باکتري ها کشته شده اند تعریف مي شود
نیز به عنوان کمترین غلظت دارو است که در محدوده 99/9 
% - 98/9 % اثر کش��ندگي آن نسبت به تلقیح اولیه تعریف 
ش��ده اس��ت. مطالعات متعددي براي بررس��ي پارامترهاي 
 MFCآزمون ه��اي مختلف براي یکس��ان س��ازي تعریف
داروه��اي مختلف ب��ر علیه قارچ کاندیدا، آس��پرژیلوس و 

دیگر گونه هاي جدا شده انجام شده است. 
)Agar dilution( 2.4. روش رقیق کردن در آگار

 این روش ش��امل ترکیب غلظت ه��اي مختلف از عامل 
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ضد میکروبي مورد نظر در یک محیط کش��ت آگار )محیط 
آگار مایع( مي باشد که معمولا به صورت 2 برابر رقت آگار 
پس از تلقیح یک معرف میکروبي بر روي سطح آگار تلقیح 
مي گ��ردد. نقطه پایان��ي MIC به عنوان ک��م ترین غلظت 
عامل ضد میکروبي به طور کامل مانع از رشد تحت شرایط 
مناس��ب انکوباس��یون مي گردد که در جدول 1 ذکر ش��ده 
است. این روش براي هر دو تست حساسیت ضد باکتریایي 
و ضد قارچي مناسب است. اگر ایزولاسیون متعدد بر علیه 
یک ترکی��ب صورت گیرد و یا اگر ی��ک ترکیب )عصاره( 
در محی��ط مایع با اس��تفاده از رنگ آمی��زي در یک محیط 
 مایع براي تشخیص رشد میکروبي به کار گرفته شود روش
 broth dilution اغلب نسبت به روش Agar dilution 
براي تش��خیص MIC ترجیح داده مي شود. امروزه، تولید 
تجاري تلقیح هاي جایگزین در دسترس هستند و مي توانند 
بی��ن 32 و 60 ماده تلقیح��ي باکتریایي مختلف به هر پلیت 
آگار انتق��ال دهن��د. Agar dilution اغلب به عنوان یک 
روش استاندارد براي ارگانیسم هاي اسید فست مثبت مانند 
ب��ي هوازي ها و گونه هاي هلیکوباکتر توصیه مي ش��ود. این 
روش ب��راي ترکیبات دارویي ضد قارچي بر علیه گونه هاي 
کاندیدا مانند آس��پرژیلوس، فوزاریوم و درماتوفیت استفاده 
 E-test ش��ده اس��ت و داراي ارتباط همبس��تگي قوي ب��ا
ب��راي آزمای��ش مواد ض��د باکتریایي بر علی��ه باکتري گرم 
منف��ي و گرم مثبت مي باش��د. عاوه بر این در مقایس��ه با 
روش ه��اي و   agar dilution، disk-diffusion"

broth microdilution نتایج بسیار عالي مي دهد. 

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

این روش یک��ي از بهترین روش ها براي تعیین خاصیت 
باکتري کش��ي و قارچ کشي مي باش��د و یکي از قوي ترین 
ابزاره��ا ب��راي ب��ه دس��ت آوردن اطاعات م��ورد ارتباط 
دینامی��ک بین مواد ض��د باکتریایي با گونه ه��اي باکتري ها 
مي باش��د که وابس��ته به زمان یا وابسته به غلظت موثر مواد 
آنتي باکتریال اس��ت. براي باکت��ري این روش به خوبي در 
اس��ناد M26-A توس��طCLSI استاندارد س��ازي و شرح 
داده ش��ده اس��ت و ترجیحا در یک محیط کشت مغذي با 

 اس��تفاده از 3 لوله که ش��امل سوسپانسیون باکتري به مقدار 
CFU/mL 105×5 باش��د انجام مي گی��رد. لوله هاي اول و 
دوم یک مولکول یا عص��اره مورد آزمایش با غلظت نهایي 
MIC×0/25 و MIC×1 مي باش��ند و لوله س��وم به عنوان 
کنترل رش��د در نظر گرفته مي ش��وند. تلقیح تحت شرایط 
مناسب شامل فواصل زماني مختلف )0،4،6،8،10،12 و24 
س��اعت( صورت مي گیرد. سپس درصد س��لول هاي مرده 
نسبت به تعداد سلول هاي زنده بر اساس)CFU/ml( از هر 
لوله با استفاده از روش شمارش آگار شمرده شده و با لوله 
کنترل رشد مقایسه مي گردد. به طور کلي تاثیر باکتري کشي 
با بررسي میزان کش��ندگي تا 90 % براي مدت 6 ساعت و 
99/9 % مرگ و میر در مدت 24 ساعت به دست مي آید. به 
عاوه این روش مي تواند براي تعیین خاصیت سنرژیس��تي 
و آنتاگونیس��تي بین دو یا بیشتر از ترکیبات دارویي استفاده 
گردد. چندین مطالعه در مورد مواد ضد قارچي با این روش 

صورت گرفته است. 

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

 )ATP( این روش بر اساس توانایي آدنوزین تري فسفات 
تولید ش��ده توس��ط باکتري ها و قارچ ه��ا ارزیابي مي گردد. 
ATP به شکل انرژي شیمیایي براي سلول هاي زنده است 
و در حال حاضر به صورت بیش��تر یا کمتر و یا مقدار ثابت 
در یک س��لول موجود مي باشد، بنابراین تعیین مقدار آن بر 
اساس جمعیت میکروبي موجود در نمونه برآورد مي گردد. 
Dluciferin در حضور ATP توس��ط لوسیفراز تبدیل به 
لوس��یفرین مي ش��ود که به تولید نور مي انجامد. مقدار نور 
ساطع شده توسط luminometer و بیان واحد نور نسبي 
)RLU( که مي تواند به RLU برمول از ATP تبدیل شود 
اندازه گیري مي ش��ود. بنابراین، ی��ک رابطه خطي بین زنده 
ماندن س��لول ها و تولید نور اندازه گیري شده وجود دارد. 
روش هاي نور س��نجي داراي طیف وس��یعي از برنامه هاي 
کاربردي اس��ت مانند آزمون سیتوتوکسیس��یته، در ارزیابي 
نش��انزد از تاثیر بیوفیل��م در محل و غربالگ��ري داروهاي 
موثر روي لیش��مانیا، آزمایش ضد باکتریایي، تست تاثیرات 
آن ها بر مایکوباکتري ها، تس��ت م��واد ضد قارچي بر علیه 
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مخمر و کپک ها. س��رعت از مزایاي مهم این روش اس��ت 
ک��ه نتایج کمي را فراهم مي کند. ای��ن روش مي تواند نتایج 
آزمایش هاي ضد مایکوباکتریایي را در مدت 3 تا 5 روز در 
مقایس��ه باروش سنتي رقت معمولي که نیاز به 3 تا 4 هفته 

انکوباسیون دارد فراهم کند. 

 7. روش فلوسايتومتري
)Flow cytofluorometric( 

 چن��د س��ال پی��ش، فوای��د flow cytometry  براي 
تس��ت حساس��یت میکروارگانیسم پیشنهاد ش��د. بنابراین، 
بسیاري از نویسندگان به فعالیت ضد باکتري و ضد قارچي 
بس��یاري از داروها با اس��تفاده از ای��ن روش پرداخته  اند. 
تش��خیص سریع سلول هاي آس��یب دیده توسط این روش 
 بس��تگي به اس��تفاده از رنگ آمیزي مناس��ب دارد. بنابراین 
propidium iodide (PI) یک عامل فلورسنت مي باشد 
که به صورت گس��ترده براي رنگ آمیزي DNA اس��تفاده 
مي گردد. مطالعات متعددي در مورد تاثیر دستگاه فلوسیتومتري 
به عنوان یک ابزار اساسي براي آزمایش ضد باکتریایي علیه 
باکتري لیستریا مونوسیتوژنز گزارش شده است که با استفاده 
 از رنگ آمیزي همراه باPI براي ارزیابي غشاي آسیب دیده و 
 carboxyfluorescein diacetate (cFDA)  ب��راي 
تش��خیص فعالیت استراز استفاده مي گردد. در نتیجه، عاوه 
بر لیز سلول ها سه زیر گروه هاي جمعیتي )سلول هاي مرده، 
زنده و آس��یب دی��ده( را مي توان به وض��وح با این روش 
تشخیص داد. سلول آسیب دیده به عنوان سلول تحت فشار 
قسمت هاي آسیب دیده داخل سلول ها و اختال ایجاد شده 
بعد از آن در تولید مثل را نش��ان مي دهند. تعیین سلول هاي 
آس��یب دیده یکي از نتایج جال��ب در میکروبیولوژي مواد 
غذایي اس��ت زیرا این زیر گروه مي تواند در شرایط بحراني 
براي بهبود س��لول مانند نگهداري مواد غذایي در ش��رایط 
درجه ح��رارت طولاني مدت مفید باش��د. به عاوه روش 
flow cytofluorometric اج��ازه مي دهد تا مقاومت به 

مواد آنتي باکتریال تعیین ش��ده و تاثیر مولکول تس��ت شده 
بر روي مقاومت و س��لول میکروارگانیسم مورد آزمایش را 
 ارزیابي کند. عاوه بر این نتایج تس��ت را سریع تر مي دهد

 )6-2 ساعت در مقابل 72-24 ساعت روش میکرودایلوشن(. 
با این حال، اس��تفاده گس��ترده از ای��ن روش براي آزمایش 
حساس��یت ضد میکروبي در حال حاضر ممکن اس��ت به 
دلیل در دس��ترس نبودن تجهیزات سیتومتري مورد نیاز در 
آزمایش��گاه هاي مختلف محدود به آزمایشگاه هاي پیشرفته 

شده است. 

8. نتيجه گيري
 در ح��ال حاض��ر، عفونت هاي میکروب��ي تبدیل به یک 
تهدی��د مهم بالیني ش��ده که همراه با ع��وارض قابل توجه 
و م��رگ و میر اس��ت که عمدت��ا به دلیل توس��عه مقاومت 
میکروبي به عوامل ضد میکروبي موجود مي باشد. بنابراین، 
روش هاي زیادي براي آزمایش حساس��یت ضد میکروبي و 
کش��ف عوامل ضد میکروبي در طول زمان به طور گسترده 
مورد اس��تفاده قرار گرفته و در آینده هم گس��ترش خواهد 
یافت. برخي از تکنیک ها توسطCLSI وEUCAST مورد 

استاندارد سازي قرار گرفته اند. 
ب��ا این ح��ال، در هن��گام آزمایش محص��ولات طبیعي، 
اغل��ب برخ��ي تغیی��رات در پروتکل هاي اس��تاندارد مورد 
نیاز اس��ت. بنابراین، بس��یار ضروري اس��ت ک��ه در مورد 
تغییرات��ي ک��ه در اصول میکروب شناس��ي با رقیق س��ازي 
محی��ط کش��ت و اس��تفاده از یک تلقیح ص��ورت مي گیرد 
بس��یاردقیق باش��یم. عاوه بر این ما مي توانیم با استفاده از 
حال ها روي محیط رش��د میکروارگانیس��م مورد آزمایش 
تاثی��ر بگذاریم. ما مي توانیم بگوییم ک��ه اختراع یک روش 
کوچ��ک مطابق ب��ا پروتکل ه��اي اس��تاندارد مي تواند یک 
راه ح��ل ب��راي اطمینان از انجام دقی��ق آزمایش به صورت 
 تجربي بوده و اجازه مقایسه نتیجه با نتایج سایر محققین را

 فراهم مي کند. 
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