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Inhibitory Methods for Susceptibility 
Testing

1. Disk Diffusion

2. Dilution Testing 

3. Epsilometer

















Summary of Disk Diffusion Susceptibility Testing Conditions





OD نانومتر625در طول موج 0.08-0.13بین





The swab should be rotated several times and pressed firmly on the inside wall of 
the tube above the fluid level to remove excess inoculum from the swab.

within 15 minutes after adjusting the turbidity, a sterile cotton swab is dipped 
into the suspension. 
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This procedure is repeated by streaking two more times, rotating the plate 
approximately 60° each time to ensure an even distribution of inoculum.

The Mueller-Hinton agar plate is inoculated by streaking the swab
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The lid may be left ajar for 3 to 5 minutes, but no more than 15 minutes, to allow for any 
excess surface moisture to be absorbed before applying the drug-impregnated disks.

As a final step, the rim of the agar is swabbed
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تعداد دیسک های آنتی بیوتیکی مجاز در هر پلیت 

دیسک12حداکثر........... میلی متر150پلیت با قطر •

دیسک6-5حداکثر........... میلی متر100پلیت با قطر •

فلوانزا و برای  برای باکتری های پر نیاز مانند نایسریا گونوره،هموفیلوس آن

دیسک4حداکثر .....پاراآنفلوانزا

دیسک2حداکثر ....برای نایسریا مننزیدیتیدیس

 میلی متر24.....فاصله دیسک ها از یکدیگر









گروه بندی آنتی بیوتیک ها

ه شوند و به عنوان پانل آنتی بیوتیکی جهت آزمایش اولیه باید گذاشت: Aگروه 

.گزارش شوند

جهت ارزیابی اولیه گذاشته می شوند اما در شرایط خاصی گزارش: Bگروه 

:می شوند

 در صورت مقاومت به گروهA

منبع مشخص نمونه

عفونتهای چند میکروبی

عفونتهای چندکانونی

موارد آلرژی

 عدم تحمل و یا شکست در پاسخ به درمان با یکی از عوامل گروهA

برای اهداف پیشگیری از عفونت



Cگروه 

شامل عوامل ضد میکروبی جایگزین یا مکمل که در شرایط خاصی

.گذاشته  و گزارش می شوند

 درمانی-بر ضد سویه های اندمیک یا اپیدمیک موجود در مراکز بهداشتی

برای سویه های مقاوم به چندین دارو از گروه های اولیه

در صورت حساسیت به داروهای اولیه

مونلا کلرامفنیکل برای ایزوله های سال)برای درمان ارگانیسم های غیر معمول

(خارج روده ای

 برای گزارش به کمیته پیشگیری عفونت به عنوان یکی از اهداف

اپیدمیولوژیک



شامل عوامل ضدمیکروبی مشخص که فقط برای درمان U (Urine :)گروه 

عفونتهای مجاری ادراری و یا در درجه اول برای درمان این نوع عفونت به کار

(مانند نیتروفورانتوئین.)می روند

که برای گروهی از شامل عوامل ضدمیکروبی O(Others:)گروه 

.ندبه طور روتین آزمایش و گزارش نمی شو.ارگانیسم ها کاربرد بالینی دارند

شامل عوامل ضدمیکروبی که برای Inv(Investigational :)گروه 

مورد تایید قرار FDAگروه های ارگانیسمی جنبه تحقیقاتی داشته و هنوز توسط 

.نگرفته اند







نحوه خوانش 

:(reflected)انعکاسی •

می قطر هاله عدم رشد را از پشت ظرف پتری در چند سانتی متر بالاتر از یه سطح سیاه  مات قرائت•
.کنید

رروی گاهی باید در پلیت را باز کرد و مستقیما قطر هاله عدم رشد را اندازه گیری کرد مانند استرپ ب

محیط مولر خون دار

(:transmitted)عبوری •

اگزاسیلین در برابر استاف ها

وانکومایسین در برابر انتروکوک ها

لینزولید در برابر استاف ها





Modify methods for fastidious bacteria

If blood was added to the agar base (as with streptococci), the zones are measured 
from the upper surface of the agar illuminated with reflected light, with the cover 
removed.
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(نه صفر)میلی متر گزارش شود 6در صورت عدم مشاهده هاله، قطر هاله باید عدد 













Reading E-tests

Susceptible < 1

Resistant > 4  ug/ml

Ciprofloxacin for 

Yersinia pestis

Intermediate 1-4 ug/ml 

Upper reading



میلیمتری150نوار تست در پلیت 4-6



نحوه گزارش 

(S)حساس •

(  I)بینابینی•

(R)مقاوم•

 مقاومت ذاتیX نباید گزارش شوند.X



( :  susceptible dose dependent)حساس وابسته به دوز•

ی به برای ایزوله هایی استفاده می شود که حساسیت آنها وابسته به دوز مصرف

.کارگرفته شده می باشد

ه از این مفهوم باید به آن ایزوله هایی اختصاص داده شود که در صورت  استفاد

ر معیار بالاترین دوز مورد تایید دارو یا حداکثر دوز مورد استفاده در بالین، از نظ
.های تفسیری حساس گردد





به گروهی از ایزوله ها تخصیص می یابد (:Non suseptible)غیرحساس•

برای که به علت فقدان  یا نادر بودن سویه های مقاوم آنها، فقط نقاط انفصالی

.آنها به صورت حساس معین شده است

 ایزوله هایی که مقدارMIC آنها بیشتر یا قطر هاله مهار رشد آنها کمتر از

مقدار مشخص شده برای محدوده حساس است باید به عنوان غیر حساس 

.گزارش شوند

•Not susceptible : ایزوله هایی که از نظر تقسیم بندی جز  حساسبرای

.ده کردتوانند از این عنوان استفامی بینابینی یا مقاوم طبقه بندی میشوند 





مثالهایی از مقاومت های ذاتی

تتراسایکیلین ، کوتریماکسازول......سودوموناس •

کوتریماکسازول،سفالوسپورین ها،کلیندامایسین...... انتروکوک•

سفالوسپورین ها،سفامایسین، آمینوگلیکوزیدها2و 1نسل .....سالمونلا و شیگلا•

سفالوسپورین....لیستریا•

•MRSA ......حتما باید مقاوم به پنی سیلین گزارش شود.

سفوکستین،نیتروفورانتوئین......سراشیا•

ده از آنتی بیوتیک هایی که در عفونت های ادراری به کار می روند برای باکتری های جدا ش•

.قسمتهای دیگر بدن نباید گزارش شوند

کاربرد ندارند CNSآنتی بیوتیک های خوراکی و آنتی بیوتیک هایی که به هر دلیل در عفونت •

ها ، ،کلیندامایسین،تتراسایکلین ، کلیندامایسین، ماکرولید2و1مانند سفالوسپورین نسل ) 
.گزارش شوند CSFحاصل از کشت نباید در نمونه های ( فلوئورکینولون ها



Organism Intrinsic Resistance to :
Enterobacteriaceae

Citrobacter freundii Ampicillin , Augmentin , Cephalothin , Cefoxitin

Citrobacter koseri Ampicillin , Augmentin

Enterobacter aerogenes Ampicillin , Augmentin , Cephalothin , Cefoxitin

Enterobacter cloacae Ampicillin , Augmentin , Cephalothin , Cefoxitin

Escherichia coli 
There is no intrinsic resistance to β-lactams in this 
organism

Klebsiella pneumoniae Ampicillin

Morganella morganii Ampicillin , Augmentin , Cephalothin ,Nitrofurantoin

Proteus mirabilis
There is no intrinsic resistance to β-lactams in this 
organism.Nitrofurantoin

Proteus vulgaris Ampicillin , Cephalothin ,Nitrofurantoin

Serratia marcescens
Ampicillin , Augmentin , Cephalothin , Cefoxitin , 
Nitrofurantoin

Staph.Saprophyticus Novobiocin - R



**Exceptional Resistance Phenotypes**

Organism Resistance Phenotype Detected 

Any Enterobacteriaceae
Carbapenem – I or R            
Amikacin, Gentamicin,Fluoroquinolone– R 

Escherichia coli ESBL+

Klebsiella spp ESBL+                Ampicillin - S

Proteus mirabilis ESBL+

Proteus vulgaris Ampicillin - S

Citrobacter freundii Ampicillin,Cephalothin - S

Enterobacter SPP Ampicillin,Cephalothin - S

Salmonella spp Cephalosporin Gen III,Fluoroquinolone – I or R 

Any Organism Resistance to all agents routinely tested



**Exceptional Resistance Phenotypes**
Organism Resistance Phenotype Detected 

Streptococcus 
pneumoniae

penicillin – R   Vancomycin – NS

Streptococcus,            
β-hemolytic 
group

penicillin – NS   Vancomycin – NS

Streptococcus, 
viridans
group

Vancomycin – NS

Enterococcus 
spp.

Linezolid ,Vancomycin, High-level aminoglycoside – R

Enterococcus 
faecalis

Linezolid ,penicillin, High-level aminoglycoside – R

Enterococcus 
faecium

Linezolid, High-level aminoglycoside – R

Any Organism Resistance to all agents routinely tested



**Exceptional Resistance Phenotypes**

Organism Resistance Phenotype Detected

Acinetobacter

Carbapenem – I or R 
baumannii

Pseudomonas
Colistin – I or R     Carbapenem – I or R    
cuncurrent Gentamicin,Tobramycin and Amikacin - R

aeruginosa

Stenotrophomonas
Cotrimoxazole - I or R

maltophilia

Any Organism Resistance to all agents routinely tested



**Exceptional Resistance Phenotypes**

Organism Resistance Phenotype Detected 

Staph.aureus Linezolid,Cefoxitin - R       Vancomycin - R

Staph.coagulase 
neg

Linezolid - R                     Vancomycin - R

Any Organism Resistance to all agents routinely tested



مقاومت استاف ها و انتروکوک ها در برابر وانکومایسین



مقاومت استاف ها و انتروکوک ها در برابر وانکومایسین





MDR(Multidrug resistance :) باکتری هایی که حداقل به سه

.آنتی بیوتیک از سه کلاس مختلف مقاوم باشند

XDR(Exensive drug resistance :)ا باکتری هایی که تنها به یک ی

.دو آنتی بیوتیک از کلاسهای مختلف حساس باشند

PDR(pandrug resistance :)یک باکتری های که به تمام آنتی بیوت

.های مورد آزمایش مقاوم باشند



:کلاسهای مختلف آنتی بیوتیک ها 

:بتالاکتام ها •



اهغیر بتالاکتام 

..جنتامایسین ، آمیکاسین و:  امینوگلیکوزید ها•

سولفانامیدها ، تری متوپریم: مهارکننده های مسیر فولات •

وانکومایسین : گلیکوپپتیدها•

Bکلیستین، پلی میکسین : لیپوپپتید ها•

...اریترومایسین، آزیترومایسین و: ماکرولیدها•

سیپروفلوکساسین ،: کینولون ها و فلوئوروکینولون ها •

...داکسی سیکلین : تتراسایکلین ها•

کلرامفنیکل، کلیندامایسین، (: single drug classes)خانواده تک دارویی•

لینزولید



تستهای تکمیلی

اختیاری

 ESBLتست غربالگری و تاییدی •

CREتست غربالگری و تاییدی •

الزامی

استاف اورئوس مقاوم به متی •
MRSA))سیلین

ایسینتست مقاومت القایی به کلیندام•

(D-test)

بتالاکتاماز •



MRSA

میکروگرم سفوکسیتین30استفاده از دیسک •

.اما درجواب اگزاسیلین باید گزارش شود•

.حتما باید مقاوم به پنی سیلین گزارش شودMRSAارگانیسم •

 for  S.aureus and S.lugdunensis

>=22 mm…. (S) and     =<21 mm …. (R)

 for  coagulase-negative staphylococci :

=>25 mm …. (S) and = <24 mm …. (R )





در مقاومت القایی به کلیندامایسین•

وس استافیلوکوک ها ،استرپتوکوک

وک های بتا همولیتیک و استرپتوک

.پنومونیه می تواند رخ دهد

ن ایزوله هایی که به اریترومایسی•

مقاوم اما به کلیندامایسین حساس

.ندهستند باید از این نظر تست شو

د گزارش فقط نتایج کلیندامایسین بای•
.شود









بتالاکتاماز



Nitrocefin disk test
(Chromogenic cephalosporin method)



Penicillin Disk Zone-Edge Test 

Figure 1. Positive for β-Lactamase 
Detection

Figure 2. Negative for β-Lactamase 
Detection.



Screening for ESBL producers

for screening for ESBL production by

klebsiellae

Escherichia coli

Proteus mirabilis



For K.pneumonia,K.oxytoca
and E. coli

• Cefpodoxime < 17mm 

• ceftazidime < 22mm

• aztreonam < 27mm

• Cefotaxime < 27mm

• Ceftriaxone         < 25mm

For Proteus mirabilis

• Cefpodoxime <22 mm 

• Ceftazidime <22mm 

• Cefotaxime <27mm 



Disc with 
cephalosporin + 
clavulanic acid

Disc with 
cephalosporin 

alone

ESBL Confirmatory Tests



ESBL Testing

Confirmatory methods

a) Disk diffusion method

A

B

A : Ceftazidime/clavulanic

B : Ceftazidime

Zone diameter of CAZ-CA
Zone diameter of CAZ

> 5 mm



ESBL Testing
Confirmatory methods
b) MIC method – ESBL E-test strip
• Two E-test combination strip

(eg. CAZ/CAZ-CA or CTX/CTX-CA)

MIC of CAZ

MIC of CAZ-CA
> 8 ug/ml



Suspected Carbapenemase Production in 
Enterobacteriaceae(CRE)

.م باشدممکن است برای اهداف اپیدمیولوژیک و فرایند پیشگیری عفونت لاز•

.در حال حاضر انجام این تست به صورت روتین توصیه نمی شود•

یا انتروباکتریاسه ها و سودوموناس آئروژینوزا هایی که غیر حساس به یک•

.وندبیش از یک کارباپنم هستند از نظر تولید کارباپنماز بررسی می ش

ار حساس در اکثر مواقع عدم  حساسیت به ارتاپنم یکی از اندیکاسیون های بسی

.جهت بررسی وجود آنزیم کارباپنماز می باشد

 معمولا این ایزوله ها به یک یا بیش از یک سفالوسپورین نسل سه
.مقاوم هستند( سونسفوپرازون،سفوتاکسیم،سفتازیدیم،سفتی زوکسیم و سفتریاک)



CREروش انجام غربا لگری

استفاده از دیسک ارتاپنم یا مروپنم•

یا

براث میکرودیلوشن ارتاپنم ، مروپنم یا ایمی پنم •

 ازMICدنشیا ایمی پنم نمی توان برای غربالگری گونه های پروتئوس ، پروو

.و مورگانلا استفاده نمود

 روش های دیگری هم برای شناسایی کارباپنماز ها وجود دارد مثل روش های

...کروموژنیک و 





نحوه گزارش

detectedCarbapenemase:نتایج مثبت • producer

No carbapenemase: نتایج منفی• detected



نحوه گذاشتن کامنت در برگه گزارش بیماران

نوع کامنت  موضوع

Vancomycin susceptibility test must be tested with MIC,

but its resistance reported very rare.

برای دیسک وانکومایسین در خانواده استافیلوکک هاE-testدر صورت نداشتن نوار 

This isolate is presumed to be resistant based on detection

of ICR, as determined by testing clindamycin in

combination with erythromycin

D-zoneدر صورت مثبت شدن تست 

(وکسیتینسفنه()اگزاسیلین)سیلینمتیبهمقاومعنوانبهبایدمثبتmecAهایزولهای
گزارشمقاومصورتبهبایدنیزسفتارولینجزبهلاکتام،بتاترکیباتسایرشوند؛گزارش

:کامنتگذاشتننحوهبنابراین.شوندگزارشاصلانبایدیاوشوند

Also resistant based on oxacillin resistance ………

MRSAدر صورت مثبت شدن تست 

Also resistant based on beta lactamase positive:

Penicillin, Amoxicillin, Ampicillin, Carbenicillin, Ticarcillin, Azlocillin

and Piperacillin

به پنی سیلین، آمینو پنی سیلین،مقاوم به ← در صورت مثبت شدن تست بتالاکتاماز
کربوکسی پنی سیلین و اورئیدوپنی سیلین می باشند



اشاره به مقاومت  
ذاتی











کنترل کیفی دیسک های آنتی بیوتیکی

دمای مناسب نگهداری •

(درجه8-2)نگهداری در یخچال .......برای استفاده روتین

 ذخیره(Stock :)(درجه14منفی )فریزر

ام خیلی حساسند آنتی بیوتیکهای بتا لاکتام به ویژه ایمی پنم و سولفاکت

در صورت ناگزیر بودن )در یخچال نمی توان نگهداری کرد 

.باید در فریزر نگهداری شوند(حداکثر یک هفته



یکنترل کیفی دیسک های آنتی بیوتیک

ترل میکروبی استاندارد به منظور کنحداقل سه سویه  استفاده از •
.کیفیت دیسک های آنتی بیوتیکی باید وجود داشته باشد

 استاف اورئوسATCC  25923

 اشرشیا کولیATCC 25922

 سودوموناس ائروژینوزاATCC   27853



AST - QC Program

• Daily Testing
Test all applicable QC strains for 20 or 30 

consecutive test days, and document results

• Weekly Testing
To convert from daily to weekly QC testing, no 

more than one out of 20 or three out of 30 zone 
diameters for each antimicrobial agent/organism 
combination may be outside the acceptable zone 
diameter limits stated





Alternative QC Plan



E-Testکنترل کیفی نوارهای 

حداقل یک بار پس از خرید با سویه های استاندارد چک•
.شوند



کنترل کیفی محیط مولر هینتون آگار

میلی متر5-3: عمق محیط•

(mg/dl 50)محتوای تیمیدین•

 استفاده از سویه استاندارد انتروکوکوس فکالیس(29212یا 33186ATCC  ) و دیسک آنتی

میلی متر باشد به معنای این است محتوای 20هاله عدم رشد بیشتر یا مساوی )SXTبیوتیکی 

(تیمیدین کافی است

(  Ca++ :50-100mg/dl,Mg++: 25mg/dl)میزان کاتیون•

استفاده از سویه استاندارد سودوموناس(ATCC 27853 )در برابر آمینوگلیکوزید

بالا بودن محتوای کاتیون ها را نشان میدهد....هاله عدم رشد خیلی کوچک باشد.

 کاتیون ها را نشان میدهدکم بودن محتوای ....باشدبزرگ هاله عدم رشد خیلی

•PH  (7.4-7.2)محیط





PHچگونگی اندازه گیری 

تمام مولر هینتون آگار موجود در یک پتری را در ظرفی کوچک : روش اول

به آن اضافه کنید و به مدت ( سی سی3-2)می توانید کمی آب مقطر .کاملا له کنید
.متر را در آن غوطه ور کنیدpHسپس نوک . ده دقیقه بخیسانید

مقدار اندکی از . متر را در داخل ارلن کوچکی قرار دهیدpHنوک :روش دوم

را اندازه گیری pHآگار مذاب را به داخل ارلن ریخته و بعد سفت شدن آگار ، 

.نمایید



مترPHنحوه کنترل کیفی 



کنترل کیفی محیط کشت



کنترل کیفی لوپ

:  حجم

1μl (0.001 ml)

10 μl (0.01 ml)

:جنس

پلاتینیوم یا نیکروم: چند بار مصرففلزی 

پلاستیکی یک بار مصرف





























































کنترل کیفی آب



:انواع آب بر اساس درجه خلوص

تهیه محلول استاندارد،بافر ، سرم های کنترل و لیوفیلیزه ،  : Iدرجه •

...الکتروفورز، کشت سلول 

آزمایش های بیوشیمی، هماتولوژی ، میکروبیولوژی، سرولوژی و: IIدرجه •

ایمونولوژی

آنالیز ادار و مدفوع ، شست و شو و آب کشی وسایل شیشه ای ، : IIIدرجه •

ساخت محیط کشت و بافت شناسی





نج یا با استفاده از دستگاه هدایت س: تعیین هدایت یا مقاومت الکتریکی آب•

مقاومت سنج

فواصل هفتگی یا برحسب نیاز در هربار مصرف •



الص در با اضافه کردن چند قطره پرمگنات پتاسیم به آب خ: تعیین مواد آلی آب•

شان صورتی که پس از یک ساعت رنگ بنفش مایل به ارغوانی باقی بماند ن

.دهنده خلوص بالای آب ودر غیر این صورت نشان دهنده مواد آلی زیاد است

به علت عدم وجود یون در آب درجه یک و دو غیرقابل : آب pHاندازه گیری •

.  اندازه گیری است

PH: 5-8: 3در هربار مصرف برای آب درجه :فواصل انجام •

کشت میکروبی•

هفتگی: اب درجه یک •

بار مصرفردوره ای در ه: آب درجه دو •

نیازی نیست: آب درجه سه •




