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مقدمه

،ارتاپنمایمی،مروپنممثال،عنوانبه)هاکارباپنم•

ییباکتریاضدفعالیتطیفباپنمدوریوپنم

کتامبتالاهایبیوتیکآنتیازکلاسیکگسترده،

بارولیناهاکارباپنم..هستندسیلینپنیازمتفاوت

بهمعمولاا آن ها.شدندمعرفیمیلادی1980سالدر

جدیعفونت هایدرماندرانتخابآخرینعنوان

مگرباسیل هایداروییچندمقاومسویه هایازناشی
.می شونداستفادهمنفی



مقدمه

نفیمگرمباکتری هایمیاندرهاکارباپنمبهمقاومت•
(MDR-GNB) ازهاکارباپنمتولیدبامرتبطعمدتاا

درمقاومتدرهاکارباپنمازارتباطبخاطر.می باشد

هایلاسکسایروبتالاکتامهایبیوتیکآنتیبرابر

ها،فلوروکینولونمانندها،بیوتیکآنتی

درهمسالاینآمینوگلیکوزیدها،وکوتریموکسازول

مراکزدرفزایندهنگرانییکبهحاضرحال
.استشدهتبدیلجهانسراسردردرمانیبهداشتی



چالشهایشناساییتشخیصآزمایشگاهی

کارباپنمازها

درخصوصبهKPCکنندهتولیدایزوله هایشناسایی•

گیزبرانچالشمسالهبالینیشناسیمیکروبآزمایشگاه
بهبالاسطحمقاومتبهمربوطهمیشهKPCحضور.است

درMICنوساناتسبباستممکنولینبوده،هاکارباپنم

ممکنMICافزایشاین.شودمتوسطیاوحساسمحدوده

مگرنگیردقرارتوجهموردآزمایشگاهپرسنلتوسطاست

گرفتهکارهبژنوتایپییافنوتیپیتأییدیآزمایش هایاینکه

.شوند



تحساسیروشهایتوسطکارباپنمازشناسایی

بیوتیکیآنتی

تشخیصبرایفنوتیپیومولکولیجدیدروش هایچهاگر•
وزهناماشده اند،معرفیمنفیگرمهایپاتوژندرکارباپنماز

خیصتشدرگاماولین.استترمطمئنوسادهتست هایبهنیاز
آزمایشبراساسشناساییروش هایازاستفادهکارباپنماز،
روش هااین.استبالینیسویه هایدربیوتیکیآنتیحساسیت

روش هایبراث،میکرودایلوشندیفیوژن،دیسکشامل
و(E-testنوارهایمثالعنوانبه)میکروبیضدگرادیان
تم هایسیسمثال،عنوانبهموجودتجاریخودکارسیستمچندین

VITEKبیومریکسشرکت(Marcy L'Etoile, France)،
BDسیستم هایPhoenixخودکارشناسیمیکروبسیستم

DiagnosticsوMicroScan WalkAwayزیمنسشرکت
(Dade Behring, West Sacramento, CA)باشندمی.



روشهایفنوتیپیشناساییکارباپنمازها

ییشناسابرایاستممکنآزمایشاتازبرخیکهحالیدر•

در،شونداستفادهکارباپنمازتولیدکننده یباکتری های

درفزاینده ایبطورفنوتیپیهایروشاخیرسال های

کارببالینیمیکروبیولوژیهایآزمایشگاهازبسیاری
:ازعبارتندآنهامهترینکهمی شودگرفته

Modified Hodge Test (MHT ) منسوخشدهاست

Carba NP test

The Carbapenem Inactivation Method (CIM),



MHT

کدیسازکارباپنمازمولدباکتریهایتشخیصبرایروشایندر•
.کنندمیاستتفادمروپنمویاارتاپنممیکروگرمی10های

ارلندفمکنیمکدورتمعادلمیکروبیسوسپانسیونیکابندا-:روش•
ATCCکولیاشریشیااز سالیننرمالبااآنروکردهتهیه25992

بهونهینتمولرمحیطدرشدهتهیهسوسپانسیوناز.کنیدرقیق10/1
سطحتاکنیدصبردقیقه3-10ودهیدکشتدیفیوژندیسکروش
سکدیعددیکاستریلپنسیکباوسپسشودخشککشتمحیط
نوکوبادهیدقرارهینتونمولرمحیطوسطدررامروپنمویاارتاپنم
ولرمسطحبهدیسکتابدهیددیسکرویبرمختصریفشارپنس

.بچسبدهینتون



MHT

ازعدد3-5استریلسوابویامیکرولیتری10لوپازاستفادهبا-•
رافیومنمثبتکنترلسویههمچنینوآزمایشموردباکتریکلونی

بطرفدیسکلبهازخطیبصورتجداگانهبطورونمودهبرداشت
20-25بطولکشتخططولشودمیتوصیه.دهیدکشتپلیتلبه

بهتگیبسپلیتیکدرآزمایشموردهایسویهتعداد.باشدلیترمیلی
میلي15قطرباهايپلیتازاستفادهصورتدرداردآناندازه
اراهپلیت.كردآزمایشرابیمارنمونهیكازبیشتوانميمتري
نمائیدانکوبهسانتیگراددرجه35دمایدرساعت16-18بمدت



MHT

آزمایشموردهایسویهرشدافزایشلحاظازراهاپلیت-3•
دیسکهلبباکشتخطتلاقیمحلدرکیفیکنترلهایوسویه
نشانشبدریبرگشکلوتشکیلرشدافزایش.کنیدبررسی
.باشدمیکارباپنمازآنزیمتولیدبرایبودنمثبتدهنده

تاسممکنهامیکروارگانیسمازبعضیباشیدداشتهتوجه•
ATCCکولیاشریشیارشدازمانعکهکنندترشحراموادی

موارداینگونهدرشوددیدهشفافیناحیهویکگردد25992
باشدنمیتفسیرقابلآزمایش



MHT

آزمایشموردهایسویهرشدافزایشلحاظازراهاپلیت-3•
هلببا،کشتخطتلاقیمحلدرکیفیکنترلهایوسویه
شبدریبرگشکلوتشکیلرشدافزایش.کنیدبررسیدیسک
.باشدمیکارباپنمازآنزیمتولیدبرایبودنمثبتدهندهنشان

تاسممکنهامیکروارگانیسمازبعضیباشیدداشتهتوجه•
ATCCکولیاشریشیارشدازمانعکهکنندترشحراموادی

دمواراینگونهدرشوددیدهشفافیناحیهویکگردد25992
باشدنمیتفسیرقابلآزمایش



MHT



MHT

ایزولهازاززیاديتعدادرويبركههايبررسيدر-1توجه•
داراي(MHT)آزمایشاستگرفتهصورتآنتروباكتریاسههاي

ايویژگيحساسیتولياستبوده%90ازبیشویژگيوحساسیت
.استودهبمتغییرپنمونیهكلبسیلاكارباپنمازاي–تایپبرايآزمایش

تشخیصبراي(MHT)بودنمفیدخصوصدراطلاعاتي-2توجه•
.اردندوجودتخمیريغیرمنفيگرمباسیلدرهاكارباپنمازتولید

CLSIازتستاین-3توجه• M100-S27ازسالاستشدهاقتباس
CLSIدرو2018 M100-s28استشدهمنسوختستاین.



Carba –NP آزمايش

اپنمازکاربآنزیمتولیداحتمالیتشخیصجهتآزمایشاین•

دارددکاربرآئروژینوزاسودوموناسوانتروباکتریاسهدر

مطالعاتدرآنازاستفادهآزمایشاینازهدف.

حاضرحالدر.باشدمیعفونتوکنترلاپیدمیولوژی

.شودنمیتوصیهروتینبطورآزمایشاینازاستفاده



Carba NP

آب مقطر-•

پودر استاندارد ایمیپنم-•

pH  Tris=4/7معرف تجاری جهت استحراج پرو تئین باکتریائی  -•
Hcl buffer  مولکول آب7سولفات روی حاوی

پودر فنل رد-•

یک نرمالNaoHمحلول -•

%10محلول اسید کلریدریک -•

میلی لیتری شفاف5/1لوله های میکرو سا نتریفیوژ -•

لوپ یک میکرولیتری-•



Carba NP

ظرف جهت نگهداری محلول های تهیه شده•

ه از مواد اشاره شده در بالا جهت تهیه محلول های زیر استفاد•
کنید

میلی مول10محلول سولفات روی -•

فنل رد %0.5محلول -•

نرمال هیدروکسید سدیم0.1محلول -•

-A  Carbaمحلول -• NP

-Carbaمحلول • NP  B( محلولA  Carba- NP)



روش آزمايش

ی لوله میکرو سانتریفیوژ را انتخاب کرده ویکدو عدد •
.  برای هر ایزوله نامگذاری کنیدbو دیگری را   aرا

.شدهارگانیسم کنترل کیفی،و معرف کنترلی تلقیح ن

را به میکرولیتر از معرف استخراج  کننده پروتئین100•
هرکدام از لوله ها اضافه کنید



Carba NP

لوپیکآزمایشموردهایایزولهازکدامهربرای•
برداشتساعته24آگاربلادرویازپرمیکرولیتری

,aهایلولهودرکرده bراهالولهازهرکدام.کنیدحل
معرفاویحبایدفقطتلقیحکنترلهایلوله)کنیدورتکس
داخلسمیارگانیهیچوباشدباکتریائیپروتئیناستخراج

یکروبیمسوسپانسیونبرای:توجه).باشدنشدهتلقیحآن
بیوتیکیآنتیحاویهایمحیطویاانتخابیمحیطاز

.نکنیداستفاده



Carba NP

کنیداضافهaلولهبهرامحلولازمیکرولیتز100•

کنیداضافهbلولهبهرامحلولازمیکرولیتر100•

کنیدورتکشبخوبیرالوله•

گرادسانتيدرجه35دمایدرساعتدوتارالوله•
ساعت2ازقبلآنهانتایجکهئیکههاایزولهکنیدگرماگذاری

ارباپنمازککنندهتولیدبعنوانراآنهاتوانمیباشندشدهمثبت
.گرفتنظردر



Carba NP

هایخواندنتستاستراتژی

را که باکتری به آنها تلقیح نشده است قرائت نمائیدلوله کنترل معرف •

هر دو لوله بایستی رنگشان قرمر وبا  قرمز متمایل به نارنجی باشند•

اگر هرکدام از لوله ها رنگ دیگری داشته باند آزمایش اعتبار ندارد•

.لولههایراکهباکتریبهآنهاتلقیحشدهاستقرائتنمائید•

نارنجی باشد–باید قرمز ویا قرمز  aلوله •

رنگ دیگری داشته باشد  آزمایش ارزش نداردaاگر لوله •

ر ا ا قرائت نمائید bلوله تلقیح شده •

منفی= نارنجی -رنگ قرمیویا قرمز•

مثبت= نارنجی کم رنگ ، زرد تیره ،ویا زرد•

فاقد ارزش= نارنجی •



Carba -NP

نکات•

نم در یک تغییر رنگ جزئی ممکن است با اضافه کردن ایمی پ•
مشاهده شودلذا در موارد مشکوک لوله مربوط به  Aمحلول

بیمار را با لوله کنترل معرف مقایسه کنید

برای ازمایش های فاقد اعتبار•

نترلی معرفهای سویه های کنترل کیفی و لوله تلقیح نشده ک•
حاوی معرف را کنترل کنید

تجزیه معرفها ممکن است  منجر به  نتایج فاقد اعتبار •
یک نتیجه فاقد اعتبار .گردد



Carba -NP

کیفیکنرلوبیمارانازمایشنتایج

aلوله

A َمحلول

کنترلبعنوان)

(داخلی

bلوله

Bمحلول

تفسیر

وجودعدممنفینارنجییاقرمزقرمزنارنجیقرمزیاقرمز

کارباپنماز

،رنگکمنارنجینارنجیقرمزقرمزیا

زردیاتیرهزرد

لحاظازمثبت

زکارباپنماتولید

اعتبارفاقدنارنجینارنجی-قرمزویاقرمز

،رنگکمنارنجی

زردیاتیرهزرد

اعتبارفاقدباشدکهرنگیهر



Carba –NP test Renaults



Carba -NP

رنگتغییریکAمحلولبهبهپنمایمیکردناضافهبا•
نتایجیرتفسردصورتیکهدر.بیفتداتفاقاستممکنمختصر

دهنشهایتلقیحلولهبارابیمارانهایلولهباشدسوالجای
نمائیدمقایسهکنترلی

رنظدررازیزمواردباشدارزشفاقدنتایجصورنیکهدر•
.بگیرید

هایمعرفهمچنینوکیفیکنترلهایسویهمعرفهای-•
کنترلارایدنکردهتلقیحباکتریآنهابهکهراهائیکنترل
کنید



Carba -NP

معتبرغیرنتجهبهمنجراستممکنهامعرفتجزیه•
لقیحتغیرمعرفحاویلولهدرمعتبرغیرنتیجهیک.گردد
BمحلولویاAمحلولدرمشکلدهندهنشانشده
8/7ازکمترpHاگر.کنیدچکراA َ محلولpH.است
کنیدتهیهBوAتازهمحلولیکباشد

کنیدتکرارراهاکنترلمعرفآزمایش-•

روشهایازشداعتبارفاقدنیزشدهتکراراگرآزمایش•
کنیداستفادهمولکولی



Carba -NP

گزارشنتایج•

ه باشد در صورتیکه ایزوله موردازمایش  تولید کارباپنماز کرد•
آنرا مثبت گزارش کنید

رااگر ایزوله مورد ازمایش تولید کارباپنماز نکرده باشد آن•
منفی گرارش کنید

سویه کنرل مثبت وکنترل منفی•

کارباپنماز مثبت           ATCC BAA 1705کلبسیلا پنمونیه •

کارباپنماز منفی            ATCC BAA 1706کلبسیلا پنمونیه •



Carba NP

بایستیbوaکنترلهایلولهنشدهتلقیحهایمعرفنتایج•
شآزماینتایجسایر.(نارنجی–قرمزویاقرمزباشندمنفی
دادهموادانجامازساحتسرییکباهمانروزدرکهراهائی
.باشندمیمعتبرغیراستشده

Carbaآزمایش-1نکته• –NPحاصلهنتایحبواسطه
وانتروباکتریاسیههایایزولهاززیادیتعدادرویبرکه

شبیآنویژکیوحساسیتشدهانجامآئروژینوزاسودوموناس
استشدهتوصیهاستبوده%90از



Carba NP

اینازاستفادهکهاستدادهنشانمطالعاتباشیدداشتهتوجه-2نکت•
اسیتحسيدارااسینتوباکتردرکارباپنمازتشخیصجهتآازمایش

تشخیصبرایروشاینازلذااستبوذه)%3/21)پائینخیلی
آزمایشانجامازقبل-3نکتهشودنمیاستفادهکارباپنمازآنزیمتولید

Carba –NPبایدMICدستورالعملطبقآزمایشموردباکتری
CLSIصورتکهدرگرددتعیینMICمقابلدرآزمایشموردباکتری
ارتاپنمبرای2وµ/mlویاµ/ml4-2بینمروپنمویاایمیپنم
انجاموبودهکارباپنمازتولیدبهمشکوکاینصورتدرباشد

Carbaآزمایش –NPگرددمیتوصیه.



Carbaدستورالعمل تولید معرفهای آزمايش –NP

محلول سولفات رویmM10طرز تهیه–الف •

را وزن   ZnSO4  . 7H2Oگرم از سلفا ت روی4/1•

نمائید

میلی لیتر آب اضافه کنید 500پودر را به •

بخوبی مخلوط کنید•

محلول را در دمای اتاق نگهداری کنید•

پایداری این محلول یکسال می باشد: توجه •



Carba -NP

نرمال0.1طرزتهیههیدروکسیدسدیم-ج•

میلی لیتر آب مقطر اضافه کنید180نرمال را به 1میلی لیتر از هیدروکسید سدیم1-20•

در دمای اتاق نگهداری کنید-2•

پایداری این محلول یکسال می باشد:توجه  •

Carbaطرز تهیه محلول • –NP A
را %0.5میل لیتر  از  محلول فنل رد2میلی لیتری 25-50در داخل یک بشری با گنجایش  •

میلی لیتر آب  اضافه کنید 6/16به 

اضافه کنیدmM10میل لیتر از سلفات روی  180•

•pH اگر ) برسانید ±7.8  0.1نرمال به 0.1محلول  را با هیدروکسید سدیمpH خیلی قلیائی
(استفاده کنید% 10آن  از اسید کاریدریک pHباشد  براي تنظیم 

.دمدت زمان اتقضای این محلول دو هفته می باش.محلول را دور از نور نگهداری کنید: توجه •

•



Carba NP

Carbaطرز تهیه محلول • –NP B 

را مشخص نمائید برای هر بیمار  ویا Bحجم محلول -1•

100کنترل های کیفی داخلی وی لوله های تلقیح نشده 
میکرولیتر در نظر بگیرید 

میلیگرم از پودر ایمی پمنم را توزین کنید2-20-10•



آ Modified Carbapenem Inactivation 
Method (mCIM) 

دراكارباپنمازهتولیدتعیینبراي(mCIM)آزمایش•

مياربكآئروژینوزاسودوموناسوآنتروباكتریاسیه
(mCIM)بهمراهeCIMآزمایشحالیكهدررود
پنمازاكاربسرینازلاكتامازبتامتالوافتراقبراي
.داردكاربردباكتریاسهآنترودر



mCIM

موادلازم•

(میلی لیتر TSB 2(محیط مایع •

میکروگرمی مروپنم10دیسک •

میکرولیتری10و 1لوپ یکبار مصرف با حجم  •

ویا نرمال (    TSB / BHIبعنوان مثال  TSB)نوترینت براث •
میلی لیتر3-5سالین 

میلي 150ویا 100پلیت هاي ) محیط مولر هینتون آگار •
(متري

سویه استاندارد حساس به مروپنم•

•0.5 M EDTA  فقط براي آزمایشeCIM



mCIM

• روشکار

از کلونی باکتری مورد آزمایش ( لوپ یک میکرولیتری) یک لوپ پر •
10یک لوپ پر( ویا در خصوص سودوموناس آئروژ ینوزا ( آنتروباکتریاسیه )

TSBمیلی لیتراز 2میکرولیتری از کلونی باکتری را برداشت کرده و آنرا در داخل 
حل کنید

ثانیه ورتکس کنید10-15بمدت •

انسیون با استفاده از یک عدد پنس استریل یک عدد دیسک مروپنم را  در داخل سوسپ•
بیندازیدTSBمیکروبی حاوی 

±دقیقه 15)         درجه سانتگراد انکوبه کنید 35ساعت در دمای 4لوله را بمدت •
)

 ATCCاشریشیا کولییک سوسپانسیون میکروبی معادل کدورت نیم مک فارلند  از •
.در نرمال سالین تهیه کنید  25992



mCIM

آگارهینتونمولرسطحدردیفیوژندیسکاستانداردروشطبقرااشریشیاکولی•
.دهیدکشت

سوسپانسیونحاویلولهدرموجوددیسکمتریمیکرو10لوپیکازاستفادهبا•
ضافیامایعتادهیدفشارلولهکنارهبهبهآنراسطحوکردهبرداشتلولهداخلازرا
آنویردرکهآگارینهینتومولرمحیطدررامروپنمدیسکسپسو.شودگرفتهآن
ATCCکولیاشریشیااز میپلیتهررویبر.دهیدقرارایددادهکشترا25992

.دهیدقرارمروپنمدیسکعدد4توانید

کنیدانکوبه35دمایدرساعت18-24بمدتوآنرابرگردانیدراپلیت•

.کنیدگیریاندهرامروپنمدیسکاطرافرشدازممانعتهالهقطر•



mCIM

eCIMآزمایشروش•
نایبخواهیداگرباشدمياختیاريآنتروباكتریاسهبرايeCIMآزمایش:توجه•

.كنیدعملزیزبشرحدهیدانجامراآزمایش

تهیه(1بندطبق)TSBلیترمیلي2حاويكهدیگريلولهیكایزولههربراي•
.فرمائیدنامگذاريeCIMآنراونموده

0.5Mازمیكرولیتر20• EDTAازلیترمیلي2بهراTSBایدكردهتهیهقبلاكه
5mMبهآننهائيغلظتتاكنیداضافه EDTAبرسد

دهیدانجام1-9بندهايطبقراآزمایشبقیه•

TSBحاويهايلولهازهركدامبهقبلاكهرامروپنمهايدیسك-4• (mCIM ,
eCIM)ونهینتمولرمحیطرويدروآوردهدربالادستورالعملطبقایدانداخته

ATCCکولیاشریشیاآنرويدركهآگار ).دهیدقرارایددادهكشت25992
نمائیداستفادهدیگريكیفيكنترلسویهآزeCIMآزمایشبرايتوجه



نتايج آزمايش  تفسیر  mCIM

مثبتپنمازكاربا•

6-15بینمروپنمدیسکاطرافدررشدازممانعتهالهقطراگر-•
16-18قطربارشدازممانعتهالهداخلدرویاباشدمترمیلی

موردهسویباشندکردهرشدسنجاقينوكریزیهايكلونيمیلیمتر
.باشدمیمثبتKPCوبودهکارباپنمازآنزیمکنندهتولیدآزمایش

،دیاشکردهزکارباپنماآنزیمتولیدازمایشموردباکتریاگر-•
رشداشریشاازومانعگردیدههیدرولزدیسکدرموجودمروپنم
ATCCکولی .کزدمحدودخواهدآنرارشدویاباشدشده25992



mCIM

منفيكارباپنماز•

شدرازممانعتهالهقطرمنفیکارباپنمازباکتریهایدر-•

موردباکتریاگر.بودخواهدبیشترویامترملی19

درموجودمروپنمباشدنكردهتولیدكارباپنمازازمایش

کولیااشریشیرشدازمروپنملذاونشدههیدرولیزدیسك
ATCC .كردخواهدمانعت25992
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واسطحدجواب•

18-16رشدازممانعتهالهقطراگر-•
باشدمیلیمتر

بیشترویامترمیلي19رشدازممانعتهالهقطر-•

نوریزهايكلونيرشدازممانعتهالهداخلدرباشدولي
گرددمشاهدهسنجاقي

انتونميراكارباپنمازوجودعدمویاوجوداینصورتدر-•
.كردتائیدویارد



eCIM

eCIMآزمایشتفسیر•

مثبتبتالاكتامتزمتالو•

بامقایسهدرeCIMآزمایشدررشدازممانعتهالهقطراگر-•

CIM5مثالوانبعن)باشدیافتهافزایشبیشترویامترمیلي

6مساويmCIMآزمایسدررشدازممانعتهالهقطراگر

میلي9آنهااختلافباشدمترمیليeCIM15درومیلیمتر

درفقط)استبیشترمترمیلي5ازكهبودخواهدمتر

ریزكلونيرشدازممانعتناحیهداخلدراگرeCIMآزمایش

نمائیدصرفنظرآنهاازباشدكردهرشدسوزني



eCIM

ولیدتلاكتامازمتالوبتاآنزیمآزمایشموردباكترياگر-•
مهارEDTAحضوردركارباپنمازفعالیتباشدكرده

موثربطوردیسكدرموجودمروپنمبطوریكهشدخواهد
نخواهدهیدرولیزEDTAبدونلولهدرموجودمروپنممانند

بهحساسكولياشرشیارشدمهارموجبامرواینشد

ازممانعتهالهقطرافزایشوباعثهشدخواهدمروپنم
خواهدmCIMروشبامقایسهدرeCIMروشدررشد

.شد



eCIM

منفيلاكتامازبتامتالو•

قطربادرمقایسهeCIMروشردرشدازممانعتهالهقطرافزایشاگر•
)باشدكمترویامیلیمتر4مساويmCIMروشرشددرازممانعتهاله

باومیلیمترmCIM6روشبارشدازممانعتهالهقطرمثالبعنوان
زاممانعتهالهقطراختلافاینصورتدرباشدمترمیليeCMI8روش
موردباكترياینصورتدر(بودخواهدمیلیمتر2روشدوبارشد

ریزهايكلونيرشداز)باشدميمنفيلاكتامازبتامتالولحاظازازمایش
(كنیدصرفنظرeCIMروشدررشدازمانعتهالهداخلدرسوزنينوك

تفعالیباشدكردهكارباپنمازسرینتولیدآزمایشموردباكترياگر•
مانعتهالهوقطرگرفتنخواهدقرارEDTAحضورتاثیرتحتكارباپنماز

میلیمتر4ازكمترmCIMروشبامقایسهدرEDTAِ   ٍحضوررشددراز
بودخواهد

•



mCIM



mCIM



mCIM



Continue..

Result: positive mCIM and 
eCIM Report: metallo-β-
lactamase detected 



Continue..

diameter for eCIM vs zone 
diameter for mCIM. Result: 
positive mCIM and negative 
eCIM Report: serine 
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