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  :تهیه کننده 

  آزمایشگاه مرجع سلامت میکروب شناسی کارشناس                                 رقیه صبوریان



 

٣ 
 

 

  جمع آوري و  انتقال نمونه هاي مدفوع

  

  جمع آوري نمونه – 1

  .درمان آنتی بیوتیکی انجام شود روده اي و قبل از شروع هاي در مراحل اولیه بیماريباید نمونه گیري مدفوع 

 

  :نمونه مدفوع )الف 

، دهان گشاد با درپوش محکم و فاقد نشتی جمع آوري ) ودن نیستبه استریل ب نیاز(در ظرف پلاستیکی تمیز  نمونه مدفوع باید

 .نمونه مدفوع نباید با ادرار مخلوط شود. این ظرف باید عاري از مواد نگهدارنده، شوینده، یونهاي فلزي یا کاغذ توالت باشد. شود

 نمونه مدفوع. کشت نیاز است برايی مدفوع اسهال میلی لیتر 5یا ) به اندازه یک فندق(حداقل یک گرم مدفوع با قوام طبیعی 

ساعت  2اکثر و حد )به خصوص براي جداسازي شیگلا که بسیار حساس است(دقیقه 30در مدت  باید تازه گرفته شده باشد و

به محیط ساعت از نمونه گیري کشت داد، باید  2نمونه هایی را که نمی توان به فاصله  .داده شودبعد از نمونه گیري کشت 

  .آب مدفوع می باشددر این صورت نیاز به تهیه سو. شتو بلافاصله در یخچال گذا منتقل کردانتقالی 

  

  :سوآب مدفوع )ب 

، سوآبی را درون نمونه مدفوع قرار داده و پس از حرکت چرخشی، مقدار کمی از یمحیط انتقال ربراي قرار دادن نمونه مدفوع د

 یلوله محیط انتقال تا عمقسوآب را . در صورت مشاهده موکوس در مدفوع باید با سوآب از آنها نیز نمونه گرفت. آن را بردارید

لوله را . در پیچ لوله را کاملاً ببندید. دور بیندازیدوارد کنید و قسمت بالایی چوب را که با انگشتانتان لمس می کنید، بشکنید و 

  .در صورت عدم دسترسی به یخچال آن را در مکانی خنک و دور از نور قرار دهید. بلافاصله در یخچال قرار دهید

  :توجه

ساعت پس  24تا " ترجیحا براي جداسازي بهتر، از نمونه سواب مدفوع داخل محیط انتقالی،که در یخچال نگهداري شده است،

 در دماي یخچال روز 3تا را می توان حداکثر  رکتالمحیط انتقال حاوي سوآب مدفوع یا  .از نمونه گیري کشت داده شود

  .نگهداري نمود
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  :رکتالسوآب  )ج

از سوآب پنبه اي سالم استفاده کنید و دقت نمایید که پنبه سر آن کنده  به جاي نمونه مدفوع رکتالدر موارد استفاده از سوآب 

سانتی متر داخل اسفنکتر  2- 3استریل مرطوب کرده، سپس به اندازه  انتقالابتدا سوآب را با فرو کردن در محیط . نشده باشد

با توجه به تغییر رنگ پنبه  .را خارج کنید سپس سواب، تا با مخاط انتهایی رکتوم تماس یابد بچرخانیدبه آرامی رکتوم فرو برید، 

  .سر سوآب مطمئن شوید سوآب به مدفوع آغشته است

  .سوآب باید از بیمار گرفت و هر دو سوآب را در یک لوله حاوي محیط انتقال قرار داد 2حداقل 

  

  

     Carry-Blairمحیط انتقال   -2

یگلا، بسیاري از عوامل بیماري زاي روده اي از جمله ش، محیط انتقال مناسب براي (PH=8.4)محیط انتقال کري بلر

  .، یرسینیا انتروکولیتیکا و کمپیلوباکتر می باشد H7 O :157ریشاکلی سالمونلا، ویبریو کلرا، اش
  :آماده سازي محیط کري بلر

آماده کردن کري بلر، هنگام  ).چندین فرمول براي کري بلر در بازار موجود است: یادآوري.(دستور سازنده تهیه کنیدمطابق 

براي مثال  .در لوله ایجاد شودسانتی متر عمق  4که حداقل  ،مقداري که داخل هر ظرف ریخته می شود باید به اندازه اي باشد

در حالی که در پیچها شل هستند، با . میلی متر در پیچ دار می توان توزیع کرد 13×100سی سی را در لوله هاي  5- 6 مقدار

، درپیچ ها را پس از سترون کردن محکم )در اتوکلاو قرارندهید(دقیقه سترون کنید 15درجه سانتی گراد به مدت  100بخار 

در صورت کاهش نیافتن کري بلر  .در مکانی خنک و دور از نور نگهداري گردددر ظروف کاملاً در بسته باید کري بلر . کنید

  .قابل استفاده است ماه 6تا حجم محیط و عدم تغییر رنگ و آلودگی 

  .براي انجام کنترل کیفی محیط انتقالی کري بلر به راهنماي کنترل کیفی محیط هاي کشت مراجعه شود 
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 انتقال نمونه – 3

 .خوانا بر روي برچسب لوله نمونه نوشته شود خ نمونه گیري باید به صورتنام بیمار و تاری در صورت امکان و شماره نمونه

  .، یک نسخه با نمونه ها ارسال و دیگري توسط فرستنده نگهداري شود شده ثبت اطلاعات بیمار باید بر روي داده برگ

. ه هاي عایق همراه با یخ یا بسته هاي یخ به آزمایشگاه ارسال کردنمونه هایی که در یخچال نگهداري شده اند را باید در جعب

اگر از یخ مرطوب استفاده شود، لوله یا ظرف را باید در ظرف ضد آب همچون کیسه هاي پلاستیکی که بتوان در آنها را محکم 

  .محافظت شود ،بست قرار داد تا نمونه ها از آبی که از ذوب یخ تشکیل می شود

  راهنماي ايمني جهت انتقال نمونه هاي عفونيجهت کسب اطلاعات بیشتر در این زمینه به دستورالعمل 
  .مراجعه شود
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  نمونه مدفوع میکروسکوپیبررسی ماکروسکوپی و 

  

  بررسی ماکروسکوپی - الف

  .و از نظر وجود لخته خون، موکوس و قوام مدفوع مشاهدات ثبت شوند از نظر ظاهر بررسی گردندنمونه هاي مدفوع باید 

  

  کروسکوپیبررسی می - ب 

با تهیه اسمیر نازك از مدفوع و رنگ آمیزي گرم می توان وجود گلبولهاي سفید، همچنین غالب بودن یک مورفولوژي  

  .در مدفوع تعیین نمود باکتریایی، وجود سلولهاي مخمر یا عدم وجود باسیلهاي گرم منفی روده اي را

  

  

  انتخاب، تلقیح و انکوباسیون محیط هاي کشت مدفوع

  

  انتخاب محیط هاي کشت) الف

 :لیتی افتراقی و انتخابیپمحیطهاي  )1

استفاده  زیر براي کشت روتین مدفوع، جهت جداسازي باکتریهاي بیماریزاي روده اي باید از محیط هاي افتراقی و انتخابی 

  :شود

همراه با  ،که همه باسیلهاي گرم منفی روده اي بتوانند روي آن رشد کنند MacConkey Agar (MAC) محیط 

 .)Xylose-Lysine Decarboxylate )XLD انتخابی - محیط افتراقی

  .)وداستفاده نم XLDبه جاي  هم می توان Hektoen Enteric Agar (HE)از محیط(
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  :تذکر

a(  محیطSS (Salmonella Shigella Agar) باعث مهار رشد  براي جداسازي سالمونلا به کار می رود، اما

،  MACبه جاي  لذا نباید از این محیط در موارد مشکوك به جداسازي شیگلا. برخی از گونه هاي شیگلا می شود

XLD   یاHE استفاده نمود. 

b(  محیطXLD  از  شیگلا مناسب ترچون میزان مهار کنندگی کمتري روي رشد کلی فرمها دارد، براي جداسازي

 .می باشد HEمحیط 

  

 : غنی کنندهمحیط هاي مایع  )2

شیگلا در افراد بدون علامت ناقل ،  نظور بازیافت مقادیر کم سالمونلا یااین محیط ها به ماستفاده از 

مانند افراد شاغل در مهدهاي کودك، آشپزخانه ها و (و بویژه در میان کارکنان داراي مشاغل حساس 

  .یستالزام.) ..

براث می  SF  (Selenite F Broth)براث و  Gram Negative Broth (GN( این محیط هارایجترین 

  .باشند

  :تذکر

a ( محیطSF کنندگی ز گونه هاي شیگلا داراي اثر مهاربراي برخی اولی ، براي جداسازي سالمونلا مناسب است براث

به دلیل براث  GNاستفاده از  .از این محیط استفاده نشودبوده، لذا بهتر است در موارد مشکوك به جدا سازي شیگلا 

  .راي گونه هاي سخت رشد شیگلا، ارجحیت داردخاصیت مهار کنندگی کمتر ب

b ( هنگام ساخت محیطSF  براث، حرارت دادن بیش از اندازه باعث ایجاد ذراتی در محیط می شود که در این صورت

بنابراین مقدار محیط در شرایط بی هوازي بهتر می باشد،  براث SFهمچنین عملکرد محیط . نمی توان از آن استفاده کرد

  .سانتی متر عمق ایجاد شود 5اي باشد که حداقل  در لوله باید به اندازه
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  تلقیح محیط هاي کشت و انکوباسیون) ب

  .بر روي محیط هاي ذکر شده کشت داده شوند "باید فورانمونه هاي مدفوع پس از تحویل به آزمایشگاه  

  :تلقیح محیط هاي پلیتی-1 

سپس سطح پیلت را با لوپ استریل از منطقه تلقیح در . سانتیمتر می چرخانیم 5/2آب را روي سطح پلیت به قطر حدود سو

ساعت  24پلیت ها را به مدت . )مطابق شکل زیر(کرده به طوري که کلنی هاي جدا از هم بدست آید   Streakتمامی پلیت 

  .ساعت ادامه می دهیم 48انکوباسیون را تا  ،رت عدم رشد یا رشد ضعیفدر صو. درجه سانتی گراد انکوبه می کنیم 35- 37در 

  :تذکر

(a  6محیط الزامیست و نباید از پلیت براي هر  سانتیمتري 8-10 قطر با پلیت یکاستفاده از براي هر بیمار 

 .زیرا احتمال جداسازي کاهش می یابد سانتیمتري استفاده نمود،

  (bانندمانتخابی  در محیط هاي براي تلقیحXLD  , HE  SF ,و SS  ي نمونه تلقیح شودبیشترباید مقدار.  

  (c کشت از سوسپانسیون مدفوع در سرم فیزیولوژي انجام  ،مدفوع قوام دار است توصیه می شودنمونه در مواردي که

  .گردد
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  :براث SFیا  GNتلقیح محیط مایع غنی کننده - 2

  .سواب را دور می اندازیم، براث برده SFیا  GNمحیط   به داخلنمونه را با سواب 

درجه سانتی  35- 37ساعت انکوباسیون در  8- 12براث   SFساعت انکوباسیون و محیط 4- 6براث  GNبراي محیط "معمولا

 ساعت 18 - 24براث   SFو  ساعت 6- 8براث  GNهمچنین در بعضی منابع جدید براي انکوباسیون  .گراد توصیه می شود

 (5).ذکر شده است

تراکم  و E.coliبه دلیل حرکت بیشتر سالمونلاها در مقایسه با (بعد از این زمان از سطح محیط براث بدون مخلوط کردن 

کشت می دهیم، به طوري که کلنی هاي جدا از هم  XLD و MACیک لوپ برداشته، روي پلیت  )سالمونلا در سطح براث

در صورت عدم رشد یا رشد  .درجه سانتی گراد انکوبه می کنیم 35- 37ساعت در  24مدت  همه پلیت ها را به .بدست آید

 .ساعت ادامه می دهیم 48ضعیف، انکوباسیون را تا 

  

  

  جداسازي و تشخیص -ج

  .بعد از انکوباسیون، میزان رشد، شکل و رنگ کلنی ها در هر یک از محیط هاي کشت داده شده بررسی و ثبت می شود
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 شیگلا

  :کشت
  - سبز یا آبی  HE، روي محیط  میلی متر 2-3با قطر  یا همرنگ محیط بی رنگ MACکلنی هاي شیگلا بر روي محیط 

ر میلی مت 1- 2قرمز یا صورتی بدون مرکز سیاه با قطر  XLDبدون مرکز سیاه و روي محیط ) سبزتر از کلنی سالمونلا(سبز 

روي این محیط ها کوچکتر بوده و معمولاً روي محیط هاي با میزان مهار  1 کلنی شیگلا دیسانتري سروتایپ. می باشند

  .بر خلاف سایر گونه هاي شیگلا خیلی ریزترند  XLDبهتر رشد می کنند و روي محیط  MACکنندگی کمتر مانند 

  

  

  :تشخیص بیو شیمیایی -1

 TSI (Triple(یا   Kligler Iron Agar) KIA(کلنی هاي مشکوك به شیگلا را می توان روي محیط 

Sugar Iron Agar   غربالگري نمود ،گروهسروتعیین از نظر بیوشیمیایی و.  

مشکوك به شیگلا را  لازم به ذکر است که جهت انجام تمامی تستهاي تشخیصی بیوشیمیایی باید یک کلنی کاملا ایزوله

ده آنس را به وسط کلنی تماس دهید ، از آن سوسپانسیونی در به دقت انتخاب کر.... یا   XLDیا  MAC از  پلیتهاي
cc1-5./ اگر کلنی کاملاً ایزوله روي  .سرم فیزیولوژي استریل تهیه و براي انجام همه تستهاي بیوشیمیایی استفاده کنید

ص بدست آید تا کلنی هاي خال کرده Streak می توانید از کلنی مشکوك برداشته روي پلیت دیگري محیط وجود ندارد،

در صورت عدم استفاده از کلنی  .استفاده نمایید و سایر تستهاي بیوشیمیایی KIAیا  TSIو سپس از آن براي تلقیح 

  .ایجاد می شود TSIیا  KIAخالص واکنشهاي کاذب روي محیط 

پس از . تلقیح کنید استریک روي سطح شیبدار سپس محیط و عمقا با فرو کردن آنس به ر TSIیا  KIAمحیط هاي  

  .نمایید بررسیدرجه سانتی گراد واکنش را  35- 37ساعت انکوباسیون در دماي  24-18
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  :تذکر

    a ( محیط در طی انکوباسیونKIA  یاTSI  در غیر اینصورت نتایج  ،براي تهویه شل باشد یا پنبه آن باید در لوله
  .گمراه کننده اي بدست می آید

    (b حجم محیطKIA  وTSI  سانتی  3در لوله باید به اندازه اي باشد که عمق و سطح شیبدار محیط هر یک حداقل

بدون )] زرد(و عمق اسیدي )قرمز(سطح قلیایی [  Alk/Acidسویه هاي شیگلا بر روي این دو محیط منظره. متر باشد

ائی از شیگلا بوئیدي در این دو محیط و موارداستثن 6بعضی سویه هاي شیگلا فلکسنري . ایجاد می کند H2Sتولید گاز و 

  .را در انکوباسیون طولانی تخمیر می کنندسویه هاي شیگلا سونئی لاکتوز همچنین . گاز تولید می کنند

، منفی هستندها براي شیگلا یزین دکربوکسیلاز کهبیوشیمیایی حرکت، اوره و لا، از تستهاي گروهسروتعیین قبل از آزمایشات 

شیگلا را ایجاد می کنند، باید با تستهاي بیوشیمیایی  مشکوك بههایی که با تستهاي فوق واکنشهاي  باکتري. کنیداستفاده 

 براي تایید به این سویه ها باید. شوند با آنتی سرم تعیین سروگروه سپس و تشخیص داده شود 1 فلوچارتذکر شده در 

دانشکده بهداشت  ،همکار هايبه آزمایشگاه مرکز بهداشت استان سویه ها از ٪5و ارسال شده آزمایشگاه مرکز بهداشت استان 

 .ارسال شوند)  E.coliمرجع کشوري (یا انستیتو پاستور دانشگاه تهران

    c ( براي تهیه محیط LIA سانتیمتر  2سانتیمتر عمق و  4حجم آن در لوله باید به مقداري باشد که محیط داراي

بار در عمق محیط و یک بار روي سطح انجام شود تا شرایط بی هوازي لازم انجام همچنین تلقیح باید دو  .سطح باشد

در غیر اینصورت نتایج گمراه  ،براي تهویه شل باشد یا پنبه آن باید در لوله نیزLIA محیط در طی انکوباسیون  .گردد

  .کننده اي بدست می آید

    d (در تعیین واکنش اوره آز این محیط از محیط اوره براث  .گزارش واکنش اوره از روي محیط اوره آگار می باشد

  .لازم به ذکر است اوره براث براي باکتریهاي با اوره آز بسیار قوي مانند پروتئوس مناسب است .حساس تر است

    e ( به طور همزمان  1در مواردي که نیاز به تشخیص سریع باشد، توصیه می گردد تست هاي بیوشیمیایی فلوچارت

  .گردد تعیینو با توجه به هزینه بالاي آنتی سرم در صورت شک به باکتري در مرحله بعد سروگروه  شودانجام 
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GN Broth 
 یا

SF Broth 

 
MAC:  کلنی بی رنگ یا

 ھمرنگ محیط

XLD: ي قرمز رنگنکل  
 یا

HE:  ي سبز رنگنکل  

KIA      یاTSI  
   

LIA  Motility  Urea
e 

IMViC IMViC 

ONPG ONPG 

S.sonnei  S.flexneri   
or 

S. dysenteria 
or 

S.boydii 
 

Motility Ureae 

I MViC 

ONPG 

Serogroupin

Serogrouping  Serogrouping  
  

سویھ ھای 
 از  نادری

S.flexneri  
or 

S.boydii 

Alk /Acid 
H2S - Gas+  

Alk/ Acid 
H2S - Gas- 

  
                                        

 

 کشت نمونھ 

LIA  

 بیوشیمیایی شیگلاغربالگري و تشخیص  جداسازي، : 1فلوچارت 

Alk/Acid 
H2S- 

Alk/Acid 
H2S - 
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  : (3)واکنشهاي بیو شیمیایی تشخیصی شیگلا 

  
  

  :تذکر

 a  ( تولید گاز درKIA یا TSI –  شیگلاها بر روي این دو محیط به طور مشخص واکنشAlk/Acid  بدون تولید

و سویه هاي نادري از شیگلا بوئیدي  6اما بعضی از سویه هاي شیگلا فلکسنري سروتایپ . ایجاد می کنند  H2Sگاز و 

  .   در این دو محیط گاز تولید می کنند 14و  13سروتایپهاي 

b  ( لاکتوز را در انکوباسیون طولانی سونئیاما شیگلا . لاکتوز را تخمیر نمی کنند هاشیگلا –تخمیر لاکتوز ) از بیش

  .تخمیر کرده و اسید تولید می کنند )ساعت 48

  (c واریته  6شیگلا فلکسنري سروتایپ ، هاي شیگلا دیسانتري سروتایپ –تخمیر مانیتول Newcastele  و شیگلا

  .می کنندیگلا مانیتول را تخمیر گونه هاي ش ولی سایر ،مانیتول را تخمیر نمی کنند b٢تایپ فلکسنري سرو

      - ONPG  (dها شیگلا دیسانتري از% 15و  شیگلا سونئی)  9سروتایپ (ها بوئیدياز شیگلا % 8و ) 1سروتایپ (،  

ONPG سایر گونه هاي شیگلا  .مثبت اندONPG   می باشندمنفی.  

       (e   سایر . منفی اند اندول  6شیگلا فلکسنري سروتایپو  1شیگلا دیسانتري سرو تایپ شیگلا سونئی ، –تولید اندول

 .)از نظر شیوع سویه هاي اندول منفی بیشتر جدا می شوند( .گونه هاي شیگلا متفاوتند

       (f   واکنشOrnithine decarboxylase –  شیگلا سونئیOrnithine decarboxylase اما  ،مثبت است

  .سایر شیگلاها منفی هستند
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  (Serogrouping)  گروهتعیین سرو -2

  :زیر گروه می باشدسروگروه یا  4جنس شیگلا داراي . براي تشخیص شیگلاها ضروري است آزمایش با آنتی سرم انجام

S.dysenteriae (Serogroup A) , S. flexneri (Serogroup B) , S. boydii (Serogroup C), 

S. sonnei (Serogroup D)  

فقط داراي یک سرو تایپ  Dسروتایپ و  19داراي  Cسروتایپ ،  8 داراي Bسرو تایپ،  15داراي  Aزیرگروه سروگروه یا 

  .می باشد

 ، poly Aشامل   O به وسیله آگلوتیناسیون بر روي لام با آنتی سرمهاي سوماتیک (Serogrouping) سروگروه تعیین

poly B  ،poly C  ،poly D ها استفاده  سروتایپآنتی سرمهاي مونووالان براي تشخیص اختصاصی  از .انجام می شود

  .تعیین سروتایپ در آزمایشگاه هاي مرجع امکان پذیر استمی شود و 

تینه ایجاد نماید، این سویه شیگلا دیسانتري می باشد وآگل poly group Aدر مواردي که سویه مورد آزمایش با آنتی سرم 

 دانشکده بهداشت دانشگاه تهران همکاربراي تعیین سروتایپ باید به آزمایشگاه مرکز بهداشت استان و از آن جا به آزمایشگاه  و

همه گیري هاي گسترده، ) Sd1(شیگلا دیسانتري  1سروتایپ . ارسال شود )E.coliمرجع کشوري (انستیتو پاستور یا 

  .می کند و شناسایی آن از اهمیت خاصی برخوردار استطولانی و شدید با مرگ و میر فراوان ایجاد 

براي . کارکنان انجام دهنده آزمایش باید بروشور داخل بسته آنتی سرم را کاملاً مطالعه نمایند ،با آنتی سرم قبل از انجام آزمایش

آن یک قطره سرم فیزیولوژي و سمت دیگر آن یک قطره آنتی سرم  سمتانجام آزمایش یک لام تمیز برداشته و روي یک 

براي انجام  XLDیا  MACاز محیطهاي انتخابی مانند به هیچ وجه  :توجه(TSIیا  KIAاز روي محیط  .قرار دهید
به طور  چوبی آنس یا اپلیکاتور ،بوسیله لوپ.) زیرا نتایج گمراه کننده اي بدست می آید .آزمایش آنتی سرمی استفاده نکنید

کلنی برداشته، ابتدا در قطره سرم فیزیو لوژي و سپس در قطره آنتی سرم سوسپانسیون یکنواختی تهیه  کمیاستریل  جداگانه

. دهید حرکتبه صورت دورانی .) با توجه به بروشر آنتی سرم این زمان متفاوت است(دقیقه  1ثانیه تا  30لام را به مدت .کنید

مطمئن شوید که قطره سوسپانسیون سرم فیزیولوژي  .زیر نور چراغ مطالعه به دقت بررسی کنید یون راوتیناستشکیل ذرات آگل

 .فاقد ذرات آگلو تیناسیون باشد
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کلنی است که به علت ذرات آگلوتیناسیون ایجاد شود، واکنش آگلوتیناسون خودبه خودي  سرم فیزیولوژي اگر در قطره - الف

باکتري . استدر این صورت تشکیل ذرات آگلوتیناسیون در قطره آنتی سرم فاقد ارزش . می شود ایجاد)  (Roughخشن
یا  دانشکده بهداشت دانشگاه تهران ان و از آن جا به آزمایشگاه همکارباید به آزمایشگاه مرکز بهداشت استبراي تعیین هویت 

می  KIAیا  TSIاز محیط هاي حاوي قند زیاد مانند  استفاده گاهی .ارسال شود) E.coliمرجع کشوري (انستیتو پاستور 

بر روي محیط بدون قند مانند بلاد آگار کشت داده و  را در این موارد کلنی .تواند باعث ایجاد آگلوتیناسیون خود به خودي شود

 (6).انجام شود مجددآزمایش آنتی سرم 

شد و در قطره آنتی سرم ذرات تیناسیون باذرات اتو آگلونواخت بوده و فاقد اگر قطره سوسپانسیون سرم فیزیولوژي یک - ب

  .واکنش مثبت می باشد شود،تشکیل تیناسیون آگلو

اما با آنتی سرمهاي پلی شیگلا آگلوتیته  یی شبیه شیگلا هستند،سویه هاي جداشده که از نظر واکنشهاي بیوشیمیادر  - ج

براي از . وجود داردبوسیله آنتی ژن کپسولی ) O(تی ژن سوماتیک پوشیده شدن آن احتمالیا آگلوتیته نمی دهند،  دادهضعیفی 

  :بین بردن آنتی ژن کپسولی باید

درجه سانتی گراد به مدت  100سوسپانسیون غلیظی از سویه جدا شده در سرم فیزیولوژي استریل تهیه نموده و در دماي  - 1

  .دقیقه حرارت دهید 15

           از آن را در یک قطره نرمال سالین براي تعیین واکنش اتو آگلوتیناسیونبعد از خنک شدن سوسپانسیون یک قطره  - 2

  .آزمایش کنید

  . کنیددوباره آن را با آنتی سرم پلی مجاور  نبود، آگلوتینه سرم فیزیولوژي اگر سوسپانسیون - 3

  

  :تذکر

منفی هستند،  آنتی سرم آزمایش باشیمیایی به عنوان شیگلا تشخیص داده می شوند اما با سویه هایی که از نظر بیو تمام )1 

یا  دانشکده بهداشت دانشگاه تهران آزمایشگاه همکار از آنجا بههداشت استان و باید براي تشخیص قطعی به آزمایشگاه مرکز ب

   .ارسال شوند) E.coliمرجع کشوري (انستیتو پاستور 
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براي  .رمها باید قبل از استفاده جهت اطمینان از واکنش هاي مورد انتظار مورد آزمون کنترل کیفی قرار گیرندهمه آنتی س) 2

 منابع تهیه. نتایج تمام واکنشها باید ثبت شود. کردکنترل کیفی هر آنتی سرم باید از سوشهاي کنترل مثبت و منفی استفاده 

  .کنترل کیفی محیطهاي کشت آمده است راهنمايهاي کنترل مثبت و منفی در  سویه

  

  

  :آزمایش تعیین حساسیت  -3

به دلیل مقاومت آنتی بیوتیکی گسترده در بین سویه  .رمان آنتی بیوتیکی بهبود می یابدگاستروانتریت خفیف معمولاً بدون د

گزارش نتایج آزمایش تعیین . سویه هاي جدا شده باید آزمایش تعیین حساسیت میکروبی انجام شود تمامهاي شیگلا، براي 

در بعضی نواحی آسیا و آفریقا سویه هاي  .حائز اهمیت است) Sdl (1شیگلا دیسانتري سروتایپ  حساسیت به پزشک براي

Sdl مانند سیپروفلوکساسین  اما هنوز به فلوروکینولونها ،د نالید یکسیک اسید مقاوم شده استبه آنتی بیوتیک هاي رایج مانن 

تري متو پریم سولفامتوکسازول، یک فلوروکینولون مانند سیپروفلوکساسین و  به طور معمول آمپی سیلین، .حساسند

  .آزمایش تعیین حساسیت و گزارش به پزشک می باشند براينالیدیکسیک اسید آنتی بیوتیک هاي انتخابی 

  

  :تذکر

ممکن است در محیط آزمایشگاه ) مانند جنتامایسن و آمیکاسین(کوزیدهانسل اول و دوم سفالوسپورین ها و آمینوگلیهرچند  

)invitro (براي گونه هاي شیگلا )و گزارش شوند ، اما از نظر بالینی موثر نبوده و نباید استفادهباشندحساس ) وسالمونلا.  
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  :و سالمونلا تفسیر قطر هاله عدم رشد براي شیگلا  (CLSI)جدول استاندارد

Zone Diameter(mm) Disk content Antimicrobial Agent 

S I R 

≥17  14-16  ≤13  10 µg  Ampicillin  
≥21  16-20 ≤15  5 µg Ciprofloxacin 

≥19  14-18 ≤13  30 µg Nalidixic acid  

16≥ 11-15 10≤  
/1.25  

23.75µg 

Trimethoprim_ 

sulfamethoxazole 

  

  .مربوطه مراجعه نمایید راهنمايکنترل کیفی آزمایش آنتی بیوگرام و دیسکهاي آنتی بیوتیک به  براي¬
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  :سالمونلا

 :گونه می باشدداراي دو در تقسیم بندي جدید جنس سالمونلا باسیلهاي گرم منفی متعلق به خانواده انترو باکتریاسه بوده و 

Salmonella enterica  و Salmonella bongori  . زیرگونه: زیر گونه تقسیم می شود 6سالمونلا انتریکا به I  تا

VI.  سویه هاي زیر گونهI این زیر گونه به عنوان . معمولا از انسان و جانوران خونگرم جدا می شوندS. enterica  

Subsp. enterica   سایر زیر گونه ها و  .اکثر سویه هاي بیماریزاي انسانی در این زیر گونه قرار دارند. نام برده می شود

 .جدا می گردندو از جانداران خونسرد و محیط  در انسان بسیار نادرند گونه بنگوري

  

  :نامگذاري سالمونلا

  :، به صورت زیر می باشدمی شوداستفاده   CDCسویه هاي سالمونلا که در حال حاضر توسط  جدیدنامگذاري 

  Salmonella :   نوشته شود ایتالیکابتدا نام جنس باید به صورت - 1

    enterica   "مثلا: نوشته شود ایتالیکنام گونه به صورت - 2

 Typhi   "مثلا .و حرف اول آن با حرف بزرگ نوشته شود ایتالیک غیرنام سروتایپ به صورت - 3

 :این چنین می باشد Iبا توجه به آنچه گفته شد معرفی سویه هاي زیرگونه 

Salmonella   enterica  subspecies  enterica   serotype  Paratyphi B 

هر چند در این روش اصول و ضوابط کلی در نامگذاري رعایت شده است اما پزشکان و میکروب شناسان بالینی ، نامگذاري 

  :کنند که در آن نام اختصاصی سروتایپ مقدم باشد می استفاده زمره گزارش روساده اي را براي 

Salmonella  serotype  Paratyphi B      یا Salmonella  Paratyphi B 

  ).به مانند سایر باکتري ها(نشانه نام سروتایپ است، نه نام گونه Paratyphi Bباید توجه داشت که در اینجا نحوه نگارش 

 ):1جدول (گروه تقسیم می شوند 3سالمونلاها از نظر تست هاي بیوشیمیایی و نحوه گزارش اولیه به همچنین 

1) Nontyphoidal Salmonella    2) Salmonella  Typhi   3) Salmonella Paratyphi A 
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  :کشت  

 XLDآبی با مرکز سیاه و  -آبی یا سبز HE،  یا همرنگ محیط رنگبی  MACکلنی سویه هاي سالمونلا بر روي محیط  

  .)ساعت بعد صورت بگیرد 48تا  H2Sدر مواردي ممکن است تولید (.قرمز با مرکز سیاه می باشند

  :تشخیص بیوشیمیایی -1

لازم به ذکر است که جهت انجام تمامی . ري نمودغربالگ  TSIیا  KIAکلنی هاي مشکوك به سالمونلا را می توان روي 

به .... یا   XLDیا   MAC را از  پلیتهاي سالمونلاتستهاي تشخیصی بیوشیمیایی باید یک کلنی کاملا ایزوله مشکوك به 

براي و سرم فیزیولوژي استریل تهیه cc1  -5/0دقت انتخاب کرده آنس را به وسط کلنی تماس دهید، از آن سوسپانسیونی در 

اگر کلنی کاملاً ایزوله روي محیط وجود ندارد می توانید از کلنی مشکوك  .همه تستهاي بیوشیمیایی استفاده کنید انجام

و   TSIیا  KIAتا کلنی هاي خالص به دست آید و سپس از آن براي تلقیح نمایید streakبرداشته روي پلیت دیگري 

را مطابق آنچه در مبحث شیگلا توضیح داده شد تلقیح و   TSIیا  KIAمحیط هاي  .کنیداستفاده سایر تستهاي بیوشیمیایی 

  .انکوبه نمایید

روي این دو . ایجاد می کنند Gas+ , H2S+  Alk/Acid , واکنشي این دو محیط اکثر سویه هاي سالمونلا بر رو

در خط تلقیح آنس ایجاد  H2S کمو با مقدار  بدون تولید گاز  Alk/Acidواکنش    Salmonella Typhiمحیط

  .می نمایند

به استثناي  نیز محیط غربالگري مناسبی است، زیرا سویه هاي سالمونلا  Lysine Iroin Agar (LIA)محیط 

Salmonella Paratyphi A اغلب کرده و یزین را دکربوکسیله، لا H2S بدین گونه که روي محیط  .تولید می کنند

LIA  منظرهAlk/Alk )با تولید ) سطح بنفش، عمق بنفشH2S درعمق مشاهده می شود.  

از تستهاي  اي سالمونلا را ایجاد می کنند، باید با مجموعه تست غربالگري فوق واکنشهاي مشخص سویه هایی که با

مورد آزمون آنتی  A, B, C, D، گروه  Oو با آنتی سرمهاي پلی) 2فلوچارت و  1،2جداول (بیوشیمیایی تشخیص داده شوند 

دانشکده  ن به آزمایشگاه همکارآ ٪5این سویه ها باید براي تایید به آزمایشگاه مرکز بهداشت استان و . سرمی قرار گیرند

  .ارسال شوند) E.coliمرجع کشوري (انستیتو پاستور یا  بهداشت دانشگاه تهران
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از سایر انتروباکتریاسه ها و تشخیص سالمونلا تایفی و سالمونلا  تستهاي بیوشیمیایی کاربردي در افتراق سالمونلا -    1جدول

  A(1) پاراتایفی

Salmonella 

Paratyphi A 

reaction  

Salmonella 

serotype Typhi 

reaction  

Nontyphoidal 

Salmonella subsp. І 

reaction  Test 

K/Agas  K/A  K/Agas  TSI  
+/gas + +/gas Glucose 

- - - Lactose 

- - - Sucrose 

- or +weak  +weak  +  H2S(TSI)  
-  -  -  Indole  
+  +  +  MR  
-  -  -  VP  
-  -  +  Citrate(simmons) 

-  -  -  Urea(Agar)  

-  +  +  
Lysine 

decarboxylase  

+  -  +  
Ornithine 

decarboxylase  
+  +  +  Motility  
-  -  -  ONPG 

  :توضیحات

  .ایجاد می شودروز  1- 2موارد بعد از % 90واکنش مثبت در - 1

2- H2S از روي محیطTSI  نه (گزارش می شودSIM .(  

  .می توان بررسی نمود KIAیا  TSIتولید گاز را بر روي - 3

  .هستند و در صورت مثبت شدن جنس سالمونلا رد می شود )اوره آگار(سالمونلاها اندول منفی و اوره منفی- 4
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  و                                                                                                   

                                       

  

                    

                                   

  

  

  

-                                                        -                                                          -  

  

  

-     --   + -                                        -         -  -  +-                              -            + - + -                      

  

  
  
  
  
  
  

 :توضیحات
  .شودساعت اول انکوباسیون ایجاد 24ممکن است بعد از  HEو  XLDرنگ سیاه در مرکز کلنی هاي سالمونلا بر روي محیطهاي *

سویه باکتریایی مورد  د،مهاي سالمونلا آگلوتینه نمی دهسر، اما با آنتی ایی به طور مشخص شبیه سالمونلا استاگر سویه مورد آزمون از نظر واکنشهاي بیو شیمی

ارسال ) E.coliمرجع کشوري (انستیتو پاستور آزمون باید به آزمایشگاه مرکز بهداشت استان و از آن جا به آزمایشگاه همکار دانشکده بهداشت دانشگاه تهران یا 
 .شود

GN Broth 
 یا

SF Broth                                            

MAC:  
یا ھمرنگ  کلني بي رنگ
 محیط

 

XLD:* با مرکز سیاه قرمز رنگ کلنی  
 یا

HE:*  کلنی سبز رنگ با مرکز سیاه  

KIA      یاTSI     

IMViC 

Nontyphoidal 
Salmonella 

 

Alk /Acid 
H2S + Gas+ 

  
  

 کشت نمونھ 

 بیوشیمیایی سالمونلاجداسازي،غربالگري و تشخیص  : 2فلوچارت 

LIA  

KIA      یاTSI     LIA  

Alk /Alk   

KIA      یاTSI     LIA  KIA      یاTSI     LIA  

Alk /Acid 
H2S + weak Gas- 

Alk /Alk Alk /Acid   Alk /Acid 
H2S - Gas+ 

 IMViC                                        IMViC 

Serogrouping  

Salmonella 
Typhi 

 

Serogrouping  

Salmonella 
Paratyphi A 

 

Serogrouping  

 Urea  Urea  Urea 
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یکی از واکنش هاي مهم درتشخیص سالمونلا می باشد، افتراق آن از سایر انتروباکتریاسه هاي  H2Sاز آن جایی که تولید 

H2S  استمثبت حائز اهمیت. 

  

  مثبت H2Sتستهاي بیوشیمیایی تشخیصی مهم جهت افتراق سالمونلا از سایر انتروباکتریاسه هاي _ 2جدول 

Proteus 

mirabilis  
Proteus 

vulgaris  
Salmonella 

subsp. І  
Citrobacter 

freundii  
Edwardsiella 

tarda  Test  
±  -  -  -  -  VP  
+  + + + + MR 

-  +  -  -(70%)  +  Indole  
±  ±  +  +(78%)  -  Citrate  
+  +  -  -  -  PAD¬  
+  +  -  -(56%)  -  Urea(Agar)  
-  -  +  -  +  Lysine  
+  -  +  -  +  Ornithine  
-  -  -  +  -  ONPG  

 
¬PAD; Phenylalanine Deaminase 

  

  : تذکر

سالمونلا قبل از استفاده از آنتی تشخیص بیوشیمیایی   Vi یا O, Hآنتی ژنهايدر  با سالمونلاها سیترو باکتربه علت تشابه - 1

  .بسیار حائز اهمیت استسرم 

به طور همزمان انجام شده  2در مواردي که نیاز به تشخیص سریع باشد، توصیه می گردد تست هاي بیوشیمیایی فلوچارت - 2

  .با توجه به هزینه بالاي آنتی سرم در صورت شک به باکتري در مرحله بعد تعیین سروگروه انجام شود و

  



 

٢٣ 
 

 

  :موارد استثناء واکنشهاي بیو شیمیایی تشخیص سالمونلا

a(   تولیدH2S - سالمونلاها در محیط اکثرKIA  وTSI   ،H2S یفیاپاراتسروتایپ اما . تولید می کنندA   از  %50و

 .منفی اند H2S  سویه هاي کلراسوئیس

b( تولید گاز درKIA  یاTSI   - و سالمونلا  اما سالمونلا تایفی. سالمونلا ها در این دو محیط گاز تولید می کنند

 .و هرگز گاز تولید نمی کند ی هستندمهم استثناهاي گالیناروم

c( ها مانند تایفی  سروتایپسالمونلا ها از سیترات به عنوان منبع کربن استفاده می کنند، اما برخی از  اکثر -سیترات، 

 .اکثر سویه هاي سالمونلا کلرا سوئیس سیترات منفی اند ، گالیناروم و پولوروم و Aیفیاپارات

d( ییفامونلا پاراتبه استثناء سال یزین دکربوکسیلاز مثبت اند،سالمونلاها لا - یزین دکربوکسیلازلا A یزین منفی که لا

 .است

e( اند، به استثناء سالمونلا گالیناروم سالمونلاها حرکت مثبت  - حرکت)Gallinarum (و پولوروم(Pullorum) 

 .که غیر متحرك اند

f( یفی و گالینارومسالمونلا تاسالمونلاها اورنیتین دکربوکسیلاز مثبت اند، به استثناء  - اورنیتین دکربوکسیلاز. 

  

 

  (Serogrouping)گروه تعیین سرو -2

به وسیله آگلوتیناسیون بر روي لام با آنتی  گروهسرو تعیین. تشخیص سالمونلاها ضروري است استفاده از آنتی سرم در

آنتی  شامل سالمونلا تعیین سروگروهمورد استفاده در  O پلی آنتی سرمهاي. جام می شودان )سوماتیک(Oسرمهاي 

براي مثال سالمونلا  .ستاز سویه هاي سالمونلا متعلق به این گروهها ٪95زیرا حدود  می باشد، Eتا  Aسرمهاي گروه 

از  .قرار دارند Bو تایفی موریوم در سروگروه  C، کلراسوئیس و نیوپورت در سروگروه  Dتایفی و انتریتیدیس در سروگروه 

پس از تعیین اولیه  است،موجود   A ,B, C, Dه ، گرو Oپلی آنجاییکه در آزمایشگاههاي بهداشتی فقط آنتی سرمهاي

، به می باشد) کپسولی( Viو ) فلاژله( Hکه نیاز به آنتی سرمهاي حل سروتایپینگ مراسروگروه، سویه سالمونلا براي 

  .می گردد ارسال )E.coliمرجع کشوري (انستیتو پاستور یا  دانشکده بهداشت دانشگاه تهران آزمایشگاه همکار
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بحث شیگلا آمده است، انجام شود و در مواجهه با موارد ذیل مباید مطابق آنچه در  گروهانجام آزمایشهاي سرومراحل 

دانشکده بهداشت  ان و از آن جا به آزمایشگاه همکارسویه باکتریایی مورد آزمون باید به آزمایشگاه مرکز بهداشت است

  : ارسال شود )E.coliمرجع کشوري (انستیتو پاستور یا  دانشگاه تهران

سالمونلاها هستند، اما با آنتی سرمهاي  شبیه اگر سویه مورد آزمون از نظر واکنشهاي بیو شیمیایی به طور مشخص •

 .سالمونلا آگلوتینه نمی دهند

 O همه مشخصه هاي سالمونلا را ندارد، اما با آنتی سرمهاي  اگر سویه مورد آزمون از نظر واکنشهاي بیوشیمیایی •

 . سالمونلا آگلوتینه ایجاد میکند

  

  : آزمایش تعیین حساسیت_3

فیف سالمونلایی پیشنهاد نمی شود، چون باعث طولانی شدن دوره ناقل بودن درمان ضد میکروبی براي موارد گاستروانتریت خ

اما . ه نمی گرددهمچنین آزمایش تعیین حساسیت میکروبی براي سویه هاي جدا شده از مدفوع جهت درمان توصی. می گردد

  .تعیین الگوي مقاومت ضد میکروبی با اهداف  پایش گسترش مقاومت آنتی بیوتیکی سویه هاي سالمونلا حائز اهمیت است

و پس از آزمایش تعیین است درمان با آنتی بیوتیکهاي مناسب بسیار مهم و حیاتی  مهاجم و تیفوئید در بیماران با عفونت

  .دحساسیت نتیجه باید گزارش شو

 و نالیدیکسیک اسید فلوکساسین، تري متو پریم سولفامتوکسازولوروکینولون مانند سیپربه طور معمول آمپی سیلین، یک فلو

آنتی بیوتیک هاي انتخابی جهت آزمایش تعیین حساسیت براي گونه هاي سالمونلا جدا شده از مدفوع و گزارش به پزشک می 

حساس باشد، احتمال ایجاد مقاومت نسبت  فلوکساسینوسیپرلازم به ذکر است در مواردي که نالیدیکسیک اسید مقاوم و  .باشد

در عفونتهاي مهاجم و  "این مورد باید به پزشک اطلاع داده شود، خصوصا. در حین درمان وجود دارد فلوکساسینوسیپربه 

  .باکتریهاي جدا شده از کشت خون

  .و کلرامفنیکل نیز تعیین حساسیت می شود سفالوسپورین هاونت از کشت خون جدا می شود، نسل سوم در مواردي که عف
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ممکن است در محیط ) مانند جنتامایسین و آمیکاسین(هر چند نسل اول و دوم سفالوسپورین ها و آمینو گلیکوزیدها : تذکز

و حساس گزارش شوند، اما از نظر بالینی موثر نبوده و نباید استفاده ) وشیگلا(برا ي گونه هاي سالمونلا ) invitro(آزمایشگاه
      .گزارش شوند

  .)تفسیر قطر هاله عدم رشد در آزمایش تعیین حساسیت سالمونلا ، به جدول مربوطه در مبحث شیگلا رجوع شود براي(

  .مربوطه مراجعه نمایید راهنمايدیسکهاي آنتی بیوتیک به  کنترل کیفی آزمایش آنتی بیوگرام و براي¬

  :سالمونلاهاي مقاوم به آنتی بیوتیک

 )Bسروگروپ(یفی موریومااز گونه هاي سالمونلا ت ٪50میلادي  2000در سال  CDCدر بررسی هاي به عمل آمده توسط 

در سال  .ج آنتی بیوتیک مقاوم بوده اندبه پندرصد آنها28جدا شده از نمونه هاي بالینی به یک یا بیش از یک آنتی بیوتیک و 

در ایران اطلاعات  .اند بیوتیک مقاوم بوده آنتی 9، حداقل به )Cسروگروپ( جدا شده هاي سالمونلا نیوپورتاز  26٪،  2001

سویه مورد نظر را جهت بررسی  در مواجهه با چنین مواردي،. کافی در مورد مقاومتهاي چند گانه در سالمونلا وجود ندارد

انستیتو پاستور یا  دانشکده بهداشت دانشگاه تهران ساسیت میکروبی به آزمایشگاه همکارتکمیلی و انجام آزمایش تعیین ح

  .ارسال نمایید )E.coliمرجع کشوري (

  

 :گزارش نتایج  )ه 

a( در موارد کشت مثبت  : 

بر روي پلیتهاي رشد کرده  هاي بر اساس تعداد کلنی کمیبه صورت نیمه  ،پس از شناسایی گزارش باکتري جداشده •

 )Light, Moderate, Heavy( می باشد،اولیه 

   "Heavy  growth  of  Nontyphoidal  Salmonella  serogroup  D  isolated ."  :مانند

 

b( در موارد کشت منفی : 

 : به این طریق گزارش نمایید  •

 "No  Solmonella  and  Shigella  isolated. "  
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 جدول خصوصیات تشخیصی کلیدي انتروباکتریاسه هاي شایع
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