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١  

  

  : مقدمه

 ميليـون  6 تـا  4تخمين زده مي شود كـه سـالانه   . بيماري اسهال عامل مهم مرگ و مير كودكان در كشورهاي در حال توسعه مي باشد    

 بدون هيچ گونه درماني خود      ،اگرچه در برخي موارد بيماري اسهال حاد      . ود را از دست مي دهند      جان خ  ،كودك بر اثر بيماري هاي اسهال     

  . به خود بهبود مي يابد ولي در بسياري از موارد درمان ضرورت دارد

بـه  اسـهال را    ) WHO(سازمان بهداشت جهاني    . اسهال از شايع ترين علائم كلينيكي عفونت قسمت هاي تحتاني دستگاه گوارش است            

  .  ساعته تعريف كرده است24صورت دفع مدفوع آبكي يا شل حداقل سه مرتبه در يك دوره 

اسهال حاد شديدترين نوع اسهال بوده و توسط بسياري از عوامل عفـوني             . اسهال را مي توان به دو دسته حاد و مزمن تقسيم بندي كرد            

و انگلـي   ...)  باكتروئيدس فراژيليس و     ، ويبريوكلرا ، يرسينيا ، شيگلا ،سالمونلا ، كمپيلوباكتر ،اشريشيا كلي ( باكتريايي   ،)روتاويروس(ويروسي  

روتاويروس ها و اشريـشياكلي     . به وجود مي آيد و از عوامل اصلي مرگ ومير در كودكان محسوب مي شود              ) ژيارديا و انتاموبا هيستوليتيكا   (

   .هاي اسهال زا ، از عمده ترين عوامل ايجادكننده اسهال مي باشند

 درصد عوامل اتيولوژيك اسهال قابل شناسايي بوده و با بهبـود امكانـات بهداشـتي و                 80 تا   70امروزه با مجهز شدن آزمايشگاه ها حدود        

در اين ميان بيشترين توجه برروي روش هـاي تشخيـصي اي        . مراقبتي و همچنين تشخيص به هنگام همه گيري ها روبه كاهش مي باشد            

روش هاي بسياري پيشنهاد شده است تا هر آزمايشگاه با توجـه بـه امكانـات موجـود خـود                    .  ارزان و دقيق باشند    ، ساده مي باشد كه نسبتاً   

 مواد و دستگاه هاي تشخيصي با مشكل مواجـه          ،اين نكته كه اكثر آزمايشگاه ها در فراهم كردن محيط هاي كشت           . بهترين را انتخاب كند   

  .  را ضروري مي سازدهستند لزوم تهيه محيط ها و مواد معادل آن
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٣  

  :انتروباکترياسه ها ) ۱-۱

مـوع  خانواده انتروباكترياسه بزرگترين و ناهمگون ترين مجموعه باسيل هاي گرم منفي هستند كه از لحاظ باليني اهميت دارنـد در مج                    

جنس هاي اين خانواده بر اساس خصوصيات بيوشـيميايي، سـاختار آنتـي             .  گونه از اين خانواده توصيف شده اند       130 جنس و بيش از      32

  . اين باكتري ها باعث ايجاد بيماري هاي مختلفي در انسان مي شوند. ژنيك و ترادف يابي اسيدهاي نوكلئيك طبقه بندي شده اند

نند سالمونلا تيفي و گونه هاي شيگلا هميشه مرتبط با بيماري هستند ولي برخي ديگـر ماننـد اشريـشيا كلـي،                      برخي از ارگانيسم ها ما    

به عنوان فلور طبيعي روده بوده و با ايجاد شدن شرايطي مانند كـسب ژن هـاي بيمـاري زا از طريـق پلاسـميد و               ... كلبسيلا ، پروتئوس و     

عفونـت هـاي     قدرت بيماري زايي را به دست آورده و سبب ايجاد         ... جابه جايي فلور ميكروبي و      باكتريوفاژ، به هم خوردگي فلور ميكروبي،       

  .فرصت طلب مي شوند

  

  :تقسيم بندي انتروباکترياسه ها) ۲-۱

  .  گروه تقسيم مي شوند2اين باكتري ها به . روده انسان از زمان تولد به وسيله باكتري هاي گوناگون كلونيزه مي شود

  

  مانند كلبسيلا و انتروباكتر : ي كومنسالباكتري ها 

 

 مانند سالمونلا و شيگلا : باكتري هاي انتروپاتوژن 

 

  : صفات عمومي انتروباكترياسه ها عبارتند از) ۳-۱

 . باسيل هاي گرم منفي مي باشند -

 .  اكسيداز آن ها منفي است -

 .   بي هوازي اختياري مي باشند-هوازي  -

 . گلوكز را تخمير مي كنند -

 . در به احياي نيترات به نيتريت هستندقا -

  . در انواع متحرك فلاژل از نوع پري تريش دارند -

  آمكا-01:كد
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۴  

  

  : مکانيسم هاي بيماريزايي عبارتند از) ۴-۱

   تهاجم -

  توليد توكسين -

   اتصال به ديواره روده-

  

  . ذكر گرديده است1-1مثال هايي از مكانيسم بيماري زايي برخي از باكتري هاي انتروپاتوژن در جدول  :1-1جدول 

  

  

  

  آمكا-01:كد

 

  
  4 از 4فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

                 

                 مكانيسم

  

  نام باكتري                                           

 ،ويبريوكلرا، شيگلا ديسانتري تيپ يك، اشريشيا كلي انتروتوكسيژنيك      توليد انتروتوكسين

سالمونلا، آئروموناس، كمپيلوباكتر ژژوني

  

  يك شيگلا، اشريشيا كلي انتروهموراژ   توليد سيتوتوكسين

  كلستريديوم بوتولينوم، استافيلوكوك اورئوس، باسيلوس سرئوس     توليد نوروتوكسين 

  چسبندگي و اتصال به سلول هاي 

  مخاطي

  اشريشيا كلي انتروپاتوژنيك ، اشريشيا كلي انترواگريگيتيو 

 ،شيگلا، اشريشيا كلي انترواينويسيو، كمپيلوباكتر ژژوني، يرسينيا انتروكوليتيكا   تهاجم

  سالمونلا، ادواردسيلا تاردا
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  : آناشريشياکلي  و پاتوتايپ هاي) ۱-۲
اين ارگانيسم به عنـوان قـسمتي از فلـور نرمـال روده چنـد              . اشريش تعريف گرديد   تئودور  توسط 1885اشريشيا كلي اولين بار در سال       

 سيستم گوارش انسان و حيوانات پستاندار را كلونيزه نموده و با اين عمل نقش مهمي در فيزيولـوژي سيـستم گـوارش                  ،ساعت بعد از تولد   

زم به ذكر مي باشد كه برخي از سويه هاي اشريشيا كلي با بدست آوردن عوامل ويرولانس از طريق عوامل ژنتيكـي قابـل                        لا. ايفا مي نمايد  

  . مي آيند انتقال مانند پلاسميدها و ترانسپوزنها و باكتريوفاژها و لوكوس هاي پاتوژنيسيتي به صورت سويه هاي بيماريزا در

  :كلي هاي پاتوژن به گروههاي مختلف تقسيم بندي مي شوندبر اساس ظهور علائم كلينيكي اشريشيا 

  اشريشيا كلي هاي اسهال زا -1

  اشريشيا كلي هاي پاتوژن مجاري ادراري-2

  مننژيت و سپتيسمي-3

 به شش زير گروه تقسيم مي شوند كه براساس خصوصيت ويرولانس، مكانيـسم بيمـاريزايي و علائـم          اشريشياكلي هاي اسهال زا متعاقباً    

  : نيكي در اكثر موارد به سروگروپ و سروتايپ هاي خاصي تعلق مي گيرندكلي

 . علت عمده اسهال كودكان در كشورهاي توسعه نيافته است(EPEC)1: اشريشيا كلي انتروپاتوژنيك  •

 . ست سال و اسهال مسافران در كشورهاي در حال توسعه ا5 عامل اسهال كودكان زير (ETEC)2:اشريشياكلي انتروتوكسيژنيك  •

 سويه هاي آن از نظر خصوصيات ظاهري و بيماريزايي شباهت زيادي به شيگلا دارند و باعث                 (EIEC)3:اشريشياكلي انترواينويسيو  •

 . ايجاد اسهال شبه شيگلايي مي شوند

 . ست  به عنوان يك پاتوژن نوظهور با شيوع روز افزون شناخته شده اEAEC ٔسويه: EAEC( 4(اشريشياكلي انترواگريگيتيو  •

 .  يكي از عوامل اسهال هاي ناشي از مواد غذايي در كشورهاي توسعه يافته است(EHEC) 5 : اشريشياكلي انتروهموراژيك •

 .   ساله ايجاد مي كند5 تا 1 اسهال غيرخوني در كودكان (DAEC)6 :اشريشياكلي با چسبندگي پراكنده •

  

  

                                                 
 Enteropathogenic Escherichia coli  -1  )اشريشياکلي انتروپاتوژنيک                            (

  Enterotoxigenic Escherichia coli  -2    )اشريشياکلي انتروتوکسيژنبک                                                                  (
    Enteroinvasive Escherichia coli  -3)اشريشياکلي انترواينويسيو        (

     Enteroaggregative Escherichia coli  -4 )اشريشياکلي انترواگريگيتيو(   
   Enterohemorragic Escherichia coli -5  )اشريشياکلي انتروهموراژيک  ( 

   Diffusely Adherent Escherichia coli  -6  )سبندگي پراکندهاشريشياکلي با چ(      

  آمكا-02:كد
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٧  

  : بيماريزايي و عوامل ويرولانس) ۲-۲

  : پاتوژنيكواشريشيا كلي ا نتر

عامل بيماري اسهال نوزادان به صورت تك گير و همه گير در كشور هاي در حال توسعه بوده و از                     )EPEC(اشريشياكلي انتروپاتوژنيك 

 در روده كوچك تكثير يافته و اساساً باعث اسهال حاد وغيرخوني مي قديمي ترين پاتوتايپ هاي شناسائي شده اشريشياكلي مي باشند كه         

  .گردند

اين ارگانيسم از طريق اتصال به ديواره روده باعث به هم ريختگي ساختار در سلول گرديده و منجر به ايجاد ضـايعات هيـستوپاتولوژيك                        

A&E1ردد در سطح روده مي شود و با اين عمل پديده جذب و دفع روده مختل مي گ.  

، O142  ،O85  ،O86  ،O111abال در انـسان شـناخته شـده انـد شـامل              كه عامـل اصـلي اسـه       EPECشايعترين سرو گروپ هاي     

O119 ،O125ac ،O55 ،O127 ،O126 ،O128ab و O114 در سـال           و انـسان مخـزن اصـلي ايـن پاتوتايـپ هـا بـوده       .  مي شـود

  : اين سويه ها به دو دسته مجزا تقسيم شدند 1995

I.    به سويه هايي از سروگروپ هاي بالا گفته مي شود كه داراي دو ژن به نام هاي               :2سويه هاي انتروپاتوژنيك تيپيكeae)  ٔژن كدكننـده 

  . باشند)  پيلئژن كدكننده (3bfpو ) پروتئين غشاي خارجي 

II.   داراي ژن    به سويه هايي از سروگروپ هاي بالا اطـلاق مـي شـود كـه              : 4 سويه هاي انتروپاتوژنيك آتيپيك eae        بـوده و فاقـد ژن bfp 

 . باشند

مطالعات اپيدميولوژيك بيانگر اين امر مي باشند كه سويه هاي آتيپيك در كشور هاي پيشرفته و صنعتي شايع هستند در حاليكـه سـويه                        

يه هاي تيپيـك و هـم       دركشور ما ايران مطالعات موجود نشان مي دهد كه هم سو          . هاي تيپيك در كشور هاي در حال توسعه شيوع دارند         

  آتيپيك از موارد اسهال جدا مي شوند و با توجه به اينكه اشريـشيا كلـي نـوع پـاتوژن و غيـر پـاتوژن بـرروي محـيط كـشت قابـل تمـايز                      

 تشخيص پاتوتيپ هاي اشريشياكلي هميشه با اشكال مواجه بـوده و در بـسياري از مـوارد باعـث عـدم گـزارش صـحيح ايـن                            ،نمي باشند 

  .  گرددارگانيزم مي

  

  

  

                                                 
  1-  Attaching and Effacing   

2- Typical EPEC   
3- bundle forming pili  
4- Atypical EPEC   

  آمكا-02:كد
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 :اشريشيا كلي انترو توكسيژنيك

به سويه هايي از اشريشيا كلي اطلاق مي گردد كه قابليت توليد حداقل يكي از دو نـوع انتـرو                    ) ETEC(اشريشيا كلي انتروتوكسيژنيك    

ديواره روده مي   توسط پيلي هاي خاص به    ETECسويه هاي   .  را دارا مي باشند    ST 6اوم به حرارت   و مق  LT 1توكسين حساس به حرارت   

 اولين بار در اسـهال حيوانـات و سـپس در انـسان نيـز                ETECسويه هاي . چسبند و سپس ازطريق توكسين باعث ايجاد اسهال مي شوند         

كه توسط ژنهاي موجود برروي پلاسميد كد مـي شـود و مـي توانـد بـا                  اين ارگانيسم توليد دو نوع انتروتوكسين مي نمايد         . مشاهده شدند 

 يكي از اصلي تـرين عوامـل        ETECسويه هاي . توليد اين انتروتوكسين باعث ترشح مايعات به داخل روده شده و اسهال آبكي ايجاد نمايد              

آب و مواد غذايي آلوده از مهمترين        . ا مي باشد  اسهال در مسافران و همچنين از عمده ترين عوامل اسهال در گوساله ها و بره ها و خوك ه                  

 منجر به اسهال حاد شده و شروع علائم اسهال با يك زمان انكوباسـيون كوتـاه همـراه                   ETECسويه هاي   . عوامل انتقال بيماري مي باشد    

اسـهال ايجـاد   . اهده نمي شـود  بدون خون و مخاط بوده و در اكثر موارد تب و استفراغ مشو اسهال آبكي معمولاً  ) ساعت14-50(مي باشد   

  خود محدود كننده مي باشد و پس از دو يا سه روز بهبودي حاصل مي گردد و موارد مرگ و مير صرفاً در                         ETECشده توسط سويه هاي   

  .كودكان شير خوار دركشورهاي در حال توسعه مشاهده مي شود

  :   بشرح زير مي باشد ETECسروگروپ هاي شايع  

O6 ,O8 ,O15 ,O20 ,O25 ,O27,O49 ،O153،O63,O78,O85,O115 ,O128ac ,O148 , O159 ،O167.  

  

  :اشريشيا كلي انترو هموراژيك

از جمله زير گروه هاي اشريشيا كلي توليد كننده ي شيگا توكسين مي باشند كه باعث ايجاد  )  EHEC(اشريشياكلي انتروهموراژيك

 مي باشد كه تا كنون باعث       O157:H7 ،مهمترين سروتايپ شايع  .ن  مي شوند   كوليت هموراژيك و سندرم هموليتيك اورميك در  انسا        

 شيگاتوكـسين  ٔ از طـرف ديگـر سـويه هـاي توليـد كننـده           ،اروپا و كانادا شده است    ،اپيدمي و مرگ و مير دركشورهاي آمريكاي شمالي       

اطلاعـات موجـود  نـشان    .  مي گويندNon O157:H7 به آنان ديگري هستند كه به سروتايپ هاي ديگر متعلق مي باشند و اصطلاحاً

  در قاره اروپا و استراليا و امريكاي لاتين نشانگر وجود پراكندگي سـويه هـا بـر    Non- O157:H7مي دهد كه  آلودگي با سويه هاي  

   مهمترين راه هاي آب و مواد غذايي و سبزيجات از. دام ها از مهمترين منابع عامل بيماري مي باشند . مبناي تنوع جغرافيايي مي باشد 

  

                                                 
5- Heat Labile Toxin  
6-Heat Stable Toxin                                                                                                                                      
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 : موارد زيـر مـي شـود        وابسته به بيماري هستند شامل     ״سروتايپ هاي اشريشيا كلي انتروهموراژيك كه عمدتا      . انتقال بيماري مي باشند   

O157:H7  ،O145:H28  ،O111:H8  ،O103:H2  ،O26:H11  ،O9:NM  ،O5:NM  ،O2:H6  ،O1:NM  ،O91:NM ،

O83:H1  ،O79:H7  ،O55:H7  ،O50:H7  ،O48:H21  ،O45:H2  ،O26:NM  ،O22:H5  ،O118:H16  ،O118:H12 ،

O118:H2  ،O113:H21  ،O111:H2  ،O111:NM  ،O104:H21  ،O104:NM  ،O91:H21  ،O153:H25  ،O153:H2 ،

O157:NM   ،O145:NM   ،O137:H41   ،O128:H45   ،O128:H2   ،Orough:H9   ،O172:NM   ،O165:H25 ،

O165:NM،  O163:H19، O128:NM، O128:H19 و O121:H19.   

همه گيري هاي ايجاد شـده  . مي تواند بيماري را ايجاد نمايند)  ارگانيسم 100-10( با دوز عفوني بسيار كم  O157:H7سويه هاي 

ين شير غير پاستوريزه و آبميـوه و سـبزيجات تـازه همـراه               با مصرف آب وغذاي آلوده با مدفوع گاو و همچن          توسط اين ارگانيسم معمولاً   

 در تمـامي      تقريبـاً   O157:H7آلودگي با اشريشيا كلـي    .در ضمن انتقال از فرد به فرد نيز در پانسيون ها مشاهده شده است             .بوده است   

نظر . ز كشور ها موجود مي باشد  از موارد اسهال نيز در بسياري اNon O157:H7البته گزارشات  جداسازي  . دنيا گزارش شده است

به دوز بسيار كم ارگانيسم براي ايجاد بيماري و توليد شيگا توكسين براي بروز علايم كلينيكي،از جمله عوامل مـوثري مـي باشـند كـه                          

و به همين علـت  جـدا         را تحت تاثير قرار مي دهند        Non-O157:H7  و      O157:H7زمان نمونه گيري و جدا سازي سويه هاي           

  .زي و تشخيص اين گونه سويه ها با مشكلات متعددي مواجه مي باشدسا

-Non نتايج مطالعات قبلي انجام شده توسط محققين آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي نشان مي دهد كه  سويه ها ي 

O157:H7 در ايران موجود مي باشند، لازم به ذكر مي باشد كه جداسازي سويه هاي O157:H7گر در ايران    از مراكز دي

 . ييد نهايي توسط مراجع ذيصلاح را دارندٔكه تاكنون گزارش شده اند نياز به تا

  

  : اشريشيا كلي انترو اينويسيو

سـويه  . ميتوانند هم اسهال آبكي و هم اسهال خوني كه شبيه ديسانتري مي باشد را ايجاد نمايند         ) EIEC(اشريشياكلي انترواينويسيو   

  . بيوشيميايي، ژنتيكي و پاتوفيزيولوژيك شبيه به سويه هاي شيگلا مي باشند از نظر خواص EIECهاي 

 از طريق آب و مواد غذايي بـوده       EIEC مي باشد و بيشتر همه گيريهاي ايجاد شده توسط سويه هاي             EIECانسان مهمترين مخزن    

به علت مشابهت هاي زياد اين ارگانيـسم بـا          .  به علت دوز عفوني بالا بسيار كم مي باشـد          EIECانتقال فرد به فرد در مورد       . است

   به همين علـت     EIEC و در برخي موارد عدم گزارش سويه هاي          شيگلا، تشخيص اين سويه ها با مشكلات جدي روبرو مي باشد          
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:  كه تاكنون گزارش شده انـد شـامل      EIECسروگروپهاي شايع   . انيسم در دست نمي باشد    ضمناً گزارشات متعددي از اين ارگ     . مي باشد 

028ac,029,0112,0124,0136,0143,0144,0152,0164, 0167   مي باشند .  

  

  اشريشياكلي ا نترواگريگيتيو

 سال گذشته توجه خاصي بـه   زير گروهي از اشريشياكلي هاي اسهال زا مي باشند و در عرض ده      EAEC)(اشريشياكلي ا نترواگريگيتيو  

  . مي شود  باعث ايجاد اسهال حاد و مزمنEAEC. اين گروه شده است

 باعث ايجـاد همـه گيـري هـاي زيـادي  در       EAEC.   از كودكان و بزرگسالان در سراسر دنيا جداسازي شده است          EAECسويه هاي   

به كشورهاي در حال  توسعه و كودكان      اسهال در مسافران    همچنين باعث ايجاد   EAEC. اروپا  و  انگلستان، سوئيس و ژاپن شده است         

 . كه در كشورهاي پيشرفته و در حال توسعه زندگي مي كنند نيز مي شودHIVو افراد آلوده به ويروس 

EAEC                     به عنوان يك پاتوژن نوظهور با شيوع روز افزون شناخته شده و همچنين به عنوان دومين عامل اتيولوژيك بعـد ازETEC  در 

نمي شوند وجود دارد و  كه تشخيص داده EAEC و ETECاحتمال همه گيري هاي خاموش اسهال توسط        . اسهال مسافران مي باشد   

از مـشكلات ديگـر در      .  مـي باشـد    مـاري  و نقش آن در بي     EAECاين عدم تشخيص به لحاظ عدم آگاهي دست اندركاران بهداشتي از            

 آزمايشگاهي پيشرفته و نيروي انساني آموزش يافته براي انجـام تـست هـاي تشخيـصي                تشخيص اين سويه ها مي توان از نبود امكانات        

دهاني انتقال مي يابد و فاكتور هاي ريسك شامل مسافرت به كـشور هـاي   - ، از راه مدفوعيETEC مانند EAEC .اختصاصي نام برد

   HIVن و آلــــودگي بــــهدر حــــال توســــعه ، اســــتفاده از غــــذا و آب آلــــوده، ســــطح پــــايين بهداشــــت، ايمنــــي ميزبــــا

پاتوژنز اين سويه ها شامل سه . پاتوژنز  سويه هاي اين پاتوتايپ ها بسيار ناهمگن بوده و مكانيسم بيماريزايي پيچيده اي دارند    . مي باشد 

  :مرحله است

  (AAFs) 1اتصال به لايه موكوس روده توسط پيلي خاص) 1

  .بروي سطح آنتروسيتهاي روده مي شود  ايجاد بيوفيلمتوليد موكوس توسط باكتري و سلولهاي ميزبان كه باعث)2

  .توليد و آزاد سازي توكسين هاي مختلف و بروز پاسخ التهابي كه در نهايت توكسيسيتي موكوس و ترشح روده را سبب مي گردد)3

 EAEC سويه هـاي     . داراي علائم كلينيكي مختلفي از جمله اسهال آبكي، درد شكم، تهوع و تب پايين مي باشد                EAECسويه هاي   

    بـه    EAECسروگروپ هاي شايع شناخته شده در مورد سـويه هـاي            .را ايجاد نمايند  )  روز 14بيشتر از   (مي توانند اسهال حاد و مزمن       

  :شرح زير است

                                                 
Aggregative Adherence Factors 1-  
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 O3,O15,O114,O77,O86,O92,O111,O127.  

 در ايـران     EAEC مطالعات انجام شده توسط محققين آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي نشان مي دهد كه سـويه هـاي                   نتايج 

 .   عدم آگاهي كافي و نبود امكانات تشخيصي علت عدم گزارش اين سويه ها باشدشايع مي باشند ولي احتمالاً

  

  :1اشريشياكلي با چسبندگي پراكنده

پراكنده و نامنظم  به يـك گـروه خـاص و مجـزا بـا قابليـت و        ها با اتصال به سلول هاي اپي تليال بصورتاين دسته از اشريشياكلي 

هر چند كه مكانيزم پاتوژنز آنها مشخص نيست و اطلاعات بسيار كمي در اين زمينه موجود    . پتانسيل پاتوژنيك تقسيم بندي شده اند     

ا ارائه مي دهند،برخي گزارشات اشاره به اين موضـوع دارنـد كـه ممكـن اسـت                  مطالعات اپيدميولوژيك گزارشات متفاوتي ر    . مي باشد 

  .  نقش مهمي در اسهال در كشور هاي  پيشرفته داشته باشندDAECسويه هاي 

  

  :راههاي تشخيص و شناسايي سويه هاي اشريشيا كلي) ۳-۲

 : روش كلاسيك ) 1-3-2

   همزمان توسط دو گروه كارشناس بـه طـور مجـزا انجـام               مرحله كشت و سرولوژي مي باشد كه هر دو به صورت           2اين روش شامل    

  . مــي گيــرد و نتــايج حاصــل از ايــن دو روش در نهايــت مــي توانــد منجــر بــه شناســايي ســروتيپ خــاص موجــود در نمونــه گــردد 

  

  

  

  

  

  

                                                 
2 - Diffusely adherent Escherichia coli  
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  : كشت) الف

 ،ك از پاتوتايپ هاي اشريشياكلي محيط كشت اختصاصي وجود ندارد و بايد تركيبـي از روش هـاي كلاسـيك                   در مجموع براي هيچ ي    

سرولوژي و مولكولي را براي شناسايي آنها استفاده نموده لذا جهت تشخيص اينگونه سويه ها اطلاعات موجود بيمار از قبيل سن بيمـار ،                        

در كنار اين اطلاعـات رشـد يكدسـت و          .  عنوان عوامل كمكي در تشخيص استفاده شوند       نوع اسهال و علائم كلينيكي بيمار مي توانند به        

درغياب پاتوژن هاي شناخته شده مانند      .( ي باشد  م غالب اشريشيا كلي در محيط مكانكي به صورت كلني هاي صورتي رنگ حائز اهميت             

  .... ) شيگلا ،سالمونلا 

، سـوربيتول  3EMB ، 2، بـلاد  1بر روي محيط هاي  مك كـانكي ) ر محيط ترانسپورت موجود د ( ابتدا از روي نمونه مدفوع       :مراحل كشت 

 كلني لاكتوز منفي از روي محـيط مكـانكي          2 كلني لاكتوز مثبت و      5تعداد  ..  كشت مي دهيم   6، وكنگورد 5CT-SMAC ،   4مك كانكي 

 درجه مـي  37 ساعت در انكوباتور 24 مدت  را بهTSI  كشت مي دهيم سپس محيط 7TSIانتخاب كرده و هر كدام را جداگانه بر روي 

جهت تشخيص افتراقي و محيط   بر روي محيط هاي افتراقيTSI ساعت نتايج كشت را بررسي كرده و از روي محيط    24پس از   . گذاريم

  .م درجه مشاهده مي كني37 ساعت در انكوباتور 24نوترينت آگار جهت سرولوژي كشت مي دهيم و نتايج را بعد از مدت زمان 

  

  : سرولوژي) ب

 و تعيين سـروتيپ هـاي مختلـف موجـود در     H و Oاين روش به همراه كشت از محيط نوترينت آگار براي تشخيص آنتي ژن هاي               

  خاصـي        ) H(و آنتـي ژن هـاي تـاژكي         ) O(هـر سـويه داراي آنتـي ژن هـاي سـوماتيك             . سويه هاي اشريـشياكلي انجـام مـي گيـرد         

  .  شناسايي مي شوندH و Oيه ها توسط آنتي سرم هاي تجارتي در اين روش سو.   مي باشند

  

  

  

                                                 
1- MacConkey Agar 
2- Blood Agar 
3- Eosin Methylene Blue  
4- Sorbitol Mac Conkey Agar 

Cefixim Tellurite  Sorbitol MacConkey Agar            5-  
 6- Congo Red Agar    

                       7- Triple Sugar Iron Agar  
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 :  روش مولكولي )2-3-2

 براي تـشخيص  PCRانجام .  و هيبريداسيون از طريق روش هاي استاندارد صورت مي پذيرد  PCRانجام تست هاي مولكولي مانند      

لي پاتوتايپ هاي اشريشيا كلي در آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشيا كلي راه اندازي شده است و تشخيص سويه هاي مـشكوك                     مولكو

 توسط پرايمرهاي خاص كه براي ژن هاي ويـرولانس طراحـي شـده              PCRآزمايش  . با كمك روش هاي مولكولي قابل انجام مي باشد        

  .  جدا شده اند صورت مي پذيرد هايي كه از سويه هاي مورد نظرDNAاند بر روي 

 :روش كشت سلولي )3-3-2

  : اين روش به دو منظور صورت مي گيرد

  HeLa يا HEP-2تعيين الگوي چسبندگي سويه باكتري به سلول هاي اپي تليال  -

 و يـا    Veroتشخيص نوع توكسين توليد شده توسط سويه هاي اشريشياكلي به كمك سلول هاي فيبروبلاست مانند سلول هاي                   -

CHO        ــذير ــان پـ ــصص امكـ ــنل متخـ ــات و پرسـ ــود امكانـ ــت نبـ ــه علـ ــا بـ ــشگاه هـ ــامي آزمايـ ــست در تمـ ــن تـ ــام ايـ   انجـ

نمي باشد ولي اين روش در آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشيا كلي راه اندازي شده و سويه هاي مورد مطالعه مي تواننـد از ايـن نظـر                           

  .مورد بررسي قرار گيرند

  

  :اتوژنيکمراحل تشخيص اشريشياکلي انتروپ) ۴-۲

 نمونـه بـا روش هـاي اسـتاندارد          ،در صورتي كه بيمار نوزاد يا كودك بوده و اسهال غير خوني همراه با تب و استفراغ داشته باشد                  

دسته .  سرولوژي  انجام مي گيرد،ميكروبشناسي براي تشخيص قطعي اشريشياكلي كشت داده مي شود و پس از حصول اطمينان

   صـورت  PCRتوسـط    ) +bfp و   +eae(يـا آتيپيـك      ) +bfp و   +eae(ا شده به عنوان تيپيـك       بندي سويه آنتروپاتوژنيك جد   

  . مي گيرد

  

  

  

  

   

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 13فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي



١۴  

A (تشخيص اوليه  
  

  اسهال آبكي حجيم حاوي موكوس فراوان: نوع اسهال

  نوزاد و يا كودك : محدوده سني بيمار

  تب، استفراغ و بيقراري: علائم كلينيكي

  

  

  

  

  

  

  

   

                                              

    
         

  

  

  

  

 

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 14فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

 كشت نمونه مدفوع بر روي محيط مكانكي

 لاكتوز مثبت  هاي صورتي رنگ  كلنيرشد

  
Indol  ,  MR  ,  VP  ,  Cit ,  Motility  

-+/--+ +

 برداشت كلني

كشت بر روي محيط 
TSI         

كشت بر روي محيط 
EMB          

A/A , G +/- جلاي سبز فلزي 

 كشت بر روي محيط افتراقي 



١۵  

  

B (تشخيص نهايي  

  
  

  

  

  

                                                                                      eae (+)               eae (+)  
                                                                                                                 bfp (-)                 bfp (+)      

                                                                                                                                                              

  EPEC        سويه تيپيك                                           

                                                         

  EPEC                      تشخيص نهايي                 سويه آتيپيك 

  

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 15فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

PCR 
(eae  ,  bfp)        ژن هاي

واكنش مثبت با آنتي سرم 

 جهت O و Hسرولوژي با آنتي ژن هاي 
 EPECشناسايي سروتيپ هاي سويه 

  اسهال آبكي حجيم حاوي موكوس فراوان: نوع اسهال

  ك نوزاد و يا كود: محدوده سني بيمار

 تب، استفراغ و بيقراري: علائم كلينيكي



١۶  

  

  :تروتوکسيژنيکمراحل تشخيص اشريشياکلي ان) ۵-۲

 بـه مركـز   ،كه در اثر خـوردن غـذا وآب آلـوده ايجـاد شـده      ) مشابه ويبريوكلرا (با اسهال غير خوني     ) بدون توجه به سن   (اگر بيماري   

 با علائم باليني تهوع و استفراغ و شكم درد و تب            ״اين بيماري معمولا  .  مي كند  ETECبهداشتي مراجعه كند ما را مشكوك به سويه         

  . اشدهمراه مي ب

 صـورت مـي گيـرد و        PCR مي باشد كه به كمك الايزا و         ST و   LT بر مبناي شناسايي دو انتروتوكسين       ETECاساس تشخيص   

سروتيپ ايـن    سـويه        . اين آزمايشات پس از تعيين هويت باكتري با استفاده از روش هاي استاندارد ميكروب شناسي انجام مي گيرد                 

  .  ي تجاري تعيين مي شودها به كمك سرولوژي با آنتي سرم ها

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 16فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي



١٧  

  

A ( تشخيص اوليه  
  

  

  اسهال غيرخوني شبيه ويبريو كلرا :نوع اسهال

  همه سنين:محدوده سني بيمار

 تب، حالت تهوع و كرامپ شكمي: علائم كلينيكي

  

  

  

  

  

 

  

                          

                  

  
                                                                                                                                                                                                                                     

      

  

  

  

   

                                             

 

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 17فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

 كشت نمونه مدفوع بر روي محيط مكانكي

 لاكتوز مثبت  هاي صورتي رنگ  كلنيرشد

Indol  ,  MR  ,  VP  ,  Cit ,  Motility  
-        +/-         -+          +           

 برداشت كلني

كشت بر روي محيط 
TSI          

كشت بر روي محيط 
EMB          

A/A , G+/- جلاي سبز فلزي 

   افتراقي  هايكشت بر روي محيط



١٨  

B (تشخيص نهايي  

 
  

 

 

 

 

 

 
  

  

  

                                                    

                                                                          (+)                                             (+) 

  

  

   

            ETEC                            تشخيص نهايي               

 

 

 

 

 

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 18فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

  O و Hسرولوژي با آنتي ژن هاي 
 ETEC   جهت تشخيص سروتايپ هاي سويه

 جهت تشخيص الايزا
 ST و يا LTتوكسين 

 واكنش مثبت با آنتي سرم

PCR  
 (LT , ST)   ژن هاي 

  اسهال آبكي شبيه ويبريو كلرا :نوع اسهال

  همه سنين:ارمحدوده سني بيم

 تب، حالت تهوع و كرامپ شكمي: علائم كلينيكي



١٩  

 

  :مراحل تشخيص اشريشيا کلي انتروهموراژيک ) 6-۲

. ن سويه دركودكان و بزرگسالان مبتلا به اين سويه اسهال خوني و يا غيرخوني همراه با علائم بـاليني شـكم درد ايجـاد مـي نمايـد                           اي

سـويه هـاي گـروه انتروهموراژيـك     . بيماران اغلب در اثر خوردن آب و مواد غذايي و سبزيجات آلوده به اين سويه مبـتلا مـي گردنـد      

قادر به تخمير سـوربيتول       O157:H7سويه ي   .  مي باشد  -O157:H7 Nonو سويه هاي      O157:H7اشريشياكلي  شامل سويه     

 SMAC ها قادرند كه سوربيتول را تخمير كرده و كلني هاي صورتي رنگ روي محيط -O157:H7 Nonنمي باشد ولي گروهي از    

 CT-SMAC ا تخمير نمي كند و روي محـيط  به سفكسيم و تلوريت مقاوم بوده و رامنوز ر  O157:H7 سويه ״ضمنا. ايجاد كنند

 اسـتاندارد مـشاهده شـده و در         O157:H7البته مشخصات ذكـر شـده فقـط در مـورد سـويه              . (كلني هاي بي رنگ ايجاد مي نمايد      

به همين دليل محـيط     .)  با مشخصات ذكر شده جداسازي نشده است        O157:H7آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي سويه بومي       

  .   مي باشد EHECمحيط كشت كليدي و اختصاصي در تشخيص سويه هاي  CT-SMAC وSMAC كشت 

  

  : -O157:H7 Non و   O157:H7 مراحل كار جهت جداسازي سويه ي 

 انتخـاب   SMAC كلني سوربيتول منفي از محيط كشت        5 كلني سوربيتول مثبت و      5ابتدا پس از بررسي محيط هاي كشت اوليه         

 سـويه هـا    ،پس از تشخيص اشريـشياكلي . روش هاي استاندارد ميكروب شناسي هويت آنها تعيين مي گردد مي گردد و با استفاده از     

 EHEC جـدا شـده از سـويه هـاي     DNA بر روي PCR آزمايش ،  سرولوژي شده و براي تشخيص نهايي O157:H7با آنتي سرم

   صـورت  3نتـايج بـه     . مـي گيـرد   انجـام   )  همـوليزين  ژن (hlyAو  ) ژن شيگاتوكسين  (Stx،  ) ژن پروتئين غشايي   (eaeبراي سه ژن    

  :  مي تواند باشد

 (+)hly و (+)eae(+)،   Stx آن بـه صـورت   PCRواكـنش مثبـت دهـد     O157:H7 سويه غيرتخميري بوده و با انتي سرم  -

 .  استE.coli O157:H7باشد كه در اين صورت سويه مورد نظر 

 (-)hly و (+)eae(+)،   Stx آن بـه صـورت   PCRجواب منفـي دهـد و    O157:H7 سويه غيرتخميري بوده و با آنتي سرم  -

 . استE.coli NonO157:H7باشد كه در اين موارد سويه 

 باشد كه (-)hly و (+)eae(-)،   Stx آن به صورت PCR جواب منفي دهد و O157:H7 سويه تخميري بوده و با آنتي سرم  -

 . استE.coli NonO157:H7در اين موارد سويه 

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27از 19فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي



٢٠  

 

A (تشخيص اوليه 

  
 

  

  

  

  

  

  

          

  

                                            

                                                                                 

  

        

                                                               

  

                                            

  

  

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 20فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

  رخونيغي/ خوني اسهال :نوع اسهال
  همه سنين : محدوده سني بيمار

 كوليت هموراژيك ، سندرم اورمي هموليتيككرامپ هاي شكمي، شكم درد ،: علائم كلينيكي

كشت نمونه مدفوع بر روي محيط 
 مكانكيسوربيتول 

 ي  افتراق هايكشت بر روي محيط

 سوربيتول منفيرشد كلني هاي 

كشت بر روي 
 TSIمحيط 

Indol , MR , VP , Cit 
 -      -+         +        

كشت بر روي 
 EMBمحيط 

A/A , G +/- جلاي سبز فلزي 

 رشد كلني هاي سوربيتول مثبت

كشت بر روي 
EMBمحيط 

كشت بر روي 
TSIمحيط 

كشت روي محيط 
CT-SMAC 

كشت روي محيط 
Chromagar 

A/A , G +/- سفيدكلني هاي ريز  كلني هاي بنفش جلاي سبز فلزي  

سويه مشكوك
 O157:H7به 

مشكوك به  سويه
NonO157:H7 



٢١  

  

B (تشخيص نهايي  
  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

                       Stx(+)                                  (+)                 (-)                                              Stx(+)                                   
eae (+)                                                                                                                            eae(+/-)                                       

hlyA(+)                                                                                                                             hlyA(-)                                     
                                                                                                                                                                         

                                                                                                    O157:H7                                                                               
  

                                                                              Non O157:H7             
  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 21فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

 آنتي سرم سرولوژي با
O157:H7

PCR   
  eae, stx , hlyA ژن هاي

   غيرخوني/خوني اسهال :نوع اسهال
  همه سنين : محدوده سني بيمار

 كوليت هموراژيك ، سندرم اورمي هموليتيككرامپ هاي شكمي، شكم درد ،: علائم كلينيكي

 O157:H7سويه مشكوك به  NonO157:H7مشكوك به  سويه



٢٢  

  :                                              مراحل تشخيص اشريشياکلي انترواينويسيو) ۷-۲

اين سـويه از    . م درد مي شوند   و شك  كوليت   ، منجر به ايجاد اسهال خوني شبيه ديسانتري همراه با علائم باليني تب              EIECسويه هاي   

  .طريق آب و غذاي آلوده به انسان منتقل مي گردد

 مي تواننـد كنگـورد را از محـيط جـذب كـرده و بـه       EIECسويه هاي .  استCongo redمحيط كشت كليدي و اختصاصي اين سويه 

 ايـن  EIECتوژن يـا غيـر از سـويه هـاي     در حاليكه اشريشياكلي هاي غير پـا . صورت كلني هاي آجري پررنگ بر روي محيط ظاهر شوند 

اين سويه ها لاكتوز منفي و غير متحرك بوده و كلني هاي بي رنگ روي محيط مكانكي ايجادكرده و از اين حيـث شـبيه     . قابليت را ندارند  

  . به سويه هاي شيگلا مي باشند

  

  : مراحل كار جهت جداسازي سويه هاي اشريشياكلي انترواينويسيو

 ٔ كلني لاكتوز منفي كه از محيط مك كانكي انتخاب شده اند و حصول اطمينـان از اينكـه سـويه         5ت هاي افتراقي بر روي      پس از انجام تس   

.  سويه ها را روي محيط كنگورد كشت داده و توانايي جذب اين ماده توسط اين سويه بررسي مـي گـردد                     ،جدا شده اشريشياكلي مي باشد    

و  citrate Christensen ، Mucate استفاده از محيط هاي افتراقي  ، جدا شده از اين مواردآزمايشات تكميلي براي اشريشياكلي هاي

Lysine decarboxylaseمي باشد  .  

  .صورت مي گيردinvE  و ipa براي ژن هاي PCRتشخيص نهايي با انجام 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 22فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي



٢٣  

 

 

A ( تشخيص اوليه  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 23فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

  اسهال خوني كم حجم حاوي موكوس:نوع اسهال
  همه سنين : سن بيمار

 و توكسمي كرامپ شكمي درد،  بيقراري ، شکم تب،: علائم کلينيکي

 کشت نمونه مدفوع روي مکانکي

 رشد كلني ها ي بيرنگ لاكتوز منفي

 برداشت كلني

  افتراقي  هايمحيطكشت بر روي      TSIكشت بر روي محيط  EMBكشت بر روي محيط 

  K/A , G+/- Indol , MR , VP , Cit جلاي سبز فلزي
-       -+         +        



٢۴  

  

B (تشخيص نهايي  
  

 

 

  
  

  

   

  

  

  

  

  

Christensen citrate             LDC      Mucate                                                                   (+)           

  

               (+)                        (+)           (+) 

  

  

  EIEC                                       تشخيص نهايي                       

                                

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 24فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

 کنگوردكشت بر روي محيط 

 كلني هاي آجري رنگ با مركز تيره

  invEو ipa  ژن هايPCR تست هاي اختصاصي

  اسهال خوني كم حجم حاوي موكوس:نوع اسهال
  همه سنين : سن بيمار

 يو توكسم كرامپ شكمي درد،  بيقراري ، شکم تب،: علائم کلينيکي



٢۵  

  

  : مراحل تشخيص اشريشياکلي انترواگريگيتيو) ۸-۲

اين سويه عامل ايجاد اسـهال در مـسافران نيـز    . سويه هاي انترواگريگيتيو باعث ايجاد اسهال خوني و غيرخوني حاد و مزمن مي شوند        

  . يردمي باشد و انتقال آن از طريق آب و غذاي آلوده صورت مي گ

  .  محدود به آزمايشگاه تحقيقاتي مي باشدEAECدر حال حاضر در اكثر نقاط دنيا تشخيص سويه هاي 

.  مـي گـردد    لي جهت شناسايي اين سويه استفاده      و كشت سلو   PCRدر آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي از دو روش تشخيصي          

سلولي اتـصال ايـن سـويه بـه سـلول هـاي اپـي تليـال          بررسي شده و در روش كشت aggA و AA حضور ژن هاي PCRدر روش   

HEP-2 مطالعه مي گردد كه اين نتايج منجر به تشخيص و شناسايي اين سويه مي شود  .  

  .سروتايپ اين سويه ها به كمك سرولوژي تعيين مي شود

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 25فحهص  )آمكا(ياكليآزمايشگاه مرجع كشوري اشريش



٢۶  

  

A  (تشخيص اوليه  
  

  

  اسهال غيرخوني : نوع اسهال

  همه سنين : محدوده سني بيمار

  تب، استفراغ و بيقراري: علائم كلينيكي

  

  

  

  

  

  

  

   

                                              

    
        

  

  

  

  

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 26فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

 كشت نمونه مدفوع بر روي محيط مكانكي

  منفي/ لاكتوز مثبت هاي صورتي رنگ  كلنيرشد

  
Indol  ,  MR  ,  VP  ,  Cit ,  Motility  

-+/--+ +

 برداشت كلني

كشت بر روي محيط 
TSI         

كشت بر روي محيط 
EMB           

K/A , G+/- , A/A , G +/- جلاي سبز فلزي 

  افتراقي  هايكشت بر روي محيط



٢٧  

  

B (تشخيص نهايي  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                                                                                    AA (+)                 
                                                                                                           aggA(+)                                     

                                                                                                                                                              

                                                  

                                                          

   EAEC   تشخيص نهايي                                                     

  

  

  

  

  

  

  

  آمكا-02:كد

 

  
  27 از 27فحهص  )آمكا(آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي

 جهت O و Hسرولوژي با آنتي ژن هاي 
 EAECشناسايي سروتيپ هاي سويه 

PCR 
 (aggA  , AA)      ژن هاي

  واكنش مثبت با آنتي سرم 

 و بررسي كشت سلولي
 اتصال به سلول ها

 داراي اتصال به سلول ها

  اسهال آبكي : نوع اسهال

  همه سنين : محدوده سني بيمار

 راريتب، استفراغ و بيق: علائم كلينيكي



٢٨  
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  :نمونه گيري ) ۱-۳

 است كه در ذيل به تفـصيل شـرح           نمونه گيري دقيق و درست در زمان بروز بيماري         ،اولين قدم در راه تشخيص صحيح آزمايشگاهي        

  .داده مي شود

 روز كه عامل بيماري زا به تعداد بيشتري در مدفوع وجود 2 تا 1حداكثر ظرف (نمونه گيري مدفوع بايستي در مراحل اوليه بيماري 

 ˝رم و يا در صورت كاملا گ5در صورت قوام دار بودن حداقل ( نمونه مدفوع ˝اصولا.و قبل از درمان با آنتي بيوتيك صورت پذيرد) دارد

 از مدفوع تازه براي هر بيمار ب مقعدي يا سوآب برتري دارد و حداقل بايد دو نمونه سوآبنسبت به سوآ ) cc 5آبكي بودن معادل  

  .  تلقيح شود Cary Blair جمع آوري و در محيط انتقال

  :روش جمع آوري نمونه مدفوع ) ۲-۳

  فوع  از مدبتهيه نمونه مدفوع و سوآ) الف

  . از يك ظرف درپيچدار تميز با اندازه مناسب استفاده نماييد ، براي نمونه مدفوع -

  . از ظرف تميز استفاده كنيد״ حتما، در صورت عدم دسترسي به ظروف يكبار مصرف -

 از زمان نمونه گيري  ساعت2بيشتر از . ( هنگامي كه نمونه به آزمايشگاه مي رسد لازم است به سرعت آزمايش بر روي آن انجام شود 

  .)نگذشته باشد

 آن را   ، را درون نمونه مدفوع قرار داده و پس از حركـت چرخـشي             بآ سو ، ساعت هستيد    2 اگر ناچار به نگهداري نمونه ها بيشتر از          -

  .در يك محيط انتقالي تلقيح كنيد

  .تلقيح نماييداگر مدفوع حالت مخاطي دارد سعي كنيد نمونه را همراه مخاط در محيط ترانسپورت -

   مقعديبسوآ)ب

  . پنبه اي سالم استفاده كنيد و دقت كنيد كه پنبه سر آن كنده نشده باشدببراي نمونه گيري از سوآ

 سانتي متر داخل اسفنكتر ركتوم      5/3 تا   5/2 را با فرو كردن در محيط ترانسپورت استريل مرطوب كرده و سپس به اندازه                بابتدا سوآ 

 بتعداد سـوآ  . به مدفوع آغشته است    ب مطمئن شويد سوآ   ببا توجه به تغيير رنگ پنبه ي سر سوآ        . يرون بكشيد نموده و بچرخانيد و ب    

  در مـوارد نمونـه گيـري از    .  بايـد تلقـيح شـود    ب سـوآ  2 حـداقل    ״مورد نياز بستگي به تعداد عوامل پاتوژن مورد مطالعه دارد معمـولا           
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 به مخاط انتهايي روده جهت جمـع      ب ساييدن سوآ  ، مقعدي   باسهال هاي ناشي از باكتريهاي مهاجم مانند شيگلا به هنگام تهيه سوآ           

  .آوري نمونه بسيار  مهم است

  :    تلقيح به محيط انتقال )ج

  ٕ نمونه ها را در يخچال و يا در محـيط هـاي انتقـالي جهـت بقـا       ساعت باشيم لازم است  2در صورتي كه ناچار به تلقيح نمونه پس از          

زيرا اين شرايط براي پاتوژن هايي مانند شيگلا و كمپيلـو           . محيط انتقالي تلقيح شده نيز بايد در سرما نگهداري شود         . بيشتر قرار دهيم  

 در  ،ابليت زنده ماندن بـراي مـدتي در محـيط انتقـالي              اين دو ارگانيسم ق    ٕالبته بيشتر عوامل پاتوژن به استثنا       . باكتر بسيار مهم است   

هنگامي كه نمونه ها در محيط انتقالي قرار داده شده و نياز به نگهداري آنهـا بـراي مـدت                    ). حداكثر يك هفته    (دماي محيط را دارند     

  .بيشتري مي باشد لازم است كه در يخچال يا فريزر نگهداري شوند

  :محيط انتقال) ج-1

 ويبريو پارا هموليتيكوس و يرسينيا ، ويبريوكلره ، اشريشياكلي ، شيگلا ، براي نگهداري و انتقال سالمونلا Cary Blairمحيط انتقال 

 100(mmدر لوله در پيچدار با اندازه  متوسط ) cc 5 )PH=8.4اين محيط به ميزان .انتروكوليتيكا بسيار مورد استفاده قرار مي گيرد 

چنانچه محـيط تـازه تهيـه شـده         . (   نگهداري شود   ċ 4 در   ،د قبل از استفاده و بعد از تلقيح نمونه به آن            ريخته مي شود و باي    ) 13 ×

حـداكثر  اين محيط انتقالي پس از آماده سـازي  .) ساعت خنك شده باشد و در يخچال نگهداري گردد2 تا   1باشد بايد قبل از استفاده      

  .هش پيدا نكرده و هيچگونه علائم آلودگي و تغيير رنگ در آن مشاهده نشود حجم آن كا،به شرطي كه ماه قابل استفاده است 12

  :Cary Blairمراحل تلقيح نمونه در محيط انتقالي ) ج-2

  . مدفوع يا مقعدي را به ته لوله حاوي محيط وارد كنيدب سوآ2حداقل -

  . قسمت چوبي بيرون از لوله را بشكنيد، در لوله بپس از قرار دادن سوآ-

  .له را محكم ببنديددر لو-

 را در مكـاني     ب محـيط انتقـال حـاوي سـوآ        ،نمونه ها را داخل يخچال نگهداري كنيد و اگر امكان نگهداري در يخچال وجود ندارد                -

  .خنك و دور از نور جهت پايين نگه داشتن دما قرار دهيد

  :انتقال نمونه ) ۳-۳

  .شد مراجعه شودبه دستورالعمل آزمايشگاه مرجع سلامت كه به پيوست مي با
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  تجهيزات مورد نياز جهت آزمايش هاي تشخيصي به روش کلاسيک) ۱-۴
  :تجهيزات

  لوپ براي كشت-

  انكوباتور-

  شعله گاز -

   ارلن-

  ن ماري  اتوكلاو و ب، پليت استريل، لوله،ترازو-

  : مواد

  سرم فيزيولوژي -

  آنتي سرم-

  :معرف ها

 -VP MR معرف -

  محلول كواكس-

   :محيط هاي كشت

TSI  ، مك كانكي آگار ، نوترينت آگار ، EMBسـوربيتول مـك كـانكي آگـار    ، كنگـورد آگـار  ، بلاد آگار ، آگار )SMAC (،          

CT-SMACآگار ،  Chromaسيترات آگار ،آگار ، SIM ، MR-VP(   

  

  دستور العمل تهيه ، استريليزاسيون ونگهداري محيط هاي كشت )2-۴

  :تهيه محيط هاي كشت)  1-2-4

بـه  آن مي باشد    مشخصات و طرز تهيه     حاوي   ابتدا بر چسب روي بسته محيط كشت كه          ، جهت تهيه هر نوع محيط كشت      -1

  .دقت خوانده شود

  . به مقدار لازم از پودر خشك محيط كشت را وزن شود-2

  . پودر وزن شده در مقدار مناسبي آب مقطر حل شود-3
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  . ارلن حاوي محيط كشت حرارت داده شود -4

  . در ظروف مناسب تقسيم و قبل از مصرف استريل شوند-5

ريليزاسـيون بـه مقـدار مناسـب در لولـه ريختـه شـده سـپس                      محيط هايي كه بايد در لوله تهيه گردنـد قبـل از است             

  .اتوكلاو مي گردند

  محيط هايي كه بايد در پليت تهيه گردند بعد از اتوكلاو در كنـار شـعله و تحـت شـرايط اسـتريل در پليـت تقـسيم                             

  .مي گردند

درجـه سـانتيگراد انكوبـه       37 سـاعت در دمـاي       48 تهيه شده قبل از استفاده بايد به مـدت            هاي پليت درصد   5 تا   3 

 .گردند تا استريل بودن آنها مورد تائيد قرار گيرد

  

  :استريليزاسيون) 2-2-4

 اسـتريل  ،ظروف حاوي محيط كشت جهت انجام استريليزاسيون در اتوكلاو طبق شرايط مناسب با محـيط هـاي كـشت           

  .خواهند شد 

  

  :شرايط نگهداري پودر محيط هاي كشت) 3-2-4

  .در موقع مصرف نبايد تاريخ گذشته باشند محيط هاي كشت -

  . محيط هاي كشت نبايد به صورت توده يا خشك شده باشند-

  . محيط هاي كشت نبايد تغيير رنگ داده باشند-

  . محيط هاي كشت بايد در دماي مناسب وشرايط خشك نگهداري شوند-

  

  :نگهداري محيط هاي كشت آماده) 4-2-4

  . خشك و خراب شدن مي بايستي در  يخچال نگهداري شوند تمام محيط ها جهت پرهيز از-1

  . محيط هاي خشك شده نبايستي مورد استفاده قرار گيرند-2

  . پليت هاي آماده مي بايستي در كيسه هاي در بسته در داخل يخچال قرار گيرند-3

  .مانند پليت مي باشند شرايط نگهداري لوله ها ي حاوي محيط هاي كشت كه با سر پوش پنبه اي بسته شده اند -4
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   هفتـه در يخچـال قابـل نگهـداري               6 پليت هاي حاوي محيط كشت بـسته بنـدي شـده در كيـسه فريـزر بـه مـدت                      -5

  .   مي باشند

  .تند هفته قابل نگهداري هس2 تا 1 لوله هاي با سرپوش پنبه اي -6

  . ماه قابل نگهداري مي باشند3 لوله هاي سر پيچ دار به مدت -7

  محيط هاي مورد نياز براي کشت مدفوع  در آزمايشگاه مرجع کشوري اشريشياکلي و طرز تهيه آنها) ۳-۴

- Blood Agar)بلاد آگار(  

- MacConkey Agar)مك كانكي آگار(  

 - Eosin Methylene Blue) EMB(   

- Sorbitol MacConkey Agar) سوربيتول مك كانكي آگار(  

-)CHROMagarكروم آگار(   

- Congo Red Agar) كنگورد(  

  -   Tryptic Soy Broth) TSB(    

- Triple Sugar Iron Agar  )TSI(   

-   Simmons Citrate  

- MR) متيل رد(   

-  VP ) Voges – Proskauer (  

- SIM  

- Muller Hinton Agar)ارمولر هينتون آگ(  

  Blood Agarمحيط كشت 

بـه كمـك ايـن       اشريـشياكلي  كشوري مرجع آزمايشگاه به ارسالي مدفوع نمونه در موجود هموليتيك هاي سويه تشخيص

 مقطـر  آب ليتـر  يـك  در و كـرده  وزن مربوطـه را   پودر از مقدار معيني  ابتدا محيط اين تهيه براي .محيط صورت مي گيرد   

    بـه مـدت  C  121˚ (نموده اتوكلاو را آن سپس. شود شفاف محيط رنگ و حل كاملاً تا داده حرارت را آن و كرده مخلوط

  خون دفيبرينه گوسفند را     % 5-10 رسيد به ميزان     C 55˚و پس از آن زماني كه دماي محيط كشت به حدود            )  دقيقه 15
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  پس از اين مراحل محيط آماده شده در پليت هـاي         . ي به آن اضافه كرده و كمي تكان داده تا به خوبي مخلوط شود             به آرام 

          محـيط هـا قابـل اسـتفاده        ،و بررسي عدم آلودگي     ) C 37˚ ساعت در    48(پس از كنترل كيفي     . استريل توزيع مي گردند   

  . بر روي اين محيط كلني هايي با هاله هموليز ايجاد مي كنندسويه هايي كه داراي هموليزين مي باشند . مي باشند

  محيط كشت مك كانكي آگار

به كمك اين محـيط صـورت        باشند نمي لاكتوز تخمير به قادر كه هايي سويه از لاكتوز تخميركننده هاي سويه تشخيص

  . ل روده مناسب مي باشددر ضمن اين محيط به خاطر داشتن نمك هاي صفراوي براي رشد باكتريهاي داخ.مي گيرد

براي تهيه اين محيط مقدار معيني از پودر مربوطه را وزن كرده و در يك ليتر آب مقطر حـل كـرده و آنـرا حـرارت داده تـا                  

و پـس از    )  دقيقـه  15 درجه سانتيگراد به مدت      121(كاملاً حل گردد و رنگ محيط شفاف شود، سپس آن را اتوكلاو نموده            

پس از بررسي .  درجه سانتيگراد رسيد در پليت هاي استريل توزيع مي گردند     55 كشت به حدود     آن زماني كه دماي محيط    

اين پليت ها قابل استفاده )  ساعت48 درجه سانتيگراد به مدت 37انكوباسيون در (كنترل كيفيت و اطمينان از عدم آلودگي     

  .مي باشند

 كم صورتي ، خنثي PH در و ارغواني به مايل قرمز رنگ به اسيدي PH در كه است رد نوترال  ، محيط اين در موجود معرف

 ،نـداده  تغييـر  را معـرف  رنـگ  نتيجه در و نبوده لاكتوز قند از اسيد توليد به لاكتوز منفي قادر   هاي باكتري. باشد مي رنگ

 قرمـز  را محـيط  توزتخمير لاك از اسيد توليد لاكتوز مثبت با   هاي باكتري اما. كنند مي ايجاد محيط در رنگ بي هايي كلني

 از صـفراوي  هـاي  نمـك  وجود. شود مي ارغواني به مايل قرمز هاي كلني ايجاد سبب نيز ها آن داخل به رنگ نفوذ و نموده

ــد ــاكتري رش ــاي ب ــرم ه ــت گ ــي و مثب ــاكتري برخ ــاي ب ــرم ه ــي گ ــخت منف ــد س ــن در رش ــيط اي ــوگيري مح   جل

  .نمايد مي

   بــه طوريكــه فقــط باكتريهــاي گــرم منفــي روي آن رشــداســت،نتخــابي ايــن محــيط كــشت، يــك محــيط افتراقــي و ا 

  همچنين در اين محيط كشت ميتوان باكتريهاي تخمير كننـده لاكتـوز را از باكتريهـايي كـه لاكتـوز را تخميـر                       . مي كنند 

  .نمي كنند تفريق داد
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  )n Methylene BlueEosi) EMBمحيط كشت 

     از برخـي  فلـزي  جـلاي  نمـايش  وغيرتخميـري    گونه هاي تخميركننده لاكتوز از سـاير گونـه هـاي           تشخيص و جداسازي      

  .بر روي اين محيط ميسر مي گردد سيتروباكتر و اشريشياكلي مانند انتروباكترياسه هاي گونه

 تـا  داده حـرارت  را آن و كرده حل مقطر آب ليتر يك در و كرده وزن مربوطه را  پودر معيني از  مقدار محيط اين تهيه براي     

   آن از پـس  و) دقيقه 15 مدت به گراد سانتي درجه 121 (نموده اتوكلاو را آن سپس گردد شفاف محيط رنگ و حل ́كاملا

 ونيانكوباس ـ(كيفيت   رلكنت از پس و تقسيم استريل هاي پليت در رسيد گراد سانتي درجه 55 به كشت محيط دماي كه

 كلـي  از گروهـي . باشـند  مي استفاده قابل) ساعت 24 مدت به گرادي  سانت درجه 37ي  دما دري  تصادف طور به تيپل چند

 و y ائـوزين  (محـيط  در موجـود  مـواد  آزادسازي با تركيب اين كه كنند مي ايجاد پايدار استالدئيد لاكتوز تجزيه از ها فرم

 سيتروباكتر و اشريشياكلي.  شوندمي ها كلني سطح در فلزي جلاي ايجاد هوا مجاورت در ها آن اكسيداسيون و) بلو متيلن

 تنهـا  و كـرده  ايجـاد  ناپايـدار  اسـتالدئيد  لاكتوز مثبت  ي ها فرم كلي از ديگر گروهي. باشند مي فلزي جلاي ايجاد به قادر

  . مي شود ديده فلزي جلاي بدون شبنف به مايل قرمز رنگ به هاي ايجاد شده توسط اين باكتري ها كلني

  محيط كشت سوربيتول مك كانكي آگار

 لذا. كنندي  ر نم يتخم را توليسورب ها هيسو ازي  كم درصد و هستند توليسورب ريتخم به قادري  كل اياشريشي  ها هيسو% 90

 كننـد  ينم ـ ري ـتخم را توليسورب كه NonO157:H7ي  ها هيسو و O157:H7ي  ها هيسو صيتشخ جهت طيمح نيا از

براي تهيه اين محيط مقدار معيني از پودر مربوطه را وزن كرده و در يك ليتر آب مقطر حل كرده و آنـرا                 . گرددي  م استفاده

 15 درجـه سـانتيگراد بـه مـدت          121(حرارت داده تا كاملاً حل گردد و رنگ محيط شفاف گردد، سپس آنرا اتوكلاو نمـوده               

 درجه سانتيگراد رسيد در پليت هاي اسـتريل توزيـع كـرده،           55 كشت به حدود     و پس از آن زماني كه دماي محيط       ) دقيقه

اين )  ساعت48 درجه سانتيگراد به مدت 37انكوباسيون در (پس از بررسي كنترل كيفيت و حصول اطمينان از عدم آلودگي  

  .پليت ها قابل استفاده مي باشند

 رنـگ  بـه  خنثـي  PH در و وانيغ ـار بـه  مايـل  قرمـز  رنگ به اسيدي PH در كه است رد نوترال  محيط اين در موجود معرف

   از اسيد توليد به قادر منفي سوربيتول هاي باكتري كه است سوربيتول محيط اين در موجود قند. باشد مي رنگ كم صورتي
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   هـاي  بـاكتري  امـا . كننـد  مـي  ايجـاد  محـيط  در رنـگ  بي هايي كلني و نداده تغيير را معرف رنگ نتيجه در و نبوده قند اين

 هـاي  كلنـي  ايجـاد  سـبب  ها آن داخل به رنگ ونفوذ نموده قرمز را محيط سوربيتول تخمير از اسيد توليد با مثبت سوربيتول

 بـاكتري  از برخي و مثبت گرم هاي باكتري درش از ويوله كريستال و صفراوي هاي نمك وجود. شود مي ارغواني به مايل قرمز

  .نمايد مي جلوگيري محيط اين در رشد سخت منفي گرم هاي

  :agarHROMCمحيط كشت 

  .مورد استفاده قرار مي گيردO157:H7  اين محيط فقط براي تشخيص سويه

تر آب مقطـر حـرارت داده تـا    براي تهيه اين محيط مقدار معيني از پودر مربوطه را وزن كرده و پس از حل كردن در يك لي          

  پليت هاي  درجه سانتيگراد رسيد در55 پس از آن زماني كه دماي محيط كشت به حدود ، حل و شفاف گرددكاملاً

  

 درجـه سـانتيگراد بـه       37انكوباسيون در   (پس از بررسي كنترل كيفيت و اطمينان از عدم آلودگي         . استريل توزيع مي گردند   

  .ابل استفاده مي باشنداين پليت ها ق)  ساعت48مدت 

  .آگار نيازي به اتوكلاو نداردSS  اين محيط مانند 

 مي باشد بنابراين پليت ها را در مدتي كه براي جامد شدن در محيط آزمايشگاه قرار      مي                 حساس به نور  اين محيط    

 .  مي پوشانيمدهيم كاملاً

 درجـه سـانتيگراد بـه    4-8يك روز و در يخچـال در دمـاي   پليت حاوي محيط كروما آگار در دماي آزمايشگاه به مدت   

  . مي پوشانيم در اين مدت زمان نيز محيط را با فويل كاملاً، هفته قابل نگهداري مي باشد2مدت 

 و  كلبـسيلا ، انتروبـاكتر  ، جـنس اشريـشيا   4( بر روي اين محيط كلني هاي بنفش رنگ و كلي فرم ها  O157:H7  سويه

  .  كلني هاي آبي رنگ ايجاد مي كنند) كلي فرم ها مي باشند ٔسيتروباكتر در زمره
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   Congo Redمحيط كشت 

توسـط   اشريـشياكلي  كـشوري  مرجع آزمايشگاه به ارسالي مدفوع نمونه در انترواينويسيو اشريشياكلي هاي سويه تشخيص

   .محيط كشت صورت مي گيرداين 

 و حـل  ́كاملا تا داده حرارت را آن و ريخته مقطر آب ليتر يك در و كرده پودر را وزن   از مقدارمعيني محيط اين تهيه براي  

  ميـزان  بـه  آن از پـس  و) دقيقـه  15 مـدت  به گراد سانتي درجه 121 (نموده اتوكلاو را آن سپس گردد شفاف محيط رنگ

 و كـرده  اضـافه  TSA محـيط  ml 100 در را كنگورد ml 1 ميزان به يا و TSA محيط ml 50 در وردكنگ رنگ از گرم5/0 

 پـس  و كرده تقسيم استريل هاي پليت در را رنگ حاوي شده آماده محيط سپس ، شود مخلوط خوبي به تا دهيم مي تكان

 عـدم  بررسي و)  ساعت 48 مدت به گراديسانت درجه 37ي  دما دري  تصادف طور به تيپل چند ونيانكوباس (كيفيت كنترل از

   .باشند مي استفاده قابل آلودگي

 رشد كنگورد كشت محيط در تيره آجري مركز با رنگ آجري هاي كلني مدفوع نمونه در EIEC سويه حضور صورت در

  .كرد خواهند

  )Tryptic Soy Broth) TSBمحيط كشت 

  .گرددي م استفاده هايباكتر رشدي سازي غن جهت طيمح نيا از

براي تهيه اين محيط مقدار معيني از پودر مربوطه را وزن كرده و در يك ليتر آب مقطر حـل كـرده و آنـرا حـرارت داده تـا                     

   121(كاملاً حل گردد و رنگ محيط شفاف گردد، سپس محيط را در لوله هاي با درب پنبه اي توزيع كـرده، آنهـا را اتـوكلاو                         

 37انكوباسـيون در    (پس از بررسي كنترل كيفيت و اطمينان از عدم آلودگي         .  مي نماييم  ) دقيقه 15درجه سانتيگراد به مدت     

  .كشت مي شود طيمح شدن باعث كدري باكتر رشد .قابل استفاده مي باشند)   ساعت48درجه سانتيگراد به مدت 

  

  )Triple Sugar Iron Agar) TSIمحيط كشت 

  ،گاز توليد بررسي براي محيط اين H2Sهاي گونه افتراقي تشخيص در كه لاكتوز و گلوكز قندهاي تخمير از سيدا توليد و 

  .رود مي كار به ،باشد مي كننده كمك انتروباكترياسه
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ردن در يك ليتر آب مقطر حرارت داده تـا          براي تهيه اين محيط مقدار معيني از پودر مربوطه را وزن كرده و پس از حل ك                

 121(كاملاً حل و رنگ محيط شفاف گردد، سپس محيط را در لوله هاي با درب پنبـه اي تقـسيم و اتـوكلاو مـي نمـاييم                          

پس از اتوكلاو محيط ها را با كمي ارتفاع به صورت مايل خوابانيده به طوريكه حداقل                )  دقيقه 15درجه سانتيگراد به مدت     

  .نمايد تر ته لوله كاملاً از محيط پر باشد و مابقي محيط شيب مناسبي را ايجاد سانتيم3

  48 درجه سانتيگراد به مدت 37انكوباسيون در (پس از جامد شدن محيط، كنترل كيفي و حصول اطمينان از عدم آلودگي     

  .قابل استفاده مي باشند) ساعت

  ..ز و سوكروز و همچنين داراي سولفات آهن مي باشد قند گلوكز، لاكتو3 اين محيط حاوي :بررسي تخمير قند

 اسـيد  آن تجزيـه  گلوكز تخمير مي شـود كـه از        ابتدا لذا ،هاست باكتري براي قند ترين الهضم سهل گلوكز كه آنجايي از

  . گردد مي مصرف كامل طور به كشت از پس ساعت 6 حدود تا TSI محيط در موجود گلوكز. مي شود توليد

 بـه    اسـيدي  PH در رد فنـل  معـرف   زيرا .شود مي ديده زرد رنگ به محيط عمق و سطح ها محيط اكثر در اين حالت  در

   تجزيه از پس باكتري اگر. است ديگر قند دو ميزان درصد 1/0 محيط اين در گلوكز ميزان طرفي از) رنگ زرد درمي آيد

   و سـطح  شـده  توليـد  اسـيد  بـودن  زياد دليل نمايد به را تخمير    ها آن دوي هر يا و لاكتوز، ساكارز  قند 2 از يك گلوكز، هر 

   و بوده گلوكز از استفاده به قادر فقط باكتري اگر) زرد/زرد يا A/A. (ماندي م رنگ زرد بيشتر يا ساعت 24 تا محيط عمق

  

رفتـه   بين از واه مجاورت در تدريج به اسيد اين شده توليد اسيد ميزان بودن كم دليل به نباشد ديگر قند دو تجزيه به قادر

    .)قرمز/زرد يا Alk/A(ماند زرد مي آن عمق ولي شده قرمز محيط سطح ساعت 24 از پس و

 بـا  S2H هـاي مولـد    بـاكتري  كـه  دارد وجود نيز فريك سيترات و سديم تيوسولفات TSI محيط در  :S2H توليد بررسي

  . ديآي م در اهيس رنگ به و محيط كرده توليد H2S اين تركيبات از استفاده

 ايجـاد  سـبب  CO2 گـاز  كـه  نماينـد  مـي  تجزيه CO2 و H2O سرحد تا را گلوكز ها باكتري از برخي :گاز توليد بررسي

  . كندي م حركت لولهي بالا سمت به كشت طيمح و شودي م حباب ،شكاف
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   trateSimmons Ciمحيط كشت 

 يگانـه  عنـوان  بـه  تراتيس ـ مصرف لهيبوس،دراتيكربوه ريتخم از ريغي  ريمس از راي  انرژ  توانند يم هايباكتر ازي  برخ

  . توسط اين محيط انجام مي گيرد تيخصوص نيا نييتع. كنند فراهم كربن منبع

ر مخلوط كرده و آنرا حرارت داده     براي تهيه اين محيط مقدار معيني از پودر مربوطه را وزن كرده و در يك ليتر آب مقط                 

  تا كاملاً حل و رنگ محيط شفاف شود، سپس محيط را در لوله هـاي بـا درب پنبـه اي تقـسيم كـرده، آنهـا را اتـوكلاو                             

محـيط هـا را بـا كمـي ارتفـاع بـه صـورت مايـل                 )  دقيقه 15 درجه سانتيگراد به مدت      121(پس از اتوكلاو  .  مي نماييم 

پـس از جامـد شـدن محـيط، كنتـرل كيفيـت و بررسـي عـدم                  .  مناسـبي را ايجـاد نمايـد       خوابانيده به طوريكه  شـيب     

  .قابل استفاده مي باشند)  ساعت48 درجه سانتيگراد به مدت 37انكوباسيون در (آلودگي

 جـه ينت بـودن  مثبت و تراتيس مصرف جهينت در طيمح شدنيي  ايقل نشانه ساعت 24-48 از پس طيمح رنگ شدني  آب

   طيمح آنكه بدون (شودي م مشاهده كشت خطوط طول دري باكتر ازي تيرو قابل رشدي هگا. است شيآزما

ي رو بـر ي  بـاكتر  رشـد  از تـوان ي  م ـ را مثبت جينتا ريتفس ،است شيآزما بودن مثبت نشانه حالت نيا) يابد رنگ رييتغ

 جهـت بررسـي توانـايي       از ايـن محـيط     .نمود دييتاي  آب رنگ ظهور وي  اضاف ساعته 24 ونيانكوباس يك با كشت خطوط

  .ارگــــــانيزم در اســــــتفاده از ســــــيترات بــــــه عنــــــوان منبــــــع كــــــربن بــــــه كــــــار مــــــي رود  

  

  MRVPمحيط كشت 

  VPكنند از اين محيط و معرف هاي متيـل رد و            ي  م ديتول دياسي  اديز مقدار گلوكز از كهيي  هاي  باكتر صيتشخي  برا

 مربوطه را وزن كرده و در يك ليتر آب مقطر حل كـرده و               براي تهيه اين محيط مقدار معيني از پودر        .گردد استفاده مي 

آنرا حرارت داده تا كاملاً حل و رنگ محيط شفاف گردد، سپس محيط را در لوله هاي با درب پنبه اي توزيع كرده، آنهـا                

باسـيون  انكو(پس از كنترل كيفي و بررسي عدم آلودگي      . مي نماييم )  دقيقه 15 درجه سانتيگراد به مدت      121(را اتوكلاو 

  .قابل استفاده مي باشند)   ساعت48 درجه سانتيگراد به مدت 37در 

 كمتـر  را PH توانسته كه است دياس ديتول نشانه طيمح سطح در داريپا قرمز رنگ ظهور)  MR( در آزمايش  متيل رد      

 كننـد ي  م ـ دي ـتول دياس ـي  كم ـ مقدار گلوكز از هايباكتر ازي  برخ.  شود يم ريتفس مثبت شيآزما نرويا از نگهدارد 4/4 از

 و در آزمـايش    .باشـند ي  م ـي  منف ـ رد ليمت ها سميارگان نيا كنندي  م ديتولي  نارنجي  يعن زرد و قرمز نيبي  ن رنگ يبنابرا
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VP نـشانه  لياسـت ي  د حـضور  راي ـز اسـت  مثبـت  شواكـن  نـشانه  هـا  معرف افزودن از بعد قهيدق 15 قرمز رنگ ظهور 

  . باشدي م نياستوئ ونيداسياكس

  

  SIMمحيط كشت 

 .گرددي م استفادهي باكتر حركت و ندوليا دي تول، احياء سولفوريبررس جهت طيمح نيا از

ت داده تا كاملاً    براي تهيه اين محيط مقدار معيني از پودر مربوطه را وزن كرده و در يك ليتر آب مقطر ريخته و آنرا حرار                      

 درجـه   121(حل و رنگ محيط شفاف گردد، سپس محيط را در لوله هاي با درب پنبـه اي توزيـع كـرده، آنهـا را اتـوكلاو                         

 37انكوباسـيون در    (پس از جامد شدن، كنترل كيفيت و بررسـي عـدم آلـودگي            . مي نماييم )  دقيقه 15سانتيگراد به مدت    

  . قابل استفاده مي باشند) ساعت72 تا 48درجه سانتيگراد به مدت 

 ختنير از قبل. است تست بودن مثبت و ندوليا حضور نشانه  كواكس معرف كردن اضافه از بعد هيثان چند قرمز رنگ ظهور

   .رديگي م قراري بررس موردي باكتر حركت ابتدا معرف

  Muller Hinton Agarمحيط كشت 

  .مورد استفاده قرار مي گيرد هاي مختلف باكترياييدر بررسي تست حساسيت به آنتي بيوتيك گونه  اين محيط 

 تا داده حرارت را آن و ريخته حل مقطر آب ليتر يك در و كرده وزن مربوطه را  پودر معيني از  مقدار محيط اين تهيه براي    

 آن از پس و) دقيقه 15 مدت به گراد سانتي درجه 121 (نموده اتوكلاو را آن سپس گردد شفاف محيط رنگ و  حل ́كاملا

   .گردد مي تقسيم استريل ي ها پليت در رسيد گراد سانتي درجه 55 حدود به كشت محيط دماي كه زماني
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   دستور العمل انجام تست هاي افتراقي)۴-۴

 Methyl Red ) (تست متيل رد )الف 

  محلول رنگيطرز تهيه  •

• Methyl Red      0.1 gr 

• Ethanol            300 ml 

• DDW               200 ml 

 

  : روش انجام تست •

  . ميلي ليتر محيط كشت حاوي باكتري افزوده مي گردد5 قطره از محلول رنگي به 5

  .ايجاد رنگ قرمز نشان دهنده پاسخ مثبت و ايجاد رنگ زرد نشاندهنده پاسخ منفي است

  

  VPست ت)ب

  KOH 40%طرز تهيه محلول  •

• KOH                40 gr 
• DDW               100 ml 

  طرز تهيه محلول آلفا نفتول •

• Alpha-Naphtole            5gr 
• Absolute Ethanol          100 ml  

  . هفته پايدار مي باشند2- 3 اين دو محلول تا مدت ،در صورت نگهداري در يخچال 

 

  :روش انجام تست •

  .مي ريزيم حاوي باكتري در يك لوله تميز VP-MR ميلي ليتر از محيط كشت1 -1

  . در صد به آن اضافه كرده و خوب مخلوط مي كنيم5فتول ن ميلي ليتر از محلول آلفا 6/0 -2

  . در صد به آن اضافه كرده و خوب مخلوط مي نمائيم40 ميلي ليتر از محلول پتاسيم هيدروكسيد 2/0 -3

  آمكا-04:كد
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  . دقيقه در محيط آزمايشگاه بماند20 الي 10 اجازه مي دهيم مخلوط بدست آمده -4

  ايجاد يك حلقه قرمز رنگ در بالاي محلول نشاندهنده تست مثبت و عدم ايجاد حلقه قرمز به منزله تست منفي -5

  .دمي باش

  تست اندول )ج

 طرز تهيه محلول كواكس •

• Pure isoamyl alcohol                               150 ml 

• Para-dimethyl amino benzaldehyde        10 gr 

• Concentrated pure hydrochloric acid      50 ml 

 

 .محلول كواكس ميبايستي در حجم كم تهيه گردد و در يخچال نگهداري شود 

  :روش انجام تست •

  .  اضافه مي كنيمMotility test medium قطره از محلول كواكس به محيط 3 تا 1-2

  .ايجاد رنگ بنفش بر روي سطح محيط نشان دهنده تست مثبت و ايجاد رنگ زرد نشان دهنده تست منفي مي باشد-2

  آمكا-04:كد
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راهنماي مقدماتي دريافت و ارسال نمونه هاي مدفوع به آزمايشگاه مرجع کشوري اشريشيا کلـي جهـت                 

  تشخيص پاتوتايپ هاي اشريشياکلي

راهنماي جمع آوري نمونه جهت بيماران از کل کشور و شرايط انتقال آن به آزمايـشگاه مرجـع                   ) ۱-۵

  کشوري اشريشياکلي

  :رجع كشوري اشريشيا كلي بايد شرايط زير را دارا باشندنمونه هاي ارسالي به آزمايشگاه م

  

  .ميبايستي نمونه به همراه پرسشنامه كامل و امضاء شده توسط نمونه گير باشد 

 و قرارگيـري  ميبايستي تمام نمونه ها داراي بر چسب حاوي نام و مشخصات بيمار، زمان و تاريخ نمونـه گيـري                 

  . باشدنمونه در محيط انتقالي

  . براي نمونه گيري از ركتوم ازسواپ استريل استفاده گرددميبايستي 

ميبايستي كه سواپ ها در محيط ترانسپورت حمل و قسمتي كه با دست در تماس بوده بريده گـردد بطوريكـه           

  .درب لوله كاملا بسته شود

  .ميبايستي كه سواپ حاوي مدفوع به طور كامل در محيط ترانسپورت قرار گرفته باشد 

ه سواپ ركتـال در محـيط ترانـسپورت حـاوي مـدفوع باشـد بطوريكـه نمونـه مـدفوع در محـيط                        ميبايستي ك  

 ترانسپورت قابل رويت باشد

ميبايستي كه اگر نمونه هاي ارسالي به آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشيا كلي مـدفوع كامـل باشـد در ظـرف                      

 .شگاه فرستاده شودمخصوص و تحت شرايط استريل در همان روز ، جهت ارزيابي سريع به آزماي

  در مواقعي كه ارسال نمونه مـدفوع كامـل امكـان پـذير            .( ميبايستي كه از نمونه مدفوع كامل سواپ تهيه گردد         

  ) .نمي باشد

ميبايستي كه در صورتي كه امكان ارسال سريع وجود نداشته باشد نمونه هاي مدفوع را در محيط ترانـسپورت                    

 درجه نگهداري شده به آزمايشگاه      4عت بعد از نمونه گيري كه در         سا 72قرارداده و سپس حداكثر ظرف مدت       

 .مرجع كشوري اشريشيا كلي فرستاده شوند

 .ميبايستي كه نمونه ها هنگام ارسال بر روي يخ حمل شوند 

  

  آمكا-05:كد
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   آزمايشگاه مرجع کشوري اشريشياکلينحوه دريافت نمونه هاي ارسالي در) ۲-۵

پاتوژن ديگري جدا نشده است و تشخيص انواع اشريشياكلي بيماري زا ضـروري مـي               ،مواردي كه از نمونه مدفوع بيمار     *

  .  نمونه ها به آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشياكلي ارجاع مي شود،باشد

 درمـاني  تـشخيص اوليـه داده شـده انـد بايـد بـه همـراه                   - تمام نمونه ها يي كه در آزمايشگاه هاي مراكـز بهداشـتي            *

 ييد نهـايي بـه آزمايـشگاه مرجـع كـشوري            ٔ و معرفي نامه از معاونت بهداشتي جهت تشخيص و تا          )1 (پرسشنامه پيوست 

  . اشريشياكلي ارسال گردد

   . را نداشته باشند پذيرفته نخواهند شد5-3نمونه هايي كه شرايط مندرج در بند *

  

  يط عدم پذيرش نمونه در آزمايشگاه مرجع کشوري اشريشياکليشرا)۳-۵

  .نمونه هايي كه فاقد برچسب مي باشند 

  .نمونه هايي كه فاقد پرسشنامه كامل و امضا شده توسط مسئول نمونه گيري باشد 

  . ساعت گذشته باشد72نمونه هايي كه از زمان نمونه گيري و قرار دادن آن در محيط ترانسپورت بيش از  

نمونـه گيـري      ساعت از زمـان    24ونه هاي كامل مدفوع كه در محيط ترانسپورت حمل نمي شوند و بيش از               نم 

  .گذشته باشد

  .نمونه هايي كه درب لوله آنها بسته نباشد 

  .نمونه هايي كه لوله حاوي محيط كشت و سواپ آن شكسته باشد 

 . زنجيره سرد در آنها رعايت نشده باشدنمونه هايي كه براي ارسال به آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشيا كلي 

 . ساعت از شروع علائم اسهال در بيمار گرفته شده باشد24نمونه هايي كه بيش از  

 .نمونه هايي كه بيمار قبل از نمونه گيري در معرض درمان با آنتي بيوتيك قرار گرفته باشد 

  

  جع کشوري اشريشياكليوسايل ومواد لازم جهت تهيه نمونه و ارسال به آزمايشگاه مر) ۴-۵

  سواپ استريل 

 )طرز تهيه محيط ضميمه(Cary Blairمحيط ترانسپورت  

  آمكا-05:كد
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  ترموس با يخ جهت حمل نمونه ها 

  يخچال جهت نگهداري نمونه براي ارسال به آزمايشگاه مرجع كشوري اشريشيا كلي 

ه تكميل شده و همراه با نمونه ارسـال مـي گـردد كـد روي پرسـشنامه و محـيط حـاوي سـواپ بايـد يكـسان                             پرسشنام 

  )طبق نمونه(باشد

  

  دستورالعمل حمل و ارسال نمونه هاي مدفوع به آزمايشگاه مرجع کشوري اشريشياکلي) ۵-۵

ايـن قـوانين چگـونگي بـسته     . قيقي وجود داردبراي ارسال مواد آلوده و يا احتمالاً آلوده قوانين ملي و بين المللي بسيار د     

كاركنان آزمايشگاه بايد طبق دستورالعمل مشخصي نمونه هاي        . بندي و همچنين مواد لازم براي ارسال را توضيح ميدهد         

به كارگيري اين قوانين ميتواند آسيب ديدن بسته را كـه ممكـن اسـت عامـل نـشت و در نتيجـه                       . آلوده را ارسال نمايند   

يط و يا فردي كه نمونه ها را جابجا مي كند گردد را كاهش دهد و در نهايت باعث بهبود كارايي تحويل نمونه                آلودگي مح 

  .گردد

  مشخصات ظرف حاوي نمونه) الف

  )طبق نمونه.( نمونه ارسالي بايد در يك بسته سه لايه قرار گيرد– 1

  . در لوله ميبايستي غير قابل نفوذ و بدون نشت باشد– 2

  .بايستي داراي برچسب حاوي اطلاعات نمونه مربوطه باشد لوله – 3

  . در كنار لوله بايستي لفافي كه جاذب رطوبت مي باشد قرار گيرد– 4

  . لوله به همراه لفاف ميبايستي در لوله درپيچ دار گذاشته شود– 5

  . برچسب جعبه خارجي بايد حاوي نام فرستنده ، نام گيرنده و نوع نمونه باشد– 6

لاعات مربوط به نوع نمونه ارسالي ، فرمهاي مربوطه ، نامه درخواست و هر مطلب مرتبط با نمونه ميبايستي همراه       اط – 7

  .با نمونه ، ارسال گردد

  .  نمونه ها بايد زنجيره سرد را رعايت كنند و بر روي يخ حمل شوند-8
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  دستورالعمل ضدعفوني كردن در صورت شكستن و يا نشت نمونه هاي آلوده) ب

هنگام تحويل و كـار بـر روي نمونـه بـراي محافظـت از               ) روپوش( افراد ميبايستي از دستكش ، ماسك و لباس مناسب           – 1

  . آلودگي استفاده نمايند

ودگي ميبايستي با حوله كاغـذي و يـا پارچـه پوشـانيده              در صورت هر نوع نشت يا شكستگي لوله حاوي نمونه محل آل            – 2

  .شود تا از انتشار آلودگي جلوگيري شود

  .ريخته شود) وايتكس  % 5محلول (  روي حوله و يا پارچه و محل مجاور آن ميبايستي محلول ضدعفوني كننده – 3

دعفوني ميبايستي به صورت دايـره اي        در صورت نشت و ريختن نمونه بر روي زمين يا محيط كار آزمايشگاه محلول ض               – 4

  . دقيقه جمع آوري و محل تميز گردد30مواد آلوده ميبايستي بعد از . و از خارج به طرف مركز آلودگي ريخته شود
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  )۱(پيوست 

  پرسشنامه 
  :تاريخ                                                                                                                           :شماره  
 

   مشخصات
         مونثمذكر: سجن  :سن        :نام بيمار

  :درس بيمارآ
        :نام بيمارستان        :شماره تماس بيمار
  :بستري بودن مدت زمان  بستري  سرپائي        :نام پزشك معالج

  
  كلينيكي علائم
  :علائم ديگرنام ببريد  درد مفاصل  شكم درد  تب   تهوع

  
  مدفوع نوع

  : اسهالنمونه گيري بعد از شروعتاريخ        وز اسهالتاريخ بر                     همراه با خون  آبكي 
  

  بيماري علت
  :علل ديگر  مسافرت     مصرف مواد غذائي

  
  ابتلاء نحوه

  :در پنج روز قبل از شروع بيماري
  خير    بلي  آيا در رستوران غذا خورده ايد؟

  خير    بلي  آيا ميوه يا سبزيجات نشسته مصرف كرده ايد؟
  خير    بلي    له، گوسفند، مرغ مصرف كرده ايد؟آيا گوشت گاو، گوسا

  خير    بلي  آيا شير وابميوه مصرف كرده ايد؟
  خير    بلي  آيا درتماس با حيوانات بوده ايد؟

  درطي پنج روزقبل از شروع بيماري با افرادي كه علائم كلينكي مشابه داشتند تماس داشته ايد؟
  خير    بلي  

  
  درمان

              خير      بلي: ارو مصرف كرده ايدقبل از مراجعه به پزشك د
  :در صورت بلي، نوع دارو واسم آن
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  فرم گزارش نتايج

  

  كشت اوليه مدفوع بر روي محيط هاي استاندارد

                                                                                   منفي                              مثبت كشت سالمونلا                            -

  منفي                            كشت شيگلا                                 مثبت -

  

  يپ هاي اشريشياكلي درغياب سالمونلا وشيگلا  جهت شناسايي پاتوتا

   نتيجه كشت بر روي محيط مكانكي                    -1

                   كلني مخلوط                  كلني بي رنگ  كلني صورتي 

  

   نتيجه كشت بر روي محيط سوربيتول مكانكي   -2

                   كلني مخلوط                  كلني بي رنگ   كلني صورتي 

  

              EMB نتيجه كشت بر روي محيط -3

                                       كلني هايي بدون جلاي فلزي  كلني هايي با جلاي فلزي 

  

    TSI نتيجه كشت بر روي محيط -4

  K/A    A/A                                                
  

   IMViC نتيجه كشت بر روي محيط -5

Indol               MR              VP             Citrate             Motility                                            

                                                                                                                                                  

  آمكا- P2:كد
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 )3( پيوست 

  مقدمه

 جهـت   ه اي د بطـور گـستر     و  کننـد  يفا م ي ا يکروب شناس يشگا ه م  ي را در آزما   ي کشت نقش اساس   يط ها يمح

شگاهها ي از آزما  ياريبس .رونديزا بکار م  يماري ب يسم ها يگانرکروايوگرام  م  يب يت و آنت  ين هو ييتع ،يجداساز

با  .ندي نما يه م يخودشان ته   را يقاتي وتحق يصي مصارف تشخ  ياز برا ي کشت مورد ن   يط ها ين مح يبطور روت 

 يروشها يستي داشته باشند بايج مطلوبيات خوب و نتيفي ک، کشتيط هاينکه محينان از ا يهمه جهت اطم   نيا

 کشت يط هايه و مصرف مح  ي در ته  يستين هدف با  يدن به ا  ي رس يبرا.  بکار گرفته شود   ي مناسب يفيکنترل ک 

   .در نظر گرفت  رازير يارهايمع

  

  مواد خام 

 از  يک ـيآب   .ه آنهـا دارد   ي ـت مـواد خـام مـورد اسـتفاده در ته          ي ـفي به ک  يم بستگ يط ها بطور مستق   يت مح يفيک

ه يار مهم  آب  مورد استفاده در ته        ي سه مع  .رودي کشت بکار م   يط ها يه مح يدي است که در ته    رن  موا  يمهمتر

ده آل نبايد يط اي در شرا. باشدي م pH ويکيت الکتريقدرت هدا  مس،يونهاي شامل وجود  کشتيط ها يمح

ت مهـار   يشـد چـون خاص ـ     کـشت وجـود داشـته با       يط هـا  يه مح ي مس در آب مورد استفاده جهت ته       يونهاي

 pH. منس باشـد  يکروزيم۱۵د کمتر از    ي آن با  يکيت الکتر يقدرت هدا . سم ها را دارد   يکرو ارگان ي م ي برا يکنندگ

  .باشد ۵/۵ د کمتر ازي در هر حال نباي باشد وليدي اسيآب مورد استفاده بهتر است کم

  

  پتري ديش 

 ديلن اکسا يش ها را با ات    ي د يمعمولا پتر . ت دارد يز اهم يط ن يه مح ي مورد استفاده در ته    يش ها ي د يت پتر يفيک

ل شـده   يد اسـتر  يلن اکـسا  ي کـه بـا ات ـ     يش هائ ي د يدرصورت استفاده از پتر   .  کنند يل م يا اشعه گاما استر   ي و

 يد دارايلن اکسايات .وجود يا عدم وجود بقاياي اين ماده بررسي شود يبه روش کروماتوگراف يستيباشند با

 يشه اي ـ شيش هـا ي ـد يدر صورت استفاده از پتـر . سم ها ميباشد  يکروارگاني م يا   بر يت مهار کنندگ  يخاص

 يائي از جنس قل   ييش ها ي د ياستفاده از پتر  . کات استفاده کرد  يليروسو از جنس ب   ييش ها ي د ي از پتر  يستيبا

  . ط کشت گردديا در داخل محي قليممکن است موجب آزاد ساز

  

  استريل کردن محيط هاي کشت

 يط هـا  يل کـردن مح ـ   ي استر ي معمولا  برا   . کشت است  يط ها يه مح ي در ته  يسيک مرحله اسا   ،ل کردن ياستر

ل کـردن و     ين مـدت زمـان لازم جهـت اسـتر         ي ب ـ يکيهمه ارتباط نزد   نيبا ا  .دنن ک يکشت از اتوکلاو استفاده م    

 نيبنـابرا  . کـشت گـردد    يط هـا  يب مح يبه تخر  ش از حد ممکن است منجر     يحرارت ب  .ط وجود دارد  يحجم مح 

 15گراد به مدت    يسانتدرجه   121 ي دما يط معمول يدر شرا .  دارد يا ژهيو مدت زمان آن اهميت  و       م دما يتنظ

  . استيتر محيط کشت کافيک ليل کردن ي استريبرا قهيدق
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کنتـرل   .  لازم باشـد يشتري ـتر باشد ممکن است مدت زمـان ب    يش از يك  ل    يط کشت ب  يکه حجم مح  يدر صورت 

 کنتـرل اتـوکلاو از      يبـرا . کنتـرل دمـا و فـشار اتـوکلاو بايـستي بطـور مـداوم انجـام گـردد                    اتـوکلاو،  يفيک

 اتـوکلاو   يرل کـارآرائ   کـه جهـت کنت ـ     يکيژوول ـي ب يکاتورهاياز اند   .  کنند ي استفاده م  يائيمي ش يکاتورهاياند

 قابـل  ي توان نـام بـرد کـه بـصورت تجـارت     يرا م Bacillus stearothermophilus کنند اسپور ياستفاده م

 .باشد يدسترس م

|  

  پارامتر هاي فيزيکي 

 ي قابـل بررس ـ ي ظاهريارهايمع . شوندي بررسي و ظاهريکيزيد از لحا ظ فيه شده باي تهيط کشت هاي مح

ز ي ـط نيخامت مح ـض ـ . باشـد ي م ـيخ زدگ ـي ،يترک خوردگ ط،ي سطح محيه، ناصافحفر شامل وجود حباب،

باشد ي ميکيزي فيارهاين معيز از مهمتري ن pH.  متر استيليم۴يتي پليط کشت هايضخامت مح .ت داردياهم

 .ددرگ يريمتر کاليبره  شده اندازه گpH ازاتوکلاو کردن و پس از آن با  د قبليکه با

  

  :شت تهيه شدهنگهداري  محيط هاي ک

 و انبار کـردن     يرانحوه نگهد  ط،يل دهنده مح  ي به نوع اجزا تشک    يه شده بستگ  ي کشت ته  يط ها يطول عمر مح  

 کـشت موجـب     يط هـا  يتابش نور به مح ـ    . شوند يد دور از نور نگهدار    ي کشت با  يط ها ي مح يتمام .نها دارد آ

ت ي ـ کـشت کـه در پل      يط هـا  ياغلب مح  .د گرد يداز م يد مانند پراکس  يسايک و باکتر  يواستاتيل مواد باکتر  يتشک

 اگـر در در داخـل    ياشـد ول ـ   ب يک هفته م ـ  يگراد حداقل طول عمر آنها      ي درجه سانت  ۴ ي شوند در دما   يه م يته

 . هفته قابل مـصرف هـستند      ۴-۳که هوا داخل آنها نفوذ نکند تا        ي شوند بطور  ي بسته بند  يکي پلاست يسه ها يک

در . ک موجود در آن دارد    يوتي ب ي آنت يداري به پا  يتيك بستگ طول عمر محيط هاي كشت هاي حاوي آنتي بيو        

گر با گذشت زمـان  ي دياز سو . د مصرف کرد  يک هفته با  يک را در عرض     يوتي ب ي آنت ي حاو يطهايمجموع مح 

 آنهـا  يک قدرت انتخابيوتي بيش غلظت آنتيل افزاي بدل ، کشت رطوبت خود را از دست داده       يط ها ينگونه مح يا

 ۸ش از   يط کـشت ب ـ   يت مح ـ ياگر پل .  اتاق رساند  يد قبل از مصرف به دما     يها را با   تي پل يدما.ابدي يش م يافزا

ه شـده در لولـه در       ي ـ کـشت ته   يط هـا  يمح . باشد يسب نم ا مصرف من  ي بماند برا  ي اتاق باق  يساعت در دما  

درجـه   ۴ ي کـشت اگـر در دمـا   يط هـا ين مح ـي ـ اغلـب ا  . دارند ي عمر طولان  يتي کشت پل  يط ها يسه با مح  يمقا

  .    باشنديماه قابل مصرف م۳-۶ شوند يگراد نگهداريتسان
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  علل اشكالات رايج در محيط هاي كشت   ۱شمارهجدول 

  

  علت  اشکال

ز يدرولي ـن کـه موجـب ه     ي پـائ  pHز حد،   ش ا يحرارت ب   نرم بودن آگار

و  ن غلـط، مخلـوط نکـردن خـوب        يتوز.  گردد يآگار م 

  عدم حل شدن 

pHآب ناخـالص، حـرارت  ،ائيي قل يشه ها ياستفاده از ش     نامناسب  

 در  pH يري ـانـدازه گ   ،يائيمي ش ـ يبيش از حد، آلـودگ    

 متر استاندارد نشده    pH ه از داستفا حرارت نامناسب، 

 ط کشت خراب شدهي محيرهاو استفاده از پود

  

ف، يــشه آلات کثيــاســتفاده از ش ناخــالص بــودن آب،  رنگ نامناسب

حرارت  ط کشت خراب شده،   ي مح ياستفاده از پودرها  

    نامناسب pH ش از حد ويدادن ب

ط ي مح ـ يش از حد، استفاده از پودرها     يحرارت دادن ب    طيره شدن شدن محيت

  کشت خراب شده

 اسـتفاده   ،)طيسوزاندن مح ـ (حد  ش از   يحرارت دادن ب    تيسم

  ط کشت خراب شدهي محياز پودرها

شه آلات آلــوده، اســتفاده از يــا شيــ اســتفاده از آب و  سميف ارگانيرشد ضع

ن غلط وعـدم    يتوز ط کشت خراب شده،   ي مح يپودرها

  .ش از حديط و حرارت بي محيبهم زدن کاف

ــاســتفاده از آب و   يا افتراقي  ويف انتخابيت ضعيداشتن خاص ــا شي ــوده، اســتفاده از ي شه آلات آل

ن غلـط وعـدم     يط کشت خراب شده،توز   ي مح يپودرها

  .ش از حديط و حرارت بي محيبهم زدن کاف

  

   کنترل کيفي محيط هاي کشت

 از يف ـي کنتـرل ک يه هـا يسو . کنند ي استفاده م  يفي کنترل ک  يه ها ي کشت از سو   يط ها ي مح يفي کنترل ک  ي برا

  .قابل تهيه مي باشند American Type Culture Collection (ATCC)منابع مختلف مانند 
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  روش انجام آزمون کنترل کيفيت ميکروبيولوژيکي  محيط هاي کشت

  يله را در مقدار  کمزوي اي کلن۳-۵ون يبعد از انکوباس. ديه کنيت تهي پليسم کنترل را رويک کشت از ارگاني

 TSBو BHI کـدورت را بـا    .دي ـا پـنج سـاعت انکوبـه نمائ   ي ـ چهار يون کرده وآن را برا  يل سوسپانس ي استر

 ي م۱۳/۰ تا۰۸/۰ وجذب nm۶۲۵م مک فارلند در طول موج  ياستاندارد ن(د يم کنيم مک فارلند تنظ  ياستاندارد ن 

ه و کـدورت    ي ساعته ته  ۲۴ ي ها ي از کلن  يولوژيزيون در سرم ف   يک سوسپانس ي توان   ين روش م  يبه ا . )باشد

   .م نموديآن را مطابق روش فوق تنظ

ه را ي ـون اوليسوسپانـس  ،يتيط کشت پليک محي (Nutritional activity) بودن يت مغذيش ظرفي آزمايبرا

ق شـده را  ي ـون رقيتر از سوسپانـس يکروليم۱۰ت يبه هرپل ه وق نمودين رقي در نرمال سال۱۰۰به  ۱به نسبت 

 يط هـا ي مح ـياگـر بـرا   .باشـد  ي عـدد م ـ ۱-۲×۱۰۴تي مورد انتظار در هر پل     ي ها ي تعداد کلن  .مي نمائ يح م يتلق

  .ه شوديق تر تهيد ده بار رقيون بايسند سوسپايايزوله بدست ني اي هاي  کلنيخاص

ه را يون اوليسوسپانس ،ي کشت انتخابيط هاي مح(Inhibitory activity) يت مهارکنندگيش ظرفي آزمايبرا

تـر  ي ليليم./. ۱اي تريکروليم۱۰ت يهر پل ق نموده و دريص شده رقيا آب تخلين يدرنرمال سال ۱۰به  ۱به نسب

جهت .  باشدي م۱-۲× ۱۰۵ تيپل  مورد انتظار در هري هايکلن تعداد .مي کنيح ميق شده تلقيون رقيسوسپانس

ون ياز باشد که سوسپانس   ي ممکن است ن   ي کشت انتخاب  يط ها ي از مح  يض در بع  ياد باکتر يز رشد ز  اجتناب ا 

تـر  ي ليليم./. ۱ا يتر يکروليم۱۰د با يلوله با  هر،ي کشت لوله ايط هايش محي آزمايبرا .ق تر شوديده بار رق

از ي ـشتر ن ي ـا ب ي ـح کمتـر    يق ـبه تل   ممکن است  يگاه. ح شود يم مک فارلند تلق   يه مطابق با ن   يون اول ياز سوسپانس 

  .باشد

بـه   .دي ـمده است انکوبه نما ئآ ۴-۲ که در جدول     يطيح تحت شرا  ي را بعد از تلق    يفيط کشت مورد کنترل ک    يمح

.  باشد ي گراد م  ي درجه سانت  ۳۵±۲ ساعت  در     ۲۴-۴۸ا  ي ساعت   ۱۸ -۲۴ون  يطور نرمال مدت زمان انکوباس    

  Co2 %۵-۱۰د در يزا بايماري بيايسري ني گونه هاي انتخابي جداسازي کشت براياط هيشکلات  آگار و مح

 کـشتها عمومـا بـه       ، هـا  ي هـواز  ي ب ـ يبـرا .  شوند ي ساعت بررس  ۲۴-۴۸ ساعت و    ۱۸-۲۴انکوبه شوند و در     

تهـا  ي پل ،لوباکترآگـار ي کمپ يبـرا . از دارند ي ن Co2 از   ي وغن ي هواز يط ب يون در شرا  ي ساعت انکوباس  ۴۸حداقل  

  . ساعت انکوبه شوند۴۸  به مدتCo2 از يک غنيليروفئکروآيط مي گراد در شراي درجه سانت۴۲د درياب

  

  تفسير نتايج 

ط کـشت در    ي مح ـ ي بـرا  يشنهادي ـ آزمون پ  يه ها ي باشد که با همه سو     ي قابل قبول م   يط کشت زمان  يک مح ي

   يط هايدر مح. د ها بارز باشي کلنيات رشد و مورفولوژي داشته و خصوصي رشد کاف،۴-۲جدول 

سم ي ـ بـه ارگان ينکه اجازه رشـد کـاف     ي در ضمن ا   ، شود ي خاص مهار م   يسمهاي از ارگان  ي رشد بعض  ،يانتخاب

د ي ـ آمده است با   ۲ز همچنانکه در جدول     يا همول ي خاص   ي رنگ ي موارد واکنشها  يضعدر ب .  دهد يگر م ي د يها

  .جاد شوديا
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  متداول کيولوژي کشت  باکتريط هاي محيفيکنترل ک    ۲جدول شماره 

  

 
  ۱۲۰۲۲شيگلا فلکسنري 

   

کلني هاي سبزتا  و  رشد

 با متمايل به آبي سبز

  مراكز سياه رنگ

  ۲۹۲۱۲انتروکوکوس فکاليس

   

د، كلني هاي مهار نسبي رش

  زرد

    

  ۲۵۹۲۲  اشريشيا کولي

  

 كامل ويا نسبي،رشدمهار

 صورت رشد كلني به در

رنگ زرد تا صورتي مايل 

  به نارنجي

  رشد، كلني هاي صورتي  ۲۵۹۲۲ اشريشيا کولي

  

   ۱۲۴۵۳پروتئوس ميرابيليس 

  

  ،گ  كلني هاي بيرن،رشد

تا ( ممانعت از سوارمينگ

  )اندازه اي 

  رشد، كلني هاي بيرنگ  ۱۴۰۲۸يفي موريوم اسالمونلا ت

  هوازي  مكانكي آگار

        ساعت۱۸ -۲۴ 

  c°۳۵دماي 

  

  مهار رشد نسبي   ۲۹۲۱۲انتروکوکوس فکاليس

   ۲۵۹۲۳ئوس وراستافيلوكوكوس ا

  

 زرد  با هالهرشدكلني هاي

   ساعت  ۴۸پس از 

  استافيلوكوكوس اپيدرميديس

۱۲۲۲۸  

 با هالهرشد كلني هاي 

  ساعت۴۸قرمز رنگ پس از 

 ساعت ۲۴هوازي   مانيتول سالت آگار

  ،  ساعت۴۸و 

  c°۳۵دماي 

   )نسبي(عدم رشد   ۱۲۴۵۳پروتئوس ميرابيليس 
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  ۱۴۰۲۸يفي موريوم اسالمونلا ت

  

  

رشد،کلني هاي بيرنگ با 

 در رنگ سياه ويا بدون 

  مرکز

  ۱۲۰۲۲شيگلا فلکسنري

  

  رشد،  ،کلني هاي بيرنگ

  

  ۲۹۲۱۲انتروکوک فکاليس

  

  )کامل(مهار رشد

  

  گار سالمونلا شيگلا آ  

  

  

  

  

  

  

  

   ساعت۲۴هوازي 

  c°۳۵دماي 

  ۲۵۹۲۲اشريشيا کولي

  

کامل ويا نسبي ( مهار رشد 

ت رشد کلني ، در صور

 گل  قرمزتاهاي صورتي 

  )سرخي همراه با رسوب

تيو گليکولات با و يا بدون 

  معرف

 ساعت ۴۸ي زهوا

درپوش محکم (

  c°۳۵ دماي )شده

  رشد   ۲۵۲۸۵باکتروئيدوس فراژيليس

محيط کشت هاي لوله اي    رشد   ۲۵۹۲۲  اشريشيا کولي

    BHI ,TSBمانند

 ۴۸-۲۴ هوازي

   ساعت

  c°۳۵دماي 

  ۲۵۹۲۳ ئوسورفيلوکوکوس ااستا

  

  رشد

  

  ۱۴۰۲۸يفي موريوم اسالمونلا ت

  

کلني هاي  -رشد

  مرکز سياه-قرمز

  کلني هاي قرمز- رشد      ۱۲۰۲۲شيگلا فلکسنري

  )نسبي( مهار رشد  ۲۹۲۱۲ انتروکوک فکاليس

زايلوز ليزين دکربوکسيلاز 

XLD 
 

 
 
 
 

   ساعت۲۴هوازي 

  c°۳۵دماي 

   ۲۵۹۲۲ اشريشيا کولي

  

- نسبي تا کامل( هار رشدم

 تا قرمز کلني هاي زرد

  )متمايل به زرد
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     مرجع سلامت آزمايشگاه

 
  صفحه 7 از 70   محيط ها ي کشتتکنترل کيفي         

  

 References: 
1- National Committee for Clinical Laboratory Standards: Quality assurance for 
commercially prepared microbiology culture media ed2 Approved standards; M22-A22) 
Wayne, Pa 1996 NCCLS 
2- Mahon CR. Manuselis. Text book of Diagnostic Microbiology Ed. 2 –W. B Saunders 
Company .2000 
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  )۴(پيوست 

   M-11/00: كد

    مرجع سلامت آزمايشگاه

 
  صفحه1 از9  راهنماي ايمني جهت انتقال نمونه هاي عفوني         

  

 از بخش هاي مختلف بيمارستان به ،که احتمال آلودگي آنها وجود دارد از يک آزمايشگاه به آزمايشگاه ديگرانتقال نمونه هاي آلوده يا نمونه هايي 

 اين روند بايد با.  صورت گيردبايد تحت شرايط استاندارد آزمايشگاه، به مطب پزشکان  از و نيزخارج از بيمارستان آزمايشگاه زمايشگاه بيمارستان يا آ

و ال نمونه، رعايت اصول ايمني جهت انتق ، با درج علائم وبرچسب هاي لازم روي بسته   به روش استاندارد بسته بنديمناسب ، استفاده از ظروف 

  . درنظرداشتن شرايط مناسب طي انتقال نمونه به نحوي که کيفيت و تماميت نمونه حفظ شود ، صورت پذيرد

 شرايط صحيح بسته ودستورالعمل مربوطه، با رعايت راه آهن طبق قوانين موجود در هر کشور  و، جاده حمل ونقل نمونه ها مي تواند از راه هوا، دريا

 .جام شودانو انتقال بندي 
همچنين انجمن حمل .قوانين مشخصي تبيين نموده است (United Nations)سازمان ملل متحد از طرق مختلف، انتقال نمونه هاي عفوني براي 

 قوانين در مورد چگونگي حمل ونقل مواد عفوني (International Air Transport Association,IATA)هوايي بين المللي   ونقل 

  .تدوين نموده که در بيشتر کشورها مورد استفاده قرار مي گيرد اي سخت گيرانه

  . انتقال نمونه هاي عفوني منتشر نموده استمقررات سازمان جهاني بهداشت نيز کتابي تحت عنوان 

  

قل وانتقال نمونه هاي عفوني  مورد شرايط استاندارد ندر و پانزدهم  قوانين  سازمان ملل متحد بوده ويرايش و فوق مراجع ذيل خلاصه اي از راهنماي

 گروه ۹مواد خطرناک به اصولا  IATA= International Airline Transport Association قوانين طبق.کند مي بحث ي بالقوه عفونيا

مواد  گروه، اين. يرند قرار مي گ۶ در اين تقسيم بندي مواد عفوني درگروه  گروه بيشتر شامل مواد شيميايي خطرناک مي شوند،۹اين . تقسيم مي شوند

باکتري ها، ويروس ها، ريکتزيا، انگل ها، قارچ هاونيزعوامل ديگري شامل  عفوني باشند، را دربر گرفته و  ممکن استعفوني شناخته شده ويا موادي که

 در تماس فيزيکي با انسان ويا حيوان که به دليل بسته بندي نامناسب به بيرون نشت کنند، مي تواننداين مواد  در صورتي . باشندمانندپريون ها مي 

  .باعث ايجاد بيماري گردند

 .تقسيم مي شوند,B Aبه دو گروهخود مواد عفوني 
 و موادي هستندکه مي توانند باعث ناتواني دائمي ويا بيماري هاي کشنده ويا تهديد کننده زندگي در انسان ويا حيوان سالم شوند:  A گروه موادعفوني
 به طور مثال نمونه كشت باكتري سل، بروسلا، وكشت انواع ويروس ها مانند هپاتيت  .منطقه متفاوت مي باشندهراي بومي وشرايط  بيماري هبسته به

Bتحت عنوان اين گروهموادعفوني  . در اين گروه قرار مي گيرند UN 2814 United Nations Number=اند- شدهطبقه بندي .  

  . قرار مي گيرند UN 2900ط باعث بروز بيماري درحيوانات مي شوند، تحت عنوان که فقAآن دسته از مواد عفوني گروه 

 3373UN  United و B گروهبيولوژيکي هاي نمونه موادعفوني كه شرايط فوق را از نظر بيماري زايي دارا نمي باشند، جزء :Bموادعفوني گروه 
 Nations Number=دن مي شوطبقه بندي   
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  بسته بندی نمونه ها

اطلاعات   بسته بندي کليه نمونه ها مي بايست به روش استاندارد و با استفاده از سه محفظه صورت گيرد با توجه به نوع نمونه اي که منتقل مي شود 

  .     روي برچسب الصاق شده روي محفظه خارجي نمونه متفاوت است  نحوه بسته بندي نمونه هاي مختلف درشکل هاي پيوست آمده است

                               

  :روش بسته بندي

  : تفاده گردداز سه محفظه که واجد شرايط ذيل باشد، اسجهت بسته بندي نمونه ها طبق شرايط استاندارد، بايد 

بيشتر اوقات نمونه ها داخـل لولـه   . نمونه ايتدا  بايد داخل يک ظرف درپيچ دارکه غيرقابل نفوذ به مايعات و همچنين غير قابل نشت بوده، قرار داده شود  

  .آزمايش حمل مي شوند

 ۵ شکل شماره به ويژه آنها مي توان مطابق اشکال پيوست و بالطبع تعداد لوله ها زياد باشد، براي جلوگيري از تماس بين درصورتي که تعداد نمونه ها و

  .لوله ها را توسط جداکننده هاي مقوايي ضخيم و يا جداکننده هايي ازجنس ديگر مانند اسفنج از يکديگر جدا کرده و بسته بندي نمود 

يا ماده مشابه  گذاشت و سپس درمحفظه و تکه هاي ابر  مانند اطراف لوله ها به طور جداگانه ماده جاذب الرطوبهبايد در صورتي که نمونه مايع باشد، 

قرار مي گيرند تا در صورت شکستن لوله ها يا آسيب محفظه اول، و محفظه دوم ) لوله آزمايش( بين محفظه اول جاذب در واقع اين مواد دوم قرارداد، 

ين محفظه اول و دوم  قرار مي گيرد بايد متناسب با حجم نمونه باشد طوري  مقدار و حجم ماده جاذبي که ب .مواد  آلوده به محفظه بيروني نشت ننمايد

  .که بتواند در صورت شکسته شدن يا آسيب به لوله ، کل حجم نمونه مايع را جذب نمايد تا رطوبت به خارجي ترين محفظه نرسد
مشخصات نمونه روي آن مي باشد،  مي بايست  نفوذ به مايعات  غيرقابل نشت وغيرقابلکه مقاوم ، داخل محفظه دومدر محفظه اول پس از قراردادن 

  .گردددرج 

در مورد نمونه هايي که نياز به . نامساعد بوده، قرار داده مي شود  شرايط محيطي ومقاوم به ضربه که  محفظه دوم داخل محفظه سوم درمرحله بعد

 .  باشدCold  Boxرعايت زنجيره سرد دارند محفظه سوم مي تواند 
مطابق شکل  )UN 3373 (B و نمونه هاي عفوني گروه۱مطابق شکل پيوست شماره ) A) UN 2814, UN2900 مونه هاي عفوني گروهن

  .شوند  بسته بندي مي۲پيوست شماره 

  علامت گذاري 

 ـ            طـوري   کليه بسته ها بايد قبل از انتقال بطور مناسـب علامـت گـذاري شـده                  ه ، خطـرات آن و  کـه حـاوي اطلاعـات لازم در خـصوص ماهيـت نمون

  .استانداردهاي رعايت شده جهت بسته بندي ، باشد

پوشانده د وبه گونه اي قرار گيرند كه كاملا قابل مشاهده بوده و توسط برچسب يا علامت ديگري                  نعلائم روي بسته ها بايد واضح درج شده و خوانا باش          

  :ير درج گرددهر بسته بايد اطلاعات ز)محفظه سوم ( محفظه خارجي روي. نشده باشد

 نام و آدرس فرستنده يا ارسال كننده كالا •

 نام و آدرس حمل كننده كالا •

  نمونهشخص مسئول تاييد شرايط بسته بنديشماره تلفن  •

 كالا) گيرنده(نام و آدرس دريافت كننده  •

 نوع نمونه •
 UNشماره  •
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   M-11/00: كد

    مرجع سلامت آزمايشگاه

 
  صفحه 3 از9  انتقال نمونه هاي عفونيراهنماي ايمني جهت          

  

براي انتقال نمونه هايي که درگروههاي خطر مختلف قرار مي گيرند ): shipping name ) Proper نام گذاري ويژه براي گروه هاي خطر •
   بايد عبارتUN2814وادعفوني گروه نامگذاري ويژه اي وجود دارد که بر روي محفظه بيروني نمونه درج مي گردد مثلا براي انتقال م

INFECTIOUS SUBSTANCE AFFECTING HUMANSبر روي محفظه بيروني درج شود .  
 INFECTIOUS  SUBSTANCE  AFFECTING ANIMALS  بايد عبارت UN 2900 براي انتقال مواد آلوده در گروه 

only ۱مطابق شکل پيوست شماره .(درج گردد بر روي بسته مربوطه(  

برروي بسته مربوطه درج  Diagnostic Specimensويا  Clinical Specimens بايد عبارت UN3373 انتقال نمونه هاي گروه  براي

  .شود

  بطور مثال 

  

UN 2814“INFECTIOUS SUBSTANCE AFFECTING HUMANS”  
 ويا

UN 2900“INFECTIOUS SUBSTANCE AFFECTING ANIMALS” 
    

عبـارت   کهطوري   شکل  برروي محفظه بيروني الصاق شود به          بايد به صورت لوزي   ) مربوط به مواد عفوني   (برچسب داراي علامت خطر زيستي       •

 )۳مطابق شکل (.باشد شده درج آن پايين قسمت در"  ۶ گروه""

 محدوده دمايي قابل قبول جهت انتقال و ذخيره سازي  •
   .دار آن بايد مشخص شوددر مواردي که از يخ خشك يا نيتروژن مايع استفاده مي شود، نوع و مق

در . ، يخ خشک و نيتروژن مايع مي باشـند (Ice Pack)شايع ترين مواد خنک کننده که جهت حفظ زنجيره سرد در هنگام انتقال استفاده مي شوند يخ 

يه خارجي بايـد بـه نـوع مـاده خنـک      در هنگام انتخاب لا.  لايه هاي اول و دوم بايد در برابر درجه حرارت پايين مقاوم و نشت ناپذير باشند               صورتاين  

 . کننده توجه گردد 

  . در صورتي که از يخ معمولي استفاده مي گردد ، کافيست که لايه خارجي کاملا نشت ناپذير باشد 

  .در صورت استفاده از يخ خشک لايه خارجي بايد نشت ناپذير بوده ولي قابليت عبور گاز دي اکسيد کربن را داشته باشد 

  . اين لايه ها بايد قابليت تحمل درجه حرارت هاي بسيار پايين را داشته باشند،که نياز به استفاده از نيتروژن مايع مي باشددر مواردي 

 ميلي ليتر مي بايـست نـصب گـردد و    ۵۰، بويژه با حجم بيشتر از ر هنگام انتقال نمونه هاي مايع دPackage Orientationبرچسب  •

 )۴مطابق شکل (.باشد راي حمل محفظه حاوي نمونهنشان دهنده جهت رو به بالا ب
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  حجم قابل انتقال 

و  قرار مي گيرنـد      UN  2814نمونه هايي که درگروه    . تعيين نشده است   براي نمونه هايي که از راه زميني جابجا مي شوند محدوديتي براي حجم مواد             

حداکثر حجـم نمونـه هـايي را کـه مـي تـوان بـا        .  گرم را نبايد در هواپيماي مسافربري بارگيري نمود    ۵۰ ميلي ليتر و يا      ۵۰نمونه هاي با حجم بيش از       

  . کيلوگرم مي باشد۴ ليترو يا ۴هواپيماي باربري انتقال داد 

 .ل نمونه هاي عفوني به صورت شخصي و بوسيله افراد از طريق هوايي کاملاً غير قانوني مي باشدانتقا •

  .در صورت آسيب ديدن بسته بندي ويا نشت مواد بايد فوراً به مسئولين مربوطه اطلاع داد •

نتقل شده وارسال کننده از دريافت آن اندارد مدر شرايطي مسئوليت ارسال کننده نمونه به پايان مي رسد که نمونه عفوني تحت شرايط است •

  .توسط گيرنده مطمئن شود
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   M-11/00: كد

    مرجع سلامت آزمايشگاه

 
  صفحه5 از9  راهنماي ايمني جهت انتقال نمونه هاي عفوني         

 

۱شکل   
 

Packaging instructions for UN 2900 
and UN 2814: category A

UN certified containers, P620
Proper shipping name
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   M-11/00: كد

    مرجع سلامت آزمايشگاه

 
  صفحه 6 از9  راهنماي ايمني جهت انتقال نمونه هاي عفوني         

  

  

  ۲شکل 

Packaging for UN 3373 (category B, P650)

Secondary packaging:
• Leakproof or stiftproof

Primary receptacle:
• Leakproof or stiftproof
• absorbent material (eg. 

Kleenex)

Rigid outer packaging:
Never envelopes
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  ۳شكل 
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    مرجع سلامت آزمايشگاه

 
  صفحه 8 از9  راهنماي ايمني جهت انتقال نمونه هاي عفوني         

  

  

  ۴شکل 
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