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نام و یادبا

خدا



استانداردهای میکروب شناسی در 

ر و تشخیص عوامل بیماریزا دجداسازی 

بیماری های منتقله از آب و غذا

(ویبریو کلرا، سالمونلا و شیگلا)

رقیه صبوریان

آزمایشگاه مرجع سلامت

۱۴۰2تیر 
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عناوین مورد بحث

1398سال-اولنسخه-بهداشتیهایآزمایشگاهشناسیباکتریبخشارزیابیلیستچک:اساسبر

نمونهانتقالوگیرینمونه

مدفوعکشتآزمایش

هاباکتریشناسایی

کیفیتکنترل

پایهابزاروتجهیزات

آموزشوکارکنان

دهیگزارش
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نمونه گیری و انتقال نمونه

استنیازکاربردیوسادههایدستورالعملبهصحیحگیرینمونهازاطمینانبرای:

وآنانتقالونگهداریشرایطنمونه،صحیحآوریجمعروششامل...

هااریبیمواحددرمربوطهکارکنانهمچنینوشناسیمیکروبکارکناندسترسدرالکترونیکیاکاغذیبصورت

.باشد

پیدارالازمتاطلاعاسریعاآنبهمراجعهبابتوانندیاکننداجرادرستیبهوداشتهآگاهیآنمحتویاتبهنسبتکارکنان

.کنند

باشدشدهروزبهمنظمطوربه.
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نمونه گیری و انتقال نمونه

۱۳۹۹اسفندویرایشغذا،وآبازمنتقلههایبیماریدرهانمونهمدیریتکشوریدستورالعمل:

وغذاآب،مدفوع،:گیرینمونهصحیحروش...

نداردوجودآنهاسریعبررسيوكشتامكانكهمدفوعنمونهمناسبنگهداريروش.

نمونهردمعیارهای

هانمونهایمنوامنانتقال
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شود؟نمونه گیری مدفوع چه زمانی باید انجام 

گیرینمونهزمانبهترین:

بیماریحادمرحلهطی

(بیماریعلائماولینبروزازبعداولروز۴طیدرترجیحا)بیماریشروعازبعدترسریعچههر

میداپیکاهشزمانگذشتباعواملاینزیرادارند،وجودمدفوعدرتعدادبیشترینبهمعمولازابیماریعواملکهزمانییعنی

.کنند

بیوتیکآنتیبادرمانشروعازقبل
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روش های نمونه گیری مدفوع

تازهمدفوعنمونه

مدفوعسوابنمونه

سوآبرکتالنمونه

 داردبرتري(مقعدیسوابیامدفوعسواب)سوآببهنسبتتازهمدفوعنمونهاصولاا.

نمایدمیپذیرامکانآزمایشگاهبرایراویروسیوانگلیباکتریایی،زایبیماریعواملهمزمانبررسیامکانکهچرا.

مثالبطور.داردبیشتريكاربردسوآبشرایطبرخيدرالبته

ا کهزمانی .باشدنیازمدفوعنمونهبهسریعا

داردارجحیتسوابنمونهانتقال،ونگهداریدرتسهیلدلیلبهاست،زیادگیرینمونهتعدادکهمواقعیدریاو.

آوريمعجرودهمخاطبهسوآبساییدنبانمونهزیرا.شودميانتخابشیگلامانندرودهمخاطبهمهاجمباكتریهايبرايسوآبرکتال
.گرددمي

مهمیاربسگیرینمونهصحیحانجامروش،ایندر.استمناسبینمونهسوابرکتالکودکانونوزادانازگیرینمونهبرایهمچنین
.است
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تشخیص ویروس های روده ایبرای تازه نمونه مدفوع 

استمطرحویروسیگاستروانتریتکهزمانی:

شروعاولساعت48طیحتماوقتاسرعدرشدهآوریجمع،آبکییاشلتازهمدفوعنمونه:ویروسآزمایشبرایارجحنمونه

بالینیعلائم

آبکیمدفوع(liquid)شلیا(soft):لیترمیلی10حداقل

بیمارفرد10از

فاقدوکممحپوشدربا،مناسباندازهباگشاددهانخشک،،(نیستبودناستریلبهنیاز)تمیزمصرفیکبارپلاستیکیظرفدر

نشتی

توالتکاغذیاباریوموفلزییونهایشوینده،،نگهدارندهموادفاقدادرار،باآلودگیبدون

گیرینمونهتاریخوبیمارکاملنامنمونه،شماره:شاملحداقلبرچسبدارایبایدگیرینمونهظروف

حداقلفردهرازاسهالیتازهمدفوعنمونهبیمارنفردهازحداقلاپیدمیولوژیتاییدبرایامکانصورتدرطغیانموارددرmL10

در)دماییشرایطهمینبافاصلهبودنکوتاهصورتدروشودمنتقلسانتیگراددرجه4بهسرعتبهبایدهانمونهcold boxبا

۴۸تا۲۴حداکثر)هانمونهانتقالزمانبودنطولانیصورتدر.شودمنتقلآزمایشگاهبه(پکآیسیافراوانیخبامناسبایمنی

.یابندانتقالآزمایشگاهبهخشکیخباوفریزدرجه20منفیدمایدر(گیرینمونهازبعدساعت
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وده اینمونه مدفوع تازه برای تشخیص باکتری های بیماریزای ر

استمطرحباکتریاییگاستروانتریتکهزمانی:

فازدرشدهآوریجمع،(گیرینمونهازبعدساعت2تاکشتبرایالبته)تازهمدفوعنمونه:کشتبرایارجحنمونه
بیماریحاد

آبکی(liquid)شلیا(soft):لیترمیلی۵حدود

سفت(formed):۰/۵نمونهگرم۲تا

بیمارفرد10از

پوشدرابمناسب،اندازهباگشاددهانخشک،،(نیستبودناستریلبهنیاز)تمیزمصرفیکبارپلاستیکیظرفدر
نشتیفاقدومحکم

توالتکاغذیاباریوموفلزییونهایشوینده،نگهدارنده،موادفاقدادرار،باآلودگیبدون

شودمیانتروپاتوژنهایمیکروارگانیسمرشدمهارباعثکهباشدآغشتهباریوماملاحبهاستممکنتوالتکاغذ.

گیرینمونهتاریخوبیمارکاملنامنمونه،شماره:شاملحداقلبرچسبدارایبایدگیرینمونهظروف

نمونهازبعدساعت۲مدتدرحداکثروگیرینمونهازبعددقیقه۳۰تاترسریعچههربایدتازهمدفوعهاینمونه
.گیردقرارآزمایشموردوشوددادهتحویلآزمایشگاهبهگیری

استاهمیتحائزبسیارکمپیلوباکتروشیگلاجداسازیبرایموضوعاین.
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نمونه سوآب مدفوع

موردتواندنمیگیرینمونهازبعدساعت۲مدتدرنمونهواستمطرحباکتریاییگاستروانتریتکهزمانی
:گیردقرارآزمایش

گذاشتهیخچالدربلافاصلهونمودهواردبلرکریانتقالمحیطدرسوابوتهیهمدفوعسوابتازه،مدفوعنمونهازباید
.شود

بیماریهایباکتریبهترنگهداریباعثآزمایشانجامازقبلسانتیگراددرجه۴یخچالدربلرکریدرموجودنمونهدادنقرار
.شیگلااستثناءبهشود،میایرودهزای

مدفوعسوآبتهیه:

برداریدراآنازکمیمقدارچرخشی،حرکتازپسودادهقرارمدفوعنمونهدرونرااستریلسوآبیک.

گرفتنمونهنیزآنهاازسوآببابایدمدفوعدرخونیاموکوسمشاهدهصورتدر.

مناسبانتقالمحیطلولهعمقتاراسوآب(Cary-Blair)است،شدهخنکیخچالدرساعت۲تا۱مدتبهقبلاکه
.کنیدوارد

بیندازیددوروبشکنیدکنید،میلمسانگشتانتانباکهراچوببالاییقسمت.

دهیدقرارنورازدوروخنکمکانیدررالوله.ببندیدکاملاا رالولهدرب.
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نمونه رکتال سوآب

معایب:

کشتجهتتازهمدفوعنمونهبهنسبتکمترحساسیت

مزایا:

باشدمطرحشیگلاجداسازیکهوقتییاکودکانونوزادانازگیرینمونهبرایاستمناسبینمونه.

لیلدبهاست،زیادگیرینمونهتعدادکهمواقعیدر(تازهمدفوعسوابیاسوابرکتال)سوابباگیرینمونهروش

.داردارجحیتانتقالونگهداریدرتسهیل
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نمونه رکتال سوآب

سوآبرکتالگیرینمونهروش:

نماییدمرطوب(بلرکری)انتقالمحیطدردادنقراربارااستریلسوآبابتدا.

استفادهعدمقكردنچربجهتژلاز.باشدنشدهکندهآنسرپنبهکهنماییددقتوکنیداستفادهسالمایپنبهسوآباز

.نشود

سپسوابدیتماسرکتومانتهاییمخاطباتابچرخانیداحتیاطبابرده،فرورکتومدرسانتیمتر۳تا۲حدودراسوآبسر

.کنیدخارج

شویدمطمئنسوآبپنبهرویمدفوعوجودازسوآبمشاهدهبا.

مناسبانتقالمحیطعمقدرراسوآب(Cary-Blair)قرارمحیطداخلسوآبایپنبهسرکهایگونهبهبرید،فرو

.دببندیمحکمرالولهدر.بیندازیددوروشکستهراداشتتماسانگشتباکهراسوآبچوبازقسمتی.گیرد
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توجه

یکدرراسوآبدوهروآوریجمعبیمارهربرایبایدمقعدییامدفوعسوآب2حداقلفوقمواردتمامیدر❖

تواندیممطالعهموردپاتوژنعواملتعدادبهبستهنیازموردسوآبتعدادولی.دادقرارانتقالمحیطحاویلوله

.کندتغییر
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گیریبعد از نمونه نمونه مدفوع نگهداری 

بهبعدساعت۲مدتدرحداکثروگیرینمونهازبعددقیقه۳۰تاترسریعچههربایدتازهمدفوعهاینمونه

.گیردقرارآزمایشموردوشوددادهتحویلآزمایشگاه

هتهیمدفوعسوابتازه،مدفوعنمونهازبایدگیرد،قرارآزمایشموردتواندنمیساعت۲مدتدرنمونهاگر

.نمود

ساعت۲۴مدتدربایدسردزنجیرهشرایطرعایتباانتقالمحیطدرسوابرکتالیامدفوعسوابنمونهارسال

.شوددادهتحویلآزمایشگاهبهساعت۷۲حداکثرو

یمنففریزردرگیرینمونهازپسترسریعچههربایدشود،نگهداریبایدساعت۷۲ازبیشنمونهاگراما

.استقبولقابلکوتاهمدتبرایسانتیگراددرجه۲۰منفیفریزردرنگهداری.شودمنجمدسانتیگراددرجه۷۰

.نموداقدامآزمایشگاهبهنمونهانتقالخصوصدرسریعترچههربایستيميولي

شودمدمنجنبایدنمونهکهباشد،میمطرحمدفوعازانگلیعواملوژژونیکمپیلوباکترجداسازیکهمواردیازغیر.
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بعد از نمونه گیرینمونه مدفوع نگهداری 
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(Transport Medium)انتقال محیط 

اینکهبرایاستشدهطراحیاستفاده،موردبهبستهانتقالهایمحیط:

داردنگهزندهمعینزمانیدورهیکبرایراارگانیسم.

کندمهارمحیطاکسیژنکاهشبایامختلفهایبیوتیکآنتیازاستفادهباراآنزیادرشد.

شاملمدفوعیهاینمونهبرایاستفادهموردانتقالمحیط

Stuart’s

Amies

Cary-Blair

محیطCary-BlairانتقالمحیطدوبهنسبتAmiesوStuartsداردبرتریکلراویبریوانتقالونگهداریبرای.

دلیلبهpH(۸/۴)محیطبالای

کلیاشریشیاوشیگلاجملهازرودهبیماریزایعواملازبسیاریانتقالبرایهمچنینO157:H7داردکاربرد.

شودمینقلوحملآسانیموجببلرکریجامدنیمهقوام.
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(Cary-Blair)انتقال محیط 

تهیهنحوه:

سازندهدستورمطابق

باشد،می(گرم5جایبه)لیتردرگرم1.6آگارمقدارآندرکهشدهاصلاحبلرکریکشتمحیطازشودمیتوصیه
.شوداستفاده

دارشدرپو(ایشیشههایلولهیاظروفدردسترسی،عدمصورتدر)شفافپلاستیکیهایلولهیاظروفدرتوزیع
محکم

باشدعمقسانتیمتر4حداقلدارایکهایاندازهبهلولهیاظرفداخلبلرکریمحیطحجم.

شوداستریلسازندهدستورمطابقیاجوشماریبندردقیقه۱۵شلدرپوشبا.

نگهدارینحوه:

ببندیدمحکمشدنخنکوکردناستریلازپسراهالولهدرب.

گرددنگهدارینورازدوروخنکمکانیدرومحکمدربباشفافهایلهلودربایدبلرکری.

استاستفادهقابلماه6تاآلودگیورنگتغییرعدمومحیطحجمنیافتنکاهشصورتدر.
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برچسب گذاری نمونه ها

شودشتهنونمونهلولهرویآبضدبرچسبرویبرخواناشکلیبهبایدگیرینمونهتاریخوبیمارنامنمونه،شماره.

شودارینگهدفرستندهتوسطدیگریوارسالهانمونهبانسخهیکشود،ثبتبرگدادهرویبربایدبیماراطلاعات.

شامللازماطلاعات:

بیمارکاملنام

گیرینمونهتاریخ

علائماولینبروزتاریخ

نمونهدرخونوجودذکر

بیمارباتماساطلاعات

نمونهجمع آوریازقبلآنتی بیوتیک هامصرف

یولوژیمیکروبنتایجتفسیربرای(غذاییموادمصرفیامسافرتسابقهمانند)بیمارتاریخچهومفیدکلینیکیاطلاعات

.ضروریست
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معیارهای رد نمونه

برایزیرا.استشدهدادهتحویلآزمایشگاهبهانتقالمحیطبدونگیرینمونهازبعدساعتدوازبیشترکهمدفوعنمونه
.استنامناسبشیگلاهااکثرجداسازی

ریافتدتاخیر:بگذاریدکامنتودادهانجامراکشتاست،دادهدرخواستپزشکوباشدنمیپذیرامکانمجددگیرینمونهاگر
.سازدمواجهمشکلباراهاپاتوژنجداسازیاستممکنآزمایشگاهتوسطنمونه

۲۵درساعت۲۴ازبیشتریاسانتیگراددرجه۴درگیرینمونهازبعدساعت۷۲ازبیشترانتقالمحیطدرنمونهاگر
.استشدهدادهتحویلآزمایشگاهبهسانتیگراددرجه

نتیجهاستنممکنمونهانتقالدرتاخیردلیلبه:بگذاریدکامنتودادهانجامراکشتباشد،نمیپذیرامکانمجددگیرینمونهاگر
.باشدمنفیکاذبطوربهکشت

بیماراناستثناءبهروز،4تا3ازبیشتربیمارستاندربزرگسالبیمارانازشدهدریافتمدفوعکشتHIVیامثبت
زیرانکنید،ردرابیمارستاندربستریروز4ازبعدتاکودکانونوزادانمدفوعنمونه.موسسهدراپیدمیوقوع
.بکشدطولبیشترآنهاازمدفوعنمونهآوریجمعاستممکن

(...وویروسباکتری،)متفاوتهایارگانیسمبرایدرخواستچندباسوآبیکارسال

باشدشدهارسالآزمایشگاهبهروزیکدربیمارهمانازمدفوعنمونهچند.

کشتبرایلیترمیلی۵ازکمتروویروسیبررسیبرایلیترمیلی10ازکمترحجمباتازهمدفوعهاینمونه
باکتریایی

20



(ادامه)نمونه معیارهای رد 

شوندآزمایشنباید(سوآبپنبهروینمونهوجودعدم)خشکهایسواب.

شوندآزمایشنبایدباریومیاوادراربهآغشتهمدفوعهاینمونه.

نگهدارندهموادیافرمالینحاویانتقالهایمحیطدرشدهنگهداریهاینمونه(PVA)

باشندنشدهواردبلرکریمحیطعمقدرکهسوابهاینمونه.

باشدقارچداراییاآبکیخشک،آنهاانتقالمحیطکههایینمونه.

نباشدبستهآنهالولهدربیاشکستهلولهباهاینمونه.

باشدمتفاوتنمونهظرفبرچسبودرخواستبرگهرویبیمارمشخصات.

باشندناخوانابرچسبرویمشخصاتیاباشند،برچسبفاقدكههایينمونه.

درمانروندپیگیریبرمبنیپزشکدستوربامگرهستند،بیوتیکیآنتیدرمانتحتکهبیمارانیهاینمونه.

باشدنمونهسوآبفاقدانتقالمحیط.
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ثبت اطلاعات در آزمایشگاه

بیماری،احتمالیتشخیصبیمار،مشخصات)ضرورياطلاعاتحاوینمونهپذیرش(الکترونیکیاکاغذی)فرم

. گرددتكمیلوباشدداشتهوجودآزمایشگاهدر(...وبیوتیکآنتیمصرفسابقه

هبراموارداینبایدنمونه،دریافتازبعدآزمایشگاهشده،ارجاعآزمایشگاهبهمدفوعکشتکهمواردیدر

:نمایدنگهداریوثبتمناسبطریق

گیرینمونهتاریخ

نمونهدریافتتاریخ

آزمایشانجامتاریخ

نتیجهگزارشتاریخ
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نمونه گیری و انتقال نمونه

هلایسهبندیبستهوصحیحگیرینمونهبرایهابیماریواحدگیرنمونهکارکنانبهلازمهایآموزش

بیمارانسوابرکتالهاینمونهایمنوامنانتقالواستاندارد

پایگاهوهاخانهازهانمونهترسریعچههرارسالبرایهابیماریواحدجانبازلازمتمهیداتنمودنفراهم

روز۳مدتطیحداکثرآزمایشگاهبهبیمارستانهاوسلامتجامعمراکزبهداشت،های

ازخارجبههاایزوله/نمونهایمنوامنانتقالبرایآزمایشگاهتوسطاستانداردلایهسهبندیبستهازاستفاده

بهداشتمرکز
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مثال هایی از

مواد مورد استفاده در بسته بندی

سه لایه استاندارد

:ظرف اولیه

ضدآب و غیرقابل نشت،

مانند لوله آزمایش یا ظرف نمونه مدفوع به همراه ماده جاذب

:لایه دوم

ضدآب و غیرقابل نشت، برای محافظت از ظرف اولیه و ماده جاذب

مانند زیپ کیپ یا قوطی درپیچ دار پلاستیکی محکم

:لایه سوم

برای محافظت از لایه دوم

مانند جعبه های کاغذی محکم متناسب با وزن و اندازه بسته های داخلی
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ظرف اولیه

ماده جاذب

لایه دوم

لایه سوم
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ظرف اولیه

لایه دوم

لایه سوم 

(بیروني)

جاذب و ضربه گیرماده 
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نمونه گیری و انتقال نمونه

وجود دستورالعمل معیارهای رد نمونه در بخش میکروب 
شناسی و آگاهی کارکنان بخش به آن

مونه، گزارش کتبی موارد عدم انطباق نمونه گیری و انتقال ن
به واحد بیماری ها و وجود سوابق آن در آزمایشگاه

اقدامات اصلاحی لازم توسط واحد بیماری ها در جهت رفع 
(آموزش به کارکنان نمونه گیر)مشکلات 
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نمونه گیری و انتقال نمونه

در صورت نیاز به نمونه گیری مجدد

( مدفوع تازه یا رکتال سواب)

ئول، اطلاع رسانی به پزشک مس( فرآیند)وجود دستورالعمل 
اهواحد بیماری ها و یا بیمار به صورت مناسب، در آزمایشگ

وجود سوابق اطلاع رسانی، در آزمایشگاه
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دفوعپاتوژن شایع مباکتری های کشت مدفوع و شناسایی 

وجود دستورالعمل کشت مدفوع بر اساس دستورالعمل آزمایشگاه مرجع سلامت یا مراجع معتبر

الگوریتم های مناسب برای شناسایی و افتراق / وجود جداول

ویبریو کلرا، سالمونلا و شیگلا

وجود دستورالعمل تست های تشخیصی 

ثبت نتایج آزمایش های شیمیایي و سرولوژیک انجام شده روی کلنی ها

30



محیط های کشت مورد نیاز برای کشت نمونه مدفوع در 

ویبریو کلراجداسازی 

  Thiosulfate Citrate Bile Salts (TCBS)انتخابیمحیط1.

Alkaline Peptone Water (APW)کنندهغنیبراثمحیط2.

(اختیاریاستفاده)Sheep Blood Agarمحیط3.

نمونهسریعکشت

تغییروخورشیدنورمعرضدرگرفتنقرارخشکی،بهنسبتعموماویبریوهاpHحساسبسیاراسیدیشرایطبه

.هستند

شودمیمهارراحتیبهکنندهآلودههایارگانیسمیارودهنرمالفلوربوسیلهرشدشانهمچنین.
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TCBSپلیتی محیط تلقیح 

کشتایگونهبهوکنیدتلقیحاولTCBSپلیتسطحرویراسوآبرکتالیامدفوعسوآبتازه،مدفوعنمونه1.

.آیدبدستایزولههایکلنیکهدهید

رشدیارشدعدمصورتدروکردهانکوبهگرادسانتیدرجه35-37درساعت18-24مدتبهراهاپلیت2.

.دهیدادامهساعت48تاراانکوباسیونضعیف،

:توجه❑

سانتیمتری6پلیتازنبایدوالزامیستمحیطهربرایسانتیمتری8-10قطرباپلیتیکازاستفادهبیمارهربرای❑

.یابدمیکاهشویبریوجداسازیاحتمالزیراکنید،استفاده

.نماییدخودداریTCBSمحیطکردننصفاز❑

درجه45-50دمایتادهیداجازه.شودحلکاملاوبجوشدمحیطتادهیدحرارتفقطشود،اتوکلاونبایدTCBSمحیط❑

.کنیدتوزیعاستریلهایپلیتدرسپسشود،خنکسانتیگراد

.باشدگذشتههفتهیکازبیشنبایدتهیهزمانازTCBSمحیطازاستفادههنگام❑

.گرددجلوگیریآنهاشدنخشکازکهشود،نگهدارییخچالدرایگونهبهبایدTCBSهایپلیت❑
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APWمحیط غنی کننده تلقیح 

APWمحیطدرراسوآبرکتالیامدفوعسوآبتازه،مدفوعنمونه،TCBSپلیتتلقیحازبعداولروزدر1.

.بیندازیددورراسوابسپسکرده،تلقیح

.نماییدانکوبهسانتیگراددرجه35-37درشلدرپوشباساعت6-8مدتبهراAPWمحیط2.

باسهمقایدرکلراویبریوبیشترحرکتدلیلبه)کردنمخلوطبدونبراثمحیطسطحازساعت6-8ازبعد3.

بهدهید،کشت دومTCBSپلیترویبرداشته،لوپدویایک(براثسطحدرویبریوتراکمواشریشیاکلای

.آیدبدستهمازجداهایکلنیکهطوری

لوپدویایکدهید،کشتTCBSمحیطرویبرانکوباسیون6-8ازبعدراقلیاییپپتونهآبمحیطنتوانستیداگر:توجه❑

6-8ازپسرالولهاینونمودهکالچرسابجدیدقلیاییپپتونهآبلولهیکدرساعت18ازپسراپپتونهآبمحیطاز

.نماییدکالچرسابدومTCBSمحیطدرانکوباسیونساعت

یارشدعدمصورتدر.کنیدانکوبهگرادسانتیدرجه35-37درساعت18-24مدتبهرادومTCBSپلیت4.

.دهیدادامهساعت48تاراانکوباسیونضعیف،رشد
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APWنکاتی در مورد 

موردود،شمیبینیپیشنمونهدرمیکروارگانیسمکمتعدادکهمواقعیبرایکهایستسادهکنندهغنیبراث

.(بیمارینقاهتمواقعدرمثالبرای)گیردمیقراراستفاده

pHشودمیاکلرویبریوتکثیرموجباینکهضمندرکند،میمهارراکومنسالهایباکتریرشدمحیطبالای.

درصد1وپپتوندرصد1حاویNaCl،8/4-8/6باpH

pHمحیطAPWازدستگاهاستفادهباسانتیگراددرجه25دمايتاآنشدنخنکونمودناتوکلاوازبعد باید

pHشودگیرياندازهکالیبرهواستانداردمتر.

کهصورتیدرpHا )لیتردرگرم40سدیمهیدروکسیدازاستفادهبامعمولاا باشد،محدودهاینازخارج تقریبا

ا )لیتردرگرم36/5کلریدریکاسیدازاستفادهبایا(مولاریک .نماییدتنظیم(مولاریکتقریبا

محیطAPWدرپنبههایلولهازکهصورتیدر.شودنگهداریوتهیهمحکمداردرپوشهایلولهدرباید

.شودجلوگیریمحیطpHتغییروتبخیرازتابپوشانید،"کاملاپارافیلمباراپنبهرویکنید،میاستفاده

دهازنبایددهشتلقیحمدفوع.نمودتلقیحرارکتالسوابیامدفوعسوابتازه،مدفوعتوانمیپپتونهآبمحیطدر

.باشدبیشترپپتونهآبحجمدرصد
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TCBSبررسی محیط 

هایپلیتTCBSنماییدبررسیکلراویبریوشبیههایکلنیوجودنظرازرا.

V. choleraeحاشیهوماتمرکزبامیلیمتر۴تا۲قطربهنرم،رنگ،زردهایکلنیوکردهتخمیرراسوکروز

.کندمیایجادبراق

کنندمیایجادکلراویبریومشابهرنگزردهایکلنیوکردهتخمیرراسوکروززیرهایگونههمچنین:

V. alginolyticus, V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnissii, V. harveyi, V. metschnikovii, 
some V. vulnificus 

کنندمیایجادرنگآبیتاسبزهایکلنیهستند،مهمبالینینظرازکهویبریوهاییسایر:

V. parahaemolyticus, V. mimicus, V. damsel, most V. vulnificus
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TCBS
طرقبهنرم،رنگ،زردکلراویبریوهایکلنی 

براقحاشیهوماتمرکزبامیلیمتر۴تا۲
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TCBS
بزسرنگبهکلراویبریوهایکلنی رنگتغییر

مدتطولانیانکوباسیونصورتدر



(اختیاری)Sheep Blood Agarبررسی محیط 

ایبرشود،میتوصیهپلزیوموناسوآئروموناس،ویبریوبهمشکوکاسهالیهاینمونهکشتدرمحیطاینازاستفاده:

همولیزمشاهده

اکسیدازتستانجام

محیطبهکالچرسابKIA

محیطبهکالچرسابSIM

V. cholerae:همولیتیکنانیاهمولیتیکسفید،-خاکستریای،خامهقوامدارایمحدب،نرم،هاکلنی

خشنهایکلنیگاهی(Rough)چسبندمیآگاربهوبودهچروکیدهکهشوند،میمشاهده.
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:Sheep Blood Agarمحیط
ای،خامهقوامدارایمحدب،نرم،هاکلنی

سفید-خاکستری
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Sheep Blood Agarمحیط
میمشاهده(Rough)خشنهایکلنیگاهی

.چسبندمیآگاربهکهشوند،
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کلراویبریوتشخیصی های آزمایش 

کلراویبریوتشخیصیهایآزمایشحداقلO1:

غربالگریهایآزمایش:

KIA (Kligler Iron Agar)(محیطTSIمحیطجایگزینتواندنمیKIAشود)

SIM (Sulfide-Indole-Motility)

Oxidase

سرولوژیهایآزمایش:

Antiserum Test

V. cholerae Polyvalent O1 Antiserum

V. cholerae Serotype Ogawa Antiserum

V. cholerae Serotype Inaba Antiserum
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KIA (Kligler Iron Agar)

كشتمحیطKIA شودمیتهیهلولهدرشیبداربصورت:

لولهدركشتمحیطعمقوشیبدارسطحطولكهنموددقتبایدكشتمحیطتهیههنگامبه➢
.باشدمترسانتی3حدودومساوی

محیطرویرنگزردکلنییکازTCBSمحیطبرداشته،آنسباKIAرويمارپیچيكشتبا
لوله،عمقmm  ۳-۵فاصلهتا(بالعكسیا)آگارعمقكردنسوراخسپسودارشیبسطحتمام

.نماییدتلقیح

دمایدرهالولهC° ۳۶±۱کنیدانکوبهساعت۲۴-۱۸مدتبه.

ویژهبهعموضواینشوند،شلانکوباسیونازپیشبیوشیمیاییهایتستهایلولهتمامدرپوش
ایجادهوازیبیشرایطلولهدرباشند،سفتهادرپوشاگر.دارداهمیت KIAمحیطمورددر

.نشودمشاهدهاستممکنکلراویبریومشخصهواکنشودهدمیرخنادرستواکنششده،

محیطاینرویبرکلراویبریوواکنش:Alk/Acid{(زرد)اسیدیعمقو(قرمز)قلیاییسطح}
 H2Sبدونوگازتولیدبدون
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SIM (Sulfide-Indole-Motility)

جامدنیمهکشتمحیطSIMشودمیتهیهلولهدرعمقیبصورت:

محیطعمقSIMحداقلبایدلولههردرcm3باشد.

آزمایشانجامروش:

.برسداتاقدمایبهدهیداجازهوکردهخارجیخچالازرامحیط1.

.برداریدTCBSمحیطروی(ساعته18-24كشت)تازهوایزولهکاملاكلنيیكمركزازاستریل،نیدلازاستفادهبا2.

اولیهتلقیحخطهمانازسپسو،(محیطسومدوحدود)ببریدفرومحیطدرcm1/5حدودعمقتامحیطمرکزدررانیدل3.

.کنیدخارجمحیطاز

.باشدداشتهجریانمحیطدرهواتاببندید،شلرالولهدرپوش4.

.کنیدانکوبههوامجاورتدرساعت24تا18مدتبهسانتیگراددرجه37تا35دمایدررالوله5.

.نماییدبررسیحرکتواندول،H2Sتولیدنظرازرامحیط6.
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SIM (Sulfide-Indole-Motility)

نتایجتفسیر:

H2S

محیطعمقکلدریاتلقیحخططولدرمحیط،درسیاهرنگگونههروجود:مثبت

(محیطاینرویبرکلراویبریوواکنش)سیاهرنگتشکیلعدم:منفی

اندول

3نماییدبررسیمحیطسطحدررارنگتغییروکردهاضافهمحیطبهلولهکنارهازراکواکسمعرفقطره.

(محیطاینرویبرکلراویبریوواکنش)ثانیه20مدتدرارغوانی-قرمزتاایقهوه-قرمزرنگایجاد:مثبت

کمرنگزردیارنگبی:منفی

حرکت

(محیطاینرویبرکلراویبریوواکنش)محیطکدورتوکشتخطازبیرونبهرشدانتشار:مثبت

(نشدهتلقیحمحیطشبیه)محیطبودنشفافوکشتخططولدرفقطباکتریرشد:منفی

:توجه❑

.نماییدمقایسه(کنترل)نشدهتلقیحمحیطیکباراآنباشد،مشکلحرکتآزمایشتفسیراگر❑
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V. cholerae

V. cholerae

Motility negative Motility positive
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Oxidase Test

(هیدروكلرایدديآمینديپارافنیلنتترامتیل)اکسیدازمحلول

بهتنسبوبودهپایدارتراست،معرفترینحساسکواکسامادارد،وجودنیزدیگریهایفرمول:توجه❑
.استسمیکمترآنمتیلدیمشتق

درراهیدروكلرایدديآمینديپارافنیلنتترامتیلپودرازگرم۰/۱اکسیداز،۱%محلولتهیهبرایml۱۰آب
دادنحرارتاز)دهیدقرارثابتیدرجایراآندقیقه۱۵مدتبهوکردهمخلوطبخوبی.کنیدحلاستریلمقطر

.(نماییدخودداری

کنیدتهیهروزانهبصورترامعرف.

درودهکرتقسیممساویهایاندازهبهفویلباشدهپوشیدهداردرپیچهایلولهداخلرامعرفتوانیدمیهمچنین
.دشوذوببگذاریدنموده،خارجفریزرازرامعرفاستفادهازقبل.نماییدذخیرهسانتیگراددرجه-۲۰دمای

.بریزیددورراروزهرباقیمانده

یخچالدرشدهنگهداری(تجاریمصرفآماده)معرفبهآغشتهکاغذینوارهاییاهادیسک
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Oxidase Test

آزمایشانجامروش:

اکسیدازمعرفازقطره۲یا۱باودهیدقرارپتریظرفدررا۱شمارهواتمنصافیکاغذازکوچکیمربع1.

.دهیدقرارپتریظرفدررامصرفآمادهاکسیدازدیسکیانواریانمایید،مرطوبشدهآماده

مودننمرطوببهنیازسازندگانبعضیدستورالعملمطابقاستممکن.کنیدعملسازندهدستورالعملمطابق:توجه❑

.باشددیسک

صافیکاغذرویبروبرداشتهاپلیکاتورازاستفادهباBlood AgarیاKIAمحیطرویخالصکلنیاز2.

.کنیدپخشاکسیدازمعرفبهآغشته

.نماییدمشاهدهثانیه10مدتدرتلقیحمحلدررابنفشبه کاغذرنگتغییر3.
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Oxidase Test

تفسیر:

ثانیه۱۰مدتدربنفشتاتیرهآبیرنگایجاد:مثبتنتیجه

احتمالاا زیراشود،انجامبیشتريهايتستباید)ثانیه۶۰-۱۰مدتدربنفشتاتیرهآبیرنگایجاد:تاخیرینتیجه

(.باشدنميانتروباكتریاسهخانوادهبهمتعلق

ثانیه۱۰مدتدرکمرنگصورتیایجادیامعرفرنگتغییرعدم:منفینتیجه

.شودتوجهسازندهدستورالعملبه:توجه❑
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Oxidase Test

کیفیتکنترل:

تجاریمصرفآمادهدیسکیامعرفپودرجدیدساختسریهر

كاریروزيهرسپسو

استفادهآنازاست،شدنتیرهحالدرکاغذیدیسکیاکندتغییررنگکمبنفشبرنگمعرفمحلولهنگامیکه

.نکنید

مثبتكنترلسویه:Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853    

منفيكنترلسویه:ATCC 25922    Escherichia coli
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Oxidase Test

هامحدودیت:

کاذبنتایجایجادازجلوگیریبرای:

سطحیکسیداسیوناشعله،بالوپکردناستریلاثردرزیرا.نکنیداستفادهکلنیبرداشتنبراینیکرومیااستیللوپاز

.آیدمیبدستكاذبمثبتنتیجهوشدهایجاد

رنگحاویهایمحیطرویبرکههاییکلنیاز(مانندTCBS) نکنیداستفادهتستاینانجامبرایاند،کردهرشد.

.شودمیایجادکاذبمنفینتیجه

محیطشدناسیدی.نکنیداستفادهتستاینانجامبرایاند،کردهرشدتخمیرقابلقندهایمحیطرویکههاییکلنیاز

(pH5/1ازکمتر)شودمیکاذبمثبتنتیجهایجادباعث.

استمهمبسیارتستدقیقانجامبرایواکنشقرائتزمانرعایت.
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O1کلراویبریوتشخیص سرولوژی 

تشخیصیهایروشتریناختصاصیوترینسریعازیکیهاسرمآنتیازاستفادهV. cholerae O1می

.باشد

ویبریواصیاختصهایسرمآنتیبابایدآزمایشگاه،کلراویبریوعنوانبهایزولهبیوشیمیاییتشخیصازبعد
:برایدهد،انجامآزمایشکلرا

 تعیین سروگروه( ایزوله سروگروه این کهO1 خیرمی باشد یا)

 ویبریو کلرا تایید تشخیصO1

تعیین سروتایپ
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سرمآزمایش آنتی 

تعیین سروگروه-1

آزمایشانجامروش:

عنوانبه)هایکلنبودنخشنیااتوآگلوتیناسیونبررسیبرایفیزیولوژیسرمقطرهیکآنسمتیکرویوبرداشتهتمیزلامیک1.
.دهیدقرار(منفیکنترل

.دهیدقرارV. cholerae Poly O1سرمآنتیقطرهیکلامدیگرسمت2.

مانندانتخابیغیرمحیطرویازآزمونموردایزولهساعته18-24وخالصهایکلنیازاستریلچوبیاپلیکاتوریاآنسلوپ،بوسیله3.
Blood agarیاKIA،کنیدهتهییکنواختیسوسپانسیونسرمآنتیقطرهدرسپسولوژیفیزیوسرمقطرهدرابتدابرداشته.

مانندانتخابيمحیطهايازوجههیچبه:1توجهMACیاTCBSايكنندهگمراهنتایجزیرانكنید،استفادهسرمآنتيآزمایشانجامبراي
.شودمیکاذبمنفینتایجبهمنجرTCBSمحیطرویکلنیازاستفاده.آیدميبدست

مطالعهتدقبهبایدسرمآنتیکنندهتولید(بروشور)همراهدستورالعملدرآزمایشانجامروشسرم،آنتیباآزمایشانجامازقبل:2توجه
دریولوژیفیزسرمدیگریقطرهولامسمتیکدرفیزیولوژیسرمقطرهیکبایدتولیدکنندگان،ازبعضیدستورالعملمطابق.شود

هایقطرهزایکیبهسرمآنتیقطرهیکنموده،تهیهقطرهدوهردریکنواختیسوسپانسیونآزمونموردکلنیاز.بریزیدلامدیگرسمت
.کنیداضافهفیزیولوژیسرم

.ددهیحرکتدورانیصورتبه(استمتفاوتزماناینسرم،آنتیهمراهدستورالعملبهتوجهبا)دقیقه1یاثانیه30مدتبهرالام4.

قطرهکهشویدمطمئن.نماییدبررسیدقتبهتیرهزمینهپسبا(مطالعهچراغ)کافینورزیردرراآگلوتیناسیونذراتتشکیل5.
.باشدتیناسیونآگلوذراتفاقدفیزیولوژیسرمسوسپانسیون
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سرمآزمایش آنتی 

تفسیر:

فیزیولوژیسرمقطرهدرآگلوتیناسیونذراتنداشتنوجودوسرمآنتیقطرهدرآگلوتیناسیونذراتوجود:مثبتواکنش

سازندهدستورالعملاساسبردقیقه،1یاثانیه30مدتدر(منفیکنترل)

.باشدمیارزشفاقددقیقه1یاثانیه۳۰ازبعدضعیفآگلوتیناسیونذراتایجادسرمآنتیسازندهدستورالعملمطابق:توجه❑

سرمطرهقدرآگلوتیناسیونذراتنداشتنوجودوسرمآنتیقطرهدرآگلوتیناسیونذراتنداشتنوجود:منفیواکنش

سازندهدستورالعملاساسبردقیقه،1یاثانیه30مدتدر(منفیکنترل)فیزیولوژی

قطرهنتیجهتا،باشدآگلوتیناسیونذراتفاقدبایدمنفیومثبتواکنشدوهردر(منفیکنترلقطره)فیزیولوژیسرمقطره:توجه❑

.شودمحسوباطمینانقابلسرمآنتی

خشنعلتهبکهفیزیولوژی،سرمقطرهدرآگلوتیناسیونذراتوجود:(اتوآگلوتیناسیون)خودیبهخودآگلوتیناسیون

.تاسارزشفاقدسرمآنتیقطرهدرآگلوتیناسیونذراتتشکیلصورتایندر.شودمیایجاد (Rough)کلنیبودن

ایندر.شودخودیبهخودآگلوتیناسیونایجادباعثتواندمی KIAیا TSIمانندزیادقندحاویهایمحیطازاستفادهگاهی:توجه❑

.یدنمایتکرارآگاربلادمحیطرویازراسرمآنتیآزمایشودادهکشتآگاربلادمانندقندبدونمحیطرویبرراکلنیموارد
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سرمآزمایش آنتی 
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سرمآزمایش آنتی 
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آزمایش آنتی سرم

سروتایپتعیین -2

سروگروههایایزولهO1دشونمیتقسیم(نادربسیار)هیکوجیماواگاوااینابا،سروتایپ3بهکلراویبریو.

هایژنآنتیباآگلوتیناسیوناساسبرسروتایپتشخیصOاگاواواینابامونوالانهایسرمآنتیبااختصاصی

.گیردمیصورت

56



آزمایش آنتی سرم

تعیین سروتایپ-2

والانپلیسرمآنتیبامثبتواکنشایجادصورتدرO1، بهاگاواواینابامونووالانهایسرمآنتیباآزمایش

.شودانجامهمزمانطور

Vibrio cholerae O Antisera

Poly O1 Inaba Ogawa Report

+ + - V.cholerae 

serotype Inaba

+ - + V.cholerae 

serotype Ogawa

+ + + V.cholerae

Serotype Hikojima

- کاربرد ندارد کاربرد ندارد V.cholerae Non O1
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آزمایش آنتی سرم

تعیین سروتایپ-2

سرمآنتیباکههاییسویهبانبایدهرگزاگاواوایناباهایسرمآنتیO1شونداستفادههستند،منفی.

سرمآنتیباکههاییایزولهPoly O1گاواایاایناباهایسرمآنتیباامادارد،ضعیفیآگلوتیناسیونواکنش

.باشندنمیO1سروگروهندارند،آگلوتیناسیون

هستندنادریاربسدارند،آگلوتینهیکدیگرباهمزمانوشدیدخیلیاگاواوایناباسرمآنتیدوهرباکههاییسویه.

:شودمشاهدهواکنشیچنیناگر

.باشدکدورتورسوبذره،گونههرفاقدکهنمایید،بررسیظاهرینظرازراهاسرمآنتی1.

ارسالمرجعآزمایشگاهبهبیشترهایآزمایشبرایراسویهسرم،آنتیظاهریمشکلنداشتنوجودصورتدر2.

.نمایید
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Fecal specimen

Direct
Enrichment 

(APW)

TCBS

(Yellow colony)

Screening test:

KIA (Alk/Acid, gas-)

SIM (- + +)

Oxidase (+)

V. cholerae O1 

polyvalent antiserum 

Ogawa and Inaba 

antisera 

Procedure for recovery of Vibrio cholerae O1 from fecal specimens

Report: V. cholerae 

Non O1 &

 Refer: for confirmation

Other 

differential tests
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Halophilic Vibrios: V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus



61



62

Oxidase-Positive, Fermentative, Gram-Negative Bacilli:
Differential Characteristics of Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides, Chromobacterium 
violaceum, and Vibrio cholerae



Test Vibrio

cholerae

Aeromonas

hydrophila

Plesiomonas

shigelloides

KIA Alk/Acid Alk/Acid or Acid/Acid Alk/Acid or Acid/Acid

TSI Acid/Acid Alk/Acid or Acid/Acid Alk/Acid or Acid/Acid

H2S - - -

Gas from glucose - + -

Catalase + + +

Oxidase + + +

String + - -

Motility + + +

Indole + + +

Esculin hydrolysis - + -

DNase, 25C + + -

Lysine decarboxylase + V +

Arginine dehydrolase - + +

Ornithine decarboxylase + - +

Gelathin liquefaction, 22C + + -

ONPG + + +

VP V V -

Resistance to O/129

150 µg - + -

Growth in 0% NaCl + + +

Growth in 1% NaCl + + +

Growth in 6.5% NaCl + - -

Carbohydrate

Lactose

Sucrose

Mannitol

Inositol

-

+

+

-

V

+

+

-

V

-

-

+

ویبریو کلرا
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نیاز برای کشت روتین مدفوعمحیط های کشت مورد 

(1MacConkey agar

(2Hektoen Enteric (HE) agar or Xylose-Lysine-Desoxycholate (XLD) agar

آزمایشگاهبرایآنبودندسترسدریاومحیطکیفیتاساسبر(HE or XLD)محیطدواینازیکیانتخاب➢

باعثامارود،میکاربهسالمونلاجداسازیبرای SS (Salmonella Shigella Agar)محیطاگرچه:توجه➢

یا MAC ،XLDجایبهوتنهاییبهمحیطاینازنبایدلذا.شودمیسونئیشیگلاهایسویهازبرخیرشدمهار

HEKنموداستفاده.

والزامیستمحیطهربرایسانتیمتری8-10قطرباپلیتیکازاستفادهبیمارهرمدفوعنمونهاولیهکشتهربرای➢

.یابدمیکاهشجداسازیاحتمالزیرانمود،استفادهقسمتیدویاسانتیمتری6پلیتازنباید

(3Selenite F (SF) Broth or  GN Broth
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محیط های کشت مورد نیاز برای کشت روتین مدفوع

ردخصوصبهنمونهازشیگلاوسالمونلاکمتعدادجداسازیبرایکنندهغنیبراثهایمحیطازاستفاده:

(...وهاآشپزخانهکودک،مهدهایدرشاغلافرادمانند)حساسمشاغلدارایافراد

علامتبدونناقلین

کنندمیجدا(سازیغنیمرحلهبدونمستقیم،کشت)پلیتدرشیگلاوسالمونلاکممواردکههاییآزمایشگاه.

دهدمیافزایشدرصد۱۰تاراشیگلاوسالمونلاجداسازیاحتمالمحیطاینبکارگیری.

توجه:

محیطSFساعت24تا18.شودشیگلاهاازبعضیمهارباعثاستممکنودارد،کاربردسالمونلاهاسازیغنیبرایعموما
انکوباسیون

محیطGNداردانکوباسیونساعت8تا6بهنیازامارود،میکاربهشیگلاهاوسالمونلاهاسازیغنیبرای.

محیطساختهنگامSF Broth ، ازتواننمیصورتایندرکهشود،میمحیطدرذراتیایجادباعثاندازهازبیشدادنحرارت
.کرداستفادهآن

محیطعملکردهمچنینSF Broth هکباشد،ایاندازهبهبایدلولهدرمحیطمقداربنابراینباشد،میبهترهوازیبیشرایطدر
.شودایجادعمقمترسانتی5حداقل
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کشتمحیط های انکوباسیون 

انکوباسیون:

صورتدرنمایید،انکوبهساعت۲۴-۱۸مدتبهCO2بدونc36°(c°1 -/+)دمایدرراپلیتیهایمحیطهمه➢

:استثناءبه.دهیدادامهساعت48تاراانکوباسیونضعیف،رشدیارشدعدم

➢CINدمایدریرسینیاجداسازیبرای°c25معمولیهوایشرایطدر24-48مدتبه

➢Selenite F Brothدمایدررا(+/- 1°c)°c36بدونCO2نماییدانکوبهساعت۲۴-۱۸مدتبه.

.نماییدکالچرسابMacوXLDهایمحیطرویسپس

➢GN Brothدمایدررا(+/- 1°c)°c36بدونCO2رویسپس.نماییدانکوبهساعت6-8مدتبه

.نماییدکالچرسابMacوXLDهایمحیط
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بررسی محیط های کشت پلیتی
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بررسی محیط های کشت پلیتی

MacConkey agar
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بررسی محیط های کشت پلیتی

MacConkey agar
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بررسی محیط های کشت پلیتی

Hektoen Enteric Agar
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بررسی محیط های کشت پلیتی

Hektoen Enteric Agar
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Sal. Typhimurium



بررسی محیط های کشت پلیتی

Hektoen Enteric Agar
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بررسی محیط های کشت پلیتی

Hektoen Enteric Agar

73



بررسی محیط های کشت پلیتی

XLD agar
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بررسی محیط های کشت پلیتی

XLD agar
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بررسی محیط های کشت پلیتی

XLD agar
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Salmonella spp.

Shigella spp.

E. coli



انتخاب تست های بیوشیمیایی برای تشخیص

سالمونلا و شیگلا

پانل.شوندریغربالگالگوریتممطابقبیوشیمیاییهایتستبابایدشیگلایاسالمونلابهمشکوکهایکلنی
:شاملتشخیصیهایتست

TSI یاKIA

LIA (Lysine Iron Agar)

 (SIM) SH2-Indol-Motility

 Simmons citrate agar

Urea agar

Ornithine decarboxylase(اختیاری)

برایپانلاینrule-in / rule-out بیوشیمیاییافتراقوشیگلایاسالمونلاSalmonella Typhi و
Salmonella Paratyphi Aکندمیکفایتسالمونلاهایسروتایپسایراز.
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الگوریتم تشخیصی

سالمونلا و شیگلا
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Trace amount -

-

-

- -

سالمونلا و شیگلا



سالمونلا و شیگلا
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محیط های کشت مورد نیاز برای کشت نمونه مدفوع در 

O157ایکلای جداسازی 

برایاختصاصیهایمحیطE. coli O157:

Sorbitol MAC (SMAC)یاو

(CT-SMAC)MAC-sorbitol with cefixime and tellurite(بهترانتخابیخاصیت)

رویمنفی-سوربیتولکلنیاگرSmacبهمشکوکE. coli O157وبیوشیمیاییهایتستباوداشتوجود
:شودگزارشسروتیپوگونهجنس،سطحدربایدشد،تاییدودادهتشخیصسرولوژی

“E. coli serotype O157 isolated.”

:توجه❑

بیماربالینیعلائمیاوهابیماریبامبارزهواحد/پزشکدرخواستاساسبر

هایسرمآنتیسایرازنبایدعنوانهیچبهE. coli هایسروگروهتعیینبرایE. coli استفادهمدفوعهاینمونهازشدهجدا
.شود

ازناشیهایطغیانگزارشوشناساییE. coli کشوریمرجعآزمایشگاهتوسطوداشتهارزشاپیدمیولوژیکلحاظبهصرفا
E. coliشودمیانجام.

برایمیکروبیضدحساسیتتعیینآزمایشگزارشکهآنجاییازE. coli هایسویهبراینبایدعنوانهیچبهندارد،کاربردE. 
coli گرددگزارشوانجاممیکروبیضدحساسیتتعیینآزمایشمدفوعنمونهازشدهجدا.
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بررسی محیط های کشت پلیتی
Sorbitol MAC (SMAC)

82

Mixtures of colorless and pink colonies grown on sorbitol-
MacConkey agar after overnight incubation at 35°c.

E. coli O157:H7

E. coli

E. coli O157:H7



بررسی محیط های کشت پلیتی

MacConkey agar

83

E. coli O157 on MacConkey agar



برنامه کنترل کیفیت

کیفیتکنترلبرنامه(QC)ماداعتقابلصحیح،آزمایشگاهیکدرشدهتولیداطلاعاتکهدهدمیاطمینانمابه

ها،معرفها،آزمایشانجامروشعملکردپایشها،نمونهکیفیتارزیابیباموضوعاین .باشدتکرارپذیرو

میمحققآزمایشهایروشاعتبارکردنمستندوآزمایشنتایجمرورکارکنان،وتجهیزاتکشت،هایمحیط

.شود

شاملکیفیتاختصاصیپارامترهای:

راتجهیزاتعملکردسازنده،توسطشدهمشخصیادستگاهمناسبعملکردازاطمینانبرای :تجهیزاتووسایلکارایی

.کنیدهدارینگتجهیزعمرمدتبهراآننگهداریهایگزارش.نماییدثبتراروتینپیشگیرانهنگهداری.نماییدثبتوبررسی

تجاریمصرفآمادهیاوآزمایشگاهدرشدهتهیههایمحیط

هاسرمآنتیوهامعرفها،رنگ

هسازندهایتوصیهمطابق.کنیدآزمایشرارسدمیآزمایشگاهبهکهجدیدمحمولههروساختسریهر:تجاریهایکیت

.نماییدعملQCآزمایشبرایکیت
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برنامه کنترل کیفیت

شاملکیفیتعمومیپارامترهای:

لقبوقابلغیرهاینمونهبرایردمعیارهایها،نمونهقبولمعیارهایدستورالعمل،وجود:نمونهانتقالوآوریجمع

آزمایش،کارایی.آزمایشازبعدوآزمایشانجامآزمایش،ازقبلمراحلشامل:آزمایشانجام(راهنما)دستورالعمل

آندرراگزارشومحاسباتکیفیت،کنترلها،معرفسازیآمادهها،نمونهبودنپذیرشقابلتولرانس،هایمحدوده

ودسترسدرراآنها.کنیدتصویبتاریخذکرباراتغییرات.کنیدمرورسالانهبصورتراهادستورالعمل.کنیدتعیین

.نگهداریدسالدوتارامنسوخهایدستورالعمل.دهیدقرارکاریمحیطدر

اجراییداردهایاستانبامتناسبکارکنانآموزش.کارپیچیدگیوحجمبامتناسبمجربکارکنانتعداداستخدام:کارکنان

.سالانهبصورتآنهاارزیابیو

نتایجهمه:کیفیتکنترلQCهایفرمدرراQCزرسوپروایبهراکنترلازخارجنتایجهمه.کنیدثبتکامپیوتریا

سوپروایزرباماهانهبصورتراQCهایگزارش.نماییدثبتQCفرمدررااصلاحی(ات)اقداموکردهگزارش

.نماییدنگهداریسالدومدتبهحداقلراQCهایگزارش.کنیدبررسی
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برنامه کنترل کیفیت

بهاصلهبلافرابحرانینتایج.کنیدگزارشمجازند،کاراینبرایکهکارکنانیبهفقطرانتایج:بیمارانگزارش

دادید،اطلاعآنبهکهفردینامدهید،میگزارششفاهیبطوررانتایجوقتی.دهیداطلاعآزمایشدهندهدرخواست

سالدوتاحداقلراگزارشات.شوداصلاحموقعبهبیمارگزارشدرخطاها.کنیدثبتراگزارشزمانوتاریخ

.باشدمتفاوتمختلف،جاهایدراستممکنزماناینالبته.کنیدنگهداری

رتمهابرنامه.کنیدشرکتخودآزمایشگاهسطحبامتناسبکیفیتخارجیارزیابیبرنامهیکدر:آزماییمهارت

.بگیریدنظردرخودآزمایشگاهبرایهمداخلیآزمایی
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کیفیتبرنامه کنترل 

(مهارت آزمایی)برنامه ارزیابی خارجی کیفیت 

سوابقوجودومستمربطورشناسیمیکروبکیفیتخارجیارزیابیبرنامهدرشرکت

خطاهارفعویابیریشه،شناساییبرایکیفیت،خارجیارزیابیبرنامهازآمدهدستبهنتایجازاستفاده

سوابقدرشدهانجاماقداماتثبت

خطاشناسایی

خطاآوردنبدستو(صحیحپاسخ)انتظارموردپاسخباشماآزمایشگاهپاسخمقایسه

آمدهبدستخطاییابیریشه

ندهدهانجاملازمآگاهیعدمآزمایش،انجامنادرستروشبکارگیریکیفیت،کنترلآزمایشانجامعدم:مانندخطا،علتیافتن

...وآزمایش

خطارفعبرایاصلاحیاقدام

ومستمرکیفیتکنترلهایآزمایشانجامآموزش،آزمایش،انجامروشودستورالعملاصلاح:مانند...

87



کنترل کیفیت

شناسیمیکروببخشدرکیفیتکنترلهایدستورالعملوجود:

کشتهایمحیط

هارنگوهامعرف

هاسرمآنتی

کیفیتکنترلآزمایشانجامدفعاتوروشنظراز،هاآنمحتویاتبهنسبتکارکنانآگاهی

ودمدتبهحداقل)آنهانگهداریوکاملطوربهمربوطههایفرمدرفوقمواردکیفیتکنترلسوابقوجود
(سال

رکتشنامشاملموجودبیوتیکیآنتیهایدیسکوهاسرمآنتیها،معرفکشت،هایمحیطازفهرستیوجود
شناسیمیکروببخشدرانقضاءتاریخواستفادهشروعتاریخساخت،سریسازنده،

وهشدخریداریهایسرمآنتیوهامعرفتشخیصی،وبیوتیکیآنتیهایدیسککشت،هایمحیطتمامی
.باشندبهداشتوزارتاز(imedسایت/کتبی)تأییدیهدارایبایدآزمایشگاهدراستفادهمورد

اریختازبعدبایدبیوتیکیآنتیوتشخیصیهایدیسکوکشتهایمحیطها،سرمآنتیها،معرفتمامی
.باشدنمیآنهاازاستفادهبهمجازبهداشتمرکزآزمایشگاهوشودانداختهدورانقضاء
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کیفیت محیط های کشتکنترل 
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ه نام تولید کنندنام محیط کشت

محیط

سری ساخت 

پودر محیط

تاریخ 

ساخت در 

آزمایشگاه

نام فرد سازنده 

محیط

ماده افزودنی

در صورت )

(بکارگیری

سری ساخت 

ماده افزودنی

فرم محیط

لوله، )

(پلیت

ه تعداد ساخت

شده

pH( در صورت

(نیاز

فرم ثبت تهیه 

محیط ( ساخت)

کشت
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کشتآماده سازی سوسپانسیون برای کنترل کیفیت محیط های-۱شکل 
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سری ساخت شرکت سازنده

پودر محیط

مشخصات 

فیزیکی

استریل 

بودن

مورفولوژی کنترل کیفیسویه 

کلنی

میزان 

واکنش/رشد

نتیجه 

نهایی

اقدام 

اصلاحی

نام فرد 

انجام 

دهنده 

آزمایش

تاریخ 

انجام 

آزمایش

فرم ثبت نتایج

کنترل کیفیت

محیط کشت

(:در صورت نیاز)pH:نام محیط کشت
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کنترل کیفیت

معرف ها
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کنترل کیفیت

معرف ها
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فرم ثبت نتیجه کنترل کیفیت معرف اکسیداز

سری 

ساخت 

تولید 

کننده

مشخصات 

فیزیکی

نتیجه نتایج آزمایش با سویه های کنترل

نهایی

نام فرد اقدام اصلاحی

انجام دهنده 

آزمایش

تاریخ 

انجام 

آزمایش

E. coli ATCC 

25922

P. 

aeruginosa 

ATCC 27853

98



کواکسمعرف فرم ثبت نتیجه کنترل کیفیت 

تولید سری ساخت 

کننده

مشخصات 

فیزیکی

نتیجهلنتایج آزمایش با سویه های کنتر

نهایی

نام فرد اقدام اصلاحی

انجام 

دهنده 

آزمایش

تاریخ 

انجام 

آزمایش

E. coli 

ATCC 

25922

K. 

pneumoniae 

ATCC 13883
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فرم ثبت نتیجه کنترل کیفیت رنگ گرم

سری 

ساخت 

مشخصات دهتولید کنن

فیزیکی

نتیجه نتایج آزمایش با سویه های کنترل

نهایی

م نام فرد انجااقدام اصلاحی

دهنده 

آزمایش

م تاریخ انجا

آزمایش

S. aureus 

ATCC 

25923

E. coli 

ATCC 

25922
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کنترل کیفیت آنتی سرم

باریکماهششهرسپسوخرید،وساختسریهر

ذرهگونههرفاقدوبودهشفافبایدسرمآنتیلام،رویسرمآنتیازقطرهیکچشمیبررسی

.باشد

لامرویبرآگلوتیناسیونبروشآزمایش

ووصیتخصبررسیبرایبایدمنفیکنترلسویهیکومثبتکنترلسویهیکحداقلآزمایش

سرمآنتیآگلوتیناسیونشدت

بابقمنطکاملاوآزمایشانجامروشمطابقبایدکنترلهایسویهباسرمآنتیکیفیتکنترلآزمون

.باشدسازندهشرکتدستورالعمل

هاواکنشهمهنتایجثبت
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کنترل کیفیت آنتی سرم

سرمآنتیقطرهیک(0.05حدود ml،10توانمیاگرچهμlنموداستفادههم)قرارلامطرفیکروی

.دهید

کلنیبودنخشنیااتوآگلوتیناسیونبررسیبرایدهید،قرارلامدیگرطرفرویفیزیولوژیسرمقطرهیک

(منفیکنترلعنوانبه).ها

یاآگاربلادمانندانتخابیغیرمحیطرویکنترلسویهساعته۲۴تا۱۸وخالصهایکلنیازTSA،

املاکآنرالوپیاچوبیاپلیکاتوربا.نماییدتهیهقطرههردرفارلندمک۳تا۲حدودیکنواختسوسپانسیون

.کنیدمخلوط

بچرخانیدجلووعقببه(سازندهدستورالعملمطابق)دقیقه۱یاثانیه۳۰مدتبهرالام.

نماییدبررسیتیرهزمینهپسبا(مطالعهچراغ)کافینورزیردرراآگلوتیناسیونواکنش.

شودحسوبماطمینانقابلسرمآنتیقطرهنتیجهتاباشد،آگلوتیناسیونفاقدبایدفیزیولوژیسرمقطره.
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کنترل کیفیت آنتی سرم

نمودثبتزیرجدولمطابقراآنتوانمیوقرائتآگلوتیناسیونشدت:
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سویه های کنترل کیفی

کشت،هایمحیطکیفیتکنترلمنظوربه،شناسیمیکروببخشدرکنترلهایسویهوجود
آنهاازاستفادهوهامعرفوهارنگها،سرمآنتی

استانداردمیکروبیهایسویهازاستفاده(ATCCیاPTCC)

دارشناسنامهکیفیتخارجیارزیابیهایسویهازاستفاده

باشندمیفنوتیپیثباتدارایکهبیمارانشدهشناختههایسویهازاستفاده

موجودکنترلهایسویهازفهرستیتهیه:

شمارهو(سروگروهیا)گونهوجنسنامATCC

تهیهتاریخومنبع

نگهداریدقیقمحل

فریزردرموجودویالتعداد

آنهاازواستفادهمیكروبيهايسویهمدتبلندومدتكوتاهنگهداريروشدستورالعملوجود
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نام سویه

منبع تهیه 

سویه (لیبل)مشخصه سویه 

شماره/طبقه

فریزر

شماره 

کرایورک

شماره ردیف در 

کرایورک

تعداد 

موجود

تاریخ ذخیره 

سازی

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Salmonella Typhimurium ATCC 14028

Shigella flexneri ATCC 12022

Proteus mirabilis ATCC 43071

Klebsiella pneumoniae ATCC 13188

Vibrio parahaemolyticus

Vibrio cholerae NON-O1

Streptococcus agalactiae ATCC 12386

Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Streptococcus pneumoniae ATCC 

6305

Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 

فهرست سویه 

های کنترل 

کیفی مورد 

نیاز
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سویه های کنترل کیفی
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تجهیزات و ابزار پایه

آنهامحتویاتبهکارکنانآگاهیوفنیهایدستورالعملوجود

،انکوباتورواتوکلاوفور

،فریزریخچال

pHمتر

سمپلر

دستورالعملبامطابقومنظمطوربهآنهاعملکردپایشسوابقوجود

شدهکالیبر،کالیبرهدماسنجیکباکهدماسنجییاکالیبرهدماسنجازبایدیخچالوانکوباتوردمایثبتبرای
.گردداعمالبایدخطا،وجودصورتدروگردداستفادهباشد،

دستگاهبهمجهزبایدشناسیمیکروببخشpHباشدداشتهدسترسیآنبهایگونهبهیابودهکالیبرهمتر.pH
مادهآمحیطبرایومحیطساختبارهرازپسبایدآزمایشگاهدرشدهساختهآگارهینتونمولروAPWمحیط

هربایددستگاهاینهمچنین.شودگیرياندازهمتر pHدستگاهبامحیط،خریدبارهرازپس(تجاری)مصرف
.باشدموجودآنسوابقوشودکالیبرpH۷استانداردبافربااستفادهازقبلبار

تنظیمpH محیطAPW ا )لیتردرگرم40سدیمهیدروکسیدازاستفادهبامعمولاا بایاو(مولاریکتقریبا
ا )لیتردرگرم536.کلریدریکاسیدازاستفاده .شودمیانجام(مولاریکتقریبا
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تجهیزات و ابزار پایه
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اتوکلاو

شیمیاییاندیکاتورهایازاستفادهTSTآنجنتایثبتواستفادهبارهردراتوکلاومستمرپایشبراي۶یا۵کلاس

بیولوژیکاندیکاتورهایازاستفاده(Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953)

(6log10)آناعتباربخشیودستگاهعملکردصحتارزیابيبراياتوکلاوکاریباربامتناسب

آننتایجثبتو

باشدمینیازسانتیگراددرجه۵۶انکوباتوردستگاهبهفرآینداینبرای.

گرددیداریخرمنتخبآزمایشگاهیکبرایانکوباتوردستگاهاینهزینه،درجوییصرفهبرایشودمیپیشنهاد

ازدبعآزمایشگاهآنونمودهارسالمنتخبآزمایشگاهبهراآنمذکورمعرفازاستفادهازپسآزمایشگاههرو

.دهداطلاعوگزارشمکتوبصورتبهرانتیجهسریعترچههرنتیجه،شدنمشخص

بار،یکوقتندچهرسپسواستفادهازقبلوخریدبارهرازبعدبایدبیولوژیکاندیکاتورکیفیتکنترلبرای

.باشدموجودآنسوابقوشودگذاشتهمثبتکنترل
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unprocessed positive control
processed

انکوباتور مخصوص اندیکاتور بیولوژیک
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بیولوژیک اتوکلاوکنترل کیفیت اندیکاتور 

مثبتکنترل

فیتکیصحتبررسیبراییکباروقتچندهروشدهخریداریاندیکاتورازساختسریهر
.کنیداستفادهمثبتکنترلازاندیکاتور

ویالرسایهمراهبهشود،اتوکلاوکهآنبدونرابیولوژیکاندیکاتورویالیککاراینبرای
۵۶دمایدرساعت۷۲تا۲۴مدتبهوبشکنیداید،کردهخارجاتوکلاوازکهبیولوژیکهای

.نماییدانکوبهسانتیگراددرجه

یابدییرتغزردبهویالمحتویاترنگوکندرشدبایدحتماویالایندرموجودباسیلوساسپور.
.استاعتمادقابلهاویالسایرنتایجیابد،تغییرزردبهبنفشازویالاینرنگاگر

ستاباسیلوساسپورخودبخودیرفتنبینازدهندهنشانندهد،رنگتغییرویالایناگر.
.نیستاعتمادقابلنیزهاویالسایرنتایجبنابراین
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کنترل کیفیت اندیکاتور بیولوژیک اتوکلاو
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کارکنان و آموزش

طورهبجدیدکارکنانبرایخصوصبهشناسیمیکروببخشکارکنانبرایآموزشیهایکارگاهبرگزاری

:شاملمنظم،وایدوره

(ادرارومدفوع)بالینیهاینمونهکشتروش

غذاوآبازمنتقلههایبیماریدربیماریزاعواملوشایعبیماریزایعواملتشخیص

شناسیمیکروبآزمایشگاهدرکیفیتکنترل

(لایهسهبندیبسته)عفونیهاینمونهاستانداردانتقالروش

سوپروایزرتوسطشناسیمیکروببخشکارکنانصلاحیتتایید

صلاحیتتاییدوکارگاهدرشرکتسوابقوجود

ارزیابیجهنتیثبتو(کوررنگیعدم)هارنگتشخیصتواننظرازشناسیمیکروببخشکارکنانارزیابی
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گزارش دهی

بررسیموردهایباکترینوعبهاشارهبامدفوعکشتنهاییگزارش

مانندکند،گزارشراارگانیسممشخصصورتبهبایدآزمایشگاه

No Salmonella spp. and Shigella spp. isolated"."

"No Vibrio cholerae isolated"

نیستقبولقابلزیرصورتبهکلیگزارش:

No Enteropathogenic bacteria isolated.

No growth.

مواردفهرست"اساسبر(کلراویبریومانند)بحرانینتایجکردنمکتوبودهیگزارششیوهدستورالعملوجود
"بهداشتمراکزشناسيمیكروبآزمایشگاهدربحرانی

دهیگزارشدستورالعملدربحرانینتایجگزارشمراحلکردنمکتوب

بحرانینتایجگزارشسوابقوجود
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