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"Shigella"

آنتي‌سرم‌هاي چند دودماني

» شناسايي شيگلا «
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عضو انجمن تخصصي مراكز تحقيق و توسعه
 صنعت، معدن و تجارت

2. از لام‌هاي شيش��ه‌اي تميز اس��تفاده كرده و به‌ترتيب يك قطره از هر 
آنتي‌سرم را بر روي لام بريزيد.

3. جهت كنترل، يك قطره س��رم فيزيولوژي را نيز بر روي لام ديگري 
بريزيد.

4. به‌وس��يلة لوپ مقداري از پرگنة باكتري مشكوك )كشت تازه 16 تا 
18 س��اعته(، رش��ديافته بر روي محيط‌هاي غيرمهاري را در قطرة آنتي‌سرم 
و جداگان��ه در قط��رة كنترل ب��رده، كاملاً حل كنيد به‌ط��وري كه يك قطره 

سوسپانسيون غليظ و يكنواخت بوجود آيد.
* نكته: از آنجا كه اس��تفاده از محيط‌هاي كش��ت مختلف آزمون را دچار 
اختلال مي‌سازد، جهت ارزيابي صحيح نتايج، شديداً  توصيه مي‌گردد: كلني‌ها از 

محيط‌هاي KIA ،TSI يا Blood Agar برداشته شوند.
 5. ه��ر لام را ب��ه صورت دوران��ي حركت دهيد و واكن��ش را قبل از
30 ثانيه در مقابل يك‌صفحه سياه و مات از نظر آگلوتيناسيون به دقت مورد 

بررسي قرار دهيد.
6. لخته ش��دن مشخص و يا آگلوتيناس��يون كامل در اين مدت، بدون 
مش��اهدة لخته در قطرة كنترل بايد به‌عنوان واكنش مثبت درنظر گرفته شود. 
نمونه‌اي كه موجب ايجاد يك واكنش مثبت مش��خص با آنتي‌سرم مي‌شود، 

باكتريي با ساختارهاي آنتي‌ژني يادشده بر روي قطره‌چكان است.
7. اگر باكتري مورد آزمايش در سرم فيزيولوژي نيز خودبه‌خود آگلوتينه 
مي‌شود، اين باكتري از نوع Rough بوده و نتيجه آزمون قابل‌اعتماد نمي‌باشد.

8. در صورت عدم‌مشاهده آگلوتيناسيون در هيچ‌يك از قطره‌ها، احتمال دارد 
سويه از جمله سويه‌هاي كپسول‌دار باشد، بنابراين جهت اجتناب از منفي كاذب، 

حتماً  لازم است آزمون بر روي ميكروب با حرارت كشته‌شده، انجام گردد.

2-5. تفسير نتايج:
+4  100 درصد آگلوتيناسيون، زمينه كاملاً  شفاف، ذرات مشخص

+3  75 درصد آگلوتيناسيون، زمينه نسبتاً شفاف
+2  50 درصد آگلوتيناسيون، زمينه نسبتاً مات

+1   25 درصد آگلوتيناسيون، زمينه كدر
-    عدم آگلوتيناسيون

نتيجه مثبت: آگلوتيناسيون واضح در كمتر از 30 ثانيه )هرگونه واكنش 
مثبت بعد از 30 ثانيه بايد منفي درنظر گرفته شود(.

نتيجه منفي: عدم مشاهده آگلوتيناسيون در هيچ‌يك از قطره‌ها.
 * توجه: لازم به ذكر است كه برخي از سرگروپ‌هاي شيگلا ديسانتري ماهيتاً 

واجد واكنش آگلوتيناسيون ضعيف‌تري نسبت به بقيه سروگروپ‌ها هستند.

3-5. آزمون آگلوتيناسيون براي ميكروب كشته شده با حرارت:
1. 0/5 تا 1 ميلي‌ليتر سرم فيزيولوژي داخل يك لوله بريزيد.

2. توسط لوپ مقداري از باكتري رشد كرده بر روي محيط‌هاي نامبرده را 
داخل آن منتقل كنيد تا يك سوسپانسيون غليظ و يكنواخت حاصل شود.

3. آنگاه سوسپانس��يون موردنظر را داخل حمام آب‌جوش 100 درجة 
سانتي‌گراد، به‌مدت 60 دقيقه قرار دهيد.

 1000rpm 4. بعد از خنك شدن، سوسپانسيون به‌مدت 3 تا 5 دقيقه در
سانتريفوژ كرده و آزمايش را از رسوب حاصل تكرار كنيد.

4-5. آماده‌سازي:
آنتي‌س��رم‌ها و وسايل را به دماي اتاق برسانيد و قبل از انجام آزمايش 
اطمينان حاصل كنيد كه لام‌ها و پيپت‌ها تميز و عاري از هرگونه ماده اضافي 

مانند دترژنت‌ها هستند.

5-5. محدوديت‌هاي انجام آزمايش:
1. گزارش صحيح واكنش‌هاي س��رولوژيك وابسته به خلوص كشت، 
خصوصيات مورفولوژيك و واكنش‌هاي بيوش��يميايي اس��ت كه باكتري را 

به‌عنوان شيگلا مطرح مي‌سازد.
2. متدهاي سرولوژيك به تنهايي نمي‌توانند جهت جداسازي گونه‌هاي 

شيگلا به‌كار گرفته شوند.
3. گرماي بالاي )منابع خارجي( مانند: لوپ باكتريولوژيك، منبع نوري 
و غيره ممكن است از ايجاد يك سوسپانسيون يك دست از باكتري ممانعت 
كرده يا موجب تبخير يا پرسيپيتاسيون مخلوط شوند كه در نتيجه آن واكنش 

مثبت كاذب رخ مي‌دهد.

4. كلني‌هاي خشن )Rough( ايجاد آگلوتينه كاذب مي‌كنند، بنابراين در 
آزمايش سرولوژيك انتخاب كلني‌هاي نرم )Smooth( ضروري است.

5. آنتي‌س��رم پلي‌والان شيگلا، با استفاده از كشت مستقيم باكتري‌ها بر 
روي محيط آگار مورد ارزيابي قرار مي‌گيرند. اين آنتي‌سرم‌ها نبايد با استفاده 
از ايجاد سوسپانس��يون در محلول 0/85 درصد NaCl يا ساير حلال‌ها مورد 
س��نجش ق��رار گيرند. اگر مصرف‌كننده مراحل ديگ��ري غير از مراحل ذكر 
ش��ده را به‌كار گيرد. هر ش��ماره ساخت آنتي‌س��رم بايد با كشت‌هاي كنترل 
ش��ناخته شده مورد سنجش قرار گرفته تا روش تغييريافته )modified( مورد 

تأييد قرار گيرد.
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2.  شناسايي

: E.coli 1-2. شيگلا و
س��ويه‌هاي ويژه‌اي از E.coli ممكن اس��ت از نظر بيوش��يميايي مشابه 
Shigella باشند، زيرا هر دو مي‌توانند لاكتوز منفي، بدون حركت، گاز منفي، 
لايزين منفي و حتي آزمون ONPG و استات آنها منفي باشد. اين سويه‌ها تا 
سال 1940 اعضايي از جنس شيگلا به‌نام »Alkalescens Shigella« بودند كه 
براساس توصيه كميته بين‌المللي انتروباكترياسه از جنس شيگلا خارج شدند 
كه اين به‌علت خصوصيات بيوشيميايي و آنتي‌ژن‌هاي كپسولي و سوماتيك 
آن‌ها بود كه آنان را بيشتر به اشرشيا نزديك مي‌كرد و سرانجام آنان را به‌نام 
»Alkalescens-Dispar Organisms(»E.coli ADO( تقسيم‌بندي كردند كه امروزه 
»E.coli ADO« كه خود شامل Inactive E.coli در تمامي جداول انتروباكترياسه 

است، به‌چشم مي‌خورد.
DNA و همكارانش با اس��تفاده از ارتباطات Brenner ،1973 در س��ال
تأيي��د كردند كه اين دو جنس )اشيرش��يا و ش��يگلا( در واقع متعلق به يك 
جنس هس��تند، اما علي‌رغم اين حقيق��ت به‌دلايل كلينيكي و اپيدميولوژيك 
اين دو جن��س همچنان به‌صورت منفك از يكديگر قرار مي‌گيرند؛ بنابراين 
شناس��ايي گونه‌هاي ش��يگلا ش��امل جداس��ازي ميكروارگانيسم، تشخيص 
بيوشيميايي و تأييد سرولوژيك باكتري مي‌باشد. تأييد سرولوژيك با استفاده 
از واكنش ميكروارگانيس��م )آنتي‌ژن( با آنتي‌بادي موجود در آنتي‌سرم است 
كه موجب ايجاد يك لخته ماكروس��كپي كه آگلوتيناس��يون ناميده مي‌شود، 

صورت مي‌گيرد.
 ايجاد واكنش آگلوتيناس��يون همولوگ، س��ريع با ق��درت بالا و پيوند
محكم مي‌باش��د، اما از آنجا كه ميكروارگانيسم )آنتي‌ژن( ممـــكن است با 
آنتي‌بادي‌هاي توليدش��ده بر عليه ساير گونه‌ها، ايجاد واكنش‌هاي هترولوگ 
كن��د؛ باي��د توجه كرد كه اين واكنش‌ها ضعيف و آرام بوده و ممكن اس��ت 
اين واكنش‌هاي ضعيف و ناخوانا موجب خطا و س��ردرگمي در تش��خيص 
 واكنش‌هاي س��رولوژيك گ��ردد. بنابراين واكنش آگلوتيناس��يون همولوگ
باي��د با تش��خيص مورفولوژيك و بيوش��يميايي ميكروارگانيس��م تأييد 

گردند.

1. معرفي

1-1. مقدمه:
با وجود ش��يوع ش��يگلوزيس يا ديسانتري كلاسيك در همه نقاط دنيا، 
ميزان شيوع اين بيماري در كشورهاي درحال توسعه، چندهزار بار بيشتر از 
ميزان آن در ايالات‌متحده اس��ت. بيش��تر موارد در كودكان 6 ماه تا 10 سال 
رخ مي‌دهد. شدت بيماري براساس ابتلا به گونه‌ها و سروتيپ‌هاي مختلف، 
متغير بوده اما در اغلب موارد با اس��هال ش��ديد، تب و بي‌حالي همراه است. 
ناقلين بدون علامت نيز ديده ش��ده‌اند. دفع از طريق مدفوع در بيماراني كه 
هنوز درم��ان آنتي‌بيوتيكي دريافت نمي‌كنند مي‌تواند بين يك تا چهار هفته 

ديده شود، اما ناقل بودن بيشتر از يك‌سال به‌ندرت ديده شده است.
مهم‌ترين راه انتشار بيماري، از يك فرد به فرد ديگر است و به‌هرحال 
شيوع اغلب در نتيجه تماس نزديك ايجاد مي‌شود )براي مثال در مراكز مراقبت 

و نگهداري كودكان و سالمندان شيوع بيشتري از آن ديده مي‌شود(.
تقريباً 60 درصد كودكان كمتر از يك‌س��ال كه در معرض باكتري قرار 
مي‌گيرند، بيمار مي‌ش��وند، اما اين ميزان در س��نين بالاتر حدود 20 درصد 
است. S.sonnei گونه غالب جدا شده در كشورهاي صنعتي است و پس از 
آن S.flexneri بالاترين ميزان جداسازي را دارد. جداسازي S.boydii نسبتاً نادر 
است و جداسازي S.dysenteriae تيپ 1 فقط در كشورهاي درحال توسعه 

يا در اشخاصي كه به اين مناطق سفر مي‌كنند، ديده شده است.

2-1. خصوصيات كلي:
ش��يگلا باكتري گرم منفي متعلق به خانواده انتروباكترياس��ه است. اين 
ارگانيس��م اولين‌بار در سال 1898 توسط »Shiga« معرفي شد و سرانجام در 
س��ال 1919 به احترام او »Shigella« ناميده شد. چهارگونه شناخته شده اين 
جنس واجد س��روتيپ‌هاي متعددي هستند كه با وجود جداول بيوشيميايي 
جهت شناس��ايي اين‌گونه س��روتيپ‌ها، ش��ناخت آنها كاملًا مرتبط با انجام 
آزمون‌هاي س��رولوژيك )با استفاده از آنتي‌سرم مربوطه( است. از آنجا كه 
گونه‌هاي اين جنس بدون حركت‌ هستند، بنابراين شناسايي سرولوژيك 

آنها براساس آنتي‌ژن سوماتيك O مي‌باشد.

2-3. پايداري و ذخيره:
بايد در دماي 8-2 درجه س��انتي‌گراد نگهداري ش��ود و پايداري آن تا 

تاريخ انقضا، بر روي برچسب قيد شده است.

4. هشدارها و احتياط‌ها 
1. اين فرآورده تنها براي استفاده in-vitro مي‌باشد.
2. قبل از استفاده حتماً  بروشور را مطالعه فرماييد.

3. از استفاده پس از تاريخ انقضاء بپرهيزيد.
4. هنگام انجام آزمون از دستكش و پوشاننده‌هاي مناسب استفاده كنيد.

5. پس از اس��تفاده، لام و اپليكاتور استفاده شده را داخل ظرف محلول 
0/5 درصد هيپوكلريت سديم )آب‌ژاول( قرار دهيد.

6. از آلوده شدن محلول بر اثر تماس با ميكروب‌ها جلوگيري كنيد.
7. درصورت كدربودن يا لخته‌بودن آنتي‌سرم‌ها، از استفاده از آنها بپرهيزيد.

8. در آنتي‌س��رم‌هاي حاضر، Thiomersal به‌عنوان يك نگهدارنده به‌كار 
رفته است كه در صورت بلع مي‌تواند موجب مسموميت شود. همچنين اين 

ماده در صورت تماس با آلومينيوم مي‌تواند ايجاد خوردگي كند.
9. از ذوب و انجماد آنتي‌س��رم‌ها بپرهيزي��د كه مي‌تواند موجب ايجاد 

رسوب و از دست رفتن توان آنها شود.
10. براي انجام آزمايش حتماً از نور مناسب و صفحه تيره استفاده كنيد.

5. روش انجام آزمون و تفسير نتايج
كش��ت‌هايي ك��ه از طري��ق آزمون‌ه��اي بيوش��يميايي و خصوصيات 
مورفولوژيك��ي ميكروب موردنظر ش��ناخته ش��ده‌اند مي‌توانند جهت هدف 

موردنظر مورد آزمايش قرار گيرند.

1-5. آزمون آگلوتيناسيون بر روي لام:
: direct به روش O جهت بررسي آنتي‌ژن

1. آنتي‌سرم‌هاي Shigella را قبل از آزمايش از يخچال بيرون آورده، به 
درجه حرارت اتاق برس��انيد. اطمينان حاصل كنيد كه لام‌ها و پيپت‌ها 

تميز و عاري از هرگونه ماده اضافي مانند دترژنت‌ها هستند.

2-2. جداسازي و كشت نمونه‌هاي مدفوع :
مدفوع يا سواب مدفوعي

Differentiation of E.coli-Shigella )1 جدول(

*SS agar
or

XLD agar

Selenite
Broth

MacConkey 
agar

Plate (MCA)
Hektopn Enteric agar

(HEA)

*SS agar

تك كلني لاكتوز منفي )يا انجام ايزوله جهت اطمينان از خلوص كلني(

)E.coli آزمون‌هاي بيوشيميايي )جهت شناسايي شيگلا و افتراق آن از

آزمون‌هاي سرولوژيك

Test
Reaction of the following species

Shigella E.coli inactive E.coli

Lysine decarboxylase - V +
Motility - - +
Gas from glucose - - +
Acetate utilization - V +
Christiansen`s citrate - V d
Mucate - V +
Lactose - d +

"Abbreviations: -, negative; +, Positive, V, less than or equal to 50%
 Positive, d, less than or equal to 25% positive.

ss agar* مانع رشد بعضي از سويه‌هاي شيگلايي مي‌شود، بهتر است از HE يا XLD استفاده شود.

3. مشخصات فرآورده
1-3. محتويات:

 1/7 ml جعبه محتوي بروشور راهنما و چهار ويال قطره‌چكان با حجم
است كه اين مقدار جهت انجام 56 آزمون، كافي است.

Shigella Antiserum Poly Group A 
Shigella Antiserum Poly Group B
Shigella Antiserum Poly Group C
Shigella Antiserum Poly Group D

1. يك ويال
2. يك ويال
3. يك ويال
4. يك ويال


