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آنتي ژن هاي سوماتيك يا آنتي ژن هاي سطحي سلول مي شوند . براي شناسايي 
س��رولوژيكي اين سويه ها، بايد  سوسپانس��يون از باكتري مورد  نظر د ر سرم 

فيزيولوژي تهيه كرد ه و به مد ت 15 د قيقه د ر بن ماريc°100  قرار د اد .

مشخصاتفراورده:
A(محتويات:

    1.7ml  جعبه  محتوي  بروشور راهنما و چهار ويال  قطره  چكان  با حجم
است. كه  اين  مقد ار جهت  انجام  56 آزمون، كافي  مي باشد .

8. د ر آنتي سرم هاي  حاضر، Thiomersal به  عنوان  يك  نگهد ارند ه  به  كار 
رفته  است  كه  د رصورت  بلع  مي تواند  موجب  مسموميت  گرد د . همچنين  اين  

ماد ه  د ر صورت  تماس  با آلومينيوم  مي تواند  ايجاد  خورد گي  كند .
9. از ذوب  و انجم��اد  آنتي س��رم ها بپرهيزيد  كه  مي تواند  موجب  ايجاد  

رسوب  و از د ست  رفتن  توان  آنها گرد د .
10. براي  انجام  آزمايش  حتماً از نور مناسب  و صفحه  تيره  استفاد ه  كنيد .

روشانجامآزمونوتفسيرنتايج:

كش��ت هايي  ك��ه  از طري��ق  آزمون ه��اي  بيوش��يميايي  و خصوصيات  
مورفولوژيك��ي  ميكروب  مورد نظر ش��ناخته  ش��د ه اند  مي تواند  جهت  هد ف  

مورد نظر مورد  آزمايش  قرار بگيرند .
:direct  به روش O  آزمونآگلوتيناسيونبررویلام: جهت  بررسي  آنتي ژن)A

1. آنتي سرم هاي  Salmonella را قبل  از آزمايش  از يخچال  بيرون  آورد ه  
، به  د رجه  حرارت  اتاق  برسانيد . اطمينان حاصل كنيد  كه لا م ها و پيپت ها تميز 

و عاري از هرگونه ماد ه اضافي همانند  د ترژنت ها هستند .
2. از لام هاي  شيش��ه اي  تميز استفاد ه  نمود ه  و به ترتيب  يك  قطره  از هر 

آنتي سرم  برروي  لام  بريزيد .
3. جهت  كنترل، يك  قطره  سرم  فيزيولوژي  را نيز برروي  لام  د يگري  بريزيد .

4. به وس��يله  لوپ  مقد اري  از كلني  باكتري  مشكوك  )كشت  تازه  16 تا 
18 س��اعته(، رش��د  يافته  برروي  محيط هاي  غيرمهاري  را د ر قطره  آنتي سرم  
و جد اگان��ه د ر قطره  كنت��رل  برد ه، كاملًا حل  نمايي��د  به طوري كه  يك  قطره  

سوسپانسيون  غليظ و يكنواخت بوجود  آيد .
نكته: از آنجا كه  استفاد ه  از محيط هاي  كشت  مختلف  آزمون  را د چار 
اختلال  مي س��ازد ، جهت  ارزيابي  صحيح  نتايج، شد يد اً توصيه  مي گرد د :  

كلني ها از محيط هاي  KIA ،TSI  يا Blood Agar  برد اشته  شوند .
 5. ه��ر لام  را به ص��ورت  د وراني  حرك��ت  د هيد  و واكن��ش  را قبل از 
30  ثانيه  د ر مقابل  يك  صفحه  س��ياه  و مات  از نظر آگلوتيناسيون  به د قت  

مورد  بررسي  قرار د هيد .

6. لخته  ش��د ن  مشخص  و يا آگلوتيناس��يون  كامل  د ر اين  مد ت، بد ون  
مشاهد ه  لخته  د ر قطره  كنترل  بايد  به  عنوان  واكنش  مثبت  د رنظر گرفته  شود . 
نمونه اي  كه  موجب  ايجاد  يك  واكنش  مثبت  مش��خص  با آنتي سرم  مي گرد د ، 

باكتريي  با ساختارهاي  آنتي ژني  ياد  شد ه  برروي  قطره  چكان  است.
7. اگ��ر باكتري  م��ورد  آزمايش  د ر س��رم  فيزيولوژي  ني��ز خود  به  خود  
آگلوتينه  مي شود ، اين  باكتري  از نوع  Rough  بود ه  و نتيجه  آزمون  قابل  اعتماد  

نمي باشد .
توج��ه: يك روش قابل اعتماد  جه��ت تأييد  يا رد  Rough بود ن كلني 
تهيه يك سوسپانسيون غليظ از باكتري مورد نظر و حرارت د اد ن آن به مد ت 
15 د قيق��ه د ر 100  د رجه مي باش��د  با اي��ن روش د رصورت Rough بود ن 

كلني ها محلول به صورت د و فاز مجزا د رمي آيد .
8. د ر صورت  عد م  مشاهد ه  آگلوتيناسيون  د ر هيچ يك  از قطره ها، احتمال  
د ارد  سويه  از جمله  سويه هاي  كپسول د ار باشد  بنابراين  جهت  اجتناب  از منفي  

كاذب، حتماً لازم  است  آزمون پس از حذف كپسول مجد د اً انجام  گرد د .

B(تفسيرنتايج:

4+  100 د رصد  آگلوتيناسيون، زمينه  كاملًا شفاف، ذرات  مشخص 
3+    75 د رصد  آگلوتيناسيون، زمينه  نسبتاً شفاف 

2+    50 د رصد  آگلوتيناسيون، زمينه  نسبتاً مات 
1+    25 د رصد  آگلوتيناسيون، زمينه  كد ر

-          عد م  آگلوتيناسيون 

نتيجه  مثبت: آگلوتيناسيون  واضح  د ر كمتر از سي ثانيه )هرگونه واكنش 
مثبت بعد  از 30 ثانيه بايد  منفي د رنظر گرفته شود .(

نتيجه  منفي: عد م  مشاهد ه  آگلوتيناسيون  د ر هيچ يك  از قطره ها.
 C و  D توجه: لازم  به ذكر است كه  برخي  از سروگروپ هاي سالمونلا  گروه
واجد  كپسول مي  باشند  كه د ر اين صورت نتيجه منفي كاذب ايجاد  مي كنند  و 
جهت رفع اين مشكل بايد  به روشي كه د ر ذيل آمد ه  است كپسول را از 

بين برد ه و سپس آزمون را با گروه D و C آنتي سرمي تكرار كرد .

C(آزمونآگلوتيناسيونبرايميكروبكپسولدار:
1. 0/5 تا 1 ميلي ليتر سرم  فيزيولوژي  د اخل  يك  لوله  بريزيد .

2.  توسط  لوپ  مقد اري  از باكتري  رشد  كرد ه  برروي  محيط هاي  نامبرد ه  را 
د اخل  آن  منتقل  كنيد  تا يك  سوسپانسيون  غليظ  و يكنواخت  حاصل  شود .

3. آنگاه  سوسپانس��يون  مورد  نظر را د اخل  حمام  آب جوش  100 د رجه  
سانتي گراد ، به مد ت  15 د قيقه  قرار د هيد .

  1000rpm 4. بعد  از خنك شد ن، سوسپانسيون به مد ت 3 تا 5 د قيقه د ر
سانتريفوژ نمود ه و آزمايش را از رسوب حاصل تكرار كنيد .

آمادهسازي:

آنتي س��رم ها و وسايل  را به  د ماي  اتاق  برسانيد  و قبل  از انجام  آزمايش  
اطمينان  حاصل  كنيد  كه  لام ها و پيپت ها تميز و عاري  از هرگونه  ماد ه  اضافي  

همانند  د ترژنت ها هستند .
D(محدوديتهايانجامآزمايش:

1. گزارش  صحيح  واكنش هاي  س��رولوژيك  وابسته  به  خلوص  كشت، 
خصوصيات  مورفولوژيك  و واكنش هاي  بيوش��يميايي  اس��ت  كه  باكتري  را 

به  عنوان  سالمونلا  مطرح  مي سازد .
2. متد هاي  سرولوژيك  به  تنهايي  نمي توانند  جهت  جد اسازي  گونه هاي   

سالمونلا  به كار گرفته  شوند .
3. گرماي  بالاي  )منابع  خارجي( مانند : لوپ  باكتريولوژيك، منبع  نوري  
و غيره  ممكن  است  از ايجاد  يك  سوسپانسيون  يك د ست  از باكتري  ممانعت  
كرد ه  يا موجب  تبخير يا پرسيپيتاسيون  مخلوط  شوند  كه  د ر نتيجه  آن  واكنش  

مثبت  كاذب  رخ  مي د هد .
4. كلني هاي  خشن )Rough(  ايجاد  آگلوتينه  كاذب  مي كنند ، بنابراين  د ر 

آزمايش  سرولوژيك  انتخاب  كلني هاي  نرم  )Smooth( ضروري  است.
5. آنتي سرم  پلي والان   سالمونلا ، با استفاد ه  از كشت  مستقيم  باكتري ها 
بر  روي  محيط  آگار مورد  ارزيابي  قرار مي گيرند . اين  آنتي سرم ها نبايد  با 
اس��تفاد ه  از ايجاد  سوسپانسيون  د ر محلول 0/85 د رصد   NaCl  يا ساير 

حلال ها مورد  س��نجش  قرار گيرند . اگر مصرف كنند ه  مراحل  د يگري  غير از 
مراحل  ذكر شد ه  را به  كار گيرد . هر شماره  ساخت  آنتي سرم  بايد  با كشت هاي  
  )modified( كنترل  شناخته  شد ه  مورد  سنجش  قرار گرفته  تا روش  تغيير يافته

مورد  تأ ييد  قرار گيرد .

Salmonella Antiserum Poly Serogroups A

Salmonella Antiserum Poly Serogroups B

Salmonella Antiserum Poly Serogroups C

Salmonella Antiserum Poly Serogroups D

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

B(پايداريوذخيره:
بايد  د ر د ماي  8-2 د رجه  س��انتي گراد  نگهد اري  ش��ود  و پايد اري  آن  تا 

تاريخ  انقضاي  قيد  شد ه  بر روي  برچسب  مي باشد .

هشدارهاواحتياطها:
1. اين  فراورد ه  تنها براي  استفاد ه  In-vitro مي باشد .

2. قبل  از استفاد ه  حتماً بروشور را مطالعه  فرماييد .
3. از استفاد ه  پس  از تاريخ  انقضاء بپرهيزيد .

4. هنگام  انجام  آزمون  از د ستكش  و پوشانند ه هاي  مناسب  استفاد ه  كنيد .
5. پس  از استفاد ه، لام  و اپليكاتور استفاد ه  شد ه  را د اخل  ظرف  محلول  

0/5 د رصد   هيپوكلريت  سد يم  )آب  ژاول( قرار د هيد .
6. از آلود ه  شد ن  محلول  بر اثر تماس  با ميكروب ها جلوگيري  كنيد .

7. د ر صورت  كد ر بود ن  يا لخته  بود ن  آنتي س��رم ها، از اس��تفاد ه  از 
آنها بپرهيزيد .
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مقدمه:
آنتي س��رم هاي س��المونلا جهت شناس��ايي س��رولوژيكي اعضاء جنس 
س��المونلا مورد  اس��تفاد ه قرار مي گيرند . اعضاي اين جنس به طور گسترد ه اي 
د ر محيط انتش��ار د ارند  و به عنوان پاتوژن هاي رود ه اي عامل طيف وسيعي از 
بيماري ها د ر انسان و حيوانات مي باشند . آنها مسؤول گاستروانتريت، باكتريمي، 
سپتي س��مي و تب ه��اي رود ه اي اند  كه تب تيفوئيد  مهمترين آن ها محس��وب 
مي ش��ود . اين عفونت اغلب از طريق تماس مس��تقيم و يا غذا و آب آلود ه به 
مد فوع، ايجاد  مي شود  و  عامل آن Salmonella Serotype Typhi  مي باشد . 
س��ويه هاي س��المونلا غيرتيفي معمولًا عامل عفونت رود ه اي مي باشند  كه با 
اس��هال، تب و كرامپ هاي ش��كمي همراه اند  و اغلب به مد ت يك هفته فرد  
را د رگير مي كنند . همچنين اين س��ويه ها به ند رت عامل عفونت هاي لوكاليزه 
مانند  اس��تئوميليت، عفونت هاي اد راري و باكتريمي به خصوص د ر اشخاص 
با ضعف ايمني مي باشند . آلود گي د ر همه سنين گزارش شد ه است اما ميزان 

آلود گي د ر نوزاد ان بالاتر است.

طبقهبندي:

 د ر س��ال Crosa  1973 و همكاران��ش با اس��تفاد ه از هيبريد يزاس��يون
DNA-DNA سويه هاي سالمونلا را د ر 5 گروه اصلي گروه بند ي كرد ند . امروزه 
د و )و شايد  سه( گروه اضافي مورد  شناسايي قرار گرفته اند . شايع ترين سويه  هاي 

عامل عفونت هاي انساني د ر گروه I هيبريد يزاسيون DNA قرار مي گيرند .
د و گون��ه ش��ايع اخي��راً د ر جنس س��المونلا شناس��ايي ش��د ه اس��ت: 

 

S.enterica و S.bongori )كه س��ابقاً زيرگونه 5 ش��ناخته مي شد ( سالمونلا 
انتريكا به 6 زيرگونه تقسيم شد ه است.

 زيرگونه I معمولًا از انسان و حيوانات خون گرم جد ا شد ه و زيرگونه های
II ،IIIa ،IIIb ،IV ،VI  و S.bongori معمولًا از حيوانات خونسرد  و محيط 

جد ا شد ه اند  و به ند رت جد اسازي شان از انسان گزارش شد ه است.
آزمون هاي بيوشيميايي مفيد  جهت تشخيص زيرگونه هاي مختلف اين 

باكتري د ر جد ول 1 و 2 شرح د اد ه شد ه است. )1( 
تقريب��اً ح��د ود  100 س��ال اس��ت كه نام س��روتيپ ها به عن��وان گونه 
 نوش��ته مي ش��ود  و اين روش هنوز به طور گسترد ه اي رواج د ارد . براي مثال
س��المونلا انتريتيد يس يكي از رايج ترين س��روتيپ ها، د ر آمريكا و بيش��تر 
كش��ورهاي اروپايي است كه نام اين س��روتيپ را نبايد  با گونه انتريتيد يس 
متراد ف د انس��ت. اخيراً WHO  )مركز بين المللي س��المونلا كه د ر انس��تيتو 
پاستور پاريس واقع است( رد ه بند ي متفاوتي ارائه كرد ه است كه نام سروتيپ 
 Enteritidis  به صورت حروف بزرگ نوشته شود  نه به صورت ايتاليك )مانند

.)Salmonella Enteritidis و يا : Salmonella Serotype

آمادهسازينمونه:

 1( ي��ك گ��رم از مد فوع ت��ازه و يا يك س��واپ ركت��ال را بايد  به طور
همزم��ان  ب��ر روي  محي��ط مكانكي همراه با محيط هاي نيم��ه انتخابي چون 
هكتون انتريك آگار )HEA(  يا محيط )XLD( )مناس��ب جهت ش��يگلا ( و 
Selenit broth )SF( و محيط غني كنند ه SSد ر صورت موجود  نبود ن محيط

 منتقل نمود .
توجه: محيط كاملا ً انتخابي توصيه شد ه )توسط انجمن ميكروب شناسان 
آمريكا( جهت جد اسازي Salmonella serotype Typhi بيسموت سولفيت آگار 
و محيط نيمه انتخابي توصيه شد ه هكتون انتريك آگار مي باشد . )تفسير رشد  

برروي اين محيط ها د ر جد ول 3 آمد ه است(.
پس از 12-8 ساعت انكوباسيون محيط غني كنند ه، مجد د اً از SF  برروي 

د و عد د  از محيط هاي كشت ذكر شد ه  ايزوله شود .
2( پليت ها را  24-18 ساعت د ر حرارت 35 د رجه سانتيگراد  انكوبه كنيد  
و سپس با انتخاب كلني هاي لاكتوز منفي  يا هم رنگ محيط كه مي تواند  

H2S مثبت يا منفي باشد ، آزمون هاي بيوشيميايي لازم را انجام د هيد .

جد ول 1 : آزمون های بيوشيميايی مفيد  د ر افتراق سالمونلا از ساير اجزاء 
A خانواد ه انتروباكترياسه و شناسايی سروتيپ های تيفی و پاراتيفی

aReactions after incubation at 37°c.k, alkaline slant; g,gas; 
+ ,90% or more positive within 1 or 2 dayd; )+(, positive 
reaction after 3 or more days; -, no reaction )90% or more( in 7 
days; d, different reactions [+,)+(,-].
bSodium potassium tartrate.
eONPG, o-nitrophenyl-b-D-galactopyranoside for derection 
fo b-galactosidase activity.

جد  ول 2 : واكنش های بيوشيميايی مفيد 
A برای تفكيك گونه ها و زيرگونه های سالمونلا

aReactions after incubation at 37°C +, 90% or more positive 
within 1 or 2 days; )+(, positive reaction after 3 or more days; 
-, no reaction )90% or more( in 7 days; d, different reactions 
[+,)+(,-]. 
bA total of 67% were positive.
cA total of 15% were positive.
dA total of 85% were positive.
eA total of 22% were positive.
fA total of 15% were positive.
gA total of 44% were positive.
hA total of 60% were positive.
iA total of 30% were positive.
jSodium potassium tartrare

جد   ول 3 : تفسير رشد  نمونه های مد فوع بر روی محيط های كشت

aData extracted from J.F.McFadden. 1985. Media for 
Isolation-Cultivation-Identifrcation-Maintenance of Medical 
Bacteria, Vol.1.The Williams & Wilkins Co., Baltimore.
bMethod Used in the Laboratory to detect potential pathogens.

جد    ول 4 : افتراق پاتوژن های احتمالی مد فوع

I( Salmonella enterica Subsp. Enterica
II( S.enterica subsp. Salamae 
IIIa( S.enterica subsp. Arizonae
IIIb( S.enterica subsp. Diarizonae
IV( S.enterica subsp. Houtenae
VI( S.enterica subsp. Indica

توجه: جهت اطمينان از خلوص كلني بهتر است فقط از يك تك كلني 
لاكتوز منفي جهت انجام آزمون ها اس��تفاد ه نمود . بنابراين ايزولاسيون اوليه 
ت��ك كلني لاكت��وز منفي برروي يكي از محيط هاي كش��ت اوليه )مكانكي( 

توصيه مي شود .
3( آزمون هاي تشخيصي را براساس جد ول 1 ، 2 و 4 انجام د هيد .

توجه: اس��تفاد ه از محيط لايزين آي��رون آگار LIA جهت افتراق جنس 
س��المونلا از س��يتروباكتر ضروري اس��ت و انجام آزمون آنتي سرمي از روي 
كلني هاي مستقيم قبل از تأييد  ايزوله به عنوان جنس سالمونلا خطا مي باشد .

: Serogroupingشناساييسرولوژيك

س��المونلاها واجد  د و تيپ اصلي آنتي ژن مي باشند  O  : )سوماتيك( و 
H )ت��اژه اي(. آنتي ژن هاي O  مقاوم به حرارت اند  و اس��اس گروه بند ي اين 

ارگانيسم مي باشند  كه براساس آن از A تا Z  طبقه بند ي مي شوند .
بي��ن 95 تا 97 د رصد  از س��روتيپ هاي ش��ايع ايزوله ش��د ه متعلق به 

سروگروه های E1 ،D ،C2 ،C1 ،B ،A تا E4 مي باشند .
عموماً د ر آزمايشگاه هاي تشخيص پزشكي شناسايي تا حد  سروگروه 
لازم اس��ت اما د ر آزمايش��گاه هاي رفرانس بايد س��روتيپ ب��ا آنتي ژن هاي 
اختصاصي تعيين گرد ند  كه اغلب براساس شناسايي آنتي ژن هايH يا فلاژلار 
مي باش��د .  ضمناً بايد  هنگام شناسايي آنتي ژن هايO مطمئن شد  كه واكنش 
آگلوتيناس��يون به د ليل واكنش متقاطع نمي باشد . مثلًا آنتي ژن هاي سروگروه 
A )2 و 12(. B )4 و 5 و 12( و D )9 و 12( اس��ت ك��ه همگ��ي محتوي 
آنتي ژن مش��ترك 12 مي باشند  كه ممكن اس��ت موجب واكنش متقاطع بين 
اين س��روگروه ها گرد د . بنابراين آنتي سرم جذب شد ه فقط حاوي فاكتور 2 

)سروگروه A( يا 9 )سروگروه D(  مي باشد .
  Salmonella  serotype Typhi و ب����رخ���ی س����وي���ه ه���ای
  Salmonella serotype Dublinو Salmonella serotype Paratyphi C  
و بعضي از س��ويه هاي Citrobacter واجد  كپسول مي باشند  كه به عنوان 
آنتي ژن vi )ويرولانس( شناسايي شد ه اند . اين آنتي ژن موجب پوشاند ن 
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