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Coagulase-Positive Staphylococcus Species

aStrains deficient in clumping factor (slide negative) will usually 
produce free coagulase (tube positive).
bHuman isolates; human plasma is recommended for testing.
cLatex agglutination is less reliable for detection of clumping factor 
or fibrinogen.
dAnimal isolates. S. intermedius and s. hyicus are rarely isolated from 
humans. Separation:

Organism  Slide Tube Heat-Stable-Endonuclease

S. aureus subsp. anaeroius - +a +

S. aureus subsp.aureus + + +

S. lugdunenisb.c + - -

S. schleiferi subsp.Coaqulans + - +

S. schleiferi subsp. Schleiferib       + - +

S. hyicusd - Va +

S. intermediusd V +a +

S. delphinid - +a -

Coagulase
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پلاسماي استريل خرگوش

)جهت انجام آزمايش كوآگولاز(
هد ف آزمايش:

(free coagulase)  آزمايش كوآگولاز جهت تعيين آنزيم كوآگولاز آزاد 
ي��ا متص��ل(bound coagulase)  و افتراق اس��تافيلوكوك هاي توليد كنند ه 

كوآگولاز از ساير گونه هاي استافيلوكوك به كار مي رود .

اساس آزمايش:
كوآگولاز پروتئيني است كه فعاليتي شبيه به پروترومبين د اشته، فيبرينوژن 
را به فيبرين تبد يل كرد ه، د ر نتيجه لخته قابل رؤيتي ايجاد  مي كند . كوآگولاز به 
د و شكل متصل به سلول و آزاد  وجود  د ارد  كه هر كد ام خصوصيات متفاوتي 

د اشته و براي تشخيص به روش آزمون جد اگانه اي نياز د ارد .
كوآگولاز متص��ل )روش لام(: كوآگولاز متصل كه كلامپينگ فاكتور 
(Clumping factor) نيز ناميد ه مي شود ، به د يواره سلولي باكتري متصل است و 
د ر محيط ترشح نمي شود ، و مستقيما با فيبرينوژن واكنش مي د هد و توليد رشته هاي 

فيبرين كرد ه كه باعث لخته شد ن و تجمع سلول هاي ميكروبي مي گرد د .
كوآگ��ولاز آزاد  )روش لوله(: كوآگولاز آزاد  ماد ه اي ش��بيه ترومبين 
اس��ت. وقتي سوسپانسيوني از ارگانيسم توليد كنند ه كوآگولاز د ر پلاسما د ر 
لوله آزمايش تهيه مي شود ، CRF (Coagulase-Reacting Factor) موجود  
د ر پلاسما با كوآگولاز آزاد  واكنش د اد ه، فيبرينوژن را به فيبرين تبد يل كرد ه 

و ايجاد  لخته مي نمايد .

مراجع:
1. MacFaddin, J.F., Biochemical Tests for Identification of  
Medical Bacteria, 2000, 3Rd edition, Lippincott Williams and 
Wilkins.
2. Murray, P.R., Manual of Clinical Microbiology, 2003, 8th 
edition, Washington D.C. 
3. Forbes, B.A. and et al. Baily and Scott’s Diagnostic 
Microbiology, 1998, 11th edition, Mosby.
4. Koneman, E.W. and et al. Color Atlas and Textbook 
Clinical Microbiology, 1997, 5edition, Lippincott.

Coagulase Test

) EDTA حاوي ضد انعقاد(
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ب( روش آزمايش لوله اي:
1- مقد اري از كلني مورد  نظر را د ر 0/5ml پلاسماي خرگوش د ر لوله 

استريل حل كنيد  تا سوسپانسيون شيري رنگ به د ست آيد .
2- لوله را به مد ت 4 ساعت د ر 35ºC انكوبه نماييد .

3- تا 4 ساعت لوله را از نظر تشكيل لخته بررسي نماييد . براي اين كار 
لوله را به آرامي كج كنيد .

4- اگر لخته اي تشكيل نشد  لوله را براي يك شب د ر حرارت اتاق 
قرار د اد ه و د وباره آن را بررسي نماييد .

تفسير آزمايش:
واكنش مثبت: ايجاد  لخته به هر اند ازه بعد  از 24-1 ساعت.

واكنش منفي: عد م ايجاد  لخته تا 24 ساعت.

محد ود يت ها:
1- بعض��ي از گونه ه��اي اس��تافيلوكوك غي��ر از S.aureus )مث��ل 
S.intermedius( واكن��ش كوآگ��ولاز مثب��ت ايجاد  مي كنن��د . )به جد ول 

مراجعه شود .(
2- استاف ارئوس هاي مقاوم به متي سيلين (MRSA) ممكن است كوآگولاز 

متصل ند اشته باشند  و نتيجه آزمايش كوآگولاز به روش لام آ ن ها منفي شود .
3- براي انجام اين آزمايش نبايد  سوش مورد  نظر را از محيط هايي كه د اراي 
غلظت زياد  نمك مي باشند  )مثل مانيتول سالت آگار( برد اريم، زيرا غلظت بالاي 

نمك باعث مي شود  كه بعضي از سويه ها اتوآگلوتيناسيون ايجاد  كنند .
4- براي انجام آزمايش كوآگولاز لوله اي، سوسپانسيون نبايد  بيش از 4 ساعت 
د ر انكوباتور بماند ، زيرا بعضي از سويه ها بعد  از 4 ساعت فيبرينوليزين توليد  كرد ه، 

فيبرينوليزين لخته را حل مي كند  و نتيجه منفي كاذب به د ست مي آيد .
5- د ر اين آزمايش براي بررسي نتيجه، لوله را بايد  به آرامي كج كنيم 
و نبايد  آن را به ش��د ت تكان د هيم. چون ممكن اس��ت لخته تكه تكه و حل 

شود  و نتيجه منفي كاذب به د ست آيد .
 )EDTA 6- پلاسماي مورد  استفاد ه بايد  پلاسماي استريل )حاوي ضد انعقاد
خرگوش باشد ، از پلاسماي سيتراته نبايد  استفاد ه شود . زيرا ارگانيسم هايي 
كه سيترات را متابوليزه مي كنند  )مثل انتروكوك ها(، نتيجه مثبت كاذب مي د هند . 

البته براي جلوگيري از چنين خطايي بايد  ابتد ا آزمون كاتالاز انجام شود .

آماد ه سازي و نگهد اري معرف:
1- معرف مورد  استفاد ه، پلاسماي استريل خرگوش به صورت ليوفيليزه  
مي باشد . ويال هاي ليوفيليزه را تا زمان قيد  شد ه بر روي برچسب مي توانيد  

د ر يخچال 8ºC-2 د رجه نگهد اري نماييد .
2- براي استفاد ه از معرف، ويال را از يخچال خارج نمود ه و اجازه د هيد  
تا د ماي آن به د ماي اتاق برسد . تحت شرايط استريل 2ml آب مقطر استريل 

به آن اضافه كرد ه، ويال را تكان د هيد  تا محتويات آن كاملا حل شود .
3- محل��ول معرف را به مي��زان 0/5ml د ر لوله هاي اس��تريل توزيع 

نماييد .
4- لوله ه��ا را ت��ا 5 روز د ر  8ºC-2 و ي��ك م��اه د ر 20ºC- مي توان 

نگهد اري و استفاد ه نمود .
5- از منجمد  و ذوب كرد ن مكرر معرف خود د اري كنيد .

روش انجام آزمايش:
بهتر است از كشت تازه 24-18 ساعته باكتري استفاد ه كنيد.

الف( روش آزمايش بر روي لام:
1- يك قطره آب مقطر استريل را روي يك لام شيشه اي تميز قرار د هيد .

2- از كش��ت 24-18 س��اعته  باكتري مورد  نظر سوسپانس��يون غليظ 
شيري و يكنواختي تهيه كنيد .

3- سوسپانسيون بايد بد ون آگلوتيناسيون باشد.
4- يك قطره معرف پلاسماي خرگوش را به سوسپانسيون  اضافه كرد ه، 

با لوپ يا اپليكاتور چوبي آن را به خوبي مخلوط نماييد .

تفسير آزمايش:
واكنش مثبت: مشاهد ه ذرات د رشت و سفيد رنگ آگلوتيناسيون 5-10 
ثاني��ه بعد  از مخلوط كرد ن پلاس��ما با سوسپانس��يون و ع��د م وجود  ذرات 

آگلوتيناسيون د ر مرحله د وم.
توجه: وجود  ذرات آگلوتيناسيون د ر مرحله د وم بيانگر اين است كه 

ارگانيسم اتوآگلوتيناسيون د اشته و آزمايش بايد  بروش لوله انجام شود .
واكنش منفي: عد م وجود  ذرات آگلوتيناسيون.

توجه: براي همه نتايج منفي يا مثبت تأخيري )بيش��تر از 10 ثانيه( 
بايد  آزمايش به روش لوله انجام شود .


