
كلرا ويبريو آزمايشگاهي تشخيص آزمايشگاهي ويبريو كلراتشخيص
 و روشهاي نمونه برداري

دوم تكميل–قسمت مطالب مطالب تكميليقسمت دوم



:نمونه برداري و انتقال 

. باشد قبل از مصرف آنتي بيوتيكروز اول بيماري و4نمونه گيري بايد در
)  بافت آلوده  – ركتال سواب  – مدفوع : (نمونه هاي مشكوك      

ترانسپورت محيط در را نمونه مرطوب سواب از استفاده دادهCary-blairبا قرار Caryبا استفاده از سواب مرطوب  نمونه را در محيط ترانسپورت     blairقرار داده
.  به آزمايشگاه منتقل گردد) درجه 4ترجيحا در ( ساعت  48ظرف و بايد      

   
را به ..... اگر محيط ترانسپورت در دسترس نباشد ، نوار هاي كاغذ خشك كن و يا    

.به آزمايشگاه انتقال داد  در كيسه پلاستيكي در بستهمدفوع آبكي آغشته نمود و 
اند( خشكي به حساس ها )ويبريو )ويبريو ها حساس به خشكي اند(   



Cary blair medium                                         :محيط كري بلر
.بايد طبق دستورالعمل سازنده تهيه و نگهداري گردد

عوامل بيماريزاي منتقله از آب و غذا :  محيط انتقالي  
(Shi ll E li Vib i )                   (Shigella – E .coli – Vibrio )                   

هفته خارج از يخچال 4نگهداري ويبريوها به مدت  -: مزايا 
باشد يخچال د حتما بايد گلا ش ي نگهدا جهت .جهت نگهداري شيگلا بايد حتما در يخچال باشد-         

 محيط آماده كري بلردر خارج از يخچال تا 2 سال قابل نگهداري است اما...
:توجه وج

. دارند % 1احتياج به كلريد كلسيوم ) طبق دستورالعمل سازنده(برخي محيط ها  
        



: زيكشت وجدا سازي وج
بعد از انتقال به آزمايشگاه

ي  براي افزايش تعداد ويبريوها و كاهش فلورميكروبهاي روده اي از محيط غني كننده    ي ز ي رو ي روبه ي ور ش و ويبريو يش ز ي بر
استفاده  g/l 10و داراي نمك  PH=8/4 -8/6با  (APW)  آب پپتونه قليايي    
.ميشود    

ا ا ط ش82ا ا نگ ال خ .درجه در يخچال نگهداري شود 2-8اين محيط بايد در دماي   

درجه  37ساعت در  6-8بعد از تلقيح نمونه در پيچ لوله را نيمه باز گذاشته و به مدت    
ا ل ل آ ا ا لا ل ااالا ا ط  محيط انتخابيبرداشته و درقسمت بالايي لولهقرار داده و بعد از آن بوسيله لوپ از

.كشت ميدهيم 

.   محيط آب پپتونه را نبايد بهم زد و يا مخلوط نمود    
ساعت ميتوان مجددأ      18در صورت عدم حفظ شرايط كشت در اين مدت ، بعد از      

.  بعدي در محيط انتخابي كشت داد  6-8دوم برده و درAPWدر        رر و بر بيوم ي ر ي ب
 



  :ويبريوكلرا انتخابي كشت محيط      

(Thiosulfate Citrate Bile Salt agar)= TCBS  
Sucrose / Bromthymol blueSucrose / Bromthymol blue

و  TCBSدر براق  كلني هاي زرد ) درجه 35در دماي ( ساعت 24ز ابعد
        .دنشـــد مي كنرMac Conkeyدرلاكتوزمنفيكلنـي هاي بـي رنگ   

Bloodمانند انتخابي غير هاي ازمحيط ميتوان براين علاوه       Agar, Chocolate
Agar : MacConkeyNutrient agar,كرداستفادهكشتجهت . g yg رجه,

داراي سطح صاف N.Aكلني ها در محيط
B A .ميباشندداراي هموليز B.Aودر محيط

TCBS  محيط 



TCBS medium
.طبق دستورالعمل هاي موجود اين محيط نيازي به اتو كلاو ندارد - 
.از زمان تهيه محيط نبايد بيش از يك هفته گذشته باشد -

ش گ ل ش خشك ا ش ا نگ ف ك ا ل ك ت در صورتيكه پليت ها در كيسه فريزر نگهداري شود ، از خشك شدن جلوگيري شده  -
.و ماندگاري آنها بيشتر ميشود



:تشخيص افتراقي ي ر يص
. كشت داد  TSIويا   KIAرا بايد روي محيط   TCBSكلني هاي مشكوك بروي   

Iron Agar Kligler
است كه بايد صـورت شـيبدار تهيـه شـود          لاكتوزو  گلوكزيك محيط دو قندي شامل 

.درجه نگهداري شود  2-8و در دماي ) سانت 3سانت و شيب  3عمق ( 
ت صو به آن د يوها وي وALK/Aواكنش گاز د تول استSH2بدون منف . منفي است  SH2بدون توليد گاز وALK/Aواكنش ويبريوها درآن به صورت   

 ميشود ويژه آنتي ژنهايبروز  به علت داشتن كربوهيدرات سبب تقويت ها اين محيط 
. ها بايد نمونه برداشتاز روي اين محيطولوژي سرجهت آزمايشاتلذا    
. در تمام مراحل كشت نبايد شرايط بيهوازي ايجاد گردد←
.كشت بايد به صورت سطحي و عمقي باشد←
ا2418ا← ش ا ط ا ت ا ...ساعت بايد محيط ها بررسي شود زيرا18-24پس از←



Triple Suger Iron agarTriple Suger Iron agar
است و واكنش سوكروزو   لاكتوز،  گلوكزيك محيط سه قندي شامل     

ت ص به آن د ها ي گازA/Aي د ل ت ن تSH2بد ا نف .منفي استSH2بدون توليد گاز وA/Aيبريوها درآن به صورت و



Wurster’s blue test :                 : زتست اكسيداز ي
.بايد تست اكسيداز انجام داد  B.A ,N.A, KIAاز كلني هاي رشد كرده روي 

محيط"توجه نكنيدTCBSاز !استفاده !استفاده نكنيدTCBSاز محيطتوجه
.مثبت است  V .choleraeاين تست در 
.استفاده كنيدE .coliازباكتري  :و كنترل منفي ي رل ريو يزب

.درصد كه بايد به صورت روزانه تهيه شود1پودر اكسيداز  :  معرف اكسيداز 
: روش انجام آزمايش



:آزمايشات سرولوژي وژي رو ي ز
, KIAجهت تست سرولوژي حتما بايد از كلني هاي تازه روي محيط  N.A   برداشت شود  .

:  روش انجام آزمايش       
ه قط دو د و داشته ب چوب كاتو اپل با ا كلن از ي مقدا نابتدا سال مال دهن ك حل لام وي د در روي لام  حل كرده    نرمال سالينابتدا مقداري از كلني را با اپليكاتور چوبي برداشته و در دو قطره    

.تا يك سوسپانسيون يكنواخت تهيه شود  
.   ثانيه تا يك دقيقه بررسي ميكنيم  30سپس يك قطره از آنتي سرم را اضافه كرده ودر مدت      
.در صورت ايجاد آگلوتيناسيون واكنش مثبت است    

جهت استفاده از آنتي سرم هاي اختصاصي اگاوا و اينابا قبلا    
.بايد واكنش با آنتي سرم پلي والان مثبت شده باشد      

.آگلوتيناسيون بايد سريع و قوي اتفاق بيفتد   

ش ف ا آن ا ش اك ك ...در صورتيكه  واكنش با آنتي سرم ها منفي شود وت
مشكوك شد كه بايد   (NAG)بايد به ويبريو ناگ      
.به تاييد آزمايشگاه مرجع  برسد     

               واكنش مثبت       واكنش منفي                                                                                        



:  آزمون رشته   ر ون ز
.  استفاده ميشود دزوكسي كلات سديومدر صد  0/5دراين تست از محلول آبي       

تازه كلن از مقداري كردن حل Vبا Choleraeو شده ليز باكتريها محلول اين در در اين محلول باكتريها ليز شده و V .Choleraeبا حل كردن مقداري از كلني تازه    
محلول كدر و لزج ميشود كه درصورتيكه با لوپ به آرامي كشيده شود ايجاد يك  

.  رشته موكوئيدي مينمايد

String test                                                                                               



اقاگا hاف l : هستندكنندهكمكV.Choleraeتشخيص دركهافتراقيهايتستديگراز  

Biotype Classic* Eltor*Biotype Classic Eltor

   * Polymyxin B sen. + ‐
* Voges‐Proskauer ‐ +
* B i h IV* Bacteriophage IV sen. + ‐
string test + +
Indol /sucrose + +
Urease ‐ ‐
Arginin Dehydrolase ‐ ‐
Lysin Decarboxylase + +
Ornithin Decarboxylase   + +
Arabinose ‐ ‐Arabinose ‐ ‐
ONPG + +
Manitol + +

   



:تست تعيين حساسيت ميكروبي روبي ي ي يين
.استفاده شود  Kirby‐Bauyerبايد از تكنيك  V .Choleraeدر آنتي بيوگرام 

ك ط ا ا Mلذا ll Hi tك فا ا استفاده كرد ، Muller Hintonلذا بايد از محيط كشت
كه بعد از انكوباسيون واندازه گيري قطر هاله عدم رشد ميتوان حساسيت باكتري

.را تعيين كرد ر يين ر
:  آنتي بيوتيك هاي تائيد شده در اين روش شامل 

1 A i illi1. Ampicillin
2. Nalidixic acid
3. Tetracyclin
4. Furazolidon 
5. Co-trimoxazole
6. Ciprofloxacin



Vibrio. cholerae O139

 {dis‐15000 dead 100,000}:  در هند وبنگلادش 1992عامل اپيدمي سال 
.  خوانده شد O139سروگروپ شناخته شده تشابهي نداشت بنام  138چون با  ←

گگآگ )خرچنگ - صدف-ميگو(مصرف غذاهاي دريايي خام ونيم پخته آلوده-:ويژگي
زخم ها ، گوش خارجي ، دستگاه تنفس و ادراري        : عامل عفونت هاي خارج رودهاي  -              
O1فاقد توكسين كلراژن از نوع-             
عدم واكنش با آنتي سرم پلي والان -              
O129 (Vibriostatic)مقاوم به تركيب   -              

Virulance factor :
‐Capsule LPS               → Bacterimia 
‐With pilli (TePA Ag.)   → Colonization in mocosal layer 
‐Entrotoxin : →  Detectable in stool 
‐Hemagglutinin Protease HemolysinHemagglutinin , Protease , Hemolysin .



:روش جداسازي ويبريو كلرا  به طور خلاصه 


