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 سـرآغـاز
عملیاتی   ـ  یمعلای ـاهـن راهنمـدویـولیت ت ـاری ها که مسئ  ـمـز مدیریت بی  ـمرک
جهت تأمین،   گین خود در  ـور را به عهده دارد، در راستای وظایف سن         ـکش

 مراقبت   سطح سلامت جامعه، ناگزیر است از سیستم های          یحفظ و ارتقا   
، آموزش،  سینا شدهی، همه گیر   گزارش ،ولوژیکـدمیـاپیدمیولوژیک، پیشگیری اپی  

حـرکـت این مـرکـز در مسـیـر     .  پروفیلاکسی های گوناگون بهره گیرد    و مشاوره
د به علم و دانش اساتید        منه ه عشق و فداکاری انسان های علاق       ـبخـود،  

 محققان خاموش و پرکار و به عمل             ۀعارفانۀ  دلسوز، به خرد و اندیش      
 .همواره وابسته استو تلاش کارشناسان زبده املان بی تکلف ـ عۀ هنرمندان

 در تشخیص مننژیت  روش های آزمایشگاهی   مجموعۀ حاضر تحت عنوان     
آزمایشگاه های کشور انمندی با توجه بـه نـیـاز مبرم ایـن مرکز در ارتقای تو

در تشخیص عـوامل بیماری مننژیت تـوسط صـاحب نظران مراکز مختلف          
سازمان جهانی  دانشگـاهـی و پـژوهـشی و بـا استفـاده از منابـع مورد تأیید           

کاربردی تـلاش بـراین بـوده کـه بـر جنبه هـای        . بهـداشت تهیـه  شده است  
رشناس و کـاردان آزمایشگاه فارغ از مباحث       تکیه شود، به گونه ای که هر کـا    

نظری که در کتـاب هـای دیگـر در دستـرس است بتـوانـد مـراحل انجـام            
 . آزمایش را به صورت مدون دراختیار داشته باشد

 ای تمام ـتقادهنا ا و ـا، پیشنهاده ـمرکز مدیریت بیماری ها از نقطه نظره    
 ورـرایی ام ـژوهشی و اج  ـپوزشی،  ـاران آم ـکردـاحب نظران و دست ان  ـص

ن مرکز را در ـد؛ بنابراین خواهشمند است ایـبهداشتی درمانی استقبال می کن
 .رماییدـون عملی و پژوهشی یاری فـجهت بهبود کیفی مت
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 پیش گفتار
از عصـری که ابن سینـای بـزرگ تشخیـص بیمـاری قند را با آزمایش ادرار     
ممکن دانست، از زمانی کـه پاستـور دانشمند فقیـد فرانسوی نظریۀ تولید           
خودبه خودی عوامل بیماری ها را بـه چالش کشیـد، از هنگامی که کخ عامل            

 غلط پیشینیان خط بطلان کشید، از       بیماری سل را کشف نمود و بر باورهای      
آن هنگام که آدمیـان تکیه بـر روش هـای علمـی و تجـربی را جهت تبیین              
حادثه هـای طبیعـی بـر کلی گویی هـای شبـه فلسفی برگزیدند، آزمـون و           

 . آزمـایش جایگاه ویژه ای در علوم بشـری یافت

هایی که با آزمون    در علوم پزشکی نیز آزمایشگاه به عنوان یکی از محل         
و سنجش و تشخیص عـوامل بیمـاری هـا بـه یـاری پزشـکان و دردمنـدان            

به گـونه ای که امـروز سـازمان    . می آید، روزبه روز اهمیـت بیشتری می یابد    
جهـانی بهداشت، آزمایشگاه ها را نه تنها به عنوان محلی برای تشخیص یک             

 .راقبت جامعه از بیماری ها می شناسدبیماری، بلکه مکانی برای دیده بانی و م

بیماری مننژیت به عنوان یکی از اولویت های بیماری ها در سطح جهانی           
تشخیص این بیماری به خصوص به لحاظ نحوۀ نگه داری و          . و کشوری است  

انتقال نمونه و ازنظر یکسان سازی و روشمنـدنمودن نیاز بـه مجموعه ای             
 خرد جمعی افرادی که مستقیماً با تشخیص        مجموعه ای که با تکیه بر    . داشت

 .آزمایشگاهی مننژیت مواجه هستند تهیه شود

این کتاب جهت استفادۀ کارشناسان و کاردانانی تدوین شـده است کـه           
. درپی یک دستورالعمل استاندارد در تشخیص آزمایشگاهی مننژیت هستند        

 رئیس محترم جـادارد از استـاد گـرامی جناب آقای دکتر محمدمهدی گویا  
مرکز مدیریت بیماری ها که با حمایت های بی دریغ ایشان جان تازه ای در              

 .کالبد آزمایشگاه های بهداشت و درمان کشور دمیده شد تشکرنماییم

همچنین از جنـاب آقـای دکتر محمد عباسی ریاست محترم آزمایشگاه          

 ننژیتبررسی آزمایش مایع مغزی نخاعی در تشخیص م 10

رم ادارۀ  ملی سلامت، جناب آقای دکتر محمد صاحب الزمانی مدیر کل محت          
کــل امـور آزمـایشـگـاه های تشخیص طبی و جنـاب آقـای دکتر عبدالرضا              
استقامتی ریاست محترم ادارۀ بیماری های قابل پیشگیری بـا واکسـن تقدیر           

 .و تشکر می نماییم

در پایان، از کارکنان مرکز نشر صدا که در چاپ و انتشار این کتاب ما را         
 .همراهی کردند متشکریم

بی صبرانه در انتظار نظرات    . عه بی شک خالی از نقص نیست      این مجمو 
 .اصلاحی شما بزرگواران که پاسداران سلامت جامعه هستید می باشیم

 
 

 نویسندگان
 1384تابستان 
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 مقـدمـه
براسـاس کنـترل مننژیت یـکی از اولویت های سازمان جهانی بهداشت است که 

ی مختلف منطقۀ خاورمیانه، مستلزم    وضعیت ابتلا به این بیماری در کشورها      
 . سیستم های مراقبتی متفاوتی خواهدبود

 میلیـون نفر و مرگ ناشی 2/1تعـداد موارد ابتلا به مننژیت در دنیا سالیانه 
 . نفر برآورد می شود135,000از آن 

 استرپتوکوکوس پنومونیه  و   هموفیلوس آنفلوانزه ،  نایسریا مننژیتدیس 
باکتری های پاتوژن مطرح بوده و مراقبت مننژیت ناشی       به  عنوان شایع ترین   

درحـال حاضر  . از آنهـا یکی از بهتـرین راهکارهـای کنترل این بیماری است          
توجه سازمان جهانی بهـداشت بـه مـراقبت از بیمـاری مننژیت در کودکان           

 هموفیلوس آنفلوانزه  سال معطوف شده و به طبع عفونت با ارگانیزم            5زیر  
ترین درصـد ابتـلا را در کشـورهـای درحال تـوسعه تشکیل می دهد          که بیش 

 . اهمیت زیـادی دارد

از سـوی دیـگـر تـعـییـن اثـربـخشـی بـرنـامـۀ واکـسینـاسیـون علیـه         
 و انجـام واکسیناسیون    استـرپتـوکک پنـومـونیـه  و   هموفیلـوس آنفلـوانـزه 

می بیماری مننگوککی   درصـورت نیـاز و همچـنین تشخیص زودرس اپیـد      
و مقـابلـۀ منـاسب بـا آن مستلـزم تشخیـص دقیـق ثبت و گـزارش دهی   

 . استبـه مـوقع

 مشکلاتی نظیر عدم توانایی آزمایشگاه ها در جداسازی پاتوژن مولد مننژیت،          
همچنین عـدم گزارش دهـی به هنگام و دقـیـق در سطـوح  مخـتلـف ازجمـلـه 

بنابراین . ز این بیماری را با مشکل مواجه می سازد       که مراقبت ا   مواردی است 
ضمـن بازنگـری دستورالعمـل اجـرایی مراقبت از این بیمـاری، به منـظور           
هماهنگی و ارتباط دقیـق و منسـجم بین آزمایشـگاه و بخـش های بهـداشت 
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باشد که  . و درمـان در سـطوح مخـتلف سیـستم مراقبـت در تلاش هستیم         
این مجموعه گامی باشد در این راستـا و رسیـدن بـه هـدف           فراهم آوردن  

 .متعالی سلامت جامعه و توسعۀ انسانی
 
 

 » دکتر عبدالرضا استقامتی«

 رئیس ادارۀ بیماری های قابل پیشگیری با واکسن
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  13                                                                        روش های آزمایشگاهی در تشخیص مننژیت

 

 

 تعـریـف

 مایع مغزی نخاعی 
CSF1     اولین بار تـوسـط Cotango    عملکـرد این  . اخته شد شن 1764 در سـال

مایع که در اطراف مغز و نخاع جریـان  دارد، تـأمین مـواد غـذایی، دفع مواد              
 .زائـد و حفاظت از سیستم اعصاب مـرکـزی است

مایع مغـزی نخاعی از شبـکۀ کـوروئید تـولیـدشده و مقـدار تـام آن در           
 . استml170-140 و در بالغیـن ml60-10نوزادان 

 
 

 

ـام آزمـایش مـایع مغـزی نخـاعی و خـون مـراحـل زیـر مورد         جهت انج 
 :توجه قـرارمی گیـرد

 ثبت اطلاعات .1
 نمونه گیری .2
 مراحل انجام آزمـایش روی مایع مغزی نخاعی .3
 
 ثبـت اطلاعـات. 1
 خون / CSFـ فرم درخواست انجام آزمایش های 1ـ1

در فرمی حـاوی   تـوصیه می شود اطلاعات مربوط بـه تمـام نمونه های بالینی        
 :موارد زیر ثبت شود

 نام بیمار    .1

                                                 
1. Cerebrospinal Fluid  

. یک نمونۀ اورژانس بوده و باید هرچه سریع تر آزمایش و نتایج آن گزارش شودCSFنمونۀ 
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 نام پدر .2
 سن و جنس .3
 نام بیمارستان .4
 شمارۀ تخت/ شمارۀ  اتاق .5
 نام و نشانی پزشک .6
 ...)نخاع کمری، شانت و (محل آناتومیک جمع آوری نمونه .7
 تاریخ و ساعت جمع آوری نمونه .8
 تشخیص بالینی و تاریخچۀ بیماری .9

  ساعت اخیر48مصرف آنتی بیوتیک و نوع آن در  .10
 )خون/ CSF (نوع نمونه .11
  ـ قنـد(کشت، شمارش  سـلولی، بیـوشیمی(آزمـایش مـورد درخـواست .12

 ).3CRP]   ـ2آگلوتیناسیـون لاتـکس[و سـرولوژی) LDH1 ـ   پروتیئن
 
 ـ اطلاعات مورد نیاز ثبت شده روی برچسب هر نمونه2ـ1

     :نام بیمار
 :           شمارۀ تخت:                       شمارۀ اتاق
 :نوع نمونه

 :تاریخ و ساعت جمع آوری نمونه
 :آزمایش مورد درخواست

 
 در آزمایشگاه) خون/ CSF(ـ اطلاعات لازم جهت پذیرش نمونه3ـ1
 کد پذیرش –

 نام بیمار –

 نوع نمونۀ دریافتی –

 تاریخ و ساعت نمونۀ دریافتی –
                                                 
1. Lactate-Dehydroganase    
2. Latex agglutination             
3. C-Reactive Protein 
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 نمونـه گیـری. 2
اسازی و تعیین هویت عوامـل میکـروبی      جمع آوری نمونه های بالینی در جد    

توصیه می شود تاحـد امکان قبل از      . حائز اهمیت است  مـولد مننژیت بسیار     
 آنتی بیوتیـکی از بیمـار نمونه گیری شده تـا از نابودی میکروارگانیزم          درمـان

البته باید توجه داشت هرگز به منظور جمع آوری نمونـه درمان        . شودجلوگیری  
  مایع مغزی نخاعی و خون باید هرچه سریع تر به آزمایشگاه         .أخیر نیفتد بیمار به ت 

 .منتقل شده و تحت آزمایش قرارگیرند
 

 CSF روش جمع آوری

 روشی تهاجمی است و باید به  دست افراد کارآزموده          CSFجمع آوری نمونۀ   
درصورت احتمال وجود مننژیت در بیمار،      . و در شرایط آسپتیک انجام شود    

CSF است ین نمونۀ بالینی برای جداسازی و تعیین هویت عامل بیماری زا          بهتر  .
عـاری از  ( و کامـلاً آسپـتیک   LP1 توسـط پزشک به روش      CSFجـمع آوری  

 . و فقط برای تشخیص انجام می شود) هرگونه آلودگی میکروبی
 در سه لولۀ استریل     ml3-1لازم است نمونه هـا هرکدام بـه حجم تقریبی        

، لـولۀ  )مخصـوص آزمایش هـای بیوشیمیایی  (1امل لولۀ شمارۀ    درپیچ دار ش 
جهت (3، لولۀ شمارۀ    )مخصوص آزمایش های میـکروب  شنـاسی  (2شـمارۀ  

جمع آوری شـود و برای انجـام آزمـایش های مـربوط به         ) بـررسی سـلولی 
 .آزمایشگاه ارسال شـوند

ر یک لولـه    و فقط د   ml1 ارسالی بـه مقـدار کمتر از       CSFدرصورتی که   
بـاشـد، جهت جلوگیـری از آلـودگـی نمـونـه، ابـتدا بـا سـرسمپلر استریل          
. مقداری از آن برای بررسی سلولی به بخش خون شناسی فرستاده  می شود            

سپس بقیۀ آن سانتریفوژ شده، مایع رویی جهت آزمایش  هـای بیوشیمیـایی           
                                                 
1. Lumbur Puncture  
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باقیـمانـده آزمـایش  بـه بـخش بیـوشیـمی ارسـال گـردیـده و از رسـوب         
 . میکروب شنـاسی بـه عمل می آید

لازم به ذکر است که حداکثر زمان گـردش کـاری یـاد شـده، نبـایـد بیش از             
 .باشـد) در حرارت اتاق(یک ساعت

 نکات ضروری

 در هـر زمـان بـه عنـوان یـک آزمـایش اورژانس        CSFانجـام آزمـایش    .1
 .تـلقـی مــی شــود

 . نمونه در یخچال، حرارت زیاد و نور شدید اجتناب شوداز قراردادن .2
 .از به کار بردن پنبـه، جهت بستـن سـر لـوله هـا اکیـداً خـودداری شـود .3
 .بـرای انتقـال لـولـه هـا از جـالـوله ای منـاسب استفـاده شـود .4
درصـورتـی کـه امـکـان آزمـایــش فـوری نـمـونـه در آزمـایـشـگاه         .5

 ـایزولیت     میـکـروب شن ـاسی وجـود نـداشته بــاشـد، از محیـط تـرانس 
(T-I)1استـفـاده شـود . 

 .لازم است نمونه توسط پـزشک یا پـرستار بـه آزمـایشگاه منتقل شـود .6
 
 مراحل انجام آزمایش روی مایع مغزی نخاعی.  3
  )ظاهر ـ حجم(ـ بررسی فیزیکی1ـ3

 . شـود  بـرحسب میلی لیتـر گـزارش میCSFحجم  :حجم –

ظـاهـر .  است )Clear-Crystal( زلال و شفاف   CSFظاهر طبیعی    :2ظاهر –
CSF          جـدول هـای ( را پس از بررسـی به یکـی از مـوارد صفحـۀ بعـد

 .تـوصیف کنیـد) 2 و 1شــمارۀ 

                                                 
1. Trans-Isolate 
2. Appearance  
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 CSF اهمیت بالینی ظاهر . 1جدول شمارۀ 

   ظاهر   موارد   علت ها 

 زلال ـ شفاف  نرمال

WBCS مننژیت
  آلود، کدر، ابریمه 1

مواد حاجب  تزریق مادۀ حاجب
 رادیوگرافیک

 روغنی

RBCS خونریزی
2

 خونی 

تخریب گلبول های قرمـز در اثـر
خونریزی قدیمی یا صدمه ناشی

 از نمونه گیری

 زردفام هموگلوبین

  بیلی روبین افزایش سطح بیلی روبین سرم

  مرتیولات آلودگی

  تنکارو افزایش سطح سرمی کاروتن

 
  بـا منشأ خونـریزی یا نمونه گیری     (Bloody)تفکیک نمونـه بـا ظاهـر خـونـی      .2جدول شمارۀ   

 همراه با صدمه 

ناشی از نمونه گیری همراه با صدمه   عامل/  مشاهده  ناشی از خونریزی

 بیشتر است و کم کـم در1در لولۀ   
 لوله های بعدی ازبین می رود

در هر سه لوله به صورت    
 واخت دیده می شودیکن

 نحوۀ توزیع خون

بـه دلیـل وجـود فیـبرینـوژن 
 پلاسما ممکن است لخته ایجادشود

 تشکیل لخته بدون تشکیل لخته

عـد از  یـز بـ  سـاعــت2چـون هـمـولـ
شروع می شود کم کم زردفام می شود

بلافاصله بعـد از کشیـدن   
 مایع نخاعی وجوددارد

محلول رویی زردفام

                                                 
1. White Blood Cell 
2. Red Blood Cell  
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  CSF بالینی ظاهراهمیت 
 در RBC عدد 400 و تا WBC عدد 200توجه  داشته باشید کـه ممکن است تا      

 را تغییرندهد، بنابـرایـن باید همۀ نمونه ها       CSFهـر میکرولیتر، ظاهر طبیعی     
 .به طور میکروسکپی بررسی شـوند

 
 ـ آزمـایش شـمارش سلولی2ـ3

 .  استCSF و قرمز در اساس آزمایش، شمارش و شناسایی گلبول های سفید
 .برای انجام شمارش سلولی لولۀ مربوط ابتدا باید به آرامی مخلوط شود

 
 آزمایش شمارش سلولی با استفاده از لام نئوبار ) الف

  :وسایل مورد نیاز

 لام نئوبار و لامل سنگی –

 WBCو   RBCملانژور شمارش  –

 ـ –  مارکانو محلول رقیق کننده، مانند سرم فیزیولوژی 

  انجام آزمایشروش
 .برای انجام شمارش سلولی ابتدا باید محتوی  لوله را به  آرامی مخلوط کنیم

 را بین لام و لامل گـذاشتـه و زیـر میکروسکـوپ بـا           CSFیـک قـطـره   
درصورتی  کـه تعـداد گلبول هـای سفید     .  بررسی می نماییم x40درشت نمایی  

 عدد بود، نمونه مستقیم و      100  عدد و گلبول های قرمز کمتر از      50کمتر از   
بدون رقت توسط لام نئوبـار شمـارش می شود و اگر بیشتر بـود، لازم است             

 .به نسبت منـاسب با محلول رقیق کننده رقیق شـود

% 40 ساعت،   2شمارش سلولی باید به سـرعت انجـام شـود؛ زیـرا طی مـدت          
درصورتی  که نمونه ها به سرعت آزمایش نشوند،       . لکوسیت ها ازبین می روند  

بـایـد نمونـۀ مربـوط به آزمایش هـای سـلولی در یخچـال بـا درجـۀ حرارت          
°C4ی شـود نگه دار. 
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  به هیچ وجـه از سل کانتر استفاده نشود و باتوجـه بهCSFبرای شمارش سلولی  
 :زیر شمارش  می شـودفرمول داده شده تعداد سلول ها مطابق شِمای 

 
W  W 

 
R       R 

R 
R       R 

 

W  W 

 چنانچه نمونه برای شمارش گلبول های سفید رقیق  نشده باشد، تعداد کل         
 در   مشخص شـده W که با علامت     WBC مربع   4سلول هـای شمارش شـده در    

 ضرب و عــدد نهایی به عنـوان تعداد کل گلبول های سفید در میلـی متر            5/2
 فرمول   طبق WBC گزارش شود و درصورت رقیق شدن، شمارش       CSFعب  مک

 :زیر محاسبه می شود
 تعداد کل سلول شمارش شده× فاکتور رقت                                         

 
 

 اختلال به وجود آورد،    WBC در شمارش    RBCدرصورتی  که تعداد زیاد     
 . طبق روش زیر عمل کنید

 
  CSFصورت خونی بودن  درRBCروش تخریب 

 را بـرداشتـه و در لـولۀ      CSFبعد از مخلوط کردن لولـه، چهار قطـره از         .1
 .دیگـری می ریـزیم

 .مقداری اسید استیک گلاسیال را در یک پیپت پاستور کشیده و خالی می کنیم .2
 . فوق را داخل پیپت پاستور کشیده یک دقیقه صبرمی کنیمCSFچهار قطره  .3
 .  محتویات پیپت پاستور در لوله، آنها را مخلوط می نماییمبعد از تخلیۀ کامل .4
 مجدداً  محتویات لوله را با پیپت پاستور کشیده قطرۀ اول را دورمی ریزیم             .5

 . و مابقی را با هموسیتومتر می خوانیم
 .  را شمارش  می کنیمWBCتعداد  .6

تعداد مربع های شمارش شده× حجم یک مربع  
تعداد کل سلول در  
= هر میلی متر معکب 
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اگر جهت شمارش گلبول های قـرمـز عمل رقیق سـازی انجـام نگرفت،         
 که با   RBC مربـع مربوط به     5اد کل گلبول های قـرمز شمارش شـده در       تعـد

 ضـرب شده و عدد نهایی به عنوان تعداد کل        50  مشخـص شده در  Rعلامت  
درصـورت انجام  .  گزارش شود CSFگلبول هـای قـرمـز در میلی متـر معکب      

 . طبق فرمول بـالا انجـام شـودRBCرقت، شمارش 

بـرابـر بـا  ) شـمارش گلبـول سفیـد  (Wدر یـک مـربـع    حجم خـوانش   : تـوجـه 
 . خـواهدبـود10/1=10/1 × 1 × 1ارتفاع به ترتیب × عرض ×  طـول 

بـرابـر بـا ) شمـارش گلبـول قـرمـز(Rحجم خـوانـش در یـک مربـع  : تـوجـه 
 . خـواهدبـود250/1=10/1 × 5/1 × 5/1ارتفاع  به تـرتیب × عرض × طـول 

 
عـداد گلبول هـای سفیـد مـایع مغـزی نخـاعی در نمونـه هـای        تصحیـح ت 

 )Bloody(خـونی

 بـه خـون آغشتـه باشـد، می تـوان تـعـداد گـلبول هـای سفید را          CSFزمانی که   
 خون  RBC و   WBCفرمـول زیر اصلاح نمـود، لازم است ابـتدا تعـداد        ازطریق  
 .  تعیین شودمحیطی

 CSF گلبول سفید اضافه شده به                =        ×  گلبول سفید خون 

 CSF سفید واقعی گلبول = CSF شمارش شده سفید گلبول ـ CSF به اضافه شده سفید گلبول

 عدد  700 خـون طبیعی باشـد، می تـوان به ازای هر         WBCو    RBCاگـر  
RBC موجود در CSF یک سلول از لکوسیت هـای ،CSFحذف کرد   . 

 
 CSF رای گلبول های سفیدمقادیر مرجع ب

  0-30 سلول در میکـرولیتـر و در نـوزادان        0-5 در افـراد بالغ     WBCتعـداد  
 .سلول در میکرولیتـر است

 CSFگلبول قرمز  
 گلبول قرمز خون 
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 CSF شمارش افتراقی گلبول های سفید) ب

 به دلیل عدم دقت لازم در تشخیص و افتراق سلولی، از انجام شمارش افتراقی             
 . توسط لام نئوبار خـودداری شـود

ای حصول اطمینان از مشاهدۀ حداکثر تعداد سلول ها، نمونه باید قبل            بر
 .از تهیۀ اسمیر سانتریفوژ  شـود

 زیـاد بـاشـد، نیـازی بـه سانتریفوژ      CSFاگـر تعـداد گلبول هـای سفیـد     
 .نمونـه نیست

 :وسایل مورد نیاز

 لام نو  .1
 سانتریفوژ .2
 رنگ رایت    .3
 میکروسکوپ .4
 روغن ایمرسیون .5
 )کانتردیف(تی سلولیشمارشگر دس .6

 روش انجام آزمایش

 . سانتریفوژ کنیدrpm2000 دقیقه در 5-10 را به مدت 3ابتدا لولۀ  شمارۀ  –

مایع رویی را برای آزمایش های دیگر جداکرده و نگه دارید و رسوب             –
 .را با حجم کمی از این مایع مخلوط کنید

 ک کردنیک قطره از رسوب را روی لام قرارداده و بعد از پخش و خش               –
 .در حرارت آزمایشگاه، بـا استفـاده از رنگ رایت رنگ آمیـزی کنید

 میـکروسکـوپ نـوری و کـانتـردیف     100× بـا استفـاده از عـدسی      –
 .گلبول هـای سفیـد را شـمارش افتراقی کنیـد
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در  خون داریم    WBCباید همان دقتی را که درخصوص شمارش افتراقی         
 سلول های(اپاندیم ، سلول هـای شبکۀ کوروئید ـ  CSFدر  . این جا نیز داشته باشیم  

و سلول های بدخیم ممکن است دیده شـوند که در مورد اول         ) داخلی بطن ها 
درصورت وجود سلول های به هم چسبیده با نامنظمی هسته یا          . طبیعی است 

 .هستک های پررنگ با یک پاتولوژیست مشورت کنید
 
 )1 شمارۀ لولۀ(CSFـ آزمایش های بیوشیمیایی 3ـ3

  درواقع ناشی از فیلتراسیـون خـون و ترشح فعال به  داخل بطن ها      CSFچون  
است، ترکیبات آن مشابه پلاسما نیست و تغییـر در نفوذپـذیری سـد خونی            

 . موجب تغییرات بیوشیمیایی در آن می شودBBB(1(مغزی
 

 CSFاندازه گیری پروتئین) الف
  CSFروش های اندازه گیری پروتئین

 مـاده اسیـد سـولفـوسالی سیلیک و      2این  کـار بـا استفـاده از       :ورت سنجی کد
در روش اول بیشتـر آلبـومیـن رسـوب . تری کلـرو استیک  اسیـد انجام می شـود   

در روش دوم آلبـومین و گلـوبـولیـن به یک نسبت         . داده می شود تـا گلوبـولین  
بهتر است هنگام   . ارجحیت دارد رسوب می کنند، بنابراین استفاده از روش دوم        

انجام آزمـایش از سـرم انسـانی بـا مقـدار پروتئین مشخص یا سرم کنترل با               
 .آلبومین و گلوبولین جهت استاندارد استفاده شـود

در روش هـای یـادشـده، پـروتئین تـام انـدازه گیری می شـود و درصـورت        
 روش هـای نفلومتری یا    درخواست تعیین اجـزای تشکیل دهنده لازم است از       

 .ایمنوالکترو فورزیس استفاده شـود
 :   وسایل و مواد مصرفی

 فتومتر یا اسپکتروفتومتر   .1

                                                 
1. Blood Brain Barier 
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 %    TCA1 10یا % 3محلول اسید سولفوسالی سیلیک  .2
 سمپلر    .3
 لولـۀ آزمایش          .4
  کاغذ شطرنجی جهت رسم منحنی استاندارد .5

فراکتومتر و یـا کیت هـای اندازه گیری      بـا استفـاده از ر    CSFانجـام آزمـایش    
 . بـی ارزش استCSFپروتئین خون به دلیل مقادیر کم پـروتئین در 

 

روش انجـام آزمایـش پـروتئین مـایع مغزی نخاعی بـه روش اسیـد         . 3جدول شمارۀ   
 %3 سیلیک سولفوسـالی

 
 لوله

 
 CSF مایع 

 
**استاندارد

 
 *کنترل

 
سولفوسالیاسید  آب مقطر

 %3لیک سی

 λ500 - - - ml2 تست
استاندارد - λ500 - - ml2 
 λ500 - ml2 - - کنترل
 λ500 ml2 - - - بلانک

، 100/1 بـرای این کـار می توان از سرم کنترل هـای تجاری به نسبت :تهیۀ محلول سرم کنتـرل  *
 .رقیق شـده با آب مقطر استفاده کـرد

 پروتئین  حلول استاندارد، می توان از استاندارد کیت آلبومین یا        جهت تهیۀ م   :محلول استاندارد تهیۀ    **
» گرم در دسی لیتر  «توجه به  این که غلظت پروتئین در استانداردهای فوق به میزان           با. سرم استفاده کرد 

 .رقیق کـرد) ml9/9 + λ100آب مقطر (100/1 است، باید آن  را به نسبت
 

ه حرارت اتـاق، در طـول موج       دقیقه، انکوبـاسیون در درج ـ   10پـس از   
 234: نانومتر خوانده شده و با استفاده از فرمول زیر محاسبه می شود620

 
                     

                                                 
1. Trichloroacetic Acid  
2. Optical Density Test  
3. Optical Density Standard 
4. Concentration 

3 

2 

ODST 

ODT 4C×  mg/dl = غلظت استاندارد
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 :مقادیر مرجع پروتئین مایع مغزی نخاعی
mg/dl75-25 =روز1 -)یک ماه(نوزاد  
mg/dl72-20 = 3-2ماه  
mg/dl20-15 =6-4ماه  
mg/dl45-10 =8ماه7- سال  
mg/dl45 = <بزرگسال  

 
 CSFاندازه گیری قند  ) ب

 :وسایل و مواد مصرفی
 لولۀ آزمایش .1
 سمپلر .2
 فتومتر، اسپکتروفتومتر یا اتوانالایزر .3
 کیت آنزیمی اندازه گیری گلوکز  .4
 محلول استاندارد و کنترل گلوکز  .5
 C37°بن ماری  .6

. انجام می شود مشابه آزمایش گلوکز سرم یا پلاسما         CSFآزمایش گلوکز   
مقدار سرم یا   % 60، در فرد سالم معمولاً      CSFباتوجه به اینکه میزان گلوکز      

بنابراین . پلاسما است، نتـایج بایـد بـا سطح پلاسمایی گلوگـز مقایسه شود         
، لازم است نیم ساعت قبل از نمونه گیری       CSFجهت مقایسه قند خون و قند       

CSF      گرفته شـود تا فرصت تبادل بین      ، خون بیمار جهت تعیین مقدار گلوکز 
 .  وجود داشته باشدCSFخون و 

، اندازه گیـری قنـد آن باید     CSFبـه علت انجـام سـریـع فرآیند گلیکولـیز در        
 .به سرعت انجام شود

  علاوه بر CSF گلوکز در مقدار کاهشباید بـه این نکته تـوجه داشت کـه 
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ز تغییر در مکانیزم انتقال آن از سد        مصرف آن توسط باکتری ها، بیشتر ناشی ا      
 .و افزایش مصرف آن توسط سلول های مغزی است) BBB(خونی مغزی

 
 CSF اندازه گیری سطح لاکتات ) ج

افزایش سطح لاکتات در مننژیت باکتریایی یا قارچی نسبت به کاهش گلوکز            
و بـا ایـن مقـدار قبـل از درمـان بـالابـوده  . حساس تر و قابل اعتمادتر است    

درمان مـوفقیت آمیـز کـاهـش مـی یـابـد، بنـابـراین مـی تـوان جهت ارزیابی       
 .درمـان استفـاده شـود

 های زردفام ناشی   CSF حاوی مقدار زیادی لاکتات است، در        RBCچون  
 .، مقدار لاکتات به صورت کاذب بالا می رودRBCاز همولیز 

از روش های استاندارد    می توان   CSFجهت اندازه گیری سطح لاکتات در      
 .انجام آن روی سرم یا پلاسما استفاده کرد

 
 CSFـ آزمایش های سرولوژی 4ـ 3

 CRPآزمایش  ) الف

 از  ، یـکی از راه هـای افتـراق مـننژیت بـاکتـریایی      CSF روی   CRPآزمـایش  
روش انجام این آزمایـش مانند روش انجام آن با سرم است             .  است ویروسی

 ). با کیت های معتبر مجاز استCSFانجام آزمایش (
 

 آزمایش آگلوتیناسیون لاتکس ) ب

، می تـوان از آنتی سرم های    CSFبرای یافتن ذرات یـا بقایـای باکتری هـا در         
. اختصاصی براساس روش آگلوتیناسیون طبق دستورالعمل کیت استفاده کرد        

 لاتکس  سیوناگر بلافاصله پس از دریافت نمونه قادر به انجام روش آگلوتینا           
 برای چند ساعت یـا در برودت       C8-2°نباشید، می توان نمونه را در حرارت       

°C20-    جزئـیات روش فوق در قسمت    .  برای زمان بیشتری نگـه داری کرد 
 .میکروب شناسی توضیح داده  خواهدشد
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 آزمایش های  بـاکتـری شناسی 

ی هستند، ولی   هر چـند میکروارگانیـزم هـای متعـددی عامـل منـنژیت عفون      
، استرپتوکک پنومونیه شایع ترین میکـروارگـانیزم هـای عـامل ایـن بیمـاری       

بنابراین در این بخش    .  است نایسـریا مننژیتیـدیس  و   هموفیلوس آنفلـوانـزه 
 .به تشخیص آزمایشگاهی این عوامل در مایع نخاعی و خون پرداخته می شود

 
 )2لولۀ شمارۀ (مایع مغزی نخاعی. 1

  CSFال نمونۀ انتق
، استـرپتوکک پنومـونیه شـایع تـرین میکـروارگـانیـزم هـای عـامـل مننژیت     

  هستند که ارگانیزم های بسیار    نـایسریا مننژیتیـدیس  و   هموفیلوس آنفلوانـزه 
بنابـراین اگـر مـایع مغزی نخاعی هرچه     . سخت رشد و شکننده ای می باشند   

 .ری از آن جدا خـواهندشـدسریع تر آزمایش شود با احتمال زیادت
 بـایـد به محض جمـع آوری به آزمـایشگاه میکـروب شناسی       CSFنمونـۀ  

شکل (منتقـل شـده و ظـرف یـک سـاعت پس از نمـونـه گیری آزمایش شـود       
 درمعـرض نـور خـورشیـد، گـرمـا و      CSFاز قـراردادن نمـونـۀ    ). 1شمارۀ  

 .ســرمـای زیـاد خـودداری کنیـد
تمال می دهید بیمار مبتلا به مننژیت مننگوککی باشد و چند ساعت          اگر اح 

 را  CSFمحتوی  تأخیر در انجام آزمایش اجتناب ناپذیر است، درپـوش لـولـۀ         
) جار محتوی شمع  %(2CO 5و در شرایط     C35°شل کرده و آن را در حرارت       

 .ش می دهداین کار احتمال زنده ماندن باکتری در نمونه را افزای. نگه داری کنید
 را CSFاگر انتقال نمونه به آزمایشگاه همـان روز مقـدور نبـاشـد، نمونۀ  

 منتقل  و در طول شـب در انکوباتور        T-Iباید در شرایط استـریـل بـه محیط       
°C35نگـه داری کـرد . 
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 محیطی بـی فازیک است کـه بـرای کشت اولیـۀ مننگوکک و          T-Iمحیط  
ایـن ). 2شکل  ( و خون بـه کار می رود    CSF از   سایـر عوامل مننژیت باکتریال   

 .محیط به عنوان محیطی مغذی، نگه دارنده  و نیز برای انتقال استفـاده می شـود
 

 T-Iنحوۀ استفاده از محیط 

  گرم  کرده یا مدتی در حرارت      C37-35° را در انکوباتور     T-Iمحیط کشت    .1
 .نگه داری کنید) C25°(اتاق

 را ابتـدا بـا الکل و سپس بـا        T-I حـاوی   سرپوش پلاستیکی سـر لـولۀ    .2
 .بتـادین ضدعفونی کرده و صبـرکنید تـا خشک شـود

3. ml1 از CSF را به  داخل محیـط T-Iتلقیح کنیـد . 
 را در سرنگ و در حرارت اتاق نگه داشته و رنگ آمیزی گرم             CSFبقیۀ   .4

 .از قراردادن نمونه در یخچال خودداری کنید. انجام دهید
 . قراردهیدC35° ساعت در حرارت 18-20را به مدت  T-Iلولۀ  .5
نمونه را  برچسب حاوی مشخصات بیمار، تاریخ و ساعت جمع آوری          .6

 . بچسبانیدT-Iروی لولۀ 
بهتر .  تا هفت روز نگه داری کرد    C35° را در حرارت     T-Iمی توان محیط   

 ساعت،  24، به محض تلقیح یا بعد از گذشت         T-Iاست جهت تهویۀ محیط     
مخصوص تزریقات زیـرجلـدی مـانند سـرنگ     (ـاده از سوزن استریل   با استف 

دراین صورت امکان   . شـرایط تهویۀ محیط کشت را فراهم کنیم      ) انسـولین
اگر انتقال نمونه به    . حیات و رشد عوامل بیماری زا راحت تر فراهم می شود       

ولانی در  تهویه شـده را می تـوان به مدت ط   T-Iآزمایشگاه با  تأخیر باشد، لولۀ      
قبل از ارسال نمونه سوزن تهویه را       . نگه داری کرد) C30-25°(حـرارت اتـاق 

لازم است درحین تلقیح نمونه به محیط یا کشیدن نمونه از محیط             . جداکنید
 .بـرای جلوگیری از آلودگی محیط کشت شرایط استریل رعـایت شود
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 CSF(T-I) کشت از محیط انتقالی 
 از  ml1/0نکوبـاسیون با استفاده از سرنگ، مقدار        ساعـت ا  24پـس از گـذشت    

 را به محیـط کشت های آگار خـون دار و آگار         T-Iمایـع مـوجـود در لـولـۀ     
 C35° سـاعت در انکوباتور     48شکلاته منتقل  و آن را پـخش کـرده و  مـدت         

 . قـرار می دهیـم2COحاوی 
رده و رنگ آمیـزی   جهت اطمینـان از خـلوص کلنـی هـا، اسمیـر تهیـه ک ـ     

 .گرم انجـام دهیـد
 ساعت رشدی مشاهده نشد، در روز سوم و سپس         48اگر بعد از گذشت     

 .، روی محیط هـای یادشـده کشت مجـددی تهیه کنیدT-Iهفتم از محیط 
 

 کشت اولیه، کشت مجدد و تشخیص احتمالی
 CSF کشت اولیه .  1
نمونـه را  مـدت    در آزمایشگاه میکروب شنـاسی     CSFبه محض دریافت    .1

 .  سانتریـفوژ کنیـدrpm2000 دقیقه در 15
مـایع رویـی را بـا پیپت پـاستـور کشیـده و آن را جهت جستجـوی               .2

 . آنتی ژن های باکتریـایی با روش آگلوتیناسیون لاتکس نگه دارید
 . لولۀ حاوی رسوب را به خوبی تکان داده یا ورتکس کنید .3
 .  قطره رسوب استفاده کنید1-2 برای کشت و رنگ آمیزی گـرم از .4

 در دسترس است، بدون سانتریفوژ به طور        ml1 CSFاگـر کمتر از    : تـوجـه 
 .مستقیم برای کشت و رنگ آمیـزی گرم از آن استفاده کنیـد

 آگـار خون دار   استـرپتوکک پنومونیه بهتریـن محیـط جهت جـداسـازی     
 .ن جانشین مناسبی نیست   خـون انسـا . خون گوسفند یـا اسب است    % 5محتوی  

 محـیط شـکلات   هموفیلوس آنفلوانزه مناسب ترین محیـط برای جداسازی      
 B و فاکتور رشدی نظیر ایزوویتالکس، ساپلمنت        1»همین«آگار مغذی شده با    

                                                 
1. Haemin 
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 جهت سـاخت محیـط شکلات آگـار استـاندارد بـه     (و یـا ویتـوکس است   
 ).ضمیمـه مـراجعه کنیـد

ه فاکتورهای رشد ذکرشده می توان از تلقیح       درصـورت عـدم دسترسی ب   
 CSF روی پلیت آگـار خـون داری کـه بـه آن          استافیلوکک ارئوس هم زمان  

 . تلقیح  شـده است استفاده کرد
، کلنی های اقمـاری هموفیلـوس در استافیلوکک ارئوس درصورت تلقیح   

 . اطراف محل تلقیح استـافیلوکک ظاهر خواهندشـد
 روی هر دو محیط آگار      استرپتوکک پنومـونیه  مانند   یدیسنایسریـا مننژیت 

 نـوع  اگر فقط امکان استفـاده از یک     . خون دار و شکـلات آگـار رشـدمی کند    
محیط کشت وجوددارد، بهتـرین انتخاب محیط شکلات آگار است؛ زیرا هر           

 .سه عامل بیماری زا روی آن رشدمی کنند
ـای مجـزا از هر یک از      روش صحیح کشت جهت دستیـابی بـه کلنی ه      

 . نشان داده شـده است5 و 4، 3باکتری های فوق، در شکل های شمارۀ 
یا جـار % 2CO 5پلیت هـای آگـار بعـد از تلقیـح در انکوبـاتـور حـاوی 

بهتر است هم زمان با تلقیح پلیت ها از یک         . محتوی شمع قـرار داده می شود   
 بـرای کشت نمونه باکتریایی     BHI(1(عدد محیط مایع برین  هـارت  اینفیـوژن     

استفـاده شـود تـا در زمـان بـروز هـر نـوع مشکل در روند جـداسـازی یـا            
 . شناسـایی بـاکتـری، دسترسی به بـاکتری زنـده امکان پذیر باشـد

 ساعت، با استفاده از سرنگ      24 بعد از    T-Iدرصورت استفاده از محیـط     
 را بـه داخل محیط      T-I از سوسپـانسیون  µL100و سـوزن استـریـل مقـدار     

 .آگـار خـون دار و محیط شکلات آگـار تلقیح کـرده و کشت دهیـد
 
 CSFروش رنگ آمیزی گرم برای ) الف

استفـاده از روش رنگ آمیـزی گـرم روی رسـوب مـایع مغـزی نخـاعی یـا           
  ،لاتکس بـه روش آگلوتیناسیون CSFجستجوی آنتی ژن های اختصـاصی در 

                                                 
1. Brain Heart Infusion 
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امکـان تشخیـص احتمـالی مننـژیت بـاکتـریـایـی بـا عـوامـل یـادشـده را         
به گونـه ای که نتـایج مثبت هـر کـدام از این روش هـا، حتی           . فـراهم می کند

درحالت عـدم رشـد باکتری در محیط های کشت ممکن است نشانگر بروز           
 . باشـدCSFعفـونت در 

 
 رنگ آمیـزی گرم
 وسایل مورد نیاز

 اسلاید نو و تمیز  .1
 لوپ یا پیپت پاستور استریل  .2

 .جهت ساخت محلول های رنگ گرم به قسمت ضمیمه مراجعه شود

 
 روش کار

 . سانتریفوژ کنیدg1500 دقیقه در 15مایع مغزی نخاعی را  مـدت  .1
سپس بـا قـراردادن   . یک  عـدد لام را بـا الکل تمیزکـرده و خشک کنیـد         .2

ع فـوق، بـدون پخش کردن قطره هـا گستره        قطره از رسـوب مـای     2-1
 .از قراردادن قطره هـای خیلی زیـاد روی لام خودداری کنید. تهیه کنید

لام را تا خشک شدن کامل ترجیحاً در زیر هـود بیولوژیک قـراردهید تـا              .3
 .وقتی لام به طور کامل خشک نشده از حرارت دادن آن خودداری کنید

 به جای. روی شعله حرکت دهید تا ثابت شود      مرتبه   3گسترۀ موردنظر را      .4
جهت ثابت کردن  % 95-%100استفاده از روش شعله می تـوان از متانول        

 .آن استفاده کـرد
 .  دقیقه صبرکنید1کریستال ویوله را روی لام ریخته و  .5
 .به آرامی آب کشی کرده و آب اضافی را سرازیرکنید .6
 .نید دقیقه صبرک1محلول ید را روی لام ریخته و  .7

 .تأکیدمی شود از کیت های آماده مصرف رنگ آمیزی گرم استفاده نشود
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 .به آرامی آب کشی کرده و آب اضافی را سرازیرکنید .8
 .توسط الکل استن عمل رنگ بری را در سریع ترین زمان ممکن انجام  دهید .9

 . ثانیه صبرکنید30سافرانین را روی لام ریخته و  .10
 .لام را به آرامی آب  کشی کرده و بگذارید خشک شود .11
 .بررسی کنید 100  نماییبزرگ با و نوری میکروسکوپ توسط را رنگ شده لام .12

 بـه  شکل دیپـلوکک هـای گرم منفـی مشـابه دانۀ        نایسریـا مننژیتیـدیـس 
. قهوه  در داخل و یا خارج از لکوسیت هـای چنـدهستـه ای مشـاهده می شود         

 )الف  ـ6شکل شمارۀ (
 دیپلوکک گـرم مثبتی است کـه گـاهی بـه شکل         استرپتوکک پنـومونیـه 

 )ب   ـ 6شکل شمارۀ . ( دیـده می شـودزنجیره های کوتاه
  به شکل باسیل یا کوکوباسیل های گرم منفی چندشکلیهموفیلوس آنفلوانزه

 )ج  ـ6شکل شمارۀ . (و کوچک با آرایش و قرارگیری تصادفی مشاهده می شود
 
 روش کلی انجام آزمایش های آگلوتیناسیون لاتکس) ب

می بـرای یـافتن آنتی ژن های    در این قسمت به بـرخی از تـوصیه هـای عمو        
در زمـان استفـاده از هر یک از       .  می پـردازیم CSFمحلول باکتریایی در مایع     

 .کیت های تجاری رعایت دقیق دستورالعمل سازنده الزامی است
برای دستیابی به نتایج بهتر لازم است بعد از انجام سانتریفوژ به سرعت              

 ت عدم امکان انجام این  کار، می توان       درصور.  را آزمایش کنید  CSFمایع رویی   
 یخچـال قرارداده و یا      در C8-2°نمونه را بـه مدت چند سـاعت در حرارت         

 . در فریزر نگهداری کرد-C20°به مدت طولانی تر در سرمای 
معرف ها را بعد از انجـام آزمـایش مجـدداً در یخچـال قـراردهیـد تا از            

این صورت نتایج آزمایش قابل اعتماد     درغیر  . فاسدشدن آنها جلوگیری شود  
 .سوسپانسیـون لاتکس را هرگز منجمدنکنید. نخواهدبـود
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 روش انجام آزمایش

 . دقیقه در بن مـاری جوش قراردهید5 را به مـدت CSFمایع رویی  –

 .سوسپانسیون لاتکس را به آرامی تکان دهید تا یکنواخت شود –

 لاتـکس را روی یک     یک قطـره از هـر یـک از سـوسپـانسیـون هـای       –
 .اسلایـد تمیـز بچکانیـد

– µL50-30 از CSFرا به هریک از قطره های سوسپانسیون اضافه کنید . 

 دقیقه بـا دست و درصـورت وجـود روتاتور در         2-10لام را به مدت     –
rpm100بچرخـانید . 

 خواندن نتایج 
 .در زیـر نـور کـافی و بدون استفـاده از ذره بیـن بـررسی کنیـد

 کــلامـپینـگ قــابـل مـشــاهـدۀ ذرات لاتـکـس ظـرف   :نتیـجـۀ مـثبت 
 . دقیقـه ظاهـر مـی  شـود2

 )یکنـواخـت(سوسپانسیون در این حـالت به صورت هـومـوژن     : نتیجـۀ منفی 
 .و شیـری بـاقی می مانـد

 
 خون. 2

 بـه   LPبرای تشخیص مننـژیت باکتـریایی، درصـورت عـدم امـکان انجـام         
 .یل تکنیکـی یـا وجـود منـع انجـام آن باید اقدام به کشت خـون نمـوددلا
 

 نمونه گیری و انتقال
در زمان خون گیری، امکان انتقال عفونت از بیمار بـه نمونه گیر و یا برعکس             

حتی به عوامـل ویـروسـی بیشتـرین خطر را دارند و ممکن است . وجوددارد
 مولد هپاتیت    میان می توان به ویروس های    ازاین. عفونت های کشنده منجرشوند  

بـرای کـاهش خطر انتقال این عفونت ها توصیه می شود از        .  اشاره کرد HIVو  
 .دستکش  لاتکس غیرقابل نفوذ به مایعات استفاده شود
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 :روش تهیۀ نمونه خون برای کشت
 .ابتدا محل رگ قبل از ضدعفونی مشخص شود .1
تمیزشده و  % 70 با الکل    cm5د  سطح پوست به صورت دایره ای در حدو      .2

 .در هوا خشک شـود
کاملاً ضـدعفـونی شـده و   ) بتادیـن( Povidone-iodineاز مرکز دایـره بـا    .3

 . دقیقـه زمان گرفته شـود1حداقل 
پس از انجام خون گیری بدون تعویض سرسوزن، خون به بطری کشت            .4

 .خـون تلقیح شـود
 .تمیز  شـود% 70کل پس از خون گیـری محل نمونـه گیری بـا ال .5

 :نکات مهم

در هنـگام خـون گـیـری از بیمـاران مخـتلف پـوشیـدن و تعـویـض          –
 .دستکش اجبـاری است

خون جمع آوری شده از بیمار بایـد بـه سرعت بـه محیط کشت خون             –
باید سرنگ و   . تلقیح شود تا از لخته شدن آن در سرنگ جلوگیری گردد       

که قابلیت اتوکلاوشدن ) Safety box(سرسوزن را در ظـرف مخصوص    
دارد قرارداده، از هر نوع تلاش برای گذاشتن درپوش روی سرسـوزن           

 .جداً خـودداری شـود

 .برچسب حاوی مشخصات بیمار به سطح شیشۀ کشت خون چسبانده شود –

برای انتقال بـه آزمایشگاه میکـروب شـنـاسی، محیط کشت خون را            –
 .قـراردهیـددر ظـرف هـای مخصـوص حمـل ونقـل 

پـس از اتمـام کـار دستـکش هـا را درآورده و در ظـرف هـای قـابـل               –
 .اتـوکـلاو بیندازیـد

 از درآوردن دستـکش هـا، بـلافـاصـله دست هـا را بـا آب و           بـعـد –
 .صابـون بشـویـیـد
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درصـورت فـرورفتن سـوزن بـه  دسـت یـا هـر حـادثـۀ دیگـر که به            –
د، زخم را با آب و صابـون شـسـته و بـا          زخمی شدن پوست منجرشو  

هر نـوع آلودگی دست    . کمی فشار بـه خـارج شـدن خون کمک کنیـد     
یا هر نقطـه از بدن بـا خون، یا زخمی شـدن پوست را به سوپـروایزر             

 .یـا پزشک اطلاع دهیـد
 

 عوامل مؤثر در بهبود جداسازی میکروارگانیزم ها از خون 
 : های کشت  خون را تحت تأثیر قرار می دهندعوامل زیر حساسیت محیط

 زمان خون گیری –

 ،)از هـر بیمـار(تعداد کشت های  خـون –

 حـجـم خـون جمع آوری شـده، –

 .روش خنثی سازی عوامل ضدمیکروبی در خون –
 از آن جا که جمع آوری مقادیر زیاد خون از کودکان مشکل است به طور              

  محیط کشت خون   ml20ون در   این مقدار خ  .  خون کافی  است   ml3-1معمول  
حجم خون جمع آوری شده از افراد بالغ به میزان       ). 1:20 تا   1:10(رقیق می شود

ml10-5 است که در ml50 1:10 تا 1:5(رقیق می شود خون کشت از محیط.( 
) BHI( یا برین هارت اینفیوژن    1TSBمحیط های کشت خون ساخته شده از      

 .هم می کند را فراهموفیلوس آنفلوانزهامکان رشد 
خنثی سازی ویژگی های باکتریسیدال خـون و آنتـی بیوتیک های احتمالی        

 )سدیم پولی آنتول سولفونات  (SPS% 025/0-%3با مهارکننده های شیمیایی نظیر     
 فعالیت هـایی  SPS. به محیط کشت و نیز رقیق سـازی خـون صورت می گیرد       

اگر . ضدلیزوزومی دارد نظیـر ضدفـاگـوسیتی، ضدانعقـاد، ضـدکمپلمـانی و      
ایـن مـاده در مقادیـر خیلـی بـالا استفـاده شـود، اثـر مهـارکننده ای در رشد           

 .میکروب هـا خـواهـدداشت
                                                 
1. Trypticase Soy Broth  
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 دقیقـه بـه محیـط کشت خون      1بعـد از جمـع آوری، خـون بایـد ظرف       
تـأخیر بیش از این موجب لخته شدن خون در سرنگ خواهدشد؛          . تلقیح شود

اگر . رفتن خون از رگ بیمار از مادۀ ضدانعقاد استفاده نمی شود         زیرا برای گ  
بطری کشت خون حاوی دیافراگم است، باید قبل از سوراخ کردن، آن را با              

 و سپس بتادین ضدعفونی کرده و بعد از خشک شدن عمل تلقیح              70الکل  
سرنگ و سرسوزن را بدون قراردادن      . بطری را چندبار تکان دهید   . انجام شود

درصـورت لـزوم دیـافراگم   . وش آن در ظرف هـای مخصـوص بیندازید     درپ
بـرچسب حاوی مشخصـات بیمـار، تـاریخ و سـاعت       . را دوباره تمیزکنیـد  

 .جمع آوری خـون را روی بطـری بچسبانید
مـحیط کشت تلقیح شـده بـلافاصله بـه آزمـایـشگاه منتقل شـده در اتـو         

C °35 قـرار داده شـود. 
 

 ـددکشت مج
) صرف نظر از وجود علائم رشد     ( ساعت 6-24شیشه های کشت خون را ظرف      

هر نـوع .  روز هر روز بررسی کنید7و سپس تا ) Blind Sub Culture (کـشت داده
 نشانگر رشد میکـروبـی بـاشـد و  کـدورت یا لیز گلبول های قرمز ممکن است     

 .بـه طورحتم  باید بـلافاصله کشت مجدد انجام شـود
ه داشته باشید که ممکن است علی رغم عدم وجـود کدورت، رشد         توج

  ساعت 6-24بنابـراین ضـروری است در فواصل      . میکروبی وجود داشته بـاشد  
 .انجام شود مجدد کشت، هفتم و نیز در روز ساعت 48 رأساولیه بعد از تلقیح، 

درضمن به خاطر داشته باشیـد که لازم است قبـل از انجـام کشت مجـدد          
 .شیشۀ کشت خون را چند بار تکان دهیـد

جهت برداشت خـون از محیط کشت، درپوش محیط کشت را با الکل و   
از خـون را کشیده و بـه      ) ml5/0(سپس بتادین ضدعفونی کرده و مقدار کمی     

 .محیط آگار منتقل کنیـد
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 .به طور معمول، از هر دو محیط آگار خون دار و آگار شکلاته استفاده می شود
ورت استفاده از یک محیط، بهتر است محیط، آگار شکلاته باشـد؛ زیرا            درص

  را دارد  هموفیلوس آنفلوانزه این محیط فاکتور های رشد ضروری جهت رشد         
عمل درحالی که آگار خون دار فاقد فاکتورهـای ذکرشده است، بعد از انجام            

 در   ساعـت 48تلقیـح و پخش قطرۀ خون در سطح آگار، پلیت هـا را مـدت            
درصورت وجود رشد در این پلیت ها، دیگر به        .  قرارمی دهیم 2COانکوباتور  

 .نگه داری محیط های کشت خون نیاز نیست
 

 بررسی ظاهر کلنی ها
  روی محیط آگار خون دار به خوبی رشدمی کند درحالی  که         نایسریا مننژیتیدیس 
 شده روی هر دو باکتـری ذکـر   .  فاقد این خصوصیت است    هموفیلوس آنفلوانزه 

ولی باید توجه داشت   . محیط آگار شکلاته تا حدودی کلنی هایی یک شکل دارند        
کلنی هـای .  بوی اندول به مشام می رسد     هموفیلوس آنفلوانزه که از کلنی های    

همولیز یا  . هموفیلوس بزرگ، پهن، مات و بی رنگ یـا خـاکستـری هستنـد         
 )7شکل شمارۀ . (تغییر رنگ محیط مشاهده نمی شود

  گرد، صاف، مرطوب و براق و محدب       نایسریا مننژیتیدیس کلنی های جوان   
. بعضی کلنی ها به  یکدیـگر متصل بـوده و رنگ آنها خاکستری است         . هستند

کـلنی های کهنه تـر رنگ خاکستری    . علی رغم ایـن پیگمان مشاهده نمی شود   
 .کدرتری دارند و محیط زمینه را تیره رنگ می کنند

  و بعد از گذشت چند     mm1 ساعت قطری معادل     18زا بعد از    کلنی های مج 
، استـرپتوکک پنومونیه ). 8شکل شمارۀ   ( پیدامی کنند mm4روز قطری حدود    

، آبکی با حاشیـه ای    )گاهی موکوئید (کلنی هایی کوچک، خـاکستری، مرطوب   
 )9شکل شمارۀ . ( روی آگار خون دار و نیز آگار شکلاته داردαاز همولیـز 
ی جـوان پنـومـوکک بـرآمده و تـا حـدودی شبیـه کـلنی هـای          کلنی ها

 . هستنـداسترپتوکک ویـریـدانس
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کـلنی های بـرآمده با گذشت زمـان پهن شده و مرکز آنها حالت فرورفته           
استفـاده از ذره بین دستـی در افـتـراق کـلنی های پنـوموکک از          . پیدامی کند

 . کمک کننده استاسترپتوکک ویریدانس
 درنهایت می توان باتوجه به ویژگی های رشد باکتری روی محیط های آگار          

 ازطریق مورفولوژیک ویژگی های گرفتن درنظر با   نیز و   شکلاته آگار و   خون دار
 )11 و 10شکل های شمارۀ . (مطرح کرد را احتمالی تشخیصمشاهدۀ میکروسکوپی 

 
 شناسایی نایسریا مننژیتیدیس. 1

و اطمینان از خلوص آنهـا بـه کمک       ) 12ـکل شمارۀ   ش(بعد از رشد کلنی ها   
رنگ آمیزی گرم، انجـام آزمـایش هـای زیـر برای اطمینان از هویت باکتری           

لازم به ذکر است جهت دستیـابی بـه نتایج قابـل  اعتماد،           . تـوصیه می شـود
 .استفاده از کلنی های تـازه ضـروری است

 
 به روش کواکس آزمایش اکسیداز

این آنزیم . ش اکسیداز نشان دهندۀ وجود آنزیم سیتوکروم اکسیداز است       آزمای
به عنوان آخرین حلقه در زنجیـرۀ تنفسی هـوازی بـاعث انتقـال الکترون به            

تترامتیل پارافنیلن دی آمین دی  هیدروکلراید مـاده ای است که      . اکسیژن می شود 
ان پذیرندۀ مصنوعی   در حضـور اکسیـژن و آنـزیم سیتوکروم اکسیداز به عنو       

اکسیژن اکسیدشده و بـه اندوفنـل بلو تبدیل می شـود کـه بـا رنگ آبی تیره             
 .مشخص خـواهدشـد

 تهیۀ معرف اکسیداز

فنیلن دی آمین  ـ p ـ تترامتیـل(بـرای جلـوگیـری از فسـاد معـرف اکسیداز       
 لازم است این مـاده در ظـرفی بـا درپوش محکم و داخل          ) دی هیدروکلراید

 .ظرف دیگری حاوی مادۀ جاذب رطوبت در محلی خنک و تاریک قرارگیرد
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  از محلول را در    ml10. آماده کنیددر آب مقطر    % 1 محلولی،  معرف پودراز  
 در موقع .  در فریزر نگه داری کنید   -C20° تقسیم کرده و در سرمای      ml1مقادیر  

ن به تعداد    را از فریزر خارج کرده، پس از ذوب  شد       ml1مصرف، یـک ویـال    
 . مورد نیـاز، کـاغـذ فـیلتـر را به معرف آغشته کرده در پلیت تمیز قراردهیـد

به دلیـل ایجاد تحریک، از تمـاس معـرف اکسیـداز بـا پـوست و چشم            : تـوجـه 
درصـورت تمـاس اتفـاقی، پـوست و یـا چشم را بـا مقادیـر           . خودداری نمایید

 .یقـه شستشودهید دق15زیادی آب به مـدت حـداقل 

 

 روش انجام آزمایش 
با استفاده از لوپ پـلاتینی، پلاستیکی یا انتهای بدون پنبۀ یک سواب چوبی،             

). 13شکل شمارۀ   (مقداری از کلنی را روی کاغذ فیلتر حاوی معرف بمالید          
 .بـه دلیل امکان ایجاد نتایج مثبت کاذب از لوپ جنس دیگر استفاده نکنید

 تفسیر نتایج 
 ثـانـیه قـابـل   10جـۀ مثبـت بـه شکـل ظهور رنـگ ارغـوانی به مـدت          نـتی

  رامننژیتیدیس نایسریا تشخیص احتمال تأخیری واکنش های. خواهدبود مشاهده
 نایسریا مننژیتیدیس توجه  داشته باشید این آزمایش  به طور کامل به        . کاهش می دهند

ا و نیز باکتری هایی    اختصاص ندارد و ممکن است سایر اعضای جنس نایسری       
 .از گونه های دیگر نیز در این آزمایش واکنش مثبت داشته باشند

 
 شناسایی گروه های سرمی نایسریا مننژیتیدیس

 : گروه سرمی شناسایی شـده است13براسـاس پلـی ساکاریدهـای کپسـولی، 
A, B, C, D, H, I, K, L, W135, X, Y, Z ,’ (29 E). 

  A  ،B  ،C،W135می مشاهده شـده در سراسر دنیا      شایع ترین گروه های سر  
، شـایع ترین انواع در اپیدمی هـای     C و بعد از آن      Aگروه سرمی   .  هستند Yو

 .آفریقـا و آسیـا هستند
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 روش انجام آزمایش

لام را به سه    . یک عـدد لام را بـا استفـاده از الکل به طور کامل تمیزمی کنیم           
برای %(5/0سرم فیزیولوژی حاوی فرمالین      از   µL10قسمت تقسیم کرده مقدار    

روی ) کشتن باکتری ها و کاهش خطر احتمالی سرایت به کارکنان آزمایشگاه         
 هر قسمت از لام قرارداده، مقداری از کلنی میکروبی را به وسیلۀ لوپ برداشته             
 .و سوسپانسیونی با غلظت متوسط در سرم فیزیولوژی فـوق درست می کنیم

 مـاده ای سرطان زا است و بایـد در نگه داری و استفاده از آن            فرمـالین: تـوجه 
 .دقت کافی بـه عمل آیـد

درصورت عدم استفاده از سـرم فیزیـولوژی حـاوی فـرمـالین می تـوان         
 . انجام داد2مراحل انجام آزمایش را در زیر هـود بیولوژیک نـوع 

اغلب (موردنظردر کنار هر سوسپانسیون میکروبی یک قطره از آنتی سرم          
و یـک قطـره سرم فیزیولوژی بدون فرمالین قرارداده، سپس هر          )  آنتی سرم 2

آنتی سرم را با سوسپـانسیون مجاور مخلوط می کنیم و ضمـن چرخانـدن لام          
روی زمینـۀ  ) چـراغ مطالعه ( دقیقه، آن را در زیـر نـور کـافی       1-2بـه مـدت  

 .تیـره مشـاهده می کنیـم
 و سـرم   C و   Aقـا و آسیا، آزمایـش بـا آنـتی سـرم هـای       در نـواحی آفری  

جهت شنـاسـایی و تعیین    ) برای بررسی وجود اتـوآگلوتیناسیون   (فیزیولوژی
درصورت عدم واکنش با آنتی سرم های     . هویت اکثر سویه ها کافی خواهدبود    

A و C از آنتی سرم های ،Y ،W135  وBاستفاده کنیـد . 

 بررسی نتایج 

اسیـون فقط بایـد در مخلـوط آنتـی سـرم و سـوسپانسیون میکروبی         آگلوتینـ
دیـده شـود و مشـاهـدۀ آن در مخلوط سـرم فیـزیـولـوژی و سـوسپانسیون          

 )14شکل شمارۀ . (میکروبـی، دلالت بـر اتوآگلوتیناسیـون دارد
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آگلوتیناسیون با تعدادی از آنتی سرم ها در غیـاب آگلـوتیناسیون در سرم          
درصورت عـدم وجود   . یولوژی، دلالت بر خشن بودن نوع کلنی ها دارد       فیـز

هر نـوع آگلوتیناسیـون بـا آنتی سـرم هـا و سـرم فیزیولوژی سـویـه غیرقابل    
اگر از کلنی هـای جوان و تازه استفاده شود، این        . گروه بندی اعلام خواهدشد  

 .نتیجه به نـدرت مشاهده می شـود
 در  C4°یـولـوژی را بـعد از مـصـرف در سرمای        آنتی سـرم و سـرم فـیز   

 .یخچال نگـه داری کنیـد
 

 مصرف کربـوهیدرات هـا توسط نایسریـا مننـژیتیدیس
برای .  بـه کار می رود  نـایسریا مننژیتیدیس این آزمایش برای تأیـید تشخیص      

قند هـای گلـوکـز، مالتـوز، لاکتـوز و سوکروز در       % 1این منظـور از غلظت     
 .استفـاده شـود CTA(1(تین تریپتیکیس آگـارسیس

اعضـای جنس نـایسریـا قندهـا را به روش تخمیـر استفاده نکرده، بلکه           
 گلوکز  نایسریا مننژیتیدیس . ازطریق اکسیداسیون مورد استفاده قـرارمی دهنـد    

و مالتـوز را مصـرف می کنـد درحـالی کـه لاکتوز و سوکروز دست نخـورده          
مـعرف فنل  رِد مـوجـود در محیط، درصـورت مصرف قنـد و          . دباقی می مانن

 . یـا کمتر، زردرنگ خـواهدشـد8/6 معادل pHتولید اسیـد و ایجاد 

 روش انجام آزمایش

بـا استفاده از یک آنس استریل شده، مقدار انـدکی از کلنی را از محیط      –
ط های  ساعته برداشته و در محی     18-24آگار خون دار یا آگـار شکلاته      

 فوقانی محیط کشت را     mm10حاوی قند تلقیح می کنیم بـه طوری  کـه      
تلقیح در  (این عمل در هـر لوله بایـد چنـد مرتبه انجام شود        . دربرگیرد

 ).نواحی مختلف محیط کشت
                                                 
1. Cystine Trypticase Agar  
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 ، آنس را روی شعله کاملاً      قـبـل از تلـقیـح بـه محیـط کربـوهیدراتـه      –
یدرات به محـیط کـربـوهیـدراتـۀ    بسوزانید تا از انتقال یک نوع کربوه      

 .دیگر جلوگیـری شـود

) 2COبدون  (C35°درپوش لوله ها را به طور کامل بسته و در انکوباتور           –
 سـاعت  72قبـل از ثبت نتیجـۀ منفی حـداقـل بـه مـدت        . قـراردهـید

 .محیط هـای کربوهیدراتـه را در انکوبـاتور نگه داری نماییـد

 بررسی نتایج
 شانه هایی نظیر مشاهدۀ رنگ زرد و کدورت واضح در قسمت فوقانی          علائم و ن  

 شکل(محیط، نشانگر رشد باکتری و تولید اسید و دلیل بر مثبت بودن واکنش است

، ظاهرشود ساعت 24 ظرف واکنش مثبت نتیجۀ ممکن است اگرچه). 15 شمارۀ
 .ـرد ساعت نباید به تفسیر قطعی نتایج منفی اقـدام ک72ولی قبل از گذشت 

 
 مصرف کربوهیدرات توسط گونه های مختلف نایسریا و موراکسلا کاتارالیس  .4جدول شمارۀ   

 گونه ها :تولید اسید از
  گلوکز مالتوز لاکتوز سوکروز

 نایسریا مننژیتیدیس + + - -
 نایسریا گونوره آ + - - -
 نایسریا سیکا + + - +
 نایسریا لاکتامیکا + + + -
 لا کاتارالیسموراکس - - - -

 
 )پنوموکک(شناسایی استرپتوکوکوس پنومونیه. 2

است کـه تـوسط   ) بلغمی(کلنی های پنوموکک کوچک، خاکستری، مـوکوئید    
هاله ای از همولیز آلفـا، بـه رنگ سبز احـاطه شده و روی هر دو محیط آگار              

 .خون دار و شکلاته مشاهده می شوند
  می تـوان از ترپتوکک ویریـدانساسجـهت افتراق کلنی های پنوموکک از 
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نمـایـی هـر دو بـاکتـری در کلنـی هـای تـازه       . ذره بیـن دستـی استفـاده کـرد  
 سـاعت مـرکز کلنی هـای پنـومـوکک  24-48بعد از گذشت     .برجسته دارنـد 

 نمای برجسته    استرپتوکک ویریدانس فرورفته می شود درحالی  که کلنی های      
 .دخـود را حفظ می کننـ

 افتراق این دو سویه از یکدیگر به وسیلۀ آزمایش های حساسیت به دیسک            
برای دستیابی  ). 16شکل شمارۀ   (اپتوچین و انحلال در صفرا انجام می شـود      

 . نگه داری شـود2COبه نتایج مطلوب تـوصیه می شود پلیت هـا در انکوبـاتور 
 

 تعیین حساسیت به اپتوچین
 ازطـریق تـعیین حـساسیت بـاکتـری بـه       تـشخیـص احتمالی پنـومـوکک  
 .دیسک اپتوچین به دست می آید

 روش انجام آزمایش
 همولیتیک را بـه وسیلۀ لـوپ استریل      αاز کـلنـی های   )  کلنی 4 تا   3(مقداری

یک . بـرداشته و روی محیط آگار خون دار به صورت متراکم کشت می دهیم          
یدروکوپرئین هیدروکلراید   اتیل ه µg5، حاوی   mm6دیسک اپتوچین با قطر      

پـلیـت را در انکوباتور    . را در قسمـت متـراکم کشت باکتـری قرارمی دهیـم      
 18-24 بـه مـدت   C35° یـا جـار محتـوی شمع در حـرارت         2COحـاوی  

 .سـاعـت نگه داری کنید

 بررسی نتایج
 است،  mm14 کـه منطقه عـدم رشـد  آنهـا بزرگتـر از         αسویه های با همولیز    

 ) 17شکل شمارۀ . (پنـومـوکک مـحسوب مـی شـونـد
 . هستنـداسترپتـوکک ویریدانـسسـویـه های بدون منطقۀ عدم رشـد 
 دارند، باید تحت آزمایش     mm13-9سویه هایی که منطقۀ عدم رشد بیـن       

 )16شکل شمارۀ . (حلالیت در صفرا قرارگیرند
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 آزمایش حلالیت در صفرا
  سرم  فیزیولوژی استریل   ml5/0، سوسپانسیونی در    ) ساعته 24(از کلنی های تازه  

.  مک فارلنـد بسنجید  5/0تهیه کـرده و سپس کـدورت آن را بـا استانـدارد           
 لـولـه آزمایش   2سـوسپـانسیـون تهیـه شـده را بـه مـقادیـر مـساوی بـیـن        

 ).ml25/0هر یک (تقسیم کنید
 لـولـه و سـدیـم    سـرم فیزیـولـوژی در یـک   ) ml25/0(به همین مـیـزان 

لوله ها را  . در لـولۀ دیگر بریـزید و به آرامی مخلوط کنید      % 2 دی اکسی کولات
 . انکوبـه کنیـدC37-35° ساعت در حرارت 2به مدت 

که  باید در لولۀ حاوی     (لوله ها را به طور متناوب جهت بررسی لیز سلولی       
یا به  عبارت   ه  شفاف شدن لول . مشاهده کنید) سدیم دی اکسی کولات ظاهرشود  

 )18شکل شمارۀ . (دیگر ازبین رفتن کدورت، تشخیص را مسجل می کند
برای انجام این آزمـایش براسـاس روش جـایگزین، می تـوان از سدیم           

در ایـن آزمـایش با قراردادن یک قطره از        . استفاده کرد% 10دی اکسی کولات  
ت در دمای اتاق یا     محلول فوق روی کلنی موردنظر در پلیت و نگه داری پلی         

 دقیقه تا زمان خشک شدن معرف، حلالیت باکتری        15 به مدت   C35°حرارت  
 .در صفرا بررسی می شود

درایـن حالت کـلنی هـای پنوموکک ناپدیـدشده و یا نـمایی تخـت پیدا            
خواهــندکرد درحالــی  کــه کلنــی هــای اســترپتوکک هــای مقــاوم بــه صــفرا  

 است استـفاده از پلـیت  حاوی کلنی های         بدیهی. دست نخورده باقی می ماننـد    
 .تازه و جوان ضروری است

 تفسیر نتایج
 به طور کلی صحیح ترین روش تشخیص پنوموکک براساس آزمایش های حساسیت        

 :به روش زیر است) 16شکل شـمارۀ (به دیسک اپتوچین و حـلالیت در صفرا

 .است یا زیادتر پنوموکک mm14سویه ای با منطقۀ ممانعت از رشد  –
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 داشته، ولی محلول در     mm14سویه ای که منطقه واضح اما کوچکتر از         –
 .صفرا باشد نیز پنوموکک است

داشته و در صفرا نیز محلول      ) mm13-9(سویـه ای که منطقـۀ کوچـک    –
 .نیستند، پنوموکک محسوب نمی شوند

 .سویه ای بدون منطقۀ ممانعت از رشد، پنوموکک محسوب نمی شوند –
 
 وفیلوس آنفلوانزهشناسایی هم. 3

ازنظر مـورفـولـوژی این باکتـری، باسیل یا کوکوباسیل گرم منفی کوچکی           
 نیاز دارد و فقط روی محیـط آگـار        V و Xاست که برای رشد به فاکتورهای       

، تمام واکسیناسیوندرصورت عدم انجام ). 19شکل شمارۀ (شکلاته رشدمی کند
 . ایجادمی شودbتوسط سروتایپ  هموفیلوس آنفلوانزهموارد مننژیت ناشی از 

 برای تأیید هویت    V و Xتشخیص نیاز باکتری مـوردنظر بـه فاکتـورهای       
 . یا سایر گونه های هموفیلـوس ضروری استهموفیلوس آنفلوانزه

 
 شناسایی سروتایپ های هموفیلوس آنفلوانزه

ای سویه ه . است نایسریا مننژیتیدیس انجام این آزمایش مشابه مراحل مربوط به        
، Hib، بایـد با آنتی سرم هـای     )b تـایپ   هموفیلوس آنفلوانزۀ (Hibمشکوک به   

همچنین یک آنتی سـرم جهت یکی دیـگر از گـروه هـای سـرمی و نیز سرم            
 .فیزیولوژی آزمایش شونـد

 و عدم واکنش با آنتی سرم گروه دیگر        bواکنش مثبت و قوی با آنتی سرم       
 اگر سویۀ موردنظر  .  را مطرح می کند  Hibمالی  و نیز سرم فیزیولوژی، تشخیص احت     

اگر .  واکنشی نشان نداد، آنتـی سـرم پـلی وا لان را آزمایش کنید       bبا آنتی سرم   
نتیجۀ این آزمایـش مثبـت بـود، جهت تعیین سروتایپ باید از آنتی سرم های           

 .استفاده کنید) f و a ،c ،d ،e(دیگر
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 منفی باشد، احتمالاً سویۀ موردنظر      )آنتی سرم پلی والان (اگر ایـن واکنـش  
 .(Nontypable)قابل تایپ بندی نخواهدبود

 روش انجام آزمایش

 و کلنی های تازه   %) 5/0( سرم فیزیولوژی فرمالین دار   µl10با استفاده از     –
 .رشدکرده بر روی آگار شکلاته، سوسپانسیون شیری رنگی درست کنید

 از سوسپانسیون را  ) یک لوپ (µl5برای انجام واکنش آگلوتیناسیون، مقدار       –
در  را   کاراین  . منتقل  کنید شده است پاک اتیلیک الکل توسط که لامی به

 به  هر ناحیه به ترتیب مقادیر مساوی از آنتی سرم       . سه ناحیۀ لام انجام دهید   
Hibو سرم فیزیولوژی اضافه کنید) از سایر گروه ها(، آنتی سرم دیگر. 

 . دقیقـه به  آرامی مخلوط کنید1ذکرشده مدت سوسپانسیون ها را با قطرات  –

 تفسیر نتایج 
در یک واکنش . فـقط واکنش های آگـلوتیناسیـون قـوی را مثبـت درنظر بگیرید

 مثبـت قـوی، تمام سلول های باکتری به یکدیگر خواهندچسبید و مایع زمینه ای          
 سرم وقتی سـویـه ای بـا بـیش از یک آنـتی      . سوسپانسیون شفاف خواهدشد  

واکنش نشان دهد، نتیجه غیـرقابـل قـبول خـواهدبـود و بایـد به یک آزمایشگاه           
 .رفرانس ارسال شود

 
 V  و Xآزمایش بررسی نیاز به فاکتورهای  

 ارگانیزمی سخت رشد است که جهت رشد بـه محیطی         هموفیلوس آنفلوانزه 
در » همین«ن  این ارگانیزم به دلیل آزادشد   .  نیازدارد V و Xحـاوی فاکتورهای   

زمـان حـرارت دادن خـون بـرای تهیـۀ محیط آگار شکلاته، روی این محیط           
 بـه  شکـل ایـزوویتـالکس مـوجود است که بـه محیط    NAD1. رشـدمی کنـد
 V و X نیـز بـر پـایـۀ نیاز به فاکتورهای        هموفیلوس آنفلوانزه . اضافه می شـود

 .تشخیص داده می شود
                                                 
1. Nicotineamide Adenin Dinucleotide  
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 .ی گونه های هموفیلوس براساس نیازهای رشدشناسای.  5جدول شمارۀ 
 

 روی  β  وجود همولیز

 آگار خـون دار
 

 

  V و X نیاز به فاکتورهـای
 

 

 گونـه هـا
 

 V X  
 هموفیلوس آنفلوانزه + + -

 هموفیلوس پاراآنفلوانزه - + -

 هموفیلوس همولیتیکوس + + +

 هموفیلوس پاراهمولیتیکوس - + +

 وفیلوسهموفیلوس آفر + - -

 *هموفیلوس پارافروفیلوس - + -

 . مثبت استهموفیلوس پاراآنفلوانزه اورنی تین منفی است درحالی  که هموفیلوس پارافروفیلوس *

 روش انجام آزمایش
از پلیت  حـاوی کلنی های تازه، سوسپانسیون غلیظی از باکتری از یک محیط            

ـام بـرداشت کلنی هـا   هنگ. درست کنیـد)  یـا آب پپتونه   TSB(مایع مـناسب 
 دقت کنید تـا از انتقال حتی مقادیر ناچیـز آگار به محیط مایع جلوگیری شود؛

زیـرا ممکن است مقادیـر انـدک آگـار نیـز نتـایج آزمایش را متأثر ساخته و            
 .تشخیص نـادرست داده شـود

به وسیلۀ یک سواب استریل از این سوسپانسیون بـرداشتـه و بـه محیط            
TSA 

بعـد از  .  منتقل می کنیم؛ بـه اندازه ای کـه نیمی از پلیت کشت داده شـود        1
 X  ،Vخشک شـدن محل تلقیح سوسپانسیون، دیسک های حاوی فاکتورهای        

 . را در محل قـرارمی دهیمXVو

 بررسی نتایج
 فقط در محدودۀ اطـراف دیسک هـای حـاوی هـر دو         هموفیلوس آنفلوانـزه 

 )20شکل شمارۀ . ( کندرشدمی) V)XV وXفاکتور 
                                                 
1. Tryptic Soy Agar  
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 پلیت های شناسایی هموفیلوس 

ایـن روش بـرای تشخیص هموفیلـوس روش گران تـری است که براساس          
 . می باشدV وXنیاز سویه های مختلف به فاکتور 

محیط آگار به پلیت های چهارخانه ای تقسیم می شود  که یکی از خانـه ها           
، سومین  )Vفاکتور  (NADشـامـل  ، خـانۀ بعـدی     )Xفاکتور  (» همین«حـاوی  

 و آخـریـن خـانـه حـاوی آگـار      V و Xخانـه مـحـتـوی هـر دو فـاکـتـور      
 از  هموفیلوس همولیتیکوس است که برای تفکیک     ) خون اسب % 5(خون دار

 . استفاده می شودهموفیلوس آنفلوانزه

 روش انجام آزمایش

 تـازۀ بـاکتـری مک فـارلنـد از کلنی هـای% 5سـوسپـانسیـونی معـادل  –
ایـن پـلیت را بـا ســوسپـانـسیـون بـاکـتـری      .  آمـاده کـنیـد TSBدر  

بـرای تلقیح از یـک  عـدد لـوپ استـریـل استفـاده کـرده        . تلقیح کنیـد
تـا (و در فـواصل کشت هـر خـانـه، لـوپ را بـا شعلـه استـریـل  کنید      

 عمل تلقیح   .)گیـری شـوداز انتقـال فاکتورها به خـانه های مجاور جلو      
 شـروع کـرده و بـا خـانـۀ حاوی آگار       Vرا از خـانۀ حـاوی فـاکتـور      

بـرای مشاهدۀ همـولیـز خفیف، آگار خون دار را       . خون دار خاتمه دهید 
 . با لـوپ سـوراخ کنیـد

 در  C35° ساعت در حرارت      18-24این محیط را بعد از تلقیح  مدت          –
 .تـوی شمع قراردهیـد یا جـار مح2COانکوباتور 

 بررسی نتایج
بعـد از تلقیـح، خـانۀ حـاوی آگـار خـون دار را بـه لحـاظ وجـود همـولیز            

 و Xو سـایـر خـانـه هـا را ازنظـر رشـد بـاکتـری درحضـور فـاکتـورهـای 
Vبـررسی کنیـد  . 
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نگـه داری و انتـقـال نایـسریـا منـنـژیتیـدیـس،      
 ه و هموفیلوس آنفلوانزهاستـرپتوکوکوس پنومونی

جهت تأیید تشخیص و تعییـن حساسیت دارویی بـاکتری جداشده از بیمار            
است سویۀ باکتری تحت شرایط مناسب نگه داری و به          مبتلا به مننژیت لازم   

 .آزمایشگاه مرجع کشوری ارسـال شـود
باکتری های یادشده شکننده بوده و رعایت احتیاط های لازم در نگه داری          

 .مل ونقل آنها ضروری استو ح
 

 نگه داری باکتری ها
 نگه داری کوتاه مدت.  1

پنوموکک و  ) یک  هفتـه یا کمتر   (بهتریـن روش جهت نگه داری کوتـاه مـدت     
، تـلقیح کلـنی هـا بـه لـولـه های درپیـچ دار حـاوی آگـار        هموفیلوس آنفلوانزه 

و پـس از آن نگه داری      C35° ساعته در    18-24شکلاتـه شیب دار، انکوباسیون    
ایـن بـاکتـری ها در محیط مایع عمر       .  یخچـال اسـت  C4°لوله ها در برودت    

.  روز زنده می مانند  3-4فقط  مدت   ) اولیه(کوتاهی دارند و روی پلیت های آگار     
 مـی تـوان از لـولـه هـای درپـیـچ دار     نـایسریـا منـنـژیتیدیـس برای نگـه داری   

 .وله ها بـایـد در مدت نگه داری آنها شـل  بـاشـداستفاده کرد که در ل
 به لوله، می توان عمر باکتری ها      TSBدرصورت اضافه کردن لایۀ نازکی از      

 . را در یخچال نگذاریدنایسریا مننژیتیدیسلولۀ حاوی .  روز افزایش داد14را تا 
 

 نگه داری بلند مدت. 2
لیزاسیـون یـا منجمدکردن به    نگه داری بلنـد مـدت را می تـوان ازطریق لیوفی     

 از این میـان لیوفیلیزاسیون پـذیرفتـه ترین شیوه برای         .بهترین وجه انجام داد  
نگه داری است؛ زیرا در این شـرایـط می توان باکـتری  را بـه مدت  طـولانـی           

 . نگه داری کـرد تـا در هنـگام نقل وانتقـال آسیب نبیندC4°در برودت 
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لیوفیلیزاسیون نیاز به تجهیزات خاص و گران قیمت داشته        به  این دلیل  که    
که آن  هـم فقط  در بعضی مراکز نظیر مرکز تحقیقات آزمایشگاه های رفرانس            
ایران انجـام می شـود، از ذکـر جـزئیات کار خـودداری  کـرده و فقـط روش           

 .انجمادسازی شـرح داده می شود
 

 نگه داری به روش انجماد

 را روی محیـط آگـار شکلاتـه و پنـومـوکک و         لوانـزههموفیلـوس آنف  .1
. مننگـوکک را روی محیط آگـار خـون دار و آگار شکلاتـه کشت  دهید          

 دار2CO و انکوباتور    C35° ساعت در حرارت     18-20سپس آنها را  مدت     
بعد از رشـد باکتـری را از لحـاظ        . یـا جار محتـوی شـمع قراردهیـد    

 .خلوص بـررسی کنیـد

 .ام کلنی هـای رشدیـافته را بـه کمک سـواب استریل جمع آوری کنیدتم .2

 مقاوم به انجماد که حاوی      ml2سواب فوق را در لولۀ درپیچ دار به حجم         .3
ml1          خـون دفیبرینـۀ استـریل است تلقیـح کرده بـه آرامی تکان دهیـد تا 

، اسب برای این  کـار به طورحتم باید از خون گوسفند     . کلنی ها آزاد شوند 
 .خون انسان قبول نیست. یا خرگوش استفاده کرد

مـی تـوان بـه عنـوان محیط های   % 15-%20 بـه  همـراه گلیسـرول    TSBاز  
لـولـه هـای مـورد استـفـاده بـایـد در بـرابـر      . جـایـگـزیـن استـفـاده کـرد 

 .انجمـاد مقـاوم باشنـد

 TSBون دفیبرینه یا    قبـل از بـیـرون آوردن سـواب از لولـۀ حـاوی خ         –
گلیسرول دار، سـواب را به خوبی به دیـوارۀ لولۀ فشاردهید تا خون یا            

TSBاضافی آن خـارج شـود . 

 .سواب را در مایـع ضدعفونی کننـده بیندازیـد –
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درصورت امکان هرچه سریع تـر ایـن سـوسپانسیون میـکروبی را در           –
 . و یـخ خشک منجمد کنید% 95مخلوط الکل 

.  منتقل کنید -C70° یـا فـریـزر    -C120° را بـه فریزر نیتـروژنی      لوله ها –
 باید توجه داشت که درصدی از      -C20°درصـورت استفـاده از فریـزر     

 .باکتری ها کشته شده و ازبین خـواهنـدرفت

 انتقال محیط های کشت

سـویـه هـای لیـوفیـلیـزه و لـولـه هـای حـاوی آگـار شـکلاتـۀ شیـب دار        
هـر ویال یـا لـولـه قبـل . نـیـاز بـه یـخچـال قـابـل انتـقـال استبـدون 

از قـرارگـرفـتـن در جـعبـۀ فـلـزی حـاوی مـادۀ جـاذب مـخـصـوص          
حمل ونقـل بایـد به خوبی با پـارافیـلم پیچـانده شـده و در پـاکت منـاسب 

سب سپس جعبـۀ فـلـزی را در یک جـعبـۀ  پستـی مـنـا         . گـذاشتـه شـود
قـرارداده و بـا نـوشتـن آدرس گیـرنـده، بـرچـسبی اخطاردهنده روی آن        

سویه های منجمد قبل از ارسال باید در لولۀ درپیـچ دار             . چسبانده شود
 سـاعت  18-24حاوی آگار شکلاتـۀ شـیب دار دوبـاره کشت داده شـده و         

بندی سپس طبـق روش گـفتـه شـده جـهت انتـقـال بستـه        . انکوبـه شـود
، پنومـوکک و مننگـوکـک حداقل یک هفته در  هموفیلوس آنفلوانزه . گردد

 .ایـن شرایط زنـده می ماننـد
 

 کنترل کیفیت محیط ها و معرف ها
جـهت اطمینـان از صـحت واکـنش هـا و درنتیجــه تـشخیـص صحیـح،           
لازم است تـمـام مـحیـط هـای کـشت، مـعـرف هـا، کـربـوهـیـدرات هـا و        

 تــوسـط سـویــه هـای بـاکتــریـایـی استــانـدارد     V و   Xـاکـتـورهـای  ف
 .ارزیـابـی شـونـد
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روش هـــای کنــتـرل کـیـفیــت بـــایـد روی محـــیـط هـــای کـشــت  
درصــــورت . مغـــذی، نـگـــه دارنـــده و اختـصـاصـــی انـجـــام شــــود

 طـبـق تـوصیـۀ  (نـگـه داری ایـن محـیـط هــا در شــرایـط اسـتــانـدارد             
، فــقط یـک  بــار در زمــان بـازکـردن هــر بسته                )شــرکت ســازنــده   

 .محیط کشت کفـایت می کنـد
 

 انجام آزمایش های کنترل کیفی
جهـت اطمیـنـان از کیـفیـت محـیـط هــای کشـت مغــذی اعــم از آگار                   

، لازم اسـت از کلنـی هــای تــازۀ ســویه هـای              TSAخـون دار، شـکلاته و       
ــتاندارد  ــ(اس ــابق جـــدول ص ـــدمط ــی ) فحـۀ بع سـوسپـانســیون میـکـروب

ـــاختـه،      ــنـد س ــک فـارل ــیـم م ــا ن ــابـق بـ ــیـزیـولـوژی، مط ـــرم ف در س
ــپس  ــه  µl10سـ ــیـون را بــ ــیـزیـولـوژی  ml1 از سـوسپـانسـ ــرم فــ  سـ

 از سـوسپـانســیـون µl10ســپـس بــه مــیـزان . افــزوده و مـخلـــوط کـنــیـم
ــیـط کشــت مـوردنـظـــر کشــت  .  مــی دهــیـماخــیـر بـرداشــتـه و در محـ

ـــد از گـذشـــت  ـــداد 24بعـ ـــاعت تعـ ــا 103 سـ ــابل 104 تـ  کلنــــی قـ
 .شـمارش خـواهـدبـود

لازم بــه ذکـر است، بــرای کـنتـرل مـحـیـط هـای حــاوی قــنـد،        
مـعـرف اکـسـیـداز، تـست هـای اپـتـوچـیـن و حـلالـیت در صفـرا از         

محیط هـای . ـاده شـودسـویـه هـای استـانـدارد مـطابـق بـا جـدول استف     
بـایـد یـک بـار در ابتـدای مصـرف هـر      ) کـربـوهیـدرات(حـاوی قـنـد 

 . بستـه کنتـرل شـونـد

معـرف اکسیـداز در هـربار انجـام آزمـایـش روی بـاکتـری جداشده         
 .هم زمان توسط باکتـری استانـدارد نیـز کنترل شـود
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لازم جـهت آزمـایش هـای تضمین کـیفیت     سـویه هـای استـانـدارد     .6جدول شمارۀ   
  معرف هـامحیط ها و

ATCC شمارۀ  نتایج مورد انتظار  محیط سویۀ استاندارد

 استرپتوکک پنومونیه α  6035رشد، همولیز 
 استرپتوکک پیوژن β 19615رشد، همولیز 

 استافیلوکک ارئوس 25923 رشد
 اشریشیا کلی 25922 رشد

 محیط پایه بلاد آگار

 استرپتوکک پنومونیه α 6305رشد همولیز 
 استرپتوکک پیوژن β 19615رشد، همولیز 

 استافیلوکک ارئوس 25923 رشد
 اشریشیا کلی 25922 رشد

بلاد آگار با استفاده از 
 تریپتیک سوی آگار

 استرپتوکک پیوژن 19615 رشد
 اشریشیا کلی 25922 رشد

تریپتیک سوی آگار و 
 یا براث بدون خون

سودوموناس آئروژنوزا 27853 رشد
 استرپتوکک پنومونیه 6305 رشد
 هموفیلوس آنفلوانزه 10211 رشد

 بطری کشت خون

 نایسریا گونوره آ 43069 رشد
 هموفیلوس آنفلوانزه 10211 رشد

 آگار شکلاته

 نایسریا گونوره آ 43069 زرد
بدون رنگ، قرمز پررنگ  سموراکسلا کاتارالی 25240

 گلوکز

 نایسریا لاکتامیکا 23971 زرد
بدون رنگ، قرمز پررنگ  نایسریا گونوره آ 43069

 لاکتوز

 نایسریا مننژیتیدیس 13090 زرد
بدون رنگ، قرمز پررنگ  نایسریا گونوره آ 43069

 مالتوز

 نایسریا سیکا 9913 زرد
بدون رنگ، قرمز پررنگ  نایسریا گونوره آ 43069

 سوکروز

سودوموناس  آئروژنوزا 27853 ارغوانی
 E.coli 25922 بدون رنگ

 آزمایش اکسیداز

حساس به اپتوچین، در 
 صفرا حل می شود

 استرپتوکک پنومونیه 49619
اپتـوچیـن و حـلالیت 

 در صفرا
 V و Xنیاز به فاکتور  هموفیلوس آنفلوانزه 49247 نیاز به هر دو فاکتور
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 ضمیـمـه 
 طرز تهیۀ محیط ها و معرف ها

مـورد استفاده در روش های    ) حاوی آگار (محیط هـای مـایع و جـامد   . 1
 متداول آزمـایشگاهی

 و به حجم    mm100×15محیط های حاوی آگـار در پلیت هایی با ابعاد         –
ml20-15برای هـر پلیت تقسیم می شوند . 

بعد از ریختن محیط درون پلیت ها، آنها را چنـد ساعت در دمای اتاق              –
 .از جمع شدن رطوبت در درپوش پلیت جلوگیری شودقراردهیـد تا 

 پلیت ها را مجدداً در کیسه های پلاستیکی مخصوص نگه داری آنها قرارداده           –
 و درِ کیسه ها را به خـوبی بسته و در شرایطی که قسمت حاوی محیط            

 .نگه داری کنید C4° به سمت بالا است، در یخچال با برودت کشت

 TSA و 1HIAمحیط های 
حیط هـا در زمـرۀ محیط هـایی هستند که به طور معمول با افزودن خون         این م 

یا بدون آن برای جداسازی و کشت بسیاری از میکروارگانیزم ها و نیـز برای             
 . استفاده  می شوندهمـوفیلوس آنفلوانزه در V و Xنشان دادن نیاز به فاکتورهای 

 .د به رنگ زرد کاهی یا طلایی هستنHIA  وTSAمحیط های 
و یـا چنانچـه آمـادۀ مصرف     ( پـس از سـاخت   TSA یا   HIAهـر محیـط   
 استاندارد و   همـوفیلوس آنفلوانزه بایـد به وسیلـۀ سـویـۀ    ) خریـداری شـود 

دراین حالت پس از کشت محیط با باکتری        .  کنترل شود V و   Xبا فاکتورهای   
وی هر دو    و یا دیسک  حـا    V و    Xاستاندارد و قراردادن دیسک های حـاوی      

 یا در   V و   X در فـاصلـۀ بیـن دو دیـسک       هموفیلوس آنفلوانزه ،  XVفاکتور  
 . رشـدمی کنـدXVاطراف دیسک 

                                                 
1. Heart Infusion Agar   
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محیط ها برطبق دستور کـارخانۀ سازنده که روی بـرچسب قوطی محیط          
در هنگام  . وجوددارد و برحسب حجمی که نیاز است، در ارلن تهیه می شود          

 حل شده بـه طوری کـه پودر حل نشده ای در       تهیه دقت شود کـه محیط کـاملاً    
محیط آمـاده شـده در   . جدار ارلن قبل از اتوکلاوکردن وجـود نـداشته باشـد      

 . دقیقه اتـوکلاو می شود20 به مدت C°121دمـای 
C50°محیط هـای تهیه شـده پس از اتـوکلاو هنگامی کـه دمـای آنهـا به           

 تقسیم و پس از جامدشدن جهت       mm100×15رسید، در پلیت هایی به ابعاد      
 آنها، مدتی در دمـای اتـاق قرار         سطح جلوگیری از جمع شـدن رطوبت در    

سپس در کیسـه های پلاستـیکی مخـصوص نگه داری پلیت        . داده می شـونـد
 . نگه داری می شوندC°4قرار داده شده و تا هنگام مصرف در یخچال 

  1BAPخون گوسفند% 5محیط  بلاد آگار 
 خـون گـوسفند اضـافه می شود  % 5 که به آن     TSA بلاد آگار با استفاده از       محیط

. می شودو به طور معمول به عنـوان یک محیـط آگـار خون دار استفـاده         تهیه شده  
 دیسک   و حساسیت به   استرپتوکوکوس پنومونیه این محیط برای تجدید کشت      

 .آپتوچین به کار می رود
اگر رنگ آن تیره  شد،     . رمز روشن بـاشـد  بایـد ق  رنـگ محیـط بلاد آگار   

محـیط آگـار هنگام اضافه کردن خون دمای بالایی       نشـان دهنـدۀ آن اسـت کـه     
مجـدداً  دراین حالت چنین محیطی قابل استفـاده نبوده و باید         . داشتـه است

خریداری آمادۀ مصـرف   هر بار که محیط بلاد آگار تهیه و یا به شکل             . تهیه شود
 رشـد و    بـرای مشـاهدۀ ویژگی های   استرپتوکـوکـوس پنومونیـه  باید با    می شود،

 .فعالیت همولیتیک آزمایش  شود
 کوچک، خاکستری تا خاکستری متمایل     پنومونیهاسترپتوکوکوس  کلنی های  

 )9شکل شمارۀ . (به سبز بوده و در اطراف آن هالۀ سبز واضحی وجوددارد
                                                 
1. Blood Agar plate  
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تـورالعمـل کـارخـانۀ سـازنده   برای تهیۀ این محیط نیـز بـرطبـق دس        
 آب مقطر در یک ارلن      ml500 از پودر محیط کشت در       g20. عمـل می شـود

 دقیقه  20 به مدت   C121° لیتـری بـه کمک حـرارت حل شـده و سپس در          1
پـس از اتمـام اتوکلاو هنگـامی کـه محیط تهیه شده تا          . اتـوکـلاو می شـود 

فیبـرینـۀ استـریـل گـوسفنـد بـه آن     خـون د % 5 خنـک  شـد،    C50°دمـای  
چنانچه مقادیر متفاوتی   ).  آگار ml500 خون گوسفند به     ml25(اضافه می شود

برای (باشد% 5از محیـط تهیـه می شود، همواره باید میزان خون اضافه شـده          
سپس محیط  ).  خـون اضـافه می شود  ml50مثال برای یک لیتر محیط کشت        

 تقسیم شده و پس از جامد و       mm100در پلیت های    ml20تهیه شده به میزان    
خشک شدن سطح محیط، در کیسه هـای پـلاستیـکی مخصـوص نگـه داری         

  . نگه داری می شونـدC4°پلیت ها قـرار داده شـده و در یخچال 

 HIA1 محیط بلاد آگار خون خرگوش با استفاده از محیط هارت اینفیوژن آگار
فعـالیت همـولیتیک گونـه های هموفیلوس    این محیط کـه جـهت مشـاهـدۀ      

استفاده می شود باید به رنگ قـرمز روشن مشابه محیط بلاد آگاری که به طور            
 .(BAP)معمول به کار می رود باشد

از خون اسب   . اگر محیط به رنگ قرمز تیره باشـد نباید بـه کار برده شود          
 .اده کردنیز می توان به جای خون خرگوش در تهیۀ این محیط استفـ

  جهت بررسی  هموفیلوس همولیتیکوس برای کنتـرل کیفـی ایـن محـیط از       
 .ویژگی های رشد و فعالیت همولیتیک استفاده می شود

 قرمز دراین حالت باکتری  باید به خوبی رشدکرده و همولیز کامل گلبول های
 برای تهیۀ این محیط   . به  شکل هالۀ شفـافی در اطـراف کلنی ها مشاهده شود       

پـیروی کـرده و  ) روی بـرچسب قوطی  (نیز از دستـورالعمل کارخانۀ سازنده    
. ودـی شـ اتوکلاو م  C121° دقیقه در    20با ساخـت حجم مـوردنیـاز، به مـدت      

                                                 
1. Heart infusion rabbit blood agar plate  
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 C50° را می توان در بن ماری      مـحیط(C°50پس از سردشـدن محیط تـا دمـای       
 ،) محیط ml100برای   ml5(خون استریل دفیبرینۀ خرگوش   % 5با افزودن   ). قرارداد
 جامدشدنبعد از   . تقسیم می شود mm100 به ابعاد    پلیت هایی در   تهیه شده محیط

محیط و خشک شدن رطوبت سطحی، در کیسه های پـلاستیکی مـخصـوص         
 . نگه داری می شودC4°نگه داری پلیت ها قرار داده شده و در یخچال با برودت 

 حیط پایۀ بلاد آگارمحیط بلاد آگار خون اسب با استفاده از م
 و  هموفیلوس آنفلوانزه این محیط کاملاً مغذی بوده و برای جداسازی اولیۀ           

 و سایر   هموفیلـوس همـولیتیکوس همچنیـن تشخیـص فعـالیت همولیتیک     
کنترل کیفی این محیط همـاننـد محیط بلاد آگار        . باکتری ها استفـاده می شـود 

 . استHIAخون خـرگوش با 
 C°121برطبق دستورالعمل کارخانۀ سازنده تهیه و در حرارت این محیط نیز 

 . خنک می شودC °50 دقیقه اتوکلاو شده و سپس در بن ماری تا دمای 15به مدت 
و مخلوط کردن آن، در    )  محیـط ml100 برای   ml5(پس از افزودن خون اسب    

 پـس از جامـدشـدن محیـط و    .  تقسیم می شـود mm100پلیت هایی با اندازۀ    
ک شدن رطـوبت سطحی، در کیسه هـای پـلاستیکی مخصوص نگه داری         خن

 . نگه داری می شودC °4پلیت ها قرار داده شده و در یخچال با برودت 

 )TSB(محیط تریپتیکیس سوی براث
 و جهت انجام    هموفیلوس آنفلوانزه  بـرای تهیۀ سـوسپـانسیـون     TSBمحیط  

بـه علاوه .  استفاده می شود V  و Xآزمایش های تشخیصی نیـاز به فاکتورهـای      
، نرمـال سـالیـن و یا فسفات بافر       )HIB(محیط های هـارت اینفیـوژن بـراث   

 . استفـاده شـوندTSB به جای  نیز ممکن استPBS(1(سالین
 ، این محیط صرفاً جهت    TSB در محیط    هموفیلوس آنفلوانزه به دلیل عدم رشد    

 آزمـایش های تشخیصی نیاز به      تهیۀ سوسـپانسیون باکتـری فـوق برای انجام      
                                                 
1. Phosphat Buffer Saline  
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جهت بـررسی ویـژگی هـای افتراقی    .  استفـاده می شـود V و   Xفاکتـورهـای  
باکتری های مولد مننژیت لازم است سـوسپـانسیونی از کشت تـازه آنها در            

 ،C35° تهیـه کـرده بعد از یـک شب انکوبـاسیـون در دمـای            TSBمحیـط  
 .آگـار خون دار کشت داده شونددرصورت رشد و ایجاد کدورت، روی 

 بـرطبق دستورالعمل روی قـوطی محیـط کشت تهیـه شـده،        TSBمحیط  
 تقسیم شده و در دمـای     mm125×15 در لوله هایی با ابعاد      ml5سپس به میزان   

°C121   یخچال  پس از خنک شدن در   .  دقـیقـه اتـوکـلاو می شود   20 بـه مـدت 
 . نگه داری می شـودC°4در برودت 

 حیط کشت خون مایعم
 هر سری جدید از محیط کشت خون تهیه و یا آمادۀ خریداری شده باید ازنظر              

 هموفیلوس آنفلوانزه  و   استرپتوکوکوس پنومونیه ،  نایسریا مننژیتیدیس امکان رشد   
 از خون استریـل انسان یا خرگوش و        ml2-1برای این منظور   . آزمایـش شود
کرده و سپس از کشت تازه هر یک         بـطـری کشت خون تلقیح     3اسب را به    

.  بطری کشت خون به طور جداگانه تلقیح می شود      3 باکتری موردنظر، در     3از  
 محیط مایع   ml2-1بـرای ایـن منظور از کشت های فـوق سوسپـانسیونی در         

 روز  7 بـه مـدت   C35° بطـری کشت خـون تلقیـح و در        3تهیـه کـرده و بـه    
علائم رشـد بررسی شـده و     هـا ازنظـر وجود    سپـس بـطری . نگه داری می شود

 . ساعت پس از تلقیح کشت تهیه می شود48 و 14از آنها، 
 بـه عنـوان محیط کشت خـون طبـق دستور کارخانۀ سازنده         TSBمحیط  
 بـرای یک لیتـر از محیـط به جـداسـازی        g25/0 SPSافـزودن  . تهیه می شود

 . کمک می کنـدهموفیلوس آنفلـوانزه
  است ml50 و برای بزرگسالان     ml20 بطری کشت خون برای کودکان       حجم

لازم است بطری   .  حجم کل بطری باشد     32و باید حجم محیط مایع، حداقل      
 . مایع درپوش پلاستیکی و درپیچ داشتـه باشـدکشت خون
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 دقیقه در 15بطری های کشت خون پس از تهیه و استریل شـدن به مـدت       
 .اتوکلاو و در دمای اتاق نگه داری می شونـد C121°ت حرار
 

 محیط های اختصاصی. 2
  CAPمحیط شکلات آگار

محیط شکلات آگار با افزودن فاکتورهای رشد، نیازمندی های اختصاصی            
 هموفیلوس آنفلوانزه مورد لزوم برای جداسازی ارگانیزم های سخت رشد مانند        

 2CO% 5امی که در انکوباتور حاوی      را به خصوص هنگ   نایسریا مننژیتدیس و  
در محیط شـکلات آگار اختصاصی غلظت       . قرارداده می شوند فراهم می کند  

 .آگار کاهش داده شده و این امر باعث افزایش رطوبت محیط کشت می شود
، نایسریا مننژیتدیس محیط شکلات آگار حاوی فاکتورهای رشد، به خوبی رشد         

 . را امکان پذیر می کندوکوس پنومونیهاسترپتوک و هموفیلوس آنفلوانزه
 mm125×16اگر محیط شکلات آگار در لوله های درپیـچ دار بـه ابـعـاد           

به صورت سطح شیب دار تقسیم  شـود، محیـط انتقـالی و همچنین نگه دارنده          
تمـام محیط هـای شـکلات   . کـوتـاه مـدت برای این باکتری هـا خـواهدبـود    

 و یـا بـه صورت آماده خـریداری می شـونـد، بایـد بـا         آگـاری که تهیه  شـده  
 و  آنفلوانزه هموفیلوس،  مننژیتیدیس نایسریا(باکتری هایی که در بـالا ذکرشـد    

 .کنترل کیفی شـوند) پنومونیه استرپتوکوکوس
 ـ        .  قرمز بـاشـد  رنـگ محیط شـکلات آگـار بـایـد قهـوه ای تـا قـهوه ای 

 کلنی های خاکستری داشته و بعد      موفیلوس آنفلوانزه ه و   نایسریا  مننژیتیدیس 
  ساعت به صورت لایه ای براق روی سطح شیب دار و بدون ایجاد هرگونه           24از  

 استرپتوکوکوس پنومونیه کلنی هـای  . تغییـر رنگـی در محیـط رشد می کننـد    
 ـ کوچک، خاکستری تـا خاکستری    سبز است و رنگ سبز واضح و مشخصی          

 اگر هر سـه باکتـری ذکرشده یا حـتی یکی       .  وجـود می آورد روی محیط بـه  
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از آنها نتواند روی محیط شکلات آگـار رشـد کند، محیـط قـابل استفـاده              
  رشـدنکرد نشان دهنـدۀ آن است کـه     هموفیلوس آنفلوانزه اگـر  . نخواهدبـود

 .محیط فاقد ایزوویتـالکس و یا مـادۀ مشـابه آن است

  و فاکتورهای رشدTSA استفاده از پایۀ محیط شکلات آگار با

به عنوان محیط پایه استفاده شـود، آن را بـه  شکـل دو برابر         TSA اگـر محیط   
(Double strength)    یعنی به میزان g20   در ml250      آب مقطر تهیه کرده، پس از 

می تـوان از دمـاسنج برای    ( خنک کنید C50°اتوکلاوکـردن محیط را تـا دمای      
 g5(هموگلوبین% 2محـلول  ). از خنـک شـدن محیـط استفـاده کـرد   اطمینـان  

 آب  ml6-5را نیـز تهیه کـرده، آن را در       )  آب مقطـر  ml250هموگلوبیـن در   
سپس بقیـۀ آب مقطر را اضافه کرده،      . مقطر حل کرده تا به  شکل خمیر درآید      

محیطمحلول همـوگلوبیـن را به     .  خنک کنیـد C50°پس از اتوکلاوکردن در     
TSA افزوده و آن را در دمـای °C50گرم نگه دارید . 

خـون % 5اگـر محلـول هموگلـوبیـن در دستـرس نبـاشـد، می تـوان از         
در این مورد   . دفیبرینـۀ گـوسفند، خـرگـوش، خـوکچه و اسب استفـاده کرد      

هرگز نباید از   .  آب مقطـر تهیه می شود   ml500 در   g20 به میـزان   TSAمحیط  
 .سـان استفاده شـودخون ان

 خون را   C50°و خنک شدن آن تا     TSA بعـد از اتـوکـلاوکـردن محـیط     
 C80°اضـافه کرده و پـس از مـخلـوط کردن، آن را در بـن مـاری بـا دمـای             

 دقیـقـه قـرارداده تـا به رنگ شکلاتی درآیـد، سپس محـیط را            15به مدت  
 . خنک کنیـدC50°در 

ن محلول هموگلوبیـن و یـا خـون دفیبرینه شده،       می تـوان پـس از افزود   
ایزوویتالکس یـا ویتـوکس   % 1 است، محلول    C50°هنگامی که دمای محیط     

را اضافـه و آن را بـه آرامی مخلـوط کـرده تـا از تـولیـد حباب هـای هـوا              
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 در پلیت هـای بـه قطـر     ml20-15محیط هـا را بـه مـیـزان    . جلوگیـری شـود
mm100یـم کنیـد تقس. 

 
محیط مخصوص  (GCطرز تهیـۀ محیـط شـکلات آگار با استفاده از محیط          

 و افزودن فاکتورهـای رشـد) گنوکک

g2/7    از محیط GC    را در ml100   بـا تکان دادن مکـرر   .  آب مقطر حـل کنید
. آن را به خـوبی حـل کرده و یک دقیقه بجوشانید تـا پـودر کـامل حـل شـود

C50°دقیقه، آن را تـا دمـای      15 به مـدت   C°121وکردن در   بعـد از اتـوکـلا  
 آب مقطـر مخلـوط کـرده تـا ml10-5 همـوگلـوبیـن را بـا    g2. خنـک کنیـد

سپس به تدریج بقیۀ آب مقطر را اضافه کرده تا محلول           . خمیری شکل شـود 
. در طی اضافه کردن آب مقطر محلول باید مکرر هم  زده شـود         . هوموژن شود 

C50°ا  ـتآن را    ،هـ دقیق 15دت  ـ به م C121°از اتوکلاوکردن در دمـای     پس  
هموگلوبیـن استـریـل آمـاده شده    % 20می تـوان از محـلول      . خنک کنید
 . گرم کنیدC50° از آن را تا دمای ml100دراین حالت . استفاده کرد

که به صورت ویال های  ) ایزوویتالکس و یـا ویتوکس   (فاکتـورهـای رشـد 
به آن  ) حلال( محیط کشت مایع   ml10یلیزه هستند، در شـرایط استـریل      لیوف

این محلول  . اضافه کرده و کاملاً مخلوط کنید تا از حل شـدن آن مطمئن شوید         
 .  در طی دو هفتـه مصرف شـودC4°بایـد فوراً استفاده شود و یا در یخچـال 

ml100          از محلول هموگلوبین را در شرایط استریل به ml100 حیط پایۀ    مGC 
 از محلول ویتوکس را به آن افزوده،        ml4 از ایزوویتالکس و یا      ml2اضافه کرده و   

 ml20-15از مخلوط کردن و با رعایت عدم تولید حباب در آگار، به میزان             پس  
تا  محیط ها پس از سردشدن   .  تقسیم کنید mm100در پلیت های استریل به قطر      

 رنـد، سپس در کیسۀ پلاستیکی مخصوص    چند سـاعـت در دمـای اتـاق قـرارگی     
 . نگه داری شوندC4°نگه داری پلیت ها قرار داده شده و در یخچال 
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  CTAکربوهیدرات % 1طرز تهیۀ محیط نیمه جامد با افزودن 

 سـاخت کمپانی   CTA از محیط    g28برطبق دستورالعمل کـارخانـۀ سـازنده     
BBL    و یـا g5/29      از محیـط دیفـکو در ml900  بعد از  . قطـر حل می شود  آب م

 دقیقـه  1 آن با حرکات مداوم جهت حل کردن پـودر، بـه مـدت          مخلوط کردن
 دقـیقـه  15 به مدت   C°121پس از اتوکلاوکـردن در     . محیط جوشانده می شود 

. گلوکز به آن اضافه شود   % 10، محلول   C°50و خنک شدن محیط تـا دمـای       
  آب مقطر حل شده سپس    ml100 در    گلوکز g10گلوکز،  % 10برای تهیۀ محلول    

  از ml100در شرایط استـریـل    .  میکرون استریل شود  22/0با استفاده از فیلتر     
% 1نهایی   اضافه شود تا غلظت     CTA از محیط    ml900گلوکز به   % 10 محلول

 از محیط در لوله هـای درپیـچ دار بـه ابعـاد        ml7سپس  . گلوکز بـه دست آیـد  
ml125×16    سایر کربوهیدرات ها  . در یخچال نگه داری می شود    تقسیم شده و

 .از قبیل مالتوز، لاکتـوز و سـوکروز نیز مانند گلوکز تهیه می شـوند
 

 جهت جداسازی گونه های هموفیلوس لوینتال طرز تهیۀ محیط
 محلول ذخیرۀ لوینتال: Aمحلول 

g37     از محیـط مـایع BHI1    را درml450     ن  آب مقطـر عـاری از انـدوتوکسی
به خوبی مخلـو ط کـرده و جهت حل شدن پـودر تـا رسیـدن بـه نقطۀ جوش           

 از خون دفیبرینـۀ خرگوش     ml50هنگامی که محیط گرم است      . حرارت دهید
پس از سـردشـدن محیط، آن را از طـریق گـاز و یـا            . را به آن اضافه کنید   

 دقیقه  5دت   بـه م ـrpm12000محیط را در    . فیلترهای پشم  شیشه فیلتر کنیـد   
 آن را   µl100پـس از استریل کردن به وسیلۀ فیلتـر در حجم        . سانتریفوژکنـید

 .تقسیم و نگه داری کنیـد

 آگار: Bمحلول 
g5/7 آگـار بـه ml500  آب مقطر عـاری از آنـدوتوکسـین اضافه کرده و آن را  

                                                 
1. Brain-Heart Infusion broth 
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  دقیقـه 20 بـه مـدت   C121°بـه وسیلۀ حـرارت حـل کـرده، سپس در دمـای       
 از محلول استریل شده    ml500محیط آگار نهایی که شامـل       . اتوکـلاو کنید 

 خـنک کرده و   C50° از محیط آگار استریل شده است را در         ml500لوینتال و   
 . در شـرایط استریل در پلیت هـا تقسیم  کنیـد

 
 محیط های انتقال دهنده و ذخیره سازی باکتری ها. 3

 T-I محیط
 ،نایسریا مننژیتدیس فازیک است که برای کشت اولیۀ        یک محیط بی    T-Iمحیط  

 از نمـونه های مایع نخاع و      هموفیلوس آنفـلوانزه  و   استرپتوکوکوس پنومونیه 
این محیط علاوه بر آن کـه یک محیط انتقـال دهنده است،        . خون به کار می رود  

 .ممکن است محیط رشد این باکتری ها نیز محسوب شود
 

 معرف های متفرقه
 )Huckerروش اصلاح شده (ل های رنگ آمیزی گرممحلو

 .کریستال ویوله ـ اگسالات آمونیوم 

کریستال ویـولـه را در    (ml20% 95، اتانـول   g2محلول کریستال ویوله     –
 ).الکل حل کنید

 .ml80، آب مقطر g8/0محلول اگسالات آمونیوم  –
 آن  قبل از استفاده  . این دو محلول را مخلوط کرده و یک شب نگه دارید         

 .را با فیلتر کاغذی صاف کنید

 .محلول ید –
 .ml300، آب مقطر g2، یدور پتاسیم g1ید کریستال 

، سپس آب مقطر را بـه آن       )یا در هـاون بسایید   (این مواد را آسیاب  کرده    
 .بیفزایید تا به  شکل محلول درآید

 .محلول باید در شیشه های تیره رنگ دور از نور نگه داری شود

 .و استون هم حجم) 95°(ر الکلمحلول رنگ ب –
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 :رنگ زمینه

 .سافرانین –
 .ml100% 95، الکلg5/2سافرانین : محلول ذخیره
 . ml90، آب مـقـطـر ml10محـلول سافـرانیـن ذخـیـره : محلول کـاری

 .محلول کربول فوشین روش ذیل نیلسن –
 .کربول فوشین رنگ زمینۀ مناسب تری نسب به سافرانین ایجاد می کند

، ml5، فنل کریستـال ذوب شـده  ml10% 95، اتانـول   g3/0بازیک  فوشین  
 .ml95آب مقطـر 

را اضافه نماییـد و بگذارید    % 5فوشین را در الکل حل کرده، محلول فـنل        
این محلول  . سپس به وسیلۀ فیلتر کاغذی آن را صاف کنیـد       . یک شب بماند  

نگ زمینـه  می تـواند با محلول آبی      ر. شود رقیق می  101جهت استفاده به میزان   
 . فـوشین بازیک نیز تهیه شود5/0 یا 3/0

 استاندارد کدورت مک فارلند
استاندارد مک فارلند تـرکیبی از دو محلول در نسبت هـای متفـاوت است که           

 . باریم استسـولفاتحاصل آن تـولید محلول کـدورت 
 اسید% 1 بـدون آب و محلول       کلرور بـاریم % 1برای تهیۀ آن از محلول       
 .سولفوریک استفاده می شـود

و % 1 از محلول کلرور باریم ml05/0 مک فـارلنـد شـامل   5/0استـاندارد  
ml95/9    مک فارلنـد از   1است درحالی  کـه استـانـدارد     % 1 اسید سولفوریک 

% 1 اسیـد سـولفوریک    ml9/9و  % 1 کلـرور بـاریـم    ml1/0مـخلـوط کـردن  
 .ت می آیـدبه دس

استاندارد مک فارلند در لـولـۀ آزمـایش تقسیم شده و در دمای اتاق و در            
حجمی  در   باید باکتری سوسپانسیون کار   هنگامدر  . نگه داری می شود تاریکی
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از استـانـدارد مـک فـارلنـد   . برابر با حجـم استـاندارد مک فارلنـد تهیه شـود     
 آزمایش انحلال در املاح صفـرایـی      علاوه بـر تعییـن حساسیت دارویـی در    

 . و پلیت های تشخیصی هموفیلوس نیز استفاده می شودهموفیلـوس آنفلوانزه
محلول .  ماه یک بار باید مجدد ساخته شود      6استـانـدارد مک فارلنـد هر    

استاندارد مک فارلند بـه مـرور زمـان به صـورت رسوب و یـا توده درآمده و  
سـطح مایع رویی   . ستفـاده بـا شـدت تکان داده شـود    لازم است که قبل از ا     

لوله باید عـلامت  زده شـود و باید قبـل از مصـرف مطمئن شـویم که سطح             
مایع در اثـر تبخـیر تغییـر نـکرده است، درایـن حالت باید محلول استاندارد           

 . تهیـه شـوددیگـری
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 12. برای آزمایشCSFمراحل آماده سازی  :1شکل شمارۀ 

                                                 
*   Chocolate Agar Plate  

** Blood Agar Plate  

 
 انتقال به آزمایشگاه 

 یک ساعت بعد

 مایع مغزی نخاعی

 انتقال به آزمایشگاه 
 یک ساعت قبل 

 <یک ساعت  > یک ساعت

  دقیقه20 به مدت rpm2000سانتریفوژ در T.Iتلقیح به 

 مایع رویی رسوب

آگلوتیناسیون
  لاتکس

 کشت اولیه
)BAP** و CAP*(

 رنگ آمیزی گرم

  ساعته18-24انکوباسیون 

)°C35 2 درCO( 

 کشت مجدد
)BAP و CAP( 
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 .محیط ترانس ایزولیت :2شکل شمارۀ 
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 . کشت صحیح و رشد مناسب روی محیط آگار خون دار-نایسریا مننژیتیدیس :3شکل شمارۀ 
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 کشت صحیح و رشـد منـاسب روی محیـط         -رپتوکوکوس پنومونیه است :4شکل شمارۀ   

 .آگار خـون دار
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 کشت صحـیـح و رشـد منـاسب روی محیـط -هموفیلوس آنفلوانـزه :5شکل  شمارۀ    
 .آگار خـون دار
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 ـالف6شکل شمارۀ    پلـوکک گـرم منفی   دی: نایسریا مننژیتیدیس  -CSFرنگ آمیزی گرم    : 
 .داخل سـلولی
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دیپلوکوک گرم  : استرپتـوکوکوس پنومونیه  -CSFرنگ آمیزی گرم    : ـب6شکل شمارۀ   
 بیمـاری است کـه مقـادیـر     CSFاین شـکل متعلق بـه اسمیـر      . مثبت

 .فوق العـاده زیـادی از بـاکتری در آن وجوددارد
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 ـج6ارۀ  شکل شم  کوکوبـاسیـل گـرم  : هموفیلـوس آنفلـوانـزه  -CSFرنگ آمیزی گرم    : 

 ).پلئـومـورفیک(منفی چنـدشکلی
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 خاکستری ـ  با کلنی هـای بی رنگ   هموفیلوس آنفلوآنزه محیط آگار شکلاته،     :7شکل شمارۀ   
 .مات، بدون تغییر رنگ در محیط
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 ساعته روی محیط    18-24 بعـد از انکوبـاسیـون     نایسـریـا مننـژیتیـدیس  :8شکل شمارۀ   

 .کلنی های محدب، گرد، مرطوب و بـراق: آگار خون دار
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کلنی هـای کـوچک  :  روی محیـط آگار خون دار    استرپتوکوکوس پنومونیه  :9شکل شمارۀ   
 .ا در اطراف آنهاخاکستری با قوام موکوئید و هالۀ سبز همولیز آلف

 روش های آزمایشگاهی در تشخیص مننژیت    76

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ستـرپتـوکـوکـوس پنـومـونیـه ، ا نایسـریا مننـژیتیدیـس شنـاسایـی احتـمالی    :10شکل شمارۀ   
 .هموفیلوس آنفلوانـزهو 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 رشد روی  رنگ آمیزی گرم     شناسایی احتمالی
                               BAP    CAP 

 )گوسفند                  (                    
 
 

 + +      دیپلوکک     نایسریا مننژیتیدیس
    گرم منفی

 + +      دیپلوکک     استرپتوکک پنومونیه
    گرم مثبت

 + -     کوکوباسیل هموفیلوس آنفلوانزه
    چندشکلی
    گرم منفی
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 رشد روی محیط  ) الف(
 .آگار خون دار

 
             

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

رشد روی محیط ) ب(
 .تهآگار شکلا

 
 
 

و ) راست(استـرپتـوکـوکوس پنـومونیه ،  )چپ(نـایسـریـا مننـژیتیـدیـس  :11شکل شمارۀ   
 .هـریک از از پلیت هـا): بالا(هموفیلوس آنفلوانزه
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 با  نایسریا مننژیتیدیس
 گروه سرمی اختصاصی

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .نایسریا مننژیتیدیسشناسایی  :12شکل شمارۀ 

--++

 CAPرشد روی 
 BAPرشد روی 

 دیپلوکک گرم منفی: رنگ آمیزی گرم

 اکسیداز

-+
تشخیص گروه سرمی نایسریا مننژیتیدیس نیست

+ -

 مصرف کربوهیدرات

  نیستنایسریا مننژیتیدیس

سویه های دیگر

 نایسریا مننژیتیدیس
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 .واکنش مثبت ـ آزمایش اکسیداز به روش کواکس :13شکل شمارۀ 
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 آگلوتیناسیون با شفاف شدن مایع زمینه زمانی اتفاق می افتد کـه بـاکتری          :14شکل شمارۀ   
 واکنش منفی زمانی رخ می دهد   ). چپ(با آنتی سرم هومولوگ مواجه شود   

و مخلوط باکتری   ) وسط(رولوگ مخلوط شود که باکتری با آنتی سرم هت    
 .که همچنان کدر و یکنواخت  می مانـد) راست(بـا سـرم فیزیولوژی
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 نایسریا مننژیتیدیس واکنش های قندی سیستین تریپتیکیس آگار جهت افتراق          :15شکل شمارۀ   
سیداتیو نشان دهندۀ مصرف اک  ) زردرنگ(تولید اسید . از سایر نایسریاها  

 .قندهای دکستروز و مالتوز و عدم مصرف قندهای لاکتوز و سوکروز است
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 .استرپتوکوکوس پنومونیه شناسایی :16شکل شمارۀ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CAPرشد روی 
 BAPرشد روی 

 دیپلوکک گرم مثبت: رنگ آمیزی گرم

 تعیین حساسیت نسبت به اپتوچین
 و

 آزمایش تعیین حلالیت در برابر صفرا

تعیین حساسیت         تعیین حلالیت              تفسیر نتایج
               نسبت به اپتوچین در برابر صفرا               

       (mm)

  هالۀ عدم رشد<14* +  نیهاسترپتوکوکوس پنومو

 14 < هالۀ عدم رشد < 8         +  استرپتوکوکوس پنومونیه

 14 < هالۀ عدم رشد < 8        -   نیستاسترپتوکوکوس پنومونیه

 هالۀ عدم رشد= صفر -   نیستاسترپتوکوکوس پنومونیه
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 ـ     :17شکل شمارۀ    ن جهـت شنـاسـایـی    آزمـایـش تـعییـن حسـاسیـت نسبـت بـه اپـتـوچی
 .استرپتوکوکوس پنومـونیه

 ).سایر استرپتوکک ها(سویۀ فوقانی مقاوم به اپتوچین است
 ).پنوموکک(سویۀ میانی و تحتانی حساس به اپتوچین است
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 . سویۀ باکتریایی مختلف2آزمایش حلالیت در صفرا برای  :18شکل شمارۀ 
 سویۀ باکتری: لولۀ کنترل          دومین لوله از چپ: پاولین لوله از چ

 سویۀ باکتری:         چهارمین لوله از چپلولۀ کنترل: سومین لوله از چپ
، این  )با وجود کاهش مختصر در آن     (بـه دلیل کدورت لولۀ دوم از چپ       
 .سویه پنوموکک محسوب نمی شود

، املاً شفاف شده است  ک) کنترل(لولۀ چهارم از چپ در مقایسه با لولۀ سوم         
 .این سویه پنوموکک است
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 .هموفیلوس آنفلوانزهشناسایی  :19شکل شمارۀ 
 
 

 CAPوی رشد ر
 BAPعدم رشد روی 

 کوکوباسیل های چندشکلی گرم منفی: رنگ آمیزی گرم

 سروتایپ

 هموفیلوس آنفلوانزه
 با سروتایپ اختصاصی

+

 

-

 V و Xبررسی نیاز به فاکتورهای 

عدم نیاز به هر دو 
 فاکتور جهت رشد

 هر دو فاکتور جهت رشد لازم است

 هموفیلوس آنفلوانزه  نیستهموفیلوس آنفلوانزه

 روش های آزمایشگاهی در تشخیص مننژیت    86

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 فقط در اطراف    هموفیلوس آنفلوانزه . بررسی نیاز به فاکتورهای رشد     :20شـکل شمارۀ    
 . رشدمی کندV و Xوی هر دو فاکتور دیسک حا
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