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خطاهای تشخیصی در باکتری شناسی- 2

Yersinia enterocolitica
بابک ولی زاده

دکترای علوم آزمایشگاهی* ، **

فاطمه زاهدی مطلق*، زهره دودانگه*، سپیده کنعانی*
کارشناسان میکرب شناسی

Babak_Valizadeh@hotmail.com 

در این مقاله تلاش ش�ده است که به اختصار تعدادی از خطاهای 
رایج و نکات کلیدی در باکتری شناس�ی تش�خیصی مطرح گردد. 
موجب س�پاس خواهد بود اگر خوانن�دگان این مطلب دیدگاه‌های 
تکمیل�ی، پیش�نهادی و انتقـ�ادی خـ�ود را از طری�ق پس�ت 
الکترونیـ�ک به اطلاع برس�ـانند. این مقالـه بدنبـ�ال مقالـه 1 
در ارتبـاط بـا Salmonella Typhi منتش�ر شده است. مقاله 1 
در ش�ماره 8 نشریـه آوای آزمایش�گاه در وب سایـت نشریـه به 

نشانـی www.avayeazmayeshgah.ir قابل دسترسی است. 

در س��ال 1391 ب��رای اولیـن بار در برنامه ه��ای کنترل کیفیت  	
خارجـ��ی EQAP & EQAS در بخ��ش باکتــ��ری شناس��ی 
Yersinia enterocolitica برای آزمایش��گاه‌ها ارس��ال ش��د. 
نتایج بدست آمده در دوره سیزدهم برنامه EQAP نشان داد که 
شناسایی نادرست این باکتری می‌تواند یکی از خطاهای تشخیصی 

در آزمایشگاه باشد. 
  EQAP بیشترین خطای گزارش ش��ده در دوره سیزدهم برنامه 	
E.coli و Shigella بود. 38 % آزمایش��گاه‌ها به اشتباه E.coli و 
Shigella را که قابل انتظارترین خطا نیز می‌باشد‌، گزارش کردند.

Yersinia enterocolitica در س��گ، گربه، جوندگان، خوک،  	
گوس��فند و گاو وج��ود دارد و از طری��ق آب، ش��یر و پنیر، غذا و 
س��بزیجات آلوده به انسان منتقل می‌شود و از عوامل عفونت‌های 
گوارش��ی به ویژه در کودکان اس��ت. باکتری از مدفوع اسهالی یا 
خونی جدا می‌شود. این باکتری تمایل تهاجم به موکوس دستگاه 
گ��وارش و درگی��ر کردن غدد لنفاوی دس��تگاه گ��وارش را دارد. 
عفونت‌های گوارشی به اشکال بالینی Enterocolitisٍ همراه با تب، 
 Enteric fever ،Terminal Ileitis  ،دردهای شکمی و اس��هال
و Acute Mesenteric Lymphadenitis ب��ا علائم ش��بیه به 
آپاندیس��یت ی��ا Pseudoappendicular syndrome  ب��روز 
می‌کن��د. معمولا باکتریمی همراه با عفونت های گوارش��ی ایجاد 
نمی‌ش��ود. دوره نهفتگی در عفونت‌های گوارش��ی 7-2 روز است 
و علائ��م بیماری می‌توان��د از یک روز تا 4 هفت��ه ادامه یابد. این 

باکتری با توجه به رشد بهتر در سرما می تواند در فصل‌های پاییز 
و زمستان اسهال ایجاد کند.

در بیماران تالاس��می که افزایش بار آهن دارند سپتی سمی دیده  	
می‌شود. عفونت‌های خارج گوارشی مانند آرتریت نیز دیده می‌شود. 
در موارد نادر به علت توان رشد باکتری در دمای یخچال و ایجاد 
توکسین در درون کیسه‌های بانک خون آلوده، علائم شبیه شوک 
سپتیک ایجاد می شود. این خون‌ها از اهداکنندگان بدون علامت 

در مرحله باکتریمی تهیه شده است. تصویر 1  

باکتری برروی محیط بلاد آگار بدون همولیز است. در رنگ آمیزی  	
گرم بسته به حرارت و محیطی  که باکتری در آن رشد یافته است 
اش��کال مش��اهده شده متغیر اس��ت  و هر دو شکل کوکوباسیلی 
و باس��یلی مش��اهده می‌ش��ود. باکتری در دمای 37-35 درجه 
غیرمتحرک و در دمای30-22 درجه به دلیل ایجاد فلاژل متحرک 

است. 

آزمایشگاه بهار* 
**EQAP بخش باکتری شناسی برنامه ارزیابی خارجی کیفیت 

کمیته میکرب شناسی و مقاومت های میکربی آزمایشگاه مرجع سلامت **
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این باکتری در دمای 30-22 درجه بهتر رشد می‌کند و  تست‌های  	
تش��خیصی بیوشیمیایی-آنزیمی آن س��ریع‌تر، شدیدتر و بیشتر 
مثبت می‌شود. باکتری در مواد غذایی در زمان نگهداری در دمای 
یخچال می‌تواند رش��د کند. از توانایی رشد در سرما و غنی‌سازی 
در دمای 10-4 درجه برای جداسازی باکتری از مواد غذایی، آب 
و نمونه‌های محیطی اس��تفاده می‌ش��ود. برای نمونه های کشت 
 Yersinia enterocolitica مدفوع که در خواست بررسی از نظر
را دارند، به علت تعداد کم باکتری در کش��ت‌های متعارف ممکن 
اس��ت میکرو ارگانیسم جدا نشود و برای حصول اطمینان بیشتر 
همراه با کش��ت‌های متعارف اولیه می‌توان از سالین استفاده کرد 
و لول��ه حاوی س��الین را پس از بردن مدف��وع در آن در یخچال 
ق��رار داد و تا س��ه هفته بصورت هفتگی س��اب کالچر انجام داد. 
در کتب و مقالات میکرب شناس��ی تش��خیصی روش‌های غنی 
سازی مختلفی توضیح داده شده است. روش فوق برای نمونه‌های 

انسانی ساده‌ترین است. 
محیط انتخابی- افتراقی برای جداس��ازی باکتری از نمونه‌های  	
بش��دت آل��وده، نمون��ه ه��ای محیط��ی، در موارد جداس��ازی 
از موادغذای��ی و س��بزیجات آل��وده و در م��واردی ک��ه تع��داد 
 CIN  میکروارگانیس��م در نمونه‌های بالینی کم باش��د، محیط
Agar - Cefsulodin-irgasan-novobiocin agar اس��ت. 
باکتری پس از 48 س��اعت در دمای 30-22 درجه،  بر روی این 
محیط کلنی‌هایی به شکل چشم گاو bull’s-eye با مرکز بزرگ 
 CIN agar قرمز رنگ و حاشیه شفاف ایجاد می‌کند. رنگ محیط
صورتی - قرمز اس��ت. آئروموناس‌ها هم بر روی CIN agar این 
شکل کلنی را ایجاد می‌کنند ولی با اکسیداز مثبت از یرسینیا جدا 
می شوند. در مطالعات تجربی انجام شده محیط انتخابی- افتراقی 
CIN agar  می‌توان��د تا CFU/ml 10 از باکتری را جدا کند. با 
توجه به امکان رشد باکتری‌هایی چون انتروباکتر و سراشیا و ایجاد 
انواع��ی از کلنی‌های قرمز رنگ به علت تخمیر مانیتول موجود در 
محیط، انجام آزمون‌های شناسایی و تاییدی لازم است. تصویر 2  

هرچند ک�ه محیط انتخاب�ی و افتراق�ی CIN agar بر محیـط  	
 Yersinia enterocolitica در جداسازی MacConkey Agar
از نمونه‌های مدفوع کاملا برتری دارد ولی با توجه به هزینه تهیه 
محی�ط پایه و مواد افزودنی ب�ه آن و نیمه عمر محیط های تهیه 
شده و در خواست‌های کم بررسی مدفوع از نظر یرسینیا، در حال 
حاضر استفاده از CIN agar در سطح آزمایشگاه های تشخیص 
طبی ایران مرس�وم نیس�ت و معم�ولا در مطالعات پژوهش�ی و 
اپیدمیولوژیک مراکز دانش�گاهی و تحقیقاتی استفاده می‌شود. 

بای�د توجه داش�ت که در م�وارد حاد بیماری که تع�داد باکتری 
در نمونه مدفوع زیاد اس�ت، در صورتی ک�ه بیمار آنتی‌بیوتیک 
دریاف�ت نک�رده باش�د، Yersinia enterocolitica ب�ر روی 
محیط‌های معمولی مانند MacConkey Agar مورد استفاده در 
آزمایشگاه‌ها قابل جداسازی و شناسایی است و به این دلیل این 
 EQAP & EQAS باکتری در برنامه‌های کنترل کیفیت خارجی

در سال 1391 ارسال شد.    
این باکتری س�وکروز مثبت اس��ت و به دلیل س�وکروز مثبت و  	
اسیدی شدن ش��دید محیط EMB، باکتری می‌تواند کلنی‌هایی 
با جلای فلزی ایجاد کند. در صورت اس��تفاده از EMB دو قندی 
در کشت اولیه، باکتری‌های لاکتوز منفی و سوکروز مثبت مانند  
Yersinia enterocolitica به اشتباه به عنوان غیر بیماری‌زا در 
نظر گرفته شده و  تش��خیص داده نمی‌شوند. بنابر این در کشت 
مدفوع بهتر اس�ت ک�ه به جای محیـ�ط EMB  از محیـط تک 
قندی MacConkey Agar اس�تفاده شود که فقط لاکتوز دارد 
و برای گرم مثبت‌های نمونه مدف�وع مانند انتروکوک، مهاری‌تر 
اس�ت. رش�د ضعیف انتروکوک‌ها که در تخمیر قندهای مختلف 
فعالند، در زمینه پلیت‌های EMB و در زیر تک کلنی مش�کوک 
می‌توانـ�د منجـر به عدم خلوص تک کلنــی مورد اس�تفاده 
بـرای تست‌های تشخیصـی و اشتباه در شناسایــی می‌شود. 
 XLD ب��ر روی محیط س��ه قندی Yersinia enterocolitica
ک��ه لاکتوز، س��وکروز و زایل��وز دارد، کلنی‌ه��ای زرد رنگ مانند 

غیربیماری‌زاها ایجاد می‌کند.
 Yersinia enterocolitica  باکت�ری MacConkey بر روی محی�ط 	
کلنی‌هایی کوچکتر از سایر گرم منفی‌های روده‌ای با قطر حدود 
2-1 میل�ی متر، بی‌رنگ یا هم رنگ محی�ط ایجاد می‌کند. برای 
جداس�ازی اولیه از کش�ت مدفوع پلیت‌ها بمدت 48 ساعت در 
دمای 30-22 درجه یا RT  انکوبه می‌ش�وند. در مراحل بعدی و 
انجام تس�ت های تشخیصی نیز این دما توصیه می‌شود. بر روی 
محیط MacConkey در دمای  37-35 درجه پس از 24 ساعت 
کلنی‌ه�ا ریز و سرس�وزنی خواهند بود و ممکن اس�ت بررس�ی 
نشوند. توصیه می ش�ود که از ابتدا دو پلیت MacConkey در 
دو دما اس�تفاده شود یا در روشی امکان پذیرتر و بدون افزایش 
هزین�ه، تمام پلیت‌های MacConkey برای 24 س�اعت اول در 
دمای 37-35 درجه جهت بررس�ی شیگلا و سالمونلا و برای 24 
س�اعت دوم در دمای 30-22 درجه یا RT  برای بررس�ی موارد 
احتمالی Yersinia enterocolitica قرار داده شوند. تصویر 3   
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به دلیل س��وکروز مثبت باکتری، محیط  TSI که دارای سه قند  	
گلوکز و لاکتوز و س��وکروز است به فرم A/A اسید-اسید و بدون 
گاز در م��ی آید ولی محی��ط KIA - Kligler Iron Agar که 
دارای دو قند گلوکز و لاکتوز اس��ت به فرم K/A آلکالین-اسید و 
بدون گاز در می آید. با توجه به این مزیت محیط KIA برخی از 
مولفین این محیط را برای شناسایی اولیه بیماری زاهای گوارشی 

نسبت به TSI ارجح می دانند.       
در این باکتری سیترات منفی، MR  مثبت، اندول متغیر )50%(،  	
H2S منفی، تولید گاز در TSI منفی، حرکت در 37 درجه منفی 
و حرکت در دمای 30-22 درجه مثبت است. تست حرکت یکی از 
دلایل خطاهای تشخیصی برای این باکتری است. تست اوره آگار 
)%75( مثبت اس��ت که در بعضی از سوش‌ها کمی با تاخیر مثبت 
می‌ش��ود. در حرارت30-22 درجه تس��ت اوره س��ریع‌تر و قوی‌تر 
مثبت می‌شود. یکی از دلایل خطاهای تشخیصی در بررسی انجام 
ش��ده در برنامه EQAP  گزارش منفی کاذب در تست اوره بوده 

است.
تس��ت VP-Voges-Proskauer در 37 درجـ��ه منفـ�ی و  	
در30-22 درجه مثبت اس��ت. لاکت�وز منفی و ONPG مثبت و 
مانیتول مثبت است. در محیط CIN Agar تخمیر قند مانیتول 
و اسیدی ش��دن محیط منجر به قرمز شدن کلنی‌ها می‌شود. در 
صورت استفاده از API برای تشخیص موارد مشکوک به یرسینیا 

بهتر است API در 30-22 درجه انکوبه شود.
Lysine decarboxylase در این باکتری منفی است. در بعضی  	
 LIA - Lysine Iron Agar از سویه های این باکتری اگر از محیط
اس��تفاده ش��ود، در حرارت 37 درجه و طی 24 ساعت به دلیل 

فعالیت ضعیف‌تر باکتری در این حرارت و مصرف گلوکز و تاخیر 
در آلکالینه کردن س��طح، محیط به فرم A/A اس��ید- اسید در 
می آی��د. معمولا این واکنش در نگه��داری طولانی‌تر، 3 تلقیح 
عمقی در محیط به جای 2 تلقیح عمقی و انکوباسیون در دمای  
30-22 درجه به فرم قابل انتظار K/A در می‌آید. تصویر 4    

 Yersinia enterocolitica ش��ایع تری��ن گون��ه در می��ان 
یرسینیاهایی است که از دستگاه گوارش جدا می‌شوند. سوکروز 
مثب�ت ، Ornithine decarboxylase مثب�ت، س�وربیتول 
مثب�ت و VP مثب�ت در دمـ��ای 25 درجه ای��ن باکتـری را از 
Yersinia pseudotuberculosis ج��دا می‌کن��د. باکت��ری 
Yersinia pseudotuberculosis از نظر ش��یوع جداس��ازی 
در بین یرس��ینیا‌هایی که از دستگاه گوارش و کشت مدفوع جدا 
می‌شوند در رتبه دوم قرار می گیرد. سایر گونه‌ها بندرت از دستگاه 

گوارش جدا می‌شوند. تصویر 5 و 6
 O:3, O:8, O:9, O:5,27 & O:1,2a,3 5 سرو گروه‌ بیماری‌زای 
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شایع‌ترین س��رو گروه‌های بیماری‌زای انسانی هستند. 5 بیوتیپ  
بیماری زا ش��امل بیوتیپ‌های 1B, 2, 3, 4, & 5 می‌باش��ند. باید 
توجه داشت که برای بیماری‌زایی این باکتری عوامل بیماری‌زای 
گوناگون��ی وجود دارد و برای شناس��ایی و تایید وجود این عوامل 
روش‌های تش��خیصی متعددی ش��امل مجموعه‌ای از روش‌های 
  Sereny test مولکولی، کشت سلولی، استفاده از خوکچه هندی

و .... در  آزمایشگاه های مرجع انجام می شود. 
  بیوتیپ‌ه��ای بیم��اری‌زای 1B, 2, 3, 4, & 5 برروی محیط بایل 
 1A اس��کولین آگار، اس�کولین منفی و بیوتیپ غیربیم�اری‌زای
 1B, 2, برروی این محیط ، اس�کولین مثبت اس�ت. بیوتیپ های
5 & ,4 ,3 می‌توانند بیماری زا باشند که با روش های دیگر باید 

شناسایی شوند. تصویر 7

 س��وش‌های بیم��اری‌زا در محی��ط MR-VP  در دمای RT پس 
از 48-24 س��اعت کدورتی یکنواخ��ت ایجاد می‌کنند و در دمای 
37-35 درجه ممکن است اتو آگلو تیناسیون دهند که در طول 
دیواره لوله و یا ته لوله جمع شود.این حالت نشانه احتمالی وجود 

پلاسمید بیماری‌زا است. 
 CHROMagar™ محی��ط  ب��رروی  بیم��اری‌زا  س��وش‌های   
Y.enterocolitica  کلنی‌ه��ای به رنگ بنفش مايل به ارغوانى 

س��ير می‌دهند که از انواع غیر بیماری‌زا و س��ایر باکتری‌هایی که 
کلنی‌های آبی رنگ می‌دهند قابل تشخیص است. تصویر 8
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