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 هاي غني كننده، انتخابي و افتراقي درجداسازي بررسي انواع محيط

 و شناسايي سالمونلا در مبتلايان به اسهال
  

  ، 2، دكتر عباس رحيمي فروشاني 1دكتر محمد مهدي سلطان دلال
 5، نوشين عقيلي4 طباطبايي بفروييم، اكر3بهرام نيك منش

 
  چكيده

ترين  هاي سالمونلا و يكي از شايع يت ناشي از آلودگي به سروتايپ سالمونلوزيس يك گاستروانتر:زمينه و هدف
هاي متداول در جداسازي سالمونلا از نمونه  هدف از اين تحقيق بهينه سازي روش. باشد هاي غذايي در جهان مي عفونت

  .باشد اسهال كودكان مي
.  كودكان تهران نمونه مدفوع تهيه گرديد كودك بيمار مبتلا به اسهال مراجعه كننده به مركز طبي100 از :روش بررسي

 درجه سانتي گراد و سلنيت 42 در (TT) و تتراتيونات براث(RV) روش غني سازي راپاپورت واسيلياديس براث3سپس از 
 ساعت از هر روش بر 24 پس از . درجه سانتي گراد جهت غني سازي سالمونلا استفاده گرديد37 در (SC)سيستئين براث

 دزوكسي كولات - ليزين-، گزيلوز(RA)، رامباخ آگار(CHROMagar Salmonella)روم آگار سالمونلا محيط ك6روي 
  . تلقيح نموده شد(BG)، بريليانت گرين آگار(SS)، سالمونلا شيگلا آگار(HE)هكتون انتريك آگار ،(XLD)آگار

با استفاده از %) 100( نمونه13 تعداد تمامي از اين. به عنوان سالمونلا شناسايي شدند%) 13( نمونه13 در مجموع :ها يافته
RV ،5/61( نمونه 8 براث (%با SC نمونه 3براث و )با%) 23 TTبالاترين ميزان جداسازي از تركيب . براث مثبت شدند

ترين ميزان جداسازي از  بدست آمد و پايين% 100 آگار با نسبتRA براث و محيط كشت انتخابي RVمحيط غني كننده 
  .بدست آمد% 4/15 آگار با نسبت BG براث و محيط كشت انتخابيTTط غني كننده تركيب محي

  آگار براي RA براث و RV محيط كشت انتخابي نشان داد كه تركيب6 محيط غني كننده و 3 مقايسه :گيري نتيجه
 .جداسازي سالمونلا بسيار مناسب است

  ازي سالمونلا، گاستروآنتريت، جداسازي، غني س:هاي كليدي واژه
 

 

  1390تير :    پذيرش مقاله  -            1389آذر :     دريافت مقاله -
 

 مقدمه
هاي منتقله از غذا از مهمترين معضلات  بيماري

سالمونلاها ساليانه . سلامت بهداشت جامعه است
 ميليون نفر و چند صد نفر 4/1سبب آلودگي حدود 

  . شوند مرگ و مير در آمريكا مي
  

  ه پاتوبيولوژي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهراناستاد گرو  1
  دانشيار گروه آمار و اپيدميولوژي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران 2

  كارشناس ارشد انگل شناسي آزمايشگاه مركز طبي كودكان دانشگاه علوم پزشكي تهران 3

 آزاد اسلامي، واحد علوم و كارشناس ارشد ميكروب شناسي گروه زيست شناسي دانشگاه 4
   تهرانتحقيقات

  كارشناس مركز مديريت بيماري هاي واگير وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشكي  5

  

هاي كشت اختصاصي براي  طيف وسيعي از محيط
ها   جداسازي سالمونلا توليد شده، اما هيچ يك از آن

هاي انتخابي  هاي آبگوشت محيط). 1(كامل نيست
هاي  رشد سالمونلا و مانع رشد باكتريسبب افزايش 

هاي  در حال حاضر آبگوشت. شوند غير سالمونلا مي
حاوي سلنيت، برليانت گرين و مالاشيت گرين براي 

            ً همچنين اخيرا  . شوند جداسازي سالمونلا توصيه مي
 براي جداسازي (RV)آبگوشت راپاپورت واسيلياديس

م و يا زياد سالمونلا براي مواد غذايي با بار ميكروبي ك
 انكوبه (TT)تهيه شده، در حاليكه آبگوشت تتراتيونات

   :               نويسنده مسئول * 

   ؛ دكتر محمد مهدي سلطان دلال
ــوم    ــشگاه عل ــت دان ــشكده بهداش دان

  كي تهرانپزش
  Email :  
Soltanda@tums.ac.ir 
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 درجه سانتي گراد براي مواد غذايي با بار 35در 
 درجه سانتي گراد با بار آلودگي 45آلودگي كم و در 

افزايش مشكلات موجود در ). 2-3(شود بالا توصيه مي
هاي  جداسازي و شناسايي سالمونلاها در نمونه

با توجه به بار ميكروبي بسيار بالا، ) مدفوع(كلينيكي
هاي مواد غذايي  توجه بيشتري را نسبت به نمونه

مرحله غني سازي انتخابي موجب . جلب نموده است
هاي سالمونلا در كل فلور  افزايش نسبت تعداد سلول

گردد و اين عمل با فراهم نمودن امكان  ميكروبي مي
ميكرو تغذيه سالمونلا و محدود نمودن رشد ساير 

ترين  گسترده. گيرد هاي موجود صورت مي ارگانيسم
هاي مورد استفاده در كلينيك عبارتند از سلنيت  محيط

سيستئين براث، كه حاوي سيستئين جهت تسريع رشد 
مولركافمن تتراتيونات براث كه . باشد سالمونلاها مي

هاي  حاوي تتراتيونات، بريليانت گرين و نمك
 (RV) واسيلياديس–رت باشد، راپاپو صفراوي مي

براث كه حاوي مالاشيت گرين، كلريد منيزيم و 
 به عنوان فاكتورهاي انتخابي pHكاهش جزئي 

به دليل اين كه اين محيط ها از نظر انتخابي . باشند مي
            ً                     باشند، معمولا  اين دو محيط مايع به  بودن متفاوت مي

            ً گيرند، معمولا   صورت موازي مورد استفاده قرار مي
 سيستئين براث –ي از محيط كمتر انتخابي سلنيتتركيب

هاي ديگر جهت اين منظور مورد  و يكي از محيط
  ).1-4(گيرند استفاده قرار مي

هاي كشت بر مبناي تخمير قند لاكتوز و  تلقيح محيط
توليد هيدروژن سولفوره بصورت سنتي انجام 

 . گردد مي

هاي  هاي كلينيكي پس ازانكوباسيون در محيط نمونه
هاي جامد انتخابي و  ني كننده انتخابي مايع به محيطغ

عوامل انتخابي مورد استفاده . شوند افتراقي منتقل مي
هاي صفراوي يا دزوكسي كولات  عبارتند از نمك

و يا  Xylose Lysine Deoxycolate agar (XLD)همچون
، Brilliant Green agar (BG)توليد بريليانت گرين

   ً              مولا  به وسيله عدم هاي تشخيصي كه مع واكنش
توانايـي اغلـب سالمونلاها جهـت تخميـر قنـد 
لاكتوز و يـا تـوليد سـولفيد هـيدروژن فـراهم 

 Salmonella – Shigella agar (SS),قبيلشود از  مـي

Hekton Enetric agar (HE) )6-4.(  
 چندين محيط كشت حاوي سوبستراي 1990از سال 

ود در سالمونلا هاي موج كروموژنيك كه با آنزيم
دهد، ساخته شده و بتدريج تكميل شده  واكنش مي

داخل ) X-Gal(اين سوبستراي كروموژنيك .است
محيط و متصل به پروپيلن گليكول است كه پس از 
واكنش با آنزيم بتاگالاكتوزيداز، اسيد توليد كرده و 

  ).7-11(شود تغيير رنگ حاصل مي
 6 كننده و  محيط غني3هدف از اين مطالعه ارزيابي 

هاي  محيط كشت براي جداسازي سالمونلا از نمونه
  . باشد مدفوع مي

  
  روش بررسي

 كودك بيمار مبتلا به اسهال مراجعه كننده به 100از 
مركز طبي كودكان تهران نمونه مدفوع تهيه و سريع 
به آزمايشگاه ميكروب شناسي دانشكده بهداشت 

  ).10-12(منتقل و طبق پروسه زير اعمال گرديد
  براث وTT هايمحيطاز هر يك از  cc 10به: روز اول

SC  ،اضافه و  مدفوع يا يك سوآب گرم نمونه5براث 
 ساعت 18-24 درجه سانتيگراد و زمان 37در دماي 

 درجه 42 براث دماي RVبراي (شدنگهداري 
  ). شود  استفاده ميسانتيگراد
  نوع از6يك لوپ از محيط فوق را داخل : روز دوم
-Rambach Agar– XLD -كروموژنيك آگار(هاي محيط

HE -S.S –( BG درجه 37 تلقيح نموده و در دماي 
  . شد ساعت نگهداري 18-24سانتيگراد به مدت 

 از هر كدام از پرگنه خالص 1حداقل : روز سوم
محيطهاي فوق را برداشت نموده و تستهاي بيوشيميايي 

34
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 SIM – TSI– LIA -MRVP  Urea-در محيطهاي افتراقي 
-Simon Citrate  گرفتانجام .  

و ) بيومريو (20E- APIبا استفاده از كيت :روز چهارم
 .ها شناسايي و تاييد شدند تستهاي سرولوژي، پرگنه

  
  ها يافته

ها  نمونه% 13 پس از انجام آزمايشات فوق در مجموع 
هاي غني كننده  بكارگيري محيط. آلوده به سالمونلا بود

 براث، RVبا استفاده از %) 100( نمونه13سبب شد تا 

 3 براث و SCبا استفاده از%) 5/61( نمونه8
بالاترين .  براث جدا شوندTTبا استفاده از%) 23(نمونه

 از محيط RAميزان جداسازي توسط محيط كشت 
بدست آمد و % 100 براث با نسبتRVغني كننده

 BGپايين ترين ميزان جداسازي توسط محيط كشت 
بدست % 4/15 براث با نسبت TTنده از محيط غني كن

بر اساس آزمون مك نمار نتايج ). 3 الي1نمودار(آمد
 اختلاف معنادار TT و SC با RVغني كننده محيط

  .>P) 05/0(دارد
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  نمودار درصد جداسازي نمونه هاي مثبت مورد پژوهش روي محيط هاي انتخابي : 1نمودار 
  RVجامد با استفاده از محيط غني كننده 

 
 

0

5

10

15

20

25

زي
اسا

جد
صد 

در

RA XLD BG SS CAS HE

محيط هاي انتخابي جامد

  
  نمودار درصد جداسازي نمونه هاي مثبت مورد پژوهش روي محيط هاي انتخابي : 2نمودار 

  TTجامد با استفاده از محيط غني كننده 
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  نمودار درصد جداسازي نمونه هاي مثبت مورد پژوهش روي محيط هاي انتخابي: 3نمودار 
  SC جامد با استفاده از محيط غني كننده 

 
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

  هاي جانبي در محيط كشت كشت و جداسازي سالمونلا به همراه باكتري : 1شكل 
  TT و RV ، SC با استفاده از سه محيط غني كننده (RA) انتخابي رامباخ آگار 
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  بحث 
هاي ناشي از سالمونلا بويژه در كودكان از طيف  اسهال

 وجود فلورهاي مختلف. اي برخوردار است گسترده
                    ً                   در نمونه مدفوع غالبا  سبب مشكلاتي در امر 
  جـداسـازي و شناسـايي صحيـح و بمـوقع سالمـونلا 

لذا هدف از اين مطالعه معرفي روشي براي . گردد مي
هاي مدفوع  افزايش توان جداسازي سالمونلا از نمونه

ها نشان  اين يافته. در موارد گاستروانتريت بوده است
ده به سالمونلا بوده و تمامي ها آلو نمونه% 13داد كه 

 براث RVموارد مثبت با استفاده از محيط غني كننده 
  .  آگار بدست آمدRAو محيط كشت 
 RVموثر بودن محيط كشت غني كننده  محققان زيادي

را براي بازيافت و بهبود رشد سالمونلا گزارش 
در مطالعه قبلي ما و همكاران ). 3و5و13-16(اند داده

 نمونه اسهالي مربوط به كودكان 310، 2004در سال 
 سال در بيمارستان مركز طبي كودكان مورد 5زير 

مطالعه قرار گرفت و ميزان آلودگي به پاتوژنهاي 
و ميزان آلودگي به % 3/30باكتريايي مختلف 

گزارش شده % 6/2سرووارهاي مختلف سالمونلا 
همچنين در اين مطالعه شايع ترين سرووار . است

     ً    اخيرا  در .  گزارش شده استBراتيفي سالمونلا پا
سالمونلاهاي % 54اي ديگر در همين بيمارستان  مطالعه

به % 8جدا شده متعلق به سروتايپ انتريتيديس و تنها 
با مقايسه .   تعلق داشته است Bسروتايپ پارا تيفي 
 مطالعة ما كه در يك بيمارستان 2نتايج بدست آمده از 

هاي مدفوع بيماران  ه سال بر روي نمون5طي فاصله 
مراجعه كننده صورت گرفته، شاهد تغييرات 

رسد  بنظر مي. درسروتايپ ايزوله هاي سالمونلا هستيم
با توجه به افزايش شيوع سالمونلوز در سرتاسر جهان 
و اهميت آن بويژه در كودكان و افراد مستعد اين مسئله 

  ). 17-18(باشد بشدت نگران كننده مي
Busseطي مطالعات خود 1995ش در سال  و همكاران 

  ط ـ محيRVبه اين نتيجه رسيدند كه محيط غني كننده 

  
غني كننده قابل اعتمادي براي جداسازي سالمونلا 

  ).19(باشد مي
June و همكاران و Hammack و همكاران همچنين 

 و SCنتايج بهتري از  º c42 در TT و RVدريافتند كه 
TT در º c35لا از گوشت تازه و ر جداسازي سالمون د

  .دهد محصولات با آلودگي بالا مي
 و همـكاران در ارزيـابي و مقـايسه Juneهمچنيـن 

هاي غنـي كننـده بـراي جـداسـازي  محيـط
 º c42 ،TT  در RV روش غـني كنـنده 3سالمـونلا، 

 نمونه 1125 را روي º c35 در SCو  º c42 وº c35در 
، دست و پاي ماده غذايي از قبيل صدف خوراكي

قورباغه، قارچ، ميگو و گوشت مرغ مورد آزمايش قرار 
با % 7/32و % 5/27 و RVها با  از نمونه% 38دادند كه 

TT به ترتيب در º c35 و  º c42 ،7/29 آن ها با SC به 
  Blivetاز طرفي ). 3و20(عنوان غني كننده مثبت شد

و همكارانش مشاهده كردند كه براي بازيافت و بهبود 
 بسيار كارآمدتر RVرشد سالمونلا، محيط غني كننده 

باشد، وي براي انجام آزمايشات خود از   ميSCاز 
استفاده كرد كه پس ... نمونه هاي تخم مرغ، جوجه و 

از % 6/97از انجام آزمايشات به اين نتيجه رسيد كه 
از % 2/42 و فقط RVهاي مثبت با استفاده از  نمونه
.  به عنوان غني كننده جدا شدند SCها با استفاده از  آن

 توانايي شناسايي SCها اشاره كردند كه   اگر چه آن
هاي سالمونلا،  ازسروتيپ)CFU/ml50-10(تعداد كمي

تيفي، .پولوروم، س.همچون سالمونلا گاليناروم، س
  ).13(پاراتيفي را دارد.س

هاي موجود   طي تحقيقاتي روي محيـط1998در سال 
روباكترياسـه از مـواد غـذايي بـراي جداسـازي انت

 بهتـرين محيط بـراي غـني سازي و MSRVمحيـط 
 XLDبـراي محيط انتخابي جـامد، محيط 

 كه داراي Diagnostic Semisolid Salmonella agarو
درصد خاصي از نيتروفورانتوئين بود را براي 
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جداسازي سالمونلا انتريتيديس از مواد غذايي ارائه 
 ).21(داد

 MSRVالعه مشابه در برزيل محيط غني كننده طي مط
، محيط قابل 8/96 و 5/95با حساسيت و ويژگي 

اطميناني براي جداسازي سالمونلا گزارش شد در 
ضمن طبق اين گزارش محيط فوق زمان لازم براي 
جداسازي اين ميكروارگانيسم از مواد غذايي را كاهش 

  ).22(داد
انش پس از  و همكارMichaelطي يك مطالعه ديگر 

 به اين نتيجه رسيدند 2003انجام آزمايشهايي در سال 
 TMK 42(TMK at 42°C) و RVكه محيط كشت 

محيط هاي انتخابي غني كننده مناسبي براي جداسازي 
  ).6(باشد سالمونلا مي

 و همكاران پس از انجام Fagerberg 1976در سال 
 براي SCآزمايشات خود به اين نتيجه رسيدند كه 

هاي خاصي از سالمونلا محيط  ازي سروتيپجداس
هاي ديگر   براي سروتيپTTباشد و  مناسبي مي

 و Coxهمچنين ). 23(باشد سالمونلا كارآمد مي
Mercuri مشاهده كردند كه TT زماني كه غلظت 

باشد و  ميكروارگانيسم كم باشد بسيار توكسيك مي
SC محيط غني كننده موثري براي انواع خاصي از 

  ). 24( كه تعداد سالمونلا كم باشدغذاهاست
هاي كلاسيك، سالمونلا، سيتروباكتر و  در محيط

 3كند و هر  پروتئوس پرگنه هاي شبيه به هم ايجاد مي
 بوده و لاكتوز را تخمير H2Sاين باكتريها توليد كننده 

كنند، همچنين سيتروباكتر و پروتئوس در مواد  نمي
با توجه به . شوند غذايي به طور معمول يافت مي

موارد فوق احتمال وجود نتايج مثبت كاذب در 
  .  باشد هاي كلاسيك بسيار بالا مي محيط
دهد كه حساسيت و ويژگي  ها نشان مي بررسي
هاي كلاسيك  هاي كروموژنيك نسبت به محيط محيط
  .باشد  بالا مي

 و همكارانش به اين Perryاي در انگلستان  طي مطالعه
 با ABC كروموژنيك نتيجه رسيدند كه محيط

محيط مناسبي  % 5/90و ويژگي  % 100حساسيت 
  ).25(باشد براي جداسازي سالمونلا مي

Gaillot در 1999 به همراه همكارانش در سـال 
 و CHROM agar Salmonella (CAS)مقايسه بين 

Hektone Enteric agar (HE)به نتايج زير رسيدند :  
بعد از  % 100قبل از غني سازي و  % 95حساسيت 

قبل از غني  % 80 و حساسيت  CASغني سازي براي 
 و همين HEبعد از غني سازي براي  % 100سازي و 

 HEبراي  % 5/78 و CASبراي  % 9/88طور ويژگي 
 را براي CASگزارش كردند و آنها محيط كشت 

 ). 8(جداسازي سالمونلا پيشنهاد دادند

اي كشت اي ديگر در فرانسه ميان محيط ه در مقايسه
Hektoen agar (HE) محيط كشت كروموژنيك 4و 

ABC medium, CHROM agar Salmonella (CAS) ،
COMPASS Salmonella agar (COMPASS), ، 

Salmonella Detection and Identification medium 
(SMID) ،براي جداسازي سالمونلا ، Perez و 

جه همكارانش پس از انجام آزمايشات خود به اين نتي
 COMPASS و CASهاي  رسيدند كه محيط

باشند  هاي مناسبي براي جداسازي سالمونلا مي محيط
و داراي ويژگي و حساسيت بالايي نسبت به ديگر 

 ).9(باشند  ميHEهاي كروموژنيك و  محيط

Rallروي 2005اي در سال   و همكاران طي مطالعه 
هاي كشت انتخابي و غني كننده موجود براي  محيط
ها به اين  ازي سالمونلا و ارزيابي اين محيطجداس

 محيط غني كننده RVنتيجه رسيدند كه محيط كشت 
مناسبي براي غني سازي و بهبود رشد سالمونلا 

هاي ما مطابقت دارد و  باشد كه اين موضوع با يافته مي
هاي كشت انتخابي به  همين طور وي در مورد محيط

هاي  ب محيط به ترتيRA و CASاين نتيجه رسيد كه 
انتخابي مناسبي براي جداسازي سالمونلا از مواد 

  ).26(باشد غذايي مي
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 محيط (RA)دهد كه رامباخ آگار نتايج ما نشان مي
جامد مورد اطميناني براي جداسازي سالمونلا مطابق 

طبق يك ). 16و27-28(باشد هاي گذشته مي با پژوهش
 در يك كارخانه شير خشك در 1994تحقيق در سال 

محيط انتخابي جامد و   به عنوانRAلند با استفاده از ه
MSRVمحيط غني كننده براي جداسازي   به عنوان

% 82سالمونلا استفاده شد كه بازدهي اين روش 
 2005اي ديگر در سال  در مطالعه). 16(گزارش شد

براي مقايسه و ارزيابي محيط كشت انتخابي جامد 
 RAنيك هاي كروموژ  با محيطHE و SSكلاسيك  

هاي   به اين نتيجه رسيدند كه محيطSMIDو
كروموژنيك از حساسيت و ويژگي بالايي نسبت به 

در ضمن وي . باشد هاي كلاسيك برخوردار مي محيط
 توانايي شناسايي همه SMIDاشاره نمود  با اين كه 

 RAاش به اندازه  سالمونلاها را دارد ولي ويژگي
  ).27(باشد نمي

  

  نتيجه گيري 
 ما حاكي از آن است كه محيط كشت نتايج

 در مقايسه با پنج محيط كشت RAكروموژنيك 
انتخابي جامد ديگر، يك محيط با قدرت انتخابي و 

 RVباشد و همچنين محيط غني كننده  افتراقي بالا مي
براث، غني كننده مناسبي براي احياء رشد سالمونلا در 

  .باشد نمونه مدفوع مي
  

  تشكر و قدرداني
اله نتيجه طرح تحقيقاتي مصوب دانشگاه علوم اين مق

پزشكي و خدمات بهداشتي درماني تهران به شماره 
  .باشد مي 27/8/1388 مورخ 8709قرارداد
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Abstract 
 

Background and Aim:  Salmonellosis is a gastroenteritis caused by different 
serotypes of Salmonella and is the most common type of food poisoning in the 
world. The purpose of this research study is to optimize the conventional method 
for the isolation of Salmonella SPP from the diarrheic specimens of children. 
Materials and Methods: Stool specimens were obtained from one hundred 
patients admitted to Children's Medical Center for diarrhea. The enrichment media 
were prepared by 3 methods: Rappaport Vassiliadis broth (RV), 
Tetrathionate broth (TT), and Selenite Cystine broth (SC). Then, for the 
isolation of Salmonella SPP, the enrichment methods RV and TT were used and 
incubated at 42° C, and SC at 37° C.  After 24 hours of incubation, the enrichment 
samples were inoculated into the following 6 different media: Hektone Enteric 
agar (HE), Rambach agar (RA), CHROMagar Salmnella (CHROMagar 
Salmonella), Brilliant Green agar (BG), Salmonella-Shigella agar (SS), and 
Xylose–Lysine–Deoxycholate agar (XLD). 
Results: In total, 13 out of one hundred samples were identified as Salmonella 
SPP. All of these 13 Salmonella SPP samples (i. e., 100%) were positive on RV 
broth; the figures were 8 (61.5%) and 3 (23%) on SC and TT broths, respectively. 
The highest amount of isolation was found by the combination of RV broth and RA 
agar (100%). The lowest rate, however, was obtained by the combination of TT 
agar and BG broth (15.4%). 
Conclusion: The comparison results of 3 enrichment media and 6 selective media 
showed that the mixture of RV broth and RA agar would be very fine for the 
isolation of Salmonella SPP. 
Key words:  Salmonella, Gastroenteritis, Isolation, Enrichment 
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