
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

       مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

 محيط
Bile Esculin  Agar 

صفحه  1  از 1  

    
  :  هدف  -١

 ـ  Dاسـترپتوكوك هـاي غيـر گـروه      از  Dاسـترپتوكوك هـاي گـروه     جهت افتراقبايل اسكولين آگار    كـار  ه ب
  . مي رود

   :اساس آزمايش  -٢
  گليكوزيـد اسـكولين را بـه اسـكولتين و دكسـتروز تجزيـه       ) شامل انتروكـوك هـا  (  Dاسترپتوكوك هاي گروه 

. شكل كمپلكس قهوه اي تيره يـا سـياه واكـنش مـي دهـد      ك آهن بهبا نم) Esculetin(اسكولتين . مي كنند
. مي شود فزودهبه داخل محيط ا ،تجزيه اسكولين و تشكيل اسكولتين) انديكاتور(سيترات فريك به عنوان معرف 

Oxgall )ت به جز انتروكوك ها را مهار كندباكتري هاي گرم مثبرشد  زني )صفراي گاوي.  
 .   بايل اسكولين مثبت هستند توكوك هاي ويريدنساز استرپ % ٣٠حدود : نکته

  :  نمونه اوليه  -٣
  آگار ني هاي ايزوله شده روي بلادكل
  : د نيازمور ابزارمواد و   -٤ 

  دار محيط كشت بايل اسكولين آگار تهيه شده در پليت يا در لوله بصورت شيب
  : روش انجام كار  -٥

بايد سـطح و عمـق را تلقـيح     ،اگر محيط كشت در لوله تهيه شده( دكنيني تلقيح محيط كشت را با دو يا سه كل
، ي يا اتمسفر محتوي دي اكسيد كـربن هواز شرايط، در  ٣٥ ± ٢° Cدر دماي ساعت  ١٨-٢٤و به مدت ) دنمايي

لـت  دلامحيط  سياه شدن. )نياز دارند ،ساعت ٤٨بعضي از سويه ها به انكوباسيون بيشتري، نهايتاً ( انكوبه نماييد
  .داردبر مثبت بودن نتيجه آزمايش 

 ٤٨در طـي    Dهمه استرپتوكوك هـاي گـروه   اما در نهايت    .ساعت ظاهر مي شود ٤نتيجه مثبت اغلب در طي 
  . مثبت خواهند شد ،ساعت

 ):  QC(برنامه كنترل كيفي    -٦
Streptococcus faecalis ATCC 29212 :    كنتـرل  (د رشد مي كند و اطراف كلوني هـا سـياه مـي شـو

  )مثبت
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 :كنترل منفي( مهار مي شود بطور جزئي تا كامل رشد(  

Streptococcus viridans, not group D  :كنترل منفي(عدم تغيير رنگ محيط كشت  ،فاقد رشد(   
  :  تداخلات  -٧

، حيط كشـت سـاخت بعضـي از سـازندگان    م .بايل باشد%  ٤٠سكولين آگار، حاوي د كه محيط بايل اتوجه نمايي
در نتيجه باعث اشتباه در تشخيص بعضي از استرپتوكوك هاي ويريدنس به  ،مي باشد صفرا حاوي مقدار كمتري

  .يا انتروكوك مي شود  Dعنوان استرپتوكوك گروه 
 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

     آزمایشگاه مرجع سلامت

    راهنماي انجام آزمايش 

صفحه  1  از CAMP  1تست  

  
  :هدف  -١
  از ساير استرپتوكوكها ) هگالاكتيآ( Bاسترپتوكوك گروه  افتراق و شناسايي 

  :اساس آزمايش  -٢
ترشح مي نمايد كه با بتا ليزين  CAMP factorبه نام  خارج سلولي پروتئين Bگروه استرپتوكوك 

   .مي شودمز خون گلبول هاي قرليز  افزايشسبب  و نموده عمل سينرژيك رتبصو رئوسوا لوکوکياستاف
%   ١١در(  Bگروه استرپتوكوك است و حتي سويه هاي بدون هموليز  تست بسيار بالااين حساسيت  - 

  .شندبامثبت مي  CAMP ،)موارد
  :نمونه اوليه  -٣
  ) ساعته  ١٨-٢٤(  ميكروبي كشت تازه - 

 :مواد و ابزار لازم -٤
 گوسفند خون % ٥پليت بلاد آگار حاوي  −
رئوس بتا هموليتيك جدا شده ويا استاف ا ) ATCC )25923وس بتا هموليتيك رئوا يلوكوكاستاف −

  از بيمار 
 : روش انجام كار  -٥

كشت مي رامولد بتا ليزين رئوس وا يلوكوكاستافوسط پليت بلادآگار يك خط مستقيم از ابتدا در  −
   .دهيم

اين دو  اده بطوريكهدرئوس كشت وا يلوكوكاستافكشت خط مورد نظر را عمود بر  استرپتوكوك سپس −
  .)متر كشت داد ميلي ٣- ٤به فاصله  مي توان چند ميكروار گانيسم را(نكنند و تداخل هم برخورد  با

 .كوبه مي نماييمان O2در حضور  C  350 ووتاساعت در  ١٨- ٢٤مدت به  راپليت  −
به  مشكوك سويهرئوس و وا يلوكوكاستاف يهسو دو محلی کهدر  ،شبيه نوك فلش ،بتا مشاهده هموليز −

  .است  مثبت CAMPتست  هموليز بتا و تشديد نشان دهنده ،هم نزديک می شوند
  : تداخلات -٦

يا در شرايط بي هوازي انكوبه شود بعضي از استرپتوكوك هاي و  CO2در كندل جار يا اتو تست اگر پليت 
اتوو گذاري  O2ضور بايد حتماً در ح تست،بنابراين پليت  ،مثبت مي كنند CAMPواكنش ايجاد  Aگروه 

  .شود
  : QCبرنامه    -٧

 Bگروه  استرپتوكوك: كنترل مثبتسويه 
 بوويس استرپتوكوك و Aگروه استرپتوكوك : كنترل منفي سويه



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

       مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش

  توسط باكتري ها مصرف سيترات
 

صفحه  1  از 1  

  
  :هدف  -١

  نتروباكترياسه اعضاي خانواده ا افتراقشناسايي و 
  :اساس آزمايش  -٢

سيتريك و يك تركيب آلي است كه در سيكل كربن متابوليزه شده و مي تواند منبع  سديم سيترات، نمك اسيد
 .كربن محسوب شود

سيترات به عنوان تنها منبع كربن و  برخي از ارگانيسم ها مي توانند انرژي مورد نياز خود را با استفاده از سديم
 .از نمك هاي آمونيوم غير ارگانيك به عنوان تنها منبع نيتروژن بدست آورند

كربوهيدرات  وئين تبايد فاقد پرو ،كه براي تعيين استفاده از سيترات به كار مي رود يهر محيطتوجه شود که 
  . كربن باشد منابع ديگر به عنوان

 :معرفهاو مواد   -٣
 )ارگانيسم مورد نظر ازساعته  ١٨-٢٤ كشت خالص(ميكروبي ت تازه كش −
 يافرهاب ،كاتيون ها،كه حاوي نمك ها Simmons Citrate agarمحيط سيمون سيترات آگار  −

در و )  7.6بالاتر از ( قليايي  pHمي تواند در  ،سيترات و بروم تيمول آبي به عنوان انديكاتور است
محيط  درسيترات توليد رنگ آبي  مصرفاز  حاصل )تركيبات آمونيوم( قليايي تركيباتجريان توليد 

   .نمايد
 : روش انجام كار  -٤

را در سطح آگار شيب دار سيمون سيترات تلقيح ) كلني ايزوله  ١- ٢(مقدار خيلي كم از ارگانيسم مورد نظر 
  .به ته لوله جهت كشت لازم نمي باشد ،فرو بردن سوزن مخصوص كشت. نماييد
  .نماييدانكوبه   0C   -  350C 37 لوله را در) روز  ٧اكثر  دح( ساعت  ٢٤- ٤٨ سپس

گاهي ممكن است تغيير رنگ در محيط ديده نشود اما در . است واكنش مثبتدهنده ايجاد رنگ آبي نشان 
بهتر است در اين . نظر گرفته مي شود دركه اين حالت نيز مثبت  ديده شودرشد ، مسير خط كشت باكتري

   .درا تكرار نماييآزمايش  ،با مقادير كم باكترياً ط مجددشراي
  : تداخلات -٥

  مقدار تلقيح باكتري بايد به ميزان خيلي كم باشد زيرا در غير اين صورت تركيبات آلي موجود در ديواره
كربن و نيتروژن زيادي آزاد كرده و مي توانند واكنش مثبت كاذب حاصل  تخريب،باكتري هاي در حال  

  .يندنما
  : كنترل كيفي داخليبرنامه   -٦

 نوزايانتروباكتر آئروژ:    كنترل مثبت سويه
 E. coli ATCC  25922    :كنترل منفيسويه 

 
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

       مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

 محيط 
DNase Test Agar  

صفحه  1  از 2  

  : هدف  -١
عنوان ه خصوصاً بو باكتري ها و قارچ ها ) DNase(زيابي فعاليت دزوكسي ريبونوكلئاز اراين محيط كشت در 

  .زا بكار مي رودلوكوك هاي بيماريكمك در تشخيص استافي
with Toluidine  Blue Test Agar DNase  براي كمك در تفكيك و تشخيص گونه سراشياي

  . كار مي روده ، ببعنوان گونه انتروباكتر و كلبسيلا تشخيص داده شوند به اشتباه  بدون پيگمان كه ممكن است
  : اساس آزمايش  -٢

، اسيدنوكلئيك را هيدروليز مي نمايد كه با استفاده از داشته باشد اين آنزيم DNaseاگر استافيلوكوك آنزيم 
  . ن موضوع پي بردتري مي توان به ايمعرف و ايجاد هاله شفاف در اطراف محل رشد باك

 :ويژگي هاي آزمايش
 .مثبت نيز هستند DNase  ،استافيلوكوك هاي كواگولاز مثبت% ٩٩: حساسيت

                          .مثبت هستند DNaseاستافيلوكوك هاي كواگولاز منفي، % ٢٠:اختصاصيت

  : نمونه اوليه  -٣
 حاوي Sheep Blood Trypticase Soy Agar with 5%يا   LEMB Agarپليت هاي 

  ارگانيسم مورد نظر 
  :  مورد نياز ابزارمواد و   -٤
   Test Agar DNaseپليت   - 
  % ١/٠يا معرف تولوئيدين بلو ) يك نرمال( 1N معرف اسيد كلريدريك - 

مي توان مستقيماً بدون افزودن را  with Toluidine  Blue  Test Agar DNaseپليت هاي : توجه
     Toluidine Blue Oاز ماده  ٠٥/٠ g/litخود محيط كشت حاوي   چون ،معرف بررسي نمود

چون در غلظت هاي بالاتر ممكن تجاوز كند %   ٠٠٥/٠نبايد از كشت محيط در  اين مادهمقدار . باشدمي 
  . دساز مشكلرا   DNaseفعاليت  شناسايي است

  : روش انجام كار  -٥
را با نمونه مورد نظر به   DNase Agar with Toluidine Blueيا DNase Test Agar  پليت هاي

انكوبه  گرادسانتي ٣٥ ± ٢°ساعت در دماي ١٨- ٢٤پليت ها را به مدت  .يح نماييدتلق )يا خطي( نقطه اي صورت
نرمال و يا  ١، اسيد كلريدريك ساده  DNase Test Agar، روي پليت هاي پس از انكوباسيون .نماييد

ه تيره قرار داده بر روي زمينآن را گونه اي كه سطح پليت را كاملاً بپوشاند و سپس بريزيد به % ١/٠تولوئيدين بلو 
وك اورئوس به خوبي بر روي هاي استافيلوكچون بعضي از سويه  باشد،نقطه اي بايد تلقيح . و بررسي نماييد

 حيتلقدر صورت . نخواهد بود كافي DNaseزيابي فعاليت اررشد براي ميزان  در نتیجهو  رشد نمي كنند ،محيط
  .زيابي نموداررا  DNase، رشدي ايجاد نشود مي توان فعاليت نقطه ای، حتي اگر در محل تلقيح

  

  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

       مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

 محيط 
DNase Test Agar  

صفحه  2  از 2  

 -   DNase Test Agar  روی آن ريخته شده است يک  نرمالاسيد كلريدريك که:  
a (حيط كشت احاطه را در م محل تلقيح ني ياكل اطرافهاله هاي شفاف كاملاً مشخصي فوراً : مثبت

  .مي كنند
b (فاف نمي شودش محل تلقيحني ها يا اطراف كل: منفي.  

  
 - DNase Test Agar  روی آن ريخته شده است %١/٠تولوئيدين بلو که:  

a (  محيط در  .را احاطه مي كنند محل تلقيح يا نيكل اطراف ،قرمز صورتيشفاف هاله هاي : مثبت
 .ي شودباقي مانده باشد آبي م DNAجايي كه 

b(   را احاطه مي كنند محل تلقيحيا  ف كلنيقرمز صورتي اطراكدر هاله هاي  :منفي .  
  

ريخته  معرف،  DNase Test Agar With Toluidine Blueانكوباسيون روي پليت هاي پس از - 
  .د و مستقيماً بررسي مي گرددشونمي 
a(  آبي را در يك محيط  يحمحل تلق يا نياطراف كل واضحيقرمز صورتي شفاف  هاله :(+)مثبت

  . نداحاطه مي ك) نيلي(
b(  منفي) -( :تيره شفاف باقي مي ماند، محيط به رنگ آبي بدون تغيير. 

  
 ):QC(برنامه كنترل كيفي    -٦

ase Test Agar ND:  
Staphylococcus aureus ATCC 25923  :احاطه شده با هاله شفاف رشد متوسط تا زياد ،  

   )كنترل مثبت( قرمزصورتي تا 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 :كنترل منفي(، بدون هاله رشد متوسط تا زياد(  

  
DNase Test Agar with Toluidine Blue :  

Klebsiella pneumoniae ATCC 33495  :كنترل منفي(، بدون هاله رشد متوسط تا زياد (  
Serratia  marcescens ATCC 13880: كنترل (شفاف  طه شده با هاله صورتيزياد، احا رشد متوسط تا

 ) مثبت
  :  تداخلات  -٧

 DNase Test Medium with Toluidine Blue رويبعضي از سويه هاي استافيلوكوك ممكن است 
  . مهار شوند

نشان  DNase، واكنش هاي مثبت زيادي براي توليد ودوموناس آئروژينوزا و آئروموناس، سپروتئوس ولگاريس
  .مي دهند

  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

       مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش

صفحه  1  از 2 بررسي توانائي ذوب ژلاتين توسط باكتري ها  

   
  :      هدف  -١
  افتراق باكتري هاي مولد ژلاتيناز از ساير باكتري ها  
  

  :  اساس آزمايش  -٢
 .محيط ژلاتين يك محيط افتراقي است كه جهت كشف آنزيم ژلاتيناز از طريق هيدروليز ژلاتين بكارمي رود

ژلاتين توسط . ي شودژلاتين در اصل مشتق پروتئين كلاژن حيواني است كه به محيط هاي مختلف افزوده م
  .آنزيم ژلاتيناز به اسيدهاي آمينه سازنده اش هيدروليز مي شود و خاصيت ژلاتيني خود را از دست مي دهد

  
   :نمونه اوليه  -٣

  ساعته ١٨- ٢٤كشت تازه 
  

  :       مواد مورد نياز  -٤
  محيط ژلاتين مغذي در لوله  
  

  :   نحوه انجام كار  -٥
لوله ها  .يخچال نگهداري شوند ٤-٨ C°، در حرارت ن بايد محكم بسته شدهژلاتيلوله هاي حاوي در  -

  . را درست تا زمان تلقيح در يخچال نگهداري كنيد
  . دييااستفاده نم) يا ساير محيط هاي مناسب KIA(ساعته  ١٨- ٢٤براي تلقيح از كشت تازه  -
  .ه فرو ببريدسانتي متري لول ٥/١ – ٥/٢مقدار حجيمي از كلني مورد نظر را تا عمق  -
     لوله را در حرارت ٢هر . در كنار لوله آزمايش قرار دهيد به عنوان لوله كنترلي را لوله تلقيح نشده ا -

ºC در  يا در صورت رشد بهتر ٣٥ºC لوله ها را . انكوبه كنيد روز  ١- ١٤به مدت در اين دما ،  ٢٢  - ٢٥
                .ري عمل ذوب انجام پذيردهفته هر روز بررسي كنيد مگر اينكه در زمان زودت ٢تا 

 تار يخچال يا حمام يخ قرار دهيد ساعت د ٢به مدت را لوله  ٢هر  ،در صورت وجود علائمي از ذوب -
  .مشخص شود كه آيا هضم ژلاتين صورت گرفته است يا خير

انتقال لوله ها از . ساعت در يخچال قرار دهيد ٢روزانه لوله ها را از انكوباتور بيرون آورده و بمدت  -
گاهي مقدار اندكي هضم ژلاتين تنها در . انكوباتور به يخچال بدون تكان دادن لوله ها انجام گيرد

  . گردد محل تلقيح باكتري ايجاد مي
مورد نياز باشد ولي براي آزمايشات ) هفته ٦روز تا  ٣٠(گاه انكوباسيون طولاني تري ممكن است گه -

  .بايد گزارش گردد  ٣٥ ºCهفته انكوباسيون در  ٢در پايان ) ا عدم ذوبذوب ي(روزانه نتيجه آزمايش 
  
  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

       مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش

صفحه  2  از 2 بررسي توانائي ذوب ژلاتين توسط باكتري ها  

  : كنترل كيفي  -٦
v م هاي هوازي سميكروارگاني  

  ATCC  8427  پروتئوس ولگاريس :  رشد و ذوب
  ATCC 25944  E. coli  :رشد و عدم ذوب

 
v م هاي بيهوازي سميكروارگاني  

  ATCC  25285    باكتروئيد فراژيليس :  رشد و ذوب
 ATCC  12924   نژنسكلستريديوم پرفر:  رشد و عدم ذوب

  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

        مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

  محيط
Kligler Iron Agar  

صفحه  1  از 2  

    :هدف  -١
  و تجزيه سولفيدها و لاكتوز )گلوكز( در تخمير دكستروز نتروباكترياسه بر پايه تواناييتفكيك اعضاء خانواده ا

  

  :اساس آزمايش -٢
محتوي لاكتوز و دكستروز  ،)(Meat Peptonesهاي گوشت  ، علاوه بر كازئين و پپتونKIAمحيط كشت 

، قادر توليد شدهدر پاسخ به اسيد ) فنل رد( pHغيير رنگ معرف به واسطه ت و در طي تخمير اين قندها است كه
 .غلظت لاكتوز است% ١٠در اين محيطدكستروز فقط غلظت . هاي روده اي را تفكيك نمايد باسيلاست گونه 

  .سولفيد هيدروژن را ميسر مي سازد توليد شناسايي، م فريك و تيوسولفات سديمتركيب سيترات آموني
 در لوله حدودادار و عمق محيط كشت  ود كه طول سطح شيبشيه محيط كشت بايد دقت به هنگام ته :توجه

  .سانتي متر باشد ٣
  
  : نمونه اوليه -٣
  خالص Brothكشت ارگانيسم مورد نظر بر روي محيط پليتي روده اي يا كشت  
  

  :مواد مورد نياز -٤
  دار بصورت شيب KIAلوله محيط كشت     

  

    :روش انجام كار  -٥ 
كشت مارپيچي روي تمام سطح شيب دار و سپس  ا، بزيادي از كلوني باكتري مورد نظر حيط كشت را با مقدارم

  لوله ها را به مدت. ميلي متري عمق لوله، تلقيح نماييد ٣- ٥تا فاصله ) و يا بالعكس(سوراخ كردن عمق آگار 
 .هوازي انكوبه نماييد شرايطدر  ٣٥ ± ٢° C در دماي، ساعت  ۴۸ عدم واکنش تا  در صورت ساعت و ١٨-٢٤

بعد از انكوباسيون، نتيجه واكنش در سطح شيب دار و عمق را ثبت نموده، تشكيل گاز و توليد سولفيد هيدروژن 
  .را يادداشت نماييد

كنند كه ناشي از اسيد توليد زرد توليد مي  رنگدر ابتدا ) مثل سالمونلا و شيگلا(كننده هاي لاكتوز غيرتخمير
 منطقه( شيب دارط يمحوقتي دكستروز تمام مي شود در سطح . كستروز استتخمير مقدار كمي د دليل بهشده 
 در عمق ر رنگييتغاين  .برمي گردد )سطح قرمز(قليايي حالت واكنش به  به علت اكسيداسيون اسيدها ،)هوازی

  .باقي مي ماند) عمق زرد(اسيدي  پس ،رخ نمي دهد )بي هوازي نطقهم(
شود تا  دار توليد مي اسيد كافي در سطح شيب چون، زرد توليد مي كنندسطح و عمق  كننده هاي لاكتوزتخمير

pH را  دو كربوهيدراتهيچ يک از تخمير  ارگانيسم هايی که توانايی. سيدي را تحت شرايط هوازي حفظ كندا
  . قرمز توليد مي كنندسطح و عمق  ،ندارند

  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

        مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

  محيط
Kligler Iron Agar  

صفحه  2  از 2  

در نزديكي عمق اثبات مي سياه حلقه  سياه در تمام عمق يا با تشكيل رنگ ايجاد توليد سولفيد هيدروژن با
  .ابجا شدگي آگار نشان داده مي شوديا ج شكافتن ايا ب ايجاد حبابا توليد گاز ب .شود

  

  ): QC(برنامه كنترل كيفي  -٦
 

سولفيدهيدروژن 
)H2S(  

 سطح شيب عمق
 دار

  ارگانيسم
 

 Escherichia coli ATCC 25922  یاسيد  با گاز یاسيد  - 
  Salmonella  typhimurium  يیقليا  با گاز یاسيد  +

ATCC 14028  
 Shigella flexneri ATCC 12022  يیقليا  یاسيد  - 
  Pseudomonas aeruginosa  يیقليا  يیقليا  - 
 Citrobacter freundii  یاسيد  یاسيد  +

  
 

  :  تداخلات -٧
گاهي داراي حساسيت كمتري نسبت به  H2S رفموجود در اين محيط به عنوان مع سسولفات فرو - 

با ساير محيط هاي   KIAو  TSIدر   H2Sبنابراين ممكن است در ايجاد . ساير نمك هاي فريك مي باشد
  .مغايرت هايي ديده شود  SIMكشت مثل 

ادل شود تا تبجازه داده ، الولهدر پيچ دار بايد با شل كردن  براي بالا بردن شرايط قليايي در سطح شيب - 
، با تخمير دكستروز ايجاد شدهيك واكنش اسيدي كه فقط  ،لوله محكم بسته شود در پيچاگر . هوا صورت گيرد

 .دار را نيز دربرمي گيرد سطح شيب
 اغلب ،H2S ديو در صورت تول، اسيدي مي شود ،  با تخمير گلوكزTSIو   KIAعمق لوله هاي   -

بنابراين اگر عمق سياه است  )اكتريهاي غير تخمير كننده لاكتوزب بويژه با( ،مي شودشروع  ته لوله ازسياه شدن 
   .بايد آن را اسيدي در نظر گرفت

  



  
  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

   راهنماي

صفحه  1  از 8  رنگ آميزي گرم  

 
 

  رنگ آميزي گرم
 :   اصول

آزمايشي مهم براي تشخيص احتمالي سريع عوامل عفوني است و كيفيت نمونه رنگ آميزي گرم  در آزمايشگاه ميكروب شناسي باليني،
به  ، مورفولوژي سلول و واكنش گرم آنهااساس شكل، اندازه براي طبقه بندي باكتري ها براين آزمايش . هاي باليني را ارزيابي مي كند 

    .كار مي رود
صورت می اندازه، شكل و آرايش سلول  ،در نظر گرفتن مشخصه هاي رنگ آميزي  باهايي كه رنگ آميزي گرم شده اند،  تفسير گسترش

، اتمسفر انكوباسيون ، روش کشت محيط مدت زمان ماندگی پليت ها، ماننداين مشخصه ها ممكن است بوسيله بسياري از فاكتورها . گيرد
به وجود  مانند خلط، بالينيتهيه شده از نمونه هاي براي تفسير اسميرهاي . تحت تأثير قرار بگيرند ميزي و وجود مواد مهاركنندهرنگ آ
  .نيز می بايست دقت نمود هاي ميزبان و فاگوسيتوز انواع سلول  مانندي اضاف عوامل

  
  : نمونه
. كرده روي محيط كشت جامد تهيه شودبراث يا كلني هاي رشد  محيط، يبالينبراي رنگ آميزي گرم ممكن است از نمونه هاي  اسمير

، صحيح ترين نتايج را مي دهند؛براي برخي كننده هارمغيراز محيط هاي ) ساعت ٢٤كمتر از (كشت هاي تازه نمونه هاي باليني تازه و
  . ه از كشت براث مورد نياز مي باشد، اسمير تهيه شدبررسي هاي مورفولوژيكي

  
  :مواد

A .معرف ها   
  .گردند يا در آزمايشگاه تهيهخريداري شوند معرف ها ممكن است به صورت تجاري 

١- Hucker's modification   
a.  كريستال ويوله  
b.  يد  
   .از استنشاق، خوردن يا تماس آن با پوست خودداري كنيد. دارد خاصيت خورندگييد : احتياط

  .c رنگ برها  
   % ٩٥اتانول  :  رنگ بركندترين  )١
در بطري را )  reagent grade(استون  ml١٠٠  و % ٩٥اتانول  ١٠٠ mlمخلوطي از  الكل؛ ـاستون : رنگ بر متوسط )٢

 .ا يك سال تاريخ انقضاء، برچسب بزنيد و در حرارت اتاق نگهداري كنيد، بتركيب كنيداي قهوه اي رنگ شيشه 
 ) reagent grade(استون  : رنگ برسريع ترين  )٣

 
 .ل و استون قابل اشتعال هستنداتانو :احتياط

   
d. Counterstains )رنگ متقابل(  
  سافرانين  )١
 %١/٠يا % ٢/٠) wt/vol(فوشين بازي :  به طور جايگزين )٢

 
  
  



  
  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

   راهنماي

صفحه  2  از 8  رنگ آميزي گرم  

 
 
٢- Kopeloff's modification for anaerobes  
۳- Carbol-fuchsin−basic fuchsin counterstain 

  
.B مورد نيازو مواد  وسايل  

  )٢٥×mm٧٥ (لام شيشه اي  -١
٢- NaCl استريل  % ٨٥/٠ 
 پي پت پاستور و اپليكاتور چوبي استريل -٣
  ميكروب شناسي، آنس تلقيح سازيلوپ  -٤
٥- Safety box وسايل نوك تيز  شامل كبيولوژي براي دور ريختن زباله 
 روغن ايمرسيون -٦

 
C .تجهيزات  

 نمونه با توجه به نوع د اختياري رموا
  سانتريفوژ -۱
  ورتكس -۲
  ار استريللوله درپيچ د -۳
  قيچي، اسكالپل و پنس استريل -۴
  خردكن بافت  -۵
  متانول خالص -۷

  
براي حداكثر دو هفته را مي توان در ظروف پلاستيكي كاري ذخيره . در بطري هاي درپيچ دار قهوه اي ذخيره كنيد متانول را :نكته

  .ذخيره نمود 
  

  : كنترل كيفي
.A روزانه معرف ها را از نظر ظاهري بررسي كنيد.  

اگر كريستال ويوله رسوب كرده يا ته نشين شده، قبل از استفاده آن را صاف كنيد، حتي زماني كه معرف ها به صورت تجـاري    -١
  .خريداري مي شوند

 بـا  آميـزی  رنگانجام  ، در صورت شک به آلودگی . خصوصاً فوشين بازي و سافرانين مي توانند آلوده شوندبعضي رنگ ها،  :نكته
  . توصيه ميگردد تازه  معرف استفاده از

، ري با مصرف روزانه تمام نمي شـوند اگر محلول هاي كا. دگرگون كندمعرف ها را  كارايي و تأثيرمواد ممكن است شدن تبخير  -٢
  .ض شونديعوتبايد به طور منظم 

   
.B  اشريشـيا كلـي   از گسترشـي جديد استفاده مي شـود،  ساخت  سريبه طور روزانه و زماني كه يك )ATCC 

 و تهيـه ) ATCC 25923( رئـوس واستافيلوكوك او يا  (ATCC 12228) استافيلوكوك اپيدرميديسو ) 25922
  .گ آميزي كنيدو مطابق روش فوق رنکرده فيكس 

  



  
  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

   راهنماي

صفحه  3  از 8  رنگ آميزي گرم  

 
 
  :نتايج مورد انتظار 

  ، صورتي هاي گرم منفيباسيل  - ١ 
  ، بنفش پررنگ هاي گرم مثبتكوكسي  -٢ 
هم ارگانيسم هاي گرم  ؛نمونه گيري شوداز بين دندان ها با يك اپليكاتور چوبي  پيشنهاد ميشودزين كنترل كيفي جايگ روش بعنوان:توجه
  . و هم گرم منفي وجود خواهد داشت مثبت
.C  اسلايد رنگ آميزی گرم نامناسب می گردندتهيه  ی که موجببرخی از علل رايج:   

  .شده اندندايي يا چربي زتميز قبلا لام هاي شيشه اي كه  استفاده از  -١
   ، الكل اضافي را از قبل از استفاده. مطمئن خواهيم بوداز تميز بودن آنها %  ٩٥در ظرف حاوي اتانول  با ذخيره لام ها :توجه          
  . شعله بگيريد يروآن را كنيد يا  ليلام خاروي            

  .تهيه شده استخيلي ضخيم  گسترش ها -٢
 .حرارت ا ستفاده مي شوداز كردن فيكس  براياني كه ، زمگسترشحرارت دادن زياد  -٣
 رنگ آميزي  فرايندآب كشي زياد در طي  -٤
 

.D بررسـي گـزارش هـاي رنـگ آميـزي گـرم برقـرار كنيـد        ، سيسـتمي بـراي   صحت تفسـير  براي اطمينان از.   
  توسط سوپروايزررنگ هاي گرم  تعدادي از روزانه بررسي -١
   رنگ آميزي گرم  ارش هاينتايج كشت نهايي با گزمقايسه   -٢
  آموزش  از لام هاي مرجع براي اي مجموعهگردآوري   -٣

  
  : روش انجام آزمايش

A .تهيه اسمير  
پراکندگی ارگانيسم ها می بايست به نحوی . نمايدده آسان ايجاد براي مشاه تراكم مناسببا  ها از ارگانيسم اي بايد لايه اسمير مناسب

  . يشه اي نو و تميز استفاده نماييداز لام هاي شبرای تهيه اسمير . ودمشخص ش آنهاآرايش  باشد که
ابتدا محيط  قبل از تهيه اسمير، ، هميشهتلقيح محيط كشت استفاده مي كنيد براي تهيه اسمير و سوابزماني كه از يك پي پت يا  :نكته

 .كشت را تلقيح كنيد
  :بالينينمونه هاي  - ١  

   .ضروري است  نمونه هاي باليني كس در زمان كار روياز دستكش لات استفاده : نكته
a.  سواب رويشده  دريافتنمونه هاي   

  .برای تهيه اسمير آماده شود  گانهجدا سوابترجيحاً بايد يك  
  . لام بچرخانيد سرتاسررا در  سواب، به آرامي ي و از بين رفتن آرايش باكترياييجهت جلوگيري از تخريب عناصر سلول )١
را به  سواب. را در مقدار كمي سالين قرار داده و آن را ورتكس كنيد سوابشود، دريافت مي  سوابكه فقط يك  در مواردي )٢

مانده سوسپانسيون براي تلقيح محيط كشت استفاده از باقي. به كار ببريد گسترشو آن را براي تهيه  بفشاريدديواره داخلي لوله 
   .كنيد

  
b.  مدفوع آسپيره ها، ترشحات، چرك: د شاملننمي شو تدرياف سوابنمونه هايي كه روي ،  

نمونه آن  در صورت كافي بودن حجم. يل بريزيدآن را در يك لوله استر تمامي، ابتدا دريافت شده باشداگر نمونه در يك سرنگ   )١
  .را ورتكس كنيد



  
  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

   راهنماي

صفحه  4  از 8  رنگ آميزي گرم  

 
 

  .آموزش دهيد  ها راجداسازي ايمن سوزن  مربوطه كاركنانبه . ، نپذيريد را سوزن سرنگ هاي همراه :نكته
نمونه هاي خيلي . نمونه را انتخاب كنيد  استريل قسمت هاي چركي يا خونيپي پت يا لوپ سيمي  ،با استفاده از يك اپليكاتور)  ٢

  .اسمير آسان تر شودتهيه نمود تا  غليظ يا نمونه هاي چركي را مي توان در يك قطره سالين روي لام رقيق
  . كنيد تا يك لايه نازك ايجاد شود زرگي از لام پهنب منطقهنمونه را روي )  ٣

    
.c CSF دنت بدن كه نياز به سانتريفوژ دارو ساير مايعا  
 اين .استفاده كنند Cytopsin Slide Centrifugeاز  ات بدن و تهيه اسميرعبرای تغليظ ماي ممكن استبعضي از آزمايشگاهها         

  .به نتيجه کمک می نمايد تردسترسی سريعزمان سانتريفوژ و  كاهشروش به افزايش حساسيت رنگ گرم ،
 را به عنوان ٥/٠ ml، حدود ه يك لوله استريل منتقل كنيد، محلول رويي را ببعد از انجام سانتريفوژ، با استفاده از پي پت استريل)  ١

  .باقي بگذاريدرسوب 
  .كاملا مخلوط نماييد آنرا يك پي پت پاستور استريلاز يا با چند بار داخل و خارج كردن  كردهورتكس  رسوب را)   ٢
  .وب را روي يك لام تميز قرار دهيدبا استفاده از پي پت پاستور يك قطره كوچك از رس)   ٣
  . ه دهيد تا در مجاورت هوا خشك شوداجاز. قطره را پخش نكنيد)   ٤
  
.d نمونه هاي ادرار  
  .ط كنيدنمونه را به خوبي مخلو. يدسانتريفوژ نكن)   ١
 .قطره را پخش نكنيد. را روي لام قرار دهيدقطره  ١با استفاده از يك پي پت پاستور استريل  )٢
 . دهيد قطره در مجاورت هوا خشك شوداجازه  )٣

  
e . بالينينمونه هاي مقادير خيلي كم مواد خشك يا:  

  .در صورت نياز ورتكس نماييد. كنيدسالين استريل حل  ٥/٠ mlنمونه را در  )١
 . را روي لام قرار دهيدقطره  ١فاده از پي پت پاستور استريل با است )٢
 .خش كنيد تا لايه نازكي ايجاد شودقطره را پ ،با استفاده از نوك پي پت )٣

 
.f بيوپسي ها و برش هاي بافت  
  )ground specimen( خرد شدهيا نمونه /و )touch prep(تهيه نمونه حاصل از تماس مستقيم اسلايد با سطح نمونه     
  .قيچي يا اسكالپل استريل خرد كنيد استفاده از با بافت را)۱
با استفاده از پنس استريل قطعه ها را . تهيه كنيد (touch prep)نمونه اي حاصل از تماس مستقيم اسلايد با سطح نمونه ) ۲

ل تماس دهيد، براي بررسي نگه داريد و كناره هاي يك يا تعداد بيشتري از قطعات خرد شده را با اسلايد شيشه اي استري
  .آسانتر تماس ها را با هم دسته بندي كنيد

  .پخش كنيد سانتي متري ۵/۲براي نمونه هاي تماسي يكنواخت، يك قطره را روي اسلايد قرار دهيد و به اندازه يك دايره ) ۳
 

  : كشت هاي براث -٢
  .تهيه شود ، يك گسترشي شود روي هر اسلايد، توصيه م مخلوط شدن نمونه هاي مختلف روي يك لامبراي جلوگيري از 
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a.  جهت جلوگيري از آلودگي با براي ظروفي مثل بطري هاي كشت خون، سوزن منفذداريا يك (با استفاده از پي پت پاستور استريل ،
  . يك قطره روي لام قرار دهيد) رنگو س سوزن

b .خش كنيد تا لايه نازكي ايجاد شودقطره را پ .  
  

  :محيط هاي كشت جامدروي كلني از  -٣
 a.  آب مقطر استريل روي لام قرار دهيد يايك قطره سالين.  
 b. يا لوپ استريل برداريد آنس، كمي از كلني را با يك اپليكاتور مقدار.  

c . سوسپانسيون يكنواختي حاصل گرددتا  به آرامي مخلوط كنيد.  
  
B .گسترش( فيكس كردن اسمير(:  

  .ارت يا متانول فيكس شونداسميرها ممكن است با حر
    :حرارت  -١

a.  قرار دهيد تا خشك شوديا داخل اتو اسمير را در مجاورت هوا روي يك سطح صاف.  
b. تغييـر شـكل   سوختگي يـا  اي جلوگيري از بر. بار از روي شعله بگذرانيد ٣يا  ٢آنها را ، اگر اسميرها در مجاورت هوا خشك شدند

  . اده نكنيد استفرارت زياد از ح، سلول ها
c. يد لام قبل از رنگ آميزي خنك شودبگذار.  

گسـتره   بهترين روش براي رنگ آميزيباليني ضروري است از آنجا كه حفظ مشخصات سلولهاي ميزبان جهت تفسير گستره هاي  -٢
موجب سلول هاي ميزبان و تخريب  گلبول های قرمز با ممانعت از ليزاين امر . است فيكس كردن با استفاده از متانولمستقيم،  هاي

 موکـدا ، مخصوصاً ادرار باليني نمونه هایاين روش براي همه .گردد كه تفسير نمونه راآسانتر ميكندواضح تر شدن زمينه اسلايد می 
  .گرددمانع از شسته شدن نمونه هاي ادرار مي  كه در عين حالتوصيه مي شود 

a.  اييدصاف خشك نماسمير را در مجاورت هوا روي يك سطح.  
b.  يـد تـا اسـلايد در    و اجـازه ده  خـالي كنيـد  لام روي كشي از متانول را بدون آب. بريزيدچند قطره متانول روي لام دقيقه  ١براي

  .مجاورت هوا خشك شود
c. نگ آميزي، از حرارت استفاده نكنيدقبل از ر.  

  
.C روش انجام رنگ آميزي:  

١- Hucker's modification  
a. ثانيه منتظر بمانيد ٣٠ .با محلول كريستال ويوله بپوشانيدا اسمير فيكس شده ر.  
b. جاري بشوئيدبا آب به آرامي را  اسلايد ،آهسته كريستال ويوله را خالي كنيد.  

بـراي  . شستشوي بيش از حد در اين مرحله مي تواند باعث شسته شدن كريستال ويوله از سلول هـاي گـرم مثبـت شـود     :احتياط
  .لام، اسلايد را به صورت زاويه دار نگه داريد دارآب در سمت اسميرآرام اطمينان از جريان 

c .ثانيه منتظر بمانيد ٣٠. بپوشانيد تازهرا با محلول يد  لايداسضافي را با محلول يد شستشو دهيد و سپس آب ا.  
d. اسلايد را به آرامي با آب جاري بشوئيد.  
e.  بي رنگ  جاري ،وقتي مايع . ، رنگ بري كنيدسلايد زاويه دار نگه داشته شده استدر حالي كه ا روي گسترهبا جاري كردن معرف

  . زمان رنگ بري را بر اساس ضخامت اسمير و نوع رنگ بر مورد استفاده تنظيم كنيد .به اتمام برسانيداين كار را مي شود 
f. اضافي را با جريان آرام آب خارج كنيد رنگ بر.  
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  . ديده خواهد شدرنگ كريستال ويوله  آثاري از ب رنگ بري شده است، با ته رنگ سبز زيتوني و بدوناسميري كه بطور مناس: نكته
g .اسلايد را با سافرانين بپوشانيد و اجازه دهيد رنگ متقابل)counter stain(  ثانيه باقي بماند ۳۰براي.  
h . با جريان آرام آب خارج كنيدرنگ متقابل اضافي را.  
i. آغشته به استون يا الكل پاك پشت لام را با استفاده از دستمال كاغذي . وضعيت ايستاده در مجاورت هوا خشك كنيدرا در  اسلايد

  .كنيد
j . را از نظر ميكروسكوپي بررسي كنيداسمير.  

٢- carbol-fuchsin counterstain/Basic  
carbol-fuchsin /Basic  گرفته اند به كار مي رودشناسايي ارگانيسم هاي گرم منفي كه رنگ كمي براي.  

۳- Kopeloff's modification  
  . استفاده شود  Kopeloff's modificationيزياز  روش رنگ آمو افتراق بهتر بي هوازيها توصيه مي شود  مشاهدهبراي 

  
  :گزارش نتايج

A .نتايج و تفسير  
  .ارزيابي كنيد) × ۱۰(كلي اسمير را با بزرگنمايي كم  وضعيت -۱

a .اگر گلبول . باشد صورتينمونه، زمينه عموما بايد شفاف يا نوع بسته به . باشد اسمير بطور مناسبي رنگ بري شده كه ماييددقت ن
با باكتري هاي رسوب هاي نازك سوزني شكل كريستال ويوله را . گرم منفي ظاهر شوند به صورتهاي سفيد وجود دارند، بايد

  .ميله اي شكل گرم مثبت اشتباه نگيريد
b .روي هم  وبيش از يك سلول ضخامت داشته  ميبايستين گسترهبراي تفسير مناسب، . ضخامت اسمير مناسب باشد دقت نماييد

  .افتادگي سلول ها نبايد مشاهده شود
  

  :جهت بررسي موارد زير با بزرگنمايي كم بررسي كنيداز نمونه هاي باليني را  اسميرهاي تهيه شده -۲
a .روفيل ها، مونوسيت ها و گلبول هاي قرمزمقادير مربوط به نوت  
b .نمونه باشدنشانگر جمع آوري نامناسب كه ممكن است  فلور نرمالباكتري هاي  و مقادير مربوط به سلول هاي اپي تليال.  
c .وضعيت و آرايش ميكروارگانيسم ها  
  

  .كنيد و به شيوه زير گزارش  بررسي مناطق متعددي از اسمير را با روغن ايمرسيون از نظر وجود ميكروارگانيسم ها -۳
a . هيچ ميكروارگانيسمي مشاهده نشد": در صورت عدم مشاهده هر گونه ميكروارگانيزم."  
b . و مرفولوژي را شرح دهيد تراكم كلي، در صورت مشاهده ميكروارگانيزمها.  
  

  ذكر نماييدغالب ميكروارگانيسم ها را  شكل سلولي -۴
a .ئيد، كوكوباسيل، باسيل، رشته اي شكل، شبه مخمركوكوس، كوكو: شكل كلي  
b .كناره ها مي تواند وجود اسپورها را پيشنهاد كند، اما مي  برآمدگی .كروي، شمعي شكل، مسطح، گرزي شكل، مقعر: ظاهر انتهاها

  .تواند به علت واكوئل ها، پلئومرفيسم، يا رنگ آميزي نامنظم باشد
c .مقعر، نامنظم)برآمده(ي شكل موازي، تخم مرغ: ظاهر كناره ها ،  
d. مستقيم، منحني، فنري: ماهيت محور تقارن  
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e . براي توصيف باسيل هاي گرم مثبت به كار مي رود " كورينه فرم"يا " ديفتروئيد" عبارت توصيفي): ناپايداري در شكل(پلئومرفيسم
  ). LوVاشكال (ا زاويه دار دارند كه چند شكلي، گرزي شكل يا نامنظم و بي قاعده هستند يا آرايش نرده اي ي

f .گسترش شاخه اي يا سلولي  
  

B .ثبت مشاهدات  
  .يافته هاي مهم باليني بايد جهت اطلاع به پزشك معالج اعلام شود .كند تدوينگزارشدهي ويژه اي را  سياستهر آزمايشگاه بايد 

  اسمير نمونه هاي باليني -
يك ارگانيسم يا بيشتر در فيلد روغن ايمرسيون ديده  ن،ميانگين بطور اگر. رسي كنيدفيلد يا بيشتر را بر ٢٠براي كشت هاي ادرار 

  .همبستگي دارد ≤ ١٠٥ CFU/mlاين با كلني كانت . ، مثبت گزارش كنيدمي شود
a .ل معمولا سيستم هاي كمي مورد استفاده شـام . مقادير مربوط به سلول ها و ميكروارگانيسم هاي مشاهده شده را گزارش دهيد

  .موارد زير است
  عددي) ۱

(a +۱  )۱ < ۱۰۰ ×[در فيلد روغن ايمرسيون   [(  
b+ (۲  )۱ در فيلد روغن ايمرسيون(  
c+ (۳  )۲  در فيلد روغن ايمرسيون ۱۰تا(  
d+ (۴  ) در فيلد روغن ايمرسيون< ۱۰غالب يا(  

  توصيفي) ۲
a (ياب كم)در فيلد روغن ايمرسيون< ۱(  
b ( كم)ن ايمرسيوندر فيلد روغ ۵تا  ۱(  
c ( متوسط)در فيلد روغن ايمرسيون ۱۰تا  ۵(  
d ( زياد)در فيلد روغن ايمرسيون< ۱۰(  

b .مرفولوژي باكتري هاي مشاهده شده را ثبت كنيد.  
  

C .گرمآميزي رنگ  مرور  
  . براي مرور تأييدي نگه داريدبعد از تفسير اسميرها، اسلايدها را به مدت كافي  -۱

a .لي كنيد يا به آرامي پاك كنيدروغن اضافي را خا.  
b . براي اسلايدهاي كتابخانه و مجموعه هاي آموزشي كه براي مدت زمان طولاني تري ذخيره خواهد شد، روغن ايمرسيون را مي

  .تا از محوشدگي آنها جلوگيري شودپوشاند permount پاك كرد و با يك درزگير نظير محلول توان با محلول گزيلن 
c .در نظر گرفته" تيز و برنده" به عنوان مواد زائد بيولوژيك  ا راآنهمكن است كيسه هاي خطر زيستي را سوراخ كنند، اسلايدها م  
   .استفاده كنيد دستورالعمل دفع پسماند آزمايشگاه مرجع سلامتمطابق با ) biohazard(از ظروف خطر زيستي جهت دفع و 

ويژه براي تأييد يافته ها لازم است، وقتي اسميرهاي رنگ نشده اضافي در دسترس اگر تكرار رنگ آميزي گرم يا يك رنگ آميزي  -۲
  .نيستند، يك اسمير رنگ گرم را مي توان رنگ بري نمود

a .روغن ايمرسيون را با محلول گزيلن از روي اسلايد برداريد.  
b .استون بپوشانيد تا اسمير بي رنگ شود -اسلايد را با الكل.  
c .ددوباره رنگ كني.  
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  :توجهات 
A.  قرار گيرداستفاده  مورد و آزمايشگاهي بالينيبا ساير يافته هاي  ميبايستي در تطابقنتايج رنگ آميزي گرم .  
B.  ،ارتباط زيادي با آمـوزش و   صحت،. مي باشد الزاميپيروي دقيق از روش انجام آزمايش و معيارهاي تفسير براي كسب نتايج صحيح

  . اسلايد دارد شخص مشاهده كنندهمهارت 
C.  يجه آلودگي معرف ها و ساير لوازم، حضور عوامـل  ممكن است در نت گرم مثبت و نمونه هاي كشت منفي ميكروارگانيزم هايمشاهده

  .باشد) محيط كشت ، اتمسفر و غيره(، يا كاهش رشد ارگانيسم ها تحت شرايط كشت معمول ضدميكروبي
D.  باشدنمونه جمع آوري  كيفيت نامناسببه ممكن است مربوط  نادرست ،نتايج گرم .  
E.  اسميرها از وقتي كه . اي كهنه تر متفاوت باشدكلني ه در مقايسه بابا كلني هاي خيلي تازه  گاهي واكنش رنگ آميزي گرمممكن است

فولوژي اغلب باكتري ها در ر، م)ديي در فاز لگاريتمي رشد هستنزماني كه سلول هاي باكتريا(د نساعته تهيه مي شو ١٨ - ٢٤ساب كالچر 
  . مي باشد شرايطبهترين  در ،مرنگ آميزي گر
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هاي هاي كشت و ديسك ، محيط مواد
  تشخيصي

  1  از 3

 

 

  مواد، محیط ھاي كشت و دیسك ھاي تشخیصي

 )خون گوسفند(محیط بلاد آگار -١
 آگار EMBمحیط مک کانگی آگار یا  -٢
 )BHIA(یا برین ھارت اینفیوژن آگار  TSAمحیط نوترینت آگار یا  -٣
 در صورت نیاز ) BHIBیا  (TSB محیط کشت خون -۴
 محیط مولر ھینتون آگار -۵
 )خون گوسفند(محیط شکلات آگار -۶
 ل سالت آگارمانیتومحیط  -٧
 آگار DNaseمحیط  -٨
 براث یا آگار Nacl  6.5%محیط  -٩
 محیط بایل اسکولین آگار - ١٠
  KIAمحیط  - ١١
 TSIمحیط  - ١٢
  SIMمحیط  - ١٣
 محیط سیمون سیترات آگار - ١۴
 براث MR-VPمحیط  - ١۵
 محیط اوره آگار - ١۶
 محیط ژلاتین - ١٧
 ...لاکتوز، مانیتول، سوکروز و قندھاي گلوكز، + محیط فنل رد آگار یا براث  - ١٨
 یزین دکربوکسیلازیا مولر لا ) (LIA ن آیرون آگارلایزی محیط - ١٩
 اورني تین و آرژینیناسیدھای آمینھ )+ Muller's base(محیط پایھ مولر  - ٢٠
 محیط فنیل آلانین آگار - ٢١
 ...و ، مالتوز، مانیتولقندھای گلوکز، لاکتوز+  OFمحیط  - ٢٢
 آگار XLD یا ) HE(محیط ھكتون انتریك آگار  - ٢٣
 محیط انتقالي کری بلر - ٢۴
 TCBSمحیط  - ٢۵
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 محیط آب پپتونھ قلیایي - ٢۶
 گلیسرول %١۵حاوی  TSBمحیط  - ٢٧
 استاندارد نیم مک فارلند - ٢٨
 ONPGدیسک  - ٢٩
 میکروگرمی ۵دیسک نووبیوسین  - ٣٠
 دیسک فورازولیدون - ٣١
 (....)واحد  ٠۴/٠دیسک باسیتراسین  - ٣٢
 دیسک اپتوچین - ٣٣
  300U Polymixin Bدیسک  - ٣۴
 SXTدیسک  - ٣۵
 دار خرگوش EDTAپلاسمای  - ٣۶

  آنتی سرم ھا 

 سرم ھای شیگلامجموعھ آنتی  -١
 مجموعھ آنتی سرم ھای سالمونلا -٢
 E. coliمجموعھ آنتی سرم ھای  -٣

  معرف ھا 

 %)٣آب اکسیژنھ ( معرف کاتالاز -١
 )تترا متیل پارافنیلن دی آمین دی ھیدروکلراید(معرف اکسیداز  -٢
 %١ HClمعرف  -٣
 معرف کواکس -۴
 MRمعرف  -۵
 )KOHنفتول و  VP  )αھاي معرف -۶
 معرف كلرور فریك -٧

 



 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

 صفحه     فهرست

هاي هاي كشت و ديسك ، محيط مواد
  تشخيصي

  3  از 3

 

 

  ابزار و وسایل

 )درجھ سانتیگراد  ٢- ٨(یخچال  -١
 درجھ سانتیگراد -٢٠تا  -٨فریزر -٢
 )درجھ سانتیگراد ٣۶ ±١انکوباتور  -٣
 شمع+ کندل جار  -۴
 بن ماری -۵
 اتوکلاو -۶
٧- pH متر 
 فوژیسانتر -٨
 )فور(اون  -٩
 ورتكس - ١٠
 میكروسكوپ - ١١
 و آنس لوپ - ١٢
 سواب - ١٣
  اسلاید - ١۴



  

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

   آزمايشراهنماي انجام 

صفحه  1  از 3  بررسي حركت باكتري  

  
 

    :هدف آزمايش  -١
 افتراق باكتري هاي مختلف براساس توانايي حركت آنها 
  

  : اصول انجام كار  -٢
باكتري ها توسط فلاژل  .رود م هاي متحرك از غير متحرك به كار ميساين آزمايش جهت افتراق ارگاني

كوكسـي هـا نيـز     فلاژل اغلب در باسيل ها ديده مي شود، هر چند كه تعـداد انـدكي از  . حركت مي كنند
 ـممکن است در نهاگاه باكتري هاي متحرك واريانت هاي غير متحرك ايجاد مي كنند كه  .متحركند ت ي

  .م هاي غير متحرك فلاژل ندارندسارگاني. به فرم متحرك بر گردند
  

  :نمونه اوليه -٣
 ساعته ١٨-٢٤كشت خالص 

  

  :لازم ابزارمواد و   -٤
  :و وسايل زير مورد نياز استجهت انجام روش قطره معلق مواد   ـ 

  )لام ( اسلايد  - ١
 لامل - ٢
 خمير هماتوكريت - ٣
 ژيوسرم فيزيول - ٤

 Motility test medium  يـا    SIMمحـيط  لوله حاوي نيمه جامد ازجهت بررسي حركت در محيط  -
)Semisolid( توان استفاده نمود هاي مشابه مي يطيا مح.   

 
 :روش كار -٥

  قطره معلق              
  .ژي يا آب مقطر روي لامل قرار دهيدوفيزيوليك قطره سرم  - ۱
داشته  با قطره فوق مخلـوط  مقدار اندكي  بر ،س كلني هاي تازه باكتريأاز ربا استفاده از آنس  - ۲

 . نماييد
و بـه قطـر    ميلـي متـر   ۲به ضـخامت تقريبـي  حلقه اي ، خمير هماتوكريت يا پنبه با استفاده از - ۳

 .درست كنيدروي  لام  cm ۵/۱-۱ تقريبي
 )به سرعت( بي را به شكلي كه با خمير يا پنبه تماس پيدا نكندومل حاوي سوسپانسيون ميكرلا - ۴

 .روي لام برگردانيد
 .مشاهده نماييد ۴۰پ با عدسي وسكونمونه فوق را زير ميكر - ۵

  
  



  

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

   آزمايشراهنماي انجام 

صفحه  2  از 3  بررسي حركت باكتري  

  
در صـورت متحـرك بـودن    . اسـت  افتراق حركت باكتري از حركت براوني حائز اهميـت :   تفسير
هاي همجوار در حال تغيير موقعيـت مـداوم هسـتند و     يها نسبت به باكتري، هريك از باكترباكتري

ايـن حركـت ممكـن اسـت بـه       .كننـد  پ حركت مـي وسكوبعضا با سرعت زياد در ميدان ديد ميكر
در . خم و راست شدن و حركت سريع مانند گلولـه يـا تيـر ديـده شـود      ،چرخششكلهاي مختلف از 

همگي در يك مسير حركـت   ودون چرخش و تغيير موقعيت ، عده زيادي از باكتريها بحركت براوني
  .)حركت كاذب( نمايند مي

  
  محيط هاي نيمه جامد

سـاعته بـر روي    ١٨-٢٤از كشـت خـالص    )MTM يا SIM( م در محيط هاي مربوطهسجهت تلقيح ارگاني
  .يا سايرمحيط هاي مناسب استفاده شود KIAمحيط 

 ترمحيط مربوطه را در حرا .فرو ببريد cm١راخ كرده تا عمق مركز محيط را سو ،با استفاده از آنس تلقيح
oCروز در حرارت اتاق ٧ساعت انكوبه كرده در صورت منفي بودن به مدت  ٢٤- ٤٨به مدت  ٣٥  oC٢١- ٢٥ 

  .نگهداري كنيد
 ١٥-oC٢٥ م هاي متحرك در سچون بسياري از ارگاني. حرارت انكوباسيون اهميت فوق العاده زيادي دارد

اگر به متحرك بودن .  رشد آنهاست غير متحركندمطلوب كه حرارت  oC٣٧ متحرك بوده و در حرارت 
و  oC٣٥ لوله را همزمان تلقيح كنيد، يكي را در حرارت  ٢، ديهست م در حرارت پائين تر مشكوكسارگاني

  .نگهداري نمائيد ٢١-  oC٢٥ديگري را در 
  

  :تفسير
، محيط اطراف اين خط نيز رشد تلقيح خطعلاوه بر رشد در ) حركت مثبت(در صورت متحرك بودن باكتري 

  .نشان ميدهدكدورت يا  واضح و
  :در حرارت هاي مختلفون يانکوباس

 
  ٣٧ oCون در حرارت يانکوباس - 

a -  ـ ( كلبسيلا    + ) معمولا ( انتروباكتر(  
b -  ( اكتينوباسيلوس   + )  معمولا (ويبريو- (  
c -  و ( + ) ســاير گونــه هــاي آئرومونــاس )  -( آئرومونــاس ســالموني ســيدا و )  -( آئرومونــاس مــديا

 )  ( +پلزيوموناس شيگلوئيدس 
  
  
  
  
  



  

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

   آزمايشراهنماي انجام 

صفحه  3  از 3  بررسي حركت باكتري  

 
 )حرارت اتاق (  C٢٥°انكوباسيون در حرارت  - 

  )ـ(معمولاً  كورينه باكتريوم  (+)ليستريامونوسيتوژن :   جهت كمك در افتراق بين جنس ها
گروهي رشد اين ماده  ممکن استيط مربوطه استفاده كنيد، هر چند در صورت نياز از املاح تترازوليوم در مح

چسبيده  م، رنگ به سلول هاسليوم بي رنگ اند ولي با رشد ارگانيونمك هاي تتراز. م ها را مهار كندساز ارگاني
رنگ قرمز صرفاً در نواحي از محيط كه .  محلولي به نام فورمازان احيا مي شودو به پيگمان قرمز رنگ نا

  .اكتري در آن رشد كرده ايجاد خواهد شدب
بر روي محيط نيمه جامد مشابه قطره معلق » حركت «ميزان مثبت شدن  ،ساعت انكوباسيون ٢٤بعد از گذشت 

موارد  % ٤ در، ميزان مثبت شدن واکنش حرکتی در محيط نيمه جامد ساعت ٤٨اما بعد از گذشت  .خواهد بود
  . بيشتر خواهد بود

 
 

  :   QCبرنامه   -٦
    E. coli  ATCC 25922:     حركت مثبت
  Staphylococcus aureus ATCC  25923:       حركت منفي 

اسـتفاده   بوجهت كنترل منفي مي توان از روش عدم تلقيح ميكـر  نيمه جامددرصورت استفاده از محيط هاي 
  . كرد

  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   

  
  
  
  

   مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

  متيل رد
Methyl Red Test   

صفحه  1  از 2  

  
    :هدف  -١

 ومتابوليسم گلوكز  ناشي از فرآورده نهائيميزان نتروباكترياسه براساس ااعضاي خانواده تشخيص و تمايز 
    Mixed  Acid  Fermentationتوليد اسيد از طريق مسير 

  
  :اساس آزمايش -٢

واکنش ) قرمز ( pH= 4.4و ) زرد ( pH= 6در محدوده بين  است كه pHمعرف متيل رد يك انديكاتور 
كه در آن معرف متيل رد قادر است تا تغيير رنگ ايجاد نمايد بسيار كمتر از ساير اسيديته ای . نشان می دهد

ايجاد  در مسير تخمير چند اسيد از گلوكز مي تواند ،اسيديته بالامعرفهاي بيولوژيكي بوده و تنها در مجاورت 
  .واكنش نمايد

هايي كه قادر ولي تنها باكتري نمايند ميتوليد اسيد انكوباسيون  دورهفقط در ابتداي  انتروباكترياسه برخي از
داراي  محيط را در حد پايين حفظ نمايند pH )ساعت ٤٨- ٧٢( باشند براي مدت طولاني طي انكوباسيون

  .باشند واكنش مثبت مي
  
  :نمونه اوليه -٣

  )ساعته ١٨-  ٢٤كشت (كشت  خالص و تازه از باكتري مورد نظر 
  
 :معرفها و مواد  -٤

 - MR/VP Broth   باpH   ۹/۶نهايي 
  ml 200و %  ٩٥الكل اتيليك   ml 300پودر متيل رد در   g 0.1معرف متيل رد كه عبارت است از  - 

 آب مقطر 
محلول تهيه شده را بايد در . اضافه كردبه آن و سپس آب  متيل رد را بايد در الكل حل نمودپودر  ابتدا :توجه

دار به حجم  هفتگي آنرا در لوله هاي در پيچ مصرف روزانه وجهت  .ال نگهداري نمودشيشه تيره و در يخچ
  .در يخچال بگذاريد ميلي ليتر ريخته و٥/٢
  
    :روش انجام آزمايش  -٥ 

تلقيح    MR/VP Broth ميلی ليتر ٥/٢لوله حاوی كشت خالص باكتري را در چند كلني از ابتدا  - 
  .نماييد

  .انكوبه نمائيد   ٣٥ C°در  )روز ٥حداكثر (  ساعت ۷۲-۴۸ –  
اساس تغيير رنگ  و نتيجه واكنش را بر نماييداضافه  Brothقطره از معرف متيل رد را به  ٥سپس   - 

  . دحاصله بررسي كني



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   

  
  
  
  

   مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

  متيل رد
Methyl Red Test   

صفحه  2  از 2  

  ايجاد رنگ زرد               واكنش منفي   
  . است  pH<4.5د زياد و ايجاد ايجاد رنگ قرمز               واكنش مثبت در نتيجه توليد اسي 
   ايجاد رنگ نارنجي            واكنش منفي  

  
را در لوله اي    MR/VP Broth ميلی ليتر ۵/۰جهت كوتاه تر كردن زمان نتيجه گيري مي توان حدود 

،   C°35ساعته در  ١٨- ٢٤انكوباسيون از و پس  ودب را در آن تلقيح نمواز ميكر یريخته و مقدار نسبتاً زياد
  .واكنش را مشاهده نمود کرده،را به آن اضافه   معرف متيل رد قطره  ١- ٢
  
  : كنترل كيفيبرنامه    -٦
 E. coli  ATCC     25922  :كنترل مثبت 

  Klebsiella Pneumoniae  ATCC  13883،  13048 نوزايانتروباكتر آئروژ  :كنترل منفي
 

  .شود با سويه هاي مثبت و منفي انجام بايد كيفي كنترل ايش،قبل از انجام آزم ،در هر روز كاري  :توجه 
 



  

  
  
  
  

      مرجع سلامت آزمايشگاه

   راهنماي انجام آزمايش

صفحه  1  از 1  فنيل آلانين دآميناز  

  
  

  :    هدف  -١
  یا از سایر باکتري هاي گرم منفیسویدنومورگانلا و پر ،کمک در تشخیص پروتئوس

  

  :آزمایشاساس    -2
ویک اسید تبدیل می شود، این اسید با ودآمنیه شدن به فنیل پیر ضمنفنیل آلانین اسید آمینه اي است که 

  .و ایجاد رنگ سبز مشخص می شود% 10افزودن کلرورفریک 
  

  :و ابزار لازم  مواد   -3
 لوله حاوي فنیل الانین آگار −
 درصد  10کلرورفریک  −

  

  :مراحل انجام کار  -4
 .شده ، در لوله به صورت شل بسته شودسطح محیط با کلنی ایزوله تلقیح  −
یا تا هرزمان که رشد واضحی مشاهده  ساعت 18- 24به مدت c °35 درمحیط بعد از انکوباسیون  −

لوله را می .  مستقیماً به سطح آگار اضافه می کنیم% 10کلرورفریک قطره  cc5/0  (5 -4(،  گردد
 .چرخانیم تا کلنی ها در آن غوطه ور شوند

  

  : تفسیر   -5
دقیقه رنگ  10در عرض .  بیانگر مثبت بودن این تست است ،ظهور بلافاصله رنگ سبز بعد از ریختن معرف

  .دشوایجاد می سبز دوباره رنگ  ،معرف افزودن مقادیر اضافی، که با می شودتر کم رنگ  ،سبز
 ،ساعت انکوباسیون محیط کشت 4 بعد ازبعضی گونه ها به قدري سریع فنیل آلانین را دآمینه می کنند که 

  .نیز تست مثبت می شود
  

  :کنترل کیفی   -6
 ATCC 33420پروتئوس ولگاریس     :کنترل مثبت
  ATCC 25922 Ecoli: کنترل منفی

   .انجام گیرد معرفکنترل کیفی فوق باید براي هر سري ساخت جدید محیط یا  -



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  آزمايشگاه مرجع سلامت

   راهنماي انجام آزمايش

PYR 1 صفحه  1  از  

  
    :هدف  -١

   Dو انتروكوك هاي گروه A استرپتوكوك هاي گروهتشخيص تست با حساسيت بالا جهت 
  :اساس آزمايش -٢

هيدروليز مي شود  L-pyrolidonyl-β-naphthylamideي به نام  يآنزيم آمينو پپتيداز توسط سوبسترا
 با افزودن كهمي شود  آزادβ-naphthylamide در نتيجه  و
 N,N-dimethylaminocinnamaldehyde   رنگ قرمز مشخص مي شود ايجاد  با و.  

  :نمونه اوليه -۳
  ) ساعته ١٨- ٢٤(كشت تازه ميكروبي  - 
 :ابزار لازممواد و   -٤
 - Broth PYR )Todd Hewitt Broth  به مقدار %  ) ٠١/٠با پيروليدونيل بتا نفتيل آميدml ٢/٠ 

 )در لوله
 %  ) ٠١/٠مالدئيد دي متيل آمينو سينا(  PYRمعرف  - 
  لوله آزمايش - 
    :روش انجام آزمايش  -٥ 

  . حل مي كنيم ml Broth PYR 0.2كلني ازكشت مورد نظر را در لوله محتوي  ٣ تا ٢ابتدا  −
  .انكوبه مي كنيم C°35ساعت در حرارت  ٤لوله را به مدت  −
  .به آن اضافه مي نماييم PYRيك قطره معرف  −
  .ي باشد مشاهده و تفسير مي نماييمسرانجام واكنش را كه بر اساس تغيير رنگ م −
 زمان لازم براي خواندن نتايج يك دقيقه مي باشد كه رنگ زرد يا عدم تغييـر رنـگ نشـانگر منفـي      −

 .بودن تست و ايجاد رنگ قرمز پررنگ نشانگر واكنش مثبت است
 

   :كنترل كيفي -٦
  Streptococcus  pyogenes  ATCC 19615: سوش كنترل مثبت

  نتروكوك فكاليساو   Streptococcus  agalactiae ATCC  13813: منفيسوش كنترل 
  . هاي مثبت و منفي انجام شود شدر هر روز كاري، قبل از انجام آزمايش، كنترل كيفي بايد با سو  
  

     :تداخلات   -٧
گرم  قبل از انجام اين آزمايش بايد مطمئن بود كه ارگانيسم مورد نظر استرپتوكوك است يعني كوكسي

لوكوك ها و بعضي از كوكسي ها، استافي مانندزيرا ارگانيسم هاي ديگر  .در اختيار داريم كاتالاز منفي و مثبت
  .مثبت هستند PYRنيز نس  استرپتوكوك هاي ويريد



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  آزمايشگاه مرجع سلامت
          

    راهنماي انجام آزمايش 

صفحه  1  از SXT   2حساسيت به باسيتراسين و   

  
  :    هدف  -١

  از سایر استرپتوکوك ها  Aتشخیص استرپتوکوك بتاهمولیتیک گروه 
  
  :اساس آزمایش  -2

حساس ولی به تریمتوپریم ـ 0.04Uبه دیسک باسیتراسین   Aاسترپتوکوك بتاهمولیتیک گروه 
ی آنت 2به هر   Bاسترپتوکوك بتاهمولیتیک گروه . مقاوم است  SXT   (1.25Ug( سولفامتوکسازول 

  .بیوتیک مقاوم است
  
     :ویژگی هاي تست  -3

چندان   Aبه باسیتراسین حساسند بنابراین این تست جهت گروه   Gو    Cسویه هاي گروه %  10بیش از 
انجام می شود که گروه  SXTبا تست حساسیت به همراه این تست اغلب  ،دلیلبه همین . اختصاصی نیست

 .مقاومند  Bو   Aگروه هاي  وساس بوده ح)  SXT( عموماً به آن   Gو   Cهاي
 
  :نمونه اولیه -4

  ساعته از باکتري مورد نظر 18 – 24کشت 
  
  :   مورد نیاز ابزارلوازم و   -5
  بلاد آگار با خون گوسفند- 
  ) U  0.04( دیسک باسیتراسین - 
    SXTدیسک-  
  پنس استریل-  
  سواب استریل  -  

  
  : روش انجام کار  -6

پتوکوك بتاهمولیتیک را در وسط یک پلیت بلادآگار قرار داده و سپس با یک سواب یا لوپ کلنی ایزوله استر
را  SXTیک دیسک باسیتراسین و یک دیسک . استریل آن را بطور یکنواخت روي پلیت کشت می دهیم

پلیت . دیگر فاصله داشته باشندباید توجه نمود که دیسک ها از هم .می دهیمقرار  ،روي ناحیه کشت داده شده
  .قرار می دهیم  0C 35را دراتوو
  عدم رشد در اطراف دیسک ها  =  حساس 

  رشد تا لبه دیسک ها =  مقاوم     
  
  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  آزمايشگاه مرجع سلامت
          

    راهنماي انجام آزمايش 

صفحه  2  از SXT   2حساسيت به باسيتراسين و   

  : QCبرنامه    -7
  

ATCC 19615   استرپتوکوك گروهA    : باسیتراسین=  S     وR = SXT  
  

27956  ATCC  سترپتوکوك گروه اB    :ن باسیتراسی=  R     وR = SXT  
  

  S= SXT  و    S  =باسیتراسین  :   Gیا   Fو    Cگروههاي  استرپتوکوك بتاهمولیتیک
  
  :تداخلات  -8

استرپتوکوك هاي بتاهمولیتیک انجام شود زیرا بعضی از  تشخیص این تست تنها باید براي - 
  . دبه باسیتراسین حساسن )مثل پنوموکوك ( استرپتوکوك هاي آلفاهمولیتیک 

تلقیح کم میکروارگانیسم روي  .انجام شودو به مقدار کافی کشت روي بلاد آگار باید کاملاً یکنواخت  - 
سین حساس شود و نتیجه مثبت کاذب به باسیترا   non-Aبلادآگار باعث می شود استرپتوکوك 

   .دهد
  
  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

   راهنماي انجام آزمايش

صفحه  1  از TCBS Agar   2محيط   

 
  

  :هدف  -١
  بي ويبريوهاي كلرا و ويبريو پاراهموليتيكوس جداسازي انتخا

  

  :اساس آزمايش  -٢
TCBS  آگار  Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar  براي جداسازي محیطی انتخابی

  . استویبریوکلرا و ویبریوپاراهمولیتیکوس و نیز دیگر ویبریوها 
محتوي مخلوطی از نمک هاي ، صفراي گاوي( Oxgall افزودن امهار باکتري هاي گرم مثبت ب -

 . انجام مي شود )  Sodium Cholateصفراوي و 
، توليد سولفيد تركيب با سيترات فريك عنوان منبع سولفور عمل مي كند و دره تيوسولفات سديم ب -

 . هيدروژن مي كند
 .موجود استها ساكاروز بعنوان كربوهيدرات قابل تخمير براي متابوليسم ويبريو -
-  pH عنوان معرف ه تيمول بلو و برم تيمول بلو ب. ي ويبريوكلرا را افزايش مي دهدجداساز، قليائي محيط

 .ندموجود  pHهاي تغيير 
  
  :نمونه اولیه  -3

 )  Blair Cary &(سواب هاي محتوي ماده نمونه در محيط كشت انتقالي كري ـ بلر  - 
  
  :ابزار لازم مواد و  -٤

 ييقلياآب پپتونه  - 
   TCBSمحيط كشت - 

  

 : روش انجام كار  -٥
نمونه هايي مثل سوابهاي مقعد، مدفوع، ماده استفراغ . حتي الامكان به محض دريافت نمونه، آن را كشت دهيد

تلقيح زياد، . شده، ماهي يا غذاهاي ديگر را مي توان با سواب به طور مستقيم روي محيط تهيه شده در پليت برد
اگر تأخيري در رسيدن نمونه به آزمايشگاه پيش بيني مي . ونه ها تازه نيستند، توصيه مي شودمخصوصاً اگر نم

  . شود، سواب هاي محتوي ماده نمونه را بايد در محيط انتقالي كري ـ بلر به آزمايشگاه منتقل نمود
يعني . به كار مي رود   TCBSه قليايي ونبراي جداسازي ويبريوكلرا و ديگر گونه هاي ويبريو از مدفوع، آب پيتو

       ساعت در دماي ٥- ٨برده و به مدت ) pH=  ٥/٨( NaCl% ١داخل آب پپتونه قليايي حاوي ابتدا نمونه را 
C ° نماييد و سپس روی محيط انكوبه  ٣٥TCBS کشت دهيد.  
سواب را بر , ه می شود قبل از قرار دادن سواب در آب پپتونه قليايياما در مواقع اورژانس و کمبود وقت توصي 

و برده پليت را کشت داده و انکوبه نماييد و سپس سواب را در آب پپتونه قليايي , بکشيد TCBSروی يک پليت 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

   راهنماي انجام آزمايش

صفحه  2  از TCBS Agar   2محيط   

 TCBSو پس از آن ساب کالچر مجددی بر روی پليت  ديينماانكوبه  ٣٥ ° Cساعت در دماي  ٥- ٨به مدت 
   .ماييدتهيه ن

ساعت  ٢٤اگر بعد از . انكوبه نماييد ٣٥ ±٢° Cساعت در دماي  ١٨- ٢٤پليت ها را دور از نور نگهداشته و به مدت 
  . ساعت ديگر انكوبه نماييد ٢٤منفي بود براي 

 TCBSهمچنین محیطهاي . نباید بیش از یک هفته گذشته باشد  TCBSاز زمان تهیه محیط  : توجه  -
 .ریزر در بسته در یخچال نگهداري شوندباید در کیسه هاي ف

  
  . براي كشت ويبريوها نبايد نمونه ها را فريز كرد: نکته

  
  ):  QC(برنامه كنترل كيفي   -٦

Vibrio Cholerae ATCC 9459:  زرد  یكلوني ها ،رشد متوسط تا زياد  
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802  :آبي یكلوني ها ،رشد متوسط تا زياد  

Escherichia coli ATCC 25922: اگر رشد كند،كلوني ها كوچك و شفاف هستند .  
Pseudomonas aeruginosa  ATCC 10145 :اگر رشد كند،. رشد به طور جزئي يا كامل مهار مي شود 

 . كلوني ها آبي هستند
Streptococcus faecalis ATCC 29212 :اگر رشد كند. رشد به طور جزئي يا كامل مهار مي شود ،

   .وني ها كوچك و زرد هستندكل
  
  
  
  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

     لامتسمرجع  آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

  محيط
Triple Sugar Iron Agar (TSI Agar)  

  

صفحه  1  از 2  

 

  :هدف  -١
  )ولید سولفید هیدروژن تخمیر کربوهیدرات و ت اساسبر ( تفکیک باسیل هاي روده اي گرم منفی 

  
  :اساس آزمایش  -2

وجود ) KIA(آیرون آگار  کلایگلرکه در محیط ) و لاکتوز دکستروز( ي، ساکاروز به دو قنددر این محیط کشت
باسیل هاي تخمیر کننده ساکاروز و نیز تخمیر  جداسازير تسهیل د افزودن ساکاروز، با. اضافه می شوددارد، 

تغییر رنگ قابل  ا، باترتخمیر کربوهید. افزایش می دهد ، حساسیت محیط راوزدکستر کننده هاي لاکتوز و یا
د رسوبی ایجا اهیدروژن ب لید سولفیدتو. نشان داده می شود) از قرمز به زرد(یعنی فنل رد   pHمشاهده معرف 

  .ن داده می شود، نشااست به محیط سافزودن سولفات فرو نتیجهدر عمق لوله سیاه می کند و  راکه محیط 
  ، غلظت دکستروز یک دهم هایی که فقط دکستروز را تخمیر می کنندارگانیسم جداسازي  براي تسهیل در

، طی تخمیر دکستروزدار لوله در  مقدار کم اسید تولید شده در سطح شیب. غلظت لاکتوز یا ساکاروز است) 1/0(
فشار پایین بدلیل   ،در مقابل. برگردد) قرمز   (قلیایی  pHبه سرعت اکسید می شود و باعث می شود محیط به 

  .حفظ می شود) زرد(واکنش اسیدي  ،در عمقتر اکسیژن 
 3 ر لوله، حدوداًدار و عمق محیط کشت د به هنگام تهیه محیط کشت باید دقت نمود که طول سطح شیب :وجهت

  .سانتی متر باشد
  
  :نمونه اولیه  -3
  کشت ارگانیسم بر روي یک پلیت محیط مورد استفاده براي کشت انتروباکتریاسه  - 
  
  :مواد و تجهیزات مورد نیاز  -4
  دار  بصورت شیب  TSIلوله محیط کشت  - 

  
 : روش انجام کار  -5

پلیت محیط مورد استفاده  ه به تازگی رويمرکز یک کلونی ک، رشد را از ی استریل خنکسوزنآنس  با استفاده از
 حرکت آنس را با آنانتقال دهید و  TSI Agarدار  ، به سطح شیبانتروباکتریاسه رشد کرده است براي کشت

لوله ها را با در . ، تلقیح نماییدو سپس عمق را با سوراخ کردن محیط، کشت دهید دار در امتداد سطح شیب
  . در اتمسفر هوازي انکوبه نمایید  C ° 2± 35ساعت در دماي  18- 24پوش هاي شل شده به مدت 

 ات بتخمیر کربوهیدرا. ، مقایسه نماییدارگانیسم هاي کنترلایزوله مجهول را با  توسطواکنش هاي تولید شده   
  . رنگ زرد محیط نشان داده می شود

فقط  ، ارگانیسم تحت بررسی)لیاییق(دار قرمز شود  اما در سطح شیب) اسیدي(اگر محیط در عمق لوله زرد شود 
  .را تخمیر می کند) گلوکز(دکستروز 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

     لامتسمرجع  آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

  محيط
Triple Sugar Iron Agar (TSI Agar)  

  

صفحه  2  از 2  

وز و یا ، لاکتان می دهد که ارگانیسم تحت بررسی، دکستروزدار و عمق نش در سطح شیب) اسیدي(رنگ زرد  
  .ساکاروز را تخمیر می کند

، یک غیر تخمیر کننده ان می دهد که ارگانیسم تحت بررسینش ،دار و عمق در سطح شیب) قلیایی(رنگ قرمز  
)Nonfermenter (است .  

  . ید رسوب سیاه در عمق لوله می شودتولید سولفید هیدروژن سبب تول
  . رك خوردگی محیط نشان داده می شودو ت ا شکافتولید گاز ب

  
  : )QC(برنامه کنترل کیفی   -6
 

H2S ارگانیسم سطح شیبدار عمق گاز 
 - +  A A   Escherichia coli ATCC 25922

 -   -  K K  Pseudomons aeruginosa ATCC 27853

+  +  A K  Salmonella typhimurium ATCC 14028
 -  - A K  Shigella flexneri ATCC 12022

 
A : زرد(اسیدي    (K :ایی قلی ) قرمز    (  

  
  :  تداخلات  -7

 ، اجازه داد که تبادل آزاد هواپیچ لوله بصورت شلاید با بستن دردار ب شرایط قلیایی سطح شیب حفظبراي   - 
دار  سطح شیب )تخمیر دکستروز اایجاد شده فقط ب(، واکنش اسیدي اگر لوله محکم بسته شود. صورت گیرد

  .را درگیر خواهد کرد
نشان   TSI، اما روي نشان دهند  KIAهیدروژن را روي  بعضی از ارگانیسم ها ممکن است تولید سولفید - 

  اثر H2S ، مکانیسم آنزیمی را که در تولیدTSI Agarساکاروز در  فاده ازاستچون ، ندهند
یاسه نمی توانند انتروباکترو بعضی از اعضاء  S H2 تولید کننده بویژه سالمونلاي. می گذارد مهار می کند 

  .تولید کنند TSI Agar،S  H2 روي 
داراي حساسیت کمتري نسبت به  گاهی)  S H2وان معرفبه عن (موجود در این محیط سسولفات فرو  - 

با سایر محیط   KIAو  TSIدر   S H2بنابراین ممکن است در ایجاد .نمک هاي فریک می باشدسایر 
  .مغایرت هایی دیده شود  SIMهاي کشت مثل 

 هته لولدر سیاه شدن اغلب با تخمیر گلوکز  اسیدي می شود ،  ،TSIو  KIAچون عمق لوله هاي    - 
بنابراین اگر  )بویژه با باکتریهاي غیر تخمیر کننده لاکتوز (دارد یا به همان جا محدود می شود  وجود

 .عمق سیاه است باید آن را اسیدي در نظر گرفت
      

 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  مرجع سلامت مايشگاهآز

    راهنماي انجام آزمايش

صفحه  1  از 2 اوره آز   

  
  :هدف  -١

 ه باكتريومنيكور مهمي نظير گونه هاي شناساييروسلا، افتراق انتروباكترياسه ها، افتراق بين گونه هاي ب
و به عنوان يك تست  اضافي براي  دار ، تشخيص مخمرهاي كپسول، هليكوباكترپيلورياوره آ ليتيكوم

  تشخيص بعضي كوكوباسيل هاي گرم منفي 
  

  :اساس آزمايش  -٢
و آمونياك  ، آبآنزيمي است كه بعضي از ارگانيسم ها آن را توليد كرده و اوره را به دي اكسيد كربن آز اوره

آمونياك در محلول به كربنات آمونيوم تبديل شده و باعث قليايي شدن محيط و بالا . دنهيدروليز مي كن
  . مي شود pHرفتن 

  

  : نمونه اوليه -٣
  نظر ساعته از ارگانيسم مورد  ١٨ – ٢٤كشت 

  

  :مواد و تجهيزات مورد نياز  -٤
 Christensen’s urea  آگار مانند يا محيط كشت   Stuart’s urea broth  مايع نظير محيط كشت

Agar  
 

  :  مراحل انجام كار  -٥
يا سطح شيبدار محيط كشت جامد را با مقدار نسبتاً زيادي از كلني هاي  Brothمحيط كشت )  ١- ٥

  . ايزوله تلقيح مي كنيم
انكوبه مي  ٣٥  0C  در تا هفت روز ساعت ٤٨به مدت  شل چِبا در پي محيط كشت را لوله هر دو ) ٢- ٥

ساعت واكنش مثبت  ١- ٢ارگانيسم هايي كه اوره را سريع هيدروليز مي كنند، در عرض . نماييم
 . روز يا بيشتر انكوباسيون نياز دارند ٣د و سويه هايي كه كمتر فعالند، به نمي ده

 : بدين صورتند  واكنش ها)  ٣- ٥
a . براثاوره:  
  . ايجاد رنگ قرمز نشان دهنده واكنش قليايي و هيدروليز اوره مي باشد  - 

.b اوره آگار :  
 ايجاد رنگ قرمز در تمام محيط  : سوش هاي اوره آز مثبت سريع - 
 ايجاد رنگ قرمز ابتدا فقط در سطح و بتدريج در عمق لوله  : سوش هاي اوره آز مثبت ضعيف - 
  .محيط كشت به رنگ اوليه خود باقي مي ماند : وش هاي اوره آز منفيس - 

  
  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  مرجع سلامت مايشگاهآز

    راهنماي انجام آزمايش

صفحه  2  از 2 اوره آز   

 
  :  QCبرنامه    -٦

  .جديد از محيط كشت بايد با ارگانيسم هاي كنترل مثبت و منفي تست شود   batchهر 
         Proteus sp          :سوش كنترل مثبت

  Klebsiella sp  :سوش كنترل مثبت ضعيف  
   E. coli  :        نفيسوش كنترل م  

  

    :توجه
 مقدارحاوي  Brothاوره از آنجا که . و اوره آگار توجه شود Brothبايد به اهميت تفاوت محيط كشت اوره 

مي باشد برای از بين بردن اثر بافر بايد مقدار نسبتا زيادی  pH=  ٨/٦بافر نمك هاي فسفات با زيادي از 
  .تغيير رنگ ايجاد شود و برسد ٨محيط به بالاي  pH اآمونياک توسط باکتری ايجاد شود ت

اين محيط . مي باشد و پپتون و گلوكز دارد Brothمحيط اوره آگار حاوي مقدار كمتري بافر نسبت به اوره 
از طرفي . غني بوده و رشد بسياري از باكتري هايي را كه نمي توانند در اوره براث رشد كنند، افزايش مي دهد

باكتري هيدروليز اوره توسط ر بافر در اوره آگار اجازه مي دهد كه مقدار كم آمونياك حاصل از مقدا کم بودن
باكتري هايي كه اوره آز كمي ايجاد مي كنند مثل گونه هايي از كلبسيلا . مشخص شود ،هاي اوره آز ضعيف

  . تست مي شوند ،اوره آگاردر محيط و آنتروباكتر و بروسلا 
 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

    راهنماي انجام آزمايش 

 VPآزمايش

  )Voges Proskauer-Test (  
صفحه  1  از 1  

  
  :هدف  -١

استيل متيل ( توليد استوئين ، شناسايي ميكروارگانيسم هايي كه قادرند در مسير تخمير گلوكز از اسيد پيروويك
  .نمايند) كربونيل 

   
  :اساس آزمايش  -٢

  . هيدروليز گردد توسط باکتريهااز چندين راه متابوليكي ممكن است  ،اسيد پيروويك حاصل از تخمير گلوكز 
در حضور اكسيژن هوا و  ،سراشيا مي توانند توليد استوئين نمايند و ي مانند كلبسيلا، انتروباكترباكتري هاي

و آلفا نفتول به عنوان يك كاتاليزور عمل شود  میاستوئين به دي استيل تبديل  %40هيدروكسيد پتاسيم 
  .نموده و توليد رنگ قرمز مي نمايد

  
  :نمونه اوليه -٣

  )ساعته  ١٨- ٢٤خالص كشت ( كشت تازه ميكروبي 
  
 :معرفهامواد و   -٤

  MR/VPمحيط  −
   : معرفها  −

  100mlاتيل الكل خالص  در  5grآلفا نفتول ) الف
 100mlمقطر  آب در %40هيدروكسيد پتاسيم  ) ب

  
  : روش انجام كار  -٥

كشت خالص باكتري مورد نظر تلقيح  توسطرا    2.5ml ،MR/VP Broth دار حاوي  درپيچيك لوله 
و دو قطره % ٥سپس يك قطره آلفا نفتول  .قرار مي دهيم C 350 وساعت در اتو ٢٤- ٤٨و مدت   ممیکنی

KOH 40%  ۱۰- ۱۵لوله را به آرامي تكان داده و آن را به طور ثابت به مدت . به آن اضافه مي نماييم 
گر وجود دي استيل و دقيقه يا بيشتر نشان ١٥ز در مدت رنگ قرم توليد ايجاد واكنش و .دقيقه قرار مي دهيم

  .است VPتست نشانگر منفي بودن  عدم واکنشيا رنگ زرد . مي باشد VPمثبت بودن تست 
زيرا مي تواند نتيجه مثبت كاذب  نبايد بيش از يك ساعت بعد از ريختن معرف ها خوانده شود آزمايشاين 
  .دهد

 
  : QCبرنامه    -٦

 كلبسيلا پنومونيه   نوزا ، يانتروباكتر آئروژ:   كنترل مثبت شسو
                      E coli ATCC 25922:كنترل منفي شسو



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

   راهنماي انجام آزمايش

  كربوكسيلاسيونآزمايش د
 )ورنيتين و آرژينينا ،ليزين( 

صفحه  1  از 2  

  

  : هدف  -١
  كمك در تشخيص افتراقي انتروباكترياسه ها

  
  :اساس تست  -٢

  . اسيدهاي آمينه را در محيط كشـت دكربوكسـيله نمـوده و آمـين توليـد مـي كننـد        ،آنزيم هاي دكربوكسيلاز
تعدادي از اسيدهاي آمينه ابتـدا دهيدرولـه شـده و بعـد     . آمين هاي توليد شده باعث واكنش قليايي مي شوند 

  .بوكسيله مي شونددكر
  
  :مواد و تجهيزات مورد نياز-٣

 حاوي اسيد آمينه براثمحيط مولر دكربوكسيلاز  −
 بدون اسيد آمينه براث   دكربوكسيلاز محيط مولر −
 روغن استريل −

  

  :مراحل انجام كار  -٤
ه و لوله ديگـر  يك لوله حاوي اسيد آمين ( كربوكسيلازلوله مولر د ودر د ،هاي ايزوله باكتري مورد نظراز كلني 

حدود  ،روي محيط كشت را با روغن استريلدر هر دو لوله، . تلقيح كنيد) فاقد اسيد آمينه به عنوان لوله كنترل 
cmدرروز ٤به مدت را لوله ها .  بپوشانيد ١o Cرا روزانـه چـك نماييـد    آنهـا  كرده ولي تغيير رنگانكوبه  ٣٥  .

بيانگر زنده بودن ارگانيسم و تخمير كننده بودن  ،ل در لوله كنترلزول پورپرتغيير رنگ زرد در انديكاتور برموك
براي عملكـرد آنـزيم دكربوكسـيلاز شـرايط     و محيط اسيدي شده  PH ،آن مي باشد كه در اثر تخمير گلوگز

لوله زرد مي شوند كه به دليل تخميـر مقـدار كـم     ٢در طي مراحل ابتدايي انكوباسيون، هر .  فراهم شده است
شود رنگ محيط حاوي اسيد آمينه به رنگ اوليـه خـود    مصرفاگر اسيد آمينه    .محيط كشت است گلوگز در

اگر اسيد آمينه مصرف نشود رنگ محيط زرد باقي مي ماند، ايجـاد رنـگ خاكسـتري در    . بر مي گردد) بنفش(
  .  بعضي مواقع به دليل احيا شدن انديكاتور است

         انكوباسـيون بـه مـدت    )عدم توانـايي تخميـر گلـوكز   ( ير تخميري باكتري هاي غ نظير يه هاوبعضي س: توجه
ي زيـاد مقـدار  جهت تسريع در كار مي توان از مقدار كمي محيط كشت همـراه بـا تلقـيح    .نياز دارند  روز٧-١٤

  .استفاده كرد كلني خالص باكتري
 
 
 
 
 
 
 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

   راهنماي انجام آزمايش

  كربوكسيلاسيونآزمايش د
 )ورنيتين و آرژينينا ،ليزين( 

صفحه  2  از 2  

  
  :كنترل كيفي  -٥

  اسيد آمينه                 وش كنترل مثبتس                 وش كنترل منفيس           
Lysine        Enterobacter aerogenes             Enterobacter cloacae 
Ornithine  Enterobacter cloacae  Klebsiella pneumoniae 
Arginine  Enterobacter cloacae  Enterobacter aerogenes 

  
مـي باشـد كـه شـامل      Lysine Iron Agarزين بكار مي رود محيط ديگري كه براي دكربوكسيلاسيون لي

اين محيط براي شناسـايي سـالمونلاها بكـار    .  است H2S ئیشناسا جهت ،يترات دپتوسولفاتنفريك آمونيوم 
ايجاد رنگ سياه در عمـق و رنـگ بـنفش در سـطح      .و ليزين دكربوكسيلاز مثبت اند S H2مي رود كه اغلب

  . تست است ٢اين  نشان دهنده مثبت بودن ،محيط
  :تداخلات  -٦

زيـرا در محـيط   . دكربوكسيلاز ارجح است استفاده از محيط ليزين براث نسبت به محيط مولرمعتقدند  عده ای
  )نه به شرايط هوازي يا محيط اسيدي( .نياز است PHليزين براث فقط به قليايي شدن و تغيير رنگ انديكاتور 

زيرا . ا استفاده شوديسراشيا و هافن از باكتري ها مثل كلبسيلا، انتروباكتر، اما اين محيط نمي تواند براي بعضي
قليايي نهـايي تـداخل كـرده و واكـنش منفـي       PHاين باكتري ها استيل متيل كربونيل توليد مي كنند كه با 

  .كاذب مي دهد
  
  
  
  
  
  
 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

    راهنماي انجام آزمايش 

  تحمل نمك
  

صفحه  1  از 1  

  

  :هدف  -١
    Dنان انتروكوك گروه  استرپتوکوکهای جداكردن انتروكوك ها از 

  :اساس آزمايش  -٢
 Heart Infusion broth)از جمله(دنمحيط هاي مايع مغذي كه جهت رشد اكثر باكتري ها به كار ميرو

د محيط نيمه انتخابي براي رش ،%6.5به  هاكه با افزايش نمك آن ،دنمي باشNacl  %0.5حاوي
  . انتروكوك ها فراهم مي شود كه ساير باكتري ها قادر به رشد در آن نمي باشند

  :نمونه اوليه  -٣
  ) ساعته  ١٨-٢٤( كشت تازه   - 

 :مواد لازم -٤
كه مي توان در ساخت  آن از انديكاتور نيز استفاده    Nacl  %6.5محيط مايع مغذي حاوي - 

 .)  %95اتانول   100mlدر   purpleبروموكرزول بنفش 1.6gr (  نمود
  .نيز به جاي محيط مايع استفاده نمود   Nacl  %6.5مي توان از محيط آگار حاوي  - 

 : روش انجام كار  -٥
  C° 35 واتو در ساعت  48تا  24کلنی از کشت تازه باکتري مورد نظر را به مدت  3- ٤ - 

 .می نماییم انکوبه  CO2%  5- 7حاوي
دیکاتور و تغییر رنگ در محیط کشت داراي وجود رشد واضح در محیط کشت بدون ان - 

  . واکنش مثبت است بیان گر ،اندیکاتور
، نیز مثبت باشد  Nacl  %6.5در  چنانچه ارگانیسم مورد نظر بایل اسکولین مثبت ورشد - 

در  چنانچه ارگانیسم مورد نظر بایل اسکولین مثبت و رشدمیباشد و  انتروکوكمیکروارگانیسم 
6.5% Nacl استرپتوکوك گروه  ، میکروارگانیسم،نیز منفی باشدD  نان انتروکوك می باشد.  

    :لاتتداخ  -٦
كدورت زياد آن به عنوان رشد  ممکن است Brothكشت تلقيح زياد به محيط در صورت  - 

  .در نظر گرفته شود و نتيجه مثبت كاذب گزارش شود
ب در طي اتووگذاري وكن است ميكرزيرا مم ،به هنگام بررسي لوله را به آرامي تكان دهيد  - 

 .در ته لوله ته نشين شده باشد و اشتباهاً نتيجه منفي كاذب گزارش شود
 %6.5در   Aهاي گروه  توکوکو گاهي استرپ Bاسترپتوكوك هاي گروه %  ٨٠بيش از   - 

Nacl رشد مي كنند.  
  : QCبرنامه    -٧
 سيفکال انتروكوك:    وش كنترل مثبتس
  نان انتروكوك  Dگروه  توکوکاسترپ  :  نفيوش كنترل مس



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

    دستورالعمل

صفحه  1  از 1  مك فارلند نيم  تهيه كدورت استاندارد  

  
  :هدف -۱

م يد از استاندارد سولفات باري، بابيوميكر تين حساسييش تعيآزما يح برايجهت استاندارد کردن غلظت تلق
)BaSo4(م مک فارلند استفاده شودي، برابر با استاندارد ن.  
  
  :لازم ابزارمواد و  -۲ 

  ل يار استرچ ديش در پي، بالن ژوژه، لوله آزماک، مزوريدسولفوريدراته، اسيم دهيکلرور بار
  
  :روش انجام کار -۳

  : شود يه مير تهيم به روش زيم مک فارلند سولفات بارياستاندارد ن
۱(ml  ۵/۰  ــار ــرور ب ــه ) BaCl2 (mol/l ۰۴۸/۰  )2H2O .W/VBaCl2 ۱۷۵/۱%(م ياز کل را ب

ml۵ /۹۹ سيد سولفوريکاmol/l  ۱۸/۰  )V/V ۱(% ون بدسـت  يبا هم زدن مداوم سوسپانسد و يضافه کنا
  .ديآور

 طـول مسـیر  تـومتر بـا   اسـپکترو ف اندازه گیري جذب در ح کدورت استاندارد با استفاده از یصح یچگال) ۲
  .باشد ۱۳/۰تا  ۰۸/۰ن يد بيبا nm۶۲۵ جذب در . شود مشخص، cm1  ينور

 يچ دار هم انـدازه بـا لولـه هـا    يدر پ يدر لوله ها ml۶-۴ د به مقدار يم بايون سولفات باريسوسپانس) ۳
  .خته شودير ييايون باکتريسوسپانس

  .گردند ينگهدار يکيدر تارو   اتاق يدر دماد محکم بسته شوند و ين لوله ها بايدرب ا) ۴
 ـبـار اسـتفاده با   م قبـل از هـر  ياستاندارد سولفات بـار ) ۵    )یکيناورتکـس مک ـ  ترجيحـا بـا  ( د بـه شـدت  ي

 ـبا ذرات بزرگ، در صورت مشاهده .جادگردديا ينواختکيهمزده شود، تا کدورت   تـازه اي  د اسـتاندارد ي
  . تهيه گردد

ــار ) ۶ ــولفات بـ ــتاندارد سـ ــم باياسـ ــا  يـ ــه جـ ــورت ماهانـ ــه صـ ــود يگزيد بـ ــن شـ ــذب آن يـ   ا جـ
  .گردد يرياندازه گ

  
 

 



  چارت شناسائی گونھ ھای استافیلوکوک

Gram stain  

      

  

catalase  

     

  

  

  

  

  

  

  
  

                    *≥Novobiocin susceptibility      S:16mm .نیز کواگولاز مثبت میباشندS.tryicus و  S.aureus، S.lugdunensis، S.intermedius، S.schleferiعلاوه بر#

Positive cocci 

streptococoaceae Micrococcaceae 

Coagulase#  

Oxidase/bacitraciin 
susceptibility 

Staphylococcus 
aureus 

Catalase 
-+ 

Micrrococcus ssp. Coagulase-negative Staphylococcous spp. 

Novobiocin 
susceptibility* 

Staphylococcus saprophyticus Coagulase-negative Staphylococcus spp. (Staphylococcus epidermidis) 

S  R 

+/S -/R 

+ - 



  شناسائی کوکسی ھای گرم مثبت کاتالاز منفی چارت

 

    

  
*Optochin disk    ≥14mm:S   <9mm:R    9-13mm:Do Bile esculin 



  

 شناسائی باسیل ھای گرم مثبت چارت



برخورد با آگار چارت تشخیص احتمالی انتروباکتریاسھ ھا در 

TSI  



  

و  TSIانتروباکتریاسھ با توجھ بھ واکنش آنھا در محیطھای  گونھ ھای شناسائی -
LIA  

A, Acid  
@, acid and gas production 
 H2S, hydrogen sulfide 
 K, alkaline 
 LIA. Lysine iron agar  
NC. no change 
TSI. triple sugar iron agar 



 

 مشخصات بیوشیمیائی گونھ ھای انتروباکتریاسھ



 راھنماي انتخاب محیط ھاي كشت براي نمونھ ھاي مختلف
  

 
 

 محیط ھاي كشت براي بازیابي باكتریھاي بي ھوازي محیط ھاي كشت براي بازیابي باكتریھاي ھوازي و بي ھوازي اختیاري

BAP(blood 
agar plate) 

MAC(MacConkey 
agar) or EMB(eosin 

methylene blue) 
CBA(chocolate 

blood agar) Broth Other 
BAP(blood 
agar plate) 

BBE(Bacteroides 
bile esculin agar) 

PEA(phenylethyl 
alcohol) 

 BCB((blood culture bottles)      حفرات بدن
 جھت حجمھای زیاد

   

 مایعات
  X  X X مایع مغزي نخاعي 

برای نمونھ ھای (
)شانت  

    

 X X X  BCB(blood culture bottles) X X X  مایع صفاقي
مایع جنبي؛ مایع 

 پریكارد
X  X X BCB X   

    X  X X BCB مایع سینوویال
 زخم ھا

 X X X   X X X آسپیره 

 X X سواب

 
 جھت کشت بیھوازی توصیھ نمیشود

 
 X X X X بافت

 
X X X 

 مجراي تنفسي
      X X X خلط 

        X گلو

 X X X لاواژ برونش
 

CYE(charcoal yeast extract; 
for Legionella or Nocardia 

requests) 
 X X X براش؛ شستشوھا   

  
X X X 

        X بیني 

  محیط
  نمونھ



 
 

 محیط ھاي كشت براي بازیابي باكتریھاي بي ھوازي محیط ھاي كشت براي بازیابي باكتریھاي ھوازي و بي ھوازي اختیاري

BAP(blood 
agar plate) 

MAC(MacConkey 
agar) or EMB(eosin 

methylene blue) 
CBA(chocolate 

blood agar) Broth Other 
BAP(blood 
agar plate) 

BBE(Bacteroides 
bile esculin agar) 

PEA(phenylethyl 
alcohol) 

 ادراري تناسلي
ركتال / واژینال
جھت 

 استرپتوكوكھاي
  B (GBS)گروه 

   LIM(enrichment 
broth for Group B 
Streptococcus) 

Selective or 
chromogenic 
GBS media 

   

 

 X X X  سایر موارد

GC media(Thayer–Martin 
or Martin–Lewis or other 

media enriched for recovery of 
N. gonorrhoeae) X X X 

    GC media     سرویكس
آلت / پیشابراه

 تناسلي مرد
    GC media    

 ادرار
    X X   Screen; chromagar ادرار میاني 
آسپیره  
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  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

    راهنماي انجام آزمايش 

  تراسين حساسيت به باسي
  

صفحه  1  از 1  

  
  :        هدف -١

  ميكروكوك و استوماتوكوك از استافيلوكوك  افتراق
  
  :اساس آزمايش  -٢

رشد ميکروکوک ها می گردد ولی بر رشد استافيلوکوک ها اثـر   مهارباسيتراسين آنتی بيوتيکی است که سبب 
  . مهاری ندارد 

  
   :نمونه اوليه  -٣

 Trypticase Soy Broth  رويساعته از ارگانيسم مورد نظر  ١٨ -٢٤كشت  - 
  
 :مواد و ابزارلازم -٤

 )% 4U(ديسك باسيتراسين  - 
 هينتون آگار آگار يا مولر محيط كشت بلاد - 
 وبي با كدورت نيم مك فارلندمحلول ميكر - 
  سواب استريل  - 

  
  : روش انجام كار  -٤
  .هينتون آگار استفاده نمود آگار يا مولر مي توان از محيط بلاد 

، استافيلوكوك هـا بـه باسيتراسـين    اله عدم رشد اندازه گرفته مي شود، قطر هباسيونانكوبعداز يك شبانه روز 
  قطـر هالـه عـدم رشـد     ( .اما ميكروكوك ها به آن حساسند. دده نمي شومشاهمقاومند و هيچ هاله عدم رشدي 

)(>10mm  
  

  ):QC(برنامه كنترل كيفي   -٥
از يك نمونه ميكروكوك  ( مترميلي  ١٠بزرگتر از عدم رشد هاله  با  Micrococcus Luteus: کنترل مثبت 

  ).وجود در آزمايشگاه استفاده كنيدملوتئوس 
  .ندارداز عدم رشد وجود هاله اي  : ATCC 14995 Staphylococcus Epidermidis:کنترل منفی 
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 در آزمايشگاه ميکروب يمصرف يها ، معرفها و رنگکشت يمحيط هادستورالعمل تهيه انواع 
  :به شرح ذيل مي باشد، يشناس

  
   ليزاسيون آنهايروش تهيه انواع محيط هاي کشت دهيدراته و استر

ــار ــت          روش ک ــاي کش ــيط ه ــواع مح ــاوي ان ــاي ح ــوطي ه ــر روي ق ــود ب ــتورالعمل موج ــاس دس ــر اس   ب
ايـن  . روي برچسب دسـتورالعمل تهيـه محـيط کشـت درج گرديـده اسـت       ليزاسيون نيز بريرروش است. باشد مي

  .دستورالعمل ها بر حسب نوع محيط کشت و کارخانه توليدکننده، متفاوت است
  

  :محيط هاي کشت دهيدراته شامل
موت س ـآگـار، بي  اسـکولين بايـل  ، )BHB/BHA( بـراث و  ، برين هارت آگارB.A)(آگار آگار بي هوازي، بلاد

آگـار و بـراث    ، کـازو و آگـار، کـری بلـر   ، کمپيلوبـاکتر سـلکتي  دميت بـراث ، کوک ـمـديوم  بروسـلا  سولفيت آگـار، 
)TSA/TSB( ،CTA مديوم ،DNase تست آگار ،EMB هکتـون انتريـک   ، هموفيلوس سلکتيو آگارآگار ،

، ن اشتاين جنسن مـديوم لوو، )LDS(، لايزين دکربوکسيلاز سولفيدراز مديوم )KIA(کلايگلر آيرون آگار ، آگار
مـانيتول  ، بـراث  MHA/MHB( ،MRVP(مولر هينتون آگـار و بـراث   ، ار، لايزين آيرون آگسرم لوفلر بلاد

، اورنـي تـين   ، نيتـرات بـراث  )N.A/N.B(، نوترينت آگـار و بـراث   سالت آگار، مک کانکی آگار، مالونات براث
 بـراث و ، فنـل رد  آگـار  آلانينفنيل ، وم، پپتون واتربازال مدي OF، آرژينين دهيدرولاز تست براث دکربوکسيلاز

ريپـل شـوگر   ، تيت بـراث ، سلن)S.S(، سالمونلا شيگلا آگار مديوم SIM، پپتون آگار، سيمون سيترات آگار، آگار
و سـاير محـيط هـای     آگـار  XLD، ليکولات براث، اوره آگار و بـراث ، تايو گآگار TSI( ،TCBS(آيرون آگار 
  .ثبت شده اند می باشددفتر راهنمای محيط های کشت  راته که درکشت دهيد

  
  )ترکيبي(روش تهيه محيط کشت ژلاتين 

     g۵ = پيتون
Beef Extract  =g ۳  

   g ۱۲۰ =ژلاتين
از حرارت (حل شوند  تا كاملاً ددهي جوش قرار مقطر اضافه کرده و در بن ماري  آب cc۱۰۰۰مقادير فوق را به 

در فشار  oC۱۲۱ دقيقه و دمای ۱۵سپس در اتوكلاو به مدت  ).دكنيعله پرهيز روي ش دادن اين محيط کشت بر
  برسانيد ۸/۶محيط کشت را به   PHسپس در لوله تقسيم کرده و . نماييد استريل ) Lb۱۵ (پوند  ۱۵
  

  )ترکيبي( APWقليايي يا  پپتونه  روش تهيه محيط کشت آب
   g۱۰= پيتون

  Nacl =(g۱۰( کلرور سديم
  cc ۱۰۰۰=مقطر آب
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دما . دنماييل داده و استري در اتوکلاو قرار Lb ۱۵ فشار, دقيقه ۱۵و در شرايط  درسانيب ۶/۸-۹را به  pHسپس 
  )استفاده کنيد N  ۱براي تنظيم از سود(  .است oC۱۲۱ نيز 

  
  روش تهيه محيط کشت حاوي گليسرين جهت ديپ فريز

                                                     BHBا محيط کشت ي) TSB  )Trypticase Soy Brothمحيط: از محيط کشت پايه
)Brain Heart Infusion Broth (به . گليسرين به محيط پايه اضافه نماييد% ۱۵به ميزان . استفاده کنيد

در لوله هاي درپيچ دار ) ml۲-۱ (سپس در مقادير کم . دهيد تا محلول يکنواختي حاصل شود خوبي تکان 
  .اتوکلاو نماييد Lb۱۵ دقيقه و فشار  oC۱۲۱  ،۱۵ يم نموده و در شرايط تقس

  
  )آگار/ براث(  NaCl۵/۶% ط کشت روش تهيه محي

نمـک   %۵/۰اين محيط کشت حـاوي  از آنجا كه . آگار است/همان محيط برين هارت اينفيوژن براث پايهمحيط 
 ـ   %۶بنابراين  ،باشد مي  ـه اضـافه  نمک به ايـن محـيط پاي شـرايط  . نمـک حاصـل شـود    %۵/۶تـا مقـدار    دنمايي

  .باشد دقيقه مي ۱۵و زمان  Lb۱۵ ، فشار oC۱۲۱ليزاسيون همان دماي ياستر
  

  :     روش تهيه انواع قندها
  )cc۱۰۰= مقطر و آب g۱۰= قند(د نماييه از انواع قندها تهي% ۱۰محلول 

را در فشار  ااينصورت مي توان همه انواع قنده در غير. باشد ليزاسيون قندها استفاده از فيلتراسيون مييروش استر
 Lb۵  دقيقه استريل نمود ۵به مدت.  

زيلـوز، ساليسـين،   گبراي انواع لاکتوز، مالتوز، شرايط استريليزاسيون ، دقندها را از هم تفکيک نمايي داگر بخواهي
بـراي  رايط استريليزاسيون شو قه دقي ۳به مدت  oC۱۲۱ ، دماي Lb ۱۵ سوکروز، ترهالوز و آرابينوز شامل فشار

  .دقيقه مي باشد ۱۵و زمان  oC۱۱۸-۱۱۶ ، دماي Lb۱۲-۱۰ قندها شامل فشار  ساير
  

  معرف ها و رنگ ها روش تهيه انواع
  VPروش تهيه معرف هاي 

  ):Aمعرف(نفتول آلفا تهيه  -
   g ۵ :نفتول آلفاپودر

  cc۱۰۰: اتانول
  
  ):Bمعرف( )پتاس(KOH تهيه -

KOH:g ۴۰  
  cr:( g ۳/۰( کراتين

  cc۱۰۰: مقطر آب
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 ـ يچون داراي پايداري متغ. شوند نگهداري ميو در يخچال ها در ظروف تيره  معرف طـور  ه ر هستند لازم اسـت ب
  .کنترل کيفي گردند) بر حسب ميزان کار( هفتگي

  
  )MR( روش تهيه معرف متيل رد

  g ۱/۰= پودر متيل رد
  cc ۳۰۰=اتانول

در  تيـره و معرف در ظـرف   .درسانيب cc۵۰۰مقطر حجم آنرا به   رده سپس با آبرا در اتانول حل کرد پودر متيل 
کنترل ) بر حسب ميزان کار(چون داراي پايداري متغير است، لازم است بطور هفتگي  .شود يخچال نگهداري مي

  .کيفي گردد
  

  س روش تهيه معرف کواک
P- بنز آلدئيد آمينودي متيل =g۱۰  

  cc۱۵۰ :آميل الکل
  cc۵۰: دريک غليظ و تازهاسيد کلري

  
بـراي  . الکل اضافه نموده و به آرامي اسيد کلريدريک را به آنها اضافه نماييد آميل و بنزآلدئيد را بهيندي متيل آم

چـون داراي   .در يخچـال نگهـداري مـي شـود    تيـره و  ف ومعرف در ظـر  .استفاده نماييد دتهيه اين معرف از هو
  .کنترل کيفي گردد) برحسب ميزان کار(بطور هفتگی پايداري متغير است، لازم است 

  
  روش تهيه معرف کلرور فريک

  g۱۰= فريک کلرور
  )روش غير اسيدي( cc۱۰۰= مقطر   آب

 cc ۱۰۰مقطـر   و آب cc ۵/۲:، اسـيد کلريـدريک غلـيظ   g ۱۲:فريـک  روش ديگر تهيه اين معرف شامل کلرور(
چـون داراي   .شـود  در يخچال نگهداري مي تيره وف ورمعرف در ظ .)که اين روش، روش اسيدي است ،باشد مي

  .کنترل کيفي گردد) برحسب ميزان کار( بطور هفتگی پايداري متغير است، لازم است
  

  روش تهيه معرف هاي احياء نيترات
  :Aه معرف تهي-

N،N  آمين آلفا نفتيل لدي متي :g۶   
   N۵، )۳۰% (cc :۱۰۰۰اسيداستيک گلاسيال 
حل کـرده و   N۵گلاسيال  اسيد استيک cc۱۰۰۰آمين را در کمتر از آلفا نفتيل دي متيل  N ،Nمقدار فوق از  

  .دکنيرد  ده، محلول را از صافييحجم را به يک ليتر رسان. تا حل شود ددهيم کمي حرارت ملاي
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  :Bه معرف تهي-
   g۸): مينو بنزن سولفونيک اسيدآ -P(اسيد  نيليکاسولف
  N۵، )۳۰% (: cc ۱۰۰۰تيک گلاسيال ساسيدا

تـر  سـپس حجـم را بـه يـک لي     وتيک حل کرده ساسيدا cc ۱۰۰۰يليک اسيد را در کمتر از نمقدار فوق از سولفا
  .است زا انطآلفا نفتيل آمين سر .ف تيره و در يخچال نگهداري مي شوندوها در ظر معرف .درسانيب

  
   ريندين هينروش تهيه معرف 

   g۵/۳ = ين هيدريننپودر 
  cc۵۰ = استن

      cc۵۰  = تانولبو
ف تيره و در دمـاي اتـاق   معرف در ظر .نماييدين هيدرين را اضافه ناستن و بوتانل را مخلوط کرده و سپس پودر 

  .درب آن بايد کاملاً محکم بسته شود. نگهداري مي شود
  

  K1 روش تهيه ويتامين
  k1 g۲/۰= پودر ويتامين 

  cc۲۰= لواتان
غلظـت نهـايي   . م بسـته شـود  کدرب ظرف بايد کاملاً مح. شود هداري ميف تيره و در يخچال نگمحلول در ظر

 پـودر ويتـامين   g۲/۰ .اردار استگهاي آ براي محيط g/mlµ۱۰ هاي مايع و براي محيط g/mlµ ۱/۰لول مح
K1  ک بـه  يدر شـرايط آسـپت  و را روي يک قطعه کوچک فويل آلومينيومي استريل وزن کردهml۲۰  ل در واتـان

 محلـول ذخيـره    .مقطـر اسـتريل اسـتفاده کنيـد      براي رقيق سازي بيشتر از آب. اضافه کنيديک بطري استريل 
mg/ml۱۰ است. ml۱  ار وگيک ليتر آ بهاز محلول ذخيره را ml/l ۰۱/۰ ور از محلـول را د  .براث اضافه کنيد

  .نور و در يخچال ذخيره کنيد
  

  ) Haemine(روش تهيه همين
       g ۵/۰= پودر همين

  NaOH(N ۱ =cc۱۰( سود
مقطـر بـه حجـم      آب بـا  ، سـپس دکني ـحـل   و نرمال اضـافه کـرده   ۱سود cc۱۰مقدار فوق از پودر همين را به 

cc۱۰۰دقيقه،  ۱۵در شرايط . درسانيبoC۱۲۱، فشار  Lb۱۵ دنمايي ل در اتوکلاو استري.  
ارد، ولـي هنگـام   غلظت د mg/ml ۵ اين محلول ذخيره. محلول در ظرف تيره و در يخچال نگهداري مي شود

  .باشد µg/ml ۵ بايد داراي غلظت نهايي ،ساپلمنت عنوانمصرف به 
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  H2O2( ۳%( روش تهيه آب اکسيژنه
 cc۹را بـه  % ۳۰آب اکسـيژنه   cc۱يعني ( .دنماييق مقطر رقي  با آب ۱:۱۰را به نسبت % ۳۰محلول آب اکسيژنه 

  .نگهداري مي شودمحلول در ظرف تيره و در يخچال  .)دنمايي مقطر اضافه  آب
  

  روش تهيه کريستال ويوله ذخيره و اگزالات آمونيوم ذخيره
  تهيه کريستال ويوله-

  g۲۰ =پودر کريستال ويوله 
  cc۱۰۰= اتانول

  تهيه اگزالات آمونيوم-
  g۱= پودر اگزالات آمونيوم

  cc۱۰۰= مقطر  آب
ــه نســبت          .دنماييــ ق ر رقيــمقطــ  بــا آب ۱:۱۰هنگــام مصــرف، محلــول کريســتال ويولــه ذخيــره را ب

)cc۱  ــه و ــتال ويولـ ــا چهـــار حجـــم از  ) مقطـــر  آب cc ۹از محلـــول کريسـ ــپس ايـــن محلـــول را بـ   سـ
  .)اگزالات آمونيم cc۴محلول کريستال ويوله رقيق شده و  cc۱(د کنيق محلول اگزالات آمونيم رقي

  .دوش ره و در دماي اتاق نگهداري مي، در ظرف تيکريستال ويولهمصرفی محلول ذخيره و 
  

  وگللروش تهيه 
  g۱= يد
  g ۲= پتاسيم وريد
  cc۲۴۰ =مقطر  آب

  cc۶۰ =%۵محلول آبي بيکربنات سديم
 .برسـانيد   cc۲۴۰مقطر بـه    ، بعد حجم را با آبد و يدور پتاسيم را کاملاً حل نماييدي ،مقطر  آب در مقدار کمي از

محلـول در   .نماييـد  را نيـز بـه آن اضـافه     )c۱۰۰ :مقطر  آب   g۵ :بيکربنات سديم(بيکربنات سديم  %۵محلول 
  .محکم ببنديد" رب آنرا بايد کاملاد. دمای اتاق نگهداری می شود 

  
  استون-روش تهيه محلول الکل

  cc۲۵۰= اتانول
  cc۲۵۰= استون

  .را با استون مخلوط نماييد) اتانول( حجم مساوي از الکل اتيليک
  
  
  



  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

   ستورالعمل د

، معرفها و رنگهای مورد تهيه انواع محيط کشت
 استفاده در آزمايشگاه ميکروب شناسی

صفحه  6  از 6  

  

   

  يا سافرانين ذخيره/ روش تهيه فوشين
  g۲= وشينپودر ف
  cc۱۰۰= اتانول

  يا و
  g۵/۲= پودر سافرانين

  cc۱۰۰= اتانول
 .مقطر رقيـق نماييـد    با آب ۱:۱۰نسبت ه محلول ذخيره فوشين يا محلول ذخيره سافرانين را ب ،به هنگام مصرف

 .يه و در دمای اتاق ذخيره می شوندته ،محلولها در ظروف تيره
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  ھای کشت کنترل کیفیت محیطتھیھ و 
  :نکات عمومی در مورد محیط ھای کشت

  :آب

آب یک ی از   .بطور مستقیم بستگی بھ کیفی ت م واد خ ام م ورد اس تفاده در تھی ھ آنھ ا دارد       کشت کیفیت محیط ھای 

تھی ھ   آب م ورد اس تفاده در  ب رای  سھ معیار مھم  .بکار میرودمھمترین موادی است کھ در تھیھ محیط ھای کشت 

در ش رایط ای ده آل یونھ ای     .می باشد pHقدرت ھدایت الکتریکی و ، كشت شامل وجود یونھای مسمحیط ھای 

در آب مورد استفاده جھت تھیھ مح یط ھ ای   بدلیل خاصیت مھارکنندگی برای اغلب میکروارگانیسم ھا نباید مس 

آب  pHھمچن ین و زیم نس باش د  ک رو  می ١۵بای د کمت ر از    بق درت ھ دایت الکتریک ی آ    .کشت وج ود داش تھ باش د   

  .باشد ۵/۵مورد استفاده بھتر است کمی اسیدی باشد ولی نباید کمتر از 

  

  :توزین محیط کشت و افزودن آب
  

طبق دستورالعمل تھیھ محیط کشت کھ بر روي قوطي نصب گردیده است، مقدار مناسبي از پودر محیط 

از استنشاق . ز کوران ھوا و رطوبت باز کنیدظرف محیط کشت را دور ا. کشت را با دقت وزن نمایید

. پودرھا بھ خصوص آنھایي کھ داراي مواد سمي ھستند و تماس طولاني مدت آنھا با پوست اجتناب کنید

  .ھرچھ زودتر درب ظرف را ببندید. پودر را بھ سرعت، بھ دقت و بدون ایجاد توده اي از غبار وزن کنید

سپس مقدار وزن شده محیط کشت را بھ آن اضافھ . بریزید نصف حجم آب مورد نیاز را داخل ظرف

باقیمانده آب را بھ دیواره ظرف بریزید تا ذرات محیط کشت . براي چند دقیقھ بھ تندي تکان دھید. نمایید

این مرحلھ بسیار مھم است، چون پودر خشک محیط کشت در . چسبیده بھ دیواره نیز وارد محلول شوند

  .ت در اتوکلاو استریل نشود و منبع آلودگي گرددبالاي سطح آب، ممکن اس

  

  :حل کردن محیط کشت

اما محیط ھاي کشت . بدون آگار، معمولا با تکان دادن آھستھ و ملایم حل خواھند شد ھاي کشتمحیط 

سپس حرارت داده شوند تا . حاوي آگار باید قبل از حرارت دادن بھ مدت چند دقیقھ با آب مخلوط شوند

  .محیط ھاي کشت را بجوشانید بدون آنکھ بسوزند. اتوکلاو کردن، حل شودآگار قبل از 

محیط ھاي کشتي کھ نباید اتوکلاو شوند، بعد از این مقدار حرارت دادن، براي تقسیم داخل پلیت ھا یا 

بھ  ١٢١° Cدر دماي (اکثر محیط ھاي کشت بھ استریلیزاسیون نھایي . ظروف دیگر آماده خواھند بود

  .نیاز خواھند داشت) قھدقی ١۵مدت 
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  :pHاندازه گیري و تنظیم  

نھایي محصول   pH.ندارند pHمحیط ھاي کشت دھیدراتھ اگر بطور مناسب تھیھ شوند نیازي بھ تنظیم 

دور  pHاستریل شده را مي توان روي پلیت یا بطري اندازه گیري کرد، اما باید آنھا را بعد از سنجش 

را در حد pH ، مقدار ٢۵° Cشدن و خنک شدن محیط کشت تا دماي بنابراین بعد از استریل . ریخت

گرم در لیتر  ۴٠سدیم  معمولا با استفاده از ھیدروکسید pHتنظیم . تنظیم نمایید) ± ٢/٠(مورد نظر 

انجام مي ) یک مولار" تقریبا(گرم در لیتر  ۵/٣۶و یا با استفاده از اسید کلریدریک ) یک مولار" تقریبا(

  .شود

  

  :توزیع 

برابر حجم محیط کشت بریزید تا بتوانید آنرا بھ خوبي  ٣تا  ٢محیط کشت را در ظرفي مناسب با حجم 

  .تکان دھید و مخلوط کنید

  

  :استریلیزاسیون 

بعضي از محیط ھاي کشت بھ استریلیزاسیون با اتوکلاو احتیاجي نداشتھ و با جوشاندن استریل مي شوند 

استریلیزاسیون سایر محیط . قوطي محیط کشت قید گردیده است کھ دستور ساخت آنھا بر روي برچسب

ھاي کشت توسط حرارت مرطوب یا صافي غشایي انجام مي گردد کھ این موارد نیز بر روي بر چسب 

  .قوطي محیط کشت قید گردیده است

  :استریلیزاسیون با حرارت مرطوب) الف

 ١٢١° Cدقیقھ  و در دماي  ١۵مدت  استریلیزاسیون محیط کشت تا حجم یک لیتر، در اتوکلاو بھ

براي حجم ھاي بیشتر از یک لیتر باید چرخھ . انجام مي گیرد) مربعکیلوگرم بر سانتیمتر ٢/١فشار (

اکثر مشکلات در استریلیزاسیون محیط ھاي  اما چون. استریلیزاسیون را بطور مناسب تغییر داد

کشت باید استریل شود، لذا توصیھ مي شود  کشت وقتي رخ میدھد کھ مقادیر بیشتر از دو لیتر محیط

  .کھ مقادیر زیاد محیط کشت را در حجم ھاي کوچکتر تقسیم نمایید

برای کنترل اتوکلاو از  .کنترلی کیفی اتوکلاو ، کنترل دما و فشار اتوکلاو بایستی بطور مداوم انجام گردد

جھت کنترل کارائی  یولوژیکی کھاز اندیکاتورھای ب .استفاده می کنند TST اندیکاتورھای شیمیائی

ا می توان نام برد کھ بصورت ر Bacillus Stearothermophilusاتوکلاو استفاده می کنند اسپور 

  .ی قابل دسترس می باشدتجار
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  :استریلیزاسیون با صافي غشایي) ب

از صافي غشایي براي استریل کردن محیط ھاي کشت و ترکیبات حساس بھ حرارت استفاده مي 

از . استریلیزاسیون بوسیلھ صافي غشایي تحت شرایط خلاء یا افزایش فشار انجام مي پذیرد. شود

این فیلترھا باید قبل از . میکرومتر استفاده نمایید ۴۵/٠یا  ٢٢/٠غشاء ھا و صافیھاي با قطر منفذ 

تریل بھ در مورد غشاء ھا و صافیھایي کھ در بستھ بندیھاي اس. استفاده، در اتوکلاو استریل شوند

قسمت ھاي مختلف دستگاه صافي را با . فروش مي رسند، بھ دستورالعمل سازنده مراجعھ نمایید

  .استریل نمایید ١٢١°  Cدقیقھ در دماي  ١۵صافي یا بدون صافي در اتوکلاو بھ مدت 

  

  :آماده سازي جھت مصرف

سپس با رعایت شرایط برسد،  C °۵٠بعد از استریلیزاسیون، اجازه دھید دماي محیط کشت بھ حدود 

. تقسیم نکنید C °۵٠ھیچ وقت محیط کشت را در دماي بالاتر از . آسپتیک در ظروف نھایي تقسیم نمایید

رسید، بھ آن  C °۵٠مکمل ھاي حساس بھ گرما و حرارت باید بعد از این کھ دماي محیط کشت بھ حدود 

این کھ بھ محیط کشت اضافھ شود، بھ  استریل قبل از) ساپلمنت(اجازه دھید دماي مکمل . اضافھ شوند

سپس مکمل را با رعایت شرایط آسپتیک بھ محیط کشت اضافھ نموده، خوب مخلوط کنید . دماي اتاق برسد

  .و در ظروف نھایي کھ از قبل استریل شده اند، تقسیم نمایید

  

  :پتری دیش

 س اید پتری دیش ھا را را با اتیلن اک لاًمعمو .کیفیت پتری دیش ھای مورد استفاده در تھیھ محیط نیز اھمیت دارد

در صورت استفاده از پت ری دی ش ھ ایی ک ھ ب ا ات یلن اکس اید اس تریل ش ده باش ند            .ویا اشعھ گاما استریل می کنند

ات  یلن اکس  اید دارای خاص  یت مھ  ار کنن  دگی ب  رای    زی  را  ای  ن م  اده بررس  ی ش  ود   بقای  ايوج  ود نظ  ر بایس  تی از 

  در ص  ورت اس  تفاده از  .م  ی ت  وان آن را ب  ا روش کروم  اتوگرافی ان  دازه گرف  ت  و میکروارگانیس  م ھ  ا م  ی باش  د

اس تفاده از پت ری دی ش     .لیکات استفاده ک رد یاز جنس بروس يدیش ھای شیشھ ای بایستی از پتری دیش ھایی پتر

  .از جنس قلیائی ممکن است موجب آزاد سازی قلیا در داخل محیط کشت گردد يھای

  

  :پارامترھای فیزیکی

اھری معیارھای ظ .بررسی شوندنیز از لحاظ فیزیکی و ظاھری قبل از استفاده، یط کشت ھای تھیھ شده باید مح

ض خامت   .، ی خ زدگ ی م ی باش د    قابل بررسی شامل وجود حباب، حف ره، ناص افی س طح مح یط، ت رک خ وردگی      

   .باشدمیلی متر  ٣كمتر از باید نتی ضخامت محیط ھای کشت پلی .درھمیت دامحیط نیز ا



  
  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه

 صفحه  دستورالعمل فني

  4  از 11  های کشت طيت محيفيکنترل کتهيه و 

 
 

 4

  :نگھداری محیط ھای کشت تھیھ شده
ک ردن   ذخی ره ، نحوه نگھداری و تشکیل دھنده محیط ءطول عمر محیط ھای کشت تھیھ شده بستگی بھ نوع اجزا

ای کش  ت موج  ب ت ابش ن  ور ب ھ مح  یط ھ     .تم  امی مح یط ھ  ای کش ت بای  د دور از ن ور نگھ  داری ش  وند    .آنھ ا دارد 

در  ياغلب محیط ھای کشت پلیتطول عمر  .نند پراکسیداز می گرددستاتیک و باکتریساید ماتشکیل مواد باکتریو

بطوریک ھ  درجھ سانتیگراد یک ھفتھ می باشد ولی اگر در داخل کیسھ ھای پلاس تیکی بس تھ بن دی ش وند      ۴دمای 

ط ول عم ر مح یط ھ ای کش ت ح اوی آنت ی بیوتی ک          .ھفت ھ قاب ل مص رف ھس تند     ٣-۴ھوا داخل آنھا نفوذ نکن د ت ا   

ی ک   مدتدر مجموع محیط ھای حاوی آنتی بیوتیک را در  .داری آنتی بیوتیک موجود در آن داردبستگی بھ پای

، از سوی دیگر با گذشت زمان اینگونھ محیط ھای کشت رطوب ت خ ود را از دس ت داده    .ھفتھ باید مصرف کرد

بل از مص رف ب ھ دم ای    پلیت ھا را باید ق .بدلیل افزایش غلظت آنتی بیوتیک قدرت انتخابی آنھا افزایش می یابد

 .ساعت در دمای اتاق باقی بماند برای مص رف مناس ب نم ی باش د     ٨اگر پلیت محیط کشت بیش از  .اتاق رساند

اغل ب ای ن مح یط ھ ای      .دارن د تري ھای کشت پلیتی عمر طولانی  در مقایسھ با محیط اي محیط ھای کشت لولھ

  .ماه قابل مصرف می باشند ٣-۶درجھ سانتیگراد نگھداری شوند  ۴کشت اگر در دمای 

. فقط بھ م دت یكم اه قاب ل نگھ داري م ي باش ند       SIMو تایوگلیكولات براث، اندول نیترات براث  :موارد استثناء

ھفت ھ   ۶فقط ب ھ م دت    ھینتون براثمولر و حاوي كربوھیدرات OF Mediumو  CTA Medium ھاي محیط

  .قابل نگھداري مي باشند
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  ت رایج در محیط ھای کشتعلل اشکالا -١جدول 

  علت  اشکال
، م ی گ ردد   اسید در محیط كش ت پایین کھ موجب ھیدرولیز  pH، حرارت بیش از حد  نرم بودن آگار

، حج  م نادرس  ت آب، رقی  ق كام  ل آگ  ار ش  دننح  ل  درس  ت،مخل  وط نک  ردن  ی  ات  وزین 

  Cº ۵٠ ذخیره سازي طولاني در دماي   و سازي زیاد با مایع تلقیح یا مكمل ھا

pH آب ناخ الص، ح رارت ب یش از ح د، آل ودگی ش یمیائی       ،استفاده از شیش ھ ھ ای قلی ائی     نامناسب ،

اس  تفاده از  ،ک  الیبرهغیرمت  ر  pH، اس  تفاده از نامناس  ب دم  ايدر   pHان  دازه گی  ری 

، ذخی ره س ازي نادرس  ت مح یط كش ت دھیدرات  ھ و     پودرھ ای مح یط کش ت خ  راب ش ده    

  كیفیت پایین آب یا ظروف

، اس  تفاده از پودرھ ای مح  یط کش  ت  ناخ الص ب  ودن آب، اس  تفاده از شیش ھ آلات کثی  ف    گي غیرطبیعيیا تیررنگ 

، حل نشدن كامل محیط كش ت و  نامناسب pH ،خراب شده، حرارت دادن بیش از حد

  Cº ۵٠ ذخیره سازي طولاني در دماي  

خ راب  استفاده از پودرھای محیط کش ت   ،)سوزاندن محیط(حرارت دادن بیش از حد   سمیت

  ، قرارگیري در معرض مستقیم نور خورشید و حجم نادرست مكمل اضافھ شدهشده

داش  تن ی ا   ارگانیس  م رش د ض عیف  

خاص   یت ض   عیف انتخ   ابی و ی   ا   

   افتراقی

، ده از پودرھ ای مح یط کش ت خ راب ش ده     ، اس تفا فاده از آب و یا شیشھ آلات آل وده است

ه س ازي ط ولاني مح یط    ، ذخی ر ح رارت ب یش از ح د    درست،مخلوط نکردن  یاتوزین 

  محیط كشت pHكشت، خشك شدن، تیرگي وتغییر 

  محیط در ھنگام افزودن مكمل بھ آن حرارت بیش از حد  لختھ یا كواگولھ شدن محیط كشت

  نیم سوز شدن آگار: رگھ رگھ سیاه  رگھ رگھ شدن محیط كشت

  سرد شدن آگار موقع افزودن مكمل: رگھ رگھ روشن

ح  ل نش  دن مح  یط   ،ناخ  الص ب  ودن آب، اس  تفاده از شیش  ھ آلات کثی  ف   ،نامناس  ب pH  ایجاد رسوب یا كدورت

و ذخی ره س ازي ط ولاني در     ح رارت ب یش از ح د   كشت، كیفیت پایین آب ی ا ظ روف،   

  Cº ۵٠ دماي  
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  :کنترل کیفی محیط ھای کشت میکروبی

  اصطلاحات مربوط بھ سویھ ھای میکروبی کنترل

روارگانیس می ک ھ ب رای ارزی ابی عملک رد میکروب ی مح یط کش ت         میک: )Control Strain(س ویھ کنت رل    - 

  .استفاده می شود

میکروارگانیسمی کھ حداقل تا سطح جنس و گونھ شناس ایی ش ده و   : )Reference Strain(سویھ مرجع  - 

 .، فھرست بندی و تعریف شده استاساس ویژگی ھا و ترجیحاً منشا آنبر 

ھای بدست آمده از پاساژ سویھ مرجعی کھ از مراکز  کشت: )Reference Stocks(ذخیره ھای مرجع  - 

 .بین المللی تھیھ شده است

کش ت مج ددی ک ھ از کش ت ھ ای ذخی ره جھ ت کنت رل کیفی ت          : )Working Stocks(ذخی ره ھ ای ک اری     - 

 .محیط ھای کشت استفاده می شود

 

  :منبع سویھ ھای کنترل

  می باشند  ATCC ،ستاز آنھا نام برده شده ا ٢ھمھ سویھ ھای کنترل کھ در جدول 

.(American type culture collection) حداقل سوشھایی ھستند کھ بای د ب رای ارزی ابی ھ ر     این سوشھا ،

از س  ویھ ھ  ای   ان  دي توم  ارگانیس  م ھ  ای م  ورد اس  تفاده ب  رای اھ  داف کنت  رل کیف  ی     .مح  یط کش  ت اس  تفاده ش  وند 

National collection سویھ ھای دیگری نیز ممکن است توس ط س ازنده مح یط کش ت ب ھ ک ار رود ک ھ         .باشد

یا بدست آمده از نمونھ ھای بیمار می باشد کھ مختص ) Wild strain(شامل مجموعھ ای از سویھ ھای وحشی 

  .دنبیشتر بھ کار می رو ھاي و برای انجام آزمایش ھر آزمایشگاه بوده

  

  ای کشتروش انجام آزمون کنترل کیفیت محیط ھ
  :تھیھ سوسپانسیون میکروبی

کلن ی ایزول ھ را    ٣-۵بعد از انکوباسیون پلیت  .تھیھ کنید بلادآگار یک کشت از ارگانیسم کنترل کیفی روی پلیت

تا سوسپانسیون میکروبی حاصل شود و آن را  داستریل حل نمایی (TSB)کیس سوی براث پتیدر مقدار کمی تری

اس تاندارد  ( .فارلن د تنظ یم کنی د   سپس کدورت آن را با استاندارد نیم مک  .نماییدبرای چھار یا پنج ساعت انکوبھ 

  ) می باشدناتومتر  ١/٠تا  ٠٨/٠، دارای جذب nm 625نیم مک فارلند در طول موج 

سوسپانس یون میکروب ی مط ابق ب ا ك دورت       ،روي پلیت بھ جای این روش می توان مستقیماً از کلنی ھای ایزولھ

س رم   میل ی لیت ر   ٣-۵در را س اعتھ   ٢۴روی پلی ت  کلن ی ایزول ھ    ٣-۵ب دین ترتی ب ك ھ     .تھی ھ ك رد  نیم مك فارلن د  

با ھر روشی ک ھ ای ن سوسپانس یون     .داییو کدورت آن را با نیم مک فارلند تنظیم نم حل كردهفیزیولوژی استریل 
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ا اس تاندارد ن یم م ک    مط ابق ب   ( .باش د داشتھ کلنی  CFU/ml 108-107حاوی كدورتي ، باید شودتھیھ میكروبي 

  .)فارلند

  

 )Performance testing(عملکردی محیط کشت  ھاي بررسی آزمایش

  مانند بلاد آگارکشت پلیتی ھاي  محیط ) Nutritional activity(آزمایش ظرفیت مغذی بودن  -١

ی ا   ١٠ lµدار و مقنموده  در نرمال سالین یا آب مقطر استریل رقیق ١٠٠بھ  ١سوسپانسیون اولیھ را بھ نسبت  

ml ھای مورد انتظار در  تعداد کلنی .كنید کشت مورد آزمایش تلقیحسوسپانسیون رقیق شده را بھ محیط  ٠١/٠

برای اجتناب از رشد زیاد باکتری در بعضی از محیطھای کشت  .می باشد ١٠٣-١٠۴) CFU/plate(ھر پلیت 

  .نماییدتر تھیھ  ده بار رقیق را انتخابی ممکن است نیاز باشد کھ سوسپانسیون

  

  مانند مكانكي آگار پلیتي محیط ھای کشت انتخابی کنندگیظرفیت مھار آزمایش  -٢

     یا  ١٠ lµدر نرمال سالین یا آب مقطر استریل رقیق نموده و مقدار  ١٠بھ  ١سوسپانسیون اولیھ را بھ نسبت  

 mlتعداد کلنی ھای مورد انتظار در  .دکنیبھ محیط کشت مورد آزمایش تلقیح  سوسپانسیون رقیق شده را  ٠١/٠

محیطھای کشت  برای اجتناب از رشد زیاد باکتری در بعضی از .می باشد ١٠۴-١٠۵) CFU/plate(ھر پلیت 

  .انتخابی ممکن است نیاز باشد کھ سوسپانسیون ده بار رقیق تر تھیھ شود

  
   آزمایش محیط ھای کشت لولھ ای -٣

) بدون رقیق سازي(مطابق با نیم مک فارلند  تھیھ شده از سوسپانسیون اولیھ ml٠١/٠ یا  ١٠ lµھر لولھ باید با 

  .گاھی ممکن است بھ تلقیح کمتر یا بیشتر نیاز باشد .تلقیح شود

  

بھ طور نرمال   .نمایید ، انکوبھآمده است ٢حت شرایطی کھ در جدول محیط مورد آزمون را بعد از تلقیح ت

سایر  محیط شکلات آگار و. می باشد ٣۵±٢ Cºساعت در دمای  ٢۴- ۴٨ اساعت ی ١٨-٢۴ان انکوباسیون، مز

د و نانکوبھ شو Co2% ۵ -١٠محیط ھای کشت برای جداسازی انتخابی گونھ ھای نیسریای بیماریزا باید در 

  .ندگردساعت بررسی  ٢۴-۴٨ساعت وسپس  ١٨-٢۴فواصل زماني در

غن ی از   ساعت انکوباسیون در شرایط ب ی ھ وازی و   ۴٨، کشتھا عموماً بھ حداقل بی ھوازیبرای باكتري ھاي 

Co2 نیاز دارند.  

ساعت  ۴٨بھ مدت  Co2روفیلیک غنی از آئدر شرایط میکرو Cº ۴٢، پلیتھا باید در آگار در مورد کمپیلوباکتر

  .انکوبھ شوند
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  ھای کشت براي آزمایشھاي بیوشیمیایی کنترل محیط -۴
  .این محیطھا استفاده می کنیمكنترل  از سوسپانسیون میکروبی رقیق نشده برای

، رطوب ت و ی ا ش رایط بیھ وازی و درج ھ ح رارت       Co2از نظر (تمام کشت ھا را در شرایط لازم  ،پس از تلقیح

. م ی دھ یم   آنھ ا را م ورد بررس ی ق رار    ) س اعت  ۴٨ت ا   ٢۴(ق رار داده و پ س از ط ی م دت زم ان لازم       )مناسب

د و در مورد محیطھای انتخابی نھای باکتریھاي مورد نظر مي باش کلنیاز محیط ھای مناسب دارای رشد كافي 

  .مھار میکروارگانیسمھای مورد نظر باید مشخص باشد

  :)آماده مصرف(ھای ساختھ شده تجاری  کنترل محیط

چنین ھ یچ نش انھ ای از خش ک ش دن     ھم، د بدون ھر گونھ رطوبت اضافی بودهمحیطھای کشت بای: رطوبت -١

  .د مشاھده گردداطراف محیط کشت نبای

 .محیطھای کشت باید عاري ازآلودگی باشند: سترون بودن -٢

ی د  باند و محیطھ ای کش ت دیگ ر    ندار نبای د ھ یچ نش انھ ای از ھم ولیز داش تھ باش       محیطھای کشت آگار خون: رنگ

  .داشتھ باشندھیچگونھ تغییر رنگ غیر طبیعی 

  

  :)ھای کشت استریل بودن محیط(ھای کشت  بررسی آلودگی محیط
، بای د ب ھ تع داد    عدد ی ا کمت ر باش د    ١٠٠، Lotدر صورتیکھ تعداد پلیت یا لولھ تھیھ شده در ھر سری ساخت یا  

ب ا تع داد   ھ ای   Lotبرای  .روز انکوبھ نمود ٢-۵بھ مدت  ٣۵-٣٧ Cº دماي تھیھ شده را درھاي محیط % ٣-۵

بع د از   .ودتھ و در شرایط فوق انکوبھ نمشبھ طور تصادفی بردا را پلیت یا لولھ ١٠، باید بھ تعداد ١٠٠ بیش از

  .انکوباسیون ھیچ گونھ رشد میکروبی نباید مشاھده شود

  
  :تفسیر نتایج

ط کش ت ک ھ در   مح ی آزم ون  یک محیط کشت زمانی قابل قبول می باش د ک ھ ب ا ھم ھ س ویھ ھ ای پیش نھادی ب رای         

در مورد محیط  .ا بارز باشدکلنی ھ كي، رشد کافی داشتھ و خصوصیات مورفولوژیمشخص شده است ٢جدول 

ک   افی ب   ھ ، ض   من اینک   ھ اج   ازه رش   د م   ی ش   ود، رش   د بعض   ی از ارگانیس   م ھ   ای خ   اص مھ   ار  ھ  ای انتخ   ابی 

، آم ده اس ت   ٢در بعضی موارد، واکنشھای رنگی خاص یا ھمولیز ھمچنانک ھ در ج دول    .ارگانیسم می دھدسایر

ز مناسب ضروری است و یا برای محیط مکانکی آگار مثلاً در مورد کشت بلادآگار ایجاد ھمولی .باید ایجاد شود

  .میکروبی مشخص ضروری می باشد سویھ ھایایجاد واکنش ھای رنگی برای 

  
  :سایر معیارھای تضمین کیفیت
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  :شوندبررسی  نیز موارد زیراز نظرباید محیطھای کشت آماده مصرف 

  شکستگی ظروف پتری •

 پر شدن ناصاف پلیتھا •

 پلیتھاترک خوردگی محیط کشت در  •

 )آگار برای بلاد(وجود ھمولیز  •

 یخ زدگی •

 كشت وجود مقدار زیاد حباب یا حفره در سطح محیط •

  

  ٢جدول 

 زمان  كشت محیط
  انكوباسیون

  نتیجھ قابل انتظار  ارگانیسم ھای کنترلی

  ساعت ٢۴  بایل اسکولین آگار
  S. faecalis استرپتوکوک فکالیس

  
  S. pyogenesزیوژنااسترپتوکوک پ

  محیط سیاھرنگ می شود ،ثبترشد م
  

  رشد منفی

  بلاد آگار
  ساعت ٢۴ CO2جار شمع دار 

  زیوژنااسترپتوکوک پ
Streptococcus pyogenes  

 
  S. pnemoniaeاسترپتوکوک پنومونیھ

  رشد مثبت دارای ھمولیزبتا
  
  

  دارای ھمولیز آلفا رشد مثبت

  ساعت ٢۴  شکلات آگار
  وانزالھموفیلوس آنف

Haemophilus influenzae 
  رشد مثبت

  دکربوکسیلاز لایزین
محیط بوسیلھ روغن استریل (

  )پوشانده میشود
  ساعت ۴٨

  S. typhimurium سالمونلا تایفی موریوم
 

 Shigella flexneri شیگلافلکسنری

  )بنفش رنگ می شود(مثبت 
  

  )بدون تغییر رنگ(منفی 

  اورنیتین
  ساعت ۴٨  )دكربوكسیلاز(

   S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم
 

 K. pneumoniae کلبسیلا پنومونیھ

  مثبت
  

  منفی

  نین یآرژ
  ساعت ۴٨  )دی ھیدرولاز(

  S. typhimurium موسالمونلا تایفی موری
 

  Proteus mirabilisپروتئوس میرابیلیس

  مثبت
  

  منفی

  ساعت ٢۴  ژلاتیناز
  E. coli رشیا کلیشا

  
  Bacillus subtilisباسیلوس سوبتیلیس

  منفی
  

  مثبت

  یگلرآیرون آگارکلا
  ساعت ٢۴  

   Citrobacter frundiiسیتروباکتر فروندی
  

   S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم
 

  Sh. flexneri شیگلا فلکسنری
 
  توباکتر کالکوستیکوساسین

Acinetobacter calcoaceticus 

 A/A, SH2 + گاز
  

  K/A, SH2 +یا بدون گاز  گاز
  

K/A  
 

  تغییر نمی کند
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  آگار مک کانکی
  ساعت ٢۴  )ھمراه با کریستال ویولھ(

  E. coli رشیا کلیاش
 

   Proteus mirabilisپروتئوس میرابیلیس
 

 S. faecalis استرپتوکوک فکالیس

  کلنی ھای قرمز رنگ
  

  )خزش(سوارمینگ بدون ، کلنی ھای بیرنگ
  

  رشد منفی

  
  مالونات

  
  ساعت ٢۴

  E. coli رشیا کلیشا
 

  K. pneumoniaکلبسیلا پنومونیھ

  )سبز رنگ(منفی 
  

  )آبی رنگ(مثبت 

  ساعت ٢۴  مانیتول سالت آگار

  S. aureus رئوسواستافیلوکوک ا
  

 S. epidermidisاپیدرمیدیس یلوكوكاستاف  
  
 E. coli رشیا کلیاش

  کلنی ھای زرد رنگ
  

  کلنی ھای قرمز رنگ
  

  رشد منفی

MRVP ۴ساعت ٨  
   E. coliرشیا کلیاش
 

  K. pneumoniaکلبسیلا پنومونیھ

MR مثبت- VP منفی  
  

MR منفی- VP مثبت  

  ساعت ٢۴  مولرھینتون آگار

  رئوسواستافیلوکوک ا
S. aureus ATCC 25923  

 
  سودوموناس آئروژینوزا

P. aeruginosa ATCC 27853 
 E. coli ATCC 25922اشرشیا کلی 

عدم رشد قابل قبول در ھالھ بھ جدول میزان 

  بخش آنتی بیوگرام مراجعھ شود

  ساعت ٢۴  ثبرا نیترات

  E. coli رشیا کلیاش
 

  کالکوستیکوس اسینتوبا کتر
Acinetobacter calcoaceticus  

  مثبت
  

  منفی

  ساعت ٢۴  )لواند(آب پپتونھ 
  E. coli رشیا کلیاش
 

  K. pneumoniae کلبسیلا پنومونیھ

  مثبت
  

  منفی

  ساعت ٢۴  آلانین دآمیناز لفنی
  E. coli رشیا کلیاش
  

  mirabilis. P  پروتئوس میرابیلیس

  منفی
  

  مثبت

  )S.S(شیگلا آگار  سالمونلا
  ساعت ٢۴  سیترات آگار دزوکسی کلات یا

  E. coli رشیا کلیاش
 

  سالمونلا تایفی موریوم
Salmonella typhimurium  

  
  نتروکولیتیکاا یرسینیا

Yersinia enterocolitica  
  

 Shigella flexneri شیگلا فلکسنری

  منفی
  

  رنگکلنی ھای بی
  
  

  رنگنی ھای بیکل
  
  

  رنگکلنی ھای بی

  سلنیت برات
)SF(  ٢۴ ساعت  

  S. typhimurium سالمونلا تایفی موریوم
  
  E. coli رشیا کلیاش

  بعد از کشت مجدد رشد می کند
  

  بعد از کشت مجدد رشد نمی کند
  سیمون سیترات

  E. coli  رشیا کلیاش  ساعت ۴٨درپیچ شل در  در لولھ ھای با(
  

  رشد منفی
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  رنگ آبی - رشد مثبت  K. pneumoniaکلبسیلا پنومونیھ  )گذاشتھ شود انكوباتور

TCBS ساعت ٢۴  آگار  
Vibrio SPP 

 
  کلنی ھای زرد رنگ

 
  تایر مارتین

 
  ساعت ٢۴

  نایسریا مننژیتیدیس
 Neisseria meningitidis (CO2) 

  
   N. Gonorrhoeaeنورهونایسریا گ

  
  E. coliرشیا کلیاش

  
  رشد مثبت

  
  رشد مثبت

  
  رشد منفی

  تایوگلیکولات براث
Thioglycollate broth ٢۴ ساعت  

  باکتروئیدس فراجیلیس
Bacteriodes fragilis 

  رشد مثبت

TSI  
سانتی متر  ٣عمق محیط باید 

  باشد
  )گذاری شود ودرپیچ شل اتو با(

  ساعت ٢۴

  سیتروباکتر فروندی
Citrobacter frundii  

 
   S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم

 
  Sh. flexneri شیگلا فلکسنری

 
  توباکتر کالکوستیکوساسین

Acinetobacter calcoaceticus 

 A/A, SH2 + گاز
  
  

  K/A, SH2 +یا بدون گاز  گاز
  

K/A  
 

  تغییر نمی کند

  ساعت ٢۴  محیط اوره
  E. coliرشیا کلی اش
  

 P. mirabilis پروتئوس میرابیلیس

  منفی 
  

  صورتی، مثبت
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  مرجع سلامت آزمايشگاه

     راهنمای انجام آزمايش

 ديسک نووبيوسين
  منفیاستافيلوكوكهای کوآگولاز  افتراقجهت  

صفحه  1  از 1  

  

   

  

    :هدف  -١
بکـار  از کشـتهای ادرار،  منفی جدا شده  کوآگولازاستافيلوكوكهای غربالگری جهت  تعيين حساسيت به نووبيوسين،

  .رود می
  
  :نمونه اوليه -۲
 ساعته از ارگانيسم مورد نظر ١٨-٢٤کشت  - 
  
 :مواد و معرفها -٣
 ميکروگرمی ٥ديسک نووبيوسين   - 
 پليت بلاد آگار خون گوسفند - 
 آب استريلوس - 

  
 : روش انجام آزمايش -٤

 .تهيه نماييد Brothمورد نظر در آب مقطر استريل يا  از ارگانيسم  ونيک سوسپانسي −
 . باشد  مک فارلندبا استاندارد نيم  مطابق سوسپانسيون بايد کدورت −
 .پليت بلاد آگار کشت دهيد نصفآب استريل روی با يک سو −
بـه آرامـی    با پنس اسـتريل  .قرار دهيد تلقيح شده ت شرايط استريل يک ديسک نووبيوسين روی ناحيهحت −

 .روی ديسک فشار آوريد تا مطمئن شويد با سطح آگار تماس پيدا کند
  
 : نتايج -٥

- S.saprophyticus  و هاله عدم رشد به نووبيوسين مقاوم بودهmm ۶  تاmm ۱۲ ايجاد می کند. 

نووبيوسين حسـاس بـوده و هالـه عـدم رشـد      به ،  S.aureusمنفی و کوآگولاز ساير استافيلوکوکهای  -
mm ۱۶  کننديا بزرگتر ايجاد می .  

  

 : کنترل کيفی -٦
 S.saprophyticus  به نووبيوسين مقاوم یکنترل شسو −
 S.epidermidis به نووبيوسين حساس یکنترل شسو −

  .يا بطور هفتگی با سويه های فوق بايد انجام شودجديد از ديسک  Lotکنترل کيفی با هر 
 



  
  
  
  

  مرجع سلامت ايشگاهآزم

   دستورالعمل فني

صفحه  1  از 3  روش تعيين حجم لوپ  

 
 

  روش تعيين حجم لوپ

بويژه ادرار به منظور تشخيص عفونت لازم  بالينیهاي  هاي بدست آمده از کشت نمونه براي شمارش کلني
بايست همواره از لوپهاي کاليبره جهت کشت  آزمايشگاه مي. است از لوپهاي استاندارد با حجم معين استفاده شود

  .را گزارش نمايد)  (CFU/mlليتر ادرار ود در هر ميليهاي موج هاي ادراري استفاده وتعداد کلني  نمونه
ساده ترين روش براي . شود سنجي و توزين استفاده مي براي بررسي  حجم لوپ  از روشهايي مانند رنگ

سنجي از طريق اسپکتروفتومتر يا فتومتر به کمک مواد رنگي مانند متيلن بلو  بررسي  حجم لوپ استفاده از روش رنگ
سنجي با استفاده از اوانس بلو توضيح داده  در اين دستورالعمل روش رنگ. باشد وله و اوانس بلو مي، کريستال وي

در صورت استفاده از ساير مواد رنگی ، ميبايستی طول موج و جذب نوری ويژه همان ماده بکار برده .شده است
  .شود

  وانس بلولوپ با استفاده از ماده رنگي احجم ابزار و مواد مورد نياز تعيين  
دسترس بوده و به آساني در آب  اين ماده به صورت پودر تجاري قابل. (Evans Blue)پودر اوانس بلو  - ۱

  .شود حل مي
 آب مقطر - ۲

 لوله آزمايش - ۳

 پيپت يا سمپلر -۴

 اسپکتروفتومتر يا فتومتر کاليبره -۵

 کاغذ ميليمتري -۶
  

  روش انجام
۱ - 20mg  0.2غلظت اين محلول . ييدميلي ليترآب حل نما ۱۰از پودر رنگي اوانس بلو را درg/100  

  . باشد مي
. آب مقطر بريزيد 1mlي باقيمانده ها ودر هر يک از لوله 2mlلوله آزمايش انتخاب کرده ، در لوله اول  ۶  - ۲

. برداشته در لوله اول ريخته و کاملا مخلوط نماييد(0.2g/100) از محلول ذخيره اوليه   (ml 0.02)لاندا  20
برداشته و در لوله دوم بريزيد ، از لوله دوم ، در لوله سوم و اين عمل را تا آخر ادامه  از لوله اول 1mlسپس 



  
  
  
  

  مرجع سلامت ايشگاهآزم

   دستورالعمل فني

صفحه  2  از 3  روش تعيين حجم لوپ  

 
 

محلول خواهيد داشت که رقت  ۶به اين ترتيب .  ليتر از لوله ششم را برداشته و دور بريزيددر انتها يک ميلي . دهيد
 .اهد بودنهايي بدست آمده در هر يک و ميزان ماده رنگي موجود در آن بشرح زير خو

 
  
  
  

 20λ 0.2از محلول ذخيرهg/100  
  
  
  
  

 رقت

0.3125λ  0.625λ  1.25λ  2.5λ  5 λ 10λ  مقدار ماده رنگی  

 
 620nmبه کمک اسپکتروفتومتر در طول موج  محلول حاصله  را ۶هر يک از (OD)ميزان جذب نوري  - ۳

 .بدست آوريد

 .ليتر آب مقطر بريزيد ميلی ۱لوله آزمايش برداشته و در هر يک  ۱۰جهت تعيين حجم لوپ مورد بررسي ،  -۴

لوپ تحت کنترل را بطور کاملا عمودي وارد محلول ذخيره اوليه نموده ، از محلول رنگی برداشته و در   -۵
وي کاغذ خشک کن قرار دهيد تا کاملا بار تکرار و در فواصل لوپ را ر ۱۰اين کار را . آزمايش فرو بريد  های لوله

 . از سوزاندن لوپ خودداري نماييد. خشک شود

 . قرائت نمائيد 620nmها را در طول موج  بعد از مخلوط کردن ، جذب هريک از لوله   -۶

متري نموداري ترسيم نماييد که در آن ، محور افقي نشانگر رقتهاي تهيه شده و محور  بر روي کاغذ ميلي - ۷
 . انگر جذب نوري هر رقت باشدعمودي نماي

توان ضريب رقت لوپ کنترلي  با قرار دادن ميانگين جذب بدست آمده از لوپ کنترلي، روي محور عمودي مي - ۸
  .را از روي محور افقي بدست آورد



  
  
  
  

  مرجع سلامت ايشگاهآزم

   دستورالعمل فني

صفحه  3  از 3  روش تعيين حجم لوپ  

 
 

هاي بدست آمده از کشت روي پليت را در  ليتر ادرار ، بايد تعداد کلني جهت تعيين تعداد کلني در هر ميلي
هاي روي پليت  و تعداد کلني  ۱۰۰/۱بطور مثال اگر ضريب رقت لوپ مجهول . ب رقت لوپ ، ضرب کردعکس ضري

  .گزارش نمود cfu/ml ۰۰۰/۵۰ ضرب و نتيجه را بصورت ۱۰۰را در  ۵۰۰عدد باشد ، بايد  ۵۰۰
  

روشهای ديگری نيز برای بررسی ميزان حجم برداشتی توسط لوپ باکتريولوژی وجود دارد که از بين 
  توان به روش توزينی مندرج در کتاب آنها می

Diagnostic microbiology ,Elmer W.Koneman, 5 th edition, page 96 
اشاره کرد که در آن با استفاده از ترازوی بسيار حساس تغييرات وزن ديسک کاغذی بعد از افزودن يک لوپ آب 

  .  گردد مقطر روی آن، محاسبه می

  
  

 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

    انجام آزمايش راهنماي

صفحه  1  از 2  سيتوكروم اكسيداز  

  
  :هدف  -١

از باكتري هايي مثل ويبريوناسه، ) كه همه اكسيداز منفي هستند ( جداسازي انتروباكترياسه ها  - 
  )كه همه اكسيداز مثبت اند( پاستورلا و آئروموناس، سودوموناس، نيسريا، كمپيلوباكتر

  .اشندشناسايي ارگانيسم هايي كه فاقد آنزيم سيتوكروم اكسيدازند يا بي هوازي اجباري مي ب  -

  :اساس آزمايش  -٢
) هيدروژن (زنجيره تنفسي عامل انتقال الكترون  سيتوكروم ها، هوموپروتئين هاي حاوي آهن مي باشند كه در

در اين تست از يك معرف رنگي استفاده مي شود كه بجاي اكسيژن به عنوان پذيرنده . به اكسيژن هستند
  . نهائي الكترون جايگزين مي گردد

  
  : يهنمونه اول -٣

  ساعته از ارگانيسم مورد نظر از محيط هاي كشت مناسب  ١٨- ٢٤كشت  - 
  
  

 :ابزار لازممواد و  -٤
ديسك تجاري آماده يا تترامتيل پارافنيلن دي آمين دي هيدروكلرايد در آب مقطر استريل% ١محلول  - 

 اكسيداز
 كاغذ صافي   - 
 اپليكاتور چوبي يا لوپ پلاستيكي يا پلاتينيوم  - 

  

 : ام كارمراحل انج  -٥
  : الف ـ روش مستقيم روي پليت

.  دو تا سه قطره از معرف تازه تهيه شده را مستقيماً روي كلني هاي باكتري بر روي پليت اضافه مي كنيم
  .كلني هاي باكتري هاي اكسيداز مثبت بلافاصله به رنگ بنفش تغيير رنگ مي دهند

  

  : ب  ـ روش غير مستقيم
تقسيم كرده  ml ۱از محلول را در مقادير ١٠ mlآب مقطر تهيه كنيد ودر % ١از پودر معرف ، محلول  - 

پس از  موقع مصرف يك ويال از فريزر خارج كرده ،. درجه در  فريزر نگهداري نماييد - ٢٠در برودت 
البته مي  .ذوب شدن ، به تعداد مورد نياز كاغذ صافي را به معرف آغشته كرده در پليت تميز قرار دهيد

 . هاي آماده تجاري نيز استفاده نمود توان ازديسك
توصيه مي شود كه از مشتق تترامتيل . (مقداري از كلني باكتري را روي كاغذ حاوي معرف مي كشيم - 

زيرا اين معرف براي ذخيره كردن پايدارتر و  ،پارافنيلن دي آمين بجاي مشتقات دي متيل استفاده شود
 .) كمتر سمي مي باشد تر است و نسبت به مشتق دي متيل، براي تعيين سيتوكروم اكسيداز حساس



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

    انجام آزمايش راهنماي

صفحه  2  از 2  سيتوكروم اكسيداز  

 
) مايل به بنفش( ثانيه رنگ آبي تيره  ١٠در باكتري هاي اكسيداز مثبت در محل تلقيح كلني در عرض  - 

ثانيه بيرنگ باقي  ١٠اما باكتري هاي اكسيداز منفي در عرض . )ار مهم استزمان بسي( ايجاد مي شود
ثانيه رنگ بنفش ايجاد مي كنند، نياز به انجام تست هاي  ١٠– ٦٠ه در مدت باكتري هايي ك .مي مانند

  . بيشتري دارند، زيرا احتمالاً متعلق به خانواده آنتروباكترياسه نمي باشند
 

  : QCبرنامه    -٦
  . يردگ ، صورتاين تست انجام مي شود زمان کهجديد و هر  سریكنترل كيفي بايد براي هر 

      Pseudomonas aeruginosa: كنترل مثبت
 E.Coli:   كنترل منفي

 

  : تداخلات-٧
  .استفاده شود )ساعت ٢٤بيشتر از  (كهنه نبايد از كشت   - 
يد بصورت تازه و روزانه تهيه شود مگر اينكه محلول ساخته شده در فريزر اكسيداز با%  ١محلول  - 

 .نگهداري گردد
 .دهد شود زيرا نتيجه مثبت كاذب میه نبايد از محيط هاي كشت رنگي مثل مك كانكي استفاد - 
براي انتقال باكتري روي كاغذ صافي يا ديسك اكسيداز نبايد از لوپ فلزي مثل استيل يا نيكروم  - 

زيرا بر اثر سوزاندن لوپ، مقدار كمي اكسيد آهن بر روي آن ايجاد مي شود، كه ممكن  ،استفاده شود
 . دهداست نتيجه مثبت كاذب 

  
  ايمني -٨

در صورت تماس اتفاقي پوست يا . از تماس معرف با پوست و چشم خودداري نماييد  ، د تحريكبدليل ايجا
 .دقيقه شستشو دهيد  ١٥چشم را با مقادير زيادي آب  حداقل به مدت 

 



  
  
  
  

        مرجع سلامت آزمايشگاه

  
 بيوتيک يآنت يديسک ها يتفيکنترل ک

 

1  از 4 صفحه   

 
 

  بيوتيک جهت انجام آزمايش تعيين يآنت يديسک ها يتفيکنترل ک
 disk diffusion agarبه روش  يحساسيت ميکروب 

   
  هدف 

  :ايش و ارزيابي موارد زير مي باشدهدف از برنامه کنترل کيفي پ
  صحت و دقت روش انجام آزمايش تعيين حساسيت  •
 مواد و وسايل به کار برده شده در اين آزمايش •

 . افرادي که آزمايش را انجام داده و نتايج بدست آمده را قرائت مي نمايندعملکرد  •

يه شده از مراکز به منظور دست يابي بهينه به اين اهداف در دسترس داشتن سويه هاي کنترل کيفي ته
  . معتبر ضروري است

  :عبارتند از  CLSIيه هاي کنترل کيفي پيشنهادي توسطسو
  

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Escherichia coli ATCC 25922 

Escherichia coli ATCC 35218 

Haemophilus influenzae ATCC 49247 

Haemophilus influenzae ATCC 49766 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619  
  

E.coli ATCC 35218   ،فقط به عنوان يک ميکروارگانيسم کنترلي براي ترکيبات ممانعت کننده بتالاکتاماز
  . ام يا تازوباکتام پيشنهاد مي شودمثل ترکيبات حاوي کلاولانيک اسيد، سولباکت

  



  
  
  
  

        مرجع سلامت آزمايشگاه

  
 بيوتيک يآنت يديسک ها يتفيکنترل ک

 

2  از 4 صفحه   

 
 

Enterococcus faecalis ATCC 29212  ) ياE.faecalis ATCC 33186 (    براي ارزيـابي  محـيط مـولر
، هالـه عـدم رشـد    محيط کشت قابل قبولدر. سولفامتوکسازول استفاده مي شود/ ک تري متوپريمهينتون آگار با ديس

، هاله عدم رشد ايجـاد  محيطهاي کشت غير قابل قبول شود در حاليكه درتر ايجاد مي گيا بزر mm ۲۰واضحي به قطر 
ن کـار بـه   اي ـ. گرددايجاد مي mm ۲۰، رشد کم مشاهده مي شود و يا هاله اي با قطر کمتر از يا در داخل هاله شود مين

  . تيميدين در محيط کشت مزبور است  قابل قبولمنظور بررسي مقادير غير
Enterococcus faecalis ATCC 29212      همچنين براي کنترل ديسکهاي آمينو گليکوزيد با دوز بالا بـه

  .کار مي رود
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 براي آزمايشات  یبه عنوان يک سويه کنترلESBL  به کار

  . برده مي شود
 

  يبيوتيک يديسک آنت/ يقطر هاله عدم رشد سويه کنترل يتکنترل کيف
و با اسـتفاده از همـان مـواد و    disk diffusion سويه هاي کنترل کيفي  را بايد به روش استاندارد آزمايش 

 A۳و  ۳بـا جـداول   را نتـايج  و آزمـايش    ه مي شودتفادسده از نمونه هاي کلينيکي اشروشي که براي سويه هاي جدا 
CLSI  ) محدوده قطر هاله عدم رشد قابل قبول براي هر سويه کنترلـي نسـبت بـه    . دنمومقايسه و بررسي  )۳ضميمه

  . تيکي در جداول فوق فهرست شده استيک ديسک آنتي بيو
ناشـي از  " ، احتمالاام آزمايش نباشدطا در روش انجچنانچه تغيير در ميانگين قطر هاله عدم رشد ناشي از خ

کشـت تـازه از سـوش     در اين صورت لازم است. تغيير در حساسيت ذاتي باکتري نسبت به آن آنتي بيوتيک مي باشد
  . کنترل تهيه شود

  

  ؟انجام داد بايد درچه فواصل زمانيرا   يتآزمايش کنترل کيف
    انجام آزمايش روزانه_ لف ا

روز متـوالي آزمـايش تعيـين حساسـيت انجـام و نتـايج بـا         ۲۰يک ديسک آنتي بيوتيکي بايـد  براي هر سويه کنترلي با  
نتيجـه   ۲۰تنها يک مورد از % ۹۵بر اساس ضريب اطمينان . ره شده در جداول فوق مقايسه گرددمقادير قابل قبول اشا

بيشـتر از يـک مـورد خـارج از      چنانچـه . )اجعه کنيدمر۲به ضميمه (نترل باشد كت شده مي تواند خارج از محدوده ئقرا
  . ، که در ادامه توضيح داده مي شودياز به اقدامات اصلاحي خواهد بودمحدوده کنترل باشد ن

  انجام آزمايش هفتگي _ ب 
ديسـک آنتـي   / قطـر هالـه عـدم رشـد بـراي هـر سـويه کنترلـي         نتيجه  ۲۰يک مورد از تنها  در صورتيكه -

، کنتـرل کيفـي روزانـه را بـه      قـرار گيـرد  ) ۳ضـميمه  (  A ۳و ۳در جداول  درجمنبيوتيکي خارج از محدوده قابل قبول 
  . )مراجعه کنيد ۲به ضميمه (ر دهيد هفتگي تغيي



  
  
  
  

        مرجع سلامت آزمايشگاه

  
 بيوتيک يآنت يديسک ها يتفيکنترل ک

 

3  از 4 صفحه   

 
 

ماننـد سـري   (آزمايش کنترل کيفي هفتگي را يکبار در هفته و هم چنين زمانيکـه يکـي از عوامـل آزمـايش      -
  . تغيير کند، انجام دهيد) ی تهيه شده از يک سازندهآگار يا ديسکها ساخت

اصـلاحي مـورد    اقـدامات اگر هر يک از نتايج کنترل کيفي هفتگي خارج از محدوده قابل قبول باشـد ، انجـام   
  . نياز است 

  
  (Corrective actions) ياصلاح اقدامات

  :نتايج خارج از محدوده قابل قبول به دليل خطاهاي مشهود و واضح شامل_ الف 
  اشتباهاستفاده از ديسک  -
 اشتباه یاستفاده از سويه کنترل -

 آلودگي واضح سويه  -

  استفاده غيرعمدی از دما و شرايط اشتباه انکوباسيون -
. آزمايش دوبـاره تکـرار شـود     پس از اصلاح و ايجاد خطا مکتوب دليل بايد دراين حال. بوجود آمده است 

  . صلاحي بيشتري مورد نياز نمي باشد ، عمليات ا مورد نظر قرار گرفتاگر نتايج گزارش شده در محدوده 
در اين حال بايـد اقـدامات اصـلاحي فـوري     . نامشخص استنتايج خارج از محدوده کنترل عامل ايجاد  _ب 

  .بشرح زير انجام شود
روز متوالي تکرار و همـه   ۵ديسک آنتي بيوتيکي براي / آزمايش را جهت يک سويه کنترلي  -

  . ا ثبت کنيدنتايج ر
و در محدوده قابل قبول باشـد  ) ۳ضميمه (  A۳و  ۳مطابق جداول  هالهقطر ۵ر اگر اندازه ه -

 . مورد نياز نمي باشد بيشتري ، عمليات اصلاحي

بـه عمليـات   قطر هاله عدم رشد خارج از محدوده قابل قبول باشـد ،   ۵اگر اندازه هر يک از   -
 . اصلاحي اضافي نياز است

 . به دليل نهايي مشکل پي برده شود ده شود تاآزمايشهاي کنترلي روزانه بايد ادامه دا -

 
  :ياضاف يعمليات اصلاح

اشـکال کلـي   يـك   خطاي مشاهده شده بعلت بروز "، احتمالايات اصلاحي فوري مشکل را حل نکردوقتي عمل
  :مانند .دنبررسي شوموارد بيشتري بايد  در اين حالت . ايجاد شده استدر سيستم و نه يک خطاي تصادفي 

  قطر هاله هاي عدم رشد يري و ثبت  صحيح اندازه گ -



  
  
  
  

        مرجع سلامت آزمايشگاه

  
 بيوتيک يآنت يديسک ها يتفيکنترل ک

 

4  از 4 صفحه   

 
 

دور از رطوبـت و  (ديسکها و مواد مـورد اسـتفاده    رعايت تاريخ انقضا و شرايط نگهداري  -
 )در دماي مناسب

 دما و اتمسفر انکوباتور مناسب بودن   -

 سويه هاي کنترل بودن نآلوده يافتن يا نتغيير  -

 م مک فارلند سوسپانسيون تلقيح با استاندارد ني طابقت صحيحم  -
انكوباسيون مدت زمان  بايد تازه بوده و پليت کشت( برای تلقيح پليت کشت تازه استفاده از -

 )ساعت نباشد ۲۴بيشتر از آن 
 

 . توان کنترل کيفي هفتگي را برقرار کرد ، میوقتي مشکل بر طرف شد

 
  يبيوتيک يآنت يديسکها ينگهدار

  . و پايين تر تا زمان مصرف نگهداري شوند -C ۱۴˚يا در فريزرو پايين تر ،  C ۸˚ديسکها بايد در يخچال -
، تيکارسـيلين، اگزاسـيلين و   ، کربني سـيلين گروه بتالاکتام مانند پني سيلين، آمپي سيلين تمامي ديسکهاي -

، و فقـط مـي تـوان مقـداري از آن را بـر      ي شـوند بايد در فريـزر نگهـدار  ... ، دوم و سوم سفالوسپورين ها و نسل اول
  . ت يک هفته در يخچال نگهداري نمودساس کار روزانه آزمايشگاه حداکثر به مدا

بعضي آنتي بيوتيکهاي حساس مثل ايميپنم ، سفاکلر و ترکيبات کلاولانيـک اسـيد يـا سـولباکتام  اگـر تـا        -
  . ري خواهند داشت، پايداري بيشتنگام مصرف در فريزر نگهداري شونده

  . مواد جاذب رطوبت نگهداري شوند يدرپوش محکم و حاوف داراي وديسکها بايد در ظر -
وند تا بـه درجـه   تا دو ساعت قبل از استفاده از يخچال يا فريزر خارج ش كديسکهای آنتي بيوتيکي بايد ي -

  . حرارت اتاق برسند
 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

     آزمايشگاه مرجع سلامت
  

    راهنماي انجام آزمايش

  

صفحه  1  از 2  كاتالاز  

  
  : هدف   -١

 )كاتالاز منفي ( از استرپتوكوك ) كاتالاز مثبت ( تشخيص استافيلوكوك و ميكروكوك  - 
 )كاتالاز مثبت ( افتراق كلستريديوم از باسيلوس ها  - 
 از استرپتوكوك بتاهموليتيك ) كاتالاز مثبت ( افتراق ليستريامونوسيتوژنز  - 

  

  : اساس آزمايش  -٢
يكـي از محصـولات نهـايي      H2O2. ا به آب و اكسيژن تجزيـه مـي كنـد   ر  H2O2كاتالاز آنزيمي است كه 

  . يون در متابوليسم كربوهيدرات استاكسيداس
  

  :     وليهنمونه ا  -٣
  ساعته از ارگانيسم مورد نظر  ١٨-٢٤  كشت

  

  :  مواد و تجهيزات مورد نياز  -٤
يخچـال نگهـداري    درورنگ ه در شيشه هاي قهوه اي يا تيراين ماده بايد (  % ٣پراكسيد هيدروژن  -

 ) شود
 اپليكاتور چوبي يا شيشه اي يا لوپ پلاتيني  -
 لام شيشه اي   -

  

  : مراحل انجام كار  -٥
 . با يك اپليكاتور چوبي از مركز يك كلني به سطح لام شيشه اي منتقل كنيد - 
بررسـي   را بلافاصله به كلني روي لام  اضافه كنيد و ا يجـاد حبـاب روي لام را    H2O2يك قطره  - 

 . نتيجه را به صورت مثبت يا منفي گزارش كنيد. نماييد
 .     نشانگر مثبت بودن تست است) كف ( ا حالت جوش زدن بايجاد حباب هاي سريع و ماندگار  - 

 

  : QCبرنامه   -٦
پراكسيد هيدورژن بايد هر روز يا قبل از تست نمودن باكتري مجهول با سوش هـاي كنتـرل مثبـت و منفـي     

  . شودتست 
          Staphylococcus. aureus: سوش كنترل مثبت 
    Streptococcus. pyogenes: سوش كنترل منفي  

  
  
  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

     آزمايشگاه مرجع سلامت
  

    راهنماي انجام آزمايش

  

صفحه  2  از 2  كاتالاز  

  : تداخلات   -٧
زيـرا گلبـول هـاي    . شود كه فاقد خون باشـد کلنی برداشته تست كاتالاز بايد از روي محيطي جهت  - 

ئي كه اكثر نمونـه هـاي كلينيكـي روي    اما از آنجا. قرمز واكنش كاتالاز مثبت ضعيف ايجاد مي كنند
از قله كلني هـا بـدون    نمونه را  ميتوانمحيط هاي خون دار كشت داده مي شوند، براي انجام تست 

 . تماس با محيط برداشت تا واكنش مثبت كاذب ايجاد نشود
نش اسـتفاده از لـوپ آهنـي واك ـ   . بهتر است از يك اپليكاتور چوبي براي برداشتن كلني استفاده شود - 

 . مثبت كاذب ايجاد مي كند
ه يموجب تجزاز آنجائي كه بعضي از باكتري ها داراي آنزيم هايي غير از كاتالاز هستند كه  - 

به معنی ثانيه  ٢٠ –  ٣٠بعد از  ،، ايجاد حباب هاي ريز به تعداد كممی شودپراكسيدهيدروژن 
   .نمی باشدمثبت واکنش 

 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

   راهنماي انجام آزمايش

  روي محيط  کشت
Malonate Broth   

صفحه  1  از 1  

 

  :هدف  -١
  كترياسه بويژه سالمونلا انتروبا هاي تشخيص گونه

  
  :اساس آزمايش  -٢

، )مواد مغذي(لوكز و عصاره مخمر مقادير كمي گ ،)منبع كربن اوليه(محتوي مالونات سديم كشت اين محيط 
  يارگانيسم هايي كه رنگ آبي نيل. ، انواع نمك ها و يك سيستم بافر است)pHمعرف (برم تيمول بلو 

. عنوان منبع كربن استفاده كننده ، قادرند مالونات را بتوليد مي كنند)  Prussian blueرنگ آبي آهن دار(
عنوان ه اگر بتوانند از مالونات به عنوان منبع كربن استفاده كنند، پس مي توانند از سولفات آمونيم نيز ب

و تغيير رنگ محيط  pH افزايشكه دليل  ند، در نتيجه محصولات قليايي توليد مي كننيتروژن استفاده كنند
نمی ، معمولاً رشد به عنوان منبع كربن استفاده كنندارگانيسم هايي كه قادر نيستند از مالونات . به آبي است

  . يط سبز باقي مي ماندو محکنند 
  
  :  نمونه اوليه  -٣

   Brothیا   TSI  ،KIAارگانیسم بر روي   کشتناشی از هاي کلونی 
  
  :  ابزار لازماد و مو -٤
   Brothمالونات  محيط كشت 

  
 : روش انجام كار  -٥
ايع تلقيح م. تلقيح نماييد Brothمالونات  به محيط Broth KIيا   KIA ,TSIروي  از كشت ارگانيسم بر 

 سپس بعد از ساعت و ١٨- ٢٤انكوبه نموده و آن را بعد از   ٣٥ ° Cكشت را در دماي . بايد شفاف و رقيق باشد
هر . ارگانيسم ها فقط مقادير كمي قليا توليد مي كنندبعضي از . براي توليد رنگ آبي بررسي نماييدساعت  ٤٨

توليد رنگ . ، مي تواند مفيد باشدمقايسه با لوله اي كه تلقيح نشده. نشاني از رنگ آبي را مثبت تلقي نماييد
  . خمير مقدار كم گلوكز در محيط استاين واكنش احتمالاً ناشي از ت. زرد نشانگر واكنش منفي است

  
  ):QC(برنامه كنترل كيفي   -٦

  )سبز( فاقد رشد E. coli ATCC 25922:   سوش کنترل منفی        _ 
 
Klebsiella pneumonia sub sp. Pneumonia :تسوش کنترل مثب −  ATCC 13882 
 )مثبت(، آبي رشد خوب 
  )مثبت(رشد خوب، آبي Enterobacter aerogenes ATCC 13048  : سوش کنترل مثبت  −



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

   روش اجرايی

صفحه  1  از 2  مانيتول سالت آگارآزمايش   

  
  :     آزمايش هدف  -١

  افتراق استافيلوكوك اورئوس از ساير ميكروكوكاسه ها 
  
  :   اساس آزمايش -٢

اكثر سوش هاي گرم منفي و گرم مثبت بجز استافيلوكوك اورئوس را مهار رشد % ) ٥/٧(غلظت بالاي نمك 
و ) جود در محيط است رات موكربوهيد مانيتول تنها( كوك مي تواند مانيتول را تخمير كرده استافيلو. ي كندم

كلني هاي در اين آزمايش و تغيير رنگ فنل رد  به زرد مي شود،  pHاين مسئله منجر به افت . اسيد توليد كند
ساير استافيلو كوك ها و  اما و توسط هاله زردي احاطه مي شوند شدهمشخص زرد رنگ طور استافيلو كوك به 

كلني هاي قرمز رنگ با موجود در محيط شكستن پپتون  با ندارند  تخمير مانيتول راکه قدرت ميكروكوك ها 
  .قرمز ايجاد مي كنند - هاله اي ارغواني 

  
  :        نمونه اوليه  -٣

  ) استافيلوكوك ( ساعته از ارگانيزم مورد نظر  ١٨ -  ٢٤كشت 
  
  :       مواد و ابزار مورد نياز -٤

  )لوله يا پليت(محيط مانيتول سالت آگار 
  
   :ل انجام كار حامر -٥

  نماييد  انكوبه  ٣٥ ºCساعت در حرارت ٢٤- ٤٨كلني هاي مورد نظر را روي محيط تلقيح كرده به مدت 
  .و سپس نتيجه را بررسی کنيد )   co2محيط بدون (

 از آنجا که بعضي از گونه هاي استافيلوكوك آهسته تر مانيتول را تخمير مي كنند، بنابراين لازم است حتماً تا
  . ساعت پليت ها نگهداري شود ٤٨

  .كلني هاي استافيلوكوك زرد رنگ بوده و توسط هاله زردي احاطه مي شود - 
  
  :تداخلات  -٦

افتراق از استافيلوكوك بر . تخمير كندنيز کمی مانيتول را و  روي اين محيط رشد كردهانتروكوك مي تواند 
  .اساس رنگ آ ميزي گرم و تست كاتالاز خواهد بود

رشد و تخمير مانيتول را  قدرتساعت طولاني تر شود ارگانيزم هاي ديگر نيز  ٤٨اگر مدت انكوباسيون از 
   .دارند

  
  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  مرجع سلامت آزمايشگاه
          

   روش اجرايی

صفحه  2  از 2  مانيتول سالت آگارآزمايش   

  :نكته
.  تمام كلني هاي مشكوك به استافيلوكوك بايد به كمك تست كواگولاز يا ساير تست هاي افتراقي تاييد شوند

رغ استريل به محيط اضافه شود، استافيلوكوك زرده تخم م 20CCبعضي فرمولاسيون ها توصيه مي كنند 
 .هاي كواگولاز مثبت همزمان ليپاز نيز دارند بنابراين رسوب كدري در اطراف كلني ها ظاهر خواهد شد

 .استافيلو كوك هايي كه كواگولاز توليد نمي كنند ليپاز نداشته و هاله ايجاد نمي كنند
 

 :كنترل كيفي   -٧

   ATCC 25923افيلوكوك اورئوس است:     مثبت سوش کنترل 

  و پروتئوس ميرابيليس  ATCC 12228اپيدرميديس استافيلوكوك :   منفي سوش کنترل 

  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

        آزمايشگاه مرجع سلامت

   راهنماي انجام آزمايش

  روي محيط  کشت
MacConkey Agar   

صفحه  1  از 2  

  

  :هدف -1
یک محیط انتخابی و افتراقی براي تشخیص ارگانیسم هاي کلی فرم و پاتوژن هاي  این محیط کشت، - 

 . روده اي است
 .استفاده می شود ،بدون کریستال ویولهآگار براي جداسازي انواع مایکوباکتریوم از مک کانکی  - 

  
  :اساس آزمایش  -2

. و استافیلوکوك ها را مهار می کندویژه انتروکوك ها کریستال ویوله رشد میکروارگانیسم هاي گرم مثبت ب
بسته به توانائی . استفاده میشودترکیب لاکتوز و معرف قرمز  از ،تفکیک میکروارگانیسم هاي روده ايجهت 

اگر یک باسیل گرم منفی روي بلاد آگار . ، کلونی هاي بی رنگ یا صورتی قرمز تولید می شوندتخمیر لاکتوز
گروه وابسته به غیرتخمیر مشکوك به  ،ي مک کانکی آگار رشد نکند یا بطور ضعیف رشد کندرشد کند اما رو

  .است) نان فرمنترها(کننده ها 
  
  : ویژگی هاي تست  -3

،  جهت کشت آنتروباکتریاسه ها غلظت نمک هاي صفراوي در این محیط در مقایسه با دیگر محیط هاي پلیتی
هاي دیگر ، از بعضی فرمول ودن این محیط براي باکتري هاي گرم منفیبنابراین انتخابی ب. نسبتاً کم است

ثال به عنوان م. بیشتر نیست Hektoen Enteric Agar)و   Salmonella Shigella Agarمثل(
  .وانایی رشد روي این محیط را داردی تاسترپتوکوك فکالیس به طور جزئ

  
  :   لازم ابزارو  مواد  -4

   یکمک کان محیط کشت
  
 :روش انجام کار  -5
، تلقیح یا سواب کشیدن خطیکشت روش ، پلیت هاي محیط کشت را به نمونه در آزمایشگاهه محض دریافت ب

نیز و وقتی تعداد آنها کم است  ،باکتري هاي گرم منفی افزایش شانس جداسازيبراي توصیه می شود . نمایید
  . تلقیح نمود یک محیط غیر انتخابی نیزبه ، باید اي دیگري که در نمونه وجود دارنده تعیین ارگانیسمجهت 

ساعت  18- 24به مدت یا دماي مناسب دیگري   C °2 ± 35داشته و در دماي  پلیت ها را دور از نور نگه
انکوباسیون در دماي . ساعت دیگر انکوبه نمایید 24، دوباره براي ساعت منفی بود 24اگر بعد از . انکوبه نمایید

ساعت انکوبه کرد،  48پلیت ها را نباید بیش از . انتروکولیتیکا را افزایش می دهد یرسینیا ازيشانس جداس، اتاق
  .پیش می آید کالچون در تفسیر نتایج اش

  
  
  



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

        آزمايشگاه مرجع سلامت

   راهنماي انجام آزمايش

  روي محيط  کشت
MacConkey Agar   

صفحه  2  از 2  

  : )QC(برنامه کنترل کیفی   -6
Escherichia coli ATCC 25922 :نی هاي قرمز گل سرخی می دهدرشد می کند، کل .  
Proteus marbilis ATCC 12453 :نی هاي بی رنگ می دهدرشد می کند، کل .  

Salmonella typhimurium ATCC 14028 :نی هاي بی رنگ می دهد، کلرشد می کند.  
Streptococcus faecalis ATCC 29212 :رشد بطور جزئی مهار می شود.  

  
  : تداخلات  -7
ي ، رشدشان روشوند انکوبه Co2محیط داراي و سودوموناس آئروژینوزا وقتی در  ها بعضی از انتروباکتریاسه - 

  . میشودمهار  ،این محیط
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  هاي باکتریایی نگهداري و استفاده از سویه                
  .توان از  روشهاي طولانی مدت و کوتاه مدت استفاده نمود هاي باکتریایی می براي نگهداري سویه

  
  نگهداري طولانی مدت) الف

یا  رشد سریع و با(هاي میکروبی اعم از هوازي  دهد که کلیه سویه مدت باکتریها این امکان را می نگهداري طولانی
بهترین روشهاي نگهداري طولانی مدت . نیز بیهوازي، ماهها و حتی سالها به صورت زنده نگهداري شوند و) سخت رشد

در دیپ فریز یا در (گراد یا پایین تر  درجه سانتی -70و نگهداري در دماي  (Freeze drying)شامل لیوفیلیزاسیون 
  .باشد می) نیتروژن مایع

  
  :یا نیتروژن مایع و) تر اد یا پایینگر درجه سانتی - 70تا  - 50( ر دیپ فریز نگهداري د - 1
  

خون % 5حاوي    TSA (Trypticase Soy Agar)نظر را روي محیط مغذي مانند پلیتباکتري مورد 
در  ساعت 18-24پلیتها را به مدت . گوسفند و در مورد میکروارگانیسمهاي سخت رشد روي محیط آگار شکلاته کشت دهید

  .براي هر باکتري انکوبه نمائید CO2گراد و در صورت نیاز تحت شرایط  درجه سانتی 35±2دماي 
ها را بررسی نموده و در صورت نیاز، تستهاي بیوشیمیایی آنرا  بعد از انکوباسیون، خالص بودن و مورفولوژي کلنی

کننده از سرما  لیتر از یک محیط محافظت میلی 50- 100، سوسپانسیون غلیظی در سپس از باکتري رشد یافته. م دهیدانجا
(Cryoprotective) این محیط براي جلوگیري از تخریب سلولهاي باکتري در شرایط انجماد مورد . تهیه نمائید

، خون گوسفند یا خرگوش دفیبرینه استریل یا Skim milkتواند  کننده از سرما می محیط محافظت. گیرد استفاده قرار می
Tryptic Soy Broth (TSB)   باشد% 10-15حاوي گلیسرول با غلظت نهایی.  

پلاستیکی کوچک استریل اي یا  در ویالهاي شیشه ml  1 - 5/0سپس از سوسپانسیون باکتریایی فوق به مقدار
  .تعداد ویال ذخیره خود را براي مصرف یکسال آماده نمائید. توزیع کنید

در . گراد به مدت یکسال نگهداري نمود درجه سانتی -70تا  -50 توان در برودت  ها را می ویالهاي حاوي سویه
در . درجه نیز نگهداري نمود -20هاي با رشد سریع را در فریزر  درجه می توان سویه - 70صورت عدم دسترسی به فریزر 

  :رایط توجه به نکات زیر ضروري استاین ش
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باشند و باید در   ره در این دما قابل نگهداري نمینوونزا و نیسریا گاي سخت رشد مانند هموفیلوس انفلواه سویه
  .درجه نگهداري شوند -70فریزر 

شود  بنابراین توصیه می. روند هاي بارشد سریع در این دما عمر کمی دارند و تعداد زیادتري از آنها از بین می سویه
  .، طبق روش زیر کشت داده شوندها هر چند ماه ینان از حیات سویهبراي اطم

نمونه را روي محیط آگار . سریعا زیر آب جاري ولرم محتویات آنرا ذوب نمائید ال از فریزر بیرون آورده وییک و
در  درجه و 35±2ساعت در دماي  18-24تلقیح کرده و به مدت ) در مورد باکتریهاي سخت رشد ( خوندار یا شکلاته 

براي آزمایشهاي کنترل داخلی کیفیت در آزمایشگاه یا  تواند این باکتري می. انکوبه نمایید CO2صورت نیاز در شرایط 
ویال مورد . ، اطمینان حاصل کردر اقدام باید از خالص بودن نمونهقبل از ه. بکار رود working controlبراي تهیه 

  .وجه مجددا فریز نگردد یچه استفاده بعد از ذوب شدن باید دور انداخته شده و به
بارتست ازکشت مجدد از کشت ذخیره فریز شده که براي کنترل کیفیت ع:  working controlکشتهاي 

  .شود استفاده می ... محیط کشت و
، نمونه باید دور انداخته شده و از یک کشت پس از آن. توان انجام داد ساژ پشت سر هم میپا 3از کشت ذخیره تا 

، )پاساژ 3بیش از ( پاساژهاي مکرر. داستفاده شو  working controlذخیره فریز شده دیگر براي تهیه کشتهاي
  .دهد ها را افزایش می احتمال تغییر فنوتیپی سویه

دار تلقیح  و آنرا به مدت  ، روي پلیت یا آگار شیب، از کشت ذخیره فریز شدهworking controlبراي تهیه 
اي با رشد سریع این پلیت یا آگار شیبدار در مورد ارگانیسمه. روز تا زمانی که رشد مناسبی بدست آید، انکوبه نمائید یک شبانه

بعد از هر پاساژ، خالص بودن و . هفته نگهداري نمود 4درجه سانتیگراد یا در دماي اتاق تا مدت  2- 8توان در  را می
  .ها را بررسی نمائید مورفولوژي کلنی

  
  :اتاق استفاده از روغن معدنی در دماي - 2
  

براي . را با شیب کم در لوله تهیه نمایید Brain Heart Infusion Agar (BHIA)محیط کشت  -1
، لازم است وك پنومونیه و هموفیلوس آنفلوانزا، استرپتوکوك، مننگوکوكپسند مانند گونوک باکتریهاي مشکل

 50خون گوسفند به محیط فوق پس از خروج از اتوکلاو و رسیدن به دماي % 5محیط شکلات آگار را با افزودن 
  .دقیقه تهیه نمود 15گراد به مدت  درجه سانتی 80ماري  و قرار دادن در بن گراد درجه سانتی
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  .استریل نمائید) گراد به مدت یکساعت درجه سانتی 170(را در حرارت خشک ) یا پارافین مایع(روغن معدنی  -2
  .دهید میکروب مورد نظر را روي محیط کشت -3
  .روي سطح محیط بریزید cc 1به مقدار ، روغن استریل را بعد از بدست آوردن کشت کافی -4
  .شود برداشته می) زیر روغن (، نمونه از سطح آگار در صورت نیاز به کشت مجدد -5
  .ماه تجدید کشت نمایید 6-12بعد از  -6

    

  :اتاق کشت عمقی و نگهداري در دماي - 3
  .رود اده انتروباکتریاسه بکار میك وخانووپسند نیستند مانند استافیلوک این روش فقط براي باکتریهایی که مشکل

  .عمق زیاد در لوله تهیه نمایید را با TSAیک محیط کشت آگار بدون کربوهیدرات مانند  -1
 .در این محیط تلقیح نماییدباکتري را بصورت کشت عمقی  -2
 .درجه انکوبه نمائید 35 نکوباتورساعت در ا 24این محیط را  -3
 .در لوله را با درپیچ یا چوب پنبه ببندید -4
 .اي که کاملا در لوله را بپوشاند دار را در پارافین مایع فرو ببرید به گونه لوله در پیچ -5
 .کشتها را در حرارت اتاق نگهداري نمائید -6
 .هرساله سوش موردنظر را تجدید نمائید -7

  

  :كونیسریا و استرپتوک براي (CTA)کشت عمقی در محیط سیستین تریپتیکیس آگار  - 4
  .تهیه نمایید  را در لوله CTAمحیط  -1
 .عمقی در این محیط کشت دهید رباکتري را بطو -2
 .گراد انکوبه نمایید درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24محیط را بمدت  -3
 .پنبه یا در پیچ ببندید در لوله را با چوب -4
 .اي که کاملا در لوله را بپوشاند دار را در پارافین مایع فرو ببرید به گونه لوله در پیچ -5
ك لوله را در وبراي استرپتوک. هر دو هفته کشت را تجدید نمائید درجه نگهداري و 35نیسریا لوله را در براي  -6

  .حرارت اتاق نگهداري کرده و هر ماه تجدید کشت کنید
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  :براي باکتریهاي بیهوازي  Cooked meatمحیط کشت  - 5
  .کشت دهید Cooked meatهاي حاوي محیط  باکتري را  در لوله -1
 .گراد انکوبه نمایید درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24را بمدت محیط  -2
 .پنبه یا در پیچ ببندید در لوله را با چوب -3
 .کشتها را در حرارت اتاق نگهداري نمائید -4
 .دو ماه کشت را تجدید نمائید هر -5
  
  نگهداري کوتاه مدت) ب

  :شوند شوند، به روشهاي زیر تهیه می یکه براي کارهاي روتین روزانه استفاده م working controlکشتهاي 
  باکتریهاي با رشد سریع §
  .دار کشت دهید اي درپیچ لوله TSAسوش مورد نظر را در سطح محیط  -1
 .گراد انکوبه نمایید درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24محیط را بمدت  -2
 پس از رشد کامل، لوله را در یخچال نگهداري کنید -3
 .یدهر ماه کشت را تجدید نمائ -4

 
  کهاواسترپتوک  §
  .کشت دهید) دار اي درپیچ لوله( دار سوش مورد نظر را در سطح آگار خوندار شیب -1
 .گراد انکوبه نمایید درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24محیط را بمدت  -2
، محیط را در دماي اتاق وك پنومونیهجهت استرپتوک. ( پس از رشد کامل، لوله را در یخچال نگهداري کنید -3

 .)گهداري کنیدن
 .هر ماه کشت را تجدید نمائید -4

  

  ك و هموفیلوسوک مننگو  §
  .اي یا پلیت کشت دهید سوش مورد نظر را در سطح محیط آگار شکلاته لوله -1
 .گراد انکوبه نمایید درجه سانتی 35 انکوباتور ساعت در 24محیط را بمدت  -2
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 پس از رشد کامل، لوله را در حرارت اتاق نگهداري کنید -3
  .هفته کشت را تجدید نمائید 2هر  -4
  

  كوگونوک  §
  .سوش مورد نظر را در سطح محیط آگار شکلاته کشت دهید -1
 .گراد انکوبه نمایید درجه سانتی 35 انکوباتور ساعت در 24محیط را بمدت  -2
 .نگهداري نمایید درجه 35دماي نمونه را در  -3
 .روز یکبار کشت را تجدید نمائید 2هر -4
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