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 روش هاي کشت محيط ها و

 

 انواع محيط هاي کشت از نظر ويژگي هاي فيزيکي -1

 ويژگي هاي بيوشيمياييانواع محيط هاي کشت از نظر  -2

 اصول تهيه محيط هاي کشت -3

 آشنايي با روش کشت  باکتري ها -4

 

 :مقدمه

خود به مواد غذايی نياز دارند و در نتيجه  کارکردهاي زيستیها همانند تمام موجودات زنده براي انجام ميکروارگانيسم

تکثير داده شوند. هنگامی که باکتري ها در  ويژه ايهاي بايد شرايط مناسب رشد و نمو آنها را فراهم کرده و در محيط

شود که باکتري ها کشت داده شده اند. محيط کشت ترکيبی از مواد خاص شرايط مناسب تکثير داده شوند گفته می

و هر نوع عامل رشد ديگر در نظر گرفته شده  نيتروژنآن نيازهاي غذايی باکتري از نظر منبع کربن، انرژي،  است که در

-محيط هاي کشت با ترکيبات متفاوت  براي استفاده در آزمايشگاهز ا گوناگونیزه بر حسب نوع باکتري انواع است. امرو

از ميکروارگانيسم يک کشت   هاي ميکروبيولوژي تهيه می شود. لازم به ذکر است که براي شناسايی عامل بيماري

وپی، ميکروسکوپی و همچنين مطالعه هاي ماکروسکررسیب خالص به دست آورد. پس از تهيه کشت هاي خالص،

 گيرد.بيوشيميايی و فيزيولوژيک ميکروارگانيسم جهت شناسايی آن انجام می هايصفت

 

 (انواع محيط کشت از نظر شکل ظاهري )فيزيکي

 شوند:هاي فيزيکی  به چهار دسته تقسيم میهاي کشت از نظر ويژگیمحيط

 (Agar)آگار به نام يک ماده سفت کننده  دارايها اين محيط :(Solid Media)هاي کشت جامد محيط -الف

کلوئيدي است و از نوعی جلبک دريايی به نام ژليديوم به دست آمده  کربوهيدرات غير قابل متابوليسم وآگار . هستند

در آب حل  درجه سانتی گراد 21-011به محيط جامد افزوده می شود. اين ماده در حرارت 04gr/lit-06 و به مقدار
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جامد می شود. اين محيط ها  کاربرد فراوانی دارند و می توان آنها را در لوله  444Cشده و در حرارت هاي پايين تر از 

( و (Nutrient Agar = NAروتين می توان به محيط هاي نوترينت آگار   و يا پليت تقسيم کرد. از محيط هاي جامد

 اشاره کرد.  Hinton Agar) Muller ) MHA مولر هينتون آگار 

 

 است و در بيشتر موارد 4gr/lit-6مقدار آگار اين محيط  (:(Semi Solid Mediaمحيط هاي کشت نيمه جامد  -ب

 SIMجهت بررسی حرکت باکتري  به کار می رود. مانند محيط 

 

آگار نداشته ، در هر درجه حرارتی مايع    اين محيط ها (Liquid Media): محيط هاي کشت مايع يا براث -پ

 Brain Heart برين هارت اينفيوژن براث ،(NB)بوده و فقط در لوله استفاده  می شوند مانند محيط نوترينت براث 

Infusion Broth) BHI مولر هينتون براث ،)(Muller Hinton Broth)   

( که جهت کشت باکتري (Castanedaکاستاندامانند محيط کشت  (:Biphasicمحيط هاي کشت دوفازي ) -ت 

و يک فاز مايع تشکيل  اسلنتبه صورت 6542 اين محيط ها از يک فاز جامد آگار  .می رود هايی مانند بروسلا به کار

براث و يا  BHIآگار و  BHIهر دو فاز مايع و جامد در اين محيط ها از يک ترکيب ساخته می شود، مانند  شده اند.

  و بروسلا براث. بروسلا آگار

 

 :ويژگي هاي بيوشيمياييانواع محيط کشت از نظر

ترکيبات اساسی براي  اين دسته محيط ها داراي کمترين غلظت از (:(Basic Mediaمحيط هاي کشت پايه  -الف

که براي رشد  (،(TSATrypticase Soy Agarو   BHIAرشد باکتري ها هستند مانند محيط هاي نوترينت آگار، 

 باکتري با نياز غذايی معمولی مناسب می باشد.

 

به محيط پايه ترکيباتی مانند خون، عصاره مخمر و ...  (:(Enriched  Mediaمحيط هاي کشت غني شده  -ب

( و شکلات آگار که  (blood agarتر شود. از جمله اين محيط ها می توان از  محيط  بلاد آگار می شود تا غنی  اضافه

 نام برد.، فزوده شدهبه آنها خون ا
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تواند رشد تعداد  محيط پايه داراي ترکيباتی است که می :(Enrichment Mediaمحيط کشت غني کننده ) -پ

 Selenitاندک ميکروارگانيسم پاتوژن را در بين تعداد بسياري از ميکروفلور نرمال ترغيب و تشويق نمايد، مانند محيط )

Fتعداد بسيار زياد ميکروفلور پاتوژن هاي دستگاه گوارش را ترغيب و رشد د اندک( که در مورد نمونه مدفوع رشد تعدا 

که بتوان به راحتی عامل بيماري را تشخيص  گونه ايدستگاه گوارش موجود در نمونه مدفوع را تضعيف می نمايد به 

 داد.

 

اين محيط ها موادي دارند که از رشد بسياري از باکتري ها  (:(Selective Mediaمحيط هاي کشت انتخابي -ت

 Mannitol)جلوگيري کرده و تنها به باکتري هاي ويژه اي اجازه رشد می دهند مانند محيط کشت مانيتول سالت آگار

Salt Agar)  توانند در چنين محيطی کلريد سديم می باشد و فقط باکتري هايی می 7542که داراي قند مانيتول و 

ی رشد روي اين محيط به خوب کوسرشد کنند که بتوانند در مقابل اين غلظت کلريد سديم مقاوم باشند. استافيلوکو

شيگلا( است که  )سالمونلاـ S.S.Aگردند. مثال ديگر محيط کشت  کرده و بدين ترتيب از ساير باکتري ها متمايز می

 کار می رود.  و شيگلا از ساير باکتري ها به براي جدا کردن سالمونلا

 

به علت داشتن ترکيباتی ويژه، کلنی باکتري هاي مختلف  (:(Differential Mediaمحيط هاي کشت افتراقي  -ث

ائوزين متيلن  ( و MacConkeyاز اين دسته می توان از محيط کشت مک کانکی آگار ). می سازندز را از يکديگر متماي

يط در روي مح شيميايی هستند نام برد. اگر اشريشيا کلاي و انتروباکتر را( که داراي لاکتوز و معرف (EMBبلو آگار 

کنند اما چنان چه در روي  نوترينت آگار کشت دهيم هر دوي آنها، کلنی سفيد متمايل به خاکستري را توليد می

د کلنی صورتی امحيط ائوزين متلين بلو آگار کشت دهيم اشريشيا کلاي کلنی سياه با درخشش فلزي و انتروباکتر ايج

 می کند. رنگ

در مواردي که بين نمونه برداري و کشت نمونه فاصله زمانی  (:(Transport Mediaمحيط هاي کشت انتقالي  -ج

بافرهاي نمکی هستند که باکتري را زنده نگه می دارند  وجود دارد از محيط ترانسپورت استفاده می شود. اين محيط ها

 Cary & Blair) کري بلرمحيط ( و يا (Stuart medium مانند محيط استوارتبدون اينکه تکثير پيدا کنند 

medium.) 
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 وناگونگبا استفاده از اين محيط ها، می توان باکتري ها را بر اساس خواص بيوشيميايی  محيط هاي بيوشيميايي: -د

 (TSIط محي راي نمونه مانند تخمير قندها، نوع منبع کربن، حرکت، توليد گاز، ذوب ژلاتين و غيره شناسايی کنيم. ب

Triple Sugar Iron agar محيطی است که داراي چند قند و معرف رنگی است که همه باکتري هاي عضو خانواده )

حسب منظره ايجاد شده )تغيير رنگ محيط در اثر تخمير قند( نتروباکترياسه روي آن رشد می کنند و انواع آنها را بر ا

 می توان تشخيص داد. 

 

 اصول کلي تهيه محيط هاي کشت:

 دتهيه و آماده سازي محيط هاي کشت روش هاي مختلفی دارد. لازم به ذکر است که براي تهيه محيط هاي کشت باي

 که بر روي ظروف داراي محيط کشت چاپ شده است عمل شود.  بر اساس روش هاي

 

روي ظرف داراي محيط کشت مقدار معينی از پودر آماده را بر حسب حجم  بر اساس روش محيط کشت مايع: -الف

مورد نياز در آب مقطر حل کرده و در لوله هاي آزمايش به مقدار لازم تقسيم شده و سپس لوله ها براي استريل شدن 

 می شوند. لوله هاي حاوي محيط کشت استريل را می توان مدتی در يخچال نگهداري کرد. کلاواتو

 

مطابق دستور روي ظرف داراي محيط کشت، مقداري از پودر آماده را در حجم مورد نياز  محيط کشت جامد: -ب

اتوکلاو می کنند براي  آب مقطر حل کرده سپس آن را حرارت داده و هنگامی که محيط کشت کاملاً شفاف شد آن را

 خنک می کنند. سپس بسته به حجم پليت 444Cتقسيم محيط کشت در پليت ها پس از اتوکلاو محيط کشت را تا 

را درون پليت استريل ريخته، در آن را می بنديم تا سرد و جامد گردد. اگر بخواهيم محيط کشت  ازميلی ليتر  06-04

 نماييم. می نماييم ابتدا محيط کشت را در لوله ها تقسيم نموده و سپس اتوکلاومحيط کشت جامد را در لوله استفاده 

 : نکته

لازم به ذکر است که براي تهيه برخی از محيط هاي کشت حرارت دادن لازم نيست و براي تهيه برخی محيط هاي 

 د.می شو ن استريل کشت مانند اوره جهت استريل کردن از اتوکلاو استفاده نمی شود بلکه به روش فيلتر کرد
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در اين روش محيط کشت را قبل از جامد شدن بر حسب اندازه لوله  (:(Slantمحيط کشت جامد شيب دار  -پ

آزمايش و يا بطري هاي مخصوص کشت، در داخل ظرف ريخته و پس از استريل کردن به طور مايل در محلی از 

 دقيقه محيط کشت جامد می شود.  04-01می دهيم بعد از  آزمايشگاه قرار

 

 شرايط محيط کشت:

 در تهيه محيط کشت نکات زير بايد رعايت شود:

 محيط کشت بايد داراي انواع مختلف و مقادير کافی از مواد غذايی جهت تأمين انرژي و رشد باکتري باشد. -0

6- PH .محيط کشت براي باکتري مورد نظر مناسب باشد 

 رشد باکتري مناسب باشد.غلظت محيط کشت جهت  -1

 هنگام استريل کردن محيط کشت بايد دقت کافی به عمل آورد تا ارزش غذايی آن از بين نرود. -4

 

 روش هاي کشت باکتري

براي بررسی باکتري ها لازم است آنها را کشت داده و براي شناسايی عامل اصلی بيماري و تأثير داروهاي ضد ميکروبی 

در ترکيبات و مواد غذايی لازم است ميکروارگانيسم را به صورت يک گروه همگن )ايزوله( جدا و يا شمارش باکتري ها 

 نمود. براي اين منظور روش هاي مختلفی براي کشت باکتري ها ابداع شده است.

       به طور کلی کشت باکتري ها و يا انتقال آنها از يک محيط کشت به محيط ديگر در دو مرحله انجام می شود.       

 الف( برداشت از محيط نخستين                      

 ب( انتقال به محيط بعدي

نکته مهم در طی مراحل کشت و پاساژ دادن باکتري ها رعايت شرايط آسپتيک است تا از آلودگی باکتري مورد مطالعه 

 توسط باکتري ها و قارچ هاي موجود در محيط جلوگيري شود.
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 روش هاي کشت دادن:

در اين روش با استفاده از لوپ و يا در برخی از موارد که از نمونه کلينيکی  روش هاي کشت در محيط هاي مايع: -1

برداشت شود با استفاده از سواب، نمونه باکتري را به محيط مايع ديگر )در مجاورت شعله( انتقال داده و پس از چند 

داده می شود. کشت در محيط هاي مايع بيشتر جهت تکثير و يا  بار وارد کردن سر لوپ به محيط کشت، نمونه انتقال

 بررسی ويژگی هاي بيوشيميائی باکتري ها استفاده می شود.

 

 (Slant ): کشت در محيط هاي جامد لوله اي شيب دار -2

در اين گونه محيط ها می توان باکتري را در سطح و يا در سطح و عمق کشت داد. اگر هدف تنها کشت باکتري در 

سطح محيط مورد نظر باشد )همچون فنيل آلانين دآميناز( می توان به وسيله لوپ يا نيدل از نمونه ميکروبی برداشت 

 کرده و به صورت زيگزاگ در سطح محيط کشت پاساژ داد. 

کشت در عمق محيط نيز مد نظر باشد، با استفاده از نيدل سيم را در عمق محيط )تا يک سانتی متر فاصله از ته  اگر

 لوله( فرو برده و سپس در سطح محيط به صورت زيگزاگ کشت می دهيم.

 

در اين روش با استفاده از نيدل کلنی باکتري را برداشته و تا نزديکی عمق محيط را به  محيط هاي نيمه جامد: -3

صورت عمودي کشت می دهيم. اين محيط ها جهت بررسی ويژگی هاي بيوشيميائی يا فيزيولوژيک باکتري )حرکت 

 OFو  SIMباکتري( استفاده می شود. مانند محيط 

 

در محيط هاي جامد در پليت، جدا کردن و به دست آوردن تک  هدف کشتمحيط هاي جامد در پتري ديش:  -4

کلنی از باکتري ها، شمارش باکتري ها و بررسی تأثير مواد شيميايی بر آنها است. هر کلنی باکتريايی مجموعه اي از 

بوجود آمده اند پس داراي ويژگی هاي مشترک  (Clone)تعداد زيادي باکتري است که از تکثير يک باکتري تک 

ژنتيکی و بيوشيميائی هستند. براي شناسايی باکتري ها لازم است براي نخستين قدم يک کلنی باکتري را از يک 

استفاده  Streakمجموعه جنس ها و گونه هاي گوناگون باکتري جداسازي و خالص کرد. براي اين منظور از روش کشت 

 می شود. 
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Streak plate method: 

است. در اين روش  Plate method  Streakتهيه کشت خالص و تهيه تک کلنی روش يکی از متداول ترين روش هاي

 پس از برداشت نمونه با استفاده از لوپ در شرايط آسپتيک، پليت به چهار قسمت فرضی تقسيم می گردد:

 به صورت خطوط شکسته پخش می شود.  0نخست باکتري را در منطقه  -0

به گونه اي کشت داده می شود  6درجه چرخانده منطقه  91لوپ را با شعله استريل و پس از سرد شدن پليت را  -6

بدون اينکه دست برداشته شود به صورت خطوط زيگزاگ )خطوط در  0که با وارد کردن لوپ يک يا دو بار در منطقه 

 کشت داده می شود.  6همديگر وارد نشود( منطقه 

درجه چرخانده و لوپ را همانند مرحله قبل يک يا دو بار وارد منطقه  91وپ را استريل کرده و پليت را دو مرتبه ل -1

 تکرار می شود. 1کرده و خطوط شکسته در منطقه  6

را به  4، ناحيه درجه اي پليت 91در مرحله چهارم لوپ را استريل نکرده و پس از برداشتن دست و چرخاندن  -4

مانند با لوپ کشيده می شود  Sخط  6-0اگ کشت داده و در پايان در منطقه وسط که خالی مانده صورت خطوط زيگز

)بدون تماس اين خطوط با خطوط قبلی(. در اين روش انتظار می رود در هر مرحله تعداد باکتري هاي کمتري به 

ه صورت تک قرار گرفته که پس از و وسط( باکتري ب 4، (1ناحيه بعدي انتقال يافته و در نهايت در نواحی انتهائی 

 انکوباسيون، کلنی هاي تکی از هر باکتري بدست آيد.

 

 

 

Streak plate method 
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 هاي کشت کنترل کيفيت محيطتهيه و 

 مقدمه:

محيط هاي کشت نقش اساسی را در آزمايشگاه ميکروب شناسی ايفا می کنند و به طور گسترده اي براي جداسازي، 

بسياري از آزمايشگاه ها به طور روتين  .حساسيت ميکروارگانيسم هاي بيماري زا به کار می روندشناسايی و تعيين 

براي اطمينان از اين که  .محيط هاي کشت مورد نياز براي مصارف تشخيصی و تحقيقاتی را خودشان تهيه می نمايند

براي  .ی مناسبی به کار گرفته شودکيف محيط هاي کشت، کيفيت خوب و نتايج مطلوبی دارند، بايد روش هاي کنترل

 . رسيدن به اين هدف بايد در تهيه و مصرف محيط هاي کشت معيارهاي ذيل در نظر گرفته شود

 

 مصرفي: آب

کيفيت محيط هاي کشت بطور مستقيم بستگی به کيفيت مواد خام مورد استفاده در تهيه آنها دارد. آب يکی از 

رود. سه معيار مهم براي آب مورد استفاده در تهيه هاي کشت بکار میمهمترين موادي است که در تهيه محيط 

می باشد. در شرايط ايده آل يونهاي مس  PHمحيط هاي کشت شامل وجود يونهاي مس، قدرت هدايت الکتريکی و 

بدليل خاصيت مهارکنندگی براي اغلب ميکروارگانيسم ها نبايد در آب مورد استفاده جهت تهيه محيط هاي کشت 

آب مورد استفاده  PH ميکرو زيمنس باشد وهمچنين 04جود داشته باشد. قدرت هدايت الکتريکی آب بايد کمتر از و

 باشد. 4/4بهتر است کمی اسيدي باشد ولی نبايد کمتر از 

 

 توزين محيط کشت و افزودن آب:

ا پودر محيط کشت رطبق دستورالعمل تهيه محيط کشت که بر روي قوطی نصب گرديده است، مقدار مناسبی از 

با دقت وزن نماييد. ظرف محيط کشت را دور از کوران هوا و رطوبت باز کنيد. از استنشاق پودرها به خصوص آنهايی 

که داراي مواد سمی هستند و تماس طولانی مدت آنها با پوست اجتناب کنيد. پودر را به سرعت، به دقت و بدون 

 زودتر درب ظرف را ببنديد.ايجاد توده اي از غبار وزن کنيد. هرچه 

نصف حجم آب مورد نياز را داخل ظرف بريزيد. سپس مقدار وزن شده محيط کشت را به آن اضافه نماييد. براي 

چند دقيقه به تندي تکان دهيد. باقيمانده آب را به ديواره ظرف بريزيد تا ذرات محيط کشت چسبيده به ديواره نيز 
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ر مهم است، چون پودر خشک محيط کشت در بالاي سطح آب، ممکن است در وارد محلول شوند. اين مرحله بسيا

 اتوکلاو استريل نشود و منبع آلودگی گردد.

 حل کردن محيط کشت:

 آگار حاوي کشت هاي محيط اما. شد خواهند حل ملايم و آهسته دادن تکان با معمولا آگار، بدون کشت هاي محيط

 اتوکالو از قبل آگار تا شوند داده حرارت سپس. شوند مخلوط آب با دقيقه چند مدت به دادن حرارت از قبل بايد

 بعد ند،شو اتوکالو نبايد که کشتی هاي محيط. بسوزند آنکه بدون بجوشانيد را کشت هاي محيط. شود حل کردن،

 شود می توصيه. بود خواهند آماده ديگر استريل ظروف يا ها پليت داخل تقسيم براي دادن، حرارت مقدار اين از

 ML حدود حاوي کوچک هاي بطري و ها لوله براي دقيقه 04 مدت به ،C°060 دماي در نهايی استريليزاسيون

 ML حاوي هاي ارلن براي دقيقه 64 کشت، محيط ML 411 حاوي هاي ارلن براي دقيقه 61 کشت، محيط 01

 باشد.  کشت محيط ML 6111 حاوي هاي ارلن براي دقيقه 11 و کشت، محيط 0111

 

 :PHاندازه گيري و تنظيم 

نهايی محصول استريل   pHندارند. pHمحيط هاي کشت دهيدراته اگر بطور مناسب تهيه شوند نيازي به تنظيم 

دور ريخت. بنابراين بعد از  pHشده را می توان روي پليت يا بطري اندازه گيري کرد، اما بايد آنها را بعد از سنجش 

. نماييد تنظيم( ± 6/1را در حد مورد نظر ) pH، مقدار C °64استريل شدن و خنک شدن محيط کشت تا دماي 

يک مولار( و يا با استفاده از اسيد  گرم در ليتر )تقريباً 41سديم  معمولا با استفاده از هيدروکسيد pH تنظيم

 يک مولار( انجام می شود. گرم در ليتر )تقريباً 4/16کلريدريک 

 توزيع: 

برابر حجم محيط کشت بريزيد تا بتوانيد آنرا به خوبی تکان دهيد  1تا  6محيط کشت را در ظرفی مناسب با حجم 

 و مخلوط کنيد.

 استريليزاسيون: 

بعضی از محيط هاي کشت به استريليزاسيون با اتوکلاو احتياجی نداشته و با جوشاندن استريل می شوند که دستور 

ساخت آنها بر روي برچسب قوطی محيط کشت قيد گرديده است. استريليزاسيون ساير محيط هاي کشت توسط 
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ر چسب قوطی محيط کشت قيد گرديده حرارت مرطوب يا صافی غشايی انجام می گردد که اين موارد نيز بر روي ب

 است.

 الف( استريليزاسيون با حرارت مرطوب:

کيلوگرم  6/0)فشار  C °060دقيقه و در دماي  04استريليزاسيون محيط کشت تا حجم يک ليتر، در اتوکلاو به مدت 

ناسب تغيير ن را بطور مگيرد. براي حجم هاي بيشتر از يک ليتر بايد چرخه استريليزاسيوبر سانتيمترمربع( انجام می

 دهد که مقادير بيشتر از دو ليتر محيطداد. اما چون اکثر مشکلات در استريليزاسيون محيط هاي کشت وقتی رخ می

 شود که مقادير زياد محيط کشت را در حجم هاي کوچکتر تقسيم نماييد.کشت بايد استريل شود، لذا توصيه می

نديکاتورهاي براي کنترل اتوکلاو از ا شار اتوکلاو بايستی بطور مداوم انجام گردد.کنترلی کيفی اتوکلاو ، کنترل دما و ف

نند اسپور کاز انديکاتورهاي بيولوژيکی که جهت کنترل کارائی اتوکلاو استفاده می کنند.استفاده می TST شيميائی

Bacillus Stearothermophilus می باشد.توان نام برد که بصورت تجاري قابل دسترس را می 

 ب( استريليزاسيون با صافی غشايی:

از صافی غشايی براي استريل کردن محيط هاي کشت و ترکيبات حساس به حرارت استفاده می شود. استريليزاسيون 

 66/1بوسيله صافی غشايی تحت شرايط خلاء يا افزايش فشار انجام می پذيرد. از غشاء ها و صافيهاي با قطر منفذ 

ر استفاده نماييد. اين فيلترها بايد قبل از استفاده، در اتوکلاو استريل شوند. در مورد غشاء ها و ميکرومت 44/1يا 

صافيهايی که در بسته بنديهاي استريل به فروش می رسند، به دستورالعمل سازنده مراجعه نماييد. قسمت هاي 

 استريل نماييد. C ° 060قه در دماي دقي 04مختلف دستگاه صافی را با صافی يا بدون صافی در اتوکلاو به مدت 

 

 آماده سازي جهت مصرف:

برسد، سپس با رعايت شرايط آسپتيک در  C °41بعد از استريليزاسيون، اجازه دهيد دماي محيط کشت به حدود 

تقسيم نکنيد. مکمل هاي حساس  C °41ظروف نهايی تقسيم نماييد. هيچ وقت محيط کشت را در دماي بالاتر از 

رسيد، به آن اضافه شوند. اجازه دهيد دماي  C °41و حرارت بايد بعد از اين که دماي محيط کشت به حدود به گرما 

مکمل )ساپلمنت( استريل قبل از اين که به محيط کشت اضافه شود، به دماي اتاق برسد. سپس مکمل را با رعايت 
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نهايی که از قبل استريل شده اند،  شرايط آسپتيک به محيط کشت اضافه نموده، خوب مخلوط کنيد و در ظروف

 تقسيم نماييد.

 :پتري ديش

معمولاً پتري ديش ها را را با اتيلن اکسايد ويا  کيفيت پتري ديش هاي مورد استفاده در تهيه محيط نيز اهميت دارد.

اشعه گاما استريل می کنند. در صورت استفاده از پتري ديش هايی که با اتيلن اکسايد استريل شده باشند بايستی از 

زيرا اتيلن اکسايد داراي خاصيت مهار کنندگی براي ميکروارگانيسم ها می  بقاياي اين ماده بررسی شودوجود نظر 

در صورت استفاده از پتري ديش هاي شيشه اي بايستی از  د و می توان آن را با روش کروماتوگرافی اندازه گرفت.باش

ب از جنس قليائی ممکن است موج یاستفاده از پتري ديش هاي ليکات استفاده کرد.ياز جنس بروس یپتري ديش هاي

 آزاد سازي قليا در داخل محيط کشت گردد.

 :پارامترهاي فيزيکي

ابل معيارهاي ظاهري ق بررسی شوند.نيز از لحاظ فيزيکی و ظاهري قبل از استفاده، محيط کشت هاي تهيه شده بايد 

ضخامت محيط نيز اهميت  بررسی شامل وجود حباب، حفره، ناصافی سطح محيط، ترک خوردگی، يخ زدگی می باشد.

  .دباشميلی متر  1نبايد کمتر از ضخامت محيط هاي کشت پليتی  د.ردا

 

 نگهداري محيط هاي کشت تهيه شده:

نها کردن آ ذخيرهتشکيل دهنده محيط، نحوه نگهداري و  ءطول عمر محيط هاي کشت تهيه شده بستگی به نوع اجزا

تابش نور به محيط هاي کشت موجب تشکيل مواد  تمامی محيط هاي کشت بايد دور از نور نگهداري شوند. دارد.

درجه  4ي در دما یطول عمر اغلب محيط هاي کشت پليت مانند پراکسيداز می گردد. باکتريوستاتيک و باکتريسايد

سانتيگراد يک هفته می باشد ولی اگر در داخل کيسه هاي پلاستيکی بسته بندي شوند بطوريکه هوا داخل آنها نفوذ 

ی پايداري آنتطول عمر محيط هاي کشت حاوي آنتی بيوتيک بستگی به  هفته قابل مصرف هستند. 1-4نکند تا 

 از سوي در مجموع محيط هاي حاوي آنتی بيوتيک را در مدت يک هفته بايد مصرف کرد. بيوتيک موجود در آن دارد.

بدليل افزايش غلظت آنتی بيوتيک قدرت ، ديگر با گذشت زمان اينگونه محيط هاي کشت رطوبت خود را از دست داده

 2اگر پليت محيط کشت بيش از  د قبل از مصرف به دماي اتاق رساند.پليت ها را باي انتخابی آنها افزايش می يابد.
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در مقايسه با محيط هاي  اي محيط هاي کشت لوله ساعت در دماي اتاق باقی بماند براي مصرف مناسب نمی باشد.

-6درجه سانتيگراد نگهداري شوند  4اغلب اين محيط هاي کشت اگر در دماي  .دارندتري کشت پليتی عمر طولانی 

 ماه قابل مصرف می باشند. 1

فقط به مدت يکماه قابل نگهداري می باشند. محيط  SIMتايوگليکولات براث، اندول نيترات براث و  موارد استثناء:

هفته قابل نگهداري  6حاوي کربوهيدرات و مولرهينتون براث فقط به مدت  OF Mediumو  CTA Mediumهاي 

 می باشند.

 

 کشت هاي محيط استريليزاسيون در ممکن علل و تمشکلا خطاها، -1جدول 

 کلاتمش ممکن علل

 ناخالص آب 

 کشت محيط طبيعی غير تيرگی يا رنگ

(ABNORMAL COLOR/DARKENING) 

 کثيف ايشيشه ظروف 

 دهيدراته کشت محيط کيفيت افت 

 استريليزاسيون طی در نادرست يا زياد حرارت 

 PH انحراف و تغيير يا اشتباه PH 

 کشت محيط کامل نشدن حل 

 414 دماي در مدت نیلاطو سازي ذخيرهC 

 کشت محيط شدن منعقد يا لخته آن به )مکمل(ساپلمنت افزودن هنگام در کشت محيط بودن داغ

(COAGULATION) 

 کشت محيط شدن رگه رگه آگار شدن نيمسوز :سياه هاي رگه

(FLECKS IN CULTURE MEDIUM) آن به)مکمل( ساپلمنت افزودن هنگام در آگار تقريبی شدن سرد :روشن هاي رگه 

 کثيف ايشيشه ظروف يا ناخالص آب

(INCORRECT PH) نادرست PH 

 استرايليزاسيون طی در زياد حرارت

 414C دماي در مدت نیلاطو سازي ذخيره يا مجدد ذوب

 شيميايی آلودگی

 متر PH نادرست کاليبراسيون

 کشت محيط کامل نشدن حل

 644C يلابا دماي در PH گيري اندازه

 دهيدراته کشت محيط کيفيت افت

 دهيدراته کشت محيط عمر نيمه از بيش يا نادرست سازي ذخيره

 ظروف يا آب پايين کيفيت

 استريليزاسيون طی در اندازه از بيش حرارت

(TOXICITY) سمّيت 
 دهيدراته کشت محيط کيفيت افت

 خورشيد مستقيم نور معرض در قرارگيري

 شده اضافه مکمل اشتباه حجم

 تکلامش ممکن علل

 کدورت يا رسوب ايجاد استريليزاسيون طی در اندازه از بيش حرارت
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 414C (PRECIPITATION/TURBIDITY) از بيش مذاب حالت در (ساعت 4 از بيش) مدت نیلاطو سازي ذخيره

 دهيدراته کشت محيط کيفيت افت 

 PH اشتباه 

 کثيف ايشيشه ظروف يا ناخالص آب

 کشت محيط کامل نشدن حل

 آن به مکمل افزودن هنگام در کشت محيط بودن داغ

 ظروف يا آب پايين کيفيت

 )پايين PH مقاير در ويژه به) اندازه از بيش حرارت

 AGAR) (SOFT آگار بودن شل

 پايين PH با کشت محيط در اسيد هيدروليز

 نادرست کردن مخلوط يا توزين

 آگار کامل نشدن حل

 آب نادرست حجم

 کشت محيط هايمکمل يا تلقيح مايه با زياد سازي رقيق

 414C دماي در مدت نیلاطو سازي ذخيره

 نادرست کردن مخلوط يا توزين

 خواص روي اثر يا ضعيف باکتريولوژيک رشد

 افتراقی /انتخابی

 آلوده ظروف يا آب

 ظروف يا آب در مهارکننده مواد

 دهيدراته کشت محيط کيفيت افت

 آن به مکمل افزودن هنگام در کشت محيط بودن داغ

 آن روي بر نمونه کشت هنگام در کشت محيط بودن داغ

 کشت محيط مدت نیلاطو سازي ذخيره

 کشت محيط سطح حد از بيش شدن خشک

 کشت محيط کامل نشدن حل

 PH انحراف و تغيير و کشت محيط تيرگی

 مدت طوالنی و اندازه از بيش حرارت

 پايين PH مقاير در ويژه به اندازه از بيش حرارت

 AGAR) (SOFT آگار بودن شل

 پايين PH با کشت محيط در اسيد هيدروليز

 نادرست کردن مخلوط يا توزين 

 آگار کامل نشدن حل

 آب نادرست حجم 

 کشت محيط هايمکمل يا تلقيح مايه با زياد سازي رقيق 

 414C دماي در مدت نیولاط سازي ذخيره 
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 :نترل کيفي محيط هاي کشت ميکروبيک

 اصطلاحات مربوط به سويه هاي ميکروبی کنترل

اده استف(: ميکروارگانيسمی که براي ارزيابی عملکرد ميکروبی محيط کشت Control Strainسويه کنترل ) -

 شود.می

(: ميکروارگانيسمی که حداقل تا سطح جنس و گونه شناسايی شده و بر Reference Strainسويه مرجع ) -

 اساس ويژگی ها و ترجيحاً منشا آن، فهرست بندي و تعريف شده است.

(: کشت هاي بدست آمده از پاساژ سويه مرجعی که از مراکز بين Reference Stocksذخيره هاي مرجع ) -

 لمللی تهيه شده است.ا

(: کشت مجددي که از کشت هاي ذخيره جهت کنترل کيفيت محيط Working Stocksذخيره هاي کاري ) -

 هاي کشت استفاده می شود.

 

 :منبع سويه هاي کنترل

 می باشند  ATCC ،از آنها نام برده شده است 6همه سويه هاي کنترل که در جدول 

.(American type culture collection)  اين سوشها، حداقل سوشهايی هستند که بايد براي ارزيابی هر محيط

 Nationalاند از سويه هاي ی توارگانيسم هاي مورد استفاده براي اهداف کنترل کيفی م کشت استفاده شوند.

collection وعه اي باشد. سويه هاي ديگري نيز ممکن است توسط سازنده محيط کشت به کار رود که شامل مجم

( يا بدست آمده از نمونه هاي بيمار می باشد که مختص هر آزمايشگاه بوده و Wild strainاز سويه هاي وحشی )

 د.نبيشتر به کار می رو هاي براي انجام آزمايش

 

 روش انجام آزمون کنترل کيفيت محيط هاي کشت

 :تهيه سوسپانسيون ميکروبي

کلنی ايزوله را در  1-4بلادآگار تهيه کنيد. بعد از انکوباسيون پليت يک کشت از ارگانيسم کنترل کيفی روي پليت 

تا سوسپانسيون ميکروبی حاصل شود و آن را براي  داستريل حل نمايي (TSB)مقدار کمی تريپتيکيس سوي براث 
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يم مک )استاندارد ن سپس کدورت آن را با استاندارد نيم مک فارلند تنظيم کنيد. چهار يا پنج ساعت انکوبه نماييد.

 ناتومتر می باشد(  0/1تا  12/1، داراي جذب nm 664فارلند در طول موج 

سوسپانسيون ميکروبی مطابق با کدورت نيم مک  ،به جاي اين روش می توان مستقيماً از کلنی هاي ايزوله روي پليت

ميلی ليتر سرم فيزيولوژي استريل  1-4 ساعته را در 64کلنی ايزوله روي پليت  1-4فارلند تهيه کرد. بدين ترتيب که 

شود، بايد  تهيهميکروبی حل کرده و کدورت آن را با نيم مک فارلند تنظيم نماييد. با هر روشی که اين سوسپانسيون 

 )مطابق با استاندارد نيم مک فارلند(. باشد.داشته کلنی  CFU/ml 201-701حاوي کدورتی 

 

 (Performance testing)عملکردي محيط کشت  هاي بررسي آزمايش

 مانند بلاد آگارکشت پليتي هاي  ( محيط Nutritional activityآزمايش ظرفيت مغذي بودن ) -0

 mlيا  lµ 01در نرمال سالين يا آب مقطر استريل رقيق نموده و مقدار  111به  1سوسپانسيون اوليه را به نسبت  

ت تعداد کلنی هاي مورد انتظار در هر پلي .کنيدسوسپانسيون رقيق شده را به محيط کشت مورد آزمايش تلقيح  10/1

(CFU/plate )401-101 .براي اجتناب از رشد زياد باکتري در بعضی از محيطهاي کشت انتخابی ممکن  می باشد

 .است نياز باشد که سوسپانسيون را ده بار رقيق تر تهيه نماييد

 

 مانند مکانکی آگار پليتي ظرفيت مهار کنندگي محيط هاي کشت انتخابيآزمايش  -6

      يا  lµ 01در نرمال سالين يا آب مقطر استريل رقيق نموده و مقدار  11به  1سوسپانسيون اوليه را به نسبت  

ml10/1 ر کلنی هاي مورد انتظار در هتعداد  .دسوسپانسيون رقيق شده را به محيط کشت مورد آزمايش تلقيح  کني

براي اجتناب از رشد زياد باکتري در بعضی از محيطهاي کشت انتخابی  می باشد. 401-410( CFU/plateپليت )

 ممکن است نياز باشد که سوسپانسيون ده بار رقيق تر تهيه شود.

 

  آزمايش محيط هاي کشت لوله اي -3

لقيح ت)بدون رقيق سازي( تهيه شده مطابق با نيم مک فارلند  سوسپانسيون اوليهاز  ml10/1 يا  lµ 01هر لوله بايد با 

 گاهی ممکن است به تلقيح کمتر يا بيشتر نياز باشد. شود.
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ان مبه طور نرمال  ز آمده است، انکوبه نماييد. 6محيط مورد آزمون را بعد از تلقيح تحت شرايطی که در جدول 

ساير محيط هاي و  آگار شکلات محيط. باشد می Cº 6±14ساعت در دماي  64-42 ساعت يا 02-64انکوباسيون، 

-64د و در فواصل زمانینانکوبه شو 6Co 42 -01کشت براي جداسازي انتخابی گونه هاي نيسرياي بيماريزا بايد در 

 ند.گردساعت بررسی  64-42ساعت وسپس  02

نياز  6Coغنی از  انکوباسيون در شرايط بی هوازي و ساعت 42براي باکتري هاي بی هوازي، کشتها عموماً به حداقل 

 دارند.

ساعت انکوبه  42به مدت  6Coروفيليک غنی از آئدر شرايط ميکرو Cº 46آگار، پليتها بايد در  در مورد کمپيلوباکتر

 شوند.

 

 هاي کشت براي آزمايشهاي بيوشيميايي کنترل محيط -4

 اين محيطها استفاده می کنيم.کنترل از سوسپانسيون ميکروبی رقيق نشده براي 

قرار  (، رطوبت و يا شرايط بيهوازي و درجه حرارت مناسب6Coاز نظر )تمام کشت ها را در شرايط لازم  ،پس از تلقيح

می دهيم. محيط هاي مناسب داراي  ساعت( آنها را مورد بررسی قرار 42تا  64داده و پس از طی مدت زمان لازم )

د و در مورد محيطهاي انتخابی مهار ميکروارگانيسمهاي مورد نهاي باکتريهاي مورد نظر می باشکلنی از رشد کافی 

 نظر بايد مشخص باشد.

 

 هاي ساخته شده تجاري )آماده مصرف(: کنترل محيط

همچنين هيچ نشانه اي از خشک شدن اطراف ، رطوبت: محيطهاي کشت بايد بدون هر گونه رطوبت اضافی بوده -0

 د مشاهده گردد.محيط کشت نباي

 سترون بودن: محيطهاي کشت بايد عاري ازآلودگی باشند. -6

يچگونه بايد هند و محيطهاي کشت ديگر نرنگ: محيطهاي کشت آگار خوندار نبايد هيچ نشانه اي از هموليز داشته باش

 تغيير رنگ غير طبيعی داشته باشند.
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 :هاي کشت( هاي کشت )استريل بودن محيط بررسي آلودگي محيط

 12-4عدد يا کمتر باشد، بايد به تعداد  Lot ،011در صورتيکه تعداد پليت يا لوله تهيه شده در هر سري ساخت يا  

، 011هاي با تعداد بيش از  Lotبراي  روز انکوبه نمود. 6-4به مدت  Cº 17-14 دماي تهيه شده را درهاي محيط 

ونه . بعد از انکوباسيون هيچ گودته و در شرايط فوق انکوبه نمپليت يا لوله را به طور تصادفی برداش 01بايد به تعداد 

 رشد ميکروبی نبايد مشاهده شود.

 :تفسير نتايج

يک محيط کشت زمانی قابل قبول می باشد که با همه سويه هاي پيشنهادي براي آزمون محيط کشت که در جدول 

در مورد محيط هاي انتخابی،  بارز باشد. مشخص شده است، رشد کافی داشته و خصوصيات مورفولوژيکی کلنی ها 6

ی در بعض رشد بعضی از ارگانيسم هاي خاص مهار می شود، ضمن اينکه اجازه رشد کافی به سايرارگانيسم می دهد.

مثلاً در مورد کشت بلادآگار  آمده است، بايد ايجاد شود. 6موارد، واکنشهاي رنگی خاص يا هموليز همچنانکه در جدول 

مناسب ضروري است و يا براي محيط مکانکی آگار ايجاد واکنش هاي رنگی براي سويه هاي ميکروبی  ايجاد هموليز

 مشخص ضروري می باشد.

 

 :ساير معيارهاي تضمين کيفيت

 نيز بررسی شوند: موارد زيراز نظرمحيطهاي کشت آماده مصرف بايد 

 شکستگی ظروف پتري 

 پر شدن ناصاف پليتها 

  پليتهاترک خوردگی محيط کشت در 

 آگار( وجود هموليز )براي بلاد 

 يخ زدگی 

 کشت وجود مقدار زياد حباب يا حفره در سطح محيط 
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 2جدول 

 نتيجه قابل انتظار ارگانيسم هاي کنترلي انکوباسيون زمان کشت محيط

 ساعت 64 بايل اسکولين آگار

 S. faecalis استرپتوکوک فکاليس

 

 S. pyogenesزيوژنااسترپتوکوک پ

 محيط سياهرنگ می شود ،مثبترشد 

 

 رشد منفی

 بلاد آگار

 6COجار شمع دار 
 ساعت 64

 زيوژنااسترپتوکوک پ

Streptococcus pyogenes 
 

 S. pnemoniaeاسترپتوکوک پنومونيه

 رشد مثبت داراي هموليزبتا

 

 

 رشد مثبت داراي هموليز آلفا

 ساعت 64 شکلات آگار
 وانزالهموفيلوس آنف

Haemophilus influenzae 

 رشد مثبت

 لايزين دکربوکسيلاز

محيط بوسيله روغن استريل )

 (پوشانده ميشود

 ساعت 42

 S. typhimurium سالمونلا تايفی موريوم

 

 Shigella flexneri شيگلافلکسنري

 مثبت )بنفش رنگ می شود(

 

 منفی )بدون تغيير رنگ(

 اورنيتين

 )دکربوکسيلاز(
 ساعت 42

 S. typhimuriumسالمونلا تايفی موريوم

 

 K. pneumoniae کلبسيلا پنومونيه

 مثبت

 

 منفی

 نين يآرژ

 )دي هيدرولاز(
 ساعت 42

 S. typhimurium موسالمونلا تايفی موري

 

 Proteus mirabilisپروتئوس ميرابيليس

 مثبت

 

 منفی

 ساعت 64 ژلاتيناز

 E. coli اشرشيا کلی

 

 Bacillus subtilisباسيلوس سوبتيليس

 منفی

 

 مثبت

 يگلرآيرون آگاراکل

 
 ساعت 64

 Citrobacter frundiiسيتروباکتر فروندي

 

 S. typhimuriumسالمونلا تايفی موريوم

 

 Sh. flexneri شيگلا فلکسنري

 

 اسينتوباکتر کالکوستيکوس

Acinetobacter calcoaceticus 

 6A/A, SH + گاز

 

 6K/A, SH +يا بدون گاز  گاز

 

K/A 

 

 تغيير نمی کند

 آگار مک کانکی

 (همراه با کريستال ويوله)
 ساعت 64

 E. coli اشرشيا کلی

 

 Proteus mirabilisپروتئوس ميرابيليس

 

 S. faecalis استرپتوکوک فکاليس

 کلنی هاي قرمز رنگ

 

سوارمينگ بدون ، کلنی هاي بيرنگ

 خزش()

 

 رشد منفی

 

 مالونات

 

 ساعت 64

 E. coli اشرشيا کلی

 

 منفی )سبز رنگ(
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 مثبت )آبی رنگ( K. pneumoniaکلبسيلا پنومونيه

 ساعت 64 مانيتول سالت آگار

 S. aureus رئوسواستافيلوکوک ا

 

S. epidermidisاپيدرميديس يلوکوکاستاف 

 

 E. coli اشرشيا کلی

 کلنی هاي زرد رنگ

 

 کلنی هاي قرمز رنگ

 

 رشد منفی

MRVP 42 ساعت 

 E. coliاشرشيا کلی

 

 K. pneumoniaکلبسيلا پنومونيه

MR مثبت- VP منفی 

 

MR منفی- VP مثبت 

 ساعت 64 مولرهينتون آگار

 رئوسواستافيلوکوک ا

S. aureus ATCC 64961 

 

 سودوموناس آئروژينوزا

P. aeruginosa ATCC 67241 

 E. coli ATCC 64966اشرشيا کلی 

عدم رشد قابل قبول هاله به جدول ميزان 

 در بخش آنتی بيوگرام مراجعه شود

 ساعت 64 ثنيترات برا

 E. coli اشرشيا کلی

 

 کالکوستيکوس اسينتوبا کتر

Acinetobacter calcoaceticus 

 مثبت

 

 منفی

 ساعت 64 ل(وآب پپتونه )اند

 E. coli اشرشيا کلی

 

 K. pneumoniae کلبسيلا پنومونيه

 مثبت

 

 منفی

 ساعت 64 آلانين دآميناز لفني

 E. coli اشرشيا کلی

 

 mirabilis. P  ميرابيليسپروتئوس 

 منفی

 

 مثبت

 (S.Sشيگلا آگار ) سالمونلا

 دزوکسی کلات سيترات آگار يا
 ساعت 64

 E. coli اشرشيا کلی

 

 سالمونلا تايفی موريوم

Salmonella typhimurium 
 

 نتروکوليتيکاا يرسينيا

Yersinia enterocolitica 
 

 Shigella flexneri شيگلا فلکسنري

 منفی

 

 بيرنگ کلنی هاي

 

 

 کلنی هاي بيرنگ

 

 

 کلنی هاي بيرنگ

 سلنيت برات

(SF) 
 ساعت 64

 S. typhimurium سالمونلا تايفی موريوم

 

 E. coli اشرشيا کلی

 بعد از کشت مجدد رشد می کند

 

 بعد از کشت مجدد رشد نمی کند

 ساعت 42 سيمون سيترات
 E. coli  اشرشيا کلی

 

 رشد منفی
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درپيچ شل در  )در لوله هاي با

 گذاشته شود( انکوباتور

 رنگ آبی -رشد مثبت K. pneumoniaکلبسيلا پنومونيه

TCBS ساعت 64 آگار Vibrio SPP 

 

 کلنی هاي زرد رنگ

 

 تاير مارتين
 

 ساعت 64

 نايسريا مننژيتيديس

)6Neisseria meningitidis (CO 

 

 N. Gonorrhoeaeنورهونايسريا گ

 

 E. coliاشرشيا کلی

 

 رشد مثبت

 

 رشد مثبت

 

 رشد منفی

 تايوگليکولات براث

Thioglycollate 

broth 

 ساعت 64

 باکتروئيدس فراجيليس

Bacteriodes fragilis 

 رشد مثبت

TSI 

 سانتی متر باشد 1عمق محيط بايد 

 گذاري شود( ودرپيچ شل اتو )با

 ساعت 64

 سيتروباکتر فروندي

Citrobacter frundii 
 

 S. typhimuriumسالمونلا تايفی موريوم

 

 Sh. flexneri شيگلا فلکسنري

 

 اسينتوباکتر کالکوستيکوس

Acinetobacter calcoaceticus 

 6A/A, SH + گاز

 

 

 6K/A, SH +يا بدون گاز  گاز

 

K/A 

 

 تغيير نمی کند

 ساعت 64 محيط اوره

 E. coliاشرشيا کلی 

 

 P. mirabilis پروتئوس ميرابيليس

 منفی

 

 صورتی، مثبت
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 روش هاي تهيه گسترش و رنگ آميزي

درون پروتوپلاست باکتري ها موادي وجود دارد که ضريب شکست نوري و دانسيته آن ها نسبت به محيط اطراف 

 ،متفاوت است. اين تفاوت آن اندازه نيست که تنها با استفاده از ميکروسکوپ هاي نوري معمولی و بدون رنگ آميزي

ول روش تمام سل پايه هر ذا چندين روش گوناگون رنگ آميـزي ابداع شده تا بتـوان برقابل مشاهـده باشد، ل باکتري

رنگ آميزي به عنوان نخستين قدم در تشخيص باکتري  را مطالعه نمود. می توان از آنباکتـري و يا قسمت هايی از 

 ها استفاده کرد. 

 طالعه باکتري:م  

موارد در آزمايشگاه هاي  ميکروسکوپ ديده می شوند. در بيشتر باکتري هاي رنگ آميزي نشده به سختی در زير

ميکروب شناسی مشاهده دقيق باکتري ها، بررسی هاي مورفولوژيک و يا تعيين اندازه باکتري اهميت زيادي دارد و در 

اکتري ی بتمام اين موارد لازم است که از ميکروارگانيسم گسترش تهيه کرده و با روش هاي انتخابی رنگ آميزي نمود.

( تهيه و سپس بر حسب Smear) جريان رنگ آميزي کشته می شوند. براي رنگ آميزي بايد از باکتري گسترشر ها د

 روش رنگ آميزي، باکتري را رنگ نمود.  

 

 (: (smearتهيه گسترش

 انتقال باکتري بر روي لام:  -1

قطره محيط مايع يا جامد )با روش عنوان شده در و يک لزوم(  )در صورتنخست لام را با الکل و دستمال تميز کرده 

. اگر اين لايه ضخيم باشد نور به خوبی از آن عبور شود زير( را بر روي لام قرار داده و به صورت لايه اي نازک پخش

 هميدان ديد ميکروسکوپی تاريک به نظر می رسد. برداشت از محيط مايع و جامد به منظور تهيه گسترش ب نکرده و

 زير است.صورت 

 برداشت از محيط مايع: -الف

لوپ را روي شعله استريل کرده و براي مدتی  نخستاگر هدف تهيه گستره از باکتري رشد کرده در محيط مايع باشد  

خارج از شعله نگه داشته تا خنک شود. به کمک لوپ از داخل محيط کشت مايع مقداري باکتري خارج و بر روي لام 
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 دورانی از مرکز به شکل بيضی و با رعايت فاصله مناسب از لبه هاي لام پخش نماييد. لوپ را فورأ و با حرکت ادهد قرار

 با شعله استريل کنيد. ،انتقال باکتري بر روي لام بعد از

 برداشت از محيط جامد: -ب

را برداشته  باکتريروي شعله استريل شده يک کلنی  لوپی که با استفاده از يک قطره سرم فيزيولوژي روي لام ريخته و

سی اشد بررب تر تر و يکنواخت چه گستره نازک . هرشود پخش قطره روي لام سوسپانسيون يکنواختی تهيه و در و

 صورت می گيرد. تر ميکروسکوپی آن راحت

 

 :(Drying)خشک کردن  -2

بهتر است لام را  شود.می مجاورت هوا خشک  دردقيقه  0-6سوسپانسيون مدت  ،روي لام دادن باکتري بر قرار بعد از

رش گست براي خشک کردن لام نبايد از شعله استفاده نمود. کرد. دست زدن به آن پرهيز از داده و صورت مايل قراره ب

 مورد نظر بايد کاملأ خشک گردد.

 

 :((Fixationثابت کردن  -3

روي لام ثابت شود.  نمونه بر استالزامی حين رنگ آميزي  شدن نمونه در کندهخشک شدن براي جلوگيري از  پس از

ی م حرارت يا الکل استفاده فيکس کردن نمونه نام دارد. روش هاي فيکس کردن متنوع بوده ولی معمولا از کاراين 

وي ر داده می شود. وظيفه شعله چسبانيدن گسترش بر روي شعله عبور لام سه مرتبه ازپشت  روش حرارت، شود. در

ه ب شودداده شد با پشت دست حرارت لام امتحان  روي شعله عبور اين که لام سه مرتبه ازپس از  لازم است لام است.

نه دن نمواصورت کم حرارت د درا گونه اي که گرما احساس شود اما اين حرارت نبايد خيلی کم و يا سوزاننده باشد زير

 می کند.  صورت زياد حرارت دادن مورفولوژي باکتري تغيير فيکس نشده و در

 

 

 

 



28 
 

 (:(Stainingرنگ آميزي  -4

بافت ها را رنگ آميزي کند بايد افزون بر ريشه رنگی که آن را کروموژن  که يک ماده رنگی بتواند باکتري ها و براي اين

ت ماده رنگی را داراي بار الکتريکی مثب می نامند ريشه ديگري نيز داشته باشد که پس ازحل شدن در آب يونيزه شده و

 اگزوکروم می نامند. را ريشه اينيا منفی نمايد تا بتواند با مواد اسيدي يا بازي سلول ها ترکيب شود که 

 ازي ب با مواد والکتريکی منفی باشند، به نام رنگ هاي اسيدي معروفند  رنگ هايی که پس از يونيزه شدن داراي بار

 لکتريکی مثبت دارند ترکيب می شوند مانند ائوزين.ها که بار ا سلول

الکتريکی مثبت باشند به نام رنگ هاي بازي معروفند ومی توانند با مواد  رنگ هايی که پس از يونيزه شدن داراي بار

 منفی دارند ترکيب شوند مانند بلودومتيلن. اسيدي سلول ها که بار

رکيبی باکتري ها ميل ت ،ستاجود دارد که داراي بار الکتريکی منفی زيادي اسيد نوکلئيک و چون درسيتوپلاسم مقدار

رنگ هاي اسيدي براي رنگ آميزي باکتري ها استفاده نمی شود ولی براي رنگ  زيادي به رنگ هاي بازي دارند. از

 ند.             اکردن زمينه گسترش مناسب 

ه باکتري ها استفاد ويژههاي کشت  تهيه محيط رشد و زاز بعضی مواد رنگی می توان براي از بين بردن، جلوگيري ا

 نمود.

 (Complex) مرکب مراحل رنگ آميزي به دو دسته رنگ آميزي ساده و روش هاي رنگ آميزي براساس تعداد رنگ و

 :تقسيم می شوند

 :رنگ آميزي ساده -الف

تعداد  ،می توان به وجود. دنمی شوديده  و همه باکتري ها به يک رنگ يک ماده رنگی استفاده از تنهادراين روش 

 باکتري پی برد.  شکلنمونه و به  تقريبی سلول باکتري در

 :رنگ آميزي مرکب -ب

می شود. يکی به عنوان رنگ اصلی و ديگري به عنوان رنگ مخالف  در اين روش از دو يا چند ماده رنگی استفاده

(Counter stainبه کار ) گوناگونی براي رنگ آميزي باکتري ها به روش مرکب وجود دارد  می رود. روش هاي بسيار

 .است (Gram)کاربردي ترين آن ها رنگ آميزي گرم  ترين و که مهم
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 :مکانيسم رنگ آميزي گرم

رم باکتري ها که گ دو گروه ميکروارگانيسم ها را مشخص می کند. گروهی ازديواره در بين  شيميايی اين روش تفاوت

 ،زينتيجه رنگ آمي و گروهی که گرم منفی هستند و در می شوندمثبت ناميده شده و پس از رنگ آميزي بنفش رنگ 

 رنگ می شوند.  قرمز

نگامی که ه و تثبيت رنگ ها،با رنگ هاي پارا روزانيلين مانند کريستال ويولت  پس از رنگ آميزي باکتري ها بيشتر

 حالی که گروهی از نمی دهند در گيرند رنگ خود را از دست رنگ بر مانند الکل يا استون قرار در معرض ترکيبات

رم گ نموده،حفظ  رنگ خود را مرحله رنگبري، گردند. باکتري هايی که پس از اين مرحله رنگبري می باکتري ها در

 ديده شدن باکتري هاي بدون رنگ مثبت و باکتري هايی که بی رنگ می شوند گرم منفی نام می گيرند. براي بهتر

اول متفاوت باشد در اين حالت باکتري هاي گرم منفی با رنگ دوم  رنگ استفاده کرد که بادوم رنگ  می توان از

 رنگ می شوند.  )سافرانين( قرمز

اره ومکانيسم رنگ آميزي گرم تا کنون به طور کامل شناخته نشده و به نظر می رسد که تنها ترکيبات شيميايی دي

ی که داراي ديواره سلولی ضخيم که سلول هاي مخمر سلولی بيان کننده چگونگی رنگ آميزي گرم باشد. به علت اين

 یم لحاظ ساختمان شيميايی با باکتري هاي گرم مثبت متفاوتند( دراين رنگ آميزي گرم مثبت )هرچند که از هستند

ي پوشش منافذ و قابليت نفوذ پذير مانند ضخامت ديواره سلولی،می رسد که پديده هاي فيزيکی  اين به نظر گردند بنابر

اين زمينه وجود دارد که  در هم چنين چند فرضيه ديگراهميت داشته باشند. در رنگ آميزي گرم نيز سالم سلول 

 توضيح داده می شود.

باکتري هاي  جدار د که ازمولکول درشتی را به وجود می آورن داخل باکتري ها با هم ترکيب شده و يد در ويوله و -0

گرم مثبت نمی تواند خارج شود ولی از جدار باکتري هاي گرم منفی که قابليت نفوذ بيشتري دارد به آسانی خارج می 

 شوند.

استون -فوذ الکلن ازموکوپپتيد تشکيل شده که پپتيدوگليکان و يا  ديواره باکتري هاي گرم مثبت از قسمت بيشتر -6

 باکتري خارج شود. درصورتی ويوله نمی تواند درآن حل شده و ازکريستال و مولکول  گيري کردهجلوبه داخل باکتري 

استون -لکلا تحت تاثير ليپوپروتئين تشکيل شده که اگر باکتري هاي گرم منفی از ديواره سلولی که قسمت بيشتر
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 ويوله و کريستالاکتري شده، مولکول اين مواد داخل ب گيرد، قابليت نفوذ بيشتري پيدا می کند و )حلال چربی( قرار

 باکتري خارج می نمايند. از خود حل کرده و يد را در

ي اهميت زياد تشخيص مقدماتی باکتري ها باکتري شناسی است و در ميزي درآترين روش رنگ ي اين روش کاربرد

 دارد.

 ترکيبات رنگ آميزي گرم:

 کريستال ويوله: رنگ اوليه يا رنگ اصلی

 (Mordant)رنگ دندانه   لوگل(:محلول يد) 

 ((Decolorizerالکل استون: رنگ بر

 ( (counter stainسافرانين: رنگ دوم 

 روش کار:

 دقيقه 0 ← فيکس شده ريختن رنگ کريستال ويوله روي گسترش -0

 شستشو با آب -6

 دقيقه 0 ←لوگل بر روي گستره ريختن  -1

 شستشو با آب  -4

ثانيه. اين مرحله اهميت فراوانی دارد چرا که کمتر يا بيشتر شدن زمان کاملأ در  xاستن به مدت -رنگ بري با الکل -4

ز ا گرفته و لام را کمی شيب دار نتيجه رنگ آميزي اختلال ايجاد می کند. می توان به جاي انتخاب زمان رنگ بري،

ارج ديگر رنگ بنفش خ ،ريخت تا حدي که از گسترش شگستراستن را قطره قطره روي -قسمت بالاي گسترش الکل

 نشود. 

 شستشو با آب -6

 ثانيه 11-41 ←سافرانين  ريختن -7

 بشستشو با آ -2

  )لازم به ذکر است که از هر مرحله به مرحله بعد نيازي به خشک کردن لام نيست.(

 )استفاده از کاغذ خشک کن( Blottingيا با روش  مجاورت هواي آزمايشگاه و خشک کردن لام درمرحله پايانی، 
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 دستورالعمل رنگ آميزي گرم

    اصول:

در آزمايشگاه ميکروب شناسی بالينی، رنگ آميزي گرم آزمايشی مهم براي تشخيص احتمالی سريع عوامل عفونی 

است و کيفيت نمونه هاي بالينی را ارزيابی می کند . اين آزمايش براي طبقه بندي باکتري ها بر اساس شکل، اندازه، 

  مورفولوژي سلول و واکنش گرم آنها به کار می رود. 

گسترش هايی که رنگ آميزي گرم شده اند، با در نظر گرفتن مشخصه هاي رنگ آميزي ، اندازه، شکل و آرايش  تفسير

سلول صورت می گيرد. اين مشخصه ها ممکن است بوسيله بسياري از فاکتورها مانند مدت زمان ماندگی پليت ها، 
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نده تحت تأثير قرار بگيرند. براي تفسير محيط کشت، اتمسفر انکوباسيون ، روش رنگ آميزي و وجود مواد مهارکن

اسميرهاي تهيه شده از نمونه هاي بالينی مانند خلط، به وجود عوامل اضافی مانند انواع سلول هاي ميزبان و فاگوسيتوز 

 نيز می بايست دقت نمود . 

  

 نمونه: 

اي رشد کرده روي محيط کشت اسمير براي رنگ آميزي گرم ممکن است از نمونه هاي بالينی، محيط براث يا کلنی ه

ساعت( از محيط هاي غيرمهارکننده ، صحيح  64جامد تهيه شود. نمونه هاي بالينی تازه وکشت هاي تازه )کمتر از 

 براي برخی بررسی هاي مورفولوژيکی، اسمير تهيه شده از کشت براث مورد نياز می باشد.  ترين نتايج را می دهند؛

  

 مواد:

 معرف ها   -0

 ممکن است به صورت تجاري خريداري شوند يا در آزمايشگاه تهيه گردند.معرف ها 

  Hucker's modification الف( 

  کريستال ويوله 

  يد 

  يد خاصيت خورندگی دارد. از استنشاق، خوردن يا تماس آن با پوست خودداري کنيد.احتياط:                

 رنگ برها 

  2 94  اتانول  نگ بر:ر کندترين  (0

 reagent gradeاستون ) ml 011  و  942اتانول   ml  011 از مخلوطی الکل؛ ـ استون: متوسط بر رنگ  (6

( را در بطري شيشه اي قهوه اي رنگ ترکيب کنيد، با يک سال تاريخ انقضاء، برچسب بزنيد و در حرارت اتاق 

 نگهداري کنيد.

 ( reagent grade)  استون: بر رنگ ترين سريع  (1
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 اتانول و استون قابل اشتعال هستند. احتياط:               

        

 Counterstains  )رنگ متقابل( 

  سافرانين  (0

 ( 2 0/1يا  2 6/1) بازي فوشين  :جايگزين طور به  (6

   

 Kopeloff's modification for anaerobes ب( 

 Carbol-fuchsin−basic fuchsin counterstain ج( 

  

 مواد مورد نيازوسايل و  -6

 اي شيشه لام  (mm74×64) 

 24/1 2  NaCl  استريل  

 استريل چوبی اپليکاتور و پاستور پت پی 

 سازي تلقيح آنس شناسی، ميکروب لوپ  

 Safety box  براي دور ريختن زباله بيولوژيک شامل وسايل نوک تيز 

 ايمرسيون روغن 

  

 تجهيزات -1

 تريلقيچی، اسکالپل و پنس اس ، لوله درپيچ دار استريل ، ورتکس ، سانتريفوژ : موارد اختياري با توجه به نوع نمونه 

 خالص متانول و  خردکن بافت، 

  

در بطري هاي درپيچ دار قهوه اي ذخيره کنيد. ذخيره کاري را می توان در ظروف پلاستيکی براي  متانول رانکته: 

 حداکثر دو هفته ذخيره نمود .
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 کنترل کيفي: 

 معرف ها را از نظر ظاهري بررسي کنيد.روزانه  (0

 به ها معرف که زمانی حتی کنيد، صاف را آن استفاده از قبل شده، نشين ته يا کرده رسوب ويوله کريستال اگر  -0

 .شوند می خريداري تجاري صورت

 رنگ انجام بعضی رنگ ها، خصوصاً فوشين بازي و سافرانين می توانند آلوده شوند. در صورت شک به آلودگی ،  نکته:

 .  ميگردد توصيه تازه معرف از استفاده با آميزي

تبخير شدن مواد ممکن است کارايی و تأثير معرف ها را دگرگون کند. اگر محلول هاي کاري با مصرف روزانه تمام  -6

 شوند، بايد به طور منظم تعويض شوند.نمی 

  

 اشريشيا کلي به طور روزانه و زماني که يک سري ساخت جديد استفاده مي شود، گسترشي از (6

(ATCC 22922 و )استافيلوکوك اپيدرميديس (ATCC 12221 و يا )استافيلوکوك اورئوس 

(ATCC 22923تهيه و فيکس کرده و مطابق روش فوق رنگ آميزي کنيد ). 

  

  پررنگ بنفش مثبت، گرم هاي کوکسی - صورتی منفی، گرم هاي باسيل -  :انتظار مورد نتايج 

بعنوان روش کنترل کيفی جايگزين پيشنهاد ميشود با يک اپليکاتور چوبی از بين دندان ها نمونه گيري شود؛ توجه:

 هم ارگانيسم هاي گرم مثبت و هم گرم منفی وجود خواهد داشت. 

 تهيه اسلايد رنگ آميزي گرم نامناسب مي گردند:  موجب که رايجي علل از برخي (1

o اند نشده زدايی چربی يا تميز قبلا که اي شيشه هاي لام از استفاده. 

 الکل استفاده، از قبل. بود خواهيم مطمئن آنها بودن تميز از  942با ذخيره لام ها در ظرف حاوي اتانول  :توجه

 لام خالی کنيد يا آن را روي شعله بگيريد.  روي  از را اضافی

o .گسترش ها خيلی ضخيم تهيه شده است 

o .حرارت دادن زياد گسترش، زمانی که براي فيکس کردن از حرارت ا ستفاده می شود 

o  آب کشی زياد در طی فرايند رنگ آميزي 
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 د.برقرار کنيبراي اطمينان از صحت تفسير، سيستمي براي بررسي گزارش هاي رنگ آميزي گرم  (4

 بررسی روزانه تعدادي از رنگ هاي گرم توسط سوپروايزر -

   گرم آميزي رنگ هاي گزارش با نهايی کشت نتايج مقايسه  -

  آموزش براي مرجع هاي لام از اي مجموعه گردآوري  -

  

 روش انجام آزمايش: 

A. تهيه اسمير 

اسمير مناسب بايد لايه اي از ارگانيسم ها با تراکم مناسب براي مشاهده آسان ايجاد نمايد. پراکندگی ارگانيسم ها می 

 بايست به نحوي باشد که آرايش آنها مشخص شود. براي تهيه اسمير از لام هاي شيشه اي نو و تميز استفاده نماييد. 

يه اسمير و تلقيح محيط کشت استفاده می کنيد، هميشه قبل از تهيه زمانی که از يک پی پت يا سواب براي ته نکته:

 اسمير، ابتدا محيط کشت را تلقيح کنيد.

 :باليني هاي نمونه -1  

 ضروري است .  از دستکش لاتکس در زمان کار روي نمونه هاي بالينی : استفادهنکته 

aگانه براي تهيه اسمير آماده شود .جدا سواب يک بايد ترجيحاً : . نمونه هاي دريافت شده روي سواب 

 امل سرتاسر در را سواب آرامی به باکتريايی، آرايش رفتن بين از و سلولی عناصر تخريب از جلوگيري جهت  (0

 . بچرخانيد

. کنيد ورتکس را آن و داده قرار سالين کمی مقدار در را سواب شود، می دريافت سواب يک فقط که مواردي در  (6

يواره داخلی لوله بفشاريد و آن را براي تهيه گسترش به کار ببريد. از باقيمانده سوسپانسيون براي تلقيح د به را سواب

   محيط کشت استفاده کنيد.

  

b نمونه هايی که روي سواب دريافت نمی شوند شامل: آسپيره ها، ترشحات، چرک، مدفوع . 

ی آن را در يک لوله استريل بريزيد. در صورت کافی بودن تمام ابتدا باشد، شده دريافت سرنگ يک در نمونه اگر ( 0

 حجم نمونه آن را ورتکس کنيد.
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 سرنگ هاي همراه سوزن را ، نپذيريد. به کارکنان مربوطه جداسازي ايمن سوزن ها را آموزش دهيد . نکته:

نيد. مونه را انتخاب کن  خونی يا چرکی هاي قسمت استريل سيمی لوپ يا پت پی اپليکاتور، يک از استفاده با  (6

نمونه هاي خيلی غليظ يا نمونه هاي چرکی را می توان در يک قطره سالين روي لام رقيق نمود تا تهيه اسمير آسان 

 تر شود.

 . شود ايجاد نازک لايه يک تا کنيد پهن لام از بزرگی منطقه روي را نمونه  (1

   

.c CSF و ساير مايعات بدن که نياز به سانتريفوژ دارند 

 Cytopsin Slide Centrifuge از اسمير تهيه و بدن مايعات تغليظ براي است ممکن آزمايشگاهها از بعضی        

استفاده کنند. اين روش به افزايش حساسيت رنگ گرم ،کاهش زمان سانتريفوژ و دسترسی سريعتر به نتيجه کمک 

 می نمايد.

 ml( بعد از انجام سانتريفوژ، با استفاده از پی پت استريل، محلول رويی را به يک لوله استريل منتقل کنيد، حدود  0

 را به عنوان رسوب باقی بگذاريد. 4/1

 .ماييدن مخلوط کاملا آنرا استريل پاستور پت پی يک از کردن خارج و داخل بار چند با يا کرده ورتکس را رسوب  ( 6

 ب را روي يک لام تميز قرار دهيد.رسو از کوچک قطره يک پاستور پت پی از استفاده با  ( 1

 . شود خشک هوا مجاورت در تا دهيد اجازه. نکنيد پخش را قطره  ( 4

  

.d نمونه هاي ادرار 

 .کنيد مخلوط خوبی به را نمونه. نکنيد سانتريفوژ   (0

 .نکنيد پخش را قطره. دهيد قرار لام روي را قطره 0 استريل پاستور پت پی يک از استفاده با  (6

 . شود خشک هوا مجاورت در قطره دهيد اجازه  (1

  

 

e:مواد خشک يا مقادير خيلی کم نمونه هاي بالينی . 

 سالين استريل حل کنيد. در صورت نياز ورتکس نماييد.ميلی ليتر  4/1 در را نمونه  (0
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 . دهيد قرار لام روي را قطره 0 استريل پاستور پت پی از استفاده با  (6

 پی پت، قطره را پخش کنيد تا لايه نازکی ايجاد شود. نوک از استفاده با  (1

  

 

.f بيوپسی ها و برش هاي بافت 

 ground( و/يا نمونه خرد شده )touch prep) نمونه سطح با اسلايد مستقيم تماس از حاصل نمونه تهيه    

specimen) 

 از قيچی يا اسکالپل استريل خرد کنيد.(بافت را با استفاده 0

( تهيه کنيد. با استفاده از پنس استريل touch prep( نمونه اي حاصل از تماس مستقيم اسلايد با سطح نمونه )6

قطعه ها را نگه داريد و کناره هاي يک يا تعداد بيشتري از قطعات خرد شده را با اسلايد شيشه اي استريل تماس 

 آسانتر تماس ها را با هم دسته بندي کنيد.دهيد، براي بررسی 

سانتی متري پخش  4/6( براي نمونه هاي تماسی يکنواخت، يک قطره را روي اسلايد قرار دهيد و به اندازه يک دايره 1

 کنيد.

  

 کشت هاي براث:  -2

ه گسترش تهي براي جلوگيري از مخلوط شدن نمونه هاي مختلف روي يک لام ، توصيه می شود روي هر اسلايد، يک

 شود.

  

a با استفاده از پی پت پاستور استريل )يا يک سوزن منفذدار، براي ظروفی مثل بطري هاي کشت خون، جهت .

 جلوگيري از آلودگی با سوزن و سرنگ( يک قطره روي لام قرار دهيد. 

b .قطره را پخش کنيد تا لايه نازکی ايجاد شود . 

  

 :کلني از روي محيط هاي کشت جامد -3

 a.يک قطره سالين يا آب مقطر استريل روي لام قرار دهيد . 
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 b.مقدار کمی از کلنی را با يک اپليکاتور، آنس يا لوپ استريل برداريد . 

c .به آرامی مخلوط کنيد تا سوسپانسيون يکنواختی حاصل گردد . 

  

B:)فيکس کردن اسمير )گسترش . 

 شوند.اسميرها ممکن است با حرارت يا متانول فيکس 

   :حرارت  -0

a.اسمير را در مجاورت هوا روي يک سطح صاف يا داخل اتو قرار دهيد تا خشک شود . 

b بار از روي شعله بگذرانيد. براي جلوگيري از سوختگی يا  1يا  6. اگر اسميرها در مجاورت هوا خشک شدند، آنها را

 تغيير شکل سلول ها، از حرارت زياد استفاده نکنيد . 

cاريد لام قبل از رنگ آميزي خنک شود.. بگذ 

از آنجا که حفظ مشخصات سلولهاي ميزبان جهت تفسير گستره هاي بالينی ضروري است بهترين روش براي  -6

رنگ آميزي گستره هاي مستقيم، فيکس کردن با استفاده از متانول است. اين امر با ممانعت از ليز گلبول هاي قرمز 

موجب واضح تر شدن زمينه اسلايد می گردد که تفسير نمونه راآسانتر ميکند.اين روش و تخريب سلول هاي ميزبان 

براي همه نمونه هاي بالينی، مخصوصاً ادرار موکدا توصيه می شود که در عين حال مانع از شسته شدن نمونه هاي 

 ادرار می گردد. 

a.اسمير را در مجاورت هوا روي يک سطح صاف خشک نماييد . 

b دقيقه چند قطره متانول روي لام بريزيد. متانول را بدون آبکشی از روي لام خالی کنيد و اجازه دهيد تا  0. براي

 اسلايد در مجاورت هوا خشک شود.

c.قبل از رنگ آميزي، از حرارت استفاده نکنيد . 

 

 

.C :روش انجام رنگ آميزي 

0- Hucker's modification 
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a ثانيه منتظر بمانيد. 11کريستال ويوله بپوشانيد. . اسمير فيکس شده را با محلول 

b.آهسته کريستال ويوله را خالی کنيد، اسلايد را به آرامی با آب جاري بشوئيد . 

شستشوي بيش از حد در اين مرحله می تواند باعث شسته شدن کريستال ويوله از سلول هاي گرم مثبت  احتياط:

 سمت اسميردار لام، اسلايد را به صورت زاويه دار نگه داريد.شود. براي اطمينان از جريان آرام آب در 

c .ثانيه منتظر بمانيد. 11. آب اضافی را با محلول يد شستشو دهيد و سپس اسلايد را با محلول يد تازه بپوشانيد 

d.اسلايد را به آرامی با آب جاري بشوئيد . 

eدار نگه داشته شده است، رنگ بري کنيد. وقتی مايع  . با جاري کردن معرف روي گستره در حالی که اسلايد زاويه

جاري ، بی رنگ می شود اين کار را به اتمام برسانيد. زمان رنگ بري را بر اساس ضخامت اسمير و نوع رنگ بر مورد 

 استفاده تنظيم کنيد. 

f.رنگ بر اضافی را با جريان آرام آب خارج کنيد . 

ده است، با ته رنگ سبز زيتونی و بدون آثاري از رنگ کريستال ويوله نکته: اسميري که بطور مناسب رنگ بري ش

 ديده خواهد شد. 

g(اسلايد را با سافرانين بپوشانيد و اجازه دهيد رنگ متقابل .counter stain براي )ثانيه باقی بماند. 11 

h.رنگ متقابل اضافی را با جريان آرام آب خارج کنيد . 

iده در مجاورت هوا خشک کنيد. پشت لام را با استفاده از دستمال کاغذي آغشته به . اسلايد را در وضعيت ايستا

 استون يا الکل پاک کنيد.

j.اسمير را از نظر ميکروسکوپی بررسی کنيد . 

 

6- carbol-fuchsin counterstain/Basic 

carbol-fuchsin /Basic .براي شناسايی ارگانيسم هاي گرم منفی که رنگ کمی گرفته اند به کار می رود 

 

1- Kopeloff's modification 
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استفاده  Kopeloff's modificationآميزي رنگ روش  براي مشاهده و افتراق بهتر بی هوازيها توصيه می شود از

 شود . 

  

 گزارش نتايج:

Aنتايج و تفسير . 

 ارزيابی کنيد.× ( 01را با بزرگنمايی کم ) وضعيت کلی اسمير -0

a دقت نماييد که اسمير بطور مناسبی رنگ بري شده باشد. بسته به نوع نمونه، زمينه عموما بايد شفاف يا صورتی .

باشد. اگر گلبول هاي سفيد وجود دارند، بايدبه صورت گرم منفی ظاهر شوند. رسوب هاي نازک سوزنی شکل کريستال 

 باکتري هاي ميله اي شکل گرم مثبت اشتباه نگيريد. ويوله را با

b دقت نماييد ضخامت اسمير مناسب باشد. براي تفسير مناسب، گستره نميبايستی بيش از يک سلول ضخامت .

 داشته و روي هم افتادگی سلول ها نبايد مشاهده شود.

  

 با بزرگنمايی کم بررسی کنيد:اسميرهاي تهيه شده از نمونه هاي بالينی را جهت بررسی موارد زير  -6

aمقادير مربوط به نوتروفيل ها، مونوسيت ها و گلبول هاي قرمز . 

b مقادير مربوط به سلول هاي اپی تليال و باکتري هاي فلور نرمال که ممکن است نشانگر جمع آوري نامناسب نمونه .

 باشد.

cوضعيت و آرايش ميکروارگانيسم ها . 

  

 .کنيد ير را با روغن ايمرسيون از نظر وجود ميکروارگانيسم ها بررسی و به شيوه زير گزارش مناطق متعددي از اسم -1

a نشد مشاهده ميکروارگانيسمی هيچ": . در صورت عدم مشاهده هر گونه ميکروارگانيزم". 

b.در صورت مشاهده ميکروارگانيزمها ، تراکم کلی و مرفولوژي را شرح دهيد . 

  

 کروارگانيسم ها را ذکر نماييدشکل سلولی غالب مي -4

aشکل کلی: کوکوس، کوکوئيد، کوکوباسيل، باسيل، رشته اي شکل، شبه مخمر . 
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b ظاهر انتهاها: کروي، شمعی شکل، مسطح، گرزي شکل، مقعر. برآمدگی کناره ها می تواند وجود اسپورها را پيشنهاد .

 آميزي نامنظم باشد. کند، اما می تواند به علت واکوئل ها، پلئومرفيسم، يا رنگ

cظاهر کناره ها: موازي، تخم مرغی شکل )برآمده(، مقعر، نامنظم . 

dماهيت محور تقارن: مستقيم، منحنی، فنري . 

e ي گرم براي توصيف باسيل ها "کورينه فرم"يا  "ديفتروئيد". پلئومرفيسم )ناپايداري در شکل(: عبارت توصيفی

زي شکل يا نامنظم و بی قاعده هستند يا آرايش نرده اي يا زاويه دار دارند مثبت به کار می رود که چند شکلی، گر

 (. LوV)اشکال 

fگسترش شاخه اي يا سلولی . 

  

Bثبت مشاهدات . 

هر آزمايشگاه بايد سياست گزارشدهی ويژه اي را تدوين کند. يافته هاي مهم بالينی بايد جهت اطلاع به پزشک معالج 

 اعلام شود.

 هاي بالينی اسمير نمونه -

فيلد يا بيشتر را بررسی کنيد. اگر بطور ميانگين،ن يک ارگانيسم يا بيشتر در فيلد روغن  61براي کشت هاي ادرار 

 .دارد همبستگی ≥ CFU/ml 4 01ايمرسيون ديده می شود، مثبت گزارش کنيد. اين با کلنی کانت 

a شده را گزارش دهيد. معمولا سيستم هاي کمی مورد . مقادير مربوط به سلول ها و ميکروارگانيسم هاي مشاهده

 استفاده شامل موارد زير است.

 ( عددي0

a) +0    (0 >  011×در فيلد روغن ايمرسيون( 

b) +6   (0 )در فيلد روغن ايمرسيون 

c) +1   (6  01تا )در فيلد روغن ايمرسيون 

d) +4    در فيلد روغن ايمرسيون( >01) غالب يا 

 ( توصيفی6
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a( کمياب )در فيلد روغن ايمرسيون( >0 

b( کم )در فيلد روغن ايمرسيون( 4تا  0 

c( متوسط )در فيلد روغن ايمرسيون( 01تا  4 

d( زياد )در فيلد روغن ايمرسيون( >01 

 

b.مرفولوژي باکتري هاي مشاهده شده را ثبت کنيد . 

  

Cمرور رنگ آميزي گرم . 

 کافی براي مرور تأييدي نگه داريد .بعد از تفسير اسميرها، اسلايدها را به مدت  -0

a.روغن اضافی را خالی کنيد يا به آرامی پاک کنيد . 

b براي اسلايدهاي کتابخانه و مجموعه هاي آموزشی که براي مدت زمان طولانی تري ذخيره خواهد شد، روغن .

پوشاند تا از محوشدگی  permount ايمرسيون را می توان با محلول گزيلن پاک کرد و با يک درزگير نظير محلول 

 آنها جلوگيري شود.

c دهتيز و برن ". اسلايدها ممکن است کيسه هاي خطر زيستی را سوراخ کنند، آنها را به عنوان مواد زائد بيولوژيک" 

 در نظر گرفته

ده ا( مطابق با دستورالعمل دفع پسماند آزمايشگاه مرجع سلامت استفbiohazardو جهت دفع از ظروف خطر زيستی )

 کنيد. 

اگر تکرار رنگ آميزي گرم يا يک رنگ آميزي ويژه براي تأييد يافته ها لازم است، وقتی اسميرهاي رنگ نشده  -6

 اضافی در دسترس نيستند، يک اسمير رنگ گرم را می توان رنگ بري نمود.

a.روغن ايمرسيون را با محلول گزيلن از روي اسلايد برداريد . 

bاستون بپوشانيد تا اسمير بی رنگ شود. -. اسلايد را با الکل 

c.دوباره رنگ کنيد . 

 توجهات : 
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A .  .نتايج رنگ آميزي گرم ميبايستی در تطابق با ساير يافته هاي بالينی و آزمايشگاهی مورد استفاده قرار گيرد 

B .  براي کسب نتايج صحيح، پيروي دقيق از روش انجام آزمايش و معيارهاي تفسير الزامی می باشد. صحت، ارتباط

 زيادي با آموزش و مهارت شخص مشاهده کننده اسلايد دارد. 

C .  مشاهده ميکروارگانيزم هاي گرم مثبت و نمونه هاي کشت منفی ممکن است در نتيجه آلودگی معرف ها و ساير

حضور عوامل ضدميکروبی، يا کاهش رشد ارگانيسم ها تحت شرايط کشت معمول )محيط کشت ، اتمسفر و  لوازم،

 غيره( باشد.

D .  .نتايج گرم نادرست ، ممکن است مربوط به کيفيت نامناسب جمع آوري نمونه باشد 

E . اي کهنه تر متفاوت ممکن است گاهی واکنش رنگ آميزي گرم با کلنی هاي خيلی تازه در مقايسه با کلنی ه

ساعته تهيه می شوند )زمانی که سلول هاي باکتريايی در فاز  02 - 64باشد. وقتی که اسميرها از ساب کالچر 

 لگاريتمی رشد هستند(، مرفولوژي اغلب باکتري ها در رنگ آميزي گرم، در بهترين شرايط می باشد. 

 

 

 نسبت به داروهاي ضد ميکروبي باکتري  بيماري زا آزمايش هاي سنجش حساسيت

 )آنتي بيوگرام(

نقش اوليه آزمايشگاه ميکروب شناسی بالينی فراهم آوردن اطلاعات براي پزشکان است تا به وسيله اين اطلاعات 

پزشک بتواند بيماري عفونی را شناسايی و درمان کند. اين اطلاعات داراي دو قسمت بسيار مهم است که شامل 

ايفاي  کدام آنتی بيوتيک اثرات درمانی مناسبی را فراهم می آورد. -6عفونی در ميان است و آيا پاي عامل  -0

به بيان ديگر انتخاب آنتی بيوتيکی که براي درمان کاملا  صحيح اين نقش مزاياي فراوانی را به همراه می آورد.

 مناسب باشد باعث می شود که موارد زير کاهش يابد

 ميزان مرگ و مير -0

 تعداد آزمايشات مورد نياز -6

 تعداد عکسبرداري هاي مورد نياز -1

 تعداد روز هاي لوله گذاري براي بيماران -4
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  ICUتعداد روز هاي بستري شدن در  -4

 طول زمان دريافت درمان آنتی بيوتيکی -6

 هزينه بيمارستان -7

اســترپتوکوکوس هاي هموليتيک( هنوز به پنی  Aتعداد کمی از باکتري ها مانند اســترپتوکوکوس پيوژنز )گروه 

مقاومت  زا می توانند فنوتيپ بيشتر باکتري هاي بيماريسيلين حساس اند. اما اين يک استثناست نه يک قانون و 

مکانيسم هاي متفاوتی در ايجاد مقاومت به آنتی  بروز دهند.نسـبت به ترکيبات ضد ميکروبی را به دست آورده و 

ـــر خارج  بيوتيـک هـا دخالت ـــت روي کرموزوم يا عناص ـــم مقاومت، ممکن اس دارد. ژن هاي کد کننده مکانيس

کرموزمومی )مانند پلاسـميد( قرار داشـته باشـند. همچنين مکانيسم مقاومت ممکن است بيان دائمی داشته باشد 

ـــود )مانند ب ـــورت القايی بيان ش تالاکتاماز )مـاننـد بتـالـاکتـامـاز هـاي بـاکتري هـاي گرم منفی( يا اينکه به ص

اسـتافيلوکوکوس(. در نهايت مکانيسـم هاي مقاومت ممکن اسـت به صورت مونوژنوس )تنها يک فاکتور در ايجاد 

مقاومت دخالت دارد( يا هتروژنوس باشــند. يافته هاي جديد نشــان می دهند که بعضــی آنتی بيوتيک ها باعث 

ـــيون در باکتري ها می گردند. بدين ت رتيب آنتی بيوتيک ها نه تنها به عنوان انتخاب افزايش موقـت ميزان موتاس

 کننده دسته هاي مقاوم باکتري فعاليت می کنند بلکه می توانند القا کننده ايجاد مقاومت نيز باشند. 

ـــب براي درمان عفونت ـــخيص در انتخاب آنتی بيوتيک مناس ، فاکتور هاي زيادي بايد مد نظر قرار بگيرد که تش

اقل حدس مستدل آن و نيز اطلاعاتی در مورد حساسيت آن به آنتی بيوتيک ها دو فاکتور ارگانيسم عفونی و يا حد

 اصلی و اوليه آن است. ساير فاکتورها مربوط به بيمار مورد درمان است. اين فاکتور ها شامل: 

 سابقه واکنش جانبی به ماده ضد ميکروبی آلرژي )مثل پنی سيلين(  -0

 سن بيمار  -6

 ک و ژنتيکی بيمارنابهنجاري هاي متابولي -1

 بارداري بيمار -4

 عملکرد کبد و کليه -4

 انتشار آنتی بيوتيک در بافت و سلول هاي ميزبان محل عفونت و -6

 پروتئين هاي سرمی متصل شونده به دارو -7
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 وضعيت سيستم ايمنی بيمار -2

 زايی باکتري زايی و بيماري عفونت -9

 شدت بيماري -01

ميکروبيولوژيسـت می تواند با بررسـی آزمايشـگاهی وضـعيت مقاومت و يا حساسيت باکتري جدا شده از بنابراين 

ه آنتی نسبت ب باکتري ها که براي سنجش مقاومت مختلفی روش هاينمونه عفونی کمک بزرگی به پزشک نمايد. 

 Antimicrobial susceptibilityيا حســاســيت ضــد ميکروبی  ســنجش»بيوتيک ها به کار می روند به نام 

testing ».به دليل اينکه اولين شــرکتی که توليد کننده مجموعه اي براي ارزيابی حســاســيت  ناميده می شــوند

ــد ميکروبی بود نام تجاري  را بر آن نهاد، اين نام معادل اين روش ها در نظر « آنتی بيوگرام»باکتري ها به مواد ض

 گرفته می شود.

 ساسيت ضد ميکروبياستاندارد کردن آزمايش هاي ح

به منظور جلوگيري از بروز خطا در آزمايشــگاه و يا بين آزمايشــگاه ها، روش هاي آزمايش بايد کاملاً اســتاندارد 

 ست:ا د. رعايت استاندارد در موارد زير براي نيل به اين هدف ضرورينباش

 مقدار باکتري تلقيح شده -

 (.استفاده می شود آگار هينتون-رمحيط کشت )در بيشتر موارد محيط کشت مولنوع  -

  افزودنی هايی مانند خون و سرم ،غلظت کاتيون ها ،PHشرايط محيط کشت ازنظر  -

 اتمسفر انکوباسيون -

 دماي انکوباسيون -

 زمان انکوباسيون -

 غلظت ماده ضد ميکروبی -

ن نتيجه به دست آمده از آنتی نمی توانيز  استاندارد ردحتی با رعايت کامل موا در بعضی موارداسـت  ذکرلازم به 

  .بيمار به کار برد موردمطلق در بيوگرام را به طور

به منظور سنجش حساسيت يک ماده ضد ميکروبی روش هاي مختلفی وجود دارد که سه روش آن در آزمايشگاه 

 يانتگراداز ديسک، رقت سازي سريال و روش انتشار  انتشارهاي بالينی بيشتر استفاده می شود که شامل 
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( به طور کامل توضيح داده Disk Diffusionمی باشـد. به منظور آشـنايی بيشـتر تنها روش انتشـار از ديسـک )

 خواهد شد.

  روش انتشار از ديسک:-1

 ئه شد وارا 0966 در سال Sherris و Kirby ،Bauerاين روش براي نخسـتين بار توسط دانشمندانی به نام هاي 

کاغذي  از ديسک هايدر اين روش  اسـت. Kirby-Bauerانتشـار ديسـک، روش  وشر جهت نام ديگر به همين

 . می ناميم ديسک هاي آنتی بيوتيک ، به همين جهت آنها رامی شود استفادهآغشته به آنتی بيوتيک 

 مراحل انجام آزمايش انتشار از ديسک:

 :باکتري سوسپانسيونتهيه  -الف

بايد سـوسـپانسيونی از آن را آماده نمود. بدين منظور با استفاده از يک  پس از تعيين هويت کامل يا اوليه باکتري

لوپ يا ســواب حداقل چهار کلنی مشــابه از نمونه تعيين هويت شــده را به يک لوله آزمايش داراي محيط کشــت 

 اسـتريل منتقل کرد. باکتري هاي متصل شده را بايد کاملا در محيط کشت به حالت سوسپانسيون در آورد )شکل

0.)  

 

 

 

 

 

روش انتخاب و برداشت کلنی باکتري مورد آزمايش در سنجش حساسيت به مواد ضد ميکروبی -0شکل   
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 :موجود در سوسپانسيون تعداد باکتريتعيين تقريبي  -ب

ــد يافته هايتعداد کم و يا زياد باکتري منجر به به دليل اينکه به کار بردن  ــتباه خواهد ش ــتفاده ،اش عداد از ت اس

. بنابراين بايد پس از آماده سـازي سوسپانسيون داراي باکتري از بسـيار مهم اسـت آزمايش باکتري موردمناسـب 

روش کدورت ســـنجی اســـتفاده کرده و تعداد تقريبی باکتري را در آن محلول مشـــخص نمود. اين مرحله را در 

مک  نيمدارد ـمحلول استان نظور در آزمايشگاه ها ازبراي اين م اصطلاح استاندارد نمودن تعداد باکتري می گويند.

داراي باکتري را با مايع  محيط کشت مايعبدين ترتيب . (0)کادر  سـتفاده می شـود( اMc.Farland 154) فارلند

( از باکتري 6)کادر  CFU/ml 201×4/0باشند تعداد  نيم مک فارلند مقايسه نموده و اگر از نظر کدورت مشابه هم

اين دو می توان از چشم غير مسلح و يا از دستگاه هاي کدورت براي مقايسه کدورت  کشت خواهد بود.محيط در 

 سنجی و يا اسپکتروفتومتر استفاده نمود. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: سوسپانسيون مک فارلند ترکيبی حاوي کلريد باريم و اسيد سولفوريک است که در نسبت هاي مختلف با هم ترکيب می شوند. ترکيب 0کادر

  اين دو با همديگر منجر به تشکيل محلولی کدر می گردد. هر چه ميزان کلريد باريم اين مجموعه بيشتر باشد ميزان کدورت بيشتر خواهد بود.
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 :ت دادن باکتري روي محيط مناسبکش -ج

شرايط  از نظرمحيط اين  .استفاده می شود آگار محيط کشت مولر هينتونبراي انجام تست حساسيت ميکروبی از 

. در مورد باکتري غلظت کاتيون ها و مقدار تايميدين توسط کارخانه سازنده استاندارد شده است ،pHمحيط مانند 

اين محيط ها در  به اين محيط اضـــافه نمود.مانند خون می توان مواد افزودنی  (Fastidiousگير )ســـخت هاي 

اختيار شـما قرار خواهد گرفت. در اين مرحله با استفاده از سواب باکتري مورد آزمايش را در محيط کشتی که به 

کشت دهيد به طوري که در همه جاي پليت  spreadingوش صـورت پليت در اختيار شـما قرار گرفته است به ر

 مراحل شکل ازچپ به راست است(. -6باکتري به صورت يکنواخت کشت شده باشد )شکل 

 

 

 

 

 

 

 :ديسک گذاري -د

از چپ به راست: سواب آغشته به باکتري مورد آزمايش را در جهت هاي مختلف روي سطح مولر هينتون  -6شکل 

تمام سطح آن پخش شود.آگار بکشيد. به صورتيکه باکتري در   
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ـــک هاي  پانزدهحداکثر تا  ـــطح آن قرار داد. آنتی دقيقه پس از تلقيح پليت بايد ديس آنتی بيوتيکی را بر روي س

 غلظت مناسب دارو براي هر ديسک قبلاً توسطبيوتيک ها به صـورت ديسـک در اختيار شـما قرار خواهند گرفت. 

و روي هر ديسک نوشته شده است. نام آنتی بيوتيک ها نيز به صورت  تعيين شده CLSIو  FDA موسساتی مانند

ي انتخاب شده در شرايط ديسک هاپس از کشت دادن باکتري  (.1اختصاري روي ديسک نوشته شده است )شکل 

سک بايد (. دي4می شود )شکل  به صـورت کاملاً تخت بر روي سطح آگار قرار داده اسـتريل و با اسـتفاده از پنس

فقط يک بار با سطح آگار تماس يابد و از گذاشتن و برداشتن آنها خودداري کنيد. پس از گذاردن همه ديسک ها 

ايد فاصله ديسک ها از همديگر نب .ثابت کنيد که با وارونه کردن پليت از سطح آگار جدا نشوندبا کمی فشار  آنها را

 ميلی متر فاصله داشته باشند. 06سک ها از ديواره پليت نيز بايد ميلی متر )مرکز به مرکز( باشد. دي 04کمتر از 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 انکوباسيون: -ه

ديسک هاي حاوي آنتی بيوتيک. به حروف اختصاري آنتی بيوتيک و غلضت آن بر حسب ميکرو گرم توجه کنيد.  -1شکل 

E ،اريترومايسين =N ،نئومايسين =AM آميکاسين و =Pپنی سيلين = 

گذاري بر روي سطح آگار در شرايط استريل روش ديسک -4شکل   
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پس از ديسک گذاري پليت را نام گذاري نموده و آنرا در داخل انکوباتور قرار دهيد. در مورد بسياري از ارگانيسم ها 

ساعت انجام می گردد. مواردي نيز به عنوان استثناء وجود دارد  02درجه سانتيگراد و زمان  14انکوباسيون در دماي 

روش انتشار ديسک براي ارگانيسم هائی که موسسات انکوبه گردند.  يا ساير CLSIکه بايد بر اسـاس قواعد استاندارد 

 به زمان زيادي براي رشد نياز دارند مناسب نمی باشد.

 

 تفسير نتايج: -و

)کلنی  درکبررسی  باکتري گونهبودن هم گون و خالص  ،رشد مناسببايد پليت را از نظر  يِش از خواندن نتيجهپ

 خالص بودندر صورت  .رشد نامشخص و درهم باشد تکرار آزمايش لازم است نبود هاله. اگر ها بايد يک شکل باشند(

(. در مرحله اندازه گيري 4کشت و نيز مشخص بودن هاله نبود رشد بايد مراحل اندازه گيري آن انجام گيرد )شکل 

و بر  رشد اندازه گيري بودنخط کش )يا کوليس( قطر هاله  استفاده از بدون باز کردن در پليت و تنها از پشت پليت و

 می شود. اساس ميلی متر ثبت

(. 6از جداول استانداردي که مؤسسات مختلف تهيه نموده اند استفاده می گردد )جدول  به منظور تفسير اين نتايج

 مقاوم در يکی از دســته هاي داروي ضــد ميکروبی، باکتريهر نبود رشــد قطر هاله با اســتفاده از اين جداول و اندازه 

(Resistant)نيمه حساس ، (Intermediate) و حساس (Sensitive) اين تفسير ها بر اساس اعدادي . قرار می گيرد

ـــت آمده اند. اين اعداد را  ـــياري از متغير ها به دس ـــات متعدد و در نظر گرفتن بس انجـام می گيرد کـه در آزمايش

Breakpoint .می نامند 

 

 

 

 روش رقت سازي متوالي -2

از ديسک پس از انکوباسيون. به خالص بودن باکتري و نيز قطر هاله نبود رشد دقت کنيد.پليت انجام روش انتشار  -4شکل   
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اين روش بر اسـاس مواجهه باکتري جداشده با رقت هاي متوالی داروي ضد ميکروبی می باشد. در اين روش لوله 

آزمايشـی که در آن باکتري رشـد قابل مشـاهده را ندارد )داراي کدورت نيسـت( داراي اهميت است. غلظت آنتی 

گاهی ابل مشاهده باکتري در شرايط آزمايشبيوتيک در اين لوله به عنوان کم ترين غلظت آنتی بيوتيک که از رشد ق

يا  Minimum Inhibitory Concentrationجلوگيري می کند در نظر گرفته می شـود. اين غلظت به اصــطلاح 

MIC  .ناميده می شود. اين قسمت در آزمايشگاه انجام نمی شود 

 

 

 

 

 

 Resistant Intermediate Susceptible 

Tetracycline <04 04-02 >09 

Chloramphenicol <06 01-07 >02 

Cotrimoxazole <01 00-04 ≥06 

Nitrofurantoin <04 04-06 >07 

Erythromycin <01 04-66 >61 

Gentamycin <06 01-04 >04 
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 :E.testيانت يا روش انتشار گراد -1

شکل بيضی مانند  E-testو علت نام گذاري آن به عنوان  اين روش توسـط شرکتی سوئدي طراحی شده است

هاله نبود رشــد می باشــد. در اين روش غلظت هاي مختلف يک ماده ضــد ميکروبی روي يک نوار )به صــورت شــيب 

 محيط پس از کشت باکتري به صورت روش انتشار از ديسک روي در اين روش(. 7غلظتی( تلقيح شـده است )شکل 

مانند روش انتشار از ديسک اين مر حله نيز بايد  .داده خواهند شد قرار محيط کشتنوارها بر روي ، هينتون آگار-مولر

طع نقطه تقااست.در اين روش عددي که در  MICدر شـرايط استريل انجام گيرد. نتيجه حاصل از اين آزمايش نيز 

(. اين 7در نظر گرفته می شود)شکل  MICقرار دارد به عنوان هاله نبود رشدد بيضي شکل و نوار آنتي بيوتيکي

 قسمت در آزمايشگاه انجام نميشود.

 

روش آزمايش رقت سازي متوالی. لوله ها از راست به چپ داراي رقت هاي يک دوم از آنتی بيوتيک می باشند.  -6شکل 

MICلوله آخر به عنوان کنترل بدون آنتی بيوتيک است. ميزان  ميکرو گرم بر ميلی ليتر از  6/0لوله پنجم از چپ و برابر  

 آنتی بيوتيک می باشد.
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  بررسي سينرژيسم:

 مانند روشی که در بالا توضيح داده شده است.  کشت: -الف

در اين روش نيز از چند ديسک استفاده می گردد. ديسک دو آنتی بيوتيک که مورد ارزيابی ديسک گذاري:  -ب

ميلی متر(. مثلا ديسک هاي آمپی  01سينرژيسک قرار می گيردند بايد در نزديکی يکديگر قرار داده شوند )حداکثر 

 به عنوان يک بتالاکتام در کنار ديسک توبرامايسين به عنوان يک آمينوگليکوزيد. سيلين

 درجه سانتيگراد 14ساعت در دماي  02انکوباسيون:  -ج

شعاع هاله بدون رشد هر ديسک در سمتی که دور از هم باشند اندازه گيري می گردد. در  يافته ها و تفسير: -د

صورتيکه اين عدد را در دو ضرب کنيد قطر هاله بدون رشد هر يک از آنتی بيوتيک ها به تنهايی به دست خواهد آمد. 

زمان دو آنتی بيوتيک اندازه سپس شعاع هاله بدون رشد در سمتی که دو ديسک به هم نزديکند به عنوان اثرات هم

گيري می گردد. در صورتيکه اين عدد نيز در دو ضرب گردد قطر هاله بدون رشد با اثر همزمان دو آنتی بيوتيک به 

دست خواهد آمد. در صورتيکه قطر هاله بدون رشد در سمت نزديک به هم از قطر هاله بدون رشد سمت دور از هم 

 تی بيوتيک اثبات می گردد.بيشتر باشد اثر سينرژيسم دو آن

 

پليت انجام روش انتشار گراديانت پس از انکوباسيون. به شکل بيضی شکل هاله نبود رشد دقت کنيد. در شکل سمت چپ  -7شکل 

MICتقاطع بين محل هاله نبود رشد باکتري و نوار آنتی بيوتيک که با فلش زرد رنگ نشان داده شده است به عنوان  در نظر  

 گرفته خواهد شد.



54 
 

 

 

داراي اثرات سينرژيسم می  Fو  Eهمچنين ديسک هاي  Bو  Aپليت انجام تست سينرژيسم. ديسک هاي  -6شکل 

 داراي اثر بدون تفاوت. Gو  Hداراي اثر آنتاگونيسم. ديسک هاي  Dو  Cباشند. ديسک هاي 

 

 مصرف سيترات توسط باکتري ها

  هدف:  -

 شناسايی و افتراق اعضاي خانواده انتروباکترياسه 

 اساس آزمايش:  -2

سديم سيترات، نمک اسيد سيتريک و يک ترکيب آلی است که در سيکل کربن متابوليزه شده و می تواند منبع کربن 

 محسوب شود.

عنوان تنها منبع کربن و از برخی از ارگانيسم ها می توانند انرژي مورد نياز خود را با استفاده از سديم سيترات به 

 نمک هاي آمونيوم غير ارگانيک به عنوان تنها منبع نيتروژن بدست آورند.

هر محيطی که براي تعيين استفاده از سيترات به کار می رود، بايد فاقد پروتئين و کربوهيدرات به توجه شود که 

 عنوان منابع ديگر کربن باشد. 

 مواد و معرفها:  -3

 ساعته از ارگانيسم مورد نظر( 02-64وبی )کشت خالص کشت تازه ميکر 
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  محيط سيمون سيترات آگارSimmons Citrate agar  که حاوي نمک ها،کاتيون ها، بافرهاي سيترات و بروم

( و در جريان توليد ترکيبات قليايی  756قليايی ) بالاتر از  pHتيمول آبی به عنوان انديکاتور است، می تواند در 

 مونيوم( حاصل از مصرف سيترات توليد رنگ آبی در محيط نمايد. )ترکيبات آ

 روش انجام کار:   -4

کلنی ايزوله ( را در سطح آگار شيب دار سيمون سيترات تلقيح نماييد.  0-6مقدار خيلی کم از ارگانيسم مورد نظر )

 فرو بردن سوزن مخصوص کشت، به ته لوله جهت کشت لازم نمی باشد.

 انکوبه نماييد.  C1 17  -  C114روز ( لوله را در  7ساعت ) حد اکثر  64-42سپس 

ايجاد رنگ آبی نشان دهنده واکنش مثبت است. گاهی ممکن است تغيير رنگ در محيط ديده نشود اما در مسير خط 

 با شرايط مجدداًکه اين حالت نيز مثبت در نظر گرفته می شود. بهتر است در اين  کشت باکتري، رشد ديده شود

 مقادير کم باکتري، آزمايش را تکرار نماييد. 

 تداخلات:  -2

مقدار تلقيح باکتري بايد به ميزان خيلی کم باشد زيرا در غير اين صورت ترکيبات آلی موجود در ديواره باکتري هاي 

 نمايند.در حال تخريب، کربن و نيتروژن زيادي آزاد کرده و می توانند واکنش مثبت کاذب حاصل 

 برنامه کنترل کيفي داخلي:   -6

 انتروباکتر آئروژينوزاسويه کنترل مثبت:    

 E. coli ATCC  64966سويه کنترل منفی:    

 

DNase Test Agar 

 هدف:   -1

( باکتري ها و قارچ ها و خصوصاً به عنوان کمک در DNaseاين محيط کشت در ارزيابی فعاليت دزوکسی ريبونوکلئاز )

 .استافيلوکوک هاي بيماريزا بکار می رودتشخيص 

with Toluidine  Blue Test Agar DNase  براي کمک در تفکيک و تشخيص گونه سراشياي بدون پيگمان که

 ممکن است به اشتباه  بعنوان گونه انتروباکتر و کلبسيلا تشخيص داده شوند، به کار می رود. 
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 اساس آزمايش:   -2

داشته باشد اين آنزيم، اسيدنوکلئيک را هيدروليز می نمايد که با استفاده از معرف و  DNaseاگر استافيلوکوک آنزيم 

 ايجاد هاله شفاف در اطراف محل رشد باکتري می توان به اين موضوع پی برد. 

 ويژگي هاي آزمايش:

 مثبت نيز هستند. DNaseاستافيلوکوک هاي کواگولاز مثبت،   992حساسيت: 

                      مثبت هستند.   DNaseيلوکوک هاي کواگولاز منفی، استاف 612اختصاصيت:

 نمونه اوليه:   -3

 حاوي Sheep Blood Trypticase Soy Agar with 42يا   LEMB Agarپليت هاي 

 ارگانيسم مورد نظر 

 مواد و ابزار مورد نياز:    -4

   Test Agar DNaseپليت   -

   0/12)يک نرمال( يا معرف تولوئيدين بلو  0Nمعرف اسيد کلريدريک  -

را می توان مستقيماً بدون افزودن معرف بررسی  with Toluidine  Blue  Test Agar DNase: پليت هاي توجه

می باشد. مقدار اين ماده در      Toluidine Blue Oاز ماده  g/lit 14/1نمود، چون خود محيط کشت حاوي  

را   DNaseتجاوز کند چون در غلظت هاي بالاتر ممکن است شناسايی فعاليت   2 114/1محيط کشت نبايد از 

 مشکل سازد. 

 

 روش انجام کار:   -2

را با نمونه مورد نظر به صورت نقطه اي   DNase Agar with Toluidine Blueيا DNase Test Agar پليت هاي 

سانتيگراد انکوبه نماييد. پس از انکوباسيون،  14 ± 6°ساعت در دماي 02-64طی( تلقيح نماييد. پليت ها را به مدت )يا خ

بريزيد به گونه اي که  0/12نرمال و يا تولوئيدين بلو  0ساده، اسيد کلريدريک   DNase Test Agarروي پليت هاي 

ينه تيره قرار داده و بررسی نماييد. تلقيح بايد نقطه اي باشد، چون سطح پليت را کاملاً بپوشاند و سپس آن را بر روي زم

بعضی از سويه هاي استافيلوکوک اورئوس به خوبی بر روي محيط، رشد نمی کنند و در نتيجه ميزان رشد براي ارزيابی 
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ود می توان کافی نخواهد بود. در صورت تلقيح نقطه اي، حتی اگر در محل تلقيح، رشدي ايجاد نش DNaseفعاليت 

 را ارزيابی نمود. DNaseفعاليت 

 

-   DNase Test Agar :که اسيد کلريدريک يک  نرمال روي آن ريخته شده است 

a.مثبت: فوراً هاله هاي شفاف کاملاً مشخصی اطراف کلنی يا محل تلقيح را در محيط کشت احاطه می کنند ) 

b.منفی: اطراف کلنی ها يا محل تلقيح شفاف نمی شود ) 

 

- DNase Test Agar  روي آن ريخته شده است: 0/12که تولوئيدين بلو 

a مثبت: هاله هاي شفاف قرمز صورتی، اطراف کلنی يا محل تلقيح را احاطه می کنند. محيط در جايی که   )

DNA .باقی مانده باشد آبی می شود 

bطه می کنند. (   منفی: هاله هاي کدر قرمز صورتی اطراف کلنی يا محل تلقيح را احا 

 

، معرف ريخته نمی شود و  DNase Test Agar With Toluidine Blueپس از انکوباسيون روي پليت هاي -

 مستقيماً بررسی می گردد.

a)  مثبت )+(: هاله شفاف قرمز صورتی واضحی اطراف کلنی يا محل تلقيح را در يک محيط آبی )نيلی( احاطه

 می کند. 

b) ( بدون تغيير، محيط به-منفی :) .رنگ آبی تيره شفاف باقی می ماند 

 (:QCبرنامه کنترل کيفي )   -6

DNase Test Agar : 

Staphylococcus aureus ATCC 64961  رشد متوسط تا زياد، احاطه شده با هاله شفاف : 

  صورتی تا قرمز )کنترل مثبت(

Staphylococcus epidermidis ATCC 06662 : کنترل منفیرشد متوسط تا زياد، بدون هاله() 
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DNase Test Agar with Toluidine Blue : 

Klebsiella pneumoniae ATCC 11494  )رشد متوسط تا زياد، بدون هاله )کنترل منفی : 

Serratia  marcescens ATCC 01221 )رشد متوسط تا زياد، احاطه شده با هاله صورتی شفاف )کنترل مثبت : 

 تداخلات:    -7

 مهار شوند.  DNase Test Medium with Toluidine Blue استافيلوکوک ممکن است روي بعضی از سويه هاي

 نشان می دهند. DNaseپروتئوس ولگاريس، سودوموناس آئروژينوزا و آئروموناس، واکنش هاي مثبت زيادي براي توليد 

 

 

 بررسي توانائي ذوب ژلاتين توسط باکتري ها

 

 هدف:        -1

 افتراق باکتري هاي مولد ژلاتيناز از ساير باکتري ها  

 

 اساس آزمايش:    -2

محيط ژلاتين يک محيط افتراقی است که جهت کشف آنزيم ژلاتيناز از طريق هيدروليز ژلاتين بکارمی رود. ژلاتين در 

ناز به آنزيم ژلاتي اصل مشتق پروتئين کلاژن حيوانی است که به محيط هاي مختلف افزوده می شود. ژلاتين توسط

 اسيدهاي آمينه سازنده اش هيدروليز می شود و خاصيت ژلاتينی خود را از دست می دهد.

 

  نمونه اوليه:  -3

 ساعته 02-64کشت تازه 

 

 مواد مورد نياز:         -4

 محيط ژلاتين مغذي در لوله  
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 نحوه انجام کار:     -2

يخچال نگهداري شوند. لوله ها را درست  C° 2-4در لوله هاي حاوي ژلاتين بايد محکم بسته شده، در حرارت  -

 تا زمان تلقيح در يخچال نگهداري کنيد. 

 د. يييا ساير محيط هاي مناسب( استفاده نما KIAساعته ) 02-64براي تلقيح از کشت تازه  -

 سانتی متري لوله فرو ببريد. 4/0 – 4/6مقدار حجيمی از کلنی مورد نظر را تا عمق  -

يا  Cº 14  لوله را در حرارت 6لوله تلقيح نشده اي را به عنوان لوله کنترل در کنار لوله آزمايش قرار دهيد. هر  -

هفته هر روز  6روز  انکوبه کنيد. لوله ها را تا  0-04، در اين دما به مدت  Cº 64-  66در صورت رشد بهتر در 

               بررسی کنيد مگر اينکه در زمان زودتري عمل ذوب انجام پذيرد. 

مشخص  تاساعت در يخچال يا حمام يخ قرار دهيد  6لوله را به مدت  6در صورت وجود علائمی از ذوب، هر  -

 ن صورت گرفته است يا خير.شود که آيا هضم ژلاتي

ساعت در يخچال قرار دهيد. انتقال لوله ها از انکوباتور به  6روزانه لوله ها را از انکوباتور بيرون آورده و بمدت  -

يخچال بدون تکان دادن لوله ها انجام گيرد. گاهی مقدار اندکی هضم ژلاتين تنها در محل تلقيح باکتري ايجاد 

 می گردد. 

هفته( مورد نياز باشد ولی براي آزمايشات روزانه  6روز تا  11ه انکوباسيون طولانی تري )ممکن است گهگا -

 بايد گزارش گردد.  Cº 14هفته انکوباسيون در  6نتيجه آزمايش )ذوب يا عدم ذوب( در پايان 

 

 کنترل کيفي:   -6

  ميکروارگانيسم هاي هوازي 

 ATCC  2467  پروتئوس ولگاريسرشد و ذوب:   

 ATCC 64944  E. coliرشد و عدم ذوب:  

 

  ميکروارگانيسم هاي بيهوازي 

 ATCC  64624    باکتروئيد فراژيليسرشد و ذوب:   
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 ATCC  06964   کلستريديوم پرفرنژنسرشد و عدم ذوب:  

 

 

Kligler Iron Agar 

    هدف:  -1

 دکستروز )گلوکز( و لاکتوز و تجزيه سولفيدهاتفکيک اعضاء خانواده انتروباکترياسه بر پايه توانايی در تخمير 

 

 اساس آزمايش: -2

(، محتوي لاکتوز و دکستروز است که و (Meat Peptonesهاي گوشت  ، علاوه بر کازئين و پپتونKIAمحيط کشت 

 )فنل رد( در پاسخ به اسيد توليد شده، قادر است گونه باسيل pHدر طی تخمير اين قندها به واسطه تغيير رنگ معرف 

غلظت لاکتوز است. ترکيب سيترات آمونيم  012هاي روده اي را تفکيک نمايد. غلظت دکستروز فقط در اين محيط

 فريک و تيوسولفات سديم، شناسايی توليد سولفيد هيدروژن را ميسر می سازد.

 1 به هنگام تهيه محيط کشت بايد دقت شود که طول سطح شيب دار و عمق محيط کشت در لوله حدودا توجه:

 سانتی متر باشد.

 

 

 نمونه اوليه:  -3

 خالص Brothکشت ارگانيسم مورد نظر بر روي محيط پليتی روده اي يا کشت  

 

 مواد مورد نياز: -4

 بصورت شيب دار KIAلوله محيط کشت     

 

   روش انجام کار:  -2 
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تمام سطح شيب دار و سپس سوراخ محيط کشت را با مقدار زيادي از کلونی باکتري مورد نظر، با کشت مارپيچی روي 

ساعت  02-64ميلی متري عمق لوله، تلقيح نماييد. لوله ها را به مدت   1-4کردن عمق آگار )و يا بالعکس( تا فاصله 

در شرايط هوازي انکوبه نماييد. بعد از انکوباسيون، نتيجه  C °6 ± 14ساعت ، در دماي  42در صورت عدم واکنش تا   و

 ب دار و عمق را ثبت نموده، تشکيل گاز و توليد سولفيد هيدروژن را يادداشت نماييد.واکنش در سطح شي

غيرتخميرکننده هاي لاکتوز )مثل سالمونلا و شيگلا( در ابتدا رنگ زرد توليد می کنند که ناشی از اسيد توليد شده به 

شيب دار )منطقه هوازي(، به  طيدليل تخمير مقدار کمی دکستروز است. وقتی دکستروز تمام می شود در سطح مح

زي( ر رنگ در عمق )منطقه بی هوايياين تغ برمی گردد. علت اکسيداسيون اسيدها واکنش به حالت قليايی )سطح قرمز(

 رخ نمی دهد، پس اسيدي )عمق زرد( باقی می ماند.

 pHتخميرکننده هاي لاکتوز سطح و عمق زرد توليد می کنند، چون اسيد کافی در سطح شيب دار توليد می شود تا 

اسيدي را تحت شرايط هوازي حفظ کند. ارگانيسم هايی که توانايی تخمير هيچ يک از دو کربوهيدرات را ندارند، سطح 

 و عمق قرمز توليد می کنند. 

 

 

ايجاد رنگ سياه در تمام عمق يا با تشکيل حلقه سياه در نزديکی عمق اثبات می شود. توليد توليد سولفيد هيدروژن با 

 گاز با ايجاد حباب يا با شکافتن يا جابجا شدگی آگار نشان داده می شود.
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 (:  QCبرنامه کنترل کيفي ) -6

 

 ارگانيسم دار سطح شيب عمق (S2Hسولفيدهيدروژن )

 Escherichia coli ATCC 64966 اسيدي اسيدي با گاز -

 Salmonella  typhimurium  ATCC 04162 قليايی اسيدي با گاز +

 Shigella flexneri ATCC 06166 قليايی اسيدي -

 Pseudomonas aeruginosa يیقليا قليايی -

 Citrobacter freundii اسيدي اسيدي +

 

 تداخلات:   -7

گاهی داراي حساسيت کمتري نسبت به ساير  S6H عنوان معرف سولفات فروس موجود در اين محيط به -

با ساير محيط هاي کشت   KIAو  TSIدر   S6Hنمک هاي فريک می باشد. بنابراين ممکن است در ايجاد 

 مغايرت هايی ديده شود.  SIMمثل 

هوا  شود تا تبادلبراي بالا بردن شرايط قليايی در سطح شيب دار بايد با شل کردن در پيچ لوله، اجازه داده  -

صورت گيرد. اگر در پيچ لوله محکم بسته شود، يک واکنش اسيدي که فقط با تخمير دکستروز ايجاد شده، 

 سطح شيب دار را نيز دربرمی گيرد.

اغلب سياه شدن  ،S6Hد ي،  با تخمير گلوکز، اسيدي می شود و در صورت تولTSIو   KIAعمق لوله هاي   -

)بويژه با باکتريهاي غير تخمير کننده لاکتوز( بنابراين اگر عمق سياه است بايد آن  از ته لوله شروع می شود،

 را اسيدي در نظر گرفت. 
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 سي حرکت باکتري هاربر

   هدف آزمايش:  -1

 افتراق باکتري هاي مختلف براساس توانايی حرکت آنها 

 اصول انجام کار:   -2

ــط فلاژل حرکت  از غير متحرک به کار می رود.اين آزمايش جهت افتراق ارگانيســم هاي متحرک  باکتري ها توس

می کنند. فلاژل اغلب در باســيل ها ديده می شــود، هر چند که تعداد اندکی از کوکســی ها نيز متحرکند. گاه 

ـــت در نهايت به فرم متحرک بر  باکتري هاي متحرک واريانت هاي غير متحرک ايجاد می کنند که ممکن اس

 هاي غير متحرک فلاژل ندارند.گردند. ارگانيسم 

 

 نمونه اوليه: -3

 ساعته 02-64کشت خالص 

 

 مواد و ابزار لازم:  -4

 ـ  جهت انجام روش قطره معلق مواد و وسايل زير مورد نياز است: 

 اسلايد ) لام ( -0

 لامل -6

 خمير هماتوکريت -1

 سرم فيزيولوژي -4

ـــی حرکـت در محيط نيمـه جـامـد از لولـه حاوي محيط -  Motility test medium يا    SIMجهـت بررس

(Semisolid.يا محيط هاي مشابه می توان استفاده نمود )  
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 روش کار: -2

 قطره معلق              

 يک قطره سرم فيزيولوژي يا آب مقطر روي لامل قرار دهيد. -0

 با استفاده از آنس از رأس کلنی هاي تازه باکتري، مقدار اندکی  برداشته  با قطره فوق مخلوط نماييد.  -6

ــخامت تقريبی -1 ــتفاده از خمير هماتوکريت يا پنبه، حلقه اي به ض  cm 4/0-0ميلی متر و به قطر تقريبی  6با اس

 روي  لام درست کنيد.

ــکلی که  -4 ــيون ميکروبی را به ش ــپانس ــوس ــرعت( روي لام لامل حاوي س با خمير يا پنبه تماس پيدا نکند )به س

 برگردانيد.

 مشاهده نماييد. 41نمونه فوق را زير ميکروسکوپ با عدسی  -4

 

ــورت متحرک بودن باکتري، هريک از  تفسددير ــت. در ص :  افتراق حرکت باکتري از حرکت براونی حائز اهميت اس

موقعيت مداوم هستند و بعضا با سرعت زياد در ميدان ديد باکتريها نسبت به باکتري هاي همجوار در حال تغيير 

ميکروســکوپ حرکت می کنند. اين حرکت ممکن اســت به شــکلهاي مختلف از چرخش، خم و راســت شــدن و 

ـــود. در حرکت براونی، عده زيادي از باکتريها بدون چرخش و تغيير  ـــريع مانند گلوله يا تير ديده ش حرکـت س

 رکت می نمايند )حرکت کاذب(.موقعيت و همگی در يک مسير ح

 

 محيط هاي نيمه جامد

 KIAساعته بر روي محيط  02-64( از کشت خالص MTMيا  SIMجهت تلقيح ارگانيسم در محيط هاي مربوطه )

 يا سايرمحيط هاي مناسب استفاده شود.

به  Co14فرو ببريد. محيط مربوطه را در حرارت  cm0با استفاده از آنس تلقيح، مرکز محيط را سوراخ کرده تا عمق 

 نگهداري کنيد. Co 64-60روز در حرارت اتاق  7ساعت انکوبه کرده در صورت منفی بودن به مدت  64-42مدت 

متحرک  Co 64-04حرارت انکوباسيون اهميت فوق العاده زيادي دارد. چون بسياري از ارگانيسم هاي متحرک در 

که حرارت مطلوب رشد آنهاست غير متحرکند.  اگر به متحرک بودن ارگانيسم در حرارت  Co 17بوده و در حرارت 
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 Co64 -60و ديگري را در  Co 14لوله را همزمان تلقيح کنيد، يکی را در حرارت  6پائين تر مشکوک هستيد، 

 نگهداري نمائيد.

 

 تفسير:

تلقيح، محيط اطراف اين خط نيز رشد واضح و در صورت متحرک بودن باکتري )حرکت مثبت( علاوه بر رشد در خط 

 يا کدورت نشان ميدهد.

 انکوباسيون در حرارت هاي مختلف:

 

 Co 17انکوباسيون در حرارت  -

a- ) انتروباکتر ) معمولا + (    کلبسيلا ) ـ 

b- ( معمولا + (   اکتينوباسيلوس ) ويبريو- ) 

c-  ( ــيدا )  -آئروموناس مديا ــالمونی س ــاير گونه هاي آئروموناس ) + ( و پلزيوموناس (  -( و آئروموناس س س

 ( شيگلوئيدس ) +

 

 

 ) حرارت اتاق ( C°64انکوباسيون در حرارت  -

 معمولاً )ـ( کورينه باکتريوم  جهت کمک در افتراق بين جنس ها:   ليستريامونوسيتوژن )+(

کن است اين ماده رشد گروهی از در صورت نياز از املاح تترازوليوم در محيط مربوطه استفاده کنيد، هر چند مم

ارگانيسم ها را مهار کند. نمک هاي تترازوليوم بی رنگ اند ولی با رشد ارگانيسم، رنگ به سلول ها چسبيده و به 

پيگمان قرمز رنگ نامحلولی به نام فورمازان احيا می شود.  رنگ قرمز صرفاً در نواحی از محيط که باکتري در آن رشد 

 شد.کرده ايجاد خواهد 
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بر روي محيط نيمه جامد مشابه قطره معلق خواهد « حرکت »ساعت انکوباسيون، ميزان مثبت شدن  64بعد از گذشت 

موارد بيشتر خواهد   42ساعت، ميزان مثبت شدن واکنش حرکتی در محيط نيمه جامد در  42بود. اما بعد از گذشت 

 بود. 

 :   QCبرنامه   -6

   E. coli  ATCC 64966حرکت مثبت:     

 Staphylococcus aureus ATCC  64961حرکت منفی :       

 درصورت استفاده از محيط هاي نيمه جامد جهت کنترل منفی می توان از روش عدم تلقيح ميکروب استفاده کرد. 

 

Methyl Red Test 
 

    هدف:  -1

تشخيص و تمايز اعضاي خانواده انتروباکترياسه براساس ميزان فرآورده نهائی ناشی از متابوليسم گلوکز و توليد اسيد 

   Mixed  Acid  Fermentationاز طريق مسير 

 

 اساس آزمايش: -3

 )قرمز ( واکنش نشان می pH= 454)زرد ( و  pH= 6است که در محدوده بين  pHمعرف متيل رد يک انديکاتور 

دهد. اسيديته اي که در آن معرف متيل رد قادر است تا تغيير رنگ ايجاد نمايد بسيار کمتر از ساير معرفهاي بيولوژيکی 

 بوده و تنها در مجاورت اسيديته بالا، در مسير تخمير چند اسيد از گلوکز می تواند ايجاد واکنش نمايد.

برخی از انتروباکترياسه فقط در ابتداي دوره انکوباسيون توليد اسيد می نمايند ولی تنها باکتريهايی که قادر باشند 

محيط را در حد پايين حفظ نمايند داراي واکنش مثبت می  pHساعت(  42-76براي مدت طولانی طی انکوباسيون )

 .باشند
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 نمونه اوليه: -3

 ساعته( 02- 64مورد نظر )کشت  کشت  خالص و تازه از باکتري

 

 مواد و معرفها:  -4

- MR/VP Broth   باpH   9/6نهايی 

 آب مقطر   ml 611و   942الکل اتيليک   ml 111پودر متيل رد در   g 150معرف متيل رد که عبارت است از  -

ابتدا پودر متيل رد را بايد در الکل حل نمود و سپس آب به آن اضافه کرد. محلول تهيه شده را بايد در شيشه  توجه:

ميلی ليتر 4/6تيره و در يخچال نگهداري نمود. جهت مصرف روزانه و هفتگی آنرا در لوله هاي در پيچ دار به حجم 

 ريخته و در يخچال بگذاريد. 

 

   روش انجام آزمايش:  -2 

 تلقيح نماييد.   MR/VP Brothميلی ليتر  4/6ابتدا چند کلنی از کشت خالص باکتري را در لوله حاوي  -

 انکوبه نمائيد.   C° 14روز(  در 4ساعت ) حداکثر  76-42  – 

اضافه نماييد و نتيجه واکنش را بر اساس تغيير رنگ حاصله  Brothقطره از معرف متيل رد را به  4سپس   -

 بررسی کنيد. 

 ايجاد رنگ زرد               واکنش منفی   

 است.   pH<454ايجاد رنگ قرمز               واکنش مثبت در نتيجه توليد اسيد زياد و ايجاد  

   ايجاد رنگ نارنجی            واکنش منفی  

 

را در لوله اي ريخته و    MR/VP Broth ميلی ليتر 4/1جهت کوتاه تر کردن زمان نتيجه گيري می توان حدود 

قطره معرف   C°14   ،6-0ساعته در  02-64مقدار نسبتاً زيادي از ميکروب را در آن تلقيح نمود و پس از انکوباسيون 

 متيل رد  را به آن اضافه کرده، واکنش را مشاهده نمود.
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 برنامه  کنترل کيفي:   -6

 E. coli  ATCC     64966  کنترل مثبت: 

 Klebsiella Pneumoniae  ATCC  01221،  01142کنترل منفی:  انتروباکتر آئروژينوزا 

 در هر روز کاري، قبل از انجام آزمايش، کنترل کيفی بايد با سويه هاي مثبت و منفی انجام شود.   توجه :

 

 

 دآمينازفنيل آلانين 

 هدف:      -1

 ويدنسيا از ساير باکتري هاي گرم منفیوکمک در تشخيص پروتئوس، مورگانلا و پر

 اساس آزمايش:   -2

فنيل آلانين اسيد آمينه اي است که ضمن دآمنيه شدن به فنيل پيروويک اسيد تبديل می شود، اين اسيد با افزودن 

 و ايجاد رنگ سبز مشخص می شود. 012کلرورفريک 

 مواد و ابزار لازم :   -3

 لوله حاوي فنيل الانين آگار 

  درصد  01کلرورفريک 

 مراحل انجام کار:  -4

 .سطح محيط با کلنی ايزوله تلقيح شده ، در لوله به صورت شل بسته شود 
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  دربعد از انکوباسيون محيط c °14 يا تا هرزمان که رشد واضحی مشاهده گردد ،  ساعت 02-64به مدت

(cc4/1  )4-4  مستقيماً به سطح آگار اضافه می کنيم.  لوله را می چرخانيم تا کلنی  012قطره کلرورفريک

 ها در آن غوطه ور شوند.

 تفسير:    -2

دقيقه رنگ سبز، کم  01ظهور بلافاصله رنگ سبز بعد از ريختن معرف، بيانگر مثبت بودن اين تست است.  در عرض 

 ر اضافی معرف، دوباره رنگ سبز ايجاد می شود.رنگ تر می شود، که با افزودن مقادي

ساعت انکوباسيون محيط کشت، نيز تست  4بعضی گونه ها به قدري سريع فنيل آلانين را دآمينه می کنند که بعد از 

 مثبت می شود.

 کنترل کيفي:   -6

 ATCC 11461کنترل مثبت:    پروتئوس ولگاريس 

 ATCC 64966 Ecoliکنترل منفی: 

  فوق بايد براي هر سري ساخت جديد محيط يا معرف انجام گيرد. کنترل کيفی -

 

PYR 
    هدف:  -1

  Dو انتروکوک هاي گروه A تست با حساسيت بالا جهت تشخيص استرپتوکوک هاي گروه

 اساس آزمايش: -2

هيدروليز می شود و در  L-pyrolidonyl-β-naphthylamideآنزيم آمينو پپتيداز توسط سوبسترايی به نام  

 آزاد می شود که با افزودنβ-naphthylamide نتيجه 

 N,N-dimethylaminocinnamaldehyde  .و با  ايجاد  رنگ قرمز مشخص می شود 
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 نمونه اوليه: -3

 ساعته(  02-64کشت تازه ميکروبی ) -

 مواد و ابزار لازم:  -4

- Broth PYR (Todd Hewitt Broth  به مقدار   10/12با پيروليدونيل بتا نفتيل آميد )ml 6/1 )در لوله 

 (   10/12) دي متيل آمينو سينامالدئيد  PYRمعرف  -

 لوله آزمايش -

   روش انجام آزمايش:  -2 

  کلنی ازکشت مورد نظر را در لوله محتوي  1تا  6ابتداml 156 Broth PYR  .حل می کنيم 

  ساعت در حرارت  4لوله را به مدتC°14 .انکوبه می کنيم 

  يک قطره معرفPYR .به آن اضافه می نماييم 

 .سرانجام واکنش را که بر اساس تغيير رنگ می باشد مشاهده و تفسير می نماييم 

  تست ن بود زمان لازم براي خواندن نتايج يک دقيقه می باشد که رنگ زرد يا عدم تغيير رنگ نشانگر منفی

 و ايجاد رنگ قرمز پررنگ نشانگر واکنش مثبت است.

 

 کنترل کيفي:  -6

 Streptococcus  pyogenes  ATCC 09604سوش کنترل مثبت: 

 انتروکوک فکاليسو   Streptococcus  agalactiae ATCC  01201سوش کنترل منفي: 

 ي مثبت و منفی انجام شود. در هر روز کاري، قبل از انجام آزمايش، کنترل کيفی بايد با سوش ها  

 

    تداخلات:   -7

قبل از انجام اين آزمايش بايد مطمئن بود که ارگانيسم مورد نظر استرپتوکوک است يعنی کوکسی گرم مثبت و 

کاتالاز منفی در اختيار داريم. زيرا ارگانيسم هاي ديگر مانند بعضی از کوکسی ها، استافيلوکوک ها و استرپتوکوک 

 مثبت هستند. PYRهاي ويريدنس  نيز 
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 SXTو حساسيت به باسيتراسين 

 هدف:      -1

 از ساير استرپتوکوک ها  Aتشخيص استرپتوکوک بتاهموليتيک گروه 

 

 اساس آزمايش:  -2

حساس ولی به تريمتوپريم ـ سولفامتوکسازول ) 1514Uبه ديسک باسيتراسين   Aاسترپتوکوک بتاهموليتيک گروه 

SXT   )0564Ug   مقاوم است. استرپتوکوک بتاهموليتيک گروهB   آنتی بيوتيک مقاوم است. 6به هر 

 

    ويژگي هاي تست:  -3

چندان اختصاصی   Aبه باسيتراسين حساسند بنابراين اين تست جهت گروه   Gو    Cسويه هاي گروه   012بيش از 

عموماً   Gو   Cانجام می شود که گروه هاي SXTاين تست اغلب همراه با تست حساسيت به  ،نيست. به همين دليل

 مقاومند.  Bو   A( حساس بوده و گروه هاي  SXTآن ) به

 

 نمونه اوليه: -4

 ساعته از باکتري مورد نظر 02 – 64کشت 

 

 :   مورد نياز ابزارلوازم و   -2

 بلاد آگار با خون گوسفند-

 ( U  1514ديسک باسيتراسين ) -

   SXTديسک- 

 پنس استريل- 

 سواب استريل  - 
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 روش انجام کار:   -6

کلنی ايزوله استرپتوکوک بتاهموليتيک را در وسط يک پليت بلادآگار قرار داده و سپس با يک سواب يا لوپ استريل 

را روي ناحيه کشت  SXTآن را بطور يکنواخت روي پليت کشت می دهيم. يک ديسک باسيتراسين و يک ديسک 

قرار   C1 14صله داشته باشند. پليت را دراتووداده شده، قرار می دهيم. بايد توجه نمود که ديسک ها از همديگر فا

 می دهيم.

 حساس =  عدم رشد در اطراف ديسک ها  

 مقاوم    =  رشد تا لبه ديسک ها  

 

 

 : QCبرنامه    -7

 

ATCC 09604   استرپتوکوک گروهA  باسيتراسين   :=  S     وR = SXT 

 

67946  ATCC   استرپتوکوک گروهB  باسيتراسين   :=  R     وR = SXT 

 

 S= SXTو      S  =:   باسيتراسين  Gيا   Fو    Cاسترپتوکوک بتاهموليتيک گروههاي 

 

 تداخلات:  -1

اين تست تنها بايد براي تشخيص استرپتوکوک هاي بتاهموليتيک انجام شود زيرا بعضی از استرپتوکوک هاي  -

 به باسيتراسين حساسند.  آلفاهموليتيک ) مثل پنوموکوک (

روي بلاد آگار بايد کاملاً يکنواخت و به مقدار کافی انجام شود. تلقيح کم ميکروارگانيسم روي بلادآگار  کشت -

 به باسيتراسين حساس شود و نتيجه مثبت کاذب دهد.    non-Aباعث می شود استرپتوکوک 
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 TCBS Agarمحيط 

 

  هدف:  -1

 جداسازي انتخابی ويبريوهاي کلرا و ويبريو پاراهموليتيکوس 

 

 :اساس آزمايش  -2

TCBS    آگارThiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar  محيطی انتخابی براي جداسازي ويبريوکلرا و

 ويبريوپاراهموليتيکوس و نيز ديگر ويبريوها است. 

)صفراي گاوي، محتوي مخلوطی از نمک هاي صفراوي و  Oxgallمهار باکتري هاي گرم مثبت با افزودن  -

Sodium Cholate   .انجام می شود ) 

تيوسولفات سديم به عنوان منبع سولفور عمل می کند و در ترکيب با سيترات فريک، توليد سولفيد هيدروژن  -

 می کند. 

 است. ساکاروز بعنوان کربوهيدرات قابل تخمير براي متابوليسم ويبريوها موجود -

-  pH  قليائی محيط، جداسازي ويبريوکلرا را افزايش می دهد. تيمول بلو و برم تيمول بلو به عنوان معرف هاي

 موجودند.  pHتغيير 

 

 نمونه اوليه : -3

 (  Blair Cary &سواب هاي محتوي ماده نمونه در محيط کشت انتقالی کري ـ بلر ) -

 

 مواد و ابزار لازم : -4

 یيآب پپتونه قليا -

   TCBSمحيط کشت -

 روش انجام کار:   -2
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حتی الامکان به محض دريافت نمونه، آن را کشت دهيد. نمونه هايی مثل سوابهاي مقعد، مدفوع، ماده استفراغ شده، 

ماهی يا غذاهاي ديگر را می توان با سواب به طور مستقيم روي محيط تهيه شده در پليت برد. تلقيح زياد، مخصوصاً اگر 

ازه نيستند، توصيه می شود. اگر تأخيري در رسيدن نمونه به آزمايشگاه پيش بينی می شود، سواب هاي نمونه ها ت

 محتوي ماده نمونه را بايد در محيط انتقالی کري ـ بلر به آزمايشگاه منتقل نمود. 

می رود. يعنی نمونه را  به کار   TCBSه قليايی ونبراي جداسازي ويبريوکلرا و ديگر گونه هاي ويبريو از مدفوع، آب پيتو

انکوبه  C ° 14ساعت در دماي        4-2( برده و به مدت 4/2  =pH) NaCl 02ابتدا داخل آب پپتونه قليايی حاوي 

 .کشت دهيد TCBSنماييد و سپس روي محيط 

اما در مواقع اورژانس و کمبود وقت توصيه می شود قبل از قرار دادن سواب در آب پپتونه قليايی5 سواب را بر روي يک  

 4-2برده و به مدت بکشيد5 پليت را کشت داده و انکوبه نماييد و سپس سواب را در آب پپتونه قليايی  TCBSپليت 

  تهيه نماييد. TCBSاب کالچر مجددي بر روي پليت و پس از آن س انکوبه نماييد C ° 14ساعت در دماي 

ساعت منفی  64انکوبه نماييد. اگر بعد از  C °6± 14ساعت در دماي  02-64پليت ها را دور از نور نگهداشته و به مدت 

 ساعت ديگر انکوبه نماييد.  64بود براي 

بايد در  TCBSنبايد بيش از يک هفته گذشته باشد. همچنين محيطهاي   TCBSتوجه : از زمان تهيه محيط   -

 کيسه هاي فريزر در بسته در يخچال نگهداري شوند.

 نکته: براي کشت ويبريوها نبايد نمونه ها را فريز کرد. 

 

 (:  QCبرنامه کنترل کيفي )  -6

Vibrio Cholerae ATCC 9449 رشد متوسط تا زياد، کلونی هاي زرد  : 

Vibrio parahaemolyticus ATCC 07216رشد متوسط تا زياد، کلونی هاي آبی  : 

Escherichia coli ATCC 64966 .اگر رشد کند،کلونی ها کوچک و شفاف هستند : 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 01044 رشد به طور جزئی يا کامل مهار می شود. اگر رشد کند، کلونی ها :

 آبی هستند. 
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Streptococcus faecalis ATCC 69606 رشد به طور جزئی يا کامل مهار می شود. اگر رشد کند، کلونی ها کوچک :

  و زرد هستند.

 

 

Triple Sugar Iron Agar (TSI Agar) 
 

  هدف:  -1

 تفکيک باسيل هاي روده اي گرم منفی ) بر اساس تخمير کربوهيدرات و توليد سولفيد هيدروژن (

 

 اساس آزمايش:  -2

( وجود دارد، اضافه KIAاين محيط کشت، ساکاروز به دو قندي )دکستروز و لاکتوز( که در محيط کلايگلر آيرون آگار )در 

شود. افزودن ساکاروز، با تسهيل در جداسازي باسيل هاي تخمير کننده ساکاروز و نيز تخمير کننده هاي لاکتوز و می

يعنی   pHات، با تغيير رنگ قابل مشاهده معرف رتخمير کربوهيديا دکستروز، حساسيت محيط را افزايش می دهد. 

فنل رد )از قرمز به زرد( نشان داده می شود. توليد سولفيد هيدروژن با ايجاد رسوبی که محيط را در عمق لوله سياه 

 می کند و نتيجه افزودن سولفات فروس به محيط است، نشان داده می شود.

 که فقط دکستروز را تخمير می کنند، غلظت دکستروز يک دهم هايی سمتسهيل در جداسازي ارگاني براي

( غلظت لاکتوز يا ساکاروز است. مقدار کم اسيد توليد شده در سطح شيب دار لوله در طی تخمير دکستروز، به 0/1)

ژن يين تر اکسيفشار پابدليل  قليايی) قرمز  ( برگردد. در مقابل،   pHسرعت اکسيد می شود و باعث می شود محيط به 

 در عمق، واکنش اسيدي )زرد( حفظ می شود.

سانتی  1به هنگام تهيه محيط کشت بايد دقت نمود که طول سطح شيب دار و عمق محيط کشت در لوله، حدوداً  توجه:

 متر باشد.
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 نمونه اوليه : -3

 کشت ارگانيسم بر روي يک پليت محيط مورد استفاده براي کشت انتروباکترياسه  -

 

 مواد و تجهيزات مورد نياز:  -4

 دار  بصورت شيب  TSIلوله محيط کشت  -

 

 روش انجام کار:   -2

با استفاده از آنس سوزنی استريل خنک، رشد را از مرکز يک کلونی که به تازگی روي پليت محيط مورد استفاده براي 

انتقال دهيد و آن را با حرکت آنس در امتداد  TSI Agarکشت انتروباکترياسه رشد کرده است، به سطح شيب دار 

سطح شيب دار، کشت دهيد و سپس عمق را با سوراخ کردن محيط، تلقيح نماييد. لوله ها را با در پوش هاي شل شده 

 در اتمسفر هوازي انکوبه نماييد.   C ° 6± 14ساعت در دماي  02-64به مدت 

با ارگانيسم هاي کنترل، مقايسه نماييد. تخمير کربوهيدرات با رنگ زرد واکنش هاي توليد شده توسط ايزوله مجهول را   

 محيط نشان داده می شود. 

اگر محيط در عمق لوله زرد شود )اسيدي( اما در سطح شيب دار قرمز شود )قليايی(، ارگانيسم تحت بررسی فقط دکستروز 

 )گلوکز( را تخمير می کند.

مق نشان می دهد که ارگانيسم تحت بررسی، دکستروز، لاکتوز و يا ساکاروز را رنگ زرد )اسيدي( در سطح شيب دار و ع 

 تخمير می کند.

رنگ قرمز )قليايی( در سطح شيب دار و عمق، نشان می دهد که ارگانيسم تحت بررسی، يک غير تخمير کننده  

(Nonfermenter .است ) 

 شود. توليد سولفيد هيدروژن سبب توليد رسوب سياه در عمق لوله می 

 توليد گاز با شکاف و ترک خوردگی محيط نشان داده می شود. 
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 (: QCبرنامه کنترل کيفي )  -6

 

S6H ارگانيسم سطح شيبدار عمق گاز 

- + A A Escherichia coli ATCC 64966 

- - K K Pseudomons aeruginosa ATCC 67241 

+ + A K Salmonella typhimurium ATCC 04162 

- - A K Shigella flexneri ATCC 06166 

 

A    )زرد( اسيدي :K    ) قليايی ) قرمز : 

 

 تداخلات:    -7

براي حفظ شرايط قليايی سطح شيب دار بايد با بستن درپيچ لوله بصورت شل، اجازه داد که تبادل آزاد هوا صورت   -

گيرد. اگر لوله محکم بسته شود، واکنش اسيدي )ايجاد شده فقط با تخمير دکستروز( سطح شيب دار را درگير 

 خواهد کرد.

نشان ندهند،   TSIنشان دهند، اما روي   KIAژن را روي بعضی از ارگانيسم ها ممکن است توليد سولفيد هيدرو -

 اثر S6H، مکانيسم آنزيمی را که در توليد TSI Agarچون استفاده از ساکاروز در 

 و بعضی از اعضاء انتروباکترياسه نمی توانند روي  S 6Hمی گذارد مهار می کند. بويژه سالمونلاي توليد کننده  

TSI Agar،S 6H  .توليد کنند 

( گاهی داراي حساسيت کمتري نسبت به ساير نمک  S 6Hسولفات فروس موجود در اين محيط) به عنوان معرف  -

  SIMبا ساير محيط هاي کشت مثل   KIAو  TSIدر   S 6Hهاي فريک می باشد. بنابراين ممکن است در ايجاد

 مغايرت هايی ديده شود.
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اسيدي می شود ، سياه شدن اغلب در ته لوله وجود دارد يا به ، با تخمير گلوکز  TSIو  KIAچون عمق لوله هاي   

ياه است بايد آن را همان جا محدود می شود ) بويژه با باکتريهاي غير تخمير کننده لاکتوز( بنابراين اگر عمق س

 .گرفتاسيدي در نظر 

 اوره آز

  هدف:  -1

م اوره آ ه باکتريونشناسايی گونه هاي مهمی نظير کوريافتراق انتروباکترياسه ها، افتراق بين گونه هاي بروسلا، 

و به عنوان يک تست  اضافی براي تشخيص بعضی  دار ليتيکوم، هليکوباکترپيلوري، تشخيص مخمرهاي کپسول

 کوکوباسيل هاي گرم منفی 

 

 اساس آزمايش:  -2

اوره آز آنزيمی است که بعضی از ارگانيسم ها آن را توليد کرده و اوره را به دي اکسيد کربن، آب و آمونياک هيدروليز 

 می شود.  pHمی کنند. آمونياک در محلول به کربنات آمونيوم تبديل شده و باعث قليايی شدن محيط و بالا رفتن 

 

 نمونه اوليه:  -3

 م مورد نظر ساعته از ارگانيس 02 – 64کشت 

 

 :مواد و تجهيزات مورد نياز  -4

 Christensen’s urea Agarيا محيط کشت آگار مانند     Stuart’s urea brothمحيط کشت مايع نظير  

 

 مراحل انجام کار:    -2

يا سطح شيبدار محيط کشت جامد را با مقدار نسبتاً زيادي از کلنی هاي ايزوله  Broth( محيط کشت  4-0

 نيم. تلقيح می ک
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انکوبه می نماييم.  C1  14  ساعت تا هفت روز در 42به مدت  با در پيچِ شل( هر دو لوله محيط کشت را  4-6

ساعت واکنش مثبت می دهند و سويه  0-6ارگانيسم هايی که اوره را سريع هيدروليز می کنند، در عرض 

 روز يا بيشتر انکوباسيون نياز دارند.  1هايی که کمتر فعالند، به 

 ( واکنش ها بدين صورتند :  4-1

a .اوره براث: 

 ايجاد رنگ قرمز نشان دهنده واکنش قليايی و هيدروليز اوره می باشد.   -

.b اوره آگار : 

 سوش هاي اوره آز مثبت سريع : ايجاد رنگ قرمز در تمام محيط  -

 لوله سوش هاي اوره آز مثبت ضعيف : ايجاد رنگ قرمز ابتدا فقط در سطح و بتدريج در عمق  -

 سوش هاي اوره آز منفی : محيط کشت به رنگ اوليه خود باقی می ماند. -

 

 :  QCبرنامه    -6

 جديد از محيط کشت بايد با ارگانيسم هاي کنترل مثبت و منفی تست شود.   batchهر 

         Proteus sp          سوش کنترل مثبت:

  Klebsiella sp  :سوش کنترل مثبت ضعيف  

   E. coli  :        سوش کنترل منفی  

 

   توجه:

زيادي از  مقدارحاوي  Brothو اوره آگار توجه شود. از آنجا که اوره  Brothبايد به اهميت تفاوت محيط کشت اوره 

می باشد براي از بين بردن اثر بافر بايد مقدار نسبتا زيادي آمونياک توسط باکتري  pH=  2/6بافر نمک هاي فسفات با 

 برسد و تغيير رنگ ايجاد شود. 2محيط به بالاي  pHايجاد شود تا 

می باشد و پپتون و گلوکز دارد. اين محيط غنی بوده  Brothمحيط اوره آگار حاوي مقدار کمتري بافر نسبت به اوره 

ز باکتري هايی را که نمی توانند در اوره براث رشد کنند، افزايش می دهد. از طرفی کم بودن مقدار و رشد بسياري ا
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بافر در اوره آگار اجازه می دهد که مقدار کم آمونياک حاصل از هيدروليز اوره توسط باکتري هاي اوره آز ضعيف، 

 يی از کلبسيلا و آنتروباکتر و بروسلا در محيطمشخص شود. باکتري هايی که اوره آز کمی ايجاد می کنند مثل گونه ها

 اوره آگار، تست می شوند. 
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