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   پزشکی شناسی میکربقوانین آزمایشگاه 

 . باشد میساعت اعلام شده در برنامه آموزشی    رأسساعت حضور در آزمایشگاه   .۱

ستم ایمنی قبل از یی از قبیل کور رنگی و مشکلات سیهابیماري ،  هادر صورت وجود زخم و بریدگی در دست .۲

 ول آزمایشگاه اطلاع دهید. شروع کار، به مسئ

 . باشد میالزامی  هاپوشیدن روپوش سفید جهت پیشگیري از آلودگی لباس .۳

ي احتمالی، از قرار دادن روپوش در کنار سایر لوازم شخصی خودداري هانکته: به منظور جلوگیري از انتشار آلودگی

کننده همچون هیپوکلریت سدیم (با نام تجاري وایتکس و...)   ضدعفونیفرمایید و به طور مرتب، جداگانه و با محلول  

 بشوئید. 

 به همراه داشتن کپی کارت دانشجویی جهت کارت گزارش کار الزامی است.  .۴

  ها آن وسایل شخصی (کیف، کتاب، عینک، ساعت، گوشی همراه و...) خود را روي میز کار که احتمال آلودگی   .۵

 زیاد است، قرار ندهید. 

شناسی از خوردن، آشامیدن، دست زدن به سر و صورت (بینی، چشم، گوش و دهان)   میکربدر آزمایشگاه   .۶

 اکیداً خودداري فرمائید. 

ی شکسته و یا قطراتی از آن سبب آلودگی  میکربچنان چه در هر مرحله از کار، محیط کشت و یا سوسپانسیون   .۷

گروه یا آزمایشگاه را مطلع کرده تا   مسئولشود، به منظور جلوگیري از انتشار آلودگی، بلافاصله    هامیز، لباس و دست

 تصمیمات مناسب اتخاذ شود.

گزارش کار هر جلسه را به طور خلاصه در کارت گزارش کار منعکس کرده، در حفظ آن تا پایان دوره کوشا  .۸

 باشید. 

با  .۹ قبل از خروج از آزمایشگاه شیر گاز را بسته، میز کار را تمیز نموده، عدسی میکروسکوپ (خصوصاً عدسی 

) را با کاغذ مخصوص پاك نموده، ظروف رنگ آمیزي را در جاي خود قرار داده و از بسته بودن 100درشت نمایی  

 اطمینان داشته باشید.  هاآن پوشدر

ند، گردمیشناسی فقط در ظروف خاص جمع آوري شده و استریل    میکربمواد و لوازم آلوده در آزمایشگاه   .۱۰

 ي معمولی جداً خودداري فرمایید. هابنابراین از دور ریختن این وسایل و مواد در سطل

 ي خود را بشوئید. هاقبل از ترك آزمایشگاه حتماً دست .۱۱

باش  دانشجویانیو    باشدمیغیبت (موجه و غیرموجه) حداکثر یک جلسه   .۱۲ د، اجازه  نکه غیبت بیشتري داشته 

  . د داشت نحضور در امتحان این درس را نخواه



 
 

۷ 
 

                                                                                              

 جلسه اول 

بیماري  تشخیص  علاهاروند  بیماري،  سابقه  اساس  بر  است  ممکن  متخصص  پزشک  است.  پیچیده  عفونی  م، ئي 

 ي فیزیکی و اطلاعات اپیدمیولوژي قادر به تشخیص کلینیکی بیماري باشد. هابررسی

با کیفیت قابل قبول، اي  اما تشخیص عامل بیماري عفونی ممکن است خیلی مشکل تر بوده و وابسته به تهیه نمونه  

با   ها. علائم ناشی از بیماري باشد مییولوژي بالینی  میکربانتقال در شرایط صحیح و نتایج آزمایشات یک آزمایشگاه  

ي گوناگونی را درگیر هاد اندامتوان میو همچنین یک روند عفونی  باشند ند همپوشانی داشته  توانمیعوامل مختلف  

 . باشد میي مؤثر   هانیاز به تشخیص عامل اصلی بیماري عفونی و استفاده ازآنتی بیوتیک  ،  جهت درمانبنا براین  کند،  

و یا در مواردي مانند بیماري با   د شومیدر واقع عدم تشخیص دقیق و به موقع عامل بیماري، منتج به درمان تجربی 

 ی و ... باعث طولانی شدن درمان شود. میکربچند عامل 

ي جهش یافته ي هامیکربیوم بیماران و انتخاب  میکربي دارویی نامطلوب ، تغییر  هادرمان تجربی احتمال واکنش

 د سلامت بیماران را به خطر بیندازد.توان میمقاوم را افزایش  داده که به روش  غیر مستقیم 

 . باشد میي جانبی تأکیدي بر لزوم آزمایشات دقیق و سریعی جهت تشخیص عامل بیماري هاچنین آسیب

چنان در حال پیشرفت است و   که  هم  باشد میدر اختیار بشر  هاخوشبختانه امروزه ابزار زیادي براي مبارزه با بیماري 

کشت    مانند   ي قدیمی هاروشی با سرعت بیشتر تشخیص داده شوند. البته هنوز هم  میکربسبب شده است که عوامل  

 .  باشد میبااهمیت  هاباکتري و شناسایی براي برخی (نه بیشتر)از 

 ی آشنا گردند.میکربتلاش شده است دانشجویان گرامی با روند کامل بررسی عامل  ارائه این واحد درسی،در 

 

 مراحل تشخیص عامل بیماري عفونی 

 ): 1-2،شکل1-1(شکلباشد میمرحله   3ارزیابی آزمایشگاهی نمونه بالینی شامل 

  ) Pre Analyticalمرحله پیش تحلیل (الف: 

  )Analyticalمرحله تحلیل (ب: 

  ) Post Analyticalمرحله پسا تحلیل (ج: 

 . باشد میجهت رسیدن به نتیجه مطلوب دقت در هر یک از این مراحل ضروري و حائز اهمیت 
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 ي عفونیهامراحل تشخیص بالینی و آزمایشگاهی بیماري 1-1شکل 
 

 هاي عفونیمراحل تشخیص بالینی و آزمایشگاهی بیماري 1-2شکل 
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 ي بیماري عفونی هاارائه علائم و نشانهمشاوره بیمار با پزشک و  -۱

 معاینه بیمار توسط پزشک و تشخیص بالینی تجربی  -۲

 داراي برچسب مشخصات باشند هاي مناسب ،به طوري که تمام نمونههاتهیه نمونه یا نمونه -۳

 به روش صحیح  هادرخواست آزمایشات به صورت دست نویس یا الکترونیکی و انتقال نمونه -۴

یا یک  رایانه ايبر اساس برگه درخواست ارسالی در یک فایل  هاپذیرش نمونه توسط آزمایشگاه و ثبت داده -۵

 دفتر

 آزمایش مستقیم نمونه  -۶

 گزارشات احتمالی به پزشک در صورت امکان  -۷

 و گرما گذاري)  هاي کشت، تلقیح نمونهها(انتخاب محیط هابررسی نمونه -۸

   دستور عمل آزمایشگاهي کشت و شناسایی بر اساس هابررسی محیط -۹

 ي کشت و آزمایشاتی که جهت شناسایی انجام شده است هابررسی محیط -۱۰

 تهیه گزارش نهایی کشت و ارسال به پزشک ( کلینیک یا بیمارستان )  -۱۱

 تفسیر گزارشات توسط پزشک و درمان مناسب -۱۲

 گزارش اولیه (در صورت امکان) -۱۳

 
 (Pre-Analytical)مرحله پیش تحلیلی 

 ي بیماري عفونی هامشاوره بیمار با پزشک و ارائه علائم و نشانه -۱

 معاینه بیمار توسط پزشک و تشخیص بالینی تجربی  -۲

 نمونه برداري: -۳

ی، مطالعات سرولوژیک و یا بررسی ملکولی میکربي مختلفی جهت کشت  ها در بررسی عامل بیماري عفونی باید نمونه

 تهیه شود. 

انتقال آن در شرایط صحیح از مراحل بسیار مهم و مؤثر در تشخیص عامل  جمع آوري نمونه صحیح و مناسب و 

 . باشد میبیماري 

نامناسب سبب عدم شناسایی عامل اصلی عفونت  یک   یا    ،نمونه  باکتري کومنسال  آلوده کننده به  شناساندن یک 

 . دشومی مان نادرست و حتی مضر براي بیمارمنجر به درودر نهایت  عنوان عامل عفونت

 



 
 

۱۰ 
 

 نکات مهم در جمع آوري نمونه:

 نمونه باید از محل واقعی عفونت با حداقل آلودگی تهیه شود.   -۱

و بخش پشتی حلق باشد و با   هافقط در تماس با لوزه  سواببراي مثال در بررسی عفونت استرپتوکوکی حلق، باید  

ي زیادي ساکن هاباکتريي دهان و بزاق تماسی نداشته باشد. چون در این نواحی به طور طبیعی  هاسایر قسمت

 ). 1-3(شکلدشومیهستند و سبب عدم شناسایی صحیح عامل عفونت و شکست درمانی  

قبل از جمع (پرینه)    Perineumو (اطراف پیشابراه )  Perurethralبافت  ي ساکنهاباکتري وجود  ند  توانمیي دیگر  هامثال

 با ترشحات واژن و .... باشد.  Endometrial  آلودگی نمونه، هاآوري ادرار در خانم

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

(سیر بیماري)   Naturalhistory  زمان مناسب  جمع آوري، درهر نمونه برداري در نظر گرفته شود. براي تعیین این زمان   -۲

 بیماري عفونی اهمیت زیادي دارند. Pathophysiologyو 

باکتري را از کشت خون جداسازي نمود در حالی    توانمیبراي مثال در بیماري تیفوئید (حصبه) در طی هفته اول  

 . دشومیکه در هفته دوم و سوم باکتري از نمونه مدفوع و ادرار بهتر جداسازي 

که به علت افزایش احتمال    باشد میساعته جهت کشت باکتري     24ي  هامثال دیگر نامناسب بودن جمع آوري نمونه

 ساعته ادرار و خلط).  24ي همزیست نتایج صحیحی نخواهند داشت (مثال  نمونه هاباکتري آلودگی و رشد 

 عفونت   ي کم ممکن است منجر به عدم تشخیص عاملهاي آزمایشات درخواستی کافی باشد. نمونههامقدار نمونه -۳

 شود. 

 مقدار لازم براي تزریق خون به محیط ثبت شده است. ي کشت خون هابراي مثال به همین جهت بر روي محیط

 نمونه برداري از حلق توسط سواب استریل :1-3شکل
 



 
 

۱۱ 
 

.  باشدمیي کشت و انتقال  بسیار مهم  هااستفاده از ابزار مناسب نمونه برداري، ظروف نمونه ، محیط -۴

کاملاً بسته شده و هیچ گونه نشتی وجود نداشته   هاآن ظروف نمونه باید استریل بوده، استفاده از آن آسان باشد، درب  

 باشد. 

نمونه  هابسوا آوري  جمع  براي  متداولی  کشت    هاابزار  امکان   باشندمی  هاباکتريجهت   که  مواردي  در  .البته 

 .  )1-4بهتر است ازاین ابزاراستفاده شود(شکل، آسپیراسیون ترشحات توسط سرنگ یا برداشت بافت ممکن باشد 

 باید در نظر گرفته شود: هاسوابنکاتی که در استفاده از 

ي پرنیاز را مهار  هاباکتريی از جنس کتان ممکن است حاوي اسیدهاي چرب، کلسیم و آلژینات بوده و رشد  یهاسواب

 ریون غالباً مناسب تر هستند.  یی از جنس داکرون یا پلی استرهاسوابکنند. 

، توانایی جذب   هاسوابباقی بمانند. علاوه بر سمیت مواد تشکیل دهنده    سوابنباید مدت طولانی بر روي    هانمونه 

 . باشد میدر آنهامتفاوت  هاو سپس آزادسازي نمونه

باید در محیط انتقال یا ظروف مرطوب حمل شوند. البته   هاباکتريجهت جلوگیري ازخشک شدن و مرگ    هاسواب

در ظروف خشک انتقال داده    هاسوابباید    هاي پوست و یا ناخن جهت بررسی قارچهامانند تراشه  هادر برخی نمونه

 شوند. 

 باشدمیپلیت سمت چپ تصویر مربوط به نمونه برداري توسط سرنگ  : 1-4شکل

 وپلیت سمت راست مربوط به همان نمونه ،ولی برداشت توسط سواب 



 
 

۱۲ 
 

جمع آوري شوند تا نمونه کافی براي آزمایشات مستقیم و یا بیشتر      سوابباید توسط دو    هاهمچنین نمونه

 ). 1-5کشت وجود داشته باشد(شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ن  سواب،  هوازيبیي  هابراي جمع آوري نمونه و بهتر است نمونه توسط یک سرنگ استریل    باشد میابزار مناسبی 

ي انتقالی  هاآسپیره شود، همچنین نمونه باید از خشک شدن و تماس با اکسیژن محافطت شود. البته امروزه محیط

 ).  1-6را محافظت نماید(شکل هوازيبیي هوازي و هم هاباکتريد هم توان میتولید شده است که 

 

 

 

 

  

 

 

 براي ارسال یک نمونه سواب:استفاده از دو  1-5شکل         
 

 در ظروف و بسته بندي مخصوص هوازيبیهوازي/:انتقال نمونه 1-6شکل
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 قبل از تجویز آنتی بیوتیک جمع آوري شوند.  هادر صورت امکان نمونه -۵

 گسترش تهیه شده و مستقیماً بررسی شود. هاعلاوه بر کشت باید از نمونه -۶

. مشاهده  باشد مییکی از مواردي که تهیه گسترش در تشخیص آن بسیار کمک کننده است ،  بررسی نمونه خلط  

که بتوانیم ماهیت التهابی نمونه و وجود باکتري را  بررسی نموده و   دهدمیمیکروسکوپی خلط به ما این امکان را  

را مشاهده  ي اپی تلیال  هاسلول  ارزیابی کنیم. براي مثال اگر در گسترش خلط فراوانی  هانتایج کشت را با این داده

 کنیم نباید نمونه کشت داده شود. 

 ظروف حاوي نمونه باید داراي برچسب با ذکر مشخصات باشند.  -۷

حداقل مشخصات شامل نام کامل بیمار، شماره معرف بیمار، منبع نمونه، نام پزشک و شماره تماس، تاریخ و ساعت 

 . باشد میجمع آوري نمونه 

ذکر منبع نمونه و مصرف آنتی بیوتیک به انتخاب بهتر محیط کشت کمک نموده و همچنین نام و شماره تماس 

 . باشد میي اولیه مهم هاپزشک ،جهت مشاوره و اطلاع رسانی یافته

 

 انتقال نمونه: 

ي ها. راهنماي کنترل کیفیت دستورالعملباشد می، فاصله محل نمونه برداري از آزمایشگاه  هانکته اولیه در انتقال نمونه

 توسط  هاآنوانتقال  نمونه برداري

   (Clinical Laboratory Standards Institute) CLSI  .ارائه شده است 

در حین انتقال باید در برابر   هابا استفاده از ظروف مخصوص به حداقل می رسد. نمونه  ،هاخطرات حمل دستی نمونه

 . شرایط محیطی نامناسب مانند سرما یا گرما، تغییرات شدید فشار و یا خشک شدن محافظت شوند 

فریزر    از  نوع   توانمی   - C̊◌70بااستفاده  به  بستگی  زمان  داد(این  افزایش   را  نمونه  انتقال  و  نگهداري  زمان 

 مشخص شده است.  (Guide lines)ي راهنما هامیکروارگانیسم دارد که در کتابچه

معمولاً حداکثر   هان ا. در بیمارست)1- 7(شکلي مایع باید هرچه سریع تر به آزمایشگاه منتقل شوندهامعمولاً نمونه

از   هاشکلی براي انتقال نمونه. که این محدودیت زمانی م باشد میساعت    2زمان بین جمع آوري نمونه و ارسال آن  

هاي خاصی ارائه شده  کار. البته جهت رفع این مشکل بنا به نوع نمونه دستورباشد میب پزشکان  به آزمایشگاه  مط



 
 

۱٤ 
 

ساعت نمونه را   24از مقادیر کمی بوریک اسید استفاده کرد یا تا    توانمیاست. مثلاً براي نمونه کشت ادرار  

 در یخچال نگهداري کرد. 

 ي انتقال استفاده کرد.هااز محیط توانمی هاهمچنین بر طبق دستورعمل

اتیلن حمل  شوند، از توانمی  هاو قارچ  هامایکوباکتریومي خلط جهت بررسی  هانمونه ند در ظروف پروپیلن و پلی 

 ).1- 8ظروف شیشه اي به علت احتمال شکستگی نباید استفاده شود(شکل 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 ها: راهنماي نگهداري نمونه1-7شکل
 

 ل:نمایش بسته بندي نمونه پرخطر در ظروف جمع آوري و انتقا 1-8شکل 
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 دریافت نمونه و مشاهده مقدماتی 

، باید در یک اتاقک ایمن  زابیماريبه دلیل پیشگیري از آلودگی کارکنان با عوامل    هامشاهدات مقدماتی و حمل نمونه

(Biology safety cabinet)  کارکنان باید با پوشیدن لباس آزمایشگاه دستکش، ماسک و... خود  1-9انجام گیرد(شکل .(

عوامل   در  با زابیماريرا  بدن  مایعات  سایر  و  خون  آلودگی  احتمال  علت  به  امروزه  نمایند.  محافظت  احتمالی  ي 

 . دشومی، نمونه پر خطر در نظر گرفته هاتمامی نمونه HIVو  HCVي هاویروس

 این مرحله شامل :

 (کامپیوتر یا کتابچه و...).  هاي مربوط به نمونههاثبت داده -۱

 .)نمونه قابل قبول ( شرایط بازگشت نمونه را نداشته باشند  یک  ي نمونه به عنوانها بررسی و مشاهده شاخص -۲

 رش تشخیص احتمالی. اي خاص و گزهامشاهده میکروسکوپی براي نمونه -۳

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ) Safety cabinet:نمایش اتاقک ایمن( 1-9شکل
 



 
 

۱٦ 
 

 

 

 

 
 

 (Specimen Rejection) ي بالینیهانمونه بازگرداندني هاشاخص

کامل نبودن اطلاعات برچسب نمونه و برگه درخواست آزمایشات. یک فرد مسئول عموماً در چنین موردي   -۱

د، چون ممکن است احتمال نمونه گیري مجدد نباشد. در این حالت نمایمیاطلاعات را از محل ارسال نمونه تکمیل  

نام خانوادگی) ها ذکر نمود که داده  توانمیدر برگه گزارش نتیجه،   (نام و  ي نمونه ناقص بوده است و توسط فرد 

 تکمیل شده است. 

 . ستا شده در دماي نامناسب انتقال داده که    يا نمونه -۲

 نامناسب منتقل شده است. نمونه اي که در محیط  -۳

ي که در فرمالین ارسال شده است. (اگر قطعات بزرگ بوده و تماس با فرمالین کمتر از یک ساعت  انمونه -۴

 با برداشت از مرکز نمونه آن را کشت داد).  توانمیباشد 

ترشحات   -۵ آ     Anus, Vaginal canal , Uterine cervixگسترش  گونوره  یا  نایسر  تشخیص   Neisseria)براي 

gonorrhoeae)    به روش رنگ آمیزي گرم(Gram staining) . 

 .  استنمونه بی  هوازي که در شرایط هوازي منتقل شده  -۶

بی -۷ کشت  نمونهدرخواست  سایر  یا  و  بینی  حلق،  ادرار،  معده،  شستشو  نمونه  براي  هاي هوازي 

Oropharyngealنمونه جز  (  (به  ،مدفوع  دهانی)  جراحی  در  عمقی  بافت  ،   بررسی  جزبهاي  دیفسیل)  کلستریدیوم 

 .  Super facialو   Colostomyیا   Ileostomyهاي محیطی ، سوابهاي کشت

 حجم کافی براي آزمایشات ندارد.نمونه اي که  -۸

 ساعته  24خلط   نمونه -۹

 براي چند آزمایش ،مثلاً براي تشخیص قارچ، باکتري و ...  سوابیک  -۱۰

 .استو مایع از آن ظرف نشت کرده  استي که درظرف غیر استریل، آلوده و نامناسب ارسال شده  انمونه -۱۱

 ونه اي که مدت زمان انتقال آن به آزمایشگاه خیلی طولانی بوده است. نم -۱۲

 ي کشت که رشد خیلی زیادي دارند و یا خشک شده اند. هاپلیت -۱۳

 ، مواد شیمیایی روغنی و یا باریوم  هاآشکار است مانند حضور رنگآني که آلودگی در انمونه -۱۴



 
 

۱۷ 
 

 

 
 ) Analytic phase(  هاآنالیز نمونه

 . باشد می، تشخیص و آنتی بیوگرام  هاشامل آزمایش میکروسکوپی،کشت نمونهاین مرحله 

 .  باشد میالف) آزمایش میکروسکوپی:  انجام این مرحله به دلایل زیر بسیار مهم 

د کیفیت نمونه توانمی) شاخص نوع پاسخ التهابی است و  Segmented neutrophils(هاتعداد و درصد نوتروفیل -۱

 کند(مانند نمونه خلط).را ارزیابی 

(ساختارهاي    Viral inclusionsي انگلی و  هاآن، ساختم)اشکال رشته اي و مخمري  (  هاقارچ،  هاباکتريمشاهده   -۲

 ند به تشخیص احتمالی عامل عفونت کمک کنند.توانمی)  دشومیدرون سلولی که توسط ویروس در سلول ایجاد 

 هوازي بیي هاتشخیص احتمالی در نمونه -۳

ولی بیش  تشخیص احتمال آلودگی کشت ، وقتی هیچ ارگانیسمی در آزمایش میکروسکوپی مشاهده نشده   -۴

 از سه نوع میکروارگانیسم در محیط کشت رشد کرده باشد.  

 
 )Sterilization and Disinfectionکردن:(  ضدعفونیاستریلیزاسیون و 

 . دشو میها) اسپری(حتی میکربکه منجر به کشته شدن تمامی اشکال  است روندي  استریلیزاسیون:

و یا   هاد، اما الزاماً تمامی میکروارگانیسمکنمیرا تخریب    زابیماريي  هاروندي است که ارگانیسم  کردن:  ضدعفونی 

 . دشومیکردن به دو روش مکانیکی و شیمیایی انجام  ضدعفونیها را از بین نمی برد. استریلیزاسیون و اسپر

 

 ي استریلیزاسیون:ها روش

 ي فیزیکی ها روشالف: 

 سوزاندن   -۱

 حرارت مرطوب -۲

 حرارت خشک  -۳

 هااستفاده ازصافی -۴

 ي یونیزان هااشعه -۵
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   سوزاندن -۱

 -   c̊◌980. مواد خطرناك در دماي  باشد میي عفونی  هامعمول ترین و مطمئن ترین روش براي از بین بردن زباله
c̊◌870    ي معمول دیگر از هاروشي عفونی) توسط  هاند.پریونها (پروتئینشومیسوزانده شده و تبدیل به خاکستر

. تشکیل گازهاي سمی و فلزات سنگین باشد می  هاندو به همین علت سوزاندن بهترین روش براي این نمونهرومیبین ن

 د. کن میاستفاده از این روش را محدود  ،در خاکستر

مرطوب -۲ روش   حرارت  ترین  ساده  و  ترین  سریع  مرطوب  حرارت  از  استفاده  فشار)  تحت  بخار  از  (استفاده 

ي هااستریلیزاسیون است. در این روش از وسیله اي به نام اتوکلاو جهت استریل نمودن مواد مقاوم به حرارت و زباله

 . دشومیعفونی استفاده 

منبع گرمایشی اتوکلاو ،آب داخل محفظه اولیه را تبدیل به بخار نموده، بخار حاصل وارد محفظه اي که مواد و وسایل 

در بالاي محفظه قرار گرفته و به تدریج هوا را از محفظه   باشد میمورد نظر قرار گرفته شده و چون سبک تر از هوا  

د و توسط کنترل کننده فشار و دما در نقطه اي که از رومیداخل محفظه بالا    يد. به تدریج فشار و دماکنمیخارج  

- 60وزمان    C ̊◌  132یا    C̊◌  121، دماي  اتمسفر  1.5یا    PSI  15. معمولاً فشار  دشومیقبل انتخاب شده است ، ثابت  

 ند.  شومیي ساختمانی و آنزیمی به صورت غیر برگشت پذیر تخریب  ها. در این فشار پروتئیندشومیدقیقه انتخاب    30

و دماي    دشومیي کشت، مایعات و ابزار استفاده  ها دقیقه جهت استریل نمودن محیط   15به مدت     C ̊◌  121دماي  
C̊◌ 132  1- 21و  1-1،11-10د(شکلرومیي عفونی به کار هادقیقه براي استریل نمودن زباله 30 – 60به مدت .( 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 :تصویر دستگاه اتوکلاو1-10شکل
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 :تصویر دستگاه اتوکلاو1-11شکل
 

 : اجزادستگاه اتوکلاو1-12کلش
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 حرارت خشک-3

، فور  (Oven)استفاده از این روش نیاز به دما و زمان بیشتري نسبت به حرارت مرطوب دارد. از دستگاهی به نام آون  

و پودرها را استریل نمود. دماي مورد استفاده   ها، روغنهاشیشه  توانمی. به این روش  دشومییا اجاق پاستور استفاده  

 ).1- 13(شکلباشد میساعت   3به مدت   C ̊◌160ساعت ویا   1.5به مدت  C̊◌ 180معمولاً 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 ها استفاده از صافی-4

، مواد بیوتیکیآنتیي  هامحلولي حساس به حرارت مانند  ها فیلتراسیون روش انتخابی براي استریل کردن محلول

رادیوایزوتوپ واکسنهاشیمیایی سمی،  قندها    ها،  براي محلولباشند میو  و هااز صافی  ها . معمولاً  استات سلولز  ي 

 ). 1-14(شکلدشو مینیترات سلولز استفاده 

 استفاده از فیلترهاي  مانند  ،ند رومی(میکرومتر) به کار  µm 3/0فیلترها جهت پاکسازي هوا از ذرات بزرگتر از 

 (High Frequency Particulate Air) HEPA ي ایمن هاواتاقک ي ایزولههاي عمل،اتاقهادر اتاق(Safety Cabinet) . 

:تصویر دستگاه فور1-13شکل  
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 پرتوهاي یونیزان:-5

ي رادیوگراف استفاده شده است. هاپرتوها (اشعه گاما با طول موج کوتاه و انرژي بالا) در میکروویوها و دستگاهاز این 

سرنگ مانند  مصرف  بار  یک  وسایل  کردن  استریل  براي  یونیزان  یا هاپرتوهاي  و  کاتترها  پلاستیکی،  ي 

 . دشومیاستفاده هادستکش

 

 مواد شیمیایی استریل کنندهب: 

معمول ترین ماده شیمیایی استریل کننده گاز اکسید اتیلن است که در استریل کردن مواد حساس به حرارت استفاده 

 . دشومی

و ي ایمن  هااتاقک  HEPA) براي استریل کردن فیلترهاي   بخار پراکسید هیدروژن (به عنوان یک عامل اکسید کننده

 . دشومیاستفاده غیر فلزي  فلزي و ابزار

که با استفاده از هیدروژن پراکسید در یک فضاي بسته تحت خلا   هیدروژن پراکسید گاز پلاسما روش دیگري است 

 ند. کپلاسما ایجاد می ،میکروویو)  یا انرژيرادیو فرکانس با استفاده از شدید(

 :استفاده از سرنگ جهت استریل کردن1-14شکل
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را از بین ببرد  ها  باکتري هاي  اسپرد  توانمیساعت    3-10در مدت  که    دیگري است    ماده شیمیایی  ئید،گلوتارآلد 

قابل استفاده   هابه علت عدم خوردگی لنزها، فلزها و یا لاستیک  (Bronchoscope)  هاو در استریل کردن برونکوسکوپ

 . باشد می

 . دشومینیز در استریل کردن سطوح وسایل جراحی استفاده  درصد 0.23 پراستیک اسید 

  .د شومیاستریلیزاسیون سرد نامیده ) OPA )Orthophthaldehyde پراستیک  اسید و یا ،د یاستفاده از گلوتارآلدئ 

 

 استریل کردن جهت پریون ها: 

روند و باید تمهیدات بیشتري در نظر گرفت،توجه هاي معمول از بین نمیهاي عفونی) توسط روشپریونها (پروتئین

استریل کردن ابزار جراحی که در تماس با بافت هاي پرخطر بدن مانند چشم،مغز و نخاع بوده  به  این موضوع جهت  

 اند، اهمیت زیادي دارد. چهار روش پیشنهاد شده است: 

 دقیقه. 18درجه سانتیگرادبه مدت  134) در دماي prevacum sterilizer.استفاده از اتوکلاو(1

 دقیقه. 60درجه سانتیگرادبه مدت  132) در دماي Gravity displacement sterilizer. استفاده از اتوکلاو(2

به مدت    1.غوطه ور کردن در هیدروکسید سدیم  3 نهایت  استفاده   1نرمال  با آب و در  آبکشی  ساعت، تخلیه و 

) دماي  Gravity displacement sterilizerازاتوکلاو  در   (121  ) اتوکلاو  یا  سانتیگراد   Gravity displacementدرجه 

sterilizer دقیقه. 60درجه سانتیگراد به مدت  134) در دماي 

 Gravityساعت، تخلیه و آبکشی با آب ،  استفاده ازاتوکلاو (  1نرمال به مدت    1.غوطه ور کردن در هیدروکسید سدیم  4

displacement sterilizer  درجه سانتیگراد یا اتوکلاو (  121) در دمايGravity displacement sterilizer  134) در دماي  

 دقیقه و در نهایت استریلیزاسیون معمول.    30درجه سانتیگراد به مدت 

 
 کردن:  ضدعفونیي ها روش

 ي شیمیایی هاروشب:  ي فیزیکی هاروشالف: 

 . باشد میفاده از پرتوهاي غیریونیزان تکردن شامل: جوشاندن، پاستوریزاسیون واس ضدعفونیي فیزیکی هاروش: الف

 شود. ها میدقیقه باعث مرگ اشکال رویشی باکتري  15به مدت  C̊◌100این روش با استفاده از دماي    جوشاندن:-1

 پاستوریزاسیون: -2

موجود ي  زابیماريي  هاباکتريکه علاوه بر کشتن    دشومیدقیقه استفاده    30به مدت    C ̊◌70در این روش از دماي   

 د. کنمیو طعم مواد غذایی ایجاد ن د غذایی ،آسیبی در ارزش در موا
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طول موج بلند و انرژي کم دارد، به همین   این پرتو(UV): مانند اشعه ماوراء بنفش  پرتوهاي غیر یونیزان-3

 هستند. یی است که در سطح هاباکتريدلیل قدرت نفوذ به منافذ را ندارد و فقط قادر به از بین بردن 

 

 کردن ضدعفونیي شیمیایی  ها روشب: 

الکلهاکننده  ضدعفونی شامل  دارندو  متفاوتی  انواع  شیمیایی  آلدئیدها،هاي  اسید،هیدروژن ،  هالوژنها،  پراستیک 

 . باشند می ها، ترکیبات آمونیوم چهار ظرفیتی و فنلپراکسید 

 ند. شومینامیده  (Antiseptic)ند مواد آنتی سپتیک شومیکننده اي که براي پوست استفاده  ضدعفونی مواد 

، توسط شرکت هاي تولید کننده مشخص  ي شیمیایی مؤثر هستند هاکننده  ضدعفونیفاکتورهایی که در عملکرد  

 شده و مصرف کنندگان ملزم به رعایت آن ها هستند. 

 عبارتند از:

 هاارگانیسممیکرونوع  -۱

 pHدما و   -۲

 هاارگانیسممیکروتعداد    -۳

 کننده  ضدعفونیغلظت ماده  -۴

،که ممکن است ماده ضدعفونی کننده را غیر فعال  مقدار مواد طبیعی حاضر در محیط (خون موکوس، چرك)  -۵

 . کنند یا باعث عدم تماس ماده ضدعفونی کننده با مواد آلوده شوند 

 شود (متخلخل یا صیقلی)  ضدعفونیماهیت سطحی که باید   -۶

  مدت زمان تماس مواد شیمیایی  -۷

(سختی بالا یا سختی کم ) آب سخت ممکن است باعث کاهش اثر ضدعفونی کننده    دشومینوع آبی که استفاده   -۸

 شود). 

به ترتیب   هاآنبعد از      و  اسپرها  ،ها  پریون  تند ازه عباربه مواد ضدعفونی کنند   ومتبه ترتیب مقا  میکروارگانیسم ها

ي هاو ویروس   هاباکتري، شکل رویشی  ها، قارچي بدون پوشش  هاید)، ویروس ي مقاوم به اسها(باسیل   هامایکوباکتریوم

 ند. گیرمیقرار  )کننده  ضدعفونیترین به مواد (حساس پوشش دار 

باید از بین ببریم، ماده  میکروبنابراین بر اساس این که چه   کننده متفاوتی    ضدعفونیارگانیسمی را در چه محلی 

. ابزاري که به مواد طبیعی مانند خون، چرك یا موکوس آغشته هستند ابتدا باید به صورت مکانیکی  دشو میاستفاده  

 کننده قرار گیرند.  ضدعفونی(شستشو) این مواد حذف شوند و سپس در تماس با ماده 
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 هاالکل

در استفاده ویروس، قارچ و مایکوباکتریوم را دارند.  باکتري،  کشتن    درصد قدرت  60-90اتیل الکل یا ایزوپروپیل الکل  

دارد که به علت وجود آب بیشتر سبب   %90  اتانول قدرت کشندگی بالاتري از  %70  اتانولباید توجه شود که    هااز الکل

 . دشومی هاو در نتیجه مرگ میکروارگانیسم هاهیدرولیز پیوندها در پروتئین

 ضدعفونی را ندارند. بنابراین استفاده ازآن  محدود به    هاباکتريهاي  اسپرقدرت کشندگی  اتیل الکل یا ایزوپروپیل الکل  

 .دشو میي تزریقی پلاستیکی هادماسنج و سطح ویال ضدعفونیپوست به عنوان یک آنتی سپتیک، 

 

 هیدروژن پروکساید 

به عنوان ضدعفونی   %3هیدروژن پروکساید   و قارچ ها را دارد.اسپرها، ویروس هااین ماده قدرت کشندگی باکتري ها،  

 کننده سطوح استفاده می شود. 

 

گلوتار  فرمالدئید عنوان    آلدئیدو  به  زا  آسیب  بخارات  علت  ن  ضدعفونیبه  استفاده  سطوح    ند. شومیکننده 

از    3- 10گلوتارآلدئیداسپروسیدال است و در عرض   را  براي ضدعفونی ساعت اسپرها  بین می برد به همین جهت 

 استفاده می شود.   (بدون آسیب به لنزها،فلزات و قطعات لاستیکی)برونکوسکوپ ها

 
   .ند شومیکننده استفاده  ضدعفونی عمدتاً به عنوان ید و کلر خصوصاً  :هاهالوژن

 
کننده    کلر:        ترین ضدعفونی  معمول  آمریکا  کننده    6.15-5.25    (Naocl)هیپوکلریت سدیم  در  باشد(صفید  درصد می 

دارد. اسپرهارا  و  مایکوباکتریوم  قارچ،  ویروس،  باکتري،  کشتن   قدرت  ماده  پیشگیري   خانگی).این  و  کنترل  مرکز 

اند(میز  1:10)محلول    (CDCها  بیماري - هیپوکلریت سدیم را براي تمیز کردن سطوحی که به خون آغشته شده 

 کند. خت) ، توصیه میت

 

 -Povidone)دون آیودین  یدوفور همراه یک پلیمر خنثی مانند پویمعمولاً به صورت ترکیبی با الکل یا به صورت  :ید 

Iodine)    متعاقب   %70  اتانولند. در واقع استفاده از  شومیبه عنوان آنتی سپتیک استفاده    رود. هر دو ترکیبمیبه کار

 . باشد میپوست قبل از خونگیري   ضدعفونیدوفور معمول ترین روش یآن استفاده از یک 
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ند، اما یک قطره چشمی  شومیبه علت سمیت جیوه براي طبیعت، فلزات سنگین حاوي  جیوه دیگر توصیه ن

 . دشومینایسر یا گونوره آ توصیه نیترات نقره هنوز براي محافظت چشم نوزادان از عفونت  %1حاوي 

 

 : ترکیبات آمونیوم چهار ظرفیتی

د. آلودگی سطوح با خون و سایر مواد آلی ،استفاده از ترکیبات آمونیوم  نشومیسطوح آزمایشگاه استفاده  براي    این مواد

 د. کنمیچهار ظرفیتی و فلزات سنگین را محدود 

 

 (کربولیک اسید):  هافنل

 ند.رومیو تمیز کردن سطوح میزها به کار  ضدعفونیدر  %2 -  5ي هااین ترکیبات با غلظت

 و بیوسیدها، حتماً طبق دستور کارخانه سازنده عمل شود.  هاکننده ضدعفونینکته مهم این است که در استفاده از 
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 هاي بالینی هاي مطالعه میکربشناسی نمونهروش جلسه دوم:

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 دستور کار:  

 حلق ( رنگ آمیزي به روش ساده)   سوابتهیۀ گسترش از شیارلثه یا  

 رنگ آمیزي گسترش آماده به روش گرم  

 به روش زیل نلسون  رنگ آمیزي گسترش آماده 

 به روش ورمالاشیت رنگ آمیزي گسترش آماده 

 انواع باکتري ها به روش گرممیکروسکوپی  مشاهده 

 یل (رنگ آمیزي فونتانا)اسپرمشاهده میکروسکوپی  

  به روش زیل نلسون  لپره)  توبر کلوزیس ومشاهده میکروسکوپی باسیل مقاوم به اسید(مایکوباکتریوم  

مشاهده میکروسکوپی باسیل چماقی شکل(کورینه باکتریوم دیفتریه،رنگ آمیزي آلبرت) تهیه شده از محیط   

 کشت 

 مشاهده هلیکوباکتر پیلوري   
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 . دبه روش هاي مختلف انجام می شوجهت شناسایی عوامل عفونی  ي بالینیبررسی نمونه ها

 

 یولوژي ملکولیمیکرب  -الف

که سرعت بالایی در تعیین نوع و   باشند می  هاي ملکولی یکی از قویترین ابزارها در بررسی میکروارگانیسمهاتکنیک

شناسی ایجاد کرده اند و باعث تغییر در روش   میکربتحول بزرگی در آزمایشگاه  هاروشدارند. این  هاآنمشخصات 

این توانایی سبب شده است   هاروشاین    شده است. در برخی از  هاآن، مشخصات و میزان  هامیکروارگانیسم  شخیصت

 که مستقیماً از نمونه بالینی طی چند ساعت نتایج لازم را بدست آوریم. 

 . دشومیبخش تقسیم  3یولوژي ملکولی بر اساس استفاده از اسیدنوکلئیک به میکرب

. در این روش از نور یا رنگ حاصل باشدمیمیکروارگانیسم بدون استفاده از تکثیر اسید نوکلئیک    شناسایی -۱

 . دشومیریداسیون یک پروب اسید نوکلئیک و اسید نوکلئیک استفاده باز هی

 .  دشومیبا استفاده از تکثیر اسید نوکلئیک  نوع میکروارگانیسم، مشخصات آن و میزان آن تعیین  -۲

یکی از    ،ندشومی) استفاده  هاي ملکولی که جهت تعیین ارتباط بین میکروارگانیسم (تایپینگ گونههاروش -۳

 .  باشند میژي سلامت  ابزارهاي مهم براي اپیدمیولو 

 :   باشد میند که بر اساس روش استفاده شده ،آنالیز متفاوت  شومیپس از انجام این مراحل نتایج به دست آمده آنالیز  

 )   Southern Blotساترن بلات( ،) Gel electrophoresisژل الکتروفورز (  -۱

۲-  DNA Sequencing 
۳- Magnetic Resonance   
 

   Mass Spectrometryروش -ب 

شناسی    میکربدر  و    باشد می  هاآني  هابر اساس پروتئین  هاشناسایی و تعیین مشخصات میکروارگانیسمدر این روش  

 . دشومیاست انجام  Mass Spectrometryکه نوعی  MALDI-TOFبه روش 

 . باشد می) موجود  VITEKMSو MALDI Biotypeامروزه دو دستگاه اسپکترومتر تأیید شده به صورت تجاري(

زمان   روز  1- 1.5ر حالی که با روش کشت  داست    دقیقه  3زمان تشخیص میکروارگانیسم با دستگاه هاي فوق حدود  

   می برد.
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. جذب لیزر سبب تولید حرارت و در نتیجه  دشومیدر این روش نمونه باکتري یا مخمر به وسیله لیزر فعال  

حرکت   Detectorي جدا شده در فضایی از خلاء به سمت  هایون. میزان  دشومیي خارجی نمونه  هاجداسازي بخش

 ند.شومی، شناسایی  Detector ند که بر اساس نسبت میزان ماده به بارالکتریکی آن و زمان رسیدن آنها به کنمی

در    شود.   براي مثال هر گونه آلودگی میکربی باعث خطا در تشخیص مییی دارد.هاالبته این روش هم محدودیت

که طیف گسترده اي از   باشدمی  بالینیشناسی  میکربپیشرفت مهم و مقرون به صرفه اي در    MALDI-TOFمجموع  

 د. کنمیرا شناسایی  هامیکروارگانیسم

ي دقیق تر و سریع تري ، عوامل عفونت و مشخصات هاروشي ملکولی به سرعت در حال ارتقاء هستند تا با  هاروش

 را تعیین کنند. هاآن

 

 روش کشت-ج

 مشاهده مستقیم 

 ي میکروسکوپی ها روش

 د. شومیاستفاده ها و میکروسکوپ هاي متفاوت از تکنیکي بالینی هامشاهده میکروسکوپی نمونهجهت 

 میکروسکوپ نوري بیشترین کاربرد را در آزمایشگاه بالینی دارد. 

ند قابل مشاهده نیستند، به همین جهت شومیي نوري بررسی  هاوقتی مستقیماً با میکروسکوپ  هامیکروارگانیسم

آمیزي   رنگ  بررسی  از  مواردي  شومیقبل  در  البته  نور هانمونه  توانمیند.  سیستم  در  تغییر  با  را  رنگ  بدون  ي 

 . (Dark field)میکروسکوپ مشاهده کرد، مانند استفاده از میکروسکوپ زمینه سیاه 

ند.  شومیکه بر اساس هدف معینی انتخاب    دشومیي متفاوتی استفاده  هااز رنگ  هادر بررسی میکروارگانیسم  :هارنگ

، تغییر رنگ به علت اکسیداسیون یا احیاء  مانند تغییر  pHي بیوشیمیایی، تغییرات  هادر محیط  هامانند تغییر رنگ

شرایط   حضور  عدم  یا  حضور  سنجش  معرف  فیزیولوژیک    هوازيبیرنگ  عملکرد  علت  به  رنگ  تغییر  محیط، 

 توسط میکروسکوپ.  هاجهت مشاهده میکروارگانیسم هاچنین استفاده از رنگ میکروارگانیسم و هم

ي بالینی در بررسی کیفی نمونه بالینی، انتخاب محیط کشت و هاو مشاهده میکروسکوپی نمونه  هااستفاده از رنگ

، رنگ  هایکی از معمول ترین رنگ آمیزي  د.گیرمیهمچنین تشخیص احتمالی سریع عامل عفونت مورد استفاده قرار  

 . دشومیکه به روش زیر انجام  باشد می (Gram’s Stain)آمیزي گرم 

 

 



 
 

۲۹ 
 

 

 رنگ آمیزي گرم:

 تهیه گسترش -الف 

 خشک کردن-ب

 ثابت کردن -ج

 رنگ آمیزي-د

 تهیه گسترش -الف

ي رشد کرده در محیط کشت را برروي یک صفحه شیشه اي تمیز (لام) هاباکتري لایه ي نازکی از نمونه بالینی یا   

 ) 2-1ي لام فاصله داشته باشد. (شکلهامی گسترانیم. بهتر است نمونه از کناره 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

غلیظ یا جامد باشد    یم و اگر نمونهکنمیاگر نمونه رقیق باشد، ابتدا سانتریفیوژ شده و سپس از آن گسترش تهیه  

 را رقیق نمود، به طوري که بتوان لایه نازکی از آن تهیه کرد.  آنباید 

 

 

 روش تهیه گسترش  تهیه گسترش :2-1شکل
 



 
 

۳۰ 
 

 تهیه نمونه از محیط کشت جامد و مایع 

 .باشدمیمشخص )  2-2( مراحل تهیه گسترش در شکل 

 تهیه گسترش از محیط کشت مایع   

 جهت بکنواخت شدلوله آزمایش محتوي مایع تکان دادن  -1

 استریل کردن لوپ   -2

 لوله و حرارت دادن دهانه لوله   پوشبرداشتن در -3

 برداشتن یک لوپ از باکتري (در حین خارج کردن، لوپ با دیواره لوله تماس نداشته باشد)  -4

 لوله درپوشحرارت دادن دهانه لوله و گذاشتن  -5

سوسپانسیون یکنواخت ایجاد قرار دادن محتویات لوپ در مرکز لام و تهیه گسترش (با حرکت چرخشی لوپ    -6

 ي لام نیز فاصله داشته باشد).هاکنید و دقت کنید که گسترش خیلی ضخیم یا نازك نبوده و از کناره 

 استریل کردن مجدد لوپ   -7

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    

 روش تهیه گسترش از محیط جامد و مایع :2-2شکل 
 



 
 

۳۱ 
 

 

 تهیه گسترش از محیط جامد 

 استریل شود لوپ  -1

 با لوپ یک قطره آب در وسط لام گذاشته شود  -2

 لوپ مجددا استریل و سرد شود  -3

 و بوسیله آب روي لام ،سوسپانسیون یکنواختی تهیه شود  شده مقدار بسیار کمی از کلونی باکتري برداشت -4

 استریل کردن لوپ -5

 Safety)ک ایمن  قي پر خطر این کار در اتاهاباید در مجاورت هوا خشک شوند .در نمونه  ها: لامخشک کردن-ب 

(cabinet  شود انجام می  . 

) و یا با استفاده از صفحه گرم کننده ، مرتبه  3-4شعله (  رويبا عبور دادن لام از  :)(فیکساسیونثابت کردن-ج

ثابت   بر روي لام  الکل  ،. برخیدشومینمونه  ثابت کردن نمونه  )%95(متانول  هااز  استفاده   (نمونه هاي خون)براي 

 ند. کنمی

 
 مراحل رنگ آمیزي گرم-د

 دقیقه) 1پوشاندن سطح گسترش با رنگ کریستال ویوله ( .۱

 (نیازي به خشک کردن بین مراحل نیست)خالی کردن رنگ و شستشو با آب  .۲

 دقیقه)  1پوشاندن سطح گسترش با محلول ید (لوگل) ( .۳

 خالی کردن رنگ و شستشو با آب  .۴

، معمولاً لام را با رنگ بر شستشو داده تا دیگر رنگ کریستال ویوله  یا (الکل)استن)-رنگ بري با رنگ بر (الکل .۵

 شود. می  ثانیه جهت رنگ بري استفاده  40خارج نشود. در این آزمایشگاه از زمان 

 شستشو با آب .۶

 دقیقه) 1پوشاندن گسترش با سافرانین ( .۷

 شستشو با آب .۸

 را خشک نمود.  هاخشک کردن لام، با جریان هوا میتوان لام .۹

 



 
 

۳۲ 
 

 نوري   مشاهده با میکروسکوپ

هاي گرم منفی (بنفش) و باکتريهاي گرم مثبت به رنگ آبی تیره  ،باکتري  100در مشاهده با عدسی با بزرگنمایی  

متغیر دارند ،تشخیص این    (Gram)یی که واکنش گرم  هاباکتريدر مواردي مانند  شوند.به رنگ صورتی مشاهده می

 د مشکل باشد که با انجام سایر آزمایشات قابل بررسی است. توانمی باشد میکه باکتري گرم مثبت یا گرم منفی 

  
 
 

  ها باکترياشکال و آرایش 

 )،میله اي یا باسیلCocci(  ند، بطور کلی به سه شکل کروي یا کوکسیشومیبه اشکال متفاوتی مشاهده    هاباکتري 

)Bacilliو مارپیچی یا اسپیریل (  )Spirilli 2- 3ند. (شکلشومی) دیده.( 

 

 

 

 

 

 

 
 چماقی یا کورینه شکل   ،)Curved)،هلالی یا ویبریو(Fusiform(  ،دوکی یا فوزیفرملاشکال باسیلی ممکن است به شک

 )Coryne form or Club formوکوکوباسیل ( )Coccobacilli( شکل)2- 4مشاهده شوند.( 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 هاباکتري شکل پایه :2-3شکل
 

 هاو آرایش باکتري شکل :2-4شکل



 
 

۳۳ 
 

 

.ممکن   باشند می  )خاص نیزهاباکتري، داراي آرایش (چگونگی کنار هم قرار گرفتن  علاوه بر شکل مشخص    هاباکتري 

 ). 2-4(شکلمشاهده شوند منفرد (مونو )، دوتایی (دیپلو)، رشته اي (استرپتو) و یا خوشه اي (استافیلو)  است ،

 
 

 رنگ آمیزي ساده:

 . دشومیدر این رنگ آمیزي از یک رنگ استفاده 

 تهیه گسترش  -۱

 خشک کردن   -۲

 ثابت نمودن   -۳

  دقیقه 3- 4پوشاندن گسترش با متیلن بلو -۴

  شستشو با آب -۵

 خشک کردن  -۶

 مشاهده با میکروسکوپ   -۷

 ند. شومیبه رنگ آبی مشاهده  هاو سلول هاباکتريتمامی 

 

 رنگ آمیزي اختصاصی:

ي ذخیره هاگرانول، کپسول،  اسپرمانند    هاباکتريند در مشاهده اجزاء  توانمیي رنگ آمیزي  هاروش و    هابرخی از رنگ

 اي  درون سلولی کمک نمایند. 

مانند رنگ آمیزي   استفاده شوند،    هاباکتريشناسایی و افتراق    در   د نتوانمی  هارنگ آمیزيانواع  چنین برخی از    هم

 ، فونتانا ،آلبرت و....(Acid fast staining)مقاوم به اسید  

 

 (Acid fast staining)رنگ آمیزي مقاوم به اسید 

به علت دارا بودن ماده مومی  هاباکترياستفاده کرد. این    هامایکوباکتریوماز این رنگ آمیزي میتوان براي مشاهده  

مایکو    توان میشکل در سلوال خود مقاوم به رنگ بري توسط محلول اسید الکل هستند،با استفاده از این مشخصه  

 در گسترش مشاهده کرد. هاباکتريرا با رنگ متفاوتی از سایر  هاباکتریوم

 



 
 

۳٤ 
 

 (Ziehl and Neelsen)ن نلسرنگ آمیزي مقاوم به اسید به روش زیل 

 تهیه گسترش   -۱

 خشک کردن  -۲

 ثابت نمودن  -۳

 دقیقه  20پوشاندن گسترش با رنگ کربول فوشین   -۴

 شستشو با آب -۵

 )دهد میرنگ بري توسط محلول اسید الکل (به صورتی که گسترش رنگ خود را از دست  -۶

 شستشو با آب -۷

 دقیقه)  4پوشاندن گسترش با رنگ متیلن بلو ( -۸

 شستشو با آب -۹

 خشک کردن لام  -۱۰

 میکروسکوپ مشاهده با  -۱۱

ي بافت و سایر هاند ،در حالیکه سلولشومیي مقاوم به اسید به رنگ صورتی در زمینه ي آبی مشاهده  هاباکتري 

ند به توانمیمانند نوکاردیا ،  هاباکتريند. برخی از  شومیکه مقاوم به اسید نیستند ،به رنگ آبی مشاهده    هاباکتري 

 صورت مقاوم به اسید ضعیف مشاهده شوند.

 

 )  stainingFontana (رنگ آمیزي فونتانا 

  مشاهده نمود.   توانمیبا استفاده از این رنگ آمیزي باکتري را به رنگ قهوه اي تیره در یک زمینه قهوه اي روشن  

شوند.  هاي معمول رنگ نمیهاي کوچک مانند بارتونلا با روشها مانند اسپیروکتها و یا برخی باسیلبرخی از باکتري

 ها از جمله ترپونما پالیدوم عامل بیماري سفیلیس استفاده شده است. رنگ آمیزي با نقره براي مشاهده این باکتري

 

 ) Albert  staining(رنگ آمیزي آلبرت 

 . دشومیاستفاده   هاي متاکروماتیک در کورینه باکتریومهااز این رنگ آمیزي براي مشاهده دانه

 تهیه گسترش  -۱

  خشک کردن   -۲

  ثابت کردن -۳



 
 

۳٥ 
 

  دقیقه) 9پوشاندن گسترش با رنگ آلبرت ( -۴

  بدون شستشو با آبخالی کردن رنگ  -۵

  دقیقه)  6پوشاندن گسترش با محلول لوگل ( -۶

 شستشو با آب -۷

 خشک کردن  -۸

 مشاهده با میکروسکوپ   -۹

 ند. شومیي کرومتاتیک به رنگ آبی مایل به سیاه مشاهده  هابا رنگ سبز و دانه هاباکتريبه این روش 

 

 ) Malachite green staining( رنگ آمیزي ورمالاشیت

 . دشومیاستفاده  هاباکتري ها در اسپراز این رنگ آمیزي براي مشاهده 

 تهیه گسترش  -۱

   خشک کردن -۲

  کردنثابت  -۳

پس از اولین مشاهده بخار، (دقیقه)    5پوشاندن رنگ با محلول مالاشیت گرین و استفاده از حرارت به مدت  -۴

دقیقه از مشاهده اولین بخار از لام    5شعله را کنار گذاشته وکمی بعد مجدداً لام را حرارت می دهیم . زمان لازم  

  ). توجه شود محلول رنگ نباید بجوشد باشد می

 خالی کردن رنگ و کمی زمان تا لام سرد شود  -۵

  شستشو با آب -۶

 دقیقه)  3پوشاندن گسترش با رنگ سافرانین ( -۷

  شستشو با آب -۸

 خشک کردن  -۹

 مشاهده با میکروسکوپ  -۱۰

 ند. شومیبه رنگ صورتی دیده  هاباکتريها به رنگ سبز و رواسپاین روش  در

 
 
 

 



 
 

۳٦ 
 

 ها جلسه سوم: کشت باکتري

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 دستور کار :  

 ،پس از شستشو در محیط نوترینت آگارکشت از دست  -۱

 ( Slant)برداشت ازمحیط کشت جامد و کشت در محیط جامد شیب دار  -۲

 (Broth)برداشت از محیط کشت جامد و کشت در محیط مایع -۳

 برداشت از سوسپانسیون میکروبی و کشت برروي پلیت به روش ایزولاسیون  -۴

 هاي کورینه باکتریوم در محیط کشت تلوریت پتاسیم   مشاهده کلنی -۵

 TCBSهاي ویبریو کلرا در محیط مشاهده کلنی -۶

 ) Lowenstein Jensen Agarمشاهده کلنی مایکوباکتریوم در محیط کشت لونشتاین جانسون آگار(  -۷

 )Bactecمشاهده محیط کشت دو فازي (   -۸



 
 

۳۷ 
 

 

 کشت داده شوند.  هادر نمونه بالینی، پس از مشاهده مستقیم باید نمونه  هاباکتريدر روند شناسایی 

ي دما، اتمسفر و زمان گرماگذاري هاي کشت مناسب انتخاب شوند و همچنین نیازمنديها در این مرحله باید محیط  

(Incubation)   .در نظر گرفته شوند 

ي کشت دیگري به جهت  هایی که بر روي محیط کشت اولیه رشد نموده اند، در محیطهاباکتريعدي  بدر مرحله  

 ند. شومیکشت داده  هاحساسیت به آنتی بیوتیک تعیین  شناسایی و تعیین نوع باکتري و همچنین

 

 ي کشت مناسب هاانتخاب محیط

ولی در مواردي   دشو میحاوي آگار) استفاده  -   Solidي کشت جامد (هاعموماً از محیط  ،هاجهت کشت اولیه نمونه

 . دشومیاستفاده  (Broth)مانند کشت خون، محیط کشت اولیه مایع 

 

 ي کشت : هاانواع محیط

 )Enrichment mediaکشت غنی شده( محیط -۱

 BCYEحاوي مواد غذایی خاص می باشد که به رشد باکتري ها با نیازمندي هاي خاص کمک می کند.مانند محیط 

)Buffered charcoal yeast Extract Agar .که رشد لژیونلا پنوموفیلا را فراهم می کند( 

 ) Nutritive mediaمحیط مغذي(  -۲

کنند.  هاي نمونه بالینی را حمایت میباشند و رشد بیشتر باکتري ها میهاي مغذي غیر انتخابی فاقد باز دارندهمحیط

درصد خون گوسفند به محیط آگار تهیه   5محیطی غیر انتخابی است و با افزودن    (Blood Agar)محیط ژلوز خوندار  

 شود. می

ها یا مواد شیمیایی ممانعت کننده، به محیط بلاد آگار آن را به یک محیط انتخابی  توان با افزودن آنتی بیوتیکمی

 تبدیل نمود. 

 :  )Selective media(انتخابی  محیط -۳

هاي کشت انتخابی شامل یک یا تعدادي مهارکننده هستند که رشد اکثر باکتري ها را مهار می کنند به جز محیط

د خون صدر  5(فنیل اتیل الکل آگار) حاوي  PEA باکتري که در حضور این مهار کننده قادر به رشد است.مانند محیط  

 رشد باکتري هاي گرم مثبت را حمایت می کند. رشد باکتري هاي گرم منفی را مهار کرده و فقط  سفند،گو



 
 

۳۸ 
 

هاي کشت با افزودن یک رنگ معین، قندها یا سایر هاي کشت افتراقی: این دسته از محیطمحیط   -۴

هاي خاصی از سایر  کنند با نشانههایی که در این محیط رشد میشوند، به طوري که باکتريمواد شیمیایی تهیه می

هایی که  توانایی تخمیرقند لاکتوز را کانکی آگار که باکتري   شوند. مانند محیط کشت مکها مشخص میباکتري 

 کنند. هاي بی رنگ تولید میکنند کلنیهایی که این قند را تخمیر نمیهاي صورتی رنگ و آندارند، کلنی

 مانند مک کانکی آگار که یک محیط انتخابی و افتراقی است. ، برخی از محیط هاي کشت بیش از یک عملکرد دارند 

 
 ي کشت نمونه بالینی:ها روش

لازم جهت پیشگیري از انتقال عامل عفونت به کارکنان آزمایشگاه به عمل آید،   تمهیداتدر این مرحله باید تمامی  

 مانند پوشیدن لباس مخصوص، دستکش، ماسک و سایر ابزار محافظت کننده در صورت لزوم.

ي کشت هاو... مقداري از نمونه بالینی به محیط  (Swab)، سواب  (Loop)با استفاده از یک وسیله برداشت مانند لوپ  

 ي موجود در نمونه رشد نمایند. هاباکتريتا فقط    انتقال نمونه و کشت باید درکنار شعله باشد .  دشومیمناسب منتقل  

 کشت به روش ایزولاسیون بر روي محیط کشت آگار

ابتدا مقداري از نمونه بالینی را در قسمتی از پلیت بر روي محیط کشت  استریل قرار داده و سطح محیط کشت  -1

استریل به صورت   لوپ) .سپس نمونه بالینی را با  3-1یم (شکل  کنمیرا به صورت فرضی به چهار قسمت تقسیم  

 یم.نمایمیرا توسط شعله استریل  لوپسر. خطوط رفت و برگشتی در منطقه اول پخش می نمائیم

   ً درجه نسبت به مرحله قبل مجددا   90ي ساعت و با زاویه  هاخلاف عقربهسپس با چرخاندن محیط کشت در جهت  -2

 . یمکنمیاز خطوط مرحله قبل، خطوط رفت و برگشتی گرفته و این عمل را سه مرتبه تکرار 

 لوپ در منطقه چهارم خطوط رفت و برگشت را فقط از خط انتهایی گرفته و کشت می دهیم. در پایان کار حتماً  -3

 استریل شود. 

، به صورتی که باشد میي موجود در نمونه  هاباکتري هدف از این نحوه کشت رقیق سازي نمونه بالینی و جداسازي  

 استفاده نمود. هاآنیی با فاصله تشکیل شوند تا بتوان در مراحل شناسایی از هاروي سطح پلیت،کلنی

ي بالینی که توسط سواب ارسال شده اند، مستقیماً توسط همان سواب به محیط کشت منتقل شده و خطوط هانمونه

استریل    لوپند. نکته بسیار مهم این است که در پایان کار حتماً  شومیتوسط لوپ استریل کشیده    4و 3،  2منطقه  

 شود. 

 

 



 
 

۳۹ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 بر روي محیط آگار:  هاجهت شمارش کلنیکشت 

 mlد حجم معینی از ادرار ( توانمی.توسط یک لوپ کالیبر شده استریل که دشومیمعمولاً  جهت کشت ادرار استفاده 

 )3- 2. (شکلدشومی) برداشت نماید، انجام 0/ 01 – 0/ 001

 

 

 

 

 :کشت به روش ایزولاسیون 3-1شکل
 



 
 

٤۰ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ابتدا لوپ را به صورت عمودي وارد نمونه ادرار نموده و سپس تمامی محلول برداشت شده توسط لوپ با کشیدن یک  

. سپس با کشیدن خطوط رفت و برگشت، نمونه دشومیخط در مرکز پلیت محیط آگار، بر روي سطح محیط تخلیه  

درجه چرخانده و همین عمل را  90قرار گرفته درروي خط کشت را در سطح پلیت کشت می دهیم، سپس پلیت را 

  ml01 /0دو کشت،یکی با حجم    هایم .در انتهاي کار فیلد ویلاتین باید استریل شود. در برخی آزمایشگاه کنمیتکرار  

ه ابزار دقیق تري براي برداشت حجم  زند. البته امروشومیجهت کنترل کیفی، کشت داده    ml001/0و دیگري با حجم  

 معینی از ادرار وجود دارد. 

 

 

 

 

 

 هاجهت شمارش تعداد باکتري Streaking :کشت به روش3-2شکل 
 



 
 

٤۱ 
 

 

 ي حاوي محیط کشت:هاکشت در لوله

 د، مایع، جامد و یا نیمه جامد باشند.توانمی هاي کشت داخل لولههامحیط

 

 کشت در لوله  حاوي محیط مایع  

. سپس   دهانه آن را توسط شعله حرارت می دهیم  درجه خم شود ،درپوش آن را برداشته و  30باید در یک زاویه  لوله  

).در 3-3یم(شکل کنمینمونه مورد نظر را در محلی از مایع که در شکل نشان داده شده است به محیط مایع منتقل  

 در پایان کشت باید استریل شود. لوپ :لوله را از شعله گذرانده ودر پوش آن را می گذاریم. نکته مهم 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 :کشت در محیط مایع3-3شکل
 



 
 

٤۲ 
 

 : (Slant)کشت در لوله حاوي محیط جامد شیب دار 

وارد لوله نموده و از کمی بالاتر از سطحی که   لوپ کشت دربخش سطحی آن باشد، نمونه را توسط    اگر هدف فقط 

 ).3- 4به صورت خطوط زیگزاگی کشت می دهیم(شکل  دشومیشیب محیط شروع 

) ابتدا وارد قسمت لوپ(یا شکل سوزنی  Straight wireباشد، نمونه را با استفاده از  کشت در عمق و سطح اگر هدف، 

برسد، میله پلاتین را از بخش عمقی خارج نموده و در سطح به صورت زیگزاگ عمقی نموده و قبل از این که به انتها  

 در پایان کشت باید استریل شود .  لوپنکته مهم  کشت می دهیم .

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 :کشت عمقی و سطحی در لوله حاوي محیط جامد 3-4شکل
 



 
 

٤۳ 
 

 (Semisolid)کشت در لوله حاوي محیط نیمه جامد 

. به همین جهت نمونه را با یک میله پلاتین دشو میمعمولاً این کشت براي بررسی توانایی حرکت باکتري استفاده  

سوزنی وارد محیط کشت نموده و قبل از رسیدن به انتهاي محیط کشت در همان راستا خارج می نمائیم .نکته مهم،  

 ). 3 -5در پایان کشت باید استریل شود(شکل لوپ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هاباکتريدما، اتمسفر و رطوبت مناسب جهت رشد 

جهت رشد ،نیازبه دماي مناسب دارند. برخی در طیف گسترده اي از دما توانایی رشد دارند ،در    هامیکروارگانیسم

  35℃ي  هاحالی که این طیف براي برخی  دیگربسیار محدود است. دماي مناسب براي رشد بیشتر میکروارگانیسم

 . باشد میسانتیگراد 

یا 70در رطوبت %    هاباکتري افزایش می یابد. همچنین بیشتر    2Co  5  - 10  % توسط  هارشد بیشتر میکروارگانیسم

 ند. کنمیبالاتر بهتر رشد 

 

 

 

 :کشت در محیط نیمه جامد 3-5شکل
 



 
 

٤٤ 
 

 تفسیر نتایج کشت:

نیاز به مهارت داشته تفسیر نتایج  .  ساعت پس از گرما گذاري قابل بررسی است  24-48  هاباکترينتایج کشت  معمولا  

ي ایزوله شده را ارزیابی کند و تصمیم گیري نماید چه مسیرهایی هاشناس باید از اولین مشاهده، کلنیمیکربو یک  

 . باشد میمورد نیاز  هاآنبراي شناسایی 

ي رشد یافته، نتیجه رنگ آمیزي گرم کلنی، تغییرات قابل هاباکتري، خلوص کلنی ها، تعداد کلنیهامشخصات کلنی

و... رنگ  تغییر  مانند  محیط کشت  در  کلنی  مشاهده  ارزیابی  در  مؤثر  مراحل   هافاکتورهاي  براي  گیري  تصمیم  و 

 . باشند میشناسایی 

 مشخصات ماکروسکوپی کلنی:

ي بالینی ممکن است هم زمان چند نوع کلنی باکتري مشاهده شوند.پلیت کشت شده را در دست هادر کشت نمونه

 ند. شومیبررسی  هاچند جهت در مقابل نور، کلنیگرفته و در 

ي پر خطر باید  هااستفاده کرد. البته براي نمونه  هااز یک عدسی دستی یا میکروسکوپ نیز براي دیدن کلنی  توانمی

 ،عبارتند از: دشو میشرایط محافظت به دقت انجام شود. مشخصات کلنی که در شناسایی استفاده 

 قوام  -8 چگالی  -7 سطح  -6 رنگ  -5      حاشیه -4 تحدب  -3 شکل  - 2   اندازه -1

  

 :هاشکل کلنی

 ها ).هم چنین حاشیه کلنی3-6ند گرد،ریزوئیدي، نامنظم و ... باشند (شکل  توانمیاشکال متفاوتی دارند ،    هاکلنی

 د اشکال مختلفی داشته باشد کامل، رشته اي و... توان مینیز 

را استشمام   هاذکر است جهت پیشگیري از عفونت نباید پلیت  لازم به   ند،کن میبوي خاصی تولید    هاباکتريبرخی از  

 کرد.

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

٤٥ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ي کشتهادر محیط  هاباکتريواکنش 

 

 همولیز روي محیط بلاد آگار

 ).3- 7ي قرمز خون را لیز(تخریب) نمایند(شکل هاقادرند تا با تولید موادي ،گلبول هاباکتريبرخی از 

 ، لیز گلبولهاي قرمز در حد جزئی و متمایل به رنگ سبز باشد.هاهمولیز آلفا: اگر اطراف کلنی

 ي قرمز کامل و اطراف کلنی شفاف باشد.هااطراف کلنی لیز گلبولهمولیز بتا: اگر 

 همولیز گاما: هیچ تغییري در اطراف کلنی مشاهده نشود. 

 

 ها،سطح و حاشیه آنها) اشکال مختلف کلنی3-6(شکل 
 



 
 

٤٦ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 تولید پیگمان (رنگدانه) در محیط آگار:

یگمان هاي سبز تا قهوه اي سودوموناس ،مانند پند کنمیي متفاوتی در محیط کشت ایجاد  هاناپیگم  هاباکتريبرخی  

 ):3- 8(شکل وسورئ یا پیگمان کرم طلایی استافیلوکوکوس ا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 همولیز آلفا Cو بتا همولیز B): کشت در بلاد آگار، 3-7(شکل 

  

 توسط باکتري ) تولید پیگمان سبز3-8(شکل 
  



 
 

٤۷ 
 

 

 ي افتراقی:ها تغییرات در محیط

  د شومیي آنزیمی در محیط ایجاد  هاي فعالیتها معرفو سایر تغییراتی که توسط    pHي  هامعرف،  هامانند تغییر رنگ

 ). 3-9(شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

کشت خالص    ي زیرهاروش به    توانمیي متفاوت ،قابل تمایز از هم نباشند  ها،کلنیدر نهایت اگر در محیط کشت  

 تهیه نمود: 

 برداشت از سطح یک کلنی و کشت مجدد آن در پلیت دیگر  -۱

 استفاده از محیط انتخابی  -۲

 استفاده از مواد شیمیایی ممانعت کننده -۳

 ي آنتی بیوتیک هااستفاده از دیسک -۴

 
 کلنی باید خالص باشد تا بتوان مراحل بعدي شناسایی را ادامه داد. نکته قابل توجه این است که 

شت افتراقی و سایر آزمایشات ،شناسایی باکتري نهایی ي کها ند تا با استفاده از محیطکنمیمشخصات فوق کمک  

 شود. 

، اسپکترومتري DNAي ملکولی وابسته به  هاروشي مختلف مانند  هاروشاز    توانمیپس از دستیابی به کلنی خالص ،

(Mass spectrometry)  .و....در شناسایی باکتري استفاده نمود 

 

 

 تغییر رنگ محیط کشت ):3-9(شکل             
 اولیه به رنگ صورتیمحیط رنگ  تغییر A :لوله     محیط کشت اولیه : Bلوله  

   



 
 

٤۸ 
 

 ي گرم مثبت) ها(کوکسی  هاباکتريجلسه چهارم: شناسایی 

 

 دستور کار :  

 تفسیر نتایج جلسه قبل -1  

 ي کشت جلسه قبل  هارنگ آمیزي گرم از کلنی  -2

 مشاهده آزمایش کاتالاز   -3

 کشت در محیط مولر هینتون آگارجهت آزمایش حساسیت به باسیتراسین  -4

 جهت آزمایش کواگولاز ي رقیق شدهکشت در پلاسما -5

 باسیتراسین   در محیط بلاد آگار جهت آزمایش همولیز ،حساسیت به اپتوچین و کشت -6

 در محیط بلاد آگار جهت آزمایش کمپ کشت   -7

 در محیط بایل اسکولین  کشت  -8

 و فاقد آن%5/6کشت در محیط مایع حاوي نمک  -9

 مشاهده میکروسکوپی استرپتوکوك در گسترش تهیه شده از محیط کشت مایع به روش گرم     -10

مشاهده میکروسکوپی دیپلوکوك  گرم مثبت در گسترش تهیه شده از نسج به روش گرم (مثال    -11

 پنوموکوك) 

مشاهده میکروسکوپی دیپلوکوك گرم منفی در گسترش تهیه شده از نسج به روش گرم (مثال    -12

 نایسریا مننژیتیدیس)-نایسریا گونوره آ

 مشاهده استافیلوکوکوس درگسترش تهیه شده از چرك - 13

 مشاهده استافیلوکوکوس درگسترش تهیه شده از محیط کشت -14

 
 
 
 
 

 

  



 
 

٤۹ 
 

ي هاي مجهز، کلنیها.امروزه در آزمایشگاهدشومیي متعددي انجام  هاروشبا استفاده از    هاباکتريشناسایی  

ند. اگرچه این شو میمستقیماً شناسایی    (Maas spectrometry)خالص میکرو ارگانیسم با استفاده از اسپکترومتري  

  ها ،ولی روش ایده آلی نیست. روش دیگر شناسایی میکروارگانیسم    باشد می  هاروش صرفه جویی  در زمان و هزینه 

 است. این روش نیاز به وقت و هزینه بیشتري دارد ،ولی دقت بالایی دارد. هاآناستفاده از خصوصیات بیوشیمیایی 

 د. کنمیي کمک هاگانیسمربه شناسایی میکروا هاآني کشت اولیه و تفسیر هاي محیطمشاهده

،کلنی روش  این  بیوشیمیایی   هاباکتريي خالص  هادر  آزمایشات  از  استفاده  با  گرم،  روش  به  آمیزي  رنگ  از  پس 

 بررسی خواهند شد.  هاشناسایی شده و در نهایت جهت حساسیت به آنتی بیوتیک

 در این آزمایشگاه روش دوم آموزش داده خواهد شد. 

ي گرم منفی تقسیم  هاباکتريي گرم مثبت و    هاباکتريبه دو گروه بزرگ    هاباکتريبا استفاده از رنگ آمیزي گرم،  

 ند.  شومی

 

 ي گرم مثبت:ها باکتري

ند.  شومی،در طبیعت به طور گسترده اي وجود دارند، همچنین از بدن انسان و حیوانات نیز جداسازي  هاباکتري این  

 . باشد میبه عنوان عامل یک بیماري عفونی کار مشکلی  هاآنبه همین علت شناسایی و معرفی  

ي گرم هاي گرم مثبت و باسیلهاي گرم مثبت با استفاده از مورفولوژي (شکل شناسی) به دو گروه کوکسیهاباکتري 

ي عفونی به روش زیر به شناسایی هاي گرم مثبت در نمونههاند. با توجه به اهمیت کوکسیشومیمثبت تقسیم بندي  

 )4-1یم (شکل پردازمی هاآن

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

٥۰ 
 

 

 

 

                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ي گرم مثبت: هاکوکسی

زیر میکروسکوپ به شکل کروي یا بیضوي بوده و آرایش   هاباکتري ي گرم مثبت ، تنوع زیادي دارند. این  هاکوکسی

دارند.   انواع  توانمیمتفاوتی  بیشتر  شوند.  دیده  استافیلوکوك  و  ،استرپتوکوك  دیپلوکوك  مونوکوك،  شکل  به  ند 

قرار   (Streptococcaceae)و استرپتوکوکاسیه  (Micrococcaceae)در دو خانواده بزرگ میکروکوکاسیه    هاآن ي  زابیماري

ي رشد یافته بر روي محیط کشت، گسترش تهیه و سپس به روش گرم رنگ آمیزي هاباکتري دارند. ابتدا از کلنی  

دردشومی که  صورتی  در  کوکسی .  شناسایی  هاگسترش،  به  زیر  آزمایشات  با  شوند،  مشاهده  مثبت  گرم   ها آني 

 . )3-4(شکل ، 4-2(شکل یمپردازمی

 

 

 

 

 ها بر اساس رنگ آمیزي گرم): تقسیم بندي باکتري4-1(شکل 



 
 

٥۱ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 پس از رنگ آمیزي گرم هاباکتري): تقسیم بندي اولیه 4-2(شکل 



 
 

٥۲ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 )1هاي گرم مثبت (شناسایی کوکسی :4-3شکل 
 



 
 

٥۳ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 )2هاي گرم مثبت (: شناسایی کوکسی4-3شکل 
 



 
 

٥٤ 
 

 آزمایش کاتالاز:  

 

 

 

 

 

                 

 

 هدف:

خانواده   از  استافیلوکوك)  و  (میکروکوك  میکروکوکاسیه  خانواده  جداسازي  آزمایش  این  از  هدف 

 . باشد میاسترپتوکوکاسیه 

 پایه و اساس آزمایش:  

 مانندند،نمایمیتولید    هایی  اختیاري در مسیر متابولیسم طبیعی خود توکسین  هوازيبیي هوازي و  هاباکتري 

 .O)2-(و رادیکال سوپر اکسید  H)2O2(پراکسید هیدروژن 

، کاتالاز  هاند .یکی از این آنزیم کنمی،دو آنزیم تولید    هاجهت خنثی سازي این توکسین  هاباکترياین دسته از  

 :قادر است پراکسید هیدروژن (آب اکسیژنه) را به آب و اکسیژن(حباب گاز)تجزیه نماید  است که

  2O + O2H2→2O22H ):4-4(شکل 

 کار: روش 

 د. گیرمیقرار در تماس کلنی  با  %3یک قطره از پراکسید هیدروژن 

 :هامحدودیت

 ي قرمز هااگر محیط کشت باکتري، بلادآگار باشد ممکن است نتیجه مثبت کاذب به دست آید ،چون گلبول-1

 ند. کنمیدر تماس با آب اکسیژنه واکنش مثبت ضعیفی ایجاد  حاوي کاتالاز بوده و

انتروکوك-2 از  تولید    هابرخی  پراکسیدازي  استرپتوکوکاسیه)،  پراکسید  کنمی(خانواده  آهسته  ند که خیلی 

 د. کن میهیدروژن را می شکند و واکنش ضعیفی ایجاد 

 ): کاتالاز مثبت(سمت چپ تصویر)، کاتالاز منفی(سمت راست تصویر)4-4(شکل 



 
 

٥٥ 
 

 نتیجه:

(استافیلوکوك،   میکروکوکاسیه  حبابخانواده  ایجاد  با  و هامیکروکوك)  مثبت  نتیجه  اکسیژن،  ي 

 استرپتوکوکوکاسیه با عدم ایجاد حباب یا واکنش بسیار ضعیف، نتیجه منفی خواهند داشت. 

 

 آزمایش حساسیت به باسیتراسین:

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هدف: 

گونه تمایز   ، آزمایش  این  از  میکروکوكهاهدف  از  استافیلوکوك  درتشخیص    ،باشد میها  ي  چنین  هم 

 . دشومیاستفاده از سایرانواع (پیوژنز)  Aاسترپتوکوك گروه 

 پایه و اساس آزمایش: 

 ).  4-5 (شکل د کن میرا مهار  هاباکتريآنتی بیوتیک باسیتراسین سنتز دیواره سلولی 

مولرهینتون محیط  بر روي    هاو میکروکوك  هااستافیلوکوك  بررسی حساسیت به باسیتراسین،جهت    روش کار: 

 . دشومیکشت بر روي محیط بلادآگار انجام  هاجهت افتراق انواع استرپتوکوك . د ن شومیآگار کشت داده 

A B 

ــکل  ــینA):4-5(ش ــه باسیتراس ــیت ب ــتافیلوکوك  ::حساس ــراق اس ــد  ازافت ــدم رش ــه ع ــوك (هال ــرو ک میک
 باشد)اطراف دیسک نشان دهنده حساسیت میکروکوك می

Bافتراق استرپتوکوك گروه :: حساسیت به باسیتراسین  Aداراي همولیز بتا ازسایر استرپتوکوك ها 
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 ℃واحد باسیتراسین) را بر روي کشت قرار داده و در گرمخانه    04/0سپس یک دیسک باسیتراسین (حاوي  

 ). باشد می%نیاز  2CO 10% - 5 ها ساعت قرار می دهیم (براي استرپتوکوك   18-24به مدت  35 - 37

 :هامحدودیت

استرپتوکوك -۱ انواع  شناسایی  در  آزمایش  نهااین  اختصاصی  خیلی  جز باشد می،  به  که  طوري  به   .

استرپتوکوك   A  ،10استرپتوکوك گروه   از  استرپتوکوك  %  5و    Gو    Cي گروه  ها%  به    Bي گروه  هااز  نیز 

 . دهندمیباسیتراسین حساسیت نشان  

 . همچنین نحوه نگهداري و تاریخ مصرف دیسک ، در نتایج مؤثر است و باید در نظر گرفته شود  -۲

 نتیجه:

 افتراق استافیلوکوك و میکروکوك:  -۱

هاله عدم رشد کمتر از .باشندمیمقاوم    هابه این آنتی بیوتیک حساس هستند و استافیلوکوك  هامیکروکوك

 تلقی می شود.  حساسمیلی متر  10و هاله مساوي یا بزرگتر از  مقاوممیلی متر  10

 :هاافتراق انواع استرپتوکوك -۲

حساس هستند    Bي گروه  ها%از استرپتوکوك  5و    Gو    Cي گروه  ها% از استرپتوکوك  A    ،10استرپتوکوك گروه  

 له عدم رشد وجود ندارد.ها، که با آزمایشات دیگر افتراق داده خواهند شد .نتیجه منفی زمانی است که

 

 ها  افتراق استافیلوکوك 

 آزمایش کواگولاز: 

 هدف:

استافیلوکوك   افتراق  ،جهت  آزمایش  این  استافیلوکوك  از  مانند  مثبت  کواگولاز  از  هاي  اورئوس 

 د شومیي کواگولاز منفی استفاده هااستافیلوکوك

 ). 4-6(شکل

 

 

 

 

 آزمایش کواگولاز. :4-6شکل
A(متصل)، تست لامی :کواگولاز باند  ،Bتست لوله اي: کواگولاز آزاد ، 
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 پایه و اساس آزمایش: 

) و  Clumping Factorد.که شامل کواگولاز باند(کنمیاستافیلوکوك اورئوس دو شکل از آنزیم کواگولاز را تولید  

و با   دهد می.کواگولاز باند متصل به سلول باکتري است و مستقیماً با فیبرینوژن واکنش باشد میکواگولاز آزاد 

 . دشو میبررسی  (Slide test)روش آزمایش بر روي لام 

کوالاگولاز بر روي  . که در اثر عملکرد آنزیم  دشومیبررسی    (Tube test)کواگولاز آزاد به روش آزمایش لوله  

 ).  4-6(شکلد شومیژن، لخته (فیبرین) تشکیل وفیبرین

 

 روش کار آزمایش کواگولاز آزاد:

) مخلوط کرده تا EDTAمیلی لیتر از پلاسماي رقیق شده خرگوش (به وسیله    5/0چند کلنی باکتري را در  

یم.  کنمیگرماگذاري    35-37℃ساعت در دماي    4یک امولسیون شیري رنگ به دست آید. سپس به مدت  

ساعت نگهداري نموده و مجدداً حضور    24ساعت اگر لخته اي تشکیل نشد، لوله در دماي اتاق تا    4پس از  

 . دشومیلخته بررسی 

 :هامحدودیت

ساعت گرماگذاري شود ممکن    24ساعت تشکیل شود و اگر    4د در  توان میدر آزمایش کواگولاز آزاد، لخته  

 است این لخته از بین برود.

 

 نتیجه:

، این آنزیم توسط استافیلوکوك اورئوس و تعدادي    باشدمیایجاد لخته (فیبرین) نتیجه مثبت این آزمایش  

 .  دشومیتولید  هادیگر از استافیلو کوك

 نتیجه منفی زمانی است که لخته مشاهده  نشود. 

 

 آزمایش همولیز:

  هدف:

 . باشد می هاآنبر اساس نوع همولیز  هاهدف تقسیم بندي انواع استرپتوکوك
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 پایه و اساس آزمایش: 

و   S (Oxygen-Stable)،استرپتولیزین    O  (Oxygen-labile)با تولید موادي مانند استرپتولیزین  هااسترپتوکوك  

  s).استریتولیزین  4-7(شکل  ي قرمز محیط بلادآگار را لیز نمایند ها ،گلبول  باشند میپراکسید هیدروژن قادر  

اکسیژن   به  قابباشد میمقاوم  هم  در کشت سطحی  نتیجه  در  استریپتولیزین    مشاهدهل  ،  .ولی  که    Oاست 

(عمقی) محیط    Stabد، به همین جهت در قسمت  کنمیعمل    هوازيبیحساس به اکسیژن است در شرایط  

 ). 4-8  د(شکلکنمیبلادآگار عمل 

 

 

 

 

 

 

 

 روش کار: 

. به طوري که پس از دشومی) بر روي پلیت بلاد آگار کشت داده  4-8(شکل    streak-stabباکتري به روش  

  ، نهایی کشت  وارد محیط کشت    لوپ مرحله  بدون  (stab)  دشو میبه صورت عمقی  ترتیب محیط  این  به   .

در حضور    35  ℃د. پلیت در دماي  گردمی(حساس به اکسیژن) فراهم    Oاکسیژن جهت فعالیت استرپتولیزین  

 . دشومیساعت گرماگذاري  24-48لی به مدت  یا هواي معمو  2CO %7تا  5%

 
 

 

 

 

 

 

 

 (عدم همولیز) گاما واکنش :C: همولیز بتا، Bهمولیز آلفا ،  :A: انواع همولیز. 4-7شکل
 

 براي مشاهده همولیز streak-stab: روش کشت )4-8(شکل
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 :هامحدودیت

به روش   هوازيبیدر اتمسفر   یابد، به همین جهت عموماً کشت در اتمسفر هوا ولی  افزایش می  بتاهمولیز 

Streak-stab  دشو میانجام . 

 نتیجه:

جهت بررسی همولیز، می توان کلنی باکتري را با فیلدوپلاتین کنار زد ومحیط را از نظر میزان همولیز بررسی 

 نمود،بهتر است پلیت مقابل نور گرفته شود. 

ي قرمز باعث تولید رنگ خاکستري مایل به سبز یا متمایل به قهوه اي در ها: لیز جزئی گلبول(α)همولیز آلفا  

 . دشومیاطراف کلنی 

 . دشومیله شفاف در زیر و اطراف کلنی ها ي قرمز باعث ایجاد یکها: لیز کامل گلبول(β)همولیز بتا 

 : (NonHemolytic)غیر همولتیک 

 . دشومید و در نتیجه تغییري در زیر و اطراف کلنی ایجاد نگیرمیانجام نلیز گلبول قرمز 

  (CAMPT test)آزمایش کمپ 

این روش گرفته   )Christie–Atkins–Munch-Peterson(  نام این آزمایش از حروف ابتداي اسامی ابداع کنندگان

 است.    شده

 هدف: 

 ي داراي همولیز بتا ها(استرپتوکوك آگالاکتیه) از سایر استرپتوکوك  Bي گروه  ها جهت افتراق استرپتوکوك

 .دشو میاستفاده 

 

 

 

 

 

 

 

 

 منفی : کمپB  ،:کمپ مثبتAآزمایش کمپ :  : 4-9شکل 
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 پایه و اساس: 

 CAMP)جه مثبت دارند، توانایی تولید یک پروتئین همولیتیک خارج سلولی  ییی که در این آزمایش نتهاباکتري 

factor)    د در محیط کشت منتشر شود. اگر این پروتئین در مجاورت بتالیزین استافیلوکوك توان میرا دارند که

تشدید   همولتیکی  اثر  بگیرد،  قرار  استافیلوکوك  دشومیاورئوس  مجاورت  در  را  باکتري  اگر  حالت  این  در   .

اورئوس و عمود بر آن کشت دهید واکنش مثبت به صورت یک کمان یا فلش که همولیز کامل دارد مشاهده  

 .  )4-9شکل(  دشومی

 روش  

بر روي محیط کشت بلاد آگار یک خط از استافیلوکوك اورئوسی که توانایی تولید بتا لیزین را دارد، کشت 

داده شود. عمود بر این خط کشت ، باکتري مورد نظر را کشت داده ،به طوریکه با خط کشت استافیلوکوك 

 ℃تصویر سمت راست) .در دماي    4-9میلی متر فاصله مناسب است) (شکل  2اورئوس تلاقی نداشته باشد ( 

 ساعت گرماگذاري شود.   24به مدت  37-35

 نتیجه  

مثبت:   یا  نتیجه  بتا  و همولیز  اورئوس  استافیلوکوك  تقاطع کشت  محل  در  فلش  یا  کمان  به شکل  کامل 

 )  4-9استرپتوکوك (شکل

 : عدم افزایش همولیز  نتیجه منفی

 : هامحدودیت

نیز ممکن است واکنش کمپ مثبت داشته باشند. به همین   Aي گروه  هادرصد بسیار کمی از استرپتوکوك

یی که همولیز ندارند یا همولیز خیلی ضعیفی دارند و همچنین هاجهت این آزمایش فقط براي استرپتوکوك

 ،انجام شود.   باشند مینزدیک  Bیی که از نظر مورفولوژي به استرپتوکوك گروه هاکلنی

 

 (Ethyl hydrocupreine hydro chloride)حساسیت به اپتوچین 

 پایه و اساس آزمایش: 

  هاشناسایی استرپتوکوکوس پنومونیه از سایر استرپتوکوك   هدف:

 ممانعت نماید  هاباکتريد از رشد برخی  توان می،  ATPaseآنتی بیوتیک اپتوچین با تداخل در عملکرد آنزیم  

 ).  4-10(شکل
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 روش: 

دو الی سه کلنی از باکتري ، بر روي محیط بلادآگار کشت داده شده ، سپس یک دیسک حاوي اپتوچین بر  

 . دشومیروي کشت باکتري قرار داده  

له عدم رشد  هاساعت گرماگذاري و سپس  18-24دي اکسید کربن به مدت    %5در حضور  35℃در دماي  

 . دشومیزه گیري ااطراف دیسک اند 

 :هامحدودیت

، باید با آزمایش حلالیت صفرا باشد میمیلی متر    14کمتر از    هاآنله عدم رشد  هایی که قطرها باکتريبراي  

 جهت شناسایی استرپتوکوکوس پنومونیه بررسی شوند. 

 

 نتیجه:

 . دشومیمیلی متر، نتیجه مثبت در نظر گرفته  14له عدم رشدبزرگتر یا مساوي ها

 له عدم رشد وجود نداشته باشد. هانتیجه منفی زمانی است که

  

 

 

 حساسیت به دیسک اپتوچین آزمایش: 4-10 شکل
A: (استرپتوکوکوس پنومونیه)،  حساس به اپتوچینB: مقاوم به اپتوچین 
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 بایل اسکولین: هیدرولیز آزمایش

  هدف:

 .باشدمی Dي ویریدانس غیر گروه هااز استرپتوکوك Dي گروه  هاو استرپتوکوك هاافتراق انتروکوك

 : پایه و اساس آزمایش

استرپتوکوكهاباکتري  از  غیر  دیگر  مثبت  گرم  انتروکوك  هاي  نمک  هاو  در حضور  رشد  به  صفرا هاقادر  ي 

ند اسکولین را به  توانمی%)  هستند و    4ي صفراوي(ها یی که قادر به رشد در حضور نمکهاباکترينیستند.  

محیط کشت)    Fe+3سبب ایجاد رنگ قهوه اي تیره یا سیاه (واکنش اسکولتین و    ،  هیدرولیز نمایند اسکولیتن  

 ). 4-11 (شکل ند شومی  در محیط کشت 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 روش کار: 

ساعت    48به مدت    35-37℃محیط کشت داده شود و در دماي    در سطحیک تا دو کلنی خالص از باکتري  

 گرماگذاري شود. 

 نتیجه:

 . باشد مینتیجه مثبت :رشد باکتري و ایجاد رنگ سیاه در محیط، نتیجه مثبت براي این آزمایش 

 . باشد مینتیجه منفی :رشد باکتري و عدم ایجاد رنگ سیاه نتیجه منفی براي این آزمایش 

 : آزمایش بایل اسکولین4-11 شکل
A:  مثبت، شکلBمنفی : 
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 :هامحدودیت

 ممکن است در این محیط رشد ضعیفی داشته باشند یا نتوانند رشد کنند.  هاباکتريبرخی از 

 

 آزمایش تحمل نمک:

) بالاي نمک  توانایی رشد و تحمل غلظت  بررسی  آزمایش جهت  این  استفاده   5/6هدف:  باکتري  %) توسط 

انتروکوك)4-  12شکل(  دشومی روش  این  با  نمک    ها.  حضور  در  رشد  توانایی  دارند   5/6که  را  از ،  % 

 ند  شومیي دیگر افتراق داده هااسترپتوکوك

 پایه و اساس آزمایش: 

 قدرت تحمل بالاي نمک و رشد در حضور آن را دارند.  هاانتروکوك

 روش: 

ساعت    48به مدت  35 - 37℃نمک تلقیح ودر دماي     %6.5یک تا دو کلنی از باکتري در محیط مایع حاوي  

 گرماگذاري شود.روزانه جهت مشاهده رشد باکتري بررسی شوند. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 نتیجه:

 مثبت: زمانی که کدورت رشد باکتري در محیط مشاهده شود.  

 منفی: زمانی که کدورت رشد باکتري در محیط مشاهده نشود. 

 

 تحمل نمک: آزمایش 4-12شکل
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 پنجم:  جلسه

 (آنتی بیوگرام)  میکربیضداروهاي نسبت به د زابیماري بررسی سنجش حساسیت باکتري 

 

 

 

 

 

 

 

شناسی بالینی فراهم آوردن اطلاعات براي پزشکان است ،تا به وسیله این اطلاعات    میکربنقش اولیه آزمایشگاه  

این اطلاعات داراي دو قسمت بسیار مهم است که    ي عفونی را شناسایی و درمان کند.پزشک بتواند بیمار

 : شامل

   ؟آیا یک عامل عفونی مطرح است-1

 ؟م می آوردکدام آنتی بیوتیک اثرات درمانی مناسبی را فراه-2

که براي درمان   بیوتیکیآنتیبه بیان دیگر انتخاب    اي فراوانی را به همراه می آورد.ایفاي صحیح این نقش مزای 

 یابد:  کاهش که موارد زیر دشومیکاملا مناسب باشد باعث 

 میزان مرگ و میر -1

 تعداد آزمایشات مورد نیاز -2

 ICUي بستري شدن در هاتعداد روز -3

 بیوتیکیآنتیطول زمان دریافت درمان  -4

 هزینه بیمارستان -5

میکربی  را به دست آورده و بروز  ضد ند فنوتیپ مقاومت نسبت به ترکیبات  توانمی  زابیماري ي  هاباکتريبیشتر  

  دهندمیي جدید نشان  هادخالت دارند.یافته  هاي متفاوتی در ایجاد مقاومت به آنتی بیوتیکهامکانیسم  دهند.

بیوتیک آنتی  بعضی  در    هاکه  موتاسیون  میزان  موقت  افزایش  آنتی   ند.گردمی  هاباکتري باعث  ترتیب  بدین 

ند القا کننده توانمیند بلکه  کنمیي مقاوم باکتري فعالیت  هانه تنها به عنوان انتخاب کننده دسته  هابیوتیک

 ایجاد مقاومت نیز باشند.

 دستور کار :  

 چهارم تفسیر آزمایشات شناسایی باکتري جلسه  -۱

 انجام آنتی بیوگرام براي باکتري شناسایی شده جلسه چهارم  -۲
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ي زیادي باید مد نظر قرار بگیرد ،که تشخیص  ها، فاکتوردر انتخاب آنتی بیوتیک مناسب براي درمان عفونت

دو   هاارگانیسم عفونی و یا حداقل حدس مستدل آن و نیز اطلاعاتی در مورد حساسیت آن به آنتی بیوتیک

 شامل:  هااین فاکتور. سایر فاکتورها مربوط به بیمار مورد درمان است. فاکتور اصلی و اولیه آن است 

 (مثل آلرژي به پنی سیلین) میکربی ضد سابقه واکنش جانبی به ماده  -۱

 سن بیمار  -۲

 ي متابولیک و ژنتیکی بیمارهانابهنجاري -۳

 بارداري بیمار  -٤

 عملکرد کبد و کلیه -٥

 ي میزبان هامحل عفونت و انتشار آنتی بیوتیک در بافت و سلول -٦

 وضعیت سیستم ایمنی بیمار  -۷

 یی باکتريزابیماريزایی و  عفونت -۸

 شدت بیماري - -۹

د با بررسی آزمایشگاهی وضعیت مقاومت و یا حساسیت باکتري جدا شده از  توانمیبنابراین میکرب شناس  

نماید  بزرگی  کمک  عفونی  باکتريهاروش.  نمونه  مقاومت  سنجش  براي  که  مختلفی  آنتی    هاي  به  نسبت 

اولین شرکتی .  ند شومینامیده    (آنتی بیوگرام)میکربی  ضد ند به نام سنجش حساسیت  رومیبه کار    هابیوتیک

باکتري  ارزیابی حساسیت  براي  اي  مجموعه  کننده  تولید  مواد    هاکه  «آنتی    ،بودمیکربی  ضد به  تجاري  نام 

 بیوگرام» را بر آن نهاد.

 

 میکربی ضدي حساسیت هااستاندارد کردن آزمایش

یش باید کاملاً استاندارد  ي آزما هاروش،  هاآزمایشگاه و یا بین آزمایشگاه به منظور جلوگیري از بروز خطا در  

 رعایت استاندارد در موارد زیر ضروري است:  باشند.

 مقدار باکتري تلقیح شده  -1

 ) دشومیهینتون آگار استفاده -نوع محیط کشت (در بیشتر موارد محیط کشت مولر -2

 یی مانند خون و سرم ها،افزودنیها، غلظت کاتیونpHشرایط محیط کشت ازنظر  -3

 اتمسفر انکوباسیون  -4

 دماي انکوباسیون  -8
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 زمان انکوباسیون  -9

 میکربی ضد غلظت ماده   -10

 

ي هاي مختلفی وجود دارد که سه روش آن در آزمایشگاههاروش  میکربی  ضد به منظور سنجش حساسیت ماده  

 که شامل:  دشو میبالینی بیشتر استفاده 

 ) Disk Diffusionاز دیسک ( انتشار -1

 (Minimum Inhibitory Concentration: MIC)رقت سازي سریال  -2

 (E-test)انتشار گرادیانت -3

 روش انتشار از دیسک: -1

ارائه شد و به همین جهت   Bauerو  Kirbyهاي این روش براي نخستین بار توسط دانشمندانی به نام

هاي کاغذي آغشته  است. در این روش از دیسک  Kirby-Bauerنام دیگر روش انتشار دیسک، روش 

 شود.به آنتی بیوتیک استفاده می

 

 انتشار از دیسک:مراحل انجام آزمایش   -الف

، سوسپانسیونی    ساعت از کشت آن ها گذشته باشد)  24- 18( حداکثر  کامل یا اولیه باکتري  شناساییپس از  

بدین منظور با استفاده از یک لوپ یا سواب حداقل چهار کلنی مشابه از نمونه تعیین  .  تهیه می شوداز آن  

   .دشومیاستریل منتقل هویت شده  به یک لوله آزمایش داراي سرم فیزیولوژي 

 

 تعیین تقریبی تعداد باکتري موجود در سوسپانسیون: -ب

ي اشتباه خواهد شد، استفاده از هابه دلیل اینکه به کار بردن تعداد کم و یا زیاد باکتري منجر به یافته 

بنابراین باید پس از آماده سازي سوسپانسیون باکتري از   کتري مورد آزمایش بسیار مهم است.تعداد مناسب با

این مرحله را در .  روش کدورت سنجی استفاده کرده و تعداد تقریبی باکتري را در آن محلول مشخص نمود

از محلول استانـدارد نیم   هابراي این منظور در آزمایشگاه .  اصطلاح استاندارد نمودن تعداد باکتري می گویند 

شکل   5- 1  جدول(  دشومیاستفاده    فارلند مک نیم  .  )5-1و  مایع  با  را  باکتري  سوسپانسیون  ترتیب  بدین 

که در هر میلی لیتر از   باشد میمقایسه نموده و اگر از نظر کدورت مشابه هم باشند ،به این معنا    فارلند مک
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از   توانمی). براي مقایسه کدورت این دو  CFU/ml  810  ×5/1باکتري وجود دارد(  5/1× 810سوسپانسیون تعداد

 ي کدورت سنجی و یا اسپکتروفتومترنیز استفاده نمود.  هاچشم غیر مسلح و یا از دستگاه 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 سوسپانسیون روي محیط کشت مناسب:  کشت -ج

.در مورد دشومیی ،عموما از محیط کشت مولر هینتون آگار استفاده  میکرببراي انجام تست حساسیت  

 دقیقه 15 مدت در   نند خون به این محیط اضافه نمود.مواد افزودنی ما  توانمی)  Fastidious(  پرنیازي  هاباکتري 

 حاوي لوله داخل را سواب استریل کار این براي  داده شود. کشت باید  سوسپانسیون کدورت، تنظیم  زمان از

 آن  اضافی مایع تا داده، فشار لوله داخلی دیواره به مایع سطح از چرخانیده و بالاتر بار چند  نموده، سوسپانسیون

 مقایسھ كدورت لولھ حاوي سوسپانسیون باكتري با لولھ نیم مك فارلند: ٥-۱شكل

فارلند ترکیبی : سوسپانسیون مک5-1جدول
حاوي کلرید باریم و اسید سولفوریک است که 

هاي مختلف با هم ترکیب می شوند. در نسبت
ترکیب این دو با همدیگر منجر به تشکیل 
محلولی کدر می گردد. هر چه میزان کلرید 
باریم این مجموعه بیشتر باشد میزان کدورت 

 خواهد بود.بیشتر 
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 چرخاندن با  )بار  3دیگر(در مجموع   بار 2 باید کشت داده شودو آگار هینتون مولر سطح در سواب  گرفته شود.

میزان بار هر پلیت،  پلیت سطح بر سوسپانسیون یکنواخت پخش از ترتیب، این به  تکرارشود. درجه، 60 به 

  ).5-2آگاررا نیزکشت دهد(شکل خارجی حاشیه باید  سواب پایان در  د.گردمی حاصل اطمینان

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 دیسک گذاري:  -د

را بر روي سطح آن قرار داد.    بیوتیکیآنتیي  هاحداکثر تا پانزده دقیقه پس از تلقیح باید دیسک

تعیین شده و روي هر دیسک نوشته شده CLSI غلظت مناسب دارو براي هر دیسک قبلاً توسط  

پس  . )5-3نیز به صورت اختصاري روي دیسک نوشته شده است (شکل   ها نام آنتی بیوتیک.  است

ي انتخاب شده در شرایط استریل و با استفاده از پنس به صورت  هااز کشت دادن باکتري دیسک

دیسک باید فقط یک بار با سطح آگار  ).  5-4(شکل    دشومیکاملاً تخت بر روي سطح آگار قرار داده  

آنها را با    هاپس از گذاردن همه دیسک  تن و برداشتن آنها خودداري کنید.تماس یابد و از گذاش

  اصله هر دیسک ازدیسکف.  کمی فشار ثابت کنید که با وارونه کردن پلیت از سطح آگار جدا نشوند

میلی    15از دیواره پلیت نیز باید    هادیسک  میلی متر (مرکز به مرکز) باشد.  24دیگر نباید کمتر از  

 متر فاصله داشته باشند. 

 

 

 

: روش کشت جهت آنتی بیوگرام. از چپ به راست: سواب آغشته به باکتري را در 5-2شکل 
محیط مولر هینتون آگار بکشید. به هاي مختلف روي سطح  و در انتها حاشیه خارجی جهت

 .صورتیکه باکتري در تمام سطح آن پخش شود
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 انکوباسیون:  -ه

داخل   در  آنرا  و  نموده  گذاري  نام  را  پلیت  گذاري  دیسک  از  از پس  بسیاري  مورد  در  دهید.  قرار  انکوباتور 

د. مواردي نیز به عنوان  گرد میساعت انجام    18درجه سانتیگراد و زمان    35انکوباسیون در دماي    هاارگانیسم

ئی  ها روش انتشار دیسک براي ارگانیسم  انکوبه گردند.  CLSIاستثناء وجود دارد که باید بر اساس قواعد استاندارد  

 . باشد میکه به زمان زیادي براي رشد نیاز دارند مناسب ن

= اریترومایسین، Eت آن بر حسب میکرو گرم توجه کنید. ظهاي حاوي آنتی بیوتیک. به حروف اختصاري آنتی بیوتیک و غل: دیسک5-3شکل 

N ،نئومایسین =AM آمیکاسین و =Pپنی سیلین = 

: روش دیسک گذاري بر روي سطح آگار در شرایط استریل5-4شکل     
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 تفسیر نتایج: -و

پیش از خواندن نتیجه باید پلیت را از نظر رشد مناسب، هم گون و خالص بودن گونه باکتري بررسی کرد 

در صورت    رهم باشد تکرار آزمایش لازم است. له عدم رشد نامشخص و دهااگر.  باید یک شکل باشند)  ها(کلنی

در .  )5-5له عدم رشد باید مراحل اندازه گیري آن انجام گیرد (شکل  هاخالص بودن کشت و نیز مشخص بودن

له هامرحله اندازه گیري بدون باز کردن در پلیت و تنها از پشت پلیت و استفاده از خط کش (یا کولیس) قطر

به منظور تفسیر این نتایج از جداول استانداردي که .  د شومیعدم رشد اندازه گیري و بر اساس میلی متر ثبت  

له عدم رشد هر داروي هابا استفاده از این جداول و اندازه قطر.  دگردمیارائه شده است، استفاده    CLSIتوسط  

 ).5-2گیرد (جدولهاي مقاوم، نیمه حساس و حساس قرار مییکی از دسته ، باکتري درمیکربی ضد 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 استافیلوکوك هاله عدم رشد براي خانواده : قطر5- 2جدول 
Susceptible (S) Intermediate (I) Resistant (R) Antibiotic 

≥29  ≤28 Ampicillin (10 μg)             AMP 
≥18 15-17 ≤14 Cefazolin (30 μg)            CZ, CFZ 
≥21 14-20 ≤13 Ceftriaxone (30 μg)        CRO, CTR 
≥21 16-20 ≤15 Ciprofloxacin (5 μg)        CIP, CP 
≥21 15-20 ≤14 Clindamycin (2 μg)          CD, CC 
≥23 14-22 ≤13 Erythromycin (30 μg)       E, ERY 
≥15 13-14 ≤12 Gentamicin (10 μg)           GEM 
≥18 14-17 ≤13 Kanamycin (30 μg)               K 

: پلیت  روش انتشار از دیسک پس از انکوباسیون. به خالص بودن باکتري 5-5شکل 
 هاله عدم رشد دقت شود.و نیز قطر
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  روش رقت سازي متوالی  -2

. در این روش لوله  باشد میمیکربی  ضد ي متوالی داروي  هااین روش بر اساس مواجهه باکتري جداشده با رقت

آزمایشی که در آن باکتري رشد قابل مشاهده را ندارد (داراي کدورت نیست) داراي اهمیت است. غلظت آنتی 

شرایط  در  باکتري  مشاهده  قابل  رشد  از  که  بیوتیک  آنتی  غلظت  ترین  کم  عنوان  به  لوله  این  در  بیوتیک 

جلوگیري   گرفته  کنمیآزمایشگاهی  نظر  در  اصطلاح  دشومید  به  غلظت  این   .Minimum Inhibitory 

Concentration    یاMIC    این روش اطلاعاتی در مورد غلظت دقیق دارو در اختیار پزشک قرار  .  دشومینامیده

 د. نمایمیو او را در انتخاب دقیق دارو و میزان مناسب آن راهنمایی  دهد می

  نیز انجام شود.  (آگار) رقت سازي متوالی می تواند با رقیق سازي آنتی بیوتیک در محیط کشت جامد 

 

 روش انتشار گرادیانت -3

ي هادر این روش غلظت.  باشد می انتشار و سازي رقیق  روش دو از ) ترکیبیE.testروش انتشار گرادیانت (

بطور   MICروي یک نوار (به صورت شیب غلظتی) تلقیح شده است و مانند روش    میکربی ضد مختلف یک ماده  

 د.  کنمیرا به صورت کمی براي ما مشخص  میکربیضد مستقیم حساسیت 

فقط انتشار اساس بر که آگار دیفیوژن دیسک روش  را بیوتیک  آنتی به نبودن یا بودن حساس است 

 به  بیوتیکی آنتی  مقاومت یا  حساسیت مشخص شدن  بر علاوه  E.testروش   در حالیکه  در د نمایمیمشخص  

ي مختلف یک آنتی بیوتیک به صورت شیب غلظتی، میزان موثر آنتی بیوتیک را نیز  هااستفاده از غلظت دلیل

 مولر روي پلیت را آن فارلند مک  نیم روش به باکتریایی تهیه سوسپانسیون از پس روش این در.  دهد مینشان  

 آگار  بر روي بود  بیوتیک  آنتی  نوع یک معرف کدام هر که را  E.testنوارهاي   سپس و نموده  منتقل آگار هینتون

مثلثی یا بیضی شکل ایجاد  بصورت رشدي  عدم  درجه منطقه  37در   انکوباسیون  ساعت 24 از  پس و  داده  قرار

حساس، نیمه حساس و یا مقاوم بودن    CLSI) ،سپس با مراجعه به جداول ارائه شده توسط  5-6(شکل   دشومی

 د.گردمینسبت به آنتی بیوتیک مذکور مشخص 
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افزایش  علت به شکل مثلثی یا بیضی رشد عدم منطقه : ایجاد5-6شکل
هاله عدم رشد باکتري و نوار آنتی بیوتیک آنتی بیوتیک. تقاطع بین محل

در نظر گرفته  MICکه با فلش سفید رنگ نشان داده شده است به عنوان 
 شودمی
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 جلسه ششم: کشت ادرار

، لگنچه کلیوي، میزناي) و مجراي ادراري تحتانی هادستگاه ادراري به دو بخش مجراي ادراري فوقانی (کلیه

 ند دچار عفونت شوند. توانمی.هریک از اجزاء این دستگاه دشومی(مثانه و مجراي ادراري) تقسیم 

پرینه  میکرب باکتریایی  منشاء    (Perineal)یوتاي  عموماً  است،    هاآنکه  گوارشی  ي زابیماريي  هاباکتري لوله 

ي  ها که داراي فاکتورهاي اتصال به سلول  هاباکتري. خصوصاً آن دسته از این  باشند میمعمول دستگاه ادراري  

 ند.  کنمیاپی تلیال ادراري هستند و اتصال را تسهیل 

، براي مثال افرادي که طولانی مدت از کاتترهاي ادراري  دهند میفاکتورهایی احتمال عفونت ادراري  را افزایش  

روز در اجسام    5ند طی  توانمی  هاباکتريند ، احتمال بالاتري براي عفونت دستگاه ادراري دارند .  کنمیاستفاده  

به مجراي ادراري   هاباکتريد ورود  توانمیآمیزش جنسی    ترهاي ادراري کلنیزه شوند.همچنینخارجی مانند کات

 را افزایش دهد.  سهیل کند و احتمال عفونت ادراري زنان را ت

 براي کشت: جمع آوري نمونه ادرار 

د، دستگاه ادراري طبیعی، باکتري ندارد.  کن مییوتا را حمایت  میکرببه جز غشاء مخاطی مجراي ادرار که رشد 

یوتاي مجراي ادراري آلوده شود. جدول میکربي کانال واژینال، پرینه و یا  هاباکتريد با  توان مینی  اادرار به آس

ي بالقوه زابیماريیی را که  هاآنند و  شومییوتایی که به عنوان آلودگی در ادرار محسوب  میکربفهرست    1-6

 . دهد میدستگاه ادراري هستند را نشان 

 

 

 

 

 بالقوه مجراي ادراري هايهاي میکربیوتا وپاتوژنبرخی ازباکتري :6-1دول ج
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 : (Midstream urine)نمونه ادرار میانی -الف

. جمع آوري ادرار میانی دشومیجمع آوري  Clean-catchعموماً جهت کشت ادرار، نمونه ادرار میانی به روش 

،مستعد آلودگی با ترشحات واژینال و پرینه    هاتناسلی ، خانم–(به واسطه آناتومی دستگاه ادراري    هادر خانم

گاز آغشته به آب و صابون از سمت   2-3) نیاز به آموزش دارد. ناحیه اطراف مجراي ادراري و پرینه با  باشند می

. چند میلی لیتر اولیه دشومید. سپس توسط آب یا سرم نمکی استریل شستشو داده  گردمیجلو به عقب تمیز  

 .  دشومی،دور ریخته  هاباکتريادرار جهت پاك کردن مجراي ادراري از 

شود. جهت   بسته  کاملا  آن  درب  و  آوري شده  استریل جمع  گشاد  دهانه  یک ظرف  در  ادرار  میانی  بخش 

تکثیر   از  توصیه  میکربجلوگیري  لوله  دشومییوتا،  در  انتقال  جهت  ادرار  حاهانمونه  که  انتقال  یک ي  وي 

 یا سریعا کشت داده شوند.  نگهدارنده هستند حمل شوند و

ن  جمع آوري ادرار آقایان: به پاك کردن توسط آب صابون  . ترجیحاً تمیز کردن ساده محل  باشد مینیاز 

 د.گردمید. سپس ادرار میانی در ظرف استریل جمع آوري کنمیخروج ادرار قبل از جمع آوري کفایت 

 

معمولاً این دستورات به صورت یک کارت یا تایپ شده در محل جمع آوري ادرار باید وجود داشته باشد، براي  

 آموزش دهد.  هاآنیک نیروي کمکی یا پرستار نکات را به  ند بخوانند ، باید توانمیبیمارانی که ن

 ند. شومیند کنترل کن مییی که روي محیط کشت رشد هادقت جمع آوري نمونه ادرار توسط تعداد کلنی

باکتري در هر میلی لیتر   410  –  210در نمونه ادرار افرادي که عفونت ادراري ندارند معمولاً هیچ باکتري یا  

(CFU/ML)    در هر میلی لیتر    هاباکتري ي عفونی تعداد  هاند، در حالی که در نمونهکنمیاز ادرار رشد(CFU/ML)  
 . باشد میباکتري یا بیشتر  510

 هاساعت پس از جمع آوري، کشت داده شوند، تا بتوان به تعداد دقیق کلنی  2حداکثر باید طی  ي ادرار  هانمونه

 باید از مواد نگهدارنده استفاده کرد. باشد میدست یافت. اگر زمان بیشتري براي انتقال نیاز 

 

 ): Catheter Collectionجمع آوري نمونه ادرار از کاتتر (-ب 

بیمارانی   به  کاتتر محدود  از  نمونه  آوري  به روش    دشومیجمع  ادرار  آوري  به جمع  قادر    Clean-catchکه 

را بالا می    زابیماري ي  هاباکترينباید از کاتتر، ادرار جمع آوري کرد ،.چون احتمال ورود  د. تا حد امکان  نیستن

 برد.



 
 

۷٥ 
 

در صورت لزوم نمونه گیري از کاتتر ادراري ،حتماً باید شرایط آسپتیک در نظر گرفته شود و چند میلی لیتر 

جمع آوري  ابتداي ادرار کاتتر باید دور ریخته شود. همچنین نمونه، نباید از کیسه ادرار گرفته شود. در کودکان  

ادراري نمونهباشد میرایج    ادرار توسط کیسه  نتایج  تفسیر  از کیسهها. در هر صورت  آمده  به دست  ي هاي 

 ادراري مشکلات خاص خود را دارد.

 

 ): Supra pubic Aspirationجمع آوري نمونه ادرار از مثانه( -ج 

) .در این روش 6-1(شکل دشومیي کوچک استفاده هامعمولا این نوع نمونه گیري بیشتر براي نوزادان و بچه

کردن پوست در ناحیه مثانه، با تزریق زیر جلدي ماده بی حسی، ناحیه   ضدعفونیباید مثانه پر باشد. پس از  

.  د شو میمیلی لیتر از ادرار مثانه آسپیره  10. با سرنگ مخصوص دشو میآماده ورود سرنگ آسپیراسیون ادرار 

 . دشومیاین نوع نمونه گیري به علت این که روشی تهاجمی است، بندرت استفاده 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ي ادراري: هاکشت نمونه

. معمولاً یک پلیت  باشد میي انتخابی و هم غیر انتخابی مورد نیاز  ها براي کشت اولیه نمونه ادرار، هم محیط

کالیبر شده    لوپد. توسط یک  کن میدرصد خون گوسفند کفایت    5مک کانکی آگار و یک پلیت بلادآگار با  

- 6نموده و به روشی که در شکل (  ي کشت تلقیحهامیلی لیتر از ادرار را برداشت نموده، در روي محیط  01/0

 . دشومی)نشان داده شده است ، کشت داده  2

 

 

 آوري نمونه ادرار از مثانه): جمع 6-1(شکل
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از ادرار در   001/0و    ml  01/0دقیق تر باشد ، هم زمان    هابراي این که شمارش کلنی  هادر برخی آزمایشگاه

داده  هاپلیت کشت  مجزا  پلیتدشومیي  مدت    ها.  دماي    24به  در  گرماگذاري    35-37  ℃ساعت 

تعدادکلنی هاي رشد کرده، شمارش شده و با توجه به حجم لوپ استفاده شده،تعداد کلنی ها در یک  ند.شومی

 )از ادرار گزارش می شود. cfu,Colony forming unitمیلی لیتر(

) یا بیشتر  Colony Forming Unitباکتري در هر میلی لیتر(  510معمولا اگر تعداد باکتري رشد کرده در پلیت ،  

 . دشومیانجام    هامحاسبه شود،به عنوان عفونت در نظر گرفته شده، شاسایی و بررسی حساسیت به آنتی بیوتیک

 :روش کشت ادرار  6-2شکل                                            
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کلنی شمارش  که  مختلفی   باشد می  CFU/ML)Colony Forming Unit  (510  –  410بین    هاهنگامی  انواع  یا 

باید جهت شناسایی   آزمایشگاه  است، مسئول  کرده  رشد  ادرار  نمونه  یک  از  و حساسیت    هاباکتريباکتري 

ي کاتتر و سوپراپوبیک با هر تعداد باکتري به دقت  هاي نمونههاتصمیم گیري نماید. کشت  هاآن  بیوتیکیآنتی

بررسی   و  باسیل   CFU/ML  210ند. همچنین  شومیپیگیري  خانم هااز  در  اي  روده  منفی  گرم  داراي هاي  ي 

ي هاد حائز اهمیت باشد. در هر صورت بررسی آلودگی نمونه ادرار در شمارشتوانمیعلامت سندرم ادراري حاد،  

 پایین کشت ادرار باید در نظر گرفته شود. 

د به تفسیر نتایج کشت کمک کند، به طوري که توانمیمشاهده میکروسکوپی نمونه ادرار سانتریفیوژ نشده،  

 خواهد بود.  CFU/ML 510اگر در هر صفحه میکروسکوپی یک باکتري دیده شود، حداقل شمارش حدود 

(   الزند حضور نیتریت در ادرار را نشان دهند (نشانه عفونت با انتروباکترتوانمیهمچنین از نوارهاي ادراري که  

Entrobacterales (  این روش مشاهده نتایج مثبت کاذب در  البته  استفاده نمود.  نظر    دشومی)  باید در  ، که 

 گرفته شود. 

 (Pyuria)آزمایش غربالگري براي پیوریا 

ي آن ،عفونت باکتریایی ادرار ها،که یکی از علتباشد میي سفید در ادرار  هاپیوریا ، به معناي حضور گلبول

 . باشد می

د توسط یک  توانمی،  دشومیي پلی مورفونوکلئر تولید  ها(لوکوسیت استراز) که توسط لوکوسیت  LEآزمایش  

.نتایج مثبت کاذب در مواردي    دشومینوار ادراري بررسی شود. این آزمایش جهت بررسی روند التهابی انجام  

 و یا نگهدارنده باشند، مشاهده شود.  هاکه ادرار حاوي مقادیر زیادي اسید اسکوربیک، آلبومین، پاك کننده

نوتروفیل تعداد  زمانی که  نیز،  کاذب  منفی  است، مشاهده    High Power Field  (HPF/10-  5 (بین  هاموارد 

 . دشومی

د پیوریا را مشخص کند، خصوصاً وقتی فاصله توانمی  هابهتر از شمارش نوتروفیل  LEدر هر صورت آزمایش  

 بین نمونه گیري ادرار و آزمایش زیاد باشد.
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 ي گرم منفیهاو کوکوباسیل هاجلسه هفتم : باسیل

 دستور کار:  

 تفسیر کشت ادرار 

 ي کشت ادرارهاتهیه گسترش و رنگ آمیزي گرم از کلنی 

 انجام آزمایش کاتالاز و اکسیداز   

 کشت باسیل گرم منفی روي محیط مکانکی آگار .  

 اي کلنی باسیل گرم منفی در محیط نوترینت آگارکشت نقطه 

 آگارکشت کلنی باسیل گرم منفی در محیط کلیگلر آیرون  

 SIMکشت کلنی باسیل گرم منفی در محیط  

 (دو لوله)MR-VPکشت کلنی باسیل گرم منفی در محیط  

 کشت کلنی باسیل گرم منفی در محیط  سیمون سیترات آگار 

 کشت کلنی باسیل گرم منفی در محیط اوره  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

۷۹ 
 

 
 

 ها در رنگ آمیزي گرمي گرم منفی براساس شکل آنهاباکتري:تقسیم بندي  7-1نمودار

 

 

ند به اشکال  توانمیند، که  شومیرا شامل    هاباکتري ي گرم منفی، دسته بزرگی از  هاو کوکوباسیل  هاباسیل

باسیل شوند:  مشاهده  باسیل هامتفاوتی  متغیر،  اندازه  و  ضعیف  پذیري  رنگ  با  باسیلهایی  خمیده،  ي هاي 

یا   و  و کشیده)  (صاف  از خصوصیات  هاباکتري).  7-1  (نمودارهاکوکوباسیلمعمولی  استفاده  با  این دسته  ي 

 ند. شومیي متفاوت طبقه بندي هابیوشیمیایی در خانواده

این   از  بزرگ  به شناسایی دو گروه  این بخش  و    )Entrobacterales(   الزانتروباکترراسته  یعنی    هاباکتريدر 

 خانواده:  7راسته انتروباکترالز شامل  یم.پردازمیي گرم منفی غیر تخمیري هاباسیل
Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae and 

Budvicaceae   
  (Maccankey Agar)کشت در محیط مک کانکی آگار 
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 هدف :

 .  باشد می الزانتروباکترراسته ي گرم منفی و افتراق هاباکتري هدف از این کشت جداسازي 

 پایه و اساس :

باسیل براي  افتراقی  انتخابی و  ب هایک محیط  اختیاري  یي گرم منفی هوازي و  این محیط  باشد میهوازي   .

نمک  ، پروتئین  آگار حاوي  و  ویوله  کریستال  رنگ   ، قرمز خنثی  معرف  کلرورسدیم، لاکتوز،  هاي صفراوي، 

ي  هاباکتريکه از رشد    باشد مییوله  وي صفراوي و کریستال  هااست.انتخابی بودن محیط به علت وجود نمک

 .  دهد میي گرم منفی هابه باسیلد و اجازه رشد کن میگرم مثبت جلوگیري 

. انواعی که قادرند لاکتوز را تخمیر نمایند، به علت   باشد میافتراقی بودن محیط به علت وجود قند لاکتوز  

ي صورتی یا قرمز تولید کرده و از انواعی که لاکتوز را  هاایجاد اسید و تغییر رنگ معرف محیط کشت ،کلنی

 ) . 7-1ند (شکلشومیي بی رنگ دارند متمایز هاند و کلنیکنمیتخمیر ن

 روش :

-24به مدت  37-35℃مقداري از نمونه بالینی  یا کلنی باکتري را در سطح محیط ، کشت داده و در دماي  

 . دشو گرماگذاريساعت  18

 نتیجه :

 . دهد میمشاهده کلنی در سطح محیط کشت ،توانایی رشد باکتري در این محیط را نشان 

 ). 7- 1(شکلدشومیتوانایی تخمیر لاکتوز با تشکیل کلنی به رنگ صورتی یا قرمز مشخص 

 .  ) 7-1(شکلدشومیعدم توانایی تخمیر لاکتوز با تشکیل کلنی بی رنگ مشخص 

                  : کشت در محیط مک کانکی آگار7-1شکل
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 آزمایش اکسیداز :

 

 

 

 

 

 

 

 

 هدف: 

(اکسیداز منفی) از ) Entrobacterales(   الزانتروباکترراسته  تعیین حضور سیتوکروم اکسیداز، جهت شناسایی 

   .ي گرم منفیها سایر باسیل

 پایه و اساس: 

-Tetramethyl-Pپارافنیلن دي آمین دي هیدروکلراید (  -در صورت حضور سیتوکروم اکسیداز، ماده تترامتیل

phenylene diamine dihydrochloride در صورت دشو میشده و تبدیل به ماده  اندوفنل (ارغوانی تیره)   ) اکسید .

 عدم حضور اکسیداز تغییر رنگی وجود ندارد. 

 روش :

% تترامتیل   1کاغذي (حاوي  داري از کلنی باکتري بر روي دیسکچوبی یا پلاتینی مق  سواببا استفاده از یک  

بررسی   ثانیه  10نی در  بررسی تغییر رنگ در محل تلقیح کل   پارافنیلن دي آمین هیدروکلراید) گذاشته شود.

 گردد.

 نتیجه :

 )  7-2در محل تلقیح کلنی (شکل ایجاد رنگ ارغوانی تیرهمثبت: 

 ) 7-2عدم تغییر رنگ در محل تلقیح کلنی (شکلمنفی:  

 

 :  هامحدودیت

 دهد.: آزمایش اکسیداز،رنگ ارغوانی تصویر سمت چپ نتیجه مثبت را نشان می 7-2شکل
 



 
 

۸۲ 
 

 . دشومیوسیله برداشت کلنی با جنس کروم یا آهن سبب ایجاد نتیجه ي مثبت کاذب آزمایش  استفاده از

 ): Swarming pHenomenonپدیده سوارمینگ (

از   برخی  در  که  باکتري   دشومیمشاهده    هاباکتريپدیده سوارمینگ  رشد  از  نازك  لایه  یک  تولید  ،نتیجه 

. مرکز این امواج  محل  دشو میکه به صورت امواجی در محیط گسترده    باشد میمتحرك بر روي محیط آگار  

 ). 7-3ل(شکباشد میتلقیح اولیه باکتري 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هدف: 

 بررسی پدیده سوارمینگ . 

 پایه واساس آزمایش: 

یی که به تشخیص جنس پروتئوس کمک شایان توجهی می نماید  کشت نقطه اي  پروتئوس  هایکی از پدیده

تشکیل پرده اي مواج ( پدیده سوارمینگ) خود را    لوز ساده یا بلاد آگار است که بادر سطح پلیت حاوي ژ

 ) .7- 3نمایان می سازد (شکل

 روش کار: 

به    35-37℃از باکتري برداشت نموده وبه صورت نقطه اي در پلیت کشت داده و در دماي    لوپبا استفاده از

 . دشومیگرماگذاري ساعت  18- 24مدت

 نتیجه:

 ). 7-3(شکل  دشومیمشاهده حرکت موجی در محیط کشت آگار نتیجه مثبت محسوب 

: پدیده سوارمینگ در محیط کشت 7-3لشک                  
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 ):  KIAکشت در محیط کلیگلرآیرون آگار( 

ي گرم منفی استفاده هااز سایر باسیل)Entrobacterales(     الزانتروباکتر  راستهاین آزمایش جهت افتراق اعضاي  

 . دشومی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هدف: 

 .  دشومیاستفاده  S2Hوتولید  CO)2(این محیط جهت بررسی تخمیر گلوکز، لاکتوز، تولید گاز 

 پایه و اساس: 

برابر گلوکز، پیتون، فنل رد (معرف تخمیر قندها) فریک آمونیوم    10ترکیب محیط شامل لاکتوز به میزان  

 .  باشد میسیترات و سدیم تیوسولفات  

ساعت پس از کشت باکتري در این محیط، در صورت تخمیر گلوکز، اسید حاصل شده و معرف فنل   12-8در  

. رنگ زرد حاصل در عمق لوله باقی می ماند، به این علت که دهد میرد از رنگ قرمز به رنگ زرد تغییر رنگ  

 ). B 4  -7و A( شکلباشد میجهت تخمیر مهیا  (Anaerobic) هوازيبیدر عمق محیط کشت شرایط 

 : کشت در محیط کلیگلر آیرون آگار   7-4شکل
 A ،اسید/اسید،گاز مثبت :S2H منفی 
 B   ،قلیا/اسید،گاز مثبت :S2H  مثبت 
 C  ،قلیا/قلیا،گاز منفی :S2H   منفی 
  D باکتري کشت: محیط بدون 

 
 



 
 

۸٤ 
 

به علت   دار محیط  در بخش شیب  زرد  اکسیداتیو  رنگ  در محیط  پیتون  متابولیسم  تبدیل شدن    ها  به  و 

 رفته و به رنگ قرمز در می آید. ،از بین ي قلیایی هاآمین

اگر باکتري علاوه بر گلوکز بتواند لاکتوز را تخمیر نماید، مقادیر زیاد محصولات تخمیري(اسید)، رنگ زرد را  

 ساعت باید بررسی شوند.  18-24). نتایج محیط کشت طی A 4  -7خواهیم داشت( شکل بخش شیب داردر 

  S2H). تشکیل  A 4   -7( شکلدشومییی در محیط کشت مشخص  هاها یا شکافبه صورت حباب  2COتشکیل   

با فریک آمونیوم سیترات واکنش    دشومیتولید    S2H. وقتی دشومینیز به صورت رنگ سیاه در محیط مشخص  

رنگ   آهن سیاه  ترکیب سولفید  تولید  و  اسیدي  B  4   -7 ( شکلدشومیداده  نیازمند شرایط  واکنش  این   .(

 ، پس حتماً در این بخش از محیط تخمیر صورت گرفته است.  باشد می

 روش :

ابتدا از حد فاصل قسمت عمقی و سطحی    )از یک کلنی خالص برداشت شده وNeedleبه وسیله یک نیدل (

محیط کشت، به صورت عمقی وارد محیط کشت شده و قبل از رسیدن به عمق لوله، نیدل را خارج کرده و در  

  - 37℃) .در محیط کشت را بسته در دماي  3-5  (شکل  دشومیسطح شیب دار به صورت مارپیچی کشت داده  

 یم.  کنمیساعت گرماگذاري  18-24، به مدت  35

 نتیجه :

  K/K، به صورت  باشد میسطح قلیایی و عمق بدون تغییر رنگ نشان دهنده عدم استفاده از قند توسط باکتري  

(Alkaline/ Alkaline)  شکلدشومیگزارش) . C7-4 . ( 

 /Alkaline)و به صورت    باشد میسطح قلیایی و عمق اسیدي نشان دهنده تخمیر گلوکز و عدم تخمیر لاکتوز  

Acid) K/A  شکلدشومیگزارش ) B  4 -7.( 

( دشومیگزارش     A/Aو به صورت    باشدمیسطح اسیدي و عمق اسیدي نشان دهنده تخمیر گلوکز و لاکتوز  

 ). A 4 -7شکل

 ). A 4 -7( شکلباشد می 2COایجاد حباب یا شکاف معرف تولید 

 ).B   4 -7. ( شکلباشد می S2Hمشاهده رنگ سیاه در عمق محیط کشت معرف تولید 
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                                                  : SIMکشت در محیط 

 .  دشومیکه براي آزمایشات زیر استفاده  باشد مییک محیط نیمه جامد 

 آزمایش اندل: 

 هدف: 

 . دشو میاین آزمایش جهت تعیین توانایی تولید آنزیم تریپتوفاناز توسط باکتري استفاده 

 پایه و اساس: 

اندل بررسی   به ترکیب  تریپتوفان موجود درمحیط کشت  آزمایش تبدیل  این  تریپتوفان توسط  دشومیدر   .

 -Dimethylamine)د. معرف کواکس  نمایمیآنزیم تریپتوفاناز هیدرولیز شده و تولید پیرووات، آمونیاك و اندل  

benzaldehyde – hydrochloride) د. نمایمید با ترکیب اندل واکنش داده و ایجاد رنگ قرمز توان می 

 روش:  

کشت داده    SIMتوسط  نیدل از کلنی خالص باکتري برداشت  نموده و در راستاي یک خط راست درمحیط  

، به مدت  35  -37℃). در دماي  دشومیو نیدل تا انتهاي محیط وارد ن  دشومی( کشت یکبار انجام    دشومی

قطره معرف کواکس به محیط کشت ، تولید اندل    1- 2ساعت گرماگذاري شده و سپس با افزودن    24-18

 ). 7- 5(شکلدشو میبررسی 

 نتیجه  

 )  A 7-5 ایجاد رنگ صورتی  یا قرمز (با افزودن معرف کواکس) (شکلمثبت: 

 )  B5-7عدم تغییر رنگ محیط با افزودن معرف کواکس (شکلمنفی:  

 

 

 

 

 

 

 

 
 SIM: محیط 7-5شکل
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 آزمایش حرکت: 

 هدف :

 .  باشد میهدف از این آزمایش بررسی متحرك بودن باکتري 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 پایه و اساس :

، از  باشد می. باکتري که متحرك  دشومیباکتري در مرکز محیط کشت نیمه جامد به صورت یک خط ، تلقیح 

 د. نمایمید و در اطراف خط کشت  ویا تمام محیط کدورت ایجاد کنمیخط کشت به سمت خارج نفوذ 

 روش :

کشت داده    SIMتوسط  نیدل از کلنی خالص باکتري برداشت  نموده و در راستاي یک خط راست درمحیط  

، به مدت  35  -37℃). در دماي  دشومیو نیدل تا انتهاي محیط وارد ن  دشومی( کشت یکبار انجام    دشومی

روز گرماگذاري شده و    7ساعت گرماگذاري شده و اگر رشد باکتري قابل مشاهده نباشد ،به مدت    24-18

 .  دشومیروزانه بررسی 

 نتیجه :

 )  7-6شکل : رشد باکتري فراتر از خط کشت ( مثبت

 )7- 6شکل ( : باکتري غیرمتحرك در خط کشت رشد کرده و باقی می ماند. منفی

 : کشت در محیط نیمه جامد و بررسی حرکت 7-6شکل                        
 



 
 

۸۷ 
 

  :هامحدودیت

، به همین جهت به آزمایشات تکمیلی براي بررسی حرکت، دهند میرشد کافی را نشان ن  هاباکتريبرخی از  

 .  باشد مینیاز 

 نکته:  

 . باشد میتوسط باکتري  S2Hهمچنین تشکیل رنگ سیاه، نشان دهنده تولید  SIMدر محیط 

 

 :    MR_VPآزمایش 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هدف :  

آزمایش   از   اعضاء    _VP)Voges Proskauer  (Methyl Red (MR)هدف  (   الزانتروباکترراسته  افتراق 

Entrobacterales( باشد می . 

 پایه و اساس: 

استوئین)  (مانند  گلوکز  تخمیر  از   خنثی  محصولات  تولید  براي  باکتري  توانایی  تعیین  آزمایش جهت  این 

 .  دشومی،تولیداسید از گلوکزو بقاء باکتري در این شرایط استفاده  

بررسی   نتیجه تخمیر  را در  اسید مخلوط  تولید  رد،  (اسیدیته)   pHد، که سبب کاهش  کنمیآزمایش متیل 

 .  باشد میبه رنگ زرد  pH=2/6، به رنگ قرمز و در pH= 4/4. معرف متیل رد درد شومیمحیط  

 .  MR_VP: محیط7-7شکل 
 A:  MR ،مثبتB:  MRمنفی ،C: VP  ، مثبتD:  VP منفی 
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 ). A  7-7و B شکل( در نتیجه رنگ زرد، واکنش منفی و رنگ قرمز نشان دهنده واکنش مثبت است

 طیف رنگ نارنجی، نشان دهنده واکنش منفی است.  

یی که از مسیر هاباکتري د.  کنمیبوتاندیول تعیین    3-2، تبدیل محصولات اسیدي را به استوئین و  VPآزمایش  

VP    ند که قادر نیست با معرف  نمایمیند، مقادیر ناچیزي اسید از تخمیر گلوکز فراهم  کنمیاستفادهMR رنگ ،

)و متعاقب آن هیدروکسید پتاسیم، جهت بررسی  AlpHa- napHtolقرمز ایجاد کند. یک معرف به نام آلفا نفتل(

 ).  C 7-7 شکلند(نتیجه مثبت) (نمایمی،این ترکیبات بااستوئین رنگ قرمز ایجاد دشومیاستفاده  VPمسیر 

 : روش

تلقیح شده ودر دماي  MR-VPساعته) به دو لوله از محیط   24از یک کلنی خالص باکتري (کشت  لوپتوسط 

ساعته واضح نبود، کشت مجدد    48ساعت گرماگذاري شود. اگر نتایج کشت    48حداقل به مدت    37-35  ℃

نیز انجام    25℃همزمان کشت در    توانمی. همچنین  دشومیروز توصیه    5- 4در محیط و گرماگذاري به مدت  

 شود.  

 میلی لیتر از محیط اضافه شود و فوراً نتیجه خوانده شود.    5به ازاي    MRقطره معرف    MR  ،6-5جهت آزمایش  

آزمایش   هر  VPبراي  ازاء  به  ابتدا    1،  کشت  محیط  از  لیتر  وسپس    6میلی  آلفانفتل  معرف  قطره    2قطره 

 دقیقه خوانده شود.  5هیدروکسید پتاسیم اضافه شود، محیط و معرف کاملاً مخلوط گردند و نتیجه تا 

 نتیجه: 

 : MRآزمایش 

 ). A  7-7 شکل: حضوررنگ قرمز پس از افزودن معرف (مثبت

 ). B 7-7 شکل: رنگ زرد پس از افزودن معرف (منفی

د نشان دهنده نتیجه توانمیولی نارنجی متمایل به قرمز    باشد می: طیف رنگ نارنجی نشانگر نتیجه منفی  نکته

 مثبت ضعیف باشد.  

 :  VPآزمایش  

 ). C 7-7 شکلرنگ قرمز پس از افزودن معرف (  حضورمثبت: 

 ). D 7-7 شکل(باشد میرنگ زرد پس از افزودن معرف نشان دهنده نتیجه منفی منفی: 

 : هامحدودیت



 
 

۸۹ 
 

ساعت گرماگذاري خوانده شود. چون ممکن است اسید به اندازه کافی تولید    48نباید قبل از    MRآزمایش  

منفی فرصت کافی براي تبدیل محصولات اولیه به استوئین نداشته باشند و    MRي  هاباکتري نشده باشد و یا  

 مثبت کاذب شوند.  

  )Entrobacterales(  الزانتروباکتر راسته باید همراه با آزمایشات دیگر براي افتراق اعضا MR- VPنتایج آزمایش  

 استفاده شود. 

 

 سیترات:   مصرفآزمایش  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : هدف

از  از سیترات به عنوان تنها منبع کربن و استفاده  باکتري در استفاده  از این آزمایش بررسی توانایی  هدف 

نیتروژن  هانمک منبع  تنها  عنوان  به  آمونیوم  آزمایش  باشد میي  این  از  افتراق.  (   زالانتروباکتر      جهت 

Entrobacterales(  استفاده می شودي گرم منفی هاباکترياز سایر . 

 پایه و اساس :

ند که سیترات کنمییی که قادرند روي این محیط رشد کنند، آنزیمی به نام سیترات پرمه آز تولید  هاباکتري 

 د.  کن مید. پیرووات وارد چرخه متابولیسم باکتري شده و انرژي تولید نکنمیرا به پیرووات تبدیل 

 آزمایش سیترات: 7-8شکل               
 



 
 

۹۰ 
 

یی که قادرند در این محیط رشد و سیترات را مصرف  کنند و همچنین قادرند فسفات آمونیوم را به  هاباکتري 

معرف    pHند. در این  شومیآمونیاك و هیدروکسید آمونیوم تبدیل نمایند، سبب قلیایی شدن محیط کشت  

 ).  A 7-8(شکلدهد میبرم تیمول بلو موجوددر محیط کشت از رنگ سبز، به رنگ آبی تغییر رنگ 

 روش :

ساعته) برداشت و بر روي محیط سیمون سیترات آگار   24کمی از کلنی خالص باکتري (کشت    لوپ توسط  

روز گرماگذاري شودو روزانه محیط کشت، جهت رشد و    7به مدت    35-37  ℃کشت داده شود. در دماي  

 تغییر رنگ بررسی شود.  

 
 نتیجه :

 ). A 7-8رشد روي محیط کشت با تغییر رنگ و بدون تغییر رنگ (شکلمثبت: 

 ). B 7-8: عدم رشد در روي محیط کشت (شکلمنفی

 :هامحدودیت

ند. در این موارد رشد  کنمیقادر به رشد روي محیط کشت هستند، ولی تغییر رنگ ایجاد ن  هاباکتريبرخی  

 .  دشومیباکتري به عنوان نتیجه مثبت تلقی 
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 آزمایش اوره آز:

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هدف: 

 .  دشومیآز توسط باکتري استفاده مایش جهت تعیین تولید آنزیم اورهاین آز

 پایه و اساس: 

 .  باشد میاوره محصول دکربوکسیلاسیون اسیدهاي آمینه 

. معرف  دشومی. آمونیاك سبب قلیایی شدن محیط کشت  دشومیو آمونیاك    2COهیدرولیز اوره سبب تولید  

به رنگ    pH=8.1به رنگ نارنجی روشن در    pH=6.8را نشان دهد. فنل رد در    pHد این تغییر  توان میفنل رد  

آز باشد ،سبب تغییر رنگ محیط اوره به رنگ صورتی در  . باکتري که قادر به تولید آنزیم اورهباشد میصورتی  

 ).  7-9(شکلدشومیساعت  24مدت 

 روش: 

  پوش . دردشو میساعته) برداشت و به محیط اوره تلقیح    24پلاتین از کلنی خالص باکتري (کشت    وتوسط فیلد 

 روز گرماگذاري شود.   7ساعت الی  48به مدت  35-37 ℃محیط کشت را بسته و در دماي 

 نتیجه: 

 ) A 7-9تغییر رنگ محیط به رنگ صورتی (شکلمثبت: 

 :آزمایش اوره آز 7-9شکل 
A    مثبت :Bمنفی : 
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 ) B 7-9عدم تغییر رنگ (شکلمنفی:  

 : هامحدودیت

 ها به علت اینکه این واکنش ممکن است زمان طولانی نیاز داشته باشد، امکان دارد، پیتون یا سایر پروتئین

 نتیجه مثبت کاذب حاصل شود.  و  محیط را افزایش دهند  pHاستفاده شده و 
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 اوره حرکت سیترات KIA Indoe MR VP نام باکتري 

 اشرشیاکلی 
A/A 

 +Gas
-S2H 

+ + - - + - 

 شیگلا 
K/A 

-Gas
-S2H 

- + - - - - 

 انتروباکتر 
K/A 

 +Gas
-S2H 

- - + + + - 

 پروتئوس 
K/A 

 -Gas
+S2H 

/+- + /+- /+- + + 
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 ي گرم منفی هاجلسه هشتم: شناسایی باسیل

 

 دستور کار:  

 بررسی و تفسیر نتایج جلسه قبل  

 شناسایی باسیل گرم منفی ادراري توسط نمودارها و جدول.   

 (مثال ویبریو کلرا)  خمیدهباسیل گرم منفی  مشاهدة میکروسکوپی 

 (مثال بروسلا)  کوکوباسیل گرم منفیمشاهدة میکروسکوپی  

 هلیکوباکتر در بافت (رنگ آمیزي ساده)  مشاهدة میکروسکوپی 

 باسیل گرم منفی (مثال اشریشیا کلی،سودوموناس و...) مشاهدة میکروسکوپی 

 کشت به روش ایزولاسیون (تمرین جهت آزمون پایان ترم) 
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 جلسه نهم:مرور مطالب تمامی جلسات 

 

 دستور کار:  

 بررسی کشت ایزولاسیون  

 .  هامشاهده میکروسکوپی تمامی لام 

  ي کشت هامشاهدة و مرور تمامی محیط 

 ي بافتی آلوده به ویروسهاگسترشمشاهدة میکروسکوپی  

 پاسخ گویی به سوالات دانشجویان و رفع اشکال   
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 جلسه دهم: آزمون پایان ترم

 دستور کار:  

 امضاکارت گزارش کار توسط دانشجو 

 کشت به روش ایزولاسیون.  

 )به روش گرم،طبق دستور کار جزوه.gرنگ آمیزي لام ( 

 )به روش زیل نلسون،طبق دستور کار جزوه.Zرنگ آمیزي لام ( 

 . ي رنگ آمیزي شدهها لامو تشخیص ،  کتبیمرحله دوم پاسخ گویی به سوالات   

 
نوشته شود و مقابل آن امضاء شود.که به منزله حضور دانشجو در   در کارت کلمه (جلسه آزمون ) .۱

 .باشدمیآزمون 

شماره کارت گزارش کار)و شماره لامها را با مشخصات - مشخصات ثبت شده روي پلیت (نام خانوادگی .۲

 خود مطابقت دهید و در صورت اختلاف به مسئول کلاس اطلاع دهید

جهت انجام ایزولاسیون ، ابتدا مایع داخل لوله را به آرامی تکان داده تا یکنواخت گردد.سپس یک   .۳

لوپ از محلول را در پلیت نوترینت آگار کشت دهید.لازم به ذکر است ،کشت در کنار شعله انجام شود و از 

در پایان کار اطمینان حاصل فرمایید.پلیت  کشت داده شده را روي کارت گزارش کار خود    لوپاستریل کردن  

 قرار دهید تا جمع آوري گردد

،ابتدا سمت گسترش را تعیین نمایید .سپس طبق دستور کار جزوه،رنگ     هاجهت رنگ آمیزي لام .۴

 را بدون خشک کردن  بر روي کارت گزارش کار خود قرار دهید تا جمع آوري گردد. هاآمیزي نمایید.لام

 امکان گرفتن پلیت و لام مجدد وجود ندارد،لذا در انجام آزمایشات دقت فرمایید.  .۵

 . باشد میپاسخ گویی به سوالات کتبی  .۶

 
 با آرزوي موفقیت                                                                 
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