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 مقدمه: 

اغل در آزمایشگاههای معاونت بهداشت گردآوری شده و همه کارکنان در  این جزوه در راستای آموزش پرسنل ش 

و شناسی  حین  باکتری  بخش  و  واحد  به  خوامرود  امتحان  ارائه  و  مطالعه  به  مسئولالزم  کارشناس  بود.  ن  هند 

بود.  خواهند  بخش  این  سنجی  نیز صلاحیت  و  امتحان  اخذ  به  ملزم  نیز  سایت    شهرستان  از  دوره  این  مطالب 

 آزمایشگاه مرجع و نیز فعالیت همکاران در سایر استانها جمع آوری شده است.

،  امید است همکاران عزیز با مطالعه و ایجاد آگاهی و نیز کسب دوره های آموزشی عملی در آزمایشگاه مرجع استان

 باعث ارتقا آگاهی و مهارت ایشان شده و در راستای تضمین کیفیت در آزمایشگاههای بهداشتی به کار بگیرند.

 

 

 

 علی حقی                                                                                             

 کارشناس ارشد باکتری شناسی
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روش و نحوه اجرای آموزشی

مطالعه غیرحضوري

ساعت  12 مدت دوره آموزشی: 

دستیابی به اهداف آموزشی و بررسی آگاهی، نگرش در پایان دوره به منظور ارزیابی میزان حصول موفقیت و  ارزشیابی : 

ای چهارگزینهای هت  و عملکرد آموزش گیرندگان و بهبود مستمر فرایند یک ارزشیابی از شرکت کنندگان به صورت تس 

به عمل خواهد آمد.

اهداف آموزشی
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 مقدمه:

زمان با تولید محصولات شروع شده است. در های تولیدشده، همتاریخ شروع کنترل کیفی محصولات و فرآورده

ب ها و بحث و گفتگو در مورد معایظاهر محصولات و تأیید ظاهری آنابتدا کنترل کیفی محصولات با نگاه کردن به

و استفاده آن در علوم مختلف، قرن هفدهم  گرفت، اما پس از پیدایش محاسبات آماریها صورت میو محاسن آن

به قرن کنترل کیفیت دستاوردهای صنعتی توسط آمار معروف شد. با این حال استفاده اصولی از آمار برای کنترل 

از کارکنان شرکت تلفن  Walter.A Shewart 8771 سالکیفیت محصولات از اوایل قرن بیستم شروع شد. در 

کرد؛ این چارت که به چارت شوارتز محصولات کمپانی را از نظر کیفی کنترل می بل با کمک چارت ابداعی خود

های تشخیص پزشکی مورد استفاده قرار گرفت. استفاده از کنترل کیفی ها و آزمایشگاهمعروف گردید در کارخانه

معمول  8758در سال ها کمی دیرتر، یعنی ها زودتر صورت گرفت و در آزمایشگاهدر صنعت در مقایسه با آزمایشگاه

ها برای بررسی عملکرد خود شد. از اواسط قرن بیستم برنامه کنترل کیفی خارجی نیز مرسوم شد و آزمایشگاه

  کردند.های دیگر مقایسه میهای خود را با آزمایشگاهنتایج آزمایش

 ذ تدابیر لازم جهتکنترل کیفی در یک جمله به معنی مطالعه خطاهای آزمایشگاهی و روشهای تشخیصی و اتخا

به حداقل رساندن آنها میباشد. وقتی صحبت از کنترل کیفی میشود, بیشتر فعالیتها حول محور انجام آزمایش 

متمرکز میگردد, اما محدوده کنترل کیفی بسیار وسیعتر است. هرجا امکان خطا وجود دارد باید برنامه کنترل 

گیری,  ه بیمار به آزمایشگاه تا گرفتن نتیجه کلیه مراحل نمونهکیفی نیز وجود داشته باشد. لذا در چرخه مراجع

انتقال, انجام آزمایش و ارائه جواب باید تحت نظارت سیستم کنترل کیفی باشد. دقیقترین سیستم انجام آزمایش 

رایی اگیری و انتقال نمونه صحیح نباشد یا منشی آزمایشگاه نتیجه را اشتباه تایپ نماید, فاقد ک وقتی که نمونه

 است
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 هدف از کنترل کیفی

های آزمایشگاهی است و گیری دقیق نمونهطورکلی هدف هر آزمایشگاهی اخذ نتیجه صحیح و درست و اندازهبه

ایی گیرد شناسها صورت میبرای رسیدن به این هدف باید میزان و نوع تغییرات غیراستانداردی که در آزمایشگاه

خطر گیری صحیح، قابل دسترس، بیحداقل ممکن برسد. برای یافتن متدهای اندازهشده و خطاهای آزمایشگاه به 

صورت اصولی و مستند برای ها بههای گوناگونی وجود دارد. گردآوری این روشو قابل تکرار در آزمایشگاه، روش

ها آن که اجرایها است ارتقاء کیفیت خدمات آزمایشگاهی لازم است. کنترل کیفی شامل طیف وسیعی از فعالیت

 گردد.در یک قالب منسجم و مستند باعث رسیدن آزمایشگاه به کیفیت مطلوب و مقبول می

 اصول کنترل کیفی

ر های درگیر در این سیستم مورد توجه و کنترل قرابرای دستیابی به سیستم سلامت کارآمد بایستی تمامی بخش

ممکن  باشند؛ تشخیص نادرستیازمند تشخیص درست میهای درمانی نبگیرند. پزشکان برای انتخاب صحیح شیوه

عنوان است باعث تأخیر در درمان بیماران شده و یا در موارد نادر منجر به فوت آنان گردد. جامعه آزمایشگاهی به

تواند در تشخیص و درمان بیماران های مهم سیستم سلامت در این زمینه وظیفه مهمی دارد و مییکی از بخش

ا ایفاء نماید. در راستای ایفای این نقش و بالا بردن کیفیت خدمات آزمایشگاهی باید مبحث کنترل نقش مهمی ر

کیفی به کارکنان آزمایشگاه آموزش داده شده و بر اجرای آن نظارت کامل صورت گیرد. اجرای این موارد برای 

ن ها خواهان انجام چنیسفانه برخی از آزمایشگاهبر بوده و نیاز به افراد کارآزموده دارد. متأآزمایشگاه پرهزینه و زمان

کنند، اما اجرای این موارد برای سلامتی و بالا بردن کیفیت کاری نیستند و آن را کاری بیهوده و اضافی تلقی می

کار آزمایشگاه ضروری بوده و شامل تمامی مراحل آزمایش از مرحله درخواست آزمایش توسط پزشک تا مرحله 

ها، مواد و فرایند کنترل کیفی، تمامی فاکتورهای مؤثر بر نتایج آزمایش مانند تجهیزات و دستگاهجوابدهی است. 

ها، عوامل انسانی و محیطی را مورد نقد و بررسی قرار داده، صحت و دقت نتایج حاصله را تضمین نموده و محلول

 ای را به دنبال دارد.توجیهات منطقی اقتصادی و هزینه
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 کیفیتهای تضمین روش

 ها ضامن کیفیت است:ها در آزمایشگاه اثر دارد که کنترل آنسه متغیر عمده بر کیفیت پاسخ

شامل تقاضای آزمایش، شناسایی بیمار،  (:preanalytical variableمتغیرهای پیش از انجام آزمایش )

هیه ها، تزی نمونه، تقسیم نمونهساگیری، انتقال نمونه، نگهداری نمونه، پردازش و آمادهآماده کردن بیمار، نمونه

 و نگهداری و بایگانی لیست کاری، کارهای دفتری

شامل روش آزمایش، استاندارد و کالیبره کردن، ثبت  (:analytical variableمتغیرهای حین آزمایش )

ای آماری هها، تجهیزات و وسایل، کنترل کیفیت آزمایش انجام شده با روشها و دستور کارها، کنترل معرفروش

 هاهای کنترلی، بایگانی و نگهداری آنو چارت

ها، تایپ و آماده شامل وارد کردن پاسخ (:post analytical variableمتغیرهای پس از انجام آزمایش )

 هاها، امضاء، درج مقادیر نرمال و بایگانی پاسخنمودن جواب

 کنترل متغیرهای مؤثر بر کیفیت

خطاهای آزمایشگاه در این  %15دهد حدود تحقیقات نشان می انجام آزمایش:کنترل متغیرهای پیش از 

ها بر عهده آزمایشگاه است و مسائل بسیاری دهد. از آنجائیکه مسئولیت دقت و صحت آزمایشقسمت روی می

محیط  ها خارج ازها روی دهد که بر نتایج آن تأثیرگذار باشد و تعدادی از آنممکن است قبل از انجام آزمایش

ه های مختلف آزمایشگاگیرد، لذا شناسایی علل خطا و کاهش میزان آن نیاز به همکاری بخشآزمایشگاه صورت می

 و در مراکز درمانی نیاز به همکاری افرادی خارج از محیط آزمایشگاه مانند پزشک و پرستار با آزمایشگاه دارد.

گیرد. برای آزمایشگاهی در این بخش صورت میخطاهای  %81حدود  کنترل متغیرهای حین انجام آزمایش:

رسیدن به نتیجه درست و صحیح و کاهش خطا در این مرحله نیاز به پرسنل کارآزموده و آگاه است که بتوانند 



8 

 

ها را مدیریت کنند. علاوه بر پرسنل فنی تمامی تمام فاکتورهای مؤثر در روند انجام آزمایش را شناسایی کرده و آن

ها و عوامل محیطی نیز بر نتایج آزمایش تأثیر ها، وسایل، معرفر فرایند اجرای آزمایش اعم از دستگاهعوامل مؤثر ب

 گذارند.می

باقیمانده خطاهای آزمایشگاهی مربوط به این بخش است.  %15 کنترل متغیرهای پس از انجام آزمایش:

ها در بررسی دهد تهیه گزارش از نتایج آزمایش است که بیشتر آنترین خطایی که بعد از آزمایش روی میمهم

ی گردد. مشکل دیگرنشده گزارش میها نیز کشفشود، اما برخی از آننهایی توسط مسئول آزمایشگاه کشف می

است در این قسمت به وجود بیاید دادن جواب آزمایش یک بیمار به بیمار دیگر است که برای رفع  که ممکن

چنین خطاهایی استفاده از سیستم جوابدهی پیشرفته، آموزش پرسنل جوابدهی و دقت در چک نتایج بیماران تا 

 تواند پیشگیرانه باشد.حدودی می

هدف از کنترل کیفی داخلی را :  IQC) Internal Quality Control:) WHO کنترل کیفی داخلی

 روزانه پایش ها برایکند. کنترل کیفی داخلی در آزمایشگاهاطمینان از ثبات روزانه سیستم آزمایش تعریف می

 رود.گیری به کار میاندازه روش صحت و دقت

  :انواع خطاها

یک جهت خاص هم اتفاق نمیافتد. این خطا قابل پیشبینی نیست و در  خطای اتفاقی)راندمی(یا نامنظم: -8

یعنی گاهی نتیجه بیش از مقدار واقعی و گاهی کمتر است. اعمال روشهای کنترل کیفی در جلوگیری از ایجاد 

  .این نوع خطاها چندان موثر نیست

)یعنی بالاتر یا پایینتر  این نوع خطا جهت دار است و همیشه در یک جهت خطای سیستماتیک یا منظم:  -7

 واقعی( اتفاق میافتد. اینگونه خطاها خود به چند دسته تقسیم میشوند. از مقدار

 .مایع در پیپت دارند سطحمانند تفاوتی که دو فرد در خواندن  : (bias Personal)خطای پرسنل -الف
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اگر یک نمونه را برای انجام آزمایش به چند آزمایشگاه مختلف  : (bias Laboratory)خطای آزمایشگاه -ب 

اختلاف جوابها گاه قابل توجه و چشمگیر است. این اختلافات ناشی از تفاوت در استانداردها, معرفها, روشها,  ,بدهیم

  .میباشند ... وسایل و

این خطا وابسته به روش, وسایل و ... است. مثلا یک روش  : (bias Experimental)خطای تجربی -ج 

 .بیشتر میخواندنسبت به روش آزمایش دیگر بطور ثابت کمتر یا 

در اثر کهنه شدن معرفها, استانداردها یا سرم بیمار تغییراتی مانند تبخیر, :  (Aging)کهنه شدن -د 

کسیدکربن ا شدن بر اثر ترکیب با دی کریستالیزاسیون, رشد میکروبها, حلشدن ظرف شیشهای در قلیا و اسیدی

 .موجب خطا خواهد شد "معمولاهوا ایجاد میشود که 

 یزی گرمرنگ آم

رنگ آمیزی گرم برای طبقه بندی باکتری ها بر اساس شکل، اندازه، مرفولوژی سلول و واکنش گرم آنها در 

آزمایشگاه میکروب شناسی پزشکی استفاده می شود. همچنین به عنوان آزمایش کلیدی و بسیار مهم برای 

 .می رود تشخیص احتمالی عوامل عفونت و بررسی کیفیت نمونه های بالینی به کار

 :اصول

 Hucker توسط 8778پایه گذاری شد. در سال  Gram Christian توسط 8111این آزمایش در ابتدا در سال 

برای باکتری شناسی عمومی اصلاح شد، که معرف ها پایداری بیشتری داشته و افتراق ارگانیسم ها بهتر انجام می 

 (Kopeloff,s modification) بی هوازی ها اصلاحات دیگری به صورت اختصاصی برای رنگ آمیزی .شود

 ,Brucella.spp) برای باسیل های گرم منفی که به صورت ضعیف رنگ آمیزی می شوند  و 

Campylobacter.spp, Legionella. spp) با استفاده از کربول فوشین یا فوشین بازی انجام شده است. در

 ر معمول استفاده می کنند، به خصوص برای اسمیر مستقیمواقع بسیاری از آزمایشگاه ها از این رنگ ها به طو
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 .نمونه های بالینی 

باکتری ها بر اساس تفاوت در ساختمان و ترکیب دیواره سلولی، گرم مثبت یا گرم منفی رنگ می گیرند. گونه 

ولی آنها در لهای گرم مثبت دارای لایه ضخیم پپتیدوگلیکان و مقدار زیادی اسید تیکوئیک هستند و اگر دیواره س

اثر  سن، عوامل ضد میکروبی یا دیگر فاکتورها آسیب ندیده باشد، به وسیله الکل، بی رنگ نشده و به رنگ بنفش 

تیره اولیه باقی می مانند. گونه های گرم منفی دارای تک لایه پپتیدوگلیکان هستند. پپتیدوگلیکان به یک غشاء 

ه صورت پراکنده در آن پروتئین وجود دارد، متصل است. غشاء خارجی فسفولیپید که ب-خارجی دو لایه لیپوساکارید

 .به وسیله الکل، تخریب شده، ترکیب کریستال ویوله و ید خارج شده و به وسیله رنگ دیگر جایگزین می شود

این آزمایش علاوه بر واکنش رنگ آمیزی گرم، اندازه، شکل و آرایش سلول باکتریایی را بررسی می کند. این 

وصیات ممکن است تحت تأثیر عوامل متعددی شامل سن کشت، محیط کشت، شرایط محیط انکوباسیون، خص

روش های رنگ آمیزی و وجود مواد مهارکننده قرار گیرد. برای تفسیر اسمیر تهیه شده از نمونه های بالینی نیز 

 .ان و فاگوسیتوز نیز مؤثر می باشندشرایط مشابه به کار می رود، اما عوامل دیگری مثل وجود انواع سلول های میزب

 ی بالینی: نمونه ها تهیه اسمیر از

اسمیر برای رنگ آمیزی گرم ممکن است از نمونه های بالینی، محیط براث یا کلنی های رشد کرده روی محیط 

ساعت( از محیط های غیرمهارکننده  71کشت های تازه )کمتر از  کشت جامد تهیه شود. نمونه های بالینی تازه و

برای برخی بررسی های مورفولوژیکی، اسمیر تهیه شده از کشت براث مورد نیاز  ، صحیح ترین نتایج را می دهند؛

 .می باشد

ا به فیبروز سیستیک، مایعات لنمونه های بالینی عموماً شامل سواب حلق، سواب بینی، خلط بیماران مبت -8

پروتزهای مصنوعی می باشد. لام مستقیم برای نمونه های زخم، جراحات چشم، بافت های استریل بدن، مدفوع و 

 .بدن و ترشحات خاص بسیار مفید است
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 کشت های مایع و کشت های خون برای تعیین رشد یا مرفولوژی باکتری ها -7

 کلنی های رشد کرده روی محیط کشت جامد -8

اعت( روی محیط های غیر مهار کننده و نمونه های بالینی س 71توجه: تهیه اسمیر از کشت های تازه )کمتر از 

تازه، صحیح ترین نتیجه را می دهند. زمانی که مرفولوژی مهم است )مانند استرپتوکک ها و باسیل های گرم 

 .مثبت( کشت های مایع ارجحیت دارد

 .برای جمع آوری نمونه به دستورالعمل های مربوطه برای هر نوع نمونه مراجعه شود

عمولاً اسمیر در آزمایشگاه تهیه می شود، اما زمانی که انتقال آن با تأخیر صورت گیرد، یا ماده نگهدارنده به نمونه م

 .اضافه شود، اسمیر را آماده نموده و لام را به آزمایشگاه ارسال نمایید

 جهت رنگ آمیزی گرم: معیارهای رد نمونه

رنگ آمیزی گرم برای اسمیر مستقیم مدفوع، خون یا حلق، ارزش کمی داشته و همچنین برای خلط بیماران  

 .مبتلا  به فیبروز سیستیک کاربردی ندارد

 :معرف ها، لوازم و تجهیزات

 :معرف ها

 رنگ برها -ج       ید گرم -ب       کریستال ویوله -الف 

 .استنشاق، خوردن یا تماس آن با پوست خودداری کنیدید خاصیت خورندگی دارد. از  -احتیاط 

  75رنگ بر آهسته: اتانول% 
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  و استون% 75رنگ بر متوسط: استون ـ الکل: مخلوطی از اتانول   (grade Reagent)از هر کدام ml 51 

 .دنیدر بطری شیشه ای قهوه ای رنگ ریخته، با یک سال تاریخ انقضاء برچسب زده و در دمای اتاق نگهداری ک

 رنگ بر سریع: استون 

 توجه: اتانول و استون قابل اشتعال هستند. 

 :رنگ کننده ها -د

 جایگزین فوشین بازی( : )  سافرانین 

معرف ها ممکن است به صورت آماده مصرف تجاری، خریداری و یا در آزمایشگاه تهیه شوند. حجم زیادی از معرف 

کاری آماده نمایید. برای مصرف روزانه، معرف ها را در بطری های کوچک ها را تهیه کرده و به اندازه نیاز، محلول 

تر بریزید، اما برای دوری از ایجاد رسوب روی لام، بطری های کوچک تر کریستال ویوله و رنگ برها باید هر ماه 

 .جایگزین شوند

شرایط نگهداری روی بطری و  توجه: نام معرف، تاریخ آماده سازی، تاریخ استفاده، شماره ساخت، تاریخ انقضاء و

در برگه کاری مشخص شود. اگر تاریخ استفاده به طور واضح روی بطری های ذخیره و در برگه های کاری کنترل 

 .نیازی به برچسب گذاری بطری های کاری با این مشخصات نیستبه غیر از نام معرف ثبت شده باشد، 

 :لوازم

لوازم برای دور ریختن پسماند های بیولوژیک   -لوپ یا نیدل  -ن استریل نرمال سالی  -لام شیشه ای   -قلم الماس 

  روغن ایمرسیون   -چراغ گازی   -پنس   -مثل وسایل نوك تیز و برنده 

 :رنگ آمیزی گرملام برای  های تهیه روش
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 تهیه اسمیر -الف

باشد،  آرایش میکروارگانیسم مشخصاز یک لایه ارگانیسم با غلظت کافی اما با تراکم کم به گونه ای که خصوصیت 

 .برای تهیه اسمیر مستقیم استفاده کنید. ازلامهای شیشه ای نو و تمیز استفاده نمایید

زمانی که از یک پی پت یا سواب برای تهیه اسمیر و تلقیح محیط کشت استفاده می کنید، همیشه قبل از توجه: 

 .تهیه اسمیر، ابتدا محیط کشت را تلقیح کنید

  CSF و  BALمایعات بدن،   نمونه

 .سانتریفوژ کنید Centrifuge Slide Cytospin را در % 87قطره فرمالین  8قطره از نمونه به اضافه  6یا  5 (8

 توجه: برای مایعات غلیظ بدن از Centrifuge Slide Cytospin  استفاده کنید، که باعث افزایش حساسیت

 .آزمایش و در نهایت نتیجه سریع تر می گرددرنگ آمیزی گرم، کاهش زمان سانتریفوژ و 

قطره نمونه  7یا  8به عنوان یک روش جایگزین، زمانی که نمونه غلیظ یا کدر باشد یا مقدار نمونه کافی نباشد، (  7

را به وسیله پی پت پاستور مستقیماً روی لام قرار دهید. سپس جای قطره را با قلم الماس مشخص کنید. مایع را 

پخش نکنید. در صورت نیاز برای افزایش غلظت مایع مورد آزمایش، یک قطره دیگر از نمونه را روی همان روی لام 

 .اسمیر اضافه کنید

 نمونه های ادرار -ب

میکرولیتر از ادرار که به خوبی مخلوط شده، بدون سانتریفوژ نمودن روی لام شیشه ای قرار دهید. سپس  81(8

 .مشخص کنیدجای قطره را با قلم الماس 

 .قطره را پخش نکنید و اجازه دهید قطره در مجاورت هوا خشک شود(  7
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 .ترجیحاً باید یک سواب جدا برای رنگ آمیزی گرم فرستاده شود نمونه های فرستاده شده روی سواب ،  -ج 

طول لام  جهت جلوگیری از تخریب عناصر سلولی و از بین رفتن آرایش باکتریایی، به آرامی سواب را در(  8

 .بچرخانید

در مواردی که فقط یک سواب فرستاده شده، سواب را در مقدار کمی سالین یا محیط مایع قرار داده و درِ (  7

لولهرا بسته و آن را ورتکس کنید. سواب را به دیواره داخلی لوله فشرده، و آن را برای تهیه اسمیر استفاده کنید . 

 .یح محیط کشت استفاده کنیدباقیمانده سوسپانسیون را برای تلق

 نمونه هایی که روی سواب فرستاده نمی شوند، شامل آسپیره ها، ترشحات، خلط و غیره -د

 نمونه را روی یک لام تمیز قرار دهید -8

  اگر نمونه داخل یک سرنگ ارسال شده است، ابتدا همه محیط های کشت را تلقیح کنید و سپس مقدار کمی

 .داز آن را روی لام قرار دهی

به کارکنان مربوطه آموزش دهید که در مورد نمونه هایی که با سرنگ ارسال می شود، قبل از ارسال، سوزن توجه: 

 .را از روی سرنگ بردارند

  با استفاده از یک اپلیکاتور چوبی یا پی پت یا لوپ سیمی استریل، قسمت های چرکی یا خونی رنگ نمونه را

 .انتخاب کنید

  بزرگی ازلام پهن کنید تا لایه نازکی ایجاد شودنمونه را روی ناحیه. 

 برای نمونه های خیلی غلیظ یا چرکی -7

 برای تهیه آسان تر اسمیر، نمونه را در یک قطره سالین روی لام رقیق کنید. 
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  به عنوان یک روش جایگزین، نمونه را رویلامقرار داده، یکلامدیگر را روی آن قرار دهید.لامها را روی یکدیگر

داده و مطابق شکل زیرلام را با کشیدن در دو جهت مخالف، از یکدیگر جدا کنید. مواد اضافی روی لام را با فشار 

 .دستمال آغشته به محلول ضد عفونی کننده، بردارید

 

 روش تهیه گستزش روی لام -1شکل 

 مواد خشک یا نمونه های بالینی به مقدار خیلی کم -ج

 .ریل حل کنید. در صورت نیاز ورتکس نماییدمایع است ml 5/1 نمونه را در - 8

 .با استفاده از پی پت پاستور استریل، یک قطره از نمونه را رویلامقرار دهید - 7

 .با استفاده از نوك پی پت قطره را پخش کنید تا لایه نازکی ایجاد شود - 8

 

 

 کشت های مایع
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 .روی هر اسلاید فقط یک اسمیر آماده کنید

 أ، برای ظروفی مثل بطری های کشت خون، جهت جلوگیری لپت پاستور استریل )یا سوزن خ با استفاده از پی

 .قطره روی لام قرار دهید 7تا  8از آلودگی با سوزن و سرنگ( 

 قطره را پخش کنید تا لایه نازکی ایجاد شود. 

 کلنی از محیط های کشت جامد

است مرفولوژی طبیعی ارگانیسم های حساس را از یک قطره نرمال سالین روی لام قرار دهید.) آب مقطر ممکن 

به آرامی آن را در  .مقدار کمی از کلنی را با یک اپلیکاتور چوبی، نیدل سیمی یا لوپ استریل بردارید .بین ببرد(

 قطره نرمال سالین مخلوط کنید. اسمیر باید کمی کدر و یکنواخت باشد. 

 روشهای ثابت کردن گسترش 

 .خشک کنید C˚61 هوا در هود ایمنی بیولوژیک یا روی گرم کننده اسلاید در دمای لام ها را در مجاورت

 خشک کردن با حرارت- 1

ثانیه در مقابل کوره مخصوص نگه  81تا  5اسلاید های خشک شده را دو یا سه بار از روی شعله بگذرانید یا برای 

سپس بگذاریدلام قبل از رنگ آمیزی  .ناب نماییددارید. برای جلوگیری از تغییر شکل سلول ها، از حرارت زیاد اجت

 .خنک شود

ها می شود. از تخریـب  RBC . متانول مانع از لیزبه عنوان روش جایگزین لام را با متانول فیکس کنید- 7

 .میزبان جلوگیری می کند، زمینه واضح تر می شود و مانع از شسته شدن نمونه های مایع می شود سـلول هـای
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دقیقه بریزید. متانول باقیمانده را بدون آبکشـی از  یکروی یک اسمیر خشک شده، چند قطره متانول به مدت 

 .در مجاورت هوا خشک شود لام دور بریزید و اجازه دهید تا لام

 گرم روش انجام رنگ آمیزی

 Hucker  روش

 .ثانیه باقی بماند 81به مدت  اسمیر فیکس شده را با محلول کریستال ویوله بپوشانید. اجازه دهید رنگ -8

 .کریستال ویوله را دور بریزید ولام را به آرامی با آب شیر آبکشی کنید -7

 .آبکشی زیاد در این مرحله می تواند باعث شسته شدن کریستال ویوله از سلول های گرم مثبت شود توجه:

 ثانیه باقی 81ازه دهید ید به مدت آب اضافه را با محلول ید، شسته و سپس لام را با محلول ید بپوشانید. اج -8

 .بماند

 .لام را به آرامی با آب شیر آبکشی کنید ید را دور بریزید و -1

الکل را روی اسمیر بریزید. زمانی که رنگ  -در حالی که را به صورت زاویه دار )کج( نگه داشته اید، استون -5

رنگ بری را بر اساس ضخامت اسمیر و نوع خارج شده از روی لام کمرنگ شد، این مرحله را متوقف کنید. زمان 

 .رنگ مورد استفاده تنظیم کنید

 .لام را با آب شیر آبکشی کنید -6

ثانیه و اگر از رنگ های فوشین استفاده می شود، یک  81لام را با سافرانین بپوشانید و اجازه دهید حداقل -7

 دقیقه یا بیشتر روی لام بماند. 
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صورت عمودی قرار دهید تا در مجاورت هوا خشک شود یا از خشک آب اضافی را خارج کرده ولام را به  -1

 کننده تجاری استفاده نمایید.

توجه: رنگ ها، آب یا رنگ برها را مستقیماً روی اسمیر نریزید. قطره های معرف را نزدیک انتهای لام ریخته و 

کروسکوپی بررسی کرد. و لام اجازه دهید معرف روی سطح اسمیر را بپوشاند سپس می توان لام رنگ شده  با می

 بررسی کنید. 811را ازنظر رنگ گرم و مرفولوژی و شکل آنها زیر عدسی شئی 

 فی: صورتی یا قرمز دیده می شوند.به رنگ بنفش تیره و باکتریهای گرم من باکتریها ی گرم مثبت

 Kopeloff روش

  Huckerمی شود که ممکن است با روشاین روش برای مشاهده و افتراق بهتر باکتری های بی هوازی پیشنهاد 

به آسانی و خیلی زیاد تحت تأثیر رنگ بر، رنگ خود را از دست داده و کمرنگ رنگ بگیرند. این روش همچنین  

فوشین یا  فوشین  کربول از در این روشبرای اسمیرهای واژن در تشخیص واژینوزیس باکتریایی پیشنهاد می شود. 

 استفاده می شود. بازی

 :کیفی در رنگ آمیزی گرمکنترل 

 .معرف ها را از نظر ظاهری، به طور روزانه بررسی کنید  -الف

اگر کریستال ویوله رسوب کند یا ته نشین شود، قبل از استفاده آن را صاف کنیدحتی زمانی که معرف ها به . 8

 .صورت تجاری خریداری می شوند

انجام  انین می توانند آلوده شوند. در صورت شک به آلودگی ، بعضی رنگ ها، خصوصاً فوشین بازی و سافر :نکته

 . رنگ آمیزی با استفاده از معرف تازه توصیه میگردد
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تبخیر شدن مواد ممکن است کارایی و تأثیر معرف ها را دگرگون کند. اگر معرف های کاری را حداقل به  -7

 .صورت ماهانه دور بریزید تا استفاده مکرر آنها محدود شود

 .توجه: رنگ ها می توانند آلوده شوند. وقتی مشکوك می شوید، باید از سری ساخت جدید معرف استفاده کنید

قبل از استفاده از هر سری ساخت جدید هر رنـگ و معـرف رنـگ بـر و بعـد از آن حداقل به صورت هفتگی  -ب

ه آزمایشـگاه کـه رنـگ آمیزی گرم را ببا یک میکروارگانیسم گرم مثبت و یک گرم منفی آزمایش کنید. کارکنان 

دفعات کم انجام می دهند، باید به صورت روزانه یا با هر بار آزمایش نمونه بیمار، با یک کنتـرل مثبـت و یک 

 .کنترل منفی آزمایش کنند

 Staphylococcus و Escherichia coli (ATCC 25922)کـم از سوسپانسـیونی بـا کـدورت -8

aureus(ATCC 25923) در محیط مایع تهیه کنید. 

 .دو قطره از سوسپانسـیون راروی دو لام جداگانه ریخته و دو اسمیر تهیه نمایید. 7

 .نگهداری کنید- C˚71 آنها را در متانول فیکس کرده و در. 8

 .مطابق روش رنگ آمیزی گرم، رنگ آمیزی نمایید. 1

 :نتایج مورد انتظار

Escherichia coli (ATCC 25922)     باسیل گرم منفی: صورتی 

 Staphylococcus aureus (ATCC 25923)کوکسی گرم مثبت: بنفش پررنگ 

به طور جایگزین، از بین دندان ها با یک اپلیکاتور چوبی نمونه گیری کرده و در انتهایلامی کـه بـرای نمونـه 

شامل سویه های گرم مثبت و گرم می باشد که  in-Built استفاده شده است، قرار دهید. این یک روش کنترل

 .منفی است
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وقتی که اسمیرهای رنگ شده کیفیت خوبی نداشته باشند، تفسیر رنگ ها مشکل باشد، یا تفسیر آنها صحیح 

 نباشـد ، بایداقدام اصلاحی انجام گیرد. 

 :برخی عوامل رایجی که موجب تهیه اسلاید رنگ آمیزی گرم نامناسب می گردند

 .مهای شیشه ای که تمیز نباشنداستفاده ازلا - 8

اگر گسترش ضخیم باشد هنگام مرحله بی رنگ شدن ، ممکن است مانند یک گسترش معمولی رنگ نشود و  -7

 این مسئله باعث خطا در تشخیص شما در گرم منفی یا مثبت بودن باکتری خواهد شد.

استفاده می شود حرارت بیش از اندازه  حرارت دادن زیاد اسمیر، زمانی که برای فیکس کردن از روش حرارت - 8

ممکن است موجب پاره شدن دیواره سلولی باکتری شده و باکتری گرم مثبت رنگ اولیه )کریستال ویوله( را هنگام 

رنگ بری از دست بدهد و رنگ ثانویه را جذب نماید و در نتیجه باکتری گرم مثبت ، بصورت گرم منفی دیده می 

 شود.

 .طی انجام رنگ آمیزی، به خصوص اگر اسمیر به طور صحیح فیکس نشده باشدآبکشی زیاد در - 1

 وجود رسوب در معرف ها- 5

 .نتایج گرم نادرست ، ممکن است مربوط به کیفیت نامناسب جمع آوری نمونه باشد  -6

 .برای اطمینان از صحت تفسیر، برنامه ای برای مرور گزارش های رنگ آمیزی گرم تهیه کنید -د

میزی های گرم انتخابی به وسیله سوپروایزر، برای تعیین نیازهـای آمو زشـی و همچنـین کمـک بـه رنگ آ -8

 یکپارچگی اطلاعات بالینی مربوطه مرور ارزیابی شود.

نتایج کشت نهایی را با گزارش های رنگ آمیزی گرم مقایسه کنید. مرفولوژی های گزارش شده در رنگ  -7

میکروارگانیسم از کشت  8-1ده اند، بررسی کنید. همچنین زمانی که به تعداد آمیزی گرم را که در کشت جدا نش
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جدا شده، اما در رنگ آمیزی گرم میکروارگانیسمی مشاهده نشده است، هـم رنـگ آمیـزی و هـم کشـت را 

 .بررسـی نمایید

مـی شـوند. بنـابراین توجه: تعداد قابل توجهی از ارگانیسم های تشخیص داده شده روی اسمیر، از کشت جـدا 

تفاوت ها باید برای از بین بردن خطاهای ناشی از بررسی اسمیر یا به عنوان نشانه هایی برای به کارگیری سایر 

 .روش های کشت )مانند کشت بی هوازی، کشـت بـرای قـارا یـا کشـت باسـیل هـای اسـ ید فسـت بررسی شوند

 .ه نماییدمجموعه ای ازلامهای مرجع برای آموزش تهی -8

 بعد از تفسیر ، اسلایدها را به مدت کافی برای مرور تأییدی نگه دارید . -1

 :در رنگ آمیزی گرم  محدودیت ها

  نتــایج رنــگ آمیــزی گــرم را در ارتبــاط بــا ســایر یافتــه هــای بــالینی و آزمایشــگاهی اســتفاده

رـای کنیــد. از روش های اضافی دیگر)مثل رنگ آمیزی  های خاص، اسـتفاده از محـیط هـای انتخـابی و غیـره ( ب

 .تأییـد اطلاعات بدست آمده از اسمیرهای رنگ شده گرم استفاده نمایید

  ،به کارگیری دقیق روش انجام آزمایش و معیارهای تفسیر برای کسب نتایج صحیح نیاز می باشد. صحت

  .هلامداردارتباط زیادی با آموزش و مهارت شخص مشاهده کنند

  روش های رنگ آمیزی دیگر برای نمونه های بالینی چرکی کـه هـیچ ارگانیسـمی در روش رنـگ آمیـزی

 .گـرم مشاهده نشده، پیشنهاد می شود

  مشاهده میکروارگانیسم درلام گرم برای کشت های منفی ممکن است ناشی از آلودگی معرف ها و لوازم، وجود

 .ارگانیسم ها تحت شرایط کشت معمول)محیط کشت، اتمسفر و غیره( باشد عوامل ضد میکروبی یا عدم رشد

 نتایج گرم کاذب ممکن است مربوط به مقدار ناکافی نمونه یا تأخیر در ارسال آن باشد. 
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  ســاعت )روی محــیط هــای غیــر مهــار کننــده  71تهیــه اســمیر از کشــت هــای تــازه کمتــر از

ی تازه، صحیح ترین نتیجه را می دهند. زمانی که مرفولوژی مهم است )مانند استرپتوکک هـا و و نمونه های بالین

 .باسیل های گرم مثبت(کشت های مایع ارجحیت دارد

 :در رنگ آمیزی گرم ملاحظات ایمنی

 ید ماده خطرناکی است. از استنشاق، خوردن و تماس آن با پوست پرهیز شود. 

 می باشند اتانول و استون قابل اشتعال. 

  برای آماده سازی اسمیر از دستکش لاتکس و سایر وسایل محافظ مناسب با احتیاطات عمومی اسـتفاده

 نماییـد

  به کارکنان مربوطه آموزش دهید که در مورد نمونه هایی که با سرنگ ارسال می شود، قبل از ارسال، سـوزن

 .را از روی سرنگ بردارند

 وـگیری هنگام تهیه اسمیر، هیچگاه قطر ه را به شدت مخلوط نکنید، تا از ایجاد ذرات معلق در هوا )آئروسل( جل

 .شود

  و  تیز” اسلایدها ممکن است کیسه های خطر زیستی را سوراخ کنند، آنها را به عنوان مواد زائد بیولوژیک

ع پسماند ( مطابق با دستورالعمل دفsafety boxدر نظر گرفته و جهت دفع از ظروف خطر زیستی )” برنده

 آزمایشگاه مرجع سلامت استفاده کنید.

مهم  هایباکتری از فهرستی. نمود مشاهده گرم آمیزیرنگ با تواننمی را هاباکتری ٔ  ا این حال همهب

 .استآمیزی گرم قابل مشاهده نیستند در جدول زیر آمدهاز نظر پزشکی که با رنگ

 .آمیزی گرم قابل مشاهده نیستندرنگهای مهم از نظر پزشکی که با باکتری -8جدول 
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 نام باکتری
علّت عدم مشاهده باکتری با 

 روش گرم
 جایگزین آمیزیرنگ روش

 یوممایکوباکتر شامل هامایکوباکتریوم

 توبرکلوزیس

 دیواره در چربی زیادی مقدار وجود

 جلوگیری رنگ نفوذ از که سلولی

 کندمی

 فاست اسید آمیزیرنگ

 یا تاریک زمینه میکروسکوپ شود دیده که است آن از نازکتر پالیدوم ترپونما

 فلوئورسنت بادیآنتی

 روشی وجود ندارد دیواره سلولی نبود مایکوپلاسما پنومونیه

طولانی نمودن مرحله افزودن  عدم دریافت رنگ قرمز لژیونلا پنومونیه

 آمیزی گرمسافرانین در رنگ

از جمله کلامیدیا  کلامیدیا

 تراکوماتیس

های درون سلولی، وجود ارگانیسم

 کوچکی سلول

 

های درون سلولی، وجود ارگانیسم ریکتزیا

 کوچکی سلول

یا سایر  آمیزی گیمسارنگ

 های بافتیآمیزیرنگ

 

 

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%A7%DB%8C%DA%A9%D9%88%D9%BE%D9%84%D8%A7%D8%B3%D9%85%D8%A7
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%D9%88%D8%A7%D8%B1%D9%87_%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%D9%88%D8%A7%D8%B1%D9%87_%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%DA%98%DB%8C%D9%88%D9%86%D9%84%D8%A7_%D9%BE%D9%86%D9%88%D9%85%D9%88%D9%86%DB%8C%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%A9%D9%84%D8%A7%D9%85%DB%8C%D8%AF%DB%8C%D8%A7
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B1%DB%8C%DA%A9%D8%AA%D8%B2%DB%8C%D8%A7
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B1%D9%86%DA%AF%E2%80%8C%D8%A2%D9%85%DB%8C%D8%B2%DB%8C_%DA%AF%DB%8C%D9%85%D8%B3%D8%A7&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B1%D9%86%DA%AF%E2%80%8C%D8%A2%D9%85%DB%8C%D8%B2%DB%8C_%DA%AF%DB%8C%D9%85%D8%B3%D8%A7&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B1%D9%86%DA%AF%E2%80%8C%D8%A2%D9%85%DB%8C%D8%B2%DB%8C_%DA%AF%DB%8C%D9%85%D8%B3%D8%A7&action=edit&redlink=1
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 ها آمیزی رنگ سایر فیکی کنترل

 ها رنگ ریسا یفیک کنترل -7 جدول

شماره  ارگانیسم کنترل روش رنگ آمیزی

ATCC 

 مورد نتیجه

 انتظار

 زمان کنترل کیفی

Acid -Fast 

Fast (Ziehl –

Neelsen)  

M.Tuberculosis or BCG  

E.Coli  

25177 

25922 

-صورتی باسیل

 قرمز

 آبی باسیل

 و ساخت سری هر

 کاری روز هر سپس

Methylen 

Blue 

C. diphtheriae or 

Diphtheroid 

E.coli  

----- 

25922 

 های دانه

 متاکروماتیک

 رنگ آبی

 و ساخت سری هر

 کاری روز هر سپس

 

 اکسیداز آزمایش

 ، پلزیوموناس)اکسیداز مثبت ( آئروموناس های گونه از ) اکسیداز منفی ( ها انتروباکتریاسه افتراق :هدف

 ) اکسیداز مثبت  (ویبریو های گونه اکثر و ( اکسیداز مثبت(شیگلوئیدس 

 منفی( اسینتوباکتر از ) اکسیداز مثبت ( نیسریا و ) اکسیداز مثبت ( موراکسلا افتراق( 

 هستند مثبت اکسیداز کمپیلوباکتر های گونه. 

 انتروباکتریاسه خانواده عضو که گرم منفی ای میله های باکتری تشخیص برای مهم تشخیصی تست عنوان به 

 .رود می کار به نیستند،
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 :اصول

 پذیرنده( آمین دی فنیلن محیط، معرف اکسیژن حضور در اکسیداز، سیتوکروم سلولی داخل باکتریایی آنزیم

 منفی گرم های باکتری اولیه تشخیص برای آزمایش این .کند اکسید می تیره بنفش اندول فنل به را  )الکترون

 .شود می واقعمفید 

 آزمایش انجام روش

 اکسیداز معرف از قطره دویا  یک با و دهید قرار پتری ظرف در را 8 شماره واتمن صافی کاغذ از کوچکی مربع -8

 .دهید قرار پتری ظرف در را مصرف آماده دیسک اکسیداز یا نوار یا نمایید، مرطوب شده آماده کواکس

به  نیاز سازندگان دستورالعمل بعضی مطابق است شاید ممکن .کنید عمل سازنده دستورالعمل مطابق  :توجه

 .باشد دیسک نمودن مرطوب

کواکس پخش  به معرف آغشته صافی کاغذ روی بر و برداشته اپلیکاتور از استفاده با تک و خالص کلنی یک از -7

 .مشاهده خواهید نمود بنفش را به کاغذ رنگ در صورت بودن مثبت آزمایش تغییر  .کنید

 آغشته صافی کاغذ روی بر را برداشته، سوآب سفید ای پنبه سوآب با را کلنی رشد، سخت های باکتری برای  -8

 آزمایش س تفسیر بر روی بنفش را به رنگ تغییر .بکشید معرف به

 : ثانیه 81 مدت بنفش در تا تیره آبی رنگ ایجاد   واکنش مثبت 

 شود، انجام بیشتری های باید تست( ثانیه  61-81 مدت در بنفش تا تیره آبی رنگ ایجاد  :تاخیری واکنش 

 ).باشد نمی خانواده انتروباکتریاسه به متعلق "احتمالا زیرا

  ثانیه 81 مدت در کمرنگ صورتی ایجاد یا معرف رنگ تغییر عدم  :منفی  واکنش
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 کیفی کنترل

 تجاری مصرف آماده دیسک یا معرف پودر جدید ساخت سری درهر 

 کاری روزی هر در 

 آن از است، شدن حال تیره در کاغذی دیسک یا کند تغییر رنگ کم بنفش برنگ معرف محلول هنگامیکه 

 .نکنید استفاده

 مثبت کنترل سویه Pseudomonasa aeruginosa ATCC 27853 : 

 منفی کنترل سویه Escherichia coli ATCC  25922 :  

 ها محدودیت

 :کاذب مثبت نتایج ایجاد از جلوگیری برای

 شعله،  لوپ با کردن استریل اثر در زیرا .نکنید استفاده کلنی برداشتن برای نیکروم یا استیل لوپ از

 .آید می بدست کاذب مثبت نتیجه و شده ایجاد سطحی اکسیداسیون

 مانند( رنگ یا گلوکز حاوی های محیط روی بر که هایی ارگانیسم از MAC یا( EMB   اند، رشد کرده 

 .نکنید استفاده

 یک زیرا سودوموناس .دهند کاذب منفی نتایج است ممکن سودوموناس و نیسریا مخلوط های کشت 

 .نماید می ایجاد تداخل توسط نیسریا اکسیداز تولید با که کند می تولید مهاری سوبسترای

 است مهم بسیار تست دقیق انجام واکنش برای قرائت زمان رعایت. 
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 کاتالاز آزمایش

  :هدف

 )کاتالاز منفی ( ها انتروکوك و ها استرپتوکوك کاتالاز مثبت ( از )ها میکروکوك و ها استافیلوکوك افتراق -8

 )مثبت کاتالاز(ها  باسیلوس از  )کاتالازمنفی(ها  کلستریدیوم افتراق -7

 ))کاتالاز منفی B گروه استرپتوکوك از  )مثبت کاتالاز (ها باکتریوم کورینه و مونوسیتوژنز لیستریا افتراق  -8

 یکدیگر از رشد سخت منفی گرم های باسیل افتراق -1

 :اصول

 هیدرولیز گاز اکسیژن و آب به را (H2O2) هیدروژن پراکسید کنند، می تولید کاتالاز آنزیم که هایی باکتری

 اکسیداسیون نهایی از محصولات هیدروژن یکی پراکسید  .شود می گاز های حباب شدن آزاد به منجر و کنند می

 .شود می واقع مفید ها باکتری اولیه اغلب تشخیص آزمایش در این  .است کربوهیدرات متابولیسم در

   :های بالینی نمونه

 باکتری برای مناسب ، محیط آگار روی کرده رشد باکتری از )ساعته 71-81 کشت( تازه و خالص های کلنی

 .دهید قرار هوا در معرض آزمایش از قبل دقیقه 81 مدت به را ها کلنی بیهوازی، های

 :ها معرف و ابزار

ای ، سویه های کنترل مثبت  شیشه پلاتینی، لام لوپ یا ای شیشه یا چوبی ، اپلیکاتور هیدروژن  پراکسید معرف

 و منفی

 های معمول  آزمایش باکتری برای 8% هیدروژن  پراکسید معرف 
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 سوزاننده پوست برای به شدت 81% اکسیژنه آب :هشدار( نیسریاها برای 81% هیدروژن پراکسید معرف 

 ).دهید شستشو آب، نه و ، 71%الکل  اتیل با "افور پوست، با تماس صورت در .است

 هوازی بی های میکروارگانیسم برای 85% هیدروژن پراکسید معرف 

 .است تر خطرناك اما کرد، استفاده ها آزمون تمام برای توان می را 81% معرف - 8 توجه

 .شوند نگهداری یخچال در و نور از دور رنگ، تیره های شیشه در باید ها معرف - 7 توجه

 :آزمایش انجام روش

 اطمینان .کنید منتقل تمیز ای شیشه لام یک سطح به ساعته 71-81 کلنی یک مرکز از اپلیکاتور یک با -8

 خون از شود دقت باشد، آگار بلاد پلیت روی کلنی اگر .است رویت قابل چشم با لام روی کلنی که نمایید حاصل

 .نشود برداشته

 .نمایید بررسی را لام روی حباب یجاد ا فورا و کنید اضافه لام روی کلنی به را معرف قطره یک بلافاصله -7

 .دارید نگه سیاه زمینه روی را لام ها حباب بهتر مشاهده برای .کنید گزارش منفی یا مثبت صورت به را نتیجه

 .بیندازید Safty Box داخلپس از انجام آزمایش   را لام -8

 :تفسیر

 نشان دهنده نتیجه مثبت آزمایش است. زدن جوش حالت یا حباب های ماندگار فوری شدن ظاهر  :واکنش مثبت

 حباب دو یا یک ایجاد واکنش ضعیف : 

 آنزیمی دارای ها باکتریاز  بعضی( ثانیه 71 از بعد حباب چند شدن ظاهر یا حباب ایجاد عدم  :منفی واکنش

 ).شود می ایجاد ریز حباب کمی تعداد کرده که تجزیه را هیدروژن پراکسید که هستند کاتالاز از غیر
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 :کیفی کنترل

 منفی و مثبت کنترل های سویه مجهول با باکتری نمودن آزمایش از قبل یا روز هر باید هیدورژن پراکسید معرف

 .آزمایش شود

 مثبت :   کنترل سویهStaphylococcus aureus s ATCC 25923  

 منفی:  کنترل سویهStreptococcus pyogenes  ATCC 19615 

 :ها محدودیت

 محیط از را ها نباید کلنی کاذب مثبت های جواب از اجتناب برای .هستند کاتالاز حاوی قرمز های گلبول 

محیط  روی از را آزمایش کند، نمی رشد خوب شود یا نمی برداشت آسانی به کلنی اگر .برداشت دار خون آگار

روی  کلینیکی های نمونه اکثر که آنجائی از اما .کند نمی ایجاد مداخله در آزمایش که ٬ نمایید تکرار آگار شکلات

 محیط با تماس بدون کلنی ها قله از توان می تست انجام برای شوند، می داده کشت دار خون های محیط

 .نشود ایجاد کاذب واکنش مثبت تا برداشت

 نکنید استفاده آگار هینتون مولر محیط از. 

 می تجزیه را هیدروژن که پراکسید هستند کاتالاز از غیر هایی آنزیم دارای ها باکتری از بعضی که آنجائی از 

 .شود نمی گرفته نظر در مثبت ثانیه71 از بعد کم تعداد به ریز های حباب ایجاد نمایند،

 از استفاده .شود کلنی استفاده برداشتن برای پلاستیکی یا پلاتینی لوپ چوبی، اپلیکاتور یک از است بهتر 

 .کند می ایجاد کاذب واکنش مثبت آهنی لوپ

 مناسب آزمایش ساعت برای 71 از بیشتز های کشت ٬ دارد وجود زنده های کشت در فقط آنزیم این چون 

 .شوند کاذبمنفی  نتیجه سببب است ممکن کهنه های کشت .نیستند
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 دهد رخ منفی کاذب نتایج تواند می زیرا نکنید، برعکس را کلنی به معرف نمودن اضافه ترتیب. 

 نکنید مخلوط را ها وکلنی معرف 

 تهیه و کنترل کیفیت محیط های کشت

 محیط های کشت نقش اساسی را در آزمایشگاه میکروب شناسی ایفا می کنند و به طور گسترده ای جهت جدا

سازی، تعیین هویت و آنتی بیوگرام میکروارگانیسم های بیماری زا به کار می روند. بسیاری از آزمایشگاه ها به 

طور روتین محیط های کشت مورد نیاز برای مصارف تشخیصی و تحقیقاتی را خودشان تهیه می نمایند. با این 

مطلوبی دارند، باید روش های کنترل کیفی همه برای اطمینان از این که محیط های کشت، کیفیت خوب و نتایج 

 ذیل معیارهای کشت های محیط مصرف و تهیهمناسبی به کار گرفته شود . برای رسیدن به این هدف باید در 

 شود گرفته نظر در

 آب:

کیفیت محیط های کشت به طور مستقیم به کیفیت مواد خام مورد استفاده در تهیه آنها بستگی دارد. آب یکی 

از مهمترین موادی است که در تهیه محیط های کشت به کار می رود. سه معیار مهم برای آب مورد استفاده در 

می باشد.  pHهدایت  الکتریکی و ( شامل عدم وجود یون های مس، قدرت  IIIتهیه محیط های کشت )آب نوع 

ال یون های مس به دلیل خا صیت مهارکنندگی برای اغلب میکروارگانیسم ها، نباید در آب مورد  در شرایط ایده

میکروزیمنس  81استفاده برای تهیه محیط های کشت وجود داشته باشد. قدرت هدایت الکتریکی آب باید حدود 

و بیشتر  5ب مورد استفاده بهتر ا ست کمی اسیدی باشد، ولی نباید کمتر از آ pHبر سانتی متر با شد و همچنین 

 باشد. 1از 
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 توزین محیط کشت و افزودن آب:

طبق دستورالعمل تهیه محیط کشت که بر روی ظرف آن نصب گردیده است، مقدار مناسبی از پودر محیط کشت 

و رطوبت باز کنید. از استنشاق پودرها به خصوص را با دقت وزن نمایید. ظرف محیط کشت را دور از جریان هوا 

آنهایی که دارای مواد سمی هستند و تماس طولانی مدت آنها با پوست اجتناب کنید. پودر را به سرعت، به دقت 

و بدون ایجاد غبار وزن کنید. هرچه زودتر درِ ظرف را ببندید . نصف حجم آب مورد نیاز را داخل ظرف بریزید. 

شده محیط کشت را به آن اضافه نمایید. برای چند دقیقه به تندی تکان دهید. باقیمانده آب را  سپس مقدار وزن

به دیواره داخلی ظرف بریزید تا ذرات محیط کشت چسبیده به دیواره نیز وارد محلول شوند. این مرحله بسیار مهم 

ریل نشود و منبع آلودگی است، چون پودر خشک محیط کشت در بالای سطح آب، ممکن است در اتوکلاو است

 گردد .

 حل کردن محیط کشت:

محیط های کشت بدون آگار، معمولا با تکان دادن آهسته و ملایم حل خواهند شد. اما محیط های کشت حاوی 

آگار باید قبل از حرارت دادن به مدت چند دقیقه با آب مخلوط شوند. سپس حرارت داده شوند تا آگار قبل از 

محیط های کشتی که نباید اتوکلاو  شود. محیط های کشت را بجوشانید بدون آنکه بسوزند. اتوکلاو کردن، حل

شوند، بعد از این مقدار حرارت دادن، برای تقسیم داخل پلیت ها یا ظروف دیگر آماده خواهند بود. اکثر محیط 

 داشت.دقیقه( نیاز خواهند  85به مدت  C °878های کشت به استریلیزاسیون نهایی )در دمای 

 توزیع :

برابر حجم محیط کشت بریزید تا بتوانید آن را به خوبی تکان  8تا  7محیط کشت را در ظرفی مناسب با حجم 

 دهید و مخلوط کنید .
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 یط کشت:مح استریلیزاسیون

 شوند می استفاده قابل جوشاندن با و نداشته احتیاجی اتوکلاو با استریلیزاسیون به کشت های محیط از بعضی

 های محیط سایر استریلیزاسیون .است گردیده قید کشت محیط ظرف برچسب روی بر ساخت آنها دستور که

 روی بر نیز موارد این که گردد می انجام )فیلتراسیون( غشایی یا صافی )اتوکلاو(مرطوب حرارت توسط کشت

 . است گردیده قید کشت محیط ظرف برچسب

 الف( استریلیزاسیون با حرارت مرطوب:

 7/8)فشار  C °878دقیقه  و در دمای  85استریلیزاسیون محیط کشت تا حجم یک لیتر، در اتوکلاو به مدت 

مربع( انجام می گیرد. برای حجم های بیشتر از یک لیتر باید چرخه استریلیزاسیون را بطور  کیلوگرم بر سانتیمتر

های کشت وقتی رخ میدهد که مقادیر بیشتر مناسب تغییر داد. اما چون اکثر مشکلات در استریلیزاسیون محیط 

از دو لیتر محیط کشت باید استریل شود، لذا توصیه می شود که مقادیر زیاد محیط کشت را در حجم های کوچکتر 

 تقسیم نمایید.

 اندیکاتورهای از اتوکلاو کنترل برای .گردد انجام مداوم طور به باید آن فشار و دما کنترل اتوکلاو، کیفی کنترل

 عملکرد پایش جهت بیولوژیکی اندیکاتورهای از .شود می استفاده کاری هرچرخه در (TST) 6کلاس شیمیایی

 حاوی ویال که شود می استفاده اتوکلاو با حجم کاری بیشتر، متناسب لصفوا یا هفتگی طور به حداقل اتوکلاو

 می دسترس در تجاری به صورت و است Geobacillus Stearothermophilus ATCC 7953 اسپور

 باشد که در قسمت مربوطه بحث خواهد شد.

 ب( استریلیزاسیون با صافی غشایی:

از صافی غشایی برای استریل کردن محیط های کشت و ترکیبات حساس به حرارت استفاده می شود. 

افیهای با ها و ص استریلیزاسیون بوسیله صافی غشایی تحت شرایط خلاء یا افزایش فشار انجام می پذیرد. از غشاء
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میکرومتر استفاده نمایید. این فیلترها باید قبل از استفاده، در اتوکلاو استریل شوند. در  15/1یا  77/1قطر منفذ 

مورد غشاء ها و صافیهایی که در بسته بندیهای استریل به فروش می رسند، به دستورالعمل سازنده مراجعه نمایید. 

 C ° 878دقیقه در دمای  85با صافی یا بدون صافی در اتوکلاو به مدت  قسمت های مختلف دستگاه صافی را

 استریل نمایید.

 آماده سازی جهت مصرف:

برسد، سپس با رعایت شرایط آسپتیک در  C °51بعد از استریلیزاسیون، اجازه دهید دمای محیط کشت به حدود 

تقسیم نکنید. مکمل های حساس  C °51از  ظروف نهایی تقسیم نمایید. هیچ وقت محیط کشت را در دمای بالاتر

رسید، به آن اضافه شوند. اجازه دهید  C °51به گرما و حرارت باید بعد از این که دمای محیط کشت به حدود 

دمای مکمل )ساپلمنت( استریل قبل از این که به محیط کشت اضافه شود، به دمای اتاق برسد. سپس مکمل را 

محیط کشت اضافه نموده، خوب مخلوط کنید و در ظروف نهایی که از قبل استریل با رعایت شرایط آسپتیک به 

 شده اند، تقسیم نمایید.

 :کشت های محیط pHاندازه گیری و تنظیم 

 محصول نهایی pH ندارند pH تنظیم به نیازی شوند، تهیه مناسب طور به اگر دهیدراته کشت های محیط

 .ریخت دور pH سنجش از بعد را آنها باید اما کرد، گیری اندازه بطری یا پلیت توان روی می را شده استریل

 7/1 ( نظر مورد حد در را pH مقدار ، C° 75 دمای تا کشت شدن محیط خنک و شدن استریل از بعد بنابراین

 .نمایید تنظیم ±)

PH نمایید کنترل ذیل های روش از یکی به را: 

 ml7مقطر) آب کمی مقدار حاوی کوچک ظرفی در را پلیت یک آگار : (Macerate) خیساندن روش  -اول روش

 .کنید ور غوطه مخلوط این در را متر pH الکترود نوك سپس بخیسانید، دقیقه 81 مدت به و ( له کرده5 –
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 داخل به را مذاب آگار از اندکی مقدار دهید. قرار کوچکی ارلن داخل در را متر pH الکترود نوك  -دوم روش

 .نمایید گیری اندازه را pH آگار، شدن سفت از ریخته، پس ارلن

 .نمایید استفاده سطحی الکترودهای از   -سوم روش

 پارامترهای فیزیکی:

محیط کشت های تهیه شده باید قبل از استفاده، از لحاظ فیزیکی و ظاهری نیز بررسی شوند. معیارهای ظاهری 

قابل بررسی شامل وجود حباب، حفره، ناصافی سطح محیط، ترك خوردگی، یخ زدگی می باشد. ضخامت محیط 

 د. میلی متر باش 8نیز اهمیت دارد. ضخامت محیط های کشت پلیتی نباید کمتر از 

 نگهداری محیط های کشت تهیه شده:

طول عمر محیط های کشت تهیه شده بستگی به نوع اجزاء تشکیل دهنده محیط، نحوه نگهداری و ذخیره کردن 

آنها دارد. تمامی محیط های کشت باید دور از نور نگهداری شوند. تابش نور به محیط های کشت موجب تشکیل 

مانند پراکسیداز می گردد. طول عمر اغلب محیط های کشت پلیتی در دمای مواد باکتریوستاتیک و باکتریساید 

درجه سانتیگراد یک هفته می باشد ولی اگر در داخل کیسه های پلاستیکی بسته بندی شوند بطوریکه هوا  1

هفته قابل مصرف هستند. طول عمر محیط های کشت حاوی آنتی بیوتیک بستگی  8-1داخل آنها نفوذ نکند تا 

ایداری آنتی بیوتیک موجود در آن دارد. در مجموع محیط های حاوی آنتی بیوتیک را در مدت یک هفته باید به پ

مصرف کرد. از سوی دیگر با گذشت زمان اینگونه محیط های کشت رطوبت خود را از دست داده، بدلیل افزایش 

ر قبل از مصرف به دمای اتاق رساند. اگ غلظت آنتی بیوتیک قدرت انتخابی آنها افزایش می یابد. پلیت ها را باید

ساعت در دمای اتاق باقی بماند برای مصرف مناسب نمی باشد. محیط های کشت  1پلیت محیط کشت بیش از 

تری دارند. اغلب این محیط های کشت اگر در دمای  لوله ای در مقایسه با محیط های کشت پلیتی عمر طولانی

 ماه قابل مصرف می باشند. 8-6درجه سانتیگراد نگهداری شوند  1
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ماه قابل نگهداری می باشند.  فقط به مدت یک SIMموارد استثناء: تایوگلیکولات براث، اندول نیترات براث و 

هفته  6ت حاوی کربوهیدرات و مولرهینتون براث فقط به مد OF Mediumو  CTA Mediumمحیط های 

 قابل نگهداری می باشند.

 کشت یها طیمح در جیرا اشکالات علل -8 جدول

 ممکن علل اشکال

پایین که موجب هیدرولیز اسید در محیط کشت می  pHحرارت بیش از حد،  نرم بودن آگار

گردد، توزین یا مخلوط نکردن درست، حل نشدن کامل آگار، حجم نادرست 

آب، رقیق سازی زیاد با تلقیح مایع یا مکمل ها و ذخیره سازی طولانی در دمای  

Cº 51 

pH آب ناخالص، حرارت بیش از حد، آلودگی قلیاییاستفاده از شیشه های  نامناسب ،

متر غیرکالیبره،  pHدر دمای نامناسب، استفاده از   pHشیمیائی، اندازه گیری 

استفاده از پودرهای محیط کشت خراب شده، ذخیره سازی نادرست محیط 

 کشت دهیدراته و کیفیت پایین آب یا ظروف

ناخالص بودن آب، استفاده از شیشه آلات کثیف، استفاده از پودرهای محیط  غیرطبیعی رنگ یا تیرگی

نامناسب، حل نشدن کامل  pHکشت خراب شده، حرارت دادن بیش از حد، 

 Cº 51محیط کشت و ذخیره سازی طولانی در دمای  
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محیط کشت حرارت دادن بیش از حد )سوزاندن محیط(، استفاده از پودرهای  (Toxicity)سمیت 

خراب شده، قرارگیری در معرض مستقیم نور خورشید و حجم نادرست مکمل 

 اضافه شده

رشد ضعیف ارگانیسم یا 

داشتن خاصیت ضعیف 

 انتخابی و یا افتراقی 

استفاده از آب و یا شیشه آلات آلوده، استفاده از پودرهای محیط کشت خراب 

حد، ذخیره سازی طولانی  شده، توزین یا مخلوط نکردن درست، حرارت بیش از

 محیط کشت pHتغییر  شدن، تیرگی و خشکمحیط کشت، 

لخته یا کواگوله شدن محیط 

 کشت

 حرارت بیش از حد محیط در هنگام افزودن مکمل به آن

 سوز شدن آگار نیم: سیاهرگه رگه  رگه رگه شدن محیط کشت

 رگه رگه روشن: سرد شدن آگار موقع افزودن مکمل

نامناسب، ناخالص بودن آب، استفاده از شیشه آلات کثیف، حل نشدن  pH یا کدورتایجاد رسوب 

محیط کشت، کیفیت پایین آب یا ظروف، حرارت بیش از حد و ذخیره سازی 

 Cº 51طولانی در دمای  
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 :کشت های محیط کیفیت ارزیابی

 قبل دهیدراته، های محیط یا و تجاری مصرف آماده های محیط از ساخت شماره هر کیفیت از باید آزمایشگاه هر

 :از عبارتند کشت های محیط کیفیت کنترل عمومی الزامات .نماید اطمینان حاصل استفاده از

 کشت های محیط اطلاعات ثبت الف( 

 :تجاری مصرف آماده های محیط  -1

انواع  از یک هر برای را آن از استفاده به شروع تاریخ و دریافت تاریخ انقضاء، تاریخ ساخت، شماره آن، تهیه منبع

 .کنید ثبت محیط

  (C 1-7˚در کنید)معمولا نگهداری سازنده دستورالعمل مطابق را محیط هر

 :آزمایشگاه در دهیدراته پودر از شده ساخته های محیط -2

 تاریخ ، pH ساخت، تاریخ آن، نمودن استریل روش ساخت، شماره آن، تهیه منبع شده، ساخته محیط مقدار

 .شود ثبت آن سازنده فرد نام و انقضاء تاریخ آن، از استفاده شروع به

 :ظاهری مشخصات بررسی  ب(

 :شوند بررسی نیز ظاهری و فیزیکی لحاظ از استفاده، از قبل باید شده تهیه کشت های محیط

 ذوب یا زدگی ها، یخ لوله و ها پلیت جداره از آگار شدن ها، جدا لوله و ها پلیت دیدگی آسیب یا شکستگی 

 ها پلیت شدن پر افص آگار ، نا شدن

 از کمتر عمق( ها پلیت در آگار ناکافی مقدار mm 8 ( ها لوله و )؛)ناکافی سطح و عمق 

 خون حاوی های محیط در همولیز وجود 
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 در اشکال احتمال( محیط هر برای انتظار مورد رنگ در تغییر pH محیط( 

 محیط؛ حد از بیش شدن خشک یا اضافی محیط؛رطوبت سطح در حد از بیش ناهمواری یا حباب وجود 

 رسوب مشاهده؛ وجود قابل آلودگی   

 کنترل کیفی محیط های کشت میکروبی:

 اصطلاحات مربوط به سویه های میکروبی کنترل

(: میکروارگانیسمی که برای ارزیابی عملکرد میکروبی محیط کشت استفاده Control Strainسویه کنترل ) -

 می شود.

(: میکروارگانیسمی که حداقل تا سطح جنس و گونه شناسایی شده و بر Reference Strainمرجع )سویه  -

 اساس ویژگی ها و ترجیحاً منشا آن، فهرست بندی و تعریف شده است.

(: کشت های بدست آمده از پاساژ سویه مرجعی که از مراکز بین Reference Stocksذخیره های مرجع ) -

 المللی تهیه شده است.

(: کشت مجددی که از کشت های ذخیره جهت کنترل کیفیت Working Stocksخیره های کاری )ذ -

 محیط های کشت استفاده می شود.

 کیفی: منبع سویه های کنترل

 می باشند  ATCC از آنها نام برده شده است، 8همه سویه های کنترل که در جدول 

.(American type culture collection)  این سوشها، حداقل سوشهایی هستند که باید برای ارزیابی هر

محیط کشت استفاده شوند. ارگانیسم های مورد استفاده برای اهداف کنترل کیفی می تواند از سویه های 

National collection  باشد. سویه های دیگری نیز ممکن است توسط سازنده محیط کشت به کار رود که
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( یا بدست آمده از نمونه های بیمار می باشد که مختص Wild strainویه های وحشی )شامل مجموعه ای از س

 هر آزمایشگاه بوده و برای انجام آزمایش های بیشتر به کار می روند.

 روش انجام آزمون کنترل کیفیت محیط های کشت

 تهیه سوسپانسیون میکروبی:

کلنی ایزوله را  8-5ه کنید. بعد از انکوباسیون پلیت یک کشت از ارگانیسم کنترل کیفی روی پلیت بلادآگار تهی

استریل حل نمایید تا سوسپانسیون میکروبی حاصل شود و آن را  (TSB)در مقدار کمی تریپتیکیس سوی براث 

 برای چهار یا پنج ساعت انکوبه نمایید. سپس کدورت آن را با استاندارد نیم مک فارلند تنظیم کنید. 

وان مستقیماً از کلنی های ایزوله روی پلیت، سوسپانسیون میکروبی مطابق با کدورت نیم به جای این روش می ت

میلی لیتر سرم فیزیولوژی  8-5ساعته را در  71کلنی ایزوله روی پلیت  8-5مک فارلند تهیه کرد. بدین ترتیب که 

 این سوسپانسیون میکروبیاستریل حل کرده و کدورت آن را با نیم مک فارلند تنظیم نمایید. با هر روشی که 

 کلنی داشته باشد. )مطابق با استاندارد نیم مک فارلند(. 181CFU/ml-781تهیه شود، باید کدورتی حاوی 

 (Performance testing) بررسی آزمایش های عملکردی محیط کشت

 نوترینت ( محیط  های کشت پلیتی مانند بلاد آگار،Nutritional activityآزمایش ظرفیت مغذی بودن )  -8

 ... و آگار سوی تریپتیک آگار،

 ml 18/1یا  lµ 81در نرمال سالین استریل رقیق نموده و مقدار  811به  8سوسپانسیون اولیه را به نسبت  

سوسپانسیون رقیق شده را به محیط کشت مورد آزمایش تلقیح کنید. تعداد کلنی های مورد انتظار در هر پلیت 

(CFU/plate )181-881  می باشد. برای اجتناب از رشد زیاد باکتری در بعضی از محیطهای کشت انتخابی ممکن

 است نیاز باشد که سوسپانسیون را ده بار رقیق تر تهیه نمایید.
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 آگار XLD آگار، EMB آزمایش ظرفیت مهارکنندگی محیط های کشت انتخابی پلیتی مانند مکانکی آگار،   -7

 ... و

 ml18/1 یا   lµ 81در نرمال سالین استریل رقیق نموده و مقدار  81به  8نسبت  سوسپانسیون اولیه را به 

 های کلنی که دهید کشت ای گونه و بهسوسپانسیون رقیق شده را به محیط کشت مورد آزمایش تلقیح  کنید. 

می باشد. برای اجتناب از  581-181( CFU/plateتعداد کلنی های مورد انتظار در هر پلیت ) .آید بدست ایزوله

رشد زیاد باکتری در بعضی از محیطهای کشت انتخابی ممکن است نیاز باشد که سوسپانسیون ده بار رقیق تر 

 تهیه شود.

 آزمایش محیط های کشت لوله ای   -8

ی( ازاز سوسپانسیون اولیه تهیه شده مطابق با نیم مک فارلند )بدون رقیق س ml18/1یا  lµ 81هر لوله باید با 

 تلقیح شود. گاهی ممکن است به تلقیح کمتر یا بیشتر نیاز باشد.

آمده است، انکوبه نمایید. به طور نرمال  زمان  7محیط مورد آزمون را بعد از تلقیح تحت شرایطی که در جدول 

می باشد. محیط شکلات آگار و سایر محیط  Cº 7±85ساعت در دمای  71-11ساعت یا  81-71انکوباسیون، 

انکوبه شوند و در فواصل  2Co %5 -81یسریای بیماریزا باید در ای کشت برای جداسازی انتخابی گونه های نها

 ساعت بررسی گردند. 71-11ساعت و سپس  81-71زمانی

 2Coساعت انکوباسیون در شرایط بی هوازی و غنی از  11برای باکتری های بی هوازی، کشت ها عموماً به حداقل 

 نیاز دارند.

ساعت  11به مدت  2Coدر شرایط میکروآئروفیلیک غنی از  Cº 17در مورد کمپیلوباکتر آگار، پلیتها باید در 

 انکوبه شوند.

 کنترل محیط های کشت برای آزمایشهای بیوشیمیایی   -1
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 از سوسپانسیون میکروبی رقیق نشده برای کنترل این محیطها استفاده می کنیم.

، رطوبت و یا شرایط بیهوازی و درجه حرارت مناسب( 2Coپس از تلقیح، تمام کشت ها را در شرایط لازم )از نظر 

ساعت( آنها را مورد بررسی قرار می دهیم. محیط های مناسب  11تا  71قرار داده و پس از طی مدت زمان لازم )

در مورد محیطهای انتخابی مهار میکروارگانیسمهای دارای رشد کافی از کلنی های باکتریهای مورد نظر می باشند و 

 مورد نظر باید مشخص باشد.

 کنترل محیط های ساخته شده تجاری )آماده مصرف(:

رطوبت: محیطهای کشت باید بدون هر گونه رطوبت اضافی بوده، همچنین هیچ نشانه ای از خشک شدن  -8

 اطراف محیط کشت نباید مشاهده گردد. 

 کشت باید عاری از آلودگی باشند. سترون بودن: محیطهای -7

رنگ: محیطهای کشت آگار خوندار نباید هیچ نشانه ای از همولیز داشته باشند و محیطهای کشت دیگر نباید 

 هیچگونه تغییر رنگ غیر طبیعی داشته باشند.

 بررسی آلودگی محیط های کشت )استریل بودن محیط های کشت(:

-5عدد یا کمتر باشد، باید به تعداد  Lot ،811ه شده در هر سری ساخت یا در صورتیکه تعداد پلیت یا لوله تهی 

های با تعداد بیش از  Lotروز انکوبه نمود. برای  7-5به مدت  Cº 87-85محیط های تهیه شده را در دمای  8%

سیون از انکوبا پلیت یا لوله را به طور تصادفی برداشته و در شرایط فوق انکوبه نمود. بعد 81، باید به تعداد 811

 هیچ گونه رشد میکروبی نباید مشاهده شود.
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 : تفسیر نتایج

یک محیط کشت زمانی قابل قبول می باشد که با همه سویه های پیشنهادی برای آزمون محیط کشت که در 

مشخص شده است، رشد کافی داشته و خصوصیات مورفولوژیکی کلنی ها بارز باشد. در مورد محیط های  8جدول 

 ارگانیسم می انتخابی، رشد بعضی از ارگانیسم های خاص مهار می شود، ضمن اینکه اجازه رشد کافی به سایر

است، باید ایجاد شود. مثلاً در آمده  7دهد. در بعضی موارد، واکنشهای رنگی خاص یا همولیز همچنانکه در جدول 

مورد کشت بلادآگار ایجاد همولیز مناسب ضروری است و یا برای محیط مکانکی آگار ایجاد واکنش های رنگی 

 برای سویه های میکروبی مشخص ضروری می باشد.

 کشت یها طیمح یفیکنترک یها هیسو - 1 جدول

 محیط کشت

زمان 

انکوباسیو

 ن

 نتیجه قابل انتظار ارگانیسم های کنترلی

 بایل اسکولین آگار
71 

 ساعت

 S. faecalisاسترپتوکوك فکالیس 

 S. pyogenesاسترپتوکوك پایوژنز

 رشد مثبت، محیط سیاهرنگ می شود

 رشد منفی

 بلاد آگار

 2COجار شمع دار 

71 

 ساعت

 Streptococcus استرپتوکوك پایوژنز

pyogenes 

  S. pnemoniaeاسترپتوکوك پنومونیه

 بتا رشد مثبت دارای همولیز

 رشد مثبت دارای همولیز آلفا

 شکلات آگار
71 

 ساعت

 Haemophilus هموفیلوس آنفلوانزا

influenzae 

 رشد مثبت
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 لیزین

دکربوکسیلاز)محیط 

بوسیله روغن استریل 

 پوشانده میشود(

11 

 ساعت

 S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم 

 Shigella flexneriفلکسنری  شیگلا

 مثبت )بنفش رنگ می شود(

 منفی )بدون تغییر رنگ(

 ز()دکربوکسیلا اورنیتین
11 

 ساعت

  S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم

 K. pneumoniaeکلبسیلا پنومونیه 

 مثبت

 منفی

 آرژینین 

 )دی هیدرولاز(

11 

 ساعت

 S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم 

  Proteus mirabilisپروتئوس میرابیلیس

 مثبت

 منفی

 ژلاتین از
71 

 ساعت

 E. coliاشرشیا کلی 

  Bacillus subtilisسوبتیلیس باسیلوس

 منفی

 مثبت

 کلیگلرآیرون آگار

 

71 

 ساعت

  Citrobacter frundiiسیتروباکتر فروندی

  S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم

 Sh. flexneriشیگلا فلکسنری 

 کالکوستیکوساسینتوباکتر 

Acinetobacter calcoaceticus 

 2A/A, SHگاز + 

 2K/A, SHگاز یا بدون گاز + 

K/A 

 تغییر نمی کند

 مکانکی آگار
71 

 ساعت

 کلنی های قرمز رنگ E. coliاشرشیا کلی 
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)همراه با کریستال 

 ویوله(

  Proteus mirabilisپروتئوس میرابیلیس

 S. faecalisاسترپتوکوك فکالیس 

های بیرنگ، بدون سوارمینگ کلنی 

 )خزش(

 رشد منفی

 

 مالونات

 

71 

 ساعت

 E. coliاشرشیا کلی 

  K. pneumoniaکلبسیلا پنومونیه

 منفی )سبز رنگ(

 مثبت )آبی رنگ(

 مانیتول سالت آگار
71 

 ساعت

 S. aureusاستافیلوکوك اورئوس 

 S. epidermidis استافیلوکوك

 اپیدرمیدیس

 E. coliاشرشیا کلی 

 های زرد رنگکلنی 

 کلنی های قرمز رنگ

 رشد منفی

MRVP 

11 

 ساعت

  E. coliاشرشیا کلی

  K. pneumoniaکلبسیلا پنومونیه

MR مثبت- VP منفی 

MR منفی- VP مثبت 

 مولرهینتون آگار
71 

 ساعت

 استافیلوکوك اورئوس

S. aureus ATCC 25923 

 سودوموناس آئروژینوزا

P. aeruginosa ATCC 27853 

به جدول میزان هاله عدم رشد قابل 

 قبول در بخش آنتی بیوگرام مراجعه شود
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 E. coli ATCC 25922اشرشیا کلی 

 نیترات براث
71 

 ساعت

  E. coliاشرشیا کلی 

 اسینتوباکتر کالکوستیکوس

Acinetobacter calcoaceticus 

 مثبت

 منفی

 آب پپتونه )اندول(
71 

 ساعت

 E. coliاشرشیا کلی 

 K. pneumoniaeکلبسیلا پنومونیه 

 مثبت

 منفی

 فنیل آلانین دآمیناز
71 

 ساعت

 E. coliاشرشیا کلی 

 mirabilis. P پروتئوس میرابیلیس 

 منفی

 مثبت

سالمونلا شیگلا آگار 

(S.S) 

یا دزوکسی کلات 

 سیترات آگار

71 

 ساعت

 E. coliاشرشیا کلی 

 Salmonella سالمونلا تایفی موریوم

typhimurium 

 Yersinia یرسینیا انتروکولیتیکا

enterocolitica 

 Shigella flexneriشیگلا فلکسنری 

 منفی

 کلنی های بیرنگ

 کلنی های بیرنگ

 کلنی های بیرنگ

 (SF) سلنیت برات
71 

 ساعت

 S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم 

 E. coliاشرشیا کلی 

 بعد از کشت مجدد رشد می کند

 نمی کند بعد از کشت مجدد رشد
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)در  سیمون سیترات

لوله های با درپیچ شل 

در انکوباتور گذاشته 

 شود(

11 

 ساعت

 E. coliاشرشیا کلی  

  K. pneumoniaکلبسیلا پنومونیه

 منفی -رشد 

 رنگ آبی -مثبت -رشد 

TCBS آگار    
71 

  ساعت

Vibrio SPP    کلنی های زرد رنگ  

 

 تایر مارتین

 

71 

 ساعت

 Neisseria  مننژیتیدیسنایسریا 

)2meningitidis (CO 

   N. Gonorrhoeaeنایسریا گونوره

  E. coliاشرشیا کلی

 مثبت - رشد 

 مثبت - رشد 

 منفی - رشد 

 تایوگلیکولات براث

Thioglycollate 

broth 

71 

 ساعت

 Bacteriodes باکتروئیدس فراجیلیس

fragilis  

 مثبت  -رشد

TSI 

 8عمق محیط باید 

 متر باشدسانتی 

)با درپیچ شل اتوو 

 گذاری شود(

71 

 ساعت

 Citrobacter frundii سیتروباکتر فروندی

  S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم

  اسینتوباکتر کالکوستیکوس

Acinetobacter calcoaceticus 

 2A/A, SHگاز + 

 2K/A, SHگاز یا بدون گاز + 

K/A 

 

 تغییر نمی کند
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 محیط اوره
71 

 ساعت

 E. coliاشرشیا کلی 

 P. mirabilisپروتئوس میرابیلیس 

 منفی

 مثبت، صورتی

Eosin Methylen 

Blue Agar (EMB) 

71 

 ساعت

  S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم

   Sh. Flexneriشیگلا فلکسنری  

 E. coliاشرشیا کلی 

E.faecali  ) (29212   

 کهربایی تا رنگ بی های رشد،کلنی

 کهربایی تا رنگ بی های رشد،کلنی

با درخشش  سیاه آبی های رشد،کلنی

 متالیک سبز

 (جزئی) رشد مهار

Xylose 

Decarboxylate 

Agar (XLD)  

71 

 ساعت

  S. typhimuriumسالمونلا تایفی موریوم

   Sh. Flexneriشیگلا فلکسنری 

 E.faecalis انتروکوك فکالیس 

 E. coliاشرشیا کلی 

 سیاه مرکز با قرمز های رشد،کلنی

 قرمز های رشد،کلنی

 )جزئی( رشد مهار

 قرمز_زرد تا زرد کلنی های

 فارلند مک نیم کدورت استاندارد تهیه روش

 هدف: -8

میکروبی، باید از استاندارد سولفات باریم  حساسیتجهت استاندارد کردن غلظت تلقیح برای آزمایش تعیین 

(4BaSo برابر با استاندارد نیم مک فارلند ،).استفاده شود 

 مواد و ابزار لازم: -7
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 دار، درپیچ ای شیشه آزمایش لوله ژوژه، بالن مزور، مقطر، آب سولفوریک، اسید دهیدراته، باریم کلرور

 اسپکتروفتومتر

 روش انجام کار: -8

 :شود می تهیه زیر روش به فارلند مک نیم استاندارد کدورت

8-  Ml 5/1 ( 2از کلرور باریمBaCl )mol/l 111/1 (O22H .2W/VBaCl 875/8% را به )ml5 /77  اسید

 بدست آورید. سوسپانسیون( اضافه کنید و با هم زدن مداوم V/V 8%) mol/l 81/1سولفوریک

، cm8 کدورت استاندارد با استفاده از اندازه گیری جذب در اسپکتروفتومتر با طول مسیر نوری  صحیح چگالی -7

 باشد. 88/1تا  11/1بین باید  nm675 مشخص شود. جذب در 

دار هم اندازه با لوله های سوسپانسیون  درپیچدر لوله های  ml6-1 سولفات باریم باید به مقدار  سوسپانسیون -8

 باکتریایی ریخته شود.

 درب این لوله ها باید محکم بسته شوند و در دمای اتاق  و در تاریکی نگهداری گردند. -1

ود، تا زده ش مکانیکی( هم با ورتکس ترجیحابار استفاده باید به شدت )استاندارد سولفات باریم قبل از هر  -5

 گردد. در صورت مشاهده ذرات بزرگ، باید استاندارد تازه ای تهیه گردد.  کدورت یکنواختی ایجاد

محدوده  از خیار ODتغییر(نیاز  صورت در و گیری، اندازه ماه هر باید فارلند مک نیم استاندارد نوری جذب -6

 .شود تعویض ماه شش از پس حداکثر باید فارلند مک نیم استاندارد گردد تعویض( 88/1ا ت 11/1
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 نیم مک فارلند کدورت مقایسه  -2 شکل
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 حساسیت میکروبی کنترل کیفیت دیسک های آنتی بیوتیک جهت انجام آزمایش تعیین

 disk diffusion agarحساسیت میکروبی به روش  تعیین

 هدف  

 برنامه کنترل کیفی پایش و ارزیابی موارد زیر می باشد:هدف از 

  صحت و دقت روش انجام آزمایش تعیین حساسیت 

 مواد و وسایل به کار برده شده در این آزمایش 

  .عملکرد افرادی که آزمایش را انجام داده و نتایج بدست آمده را قرائت می نمایند 

رس داشتن سویه های کنترل کیفی تهیه شده از مراکز معتبر به منظور دست یابی بهینه به این اهداف در دست

 ضروری است. 

 عبارتند از:دیسک های آنتی بیوتیک کنترل کیفی برای   CLSIپیشنهادی توسطسویه های 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Escherichia coli ATCC 25922 

Escherichia coli ATCC 35218 

Haemophilus influenzae ATCC 49247 

Haemophilus influenzae ATCC 49766 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 

E.coli ATCC 35218   ،فقط به عنوان یک میکروارگانیسم کنترلی برای ترکیبات ممانعت کننده بتالاکتاماز

 مثل ترکیبات حاوی کلاولانیک اسید، سولباکتام یا تازوباکتام پیشنهاد می شود. 

 

Enterococcus faecalis ATCC 29212  یا E.faecalis ATCC 33186 مولر  ارزیابی محیط برای

محیط کشت قابل قبول، هاله عدم درهینتون آگار با دیسک تری متوپریم/ سولفامتوکسازول استفاده می شود. 

محیطهای کشت غیر قابل قبول، هاله عدم  شود در حالیکه دریا بزرگتر ایجاد می  mm 71رشد واضحی به قطر 

ایجاد  mm 71هاله ای با قطر کمتر از  یا در داخل هاله، رشد کم مشاهده می شود و یا می شودرشد ایجاد ن

 . این کار به منظور بررسی مقادیر غیرقابل قبول  تیمیدین در محیط کشت مزبور است. گرددمی

Enterococcus faecalis ATCC 29212  آمینوگلیکوزید با دوز بالا به  دیسک هایبرای کنترل  همچنین

 کار می رود.

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603  به عنوان یک سویه کنترلی برای آزمایشاتESBL  به کار

 برده می شود. 

 قطر هاله عدم رشد سویه کنترلی/ دیسک آنتی بیوتیکی یتکنترل کیف

و با استفاده از همان مواد و روشی disk diffusion سویه های کنترل کیفی  را باید به روش استاندارد آزمایش 

 CLSIبا جداول را نتایج و  اتآزمایش  تفاده می شودسنمونه های کلینیکی اده از شکه برای سویه های جدا 
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د. محدوده قطر هاله عدم رشد قابل قبول برای هر سویه کنترلی نسبت به یک دیسک آنتی نمومقایسه و بررسی 

 فهرست شده است.  CLSIبیوتیکی در جداول 

یر ناشی از تغی "ر روش انجام آزمایش نباشد، احتمالاچنانچه تغییر در میانگین قطر هاله عدم رشد ناشی از خطا د

در حساسیت ذاتی باکتری نسبت به آن آنتی بیوتیک می باشد. در این صورت لازم است کشت تازه از سوش کنترل 

 تهیه شود. 

 ؟گیردانجام  باید درچه فواصل زمانی  دیسک آنتی بیوتیکی یزمایش کنترل کیفآ

  انجام آزمایش روزانه _الف 

روز متوالی آزمایش تعیین حساسیت انجام و نتایج با  71برای هر سویه کنترلی با یک دیسک آنتی بیوتیکی باید  

 71تنها یک مورد از  %75مقادیر قابل قبول اشاره شده در جداول فوق مقایسه گردد. بر اساس ضریب اطمینان 

بیشتر از یک مورد خارج از محدوده کنترل  چنانچه .نترل باشدکت شده می تواند خارج از محدوده ئنتیجه قرا

 باشد نیاز به اقدامات اصلاحی خواهد بود، که در ادامه توضیح داده می شود. 

 انجام آزمایش هفتگی  _ب 

قطر هاله عدم رشد برای هر سویه کنترلی/ دیسک آنتی بیوتیکی خارج  نتیجه  71یک مورد از تنها  در صورتیکه -

  .، کنترل کیفی روزانه را به هفتگی تغییر دهید قرار گیرد CLSIدر جداول  مندرجاز محدوده قابل قبول 

 ختمانند سری ساآزمایش کنترل کیفی هفتگی را یکبار در هفته و هم چنین زمانیکه یکی از عوامل آزمایش ) -

 آگار یا دیسکهای تهیه شده از یک سازنده( تغییر کند، انجام دهید. 

  .تاصلاحی مورد نیاز اس اقداماتترل کیفی هفتگی خارج از محدوده قابل قبول باشد ، انجام اگر هر یک از نتایج کن
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 (Corrective actions)اصلاحی  اقدامات

 نتایج خارج از محدوده قابل قبول به دلیل خطاهای مشهود و واضح شامل: _الف 

ما و استفاده غیرعمدی از دو  واضح سویهآلودگی ، استفاده از سویه کنترلی اشتباه، استفاده از دیسک اشتباه -

و پس از اصلاح آزمایش  ایجاد خطا مکتوب دلیل باید بوجود آمده است . دراین حال شرایط اشتباه انکوباسیون

، عملیات اصلاحی بیشتری مورد نیاز  مورد نظر قرار گرفتدوباره تکرار شود. اگر نتایج گزارش شده در محدوده 

 نمی باشد . 

نامشخص است. در این حال باید اقدامات اصلاحی فوری بشرح زیر نتایج خارج از محدوده کنترل ایجاد عامل  _ب 

 انجام شود.

 روز متوالی تکرار و همه نتایج را ثبت کنید.  5آزمایش را جهت یک سویه کنترلی / دیسک آنتی بیوتیکی برای  -

 بیشتری قابل قبول باشد ، عملیات اصلاحیو در محدوده  CLSIهاله مطابق جداول  قطر 5اگر اندازه هر  -

 مورد نیاز نمی باشد. 

قطر هاله عدم رشد خارج از محدوده قابل قبول باشد ، به عملیات اصلاحی اضافی نیاز  5اگر اندازه هر یک از   -

 است. 

 آزمایشهای کنترلی روزانه باید ادامه داده شود تا به دلیل نهایی مشکل پی برده شود.  -

 حی اضافی:عملیات اصلا

اشکال کلی در یک  خطای مشاهده شده بعلت بروز "وقتی عملیات اصلاحی فوری مشکل را حل نکرد، احتمالا

 د. مانند:نبررسی شوموارد بیشتری باید  ایجاد شده است. در این حالت سیستم و نه یک خطای تصادفی 

 قطر هاله های عدم رشد اندازه گیری و ثبت  صحیح  -
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 )دور از رطوبت و در دمای مناسب(دیسکها و مواد مورد استفاده  و شرایط نگهداری  رعایت تاریخ انقضا -

 دما و اتمسفر انکوباتور مناسب بودن   -

 سویه های کنترل نبودن آلوده تغییرنیافتن یا   -

 سوسپانسیون تلقیح با استاندارد نیم مک فارلند  مطابقت صحیح  -

 71یشتر از بانکوباسیون آن مدت زمان  باید تازه بوده و کشتپلیت )استفاده از پلیت کشت تازه برای تلقیح  -

 (ساعت نباشد

 توان کنترل کیفی هفتگی را برقرار کرد. وقتی مشکل بر طرف شد، می

 نگهداری دیسکهای آنتی بیوتیکی

 و پایین تر تا زمان مصرف نگهداری شوند.  -C 81˚و پایین تر ، یا در فریزر C 1˚دیسکها باید در یخچال -

تمامی دیسکهای گروه بتالاکتام مانند پنی سیلین، آمپی سیلین، کربنی سیلین، تیکارسیلین، اگزاسیلین و نسل  -

شوند، و فقط می توان مقداری از آن را بر اساس کار نگهداری اول، دوم و سوم سفالوسپورین ها و ... باید در فریزر 

 گهداری نمود. روزانه آزمایشگاه حداکثر به مدت یک هفته در یخچال ن

 ، سفاکلر و ترکیبات کلاولانیک اسید یا سولباکتام  اگر تا هنگامایمیپنم بعضی آنتی بیوتیکهای حساس مثل  -

 مصرف در فریزر نگهداری شوند، پایداری بیشتری خواهند داشت. 

 مواد جاذب رطوبت نگهداری شوند.  یدیسکها باید در ظروف دارای درپوش محکم و حاو -

تا دو ساعت قبل از استفاده از یخچال یا فریزر خارج شوند تا به درجه حرارت  کی آنتی بیوتیکی باید یدیسکها -

 اتاق برسند. 
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 میکروب شناسی تعیین حجم لوپ

های بالینی بویژه ادرار به منظور تشخیص عفونت لازم است از های بدست آمده از کشت نمونهبرای شمارش کلنی

های بایست همواره از لوپهای کالیبره جهت کشت نمونهمعین استفاده شود. آزمایشگاه می لوپهای استاندارد با حجم

 ( را گزارش نماید.(CFU/mlلیتر ادرارهای موجود در هر میلیادراری استفاده وتعداد کلنی

ی حجم سشود. ساده ترین روش برای بررسنجی و توزین استفاده میبرای بررسی حجم لوپ از روشهایی مانند رنگ

سنجی از طریق اسپکتروفتومتر یا فتومتر به کمک مواد رنگی مانند متیلن بلو ، کریستال لوپ استفاده از روش رنگ

سنجی با استفاده از اوانس بلو توضیح داده شده است.در باشد. در این دستورالعمل روش رنگویوله و اوانس بلو می

 طول موج و جذب نوری ویژه همان ماده بکار برده شود.صورت استفاده از سایر مواد رنگی ، میبایستی 

 ابزار و مواد مورد نیاز تعیین  حجم لوپ با استفاده از ماده رنگی اوانس بلو

دسترس بوده و به آسانی در آب حل .این ماده به صورت پودر تجاری قابل (Evans Blue)پودر اوانس بلو  -8

 شود.می

 آب مقطر -7

 لوله آزمایش -8

 پیپت یا سمپلر -1

 اسپکتروفتومتر یا فتومتر کالیبره -5

 کاغذ میلیمتری -6
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 به روش رنگ سنجی: تعیین حجم لوپ روش انجام

8- 71mg  آب حل نمایید. غلظت این محلول  میلی لیتر 81از پودر رنگی اوانس بلو را درg 7/1 811در  

 باشد. می

آب مقطر  1ml باقیماندههای در هر یک از لوله و میلی لیتر 7انتخاب کرده ، در لوله اول  آزمایشلوله  6  -7

برداشته در لوله اول ریخته و کاملا ( 811در g 7/1)اولیه  ذخیرهمحلول  ( ازمیلی لیتر 17/1)لاندا  71بریزید. 

از لوله اول برداشته و در لوله دوم بریزید ، از لوله دوم ، در لوله سوم و این عمل  میلی لیتر 8مخلوط نمایید. سپس 

محلول  6یک میلی لیتر از لوله ششم را برداشته و دور بریزید . به این ترتیب  نهایترا تا آخر ادامه دهید. در 

 بشرح زیر خواهد بود. خواهید داشت که رقت نهایی بدست آمده در هر یک و میزان ماده رنگی موجود در آن

 

 

 

 

71 λ ذخیره از محلول 

0.2g/100 

 

 

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

 روش رقیق سازی ماده رنگی -3  شکل
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 nm 671محلول حاصله را به کمک اسپکتروفتومتر در طول موج  6 هر یک از (OD)میزان جذب نوری  -8

 بدست آورید.

 لیتر آب مقطر بریزید.میلی 8لوله آزمایش برداشته و در هر یک  81جهت تعیین حجم لوپ مورد بررسی ،  -1

های لوپ تحت کنترل را بطور کاملا عمودی وارد محلول ذخیره اولیه نموده ، از محلول رنگی برداشته و در لوله  -5

وی کاغذ خشک کن قرار دهید تا کاملا خشک بار تکرار و در فواصل لوپ را ر 81آزمایش فرو برید . این کار را 

 شود. از سوزاندن لوپ خودداری نمایید. 

 قرائت نمائید.  nm 671ها را در طول موج بعد از مخلوط کردن ، جذب هریک از لوله -6

های تهیه شده و محور  متری نموداری ترسیم نمایید که در آن ، محور افقی نشانگر رقتبر روی کاغذ میلی  -7

 عمودی نمایانگر جذب نوری هر رقت باشد. 

توان ضریب رقت لوپ کنترلی قرار دادن میانگین جذب بدست آمده از لوپ کنترلی، روی محور عمودی می با   -1

 را از روی محور افقی بدست آورد.

 ده از کشت روی پلیت را در عکسهای بدست آملیتر ادرار ، باید تعداد کلنیجهت تعیین تعداد کلنی در هر میلی

 511های روی پلیت و تعداد کلنی 811/8ضریب رقت لوپ ، ضرب کرد. بطور مثال اگر ضریب رقت لوپ مجهول 

 گزارش نمود. cfu/ml 111/51 ضرب و نتیجه را بصورت 811را در  511عدد باشد ، باید 

توان کتریولوژی وجود دارد که از بین آنها میروشهای دیگری نیز برای بررسی میزان حجم برداشتی توسط لوپ با

اشاره  edition  thiagnostic microbiology ,Elmer W.Koneman, 5 به روش توزینی مندرج در کتاب

کرد که در آن با استفاده از ترازوی بسیار حساس تغییرات وزن دیسک کاغذی بعد از افزودن یک لوپ آب مقطر 

 گردد.  روی آن، محاسبه می
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 موارد بحرانی در آزمایشگاه میکرب شناسی

موارد بحرانی در آزمایشگاه میکرب شناسی، شامل نتایج آزمایش هایی است که می توانند تهدید کننده حیات 

ممکن به اطلاع پزشک معالج برسد. این موارد شامل یافته های مرتبط با  طریق و از هر "بیمار باشند و باید فورا

خیص میکروارگانیسم ها و بعضی از مقاومت های میکربی است که از نظر بالینی مهم هستند ارگان های درگیر، تش

و نیاز به اطلاع رسانی فوری آزمایشگاه دارد، به نحوی که اقدام سریع پزشک معالج، پرسنل بیمارستان و یا گزارش 

 به مراجع مسئول را طلب می کند.

 وظایف آزمایشگاه:

اهی و به به طور شف "بیمارستانی و غیر بیمارستانی موظف هستند نتایج بحرانی را فوراکلیه آزمایشگاه های  -8

 شیوه مناسب و از هر طریق ممکن به اطلاع پزشک معالج یا پرسنل درمانی برسانند.

 آزمایشگاه موظف است فردی را به عنوان تأیید کننده و گزارش دهنده نتایج بحرانی مشخص نماید. -7

د اطلاع رسانی باید با ذکر جزئیات، مستند و نگهداری شود. برای مثال: نام فرد گزارش تمام مراحل فراین -8

دهنده، نام فرد تأیید کننده و مسئول، نحوه تماس، ساعت و تاریخ تماس، شماره تماس، مشخصات فردی که با او 

 تماس گرفته شده است و ....

شک یا یکی از کادر درمانی بیمار ناموفق بود، تمام اگر کلیه تلاش های منطقی و قابل قبول برای تماس با پز -1

 مراحل انجام شده باید توسط آزمایشگاه به صورت مکتوب نگهداری شود.

 به دنبال گزارش شفاهی، لازم است نتیجه آزمایش اولیه به صورت کتبی نیز گزارش شود. -5

ل پزشک یا پرسنبی به اطلاع گزارش نهایی موارد بحرانی، بعد از تکمیل مراحل آزمایش باید به صورت کت -6

 درمانی رسانده شود
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 آزمایش های باکتری شناسی -موارد بحرانی در آزمایشگاه میکرب شناسی -5جدول 

 آزمایش سن نتایج بحرانی ملاحظات

 هر نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 کشت خون

و(
 بل

ن
تیل

و م
م 

گر
ی 

یز
 آم

گ
)رن

ر 
می

اس
 

 هر نتیجه مثبت 
 تمام گروه های

 سنی
 (CSFمایع مغزی نخاعی )

اولین تشخیص باکتری در رنگ 

آمیزی گرم بحرانی تلقی می 

شود. در صورت مثبت شدن 

مجدد طی یک هفته، این نتیجه 

 دیگر بحرانی تلقی نمی گردد.

 هر نتیجه مثبت
تمام گروه های 

 سنی

مایعات استریل بدن شامل: جنب، 

 آسیت، مفصل، زجاجیه، پریکارد و ...

 نتیجه مثبتهر  
تمام گروه های 

 سنی

بیوپسی بافت مانند مغز، کبد، کلیه، 

 استخوان و مغز استخوان

 

هر نتیجه مثبت 

 یا منفی

تمام گروه های 

 سنی

نمونه های بخش جراحی مانند آبسه 

های مغزی و مایعاتی که در حین 

 جراحی برداشته می شوند

 هر نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 تراشه قرنیه
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 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 پتشی از نظر مننگوکک

باسیل های گرم مثبت درشت 

 مشابه کلستریدیوم
 نتیجه مثبت

تمام گروه های 

 سنی
 نمونه قانقاریای گازی

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

اسمیر گرم و پارشیال اسید فست 

 نوکاردیا

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

اسید فست در نمونه های اسمیر 

 تنفسی

 

 هر نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
ت کشت خون

کش
 

 هر نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 (CSFمایع مغزی نخاعی )

اولین تشخیص باکتری در 

کشت بحرانی تلقی می شود. 

در صورت مثبت شدن مجدد 

طی یک هفته، این نتیجه 

 دیگر بحرانی تلقی نمی گردد.

 نتیجه مثبتهر 
تمام گروه های 

 سنی

مایعات استریل بدن شامل: 

جنب، آسیت، آمنیوتیک، 

 مفصل، زجاجیه، پریکارد و ...



61 

 

 هر نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 تراشه قرنیه

 هر نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

بیوپسی بافت مانند مغز، کبد، 

کلیه، استخوان و مغز 

 استخوان

 

 ویبریونتیجه مثبت برای 

 کلرا

تمام گروه های 

 سنی

 مدفوع

 

 E. coliنتیجه مثبت برای 

Enterohemorrhagic 

 E. coli O157مانند 

 سال 81کمتر از 

 سال 87کمتر از  شیگلا نتیجه مثبت برای در بیماران بستری

 در بیماران بستری و سرپایی
 شیگلا نتیجه مثبت برای

 دیسانتریه

گروه های تمام 

 سنی

در صورت وجود خون یا 

 نمونه بیمار گلبول سفید در

 نتیجه مثبت برای

 کمپیلوباکتر
 اطفال

 در بیماران بستری و سرپایی
سالمونلا  نتیجه مثبت برای

 تایفی

تمام گروه های 

 سنی
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بیماران با علائم بالینی شدید 

 یا دارای نقص سیستم ایمنی

 نتیجه مثبت برای

 های غیر تایفیسالمونلا

تمام گروه های 

 سنی

 هر نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 مایع دیالیز

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

و  بورخلدریا مالئی

 سودومالئی

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

مونه در ن نیسریا مننژیتیدیس

های مایع مغزی نخاعی، 

 خون، مایع مفصل و پتشی

 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
ت در نمونه چشم سودوموناس

کش
 

 نتیجه مثبت هر نمونه ای
تمام گروه های 

 سنی
 بروسلاگونه های 

 نتیجه مثبت هر نمونه ای
تمام گروه های 

 سنی
 باسیلوس آنتراسیس
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 نتیجه مثبت هر نمونه ای
تمام گروه های 

 سنی
 فرانسیسلا تولارنسیس

 نتیجه مثبت هر نمونه ای
گروه های  تمام

 سنی
 یرسینیا پستیس

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

جدا شده از  Aاسترپتوکک گروه 

 فاسیت و یا زخم های جراحی

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 لژیونلا

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 لپتوسپیرا

زنان باردار و افراد مبتلا به هر 

 گونه نقص سیستم ایمنی

 مثبتنتیجه 
تمام گروه های 

 سنی
 لیستریا

در صورتی که از نمونه مجدد 

بیمار طی دو هفته دوباره 

باکتری جدا شود، دیگر به 

گزارش شفاهی یا فوری نیازی 

 نیست.

اولین بار جداسازی 

و جداسازی سویه 

 های مقاوم

(MDR  وXDR) 

تمام گروه های 

 سنی

مایکوباکتریوم کشت مثبت 

 توبرکولوزیس
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 اولین جواب مثبت نمونه ایهر 
تمام گروه های 

 سنی
 مایکوباکتریومسایر گونه های 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 کورینه باکتریوم دیفتریه

 نتیجه مثبت 

 زنان باردار  

 85-87هفته 

 بارداری

ه های در نمون استرپتوکوکوس آگالاکتیه

 ادرار، تناسلی و رکتوم در زنان باردار

 نتیجه مثبت  
تمام گروه های 

 سنی

یا گونه های سودوموناس آئروژینوزا 

 در نمونه ترشحات چشم باسیلوس

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

 بردتلا پرتوسیس

این مقاومت ها با نظر کمیته 

کنترل عفونت می تواند در 

بخش های مختلف بیمارستان 

به عنوان موارد بحرانی در نظر 

 گرفته شود.

 نتایج مثبت
تمام گروه های 

 سنی

ارگانیسم هایی با مقاومت میکربی 

، MRSA ،MRSچندگانه، مانند 

ESBLs ،مقاومت به کارباپنم ها ،

، VRSA ،VISA ،VREمقاومت 

پنوموکک مقاوم به پنی سیلین و هر 

 گونه مقاومت غیر منتظره
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 نتایج مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

، استرپتوکوکوس پنومونیه

 ،استرپتوکوکوس آگالاکتیه

لیستریا  ،هموفیلوس انفلوانزا

 نیسریا مننژیتیدیس ،منوسیتوژنز

 در نمونه مایع مغزی نخاعی

آ  
ی

وژ
رول

 س
ی و

 ژن
ی

آنت
ی 

ها
ش 

مای
ز

 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 تشخیص مورد جدید سیفیلیس

 

تیتر با ارزش آنتی 

 بادی

تمام گروه های 

 سنی
 لپتوسپیرا

اولیه به عنوان نتیجه تشخیص 

بحرانی تلقی می شود و جواب 

های مثبت مجدد طی یک 

هفته، دیگر به عنوان نتیجه 

 بحرانی تلقی نمی گردد.

 نتیجه مثبت
تمام گروه های 

 سنی

کلستریدیوم   Bو  Aتوکسین 

 در نمونه مدفوعدیفیسیل 

   
   

  
ن

سی
وک

ش ت
نج

س
 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

ونه در نم بوتولینومکلستریدیوم  

 ماده غذایی مصرفی

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 شیگاتوکسین در نمونه مدفوع
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 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

TB  در نمونه های مایع مغزی

 نخاعی و تنفسی

ی
کول

مول
ی 

ها
ش 

رو
 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 بردتلا پرتوسیس

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 در نمونه چشم کلامیدیا

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
MRSA 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
  لژیونلا
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 آزمایش های قارچ شناسی -موارد بحرانی در آزمایشگاه میکرب شناسی -5جدول 

 آزمایش سن نتایج بحرانی ملاحظات

 تمام گروه های سنی نتیجه مثبت 
در مایع  India Inkرنگ آمیزی 

 مغزی نخاعی از نظر کریپتوکوکوس

ا
یر

سم
 

 DFAپنوموسیستیس با روش  تمام گروه های سنی نتیجه مثبت 

 تراشه قرنیه تمام گروه های سنی هر نتیجه مثبت 

اولین تشخیص مستقیم 

قارچ در این نمونه ها، 

بحرانی تلقی می شود و در 

صورت مثبت شدن مجدد 

 دیگر بحرانیطی یک هفته، 

 تلقی نمی گردد.

 تمام گروه های سنی هر نتیجه مثبت

نمونه های کشت خون، مایع مغزی 

نخاعی، مایعات بدن یا نمونه های 

 بیوپسی بافت

 تمام گروه های سنی هر نتیجه مثبت 
نمونه بیوپسی سینوس در بیماران 

 دیابتی و دارای نقص سیستم ایمنی

 های سنیتمام گروه  هر نتیجه مثبت 

نمونه های کشت خون، مایع مغزی 

نخاعی، مایعات بدن یا نمونه های 

 بیوپسی بافت

ت
کش
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 تمام گروه های سنی هر نتیجه مثبت 
نمونه بیوپسی سینوس در بیماران 

 دیابتی و دارای نقص سیستم ایمنی

 تراشه قرنیه تمام گروه های سنی هر نتیجه مثبت 

نتیجه اولیه بحرانی تلقی 

شود و نیازی به گزارش می 

مجدد نمی باشد؛ مگر آن که 

در آزمایش کمی، افزایش 

تیتر  1معنی داری معادل 

در آزمایش های بعدی 

 مشاهده گردد.

 تمام گروه های سنی اولین جواب مثبت
در نمونه  کریپتوکوکوس آنتی ژن

 مایع مغزی نخاعی و سرم

ی
 ژن

ی
آنت

ی 
ها

ش 
مای

آز
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 آزمایش های انگل شناسی -بحرانی در آزمایشگاه میکرب شناسیموارد  -5جدول 

 آزمایش سن نتایج بحرانی ملاحظات

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 اسمیر مالاریا

   
  

ا
ت

کش
یا 

ر 
می

س
 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

اسمیر لارو استروژیلوئیدس استرکورالیس در 

 نمونه های خارج روده ای

 مثبت نتیجه      
تمام گروه های 

 سنی

اسمیر تروفوزوئیت انتامبا هیستولیتیکا در 

 مدفوع خونی

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

اسمیر یا کشت گونه های اکانتامبا از مایع 

 مغزی نخاعی یا چشم

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

اسمیر یا کشت گونه های نگلریا از سیستم 

 (CNSاعصاب مرکزی )

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

توکسوپلاسما در نمونه مایع مغزی نخاعی و 

 مایع آمنیوتیک

ی 
ها

 
ش

مای
آز

 و 
ی

 ژن
ی

آنت

ی
وژ

رول
س

 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

توکسوپلاسما در نمونه مایع مغزی نخاعی و 

 مایع آمنیوتیک

  
ی 

شها
رو ولکمو

ی
ل
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 آزمایش های ویروس شناسی -میکرب شناسیموارد بحرانی در آزمایشگاه  -5جدول 

 آزمایش سن نتایج بحرانی ملاحظات

 نتایج مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

ویروس هرپس سیمپلکس در نمونه های 

مایع مغزی نخاعی، مغز، مایع آمنیوتیک و 

 چشم

ت
کش

 

 نتیجه مثبت 
در پایان دوره 

 بارداری

ویروس هرپس سیمپلکس در نمونه های 

 زخم تناسلی

 نتایج مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 آنسفالیت های ویروسی

 

هر نتیجه 

 مثبت
 نمونه مایع مغزی نخاعی شیرخواران ماه 87کمتر از 

 نتایج مثبت در شروع اپیدمی
تمام گروه های 

 سنی
 Bو A انفلوانزای 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 نورو ویروس در نمونه مدفوع
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، انترو CMVمانند 

 EBV ،VZVویروس، 
 نتایج مثبت 

تمام گروه های 

 سنی

نمونه های مایع مغزی نخاعی، خون، مایعات 

استریل بدن، مایع آمنیوتیک یا نمونه های 

 بیوپسی بافت

 اطفال نتیجه مثبت 
Respiratory Syncytial Virus 

(RSV)  

 نتایج مثبت  
تمام گروه های 

 سنی

نمونه های ویروس هرپس سیمپلکس در 

مایع مغزی نخاعی، مغز، مایع آمنیوتیک و 

ی چشم
کول

مول
ی 

ها
ش 

رو
 

 نتیجه مثبت 
در پایان دوره 

 بارداری

ویروس هرپس سیمپلکس در نمونه های 

 زخم تناسلی

 نتایج مثبت  
تمام گروه های 

 سنی
 آنسفالیت های ویروسی

 

هر نتیجه 

 مثبت
 شیرخواراننمونه مایع مغزی نخاعی  ماه 87کمتر از 

 نتایج مثبت  در شروع اپیدمی
تمام گروه های 

 سنی
 Bو A انفلوانزای 

 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی
 نورو ویروس در نمونه مدفوع
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 نتیجه مثبت 
تمام گروه های 

 سنی

( به روش کمی CMVسیتومگالوویروس )

(viral load)  در بیماران پیوندی یا دارای

 8شیرخواران کمتر از نقص سیستم ایمنی و 

 ماه

 RSV اطفال نتیجه مثبت 

 اتوکلاو

اگر چه اتوکلاو بهترین وسیله برای استریلیزاسیون است، باید تصدیق کنیم که طولانی شدن مرحلة گرمایی، سبب 

کاهش کیفیت مواد مغذی در محیط های کشت کمپلکس محتوی  قند، مواد معدنی و فلزی می شود و در نتیجه 

محیط های کشت زیان وارد می کند. بنابراین در چرخة استریلیزاسیون باید از زمان کوتاهتر و دمای بالاتر به 

 استفاده کنیم تا علاوه بر آنکه آسیب کمتری به محیط کشت وارد می شود، برای ارگانیسم نیز کشنده تر باشد.

 چرخة استریلیزاسیون

  زمان بالا رفتن دما در محفظة اتوکلاو  8مرحلة : 

  زمان نفوذ گرما به داخل ظرف محیط کشت  7مرحلة : 

  8مرحلة ( زمان نگهداری در دمای مقرر :˚C878) 

  زمان پایین آمدن دمای محفظه 1مرحلة : 

 انواع استریلیزاسیون

 استریلیزاسیون محیط های کشت و محلول ها 
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   استریلیزاسیون مواد مصرفی آلوده 

   استریلیزاسیون مواد خشک بسته بندی شده 

 استریلیزاسیون محیط های کشت و محلولها

  آنها را پر نکنید. درپیچ آنها را شل  دوسوم حجمبهتر است از لوله و ارلن درپیچ دار استفاده شود. بیشتر از

 کنید.

 5د. باید فاصلة اشیاء از یکدیگر و از دیواره های اتوکلاو حداقل از قرار دادن اشیاء بر روی یکدیگر بپرهیزی 

 سانتی متر باشد تا بخار جریان یابد. 

  ًمعمولا( دقیقه در  85درب اتوکلاو را ببندید. زمان و دما را طبق دستور شرکت سازنده˚C878.تنظیم کنید ) 

 قدار قند بالا یا عوامل مهار کننده در بعضی از محیط های کشت که به دمای بالا حساس هستند )محتوی م

محصول نهایی کاهش می  pHمثل دزوکسی کولات سدیم یا نمکهای صفراوی هستند( تحت تأثیر دمای بالا،  

 یابد.

  دمای استریلیزاسیون به دمای چمبر اتوکلاو برمیگردد نه به دمای محیط کشت. زمان لازم برای رسیدن به

 اشد.این دما باید در حد ممکن کوتاه ب

چرخة استریلیزاسیون باید متناسب با زمان نفوذ گرما در نظر گرفته شود. برای مثال محتویات یک ظرف یک 

 محاسبه شود.، C878˚رسیدن محفظه به دمای  لحظهدقیقه از  85 مدت زمان لیتری محیط کشت باید

 

 استریلیزاسیون مواد مصرفی آلوده
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  و بر روی آنها برچسب  آلوده را جدا نموده و در کیسه های قابل اتوکلاو شدن قرار دهید مصرفیمواد                

Biohazard  صب کنید.ن 

  برای اطمینان از نفوذ بخار به همة قسمتهای کیسه، یا گرة آنرا شل کنید یا قبل از محکم کردن گره، یک

 کیسه را پر نکنید. هارمسه چاز لیتر( آب به آن اضافه کنید. بیش  8/1پیمانه )

 .برای جلوگیری از مسدود شدن آبگذر اتاقک اتوکلاو توسط آگار مذاب، کیسه ها را داخل سطل قرار دهید 

  ،دقیقه در  81-61زمان لازم برای استریلیزاسیون زباله˚C878 دقیقه در  85-81یا˚C 881.می باشد 

  طبیعی دور بریزید. اما محیط کشت محتوی سلنیت را باید وقتی آگار ذوب شده، سفت شد آنرا مثل زبالة

 بصورت زبالة مخصوص منهدم کنید.

 استریلیزاسیون مواد خشک بسته بندی شده

  بسته ها را طوری در اتوکلاو قرار دهید که حداکثر چرخش بخار  در بین آنها ایجاد شود و با دیواره های

 اتوکلاو نیز تماسی نداشته باشند.

  دقیقه  81دقیقه با خروج سریع بخار یا  75برای استریلیزاسیون مواد خشک بسته بندی شده ، زمان لازم

 می باشد.C 878˚بدون خروج بخار در دمای 

 نحوة نگهداری

  روزانه: صفحة کف اتوکلاو را از سوراخ آبگذر اتاقک جدا کرده، تمیز کنید. لوازم فرعی مثل طبقات و سینی

 د. سطح آب ژنراتور را کنترل کنید.ها را با آب و صابون بشویی

 .هفتگی: آبگذر و درزها را تمیز کنید. سوپاپ اطمینان را بررسی کنید 
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 .ماهانه: آب دستگاه را تعویض نمایید 

  ماه: داخل و خارج دستگاه و قسمت بیرونی آبگذر را تمیز کنید. 8هر 

  ماه: دستگاه توسط نمایندة سرویس تعمیر، بازرسی شود. 6هر 

 اتوکلاو: ل کیفیکنتر  

 :شیمیایی اندیکاتور

 استفاده اندیکاتور این از استفاده، بار هر اتوکلاو در مستمر پایش برای : 6 کلاس  (TST) شیمیایی اندیکاتور

 .کنید

مناسب  رنگ تغییر مشاهدة .دهد می تغییر رنگ و کند می کنترل را دما و بخار زمان، عامل سه اندیکاتور این

 .است دستگاه مطلوب عملکرد دهنده نشان سترون سازی، مرحله پایان از پس اندیکاتور

 

 نمونه اندیکاتور های شیمیایی -4  شکل
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 :بیولوژیک اندیکاتور

 هفتگی طور به Geobacillus stearothermophilusATCC 7953 اسپور حاوی اندیکاتور ویال از استفاده

  .می شود توصیه آن عملکرد پایش برای اتوکلاو کاری بار با متناسب فواصل بیشتر، یا

 اسپور:  حاوی اندیکاتور ویال از روش استفاده

 داده، قرار تنزیب تعدادی SafetyBox بخار مثل به نسبت نفوذپذیر و حرارت به مقاوم کوچک ظرف یک ته در

 وسایل و مواد سایر همراه را به آن و ببندید را SafetyBox درِ داده، قرار آن داخل را و بیولوژیک شیمیایی تست

 را بیرون بیولوژیک اندیکاتور ویال سیکل، پایان از پس .کنید اجرا را سترون سازی برنامه .دهید قرار دستگاه داخل

 آمپول داخلpH اندیکاتور و کشت محیط تا بشکنید را آن داخل ای شیشه آمپول ساعت 7 مدت طی و بیاورید

 گیرد، قرار تماس در اسپور باسیلوس به آغشته کاغذ با ای شیشه

 .کنید بررسی را آن در رنگ و تغییر نمایید انکوبه  C ̊ 8±  56دمای در ساعت  77 -71 مدت به را ویال سپس

 و کشت محیط pH تغییر و رشد باکتریایی نشانگر سازنده، توسط شده اعلام رنگ به کشت محیط رنگ تغییر

دستگاه  عملکرد صحت و باسیلوس رفتن بین از دهنده نشان رنگ، تغییر و عدم است دستگاه عملکرد صحت عدم

 .کنید ثبت را نتیجه .است



77 

 

 .کنید استفاده مثبت کنترل از ویال میکروارگانیسم داخل بودن زنده بررسی برای یکبار وقت چند مثبت:  کنترل

 از که های بیولوژیک ویال سایر همراه به شود، اتوکلاو که آن بدون را بیولوژیک ویال اندیکاتور یک کار، این برای

 موجود باسیلوس .نمایید انکوبه C 8± 56˚دمای  ساعت در  77-71 مدت به و بشکنید اید، کرده خارج اتوکلاو

 ایجاد ویال این نظر در مورد رنگ تغییر اگر .دهد تغییر را کشت محیط رنگ و کند رشد حتما باید ویال این در

 خودبخودی رفتن بین از دهنده نشان ندهد، رنگ تغییر این ویال اگر .است اعتماد قابل ها ویال سایر نتایج شود،

 .نیست اعتماد قابل نیز ها ویال سایر نتایج بنابراین باسیلوس است،

 بیولوژیکی اتوکلاو یها کاتوریاند نمونه -5 شکل
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 درجه برای ویال اتوکلاو 56انکئباتور  - 6  شکل

 ایمنی

  محافظ چشم استفاده کنید.از دستکش مقاوم به حرارت و 

    بعد از آن که فشار اتاقک اتوکلاو به صفر و دمای آن به حدود˚C61  رسید، کنار درِ اتوکلاو بایستید و آن را

 به آرامی باز کنید. منتظر بمانید تا ظروف کمی خنک شوند، سپس آنها را حمل کنید.

    هرگز در هنگام روشن بودن دستگاه اقدام به بارگذاری یا خارج نمودن وسایل و مواد ننمایید، همیشه ابتدا

 دستگاه را خاموش نموده و سپس اقدام به گذاردن و برداشتن وسایل نمایید.

 هل رت سهرگز در هنگام روشن بودن دستگاه و اتصال آن به پریز برق اقدام به تمیز نمودن آن نکنید. در صو

انگاری و ریختن آب یا مایعات بر روی تابلوی برق، فوراً دستگاه را از پریز جدا نموده و سپس اقدام به خشک کردن 

 تابلوی برق نمایید، از دستگاه استفاده نکنید تا مواد ریخته شده، کاملاً خشک شود.
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 .هرگز پیچ های محکم کنندة در را در هنگام کار دستگاه شل و سفت نکنید 

 فور)اون(

اون برای استریل کردن موادی که نمی توانند بطور کامل تحت نفوذ بخار قرار گیرند، اما می توانند دمای بالای 

بویژه برای ظروف شیشه ای مثل لوله آزمایش، را تحمل کنند، به کار  می رود. اون   C811 - 861˚مورد نیاز مثل 

   پتری دیش، پی پت و نیز برای آلات فلزی مثل پنس، اسکالپل و قیچی به کار می رود.                                                  

تایمر، اون باید دارای فن )جهت چرخش هوای متراکم در سراسر اتاقک(، نشانگر درجه حرارت، ترموستات و 

 طبقات مشبک، قفل داخلی درب و عایق بندی مناسب جداره ها باشد.

 استریلیزاسیون در اون

الذکر جهت استریل نمودن آنها در اون میتوان از فویل آلومینیومی یا کاغذ برای بسته بندی وسایل فوق -8  

د وزند چون پنبة نیم سوز مواد ضباید دقت شود که کاغذ و پنبه نس کرافت و سربطریهای پنبه ای استفاده نمود.

 باکتری فرّاری را متصاعد می کند.

سانتی متر از انتهای فوقانی پی پتها را با پنبة غیر جاذب ببندید و آنها را در ظروف فلزی قرار داده،  7حدود  -7  

 درب آنها را ببندید. 

را بطور عمودی در جا لوله ای قرار دهید. درپوش لوله های آزمایش را با کاغذ آلومینیومی بپوشانید و آنها  -8  

 درپوش، لبة لوله را از آلودگی از طریق هوا در طی ذخیره سازی حفظ می کند.  

در صورتی می توان بطری های درپیچ دار را در اون  استریل نمود که درپوش و آستری آنها از موادی مثل  -1  

 ود.باشد تا در دمای استریلیزاسیون از شکل طبیعی خارج نشپروپیلن  یا لاستیک سیلیکون ساخته شده فلز، پلی
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را در ظرف شیشه ای یا فلزی ودر اندازه های کوچک  Petroleum Jellyپودر، روغن، چربی و گریس مثل  -5  

 گرم یا عمق  یک سانتی متر تجاوز نکند، استریل نمایید. 81که از وزن 

 وسایل کردن خشک برایئن شوید. قبل از قرار دادن ظروف شیشه ای در اون، از خشک بودن آنها مطم -6  

 گردد. می استفاده C811˚ از کمتر دمای از معمولاً

 مواد را به گونه ای در اون قرار دهید که هوای داغ در اطراف و مابین آنها در جریان باشد. -7

 .کنید روشن را گرما منبع و ببندید را اون درِ -1

زمان نگهداری استریلیزاسیون از زمانی آغاز می شود که اتاقک به دمای استریل انتخابی برسد و نیز مدتی  -7  

  C811-861˚هم بیشتر درنظر گرفته می شود تا همة قسمتهای اتاقک و مواد داخل آن به دمای مورد نظر برسند)

 ساعت(. 7به مدت 

ن دستگاه، چند ساعت طول می کشد تا اشیاء داخل آن خنک شود، مگر آنکه مجهز به فن به دلیل عایق بود -81

خنک شوند. اگر هوای سرد  C61˚باشد. درب اون را باز نکنید تا اتاقک، ظروف  و مواد داخل آن تا دمای حدود 

 ناگهان وارد دستگاه شود ممکن است ظروف شیشه ای ترك بخورند.  

 نحوة نگهداری :

 .تعمیر شود بازرسی و سرویس نمایندة شود و سالانه توسط تمیز آن داخل ماهانه طور به

 و رسیده اتاق دمای به اون که کنید اطمینان حاصل معمول، نگهداری برای اقدام گونه هر انجام از قبل   توجه :

 .متصل نیست برق پریز به
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 :فور کنترل  کیفی

 پایش برایو مشاهدة تغییر رنگ مناسب از قرمز به سبز.  Browne ویال شیشه ای    :شیمیایی اندیکاتور

 پایان از اندیکاتور پس مناسب رنگ تغییر مشاهدة  .کنید استفاده اندیکاتور از این استفاده، بار هر در اون مستمر

 .است مطلوب دستگاه عملکرد دهنده نشان سازی، سترون مرحله

 

 نمونه از ویال های شیمیایی فور -6  شکل                            

 

 بهATCC 9372 حاوی اسپور باسیلوس سوبتیلیس واریتة نایجر کاغذی نوار از استفاده :بیولوژیک اندیکاتور

  .می شود توصیه آن عملکرد پایش برای اون کاری بار با متناسب فواصل بیشتر، یا هفتگی طور

 ساعت 7 مدت طی و بیرون بیاورید اون داخل از را بیولوژیک اندیکاتور کاغذی نوار پاکت سیکل، پایان از پس

 کشت محیط حاوی لوله داخل در و نمایید خارج (آسپتیک شرایط)استریل  پنس با شعله کنار در را اندیکاتور نوار
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 ساعت 11 به مدت حداقل را لوله و کنید تلقیح براث دایجست کازئین بین سوی یا (TSB) سوی براث تریپتیک

 باکتریایی رشد علامت که کدورت ایجاد نظر از روز هر را کشت محیط لوله .نمایید انکوبه C8 ±86˚دمای در

 بر را آن باید گردد، بنابراین بررسی باسیلوس این وجود نظر از باید رشد هرگونه مشاهده .نمایید است،بررسی

 .کنید را ثبت نتیجه .داد مجدد کشت مناسب، کشت های محیط روی

 بیولوژیک اندیکاتور کاغذی نوار های حاوی لوله سایر کنار در منفی کنترل لوله یک از همیشه  :منفی کنترل

 سایر کنار در کشت، محیط نبودن آلوده بررسی برای و است کشت محیط فقط حاوی لوله این .کنید استفاده

 ها لوله سایر همراه به را لوله این .گیرد می قرار داخل انکوباتور بیولوژیک، اندیکاتور کاغذی نوار حاوی های لوله

 کدورت ایجاد نظر از روز هر کشت را محیط لوله نمایید، انکوبه C 8 ±86˚دمای در ساعت 11 به مدت حداقل

ها  لوله سایر نتایج شود، ایجاد کدورت منفی کنترل لوله در اگر بررسی نمایید. است، باکتریایی رشد علامت که

 .باشد نمی اعتماد قابل

 کنترل از بیولوژیک اندیکاتور نوار کاغذی میکروارگانیسم بودن زنده بررسی برای یکبار وقت چند  :مثبت کنترل

گرفته  قرار اتوکلاو داخل در که آن بدون را بیولوژیک اندیکاتور کاغذی یک نوار کار این برای کنید استفاده مثبت

 محیط حاوی لوله داخل در و خارج نمایید آن پاکت از (آسپتیک شرایط) استریل پنس با شعله کنار در باشد،

حداقل  ها، لوله سایر همراه به .کنید تلقیح براث دایجست کازئین بین سوی یا (TSB)براث  سوی تریپتیک کشت

 علامت که کدورت ایجاد نظر از روز هر را کشت محیط لوله نمایید، انکوبه C 8 ±86˚دمای در ساعت 11 مدت به

 .نمایید بررسی است، باکتریایی رشد

 قابل مواد از نباید .باشد نمی قابل اعتماد ها لوله سایر نتایج نشود، ایجاد کدورت و رشد مثبت کنترل لوله در اگر 

 .شود استفاده اون داخل در انفجار یا اشتعال
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 : ایمنی

 خوردگی از تا نمود، جلوگیری داخل اون در خورنده بخارات یا اسیدی های محلول شدن پاشیده از باید 

 .شود داخلی پیشگیری های قفسه و سطوح

 حرارت، به مقاوم و عایق های مثل دستکش فردی حفاظت وسایل از اون، داخل از وسایل برداشتن برای باید 

 .گردد چشم استفاده محافظ یا ایمنی عینک

 انکوباتور

انکوباتور محفظه عایق بندی شده ایست که برای نگهداری دما و رطوبت کنترل شده محیط برای رشد 

هایی که  میکروارگانیسمبرای  2COمیکروارگانیسم ها نیاز است. بعضی انکوباتورها برای نگهداری میزان دلخواه از 

 ( هستند، تجهیز شده اند.Capnophilicدی اکسید کربن دوست )

 :2COانکوباتورهای بدون  _الف 

 .گیری و کالیبره اندازه کالیبره دماسنج با را انکوباتور دمای تنظیم کننده دما را روی دمای مورد نظر قرار دهید 

 .کنید ثبت دما، منحنی روی بر نوبت در دو و روزانه طور به و نموده

 .نمونه ها را به طور ایمن روی سینی ها یا قفسه ها قرار دهید 

  با قراردادن یک تشتک پر از آب متناسب با اندازه اتاقک در کف انکوباتور ، محیط مرطوب ایجاد  توانیدمی

 نمایید .

 ثبت نمایید مربوطه جداول در را روزانه دمای و کردن تمیز نگهداری، عملیات تمام. 

 دار:  2COانکوباتورهای  _ب 
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 در هر روز استفاده ثبت می شوند. QCدر برگه   2COسطح دما و  -

، تا زمان شارژ مجدد آن می توانیم جهت انکوباسیون نمونه های نیازمند 2COدر صورت اتمام کپسول گاز  نکته:

2CO .از کندل جار بصورت جایگزین استفاده نماییم 

 هداری:نگ

 مناسب گندزدای محلول از استفادهبا  عفونی، مواد ریختن از بعد نیز و ماهانه طور به باید انکوباتورها همه 

 .شوند تمیز

 کنید جدا برق پریز از را انکوباتور کردن، تمیز از قبل. 

 با را انکوباتور خارجی و سطوح داخلی .کنند نمی ایجاد خراش که کنید استفاده ای کننده تمیز مواد ا ز 

 .کنید تمیز کننده ملایم تمیز محلول به آغشته پارچه

 نمایید خودداری الکتریکی ساختارهای و کننده پاك مواد بین تماس از. 

 شود خشک انکوباتور داخل تا بمانید منتظر برق، به انکوباتور مجدد اتصال از قبل. 

 .است شده جدا برق پریز از و تمیز زدایی، انکوباتور، آلودگی که شوید مطمئن تعمیر، گونه هر انجام از قبل  :توجه

 های کپسول ایمنی، موارد رعایت منظور به CO2 محکم دیوار به سنگین زنجیر با صورت ایستاده به باید 

 سیلندرهای .بسته شوند محکم طور به باید ها درپوش و ها سوپاپ شود، نمی سیلندرها استفاده از که زمانی .شود

دمای  در را گاز هرگزسیلندرهای .کنید نگهداری زنجیر با طور محکم به گاز سیلندر کننده حمل روی را خالی

 .قرار ندهید افقی وضعیت در را سیلندرها .نکنید نگهداری  C57˚ از بالاتر
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