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 فصل اول : 

 هایدرآزمایشگاه ایمنی اصول و مقررات

 یشناس میکروب
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 بگیرد عهده آید،بهبرنمی آن ازعهده که را ایوظیفه انسان،انجام که است این غیراخلاقی عمل بزرگترین

 تشخیص و ،شناسایی رشد مشاهده برای آزمایشگاهی پایه هایتکنیک یادگیری عملی شناسیمیکروب درساز  هدف

 .باشدمی زابیماری هایمیکروارگانیسم ،بخصوص هامیکروارگانیسم

 مستثنی سایرعلوم از میکروبیولوژی علم جهت این به است رویت غیرقابل ولی زنده جهانی هامیکروب دنیای اینکه به باتوجه

 هاباکتری قرارگیری نوع و ساختمان و شکل به توانمی آمیزیرنگ هایوروش مختلف هایازمیکروسکوپ استفاده با باشدمی

 .برد پی

 کوچک بسیار هایارگانیسم این رفتار و داده کشت را هاباکتری کشت، هایمحیط متفاوت انواع از استفاده با توانمی همچنین

 .نمود مطالعه را مهم

 صورت هایآزمایش .گیرندمی قرار آزمایش و کشت مورد هامیکروارگانیسم آن در که است مکانی شناسی میکروب آزمایشگاه

 هایروش و گیرد، انجام اند،شده بندیطبقه منظم ایگونه به وسایل و مواد که استریل و پاکیزه کاملاً محیطی در باید گرفته

 باید مراقبت نهایت و بوده استریل استفاده مورد وسایل تمامی آزمایشگاه این در. شود انجام آسپتیک کاملا بصورت آزمایشگاهی

 .نشود آنها وارد میکروارگانیسمی تا گیرد صورت

 حتی که داشت یاد وبه هستند بیماریزا بالقوه و بالفعل هامیکروب که شد میکروبیولوژی آزمایشگاه وارد تصور این با باید همواره

 زابیماری توانندمی شود وارد دارد ضعیف ایمنی سیستم که فردی بدن به که صورتی در نیز زابیماری غیر هایقارچ و هاباکتری

 .باشند

 در لذا. باشد تواندمی عمده مشکلات از نیز آزمایش مورد هاینمونه ثانویه آلودگی کننده، آزمایش فرد سلامت از علاوه

 و گردد جلوگیری هامیکروب سایر رشد و ثانویه آلودگی از هامیکروارگانیسم تکثیر و رشد ضمن که کرد کاری باید آزمایشگاه

 طریق از یا بررسی مورد هایمیکروب بوسیله آزمایشگاه محیط که نمود توجه باید همچنین. نشوند آلوده نیز آمایشگاه پرسنل

 .شوند آلوده آزمایشگاه به شده وارد هاینمونه

 آزمایشگاه در عفونی مواد با کار و آزمایشگاه به نمونه ارسال، گیرینمونه مراحل تمام در آسپتیک هایروش است ذکر شایان

 . شوند رعایت باید

 رعایت بدون کاربرد درصورت که رودمی کار به موادی شوندمی انجام آزمایشگاه این در که آزمایشاتی از برخی در دیگر طرف از

 اینگونه با کار موقع لذا. آورند ارمغان به فرد برای را سرطان به ابتلا یا سوختگی جمله از بسیاری خطرات توانندمی ایمنی موارد

 هایآزمایشگاه در اصول سری یک رعایت فوق مطالب در ذکرشده اهداف به نیل منظور به. برد کار به را دقت نهایت باید مواد

 :شودمی اشاره آنها از برخی به زیر درمتن که. است الزامی شناسی میکروب

 در آزمایشگاه خارج باید را غیرضروری وسایل دیگر و شخصی لوازم کتاب، اضافه، لباس آزمایشگاه، به ورود از پیش (1

 .شد آزمایشگاه وارد ضروری وسایل با تنها و قرارداده مناسب مکانیا  رختکن

 حتی خطرناک هایمیکروب با کار و لزوم هنگام است الزامی بپوشاند را زانو روی تا که ایگونه به روپوش از استفاده (2

البسه باید  .باشد بسته کاملاً باید روپوش جلوی هایدکمه. است الزامی هم بند پیش و دستکش عینک، از استفاده

 .مرتباً شسته ضدعفونی و اتو شوند

 .کندها را هموار میخوردن، آشامیدن، سیگار کشیدن در آزمایشگاه ممنوع است چون راه ورود میکروب (3

 شود تعویض آزمایشگاه از خروج موقع و نباشد برتن روپوش استراحت و خوردن غذا موقع باید (4
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 .باشد تماس در زخمی پوست یا بادهان(  مداد م ،قل)  نباید ایوسیله هیچ (5

 .شود پوشانده باید زخم بدن باز مناطق یا دردست دیگر زخم هر یا سوختگی بریدگی، تازه، زخم وجود درصورت (6

. شود مطالعه کار روش باید کار شروع و مایشگاهآز به ورود از بیش باشیدنمی مسلط کار روش به که درصورتی (7

 دستگاه اپراتور از یاو  نموده مطالعه را آن راهنمای کاربرد، زا قبلا ندارید آشنایی دستگاهی با کار با اگرهمچنین 

 .نمایید سئوال

 .کرد مرطوب دهان آب با نباید را هابرچسب (8

 .کرد خودداری باید شودمی ارسال آزمایشگاه به که غذایی مواد چشیدن از (9

 فنل یا %70 الکل عمدتاً) ضدعفونی ماده با و شسته مرتباً باید گیردمی صورت آن روی آزمایش که یسطوح و میزها (10

 .کرد ضدعفونی( 5%

 هستند میکروارگانیسم نامشخص انواع و تعداد حاوی شوندمی ارسال آزمایشگاه به که هایینمونه اینکه به توجه با (11

 ریخته بیرون پلاستیک یا شیشه نشت درصورت تا باشد دستشویی دارای که شوند پذیرش جداگانه محل در باید

 .باشد روشن کافی اندازه به باید محیط این. شود

 با باید پس باشند زاوسرطان سمی است ممکن شودمی مصرف که هاییومعرف هامحلول ،هاسرم آنتی ،هاسرم (12

 .کارکرد هاآن با احتیاط

 .شود جلوگیری آزمایشگاه به متفرقه افراد ورود از (13

 آلوده محیط اینکه  از علاوه تا بست کار به باید را دقت نهایت عفونی عوامل به آلوده وسایل و مواد ونقل حمل موقع (14

 .شود جلوگیرینیز  ثانویه ازآلودگینشود 

 پتورپی یا، پوآر از است بهتر( Pipating)  است ممنوع دهان طریق از پتپی با زاعفونت و آلوده مایعات مکیدن (15

 .قرارگیرد کننده ضدعفونی شیشه در استفاده از پس هاپتپی. شود استفاده

 بخار ظرف در کشت از پس اگر شوند گذاری برچسب واضح و روشن طوربه باید هامیکرارگانیسم کشت حاوی ظروف (16

 .شود لودگیآ باعث تواندمی. د،شو جمع آب

 با قارچ کشت حاوی دیش پتری ظرف باید. است خطرناک قارچ هاگ و آنها انتشار و هاآئروسل ها،قارچ با کار موقع (17

 .شود بسته محکم چسب نوار

 خاص هایمعرف توسط آنها کار صحت و شده بازدید مرتب باید اتوکلاو مثل کنندمی کار فشار تحت که وسایلی (18

 .شود کنترل

 کوتاه باشند.ها باید همچنین ناخن.نشود استفاده آزمایشگاه محیط در جواهرآلات و لنزها آرایشی، لوازم از است بهتر (19

 ایمنی، سیستم کننده تضعیف اختلالات از یکی بهابتلا  یا ایمنی، دهنده کاهش دارویمصرف  یا ی،بارداردر صورت  (20

 .دیده اطلاعبه مسئول آزمایشگاه  قبلاً باید

 .دیده اطلاع آزمایشگاه مسئول به رنگی کور در صورت ابتلا به (21

 .شوند داده برگشت خود جای به پس از پایان آزمایش هارنگ و هابطری همیشه (22
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 به نسبت مایع صابون. نیدک ضدعفونی لزوم درصورت و شسته مرتب صابون و آب با را هادست آزمایش بعد و قبل (23

 .استتر کم آلودگی امکان چون دارد ارجحیت قالب

 .است بسیارسمی جیوه چون نزنید دست آن به شکست ترومتر اگر (24

 عفونی هایزباله سازی معدوم اصول طبق و کرده استریل باید ریختن دور از قبل را شده مصرف هایباکتری کشت (25

 .نمود اقدام

 .شوند استریل بهتراست شدن شسته از قبل ظروف کلیه (26

 باید غیرضروری مکالمات مثل شود درآزمایشگاه پرتی وحواس تمرکز زدن برهم به منجر که عمل هرگونه انجام از (27

 .کنید خودداری جداً

 باشد.بسیار مضر می سلامتی برای چون بپرهیزید UVلامپ کردن روشن از هستید درآزمایشگاه زمانیکه (28

 سرنگ محتویات شدن اسپری باعث که چرا کنید خودداری جداً پرشده سرنگ هواگیری از دکنیمی کار سرنگ با اگر (29

 .شودمی آزمایشگاه محیط به

 .باشد داشته وجود باید است، آزمایش انجام حال در که کسی برای کافی فضای (30

 هم هاپتپی مورد در کار همین شود گذاشته عفونی ضد ماده یا لام جای در میکروسکوپ زیر بررسی از پس هالام (31

 .گیرد انجام

 .باشند شناسایی برچسب دارای باید استفاده مورد مواد و هامحلول کلیه (32

 .نماید استفاده آنها از لزوم موقع و بوده آشنا آزمایشگاه در استفاده مورد دهنده هشدار علایم با باید اپراتور (33

 هایکمک نشانی،وسایلآتش هایکپسول مثل ایمنی وسایل بایستی آزمایشگاه در سانحه بروز احتمال به باتوجه (34

 سانحه بروز صورت در که باشد جوری وسایل چینش همچنین. شود دیده تدارک آزمایشگاه در آب هایدوش اولیه،

 .نشود آزمایشگاه از کارکنان سریع خروج مانع

 قبل از ترک آزمایشگاه از بسته بودن شیرهای آب و گاز اطمینان حاصل شود. (35

 رویه مواد جلوگیری شود.ها از مصرف بیبا دقت در انجام آزمایش (36
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 شناسی  علائم هشدار دهنده در آزمایشگاه میکرو ب
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 شناسیورد نیاز در یک آزمایشگاه میکروبفضای م

 های زیر بطور جداگانه طراحی و فضای مستقلی داشته باشند.در یک آزمایشگاه استاندارد و خوب باید هر کدام از قسمت

زات لازم برای نمونه برداری اده سازی نمونه باشد و تمام تجهیها که مجهز به محل آممحل دریافت و نگهداری نمونه .1

 تعبیه شده باشد.در آن 

 های کشت و وسایل مورد نیازمحل آماده سازی و استریل کردن محیط .2

 محل شستشوی وسایل مجهز به فاضلاب و سپتیک .3

 ها و مواد شیمیاییها ، رنگانبار نگهداری محیط های کشت ، معرف .4

 کنرخت .5

 های بهداشتی سرویس .6

 فضای کار کافی .7

 بخش کشت سلول و بافت .8

 مولکولیبخش بیولوژی و تشخیص  .9

 محل استراحت پرسنل  .10

به این منظور  ها به حداقل برسد.مکان آزمایشگاه باید طوری ساخته و مجهز شود که خطر آلودگی به وسیله میکروارگانیسم

باشد تا آب در کف جمع نشود. جنس کف مورد استفاده به  %2دیوارها و کف باید صاف و قابل شستشو و دارای شیب 

ها باید مجهز به محیط آزمایشگاه باید نور کافی داشته باشد. پنجره .ها مقاوم بوده و لغزنده نباشددهکننها و استریل شوینده

توری باشند و در حین انجام آزمایش باید کاملا بسته باشند تا از ورود هوای خارج جلوگیری گردد.  استفاده از پرده برای 

های اولیه ، برق اضطراری ، منبع آلودگی باشد. فراهم بودن جعبه کمکتواند های آزمایشگاه مناسب نیست چون میپنجره

 وسایل شتشوی چشم و آتش خاموش کن الزامی است.
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 فصل دوم :

 شگاهیآزمامورد استفاده در زاتیو تجه لیوسا

 یشناس کروبیم
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 ایوسایل شیشه

 Sliedلام 

 متریلیم کیو ضخامت  متریسانت 5/7×  5/2و معمولا به ابعاد  لیبه شکل مستط یاشهیصفحه ش کی(  یا شهیش غهیلام ) ت

 ای یآهک یایها از جنس قلشهیش نیشود. ایساخته م ینور ای یکیاپت شهیمعمولا از جنس ش یشگاهیباشد. لام آزمایم

بنفش مهم است ی وضوح ماورا کهیدر زمان وجود دارند که به کوارتز ختهیمآ شهیاز جنس ش ییهاباشند. لامیم کاتیلیبروس

ها اشاره آن نیپرکاربردتر برخی از از لام وجود دارد که به یفلوئورسنت. انواع مختلف کروسکوپیمثلا در م شوندیاستفاده م

 : شودیم

 کروسکوپیتوسط م ییایمیوشیب یهاواکنش یبرخ یبررس ای هاکروبیو مشاهده م یزینوع از لام جهت رنگ آم نیا ساده: لام

 .رودیبه کار م

 شیزنده و آزما یمشاهده باکتر یها برالام نیچاله وجود دارد. از ا ای یچند گود ای کیها  نوع لام نیا یبر رو گوده دار: لام

 .شودیاستفاده م یبردن به حرکت باکتر یقطره معلق به منظور پ

 ریسا ای یباکتر یریآن وجود دارد امکان اندازه گ یاز خطوط  که بر رو یانوع لام با شبکه نیا : کولیلام گرات

 .رودیهم به کار م زیر یلیخ اءیشمارش اش یرفرنس برا ی. نواحدهدیرا به فرد م یابیمورد ارز  یهاسمیکروارگانیم

آن بابت شمارش  یشود . در ابتدا طراح یها به کار گرفته مبه منظور شمارش سلول  لام نئوبار : ایتومتریهموس لام

 یکروسکوپیم دیاسلا کچارلزمالاسز اختراع شده است و از ی –زیتوسط لوئ تومتریبوده است . لام هموس یخون یهاسلول

محفظه با  نیآورد . ایمحفظه را به وجود م کیشده است که  لیتشک یشکل یلیمستط یهابا همراه کنگره میضخ یاشهیش

 یدستگاه با دقت خاص نی. ا باشدمی زریها توسط لآن یریحک شده است که شکل گ یاز خطوط عمود یمانند یساختار تور

ذرات  ایها سلول عداداحتمال شمارش ت نیمعلوم باشد . بنابرا زیساخته شده است تا  حدود خطوط مشخص ، و عمق دستگاه ن

 است. ریامکان پذ عیا در کل ماهمحاسبه غلظت سلول نیا ، و بنابر عیاز ما یدر حجم خاص

 

 

 

 

 

 

 

                                                              Cover Slip (Lamel) ( یا شهیش غکیلامل ) ت

 2/0کمتر از  یشگاهیزماآ باشد. ضخامت لامل یگرد م اینازک و کوچک معمولا به شکل چهارگوش  یا شهیش ییصفحه ا 

 یهاو لامل  متریلمی 50×24 و 24×24 – 22×22 – 20×20 – 18×18چهارگوش معمولا به ابعاد  یهاباشد. لاملیم متریلیم

کنند . ضخامت یلام استفاده م یثابت نگه داشتن نمونه رو ی. از لامل براشوندیم دیتول متریلیم 18گرد معمولا با قطر 

 ( کاربرد دارد.40، 4،10)میکروسکوپ خشک  یموقع استفاده از لنزها . لامل تنهاباشدیم متریلیم 17/0استاندارد لامل 
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با  کروسکوپیممانعت از تماس لنز م ،یتصادف یهااز تماس یرینمودن نمونه، جلوگ زولهیاستفاده از لامل حبس و ا یایمزا

 تیتثب نینه و همچننمو یاز نشستن گرد و خاک رو یریشدن نمونه، جلوگ دراتهیه یو د ونیداسیدر اکس رینمونه، تاخ

 باشد.یحلال با فشردن آنها م عیمحلول در ما یهانمونه

قرار  کروسکوپیم ریرا ز دیاسلا دها،ی. بعد از آماده نمودن اسلاندیگویم دیمجموعه لام، نمونه و لامل در اصطلاح اسلا به

 کروسکوپیم ریمحکم نمودند،  نمونه را در ز یآنها را در جا کروسکوپ،یم دیاسلا یهارهیگ لهیبوس نکهیو پس از ا دهندیم

 .کنندیمشاهده م

 Plate, Petri Dishش         ید یپتر ای تی، پل یبوات دو پتر

. در داخل آورندیمفراهم  یمصنوع طیها در محسمیکروارگانیرشد م یبرا ییفضاکه   هستند یکیپلاست ای یاشهیظروف ش

 . شودیم ختهیکشت جامد ) آگار( ر طیمح هاتیپل

که مشکلات  گرفتیصورت م یاشهیش یهاغهیت یشاگرد کخ ساخته شد . قبل از  اختراع آن کشت رو یبار توسط پتر نیاول

 .را در برداشت عیسر یو آلودگ طیمح عیسر ریاد از جمله تبخیز

 شوند.ای چند بار مصرف و پلاستیکی یکبار مصرف ساخته میها در انواع شیشهپلیت

شود. قطر یم ختهیدارد ر یدر قسمت کف که قطر کمتر شهیکشت هم طیباشد که محیقسمت درب و کف م 2 یدارا تیپل

و خشک  تیکشت به داخل پل طیمح ختنیباشد. پس از ریمتر میلیم 12باشد و عمق آنها معمولاً  یمتفاوت م تیانواع پل

که کف با قطر کم و  یاشوند به گونهیقرار داده م« گرمخانه » انکوباتور  خلبصورت وارونه دا هاتیپل کشت،شدن آن و انجام 

از  نیشده، همچن یریکشت و خشک شدن آن جلوگ طیآب موجود در مح ری، تا از تبخ ردیکشت در بالا قرار گ طیمح یدارا

ها یکشت و تداخل کلن طیبه مح تیجمع شده داخل درب پل ،یباکتر سمیاز متابول یشده ناش جادیبرگشت قطرات آب ا

 شود. یریجلوگ

توسط  یکیمصرف پلاست بار کی  هایتینمود. پل لیاتوکلاو استر ایبار به کمک فور  نیتوان چندیرا م یاشهیش یهاتیپل

 .شوندیم لیاستر لنیات دیاکس ایاشعه گاما شرکت سازنده با 

 

    Pipette      هاپتیپ

 یاشهیش یهالوله هاپتیپ رندیگیاستفاده قرار م گرموردید طیبه مح یطیاز مح عاتیاز ما ینیانتقال حجم مع یبرا هاپتیپ

را کنترل  پتیاز پ عیخروج ما زانیم توانیمختلف ساخته شده اند. با انگشت م یهاهستند که در حجم کیمدرج نوک بار

 کرد.

 ها وجود دارند. پتینوع عمده از پ 2 

 یهاشده است و اندازه یبنددرجه دیبا آن کش توانیکه م یکه برحسب مقدار حجم یلوله مدرج :یمدرج معمول پتی( پالف

 .شودیمشخص م یبصورت استاندارد جهان رشیمختلف مورد پذ یهامختلف آن با رنگ

 شیب شیاز افزا یریجلوگ یبالا برا یهاوجود دارند . در حجم یمدرج معمول یهاپتیاز پ یتریلیلیتا پنجاه م کی یهاحجم

 .شودیحبابدار گفته م پتیپ هاپتینوع پ نیکه به ا شود،یم جادیپت ا یوسط پ یپت حبابیاز حد طول پ

ورود مواد تا از  شودیم لیقرار داده شده و استر یامورد استفاده معمولاً پنبه پتیپ یدر انتها یشناس کروبیم شگاهیآزما در

در انتقال مواد از دهان استفاده نگردد بلکه از  شودیم هیشود. هر چند توص یریبرعکس جلوگ ایبه درون دهان  شیمورد آزما

 استفاده شود. ورمنظ نیپوآر به ا ایپتور  یپ
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 شوند. یو نگهدار لیاستر CAN pipette ای یپتیها در ظروف مخصوص بنام جا پ پتیپ

 ی. در قسمت گشاد آن پنبه اشودیم کیاست که در انتها کاملاً بار یکیبار یا شهیپاستور لوله ش پتیپ  پت پاستور :ی( پب

در مجاورت حرارت شکسته و  کیشوند. موقع استفاده ، سر بار لیبا حرارت مسدود و سپس استر کیقرار داده شده و قسمت بار

 یونه هامبرداشت ن یمود. برارا جابجا ن عیاز ما یتوان حجم نامشخصیپت پاستور میپ لهی. بوسردیگیمورد استفاده قرار م

 .شودیمصرف بوده پس از استفاده اوت م بارکیپاستور  پتی. پشودیهم از آن استفاده م یمرض

 

 Test tubeلوله های آزمایش 

 های آزمایش با ابعاد مختلف وجود دارد. لازم است لوله های آزمایش نسبت به حرارت بالا مقاوم باشند.انواع متفاوتی از لوله

های بیوشیمیائی به کار ها و مشاهده واکنشرشد دادن میکروارگانیسم ،کشت  هایمحیطها، معرفها به منظور تهیه لوله

 روند.می

مورتون( باشد . در انواع بدون درپیچ لوله باشند که در پیچ میتواند پلاستیکی یا از فلز زنگ نزن )ها در پیچ دار میبرخی از لوله

 شود.از کشت با پنبه بسته می معمولاً درب ، پس

 :   SMITH  Tube های تخمیر یا لوله اسمیتلوله

 باشد برای جمع آوری و نگهداری گاز تولید شده کاربرد دارد.می Uانتهای این لوله ها به شکل  

 :Durhamلوله دورهام 

که هستند کوچک هایی لولهگرفته شده است.  Herbert Edward Durhamها از نام باکتری شناس انگلیسی نام این لوله 

 باشد یا خیر؟دهد میکروب قادر به تولید گاز از تخمیر قند میو نشان می گیرندبصورت وارونه داخل لوله آزمایش بزرگ قرار می

از توسط گیرند در صورت تخمیر قند مورد نظر و تولید گها به صورت وارونه در محیط مایع حاوی قند قرار میاین لوله

 شود.میجمع آوری و مشاهده  میکروارگانیسم مورد مطالعه این گاز در ته لوله دورهام 

 : Erlen Meyer Flaskارلن مایر 

های ها، ساخت و نگهداری محیطمحلول و جوشاندن های مدرج برای گرم کردنارلن ظرف مخروطی شکل مدرج است. ارلن

دان آلمانی نام این محصول از نام مخترع آلمانی آن امیل ارلنمایر شیمیشوند. کشت و ترکیبات با حجم مشخص، استفاده می

 ها از نظر حجم و اندازه متفاوت بوده و نسبت به حرارت و اتوکلاو شدن، مقاومند.ارلنگرفته شده است. 

 :Volumetric Flasck   ژوژه  لنحجمی یا با بالن

اکثرا دارای باشد.های مختلف میدر حجمو گردن باریک بلند ای با ته پهن ف شیشهوظراز وسایل حجم سنجی هستند که 

 هاو رقیق سازی محلولبه حجم رساندن  ،درپوش پلاستیکی هستند. از این ظروف برای محلول سازی دقیق و با غلظت معین 

 شود.میاستفاده 
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 :Graduated Cylinder مزور یا استوانه مدرج 

این وسیله از یک لوله بلند آزمایشگاهی به کار می رود. ایعاتدقیق حجمی م اندازه گیریای شکل که برای ظرف مدرج استوانه

پت کمتر ابزار از بورت و پیگیری این کند. دقت اندازهای پهن تشکیل شده که امکان قرار دادن روی میز را فراهم میو پایه

ای و پلاستیکی از جنس انواع استوانه مدرج شیشه مزورهای با اندازه کوچک و حجم پایین درصد خطای کمتری دارند. است.

 موجود است. ،پلی پروپیلن که به مواد شیمیایی مقاوم هستند

 :Beaker   بشر 

کمتر نسبت به مزور در آزمایشگاه میکروب شناسی مورد استفاده قرار ها با دقت گیری و تهیه محلولاندازههم زدن ، جهت 

ها ای یا پلاستیکی موجود هستند. بشرها معمولا با استفاده از خطوطی که روی آنهای مختلف با انواع شیشهدر اندازه گیرد.می

باشد. بشرهای از جنس دیواره عمود میشوند. بشر برخلاف ارلن که دیواره مایل دارد، دارای میکشیده شده است درجه بندی 

 شیشه پیریکس برای حرارت دادن محلول روی شعله وسایل مناسبی هستند.

  : Glass spreaderپخش کننده شیشه ای 

خم شده تشکیل و به کمک آن  Lمتر که یک سر آن به شکل حرف میلی 4ـ  5ای به قطر این وسیله از یک میله شیشه

 ح شده را در سطح محیط کشت جامد بصورت یکنواخت پخش کرد.توان ارگانیسم تلقیمی

       : Desiccator   دسیکاتور

و زیر آن  مثل سیلیکاژل گیرگردد. در داخل حاوی مواد رطوبتای کاملا مسدود میای که بوسیله درپوش سمبادهظرف شیشه

 گیر کاربرد دارد.ن و محافظت اجسام نمکردباشد. برای خشک ، میcaclای مانند اسید فسفریک و مواد خشک کننده

  دیسکاتورها در دو نوع ساده و شیردار موجود هستند.

 :Funnel   قیف شیشه ای

ابزار مخروطی شکل که در قسمت پائین آن لوله باریک بلندی وجود دارد. نوک لوله مورب بوده و شیشه بدنه قیف معمولا زاویه 

 توان از آن استفاده کرد.از ظرفی به ظرف دیگر و جدا کردن مایعات از مواد جامد می درجه دارد. برای انتقال مایعات 60

 : ایقوطی استیل استوانه

پت ها داخل آن گیرد. در داخل آن ماده ضد عفونی کننده ریخته شده  و پیپت مورد استفاده قرار میجهت استریل کردن پی

 گیرند.قرار می

 :Test Tube Rack   ایجا لوله

 در انواع پلاستیکی و فلزی وجود دارد. گیرد.ای که به منظورقراردادن لوله های آزمایش مورد استفاده قرار میوسیله

 Crucibleبوته چینی  

وسیله به شکل مخروط این  . رودمی کار به مواد سوزاندن و کردن حرارت دادن یا ذوب برای فلز یا چینی جنس از ایوسیله 

 ناقص از جنس ماده نسوز عمدتا گرافیت یا کاربید سیلیکون است. 
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 :شو لوله یا لوله برس

 .رودمی کار به آزمایش لوله داخل کردن تمیز برای که ایوسیله 

  :گیره

 شود.ساخته می فلز یا چوب جنس از. رودمی کار به دیگر داغ وسایل یا آزمایش لوله نگهداری برای ایوسیله

 :آزمایشگاه میز

 .باشند کردن استریل و زتمی قابل آسانی به و بوده نفوذ قابل غیر صاف سطوح دارای باید آزمایشگاه هایصندلی و کار میز

 فلزی پروفیل هاپایه. نمود انتخاب عفونی ضد قابل و اسید به مقاوم هایروکش یا چوبی فشرده اوراق از توانمی را رویه جنس

 ته از باید صدا و سر از جلوگیری برای. باشد گونیا باید میز گوشه چهار. باشند خورده جوش کاملا رویه زیر صفحه به که باشند

 .شود استفاده تنظیم قابل پلاستیکی های پایه

  و قیچی : پنسانواع 

 می آنها جمله از که دارد مختلفی کاربردهای آزمایشگاه در وسیله این. باشد می کاربرد پر آزمایشگاهی تجهیزات از یکی پنس

 داشتن نگه و برداشتن برداشت، دست با را آنها نباید که اجسامی برداشتن ترازو، روی ها نمونه گذاشتن و برداشتن به توان

 فلزهای جنس از معمولا ها پنس. کرد اشاره …های آنتی بیوتیک و برداشت دیسک  و آتش روی بر جامد ماده کمی مقدار

 پنس ها پنس انواع از دیگر یکی همچنین. شوند می ساخته کوتاه و بلند نوع دو در کاربرد به بسته و شوند می ساخته نزن زنگ

 .  شوند می استفاده بالا خیلی ظرافت با اجسام برداشتن برای معمولا که باشند می سرکج های

 هاآن دهانه یا داده قرار فور داخل را هاآن است بهتر وسایل این کردن استریل برای. دارند کاربرد آزمایشگاه این در نیز هاقیچی

 .شودمی استفاده آن از شعله شدن خاموش از پس. گردد ورشعله آن روی الکل تا گرفت شعله روی سپس کرده الکل وارد را

 :Wire Cauze     توری نسوز

گیرد تا حرارت مستقیم به پایه قرار می 3مانند مثلث نسوز روی وسیله فلزی مشبک که قسمت وسط آن روکش نسوز دارد و 

 آن نرسد و حرارت پخش شود.

 : Sampler  انواع سمپلر

شود. از مهمترین و پرکاربردترین ابزارها در آزمایشگاه میکروب شناسی پت هم نامیده میاین وسیله که گاهی میکروپی

های مورد بررسی که نیازمند دقت بالا هستند، به شود که برای برداشت و انتقال حجم معینی از مایعات و محلولمحسوب می

شوند. سمپلرها در انواع ثابت که حجم معینی را جابه جا یکرولیتر ساخته میم 1000تا  1رود.معمولا در محدوده کار می

همچنین  باشند، وجود دارند.روی حجمی بین کمترین و بیشترین حجم تعیین شده میکنند و متغیر که قابل استفاده می

کاناله به منظور راحتی کاربرد و  شوند که سمپلرهای چندکاناله( عرضه می 12و  8سمپلرها بصورت تک کاناله و چند کاناله )

  گیرند.جلوگیری از بروز اشتباه در آزمایشات دقیقی مثل الیزا یا هماگلوتیناسیون مورد استفاده قرار می

هایی هستند که در حجم متناسب با سمپلر هستند. سرسمپلر سفید مخصوص حجم کمتر از سمپلرها دارای سر سمپلر یا تیپ

 1000تا  100میکرولیتر و سر سمپلرهای آبی برای برداشت حجم  100تا  10ر زرد برای حجم سر سمپل میکرولیتر، 10

 میکرولیتر کاربرد دارند.
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  نکات مهم موقع کار با سمپلرها:

سمپلر باید تا  داخل مایع موقع کار با سمپلر باید در نظر داشت  که شصتی سمپلر دو منطقه استوپ دارد که در هنگام کشیدن

 اول فشار داد ولی موقع خالی کردن نمونه باید تا انتها و استوپ دوم فشار داده شود.استوپ 

 از پایه سمپلر استفاده شود. برای نگهداری سمپلر در حد امکان در آزمایشگاه

باعث  در حالت افقی قرار نگیرد زیرا محلول وارد شفت دستگاه شده و زمانیکه مایع درون سر سمپلر است به هیچ عنوان سمپلر

 شود.پرفتپی و عملکرد بد دستگاه می

 از سفت بودن سر سمپلر اطمینان حاصل شود تا سمپلر هوا نکشد.

 ای سرویس شود.صورت دورهبا توجه به میزان کارکرد و مواد مورد استفاده به

 

 

 

 

 

 

 

 : pH ش سنج وسایل 

که میزان اسیدی یا بازی بودن مواد را مشخص یک کمیت لگاریتمی است ( Potential of Hydrogenپی اچ یا پی هاش )

باشد و در بسیاری از فرایندهای بیوشیمیایی نقش مهمی را کند. در واقع نشان دهنده غلظت یون هیدروژن در محلول میمی

 گذارد.عنوان مثال در طی فرایند تخمیر غلظت یون هیدروژن بسیار مهم بوده و روی فعالیت مخمرها تاثیر میکند، بهبازی می

توسط دانشمند دانمارکی به نام سون سن ابداع شد که بنا به تعریف منفی لگاریتم  1909نخستین بار در سال  pHمقیاس 

 باشد.)لگاریتم معکوس( غلظت مولی هیدروژن فعال در یک محلول می 10مبنای 

است . در  7-10 چرا که در این دما غلظت یون هیدروژن در آب خالص  گیرنددر نظر می 7آب خالص را  Hpدر دمای اتاق 

دهد همچنین ترین محیط را نشان میبازی 14ترین محیط و باشد که صفر اسیدیمی 14تا  0بین  pHدمای اتاق گستره 

 شود.در چنین دمایی محلول خنثی در نظر گرفته می pH=7محلولی با 

،  4SO2Hکنند. مثل: اسید سولفوریکدر محلول آزاد می  H+هایی را به صورت یون اسید: اسیدها موادی هستند که پروتون

 3HNOو یا اسید نیتریک  HCLاسید کلریدریک 

ا کنند مثل: هیدروکسید سدیم یا قلیزاد میآدر محلول  OH-باز:  موادی که پذیرنده یون هیدروژن بوده و یون هیدروکسیل 

NaoH 2، هیدروکسی کلیسیم یا آهکCa(OH)  و آمونیاکOH4NH 
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های مورد آزمایش به این ترکیبات و همچنین نمونه pHها در میکروبیولوژی تعیین دقیق های کشت و معرفدر ساخت محیط

استفاده  pHهای مختلفی برای تعیین باشد به همین علت از روشها ضروری میبر روی آزمایش pHدلیل نقش و تاثیر

 شود.می

 : پتانسیومتری  هایروش

استفاده  pH از اختلاف پتانسیل بین محلول آزمایشی و یک محلول استاندارد برای اندازه گیری pH تعییندر این روش برای  

 . شودمی

 pH :ها معمولا الکترودهایی این دستگاه کند.باشد که با روش پتانسیومتری کار میهایی میاز جمله دستگاه سنج دیجیتال

کند. قبل از استفاده باید دستگاه گیری میاندازه 01/0های کشت را با دقتها و محیطمعرف pHاز جنس کلرید نقره دارند و 

استفاده  pH 4 ،7 ،10های استاندارد دارای کالیبره شده و از صحت کار آن اطمینان حاصل نمود. به این منظور از محلول

 متر همواره باید داخل محلول مخصوص نگهداری شود.  pHشود. سرمی

 های کلریمتری:روش

باشد، می  pHمختلف که به شکل محلول یا کاغذ  Indicatorsشناساگرها یا اندیکاتورها  یا  هاها از معرفدر این روش

ها ترکیباتی هستند که این معرف کنند.های مختلف تولید میهای مختلف رنگ pHبر حسب  هاشود. این محلولاستفاده می

 های متفاوتی هستند.های دهنده و گیرنده پروتون عمل کرده و هر کدام دارای رنگبه صورت سیستم

 توان به مواد زیر اشاره کرد:میمورد استفاده  از جمله شناساگرهای مهم 

 محلول متیل اورانژ )متیل نارنجی(  (1

 کند.محلول فنل فتالئین : که در محیط بازی به سرعت رنگ محلول را ارغوانی می (2

 آید.کاغذ تورنسل )لیتموس( که از درخت لیتموس به دست می (3

 محلول متیلن بلو (4

 گلبرگ گل سرخ (5

های استفاده از روشباشد لذا امروزه دقیق می pHن گیر و همراه با اشتباه در تعییاستفاده از این شناساگرهای شیمیایی وقت

 ارجحیت دارد.های دیجیتالی سنج pH پتانسیومتری و

 Onse – File de platine   نیلدوپلاتیف ایآنس 

و کشت دادن  گرید طیبه مح یطیاز مح یکروبیم یهاکم نمونه اریبس ریبرداشتن و انتقال مقاد یاست که برا یالهیوس

 میو س ،یبدنه فلز ره،یشده است که شامل دستگ لیقسمت تشک 3از  لهیوس نی. اردیگیمورد استفاده قرار م هاکروبیم

 است.  متریسانت 8تا  4آن  میس ولو ط متریسانت 25 لهیوس نی. معمولا طول اباشدیم

تنگستن ساخته  ای(  ومیواناد کلین اژی) آل کرومین ای نیاز جنس پلات می. سباشدیم یکیپلاست ای یاز جنس چوب رهیدستگ

 یی. حلقه انتهاشودیگفته م دلین ایباشد آنس  زیو اگر ت ند،یگویم Loop باشد به آن لوپ یحلقو میس ی. اگر انتهاشودیم

 اریبه منظور برداشت حجم بس توانیکه م باشدیم تریلیلیم 0001/0تا  001/0و حجم آن  ستا یقطر استاندارد یلوپ دارا

حلقه استاندارد  یبا قطرها یرنیاستا یو پل یلنیپروپ ی، پل یکیمصرف پلاست بارکی یهاهم از آن استفاده کرد. لوپ اتعیکم ما

از روش  توانیلوپ م یحجم برداشت یفیکنترل ک یبرااند. کرده دایپ یعیو در حال حاضر کاربرد وس باشدیدر دسترس م

 بلو استفاده کرد. لنیبا استفاده از مت یاسپکتروفتومتر ای،  001/0با دقت  یترازوها لهیبوس وگرامیب یآنت یهاسکید نیتوز
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 نیشعله ا یخصوص روکردن سوزن کشت به لیکرد. نقطه مهم در استر لیاستر دیو آنس را قبل و بعد از مصرف حتما با لوپ

سوزن از  یجیدر اثر حرارت شعله وجود دارد. لذا با حرکت دادن تدر هاسمیتوجه داشت که امکان انتشار ارگان دیاست که با

طول  هیثان 20از  شیب دیبه لوپ نبا یکرد . شعله ده یریجلوگ دهیپد نیا از توانیقسمت سرد شعله به قسمت گرمتر آن م

 .شودیآن م بیبکشد چون به مرور زمان باعث تخر

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Wash bottle ستیپ ایآبفشان 

 یابزارها یشست وشو یابزار برا نیشده است.از ا لیآن تشک ینازل در بالا کیو  یکیپلاست یبطر کیکه از  یالهیوس

 نیبه ا لهیوس نی. عملکرد اشودیاستفاده م  یزیها موقع رنگ آمشستن لام ایگرد و بالن ته شیمانند لوله آزما یشگاهیآزما

 یاکهیبه صورت بار یداخل بطر عیو ما افتهی شیافزا یفشار داخل بطر یکیستپلا یبطر یاست که با فشردن دست رو بیترت

 .زدیریم رونیاز سر نازل به ب

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bulb پوار یا بالب 
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 پتیمواد بدون تماس دهان با پ هیمکش و تخل یبرا شودیقرار داده م  پتیاست که در قسمت سر پ یکیپلاست یالهیپووار وس

حاصل نمود و آن را  نانیاز سالم بودن آن اطم دیباشند قبل از استفاده از پووار با یکه مواد سم یمورد استفاده است. در صورت

 با آب امتحان کرد.

داخل پووار است.  یکردن هوا یخال یبرا  A. دکمهباشدیسه دکمه در سطح خود م ایدو  یدارا لهیوس نیطرز استفاده: ا 

 کردن مواد مکش شده است. یخال یبرا Eاست. دکمه  یمواد سم مکش یراب Bدکمه

 

 

 

 

 

 

 

 Bain marieیبن مار

 کنواختیو  یجیگرم کردن تدر یدستگاه برا نی.  اباشدیم( Water Bathحمام آب ) یبه معن یواژه فرانسو یبن مار

ها و محلول یذوب نمودن و ثابت نگه داشتن دما  یبرا یشناس کروبی. در مشودیخاص استفاده م یبازه زمان کیها در محلول

بطور  هایماربن ییبردن اثر کمپلمان کاربرد دارد. محدوده دما نیاز ب ثلم ییایمیوشیب یهاواکنش یکسریکشت و  یهاطیمح

 30تا  2مختلف )  یزهایو سا تیدستگاه در انواع، اشکال وظرف نی. اباشدیم گرادیدرجه سانت 100اتاق تا  یاز دما یعیطب

از فولاد بوده و  یاست. جنس بن مار شده لیتشک هیچهار بخش پا ایدارند که خود از سه  ی( وجود دارد. اکثرا محفظه فلزتریل

 زییآب مقطر تم یکاف ریمقاد یحاو شهیهم دیبا یتا زنگ نزند. محفظه بن مار شودیم یدهتوسط رنگ با مقاومت بالا پوشش

 ایقرار است شبانه  کهیحاصل شود.خصوصا زمان نانیبودن حجم آب اطم یقبل از روشن نمودن آن از کاف دیاب ن،یباشد. بنابرا

 .بردیرا بالا م یسوزدر دستگاه شده و احتمال آتش بیاستفاده شود. کم شدن آب باعث بروز آس یمدت طولان یبرا

درجه  کی یدما رییمهم است چراکه تغ اریبس یمیو آنز یانعقاد شاتیبه خصوص در آزما یماربن یدما قیدق کنترل

 باعث شود. شاتیآزما گونهنیرا در ا %10معادل  ییخطا تواندیم گرادیسانت

 :یماردستگاه بن یفیک کنترل

 .درش را بست دیشود. موقع عدم استفاده از آن با یریو جرم گ زییتم بار کی یاالمنت دستگاه هفته (1

 .ردیکنترل دما داخل آن قرار گ یبرا یگریترمومتر دعلاوه از ترمومتر خود دستگاه  (2

 شود. ضیمرتبا تعو دیآب دستگاه با (3

و بطور کامل با آب شسته  عای( شستشو و سپس سر%2 کیدریکلر دی)اس قیرق دیاگر دستگاه رسوب داشته باشد با اس (4

 شود.

 Burner Bunsen    گاز بونزن چراغ
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 استفاد آن از شعله اطراف در استریل فضای ایجاد همچنین آنس و لوپ کردن استریل خصوص به کردن استریل برای

 درحال. باشدمی سوختن آبی برای ورودی هوای تنظیم پیچ یک و ورودی گاز تنظیم پیچ یک دارای وسیله این.  شودهمی

 .هستند وسایل این جای به شدن جایگزین حال در الکتریکی هایچراغ حاضر

 

 

 

 

 Anaerobic Jar هوازیجاربی

 این از. شودمی جایگزین CO2 و شده خارج مختلف هایروش به آن در موجود هوای که هستند ایشیشه یا پلاستیکی ظروف

 در جار ازانواع دربرخی.  شودمی استفاده( شودمی استفاده هوازیبی هایباکتری کشت) هوازیبی شرایط ایجاد برای وسیله

 خلاء پمپ از استفاده با جار، داخل در شده کشت هایباکتری دادن قرار از پس که است شده تعبیه تخلیه شیرهای جار درب

  .شودمی نامیده مارت سیستم هوازیبی جار سیستم این. شودمی وارد کربن اکسید دی و تخلیه جار داخل هوای

 جار،گاز محفظه حجم به بسته. باشندمی اکسیژن جاذب پودرهای که باشدمی   Gas pack گازپک از استفاده ترراحت روش

 مخلوط آبمقطر لیترمیلی 10 با شودکهمی استفاده A  گازپک یاز لیتر 4 محفظه برای مثال بطور دارد وجود مختلفی هایپک

 هاباکتری دسترس از راآن آب تولید ضمن و ترکیب محیط اکسیژن با که است هیدروژن تولید آب از استفاده دلیل. شودمی

 .نماید خارج

 Scale ترازو 

 .شوندمی استفاده مواد و کشت محیط پودرهای کردن وزن برای معمولا ترازوها

 . دارند مختلفی هایحساسیت که دارند وجود الکترومغناطیسی( 2        مکانیکی( 1 : دونوع در ترازوها 

 هایوتراز از ترپیشرفته هایآزمایشگاه در. شودمی استفاده دارد، کیلوگرم 2 ظرفیت که 1/0 حساسیت با ترازوی ًاز معمولا 

 برای. شودمی استفاده گرمی 200 هایازوزنه دستگاه کنترل و حساسیت سنجش برای. شودمی استفاده هم 001/0 بادقت

 .شود وزن نظر مورد نمونه سپس و صفرکرده  Tare دکمه با را ترازو توزین، ظرف دادن قرار از  پس بایستی توزین

 Heater – Stirrerهیتر -دستگاه همزن

توان با تنظیم دما و دور شود که میها میهای کشت یا محلولدستگاهی است که سبب گرم شدن و مخلوط شدن محیط

ربا ) مگنت( در ظرف حاوی محلول در حال آماده سازی ضمن حرارت دادن دستگاه به میزان دلخواه و قرار دادن یک آهن

 دست آورد.ط از سوختن و ته نشین شدن آن جلوگیری کرده و محلول یکنواخت و همگنی بهمحی

   Disk Dispenser دستگاه دیسک گذار

توان این تعداد دیسک را اند و در هر بار استفاده میبیوتیک مختلف جای گرفتههای آنتیویال دیسک 12تا  9در این وسیله 

اساس شرکت در اشکال و ابعاد مختلفی وجود دارد. مزیت استفاده از دیسک دیسپنسرها  روی محیط قرار داد. این وسیله بر

 باشد.صرفه جویی در وقت و کاهش آلودگی محیط کشت و کاربر می
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 فیلتر یا پالاهای میکروب شناسی

شود. فیلترها در میهای حساس به حرارت مثل سرم، خون و قند استفاده ها و کشتاز فیترها به منظور استریل کردن محلول

دهند. بار الکتریکی ها اجازه عبور نمیمیکرون هستند که به باکتری 22/0تا  44/0واقع صفحات دارای سوراخ های ریز به قطر 

و جنس فیلتر هم در حذف میکروارگانیسم نقش دارد. ویروس بعلت اندازه کوچک و مایکوپلاسماها بدلیل نداشتن دیواره و 

 شوند.فیلترها رد میانعطاف پذیری از 

چمبرلند و پاستور به کار گرفته شدند که از جنس پنبه نسوز، سیلیس و چینی بودند. امروزه از  -اولین فیلترها توسط برکفلد

شود. از فیلترها برای پور( نیز گفته میشود. به این فیلترها ممبران )میلیفیلترهایی از جنس نیترات سلولز استفاده می

 شود.های مایعات هم استفاده میمارش میکروارگانیسمجداسازی و ش

 

 

 

 Incubator انکوباتور

 باعث مناسب حرات درجه و رطوبت مثل یبمناس شرایط تامین با که است دستگاهی. شودمی اطلاق هم اتو دستگاه این به

-25 بین دستگاه این دمای. هستند هوا وگردش حرارت پخش تمسسی به مجهز هاانکوباتور. شودمی هامیکروارگانیسم رشد

 و تنظیم برای. تغییرنماید℃1± از بیش شده تنظیم حد از نباید( گرمخانه) انکوباتور حرارت درجه. است تنظیم قابل ℃50

 بار ویک بوده بسته دستگاه درب هاساعت که کار شروع ابتدا بارصبح یک روز، در بار  2 است بهتر انکوباتور دمای کنترل

 را رشد بهترین خاصی حرارت درجه در میکروارگانیسم هر. کرد کنترل را انکوباتور دمای دقیق، دماسنج کمک به کار درپایان

 گراددرجه سانتی 25 هاکپک مورد در وگراد درجه سانتی 37-35 بازه در معمولا هامخمر و هاباکتری مورد در درجه این. دارد

 حرارت درجه به ساعت 2 ظرف باید انکوباتور داخل هایمحیط و ظروف. شود تنظیم آن روی باید انکوباتور دمای که، باشدمی

 .موردنظربرسند
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 کشت ظروف روی آب قطرات شدن جمع باعث که باشد زیاد نباید دستگاه رطوبت. است مهم بسیار نیز دستگاه رطوبت تنظیم

 در. ندهند دست از را خود رطوبت %15 از بیش ساعت 48 طی در آگار حاوی ظروف که باشد میزانی به باید دیگر ازطرف. شود

 .نمود فراهم را لازم رطوبت میزان آب حاوی بشر قراردادن با توانمی کننده مرطوب سیستم نبود صورت

وس استافیلوکوک یااشرشیاکلی  مثل هاییباکتری مثال بطور. است متفاوت میکروارگانیسم نوع به توجه با انکوباسیون زمان

مایکوباکتریوم  مثل هاییباکتری برای زمان این ولیکنند تولید می رویت قابل کلنی آگار محیط در ساعت 18-24 ظرف

 .باشدمی هفته چندفیت  درماتوهای وقارچ توبرکلوزیس

 هوا جریان که نباشد مترسانتی 5/2 کمتراز ودیواره هم از هادیش پتری فاصله کهداد  قرارر انکوباتو در طوریباید  را هاپلیت

 .باشد داشته چرخش بتواند

 

 :انکوباتور انواع

 طراحی شده است که برخی از انواع آن عبارتند از: هاانکوباتور انواع، هامیکروب متفاوت هاینیاز به توجه با

 انکوباتورساده (1

 هوازیبی و( میکروآئروفیلیک) کاینوفیل هایباکتری مخصوص: دار CO2انکوباتور (2

 شیکردار انکوباتور (3

 دار یخچال انکوباتور (4

 انکوباتور با کار در مهم نکات

 .گردد خودداریر انکوباتو درب زیاد کردن بسته و باز از شودمی توصیه دما تغییرات از جلوگیری برای (1

 ضد  و تمیز دستگاه داخل فضای یکبار وقت چند هر شودمی توصیه دستگاه در آلودگی تجمع از جلوگیری برای (2

 .شود عفونی

 

 Spectrophotometr اسپکتروفتومتر

شود. محلول را در برابر نور قرار داده و میزان های حاوی میکروب استفاده میاز این دستگاه برای تعین کدورت در محلول 

باشد، به این ترتیب که هر ها میهای مطالعه رشد باکتریشود.این روش یکی از روشجذب نور توسط محلول اندازه گیری می

 باشد.هد بود که معرف تعداد زیاد باکتری میچه کدورت بیشتر، جذب نوری بیشتر خوا

 Fume Hood  هود شیمیایی یا هود فیوم

کنند. هودهای شیمیایی این هودها از پخش شدن و مواجهه کارکنان با بخارات سمی ، قابل اشتعال ، قابل انفجار جلوگیری می

ن تخلیه کرده یا آن را تصفیه و دوباره به آزمایشگاه بر دارند و این هوا را یا به بیروهوای آلوده را در یک محفظه بسته نگه می

 این هودها برای کار با مواد کارسینوژن، سمی و رادیواکتیو کاربرد دارند. گردانند.می
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 Laminar Fluهودهای بیولوژیک یا  لامینار 

های حاصل از عوامل عفونی  و مواد ای است که یک فضای بسته برای محافظت از کاربر در برابر آئروسلهود بیولوژیک وسیله

 UVشود. داخل این هودها لامپ کند همچنین از آلوده شدن نمونه به وسیله کاربر نیز جلوگیری میشدیدا سمی را ایجاد می

 عبیه شده است.و چراغ گاز بنسون برای ایمنی بیشتر ت

از ترکیبات پشم شیشه  باشند که می HEPA ( High Efficiency Particulate Air)این هودها مجهز به فیلترهای  

این فیلترها بایستی دهند. میکرون را نمی 3/0اجازه عبور به ذرات بزرگتر از خیلی ریز ثابت و ذرات آلومینیوم ساخته شده و 

 نو جایگزین گردند.سالیانه تعویض و با فیلتر 

 3و کلاس  2در انواع عمودی و افقی وجود داشته و بسته به حدت عامل عفونی به دو دسته هودهای کلاس  ی لامینارهودها

   شوند.تقسیم می

صورت عمودی از طریق شبکه و بهجریان  هوای  آزمایشگاه از طریق قسمت جلویی هود وارد  2کلاس در هودهای لامینار 

شود. بخشی از هوای وارد کند، سپس هوا از طریق کانال عقبی هود به قسمت بالایی رانده میطرف پایین عبور میجلویی به

باشد پس از جذب ذرات میکروبی به خارج از هود می HEPAشده به قسمت فوقانی از طریق در خروجی که دارای فیلترهای 

هدایت شده و در امتداد محل باز جلوی هود یک منطقه حفاظتی  شود. بخش دیگر هوای تصفیه شده به سمت پایینهدایت می

فضای داخل هودها پس از  کند.کند.بخشی از این هوا نیز مجددا به قسمت پایین وارد و شروع به چرخش میهوایی ایجاد می

 شود.یا حرارت استریل می UVکار بوسیله اشعه 

های با حدت و کشندگی بالا و امکان گسترش زیاد استفاده می باکتریها و که موقع کار با ویروس 3هودهای لامینار کلاس 

 شود.شوند یک فضای کاملا بسته ایجاد کرده و هوا از هود خارج نمی

 نکات مهم در کار با هود:  

لال در هود زمانی عملکرد مناسب دارد که در اتاقی بسته قرار گیرد استفاده از پنکه یا باز کردن پنجره ممکن است باعث اخت

 عمل هود شود.

 شود.دقیقه قبل از کار هود روشن  20تا  15

 دقیقه اضافه تر روشن باشد تا ذرات عفونی به خارج منتقل شود. 15زمانیکه کار تمام شد اجازه دهید موتور هود حدود 

 طبقه بندی میکروب ها از نظر صدمات ناشی از آن ها

 مخمرها، باکتری های موجود در سطح پوست و...گروه اول: کم خطر برای انسان مثل کپک ها ، 

گروه دوم : خطر کم داشته و در صورت ایجاد مشکل با دارو قابل درمان هستند و خطر گسترش در جامعه ندارند . مثل 

 آنتروباکتریاسه جز سالمونلا، استرپتوکوک ها ، آدنوویروسها،

ای جامعه دارند و سریع و بصورت گسترده از فردی به فرد دیگر گروه سوم: خطر زیاد برای کارکنان آزمایشگاه و خطر کم بر

 منتقل نمی شوند. مثل بروسلا، فرانسیسلا، هسیتوپلاسما، ریکتزیاها

گروه چهارم: خطر بسیار زیاد برای کارکنان آزمایشگاه دارند و بیماری جدی تولید می کنند و به سرعت از فردی به فرد دیگر 

 رش می یابند. مثل طاعون انسانی، آبله، ویروس های  ایجاد کننده تب هموراژیک، منتقل شده و در جامعه گست
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  Autoclave      اتوکلاو

شگاهی و محیط های کشت استفاده کردن وسایل آزمای استریلکه با فشار بخار آب کار کرده و از آن برای است  دستگاهی 

 واژه اتوکلاو از ترکیب دو واژه . اختراع شد 1879در سال  چارلز چمبرلن فرانسوی میکروبیولوژیست ین وسیله توسطا شود. می

) -auto(به معنی خودکار و یونانی در زبان) clavis( حرارت از وسیله این در. استبه معنی کلید تشکیل شده لاتین در زبان 

مدت  در را مربع اینچ بر پوند 15 فشار تحت گراد رادرجه سانتی 121 حرارت وسیله این. شودمی استفاده فشار تحت آب بخار

 حرارت درجه چون شود خارج کردن کار از قبل دستگاه هوا تمام باید. کندمی فراهم ( دقیقه 20-15 ) عمدتا  زمان مورد نظر

 .شودمی کم هوا با تماس در آب بخار

 شوند.برخی اتوکلاوها از جلو و برخی دیگر از بالا بارگیری می

 

 

 : Ovenفور الکتریکی 

کند. برای استریل کردن شیشه آلات نشکن و وسایل جراحی به حرارت تولید می گراددرجه سانتی 400-250  این دستگاه

توانند از این دما جان سالم به در ها با تبدیل شدن به فرم اسپور میشود. برخی از باکتریروش حرارت خشک از آن استفاده می

-90بمدت  گراددرجه سانتی 180-170دمای   ببرند. برای استریل کردن وسایل با فور به اشیاء در کاغذ پیچیده شده  و در

شوند به طوری که نباید کمترین رطوبت داشته شود. وسایل قبل از استریل شدن تمیز و خشک میدقیقه حرارت داده می 120

کنند که شود کمک میها ونتیلاتور دارند که وقتی وسایل مرطوب گذاشته میشود. برخی فورباشند چون موجب شکستن می

 رات خارج شود.بخا

های معرف زرد شدن رنگ پنبه و کاغذ شود. در صورت نبود نواراستفاده می ونیزاسیلیاسترهای معرف جهت تایید از نوار چسب

 سفید نشانه سترون بودن است.

 

 Colony counterکلنی شمار     

  .رود می کار به آگار کشت محیط در موجود های ارگانیسم میکرو یا و ها باکتری شمارش جهت که الکتریکی است دستگاهی

از یک صفحه شطرنجی مخصوص شمارش باکتری، قسمتی که به وسیله دو نیم حلقه پلیت را نگه  دیجیتالهای کانتر کلنی

 کند،یک دارد، منبع نور که صفحه شمارش را روشن میمی

  شوند.و قلم یا دکمه شمارشگر تشکیل می ذره بین متحرک قابل تنظیم

 

 

 

 

 

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%DB%8C%DA%A9%D8%B1%D9%88%D8%A8%DB%8C%D9%88%D9%84%D9%88%DA%98%DB%8C%D8%B3%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%DB%8C%DA%A9%D8%B1%D9%88%D8%A8%DB%8C%D9%88%D9%84%D9%88%DA%98%DB%8C%D8%B3%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%DA%86%D8%A7%D8%B1%D9%84%D8%B2_%DA%86%D9%85%D8%A8%D8%B1%D9%84%D9%86&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%DA%86%D8%A7%D8%B1%D9%84%D8%B2_%DA%86%D9%85%D8%A8%D8%B1%D9%84%D9%86&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%A8%D8%A7%D9%86_%DB%8C%D9%88%D9%86%D8%A7%D9%86%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%A8%D8%A7%D9%86_%DB%8C%D9%88%D9%86%D8%A7%D9%86%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%A8%D8%A7%D9%86_%D9%84%D8%A7%D8%AA%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%A8%D8%A7%D9%86_%D9%84%D8%A7%D8%AA%DB%8C%D9%86
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 فصل سوم : 

 ها در میکروب شناسیو کاربرد آن  کروسکوپیانواع م
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 پیروزی آن نیست که هرگز زمین نخوری آن است که پس از هر زمین خوردن برخیزی

چنین اگر هم، هایی است. از جمله اینکه چشم توانایی دیدن اجسام دور را نداردچشم انسان از لحاظ دید دارای محدودیت

را به وضوح ببیند. انسان توانایی دیدن اجسامی که تواند آناینچ باشد نمی 10متر یا سانتی 25فاصله شئی از چشم کمتر از 

کمتر  یمتر باشد را نیز ندارد همچنین  چشم انسان قدرت تفکیک کمی داشته و اگر فاصله دو شمیلی 1/0ها کمتر از قطر آن

 را بصورت به هم چسبیده خواهد داد.  یباشد چشم انسان آن دو ش میلیمتر 2/0از

بار کوچکتر از  5باشد که متر( می 10-6متر  و میلی 10-3ر میکرومتر برابر با همیکرومتر )  20تا  10های جانوری قطر سلول

یده شوند دبا چشم غیر مسلح  ها نیز بسیار کوچکتر از آن هستند کهمیکروارگانیسم بیند.جسمی است که چشم غیر مسلح می

تا  20ها روسمتر است( و وی 10-9میکرومتر و  10-3نانومتر ) هر نانومتر  300اها میکرومتر، کلامیدی 1ها بطوریکه قطر باکتری

  باشند.نانومتر می 200

که اخیرا کشف و اپیلیپسیوم فیش السیوم  Thiomargarita namibiensis1تیومارگاریتا نامیبینسس های تذکر: باکتری

 اند با چشم غیر مسلح قابل رویت هستند.شده

ها داشت . سابقه اختراع عدسی به یونان های چشم خود برده همواره سعی در رفع این نقیصهبشر از زمانیکه پی به ضعف

و  داد و بدنبال آن گالیله و جانسون تلسکوپای برای ساخت میکروسکوپ ارائه کپلر ایده 1611در سال  گردد.میباستان بر

 ها ابداع کردند.میکروسکوپ را با استفاده از قوانین شکست نور و عدسی

پروتوزئرها و  1674برابر بزرگنمایی داشتند در سال  40های ابداعی خود که تا آنتونی ون لوین هوک با استفاده از میکروسکوپ

ها کار کروسکوپتنظیم این میها بسیار ابتدایی و ساده بودند و در آن زمان میکروسکوپ. ها را گزارش نمود سال بعد باکتری 9

وسکوپ به ا میکررابرت هوک ب بسیار سختی بود و لوین هوک برای مشاهده اجرام زیر مجبور به ساخت صدها میکروسکوپ شد.

های پیشرفته و دستگاه  امروزی هایروسکوپفذ کوچک در آن را سلول نامید. میکهای چوب پنبه پرداخت و منابررسی برش

 .باشندمی چشمی و شئی هایعدسی از ترکیبی

ها رنگ و شفاف بودن آنها بود بیها و میکروارگانیسمعلاوه از ریز بود مشکل دیگری که در آن زمان در سر راه تشخیص سلول

 ا حل شد.هها و رنگ آمیزی میکروارگانیسمبود که این مشکل نیز با ساخت رنگ

های شگرف علم در ساخت میکروسکوپ هم تحولات بزرگی صورت گرفته است و انواع مختلف امروزه بدنبال پیشرفت

ده ه بازار آمبهای اتمیک فورث حتی میکروسکوپ اند.میکروسکوپ اعم از نوری، فاز کنتراست، فلورسنت و الکترونی اختراع شده

  بررسی کنند.توانند اجسام را ها میکه تا حد اتم

 دانید نور حین تعویض محیط شکسته و از مسیر اصلی خوده می. همانگونه ککنندها با قوانین شکست نور کار میمیکروسکوپ

ارد شوند در حالیکه اگر از محیط رقیق وشود . اگر نور از محیط غلیظ وارد محیط رقیق شود پرتوها از هم دور میمنحرف می

وی هم شوند. نورها شکسته شده موقع استفاده از عدسی در یک نقطه رشکسته و به هم نزدیک میمحیط غلیظ شود پرتوها 

 گویند.کنند که این نقطه را نقطه کانونی و فاصله نقطه کانونی تا عدسی را فاصله کانونی میتمرکز پیدا می

                                                           
 3متر است که میلی 75/0در نامیبیا کشف شد. قطر این باکتری  1999هوازی اختیاری است که در ساال این باکتری کوکسی گرم منفی  با تنفس بی 1

 که قسمت عمده آن از یک واکوئل غذایی تشکیل شده است.باشد ها میمیلیون برابر اندازه عادی باکتری
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ها به کار سی سیستماتیک میکروبای است که یک میکروب شناس برای شناسایی و بررمیکروسکوپ معمولا اولین وسیله

 برد.می

 کنند.ها در واقع دو ضعف چشم را با دو صفت اصلی خود بر طرف میمیکروسکوپ

  Magnification بزرگنمایی (1

گیرد. بزرگنمایی کلی میکروسکوپ از حاصل ضرب بزرگ نمایی هم توسط عدسی شئی و هم توسط عدسی چشمی صورت می

 شود.بزرگنمایی عدسی چشمی حاصل میبزرگنمایی عدسی شئی در 

 Resolation Powerحد وضوح یا حد تفکیک  (2

منظور از حد وضوح کمترین فاصله بین دو شی  دهد. علاوه از بزرگنمایی قدرت تفکیک چشم را تیز افزایش می میکروسکوپ

باشد و اگر فاصله دو شد از هم تر میممیلی 1/0در مورد چشم غیر مسلح این فاصله است که بتوان آن دو را بصورت مجزا دید. 

قدرت تفکیک عمدتا به طول موج نوری که به عنوان منبع روشنایی به شوند. کمتر از این باشد بصورت منطبق بر هم دیده می

نور  و. به عنوان مثال پرتوهای الکترونی  RP= −ƛ 2NA و نصف طول موج نور مورد استفاده است  رود بستگی داردکار می

هایی که با این نورها لذا قدرت تمایز میکروسکوپ ،دارند( میکرومتر 4/0)ماورا بنفش طول موج کوتاهتری نسبت به نور مرئی 

ها هم البته در قدرت تمایز کیفیت اپتیکی عدسی کنند.هایی است که با نور مرئی کار میکنند بیشتر از میکروسکوپکار می

 نقش دارد.

به ضریب شکست نور هم بستگی دارد بطوریکه ضریب شکست هوا کمتر از شیشه است لذا پرتوها هنگام قدرت تفکیک عدسی 

با استفاده از   100Xشوند که در میکروسکوپ نوری موقع استفاده از عدسی عبور از شیشه به هوا منحرف و دچار شکستگی می

 .فکیک را افزایش دادتوان ضریب شکست نور را کاهش و قدرت نروغن ایمرسیون )صدر(  می

 نکته مهم این است که افزایش بزرگنمایی بدون افزایش حد وضوح متناسب با آن فقط تصویر بزرگتر مبهم ایجاد خواهد کرد.

 

 اصول شکست نور در میکروسکوپ نوری
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 میکروسکوپهای استفاده شده توسط ون لیون هوک و رابرت هوک

 

  Bright fieldروشن نهیزم یهاکروسکوپیم

منبع نور  هاکروسکوپیم نیا درباشند. کاربردترین نوع میکروسکوپ در یک آزمایشگاه تشخیصی میپر هاکروسکوپیماین 

) با  یئش یعدس یسر دو.  شودیم دهید کیتار نهیو در زم رهیبصورت ت نمونه تاباند.مینمونه  یرا به رومرئی نور  مایمستق

 گریبار د 10را  یئش یبزرگ شده توسط عدس ریتصومیدارند که عدسی چشمیو چشبرابر(  100و  40، 10، 4بزرگنمایی 

 باشد.میکرومتر می 2/0برابر و قدرت تفکیک آن  1000، پس حداکثر بزرگنمایی در این نوع میکروسکوپ کندمیبزرگ تر 

با  یداد ول شیتوان افزامی یزیکنتراست وجود داشته باشد که کنتراست را با رنگ آم نهیو زم یش نیب دیبهتر با صیتشخ یبرا

  شود.میممکن  ریسلول زنده غ تیشده و مشاهده فعال هنمونه کشت یزیرنگ آم

 اجزا تشکیل دهنده میکروسکوپ نوری زمینه روشن:

    Baseپایه  (1

  بازوی میکروسکوپ  (2

 منبع نوری        (3

 کلید روشن و خاموش  (4

 دکمه تنظیم شدت نور (5

زیر سکوی میکروسکوپ قرار داشته و از چند عدسی تشکیل شده است و وظیفه آن جمع   Condensorکندانسور  (6

 کند.کندانسور توسط یک پیچ به طرف بالا و پایین حرکت می کردن نور و ارسال آن به عدسی شئی است.
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نصب شده و عمل آن کنترل مقدار نور عبوری از کندانسور است و دارای  بر روی کندانسور Diaphragmدیافراگم  (7

ه لشود. بهتر است دیافراگم همیشه نیمه باز باشد. البته در برخی موارد از جمشاتری است که با دکمه باز و بسته می

تفاده از عدسی با موقع اس شود از دیافراگم بسته استفاده شود.مشاهده کپسول با رنگ آمیزی مرکب چین توصیه می

 قدرت کم بهتر است دیافراگم باز باشد.

 stageسکوی میکروسکوپ یا صفحه نگهدارنده  (8

 شوند.های نگهدارنده لام که به وسیله پیچ به عقب و جلو ، راست و چپ منتقل میگیره (9

 گویند.را عدسی روغنی می 100Xکه عدسی 4X- 10X- 40X -100Xهای شئی با بزرگنمایی عدسی (10

 و میکرومتر برای واضح کردن تصویر با عدسی بزرگتر 10Xو  4Xهای ماکرومتر برای واضح کردن تصویر با عدسیپیچ (11

    

 قسمت های تشکیل دهنده میکروسکوب نوری

 های زمینه روشننکات مهم موقع کار با میکروسکوپ

هستند و اگر نمونه با عدسی کوچک تنظیم شود در عدسی بزرگ نیاز به تنظیم  Parfucalها هم کانون الف( این میکروسکوپ

های باشد لذا ابتداا باید نمونه با عدسی کوچک و استفاده از پیچ ماکرو تنظیم شود سپس برای وضوح و استفاده از عدسینمی

 بزرگتر از پیچ میکرو استفاده شود.

تما از روغن ایمرسیون استفاده شود. همچنین کندانسور باید بالا و نزدیک به برای وضوح بیشتر ح 100ب( موقع کار با عدسی 

 سکوی میکروسکوپ قار داشته باشد.

 ج( دیافراگم بهتر است همیشه نیمه باز باشد مگر زمانیکه از عدسی شئی کم قدرت استفاده شود که دیافراگم باید باز باشد.

ود چشم به عدسی چشمی نچسبد. بهترین فاصله زمانی است که بتوان و سعی ش د( موقع استفاده چشم را منقبض نکنید

 میدان دید را به حداکثر اندازه ممکن دید.

 ه( عدسی شئی نباید با لام و لامل برخورد داشته باشد.
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 موقع تعویض لام حتما سکو پایین کشیده شود. و( 

 4روی میز کار باقی گذاشته نشود. عدسی شئی در موقعیت ها هرگز زیر میکروسکوپ یا ز( پس از اتمام کار با میکروسکوپ لام

ها و سکو باید همواره تمییز و خشک باشد و اگر روغن ریخته شده بود با ترین موقعیت قرار گیرد. عدسیو سکو در پائین

 گزیلول یا الکل تمییز شود. در خاتمه سیم الکتریکی از پریز خارج و دور بدنه میکروسکوپ پیچانده شود.

 

    Phase-Contrast Microscopyفاز کنتراست کروسکوپیم

 صیتوان اجزاء را تشخمی یکه در آن با استفاده از اختلاف فاز نور عبورشوند محسوب میروشن  نهیزم یهاکروسکوپیم وجز

متفاوت مانند سلول و  یبا چگال یهاساختار اتیجزئاست. عیمشاهده سلول زنده در نمونه ما یبرا لهیوس نیبهتر هلیوس نیا.داد

بصورت متفاوت دارند بدون استفاده از رنگ  یچون چگال یسلول یداخل یهاکند. اندامکمیمشخص  یبخوب اطراف را طیمح

 کروسکوپیم نیا ییهم وجود دارد.حداکثر قدرت بزرگنما توزی.امکان مشاهده تحرک و فاگوس شوندسایه روشن دیده می

 برابر است. 1000

 

 UVایفلورسنت  کروسکوپیم

شود. میدیتول وهیج یهاکه توسط لامپ دکنمیاز نور ماوراء بنفش استفاده  یئنور مر یاست که به جا ینور کروسکوپیم ینوع

نور  کروسکوپیم کیبوده و بهتر از قدرت تفک 1/0آن  کیقدرت تفک پساست  کرومتریم 2/0چون طول موج نور ماوراءبنفش 

چون نور فرا . نرساند بیدارند تا اشعه ماوراء بنفش به چشم آس یصاف کروسکوپینوع م نیدر امیچش یهایعدساست . یمرئ

در برابر تابش اشعه فرا که  شودمیاستفاده  صیفلورسنت جهت تشخ یهارنگ ازباشد لذا بنفش با چشم انسان قابل رویت نمی

 است. یزیشده تابع رنگ مصرف شده در رنگ آمشود . رنگ مشاهده می دهید کیتار نهیزم کیبصورت درخشان در بنفش 

 نیردام نیاورام -ها قارچبرای مشاهده   دیکالکفور سف - کوپلاسمایمابرای مشاهده  ینارنج نیداکری -مثل فلورکروم  ییهارنگ

 شود .میاستفاده  برای تشخیص مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

بادی وصل شده و سپس به وسیله میکروسکوپ روش ایمونوفلورسنت که در آن رنگ فلورسنت با یک پیوند شیمیایی به آنتی

 روش در شود. اینشود روش بسیار مفیدی در تشخیص عوامل عفونی محسوب میدر بافت مورد مطالعه ردیابی میفلورسنت 

 .دارند کاربرد خال تب و هاری هایویروس حتی و سل ، لژیونلا سیفلیس،  کننده ایجاد عوامل سریع تشخیص

 

 Dark field Microscopy کیتار نهیزم کروسکوپیم

آسان تر از  کیتار نهیروشن در زم ئش ندیشود که دمی دهید کیتار نهیبصورت روشن در زم نمونهدر این نوع میکروسکوپ 

 یخاص هی)نور با زاوکند می یریجلوگ یئش ینور به عدس میآن از ورود مستق کندانسور روشن است. نهیدر زم کیتار ئش دنید

رسد همان است که در واقع در ایت میکروسکوپ تنها نوری که به چشم می .دیآمیبه وجود  کیکاملا تار نهیو زمشود( میوارد 

و نیز  ( سیفلی)عامل س درمیالپ پانوماهتر نیزنده رنگ نشده و همچن یهاسلول دنید یبرا شودتوسط نمونه منتشر می

تواند رنگ را مین چونو  شودمیاستفاده  یمتوسط عدس ای نیاز قدرت پائ کروسکوپیم نیا درمناسب است.. هاباکتریوفاژ

 رود.میرنگ شده به کار ن یهانمونه یمشخص کند برا
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  Invert Microscopy    میکروسکوپ معکوس

سیستم چشمی در این نوع میکروسکوپ درست توسط جان لورنس اسمیت ابداع شد.  1850این نوع میکروسکوپ در سال 

یری این برعکس میکروسکوپ نوری طراحی شده است. عدسی شئی در پایین و کندانسور در بالا قرار دارد. مزیت این نوع قرارگ

روسکوپ نوری های مملو از محیط مایع قرار گرفته باشند یا در میککه ممکن است در لوله هاییاست که عدسی سئی در سلول

 یابد.شوند تمرکز میاستاندارد میزان نمی

ها که بررسی آنها اغلب با رشد یافته در فلاسک کشت سلول و میکرو پلیتزنده و های این نحوه قرار گیری در بررسی سلول

 است.های استاندارد مشکل است کمک کننده میکروسکوپ
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 یالکترون یهاکروسکوپیم

،  کنندمیاستفاده  یالکترون یهااز پرتو ینور مرئ یجا بهتوسط نول و هیروسکا اختراع شد.  1931این میکروسکوپ در سال 

 یهااز حلقه یعدس یشود. به جامی شتریب ییو بزرگنما کیقدرت تفک است ینور مرئ ازترکوتاه اریبسآن که چون طول موج 

 الکترون موج  طولکند.میعبور ن یشود. چون الکترون از عدسمیاستفاده  سیالکترومغناط
1

   100000
است  یطول موج نور مرئ 

شود مین مایرا مستق شد لیتشک ریتصوو  در بالا قرار دارد کروسکوپیم نینور در ا منبع است. یاز نور شتریپس وضوح آن ب

از  شتریب ارب 1000شوند که میتر برابر بزرگ ونیلیم کی ریتصاو باشد. یعکاس لمیف ای ونیزیصفحه تلو یرو دیو با دید

از  یریجلوگ یخلا برا ستمیولت و س 40000تا  10000ولتاژ  یرویبه ن کروسکوپینوع م نیا دراست. ینور کروسکوپیم

قدرت  کروسکوپیم نیا در است. nm 20-10 یالکترون کروسکوپیم تفکیک قدرت .باشدمیازیبرخورد الکترون به ملکول هوا ن

 است. کروسکوپیبرابر رزولانس م 600 بیآنگستروم قر 3 ای کرونیم 0.0003رزولانس  ای تفکیک

آمیزی منفی با  ها در میکروسکوپ الکترونی باید آن را رنگ آمیزی کرد که به این منظور از رنگبرای مشاهده میکروارگانیسم

شود. بدلیل رنگ آمیزی نمونه نمایند مثل اورانیوم، تنگستن یا سرب استفاده میاستفاده از فلزات سنگین که نور را منعکس می

 های الکترونی امکان بررسی نمونه زنده وجود ندارد.در هیچکدام از میکروسکوپ

تواند ضایعاتی را در نمونه به  وسکوپ الکترونی میها برای مشاهده در میکربا توجه به این که بی توجهی در آماده سازی نمونه

ها نیازمند نیروی وجود آورد و به ایجاد تصاویر غیر واقعی و اجزاء ساخختگی منجر گردد بنابر این کار با این نوع مکروسکوپ

 باشد.متخصص دوره دیده می

 

 :  وجود دارد یالکترون کروسکوپینوع م 2

 یبررس یبرا: گذاره  ای TEM( Transmision Electron Microscope) شنیترانسم یالکترون کروسکوپیم (1

ها قدرت نفوذ کمی دارند برای دیدن داخل سلول باید با که الکترونکاربرد دارد . با توجه به این داخل سلولاجزاء 

  های نازکی تهیه گردد.ها برشمیکروتوم مخصوص از سلول

سطح  یبررس یبرا :نگارهیا   SEM( Scaninig Electron Microscope)نگیاسکن یالکترون کروسکوپیم (2

و با استفاده از آن علاوه از بررسی حضور  دهدیم شینما یرا با صورت سه بعد هانمونهکه رود به کار می سلول 

به فرد به ها اطلاعات منحصر توان از شکل بسیاری از میکروارگانیسمهای مورد بررسی میها در نمونهمیکروارگانیسم

 دست آورد.

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

31 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 AFMمیات یروین کروسکوپیم

ش پروپ دستگاه و حاصل از بر همکن یهازریاطلاعات ل یاست که با جمع آور  SPMیشیپروپ رو یهاکروسکوپیاز انواع م

 کند.می دین تول از آ یتوپوگراف ریسطح تصو یهااتم
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 مقایسه انواع مختلف میکروسکوپجدول 
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 فصل چهارم : 

 آمیزی در میکروبیولوژیگرنو  هارنگ
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برای بدست  کهرنگ هستند عمدتا بی هاپ است. میکروبوسی مستقیم آنها زیر میکروسکربر هااولین گام در شناسایی باکتری

کنند. رنگ آمیزی باعث افزایش کنتراست بین باکتری و میرا رنگ آمیزی  هاآوردن اطلاعات اضافی و افزایش قدرت دید آن

 کند. میکمک  هامحیط شده و به افتراق و شناسایی باکتری

و این فرآیند باعث کشته شدن و بصورت شیمیایی با پروتوپلاسم باکتری ترکیب شده  هارنگ که شودمیرنگ آمیزی باعث 

  شود.میهاحرکتی باکتریبی

باکتری  کخ با مهار کردن لایه نازکی از هافمن انجام شد.توسط 1869ها در سال جهت رنگ آمیزی باکتری هایتن کوششنخس

  فمن را برطرف کرد.ها توسط حرارت روی شیشه، نواقص کار

 .شودمیاستفاده به معنی رنگ   Stainاز واژه  Dyeدر میکروبیولوژی به جای 

 هاگیرند که در آنترکیبات محلول در آب و آروماتیک هستند که آنیون و کاتیون متصل به مواد مختلف را در بر می هارنگ

ی رایج هااتصالات گاه به صورت یونی و گاه به صورت هیدروژنی است. بخشی که عامل رنگی است کروموفور نام دارد. کروموفور

 ( آزو.3اتین ( آزوم2( اتیل 1عبارت اند از:  هادر رنگ

ی کشت )به عنوان ممانعت کننده هاهمچنین در محیط ، معرف به عنوان مواردی  درعلاوه بر استفاده در رنگ آمیزی  هارنگ

برای نشان دادن تخمیر منبع کربن( هم استفاده  pHبیوشیمیایی )بعنوان معرف  هاتستدر باکتری( و اسایی انتخابی یا شن

  شوند.می

ها دخالت های بالا و فشار اسمزی در رنگ پذیری باکتریرنگ عوامل فیزیکی مثل خاصیت چسیندگی در غلظتعلاوه از نوع 

 دارد.

هایی که از قطران شدند. امروزه رنگهای آنیلیک گفته میهمین دلیل رنگشدند بهها قبلا از مشتقات آنیلینی ساخته میرنگ

 :کنندمیدسته تقسیم  3به  pHرا براساس  هارنگه این شوند بیشتر کاربرد دارند کذغال سنگ حاصل می

 

 شود. برای رنگ کردن ترکیبات با بار منفی )مثل میی آنیونی ترکیب هاکاتیون رنگی که با گروه ی بازی:هارنگ

سازند مثلا کلرید میی بازی را بصورت نمک ها. در تجارت رنگاسید نوکلئبک داخل سلولی( تمایل زیادی دارند

چون سلول باکتری غنی از اسید آید. میکه با افزودن آب یونیزه شده و آبی متیلن با بار + به وجور بلو متیلن 

مثل:  هاشود. این رنگمیی فسفات با رنگ بازی با بار + ترکیب هانوکلئیک است و بار منفی دارد به صورت گروه

 فوشین. -مالاشیت گرین  -درخشان  سبز -کریستال ویوله  - متیلن بلو

 های کاتیون بی رنگ ترکیب شده اند و اغلب به عنوان رنگ زمینه هم آنیون رنگی که با گروه های اسیدی:رنگ

 اسید پیکونیک -سیاه نیگروزین  -کنند. مثل: ائوزین های بازی را نیز رنگ میکاربرد دارند و پروتئین

 ی اسیدی و بازی که هر یون واجد یک کروموفر است و جهت رنگ کردن هاترکیبی از رنگ  خنثی: هایرنگ

 مناسب است. مثل رنگ سودان سیاه رنگ. هاترکیبات بدون بار مثل چربی

 کنند:را بر اساس وضعیت کروموفور هم طبقه بندی می هاالبته رنگ

 ن: مثل ائوزینانتیزی گهارنگ (1

 ی ائوزین: مثل نیگروزینهارنگ (2
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 (Mordantدانه )دن رنگنکته :

پوشانند که ماده لاکی میضمن ترکیب با دیواره آن را به گونه ای ها رنگ کنند. این میکه رنگ آمیزی را آسان  هستند موادی

 تانین و اسید کرومیک شوند مثلمیشود و باعث قوی شدن تاثیر رنگ حساس به رنگ تولید می

 هاباکتری رنگ آمیزی

های مختلفی نیز برای انواع رنگ آمیزی وجود شناسی ابداع شده است که طبقه بندیدر میکروبهای مختلف رنگ آمیزی روش

 دارد.

 ی به کار رفته:هاانواع رنگ آمیزی  بر اساس تعداد رنگ

مثبت ی بازی با بار هااولویت با رنگشود. میقط با یک نوع رنگ رنگ آمیزی گسترش باکتری فرنگ آمیزی ساده:  (1

با این رنگ آمیزی فقط شکل و آرایش سلولی مشخص باشد. کربول فوشین می –کریستال ویوله  –مثل : متیل بلو 

اساس استوار است که سلول باکتری از نظر این . این رنگ آمیزی بر گیرد.میشود و تمام ساختار رنگ یکسانی می

 رنگ آمیزی از محیط اطراف خود متمایز شود.تواند پس از میشیمیایی با محیط اطراف متفاوت است. پس 

ی ها: در این رنگ آمیزی دو یا چند رنگ به کار میرود که با رنگ کردن ساختاررنگ آمیزی مرکب یا افتراقی (2

ها  شود. اساس این رنگ آمیزی این است که میکروارگانیسممیهای مختلف باعث تمایز آنهادرون سلولی به رنگ

ی متفاوتی نشان هایک روش رنگ آمیزی معین واکنشدارای اختلافات فیزیکی و شیمیایی هستند پس در مقابل 

 .مثل رنگ آمیزی گرم یا اسید فستدهند. می

 

 انواع رنگ آمیزی بر اساس رنگ پذیری یا عدم رنگ پذیری باکتری و محیط اطراف:

 بی رنگ است.گیرد ولی محیط باکتری رنگ می رنگ آمیزی مثبت: (1

 هایی مثل از رنگ گیرد.باکتری نسبت به رنگ نفوذ ناپذیر است و رنگ اطراف باکتری را فرا می رنگ آمیزی منفی: (2

 شود.مرکب چین یا سیاه نیگروزین در این روش استفاده می

 ی قبل از رنگ آمیزیهاتوصیه

ور نگهداری شوند، از قرار دادن در معرض ن ی رنگی باید در ظروف در دار رنگی که محکم بسته بندی شدههامحلول (1

 اسید و آمونیاک باشد. هاجلوگیری شود و نباید نزدیک آن

 آن خنثی باشد. pHآب مقطر مورد مصرف در ساخت رنگ تازه و  (2

 برای گذاشتن لام موقع رنگ آمیزی به کار میروند باید در سطح هم باشند. که میله ایدو  (3

 گذاشته تا موقع برسی مشکلی پیش نیاید. بهتر است نمونه را در وسط لام (4

 استفاده از مداد الماس است. مبهترین راه نوشتن روی لا (5

 باید مطمئن باشید که لام را سر و ته نگرفته باشید. (6
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 1:1ها را بهتر است با مخلوط . . لاماز لام تمیز و عاری از چربی جهت تهیه گسترش و رنگ آمیزی استفاده شود (7

 استریل تمیز کرد. اتر و گاز-اتانول

 سرم فیزیولوژی هر دو هفته یکبار تهیه شده و باید اطمینان حاصل شود که آلوده نشده باشد  (8

 

 (Smear)تهیه گسترش میکروبی 

با حلقه  مایع یهامحیطدر مورد نمونه ضخیم نباشد.  شوداولین قدم در رنگ آمیزی تهیه گسترش میکروبی است. باید سعی 

مثل و سپس  شودداده میبرداشته و وسط لام قرار  از مایع مورد آزمایش میکاستریل یا پیپت پاستور یا سواپ  فیلدو پلاتین 

و با  گذاشتهوسط لام ، یک قطره سرم فیزیولوژی جامد یهامحیط. در مورد شودداده میورقی نازک روی لام گسترش 

با نمونه باکتری و پخش کردن آن روی  کردن مخلوطبرداشت و پس از  باکتری (پرگنه)از کلنی  میفیلدوپلاتین مقدار بسیار ک

در مجاورت هوا و در حرارت اتاق خشک شود. اگر برداشت میکروبی روی لام به صورت گلوله در آمد  شودداده میاجازه لام، 

 بودن لام است که باید تمیز شود. نشانه چرب

از شعله استریل شود.سوزن کشت باید به تدریج از قسمت کم حرارت شعله  قبل ار برداشت کلنی باید سوزن کشت  با استفاده

ها جلوگیری شود. پس از تهیه گسترش نیز ها در اثر ترکیدن حباببه قسمت گرمتر کشیده شود تا از انتشار میکروارگانیسم

 استریل کردن سوزن کشت نباید فراموش شود.

شسته نشود. برای از روی لام  ( تا در طی مراحل مختلف رنگ آمیزی Fixation) شودتثبیت پس از خشک کردن باید نمونه 

 : شوداز دو روش استفاده می تثبیت

 (70-10تور شیمیایی مثل الکل متانول )%ااستفاده از فیکس ( 1

زده به لام  شود بطوریکه اگر پشت دستداده میبار لام را از روی شعله عبور  3-2استفاده از حرارت است به این منظور  (2 

و انعقاد پروتوپلاسم باکتری  ها. گرما نباید خیلی زیاد باشد چون سبب تغییر شکل میکروارگانیسمشود احساس گرما  شود

 به لام است. هاو چسپاندن آن ها، انعقاد پروتوپلاسم باکتریهاشود. منظور از تثبیت نمونه کشتن میکروارگانیسممی

 

  Simple Staining رنگ آمیزی ساده

ی هاشود. در رنگ آمیزی ساده استفاده از رنگمیدر این نوع رنگ آمیزی گسترش باکتری فقط با یک نوع رنگ، رنگ آمیزی 

و ترکیبات اختصاصی دیواره سلولی باکتری بار منفی دارند و با کروموژن کاتیون  نوکلئیک بازی با بار + اولویت دارد. چون اسید

 کنند.پیوند محکم ایجاد می

 در رنگ آمیزی سادهمورد استفاده ی مهم هارنگ

 شوند.میآبی دیده  هادقیقه و پس از شستشوی گسترش میکروب 1-2آبی متیلن:  (1

 شوند.میبنفش دیده  هادقیقه سپس میکروب 1:  %5/0کریستال ویوله  (2

 شوند.میقرمز دیده  هاثانیه تا یک دقیقه سپس میکروب 30کربول فوشین:  (3

ها به صورت مایل در ها آنزمان لام با جریان ملایم آب  و ترجیحا غیر مستقیم شسته شده و برای خشک کردن لام پس از طی

 شود.بررسی می 100Xگذاشته شود.سپس زیر میکروکوپ با عدسی جا لامی
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ی مربوط به هالامقرار داده و  %5را در ظرف محتوی فنل  هابهتر است لام پس از بررسی لام به منظور جلوگیری از آلودگی

 باید نابود شوند. ممایکو باکتریو

 

 

 

 

 Vital Staining     رنگ آمیزی حیاتی

نداشته باشد و حتی میکه برای باکتری اثر س شودمیی حیاتی استفاده هابرای رنگ آمیزی باکتری زنده کاربرد دارد. از رنگ

دارای این خاصیت هستند مثل: قرمز خنثی میی کهامتوقف نکند. رنگحرکت باکتری را 
5 𝑔𝑟

1000
و سبز متیل  

1 𝑔𝑟

1000
و آبی نیلی  

1

1000
 . 

در این روش یک قطره از محلول رنگ مورد نظر را روی لام تمیز ریخته و با نمونه حاوی باکتری مخلوط و به وسیله لامل 

 .شودمیپوشانده و برسی 
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 Negative Staining رنگ آمیزی منفی 

دارای کروموژن با بار منفی  هاشود که این رنگمیی اسیدی مثل مرکب چین یا نیگروزین استفاده هادر این روش از رنگ

ی باکتری بدون رنگ در زمینه رنگی دیده هاهستند و قادر به نفوذ داخل سلول نیستند چون سطح سلول هم منفی است سلول

( بنابراین سلول از نظر اندازه و شکل تغییر ندارد و به شودمرحله تثبت حذف میبیند )میدر این روش سلول حرارت ن شود.می

 . شودمیصورت طبیعی دیده 

له ای شفاف اطراف هاشود. این روش برای دیدن کپسول که به صورتمیبا این روش به خوبی دیده ها اسپیروکت 

 شود(.میبسیار مناسب است )برای مشاهده کپسول کریپتوکوکوس نئوفورمنس توصیه  شودمیمیکروارگانیسم دیده 

 مراحل رنگ آمیزی منفی:

ی کروزول به آن اضافه شده باشد یا یک قطره نیگروزین در تر %3/0که بهتر است  17یک قطره مرکب پلیکان  (1

 . شوداده دانتهای لام قرار 

 .شودمی کاملا مخلوط قطره شده وارد کرده  یباکترپر از یک لوپ  (2

 .شودمیقطره رنگ کاملا پخش  درجه 45ی با زاویه با لام دیگر (3

 .شودمیسی ربرو استفاده از روغن ایمرسیون  100×پس از خشک شدن گسترش با عدسی  (4
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 Germ Stainingرنگ آمیزی گرم 

نس کریستین گرم دانمارکی ابداع شد. دانشمندی بنام هاتوسط 1886در سال  ترین رنگ آمیزی در باکتری شناسی است.رایج

داده شده است و ( از این رنگ آمیزی برای این شناسایی باکتری استفاده کرد اما در طول تاریخ تغییراتی در آن Rouxراکس )

ی بالینی و هامونهابداع شده اند.این رنگ آمیزی هم روی ننوع( برای انجام این رنگ آمیزی  100)بیش از ی مختلفی هاروش

 شود.میدست آمده از محیط کشت انجام هی بهاهم روی نمونه

 

 کلاسیک مراحل رنگ آمیزی گرم

روی هم بیفتند احتمال  هاتهیه گسترش نازک میکروبی: گسترش نباید ضخیم باشد چون در صورتی که میکروب (1

 توان خشک نمود.مییا دمای اتاق زیر هود  فوراشتباه در تشخیص وجود دارد. گسترش را داخل 

 گیرد.میمتانول و یا حرارت صورت فیکس کردن نمونه: فیکس کردن با الکل  (2

A. شود که به مدت یک دقیقه سطح گسترش با متانول پر میی بالینی توصیه هابیشتر برای نمونه :فیکس کردن با الکل

 ازی به حرارت جهت فیکس کردن نیست.شود. در این روش نیمیخالی شده و پس از یک دقیقه 

B.  :شود. باید مراقب بود تا حرارت بیش از اندازه میبار گسترش از روی شعله گذرانده  3-2فیکس کردن با حرارت

شود. میشود و باعث اشتباه در تشخیص میهابخصوص گرم مثبت هانباشد چون باعث آسیب به دیواره باکتری

از  هاشود. باید مراقب بود که برخی از باکتریمیو چسپیدن باکتری به سطح لام  هاحرارت باعث انعقاد پروتئین

 جمله فرم اسپور با حرارت از بین نرفته و احتمال آلودگی وجود دارد بنابراین نباید به لام دست زد.

با این رنگ پر  سطح لامثانیه  60تا 30(:به عنوان رنگ اولیه به مدت Cl30H3N25Cاستفاده از رنگ کریستال ویوله) (3

همواره قبل از استفاده باید چک کرد که رنگ رسوب  گیرد.صورت می شو با جریان آب ملایمشده و سپس شست

 مقدور از رنگ تازه استفاده نمود.ال نکرده باشد و حد

 ثانیه 45 کار این برای لازم زمان رود. مدتکار میبهعنوان تثبیت کننده این رنگ به استفاده از رنگ ید دار لوگل:  (4

 کنند.میشوی لوگل را توصیه نبرخی از منابع شست. البته شودمی هشستلام با جریان ملایم آب سپس .باشدمی

کشد. باید تا آخرین قطره از لام ریخته و لام بی میثانیه طول  40-10این مرحله مهم ترین مرحله است و  رنگ بری: (5

 توان از مواد مختلفی استفاده نمود:میبرای این منظور رنگ یا کم رنگ شود. 

 .باشدمیترین رنگ بر کند : %95اتانول  (6

 تعال دارد لذا موقع کار حتما باید دقت شود.قابلیت اش لیباشد ومیعترین رنگ بر سری (Lillieن: )روش واست (7

با استون مخلوط و در  %95الکل:  رنگ بری متوسط دارد که حجم مساوی از الکل اتانول  -استون یا اسید -الکل (8

 شود.می داریظروف قهوه ای نگه 

و سپس جریان  روی لام ریخته ثانیه 60-30به مدت   %2/0–1/0ین یا فوشین رانساف رنگ زمینه )رنگ ثانویه(: (9

رنگ لاپنوموفیلا تیس، لژیونسیرسینیا پآنفولانزا،  هموفیلوس مثل هابرخی از باکتری.شودشستشو می ملایم آب

ی گرم منفی هاشود. در مورد برخی باکتریمیکنند. بنابر این استفاده از فوشین توصیه میسافرانین را خوب جذب ن

استفاده از این دت زمان متوان از کربول فوشین رقیق استفاده کرد و همچنین میمثل هموفیلوس و کمپلیوباکتر 

 دقیقه افزایش داد. 3توان به میرنگ را 
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 سافرانین یا فوشین -الکل  -ل لوگ -کریستال ویوله کلاس: = هارنگرمز ترتیب * 

گرم مثبت  یها. باکتریشودمیوری برسی میکروسکپ ن 100×و  40×، لام را با عدسی هاپس از رنگ آمیزی و خشک شدن لام

 شوند.میدیده  به رنگ صورتی به رنگ بنفش و گرم منفی

 

 مکانیسم رنگ آمیزی گرم

باشد از طرف دیگر باکتری گرم میبیشتر از گرم منفی  مثبتی گرم هاجدار باکتریپپتیدوگلیکان با توجه به این که ضخامت 

منفی رنگ اولیه شسته بیند لذا در باکتری گرم میخود دارای لیپید است که با الکل استن آسیب پرده خارجی دیواره منفی در 

 شود.میشود و با رنگ زمینه رنگ گرفته و صورتی یا قرمز دیده شده و خارج می

 

 

 

 نکات مهم در رنگ آمیزی گرم

 شود:میاشاره  هاتوان رنگ آمیزی نمود که برخی از آنرا با این روش نمی هابرخی میکرو ارگانیسم

 هابه خاطر ماهیت داخل سلولی آنهایازو ریکت هامیدیای داخل سلولی مثل کلاهاارگانسیم (1

 به خاطر نداشتن دیواره هامایکوپلاسما (2

 به دلیل نازکی بسیار زیاد دیواره هاوکتو سایر اسپیر هامولیداپونماپرت (3

 دهد.به دلیل وجود چربی و اسید میکولیک در دیواره که اجازه ورود رنگ را نمی هامایکو باکتریوم (4

 شوند.میی حیوانی به رنگ گرم منفی دیده هاسلول (5
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شود فیبرین و مواد یاخته ای وجود دارد که به رنگ بنفش تیره میی موضعی که گسترش و رنگ آمیزی هادر نمونه (6

 شود.میدیده 

سخ به رنگ آمیزی براث یا آگار( در پا - هازمان سپری شده از کشت )سن( و نوع محیط کشت )وجود مهار کننده (7

گذشته و باکتری در زمان  هاساعت از زمان کشت آن 24ی تازه که کمتر از هاشود از کلنیمییه مهم است. توصگرم 

ی گرم مثبت به صورت گرم منفی دیده های کهنه باکتریهااست استفاده شود. چون در کشتمیرشد لگاریت

 شوند.می

در صورت تمایل برای نگهداری لام روغن  دفع شوند Safety Boxدر ظروف مخصوص  هااسلایدپس از مشاهده  (8

 ایمرسیون با محلول گزیلن یا الکل از روی لام شسته شود.

 

 ی رنگ آمیزی گرمهاکاربرد

 مثبتی گرم هاباشد. باکتریمیبخصوص در تعیین نوع آنتی بیوتیک موثر  هامیکروبسریع این رنگ آمیزی به دلیل تشخیص 

متفاوت هستند. به طوری که حساسیت گرم + نسبت به اسید، دترجنت و به عوامل ضدعفونی کننده  از نظر حساسیت منفیو 

 هستند. هاو عوامل اکسید کننده مقاوم تر از گرم منفی هاید بیشتر از گرم منفی و نسبت به قلیا

 

 شودمیی گرم هاکه باعث نامناسب بودن اسلاید عواملی

 استفاده شود.(به این منظوریا گزیلن  %95یی که تمیز نبوده یا چربی زدایی نشده باشند. )از اتانول هالام (1

 .گسترش خیلی ضخیم (2

 حرارت زیاد موقع تهیه گسترش و فیکس کردن (3

 آب کشی زیاد در فرآیند رنگ آمیزی (4

 ی کهنههاشتکاستفاده از  (5

 

 

 

 

 

 

 

 

 - ی گرم + و گرمهای دیگر شناسایی باکتریهاوشر



42 
 

42 
 

متمایز  هارا از گرم منفی هاتوان گرم مثبتمیی الکتروشیمیایی و با توجه به تفاوت نقطه ایزوالکتریک هم هابا استفاده از روش

 کرد.

 

 %3گرسن یا استفاده از پتاس  –روش گری 

از  میبه آرا. سپس لوپ شودمیثانیه مخلوط  60با لوپ به مدت  KOHهیدروکسیدپتاسیم  %3محلول  درکلنی باکتری 

دار باشد گرم منفی و در غیر این صورت گرم اگر ماده چسپناک و کش )XX2-0.5(شود. میمحلول خارج و به طرف بالا کشیده 

 .+ است

 شود.میشود که موجب تشکیل محلول چسپناک و غلیظ میرها  DNAدیواره گرم منفی در اثر پتاس پاره شده و  مکانیسم :

 

 

 

 

 

 

 

 

 ziehl – nelsonنلسون  لیز یزیرنگ آم
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از جمله  یسلول وارهیدر اختمان د باتیترک یوجود برخ لیبه دل یدر اصل گرم مثبت هستند ول نکهیبا ا هایاز  باکتر یبرخ

رنگ گرفته و در صورت رنگ  یبه سخت هایباکتر نیا. شودمین دهیگرم مثبت د کیکولیم دیو اس یچرب یادیز ریوجود مقاد

 یو برخ هاستینومی، اکت هاومیکوباکتریتوان به مامی هایباکتراین جمله  از دهند.میرا از دست  هیرنگ اول یگرفتن به سخت

 نیا .ندیگو  Acid – Factفست  دیمقاوم در برابر اس یهایرا باکتر هایباکتر نیا ( اشاره کرد. ی) بصورت نسب اهاینوکارد

 نیا یزیرنگ آم یبرا مقاوم هستند. هایو ضد عفون اهاقلی – دهایدر برابر اس یچرب یادیز ریوجود مقاد لیبه دل هایباکتر

. دباشمی ،باشند هایباکتر نیبه سلول ا یقو شیگرا یکه دارا ظیغل یهارنگ نیبه استفاده از حرارت و همچن نیاز هایباکتر

 کردند.  لیو نلسون آنرا تکم لیز هابنا نهاده شد که بعد 1882 شیل ارلپتوسط ها مایکوباکتریوم یزیآم رنگ دهیا

 .ردیگمیصورت  گرم و سردصورت ه دو ب یزیرنگ آماین 

 نلسون گرم لیز

باشد و بهتر است گسترش  زیکاملا تم دیبا یلام مصرف)و ثابت کردن آن با حرارت  یگسترش از باکتر جادای (1

 یدقت را انجام داد و برا تینها دیشود بامی هیته هاومیکوکتریگسترش از ما کهیدر صورت (شود. هیتر ته میضخمیک

 شود.استفاده  قهیدق 15به مدت  ℃Hot plat 80کردن از  کسیف

است(  یمعمول نیتر از فوش طیبرابر غل 10که  شودمیاستفاده  نی) از کربول فوش ظیغل نفوشی با لام سطح پوشاندن (2

و خشک شود  دهیرنگ جوش داداجازه  دینبا یول داده شود دقیقه 6-5به مدت  یحرارت معمول ایو حرارت آب جوش 

بهتر است  شسته شود. لام ، سپس(اضافه شود دیشدن رنگ با کملام بلند شود و در صورت  یبخار از رو دی)فقط با

مرحله بهتر است این ) بعد از  باشد. فست دیاس یباکتر یشستشو با آب مقطر باشد چون آب لوله ممکن است حاو

 آزاد بماند.( یدر هوا قهیدق 5با آب  لام بعد از شستشو

توان از می ردیصورت صورت گ یتا عمل رنگبر شود،ریخته می%  3الکل  دیاس هیثان 60تا  30 بمدت گسترش یرو (3

باعث از  الکل. ( ایاستفاده کرد . ) بخصوص در مورد نوکارد قهیدق 2تا  1هم به مدت  %0.5تا  %1 کیسولفور دیاس

.در برخی منابع شود می .Smegmatis Mستیسمگما ومیکوباکتریمثل ما تیفروپسا یهاومیکروباکتریرفتن ما نیب

 دقیقه در هوای آزاد بماند. 5توصیه شده است که لام پس از شستشو با آب 

با کاغذ شده شسته با جریان ملایم آب سپس لام  شدهاضافه  هثانی 120 – 60% به مدت  1بلو  لنیمت نهیرنگ زم (4

 تیتوان از مالاشمی.) شود یبررس 100×یبا عدس کروسکوپیم ریو در ز شودقرار دادن خشک  یعمود ایخشک کن 

شوند در می دهید Plambبصورت توده  کیپیت یهاومیکوباکتریما یزیرنگ آم نیدر ا( هم استفاده کرد نیگر

 و بزرگتر هستند. یبصورت تک کیپیتیآ هایومیکوباکتریما کهیحال

 ونینیک نیکربول فوش یزیرنگ آم

Kenyon شود.مینلسون سرد هم گفته  لیز یزیروش بود اصطلاحا به آن رنگ آم نیابداع کننده ا 

 کار :  روش

رنگ  تا شسته شودسپس لام  رووی لام ریخنه شدهبدون حرارت  قهدقی 5 – 3بمدت  طیغل نیرنگ کربول فوش (1

 شود.خارج 

گسترش  اگر. سپس شستشو  و خارج کردن آن با آب یجهت رنگ بر کیسولفور دیاس ایالکل  دیاسه از داستفا (2

 شود.از رنگ بر استفاده  شتریبود به مدت ب میضخ

 لام و خشک کردن . یو سپس شستشو قهیدق 2بلو به مدت  لنیمت نهیاستفاده از رنگ زم (3
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 100× یروغن یمشاهده با عدس (4

 شود.می دهیفست قرمز د دیاس یو باکتر یآب هایباکتر ریو سا نهیهر دو روش فوق زم در

 : تذکر

 نهیبعنوان رنگ زم کیکریپدیاس اگر از. شودمی دهیسبز د نهیزم گردداستفاده  نهیاگر از رنگ سبز درخشان بعنوان رنگ زم

 شود که مخصوصا افراد کور رنگ است.می دهیزرد د نهیزم شوداستفاده 

 یشود نه منفمیگزارش   NO-AFBنشود بصورت  دهیفست د دیاس یاگر باکتر ینیبال یها: در لام  تذکر

 

 : Carbolfuschin   نیساخت کربول فوش نحوه

 حل شود. %95اتانول لیترمیلی 10فوشین بازیک در  گرم  0.3 ک : یباز نیفوشمحلول 

لیتر رسانده شود. سپس میلی 90حجم به مقطر  فنل کریستاله کمی گرم شود تا ذوب گردد سپس با آب گرم  5  محلول فنل: 

 لیتر از محلول فنل اضافه شود.میلی 90لیتر محلول فوشین بازیک به میلی 10

 حل شود.ب مقطر آ لیترمیلی 100در آبی متیلن گرم  3/0بلو:  لنیمت

 (لیترمیلی 3)%  5/2کیترین دیاس ای  % 3 کیدریکلر دیاس + (لیترمیلی 97)%  95= الکل  %3الکل دیاس

 ( به الکل اضافه شود و نه بر عکس دیاس یستیبا)

روش از  نیشود در امیفلوروکروم هم استفاده  یزیفلورسنت و روش رنگ آم کروسکوپیاز م هاومیکوباکتریمشاهده ما یبرا

 وارهیموجود در د ولیککیم دیماده فلورسنت هستند که با اس 2شود که میمخلوط از هر دو استفاه  ای نیردام ای نیاورام

 .دهدمی یاکترفلورسنت به ب تیشود و خاصمی بیترک یباکتر

 

 آن یزیو رنگ آم هایاسپور باکتر

 یکیولوژیزیو ف یطینامساعد از نظر مح طیدر شرا هالوسیورولاکتوباسپو اس لوسی، باس هاومیدیمثل کلستر هایاز باکتر یبرخ

که  کنندمی دیحرارت اسپور تول نیو همچن ییایمیکننده ش یقرار گرفتن در معرض مواد ضد عفون ای ییمثل کمبود مواد غذا

 بحث شده است. یدر مبحث نظر هاگهااست. در خصوص ساختمان یفرم مقاوم باکتر

هستند اگزوسپوز  یرا که خارج ساختمان باکتر ییهستند آندوسپور و آنها یکه در داخل ساختمان باکتررا  ییهاگها ایاسپور

 (شود.می لیتبد یشیرو یباکتر کیمساعد شود همان اسپور به  طیشرا  یو وقت دیآمیاسپوز بوجود  کی یهر باکتر از).ندیگو

فاز کنتراست استفاده کرد که  کروسکوپیتوان از ممی نیتوان مشاهده کرد. همچنمی یالکترون کروسکوپیرا با م لاتیتشک نیا

 شود.می دهیکلفت در داخل سلول د دیآندوسپور بصورت ساختمان سف

 یزیخاص دارد چون اسپور در برابر رنگ آم یهایزیبه رنگ آم ازیسخت است و نمیک یمعمول یهایزیاسپور با رنگ آم دنید

و  شکل. ردیپذمیرا  نهید را از دست داده و رنگ زمرنگ خو یرنگ شدن هم به سخت بار کیو بعد از  دهدمیمقاومت نشان 

گاه قطر اسپور از  نیکمک کننده است . همچن یباکتر صیمتفاوت بوده و در تشخ یاسپور بسته به نوع باکتر یریمحل قرار گ

 شود .می یباکتر یبوده و باعث برجستگ شتریب یقطر باکتر

 عبارتند از : یاز اشکال اسپور باکتر یبرخ
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 یتتان ومیدیکلستر :Terminal swollenییانتهامتورم  -

 سوسکیم یپل لوسیباس : Centralیمرکز -

 پرفرژنس ومیدیکلستر :  Central swollenمتورم یمرکز -

 :  Subtorminal swollen  به انتها متورم کینزد -

 

ذکر است که  انیگردد. شامیاز آنها اشاره  یبوجود دارد که به برخ هاو مشاهده آندوسپور یزیرنگ آم یبرا یمختلف یهاروش

 ساعت ( استفاده شود. 72از  شی) ب  یاسپور بهتر است از کشت کهنه باکتر دنید یبرا

 

 

 

 

 Dorner methodنر رروش دو

 گردد.مخلوط  شیدر لوله آزما لیقطره آب مقطر استر 5در  ییایباکتر ظیغل ونیسوسپانس (1

قرار در حمام آب جوش  قهیدق 10 یال 5ده افزوده وش هیتازه ته نیکربول فوش، یکروبیم ونیهم حجم سوسپانس (2

 گیرد.

 هکرده و ب هی% اضافه و گسترش ته 10 نیگروزینلوپ هم  1لام گذاشته  یلوپ برداشته رو 1 حاصل ونیسوسپانس از (3

 رود.میرنگ کننده به کار یو هم به عنوان ب یهم به عنوان رنگ منف گروزنین.شود سرعت خشک 

 .شودنمونه برسی  100×یروغن یبا عدس (4

 شود.می دهید یخاکستر ای اهیس نهیرنگ و زم یجوان ب یهابه رنگ قرمز سلول هاروش آندوسپور نیا در

 شوند .مین دهیشده و کاملا واضح دتبدیل اسپور به تماما  هایکهنه نباشد چون باکتر یلی: بهتر است کشت خنکته
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 Schaeffer – Fultonون و شافر تروش فول

 باشد.می نیتزکونکلیروش را هیروش شب نیا

 .شودمی تیکرده بعد از خشک شدن با حرارت تثب هیته ینازک از باکتر یگسترش (1

از حرارت به  استفاده). شودداده میحرارت بخار آب  قهیدق 5و بمدت شده % پوشانده  5 نیگر تیبا مالاش سطح لام (2

رنگ نجوشد و به محض بلند شدن بخار و کم  شود یسع دیبا(است. یگ باکترهامنظور نفوذ دادن رنگ به داخل

 % بدون حرارت استفاده کرد . 10 ظیغل گرین تیلاشامرحله از م نیتوان در امی.شودشدن رنگ، رنگ اضافه 

 شود. هبا آب شستمیسپس گسترش به آرا (3

 .شودو سپس با آب شسته و خشک  شود% رنگ  0.5 نیبا سافران هیثان 30به مدت  (4

 . شود ینمونه بررس 100×یبا عدس (5

 .دیآمیبه رنگ قرمز در  هاسلول هیبق و سبز هاروش اسپور نیدر ا 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Muellerمولر  ایفست  دیروش اس
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داده حرارت  قهیدق 5 ختهی( رظیغل نی)فوش نیآن کربول فوش یرو ،و ثابت کردن آن یگسترش از باکتر هیبعد از ته (1

 .داده شودرنگ نجوشد سپس با آب شستشو  کرد، یسع دیبا یتا بخار متصاعد شود ول شود

 مدت لام قرمز نیتا رنگ لام رفته و بعد از ا ودریخته شلام  ی% رو 5/0کیسولفور دیاس ایاتانول  قهیدق 3-1به مدت  (2

 شود.شود . سپس با آب شستشو میکم رنگ تر 

 شودیم ی% بررس 100 یبا عدس و شسته سپس لام شودمیصبر  قهیدق 3-1به مدت  ختهیلام ر ی% رو 1بلو  لنیمت (3

. 

 شود.می دهیو اسپور قرمز د یآب سمیکروارگانیروش م نیا در

 

 

 capsule stains    آمیزی رنگ و هاباکتری کپسول

 این کهمیهنگا .دارد وجود متمرکز ایلایه مایکوپلاسما... و گرم منفییا  گرم مثبت از اعم هاازباکتری برخی دیواره از درخارج

 متراکم ذکورم ماده که درمواقعیمند. نامی کپسول را آن است مشخص وضوح حد دارای و تراکم بصورت سلولی پلیمرخارج

 دربرخی. انس(موت گویند)مثلا در استرپتوکوکوس گلیکوکالیس آن به است گسسته حدودی تا و درهم الیاف بصورت و نبوده

است  فرورفته آن در باکتری رسدمی نظر به و شده جدا سلول از ظاهرا که شودمی ساخته فوق مادهاز  یزیاد مقدار هاباکتری

 .شودمی دیده محیطی یهاباکتری در عمدتا که گویند s لایه یا  slime layer لعابی قشر را مواردی چنین که

 مگاتریوم باسیلوس در .است پپتیدپلی آن جنس آنتراسیس باسیلوس در ولی است ساکارید پلی موارد اکثر در کپسول جنس

 جنس از( هوازیبی لاکتوباسیل جز) 2مزانتروئیدی لکونوستیک کپسول. باشدمی پپتید پلی و ساکارید پلی از ترکیبی کپسول

 .باشدمی کستراند

 اکتریب محافظ لایه عنوان به همچنین. کندمی حفظ را باکتری شدن، خشک مثل محیطی نامساعد  شرایط تحت کپسول

سلول  سطح به باکتری چسبیدن باعث و دارد اساسی نقش هم بیماریزایی در کرده، عمل خواریبیگانه عمل برابر در بخصوص

 (دندان مینای به سناتمووس استرپتوکوک چسبیدن مثل) شودمی میزبان

 Invivoها در شرایط داخل بدن طوریکه برخی باکترینوع محیط رشد باکتری در پیدایش و رشد کپسول نقش دارد به

 فاقد کپسول هستند. Invitroکپسول دارند ولی در شرایط آزمایشگاهی 

 به شده توصیه لکپسو دیدن برای دلیل همین به. یابدمی افزایش حاوی پروتئین حیوانی یهامحیط در کپسول رشد و پیدایش

 .شود اضافه شیر خون یا کشت یهامحیط

 میکروکپسول آن به که باشدمی نوری میکروسکوپ یا رویت قابل سختی به و است باریک بسیار هاباکتری از برخی در کپسول

 kapsul  کلمه زا که گویند K را کپسول یهاژنآنتی داردکه ژنآنتی که دارد ژنی آنتی خاصیت کپسول (بروسلا مثل). گویند

 .است شده گرفته است آلمانی که

 .شودمی بزرگتر آگار تریپوزفسفات درمحیط مثلا دارد بستگی شودمی داده رشد آن که در یمحیط به کپسول اندازه

 

 کپسول یاختصاص یهایزیرنگ آم

                                                           
2 Leuconostoc mesentroieds 
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 (است. یمنف یزیرنگ آم ینوع)نیمرکب چ ای Duegidروش 

 کی میرا در آن حل کرده سپس به آرا یاز باکتر یرا وسط لام قرار داده مقدار Indian inkینیقطره مرکب چ کی (1

 .ندیبمی بیچون کپسول آس آوردبه لامل فشار  دیبان .گذاشته شودآن  یلامل رو

 گردد. یبررس لام سطح ونیرسیو استفاده از روغن ام 100xیبا عدس (2

رنگ و کپسول بصورت شفاف  اهیس یباکتر آورده شود. در این روش نییو کندانسور پا دادبه شدت نور کاهش  دیعمل با نیا در

 شودمی دهیدرنگ  اهیس نهیزم در

 

 : Butt% روش 10نیگروزیبا ن یزآمی رنگ

 شود(.میاضافه  نی% فرمال 5/0 نکرد لتریف پس از هیبا آب ولرم ته نیگروزی)محلول ن

 یگریسپس با لام د.  شودمیدر آن داخل حل  یلوپ از باکتر کیلام گذاشته  یرو  %10 نیگروزیقطره ن کی (1

 .(میکنمیمخلوط  یولوژیزیو سرم ف ینیمرکب چ یمساو یجامد بود مقدار طی.)اگر مح شودیم هیته میگسترش ضخ

 لیمت ختنیرتوان با می البته شود. ریخته میلام  یرو ولهیو ستالیکر قهیدق 1از خشک شدن گسترش به مدت  سپ (2

 قهیدق 3ر به مدت لبلو لوف لنیتوان از متمی ای(  هیثان 15افزود ) ولهیو ستالیکرد و سپس کر کسیرا فروی گسترش آنالکل 

 .(شودمی لیتشک یس یس 100و آب مقطر  یس یس 30%  95گرم و اتانول  0.3بلو  لنیبلو لوفلر از مت لنیاستفاده کرد.)مت

 شودمی دهیدرنگ  اهیس نهیزم درشفاف آبی رنگ و کپسول بصورت  اهیس یباکتردر این روش 

قرمز  یو باکتر رهیت نهیرنگ در زم یصورت کپسول ب نیاز قرمز گنگو استفاده کرد که در ا نیگروزین یتوان به جامیهمچنین 

 شود.می دهید

 باشند.میبا ارزش  اریقارچ است هم بس ینئوفورنس که نوع پتوکوکوسیکپسول کر دنید یفوق بخصوص برا یهاروش

 Antony methodآنتونی  روش

روش  نیدر ا شودو خشک  تهیه سپس لام شودکشت   Litmus milkدار تورنوسل ریش طیدر مح یابتدا باکتر (1

 کیلام  یتوان رومی داشته شودجامد بر  طیاز مح یکه بذر باکتریصورت در.ستیبه ثابت کردن با حرارت ن یازین

 .کرد هیرا در آن حل و گسترش ته یگذاشته و باکتر یبدون چرب ریقطره ش

 ریخته شود. لام و گسترش یرو قهیدق 10% بمدت  1 ولهیو ستالهیکر (2

 بر و هم رنگ که سولفات مس هم به عنوان رنگ داده شود% لام شستشو  20بعد از مدت با استفاده از سولفات مس  (3

 نیا یکار برا نیتا در حرارت اتاق خشک شود. ا داده شودقرار  یعمود تیلام در وضع .کندمیعمل  نهیمخالف و زم

 لام رسوب نکنند. یمس رو یهاستالیاست که کر

 .شودمشاهده  کروسکوپیم ریز x 100 یبا عدس (4

 شود.می دهیپر رنگ د یکم رنگ و آب اریبس یآب کپسول

 

  Hiss methodسهی روش
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 شودمی کسیشده با حرارت ف هیروش گسترش ته نیدر ا (1

 . داده شودحرارت بخار آب  قهیدق 1بمدت شده و  ختهیلام ر یرو ولهیو ستالیکر (2

 .داده شود% لام شستشو  20با سولفات مس  (3

 شود.می دهیاست د یارغوان ایپر رنگ  یکه آب یکم رنگ در اطراف باکتر یآب کپسول

 

 Muir Methodیا روش مویر  انهندروش استفاده از رنگ د

نلسون  لیز طیغل نیکربول فوش قرار داده و روی کاغذ صافی یآن کاغذ صاف یرو یگسترش از باکتر هیبعد  از ته (1

 .تا بخار از آن متصاعد شود شود داده میحرارت دقیقه  2به مدت  اضافه کرده لام 

 شسته شود.لام و پس از آن با آب  %  95با اتانول  (2

  شود. اضافه   ثانیه 30 – 60بمدت  انه ند د رنگ (3

 شسته شود.شود و سپس با آب  دهید یتا گسترش بصورت شسته شوددوباره لام با اتانول  (4

 پوشانده شودسطح لام  هیثان 30% به مدت  0.3 لنیمت یبا آب (5

 .شود یبررس  x 100 یاز خشک شدن با عدس شده و پسلام با آب شسته  (6

 شود.میمشاهده  یقرمز رنگ و کپسول به رنگ آب یباکتر

 

 انهندد رنگ ای muir محلول  هیروش ته

20 ml  20+  % 20 کیتان دیاس ml  ومینی) آلوم              آلوم میپتاس 50+ % اشباع شده  7 وهیج دیکلر اینقره  دیکلر 

 .اشباع شده %  12 میلی لیتر آلوم  50( + سولفات میپتاس

 

 

 

    (Quelung Reaction = Capsul Swolling Test) کولانگ شیآزما ایکپسول  یبادکردگ شیآزما

 . شود  قرار داده زیلام تم یرو (یکشت جوان باکتر رابهیش ایخلط  اینخاع ) شیقطره از ماده مورد آزما کی (1

 گذاشته شود. یباکتر رابهیبلو در مجاورت ش لنیقطره رنگ مت کیسرم و  یقطره آنت کی (2

 گردد. سرم با آن مخلوط  یسپس آنت و مخلوط سمیقطره رنگ و ارگان کاتوریبا اپل (3

 15-10بود  یمنف جهیاگر نت بررسی شود.  100X یبا عدس ،بعد از آن  قهیدق 15-10سطح مخلوط با لامل پوشانده  (4

 تکرار شود. شیآزما گرید قهیدق

 شود.می تیشده و قابل رو میکپسول متورم و حج (5
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در  سمیکروارگانیم 50کمتر از ) کم باشد شده برداشت  یباکتر زانیم دیبا شودمیاز کشت سلول استفاده  کهیدر صورت :تذکر

 . کردتوان تورم کپسول را مشاهده میباشد ن ادیچون اگر ز( وانیهر ح

 میمتورم و حج یکپسول باکتر یاقابل ملاحظه زانیسرم هتروژن م یبا آنت سهیباشد در مقا یسرم اختصاص یاگر آنت :2 تذکر

 خواهد بود.

 مناسب است. دیتیسینژمن ایسرنای ،پنومونیه لایسکلب ، آنفلوآنزا  لوسیهموفکپسول در  صیتشخ یبرا شیآزما نیا
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 ای های ذخیرهرنگ آمیزی دانه

شوند. این دیفتروئیدها دیده میها و ها از جمله کورینه باکتریومهای ولوتین یا متاکروماتیک در سیتوپلاسم برخی از باکتریدانه

ها کاملا شناخته ها از پلی فسفات و تعداد قابل توجهی اسید ریبونوکلئیک ، لیپید و پروتئین تشکیل شده است. نقش آندانه

ه های بازی دارند. کلمهای ولوتین میل ترکیبی شدید به رنگروند. دانهکار مینشده است ولی به عنوان منبع ذخیره انرژی به

 متاکروماتیک از متاکرومازی به معنی تغییر رنگ گرفته شده است.

 شوند.و قبل از شروع فقر غذایی دیده می ساعت از زمان کشت گذشته باشد( 72های کهنه ) بیش از ها اکثرا در کشتاین دانه

ای بهتر است های ذخیرهبهتر دانهبرای مشاهده  ها را دید.ن آناتوالبته در کورینه باکتریوم دیفتریه در کشت جوان هم می

 باکتری در محیط لوفلر یا تلوریت کشت داده شود.

 

 :یا تغییر یافته کریستین سن روش رنگ آمیزی آلبرت

  شود.فیکس نازکی از باکتری تهیه پس از خشک شدن در معرض هوا با حرارت الف( گسترش 

 پوشانده شده سپس با جریان ملایم آب شسته شود. دقیقه 5تا  3مدت بهسطح لام با رنگ آلبرت ب( 

 پوشانده شده و سپس با جریان ملایم آب شسته شود. دقیقه 2تا  1لام با لوگل به مدت سطح ج( 

 مدت یک دقیقه پوشانده شده، سپس با جریان ملایم آب شسته شود.به %2د( سطح لام با مالاشیت گرین 

 کروسکوپ بررسی شود.می  100ه( پس از خشک شدن لام با عدسی

 شوند.ها به رنگ آبی تا سیاه دیده میها به رنگ سبز و گرانولدر این روش باکتری

 روش رنگ آمیزی نایسر:

 الف( گسترش نازکی از باکتری تهیه در معرض هوا خشک و سپس با حرارت فیکس شود.

 دقیقه پوشانده شود. 3مدت ب( سطح لام با متیلن بلوی نایسر به

 مدت یک دقیقه ریخته شده و سپس با جریان ملایم آب شسته شود.( به1/0لام لوگل رقیق شده )ج(روی 

 دقیقه ریخته شده و سپس شسته شود. 3مدت د( روی سطح لام رنگ نوترال رد به

 شوند. ها به رنگ آبی تیره دیده میای روشن و گرانولدر این روش باکتری به رنگ صورتی تا قهوه

 

 گ آلبرت: طرز تهیه رن

 –لیتر میلی 2 %95الکل اتیلیک  –لیتر میلی 1اسید استیک گلاسیال  –گرم  2/0مالاشیت گرین  –گرم  15/0آبی تولوئیدین 

 میلی لیتر  100آب مقطر 

آبی تولوئیدن به ترکیب اضافه و با هاون سابیده شود سپس اسید استیک به آب مقطر . مالاشیت گرین در الکل حل شده و 

 شود و به آرامی به ترکیب اضافه شود. اضافه
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 طرز تهیه رنگ نایسر:

لیتر اسید استیک میلی 5به آن اضافه و سابیده شود. سپس  %96لیتر الکل میلی 2گرم متیلن بلو در هاون ریخته شده و  1/0  

 لیتر آب مقطر مخلوط و به تدریج به محلول اول  اضافه شود.میلی 95گلاسیال با 
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 ها بررسی حرکت در باکتری

Bacteria Motility Test 

ها از هم استفاده ها متحرک و برخی دیگر غیر متحرک هستند. از این پدیده در شناسایی و تفریق باکتریبرخی از باکتری

 Endoflagella  داخلی ها با الیاف محوری و تاژکگیرد. اسپیروکتها صورت میتاژک توسط هایباکتر در حرکتشود. می

 در هاسلول که،ردیگیم صورت Glidingهای سبز آبی با روش لغزیدن و باکتری هایکسوباکتریم درکنند.حرکت حرکت می

 . دهندیم انجام جامد سطح با تماس

های متحرک دیده و در باکتریاست  پروتئینی بنام فلاژلین از ”منحصرا هاآن جنس که هستند مانندی نخ زوائد ها)فلاژل( باکتری  تاژک

ها تحت کنترل دمای محیط، ها نیستند و تولید آنها جز اجزاء ثابت باکتریتاژک. است نانومتر 30-12 تازک ضخامت شوند.می

 باشد.مواد غذایی موجود در محیط رشد باکتری و مرحله رشد باکتری می

 توانند باعث دپلیمریزه شدن تاژک و از بین رفتن آن شوند.راد میگدرجه سانتی 60اسیدی، دمای بالای    pHهای آلی، حلال

بندی  شود که در طبقهچند صورت دیده می  به و است متفاوت مختلف، هایباکتری در آنها گرفتن قرار محل و ها فلاژل تعداد

 .نمود جدا همدیگر از را مختلف هایباکتری توانوسیله آن میها حائز اهمیت بوده و به باکتری

 سودوموناس ائروژینوزامثل باکتری  .گیردمی قرا باکتری قطب یک در تاژک یک :  (Monotrichous)مونوتریش تاژک

هلیکوباکتر مانند باکتری . گیردمی قرار باکتری قطب یک در ها تاژک از ای دسته :  (Lophotrichous)لوفوتریش تاژک
 پیلوری

 لیستریا باکتری مانند .گیردمی قرار تاژک دسته یک یا تاژک یک قطب هر در:   (Amphitrichous)تریش آمفی تاژک
 مونوسایتوژنز

اشرشیا کلی یا . مثل باکتری گیردمی قرار باکتری اطراف در متعدد هایتاژک  :( Peritrichous ) تریش پری تاژک
 پروتئوس ولگاریس

 

میکروسکوپ زمینه تاریک، کشت نیمه جامد میکروسکوپ الکترونی، های مختلف شامل: استفاده از ها را به روشحرکت باکتری

SIM توان بررسی کرد.   ، و روش قطره معلق می 

کنند که به این به شدت متحرک هستند و حتی در محیط جامد نیز حرکت می پروتئوس میرابلیسها مثل برخی از باکتری

 شود.گفته می Swarmingپدیده سوارمینگ 

یرسینیا و  لیستریا منوسیتوژنز ها مثلطوری که برخی باکتریحرکت باکتری نقش مهمی دارد بهدر محیط حرارت 
 گراد متحرک هستنددرجه سانتی 25حرکت ولی در بیگراد درجه سانتی 37در  اینتروکولتیکا

 Hanging dropروش قطره معلق 

ترجیحا در محیط مایع تکثیر شده گراد درجه سانتی 35ساعته( که در حرارت  24تا  6کشت جوان باکتری ) از در این آزمایش 

سپس در هر چهار گوشه لامل وازلین شده لامل گذاشته  و وسط حاوی رقت مناسب از باکتری انتخاب  قطره کوچکیک است 

سپس لام  وریکه قطره درست در وسط گودی لام قرار گیرد.ود ، طشروی آن قرار داده  Cavity Slide گذاشته لام گوده دار 
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ی عدسی روغنی بررسی شود. باکتر ،و سپس  X40عدسی  و با شود تا لامل در قسمت بالا قرار گیردبرگردانده   اسریعو لامل 

آورده شده  و از نور کم  نیپائ کندانسور، شده باید دیافراگم بستهبرای بررسی نمونه  .شودها معمولا در لبه قطره دیده می

 استفاده شود.

   این حرکت را از حرکت براونیBrownian .باکتری ها باید تفریق  نمود 

 جابجا محلولی هامولکول لهیوس به هایباکتر که است عیما طیمح دری باکتر نامنظم جنبش: یبراون حرکت 

 .دهدینم رییتغ سمهایکروارگانیرمیسا به نسبت خودرا  مکان و جهدیم خود محل دری باکتر واقع در شوندیم

 .در مورد باکتری بی هوازی بهتر است از محیط تیوگلیکولات نمونه ، جهت قطره معلق تهیه شود 

 توان با خمیر بازی روی لام معمولی گوده درست کرد.در صورت نداشتن لام گوده دار می 

 

 

 

 

 

 

 SIMاستفاده از محیط ها با بررسی حرکت باکتری

SIM در عمق بوسیله آنس باکتری که در لوله آزمایش تهیه شده و به منظور بررسی حرکت ،  باشد محیطی نیمه جامد می

اگر باکتری متحرک باشد در تمام محیط کشت انتشار  گردد ،میگراد  انکوبه درجه سانتی 37و در شده محیط کشت داده 

 یابد.رشد می ورود آنسد فقط در مسیر حرکت باشباکتری بی ولی چنانکهیابد می

 تذکر:

 ها مثلطوری که برخی باکتریبه داردمهمی در حرکت باکتری نقش محیط حرارت تر گفته شد همانطور که پیش 
گراد متحرک درجه سانتی 25حرکت ولی در بیگراد درجه سانتی 37در  یرسینیا اینتروکولتیکاو  لیستریا منوسیتوژنز

های فوق تر یا احتمال آلودگی نمونه با باکتریبه متحرک بودن باکتری در حرارت پائین در صورت شک هستند.

درجه  25گراد و دیگری در سانتی درجه 37کشت همزمان از نمونه تهیه شده یک نمونه در  2الذکر  بایستی 

 گراد انکوبه گردد.سانتی
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 لوله سمت راست باکتری غیرمتحرک و سمت چپ باکتری متحرک SIMبررسی حرکت باکتری در محیط 

 

 

 های رنگ آمیزی آنتاژک و روش

Flagella Staining Tests 

 

های معمول ناممکن است و برای مشاهده تاژک با میکروسکوپ نوری و با استفاده از رنگ آمیزیبا توجه به ضخامت کم تاژک 

ی استفاده شود که قطر تاژک افزایش یابد که اصطلاحا به این نوع رنگ آمیزی، رنگ آمیزی دندانه یهامشاهده آن باید از روش

باشد و رنگ آمیزی آن نیاز به مهارت و حوصله دارد. برای تاژک علاوه از نازک بودن شکننده هم می شود.مییا موردانت  گفته 

های کشت غنی شده مثل آگار ولید تاژک را داشته باشد. محیطمشاهده تاژک باید باکتری را در محیطی کشت داد تا قدرت ت

 باشند.های مناسب جهت این کار میخون دار از محیط

ها جهت جلوگیری از شود لامبرای رنگ آمیزی تاژک باید از لام کاملا تمیز و عاری از چربی استفاده شود و حتی توصیه می

قرار  %95و سپس اتانول  %3ها در اسید کلریدریک شود لامناسب توصیه میچرب شدن با دست گرفته نشود. برای تهیه لام م

قبل از استفاده بهتر است لام  روی شعله قرار گیرد تا هر  داده شده و سپس با آب مقطر شسته و در هوای اتاق خشک گردند.

 گونه ناخالصی روی آن بسوزد.

به برخی  ها رنگ دندانه مخصوص به خود دارند و در زیرکدام از آنهر  ای رنگ آمیزی تاژک ابداع شده کهبرهای مختلفی روش

 شود.از آنها اشاره می

 

    : Grey روش گریرنگ آمیزی تاژک با 

حرارت آزمایشگاه  و درشده  روی لام عاری از چربی تهیه  باکتری ساعته 18-24 کشت از ضخیمی    گسترش آرامی به - 1

 .خشک گردد
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جیوه  (  کلرید و تانیک اسید  ، مآلو پتاسیم )  شامل دندانه محلول با  دقیقه 10 مدت به گسترش نمودن ثابت بدون -2 

 شسته شود. لام آرامی به و مقطر آب با سپس شده وپوشانده 

 ه آرامی شسته شده وبمقطر  آب با سپس لام .پوشانده شود دقیقه 10 مدت زیل نلسون به فوشین کربول با رنگ گسترش  -3

 شود.  مشاهده و بررسی میکروسکوپ زیر در ایمرسیون روغن و 100 عدسی شده و با خشک آزمایشگاه هوای در

 گردد: مخلوط باهم ذیل  محلول دو دندانه محلول تهیه برای  

 کلرید اشباع و آبکی محلول لیتر میلی 2 ، آلوم پتاسیم اشباع آبکی محلول لیتر میلی 5 حاوی محلول این : الف محلول

 تانیک اسید آبکی محلول لیتر میلی 2 و مرکوریوم

 %10 بازیک فوشین لیتر میلی 10 و متانول الکل لیتر میلی 10 حاوی محلول این : ب محلول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 رنگ آمیزی تاژک به روش :

 :شودمحلول با ترکیب زیر تهیه می ابتدا دو  در این روش

 12به مدت  لیتر الکل اتیلیک افزوده شده و در سطح یک همزن الکتریکیمیلی 50گرم فوشین قلیایی به  6/0 الف :محلول 

 ساعت قرار داده شود تا فوشین کاملا حل شود.

 لیترآب مقطر حل شود.میلی 50گرم اسید تانیک در  75/0گرم کلرید سدیم و  37/0 ب: محلول 

ای رنگ ریخته شده و قبل از رسانده شود. محلول در ظرفی با جدار قهوه 5مال به با سود نر  pHاین دو محلول مخلوط و 

 روز در یخچال نگهداری شود. این محلول تا یک ماه قابل استفاده است. 3مصرف 

 روش کار:

یک قطره بزرگ از آب مقطر وسط لام گذاشته شده و مقدار کمی از میکروارگانیسم مورد مطالعه درون آن حل و  -1

 در هوای آزمایشگاه خشک شود.سپس 

دقیقه آشکار  15تا  5لیتر از محلول آماده شده روی گسترش قرار داده شود تا رسوب قرمز فلزی پس از یک میلی -2

 شود.
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لام با جریان ملایم آب شسته شده و به طور افقی قرار گیرد تا در مجاورت هوا خشک شود. سپس لام با بزرگنمایی  -3

 بررسی شود.میکروسکوپ نوری  100

 

 : Modifid Leifsonروش اصلاح شده لیفسون 

درصد فرمالین به آن  2تا  1برای این آزمایش باید از کشت تازه باکتری استفاده شود. در صورت استفاده از محیط مایع حدود 

سانتریفوژ  دقیقه 3دور به مدت  3000تا  2ها در شود. سپس لولهاضافه شود که این فرمالین باعث تثبیت تاژک می

توان بعد مایع رویی تخلیه و رسوب با آب مقطر به آرامی مخلوط شود. این کار را میگردد تا رسوب یابد. در مرحله 

 دوبار  تکرار کرد. سپس رسوب مجدد با آب مقطر حل شود به نحوی که کدورت مختصر حاصل گردد.

 :نقره املاح روش به  تاژک آمیزی رنگ

  شده و در حرارت ساعته باکتری تاژک دار تهیه  ۲۴تا  ۱۸به آرامی و با دقت فراوان گسترشی ضخیم از کشت

 آزمایشگاه حشک شود.

  پوشانده شود.دقیقه گسترش  ۴بدون ثابت کردن با محلول دندانه به مدت 

  شسته شود. با آب مقطر و به آرامی  لام 

  داده شود.و به ملایمت حرارت شده  دقیقه پوشانده  ۴با محلول رنگی نقره به مدت  گسترش 

  شسته شده و صبر کنید تا لام خشک شود.لام با آب مقطر 

  بررسی شود.و روغن ایمرسیون در زیر میکروسکوپ  ۱۰۰با عدسی 

  

 :میلی لیتر محلول هیدروکسید آمونیوم  ۴-۲درصد به علاوه  ۵میلی لیتر محلول نیترات نقره  ۹۰ محلول رنگی املاح نقره

 غلیظ

 :۱۰میلی لیتر اسیدتانیک  ۵۰میلی لیتر آب مقطر به علاوه  ۲۵گرم سولفات آلومینیوم و پتاسیم در  ۵/۳ محلول دندانه 

 درصد ۵میلی لیتر محلول کلرور فریک  ۵درصد به علاوه 
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 فصل پنجم :

 هاباکتریدادن کشت تکنیک های 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

باکتری کشت شود که مید گفته بثیر یاتکتا گیرد میکه باکتری در شرایط مناسب از نظر دما، اکسیژن و رطوبت قرار میهنگا

 داده شده است.

ی تشخیص هاترین روشم در میکروبیولوژی بوده و از مهمی مصنوعی عملی مههادر محیط هادادن و تکثیر میکروب دشر

را  هانی مهم آهار کرده و فراوردهرا تکثی هاتوان باکتریمیشود. علاوه از تشخیص با این روش میمحسوب  هاباکتری و قارچ

میکروب یا یکی از  های عفونی مورد استفاده قرار گیرند. مثلا بخش اصلی واکسنهاجمع آوری کرد تا در مقابله با بیماری

مثل پروتئین تک  هاهمچنین با کشت برخی میکروب آن قدرت بیماریزایی ندارد.باشد که بر اثر تغییراتی در میی آن هافراورده

ی فقیر جلوگیری کرد.محیط کشت در واقع ابزار های در کشورتوان از گرسنگمیی جدید واقتصادی تغذیه هاسلولی با روش

 باشد.می هارشد دادن و شناسایی  خواص شیمیایی باکتری
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را  هاتوان آنمیکنند و به سرعت میدر شرایط آزمایشگاهی سریعتر از بدن رشد  هاخی میکروبذکر این نکته لازم است که بر

 رگشت ناپذیر بیماری را مهار کرد.شناسایی کرد و قبل از بروز ضایعه ب

اسب ی غذایی عام و خاصی داشته و برای رشد باید شرایط منهانیاز هامثل کشت دادن گیاهان است. باکتری هاکشت باکتری

یی شامل منابع کربن، انرژی، ازت، مواد معدنی و د غذاعلاوه از موا ای این که باکتری بتواند رشد کندفراهم شود. بر هاآن

  به رطوبت و شرایط نیاز اکسیژن آنها باید تامین شود. های آمینه و ویتامینهای رشد مثل اسیدها، فاکتورهایون

ی مورد نیاز به اهامخلوط متعادلی از غذ هادر این محیط های متفاوتی دارند، های مختلف نیازبا توجه یه این که میکروارگانیسم

 .شود که رشد میکروارگانیسم در آن به خوبی صورت گیردمیغلظتی تهیه 

 گردد.زار ارائه میه ساخته و به بادر کارخانجات معتبر به صورت پودر دهیدرات هاانواع محیط کشت 

 

 هامعایب کشت باکتری

. مانند نشده است ممکن  یمصنوع یهاطیدر مح هایباکتر یکشت برخهای علمی هنوز رغم تمام پیشرفتعلی (1

تروپونما  . سلول هستندداخل  یاجبار هایانگلکه  ، بدسونیاهاهاایکتزیو ر هاایدیمثل کلام هایباکتر نیاز ا یبرخ

 شود.و مایکوباکتریوم لپره )عامل جذام( در محیط مصنوعی کشت داده نمی )عامل سیفلیس( پالیدروم

و زحمت رشد  یدارند و به سخت یخاص ییبه مواد غذا ازیرشد ن یسخت رشد هستند و برا هاسمیکروارگانیاز م یبرخ (2

 کنند.می

 دارند  ادیز نهیبه هز ازین سنلاتولارسفرانسی –  ایشیلرمثل ا هاباکتریاز  یبرخکشت  (3

بعد از  نی( همچنهاومیکوباکتریدر مورد ما هاکشت مستلزم صرف زمان است )گاه هفته طیدر مح یکشت عوامل عفون (4

انجام  Sub Cultureر چساب کالکشت مجدد   عمل  ییایمیوشیب شاتیانجام آزما یبرا دیبا یبدست آوردن کلن

 مسئله هم مستلزم وقت است. نیدادن که خود ا

نمونه قادر به  کی یکروبیم تیاز جمع میکشت فقط درصد ک طیبا استفاده از تمام مقدورات مح طیشرا نیبهتردر  (5

 هستند. شگاهیرشد در آزما

 

 

 

 استفاده کرد : ریز یتوان از روشهامیبه کشت خالص  دنیرس یبرا

 کشت خاص طیاستفاده از مح (1

 حرارت درجه در روز 2-5کشت را  طیاسپور ساز مح یباکتر یجدا ساز یمثلا برا .نور ای    pH،درجه حرارت میتنظ (2

 .ماند یاسپوردار باق و رفته نیاز ب یشیسلول رو تادهند می قرار درجه 80

 یسر کیدر  یساز قیحساس هستند. از روش رق ژنیکه به اکس ییهایکردن کردن باکتر زولهیا یبرا ی:ساز قیرق (3

 .شودمیآگار است استفاده  %8/0یلوله که دارا

 هابرای باکتری مواد مضر ای بیوتیکآنتیاستفاده از  (4
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 محیط در یول ابدیمیمرطوب باشد گسترش میکه ک یسطح یپروتئوس و سالمونلا به سرعت رو:هایحرکت باکتر (5

 کند.میدر سطح آگار خشک هم رشد  یحت یسبز آب یهایو باکتر هاروکتیاسپ .خشک نه

 

 یهاطیکار در مورد مح نیا کهتک و مجزا مطرح است. یبه کلن ندیرس ،کشت خالص هی دنیبعد از رس هایمورد کشت باکتر در

مجزا  یشود که از هم فاصله داشته باشند و کلن حیتلق یطور دیبا هاجامد استفاده شود. نمونه طیاز مح دیمشکل است و با عیما

 داشته باشند.

 

 آلی محیط کشت ایدههاویژگی

ی بسیار محدودی تمام هامحیطآل اطلاق کرد.خوب باید دارای شرایط زیر باشد تا بتوان به آن محیط ایدهیک محیط کشت 

 شرایط زیر را دارند.

 باشد.اختصاصی و قابل اطمینان  (1

 تهیه آن راحت و سریع بوده وقیمت آن مناسب باشد. (2

 کنند امکان پذیر باشد.میمحیط رشد آن ی گوناگون که در هاتمایز کلنی (3

 ترکیبات سازنده محیط پایدار باشند. (4

 را در برگیرند. هاطیف تشخیص گسترده ای از میکروارگانیسم (5

 بایستی نوع نمونه، نوع میکروب و شرایط رشد را مد نظر داشت.  هادر انتخاب یک محیط برای کشت دادن میکروب

 انواع محیط کشت از نظر ترکیبات سازنده

ی با نیاز هاع کربن، نیتروژن، انرژی، آب و عناصر اساسی است و فقط میکروبمحیط کشت حداقل:  فقط شامل مناب (1

 کنند.غذایی کم در آن رشد می

ی کشت ساختار معین: تمام مواد شیمایی ویژه به کار رفته در یک محیط کشت و غلظت آنها را بتوان تعیین هامحیط (2

 کرد که محیط معین نام دارد.

تند. سمواد شیمیایی و مقدار آنها مشخص نیست دارای منابع انرژی و کربن هی کشت پیچیده: محتوای هامحیط (3

 از ترکیبات به کار رفته هستند. هاعصاره مخمر، گوشت و نمک

 

 فیزیکی )ظاهری(شکل انواع محیط کشت از نظر 

 :(Liquid Media – Brothی مایع )هامحیط (1

در لوله آزمایش تهیه و مورد استفاده قرار عمدتا  هاباشند. این نوع محیطمیفاقد آگار بوده و در هر دمایی مایع  هااین محیط

 های زیر اشاره کرد.توان به محیطهای مایع پر مصرف میاز جمله محیط .گیرندمی

 Nutrient Brothنوترینت براث  -
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 Brain Heart Brothعصاره قلب و مغز  -

 Muller Hinton Brothمولر هینتون براث  -

 Solid Media (Agar:)ی جامد هامحیط (2

شود میمحیط کشت را شامل  %20-15شود که از ماده سفت کننده ای به نام آگار استفاده می هادر این محیط

(12 − 15𝑔𝑟
𝐿𝑖𝑡⁄ آگار پلی ساکارید غیر قابل متابولیسم و کلوئیدی است از نوعی جلبک قرمز دریایی به نام ژلیدیوم تهیه .)

 شود.می

و خود ژلاتین نیز کردندمیژلاتین را تجزیه  هادادند ولی برخی میکروبمیرا روی ژلاتین پرورش  هاآگار باکتری قبل از کشف

با الهام از مربای ساخته شده توسط همسرش از  Hessشد تا این که شاگرد کخ، هس میدرجه تجزیه  20در دمای بالای 

 امروز جانشینی برای آن پیدا نشده است.ی دریایی آگار تهیه نمود و حقیقتا تا هاجلبک

آید. آگار هیچ به صورت جامد در می ℃45شود و در حرارت زیر میدر آب حل  ℃100-80آگار در دمای بالا ذوب شده و در 

ر توان برای این منظومیرود. البته از ژلاتین و ژل سیلیکا هم مینقش تغذیه ای ندارد و فقط برای جامد کردن محیط به کار 

 استفاده کرد.

 شود:میصورت تهیه و استفاده  2محیط جامد به 

A)  لیترمیلی 15-12داخل پلیت: بسته به حجم پلیت 

B) شوند:به دو صورت ساخته میو  داخل لوله: امکان آلوده شدن کمتر بوده و محیط کشت عمر بیشتری دارد 

               Butt قائم( 1 

ساخته  TSIدار به همراه سطح قائم مثل محیط بصورت کاملا شیب دار مثل سیمون سیترات یا شیب : Slant( شیب دار 2

 شود.می

 : Semi Solid Media (Medium)محیط کشت نیمه جامد  (3

2کم بوده  هاآگار در این محیط − 5𝑔𝑟
𝐿𝑖𝑡⁄ (5/0  7/0تا% )ی متحرک کاربرد دارند هاو معمولا برای تشخیص باکتری 

 از جمله محیط نیمه جامد است که در آزمایشگاه میکروبیولوژی کاربرد زیادی دارد. SIM محیط

 

 

 :  Biphasicفازی  2ی کشت هامحیط (4

شوند. هر دو فاز جامد و مایع از یک ترکیب میو یک فاز مایع تشکیل  مورببه صورت  %2.5از یک فاز جامد آگار  هااین محیط

بروسلا براث از بروسلا آگار و  و رودها به کار میجهت تشخیص بروسلاکه  Castanedaشود. محیط کاستندا میساخته 

 شود.ها محسوب میاز جمله این نوع محیط ساخته شده است

 

 ی بیوشیمیاییهاانواع محیط کشت از نظرکارکرد و ویژگی
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 :Basic Media – General Mediaیا پایه  میی کشت عموهامحیط (1

ی با نیاز غذایی هارا دارند و برای رشد دادن باکتری هاکمترین غلظت از ترکیبات اساسی برای رشد باکتری هااین محیط

برای جدا هستند و اکثرا به عنوان محیط اولیه  هاباکتریفاقد ترکیبات بازدارنده رشد  هامعمولی مناسب هستند. این محیط

 : هاروند. مثالبه کار میها سازی باکتری

Nutrient Agar – BHI Agar – Muller Hinton – TSA (Trypticase Soy Agar) 

  

 :Selective Mediaی کشت انتخابی هامحیط (2

ی خاص اجازه هاجلوگیری کرده و تنها به باکتری هاکه از رشد بسیاری از باکتری ها حاوی موادی هستنداین دسته از محیط

کلرید سدیم است که فقط  %5/7که دارای قند مانیتول و  Mannitol Salt Agarدهند. مثل مانیتول سالت آگار میرشد 

-SSشیگلا آگار  -یا محیط سالمونلا کند.میاورئوس که قدرت تحمل این غلظت نمک را دارد رشد  وسباکتری استافلوکوک

Agar ح صفراوی و رنگ قرمز خنثی است.که باکتری سالمونلا و شیگلا فقط توانایی رشد در آن را دارند. این محیط حاوی املا 

شیگلا آگار  - مونلاالبه کار روند. مثلا در س هاتوانند در این محیطها نیز میبیوتیکآنتیو برخی  هابرخی رنگ هاعلاوه بر نمک

 کند.میگرم منفی رقیب سالمونلا و شیگلا جلوگیری  هایمعرف نوترال رد وجود دارد. که از رشد باکتری

 :Differential Mediaی افتراقی هامحیط (3

از  EMBو ائوزین متیل بلو آگار انکی آگار ک . مککندمیی مختلف را از هم تمایز هابعلت داشتن ترکیبات ویژه کلنی باکتری

ند همچنین لاکتوز نکمیدر آن رشد ن مثبتگرم  هایتند. هر دو محیط املاح صفراوی دارند که باکتریسه هاجمله این محیط

دهند. در حالی که در میکلنی صورتی و لاکتوز منفی کلنی سفید در محیط مک کانکی  مثبتی لاکتوز هادارند که باکتری

معمولا به  هادهد. این محیطمیانتروباکترکلنی صورتی رنگ ، ، اشرشیاکلای کلنی سیاه با درخشش جلای فلزی EMBمحیط 

 روند.میار به کها در تشخیص باکتری عنوان میحط ثانویه 

 :Enriched Mediaی غنی شده هامحیط (4

های معمولی رشد بوده و احتیاجات غذایی پیچیده داشته و در محیط  Fastidiousها سخت رشد برخی از باکتری

شود تا غنی تر میبه محیط پایه ترکیباتی مانند خون، عصاره، مخمر و ... اضافه ها کنند.به منظور رشد دادن این باکترینمی

 ی آگارهامحیط شود. های غنی شده گفته میها محیطکه به این محیط بتوانند رشد کنندهای سخت رشد نیزباکتریشده و 

های غنی شده پر مصرف در آزمایشگاه از جمله محیط Chocolate Agarو شکلات آگار  Blood Agar دارخون

 .میکروبیولوژی هستند.

 :Enrichment Mediaی غنی کننده هامحیط (5

از  هازا را در بین سایر میکروارگانیسمی بیماریهامیکروارگانیسم رشدتواند میدارای ترکیباتی است که های غنی کننده محیط 

 جمله میکروفلور نرمال ترغیب نماید. 

ی فلور طبیعی هاباکتریی پاتوژن مثل سالمونلا را ترغیب نموده از و رشد ها: در مدفوع رشد باکتری Fمحیط سلینت

به کار  هاط اولیه برای جداسازی میکروبیحمبعنوان  بودهحاوی سرم، عصاره مخمر، ویتامین و ...  کند. این محیطجلوگیری می

 د.رومی

 Transport Mediaی کشت انتقالی هامحیط (6
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شود که بین نمونه برداری و کشت میو زمانی استفاده برای نگهداری موقت نمونه برای حمل آن به آزمایشگاه  هااین محیط

ی نمک هستند که قدرت زیست باکتری موجود را بدون تغییر در تراکم )کاهش یا هابافر هافاصله زمانی وجود دارد. این محیط

 کند.تکثیر( در شرایط ایده آل فراهم می

و و فاقد نیتروژن است که به دلیل فقدان بل ندارای تیوگلیکولات، متیل : Stuart’s Mediaمحیط استوارت  -

مانند. از خشک شدن حفظ و برای مدت طولانی زنده باقی می هانیتروژن رشد میکروارگانیسم محدود است ولی نمونه

کند. میوگیری لکند و از پدیده اکسیداسیون جمیتیوگلیکولات کاهش دهنده عوامل محیطی بوده و تجزیه اکسیژن را محدود 

 توان به آن پی برد.بلو می نوجود اکسیداسیون با تغییر رنگ متیلدرصورت 

ی مدفوعی بهترین محیط برای انتقال هامحیط انتقالی برای انتقال سواپ:  Gary-Blair بلیر  -محیط گری -

 باشد.میی مشکوک به ویبریوکلرا هانمونه

ی بدست آمده از گلو، هانتقال سواپاین محیط حاوی زغال چوبی بوده و برای ا : Amie’s Mediaمحیط ایمز  -

 دستگاه ادراری تناسلی، زخم و پوست مناسب است.

 باشد.شیگلا میآلودگی با ی مدفوع مشکوک به هامحیط مناسب برای انتقال نمونه  محیط بافر گلیسرول سالین: -

 

 :Diagnostic Mediaی کشت تشخیصی یا بیوشیمیاییهامحیط (7

، نوع منبع کربن، هاها را بر اساس خواص بیوشیمیایی گوناگون مثل تخمیر قندتوان باکتریمی هابا استفاده از این محیط

 اشاره کرد. TSIتوان به محیط ها میاز جمله این محیط حرکت، تولید گاز، ذوب ژلاتین و ... شناسایی کرد.

ف فنل رد در ساختار خود بوده و محیطی که دارای سه قند و املاح آهن و معر Triple Sugar Iron Agar (TSI:)محیط 

منظره کلنی و شکل و رنگ آن متفاوت خواهد بود و برای تفریق  S2Hکند و یا تولید میبسته به قندی که باکتری تخمیر 

 شود.میی خانواده انتروباکتریاسه از آن استفاده هاباکتری

 Specific Mediaی اختصاصی هامحیط کشت (8

-Lowensteinجانسون  -ی خاص ایجاد شده اند. مثل محیط کشت لونشتاینهاباکتریاخصاصا برای کشت و رشد دادن 

Jenson یس( به وبو مایکوباکتریوم که محیطی بر پایه تخم مرغ بوده و برای تشخیص عامل سل )مایکوباکتریوم توبرکلوزیس و

 رود.میکار 

 

 

 

 ی کشتهاطرز تهیه محیط

ی پودر محیط هامعمولا در روی قوطیشوند. صورت پودرهای دهیدراته آماده مصرف تهیه میهای کشت آزمایشگاهی بهمحیط

گردد. برای تهیه محیط کشت باید مراحل زیر میو در سمت دیگر روش تهیه آنها ذکر کشت در یک طرف فرمول شیمیایی 

 صورت گیرد:

دار مناسب مشخصی که معمولا این مقدار روی قوطی محیط برای ساخت یک لیتر قوزن کردن م مرحله توزین: (1

 تواند مقدار مناسب را بدست آورد.گردد که در صورت نیاز به مقادیر کم با ایجاد تناسب میمیمحیط ذکر 
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 شود.می شده و حل پودر وزن شده در حجم معینی از آب مقطر در ارلن مایر حرارت داده مرحله حل کردن: (2

( نیز شود که برای این عمل از شعله مستقیم یا شیک) مخلوطزمان بهتر است برای حل شدن و یکنواختی محیط هم

یابد. بهتر است برای این میشود. عمل حرارت دادن تا زمان شفاف شدن محیط ادامه میدستگاه هیتر شیکر استفاده 

ح است و ممکن است جلوی رشد باکتری را بگیرد. عمل از آب مقطر استفاده شود چرا که آب معمولی دارای املا

 ی مایع یا براث معمولا نیازی به این مرحله ندارند.هامحیط

استریل کردن پس از مسدود کردن درب ارلن یا بطری تهیه کشت با پنبه یا درب بطری  استریل کردن و تقسیم: (3

دقیقه صورت  15پوند بر اینچ مربع و به مدت  15، فشار ℃121)بهتر است نیم بسته باشد( در اتوکلاو در دمای 

  شود.میتفاده کرد چرا که محیط تبخیر سا (آونفور )توان از میگیرد. در این مرحله نمی

گیرد. بهتر است این عمل زیر هود بیولوژیک صورت گیرد تا میصورت  هایا لوله هاپس از استریل کردن عمل تقسیم در پلیت

 نیافتد.  آلودگی محیط کشت اتفاق

درب لوله با پنبه مسدود  ی آزمایش صورت گیردهادا تقسیم در لولهشوند بهتر است ابتمیلوله تهیه  یی که درهادر محیط

گردد )
2

3
پنبه داخل لوله و  

1

3
شود که موقع نیاز به راحتی باز میخارج لوله باشد( و سپس اتوکلاو صورت گیرد. این عمل باعث  

را ثابت نگه دارند با  pHشود که ی کشت مواد بافری افزوده میهاهرچند به محیط کاهش آلودگی گردد.شود و همزمان باعث 

 محیط اطلاع یافت. pHبهتر است از  هاشود قبل از تقسیم کردن محیطاین حال توصیه می

باشد تا از شکستن لوله  شود، باید درب لوله موقع استریل کردن شلدار تهیه میکه محیط کشت در لوله درپیچدر صورتی

 جلوگیری شود و مجددا پس از استریل کردن در آن بسته شود

 15-12رسید بسته به قطر پلیت  ℃50شوند وقتی که دمای محیط اتوکلاو شده به میی جامد که در پلیت تهیه هادر محیط

ی هاتا محیط سرد شده و جامد گردد. در مورد محیط شودشود و صبر میمیمیلی لیتر از محیط استریل شده داخل آن ریخته 

یی مثل سیمون سیترات و هاشوند تا سرد و جامد شوند. در مورد محیطمیای قرار داده در جا لوله هاتهیه شده در لوله، لوله

TSI بکه به صورت مور (Slant تهیه )15-10ند. این عمل گیرند تا جامد شومیبه طور مایل در محلی قرار  هاشوند، لولهمی 

 برد.میدقیقه در حرارت محیط آزمایشگاه زمان 

و  SS Agarمثل  هااگر در روی محیط کشت دستور دیگری قید شده باشد باید طبق آن عمل شود. برخی از محیط

  ی کروم آگار نیازی به اتوکلاو کردن ندارند.هامحیط

 هارا اتوکلاو کرد. به منظور تهیه این محیط هاتوان آنحساس اند و نمیی قندی به حرارت هااز جمله محیط هابرخی از محیط

پس از آن که محیط پایه تهیه و اتوکلاو شد، قند یا ماده مذکور )مثلا اوره( توسط فیلترهای میکروب شناسی استریل و طبق 

 Beard Parker Agarبرد پارکر شود. مثلا در مورد محیط دستور کارخانه سازنده محیط در دمای مشخص به آن اضافه می

 شود.میبه محیط پایه سفیده تخم مرغ استریل و تلوریت پتاسیم طبق دستور کار خانه اضافه 

محیط پایه طبق دستور کارخانه سازنده تهیه و پس از اتوکلاو  تدامثل بلاد آگار یا شکلات آگار نیز اب هادر مورد برخی محیط

شود. اگر میتقسیم  هاو سپس در پلیت مخلوطشود و با چرخاندن کاملا میخون دفیبرینه گوسفند به آن اضافه  %10-5شدن 

 شود.میخون اضافه  ℃60و اگر شکلات آگار باشد در  ℃45هدف ساخت بلاد آگار باشد خون در 

هفته قابل نگهداری است.  3-2ساخته شده در پلیت به صورت وارونه داخل کیسه فریزر در یخچال به مدت  یهامحیط

 ی لوله ای تهیه شده در جا لوله ای در یخچال قابل نگهداری هستند.هامحیط
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ساعت در  24به مدت ها چند عدد انتخاب و ها بصورت کاملا تصادفی از بین آنها و لولهجهت اطمینان از استریل بودن پلیت

گیرد. اگر میکروب رشد نکند نشان دهنده استریل بودن محیط است ولی در صورت رشد گراد قرار میدرجه سانتی 37انکوباتور 

 های ساخته شده باید اوت شوند.میکروارگانیسم آلودگی وجود دارد و کل محیط

 

 تذکر:

 PH :محیط کشت 

 PH است. البته تغییرات  2/7- 8/6ها مناسب رشد اکثر باکتریPH رات ممانعت از رشد را ثتواند اها میدر مورد برخی باکتری

خاصی دارد بایستی از  PHباعث شود لذا موقع ساخت محیط ضمن توجه به دستورالعمل ساخت محیط چنانچه باکتری نیاز به 

ها مناسب رشد لاکتوباسیل PHمد نظر با افزودن باز یا اسید فراهم شود.  PHا محیط اختصاصی آن باکتری استفاده شود و ی

رشد  5/9تا  PH ،2/8هم قادر به رشد هستند. ویبریو کلرا عامل بیماری وبا در  PH ،3-4ها در است هر چند این باکتری 8/5

 کند.می

 

 آن وعلل شده تهیه محیط تهیه در مشکلات و خطاها

A) غیرطبیعی تیرگی یا رنگ : 

 ناخالص آب .1

 کثیف اییشیشه ظروف .2

 دهیدراته کشت محیط بد کیفیت .3

 استریلیزاسیون طی در زیاد حرارت .4

5. pH نادرست 

 کشت محیط کامل نشدن حل .6

B) شدن رگه رگه : 

 است شده سوزنیم آگار:  سیاه رگه رگه .1

 .است بوده شده سرد مکمل که شده اضافه مکمل وقتی:  روشن رگه رگه .2

C) pH نادرست 

 کثیف اییشیشه ظرف یا ناخالص آب .1

 گرادسانتی درجه 50 دمای در کشت محیط طولانی ذخیره یا مجدد ذوب حد، از یشب  حرارت .2

 شیمیایی آلودگی .3

 متر PH نادرست کالیبراسیون .4

 کشت محیط کامل شدن حل .5
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 گرادسانتی درجه 25 بالای دردمای PHگیری اندازه .6

D) کدورت رسوب 

 ازحد بیش حرارت .1

 درجه 50 مذاب حالت در ساعت 4 از بیش طولانی ذخیره .2

 دهیدراته محیط بد کیفیت .3

4. PH نادرست 

 کشت محیط کامل شدن حل .5

E) بند نیم آگار 

 پایین   PHدر خصوص به حد از بیش حرارت .1

 پایین    PHبا کشت هایمحیط در آگار در هیدرولیزاسید .2

 نادرست کردن مخلوط و توزین .3

 آگار کامل شدن حل .4

 درجه 50 دمای در طولانی سازی ذخیره .5

 کشت محیط مکمل یا  تلقیح مایع با زیاد سازی رقیق آب، نادرست حجم .6

F) افتراقی خواص، روی اثر یا باکتری رشد 

 نامناسب کردن مخلوط و توزین .1

 ظروف یا آب در کننده مهار مواد وجود .2

 دهیدارته کشت محیط بد کیفیت .3

 است. بوده داغ خیلی کشت محیط که شدهاند اضافه مکمل وقتی .4

 است بوده داغ خیلی آن روی نمونه کشت هنگام محیط .5

 کشت محیط PHتغییر کشت، محیط کامل نشدن حل .6

 کشت محیط شدن خشک حد از بیش و طولانی ذخیره .7

 

 آشنایی با برخی محیط های کشت مهم باکتریایی

 

 

  Blood Agarبلاد آگار     
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 دلیل به است، آزمایشگاه در انتخابی غیر هایمحیط ترینشایع و ترینمغذی از یکی که محیط این. است دار خون آگار معنی به

 است شده تشکیل جزء دو از محیط این. است کدر قرمز محیط این رنگ خون، داشتن

توان از شود. در صورت نبود خون حیوانی میاسبی استفاده می خرگوشی، دفیبرینه گوسفندی،  نوع از عمدتا خون  (1

  کرد. خون دفیبرینه انسانی استفاده

 است. آگار اینفیوژن هارت برین آگار، بیس بروسلا : شامل پایه محیط  (2

خون دفیبرینه به آن  %5گراد درجه سانتی 50-45شود پس از رسیدن محیط پایه به ابتدا محیط پایه ساخته و اتوکلاو می

شود. های سخت رشد محسوب میباکتریها از جمله برخی شود. این محیط محیط مناسبی برای رشد اغلب باکتریاضافه می

 ها استفاده می شود.همچنین از این محیط برای بررسی قدرت همولیز )لیز گلبول قرمز( باکتری

 شوند:گروه تقسیم می 3ها از نظر قدرت همولیز به باکتری

 شود.ی هاله سبز رنگ ایجاد میآلفا: باکتری واجدهمولیزین بوده ولی نسبت لیز کم است اطراف کلنی باکتر αهمولیز ناقص یا 

بتا: باکتری واجد آنزیم همولیزین بوده ضمن لیز کامل گلبول قرمز  و آزاد سازی هموگلوبین در اطراف  βیا  لهمولیز کام

 کند.منطقه رشد باکتری هاله کاملا شفاف ایجاد می

 گلبول قرمز را ندارد گاما: باکتری فاقد آنزیم همولیزین بوده و قدرت لیز γبدون قدرت همولیز یا 

است  ،و لیستریا وسهای استرپتوکوککه تستی راهبردی در تفریق گونه CAMPهمچنین با استفاده از این محیط تست کمپ 

 گیرد.صورت می

 

 

 

   Chocolate Agarآگار شکلات

 را خون و آگار( اینفیوژن هارت برین یا آگار بیس بروسلا)پایه  محیط آن در که است دیده حرارت آگار بلاد اصل در محیط این

گراد درجه سانتی 60گراد در درجه سانتی 50-45خون دفیبرینه به جای   که شودمی پایه استریل شده اضافه  محیط این به

  حرارت، دلیل به. شود می محیط در گلبول مغذی مواد نشت  و قرمز های گلبول تخریب شود که باعثبه محیط پایه افزوده می

 به آگار، بلاد به نسبت  محیط این .است کدر و شکلات رنگ به محیط این. کند می تغییر(  شکلاتی)ای قهوه به قرمز رنگ

 رشد محیط این در (آنفلوانزا هموفیلوس مانند) کنندنمی رشد آگار بلاد در که هاییباکتری حتی و باشدمی ترمغذی مراتب

 است قرمز گلبول در موجود مغذی مواد به مستقیم طور به باکتری دسترسی  دلیل به این که کنندمی
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  Mueller Hinton Agarآگار   هینتون مولر

 این با است "آگار نوترینت "به شبیه شکل لحاظ از محیط های عمومی پرکاربرد در میکروب شناسی است . اینیکی از محیط

 آنتی حساسیت تعیین هایتست انجام برای بیشتر محیط این. است  رنگ سفید و یا رنگ کرم کمی و و کدرتر  که تفاوت

استفاده ، MICبیوتیک  آنتی مهاری غلظت حداقل تعیین تست "آگار دیفیوژن دیسک" روش به بیوگرام آنتی مانند بیوتیکی

 .کرد استفاده آن نیز از آزمایشگاهی روتین های کشت برای توانمی این وجود شود. بامی

  TSA or TSBبراث یا آگار سوی کیس تریپتی

 آب همراه به را آن اصولا و شناسند می تقویتی محیط یک عنوان به بیشتر اما است انتخابی غیر محیط یک اینکه با محیط این

. شود می بندی دسته "کننده تقویت " های محیط  جزء شود می اشاره بعدا که ها محیط دیگر و  آگار بلاد و قلیایی پپتونه

 تعداد افزایش مانند روتین کارهای در .است  شفاف زرد رنگ به (Trypticase Soy Broth)مایع شکل به بیشتر محیط این

  شفاف نیمه تا شفاف کرم  رنگ به( Trypticase Soy Agar)جامد  صورتبه که هرچند رود،می کار به مطالعه مورد باکتری

 اگر) آگار بدون یا( باشد جامد اگر) آگار و فسفات پتاسیم دی دکستروز، کلراید، سدیم حاوی محیط این رود، می کار به  نیز

 .است( باشد مایع

  CNAآگار اسید نالیدیگسیک کلیستین

 پپتون، اسید، نالیدیگسیک و B  میکسین پلی  یا ،کلیستین گوسفند خون درصد 5)  حاوی است آگار بلاد نوعی محیط این

 است که به انتخابی محیط یک  Columbia Colistin Nalidixic acid agar آن  دیگر است . نام آگار(  و کلراید سدیم

 شود.های گرم منفی میباکتری گرم مانع رشد  کلیستین وجود دلیل

  PEAآگار الکل اتیل فنیل

 کلراید، فیتون، سدیم حاوی محیط باشد. اینمی های گرم مثبتباکتری برای انتخابی محیط یک نیز این CNA محیط همانند

 شود.می های گرم منفیباکتری رشد ممانعت از باعث  هامنفی گرم هایلیپید حذف دلیل الکل و آگار است . به اتیل متیل بتا

 . است شفاف نیمه تا شفاف کرم رنگ به محیط این

 

   MSA( Manitol Salt Agar)آگار سالت مانیتول

 است. این گوساله گوشت عصاره و پپتون ،(محیط معرف)رد فنل  و مانیتول و کلراید سدیم انتخابی حاوی  نمک محیط این

 وجود دلیل به. هستند رنگ قرمز محیط در رد فنل معرف وجود دلیل به که شودمی تهیه  ایلوله و پلیت صورت دو به محیط

 کنندمی رشد آن در که هاییباکتری میان در و شود.می هامیکروارگانسیم از بسیاری رشد مانع( درصد 7.5 معمولا) نمک

 اورئوس استافیلوکوک تنها( شده احیاء قند نوعی)مانیتول وجود دلیل به طرف، یک از. برد نام توان می را هااستافیلوکوکوس

 هایکلنی محیط این در شود، می زرد به  رد فنل رنگ تغییر و pH افت به که منجر دارد را قند این از استفاده توانایی

 و هاکوکوس استافیلو سایر اما شوند می احاطه زردی هاله توسط و شده رنگ زرد مشخص طور به کوکوس اورئوس استافیلو

 ای هاله با رنگ قرمز های کلنی محیط در موجود پپتون شکستن با  ندارند را مانیتول تخمیر قدرت که هاوسمیکروکوک

  . کنندمی ایجاد قرمز – ارغوانی
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 Chrom Agarهای کروم آگار محیط

 امروزه .کنندمی بازی را معرف نقش گاه بازدارنده نقش کشت محیط در هارنگ. هستند کشت یهامحیط اجزاء از یکی هارنگ

این . گویندمی آگار کروم هایمحیط هاآن به که آمده  بازار به کشت یهامحیط جدید نسل هارنگ و هامعرف عملکرد اساس بر

شوند باعث کاهش ها اولین بار توسط دکتر رامباخ ساخته شدند. ضمن این که باعث سرعت بخشیدن به تشخیص میمحیط

برخی از این  ها نیاز به اتوکلاو شدن ندارند.این محیط شوند به صورتی که نیاز به آزمایش تاکیدی نیست.هزینه هم می

 : عبارتند از ی کروم آگار هامحیط

   Rombach propylene glycolagarمحیط رامباخ (1

براساس تشکیل اسید از پروپیلن گلیکول  هاشود با استفاده از این محیطاز این محیط برای تشخیص سالمونلا استفاده می

 .باز شناخت هاتوان از سایر آنتروباکتریاسهراتیفی را میاسالمونلاپر از سالمونلا تیفی و ی سالمونلا غیهاجنس

 .شودرنگ دیده میقرمز درخشان، اشرشیا کلی آبی، سیتروباکتر بنفش، پروتئوس بی به رنگ سالمونلادراین محیط: 

 CASمحیط کروم آگارسالمونلا (2

سازی ابتدایی درصورت استفاده از این محیط به غنی. برای تشخیص سالمونلا تیفی و غرابل سالمونلا دو نوع سودمند است

رنگ و محدب ی با کلنی بیهاسایر باکتری .شودانکوباسیون سالمونلا به رنگ ارغوانی دیده میساعت  18 بعداز.  نیازی نیست

 .شونددیده می

  Cromoagar aureoleمحیط کروموژن آئرول (3

له کواگولازی ها با هاوسرود که استافیلوکوکی غذایی به کار میهادر سنجش مستقیم و همزمان استافیلوکوک آرئوس در نمونه

 .قابل تمیز هستند هاحتی از سایر جنسرابه

 Ecoliمحیط کرموآگار (4

 شوندقرمز دیده می ها(کلیفرم2 آبی Ecoli( 1:  ی غذایی کاربرد داردهادر نمونه Ecoliبرای سنجش
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 157Oمحیط کروموآگار (5

و  سایر   رنگ قرمزبه  157Ecoli O  .ها استز آن از سایرسویهیبرای شناسایی  سویه انتروهموراژیک اشرشیا کلی  و تم

 شوند.ی اشرشیاکلی  آبی رنگ دیده میهاگونه

 محیط کروم آگارکاندیدا (6

شود. کاندیدا آلبیکنس در این محیط رنگ سبز ، کاندیدا های مختلف کاندیدا از این محیط استفاده میبرای شناسایی گونه

 دهد.ای میگلابرتا رنگ قهوه

 

 هاباکتری دادن کشت هایتکنیک

 ممکن خاصی جاهای در تنها و دارند وجود مخلوط هایتوده بصورت هاباکتری که شودمی مشاهده هاباکتری مطالعه هنگام

 .شوند دیده خالص گونه صورت به است

 که هاباکتری سایر از باکتری این است لازم کرد مطالعه را خاصی گونه فیزیکی و ظاهری طبیعی، خصوصیات بتوان اینکه برای

. گردد تهیه نظر مورد باکتری از خالص کشت محیط یک باید دیگر عبارت به. شود جدا شودمی یافت محیط در طبیعی بصورت

 باشد داشته میکروارگانیسم نوع یک از بیش که را کشتی. باشد میکروب گونه یک حاوی فقط که کشتی است خالص کشت

 وجود زیادی هایروش مخلوط کشت محیط یک از خالص کشت محیط تهیه برای .گویند  Mixed Culture مخلوط کشت

  دارند

 در گیرندمی را هامیکروب سایر رشد جلوی کنند آلوده را محیط اگر و دارند سریعتری رشد معمولا ساپروفیت هایمیکروب

 یک از هاباکتری انتقال و کشت به مربوط اعمال تمام باید امر این از جلوگیری برای. گیردمی صورت اشتباه تشخیص نتیجه

 .گیرد صورت استریل شرایط در باید دیگر محیط به محیط

 صورت باید گاز چراغ شعله مجاورت در یا هود زیر استریل پلاتین فیلدو یا استریل پاستور پیپت توسط هاباکتری انتقال و کشت

 باکتریایی محیط همچنین و نسازد را آلوده کشت محیط تا باشد دور کشت محیط از است بهتر تنفسی هوای حتی.   گیرد

 . نسازد آلوده را کننده آزمایش شخص

 بین از هاباکتری تمام وگرنه است شده سرد که شد مطمئن باید لوپ از استفاده از قبل که استالزامی نکته این ذکر البته

 کشت یک کلنی هر از معمولا. باشند کرده رشد کلنی نوع چند صورتیکه در شودمی بیمارگرفته از اولیه نمونه وقتی.روندمی

 .باشدمی غالب کلنی معمولا بیماری عامل البته شودمی تهیه مجزا

 محیط، شیمیایی تغییرات همچنین و زائد مواد ترشح و رشد محیط در موجود غذایی مواد مصرف نتیجه در اینکه به توجه با

 .شوند کشت تجدید باید یکبار وقت چند هر لذا نیستند زندگی ادامه به قادر آن در موجود هایباکتری

 

 

 عیما طیکشت در مح

داده تکان  عیما طیاز وارد کردن در محشده و پس برداشته  لیلوپ استر اینمونه با سواپ  ،عیما طیدر مح به منظور کشت

لوله  سوم آن خارج  کیدو سوم پنبه داخل و  کهیبطور ده شود،پوشانبا پنبه  طیسر مح ن لوپ،خارج کرد از  پس شود.می

 .کندنیز عمل می هایباکتر ریدام انداختن ساه ب یبرا لتریدهد بعنوان فمیهوا اجازه ورود  ژنیبه اکس نکهیباشد . پنبه ضمن ا



71 
 

71 
 

این کار  با انگشت کوچک و کف دست پنبه  ،شده است  در دست گرفتهکه لوپ  یپنبه بهتر است با همان دست نبرداشت موقع

 .ه شود گذاشت نیزم رویپنبه  دینبا پایان کشتو  شودانجام 

 نیا رکه د داده شوداز انتقال سر لوله حرارت و پس و قبل  ردیگیصورت میا زیر هود بیولوژیک انتقال در کنار شعله  عمل

 شود.میی و باعث کاهش آلودگ آمدهدیهوا از داخل به خارج پد انیحالت جر

کردن وارد لوله دوم  کیپتاژ و شیبعد از پ عیاز مامیپت کیبا استفاده از پ گرید عیما طیدر مح عیما طیاز محبه منظور کشت 

 .شود

 محیط در هاباکتری تفکیک که است آن در کار ایراد  ولی( ساعت 4 ظرف)  گیردمی صورت سریع مایع محیط در باکتری رشد

 است مشکل بسیار مایع

 

 جامد طیکشت در مح

 مجاورت شعله باشد. ایهود  ریو در ز ردیصورت گ یکار لیاستر تیدر نها دیجامد هم با طیدر مح کشت

 تکثیر و رشد اثر در که هاستمیکروارگانیسم رویت قابل اجتماع که شوندمی تشکیل هاکلنی جامد محیط در کشت روش در

 رشد دیر میکروبها که است این آن عیب ولی رسید کلنی تک به توانمی که است این روش این حسن.باشد شده ایجاد

 .کنندمی

 

 شید یپتر ای تیدر پل کشت

 شید یجامد به پتر طیانتقال از مح ای شید یبه پتر عیما طی، انتقال از محشید ینمونه به پتر میمورد انتقال مستق نیا در

 :ردیگمیروش صورت  3مطرح است که به 

  Spread plate   پخش نمونهکشت  (1

 لیاستر سواپبا استفاده از  ای لیپاستور استر  Lقرار داده و با  پلیت حاوی محیط کشترا در وسط  عیما طیقطره از مح کی

برداشته و در  لیبا لوپ استر یباکتر یکلن زیجامد ن طیدر صورت انتقال نمونه از مح کنید پخش کاملا  جهت آنرا  نیدر چند

 داده شود. کشت محیط جامد 

 کرد که : دقت دیبا

 کنده نشود.سطح آگار  -

 .ردیدرجه قرار گ 30 هیدر زاو دیحلقه لوپ با سطح آگار در تماس باشد . جهت لوپ با سطح آگار با ییفقط لبه جلو -

قرار موقع استریل کردن لوپ برای جلوگیری از تشکیل و پخش آئروسل بهتر است ابتدا لوپ در قسمت پایین شعله  -

 ترین ناحیه شعله یا راس آن آورد.اغداده سپس به آرامی بالا آورده ودر نهایت به د

 Sterack plate   تیپل کیاستر (2

 دارد : یروش خط نیچند بایتقرروش کشت خطی. 

روش  -
1

2
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 ی: خط 4 یروش چند خط -

 شود.میکم  کروبیتعداد م تیروش با هر بار چرخاندن پل نیدر ا .ندیگومیهم  لیاستر کشت

 :انجام نحوه

 .شود سرد دهید  اجازه و کرده استریل را لوپ (1

 .شود بسته دیشپتری در سپس و  داده کشت شودمی نامیده 1 فاز که پلیت چهارم یک در کرده برداشت نمونه از (2

 .شود کشت دوم فاز در چرخانده را پلیت  شده سرد و عفوفی ضد مجددا لوپ (3

 .شود انجام کشت هم 4و 3 فاز در ترتیب همین به (4

 یا سراسری روش یکنواخت -

 

  باشد.میها پرگنه نیمناسب ب یفضا جادیله مهم ائمسدر کشت در محیط جامد 

 

 

 

 

 Pour plateروش مخلوط  (3

 45-50در درجه  یدر بن مارکه شده با آگار ذوب شده در حال سرد شدن مخلوط ) قیاز نمونه رق میک یروش مقدار نیدر ا

 هایشمردن باکتر یروش برا نیا. ریخته شود یخال لیاستر شید یپتر کیسپس در  و (شودمی ینگهدار گرادسانتی درجه

 1870روش در سال  نیا درد بخور است.هب اریبس یهوازیب یهایاست و در مورد باکتر یروش مناسب ییبخصوص در مواد غذا
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 کشت محیط همان از نازکی لایه با را باکتری با آمیخته سطح مجدد بود نیاز اگر به کار گرفته شد. لیسترتوسط جوزف 

 .شودمی گفته لایه 2 کشت آن به حالت این در بپوشانید

: دیش پتری دادن قرار روش .گیردمی صورت دست کف و کوچک انگشت بین آن دادن قرار با پلیت در کردن باز نکته مهم :

 مقداری که شودمی ظاهر درپوش در بخار بصورت و شده خارج آب این اتاق حرارت در دارد آب آگار، حاوی کشت محیط چون

 برای که کنندمی ایجاد هم در میکروارگانیسم از ای توده و شودمی مجزا کلنی شدن مخلوط باعث ریخته آگار سطح روی آن از

 .داد قرار وارونه را دیش پتری شودمی توصیه حالت این از جلوگیری

 

 

 

 

 

 نحوه تهیه کشت پورپلیت

 

 جامد لوله طیکشت در مح

لوله هم در در مورد کشت . شوند تهیه می slantو هم سطح مورب  Buttسطح قائم صورت  بههم  ها  در لولهکشتمحیط 

 یسر لوله با شعله و در مجاورت چراغ الکقبل و بعد از کشت گردد و  یلوله پنبه گذار هانهشود د تیرعا لیاستر طیشرا دیبا

را آن  دیبابرای استریل کردن آنس ن شود لیبعد از کشت آنس استر ونه وهمچنین قبل از کشت و برداشت نمداده شده حرارت 

 نشده اطراف پخش شوند. لیکرد چون ممکن است مواد استر کیبه شعله نزد جیبه تدر دیبا کرد بلکه داخل شعله  میمستق

 ریو در مس محیط وارد میمستق ریدر مس سکه نوک آن شود میشده به روش قائم از آنس استفاده  هیکشت در لوله ته یبرا

 .شوداز آن خارج میهم  میمستق

کشت  گزاگیکشت بصورت ز طیدر سطح مورب مح ،علاوه از کشت در عمق  slant ایسطح مورب های تهیه شده با محیط در

لازم است و مشکل آلوده  یکمتر طیمح رایدارد ز تیحارج تینسبت به پل کروبیم رهیذخ یب براورم طیمح .شودداده می

 شود.می

 استفاده شود. قیدارند بهتر است که از آگار عم ازین یکمتر ژنیکه به اکس ییهایرشد باکتر نیاز به بررسی در صورت :نکته
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 هامراحل پس از کشت باکتری

و رطوبت جهت رشد  ژنی، اکس یحرارت طیمرحله شرا نیا یشوند که در ط ونیانکوباس دیبا هااز انجام نمونه کشت نمونه بعد

ها متفاوت لذا شرایط انکوباسیون نمونه ،ها از لحاظ نیاز به موارد فوق الذکر متفاوت هستندباکتری .شودمیفراهم  هاکروبیم

 شود.باشد که در زیر به برخی از موارد مهم اشاره میمی

 هاشرایط هوایی و اکسیژن مورد نیاز باکتری

 شوند:گروه عمده تقسیم می 4نیاز به اکسیژن به ها از نظر باکتری

 ( میکرو آئروفیلیک یا کاپتنوفیلیک4هوازی اختیاری    بی –( هوازی 3( بی هوازی اجباری      2ا( هوازی اجباری    

هوازی در حکم سم است. اکسیژن های بیاکسیژن ماده غذایی ضروری رشد باکتری هوازی اجباری است ولی برای باکتری

تواند باعث تغییر در پتانسیل اکسیداسیون و رود، میعنوان گیرنده نهایی هیدروژن در تنفس سلولی به کار میکه بهعلاوه بر این

 احیاء شود.

که در فصول بعد  شوند ونیانکوباس یهواز یب طیدر شرا دیبا یهواز یب هاییو باکتر یدر انکوباتور هواز یهواز هاییباکتر 

  در خصوص شرایط صحبت خواهد شد.

 ها:دمای مناسب انکوباسیون باکتری

گیرد را دمای حداقل ای که رشد باکتری در آن صورت میترین درجهکند. پائینهر باکتری در محدوده خاص دمایی رشد می

گیرد. بالاترین درجه که رشد باکتری در یرشد گویند. تعیین این دما بسیار مشکل است چون رشد باکتری به کندی صورت م

دهد و گیرد را دمای حداکثر رشد گویند. حرارت رشد مناسب حرارتی است که سریعترین تکثیر در آن رخ میآن صورت می

  تر است.اغلب از حداکثر دمای رشد، چند درجه پایین

فعالیت آنزیمی کاهش یافته و رشد باکتری نیز آهسته گذارد که اگر پایین باشد درجه حرارت در اعمال آنزیمی سلول اثر می

های باکتری و شود. درجه حرارت بالا بدلیل تغییر ماهیت پروتئینهای متابولیکی متوقف میشود. در انجماد تمام فعالیتمی

 شود.ها باعث آسیب به سلول و مرگ سلول میآنزیم

که به صورت  ییهایباکتر کهیدر حال ردیگیصورت مگراد سانتیدرجه  35-37در به طور معمول  ینیبال یهانمونه ونیانکوباس

درجه  20ها دمای مناسب رشد برای برخی باکتری شوند.می ونیدرجه انکوباس 25کنند در می یدر خاک زندگ یعیطب

کنند. انکوباتور نگهداری میها را در یخچال ها سرما دوست هستند که برای تحریک رشد آنباشد. برخی باکتریگراد میسانتی

 ها وسیله مناسبی است.دار نیز برای جداسازی این باکترییخچال

 

 

 زمان انکوباسیون :

که سریع  هایاز باکتر یمورد برخ درهای باکتری بسته به  جنس و گونه میکروب متفاوت است. زمان لازم برای مشاهده کلنی

انکوباسیون کلنی قابل   ساعت 24 – 18 پس از  جامد طیمح و در نمونه ونیانکوباس ساعت 4 عیماالرشد هستند در محیط 

 باشد.می هفته 6 – 3 هامایکوباکتریوم مثل هاییشود. این زمان در میکروبمشاهده تشکیل می
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 یبستگ سمیرشد ارگان نازیو م یفاصله نگهدار به منتقل شوند که دیجد طیبه مح کباریهر چند هفته  دیکشت با یهاطیمح

 دارد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هوازیهای بیهوازی و کشت باکتریبی عفونت

 

 کشت باکتری بی هوازی
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شرایط هوازی اجباری فقط در های بیالیکه باکتریحدر  هوازی، در فقدان اکسیژن مولکولی قادر به رشد نیست.  هایباکتری

 کنند.اکسیژن رشد میعدم حضور 

 های مختلفی استفاده کرد.توان از تکنیکمیهوازی میکروب بیبرای کشت دادن 

 )هوازی در انکوباتور بیهای کشت شده ، قرار دادن پلیتدر محیط کشت  (تیوگلیکولات -سیستئین) کننده احیاء افزودن مواد

هوازی و سیستم گاز پک از بی(، استفاده از جار شودجایگزین می 2COی نیتروژن و هیدروژن و هاهوای داخل انکوباتور با گاز

 ها هستند.جمله این تکنیک

 

  Thioglycollate media  تیوگلیکولات  محیط در کشت

 محیط، این در موجود تیوگلیکولیک اسید سدیم ماده. شود می تهیه دارپیچ درب های لوله در که است جامد نیمه محیط یک

 . کند می ایجاد هوازی بی شرایط و شده ترکیب محیط اکسیژن با که است قوی کننده ءاحیا ترکیب

 .شودمی اضافه آن به محیط به اتمسفر اکسیژن جریان از جلوگیری جهت که باشدمی نیز آگار درصد 075/0 حاوی محیط این

 رنگ کم آبی یا صورتی رنگ به شود حل آن در اکسیژن که زمانی اما است، رنگ کم زرد تیوگلیکولات محیط معمولی رنگ

 معرف عنوان به که دارد وجود (Resazurin) رزازورین یا بلو متیلن مانند معرف رنگی محیط این در زیرا. یافت خواهد تغییر

 .کندمی عمل احیاء اکسیداسیون پتانسیل

 برای دیده شد ، رنگ تغییر لوله بالای از مترسانتی 5/1از بیش عمقی اگر شود، می مشاهده لوله بالای قسمت صورتی در رنگ

 جوش ماری بن درون دقیقه ده و کرده باز کمی را کشت محیط دارپیچ درب حالتی چنین در. نیست مناسب هوازی بی کشت

 محیط دمای تا دهید اجازه باید هوازی بی های نمونه تلقیح منظور به. گردد خارج محیط در شده حل اکسیژن تا دهندمی قرار

 هرچه شود می دیده کدورت صورت به مایع محیط در ها باکتری رشد .نمائید تلقیح لوله عمق به را نمونه ترجیحا و یابد کاهش

 . است بیشتر  باکتری تعداد بیشتر، کدورت

 

 لوله ، اجباری هوازی هایباکتری A لوله در دهدمی نشان محیط این در را هاباکتری رشد محل شماتیک صورت به بالا شکل

B لوله ، اجباری هوازیبی C لوله و D  اندکرده رشد اختیاری هوازیبی - هوازی. 

 

 

 :(Anaerobic jar) هوازی بی جار در کشت
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 برای را شرایط و شده تخلیه آن اکسیژن مختلف های روش به که محکم بسیار هایدر با ایای شیشهمحفظه هوازیبی جار

 :گیردمی صورت عمده طریق دو به جار داخلی محیط از اکسیژن حذف. سازندمی فراهم هوازی بی های باکتری رشد

 : Martیا سیستم مارت  تخلیه پمپ -الف

 تخلیه برای ها شیر از یکی. دارد وجود شیر عدد دو آن درب روی که رود می کار به هوازی بی جار از نوعی روش این در

 درصد 95)  کربن اکسید دی و ازت گاز کپسول به اتصال برای دیگر شیر و شود می متصل تخلیه پمپ به جار درون گازهای

نموده سپس جار به انکوباتور  شده خارج هوای جایگزین را گاز دو این و رودمی کار به( کربن اکسید دی درصد 5 و ازت

 .شودمعمولی منقل می

 

 :    Gas Pack   گازپک سیستم -ب

 در H2 شودکهمی H2،CO2 تولید واکنش با آب باعثدر اثر  مواد این. شد ساخته آمریکا در اسکات شرکت توسط بار اولین

 فشار و شده ظاهر آب قطرات صورتبه و شده ترکیب جار در موجود O2 با(  گرم5-3 دآلومینا پالادیومایز) کاتالیزور حضور

 .شودمی حاکم هوازیبی شرایط و شده حذف جار در موجود اکسیژن ترتیب این به .شودمی کم جار داخل

 :دارد وجود پک گاز نوع دو

 استفاده کمپیلوباکتر مثل باشدمی  CO2نیازمند که میکروآئروفیلیک هایباکتری کشت: به منظور   C ( گاز پک کلاس1 

 .شودمی

  دیومیکلستر مثل مطلق هوازیبیهای باکتری کشت : به منظورA گاز پک کلاس( 2 

 با آب واکنش اثر در. شودمی اضافه آب مشخصی حجم پاکت روی بر مندرج دستورالعمل طبق گازپک پاکت به روش این در

 اکسیژن با پالادیوم کاتالیزور مجاورت در حاصل هیدروژن. شودمی آزاد H2 و CO2 های گاز پاکت، در موجود ترکیبات

 شود رایجمیاز اندیکاتور استفاده  سیستم، هوازیبی شرایط از اطمینان حصول برای. گرددمی تولید آب و شده ترکیب موجود

 خوب عملکرد صورت در. است رنگ بی حضور عدم در و آبی رنگ به اکسیژن حصور در که است بلو متیلن اندیکاتور ترین

 اندیکاتور باید نداشتند اگر ولی دارند بلو متیلن اندیکاتور هاپک گاز. شودمی سفید مرور به ولی شودمی بنفش ابتدا اندیکاتور

 .داد قرار آن در را بلو متیلن

 میکروبی کشت هایپلیت که جار داخل سپس و اضافه مقطر آب سیسی 10 گازپک پس از کشت باکتری در محیط مناسب به

 شودمی مشخص جار بالای بخار تولید با که شودمی تولید گرما دقیقه چند از پس. شودمی گذاشته گرفته، قرار آن داخل قبلا

 .است اکسیژن حذف و کاتالیزور خوب عملکرد نشانگر آب قطرات تولید

 روش پیروگالل قلیایی

عامل احیا کننده در فضای بالایی لوله کشت جایگزین شده و به باکتری بی هوازی اجازه رشد روی آگار شیبدار خواهد داد. 

 شود.که بسیار ضرور ی باشد انجام میمیسیار مشکلی است و متداول نیست فقط هنگابروش 

شود که پیروگالل بعنوان عامل احیاءکننده قوی با فعال کردن پیروگالل توسط توسط کربنات سدیم ایجاد می شرایط بی هوازی

 کند.عمل کرده و اکسیژن آزاد داخل لوله را در لوله در بسته معرفی می

 نحوه انجام آزمایش:

 .شوددر سطح آن تلقیح می میکروارگانیسمو  انتخاب  شدهای سطح بسته دار که با درپوش پنبهآگار مغذی شیب (1
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سانتی متری لبه آگار شیبدار برسد باید درپوش پنبه ای بسیار محکم  1تا به  شودداده میپس از کشت پنبه فشار  (2

 باشد که مواد مایع جابجا نشود ولی گاز قادر به تبادل باشد.

 ی متری دهانه لوله برسد.سانت 2بطوریکه تا  شودقاشق توزین به لوله اضافه می ی پروگالل باهاکریستال (3

 شودمیبه پیروگالل اضافه  %10یک قطره چکان پر از سدیم کربنات  (4

 تا سفت شود. شودپیچانده میه درپیچ شدو لوله وارونه شده  لوله قرار داده دهانه  یک درپوش لاستیکی داخل  (5

 شودنگهداری می میسیوارونه داخل سبد به صورت و لوله پیچانده شده یک پوشش روی در لوله مثل لفاف  (6

. )باکتری بی هوازی در این شرایط انجام شود ساعت 48تا  24به مدت گراد درجه سانتی   37-35انکوباسیون در  (7

 است.( قادر به رشد

گاز زیادی تولید کرده و باعث پرتاب شدن  هاموقع برداشت درپوش لوله باید با احتیاط عمل کرد چون برخی میکروارگانیسم

  شوند.ه میدرب لول

آورد شود که پتانسیل اکسیداسیون و احیاء را پایین میاز محیط کشت حاوی عامل احیاء کننده مثل تیوگلیکولات استفاده می

 رنگ است.در حالت احیاء بیها معرفی مثل متیلن بلو است که در حالت اکسید آبی و . در این محیط

 : کاپتنوفیل های میکروآئروفیلیک یاکشت باکتری

 Candle  استفاده شمع حاوی از جار پس دارد نیاز CO2 به رشد کنند و برایها در فشار کم اکسیژن رشد میاین باکتری

jar کمتر اکسیژن غلظت شمع داخل آن مقدار سوختن اثر بر. باشدمی درب دارای که است شود. جار کندل ظرفیاستفاده می 

هاست. همچنین از گاز که شرایط مناسبی برای رشد این باکتری. شودمی %3 کربنیک غلظت گاز و شودمی اتاق هوای از

  توان استفاده کرد.کنند، مینیز که شرایط میکروآئروفیلیک داخل جار تولید می Cهای کلاس پک

 هوازی:های بیشناسایی عفونت

 شود؟می هوازیبی میکروب یک وجود به شک باعث عواملی چه

 جمعیت وجود محل طبیعی طور به که بدن از نقاطی در خصوصبه نکروتیک فرآیند نوع هر وجود (1

 .است هوازیبی هایباکتری از زیادی

 تعفن        بوی (2

 وجودگاز ( 3

 :باشد زیر موارد شامل تواندمی هوازیبی هایباکتری به مربوط هاینمونه

 مغزی آسیب بر دال شواهدی وجود صورت در بخصوص نخاعی مغزی مایع -

 هاآبسه -

 مفصلی مایع – استخوان مغز – صفرا - خون - رحم ترشحات – نسوج بیوپسی -نای آسپیره -

 

 ارزش فاقد است هوازیبی باکتری فلور حاوی طبیعی حالت در  که باشد آمده بدست محلی از  اگرنمونه

 .باشدمی هوازیبی باکتری
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 .گذاشت باقی آزمایشگاه میز روی نباید(  کوتاه مدت به حتی) هیچگاه هستیم هوازیبی باکتری به مشکوک که را هاییپلیت* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هاسمیکروارگانیرشد م یبررس

بوده و ظرف  عیسر عیما طیدر مح هاسمیکروارگانیم رشد. شودیم یبررس هاسمیکروارگانیرشد م ونیدوره انکوباس یاز ط بعد

 مشکل است . اریاز هم بس هایباکتر صیو تشخ کیروش تفک نیدر ا یول. شودمیساعت مشخص  4-6

 عیما طیدر مح سمیکروارگانیرشد م میعلا

 متراکم  شیکم و ب یرگیت: Turbidity کدورت جادیا (1

 شناور است. عیما طیدر سطح مح هااز سلولمیتعداد ک:  Pellicle formation ی پوسته سطح لیتشک (2

بصورت رسوب تجمع کرده و در صورت تکان دادن  عیکشت ما طیدر ته لوله مح هاسلول: sediment رسوب  جادیا (3

 شود.مشاهده میلوله  یها بالاآهسته لوله سلول
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 جامد طیدر مح سمیکروارگانیرشد م میعلا

 طیرنگ مح رییتغ نیکند همچنمیآنها کمک  ییدهند. که به شناسامیتشکیل  یمتفاوت یهایکلن هایجامد باکتر طیدر مح

 کمک کننده است. زین

 

افراد موجود در یک  شود . جادیا میکروارگانسیم کی یمتوال ماتیکه در اثر تقس هاسمیکروارگانیاز م تیقابل رو یاتوده :یکلن

 ییبه شناسا یکلن یظاهر اتیخصوصپس شان هم یکسان است کلنی از نظر ژنتیکی یکسان بوده و خصوصیات ظاهری

 .کندیکمک م سمیکروارگانیم

 : ها راه گشاستو در تشخیص باکتری و قارچ دشومی یبررس یا در کلن ریز موارد

 دگر –نامنظم  - نیمحدب الطرف -یرشته ا -یی ا شهیر - مواج: یشکل کلن (1

 یاندازه کلن (2

 یتعداد کلن (3

 ایسراش. مثلا دهندیم رییمختلف تغ یخود را در دماها یشکل ظاهر هاکروبیم یالبته برخ :یکلن یهارنگ (4

شایان ذکر کند . میدیتول دیسف یکلنگراد سانتیدرجه  37قرمز و در  یکلن گرادسانتی درجه 24 یدر دما سینسمار

 مختلف فرق دارد. طیدر مح هایباکتر یرنگ کلناست که 

 خشن بودن ای یدیموکوئ :یقوام کلن (5

 نافدار – فرورفته – محدب –صاف  :یسطح کلن (6

 ییا شهری –مضرس –صاف  :یکلن هیحاش (7

 یارتفاع کلن (8

 : عدم وجود حرکت ایوجود  (9

 کشت باشد. طیمح یآلودگ انگریتواند بمیکشت  طیمح کیمختلف در  یهایوجود کلن

 کند.های سریع الرشد کلنی را بزرگتر کرده و شکل کلنی را عوض میساعت در باکتری 48انکوباسیون بیش از 
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 فصل ششم :

 هاباکتری شمارشهای روش

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 حجم واحد در موجود هایمیکروب است لازم موادغذایی میکروبیولوژی در جمله از شناسی باکتری مطالعات از خیلی در

 .شوند شمارش
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های برای این منظور از روش .شودمی تعیین گرم هر در جامد هاینمونه در و لیتر،میلی هر در کار این مایع هاینمونه در

 شود.مختلفی استفاده می

 

 اسپکتروفتومتری روش به باکتری ششمار

 توسط شده جذب یا کرده عبور نور میزان اساس بر محلول یک در موجود کدورت گیری اندازه منظور به روش این

 . رودکارمی به میکروبی سوسپانسیون

 در موجود هایمیکروارگانیسمتعداد  توانمی استاندارد محلول با آن مقایسه و آمده بدست نوری جذب اساس بر روش این در

 .کرد مشخص تقریبی بطور را نمونه لیترمیلی هر

 ییغشا فیلترهای توسط هاباکتری شمارش

 .باشد داشته است ممکن کم میکروبی بار زیاد حجم در که است مناسب آب برای میکرون 0/ 44منفذ  قطر با غشایی فیلترهای

 جمع غشاء پشت هاباکتری درصد 80 که کرد استفاده فلورسنت اپی فیلترهای از توانمی شیر هایمیکروب شمارش مورد در

 .شوندمی

 

 

 

 

 

 Direct Microscopic Count (DMC) میکروسکوپی مستقیم شمارش

 منجمد و خشک محصولات و لبنیات شیرخام، هایمیکروب کیفی تشخیص برای و ه شد ابداع برید توسط بار اولین روش این

  .دارد کاربرد
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 و ریخته( مترمربعسانتی 1) برید لام روی و برداشته پتپی وسیله هب شده همگن نمونه لیترمیلی 1/0 ابتدا منظور این برای

 گرم یا ساده آمیزی رنگ روش به بعد مرحله در و شده خشک گرادسانتی درجه 55  حرات در لام سپس. شودمی پخش کاملا

 .شودمیانجام  ایمرسیون روغن و  100 عدسی با شمارش نهایت در. شود آمیزی رنگ

 .باشدمی بالا دقت و پشتکار به نیاز هاباکتری شمارش برای ولی است ساده روش این با هامخمر و کپک مشاهده

 نمونه بررسی روش این معایب. است غذایی ماده در میکروبی هایسلول وجود تشخیص و آن بالای سرعت روش این مزیت

 یک در هامیکروب بالای تجمع و اپراتور خستگی بالا، خطای همچنین. دارد کمی دقت که است غذایی بهرمواد از کوچکی

 .است روش این دیگر معایب از کلی تعداد شمارش در خطا احتمال و قسمت

 

 

 

 

 

 

 Surface Platingهای هوازی روش کشت سطحی شمارش کلی میکروب

 9لیتر از رقت حاصل با میلی 1گردد. سپس از ماده مورد نظر با استفاده از سرم فیزیولوژی یا آب مقطر آماده می 1/0ابتدا رقت 

به همین ترتیب و با انتقال یک  دست آید.به 01/0گردد تا رقت در داخل لوله آزمایش مخلوط می لیتر مایع رقیق کنندهمیلی
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 گردد... ایجاد می و  0001/0، 001/0های لیتر مایع رقیق کننده، رقتمیلی 9های بعدی حاوی از رقت حاصل به لوله لیترمیلی

 BHIبه سطح پلیت حاوی محیط کشت عمومی مثل نوترینت آگار یا لیتر برداشت و میلی 1/0ها سپس از هر کدام از رقت

تا  35انکوباتور  هاگردد. پس از چند دقیقه صبر به منظور جذب در محیط به پلیتشکل یا سواپ پخش می Lمنقل و با لوله 

 شوند. گراد منتقل میدرجه سانتی 37

ها با شود. بهتر است پرگنههای میکروبی ایجاد شده در هر پلیت شمارش میتعداد پرگنه ساعت انکوباسیون  48تا  24پس از 

 تر شمارش شود و باید دقت نمود که هر پرگنه دو بار شمارش نشود.دستگاه کلنی کان

کلنی میکروبی باشند انتخاب و پس از شمارش کلنی با کلنی کانتر تعداد باکتری در هر گرم یا  300تا  30هایی که حاوی پلیت

                         :آیدزیر به دست می با استفاده از فرمول لیتر نمونهمیلی

 عکس ضریب رقت پلیت ×تعداد کلنی 

SPC = Colonies/ plate × DF      CFU/gr 

 

 

  Pour Plating روش کشت مخلوط یا پورپلیتها با شمارش کلی باکتری

هوازی موجود در ماده مورد آزمایش رشد نکنند وجود دارد لذا از روش کشت های بیدر روش قبلی احتمال اینکه باکتری

 شود. مخلوط یا پوریلیت استفاده می

لیتر به داخل پلیت خالی استریل منتقل رقت سازی به روشی که قبلا ذکر شد انجام گرفته و از هر رقت یک میلی در این روش

رسانده شده گراد درجه سانتی 45دمای  بهلیتر محیط کشت عمومی که استریل شده و میلی 18- 15سپس روی آن شود. 

 شود )محیط پلیت کانت آگار ارجحیت دارد(. میاضافه  است،

 های ساعت نمونهلاتین در جهت و خلاف جهت عقربه 8سپس درب پلیت بسته شده و با حرکت دادن آن به آرامی و به صورت 

باید دقت نمود که هم زدن کم مانع پخش کامل   گردد ) ترجیحا از هر رقت دو پلیت تهیه گردد(.هم مخلوط می و محیط با

 جامد گردند. ها دقیقه زمان لازم است تا محیط 15تا  10 شود.میکروب می

اعت انکوباسیون نتایج مثل روش کشت س 48تا  24گراد منقل و پس از درجه سانتی 35تا   31ها به انکوباتور پس از آن محیط

 گردد.میسطحی قرائت 

 Plate Count Agarمحیط پلیت کانت آگار  

ها در شیر ، محصولات لبنی و آب این محیط فاقد هر گونه بازدارنده یا نشانگر است. از این محیط برای شمارش کل میکروب

 شود.استفاده می

پوند بر  15گراد و فشار درجه سانتی  121گرم از محیط در یک لیتر محیط آب مقطر حل و سپس در  5/23طرز تهیه محیط:  

 هفت، شفاف و زرد رنگ هستند. pH گراد و درجه سانتی 25دقیقه استریل گردد. این محیط در دمای  15اینچ مربع به مدت 
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 MPN (Most Probable Number)  احتمالی تعداد بیشترین شمارش

 

 به توسط دانشمندی سیستم این. دارد کاربرد هافرمکلی جمله از هاباکتری اختصاصی هم و کلی شمارشاین روش هم  برای 

 نمونه در را باکتری کم تعداد توانمی که است این روش این مزایای. است بناشده آماری احتمالات اساس بر و فیشر نام

 بالاست نیز کار سرعت و نیست پرگنه شمارش به نیازی و داد تشخیص

 شودمی تهیه نمونه از دهم یک رقت ابتدا جامد هاینمونه مورد در  شود.اجرا می ایلوله 5 ،3 ،3 سیستماین آزمایش به صورت 

 . آید دستبه دهم یک شود تا رقت می ریخته کننده رقیق مایع لیتر میلی 225 در نمونه گرم 25 منظور این به

 صدم یک معادل که دوم رقت کننده رقیق مایع لیتر میلی 9 حاوی لوله به حاصل محلول از لیترمیلی یک کردن اضافه با سپس

 . آیدمی دست به،  است
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رقت اول  از لیترمیلی 10 و ریخته مایع کشت محیط لیتر میلی 20 اول لوله درسه و شده آماده تایی سه لوله سطح سه سپس

 . شودمی اضافه ، آماده شده

  گرددمی اضافه اولیه رقت از لیترمیلی یک آنها از کدام هر به ،دارد وجود کشت محیط لیترمیلی 9دوم که  لوله هس در

 بود صدم یک معادل کهیک میلی لیتر از رقت دوم  هستند مایع کشت محیط لیترمیلی 9 حاوی که سوم تایی سه های لوله به

 .شودمی اضافه

 .دارند نمونه برابر صدم یک سوم و برابر دهم یک دوم ،برابر یک اول تایی سه های لوله ترتیب این به 

 . باشد براث لاکتوز اینکه یا براث نوترینت و عمومی تواندمی محیط هدف بسته 

 سه هایستاز  کدام هر داخل در توانمی است لاکتوز تخمیر از،  گاز تولید هاآن های ویژگی از یکی هافرم کلی بررسی جهت

 .قرارداد وارانه صورت به دورهام لوله یک لوله تایی

 . شودمی بررسی گاز تولید و کدورت ساعت 24 از پس و شده منتقل انکوباتور به هالوله سپس 

 از گرم 100 در باکتری احتمالی تعداد فیشر جدول از استفاده باتعیین و  هاست از کدام هر در مثبت های سپس تعداد لوله

 . باشدمی هاکلیفرم حضور نظر از لوله بودن مثبت دهنده نشان دورهام های لوله داخل در گاز وجود .آیدمی دست به نمونه

 ها وفرمحضور کلی

 در ماده مورد بررسی باید با آزمایشات تکمیلی مورد تایید قرار گیرد.  E.coliباکتری  
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 ایلوله 5به روش  MPNتصویر شماتیک از آزمایش 
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 م :هفتفصل 

 ضد عفونی و استریلیزاسیونتکنیک های 
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 پاستوریزاسیون

 2شود. در واقع نوعی استفاده از حرارت مرطوب است که به می ی پاتوژنهاعملی است که فقط باعث از بین رفتن باکتری

 شود:می شکل انجام

1) LTHT :63℃  دقیقه 30به مدت 

2) HTHT :72℃  ثانیه 15به مدت 

 

 Sterilizationاستریلیزاسیون 

شود و همه اشکال حیات ازجمله می هارفتن کلیه میکروارگانیسمیا ماده مورد نظر موجب از بین  روشعملی است که در آن 

میکروبیولوژی است. اگر حتی شوند. استریلیزاسیون شرط ضروری کار در آزمایشگاه می نابود هاو ویروس هاسلول رویشی، اسپور

 مانند.می یک میکروب زنده باشد آن جسم استریل نیست. اجسام استریل تا وقتی که آلوده نشوند استریل باقی

شیمیایی، استفاده از اشعه  ونیزاسیلیاسترفیزیکی،  ونیزاسیلیاستروجود دارند از جمله  ونیزاسیلیاستری مختلفی برای هاروش

 که باید استریل شود بستگی دارد.میو استفاده از صافی وجود دارد که انتخاب روش استریلیزاسیون به ماهیت جس

 

 فیزیکی ونیزاسیلیاستر

  گیرد.ها و استفاده از فیلترهای میکروبی صورت میاشعه ،صورت استفاده از حرارت  3به

 استفاده از حرارت:  (1

آید. حرارت می به وجود DNAباشد و سکافی که در زنجیره می هااثر حرارت مربوط به تغییر ماهیت و انعقاد پروتئین مکانیسم

گیرد. حرارت هرچه بیشتر باشد زمان کمتری لازم داریم مثلا می شکل حرارت خشک و حرارت مرطوب مورد استفاده قرار 2به 

البته کند. می ساعت مقاومت 5/5به مدت ℃100کند در حالی که در می مقاومت ℃120دقیقه در  4اسپور بوتولیسم 

 شود. زمان استفاده از حرارت دو اصطلاح به کارمی عمل متفاوتی در مقابل حرارت دارند که به طور ژنتیکی تامین هاباکتری

 رود:می

کشت مایع در درجه حرارت ی موجود در یک محیط ها: زمان مورد نیاز برای کشتن باکتریTDTزمان مرگ حرارتی -

 معلوم

 دقیقه. 10ی موجود در در محیط مایع در ها: درجه حرارت مورد نیاز برای کشتن باکتریTDPنقطه مرگ حرارتی  -

 دارد و بی آب شده تحمل بیشتری نسبت به حرارت دارد. میکلس ناتیکولیپ یدچون ماده  هاهاگ باکتری

A. :حرارت خشک 

 شود.می ی پاتولوژی از آن استفادههابرای سوزاندن نمونهاستفاده از کوره الکتریکی :  -

 رسد.می 1500: حرارت به Flampaseشعله دادن، حرارت مستقیم،  -
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 Ovenفور الکتریکی  -

 برد.می بالا ℃180اشعه مادون قرمز: حرارت تا  -

-160حرارت  رود. میزانمی کاراین نوع حرارت بیشتر در مورد اشیاء و مواد بی جان که تحمل بیشتری به حرارت دارند به 

 ور باید دماسنج کالیبره بگذاریم.بخصوص ف هاداخل تمام دستگاه باشد.می ساعت 2-1.5به مدت  ℃170

کند. برای استریل کردن شیشه آلات نشکن و وسایل جراحی می حرارت تولید ℃400-250: این دستگاه Ovenفور الکتریکی 

توانند از این دما جان سالم به ها با تبدیل شدن به فرم اسپور می. برخی از باکتریشودمی از آن استفادهبه روش حرارت خشک 

دقیقه  120-90بمدت  ℃180-170 در دمای  و پیچیده شده  اء در کاغذیاشبه برای استریل کردن وسایل با فور  در ببرند.

داشته باشند چون  رطوبتشوند به طوری که نباید کمترین می وسایل قبل از استریل شدن تمیز و خشک شود.داده می حرارت

کنند که بخارات خارج می کمک شودگذاشته میونتیلاتور دارند که وقتی وسایل مرطوب  هاشود. برخی فورمی موجب شکستن

 شود.

شدن رنگ پنبه و کاغذ ی معرف زرد ها. در صورت نبود نوارشودمی استفاده ونیزاسیلیاستری معرف جهت تایید هااز نوار چسب

 سفید نشانه سترون بودن است.

B. :حرارت مرطوب 

 این نوع حرارت قدرت نفوذ بیشتری نسبت به حرارت خشک دارد و برای استریل کردن لباس، محیط کشت و ... استفاده

 شود.می

ساعت جوشاند.  5-4 هاکشد و برای اسپورمی ی رویشی باکتری راهادقیقه سلول 10در مدت  ℃100جوشاندن: آب  -

 .شود.میدر آب کربنات کلسیم اضافه  %2برای جلوگیری از زنگ زدن 

پوند  15تحت فشار  ℃121این وسیله حرارت  .شودمی اتوکلاو: در این وسیله از حرارت بخار آب تحت فشار استفاده -

کار کردن خارج شود چون درجه  کند. باید تمام هوا دستگاه قبل ازمی دقیقه فراهم 20-15بر اینچ مربع را در مدت 

 شود.می حرارت بخار آب در تماس با هوا کم
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 تم :شفصل ه

 اصول نمونه برداری
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 Samplingنمونه برداری 

 تواندباشد و هر اشتباهی در آن میمی ی بالینی و غذاییهازا در نمونهمترین قدم در تشخیص عوامل بیمارینمونه گیری مه

منجر به تشخیص غلط عامل بیماری زا گردد. نمونه باید به روش درست و دقیق اخذ گردد تا نتیجه حاصله مورد اعتماد و 

 صحیح باشد.

 نکات زیر هنگام نمونه برداری و حمل آن به آزمایشگاه بایستی مورد توجه قرار گیرد:

 اخذ گردد. رایط استریلو در ش  کافی مقدارنمونه باید از محل صحیح، به طور صحیح و به  (1

 باید عاری از آلودگی خارجی باشند. هانمونه (2

 ( باشند.های ضد میکروب )مثل آنتی بیوتیکهاباید قبل از استفاده از دارو هانمونه (3

ی هابه آزمایشگاه منتقل شوند. در صورت تاخیر باید از روشو در ظروف استریل در بسته باید سریعا  هانمونه (4

ی مدفوع یا های انتقالی برای انتقال نمونه و سواپهاتوان از محیطمی ی انتقال استفاده نمود از جملهاستاندارد برا

 خلط و ... استفاده کرد.

ت نمونه را به همراه داشته باشند که شامل ماهیت نمونه، تاریخ اخذ های ارسالی باید یاداشت حاوی اطلاعانمونه (5

 صاحب دام یا خود دام(، نام فرستنده نمونه و آزمایشات درخواستی باشد.نمونه، مشخصات بیمار ) در دامپزشکی 

 های بدن تابع مقررات خاصی است که در متن زیر به آن اشاره خواهد شد.برداری از هر کدام از ارگاننمونه

 نمونه برداری از خون

نت خون را ایجاد نمایند. در اثر ورود عوامل عفونی عفو توانند وارد خون شده ومی هاو باکتری ها، ویروسهاتک یاخته ، هاقارچ

 افتد:می به خون چند حالت اتفاق

 : حضور باکتری در خون بدون تکثیر Bacteriami باکتریمی (1

 حضور قارچ در خون :  Fungemiفونجمی (2

 : حضور ویروس در خون   Virami ویرمی (3

 سازی آزاد و آن رشد اثر در و یافته تکثیر خون به شده وارد ویروس یا قارچ یا باکتری:  Septicemia سمیسپتی (4

 تنفسی، آلکالوز لرز، تب، به توانمیسمیسپتی علائم جمله از. است شده ایجاد التهابی واکنش سمی هایفاکتور

 .نمود اشاره عروقی داخل منتشر انعقاد و شوک هوشیاری، وضعیت در تغییر پوستی، ضایعات

مع آوری، جی خونی به عواملی از قبیل زمان نمونه برداری، میزان باکتری موجود در خون، روش هاتشخیص دقیق عفونت

 حجم خون، زمان کشت و ... بستگی دارد.

زمان حادث شدن تب یا لرز باشد. بهترین زمان برای خونگیری می مهم ترین فاکتور برای تشخیصخون: از  زمان نمونه برداری

در دوره  میکروب هاتوان در هر زمانی خونگیری را انجام داد. در برخی بیماریمی مبتلا به نقص ایمنی است. البته در مورد افراد

توان به می نخست بیماری )چند هفته اول( در خون حضور دارد و پس از آن جداسازی از خون بسیار سخت خواهد بود از جمله

 لپتوسیروزیس، تب تیفوئید و... اشاره کرد.
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ی فلور نرمال پوست آلوده هاخون: در زمان نمونه گیری باید دقت نمود که خون گرفته شده با ارگانیسماز روش نمونه گیری 

 نشود. چند نکته:

 را ضد عفونی کرده و از دستکش استریل استفاده کند. هانمونه گیر باید دست -

 و درد کمتری دارد.بهتر است از نمونه وریدی استفاده شود که دسترسی راحت تر بوده  -

بصورت دایره ای  2%آیوداین)بتارین( -یدونوو پس از آن پو %70سانتی متر به وسیله الکل  5شستشوی محل با قطر  -

 از داخل به خارج پس از این کار باید صبر شود تا بتادین کاملا خشک شود.

نظر بالا گرفته شده و فشار ملایم  شسته شود وسعی شود اندام مورد %70پس از برداشت تمونه مجددا محل با الکل  -

 رویش باشد تا جریان خون سریع تر قطع شود.

سی سی لازم  5-1سی سی خون برای بزرگسالان و برای کودکان  30انجام آزمایشات کشت خون، گرفتن  برای حجم خون:

ست  3رگ جدا و با  3از مرحله با فاصله نیم ساعت  3شود خون در می توصیهمیسسپتیاست. در موارد عفونت خون یا 

 خونگیری مجزا صورت گیرد.

 ی کشت خون: هامحیط

 TSB(Trypticase Soy Broth)و  BHIی شیشه ای حاوی محیط کشت مایع های کشت اولیه به صورت بطریهامحیط

 باشد. برای جلوگیری ازمی %0.030-0.025به میزان  SPS (Sodium Polyanethol Sulfonate)حاوی ضد انعقاد 

توان سوکروز، مانیتول یا سوربوز به محیط می یترات استفاده شود. برای افزایش حساسیتسیا  EDTA، انعقاد نباید از هپارین

از محیط های دو فازی هم به  شود.می گفته Isotonicی هامحیط هاشود به این نوع محیط یکیپرتونها کشت افزود تا محیط

 منظور کشت خون استفاده می شود.

موارد سپتی سمی  %25تواند منجر به سپتی سمی شود بطوریکه های بدن میها یا ارگانهای ایجاد شده در سایر بافتعفونت

های زخم بدنبال عفونت %5ها، به دنبال انتشار از آبسه %10های تنفسی، % ناشی از عفونت 20ناشی از عفونت ادراری تناسلی، 

 شوند.ایجاد می

، استرپتوکوک ویریدانس، ها، کوکسیلاها)ازجمله سالمونلا(، سودوموناس هاد کننده عفونت خون: انتروباکتریاسهی ایجاهاباکتری

 ، بروسلاهای کواگولاز منفی و هموفیلوسهااورئوس و استاف یلو کوکوسانتروکوک، باکتروئیدی، استاف

افتد که مهم ترین فاکتور سیستم ایمنی می ساز اتفاق ی زمینههابه دنبال یکسری فاکتورمیسسپتیدر اکثر موارد ابتلا به 

ی وریدی یا ها، وجود کاتتر)برداشت طحال( ، اسپلنکتومیباشد. از بین رفتن پوست به دنبال سوختگیمی تضعیف شده

 هستند.میسسپتیمل مستعد کننده وقوع ای مصنوعی در قلب از جمله عوهادریچه

 

 نمونه برداری از زخم

شود. بسته به نوع زخم )وزیکول، می آبسه متعاقب جراحی یا تروما یا عوامل تخریب کننده مخاط ایجاد عفونت زخم و

سوختگی، آبسه، میوزیت( نمونه برداری و شرایط کشت فرق دارد. گاه لازم است محل زخم تمیز و از پایه زخم نمونه برداری 

ی کشت مختلف در شرایط هوازی و بی هوازی هادر محیط هانمونه شود.می کول( اسپیراسیونزیشود. گاه از ضایعه )آبسه یا و

 شوند.می کشت داده

 



95 
 

95 
 

 نمونه برداری از گلو

 شود ولی بسته به نوع بیماری محل نمونه برداری متفاوت است.می نمونه برداری از گلو با کمک سواپ انجام

ز و زبان خود را بیرون آورد. زبان را با اپیسلانک )قاشقک شود دهان خود را بامی جهت نمونه برداری از گلو از بیمار خواسته 

 شود.می با یک حرکت چرخشی خارج هاچوبی( به پایین فشار و سواپ به خلف حلق منتقل و پس از نمونه گیری از لوزه

 شود. می برای تشخیص بیماری دیفتری )کورینه باکتریوم دیفتریه( نمونه برداری از غشاء کاذب ایجاد شده انجام

 شود.می انجام ی اختصاصی مثل تلوریت پتاسیمهای آگار خون دار، شکلات آگار، یا محیطهاکشت روی محیط

 ی گلو عبارتند از:های جدا شده از عفونتهاترین باکتریمهم

 وس پایوژنزاسترپتو کوکانواع  -

 کورینه باکتریوم دیفتریه -

 استافیلوکوکوس اورئوس -

 یدیسیا مننژیتنایسر -

 

 تناسلی زن دستگاه

این روش در التهاب در رحم باشد نمونه باید به طور مستقیم  از اندوسرویکس به کمک اسپیکلوم به دست آید. که در صورتی

با داخل کردن نوک سواب استریل در کانال نمونه را برداشته و درصد آلودگی را کم کرد. در صورت وجود التهاب در توان می

بررسی کاندیدا آلبیکنس و  تریکوموناس واژینالیسباید تهیه و از نظر   wet mountم مرطوب مهبل لام مستقیم به روش لا

 شود.

 نمونه برداری از گوش:

شود. بیمار باید قبل از نمونه برداری از دارو یا قطره گوشی استفاده نکرده باشد و حمام نرفته با سواب استریل باریک انجام می

 باشد.

 شود.هوازی انکوبه میگراد در شرایط هوازی و بیدرجه سانتی 37کننده و افتراقی منتقل و در  های غنینمونه به محیط

 نمونه برداری از ترشحات چشم:

، استرپتوکوکوس و نایسریا مننژیتیدس، هموفیلوس آنفلوانزا، کورینه باکتریوم ، کلامیدیا تراکوماتیسهایی مثل باکتری

 اد کننده عفونت در چشم هستند.استافیلوکوکوس از جمله عوامل ایج

 می برداشته استریل سواب چشم ملتحمه قسمت از  برای نمونه برداری جهت کشت ترشحات چشم در در کراتوکونژیکتویت

 .شود

 اقدام از قبل. گیرد صورت متخصص پزشک چشم توسط بایستی  های باز در چشم یا زجاجیهها یا زخمنمونه برداری از آبسه 

هایی مثل بلاد آگار کشت و در ها در محیطآمیزی گرم انجام شده و سپس نمونه رنگ است بهتر کشت انجام و تشخیصی

 .نکوبه شوندا  هوازی و میکرو آیرو فیلیکبی  شرایط هوازی،
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 .شوند داده کش جداگانه باید چشم دو هر  هاینمونه

 محیط در باید ها نمونه  نات کلسیم استفاده می شود. جهت تعیین حضور کلامیدیا تراکوماتیس از سواب خشک حاوی آلرژی 

 .شوند حمل مخصوص انتقالی

 

 نمونه برداری از حفره بینی:

 باکتریوم کورینه  لوس آنفولانزا،هموفی  ، پرتوسیس بردوتلا  مننژیتس، نایسریا  پیوژن، استرپتوکوکوس  استافیلوکوک اورئوس،
  .هستند بینی  درحفرات شده یافت های میکروب جمله از دیفتریه

 است متفاوت انتظار مورد میکروارگانیسم نوع حسب بر برداری نمونه محل  شود.ی به وسیله سواب استریل انجام مینمونه بردار

 .شودمی مستقر بینی حفره انتهای در  پرتوسیس بردوتلا مثلاً

 .باشدمی بینی حفره باکتریهای دادن تکثیر برای مهم هایمحیط جمله از  محیط بلاد آگار 

  کورینه باکتریوم دیفتریبرای مشاهده رشد  

 .گیرد صورت پتاسیم  باید کشت در محیط تلوریت

 

 نمونه برداری از مدفوع:
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 م : نهفصل 

 هاکیوتیب یها نسبت به آنتیباکتر تیحساس نییتع
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  ( Antimicrobial Susceptibility Testing) میکروب ضد هایدارو به نسبت هاباکتری حساسیت سنجش

 هایبیماری درمان و شناسایی جهت پزشکان برای اطلاعات آوردن فراهم بالینی شناسی میکروب هایآزمایشگاه اساسی نقش

 وظایف دیگر از درمان جهت مناسب بیوتیکآنتی انتخاب ،عفونی عامل و تشخیص ابییارزش بر علاوه. است عفونی

 روزهای تعداد عفونی، هایبیماری دراثر میر و مرگ میزان کاهشاز  علاوه بیوتیک آنتی مناسب انتخاب. هاستآزمایشگاه

 در هابیوتیک آنتی به نسبت مقاومت بحث. دهدمی کاهش شدتهب نیز را درمان هایهزینه و داده کاهش را بستری

و به معضلی جهانی  کرده مواجه جدی چالش با را عفونیی هابیماری درمان که باشدمی جدی بسیار مسئله شناسیمیکروب

 .تبدیل شده است

باشد . دلایل متعددی برای ایجاد مقاومت اکتسابی وجود دارد ها به صورت ذاتی یا اکتسابی میمقاومت نسبت به آنتی بیوتیک

ها در دامپزشکی و بیوتیک، مصرف بی رویه آنتی عدم رعایت دوزاژ و دوره درمانکه مصرف خود سرانه و نابجای آنتی بیوتیک، 

 باشد.بیوتیک از جمله این دلایل میهای تحت درمان با آنتیهای دامی، دامعدم رعایت زمان منع مصرف فراورده

 : جمله از دارند دخالت هابیوتیک آنتی به نسبت مقاومت ایجاد در متعددی هایمکانیسم

 آنزیمی نمودن فعال غیر (1

 بیوتیک آنتی هدف مشکل رغی (2

 بیوتیک آنتی به پذیری نفوذ کاهش (3

 متابولیسم فرعی مسیر (4

 ایفلاکس هایپمپ (5

 هتروژنوس یا( باشند داشته دخالت مقاومت ایجاد در فاکتور یک فقط) مونوژنوس صورت به است ممکن مقاومت هایمکانسیم

 باشد( دارد نقش مقاومت در عامل چند)

قسمت  یماریبا دانستن نوع عامل ب البته دارد. تیاهم یباکتر تویه نییبه اندازه تع کیوتیب یبه آنت یباکتر تیحساس نییتع

لزوم استفاده از  ییدارو یهاامروزه بحث مقاومت یولتوان انجام داد.یرا م کروبیو سابقه م اتیجه به خصوصودرمان با ت یاساس

هم از نظر  یهم از نظر اقتصاد کیوتیب یآنت قینوع دق نییتعاست.را چند برابر ساخته تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی  آزمون 

ها ها نسبت به آنتی بیوتیکها و قارچهای متعددی برای تعیین حساسیت باکتری. روشمهم است اریبس طیمح فرد و بهداشت

 وجود دارد.

 Disk Diffusion Methodروش انتشار از دیسک   

 یآنت حاوی غلظت مشخص یهاسکیاستفاده از دها بیوتیکها نسبت به آنتیبرای تعیین حساسیت باکتریروش  نیمتداولتر

با نام  یسیشرکت سوئ بار نیو اول 1996در سال  (  bauer Method– bauer Kirby )است  ربائ یبرروش ک ای کیوتیب

استفاده بصورت روتین که  تیکش طیمح .شودبه همین علت این روش با نام آنتی بیوگرام شناخته می آنرا ارائه داد وگرامیب یآنت

کننده  مهار مواد زانیاست که م نیعلت ااست.  pH=7/2 – 7/6باشد که یآگار م نتونیه رکشت مول طیمح شودیم

که درست  یطیمح شده است. میدر آن تنظ Ca ++Mg ,++ی ونهایدر آن کم بوده و کات (هانیکلیتتراس و هادیسولفانام)

 پخش شود. تدر تمام جها کروبیداشته باشد تا عامل ضد معمق  مترمیلی 4بوده و  قیعم یکم دی، باشودیم
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 یب یباکتر یروش برا نیا استفاده کرد. یکنمواد ممانعت کننده مثل مک کا یحاو یاهطیاز مح دینبا شیآزما نیا یبرا

  . ستین ستنادقابل ا یهواز

 ، سودوموناس کاربرد دارد. یلوکوکوس، استاف ریاسهزود رشد مثل آنتروباکت یباکتر یبرا شتریروش ب نیا

 سکیغلظت دو   . نامشودمی استفاده هستند بیوتیکآنتی معینی مقدار به آغشته که صافی کاغذ هایدیسک از روش دراین

 نیعامل از ب نیمهمتر رطوبت .شودیم ینگهدار گرادسانتیدرجه  -20در  کیوتیب یآنت یهاسکید. آن نوشته شده است یرو

 است بخصوص اگر همراه حرارت باشد. سکیبرنده د

 روش کار:

 ایهارت براث  نیبر ایبراث  یکازسویترتپت محیط یبرداشته داخل لوله حاو یاندام ارسال یا طیاز مح یکلن 3-4 (1

 کدورت کند. جادیتا ا گیردقرار می گرادسانتی درجه 37 تورساعت در انکوبا 4-3 و براث کشت داده نتینوتر

1.5یمقدار باکترتا  شودیم یساز کسانی دمک فارلن میکدورت با ن (2 × زمان به کدورت کم بود  اگر.باشد 108

کدورت دارای  دمک فارلن یهالوله .شودیاضافه م طیمح یکم باشد شتریاگر کدورت بشود می زودهاف ونیانکوباس

و مولار(  18/0)%  1 کیسولفور دیبا مخلوط کردن اس و ند.مناسب هاکروبیسنجش تعداد م یبرا هستند واستاندارد 

 :دیآ یبدست م ریز بیبه ترتمولار(  48/0)%  1 میربا دیکلر

 عدد استاندارد مک فارلن 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 9/0  8/0  7/0  6/0  5/0  4/0  3/0  2/0  1/0  کلرورباریم 

9 1/9  2/9  3/9  4/9  5/9  6/9  7/9  8/9  9/9  اسید سولفوریک 

3 7/2  4/2  1/2  8/1  5/1  2/1  9/0  6/0  3/0 تعداد تقریبی سلول در  

به توان هشت 10  

 

 کنواختیبصورت  سسپ شودگرفته میبراث برداشت کرده با فشار سواپ به جدار لوله آب اضافه  طیبا سواپ از مح (3

 حیهم تلق هیحاش تیبا چرخاندن سواپ دور پل شودداده میکشت  نتونیمولر ه تیدر سه جهت در تمام سطح پل

 .ودجذب ش عیتا ما شودمیصبر  قهیدق 3-5 و  بسته تیدرب پل . سپسشودیم

 ریکار ز نی.اشود در سطح محیط کاشته میها سکیفورسپس د ای Disk Dispenserدسپنسر  سکیبا دستگاه د (4

ها از سکیفاصله د .باشدهای کاشته شده بسته به قطر پلیت میتعداد دیسک.  ردیگیمجاورت شعله صورت م ایهود 

دیسک فقط باید یک بار با سطح   باشد.مترمیلی 12کمتر از دینبا ی پلیتهاو از لبه  مترمیلی 15از کمتر  دیهم نبا

 خودداری شود.ذاشتن و برداشتن آن باید گآگار تماس یابد و از 

 

 با بار یک فقط باید دیسک .کرداستفاده  یشتریب سکیدبتوان استفاده شود تا  متریسانتی 15 تیاست از پل بهتر (5

 .شود خودداری برداشتن و گذاشتن از باشد داشته تماس آگار سطح

 رشد سخت هایباکتریکشت . شودمی گذاشته گرادسانتی درجه 35-37 انکوباتور در ساعت 18-24 مدت به هاپلیت (6

Fastidious  بایددرمجاورت CO2  باشد. 
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 : بیوتیک دیسک آنتی انتخاب های معیار

 ینههز و زمانی لحاظ از آزمایش برای هابیوتیکآنتی همه دیسک از استفاده هابیوتیک آنتی مخلف انواع وجود به توجه با

 .شودمی استفاده مصرفی بیوتیکآنتی هایدیسک بهینه انتخاب معیارها سری یک از لذا. باشدنمی صرفه به مقرون

 (منفی گرم یا مثبت گرم) آزمایش مورد باکتری نوع  ●

 آزمایشگاه مسئول پزشک یا دامپزشک تجربه ●

 مسائل اقتصادی و بیوتیک آنتی بودن درسترس در ●

 (شودنمی استفاده باکتریواستات داروی ایمنی سیستم نقص به مبتلا بیماران )در ایمنی سیستم وضعیت ● 

 بیمار بارداری   ●

 کلیه و کبد عملکرد ●

 .رسدمی مناسب غلظت بافت به آن در بیوتیکآنتی آیا اینکه و عفونت محل ●

 سرپایی یا بستری بیمار وضعیت  ●

 

 بیوگرامبررسی نتایج آنتی

 ی و ایجادد باکترمحیط کشت نشت کرده و باعث عدم رشهمزمان با رشد باکتری در محیط آنتی بیوتیک نیز از کاغذ صافی به 

که منظقه ممانعت از رشد کم شده و شود تا جاییشود. با دور شدن از دیسک غلظت آنتی بیوتیک کم میهاله عدم رشد می

 ت جلوگیری از رشد باکتری را ندارد.شود و دیگر آنتی بیوتیک قدرقطع می

 صورت در سپس و شده بررسی کلنی بودن خالص و همکون ، مناسب رشد نظر از هاپلیت ابتدا انکوباسیون زمان طی از پس

 با و شده گیری ندازها پلیت پشت از کش خط یا کولیس از استفاده با هاله قطر پلیت درب کردن باز بدون رشد، عدم هاله وجود

 حساس R  ( Resistance ) مقاوم صورت به و تفسیر دیسک سازنده شرکت راهنمای جدول یا  CLSI استاندارد از استفاده

S ( Sensitive ) حساس نیمه یاI ( Intermidiateگزارش) شودمی. 

 شده تعیین مختلف و دقیق آزمایشات با بیوتیک آنتی اثر محدوده رایب 4EUCAST  یا  CLSI 3 توسط شده ارائه اعداد 

 .گویندمی Break  Point آن به که است

 بستگی دارد:قطر هاله عدم رشد به عوامل زیر 

 بیوتیکغلظت دیسک آنتی ●

 میزان باکتری تلقیح شده ●

 قدرت انتشار آنتی بیوتیک ●

 حساسیت باکتری به آنتی بیوتیک ●

 دهد.با توجه به موارد فوق این آزمایش حساسیت نسبی باکتری به دارو را نشان می

                                                           
3 Clinical Labotory Standard Institiue 
4 European Committee on Antimicrobial Suseptibility Testing 
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 ورد روش دیسک دیفیوژن:برخی نکات مهم در م

 باشد.یها منیکلیمعرف تمام تتراس نیکلیتتراس سکید شیازما نیادر ●

 ها مشکوک است.آنمورد در  شیآزما نیکنند و صحت ایدر آگار نفوذ م یبه سخت  Bنیکسیم یو پل نیستیکل ●

 شده و سپس به انکوباتور منتقل شود.گذاشته  خچالیساعت داخل  کیپلیت ها بهتر است سکیاز کاشت د پس ●

 .ستیها مناسب ندیبه سولفانام تیسنجش حساس یروش برا نیا ●

باشد چون برخی عوامل مربوط به دارو مثل جذب و انتشار  و متابولیسم این روش معرف کامل از عملکرد دارو در بدن نمی  ●

عفونت ، وضع دارو در بدن، اثر متقابل سایر داروها و برخی عوامل مربوط به میزبان مثل محل عفونت ، شدت آن، مخلوط بودن 

 ایمنی ، بیماری همراه در عملکرد دارو در بدن نقش دارد.

 .  شودیاضافه م طیبه مح تاکسیو زویو ا نیهموگلوب، %  1 ،لوسیهموفباکتری   بیوتیکیبرای بررسی حساسیت آنتی ●

مثل استرپتوکوکوس یا ( Fastidious) سخت رشد  کروبیکه م یشکلات آگار بخصوص در موارد ایبلادآگار  یهاطیاز مح ●

 شود.یاستفاده م مننگوکوک مورد بررسی است،

  .شودیاستفاده م  GC Agarطیاز مح ایسرین وگرامیب یتی آنبرا  ●

 : بیوگرامدر انجام آزمایش آنتی منابع خطای احتمالی

( از بین رفتن دیسک آنتی بیوتیک به دلیل نگهداری نامناسب                 3نمونه      ح( برداشت ناصحی2ا( استفاده از کشت مخلوط    

 ( کم یا زیاد بودن زمان انکوباسیون و انکوباسیون نامناسب4

 ( استفاده از محیط خیلی مرطوب یا خیلی خشک5
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 هم : دفصل 

های بیوشیمیایی تشخیص آشنایی با برخی روش

 هاباکتری
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 هاهای باکتریآنزیمشناسایی 

)  به عهده دارند  در طبیعت را مواد چرخه به آنها دوباره بازگرداندن و آلی مواد تجزیه نقش حیات چرخه در هاباکتری از خیلی

 .گیردمی صورت هاباکتری ساختار در موجود هایآنزیم وسیله به عمل این ،  (شیمیایی -زمین  –های زیست چرخه

 ایجاد  و میزبان هایسلول در  هاباکتری نفوذ باعث اینکه ا  از علاوه و دارند  مهمی نیز نقش  زابیماری هایباکتری در هاآنزیم

 .دارند اساسی نقش نیز میزبان ایمنی سیستم برابر در باکتری مقاومت قدرت رویبر  شوند،می ناخواسته واکنشهای

 و شناسایی برای هاآنزیم شناخت این دارند هم مشابه هایکلنی و سلولی مورفولوژی هاباکتری از بسیاری اینکه به توجه با 

 .شودمی پرداخته موضوع این به حاضر کتاب از فصل این در که باشدمی موثر و مفید بسیار هاباکتری هویت تعیین

 

 Oxidase Test  اکسیداز آزمایش 

که در زنجیره تنفس مسئول واکنش اکسیداتیو فسفریلاسیون است و الکترون را  هستند های حاوی آهنپروتئین ها سیتوکروم

 آنزیم سیتوکروم  که است شده شناخته باکتریایی هایسیتوکروم از  رده 4ون نتاک .دنکنبه اکسیژن مولکولی منتقل می

 .کندرا اکسید می C سیتوکروم اکسیداز،

برند ) باکتری های هایی که اکسیژن را به عنوان گیرنده نهایی الکترون در متابولیسم به کار میاین آنزیم در باکتری  

 وجود ندارد. اجباری هوازی بی هایباکتری در و وجود  هوازی(

 .طراحی شده است  C برای پی بردن به وجود سیتوکروم دازآزمایش اکسی 

 سیتوکروم حضور در که ، شودمی استفاده هیدروکلراید  دی آمین دی  پارا فنیل متیل تترا  %1-5/0در این تست از ترکیب  

 .است رنگ ارغوانی که شودمی اکسید  اندوفنل به اکسیداز

های گرم مثبت کاتالاز سیکوکها از سایر افتراق استافیلوکوکوسهای کاربردی در این آزمایش از جمله آزمایش 

   باشند.ها اکسیداز مثبت میها اکسیداز منفی و میکروکوکوساستافیلوکوکوس  .باشدمی  مثبت

ا و ، ویبریوها، نیسریاها، پاستورلاه هاسودوموناس از  منفی( اکسیداز ) باکتریاسه اعضاء خانواده انترو تفریق در همچنین

 دارد. کلیدی نقش  (مثبت اکسیداز)کمپیلوباکترها 

 شود:ها اشاره میکه در  بخش زیر به آن این آزمایش به چند روش اجرا می شود 

 :مرطوب روش به صافی کاغذ از استفاده

 .گردد آغشته اکسیداز محلول با و لام گذاشته روی صافی کاغذ قطعه الف ( یک 

 .شود کشیده صافی کاغذ روی و برداشت استریل لوپ با ساعته باکتری 24تا  18  ب( از کلنی 

 .باشدمی اکسیداز آنزیم حضور نشانه شود ظاهر ارغوانی رنگ ثانیه 30 تا 15 ظرف اگر 
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 :خشک روش به صافی کاغذ از استفاده 

 شود. آغشته فیزیولوژی سرم با  اکسیداز محلول به آماده آغشته صافی کاغذ الف( 

 کاغذ صافی کشیده شود. برداشت و روی استریل فیلدوپلاتین با ساعته باکتری 24تا  18 ب( از کلنی

 آنزیم حضور نشانه شود به بنفش ارغوانی دیده  رنگ تغییر ثانیه 60 تا تاخیری صورت به گاه و ثانیه 10 تا 5 ظرف چنانچه

 است. واکنش بودن منفی نشانه رنگ تغییر عدم و اکسیداز

 مستقیم روی پلیت یا لوله: روش   

ریخته شود به  %1کشت داده شده سپس روی آن محلول اکسیداز داخل   محیط براثیا در در پلیت  باکتری روی محیط آگار  

 .مایع روی به ظرف دیگری منتقل گردد . سپس ثانیه پوشانده شود 15پلیت کاملاً به مدت  سطح طوری که 

  .شودشود در غیر این صورت تغییر رنگ مشاهده نمیها به سرعت ارغوانی میباشد کلنی اگر باکتری اکسیداز مثبت 

در این روش محلول اکسیداز باعث مرگ باکتری می شود و پس از آن تفسیر کشت امکان پذیر نیست لذا اگر هدف ادامه  

 . ستا باکتری هآزمایشات و یا نگهداری طولانی مدت جدای

 : نکات مهم 

 شود. هیدروکلراید باید تازه باشد چون در مجاورت هوا اکسید می  دی آمین دی  پارا فنیل متیل ماده مصرفی تترا ●

 شود استفاده پاستور پیپت از یا پلاتین جنس از لوپ از است بهتر ست اکسیدا آزمایش انجام جهت باکتری برداشتن برای ●

 .شود می کاذب مثبت نتیجه و معرف شدن سیداک باعث دارد کروم و نیکل که نیکروم لوپ چون

ایجاد   چرا که احتمال نشود، برداشت مکانکی مثل رنگی های محیط از باکتری نمونه است بهتر آزمایش این انجام برای ●

 .دارد وجود کاذب مثبت نتیجه

         

   

 تصویر سمت راست تست اکسیداز در پلیت سمت چپ تست اکسیداز روی کاغذ صافی
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 Catalase Testکاتالاز   آزمایش

 .شودمی آب و اکسیژن تولید باعث    2O2H   اکسیژنه آب با واکنش اثر در که است آنزیمی کاتالاز 

 

 

 آب شوند.به بدن می مهاجم هایباکتری رفتن بین از باعث و تشکیل ماکروفاژها و هانوتروفیل هایگرانول داخل در ماده این  

 خلال در ، همچنین  رودمی کار به عمیق های زخم در بخصوص کش باکتری و کننده عفونی ضد ماده عنوان به اکسیژنه

 کشنده سلول برای که اکسیژنه نمایند آب ایجاد شده ترکیب هم با است ممکن هیدروژن و اکسیژن هایاتم هوازی تنفس

 .است

   2O2H تجزیه برای آن از که که دارند، کاتالاز آنزیم اختیاری هایهوازیبی از برخی و هوازی هایباکتری اکثر بنابراین 

 .هستند کاتالاز آنزیم فاقد اجباری هوازی بی هایباکتری کنند.می استفاده

 بعضی تفریق در کلیدی آزمایشات جمله از و است شده طراحی هاباکتری در آنزیم این حضور تعیین منظور به زکاتالا آزمایش

 و(  منفی کاتالاز) ها استرپتوکوکوس از(  مثبت کاتالاز)  هااستافیلوکوکوس تفریق مثل ، هم از مشابه هایباکتری از

 .باشدمی(  مثبت کاتالاز)  هاباسیلوس از(  منفی کاتالاز)        هاکلستریدیوم

 .کرد اشاره هامایکوباکتریوم و انتروباکتریاسه ء خانواده اعضا توان بهمی  باکتریایی مثبت کاتالاز هایخانواده دیگر جمله از

 روش انجام آزمایش:

 گیرد:می انجام زیر شرح به و باشدمی ترراحت لام روی روش که  داد انجام  لام روی یا لوله داخل توانمی را آزمایش این

 .شود گذاشته تمیز لام روی %3 اکسیژنه آب قطره یک  -1

 .شود حل اکسیژنه آب در و برداشت باکتری تازه پرگنه از کروم نیکو جنس از فیلدوپلاتین یا اپلیکاتور توسط  -2

 صورتی در. باشد می مثبت کاتالاز باکتری و است اکسیژن گاز شدن متصاعد نشانه شد تشکیل هوا حباب ثانیه چند ظرف اگر

 .است منفی کاتالاز باکتری نشود تشکیل حباب که

 نکات مهم:

در صورت تماس سریعا با الکل اتیلیک  .شود پرهیز محلول با دست تماس از باشد لذاآور می سوز شدت به اکسیژنه آب●  

 شسته شود و از آب برای شستشوی محل استفاده نشود.

 پوشش دارای ظروف در استفاده عدم صورت در است بهتر و است ثبات بی و شده تجزیه نور مقابل در اکسیژنه آب ●

 .شود نگهداری یخچال در آلومینیومی

 .شود کاذب مثبت پاسخ باعث است ممکن دار خون کشت محیط از پرگنه برداشت لذا دارند، کاتالاز آنزیم قرمز هایگلبول ●

 شود.می کاذب منفی پاسخ باعث احتمالا پرگنه مسن لذا انتخاب دارد، وجود تازه کشت و زنده باکتری کاتالاز درآنزیم  ●

 آزمایشگاه محیط حرارت دو دمای، درجه در و لوله داخل در کاتالاز تست آتیپیک از تیپیک هایمایکوباکتریوم تشخیص در ●

 سرم حاوی آزمایش لوله در از باکتری دو سوسپانسیون که صورت این به گیردمی صورت گرادسانتی درجه 68 دمای و
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 گرادسانتی درجه 68 ماری بن در ساعت نیم مدت گیرد و لوله دوم بهروی یکی آزمایش کاتالاز صورت می و تهیه فیزیولوژی

 هایمایکوباکتریوم باشد. درتشکیل حباب نشان کاتالاز مثبت بودن می که شودمی اضافه اکسیژنه آب .سپس گیردمی قرار

 .شوندمی منفی کاتالاز و رفته بین از کار این با کاتالاز آنزیم آتیپیک

 گیرد و برای دیدن آن چند دقیقه باید صبر کرد.ی صورت میباسیلوس سرئوس به کندواکنش کاتالاز در   ●

 

 

 تصویر سمت راست آزمایش کاتالاز داخل لوله و سمت چپ کاتالاز روی لام
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 Coagulase Test کواگولاز آزمایش

ها های استافیلوکوکوساز جمله برخی گونهها باشد که در سطح دیواره سلولی برخی باکتریکواگولاز نوعی آنزیم پروتئینی می

و  با اتصال به فیبرینوژن و در حضور پلاسما موجب لخته و انعقاد پلاسما این آنزیم  عملی شبیه ترومبین داشته و  وجود دارد. 

ی باکتری در شود. در نتیجه با تبدیل فیبرینوژن به فیبرین و ایجاد لخته باعث مقاومت و پایدارها میهمچنین تجمع پلاکت

 شود. ها یافت میدر باکتریصورت دو این پروتئین  به .  شودبرابر عوامل دفاعی بدن مانند فاگوسیتوز شدن می

 :  ) ( Clamping Factorفاکتور تجمع دهنده یا  -الف

داده، فیبرینوژن به فیبرین تبدیل و در این فاکتور به دیواره سلول باکتری متصل بوده و مستقیما با فیبرینوژن پلاسما واکنش               

 شود. نتیجه باکتری در شبکه فیبرینی به دام افتاده و لخته دیده  می

 آنزیم کواگولاز آزاد :   -ب

  CRF(Coagulase Reactive Factor )این آنزیم پروتئینی خارج سلولی است که فاکتور واکنش دهنده با کواگولاز پلاسما

 کند.  ، فیبرینوژن را به لخته فیبرینی تبدیل می CRF- کواگولاز را فعال کرده و کمپلکس

باشد. کواگولاز متصل به دیواره ها نیاز به آزمایش مستقل  میدر ساختار باکتری کواگولاز هر کدام از انواع برای شناسایی 

ای شود. البته روش لولهآزمایش می (Tube Testای ) و کواگولاز آزاد با روش لوله ( ( Slide test باکتری با روش روی لام 

 توانایی تشخیص کواگولاز متصل را هم دارد.

  روش روی لام -الف

 .شودالف(  یک قطره پلاسمای خرگوش روی لام ریخته می

 .شودب(  یک قطره سرم فیزیولوژی در کنار پلاسما ریخته می

 شود.اول در کنترل و سپس در پلاسما مخلوط میج(  یک لوپ از سوسپانسیون باکتری در هر دو قطره، به ترتیب 

 شود.ثانیه  به آرامی تکان داده شده و ایجاد کلامپ و آگلوتیناسیون بررسی می 10-5د( لام به مدت 

در صورت مشاهده کلامپینگ در پس زمینه شفاف کواگولاز مثبت و در صورت مشـاهده سوسپانسـیون یکنواخـت شـیری رنـگ      

 است. در موارد منفی و مشکوک انجام آزمایش لوله ای الزامی است.نتیجه آزمایش منفی 

 

 ( Tube test )روش لوله ای  -ب

 40رقیق شود. برای این منظور 10به  1خرگوش با  سرم فیزیولوژی به نسبت  دار  EDTAالف( ابتدا پلاسمای سیترانه یا 

 شود.میکرولیتر سرم فیزیولوژی در یک لوله آزمایش کوچک مخلوط می 360میکرولیتر از پلاسمای خرگوش با 

منتقل و سوسپانسیون  میلی لیتر پلاسمای خرگوش 1ب(  چند کلنی از باکتری مورد مطالعه با لوپ استریل به لوله حاوی       

ساعته باکتری را به لوله  24لیتر از کشت میلی 2/0توان تهیه گردد. ) در صورتیکه باکتری در محیط مایع کشت شده است می

 حاوی پلاسمای خرگوش افزود(.

لوله تشکیل بار با خم کردن آرام  کساعت هر نیم ساعت ی 4شده و  تا  گراد انکوبهدرجه سانتی 37ها در دمای ج( لوله

پـس از انکوباسـیون    6که پاسخ منفی بود ، مجددا به انکوباتور منتقل و در ساعت از نظر لخته بررسی شود . در صورتی
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ساعت در دمای اتاق  قرار گرفتـه و مجـددا از نظـر     24تشکیل لخته بررسی شود. اگر مجددا لخته تشکیل نشد  لوله تا 

 تشکیل لخته بررسی شود..

 شانگر واکنش مثبت کواگولاز و عدم تشکیل آن نشانه کواگولاز منفی بودن باکتری مورد مطالعه است.تشکیل لخته ن

 

 

 ای بالا مثبت و پایین منفی سمت چپ کواگولاز روی لامتصویر سمت راست آزمایش کواگولاز لوله

 نکات مهم :

شود چون ممکن است باعث نتیجه مثبت کاذب های باکتری نباید از محیط نمکی مثل مانیتول سالت آگار برداشته پرگنه

 .بشود

 .ها به شدت تکان داده شود چون ممکن است لخته، تکه تکه شده و نتیجه منفی کاذب ایجاد شودای نباید لولهدر تست لوله 

 ها مثل انتروکوکوس ممکن استدار باشد تا پلاسمای سیتراته چراکه برخی باکتری EDTA بهتر است پلاسمای خرگوش 

 .متابولیزه و نتیجه مثبت کاذب بدهند  سیترات را

از یخچال   شود که موقع استفاده باید ابتداآماده لیوفیلیزه تهیه و در یخچال نگهداری می  پلاسمای سیتراته به صورت ویال 

شود تا محتویات می لیتر آب مقطر استریل به ویال اضافه و کاملاً تکان دادهمیلی 2خارج شود تا به دمای اتاق برسدد سپس 

 .شودلیتر از این پلاسما آماده ریخته میهای آزمایش استریل نیم میلیدر لوله  حل شود.

 .گراد قابلیت نگهداری دارددرجه سانتی 20این محلول تا پنج روز در یخچال و تا یک ماه ماه در منفی  

ها به دو گروه کواگولاز مثبت و کواگولاز منفی عامل حدت محسوب شده و این باکتری گولازکوا  هاکواگولاز در استافیلوکوکوس

س و استافیلوکوکوس اینترمدیوس و از ئواستافیلوکوکوس اور  های کواگولاز مثبتاز جمله استافیلوکوکوس  شوند.تقسیم می

تیکوس و استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس اشاره توان به استافیلوکوکوس ساپروفیجمله استافیلوکوکوس های کواگولاز منفی می

 .کرد
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 ( Gelatin    Liquefactionآزمایش ذوب ژلاتین )

و قادر به ذوب یا هیدرولیز ژلاتین هستند. وجود یا عدم  را تولید کردهها آنزیم ژلاتینازکه نوعی اگزوآنزیم است برخی باکتری

خانواده ها، استافیلوکوکوسوجود این آنزیم باکتری، درجداسازی و شناسایی بسیاری ازگونه های باکتری مثل سودوموناس، 

 ها کاربرد دارد.           آنتروباکتریاسه، کلستریدیوم

ن وجود دارد که ساختمان آن شبیه ژلاتین بوده و در اثر جوشیدن به ژلاتین تبدیل پروتئین نامحلولی بنام کلاژ یوندیپ دربافت

 کنند.                                            هایی که این آنزیم را دارند کولاژن را تجزیه میشود که سرشار از اسیدآمینه های پرولین وگلیسین است. باکتریمی

هایی که آنزیم گراد بصورت ژله ای و جامد است. باکتریدرجه سانتی 4ده و مایع است اما در دمایژلاتین در دمای بالا ذوب ش

هم بحالت جامد در  4°کنند که حتی در دمای هیدرولیز می اش،به اسیدهای آمینه سازندهوری ژلاتین را جژلاتیناز دارند 

                  آید.                                                 نمی

برای این آزمایش باید از محیط کشت ژلاتین تازه استفاده کرد چرا که چسبندگی ژلاتین اتوکلاو شده در اثر نگهداری در 

 دهد.                                                                              آزمایشگاه بیشتر شده نتیجه آزمایش را تحت تاثیرقرارمی

 مایش:روش انجام آز

هدف آزمایش شود. اگر استریل اضافه  ژلاتین ٪12-10نوترینت براث یا برین هارت براث حاوی محیط کشت لوله به  (1

، ژلاتین دارد ٪10-12از محیط تیوگلیکولات که بهتر است باشدمیهوازی بیبررسی حضور ژلاتیناز در باکتری 

                        .شود استفاده

گراد درجه سانتی 25کشت داده و در انکوباتور  لوله حاوی محیط ژلاتین دار درعمقتهیه شده از کشت تازه  باکتری  (2

 روز(. یک لوله تلقیح نشده نیز به عنوان کنترل منفی استفاده شود.14-1ساعت گذاشته شود. ) 72به مدت 

ته شده سپس نتیجه ذوب ژلاتین پس از طی زمان انکوباسیون هر دو لوله به مدت نیم ساعت در یخچال گذاش (3

 بررسی شود.

 هفته درون انکوباتور گذاشته هر روز یک بار از نظر ذوب ژلاتین بررسی شود. 2-3در صورت منفی بودن لوله ها را 

به بوده در یخچال جامد شده انجام داد که ابتدا ارگانیسم محیط ژلاتین دار را در پتری دیش که حاوی آزمایش *می توان این 

نباید  )در این آزمایش شودگراد گذاشته میدرجه سانتی 30 -25 سپس درحرارت اتاق ای کشت داده شده ورت نقطهص

                                                                           گردد.                                                   میهای مایع شده بررسی و پتری دیش ساعت چند ساعت به یخچال منتقل شده 72پس از (وارونه گذاشتها را پلیت

 قرائت نتیجه :

ساعت ژلاتین را ذوب می کنند. سراشیا، پروتئوس ،اروینیا از جمله  72ها توانایی بالا در ذوب ژلاتین دارند قبل از برخی باکتری

 ها هستند. این باکتری

اشرشیاکولای از  اسینتوباکتربومانی، جنس،نژلاتیناز ندارند قادر به ذوب ژلاتین نیستند. کلستریدیوم پرفرها آنزیم برخی باکتری

 ها هستند.جمله این باکتری

ها کنند. آریزونا وکلبسیلا  از جمله این باکتریروز ژلاتین را ذوب می 30تا   3ها توانایی کمتری داشته پس ازبرخی باکتری

 شوند.   محسوب می
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تصویر سمت راست آزمایش ذوب ژلاتین در پلیت سمت راست ذوب ژلاتین  در لوله : لوله بالا ذوب مثبت ژلاتین ، لوله پایین 

 عدم  توانایی ذوب ژلاتین را نشان می دهد.

 

 

 

 Urea Hydrolysis Testاوره هیدرولیز  آزمایش

ها دارای آنزیمی به نام اوره آز برخی از باکتری  اوره محصول هضم پروتئین در مهره داران است که با ادرار دفع می شود.

د و نکنو آب تبدیل می Co2 دی اکسید کربن بر روی اوره موجود در محیط کشت اثر کرده و آن را به آمونیاک،  کههستند 

 د.نگردآمونیاک باعث قلیایی شدن محیط میدر نتیجه تولید 

و حضور این آنزیم در باکتری  توان قلیایی شدن محیط در نتیجه تولید آمونیاک مناسب می    PHبنابراین با استفاده از معرف 

شرایط  به رنگ زرد و در   PH=6/8در در این آزمایش فنل رد می باشد که  PHترین معرف مورد مطالعه را نشان داد. رایج

وسلاها، باشد. از این آزمایش برای افتراق اعضای خانواده آنتروباکتریاسه، افتراق  بربه رنگ صورتی می   pH=8/1قلیایی 

برای شناسایی مخمر کریپتوکوکوس نئوفورمنس نیز این آزمایش مورد استفاده  شود.ها استفاده میشناسایی کورینه باکتریوم

 گیرد.قرار می

 شود. برای بررسی وجود این آنزیم از دو نوع محیط جامد و مایع حاوی اوره استفاده می

وجود دارد   yeast extractباشند. در این محیط چون عصاره مخمر دارای پپتون،گلوکز،  معرف فنول رد می های اورهمحیط

  ندارند.رشد توانایی ی که قادر به تولید اوره آز نیستند یهاباکتری

کند مثل را هیدرولیز می های که به سرعت اورهمحیط مایع ) اوره براث( : از این محیط برای شناسایی باکتری  (1

 شود.هلیکوباکترپیلوری استفاده می و هاپروتئوس

 که به طور ضعیف هاییمیکروارگانیسم ( : از این محیط برای شناساییchristensens urea Agarمحیط جامد )  (2

شود. محیط ها، پروتئوس استفاده میکنند  مثل: کلبسیلا، آنتروباکتر، کریپتوکوکوساوره آز تولید می و مختصر آنزیم

 شود.به صورت تمام شیب تهیه میداخل لوله آزمایش و  جامد اوره 

مثل اشرشیا کلای و سالمونلا محیط زرد  اوره را نداشته باشدهیدرولیز توانایی های اوره زرد رنگ هستند که اگر باکتری محیط

 شود. رنگ محیط صورتی می پروتئوسو  لایکلبس: مثلماند ولی اگر باکتری اوره آز مثبت  باشد، باقی می
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ها مثل پروتئوس و هلیکوباکترپیلوری اوره آز قوی هستند و ظرف دو ساعت محیط را به رنگ صورتی برخی از باکتری

 کار نیاز به زمان بیشتری دارند.  ها مثل کلبسیلا اوره آز ضعیف هستند و برای اینرخی باکتریآورند در حالیکه بدرمی

 ،اینترمدیا، اوره آز+ هستند. در جنس یرسینیا گونه های توبرکلوزیس، انتروکولیتیکا 

  سیس این عمل کند، ولی گونه آبورتوس و گونه ملی تن سوئیس سریعا اوره را هیدرولیز میدر جنس  بروسلا : گونه

 دهند. را کند و پس از چند روز انکوباسیون انجام می

 .اکثر مایکوباکتریوم ها اوره آز مثبت  هستند 

 مثبت هستند. اوره آ پلاسما ها ، اوره آز 

 تهیه محیط اوره:روش 

 7/18شود. به این منظور اتوکلاو میابتدا محیط پایه تهیه و برای تهیه محیط کشت اوره را نمی توان با اتوکلاو استریل کرد لذا 

پوند بر اینچ  15گراد و فشار درجه سانتی 121سپس در  ، شده میلی لیتر آب مقطر حل جوشانده 950گرم از محیط پایه در 

     گرددمیاوره با فیلتر صاف شده به محیط اضافه  ،سرد شد 50°گردد ، وقتی محیط پایه تا میدقیقه اتوکلاو  15مربع به مدت 

 .(لازم است ٪40سی سی از محلول اوره  50به ازای هر لیتر محیط  )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: لوله سمت راست محیط اوره براث مثبت و لوله  1تصویر 

 باشد.می سمت چپ اوره براث منفی

 

 

 

 

 

مثبت و لوله وسط و سمت آز : لوله سمت راست اوره  2تصویر 

 باشد.منفی می آزچپ اوره
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 DNA  (Production of Deoxyribonuclease)یا هیدرولیز   DNaseآزمایش 

خصوصاً عنوان کمک درتشخیص  قارچها و باکتریدزوکسی ریبونوکلئاز این آزمایش به منظور ارزیابی فعالیت   

 .رودزا به کار میهای بیماریوساستافیلوکوک

و کلبسیلا بدون پیگمان که ممکن است به اشتباه به عنوان گونه آنتروباکتر  سراشیایهای این آزمایش در تشخیص گونه 

 .نیز کاربرد داردو تشخیص موراکسلاها از نیسریاها  تشخیص داده شوند 

نمایند توانند اسید نوکلئیک را هیدرولیز کشت داده شوند  DNAچنانکه در محیط حاوی    DNase   آنزیم دباکتریهای واج

 شود.نی تشکیل میمحیط با اسید کلریدریک یک نرمال آغشته شود هاله شفاف در اطراف کلسطح و اگر 

 ند.مثبت هست  DNase های کواگولاز منفی استافیلوکوک از  درصد 20و های کواگولاز مثبتاستافیلوکوکدرصد  99

 روش انجام آزمایش:

 تلقیح گردد.   Agar DNa    حاوی محیطهای ای در پلیتنقطهترجیحا نمونه مورد نظر به صورت خطی یا  -1

  گراد انکوبه گردد.سانتی درجه  37 -35ساعت در دمای  24 تا مدت به  هاپلیت  -2

اسید کلریدریک یک نرمال ریخته شود طوری که سطح پلیت را کاملاً بپوشاند سپس پلیت روی یک  پلیتروی   -3

 .هاله شفاف اطراف کلانی بررسی شود وجود یا عدم وجود زمینه تیره قرار گرفته و

 دارای هایباکتری صورت در این در که ریخت % 1/0تولوئیدین بلو  کشت معرف  محیط توان رویمی همچنین   -4

 . را احاطه و بقیه محیط به رنگ آبی خواهد بود حیا محل تلقینی شفاف صورتی اطراف کلهای هاله  DNase  آنزیم

تجاوز کند چون  %005/0)مقدار آن نباید از  خود حاوی تولوئیدن بلو هستند DNase  کشتبرخی از محیط های  تذکر:

باشد و نیازی به که رنگ اولیه محیط آبی روشن می کند( های بالا شناسایی فعالیت آنزیم را دچار مشکل میدر غلظت

 محیط اسیدی شده و رنگ  DNA تجزیه علت به باشد داشته را مذکور آنزیم باکتری اگر  باشد.نمی تولوئیدن بلوافزودن 

 .باکتری مشاهده کردی هاتوان در اطراف کلنیرنگ را می صورتی هاله بنابراین شودصورتی می تولوئیدن بلو
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یا بی رنگ بسته به نوع معرف  اله شفاف صورتیهبا  هاکلنیدر این محیط رشد متوسط تا زیاد داشته و اورئوس وساستافیلوکوک

رشد متوسط داشته و هاله در اطراف کلونی تشکیل نمی  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیساحاطه می شود در حالیکه  مصرفی 

 .شود

 کلبسیلا در حالیکه کندایجاد میاله شفاف یا صورتی داشته کلنی با هرشد متوسط تا زیاد در این محیط  مارسسنسسراشیا  

 .شودرنگ یا صورتی اطراف کلنی تشکیل نمیر این محیط رشد کرده ولی هاله بید هپنومونی
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 Starch HydrolysisTest  زمایش هیدرولیز نشاستهآ

 

 کننده تجزیههای  آنزیم  نشاسته نوعی کربوهیدرات با وزن مولکولی بالاست که در حالت طبیعی حلالیت کمی در آب دارد. 

 .باشد می 2/7 -8/6 مناسب برای فعالیت این آنزیم   pHکه دندار نام گلوکوزیداز 6و1و الیگو  آمیلازآلفا  نشاسته

این آنزیم با شکستن پیوندهای گلیکوزیدی بین واحدهای گلوکز، نشاسته را هیدرولیز می کند و اجازه می دهد محصولات 

 .هیدرولیز نشاسته وارد سلول شوند

 :روش آزمایش 

ساعت در  24از باکتری به صورت یک خط در وسط کشت داده شده و به مدت  Starch Agar  وی نشاسته آگارحادر پلیت  

 .گراد گرما گذاری شوددرجه سانتی 37انکوباتور 

 .ید ریخته شود روی کلنی مقداری لوگول یا معرف 

 محیط باکتری رشد کلنی اطراف کهصورتی در و  دلیل بر عدم وجود آمیلاز، ی رشد باکتری به رنگ آبی در آید ناگر اطراف کل 

 .باشدر وجود آنزیم آمیلاز است در باکتری میب دلیل شود دیده رنگبی

 :نکات مهم 

 .محیط مصرفی باید تازه بوده و حداکثر دو هفته از زمان تولید آن گذشته باشد 

 .شدن نشاسته به آمیلوز و آمیلوپکتین شودهنگام تهیه محیط حرارت زیاد نباید داده شود چون ممکن است سبب شکسته  

از جمله استرپتوکوکوس، کلستریدیوم، فوزوباکتریوم، انتروکوکوس،  هاباکتریهای مختلفی تمایز اعضای جنس دراین آزمایش 

 .سودوموناس و باسیلوس نقش دارد

 .اشاره کرد توان به اعضای خانواده باسیلاسهارای آنزیم آمیلاز میهای مهم داز جمله باکتری 
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 Indole Testآزمایش اندول 

دارای آنزیم  کلایااشرشیها  مثل دهد. برخی باکتریاین آزمایش قدرت کاتابولیسم پروتئین توسط باکتری را نشان می

 تریپتوفاناز هستند و توانایی  تجزیه اسید آمینه تریپتوفان و تولید اندول را دارند . 

 پتوفانیتر==== تریپتوفاناز===≥ اندول+  کیرویدپیاس+     اکیآمون

 .استی نارنج آن رنگ که شودیمتولید  هم کیاست اندول و skatulاسکاتول تیمتابول در این مسیر 2 البته

شود. از جمله آزمایشات کلیدی های فاقد توانایی استفاده میهای دارای این توانایی از باکتریاز این آزمایش برای تمایز باکتری

خصوص اشرشیا کلای )اندول مثبت( از کلبسیلا و آنتروباکتر ) اندول منفی( تشخیص اعضاء خانواده انتروباکتریاسه بهدر 

 باشد.می

برای  انجام این آزمایش باید از محیط کشتی استفاده شود که حاوی پپتون به عنوان منبع تریپتوفان باشد و بهتر است این 

 اندول واتر، پپتونی هاطیمح از منطور نیا به شود.گلوکز ظاهراً مانع تولید اندول می محیط فاقد گلوکز باشد زیرا وجود

 .کرد استفاده توانیم SIM ،MFOترات،ین

شود که در واکنش با اندول رنگ بررسی می  Erlichیا ارلیش   kovacsتولید اندول ) بنزوپیرول ( به وسیله معرف کواکس 

کنند. علت تولید رنگ قرمز این است که اندول با محلول اسید الکل پارا دی متیل بنزالدئید مخلوط شده رنگ قرمز تولید می

 شود.قرمز را باعث می

 :اندولتولید  صیتشخ عیسر روش

 سمیکروارگانیماز  لوپ کی سپسگذاشته شود،  تیپل درو  آغشته دیبنزالدئ لیمتی د نویآم پارا معرف بهی صاف کاغذ قطعه کی

 مثبت اندول شود جادیا قرمز رنگ هیثان چند ظرف اگری قرار گیرد صاف کاغذی رو کرده رشد  پتوفانیتری دارا طیمح در که

 به دهندیم کاذبی منف جینتا هاآئروموناس و هاپروتئوسی خرب روش نیا در .باشدیممنفی  اندول صورت نیا ریغ در است

 .شودینم هیتوص روش نیا لیدل نیهم

 SIMتشخیص تولید اندول با استفاده از محیط 

 SIM  گوگردء ایاحدارد( که برای بررسی  آگار ٪ 3/0) استی جامد مهینمحیط S  ،اندول دیتول I باکتری حرکت وM  از آن

کشت در این محیط بصورت نیزه ای با  .ستا پتوفانیتری دارباشد که می کازیپتیتر پپتونواجد  طیمح نیاشود. استفاده می

 گیرد.آنس نوک تیز استریل صورت می

:  شودیم اهیس طیمحو رنگ  شده بیترکموجود در محیط  آهن با کهی باکترتوسط  H2Sسولفید هیدروژن  دیتول صورت در

 باشد.منفی می H2Sمثبت و اشریشیا کلای  H2Sپروتئوسهای گونه

ت در کل محیط دیده کدور منظرهصورت  به تحرک که است راحتباکتری در این محیط  حرکت بودن جامد مهین لیدل به

باکتری  اگر.کند( و لیستریا منوسیتوژنز ایجاد منظره چتر مانند می وارونه کاجشود ) باسیلوس سرئوس منظره شبیه می

 شود.رشد باکتری دیده می آنس ورود منطقه اطراف فقط نباشدمتحرک 

تولید اندول همانگونه که پیشتر اشاره شد با تولید رنگ قرمز در سطح محیط پس از افزودن معرف کواکس یا معرف ارلیش 

 شود.مشخص می

 نکته:
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 .است ترحساس چون شود استفاده کواکسی جا به شیارل معرف از شودیم هیتوصی هوازیبی هایباکتر مورد در

 50 سپس کرده حل کیلیآم الکل تریلیلیم 150 در دیبنزالدئ نویآم لیمتی د پارا پودر گرم 10:  کواکسمحلول   هیته طرز

 .شودیمی نگهدار خچالی در بوده رنگیب محلولگردد این  اضافه کیدریکلر دیاس تریلیلیم

 

 

: لوله اول سمت چپ دارای حرکت و اندول مثبت ، لوله دوم فاقد حرکت و اندول   SIM تصویر نتایج کشت باکتری در مجیط

و اندول منفی، لوله چهارم متحرک و اندول منفی و لوله پنجم از چپ متحرک، تولید کننده اندول  H2Sمنفی، لوله سوم تولید 

 باشد.می  H2Sو 
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 OFتست اکسیداسیون و فرمانتاسیون قندها 

دهند. در صورتیکه های مختلف را از طریق فرمانتاسیون )تخمیر( مورد استفاده قرار میخانواده آنتروباکتریاسه کربوهیدرات

 کنند.                                       یون از کربوهیدرات ها استفاده میها به روش اکسیداسهایی مثل سودوموناسباکتریی

های اکسیداسیون یا احیاء قادر به به هیچ کدام از روش Alcaligenes faecialis فکالیس لکالیژنسبرخی از باکتریها مثل آ

ها هم از روش اکسیداسیون و هم از روش تخمیر برای استفاده از کربوهیدارت ها استفاده برخی باکتری استفاده از قند نیستند

                              کنند.                                             می

شود. این آزمایش استفاده می OFاز آزمایش  ءهای اکسیداسیون یا احیاها در استفاده از روشنایی باکتریابه منظور تعیین تو

 که آگار جامد سبز رنگ می OFابداع شد بدین منظور از محیطی به نام محیط  Leifsonو  Hughتوسط  1953در سال 

، پپتون هم با غلظت ... وجود دارد. معرف  %10گردد. در این محیط قند گلوکز، شود استفاده میباشد و در داخل لوله تهیه می

های گرم منفی دهد. این آزمایش بیشتر در مورد باکتریشیمیایی این محیط برمو تیمول بلو است که به آن رنگ سبز می

 رد.                                                   کاربرد دا

 روش انجام آزمایش :

 گردد.میتلقیح   ofبا استفاده از آنس استریل مقادیر کمی از باکتری مورد آزمایش در دو لوله حاوی محیط  (1

 شود.میلوله پارافین استریل ریخته  2پس از کشت دادن روی یکی از  (2

 شود.گراد گرماگذاری میدرجه سانتی 37ساعت در دمای  24یده و به مدت درجه منتقل گرد 37لوله ها به انکوباتور  (3

 

 قرائت نتیجه :

 باشد که در لوله فاقد پارافین زرد و لوله حاوی پارافین سبز رنگ باشد نشان دهنده اکسیداتیو بودن باکتری می

های روژینوزا از جمله باکتریئباکتری سودوموناس آشرایط هوازی قند موجود در محیط را مورد استفاده قرار داد. 

 شود.اکسیداتیو محسوب می

 ها از جمله این رمانتاتیو خواهد بود. کلستریدیوملوله حاوی پارافین زرد و لوله بدون پارافین سبز رنگ باشد باکتری ف

 شوند.ها محسوب میباکتری

 ایی باکتری در تخمیر قندها به روش اکسیداسیون و فرمانتاسیون دهنده تواناگر هر دو لوله به رنگ زرد در بیاید نشان

ها از جمله این وساستافیلوکوککتریاسه و هوازی اختیاری از جمله خانواده انتروباهای هوازی ، بیباشد باکتریمی

 باشند.ها میباکتری

 باشد.محیط میدهنده عدم رشد باکتری در این اگر هر دو لوله سبز رنگ باقی مانده باشد نشان 

 باشد و این که باکتری کشت داده شده قادر اگر هر دو لوله  به رنگ آبی درآمده باید نشانگر قلیایی شدن محیط می

 به استفاده از قندها نبوده و از پپتون موجود در محیط استفاده کرده است.                                                   

 : OFنحوه ساخت محیط 

دقیقه 15به مدت 121°میلی لیتر آب مقطر حل و حرارت داده شود تا کاملا حل شود سپس در 900گرم پودر محیط در11

اضافه گردد و سپس در لوله های استریل  ٪10میلی لیتر منبع قند مثل گلوکز100درجه رسید  50اتوکلاو شود وقتی دما به 

 گردد.تقسیم 
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مربوط به باکتری  4و  3دهد. لوله : دو لوله اول سمت جپ عدم رشد باکتری را نشان می OFتصویر نتایج آزمایش 

نشان دهنده حالت اکسیداتیو و مربوط به باکتری  6و  5باشد. لوله های باشد که اکسیداتیو و فرمانتاتیو میاشرشیاکولای می

 باشد.                                                                                   نشان دهنده استفاده از پپتون و ناتوانی باکتری در استفاده از قندها می 8و  7باشد. لوله های روژینوزا میئسودوموناس آ

 

 

 Nitrate Reduction Test نیترات ءاحیاآزمایش 

 

های انتهایی مثل اسید نیترو یا ها دارای آنزیم نیترات ردوکتاز هستند که می توانند نیترات را به نیتریت یا فراوردهبرخی باکتری

                                    ازت تبدیل کند.   

 

 

             nitrate reductase                     nitrite reductase 

 NO3 ------------------------------> NO2 ----------------------------> N2 

 nitrate                                     nitrite                                nitrogen gas 

  

 روش مورد استفاده قرار می گیرد:                                                                               3نیترات توسط باکتری ها به 

( : نیترات طی چند مرحله به آمونیاک تبدیل شده و نیتریت به عنوان ماده حد واسط  Assimilationماده سازی) (1

 رسد.شود آمونیاک حاصل به مصرف ساخت اسید آمینه میتولید می

( : نیترات یا نیتریت به عنوان پذیرنده نهایی الکترون در غیاب یا کمبود اکسیژن آزاد عمل  Respirationتنفس) (2

 هوازی هم رشد کند. دهد تا در شرایط بیهوازی اجازه می کند و به  باکتریمی

( : تعدادی از باکتری ها نیترات را به فراورده های نهایی گازی شکل مثل ازت و اسید  Denitrificationدنیتریفیکاسیون )

 کنند.  نیترو تبدیل می
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شود و هم محیط نیترات مایل )اسلنت( تهیه می توان از محیط جامد نیترات آگار که به صورتبرای انجام تست نیترات هم می

که محیط جامد ترجیحا برای باکتری هوازی و محیط مایع ( می باشد  3KNO، %1 دارای دار مایع استفاده کرد  ) این محیط 

 رود.         هوازی به کار میترجیحا برای باکتری بی

 روش انجام آزمایش:  

گراد انکوباسیون درجه سانتی 37ساعت در 24مقدار زیادی از کلنی باکتری در محیط کشت نیترات کشت داده شده و (1

 شود. می

 شود.( اضافه می Aقطره اسیدسولفانیلیک )معرف  5پس از طی زمان انکوباسیون  (2

گردد. اگر ظرف اضافه می ( به لوله مورد آزمایشBقطره دی متیل آلفا نفتیل آمین )معرف  5پس از چند دقیقه  (3

 دقیقه رنگ قرمز در محیط ظاهر شد نشانه احیاء نیترات و تبدیل آن به نیتریت است.2تا1

شود و رنگ شود که افزودن معرف دوم باعث تشکیل آزو در محیط میپس از افزودن معرف اول در محیط دیازونیوم تشکیل می

نیتریت در محیط و مثبت بودن  تشکیل قرمز پس از افزودن دو معرف نشانه این پدیدار شدن رنگ  بنابرشود . محیط قرمز می

 آزمایش است.

 دلیل باشد:2ها رنگ قرمز تشکیل نشد می تواند به که بعد از اضافه کردن معرفدر صورتی

  تمامی نیترات بهN2  یاNH3 یابد.تبدیل شده که در صورت قرار دادن لوله های دورهام به صورت حباب تجمع می 

  نیترات موجود در محیط دست نخورده باقی مانده است 

شود که نقش آن به محیط اضافه می Znلذا برای شناساندن آن و جلوگیری از جواب منفی کاذب مقدار ناچیزی از پودر روی 

در صورتی که در محیط نیترات موجود باشد )باکتری نیترات را احیا نکرده باشد( نیترات توسط ت . احیاء نیترات به نیتریت اس

 پس جواب منفی  است.  روی به نیتریت احیا شده و رنگ قرمز پدید می آید

 در غیر این صورت باکتری تمام نیترات را  به آمونیاک یا ترکیبات دیگر احیاء کرده و پاسخ مثبت است.  

 موجـب اشـتباه  در هنگام افزودن پودر روی به محیط کشت باید توجه داشت که افزودن بیش از حد پودر روی ممکـن اسـت   

شود. زیرا در صورت زیاد بودن روی، اکسیژن تولید شده، نیتریت حاصل از نیترات احیاء نشده را به آمونیاک تبـدیل مـی کنـد    

 ی ضعیف خواهیم داشت.رنگ که مانع از پیدایش رنگ و یا فقط یک واکنش

 باشند.  ها نیترات منفی میوسها ، نیترات مثبت هستند.  درحالی که استرپتوکوکها، استافیلوکوکوسآنتروباکتریاسه 

      

 

 

 

 

 تصویر نتایج آزمایش نیترات 

 

 

 طرز تهیه معرف های تست نیترات :

 نرمال حل شود.  5میلی لیتر اسید اسیتیک  100گرم اسید سولفانیالیک در  A  :8/10محلول  
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 نرمال حل شود. 5میلی لیتر اسید اسیتیک  19میلی لیتر دی متیل آلفانفتوآمین در  B  :6/0محلول 

 

 

 

 

 آزمایش تخمیر قندها

نده و هم پذیرنده الکترون عمل عنوان گیرهای آلی هم به تخمیر فرایندی است که طی آن انرژی تولید شده و مولکول

ها توانایی تخمیر بعضی قندها را دارند درحالیکه توانایی تخمیر برخی قندها را ندارند. تعدادی از باکتری ها به باکتری .کنندمی

ها بدست از پروتئینها انرژی مورد نیاز خود را قندی را ندارند، این باکتری طور کلی غیرتخمیری بوده و توانایی تخمیر هیچ

 شود.ها استفاده میاین  خاصیت برای شناسایی باکتری آورده و اصطلاحا پروتئولیتیک هستند. از

 های نهایی تخمیر بسته به نوع میکروارگانیسم دخیل در آن می تواند الکل، اسید،گاز یا سایر ترکیبات آلی باشد.فرآورده

گیرند: گلوکز، آرابینوز، رامنوز، فرکتوز، مانوز، گالاکتوز، ساکاروز، مالتوز، میقندهایی که بطور معمول مورد بررسی قرار 

 لاکتوز،رافینوز، تری هالوز، انولین، دکسترین هستند.

 طرز تهیه محیط کشت قندی:

 ت.کنند محیط کشت پایه آماده فنل رد براث بیس اساز قند مورد آزمایش را به محیط کشت پایه قندی اضافه می %1تا 5/0

محیط کشت کاهش    PHباشد. در اثر تخمیر قند و تولید اسیدهای آلی از قند مورد آزمایشاین محیط معمولا قرمز رنگ می

 معرف فنل رد هم تغییر رنگ باعث تغییر رنگ محیط از قرمز به زرد می شود.   PHیافته بر اثر این تغییر 

اکتری شناسی انگلیسی( ب  Herbert Edward Durham  به افتخار در این آزمایش اگر داخل محیط از لوله های دورهام ) 

 توان  تولید گاز  توسط باکتری مورد آزمایش را نیز بررسی کرد.استفاده شود ، می

 

 های اطرافی از نظر تخمییر قند مورد بررسی منفی هستند.ها لوله وسط مثبت و لولهتصویر نتایج تخمییر قندها:  توسط باکتری
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 شناسی:های مورد استفاده از میکروبطرز تهیه برخی رنگ

 سی سی آب مقطر 100قرمز کنگو: یک گرم پودر کنگو رد در 

 لیترمیلی 25لیتر + اسید کلریدریک غلیظ مبلی 75گرم + ایزوامیل الکل  5معرف کواکس: پارا دی متیل بنزالدئید 

گردد.معرف در محل تاریک الکل حل شده و به آهستگی اسید اضافه میگراد آلدئید در درجه سانتی 60تا  50در بن ماری 

 نگهداری گردد.

 

 


