
1این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 بسمه تعالی 

 شماره سند فرم: 
DI-AL-10 

 

 

 
 

انجام آزمایش هایی که در آزمایشگاه میکروب   نحوه     عنوان سند : ❖

 شناسی انجام می شود

 دستورالعمل  نوع سند: ❖

 تاریخ بازنگری:   تاریخ ابلاغ :  تعداد صفحات دامنه کاربرد: 

1403مهر  24 پرسنل واحد آزمایشگاه   –––––––––– 

یکپارچه سازی روند انجام آزمایشات بخش میکروب شناسی  هدف :  

سوش کنترل : نوعی باکتری با ویژگی های استاندارد و مشخص شده که جهت کنترل کیفی در آزمایشگاه   تعاریف:

 استفاده میشود.

 

 

 بسمه تعالی  

 دستورالعمل: 

 : Urine Cultureدستورالعمل انجام  

 آوری نمونه : جمع 

 .   باشدمی  1ccحداقل نمونه موردنیاز 

 های موردنیاز:  مواد و معرف

 های کشت عمومی و افتراقیمحیط

 

 لوازم موردنیاز: 

 لوپ استاندارد

 نحوه انجام آزمایش:  

. ستس  شتماره کشتت را  از یخچال بیرون آورده و بگذارید  به دمای اتاق برستند Bloodو    EMBها محیط کشتت به تعداد کشتت  -1

 .  ها هم وارد نمائیدروی پلیت

وسیله شعله استریل نمائید  و بعد در نمونه را باز کنید  و سس  یک لوپ کامل از ادرار بیمار را برداشته وابتدا یک خط  لوپ را به -2

 .  وسیله لوپ خطوطی به شکل زیگزاگ بکشیدوسیله  لوپ بکشید سس  روی این خط را بهاز بالای پلیت به  پائین پلیت به

 .   بگذارید ( co 37و آن را درانکوباتور ) (  انجام بدهید Bloodو هم برای   EMBاین کار را هم برای محیط  ها را بسته )درب پلیت  -3

ها یی که در آنها میکروب  رشد نکرده  بود  را  . پلیتها را از انکوباتور بیرون آورده و بررسی نمائیدستاعت پلیت 24پ  ازگذشتت   -4

هتایی  کته درآنهتا میکروب رشتتتد کرده را بتایتد جهتت تعیین نوع میکروب و همچنین  گزارش نمتائیتد وپلیتت  No Growthبته عنوان 

 هایی که میکروب نسبت به آنها حساس است مجددا بررسی نمائید.بیوتیکتعیین آنتی

 نکات لازم برای تشخیص باکتری : 
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 شود برای تشخیص یک باکتری ناشناخته همیشه از روش الگوریتم استفاده می  -1

 تست های زیر ضروری می باشند :  G+های گرم مثبت در مورد کوکسی  -2

 (  ، دو تایی، خوشهزنجیرهها ): لام گرم و شکل میکروسکسی باکتری2-1

 : کاتالاز2-2

 : کواگولاز2-3

 : وجود یا عدم وجود هاله همولیز روی بلادآگار و نوع آن 2-4

2-5: DNase 

 B 0.04و    5NBهای تشخیصیحساسیت نسبت به دیسک :2-6

 : آزمایش اکسیداز2-7

 : حساسیت به وانکومایسین2-8

 : حساسیت به اپتوچین 2-9

 

 : G-های گرم منفی  در مورد باسیل -3

 : اکسیداز : جهت تشخیص سودومونادها از انتروباکتریاسه  3-1

 : در مورد سودومونادها:  3-2

 Grape like odor*بوی مخصوص آن 

 *هاله همولیز روی بلاد آگار

 *تست مثبت اکسیداز 

 TSI*تست تخمیر در 

 : در مورد انتروباکتریاسه:  3-3

 ، جلای آن و موکوئیدی بودن یا نبودن  *رنگ کلنی

 TSI*تست 

 (  Salmonellaتست لیزین )*

 ( Citrobacter*سیمون سیترات )

*SIM (اوره ، ایندولحرکت ،  ) 

 *تست اوره 

 کوکسی گرم مثبت بیهوازی  (  -کوکسی گرم مثبت کاتالاز ) (  کوکسی گرم مثبت کاتالاز )+

 استافیلوکوآگولاز 

 (  )کوآگولاز لوله ای  

 

 بررسی مورفولوژی 

 

 بررسی مورفولوژی 

 کلامسینگ فاکتور

 (  کوآگولاز اسلایدی )

 SPS(12-18mm )حساسیت به دیسک   حساسیت به وانکومایسین

DNase  کوآگولاز لوله ای  حساسیت به اپتوچین 

TNase  کاتالاز حساسیت به باسیتراسین 

 های تشخیصی حساسیت نسبت به دیسک 

5NB    0.04و B 

 اندول نقطه ای حساسیت به کوتریموکسازول 

 همولیز:  %6آزمایش اکسیداز 

 بلاد آگار   -

 

 اوره آز 
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 بلاد براث   -

 اسکولین هیدرولیز  تولید گاز از گلوکز  تخمیر مانیتول 

  %6.5تحمل به کلرید سدیم   اوره آز 

VP  رشد در مکانکی  

 حلالیت در صفرا   

 (  %2)دزاکسی کولات 

 

هیدرولیز هیسورات سدیم یا کمپ   

 تست

 

 

 باسیل گرم منفی بیهوازی  باسیل گرم منفی  کوکسی گرم منفی 

 بررسی حرکت  اکسیداز  رشد خوب در هوا 

 اکسیداز  گلوکز O/F کاتالاز

 های تشخیصی : حساسیت به دیسک  رشد در مکانکی  رشد در محیط نوترینت آگار

 میکروگرم5مترونیدازول 

 میکروگرم5وانکومایسین 

 میکروگرم1000کانامایسین

 2Uپنی سیلین 

 اوره آز  تولید اسید از گلوکز

 لیزین دکربوکسیلاز  تولید گاز از مالتوز 

DNase ژلاتیناز 

ONPG  همولیز 

 پیگمان 

 سیمون سیترات  

 TSI 

 SIM 

 MRVP 

 DNase  درجه  25در 

 ONPG 

ها باید میکروب رشتتد کرده  روی محیط  کشتتت را به محیط مولر منتقل نمائید برای این کار ابتدا بیوتیکبرای تعیین نوع آنتی  -5

نیم سترم فیزیولوژی حل کرده به حدی که کدورت آن معادل نیم مک فارلند باشتد )   2ccچند کلونی ایزوله از کشتت موردنرر را در 

ای مقداری از آن را برداشتته و روی ستطم مولر  وستیله ستوآپ پنبه( . ستس  بهدارد  0.1- 0.08جذبی معادل   620nmمک فارلند در 

های موردنرر را بافاصتتله مناستتی روی بیوتیکدر چهار جهت مختلف بکشتتید حال پن  را به وستتیله شتتعله استتتریل نمائید و آنتی

 روی محیط مولر قرار دهید  NCCLSنوع میکروب و دستورات   ها را متناسی بابیوتیک. و بعد آنتیمحیط مولر قرار دهید

ستاعت در انکوباتور قرار دهید و پ  از اتمام مدت زمان ککر شتده قطر هاله  24ها را به مدت  بیوتیکستس  محیط مولر حاوی آنتی

 .   گزارش نمائید  NCCLSبیوتیک را اندازه گرفته و مطابق جداول واکنش اطراف هر آنتی

جهت گزارش جواب کشت دردفتر، درمقابل نام بیمارابتدانوع میکروب وتعداد آن را یادداشت نمائید سس  یک آکولادبزرگ باز کرده 

هتای بیوتیتکرا زیر هم بنویستتتیتد ستتتس  در مقتابتل هرکتدام از کلمتات آنتی  Resistantو    Sensitive ،Intermediateوکلمتات  

 مربوط به آنها را یادداشت نمائید مثلاً مانند نمونه گزارش شده در زیر :

                 Sensitive to : FM , GM , SXT       

                     s of E.Coli      Intermediate to : Cip , AN    "Colonie 510>                                                
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                                                  Resistant to : CF , CZ                                

 :Stool Cultureدستورالعمل انجام  

. ستتس  از یخچال بیرون آورده و بگذارید  به دمای اتاق برستتند Bloodو  XLDو    SFوEMBها محیط کشتتت به  تعداد کشتتت  -1

 .   ها هم وارد نمائیدشماره کشت را روی پلیت

 .  های کشت ببریدرا برداشته و روی محیط  Stoolای مقداری از وسیله سوآپ پنبهبه  -2

 .  ( بگذاریدco 37ها را بسته و آن را درانکوباتور )درب پلیت  -3

یی که در آنها میکروب  رشتد نکرده بود  را  ها. پلیتها را از انکوباتور بیرون آورده و بررستی نمائیدستاعت پلیت 24پ  ازگذشتت   -4

هتایی کته درآنهتا میکروب رشتتتد کرده را بتایتد جهتت تعیین نوع میکروب و همچنین  گزارش نمتائیتد و پلیتت  No Growthبته عنوان 

 هایی که میکروب نسبت به آنها حساس است را طبق آلگوریتم ارائه شده در پایان مبحث مجددا بررسی نمائید.بیوتیکتعیین آنتی

ها باید میکروب رشتتتد کرده  روی محیط کشتتتت را به محیط  مولرمنتقل نمائید برای این کارابتدا بیوتیکبرای تعیین نوع آنتی  -5

نیم سترم فیزیولوژی حل کرده به حدی که کدورت آن معادل نیم مک فارلند باشتد )   2ccچند کلونی ایزوله از کشتت موردنرر را در 

ای مقداری از آن را برداشتته و روی ستطم مولر  وستیله ستوآپ پنبه( . ستس  بهدارد  0.1- 0.08جذبی معادل   620nmمک فارلند در 

های موردنرر را  متناستی با نوع میکروب و بیوتیکدر چهار جهت مختلف بکشتید حال پن  را به وستیله شتعله استتریل نمائید و آنتی

 .  روی محیط مولر ببرید NCCLSدستورات 

ستاعت در انکوباتور قرار دهید و پ  از اتمام مدت زمان   ککر شده قطر هاله   24ها را به مدت  بیوتیکستس  محیط مولر حاوی آنتی

 .  گزارش نمائید   NCCLSبیوتیک را اندازه گرفته و مطابق  جداول واکنش اطراف هر آنتی

جهت گزارش جواب کشت دردفتر، درمقابل نام بیمارابتدانوع میکروب و تعداد آن رایادداشت نمائید سس  یک آکولادبزرگ باز کرده 

هتای بیوتیتکرا زیر هم بنویستتتیتد ستتتس  در مقتابتل هرکتدام از کلمتات آنتی  Resistantو    Sensitive ،Intermediateوکلمتات  

 مربوط به آنها را یادداشت نمائید مثلاً مانند نمونه گزارش شده در زیر :

                          Sensitive to : FM , GM , SXT  

                              s of E.Coli    Intermediate to : Cip , AN"Colonie 510>  

Resistant to : CF , CZ                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 کشت مدفوع 

یا   EMBو   XLDکشت در محیط  

 مک کانکی

 S+2Hکلنی های لاکتوزمنفی و 

 سالمونل مشكوك به 

             XLD بی رنگ با مرکز سیاه 

 Entrobacteriacaeانجام تست های بیوشیمیایی برای تائید طبق آلگوریتم 

 کلنی های لاکتوز منفی  

 مشکوک به شیگل

XLD   ،EMB  مک کانکی ، 

 بی رنگ 

 کلنی های لاکتوز مثبت 

 مشکوک به اشرشیاکلی پاتوژن 

1- EMB  مک کانکی            بنفش / 

2- XLD               قرمز 
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 :Blood Cultureدستورالعمل انجام  

های ها در حجمباشتد. این محیطهمراه با ماده ضتد انعقاد می  BHIهای کشتت خون حاوی محیط کشتت تریستی ستوی براس یا  شتیشته

 .   باشدمختلف برای نوزادان، کودکان و بزرگسالان به صورت تجارتی موجود می

 آوری نمونه: جمع

گیری به این محیط افزوده نمونه خون گرفته شتده بعد از استتریل کردن درب شتیشته محیط کشتت و تعویل نیدل سترنگ نمونه

استفاده  70، بتادین و الکل 70گیری و درب شیشه محیط کشت بایستی به ترتیی از الکل شود. جهت استریل کردن محل نمونهمی

ستاعت بایستتی    72ستاعت و  48 –ستاعت   24درجه نگهداری کرده ستس  در فواصتل  37.  بعد از گرفتن نمونه آنرا در انکوباتور شتود

 .  ، شکلات و مک کانکی به صورت نقطه ای پاساژ داده و یک لام نیز جهت رنگ آمیزی گرم تهیه شودBloodآنرا روی محیط 

ستاعت که ستاب کالچرها مثبت  72.  در هر زمانی در فاصتله  در صتورت مشتاهده باکتری درلام مستتقیم ستریعاً به بخش گزارش شتود

( یا  ، همولیز و گازایجاد لخته. در صتورت  مشتاهده علائم  رشتد  باکتری  در محیط کشتت  خون )شتوند  باید  ستریعاً  گزارش گردد

هوازی و ، بیهای کند رشتد، باکتریبیوتیک توستط بیمارمشتاهده باکتری در آن و عدم رشتد ستاب کالچرها بایستتی به مصترف آنتی

 هایی که محیط مغذی خاصی احتیاج دارند شک نمود. باکتری

 دستورالعمل انجام کشت زخم: 

 گیری : روش نمونه

 زخم های سطحی وباز :    -1

درجه یا صتابون جراحی یا آستسیراستیون عمق زخم توستط سترنگ استتریل و کشتت روی 70تمیز کردن محل زخم با استتفاده از اتانل   

 ، شکلات و مک کانکی  Bloodهای  محیط

 زخم های بسته :   -2

 ، شکلات و مک کانکی  Bloodهای آسسیره کردن مایع چرکی و کشت روی محیط

 

  دستورالعمل انجام کشت گلو:

 گیری: روش نمونه

ای محکم روی دو لوزه و دیواره پشتت حلق بکشتید با استتفاده از آبستلانگ زبان را به پائین فشتار داده و با استتفاده از ستوآپ پنبه

شتود دو نمونه از هر ناحیه گرفته شتود یک ستوآپ برای تهیه  . توصتیه میمراقی باشتید که ستوآپ به زبان یا ستطم دهان برخورد نکند

و شتکلات و مک کانکی برده  به این  Bloodهای لام مستتقیم و دیگری برای تلقیم در محیط کشتت. ستس  ستوآپ را بر روی محیط

پر محیط ترتیی که نیم پلیت بلاد و شتکلات به صتورت پر و نیم دیگر به صتورت ایزوله همراه با چند استتاب کشتت داده شتود. در نیم

Blood دیسک اپتوچین قرار داده شود های باسیتراسین و کوتریموکسازول و روی شکلاتدیسک  . 

، مخمر و کورینه باکتریوم دیفتریه  هامشتاهده همزمان استسریل و فوزو باکتریومآمیزی مستتقیم برای تشتخیص آننین ونستان )رنگ

 ( دارای اهمیت است. آمیزی بلودو متیلنرنگ)

 

 

 (:  CSFدستورالعمل کشت مایع نخاع )
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درجه یا لابلای دو دست به آزمایشگاه انتقال یابد حداکثر زمان ماندگاری نمونه در آزمایشگاه    35نمونه باید خیلی سریع و در دمای 

. اگر حجم نمونه کمتر از یک توان آنرا در یخچال یا فریزر نگهداری کردیک ستتاعت استتت فقط برای مطالعات ویروس شتتناستتی می

، شتکلات و مک کانکی کشتت داده  و یک لام نیز Blood های  میلی لتر استت بدون ستانتریفوژ کردن ابتدا آنرا روی محیط کشتت

دقیقه  15به مدت   2000لیتر باشتتد باید آن را در دور  کنیم اما اگر مقدار نمونه بیشتتتر از یک میلیآمیزی گرم تهیه میجهت رنگ

 .   کرد سانتریفوژ کرده سس  برای کشت و رنگ آمیزی از آن استفاده

 روش کشت :  

. قطره دیگری با لوپ به ها انتقال داده لوپ را وارد محیط کرده تا ستورا  شتودیک قطره از مایع را توستط لوپ برداشتته و به محیط

 سمت دیگر محیط افزوده و ایزوله کشت دهید.

 

 :Sputum Cultureدستورالعمل انجام 

  آوری نمونه: جمع

 ، نمونه صبحگاهی است که  بعد از مسواک زدن و با سرفه عمیق گرفته شود.   بهترین نمونه  -1

شتتود در صتتورت مشتتکوک بودن به باکتری خاص از محیط ، شتتکلات و مک کانکی استتتفاده میBloodبرای کشتتت از محیط    -2

های متنوع دیفتروئیدی، . درصتورت مشتاهده کلنی(  هامربوطه استتفاده شتود )برای مثال از محیط لون اشتتاین برای مایکوباکتریوم

 .    دهنده آلودگی نمونه با بزاق استاسترپ آلفا و باسیل گرم منفی نشان

 تفسیرکشت خلط: 

ها به هر تعداد  . به این ارگانیستتمشتتودستتطم محیط کشتتت یافت می    %50ارگانیستتمی مورد بررستتی قرار می گیرد که در بیش از 

 .  ، استرپ پیوژنز، سودوموناس آئروژینوزا، هموفیلوس، استاف اورئوسبایستی اهمیت داد : استرپ پنمونیه،کلبسیلا پنومونیه 

 های گرم منفی  با تعداد زیاد نوتروفیل : موراکسلا کاتارالی  دیسلوکوکوس

 کنترل کیفی نمونه خلط: 

باشتد لذا تائید  میکروستکسی کیفیت خلط لازم استت که به شترر زیر  آلودگی با فلور فوقانی دستتگاه تنف  از مشتکلات استاستی می

 باشد :  می

 .   و اپیتلیال بررسی کرد PMNده میدان  را از نرر  10وسیله عدسی  باید حداقل به  -1

ستتلول چرکی تائید   25اپیتلیال ستتل در هر میدان و یا حداقل   25، یا کمتر از 1به  2ها ستتفید به اپیتلیال بیشتتتر از نستتبت گلبول

 .  گیری استکننده صحت نمونه

 

 Leishman Bodyدستورالعمل انجام  

وسیله لانست چند جای مختلف از زخم موردنرر را باز کرده و ترشحات آنها را روی  لام می کشیم  سس  آنها را خشک و فیک  به

دقیقه باید دیده شود و  20. هر لام حداقل  کنیمنگاه می 100وسیله عدسی  نمائیم سس  اسلاید را بهآمیزی گیمسا میرنگنموده و  

 سس  نتیجه منفی گزارش شود. 

 برداری شود.های زخم نمونههای بزرگ از کنارهنکته : در مورد زخم

 :KOHوسیله دستورالعمل انجام آزمایش قارچ به

 .  روز قبل از گرفتن نمونه باید از شستن محل و یا زدن هرگونه دارو یا پماد خودداری نماید  2-3بیمار   -1

وسیله کشیدن های محل به خصوص از لبه های زخم بهوسیله تیغ بیستوری یک بار مصرف از پوستهپ  از پوشیدن دستکش به -2

اضتافه کرده و حداقل یک ستاعت آنرا بی حرکت    KOH  10%کنیم ستس  به آن چند قطره  آوری میتیغ مقداری روی استلاید جمع

 .  شود سس  زیر میکروسکپ آن را می بینیم Clearگذاشته تا دیواره قارچ ها  

 



7این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 : آزمایش کاتالاز

 هدف :    - 1

 تشخیص استافیلوکوک و میکروکوک ) کاتالاز مثبت ( از استرپتوکوک ) کاتالاز منفی ( -

 افتراق کلستریدیوم از باسیلوس ها ) کاتالاز مثبت ( -

 افتراق لیستریامونوسیتوژنز ) کاتالاز مثبت ( از استرپتوکوک بتاهمولیتیک  -

 

 اساس آزمایش:     - 2

یکی از محصتولات نهایی اکستیداستیون در متابولیستم   2O2Hرا به آب و اکستینن تجزیه می کند.    2O2Hکاتالاز آنزیمی استت که 

 کربوهیدرات است. 

 

 نمونه اولیه:        - 3

 ساعته از ارگانیسم مورد نرر  18-24    کشت

 

 مواد و تجهیزات مورد نیاز:     - 4

 ) این ماده باید در شیشه های قهوه ای یا تیره رنگ ودر یخچال نگهداری شود (   %3پراکسید هیدروژن  -

 اپلیکاتور چوبی یا شیشه ای یا لوپ پلاتینی   -

 لام شیشه ای   -

 

 مراحل انجام کار:     - 5

 با یک اپلیکاتور چوبی از مرکز یک کلنی به سطم لام شیشه ای منتقل کنید.  -

را بلافاصتله به کلنی روی لام  اضتافه کنید و ا یجاد حباب روی لام را بررستی نمایید. نتیجه را به صتورت    2O2Hیک قطره   -

 مثبت یا منفی گزارش کنید. 

 ایجاد حباب های سریع و ماندگار با حالت جوش زدن ) کف ( نشانگر مثبت بودن تست است.      -

 

 :  QCبرنامه   - 6

 پراکسید هیدورژن باید هر روز یا قبل از تست نمودن باکتری مجهول با سوش های کنترل مثبت و منفی تست شود. 

         Staphylococcus. aureusسوش کنترل مثبت : 

   Streptococcus. pyogenesسوش کنترل منفی  :  

 تداخلات:    - 7

جهت تستتت کاتالاز باید از روی محیطی کلنی برداشتتته شتتود که فاقد خون باشتتد. زیرا گلبول های قرمز واکنش کاتالاز   -

مثبت ضتعیف ایجاد می کنند. اما از آنجائی که اکثر نمونه های کلینیکی روی محیط های خون دار کشتت داده می شتوند،  

 ون تماس با محیط برداشت تا واکنش مثبت کاکب ایجاد نشود. برای انجام تست میتوان نمونه را  از قله کلنی ها بد

بهتر استت از یک اپلیکاتور چوبی برای برداشتتن کلنی استتفاده شتود. استتفاده از لوپ آهنی واکنش مثبت کاکب ایجاد می   -

 کند.  



8این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

از آنجائی که بعضتی از باکتری ها دارای آنزیم هایی يیر از کاتالاز هستتند که موجی تجزیه پراکستیدهیدروژن می شتود،  -

 ثانیه به معنی واکنش مثبت نمی باشد.   20 –   30ایجاد حباب های ریز به تعداد کم، بعد از 

 

 :(Clumping factor)آزمایش کوآگولاز 

 آزمایش: روش  

 متصتل پلاستما  در  موجود  فیبرینوژن به که دارد وجود متصتل کوآگولاز  نام به ای  ماده  اورئوس استتافیلوکوک باکتری ستطم در اصتول:

 .شودمی ارگانیسم از  هائی توده تشکیل  و یافتن تجمع موجی  و  شده

 

 : آزمایشروش انجام  

یا ستیترات تهیه شتده را روی یک استلاید خشتک و تمیز قرار    EDTAیک قطره از پلاستمای انستان یا خرگوش که با استتفاده از .1

 دهید.

 یک قطره آب مقطر یا سرم فیزیولوژی را در نقطه مجزائی به عنوان کنترل قرار دهید..2

با استتفاده از لوپ، آن  یا یک اپلیکاتور چوبی استتریل مقداری از کلنی را در هر یک از قطرات فوق به صتورت امولوستیون درآورده .3

 تا سوسسانسیون یکنواختی تهیه شود.

کنیم. جمع شتدن باکتریها  از نرر تجمع باکتریها در محل پلاستمای کوآگولاز و ستوستسانستیون یکنواخت در محل کنترل بررستی می.4

 در هر دو نقطه نشان دهندة اتوآگلوتیناسیون ارگانیسم است و آزمایش را بایستی به روش کوآگولاز لوله ای انجام دهیم.

 

 :روش آزمایش کوآگولاز لوله ای

  اعضتا    بقیه از را آن  وینگی، این دارد را  پلاستما کردن لخته  توانائی که  کندمی تولید را  کوآگولاز  آنزیم اورئوس، استتافیلوکوک اصتول:

 .کندمی  متمایز میکروکوکاسیه

 : آزمایشروش انجام  

میلی لیتر از پلاستمای انستان یا خرگوش )حاوی ماده ضتد   5/0کنیم. به این ترتیی که مقدار معرف آزمایش کوآگولاز را تهیه می.1

 10ریزیم. این پلاستما در دمای یخچال به مدت  می  mm100×13( را در یک لوله آزمایش پلاستتیکی یا شتیشته ای  EDTAانعقاد  

 درجه سانتیگراد برای چندین ماه قابل نگهداری است. -20روز و در دمای  

 کنیم.رقیق کرده و سوسسانسیونی از باکتری را در آن تهیه می 4به  1پلاسما را به میزان .2

درجه ستانتیگراد نگهداری کرده و از نرر تشتکیل لخته مورد بررستی   35-37ستاعت در دمای    1-4این ستوستسانستیون را به مدت  .3

 گذاریم.ساعت لخته تشکیل نشد، به مدت یک شی لوله را در انکوباتور باقی می 4دهیم. اگر در مدت  قرار می

 .ساعت نتوانند پلاسم را لخته کنند به عنوان کوآگولاز منفی در نرر گمی شود  24ارگانیسم هائی که در مدت .4

 

 :نکات مورد توصیه

های قوی فیبرینولیزین  ها دارای آنزیمبررسی نمود. برخی از استافیلوکوکها را مرتباً از نرر وجود لخته در طی انکوباسیون باید لوله

 که) سیتراته پلاسمای از استفاده  عدم. گردد گزارش منفی   توانند لخته ایجاد شده را حل کنند و به يلط نتیجهبوده که می

 در موجود سیترات توانندمی  هامیکروارگانیسم برخی که است، دلیل  بدین(  شودمی استفاده آن از آزمایشگاهها بیشتر در متأسفانه

 .شودمی گزارش مثبت  يلط به نتیجه و شده لخته پلاسما محیط از سیترات شدن خارج با که نمایند،  مصرف را پلاسما
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9این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 : بررسی نتایج

اپیدرمیدی  حتی بعد از یکشی، توانائی لخته کند اما استافیلوکوک ساعت لخته می 24استافیلوکوک اورئوس، پلاسما را در مدت 

 کردن پلاسما را ندارد.
 

 تست اکسیداز: 

 هدف: - 1

جداسازی انتروباکتریاسه ها ) که همه اکسیداز منفی هستند ( از باکتری هایی مثل ویبریوناسه، آئروموناس، سودوموناس،   -

 نیسریا، کمسیلوباکتر و پاستورلا) که همه اکسیداز مثبت اند(

 شناسایی ارگانیسم هایی که فاقد آنزیم سیتوکروم اکسیدازند یا بی هوازی اجباری می باشند.   -

 

 اساس آزمایش:    - 2

سیتوکروم ها، هوموپروتئین های حاوی آهن می باشند که در زنجیره تنفسی عامل انتقال الکترون )هیدروژن ( به اکسینن هستند. 

 در این تست از یک معرف رنگی استفاده می شود که بجای اکسینن به عنوان پذیرنده نهائی الکترون جایگزین می گردد.  

 نمونه اولیه:   - 3

 ساعته از ارگانیسم مورد نرر از محیط های کشت مناسی  18-24کشت 

 مواد و ابزار لازم: - 4

 تترامتیل پارافنیلن دی آمین دی هیدروکلراید در آب مقطر استریل یادیسک تجاری آماده اکسید از کايذ صافی   %1محلول 

 اپلیکاتور چوبی یا لوپ پلاستیکی یا پلاتینیوم 

 مراحل انجام کار:   - 5

 الف ـ روش مستقیم روی پلیت:  

دو تا سه قطره از معرف تازه تهیه شده را مستقیماً روی کلنی های باکتری بر روی پلیت اضافه می کنیم.  کلنی های باکتری های  

 اکسیداز مثبت بلافاصله به رنگ بنفش تغییر رنگ می دهند. 

 ب  ـ روش غیر مستقیم: 

درجه   -20تقستیم کرده در برودت    ml 1از محلول را در مقادیر ml 10در آب مقطر تهیه کنید و %1از پودر معرف ، محلول  -

در  فریزر نگهداری نمایید. موقع مصترف یک ویال از فریزر خارج کرده ، پ  از کوب شتدن ، به تعداد مورد نیاز کايذ صتافی را  

 به معرف آيشته کرده در پلیت تمیز قرار دهید. البته می توان ازدیسک های آماده تجاری نیز استفاده نمود .

مقداری از کلنی باکتری را روی کايذ حاوی معرف می کشتیم. )توصتیه می شتود که از مشتتق تترامتیل پارافنیلن دی آمین  -

بجای مشتتقات دی متیل استتفاده شتود، زیرا این معرف برای کخیره کردن پایدارتر و برای تعیین ستیتوکروم اکستیداز حستاس  

 اشد.(  تر است و نسبت به مشتق دی متیل، کمتر سمی می ب

)زمان ثانیه رنگ آبی تیره ) مایل به بنفش( ایجاد می شود  10در باکتری های اکسیداز مثبت در محل تلقیم کلنی در عرض  -

– 60ثانیه بیرنگ باقی می مانند. باکتری هایی که در مدت    10. اما باکتری های اکستیداز منفی در عرض بستیار مهم استت(

ثانیه رنگ بنفش ایجاد می کنند، نیاز به انجام تستت های بیشتتری دارند، زیرا احتمالاً متعلق به خانواده آنتروباکتریاسته  10

 نمی باشند.  

 : QCبرنامه      - 6



10این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 جدید و هر زمان که این تست انجام می شود، صورت گیرد.    سریکنترل کیفی باید برای هر 

     Pseudomonas aeruginosaکنترل مثبت: 

 E.Coliکنترل منفی:   

 تداخلات: - 7

 ساعت( استفاده شود.  24بیشتر از  )نباید از کشت کهنه   -

 شده در فریزر نگهداری گردد.اکسیداز باید بصورت تازه و روزانه تهیه شود مگر اینکه محلول ساخته   %1محلول  -

 نباید از محیط های کشت رنگی مثل مک کانکی استفاده شود زیرا نتیجه مثبت کاکب می دهد.  -

برای انتقال باکتری روی کايذ صافی یا دیسک اکسیداز نباید از لوپ فلزی مثل استیل یا نیکروم استفاده شود، زیرا بر اثر   -

 سوزاندن لوپ، مقدار کمی اکسید آهن بر روی آن ایجاد می شود، که ممکن است نتیجه مثبت کاکب دهد.  

 ایمنی  - 8

بدلیل ایجاد تحریک ، از تماس معرف با پوست و چشم خودداری نمایید . در صورت تماس اتفاقی پوست یا چشم را با مقادیر زیادی  

 دقیقه شستشو دهید. 15آب  حداقل به مدت 

 :تست اوره آز

   هدف:   - 1

ه بتاکتریوم اوره آ لیتیکوم،  نتانتروبتاکتریتاستتته هتا، افتراق بین گونته هتای بروستتتلا، شتتتنتاستتتایی گونته هتای مهمی نریر کوریافتراق  

 و به عنوان یک تست  اضافی برای تشخیص بعضی کوکوباسیل های گرم منفی   دار  هلیکوباکترپیلوری، تشخیص مخمرهای کسسول

 

 اساس آزمایش:    - 2

اوره آز آنزیمی است که بعضی از ارگانیسم ها آن را تولید کرده و اوره را به دی اکسید کربن، آب و آمونیاک هیدرولیز می کنند.  

 می شود.  pHآمونیاک در محلول به کربنات آمونیوم تبدیل شده و باعث قلیایی شدن محیط و بالا رفتن 

 

 نمونه اولیه:   - 3

 ساعته از ارگانیسم مورد نرر   18 – 24کشت 

 

 :مواد و تجهیزات مورد نیاز   - 4

 Christensen’s urea Agarیا محیط کشت آگار مانند     Stuart’s urea brothمحیط کشت مایع نریر   

 

 مراحل انجام کار:    - 5

 یا سطم شیبدار محیط کشت جامد را با مقدار نسبتاً زیادی از کلنی های ایزوله تلقیم می کنیم.   Broth( محیط کشت  1- 5

انکوبه می نماییم. ارگانیسم هایی    C0   35  ساعت تا هفت روز در 48به مدت  با در پیچِ شل( هر دو لوله محیط کشت را  2- 5

 3ستاعت واکنش مثبت می دهند و ستویه هایی که کمتر فعالند، به   1-2که اوره را ستریع هیدرولیز می کنند، در عرض 

 روز یا بیشتر انکوباسیون نیاز دارند. 

 ( واکنش ها بدین صورتند :  3- 5

a  .اوره براث: 



11این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 ایجاد رنگ قرمز نشان دهنده واکنش قلیایی و هیدرولیز اوره می باشد.    -

.b اوره آگار  : 

 سوش های اوره آز مثبت سریع : ایجاد رنگ قرمز در تمام محیط  -

 سوش های اوره آز مثبت ضعیف : ایجاد رنگ قرمز ابتدا فقط در سطم و بتدریج در عمق لوله  -

 سوش های اوره آز منفی : محیط کشت به رنگ اولیه خود باقی می ماند. -

 

 :   QCبرنامه      - 6

 جدید از محیط کشت باید با ارگانیسم های کنترل مثبت و منفی تست شود.    batchهر 

         Proteus sp          سوش کنترل مثبت:

  Klebsiella sp  :سوش کنترل مثبت ضعیف   

   E. coli  :        سوش کنترل منفی  

 

   توجه:

زیادی از بافر نمک های   مقدارحاوی  Brothو اوره آگار توجه شود. از آنجا که اوره   Brothباید به اهمیت تفاوت محیط کشت اوره 

محیط به   pHمی باشد برای از بین بردن اثر بافر باید مقدار نسبتا زیادی آمونیاک توسط باکتری ایجاد شود تا   pH=   8/6فسفات با  

 برسد و تغییر رنگ ایجاد شود. 8بالای  

می باشتتتد و پستون و گلوکز دارد. این محیط ينی بوده و رشتتتد   Brothمحیط اوره آگار حاوی مقدار کمتری بافر نستتتبت به اوره 

بستیاری از باکتری هایی را که نمی توانند در اوره براث رشتد کنند، افزایش می دهد. از طرفی کم بودن مقدار بافر در اوره آگار اجازه  

مشتخص شتود. باکتری هایی که اوره آز   می دهد که مقدار کم آمونیاک حاصتل از هیدرولیز اوره توستط باکتری های اوره آز ضتعیف،

 کمی ایجاد می کنند مثل گونه هایی از کلبسیلا و آنتروباکتر و بروسلا در محیط اوره آگار، تست می شوند. 

 

 : آزمایش متیل رد

تشتخیص و تمایز اعضتای خانواده انتروباکتریاسته براستاس میزان فرآورده نهائی ناشتی از متابولیستم گلوکز و تولید استید از  هدف:-1

 Mixed  Acid  Fermentation طریق مسیر

 :آزمایش اساس -2

قرمز ( واکنش نشان می دهد. اسیدیته  ) pH= 4.4 زرد ( و) pH= 6 است که در محدوده بین pH معرف متیل رد یک اندیکاتور

ای که در آن معرف متیل رد قادر استت تا تغییر رنگ ایجاد نماید بستیار کمتر از ستایر معرفهای بیولوژیکی بوده و تنها در مجاورت 

 .اسیدیته بالا، در مسیر تخمیر چند اسید از گلوکز می تواند ایجاد واکنش نماید

برخی از انتروباکتریاستته فقط در ابتدای دوره انکوباستتیون تولید استتید می نمایند ولی تنها باکتریهایی که قادر باشتتند برای مدت 

 .محیط را در حد پایین حفظ نمایند دارای واکنش مثبت می باشند   pHساعت 48-72طولانی طی انکوباسیون 

  

 :نمونه اولیه -3

 (ساعته 18-  24ازه از باکتری مورد نرر )کشت ت  و خالص  کشت

  



12این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 :مواد و معرفها   -4

• MR/VP Broth با pH 9/6  نهایی 

 آب مقطر  ml 200 و  %95الکل اتیلیک   ml 300پودر متیل رد در  g 1معرف متیل رد که عبارت است از  •

ابتدا پودر متیل رد را باید در الکل حل نمود و ستس  آب به آن اضتافه کرد. محلول تهیه شتده را باید در شتیشته تیره و در  :توجه

میلی لیتر ریختته و در یخچتال 5/2یخچتال نگهتداری نمود. جهتت مصتتترف روزانته و هفتگی آنرا در لولته هتای در پیچ دار بته حجم  

 .بگذارید

  

 :روش انجام آزمایش   -5 

 .تلقیم نمایید MR/VP Broth میلی لیتر 5/2ابتدا چند کلنی از کشت خالص باکتری را در لوله حاوی -

 .انکوبه نمائید° 35C   در  روز( 5ساعت ) حداکثر  48-72– 

 .اضافه نمایید و نتیجه واکنش را بر اساس تغییر رنگ حاصله بررسی کنید Broth قطره از معرف متیل رد را به 5  سس  –

 منفی واکنش               ایجاد رنگ زرد

 .است  pH<4.5 ش مثبت در نتیجه تولید اسید زیاد و ایجادواکن               ایجاد رنگ قرمز

 منفی  واکنش            ایجاد رنگ نارنجی

را در لوله ای ریخته و مقدار نسبتاً    MR/VP Broth میلی لیتر 5/0جهت کوتاه تر کردن زمان نتیجه گیری می توان حدود 

 اضافه آن به را  قطره معرف متیل رد  35C °،  1-2ساعته در  24-18زیادی از میکروب را در آن تلقیم نمود و پ  از انکوباسیون 

 .نمود مشاهده  را واکنش کرده،

  

 :کیفی   کنترل   برنامه  -6

 E. coli  ATCC     25922  کنترل مثبت:

 Klebsiella Pneumoniae  ATCC  13883  ،13048ژینوزا آئرو انتروباکتر کنترل منفی: 

 .در هر روز کاری، قبل از انجام آزمایش، کنترل کیفی باید با سویه های مثبت و منفی انجام شود  : توجه 

 

 : آزمایش ما نیتول سالت آگار

     :آزمایش  هدف  - 1 

 افتراق استافیلوکوک اورئوس از سایر میکروکوکاسه ها 

   اساس آزمایش:  - 2 

گرم مثبت بجز استافیلوکوک اورئوس را مهار می کند. استافیلوکوک  ( رشد اکثر سوش های گرم منفی و   %5/7يلرت بالای نمک )

می تواند مانیتول را تخمیر کرده ) مانیتول تنها کربوهیدرات موجود در محیط است ( و اسید تولید کند. این مسئله منجر به 

  توسط و شده رنگ زرد مشخص طور به  کوک استافیلو های کلنی آزمایش  این  در شود، می زرد  به  رد فنل رنگ تغییر و pH افت

د  موجو پستون شکستن با  ندارند را مانیتول تخمیر قدرت که  ها  میکروکوک و  ها کوک استافیلو سایر اما شوند  می احاطه زردی هاله

 قرمز ایجاد می کنند.  - در محیط کلنی های قرمز رنگ با هاله ای اريوانی 

        نمونه اولیه :  - 3 

 ساعته از ارگانیزم مورد نرر ) استافیلوکوک (  18 - 24کشت 

http://izadlab.mihanblog.com/post/69


13این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

      : مواد و ابزار مورد نیاز  - 4 

 محیط مانیتول سالت آگار )لوله یا پلیت( 

 مراحل انجام کار :   - 5 

( و   2co  بدون محیط)   نمایید انکوبه  Cº 35ساعت در حرارت 24-48کلنی های مورد نرر را روی محیط تلقیم کرده به مدت -

 نتیجه را بررسی کنید.سس  

ساعت پلیت ها   48از آنجا که بعضی از گونه های استافیلوکوک آهسته تر مانیتول را تخمیر می کنند، بنابراین لازم است حتماً تا -

 نگهداری شود.

 . شود می احاطه زردی هاله توسط  و بوده رنگ زرد استافیلوکوک های   کلنی-

 تداخلات :    - 6 

تواند روی این محیط رشد کرده و مانیتول را نیز کمی تخمیر کند. افتراق از استافیلوکوک بر اساس رنگ آ میزی انتروکوک می 

 گرم و تست کاتالاز خواهد بود. 

 ساعت طولانی تر شود ارگانیزم های دیگر نیز قدرت رشد و تخمیر مانیتول را دارند.  48اگر مدت انکوباسیون از 

 نکته:

 فرمولاسیون  بعضی  تمام کلنی های مشکوک به استافیلوکوک باید به کمک تست کواگولاز یا سایر تست های افتراقی تایید شوند.

زرده تخم مرغ استریل به محیط اضافه شود، استافیلوکوک های کواگولاز مثبت همزمان لیساز نیز دارند  20CC کنند می  توصیه ها

بنابراین رسوب کدری در اطراف کلنی ها ظاهر خواهد شد. استافیلو کوک هایی که کواگولاز تولید نمی کنند لیساز نداشته و هاله 

 ایجاد نمی کنند. 

 :کیفی  کنترل   - 7 

 ATCC 25923 اورئوس استافیلوکوک     سوش کنترل مثبت :

 میرابیلی  پروتئوس و  ATCC 12228 اپیدرمیدی  استافیلوکوک   سوش کنترل منفی :

 

                                                                                    :بایل اسکولین

  :هدف   - 1

 .رود  می کار به  D  گروه يیر های استرپتوکوک از  Dبایل اسکولین آگار جهت افتراق استرپتوکوک های گروه  

 :آزمایش اساس   - 2

.  کننتد  می تجزیته  دکستتتتروز  و  استتتکولتین  بته  را  استتتکولین  گلیکوزیتد(  هتا  انتروکوک  شتتتامتل)   D استتتترپتوکوک هتای گروه

ره یا ستیاه واکنش می دهد. ستیترات فریک به عنوان معرف تی ای قهوه  کمسلک   شتکل  به آهن نمک  با (Esculetin) استکولتین

  های  باکتری  رشتد نیز(  گاوی  صتفرای)  Oxgall استکولتین، به داخل محیط افزوده می شتود.)اندیکاتور( تجزیه استکولین و تشتکیل 

 .کند مهار را  ها انتروکوک جز  به مثبت گرم

    ن مثبت هستند.اسکولی  بایل  ویریدن  های استرپتوکوک از  %30نکته: حدود  

  :اولیه نمونه  - 3

 کلنی های ایزوله شده روی بلاد آگار

 :نیاز  مورد  ابزار  و مواد  - 4 

 محیط کشت بایل اسکولین آگار تهیه شده در پلیت یا در لوله بصورت شیی دار

http://mymls.blogfa.com/post-18.aspx


14این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 :کار  انجام  روش   - 5

محیط کشتت را با دو یا سته کلنی تلقیم کنید )اگر محیط کشتت در لوله تهیه شتده، باید ستطم و عمق را تلقیم نمایید( و به مدت 

 ساعت در دمای   24-18

C °2 ± 35 ،  نهایتاً  بیشتتری، انکوباستیون به  ها ستویه از  بعضتی)  نمایید انکوبه  کربن، اکستید  دی  محتوی  اتمستفر  یا هوازی شترایط در  

 .دارد آزمایش نتیجه بودن مثبت  بر دلالت محیط شدن  سیاه.  دارند نیاز  ساعت، 48

 خواهند مثبت  ستاعت، 48  طی در  Dاما در نهایت همه استترپتوکوک های گروه   ستاعت ظاهر می شتود. 4نتیجه مثبت ايلی در طی  

 .شد

  (:QC)  کیفی کنترل  برنامه    - 6

Streptococcus faecalis ATCC 29212: )رشد می کند و اطراف کلونی ها سیاه می شود )کنترل مثبت 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615: )رشد بطور جزئی تا کامل مهار می شود )کنترل منفی 

Streptococcus viridans, not group D:  (منفی کنترل) کشت محیط رنگ تغییر  عدم رشد، فاقد 

  :تداخلات  - 7

ار کمتری  مقد  حاوی  ستازندگان، از  بعضتی ستاخت کشتت محیط.  باشتد  بایل   %40توجه نمایید که محیط بایل استکولین آگار، حاوی 

  یا   Dصتتفرا می باشتتد، در نتیجه باعث اشتتتباه در تشتتخیص بعضتتی از استتترپتوکوک های ویریدن  به عنوان استتترپتوکوک گروه  

 شود  می انتروکوک

 

 :تست تحمل نمک

 D جداکردن انتروکوک ها از استرپتوکوکهای نان انتروکوک گروه

 :اساس آزمایش  -2

می  Nacl  %0٫5حاوی Heart Infusion broth)محیط های مایع مغذی که جهت رشد اکثر باکتری ها به کار میروند)از جمله

، محیط نیمه انتخابی برای رشتتد انتروکوک ها فراهم می شتتود که ستتایر باکتری ها قادر به %6٫5باشتتند، که با افزایش نمک آنها به 

 .رشد در آن نمی باشند

 :نمونه اولیه  -3

 ( ساعته 18-24کشت تازه )   •

 :مواد لازم -4

توان در ستتتتاختت   Nacl %5محیط متایع مغتذی حتاوی •  نمود  استتتتفتاده  نیز  انتدیکتاتور  از  آن   کته می 

  ( 1٫6grبروموکرزول بنفش purple   100درml   95اتانول% ) . 

 .نیز به جای محیط مایع استفاده نمود   Nacl %5می توان از محیط آگار حاوی  •

 :روش انجام کار  -5

-7حتاوی  C° 35 ستتتاعتت در اتوو  48تتا    24کلنی از کشتتتت تتازه بتاکتری مورد نرر را بته متدت   4-3 •

%5  2CO  انکوبه می نماییم. 

وجود رشد واضم در محیط کشت بدون اندیکاتور و تغییر رنگ در محیط کشت دارای اندیکاتور، بیان گر واکنش  •

 .مثبت است



15این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

نیز مثبت باشتتد، میکروارگانیستتم   Nacl %5چنانچه ارگانیستتم مورد نرر بایل استتکولین مثبت ورشتتد در  •

نیز منفی باشتد،   Nacl %6٫5انتروکوک میباشتد و چنانچه ارگانیستم مورد نرر بایل استکولین مثبت و رشتد در  

 .نان انتروکوک می باشد  D میکروارگانیسم، استرپتوکوک گروه

 :تداخلات  -6

ممکن استت کدورت زیاد آن به عنوان رشتد در نرر گرفته شتود و  Broth محیط کشتتدر صتورت تلقیم زیاد به   •

 .نتیجه مثبت کاکب گزارش شود

به هنگام بررستی لوله را به آرامی تکان دهید، زیرا ممکن استت میکروب در طی اتووگذاری در ته لوله ته نشتین  •

 .شده باشد و اشتباهاً نتیجه منفی کاکب گزارش شود

 .رشد می کنند Nacl %5در   A و گاهی استرپتوکوک های گروه B گروه های استرپتوکوک  %80بیش از  •

 :QC  برنامه  -7

 فکالی  انتروکوک    سوش کنترل مثبت:

 نان انتروکوک D گروه استرپتوکوک    سوش کنترل منفی:

 

 :حساسیت به اپتوچین

 :اولیه  نمونه  - 1

 Trypticase Soy Broth  روی مورد نرر ارگانیسم از ساعته 18 -24 کشت       -

 مواد و ابزارلازم : - 2

 (ethylhydrocuprein hydrochloride)اپتوچین دیسک       -

 آگار بلاد کشت محیط       -

 فارلند مک  نیم کدورت با میکروبی محلول       -

  استریل سواب       -

 :کار  انجام  روش  - 3

میگذاریم.پلیت را در دمای  نصتف پلیت آگار خون دار را با استترپتوکوک کشتت میدهیم.ستس  یک دیستک اپتوچین را در مرکز کشتت 

 اگر.کنیم  می بررستی  رشتد  عدم  هاله نرر از را پلیت ستس   و  کنیم  می  انکوبه  ستاعت  24 مدت  به CO2 درجه در مجاورت 35-37

میلیمتری باشتد   10تر و بیشتتر برای دیستک میلین  16  و  میلیمتری 6 دیستک برای بیشتتر و  میلیمتر  14  حدود در رشتد  عدم  هاله

 نرر احتمالا استرپتوکوکوس پنومونیه میباشد و باید از نرر حساسیت در صفرا بررسی شود.نمونه مورد 

 (:QC)  کیفی کنترل برنامه  - 4

 استرپتوکوکوس پنومونیه کنترل مثبت :

 کنترل منفی : استرپتوکوکوس ویریدانس

 

 : SXTحساسیت به باسیتراسین و 

 هدف:      - 1

 از سایر استرپتوکوک ها  Aتشخیص استرپتوکوک بتاهمولیتیک گروه 

 اساس آزمایش:   - 2

http://hadimrahimi.blogfa.com/post/33


16این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

(    SXTحستاس ولی به تریمتوپریم تتتتت ستولفامتوکستازول )  0.04Uبه دیستک باستیتراستین    Aاستترپتوکوک بتاهمولیتیک گروه  

1.25Ug   مقاوم است. استرپتوکوک بتاهمولیتیک گروهB     آنتی بیوتیک مقاوم است. 2به هر 

     ویژگی های تست:  - 3

چندان اختصتاصتی نیستت. به    Aبه باستیتراستین حستاستند بنابراین این تستت جهت گروه    Gو    Cستویه های گروه     %10بیش از  

( حستاس  SXTعموماً به آن )    Gو    Cانجام می شتود که گروه های SXTاین تستت ايلی همراه با تستت حستاستیت به   ،همین دلیل

 مقاومند.   Bو    Aبوده و گروه های  

 نمونه اولیه: - 4

 ساعته از باکتری مورد نرر  18 – 24کشت 

 :   مورد نیاز ابزارلوازم و    - 5

 بلاد آگار با خون گوسفند-

 (  U  0.04دیسک باسیتراسین ) -

   SXTدیسک- 

 پن  استریل- 

 سواب استریل  - 

 روش انجام کار:    - 6

کلنی ایزوله استترپتوکوک بتاهمولیتیک را در وستط یک پلیت بلادآگار قرار داده و ستس  با یک ستواب یا لوپ استتریل آن را بطور  

را روی ناحیه کشتت داده شتده، قرار می دهیم.   SXTیکنواخت روی پلیت کشتت می دهیم. یک دیستک باستیتراستین و یک دیستک 

 قرار می دهیم.  C0 35باید توجه نمود که دیسک ها از همدیگر فاصله داشته باشند. پلیت را دراتوو

 حساس =  عدم رشد در اطراف دیسک ها  

 مقاوم    =  رشد تا لبه دیسک ها   

 :  QCبرنامه    - 7

ATCC 19615   استرپتوکوک گروهA  باسیتراسین   :=  S     وR = SXT 

27956   ATCC    استرپتوکوک گروهB  باسیتراسین   :=  R       وR = SXT 

 S= SXTو      S   =:   باسیتراسین  Gیا     Fو     Cاسترپتوکوک بتاهمولیتیک گروههای 

 تداخلات:   - 8

این تستتتت تنها باید برای تشتتتخیص استتتترپتوکوک های بتاهمولیتیک انجام شتتتود زیرا بعضتتتی از استتتترپتوکوک های   -

 به باسیتراسین حساسند.  آلفاهمولیتیک ) مثل پنوموکوک (

کشتتت روی بلاد آگار باید کاملاً یکنواخت و به مقدار کافی انجام شتتود. تلقیم کم میکروارگانیستتم روی بلادآگار باعث می   -

 به باسیتراسین حساس شود و نتیجه مثبت کاکب دهد.    non-Aشود استرپتوکوک 

 

 استافیلوکوکهای کوآگولاز منفی:دیسک نووبیوسین جهت افتراق 

 هدف:      -1

 منفی جدا شده از کشتهای ادرار، بکار می رود.استافیلوکوکهای کوآگولاز تعیین حساسیت به نووبیوسین، جهت يربالگری 



17این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 

 نمونه اولیه: - 2

 ساعته از ارگانیسم مورد نرر  18-24کشت  -

 

 مواد و معرفها: - 3

 میکروگرمی 5دیسک نووبیوسین   -

 پلیت بلاد آگار خون گوسفند -

 سوآب استریل -

 

 روش انجام آزمایش:   - 4

 تهیه نمایید. Brothیک سوسسانسیون از ارگانیسم  مورد نرر در آب مقطر استریل یا  −

 کدورت سوسسانسیون باید مطابق با استاندارد نیم مک فارلند باشد .   −

 با یک سوآب استریل روی نصف پلیت بلاد آگار کشت دهید. −

تحت شترایط استتریل یک دیستک نووبیوستین روی ناحیه تلقیم شتده قرار دهید. با پن  استتریل به آرامی روی دیستک فشتار   −

 آورید تا مطمئن شوید با سطم آگار تماس پیدا کند.

 

 نتایج:  - 5

- S.saprophyticus   به نووبیوسین مقاوم بوده و هاله عدم رشدmm 6    تاmm 12 .ایجاد می کند 

یا بزرگتر    mm 16، به نووبیوستین حستاس بوده و هاله عدم رشتد   S.aureusستایر استتافیلوکوکهای کوآگولاز منفی و  -

 ایجاد می کنند.  

 

 کنترل کیفی:   - 6

 S.saprophyticusسوش کنترلی مقاوم به نووبیوسین   −

 S.epidermidisبه نووبیوسین  سوش کنترلی حساس −

 جدید از دیسک یا بطور هفتگی با سویه های فوق باید انجام شود. Lotکنترل کیفی با هر 

 

 

 :PYR اهنمای انجام آزمایشر

   :هدف  - 1

 D و انتروکوک های گروهA تست با حساسیت بالا جهت تشخیص استرپتوکوک های گروه

 اساس آزمایش: - 2

  L-pyrolidonyl-β-naphthylamide  آنزیم آمینو پستیداز توسط سوبسترایی به نام

نتتتتتیتتجتته در  و  شتتتتتود  متتی  -N,N  افتتزودن  بتتا  کتته  شتتتتتود  متتی آزادβ-naphthylamide  هتتیتتدرولتتیتتز 

dimethylaminocinnamaldehyde  شود می مشخص قرمز رنگ  ایجاد  با و. 

 نمونه اولیه: - 3

 ( ساعته  18-24)  میکروبی تازه کشت       -

http://izadlab.mihanblog.com/post/75


18این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 :لازم ابزار و  مواد  - 4

-       Broth PYR (Todd Hewitt Broth 01/0 آمید نفتیل بتا پیرولیدونیل با%   )مقدار به ml 2/0 )در لوله 

 (  %01/0 مالدئید سینا آمینو متیل دی)  PYR معرف       -

 آزمایش لوله       -

  :آزمایش انجام  روش  - 5 

 .کنیم می حل ml0.2 BrothPYR محتوی لوله در را نرر مورد ازکشت  کلنی  3تا 2 ابتدا  -

 .کنیم می انکوبه C035 حرارت در ساعت 4 مدت به را لوله       -

 .نماییم می اضافه آن به PYR معرف قطره یک       -

 .نماییم  می تفسیر و  مشاهده  باشد می رنگ تغییر اساس  بر که را واکنش سرانجام  -

 رنگ   ایجاد  و  تستتت بودن  منفی  نشتتانگر رنگ  تغییر  عدم  یا زرد رنگ که  باشتتد  می دقیقه یک  نتایج خواندن برای لازم زمان  -

 مثبت است.  واکنش  نشانگر پررنگ قرمز

 :کنترل کیفی - 6

 Streptococcus  Pyogenes  ATCC 19615 سوش کنترل مثبت:    

 فکالی  آنتروکوک و  Streptococcus  agalactiae ATCC 13813 سوش کنترل منفی:    

 .شود انجام  منفی و  مثبت های سوش  با  باید کیفی کنترل  آزمایش، انجام از قبل  کاری، روز  هر در   

  
   :  تداخلات   - 7

قبل از انجام این آزمایش باید مطمئن بود که ارگانیستم مورد نرر استترپتوکوک استت یعنی کوکستی گرم مثبت و کاتالاز منفی در 

 مثبت PYR نیز  مانند بعضتی از کوکستی ها، استتافیلوکوک ها و استرپتوکوک های ویریدان اختیار داریم. زیرا ارگانیستم های دیگر  

 .هستند

 

 

 :DNase Test Agar راهنمای انجام آزمایش محیط

 :هدف  - 1 

( باکتری ها و قارچ ها و خصتتوصتتاً به عنوان کمک در تشتتخیص DNaseاین محیط کشتتت در ارزیابی فعالیت دزوکستتی ریبونوکلئاز )

 استافیلوکوک های بیماری زا بکار می رود.

with Toluidine  Blue Test Agar DNase است  ممکن که  پیگمان بدون سراشیای گونه تشتخیص و تفکیک در کمک برای 

 .رود  می  کار به  شوند، داده تشخیص کلبسیلا و انتروباکتر گونه بعنوان  اشتباه به

 :آزمایش  اساس  - 2 

هاله  ز می نماید که با استتتفاده از معرف و ایجاد  هیدرولی را  استتیدنوکلئیک  آنزیم، این  باشتتد  داشتتته  DNase اگر استتتافیلوکوک آنزیم

 شفاف در اطراف محل رشد باکتری می توان به این موضوع پی برد.

 ویژگی های آزمایش:

 .هستند نیز مثبت DNase  استافیلوکوک های کواگولاز مثبت، %99حساسیت: 

                         .هستند مثبت DNase استافیلوکوک های کواگولاز منفی، %20اختصاصیت:

 :اولیه نمونه  - 3

هتتتتای  حتتتتاوی Sheep Blood Trypticase Soy Agar with 5% یتتتتا  LEMB Agar پتتتتلتتتتیتتتتت 

 ارگانیسم مورد نرر

http://izadlab.mihanblog.com/post/74


19این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

  :نیاز  مورد ابزار و  مواد  - 4

  Test Agar DNase  پلیت       -

   %1/0 بلو تولوئیدین  معرف یا( نرمال یک) 1N کلریدریک اسید معرف       -

  نمود، بررستتتی معرف افزودن بدون مستتتتقیماً توان رامی with Toluidine  Blue  Test Agar DNase: پلیت های توجه

 کشتتت محیط در ماده این مقدار. باشتتد می     Toluidine Blue O ماده از g/lit 05/0  حاوی کشتتت محیط خود  چون

 .سازد مشکل را  DNase فعالیتشناسایی   است ممکن  بالاتر های يلرت در چون کند تجاوز  % 005/0 از  نباید

 :کار انجام  روش  - 5

  یا) ای نقطه  صتتتورت به نرر مورد نمونه  با را DNase Agar with Toluidine Blueیا DNase Test Agar  پلیت های

ستتیون، روی پلیت  انکوبا از  پ .  نمایید  انکوبه  گراد ستتانتی  35 ± 2°دمای در  ستتاعت 18-24  مدت به را  ها  پلیت.  نمایید  تلقیم( خطی

  کاملاً  را پلیت ستتطم که ای گونه  به بریزید %1/0 بلو تولوئیدین  یا  و  نرمال 1 کلریدریک استتید  ستتاده،  DNase Test Agar های

 استتافیلوکوک   های  ستویه از  بعضتی  چون  باشتد،  ای نقطه  باید تلقیم.  نمایید  بررستی  و  داده قرار تیره  زمینه روی بر را آن ستس  و  بسوشتاند

  در.  بود  نخواهتد  کتافی DNase فعتالیتت  ارزیتابی  برای  رشتتتد  میزان نتیجته  در بته خوبی بر روی محیط، رشتتتد نمی کننتد و  اورئوس

 .نمود ارزیابی را DNaseفعالیت توان  می نشود ایجاد رشدی تلقیم، محل در اگر حتی ای، نقطه تلقیم صورت

-   DNase Test Agar ته شده است .ریخ آن روی نرمال  یک کلریدریک اسید که 

a.مثبت : فوراً هاله های شفاف کاملاً مشخصی اطراف کلنی یا محل تلقیم را در محیط کشت احاطه می کنند ) 

b.منفی : اطراف کلنی ها یا محل تلقیم شفاف نمی شود ) 

 - DNase Test Agar است شده ریخته آن روی %1/0 بلو تولوئیدین که : 

a)   صتتورتی ،اطراف کلنی یا محل تلقیم را احاطه می کنند. محیط در جایی که  قرمز شتتفاف  های  هاله: مثبت DNA  باقی  

 .شود  می آبی  باشد  مانده

b)   کنند می احاطه را  تلقیم محل  یا کلنی اطراف صورتی  قرمز  کدر  های هاله: منفی. 

ریخته نمی شتود و مستتقیماً    معرف ،  DNase Test Agar With Toluidine Blueهای  پلیت روی  انکوباستیون از  پ        -

 بررسی می گردد.

a)   کند  می احاطه(  نیلی)  آبی محیط یک در را تلقیم محل  یا  کلنی اطراف واضحی صورتی قرمز  شفاف  هاله)+(:  مثبت. 

b)  ماند  می  باقی  شفاف تیره  آبی رنگ به محیط تغییر،  بدون(:  -) منفی. 

 (:QC)  کیفی کنترل برنامه   - 6 

 DNase Test Agar: 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 صورتی تا قرمز )کنترل مثبت( : رشد متوسط تا زیاد، احاطه شده با هاله شفاف 

Staphylococcus Epidermidis ATCC 12228: )رشد متوسط تا زیاد، بدون هاله )کنترل منفی 

DNase Test Agar with Toluidine Blue : 

Klebsiella Pneumoniae ATCC  33495 )رشد متوسط تا زیاد، بدون هاله )کنترل منفی : 

Serratia  marcescens ATCC 13880)رشد متوسط تا زیاد، احاطه شده با هاله صورتی شفاف )کنترل مثبت : 

  :تداخلات  - 7

 .شوند مهار DNase Test Medium with Toluidine Blue بعضی از سویه های استافیلوکوک ممکن است روی

 .دهند می نشان DNase پروتئوس ولگاری ، سودوموناس آئروژینوزا و آئروموناس، واکنش های مثبت زیادی برای تولید

 

 :CAMPراهنمای انجام آزمایش تست

  هدف:  - 1



20این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 گالاکتیه ( از سایر استرپتوکوکها آ)    Bشناسایی و افتراق استرپتوکوک گروه  

 اساس آزمایش:   - 2

ترشتم می نماید که با بتا لیزین استتافیلوکوک ارئوس بصتوررت    CAMP factorپروتئین خارج ستلولی به نام    Bاستترپتوکوک گروه  

 سینرژیک عمل نموده وسبی افزایش لیز گلبول های قرمز خون می شود. 

  CAMP%  موارد (،    11)در  Bحستاستیت این تستت بستیار بالا استت و حتی ستویه های بدون همولیز استترپتوکوک گروه   -

 مثبت می باشند.

 نمونه اولیه:  - 3

 ساعته (  18-24کشت تازه میکروبی )   -   

 مواد و ابزار لازم:  - 4

 خون گوسفند  %5پلیت بلاد آگار حاوی   −

 ( یا استاف اورئوس بتا همولیتیک جدا شده از بیمار  25923) ATCCاستاف اورئوس بتا همولیتیک  −

 روش انجام کار:    - 5

 ابتدا در وسط پلیت بلادآگار یک خط مستقیم از استاف اورئوس مولد بتا لیزین راکشت می دهیم.   −

تداخل  ستتس  استتترپتوکوک مورد نرر را عمود بر خط کشتتت استتتاف ارئوس کشتتت داده بطوریکه این دو با هم برخورد و  −

 میلیمتر کشت داد.(3-4نکنند. )می توان چند میکروار گانیسم را به فاصله  

 انکوبه می نماییم. 2Oدر حضور  C 035ساعت در اتوو   18-24پلیت را به مدت  −

مشتاهده همولیز بتا، شتبیه نوک فلش، در محلی که  دوستویه استتاف اورئوس و ستویه مشتکوک به هم نزدیک می شتوند، نشتان   −

 است.   مثبت  CAMPتست   همولیز بتا و  تشدید  دهنده

 Aو یا در شترایط بی هوازی انکوبه شتود بعضتی از استترپتوکوک های گروه    2COاگر پلیت تستت در کندل جار یا اتو تداخلات: - 6

 اتوو گذاری شود. 2Oمثبت می کنند، بنابراین پلیت تست، باید حتماً در حضور  CAMPایجاد واکنش 

 :  QCبرنامه    - 7

 Bسویه کنترل مثبت: استرپتوکوک گروه 

 Bovisاسترپتوکوک  و Aسویه کنترل منفی: استرپتوکوک گروه 

 

 :محیط سیمون سیترات

  هدف:  - 1

 شناسایی و افتراق اعضای خانواده انتروباکتریاسه 

 اساس آزمایش:   - 2

ستدیم ستیترات، نمک استید ستیتریک و یک ترکیی آلی استت که در ستیکل کربن متابولیزه شتده و می تواند منبع کربن محستوب  

 شود.

برخی از ارگانیسم ها می توانند انرژی مورد نیاز خود را با استفاده از سدیم سیترات به عنوان تنها منبع کربن و از نمک های آمونیوم  

 يیر ارگانیک به عنوان تنها منبع نیتروژن بدست آورند.

هر محیطی که برای تعیین استتفاده از ستیترات به کار می رود، باید فاقد پروتئین و کربوهیدرات به عنوان منابع دیگر توجه شتود که 

 کربن باشد.  



21این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 مواد و معرفها:  - 3

 ساعته از ارگانیسم مورد نرر( 18-24کشت تازه میکروبی )کشت خالص   −

که حاوی نمک ها،کاتیون ها، بافرهای سیترات و بروم تیمول آبی   Simmons Citrate agarمحیط سیمون سیترات آگار  −

( و در جریتان تولیتد ترکیبتات قلیتایی )ترکیبتات آمونیوم(   7.6قلیتایی ) بتالاتر از    pHبته عنوان انتدیکتاتور استتتت، می توانتد در  

 حاصل از مصرف سیترات تولید رنگ آبی در محیط نماید.  

 روش انجام کار:    - 4

کلنی ایزوله ( را در سطم آگار شیی دار سیمون سیترات تلقیم نمایید. فرو بردن سوزن   1-2مقدار خیلی کم از ارگانیسم مورد نرر )

 مخصوص کشت، به ته لوله جهت کشت لازم نمی باشد.

 انکوبه نمایید.  C0 37  -  C035روز ( لوله را در  7ساعت ) حد اکثر   24-48سس  

واکنش مثبت استتت. گاهی ممکن استتت تغییر رنگ در محیط دیده نشتتود اما در مستتیر خط کشتتت ایجاد رنگ آبی نشتتان دهنده  

که این حالت نیز مثبت در نرر گرفته می شتتود. بهتر استتت در این شتترایط مجدداً با مقادیر کم باکتری،   باکتری، رشتتد دیده شتتود

 آزمایش را تکرار نمایید.  

 تداخلات:   - 5

دیتواره  در  متوجتود  آلتی  تترکتیتبتتات  صتتتورت  ایتن  يتیتر  در  زیترا  بتتاشتتتتد  کتم  ختیتلتی  متیتزان  بتته  بتتایتتد  بتتاکتتتری  تتلتقتیتم   متقتتدار 

 باکتری های در حال تخریی، کربن و نیتروژن زیادی آزاد کرده و می توانند واکنش مثبت کاکب حاصل نمایند. 

 برنامه کنترل کیفی داخلی:    - 6

 انتروباکتر آئروژینوزاسویه کنترل مثبت:     

 E. coli ATCC   25922سویه کنترل منفی:    

 :Mac ConKey Agarمحیط کشت 

  هدف: -1

 این محیط کشت، یک محیط انتخابی و افتراقی برای تشخیص ارگانیسم های کلی فرم و پاتوژن های روده ای است.  -

 برای جداسازی انواع مایکوباکتریوم از مک کانکی آگار بدون کریستال ویوله، استفاده می شود. -

 اساس آزمایش:   - 2

کریستتتتتال ویولته رشتتتد میکروارگتانیستتتم هتای گرم مثبتت بوینه انتروکوک هتا و استتتتتافیلوکوک هتا را مهتار می کنتد. جهتت تفکیتک 

میکروارگانیستم های روده ای، از ترکیی لاکتوز و معرف قرمز استتفاده میشتود. بستته به توانائی تخمیر لاکتوز، کلونی های بی رنگ یا  

قرمز تولید می شتوند. اگر یک باستیل گرم منفی روی بلاد آگار رشتد کند اما روی مک کانکی آگار رشتد نکند یا بطور ضتعیف صتورتی 

 رشد کند، مشکوک به گروه وابسته به يیرتخمیر کننده ها )نان فرمنترها( است.

 ویژگی های تست:   - 3

محیط های پلیتی جهت کشتتت آنتروباکتریاستته ها ، نستتبتاً کم استتت. يلرت نمک های صتتفراوی در این محیط در مقایستته با دیگر  

و    Salmonella Shigella Agarبنابراین انتخابی بودن این محیط برای باکتری های گرم منفی، از بعضتتی فرمول های دیگر )مثل

(Hektoen Enteric Agar .بیشتر نیست. به عنوان مثال استرپتوکوک فکالی  به طور جزئی توانایی رشد روی این محیط را دارد 

 مواد و ابزار لازم:      - 4

 محیط کشت مک کانکی  



22این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 روش انجام کار:   - 5

به محل دریافت نمونه در آزمایشتگاه، پلیت های محیط کشتت را به روش کشتت خطی یا ستواب کشتیدن، تلقیم نمایید. توصتیه می  

باکتری های گرم منفی، وقتی تعداد آنها کم استت و نیز جهت تعیین ارگانیستم های دیگری که در   افزایش شتان  جداستازیشتود برای  

 . نمونه وجود دارند، باید به یک محیط يیر انتخابی نیز تلقیم نمود

 24ستاعت انکوبه نمایید. اگر بعد از  18-24یا دمای مناستی دیگری به مدت    C °2 ± 35پلیت ها را دور از نور نگه داشتته و در دمای  

ستاعت دیگر انکوبه نمایید. انکوباستیون در دمای اتاق، شتان  جداستازی یرستینیا انتروکولیتیکا را  24ستاعت منفی بود، دوباره برای 

 پیش می آید. کالتفسیر نتایج اشساعت انکوبه کرد، چون در  48افزایش می دهد. پلیت ها را نباید بیش از 

 (:  QCبرنامه کنترل کیفی )  - 6

Escherichia coli ATCC 25922  .رشد می کند، کلنی های قرمز گل سرخی می دهد : 

Proteus marbilis ATCC 12453  .رشد می کند، کلنی های بی رنگ می دهد : 

Salmonella typhimurium ATCC 14028  بی رنگ می دهد.: رشد می کند، کلنی های 

Streptococcus faecalis ATCC 29212 .رشد بطور جزئی مهار می شود : 

 تداخلات:    - 7

انکوبه شتوند، رشتدشتان روی این محیط، مهار   Co2بعضتی از انتروباکتریاسته ها و ستودوموناس آئروژینوزا وقتی در محیط دارای   -

 میشود. 

 

 :TSI(Triple Sugar Iron Agar)محیط کشت 

  هدف:  - 1

 تفکیک باسیل های روده ای گرم منفی ) بر اساس تخمیر کربوهیدرات و تولید سولفید هیدروژن (

 اساس آزمایش:   - 2

( وجود دارد، اضتتافه می شتتود. KIAدر این محیط کشتتت، ستتاکاروز به دو قندی )دکستتتروز و لاکتوز( که در محیط کلایگلر آیرون آگار )

جداستازی باستیل های تخمیر کننده ستاکاروز و نیز تخمیر کننده های لاکتوز و یا دکستتروز، حستاستیت  افزودن ستاکاروز، با تستهیل در  

یعنی فنل رد )از قرمز به زرد( نشتان داده می     pHات، با تغییر رنگ قابل مشتاهده معرف  رمحیط را افزایش می دهد. تخمیر کربوهید

شتود. تولید ستولفید هیدروژن با ایجاد رستوبی که محیط را در عمق لوله ستیاه می کند و نتیجه افزودن ستولفات فروس به محیط استت، 

 نشان داده می شود.

دهم   یتتک  دکستتتتروز  يلرتتت  کننتتد،  می  تخمیر  را  دکستتتتروز  فقتط  کتته  هتتایی  ارگتتانیستتتم  جتتداستتتتازی  در  تستتتهتیتتل   برای 

( يلرت لاکتوز یا ستاکاروز استت. مقدار کم استید تولید شتده در ستطم شتیی دار لوله در طی تخمیر دکستتروز، به سترعت اکستید 1/0)

فشتار پایین تر اکستینن در عمق، واکنش استیدی بدلیل   قرمز  ( برگردد. در مقابل،    )قلیایی  pHمی شتود و باعث می شتود محیط به  

 )زرد( حفظ می شود.

 سانتی متر باشد. 3به هنگام تهیه محیط کشت باید دقت نمود که طول سطم شیی دار و عمق محیط کشت در لوله، حدوداً  توجه:

 نمونه اولیه : - 3

 کشت ارگانیسم بر روی یک پلیت محیط مورد استفاده برای کشت انتروباکتریاسه  -

 مواد و تجهیزات مورد نیاز:  - 4



23این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

 دار  بصورت شیی  TSIلوله محیط کشت  -

 روش انجام کار:    - 5

با استتتتفاده از آن  ستتتوزنی استتتتریل خنک، رشتتتد را از مرکز یک کلونی که به تازگی روی پلیت محیط مورد استتتتفاده برای کشتتتت 

انتقال دهید و آن را با حرکت آن  در امتداد ستطم شتیی دار، کشتت  TSI Agarانتروباکتریاسته رشتد کرده استت، به ستطم شتیی دار 

 °  Cستاعت در دمای    18-24دهید و ستس  عمق را با ستورا  کردن محیط، تلقیم نمایید. لوله ها را با در پوش های شتل شتده به مدت 

 در اتمسفر هوازی انکوبه نمایید.    35 2±

واکنش های تولید شتده توستط ایزوله مجهول را با ارگانیستم های کنترل، مقایسته نمایید. تخمیر کربوهیدرات با رنگ زرد محیط نشتان    

 داده می شود. 

اگر محیط در عمق لوله زرد شتود )استیدی( اما در ستطم شتیی دار قرمز شتود )قلیایی(، ارگانیستم تحت بررستی فقط دکستتروز )گلوکز( را  

 تخمیر می کند.

رنگ زرد )استیدی( در ستطم شتیی دار و عمق نشتان می دهد که ارگانیستم تحت بررستی، دکستتروز، لاکتوز و یا ستاکاروز را تخمیر می   

 کند.

(  Nonfermenterرنگ قرمز )قلیایی( در ستطم شتیی دار و عمق، نشتان می دهد که ارگانیستم تحت بررستی، یک يیر تخمیر کننده ) 

 است. 

 تولید سولفید هیدروژن سبی تولید رسوب سیاه در عمق لوله می شود. 

 تولید گاز با شکاف و ترک خوردگی محیط نشان داده می شود.  

 (:  QCبرنامه کنترل کیفی )  - 6

 

S2H ارگانیسم سطم شیبدار  عمق گاز 

- + A A Escherichia coli ATCC 25922 

- - K K Pseudomons aeruginosa ATCC 27853 

+ + A K Salmonella typhimurium ATCC 14028 

- - A K Shigella flexneri ATCC 12022 

 

A     )زرد( اسیدی :K    )قلیایی )قرمز : 

 تداخلات:     - 7

برای حفظ شترایط قلیایی ستطم شتیی دار باید با بستتن درپیچ لوله بصتورت شتل، اجازه داد که تبادل آزاد هوا صتورت گیرد. اگر   -

 لوله محکم بسته شود، واکنش اسیدی )ایجاد شده فقط با تخمیر دکستروز( سطم شیی دار را درگیر خواهد کرد.

نشتان ندهند، چون استتفاده از   TSIنشتان دهند، اما روی   KIAبعضتی از ارگانیستم ها ممکن استت تولید ستولفید هیدروژن را روی  -

و   S  2Hاثر می گذارد مهار می کند. بوینه ستالمونلای تولید کننده   S2H، مکانیستم آنزیمی را که در تولید  TSI Agarستاکاروز در 

 تولید کنند.  TSI Agar ،S 2Hبعضی از اعضا  انتروباکتریاسه نمی توانند روی 

( گاهی دارای حساسیت کمتری نسبت به سایر نمک های فریک می    S 2Hسولفات فروس موجود در این محیط) به عنوان معرف  -

 مغایرت هایی دیده شود.  SIMبا سایر محیط های کشت مثل     KIAو   TSIدر    S  2Hباشد. بنابراین ممکن است در ایجاد



24این سند بدون وجود همه صفحات فاقد ارزش می باشد -  
 

اسیدی می شود ، سیاه شدن ايلی در ته لوله وجود دارد یا به همان جا  ، با تخمیر گلوکز  TSIو   KIAچون عمق لوله های    -

محدود می شتتود ) بوینه با باکتریهای يیر تخمیر کننده لاکتوز( بنابراین اگر عمق ستتیاه استتت باید آن را استتیدی در نرر  

 گرفت.

   

 

 

 

 

 

 ... ، انواع محیط کشت و، لوپآنس، ،  انواع رنگمیکروسکوپ، لام و لامل امکانات و ملزومات و منابع :

 

میکروب شناسی ادیب   منابع ومراجع:

فر و میکروب شناسی عملی شهلا  

 شادزی

مسئول فنی بیمارستان - مسئول فنی آزمایشگاه ،کارکنان آزمایشگاه  صاحبان فرایند:  

   کینفعان :

دکتر ثمانه میرزاحسینی  کننده :  ابلاغ   

  بیمارستانرئیس    سمت :

دکتر امیرحسین محمودی تایید کننده :  

مدیر بیمارستان سمت :   

دکتر منصوره توکلی    تهیه کننده :

 )مسئول فنی آزمایشگاه( 

امیرهانی کریمی پور )سوپروایزر 

 آزمایشگاه( 

 

 


