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فصل سوم

رنگ آميزى باكترى ها

گستره هـای ميکروبی در زيـر ميکروسکوپ به شکل عـادی بـا وضوح مشاهده نمی شوند.شفافيت و وضوح شکل را می تـوان با 
رنگ آميزی افزايش داد.بنابراين رنگ آميزی برای تمايز نمونه از زمينه ديد به کار می رود.

١ــ٣ــ رنگ ها
رنگ های مورد استفاده در ميکروب شناسی نمک های مواد شيميايی و دارای بار مثبت و يا منفی هستند. برای نمونه:

کلرور(ــ) → کلرور متيلن بلو  ( متيلن بلو(
هنگام رنگ آميزی، اين رنگ ها با مواد شيميايی موجود در ساختمان ميکروب ها پيوند تشكيل داده و باعث رنگ آميزی آنها 

می شوند. رنگ ها را به دو گروه تقسيم می کنند:
و  اسيدنوکلئيک  مـانند  سلولی  تـرکيبات  به  می تـوانند  و  هستند  (کاتيـونی)  مثبت  بـارالکتريکی  دارای  بازی۱:  رنگ های  ــ 
پروتئين ها که دارای بار منفی هستند جذب شوند و آنها را رنگ کنند. مهم ترين رنگ های بازی متيلن بلو، کريستال ويوله، سافرانين و 

مالاشيت گرين می باشند.
برای  تنها  و  نمی شوند  منفی  بار  با  سلولی  ترکيبات  جذب  بنابراين  آنيونی)هستند   ) منفی  بار  دارای  اسيدی۲:  رنگ های  ــ  

رنگ آميزی زمينه ديد به کار می روند مانند رنگ نيکروزين. 
ــ رنگ های خنثی: بدون بار الکتريکی هستند و برای رنگ کردن بخش های بدون بار سلول مانند چربی ها استفاده می شوند 

مانند رنگ سودان سياه که در رنگ آميزی دانه های چربی کاربرد دارند.

٢ــ۳ــ انواع رنگ آميزی
۱ــ۲ــ۳ــ رنگ آميزی ساده: در اين نوع رنگ آميزی تنها از يک نوع رنگ استفاده می شود. رنگ بازی برای رنگ آميزی 

سلول باکتری و رنگ اسيدی برای رنگ آميزی زمينه به کار می روند. 
اين نوع رنگ آميزی برای تشخيص شکل، اندازه و ترتيب قرار گرفتن باکتری ها کنار هم به کار می رود مانند رنگ آميزی ساده 

با متيلن بلو.
۲ــ۲ــ۳ــ رنگ آميزی مرکب: در اين نوع رنگ آميزی از دو يا چند رنگ و در طی چندين مرحله استفاده می شود. مانند 

رنگ آميزی گرم که جهت تمايز باکتری های گرم مثبت از گرم منفی به کار می رود.
bas ــ١ c sta ns
ac ــ٢ d c sta ns
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۳ــ۲ــ۳ــ رنگ آميزی اختصاصی: در اين رنگ آميزی نيز از دو يا چند رنگ استفاده می شود و برای تشخيص اجزای 
خاص سلول باکتری ها مانند اسپور، تاژک وکپسول به کار می رود.

مهم ترين کار پيش از رنگ آميزی نمونه ها تهيه گسترش ميکروبی مناسب از نمونه مورد نظر است.بسته به نوع رنگ آميزی دو 
نوع گستره ميکروبی بايد تهيه شود. برای رنگ آميزی سلول باکتری ها از گستره خشک و برای رنگ آميزی زمينه از گستره مرطوب 

استفاده می شود.

٣ــ۳ ــ تهيه گستره خشک از نمونه ميکروبی 
لام  مـرکز  در  استـريل  مقطـر  آب  قطـره  يک  ۱ــ٣ــ۳ــ 

آزمايشگاهی قرار دهيد. 
دوم  فصل  (به  استـريل  لـوپ  از  استفـاده  بـا  ۲ــ٣ــ۳ــ 
مراجعه شود) از کلنی باکتری مورد نظر در محيط کشت ميکروبی 
برداشت کرده و داخل آب مقطر به خوبی پخش کنيد و به اندازه يک 

سکه گستره تهيه کنيد (شکل ۱ــ۳).
برای  کنيد.  خشک  را  شده  تهيه  گستره  ۳ــ٣ــ۳ــ 
خشک کردن گستره می توان آن را در دمای آزمايشگاه قرار داد و 

يا با استفاده از خشک کن ها، خشک کرد.
ثابت  را  شده  خشک  آخر  گستره  مرحله  در  ۴ــ٣ــ۳ــ 
کنيد. برای اين کار بهتر است لام را به پشت ۳ مرتبه به سرعت از 

روی شعله عبور داد.
نکته ها

 لام ها بايد به طور کامل تميز باشند. برای تميز کردن لام ها 
می توان از پنبه آغشته به گزيلل استفاده کرد.

 عمل تثبيت باعث می شود باکتری ها به لام چسبيده و در مراحل بعدی رنگ آميزی شسته نشده و از روی لام پاک نشوند.
 گستره بايد بسيار نازک باشد، زيرا در گستره ضخيم، باکتری ها بر روی هم قرار می گيرند و پس از رنگ آميزی و مشاهده با 

ميکروسکوپ نمی توان شکل باکتری ها را به خوبی تشخيص داد.

٤ــ۳ــ تهيه گستره مرطوب از نمونه ميکروبی 
گستره مرطوب ميکروبی برای رنگ آميزی کپک ها، مشاهده حرکت باکتری ها در محيط مايع و رنگ آميزی زمينه در رنگ آميزی 

منفی به کار می رود که برای هر کدام از اين موارد در جای خود شرح داده خواهد شد.

٥ ــ۳ــ رنگ آميزی ساده با متيلن بلو
هدف: تشخيص شکل، اندازه و ترتيب قرار گرفتن باکتری ها در کنار هم 

(الف)

(ب)

(پ)

شکل۱ــ۳ــ چگونگی تهيه گستره خشک ميکروبی
کشت،  حلقه  توسط  ب:  می شود.  داده  قرار  لام  روی  آب  قطره  يک  (الف: 
ميکروبها درون قطره روی لام به صورت حلقه ای به شکل يک سکه پخش می 

شوند. پ: گستره خشک شده و سپس روی لام ثابت می گردد.)
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مواد و وسايل مورد نياز 
 لام ميکروسکوپی
 لوپ يا فيلدوپلاتين

 چراغ گازی
 تشتک رنگ آميزی

 رنگ متيلن بلو
 ظرف های دارای محيط های  کشت ميکروبی از سه گونه باکتری اشريشياکلی، استافيلوکوکوس ائورئوس و باسيلوس سرئوس

 ميکروسکوپ نوری معمولی 
روش کار

ــ ابتدا از هر کدام از نمونه باکتری ها به روشی که در پيش گفته شد بر روی لام ميکروسکوپی گستره خشک تهيه کنيد.
ــ گستره ها را با خشک کن خشک کنيد.

ــ گستره های خشک شده را ۳ بار از روی شعله عبور دهيد تا بر روی لام ثابت شود.
ــ لام گستره را روی تشتک رنگ آميزی قرار داده و مانند شکل(٢ــ٣) روی گستره را با رنگ متيلن بلو بپوشانيد.

ــ پس از ۱ دقيقه لام را شستشو دهيد.
يادآوری: هنگام شستشوی لام با آب بهتر است از آب فشان ( پيست) استفاده 
شود. با گيره چوبی لام را در يک دست به طرف پايين نگه داشته و با دست ديگر آب 
را با پيست به آرامی روی لام بريزيد. با اين کار از پاشيده شدن رنگ بر روی لباس و 

دست ها جلوگيری می شود.
ــ لام های شسته شده را با خشک کن خشک کنيد.

ــ نمونـه زيـر ميکروسکوپ را اول بـا عدسی x ۱۰ و x ۴۰ و در آخر با عدسی 
x ۱۰۰ و روغن ايمرسيون مشاهده کنيد (برای آگاهی بيشتر به فصل دوم، طرز کار با 

شکل۲ــ۳ــ چگونگی ريختن رنگ بر روی ميکروسکوپ نوری مراجعه کنيد).
گستره تهيه شده 

شکل۳ــ۳ــ از راست به چپ باکتری اشريشياکلی به شکل کوکوباسيل، باکتری باسيلوس سرئوس به شکل 
باسيل زنجيره ای (استرپتوباسيل) و باکتری استافيلوکوکوس ائورئوس به شکل کوکسی خوشه ای

E Coli
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بيشتر بدانيم 
باکتری ها بر اساس شکل و ترتيب قرار گرفتن آنها در کنار هم به چندين گروه تقسيم می شوند که چندين نمونه 

آنها در شکل (۴ــ۳) نشان داده شده است.

٦ ــ۳ــ رنگ آميزی گرم
اين نوع رنگ آميزی مرکب برای تشخيص دو گروه باکتری های گرم مثبت و گرم منفی به کار می رود. اساس رنگ آميزی گرم 

اختلاف ترکيبات ديواره سلولی باکتری  ها است. 
مواد و وسايل مورد نياز

 لام آزمايشگاهی 
 لوپ يا حلقه کشت

شکل ۴ــ۳ ــ (از چپ به راست)
کپسول دار)  دوتايی  (گرد   diplococcus encapsulated تايی)،  دو  (گرد   diplococcus،(تک (گرد   Coccus راست  به  چپ  (الف):از 

،streptococci (گرد زنجيره ای)، sarcina (گرد هشت تايی)، tetrad(گرد چهار تايی)
(ب):Coccobacillus(کوکوباسيل)، bacilus(ميله ای)، diplobacilli(ميله ای دوتايی)، streptobacilli(ميله ای زنجيره ای)

(الف)

(ب)
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 تشتک رنگ آميزی
 چراغ گازی

 رنگ های کريستال ويوله و سافرانين 
 محلول لوگول 

 محلول الکل استن 
باسيلوس  و  ائورئوس،اشريشياکلی  استافيلوکوکوس  باکتری  گونه  سه  از  ميکروبی  کشت  محيط های  دارای  تشتک های   

سرئوس
 ميکروسکوپ نوری معمولی 

 روش کار
ــ ابتدا از کلنی باکتری های مورد نظر برداشت کرده و به روشی که در پيش گفته شد گستره خشک بر روی لام تهيه کنيد.

ــ گستره را با خشک کن خشک کرده و با ۳ بار عبور دادن از روی شعله بر روی لام ثابت کنيد.

ــ سطح گستره را با رنگ کريستال ويوله بپوشانيد و ۱ دقيقه صبر کنيد تا رنگ جذب سلول شود.
ــ پس از ۱ دقيقه لام را بشوييد.

ــ سطح گستره را به مدت ۱ دقيقه با لوگول بپوشانيد.
يادآوری: نقش لوگول، تثبيت رنگ کريستال ويوله در ديواره سلول باکتری ها است (نقش دندانه دارد).

ــ پس از ۱ دقيقه لام را با آب شستشو دهيد.
ــ سپس با الکل استن به مدت ۳۰ ثانيه رنگ بری کنيد.

يادآوری: الکل استن نقش رنگ بری برای رنگ کريستال ويوله دارد. اختلاف باکتری های گرم مثبت و گرم منفی در همين 
مرحله است. (به قسمت بيشتر بدانيم توجه کنيد.)

نکته ها 
 هنگام استفاده از الکل استن بهتر است لام را به صورت کج نگه داريد و الکل استن را به آرامی به مدت ۳۰ ثانيه از بالای 

لام روی آن بريزيد.
 سطح گستره را با رنگ سافرانين به مدت ۱ دقيقه بپوشانيد.

 پس از ۱ دقيقه لام را با آب بشوييد.
 در آخر لام را خشک کرده و با ميکروسکوپ نوری و عدسی  ۱۰۰x نمونه را مشاهده نماييد.

مراحل رنگ آميزی گرم در شکل (۵ــ۳) نشان داده شده است.
نکته ها

 در تمام مراحل هنگام استفاده از رنگ ها و محلول ها، لام بايد روی تشتک رنگ آميزی قرار داده شود.
 هنگام شستشوی لام، آن را با گيره چوبی نگه داريد تا دست ها رنگی نشوند.

 لام را پايين نگه داريد و آب را با پيست به آرامی  روی لام بريزيد تا رنگ به لباس و دست و صورت نپاشد.
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يافته ها: پس از رنگ آميزی گرم، باکتری های گرم منفی به رنگ قرمز و گرم مثبت ها به رنگ بنفش مشاهده می شوند. 

شکل۵ــ۳ــ (الف) تهيه گستره ميکروبی (ب)گستره با رنگ کريستال ويوله به مدت ۱ دقيقه پوشانده می شود.در اين مرحله همه 
باکتری ها رنگ کريستال ويوله را جذب می کنند. (پ)گستره با محلول لوگل پوشانده می شود. (ت)گستره با الکل استن رنگ بری 
می شود.در اين مرحله باکتری های گرم مثبت رنگ را نگه می دارند ولی در باکتری های گرم منفی رنگ پاک می شود. (ث) گستره با 
رنگ سافرانين رنگ می شود. در اين مرحله باکتری های گرم مثبت همان رنگ اول کريستال ويوله که بنفش است را حفظ می کنند 

ولی باکتری های گرم منفی که در مرحله اول رنگشان پاک شده رنگ قرمز سافرانين را جذب می کنند.

شکل۶ــ۳ــ (الف) باکتری اشريشيا کلی کوکوباسيل و گرم منفی (ب) باکتری استانيلوکوکوس اورئوس 
کوکسی خوشه ای و گرم مثبت

(ب)(الف)

(الف)

(ب)

(پ)

(ت)

(ث)
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بيشتر بدانيم 
باکتری ها را بـر اساس اختلاف در ديـواره سلولی بـه دو گروه بـزرگ گـرم مثبت و گـرم منفی تقسيم می کنند.

مهم تـرين اختلاف ديواره سلولی باکتری ها مربوط به ساختار ديواره و ضخامت لايه پپتيدوگليکان (ترکيب اصلی ديواره 
سلولی) در ديواره سلولی آنها است. ساختمان ديواره سلولی باکتری های گرم منفی پيچيده تر از باکتری های گرم مثبت 

است و ضخامت لايه پپتيدوگليکان نيز بسيار کمتر از لايه پپتيدوگليکان گرم مثبت ها است.
در شکل(۷ــ۳) تفاوت ساختمان ديواره باکتری های گرم مثبت و گرم منفی نشان داده شده است.

شکل۷ــ۳ــ (الف)ساختمان ديواره سلولی باکتری گرم منفی که شامل(cell membrane) غشای داخلی و غشای خارجی، 
(periplasmic space) فضای پری پلاسميک، (peptidoglycan) پپتيدوگليکان وليپوپلی ساکاريد است.(ب)ساختمان 

ديواره سلولی باکتری های گرم مثبت که شامل پپتيدوگليکان ضخيم و (lipotechoic acid) ليپوتايکوئيک اسيد است.

٧ــ٣ــ رنگ آميزی اسپور 
رنگ آميزی اسپور يک نوع رنگ آميزی ويژه است که برای مشاهده اسپور باکتری ها به کار می رود. در بين باکتری ها دو جنس 

باسيلوس وکلستريديوم، اسپوردار هستند. 
مواد و وسايل مورد نياز 

لام
ارلن کوچک 
چراغ گازی

رنگ مالاشيت گرين
رنگ سافرانين

محيط کشت باسيلوس سرئوس 
روش کار

ــ يک ارلن آب مقطر روی توری نسوز و شعله چراغ گازی قرار دهيد تا آب به جوش آيد.

(ب)(الف)
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ــ از کلنی باکتری مورد نظر برداشت کرده و مانند آنچه در پيش گفته شد گستره تهيه و خشک و ثابت کنيد.
ــ زمانی که آب داخل ارلن به جوش آمد لام را روی دهانه ارلن در حال جوش قرار دهيد (مانند شکل۸ــ۳). 

نکته ها
 اسپور شکل مقاوم باکتری ها است و نسبت به رنگ ها نفوذ ناپذير است بنابراين بايد از بخار آب جوش برای نفوذ پذيری 

اسپور و رنگ شدن آن استفاده کرد.
 هنگامی که زير لام، بخار آب جوش جمع شد روی سطح گستره را با رنگ مالاشيت گرين به مدت ۱۰ دقيقه بپوشانيد.

يادآوری:  
الف) بخارات مالاشيت گرين سمی  است، بنابراين هنگامی که رنگ روی لام در حال بخار کردن است بايد دهان و بينی را دور 

نگه داشت و از استنشاق بخارات پرهيز نمود.
ب) رنگ روی لام نبايد در مدت ۱۰ دقيقهٔ لازم برای رنگ شدن اسپور خشک شود. برای اين کار زمانی که رنگ در حال 

خشک شدن بود بايد دوباره رنگ مالاشيت گرين روی گستره ريخته شود.
پ) هنگام ريختن رنگ روی گستره دقت شود که رنگ روی ميز کار و لوازم ريخته نشود.

ــ پس از مدت ۱۰ دقيقه لام را با آب شستشو دهيد.
ــ لام را روی تشتک رنگ قرار داده وسطح گستره را با رنگ سافرانين به مدت ۱ دقيقه بپوشانيد.

ــ لام را شسته و خشک کنيد.
ــ لام را با ميکروسکوپ نوری و عدسی ۱۰۰x مشاهده کنيد.            

شکل۸ ــ۳ــ مراحل رنگ آميزی اسپور باکتری ها.ابتدا از نمونه باکتری مورد نظر گستره خشک تهيه شده و خشک می شود. سپس لام 
دارای گستره از پشت بر روی دهانه بشر دارای آب در حال جوش قرار داده شده و رنگ مالاشيت گرين روی آن افزوده می شود. در آخر 

پس از شستشو با سافرانين رنگ می شود. در زير ميکروسکوپ سلول های رويشی به رنگ قرمز و اسپورها سبز رنگ ديده می شوند.
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نتيجه: با رنگ آميزی اسپور، سلول های رويشی به رنگ قرمز و اسپور باکتری به 
رنگ سبز مشاهده می شود. 

شکل ۹ــ۳ــ باکتری باسيلوس سرئوس(اسپور 
باکتری سبز و سلول رويشی قرمز)  

بيشتر بدانيم
اسپور(اندوسپور) شکل مقاوم باکتری ها است که در دو جنس مهم باسيلوس و کلستريديوم در شرايط نامساعد 
محيطی مانند کمبود مواد غذايی، خشکی و گرمای زياد تشکيل می شود و باکتری را قادر می سازد مدت طولانی بتواند 
دوباره  باکتری  برای  شرايط  اگر  می گويند.  اسپورزايی۱  را  اسپور  به  رويشی  سلول  کند.تبديل  تحمل  را  شرايط  اين 

مساعد شود اسپور تبديل به سلول رويشی می گردد که به اين عمل جوانه زدن گفته می شود.

در شکل (۱۰ــ۳) ساختمان اسپور باکتری ها و لايه های مختلف آن نشان داده شده است.

٨ ــ۳ــ رنگ آميزی کپسول
در رنگ آميزی اختصاصی برای مشاهده کپسول باکتری ها به کار می رود. در عمل رنگ آميزی شرط رنگ گيری يک سلول، 
يونيزه  اجزای  و  سلول  سطح  يونيزه  نواحی  بين  آميزی  رنگ  هنگام  باشد  داشته  يونی  حالت  سلول  وقتی  چون  است  آن  بودن  يونی 

Spora ــ١ at on

شکل ۱۰ــ۳ــ لايه های مختلف اسپور.به ترتيب از داخل به خارج شامل: سلول اسپور و هسته مرکزی، غشای داخلی 
(Exosporium)غشای خارجی و پوسته بيرونی يا اگزوسپوريوم،(coat) اسپور، کورتکس،پوشش اسپور يا
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مولکول های رنگ پيوند بوجود می آيد. در نتيجه بين بارهای مخالف موجود در سطح سلول و مولکول های رنگ پيوند يونی تشکيل 
می شود و باکتری رنگ می گيرد. اما چون کپسول به علت غير يونی بودن آن رنگ نمی گيرد و برای ديدن آن در زير ميکروسکوپ زمينه 

باکتری رنگ آميزی می شود، امکان ديدن کپسول باکتری بصورت بيرنگ فراهم می شود. اين روش را رنگ آميزی منفی می نامند.
در اين رنگ آميزی تعدادی سلول از کلنی باکتری مورد نظر برداشت شده و در رنگ نکروزين يا مرکب چين روی لام مخلوط 
می شود و سپس با لام ديگری که مانند شکل(۱۱ــ۳) با زاويه ۴۵ درجه سانتی گراد روی لام اول قرار می گيرد از يک انتهای لام اول 

به سمت انتهای ديگر لام کشيده می شود.سپس لام اول را در مجاورت هوا خشک کرده و برای مرحله بعدی آماده می شود. 
در اين روش رنگ آميزی برای تثبيت گستره از گرما استفاده نمی شود. چون در اثر گرما، باکتری در داخل کپسول از شکل 

طبيعی خود خارج می شود.
مواد و وسايل مورد نياز

لام ۲عدد
لوپ (فيلدوپلاتين)

مرکب چينی
رنگ متيلن بلو

ميکروسکوپ نوری معمولی 
محيط کشت باکتری کپسول دار مانند استرپتوکوکوس پنومونيا

روش کار 
ــ روی يک لام تميز مقداری رنگ مرکب چين بريزيد و با لوپ (نوک آنس) مقدار کمی از کشت باکتری به آن اضافه و مخلوط 

کنيد تا سوسپانسيون به آرامی  و به طور يکنواخت پخش شود.
ــ مانند روش رنگ آميزی منفی گسترش تهيه شده را در هوا خشک کنيد.

 يادآوری: هيچ گاه نبايد کاغذ خشک کن را روی لام کشيد.
ــ سطح گستره را با  متيلن بلو به مدت ۳ دقيقه بپوشانيد. رنگ اضافی را خالی کرده با آب مقطر شستشو دهيد.

ــ لام را خشک کرده و با ميکروسکوپ نوری و عدسی ۱۰۰xنمونه را مشاهده نماييد.
نکته : هنگام مخلوط کردن کشت با رنگ، آن را به آرامی هم بزنيد تا آرايش باکتری ها بهم نخورد.

(الف)

(ب)

(پ)

(ت)

شکل۱۱ــ۳ــ مراحل رنگ آميزی کپسول باکتری. (الف) باکتری درون يک قطره رنگ روی لام يکنواخت می شود. (ب) با لام ديگر که 
با زاويه ۴۵ درجه با لام اول در نقطه ای که رنگ و باکتری وجود دارند قرار داده می شود. (پ) با لام دوم از يک سر تا سر ديگر لام اول 

کشيده می شود. در آخر پس از خشک شدن لام نمونه ديده می شود. (ت)کپسول بی رنگ در يک زمينه ديد تاريک.
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منـفی،  رنگ آميـزی  روش  بـه  کپسول دار  بـاکتـری های  رنگ آميزی  در  نتيجه: 
باکتری به رنگ آبی و کپسول به صورت روشن و بی رنگ در يک زمينه ديد تيره مشاهده 

می شود.

بيشتر بدانيم
برخی از باکتری ها ماده لزجی از خود ترشح می کنند که خارج از سلول و پيرامون آن جمع می شود و ديواره 
اندازه  نيست.  يکسان  در  گونه ها  آن  چسبندگی  و  ضخامت  که  می شود  ناميده  کپسول  لايه  اين  می پوشاند.  را  سلولی 
کپسول به محيط کشت ميکروبی بستگی دارد و همچنين باکتری های بيماری زا، در بين باکتری های توليد کننده کپسول، 

کپسول های بزرگتری دارند. جنس اين کپسول از پلی ساکاريد است که در آب محلول و غير يونی است.
کاربرد کپسول در باکتری ها: کپسول به عنوان يک سد اسمزی بين باکتری و محيط اطراف آن عمل می کند 
و در واقع نقش حفاظتی دارد. کپسول مانع از عمل بيگانه خواری گلبول های سفيد می شود همچنين بعنوان مخزن 

ذخيره مواد غذايی يا دفع مواد زائد هم می تواند عمل کند
و  می دهد  افزايش  را  عفونت زايی  و  بيماری زايی  شدت  کپسول  وجود  بيماری زا،  باکتری های  از  تعدادی  در 
ممکن است حتی اين بيماری زايی به وجود کپسول بستگی داشته باشد. برای نمونه در استرپتوکوکوس پنومونيا اگر 

توانايی توليد کپسول در باکتری از بين برود اين باکتری غير بيماری زا می شود.

شکل۱۲ــ۳ــ کپسول به صورت يک هاله روشن در 
اطراف باکتری در يک زمينه تيره مشاهده می شود.
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واژه ها
استريليزاسيون۱: فرايند جداسازی و از بين بردن يا نابودی همه ميکروارگانيسم ها و ويروس ها به شکل رويشی و اسپور، 
سترون سازی يا استريليزاسيون ناميده می شود. نابودی ميکروارگانيسم ها به اين معنا است که نتوانند تکثير کنند.واژه استريل، يعنی 

بدون ميکروب.
ضدعفونی کردن ۲: فرايندی است که طی آن همه ميکروارگانيسم ها يا دست کم ميکروب های بيماری زا و ويروس ها از بين 
می روند اما برخلاف استريل کردن ممکن است برخی از ميکروب ها زنده بمانند. واژه ضد عفونی کردن در عمل بيشتر در رابطه با مواد 

شيميايی ضدميکروب است که برای ضدعفونی کردن سطوح بی جان کاربرد دارند.
آنتی سپتيک۳: به مواد سترون کننده پوست به ويژه هنگام اعمال جراحی گفته می شود.

گندزدايی۴: منظور از گندزدايی يا بهسازی، کاهش بار آلودگی ميکروبی متناسب با استانداردهای ايمنی و بهداشتی است.
آلودگی زدايی۵: عبارت است از کاهش تعداد ميکروارگانيسم های بيماری زا در حدی که سلامتی افراد را به خطر نياندازد.

آلودگی زدايی می تواند همراه با يک شستشوی ساده باشد و يا با استفاده از گرما يا ضدعفونی کننده ها.

روش های سترون سازی

۱ــ۴ــ روش های گرمايی 
۱ــ۱ــ۴ــ گرمای خشک :گرمای بدون رطوبت است که برای نابودی ميکروارگانيسم ها به کار  برده می شود مانند گداختن 
مواد  ساير  و  پودر ها  فلزی،  شيشه ای،  وسايل  استريل کردن  برای  گرمايی  روش  گازی.اين  چراغ  شعله  روی  آزمايشگاهی  لوپ های 
خشک بدون آب به کار برده می شود.زمانی که از گرمای خشک استفاده می شود مدت زمان گرمادهی برای کشتن ميکروارگانيسم ها 
هم بايد بيشتر باشد.مهم ترين وسيله برای استفاده از گرمای خشک در از بين بردن ميکروب ها و سترون سازی، آون۶ است که با دمای 

Ster ــ ۱ zat on
D ــ ۲ s nfect on
Ant ــ ۳ sept c
San ــ ۴ t zat on
Decontam ــ ۵ nat on
Oven ــ ۶

فصل چهارم

آلودگى زدايى و سترون سازى
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۱۷۰ درجه سانتی گراد به مدت ۲ الی ۳ ساعت عمل می کند(برای جزييات بيشتر به فصل دوم مراجعه شود).
٢ــ١ــ۴ــ گرمای مرطوب: مانند استفاده از گرمای آب جوش در فشار اتمسفری که بيشتر برای سالم سازی آب آشاميدنی 
به کار می رود ولی اسپور باکتری ها را از بين نمی برد. روش ديگر دمای بخار آب با فشار بالاتر از اتمسفريک است که برای از بين بردن 
اسپور باکتری ها هم مناسب است. اين روش بيشتر برای استريل کردن وسايل کار و محيط های کشت ميکروبی و سترون سازی تجارتی 
کنسروها کاربرد دارد. اتوکلاو بهترين وسيله برای استفاده از گرمای مرطوب با دمای بالاتر از C ˚۱۰۰و در بيشتر موارد C ˚۱۲۰ با 

فشار ۱۵ پوند بر اينچ مربع است که مدت ۱۵زمان لازم بسته به مورد و بيشتر ۱۵ دقيقه است (به فصل دوم مراجعه شود).
٣ــ١ــ۴ــ پاستوريزاسيون۱: اين روش اولين بار توسط لويی پاستور دانشمند فرانسوی به کار برده شد. با اين روش مواد 
به طور کامل استريل نمی شوند بلکه تنها ميکروب های بيماريزا از بين می رود. اين روش بيشتر برای شير و آب ميوه ها کاربرد دارد و 

ماندگاری مواد غذايی را بالا می برد و باعث کشتن ميکروب های عامل سل، تب مالت و تب تيفوييد می گردد.
 ۱۰۰ ˚C ٤ــ١ــ۴ــ تينداليزاسيون۲: در اين روش از گرمادهی متناوب استفاده می کنند. مواد مورد نظر ابتدا تا دمای
گرمادهی و بدون فاصله سرد می شوند. سپس به مدت ۲۴ ساعت در دمای اتاق نگهداری می شوند. اين عمل سه روز متوالی تکرار 
می گردد. در دمای C ˚۱۰۰ همه سلول های رويشی باکتری ها از بين می روند ولی اسپور ها زنده می مانند.از طرفی اسپور ها پس از 
شوک گرمايی وارد شده، با جوانه زدن تبديل به سلول های رويشی می شوند که آنها هم در مراحل پس از بين می روند و به اين ترتيب در 

دمای پايين سترون سازی انجام می شود و به مواد حساس به گرما آسيب کمتری وارد می شود.

۲ــ۴ــ مواد شيميايی ضدميکروب يا سترون کننده ها
۱ــ۲ــ۴ــ فنول: يکی از قديمی ترين سترون کننده ها است ولی امروزه به دليل ايجاد حساسيت بر روی پوست افراد استفاده 
از آن محدود شده است. ترکيبات فنولی غشای سيتوپلاسمی باکتری ها را تخريب می کند و اغلب باکتری های رويشی را از بين می برد. 

در غلظت های بالا می تواند اثر کشندگی بر روی باکتری عامل سل داشته باشد.
می کنند.  استفاده  مختلف  وسايل  و  پوست  کردن  سترون  برای  ايزوپروپيليک  الکل  و  اتيليک  الکل  از  الکل:  ٢ــ۲ــ۴ــ 
قدرت ميکروب کشی الکل ها با افزايش وزن مولکولی آنها افزايش می يابد. از آنجايی که با افزايش وزن مولکولی الکل ها حلاليت آنها 
کاهش می يابد، بدين جهت به عنوان ميکروب کش بکار نمی روند. از ميان الکل ها، الکل اتيليک و الکل ايزوپروپيليک به عنوان مواد 
سترون کننده کاربرد بيشتری دارند و مصرف خارجی آنها سمی نيست. الکل متيليک خيلی سمی است و موجب آسيب به چشم می گردد 
و به عنوان ميکروب کش به کار نمی رود. الکل ها منعقدکننده پروتئين ها و حلال چربی ها می باشند. الکل های خيلی غليظ ٪۱۰۰ــ۹۵ 
باعث جذب آب بيشتر از سلول باکتری ها شده و موجب می شوند که الکل نتواند به درون سلول باکتری نفوذ کند و عمل دهيدراتاسيون۳ 

الکل باعث توقف رشد باکتری ها می گردد.
 ۳ــ۲ــ۴ــ الکل با غلظت ۹۰ ــ ۵۰ درصد باعث از بين بردن باکتريها و قارچ ها و بعضی از ويروس ها می گردد ولی برای 
خاصيت  می شود.  استفاده  فرمالدهيد  و  يد  مانند  ديگر  مواد  با  همراه  يا  و   ٪۷۰ الکل  از  بيشتر  عمل  در  ندارد.  اثر  اسپورباکتريها 
ضدميکروبی الکل ايزوپروپيليک کمی بيشتر از الکل اتيليک است، برای سترون کردن دماسنج ها بهتر است از الکل ايزوپروپيليک 
استفاده شود. الکل ها به ويژه محلول های آبکی الکل مانند اتانل ۷۰٪ به صورت آنتی سپتيک برای از بين بردن جرم های پوستی و 

Pastur ــ ۱ zat on
Tynda ــ ۲ zat on
Dehydrat ــ ۳ on
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به عنوان سترون کننده برای سالم سازی پوست، وسايل و سطوح به کار می روند. غيرسمی  و ارزان بوده ولی به سرعت بخار می شود و 
زمان مؤثر تماس آنها و اثرشان را کاهش می دهد.

۴ــ۲ــ۴ــ آلدييد ها: ميکروارگانيسم ها و ويروس ها را با غير فعال کردن پروتئين ها و اسيد های نوکلييک آنها از بين می برند.
ترکيباتی مانند گلوتارآلدييد و فرمالدييد از اين گروه هستند. بايد توجه کرد که گلوتارآلدييد سمی بوده و مواد سالم سازی شده با آن بايد 
 (Formaldehyde (37%) 10% Methanol) پيش از استفاده با آب مقطر شسته شوند. فرمالدييد ترکيبی است که به شکل محلول

آبکی و يا جامد وجود دارد.فرمالدييد به صورت گاز يا محلول آبکی به نام فرمالين استفاده می شود. 
يادآوری:

کفش  و  دستکش  ويژه،  ماسک  کار،  لباس  محافظ،  عينک  مانند  حفاظتی  تجهيزات  از  بايد  فرمالدييد  با  کارکردن  موقع  الف) 
مناسب استفاده شود.

ب) در صورت کار با محلول فرمالدييد بايد از هود بخار استفاده شود.
پ) در صورت تماس پوست با فرمالدييد بايد آن را به مدت ۱۵ دقيقه با آب معمولی شستشو داده و لباس آلوده شده با آن از تن 

خارج شود و در صورت لزوم به پزشک مراجعه شود.
آنها  وساز  سوخت  از  زيرا  می کشند  را  آنها  ميکروب ها  آنزيم های  کردن  اکسيد  با  مواد  اين  اکسيدکننده ها:  ۵ــ۲ــ۴ــ   

جلوگيری می کنند. مهم ترين اکسيد کننده ها عبارتند از:
برای  کشورها  از  بسياری  در  امروزه  می باشد.  قوی  کننده  اکسيد  يک  و  اکسيژن  مقاوم  غير  فرم  که   (O۳) ازن ۶ــ۲ــ۴ــ 

ضدعفونی کردن آب آشاميدنی، سالم سازی هوا و پساب ها از اوزون استفاده می شود.
۷ــ۲ــ۴ــ آب اکسيژنه (H۲O۲) يا پراکسيد هيدروژن که اکسيد کننده ای قوی و استريل کننده ای مناسب می باشد که اثرات 

سمی  ندارد و برای استريل کردن ظرف های فلزی و پلاستيکی به کار می رود.
۸ ــ۲ــ۴ــ هالوژن ها: عناصر غير فلزی هستند و در برابر سلول های رويشی، قارچ ها و ويروس ها مؤثرند در حالی که اسپور 
باکتری ها را در غلظت های عادی مصرف از بين نمی برند. مانند محلول يد و کلر که بيشتر برای سترون کردن آب به کار می روند. البته 

بايد توجه کرد به کار بردن کلر برای دستگاه تنفسی و پوست بدن سمی  است.
۹ــ۲ــ۴ــ سورفکتانت ها (فعال کننده های سطحی)۱: اين مواد با اثر بر روی غشای سلول باکتری ها موجب لغزندگی و 

جداشدن آنها از سطوح می شوند مانند صابون های خانگی و انواع شوينده ها.
۱۰ــ۲ــ۴ــ گاز ها: مانند اکسيداتيلن يا اکسيد پروپيلن برای استريل کردن وسايلی که با گرما، مواد شيميايی يا اشعه به راحتی 
استريل نمی شوند مانند بالشتک ها، تشتک ها، غذاهای خشک و ظرف های پلاستيکی و مصارف عمومی بيمارستان ها کاربرد دارد. همه 

اين ها در يک فضای بسته قرار داده شده و با گاز اکسيد اتيلن سالم سازی شوند.

۳ــ۴ــ تابش اشعه يا پرتودهی 
تابش اشعه اثرات زيادی بر سلول ها می گذارد که به طول موج، شدت و زمان در معرض بودن آن بستگی دارد. پرتو هايی که برای 

از بين بردن ميکروب ها به کار می روند دو نوع هستند:
ــ پرتوهايی که قدرت يونيزه کنندگی دارد مانند پرتو گاما و پرتوی ايکس.

ــ پرتوهايی که قدرت يونيزه کنندگی ندارند ولی طول موج بلندتر از پرتوهای يونيزه کننده دارند مانند اشعه فرا بنفش.
Surfactant (Surface act  ــ ۱ ve agents)
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اشعه گاما که از برخی مواد راديواکتيو مانند کبالت ساطع می شود قدرت نفوذ بالايی دارد ولی برای استريل کردن توده های زياد 
زمان زيادی برای نفوذ اشعه فرابنفش به DNA سلولی که در معرض آن قرار دارد، لازم است. اشعه با ايجاد باز های تيمين دوتايی 
در زنجيره DNA باعث اختلال در همانند سازی آن می شود. طول موج پرتوی فرابنفشی که بيشتر برای کشتن ميکروارگانيسم ها مؤثر 
بوده، حدود ۲۶۰ نانومتر است. برای از بين بردن ميکروب ها از پرتو های با طول موج کوتاه و قدرت نفوذ زياد استفاده می شود. از ميان 
انواع اشعه، اشعه فرا بنفش(UV) با طول موج ۳۵۰ــ۲۰۰ نانومتر قدرت ميکروب کشی مناسب دارد. بزرگترين عيب پرتوی فرابنفش 
قدرت نفوذ پايين آن است بنابراين برای اينکه اين اشعه بتواند ميکروارگانيسم ها را از بين ببرد، می بايست آنها را در معرض مستقيم اين 

اشعه قرار دارد. مشکل ديگر اين اشعه اين است که می تواند به چشم انسان آسيب برساند.
يادآوری: 

الف) در اتاق های انجام آزمون های ميکروبی بهتر است لامپ های UV برای استريل کردن فضای اتاق در سقف نصب شود.
ب) هنگام کار با  UV بايد از دستکش محافظ و پيراهن آستين بلند استفاده شود.

پ) هنگام روشن بودن UV در زير هود بيولوژيک بايد دريچه جلويی آن بسته باشد.
ت) در صورتی که چشم يا پوست توسط UV آسيب ديده باشد فرد بايد توسط پزشک معاينه شود.

ث) به دليل خطر ناشی از روشن بودن لامپ UV برای انسان و کارکنان آزمايشگاه، لازم است سالم سازی با UV زمانی انجام 
شود که کارکنان و هنرآموزان در محل حضور ندارند.

٤ــ٤ــ نحوه کاربرد مواد و روش های سترون کننده 
ــ برای سترون سازی تجهيزات و وسايل مقاوم به گرمای خشک مانند وسايل فلزی (جای پی پت ها و جای لوله های آزمايش) و 

شيشه ای (ارلن،بشر، استوانه های مدرج و پی پت ها) از آون با دمای ۱۷۰ درجه سانتی گراد به مدت ۲ ساعت استفاده می شود.
ــ پيش از دور انداختن وسايل يکبار مصرف مانند تشتک های يک بار مصرف لازم است آنها را سالم سازی نمود.

ــ مواد و وسايل شيشه ای را بايد پيش از استفاده با گرمای مرطوب (اتوکلاو) و يا گرمای خشک (آون) سترون کرد.
ــ برای آلودگی زدايی و دفع مواد بهتر است آنها را درون کيسه های پلاستيکی مقاوم به گرما قرار داده و سپس اتوکلاو کرد.

ــ پيش از شستشوی وسايل شيشه ای آلوده با ميکروب ها، بايد آنها را اتوکلاو کرد.
ــ در طی آزمون، وسايل کوچکی مانند پی پت ها،ميله های شيشه ای يا همزن، ميله شيشه ای سرکج، پنس و… را بايد در محلول 

سترون کننده (الکل اتانل ۷۰٪ ) يا محلول فنل قرار داد.
ــ برای سترون سازی پی پت های تميز شده بايد آنها را درون جا پی پتی قرار داده و در آون با دمای C˚ ۱۷۰ به مدت دو ساعت 

سترون نمود.
ــ پس از استفاده از پی پت ها به ويژه هنگام کار با مايعات آلوده بايد از طرف نوک، آنها را در يک ظرف استوانه ای بزرگ دارای 

محلول سترون کننده قرار داد تا سالم سازی شود، سپس آنها را شسته و درون آون سترون کرد.
ــ لوله های آزمايش را بايد پيش و پس از آزمون های ميکروبی در آون با دمای C ˚۱۷۰ سترون کرد.

ــ هنگام کار با ميله های شيشه ای بايد از قسمت سر، درون ظرف دارای الکل اتانل ۷۰ درصد قرار داده شوند و موقع استفاده 
يکبار از روی شعله عبور داده شوند.با اين عمل و سوختن الکل ميله ها سترون می شوند.

يادآوری: اتوکلاو بهترين وسيله برای سترون سازی و آلودگی زدايی است.
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محيط های کشت۱

با شناخت فاکتور های محيطی و مواد مغذی مورد نياز رشد باکتری ها، ايجاد شرايط ويژه برای کشت آنها امکان پذير می باشد. 
اين شرايط شامل تعادل گاز های اتمسفر،مواد مغذی، دما و رطوبت نسبی هوا است.

۱ــ۵ــ انواع محيط های کشت آزمايشگاهی 
۱ــ۱ــ۵ــ محيط کشت ساده: ساده ترين نوع محيط های کشت آزمايشگاهی هستند که دارای ترکيبات ساده مغذی مانند 

کربوهيدرات مواد معدنی، ويتامين ها و پروتئين و آب می باشند.
۲ــ۱ــ۵ــ محيط های پيچيده يا کمپلکس: معمول ترين محيط های کشت آزمايشگاهی بوده که دارای انواع مختلفی از 
مواد مانند عصاره گوشت و پروتئين ها، عصاره گوشت مواد مغذی، ويتامين ها و ساير مواد غذايی می باشند. معروف ترين اين محيط های 
کمپلکس نوترينت برات۲ يا آبگوشت مغذی نام دارد که دارای ۵ گرم پپتون، ۱۰گرم عصاره گوشت و ۵ گرم کلرور سديم و ۱ليترآب مقطر 
است. چنانچه آگار به محيط کشت افزوده شود، محيط کشت جامد می گردد. مانند نوترينت آگار۳ يا آگار مغذی. بيشتر باکتری هايی که 

رشد آسان دارند مانند اشريشياکلی در اين محيط به راحتی رشد می کنند.
يادآوری: آگار يک پلی ساکاريد است که از نوعی جلبک دريايی به دست می آيد و در محيط های کشت تنها نقش سفت کننده 

دارد نه مغذی.
۳ــ۱ــ۵ــ محيط های کشت اختصای يا غنی کننده۴: بسياری از باکتری های بيماريزا به ويژه آنهايی که در پزشکی دارای 
اهميت هستند به سادگی رشد نمی کنند و نياز به محيط های کشت غنی تر از محيط های کمپلکس مانند آگار مغذی دارند. دو نمونه از 

محيط های کشت غنی که در آزمايشگاه ها کاربرد بيشتری دارد عبارتند از :
الف) آگار خون دار۵ :که علاوه بر ترکيبات محيط کمپلکس دارای خون به عنوان ماده غنی کننده و فاکتور رشد مناسب هستند 

Cu ــ ۱ ture med a
Nutr ــ ۲ ent broth
Nutr ــ ۳ ent Agar
Enr ــ ۴ chment med a
B ــ ۵ ood agar

فصل پنجم

آماده سازى  محيط هاى  كشت  ميكروبى
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و برای کشت گونه های باکتری استرپتوکوکوس پايوژنز۱ که عامل عفونت گلو 
هستند به کار می رود.

دارای  کمپلکس  محيط  ترکيبات  بر  علاوه  آگار۲:  شکلات  ب) 
گويچه های قرمز خونی ليز شده و مواد مغذی اضافی است.

از  کشتی  که  محيط های  انتخابی۳:  کشت  محيط های  ۴ــ۱ــ۵ــ 
رشد يک گروه از ميکروارگانيسم ها نسبت به گروه ديگر جلوگيری می کنند و 
تنها باعث رشد ميکروب مورد نظر در محيط کشت می شوند، محيط کشت 
تـرکيباتی مـانند آنتی بيوتيک ها، برخی رنگ ها مثل  انتخابی ناميده می شوند. 
کريستال ويوله و نمک های صفراوی جزء مواد انتخابی هستند که اگر به محيط 
باکتری ها  از  پاره ای  تکثير  برای  تنها  را  آنها  شوند  افزوده  کمپلکس  کشت 
آگار۴  کانکی  مک  انتخـابی  کشت  محيط های  معـروف ترين  می کنند.  مساعد 

است. اين محيط دارای رنگ کريستال ويوله (برای جلوگيری از رشد باکتری های گرم مثبت)، املاح صفراوی (برای جلوگيری از 
رشد گرم منفی های غير روده ای) می باشد. در نتيجه در محيط مک کانکی آگار تنها باکتری های گرم منفی روده ای مانند سالمونلا، 
شيگلا و اشريشياکلی می توانند رشد کنند. در شکل(۱ــ۵) کلنی باکتری سالمونلا در محيط کشت انتخابی مک کانکی آگار نشان داده 

شده است.
ـ محيط های کشت افتراقی۵:   ـ۵ ـ ـ۱ـ ٥ ـ
کلـنی  تشخيص  بـرای  کشت  محيـط  نـوع  ايـن 
ميکروارگانيسم های مورد نظر از کلنی ساير باکتری ها 
به کار می رود که يا از روی رنگ کلنی مانند کلنی  های 
اشريشيا کلی در  باکتری  سبز با جلای فلزی و براق 
از  يا  و  بلو)  متيلن  (ائوزين   EMB افتراقی  محيط 
روی ميزان هموليز در محيط های افتراقی خون دار 
از  خون  هموليز کننده  باکتری های  می شود.  استفاده 
باکتری های بدون هموليز تشخيص داده می شوند (از 

روی  هاله هموليز اطراف کلنی).
۶ــ۱ــ۵ ــ محيط های کشت متابوليکی يا بيوشيميايی: محيط های کشتی که بر اساس ويژگی های بيوشيميايی و فعاليت 
می شوند،  برده  به کار  منفی  گـرم  باکتری های  ويژه  به  باکتری ها  گونـه  و  جنس  تعيين  برای  بيشتر  و  می شوند  تهيه  باکتری ها  متابوليکی 
محيط کشت متابوليکی يا بيوشيميايی نام دارند. مکانيسم عمل اين محيط ها و نحوه بررسی يافته های آنها يکی از مهم ترين تست های 
آزمايشگاهی برای شناسايی باکتری های کشت شده در محيط های کشت به ويژه باکتری های گرم منفی است و نياز به آگاهی و دقت 

Streptococcus payogenes ــ ۱ s
Choc ــ ۲ ate agar
Se ــ ۳ ect ve med a
Mac  Conky agar ــ ۴
D ــ ۵ fferent a  med a

شکل ۱ــ ۵ ــ کلنی باکتری سالمونلا در محيط 
کشت مک کانکی آگار

شکل۲ــ۵ ــ (الف )کلنی های دارای  هاله روشن هموليز بر روی محيط کشت Blood agar و 
EMB (ب) کلنی سبز براق اشريشيا کلی در محيط

(ب)(الف)
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زيادی دارد. بنابراين در اين بخش به طور کامل در مورد مهم ترين اين تست ها و مکانيسم عملشان شرح داده خواهد شد. فرمول کامل 
محيط های کشت مورد استفاده، در فصل آخر ارائه می شود.

مهم ترين تست های متابوليکی به عنوان تست های ايمويک (IMVIC) معروفند و شامل ۴ محيط بيوشيميايی مهم با نام های:
نسبت  به  ساکارز  و  لاکتوز  گلوکز،  قند  نوع  سه  دارای  محيط  اين   :۱  TSI agar الف) 
(۱ــ۱۰ــ۱۰) همراه با يک ترکيب آهن دار (سولفات فروس) و معرف فنل رد به عنوان شناساگر اسيدی 
و پپتن می باشد.همانطور که در شکل (۳ــ۵) نشان داده شده است اين محيط قرمز رنگ به صورت کج 
درون لوله های آزمايش تهيه می شود (به آماده سازی محيط های جامد مراجعه شود). همانطور که در 

شکل نشان داده شده محيط TSI دارای يک بخش سطحی و يک بخش عميق است.
روش کشت: هنگام تلقيح محيط ابتدا بايد با استفاده از لوپ از کلنی های تک باکتری مورد 
نظر در محيط کشت جامد برداشت، و لوپ را در عمق محيط فرو کرده، سپس با همان لوپ روی 
سطح شيبدار محيط نيز به صورت زيکزاک از بالا تا پايين کشت داده درپوش لوله را بسته و آن را 

در گرمخانه با دمای C˚ ۳۵ به مدت ۴۸ــ۲۴ ساعت قرار داد.
 نکته ها

 تمام مراحل بايد در کنار شعله با فاصله ۳۰ سانتی متری انجام شود.
 لوپ بايد پيش و پس از انجام تست با شعله استريل شود.

 هنگام کشت دادن نبايد هرگز در پوش لوله را بر روی سطح ميز کار قرار داد زيرا باعث انتقال آلودگی به درون لوله تست 
شده و نتيجه آزمايش دچار اشکال می گردد. بهتر است در پوش لوله را با انگشت کوچک دست راست گرفته و لوله را با دست چپ 

نگه داشت و همزمان با لوپی که در دست راست است کشت داد.
 پس از انجام کشت بايد سر لوله را يکبار به سرعت از روی شعله عبور داده تا از آلودگی در لوله های تست جلوگيری شود.

 هنگام کشت باکتری درون لوله دارای محيط بيوشيميايی بايد از صحبت کردن خودداری شود. 
بررسی يافته های انجام تست TSI: يافته های به دست آمده از کشت باکتری در محيط TSIمربوط به ويژگی های تخميرقندها 

توسط باکتری، توليد يا عدم توليد گاز و توليد يا عدم توليد رسوب سياه رنگ نمک های H۲S است.
 TSI ــ ويژگی های تخميری: بـرای تخميـر قنـد ها در محيط
سه حالت وجود دارد که بسته به نوع باکتری می تواند يکی از اين سه 

حالت را نشان دهد.
۱ــ سطح قرمـز رنگ (قليـايی)، عمق محيط قـرمز (قليـايی)    

K/K (الف)
۲ــ سطح قرمز(قليايی)،عمق محيط زرد(اسيدی) K/A (پ)  

 A/A زرد(اسيدی)  محيط  (اسيدی)،عمق  زرد  سطح  ۳ــ   
(ت)

در شکل( ۴ــ ۵ ) اين سه حالت نشان داده شده است.

Tr ــ ۱ p e Sugar Iron agar

 ـ۵ ــ محيط کشت قرمز  شکل۳ـ
TSI رنگ و مورب

 ،H۲S و توليد رسوب سياه رنگ K/K(ب) ،K/K (الف) شکل۴ــ۵ ــ
A/A (ت) و K/A (پ)

(پ)(الف) (ت)(ب)
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ــ توليد گاز: به وجود آمدن شکاف، ترک خوردگی، حباب و خالی شدن ته لوله آزمايش در محيط TSI نشانه وجود گاز هايی 
مانند دی اکسيد کربن و هيدروژن است (شکل ۴ــ۵ قسمت ت).

ــ توليد H۲S: توليد رسوب سياه رنگ دی سولفيد هيدروژن به شرايط اسيدی نياز دارد که به صورت لکه سياه در محيط 
ديده می شود (شکل۴ــ۵ قسمت ب).

ب) محيط SIM۱: اين محيط کشت دارای اسيد آمينه تريپتوفان است و سه ويژگی حرکت،توليد H۲S و توليد اندول توسط 
باکتری ها را نشان می دهد.

روش کشت: از کلنی تک همان باکتری که برای تست TSI به کار رفته، با سوزن کشت يا آنس برداشت کرده و به طور عمودی 
در محيط SIM فرو کرده و کشت دهيد.

نکته هايی که برای کشت در TSI گفته شد در اين جا هم بايد مورد توجه قرار گيرد.
SIM بررسی يافته های کشت باکتری در محيط

ــ توليد رسوب نمک های H۲S : به صورت لکه سياه رنگ در محيط ديده می شود، همانند شکل (۵ــ۵ قسمت الف).
ــ حرکت باکتری : اگر در مسيری که سوزن کشت فرو رفته و اطراف آن در محيط کدورت ايجاد شود نشانه حرکت باکتری 

است در غير اين صورت باکتری فاقد حرکت است. (شکل ۵ــ۵ قسمت ب) 
ــ توليد اندول: باکتری هايی که از اسيد آمينه تريپتوفان استفاده می کنند قادر به تجزيه تريپتوفان و توليد اندول هستند که با 

افزودن ۵ قطره معرف کواکس و ايجاد حلقه قرمز رنگ در سطح محيط قابل تشخيص است. (شکل ۵ــ۵ قسمت ب).
پ) محيط سيمون سيترات۲: در محيط سيمون سيترات که سبز رنگ و کج است، ترکيب سيترات و معرف بروموتيمول بلو 

وجود دارد و اين محيط برای تعيين اين که آيا باکتری قادر به استفاده از سيترات به عنوان منبع کربن است يا خيربه کار می رود.

روش کشت: از کلنی همان باکتری که در آزمون پيشين استفاده شد با لوپ برداشت کرده و در سطح کج محيط به صورت 
زيکزاک از بالا تا پايين کشت دهيد.

نکته هايی که برای دو محيط پيش گفته شد در اينجا نيز بايد مورد توجه قرار گيرد.
Su ــ ۱ f de Indo e Mot ty med um
S ــ ۲ mon C trate agar

شکل۵ــ۵ــ (الف) نمونه اندول منفی ولی دارای رسوب سياه H۲S، (ب) در سمت راست نمونه اندول مثبت و در سمت چپ نمونه دارای حرکت است.
(ب)(الف)
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بررسی يافته های کشت باکتـری ها در محيط 
سيمون سيترات: باکتـری هايی که قادر بـه استفاده از 
تغيير  را  محيط  در  موجود  معرف  رنگ  باشند  سيترات 
داده و از سبز به آبی تبديل می کنند، (شکل۶ــ۵ قسمت 
نيستند  سيترات  از  استفاده  به  قادر  که  باکتری هايی  الف) 

رنگ محيط را تغيير نمی دهند (شکل۶ــ۵ قسمت ب). 

ث) محيط MRVP۱: اين محيط کشت ساده و از گلوکز، پپتن و برخی از املاح ساخته می شود و برای شناسايی تفاوت بين 
باکتری هايی که از مسير متابوليسم اسيدی استفاده می کنند (متيل رد) از باکتری هايی که از مسير بوتيلن گليکول آزاد کننده استن يا 

وژپروسکوئر استفاده می کنند به کار می رود.
روش کشت: از کلنی تک همان باکتری با لوپ برداشت کرده و در داخل محيط مايع MRVP به شکل سوسپانسيون در آورده 

می شود.
بررسی يافته کشت باکتری در محيط MRVP: برای تعيين مسير MR ويا مسيرVP، محيط موجود در لوله را بين دو لوله 

آزمايش تقسيم کرده، يک بخش محيط برای تست MR و بخش ديگر برای تست VPبه کاربرده می شود.
 ۶ بالا  شده  آمـاده  لـوله  دو  از  يکی  بـه   :MR ــ 
قطره معرف متيل رد اضافه می شود. اگر رنگ محيط قرمز 
می کند،  استفاده  رد  متيل  مسير  از  باکتری  يعنی  شد  رنگ 
ديگر  مسير  از  نکرد  تغيير  اگر  و  الف)  قسمت  (شکل۷ــ۵ 

مانند (شکل ۷ــ۵ قسمت ب).
ــ VP: به لوله دوم آماده شده ۵ قطره آلفا نفتول٪۶ 
بررسی  نتيجه  دقيقه   ۲۰ از  پس  می شود  اضافه   KOH و 
رويی  فاز  که  شود  تشکيل  فاز  دو  لوله  در  اگر  می گردد. 

قرمز   رنگ باشد يعنی مسير باکتری VP است.
نکته: در بيشتر موارد اين دو مسير از هم متفاوت 

هستند و باکتری ها تنها يکی از اين دو مسير را استفاده می کنند بنابراين اگر نتيجه يکی از اين دو تست مشخص شود، ديگری عکس 
آن خواهد بود.

Methy ــ ۱  Red Vogese Preosquer

(ب)(الف)

شکل۶ــ ۵ ــ (الف)نمونه سيترات مثبت و(ب)نمونه سيترات منفی

شکل۷ــ ۵ ــ (الف) نمونه MR مثبت و (ب) نمونه MR منفی
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در زمانی  که همه آزمون های بيوشيميايی انجام شد يافته ها بررسی و با توجه به جدول تست های بيوشيميايی باکتری های گرم منفی 
می توان گونه باکتری را مشخص کرد.

۲ــ ۵ ــ آماده سازی و سترون سازی محيط های کشت آزمايشگاهی 
محيط های کشت آزمايشگاهی يا به صورت پودر های آماده مصرف تجارتی بسته بندی شده در قوطی ها در اختيار آزمايشگاه ها 
قرار   می گيرند يا بايد در آزمايشگاه، با توجه به ترکيبات محيط کشت آنها را تهيه نمود. در اين فصل روش آماده سازی محيط های کشت 
آماده شرح داده می شود و روش تهيه محيط های کشت غير آماده با توجه به محيط های کشتی که در اين کتاب مورد نياز است در فصل 

آخر شرح داده خواهد شد.
ـ تهيه محيط های کشت آماده: همانطور که گفته شد، محيط های آماده به صورت پودر تهيه و به شکل بسته بندی  ١ــ٢ــ ٥ ـ
شده در اختيار آزمايشگاه ها قرار می گيرد. برای آماده سازی آنها ابتدا بايد برچسب روی بسته که دستور کار تهيه محيط کشت مورد 

نظر روی آن گنجانده شده است، خوانده و مراحل تهيه محيط را به ترتيب زير انجام داد.
تهيه محيط کشت جامد نوترينت آگار:بر روی برچسب قوطی نوشته شده که ۲۳ گرم در ۱ ليتر، اگر تنها به نصف اين مقدار 

۵۰۰ سی سی محيط احتياج باشد مقدار پودر هم نصف می شود. برای هر مقدار به سادگی می توان از تناسب استفاده کرد: 
۵۰۰  ×   ۲۳
۱۰۰۰    

برای وزن کردن پودر، ابتدا بايد يک تکه کاغذ تميز و کوچک يا فويل آلومينيوم را روی ترازو قرار داده و عدد ترازو را با آن 
صفر کرد. سپس پودر را کم کم روی صفحه ريخته تا عدد ترازو اندازه مورد نظر را نشان دهد. 

مقدار پودر وزن شده را بايد در حجم مناسب آب مقطر که با استوانه مدرج اندازه گيری می شود، حل نمود و برای اين که از گلوله 
شدن پودر محيط در آب مقطر جلوگيری شود، بايد ابتدا مقدار کمی از پودر را در ظرف مناسب (ارلن با حجم مناسب ) ريخت. سپس 
آب مقطر و بقيه پودر را کم کم به آن اضافه کرد و همزمان ظرف دارای پودر و آب مقطر را تکان داد. در اين مرحله بايد دقت کرد که 

.(Medium) جامد (آگار) يا نيمه جامد ،(broth) محيط کشت با توجه به نامش جزء کدام محيط ها است مايع
  اگر محيط مايع باشد برای يکنواخت کردن و شفاف شدن محيط نيازی به گرمادهی نيست.

  اگر محيط جامد و نيمه جامد باشد بايد آن را گرم کرد تا شفاف گردد.

يادآوری: برای گرمادهی محلول دارای محيط و آب مقطر، ابتدا بايد درپوش ظرف را برداشت. اين عمل موجب می شود که 
اگر هنگام گرمادهی دما به حد جوش برسد در اثر فشار زياد، محيط داخل ظرف با شدت به خارج پرتاب نشود و خطری برای کارکنان 
و يا هنرجويان ايجاد نکند. به علاوه ارلن نبايد به مدت طولانی روی شعله مستقيم قرار گيرد؛ بلکه بايد از سه پايه و توری نسوز استفاده 

کرد و پس از چند دقيقه ارلن را کنار گرفت و به آرامی تکان داد يا مشعل را از زير آن خارج نمود.
يادآوری: عمل گرمادهی تا زمانی انجام می شود که محيط به خوبی و به طور کامل شفاف گردد.

سترون سازی محيط های کشت: مهم ترين مرحله در آماده سازی محيط های کشت سترون سازی آنها است.برای سترون سازی 
محيط های کشت آزمايشگاهی بايد از اتوکلاو با دمای C ˚ ۱۲۱ و با فشار ۱۵ پوند بر اينچ به مدت زمان لازم استفاده نمود.زمان 
۱۵  دقيقه از هنگامی  است که خارج شدن بخار از اتوکلاو به صورت پيوسته ويا به اصطلاح دم روباهی بوده و سوپاپ خروج هوا و 

بخار بسته می شود.
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 نکته ها 
 ارلن دارای محيط کشت تهيه شده بايد درپوش گذاری شود.(برای اين منظور از چوب پنبه هايی که به طور محکم با چسب 
بر روی دهانه ارلن قرار داده می شوند استفاده می گردد).اين عمل باعث می شود که طی گرمادهی محيط در اتوکلاو در اثر فشار ايجاد 

شده محتوی ارلن به بيرون از آن نريزد.
 پس از مدت زمان اتوکلاو کردن با رعايت تمام نکته های ايمنی، ارلن دارای محيط کشت بايد از اتوکلاو خارج شود.

 دمای محيط کشت بايد تا حدود C ˚۴۵ کم شود.
 سرد شدن محيط کشت بايد در حدی باشد که محيط های آگار دار و جامد، سفت نشوند، بلکه به صورت مذاب باشند. برای 
اين منظور بهتر است ارلن دارای محيط کشت را درون حمام بخار آب با دمای C ˚۴۲ قرار داد. (برای آگاهی بيشتر درباره استفاده 

از حمام آب به فصل اول مراجعه شود)
يادآوری: تا زمان استفاده از محيط کشت نبايد درپوش آن را برداشت زيرا ممکن است محيط کشت آلوده شود.

٢ــ٢ــ٥ــ پخش محيط های کشت آماده شده درون لوله ها و تشتک ها: محيط های کشت آماده شده بسته به جامد، مايع 
و نيمه جامد بودن به صورت زير در ظرف های مربوط پخش می گردند.

ــ محيط جامد(آگاردار) درون تشتک ها: اين نوع محيط برای کشت باکتری ها، جداسازی و روش های شمارش ميکروب ها 
به کار می رود.اگر محيط ها جامد باشند پس از سترون سازی ابتدا بايد دمای آنها به C ˚ ۴۲ برسد (دمای مذاب) برابر آنچه گفته شد تا 
زمان پخش محيط درون تشتک ها بايد به حالت مذاب بماند (برای اين منظور بهتر است از حمام بخار آب استفاده شود). مراحل و 

پخش محيط در تشتک ها بايد به صورت زير انجام گيرد:
الف) تشتک های  خالی شيشه ای يا يکبار مصرف پلاستيکی را بايد به تعداد مناسب و با توجه به حجم محيط تهيه شده در روی 

سطح صاف درکنار هم قرار داد به طوری که پشت تشتک روی سطح و در آن به بالا قرار گيرد تا بتوان به راحتی درب آن را برداشت.
يادآوری:

۱ــ پيش از قرار دادن تشتک های خالی بر روی سطح، بايد ابتدا همه سطح را با پنبه آغشته به الکل سترون سازی کرد.
۲ــ ارلن دارای محيط کشت مذاب (دمایC ˚۴۲) را ازحمام بخار آب خارج کرده و پس از برداشتن درپوش حدود ۱۵ تا ۲۵ 

ميلی ليتر از محتوی آن را در مجاورت شعله به درون هر يک از تشتک های خالی حدود ۱۵ــ۲۵ميلی ليتراز محيط ريخت.
۳ــ برای ريختن محيط درون تشتک ها بهتر است با دست چپ درب تشتک را تنها به اندازه ۴۵ــ۶۰ درجه برداشته و با دست 

راست محيط مايع درون ارلن را به داخل تشتک منتقل کرد.
محيط  ليتر  ۱۵ميلی  ۲۵ــ  حجم  تعيين  اينکه  به  توجه  با  ۴ــ 
تنها با وسايل حجم سنجی امکان پذير است و زمان گير، بهتر است 
محيط را به اندازه ای درون تشتک افزود که به اندازه نصف سطح 
آن را در برگيرد و به آرامی همه سطح تشتک با محيط کشت مذاب 

پوشانده شود (شکل ۸ ــ ۵).
۵ــ گاهی اوقات با افزودن محيط کشت درون تشتک ها   
در سطح آنـها حبـاب هـای هـوا تشکيـل مـی شود که در صـورت 
باقی ماندن می تواند در رشد ميکروب ها مشکل ايجاد کنند. برای از 
بين بردن اين حباب ها بهتر است با برداشتن در تشتک، سطح محيط 

شکل۸ ــ ۵ ــ اندازه محيط ريخته شده درون تشتک
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کشت را چند لحظه در برابر شعله قرار داد تا حباب ها ترکيده شوند.
ب) پس از تمام شدن کار و بستن درب تشتک ها، بايد آنها را در دمای آزمايشگاه قرار داد تا محيط سفت شود و بدون اين که 

محيط کشت داخل آنها تکان داده شود، جابه جا گردند.
ت) تشتک های  دارای محيط کشت جامد سفت شده را بايد در يخچال قرار داد تا در زمان آزمون از آن استفاده شود.

يادآوری: 
۱ــ محيط های کشت را نبـايد مـدت طولانی در يخچال نگهـداری کـرد زيرا کهنه شده و باکتـری ها به خـوبی در آنها رشد   

نمی کنند. بهتر است هميشه از محيط های کشت تازه تهيه شده استفاده شود.
۲ــ محيط های کشت آماده شده وکشت داده نشده را بايد در يخچالی نگهداری نمود که نمونه های ميکروبی و محيط های   

آلوده در آن نگهداری نمی شوند.
ــ محيط های جامد ونيمه جامد (آگار دار)درون لوله های آزمايش: اين گونه محيط کشت بيشتر جزء محيط های متابوليکی 
يا بيوشيميايی هستند (به فصل محيط های کشت آزمايشگاهی مراجعه گردد)، مانند محيط TSI وSIM که بايد در لوله آزمايش تهيه 
شوند و با توجه به مکانيسم عمل محيط بايد به صورت مورب در لوله تهيه شوند مانند TSI و سيمون سيترات. برای آماده کردن اين 
محيط ها ارلن دارای محيط جامد مذاب را از حمام بخار آب خارج کرده و محيط داخل آن را درون لوله های آزمايش با اندازه های 

مناسب و يکسان پخش کرده و پس از بستن درپوش در يخچال نگهداری کرد.
يادآوری:

۱ــ بهتر است لوله ها در جالوله ای قرار داده شوند.
۲ــ تمام لوله های آزمايش بايد سترون شده و درپوش دار باشند.

۳ــ ريختن محيط کشت درون لوله ها را بايد در کنار شعله انجام داد و از قرار دادن در لوله روی ميز خودداری کرد زيرا باعث 
انتقال آلودگی به داخل محيط می شود.

۴ــ اگر محيط بايد در لوله به صورت شيبدار باشد بايد لوله دارای محيط مذاب را به صورت کج روی سطح قرار داد تا به همان 
حالت سفت گردد.

شود  تهيه  آزمايش  لوله های  در  بايد  محيط  نوع  اين  مايع:  کشت  محيط های  ــ 
برده  به کار   MRVPمانند بيوشيميايی  تست های  و  باکتری ها  رشد  برای  موارد  بيشتر  در  و 
می شود. محيط های مايع را بهتر است پيش از سترون سازی ابتدا درون لوله های آزمايش به 
اندازه مناسب ريخته و پس از قرار دادن درپوش، آنها را در اتوکلاو سترون کرده و پس از 

سترون سازی از اتوکلاو خارج و خنک نموده و در يخچال نگهداری کرد.

شکل۹ــ۵ ــ نمونه ای از يک لوله آزمايش 
دارای محيط کشت مايع


