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  سمه تعالياب

  ميكروسكوپ و رنگ آميزي ساده‚ آشنائي باتجهيزات آزمايشگاهي: جلسه اول

  

قبل ازهرچيزمي بايست به اين نكات اشاره كردكه اولاحضوريك دانشـجودرمحيط آزمايشـگاه مـي بايسـت همـراه      

ام خـروج  باروپوش آزمايشگاه باشـدتاازهرگونه آلـودگي وانتقـال آن بـه محـيط بيـرون جلـوگيري شـودوثانياهنگ        

       بايددست هاراباماده ضدعفوني كننده مناسب شسـت وحتـي الامكـان تـامي تـوان نـاخن هـارا مـي بايسـت كوتـاه           

عـلاوه برمواردبالايـك فردآزمـايش كننـده زمـاني دركارهـاي       .داشت تاازآلودگي هـاي بعـدي جلـوگيري شـود     نگه

خته ودرزمان مناسب ازآنها بـه طورمناسـب   خودموفق مي باشدكه بتواندوسايل موجوددرآزمايشگاه رابخوبي شنا

  .استفاده نمايد

١-   Autoclave:  

ايـن ظـرف ديـگ    .ازاين وسيله جهت استريل كردن محيط كشت هاي آزمايشگاهي ومنسوجات اسـتفاده مـي شـود   

دربـين  .مانندكه ازدوجداره برخوردارمي باشدباتوليدبخاروايجادفشـارباعث نـابودي تمـام اجـرام زنـده مـي شـود       

راين وسيله يك المنت حرارتي قرارداده شده است كه برروي آن آب ريخته مي شودسپس موادكه قراراسـت  دوجدا

لازم به ذكراست كه لايه وسـط ازتمـاس موادووسـايل بـاآب جلـوگيري       .استريل گردددروسط آن گذاشته مي شود

دستگاه راروشـن  .حكم مي كنيمدرادامه درظرف رابسته وبه وسيله پيچ هاي تعبيه شده فوقاني درب آن رام.مي كند

بـرروي تنـه   .كرده واجازه مي دهيم تاباگرم شـدن المنـت وبـه جـوش آمـدن آب دردرون دسـتگاه بخارايجادشـود       

دستگاه يك شيرخروجي قرارداده شده است كه درزمان جوش آمدن بايدبازباشدتاتمام هواي موجـوددرآن خـارج   

دودسفيدكه به دم روباه تشبيه شده اسـت خـارج گرديـدآن    شودوجاي آن رابخارآب بگيردزماني كه ازاين شيريك 

درجه قرارداده واجازه مي دهـيم تافشـاردرون دسـتگاه كـه بوسـيله يـك        ١٢١دستگاه رابرروي دماي .رامي بنديم

  .دقيقه زمان مي گيريم ١٥پوندبرسدوازهمين لحظه  ١٥درجه كه برروي دستگاه قرارداده شده است به 

باشدبه بوسيله ترموستات دروني دماوفشـارتنظيم شـده وبطوراتوماتيـك دمـابرروي     درصورتي كه دستگاه سالم 

پوندباقي مي مانددرغيراين صورت مي بايست مرتبادستگاه راكنتـرل نمودتاازشـرايط    ١٥درجه وفشاربرروي  ١٢١

  .استانداردخارج نشود

م تاتمـام بخـارموجوددرآن   دقيقه دستگاه راخاموش كرده وشـيرخروجي رابـه آرامـي بـازمي كنـي      ١٥پس ازپايان 

پوندموادمايع درون دستگاه به هيچوجـه بـه جـوش     ١٥درجه وفشار ١٢١لازم به ذكراست كه دردماي .خارج گردد

نمي آيدودرصورتي كه فشاررابوسيله شيرتخليه به يكباره كم كنيم مـواددروني بـه جـوش آمـده واحتمـال خـروج       

  .آنهاازدرون ظروف وجوددارد



  ٣

الم بودن دستگاه راكنترل نمودكه اين عمل بااستفاده ازچسب هاي مخصوصي كه دردماي هرازمدتي مي بايست س

پوندبه رنگ قهوه اي درمي آيندانجام مي شـودوياازباكتري باسـيلوس اسـتروترموفيلوس كـه      ١٥درجه وفشار١٢١

تـوكلاوازبين  درصورتي كه اسپور اين بـاكتري درا ‚ اسپورش مقاوم ترين اسپوربه حرارت مي باشداستفاده نموده 

  .برودنشانه سالم بودن دستگاه اتوكلاومي باشد

  

٢- Oven :  

فلـزي وگـاه دربرخـي    ‚ ازاين وسيله كه توليدكننده حرارت خشك مي باشدجهت استريل كردن ظـروف شيشـه اي   

درجه حـرارت  ٢٠٠اين دستگاه قابليت اين راداردكه تا .ازآزمايشات جهت خشك كردن كاغذصافي استفاده مي شود

كفايـت   سـاعت  ١-٣درجـه بـه مـدت     ١٥٠-١٧٠دمـاي   ، پودرهـا وروغـن هـا    براي استريل كردن ظـروف .ادكندايج

  .ازقراردادن ظروف پلاستيكي دراين وسيله بطورجدي مي بايست خوداري نمود.دارد

 

٣- Water bath  :  

ددما المنـت حرارتـي جهـت تولي ـ   ‚ اين وسـيله كـه دراصـل يـك تانـك آب مجهزبـه يـك موتورجهـت چـرخش آب          

وترموستات جهت كنترل دمـامي باشـددرميكروبيولوژي ازآن جهـت قـراردادن لولـه هـاي حـاوي سوسپانسـيون         

علت استفاده ازموتوردراين دستگاه اين است كه آب بـه گـردش درآمـده    .ميكروبي ورشدميكروب استفاده مي شود

  .تادماي تمام قسمتهاي يكنواخت گردد

  

٤- Incubator :  

يـك هفتـه ويامـدت    ‚ يـك روز  ‚ رمخانه گذاري محيط كشت هاي ميكروبي براي چنـد سـاعت   ازاين دستگاه جهت گ

دستگاه انكوباتوربه يك ترموستات مجهزمي باشـدتادماي تنظـيم شـده جهـت     .زمان طولاني تري استفاده مي شود

 CO2ي ميـزان  تابش اشعه وحت‚ نور ‚ درانواع پيشرفته اين دستگاه مي توان رطوبت .رشدميكروب ثابت باقي بماند

ــرل نمــود ــن دســتگاه نمــي باشــد   .رانيزدرمواردخــاص كنت ــه اي ــه گــذاري نيــازي ب دربرخــي مواردجهــت گرمخان

  . استفاده مي شود Room temperatureوصرفاازدماي اطاق يادراصطلاح 

  

٥- Balance :  

قت محاسـبه آن  هرچه تعدادصفرهاي ترازوي ديجيتـالي بيشترباشـدد  .ترازورادراصطلاح مادرآزمايشگاه مي گويند

درهنگام وزن كردن يك ماده باترازوهاي آزمايشگاهي بخصوص انواع ديجيتـالي آن بايـددقت گرددكـه    .بيشتراست

ابتداآنرااستانداردنمودوزمان استانداردنمودن آن نيزمي بايست كاغـذي ويـاظرفي راكـه مـي خـواهيم بـا آن مـاده        



  ٤

اغذبزرگ ويادرمقابل جريـان  كشده باشدودرضمن نبايدباراوزن كنيم راروي دستگاه گذاشته تاوزن آن ازقبل كسر 

  .باداقدام به وزن نمودن كرد

  

٦- Petri dish :  

سانتي متروياكمترگفته مي شودكه به علـت فضـاي كاسـه     ١٠پلاستيكي وياشيشه اي باقطر‚ تخت ‚ به ظروف گرد 

استريل كردن اين ظروف كه به جهت . مانندي كه داردجهت تهيه محيط كشت جامدميكروبي ازآن استفاده مي شود

  .صورت يك خانه اي ودربعضي مواقع چندخانه اي مي باشندازاشعه گامااستفاده مي شود

  

٧- Shaker :  

دردوزمـان ازايـن   .ازاين وسيله جهت چرخش سوسپانسيون هاي موجوددرارلن ويالوله آزمايش استفاده مي شود

  ائي به تمام نقاط محيط ودرنتيجه رشدبهينه ميكروب جهت انتقال ماده غذ -الف : دستگاه استفاده مي شود

  جهت هوادهي درزمان كاربا ميكروب هاي هوازي  –ب                                     

  

٨- Loop and Needle :  

. ازاين دووسيله كه يكي بصورت حلقوي وديگري سوزني شكل است جهت كشت دادن ميكروب استفاده مـي شـود  

ه ازلوپ جهت كشت برروي محيط جامدوبدسـت آوردن تـك كلنـي و ازنيـدل جهـت كشـت درون       دراصل بااستفاد

هنگام استفاده ازهردووسيله مي بايست ابتداهردورابرروي شـعله آتـش   .محيط مايع ويانيمه جامداستفاده مي شود

ي بايسـت  جنس هردوم ـ.كاملااستريل نمودوپس ازسردشدن بوسيله آنهانمونه گرفته ودرون محيط جديد كشت داد

بطوراسـتانداردطول  .ازپلاتين باشدولي بطورمعمول ازسيم هاي آهني باريك جهت سـاخت آنهااسـتفاده مـي شـود    

قطرلـوپ  ( ميلي ليتر ٠١/٠سانتيمترباشدوپس از ساخت لوپ بايدبتوان بوسيله آن ميزان  ٦لوپ ويانيدل مي بايست 

  . مودرابرداشت ن) ميلي متر٤( ميلي ليتر  ٠٠١/٠ويا ) ميلي متر ٥

  

  

  

  

  

  



  ٥

    :جلسه دوم 

Simple stain :  

به همين دليل با اسـتفاده  . باكتري ها به دليل بي رنگ بودن در زيرميكروسكوپ نوري بخوبي قابل مشاهده نيستند 

از تركيبات شيميائي كه در ميكروبيولوژي به آنها رنگ گفته مي شود سعي مي گردد تا آنهـا را رنـگ آميـزي نمـود     

دراصل بدليل رنـگ شـدن بـاكتري و قرارگيـري آن در يـك      . اثبات وجود باكتري سريعتر انجام گيرد تا بااين عمل 

زمينه شفاف و ايجاد يك اختلاف زمينه با استفاده از يك رنگ و در كوتاهترين زمان ممكـن پيكـره بـاكتري نمايـان     

  . مي باشند  Spirocheteو    Cocci      ،  Rod ،Sprillium: باكتريها از نظر شكل شامل . مي گردد 

جهت رنگ آميزي ساده ابتدا ازنمونه يك گسترش تهيه كرده وسپس بااستفاده ازحرارت نمونه رافـيكس مـي كنـيم    

سپس لام راشسته وپس ازخشك كـردن آن  .دقيقه زمان مي گيريم ٥الي  ٣بعدبرروي آن رنگ متيلن بلومي ريزيم و

نـگ آميـزي چـون فقـط ازيـك رنـگ اسـتفاده شـده اسـت تمـام              در ايـن ر .رادرزيرميكروسكوپ مشاهده مي كنيم 

ازاين رنگ آميزي براي اثبات وجودميكروب ومشاهده شـكل آن اسـتفاده   .ميكروب هابه يك رنگ مشاهده مي شوند

  .مي شود

  

  :رنگ آميزي كپسول  

ازروش       درنتيجــه بايــدبراي ديــدن آن .كپســول بــاكتري بــه دليــل بــي بــاربودن تمــايلي بــراي جــذب رنــگ نــدارد 

Negative stain دراين روش باكتري وزمينه لام رنگ مي شودولي كپسول رنـگ نگرفتـه وبصـورت    .استفاده نمود

  .يك هاله شفاف دراطراف باكتري ديده مي شود

درايـن  .اسـت يـامتيلن بلو وكريسـتال ويولـت    Indian inkساده ترين راه براي اين نوع مشاهده استفاده همزمان از

.  راروي لام گذاشته وبااستفاه ازلوپ مقداري باكتري به آن اضافه مي كنيم Normal salineقطره از روش ابتدايك

سپس  يـك لامـل بـرروي    .سپس يك قطره جوهرسياه ويك قطره كريستال ويولت يامتيلن بلوبه آن اضافه مي كنيم

بـه دليـل جوهرسـياه تيـره      درايـن رنـگ آميـزي زمينـه لام    .آن قرارداده وآنرادرزيرميكروسكوپ بررسي مي كنيم

  .وپيكره باكتري آبي ديده مي شود وكپسول باكتري بصورت يك هاله شفاف دراطراف باكتري ديده مي شود

  



  ٦

  رنگ آميزي گرم:  ومسجلسه 

علت استفاده ازرنـگ  .گفته مي شودجهت رنگ آميزي باكتريها استفاده مي شود Dyeازتركيبات شيميائي كه به آنها 

ازآنجائي كه ميكروبها بـدون رنـگ آميـزي بوسـيله ميكروسـكوپ نـوري بـه        .ترباكتري مي باشدآميزي مشاهده به

عبارت بهتربااستفاده ازرنگ آميزي يك اختلاف زمينه بـين ميكـروب رنـگ شـده     بنابراين خوبي مشاهده نمي گردند

  .وزمينه شفاف بوجودمي آيدوهمين مسئله باعث مشاهده بهترميكروب مي شود

ازرنگ هاي اسيدي مي توان به فوشـين وائـوزين اشـاره كردكـه     .اسيدي وبازي تقسيم مي شوند رنگها به دودسته

ازرنگ هاي بازي مي توان به كريسـتال ويولـت   .تمايل به رنگ كردن قسمتهاي بازي سلول مانندسيتوپلاسم رادارند

  .دنشان مي دهندمتيلن بلو و سافرانين اشاره كردكه تمايل به رنگ كردن قسمت هاي اسيدي سلول ازخو‚ 

ناشي ازاسيدآمينه هاي بكاررفته درديواره )  COOH( سطح باكتري هاداراي ميزان زيادي گروههاي كربوكسيلي 

  :زماني كه اين گروههاتجزيه مي شوندسطح باكتري ميزان زيادي بارمنفي پيدامي كند.باكتري مي باشد

COOH    COO - + H+    

  .قرارمي گيردوهيدروژن بااكسيژن تشكيل آب مي دهد +Kو  +Naاي هيدروژن تركيباتي همچون درطبيعت بج

                                 C OO - Na+ 

                                                                                                                        

گاميكه ازرنگ هاي بازي همچون متيلن بلو جهت رنگ آميزي باكتري اسـتفاده مـي شوددراصـل يـك جابجـائي      هن 

  .يوني رخ مي دهدورنگ روي پيكره باكتري مستقرمي شود واملاحي همچون سديم توليد نمك مي نمايند

Bacterial cell surface- Na+  +  MB+Cl-    Bacterial cell surface- MB+  + Na+ Cl- 

 

قبل ازاينكه مراحل مختلف رنگ آميزي گـرم توضـيح داده شـودلازم اسـت نكـاتي چنـددرارتباط باماهيـت ديـواره         

 nm٨٠ديواره باكتري گرم مثبت داراي پپتيدوگليكان ضخيم درحـدود .باكتري هاي گرم منفي وگرم مثبت بيان شود

فته است درصورتيكه ديـواره باكتريهـاي گـرم منفـي درابتـدابايك      است ودرزيرآن يك غشاي سيتوپلاسمي قرارگر

وبعـدازاين فضاغشـاء سيتوپلاسـمي    .غشاء دولايه خارجي شروع شده ودرزيرآن فضاي پري پلاسـميك قـراردارد  

حدفاصل غشاء خارجي وداخلي درباكتري گرم منفـي يـك پپتيـدوگليكان نـازك يـك يـا دولايـه اي        .قرارگرفته است

  گرم منفي                                                  گرم مثبت                                        . قرارگرفته است

                                              

                                                                                                              Periplasmic space 

  

 توسط كريستين گرم ابداع گرديدوبه افتخاروي نامش برروي اين رنگ آميزي قـرار  ١٨٨٤رنگ آميزي گرم درسال 

                  گروه اختلاف بين دو اين رنگ آميزي براي  از مي كرده است و كار برلين  يك بيمارستان در نام برده در . گرفت



  ٧

  .ارگانيسم هااستفاده كرده است وتابه امروزنيزاين رنگ آميزي استفاده مي شودازميكرو

پـس ازگذشـت يـك دقيقـه     .دراين رنگ آميزي ابتدابرروي نمونه فيكس شده رنگ كريستال ويولت اضافه مي شـود 

 دراثرايجـادكمپلكس كريسـتال ويولـت ويـد رنـگ بـرروي      .رنگ راخالي كرده وبجاي آن يد يالوگل اضافه مي شـود 

علت نشستن كريستال ويولت باآب اين است كه آب ازايجـادكمپلكس رنـگ ويـدجلوگيري    .باكتري مستحكم مي شود

دراين مرحله درباكتريهاي گرم مثبت رنگ برروي پپتيـدوگليكان ودرباكتريهـاي گـرم منفـي بـرروي غشـاء       .مي كند

الكل خاصـيت حـل كـردن چربـي      –ن است.الكل استفاده مي شود –درادامه ازتركيب استن .خارجي قرارگرفته است

بنابراين غشاء خارجي باكتريهاي گرم منفي حل شـده ورنـگ ازروي ايـن باكتريهاپـاك مـي شـودودرنتيجه       .رادارد

لازم به ذكراست كه پپتيدوگليكان باكتري هاي گـرم مثبـت درمـدت زمـان     .پپتيدوگليكان اين باكتريهانمايان مي شود

  .رنگ راحفظ مي كند مشخص رنگ آميزي به دليل ضخيم بودن

ديواره باكتريهاي گرم مثبت ازقبـل رنـگ شـده اسـت ولـي پپتيـدوگليكان       .سپس ازرنگ سافرانين استفاده مي شود

درنتيجه درپايـان رنـگ آميـزي باكتريهـاي     .باكتري گرم منفي فاقدرنگ مي باشدكه بوسيله سافرانين رنگ مي شود

هنگام رنگ اميـزي نكـاتي چندرابايـدرعايت    .زبه خودمي گيرندگرم مثبت رنگ بنفش وباكتريهاي گرم منفي رنگ قرم

  :كرد

هنگام فيكس كردن نمونه ازحرارت بيش ازحدخودداري شودچون اين عمل مي تواندبـه پيكـره بـاكتري صـدمه      -١

  .واردكندودررنگ آميزي اخلال ايجادشود

ه بمانداحتمال اينكه باكتريهاي گرم الكل درصورتيكه اين تركيب بيش ازحدبرروي نمون –هنگام استفاده ازاستن  -٢

  .چراكه رفته رفته باكتري گرم مثبت رنگ خودراازدست مي دهد.مثبت به صورت گرم منفي ديده شوندزياداست

  .همواره ازرنگ تازه استفاده شود زيرادراثرماندن رنگ احتمال اكسيدشدن رنگ وجوددارد -٣

باكتري نازك مي شود واحتمال اينكـه بـاكتري بصـورت گـرم      پپتيدوگليكان باكتريهاي گرم مثبت دراثرپيرشدن -٤

  .ساعته استفاده شود ٢٤براي رفع اين مشكل مي بايست ازكشتهاي جوان .منفي رنگ بگيرندزياداست

  :روش كار  

  ثانيه ٢٠الي  ١٥الكل                –استن  -٥تهيه گسترش ازنمونه وفيكس كردن آن بوسيله حرارت              -١

  شستشوباآب -٦كريستال ويولت                    يك دقيقه                                 -٢

  ثانيه ٣٠سافرانين                   -٧يد                                       يك دقيقه                                 -٣

  خشك كردن ومشاهده  ‚ شستشوباآب  -٨                                  شستشو باآب                                  -٤

  ١٠٠بابزرگنمائي                                                                                                
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  رنگ آميزي اسپور: جلسه چهارم 

. عال باكتري ، اسپورها حرارت بيشتري را تحمل مـي كننـد  اسپور شكل مقاوم باكتري است و در مقايسه با شكل ف

همچنين اشكال اسپوردار نسبت به ارگانيسم هاي فاقد اسپور در برابر مواد ضد عفـوني كننـده مقاومـت بيشـتري     

بنابراين آب درون اسپور ها كم است و به همين جهت اسپور نسبت به سلول بـاكتري  نيستند  اسپورها فعال. دارند 

اسپور راهي براي بقاي نسل اسـت نـه    درنتيجههر باكتري فقط يك اسپور توليد مي كند . د نديده مي شو تر شفاف

  .سرعت رويش اسپور نسبت به سرعت اسپورزايي بيشتر است درضمنتكثير 

آغازمي گردد وبعنوان يك تمايزدائم بـه محسـوب مـي    كربن يا نيتـروژن  رزائي به دليل كمبودمنابعي همچوناسپو

 .گردد

  .فيكس مي نمائيم تهيه نموده وآنراباحرارتراگسترشي ازباكتري موردنظر -۱

  .رابامحلول سبزمالاشيت مي پوشانيم نمونهسطح   -۲

زمـاني كـه بخـار    .ازسطح زيرين لام توسط چراغ الكلي به محلول رنگ حـرارت مـي دهـيم تابخارمتصاعدشـود     -۳

نبايدرنگ روي سطح .، مجدداً حرارت راتكرارمي كنيم  متصاعد شدحرارت راقطع مي نمائيم وپس ازسردشدن رنگ

سـپس رنـگ روي لام رادور        .دقيقـه ادامـه مـي دهـيم     ۳-۵اين عمل رابه مدت .لام بجوشدونيزنبايدرنگ خشك شود

  .مي ريزيم

  .درصورت اضافه نمودن آب جهت شستشوبلافاصله لام مي شكند.اجازه مي دهيم تالام خنك شود -۴

  .نيه باآب لام رامي شوئيمثا ۳۰به مدت  -۵

  .درصدسافرانين به مدت يك دقيقه استفاده مي نمائيم وسطح لام رامي پوشانيم/. ۵ازمحلول  -۶

  .لام راباآب مي شوئيم -۷

  .بررسي مي نمائيم ۱۰۰لام راباكاغذخشك كن بادقت خشك نموده وزيرميكروسكوپ باعدسي  -۸

  .ريهابه رنگ قرمزمشاهده مي شوددراين روش رنگ آميزي اسپورهابه رنگ سبزوباكت
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  محيط هاي كشت ميكروبي:  مپنججلسه 

جداسـازي آن اسـت وتازمـاني كـه ازيـك محـيط مناسـب اسـتفاده نشـوداين          ‚ اولين شرط تشخيص يك ميكروب 

پس ازكشت ميكروب وتشكيل كلوني مي تـوان بااسـتفاده ازرنـگ آميـزي گـرم وتسـت هـاي        .امرتحقق پيدانمي كند

  .سرعت آن راتعيين هويت نمودونسبت به درمان آن مبادرت كرد تشخيصي به

درآزمايشگاه ميكروبيولوژي ازمحيط كشتهاي مختلفي براي رسيدن به اين موضوع استفاده مي شـودكه بـه شـرح    

  :زيرمي باشند

1-Liquid media : 

محـيط هارشـدمي كنـدولي    ميكروب به راحتي درايـن  .اين نوع محيط هابه دليل مايع بودن درلوله ساخته مي شوند

جهـت تشـخيص كـدورت    .محيط شناسائي مـي شـود   كدورتتشكيل كلوني نمي دهدودراصل رشدميكروب ازروي 

ازايـن محـيط   .كافي است يك محيط اسـتريل رادركنـارمحيط موردآزمـايش قـراردهيم وآنهارابـاهم مقايسـه كنـيم       

اسـت ودراصـل مابـااين عمـل غنـي سـازي       هازماني استفاده مي شودكه ميزان ميكروب درنمونه اوليـه بسـياركم   

اشـاره   Nutrient broth & Trypticase soy brothازمعروف ترين اين محيط هـامي تـوان بـه    .راانجام مي دهيم

يكي ديگرازمحاسنات اين محيط ها اين است كه باكتري درصورتي كه زخمي شـده باشديادرشـرايط بدغـذائي    .كرد

  .ه راحتي خودراترميم كندوكمبودانرژي قرارگرفته باشدمي تواندب

2- Semiliquid media : 

آگارماده ژلاتيني مـي باشـدكه ازجلبـك هـاي دريـائي      .مي باشند Agarدرصد  ٢/٠الي  ١/٠اين نوع محيط هاداراي 

درصـورتي  .درجه ذوب نمي گردد ٤٥غيرازموارداستثنائي توسط باكتريهامصرف نمي شودوتادماي .بدست مي آيد

درصدبرسدمحيط كـاملا سـفت مـي گرددوبـاكتري بـرروي آن تشـكيل كلـوني            ٥/١محيط به كه ميزان اين ماده در

  .مي دهد

درنتيجـه مـي تـوان    .درمحيط هاي نيمه مايع به دليل همين ميزان كم آگاراكسيژن تااعماق محيط نمي تواندنفوذكنـد 

باكتريهاي هوازي دربـالاي   دراين نوع محيط ها اجتماعي ازباكتريهاي هوازي وبي هوازي رامشاهده كردبطوري كه

ازمعـروف تـرين ايـن محـيط هـا مـي تـوان بـه محـيط          .لوله وباكتريهاي  بي هوازي درپائين لوله ديده مـي شـوند  

Thioglycolate اشاره كرد.  

3- Solid media : 

ــم       ــاج ميكروارگانيس ــام مايحت ــين منظورتم ــودبه هم ــي ش ــتفاده م ــوني اس ــك كل ــرفتن ت ــدبراي گ ــيط جام                       ازمح

ــروژن   (  ــامنابع كــربن ونيت ــه نــام آگاركــه ازنــوعي جلبــك       )خصوص رادردرون مــاده اي پلــي ســاكاريدي ب

اين تركيـب كـه   تهيه مي شود)  Gelediumand Gracilaria sppو  Marin rhodophycelan Algea(قرمزدريائي

اين تركيـب  .تشكيل شده است نآگارو پكتي %۳۰و  آگاروز  %۷۰ازدرسيتوپلاسم وديواره سلولي جلبك موجوداست 



  ١٠

درجه بـه صـورت جامـدمي باشـدوبراي اينكـه محـيط بصـورت         ٤٥درجه بصورت مايع ودركمتراز ١٠٠ژله اي در

درصـورتي كـه   .سي سـي آب مقطراضـافه مـي كننـد     ١٠٠درصدآن رابه ٢الي  ٥/١كاملاً جامددربيايدمعمولاً ميزان 

دشـود، يانگهــداري بـاكتري هاوياحركــت بــاكتري   خواسـته باشــيم ميـزان كمتــري اكسـيژن بــه محـيط كشــت وار    

لازم به ذكراست .آگاردرخوددارنداستفاده مي شود%١رابهترمشاهده كنيم ازمحيط هاي نيمه جامدكه معمولاً كمتراز

كه گاه تركيبات اضافه شده به آگارقدرت تحمل دماي اتوكلاوراندارندبنابراين آنهارابه طرق مختلف اسـتريل كـرده   

 pHدرضـمن ايـن تركيـب در   )مانندكشت خون.(آنرابه آگاراضافه مي كنند) درجه  ٤٥دماي ( آگاروپس ازسردشدن 

 .هيدروليزشده وجامد نمي شود ٥زير

ــده        ــاس پدي ــذائي موردنيازخودرابراس ــدمي كندوموادغ ــفت رش ــته وس ــاملا بس ــيط ك ــن مح ــرروي اي ــاكتري ب ب

  .انتشاروباتوليدآنزيم ومحلول كردن آنها فراهم مي كند

4- Semisolid media : 

درصـدآگارمي باشـندواين ميـزان آگاربـه محـيط شـرايط كـاملاژلاتيني را                ٧٥/٠الـي   ٥/٠اين نوع محيط ها داراي 

‚ نسبت به محيط قبل نفوذپذيري محيط بازهم كمترمي شود ولـي بـه راحتـي مـي تـوان عـلاوه بركـدورت        .مي دهد

  .اشاره كرد)سولفور،ايندول ، موتيليتي ( SIMتوان به ازاين نوع محيط مي .تحرك باكتري رانيزمشاهده نمود

  :طبقه بندي محيط ها 

1- General media : 

ازمعروف ترين آنها مي توان به  .به دليل غني بودن اين نوع محيط هاهمه باكتريهابه راحتي برروي آن رشدمي كنند

Blood agar ازباكتريها كه دراصطلاح برخي .اشاره كردكه به خاطر داشتن خون كاملا غني مي باشدFastidious 

  .يامشكل پسندمي باشندبه اين محيط هاعلاقه دارند

2-Selective media : 

ولـي شـخص آزمـايش    .به اين نوع محيط هاتركيبات خاصي اضافه مي شودتاباكتري موردنظربه راحتي جـداگردد 

ازجملـه ايـن   .ساسيت داردويامقاوم است كننده بايدازقبل بداندكه باكتري موردنظرش نسبت به چه ماده ياموادي ح

كـه بـه دليـل     Seleniate Fو S.Sماننـد محـيط هـاي    .آنتي بيوتيك ورنگ هااشاره كرد‚ تركيبات مي توان به صفرا 

  .داشتن صفرا وآنتي بيوتيك ازرشدبسياري ازباكتريها به استثناي سالمونلا وشيگلا جلوگيري مي نمايند

  

3- Differential media : 

هـاي مختلـف تغييررنـگ ازخودنشـان      pHوع محيط هابه دليل داشتن معرف هاي مختلفـي كـه مـي تواننـددر    اين ن

ازجملـه ايـن معـرف هـامي تـوان بـه       .بدهنددرآزمايشگاه ميكروب شناسي ازجايگاه ويژه اي برخـوردارمي باشـند  

Phenol red , Methyl red , Nutral red , Bromothymol blue , Bromocrosol purple  اشــاره
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هـاي توليدشـده           pHدراصل هنگام اسـتفاده قندتوسـط بـاكتري اسـيدتوليدمي شـودوهريك ازايـن معرفهـادر       .كرد

  .قليائي قرمز مي باشد pH اسيدي زرد ودرpH مثلا فنل رد در. مي توانندرنگ مختلفي راازخودنشان دهند

  

ظـرف تهيـه محـيط    ‚ تـرازو  ‚ حيط كشـت  پودرم‚ آب مقطراستريل : براي ساخت محيط كشت به چندچيزنيازاست 

  اتوكلاو و پليت‚ شعله گاز ‚ كشت 

 ١٠٠٠گرم محيط رادر ١٥ابتداروي ظرف محيط كشت رامي خوانيم مثلا نوشته شده است براي تهيه اين محيط بايد

  :سي سي محيط نيازداشته باشيم به فرم زيرعمل مي نمائيم ٢٠٠اگرما.سي سي آب مقط حل نمود
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 ١٢١دمـاي  .( له حـرارت آن رادرون اتـوكلاوقرارمي دهـيم    پس ازحل كردن نمونه درآب مقطروجوشاندن آن بوسي

  پس پايان زمان موردنظرشيرتخليه اتوكلاوراكم كم بازمي كنيم).دقيقه زمان  ١٥‚ پوند  ١٥فشار ‚ درجه 

يادآوري مي شودكه درشرايط اعمال شده اتوكلاوماده دروني آن جـوش نمـي خـوردولي اگرفشـاررابه يكبـاره      (  

سپس محيط راخارج كرده دردماي اطـاق  )جوشش درآمده وازظرف به بيرون ريخته مي شود تخليه كنيم محيط به

درجه برسدسپس آنرادرون پليت هاي استريل مي ريزيم  ٤٥قرارمي دهيم واجازه مي دهيم تادماي ظرف به حدود 

يـه  درضـمن اگرقرارباشـدمحيط درلولـه ته   .وپس ازسفت وخنك شـدن محـيط آنهارابـه يخچـال انتقـال مـي دهـيم       

گرددبايدپس ازجوشاندن محيط قبل ازاتوكلاوآن رابه درون لوله هاي موردنظرانتقال دادوسپس بـه اتوكلاومنتقـل   

  .نمود

درآخربراي اطمينان ازاينكه محيط هاي تهيه شده كاملا استريل مي باشندبطورتصادفي يكي ازآن راانتخـاب كـرده   

درصـورت عـدم رشـدميكروب مـي تـوان بـه صـحت        درجه قرار مـي دهـيم    ٣٧ساعت دردماي  ٢٤وآن رابه مدت 

  .كارخودپي برد
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  كشت وخالص سازي ميكروب: مششجلسه 

كلـوني  .مـي باشـد   Colonyكشت ميكروب برروي محيط جامداست كه ماحصل آن ايجاد Streakingمنظورازكلمه 

باشـدكه ايـن تقسـيمات     دقيقـه مـي   ٣٠الـي   ٢٠دراصل حاصل تقسيم يك سلول مادربه دوسلول دختري درعرض 

سـاعت ازيـك بـاكتري بـه      ٢٤به عبارت بهتربه توده اي كـه پـس از  ). n٢( ساعت به عددبيليون ميرسد  ٢٤درعرض 

 ٥٠تـوده ديـده شوددراصـل مادرابتـدا     ٥٠پس اگربرروي محيط كشت ميكروبـي  .دست مي آيدكلوني گفته مي شود

  .يل شده اندتوده تبد ٥٠ساعت به  ٢٤عددباكتري داشته ايم كه پس از

  :هدف ازكشت باكتري 

بامشاهده كلوني مي توانيم نوع گرم مثبت ياگرم منفي بودن راحدس بزنيم چراكه باكتريهـاي گـرم مثبـت داراي     -١

  .كلوني كوچك وتقريبا خشك وباكتريهاي گرم منفي داراي كلوني هاي مرطوب وآب دارمي باشند

توليدرنگدانـه وحتـي درمـواردي    ‚ ايجـاد بـو   ‚  pHتغييـر  ‚ ليز بعضاباكتري برروي محيط تغييراتي ازقبل همـو  -٢

  .استثنائي ذوب آگارراازخودنشان مي دهد

 

Liquid media  :  

 Needle , Loop, Swabبراي كشت درمحيط مايع كه بطورمعمول درلوله ساخته مي شودبايدازوسايلي همچـون  

افزايش تعدادميكروب است پس ازايجـاد كـدورت   هدف ازاستفاده ازاين محيط هاغني سازي و.استفاده كرد Pipetو

اندك باكتريهائي هسـتندكه بتواننـددرون محـيط مـايع     .ازاين محيط هانمونه گرفته وبه محيط جامدمنتقل مي سازيم

دراين نوع محيط هاباكتريهاي هوازي دربالاي لوله وباكتريهاي بـي هـوازي درپـائين لولـه رشـد       .ايجادكلوني نمايند

  .مي كنند

Solid  :  

  :براي كشت بروي محيط جامدمي بايست به نكات زيرتوجه نمود

نمونه گرفته وبطورفرضي برروي  Swabويا Loopابتدابا  -١
5

1
ويا  

4

1
  .محيط كشت كاملا آنراكشت مي دهيم 

  .رمحيط كشت خنك مي كنيملوپ رابوسيله شعله استريل مي كنيم وآنرادركنارشعله ويابااستفاده ازكنا -٢

بااستفاده ازپهناي لوپ ازقسمت اول نمونه برداشته وبه قسمت دوم محيط كشت منتقل مي سازيم وبدون اينكـه   -٣

  .به قسمت اول برگرديم آنرادراين ناحيه پخش مي كنيم

  .مجددا لوپ رااستريل مي كنيم وهمان مراحل قبل رابراي ناحيه سوم وچهارم تكرار مي كنيم -٤

ساعت محيط راازلحاظ تشكيل تك كلـوني بررسـي    ٢٤پس از.درجه قرارمي دهيم ٣٧محيط كشت رادرانكوباتور -٥

  .هرچه بهتركارشده باشدكلوني هامجزاتروكلوني هاواضح ترديده مي شوند.مي كنيم
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  .ازكل محيط خوداستفاده نمي كنند - ٢حجم نمونه اوليه آنهازياداست   - ١: درافرادمبتدي دواشكال وجوددارد 
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  بررسي اثرعوامل ضدميكروبي:  مهفتجلسه 

ولي درتمام حالات مي بايست به يادداشته باشـيم  .امروزه ازموادمختلفي براي نابودي ميكروب هااستفاده مي شود

رت ممكن است برروي بافت زنـده  درغيراين صو.كه موادضدميكروبي دركمترين غلظت بيشترين اثرراداشته باشند

  :اين قبيل موادبه دوگروه تقسيم مي شوند.تاثيرات سوء ازخونشان دهند

١- Disinfectant  :مانند كلر وفنل.موادضدميكروبي كه فقط براي سطوح بي جان استفاده مي شوند  

٢- Antiseptic  :ند اتواع پمادها مان.موادضدميكروبي كه ازبراي ضدعفوني سطوح جانداراستفاده مي شود  

  

اين نكته رابايدبه خاطرداشت كه اين مواد باتوجه به نوع تاثيري كه مي توانندبرروي ميكروب داشـته باشـندازخود   

  :دونوع تظاهررانشان مي دهند 

١- Bacteriostatic  :   اين موادبطورقابل برگشت به آنزيم هاي سلول متصل مي شوندودرصورت خـروج ازمحـيط

  .گي خودراشروع مي كندمجدداباكتري زند

٢- Bacteriocidal  :    اين موادبطورغيرقابل برگشت به آنزيم هاي سلولي متصل مي شـوندوبراي بـاكتري كشـنده

  .تلقي مي شوند

. هائي راتهيه مـي كنـيم   Diskاستفاده كرده وازكاغذصافي  Phanchبراي بررسي تاثيرموادشيميائي ابتداازدستگاه 

  .شيشه اي ريخته وآنرااتوكلاومي كنيم تااستريل گردد Plateسپس اين ديسك هارادريك 

. تهيـه مـي كنـيم     Lawnازميكروب موردآزمايش نمونه گرفته وبرروي محيطي جديد كشت  Swabدرادامه بوسيله 

سـپس بااسـتفاده ازيـك پـنس اسـتريل يكـي       .مي بايست پوشانده شود Plateدراين نوع كشت بوسيله سواپ تمام 

. تاماده جـذب كاغذشـود  .ده رابرداشته وبه ماده ضدعفوني كننده موردنظرتماس مي دهيم ازديسك هاي استريل ش

بعدبـه آرامـي   )دقت فرمائيدكه كاغـذدرماده مـوردنظر فرونرودچـون درادامـه كارباعـث ايجاداشـكال مـي شـود         ( 

درادامـه  .ايـن عمـل رابـراي چنـدماده ضـدعفوني تكـرار مـي كنـيم        .كشت شده قرارمي دهـيم   Plateكاغذرابرروي 

درايـن مـدت مـاده ضـدميكروبي كـه دركاغذصـافي       .سـاعت زمـان مـي گيـريم     ٢٤آنرادرانكوباتورقرارداده ومدت 

ن يـك  وجودداردبه آرامي درمحيط انتشارپيدامي كندودرصورتي كه بتواندبرروي ميكـروب تاثيربگـذارددراطراف آ  

Zone  درغلظت هاي مساوي موادهرچه ايـن  .عدم رشدمشاهده مي شودZone     بزرگترباشدنشـانه قـدرت زيـادآن

بـه  .اين ماده توانائي آن راداردكه حتي اسپورباكتريهاراازبين ببرد.قوي ترين ماده ضدميكروبي فنل است.خواهدبود

  .همين علت سايرموادضدميكروبي رابه فنل قياس مي كنند
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  تاثيرآنتي بيوتيك ها: مشتهجلسه 

ازمهمتــرين .برخــي ازميكروارگانيســم هاباتوليــدآنتي بيوتيــك مــي توانندازرشدســايرميكروب هــاجلوگيري نماينــد 

   Streptomyces , Bacillus , Pseudomonas:باكتريهائي كه اين عمل راانجام مي دهندعبارتنداز

درابتداشـايدآنتي بيوتيـك هـاي آن زمـان        .مـي گـذرد  اززمان كشف پني سيلين توسط فلمينگ تاكنون زمان زيـادي  

مي توانستندباكتريهاراازبين ببرندولي پس ازگذشت اندك زماني باكتريهابه آن آنتي بيوتيكهامقـاوم شـدندومحققين   

:         امـروزه آنتـي بيوتيـك هارابـه سـه گـروه تقسـيم مـي كننـد         .مجبوربه توليدنسل هاي جديدي ازآنتي بيوتيك شدند

  آنتي بيوتيك سنتزي -٣‚ آنتي بيوتيك نيمه سنتزي  -٢‚ تي بيوتيك توليدي به وسيله ميكروب آن -١

   

باتوجه به گفته بالابايست اين نكته رامدنظرقراردادكه براي نابودي ميكروب هاازهرآنتي بيوتيكي نمي توان استفاده 

مقـاوم باشـدبااين عمـل نـه     بخصوص درزماني كه فردي مريض دچارعفونت شده اسـت چـون اگرميكـروب    .نمود

  .تنهاميكروب ازبين نمي رودبلكه زمان معالجه فردنيزازدست رفته است

ممانعـت ازفعاليـت    -٢‚ جلوگيري ازسنتزديواره  -١: آنتي بيوتيك به چندشكل ازرشدميكروب هاجلوگيري مي كنند 

   DNAمانعت ازهمانندسازي م -٥‚ ممانعت ازسنتزماكرومولكول ها  -٤‚ ممانعت ازپروتئين سازي  -٣‚ غشاء 

  

درايـن روش  .استفاده نمـود  Antibiogramبراي اينكه بتوان براي فردمريض داروئي خوب تجويزنمودبايدازروش 

ــا   ــيون تهيـــه نمـــوده وآن رابـ ــده ازفردمـــريض يـــك سوسپانسـ                        ٠.٥  Mcfarlandابتـــداازميكروب بدســـت آمـ

 )H2SO4  +BaCl2  (درصورتي كه كـدورت سوسپانسـيون ميكروبـي    .مي باشدمقايسه مي كنيم كه يك محيط كدر

ميكـروب   ٨/١* ١٠٥سوسپانسيون تهيـه شـده    mlباهم برابرباشدمي توان گفت كه درهر نيم مك فارلندبالوله 

درصـورت نبـود     .اين عمل براي اين است كه درتمام كشـورهااين روش بصـورت اسـتانداردانجام شـود    .وجوددارد

  .بايدبتوان نوشته هاي يك روزنامه راازپشت سوسپانسيون مطالعه نمود ندنيم مك فارل

تهيه نموده واين بارازديسـك هـاي    Lawnپس ازاستانداردكردن سوسپانسيون به همان روش موادشيميائي كشت 

يم هنگام قراردادن ديسك هابايددقت نمودكه ديسك رافقط يكباربه محيط تمـاس ده ـ .آنتي بيوتيكي استفاده مي كنيم

سانتيمترومركزهرديسـك باديسـك    ٥/١بايـد  Plateفاصـله هرديسـك تـاديواره    .وازتماس هاي مكررخوداري كنـيم 

عـدم رشـدرااندازه گرفـت وبااسـتفاده      Zoneپس ازگرمخانه گـذاري بايـدباخط كـش قطـر    .سانتيمترباشد ٥/٢ديگر

آن آنتـي بيوتيـك راانـدازه    عدم حساسيت ويانيمه حساس بودن ميكروب نسبت بـه  ‚ ازجداول استانداردحساسيت 

  .گرفت

  :هنگام كارباديسك هاي آنتي بيوتيكي ممكن است شاهددوپديده جالب باشيم



  ١٦

١- Synergism  :        دراين حالت ممكن است دوديسـك آنتـي بيـوتيكي مجاورهركـدام بـرروي ميكـروب تاثيرداشـته

 Zone.) ديگرفرورفتـه انـد  جـائي كـه دراثرپديـده انتشـاردوآنتي بيوتيـك دريك     ( باشندولي درفصـل مشـترك خـود   

اين نشانه عمل متقابل دودارودرازبين بردن يك ميكروب است ويااينكـه هيچيـك بـه تنهـائي     .بزرگتري راتوليدنمايند

  .آنراازبين نمي برندولي درفصل مشترك آنهاشاهدازبين رفتن ميكروب هستيم

٢- Antagonism   :ن بـردن ميكـروب رادارنـدولي درفصـل     دراين حالت ممكن است دوداروبه تنهائي توانائي ازبي

  .مشتركشان به دليل خنثي كردن همديگرميكروب به راحتي رشدكرده است

  

  .مي باشد Mueller hintonبهترين محيط كشت براي آزمايش آنتي بيوگرام محيط : تذكر
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  نيازمندي هاي فيزيكي:  منهجلسه 

 

  . ر احتياجات غذايي بايد يكسري شرايط فيزيكي و محيطي نيزفراهم باشدجهت رشدبهتر ميكروارگانيسم هاعلاوه ب

 Temperature  :  

حـداقل و حـداكثر دمـايي كـه يـك      . دما از مهمترين عوامل فيزيكي است كـه در حيـات ميكروارگانيسـم نقـش دارد     

ولـي هـر   . خوانـده مـي شـود     Temperature growthميكروارگانيسم مـي توانـد درآن رشـد كنـد تحـت عنـوان       

كه بنابر تعريف دمـايي اسـت كـه ميكروارگانيسـم در     . دما نياز دارد  Optimumميكروارگانيسم جهت رشد به يك 

قـادر بـه رشـد     Optimumبرخي از ميكروارگانيسمها فقط در نزديكـي دمـاي   . آن بيشترين سرعت رشد را دار د 

دمـايي وسـيع    rangeميكروارگانيسـم هـا يـك    در برخي از . گفته مي شود  Stenothermophileهستند كه به آنها

  . گفته مي شود  Eurythermophileوجود دارد كه به آنها

Max  Optimun  Min    

٥  ١٠  ٢٠-  Psychrophile  

  Psychrotroph  ٠  تا  ٣٧

٢٥  ٣٧  ٤٥  Mesophile  

٤٥  ٦٠- ٥٠  ٩٠- ٧٠  Termophile  

pH     :  

مستقيم دارد نسبت  Hبا غلظت يون pHمقدارعددي  
H

pH
log

1
باكتريها را ‚ مناسب رشد  pHبر اساس  

  : به گروههاي زير تقسيم مي كنند 

Relative humidity  (RH  :(  

) aw(معيـار سـنجش رطوبـت در ميكروارگانيسـم هـا      . باكتريها مثل ساير موجودات جهت رشد نياز بـه آب دارنـد   

available water  مي باشد .aw خار محلول به آب خالص استفشار ب :  

Pwater

Psolution
aw   

Osmotic pressure   & Ionic strength  :  

در . فشاري كه در اثر اختلاف غلظت دوطرف يك پـرده نيمـه تـراوا بـه آن واردمـي شـودرا فشـار اسـمزي گوينـد         

افزايش نشان مي دهد به اين دليل كه بـاكتري   باكتريها فشار اسمزي داخل باكتري نسبت به خارج آن چندين برابر

فشـار   Cell membraneزمانيكـه بـه    .برخلاف شيب غلظت وبااستفاده ازانرژي موادرابه داخـل حمـل مـي نمايـد    



  ١٨

در باكتري باعث مي شود كـه بـاكتري از فشـار اسـمزي محفـوظ       Cell wallزيادي وارد شود سلول مي ميردولي

  ..بماند

بـه باكتريهـا كـه    . ناميـده  مـي شـوند     Osmophileدر فشار اسمزي بالا ادامه حيات دهنـد   باكتريهايي كه قادرند 

  . گفته مي شود Halophileغلظت بالاي نمك را مي توانند تحمل كنند و در آن رشد نمايند 

Halophile  :  

باكتريهـاي   .نيسـتند  Halophile‚ هـا   Osmophileهستند ولـي همـه    Halophile  ‚Osmophileتمام باكتريهاي  

halophile  به دو دسته تقسيم مي شوند :  

١- halophile  Moderate  : نمك نياز دارند% ٥/٣عده اي كه جهت رشد به حداقل.  

٢- halophile Extreme  : نمك نيازدارند% ٣٠الي % ١٥عده اي كه جهت رشد به حداقل.  

  . مان غشاء سلولي آنهااست استخراج كردعلت اصلي اينكه اين باكتريهامي توانند نمك را تحمل كنندساخت

 

  :روش كار

1- pH 

مي سازيم وباكتري موردآزمايش رابـه  )   ٧و ٥‚  ٣( هاي مختلف  pHدراين آزمايش محيط كشت هاي مايعي رابه 

رابــراي بــاكتري   pHســاعت گرمخانــه گــذاري وضــعيت تحمــل  ٢٤تــك تــك ايــن لولــه اضــافه مــي كنــيم بعــداز

  .موردنظربدست مي آوريم

2-Osmotic pressure 

آن رادرسه ظرف مسـتقل تهيـه نمـوده وبـه هريـك غلظـت        Nutrient agarبراي اين آزمايش هنگام ساخت محيط 

سـپس  ).سي سي محيط اضافه مي كنيم ١٠٠درصد نمك به ازاء هر ١٠و ٥و  ٥/٠( خاصي ازنمك رااضافه مي كنيم 

سـاعت وضـعيت رشددرشـرايط     ٢٤ت داده وبعـداز باكتري آزمايشات قبل رابرروي اين محيط هاي سه گانـه كش ـ 

  .اسمزي مختلف رابررسي مي كنيم

3- Temperature  :  

دردولوله حاوي محيط مايع ازباكتري آزمايش قبـل كشـت داده ويكـي رادردمـاي يخچـال گذاشـته وديگـري رابـه         

  .سه مي كنيمساعت وضعيت رشدميكروب درهردولوله راباهم مقاي ٢٤بعدازگذشت .انكوباتورمنتقل مي كنيم 
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 هاي ميكروبي Exoenzymeبررسي فعاليت :  جلسه دهم

  :آنزيم هاي ميكروبي به دوگروه تقسيم مي شوند

زيراچرخه هاي .اين قبيل آنزيم هادردرون سلول دائماً درحال توليدمي باشند: آنزيم هاي درون سلولي  -۱

  .ردمتابوليسمي سلول باكتري به اين آنزيم هامرتباً احتياج دا

اين گروه ازآنزيم هاصرفاً زماني توليدمي گردندكه درمحيط باكتري يك ماده غذائي : آنزيم هاي خارج سلولي  -۲

واردشده باشديابه عبارتي يك محرك ازبيرون باكتري راتحريك به ساخت آنزيم كرده باشدواين آنزيم تازماني 

صورت باكتري نيازي به توليدآن درغيراين .ساخته مي شودكه آن محرك درمحيط وجودداشته باشد

  .نخواهدداشت

  

ها بايكديگراختلاف دارند وازروي همين اختلاف مي  Exoenzymeباكتري ها درداشتن آنزيم هاي گروه دوم يا 

  .درزيرتعدادي ازهمين نوع فعاليت هاي آنزيمي آورده مي شود.توان آنهاراازيكديگرشناسائي نمود

  

  

1- Starch hydrolysis : 

البته لازم به ذكراست كه باكتري ابتدابه .توانائي شكستن نشاسته رادارند زباكتري بوسيله آنزيم آميلاز برخي ا

ساكن ازنشاسته استفاده نمي كندبلكه مي بايست ابتدادرمحيط تركيبات ساده ديگري دراختيارش قرار داده 

تركيب اين نوع . جزيه نشاسته گردد شودتاپس ازاتمام آن منبع غذائي باكتري مجبوربه ساخت آنزيم آميلاز وت

 :محيط كشت به شرح ذيل است 

1- agar       20 gr          2- Peptone     5 gr         3- Beef extract         3 gr 
4- NaCl       5 gr          5- Starch      20 gr         6- D.W               1000 gr 
 

 ۲۴وخنك نمودن آن ازباكتري مشكوك دروسط پليت كشت مي دهيم وپس از پس ازآماده سازي محيط كشت

يد بانشاسته . ساعت برروي محيط كشت ودرست درمكاني كه باكتري رشد كرده است مقداري يد اضافه مي كنيم

درحالي كه بدليل مصرف نشاسته دراطراف خط كشت .محيط تركيب شده ويك رسوب بنفش رنگ ايجادمي كند

  .وب بنفش رنگي مشاهده نمي شود واين نشانه توليدآنزيم آميلازازطرف سلول باكتري مي باشدهيچگونه رس

  

2- Protein hydrolysis : 

تركيب اين .توسط باكتري بررسي گردد Proteaseهمانند حالت فوق دراين تست سعي مي شود تاتوليدآنزيم 

 :محيط كشت به شرح ذيل است 

1- Nutrient agar , sterile        87.5 ml 
2- Skimmed milk , sterile      12.5 ml 
3- agar                                     0.2 gr 

پس ازكشت باكتري درصورت توليدآنزيم پروتئازدراطراف خط كشت .اين محيط به دليل وجودشيرسفيدرنگ است

 .توسط باكتري مي باشدباكتري يك منطقه شفاف قابل مشاهده است كه نشانه مصرف پروتئين شير

 
3- Carbohydrate fermentation : 

براي ساخت .بااستفاده ازاين تست سعي مي گرددتاباكتري هارابراساس مصرف انواع قندازيكديگرتشخيص داد

  :اين نوع محيط ازتركيبات زير استفاده مي شود



  ٢٠

 
1- Meat extract                                   5    gr 
2- Na2HPO4                                        2    gr 
3- Bromothymol blue                       12.5 ml ( 2.5 ml from 0.2% solution to 100 ml ) 
4- Sugar , 10% solution sterile         50    ml   
5- water                                          950    ml 

گونه كه مشاهده مي شودجهت اين تست ازمحيط مايع استفاده مي شودوازآنجاكه ماحصل استفاده همان 

اين معرف درشرايط اسيدي .ازقندتوليداسيدمي باشدبه همين جهت ازمعرف برموكرزول پارپل استفاده شده است

ندراداشته درصورتي كه باكتري توانائي استفاده ازق.زرد رنگ ودرشرايط قليائي بنفش رنگ مي باشد

ازطرفي برخي ازباكتري هاي درادامه مصرف قند، گاز نيز توليد مي .باشددراثرتوليداسيدرنگ محيط زردمي شود

 .مي توانيم گازتوليدي راجمع آوري ومشاهده نمود Durhamكنند لذا باقراردادن لوله هايِ 

          را درمحيطي مانندهمچنين لازم به ذكراست كه قبل ازاضافه نمودن باكتري مي بايست يك شب آن

Nutrient broth  كشت دهيم تادرصورتي كه باكتري دردرون خودذخيره قندي داردتمام آنرا مصرف

  . نمايدوهنگامي كه به محيط تك قندي واردمي شودصرفاً ازقندمحيط استفاده نمايد
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  كشت ادرار: جلسه يازدهم 

هـم ازگـروه باكتريهـاي    )  UTIيـا   Urinary tract infection(جادكننده عفونـت ادراري  به علت اينكه باكتريهاي اي

ويـك محـيط    Blood agarگرم مثبت وهم ازگروه باكتريهاي گرم منفي مي باشند ، معمولا هم زمان ازيـك محـيط   

Mac Conkek   ياEMB كـه   جهت انجام كشت مي بايست ازلوپ هاي اسـتانداردي .جهت كشت استفاده مي شود

لازم بــه ذكراســت كــه ايــن لــوپ هــاي .ميلــي ليترراداشــته باشداســتفاده نمــود ۰۰۱/۰يــا  ۰۱/۰توانــائي برداشــت 

  .استانداردرامي بايست دريك جايگاه جداگانه قراردادتا ازفرم ايده آل خارج نگردند

سـب اسـتفاده   سـانتي متـرو داراي برچ   ۴ازظروف دهانه گشاد باقاعده حـداقل   جهت جمع آوري نمونه مي بايست

كـه داراي   Urin bagدرصورتي كه ازكودكان نمونه گرفته مي شودمي بايست ازكيسه هاي پلاستيكي كوچك .نمود

بطوري كه ابتدابايدچنـدقطره اوليـه   .فردمريض راراهنمائي نمود درضمن حتماً بايد. سوراخ مي باشند استفاده شود

ويانرمال فلوراهاي بدن دراين منطقه قراردارنـدكاملاً شسـته    آلوده كننده محيطيادرارراخارج نمايدتااگرباكتريهاي 

لازم بـه ذكراسـت كـه عفونـت مجـراي ادراري      .( شوندوسپس مـابقي ادرار رادرظـرف آزمايشـگاهي تخليـه نمايـد     

  .)ازابتداي مسيرادرارشروع وبه مثانه ختم مي شود

سپس لـوپ اسـتانداردرادرآن فروبـرده وپـس     .هنگام آزمايش برروي نمونه ابتداآنراتكان داده تاكاملاً مخلوط شود

درادامـه بـدون اينكـه    .ازخروج آنراازطرف پهن بـرروي پليـت قـرارداده وباپهنـاي آن قطرپليـت رارسـم مـي كنـيم        

  ) كشت شطرنجي .( آنرااستريل نمائيم بطورزيكزاك ازبالابه پائين وسپس ازچپ به راست حركت مي نمائيم

  

الـي   ١٨درجه بـه مـدت    ٣٧پليت هارادردماي . درفاصله خطوط كمترباشدكلني هاي بيشتري ايزوله مي گردندهرچق

كلني هاي شـمارش شـده   .سپس آنها راخارج كرده وكلني هاي روي آنهارامي شماريم.ساعت انكوبيت مي نمائيم ٢٤

 ٢٠٠شـيم وتعدادنمونـه شـمارش شـده     نمونه گرفتـه با  ٠١/٠مثلاً اگربالوپ .رابرحجم برداشته شده تقسيم مي كنيم

  ٢ ١٠٤يابه عبارتي  ٢٠٠٠٠=  ٠١/٠٢٠٠كلني باشدمي شود

 باشدمشـكوك   ١٠٤باشدعفونت گزارش مي گـردد ، درصـورتي كـه تعـداد     ١٠٥ازنظركلينيكي زماني كه تعداد باكتري

يـادآوري مـي گرددكـه مثانـه مـي بايسـت هميشـه اسـتريل         .( نمـي كنـيم  باشدآنراعفونت تلقـي   ١٠٣مي گرديم واگر

باشدوتعدادباكتري كه پـس ازمحاسـبه بدسـت مـي آيدمشـخص كننـده همـين تعـدادباكتري درهرميلـي ليتـرادرار                  

ازنمونه هاي بدست آمده مي توان رنگ آميزي نمودوبعدازمشخص شدن نـوع رنـگ آميـزي گـرم بـراي       )مي باشد

  .آزمايشگاهي قراردادونوع ميكروب رامشخص نمود آنهاتست هاي

  .درادامه باقراردادن تست هاي آنتي بيوگرام مي توان حساسيت آنها رابه آنتي بيوتيكهاي مختلف بررسي نمود
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  كشت مدفوع

: ناخوشي هاي اسهال يكي ازمعمولي ترين تغييرات سيستم گوارشي انسان است كه به طرق مختلف بوجودمي آيـد 

  :دارو  مصرف -الف

اين اسـهال بسـته بـه فرددرگيـر     .تركيبات ضدميكروبي همچون كليندامايسين ولينكومايسين سبب اسهال مي شوند

مي تواندازحالت خفيف تاخيلي شديدمتغيرباشدوبعضاً مي توانددرمواردي خاص دردرون روده توليدغشـاء كـاذب   

  .دراين صورت دارونبايدادامه پيداكند.نمايد

  :مسموميت غذائي  -ب

دراين نوع درگيري مي بايست تاريخچه بيماري بررسي گرددبطوري كه اگرفـردفقط اسـهال داشـته باشـدولي تـب      

ومعمولاً اين نوع عارضـه   نداشته باشدمي توان احتمال دادكه غذاي مصرف شده به سم ميكروبي آلوده بوده است

بسته به توانـائي  ( گذشت چندساعت ساعت بعدازخوردن غذاشروع مي شودوبعداز ٤الي  ٢بعدازگذشت مدت زمان 

  .يكي ازمتداول ترين باكتريهادراين زمينه مي باشد Staph aureusباكتري .خودبه خودخوب مي شود) فرد 

 Clostridium perfringens سـاعت مشـخص گردداحتمـال اينكـه     ۱۶الـي   ۱۲درصورتي كه علائـم بعدازگذشـت   

درتمـام  .درروده وجـوددارد  Shigellaو    Salmonellaحضور اگراسهال همراه باتب باشداحتمال.باشدزيادتراست

مواردابتدامي بايست تاريخچه قبل ازبيماري ازوي پرسيده شودوسپس ازمدفوع نمونه گرفـت وآنرابـرروي محـيط    

  .هاي مختلف كشت داد

  :آميب هاي روده اي  -ج

معمـولاً ايـن نـوع اسـهال همـراه       گاه آميب روده اي ماننـد انتاموباهيسـتوليتيكا عامـل بـروز اسـهال مـي باشـدكه       

   درحالي كه روده  وي .باخونريزي مي باشدوبعضاً آن قدرخون زيادمي باشدكه به فرداجابت مزاج دست مي دهد

  .پرازخون است وازمدفوع خبري نيست

طره وقراردادن يك تـادوق ) بوسيله اپليكاتور ( درهرصورت مي توان باقراردادن مقداري ازنمونه مدفوع برروي لام 

دراين حالت مي تـوان  .محتويات آنرابررسي نمود ۴۰يد برروي آن ، نمونه رازيرميكروسكوپ قراردادوبابزرگنمائي 

البته لازم به ذكراست كه گاه خونريزي بصـورت ميكروسـكوپي   .(، گلبولهاي قرمزوياسفيدرابررسي نمودتخم انگل 

  )مي باشد 

ريهـاي روده اي مانندشـيگلابه سـرعت درنمونـه ازبـين مـي       اين موضوع بايدهميشـه مدنظرباشـدكه برخـي ازباكت   

زمـاني كـه اسـهال خـوني زخـم ي دهـدمي تـوان        .روندومي بايست بلافاصله بـرروي ان آزمـايش صـورت گيـرد    

استفاده نمود يابعبارتي سواب رادرداخل مقعدوپشت اسفنگترفرستادوآنرابه آطراف چرخاندتابـه    Rectal swabاز

  .ااستفاده ازهمان سواب برروي محيط هاي مختلف كشت دادديواره تماس يابدوسپس ب
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مدفوع بطورقراردادي درشرايط هوازي صورت مي گيردچون اكثرباكتريهاي اين گروه بي هـوازي اختيـاري   كشت 

  ) E.coliمانند(مي باشند

 ۱۵رادرداخـل  گرم نمونه گرفتـه وآن  ۲الي   ۱جهت جداسازي نمونه وهمچنين غني سازي آن ابتداازمدفوع به اندازه 

ايـن محـيط باعـث تكثيرباكتريهـائي همچـون سـالمونلا وشـيگلا شـده         .كشت مي دهيم Selenite Fميلي ليترمحيط 

ساعت ازاين محيط نمونه گرفتـه   ۱۴الي  ۱۲پس ازگذشت .وازرشدسايرباكتريهاي موجود درروده جلوگيري مي كند

سپس بعدازرشـدكردن كلنـي هاازآنهـا    .كشت مي دهيم Mac Conkeyو S.S ،EMBوبرروي محيط هائي همچون 

  .نمونه گرفته وبااستفاده ازتست هاي ازمايشگاهي آنها راتعيين هويت مي نمائيم
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  ميكروبيولوژي شير: جلسه دوازدهم

بنـابراين درنگهـداري آن   .شيربه دليل غني بـودن ازتركيبـات قنـدي وپروتئينـي شـرايط لازم بـراي آلـودگي رادارد       

ــ ــاريزا               باي ــرفاً فاقــدباكتريهاي بيم ــه شيرپاســتوريزه ص ــت ك ــه ذكراس ــودوهمچنين لازم ب ــذول نم ددقت لازم رامب

مـي باشــدبطوري كــه اگردرشــرايط غيرازيخچــال قـرارداده شــودميكروب هــاي موجــوددرآن رشــدكرده وباعــث   

  .فسادشيرمي شوند

وسـپس آن   شـيرواردمي كنـيم  ميلـي ليتر  ١٠حـاوي   متيلين بلورادرلولـه آزمـايش  يك ميلي ليترر امقد :كيفيت شير

 سـفيدرنگ اسـت   ، آبـي ودرشـرايط احيـاء   ، متيلن بلودرشـرايط اكسـيد  .درجه قرارمي دهيم ٣٧رادرون حمام بخار

حـال هرچـه   .متيلن بلواحياء شده وبي رنـگ مـي گـردد   ودرصورت فعاليت باكتريهاي شيربه دليل مصرف اكسيژن 

زمـاني احيـاء شـدن متـيلن     . سژن ودرنتيجـه احيـائ متـيلن بلوبيشتراسـت    باشدسرعت مصرف اك محيط آلوده تر

بلوكامل است كه 
5

4
ودرضـمن هـرازنيم سـاعت مـي بايسـت وضـعيت لولـه رابررسـي         لوله بـي رنـگ شـده باشد    

  :مي نمائيم سپس مطابق استانداردهاي بين المللي ، كيفيت شيررابه صورت زيرگزارش.نمود

درايـــن حالـــت ، .ســـاعت متـــيلن بلواحيـــاء نمـــي شـــود  ٥/٥شـــيري اســـت كـــه درمـــدت : وب شـــيرمرغ -١

  .ميليون درهرميلي ليتراست ٥/٠تعدادباكتريهاكمتراز

درهرميلـي  .سـاعت وبيشترازدوسـاعت ، متـيلن بلورااحيـاء مـي شـود       ٥/٥شيري است كه دركمتراز: شيرخوب  -٢

  .ميليون باكتري وجوددارد ٤تا ٥/٠ليتراين شيرحدود

 ٢٠درهرميلـي ليتـراين شـيربيش از   .دشـو ، متيلن بلوبي رنگ مي دقيقه ٢٠شيري است كه دركمتراز : شيرآلوده  -٣

  .ميليون باكتري وجوددارد

مشاهده هريك ازمواردزيرنشانه آلودگي شيرمي باشدوباعث مي گرددتاشرايط ميكروبـي شـيربطورويژه بررسـي    

بـدليل  (، شيرلخته شده) بدليل مصرف لاكتوز(هاي گازدرشير، وجودحباب) بدليل اسيدلاكتيك(ترش شدن شير: شود

، خامه تكـه تكـه   ) بدليل باكتريهاي كپسول دار(، حالت رشته اي ياكشدارشدن شير) فعاليت آنزيم هاي پروتئوليتيك 

  ) بدليل لسيتيناز (شده

 Nutrient agarي محـيط  ميلي ليتربررو ٠١/٠به ميزان  ١٠-١ازنمونه شيرابتدارقت تهيه نموده وازرقت : شير كشت

البتـه لازم اسـت   .( ساعت نگهـداري مـي كنـيم    ۴۸الي  ۲۴درجه به مدت ۳۲پليت هارادردماي .مي دهيم Lawnكشت 

ــودآورد    ــوازي نيزبوج ــي ه ــورت ب ــرايط رابص ــاهمين ش ــمارش                               ).ت ــوردنظركلني هاراش ــان م ــت زم ــس ازگذش پ

  .كمترباشد ۳۰مي بايست ازعددي هابطوراستانداردتعدادكلن.مي نمائيم

درآزمايش هـاي ميكروبـي شـيراحتمال وجودباكتريهـائي همچـون كليفـرم هـا ، اسـترپتوكوك         :ميكروب هاي شير

  .مدفوعي،كپك هاومخمرها، استافيلوكوكوس اورئوس، اسپوركلستريديوم، سالمونلا وعامل تب مالت وجود دارد



  ٢٥

  ميكروبيولوژي خاك: جلسه سيزدهم

يك گرم ازخاك راوزن نموده ووسـپس ازآن رقـت   .آزمايش مشاهده ميكروب هاي موجوددرخاك استهدف ازاين 

تهيه نموده وباقراردادن يك قطره ازان برروي لام وپس ازخشك شدن آنرابه روش گرم رنگ آميزي مي كنـيم  ١٠-١

  .وشكل باكتريهاي مشاهده شده راترسيم مي نمائيم

 Pure plateليل حضورانواع باكتريهاي بي هوازي وهوازي بايـدازروش  براي كشت باكتريهاي موجوددرخاك به د

ميلـي ليتردرلولـه آزمـايش ريختـه وبـه       ٩رابه ميـزان   Nutrient agarدراين روش ابتدامحيط كشت .تفاده نمودسا

 ٤٥الـي   ٤٠پس ازخروج ازاتوكلاوبراي ممانعت ازسفت شـدن آنهارادرحمـام بخـار   .همين صورت اتوكلاومي نمائيم

يك ميلي ليتررابرداشـته وكـف يـك پليـت اسـتريل وخـالي        ١٠-٦و ١٠-٥،  ١٠-٤سپس ازرقت هاي .ه قرارميدهيمدرج

 8رابرروي آن تخليه مي كنيم وآنرابـرروي ميزكـاربطورت    Nutrient agarقرارمي دهيم ودرادامه يك لوله حاوي 

 ۳۵الـي   ۳۰دتمام پليـت هارادردمـاي   باملايمت تكان مي دهيم وبعداجازه مي دهيم تامحيط جامدشـده وبع ـ انگليسي 

دراين شرايط باكتري هـاي بـي هـوازي درپـائين وبـاكتري هـاي هـوازي        .دقيقه مي دهيم ۴۸الي  ۲۴درجه به مدت 

  .دربالاي محيط رشدمي كنند

  .مي توان آنتاگونيست هاي احتمالي رامشاهده نمودباكتريها ، درپليت هاعلاوه بربررسي تعداد

به همين دليل ابتـدارقت هـاي   .ت براي باكتريهاي سرمادوست وگرمادوست نيزبررسي نموداين آزمايش رامي بايس

برحسـب  ( ميلـي ليترازنمونـه   ٠١/٠الـي   ١سـپس بـاقراردادن   .راازنمونه خـاك تهيـه مـي نمـائيم     ١٠-٥و ١٠-٤،  ١٠-٣

جهـت پخـش    بايدتوجه نمودكه ميله هاي شيشه اي كـه .( مي دهيم Lawnبرروي محيط كشت آنراكشت ) قطرپليت 

  .)نمونه استفاده مي شوندمي باست توسط الكل ضدعفوني گردند

درايـن  .درجه قرارمي دهيم ٦٠درجه ، ديگري دردماي اتاق وآخرين پليت رادردماي  ١٠درادامه يك پليت رادردماي 

دانواع ، مـي تـوانيم شاهدرش ـ   م باكتريهارابرحسب نوع دمـاي رشـدتفكيك نمـائيم   آزمايش علاوه براينكه توانسته اي

  .كلني بابعضاً رنگ هاي متنوع باشيم

  

  

  

  

  

  

  



  ٢٦

  ميكروبيولوژي آب:  جلسه چهاردهم

ديـده شودنشـانه آلـودگي آب     E.coliدرصورتي كـه درآب  .آب مصرفي مي بايست عاري ازهرگونه ميكروب باشد

ريل آب موردآزمـايش بايددرشـرايط اسـت   .بامدفوع انسان يافاضـلاب اسـت وايـن آب ازدرجـه اعتبارسـاقط اسـت      

سـپس شـيرآب   .دقيقـه آب ازشـيرخارج شـود    ۵ابتدااجازه مي دهـيم تابـه مـدت    .ودرظروف استريل برداشته شود

درصورتي كه آب حاوي كلرباشداين ماده راتوسط تيوسولفاتسديم .راباشعله چراغ الكلي ضدعفوني خارج مي كنيم

تيوسـولفات سـديم اضـافه وباتكـان     ميلي گـرم   ۱۰۰بدين صورت كه به يك ليترآب موردآزمايش ؤ .خنثي مي كنيم

پس ازنمونه گيري بايدبلافاصله آزمايش راانجـام داددرغيـراين صـورت بايدنمونـه آب     .دادن آنرايكنواخت مي كنيم

  .رادردماي يخچال قرارداد

كه قـبلاً توضـيح داده شداسـتفاده مـي      Pure plateجهت بدست آوردن تعدادباكتري درآب موردآزمايش ازروش 

لازم بـه ذكراسـت كـه    .درجـه قـرارداده ودرادامـه تعدادآنراشـمارش مـي كنـيم       ۳۷ت هارادردمـاي  شودوسپس پلي

  .درصورت مشاهده آلودگي باچشم ابتدامي بايست بامقداري آب استريل نمونه رارقيق نمود

يابيشـترين تعـداداحتمالي    MPNبهتريت راه براي محاسبه حضورباكتريهاي مـدفوعي درنمونـه اسـتفاده ازتسـت     

همچنين جهـت انجـام   .سي سي ازآب موردنظرراتهيه مي نمائيم ۱۰۰جهت انجام آزمايش .ري استفاده مي كنيم باكت

لولـه   ۳لوله ازاين محيط تهيه مي نمـائيم بطـوري كـه     ۹.مي باشد Lactose brothاين آزمايش نيازبه محيط كشت 

      ۱۰بـه هريـك   غلظـت دوبرابراسـت    ازنمونه تهيه شـده بـه سـه لولـه اول كـه داراي     .اول ازغلظت دوبرخورداراست

لازم بـه ذكراسـت   .سي سي اضافه مي كنيم/. ۱ سي سي ، به سه لوله دوم به هريك يك سي سي وبه سه لوله آخر

 ۲۴درجه به مـدت   ۳۷لوله هارادردماي .كه جهت مشاهده توليدگازبايدبه تمام لوله هاازقبل لوله دورهام اضافه نمود

درصورتي كه درسه لوله اول دوتـاي  .وضعيت لوله هاوتوليدگازدرآنهادقت مي نمائيمسپس به .ساعت قرارمي دهيم

 ۲۱۱ان گازتوليدكرده باشد ودرسه لوله دوم يك موردآن ودرسه لوله آخرنيزيـك موردگازايجادشـده باشـد ، عـدد    

        سـي ســي       ۱۰۰يـك عددكـه نشــانه تعـدادباكتري هـاي مــدفوعي در     MPNبدسـت مـي آيدكــه باتوجـه بـه جــدول     

  .مي باشدمحاسبه مي شود

عددنشـانه آب   ۱۰الـي   ۳عددنشـانه آب نسـبتاًخوب ، تعـداد    ۳الي  ۱نشانه آب خوب ، E.coli تعدادصفرتايك مورد

  .عددنشانه آب بسيارآلوده است دردوموردآخربايداعلام شودكه آب قابل آشاميدن نيست ۱۰آلوده وتعداد

درتست تأييـدي ازمحـيط هـائي    .، تأكيدي وتكميلي قرارداده شود بايدبراي آب تست هاي تأييديMPN پس ازتست

كلنـي هـائي بـاجلاي فلـزي     درتست تأكيدي درصورت مشـاهده  .كشت مي دهيم EMBكه گازتوليدكرده اندبرروي 

جهت توليدگازانتقال مي دهـيم ودرتسـت تكميلـي     Lactose brothوياصورتي درمرحله قبل آن رامجدداً به محيط 

     .جددگازازهمان كلني هاتست هاي شناسائي جهت باكتري هاي روده اي قرارداده مي شوددرصورت تشكيل م



  ٢٧

 تاثيرعوامل فيزيكي: پانزدهم جلسه

 

1- Thermal death time ( TDT) 

درجـه   ٦٠دراين آزمايش ابتداسوسپانسيوني ازميكروب رادرلوله آزمايش تهيه كرده وحمام بخـاررابرروي دمـاي   

استفاده كرده وضمن اينكه پشت آنرابه صورت مساوي بـه چهـار     Nutrient agarز محيط سپس ا.تنظيم مي كنيم

ياكنترل راحك مـي كنـيم وازسوسپانسـيون موردنظربايـك        Cقسمت تقسيم مي كنيم برروي اولين قسمت عبارت 

دقيقـه   ١٠سپس لوله رابه حمـام بخارانتقـال داده و  .لوپ نمونه گرفته ودراين قسمت بصورت خطي كشت مي دهيم 

راحك مي كنيم ازآن نمونـه گرفتـه وبصـورت خطـي      ١٠زمان مي گيريم وبازضمن اينكه پشت محيط كشت عبارت 

راحـك   ١٥دقيقه زمان مي گيريم ولي درپشت محيط عبارت  ٥بازلوله رابه حمام بخاربرده ودوباره .كشت مي دهيم

  . مي كنيم وپس ازكشت مجددااين اعمال را تكرارمي كنيم

                                                                                                                                                

 

 

 

 

 

پس ازاين مـدت  .ساعت قرارمي دهيم ٢٤درجه به مدت  ٣٧درادامه محيط كشت رابه انكوباتورانتقال داده ودردماي 

رشدداشـته ايـم ولـي     ١٥و ١٠‚  ٥مشاهده مي شودكه دركنتـرل ودرزمانهـاي   .كشت نگاه مي كنيم  زمان به خطوط

به اين دليل كـه مـانمي دانـيم كـه       TDT  ٢٠به بعدرشدي مشاهده نمي شود پس بيان مي كنيم كه    ٢٠اززمان 

ودنيازبه تكراردوبـاره آزمـايش وايـن بارزمـان     به بعدكشته شده است واين خ ٢١ويا  ٢٠آياميكروب دقيقا دردقيق 

  .هاي حدفاصل رانيزبايداندازه گيري نمائيم

  

2-  Thermal death point ( TDP  )  

زمـان درايـن آزمـايش    .اين آزمايش عكس آزمايش قبل است بطوري كه دراينجازمان ثابت است ودما تغييرمي كند

بـرخلاف آزمـايش قبـل كـه     .درجه  ختم مي شـود   ٧٠و  ٦٠ درجه شروع شده وبعدبه ٥٠دقيقه مي باشدودمااز ١٠

دقيقـه   ١٠بايك لوله مي توانستيم تمام آزمايش راانجام دهيم دراين مرحله براي هردمابايديك لوله مجزارابه مـدت  

  .مورداستفاده قراردهيم
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