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Gram Stain

دکنر سینا مباشری زاده
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:مقدمه

اساس و پایه آزمایشگاه میکروب شناسی•

تشخیص احتمالی و سریع عوامل عفونی•

کیفیت نمونه بالینی•

رم آنها طبقه بندي باکتري ها بر اساس شکل، اندازه، مورفولوژي سلول و واکنش گ•
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عوامل مداخله گر در کیفیت

هامدت زمان ماندگی پلیت •

کشتمحیط •

اتمسفر انکوباسیون•

رنگ آمیزي روش •

مهارکنندهمواد وجود •
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تهیه اسمیر

نمونه هاي بالینی•

محیط مایع•

کلنی هاي رشد کرده روي محیط کشت جامد •

از محیط هااي ییرمهارکنناده ، ( ساعت24کمتر از  )نمونه هاي بالینی تازه وکشت هاي تازه •

یاه شاده از صحیح ترین نتایج را می دهند؛ براي برخی بررسی هاي مورفولوژیکی، اسامیر ته

کشت براث مورد نیاز می باشد

هات درصورت ارسال نمونه به خارج از آزمایشگاه یا محل نمونه گیاري بهتار اسات اسامیر ج•

.رنگ آمیزي گرم در مبداء انجام گردد
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نمونه بالینی

:بطور کلی رنگ آمیزي گرم از

کاتتر و پروتزها سواب بینی، گلو، مدفوع، خلط بیماران مبتلا به سیستیک فیبروزیس، نوک•

.ارزش بالینی ندارد

.ارزشمند استنمونه هاي زخم، جراحات چشم، مایعات استریل، آبسه ها و بافت هاي بدن •

.گاهاٌ می تواند موثر باشد اما بطور روتین نیاز نیستکشت خون و ادرارنمونه از •
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کنترل کیفی

.روزانه معرف ها را از نظر ظاهري بررسی کنید

نید، حتای اگر کریستال ویوله رسوب کرده یا ته نشین شده، قبل از استفاده آن را صاف ک•

.زماانی کاه معارف هاا باه صورت تجاري خریداري می شوند

در صورت . دبعضی رنگ ها، خصوصاً فوشین بازي و سافرانین می توانند آلوده شون: نکته•

.شک به آلاودگی ، انجاام رناگ آمیزي با استفاده از معرف تازه توصیه میگردد 

اي اگر محلول ه. تبخیر شدن مواد ممکن است کارایی و تأثیر معرف ها را دگرگون کند•

کاري با مصارف روزاناه تماام نمی شوند، باید به طور منظم تعویض شوند
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ویه هاي به طور روزانه و زمانی که یک سري ساخت جدید استفاده می شاود، گسترشای از س•

.زیر تهیه کنید

• E.coli ATCC 25922   Gram-negative rods, pink

• S.aureus ATCC 25923 Gram-positive cocci, deep violet

• S.epidermidis ATCC 12228

قطاره باا   یک نمونه مایع با کدورت ضعیف از دو باکتري گرم منفی و مثبت تهیاه کارده و دو•

ول فایکس پی پت پاستور بر روي اسلاید ریخته اجازه داده تا خشک شود و سپس توسط متاان

.شده و رنگ آمیزي شود
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علل رایج کیفیت بد رنگ آمیزی گرم

.استفاده از لام هاي شیشه اي که قبلا تمیز یا چربی زدایی نشده اند•

.گسترش ها خیلی ضخیم تهیه شده است•

وزنامه را از بهترین گسترش نمونه اي است که پس از تهیه و فیکس شدن بتوان حروف ر: توجه

.روي آن تشخیص داد

.حرارت دادن زیاد گسترش، زمانی که براي فیکس کردن از حرارت استفاده می شود•

آب کشی زیاد در طی فرایند رنگ آمیزي•
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گاارم باراي بررسای گازارش هاااي رنااگ آمیاازيسیساتمیبراي اطمینان از صحت تفسیر، 

برقارار کنیاد

روزانه تعدادي از رنگ هاي گرم توسط سوپروایزربررسی •

نتایج کشت نهایی با گزارش هاي رنگ آمیزي گرممقایسه •

مجموعه اي از لام هاي مرجع براي آموزشگردآوري •
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روش انجام آزمایش

تهیه اسمیر•

فیکس کردن اسمیر•

روش انجام رنگ آمیزي•

نتایج و تفسیر•

ثبت مشاهدات•
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تهیه اسمیر

نمونه هاي بالینی•

کشت هاي مایع•

کلنی از کشت هاي جامد•
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فیکس کردن اسمیر

حرارت•

متانول•
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روش انجام رنگ آمیزی

15



16



17



18



19



20



21



Catalase

:هدف 

کاتالاز منفیاسترپتوکوک از مثبت کاتالاز تشخیص استافیلوکوک و میکروکوک -

کاتالاز مثبتکلستریدیوم از باسیلوس ها افتراق 

استرپتوکوک بتاهمولیتیک از مثبت افتراق لیستریا مونوسیتوژنز کاتالاز 

ساعته از ارگانیسم مورد نظر 24-١٨کشت 

نگهاداري شود ماده باید در شیشه هاي قهوه اي یا تیره رنگ ودر یخچاال این ٣%هيدروژن پراكسيد 

پلاتینی چوبی یا شیشه اي یا لوپ اپلیکاتور 

لام شیشه اي 
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:مراحل انجام كار

.یک اپلیکاتور چوبی از مرکز یک کلنی به سطح لام شیشه اي منتقل کنیدبا 

ایبلافاصله به کلنی روي لام اضافه کنید و ا یجااد حبااب روي لام را بررسرا H2O2قطره یک 

.نتیجه را به صورت مثبت یا منفی گزارش کنید. نمایید

.مثبت بودن تست استنشانگر کف ( حباب هاي سریع و ماندگار با حالت جوش زدن ایجاد 

:QC

ثبات و پراکسید هیدورژن باید هر روز یا قبل از تست نمودن باکتري مجهول با سوش هااي کنتارل م

.شودمنفای تست 

Staphylococcus aureus : سوش کنترل مثبت

Streptococcus pyogenes سوش کنترل منفی  :
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:تداخلات 

ايزیارا گلباول ها. باشادفاقد خون تست کاتالاز باید از روي محیطی کلنی برداشته شود که جهت 

روياما از آنجائی که اکثر نموناه هااي کلینیکای. قرمز واکنش کاتالاز مثبت ضعیف ایجاد می کنند

بادونکلنی هاا قله محیط هاي خون دار کشت داده می شوند، براي انجام تست میتوان نمونه را از 

.تماس با محیط برداشت تا واکنش مثبت کاذب ایجاد نشود

اکانشاساتفاده از لاوپ آهنای و. براي برداشتن کلنی استفاده شوداپلیکاتور چوبی بهتر است از یک 

.مثبت کاذب ایجاد می کند

ید هیدروژن تجزیه پراکسآنجائی که بعضی از باکتري ها داراي آنزیم هایی ییر از کاتالاز هستند که موجب از 

.  باشدمثبت نمی معنی واکنش به ثانیه٣٠–2٠بعد از می شود، ایجاد حباب هاي ریز به تعداد کم، 
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Oxidase

:  مثلباکتري هایی از همه اکسیداز منفی هستند که جداسازي انتروباکتریاسه ها •

ویبریوناسه•

آئروموناس•

سودوموناس•

نیسریا•

کمپیلوباکتر•

پاستورلا•
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مناسبساعته از ارگانیسم مورد نظر از محیط هاي کشت 24-١٨کشت •

تجاري یا دیسکپارافنیلن دي آمین دي هیدروکلراید در آب مقطر استریل تترامتیل ١%محلول •

آماده اکسیداز 
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مراحل انجام كار

:الف ـ روش مستقيم روي پليت•

.دو تا سه قطره از معرف تازه تهیه شده را مستقیماً روي کلنی هاي باکتري بر روي پلیت اضافه می کنیم

.کلنی هاي باکتري هاي اکسیداز مثبت بلافاصله به رنگ بنفش تغییر رنگ می دهند

:روش غير مستقيمب ـ 

تقسیم کرده١mlاز محلول را در مقادیر ١٠mlدر آب مقطر تهیه کنید و ١%پودر معرف ، محلول از •

.درجه در فریزر نگهداري نمایید2٠-در برودت 

کرده در آیشتهشدن ، به تعداد مورد نیاز کایذ صافی را به معرف از ذوب موقع مصرف یک ویال از فریزر خارج کرده ، پس •

.ازدیسک هاي آماده تجاري نیز استفاده نمود می توان البته . پلیت تمیز قرار دهید

دي آمین لن تترامتیل پارافنیمی شود که از مشتق توصیه . از کلنی باکتري را روي کایذ حاوي معرف می کشیممقداري •

اکسیداز حساس تر تعیین سیتوکرومو براي بجاي مشتقات دي متیل استفاده شود، زیرا این معرف براي ذخیره کردن پایدارتر 

.  باشداست و نسبت به مشتق دي متیل، کمتر سمی می 
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ثانیه رنگ ١٠باکتري هاي اکسیداز مثبت در محل تلقیح کلنی در عرض در 

اکتري اما ب. استبسیار مهم زمان می شود ایجاد بنفش به مایل آبی تیره 

.مانندباقی می ثانیه بیرنگ ١٠هاي اکسیداز منفی در عرض 

از به رنگ بنفش ایجاد می کنند، نیثانیه ٦٠–١٠باکتري هایی که در مدت 

روباکتریاسه دارند، زیرا احتمالاً متعلق به خانواده آنتهاي بیشتري انجام تست 

.  باشندنمی 
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:QC

.ورت گیردکنترل کیفی باید براي هر سري جدید و هر زمان که این تست انجام می شود، ص

Pseudomonas aeruginosa : Pos

E.coli: Neg

ايمني

وست یادر صورت تماس اتفاقی پ. تحریک ، از تماس معرف با پوست و چشم خودداري نمایید بدلیل ایجاد 

دقیقه شستشو دهید ١٥چشم را با مقادیر زیادي آب حداقل به مدت 
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:داخلاتت

.استفاده شودساعت 24از بیشتر نباید از کشت کهنه -

ه محلول اکسیداز باید بصورت تازه و روزانه تهیه شود مگر اینک١%محلول -

.گرددفریزر نگهداري ساخته شده در 

یرا نتیجه نباید از محیط هاي کشت رنگی مثل مک کانکی استفاده شود ز-

.مثبت کاذب می دهد

د از لوپ فلزي براي انتقال باکتري روي کایذ صافی یا دیسک اکسیداز نبای-

دار کمی شود، زیرا بر اثر سوزاندن لوپ، مقنیکروم استفاده مثل استیل یا 

اذب نتیجه مثبت کممکن است اکسید آهن بر روي آن ایجاد می شود، که 

دهد 
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در حد قابل QCاگر نتایج  . بیماران انجام دادایزوله هاي را میتوان قبل از آزمایش یا همزمان با آزمایش بر روي QC :1توجه  

.قبول باشد، نتایج بیماران را میتوان براي آن روز گزارش کرد

ب باید بر اساس دستی تهیه می شوند، به ترتیبه صورت تجاري و یا به صورت آزمایش هاي کنترل کیفی براي موادي که 2:توجه  

.پروتکل شرکت مربوطه یا پروتکل هاي داخلی باشد

دارد، سرم فیزیولوژي و یا محیط کشت مایع جهت آماده سازي مایه تلقیحی، نیاز به کنترل کیفی روتین نآب٣:توجه  
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روتين براي باكتريهاي جدا شده طور بهعوامل ضدميکروبي زير نبايد : "هشدار“

اين عوامل ضدميکروبي داروهاي CSFدر عفونتهاي . گزارش گردندCSFاز 

هايسمارگانانتخابي نيستند و ممکن است در درمان عفونتهاي ناشي از اين 

.مؤثر نباشند

خوراکیعوامل صرفاً 

نسل اول و دوم و سفامایسینهاسفالوسپورینهاي 

کلیندامایسین

ماکرولیدها
تتراسایکلینها

فلوروکینولونها

37



38



39


