
 
 

 
 
 

مرجع  آزمایشگاه
 سلامت

  راهنماي

صفحه  1  از 9 رنگ آمیزي گرم  

 

 رنگ آمیزي گرم
 :   اصول

آزمایشی مهم براي تشخیص احتمالی سریع عوامل عفونی است و رنگ آمیزي گرم  در آزمایشگاه میکروب شناسی بالینی،
، مورفولوژي اساس شکل، اندازه براي طبقه بندي باکتري ها برکیفیت نمونه هاي بالینی را ارزیابی می کند . این آزمایش 

   به کار می رود. سلول و واکنش گرم آنها
اندازه، شکل و آرایش سلول  ،در نظر گرفتن مشخصه هاي رنگ آمیزي  باهایی که رنگ آمیزي گرم شده اند،  تفسیر گسترش

، کشت محیط مدت زمان ماندگی پلیت ها، مانند. این مشخصه ها ممکن است بوسیله بسیاري از فاکتورها صورت می گیرد
تهیه شده از براي تفسیر اسمیرهاي . تحت تأثیر قرار بگیرند میزي و وجود مواد مهارکنندهاتمسفر انکوباسیون ، روش رنگ آ

  .نیز می بایست دقت نمود هاي میزبان و فاگوسیتوز انواع سلول  مانندی اضاف عواملبه وجود  مانند خلط، بالینینمونه هاي 
 

 : نمونه
کرده روي محیط کشت جامد براث یا کلنی هاي رشد  محیط، یبالینبراي رنگ آمیزي گرم ممکن است از نمونه هاي  اسمیر

، صحیح ترین نتایج را کننده هارمغیر) از محیط هاي ساعت 24کشت هاي تازه (کمتر از نمونه هاي بالینی تازه و. تهیه شود
 . ه از کشت براث مورد نیاز می باشد، اسمیر تهیه شدمی دهند؛براي برخی بررسی هاي مورفولوژیکی

 
 مواد:

A .معرف ها  
 .گردند یا در آزمایشگاه تهیهخریداري شوند معرف ها ممکن است به صورت تجاري 

 
1- Hucker's modification  

a.  کریستال ویوله 
b.  ید 

  . از استنشاق، خوردن یا تماس آن با پوست خودداري کنید.دارد خاصیت خورندگیید احتیاط: 
  .c رنگ برها 

  % 95رنگ بر:  اتانول  کندترین  )1
در را )  reagent gradeاستون ( ml100  و  %95اتانول  ml 100مخلوطی از  الکل؛ ـرنگ بر متوسط: استون  )2

ا یک سال تاریخ انقضاء، برچسب بزنید و در حرارت اتاق نگهداري ، بترکیب کنیداي قهوه اي رنگ بطري شیشه 
 .کنید

 ) reagent gradeرنگ بر: استون  (سریع ترین  )3
 

 ل و استون قابل اشتعال هستند.اتانو احتیاط:
  

d. Counterstains (رنگ متقابل)  
 سافرانین  )1
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 %1/0یا  wt/vol (2/0%:  فوشین بازي (به طور جایگزین )2

 
2- Kopeloff's modification for anaerobes 
3- Carbol-fuchsin−basic fuchsin counterstain 
 

.B مورد نیازو مواد  وسایل 
 )mm75×25 (لام شیشه اي  -1
2- NaCl 85/0%   استریل 
 پی پت پاستور و اپلیکاتور چوبی استریل -3
  میکروب شناسی، آنس تلقیح سازيلوپ  -4
5- Safety box وسایل نوك تیز  شامل کبیولوژی براي دور ریختن زباله 
 روغن ایمرسیون -6

 
Cتجهیزات . 

 نمونه با توجه به نوع د اختیاري رموا
 سانتریفوژ -1
 ورتکس -2
 ار استریللوله درپیچ د -3
 قیچی، اسکالپل و پنس استریل -4
 خردکن بافت  -5
 متانول خالص -7

 
براي را می توان در ظروف پلاستیکی کاري ذخیره در بطري هاي درپیچ دار قهوه اي ذخیره کنید.  متانول را نکته:

 .ذخیره نمود حداکثر دو هفته 
 

 کنترل کیفی: 
.A روزانه معرف ها را از نظر ظاهري بررسی کنید. 

اگر کریستال ویوله رسوب کرده یا ته نشین شده، قبل از استفاده آن را صاف کنید، حتـی زمـانی کـه معـرف هـا بـه         -1
 صورت تجاري خریداري می شوند.

 رنـگ انجـام   ، در صورت شک به آلـودگی  خصوصاً فوشین بازي و سافرانین می توانند آلوده شوند. بعضی رنگ ها،  نکته:
 توصیه میگردد . تازه  معرف استفاده از با آمیزي

ري با مصـرف روزانـه تمـام    . اگر محلول هاي کادگرگون کندمعرف ها را  کارایی و تأثیرمواد ممکن است شدن تبخیر  -2
 ض شوند.یعوت، باید به طور منظم نمی شوند
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.B  ـی   از گسترشـی جدید استفاده می شـود،  ساخت  سريبه طور روزانه و زمانی که یک ـیا کل ش شری  ATCC( ا

ستافیلوکوك اپیدرمیدیس) و 25922 ستافیلوکوك او یا  (ATCC 12228) ا ـوس وا  و ) تهیـه ATCC 25923( رئ
 .گ آمیزي کنیدو مطابق روش فوق رنکرده فیکس 

 
 :نتایج مورد انتظار 

 ، صورتی هاي گرم منفیباسیل  - 1 
 ، بنفش پررنگ هاي گرم مثبتکوکسی  -2 
 
هـم   ؛نمونه گیري شـود از بین دندان ها با یک اپلیکاتور چوبی  شود پیشنهاد میزین کنترل کیفی جایگ روش عنوانه ب توجه:

 . و هم گرم منفی وجود خواهد داشت ارگانیسم هاي گرم مثبت
 

.C  اسلاید رنگ آمیزي گرم نامناسب می گردند:تهیه  ی که موجببرخی از علل رایج  
 .شده اندنزدایی یا چربی تمیز قبلا لام هاي شیشه اي که  استفاده از  -1

، الکـل  . قبل از اسـتفاده مطمئن خواهیم بوداز تمیز بودن آنها   %95در ظرف حاوي اتانول  با ذخیره لام ها توجه:          
  اضافی را از 

 شعله بگیرید.  يروآن را کنید یا  لیلام خاروي            
 .تهیه شده استخیلی ضخیم  گسترش ها -2
 .حرارت ا ستفاده می شوداز کردن فیکس  برايمانی که ، زگسترشحرارت دادن زیاد  -3
 رنگ آمیزي  فرایندآب کشی زیاد در طی  -4
 

.D بررسـی گـزارش هـاي رنـگ آمیـزي گـرم برقـرار کنیـد        ، سیسـتمی بـراي   صحت تفسیر براي اطمینان از.  
 توسط سوپروایزررنگ هاي گرم  تعدادي از روزانه بررسی -1
  رنگ آمیزي گرم  ارش هايزنتایج کشت نهایی با گمقایسه   -2
 آموزش  از لام هاي مرجع براي اي مجموعهگردآوري   -3

 
 : روش انجام آزمایش

Aتهیه اسمیر . 
نماید. پراکندگی ارگانیسم ها می بایست ده آسان ایجاد براي مشاه تراکم مناسببا  ها از ارگانیسم اي باید لایه اسمیر مناسب

 . یشه اي نو و تمیز استفاده نماییداز لام هاي شبراي تهیه اسمیر شود. مشخص  آنهاآرایش  به نحوي باشد که
 قبل از تهیه اسمیر، ، همیشهتلقیح محیط کشت استفاده می کنید براي تهیه اسمیر و سوابزمانی که از یک پی پت یا  نکته:

 ابتدا محیط کشت را تلقیح کنید.
 
 :بالینینمونه هاي  -1  

  ضروري است . نمونه هاي بالینی تکس در زمان کار روياز دستکش لا استفاده : نکته
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a.  سواب رويشده  دریافتنمونه هاي  

 براي تهیه اسمیر آماده شود . گانهجدا سوابترجیحاً باید یک  
لام  سرتاسررا در  سواب، به آرامی ی و از بین رفتن آرایش باکتریاییجهت جلوگیري از تخریب عناصر سلول )1

 بچرخانید. 
را در مقدار کمی سالین قرار داده و آن را ورتکس کنید.  سوابشود، دریافت می  سوابي که فقط یک در موارد )2

مانده سوسپانسیون براي به کار ببرید. از باقی گسترشو آن را براي تهیه  بفشاریدرا به دیواره داخلی لوله  سواب
   تلقیح محیط کشت استفاده کنید.

  
b.  مدفوع د شامل: آسپیره ها، ترشحات، چركننمی شو فتدریا سوابنمونه هایی که روي ، 

در صورت کافی بودن یل بریزید. آن را در یک لوله استر تمامی، ابتدا دریافت شده باشداگر نمونه در یک سرنگ   )1
 نمونه آن را ورتکس کنید. حجم

 .آموزش دهید  ها را جداسازي ایمن سوزن مربوطه کارکنانبه ، نپذیرید.  را سوزن سرنگ هاي همراه نکته:
نمونه را انتخاب کنید. نمونه   استریل قسمت هاي چرکی یا خونیپی پت یا لوپ سیمی  ،)  با استفاده از یک اپلیکاتور2

اسمیر آسان تر تهیه نمود تا  هاي خیلی غلیظ یا نمونه هاي چرکی را می توان در یک قطره سالین روي لام رقیق
 .شود

 . کنید تا یک لایه نازك ایجاد شود بزرگی از لام پهن منطقه)  نمونه را روي 3
  
.c CSF دنت بدن که نیاز به سانتریفوژ دارو سایر مایعا 
استفاده  Cytopsin Slide Centrifugeاز  ات بدن و تهیه اسمیرعبراي تغلیظ مای ممکن استبعضی از آزمایشگاهها         

 به نتیجه کمک می نماید. تردسترسی سریعش زمان سانتریفوژ و کاهروش به افزایش حساسیت رنگ گرم ، این کنند.
 ml 5/0، حدود ه یک لوله استریل منتقل کنید، محلول رویی را ب) بعد از انجام سانتریفوژ، با استفاده از پی پت استریل 1

 .باقی بگذاریدرسوب  را به عنوان
 کاملا مخلوط نمایید. آنرا یک پی پت پاستور استریل ازیا با چند بار داخل و خارج کردن  کردهورتکس  )  رسوب را 2
 .وب را روي یک لام تمیز قرار دهید)  با استفاده از پی پت پاستور یک قطره کوچک از رس 3
 . ه دهید تا در مجاورت هوا خشک شود. اجاز)  قطره را پخش نکنید 4
 
.d نمونه هاي ادرار 

 .وط کنیدید. نمونه را به خوبی مخلسانتریفوژ نکن)   1
 .را روي لام قرار دهید. قطره را پخش نکنیدقطره  1با استفاده از یک پی پت پاستور استریل  )2
 . دهید قطره در مجاورت هوا خشک شوداجازه  )3

 
e . بالینینمونه هاي مقادیر خیلی کم مواد خشک یا: 

 .کنید. در صورت نیاز ورتکس نماییدسالین استریل حل  ml 5/0نمونه را در  )1
 . را روي لام قرار دهیدقطره  1تفاده از پی پت پاستور استریل با اس )2
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 .خش کنید تا لایه نازکی ایجاد شودقطره را پ ،با استفاده از نوك پی پت )3

 
.f بیوپسی ها و برش هاي بافت 
 ground( خرد شدهو/یا نمونه  )touch prepتهیه نمونه حاصل از تماس مستقیم اسلاید با سطح نمونه (    

specimen( 
 قیچی یا اسکالپل استریل خرد کنید. استفاده از با بافت را)1
تهیه کنید. با استفاده از پنس استریل  (touch prep)) نمونه اي حاصل از تماس مستقیم اسلاید با سطح نمونه 2

یل تماس قطعه ها را نگه دارید و کناره هاي یک یا تعداد بیشتري از قطعات خرد شده را با اسلاید شیشه اي استر
 دهید، براي بررسی آسانتر تماس ها را با هم دسته بندي کنید.

پخش  سانتی متري 5/2براي نمونه هاي تماسی یکنواخت، یک قطره را روي اسلاید قرار دهید و به اندازه یک دایره ) 3
 کنید.

 
 : کشت هاي براث -2

تهیه  ، یک گسترشمی شود روي هر اسلاید، توصیه  مخلوط شدن نمونه هاي مختلف روي یک لامبراي جلوگیري از 
 شود.

 
a. ) جهت جلوگیري براي ظروفی مثل بطري هاي کشت خون، سوزن منفذداریا یک با استفاده از پی پت پاستور استریل ،

 . رنگ) یک قطره روي لام قرار دهیدو س سوزناز آلودگی با 
b .خش کنید تا لایه نازکی ایجاد شودقطره را پ . 
 

 :محیط هاي کشت جامدروي کلنی از  -3
 a.  آب مقطر استریل روي لام قرار دهید. یایک قطره سالین 
 b. یا لوپ استریل بردارید. آنس، کمی از کلنی را با یک اپلیکاتور مقدار 

c . سوسپانسیون یکنواختی حاصل گردد.تا  به آرامی مخلوط کنید 
 

B(گسترش) . فیکس کردن اسمیر: 
 ن است با حرارت یا متانول فیکس شوند.اسمیرها ممک

   :حرارت  -1
a.  قرار دهید تا خشک شودیا داخل اتو اسمیر را در مجاورت هوا روي یک سطح صاف. 
b. سـوختگی یـا   اي جلـوگیري از  بار از روي شعله بگذرانیـد. بـر   3یا  2آنها را ، اگر اسمیرها در مجاورت هوا خشک شدند

 استفاده نکنید . ت زیاد راراز ح، تغییر شکل سلول ها
c. ید لام قبل از رنگ آمیزي خنک شودبگذار. 

بهتـرین روش بـراي رنـگ    بـالینی ضـروري اسـت    از آنجا که حفظ مشخصات سلولهاي میزبان جهت تفسیر گستره هاي  -2
و تخریـب   مزگلبول هاي قر با ممانعت از لیز. این امر است فیکس کردن با استفاده از متانولمستقیم،  گستره هاي آمیزي
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این روش بـراي همـه   گردد که تفسیر نمونه راآسـانتر میکنـد.  موجب واضح تر شدن زمینه اسلاید می سلول هاي میزبان 

  گردد.مانع از شسته شدن نمونه هاي ادرار می  که در عین حالتوصیه می شود  موکدا، مخصوصاً ادرار بالینی نمونه هاي
a. صاف خشک نمایید اسمیر را در مجاورت هوا روي یک سطح. 
b.  ید تا اسلاید و اجازه ده خالی کنیدلام روي کشی از بریزید. متانول را بدون آبچند قطره متانول روي لام دقیقه  1براي

 .در مجاورت هوا خشک شود
c. نگ آمیزي، از حرارت استفاده نکنیدقبل از ر. 

 
.C روش انجام رنگ آمیزي: 

1- Hucker's modification 
a. ثانیه منتظر بمانید. 30 .با محلول کریستال ویوله بپوشانیدفیکس شده را  اسمیر 
b. جاري بشوئیدبا آب به آرامی را  اسلاید ،آهسته کریستال ویوله را خالی کنید. 

شستشوي بیش از حد در این مرحله می تواند باعث شسته شدن کریستال ویوله از سلول هاي گرم مثبت شود.  احتیاط:
 .لام، اسلاید را به صورت زاویه دار نگه دارید دارآب در سمت اسمیرن از جریان آرام براي اطمینا

c .ثانیه منتظر بمانید. 30. بپوشانید تازهرا با محلول ید  لایداسضافی را با محلول ید شستشو دهید و سپس آب ا 
d. اسلاید را به آرامی با آب جاري بشوئید. 
e.  وقتـی مـایع   . ، رنـگ بـري کنیـد   ر حالی که اسلاید زاویه دار نگه داشته شده استد روي گسترهبا جاري کردن معرف

زمان رنگ بري را بر اساس ضخامت اسمیر و نوع رنگ بر مـورد   .به اتمام برسانیداین کار را بی رنگ می شود  جاري ،
 استفاده تنظیم کنید. 

f. اضافی را با جریان آرام آب خارج کنید. رنگ بر 
دیـده  رنگ کریسـتال ویولـه    آثاري از ه بطور مناسب رنگ بري شده است، با ته رنگ سبز زیتونی و بدوننکته: اسمیري ک
 . خواهد شد

gاسلاید را با سافرانین بپوشانید و اجازه دهید رنگ متقابل .)counter stain(  ثانیه باقی بماند. 30براي 
h . با جریان آرام آب خارج کنید.رنگ متقابل اضافی را 
i. آغشته به اسـتون  را در وضعیت ایستاده در مجاورت هوا خشک کنید. پشت لام را با استفاده از دستمال کاغذي  لایداس

 .یا الکل پاك کنید
j . را از نظر میکروسکوپی بررسی کنیداسمیر. 
 

2- carbol-fuchsin counterstain/Basic 
carbol-fuchsin /Basic  که رنگ کمی گرفته اند به کار می رود.شناسایی ارگانیسم هاي گرم منفی براي 

 
3- Kopeloff's modification 

 استفاده شود .  Kopeloff's modificationیزياز  روش رنگ آمو افتراق بهتر بی هوازیها توصیه می شود  مشاهدهبراي 
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 :گزارش نتایج

Aنتایج و تفسیر . 
 د.ارزیابی کنی× ) 10کلی اسمیر را با بزرگنمایی کم ( وضعیت -1

a .صـورتی نمونه، زمینه عموما بایـد شـفاف یـا    نوع . بسته به باشد اسمیر بطور مناسبی رنگ بري شده که دقت نمایید 
رسـوب هـاي نـازك سـوزنی شـکل      گرم منفی ظاهر شـوند.   به صورتباشد. اگر گلبول هاي سفید وجود دارند، باید

 ه نگیرید.با باکتري هاي میله اي شکل گرم مثبت اشتباکریستال ویوله را 
b .بیش از یک سلول ضخامت داشته  میبایستین گسترهضخامت اسمیر مناسب باشد. براي تفسیر مناسب،  دقت نمایید

 روي هم افتادگی سلول ها نباید مشاهده شود. و
 

 جهت بررسی موارد زیر با بزرگنمایی کم بررسی کنید:از نمونه هاي بالینی را  اسمیرهاي تهیه شده -2
aربوط به نوتروفیل ها، مونوسیت ها و گلبول هاي قرمز. مقادیر م 
bنمونـه  نشانگر جمع آوري نامناسب که ممکن است  فلور نرمالباکتري هاي  و . مقادیر مربوط به سلول هاي اپی تلیال

 باشد.
cوضعیت و آرایش میکروارگانیسم ها . 
 

 کنید. و به شیوه زیر گزارش  ارگانیسم ها بررسیمناطق متعددي از اسمیر را با روغن ایمرسیون از نظر وجود میکرو -3
a . هیچ میکروارگانیسمی مشاهده نشد": در صورت عدم مشاهده هر گونه میکروارگانیزم". 
b . و مرفولوژي را شرح دهید. تراکم کلی، در صورت مشاهده میکروارگانیزمها 
 

 ذکر نماییدغالب میکروارگانیسم ها را  شکل سلولی -4
a :کوکوس، کوکوئید، کوکوباسیل، باسیل، رشته اي شکل، شبه مخمر. شکل کلی 
bکناره ها می تواند وجود اسپورها را پیشنهاد  برآمدگی .. ظاهر انتهاها: کروي، شمعی شکل، مسطح، گرزي شکل، مقعر

 کند، اما می تواند به علت واکوئل ها، پلئومرفیسم، یا رنگ آمیزي نامنظم باشد.
cزي، تخم مرغی شکل (برآمده)، مقعر، نامنظم. ظاهر کناره ها: موا 
d. ماهیت محور تقارن: مستقیم، منحنی، فنري 
eبراي توصیف باسیل هاي گرم مثبت  "کورینه فرم"یا  "دیفتروئید" . پلئومرفیسم (ناپایداري در شکل): عبارت توصیفی

ش نـرده اي یـا زاویـه دار دارنـد     به کار می رود که چند شکلی، گرزي شکل یا نامنظم و بی قاعده هسـتند یـا آرای ـ  
 ). LوV(اشکال 

fگسترش شاخه اي یا سلولی . 
 

Bثبت مشاهدات . 
یافته هاي مهم بالینی باید جهت اطلاع به پزشک معالج اعلام  کند. تدوینگزارشدهی ویژه اي را  سیاستهر آزمایشگاه باید 

 شود.
 اسمیر نمونه هاي بالینی -
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یک ارگانیسـم یـا بیشـتر در فیلـد روغـن       ن،میانگین بطور بیشتر را بررسی کنید. اگرفیلد یا  20براي کشت هاي ادرار 

 .همبستگی دارد ≤ CFU/ml 510این با کلنی کانت . ، مثبت گزارش کنیدایمرسیون دیده می شود
a      مقادیر مربوط به سلول ها و میکروارگانیسم هاي مشاهده شده را گزارش دهید. معمـولا سیسـتم هـاي کمـی مـورد .

 استفاده شامل موارد زیر است.
 ) عددي1

(a +1  )1<  100×[در فیلد روغن ایمرسیون[( 
b+ (2  )1 (در فیلد روغن ایمرسیون 
c+ (3  )2  در فیلد روغن ایمرسیون) 10تا 
d+ (4  غالب یا )در فیلد روغن ایمرسیون) <10 

 ) توصیفی2
aدر فیلد روغن ایمرسیون) <1یاب () کم 
b) در فیلد روغن ایمرسیون) 5تا  1) کم 
c) در فیلد روغن ایمرسیون) 10تا  5) متوسط 
d) در فیلد روغن ایمرسیون) <10) زیاد 

b.مرفولوژي باکتري هاي مشاهده شده را ثبت کنید . 
 

C .گرمآمیزي رنگ  مرور 
 . براي مرور تأییدي نگه داریدبعد از تفسیر اسمیرها، اسلایدها را به مدت کافی  -1

a اضافی را خالی کنید یا به آرامی پاك کنید.. روغن 
b        براي اسلایدهاي کتابخانه و مجموعه هاي آموزشی که براي مدت زمـان طـولانی تـري ذخیـره خواهـد شـد، روغـن .

تا از محوشدگی پوشاند permount پاك کرد و با یک درزگیر نظیر محلول ایمرسیون را می توان با محلول گزیلن 
 آنها جلوگیري شود.

c.  ،در  "تیز و برنده "به عنوان مواد زائد بیولوژیک  ا راآنهاسلایدها ممکن است کیسه هاي خطر زیستی را سوراخ کنند
 نظر گرفته

استفاده  دستورالعمل دفع پسماند آزمایشگاه مرجع سلامت) مطابق با biohazardاز ظروف خطر زیستی (جهت دفع و 
  کنید.

رنگ آمیزي ویژه براي تأیید یافته ها لازم است، وقتی اسمیرهاي رنگ نشده اضافی در  اگر تکرار رنگ آمیزي گرم یا یک -2
 دسترس نیستند، یک اسمیر رنگ گرم را می توان رنگ بري نمود.

a.روغن ایمرسیون را با محلول گزیلن از روي اسلاید بردارید . 
bاستون بپوشانید تا اسمیر بی رنگ شود. -. اسلاید را با الکل 
cاره رنگ کنید.. دوب 

 
 توجهات :

A.  قرار گیرداستفاده  مورد و آزمایشگاهی بالینیبا سایر یافته هاي  میبایستی در تطابقنتایج رنگ آمیزي گرم . 
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B.  ،ارتباط زیـادي بـا    می باشد. صحت، الزامیپیروي دقیق از روش انجام آزمایش و معیارهاي تفسیر براي کسب نتایج صحیح

 . اسلاید داردشاهده کننده شخص مآموزش و مهارت 
C.  یجه آلودگی معـرف هـا و سـایر لـوازم،     ممکن است در نت گرم مثبت و نمونه هاي کشت منفی میکروارگانیزم هايمشاهده

 .) باشد، یا کاهش رشد ارگانیسم ها تحت شرایط کشت معمول (محیط کشت ، اتمسفر و غیرهحضور عوامل ضدمیکروبی
D.  باشدنمونه جمع آوري  کیفیت نامناسباست مربوط به  ممکن نادرست ،نتایج گرم . 
E.  اي کهنه تر متفاوت باشـد. وقتـی   کلنی ه در مقایسه بابا کلنی هاي خیلی تازه  گاهی واکنش رنگ آمیزي گرمممکن است

د)، هسـتن  یی در فـاز لگـاریتمی رشـد   د (زمانی که سلول هاي باکتریانساعته تهیه می شو 18 - 24اسمیرها از ساب کالچر که 
 می باشد.  شرایطبهترین  در ،مرفولوژي اغلب باکتري ها در رنگ آمیزي گرم
 


