
کیفیتکنترل 
ها، دیسک های ها، معرف رنگ 

و آنتی سرم هاتشخیصی 
در آزمایشگاه میکروب شناسی

رقیه صبوریان

۱۴۰۰مرداد ماه 



آزمایش رنگ آمیزی گرم
کاربردموارد:

درآنهاگرمواكنشوسلولآرایش-مرفولوژياندازه،شكل،اساسبرهاباكتريبنديطبقه
پزشكيشناسيمیكروبآزمايشگاه

كیفیتبررسیوعفونتعواملاحتماليتشخیصبرايمهمبسیاروکلیدیآزمايشعنوانبه
بالینیهاينمونه

شاملگیرد،قرارمتعددیعواملتأثیرتحتاستممكنخصوصیاتاين:

كشتسن

كشتمحیط

انكوباسیونمحیطشرایط

آمیزيرنگهایروش

مهاركنندهموادوجود

ایهسلولانواعوجودمثلديگريعواملنیزبالینیهاينمونهازشدهتهیهاسمیرتفسیربراي
.باشندميمؤثرنیزفاگوسیتوزومیزبان

نتیجهترینصحیح:توجه

(ساعت۲۴ازكمتر)تازههايكشتازاسمیرتهیه

كنندهمهارغیرهايمحیطروی

تازهبالینیهاينمونه

مایعهایكشت،(مثبتگرمهایباسیلوهااسترپتوککمانند)استمهممرفولوژيکهزمانی
.داردارجحیت



گرمرنگ آمیزی آزمایش 

هامعرف

تجاريمصرفآماده

آزمايشگاهدرشدهتهیه:

نماییدآمادهکاریمحلولنیاز،اندازهبهوکردهتهیهراهامعرفاززیادیحجم.

بریزید،ترکوچکهایبطریدرراهامعرفروزانه،مصرفبرای

ماههربایدبرهارنگوویولهکریستالترکوچکهایبطریلام،رویرسوبایجادازدوریبرایاما
.شوندجایگزین

کاریبرگهدروبطریرویمعرفمشخصاتثبت:

معرفنام

سازیآمادهتاریخ

استفادهتاریخ

ساختشماره

انقضاءاریخت

نگهداریشرایط

باشد،شدهثبتکنترلکاریهایبرگهدروذخیرههایبطریرویواضحطوربهاستفادهتاریخاگر
.معرفنامازغیربهنیست،مشخصاتاینباکاریهایبطریگذاریبرچسببهنیازی



كیفیت رنگ آمیزی گرمكنترل 

A)كنیدبررسيروزانهطوربهظاهري،نظرازراهامعرف.

افصراآناستفادهازقبلشود،نشینتهياكندرسوبويولهكريستالاگر1.
.كنید

منظمطوربهبايدشوند،نميتمامروزانهمصرفباكاريهايمحلولاگر2.
.دهدتغییرراهامعرفعملکرداستممكنموادتبخیر.شوندعوض

آنهامکرراستفادهتابریزیددورماهانهصورتبهحداقلراکاریهایمعرف3.
.شودمحدود

سریازبايدشوید،میمشكوكوقتي.شوندآلودهتوانندميهارنگ:توجه
.کنیداستفادهمعرفجدیدساخت



...(ادامه)گرم كنترل كیفیت رنگ آمیزی 

(Bکیفیتکنترلآزمایشدفعات:

بررنگمعرفورنگهرجدیدساختسریهرازاستفادهازقبل

هفتگیصورتبهحداقلآنازبعدو

منفیگرمیکومثبتگرممیکروارگانیسمیکبا

بهبایددهند،میانجامکمدفعاتبهراگرمآمیزیرنگکهآزمایشگاهکارکنان
منفیکنترلیکومثبتکنترلیکبابیمار،نمونهآزمایشبارهربایاروزانهصورت

.کنندآزمایش



...(ادامه)كنترل كیفیت رنگ آمیزی گرم 

Escherichiaازکمکدورتباسوسپانسیونیتهیه1. coli (ATCC و(25922
Staphylococcus aureus (ATCC (لگاریتمیفاز)براثمحیطیکدر(25923

.نماییدتهیهاسمیروریختهلامهررویبراثازقطرهدو2.

.کنیدنگهداری-C۲۰˚دروکردهفیكسمتانولدرراآنها3.

.نماییدآمیزیرنگگرم،آمیزيرنگروشمطابق4.

:انتظارموردنتايج5.

صورتي:منفيگرمباسیل

پررنگبنفش:مثبتگرمکوكسي

انتهایردوکردهگیرينمونهچوبياپلیكاتوريكباهادندانبینازجايگزين،طوربه6.
Built-inکنترلروشیکاین.دهیدقراراست،شدهاستفادهنمونهبرایکهلامی
.استمنفيگرمومثبتگرمهایسویهشاملکهباشدمی



...(ادامه)كنترل كیفیت رنگ آمیزی گرم 

(Cکهوقتیاصلاحیاقدامانجام:

باشندنداشتهخوبیکیفیتشدهرنگاسمیرهای

باشدمشکلهارنگتفسیر

نباشدصحیحآنهاتفسیریا

مانندنامناسبآمیزیرنگمشخصات:

مثبتگرمهایارگانیسمکمرنگآمیزیرنگ

منفیگرمهایارگانیسمدرویولهکریستالماندنباقی

اسمیرهایکنارهفقطگرفتنرنگ

غیرهولامرویرسوب



...(ادامه)كنترل كیفیت رنگ آمیزی گرم 

دلایل:

نمونهسازیآمادهمراحلبودننامناسب

آنارسالدرتأخیریانمونهناكافيمقدار

هامعرفنامناسبکیفیت

(لامکنندهمشاهدهوآزمایشدهندهانجامشخصمهارت)آمیزیرنگانجامروش

شوند،ميگرمآمیزيرنگدرنامناسبنتايجايجادباعثكهرايجعواملبعضي
:ازعبارتند

.نباشندتمیزكهايشیشههايلامازاستفاده1.

.باشدشدهتهیهضخیمخیليكهاسمیری2.

.شودمياستفادهحرارتروشازکردنفیكسبرایكهزمانياسمیر،زياددادنحرارت3.

دهنشفیکسصحیحطوربهاسمیراگرخصوصبهآمیزي،رنگانجامطيدرزيادآبكشي4.
.باشد

هامعرفدررسوبوجود5.



...(ادامه)كنترل كیفیت رنگ آمیزی گرم 

(Dازاطمینانبرايگرمآمیزيرنگهایگزارشمروربرايایبرنامهتهیه
تفسیرصحت

زهاينیاتعیینبرايسوپروايزر،وسیلهبهانتخابيگرمهايآمیزیرنگمرور1.
مربوطهبالینیاطلاعاتیکپارچگیبهکمکهمچنینوآموزشي

:گرمآمیزيرنگهایگزارشبانهاييكشتنتايجمقایسه2.

اند،نشدهجداکشتدرکهراگرمآمیزیرنگدرشدهگزارشهایمرفولوژی
.کنیدبررسی

گرمآمیزیرنگدراماشده،جداکشتازمیکروارگانیسمکهزمانی
.استنشدهمشاهدهمیکروارگانیسمی

نماییدبررسیراکشتهموآمیزیرنگهم.

ازاسمیر،رویشدهدادهتشخیصهایارگانیسمازتوجهیقابلتعداد:توجه
.شوندمیجداکشت

بررسیاسمیرمشاهدهازناشیخطاهایبردنبینازبرایبایدهاتفاوتبنابراین
.شوند

بیکشتمانند)کشتهایروشسایرکارگیریبهبرایهایینشانهعنوانبهیا
([AFB]فستاسیدهایباسیلکشتیاقارچبرایکشتهوازی،

آموزشبرايمرجعهايلامازایمجموعهتهیه3.



فرم ثبت نتیجه کنترل کیفیت رنگ گرم

سری 

ساخت 

تولید 

کننده

مشخصات 

فیزیکی

نتایج آزمایش با سویه 

های کنترل

نتیجه

نهایی

اقدام 

اصلاحی

نام فرد 

انجام 

دهنده 

آزمایش

تاریخ 

انجام 

آزمایش S. aureus 

ATCC 25923

E. coli ATCC 

25922



کنترل کیفیت سایر رنگ ها

رنگ لکنترارگانیسم شماره 
ATCC

مورد انتظارنتیجه دفعات انجام 
QCآزمایش 

Acid-Fast 

(Ziehl-Neelsen)

M. tuberculosis 

(or BCG)

E. coli

25177

25922

قرمز-باسیل صورتی

باسیل آبی

هر سری ساخت و 
سپس هر خرید،

روز کاری

Methylene Blue Corynebacterium

spp.

E. coli

Saline

-

25922

مورفپلیهایباسیل
هایدانهبارنگآبی

متاکروماتیک

آبیباسیل

باکترینشدنمشاهده

وساختسریهر
هرسپسخرید،

ماهیک



آزمایش اکسیداز

هدف:

(مثبت)آئروموناسهایگونهاز(منفی)هاانتروباکتریاسهافتراق،
(مثبت)ویبریوهایگونهاکثرو(مثبت)شیگلوئیدسپلزیوموناس

(منفی)اسینتوباکتراز(مثبت)نیسریاو(مثبت)موراکسلاافتراق

هستندمثبتاکسیدازکمپیلوباکترهایگونه.

رمگایمیلههایباکتریتشخیصبرایمهمتشخیصیتستعنوانبه
.رودمیکاربهنیستند،انتروباکتریاسهخانوادهعضوکهمنفی

اصول:

محیط،اکسیژنحضوردراکسیداز،سیتوکرومسلولیداخلباکتریاییآنزیم
اکسیدهتیربنفشاندولفنلبهرا(الکترونپذیرنده)آمیندیفنیلنمعرف

دمفیمنفیگرمهایباکتریاولیهتشخیصبرایآزمایشاین.کندمی
.شودمیواقع



آزمایش اکسیداز

نموداستفادهتوانمیرازیرمواردازیکی:هامعرف:

(هیدروكلرايدديآمینديپارافنیلنتترامتیل)اکسیدازکوآکسمعرف

است،معرفترینحساسکواکسامادارد،وجودنیزدیگریهایفرمول:توجه
.استسمیکمترآنمتیلدیمشتقبهنسبتوبودهپایدارتر

ديآمینديپارافنیلنتترامتیلپودرازگرم۰/۱اکسیداز،۱%محلولتهیهبرای
۱۵مدتبهوکردهمخلوطبخوبی.کنیدحلاستريلمقطرآبml۱۰درراهیدروكلرايد

.دهیدقرارثابتیدرجایراآندقیقه

کنیدتهیهروزانهبصورترامعرف.

مساویهایاندازهبهفویلباشدهپوشیدههایلولهداخلرامعرفتوانیدمیهمچنین
ازرامعرفاستفادهازقبل.نماییدذخیرهسانتیگراددرجه-۲۰دمایدروکردهتقسیم

.بریزیددورراروزهرباقیمانده.شودذوببگذاریدنموده،خارجفریزر

شدهنگهداری(تجاریمصرفآماده)معرفبهآغشتهکاغذینوارهاییاهادیسک
یخچالدر



...(ادامه)آزمایش اکسیداز 

آزمایشانجامروش

یا۱باودهیدقرارپتریظرفدررا۱شمارهواتمنصافیکاغذازکوچکیمربع1.
دیسکیانواریانمایید،مرطوبشدهآمادهکواکساکسیدازمعرفازقطره۲

.دهیدقرارپتریظرفدررامصرفآمادهاکسیداز

دستورالعملمطابقاستممکن.کنیدعملسازندهدستورالعملمطابق:توجه
.باشددیسکنمودنمرطوببهنیازسازندگانبعضی

بهغشتهآصافیکاغذرویبروبرداشتهاپلیکاتورازاستفادهباتککلنییکاز2.
همشاهدرابنفشبهکاغذرنگتغییر.کنیدپخشکواکساکسیدازمعرف
.نمایید

برداشته،سفیدایپنبهسوآبباراکلنیرشد،سختهایباکتریبرای3.
برراشبنفبهرنگتغییر.بکشیدمعرفبهآغشتهصافیکاغذرویبرراسوآب

.کنیدمشاهدهسوآبروی



...(ادامه)آزمایش اکسیداز 

آزمایشتفسیر

ثانیه۱۰مدتدربنفشتاتیرهآبیرنگایجاد:مثبتواکنش

باید)ثانیه۶۰-۱۰مدتدربنفشتاتیرهآبیرنگایجاد:تاخیریواکنش
خانوادهبهمتعلقاحتمالاا زيراشود،انجامبیشتريهايتست

(.باشدنميانتروباكترياسه

۱۰مدتدرکمرنگصورتیایجادیامعرفرنگتغییرعدم:منفیواکنش
ثانیه

شودتوجهسازندهدستورالعملبه:توجه.



...(ادامه)آزمایش اکسیداز 

کیفیتکنترل

تجاریمصرفآمادهدیسکیامعرفپودرجديدخریدوساختسریهر

كاریروزيهرسپسو

الحدرکاغذیدیسکیاکندتغییررنگکمبنفشبرنگمعرفمحلولهنگامیکه
.نکنیداستفادهآنازاست،شدنتیره

مثبتكنترلسویه:Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

منفيكنترلسویه:ATCC 25922Escherichia coli



...(ادامه)آزمایش اکسیداز 

هامحدودیت

کاذبمثبتنتایجایجادازجلوگیریبرای:

لوپکردنلاستریاثردرزيرا.نکنیداستفادهکلنیبرداشتنبراینیکرومیااستیللوپاز
.آيدمیبدستكاذبمثبتنتیجهوشدهایجادسطحیاکسیداسیونشعله،با

رنگیاگلوکزحاویهایمحیطرویبرکههاییارگانیسماز(مانندMACیاEMB)رشد

.نکنیداستفادهاند،کرده

نکنیداستفادهآنازباشد،دادهرنگتغییربنفشبهکاغذیدیسکیامعرفاگر.

رازی.دهندکاذبمنفینتایجاستممکنسودوموناسونیسریامخلوطهایکشت
طتوساکسیدازتولیدباکهکندمیتولیدمهاریسوبستراییکسودوموناس

.نمایدمیایجادتداخلنیسریا

استمهمبسیارتستدقیقانجامبرایواکنشقرائتزمانرعایت.



سیدازفرم ثبت نتیجه کنترل کیفیت معرف اک

سری 

ساخت 

تولید

کننده

مشخصات

فیزیکی

نتایج آزمایش با سویه های

کنترل

نتیجه

نهایی

اقدام 

اصلاحی

نام فرد 

انجام 

دهنده 

آزمایش

تاریخ 

انجام 

آزمای

ش

E. coli ATCC 

25922

P. aeruginosa 

ATCC 27853



آزمایش کاتالاز

هدف:

(منفي)هاانتروکوکوهااسترپتوكوكاز(مثبت)هامیكروكوكوهااستافیلوكوكافتراق

(مثبت)هاباسیلوساز(منفی)هاكلستريديومافتراق

گروهاسترپتوكوكاز(مثبت)هاباکتریومکورینهومونوسیتوژنزلیسترياافتراقB(منفی)

یکدیگرازرشدسختمنفیگرمهایباسیلافتراق

اصول:

هیدروژنپراکسیدکنند،میتولیدکاتالازآنزیمکههاییباکتریH2O2))گازوآببهرا
ازيكيH2O2.شودمیگازهایحبابشدنآزادبهمنجروکنندمیهیدرولیزاکسیژن

اولیهتشخیصدرآزمایشاین.استكربوهیدراتمتابولیسمدراكسیداسیوننهاييمحصولات
.شودمیواقعمفیدهاباکتریاغلب



...(ادامه)کاتالاز آزمایش 

نمونه:

محیطرویکردهرشدباکتریاز(ساعته۲۴-۱۸كشت)تازهوخالصهایکلنی
مناسبآگار

درآزمایشازقبلدقیقه۳۰مدتبهراهاکلنیهوازی،بیهایباکتریرایب
.دهیدقرارهوامعرض

هامعرفوابزار:

به۳۰%اکسیژنهآب:هشدار)نیسریاهابرای۳۰%هیدروژنپراكسیدمعرف
الکلاتیلبافوراا پوست،باتماسصورتدر.استسوزانندهپوستبرایشدت
(.دهیدشستشوآب،نهو،%۷۰

هوازیبیهایمیکروارگانیسمبرای۱۵%هیدروژنپراكسیدمعرف

هاباکتریسایربرای۳%هیدروژنپراكسیدمعرف

استترخطرناکاماکرد،استفادههاآزمونتمامبرایتوانمیرا۳۰%معرف:۱توجه.

شوندنگهدارييخچالدرونورازدوررنگ،تیرههايشیشهدربایدهامعرف:۲توجه.

پلاتینيلوپياايشیشهياچوبياپلیكاتور

ايشیشهلام



...(ادامه)آزمایش کاتالاز 

آزمایشانجامروش:

تمیزايشیشهلاميكسطحبهساعته۲۴-۱۸كلنييكمركزازاپلیكاتوريكبا1.
اگر.تاسرویتقابلچشمبالامرویکلنیکهنماییدحاصلاطمینان.كنیدمنتقل
.نشودبرداشتهخونازشوددقتباشد،آگاربلادپلیترویکلنی

لامرويحبابيجادافوراوكنیداضافهلامرويكلنيبهرامعرفقطرهيكبلافاصله2.
دهمشاهبرای.كنیدگزارشمنفييامثبتصورتبهرانتیجه.نمايیدبررسيرا

.داریدنگهسیاهزمینهرویرالامهاحباببهتر

Saftyداخلرالام3. Boxبیندازید.

تفسیر:

(كف)زدنجوشحالتياماندگاربصورتحبابفوریشدنظاهر:مثبتواکنش

حبابدویایکایجاد:ضعیفواکنش

ازبعضی)ثانیه۲۰ازبعدحبابچندشدنظاهریاحبابایجادعدم:منفیواکنش
ردهکتجزیهراهیدروژنپراکسیدکههستندکاتالازازغیرآنزیمیدارایهاباکتری

(.شودمیایجادریزحبابکمیتعدادکه



...(ادامه)آزمایش کاتالاز 

کیفیتکنترل:

هیدورژنپراكسیدمعرفجديدخریدوساختسریهر

كاریروزيهرسپسو

منفيومثبتكنترلهايسویهبا

مثبتكنترلسویه:Staphylococcus aureus ATCC 25923

منفيكنترلسویه:Streptococcus pyogenes ATCC 19615



فرم ثبت نتایج کنترل کیفیت کاتالاز

سری 

ساخت 

تولید

کننده

مشخصات 

فیزیکی

ی نتایج آزمایش با سویه ها

کنترل

نتیجه

نهایی

اقدام 

اصلاحی

نام فرد 

انجام 

دهنده 

آزمایش

تاریخ 

انجام 

آزمای

ش

S. aureus 

ATCC 25923

S. pyogenes

ATCC 19615



...(ادامه)آزمایش کاتالاز 

هامحدودیت:

دنبایکاذبمثبتهایجوابازاجتناببرای.هستندکاتالازحاویقرمزهایگلبول
شودنمیبرداشتآسانیبهکلنیاگر.برداشتدارخونآگارمحیطازراهاکلنی

درکه٬نماییدتکرارآگارشکلاتمحیطرویازراآزمایشکند،نمیرشدخوبیا
رويكلینیكيهاينمونهاكثركهآنجائيازاما.کندنمیایجادمداخلهآزمایش

كلنيقلهازتوانميتستانجامبرايشوند،ميدادهكشتدارخونهايمحیط
.نشودايجادكاذبمثبتواكنشتابرداشتمحیطباتماسبدونها

نکنیداستفادهآگارهینتونمولرمحیطاز.

كههستندكاتالازازغیرهاييآنزيمدارايهاباكتريازبعضيكهآنجائياز
۲۰ازبعدكمتعدادبهريزهايحبابايجادنمايند،ميتجزیهراهیدروژنپراكسید

.شودنميگرفتهنظردرمثبتثانیه

كلنيتنبرداشبرايپلاستیکییاپلاتینیلوپچوبي،اپلیكاتوريكازاستبهتر
.كندميايجادكاذبمثبتواكنشآهنيلوپازاستفاده.شوداستفاده

ساعت۲۴ازبیشتزهایکشت٬داردوجودزندههایکشتدرفقطآنزیماینچون
یمنفنتیجهسببباستممکنکهنههایکشت.نیستندمناسبآزمایشبرای
.شوندکاذب

نفیمنتایجتواندمیزیرانکنید،برعکسراکلنیبهمعرفنمودناضافهترتیب
.دهدرخکاذب

نکنیدمخلوطراهاوکلنیمعرف.









کنترل کیفیت آنتی سرم

باریکماهششهرسپسوخرید،وساختسریهر

وهبودشفافبایدسرمآنتیلام،رویسرمآنتیازقطرهیکچشمیبررسی
.باشدذرهگونههرفاقد

لامرویبرآگلوتیناسیونبروشآزمایش

رایببایدمنفیکنترلسویهیکومثبتکنترلسویهیکحداقلآزمایش
سرمآنتیآگلوتیناسیونشدتوخصوصیتبررسی

مایشآزانجامروشمطابقبایدکنترلهایسویهباسرمآنتیکیفیتکنترلآزمون
.باشدسازندهشرکتدستورالعملبامنطبقکاملاو

هاواکنشهمهنتایجثبت



کنترل کیفیت آنتی سرم

0.05حدود)سرمآنتیقطرهیک ml،10توانمیاگرچهμlیکروی(نموداستفادههم

.دهیدقرارلامطرف

یاسیوناتوآگلوتینابررسیبرایدهید،قرارلامدیگرطرفرویفیزیولوژیسرمقطرهیک
(منفیکنترلعنوانبه).هاکلنیبودنخشن

بلادمانندانتخابیغیرمحیطرویکنترلسویهساعته۲۴تا۱۸وخالصهایکلنیاز
با.نماییدتهیهقطرههردرفارلندمک۳تا۲حدودیکنواختسوسپانسیون،TSAیاآگار

.کنیدمخلوطکاملاآنرالوپیاچوبیاپلیکاتور

جلووعقببه(سازندهدستورالعملمطابق)دقیقه۱یاثانیه۳۰مدتبهرالام
.بچرخانید

نماییدیبررستیرهزمینهپسبا(مطالعهچراغ)کافینورزیردرراآگلوتیناسیونواکنش.

قابلرمسآنتیقطرهنتیجهتاباشد،آگلوتیناسیونفاقدبایدفیزیولوژیسرمقطره
.شودمحسوباطمینان



کنترل کیفیت آنتی سرم

نمودثبتزیرجدولمطابقراآنتوانمیوقرائتآگلوتیناسیونشدت:





فارلندمک 0.5استاندارد روش تهیه و کنترل 

0.5مداوم،زدنهمباسوسپانسیونتهیهبرای1. ml0.48باريومکلروراز mol/l(BaCl2)بهرا
99.5 ml1)سولفوريکاسید% v/v) 0.18mol/l (0.36 N)کنیدضافها.

تومتراسپکتروفازاستفادهبانوریجذبگیریاندازهطریقازراسوسپانسیونغلظتصحت2.
.کنیدمشخصهمخوانکووتوcm۱مسیرطولبا

.باشد0.13تا0.08معادلبايد625nmدرفارلندمکنیماستانداردجذب3.

لولهبااندازههمدارپیچدرهايلولهدر6ml-4مقداربهراباريمسولفاتسوسپانسیون4.
.بریزیدشود،میاستفادهباکتریاییتلقیحکردناستانداردبرایکههایي

درواتاقحرارتدرراآنها.نمایید(seal)درزگیریپارافیلمباوببندیدمحکمراهالولهدرپوش5.
.نماییدنگهداریرنگتیرهپوششیدر/تاریکمحل

تکانتشدبهدستبایاورتکسبااستفادهبارهرازقبلراباريمسولفاتاستانداردکدورت6.
.کندپیدایکنواختظاهریتادهید،

درشت،ذراتظهورصورتدر.کنیدبررسیيکنواختکدورتوجودنظرازراآنظاهر7.
.نماییدتعویضرااستاندارد

.باشدمیموجودنیزتجاریصورتبهلاتکسذراتازشدهساختهفارلندمکاستانداردهای:توجه
ویاتمحت،(ورتکسروینه)آرامطوربهکرنتهوسربابایدآزمایشانجامازقبلدرستاستفاده،هنگام

.نمودمخلوطراآنها

اندازهآنجذبیاگرددتعویضماهانهطوربهباریومسولفاتاستانداردهایاستلازم(86.
.شودگیری



از توجه شما 
سپاسگزارم


