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	عنوان خط مشي :
دستور العمل بخش ميكروب شناسي 

	تاريخ انتشار : 
	تاريخ تصويب :
	کد خط مشي :

	تاريخ بازبيني بعدي: 
	تاريخ آخرين ويرايش :
	حوزه توليد:


بيانيه خط مشي:

هدف:اعلام خط مشي ،اهداف و روش هاي استاندارد اجرايي بخش ميكروب شناسي
مخاطبين :كليه پرسنل فني آزمايشگاه 
مسئول اجرا : كارشناسان بخش ميكروب شناسي
روش اجرائي

1- فرايند انجام كشت :

1-1- تمامي نمونه هاي ارسالي به بخش ميروبشناسي بايد داراي درخواست كامپيوتري ا ز بخش مربوطه وتاريخ درخواست به روز باشد.
2-1- بعد از بررسي درخواست كامپيوتري نمونه ، نمونه از نظر دارا بودن شرايط انجام بررسي ميگردد
3-1-  انجام كشت ها توسط پرسنل فني آزمايشگاه ، كاردان – كارشناس و كارشناس ارشد انجام ميگيرد.

4-1- بعد از انجام كشت درپليت ها (بسته به نوع نمونه) آنها را در انكوباتور 37 درجه سانتيگراد قرار داده وربعد از 24 يا 48 ساعت توسط پرسنل فني بخش بررسي ميگردند.

1-2- مثال :نمونه ادرار ارسالي جهت كشت ادرار و آناليز ابتدا به بخش ميكروبشناسي ارسال مي شود وبعد از انجام كشت به بخش آناليز ادرار انتقال يابد بطوريكه اگر ابتدا ازنمونه مورد نظر U/A انجام شود نمونه ادرار ديگر غير استريل است وغير قابل كشت ميباشد و بايدنمونه جديد ي از بيمار به بخش ميكروبشناسي ارسال گردد.

2-2-درمورد خلط شرايط انجام كشت ابتدا بايد توسط لام بررسي شود ودر صورت داشتن شرايط كشت ، كشت خلط انجام شود

3-2- درمورد كشت خونها بايد درخواست ها بر اساس تعداد نمونه ها ي ارسالي از بيماران باشد.

	نام و امضاء  تاييد كننده :
	نام و امضاء تصويب كننده :

	
	


	شماره سند:
	تعدادصفحات:
	معتبر ازتاريخ:
	زمان بازنگري :

	محدوده توزيع: بخشهاي فني آزمايشگاه
	شرح كلي :دستورالعمل استاندارد   انجام آزمايشات


1- عنوان : تهيه محيط هاي كشت
2- اقدامات وابسته :
1-2- شناخت خطاهاي تكنيكي ومواد مداخله گر
3-هدف: تهيه محيط هاي كشت مورد نياز بخش ميكروبشناسي
4- كاربرد :

محيط هاي كشت جهت جداسازي و افتراق ميكروبهاي پاتوژن در نمونه هااي بيماران بكار ميرود .

5- صلاحيت وشايستگي : تهيه محيط هاي كشت توسط پرسنل بخش ميكروبشناسي كه واجد صلاحيت علمي و تجربي هستند صورت ميگيرد .

6- نمونه: پودر بلاد آگار پايه (Blood agar base):

اين پودر جهت كشت تمامي نمونه هاي ارسالي ، بخش ميكروبشناسي استفاده ميشود . به اين صورت كه مقدار 40 گرم پودر دريك ليتر آب مقطر استريل ريخته شده وبعد از حل شدن تمامي پودر در  داخل آب مقطر و  حرارت دادن    آن و رساندن محلول  به درجه اشباع ، آنرا دراتو كلاو به مدت 15 دقيقه در حرارت مرطوب 121 درجه سانتيگراد و فشار 1  اتمسفر قرار ميدهيم و سپس بعد از خارج كردن آن از اتو كلاو و رسيدن حرارت محلول به حدود 35 درجه سانتيگراد مقدار 5% خون گوسفندي به آن اضافه  كرده وبآرامي مخلوط ميكنيم و بعد از مخلوط شدن بطور كامل آنرا داخل پليت هاي مناسب 8 سانتي  و 10 سانتي  ريخته و ميگذاريم خنك شود

همين عمل را درمورد ساخت Chocolate agar  نيز انجام ميدهيم منتهي درجه حرارت مناسب براي اضافه كردن خون گوسفندي
حدود 70 درجه سانتيگراد است كه بهتر است در بن ماري 70 در جه سانتيگراد اين عمل انجام شود .

در تهيه محيط هاي  مولر هينتون آگار – مكانكي آگار Dnase agar وساير محيطها ي جامد مقدار پودر مناسب بر حسب گرم را در آب مقطر ريخته و بعد از انجام مراحل فوق و بعد از سرد شدن در پليت ها يا لوله هاي استريل ميريزيم درمورد محيط هاي لوله اي همچون قند ها مثل گلوكز،  مالتوز،..... و اسيد آمينه ها مثل آرا بينوز و رافينوز و رامنوز و .....

مقدار منا سبي از محلول قند پايه را آماده كرده (15 گرم در يك ليتر آب مقطر ) و آن را اتو كلاو ميكنيم ( 121 درجه سانتيگرادبه مدت 15 دقيقه )به همراه اين عمل لوله هاي در پوشدار مشكي تميز را جداسازي كرده و استريل ميكنيم و سپس به ازاء هر 100 سي سي محلول يك گرم پودر قند به آن اضافه مينمائيم و محلول را از صافي مخصوص ميكروبشناسي   عبور ميدهيم و حدود 3 سي سي به هر كدام از لوله هاي استريل مي ريزيم .

7- تجهيزات و مواد لازم و آماده سازي مورد نياز:
1-7- پودر محيط هاي كشت

2-7- ترازو

3-7- آب مقطر

4-7- بن ماري

5-7- فيلتر مخصوص ميكروبشناسي

	نام و امضاء  تاييد كننده :
	نام و امضاء تصويب كننده :

	
	


	شماره سند:
	تعدادصفحات:
	معتبر ازتاريخ:
	زمان بازنگري :

	محدوده توزيع: بخشهاي فني آزمايشگاه
	شرح كلي :دستورالعمل استاندارد   انجام آزمايشات


6-7- پليت هاي يكبار مصرف استريل د ر اندازه هاي مختلف

7-7-شعله گاز

8-7- لوله هاي درپوشدار مشكي استريل

8- نكات ايمني : استفاده از دستكش و ماسك وعينك درهنگام كار

9- مستندات : بر چسب شامل نام محلول يا محيط، تاريخ  تهيه

10-  كنترل كيفي :  بررسي محيط ها از نظر رشد كلني هاي آلوده –رنگ محيط ها – زمان ساخت محيط ها –ضخامت محيط ها

11- محدوديت ها و عوامل مداخله گر :

1-11- زياد بودن ياكم بودن وزن پودر محيط كشت

2-11- كثيف بودن ظرف حاوي آب مقطر

3-11- كثيف بودن لوله در پوشدار مشكي

4-11- آلوده شدن محيط درهنگام ريختن آنها در پليت ها و لوله ها

5-11- آلوده بودن پليت هاي يكبار مصرف

12- تفسير ( علل تكرار ) :
1-12- اتمام تاريخ مصرف پودر ها ي محيط سازي

2-12- خرابي ترازو

3-12- آلودگي محيط ها و محلول ها بعد از تهيه شدن

1- انجام: روش انجام كشت ها :
1-1- كشت ادرار :  ابتدا نمونه ادرار بيماررا خوب بهم ميزنيم و سپس لوپ  استاندارد مخصوص ادرار را بعد از استريل نمودن وخنك شدن دركنار شعله بطور عمود درون ادرار فرو مي بريم وپس ازخارج نمودن از ظرف ادرار اطمينان حاصل ميكنيم كه مقدار استاندارد توسط لوپ برداشت شده است سپس آنرا درون محيط مكانكي آگا ركرده و بطور يك خط عمودي تا پايين پليت مي كشيم  سپس از بالا بصورت زيگزاگ تا پايين ميكشيم مجدداً براي بار دوم لوپ رابطور عمود داخل ادرار فرو كرده و مقدار استاندارد را برداشت ميكنيم و درون محيط B.A  مينمائيم و مطابق با روش ذكر شده در بالا آنراكشت ميدهيم و سپس پليت ها را بمدت 24 ساعت در انكوباتور 37 درجه سانتيگراد قرار ميدهيم .

2- تجهيزات ومواد مورد نياز:
1 -2-محيط بلاد آگار

2-2- محيط مكانكي آگار
3-2- آنسدوپلاتين استاندارد كاليبره

4-2- شعله

5-2- پليت هاي  استريل جهت نمونه ادرار

6-2- انكوباتور 37 در جه سانتيگراد

رفرانس : كتاب  Bailey & scott,s
كشت مابعات بدن
1-2-روش انجام كشت مايعات :
با سرنگ 20 سي سي كه قبلاً آغشته به هپارين استريل شده باشد در بالين بيمار :

الف: 5 سي سي مايع وارد بطري كشت خون هوازي نموده

ب:   5 سي سي مايع وارد بطري كشت خون بي  هوازي نموده

شيشه هاي ارسالي در انكوباتور 37 درجه سانتيگراد بمدت 24 ساعت قرارداده  شده بعد از 24 ساعت به محيط جامد مورد نظر:B.Aو Cho-Aو Mac.AوB.A بي هوازي  كشت داده ميوشد در صورت مثبت بودن روي آن كار ميشود و درصورت منفي بودن مجدداًروي محيط هاي  جديدSub culture  ميشود  .

2-2- براي اسمير نيز 5 سي سي مايع در داخل لوله هاي استريل به بخش ميكروبشناسي ارسال  ميگر دد كه اين لوله هارا در سانتريفوژ با دور 3000 به مدت 15 دقيقه قرار داده و بعد از زمان مورد نظر مايع روئي ( Supernatant) را داخل يك لوله استريل ديگر ريخته و نگهداري ميكنيم و رسوب را با مقدار حدود 5/0 سي سي مايع روئي مخلوط كرده و دو عدد لام براي رنگ آميزي گرم و بلودو متيلن  تهيه مي نمائيم و نمونه مايع باقيمانده را بمدت يك هفته در يخچال نگهداري مي كنيم .
3-2- تجهيزات و مواد مورد نياز:
1-3- محيط بلاد آگار

2-3- محيط شكلات آگا ر

4-3- محيط مكانكي آگار

4-3- محيط بلاد آگار بي هوازي

5-3- آنسدوپلاتين

6-3- لوله استريل درپوشدار مشكي

7-3- انكوباتور 37 درجه

8-3- سانتريفوژ

9-3- Safty box
10-3- سرنگ استريل 2 سي سي

11-3- هود لامينار كلاس II
12-3- جارCO2
13-3- جار بي هوازي

14-3- لام

4-صلاحيت و شايستگي : انجام كشت مايعات توسط پرسنل فني بخش ميكروبشنا سي انجام ميگيرد .

5- نكات ايمني :

1-5- استفاده از دستكش وماسك و عينك محافظ درحين كار

2-5- استفاده از Safty box براي معدوم كردن سر سوزن هاو عدم ارتباط مستقيم با سر سوزنها

3-5- كشت مايعات همچون كشت خون در زير هود كلاس II انجام مي شود .

6- محدوديت ها وعوامل مداخله گر :

1-6- آلوده بودن شيشه هاي كشت

2-6- آلوده بدون محيط كشت

3-6- عدم انجام صحيح نمونه گيري مايع از بيمار

4-6- عدم انجام كشت روي محط هاي مناسب ميكروبي

5-6- عدم كاليبره بودن انكوباتور 37 درجه سانتيگراد براي انكوباسيون پليت ها

رفرانس :

1- كتاب Bailey & scott,s
2- كتاب  Henry
3- روش انجام كشت خلط :

قبل از انجام كشت خلط لازم است حتماً بوسيله لوپ استريل از قسمتهاي چركي يك اسمير تهيه گردد و سريعاً رنگ آميزي گرم انجام شود ودر صورتيكه شرايط زير موجود بود كشت انجام شود درغير اينصورت به بخش اطلاع داده شود كه نمونه بعلت آغشته شدن به ترشحات بزاق جهت كشت مناسب نمي باشد و تكرار شود.

شرايط مناسب بود ن جهت كشت :

1- وجود بيش از 25 سلول نوتروفيل و كمتر از 25 سلول اپي تليال  درهر فيلد(Fild) ميكروسكوپي با قدرت 10 شيئي
2- در صورتيكه تعدا سلولها ي نوتروفيل كمتر از 25 عدد در هر فيلد ميكروسكوپي باشد بايد تعداد سلولهاي اپي تليال در هر فيلد ميروسكوپي با قدرت 10 شيئي  كمتر از 10 باشد .
3- جهت كشت براي ارگانيسم هاي ميكوپلاسما و پنومونيه ، لژيونلاد و ميكوباكتريومها نياز به رعايت موارد بالا نمي باشد .
چنانچه نمونه خلط مناسب بود در محيط هاي بلاد آگار – شكلات آگار – مكانكي آگار – كشت ميدهيم .جهت خلط نياز به كشت بي هوازي نمي باشد .

بهتر است درنمونه هاي خلط ساكشن شده از بيماران (Intube) از محيط Thio(غني شده ) نيز استفاده گردد..

2-3-تجهيزات و مواد مورد نياز :

1-2-  محيط بلاد آگار

2-2- محيط شكلا ت آگار

3-2- محيط مكانكي آگار

4-2- محيط تايوگليكولات

5-2- پليت 10 سانتي

2-6- لام

7-2- انكوباتور 37 درجه سانتي گراد

8-2- آنسدوپلاتين

9-2- جار2 CO
10-2- هود لاميناركلاس II
3-3-  صلاحيت وشايستگي : انجام كشت خلط توسط پرسنل فني ميكروبشناسي انجام مي  گيرد .

4- نكات ايمني : استفاده از دستكش و عينك و ماسك

5- محدوديت ها و عوامل مداخله گر :
1-5- ارسال نمونه آب دهان بيمار بجاي نمونه خلط

2-5- آلوده بودن محيط كشت

3-5- عدم كاليبره بودن انكوباتور 37 درجه سانتي گراد براي انكوباسيون پليت ها

4-5- عدم انجام كشت روي محيط هاي مناسب ميكروبي

رفرانس :                        1-كتاب Bailey & scott,s        2-كتاب  Henry
4- كشت مدفوع
1-4- روش انجام كشت مدفوع :
1-1- پس از تماس سواپ با مدفوع بيمارآنرا  بدرون محيط هاي مكانكي آگار ،S.S آگار ببريد و سپس سواپ را درون محيط سلينت F قرار دهيد .

توسط يك لوپ استريل مقدار مدفوع درون محيط مكانكي و S.S آگار را ايزوله  نمائيد و محيط ها را درون انگوباتور 37 درجه قرار دهيد .

2-1- بعد از مدت 6-4 ساعت از نمونه سلينت F بيمار روي محيط هاي جديد مكانكي و S.S آگار ببريد تا فرداي همانروز از نظر ميكروبهاي پاتوژن روده اي بررسي شود.

3-1- روي پليت ها نام و نام خانوادگي بيمار و تاريخ و ساعت انجام  نوشته شود .روي دفتر مخصوص كشت مدفوع نام ونام خانوادگي بيمار – نام بخش، تاريخ ، ساعت انجام كار و نام انجام دهنده نوشته شود .
4-1- چنانچه نمونه  مدفوع بيمار آبكي بود حتماً يك عدد لام جهت رنگ آميزي تهيه شود .

2-4- تجهيزات ومواد مورد نياز :

1-2- محيط مكانكي آگار

2-2- محيط  S.Sآگار

3-2- محيط سلينت F
4-2- پليت 10 سانتي

5-2- سواپ پنبه اي استريل

6-2- آنسدوپلاتين

7-2- لام

8-2- انكوباتور 37 در جه سانتيگراد

3-4- صلاحيت و شايستگي :
انجام كشت مدفوع توسط پرسنل فني ميكروبشناسي انجام ميگيرد .

4-4- نكات ايمني : استفاده از دستكش و ماسك و عينك محافظ

5- محدوديت ها و عوامل مداخله گر :

1-5- آلوده بودن محيط كشت

2-5- عدم كاليبره بدون انكوباتور 37 درجه براي انكوباسيون پليت ها

3-5- ايجاد رسوب در محيط مايع سلينت F
4-5- عدم انجام كشت روي محيط هاي مناسب ميكروبي

رفرانس :                        1-كتاب Bailey & scott,s        2-كتاب  Henry
5- روش انجام كشت زخم

1-5- روش انجام كشت زخم

1-1- نمونه هاي كشت زخم عمدتاً بصورت سواپ در داخل لوله هاي استريل حاوي 5/0سي سي سرم فيزيولوژي به ازمايشگاه ارسال ميگردد ابتدا كنار شعله سواپ آغشته به نمونه بيمار را از لوله خارج كرده وتوسط آن محيط هاي بلاد آگار ، مكانكي آگار ، شكلات آگار را آغشته كرده و آنرا درون محيط تايوگليكولات مي بريم .
1-2- در صورت درخواست اسمير حتماً بايد يك سواپ جداگانه به آزمايشگاه ارسال شود ، اگرنمونه ارسالي در داخل لوله بدون سواپ بود ميتوان از يك سواپ استريل يا آنسدوپلاتين براي برداشت نمونه استفاده كرد و مراحل بالا را انجام داد .
1-3- لطفاً روي  پليت ها نام ونام خانوادگي بيمار ( يا شماره بيمار ) تاريخ ، زمان انجام آزمايش نوشته شود.
1-4- لطفاً روي دفتر مخصوص  كشت زخم و ترشحات نام ونام خانوادگي بيمار – بخش وتاريخ و ساعت انجام آزمايش و نام انجام دهنده نوشته شود.
2-5- تجهيزات و مواد مورد نياز :
1-2-محيط بلاد آگار هوازي و بي هوازي

2-2-محيط مكانكي آگار
3-2-محيط شكلات آگار

4-2- محيط تايوگليكولات

5-2- پليت 8يا 10 سانتي

6-2- آنسدو پلاتين

7-2- لام

8-2- انكوباتور 37 درجه سانتيگراد

3-5- صلاحيت و شايستگي : انجام كشت زخم و ترشحات توسط پرسنل فني بخش ميكروبشناسي انجام ميشود .

4-5-  نكات ايمني : استفاده از دستكش –ماسك- عينك

5-5- محدوديت هاو عوامل مداخله گر :

1-5- ارسال نمونه بصورت غير استريل

2-5- آلوده بودن محيط كشت

3-5- عدم كاليبره بودن انكوباتور 37 درجه براي  انكوباسيون پليت ها

4-5- عدم انجام كشت روي محيط هاي منا سب

رفرانس :

1-كتاب Bailey & scott,s
2-كتاب  Henry
6- نحوه كشت بافت ها
1-6-  چنانچه بافتي جهت كشت ارسال گرديد به نكات زير توجه فرمائيد.:

1-1-چنانچه فقط يك نمونه ازيك محل ارسال شده است به ظرف حاوي بافت مقدار 15-10 سي سي مايع كشت تيوگليكولات اضافه نمائيد و در انكوباتور قرار دهيد .

2-1- اگر نمونه ازيك محل باشد ولي بصورت دو قسمت مجزا در دو ظرف جداگانه ارسال شد ، يكي از نمونه ها مطابق بالا عمل شود وديگر ي را بارعايت كامل استريليته به محيط Sabouraud.Dextrose.Agar منتقل نمائيد و اين محيط را دردر جه حرارت 30 درجه سانتيگراد نگهداري نمائيد .

3-1- چنانچه نمونه از يك محل مي باشد ولي بصورت سه قسمت مجزا در سه ظرف  جداگانه ارسال شده و اسمير نيز درخواست شده است دو نمونه مطابق روش بالا انجام شود و نمونه سوم را نيز 5 سي سي مايع كشت تيوگليكولات اضافه شود تابعداً توسط پرسنل ميكروبيولوژي اسمير تهيه شود .

* لطفاً توجه فرمائيد :
4-1- بازو بسته نمودن درب ظروف حاوي بافت بايد دركنار شعله و زير هود كلاس II انجام گيرد.

5-1- اگر چندنمونه تكي از چند محل مختلف بيمار ارسال شده است حتماً به روش 1-1- عمل شود

6-1- نمونه هاي ارسال شده از بخش ها بايد حاوي مقدار كمي نرمال سالين باشد ( حدود 1 سي سي ) تا از خشك شدن بافت جلوگيري شود اگر بيشتر باشد با رعايت احتياط كامل جهت جلوگيري از آلودگي مايع خارج شود وسپس مايع كشت Thio اضافه گردد.

2-6- تجهيزات و مواد مورد نياز :

1-2-محيط مكانكي آگار

2-2- محيط بلاد آگار هوازي و بلاد آگار بي هوازي

3-2- محيط شكلات آگار

4-2- محيط تايوگليكولات

5-2- پليت 8 تا 10 سانتي

6-2-آنسدو پلاتين

7-2- لام

8-2- سواپ پنبه اي  استريل

9-2- هود لامينار كلاس II
10-2- انكوباتور 37 درجه  سانتيگراد

3-6- صلاحيت و شايستگي : انجام كشت بافت توسط پرسنل فني بخش ميكروبشناسي انجام شود .

4-6- نكات ايمني : استفاده از دستكش – عينك محافظ و ماسك در حين كار

5-6- محدوديت ها و عوامل مداخله گر :
1-5- ارسال نمونه بصورت غير استريل

2-5- آلوده بودن محيط كشت

3-5- عدم كاليبره بودن انكوباتور 37 درجه براي انكوباسيون پليت ها

4-5-عدم انجام كشت روي محيط هاي مناسب

رفرانس :

1-كتاب Bailey  & scott,s
2-كتاب  Henry
7- روش انجام كشت حلق وبيني – گوش
1-7- نمونه هاي ترشحات بيني ، حلق و  گوش عمدتاً بصورت سواپ در داخل لوله هاي استريل حاوي 5/0 سي سي سرم فيزيولوژي به آزمايشگاه ميكروبشناسي ارسال ميگردد .

ابتدا دركنار شعله سواپ آغشته به ترشحات بيمار را از لوله خارج كرده وتوسط آن » محيط بلاد آگار – شكلات آگار و مكانكي آگار را آغشته ميكنيم سپس توسط آنسدوپلاتين استريل محيط هاي آغشته را ايزوله ميكنيم .

2-7-معمولاً نمونه گيري از حلق توسط پرسنل فني بخش ميكروبشناسي در بخش انجام ميگيرد .
3-7-  لطفاً روي پليت، نام و نام خانوادگي يا شماره بيمار ،تاريخ و زمان انجام آزمايش نوشته شود.

2- لطفاً داخل دفتر مخصوص كشت زخم و مايعات بدن ، نام ونام خانوادگي بيمار و نام بخش – تاريخ ساعت انجام آزمايش و نام انجام دهنده نوشته شود.

1-8- نحوه انجام كشت خون
1-1- انجام كشت خونهاي (هوازي ) 24 ساعته، 48 ساعته ، 7روزه و درپايان ماه از طريق چشمي بررسي و چنانچه مشكوك بوديد شيشه مشكوك كشت داده شود .

2-1- انجام كشت خونهاي اندوكارديت 24 ساعته ، 48 ساعته ، 7روزه و 21 نروزه و درپايان ماه از طريق چشمي بررسي چنانچه مشكوك بوديد كشت داده شود .

3-1- انجام كشت خونها از نظر بروسلوز ، در طي 21 روز هر 2 الي 3 روزه يكبار بايد شيشه كشت خون كاستاندا به آرامي Shake
شود طوريكه مايع حداقل يك بار روي محيط جامد را آغشته نمايد سپس آنرا بطور عمودي قرارداده  و 24 ساعت بعد آنرا بررسي مينمائيم .

4-1- انجام كشت خونهاي بي هوازي : نياز به انجام كشت نمي باشد ولي از نظر چشمي روزانه بررسي ميشود اگر مشكوك بوديم لام ميگيريم و بر اساس نوع ميكروب روي محيط هاي مناسب كشت داده ميشود .بهتر است بعد از 72 ساعت و يك هفته آنرا كشت دهيم .

نكته : تمامي شيشه هاي كشت خون بمدت يك ماه در انكوباتور 37 درجه سانتي گراد نگهداري ميشوند و بعد از يك ماه از نظر چشمي بررسي ميگردند و اگر مشكوك بوديم مجدداً روي محيط هاي جامد كشت داده ميشود در غير اينصورت معدوم ميگردد.

5-1- جواب كشت خون هاي هوازي بعد از 48 و72 ساعت و يك هفته گزارش ميشود .

6-1- جواب كشت خون هاي بي هوازي بعد از 72 ساعت و يك هفته گزارش ميشود .

7-1- جواب كشت خون هاي هوازي و بي هوازي مربوط به بيماران سرپايي بعد از 72 ساعت ويك هفته گزارش ميشود.

2-8-  تجهيزات و مواد مورد نياز :

1-2- محيط مكانكي آگار

2-2- بلاد آگار هوازي و بلاد آگار بي هوازي

3-2- شكلات آگار

4-2- شيشه كشت خون هوازي 50 سي سي يا 20 سي سي

5-2- شيشه كشت خون بي هوازي 50 سي سي يا 20 سي سي

6-2- شيشه كشت خون كاستاندا مخصوص كشت بروسلا

7-2-لام

8-2- آنسدو پلاتين

9-2- انكوباتور 37 درجه

10-2- هود لامينار كلاس II

3-8- صلاحيت و شايستگي : انجام كشت خون توسط پرسنل فني بخش ميكروبشناسي انجام ميگيرد

4-8- نكات ايمني : استفاده از دستكش 0 عينك محافظ و ماسك وانجام كشت خون در زير هود كلاس II
5-8- محدوديت ها و عوامل مداخله گر :
1-5- آلوده بودن شيشه هاي كشت خون

2-5- عدم انجام كشت روي محيط هاي مناسب

3-5- آلوده بودن سطح شيشه هاي كشت وعدم استريل آن

4-5- آلوده بودن محيط هاي كشت

رفرانس :
1-كتاب Bailey  &scott,s
2-كتاب  Henry
1- كاليبراسيون
1-1- كاليبراسيون اتووهاي 37 درجه سانتيگراد

ابتدا دما ي اتووها را تنظيم ميكنيم وبه اين صورت كه با زدن دكمه Enter‌ وارد منوي دستگاه ميشويم با فشردن دكمه UPياDown‌علامتS را انتخاب كرده ودكمه Select  را ميزنيم با فشردن دكمه UPيا Down دماي مورد نظر را (37 درجه سانتيگراد) را تنظيم كرده ودكمه Select و سپس Reset را زده ، دماي دستگاه تنظيم ميشود .
2-1- كاليبراسيون دستگاه
با زدن دكمه Enter‌وارد منوي دستگاه ميشويم با فشردن دكمه UPيا Down علامت C را انتخاب كرده و دكمه Select را ميزنيم

با فشردن دكمه UPيا Down دماي خوانده شده از ترمومتر داخلي راتنظيم ميكنيم و دكمه Select وسپسReset‌ را زده دستگاه با دماي جديد كاليبره ميشود .

بديهي است دستگاه اتو و  نيز مانند ديگر دستگاهها ي اندازه گيري نياز به كاليبراسيون دارد براي اين دستگاه هر 6 ماه يكبار كفايت ميكند.

ترمومتر لازم جهت كاليبراسيون ميبايست داخل ظرفي ازآب و درطبقه وسطي دستگاه به مدت 3 ساعت قرار داده شود تا كاملاً

با هواي داخل هم دما گردد.

2- كاليبراسيون آنسدو پلاتين

1-2- استفاده از لوپ استاندارد با حجم معين جهت شمارش كلني هاي بدست آمده از كشت نمونه ها ي كلينيكي بويژه ادرار به منظور تشخيص عفونت و اقعي    و ارائه به پزشك ضروري است .لذا آزمايشگاهها همواره بايد از لوپ هاي كاليبره جهت كشت نمونه هاي ادراري استفاه نمايند وبه كمك آن تعداد كلني هاي موجود درهر ميلي ليتر ادرار (CFU/ml)  را محاسبه و گزارش نمايند.ساده ترين روش جهت تعيين حجم لوپ نامشخص استفاده ار روش رنگ سنجي از طريق اسپكتروفتومتر يا فتومتر (Photometrically) به كمك مواد رنگي مانند متيلن بلو ،كريستال و يوله و اوانس بلو و .... ميباشد .

2-2- اساس آزمايش : تعيين حجم يا ضريب رقت لوپ با استفاده از ماده رنگي اوانس بلو و تعيين ميزا ن جذب نوري آن در طول موج 620nm
3-2- تجهيزات و مواد مورد نياز:
1-3- پورد اوانس بلوEvans,Blue  كه اين ماده به صورت پودر تجاري قابل دسترس بوده وبه آساني در آب حل ميشود.

2-3- آب مقطر

3-3- لوله آزمايش

4-3- پيپت يا سمپلر

5-3- دستگاه اسپكتروفتومتر يا فتومتر كاليبره شدن

6-3- كاغذ ميليمتري

4-2- روش انجام آزمايش :

ابتدا 20mg از پودر رنگي اوانس بلو را در 10ml آب مقطر حل ميكنيم و بدين ترتيب محلول  رنگي ذخيره با غلظت نهايي 2/0گرم درصد بدست مي آوريم .سپس 6 لوله آزمايش انتخاب كرده و درلوله اول 2ml  و در بقيه لوله ها هر كدام 1 ml از آب مقطر ميريزيم ، 20  لاندا (0.02ml)  از محلول ذخيره رنگي برداشته در لوله اول ريخته و كاملاً مخلوط مينمائيم .سپس 1ml از لوله اول برداشت و درلوله دوم ميريزيم و از لوله دوم 1ml برداشته و درلوله سوم ميريزيم و اين عمل را تا لوله آخر ادامه ميدهيم و در انتها 1ml از لوله ششم را دور ميريزيم .به اين ترتيب رقت نهايي بدست آمده درهر لوله آزمايش وميزا ن ماده رنگي موجود در آن چنين ميباشد .
	
	لوله ششم
	لوله پنجم
	لوله چهارم
	لوله سوم
	لوله دوم
	لوله اول
	

	OUT

	1ml
ــــــــــ
	1ml
ــــــــــ
	1ml
ــــــــــ
	1ml
ــــــــــ
	1ml
ــــــــــ
	1ml
ـــــــــ
	0.2 g/100
ماده رنگي (20لاندا)

	
	1ml آب مقطر
	1ml آب مقطر
	1ml آب مقطر
	1ml آب مقطر
	1ml  آب مقطر
	2ml   آب مقطر
+20لاندا  اوانس بلو
	

	
	3200/1
	1600/1
	800/1
	400/1
	200/1
	100/1
	Dilution   رقت

	
	3125/0 لاندا
	625/0 لاندا
	25/1 لاندا
	5/2 لاندا
	5 لاندا
	10لاندا
	مقدار ماده رنگي بر     حسب لاندا


سپس ميزان جذب نوري (OD) هر يك از لوله ها رابه كمك اسپكتروفتومتر در طول موج 620nm بدست آورده و يادداشت ميكنيم.
در مرحله بعد جهت تعيين حجم لوپ نا مشخص كنترلي بايد 10 لوله آزمايش برداشت و در هركدام 1ml آب مقطر ريخت و سپس لوپ كنترلي رابه طور كاملاً عمودي داخل محلول ذخيره رنگي اوليه نمود و از محلول رنگي برداشت و در لوله هاي آزمايش برد اين كار را ده بار تكرار و درفواصل لوپ را روي كاغذ خشك كن قرار داده تااملاً خشك شود ( از سوزاندن لوپ خودداري كنيد ) سپس ميزان جذب  نــــوري (OD) اين ده لوله رانيز بطور جــــداگانه قرائت و يادداشت مينمائيم روي كاغذ ميليمتري روي محور افقي رقت هاي تهيه شده را يادداشت و در محور عمودي جذب نوري بدست آمده از هررقت  را مينويسيم و منحني را رسم مي نمائيم .

با قرار دادن OD ميانگين بدست آمده از لوپ مجهول روي محور عمودي ميتوان ضريب رقت لوپ كنترلي را روي محور افقي نمودار بدست آورد.

رفرانس :

1-Clarridge.J.EMT.pezzlo,and K.L.Vosti 1987
Cumitech 2A,laburatory diagnosis of urinary tract in fection

2-Isenberg HD (Editor in chief) 1992.calibration of Quantitative loops.
2- كنترل كيفي :

1-2- كنترل كيفي اتو كلاو:
1-1- استفاده از اسپورتستهاي بخار، حاوي اسپورها ي باكتري Bacillus.stearothermophilus
روش كار :
آمپولهاي حاوي اسپور باكتري مورد نظر را در طي يك دوره استريليزاسيون داخل اتو كلاو ( 15 دقيقه در دماي 121 درجه سانتيگراد) گذاشته و بعد از پايان سيكل استريليزاسيون آن را خارج كرده و آمپول شيشه اي آنرا شكسته تامرحله هوا دهي اسپورهاي مورد نظر آغاز گردد و سپس آمپول ها را در داخل اتوو 57 درجه سانتيگراد بمدت 48 ساعت قرار ميدهيم و بعد از طي زمان مورد نظر رنگ اسپورتست ها بررسي ميگردد.

· بهتر است دريك سيكل استريليزاسيون حداقل از 3 عدد اسپورتست درسه قسمت مختلف اتو كلاو استفاده شود .

بعد از اتو كلاو
Strile O.K))          ـــــــ  بنفش رنگ   ـــــــــــــــــــــــــــــــ           رنگ اصلي  بنفش رنگ
بعد از 48ساعت در 57oc
بعد از اتو كلاو
Strile  notO.K))  ـــــــ زرد رنگ      ـــــــــــــــــــــــــــــــــ          رنگ اصلي  بنفش رنگ
بعد از 48ساعت در 57oc
2-2- تجهيزات ومواد مورد نياز:
1-2-اسپور تست بخار
2-2- اتو كلاو بخار

3-2- اتوو 57 درجه سانتي گراد

2-2- كنترل كيفي ديسك ها
1-2- روش انجام كار :

براي اينكار از سه سوش استاندارد استفاده ميكنيم .

Pseudomonas.Aeroginosa             27853

Staph. Aureus                                25923
E.coli                                               25922

بدين ترتيب كه از هر سه سوش استاندارد رقت استاندارد 5/0  مك فارلند تهيه كرده  هر كدام از ميكروبها را روي پليت هاي مولر هينتون آگار تلقيح مي نمائيم و ديسك هاي مورد نظر ( خريداري شده) را روي پليت ها ( براي هر كدام از ميكروبها) قرار ميدهيم و بعد از 24 ساعت قطر هاله ها را يادداشت ميكنيم .معمولاً براي كنترل كيفي هر ديسك حداقل از 3 ديسك استفاده ميكنيم و بعد از يادداشت نتايج قطر هاله هاي بدست آمده را با جدول استاندارد بررسي ميكنيم و چنانچه قطر هاله بدست آمده براي ديسك مورد نظر درمورد ميكروب مورد نظر در رنج استاندارد باشد  قابل قبول و قابل استفاده ميباشد .

2-3- تجهيزات ومواد مورد نياز :

1-2 -محيط مولر هينتون  آگار
2-2- استاندارد نيم مك فارلند

3-2- اتوو 37 درجه سانتي گراد

4-2-سواپ پنبه اي استريل

5-2-  ديسك هاي آنتي بيوتيك

6-2- سوش هاي استاندارد

3- تهيه استاندارد مك فارلند

1-3- روش كار :

1-1- مقدار 1.175گرم باريم كلرايد هيدراته (Bacl2.2H2O)ر ا در 100 سي سي آب مقطر حل شود

2-1- محلول اسيد سولفوريك 1% تهيه شود .

2-3- طرزتهيه استاندارد  نيم مك فارلند:

مقدار 0.05ml از محلول شماره 1 را در 9.95ml اسيد سولفوريك 1% مخلوط مي نمائيم . اين محلول در طول موج 625 نانومتر  بايد داراي جذب 8/0-1/0  باشد .

3-3- طرز تهيه استاندارد يك مك فارلند:
مقدار 0.1ml از محلول شماره 1 را در 9.90ml  اسيد سولفوريك 1%  مخلوط مي نمائيم .

4-3- تجهيزات و مواد مورد نياز :

1-4- اسيد سولفوريك 1%

2-4- آب مقطر

3-4- باريم كلرايد هيدراته

4-4- ترازوي ديجيتال

5-4- اسپكتروفتومتر كاليبره

6-4- لوله تميز

رفرانس :

1-كتاب Bailey & scott,s
1- عنوان:
تهيه رنگ ها و رنگ بر مربوط به رنگ آميزي گرم
2-اقدامات وابسته :
1-2-شناخت خطاهاي تكنيكي و مواد مداخله گر

3- هدف:تهيه رنگهاي مربوط به رنگ آميزي گرم

4- كاربرد: رنگ آميزي گرم براي افتراق ميكرواورگانيزم ها ي گرم مثبت از گرم منفي بكار ميرود.

5- صلاحيت و شايستگي :

تهيه رنگها ومحلولها ي مربوط به رنگ آميزي گرم توسط همكاران بخش ميكروبشناسي واجد صلاحيت علمي و تجربي صورت ميگيرد .

6- نمونه:

1-6-رنگ  كريستال ويله

2-6- پودر لوگل

3-6- محلول رنگ بر الكل –استن

4-6- رنگ فوشين يا سافرانين

7- تجهيزات مواد لازم و آماده سازي مورد نياز :

1-7- پودر كريستال ويوله

2-7- پودر يد و يدور پتاسيم

3-7- پودر سافرانين يا فوشين

4-7- الكل اتيليك 95%

5-7- محلول استن

6-7- آب مقطر

7-7- ترازو

8-7- ظروف شيشه اي تيره

8- نكات ايمني : استفاده از دستكش –ماسك و عينك محافظ در هنگام كار

9- مستندات :

1-9- بر چسب رنگ محلول كه شامل نام رنگ و محلول ، تاريخ تهيه

10- كنترل كيفي:

1-10- بررسي رنگ محلول وبوي آن جهت آلودگي هاي احتمالي

11- روش اجرايي:

1-11- ابتدا مقدار 20 گرم پورد كريستال ويوله را وزن نموده و سپس به آن مقدار 1000 سي سي الكل متيليك اضافه ميكنيم ، كاملاً مخلوط نموده بعد از 24 ساعت از كاغذ صافي عبور ميدهيم و آنرا درون ظروف شيشه اي يك ليتري تيره دور از تابش مستقيم نورآفتاب قرار ميدهيم ضمناً روي شيشه نام محلو ل ،تاريخ ساخت وتاريخ انقضاء را درج مينمائيم .

2-11- ابتدا 6 گرم پودر يد را درون 800 سي سي آب مقطر ميريزيم سپس مقدار 12 گرم پودر يدور پتاسيم را نيز به محلول اضافه ميكنيم سپس خوب هم ميزنيم وبعد از 24 ساعت آنرا از كاغذ صافي عبور ميدهيم و سپس آنرا داخل شيشه هاي يك ليتري تيره ريخته و آنرا درمكاني دور ازتابش مستقيم نور خورشيد قرارداده و روي آن نام محلول ، تاريخ ساخت و تايخ انقضاء را درج مينمائيم .

3-11- محلول الكل – استن : ابتدا مقدار 400 سي سي استن راحجم كرده به آن 200 سي سي الكل اتيليك 95% اضافه ميكنيم .

4-11- ابتدا مقدار 10 گرم پودر سافرانين را وزن كرده و سپس به آن مقدار 1000 سي سي آب مقطر اضافه كرده و كاملاً مخلوط ميكنيم و بعد از 24 ساعت آنرا از كاغذ صافي عبور ميدهيم و داخل ظروف شيشه اي تيره قرار داده و دور از تابش مستقيم نور آفتاب مي گذاريم و  نام محلول ، تاريخ ساخت و تاريخ انقضاء را در روي شيشه درج مينمائيم .

درصورت عدم وجود سافرانين  ميتوان از فوشين نيز در رنگ آميزي گرم استفاده كرد كه مقدار 1 گرم در 1000 سي سي آب مقطر ميباشد .

روش انجام رنگ آميزي گرم‌:

ابتدا لام تهيه شده از نمونه مشكوك را فيكس مي نماييم ( چندين بار از روي شعله عبور ميدهيم ) سپس لام فيكس شده را بمدت 1 دقيقه با محلول كريستال ويوله مي پوشانيم و بعد از اين مدت لام را با آب مقطر مي شوئيم و سپس به مدت يك دقيقه لام را با رنگ لوگل مي پوشانيم و سپس آنرا با آب مقطر مي شوييم و لام را بمدت 30 ثانيه با الكل استن مي شوييم ( بهتر است الكل استن رابصورت قطره اي روي لام شيب دار بريزيم و الك استن را تا زماني ادامه ميدهيم كه ديگر رنگ بري  در روي لام نداشته باشد ( سپس آنرا با آب مقطر ميشوييم و لام را بمدت 40 ثانيه با محلول سافرانين ميپوشانيم بعد لام را ميشوييم و بعد از خشك شدن لام براي رويت در زير ميكروسكوپ با لنز 100 روغني آماده ميباشد.

12- محدوديت ها و عوامل مداخله گر :

1-12- زياد بودن وزن پودر كريستال ويوله – يد- يدور پتاسيم يا سافرانين

2-12- زياد بودن  يا آلوده بودن ظروف نگهداري رنگ ها

3-12- كثيف يا آلوده بود ظروف  حاوي آب مقطر
4-12- آلوده بودن آب مقطر

5-12- كاليبره نبودن ترازو

13- تفسير ( علل تكرار ) :

1-13- خرابي ترازو و عدم وزن دقيق

2-13- تغيير رنگ محلولها ي تهيه شده

3-13- اتمام تاريخ مصرف پودرها

4-13- آلودگي آب مقطر

5-13-عدم پوشش رنگ مناسب توسط محلول رنگ

6-13- عدم قرار دادن لام تحت تاثير محلول رنگ در زمان مناسب

رفرانس :

1-كتاب Bailey & scott,s
2-كتاب  Henry
1- عنوان : تهيه رنگ بلودو متيلن

2- 2- اقدامات وابسته :
3- 1-2- شناخت خطاهاي تكنيكي و مواد مداخله گر
4- 3- هدف: تهيه رنگ بلودو متيلن
5- 4- كاربرد : رنگ آميــــزي بلودو متيلن بعوان يك رنگ آميزي ساده براي رويت يا عدم رويت ميكرولورگانيزم ها درنمونه هاي ارسالي ميباشد ونوع گرم مثبت يامنفي آنرا مشخص  نميكند .
5-صلاحيت و شايستگي :
تهيه محلول بلو دو متيلن توسط پرسنل فني بخش ميكروبشناسي كه واجد صلاحيت علمي و تجربي باشند صورت ميگيرد .

6- نمونه: پودر بلودو متيلن با ديواره ميكرواورگانيزم تركيب شده و ميكروب در زير ميكروسكوپ به رنگ آبي ديده ميشود.

7- تجهيزات :
1-7- پودر بلودو متيلن

2-7- ترازو

3-7- آب مقطر

8- نكات ايمني : استفاده از ماسك – دستكش – عينك درهنگام كار

9- مستندت :

1-9- بر چسب محلول رنگ كه شامل نام محلول – تاريخ تهيه ميباشد .

10- كنترل كيفي :

1-10- بررسي رنگ محلول

11- روش اجرايي:

1-11- ابتدا مقدار 3 گرم پودر بلودو متيلن را وزن نموده و سپس به آن مقدار يك ليتر آب مقطر اضافه مينمائيم . كاملاً ميكس نموده و بعد از 24 ساعت آنرا از روي كاغذ صافي عبور داده و درون ظرف تيره مي ريزيم .

روش رنگ آميزي بلودو متيلن :

ابتدا لام تهيه شده از نمونه مشكوك را فيكس مينماييم ( چندين بار از روي شعله عبور مي دهيم ) سپس لام فيكس شده را به مدت 1 دقيقه با محلو ل بلودو متيلن مي پوشانيم .بعد از اين مدت لام را با آب مقطر مي شوييم وبعد از خشك شدن لام براي رويت ميكروسكوپي با لنز 100 روغني آماده ميباشد

12- محدو.ديت ها و عوامل مداخله گر :

1-12- زياد بودن وزن پودر بلودو متيلن

2-12- كثيف بودن ظرف حاوي آب مقطر

3-12- آلوده بودن آب مقطر

4-12- كاليبره نبودن ترازو

13-  تفسير :

1-13- خرابي ترازو

2-13- آلودگي آب مقطر

3-13- تغيير رنگ محلول

4-13- عدم قرار گرفتن لام تحت تاثير محلول  رنگ در زمان مناسب

رفرانس :

1-كتاب Bailey& scott,s
2-كتاب  Henry
اتووها :

اتصالات برقي و كنترل دما بطور روزانه چك ميشود .

نظافت ظاهر دستگاه بطور روزانه انجام ميگيرد .

نظافت داخلي اتووها ي كشت خون بطور ماهيانه انجام ميگيرد .

نظافت داخلي اتووهاي مايعات و ترشحات و ادرار بطور هفته اي انجام ميگيرد .

يخچالها :

اتصالات برقي و  كنترل دما بطور روزانه چك ميشود .

نظافت ظاهر دستگاه بطور روزانه انجام ميگيرد .

نظافت داخلي يخچالها بطور هفته اي انجام مي گيرد.
دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي‌،درماني تهران
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