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 مقدمه

ز ساليان دور سل سل يكي از بيماريها عفوني ديرينه انسان است و با وجود روشهاي نوين مبارزه با آن داراي انتشار گسترده اي است . ا

يكي از علل مهم مرگ و مير در كشورهاي درحال توسعه بوده و اكنون اين خطر متوجه كشورهاي توسعه يافته جهان نيز شده است . آنچه 

كه مشكلات و عوارض بيماري ناشي از سل را افزون مي كند ، روشهاي درمان نادرست ، ايجاد باسيل هاي مقاوم به داروهاي موجود و 

سازمان جهاني بهداشت بيماري  1393به عنوان عامل مهمي در گسترش سل است . به همين دليل در سال   HIVپاندمي عفونت نقش 

 سل را به عنوان يك فوريت جهاني اعلام نمود.

ين علت مرگ در سل شايعترين بيماري با عامل ميكروبي كشنده بالغين در تمام جهان مي باشد و بعد از عفونتهاي حاد دستگاه تنفسي دوم

 300جهان بوده و مرگ به علت بيماري سل ، معادل مرگ ناشي از اسهال است . طبق بر آورد سازمان جهاني بهداشت بيش از تعداد 

 ميليون نفر مبتلا به بيماري سل خواهند گرديد. 90سال آينده توسط ميكروب سل آلوده شده كه از اين تعداد  10ميليون نفر در 

طقه اي قرار دارد كه همسايگان آن كشورهايي داراي درصد قابل توجه بيمار مبتلا به سل هستند ، كه اين امر مي تواند كشور ما در من

. با توجه به اينكه موثرترين روش پيشگيري از بيماري سل ، تشخيص درست و درمان موثر مشكلات و عوارض بيماري را افزايش دهد 

 درمان بيماران ريوي خلط مثبت ، مخصوصا تشخيص صحيح آنها به وضوح مشخص مي گردد.بيماران مي باشد ، بنابراين اهميت 

مباني تشخيص  "اين كتاب حاصل تلاش همكاران محترم عضو كميته آزمايشگاهي تشخيص سل كشور مي باشد كه تحت عنوان 

و مركز   (WHO)سازمان جهاني بهداشت  و با استفاده از رهنمودهاي علمي مراجع بين المللي مانند "كشت  -2آزمايشگاهي سل ، 

مباني تشخيص آزمايشگاهي  "آمريكا و ساير مراجع معتبر تهيه گرديده است كه در پي چاپ كتاب   (CDCP)كنترل و پيشگيري بيماريها 

اركنان فني كه قبلا در اختيار واحدهاي مرتبط قرار گرفته است ، آماده توزيع براي استفاده ك "آزمايش ميكروسكوپي  -1سل ، 

 آزمايشگاههاي كشور است .

اميد است كه با تهيه و توزع دو كتاب اشاره شده و دوره هاي آموزشي كه براي كاركنان فني و مسئولين آزمايشگاههاي مراكز بهداشتي و 

آن ، گامي موثر در  درماني در زمينه تشخيص باسيل سل برگزار گرديده است و همچنين اجراي برنامه تضمين كيفيت و نظارت بر اجراي

 جهت مبارزه با بيماري سل برداشته شود.

 

 دكتر علي اكبر سياري       

 معاون بهداشتي ، وزارت بهداشت درمان و آموزش پزشكي       

 

 

 

 

 



 

 فصل اول 

 كشت در آزمايشگاههاي حد واسط     

 پيش گفتار

است . به طور تخميني يك سوم جمعيت جهان به مايكوباكتريوم بيماري سل در حال حاضر يكي از بزرگترين مشكلات بهداشتي جهان 

ميليون مورد جديد بيماري رخ مي دهد . همه گيري بيماري ايدز در جمعيتهايي كه قبلا به باسيل  9توبركلوزيس آلوده اند و سالانه حدود 

به سه ميليون نفر به علت ابتلا به اين بيماري  سل آلوده شده اند ، نيز سير پيشرفت بيماري سل را شدت مي بخشد . به طور كلي نزديك

( ، و اين تعداد مرگ و مير بيشتر از هر بيماري عفوني ديگر از قبيل ايدز و مالاريا است . 1995در سراسر جهان از بين مي روند ) آمار سال 

و عطسه منتشر مي شوند ( به اشخاص سرفه بيماري از شخص مبتلا به سل ريوي فعال از طريق آئروسل حاوي قطرات عفوني ) كه ضمن 

 ديگر انتقال مي يابد.

 سل ريوي معمولا در قله ريه ها بوجود مي آيد . در ريه اين دسته از بيماران حفره هايي حاوي تعداد بسياري زيادي باسيل ايجاد مي شود .

عرق شبانه ، اليني سل ريوي شامل كاهش وزن ، اين باسيل ها را در مشاهده ميكروسكپي لام مستقيم مي توان بوضوح ديد. نشانه هاي ب

هفته يا بيشتر مي باشند . با وجود اين نشانه ها نمي توان ساير علل احتمالي ضايعات ريوي و غير ريوي  3درد سينه و سرفه هاي مزمن در 

كروسكپي و يا انجام كشت در را رد كرد . تشخيص قطعي سل براساس  كشف عامل عفون در نمونه خلط يا ترشخات بيمار با مشاهده مي

آزمايشگاه امكان پذير است . در واقع ، اولين و مهمترين قدم براي تشخيص سل ، آزمايش لام مستقيم خلط است . با اين روش مي توان 

مي آيند شناسايي خيلي سريع آن دسته از بيماراني را كه ريه آنها  حاوي تعداد زيادي باسيل است و معمولا عامل انتقال و عفونت به حساب 

 كرد.

وجود داشته باشد ،  باسيل 10000تا  5000براي مشاهده باسيل اسيد فست در لام ، بايد در يك ميلي ليتر از خلط مورد آزمايش تعداد 

به  بنابراين ، آزمايش لام مستقيم خيلي سريع ، ارزان و بدون دردسر است و پيشنهاد مي شود كه اين آزمايش روي تمام موارد مشكوك

با اين روش ، فقط موارد سل ريوي با خلط مثبت را مي توان شناسايي كرد و انجام كشت ميزان كشف موارد ابتلا به سل  سل انجام گيرد .

افزايش مي دهد ) قبل ازآنكه به حالت عفوني در آيند (. با توجه به روش هضم و آلوده زدايي و نوع محيط كشت  %50تا  30را معمولا 

عدد باسيل زنده در نمونه مورد آزمايش مي تواند نتيجه كشت را مثبت نمايد . همچنين براي تشخيص هويت  10ده وجود  حتي مورد استفا

عامل بيماري سل و تعيين حساسيت آن نسبت به داروها ، انجام كشت ضروري است . هرچند انجام كشت در نمونه هاي باليني به مراتب 

و به وسايل ، مواد و افراد كاملا آموزش ديده و با تجربه در اين زمينه نياز دارد؛ ولي تشخيص قطعي بيماري گرانتر از آزمايش مستقيم بوده 

سل بر آن مبنا استوار است . در مقايسه با ساير باكتري ها كه عموما ظرف چند دقيق تقسيم مي شوند ، مايكو باكتريوم توبركلوزيس خيلي 

اين ويژگي مانعي براي جداسازي باكتري هاي كند رشد است . از ويژگي هاي مهمتر مايكو  ساعت ( 18-24آهسته تقسيم مي شود )

 باكتريوم توبركلوزيس ضرورت وجود محيطهاي اختصاصي جهت رشد اين باكتري است .

شد . در عين سل، آزمايشات ديگري هم صورت مي گيرد يا نه ممكن است نوع تقسيم بندي فضاي آزمايشگاه در مراكز مختلف متفاوت با

حال مهمترين عامل در طراحي و گسترش آزمايشگاه تشخيص سل استان ، تعداد نمونه هاي ارجاعي از آزمايشگاههاي شهرستانها براي 

انجام بررسيهاي بيشتر از نظر كشت بوده كه با افزايش جمعيت استان و فراواني شيوع سل ، به كارگيري پرسنل ، فشا و نيروي انساني در 

 است . ارتباط

 در آزمايشگاه مايكو باكتريولوژي حد واسط ، حداقل سه واحد كاري مجزا را بايد در نظر گرفت :



محلي به منظور دفتر آزمايشگاه كه فعاليت امور اداري و مديريتي آزمايشگاه در آن انجام مي شود . در اين قسمت اطلاعات  -1

 مورد استفاده نگهداري مي شود.بيماران ، گزارش آزمايشها ، مواد شيميايي و معرف هاي 

 )ورود كاركنان به آزمايشگاه از طريق آن دفتر صورت مي گيرد(.

كه مستقل از دفتر آزمايشگاه است و مي تواند با آزمايشگاه مرتبط باشد بنحوي كه بيمار  (Reception)قسمت دريافت نمونه  -2

 حوطه خارج و از طريق پنجره به فرد مسئول تحويل مي دهد.به طور مستقيم و بدون اينكه وارد محيط كار شود نمونه را از م

كنترل نمونه از نظر مشخصات اهميت خاصي دارد و از خطاهاي بعدي جلوگيري مي كند ؛ بنابراين پس از انجام كنترل ، نمونه براي 

 آزمايش به واحد اصلي فرستاده مي شود .

دريافت و كنترل به اين محل منتقل مي شوند . دراين قسمت تمام محوطه اصلي آزمايشگاه ، كه نمونه هاي بيماران پس از  -3

تجهيزات لازم براي تهيه گسترده ، آلوده زدايي و هضم نمونه باليني ، كشت و گرمخانه ، همچنين وسايل مربوطه از جمله 

 و .... قرار دارد.ميزكار ، يخچال ، دستشويي با شير مخصوص ) كه با آرنج كار مي كند ( و قفسه هاي مخصوص نگهداري 

از آنجايي كه كار با مواد عفوني ، در اتاق كشت انجام مي شود ؛ بايد از نظر فيزيكي از ساير قسمتها مجزا باشد . قسمت جداسازي 

 در منتهي اليه آزمايشگاه كه هود در آنجا تعبيه شده است قرار دارد. (Isolation)باكتري 

ه تنها كاهش خطر ابتلا به سل در بين كاركنان بخش مايكوباكتريولوژي است ، بلكه شامل در واقع هدف اصلي از اين تقسيم بندي ن

افرادي كه در همان ساختمان و در بخشهاي ديگر كار مي كنند نيز مي شود . اتاق كشت نبايد انباشته از وسايل و دستگاههاي 

مداوم از طريق هودهاي بيولوژيك و يا بوسيله هواكشهاي  گوناگون باشدو نكته مهم اين است  كه در طول ساعت كاري ، هوا به طور

ساده از محيط داخل به بيرون آزمايشگاه فرستاده شود. انباشتن وسايل اضافي در اتاق كشت ، موجب اختلال جريان هوا در آزمايشگاه 

درصد نمونه هاي  مثبت شده در  و هودها مي گردد. تصفيه هوا و فشار داخل اتاق برمبناي تعدا كل نمونه هاي دريافتي به نسبت

عرض سال بايد محاسبه شود . بكارگيري روش ها و تكنيكهاي باكتريولوژي بر اساس استانداردهاي تعيين شده ، ريسك بالاي توليد 

 ذرات آئروسل را به حداقل مي رساند . 

ر داشته باشند ، تا هواي كمكي از بايد در جهت مقابل هم قرا (Exhaust)و تخليه هوا   (Air Supply)دستگاههاي  كمكي 

واحد فوت  50در حدود    (Air Supply)منطقه تميز و هواي خروجي از منتطقه كمتر تميز و يا آلوده گرفته شود. هواي كمكي 

براي يك  ليتر در هر ثانيه و با فشار منفي ) شبيه به آن كه توسط هواساز توليد مي شود ( 6/22مكعب در دقيقه و يا به عبارتي حدود 

 آزمايشگاه مايكوباكتريولوژي مناسب است .

 .متر بالاتر از سطح به بيرون تحليه شود  3هواي آلوده بايد از منطقه كمتر تميز و يا آلوده و در حدود 

اتاقي نيز در آزمايشگاه براي مشاهده ميكروسكپي لامهاي تهيه شده از نمونه هاي و كليني هاي رشد يافته بيماران در نظر  -4

. در اين اتاق ميز كار ، ميكروسكپ و دستشويي قرار دارد . گزارش آزمايشگاهي در  (Reading Room)گرفته مي شود 

 همين اتاق تكميل  شده و سپس براي ثبت به دفتر آزمايشگاه ارسال مي شود. 

دارد و محل نگهداري وسايل اتاق شستشو محلي است كه در آنجا ميزكار ، دستشويي بزرگ با دو لگن استيل و اتوكلاو قرار  -5

 مصرف شده اتو كلاو و شستشو شده و استريليزاسيون ظروف مي باشد.

در بسيار از كشورها تهيه محيط كشت فقط در سطح آزمايشگاههاي مركزي انجام مي شود ولي اگر ساخت محيط نيز از وظايف  -6

شود. در اين صورت اتاقي براي ساخت محيط كشت آزمايشگاه حد واسط باشد ، محل جداگانه اي براي اين منظور توصيه مي 

 وسايل مورد نياز ) ميز كار، دستگاه منعقد كننده ، يخچال و دستشويي ( در نظر مي گيرند.



افزايش ايمني كار ، قبل از اينكه نمونه ها وارد مرحله كشت شوند ، بايد وسايل و مواد مورد نياز آزمايش آماده شده و با نظم به منظور

 ب در داخل هود قرار بگيرند.و ترتي

 ب( وسايل مورد نياز 

ليست وسايل و مواد مورد نياز براي آزمايشگاه كشت را كه از هيدروكسيد سديم  براي آلوده زدايي و از محيط  1جدول ضميمه شماره 

با افراد با تجربه در لوين اشتاين براي كشت استفاده مي شود ، نشان مي دهد. قبل از خريد وسايل جديد و مواد مورد نياز 

 آزمايشگاههاي مرجع مشورت كنيد  و  نبايد به آگهي هاي تجارتي ، كاتالوگها و ادعاي نمايندگان فروش شركتها توجه داشت.

 هود ايمني  -1

ست مهمترين وسيله مورد نياز در آزمايشگاه سل حد واسط كه بايد كارش را صحيح انجام داده و به خوبي نگهداري شود هود ايمني ا

(Biological Safety Cabinet)  ، اي هودها براي حفاظت كاركنان ، محيط و محصول مورد آزمايش طراحي شده اند . در هود

عبور مي كنند . فيلترهاي هپا ذراتي را كه برابر يا بزرگتر   (HEPA Filter)ذرات هوا در موقع ورود و خروج از داخل فيلتر هاي هپا 

در خود نگهداري و از عبور آنها  96/0-99تمام باكتري ها ، اسپورها و ويروس ها ( با دقت و كارايي ميكرون  باشند )  3/0از 

 جلوگيري نموده و در نتيجه هواي تصفيه شده را به داخل سيستم وارد مي كنند.

دسته سوم اين ميكروب دسته طبقه بندي مي كنند. مايكوباكتريوم توبركلوزيس جزء  4خطرات ناشي از عفونتهاي ميكروبي را در  

ها طبقه بندي مي شود . اين گروه شامل ميكروارگا نيسم هايي است كه از طريق استنشاق هوا ايجاد عفونت مي كنند . بنابراين بايد 

براي كاهش توليد و پخش اجرام آئروسل در هواي آزمايشگاه اقدامات احتياطي به عمل آيد ، ت مانع از استنشاق اين اجرام توسط 

و تلقيح ) انتقال از طريق   (Ingestion)ركنان آزمايشگاه شود . ضمنا از ايجاد حوادثي كه منجر به ايجاد آلودگي از طريق بلع كا

 اجسام نوك تيز مانند سوزن سرنگ ( مي شود بايد جلوگيري كرد.

فاظت كاركنان شده ولي مانع سبب ح Iمناسب است . هود كلاس  IIو    Iبراي آزمايشهاي باكتريولوژي سل ، هودهاي كلاس  

از آلوده شدن مواد مورد آزمايش در حين كار نمي گردد. هواي فيلتر شده اتاق از تمام سطوح كار به داخل هود كشيده مي شود و تا 

هاي  متر در ثانيه از مدخل جلوي  هود به داخل آن كشيده شود ، حفاظت كاركنان تامين مي گردد. هود 8/22زماني كه هوا با فشار 

هوا از قسمت جلوي هود  قادر به محافظت از پرسنل و محيط كار بوده و نمونه مورد آزمايش را از آلودگي حفظ مي كنند.  IIكلاس 

(Front Grill)  به داخل كشيده مي شود ، كه در نتيجه شخصي كه جلوي هود ايستاده است در امان است ، به علوه هوا از فيلتر

 Cross). بنابراين خطر انتقال آلودگي از نمونه اي به نمونه ديگر (Laminar Flow)ود در چرخش است هپا عبور كرده و داخل ه

Contamination)  در حين كار در داخل هود به حداقل خود مي رسد . چون هوا در مسير خود از فيلتر هپا عبور مي كند ، تصفيه

به   Iبه داخل آزمايشگاه و همين مقدار توسط هود كلاس   IIد كلاس از هواي تصفيه شده و عاري از آلودگي توسط هو %30شده و 

 خارج از آزمايشگاه منتقل مي گردد.

 هود نمحل قرار داد

مكان مناسب براي هود ، محلي است كه از ورودي آزمايشگاه به دور باشد ) مثلا قسمت انتهاي آزمايشگاه كه رفت و آمد كم است (.  

در نزديكي هود مي تواند جريان هوا را مختل سازد . پنجره هاي باز يا وسايل آزمايشگاه مانند سانتريفوژ كه قدم زدن و راه رفتن افراد 

 سبب اختلال چرخش هوا مي شوند نبايد در نزديكي هود باشند.

 نكات ايمني مربوط به هود



ند و در پايان روز كاري بايد سطح داخلي ضد عفوني شو %5سطوح خارج آنها بايد با فنل  قبل ار خارج كردن وسايل از زير هود ،

( تميز شود و سپس سطوح مورد  را با آب مقطر استريل %5يك ماده ضد عفوني كننده ) فنل  پنجره هود و سطوح كار در داخل هود با

 ، پاك نمود.

كرده ايم جمع كرده و آن را در  اگر در داخل هود مواد آلوده تراوش كرد ، بلافاصله كاغذ كار يا كاغذ جاذبي را كه در كف هود پهن

داخل كيسه قابل اتوكلاو مي گذاريم . اگر نشت و تراوش در سطح اجسام داخل هود باشد ، به وسيله يك حوله كاغذي آغشته به فنل 

لوده آن را پاك مي كنيم . اگر نشت زياد باشد به طوري كه به دريجه هاي هوا در قسمت جلو و عقب نفوذ كرده باشد . بايد آ 5%

زدايي را به صورت گسترده تري انجام داد. بدين منظور، ابتدا سطوح كار را ضد عفوني كرده و اجسام را از داخل هود بر مي داريم ؛ 

سپس شير خروجي كف هود را كه مربوط به شستشو و تميز كردن است ، مي بنديم  و به مقدار كافي از ماده ضد عفوني كننده ) فنل 

 30ي ريزيم تا از طريق مجاري هوا نفوذ كرده و به قسمت جمع كننده مايعات در داخل هود هدايت شود . مدت ( در سطح هود م5%

دقيقه صبر كرده تا عمل ضد عفوني كامل شود ، سپس يك شيلنگ به شير مخصوص جمع آوري مايعات داخل هود وصل كرده و 

مي كنيم . ضمنا انتهاي شيلنگ بايد در داخل ظرف ضد عفوني  مايعات را به داخل يك ظرف خاوي مواد ضد عفوني كننده هدايت

كننده باشد تا مواد جمع آوري شده ايجاد آئروسل نكند. پس از آلوده زدايي ، قسمت مربوط به جمع آوري را با آب شستشو داده و 

 شيلنگ مربوطه را جمع مي كنيم .

در داخل هود ، بايد آن را آلوده زدايي كرد. روش معمول براي اين هميشه قبل از تعويض فيلتر هوا و يا هرگونه اقدام تعميري  

دارد و توسط فرد فني و با  منظور استفاده از فرمالدئيد است ، زمان تعويض فيلترهاي هود بستگي به مدت زمان استفاده از فيلترها

 .1تجربه صورت مي گيرد

 سانتريفوژ -2

د واسط ، براي انجام كشت ضروري است . سانتريفوژ بايد از مدلي باشد وجود يك دستگاه سانتريفوژ در آزمايشگاههاي سل ح

و داراي درب محافظ اضافي باشد . چون ميزان مواد براي سانتريفوژ  (Floor Model)كه در روي سطح زمين قرار بگيرد 

دن لوله هاي با وزن براي سانتريفوژ كر  (Fixed Angle)رو تورهاي از نوع با زاويه ثابت   (Great  Mass)زياد است 

 gو شكستن احتمالي لوله ها جلوگيري مي كند . نمونه ها نبايد با دور بيشتر از   (Vibration)سبك مناسب بوده و از لرزش 

x 3000  سانتريفوژ شوند. ضمنا اگر در حين سانتريفوژ دما بالا برود از قدرت زيست(Viability)  . باكتري كاسته مي شود

 درب آن را در حال چرخش رورتو ندهد.مجهز به سيستم قفل اتوماتيك در حين كار باشد ، تا اجازه باز شدن سانتريفوژ بايد 

 (Revolution Per Minute)در بسياري از گزارش ها و دستورالعمل ها براي آماده كردن نمونه ، سرعت سانتريفوژ با  

rpm در حاليكه بيان مي شود .rpm    معياري براي سرعت هد(Head)   و قابليت  رسوب دهي  سانتريفوژ مي باشد 

(Sedimenting Efficiency)   يا قدرت نسبي سانتريفوژ(Relative Centrifuge Force = RCF )  را بيان نمي كند . مقدار

(g)  را ، بر مبناي ميزان چرخش(spin)  ي كنند ، نيروي يا فاصله از مركز چرخش تا دورترين نقطه ) انتهاي جا لوله اي ( مشخص م

يا فاصله از مركز بالا مي رود و يا   (Spin)با افزايش تعداد چرخش  ( Relative Centrifuge Force = RCF)نسبي سانتريفوژ 

 از فرمول زير محاسبه مي شود :   RCFمشخص مي شود. مقدار  g  x  3000علامت 

     (rpm/1000)2  max R 12/1 =RCF 

                                                           
 .لازم است مشخصات فني و عمر مفيد هپا فيلتر به صورت كتبي توسط سازنده هود به مراكز كنترل كيفي آزمايشگاههاي كشور اعلام شود 1



Rmax ورترين نقظه چرخش از مركز چرخش سانتريفوژ ، اگر ميزان عبارتست از فاصله دRCF   به اندازه كافي بالا نباشد ، بسياري از

ريخته مي شوند . رسوب  دور (Supernatant)نكرده و همراه با لايه رويي مايكوباكتري ها در هنگام سانتريفوژ شدن در داخل رسوب 

در سانتريفوژ  g  x  3000جدا كرد . اين  مستلزم داشتن توان باكتري را به خوبي در كشت باشد تا ب %95مايكو باكتري ها در سديمان بايد 

كار مي كنند . اگر از اين سانتريفوژها به   RCF 2000-1500است . بسياري از سانتريفوژها موجود در آزمايشگاههاي قديمي سل با قدرت 

 تر خواهد بود .يا كم %75-84ن رسوب دهي دقيقه استفاده شود ميزا 15مدت 

با توجه نوع  روتور مورد استفاده در يك سانتريفوژ بدون يخچال و تعداد دور آن ، درجه حرارت نمونه در داخل لوله ممكن است  

 درجه سانتي گراد افزايش يابد . لوله هايي كه درون روتورهاي با زاويه ملايم مي چرخند حتي پس از چند بار استفاده ، درجه 41تا  18از 

 40حرارت آنها خيلي بالا نمي رود ، در حاليكه لوله هايي كه در روتورهاي با حالت افقي در چرخشند ، درجه حرارت نمونه ممكن است از 

درجه افزايش يابد ) مدت سانتريفوژ  40به  30و از  30به  20درجه سانتي گراد تجاوز نمايد. اگر درجه حرارت نمونه در حين سانتريفوژ از 

درصد افزايش مي يابد .بنابراين ، مسئله  30و در نهايت به  22به  13قه ( ، درصد ارگانيسم هايي كه كشته مي شوند به ترتيب از دقي 15

( باشد . تا بتوان ميزان ) رسوب ( 3000بالا )  RCFدقيقه ( و ثانياٌ  15زمان ) چرخش ( پايين باشد ) مهم اين است كه اولاٌ 

Sedimentation  رساند  %95را به 

 g Xهضم و دكانتامينه شود و آن را در  %4مواد هضم كننده خلط روي حيات باكتري اثر توكسيك دارند ؛ بطوريكه اگر خلط با سود 

 باسيل هاي زنده تلف و در كشت از بين مي روند. %73سانتريفوژ كنند ،   14000

 نكات ايمني مربوط به سانتريفوژ

تريفوژ مي شكنند . اگر يك لوله سانتريفوژ در حين كار شكسته شود ، محتويات آن ترشح كرده لوله هاي شيشه اي تحت فشار سان

(Splash)  و ممكن است از محيط سانتريفوژ بيرون زده(Blow out)   و بهصورت آئروسل در آيد . بنابراين ، لوله هاي سانتريفوژ درب

ردن مواد عفوني مناسب است . سانتريفوژ در حال چرخش بايد در تعادل ار جنس پلي اتيلن براي سانتريفوژ ك (Screw Top)پيچ دار 

شده و ممكن است بشكند. درصورت عدم رعايت تعادل ، جا لوله اي هاي   (Vibration)بدون تعادل ، دچار ارتعاش  Headباشد . يك 

 %70عادل در روتور قرار مي دهند محتوي الكل سانتريفوژ آسيب جدي مي بينند . توصيه شده است در مواقعي كه لوله اي را به عووان ت

باشد تا در صورت نست مواد از لوله نمونه ، الكل نيز با خاصيت ضد عفوني كنند گي نشت كند . در حال چرخش نبايد هد سانتريفوژ را 

ل شده در درون لوله مي لمس كرد ، اي كار علاوه بر صدمه به دست ، سبب توقف ناصحيح سانتريفوژ و غوطه ور شدن مجدد رسوب تشكي

 شود.

 درجه سانتي گراد 37-35گرمخانه يا انكوباور  -3

درجه سانتي گراد نگهداري مي شوند .  37-35كشت تهيه شده ار نمونه هاي مكشوك به سل حداكثر هشت هفته در حرارت 

كه از فضاي كافي و مناسب  انكوباتورها در اندازه هاي مختلف در دسترس مي باشند . بهترين كار انتخاب گرمخانه اي است

برخوردار باشد. اشكال انكوباتورهاي كوچك ، نوسانات زياد درجه حرارت به هنگام باز كردن درب آنهاست . با توجه به ضرورت 

برقراري جريان هوا در داخل گرمخانه ، از انباشته نمودن بيش از ظرفيت انكوباتور بايد اجتناب شود . سين هاي مورد استفاد در 

رمخانه بايد داراي منافذ باشند تا چرخش هوا در داخل گرمخانه دچار اشكال نگردد. هم چنين از باز كردن غير ضروري درب گ

 گرمخانه بايد پرهيز شود.

معمولا گرمخانه خيلي كم دچار نقص فني مي شود، ولي توصيه مي گردد قبل از خريد از سرويس و نگهداري پس از فروش آن 

 مطمئن شويد.



آزمايشگاهي كه حجم كارش زياد است ، بهتراست گرمخانه ايجاد گردد . ايجاد گرمخانه در گوشه اي از آزمايشگاه يا در يك در 

اتاق كوچك در آزمايشگاه كار مشكلي نيست ) چنين اتاقي را با بستن پنجره ها و عايق بندي و زدن سقف كاذب مي توان ايجاد 

 كرد(.

 تور(دستگاه منعقد كننده ) كواگولا -4

 85دسگاه منعقد كننده براي انعقاد محيطهاي كشت تخم مرغ مورد استفاده قرار مي گيرد. اين دستگاه بايد قادر به تامين حرارت 

دقيقه به طور ثابت نگهداري كند . در صورت عدم دسترسي  45درجه ( را به مدت  80-85درجه سانتي گراد بوده و اين حرارت )

 رجه حرارت مطلوب را مي توان توسط انكوباتور و يا فور مرطوب ايجاد كرده و از آن استفاده كرد.به دستگاه كواگولاتور ، د

 اتوكلاو -5

پروتئين هايش تغيير ماهيت داده و نسبت به حرارت خشك سريعتر از  (Saturated Steam)در حرارت مرطوب  باسيل سل

گيرند. با اتوكلاوي كه مخصوص بخش ماينكوباكتريولوژي است  بين مي رود. بهتر است وسايل كه مجدداٌ مورد استفاده قرار مي

به همراه كليه وسايل ) قبل از ارسال آنها به بخش شستشو( اتوكلاو شوند .همچنين كنترل اتوكلاو براساس استاندارد هاي 

 2.آزمايشگاهي لازم است 

 شعله برنر -6

بايد از شعله برنر در داخل هود استفاده كرد . ضمناٌ براي ثابت  در موارد كار با مواد بسيار عفونت زا مانند كلين باكتري سل ،

 كردن لامها مي توان از آن استفاده نمود.

 ساير وسايل  -7

 وسايل زير به هنگام تهيه لام ، كشت يا سوسپانسيون ميكروبي براي آنتي بيوگرام لازم است 

 زي براي چيدن لامهاي ميكروسكپي قبل از رنگ آمي (Rack)رك فلزي  7-1

 كه قبل از سانتريفوژ لوله هاي حاوي نمونه و ماده آلوده زدا مورد استفاده قرار مي گيرد.  (Shaker)دستگاه شيكر 7-2

 دستگاه ورتكس كه درون هود مورد استفاده قرار مي گيرد. 7-3

 براي از بين بردن مواد عفوني   (Incinerator)كوره  7-4

 ليتري 1ليتري و  2ارلن ماير مدرج در اندازه هاي  7-5

 ميلي ليتري 1000و  500مزور مدرج  7-6

 قيف بزرگ شيشه ا ي 7-7

 سرنگ اتوماتيك تقسيم محيط 7-8

 كپسول چيني متوسط 7-9

 به تعداد كافي cm1لوله هاي مك كارتني يا لوله هاي در پيچ دار به قطر  7-10

ايل شيشه اي با مواد شوينده شسته شده و به خوب با آب شير تمام اين وسايل بايد در موقع استفاده تميز و استريل باشند. وس

آبكشي، و سپس با آب مقطز آب كشيده و خشك شوند .وسايل شيشه اي نبايد هيچگونه لكه اي داشته باشند . بايد وسايل 

نيم ساعت در پوند اتوكلاو و يا به وسيله حرارت خشك به مدت  115دقيقه در فشار  20شيشه اي پس از بسته بندي به مدت 

 درجه سانتي گراد استريل شوند. 180دماي 

 

 

 

                                                           
 زمان انجام اتوكلاو بايد در حد استاندارهاي تعيين شده رعايت شود فشارهوا ، دما ، رطوبت داخل اتوكلاو و 2



 فصل سوم 

 جمع آور نمونه هاي مختلف

وجود باسل هاي اسيد فست در نمونه ها ي بالين به وسيله آزمايش ميكروسكپي و يا انجام كشت مشخص مي شود . گونه هاي  

مشخص نمود؛ بنابراين تشخيص قطعي توبركلوزيس فقط با كشت و  مختلف مايكوباكتريوم ها را با مشاهده ميكروسكپي گسترده نمي توان

جداسازي آن از نمونه هاي باليني ميسر است . وجود يك نمونه كافي و مناسب براي دستيابي به نتايج صحيح يك اصل ضروري است و 

 .اگر نمونه آزمايشي به روش صحيح جمع آوري شده باشد نتيجه يك آزمايش اطمينان بخش خواهد بود

يكي از ارزان ترين راههاي بيماريابي ، آزمايش مستقيم خلط با ميكروسكپ است . اگر نتوان در چنين افرادي يك نمونه صحيح تهيه و 

شد ؛ كه از نظر امورد آزمايش قرار داد ، ممكن است احتمال دسترسي مجدد به آنها از دست رفته و باعث آلودگي هيا جديد در اجتماع ب

اعي و بهداشتي زيان هاي جبران ناپذيري به دنبال خواهد داشت . مايكوباكتريوم ها و به خصوص انواع كند رشد آنها قادرند اقتصادي ، اجتم

تند در همه جاي بدن نفوذ كرده و باعث ايجاد بيماري شوند ؛ از اين رو نمونه هاي مورد آزمايش بسيار متنوع مي باشند . اين نمونه ها  عبار

ن مشكوك به سل ريوي ، محتويات معده بيماران مشكوك به سل ريوي كه قادز به دفع خلط نيستند ، سواپ لارنكس ) در از : خلط بيمارا

بيماران مشكوك به سل ريوي ، بويژه كودكان ( ، مايع پلور در بيماران مشكوك به پلورزي سلي ، مايع آسيت در بيماران مشكوك به 

ت آبسه ريوي ، ترشحات غدد لنفاوي ، مدفوع بيماران مشكوك به سل گوارشي و سل ريوي ، ادرار پريتونيت سلي ، مايع پريكارد ، ترشخا

بيماران مشكوك به سل دستگاه ادراري ، چرك هاي استخوان در بيماران مشكوك به سل استخوان ، مايع نخاع در مننژيت سلي ، ضايعات 

 تريايي  و خون بياران مشكوك به سپتي سمي .پوستي بيماران مشكوك به سل پوستي و عفونت هاي مايكو باك

 جمع آوري نمونه هاي مختلف 

 خلط :

سل ريوي يكي از شايعترين و مهمترين انواع بيماري سل است . به همين دليل ، خلط يكي از با ارزشترين نمونه هاي آزمايشي براي 

ن بعمل آيد . بنابراين ، قبل از مراحل هضم ، آلوده زدايي و تشخيص بيماري به شمار مي رود و لازم است كه دقت كافي براي جمع آوري آ

 كشت بايد به كيفيت نمونه ، نحوه دريافت و انتقال صحيح و به موقع آن به آزمايشگاه توجه كرد.

لط نيست ) افراد از بيماراني كه قادر به دفع خلط مي باشند ، نمونه مناسبي مي توان به دست آورد . ولي در مواردي كه فرد قادر به دفع خ

مسن ، كودكان و .....( از روشهاي ديگر براي جمع آوري ترشحات استفاده مي شود . براي مثال با تحريك سرفه در اثر استنشاق محلول 

، مي توان نمونه مناسبي به دست آورد. اين عمل سبب تحريك بيمار و ايجاد سرفه و دفع خلي مي شود . اگر چه اين  %10آب نمك ولزم 

كه روي  ظرف نمونه  لط آبكي مي باشد ولي از نمونه تهيه شده با روش سواپ و نمونه شيره معده مطمئن تر است . بايد توجه داشت خ

قيد شود تا در هنگام تحويل به آزمايشگاه تصور نشود كه نمونه رقيق و آبكي   (Induced) "تهيه نمونه با روش القايي  "حتما جمله 

 ود.بوده و بايد تكرار ش

در بيماراني كه قادر به دفع خلط نمي باشند ، شست و شوي برونش ها و نمونه برداري از حلق به  وسيله سواپ از ديگر روشهاي  

پيشنهادي براي جمع آوري نمونه مي باشند . در مقايسه با روش شست وشوي برونش و جمع آوري شيره معده كه بسيار مشكل و براي 

ابل تحمل است ، روش نمونه برداري از حلق به وسيله سواپ بسيار ساده است . براي تهيه نمونه بايد از سواپ بسياري از بيماران غير ق

هاي استريل ، مورد استفاده در ميكروبشناسي ، استفاده شود . سواپ را در آب مقطر استريل كمي خيس مي كنيم ، اين كار مانع از نفوذ 

ارمند فني آزمايشگاه كه ماسك به صورت دارد ، سر بيمار را در حالت نشسته ، كمي به عقب مي مواد مترشحه به داخل پنبه مي شود . ك

برد و باي گاز استريل زبان بيمار را بيرون آورده و سواپ را داخل لارنكس مي كند و از وي مي خواهد كه سرفه كند ؛ سپس سواپ را 



شده را در يك لوله آزمايش استريك كه اسم و مشخصات بيمار بايد دو سواپ تهيه چرخانده و مواد مترشحه را جمع آوري كند . از هر بيمار 

 بر روي آن ثبت شده ، مي گذارند.

در رابطه با وجود ميكروب سل در محتويات شيره معده ، نظر بيشتر پژوهشگران اين است كه علاوه بر بلع خلط ، علل ديگري  

، وجود دارد . آزمايش شيره معده در مورد بيماراني انجام مي شود كه داراي علائم مانند بلع مايكوباكتريوم هاي ساپروفيت محيط 

راديوگرافي مشكوك به سلا باشند . ) بيمار قادر به دفع خلط نيست ( . براي جلوگيري از هرگونه اثر نامطلوب شيره معده بر ميكروب سل ، 

ساعت  4در صورتي كه از مان جمع آوري نمونه تا انجام آزمايش بيش از  توصيه مي شود كه نمونه بلافاصله در يخچال قرار داده شود .

 ميلي گرم پودر بيكربنات سديم را به آن اضافه كرد ) تا اسيديته شيره معده خنثي شود(. 100طول بكشد بايد 

اكتريوم توبركلوزيس قادر غالب نمونه هاي ارسالي به آزمايشگاه مايكوباكتريولوژي نمونه هاي خلط مي باشند ، ولي چون مايكوب 

به ايجاد عفونت در تمامي اعضاي بدن است ، نمونه هاي ديگر ) غيراز خلط( هم به آزمايشگاه فرستاده مي شود، كه مربوط به بيماران 

به طور كلي به  مشكوك به سل خارج ريوي مي باشند . اين نمونه ها مانند مايعات بدن ، بافتها ، ادرار ، فيستول و يا هر نوع ترشح ديگر ،

 دو دسته تقسيم بندي مي شوند:

 الف ( مايعاتي كه استريل هستند و در شرايط استريل جمع آوري مي شوند . مانند مايع مغزي نخاعي 

 ب( مايعاتي كه غير استريل بوده و حاوي فلور ميكروبي مي باشند و به طور معمولي جمع آوري نمي شوند . مانند نمونه برداري از ترشحات

 جلدي.

 مايعات استريل بدن

 مايعات استريل بدن از قبيل مايع نخاع ، پريكارد ، مفاصل ، پلور ، مغز استخوان و چرك از ضايعات بسته ، كه در شرايط استريل جمع آوري

 جراحي انجام مي شود.مي شوند . جمع آوي اين نمونه ها به عهده پزشك و با استفاده از روشها و تكنيكهاي 

گيري از لخته شدن مايعات استريل بدن از محلولهاي ضد انعقاد استفاده مي شود . براي اين منظور ، از محلول ده درصد اگزالات براي جلو

ميلي گرم به ازاي هر ميلي ليتر استفاده مي  2/0ميلي ليتر براي هر ميلي ليتر نمونه و يا از هپارين   02/0تا  01/0پتاسيم خنثي به ميزان 

 ه نمونه ها بايد خيلي سريع به آزمايشگاه ارسال شوند.شود. اينگون

 بافتهاي استريل بدن

بافتهايي كه در شرايط استريل نمونه برداري مي شوند ، بايد در داخل يك ظرف استريل بدون هيچگونه ماده شيميايي ثابت كننده و 

مسيرآن خيلي طولاني است ، براي جلوگيري از خشك شدن نگهدارنده قرار داده شوند . اگر نمونه به آزمايشگاهي فرستاده مي شود كه 

تا درجه حرارت آن نمونه به آن سرم فيزيولوژي استريل افزوده و ظرف نمونه را در ظرف ديگري كه حاوي يخ خشك  است قرار مي دهند 

 .درجه سانتي گراد ثابت تبماند و سپس سريعاٌ نمونه به آزمايشگاه اصلي انتقال داده شود 4-15بين 

 بعد از دريافت نمونه هاي استريل به موارد زير توجه شود:

پس از سانتريفوژ از رسوب مايع نخاع براي كشت استفاده شود. جهت تسهيل در اينجاد رسوب چند قطره از سرم استريل  

آلبومين ( ، بعد آن راخوب تكان داده و ميلي ليتر  1/0ميلي ليتر مايع نخاع،  10خرگوش و يا محلول آلبومين را به مايع نخاع بيافزايد.) براي 

 دقيقه سانتريفوژ كنيد. 15براي  g  x  3000با دور 



را قطره قطره به لوله اضافه كرده تا كدورت  %20درصورتي كه بعد از سانتريفوژ رسوبي در لوله مشاهده نشد محلول سولفوساليسيليك اسيد 

. در صورت احتمال غيراستريل بودن نمونه ارسالي به آزمايشگاه ، به سديمان بدست د كامل ايجاد شود و بعد آن را دوباره سانتريفوژ كني

 ميلي ليتر سرم فيزيولوژي استريل اضافه كرده و با دور 15دقيفه به آن  15افزوده و پس از  %4ميلي ليتر از محلول اسيد سولفوريك  2آمده 

g  x  3000  صله را به لوله هاي محيط كشت تلقيح كنيد .دقيقه سانتريفوژ نماييد. رسوب حا 15به مدت 

 جلوگيري از ايجاد لخته 

براي جلوگيري از انعقاد آن دسته از مايعات بدن كه منعقد مي شوند مي توان از محلول سيترات سديم در زمان جمع آوري نمونه استفاده 

 يع جمع آوري شده از انعقاد آن جلوگيري مي كند.ميلي ليتر از ما 10سيترات سديم به  %20كرد . اضافه كردن دو قطرهاز محلول 

 نمونه هاي مشكوك به آلودگي 

 ادرار

ادرار نمونه اي است كه حتما عمل هضم و آلوده زدايي قبل از تلقيح و كشت ، بايد روي آن انجام شود. براي كاهش تعداد ميكروارگانيسم 

 Mid)سلي ضروري است . قسمت اول ادرار را دور ريخته ، قسمت مياني ها قبل از جمع آوري ادرار، ضدعفوني قسمت خارجي دستگاه تنا

Stream)  را در ظرفي استريل ريخته و درب پلاستيكي را روي آن قرار دهيد . پس از اخذ نمون ادرار ، بايد آن را سريعاٌ به آزمايشگاه

 اين صورت حتما بايد در يخچال نگهداري شود. رساند . نمونه جمع آوري شده بايد بلافاصله مورد آزمايش قرار گيرد و در غير

براي آزمايش بايد سه نوبت ادرار صبحگاهي را مورد آزمايش قرار داد. نمونه بايد در مدت چهار ساعت پس از جمع آوري مورد  

 آزمايش قرار گيرد ، چون محيد اسيدي ادرار به باسيل سل آسيب مي رساند .

 ذيل را انجام دهيد : براي دستيابي به نتيجه صحيحي مراحل

 دقيقه سانتريفوژ كنيد. 15نمونه به دست آمده را به مدت  .1

 را به ته نشين ادرار اضافه كنيد . %4مايع رويي را دور ريخته ) پس از سانتريفوژ( ، دو ميلي ليتر اسيد سولفوريك  .2

 ميلي ليتر محلول نمكي استريل به آن اضافه كنيد. 15پانزده دقيق صبر كرده و سپس  .3

 دقيقه سانتريفوژ كنيد . 15به مدت  g  x  3000 مخلوط را در دور .4

 در مجاورت فنل رد خنثي كنيد. %4سديمان را با سود  .5

 از رسوب حاصله به محيط كشت تلقيح كنيد . .6

 

 شستشوي معده 

ندارد. حجم كلي نمونه را در  استريل نمونه گيري شود ، احتياجي به آلوده زدايي ط استريل و در ظروفدر صورتي كه شيره معده در شراي

 دقيقه سانتريفوژ كنيد. 30به مدت  g  x  3000 دور

دقيقه آن را آلوده زدايي مي كند .  15به آن اضافه كرده و به مدت  %4ميلي ليتر از اسيد سولفوريك  2در صورت آلودگي رسوب ، مقدار 

دقيقه سانتريفوژ  15 به مدت  g  x  3000بعد مخلوط حاصله را در دور آن اضافه نموده و  ميلي ليتر از محلول نمكي استريل به  15سپس 

 در برابر فنل رد خنث كرده ، و نهايتاٌ رسوب حاصله را به محيط كشت تلقيح كنند . %4، رسوب حاصل را با سود كنيد 



 سواپ حلق

 ا بپوشاند.اضافه كرده طوري كه سطح آن ر %5در لوله اصلي حاوي سواپ مقدار كافي اسيد اگزاليك  .1

 دقيقه صبر كرده تا اسيد با سواپ تماس كافي داشته باشد. 15 .2

 سواپ را به لوله ديگري كه حاوي سرم فيزولوژي استريل است منتقل كرده تا اسيد جذب شده با آن رقيق گردد. .3

 پس از چند دقيق سواپ را برداشته و پس از چكيدن قطرات اضافي آن ، در محيط مناسب كشت دهيد. .4

به لوله ديگري منتقل كرده و پس از كسب نتيجه بهتر ترجيحاٌ لوله حاوي اسيد اگزاليك را كه ممكن است حاوي باسيل سل نيز باشد براي 

دقيقه  15به مدت g  x  3000 سانتريفوژ ، رسوب آن را با آب مقطر يا سرم فيريولوژي استريل شستشو داده مجددا محلول حاصله را با دور

 و رسوب آن را به محيط كشت تلقيح كنيد . سانتريفوژ نموده 

 بافت 

 غدد لنفاوي ، نمونه هاي بيوپس و ساير بافتهايي كه با جراحي برداشته مي شوند بايد به وسيله قيچي يا اسكالپل استريل به قطعات كوچكتر

ريل ( يكنواخت و هموژن كنيد . ماده يا هاون چيني است tissue grinder)خرد شوند ،  سپس نمونه ها را در يك وسيله ساينده مناسب 

يكنواخت شده را پس از اطمينان از استريل بودن آن مي توان مستقيما در محيط مناسب كشت داد. در غير اينصورت بايد با اسيد 

 ) به شرح ذكر شده در مبحث ادرار( اقدام به آلوده زدايي نموده و سپس كشت داد. % 4سولفوريك 

، وسايل كه براي خرد كدرن و يكنواخت نمودن بافتها به كار مي روند كاملا ٌ تميز و استريل باشند ، در غير اين  بايد توجه داشت نكته :

 صورت موجب نتايج مثبت كاذب خواهند شد.

 چرك 

د ؛ مشابه شرح نمونه چرك را مثل مايعات آسپيره شده كشت دهيد ، و اگر چرك غليظ بود يا با ارگانيسم هاي غير اسيد فست آلوده شده بو

 ذكر شده در مبحث خلط عمل كنيد .

 فصل چهارم 

 نگهداري و انتقال نمونه ها

 براي گرفتن نتيجه مطلوب و صحيح از انجام كشت ، بايد زمان بين جمع آوري نمونه تا انجام آزمايش را به حداقل رساند. بنابراين ، نمونه

رسال شوند . در صورت وجود يخچال ، نمونه هاي خلط را مي توان تا يك هفته ها بايد بعد از جمع آوري خيلي سريع به آزمايشگاه ا

شوند  نگهداري كرد و در پايان هفته ، تمامي آنها را به آزمايشگاه فرستاد . اما بايد نمونه هاي خارج ريوي هرچه سريعتر به آزمايشگاه ارسال
3 

  (preservation)، بايد از مواد شيميايي به عنوان نگاهدارنده حمل مي شوند  ambientل اگر نمونه ها در شرايط بدون يخچا 

 استفاده كرد . معمولا براي جلوگيري از آلودگي نمونه ها موارد زير توصيه مي شود:

                                                           
در صورتي كه نمونه مورد آزمايش مايع نخاع باشد ، فورا به آزمايشگاه ارسال نموده و به هيچ وجه نبايد آن را به داخل يخچال نگهداري  3

 .كرد



 -sodiumدرصد  2در   cetyl pyridinium chlorideدرصد  1نمونه هايي كه تازه جمع آوري شده اند  با هم حجم  .1

chloride . روز در نمونه زنده مي ماند ، و از رشد ساير ميكروارگانيسم ها جلوگيري  7بدين وسيله باسيل سل تا  مخلوط شوند

 مي شود.

 ميلي گرم از پودر بي كربنات سديم بدون آب به دو ميلي ليتر نمونه اضافه شود . 50معادل  .2

 trisodium  %23با حجم خود با محلول ساعت انجام شود ، نمونه ها را  24اگر قرار است آزمايش روي نمونه ها بعد از  .3

phosphate  .مخلوط كنيد 

در هر صورت اگر نمونه ها را سريعا به آزمايشگاه ارسال كنيد ، مناسب ترين و مطلوبتري كاررا انجام داده ايد ) نياز به محلولهاي 

 نگاهدارنده نيست (.

عمولا در كتاب هاي مختلف در سطح داخلي و بين المللي دستورالعمل و نكات مهم براي حمل مطمئن نمونه هاي پاتولوژيك م

شرح داده شده است . همچنين مسئولين اداره پست و حمل و نقل در اكثر دنيا ) انجمي بين المللي حمل ونقل هوايي  

International Air Transport Association ي ( مقررات ويژه اي براي حمل و نقل اين نمونه ها دارند . به طور كل

نمونه ها بايد طوري بسته بندي شوند كه در مقابل تغيير فشار يا صدمه و نشت مواد و يا هر حادثه ديگري كه ممكن است در 

طول سفر رخ دهد ، مقاومت بيشتري را از خود نشان دهند . چون اكثر نمونه هاي سل نمونه هاي خلط مي باشد ، براي انتقال 

ظرف  15تا  10كه معمولا از جنس فلزي ) الومينوم ( يا چوب هستند ، با ظرفيت بين  نمونه هاي خلط از جعبه هاي مخصوصي

 نمونه كه به طور عمودي در كنار هم قرار مي گيرند استفاده مي شود.

هر بسته پستي بايد با پارچه و يا كاغذ خيلي ضخيم بسته بندي شود و بر روي آن برچسب مواد بيماري زا همراه با اسم و نشاني 

 يرنده و فرستنده به طور دقيق مشخص شود.گ

ان حمل و نقل در جاي خنك و دورازتابش جعبه هاي ارسالي بايد از نظر حفظ  نمونه ها داراي شرايط مناسب باشند ، و در زم

 مستقيم آفتاب باشند .قبل از ارسال جعبه حاوي ظروف خلط به موارد زير توجه كنيد .

 فهرست همراه آن اعم از تعداد و مشخصات .مطابقت نمونه هاي ارسال شده با  .1

 كد نمونه با شماره كد آن نمونه در چك ليست همخواني داشته باشد. .2

 تاريخ ارسال نمونه ها روي چك ليست نوشته شود. .3

 فصل پنجم 

 دريافت نمونه در آزمايشگاههاي حد واسط

ه مي شوند و سپس جعبه ارسالي به شرحي كه گفته شد به اتاق نمونه ها بايد معمولا به قسمت مخصوص دريافت نمونه در آزمايشگاه آورد

 كشت منتقل و با رعايت نكات زير ، درب جعبه در زير هود باز مي شود

 هنكام كار با مواد عفوني حتما از دستكش مرغوب استفاده شود .1

نمونه ها نشت كرده باشند، كل جعبه جعبه ارسالي از نظر نشت نمونه ها مورد بازرسي قرار دهيد ، در صورت كه تعداد زيادي از  .2

 را اتوكالو كرده  يا بسوزانيد .

 پاك كنيد  %5سطح خارجي جعبه ارسالي را با پنبه آغشته به فنل  .3

 جفه را به دقت باز كنيد ، توجه داشته باشيد كه ظرف حاوي نمونه ترك يا شكستگي نداشته باشد. .4

 اشد جعبه را با محتويا آن اتوكلاو كنيد .در صورتي كه ظرف نمونه دچار نشت يا شكستگي شده ب .5

 هر نمونه بايد با كد مخصوص آن در چك ليست كنترل شود. .6



 ضد عفوني كنيد. %5داخل جعبه را با مواد ضدعفوني كننده مثل فنل  .7

 نمونه ها را براي انجام آزمايش ، به ترتيب در داخل هود قرار دهيد. .8

دستكشها  و ظروف نمونه را داخل يك سطل استيل درب دار گذاشته و پس از  پس از اتمار كار دستها را با صابون شسته و .9

 بستن دب سطل ، آن را به قسمت اتوكلاو يا براي سوزاند ارسال كنيد 

 باز كردن نمونه در داخل هود

 به منظور كاهش خطر توليد آئروسل درحين انجام مراحل كشت ، دقت كنيد تمامي مراحل در داخل هود انجام شود.

در صورت قطع جريان برق و يا خاموش شدن هود ، براي شروع مجدد كار ، بايد ابتدا هود را پنج دقيقه روشن گذاشته و بعد كار را شروع 

 كرد.

ثانيه در حالي كه دستها داخل هود مي باشند ، صبر كنيد . بدين طريق ،  60پس از روشن كردن هود و قرار دادن نمونه ها در داخل آن ، 

 و زدودن احتمالي ميكروارگانيسم هاي داخل دستگاه مي شود.  (stabilities)قادر به تثبيت  دستگاه

 توسط اجسام خارجي مسدود نباشد. (Front –grille)دقت شود كه سوراخهاي ورود هوا در قسمت ورودي هود 

باشيد تا جلوي ورود هوا به داخل آن گرفته سانتي متر با قسمت ورودي هوا در هود فاصله داشته  10سعي شود كه در موقع كار حداقل 

 نشود.

را در كف سيني كار ) يعني محلي كه مواد آلوده براي كشت روي آن قرار  %5قبل از شروع كار ، كاغذ صافي ) يا كاغذ كار ( آغشته به فنل 

 مي گيرند ( در داخل هود قرار داده و سپس وسايل را داخل هود بگذاريد.

ردد يا حركات اضافي در آزمايشگاه ) مانند جستجوي ابزارها و يا مواد مورد نياز در حين كار ( ، لازم است كه ابتدا بمنظور جلوگيري از ت

 ليستي از اقلام مورد نياز تهيه كرده و پس از آماده كردن وسايل و در دسترس بودن آنها شروع به كار كرد. حركات و تردد اضافي در مقابل

 ه جريان هوا آسيب وارد كرده و از امنيت كار مي كاهد.هود فعال در حين كار، ب

ي در داخل هود فقط مواد و وسايل مورد نياز را قرار داده و از انبار كردن و نگهداري وسايل اضافي در هود پرهيز كنيد ) وجود وسايل اضاف

 در هود سبب اختلال در گردش هوا مي گردد(.

مانند ورتكس ، بايد در قسمت  انتهاي هود قرار گ يرند ) درعقب (. مشروط بر اينكه ، دريچه  مواد و وسايل كه ايجاد آئروسل مي كنند ،

هاي هوا را در قسمت عقب هود مسدود نشوند . اجسام حجيم مانند ظروف مخصوص ، پيپت و ظرفهاي جمع آوري كننده را دريك طرف 

 هود قرا دهيد.

منطقه تميز به سمت منطقه آلوده جريان داشته باشد ، يعني به گونه اي باشد كه وسايل  وسايل و مواد را طوري قرار دهيد كه كار از سمت

 كثيف و اجسام آلوده از روي وسايل پاك و تميز عبور داده نشوند.

 گيري مي كند( لوله ها را بدون درپوش در داخل هود قرار نداده و حتما در پوش آنها را بگذاريد ) اين مسئله از انتقال آلودگي به نمونه جلو

در داخل هود از شعله با حجم زياد استفاده نكنيد ، چون ايجاد موجي از گازهاي در حال اشتعال را نموده و جريان عادي گردش هوا در 

 داخل هود را مختل مي كند.



 .پس از اتمام كار ، كاغذ را همراه با مواد آلوده در اتو كلاو ، و سيني مربوطه را در فور استريل كنيد 

 به هنگام كار در داخل هود بايد بازوهاي فرد آزمايش كننده مماس بر سطح هود نبوده و بالاتر از دريچه هاي ورود هوا باشد تا اشكالي در

 جريان هوا به وجود نيايد.

، بدين و بفرستيد پس از اتمام كار ، وسايل آلوده را در داخل كيسه مخصوص اتوكلاو گذاشته و در آن كمي آب ريخته و به قسمت اتوكلا

 طريق بخار مناسب در داخل كيسه نيز توليد مي شود.

 طرزاستفاده از اتوكلاو

 هنگام استفاده از اتوكلاو آب داخل آن بايد كنترل شود . وسايلي را كه بايد استريل شوند داخل اتوكلاو گذاشته ، درب آن را بسته و شير

 ظيم كرده تا درجه مطلوب به دست آيد.تخليه را باز كنيد . دريچه اطمينان را سپس تن

جازه وقتي كه آب به جوش مي آيد ، بخاراز شير تخليه خارج شده و هوا را از درون اتوكلاو با خود به بيرون مي برد. بايد به هوا و بخار آب ا

داخل اتوكلاو متوقف مي شود . در اين داد كه آزادانه خارج شوند تا تمام هوا از درون  ديگ خالي شود ؛ بدين طريق ، تشكيل حباب هوا در 

حالت شير تخليه بخار هوا بايد بسته شود . براي كنترل خروج هوا از داخل  اتوكلاو ، يك شيلنگ لاستيكي را به سر شير تخليه وصل كرده 

له به بعد فشار بخار بالا رفته و سر ديگر آن را در داخل سطل حاوي آب مي گذارند تا تشكيل حبا و قطع آن را مشاهده نمائيد . از اين مرح

 پوند بر اينچ مربع لازم است و پس از آن بخار اضافي تخليه مي شود.15تا به  ميزان مطلوب برسد . معمولا فشار 

 دقيقه ثابت نگهداشته مي شود. 30درجه سانتي گراد ( رسيد ، فشار دستگاه به مدت  121وقتي حرارت داخل اتوكلاو به دماي موردنياز )

پايان مرحله استريليزاسيون دستگاه را خاموش كنيد و به اتوكلاو فرصت دهيد تا خنك شود . وقتي كه عقربه فشار به صفر  نزديك شد )  در

مايعات فشار اتمسفر( شير تخليه هوا و بخار را باز كنيد . اگر شير تخليه را خيلي زود و هنگاميكه اتوكلاو فشار زيادي دارد باز كنيد ، تمام 

 خل به شدت جوشيده و بطري ها ممكن است بتركد.دا

 فصل ششم 

 هضم و آلوده زدايي نمونه ها 

تكنيكهاي رايج در ميكروبيولوژي مانند كشت در پليت با استفاد از محيطهاي انتخابي يا غني كننده و تجديد كشت براي بدست آوردن 

استفاده قرارداد. اغلب مايكو باكتري هاي پاتوژن به كندي رشد كرده و كلني  خالص و تك را نمي توان در عمليات باكتريولوژي سل مورد 

هفته به طول مي انجامد تا كلني هاي قابل رويت از آنها تشكيل شود . براي جداسازي ميكروب سل ، روشها و  2-3رشد آن به مدت 

در لوله انجام مي گيرد كه در حقيقت جايگرين پليت  محيطهاي خاصي وجود دارد كه در مورد ساير باكتريها كاربرد ندارد . كشت ها معمولا

است كه اولاٌ مايكو باكتري ها و به خصوص باسيل هاي سل غالبا به تعداد اندك در نمونه تهيه شده است . علت استفاد از اين لوله ها اين 

را الزامي مي سازد كه در اين صورت   (Inoculum)شده از بيمار وجود داشته و اين مسئله استفاده از مقدار زياد ماده مورد كشت 

سوسپانسيون قابل كشت بايد به صورت يكنواخت در سطح لوله گسترده شود. درب لوله ها بايد به طور محكم بسته شده تا از خشك شدن 

شدن مقادير  محيط جلوگيري شود . خشك شدن محيط در پليت بيشتر اتفاق مي افتد . همچنين باز كردن درب پليت ها اغلب موجب آزاد

زيادي آئروسل مي شود ، در حالي كه اين مسئله در مورد لوله كمتر اتفاق مي افتد. همچنين استفاده از لوله ميزان آلودگي محيط كشت را 

 كاهش مي دهد .



ايي كه اغلب نمونه هاي باليني كه براي كشت از نظر سل به آزمايشگاه ارسال مي شوند به درجات مختلفي با ميكروارگانيسم ه 

به صورت فلور ميكروبي ظبيع در مواد بيولوژيك بدن وجود دارند ، آلوده مي باشند . وجود فلور ميكروبي سبب رشد سريع آنها در سطح 

محيط كشت شده و محيط را قبل از اينكه باسيل سل اجازه رشد يابد ، هضم مي كنند. بنابراين ، بايد با روشهايي كه براي ساير 

 ها داراي قدرت آلوده زدايي بيشتري باشد استفاده كرد.ميكروارگانيسم 

در مرحله هضم و آلوده زدايي نمونه هاي غليظ و لزج مانند خلط به كشل مايع در مي آيند و فلور ميكروبي عادي نمونه  نيز از  

سمي هستند. بنابراين ،  براي باسيل سل  (Digesting /Decontaminating)بين مي رود . تمام عوامل هضم كننده و آلوده زدا 

بايد شانس بيشتري را براي بقاي هرچه بيشتر باسيل فراهم كرد و نكات لازم در روش هضم و آلوده زدايي بايد دقيقا ٌ رعايت شود. به 

ت به منظور زنده نگهداشتن باسيل سل براي مدت زمان بيشتري ، كه بتواند تاييدي بر تشخيص بيماري سل باشد ، آلودگي محيطهاي كش

 وسيل ساير ارگانيسم ها اجتناب ناپذير است . براي ان منظور قاعده اي كلي وجود دارد به اين ترتيب كه در آزمايشگاههايي كه نمونه تازه

آلودگي قابل قبول است . اگر نمونه ) به خصوص خلط( در طي رسيدن به آزمايشگاه چندين  %3تا 2براي كشت دريافت مي كنند ، ميزان 

افايش مي يابد. همچنين به اني نكته مهم نيز بايد توجه داشت كه اگر در يك آزمايشگاه  % 10تا  5راه باشد ، ميزان آلودگي به روز در 

مطلقا ٌ آلودگي وجود نداشته باشد، مفهومش اين است كه روش آلوده زدايي به حدي شديد بوده كه بسياري از باسيل هاي سل را نيز از بين 

 برده است .

 هاي باليني براي جداسازي باسيل سل بايد به سه نكته توجه داشت : هشت از نموندر ك

نمونه بايد هموژنيزه و يكنواخت شود تا باسيل ها از موكوس سلولها يا بافتي كه آن را احاطه كرده است آزاد شوند . هر چه  .1

 هموژنيزه ملايمتر باشد نتايج بهتري گرفته مي شود.

 به گونه اي نباشد كه موجب از بين رفتن بيش از حد باسيل هاي سل شود.هموژنيزه و آلوده زدايي  .2

 هموژنيزه و آلوده زدايي نمونه از نظر كميت به شرايط زير بستگي دارد: .3

 باسيل سل در مقايسه با ساير باكتريها نسبت به هضم با اسيدها و مواد قليايي قوي مقاومت بيشتري دارد . -

 ا اين مواد است، بايد دقيقا ٌ رعايت شود.مدت زماني كه نمونه در تماس ب -

 كارايي سانتريفوژ به شرحي است كه قبلاٌ اشاره گرديد. -

روشهاي زيادي براي هموژنيزه و آلوده زدايي نمونه ها و كشت آن  وجود دارد ، ولي روشي كه به صورت جهاني قابل قبول 

تا حدود زيادي بستگي به ارد. انتخاب يك روش مناسب همگان بوده و به عنوان يك روش واحد بكار گرفته شود. وجود ند

امكانات و توانايي فني پرسنل و همچنين كيفيت وسايل موجود در آزمايشگاه دارد. هر روشي محدوديت خاص خود را داشته و 

 لازم است كه آزمايشگاههاي حدواسط از روش توصيه شده استفاده كنند.

 نتايج مطلوب در كشت شود بايد :براي اينكه روش مورد استفاده منجر به 

 پرسنل از آموزش كافي برخوردار باشند. -

 از وسايل و مواد قابل قبول استفاده شود -

 وسايل كار صحيح نگهداري شده و از آن مراقبت به عمل آيد . -

 استفاده از هيدركسيد سديم براي هضم و آلودگي زدايي

استفاده مي شود زيرا انجام آن و دسترسي به مواد مورد نياز نسبتا به اين روش به طور گسترده در كشورهاي در حال توسعه   

 سادگي امكان پذير است..



هيدروكسيد سديم هم براي مايكوباكتريوم و هم براي ساير ميكروب ها سمي است . بنابراين ، رعايت زمان آلوده زدايي و زمان سانتريفوژ 

 حائز اهميت است.

 تهيه مواد

 : Analytical Grade %4 تهيه هيدروكسيد سديم

 گرم 4 پليت يا گرانول هيدروكسيد سديم 

 ميلي ليتر 100    آب مقطر

 دقيقه اتوكلاو نماييد. 15درجه سانتي گردا به مدت  121هيدروكسيد سديم را در آب مقطر حل نموده و آن را در حرارت 

 طرز تهيه محلول اسيد كلريدريك دو نرمال 

ميلي ليتر آب مقطر رقيق كرد. براي اين منظور، بايد اسيد را به آب اضافه كرد ؛ اين كار  200ريدريك غليط را در ميلي ليتر اسيد كل 33بايد 

ته بايد به آهستگي انجام شود. براي تهيه اين محلول نيز بايد ارلن ماير را خنك نگهداشت تا از حرارت ايجاد شده در اثر فعل و انفعال كاس

 ستفاده از بالن ژوژه به حجم برسانيد (.شود ) سپس محلول را با ا

 اسيد اكساليك و اسيد سولفوريك 

مشكل آلودگي زياد در نمونه هاي باليني ، در برخي از بيماران خاص ، يا مناطق به خصوص و يا در مقطع خاصي از زمان به  گاهي اوقات 

براي آلوده زدايي مي توان استفاده كرد. اگر  %4يد سولفوريك يا اس %5وجود مي آيد ؛ كه در اين صورت براي حل مشكل از اسيد اكساليك 

نيز براي آلوده  %4آلودگي نمونه به علت گونه هاي پزودوموناس باشد از اسيد اكساليك استفاده مي شود. هم چنين از اسيد سولفوريك 

 حل نكند ، استفاده مي شود.  زدايي ادرار و مايعات آبكي بدن در مواردي كه مواد قليايي ضد عفوني كننده ، مشكل را

 آلوده زدايي و كشت خلط 

 انجام مي شود:تمام مراحل آلوده زدايي زير هود 

و لوله هاي استريل را با شماره هاي مترادف نمونه ها در جا لوله اي ديگر قرار دهيد. توصيه مي شود  زير هودنمونه را در  فوظر .1

 استفاده شود؛ )فالكون ( باحجم مناسب چ داراز لوله هاي در پي

  اضافه كنيد %4ميلي ليتري ريخته ، سپس دو برابر هم حجم آن سود  50با حجم  فالكوننمونه خلط بيمار را در  .2

اسمير و كشت انجام شود، در صورتي مي توان براي هر نمونه خلط بيمار بنا به دستور پزشك لازم است بصورت جداگانه  نكته :

 كمتر باشد. ميلي ليتر( 2حجم مناسب )حداقل مقدار نمونه ها از نمود كه  ي يك بيمار را با هم يكينمونه ها

دقيقه لوله را در دماي اتاق  15با محلول سود مخلوط نماييد. مدت  درب لوله را محكم بسته و نمونه را با استفاده از ورتكس .3

 داده تا خلط به خوبي هضم و آلوده زدايي شود. دورانيكر حركت جه سانتي گراد ( با استفاده از شيدر 25-20)

 سانتريفوژ كنيد؛ هدقيق 15به مدت  3500تا  g  x  3000 لوله ها را در دور .4

( %10 آب ژاولمحتوي ماده ضد عفوني )( Safety box مناسب )آلودگي در ظرف مايع روبي را براي جلوگيري از انتشار  .5

 پاك كنيد؛ % 70ريخته و سپس ، لبه لوله را با اتانول 



در هزار را به رسوب حاصله اضافه كرده و آن را در آب نمك  5/8ميلي ليتر از محلول نمكي تهيه شده كلريد سديم  15مقدار  .6

 حل كنيد ؛ 

 ؛دقيقه سانتريفوژ كنيد 15ت به مد  3500تا   g  x  3000 مجددا ٌ محلول را با دور .7

ميلي ليتري ، با انتهاي يك اپليكاتور  3مايع رويي را دور ريخته و آن را به محيط كشت با استفاده از يك لوپ باكتريولوژيك  .8

و بدون خراش در وسعتي برابر  زاستريل چوب اضافه كنيد ، و سپس يك قسمت از ته نشين را برداشته ، و روي يك لام نو ، تمي

5/2 x 5/1 . سانتي متر گسترده تهيه كنيد 

 نكته :

روشي كه در اغلب آزمايشگاههاي كشور جهت خنثي سازي رسوب قليايي حاصل از سانتريفوژ متداول است ) روش پتروف( به  

 شرح ذيل مي باشد .

 معرف ها:

 الف( اسيد كلريدريك دو نرمال 

 درصد  4ب( سود 

 1درصد حل كرده و حجم محلول را با آب مقطر به  4ميلي ليتر سود  20ل رد را در ميلي گرم پودر فن 80ج( معرف فنل رد ) 

 ليتر برسانيد (.

 روش:

 درصد اضافه نمائيد. 4ريخته و هم حجم آن سود  )فالكون( ميلي ليتر از نمونه خلط را داخل لوله مخصوص 10حدود  .1

 وبي تكان دهيد.دقيق آن را به خ 15درب لوله را محكم بسته و با استفاده از شيكر به مدت  .2

 سانتريفوژ نماييد. 3500تا  g  x  3000 دقيقه و دور 15لوله را به مدت  .3

( %10 آب ژاولمحتوي ماده ضد عفوني )( Safety box مناسب )در ظرف پس از سانتريفوژ مايع رويي را به آرامي  .4

خنثي  %8 تخليه نموده سپس يك قطره معرف فنل رد به رسوب اضافه كرده و آن را با افزودن قطره قطره اسيد كلريدريك

 .نماييد

 از رسوب حاصله براي كشت و تهيه گسترش استفاده مي شود. .5

 فصل هفتم 

 محيطهاي كشت سل 

همانگونه كه قبلا اشاره شد تشخيص قطعي بيماري سل نياز به جداسازي باكتري عامل بيماري در محيط كشت و شناسايي آن با تعدادي 

ها در دسترس مي باشند ولي محيط ايده آل براي كشت  از تست هاي تفريقي دارد. محيطهاي منتوعي براي كشت مايكوباكتري

 مايكوباكتريوم ها بايد شرايط زير را داشته باشد.

 باكتري در نمونه خيلي كم باشد ، سبب رشد ، تكثير و ازدياد باكتري شود. دحتي اگر تعدا .1

 از رشد باكتري هاي مزاحم جلوگيري كند. .2

 جاد رنگدانه و مورفولوژي آنها تسهيل كندشناسايي اوليه مايكوباكتريومها را از نظر اي .3

 امكان تهيه اجراي محيط ميسر بوده و از نظر اقتصادي مقرون به صرفه باشد. .4

انجام تشت هاي حساسيت دارويي با استفاده از اين محيطها امكان پذير باشد. عملا ٌ محيط كشتي كه واجد تمامي پنج شرط  .5

است كه برخي از سويه ها در يك محيط رشد كرده و در محيطي ديگر رشد نمي  مذكورباشد وجود نداشته و تجربه نشان داده



كنند . بنابراين توصيه شده است كه دو نوع محيط ) محيط با پايه تخم مرغ و محيط با پايه سرم ( براي جداسازي اوليه باكتري 

انش جداسازي باكتري بيماري زا را افزايش مي از نمونه هاي باليني به كار رود. استفاده از محيطهاي با دو نوع پايه مختلف ش

 دهد.

يه تخم مرغ استفاده مي شود ولي در مورد ساير نمونه هاي باليني چون ممكن است  با محيطهاي ادر كشت خلط از محيطهاي با پ

اعي ، بايد از هر دو نوع مايع نتايج بهتري گرفته شود ، لذا از اين نوع محيطها نيز استفاده مي شود. براي كشت نمونه مايع مغزي نخ

نيز  ي( استفاده شود . در مورد نمونه هايي كه قابل تكرار نيستند ، مانند نمونه هاي بيوپس7H9محيط ) محيط تخم مرغ دار و محيط 

 بايد از هر دو نوع محيط استفاده كرد.

 الف( مزاياي محيطهاي تخم مرغ دار

 روز است( 60تا  45)بهترين زمان نگهداري هداري كردگه ناين نوع محيطها را مي توان در يخچال تا چندين ما .1

درجه سانتي گراد  80-85احتمال آلودگي محيط در مرحله تهيه كمتر بوده ، زيرا پس از تقسيم محيط در لوله ، آنها را در حرارت  .2

 منعقد مي كتتد.

 رشد اغلب مايكوباكتري ها را تقويت مي كند. .3

 محيطهاي تخم مرغ دار بب( معاي

 لوله را فرا مي گيرد.. وقتي كه آلودگي رخ دهد معمولا تمام سطح 1

. انجام تست حساسيت دارويي مشكل است و غلظت بعضي داروها در اين محيطها بايد تنظيم شود ، زيرا هنگام انعقاد در مرحله حرارت 2

 دهي ، فعاليت دارو كم شده و يا اينكه اجزاي به خصوصي از تخم مرغ ،) مانند فسفو ليپيدها ( دارو را خنثي مي كند.

 حيطهاي آگاردارمزاياي م 

 مزاياي محيطهاي آگاردار عبارتنداز:

 چون تركيب آن از نظر مواد شيميايي ساده تر است به باكتريه هاي مزاحم كمتر اجازه رشد مي دهد. .1

و مي توان شكل كلني را با سهولت بيشتري رويت كرد. زيرا برخلاف محيطهاي تخم  (Clear)معمولا رنگ محيط واضح بوده  .2

 براي ديدن كلني ها استفاده كرد.  Dissecuting  )(30-60)ين نوع محيطها مي توان از ميكروسكپ  مرغ دار در ا

چون تركيب اين محيط ساده تر از محيط تخم مرغ دار است ، لذا، تست حساسيت دارويي با غلظت هاي رقيق تري از دارو  .3

 ميسر است.

-4از موارد ، جوابهاي مثبت كشت ، در مدت  %99خانه بگذارند در هوا ، در گرم % 90و   CO2 %10اگر محيط ها را در شرايط  .4

 هفته مشخص مي شود. 3

 معايب محيطهاي آگاردار

 معايت محيطهاي آگاردار عبارتند از : 

احتمال خشك شدن پليت محيطهاي آگاردار در مرحله ذخيره سازي و انكوباسيون زياد سات ، مگر اينكه پليت ها را درون كيسه  .1

 گذاشته و آن را ببندند.نايلوني 



قرار گيرد ، گاز فرمالدئيد از آن متصاعد شده و در نتيجه از رشد مايكوباكتري ها   (Day Light)اگر محيط در معرض نور  .2

 جلوگيري مي شود.

(  M.Tuberculosisاضافه شود ) به منظور توليد نياسين توسط  (L- Aspartic)درصد  1/0اگر اسيد اسپارتيك با غلظت  .3

 اليت داروهاي خاصي تغيير مي كند.فع

 در مرحله تهيه و تقسيم محيط درون پليت ، براي جلوگيري از آلودگي بايد دقت زيادي اعمال شود  .4

بيشتر محيطهاي مورد مصرف در آزمايشگاههاي مايكوباكتريولوژي به طريق تجاري و آماده در دسترس بوده  و يا اينكه به 

اضافه كرد . هر سري محيط ساخته  (Supplement)شده و بايد فقط به آن مكمل عرضه   (Base)صورت محيط پايه 

شده را بايد با يك سويه از باسيل سل كه صفات رشد آن شناخته شده است ، از نظر توانايي محيط در تامين رشد مايكوباكتري 

 كنترل كرد.

 ير مي باشند :متغيرهايي كه در كيفيت محيط به هنگام تهيه آن تاثير دارند به شرح ز

 ميزان خلوص مواد شيميايي مورد استفاده ؛ .1

 دقت در هنگام تهيه و استريل نمودن محيط كشت و ظروف شيشه اي ؛ .2

3. PH  نهايي محيط ؛ 

 در معرض قرار گرفتن محيط نسبت به اشعه خورشيد يا حرارت زياد ؛ .4

 روش ذخيره نمودن محيط و طول مدت نگهداري آن ،چ .5

 

 (L-J)يا  نونسامحيط لوين اشتاين ج

حاوي گليسرين ، شرايط مطلوب براي  (L-J)به شكل گستده اي براي كشت باسيل سل استفاده مي شود. محيط (L-J)محيط 

حاوي پيروات ، رشد باسيل سل گاوي را تامين مي كند. در  (L-J)رشد باسيل سل انساني را تامين كرده ، در حالي كه 

 دو ميكروب مي رود ، بايد از هر دو نوع محيط استفاده شود . كشورهايي كه احتمال عفونت بيماران با هر

اصلاح شده ، به شرح   (IUALTD)كه فرمول آن ، توسط اتحاديه بين المللي مبارزه با سل و بيماريهاي ريوي   (L-J)محيط

 زير است .

 

 الف( محلول نمكهاي معدني 

KH2PO4                  2.4 gr 

Magnesium Sulphate( MgSO4.7H20)  0.24gr 

Magnesium Citrate (Mg                                                 0.6gr 

L-Asparagine                  3.6gr 

Glycerol(Reagent Grade 87%)   12 ml              

Distilled Water     600 ml 

دقيقه اتوكلاو كنيد تا استريل شود .  30درجه سانتي گراد به مدت  121اجزا فوق را به ترتيب در آب حل نموده ، سپس آن را در حرارت 

 ه مدت طولاني در يخچال نگهداري كرد.محلول تهيه شده را پس از سرد شدن درحرارت اتاق ، مي توان ب

 %2ب( محلول مالاشيت گرين 



 گرم 2  پودر سبز مالاشيت  

 ميلي ليتر 100  آب مقطراستريل 

ساعت در گرمخانه بگذاريد . اين  2-1پودر سبز مالاشيت را در شرايط استريل در آب مقطر حل كرده و براي اني منظور آن را به مدت 

 طولاني نگهداري كرد . در صورت رسوب و تغيير رنگ بايد آن را دور ريخته و مجددا ٌ محلول تازه تهيه كرد  محلول را نبايد به مدت

 ج( هموژنيزه كامل تخم مرغ

بايد تازه بوده به طوري كه بيش از يك هفته از توليد آن نگذشته  (L-J)تخم مرغها ي مورد استفاده براي تهيه محيط كشت 

تخم مرغها را با يك برس دستي كوچك و با استفاده از آب  صابون ) ملايم ( تميز كرده و سپس آنها را باشد، ابتدا سطح پوسته 

 هدقيق 15به مدت  %70به مدت نيم ساعت در آب صابون قرار دهيد. بعد تخم مرغها را با آب جاري شسته و آنها را در الكل 

 را برس كشيده و به خوبي شستشو داد.غوطه ور كنيد . قبل از جابجا كردن تخم مرغها بايد دستها 

 Egg)تخم مرغها را بايك چاقوي استريل ، شكسته و محتويات آن را درون ظرف استريل ريخته و با وسيله اي استريل 

Blender)  .)به هم زده و يكنواخت كنيد ) مي توان به جاي به هم زدن از پرل شيشه اي استفاده كرد 

 د( تهيه محيط كامل 

 ر را تحت شرايط استريل در يك ظرف استريل بزرگ ريخته و آنها را به خوبي هم مي زنيم اجزاي زي 

 ميلي ليتر 600   محلول املاح معدني ) محلول الف( 

 ميلي ليتر 20    مالاشيت سبز) محلول آب (

 ميلي ليتر 1000    هموژنيزه تخم مرغ ) محلول ج(

 تخم مرغ( 25-20)

 

استريل يا درون لوله هاي  (Mc Cartney)ميلي ليتر در لوله هاي  مك كارتني  8-6ميزان محلول تهيه شده فوق را به 

دقيق پس از توزيع آن را منعقد  15آزمايش در پيچ دار مي ريزيم . براي جلوگيري از رسوب املاح سنگين محيط ، بايد حداكثر 

 كرد.

 

 انعقاد محيط 

تي گراد رسيده باشد . سپس لوله ندرجه سا 80اگولاتور درجه حرارت آن بايد به قبل از قرار دادن لوله هاي محيط در دستگاه كو 

لاتور منعقد مي كنند . لازم به توضيح است كه درجه حرارت كواگو هدقيق 45به مدت  درجه سانتي گراد 80-85ها را در حرارت 

 رعايت شده باشد . استريل نمودن محيط كافي نبوده و بايد شرايط استريل در تهيه محيط ، قبلا ٌ ايبر

حرارت دادن دوباره يا سه باره محيط ، افزايش زمان انعقاد و يا افزايش درجه حرارت به كيفيت محيط آسيب مي رساند . تغيير 

رنگ محيط منعقد شده و يا ظهور تعدادي حباب با تخلخل در سطح محيط به دليل اشكال در انعقاد است . لذا ، محيطهاي با 

 يد حذف شود.كيفيت پايين با

براي كنترل محيط ساخته شده از نظر آلودگي ، تمام محيطهاي توليد شده يا تعدادي از آنها را كه نماينده كل نمونه باشند ، به 

 درجه سانتي گراد گذارده تا ازنظر استريل بودن آنها مطمئن شويم . 35-37ساعت در حرارت  24مدت 

آنها را در يخچال نگهداري كنيد . در صورتي كه درب آن محكم بسته شده  را ثبت كرده و سپس (L-J)تاريخ ساخت محيط

 باشد تا چند هفته مي توان آنها را نگهداري كرد.



درصد پيروات سديم غني مي كنند و. در اين صورت گليسرول از محيط حذف  5/0را با  (L-J)محيط   M. bovisبراي كشت 

 مي شود.گرم پيروات به املاح محيط افزوده  8شده و 

گيري مجدد مستلزم حذف هزينه براي بيماري مي باشد ،  ههايي كه قابل تكرار نبوده ، يا نمون هبراي كشت نمون توصيه : 

كه در آزمايشگاه مركز موجود است ، به ميزان نياز درخواست  7H9كبد يا مايع مغزي نخاعي ، مي توان از محيط  يمانند بيوپس

 كنيد .

 

 فصل هشتم 

 

 

 شناسايي مايكوباكتريم توبركلوزيسكشت و 

اغلب اوقات مقداري مايع درون لوله هاي حاوي محيط كشت جمع مي شود . بايد توجه داشت كه قبل از انجام كشت اين مايع 

حذف شود. ضمنا ٌ در صورتي كه براي كشت از نمونه كافي استفاد ه نشود امكان خطا افزايش مي يابد و متاسفانه در اكثر 

 اهها به اين موضوع توجه نمي شود.آزمايشگ

 

 نگهداري كشت در گرمخانه:

اكتري ظاهر شود . درصورت عدم ظهور درجه سانتي گراد( نگهداري مي كنند تا رشد ب 35-37كشتهيا تهيه شده را درگرمخانه )

وان نتيجه كشت را به مدت هشت هفته محيط هاي كشت را در گرمخانه نگهداري كرده و پس از اين مدت مي ت)پرگنه( بايد 

 منفي تلقي كرد.

ساعت به طور افقي طوري قرار داده تا مايع  3 -2توصيه مي شود پس از تلقيح نمونه در محيطهاي كشت ، لوله ها را به مدت 

 تلقيح به صورت يكنواخت در سطح محيط قرار گيرد ؛ سپس لوله ها را در گرمخانه به حالت عمودي نگهداري كنيد .

 بندي براي مطالعه كشت  برنامه زمان 

ساعت تلقيح ، بررسي شده تا زماني كه مايعات درون آن كاملا تبخير شود و پس از آن درب لوله ها  72تمام كشتها بايد پس از  

 را كاملا پيچانده تا از خشك شدن محيط جلوگيري شود . ضمنا ٌ آلودگي احتمالي را در آن بايد جستجو كرد.

تها به طور هفتگي كنترل مي شوند . اگر بررسي هفتگي عملي نباشد ، حداقل در سه موقعيت ساعت كش 72پس از گذشت 

 زماني كشت را بررسي مي كنيم .

يك هفته پس از كشت در صورت وجود احتمالي مايكوباكترم هاي سريع الرشد در نمونه بيمار ، مي توان رشد آنها را در سطح 

 اكتريو توبركلوزيس اشتباه شودمحيط رويت كرد كه ممكن است با مايكو ب

 بايد توجه داشت:

كند است ، لذا پس از گذشت سه تا چهار هفته از نگهداري در گرمخانه   (L-J)رشد مايكوباكتريوم توبركلوزيس در محيط  .1

ت بايد به دنبال كشتهاي مثبت مايكوباكتريم توبركلوزيس و ساير مايكوباكتري هايي با رشد كند بود ، در غير اينصور

ممكن است كلني هاي رشد كرده ، مايكوباكتريوم هاي ساپروفيت بي ضرر و يا از انواع مايكوباكتريوم پاتوژن و تند رشد 

 .باشند

توبركلوزيس بسيار دير رشد بوده و ظهور كلني تا هشت هفته طول مي كشد  هبعضي از سويه هاي مايكوباكتريوم ها از جمل .2

 ت را بايد تا هشت هفته نگهداري كرد .. بنابراين كليه لوله هاي محيط كش

 



درصورت مشاهده  آلودگي در تمام سطح لوله هاي كشت شده ، آنها را از گرمخانه جمع آوري كرده و پس از استريليزاسيون حذف مي كنيم 

دگيها مانع از تشخيص . ولي اگر در قسمتي از محيط كشت ، آلودگي مشاهده شود بايد آن را در هشت هفته نگهداري كرد . اينگونه آلو

باسيل توبركلوزيس نمي شود و توصيه شده است كه از سطح غير آلوده محيط، گسترده تهيه و رنگ آميزي شود . اگر در آزمايش 

 ميكروسكپي باسيل اسيد فست مشاهده شد، بايد اقدام به آلوده زدايي محيط كشت نموده و مجددا آن را كشت داد.

محيط شده و باعث شكستن  PHكننده ، به علت تجزيه مواد موجود در محيط، سبب كاهش ده بعضي از ارگانيسم هاي آلو 

اتصال بين رنگ سبز مالاشيت و تخم مرغ موجود در محيط گرديده و رنگ محيط به سبز تيره تغيير مي بابد . باسيل سل در چنين شرايطي 

 رشد نكرده و اينگونه محيطها را بايد حذف كرد.

 كشت بررسي محيطهاي 

هفته پس از  4تا  3كلني هاي تيپيك باسيل سل سخت ، شكننده ، مومي ، بدون رنگ ، ) رنگ خامه اي ( و با رشد كم بوده و معمولا 

 كشت ظاهر مي شوند ، كه بايد از آنها گسترده تهيه و مشاهده شود.

 براي بررسي و شناسايي اوليه باسيل سل ، توجه به موارد زير مفيد خواهد بود:

 هفته طول مي كشد كه كلني ظاهر شود 4تا  3اسيل سل در كشت اوليه در مدت هفت روز قادر به رشد نبوده و معمولا ب .1

 كلني ها به رنگ كرم كمرنگ ) نخودي( بوده و هرگز به رنگ زرد ديده نمي شود. .2

 ظاهر كلين خشن و به كشل خرده نان است . .3

انسيون غير يكنواخت مي نمايد ) دانه هاي درشت متشكل از باسيل شناور در ايجاد سوسپهنگام تهيه امولوسيو براي گسترده ،  .4

 مايع (

 در گستره تهيه شده سويه هاي باسيل توبركلوزيس به صورت كورد يا طناب ديده مي شود .5

 فصل نهم 

 كنترل كيفي محيط  كشت مايكوباكتريوها

 عمال روشهاي استاندارد در آزمايشگاه سل است راه مناسبي در جهت ا Quality assuranceبراي اطمينان از كيفيت 

كيفيت يك تست آزمايشگاهي با ميزان اعتماد به نتيجه ، صحت و قابليت تكرارپذيري ، دقت مترادف بوده و براي رسيدن به كيفيت 

 مطلوب بايد معيارهاي كيفي را مد نظر قرار داد.

 عبارتست از :  Quality assuranceمنظور از 

 .ان ، بايد مطمئن بود كه نتيجه كار صحيح استقابليت اطمين .1

قابليت تكرار پذيري ، وقتي كه تستي تكرار مي شود بايد نتايج مشابهي به دست آيد . موارد ذكر شده تحت عوامل زير تاثير پذير  .2

 است :

 الف( خطاي فردي : منظور تحوه عمل كارمند يا كارد فني آزمايشگاه ،

 حرارت نامناسب . تهويه نامطبوع ، ب( عوامل محيطي : شامل نور ،

 ج(نوع نمونه ها از نظر آلودگي و غيره

 د( مواد و وسايل آزمايشگاهي مورد استفاده در تهيه محيط كشت ،



 ه( روش انجام كار،

ه محيط يا اطمينا ن از كيفيت ، مجموعه فعاليتهايي است كه براي حصول به آن ، آزمايشگاه در تهي  Quality assuranceبنابراين 

 كشت اعمال مي كند.

 كنترل كيفي در بخش محيط سازي سل 

براي اين منظور در هر بخش باكتريولوژي سل ، بايد دفترچه اي كه تمام اطلاعات اعم از نحوه كار، مواد و وسايل مورد نياز نگهداري و 

 حذف محيط هاي نامناسب ، درج كارهاي روزانه را در بر مي گيرد، وجود داشته باشد.

كنترل كيف داخلي محيطهاي كشت مايكوباكتريوم ، در هر سري ساخت آن ضرورت دارد و به علاوه بايد در موارد زير نيز  

 كنترل كيفي لازم به عمل آيد :

 ظار يا عدم رشد نمونه در هر دو صورت يابد:زماني كه نتايج كشت خارج از كنترل شود ، چه رشد غيرقابل انت .1

 لاع داده شودموضوع به سرپرست بخش اط -

 در صورت در دسترس بودن نمونه ، كشت تكرار شود. -

اگر كشت با زهم غير قابل اعتماد باشد ، بايد محيط كشت با وسايل ، مواد و معرفهاي تازه مجدد كنترل شود و يا از سري  -

 محيط هاي تهيه شده ديگر استفاده شود.

نيم ماك فارلند در يك محيط آبگوشتي تهيه كرده و با استفاده از  براي اين منظور سوسپانسيوني ميكروبي ، كه برابر است با

=  9/6  2/0ميكرون از سوسپانسيون را به محيط تلقيح نموده ) محيطي كه داراي  10لوپ كاليبره با يك پي پت مدرج به مقدار 

PH   هفته نگهداري مي كنيم . 4-8باشد ( و براي مدت 

 M. scrofulaceurnو  kansansiiو. M.intracellularو  M.tuberculosisبراي تلقيح مي توان از سويه هاي 

 استفاده كرد.

 در بعضي موارد ممكن است به دليل عدم جدا شدن كلني ها از رقت هاي مختلف ميكروبي استفاده كرد.

 ml2/0سرم آلبومين گاوي و  الف( در مورد تلقيح مايكوباكتريوم ها ، تغييرات آنها را ابتدا در محلولي كه حاوي سه گرم در ليتر

به هم  vortexدقيقه با دستگاه  10عدد پرل شيشه اي سوسپانسيون را تهيه كرد و به مدت  8-12بوده و به همراه  80تويين 

ساعت به حال خود رها كرده و بعد محلول رويي را به شيشه استريل منتقل كرده و كدورت مورد  3و سپس به مدت مي زنيم 

ماه در فريزر نگهداري  6ماك فارلند تنظيم كرده و آن را در فريزر قرار دهيد ) اين سوسپانسيون را مي توان تا  5/0لزوم را با 

 كرد(.

بوده به علاوه براي كنترل كيفي از سويه هاي ذكر   PH=  9/6همان طوري كه در بالا شاره شد بايد داراي   L Jب( محيط 

 شده استفاده كرد.

 ا را تحت شرايط مناسب كه براي آن محيط پيشنهاد شده انكوبه مي كنيم .ج( تمامي كشت ه

 يادداشت مي كنيم . O.Cد( نتايج حاصله را در دفتر 



دستورالعملي براي تاريخ انقضاي محيط هاي كشت كه چندان مطلوب نبوده تهيه مي كنيم ، چرا كه تاريخ انقضاي  

 محيط بستگي به فاكتورهاي متعددي دارد:

 دادن نامناسب به محيط كشت ؛ حرارت -

 قرار گرفتن محيط كشت در مقابل نور؛ -

 محكم نبودن درب لوله هاي كشت ؛ -

 نگهداري محيط در جاي نامناسب. -

 

 از كيفيت ، و تست كنترل كيفي خارجي  نكنترل كيفي ، اطمينا

Quality control, quality assurance and Proficiency Testing 

 Quality improvementبهبود كيفيت يا 

براي بهبود كيفيت بايد اجزاي يك آزمايشگاه سل به وطور مستمر مورد تجزيه و تحليل قرار گيرند تا از نظر قابل اعتماد بودن 

و استفاده مطلوب تر ارتقاء كيفيت يابند. بهترين و موثرترين راه براي منظور  (Efficiency)و افزايش بازدهي كار   (Reliability)اجزا

 وق ، پيش بيني مشكلات و پيشگيري از وقوع آنهاست . بنابراين نبايد اجازه داد تا مشكلات به وقوع پيوسته و سپس درصد رفع آن برآيند.ف

 Qualityجمع آوري اطلاعات ، آناليز آنها و پيدا كردن راه حل براي مشكلات ، اجزاي اصلي در بالا بردن كيفيت كار يا  

improvement .مي باشند 

بايد به وسيله با تجربه ترين كاركنان فني آزمايشگاه انجام شود . فعاليت هايي كه سوپروايزر بايد  (supervision)نظارت  

 انجام دهد عبارتند از:

 مشاهده بهداشت عمومي آزمايشگاه و حفاظت و ايمني كاركنان در حين كار، -

 سايل كار.بررسي استاندارهاي مورد استفاده در روشهاي آزمايشگاهي و و -

 بررسي ثبت گزارشات مربوط به مراقبت و نگهداري وسايل و اينكه سرويس هاي لازم به موقع صورت گرفته باشد . -

ارزشيابي نمونه هاي نامطلوب از جمله ظروفي كه نشت داده و يا شكسته شده اند . اگر مركز به خصوصي از نظر ارسال  -

 د.نمونه مشكل داشته باشد بايد به آنها تذكر دا

بررسي رنگه و معرفها و محيطهاي كشت از نظر مشخص بودن اطلاعات مربوط به تاريخ تهيه و انقضاي آنها و اينكه  -

 تاريخ مصرف مواد نگذشته باشتد.

 بررسي براي حصول اطمينان از مصرف كنترل هاي مثبت و منفي در آزمايشهاي ميكروسكپ ، كشت و روشهاي شناسايي. -

 ونه هاي مثبت از نظر اسمير ، كشت و ميزان انحراف آنها از حد معمول به شرح زير:آناليز نمودن ماهانه نم

 الف( جمع آوي و انتخاب اسلايدهاي مثبت و منفي براي بررسي مجدد.

 ب( روش جمع آوري لام ها به اين ترتيب است كه :

  10د. در مرحله بعدي م ، تمام مثبتها به ترتيبي كه تشخيص داده شده ، انتخاب مي گردلانمونه  100از% 

 درميان ) دهمين اسلايد منفي ( انتخاب مي كنند . 10اسلايدهاي منفي را به صورت 



  را به مدت دوماه نگهداري مي كنند در صورتي كه  آزمايشگاه ناظر تمام اسلايدها(Supervising 

Laboratory) نتخاب تعداد لام براي بررسي ، تقاضا نمايد ، بايد تمامي اسلايدها را در اختيار آنان گذاشت . ا

بستگي به آزمايشگاه داشته و درحين بازديد آنها تعيين مي گدرد . نكته خيلي مهم ، نگهداري اسلايدهاي 

 است . زيرا موارد منفي كاذب در مورد آنها ممكن است اتفاق بيفتد.  follow upمربوط به بررسي هاي 

 ه در ماه.ج( ارزشيابي نسبت آلودگي نمونه هاي كشت شد

 كنترل كيفي را در موارد زير به كار مي برند:

 نظم و ترتيب آزمايشگاه، -

 وسايل، -

 جمع آوري و ارسال نمونه ها ، -

 جابجايي نمونه ها و كار با آنها ، -

 معرفها و محيطهاي كشت ، -

 روشهاي كشت، -

 گزارش نتايج. -

 ز اهميت است :ئبراي موفقيت در امر كنترل كيفي فاكتورهاي زير حا

 كارگيري پرسنل آموزش ديده ، علاقمند و مسئوليت پذير ،به  -

 اشتياق به قبول و تصديق اشتباهات -

 (effective Communication)ارتباط موثر در بين پرسنل  -

 

 نظم آزمايشگاه و اداره آن 

د با نظم منطقي براي بايد از بسته بودن دائمي درهاي آزمايشگاه اطمينان حاصل نمود. فضاي كار، وسايل ، مواد موردنياز باي

 استفاده صحيح در حين كار چيده شوند و هم چنين فضاي كار بايد عاري از غبار باشد .

 ميزكار حداقل يك بار در روز بايد به وسيله ماده ضدعفوني كننده موثر پاك شود .

اه به عنوان رفرانس در دسترسي هر روشي كه در آزمايشگاه مورد استفاده قرار مي گيرد بايد دقيقا نوشته شود و در آزمايشگ

كاركنان باشد. هر گونه تغييري در اين خصوص بايد توسط سوپروايزر با ذكر تاريخ درج شود) روشهاي آزمايشگاهي روتين بايد از 

 رفرانس معتبر استخراج گرديده باشد(.

 

 وسايل آزمايشگاهي 

 يي لازم را طبق ادعاي سازنده از خود نشان بدهند.وسايل بايد مطابق با مشخصات ذكر شده توسط سازنده بوده و كارا



 راهنماي كتبي استفاده از وسايل بايد در يك فايل نگهداري شود .

 زمان سرويس و گزارش مربوطه به آن با ذكر تاريخ در مورد همه وسايل بايد ثبت شود.

 طمينان حاصل شود.وسايل بايد به طور منظم تحت نظارت قرار داشته باشند تا از دقيق بودن آنها ا

 

 كنترل وسايل 

 ماه يك بار بررسي شود. 6موتور و قطعات سانتريفوژ بايد هر  سانتريفوژ: 

درجه حرارت به صورت روزانه و ترجيحا ٌ صبحها كنترل و ثبت شود. دما را در  درجه سانتي گراد:  37-35گرمخانه 

ا ترمومتر در دروني يك بشر حاوي آب انجام دهيد. پس از مرحله چندين نقطه انكوباتور كنترل كنيد. اين كار را با گذاشتن ي

 محيط سازي درون آن را تميز كنيد .

 دماي دستگاه را روزانه كنترل كرده و ماهانه آن را تميز كنيد. يخچال : 

وف شيشه وسايل ترك خورده و شكسته را دور بريزيد. ظروف شيشه اي بايد عاري از دترجنت باشند .ظروسايل شيشه اي : 

 اي استريل را بيش از سه هفته قبل از مصرف نگهداري نكنيد.

نمونه ها و فرم تقاضاي آزمايش : آزمايش را فقط براساس تقاضاي كتبي فرد صلاحيت دار انجام داده و از پذيرش  

 تقاضاي شفاهي براي آزمايش خودداري كنيد .

 فرم مربوط به نمونه بايد جداي از ظرف نمونه باشد.

بت به پر كردن كامل فرم هاي تقاضاي آزمايش تاكيد كنيد . ضمنا ٌ مشخصات و شماره بايد به صورت دقيق در نس 

 روي ظروف نمونه ثبت شود. نمون هايي كه صاحبان آنها مشخص نيستند ، قبول نكرده و آزمايش نكنيد.

يد . در صورتيكه جواب چنين نمونه اي منفي اگر خلط شبيه به بزاق است موضوع را يادداشت كنكيفيت خلط را بررسي كنيد .

 باشد ، بايد در گزارش ذكر شود كه نمونه شبيه به بزاق بوده است.

تاريخ ورود نمونه را با آزمايشگاه درج كرده و اگر تاخير در رسيدن نمونه به آزمايشگاه وجود داشت ، آن را گزارش كنيد . اين 

 حائز اهميت است.موضوع در مواردي كه جواب منفي مي گردد، 

 

 معرف ها و محلول هاي رنگ آميزي 

 تمام ظروف رنگها و معرف ها از تاريخ ورود به آزمايشاه بايد وضعيت آنها مشخص باشد .

ماه  6اگر ماده اي نامرغوب بوده و جواب نمي دهد بايد مشكل ذكر شده و آن را فورا از دسترس خارج كرد. ذخيره مواد بايد به 

 از انقضاي مهلت مصرف جلوگيري شود. محدود گردد تا



 هضم و آلوده زدايي 

 نمونه هاي خلط را براساس ظرفيت لوله هاي سانتريفوژ آلوده زدايي كنيد.

نشانه شديد  %2درصد است . آلودگي كمتر از  2-5يك ركورد ماهانه از درصد نمونه هاي باليني تهيه كنيد . محدوده قابل قبول 

ده و به اين مفهوم است كه باسيل هاي سل هم به مقدار زيادي كشته شده اند. اگر نمونه ها دير به بودن ماده آلوده زدا بو

باشد ، بايد اطمينان حاصل كنيد كه ميزان  %5مي شود. اگر ميزان آلودگي بيش از  %5آزمايشگاه برسند ، ميزان آلودگي بيشتر از 

ضم ناقص خلط سبب مي شود كه آلوده زدايي به صورت كامل در حد قابل قبولي بوده است . ه (Digestion)هضم خلط 

 انجام نشود . محتويات لوله سانتريفوژ را به خوبي مخلوط كنيد تا از آلوده زدايي سطوح داخلي اطمينان حاصل شود.

 

 محيطهاي كشت 

. محيط هايي كه تغيير رنگ  از تخم مرع تازه استفاده كنيد . درجه حرارت انعقاد را در محيطهاي حاوي تخم مرغ كنترل كنيد

 داده اند يا داخل آنها حباب تشكيل شده است ، دور بريزيد.

 ساعت در گرمخانه بگذاريد تا از استريل بودن انها مطمئن شويد . 24محيط هاي تهيه شده را به مدت 

 ل قبول است.ماه قاب 3تمام محيط هاي تهيه شده را در تاريكي و در يخچال بگذاريد مدت زمان نگهداري تا 

 روش كشت

جلوگيري كنيد . براي اين منظور براي هر نمونه از  (Cross Contamination)از وقوع آلودگيهاي به صورت متقاطع  

 پيپت هاي مجزا با لوپ جداگانه و از تكنيك هاي آسپتيك استفاده كنيد.

 

 كنترل كيفي آب 

كدر يا كثيف به نظر رسيد ، اسيد فست در هر ماه كنترل كنيد . اگر آب آب مقطر و آب شير را از نظر آلوده بودن به باسيل هاي  

ميلي ليتر را در چند لوله سانتريفوژ نموده و از رسوب آن گسترش تهيه شود. راه ديگري اين است كه يك ليتر آب را  200-250

ده و سپس فسلتر را به قطعات ميكرومتر است عبور دا  22/0كه اندازه منافذ آن  (filter Membrane)از فيلتر غشايي 

 بگذاريد. (L J)كوچك خرد نموده و آن را در سطح محيط  

 

 فصل دهم

 ايمني در آزمايشگاه

عفونت هايي كه در حين انجام آزمايش ، افراد آزمايشگاهي را گرفتار مي سازند ، از ديرباز شناخته شده اند . مطالعات نشان داده شات ، 

برابر بيشتر از ساير كاركنان امور دفتري و اجرايي در همان موسسه است . مايكو  5-3ن آزمايشگاه سل ، خطر ابتلا به سل در كاركنا



ماه است . ساير مايكو باكتريومهاي بالقوه بيماري زا نيز نسبت  6-18باكتريوم توبركلوزيس بيماري مزمني را توليد كرده كه طول درمان آن 

مشكل مواجه ساخته اند . ضد سل مقاومت بسيار بالايي نشان داده اند و اقدامات درماني را با  به مواد ضد ميكروبي از جمله داروهاي

ه راههاي انتقال سل به كاركنان آزمايشگاه از طريق استنشاق و نيز از طريق آسيب و جراحات ، مانند بريدگي و يا ساير راهها است . با توج

 زمايشگاههاي سل از اهميت ويژه اي برخوردار است به اين خطرات ، اقدامات مربوط به ايمني در آ

شروع شود . اگر موسسه به قدر كافي بزرگ باشد بايد   (Administrative)اقدامات مربوط به ايمني بايد از سطح اجرايي  

جرايي موسسه د ر مقابل دفتري در ارتباط با حفاظت و ايمني وجود داشته   و از حمايت مسئولين موسسه برخوردار باشد . مسئوليت كادر ا

 :كاركنان از نظر ايمني به شرح زير است 

 .(Monitoring)كاركنان بخش سل بايد از نظر اصول بهداشتي تحت مراقبت پزشي قرار داشته باشند  .1

 آموزشهاي صحيح آزمايشگاهي براي كاركنان فراهم شود. .2

 كاركنان بايد از خطرات آزمايش با مواد عفوني مطلع شوند. .3

 كاركنان براي مقابله با حوادث در حين كار و تامين امكانات لازم .آموزش  .4

 ن وسايل ايمني براي كاركنان آزمايشگاه.در اختيار گذاشت .5

 شاغل در آزمايشگاه در قبال استفاده صحيح از وسايل ايمني و ساير وظايف محوله بايد مسئوليت مشخص شده در آزمايشگاه را بپذيرد. دفر

آزمايشگاه مايكوباكتريولوژي مربوط به ايجاد آئروسل حاوي باسيل اسيد فست است كه اغلب از نظر دور مانده و نا شناخته بيشتر عفونتها در 

 باقي مي ماند . مطالعات نشاد داده است كه فعاليتهاي زير منجر به ايجاد آئروسل مي شود:

 ر؛انتقال كشت مايع و يا مايع رويي پس از انجام سانتريفوژ به ظرف ديگ .1

 استفاده از پيپتورهاي با حجم ثابت ؛ .2

 بهم زدن سوسپانسيون ميكروبي با پيپت در زمان تلقيح ؛ .3

 ؛(Belender)استفاده از دستگاه مخلوط كن با سرعت زياد  .4

 افتادن لوله يا ظروف حاوي محيط كشت بر روي زمين ؛ .5

 شكستن لوله ها در حين سانتريفوژ؛ .6

 روي سطح ميز كار يا سطوح سخت . چكيدن سوسپانسيون ميكروبي از پيپت در .7

 

اگرچه ريه ها راه عمده ابتلا به عفونت سل مي باشند ولي طرق غير معمول نيز مانند سر سوزن ، اجرام  نوك تيز مانند : تكه شيشه 

وسايل كار در هاي خرد شده ، و يا نفوذ ميكروب از طريق خراشها يا برش هاي جلدي نيز مي توانند سبب ابتلا شوند . تمام سطوح و 

از جمله هود ايمني بايد بالقوه عفونت زا تلقي گرديده و بايد به  طور مرتب با وسيله مناسب تميز  (Isolation room)اتاق كشت 

 بسته به نوع وسيله استفاده كرد.  UVشوند . براي اين منظور مي توان از يك ماده ضد عفوني كنند ، اتوكلاو و يا اشعه  

 

 از ايجاد آئروسل  راههاي جلوكيري



در مورد استفاده از هود ايمني براي جلوجگيري از ايجاد آئروسل و محل نصب آن در آزمايشگاه قبلا ٌ صحبت شده است ) بخش دوم  

( بايد مسير جريان هوا در آزمايشگاه به گونه اي باشد كه سيستم تهويه به صورت يك طرفه عمل كرده ؛ به طوري كه هوا در 

نبوده و از منطقه تميز به طرف قسمت كمتر تميز در حركت باشد . به اين ترتيب  هوا از قسمت راهرو يا  )Circulation (چرخش 

كريدور آزمايشگاه به طرف محوطه عمومي آن حركت كرده و سپس از اين ناحيه به طرف اتاق كشت رفته و در مسير خود به هود 

 ني وارد شده و به اتاق باز نمي گردد.ايم

 وسايل 

نگهداري و تعميرات عادي وسايل آزمايشگاه سل بايد با نظارت دقيق انجام شود . بازرسي وسايل اتاق كشت ، رسويس نمودن و تميز 

اري از اتاق كشت به خارج كردن آنها بايد با نظارت فرد با تجربه اي انجام شود . اگر در نظر است كه وسيله اي براي تعمير يا نگهد

 آزمايشگاه منتقل شود بايد سطوح آن را با ماده اي مناسب ضد عفوني كرد.از

 UVلامپ 

نانومتر از خود ساطع مي كنند كه براي آلود زدايي سطوح ) پس از اتمام كار در درون هود  254اشعه اي با طول موج   UVلامپهاي  

داخل هود را حداقل به مدت يك  UVموجود در هوا موثر است . پس از خاتمه كار ، لامپ ايمني ( و يا وجود ميكرو ارگانيسم هاي 

تاچيز بوده و اگر سطح آن به وسيله موادي همچون غبار و مواد روغي پوشيده شده  UVساعت روشن بگذاريد . قدرت نفوذ لامپ 

 كل تميز شود.للامپ به وسيله پارچه آغشته به ا. حداقل هر ماه يك بار بايد سطح باشد اثر ميكروب كشي آن از بين مي رود

 مواد ضد عفوني كننده

قدرت كشندگي يك ماده ضد عفوني كننده به عواملي همچون جمعيت ارگانيسم مورد هدف ، غلظت ماده مورد استفاده ، مدت زمان 

د ضد عفوني كننده مناسب شامل تركيبات تماس با جرم آلوده و حضور مواد آلي در آن بستگي دارد. براي از بين بردن باسيل سل موا

 حاوي فنل ، هيپو كلريد ، الكل ها ، فرمالدئيد ، يدوفور، و يا گلوتارآلدئيد مي باشند . اين ضد عفوني كننده ها را بر اساس نوع موادي

، ممكن است تاثيري بر باسيل  كه بايد آلوده زدايي شوند ، انتخاب مي كنند . تركيباتي كه بر عليه ساير ارگانيسم ها موثر مي باشند

 سل نداشته باشند . مثلا ٌ تركيبات آمونيم چهارتايي با غلظت هاي توصيه شده بر روي باسيل سل ، بي تاثير مي باشند.

عفوني كننده را بايد همه روزه به صورت تازه تهيه كرد و پس از تهيه محلول رقيق شده نمي توان آن را ذخيره كرد ، محلولهاي ضد 

 را غير فعال مي شوند . ضد عفوني كننده هاي رايج در آزمايشگاه سل ذيلا ٌ به اختصار ذكر مي شوند:زي

 فنل 

دقيقه در نظر  30تا  15به كار برده و زمان تماس با اجرام آلوده را بسته به نوع و حجم اجرام آلوده بايد  %5تا  2فنل را بايد با غلظت 

 ي پوشاندن سطوح كاري مفيد است . اين مسئله از پخش آئروسل جلوگيري مي كند.گرفت . كاغذ كار آغشته به فنل برا

 هيپو كلريت  

دقيقه به كار برد ؛ زمان و غلظت ماده بستگي به حجم اجرام آلوده دارد.  30تا  15به مدت  %5تا  1هيپو كلريت را بايد با غلظت 

ركيبات آلي مفيد است ، زير از قدرت هضم كنندگي خوبي برخوردا براي ضد عفوني كرد اجرام آغشته به ت %5محلول هيپو كلزيت 

 است . 

file://///circulation


 گلوتارالدئيد 

گلوتاراالدئيد نيازي به رقيق كردن ندارد ولي به فعال كننده نياز دارد و معمولا شركت سازنده ، آن را همراه محلول عرضه مي نمايد . 

ه فعال كنند ه آن يك تريب بي كربناتي است . گلوتارالدئيد براي ضد عرضه مي شود ؛ در حالي ك %2گلوتارالدئيد به صورت محلول 

عفوني كردن سطوح ميز كار و وسايل شيشه اي مناسب است . محلول فعال شده را بايد ظرف دو هفته مصرف كرده و در صورت 

 كدورت آن را حذف كرد 

 

 الكلها 

اك كردن لوپ( و يا آلوده زدايي سطوح كار مورد استفاده قرار مي دهند . يا پراپانول را در مخلوط با شن ) براي پ %70معمولا اتانول 

ا را ضمنا ٌ براي ايجاد تعادل لوله در سانتريفوژ نيز از يك لوله حاوي اتانول استفاده مي شود . وقتي كه دستها آلوده مي شوند ، ابتدا آنه

 سيار موثري است.مي شويند و سپس با صابون تميز مي كنند ؛ كه روش ب %70با الكل 

 

 لباسهاي حفاظت كننده 

و مكانيكي در آن ممكن است ، روي دهد ، پوششها ي حفاظت كننده به  چون هود ايمني صددرصد موثر نبوده و نقايص فيزيكي 

خصوص ماسك به حفاظت بيشتر پرسنل كمك مي كند. در صورت استفاده از ماسك اين پوشش بايد قادر به فيلتر نمودن بيش از 

ميكرومتر باشد. هم چنين گانهاي جراحي بيمارستان براي آزمايشگاه سل مفيد است و تمام پوشش هاي  1تا  5/0اجرام با قطر  90%

 محافظت كننده مانند گان را بايد قبل از شستشو اتو كلاو كرد.

 نظارت بهداشتي پرسنل آزمايشگاه سل

و  PPDاز نظر فيزيك و ذهني سالم باشند . كليه پرسنل جديد بايد از نظر  پرسنل آزمايشگاه بايد به دقت انتخاب شوند . آنها بايد

 راديگرافي سينه مورد آزمايش قرار گرفته و با در نظر گرفته مسائل ايمني تحت آموزش قرار بگيرند.

 حوادث 

ادث حين كار اجتناب ناپذيرند نكات مربوط به ايمني در آزمايشگاه در اثر تجاربي است كه در حوادث مختلف به دست آمده است . حو 

ولي براي مقابله آن بايد از ميزان جدي بودن و چگونگي خنثي سازي آنها مطلع بود. نحوه مقابله با اين حوادث بستگي به كيفيت 

ت از جريان هوا در آزمايشگاه دارد . درسيستم عبور يك طرفه ، هواي تازه ار محل غير آلوده به سمت هود جريان يافته و در نهاي

( ايجاد آئروسل 1. حوادث كه در اينگونه آزمايشگاههاي اتفاق مي افتد به دو دسته تقسيم مي شوند : طريق فيلتر هپا تصفيه مي شود 

 ( ايجاد انبوه ذرات آئروسل .2كم  

، افتادن يك پليت  از حوادثي كه در طي آن آئروسل به ميزان كم توليد مي شود مي توان به افتادن يك لوله حاوي كشت محيط جامد

حاوي كشت و يا نشت محتويات نمونه خلط اشاره كرد. در چنين مواردي محيط جامد يا موكوس غليظ نمونه خلط در ايجاد ذرات 

 آئروسل محدوديت ايجاد مي كنند . دراينگونه موارد بايد اقدامات زير را به  ترتيب رعايت كرد:



از ايجاد آئروسل بيشتر جلوگيري شود . براي اين كار مي توان از حوله كاغذي و يا فورا سطح منطقه آلوده شده را بپوشانيد تا  -1

 حتي از روپوش آزمايشگاه استفاده كرد.

 منطقه پوشانده شده را با يك ماده ضد عفوني كننده مناسب خيس و مرطوب كنيد. -2

 ئروسل را داشته باشد.ساعت ترك كنيد ت جريا هوا فرصت كافي براي تخليه بخش عمده آ 2اتاق را به مدت  -3

 لباس حفاظت كننده را پوشيده ، به اتاق وارد شده و منطقه آلوده را به كلي پاك كنيد . -4

آنجه را كه پس از تميز كردن منطقه آلوده برداشته مي شود ) مانند بقاياي لوله شكسته ، پليت و يا پارچه ( در ظرف مناسب  -5

 گذارده و آن را اتوكلاو كنيد 

 مانند كف آزمايشگاه ( را با ماده مناسب ضد عفوني كننده ، تميز كنيد. سطح مربوطه ) -6

 حادثه با كشت مايع

 8د رصورت  شكستن يك لوله يا يك ظرف حاوي كشت مايع مقادير بسيار زيادي آئروسل ايجاد مي شود . دراني حالت ممكن است تا    

 وقوع چنين حادثه اي بايد اقدامات زير انجام شود: باسيل در هر ميلي متر مكعب در محيط آزاد شوند . درصورت 10

 بلافاصله اتاق را ترك كنيد ، زيرا خطر آئروسل هاي ايجاد شده به مراتب بيشتر از آن است كه فقط سطح محيط را بپوشاند .1

در   Droplet nucleiساعت به اتاق آلوده باز نگرديد. اين مسئله به دقيق شدن مقدار  4هود را روشن گذارده و براي حداقل  .2

 اتاق كمك مي كند . همچنين عبور هواي آلوده از مسير فيلتر هود مانع از سرايت آلودگي به مناطق خارج از آزمايشگاه مي شود.

ساعت ، اتاق حادثه ديده و يا اتاقها را با گاز فرمالدئيد ضد عفوني كنيد . اين كار را نمي  4در صورت امكان ، پس از سپري شدن  .3

 مكانهايي كه امكان نشت گاز فرمالين وجود دارد انجام داد.توان در 

 طرز ضد عفوني كردن آزمايشگاه با فرمالدئيد

 در اغلب آزمايشگاهها در دسترس است روش زير ذكر مس شود: % 40تا  36چون فرمالدئيد 

در روي شيارهاي خروجي هوا انجام  تمام منافذ خروجي اتاق را مسدود كنيد . اين كار را مي توان با چسباندن كيسه هاي زباله .1

 مسدود كنيد.داد. همين طور اطراف چهار چوب درها و ساير منافذ را كه امكان نشت فرمالين وجود دارد ،

 بالا برد ت از ميزان تاثير فرمالدئيد اطمينان حاصل كرد. % 70رطوبت نسبي اتاق را بايد تا 

كرده ، روي اجاق برقي بگذاريد تا بجوشد. به ازاي هر فوت مكعب فضاي اتاق  مقدار فرمالين مورد نياز آزمايشگاه را محاسبه .2

  x 12 x10 10فوت مكعب ( . مثلا يك اتاق با فضاي  3/35يك ميلي ليتر فرمالين لازم است ) هر متر مكعب برابر اسب با 

در اين اتاق بايد  %70ي ايجاد رطوبت ميلي ليتر فرمالين نياز دارد . برا 1200فوت مكعب مي گردد به  1200فوت كه حجم آن 

 ميلي ليتر آب به ازاي هر مترمكعب فضاي اتاق ( 4/18آب نير همزمان با فرمالين تبخير شود )ميلي ليتر  439

 احتياط

ظر ايمني در خطر انفجار دارد . مقادير ذكر شده در اين مبحث از ن %8هركز از مقادير بيش از حد مجاز استفاده نكنيد ، زيرا غلظت بيش از 

 حدود قابل قبول است .

ساعت ) ترجيحا ٌ يك شب( صبر كرد تا فرمالين متصاعد شده در فضا باقي بماند . پي از آن  4پس از تبخير فرمالدئيد بايد  .3

محوطه  ماسك زده ، وارد اتاق شده و جلوي منافذ خروجي هوا را باز كنيد . جريان هوا را برقرار كرده تا تمامي گاز فرمالدئيد از

 خارج شود .



 آن را تميز كنيد . %10اگر بقاياي پودر سفيد رنگي در روي سطح باقي مانده بود با هيدروكسيد آمونيوم 

 تذكر: 

گاز فرمالين قادر است داخل لوله هاي محيط كشت شود . بنابراين ؛ درمحلي كه انكوباتورهاي محيط كشت وجود دارد بايستي دقت 

 فرمالين محافظت شوند.شود ، كشت ها زا تاثير 

 نكاتي كه در حين كار بايد رعايت شود 

علاوه بر استفاده از گانهاي جراحي ، هميشه از دستكشهاي محافظ استفاده كنيد . اگر در حين كار دستكشها سوراخ و يا آلوده  .1

 ديد استفاده كنيد .شدند آنها را با احتياط از دست در آورده ،سپس دستها را بلافاصله شسته و ازيك جفت دستكش ج

هرگز در خارج از هود ايمني كشت و يا كليه آزمايشات مربوط به باسيل سل را انجام ندهيد. از اقداماتي كه منجر به ايجاد  .2

 آئروسل مي شوند ) حتي در داخل هود ( بايد اكيدا خودداري كنيد .

 ها را بشوييد.بلافاصله پس از پايان كار و هم چنين قبل از ترك آزمايشگاه حتما دست .3

 از پيپت هاي مكانيكي استفاده كيند و هركز از دهان براي اين منظور استفاده نشود.براي كشيدن مايعات  .4

 گار كشيدن در آزمايشگاه ممنوع است يخوردن ، آشاميدن ، س .5

 آزمايشگاه بايد هميشه تميز نگهداري شده و سطوح كار را با ماده ضدعفوني كننده هر روز پاك كنيد . .6

. در صورت ضروري ز استفاده وسايل همچون سرنگ ، سوزن ، اسكالپل ، و ساير وسايل مشابه حتي المقدور بايد پرهيز كرد ا .7

 بودن استفاده اين وسايل ، بايد با احتياط از آنها استفاد كرد تا منجر به حادثه نشود.

ذكر صفت لازم بر روي ظرف( انداخت تا منجر به  اجسام نوك تيز و برنده مثل سوزن را بايد درون ظرف مخصوص درب دار ) با .8

 آسيب در هنگام جابه جايي نشود.

 هنگام كار در آزمايشگاه بويژه در اتاق كشت بايد درها بسته باشند تا سيستم عبوردهي هوا دچار اختلال نشود. .9

 منظور استفاده نكنيد.هميشه براي جمع آوري وسايل شكسته از پنس استفاده كنيد و هرگز از دستان خود براي اين  .10

 قبل ا ز دور ريختن كشت ها و ساير مواد زايد آلوده ، آنها را اتوكلاو كنيد . .11

 

 

 


