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آزمایشگاه میکروب پایه

دانشگاه اصفهان

، دانشکده علوم و فناوری های زیس تی، گروه زیست ش ناسی سلولی مولکولی و میکروبیولوژی

آ زمایشگاه میکروبیولوژی



مقدمه

یپلحاویخارجیلزجلایهبامنفی،گرمچهومثبتگرمچه،باکتریهاازبسیاری•
.گویند(EPS)سلولیخارجپلیمریکموادآنبهکهشوندمیاحاطهساکارید

لولسبهوباشیمواضحومشخصحدوددارایومتراکمبصورتلایهاینترکیباگر•
نشود،جداسلولازآبدرشدنسوسپانسیوناثردروبودهمتصلمحکمیبطور

مذکورمادهاگروگفتهکپسولآنبهندهد،راهبخودراچینمرکبذراتهمینطور
خودبهارچینمرکبوشدهدفرمهراحتیبهوباشدمتصلسستبصورت،نبودهمتراکم

.شوندمینامیدهslime layersیامخاطیلایهشوند،دیدهسختبسیارودهندراه
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شتکمحیطبهکپسولاندازه.نیستیکسانهاگونهدرکپسولچسبندگیوضخامت•
کنندهیدتولهایباکتریبیندرزا،بیماریهایباکتریهمچنینوداردبستگیمیکروبی
آبدرکهاستساکاریدپلیازکپسولاینجنس.دارندبزرگتریهایکپسولکپسول،
.استیونیغیرومحلول

محیطوباکتریبیناسمزیسدیکعنوانبهکپسول:هاباکتریدرکپسولکاربرد•
خواریبیگانهعملازمانعکپسول.داردحفاظتینقشواقعدروکندمیعملآناطراف
مهزائدمواددفعیاغذاییموادذخیرهمخزنبعنوانهمچنینشودمیسفیدهایگلبول

.کندعملتواندمی

ارزاییعفونتوزاییبیماریشدتکپسولوجودزا،بیماریهایباکتریازتعدادیدر•
.باشدهداشتبستگیکپسولوجودبهزاییبیماریاینحتیاستوممکندهدمیافزایش

اینبرودبینازباکتریدرکپسولتولیدتواناییاگرپنومونیااسترپتوکوکوسدرنمونهبرای
.شودمیزابیماریغیرباکتری
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اویحتواندمیامااستساکاریدیپلیموارداکثردرکپسولجنس•
.باشدهمآمینهاپلیالکلهایاپلی

اسیلوسب،آنتراسیسباسیلوسمثلباکتریهاییدرکپسولمثلا•
۔دازلیمریپوبودهپپتیدیپلیسوبتیلیسباسیلوسومگاتریوم

.باشدمیاسیدگلوتامیک

روبهامیکبندیطبقهوتشخیصبرایعاملیعنوانبهکپسولاز•
.استسرولوژیویژگیهایمسئولوشودمیاستفاده
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شاندرخمرطوب،غالباقند،حاویجامدمحیطهایرویبرکپسولمولدباکتریهایکلنی•
.شودمیدیدهلزجو

،کشتطمحیترکیبنظیرمختلفیعواملولیاستژنتیکیصفتیککپسولایجاد•
.دهندمیرقراتاثیرتحتراکپسولاندازهوتشکیلباکتری،رشدمرحلهوکشتشرایط
درپسولکباکتریازخاصسویهیکبرایوداردمحیطبهبستگیکپسولیموادسنتز
دهزنبرایولینیستضروریآزمایشگاهیمحیطدرآنوجود.باشدنمیلازمزمانهاهمه

.باشدمیحیاتیآنوجود،میزباندربیماریزایییامحیطدرماندن

ازجخروهنگاموپاتولوژیکهاینمونهدررامیکروباگربیماریزا،باکتریهایمورددر•
تکشاثردرولیاست،ترمشخصبسیارکپسولدهیمقرارآزمایشموردحیوانبدن
.میشودناپدیدکمکممصنوعی،محیطهایرویبرمتوالیهای

برایآگارفسفاتتریپتوزومیلکلیتموسمثلمخصوصیمحیطهایآزمایشگاه،در•
.شودمیاستفادهکپسولدارباکتریهایرشدازحمایت
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درح،سطوبهارگانیسمهامیکروچسبیدندرسلولیخارجپلیمریهایلایهاین•
درهنتیجدرآن،ازفرارومیزبانایمنیسیستمتوسطشناساییازگیریجلو

بواسطهدنشکشتهیاوفاگوسیتوزازراسلولهاویرولانس،عاملبعنوان)بیماریزایی
یم،آبزیادمقدارجذببعلتبعلاوه.دارندنقش(کنندمیمحافظتکمپلمان

درمقاومتدرنقشیوکردهمحافظتمحیطیسختشرایطدرباکتریازتوانند
.دارندتشنگیبرابر

ازیشبحاوی)هستندهیدراتهشدتبهکپسولیساکاریدهایپلیآنجاییکهاز•
ریختنهمبهموجبتواندمیآمیزیرنگدرحرارتباکردنفیکس.(آب۹۵٪
.شودآنشدنکوچکوشکل
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قرارولیکپسژنهایآنتیضدبربادیهاییآنتیمجاورتدرباکتریها،روشهاازبعضیدر•
.شوددیدهترراحتوشدهبزرگترکپسولتاگیرندمی

آنهابهسادهرنگهای،یونیغیرطبیعتاینبدلیلهستند،بارفاقدکپسولهاآنجاییکهاز•
ودکنمیرنگرازمینهوباکتری،کپسولآمیزیرنگروشهایاکثروچسبندنمی

روشکی.شودمیمشاهدهاستگرفتهبردرراباکتریکهشفافیالههبصورتکپسول
.استگروزینینیاچینمرکبازاستفادهسادهخیلی

اجازهوردهکرنگرازمینهبنابراینوکندنفوذکپسولهایلایهبهتوانندنمیرنگهااین•
باتوانندمیکپسولها.(منفیآمیزیرنگ)دهدمیراکپسولشدنمشاهدهقابل

تکنیکهایفمختلانواعوکنتراستفازمیکروسکوپالکترونی،میکروسکوپمثلروشهایی
.شوندمشاهدهدارند،وجودکهآمیزیرنگ
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رنگ آمیزی کپسول

.رود میکار بههاباکتریکپسولمشاهدهبرایاختصاصیآمیزیرنگ•
لسلووقتیچوناستآنبودنسلول،یونییکگیریرنگشرطآمیزیرنگعملدر•

 یونیزهاجزایوسلولسطحیونیزهنواحیبینآمیزیرنگهنگامباشدداشتهیونیحالت
لولسسطحدرموجودمخالفبارهایبیننتیجهدر.آیدمیبوجودپیوندرنگهایمولکول

.گیرد میرنگباکتریوشودمی تشکیلیونیپیوندرنگهایمولکولو
زیردرآندیدنبرایوگیرد نمیرنگآنبودنیونیغیرعلتبهکپسولچوناما•

 بیبصورتباکتریکپسولدیدنامکانشود، میآمیزیرنگباکتری زمینهمیکروسکوپ
.شود میفراهمرنگ

.نامند میمنفیآمیزیرنگراروشاین•
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رنگ آمیزی منفی

دروشدهبرداشتنظرموردباکتریکلنیازسلولتعدادیآمیزیرنگایندر•
باریدیگلامباسپسوشودمیمخلوطلامرویچینمرکبیانیگروزینرنگ
بهاوللامانتهاییکازگیردمیقراراوللامرویگرادسانتیدرجه4۵زاویه

خشکهوامجاورتدررااوللامسپس.شودمیکشیدهلامدیگرانتهایسمت
.شودمیآمادهبعدیمرحلهبرایوکرده

درونچ.شودنمیاستفادهگرماازگسترهتثبیتبرایآمیزیرنگروشایندر•
.شودمیخارجخودطبیعی  شکلازکپسولداخلدرباکتریگرما،اثر
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مواد و وسایل مورد نیاز

عدد2لام ➢

(فیلدوپلاتین)لوپ ➢

مرکب چینی➢

رنگ متیلن بلو➢

میکروسکوپ نوری معمولی➢

محیط کشت باکتری کپسول دار مانند استرپتوکوکوس پنومونیا➢
15



روش کار

آن اضافه مقدار کمی از کشت باکتری به( نوک آنس)روی یک لام تمیز مقداری رنگ مرکب چین بریزید و با لوپ •
و مخلوط

.کنید تا سوسپانسیون به آرامی و به طور یکنواخت پخش شود•

.مانند روش رنگ آمیزی منفی گسترش تهیه شده را در هوا خشک کنید•

.هیچ گاه نباید کاغذ خشک کن را روی لام کشید: یادآوری•

.رنگ اضافی را خالی کرده با آب مقطر شستشو دهید. دقیقه بپوشانید3سطح گستره را با متیلن بلو به مدت •

.نمونه را مشاهده نمایید x 100لام را خشک کرده و با میکروسکوپ نوری و عدسی •

.هم بزنید تا آرایش باکتری ها بهم نخوردبهنگام مخلوط کردن کشت با رنگ، آن را به آرام : نکته •
16
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رنگ آمیزی به روش هیس
:مواد و وسایل لازم 

%0/1کریستال ویوله •
، %20سولفات مس •
سرم انسان یا خرگوش•
ساعته باکتری روی اسکیم میلک24کشت •
لوپ•
پی پت پاستور•
لام•
تشتک•
پنبه الکلی•
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روش کار

یک با استفاده از لوپ استریل یک کلنی از باکتری ها را برداشته و روی-1•
ل شدن که به دلیل ویسکوزیته بالاتر نسبت به آب از ح)قطره از سرم انسان 

.واقع در لام تشکیل سوسپانسیون دهید( کپسول جلوگیری می کند

م دناتوره لام را خشک و سپس با شعله ی ملایم و سریع فیکس کنید تا سر-2•
نشود

ه و آتش لام را روی تشتک قرار دهید یک پنبه الکلی را با پنس نگه داشت-3•
ا کریستال ویوله بریزید تدقیقه 1مدت بزنید و زیر لام بگیرید و روی فروتی به 

رنگ توسط حرارت به درو باکتری نفوذ کند

-۵لام را شست شو دهید وصبر کنید تا خشک شود 20٪با سولفات مس -4•
و روغن امرسیون مشاهده 100و سپس با عدسی 10لام را با ابتدا با عدسی 

کنید
سهیلا عباسی: تهیه کننده  23



نتیجه

کپسول به صورت هاله ای به رنگ آبی روشن در اطراف باکتری ها که به رنگ بنفش-•
.هستند قابل مشاهده است

سهیلا عباسی: تهیه کننده  24
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