
(رمرنگ آمیزی گ)روشهای رنگ آمیزی باکتریها 

سهیلا عباسی: تهیه کننده 

دانشگاه اصفهان

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

میکروبیولوژی، آ زمایشگاه میکروبیولوژی



مقدمه

بهیدانمارکپزشکییکتوسطباراولینآمیزیرنگنوعاین
یکیوگردیدابداع۱۸۸۴سالدرگراهامکریستینهانسنام
این.استشناسیمیکروبدرها  آمیزیرنگمهمتریناز

یمآنواسطهبهکهاستافتراقیآمیزیرنگروشیکروش
منفیگرمومثبتگرماصلیدستهدوبهراها باکتریتوان

.کنیمتقسیم
ومفیدیاربسباکتریهاشناساییوتشخیصدربندیدستهاین

وسطتشدهبرداشتهقدماولینهمیشهتقریباواستکاربردی
روشایندر.باشدمیباکترییکشناساییدرمحققیک

وادتعد،مورفولوژیباکتریایی،گروهدودادنتمیزبرعلاوه
.استبررسیقابلنیزآنها(آرایش)گرفتنقرارنحوه
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رنگمناطقبصورتروشایندرهماسپورهاچونطرفیاز
ایندربارهنیزاطلاعاتیتوانمیشوند،میمشاهدهنگرفته
اوتتفاساسبرگرمآمیزیرنگ.کردکسبداخلیساختار

دواینریها،باکتسلولیدیوارهشیمیاییوفیزیکیخصوصیات
.دهدمیافتراقهمازرادسته

ازیمیضخشبکهازمثبت،گرمباکتریهایدرسلولیدیواره
تاسشدهتشکیل(سلولیپوشش%۹۰-%۵۰)گلیکانپپتدو

هحالیکدر.شودمیبنفشویولهکریستالرنگباکه
از٪۱۰)نازکتریپپتیدوگلیکانلایهمنفیگرمباکتریهای

نداشتعلتبهعوضدرباشند،میدارارا(سلولیپوشش
هابتمثگرمبهنسبتبیشتریلیپیدحاویخارجیغشای

.آیندمیدرقرمز–صورتیرنگبهآخردروبوده

سهیلا عباسی: تهیه کننده 

3



ویولهکریستال(CV)یونهایصورتبهآبیمحلولدر+CVو-Clمیدر
تریباکدستهدوهرسلولیغشاوسلولیدیوارهداخلبهبونهااین.آید
.کندمینفوذمنفیگرمومثبتگرم

یونهای+CVراسلولهاومیدهدواکنشمنفیباردارایسلولیاجزایبا
.کندمیبنفش

یدینیالوگلمحلول(I-or I3
CV+ یونهایبادندانهرنگیکعنوانبه(-

هایلایهدریدوویولهکریستالازبزرگیهایکمپلکسودادهواکنش
.کندمیایجادسلولخارجیوداخلی

الکلچونشود،میاضافهاستونیاالکلمثلرنگبرمادهیکهنگامیکه
،ساکاریدیلیپوپلیغشایهایچربیشدنحلباهاست،چربیحلال
ازکنپپتیدوگلیکانلابهوشودمیایجادسلولدیوارهدرریزیمنافذ

شستهویولهکریستال-یدکمپلکسوگرفتهقرارالکلمعرضدر   داخلی
.شودمی
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لکسکمپوشدهدهیدراتهاتانل،بامثبت،گرمسلولیکمقابل،در
میگیرانپپتیدوگلیکمتعددهایلایهدرویولهکریستال-یدبزرگ
.ماندمیباقیآنرنگترتیببدینوافتد

میمهمآندرمقررزمانرعایتواستمهمبسیاررنگبریمرحله
هرازولهویکریستالباشد،مقررحدازبیشترکمیزمانایناگر.باشد

.شوندمیمنفیگرمهمهوشدهخارجباکتریدستهدو

رااکثکهمثبتباربارنگیکباآخرمرحلهدررنگبری،ازبعد
.آیندمیدرقرمزرنگبهمنفیگرمباکتریهایباشد،میسافرانین

سنوغذاییمواد،pHمانند)محیطشرایطکهدانستباید
ریهایباکتازبعضی.استموثرآنهاپذیریرنگخاصیتدر(باکتری

ورتبصاستممکن،غذاییمحیطدررشدروزچندازپسمثبتگرم
.آینددرمنفیگرم
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:بنابراین توجه به نکات زیر در رنگ آمیزی گرم ضروری است

۱)(ساعته۲۴-۱۸کشت)باشدجوانوتازهبایدحتماباکتریکشت.

۲)شودرعایتدقیقاالکلبارنگبریزمانوغلظت.
۳)تاسممکنزیرابپرهیزیدکردنفیکسعملحیندرزیادحرارتاز

رنگیهامنفگرممثلمثبتگرمباکتریهایودیدهآسیبسلولیدیواره
.شوند

۴)باشدنازکنسبتابایدشدهتهیهفروتی.

۵)باشندرسوبگونههرفاقدوتازهبایدآمیزیرنگمحلولهای.
۶)شوشستبودنکاملوزمانطولبهبایدآزمایشصحیحانجامجهت

امهنگبهگسترشرویباقیماندهآبمقداروویولهکریستالازبعد
زمانرعایتعدماثردرمواقعبرخی.نموددقت،لوگولکردناضافه
وهنکردکسبراخوداصلیرنگهاارگانیسمآمیزی،رنگدرلازمهای
.شوندمیاشتباهایجادباعث
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وانیدتمیمثبتگرمازمنفیگرمباکتریهایتشخیصجهت
.کنیدعملذیلروشبه

استفادهباودهیدقرارلامرویرادرصد۳پتاسقطرهیک
بهوکنیدحلمذکورقطرهدرراباکتریکلنیازکمیلوپاز

و.ودبچسبندهمایعاگر.کنیدخارجمحلولازرالوپآهستگی
رمگباکتریشد،بلندلامسطحازسانتیمتر۰/۵–۲ارتفاعتا

.استمثبتگرماینصورتغیردرومنفی

سوآپابمواجههدرمنفیگرمباکتریهایکلنیدیگرسویاز
رنگزردباعث،L – analine4 – intransitiveبهآغشته
هاینگونمثبتگرمباکتریهایولیشوندمیسوآپشدن

.نیستند
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:مواد و وسایل لازم

ن لوپ ، لام ، تشتک، آبفشان، پنبه ، میکروسکوپ، روغ
و گل، کریستال ویوله، ل) ایمرسیون، شیشه های محتوی رنگ 

ساعته۲۴، کشتهای میکروبی (درصد، سافرانین۹۶اتانول 

Escherichia coli 

Bacillus cereus

Staphylococcus aureus
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:روش کار
۱)یک فروتی نسبتا نازک از باکتری مورد نظر تهیه کنید.

۲ )مدت لام مورد نظر را روی میله های تشتک گذاشته و رنگ کریستال ویوله را به
.  یک دقیقه روی فروتی بریزید

۳ )رنگهای اضافی را کاملا با آب بشویید.

۴ )ماندبه مقدار کافی از محلول لوگل روی فروتی ریخته و بگذارید یک دقیقه ب.

۵ )لام را با آب شستشو دهید.

۶ ) ثانیه صبر ۳۰تا ۲۰را روی فروتی ریخته و بمدت ( ٪۹۵اتانول ) محلول رنگبر
.کنید

۷ )الکل را بطور کامل با آب شستشو دهید

۸ )رنگ سافرانین را روی فروتی ریخته و بگذارید یک دقیقه بماند.

۹ )موده، رنگها را با آب بشویید و لام را در هوا با بوسیله کاغذ خشک کن ، خشک ن
.سپس با میکروسکوپ مشاهده نمایید
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نمودهتنظیم۱۰لنزباابتداراشدهآمادهاسلایدهایسپس،
زیر(سدرروغن)ایمرسیونروغنو۱۰۰لنزازاستفادهباسپس

.نماییدمشاهدهمیکروسکوپ

میزتکنپاکعدسیکاغذازاستفادهباراروغنکارپایانازپس
دروننیزراایشیشهلامسپسونماندعدسیرویروغنتانمایید
.بیندازیدکنندهعفونیضدمحلول

ینبتمایزوگرمآمیزیرنگیادگیریآزمایشاینانجامازهدف
تیبتروآرایشبررسیهمچنین،منفیومثبتگرمباکتریهای

.آنهاستگرفتنقرار
سهیلا عباسی: تهیه کننده 

16



سهیلا عباسی: تهیه کننده 

17



تهیه معرفهای رنگی در رنگ آمیزی گرم

درراویولهکریستالگرم۲:گرمآمیزیرنگدرویولهکریستالرنگتهیه
۸۰درراآمونیوماکسالاتگرم۰/۸.کنیدحلدرصد۹۵اتانوللیترمیلی۲۰

بعدوردهکمخلوطیکدیگربارافوقمحلولدو.کنیدحلمقطرآبلیترمیلی
.کنیدصافآنراساعت۲۴از

طمخلوشدهپودریدگرمیکباراپتاسیمیدورگرم۲:(لوگل)یدمحلول
.کنیدحلمقطرآبلیترمیلی۱۰۰دروکرده

۹۵اتانوللیترمیلی۱۰درراسافرانینگرم۰/۲۵:سافرانینمحلولتهیه
لیترمیلی۱۰۰حجمبهمقطرآبکمکباراآنهامجموعوکنیدحلدرصد

.برسانید
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نتیجه
ری بنفش رنگ و با کت+ باکتری ها گرم−

.قرمز رنگ است-های گرم 

کوکوباسیل گرم منفی−
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 پرسشها:

پس زیر تصور کنید یک نمونه از کشت خالص یک باکتری را رنگ آمیزی گرم نموده ایم و س１
یجه ای میکروسکوپ در میدان دید کوکسی ها به دو رنگ بنفش و قرمز دیده می شوند چه نت

می گیرید؟

هر چند مورد که به ذهن )عوامل موثر در ایجاد جواب کاذب در رنگ آمیزی گرم را بگویید؟２
(شما می رسد

 نکته ایمنی  :

زیرا . شودبهتر است از دستکش یا گیره استفاده. از تماس رنگ ها با پوست جلوگیری نمایید
.رنگ ها موتاژن بوده و می تواند برای ما آسیب زننده باشند
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