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Bismuth sulfite agar ▪
✓ویبریو کلرا: کلنی های نیمه شفاف
✓سالمونلا: کلنی های تیره
✓مهار رشد گرم مثبت ها و کلی فرم های دیگر
· محیط توروکولات تلوریت ژلاتین آگار )TTGA) 
✓بعد از ۲۴ ساعت کلنی ریز، شفاف، با مرکز سیاه رنگ یا خاکستری مایل به سیاه و یک هاله کدر
)قهوه ای  کمرنگ( در اطراف کلنی ویبریو کلرا مشاهده می گردد که پس از ۴۸ ساعت کلنیدرشت تر با مرکز سیاه و هاله شفاف در اطراف آن دیده م یشود.
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نمونه های بالینی را ارزیابی می کند.
❑نمونه های مورد استفاده می تواند: نمونه های بالینی، محیط براث یا کلنی های رشد کرده روی محیط کشت جامد باشد.
❑نمونه های بالینی تازه وکشت های تازه )کمتر از 24 ساعت( از محيط هاي غيرمهارکننده صحیح ترین نتایج را می دهند
❑فاکتورهای موثر یا مداخله کننده ها:گرم
 
آمیزی
 
رنگ
❑
آزمایشی
مهم
برای
تشخیص
احتمالی
سریع
عوامل
عفونی
است
وکیفیت

✓کهنه بودن کشت
✓حضور مهارکننده در محیط کشت
✓روش رنگ آمیزی)کیفیت رنگ، زمان، شستشو و ...(
· کيفيت رنگ:
✓کنترل رنگ های خریداری شده قبل از استفاده با باکتری های مشخص)ا.کلی، استافیلوکوکوس اورئوس(
✓صاف کردن رنگ ها در صورت وجود رسوب
✓بعضی رنگ ها، خصوصاً فوشین بازی و سافرانین می توانند آلوده شوند. در صورت شک به آلودگی، انجامرنگ آمیزی با استفاده از معرف تازه توصیه میگردد.
✓تبخیر شدن مواد ممکن است کارایی و تأثیر معرف ها را دگرگون کند. اگر محلول های کاری با مصرفروزانه تمام نمی شوند، باید به طور منظم تعویض شوند.
· نکته: کریستال های رنگ کریستال ویوله را با باسیل گرم مثبت اشتباه نگیرید!!
· روزانه معرف ها را از نظر ظاهري بررسي کنيد.
· کنترل کیفی: بصورت هفتگي
تداخلات
· استفاده از لام هاي شيشه اي که قبلا تميز يا چربي زدايي نشده اند. با قراردادن لام ها در ظرف حاوي اتانول 95%  از تميز بودن آنها مطمئن خواهيم بود. قبل از استفاده ،الكل اضافي را از روي لام خالي کنيد يا آن را روي شعله بگيريد.
· گسترش ها خيلي ضخيم تهيه شده است.
· حرارت دادن زياد گسترش، زماني که براي فيكس کردن از حرارت ا ستفاده مي شود.
· عدم قرار دادن لام تحت تاثير محلول رنگ در زمان مناسب
· اتمام تاريخ مصرف پودرها
· آب کشي زياد در طي فرايند رنگ آميزي 
· آلودگي آب مقطر
· تغيير رنگ محلولها ي تهيه شده
· عدم پوشش رنگ مناسب توسط محلول رنگ
· نتايج کشت نهايي با گزارش هاي رنگ آميزي مقايسه کنيد)مثلا رشد يک گرم مثبت روي محيطهاي حاوي مهار کننده گرم مثبت ها!(
· خرابي ترازو و عدم وزن دقيق
· پراکسید هیدورژن باید هر روز یا قبل از تست نمودن باکتری مجهول با سوش های کنترل مثبت و منفی تست شود.
· سوش کنترل مثبت :Staphylococcus. Aureus /سوش کنترل منفی :Streptococcus. pyogenes ▪ این ماده باید در شیشه های قهوه ای یا تیره رنگ ودر یخچال نگهداری شود.
· جهت تست کاتالاز باید از روی محیطی کلنی برداشته شود که فاقد خون باشد. زیرا گلبول های قرمز واکنش کاتالاز مثبتضعیف ایجاد می کنند. اما از آنجائی که اکثر نمونه های کلینیکی روی محیط های خون دار کشت داده می شوند، برای انجامتست میتوان نمونه را از قله کلنی ها بدون تماس با محیط برداشت تا واکنش مثبت کاذب ایجاد نشود.کاتالاز

· بهتر است از یک اپلیکاتور چوبی برای برداشتن کلنی استفاده شود. استفاده از لوپ آهنی ممکنه واکنش مثبت کاذب ایجادکند.
· از آنجائی که بعضی از باکتری ها دارای آنزیم هایی غیر از کاتالاز هستند که موجب تجزیه پراکسیدهیدروژن می شود، ایجادحباب های ریز به تعداد کم، بعد از ۳۰ – ۲۰ ثانيه به معنی واکنش مثبت نمي باشد.
· زمان در این تست اهمییت زیادی دارد)اکسیداز مثبت تا10 ثانیه/ هرگونه تغییر رنگ پس از 20 ثانیهنادیده گرفته می شود(.
· برداشت کلنی از روی محیط های رنگی مانند مک کانکی ایجاد مثبت کاذب می نماید.
· استفاده از لوپ های فلزی به دلیل ایجاد اکسیدآهن پس از سوزاندن باعث مثبت کاذب می گردد.
· تازه بودن)بیش از 1 هفته نباشد( محلول ها اهمییت زیادی دارد.درصورت مشاهده تغییر رنگ از محلولجدید استفاده نمایید)درج تاریخ تهیه!!(اکسیداز

· به دلیل مهار واکنش اکسیدازی در محیط های قندی، برداشت از کلنی های مربوطه موجب منفی کاذبمی گردد )استفاده از محیط های فاقد قند اضافی مانند نوترینت آگار وTSA (.
· کهنه بودن کلنی ها موجب تضعیف واکنش و گاهی منفی کاذب می گردد.
معیارهای کلی موثر بر کیفیت محیط های کشت❑ توزين محيط کشت و افزودن آب
✓ریختن نصف حجم آب مورد نیاز
❑حل کردن محيط کشت
✓محیط های کشت بدون آگار، معمولا با تکان دادن آهسته و ملایم حل خواهند شد. اما محیط های کشت حاوی آگار باید 
قبل از حرارت دادن به مدت چند دقيقه با آب مخلوط شوند. سپس حرارت داده شوند تا آگار قبل از اتوکلاو کردن، حل شود. محیط های کشت را بجوشانيد بدون آنکه بسوزند.
✓محیط کشت را در ظرفی مناسب با حجم 2 تا 3 برابر حجم محیط کشت بریزید تا بتوانید آنرا به خوبی تکان دهید و مخلوط کنید.
❑ اندازه گيري و تنظيم pH:
✓اگر بطور مناسب تهیه شوند نیازی به تنظیم pH ندارند) اندازه گیری باید هنگامیکه دمای محیط به دمای آزمایشگاه نزدیکاست انجام شود.
✓تنظیمpH  معمولا با استفاده از هیدروکسید سدیم 40 گرم در لیتر )تقریبا یک مولار( و یا با استفاده از اسید کلریدریک
36/5 گرم در لیتر )تقریبا یک مولار( انجام می شود.
✓یخ زدگی
✓ضخامت محیط نیز اهمیت دارد. ضخامت استاندارد محیط های کشت پلیتی 4 میلی متر بوده و نباید کمتر از 3 میلی متر باشد. کشت
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❑نگهداري محيط هاي کشت تهيه شده
✓طول عمر محیط های کشت تهیه شده بستگی به نوع اجزاء تشکیل دهنده محیط، نحوه نگهداری و ذخیره کردن آنها دارد.
✓تمامی محیط های کشت باید دور از نور نگهداری شوند. تابش نور به محیط های کشت موجب تشکیل مواد باکتریوستاتیک و باکتریساید مانند پراکسیداز می گردد. 
✓طول عمر اغلب آنها در دمای 4 درجه سانتيگراد يک هفته می باشد
· بسته بندی در داخل کیسه های پلاستیکی بطوريكه هوا داخل آنها نفوذ نكند تا 4-۳ هفته قابل مصرف هستند.
✓طول عمر محیط های کشت حاوی آنتی بیوتیک بستگي به پايداري آنتي بيوتيک موجود در آن دارد. 
)در مجموع يک هفته(
✓با گذشت زمان و کاهش رطوبت محیط های کشت، بدلیل افزايش غلظت آنتی بیوتیک قدرت انتخابي آنها افزايش می یابد.
· پلیت ها را باید قبل از مصرف به دماي اتاق رساند. اگر پلیت محیط کشت بيش از 8 ساعت در دماي اتاق باقی بماند برای مصرف مناسب نمي باشد.
· محیط های کشت لوله ای در مقایسه با محیط های کشت پلیتی عمر طولانی تری دارند. اغلب این محیط های کشت اگر در دمای 4 درجه سانتیگراد نگهداری شوند تا 3 ماه قابل مصرف می باشند)البته نحوه بستندرب لوله مهم است(.
· موارد استثناء:SIM  فقط به مدت يكماه قابل نگهداری  می باشد. 
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[image: ]
اشكالات رايج در تهيه محيط هاي کشت و دلايل آن ها
[image: ]
❖ لیست محیط های کشت موجود به همراه تاریخ انقضا و نیز تاریخ باز نمودن درب آن ها
❖درج تاریخ تهیه برروی ردیف محیط های کشت و یا سبدهای نگه داری)ممانعت از مخلوط شدنمحیط کشت های جدید و قدیمی(
❖چک کردن روزانه و قبل از استفاده محیط های کشت از نظر رطوبت، آلودگی و تغییر رنگ
❖رطوبت: محیطهای کشت باید بدون هر گونه رطوبت اضافی بوده، همچنین هیچ نشانه ای از خشکشدن اطراف محیط کشت نباید مشاهده گردد.کشت
 
های
 
محیط
 
کیفی
 
کنترل

❖سترون بودن: محیطهای کشت باید عاری ازآلودگی باشند. 5-2% از محیط های تهیه شده باید بهمدت حداقل 3 روز انکوبه گردند.آلودگی های بالا معمولا پس از 24-18 ساعت مشخص می شوند.
❖رنگ: عدم همولیز در محیطهای کشت آگار خوندار / عدم مشاهده تغییر رنگ غیر طبیعی در سایرمحیطها




✓وجود باقی مانده آنتی بیوتیک های مختلف می تواند رشد برخی از باکتری ها را مهار کند
✓ همولیزین برخی باکتری ها در بلاد آگار خون انسانی قابل شناسایی نمی باشد.
▪ نکته: خون قبل از اضافه شدن بهتر است به دمای اتاق و درصورت امکان ترجیحا به دمای 37 درجهرسیده و به آرامی مخلوط گردد.کشت
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❖قبل از استفاده از محيط هاي به تازگي خريداري شده و نيز پس از هر بار تهيه محيط جديدبايد با استفاده از باکتري هاي کنترل مناسب آن محيط کيفيت و کارايي آن چک شده و نتايجدر دفتر کنترل کيفي با درج تاريخ ثبت گردد.
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مایکوباکتریوم

✓باسیلهای گرم مثبت هوازی
✓مایکوباکتریوم های تند رشد در محیط های جامد کمتر از 7 روز کلنی قابل مشاهده تشکیل می دهند و اغلب گونه هایغیرتوبرکلوزی NTM دراین گروه قرار دارند.
✓بر خلاف گون ههای کند رشد ، اغلب گونه های تند رشد کمتر برای انسان بیماری زا می باشند و به عنوان پاتوژن فرصت طلب در نظرگرفته میشوند.
✓ مایکوباکتریوم توبرکلوزیس دارای رشد کند وآهسته است و در محیط های کشت به مدت 3 تا8 هفته باید انکوباسیون شوند . کلنیهای باسیل سل در محیط جامد کوچک ، خشک ، فلسی و در مدت 10تا20 روزظاهر می شوند . زمان تقسیم مایکوباکتریوم ها) 14Generation time)تا 15 ساعت و در برخی منابع تا 18 ساعت ذکر شده است. به علت وجود موم و چربی در جدارباکتری ، انتقال مواد غذایی به کندی به داخل سلول صورت گرفته و به همین خاطر رشد این باکتری آهسته است.
✓اصول جداسازی مایکوباکتریوم براساس جداسازی ارگانیسم های عامل بیماری از نمونه بیمار مانند : خلط ، ادرار ، بافت استخوان ،مایعات بدن ، خون و … می باشد که ممکن است همرا با علائم بالینی ، یافته های رادیوگرافی مشکوک ، وضعیت سیستم ایمنی فردو تاریخچه بیماری باشد. تشخیص بیماری سل براساس علائم بالینی، نتایج آزمایشگاهی، میکروب شناسی، آسیب شناسی، تستپوستی توبرکولین و رادیوگرافی صورت می گیرد.




▪ شرایط نمونه گیری خلط )مخصوص مراجعین(
1. مشخصات لیبل ظرف را چک نمایید.
2. نمونه خلط صبحگاهی نمونه ارجح برای این تست است.
3. جهت گرفتن نمونه خلط، بهتر است پس از بیدار شدن حتی المقدور در بستر و بدون خوردن غذا)ناشتا(، درب ظرف را باز کرده و نفس عیمقی از راه بینی کشیده و برای لحظه ای نفس خود را در سینه حبس کنید و با سرفه عمیق خلط را به داخل ظرف مربوطه تخلیه نمایید. سعی شود خلط با آب دهان مخلوط نگردد و یا آب دهان به جای خلط داده نشود)آب دهان شفاف و رقیق است ولی خلط ماده موکوسی چسبنده است که یکجا خارج  میشود(.
4. در صورتیکه نتوانید با سرفه کردن نمونه خلط بدهید، از بخور گرم، استنشاق نمایید، یا با آب نمک رقیق غرغره نمایید تا خلط تحریک شود.ها
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5. در مورد نمونه های چندنوبته، هر روز یک نوبت انجام شود.
6. حجم نمونه در هربار نمونهگیری حداقل دو میلیلیتر )بهتر است سه تا پنج میلیلیتر( باشد.
7. پس از نمونه گیری باید نمونه، هرچه سریعتر و حداکثر تا نیمساعت جهت بررسی به آزمایشگاه انتقال داده شود. حین حمل نمونه از گرما و نور مستقیم آفتاب دور نگه داشته شود.
8. در صورتیکه درخواست کشت سل)BK) داشته باشید باید نمونه قبل از ساعت 12 ظهر جمع آوری و به آزمایشگاه انتقال داده شود.
9. درب ضرب را محکم ببندید، نمونه را در محل مشخص شده در دستشویی قرار داده، فیش دریافت کرده و به پذیرش اطلاع دهید.
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· در تشخیص و کنترل روند درمان بیماری های مایکوباکتریایی، آزمایش میکروسکوپی یا مستقیم بسیار حائزاهمیت است وساده ترین روش ارزیابی نمونه های آلوده بیمار است.از نمونه گرفته شده گسترش تهیه و سپس رنگ آمیزی انجام می شود، انواع رنگ آمیزی ها عبارتند از :
· زیل نلسون با حرارت )اسید فست(—–> باسیل قرمز در زمینه آبی دیده می شود
· دررنگ آمیزی اسید فست ابتدا اسمیر تهیه کرده سپس نمونه را با کربول فوشین قرمز نموده و جهت نفوذ رنگ آن راحرارت می دهیم. سپس اسید الکل ) اتانول %۹5 و اسیدکلریدیک %3 ( را روی اسمیر ریخته و رنگ بر متیلن بلو را اضافهمی نماییم. لیپید های دیواره سلولی مایکوباکتریوم با اضافه شدن اسید الکل حل نمی شوند و بنابراین رنگ قرمز به خود میگیرند، اما باکتری های غیر اسید فست رنگ قرمز را از دست داده و آبی می شوند.
· کینیون )روش رنگ آمیزی سرد( : دراین روش رنگ کربول فوشین و فنل غلظت بیشتری دارد و نیازی به حرارت نیست.
دراین روش باسیل رنگ قرمز در زمینه آبی مشاهده می شود.
· اورامین رودامین )فلورسنت( ——> باسیل طلایی یا نارنجی درزمینه تاریک دیده می شود.
· تن تیام هاک ——> باسیل اسیدفست به رنگ قرمز روی زمینه آبی دیده می شود.
· در رنگ آمیزی گرم به صورت گرم مثبت هستند اما به صورت کم رنگ دیده می شود.
· Another method also known as Kinyoun - Gabbet or Tan Thiam Hok staining uses 
Gabbet stain (1 gram Methylene Blue, 20 ml of 96% [concentrated] H2SO4, 30 ml of 96% [absolute] alcohol and 30 ml of aquadest). The initial step is to flood the slide with Kinyoun stain for 3 minutes, then wash it by running water. Afterwards, Gabbett stain was poured onto the slide and left for 1 minute, and then washed by running water. Then the slide was left to dry in room air.K
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· Aqua Dest is a simple distilled laboratory water. It is used in the field of medicine, pharmacy, chemistry and technology. Single-stage distillation creates particularly pure water, which is free from impurities and ions. Aqua Dest has a conductivity <0.9µS/cm when filled.
· استاندارد طلایی جهت تشخیص مایکوباکتریوم کشت می باشد. برای کشت مایکوباکتریوم استفاده از هر دو محیط جامد و مایع کاربرد دارد . به طور کلی سه نوع محیط کشت برای مایکوباکتریوم وجود دارد :
1- محیط های برپایه آگار مثل محیط میدل بروک 117Hیا 107H
2-محیط آبگوشت مثل محیط میدل بروک یا دوبوس توئین آلبومین
3-محیط های برپایه تخم مرغ مانند
stonebrink  وogawa ، Lowenstain-jensen✓ محیط دورسه✓
✓محیط پتروف
✓محیط هرالد
· در اغلب آزمایشگاه ها اولین انتخاب برای کشت نمونه ، محیط کشت بر پایه ی تخم مرغ است . در کشت ، به طور معمول نمونه 
خلط گرفته شده از بیماران مشکوک به سل ریوی مورد آزمایش قرار می گیرد. اما بیماری سل ممکن است در سایر نقاط بدن نیز روی دهد. در این صورت در مواردی که احتمال سل خارج از ریه ها وجود دارد انواع نمونه های بالینی مانند ادرار ، مایع مغزی نخاعی ، چرک ، مدفوع ، بافت ، خون و مغز استخوان می تواند مورد بررسی قرار گیرند.
· In 1903, Dorset introduced the first egg-based medium. It was followed by the invention of Löwenstein-Jensen and Ogawa media that contain whole eggs as nutrient and malachite green to inhibit the growth of contaminants.
· TK SLC® is the selective medium for isolation of Mycobacterium tuberculosis and other mycobacteria. It is ready to use; it does not require addition of nutrient supplement (OADC) or selective antimicrobials, which are already in the media. 
· Mycobacterium bovis will grow on Stonebrinks and Lowenstein Jensen (LJ) base, but most strains are inhibited by the addition of glycerol.
· محیط کشت لوین اشتاین جانسون شناخته شده ترین محیط کشت برای کشت گونه های مایکوباکتریوم، به ویژه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس می باشد.
· هنگامی که مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در این محیط رشد می کند ، کلنی هایی تقریبا قهوه ای رنگ، دانه دانه )گاهی به نام “buff، خشن و سخت”( ایجاد می کند.
· این محیط کشت به دلیل مدت زمان لازم برای تقسیم مایکوباکتریوم عامل سل )15-20 ساعت( به مدت 4 هفته انکوباسیون می شود.
· در این محیط میزان اندکی پنی سیلین و نالیدیکسیک اسید وجود دارد که رشد سایر باکتریهای گرم مثبت و گرم منفی را مهار نموده و فقط به گونه های مایکوباکتریوم محدود می شود.
· وجود مالاشیت سبز در محیط ، رشد اکثر باکتری ها را مهار می کند. 
· همچنین وجود گلیسرول در این محیط موجب افزایش رشد مایکوباکتریوم می گردد. در صورتی که محیط های کشت در لوله های آزمایشگاهی ساخته شوند ، باید آنها در جای خنک نگهداری شوند و در مدت یک ماه استفاده گردند. 
· برای کشت گونه مایکوباکتریوم بویس گلیسرول حذف می شود و پیروات سدیم اضافه می گردد. این محیط ظاهری سبز ،مات و کدر دارد.
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· PROCEDURE
1. Inoculate a tube of Middlebrook 7H9 Broth w/ Tween® 80 with a heavy inoculum from an actively growing culture. Inoculate a positive and negative control simultaneously.
2. Incubate in 5-10% CO2 at 35-37°C for 7 days. 
3. If growth is not heavy at 7 days, reinoculate a new test broth with a heavy inoculum and retest the following week. The poorly growing culture may be tested at 7 days but do not reincubate for additional time in anticipation of heavier growth.2P
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4. All incubated tubes should be shaken daily to encourage heavy growth in 7 days.
5. Following incubation, add 2 drops of 0.2% Potassium Tellurite Reagent to each test and control then mix.
6. Reincubate in 5-10% CO2 at 35-37°C for an additional 3 days. Do not shake tubes at this time.
7. Examine the sedimented cells in the tube for a black precipitate in and around the mycobacterial cells
▪ INTERPRETATION:
· Positive Test - Formation of a black precipitate of metallic tellurium in and around the sedimented mycobacterial cells 
· Negative Test - Growth of cells without black precipitate; light brown or gray precipitate may appear.
 QUALITY CONTROL
 All lot numbers of 0.2% Potassium Tellurite Reagent have been tested using the following quality control organisms and have been found to be acceptable. Testing of a positive and negative control should be performed in accordance with established laboratory quality control procedures. If aberrant quality control results are noted, patient results should not be reported.
[image: ] CONTROL INCUBATION RESULTS
 Mycobacterium intracellulare ATCC® 13950 CO2, 72 h @ 35°C Positive
 Mycobacterium kansasii ATCC® 12478 CO2, 72h @ 35°C Negative
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مقدمه
❑آنتي بيوگرام وسيله اي جهت شروع مناسبترين درمان اوليه ضدميكروبي عليه عفونت ها در بيماران است.
· در انتخاب ديسک ها بهتر است از هر کلاس آنتي بيوتيكي يک ديسک مورد استفاده قرار گيرد زيرا معمولا آنتي بيوتيک هاي متعلق به يک کلاس يا همان خانواده آنتي بيوتيكي واکنش مشابهي را در برابر يک باکتري خاص در شرايط آنتي بيوگرام استاندارد نشان مي دهند.❑
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· عوامل مؤثر در تعیین داروهای ضدمیکروبی برای باکتری خاص و گزارش آن عبارتند از:
تأیید بالینی، شیوع مقاومت، کاهش بروز مقاومت، هزینه، موارد مصرف بالینی، داشتن تأییدیه از مراجع ذیصلاح و توصیه های گروه بندیانتخاب دارو )گروهC ,B ,A , ...(.




· لزوم استفاده ازکلنی جدا شده از روی کشت اولیه برای تهیه کشت خالص
· انجام سنجش حساسیت هر باکتری بطور جداگانه و اجتناب از ایجاد میکس باکتریایی
· عدم استفاده از نمونه های بالینی بطور مستقیم )مایعات استریل بدن و ادرار(:
· مگر در فوریت های بالینیمیکروبی
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· زمانی که رنگ آمیزی گرم وجود یک باکتری را نشان می دهد
· بعنوان نتایج اولیه گزارش شده و مجددا از کلنی رشد کرده تکرار می شود.
· ضرورت نداشتن انجام سنجش حساسیت، در مواردی که ماهیت عفونت مشخص نیست و نمونه همراه فلورطبیعی است و یا رشد مخلوطی از باکتری ها دارد به دلیل ایجاد نتایج گمراه کننده.
· کنترل کیفی محیط از نظر PH، محتوای تیمیدین و میزان کاتیونها
· یکنواخت بودن قطر محیط)عدم یکنواخت بودن مساوی است با عدم نفوذ و انتشار یکسان آنتی بیوتیک بر روی محیط و ایجاد نتایج کاذب(
· مناسب بودن قطر محیط کشت تهیه شده)4 میلیمتر(
· کم بودن قطر محیط کشت موجب 
· تسریع در کاهش رطوبت محیط و عدم نگهداری طولانی مدت محیط ها
· نفوذ و انتشار سریعتر آنتی بیوتیک و افزایش کاذب قطر هاله عدم رشدآگار
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· زیاد بودن قطر محیط نیز موجب کاهش سرعت نفوذ و انتشار آنتی بیوتیک در محیط و کاهش کاذب قطر هاله های عدم رشد می گردد.
· هميشه به ياد داشته باشيد عدم تناسب بين سرعت نفوذ آنتي بيوتيک در محيط و سرعت رشد باکتري موجب تداخل در نتايج بدست آمده مي گردد و به همين دليل رعايت شرايط استاندارد الزامي مي باشد.
· رطوبت محیط)زیاد بودن رطوبت موجب انتشار نامناسب آنتی بیوتیک ها از دیسک و جابه جایی آن ها شده و حتی بر روی رشد یکنواخت باکتری روی محیط نیز اثر نامطلوب داشته باشد.از سوی دیگر خشک بودن سطح محیط مانع نفوذ و انتشار آنتی بیوتیک شده و موجب مقاومت کاذب می گردد.(
· تناسب تعداد دیسکهای استفاده شده با قطر محیط مولرهینتون آگار)حداکثر 5 تا 6 دیسک در محیط های با قطر10 سانتی متر( به دلیل ایجاد تداخل هاله ها و عدم اندازه گیری صحیح قطر هاله و نهایتا تفسیر اشتباه و گزارش نتایج نادرست!
نکات مهم در تهیه سوسپانسیون تلقیحی یا همان بذر میکربی
· کدورت استاندارد برای تهیه سوسپانسیون با سولفات باریم و معادل با استاندارد نیم مک فارلند ساخته می شود.
· کنترل کیفی آن بصورت ماهانه از طریق اندازه گیری جذب نوری)13/0-08/0( در طول موج 625 نانومتر صورت می گیرد و هر 6 ماه هممیبایست تعویض گردد.درصورت مشاهده ذرات جامد غیرقابل حل نیز می بایست از محلول جدید استفاده گردد.
· بذر میکربی باید از کشت تازه باکتری)18تا24ساعت انکوباسیون تهیه گردد.جهت آنتی بیوگرام میبایست از کلنی های تک و خالص و رشدکرده برروی محیط های غیر انتخابی استفاده نمود.
· تهیه سوسپانسیون با استفاده از کلنی باکتری به دو روش امکان پذیر است.
· تهیه سوسپانسیون با استفاده از سرم فیزیولوژی استریل)حداقل3 تا5 سی سی( و برداشت تعداد مناسب از کلنی های باکتری مورد نظر
· تهیه بذر میکروبی از طریق تلقیح 3 تا 5 کلنی باکتری تک و خالص در محیط کشت مایع شفاف و مغذی مانندTSB )3تا 5 میلی لیتر( وانکوباسیون آن)2تا6 ساعت در 35 تا 37 درجه سانتیگراد( تا دستیابی به کدورت معادل نیم مک فارلند به دلیل رشد باکتری در محیط وکدر شدن آن.
· از این روش می توان برای کشت های کهنه و باکتری های پرنیاز مانند هموفیلوس، نیسریا های پاتوژن، استرپتوکوک ها وبررسی مقاومتاستافیلوکوک ها به اگزاسیلین استفاده نمود.









نکات مهم در تلقیح باکتری و دیسک گذاری
· حداکثر ظرف مدت 15 دقیقه بعد از تهیه سوسپانسیون باکتریایی، تلقیح انجام می شود.
· بلافاصله بعد از تلقیح نیز نباید دیسک گذاری نمود!
· بعد از فرو بردن و چند بار چرخاندن سواب درون لوله، جهت گرفتن مایع اضافی، سواب بالاتر ازسطح مایع به دیواره لوله فشرده میشود.
· سوسپانسیون بوسیله سواب بر سطح مولر هینتون اگاربطور یکنواخت پخش می شود. ) 3 بارتکرار و هر بار به میزان 60 درجه چرخشپتری و یکبار هم دور لبه خارجی پتری ضروری است(
· برای تلقیح هرگز از کشت مایع یک شب مانده رقیق نشده و یا غیر استاندارد استفاده نمی شود.
· فاصله دیسک ها از مرکز یک دیسک تا مرکز دیسک دیگر ≥mm24
· فاصله دیسک از لبه ظرف پتری ≥mm 15
· جهت جلوگیری از همپوشانی هاله ها، دیسک های دارای قطر هاله عدم رشد کوچکتر درکنار دیسک های دارای قطر هاله عدم رشدبزرگتر قرار داده شود.
· بعد از قرار دادن در سطح اگار، دیسک نباید جابجا شود!!) بدلیل انتشار سریع برخی انتی بیوتیک ها در اگار( و لازمست دیسک جدیدیدر محل دیگر قرار داده شود.
✓باید دیسک های آنتی بیوتیکی را برای هر باکتری، با پنس و به دقت و به طرز یکنواخت روی پلیتت متولر هینتون آگار قرار داده و با فشار مختصری از تماس کامل آن با سطح آگار اطمینان حاصل نمود.
✓نباید فاصله دیسک ها از مرکز تا مرکز کمتر از 24 میلی متر باشد. همچنین نزدیکی بیش از اندازه دیسکها به لبه پلیت موجب عدم تقارن هاله عدم رشد )در بعضی داروها( خواهد بود.
✓حداکثر تعداد قابل قبول دیسک بر روی پلیت با قطر 150 میلی متر ،12عدد و بر روی پلیت با قطتر 100میلی متر ،6 عدد می باشد.
▪ قطر هاله عدم رشد با کولیس و خط کشت از پشت ظرف پتری و در حضور نور انعکاسی در حالی که کمی بالاتر از یک سطح سیاه مات قرار دارد،می توان اندازه گیری کرد.تفسیرنتایج
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❑به منظور بهينه سازي اين عوامل داشتن سويه هاي کنترل کيفي تهيه شده از مراکز معتبر ضروري است. بیوگرام
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متغیرهای موثر بر نتایج تست آنتی بیوگرام
❑کارایی یا قدرت آنتی بیوتیک و نیز انتخاب آنتی بیوتیک های مناسب متناسب با باکتری جدا شده
· نگه داری از دیسک های آنتی بیوتیک 
✓دیسک های حاوی آنتی بیوتیکهای گروه بتالاکتام باید هميشه در فريزر باشند، زیرا در دمای يخچال فقط به مدت يک هفته قابل نگه داری هستند.
✓استوک آنتی بیوتیکها باید در فریزر نگه داری شوند.
✓دیسکها را می توان در یخچال ˚C 8 و پایین تر)برای اغلب دیسکها به مدت یک ماه( ، یا در فریزر تا زمان مصرف نگهداری نمود.
· بعضی آنتی بیوتیکهای حساس مثل ایمیپنم و ترکیبات کلاولانیک اسید یا سولباکتام  اگر تا هنگام مصرف در فریزر نگهداری شوند، پایداری بیشتری خواهند داشت. 
· دیسکها باید در ظروف داراي درپوش محكم و حاوي مواد جاذب رطوبت نگهداری شوند. 
· دیسکهای آنتی بیوتیکی بايد يک تا دو ساعت قبل از استفاده از یخچال یا فریزر خارج شوند تا به درجه حرارت اتاق برسند. 
متغیرهای موثر بر نتایج تست آنتی بیوگرام
❑ مولفه های مربوط به محیط مولرهینتون آگار
:)7/2 -7/4(PH ✓
▪PH  پایین: بطور مثال حساسیت کاذب به تتراسایکلین و مقاومت کاذب برای سایر آنتی بیوتیکها!!
▪PH  بالا: برعکس میشه...
✓ غلظت تیمیدین محیط
· بطور مثال: افزایش تیمیدین باعث مقاومت کاذب سودوموناس آئروژینوزا به دیسکهای گروه آمینوگلیکوزیدها و نیزاسرپتوکوکها نسبت به دیسکهایی مانند سولفانامیدها می گردد!
· کنترل کیفی: استفاده از سویه استاندارد انتروکوکوس فکالیس به همراه دیسکSXT )قطر هاله عدم رشد می بایستبزرگتر یا مساوی 20 میلی متر باشد(
متغیرهای موثر بر نتایج تست آنتی بیوگرام
✓ضخامت محیط کشت 
✓رطوبت محیط کشت 
oمحیط باید از نظر پارامترهای فیزیکی دیگر نیز فاقد اشکال باشد.
❑ مولفه هاي مربوط به روش انجام آزمايش
✓ تهیه کدورت نیم مک فارلند) اگر غلیظتر یا رقیقتر باشه چی میشه؟(
· استاندارد نیم مک فارلند باید:
· از نظر جذب نوری به صورت ماهانه چک شود)جذب نوری 13/0- 08/0 در طول موج 625 نانومتر(
· هر 6 ماه يكبار تعویض گردد.
· فاقد هر گونه ذرات حل نشده باشد.
· به میزان 6-4 ميلي متر در لوله های آزمایش درپیچ دار کاملا تمیز و شفاف توزیع و در تاریکی و نه در یخچال نگه داری شود.
✓دما و شرایط انکوباسیون)حضور 2CO می تواند موجب کاهش میزان قدرت برخی از آنتی بیوتیکها گردد در نتیجه موجبنتایج مقاومت کاذب باکتری به آنتی بیوتیک مورد استفاده می گردد(
· فاصله از تهیه کدورت تا زمان تلقیح)حداکثر 15دقیقه(
· فاصله از تلقیح تا دیسک گذاری)حداکثر 15دقیقه(
▪ دیسکها باید از دور پلیت ۹میلی متر فاصله داشته باشند و فاصله بین دو دیسک حداقل 14-12میلی متر باشد.
[image: ]❑ مولفه هاي مربوط به خواندن نتايج
✓در اندازه گيري از خط کش معمولي و يا ويژه اين کار استفاده کنيد. 
✓هميشه امتداد خط کش بايد از وسط ديسک عبور کند.
✓هميشه قطر اندازه گيري مي شود. 
✓ديسک ها و هاله ها را در زير نور برسي کنيد.











انتظار
 
مورد
 
هاله
 
قطر
 
محدوه
استفاده
 
مورد
 
استاندارد
 
سویه
نام
 
آنتی
بیوتیک
27
-
35
mm
Staphylococcus aureus ATCC 
25923
سیلین
 
آمپی
24
-
32
mm
23
-
29
mm
Staphylococcus aureus ATCC 
25923
Esherichia
 
coli ATCC 
2592
کوتریموکسازول
Staphylococcus aureus ATCC 
25923
سفکسیم
24
-
30
mm
18
-
25
mm
Staphylococcus aureus ATCC 
25923
Esherichia
 
coli ATCC 
2592
تتراسایکلین
18
-
24
mm
Esherichia
 
coli ATCC 
2592
سایکلین
 
داکسی
22
-
28
mm
Esherichia
 
coli ATCC 
2592
اسید
 
نالیدیکسیک
19
-
26
mm
Staphylococcus aureus ATCC 
25923
کلرامفنیکل
مقاوم
حساس
Staphylococcus aureus
 
Staphylococcus 
saprophyticus
پلی
 
میکسین
 
B

	19-27mm
19-26mm
	Staphylococcus aureus ATCC 25923 Esherichia coli ATCC 2592
	جنتامایسین

	20-26mm
	Esherichia coli ATCC 2592
	سفوروکسین



استفا
 
مورد
 
تجهیزات
 
کیفی
 
کنترل
 
ده
میکروبشناسی
 
در

Standard operating procedures(SOP) ▪
· بخش جدا نشدني از برنامه تضمين کيفيت 
· به معناي روش استاندارد آزمايش مي باشد که در هر آزمايشگاه براي انجام بهينه آزمايشها و جلوگيري از ايجاد خطا اجرا مي گردد.
· باعث مي شود که کارکنان آزمايشگاه آشنايي کاملي نسبت به آزمايشي که انجام ميدهند داشته باشند و آزمايش به روش استاندارد و اخرين اطلاعات موجود انجام شود.SOP
چیست؟

· SOP مدرکي است که چگونگي انجام يک فعاليت را تشريح مينمايد و به منظور يكسان سازي آن در آزمايشگاه ساختار و قالبي ثابت دارد . به عبارتي SOP دستورالعمل ها و راهنماهاي قدم به قدم براي انجام يک فعاليت مشخص ميباشند 
· از مهمترين مستندات هر آزمايشگاه به ويژه بخش ميكروب شناسي
· بايد شامل تمام نكات پيش از آزمايش، حين آزمايش و پس از آزمايش مربوطه باشد
· شامل مواردي چون: نام آزمايش، هدف، اساس آزمايش، نمونه اوليه، مواد و ابزار مورد نياز، روش انجام کار، کنترل کيفي و تداخلات




✓دقیق و حاوی تمامی مراحل اجرایی باشند
✓برای استفاده از سوی کاربران مناسب باشند و راحتی را برایشان در پی داشته باشد
✓ صریح، صحیح، درست، به روز و در دسترس باشند
✓مسیر روشن و مناسبی را برای مورد آزمون قرار دادن تکنیک ها و روش های موجود ، ترتیب دهند✓
 
باشند
 
شفاف
 
و
 
واضح
 
مشخصات
SOP

آنچه در یک آزمایشگاه انجام میگیرد را به تمامی بخش های آزمایشگاهی و پرسنل انتقال دهند و به آگاهی آنان برسانند
✓پایه و اساسی برای آموزش محسوب شده و به سادگی از سوی پرسنل درک شوند
✓از سوی مدیریت و مسئولین مرتبط ، مورد تایید قرار گیرند
· انكوباتور)۳7 درجه سانتيگراد(، انكوباتور 2CO، کندل جار
· بن ماري
· اتوکلاو
· هود بيولوژيک کلاس دو و يک هود شيميايي
· سانتريفوژ و ورتكس
· ميكروسكوپمیکروبشناسی
 
بخش
 
در
 
ضروری
 
تجهیزات
 
لیست
❑
يخچال
(
8
-
۲
درجه
 
سانتيگراد
)
❑
فريزر
(
8
-
 
تا
۲۰
-
سانتيگراد
 
درجه
)

· لوپ ، نيدل 
· سواب، لام و لامل
❑pH  متر
· ترمومتر
· ترازو
· کنترل کیفی آن نقش مهمی در صحت نتایج بدست آمده در آزمایشگاه دارد
· نگه داری معرفها، محیط ها و دیسک های آنتی بیوتیک در دمای مناسب 
· چک کردن دما و چیدمان درست برفک زدایی به موقع
· کنترل دماي روزانه و ثبت دما قبل از شروع هر شيفت کاري
· نگه داری دماسنج در ظروف حاوی گلیسرول يخچال
(
8
-
۲
سانتيگراد
 
درجه
)

· بررسی نوسانات دمایی و عملکرد ماهانه دستگاه
· دامنه نوسانات مجاز 8-۲ درجه سانتيگراد
· استفاده از نرم افزارها و یا دستگاههای خودکار ثبت دما)رسم چارت دمایی و دادن هشدار در مواقع تغییرات دمایی شدید و گاهی اطلاع به مسئول مربوطه(
oنگه داری دیسک های آنتی بیوتیک و سویه های کنترلoبر حسب نیاز هر سه ماه یکبار یخ زدایی گرددoچک کردن دما و چیدمان درست oکنترل دمای روزانه و ثبت دما قبل از شروع هر شیفت کاریoاستفاده از نرم افزارها و یا دستگاههای خودکار ثبت دمافريزر
(
8
-
 
تا
۲۰
-
سانتيگراد
 
درجه
)
o
کمتر
 
کاربرد

o به طور کلی هر 6 ماه يكبار عملکرد آن بررسی و در صورت نیاز توسط تکنسین مربوطه سرويس شود.انكوباتور
(
۳7
سانتيگراد
 
درجه
)
o
میکروارگانسیم
 
نیاز
 
مورد
 
رطوبت
 
و
 
دما
 
تامین
 
برای
 
شده
 
بندی
 
عایق
 
ای
 
محفظه
o
 
داخلی
 
ای
 
شیشه
 
درب
 
یک
 
دارای
 
معمولا
o
چیدمان
/
تامین
رطوبت
o
باید
بطور
ماهانه
با
محلول
صابون
ملایم
تمیز
شوند
o
 
دمای
 
کنترل
روزانه
دما
 
 
ثبت
 
و
قبل
کاری
 
شیفت
 
هر
 
شروع
 
از
o
گلیسرول
 
حاوی
 
ظروف
 
در
 
دماسنج
 
داری
 
نگه
o
مجاز
 
دمايي
 
تغييرات
 
۲
سانتيگراد
 
درجه

✓کاربرد کمتر
✓تهیه محیط های کشت از جمله شکلات آگار 
[image: ]✓بررسی و ثبت درجه حرارت در اول هر هفته کاريماري
 
بن

✓کنترل روزانه سطح آب
✓دامنه مجاز تغییرات معمولا 57-54 درجه سانتیگراد

اتوکلاو
✓
کردن
 
استریل
 
برای
 
متداول
 
وسیله
 
بهترین
✓
بالا
 
دمای
 
و
 
کم
 
زمان
 
با
 
دمایی
 
چرخه
 
از
 
استفاده
1
.
 
میکروارگانیسم
 
برای
 
بیشتر
 
کشندگی
2
.
کشت
 
های
 
محیط
 
در
 
قندها
 
و
 
مغذی
 
مواد
 
حفظ
 
✓
ماهانه
 
آب
 
تعویض
 
و
 
نظافت
✓
استفاده
 
هربار
 
از
 
قبل
 
آب
 
سطح
 
کنترل
✓
استفاده
 
بار
 
 
در
 
فشار
 
و
 
دما
 
کردن
 
چک
هر

❑اندیکاتورها باید در نقاط مختلف و یا در عمق بسته های در حال استریل قرار گیرند تا صحت کار اتوکلاو در این موارد تایید گردد.
❖شیمیایی
 TST)Tempreture,Steam,Time(✓▪
اندیکاتورها
 
انواع
❑
بیولوژیک
 
و
 
شیمیایی

✓کنترل سه عامل دما، بخار و زمان 
✓تغییر رنگ از رنگ زرد به بنفش 
❑انديكاتور شيميايي کلاس 6
✓کنترل سه عامل دما، بخار و زمان در هر سري کاري
[image: ]
[image: ]
❑انديكاتور شيميايي کلاس 1
[image: ]✓به صورت برچسب 
✓کتیفیت بالا و مطتلوب 
✓تغییر رنگ کاملا یکدست
✓در هر بار استفاده از اتوکلاو▪ به دو شکل:
✓نوع اول احتیاجی به شکستن ویال در انتهای سیکل نیست/ کاربرد ساده تر 
✓در نوع دوم نیاز به شکستن ویال در انتهای سیکل)هوادهی به اسپور و قرار گرفتن اسپور در محیط کشت(
✓بر اساس نوع محصول دارای مدت زمان انکوباسیون 24، 10 و 48 ساعته در دمای 57-55 درجه دارند.❖
بیولوژیک
 
اندیکاتورهای
✓
اتوکلاو
 
بیولوژیک
 
تست
 
ویال
 /
 
اتوکلاو
 
اسپور
 
تست
 
یا
 
اتوکلاو
 
میکروبی
 
ویال
 
تست

✓عدم تغییر رنگ نشاندهنده استرلیزاسیون کامل
✓تغییر رنگ محیط نشاندهنده فعالیت اسپورها
❑ استفاده هفتگي
· در مورد مایعات، بهتر است ارلن و یا لوله ها بیش از ¾ پر نشده و در پوش آن ها حالت شل داشته باشند.
· عدم قرار دادن اشیا برروی یکدیگر، رعایت فاصله 5 سانتیمتری بین اشیا و نیز اشیا با دیواره اتوکلاو جهت برقراری جریان مناسب هوا
· شل کردن گره کیسه های حاوی مواد آلوده و یا ریختن یک پیمانه آب درون کیسه ها قبل ازمحکم نمودن درب آنها جهت اطمینان از نفوذ بخاراستريليزاسيون
 
انواع
❑
ها
 
محلول
 
و
 
کشت
 
های
 
محیط
❑
آلوده
 
مصرفی
 
مواد
❑
شده
 
بندی
 
بسته
 
خشک
 
مواد

· در دمای 134 درجه سانتیگراد می باشد.
· زمان لازم برای استریل نمودن زباله های عفونی 60-30 دقیقه در دمای 121 و یا 30-15 دقیقه 
· [image: ]بررسی سالانه کیفیت و عملکرد فیلتر توسط تکنیسین مربوطه و در صورت نیاز تعویض o روشن کردن شعله در زیر هود بیولوژیک در حال کار مجاز نیست.
· ثبت مدت زمان استفاده لامپ UVشیمیایی
 
هود
 
و
 
دو
 
کلاس
 
بیولوژیک
 
هود

· عدم قرار دادن و انباشت وسایل اضافه در محوطه زیر هودo برداشتن وسایل مورد استفاده از زیر هود پس از اتمام کار
[image: ]
· هود ایمنی بیولوژیک را روشن کنید .
· دیواره ها و کف آن را با پنبه آغشته به الکل 70 درجه پاکیزه کنید.
· سپس پنجره هود را در پایین ترین حالت قرار دهید و بگذارید هود 10 دقیقه کار کند .
· سپس هود را خاموش کنید و شعله را روشن کنید و در مجاورت شعله اقدام به کشت نمونه ها کنید.
· پس از اتمام کشت ، وسایل کارتان را از زیر هود خارج کرده و شعله را خاموش کنید سپس مجددا هود راروشن کنید.بيولوژيک
 
هود
 
از
 
استفاده
 
استاندارد
 
دستورالعمل

· میز کار و دیواره های هود را با پنبه آغشته به الکل 70 درجه پاکیزه کنید.
· اجازه دهید هود 10 دقیقه کار کند. سپس با رعایت ایمنی خود در مقابل لامپ UV ، به منظور میکروبکشی کامل ، به مدت 20 دقیقه لامپ را روشن بگذارید.
· برای شمارش کلنی های بدست آمده از کشت نمونه های بالینی بویژه ادرار 
· گزارش تعداد کلنی های موجود در هر میلی لیتر
· تعیین حجم و کنترل کیفی
❖سه روش:
❑ محاسبه ریاضیلوپ

❑توزین)غیر متداول، نیاز به ترازوهای حساس(
❑رنگ سنجی با استفاده از اسپکتروفوتومتر به کمک مواد رنگی مانند: متیلن بلو، کریستال ویوله و اوانس بلو
▪ روش مشابه ولی بسته به نوع ماده رنگی استفاده شده طول موج و جذب نوری متفاوت❑اساس آزمایش : تعیین حجم یا ضریب رقت لوپ با استفاده از ماده رنگی اوانس بلو و تعیین میزا ن جذب نوری آن در طول موج nm620
❑ تجهیزات و مواد مورد نیاز:
1 -پورد اوانس بلو که این ماده به صورت پودر تجاری قابل دسترس بوده وبه آسانی در آبحل میشود.کاليبراسيون

2 -آب مقطر
3 -لوله آزمایش
4 -پیپت یا سمپلر
5 -دستگاه اسپکتروفتومتر یا فتومتر کالیبره شده
6 -کاغذ میلیمتری
روش انجام آزمايش
❑حل کردن 20 میلی گرم پودر اوانس بلو در 10 میلی لیتر آب)غلظت نهایی 0.2 گرم در100(
❑6 لوله آزمایش انتخاب می کنیم
❑در لوله اول 2 میلی لیتر و در هریک از لوله های باقیمانده 1 میلی لیتر آب مقطر بریزید.
❑20 لاندا)0.02میلی لیتر( از محلول ذخیره اولیه برداشته و در لوله اول ریخته و پس از مخلوط کردن ،1میلی لیتر از لوله اول برداشته و در لوله دوم بریزید.
❑از لوله دوم در لوله سوم ریخته و این عمل را تا آخر ادامه می دهیم.
❑در انتها 1 میلی لیتر از لوله ششم برداشته و دور بریزید.
❑در نهایت 6 محلول با رقت نهایی و میزان ماده رنگی موجود خواهیم داشت.
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· پس از تهیه رقت های مزبور جذب نوری هر یک از لوله ها را در طول موج 620 نانومتر قرائت کرده و 
ثبت می کنیم .با توجه به کاهش تصاعدی رقت لوله ها از کاغذ لگاریتمی برای تهیه منحنی استاندارد استفاده میشود.
· پس از ترسیم منحنی برای کالیبره کردن لوپ:
· 10-15 لوله برداشته و در هر یک از آنها 1 میلی لیتر از حلالی که تهیه کرده بودیم می ریزیم و به 
کمک لوپ از محلول رنگی ) متیلن بلو ( در لوله ها وارد می کنیم . پس از خواندن جذب نوری آنها در طول موج 620 نانومتر و به دست آوردن میانگین جذب نوری و انتقال آن بر روی منحنی مقدار حجمبرداشته شده توسط لوپ به راحتی به دست می آید .
· از آنجا که مقدار کلنی بر اساس CFU/ml  گزارش می گردد اگر 1 میلی لیتر را که برابر با 1000 لاندا می باشد بر حجم به دست آمده تقسیم کنیم ضریب لوپ مجهول به دست خواهد آمد.
· مثلا حجم برداشتی 10لاندا است.ضریب لوپ؟
❑نتیجه بررسی : مقایسه نتایج حاصل از بررسی 3 روش رنگ سنجی، توزین و محاسبه ریاضی نشان میدهد که حجم برداشت شده توسط لوپ هایی که به عنوان لوپ تجاری عرضه میشوند استاندارد نبوده ومعمولا بیشتر است.
❑لوپ هايي که تحت عنوان ۰1.۰ و ۰۰1.۰ به صورت تجاري به فروش مي رسند استاندارد نبوده وهر آزمايشگاه مي بايد نسبت به کاليبراسيون و تعين ضريب دقيق لوپ مصرفي اقدام کند.متفاوت
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❑راه حل: گزارش تخمینی شمارش کلنی مثلا کمتر از 10 هزار، بین 10 تا 100هزار و یا بیشتر از
100هزار
❑سوابق مربوط به خريدتجهيزات
❑فهرست تجهيزات موجود در آزمايشگاه
❑شناسنامه تجهيزات
❑دستورالعمل فني تجهيزات که شامل:
.I	نحوه کنترل و نگهداری، کلیه مراحل کنترل و نگهداری دستگاه و فواصل انجام این اقدامات) روزانه هفتگی ، ماهانه و ...( و پارامتر های مورد ارزیابی در نگهداری )مثلا دما ، حجم و.... (آزمايشگاهي
 
دستگاه
 
يک
 
ملزومات

.II	اقداماتی که در صورت نیاز به تعمیر باید انجام گیرد و تعیین مسئول مربوطه
.III	ملاحظات ایمنی جهت کار با دستگاه
❑سوابق مربوط به کنترل و نگهداري تجهيزات
❑سوابق مربوط به سرويس يا تعمير تجهيزات
log Book❑
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1.2.1. Collection and transport of stool specimens

A. Fecal (stool) specimens should be collected in the carly stages of the diarrheal discase, when
pathogens are present in their highest number, and preferably before antimicrobial treatment
is started.

B. The specimen should be collected in the morning to reach the laboratory before noon, so that
it can be processed the same day. Formed stools should be rejected.

C. The patient should be asked to deliver the specimen to the clinic immediately after collection.
If it is not possible for the specimen to be delivered to the laboratory within 2 hours of its
collection, a small amount of the fecal specimen (together with mucus, blood and epithelial
threads, if present) should be collected on two o three swabs and placed in a container with
transport medium (Cary-Blair, Stuart or Amics).

Note: For cholera and other Vibrio spp., alkaline peptone water is an excellent transport (and
enrichment) medium. Pathogens may survive in such media for up to 1 week, even at room
temperature, although refrigeration is preferable.
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1.2.2. Collecting rectal swabs

A.

Moisten a cotton-tipped swab with sterile water. Insert the swab through the rectal sphincter,
rotate, and withdraw.

Examine the swab for fecal staining and repeat the procedure until sufficient staining is
evident.

The number of swabs to be collected will depend on the number and types of investigation
required.

Place the swab in an empty sterile tube with a cotton plug or screw-cap, if it s to be processed
within 12 hours. If the swab must be kept for longer than 2 hours, place it in transport
medium.
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(Figure - 12) Marking for infectious substances of Category
B and for genetically modified microorganisms or organisms that
meet the definition of an infectious substance, Category B
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Figure IV-2. On TTGA medium, colonies of V. cholerae are grey, flattencd, and are surrounded by
a cloudy halo formed by the production of gelatinase.





image210.jpg




image22.jpg
Figure IV-2. On TTGA medium, colonies of V. cholerae are grey, flattencd, and are surrounded by
a cloudy halo formed by the production of gelatinase.
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Laboratory Identification of Vibrio cholerae
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ALKALINE PEPTONE WATER

INTENDED USE
Remel Alkalne Peptone Waer s a iuid medium recommended for use n qualiative procedures for the culivation of Vibrio species.

SUMMARY AND EXPLANATION
‘Shread, et al. fomulated pepione water for use as a nonselective enrichment broth for the cultvation of Enterobacieriaceas from foodstufts
‘and other specimens." Alaline Peptone Waer s a modifcation of peptone water with the pH adjusted to 8.4. The alkaline pH of this medium
allows he growth of Viro organisms whie Inhibitg the growth of commensal nestinal bacteia* _Enrichment of specimens in Akaine
Pepione Water pior 1o inoculaton of lated meia has been shown 1o increase the recovery rat of Vibrio spp.*

PRINCIPLE
Stool specimens for isoation of Vibrio organisms. should be incubated n an enrichment broth, such as Alkaline Peplone Water, before.
‘subculture onto plated medium. Sodum chiorde (0.5%) facilates the growth of Vibrio cholerae, whil the alkalinty o this medum inhbits
‘many commensal inestnal bacteria.

REAGENTS (CLASSICAL FORMULA)*
Casein Peptone 100 g Sodium Chioride 50 g

Demineraized Water 1000.0 ml
PHEE202@25°C

“Adjustet s raqueed o meet parormance standards

PROCEDURE
1. Inoculate the specimen as soon as possible aftert s recelved In the laboratory
2. mmerse the swab n Akaline Peplone Water and incubate aercbically at 33.37°C for 68 hours.

3 Subculture to TCBS Agar (REF RO1885) or ther appropriate plated medium.

4 Incubate plate aerobically at 33:37°C.
5. Examine piate from subculture fo typical colony morphology.
QUALITY CONTROL

Alllot numbers of Alaline Peptone Water have been tested using the folowing qualty control organisms and have been found 1o be
‘acoeptable. Testing of coniol organisms shouid be performed in accordance with established laboratory qually control procedures. If
‘aberrant qualty conlrol resuls are noted. patient resuits shouid not be reported.

CONTROL INCUBATION RESULTS
Vibrio parahaemolytcus ATCC® 17802 Aerobic, 1820 h @ 33.37°C ‘Growth on subculure
LIMITATIONS

. Prlonged Incubaton of specimen (nger than 18-20 hours) may resul in overgronth of Vibro spp. wih commensal ntestnl fora.*
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Monsur Agar

Selective medium for the detection of Vibrio spp in clinical specimens.
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‘TECHNIQUE AND INTERPRETATION OF THE RESULTS
Inoculate the plates by streak/spread method. Incubate at 35 + 2°C for 24-48 hours.

Overnight growth of V. cholerae on TTGA agar appears as small opaque colonies with slightly dark centers. After 24 hours, the centers of the colonies
become darker, and eventually the entire colony becomes “gunmetal” grey in color. In addition to the dark coloration, which is due to the reduction of
tellurite, there is also an opaque zone around colonies which resembles a halo. The halo effect, which is due to the production of the enzyme gelatinase,
can be intensified by brief (15-30 minutes) refrigeration of the plate.
QUALITY CONTROL
1. Control of the appearance: Medium, yellow coloured, clear to slightly opalescent; Supplement, colourless, clear solution.
2. Microbiological control.

Prepare the medium as indicated in the procedure for use. Inoculate the plates with the strains indicated below and incubate at 35 = 2°C for 18-48 h.

Control strains Growth Colony Appearance
Vibrio parahaemolyticus WDCM 00185 Good Black or grey colonies with opacity halo
Vibrio furnissii WDCM 00186 Good Black or grey colonies with opacity halo
Escherichia coli ATCC* 25922 Inhibited z
Proteus mirabilis ATCC* 25933 Good Black colonies without opacity halo
PRECAUTIONS

‘The product does not contain hazardous substances in concentrations exceeding the limits set by current legislation and therefore is not classified as
dangerous. It is nevertheless recommended to consult the safety data sheet for ts correct use. The product is intended for in vitro diagnostic use and must be
used only by properly trained operators.

STORAGE

2-8°C i its original packaging. Keep away from sources of heat and avoid excessive changes of temperature. Use until the expiry date indicated on the
label. Eliminate without using ifthere are signs of deterioration. Once reconstituted , the product can be stored for a maximum duration of 30 days at -20°C,
shielded from light

SHELF LIFE

2 years.
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Positive & Negative reactions

Figure V4-1. Antisera to the O1 serogroup of V. cholerae will agglutinate homologous organisms
(left). A normal serum or saline control (right) does not show agglutination
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Specimen collection

¢ All specimens should be transported to the
laboratory and ideally should be processed as
possible after collection .If immediate transport
is not possible ,the specimen should b
refrigerated ,but no longer than overnight.
Delay in processing lead to false-negative
cultures and increased bacterial contamination.
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Sputum and other Respiratory secretions

* Sputum and bronchial aspirates are the most

common specimens. The sputum samples
should be 5-10 -mL
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Specimen collection

¢ All specimens should be transported to the
laboratory and ideally should be processed as
possible after collection .If immediate transport
is not possible ,the specimen should b
refrigerated ,but no longer than overnight.
Delay in processing lead to false-negative
cultures and increased bacterial contamination.
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Sputum and other Respiratory secretions

* Sputum and bronchial aspirates are the most

common specimens. The sputum samples
should be 5-10 -mL
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¢ Collection of good specimen is critical
e First morning expectoration
e Rinse mouth with water
¢ Produce specimen by deep coughing
e Expectorate directly into lab-provided tube
e If specimen inadequate, induce sputum
¢ Dispatch immediately to lab
¢ Containers to be closed and sealed
e Refrigerate if not processed immediately
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Processing of inappropriate clinical specimens for mycobacterial detection is a waste
of both financial and personnel resources. Discussion with clinicians and other health
professionals may be needed to explain why the rejection criteria need to be enforced.
These criteria should be readily available online and in procedure manuals.

Before discarding any patient specimens, it is prudent to discuss the circumstances
of suboptimal specimen collection for mycobacteria with the health care provider. In
cases where the specimen is less common, involves an invasive procedure, or could not
otherwise be easily re-collected, an exception to the rejection criteria may be justified.
In addition to general criteria for specimen rejection (e.g, unlabeled or mislabeled
specimens), rejection criteria for AFB smear and culture should include the following (1,
132). () There are inadequate amounts of a specimen, e.g. <3 ml of sputum. (i) The
specimens are watery expectorated sputum that contains predominantly saliva (note
that induced sputum may resemble saliva, and therefore, “induced sputum” should be
specifically identified on the requisition form). (i) Dry swabs (along with swabs in
general) should be discouraged; however, the ESwab may be suitable for preserving the
viability of Mycobacterium species (133). Preferred specimens for AFB recovery should
be tissues and body fluids; swabs are not recommended for the isolation of mycobac-
teria, since they provide limited material. Swabs may be acceptable only if a specimen
cannot be collected by other means, and a disclaimer should be included in the report.
(iv) Samples are old, usually considered to be >7 days from the date of collection (132).
(v) Sputum or urine is collected as a pooled specimen. (vi) The specimen is a formali
fixed tissue specimen for growth detection; however, it may be suitable for molecular
detection, especially when it is the only specimen type available (for detailed informa-
tion regarding collection and transport, storage conditions for specimens prior to
testing, as well as minimum volumes, see reference 132).
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‘ Laboratory Diagnosis of Tuberculosis

* 4. Culture : take 6 - 8 weeks

Solid Media - Egg based Media ~ Lowenstein Jensen (L)),
Petragnani, Dorset egg media.

L.J. Medium — Most widely used & recommended by International
Union Against Tuberculosis. It consists of hen’s egg, mineral salt,
glycerol, asparagine & malachite green ( selective)

Colony Appearance - Rough, dry, raised, wrinkled, buff coloured
colonies — M.tuberculosis ( Eugonic growth)

White smooth moist colonies (Dysgonic growth) - M.bovis
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Laboratory Diagnosis of Tuberculosis

SPECIES | NIACIN | ARYL- NITRATE | CATAL—- | PEROX-- | TWEEN80 | TELLURI- | GROWTH | PYRAZI- UREASE
TEST REDUC— | ASETEST | IDASE HYDRO-- | TE ONTCH | NAMIDASE | TEST
ATASE TION TEST TEST LYSIS TEST | REDUCTIO TSET
TEST N TEST
™ + - + Weakly + - +/- + + +
tuberculosis +
™M = 3 5 S 3 . +/- = i S
bovis
™M - - - - - - - +- - +
Africanum
10%cynogen bromide + 4% Aniline in 96% ethanol W
added to suspension of M.tuberculosis culture on LJ=A
canary yellow colour develops - + Reaction. oot

* 6 Biochemical Reactions
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BIOCHEMICAL TESTS FOR NTM IDENTIFICATION
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PROCEDURE
Note: Follow established laboratory guidelines and safety procedures when processing specimens for acid-fast cultures. Inoculate media
according to test procedures recommended by the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) or consult appropriate references.”""

1

After inoculation, allow media to stand at room temperature for several hours or until the inoculum dries or is absorbed.

2. Protect tubes from light and incubate at 35-37°C in an atmosphere of 5-10% CO:. Itis advisable to incubate media in a slanted position
for at least one week to allow even distribution and absorption of the inoculum into the media. Caps should be loosened for the first week
to permit the circulation of CO; to initiate growth. Thereafter, tighten caps to prevent defydration of media.

3. Inoculate a second set of media to incubate at room temperature (25-30°C) for specimens obtained from skin o soft tissue in which
Mycobacterium marinum or Mycobacterium ulcerans is suspected.'

4. Examine cultures within 5-7 days after incubation and once a week thereatter for a minimum of 8 weeks. Prolonged incubation for 10-12
weeks or more may be necessary in selected cases or if the original smear was positive and the culture remains negative at 8 weeks.

5. Observe cultures for growth rate, pigment production, and colony morphology.

6. Perform an acid-fast stain from the colony to confirm acid-fastness of isolate.

7. Initiate identification tests according to established laboratory procedures. Consult appropriate references for further instructions.”'"

QUALITY CONTROL.

Allfot numbers of L-J Medium, L-J Gruft, and L-J Mycobactocel have been tested using the following quality control organisms and have been
found to be acceptable. This qualty control testing conforms with or exceeds CLSI standards.'” Testing of control organisms should be
performed in accordance with established laboratory quality control procedures. If aberrant quality control results are noted, patient resuits
should not be reported.

CCONTROL INCUBATION RESULTS
LJ Medium:

“Mycobacterium fortuitum ATCC® 6841 CO;, up to 21 days @ 36-37°C Growth
*Mycobacterium intracellulare ATCC® 13950 CO;, up to 21 days @ 35-37°C Growth
*Mycobacterium kansasii ATCC® 12478 CO;, up to 21 days @ 35-37°C Growth
*Mycobacterium scrofulaceum ATCC® 19981 €Oz, up to 21 days @ 35-37°C Growth

*Mycobacterium tuberculosis ATCC® 25177 CO;, up to 21 days @ 36-37°C Growth
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For checking the quality of the medium and reagents, we can use positive and negative control

organisms as mentioned earlier. As for the test organism, label test tubes as “positive control,

gas positive”,
with P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, and Acinetobacter baumannii ATCC 19606

positive control, gas negative”, and “negative control” and inoculate the tubes

respectively. Follow all the procedures mentioned above and read the final result after the

addition of reagents and zinc dust,

P aeruginosa ATCC 27853 must give nitrate-positive (red color formation) and gas-positive

results.

E. coli ATCC 25922 must give nitrate-positive (red color formation) and gas-negative results.
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 must give nitrate negative result (no red color formation).
Bacteria Showing Positive Result

E. coli, Salmonella typhimurium, Enterobacter spp, Bacillus cereus, Mycobacterium tuberculosis,

Citrobacter spp., Pseudomonas spp. Klebsiella spp, Proteus spp, S. aureus, etc.

Bacteria Showing Negative Result

Acinetobacter spp, Streptococcus spp., Mycobacterium bovis, M. africanum, etc.
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For checking the quality of the medium and reagents, we can use positive and negative control

organisms as mentioned earlier. As for the test organism, label test tubes as “positive control,

gas positive”,
with P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, and Acinetobacter baumannii ATCC 19606

positive control, gas negative”, and “negative control” and inoculate the tubes

respectively. Follow all the procedures mentioned above and read the final result after the

addition of reagents and zinc dust,

P aeruginosa ATCC 27853 must give nitrate-positive (red color formation) and gas-positive

results.

E. coli ATCC 25922 must give nitrate-positive (red color formation) and gas-negative results.
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 must give nitrate negative result (no red color formation).
Bacteria Showing Positive Result

E. coli, Salmonella typhimurium, Enterobacter spp, Bacillus cereus, Mycobacterium tuberculosis,

Citrobacter spp., Pseudomonas spp. Klebsiella spp, Proteus spp, S. aureus, etc.

Bacteria Showing Negative Result

Acinetobacter spp, Streptococcus spp., Mycobacterium bovis, M. africanum, etc.




image105.jpeg
Nitrate Reduction Test

Nitrate
+ve

Nitrate
' +ve

J

. Nitrate
Nitrate Broth -ve -ve

+Zn Dust




image106.jpg
Niaoin st pagaiive - lft and posiive - rght

Commarsalnisin detacton kit
(Microxpress Niaci Drop Tes?).




image107.jpg
Niacin (nicotinic acid) is produced by all mycobacteria but some of them lack the
enzymes to convert it further into nicotinamide adenine dinuceofide (NAD). Thus,
niacin accumulates i the culture medium from which it can be extracted with sterile
water or physiologic saline. M. tuberculosis accumulates the most, but other species
may also retum positive resuts: 14 afncanum, M. microti, b simiae and some strains
of M. chelonae, M. marinum, and M. uicerans.

PRINCIPLE
In the presence of citrc acid, chioramine-T and potassium thiocyanate wil react to
form cyanogen chioride. This compound will break apart the pyridine fing of niacin to
produce gamma-carooxy glutaconic aldehyde and joins an aromatic amine to form a
yellow color.

NIACIN REAGENT COMPOSITION: potassium thiocyanate 30.0 g,
chloramine-T 25.0 g, p-aminosalicylic acid 5.0 g, citric acid trihidrate 4.0 g,
ethyl alcohol 50.0 m, demineralized water 150 mi

PROCEDURE
© Puncture the culture slant with a 1oop or with a Pasteur pipete. Niacin
production is extracelular and accumulates in the medium so, you have to
break the cell mass 5o that the medium is exposed.
o Add 1 mi of sterle distled viater in the culture tube.
Place the tube horzontally so the fluid covers the entre surface of the medium.
o Leave the tube at room temperature for 30 minutes then turn the slants upright
for 5 minutes 1o let fuid to drain to the bottom.
© Transfer 05 mi of fluid in a new emply screw cap test tubs then add the
reagents or insert the impregnated strip (depending on the kit you are using)
‘Some kits require cenrifugation (3000 rpm for 15 min ) of the fluid and use of
the supematant
o Leave at room temperature for 15-20 minutes, agitating the tube occasionally.
Observe the colour of the liuid in the bottom of the tube against a white
background. Positive result a yellow color appears. Negative result: no color.

QUALITY CONTROLS
Positive control: Mycobacterium tubercuiosis ATCC 25177,
Negative control: Mycobactenum fortuitum ATCC 6841

Notes:
- cultures less than 3-4 wesks old or in small quantities may contain less amount of
niacin therefore may produce weak of negative reaction

- niacin-negative M. tuberculoss strains may be found in patients who have
received long-term chemotherapy.
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Tween 80 is the trade name of the detergent polyethylene derivative of sorbitan mono-oleate. Some
Mycobacterium species possess an enzyme-lipase, that splits the compound and releases oleic acid and

polyoxyethylated sorbitol.

Positive reactions occur in 1 to 4 days of incubation, and 10 days of incubation are required for confirmation of
negative reactions. The color change from orange-yellow to red is the positive test. Color change is not due to
shifting in pH but is due to hydrolysis of Tween 80, which modifies the optical rotation of light passing through

the substrate
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Uses

1. This test is useful in identifying Mycobacterium kansasii (which can produce positive results within 3-6
hours)

2. To differentiate two scotochromogens with similar-appearing colonies, M.gordonae (positive) and
M.scrofulaceum (negative)

Specimen
Mature colony of the unknown Mycobacterium species recovered from clinical material, growth on a

Lowenstein Jensen slant.

Materials
Supplies

Sterile applicator sticks

Screw-capped tubes (12x100 mm) containing 2.0 mL of deionized water per tube

FSEETINN

Media
Lowenstein Jensen slant

Reagents

Tween-80 hydrolysis reagent

2 drops of Difco reagent added to distiled water to screw-capped tubes

Equipment

S o ® ~ o o

Biohazard hood
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Procedure

1. Add two drops of Tween reagent to 1 mL of sterile distilled water in screw-capped tubes
2. Inoculate a loopful of organisms to be tested
3. Incubate at 35°C i the dark with caps tight

4. Visually read tubes in 24 hours. If negative, read again at 5 and 10 days. Compare the color of the liquid
with that in the control tubes.

Results

A positive result is recorded when the liquid, turs from light orange to pink or red. M kansaii usually turns
positive within 24 hours. Read again at 3, 5, and 10-12 days. Record results and discard positives. Discard all

tubes at 12 days

Quality Control

1. Positive control: M kansasii (ATCC-12478) incubated for 12 days.
2. Negative control: Stock culture of M. intracellulare (ATCC-13950)

3. Negative reagent: Un-inoculated tube of a substrate incubated for 12 days

Procedure Notes;

Keep Tween hydrolysis reagent in the dark. Do not store or incubate tubes in the light. The red color of a

positive reaction is not due to a pH change, but rather due to the release of neutral red
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Procedure Notes;

Keep Tween hydrolysis reagent in the dark. Do not store or incubate tubes in the light. The red color of a

positive reaction is not due to a pH change, but rather due to the release of neutral red
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9.6 Defecting Source of False AFB Smear Results

Condition

Cause

Corrective Action

Old, used microscope slides refain
material from previous smears.

Use only new slides

AFB transferred from a positive smear fo
a negative smear.

Usoa aring tack and keep slides from touching
each other; do not use siaining jars.

False- |Food particles. Request another specimen.
posifive Precipitated stains Use only fresh stains, without precipitates or
contaminating organisms.
'AFB transterred in o on the immersion | Always wipe oil fom the of immersion lens affer
lens or through contaminated oil botles. ~|each AFB-positive smear is read. Change ol botles
whenever there is evidence of contamination.
Smears that are oo thick, or slides that | Proper digestion of specimen. Avoid making thick
are nof clean, causing material to be: smears.
washed off during staining
Smear area is loo large, making fhe | Apply smear fo a 1 x 2 cm area
smear too thin.
Nonstaining or poorly staining AFB Examine fluorescent stained smears within 24 hours.
Protect smear from UV light, direct sunlight, over/
False- under heam;? during smear fixation; store staining
negative reagents in dark botles: high chlorine confent in

rinse water will affect fluorescence stain. During
staining, drain off excess rinse water between steps
to avoiding diluting staining reagents.

Incorrect slide warmer temperature

Set temperature at 65-75°C and monitor on a daily/
weekly basis

Incomplete slide reading

Search smear in a uniform manner and read
suggested number of fields
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Antibiotic treatment

I()ption

|Adults Doxycycline, 300 mg po single dose ,Ciprofloxacin, 1g po
single dose OR
Azithromycin 1g po single dose.

Pregnant Erythromycin 500 mg/ 6 hours for 3 days OR azithromycin, 1g
po single dose

Children> 3yrs [Erythromycin 12.5mg/kg/ 6 hours for 3dys OR azithromycin 20
Img/kg, in a single dose, without exceeding 1 g

[Children < 3yrs | Erythromycin 12.5mg/kg/ 6 hours for 3dys OR azithromycin 20
mgkg, in a single dose
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[Trimethprim- TMP 5 TMP 160
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(twice a day for 3 SMX 25 SMX 800
[days) mg/kg mg

Furazolidone (4 times | 1.25 mg/kg 100 mg
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Table 16.1 Laboratory QC/QM Schedule

Daily or with each
patient run

Weskly or with each
patient run

Montly

New lot # or batch #

Refrigerator, freezer,
incubator, rooms, and
centrifuge temperatures

Positive and negative
controls for MGIT and 1)
cultures

Internal quality assessment
fo improve microscopy
resulis

Pasitive and negative
controls for new staining
reagents for AFB smears

Positive and negative Reference strain for drug  [MGIT Time fo detection | Sterility and performance
controls for AFB smears | susceptibility testing QC for MTB reference | testing of culfure media —
strain MGIT. 1J, 7H9 Broth, BAP
MGIT Maintenance Positive, negative, and [ Complete Monthly Data | Reference sirain testing for
(See Section 10: liquid | reagent confrols for Monitors form new lots of MGIT S\Rg
Culture = MGIT) identification kits PZA kits and other anti-TB

drugs or drug kits

MGIT GC Report
(See Section 10: Liquid
Culture - MGIT)

Pasitive, negative, and
reagent conirols for new
lots of identification kits
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Table 16.5 Minimum Equipment Maintenance Schedule’

of relevant components

Equipment Maintenance Semi-annually [ Annually
Avloclave Maintenance by autoclave technician recommended | required
Miciopipetiors/ PipefieAid | Calibration recommended | required
Andlytical balance Calibration recommended | required
Biosafety cabinet Certification = required
Centrifuge Calibration of speed, fimer, femperature recommended | required
e Inspection, cleaning, and lubrication by service | recommended | required

icroscopes 14
provider
o Clean condensers, fans and blower motor; verll | recommended | required
I QORONSIS mechanics and check filier
Clean condensers; verify door gaskels recommended | required
Freezer 70 10-80°C  verly door o -
Clean fan and blower mofor; roufine mainienance | recommended | required
Refrigerators Clean condensers and fans; rouline maintenance | recommended | required
Check door gaske! sedl, heafing and codling | recommended | required
Incubator elements, electronic components; routine
maintenance
P Calibration fube check, thorough cleaning required B

! For further details on equipment maintenance and cleaning, refer to: Maintenance Manual for Laboratory Equipment,
2nd Edition. World Health Organization. Geneva, Switzerland. 2008
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