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صفحه  1  از 3 سیتوكروم اكسیداز  

  
  :هدف  -١

كه همه اكسیداز منفي ( جداسازي انتروباكتریاسه ها  -
از باكتري هایي مثل ویبریوناسه، ) هستند 

 و آئروموناس، سودوموناس، نیسریا، كمپیلوباكتر
 )كه همه اكسیداز مثبت اند( پاستورلا

شناسایي ارگانیسم هایي كه فاقد آنزيم سیتوكروم   -
 .اشنداكسیدازند یا بي هوازي اجباري مي ب

 :اساس آزمایش  -٢
سیتوكروم ها، هوموپروتئين هاي حاوي آهن مي باشند كه 

به ) هیدروژن (زنجيره تنفسي عامل انتقال الكترون  در
در این تست از یك معرف رنگي استفاده . اكسیژن هستند

مي شود كه بجاي اكسیژن به عنوان پذیرنده ائي الكترون 
 . جایگزین مي گردد

 
 : یه نمونه اول -٣
ساعته از ارگانیسم مورد نظر از محیط  ١٨-٢٤كشت  -

 هاي كشت مناسب 
 
 

 :ابزار لازم مواد و  -٤
تترامتیل پارافنیلن دي آمين دي هیدروكلراید % ١محلول  -

 دیسك تجاري آماده اكسیدازیا در آب مقطر استریل
 كاغذ صافي   -
 اپلیكاتور چوبي یا لوپ پلاستیكي یا پلاتینیوم  -

 
 : نجام كارمراحل ا  -٥

 : الف ـ روش مستقیم روي پلیت
دو تا سه قطره از معرف تازه تهیه شده را مستقیماً روي 

كلني هاي .  كلني هاي باكتري بر روي پلیت اضافه مي كنیم
باكتري هاي اكسیداز مثبت بلافاصله به رنگ بنفش تغیير 

 .رنگ مي دهند
 

 : ب  ـ روش غير مستقیم
 mlر آب مقطر تهیه كنید ود% ١از پودر معرف ، محلول  -

تقسیم كرده در  ١ mlاز محلول را در مقادیر ١٠
موقع . درجه در  فریزر نگهداري نمایید -٢٠برودت 

پس از ذوب  مصرف یك ویال از فریزر خارج كرده ،
شدن ، به تعداد مورد نیاز كاغذ صافي را به معرف 
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البته مي  .آغشته كرده در پلیت تمیز قرار دهید
 . سك هاي آماده تجاري نیز استفاده نمودتوان ازدی

مقداري از كلني باكتري را روي كاغذ حاوي معرف مي  -
توصیه مي شود كه از مشتق تترامتیل . (كشیم

پارافنیلن دي آمين بجاي مشتقات دي متیل استفاده 
زیرا این معرف براي ذخيره كردن پایدارتر و  ،شود

تر است و نسبت  براي تعیين سیتوكروم اكسیداز حساس
 .) كمتر سمي مي باشد به مشتق دي متیل،

 
 
در باكتري هاي اكسیداز مثبت در محل تلقیح كلني در  -

ايجاد ) مایل به بنفش( ثانیه رنگ آبي تيره  ١٠عرض 
اما باكتري هاي . )ار مهم استزمان بسی( مي شود

ثانیه بيرنگ باقي مي  ١٠اكسیداز منفي در عرض 
ثانیه رنگ  ١٠– ٦٠كه در مدت باكتري هایي  .مانند

بنفش ايجاد مي كنند، نیاز به انجام تست هاي بیشتري 
دارند، زیرا احتمالاд متعلق به خانواده 

 . آنتروباكتریاسه نمي باشند
 
 : QCبرنامه    -٦

این  زمان کهجدید و هر  سریكنترل كیفي باید براي هر 
 . يردگ ، صورتتست انجام مي شود

     Pseudomonas aeruginosa: كنترل مثبت
 E.Coli:   كنترل منفي

 
 : تداخلات-٧
 )ساعت ٢٤بیشتر از  (كهنه نباید از كشت   -

 .استفاده شود
ید بصورت تازه و روزانه اكسیداز با%  ١محلول  -

تهیه شود مگر اینكه محلول ساخته شده در فریزر 
 .نگهداري گردد

نباید از محیط هاي كشت رنگي مثل مك كانكي  -
 .دهد شود زیرا نتیجه مثبت كاذب می هاستفاد

براي انتقال باكتري روي كاغذ صافي یا دیسك  -
اكسیداز نباید از لوپ فلزي مثل استیل یا نیكروم 

زیرا بر اثر سوزاندن لوپ، مقدار  ،استفاده شود
كمي اكسید آهن بر روي آن ايجاد مي شود، كه ممكن 

 . دهداست نتیجه مثبت كاذب 
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 ايمني -٨
از تماس معرف با پوست و چشم  ، اد تحریكبدلیل ايج

در صورت تماس اتفاقي پوست یا چشم را . خودداري نمایید 
دقیقه شستشو  ١٥با مقادیر زیادي آب  حداقل به مدت 

 .دهید 
 


