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  به نام خدا

 سازمان ملي استاندارد ايران با آشنايي

و  اسکتاندارد  مؤسسکۀ  مقکررات  و قکوانی   اصکح   قکانون  3مکاد   یک   بند موجب به ایران صنعتی تحقیقات و استاندارد مؤسسۀ

اسکتاندارداا    نشکر  و تدوی  تعیی ، وظیفه که است کشور رسمی مرجع تنها 1331 ماه بهم  مصوب ایران، صنعتی تحقیقات

  .دارد عهده به را ملی )رسمی( ایران

بکه   92/6/29نام موسسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران به موجب یکصد و پنجاه و دومی  جلسه شورا  عالی ادار  مکور   

 جهت  اجرا ابحغ شده است .  92/3/29مور   33333/996سازمان ملی استاندارد ایران تغییر و طی نامه شماره 

مؤسسکات   و مراکز نظران صاحب کارشناسان سازمان ، از مرکب فنی اا  کمیسیون در مختلف اا  حوزه در استاندارد تدوی 

تولیکد ،   به شرایط توجه با و ملی مصالح با امگام وکوششی شود می انجام مرتبط و آگاه اقتصاد  و تولید  پژواشی، علمی،

کننکدگان،  مصکر   تولیدکننکدگان،  شکام   نفکع،  و حک   صکاحبان  منصکفانۀ  و آگااانکه  مشکارکت  از ککه  اسکت  تجار  و فناور 

نکوی    پیش .شود می حاص  دولتی غیر و دولتی اا  سازمان نهاداا، تخصصی، و علمی مراکز کنندگان، وارد و صادرکنندگان

از  پک   و شکود مکی  ارسکا   مربکو   فنکی  اا  کمیسیون اعضا  و نفع ذ  مراجع به نظرخواای برا  ایران ملی استاندارداا 

ایکران   ملی )رسمی( استاندارد عنوان به تصویب صورت در و طر  رشته آن با مرتبط ملی کمیتۀ در پیشنهاداا و نظراا دریافت

 .شود می منتشر و چاپ

کننکد   می تهیه شده تعیی  ضوابط رعایت با نیز صح  ذ  و مند عحقه اا  سازمان و مؤسسات که استاندارداایی نوی  پیش

بکدی  ترتیکب،    .شکود  مکی  منتشکر  و چکاپ  ایکران  ملکی  اسکتاندارد  عنکوان  به تصویب، درصورت و بررسی و طر  ملی درکمیتۀ

ملکی   کمیتکۀ  در و تکدوی   3 شکمار   ایکران  ملی استاندارد در شده نوشته مفاد اساس بر که شوند می تلقی ملی استاندارداایی

 .باشد رسیده تصویب به دادمی تشکی سازمان ملی استاندارد ایران  مربو  که استاندارد

(ISO)اسکتاندارد   المللکی  بکی   سازمان اصلی اعضا  از ایران سازمان ملی استاندارد
المللکی الکتروتکنیک     بکی   ،کمیسکیون  1

9
(IEC) 3 قانونی شناسی اندازه المللی بی  سازمان و

(OIML)  2رابکط  تنهکا  بکه عنکوان   و اسکت
 ککدک  غکیایی    کمیسکیون  

3
(CAC) خکا   اکا   نیازمنکد   و کلی شرایط به توجه ضم  ایران ملی استاندارداا  تدوی  در .کند می فعالیت کشور در 

  .شودمی گیر بهره المللی بی  استاندارداا  و جهان صنعتی و فنی علمی، پیشرفت اا  آخری  از کشور ،

 کننکدگان، حفک    مصکر   از حمایکت  بکرا   قکانون،  در شده بینی پیش موازی  رعایت با تواند سازمان ملی استاندارد ایران می

 از اجرا  بعضی اقتصاد ، و محیطی زیست مححظات و محصولات کیفیت از اطمینان حصو  عمومی، و فرد  ایمنی و سحمت

 اسکتاندارد، اجبکار    عالی شورا  تصویب با وارداتی، اقحم یا/و کشور داخ  تولید  محصولات برا  را ایران ملی استاندارداا 

و  صکادراتی  کالااکا   اسکتاندارد  اجکرا   کشکور،  محصکولات  برا  المللی بی  بازاراا  حف  منظور به تواند می سازمان نماید. 

 فعا  مؤسسات و سازمان اا خدمات از کنندگان استفاده به بخشیدن اطمینان برا  امچنی  نماید.  اجبار  را آن بند درجه

 آزمایشکگاه  محیطی،زیست مدیریت و کیفیت مدیریت اا  سیستم صدورگواای و ممیز  بازرسی، آموزش، مشاوره، در زمینۀ

 اسکاس  بکر  را مؤسسات و اا سازمان گونه ای  سازمان ملی استاندارد ایران سنجش، وسای  کالیبراسیون )واسنجی( و مراکز اا

 بر و اعطا اا آن به صححیت تأیید گوااینامۀ لازم، شرایط احراز صورت در و کند می ارزیابی ایران تأیید صححیت نظام ضوابط

 فلکزات  عیکار  تعیکی   سنجش، وسای  کالیبراسیون )واسنجی( یکااا، المللی بی  دستگاه ترویج .کند نظارت می آن اا عملکرد

 .است سازمان ای  وظایف دیگر از ایران ملی استاندارداا  سطح ارتقا  برا  تحقیقات کاربرد  انجام و گرانبها

 

                                                 
1- International Organization for Standardization 

2 - International Electrotechnical Commission 

3-  International Organization of  Legal Metrology (Organisation Internationale de Metrologie Legale)  

4 - Contact point 

5 - Codex Alimentarius Commission 
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 پیش گفتار

 

تدوی  شد. ای   1339نخستی  بار در سا   "آزمون میکروبی های  روش–طبیعی  آب معدنی " استاندارد

اا   اا  رسیده و بررسی توسط سازمان ملی استاندارد ایران و تایید کمیسیون استاندارد بر اساس پیشنهاد

 استاندارد ملی کمیتۀ اجحس سیصدو پنجاه و دومی  در و مربو  برا  اولی  بار مورد تجدید نظر قرار گرفت

 و قوانی  اصح  قانون 3 ماد  ی  بند استناد به این  ،شد تصویب  6/19/29 مور  بیولوژ  و میکروبیولوژ  

 ایران ملی استاندارد عنوان به ، 1331 ماه بهم  مصوب ایران، صنعتی تحقیقات و استاندارد مقررات مؤسسۀ

  .شودمنتشر می

خدمات،  و علوم صنایع، زمینۀ در جهانی و ملی  اا پیشرفت و تحولات با اماانگی و امگامی حف  برا 

ای   تکمی  و اصح  برا  که پیشنهاد  ار و شد خوااد نظر تجدید لزوم مواقع در ایران ملی استاندارداا 

بنابرای ،  . گرفت خوااد قرار توجه مورد مربو  فنی کمیسیون در نظر تجدید انگام شود، ائهار استاندارداا

  .کرد استفاده ملی استاندارداا  تجدیدنظر آخری  از امواره باید

 می شود. 1339: سا   3362ای  استاندارد جایگزی  استاندارد ملی ایران شماره 

 :است زیر شر  به گرفته قرار استفاده مورد داستاندار ای  تهیۀ برا  که منابع و ماخی 

 

  احیا کننده سولفیت اا جستجو و شمارش اسپور کلستریدیوم ،1333سا   :3333استاندارد ملی ایران  -1

 با استفاده از روش صافی غشایی در آب

به  1سودوموناس آئروژینوزاشناسایی و شمارش -کیفیت آب  ،1333سا   :3362استاندارد ملی ایران  -9

  روش صافی کردن غشایی

  روده ا  اا وسشناسایی و شمارش انتروکوک-کیفیت آب  ، 1333: سا   3392-9ن استاندارد ملی ایرا -3

 به روش صافی کردن غشایی 

به روش  9اشریشیا کلیشناسایی و شمارش -کیفیت آب  ، 1333سا   : 3393 -1استاندارد ملی ایران -2

 صافی کردن غشایی 

 
5- Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods 2001- Edited by 

Frances Pouch Downes, Keith Ito, American Public Health Association 

                                                 
1
 - Pseudomonas aeruginosa 

2
 - Escherichia coli  

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=pSgQU6OYOcfTtQa0l4C4Dg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.61965928,d.Yms
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 آزمون میکروبي هاي روش-آب معدني طبیعي

 هدف   2

بی آب معدنی طبیعی بطر  وکر  میاا تعیی  روش مرجع جهت انجام آزمون استاندارداد  از تدوی  ای  

 شده می باشد.

 دامنه کاربرد  1

   معدنی طبیعی بطر  شده می باشد.اا بی آبوبرا  بررسی کیفیت میکر استانداردای  

 مراجع الزامي  9

مدارک الزامی زیر حاو  مقرراتی است که در مت  ای  استاندارد به آنها ارجاع داده شده است. بدی  ترتیب 

زئی از ای  استاندارد محسوب می شوند. در مورد مراجع دارا  تاریخ چاپ/ یا تجدید نظر، آن مقررات، ج

و تجدید نظراا  بعد  ای  مدارک مورد نظر نیست. مع ایا بهتر است کاربران ذینفع ای   اا اصححیه

قرار داند. در  و تجدید نظراا  مدارک الزامی زیر را مورد بررسی اا استاندارد امکان کاربرد آخری  اصححیه

 مورد مراجع بدون تاریخ چاپ./ یا تجدید نظر آن مدارک الزامی ارجاع شده مورد نظر است. 

 :استفاده از مراجع زیر برا  کاربران استاندارد الزامی است

آئی  کار در  و میکروبیولوژ اا  عمومی  روش ،1333سا   :2322شماره  استاندارد ملی ایران 3-1

 کروبیولوژ اا  می آزمایشگاه

    باکتریولوژی  آباا آئی  کار آزمون ،1336سا   :2993استاندارد ملی ایران  3-9

 نمونه بردار ، 1336سا   :2993استاندارد ملی ایران  3-3

                   

 اصطلاحات و تعاريف 4

 رود:در ای  استاندارد اصطححات و / یا تعاریف زیر به کار می

 وژينوزاآئر سودوموناس  4-2

 1ستریماید حاو  انتخابی کشت محیط رو  که است میکروارگانیسمی
 تولید پیوسیانی ، با غالباً و کرده رشد 

 فلورسن  ایجاد
 به قادر و بوده اکسیداز مثبت امچنی  میکروارگانیسم کند. ای  می فرابنفش پرتو  زیر 

 .است استامید از آمونیاک گاز تولید

 

 مثبت   ي لاکتوزها باکتري 4-1

                                                 
1-Cetrimide 
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درجه سلسیوس  (36 ± 3 ) استند که در شرایط اواز  در دما اایی  اا باکتر  3393-1طب  استاندارد ملی

ساعت تولید اسید  (91 ± 3 ) در مدت و بر رو  محیط کشت انتخابی و افتراقی دارا  لاکتوز رشد نموده

 کنند. 

 

 ها فرم کلي 4-9

است که اکسیداز منفی  (1-2) بند وز مثبت تعریف شده در لاکتاا  اا باکتر  3393-1طب  استاندارد ملی

 باشند. می

 

  اشريشیا  کلي  4-4

 بند کلی فرم تعریف شده در  اا اا باکتر اشریشیا کلی) به روش استاندارد(،  3393-1طب  استاندارد ملی

تولید ایندو   ساعت از تریپتوفان(  91 ± 3 )سلسیوس به مدت درجه(  22 ± 3/9 )است که در دما  (2-9)

 کنند.

 

   اشريشیاکلي  4-9

  صفراو  استند اااا   مقاوم به نم اااا باکتر  اشریشیا کلی) به روش سریع( 3393-1طب  استاندارد ملی

ایندو  تولید  ،از تریپتوفان  توانندیم ساعت(  91 ± 3 )درجه سلسیوس در مدت(  22 ± 3/9 ) که در دما 

 کنند.

 

 روده اي  يها وسانتروکوک  4-8

و تبدی  آن به  1تر  فنی  تترازولیوم کلراید -3و  3و  9اایی استند که قادر به احیاء ترکیب  کوکوس

 بند )  کشت اا درجه سلسیوس درمحیط 22در دما   3بوده و امچنی  قادر به ایدرولیز اسکولی  9فرمازان

 ای  استاندارد می باشند. ( 3-3-1-2

 

 سولفیت نندهک هاي احیأ کلستريديوم 4-7

  و جن  کلستریدیوم 2دیاسهکلستریکنند و به خانواده  اواز  استند، که اسپور تولید می اا  بی باکتر 

 تعل  دارند.

 

 اساس روش 9

                                                 
1- Triphenyl tetra zolium chloride ( T. T. C ) 

2- Formazan 

3- Aesculin 

4- Clostridiaceae 
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  اختصاصی و اا ای  روش بر اساس صا  کردن حجم معینی از نمونه، کشت دادن در محیط

 . اشدب  تایید  میاا و انجام آزمون بررسی، گیار  گرمخانه

  

 نمونه برداري  8

  انجام شود. ، 1336سا  :  2993نمونه بردار  از آب باید مطاب  با استاندارد ملی ایران  
 

 مواد لازم  7

برا  بدست آوردن نتایج اماانگ، از مواد شیمیایی با کیفیت یکسان و درجه خلو  آزمایشگاای استفاده 

مطابقت  ، 1333: سا  2322با استاندارد ملی ایران   کشت باید اا آب مورد مصر  برا  محیط کنید.

اا  کشت را مطاب  با  اا  کشت در بازار قاب  دسترس استند، تهیه محیط چنانچه محیط داشته باشد.

 دستورالعم  سازنده انجام داید.

 

 محیط کشت سودوموناس 7-2

1ان آگار-سي سودوموناس کشت محیط 7-2-2
 

 پايه کشت محیط 7-2-2-2

 مقدار                           دهنده                                                                   کیلتش مواد

 گرم 9/16                      ژلاتی                                          پانکراتی  شد  اضم

9کازئی  پانکراتی  شد  اضم
                      گرم 9/19                                                                                                    

 لیتر میلی 19 گلیسرو                                                                                        

 گرم 9/19                                                                    3بآ بدون پتاسیم سولفات

      گرم 2/1                                                                      2آب  بدون منیزیم کلرید

 گرم 9/13 آگار                                                                                              

 لیتر میلی 1999       مقطر                                                                                  آب

 : تهیه روش

 مدت درجه سلسیوس به(  191 ± 3  ) دما با اتوکحو در سپ  و ح  مقطر آب در جوشاندن با را فوق مواد

 .کنید سترون دقیقه 13

 

  (CN)9ان _ سي کشت محیط مکمل   7-2-2-1

                                                 
1- Pseudomonas – CN agar 

2- Pancreatice digest of casein 

3- K2SO4 

4- Mgcl2 

5- CN supplement   

6- Hexa decyle trimethyle ammonium bromide  
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 مقدار                                                                                   دهنده تشکیل مواد

بروماید آمونیوم متی  تر  دسی  ا اگز
 1

 گرم 99/9            ستریماید(                            ) 

9سدیم نالیدیکسات
 گرم 913/9                                                                                                                    

 میلی لیتر 9/9       سترون                                                                              مقطر آب
 .کنید ح  سترون مقطر آب در اسپتی  شرایط ترعای با را فوق مواد: تهیه روش

 .ندارد کردن اتوکحو به نیازان -سی کشت محیط مکم  - یادآور 

 کامل کشت محیط 7-2-2-9 

درجه سلسیوس سرد کنید.  39تا  23( را تا دما   1-1-1-3 ) بندمحیط کشت پایه طب  روش تهیه: 

کشت سی  محیط مکم  ک  پایه، کشت محیط ترلی میلی 399 ار ازا  به اسپتی سپ  با رعایت شرایط 

 عم  .تقسیم کنید سترون  اا پلیت در کردن مخلو  از پ  و اضافه آن ( را به9-1-1-3بند )طب   ان _

درجه سلیسیوس  93نهایی محیط کشت در دما     pHباشد.  متر میلی 3 حداق  پلیت ار در کشت محیط

    است.(  3/3 ± 9/9 ) برابر با
 

 درجۀ(  3 ± 3 )دما   در و تاریکی در را آگار ان – سی سودوموناس کشت محیط شده آماده اا  پلیت  -2 يادآوري

 .کنید نگهدار  توانید.می ماه ی  زمان مدت به حداکثر سلسیوس،

 .کرد نگهدار  ساعت 2 از بیش نباید را شده ذوب کشت محیط  -1 يادآوري

 .شود خوددار  باید کشت، محیط دوبار  کردن ذوب از  -9 يادآوري
 

 آگار ستريمايد کشت محیط 7-2-1

 مقدار                                                                                                دهنده  تشکیل مواد

 گرم 9/99             ژلاتی                                                                  پانکراتی  شده اضم

 گرم 9/19                                                                                                پتاسیم  سولفات

 گرم 2/1                                                                                                منیزیم کلرید

 گرم 3/9بروماید)ستریماید(                                                        آمونیوم متی  تر  دسی  اگزا

 لیتر میلی 19 گلیسرو                                                                                                     

 گرم 6/13                                                                                                            آگار

 میلی 1999 مقطر                                                                                                  آب

 لیتر

درجه  (191 ± 3)  دما  با اتوکحو در سپ  و ح  رمقط آب در جوشاندن با را فوق مواد: تهیه روش

درجه سلیسیوس  93نهایی محیط کشت در دما    pH.کنید سترون دقیقه 13 زمان مدت سلسیوس  به

  است.(  9/3 ± 9/9 ) برابر با

                                                                                                                                                         
7-Sodium nalidixate 
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 (mPAC) آگار سي _ اي _ پي _ام کشت محیط 7-2-9  

 پايه کشت محیط 7-2-9-2

 مقدار                                                                                                      دهنده            تشکیل دموا

 گرم       9/3                                                                                      1ایدروکلرید لیزی  – ا 

 گرم 9/3                                                                                                     سدیم کلرید

 گرم 9/3                                                                                               سدیم تیوسولفات

 گرم 9/9                                                                                                    مخمر عصار 

 گرم 3/1                                                                             9آب ملکو  3 با منیزیم سولفات

    گرم 93/1                                                                                                           لاکتوز

 گرم 93/1                                                                                                            ساکارز

 گرم                                                                                             93/1                                                                                                            گزیلوز

 گرم 3/9                                                                           3ظرفیتی 3 آا  آمونیوم سیترات

 گرم 93/9                                                                                                          رد -فن 

 گرم 9/19آگار                                                                                                              

 لیتر میلی 229                                                                                         مقطر              آب

 : تهیه روش

 زمان مدت به سلسیوس درجۀ(  191 ±3 ) دما  با اتوکحو در سپ . کنید ح  مقطر آب در را فوق مواد

 .کنید سترون دقیقه 13

 

 (mPAC) آگار سي _ اي _ پي _ام کشت محیط مکمل 7-2-9-1

 مقدار                                  دهنده                                                                          تشکیل مواد

2کانامایسی 
 میلی گرم 9/3                                                                                               

3اسید نالیدیکسی 
 گرم 933/9                                                                                        

 لیتر میلی 19                                مقطر                                                                    آب

 

 .کنید ح  سترون مقطر آب در اسپتی  شرایط رعایت با را فوق مواد: تهیه روش

 .ندارد کردن اتوکحو به نیاز آگار سی _ ا  _ پی _ام کشت محیط مکم  - یادآور 

 

                                                 
1-  L(+) – Lysine hydrochloride 

1- MgSO4.7H2O 

2-Ferric ammonium citrate III 

3- Kanamycin 

4- Nalidixic acid 
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 کامل کشت محیط 7-2-9-9

 

درجه سلسیوس سرد کنید.  39تا  23( را تا دما  1-3-1-3 بند  )محیط کشت پایه طب  : تهیه روش

( را به آن 9-1-1-3 بند  )سی آگار طب   -ا  -پی -ت شرایط اسپتی  مکم  محیط کشت امسپ  با رعای

درجه  93نهایی محیط کشت در دما    pH .کنید تقسیم سترون اا  پلیت در کردن مخلو  از پ  و اضافه

 است.(  9/3 ± 9/9 با )سلیسیوس برابر 

 

 2آگار مغذي 7-2-4

 مقدار                                                                                   دهنده تشکیل مواد

 گرم 9/9                                                                                    مخمر عصار 

 گرم   9/3                                                                                                                                              پپتون

 گرم 9/1گوشت                                                                                    عصار 

 گرم 9/3                                                                                   9سدیم.کلرید

 گرم 9/13آگار                                                                                              

 لیتر میلی 1999                                                                                            مقطر آب

 

درجه (  191 ± 3)  دما  با اتوکحو از پ  و ح  مقطر آب در جوشاندن با را فوق دموا: تهیه روش

نهایی محیط کشت در pH  کنید.  تقسیم مناسب اا .پلیت در و سترون دقیقه 13 زمان سلسیوس به مدت

 داستاندار با مطاب  فوق، کشت محیط کاربرد از پیش است.(  2/3 ± 9/9 ا )درجه سلسیوس برابر ب 93دما  

 39 تا 93 گرمخانه در پلیت دادن. قرار با را کشت محیط سطح رطوبت ، 1333  : سا2322ایران  ملی

 .کنید حی  دقیقه، 39زمان  مدت به سلسیوس درجۀ
 توانید.درجه سلسیوس حداکثر به مدت ی  ماه می(  3 ± 3)  دما  در و تاریکی در را، مغی  آگار اا  پلیت - يادآوري

 .کنید نگهدار 

 

  ها محیط کشت کلیفرم  7-1

 1سديم هپتا دسیل سولفاتآگار با  TTCلاکتوز  7-1-2

  محیط پايه 7-1-2-2

 مقدار  ترکیبات
 گرم  99  لاکتوز

                                                 
1- Nutrient agar 

2- NaCl 

3- Lactose TTC agar With sodium heptadecylsulfate 
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 گرم 19  پپتون

 گرم 6  عصاره مخمر

 گرم 3                                   عصاره گوشت

 گرم 93/9                                                                             تیمو  آبی برومو

 گرم ) به قدرت ژلی آگاربستگی دارد( 93تا  13                                                     آگار

 میلی لیتر 1999                                                                                  آب مقطر

 

لیتر   میلی 939حداکثر   حجم  به  در ظروفی  . محیط کرده  ح   جوش  را در آب قِفو  ترکیبات : طرز تهیه

  پ را محیط  pH  . و کنید  سترون  دقیقه 13  مدت  به  سلسیوس  درجه(  191  ± 1 ) و دردما   کرده  تقسیم

 تنظیم کنید.(  3 /9 ±9/9 ) رو   کردن  از سترون

 

  2ول تري فنیل تترازولیوم کلرايدمحل 7-1-2-1

 مقدار                              ترکیبات
  گرم 93/9                          تر  فنی  تترازولیوم کلراید )تی تی سی( -3و  3و  9

 میلی لیتر 199                            آب مقطر

 

 قمحلو  فو. رسانیدبلیتر  میلی 199 حجم آن به  و سپ  را در مقدار کمی آب ح  کرده TTC طرز تهیه :

 .کنید میکرومتر سترون 99/9 منافیبا  با عبور دادن از صافی غشایی را

 

 (7ترجیتول ) 9محلول سديم هپتا دسیل سولفات 7-1-2-9

 مقدار                               ترکیبات
 گرم  9/9                           (3سدیم اپتا دسی  سولفات )ترجیتو  

 میلی لیتر  199                             آب مقطر 

 

میلی لیتر برسانید. سپ   199را در مقدار کمی آب مقطر ح  نموده، حجم آن را به  3ترجیتو   : تهیه طرز

  دقیقه سترون  کنید. 13مدت ه درجه سلسیوس ب (191 ± 1 ) در اتوکحو با دما 

 ملمحیط کشت کا 7-1-2-4

 مقدار                                                          ترکیبات
 میلی لیتر 199                                      محیط کشت پایه  

                                                 
 

1- Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) 

2- Sodium heptadecyl sulfate solution ( Tergitol 7) 
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  ( 1-1-9-3 بند )طب  

 میلی لیتر 3                                             محلو  تی تی سی 

 ( 9-1-9-3 بند )طب  

 میلی لیتر 3                                              لو  سدیم اپتا دسی  سولفاتمح

 ( 3-1-9-3 بند )طب  
 

 نمودهسرد   سلسیوس  درجه ( 39 ± 3)    و تا دما  هدرک  را ذوب (1-1-9-3 بند )  پایه  محیط طرز تهیه :

محلو  سدیم اپتا دسی  سولفات و  (9-1-9-3 د )بن  سی  تی  تی  اا  محلو  ،سترون  شرایط  با رعایت  سپ 

  جلوگیر   حباب  از مواد از تشکی   ار ی   از افزودن  پ   که  ا  گونه  به نمایید  مخلو  و کامحً کرده  را اضافه

 کنید.  تقسیم  متر در پلیت میلی 3حدود   با ضخامترا   شود. محیط
 و سترون نمود .محیط کشت کام  را نباید در اتوکح -يادآوري

 

2انتروکوکوس فکالیسمحیط کشت   7-9
 

 1محیط کشت اسلنتز و بارتلي 7-9-2

 پايه محیط 7-9-2-2

 مقدار                                                            ترکیبات

 گرم  99                                               تریپتوز

 گرم 3                                               عصاره مخمر

 گرم 9                                               گلوکز

 گرم 2                                               ایدروژن فسفات د  پتاسیم

 گرم 2/9                                              سدیم آزاید

 گرم )به قدرت ژلی آگار بستگی دارد.( 13تا  3                                                         آگار             

 میلی لیتر 1999                                             آب مقطر

 

  و پ  هدرک  ح درجه سلسیوس  199با دما  گرم   آب  در حمام  دادن  فوق را با حرارت  ترکیبات طرز تهیه :

 69  الی 39  تا دما   داده و سپ   گرم حرارت  آب  دیگر در حمام  اضافی  دقیقه 3  مدت برا    شدن  از ح 

 . نماییدسرد   سلسیوس  درجه

  کشت باید از تماس اا   کشت حاو  سدیم آزاید بسیار سمی می باشند، در تهیه محیطاا از آنجا که محیط -1یادآور  

 ت و امچنی  استنشاق آن خوددار  کنید .مستقیم با پوس

 

  تي تي سي محلول 7-9-2-1
                                                 

 

1- Enterococcus faecalis   
2- Slanetz and Bartley medium ( S & B) 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEnterococcus_faecalis&ei=OS0QU9KNOOSM4gSp44HgCA&usg=AFQjCNFghV6jONv4DtcHBbWK777JzeDMOg&bvm=bv.61965928,d.Yms
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 مقدار                                                  ترکیبات
 گرم 1                                           تر  فنی  تترازولیوم کلراید -3و  3و  9

 میلی لیتر 199                                       آب مقطر

 

صافی با استفاده از  را ح  نمایید. سپ  آنمعر  فوق را در آب مقطر ریخته و با تکان دادن  : طرز تهیه

 میکرون سترون کنید. 99/9فی به قطر  غشایی با منا

 

   1کامل کشت محیط 7-9-2-9

 مقدار                                             ترکیبات
 میلی لیتر 1999                                    ( 1-1-3-3 بند )طب   محیط کشت پایه 

 میلی لیتر 19                                    ( 9-1-3-3 بند )طب   محلو  تی تی سی 

 

با  را  محیط هدرک  اضافه  سلسیوس  درجه 69  الی 39  با دما    پایه  محیط  را به TTC  محلو  طرز تهیه :

نهایی محیط باید  pH .دایدقرار   و خن   صا   سطح  و در ی   کرده  اا تقسیم میلیمتر در پلیت 3  ضخامت

 باشد .(  9/3 ± 1/9 ) درجه سیلسیوس برابر 93در دما  

 
 1آگار آزايد اسکولین -صفرا کشت محیط7-9-2-4

 رمقدا                                                      ترکیبات
 گرم  13                                               تریپتون

 گرم 3                                               پپتون

 گرم  3                                               عصاره مخمر

 گرم 19                                             ( پودر صورت ه ) ب  صفرا  گاو

 گرم 3                                                سدیم کلراید

 گرم 1                                                اسکولی 

 گرم 3/9                                               سیترات آمونیم آا  سه ظرفیتی

 گرم 13/9                                                سدیم آزاید

 به قدرت ژلی آگار بستگی دارد( گرم ) 13تا  3                 آگار

 میلی لیتر 1999                                               آب مقطر

                                                 
1- Complete medium 

2- Bile – aesculin azide agar 
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  یطمح pH  سلسیوس  درجه 93  در دما  هدرک  مقطر ح   در آب  را با جوشانیدن قفوِ  ترکیبات : طرز تهیه

دار با   درپیچ  لیتر در ظرو   میلی 939  اا  حجم  را به  محیط  باشد. سپ (  1/3  ±  1/9 ) بایستی  شده  تهیه

  سترون  دقیقه13  مدت  به  سلسیوس  درجه(  191 ± 3)  و در حرارت  کرده  لیتر تقسیم  میلی 399  ظرفیت

  میلی 3تا  3  حداق   ضخامت بامحیط را و  ردهک  خن   سسلسیو  درجه 69  الی 39  را تا دما  آن  د. آنگاهکنی

 .ددایقرار   و خن   صا   سطح  و در ی   کرده  تقسیم اا پلیت در متر

 

 کننده سولفیتأ هاي احی محیط کشت کلستريديوم 7-4 

 2محیط کشت سولفیت آيرون آگار 7-4-2

 محیط پايه آگار مغذي 7-4-2-2

 مقدار                                                                                          ترکیبات                     

 گرم 3                                   عصاره گوشت                                                         

 گرم 19                                                     پپتون                                               

 گرم 3                                        کلرید سدیم                                                      

 گرم 13                                        آگار                                                                

 میلی لیتر 1999                                     آب مقطر                                                           

درجه  93محیط را در  pHمواد فوق را به آب مقطر اضافه نموده و آن را بجوشانید، سپ   روش تهیه:

میلی لیتر  در  13  اا تنظیم نموده و در حجم(  6/3 ± 1/9 ) سلسیوس با محلو  سود ی  مولار در

درجه سلسیوس، (  191 ±1 ) دقیقه در اتوکحو ، در دما  99اا  آزمایش تقسیم نموده و به مدت  لوله

 ید.سترون نمائید. پ  از جامد شدن، محیط را در یخچا  نگهدار  کن

 

 1محلول سولفیت سديم 7-4-2-1

 مقدار                                                  ترکیبات                                                         
 گرم 19                                       سولفیت سدیم                                                        

 میلی لیتر 199                                        آب مقطر                                                             

الی  9سولفیت سدیم را در آب مقطر ح  نموده و توسط صافی سترون کنید. سپ  محلو  را در  روش تهیه:

 و افته یکبار از محلو  تازه استفاده نمائید.درجه سلسیوس نگهدار  نموده و ار د 3

 

 9محلول سولفات آهن 7-4-2-9

                                                 
1-Sulfite Iron Agar 

2- Na2SO3 

3- FeSO4 
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 مقدار                                                                  ترکیبات                                               

 گرم 3                                                                                     دو ظرفیتی سولفات آا 

 میلی لیتر 199                                                     آب مقطر                                         

سولفات آا  دو ظرفیتی را در آب مقطر ح  نموده و توسط صافی سترون کنید. سپ  محلو   روش تهیه:

 بار از محلو  تازه استفاده نمائید. درجه سلسیوس نگهدار  نموده و ار دو افته ی  3الی  9ق را در فو

 محیط کشت کامل 7-4-2-4

میلی لیتر محیط کشت،  13( را ذوب نموده و به ار 1-1-2-3) بند قب  از آزمایش محیط پایه  :روش تهیه

   سولفات آا  دو ظرفیتی اضافه نمائید.قطره از محلو 3میلی لیتر از محلو  سولفیت سدیم و  1

 

 2تريپتوز سولفیت آگار 7-4-1

 مقدار                                                             ترکیبات                                                  
 گرم    13                                                           تریپتوز                                         

 گرم 3                                         سو  ت                                                          

 گرم 3                                      عصاره مخمر                                                       

 گرم 1                                 سدیم متا بی سولفیت                                                

 گرم 1                                 آمونیوم سیترات آا  سه ظرفیتی                                  

 گرم 13                                                                      آگار                                 

 میلی لیتر1999                                   آب مقطر                                                              

 93را در دما   محیط  pH . سپ مواد فوق را به آب مقطر اضافه نموده و آن را بجوشانید روش تهیه:

  آزمایش تقسیم اا میلی لیتر  در لوله 13  اا تنظیم نمائید. محیط را در حجم(  6/3 ± 1/9 ) درجه در

درجه سلسیوس، سترون نمائید. پ  از جامد (  191 ±1 ) دقیقه در اتوکحو، در دما  13نموده و به مدت 

 شدن، محیط را در یخچا  نگهدار  کنید.

 

  تأيیدي  هاي محیط 7-9

 تريپتوفان براث 7-9-2

 مقدار                                                                   ترکیبات                                                

 گرم  19                                           تریپتون از کازئی                                        

 گرم  1                                                  تریپتوفان                                     – ا  

 گرم 3                                                               سدیم کلراید                          

 میلی لیتر 1999                                                                             آب مقطر                

                                                 
1-Tryptise Sulfite Agar 
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 اا میلی لیتر ریخته شد. درب لوله 3ترکیبات بالا با حرارت دادن در آب ح  نموده و در ار لوله  طرز تهیه :

 د.کنیلسیوس سترون درجه س 191دقیقه و در دما    13مدت ه بو را با درپوش پنبه ا  بسته 

 

   کواکس  معرف  7-9-1

 مقدار                                             ترکیبات                                                      
  گرم 3                                                                        لدئیدآ بنز مینوآ  متی   د  پارا

 لیتر   میلی 33                                        یا بوتی  الک                               الک   آمی  

 لیتر  میلی 93                                                                            اسید  ایدروکلری 

و دور از   سلسیوس  درجه ( 3 ±3  ) در دما  و ه دونم  ، اسید را اضافه در الک  آلدئید  کردن  از ح   پ  : تهیه  روش

  د.کنی  نور نگهدار 

 اکسیداز  معرف 7-9-9

 مقدار                                  ترکیبات                                                                           
   گرم 1/9                                                 ایدروکلراید  آمی   د   ل پارافنی  متی  تترا

 لیتر  میلی 19                                                                                       مقطر  آب

  .دکنی  نگهدار    سلسیوس  جهدر 2  و در دما   کرده  مقطر ح   را در آب قفو  ترکیب : تهیه  روش

 

 مايع استامید محیط 4- 7-9
2 

 پايه کشت محیط  7-9-4-2

 مقدار                                                                                  ترکیبات                           

 گرم                                                                     9/19                                                                                                    استامید

 گرم 9/3                                                                                               سدیم.کلرید

          آب بدون فسفات روژناید پتاسیم د 
 گرم 32/1                                                    9

 گرم 33/9                                                              3آب بدون فسفات ایدروژن د  پتاسیم

 گرم 3/9                                                                       2آب ملکو  3با  منیزیم سولفات 

 لیتر میلی 1999                                                                                                            مقطر آب
 .کنید مخلو  کامحً و ح  مقطر آب در را فوق مواد: تهیه روش

                                                 
1- Acetamide broth 

2- K2HPO4 

3- K2HPO4 

4- MgSO4.7H2O 

5- Irritant 

6- NaOH 
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 باید کشت محیط دفع و ساز  آماده کردن، وزن انگام بنابرای  .است 3هکنند تحری  و زا سرطان  ا ماده استامید  -يادآوري

 .آید عم  به لازم دقت

 رد -فنل  لومحل 7-9-4-1

 مقدار       ترکیبات                                                                                                                      
 گرم 9/1                           رد                                                                        _فن  

 میلی لیتر 199                                   نرما                           91/9  6مسدی ایدروکسید محلو 

 .کنید مخلو  کامحً و ح  سدیم ایدروکسید محلو  در را رد  -فن : تهیه روش

 کامل کشت محیط  7-9-4-9

-3-3 بند )را به ی  لیتر محیط کشت پایه (  9-2-3-3 بند ) رد -  فن محلو  لیتر میلی ی : تهیه روش

ش   آزمایاا لوله در لیتر  میلی 3 تا 3  اا حجم در را محلو  سپ  . کنید مخلو  کامحً و اضافه ( 2-1

نهایی   pHدقیقه سترون کنید. 13سلسیوس به مدت  درجه(  191 ± 3 ) تقسیم و در اتوکحو با دما 

 است.(  3 ± 9/9 ) سلسیوس برابر با هدرج 93محیط کشت در دما  
 ماه 3 سلسیوس، حداکثر به مدت درجه(  3 ± 3)  دما  در و تاریکی در را استامید آبگوشت کام  کشت محیط - یادآور 

 .کنید نگهدار  وانیدت یم

 آگار مغذي 7-9-9

 مقدار                                             ترکیبات                                                               
 گرم 9                                                                                            مخمر عصاره 

 گرم 3                                                        پپتون                                             

 گرم 1                                                            عصاره گوشت                                

 گرم 3                                                                               کلرید سدیم               

 گرم 13                                         آگار                                                               

 میلی لیتر 1999                                                 آب مقطر                                               

درجه  93محیط را در  pHمواد فوق را به آب مقطر اضافه نموده و آن را بجوشانید، سپ   روش تهیه:

 ) دقیقه در اتوکحو ، در دما  13تنظیم نموده به مدت (  2/3 ± 9/9 ) سلسیوس با محلو  سود ی  مولار در

 درجه سلسیوس، سترون نمائید. پ  از جامد شدن، محیط را در یخچا  نگهدار  کنید. ( 191 1±

 

 1تريپتون سوي آگار 7-9-8

 مقدار                                                                 ترکیبات
 گرم 13                                                      تریپتون از کازئی 

 گرم 3                                                   سو  پپتون

 گرم  3                                                        کلرید سدیم

 گرم  93تا  13                                                     آگار

 میلی لیتر  1999تا                                                      آب مقطر
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درجه  93نهایی محیط باید در دما   pH مواد فوق را با جوشاندن در آب مقطر ح  کنید. .  طرز تهیه :

 ±1 )میلی لیتر  در اتوکحو با دما   939  بیشینه اااا باشد . سپ  در حجم(  9/3 ± 1/9 )سلسیوس  برابر 

 ± 3 ) ه سترون کنید. پ  از سرد نمودن دما  محیط کشت تادقیق 13 به مدتدرجه سلسیوس (  191

 تقسیم نمایید . سترونهای پلیت   متر، در میلی 3درجه سلسیوس، به ضخامت حداق  (39

 تريپتون صفرا آگار 7 -7-9
 مقدار                                                       کیباتتر

 گرم 99                                            تریپتون از کازئی  

 گرم 3/1                                      نم  صفراو 

 گرم  93تا  13                                                                       آگار

 میلی لیتر 1999تا                                              آب مقطر
 

درجه  93نهایی محیط باید در دما   pH مواد فوق را با جوشاندن در آب مقطر ح  کنید .  تهیه : طرز

درجه سلسیوس (  191 ± 1 ) باشد . محیط کشت فوق را در اتوکحو با دما (  9/3 ± 3/9 )سلسیوس  برابر 

 دقیقه سترون کنید.  13 به مدت
با  6-3-3 بند )دود ی  میلی لیتر از محیط کشت تریپتون سو  آگار لایه ، ح تهیه محیط کشت بصورت دو برا  -يادآوري

آگار  بای  دقیقه قب  از قرار دادن صافی غشایی،  رو  محیط کشت تریپتون 69الی  39درجه سلسیوس را (  39 ± 3 ) دما 

 بریزید. 3-3-3 بند )جامد شده 

 

 وسايل لازم  6

  پتري  هاي ظرف 6-2

 ید.کناستفاده ،د باش  کامحً صا   هاآن  تهکه متر   میلی 13  عم   متر و به  میلی 69طر ق  به   پتر   اا  ظر از 

را   ا  شیشه  نوع .دناست  یکبار مصر    انواع و یا  در برابر حرارت  مقاوم  شیشه از جن   پتر   اا  ظر 

 .دکنی سترون مجدد   استفاده  جهت  از مصر   پ  توان می

  وسايل صافي  6-1

 : است  شده  زیر تشکی   اا  از قسمت  دستگاه  ی ا

  قیف 6-1-2

 اا  خورنده و دارا  از جن  مقاوم در برابر محلو  باید نوع فلز  آن ،وداستفاده ش  غیر فلز  قیف فلز  یا

ه تا ب   در آمده  ا  حلقه  بصورت  انتها  قیف ،بنداا به جداره آن نچس بوتا میکر اشدسطح صیقلی و صا  ب

 قرار گیرد.  غشایی  صافی  بر رو   راحتی
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  غشايي  صافي  نگهدارنده  صفحه  6-1-1

و  استای  صفحه وظیفه نگهدار  صافی غشایی و نیز انتقا  مایع صا  شده را به داخ  ارل  مایر عهده دار 

  هب   لاستیکی  پنبه  چوب  به  منتهی  صفحه  ای  .ستیکی به ارل  مایر اابت می گرددتوسط ی  چوب پنبه لا

 .دگرد می  خارج  از آن  شده  صا   آب  که  بود  ا  لوله  گردد و در انتها دارا  می  و اابت  مایر متص   ارل 

به   آب  به ناپییر ( و یا کاغی نفوذ )فوی   آلومینیومی  در ورقه ه شدناز پیچید  پ  را  نگهدارنده  و صفحه  قیف

  .کنید  سترون  سلسیوس  درجه(  191 ±1)  در  دقیقه 13  مدت

 

   نگهدارنده  گیره 6-1-9

 . است  غشایی  صافی  بر رو   قیف  منظور نگهداشت   به  گیره

 

 خلأ  پمپ 6-1-4

 .رود کار میه و در نتیجه عبور مایع از صافی غشایی ب به منظور ایجاد خلأ پمپ خلأ

 

  کننده  وصل  هاي لوله 6-1-9

 ند. است  ضخیم  یکیلاست  اا  لوله  اا از جن  لوله  ای 

 

  غشايي  صافي  6-1-8

  نوع  به  با توجه است که  میکرون 99/9  یا میکرون 23/9قطر   به  منافی   دارا  وسلولز   استات  از جن   صافی

باشند.  می  استند و یکبار مصر   شده  معمولاً سترون اا د. صافیوش می  انتخاب  مورد بررسی  میکروارگانیسم

با توجه به دستورالعم  کارخانه سازنده بصورت خش  و یا پ  از  توان می  غیر سترون  اا  افیدر مورد ص

  یا ورقه  آب  ناپییر به و در کاغی نفوذ  قرار داده  افقی  حالته ب  کاغی صافی  دو لایه  بی  آن خیساندن

 .دکنی  سترون  دقیقه 13  به مدت  سلسیوس  درجه 191  و در اتوکحو و در حرارت  پیچیده  آلومینیومی
 

 پنس مخصوص  6-1-7

  رو  بر  آن  انتقا   و سپ   نگهدارنده  صفحه  رو  بر  آن  قرار دادن ای  پن  برا  برداشت  صافی غشایی و

 وارد  غشایی  صافی  به  ا  تا صدمه  بوده  کامحً صا  باید  پن  . دو سریردگ مورد استفاده قرار می  محیط کشت

  رو ه ب  و سپ   درصد فرو برده 26  اتیلی   آنرا در الک   ار بار انتها   ،پن   نمودن  منظور سترون  هنسازد ب

 . دایدقرار   مورد استفاده  کنار شعله  از سرد کردن  گردد و پ   تا سترون  گرفته  شعله

 فرابنفش  لامپ  داراي  طاقكا 6- 6-1

  .ومترنان 932   موج  طو ه ب  بنفش اءماورنور 
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 روش آزمون   5

 آماده سازي نمونه  5-2

پیش از انجام آزمون نمونه را با تکان دادن ظر  کامح یکنواخت  اا یسمه منظور توزیع یکنواخت میکروارگانب

کنید. در صورتی که ظر  حاو  نمونه به صورت کام  پر باشد، ابتدا مقدار  از نمونه را با رعایت شرایط 

آماده ساز  آزمایه را مطاب  با  استاندارد ملی  سپ  عم  مخلو  کردن را انجام داید.اسپتی  دور ریخته 

 . انجام داید 2993ایران 

(  33 ±  3) ، نمونه در ب  مار  قب  از انجام آزمایشکننده سولفیت باید أ   احیاا برا  بررسی کلستریدیوم

ر  درجه حرارت مقدار  آب معمولی را به دقیقه حرارت داده شود. برا  کنت 13 درجه سلسیوس، به مدت 

، و ظر  را در مجاورت نمونه مورد آزمون در  ، و ی  دماسنج را در آن قرار داده ی  ظر  مشابه اضافه نموده

، و  داد، زمان را یادداشت نموده درجه سلسیوس را نشان می 33مار  بگیارید. از زمانیکه دماسنج حرارت  ب 

 مار  خارج نمائید.   مورد آزمون را از ب  دقیقه نمونه 13 بعد از 

  

   کردن  صاف 5-1

  نگه  پایهتمام مراح  عملیات صا  کردن باید در مجاورت شعله و با رعایت شرایط اسپتی  انجام شود. 

  آن  رو   ، صافی سترون  پن   و توسط  کرده  متص   است  شده  وص  خلأ  به  که  تخلیه  ارل   را به  صافی  دارنده

را   قیف  سترونی  شرایط  رعایت با  بالا باشد(. سپ   طر   به  صافی  چهارخانه  سطح  که طور ه )ب دایدقرار 

،  است  خاموش خلأ  پمپ  مهکد  که درحالی؛ دکنی  محکم  ا  با گیرهرا آن   بیرونی  و قسمت  قرار داده  پایه  رو 

 خلأ و  نموده  را روش  خلأ  پمپ  مهکد  سپ ریخته   قیف  درون  را به  نمونه لیتر(  میلی 939)  معی   حجم

زمانی که حجم نمونه به کمتر عبور کند.   صافی  از میان  آاستگی  به  تا آب ،برقرار شود  کیلوپاسکا  39حدود 

میلی لیتر رقی  کننده  شستشو داید. به محض  99  قیف را با حداق  اا میلی لیتر رسید، دیواره 99از 

 را خاموش کنید.   تمام شدن نمونه داخ  قیف، پمپ خلأ

قرار   استفاده مجدد مورد  کردن  سترون  را بدون  قیف  توان می  نمونه  ی   مختلف  اا  حجم  کردن  صا   برا 

 از ،دیگراا    نمونه  کردن  صا   د. برا وش می  صا   مورد آزمون  حجم  ابتدا کمتری   موارد   . در چنی داد

  به  احتیاج  صافی  دستگاه  ، پایه مختلف  اا  نمونه  کردن  صا   در طی .ائیدنم  استفاده  دیگر   سترون  دستگاه

 . ه باشدشد   آلودهپایه یا  و  دیده  آسیب  صافی  مگر آنکه ردندا  گندزدایی

 

  صافي  انتقال  روش 5-9

  بی  و بالا باشد  طر   به  آن  چهارخانه  سطح  که  ور طه را ب  ، آن سترون  پن   با کم   صافی  از برداشت  پ  

 به محیط کشت انتخابی  به ترتیب زیر  انتقا  داید. ،اوا ایجاد نگردد  حباب  کشت و محیط  صافی

 

 ينوزاژآئرو  سودوموناس  به  مربوط  هاي صافيانتقال  5-9-2



 17 

 ینوزاژآئرو  سودوموناس  به  مربو ( 3-9-3بند )  را با استفاده از پن  سترون سر صا  (9-2 )بند    اا  صافی

 داید.قرار (  1-1-3 بند )کشت سودوموناس سی ان آگار   محیطرو   را در

 3-1-3 بند ) ( و ام پی ا  سی آگار 9-1-3 بند )   سیتریماید آگاراا   کشتاا یادآور : می توان از محیط

 ن آگار استفاده نمود. کشت سودوموناس سی ا  محیط( نیز به عنوان جایگزی  

 

 اشريشیا کليو  کلیفرم  به  مربوط  هاي صافيانتقال  5-9-1

 روش استاندارد 5-9-1-2

با استفاده از پن  سترون سر  در شرایط سترون را اشریشیا کلیو  کلیفرم  به  مربو (  9-2 بند )  اا  صافی

سی آگار حاو  سدیم اپتا دسی   لاکتوز تی تیکشت   محیطرو   در( به گونه ا  3-9-3بند ) صا  

 ( قرار داید تا حباب اوا در زیر آن تشکی  نشود .1-9-3 بند )سولفات 

  روش سريع  5-9-1-1

با استفاده از پن  سترون سر  در شرایط سترون را اشریشیا کلیو  کلیفرم  به  مربو (  9-2 بند )  اا  صافی

( قرار داید تا حباب 9-9-3 بند )تریپتون سو  آگار ت کش  محیطرو   در( به گونه ا  3-9- 3بند ) صا  

 اوا در زیر آن تشکی  نشود.

 

 انتروکوکوس فکالیس  به  مربوط  هاي صافيانتقال  5-9-9

با استفاده از پن  سترون سر  در شرایط سترون انتروکوکوس فکالی  را  به  مربو (  9-2 بند )  اا  صافی

( قرار داید که سطح  1-3-3 بند )اسلنتز و بارتلی کشت   محیطرو   در به گونه ا را ( 3-9-3بند )   صا 

 چهارخانه آن به طر  بالا بوده و امچنی  حباب اوا در زیر آن تشکی  نشود.

 

 هاي احیا کننده سولفیت کلستريديوم  به  مربوط  هاي صافيانتقال  5-9-4

با استفاده از  در شرایط سترون ننده سولفیت را  احیا کاا کلستریدیوم  به  مربو (  9-2 بند )  اا  صافی

رو  آن را به طر  کف پلیت باشد پلیت قرار داید که  درا   به گونه را ( 3-9-3بند )پن  سترون سر صا  

و دقت نمائید تا حباب اوا در ته صافی تشکی  نگردد. سپ  ضم  اینکه صافی را توسط انبرک نگه 

 را بر رو  صافی بریزید. (  1-2-3 بند )کشت سولفیت آیرون آگار    طمحیلیتر از  میلی 13 اید،  داشته

 

   گذاري  گرمخانه 5-4

  نوع  به  بسته  گیار   گرمخانه  و دما   قرار داد. زمان  گرمخانه  درون  وارونه  صورت  باید به رااا  پلیت  کلیه

  احیا   که  د. در موارد وش  انجام  هدو مرحل درممک  است ،  بوده  مورد جستجو متفاوت  میکروارگانیسم

(  درجه93تر )حدود  پائی   در دما   ساعت 2تا  9 مدت  ابتدا به  مورد نظر است  دیده  آسیب  میکروارگانیسم

مورد   میکروارگانیسم  برا   معمو  بهینه رشد  تر در دما  طولانی  زمان  برا   آن  قبد و متعاوش می  قرار داده

 . دریگ نظر قرار می
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  درجه (  33 ±1 )  دردما   ساعت 23  به مدترا  ینوزاژآئرو  سودوموناس  به  مربو   اا  پلیت 5-4-2 

 کنید. گیار   گرمخانه  سلسیوس  درجه(  33 ± 1 )  یا سلسیوس

(  91 ± 3 )  مدت  به  سلسیوس  درجه( 36 ± 9  )دردما اا  کلیفرم را  باکتر   به  مربو   اا  پلیت 5-4-1

  .قرار داید  ساعت

  درجه(  36 ± 9 ) در دما   ساعت(  22 ± 2 )  به مدترا   انتروکوکوس فکالی   به  مربو    اا پلیت 5-4-9

  .کنید  گیار   گرمخانه  سلسیوس

 ) در دما   ساعت(  22 ± 2  ) به مدترا  کننده سولفیت أ  احیاا کلستریدیوم  به  مربو    اا پلیت 4-4- 5

  .کنید  گیار   گرمخانهاواز   بیدر شرایط   سلسیوس  درجه ( 33 ± 1

 

 گذاري ها پس از گرمخانه پلیت  بررسي 5-9

 ينوزاژآئرو  سودوموناس  به  مربوط  هاي بررسي پلیت 5-9-2

 1مشخص  اا پرگنه .کنید بررسی فرابنفش پرتو  زیر را اا.پلیت ،گیار  گرمخانه زمان پایان از.پ 

 و آگاران  -سی سودوموناس کشت  اا محیط رو  که ،میلی متر 9/9تا  3/9با قطر  ینوزاآئروژ سودوموناس

 پرتو  زیر فلورسن  ایجاد صورت در کهکنند  می ایجاد (پیوسیانی ) آبی سبز اا .پرگنه ، آگار ستریماید

 .بگیرید نظر در شده دییتأژینوزا آئرو سودوموناس عنوان به را آن فرابنفش،

 عنوان به کنندمی ایجاد فلورسن  فرابنفش پرتو  زیر ولی نیستند آبی - سبز که را ییاا.پرگنه سایر

 .بگیرید نظر در فرضی آئروژینوزا  سودوموناس

 سودوموناس عنوان به کنند ایجاد فلورسن  فرابنفش پرتو  زیر که نیز را قرمز به مای  ا  قهوه اا پرگنه

 .بگیرید نظر در فرضی

 را آن اطرا  در روش  لهاا  و سبز به مای  سیاه مرکز با ا قهوه اا پرگنه آگار،mPAC  کشت محیط رو 

 .بگیرید نظر در فرضی سودوموناس عنوان به

 خوددار  فرابنفش پرتو  زیر طولانی مدت به اا پلیت قراردادن از ،اا میکروارگانیسم نابود  از جلوگیر  برا  - يادآوري

 .کنید

 

 هاي کلیفرم باکتري  به  مربوط  هاي بررسي پلیت 5-9-1

  اا، پرگنه  پشت  مح  در  ، درست کشت  محیط  و در عم   در زیر صافی زرد که  رنگ  به  رشد نموده  اا  پرگنه

 . اا  لاکتوز مثبت در نظر بگیرید را به عنوان باکتر  ندوش می  دیده  کام   دایره  زرد بصورت  اا  لهاا

 

  انتروکوکوس فکالیس  به  ربوطم  يها بررسي پلیت 5-9-9

را به  ندوش می( دیده اا پرگنه   رشد نموده، برجسته قرمز، صورتی و شاه بلوطی رنگ )حتی در مرکزاا پرگنه

 .ا  در نظر بگیرید عنوان انتروکوکوس روده

                                                 
1
 - Typical 
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 هاي احیأ کننده سولفیت کلستريديوم  به  مربوط  يها بررسي پلیت 5-9-4

 .در نظر بگیرید کننده سولفیت أ  احیاا کلستریدیومرا به عنوان  در محیطده رشد نمو سیاه  اا پرگنه
 

 هاي تايیدي آزمون 5-8

 ينوزاژآئرو  سودوموناسهاي مشکوک به  پرگنه 5-8-2

بند  مغی  طب  آگار کشت محیط بر را بیوشیمیایی تأیید  اا  آزمون انجام جهت شده انتخاب اا  کلنی

 گیار .گرمخانه  سلسیوس  درجه(  36 ± 9)   در دما   ساعت(  99 ± 9 ) مدت  ا و بر  داده  کشت ( 3-3-3 )

 تأیید  اا  آزمون انجام برا  را فوق کشت محیط رو  یافته رشد منفرد  اا کلنی از یکی سپ  .کنید

 .کنید استفاده
 

 اکسیداز زمونآ 5-8-2-2

 از استفاده با سپ  کنید، آغشته(  3-3-3بند )  اکسیداز معر  قطره 3 تا 9 به را معمولی صافی کاغی

 صافی کاغی رو  و برداشته را(  3-3-3 بند )  مغی  آگار محیط بر شده جدا کلنی از بخشی کشت حلقه

 نشانگر اانیه، 19 زمان مدت از پ  ارغوانی به صافی کاغی رنگ تغییر. بکشید اکسیداز معر  به آغشته

 .است اکسیداز آزمون بودن مثبت

 .است مثبت اکسیداز آئروژینوزا سودوموناس - یادآور 

 .کنید عم  سازنده دستورالعم  با مطاب  بازار، در دسترس قاب  نواراا  از استفاده صورت در
  ( و واکنش آئروژینوزا  سودوموناس)  مثبت  واکنش  دارا   شده  شناخته  اا  میکروارگانیسم با  شااد آزمون  عنوان  به - یادآور 

 . شود  انجامنیز آزمون  ( رشیا کلیاش)  منفی

 

 استامید آزمون 5-8-2-1

را (  3-3-3 بند ) مغی  آگار کشت محیط بر شده انتخاب کلنی از بخشی کشت، حلقه از استفاده با

 ± 9)  دما  در را اا هلول سپ . کنید منتق  ( 2-3-3بند ) مایع  استامید محیط حاو  لوله بهبرداشته و 

 االوله مدت ای  پایان از پ  .کنید گیار نه گرمخا ساعت 36 تا 92 زمان مدت برا   سسلسیو  درجه ( 36

 .شودمی مشخص ارغوانی رنگ ایجاد با استامید از آمونیاک گاز تولید .کنید بررسی را

 .کند.می آمونیاک گاز تولید استامید از آئروژینوزا سودوموناس - یادآور 

 

 هاي کلیفرم  اي مشکوک به باکتريه هاي تأيیدي پرگنه آزمون 5-8-1

و   داده  کشت (TSA)( 6-3-3بند )    محیط  رو   اا بطور جداگانه از پرگنه  تعداد   ،منظور تأیید نتایج  به

 کنید. گیار  گرمخانه  سلسیوس  درجه( 36 ± 9  ) در دما   ساعت(  91 ± 9  )  مدت  برا 

 

 هاي کلیفرم در روش استاندارد به باکتري هاي مشکوک هاي تأيیدي پرگنه آزمون 5-8-1-2
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 آزمون اکسیداز 2- 5-8-1-2

 انجام داید. (  1-1-6-2را مطاب  با  بند )  آزمون اکسیداز  مدت  ای  از پایان  پ  
 .است نفیم اکسیداز  اشرشیا کلی - يادآوري

 

 آزمون ايندول  1- 5-8-1-2

را درون محیط  ( 9-6-2 بند ) کلنی مشخص  19 با استفاده از سوزن کشت سترون، تمام و یا دست کم

 ± 3 به مدت )درجه سلسیوس (  22 ± 3/9 ) تلقیح نموده و در دما (  1-3 -3 بند ) مایع  کشت تریپتوفان

را داخ  لوله حاو   ( 9-3-3 بند ) میلی لیتر معر  کواک   9/9ساعت گرمخانه گیار  کنید. سپ  (  91

ید. ظهور رنگ قرمز آلبالویی در سطح محیط کشت مایع، تأیید  بر ایجاد تریپتوفان ریخته، بررسی نمای

 ایندو  در محیط کشت می باشد .
 اا  اشریشیا کلی ایندو  مثبت می باشند. باکتر  -يادآوري

 

 هاي کلیفرم در روش سريع هاي مشکوک به باکتري هاي تايیدي پرگنه آزمون 5-8-1-1

را با استفاده از گیر  سر صا  بر رو  محیط کشت تریپتون سو   ( 1-2 بند ) صافی غشایی تهیه شده در 

ساعت گرمخانه  3تا  2درجه سلسیوس به مدت (  36 ± 9 ) قرار داید و در دما  (  6-3-3 بند ) آگار 

منتق   ( 3-3-3 بند )  گیار  نمایید. پ  از پایان ای  مدت، صافی غشایی را رو  محیط تریپتون صفرا آگار

 ساعت گرمخانه گیار  کنید . 99تا  12درجه سلسیوس به مدت (  22 ± 3/9 ) در دما نموده و 
 اا باید به گونه ا  رو  پلیت قرار گیرد که سطح چهارخانه آن به طر  بالا باشد . صافی - يادآوري

به  آغشته شده است، انتقا  داده و(  9-3-3 بند )  را که به معر  ایندو (  9-9-2 بند )  صافی غشایی

 نانومتر قرار داید . 932دقیقه آن را تحت تأایر تابش لامپ فراء بنفش با طو  موج  39تا  19 مدت

 عنوان اشریشیاکلی تلقی کنید .  هاا  قرمز رنگ را ب تمام کلنی

 

  هاي مشکوک به انتروکوکوس فکالیس پرگنه 5-8-9

را به گونه ا  که سطح (  3-31-2 بند )  صافی غشایی (،   7-1-6بند )با استفاده از گیره سر صا  سترون 

که به (  2-1-3-3 بند ) آزاید آگار  -چهارخانۀ آن به طر  بالا باشد، بر رو  محیط کشت صفرا اسکولی 

درجه سلسیوس به مدت (  22 ± 3/9 ) درجه سلسیوس رسیده است ، انتقا  داده و در دما  22دما  حدود 

 ساعت گرمخانه گیار  نمایید. 9
د  ایدروکسی  -3و  6ساعت ایدرولیز نموده، تولید ترکیب  9اسکولی  را در مدت  ،  روده ا اا وسانتروکوک –ور یادآ

 می کند ، که با یون آا  سه ظرفیتی ترکیب شده و ایجاد رنگ قهوه ا  روش  تا سیاه می کند . 1کوماری 

 

 گزارش آزمون  21

 :   زیر باشداا اا گزارش آزمون باید دارا  آگاای

                                                 
1 -    6, 7- dihydroxycoumarin 
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