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 به نام خدا

 آشنایی با سازمان ملی استاندارد ایران

 ایران، صنعتی  و تحقیقات استاندارد  مؤسسۀ   مقررات و قوانین اصلاح  قانون 3 مادۀ یک بند موجب به داردایرانسازمان ملی استان  

صوب  سمی  مرجع تنها 1371ماه بهمن م شور  ر ست  ک شر  و تدوین تعیین، که وظیفۀ ا سمی( ایران    ن ستانداردهای ملی )ر  به را ا

 .دارد عهده

ستاندارد در حوزه  سیون های مختلف در تدوین ا سازمان     کمی سان  شنا سات    صاحب  ،های فنی مرکب از کار س نظران مراکز و مؤ

شرایط تولیدی،       علمی، پژوهشی، تولیدی و اقتصادی آگاه و مرتبط انجام می   شود و کوششی همگام با مصالح ملی و با توجه به 

کنندگان،  کنندگان، مصتتترفصتتتاحبان ح  و نفع، شتتتامد تولید ۀفناوری و تجاری استتتت که از مشتتتارکت آگاهانه و منصتتتفان

نویس  شتتودپ پی دولتی حاصتتد میهای دولتی و غیرکنندگان، مراکز علمی و تخصتتصتتی، نهادها، ستتازمانصتتادرکنندگان و وارد

شتتود و پس از دریافت  های مربوط ارستتام میکمیستتیون نفع و اعضتتایملی ایران برای نظرخواهی به مراجع ذی استتتانداردهای

ستاندارد ملی )رسمی( ایران چاپ و    ،ملی مرتبط با آن رشته طرح و در صورت تصویب     ۀدر کمیت نظرها و پیشنهادها  به عنوان ا

 شودپمنتشر می

ستانداردهایی پی  سازمان      نویس ا سات و  س شده تهیه می    صلاح ذیمند و های علاقهکه مؤ ضوابط تعیین  کنند  نیز با رعایت 

شتتتودپ بدین ترتیب، چاپ و منتشتتتر می ملی ایران بررستتتی و درصتتتورت تصتتتویب، به عنوان استتتتاندارد ،درکمیته ملی طرح

ملی استاندارد مربوط که ۀتدوین و در کمیت 5 رۀاستاندارد ملی ایران شما مقررات شود که بر اساس ملی تلقی می استانداردهایی

 ه باشدپبه تصویب رسید شودتشكید میایران استاندارد  در سازمان ملی

ستاندار   سازمان بین    د سازمان ملی ا صلی  ستاندارد ایران از اعضای ا و   2(IEC) المللی الكتروتكنیک،کمیسیون بین ISO(1(المللی ا

در کشور فعالیت   CAC(5(کمیسیون کدکس غذایی 4است و به عنوان تنها رابط OIML3)(شناسی قانونیالمللی اندازهسازمان بین

شرایط کلی و نیازمندی     کندپ در تدوین می ضمن تتتتتوجه به  ستانداردهایملی ایران  شرفت   ا شور، از آخرین پی های های خاص ک

 شودپگیری میالمللی بهرهعلمی، فنی و صنعتی جهان و استانداردهای بین

مت و ان، حفظ سلاکنندگبینی شده در قانون، برای حمایت از مصرف  تواند با رعایت موازین پی سازمان ملی استاندارد ایران می  

محیطی و اقتصتتتادی، اجرای بعضتتتی از ایمنی فردی و عمومی، حصتتتوم اطمینان از کیفیت محصتتتولات و ملاحظات زیستتتت

ستاندارد، اجباری          شورای عالی ا صویب  شور و/یا اقلام وارداتی، با ت صولات تولیدی داخد ک ستانداردهای ملی ایران را برای مح  ا

المللی برای محصتتتولات کشتتتور، اجرای استتتتاندارد کالاهای صتتتادراتی و حفظ بازارهای بینتواند به منظور پ ستتتازمان میکند

شیدن پ همچنین برای اطمینان کند بندی آن را اجباریدرجه ستفاده  بخ سازمان به ا سات فعام در    کنندگان از خدمات  س ها و مؤ

صدورگواهی     ۀزمین شاوره، آموزش، بازرسی، ممیزی و  ستم   م ست  مدیریت کیفیت هایسی شگاه  و مدیریت زی ها و محیطی، آزمای

سنجی   سیون )کمراکز وا ستاندارد این  سازمان ملی وساید سنج ،    (الیبرا سازمان ا ساس ضوابط نظام       گونه  ها و مؤسسات را بر ا

صلاحیت ایران ارزیابی می  صلاحیت به آن    تأیید  شرایط لازم، گواهینامۀ تأیید  صورت احراز  ها نرد آها اعطا و بر عملكکند و در 

ستگاه بین  سنج ، تعیین عیار فلزات گرانبها و انجام تحقیقات کاربردی       المللی نظارت میكندپ ترویج د ساید  سنجی و یكاها، وا

 پاست سازمانملی ایران از دیگر وظایف این  برای ارتقای سطح استانداردهای

                                                 
1- International Organization for Standardization 

2- International Electrotechnical Commission 

3- International Organization for Legal Metrology (Organisation Internationale de Metrologie Legals) 

4-Contact point 

5- Codex Alimentarius Commission  
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 پيشگفتار

های اصولی و مدون در زمینه محصولات )کالا / یكی از مهمترین وظایف سازمان ملی استاندارد ایران، آموزش 

ها خدمات ( مشموم استاندارد اجباری از طری  برگزاری دوره های آموزشی می باشدپ بخشی از این آموزش

شامد کارآموزی مدیران کنترم کیفیت و کارشناسان آزمایشگاه های همكار سازمان می باشد که برگزاری این 

آزمایشگاه های همكار و پژوهشگاه استاندارد انجام می شودپ برای ایجاد وحدت رویه دوره ها از طری  استان ها، 

منظور ارتقاء کیفیت آموزش مخاطبین مورد نظر، و هماهنگی در نحوه برگزاری این دوره ها در مراکز مختلف به

، زی فرآیند کارآموزیدفتر آموزش و ترویج استاندارد با همكاری پژوهشگاه استاندارد، در راستای استاندارد سا

تدوین برنامه مدونی برای انجام فرآیند کارآموزی در زمینه محصولات مشموم استاندارد اجباری نموده اقدام به

 استپ 

منظور یكسان سازی محتوای آموزشی در این راستا، جزوه حاضر جهت یک پارچه نمودن فرآیند کارآموزی و به

 و در اختیار کارآموزان قرار داده شده استپدوره های کارآموزی در کد کشور تهیه 

از مدرسین گرامی و فراگیران محترم تقاضا می گردد، در صورت وجود نقطه نظرات و پیشنهادات در جهت 

تماس حاصد نموده و یا از طری  پست  021-88879469ارتقاء کیفیت آموزشی مربوطه با شماره تلفن 

و آدرس تهران، ضلع جنوب غربی میدان ونک شماره  isiri.amozesh.qc@gmail.comالكترونیكی 

 پاقدام فرماییدپ از بذم عنایتی که می فرمایید سپاسگزاریم 14155-6139صندوق پستی  2592

mailto:isiri.amozesh.qc@gmail.com
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 محتوای دوره های کارآموزی 

 های لبنی غير تخميریفرآوردهميكروبيولوژی 

 

  :عنوان دوره کارآموزی

 های لبنی غیرتخمیریفرآوردهمیكروبیولوژی 

 

 گروه مخاطب:

هایکارشناسان ادارات کد استاندارد استان، مدیران کنترم کیفیت واحدهای تولیدی ،کارشناسان آزمایشگاه  

 همكار

 

 هدف از برگزاری دوره کارآموزی: 

بر اساس  یریتخم ریغ یهاوردهآفر یولوژیكروبیم یهابا آزمون ییآشنا یدوره کارآموز نیا یهدف از برگزار

، 5234، 2461-1، 2461-2، 5486-1، 5028-1، 326، 8923-1، 8923-5، 5484 یهاشماره رانیا یمل یاستانداردها

:ردیگیرا در برم ریو موارد ز 9899و 2406، 16033، 8248، 9432، 2629، 1810، 191، 3196 ،6806، 10154  

 های بهینه و جدید آزمایشگاهی اطلاع رسانی روش -1

 خمیری تغیرهای لبنی یكسان سازی رویه آزمایشگاه میكروبیولوژی فرآورده -2

 هاآزمایشگاهنتایج حاصله از آزمون در اطمینان از عملكرد صحیح آزمایشگاه ها و اعتماد به -3

های لبنی غیر های میكروبیولوژی فرآوردهارتقا سطح آگاهی و ایجاد مهارت در زمینه انجام آزمون -4

 تخمیری 

  9899 شمارۀ آشنایی با الزامات فنی آزمایشگاه میكروبیولوژی بر اساس استاندارد ملی ایران -5

 

 توانایی های کارآموزان پس از طی دوره:

 محیط کشت های مورد نیاز سازیروش تهیه و سترون -

 سازی وساید مورد نیازسازی و سترونروش آماده -

 روش آلودگی زدایی مواد مصرفی و وساید- -

 نحوه استفاده صحیح از تجهیزات مورد نیاز در آزمایشگاه -

 روش بكارگیری از استانداردهای مرتبط -

 روش اجرای آزمون طب  استاندارد -

 هااکتریشناسایی و تعیین هویت ب -
 

 پيش نياز:

 نداردپ



 

 ه

 

 رئوس مطالب آموزشی :

 منبع/ استانداردها
 مدت آموزش )ساعت( اجراکننده

 ردیف رئوس مطالب محتوای آموزشی
 تئوری عملی مدرس کارآموز

و  یجزوه آموزش

 رانیا یاستاندارد مل

 9899 شمارۀ

 * 5/0  5/0  

 آشنایی با وساید مورد نیاز

 آزمایشگاهیآشنایی با اصوم 

های مختلف آشنایی با قسمت

 آزمایشگاه میكروبیولوژی

آشنایی با الزامات فنی 

 آزمایشگاه میكروبیولوژی
1 

و  یآموزش جزوه

 رانیا یاستاندارد مل

 9899 شمارۀ

* * 
5/0  

 

5/0  

 

روش تهیه محیط کشت 

های لبنی مرتبط با فرآورده

 غیرتخمیری

آشنایی با روش تهیه 

 محیط کشت های مورد

 سازینیاز و روش سترون

2 

و  یآموزش جزوه

 رانیا یاستاندارد مل

 9899 شمارۀ

* * 
5/0  

 

5/0  

 

سازی وساید مورد روش آماده

 سازی وسایدنیاز و سترون

سازی وساید مورد آماده

سازی نیاز و روش سترون

 وساید

3 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

 های:شماره

3690 ،1810 ،5234 ،

3-6806 ،8663 ،1-

8923 ،5-8923 ،

11166 ،10154 ،1-

10899 

 * 1 5/0  

هدف و دامنه کاربرد، مواد و 

های مورد نیاز جهت دستگاه

 انجام آزمون

آشنایی با استاندارد روش 

 آزمون
4 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

 :هایشماره

3690 ،1810 ،5234 ،

3-6806 ،8663 ،1-

8923 ،5-8923 ،

11166 ،10154 ،1-

10899 

  1 1 

ای  هآشنایی با میكرو ارگانیشم

 های لبنیفرآورده

 تخمیری غیر

های آشنایی با شاخص

میكروبی و حدود مجاز 

 آنها فراورد های لبنی

 تخمیریغیر

5 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

ایران  :هایشماره

 :شماره های

3690 ،1810 ،5234 ،

3-6806 ،8663 ،1-

8923 ،5-8923 ،

11166 ،10154 ،1-

10899 
 

* * 
5/0  

 

5/0  

 

نمونه برداری از آزمایه ، توزین 

نمونه و تهیه سوسپانسیون 

ها با استفاده اولیه و سایر رقت

 کننده مناسباز رقی 

سازی نمونه در روش آماده

 آزمایشگاه
6 



 

 و

 

 منبع/ استانداردها
 مدت آموزش )ساعت( اجراکننده

 ردیف رئوس مطالب محتوای آموزشی
 تئوری عملی مدرس کارآموز

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

ایران  :شماره های

 :هایشماره

3690 ،1810 ،5234 ،

3-6806 ،8663 ،1-

8923 ،5-8923 ،

11166 ،10154 ،1-

10899 

* * 1 1 

استفاده از سوسپانسیون اولیه 

های مورد نیاز در و یا رقت

 پلیت، برای شمارش

استفاده از سوسپانسیون اولیه 

های مورد نیاز در و یا رقت

های حاوی محیط کشت لوله

 مناسب برای جستجو

روش شمارش و جستجوی 

 هاباکتری
7 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

ایران  :شماره های

 :هایشماره

3690 ،1810 ،5234 ،

3-6806 ،8663 ،1-

8923 ،5-8923 ،

11166 ،10154 ،1-

10899 

 

 *  
5/0  

 

گذاری در دما و زمان گرمخانه

های مناسب بر حسب باکتری

 مورد نظر

 8 گذاریگرمخانه

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

ایران  :شماره های

 :هایشماره

3690 ،1810 ،5234 ،

3-6806 ،8663 ،1-

8923 ،5-8923 ،

11166 ،10154 ،1-

10899 

* * 5/0  1 

و  بررسی و نحوه شمارش

ها پس از محاسبه کلنی

 گذاریگرمخانه

تعیین وجود یا عدم وجود -

 هاباکتری

 

تشخیص، شمارش کلنی 

 ها و آزمون تاییدی
9 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

 9899 شمارۀ

 
 

* * 5/0  5/0  
نحوه گزارش نتایج بررسی 

 شده
 10 ارائه گزارش آزمون

دو روز مدت دوره کارآموزی:  
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 : و منابع  سایر استانداردها

 

روش های نمونه برداری برای آزمون -یكروبیولوژی زنجیره مواد غذایی ، م20834 شتتمارۀران یاستتتاندارد ملی ا

 های میكروب شناسی

 نحوه برگزاری آزمون: 

 

 

 

 تئوری عملی 

* * 



 

 ح
 

 

 غيرتخميری  فرآورده های لبنی جزوه دوره کارآموزی

 

  تهيه کننده/ تهيه کنندگان: 

 شهپر مقدمی

 

 

 

 گروه پژوهشی/ آزمایشگاه:

 تخمیریغیر لبنی هایوردهآگروه پژوهشی میكروبیولوژی فر

 سفارش دفتر آموزش و ترویج استانداردبه

 

  

  

 منابع و مآخذ:

روش جستجوی سالمونلا  –خوراک دام  و، میكرو بیولوژی مواد غذایی 1810 ملی ایران شمارۀ استاندارد -1

 در مواد غذایی

 یبسته بند یهااز فرآورده ینمونه بردار - یکشاورز یفرآورده ها ،3690 استاندارد ملی ایران شمارۀ  -2

 دارندپ ییشده که مصرف غذا

روش بیشترین تعداد -اشرشیاکلیشمارش -های آن، شیر و فرآورده5234 استاندارد ملی ایران شمارۀ -3

 احتمالی

روش جستجو و شمارش  -میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام، 2946استاندارد ملی ایران شمارۀ  -4

 اشریشیاکلی با استفاده از روش بیشترین تعداد احتمالی

روش  -اومها قسمت شمارش کلی فرم –، شیر و فرآورده های آن 5486 -1 استاندارد ملی ایران شمارۀ -5

 درجه سلسیوس )بدون تقویت سازی( 30ها درشمارش پرگنه

 ها قسمت شمارش کلیفرم –های آن ، شیر و فرآورده5486 -2استاندارد ملی ایران شمارۀ  -6

 درجه سلسیوس 30روش شمارش بیشترین تعداد احتمالی –دوم 

روش جامع برای -دام میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک ،6806-3شمارۀ رد ملی ایران ااستاند -7

تجو قسمت سوم جس ها(سایر گونه های گوآگولاز مثبت )استافیلوکوکوس وشمارش استافیلوکوکوس

 ارگانیسمبرا ی تعداد کم میكرو (MPN) ترین تعدادشیوه محتمدشناسایی و شمارش به

-ارگانیسممیكرو شمارش – تازه پنیر و تخمیری شیرهای –، کره 8284 شمارۀرد ملی ایران ااستاند -8

 سلسیوس درجه 30 در کلی شمارش روش –کننده آلودههای 



 

 ط

 

زی آزمایه آماده سا-میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام  ،8923-5شمارۀ ایران ملی  استاندارد -9

مقررات ویژه برای  – 5قسمت  –های میكروبیولوژی آزمون عشاری برایا یها،سوپانسیون اولیه و رقت

 های وردهآفرآماده سازی شیر و 
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 مقدمه

 آن یهاو فرآورده ريش

 طعم دار ريش 

 یهتا پتوره و تكته   :ماننتد  یعت یاستت کته، پتس از افتزودن متواد طعتم دهنتده طب        یوردهاآدار، فرطعم ریش

 پدآییبدست م ریفایامولس ها وها، قوام دهندهکننده داریو پا وهیم

 

 خشک   ريش 

 یهتا از روش یكت یبته  زهیتتازه و ستالم و پاستتور    زیاستت کته از خشتک کتردن شت      یوردهاآخشک فر ریش

کتم   ریکامتد، شت   ریخشتک ممكتن استت از شت     ریشت  شتود یمت  هیت افشتان( ته  ایت  یمعموم )غلطكت  یصنعت

 شودپ  هیپودر پس آب کره ته ایو  یچرب، بدون چرب

 

 1( ريش شی)فرا پالا ونيلتراسياولتراف ندیحاصل از فرآ ريش دهیتراو 

ستبز شتفاف، بخشتی از شتیر استت کته در نتیجته        رنت  زرد روشتن متمایتد بته    پریمیت، تراویده شتیر بته  

دستت  هتا )کامتد، کتم چترب و بتدون چربتی( توستط فیلتراستیون غشتایی بته          هتا و چربتی  حذف پتروتیین 

عبتارت دیگتر شتامد ترکیبتات قابتد عبتور شتیر از غشتاهایی بتا نفتوذ پتذیری انتختابی ماننتد:              آیتد بته  می

 ریت )پتودر حاصتد از آب پن   تیت پرم ایت  ریشت  دهیت نتوان تراو  نیبخت  کتم پتروتی   توز و مواد معدنی شتیر  لاک

 عیدر صتنا  یو مغتذ  یکمكت  یعنتوان متاده افزودنت   بته  تیمیت پر شتود یمت  می( تقست UF ندیشده از فرا دیتول

 است پ  تیحائز اهم یلبن یپودر عیصنا ،یینانوا ،یمانند قناد ییمختلف غذا

 

 ريپن پودر آب   

 ریتت)پتتودر حاصتتد از آب پن تیتتپرمی ایتتو  ریتتپن دیتتتول نتتدآیپتتس از فر ر،یآب جتتدا شتتده از شتت ر،یتتپن آب

آب و دارای حتتدود نیمتتی از ارزش   93 %آب پنیتتر حتتاوی بتتی  از  استتتپ ( UF نتتدیشتتده از فرا دیتتتول

 هتا هتای محلتوم در آب، لاکتتوز، متواد معتدنی و ویتتامین      ترکیبتات آن شتامد پتروتیین   استتپ   غذایی شیر

پ آب شتود یمت  دیت تول یادیت ز ریمقتاد  ریت پن دیت خصوصتا در تول  ،یمحصتولات لبنت   دیت باشتدپ و هنگتام تول  می

استتپ   نیقنتد، پتروتی   دیاست بته  رحستاس یغ یهتا نیو پتروتی  یدنلاکتوز و متواد معت   یمقدار کم یحاو ریپن

استتپ انتواع آن    3%تتا 4%بته رطوبتت    دنیتتا رست   ،ریت خشتک کتردن آب پن   نتد آیمحصتوم فر  ریت پودر آب پن

 :باشدشامد موارد زیر می

 .نام پودر آب پنیر رنت هم شناخته شده استپودر آب پنیر شیرین به :پودر آب پنير شيرین -

                                                 
1- permeate 



 

 م

 

سرشار  وپ است 6/4ا تت 3/4برابر   pHدارایپنیر ترش یا آب پنیر اسیدی، آب :)ترش(پودر آب پنير اسيدی  -

از لاکتوز، پروتیین، و مواد معدنی است که در مقایسه با پودر حاصد از آب پنیر شیرین، دارای لسیتین کمتر 

 .ولی اسید لاکتیک، فسفر، کلسیم، روی، آهن و مس بیشتری است

هتای محلتوم در آب،   پتودر آب پنیتر دمینترام حتاوی لاکتتوز بتالا، پتروتیین       : 1 :پودر آب پنيرر دمينررا   - 

و شتوری  یافتته  ای آب بهبتود  عتلاوه بتر ختواص تغذیته     و باشتد هتا و استیدهای آلتی متی    ها، آنتزیم امینویت

غتلات،   :هتای حجتیم شتده ماننتد    جتایگزین مناستبی بترای شتیر خشتک در فترآورده       واستت   کاه  یافته

 .باشدهای گوشتی میکیک، بیسكوئیت و فرآورده

 کازئينات سدیم وکلسيم 

آن  pH هطوری ککازئین اسیدی توسط کلسیم هیدروکسید یا سدیم هیدروکسید به      کازئینات از خنثی کردن 

ند که باش ای از کازئین میها )سدیم،کلسیم وپپپ( در واقع فرم بهینه شده   کازئیناتآیدپ برسد، بدست می   7/6به 

دارای  ها بوده وکازئینات منبع خوبی از پروتییندر آنها قابلیت انحلام و خواص رئولوژیک بهبود یافته استتتتپ 

و به عنوان یک منبع غذایی مناسب،کلیه اسیدهای آمینه ضروری بدن را تامین نق  امولسیفایر، حجم دهنده 

سطح ایمنی بدن نق  موثری داردپ     می ست که در بهبود  سید گلوتامین ا کند و دارای مقادیر بالایی از آمینو ا

سیونی از میسد      کازئین در شیر به  قابد های کلسیم و تاثیرات مت واسطه یون کازئین که بههای صورت سوسپان

شده    شته  شاخص     هیدروفوبی در کنار هم نگه دا ساس  ست و بر ا ای و کیفی یكی از بهترین های تغذیهاند، ا

 های غذایی کاربرد فراوانی یافته داردپ عنوان یک جزء مهم در فرمولاسیون مكمدها محسوب شده و بهپروتیین

 

 2 خامه 

و از طریت    آیتد وجتود متی  هتای چربتی شتیر بته    امولسیونی است که در نتیجه تغلتیظ شتدید گویچته   خامه 

عنتوان متاده اولیته در تولیتد     شتود و بته  صورت لایۀ خامه در ستطح شتیر تشتكید متی    جداسازی فیزیكی به

ی هتا گیتردپ عطتر و طعتم خامته، از مهمتترین ویژگتی      کره و بعضی از انتواع پنیتر متورد استتفاده قترار متی      

کیفیتت شتیر متورد     دپگتذار آن بوده، لیپولیز و اکسیداسیون تتأثیر بستیار نتامطلوبی بتر کیفیتت خامته متی       

استتتفاده در تولیتتد خامتته از نظتتر اکسیداستتیون و رنستتیدیتی دارای اهمیتتت زیتتادی استتتپ بتترای تولیتتد    

پاستتتوریزه شتتده و ستتپس خامتته گیتتری بتتا    sec 15متتدت زمتتانبتته  C0 72 خامتته، ابتتتدا شتتیر در دمتتای 

منظتتور کریستالیزاستتیون شتتودپ بتتهستترد متتی C °5گیتترد و تتتا دمتتای انجتتام متتی C050ستتپراتور در دمتتای

هتای چنتد جتداره    در تانتک  C0 6 تتا  C0 4 چربی، خامته تولیتد شتده بترای متدت نستبتا طتولانی در دمتای        

، هموژنیزاستتیون پتتس از  UHTاستتتریلیزه وهتتای در تولیتتد خامتته .شتتود)ژاکتتت حرارتتتی( نگهتتداری متتی

گیترد تتا از نتواقص فیزیكتی محصتوم در زمتان نگهتداری ماننتد: کلوخته شتدن           فرآیند حرارتی صورت متی 

کتته انجتتام هموژنیزاستتیون قبتتد از فرآینتتد حرارتتتی، چربتتی و روغتتن انتتداختن جلتتوگیری شتتودپ از آنجتتائی

                                                 
1- Demineralize whey powder 

2- Cream 



 

 م

 

ای بتا ویستكوزیته بتالا، بایتد هموژنیزاستیون      خامته دهتد، بترای دستتیابی بته    پایداری فرآورده را کاه  متی 

 .تر و در یک مرحله انجام شوددر دمای پایین

 

 طعم دار خامه 

ی مجاز مانند : شكر، شربت، کارامد، انواع کنسانتره میوه، پالپ و    هادار با افزودن برخی طعم دهندهخامه طعم

های گیاهی مانند: شتتیره خرما، زعفران، طعم دهندهها، خرما، عستتد، عصتتاره مالت، شتتیره انگور، یا پوره میوه

 شودپدارچین و زنجبید تولید می

 

   کره     

کتره شتامد شكستتن امولستیون     ید خامته بته  تبتد .شتود متی کره از خامته شتیرین یتا خامته تترش تهیته       

قطتترات و همتتوژن یكنواختتت گتتی پختت  و پراکنتتده)مولستتیون آب در روغتتن روغتتن در آب و تبتتدید آن 

استیدهای چترب مختلتف بتا زنجیرهتای کوتتاه، متوستط و بلنتد          ازکتره   پاستت ( در فاز روغنکوچک آب 

کتتره و حتترارت دادن، در اثتتر افتتزودن استتتارترهای تولیتد کننتتده استتیدلاکتیک بتته و  تشتكید شتتده استتت 

 رطوبتتت، %16چربتتی،  %82تقریبتتاد دارای  کتترهپ آیتتدوجتتود متتی دی استتتید بتته  :متتواد معطتتری ماننتتد 

و امتتلاح  ،نمتتک ،هتتاکربوهیتتدارت ، D)و A) هتتایویتتتامین ،پتتروتیین 5/0 %متتولاد کمتتتر ازو مع %2تتتا5/1 %

 استپ 

    فساد کره - 

باشتد پ انتظتار   متاده اولیته آن یعنتی خامته شتیرین یتا تترش متی         ،کتره  یهتا منشاء اصلی میكروارگانیستم 

ای تعتداد  کتره تتا انتدازه   ینتد تبتدید خامته بته    آرود که فلور میكروبی خامه ماننتد شتیر کامتد باشتدپ فر    می

  پدهدمیکاه  را ها اورگانیسممیكرو

 1( عامد فساد کره و تولید طعم نامناسب بهواسطه رشد استرپتوکوکوس لاکتیس واریته مالتجنس1 استپ
 پستتودوموناسهتتای گونتتهتوستتط اغلتتب هتتای ستتیاه رنتت  در کتتره ایجتتاد لكتتهی نامناستتب و بتتوتولیتتد  (2

  شودپایجاد می2

 شوند:ها سبب دو نوع فساد کلی در کره میباکتری

 دمتای در افتتدپ فستاد   اتفتاق متی  در ستطح کتره    پستودوموناس ستبب رشتد   بته کته   3کرره  فساد سطحی-

C0 4 تاC0 7  هتای  برختی از استید  پ بتوی بتد ناشتی از ایتن فستاد ظتاهرا بته       شتود میظاهر روز 10تا 7پس از

 اسید ایزووالریک مربوط استپبهآلی خصوصا 

   کرهتندی -

پ شتتودایجتتاد متتی  (C4-C6, C110-C12)هتتای چتتربدر اثتتر هیتتدرولیز کتتره و آزاد شتتدن استتید  تنتتدی کتتره

هتتای و گونته  پستودوموناس  هتای گونته تنتدی در آن  عامتتد م اصتلی هیتدرولیز کتره و ایجتاد     ست میكروارگانی
                                                 

1 - Sterptoccus.lactis.var.Maltigenes  

2 - P. mephitica, P. nigrifaciens, P. fragi, P. fluorescens 

3 - Surface taint 



 

 ن

 

بتتر حستتب رنتت  اسپورهایشتتان و  هتتا عمومتتا در ستتطح محصتتوم رشتتد کتتردهباشتتدپ قتتار متتی 1باستتیلوس

 2رودوتتورولا هتایی از جتنس   شتوندپ رنت  ستیاه توستط گونته     متی  موجب تغییر رنت  ستطح ختارجی کتره    

، 6موکتور ، 5آستپرژیلوس ، 4آلترناریتا ، 3کلادوستپوریوم هتای شناستایی شتده    تترین گونته  مهتم  پآیتد بوجود می

 شودپتولید تندی کره میالبته لیپاز غیر میكروبی هم قادر به استپپ8پنیسیلیومو  7رایزوپوس

 

  بستنی و دسرها 

 وراکی،مجاز خ کنندهمواد پایدار کننده، امولسیفایر، شیرین ی از ترکیب اجزاء شیر،منجمد دسربستنی نوعی 

متغیر  16%تا  10%تواند از پ مقدار این چربی میباشدمی شیرچربی  ٪10حداقد دارای ودهنده مجاز خوراکی طعم

باشدپ در  ،ترکیب بستنی مواد دیگری مانند: تخم مرغ، رن  و نشاسته هیدرولیز شده، نیز ممكن استدر  باشدپ

است  یچیدهپو شیمیایی ی بستنی شامد یک سیستم فیزیك نساختما شودمیاستفاده  خامهتهیه بستنی از 

 مایع پخ  شدهپیوسه فاز یک  یخ در هایهوا و بلور وجود داردسه فاز جامد، مایع و گاز در این سیستم که 

های غیر محلوم شیر، بلورهای لاکتوز، های کلوئیدی شیر، نمکربی جامد، پروتیینفاز مایع حاوی چ استپ

 ،ها و شكولاتباشدپ در صورت استفاده از میوههای محلوم میها و نیز نمکهای کلوئیدی، قندپایدار کننده

 شودپوت عرضه میهای متفابا طعم بستنی

 

 های آنميكروبيولوژی شير و فرآورده

کته   باشتد یمت  یلیو واحتد تبتد   یآن در ارتبتاط بتا دو بخت  گتاو دار     یهتا وردهآو فتر  ریشت  یولوژیكروبیم

 دارندپ گریكدیبا  یدو بخ  ارتباط تنگاتنگ نیا

 هتا نیتتام یقنتد و امتلاح و و  ، نیاز پتروتی  یغنت  یمنبعت  ریت از جمله خامته، کتره و پن   یو محصولات لبن ریش

 نیو مهمتتتر بتتوده هتتاكتتروبیختتاص، همتتواره در معتتر  هجتتوم م  ییایمیشتت بتتاتیعلتتت ترکاستتت و بتته

، لوکوکوسیاستتتاف یاستتت داراشتتیر ختتام ممكتتن    شتتودیهتتا محستتوب متت  انستتان تیعامتتد مستتموم 

 ،هتتتا، لوکونوستتتتک، لاکتوباستتتیلوس پروپیتتتونی بتتتاکتریوم، میكروکوکتتتوس، کلیفتتترم  توکوکوساستتتترپ

 باشد پ  پسودوموناس و پرتیوس

 

 

 

                                                 
1 - Bacillus spp 

2 - Rhodotorula species 

3 - Cladosporium spp 

4 - Alternaria 

5 - Aspergillus 

6- Mucor 

7 - Rhizopus 

8 - Penicillum 

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%B3%D8%B1
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B4%DB%8C%D8%B1
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AE%D8%A7%D9%85%D9%87
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 ريدر ش هاسميكروارگانيوجود م منشاء

 بيمار  بدن دام یهابافت قیاز طرشير ها بهورود ميكروارگانيسم  

  افتتتیدرهمتته ترشتتحات بتتدن   كتتروبیحالتتت م نیتتاستتتپ در ا کیستتتمیس یمتتاریب ریتتدرگ دام:  الررف

 پشودیم

 ورم پستان( استپت) 1سیتیندارد، و تنها دچار ماست یدام مشكد عمومب:  

ه مهمترین تغییراتی که درنتیج در بیتتن گتتاوهای شیری است،      هاشایعترین بیمتتتاری   تورم پستان یكی از 

شیر ایجاد می    ستان در  شامد   ورم پ سیت :شود  وم گلب، تغییر رن ، وجود لخته و پیدای  تعداد زیادی لوکو

تدد پستانی               سفید ت تتدن غت تتفت شت ترمی، درد و ست توان پر     به ورم پستانپ باشدمی با علائم تورم، گت ت ت عن

ست به     هزینه سر جهان مطرح ا سرا شیری در  سالیانه خسارات زیادی را به  ترین بیماری گاو   صنعت طوری که 

 هایخسارات اقتصادی آن ناشی از کاه  تولید و افت کیفیت شیر، هزینه    پ سازد پروری در جهان وارد می دام

وانند بر روی باروری حیوان نیز اثرات تچنین می هم باشد حتی تلفتتتتتتتتتتتتات دامی می  درمان، دامپزشک و 

ستان را به    هایباکتری نامطلوبی برجای گذارند، صلی ایجادکننده ورم پ ست ا ستافیلوکو ه واگیردار)دو د  کوسا

 حیطیو م) مایكتتتتتتتتتوپلاستتتتتتما بویسو  بویتتتتتتتتتسکتریوم  کورینه با، آگالاکتیه استرپتوکوکوس ،اورئوس

شیاکلی   ا) سترپتوکوکوس دیس  ، شر سیم بندی می )  سترپتوکوکوس یوبریس او  گالاکتیها  سایر  از پکنندتق

 روستتلاب ،اپیدرمییس استتتافیلوکوکوس  ،آئروجینوزا پستتودوموناس  به توانمی پستتتان  ورم باکتریایی عوامد
 و لا،پروتیوسپاستور های گونه و انتروباکترآئروجنز،کلبسیلااکسیتوکا،لتتتتتتتتتبسیلاپنومونیهک،ملیتتتتتتتتتتنسیس

 کرد  اشاره مایكوپلاسما

 

 و پس از آن یردوشيمراحل ش نيحشير ها بهورود ميكروارگانيسم 

 یدوشت  ریدام، بهداشتت زمتان شت    ینگهتدار  طیدام، بهداشتت محت  یتۀ  نتوع تعذ  دیت از قب یشتمار یبت  عوامد

 یمتار یب ایت عتدم استتفاده از آنهتا و ستلامت      ایت کننتده   یاستفاده از متواد ضتد عفتون    ،یدوش ریش دیو وسا

رشتتد کته قتادر بته    ییهتا میست كروارگانیم پدارد یمیمستتتق ریتتاث  یدیت ختام تول  ریشت  یكروبت یدام در فلتور م 

 خام دارندپ ریش یبا درجه حرارت نگهدار یمیخام هستند ارتباط مستق ریدر ش

 

 انسان مبتلاشير از طریق ها بهورود ميكروارگانيسم 

کتته عامتتد مولتتد آن  دیتتفوئیاستتتپ ت تیتتحتتائز اهم یلوکوکیاستتتاف و عفونتتت دیتتفوئیعمتتده ت یمتتاریب دو

  جادیا لوکوکیاستاف مختلف یهاگونه  ی)از طر یلوکوکیاستاف است و عفونت یفیسالمونلا ت

معمتتولا حتترارت  یدو بتتاکتر نیتتا شتتودیمنتقتتد متت ریشتتمبتتتلا، بتته ایتتافتتراد ناقتتد   یتت( از طرشتتودیمتت

 ییبتتالا یمقاومتتت حرارتتت یلوکوکیاستتتاف توستتط یدیتتکننتتد، امتتا ستتم تولیرا تحمتتد نمتت ونیزاستتیپاستور

 پشودیم ریداردپ و باعث مبتلا شدن مصرف کنندگان ش

                                                 
1- Mastitis 



 

 ع

 

 

 یلیواحد تبدو آلودگی شير در شير بهها  ورود ميكروارگانيسم 

 یكروبت یو قستمت عمتده بتار م    ردیت گیختام انجتام مت    ریشت  ونیزاست یمعمولا عمتد پاستور  یلیواحد تبد در

 طیمتورد استتفاده، محت    زاتیت بهداشتت تجه  نتد، یزمتان فرا  نتد، یفرا یدمتا  :ماننتد  یعتوامل  و رودیمت  نیاز ب

 پستا رگذاریتاث ییمحصوم نها یكروبیبار م زانیبر م ندیپس از فرا ینگهدار طیو کارگران و شرا

 

 خام  ريعمده در ش یهایباکتر

 1بروسلا    

هتا انگتد   باشتندپ ایتن بتاکتری   متی  استپور و  کپستوم فاقتد  ، هتوازی و غیتر متحتر ک    ،گرم منفی هایباکتری

کته بتا دام ستر و کتار دارنتد       یافتراد  درتتب مالتت استت،     عامتد  رشد آنها کند استپ.اخد سلولی هستندد

در مقابتتد حتترارت   مستتیكروارگانیم نیتتشتتوندپ ا ریشتتبتته یبتتاکتر نیتتباعتتث انتقتتام ا  پتواننتتدیمتت زیتتن

 هیتتختتام ته ریاستتت کتته از شتت ییهتتادر فتترآورده شتتتریآن ب تیتتو اهم کنتتدیمقاومتتت نمتت ونیزاستتیپاستور

 ، استپ شودیم

 
 2یبورنت لايکوکس  

انستان منتقتد   بته  ریشت   یت و از طر ریمبتتلا وارد ترشتح شت    یهتا دام  یت توانتد از طر ی، مت Qمولد تب عامد

 یبتتورنت لایکوکستت یبتتاکتررفتتتن  نی( از بتتHTST) عیستتر ونیزاستتیعمتتد پاستور یشتتودپ امتتروزه مبنتتا 

 یدارد، مبنتتتا یزمتتتان طتتتولانبتتته ازیتتتن میستتتكروارگانیم نیتتتا صیاستتتتپ امتتتا چتتتون کشتتتت و تشتتتخ

 یبتتورنت لایکوکستتمعتتادم  یکتته مقتتاومت ریدر شتت ییایتتفستتفاتاز قل میرفتتتن آنتتز نیرا از بتت ونیزاستتیپاستور
 اینیرستتی، هتتایبتتاکتری ماننتتد:ختتام  ریعمتتده در شتت  یهتتایبتتاکترهمچنتتین بتته  انتتدپدارد، قتترار داده

، لتتتوسی، استتتترپتوکوکوس ترموفایتتتستتترئوس، استتتترپتوکوکوس آگالاکت  لوسی، باستتتكتتتایتیانتروکول
-، گونتتهسلوکوکویاستتتاف یهتتاگونتته ومیبتتاکتر نتتهی، کورای، اشرشتتر، انتروبتتاکتكوسیبولگتتار لوسیلاکتوباستت

 پاشاره کردتوان نیز می لوسی، لاکتو باسكروکوکوسیم یها

                                                 
1-Brucella 

2- Coxiella burneti 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%A7%DA%A9%D8%AA%D8%B1%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B1%D9%86%DA%AF%E2%80%8C%D8%A2%D9%85%DB%8C%D8%B2%DB%8C_%DA%AF%D8%B1%D9%85


 

 ف

 

،  پستتودوموناسمختلتتف  یهتتاگونتته :ماننتتد 1سرمادوستتت یهتتامیستتكروارگانیمهمچنتتین ممكتتن استتت  

 لوسیباستتمثتتد  لوسیجتتنس باستت یهتتایاکثتتر بتتاکتر و نتتاسوآئرومو  ومیفلاووبتتاکترمختلتتف  یهتتاگونتته
 پشوند دهیخام د ریدر شنیز  كوسیاسفار لوسی، باسسرکولانیس

را تحمتتد  ونیزاستتیحتترارت پاستور معمتتولا درجتته لوسیباستت یاستتتثناذکتتر شتتده بتته یهتتایبتتاکتر تمتتام

پتتس از  یآلتتودگ ۀنشتتان دهنتتد  ایتتشتتوند  دهیتتد زهیپاستتتور ریاگتتر در شتت  نیتتا پ بنتتابرکننتتدینمتت

 یناکتتاف ونیزاستتیپاستور ایتت یحرارتتت تیتتعتتدم کفا دلیتتدیتتا بتته استتت (هیتتثانو یآلتتودگ) ونیزاستتیپاستور

 استپ 

پ اغلتب  شتود یمت  جتاد یا ،آلتوده  زاتیت توستط ظتروف و تجه   شتتر یبشیر پاستتوریزه   هیثانو یآلودگهمچنین 

پ افتتتدیگتترم مثبتتت اتفتتاق متت  یهتتاکوکتتوسكروی، میگتترم منفتت یهتتادیباستت توستتط زاتیتتتجه آلتتودگی

 تعتتداد بستتیار انتتدکی مشتتاهده بتته رنتتد ونتتائی رشتتد و تكثیتتر نداامتتذکور در دمتتای پتتائین تو هتتایبتتاکتری

 شوندپمی

 

 2سیزولتوبرک ومیكوباکتریما   

باشتدپ از آن جتا کته    یمت  ریشت بته  یبتاکتر  نیت انتقتام ا ستد قتادر بته   سد است و دام مبتلا بته  یماریب عامد

متتورد استتتفاده قتترار  ریشتت ونیزاستتیعنتتوان شتتاخص پاستورهدارد در گذشتتته بتت ییبتتالا یمقاومتتت حرارتتت

 تپاس میسكروارگانیم نیرفتن هم نیاز ب ی( بر مبناLTLTکند ) ونیزاسیروش پاستور ،فترگیم

 

 
 خام  ريعمده در ش مایكوتوکسين 

( هستتتتند کتتته بیمتتتاری  نیتوکستتت كویاستتتت )متتتا یچراز ستتتموم قتتتا یمهمتتت گتتتروه نیفلاتوکستتتآ

-کننتد و از عوامتد ایجادکننتده ناهنجتاری    هتای اهلتی و انستان ایجتاد متی     آفلاتوکسیكوزیس را در حیتوان 

ص خصتو بته  لوسیاستپرژ  یهتا از گونته  یدنبتام رشتد برخت   های متادرزادی و کارستینوژنی هستتندپ کته بته     
 پشتتتودیمتتت دیتتتتول یدر محصتتتولا ت کشتتتاورز تكوسیپتتتاراز لوسیرژاستتتپو  فتتتلاووس لوسیستتتپرژآ

در متواد   هتا نیفلاتوکست آ گتر یاز د  یاستت بت   نیفلاتوکست آعضتو ختانواده    نیتتر یکه سم B1 نیافلاتوکس

                                                 
1- Psychrophiles 

2- Mycobacterium tubercolosi 



 

 ص

 

از مشتتتتقات هیدروکستتتیله شتتتده  M1آفلاتوکستتتین  شتتتودیمتتت افتتتتیو علوفتتته کپتتتک زده  ییغتتتذا

 زینتاچ  ریتتاث  دیت دلو بته  شتود است که در کبتد دام تولیتد و قستمتی از آن وارد شتیر متی      B1آفلاتوکسین 

مختلتتف  یهتتاوردهآفتتربتر بقتتا و کتتاه  آن، ستترانجام بته   ریشتت یورآو فتتر ون،یزاستتیاسترل ون،یزاست یپاستور

و  1در گتتروه  B1 نیستترطان، افلاتوکستت قتتاتیتحق یالمللتت نیتوستتط آژانتتس بتت  ابتتدییانتقتتام متت ریشتت

 تیتتمتابول M1 نیپ آفلاتوکستتشتتوندیمتت یطبقتته بنتتد  نوژنیمتتواد کارستت  2در گتتروه  M1 نیافلاتوکستت

 زهیدر کبتتد متتتابول P450 توکرومیستت میاستتت کتته توستتط آنتتز  B1 نیشتتده آفلاتوکستت لهیدروکستتیمونوه

استتفاده   B1 نیآفلاتوکست آلتوده بته   ییغتذا  میت کته از رژ  یانیت چهارپا ریوارد شت  لهیوست  نیت او بته  گتردد یم

 نیآفلاتوکستت زانیتتو م ریدر شتت B1 نیتوکستتآفلا یمحتتتوا انیتتم یمیپ رابطتته مستتتقگتترددیانتتد، متتکتترده

B1  5تتتا%6انتتد کتته حتتدود  وجتتود داردپ دانشتتمندان بتترآورد کتترده   ییغتتذا رهیتتمصتترف شتتده در ج% 

 تیپ ستتمشتتودیمتت دیتبتتد ریدر شتت M1 نیآفلاتوکستتبتته ،وانتتاتیح یموجتتود در غتتذا B1 نیآفلاتوکستت

 راتیتتتتاث امتتتا باشتتتدیمتتت B1 نیآفلاتوکستتت یعنتتتیمولتتتد آن  بیتتتکمتتتتر از ترک M1 نیآفلاتوکستتت

 اثبات شده استپ  یخوبآن به ییو سرطانزا کیژنوتوکس ک،یتوتوکسیس

 یمحصتولات متنتوع لبنت    یکتردن و نگهتدار   نتد یفرآتولیتد،  در طتوم   ریدر شت  مانتده یباق M1 نیآفلاتوکس

 :ماننتتد اتیتتاستتتفاده شتتده در صتتنعت لبن یحرارتتت ینتتدهایستتم توستتط فرآ نیتتباشتتدپ ایمتت داریتتنستتبتا پا

 گرددپنمی رفعامی( غUHTبالا) یبا دما یحرارت ماریو ت ونیزاسیپاستور

 



 

1 

 

 غيرتخميری های لبنیجزوه دوره کارآموزی ميكروبيولوژی فرآورده

 هدف   1

بر  غیرتخمیریلبنی های  انواع فرآورده های میكروبیولوژی آشتتتنایی با روش   آموزشتتتیهدف از تدوین این جزوه   

  باشدپمی 2406 شمارۀاساس استاندارد ملی ایران 
 یتتز استتتانداردهای ملتتی ایتتراننشتتود کتتارآموزان ایتتن دوره بتتا الزامتتات آزمایشتتگاهی میكروبیولتتوژی و  متتیتوصتتیه  -1یررادآوری

-6806،  10154، 5234، 2461-1، 2461-2، 5486-1، 5028-1، 326، 8923-1، 8923-5، 5484هتتتتتتتتتتایشتتتتتتتتتتماره

 دپنباشآشنایی داشته  9899و 2946،  2406، 16033،  8248، 9432، 2629، 1810، 191، 3196

هتا توستط افتراد بتا تجربته،      شتود آزمتون  متی  منظور رعایت نكات ایمنتی و ستلامت کارکنتان آزمایشتگاه، توصتیه     به -2یادآوری 

ای میكروبیولتتوژی هتای حرفته  مهتارت داشتتتن  انجتام شتود و  هتتای میكروبیولتوژیكی  روش خصتوص درمتخصتص و آمتوزش دیتده    

 الزامی استپ سطح مقدماتی در

 استانداردهای ملی ایران    2

یم 1شتترح جدوم بهتخمیری غیر  های لبنیاستتتانداردهای ملی ایران در ارتباط با آزمون میكروبیولوژی فرآورده

 باشند:
 تخميریغير های لبنی فرآوردهاستانداردهای  -1جدو  

 شمارۀ عنوان استاندارد ردیف
 استاندارد

 2629 آزمون روش –سرماگرا  یها سمیكروارگانمی شمارش –وخوراک دام  ییموادغذا یولوژیكروبیم 1

2 

و شتتمارش  یی،شناستتا یجستتتجو یروش جتتامع بتترا -و ختتوراک دام  ییمتتواد غتتذا یولتتوژیب كتترویم

 نیتتتتترمحتمتتتتد وهیشتتتتو شتتتتمارش بتتتته جستجو،شناستتتتایی– اوم قستتتتمت– استتته ینتروباکترآ

 یساز یغن  یپ ای  (MPN)تعداد

1-2461  

3 
-هاسینتروباکتراو شمارش  ییشناسا جستجو، یروش جامع برا-و خوراک دام ییمواد غذا یولوژیبكرویم

 کلنی شمارش روش–قسمت دوم 
2-2461  

 3690 دارند ییشده که مصرف غذا یبسته بند یاز فرآورده ها ینمونه بردار - یکشاورز یفرآورده ها 4

 1810 روش جستجوی سالمونلا در مواد غذایی  –میكرو بیولوژی مواد غذایی پ خوراک دام  5

 1-5028 ()روش مرجع یكروسكوپمی روش –قسمت اوم   -یكریپ هایاختهی –ریش 6

7 
روش جستجو و شمارش اشریشیاکلی با استفاده از روش  -میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام

 بیشترین تعداد احتمالی
2946 



 

2 

 

 تخميریغير های لبنی فرآوردهاستانداردهای ادامه -1جدو  ادامه 

 شمارۀ عنوان استاندارد ردیف
 استاندارد

 5484 وسیدرجه سلس 30ها درسمیكروارگانیم هایپرگنه یروش شمارش کل-آن یهاو فراورده ریش 8

9 

 هتتای¬لوکوکوسیشتتمارش استتتاف  یروش جتتامع بتترا -و ختتوراک دام ییمتتواد غتتذا  یولتتوژیكروبیم

و شتتمارش  ییقستتمت ستتوم جستتتجو شناستتا گونتته هتتا( ریستتا و لوکوکوسیگوآگتتولاز مثبتتت )استتتاف

 سمیكروارگانیتعداد کم م یبرا (MPN) تعداد نیترمحتمد وهیبه ش

3-8606  

10 
و آزمتتون  یستتاز رهیتتستتاخت، ذخ ،یآمتتاد ستتاز -و ختتوراک دام و آب ییمتتواد غتتذا یولتتوژیكروبیم

 کشت های طیعملكرد مح
8663 

11 

 یاعشار یهاو رقت هیاول ونیسوسپانس-هیآزما یآماده ساز -مواد غتتذایی و ختتوراک دام  میكروبیولوژی

ت و رق هیاول ونیسوسپانس یآماده ساز یبرا یمقررات کل-قسمت اوم  -یولوژیكروبیم یهاآزمون یبرا

 یاعشار یها

1-8923  

12 
 یبرا یاعشار ی¬و رقت ها هیاول ونیسوپانس ،هیآزما یآماده ساز-وخوراک دام  ییمواد غذا یولوژیكروبیم

 آن یهاو فراورده ریش یآماده ساز یبرا ژهوی مقررات– 5 قسمت –یولوژیكروبیم هایآزمون
8923-5 

13 
 تیکننده سولف اءیاح یهایشمارش باکتر برای جامع روش –خوراک دام  و ییموادغذا یولوژیكروبیم

 یهواز یب طیدرشرا
9432 

 9899 آزمون یبرا یالزامات کل یراهنما-و خوراک دام  ییمواد غذا یولوژیكروبیم 14

15 
در  کلنی شمارش–مخمر  ایکپک و/ یدهنده کلن دیتشك یهاشمارش واحد-آن های¬و فرآورده ریش

 وسیدرجه سلس 25 یدر دما تیپل
10154 

 11166 هایفرمو شمارش کل ییشناسا یروش جامع برا-و خوراک دام  ییمواد غذا یولوژیكروبیم 16

 

 اصو  اوليه کار در آزمایشگاه ميكروبيولوژی  3

کار در این محیط لازم است یكسری اصوم اولیه مورد توجه قرار گیردپ    آزمایشگاه میكروبیولوژی و آغاز  با ورود به

اه ایمنی محیط و ابزار آزمایشگایمنی فرد آزمای  کننده بوده و برخی نیز بهبخشی از این اصوم و قواعد مربوط به

 باشدپمربوط می

 فضای آزمایشگاه 3-1

 فضای عمومی باشدپ ون ودارای سه محد جداگانه برای نمونه ها، آزم آزمایشگاه باید

 نمونه وآزمونفضای مربوط به 1 -3-1

 های زیرلازم است:شرایط خوب آزمایشگاهی داشتن فضاهای جداگانه برای بخ باتوجه به
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 هاانبارش نمونه دریافت و 

 تعداد زیاد  حاوی پودری هایخام )مانند : فرآورده برای مواد ادخصوص هانمونه سازیآماده

 ها(یكروارگانیسمم

 هاگذاری میكروارگانیسمشامد گرمخانه )ازسوسپانسیون اولیه( هاآزمون نمونه 

 زای احتمالیهای بیماریآزمون میكروارگانیسم 

 هانگهداری سویه مرجع و سایر سویه 

 های کشت و وسایدسازی محیطسترون سازی وآماده 

 های کشت و واکنشگرهاانبارش محیط 

 واد غذاییآزمون سترونی م 

 آلودگی زدایی 

 سایر تجهیزات ای وو تمیزکردن وساید شیشه شستشو 

 هاها، اتاقها، قفسهانبارش موادشیمیایی مخاطره آمیز، ترجیحاد نگهداری درکابینت 

 فضای عمومی 3-1-2

 شود:فضاهای جداگانه برای موارد زیر توصیه می

 ورودی، راهرو، راه پله و آسانسور 

  مانند دبیرخانه، دفترکار و اتاق مستندسازی(فضای اداری( 

 های بهداشتیرختكن و سرویس 

 اتاق بایگانی 

 انبار 

 اتاق استراحت 

 

 بهداشت کارکنان 3-2

شگیری از آلودگی نمونه به شتی زیر باید    ها، محیطمنظور پی شت و خطر عفونت کارکنان اقدامات بهدا های ک

 انجام شود:

  در محیط آزمایشگاه و کف  مخصوص استفاده از لباس 

 ترجیحاد کوتاه نگهداشتن و ها را تمیزناخن 

 هنگام کار در آزمایشگاه ازصحبت کردن خودداری شودپ 

 ازخوردن و آشامیدن درآزمایشگاه خودداری شودپ 

 باشدپکشیدن پیپت با دهان ممنوع می 
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 وسایل و تجهيزات 3-3

صیه می  شگاهی،     تو شرایط خوب آزمای سب نگهداری     کلیۀ شود مطاب  با ساید و تجهیزات تمیز و در محد منا و

صورت لزوم در طی                 صدی  و در  شرایط لازم برای کارت شتن  ساید از نظردا ست و ستفاده بهترا شوندپپی  از ا

از وستتاید معموم در آزمایشتتگاه میكروبیولوژی مطاب  با استتتاندارد ملی ایران  استتتفاده، عملكرد آن پای  شتتودپ

 ساید زیر استفاده شود:و همچنین و 9899شمارۀ 
 آزمون ميكروبيولوژی فهرست تجهيزات مورد نياز برای -2جدو  

 نام تجهيزات ردیف

 ای آزمایشگاهی ظروف شیشهوساید و  1

 ترازوی آزمایشگاهی 2

 ( بن ماریحمام مایع بادمای ثابت ) 3

 میكروسكوپ  4

5 pH متر 

 انكوباتور 6

 فور دستگاه  7

 فیلتراسیونسیستم  8

 تجهیزات کشت در شرایط اتمسفری تغییر یافته 9

 اتوکلاو 10

 

 ای آزمایشگاهی وسایل و ظروف شيشه

        باشدپدی  و غیره مییدار، انواع لوله آزمای ، پترای درپیچپت، ارلن، ظروف شیشهشامد انواع پی
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 ترازوی آزمایشگاهی  

ر کتا بته هتا  آزمایشتگاه در   بتالا  حساستیت و دقتت بتالا    بتا  ،تتوزین اجستام یتا مایعتات     برای دستگاهی است که

 gو g 1/0 ،g 01/0 ،g 001/0 ،g 0001/0ترازوهتتایی بتتا دقتتت   از  هتتاآزمایشتتگاه نیتتازبتتا توجتته بتته  و  رودمتتی

 پدارنتد محفظته  و دقتت بتالاتر آن نیتاز بته     mg 1دقتت هی بتا  ترازوهتای آزمایشتگا  دپ شتو استفاده متی  00001/0

 دپگتذار هتوا نیتز روی تتوزین ایتن ترازوهتا تتاثیر متی        هتا در تتوزین جریتان   بتالای آن  حساستیت  علت به چون

درستتی کتار   شتوندپ تتا بته    1ای کتالیبره طتور دوره بایتد بته   (باستكوم یتا تترازو    :ماننتد )ین زهای توتمام دستگاه

شتوند تتا   حتوادث غیرقابتد پتی  بینتی، باعتث متی       وتترازو   ییجتا بته انجام دهندپ گذشت زمان، فرسودگی، جا

کتالیبره کتردن بایتد در متدت     پ ییتد مجتدد باشتند   اهتا زیتر ستؤام رفتته و نیازمنتد ت     قابلیت ردیتابی نتتایج آن  

های معینی انجام شود، گاهی لازم است چنتد بتار در ستام یتا گتاهی بتر استاس ضترورت یتک یتا دو بتار            زمان

یتک ستن  کتالیبره استتاندارد وجتود دارد      کتردن تترازوی دیجیتتام نیتاز بته     دپبرای کتالیبره  گیرانجام  ،در ماه

شتودپ نحتوه کتالیبره کتردن در تمتام ترازوهتای       استاس ظرفیتت تترازو دیجیتتام انتختاب متی       کته معمتولا بتر   

ستازنده   دستتورالعمد طبت    بایتد کالیبراستیون   دیجیتالی یكسان است و فقتط ستن  کتالیبره متفتاوت استت     

هستتند و درصتد   و قابتد اطمینتان   تتر  هتای دقیت   د بتا ایتن روش ارزیتابی   گیتر ارد انجتام  هتای استتاند  با وزنته 

خطتتا بستتیار کتتم استتت بتترای تجهیتتزات کتتالیبره شتتده گتتواهی کالیبراستتیون صتتادر شتتده و ضتتمیمه دستتتگاه 

 پگرددمی

 

 (بادمای ثابت 3) بن ماری 2حمام مایع

کار ت شده تثبی ، در دمایهای داروییهای سرولوژیک، آگلوتیناسیون، بیوشیمی، تستانجام تست برایین وسیله ا

وسیله یک ترموستات قابد تنظیم استپ بهتر است که برای جلوگیری از رسوب هحرارت آب دستگاه ببرد داردپ 

ها از روغن نیز استفاده آن اگر چه در تعداد معدودی ازاستفاده شود از آب مقطر دستگاه املاح بر روی المنت 

                                                 
 کالیبره کردن یعنی تنظیم درست ترازو با جسمی تا به درست ترین شكد کار کندپ - 1

2- Water bath 

3- Bain marie 

https://koohenoorgroup.com/balance/20-%D8%AA%D8%B1%D8%A7%D8%B2%D9%88-%D8%A2%D8%B2%D9%85%D8%A7%DB%8C%D8%B4%DA%AF%D8%A7%D9%87%DB%8C
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د بایشود، میدستگاه موجب آسیب رساندن به بن ماری، کم آبیعلت به ها،المنت داغ شدن بی  ازحدپ شودمی

 گرددپحداقد حجم آب مورد نیاز جهت حفظ کارکرد مطلوب دستگاه توجه به

 شرح زیراست:دستگاه در آزمایشگاه میكروبیولوژی به کاربرد اصلی این

 ثابت؛ دمای یک شده در تلقیح کشت محیط گذاریگرمخانه -الف

 سازی محیط کشت؛کشت جامد سترون ذوب شده در طی آماده محیط نگهداری -ب

 های خاص؛در روش استفاده برای سترون شده ذوب کشت جامد محیط دمای تعدید -پ

 شده؛ کنترم دمای یک ها درهای اولیه یا محلومسوسپانسیون سازیآماده -ت

 پاستوریزاسیون(؛ شده )مانند یک دمای کنترم های اولیه درفرآیند حرارتی سوسپانسیون -ث

 پشودا نیز استفاده میهنمونه کردن ذوب و هامعرف کردن گرم منظورهمچنین به

 پ

    1ميكروسكوپ 

معنی یونانی میكرو به از دو واژه پیكروسكوپ یكی از وساید آزمایشگاهی اصلی در آزمایشگاه زیست شناسی استم

ا اساس عبور نور ب ربها اصوم کلی در تمامی انواع میكروسكوپ معنی دیدن، گرفته شده استپکوچک و سكوپ، به

کار رفته در میكروسكوپ باشد که هرچقدر طوم موج نور بههای متفاوت از چندین عتتدسی محدب میطوم موج

دو ور کلی بهطها بهیكروسكوپم تپاکنندگی آن میكروسكوپ بیشتر استر باشد قدرت تفكیک و یا جتتدمزبور کوتاه

  و منظور سنجشوندپ میكروسكوپ های نوری بهدسته میكروسكوپ نوری و میكروسكوپ الكترونی تقسیم می

 ولی باهای سلها و ساختارهای الكترونی برای مشاهده سلومها با بزرگنمایی نسبتا کم و میكروسكوپمشاهده سلوم

 وجود داردپ سه تعریف مهم در کاربرد میكروسكوپ .گیرندبزرگنمایی بسیار زیاد مورد استفاده قرار می

 همتته در شتتودپ انتتدازه واقعتتی آن گفتتته متتی نستتبت انتتدازه تصتتویر نمونتته، بتته  بتته : بزرگنمررایی

 شودپ استفاده می تصویر ها برای بزرگنماییها از عدسیمیكروسكوپ

                                                 
1 - Microscopes 
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 صورت دو شیء متمایز و جدا را قدرت تشخیص بین دو شیء نزدیک به هم بهتوانایی  : قدرت تفكيک

ها و طوم موج نور تابیده شده بستگی داردپ با کاه  کیفیت عدسیگویندپقدرت تفكیک بهتفكیک می

 .یابدطوم موج، قدرت تفكیک افزای  می

 تر از اندامک دامک تیرهان یکگویندپ مثلا های مختلف یک نمونه میتفاوت بین بخ به : کنتراست

 .دیگر دیده شود

، 3لورسنتفمیكروسكوپ ، 2میكروسكوپ اینورت، 1استریو میكروسكوپ شامد: هامیكروسكوپ از انواع مختلفی

  پباشندمی 4میكروسكوپ دوچشمی

 
 یا آون 5فور

ای کردن وساید شیشهبرای استرید یا خشک  را دارد و C 300°قابلیت تنظیم در دمادستگاهی است که آون فور یا 

ر اساس بعمد استرید و خشک کردن وساید فلزی تمیز شدهپ  های آزمایشگاهی کاربرد دارندپو یا فلزی که در میحط

 h1زمان حداقد مدتبهبه وسیلۀ حرارت خشک  C170°دمای از زمان رسیدن بهC10°C±170°استاندارد در دمای 

ای تبخیر و در نتیجه سبب خد آون، رطوبت موجود در وساید شیشهبا بالا بردن تدریجی دمای داپ شودانجام می

ای را تمیزکرده، سپس سازی، همه وساید فلزی و شیشهپی  از سترونپ حذف هر نوع فعالیت زیستی خواهد شد

 شود:توصیه میدر آون قرار دهیدپ 

                                                 

 .باشندباشد و در بررسی اجزا و موجوداتی که دارای بعد و حجم میبرابر و قابلیت نصب دوربین می 50دارای بزرگنمایی - 1

باشد و در بررسی نحوه حرکت، تولید مثد، شناسایی، شمارش زئو و فیتو و نصب دوربین عكاسی و فیلمبرداری میاست این دستكاه دارای قابلیت فازکنتر - 2

 .گرددها استفاده میها و سایر میكروارگانیسمپلانكتون

اه گرددپ این دستگهایی که با رن  فلورسنت رن  آمیزی شده باشند، استفاده میهایی از سلوم و میكروارگانیسمجهت بررسی و مشاهده اجزا و اندامک - 3

 .باشدنیز می ها و ثبت اطلاعاتقابلیت عكس برداری از نمونهدارای 

باشد که و قابلیت فاز کنتراست و نصب دوربین عكسبرداری می 100و  20،40، 10، 5هایاین دستگاه میكروسكوپ دوچشمی نوری است دارای عدسی - 4

 .گیرداند مورد استفاده قرار میهایی که رن  آمیزی نشدهبرای مشاهده معمولی و نمونه

5 - Oven 
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 پزا در داخد و اطراف آون دوری شودز قرار دادن مواد قابد اشتعام و آت ا 

  زمان کارکردن با آون وساید حفاظت فردی نظیر دستك  عای ، عینک محافظ و انبرک )برای گذاشتن در

 .کار گرفته شوندو برداشتن وساید( به

 های اسیدی و یا ایجاد بخارات خورنده در درون آون جلوگیری شودپ این کار سبب از از قرار دادن محلوم

 دپ بین رفتن سطح درونی آون خواهد ش

 نآخنک شود، مگر دستگاه آون کشد  تا اشیاء داخد دلید عای  بودن دستگاه، چند ساعت طوم میبه 

ون را درب آای منظور پیشگیری از شكستن وساید شیشهسازی، بهپس از سترونبه فن باشدپ که مجهز 

خنک شوندپ اگر هوای سرد ناگهان وارد  C060باز نكنید تا اتاقک، ظروف و مواد داخد آن تا دمای حدود

 ای ترک بخورندپ دستگاه شود ممكن است ظروف شیشه

  شودپ  ک انجام میالزامی استپ و با آزمون شیمیایی و آزمون بیولوژیعملكرد دستگاه آون و کنترم کیفیت 

 سبزپ و مشاهده تغییر رن  مناسب از قرمز به  Browneای: استفاده از ویام شیشهآزمون شيميایی

 دپ شومیاین ویام در هر سری کاری استفاده از 

و یا   9372ATCC، واریته نایجر  1سوبتیلیس: استفاده از نوار کاغذی دارای اسپور باسیلوس آزمون بيولوژیک

 شودپ طور هفتگی توصیه میبه2اسپور باسیلوس آتروفیوس
 

 
pH 3متر 

کتار  بتودن متاده( بته    بتازی یتا   استیدی میتزان  )pH الكترونیكتی استت کته جهتت ستنج  میتزان      ای وستیله 

یتن ابتزار   ( اH +یتون را بتا استتفاده از الكتترود حستاس بته      H +ون هیتدروژن غلظتت یت  )اندازه گیتری  رودپ می

را روی صتتفحه نمایشتتگر ختتود  pH ، عتتدد محلتتوم خاصتتی استتت کتته بتتا قتترار دادن در  الكترودهتتایدارای 

                                                 
1- Bacillus subtilis 

2 -Bacillus atrophaeus 

3- pH meter 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%A7%D8%B2
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%84%DA%A9%D8%AA%D8%B1%D9%88%D8%AF
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استتپ میلته    2گیتر و انتدازه 1 ایتن دستتگاه متشتكد از دو بخت  اصتلی یعنتی میلته کاوشتگر        دهتدپ    مینمای

را  pH یتتر آن را تحلیتتد و میتتزانگهستتیگنام الكتریكتتی کتترده و انتتداز محلتتوم را تبتتدید بتته pH کاوشتتگر

 هتا حستتاس  یتون استت کتته نستبت بته    ای و حبتاب ماننتد  از غشتتاء شیشته  کاوشتگر انتهتای   .دهتد نمتای  متی  

 و KCl باشتد و رأس الكتترود داخلتی در داختد آن قترارداردپ بخت  داخلتی و بیرونتی محفظته حتاوی          متی 

HCl قبتد از شتروع کتار بتا      پاستت  )محلوم رفترانس (ولاریک دهم م pH        متتر ابتتدا بایتد مطمتین شتوید کته

مكتن  نگهتداری شتده استتپ در غیتر ایتن صتورت م       pH 4 در محلتوم نگهدارنتده یتا محلتوم بتا      کاوشگرمیله 

ت زمتان  متد میلته کاوشتگر را بته    لتذا محلتوم متورد مطالعته دچتار خطتا شتودپ        pH متتر در تعیتین   pH است

h2       وستیله آب  بته  کاوشتگر را  .در آب مقطر نگهتداری کنیتد و ستپس آن را در محلتوم نگهدارنتده قترار دهیتد

زمتان بدهیتد تتا    sec 30رار داده، حتداقد   7pHرا در محلتوم  متتر، الكتترود   pH 3دپ بترای تنظتیم  مقطر بشتویی 

دوبتاره  پ )را نشتان دهتد   7متتر عتدد   (pH تنظتیم کنیتد   7را روی عتدد   آنعدد ثتابتی را نشتان دهتدپ ستپس     

اجتازه دهیتد انتدازه گیتر عتدد ثتابتی        .قترار دهیتد   pH 7را بتا آب مقطتر بشتویید و آن را در محلتوم     الكتترود 

متتر شتما تنظتیم     pH حتالا پ )ن دهتد را نشتا  4متتر عتدد   (pH تنظتیم کنیتد   4را روی عتدد   آنرا نشان دهدپ 

قبتد از قترار دادن انتدازه گیتر در محلتوم       محلتوم هتای متورد آزمتای  استت      pHشده و آماده اندازه گیتری  

 .مورد آزمای  آن را دوباره با آب مقطر بشویید

 

 

 

 انكوباتور

یا  هاستتلوم :مانندهای زنده برای کشتتت و رشتتد دادن نمونهاستتت که بندی شتتده  عای  اتاقک شتتامدانكوباتور  

دما با حداکثر     یكنواخت  ثابت و توزیعی   دمایی  نگهداری  این دستتتتگاه دارای قابلیت   پ رودکار می به  ها میكروب

های آزمون استتتپ که درجه حرارت مناستتب رشتتد، در روش شتتده دمایی تعیین مجاز در مقدار نوستتانات خطای

                                                 
1- Probe  

2- Meter 

3 - Calibration 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%DB%8C%DA%A9%D8%B1%D9%88%D8%A8
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%DB%8C%DA%A9%D8%B1%D9%88%D8%A8
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%DB%8C%DA%A9%D8%B1%D9%88%D8%A8
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 وهای آزمایشتتگاهی )معمولی، شتتیكردار، یخچالدار،  نواع انكوباتورو در ا کندپتكثیر و تشتتكید کلنی را فراهم می

 سلولی کاربرد اساسی داردپ بیولوژیمیكرو بیولوژی و  هایآزمایشگاه ( در2COسیستم تزری  مجهز به

 

 
 يستم فيلتراسيونس

ها، آنتی ویتامین مانند: حرارت حساس هستندآنها بهساختمان شیمیایی که  هاییسازی محلومبرای سترون

انند: آب، مهای میكروبیولوژی مایعات با حجم بالا همچنین برای آزمون پشوداز فیلتر غشایی استفاده میها بیوتیک

ا ی از جنس پلاستیک یهاییغشا فیلتراغلب از  آزمایشگاه میكروبیولوژیشودپ در استفاده می از صافی غشایی

 .شوداستفاده می mµ22/0 وmµ45/0 با منافذ سلولز

 

 
 1اتوکلاو

کار برد ابزار پزشكی و آزمایشگاهی در فشار و دمای بالا و با استفاده از بخار آب  استرید کردنبرای اتوکلاو 

این درجه حرارت در شرایط  کندایجاد را  C0 121 بخار آب اشباع شده با حرارتاین دستگاه قادر است دارد 

آنها شده و تقریبا باعث نابودی تمام  اسپورها و تواند موجب تخریب ساختمان میكروببخار ایجاد شده می

ت ه مدابزارآلات باید حداقد ب C0 121بر اساس استاندارد در دمای های شناخته شده شودپ میكروارگانیسم

 هاز فشار دادن دکم دستگاه اتوکلاو، تحت فرآیند استریلیزاسیون قرار گیرند کد مدت زمان کار min 15زمان 

                                                 
1 - Autoclave 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%DB%8C%D9%88%D9%84%D9%88%DA%98%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%D8%B2
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%84%DB%8C%D8%B2%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D9%88%D9%86
http://www.elsapa.ir/group/65/%D8%A7%D8%AA%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%A7%D9%88
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)زمان خشک  و 3 ، )زمان استریلیزاسیون(2تا پایان کار سیستم، مجموع سه زمان )زمان اولیه( 1شروع کار( (

 الزامی استپ  اتوکلاوکنترم کیفیت و عملكرد دستگاه  پاست 4شدن(

 
 شودپ انجام میو بیولوژی اندیكاتورهای شیمیایی، فیزیكی با بررسی دما و زمان اتوکلاو 

سه عامد زمان، بخار و دما را  که TST 5 صورت نوارهای اتوکلاو )چسب اتو کلاو(به:  شيميایی اندیكاتورهای

  پددهندمای معینی رسیدند تغییر رن  مییا بسته های پزشكی هستند که وقتی به کندپ کنترم می

 استپ  6باسیلوس استیاروترموفیلوسژئو حرارت، مانندهای مقاوم بهشامد اسپور باکتری : ندیكاتور بيولوژیا

 پشونداند که در دمای مورد نظر ذوب میاز آلیاژهایی تشكید شده:  فيزیكیاندیكاتور 

 

 
 

 تجهيزات کشت در شرایط اتمسفری تغيير یافته 

تجهیتزات کشتت در شترایط اتمستفری تغییتر یافتته ممكتن استتت یتک جتار غیتر قابتد نفتوذ یتا هتر وستتیله               

هتوازی(  شترایط اتمستفری تغییتر یافتته )ماننتد: شترایط بتی       ایجتاد و حفتظ   مناسب دیگری باشد کته قتادر بته   

 در طی مدت گرمخانه گذاری محیط کشت، باشد پ
                                                 

1- Start 

2 - Preheating Time 

3- Sterilization Time 

4- Drying Time 

5- Time, Steam,Tempreture 

6- Geobacillus stearothermophilus 
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وستیله  وستیله افتزودن مخلتوطی از گتاز پتس از تخلیته هتوای جتار بته         توانتد بته  ترکیب اتمسفر مورد نیاز متی 

هتای قابتد   )گتاز پتک   وستیله هتر روش مناستب دیگتر ماننتد:     جایگزینی اتمسفر مورد نظر در یک اتاقک یتا بته  

 دسترسی از بازار( انجام شودپ 

 
 استریليزاسيون  3-4

معنتای از بتین بتردن تمتامی اشتكام زنتده در یتا روی یتک محتیط آمتاده           ستازی بته  استریلیزاسیون یا سترون

 باشدپ ها وپپپ میها و اسپور قار های زنده باکتریاستپ این اشكام مختلف شامد سلوم

 سترون کردن عبارتند از:های رایج روش

 هتتای کشتتت و وستتاید : در آزمایشتتگاه میكروبیولتتوژی بتترای استریلیزاستتیون محتتیط  روش حرارترری

دو صتتورت خشتتک )بتتا استتتفاده از فتتور( و مرطتتوب )بتتا استتتفاده از    متتورد نیتتاز روش حرارتتتی بتته 

شتتودپ بتترای هتتا استتتفاده متتیاتتتوکلاو( از تتتاثیر گرمتتا و فشتتار بختتار آب بتترای کشتتتن میكروارگانیستتم

ستازی استتفاده   تتوان از نشتانگرهای ستترون   تشخیص بتین متواد ستترون شتده و ستترون نشتده متی       

هستتتندپ  نتتواری، ویتتام یتتا آمپتتوم کوچتتک موجتتود صتتور مختلتتف نشتتانگرهای بیولوژیتتک بتتهکتتردپ 

استتتفاده از انتتدیكاتورهای شتتیمیایی و انتتدیكاتورهای    تتتوان بتتا  ستتترون ستتازی را متتی  ملكتترد ع

 باستتیلوس ژئتتو و 1باستتیلوس ستتوبتیلیسر پتتای  بیولوژیتتک، از استتپورهای کتتردپ دبیولوژیتتک ارزیتتابی 
 شودپاستفاده می استیاروترموفیلوس

  هتتای و انجتتام واکتتن  آب اکستتیژنهه متتواد ضتتدعفونی کننتتده ماننتتد:  وستتیل: بتتهروش شرريميایی

 شودپهای آزاد( برای سترون کردن استفاده میشیمیایی )مانند: رادیكام

 تتوان بترای ستترون کتردن متواد      رتوهتای ایكتس و گامتا نیتز متی     وستیله تتاب  پ  : به روش پرتودهی

 کردپبار مصرف استفاده های کات گوت و لوازم یکبیولوژیک، داروها، گاز، باند، نخ

 شتتود و شتتامد عبتتور دادن : معمتتولا بتترای ستتترون ستتازی مایعتتات استتتفاده متتی روش فيلتراسرريون

 باشدپمایع از فیلترهای مخصوص می

                                                 
1- Bacillus subtilis 

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D8%A8_%D8%A7%DA%A9%D8%B3%DB%8C%DA%98%D9%86%D9%87
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 کشت طيمح  3-5

 یشناست  یدر بتاکتر  یصت یتشخ هتای روش نیاز مهمتتر  یمصتنوع  هتای طیدر محت  هتا یبتاکتر  ریت و تكث کشت

متواد   طیشترا  نیت فتراهم گترددپ از جملته ا    یرشتد بتاکتر   یمناستب بترا   طیشترا  دیت کشت موف  با یاستپ برا

 ژنیعتتدم حضتتور اکستت ایتتمناستتب، حضتتور  pHیو معتتدن یمتتوادآل ،ی، حتترارت، رطوبتتت کتتافیو مغتتذ ییغتتذا

 یمتواد مغتذ   نیت پ اکننتد یمت  ی، غنت یمغتذ  یرا بتا اضتافه کتردن اجتزا     یکشتت عمتوم   یهتا طیپپ محباشدیم

 شوندپ -میاضافه اصلی استرید شده  طیمحبه ،ور سترونبط

 

 اجزای تشكيل دهنده محيط کشت    3-5-1

که دارای اجزای تشتتكید دهنده  صتتورت مایع، نیمه جامد یا جامد،محیط کشتتت فرمولاستتیونی استتت از مواد، به

های معین یا بدون باز دارندگی(، شتتناستتایی یا منظور تكثیر )همراه با بازدارندگی میكروارگانیستتمخاص بوده و به

عنوان عامد ستتفت کننده در محیط به گیردپ آگارها مورد استتتفاده قرار میحفظ قابلیت زیستتتی میكروارگانیستتم

گار ترکیبی استتت پلی ستتاکاریدی که از دیواره ستتلولی برخی از   کار برد داردپ آهای جامد و نیمه جامد کشتتت

ها ارزش آگار برای میكروارگانیسم شودپ  استخراج می ( 3و جیلیدیوم2گراسیلاریا   از جنس) قرمز  1های جلبکگونه

دمای آن   با رستتتیدن  و  C0 95آننقطه ذوب  دپ کن تواند آنرا هضتتتم  نمیارگانیستتتمی  یكرومو هیچ غذایی ندارد   

 معمولاد جامدکشتتت های محیط .شتتودکند که ستتبب جامد شتتدن محیط میشتتبكه ای ایجاد می C0 43حدودبه

 پآگار هستند L g13/اتت g/L15دارای

 
  آب  3-5-1-1

رشتد  تتاثیر گتذار بتر     از متواد  یعتار بایتد آب مقطتر و    کشتت  یهتا طیمحت  یستاز آماده یبراآب قابد استفاده 

آب باشتتدپ فلتتزات،  یهتتاونیتتو اثتتر  اکیتتاثتتر آمون د،یتتاثتتر کلرا ماننتتد: آزمتتون طیدر شتترا ،هتتاستتمیكروارگانیم

استتمز تصتتفیه بوستتیله فیلترهتتای  و  عبتتور آب از روی رزیتتن ، جوشتتاندن و تقطیتتر کتتردن روش مقطتتر بتته 

دمتای جتوش   دپ باشت متی  7خنثتی و در حتدود     pHشتودپ آب مقطتر دارای  تولیتد متی   و نتانو فیلتتر   معكتوس 
                                                 

1- Algae 

2- Gracilari 

3 -Gelidium 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D9%85%D8%B2_%D9%85%D8%B9%DA%A9%D9%88%D8%B3
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D9%85%D8%B2_%D9%85%D8%B9%DA%A9%D9%88%D8%B3
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و آب مقطتر بایتد در    دخاصتیت خورنتدگی نتدار   بتوده و  هتای طبیعتی   تتر از آب دلید خالص بودن پتایین آن به

و  پنگهتتداری شتتود رهیتتغ و لنیاتتتیپلتت ،یخنثتت شتتهیشماننتتد: اثتتر  یاز متتواد بتت در دار و ستتاخته شتتده ظتتروف

 پشود ادهشده هر چه زودتر استف دیتولمقطر آب  ،شودیم هیتوص نیهمچن

 محيط کشت   ویژگی  3-5-1-2

 پها باشندضروری برای رشد میكروب مواد غذایی دارایها باید تمام محیط کشت 

 pH  محیط کشت باید در حد معین قبد از استفاده برای کشت تنظیم شودپ 

 پکشت باید کاملا تمیز و عاری از مواد خارجی باشندهای ظروف مورد استفاده برای تهیه محیط  

  آب مقطر مورد استفاده باید صحیح تهیه شودپ 

 محتیط کشتت در نظتر     مغتذی نتوع متواد    متناستب بتا  بایتد   ،ستترید کتردن محتیط کشتت    ا درجه حرارت

-بتالا باعتث از بتین رفتتن برختی از متواد شتیمیایی موجتود در محتیط کشتت متی            یاههگرفته شودپ درج

 شوندپ 

هتتای هتتای متتورد استتتفاده در آزمتتون بایتتد مناستتب بتترای اهتتداف آزمتتون     هتتای کشتتت و معتترف محتتیط

میكروبیولتتوژی و دارای کیفیتتت آزمایشتتگاهی بتتوده، همچنتتین بایتتد عتتاری از متتواد ستتمی یتتا مهارکننتتده      

هتای تجتارتی   شتود محتیط کشتت   متون باشتندپ بترای بهبتود تكثیرپتذیری توصتیه متی       هتای آز میكروارگانیسم

صتورت آمتاده در بتازار در دستترس باشتند، آنهتا را       هتای کشتت بته   مورد استفاده قترار گیتردپ چنانچته محتیط    

مطاب  بتا دستتورالعمد ستازنده تهیته کنیتدپ بترای هتر محتیط کشتت و معترف، بهتتر استت یتک محتدودیت               

استتاندارد  هتای کشتت بته   ده تعیین شتودپ بترای کنتترم عملكترد و تضتمین کیفیتت محتیط       زمانی برای استفا

 پدیکن مراجعه 8663 شمارۀ رانیاملی 

 طبقه بندی محيط کشت    3-5-2

 کنند: های مختلف طبقه بندی میمحیط کشت را از جنبه

 طبقه بندی محيط کشت بر اساس ترکيبات  3-5-2-1

 

 بر اساس قوام فيزیكیطبقه بندی محيط کشت   3-5-2-2

 1کشت جامد محيط  3-5-2-2-1

 بتتا متناستتب و بتتوده جامتتد صتتورتبتته ختتود ترکیتتب آگتتار در بتتودن علتتت دارابتته جامتتد هتتایحتتیطم

و یتا ظتروف    )پلیتت( پتتری   ظتروف ، لولته  در را آنهتا  تتوان متی  نظتر  متورد  هتای آزمتای   و هتا میكروارگانیسم

تشتخیص انتواع   ، خصوصتیات ختاص هتر کلنتی    ، تولیتد پیگمانتت  ، تشتكید کلنتی  دیگر مورد استفاده قترار داد  

                                                 

1-Solid media 
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ستته شتتت در پلیتت جامتتد بته  ک کتارگیری محتیط جامتتد استتپ   هدلیتد بتت  ،دیتتدن منطقته همتتولیز ، هتا بتاکتری 

 گیرد :انجام میو برای اهداف خاص صورت 

 

  1کشت در داخل محيط جامد الف 

ستترد شتتده استتتپ  C0 45 تتتا هتتای آزمتتای  محتتتوی محتتیط کشتتت جامتتد پتتس از ذوب شتتدن کتته لولتتهبتته

بتا محتیط    هتا کتاملاد  تتا بتاکتری   دهنتد هتا تكتان متی   و لولته را بتین دستت    تلقتیح کترده  باکتری مورد نظتر را  

 پدهند تا محیط بسته شودطور عمودی قرار میسپس لوله آزمای  را به ،کشت مخلوط شوند

 2های عمقیکشت

 محیط جامد کشت دادپ عم )آنس( در  کشت سوزنتوسط  عمودییسم را بطور میكروارگان توانبا این روش می

  3دار شيب کشتب  

وستتیله فیلتتدوپلاتین یتتا بتته /)آنتتس( در عمتت  و ستتطح و  کشتتت ستتوزن هتتا،بتترای کشتتت میكروارگانیستتم 

 پ دهندمی کشت دارشیب سطح در( ای )لوپحلقه

 
 4کشت نيمه جامد محيط 3-5-2-2-2

بتترای  پ5/0% تتتا 2/0% استت  کمتتر  جامتد  هتای محتیط بته  نستبت  آن آگتار  میتزان  کته پجامد نیمته  هتای محتیط 

هنگتام جامتد    محتیط کشتت  یتن نتوع   چنانچته ا  ا"SIM "ماننتد:  دپشتو ها استتفاده متی  حرکت باکتری مشاهده

                                                 
1- Shake Cultures 

2- Stab Cultures 

3- Slant media 

4 - Semi Solid media 
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محتیط کشتت در تته ظتروف ریختته       و اگتر  پشتود گفتته متی   "استلنت "شتوند   جامتد حالتت شتیبدار   بهشدن، 

  شودپگفته می "بات"آن شود به

 1 مایع یا آبگوشتیکشت  محيط  3-5-2-2-3

 نتتوع بتتا و متناستتب نیامتتده در جامتتد صتتورتبتته ختتود ترکیتتب در آگتتار نداشتتتن علتتتبتته متتایع هتتایمحتتیط

ارلتتن متایر و یتتا ظتتروف   ،هتتای آزمتای  تتوان آنهتتا را در لولته  هتای متتورد نظتر متتی  آزمتتای  و میكروارگانیستم 

 دیگر مورد استفاده قرار دادپ
   "کوکد میت"شود، مانند محیط کشت محیط کشت مایع اضافه میدر بعضی موارد ذرات جامد به -1یادآوری

 شوندپنامیده می "براث"طور معموم ها بهها، یا بطریها، ارلنمحیط کشت مایع در لوله -2یادآوری

 

 طبقه بندی محيط کشت بر اساس کاربرد آنها    3-5-2-3

   2محيط کشت انتقالی  3-5-2-3-1

ست که به    شتی ا سم   محیط ک ستی میكروارگانی ضمن به منظور نگهداری و حفظ قابلیت زی سان ها در  دن حداقد ر

ستپ       شده ا شگاهی بر روی آن، طراحی  شمارش در دوره زمانی بین جمع آوری نمونه و کار آزمای  مانند:تغییر در 

 " 3محیط کشت استوارت یا آمیس"

 4داری کننده محيط کشت نگه  3-5-2-3-2

هتا در یتک دوره زمتانی    منظتور نگهتداری و حفتظ قابلیتت زیستتی میكروارگانیستم      محیط کشتی است کته بته  

ستازی طتولانی   طولانی طراحی شتده، تتا از آنهتا در برابتر اثترات نتامطلوبی کته ممكتن استت در طتی ذخیتره           

 آنها قدرت بازیابی دهدپ وجود آید محافظت کرده و پس از این مدت، بهمدت به

  "6نوترینت آگار "های، اسلوپ"5محیط کشت دورستاگ"مانند: 

 

 7محيط کشت بازیابی   3-5-2-3-3

دهتد  هتای آستیب دیتده و تحتت تتن  امكتان تترمیم و بازیتابی متی         میكروارگانیستم محیط کشتی است که به

 شوندپ تا رشد طبیعی را بدست آورند، ولی لزوما باعث تكثیر آنها نمی

 پ"8آب پپتونه بافری "مانند
                                                 

1-Liquid or broth media 

2 -Transport medium  

3 -Stuart or amies transport medium 

4-Preservation medium 

5 -Dorset agar medium 

6 -Nutrient medium 

7-Resuscitation medium  

8-Buffered peptone water 
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آب پپتونته   "کتار رود بترای مثتام   توانتد بته عنتوان یتک محتیط پتی  غنتی کننتده نیتز بته          محیط کشت بازیابی متی  -یادآوری

 پ "بافری

 2و غنی کننده  1محيط کشت پيش غنی کننده  3-5-2-3-4

دلید ترکیبات تشتتكید دهنده آن، شتترایط مطلوب خاصتتی برای رشتتد و تكثیر  بطور کلی محیط کشتتت مایع به

 . "تریپتون سوی براث"کندپ مانند:را فراهم می میكروارگانیسم

  3محيط کشت غنی کننده انتخابی  3-5-2-3-4-1

ست که به محیط کشت غنی کننده  سم ای ا شد می میكروارگانی سطه  دهد و بههای خاص امكان ر یک ماده مهار وا

د: ماننکنندپ می مهاریا تا حدودی  کاملادارگانیستتم مورد نظر را میكروجز هها بارگانیستتممیكرورشتتد تمام  ،کننده

 " 4واسیلادیس -پپتون سوی راپاپورت"محیط کشت 

  5محيط کشت غنی کننده غير انتخابی  3-5-2-3-4-2

 پ "برین هارت اینفیوژن براث"مانند: ها امكان رشدپطیف وسیعی از میكروارگانیسمبهاین محیط 

 6کشت جداکنندهمحيط   3-5-2-3-4-3

 دهدپها امكان رشد میمیكروارگانیسممحیط کشت جامد یا نیمه جامدی است که به

 7محيط کشت جداکننده انتخابی   3-5-2-3-4-4

شتی محیط  شد می   بهکه  ک سم خاص و هدف امكان ر سم     میكروارگانی سایر میكروارگانی شد  طور هها بدهد و از ر

 "آگار XLD"پمانند:کند کامد یا قسمتی جلوگیری می

 8محيط کشت جداکننده غير انتخابی   3-5-2-3-4-5

 پ "نوترینت آگار"مانند: شوندپصورت انتخابی، مهار نمیارگانیسم بهدر آن میكروکه  کشتیمحیط 

 10/ فلوروژنيک 9محيط کشت انتخابی کروموژنيک   3-5-2-3-4-6

انتخابی استتت که همه یا بخشتتی از فلور همراه با میكرو  محیط کشتتت کروموژنیک / فلوروژنیک دارای ترکیبات 

 شتتتود متتاننتتد:یتتابی دقی  میتقویتتت ردکنتتد و منجر بتتههتتای هتتدف در نمونتته را مهتتار میارگتتانیستتتم

" TBXآگار"،MUG/EC"". 

                                                 
1-Pre- enrichmen medium 

2-Enrichmen medium 

3-Selective enrichment medium   

4-Rappaport-Vassiliadis (RV) 

5-Non- selective enrichment medium  

6 -Selective isolation medium 

7-Selective enrichment medium 

8- Non-selective isolation medium  

9- Chromogenic selective culture medium 

10- Fluorogenic selective culture medium 
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  1محيط کشت افتراقی  3-5-2-3-4-7

ظور شناسایی منها را بهمیكروارگانیسمی است که مشخصات و خصوصیت فیزیولوژیک یا بیوشیمیایی محیط کشت 

 "TTC ،TBX"و"7ترجیتوم" :مانندکندپ فراهم می

 2محيط کشت شناسایی   3-5-2-3-4-8

استتفاده از  محیط کشتت بتا قتدرت تشخیصتی بتالا بترای ایجتاد یتک واکتن  تشخیصتی ختاص کته نیتاز بته              

 ." 3باید اسكولین آزاید" :های تاییدی نداردپ مانندمحیط کشت

 4محيط کشت شمارش   3-5-2-3-4-9

سم     شمارش میكروارگانی شت انتخابی یا غیر انتخابی که برای  ست  " 5پارکربرد "رودپ مانند:کار میها بهمحیط ک ی

 پ"6اکسترکت آگار 
 تواند خصوصیات محیط کشت بازیابی و/یا محیط کشت غنی کننده را داشته باشدپمحیط کشت شمارش می-یادآوری

 7محيط کشت تایيدی   3-5-2-3-4-10

سم            صات میكروارگانی شخ سایی یا تعیین هویت م شنا ست که برای  شتی ا ازیابی بها پس از یک مرحله محیط ک

 . "8کلینگر آیرون آگار"شود مانند:کار گرفته میهمقدماتی و/یا غنی سازی و/یا جداسازی، ب

 9محيط کشت دارای ترکيبات خنثی کننده   3-5-2-3-4-11

شت دارای ترکیبات خنثی کننده      شت رقی  کننده یا محیط ک شت انتقالی، محیط ک ست که محیط ک برای  ای ا

 دپروکار میک  بهغیرفعام کردن عوامد در سطح و/ یا ضد عفونی کننده یا سایر عوامد میكروب

 محيط کشت با موارد استفاده متعدد  3-5-2-3-4-12

سته بندی     ست که در د ست،  "10بلاد آگار"گیردپ مانند: های متعدد قرار میمحیط کشتی ا که یک محیط بازیابی ا

ا کار رودپ و یهعنوان محیط کشتتت جداکننده و همچنین محیط کشتتت افتراقی برای رد یابی همولیز بتواند بهمی

 تواند یک محیط کشت پی  غنی کننده نیز باشدپ  که یک رقی  کننده است می "بافر پپتون واتر"

 
 

                                                 
1- Differential medium 

2- Identification medum 

3- Bile Esculin Azide Agar (Enterococcus Selective Agar) 

4- Enumeration medium 

5- Baird-Parker Agar 

6- Yeast Extract Agar 

7- Confirmation medium  

8- Kligler Iron Agar (KIA) 

9- Medium containing nutralisers 

01 - Blood agar 
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 محيط کشت مرجع   3-5-2-3-4-13

شت غیر انتخابی مانند:  سوی آگار "محیط ک سه "1تریپتون  شت  که برای ارزیابی مقای ای کنترم عملكرد محیط ک

 رودپ کار میهب

 طبقه بندی محيط کشت بر اساس آماده سازی    3-5-2-4

 محيط کشت آماده مصرف  3-5-2-4-1

 شكد آماده مصرف،ها، یا ظروف دیگر، بهها، لولهبطری ها،که درپلیت محیط کشت مایع، جامد یا نیمه جامدی است

شكد آماده مصرف پس از ذوب کردن مجدد و افزودن مكمد به یا به شكد آماده مصرف پس از ذوب کردن یا به

 رودپ کار می

 محيط کشت کامل شده  3-5-2-4-2

 محیط کشتی است که برای تلقیح آماده باشدپ

 ط کشت آماده مصرف بعد از ذوب مجدد محي  3-5-2-4-3

ار کها بهریختن در پلیتای است که برای استفاده در روش کشت آمیخته یا برای محیط کشت ذوب مجدد شده

 رودپمی

 محيط کشت آماده مصرف بعد از ذوب مجدد و افزودن مكمل  3-5-2-4-4

کامد نشده( ذوب مجدد شده، مكمد افزوده محیط کشتی است که باید قبد از استفاده )محیط کشت آماده مصرف 

 و توزیع شودپ

 ."آگار(RFP) فیبرینوژنرابیت پلاسما "یا  "برد پارکر آگار"،  "آگار (TSC)تریپتوز سولفیت سیكلو سرین "مانند

 های بدون آب تجارتی محيط کشت آماده شده از فرمولاسيون  3-5-2-4-5

 آن آب افزوده شده و فرآوری گرددپو لازم است قبد از مصرف، بهصورت خشک موجود است، محیط کشتی است که به

 

 محيط کشت آماده شده از اجزای مجزا  3-5-2-4-6

  شودپاز ترکیبات مجزای خود تهیه می کاملاد وسیله آزمایشگاه میكروبیولوژیمحیط کشتی است که به

 

 در آزمایشگاههای کشت محيط آماده سازی و استریليزاسيون  3-6

آمتتاده ستتازی صتتحیح محتتیط کشتتت یكتتی از مراحتتد اصتتلی بتترای تضتتمین کیفیتتت نتتتایج آزمتتون     3-6-1

 میكروبیولوژی است که باید با دقت خاصی انجام شودپ

کشتت )پتودر    محتیط  از لازم نشتانه گتذاری آن، مقتدار   بته  توجته  بتا  با رعایت دستتور العمتد تولیتد کننتده، و    

)مقطتتر(، آب بتتدون امتتلاح یتتا آب یتتون زدایتتی شتتده بتتا  ختتالص شتتودپ و بتتا آبخشتتک( بتتا دقتتت تتتوزین متتی

                                                 
1- Tryptic Soy Agar)TSA( 
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 لتتزوم صتتورت در ستتپس کنیتتد مخلتتوط ارلتتن داختتد استتتفاده از استتمز معكتتوس یتتا کیفیتتتی معتتادم آن، در 

 حجم برسانیدپو به یكنواخت کنیدپ سریعاد کردن، گرم با همراه

 پای  شودپ  5271شمارۀ بیشتر نباشد و طب  استاندارد ملی ایران ml cfu 210/آلودگی میكروبی آب از

باشد و طب  استاندارد  2میكروزیمنس25آب استفاده شده برای تهیه محیط کشت نباید بیشتر از  1هدایت الكتریكی

 پای  شودپ 8097ملی ایران شمارۀ 

3-6-2  pH  

pH   محیط کشت را با استتفاده ازpH     ستازی  در صتورت لتزوم، قبتد از ستترون     پمتتر انتدازه گیتری کنیتدpH 

، بایتد در  C0 25ستازی و رستیدن دمتا بته     محتیط کشتت پتس از ستترون     pHایتن ترتیتب کته    تنظیم شود، به

 pH واحتتد انتتدازه گیتتری باشتتد، مگتتر اینكتته مقتتادیر دیگتتری توصتتیه شتتده باشتتدپ  ±2/0محتتدوده متتورد نظتتر

انجتتام  استتید هیتتدروکلریک یتتاg/L40: معمتتولاد بتتا استتتفاده از محلتتوم ستتدیم هیدروکستتید بتتا غلظتتت تقریبتتی

 پ های سترون استفاده شودسازی انجام شود، باید از محلومپس از سترن  pHاگر تنظیم پشودمی

 

 توزیع   3-6-3

سر ز ابرای جلوگیری مناسب کافی فضای  کنید بطوری که مطمین شوید در ظروف مناسب توزیعرا محیط کشت 

 سترون سازی وجود نداردپدر طی فرآیند  رفتن محیط

 

 سترون سازی   3-6-4

ها معمولاد های کشت و معرفسازی محیط سترون پ سازی سترون کنید  را در روز آماده تهیه شده کشت   هایمحیط

ستفاده از حرارت مرطوب  ستفاده از اتوکلاو   با ا سیون یا با ا ضی از   پشود انجام می فیلترا شت به  محیطبع های ک

ت های کش حیطم: مبرای مثا پتوان آنها را با دمای جوش سترون نمود یسازی با اتوکلاو نیاز ندارند، ولی م سترون 

سه  ست     ها که حاوی برلیانت گرین بوده و بخصوص به آنتروباکتریا سرعت  بهحرارت و نور حساس هستند و بهتر ا

دون توان بها را نیز میاز معرف بعضی همچنین،  پپس از جوشیدن سرد شده و در برابر نور شدید محافظت شوند     

ستفاده قرار داد   سترون  ستورالعمد سازی مورد ا سب    پ در همه موارد طب  د ستانداردهای منا های تولیدکننده یا ا

نگهداری کنید  ،ترکیبات جلوگیری کند تغییرها را در شتترایطی که از محیطپس از ستتترون کردن،  انجام دهیدپ

ش    محیط کشت  اگر پ از نور و خشک شدن محافظت کنید   برای مثام: ستفاده ن صله ا در  شرایط دیگری  ده یاوبلافا

 پنگهداری کنید C0 3± C0 5 چام در دمایخ، در یباشدشده ناستاندارد خاصی مشخص 

                                                 
  دهندپنیز نمای  می EC باشدپ واحد هدایت الكتریكی که آن را بادهنده میزان املاح هادی موجود در آب می هدایت الكتریكی آب نشان - 1

  پشودنشان داده می µSiemens/cmبا  SIباشد که در سیستم واحد هدایت الكتریكی ویژه آب می بر سانتیمتر میكروزیمنس - 2
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 تا دو از هاپلیت برایمدت زمان نگهداری  دوش می توصیه معمولاد  شود  نگهداری یخچام در ی کشت هامحیط اگر

 پنشود بیشترماه  ش  تا سه هالوله و شده بسته هایبطری برای و هفته چهار

یند دیگری که همان آوسیله قرار دادن آن در حمام آب جوش و یا هر فر بهرا کشت   یهامحیطبرای ذوب مجدد، 

شده، در حمام آب گرم با دمای     (قرار دادن در بخار اتوکلاو :مانند) ذوب کنیدنتیجه را دهد،  شت ذوب  محیط ک

 کنیدپ، خنک C050تا C047دمای باتنظیم شده، 

 

 هاافزودن مكمل  3-6-5

ساس  مكمد ستند، باید بعد از اینكه دمای محیط به حرارت بههایی که ح سید، به  C050کمتر از ه ضافه  ر محیط ا

سد محیط آگاردار بهشده باید قبد از افزودن به  سترون مكمد پ شوند  سرد  افزودن مكمدپ دمای اتاق بر های مایع 

ها را مدمك پهای شفاف شود و از توزیع مناسب جلوگیری کند   آگار یا تشكید پرک ممكن است سبب بسته شدن     

طب  در هر صتتورت  پستترعت در ظروف نهایی تقستتیم کنید آرامی و کامد مخلوط کرده و در محیط کشتتت به

 پکننده عمد کنیدتولید لعمددستورا

 

 هاپليتهای کشت جامد در سازی محيط آماده  3-6-6

در پ برای مثام: گردد mm 3ها بریزید تا حداقد ضتتخامت آنار ذوب شتتده را در پتری دی محیط کشتتت آگارد

محیط کشتتت آگاردار کافی استتت یا مقداری که در استتتانداردهای   ml20تاmL 18، معمولاmm20ظروف با قطر 

طوم هب  h 72گذاری آنها بی  از  ها باید نگهداری شتتتوند، یا زمان گرمخانه          اگر پلیت پمربوطه بیان شتتتده استتتت   

ها در پتری دی  ممكن استتتاستتت، محیط کشتتت بیشتتتری   C040 گذاری بی  ازدمای گرمخانهانجامد، یا می

 پصورت در بسته روی یک سطح افقی و خنک قرار دهید تا آگار سرد شده و ببنددها را بهپلیتپ ریخته شود

 

 کشت آماده شده  طيمح یمدت زمان نگه دار و ینگهدار  3-6-7

ضا  خیتار ،یدارنگه طیشرا  ص  ءانق شت   طیمحبهمربوط  گرید یهاهیو تو شده تجارتی  پلیتو ک های آگاردار آماده 

 باشدپکننده تولید لعمدبهتر است طب  دستورا

 
   آماده سازی نمونه     3-7 

دادن شتتدید کاملا ها را با تكان ها، پی  از انجام آزمون، نمونهتوزیع یكنواخت میكروارگانیستتمدستتتیابی به یبرا 

 های لازم را تهیه کنیدپ ماهیت نمونه و میزان آلودگی مورد انتظار، رقتمخلوط کنیدپ و بسته به

 های دهدهی را با رعایت شرایط اسپتیک تهیه کنیدپبرای آزمون شمارش، رقت
تنظتتیم کنیتتدپ از آب  0/7±5/0را نزدیتتک خنثتتی و برابتتر بتتا   pHهتتای استتیدی،فتترآوردهبتترای تهیتته سوسپانستتیون  -یررادآوری

 تتترهتتای استتیدی فتترآوردهاستتتفاده کنیتتدپ بتترای   5/4بیشتتتر یتتا برابتتر   pHهتتای بتتا فتترآوردهپپتونتته بتتافری و بتترای بیشتتتر  
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هتا  فترآورده را بتا استتفاده از آب پپتونته بتافری بتا غلظتت دو برابتر تنظتیم کترد، چنانچته ایتن             pHتتوان  ( می5/3)بیشتر یا برابر 

  اندپدامنه مورد نظر رسیدهآنها بررسی شود تا اطمینان حاصد شود که به pHشوند بهتر است آزمون میبرای اولین با 
شتر در باره تهیه   -1یاد آوری سیدی قبد از آزمون برای گروه فرآوردهبرای اطلاعات بی سم های ا یی مانند  هاهای خاص میكروارگانی

 مراجعه کنیدپ 8923-4ها، به استاندارد ملی ایران اسید دوست

 

های سترون اضافه کنید با انتقام ارلن یا لولههای رقی  کننده را بهاز محلوم mL90یا  mL9برابر، 10هایبرای رقت

 برابر را تهیه کنیدپ 10هایحجم محلوم رقی  کننده، رقت 9یک حجم نمونه به 
 دمای محیط آزمایشگاه باشدپها تقریبا برابر با دمای محلوم رقی  کننده شود،توصیه می-2یادآوری

 

 متدت زمتان  بته  mm 300ا حرکتت دستت بته شتعاع    تبتار بت   10) سوسپانستیون اولیته را کتاملا مخلتوط کنیتدپ     
  پباشدمی 10-1بدست آمده رقت (بچرخانید sec 7زمانحدود 
به سرعت خنک  سپس، برای شمارش اسپورها، بلافاصله پس از تهیه سوسپانسیون اولیه باید شوک حرارتی دهید-3یادآوری

 پ کنید

 
 

ستفاده از پی       mL 1بعدی، دهدهیهای رقتبرای تهیه  سیون اولیه را، با ا سپان سو سترون به  از  محلوم  mL9پت 
سبی دارند، منتقد کنیدپ     سترون که دمای منا ستفاده  با ورقی  کننده   secمانزمدت  به مكانیكی همزن یک از ا

ت   ت 3 -3) های بعدیهمین ترتیب و رقتباشدپ در صورت لزوم، بهمی 10-2بدست آمده رقتکنیدپ  وطمخل  sec 5ات

سم   -را تهیه کنید ( پپپپپ ، 10 شمارش میكروارگانی شندپ   تا حدی که برای  سب با ش  ها منا   پت را بییپ د،یمراقب با
سیون اولیه فرو نكنید      cm1از سپان سو سیون اولیه با محلوم رقی  کنن    تماس پی و ازداخد  سپان سو ۀ دپت حاوی 

 های اعشاری بعدی، زمان بین هنگام آماده سازی رقی  کننده سوسپانسیون اولیه و رقت     سترون جلوگیری کنیدپ 
 باشدپ min 45پایان آماده سازی تا لحظه تماس ماده تلقیحی با محیط کشت یا آبگوشت غنی کننده نباید بی  از
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 ميكروبيولوژی های کشت درروش  3-7-1

 سه روش قابد انجام استپکشت در پلیت به 

 1کشت خطی  

 2کشت سطحی  

 3کشت آمیخته یا پور پلیت   

 کشت خطی    3-7-1-1

ترون شده  س  حلقه کشت وسیله یک  هترتیب که ابتدا باین شودپ به این روش از محیط پی  ریخته استفاده می  در

های موازی و در چند را روی ستتطح محیط پی  ریخته بصتتورت خط  باکتری را برداشتتته و آن کلنیمقداری از 

شود میقسمت تقسیم  4پلیت را به  ،های تکهای خطی برای بدست آوردن کلنیپ در کشتشوده میکشیدجهت

ست  کلنیکه محتوی  حلقه کشت نوک  و با صورت خط  ،باکتری ا های موازی کشیده و بعد خطوط را در منطقه  ب

همین صتتورت و در منطقه ستتوم و چهارم هم به دادهدوم از انتهای خط انتهایی منطقه اوم در جهت دیگر ادامه 

 یب ازکشید به ترت دپ خصوصیت این روش این است که وقتی خطوط موازی را روی سطح محیط می    شو عمد می

قه که در منط ییتا جا خواهد بودکمتر بستتیار تراکم باکتری  ،انتهای خط و درشتتود ها کاستتته میتراکم باکتری

 پشودکلنی خالص نامیده میکه  وجود خواهد داشتپهای تک کلنیدسترسی بهچهارم 

 

 
ه روی محیط پی  ریختباشند برای انجام کشت خطی صورت مایع میههای کشت باکتریایی که ب ر مورد محیطد

صورت  هپی  ریخته قرار داده و بکشت از  روی محیط  شته، بردا از سوسپانسیون میكروبی    حلقه کشت فقط یكبار 

 شودپکشیده میخطوط موازی در چند جهت 

 
 
 
 

                                                 
1- Streak plate 

2- Surface plate  

3- Pour plate  

http://www.beck-on-laboratory.blogfa.com/post-3.aspx
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 کشت سطحی      3-7-1-2

هتتای متتورد مصتترف انستتان و ختتوراک فتترآوردههتتای ایتتن روش کشتتت اغلتتب بتترای شتتمارش میكروارگانیستتم

هتتای حستتاس گانیستتمهتتایی کتته دارای میكتتروار فتترآوردهدام، نمونتته هتتای محیطتتی و همچنتتین در متتورد   

هتای  هستتند و احتمتام دارد قستمت معنتی داری از فلتور کتد را تشتكید دهنتد ) ماننتد: ارگانیستم           1گرما_به

  (کار برد داردپ2گرا سرما

-زده و منجمتتد، کتته ممكتتن استتت دارای میكروارگانیستتمهتتای یتتخغتتذاهتتای خشتتک شتتده، همچنتتین در غتتذا

هتای هتوازی اجبتاری هستتند کته احتمتام       هتایی کته دارای بتاکتری   فترآورده گرمتا باشتند یتا    های حساس به

ایی کتته فرآوردهتت( و 3 پستتودوموناسهتتای دارد قستتت معنتتی داری از فلتتور کتتد را تشتتكید دهنتتد )مانند:گونتته

ستتختی هتتای تشتتكید شتتده در کشتتت آمیختتته بتتهکتته تشتتخیص آنهتتا از کلنتتیداری ذرات کتتوچكی هستتتند 

هتایی کته رنت  شتدید آنهتا باعتث جلتوگیری از تشتخیص کلنتی در کشتت           فترآورده شود، همچنین انجام می

عنتوان قستمتی از ارزیتابی    هتایی کته بترای تشتخیص بتین انتواع مختلتف کلنتی بته         فترآورده شود، آمیخته می

هتایی استت کته قابلیتت رشتد و تشتكید       بتالاخره بترای کشتت میكترو ارگانیستم      کمیت غذا مورد نیاز استت و 

شتودپ در ایتن نتوع کشتت، از محتیط پتی        کتار بترده متی   کلنی در ستطح محتیط کشتت جامتد را دارنتد، بته      

، حجتم آزمونته و   mm100تتا   mm90هتائی بتا قطتر    شتودپ در روش ستطحی، بترای پلیتت    ریخته استتفاده متی  

ای انتختتاب کتترد کتته در آن تعتتداد گونتتهرقتتت را بایتتد بتته باشتتد mL5/0تتتا  mL1/0 بتتینیتتا رقتتتی از آن بایتتد 

هتای تیپیتک و   کلنتی تیپیتک باشتدپ تعتداد کتد کلنتی       150تتا   10های تشتكید شتده بتین    مورد انتظار کلنی

  کلنی باشدپ 200غیر تیپیک روی پلیت باید کمتر از 

ستتت ها ممكن اهای بزرگتر تعداد کلنیها بستتتگی دارد و برای کلنیکلنیاندازه های قابد شتتمارش، بهتعداد کد کلنی – یاد آوری

 کاه  یابدپ  

 

شت          mL15های دارای حدود پلیت سطح محیط ک صورت لزوم  شانه گذاری کنید و در  شت را آماده و ن محیط ک

ستفاده خشک می   سیون اولیه      mL 1/0یا های مایع( و آزمایه )فرآورده از mL 1/0شودپ معمولا پی  از ا سوسپان از 

در سطح محیط جامد از پی  ریخته تلقیح شده و توسط میله پخ  کننده یا وساید مكانیكی     ها( )سایر فرآورده 

 پشودگذاری میها گرمخانهشودپ و بعد از جذب ماده تلقیحی، پلیتسترون روی سطح پخ  می

 پسطح محیط خشک باشدتوجه داشته باشید که هنگام انجام کشت سطحی باید -یادآوری

 

                                                 
1- Heat-sensitive organisms 

2- Psychrotrophic 

3- Pseudomonas spp. 
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صورت پی  ریخته، ممكن است بخار آب روی درب پلیت و سطح محیط جمع شود     هنگام تهیه محیط کشت به 

 ها توجه به نكات زیر مهم استپبرای خشک کردن پلیت

ست ز  -الف شد بهینه باکتری میزان رطوبت مهم ا ستگی       یرا ر شت ب سطح محیط ک شرایط رطوبت درون و  ها به 

ست منجر به  داردپ  های کشت انتخابی  افزای  غلظت مواد باز دارنده در محیطاز دست دادن رطوبت زیاد ممكن ا

 و کاه  فعالیت آب در سطح محیط کشت شودپ 

شت پخ  نمی   هایی که کلنی آنها بهدر مورد باکتری -ب شت در      سرعت روی محیط ک سطح محیط ک شود و 

شک به پلیت سط     نظر میها خ شک کردن  سد، خ ضرورت نداردپ در این موارد می ر شک کردن  ح پلیت  توانید خ

 شودپ سطح پلیت را حذف کنیدپ زیرا باعث افزای  احتمام آلودگی و از دست دادن بی مورد رطوبت می

ن نگه یای انتخاب کنید که احتمام آلودگی تا حد ممكن پایگونهدرجه حرارت و زمان خشتتتک شتتتدن را به -پ

شته شودپ و درجه    شته باشدپ زمان خشک شدن به        دا میزان بخار حرارت اثر سوئی روی کیفیت محیط کشت ندا

 ها بستگی داردپآب سطح محیط کشت درون پلیت

کنید، برای پیشگیری  استفاده نمی  1ایها از اتاقک با جریان هوای لایهچنانچه برای خشک شدن کردن پلیت   -ت

 رار دهیدپ ها، سطح محیط کشت را پایین قاز آلودگی پلیت

طترف  هتا بته  ای کته ستطح آگتار پلیتت    گونته بته  C0 50تتا  C0 25ها را با قرار دادن در دمتای  در عمد پلیت -ث

 شودپپایین باشد و در پلیت نیمه باز باشد، خشک می

سطح آگار یا روی در پلیت ادامه دهید بی  از آن خشک       شدن قطرات در  خشک کردن پلیت را تا زمان ناپدید 

ای در دمای محیط برای  ها را در اتاقک ایمنی با جریان هوای لایه      توانید پلیت  ادامه ندهید همچنین می   کردن را 

صورت در بسته در درجه حرارت محیط خشک کنیدپ همچنین ، یا به مدت یک شب بهmin 60اتتتتت min 30مدت

شتتعله دادن ستتطح محیط  توانید پس از ریختن محیط کشتتت در پلیت در صتتورت تجمع حباب هوا، آنها را بامی

 شودپ حذف کنیدپ اینكار باعث سترون شدن سطح محیط کشت هم می

 
 
 

                                                 
1- Laminsr-flow safety cabinet 
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 یا پورپليت کشت آميخته    3-7-1-3

سته به    شت آمیخته، حجم آزمونه و یا رقتی از نمونه ب ستفاده    در روش ک شت مورد ا اندازه پلیت و حجم محیط ک

های تیپیک تشتتكید انتخاب کرد که تعداد مورد انتظار کلنی ایگونهاستتتپ رقت را باید به mL 5تا  mL 1/0بین 

های تیپیک و غیر کلنی باشتتتدپ تعداد کد کلنی 150تا  10بین  mm100تا  mm90هایی با قطر شتتتده روی پلیت

 کلنی باشدپ 300تیپیک روی پلیت باید کمتر از 
ت ها ممكن استتهای بزرگتر تعداد کلنیدارد و برای کلنیها بستتتگی اندازه کلنیهای قابد شتتمارش، بهتعداد کد کلنی – آورییاد

 کاه  یابدپ  

 

محتتیط کشتتت متتورد استتتفاده را در حمتتام آب جتتوش ذوب کنیتتد از ستتایر فرآینتتدهای مناستتب ماننتتد: قتترار  

دادن در جریتتان بختتار آزاد اتتتوکلاو و یتتا متتاکروویو و ستتایر فرآینتتدهای مناستتب کتته ترکیتتب دمتتا و زمتتان آن  

توانیتد استتفاده کنیتد از حترارت دادن     محتیط کشتت، صتحه گتذاری شتده استت نیتز متی         برای آماده ستازی 

حمتتام ختتارج کنیتتد و محتتیط کشتتت  ازمحتتذ ذوب شتتدن زیتتاد محتتیط کشتتت ختتودداری کنیتتد و آن را بتته

برستتد پتتس از تهیتته و آمتتاده   C0 45قتترار داده تتتا دمتتای آن بتته   C0 45ذوب شتتده را درحمتتام آب بتتا دمتتای  

 ها تقسیم کنیدپ های لازم، آزمونه را کاملا مخلوط و در پلیتها و دقتسازی پلیت
 صورت ذوب شده نگه داری نكنیدبه h 4های کشت را برای مدت زمان بیشتر ازمحیط-1یادآوری

 دار را بیشتر از یكبار ذوب نكنیدپهای کشت آگارمحیط -2یادآوری 

 

خشتتک کتتردن قستتمت بیرونتتی آن، گتتردن  ارلتتن دارای محتتیط کشتتت را از حمتتام آب ختتارج کنیتتد پتتس از  

ای بیافزاییتد کته ایجتاد    گونته هتا بته  پلیتت ظرف را از روی شعله عبور دهیدپ محتیط کشتت را بتدون تتاخیر بته     

  حداقد برسدپشوک حرارتی به

 
حترارت  کته   ستترون محتیط کشتت    mm 20تتا mm 15 آزمونته مقتدار   mm2تتا   mm1طور کلی بترای یتک   به

هتتای بیشتتتر آزمونتته، مقتتدار محتتیط کشتتت را بتتر بتترای حجتم پ شتتودمتتی استتتفاده ،رستتیدهºC45آن بته حتتدود 

و تتا ستترد  پ شتود متی کتاملا مخلتتوط   "8"صتورت هستپس بتا حرکتات دورانتتی بت    همتین استاس تنظتیم کنیتتدپ    
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هتا بتتدون  شتودپ پتس از جامتد شتدن آگتار، پلیتت      شتدن، روی ستطح افقتی قترار گرفتته و محتیط جامتد متی        

 ردپگیتاخیر در گرمخانه قرار می

 های دو لایه کشت    3-7-1-3-1 

بتا   کشتت در صتورت لتزوم ستطح محتیط     پتس از تلقتیح و کشتت آمیختته یتا پتور پلیتت         کشتت دو لایته،  در 

 آن کشتت دو حالتت بته   ایتن  در شتود ه متی وشتاند پکشتت   طمجددا با یک لایه نتازکی از همتان محتی    ،باکتری

طتور واژگتون در گرمخانته قترار     پتتری را بته  هتای  شتودپ پتس از بستته شتدن محتیط ظترف      لایه هم گفته می

  پدهند تا از ریختن قطرات آب درسطح محیط جلوگیری گرددمی

 

 شمارش در محيط کشت مایع    3-7-1-4

 اصو  آزمون

هتای ختاص یتا گروهتی از     شتود تتا از رشتد میكروارگانیستم    محتیط کشتت متایع تلقتیح متی     آزمونه نمونته بته  

هتتای موجتتود میكروارگانیستتم (MPN)هتتا اطمینتتان حاصتتد شتتود بیشتتترین تعتتداد احتمتتالی  میكروارگانیستتم

هتای مثبتت و منفتی مشتاهده شتده پتس       توان بتر استاس تعتداد آزمتون    در نمونه اصلی و دقت تخمین، را می

 های آماری تخمین زدپاز گرمخانه گذاری، با استفاده از روش

 (MPNتخمين بيشترین تعداد احتمالی) 3-7-1-4-1

های دارای لولههای آن بههای متعدد از یک نمونه و یا رقت    ، در بیشتتتتر موارد، تلقیح آزمونMPNاستتتاس روش 

های تلقیح شتتده که دارای یک میكروارگانیستتم یا بیشتتتر محیط کشتتت مایع استتتپ پس از گرمخانه گذاری لوله

شود بر اساس   در محیط کشت مشاهده می   باشد، علائم رشد را نشان خواهد داد که با یا بدون تغییرات مشخص    

ها، بیشتتتترین تعداد احتمالی میكروارگانیستتتم در حجم معین از نمونه را       نتایج مثبت یا منفی در برخی از لوله    

 اند تخمین زدپهایی که واکن  مثبت داشتهتوان از تعداد و توزیع لولهمی

ها در نمونه مورد آزمون، الزامات با توجه به تعداد مورد انتظار میكروارگانیستتم MPNهای مختلف در میان ترکیب

ستپ دقت به  ستگی دارد همان طور      قانونی و دقت لازم ا شابه ب شده در روش تقریبا م عداد آزمونه مثبت مشاهده 

ده های استفاده ش  لولهصورت تابعی از جذر تعداد  ها بستگی دارد پ دقت به تعداد کلنیها بهکه دقت شمارش کلنی 

هایی که فقط از تعداد کمی ها باید چها برابر شتتود در روشیابد برای دو برابر شتتدن دقت، تعداد لولهافزای  می

ستفاده می لوله ستپ از طرف دیگر، این روش های چند تایی ا سیت کافی )که   کنند، دقت کم ا ها در عمد، از حسا

خوردار هستندپ تفسیر ساده نتایج مثبت، مزیت مشخص و متمایز     رد( بربه حجم کد نمونه آزمون شده بستگی دا  

 است پ MPNهای بیشتر روش
سم         -1یادآوری شد میكروارگانی شود و برای ر شت  سبب تغییر محیط ک های مورد نظر مزاحمت ایجاد کند به افزودن آزمونه نباید 

طور معموم شتتودپ بهبیشتتتر از محیط کشتتت با غلظت معمولی اضتتافه می برابر یا  5مقدار به mL1های کمتر از طور معموم، آزمایه

شود پ اگر نمونه دارای مقادیر زیاد  های مساوی از محیط کشت با غلظت دو برابر اضافه می   حجمبه mL100تا  mL1های بین آزمایه
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شد باکتری   نمک سمی یا مغذی که روی ر شدپ روش ها اثر میهای معدنی، مواد  شت مایع معمولا مقادیر زیاد مواد  هگذارد، نبا ای ک

 کنندپجامد معل  را تحمد می

 

 انتخاب روش تلقيح    3-7-1-4-2

ستفاده قرار می MPN ترین روش معموم ستفاده از روش  که مورد ا ست  لوله 5ای یا لوله 3گیرد ا ای برای هر رقت ا

سه لوله لوله 3ویژه )به های بالای دلید کم بودن دقت آن( برای غلظت)بهای ای( دقت کمی داردپ از کار برد روش 

سم  صیه می میكروارگانی ستفاده    لوله 5شود از روش  ها خودداری کنید برای افزای  دقت روش تو شتر ا ای یا بی

 کنیدپ 

 تلقيح در محيط کشت مایع      3-7-1-4-3

قیح لوله یا ارلن تلروش انتخاب شده به با رعایت شرایط سترون، حجم معینی از نمونه یا رقتی از آن را با توجه به  

 کنیدپ

 هاآزمون وجود یا عدم وجود ميكروارگانيسم   3-7-1-4-4

پس از تلقیح و گرمخانه گذاری یک آزمونه منفرد از نمونه در یک لوله دارای محیط کشتتتت مایع و ایجاد علائم            

و یا عدم وجود میكروارگانیسم مورد نظر   وجودتوان بهظاهری رشد یک میكروارگانیسم مورد نظر در آن، تنها می  

عدم وجود  "یا   "وجود"صتتتورت ای، نتیجه را به  در حجم نمونه آزمون، پی بردپ در صتتتورت نمونه برداری لحظه   

انیسم میكروارگ "عدم وجود "یا  "توان: وجودبیان کنیدپ با این روش نمی "میكروارگانیسم مورد نظر در میلی لیتر

ظت میكروارگانیستتتم مورد نظر را تخمین زد و همچنین امكان شتتتمارش و تعیین غلظت       در آزمونه دیگر و غل 

 پمیكروارگانیسم ها وجود ندارد

 رنگ آميزی      3-8

 رنگ آميزی گرم     3-8-1

  :تهيه گسترش روی لام  3-8-1-1

ودرسترم  متورد نظتر،   درستطح محتیط کشتت را برداشتته     کلنتی میكروارگانیستم   ز ا ابتدا توسط آنتس استترید  

 لتتوپ از سوسپانستتیونای، یتتک آنتتس حلقتتهتوستتط یتتا و  دپکنیتتفیزیولتتوزی ایزوتونیتتک موجتتود روی لام حتتد 

بهتتتر استتت سوسپانستتیون بتتاکتری پ کنیتتدستتطح لام پختت  روی بتترروی لام قتترارداده وآن رابتتر  را میكروبتتی

جهتتت جلتتوگیری از شستتته شتتدن بتتاکتری طتتی پ بتته صتتورت ورقتته نتتازک ویكنواختتت روی لام پختت  شتتود 

بتته  پ فتتیكس کتتردندوفتتیكس شتت ومراحتتد رنتت  آمیتتزی بایستتتی بتتاکتری تاحتتدودی بتته ستتطح لام بچستتبد 

گستتترش بتترای چنتتدین  دارایعبتتور دادن لام  ،هتتاتتترین روشستتاده از شتتودپهتتای متعتتددی انجتتام متتیروش

پشتت دستت    شتودکه درصتورت تمتاس بتا    استتپ لام بایتد در حتدی گترم      1بتونزن چتراغ  شعله روی  مرتبه از

 پنسوزاند آن را

                                                 
1- Bunsen burner 
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 :رنگ آميزی با کریستا  ویوله  3-8-1-2

روی ستطح گستترش میكروبتی روی    در این مرحلته مقتداری از رنت  کریستتام ویولته را بتا قطتره چكتان بته         

  ها نفوذ کندپتا رن  در دیواره سلولی میكروب ، صبر کنیدmin1مدت زمانبهلام بریزید و 
 مرحله شستشو:   3-8-1-3

کتته لام را بتته ، در حتتالی، رنتت  اضتتافی روی لام را ختتالی کتترده ، min1متتدت زمتتانپتتس از ستتپری شتتدن  

ستتطح روی متتدت چنتتد ثانیتته بتته آرامتتی بتتهبتتا استتتفاده از آب مقطتتر شتتده استتت صتتورت مایتتد نگهداشتتته 

 پ دشوگسترش را شستشو 

 ید:مرحله اضافه کردن محلو    3-8-1-4

  صبر کنیدپ، min1مدت زمانو به را پوشانیدهروی گسترش  1از محلوم یدند قطره با چ 

 مرحله شستشو:   3-8-1-5

بتا استتفاده از آب   ایتد  صتورت مایتد نگهداشتته   در حالیكته لام را بته   ، min1متدت زمتان  پس از ستپری شتدن   

 پ سطح روی گسترش را شستشو دهیدمدت چند ثانیه به آرامی بهمقطر 

 الكل: –مرحله رنگ بری با استفاده از استن   3-8-1-6

 بسترعت  استتن  –درجته نگهداریتد بعتد بتا استتفاده از محلتوم رنت  بتر الكتد           45را بتا زاویته   یكه لام لدر حا

 بستترعت را لام آن از بعتتدپ نباشتتد انتتدازه از بتتی  ستتازی رنتت بتتی مرحلتته کنیتتد دقتتتپ کنیتتد رنتت بتتی آن را

  پکرد خواهد متوقف را شدن رن بی عمد، اینپ بشوئید

 محلو  سافرانين:رنگ آميزی با   3-8-1-7

 sec 10زمتان  متدت ، بته را بتا رنت  ثانویته یعنتی ستافرانین      محلتوم ستافرانین   ستطح لام را بتا  در این مرحلته  

 پ رن  اضافی را خالی کرده و با آب مقطر لام را شستشو دهیدبپوشانید سپس 

 خشک کردن لام:   3-8-1-8

    پنكشید گسترش روی را کاغذ ولی دهید قرار کن خشک کاغذ روی آهسته را شده آمیزی رن  لام

 مشاهده و تفسير    3-8-1-9

گتتروه  5هتتا در در مشتتاهده لام زیتتر میكروستتكوپ دارای عدستتی روغنتتی بتتا بزرگنمتتایی بتتالا، ظتتاهر بتتاکتری  

 :شوندتقسیم بندی می

کوکتوس گترم    -4کوکتوس )گترد( گترم مثبتت      -3میلته ای گترم منفتی     -2له ای )باسید( گرم مثبتت  می-1

  رن  آمیزی گرمپهای بدون واکن  بهباکتری -5منفی 

                                                 
1- Iodine   
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 یادآوری نكات مهم:

ایتن   بتر  شتده بنتا   حرارت بی  از اندازه هنگام تثبیت گسترش باعتث پتاره شتدن دیتواره ستلولی بتاکتری      

دهتد و رنت  ثانویته    متی باکتری گرم مثبت رن  اولیته )کریستتام ویولته( را هنگتام رنت  بتری از دستت        

 گستترش  اگتر  شتودپ و در نتیجته بتاکتری گترم مثبتت، بصتورت گترم منفتی دیتده متی          کنتد میرا جذب 

، ممكتن استت ماننتد یتک گستترش معمتولی رنت  نشتود و         شتدن  رنت   بتی  مرحلته  هنگتام  باشد ضخیم

 غلظتایتن مستتیله باعتث خطتتا در تشتتخیص شتما در گتترم منفتتی یتا مثبتتت بتتودن بتاکتری خواهتتد شتتدپ     

از حتد ممكتن استت     بتی   بتری  رنت   هتا هتم در رنت  آمیتزی متوثر استت پ      رنت   بتودن  تتازه  و ستدر

هتا رنت  کریستتام ویولته     هتای گترم مثبتت شتده در نتیجته ایتن بتاکتری       باعت پاره شدن جتدار بتاکتری  

 شودپصورت گرم منفی دیده میه و ب کنندخود را از دست داده و رن  ثانویه را جذب می

یتتا کمتتتر  h 24بایتتد بتتاکتری کشتتت ستتن کشتتت، محتتیط از لام روی گستتترش هتهیتت هنگتتام شتتود دقتتت

انتد، در قابلیتت نفتوذ دیتواره     هایی کته از عمتر آنهتا گذشتته و کهنته شتده      این در محیط کشت باشدپ بنابر

  دهدپشود که خاصیت گرم مثبت بودن را از دست میها تغییراتی حاصد میسلولی باکتری

 

 بولتون -شفر یزيرنگ آم  3-8-2

 یشت یمشتاهده آندوستپور و ستلوم رو    یاستت کته بترا    یافتراقت  یزیت رنت  آم  کیت بولتتون   -شفر یزیآم رن 

 تیت قابتد روئ  یآستان آزاد بته  یو استپورها  ردگیت یروش، استپور رنت  مت    نیت ابداع شتده استتپ بتا استتفاده از ا    

 ارتاز حتتر استتپور( بتته داختتد پوشتت  نیگتتر تی)مالاشتت هیتتنفتتوذ رنتت  اول یروش بتترا نیتتخواهنتتد بتتودپ در ا

رنت  را پتس از نفتوذ آن     کنتد، یاستپور را مشتكد مت    یزیت کته رنت  آم   یاتیپ همتان خصوصت   شودیاستفاده م

 رایت ز شتود یمولتد شستته مت    هتای یاز بتاکتر  یآستان بته  نیگتر  تیکندپ مالاشت یحفظ م یبخوب اسپوربه داخد 

ستلوم   نیابتر  و پتاره شتده استت بنتا     دهیت د بیبتر اثتر حترارت آست     استپور بتدون   هتای یبتاکتر  یسلول وارهید

 کندپیرا جذب م نیسافران یعنیرن  دوم،  یشیرو
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 لام:  یگسترش رو هيته  3-8-2-1

 پدیو با حرارت ثابت کن دیکن هیلام ته یگسترش رو کی یاز نمونه باکتر ابتدا
  نیگر تيبا مالاش یزيرنگ آم  3-8-2-2

 پدیزیلام بر یرو یكروبیسطح گسترش م یرورا با قطره چكان به نیگر تیاز رن  مالاش یمقدار

 ملا یعمتد را بتا وارونته کتردن شتعله گتاز بتر رو        نیت تا رنت  بختار شتودپ ا    دیرن  را حرارت دهآغشته به لام

بختار شتدن کترد شتعله را کنتار      -کته رنت  شتروع بته     یپ وقتت دیت رن  انجتام ده  یتناوب از روو عبور شعله به

، min3متدت زمتان  پ درنت  بجوشت   دیت و نگذار دیت متوقتف شتد دو بتار کتار را تكترار کن      ریت خبکه ت نیهم دیببر

شتد   ریت لام تبخ یکتاملا از رو  نیگتر  تیو اگتر مالاشت   دیت ذکتر شتده عمتد کن    بیت ترتبته ، min5مدت زمتان تا 

شتتودپ بتته  یریلام ستترد شتتود تتتا از شكستتتن آن جلتتوگ دیتتپ بگذاردیتتلام اضتتافه کنرنتت  بتته یدوبتتاره مقتتدار

 تپ اس ریرن  هنوز در حام تبخ رایز دیاضافه کردن رن  ادامه دهموازات سرد شدن لام به

 مرحله شستشو:   3-8-2-3

بتتا استتتفاده از آب  دایتتنگهداشتتته دیتتصتتورت مالام را بتته کتته یکتترده در حتتال یلام را ختتال یرو یاضتتاف رنتت 

 پ دیگسترش را شستشو ده یسطح رو sec 30زمانمدت به یآراممقطر به

 :نيبا سافران یزيرنگ آم 3-8-2-4

 پدیبپوشان، min1مدت زمانپ بهنیرا با رن  سافران یكروبیگسترش م سطح

 مرحله شستشو:   3-8-2-5

بته   یآرامت بتا استتفاده از آب مقطتر بته     دایت نگهداشتته  دیت ما کته یکتردهپ در حتال   یلام را خال یرو یاضاف رن 

 پ دیگسترش را شستشو ده یسطح رو sec 30زمان زمان مدت

  :ريمشاهده و تفس  3-8-2-6

شتوندپ و  -یرنت  ستبز مشتاهده مت    بته  یضت یشتده، استپورها گترد ب    یزیت لام رن  آم یكروسكوپیمشاهده م در

استتت کتته در برابتتر نفتتوذ رنتت   یپوشتت  مقتتاوم استتپور چتتون شتتوندپیمتت دهیتتقرمتتز د ،یشتتیرو یهتتاستتلوم

رنت  نشتده در داختد     هیت صتورت ناح استپورها را بته   یمت  یمعمتول  یزیت در رنت  آم  نیکند بنابر ایمقاومت م

 مولد( مشاهده نمودپ  ی)باکتر یشیسلوم رو
صتورت  مولتد ختارج شتده و در گستتره بته      یاگتر از داختد بتاکتر    ایت تعداد استپورها موجتود کتم باشتد و      اگر

 گرم قابد مشاهده نخواهند بودپ ایساده و  یزیاغلب توسط رن  آم ،پراکنده باشند
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   روش آلبرتآميزی گرانو  های ولوتين )دانه های متاکروماتيک ( به رنگ  3-8-3

هتای  گرانتوم هتای ولتوتین )دانته    مشتاهده   یاستت کته بترا    یافتراقت  یزیت رنت  آم  کیت  آلبترت  یزیت رن  آم

 یآستان و بته  ردیت گیرنت  مت  هتای ولتوتین   گرانتوم روش،  نیت ابداع شتده استتپ بتا استتفاده از ا    متاکروماتیک( 

عامتتد بیمتتاری ) کورینتته بتتاکتریومتشتتخیص باستتید اغلبتتب بتترای تشتتخیص  خواهنتتد بتتودپ  تیتتقابتتد روئ

 پ ها استفاده می شودکورینه باکتریومدیگر اعضا و  ی(دیفتر

 :استشرح این به  روش آلبرتگرانوم های ولوتین )دانه های متاکروماتیک ( بهترتیب رن  آمیزی 

 

  :هيه گسترش روی لامت  3-8-3-1

 و با حرارت ثابت کنیدپ کنید تهیه لام روی گسترش یک باکتری نمونه از ابتدا

 1مالاشيت گرین /رنگ آميزی با آبی تولوئيدین   3-8-3-2

روی ستتطح گستتترش میكروبتتی مالاشتتیت گتترین را بتتا قطتتره چكتتان بتته  /مقتتداری از رنتت  آبتتی تولوئیتتدین 

 پبدون شستشو دور بریزیدرن  اضافی روی لام را و  صبر کنیدپ، min5مدت زمانپ و بهبریزیدروی لام 

 : 2ید /یدید رنگ آميزی با پتاسيم 3-8-3-3

 بپوشانیدپ، min1زمانمدت به ید/رن  یدور پتاسیم  را باسطح گسترش میكروبی 

 مرحله شستشو:   3-8-3-4

 آرامتی بته  بته بتا استتفاده از آب مقطتر    ایتد  کته مایتد نگهداشتته   ی در حتال  خالی کردهپرا رن  اضافی روی لام 

در هتتوا خشتتک کتترده و توستتط عدستتی روغنتتی پ ستتطح روی گستتترش را شستشتتو دهیتتد sec 30زمتتان متتدت

 دپبه مطالعه بپردازی

 مشاهده و تفسير  3-8-3-5

رنتت  ی بتتههتتای متاکروماتیتتک در دو ستتر بتتاکتردر مشتتاهده میكروستتكوپی لام رنتت  آمیتتزی شتتده، گرانتتوم

 .گردندرن  سبز روشن مشاهده میسبز تیره تا سیاه و پیكر باکتری به

                                                 
  mL100آب مقطر ،mL2(95%)کیلیالكد ات ،g02/0تیسبز مالاش ،g15/0نیدیتولوئ یآب - 1

 ml100آب مقطر، g2ید، g 3 (KI)پتاسیم یدید - 2
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 نمونه برداری  4

اری ی و نگه دئشود، باید نماینده واقعی کد کالا بوده و در طی حمد، جابجاهایی که به آزمایشگاه ارسام مینمونه

شده      شیمیایی در آن ایجاد ن صدمه ندیده و یا تغییرات فیزیكی و  شدپ نمونه  آن  شرایطی نگه داری  با ها باید در 

سم      شد میكروارگانی شدپ    شوند که امكان ر شته با صورت عدم مطابقت نمونه با   همچنین،ها در آن وجود ندا در 

نمونه، مشتتاهده آثار ظاهری رشتتد میكروبی، شتترایط    مندرجات نامه، نقص در بستتته بندی، کافی نبودن مقدار

ها، ستتپری شتتدن تاریخ مصتترف، عدم وجود نامناستتب بودن درجه حرارت نمونه ،آزمایشتتگاه، نامناستتب حمد به

رای ب پشتتودرستتام کننده عودت داده میاستتتاندارد میكروبی، قابلیت انجام آزمون میكروبیولوژی را دارا نبوده و به

، های میكروبیولوژیمنظور انجام آزمونداری نمونه، بهتر از شرایط کلی نمونه برداری و نگه های بی کسب آگاهی 

 کنیدپ، مراجعه 20834 شمارۀاستاندارد ملی ایران به

 باشدپهای خام، دو کلاسه و سه کلاسه میفرآوردهسازی نمونه آزمایشگاهی نقد و آماده برداری، حمد واصوم نمونه -یاد آوری

 

 نمونه برداری دو کلاسه: 4-1

باشتتد در متتی mشتتودپ در ایتتن روش معیتتار میكروبیولتتوژی،  استتتفاده متتی n ،c ،mبتترداری از ستته فتتاکتوردر ایتتن روش نمونتته

باشتد، قابتد قبتوم      cداشتته باشتد و تعتداد واحتدهای معیتوب کمتتر از       mصتورتی کته هتر ویژگتی میكروبتی ارزشتی کمتتر از        

 استپ
 نمونه برداری سه کلاسه: 4-2

شتتودپ استتاس ایتتن روش بتتر   نیزپاستتتفاده متتی  Mراز فتتاکتو n ،c ،mدر ایتتن روش نمونتته بتترداری، عتتلاوه بتتر از ستته فتتاکتور   

غیتر   Mصتفر نباشتد قبتوم استت و بتالاتر از       cدر صتورتی کته     Mو  mهتای متا بتین   استت و ارزش   Mوm شمارش متا بتین   

 قابد قبوم استپ

n  -گیردپهایی که مورد آزمای  قرار میعبارت است از تعداد واحد نمونه 

c  -هتتایی کتته وجتتود آنهتتا در متتاده باشتتد در متتورد میكروارگانیستتمقابتتد اغمتتا  متتیدار( بیشتتترین واحتتدهای معیتتوب )نقتتص

هتا، نتوع عیتب و ستطح     تعتداد کتد نمونته   باشتد )ایتن فتاکتور بستته بته     برابتر صتفر متی   c ، خطتر آفترین استت    فرآوردهغذایی یا 

 گردد(پکیفیت قابد پذیرش تعیین می
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m  -       هتای  ر یتاکمتر از آن قابتد قبتوم استتپدر متورد میكروارگانیستم      معیار میكروبیولتوژی استت کته هتر ویژگتی بتا ارزش برابت

 برابر صفر استپm زا بیماری

M - دهتتد و هتتر ارزش برابتتر یتتا معیتتار میكروبیولتتوژی استتت کتته حتتداکثر آستتتانه پتتذیرش هتتر ویژگتتی میكروبتتی را نشتتان متتی

وجتود تعتداد کمتی از آنهتا در متواد غتذا بترای        هتایی کته   غیر قابد قبوم استتپ ایتن معیتار در متورد میكروارگانیستم      Mبالاتر از 

 قابتتد قبتتوم m وM هتتای متا بتتین  هتتا ارزشرود و بتترای ایتتن میكروارگانیستتمکتتار متتیباشتتد بتتهستلامتی مختتاطره آمیتتز نمتتی 

 باشدپمی
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 يرتخميری غ های لبنیهای آزمون ميكروبيولوژی انواع فرآوردهروش    5    5

 شده است:زیرآورده  20تا  3های جدومدر  غیر تخمیری های لبنیفرآورده های آزمون میكروبیولوژی انواعروش
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آزمایشتتتگاه در صتتتورت عدم مطابقت نمونه با مندرجات نامه، نقص در بستتتته بندی، کافی نبودن  نمونه ارستتتالی به – یاد آوری 

شرایط نامناسب حمد به      شگاه،  نامناسب بودن درجه حرارت نمونه  مقدارنمونه، مشاهده آثار ظاهری رشد میكروبی،  سپری  آزمای ها، 

ارستتام کننده عودت داده شتتدن تاریخ مصتترف، عدم وجود استتتاندارد میكروبی، قابلیت انجام آزمون میكروبیولوژی را دارا نبوده و به

 شودپمی

 

 اصو  آزمون   5-1
 شمارش -الف

آنهتتا  هتتای موجتتود درتنهتتا شتتناخت میكروارگانیستتم فتترآوردهبتترای ارزیتتابی کیفیتتت میكروبتتی و/ یتتا ایمنتتی 

همتان انتدازه حتائز اهمیتت استت کته باعتث        هتم بته  هتا  میكروارگانیستم کافی نیست و در بیشتر موارد،کمیتت  

هتای مختلتف انجتام متی    روشبته هتا  میكروارگانیستم شتودپ شتمارش   متی هتا  میكروارگانیستم ضرورت شمارش 

و بتا استتفاده از    ش شتمارش بتا استتفاده از محتیط آگتار غیرانتختابی      فقتط رو  هتا فرآوردهچه در این  شودپ اگر

 پمی شود روش کشت آمیخته یا پورپلیت انجام
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در تشتكید کلنتی روی محتیط    هتا  میكروارگانیستم شمارش در محیط کشت جامتد بتر استاس توانتایی برختی      

قابتد تشتخیص    باشد که بتا چشتم مستلح یتا بتا کمتک وستاید بزرگنمتایی ستاده         کشت جامد یا داخد آن می

 است پ 

 

 روش جستجو ) روش کيفی( -ب

 کندپتعیین می فرآورده ی خاص را در مقدار معین ازهامیكروارگانیسمعدم وجود  این روش وجود یا

 

 اساس روش جستجو  1-ب

ی تحتتت تتتن  قتترار گرفتتته در فتترآورده، مراحتتد زیتتر انجتتام    هتتابتترای تستتهید در احیتتاء میكروارگانیستتم 

 گردد: می

این ترتیب، تعداد شتتوندپ بهکننده منتقد میها معمولا در یک محیط آبگوشتتت غنیاولین مرحله: نمونه 1-1-ب

ها، بدون خطر ممانعت از رشد و تكثیر بوسیلۀ ترکیبات انتخابی موجود در محیط کشت انتخابی/    میكروارگانیسم 

 یابدپافتراقی افزای  می

 

شتتتودپ از یط کشتتتت جامد انتخابی/ افتراقی کشتتتت داده میدومین مرحله : برای جداستتتازی روی مح 2-1-ب

شت جامد برای انجام آزمون     های بهکلنی سطح محیط ک ست آمده روی  سایی      د شنا سب برای  های تاییدی منا

 شوندپاستفاده می

 

 هاکنندهو رقيق های کشتمحيط  6 

ملتتی های در استتتانداردهتتای کشتتت کننتتده و محتتیطهتتای رقیتت هتتای کلتتی بتترای تهیتته محلتتومدستتتورالعمد

  تعیین شده استپ 9899و  8923 -5،  8923-4، 8923-3، 8923-2، 8923-1هایایران شماره
 مراجعه کنیدپ 8923-1استاندارد ملی ایران شماره برای اطلاعات بیشتر از اصطلاحات و تعاریف به -یادآوری

    های زیر وجود دارد:درسبرای استفاده در استانداردها در آ ،اصطلاحاتاطلاعات مربوط به

-  IEC Elecrtopedia سایت  قابد دسترسی در http://www.elecrtopedia.org                  

 /http://www.iso.org/obpقابد دسترسی در سایت  ISOپلت فرم جستجوگر آنلاین  -
 

  

http://www.elecrtopedia.org/
http://www.iso.org/obp/
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 هاکنندهليست رقيق–21دو  ج

 نام مواد ردیف

1 

Saline peptone diluents 

Ringer's - solution 
Peptone solution 

4PO2KH):PBSbuffered saline (-Phosphate 
1Buffered Peptone Water  

2Sodium citrate buffer  

P4O2HK: 3 Dipotassium hydrogen phosphate 

)polyethylene glycol( 4Dipotassium hydrogen phosphate +Antifoam 
5Sodium tri polyphosphate 

6amylase-αSaline peptone diluents+ 
6amylase-αRinger's_solution+ 
6amylase-αPeptone solution+ 

6amylase-αbuffered saline+-Phosphate 
7Cresol Purple Buffered Peptone Water + Bromo 

Modified Newman-Lampert stain solution 

Ethidium bromide 
Potasium hydrogen phethalate 

peptone water 0/1% 
  

1-(Listeria including L. monocytogenes, Salmonella)  

 کازئینات استفاده می شودپروش غلتكی و برخی از برای پنیر و شیر خشک تولید شده به سيترات سدیم محلو  - 2
 

سفات   - 3 سيم ف شده به    ) محلو  هيدروژن دی پتا شیر خشک تولید  شده و    این محلوم برای پنیر،  شیر تخمیر  روش غلتكی، 

 شودپمی و خامه ترش استفادهها و پودر آب پنیر اسیدی برخی از کازئینات

 

ن برای کازئین اسیدی، کازئیاین محلوم ) اتيلن گليكو ( )پلی محلو  هيدرژن دی پتاسيم فسفات همراه با عامل ضد کف - 4
 شودپاستفاده می کازئین رنتی( لاکتیكی و

 

 پ شود(سختی حد میهای آنزیمی که به)رقی  کننده جایگزین برای کازئین محلررو  تررری پلرری فسفررات - 5
 

 ای غذای کودک دارای نشتتاستتته زیتتاد بر های عمومی دارای محلو  آلفا آميلازرقيق کننده - 6

 

 .های اسیدی معین()برای آزمون فرآورده پپتونه بافری با برموکرزو  ارغوانیآب  - 7

 های زندههای تخمیری دارای میكروارگانیسمفرآورده -یاد آوری

 نرمام NaOHبا  pHبالا بردن  •

 یا آمفوتریسین ( برای ممانعت از رشد فلور پایه kg mg/50استفاده از ماده ضد قار  )سیكلوهگزیماید یا نیستاتین •

تتتوان از حجتتم کمتتتری از محلتتوم هتتایی کتته دارای حتتد مجتتاز پتتایین هستتتند، متتیبتترای جستتتجو و شتتمارش تعتتداد کتتم میكروارگانیستتم در فتترآورده

 ( ))مشكد بازدارندگی رشد میكروبی((5به  1، 2به  1رقی  کننده استفاده کرد )
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  محيط های کشتليست  – 22جدو  

 نام مواد ردیف

1 

Modified Newman Lampert stain solution 

Ethidium bromide 
Potasium hydrogen phethalate 

2 Plate Count Agar (PCA) 
 

3 

Crystal violet neutral red bile lactose agar (VRBG) 
Nutrient agare 

Glucose agar 
Oxidas Reagent 

 

4 
Lauryl Sulphate  tryptose Broth 
Brilliant green lactose bile broth 

 

5 

Lauryl Sulphate Broth 

Escherichia Coli Broth (EC) 
Lndole (Kovac,s Reagent) 

 

6 
Yeast Extract Glucose Chloramphenicol agar(YGC) 

 

7 

 

(PDA-G-S)  Potato Dextrose agar 2% Glucose 60% Sucrose 
Osmophilic agar (MY40G) 

 

8 

Modified Giolitti and Cantoni broth 

Baird Parker agar 

Brain heart infusion broth 
Rabbit plasma 

 

9 

Rappaport Vassiliadis Salmonella Enrichment BrothRappaport-Vassiliadis- Soya 

)RVS) 

Muller-Kauffmann tetrathionate/novobiocin broth (MKTTn) 
Xylose lysine desoxycholate agar (XLD) 

Bismuth sulfite agar (BS) 
Brilliant Green agar (BG) 

Nutrient agar 

Triple sugar/iron agar (TSI) 
Urea agar (Christensen) 

L-Lysine decarboxylation medium 

O.N.P.G 
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 روش اجرای آزمون   7

 هیآزما یآماده ساز  7-1

، 8923 -3، 8923 -2، 8923 -1 هایشمارهبه رانیا یمل هایبر اساس استاندارد هیآزما یآماده ساز روشطورکلی به

  پباشدیم 8923- 5 و 8923 -4

هتا بتا منتابع ختارجی، تمتام مراحتد آمتاده ستازی و دستت کتاری           برای جلوگیری از آلودگی میكروبتی نمونته  

 نمونه باید رعایت شرایط اسپتیک و تجهیزات سترون انجام شودپ 

 این جزوه آموزشی مراجعه کنید پ 7-3 بندزیر ها بهبرای آماده سازی این فرآورده

  
هتتای ختتاص  آزمتتون بتترای گتتروه  هتتای استتیدی قبتتد از   بتترای اطلاعتتات بیشتتتر در بتتاره تهیتته فتترآورده      -1یررادآوری

 مراجعه کنیدپ 8923-4استاندارد ملی ایران ها، بهیی مانند اسید دوستهامیكرو ارگانیسم

هستتند، از قستمت دیگتر آن )غیتر از قستمت آستان بتاز         1برای باز کتردن در ظروفتی کته دارای در آستان بتاز شتو       -2یادآوری

 شو( استفاده کنیدپ

 حداقد از دو بسته نمونه استفاده کنیدپبرای تهیه آزمونه  -3یادآوری

 از عبور دادن ظروف باد کرده از روی شعله خودداری کنیدپ -4یادآوری

 طور کامد مخلوط کنیدپوسیله تكان دادن و وارونه کردن آن بهمحتویات بطری در بسته را به  -5یادآوری

 

 کشت ميكروبی   7-1-1

 این جزوه آموزشی انجام دهیدپ  1-7-3بند زیر را مطاب   تلقیح و کشت میكروبی 

 

 گرمخانه گذاری 7-1-2

سته به  سی دمای گرمخانه و مدت زمان گرمخانه   ب سم مورد برر ست که در ادامه،  نوع میكروارگانی گذاری متفاوت ا

 شوند،  نوشته شده استپ  ها که در این فرآورده آزمون میمیكروارگانیسمبرای هریک از 

شوند،   های )از پی ( غنی شده غیر انتخابی اسیدی می  هایی که در طوم مدت گرمخانه گذاری در محیط کشت نمونه - 6یادآوری

شتت را در حین گرمخانه گذاری  محیط ک pHهای کشتت داده شتده مشتابه، ممكن استت     و فرآورده« لایو»های برای مثام ماستت 

توان غلظت بافر را افزای  داد اما باقی مانده است یا افزای  یافته است می   5/4بالای  pHکاه  دهند و بهتر است بررسی شود که    

هایی باید تصتتتدی  شتتتود تا اطمینان حاصتتتد شتتتود که شتتترایط برای رشتتتد           )پی ( غنی ستتتازی تغییر یافته چنین فرآورده  

سم  شتر در باره تهیه فرآورده     میكروارگانی ستپ برای اطلاعات بی ساعد ا سیدی قبد از آزمون برای گروه های مورد نظر، م های  های ا

 مراجعه کنیدپ  8923-4استاندارد ملی ایران ها، بهیی مانند اسید دوستهاخاص میكروارگانیسم
 

 

                                                 
1-Easy open 

http://www.beck-on-laboratory.blogfa.com/post-3.aspx
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 هررای هرروازیشمررارش کلرری ميكررروارگانيسررم 7-2

روش -، ميكروبيولررروژی زنجيرررره غرررذایی   5272-1اسرررتاندارد ملررری ایرررران شرررمارۀ     7-2-1

درجرره سررانتی  30شررمارش کلنرری در   -1قسررمت -هرراجررامع برررای شررمارش ميكروارگانيسررم   

 گراد با استفرراده از روش کشرت آميخترره
و  م استهای هوازی مزوفید متداولترین روش جهت نشان دادن کیفیت میكروبی محصوشمارش میكروارگانیسم

باشد ولی ارزش تشخیصی آن محدود استپاین روش در تعیین مبنای قضاوت بهداشتی یک محصوم تولید شده می

شرایط بهداشتی و کنترم تولید، شرایط حمد و نقد و نگهداری محصوم، تعیین میزان آلودگی ماده اولیه یا 

 تشخیص احتمالی آلودگی در ضمن تولید حائز اهمیت استپ 

 

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 کشت پور پليت

 هوازیی هاکلی ميكرو ارگانيسمشمارش 

 وش انجام آزمونر

 آماده سازی، تهيه آزمونه و سوسپانسيون اوليه و رقت

 محيط کشت 
 Plate Cont Agar (PCA) 

 گرمخررررررانه گررررررذاری 

  C0 1 C ±003 /h72 

 ها  شمارش کلنی

 کلنی، شمارش شودپ   300کلنی و کمتر از  30های دارای بی  از کلنی در همه پلیت تعداد

ملی ایران  باکتری را در هر گرم طب  مقدار میانگین ریاضی وزن داده شده، مطاب  استاندارد  CFUتعداد 

 محاسبه نمایید پ   9899 شمارۀ
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 هررای سرررماگرررا شمارش ميكررروارگانيسررم  7-3

 –ميكروبيولرررررروژی مررواد غذایرررری و خررورا  دام  ، 2629ایررران شررمارۀ اسررتاندارد ملرری  7-3-1

 1های سرماگرا شمررارش ميكروارگانيسم

معنتای تخریتب بافتت، رنت ، بتو یتا طعتم متواد غتذایی استت کته از نظتر مصترف کننتده نتامطلوب                ساد بته ف

هتای  هتا یتا آنتزیم   یستم هتا توستط میكروارگان  هتا، چربتی  است، فساد میكروبی غذا اغلب شامد تجزیته پتروتیین  

هتتای در فستتاد نقتت  دارنتتد، میكروارگانیستتم   د اهتتایی کتته عمتتدت  ستتتپ در شتتیر میكروارگانیستتم  ا آنهتتا

هتتای عامتتد فستتاد از طتتورکلی میكروارگانیستتمهستتتندپ بتته ستترماگراهتتای میكروارگانیستتمیتتا ستتایكروتروف 

ایجتاد رنت  و    موجتب  ،ستایر متواد  هتا و  لاکتتوز، پتروتیین، چربتی    ،ماننتد: طری  مصرف مواد مغذی متورد نیاز 

 .شوندورده میآفردر طعم نامطلوب 

، پستتتودوموناسهتتتا نظیتتتر میكروارگانیستتتمطیتتتف وستتتیعی از ، شتتتامد، ستتترماگراهتتتای میكروارگانیستتتم

راحتتتی هبتت C0 15 هستتتند، کتته در دمتتای زیتترهتتا هتتا و مخمتترکپتتک ،فلاوبتتاکتریوم، آلكتتالی ژنتتز، اکروموبتتاکتر

 دپرشدنبه قادر نیز C0 4 ایکنند و حتی در دمرشد می

 از  هتتامیكروارگانیستتمایتتن پ استتت C030  تتتاC0 20 ستترماگراهتتای میكروارگانیستتم دمتتای اپتتتیمم رشتتد   

هتای نگهتداری شتده    ستبزی آن و هتای  آن، شتیر و فترآروده  هتای  و فترآروده  گوشتت ترین عوامتد فستاد   عمده

رونتد، امتا برختی از    پاستوریزاستیون از بتین متی   ینتد  آشوندپ اغلتب آنهتا طتی فتر    دمای یخچام محسوب می در

هتتای لیپولیتیتتک و پروتیولیتیتتک مقتتاوم آنتتزیم فراجتتی پستتودوموناس و فلورستتنس پستتودوموناسآنهتتا مثتتد 

فیزیكوشتیمیایی حتتی در شتیر    کننتد و عامتد ایجتاد عطتر وطعتم نتامطلوب و تغیییترات        حرارت تولید متی به

پ جمعیتت  کننتد هتا ایجتاد طعتم تلختی متی     هیتدرولیز پتروتیین   از طریت   :عنتوان مثتام  شتوند، بته  استرید می

دهنتتد و از تشتتكید متتی  ، استتینتوباکتر و موراکستتلا پستتودوموناسستترد را در درجتته اوم  دمتتای میكروبتتی 

 .شودبه جمع میكروبی فوق اضافه می خانواده آنتروباکتریاسه: آنتروباکتر و کلبسیلا نیز

، امتتا بتتودکنتتد خواهتتد هتتا در ایتتن محتتیط، رشتتد بتتاکتریاستتت کتته  C0 8اتتتت C0 4بتتین یخچتتام اغلتتب دمتتای 

توانتد در دمتای پتایین و حتتی در     متی  لیستتریا مونوستیتوژنز  ، یرستینیا سترماگرا، ماننتد    هتای برخی از باکتری

 یخچام رشد کندپ 

 دپ دهنهای قابد شمارش تشكید میها تحت شرایط تعیین شده در این استاندارد، کلنیاین میكرارگانیسم

 

 

 

 

                                                 
1- Psychrotroph 
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صدمه به    شگیری از  سم  برای پی سرماگرا  میكروارگانی شت خیلی  بهو های  شت  روش ک، گرمعلت کاربرد محیط ک

 سطحی توصیه شده استپ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 محيط کشت  

 Plate Cont Agar (PCA) 

 آماده سازی، تهيه آزمونه و سوسپانسيون اوليه و رقت

 وش انجام آزمونر

 از پيش ریخته هایتيپلمناسب روی سطح  یهارقت ازکشت سطحی 

Plate Cont Agar (PCA) 
 

برای تلقيح در دو پليت آگار جداگانه استفاده کنيد.   mL 1/0 های انتخابیاز هر یک از رقت

 های تلقیح شده با  توان از یک پخ  کننده برای پلیتمیبرای پخ  کردن روی محیط کشت،  -یادآوری

  پهای بالاتر شروع شودردن از رقتشرطی که پخ  کبه ،استفاده نمودهای متوالی رقت

 ها  شمارش کلنی

 کلنی، شمارش شودپ   300کلنی و کمتر از  30ی دارای بی  از هاپلیتکلنی در همه  تعداد

ملی ایران   باکتری را در هر گرم را طب  مقدار میانگین ریاضی وزن داده شده، مطاب  استاندارد CFUتعداد 

 محاسبه نمایید پ   9899 شمارۀ

 گرمخررررررانه گررررررذاری 

) C05/6 /d  10 ( یررررا ) C021 /d  2) ( یررراC0 18 /d  3) 
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 آنتروباکتریاسه شناسایی و شمارش جستجو،     7-4

روش جررامع برررای  -يكروبيولرروژی زنجيررره غررذاییم، 2461 -1اسررتاندارد ملرری ایررران شررمارۀ   7-4-1

 نتروباکتریاسهآ: جستجوی 1قسمت  -جستجو، شناسایی و شمارش انتروباکتریاسه

دلیتد اینكته اکثتر    هن خانواده شامد باستید و کوکوباستید گترم منفی،متحترک و اکستیداز منفتی استت و بت        ای

ای نیتز گفتته متی شتودپاین     ستید روده ایتن گتروه با  آنها ساکن مجتاری گوارشتی انستان و حیتوان هستتند بته      

هتا  هتم عمتد تتنفس و هتم تخمیتر را انجتام متی دهندپکربوهیتدرات         ها بتی هتوازی اختیتاری بتوده و    باکتری

امتا خصوصتیت کلیتدی در تشتخیص آنهتا       کننتدپ گتاز تولیتد متی   گتاهی  بویژه گلوکز را تخمیر کرده و اسید و 

 پکننتد دستته لاکتتوز مثبتت و لاکتتوز منفتی تقستیم متی       دو تخمیر لاکتتوز استت و بتراین استاس آنهتا را بته      

 ،1نظیتتر ستتالمونلازا هتتای ایتتن ختتانواده بتتزرگ ستتاپروفیت هستتتند ولتتی جتتنس هتتای بیمتتاری  اکثتتر جتتنس

در بتتین  9و کلبستتیلا 8، ستتیترو بتتاکتر7، سراشتتیا6، انتتترو بتتاکتر5، پروتیتتوس4و اشریشتتیا  3یرستتینیا ،2شتتیگلا

هتای شتاخص   بتر استاس مشتاهده کلنتی     2461-1ر استتاندارد شتماره   روش ارائته شتده د   .شتود آنها دیده می

هتتای تاییتتدی اکستتیداز و  ( و آزمتتونVRBG) 10روی محتتیط کشتتت جامتتد ویولتتت رد بایتتد گلتتوکز آگتتار   

  باشدپواکن  تخمیر می

 
 

                                                 
1-Salmonella 

2-Shigella 

3-Yersinia pestis 
4-Escherichia coli  

5-Proteus 

6-Enterobacter 

7-Serratia 

8-Citrobacter 

9-Klebsiella 
10-Violet Red Bile Glucose agar (VRBGA) 
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 محیط کشت انتخابی کشت دهیدپسازی شده به با استفاده از حلقه کشت از محیط غنی

 

 

 
 

 

 

 

  در محيط  آنترو باکتریاسهخصوصيات کلنیVRBG  

o رن  های بیندرت کلنیصورتی، قرمز یا ارغوانی و بههای کلنی 

o احااطه شده با رسوب یا بدون رسوب 

 ها  محيط کشت

 Violet neutral red bile lactose agar (VRBG) 

 Buffered peptone water (BPW ) 
 Buffered brilliant green bile glucose broth (BGBG) 

 Nutrient agare, Glucose agar. Oxidas Reagent 

 روش آزمون جستجو و شناسایی-1

 آماده سازی، تهيه آزمونه و غنی سازی 

   BPW( mL  90)( آزمونره برره g10 انتقا  )

 گرمخرررررررررررانه گرررررررررررررررذاری  

C0 37  /h2h ±18 

 VRBGکشت خطی در محيط از پيش ریخته 

 گرمخرررررررررررانه گرررررررررررررررذاری  

C0 37  /h2 ± h24 
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o    اگتتر بتتی  از یتتک کلنتتی مشتتخص از نظتتر ظتتاهری وجتتود داشتتته باشتتد یتتک کلنتتی از هتتر

مرفولوژی را بترای کشتت مجتدد انتختاب کنیتد پ در صتورت عتدم مشتاهده کلنتی مشتخص           

 ید انتخاب کنید پسفید را برای تایهای متماید بهاز کلنی
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

  

                                                         

   بيان نتایج

اب   باشند را شناسایی و مطمی آنتروباکتریاسههایی که در آزمون اکسیداز و تخمیر گلوکز، نشان دهند ویژگی های کلنی

 محاسبه نمایید پ   9899استاندارد ملی ایران شمارۀ 

 

 کشت در محيط مغذی
Nutrient agar 

 

 گرمخرررررررررررانه گرررررررررررررررذاری  

C0 37 / h2 ± h24 

 ایی  رررررربيوشيمي دیرررتایيآزمون 

 واکنش اکسيداز

استتفاده از لتوپ، قستمتی از کلنتی را مطتاب       با 

یتک کاغتذ صتافی    برداشتته و بتر روی    33شكد 

)قطتترات روی کاغتتذ صتتافی خشتتک شتتوند( در   

معترف اکستیداز   آغشتته بته  قترار داده  یک پلیت 

قتتترار دهیتتتد و واکتتتن  مثبتتتت در متتتدت     

 آبتی تیتره  صتورت ایجتاد رنت     هبت  sec 10زمان

 گرددپمشاهده می
 

 واکنش تخمير

بتتا استتتفاده از لتتوپ، قستتمتی از همتتان کلنتتی   

صتتتورت )اکستتتیداز منفتتتی( را برداشتتتته و بتتته

عمقتتی وارد لولتته حتتاوی محتتیط کشتتت گلتتوکز 

متتدت زمتتان بتته C0 37آگتتار کنیتتدپ ودر دمتتای 

h2h ± 24   گرمخانتته گتتذاری کنیتتدپ مشتتاهده

نتیجتته واکتتن   هتتاگستتترش رنتت  زرد در لولتته

 . مثبت است

 

 

ت استپ                              مثب، تخمیر گلوکز آنتروباکتریاسه :تفسير      ، اکسیداز منفی استپآنتروباکتریاسه تفسير :

مثبت است پ                                                            
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یتتا  mL /cfu 100 اتتتتت mL /cfu 10بتتاکتری بتتین متتورد انتظتتار ه تعتتداد ، کتتوقتتتی مناستتب استتت MPNروش 

g/cfu 10 ا تتتg/cfu 100 پاز نمونه باشد   

 

 

 

 

 
 گرم نمونه وجود داردپ  1، معادم 10-1از رقت  mL 10در هر–یادآوری

 تلقيح و گرمخانه گذاری

 مقدارmL10 ×3  سه لوله آزمای ، انتقام دهیدپاولیه را به سوسپانسیوناز 

 مقتتدارmL 1 ×3  لولتته دارای ستتهاولیتته را بتته سوسپانستتیونازmL 9   آب پپتونتته بتتافری بیفزاییتتدپ و رقتتت
  پرا تهیه کنید 210

 مقدارmL 1 ×3  سه لوله آزمای  دارایبدست آمده را به 210از رقتmL 9 و رقت  آب پپتونه بافری بیفزایید
 پرا تهیه کنید 310

 پ

 های دهدهی را تهیه کنیدپ در صورت نیاز رقت -

 های دهدهی، هر بار از یک پی پت سترون جدید استفاده کنیدپ برای تهیه رقت -

 خوبی مخلوط کنیدپ به کمک مخلوط کن مناسب ماده کشت داده شده را با محیطبه -

 

 پيش غنی سازی  آماده سازی، تهيه آزمونه و 

 ( BPWآب پپتون بافری ) mL 90به  هآزمون mL 10 انتقام 

 MPN(Most probable number method)ش  شماروش آزمون -2
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  در محيط فرضی  آنترو باکتریاسهخصوصيات کلنیVRBG 

 یا ارغوانی و احاطه شده با رسوب یا بدون رسوب های صورتی، قرمزکلنی

  رن های بیلنیندرت کبه

رن  داشته باشند، در صورت عدم های بییط کشت، کلنیحاست بر روی م ها ممكناز آنترو باکتریاسهبعضی 

 سفید را برای تایید انتخاب کنیدپهای متماید بهکلنیمشاهده کلنی مشخص از 

 
 

 

 هااری لولرررررهذگرمخرررررانه گررررررر

C0 1 C ±037  / h2 ± h18 

 کشت خطی در محيط از پيش ریخته  
 VRBG 

 

 های تایيدیونمهای مشكو  برای آزسازی و انتخاب کلنیجدا

 اری ذگرمخرررررانه گررررررر
C0 1 C ±037   /h2 ± h24 
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 گرمخرررررررررررانه گرررررررررررررررذاری  

C0 37  /h2 ± h24 

 کشت مجدد در محيط مغرررذی  
Nutrient agar 

 ایی  رروشيميرربي ایيدیررررتآزمون 

 تخميرواکنش 

 یتتی از همان کلنتتبا استفاده از لوپ، قسمت

صتتورت عمقتتی )اکستتیداز منفتتی( را برداشتتته و بتته 

 وارد لوله حتاوی محتیط کشتت گلتوکز آگتار کنیتدپ      

 h2h±24 زمتتتان  متتتدت بتتته  C0 37و در دمتتتای 

گرمختتتتانه گتتتتتتتذاری کنیتتدپ گستتترش رنتت     

 .ها نتیجه واکن  تخمیر، استزرد در لوله

 

 1واکنش اکسيداز

بتتتا استتتتفاده از لتتتوپ، قستتتمتی از کلنتتتی را 

یتک کاغتذ صتافی )قطترات     برداشته و بر روی 

روی کاغتتذ صتتافی خشتتک شتتوند( در یتتک    

معتترف اکستتیداز آغشتتته بتتهپلیتتت قتترار داده 

در متدت   آبتی تیتره  دهیدپ مشاهده رنت   قرار 

، نتیجتتتتتته واکتتتتتتن    sec 10زمتتتتتتان

 اکسیدازمثبت استپ

 ها برای تایيدشمارش و انتخاب کلنی
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o فسير واکنش اکسيداز : ت 

o آنترو باکتریاسه،کسیداز منفی استپ  

o : تفسير واکنش تخمير 

o  پآنترو باکتریاسه، تخمیر گلوکز مثبت است 

 ها را شمارش و ثبت کنیدپ از لوله دست آمدهمعیار تشخیص نتایج مثبت، تعداد نتایج مثبت بهبا توجه به

  تعيين مقادیرMPN:          

-میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام ، 9899 ایران شمارۀملی مطاب  استاندارد  آنترو باکتریاسه ،MPN مقادیر

 شودپتعیین می یكروبیولوژیمهای الزامات کلی و راهنما برای آزمون

 

   آنترررررو باکتررریاسرررره شمرارش 7-5

وش جامع برای جستجو ر -زنجير غذایی ميكروبيررولرروژی ، 2461-2ایران شمارۀ استاندارد ملی  7-5-1

 روش شمارش کلنی-قسمت دوم-آنتررروباکتررریاسرره ،شناسایی و شمارش

های کلنی 2461-2 ۀشود که طب  روش ارائه شده در استاندارد شمارهایی گفته میمیكروارگانیسمبهآنتروباکتریاسه 

( تولید کند و واکن  اکسیداز آنها منفی و VRBGجامد ویولت رد باید گلوکز آگار )شاخص روی محیط کشت 

 .تخمیر گلوکز باشندقادر به

 

 

 

 

 

 

 ها  محيط کشت
 Violet neutral red bile lactose agar (VRBG) 

 Buffered peptone water 

 Nutrient agare 

 Glucose agar , Oxidas Reagent  

  و سوسپانسيون اوليه و رقت آماده سازی، تهيه آزمونه

 ( BPWآب پپتون بافری ) mL 90به ( mL 10) آزمونهانتقام 
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 نمونه وجود داردپ  L m  1یا g 1 ، معادم(10-1رقت ) از سوسپانسیون اولیه Lm  10در هر –یادآوری 

 

 

 

 

ها( از سوسپانسیون اولیه )سایر فرآورده mL1های مایع( و یا از آزمایه )فرآورده mL1پت سترون با استفاده از پی-

 دو پتری دی  سترون تلقیح کنیدپ  را بطور جداگانه به
 

 های سترون تلقیح کنیدپتهیه کرده و در پتری دی  های بعدی رادر صورت لزوم رقت-

 

 

 

هتتوازی، بعتتد از اینكتته محتتیط هتتا و ایجتتاد شتترایط نیمتته بتتیمنظتتور جلتتو گیتتری از گستتترش رشتتد کلنتتیبتته

هتتا پلیتتتبتته C0 47 تتتا C0 44بتتا دمتتای VRBGشتتد مجتتددا یتتک لایتته از محتتیط کشتتت  بستتته کتتاملاد کشتتت

 اضافه کنید اجازه دهید تا محیط کشت جامد شودپ 

 
 

 

 

-، بتتترای غنتتتی ستتتازی و جداستتتازی / شتتتمارش، روی محتتتیط C030یتتتا  C0 37دمتتتای گرمخانتتته گتتتذاری -یررراد آوری

گیتتترد کتتته جستتتتجو و شناستتتایی و شتتتمارش هتتتای کشتتتت پلیتتتت شتتتده، معمتتتولا هنگتتتامی متتتورد استتتتفاده قتتترار متتتی

عنتتتوان یتتتک شتتتاخص بهداشتتتتی مطتتترح استتتتپ هنگتتتامی جستتتتجو و شناستتتایی یتتتا شتتتمارش       نتروباکتریاستتته بتتته آ

هتتای ستترما گتترا استتت،    نتتترو باکتریاستته آشتتود و شتتامد شتتمارش   نتروباکتریاستته، بتترای اهتتداف فنتتاوری انجتتام متتی     آ

 C0 37دمتتتای گرمخانتتته گتتتذاری  ،را انتختتتاب کتتتردپ در ایتتتن استتتتاندارد C0 30تتتتوان دمتتتای بتتته طتتتور جتتتایگزین متتتی

  استپ

 

 VRBGمحيرط کشررت 

 

 پور پليت  :  شمارش وش انجام آزمونر
 

 گرمخرررررررررررانه گرررررررررررررررذاری  

C0 1 ± C037  /h2 ± h24 
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  خصوصيات کلنی آنترو باکتریاسه در محيطVRBG  

o های صورتی، قرمز یا ارغوانی، احاطه شده با رسوب یا بدون رسوب کلنی 

o رنتت  داشتتته هتتای بتتیهتتا ممكتتن استتت بتتر روی محتتیط کشتتت، کلنتتیبعضتتی از آنتروباکتریاستته

تاییتد  ستفید را بترای   هتای متمایتد بته   باشند، در صورت عتدم مشتاهده کلنتی مشتخص از کلنتی     

 انتخاب کنید پ
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 کشت در محيط مغذی
Nutrient agar 

 ی  رررایررروشيميرررررربي دیررررتایيآزمررون 

 ها برای تایيدشمارش و انتخاب کلنی

 5کلنی مشخص را انتخاب کنید و آنها را شمارش کنید سپس کمینه  150های دارای کمتر از پلیت

 را انتخاب کنیدپ آنترو باکتریاسهکلنی با خصوصیات 

 

 آزمون تررایيدی

 

 واکنش تخمير

مان کلنی      فاده از لوپ، قستتتمتی از ه  با استتتت

صورت عمقی در  )اکسیداز منفی( را برداشته و به

آگار    OF های حاوی محیط کشتتتت گلوکز  لوله 

ها را با حداقد  کشتتت دهیدپ ستتطح یكی از لوله 

cm1 پاز روغن معدنی سترون بپوشانید 

 واکنش اکسيداز

با استتفاده از لتوپ، قستمتی از کلنتی را برداشتته      

یتتک کاغتذ صتتافی )قطترات روی کاغتتذ   و بتر روی  

صتتافی خشتتک شتتوند( در یتتک پلیتتت قتترار داده  

معتترف اکستتیداز قتترار دهیتتد واکتتن   آغشتتته بتته

صتتورت ایجتتاد هبتت sec 10زمتتانمثبتتت در متتدت 

 گرددپمشاهده می آبی تیره رن  
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  :تفسير 

o آنتروباکتریاسه، اکسیداز منفی استپ  

 :تفسير 

o مشاهده رن  زرد در سرتا سر لوله، نشاندهنده واکن  مثبت  کندپآنتروباکتریاسه، گلوکز تخمیر می(

 است( 

  :مشاهده ميكروسكوپی 

o ای اشكام میلهها معمولا بهآنتروباکتریاسه μm 5-1  و گرم منفی هستندپ 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 شمارش کلنی ها 

باکتری را در هر گرم را طب  مقدار میانگین ریاضی وزن داده شده، مطاب  استاندارد ملی  CFUتعداد 

 محاسبه نمایید پ 9899ایران شمارۀ 
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 هرراشنررراسرررایی و شمررارش کلرريفرررم 7-6

روش جرامع   –ورا  دام خر ميكروبيولروژی مرواد غرذایی و     ،11166 شرمارۀ استاندارد ملری ایرران    7-6-1

 (MPN1روش بيشترین تعداد احتمالی) – هاکليفرمبرای شناسایی و شمارش 

هستتتند گتترم منفتتی، باستتید، متحتترک، هتتوازی،  آنتروباکتریاستته هتتای ختتانوادۀگروهتتی از بتتاکتری هتتاکلیفترم 

روی محتتیط کشتتت کریستتتام ویولتته دارای قرمتتر خنثتتی،   C0 37یتتاC030در دمتتایاختیتتاری کتته هتتوازی بتتی

دهنتد و در آزمتون تاییتدی    هتای مشتخص تشتكید متی    (، کلنتی VRBLهتای صتفراوی، لاکتتوز و آگتار )    نمک

هتای ارائته شتده    تتر از ستایر روش  کننتدپ ایتن روش ارائته شتده بستیار دقیت       با تخمیر لاکتوز تولیتد گتاز متی   

-هتا در نمونته زیتاد استت ارجتح داده متی      هتا استت و در متواردی کته تعتداد کلیفترم      فترم برای شمارش کلی 

هتای ختاص ستیتروباکتر، آنتروبتاکتر و کلبستیلا قابتد افتتراق        از ستویه  %90شودپ با کار بترد ایتن روش حتدود    

 استپ 
 دمتتای ذاری، درگتتهنتتبعتتد از گرمخادر محتتیط کشتتت متتایع ( MPNشتتمارش بتتا روش بیشتتترین تعتتداد احتمتتالی)  -1یررادآوری

 C01± C0 30ا تتیC01± C0 73 متغیرهای زیادی بستگی دارد ار برد این استاندارد بههمچنین ک شودپانجام می 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
 تیت کشتت تبع  طیمحت  یهتا نمونته در لولته   عیت احتمتالات بتا توجته بته نحتوه توز      نیاستت کته از قتوان    یآمتار  یروش شتمارش روشت   نیت که ا ییز آنجاا- 1

گرفتته   یحتداکثر تعتداد احتمتال    یبته معنتا   Most Probable Number هتای اصتطلاح از حترف اوم سته کلمته     نیت پ انتد یگویمت  MPNکنتد بته آن روش   یم

مثبتت مرحلته    یهتا صتورت استت کته تعتداد لولته      نیت بته ا   ینمونته متورد آزمتا    mL 100 هتا در هتر  و ارگانیستم میكتر محاستبه تعتداد    نحتوه  شده استپ

را بتا   هتا میكترو ارگانیستم  شتودپ ستپس تعتداد    یثبتت مت   یلت یمثبتت مرحلته تكم   یهتا تیت انجتام شتود تعتداد پل    یکه مرحلته احتمتال   یصورت و در یدییتأ

 یهتا روش یختاص کته درمتورد برخت     ییهتا متوارد بتا استتفاده از فرمتوم     یدر برخت  ایت )و  MPNموستوم بته جتدوم     یعتدد )کتد( در جتدول    نیکردن ا دایپ

MPN آورندپ و واحد آن به صورت یدر دسترس است( به دست مMPN Index/100mL شودپینوشته م 

 

  محيط کشت
 Lauryl Sulphate Tryptose broth 

 Brilliant green lactose bile broth 
 

 ) شناسایی( وش انجام آزمونر

 سوسپانسيون اوليه و رقتآماده سازی، تهيه آزمونه و 

 شناسایی جستجو و روش انجام آزمون
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 XmLهتای متایع، یتا مقتدار     از آزمایته را در متورد فترآورده    XmLحد جستتجوی متورد نیتاز، مقتدار     بسته به-

از محتیط کشتت غنتی     mL10 ولته دارای داختد یتک ل  ، بته هتا از سوسپانسیون اولیه را در متورد ستایر فترآورده   

 کننده انتخابی منتقد کنیدپ 

از محتتیط کشتتت باشتتدپ( 10و کتتوچكتر از  1)مقتتدار متغیتتر بایتتد بزرگتتتر از  شتتدبا mL10 >  x> mL1 اگتتر-

 غنی کننده انتخابی با غلظت دو برابر استفاده کنیدپ

 باشد از محیط کشت غنی کننده انتخابی با غلظت معمولی استفاده کنیدپ  x≥ mL1اگر -

  روش جستجو و شناسایی 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 شناسایی وش انجام آزمونر

 ازیررررری سررررغن

 گرمخررررررانه گررررذاری 

 h 2 ±24 / C0 37 یا h 2 ±24 / C0  30 

 

 دیررتایيهای آزمررون

 انتقا 

mL 1از آزمونه به mL10 Lauryl Sulfate tryptose broth  با غلظت معمولی 

 یرا

mL10 از آزمونه به mL10 Lauryl Sulfate tryptose broth   مضاعفبا غلظت 

 

 هالرررولرررهگرمخررررررانه گررررذاری 

 h 2 ±24 / C0 37 یا h 2 ±24 / C0 30 

 انتقا  یک حلقه کشت به محيط  
Brillian green lactose bile broth 
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  h2h±24زمتتان متتدتبتته C0 37 گتتذاری را در دمتتایدر صتتورت عتتدم مشتتاهده گتتاز یتتا کتتدورت، گرمخانتته  

 ساعت دیگر در ادامه دهیدپ

 
 : تفسير نتایج مثبت 

o است نمونه از نظر وجود کلی فرم، مثبت. 

 

 :مشاهده ميكروسكوپی  

o شودپای شكد دیده میاشكام میلهمنفی و به گرم ها،کلیفرم 

 
  روش شمارشProbable Number method) )MPN: 

 cfu/g 10یتتا  cfu/ml100 تا cfu/ml10انتظار باکتری بین ه تعداد مورد ، کاین روش شمارش وقتی مناسب است

 باشدپ  از نمونه  cfu/g 100 تا

 

 مشاهده گاز در لوله دورهام 
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محتتیط کشتتت غنتتی کننتتده انتختتابی بتتا غلظتتت دو برابتتر را     mL10ستته لولتته آزمتتای  بتتزرگ دارای  -

از نمونتته متتورد آزمتتای  چنانچتته متتایع  mL10پتتت ستتترون وستتیله پتتیهریتتک بتتههانتختتاب کنیتتد بتت

هتتا اضتتافه کنیتتدپ ایتتن آزمونتته  از سوسپانستتیون اولیتته را در متتورد ستتایر فتترآورده mL10باشتتد، و یتتا 

  باشدپبرابر با یک گرم نمونه در هر لوله می
 

محتیط کشتت غنتی کننتده انتختابی بتا غلظتت معمتولی را انتختاب           mL 10سه لوله آزمای  دیگتر دارای  -

 mL1از نمونته متورد آزمتای  چنانچته متایع باشتد و یتا        mL 1وستیله پتی پتت ستترون     یک بههرکنید به

 ها اضافه کنیدپ از سوسپانسیون اولیه را در مورد سایر فرآورده

 

به  کیهربه دیرا انتخاب کن یکننده با غلظت معمول یکشت غن طیمح mL10یدارا گرید  یسه لوله آزما -

 پدیرا اضافه کن 001/0،  01/0بدست آمده مانند:  یبعد یهااز رقت mL 1پت سترونیپ لهیوس

 خوبی مخلوط کنیدپکمک مخلوط کن مناسب ماده کشت داده شده را با محیط بهبه 

 پهای دهدهی، هر بار از یک پی پت سترون جدید استفاده کنیدای تهیه رقتبر 

 انتخابی غنی سازی

 

 شمارش وش انجام آزمونر

 آماده سازی، تهيه آزمونه و سوسپانسيون اوليه و رقت
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دیگر ساعت دیگر در ادامته   24± 2مدت به C0 37در صورت عدم مشاهده گاز یا کدورت، گرمخانه گذاری را در دمای

گتذاری، کتدورت   ستاعت دوره گرمخانته   48دهیدپ چنانچه فرآورده در ته لوله محیط کشت چسبیده باشد و پتس از  

 تلقیح کنید پ  ECمحیط بدون گاز ایجاد شود، از آن به

 
 در صورت عدم مشاهده گاز یا کدورت، گرمخانه گذاری را در دمای C0 37 مدت زمانبه h2h ± 24  دیگر

  ادامه دهیدپ

 
 

 اری لولررررره هاذگرمخرررررانه گررررررر

 C0 1± C037 / h2 ± h24 
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دیگر در ادامه  h2h ± 24 زمان مدتبه C037  در صورت عدم مشاهده گاز یا کدورت، گرمخانه گذاری را در دمای

 دهیدپ

 
 

      تفسير نتایج 

 ها را شمارش و ثبت کنیدپ دست آمده از لولهمعیار تشخیص نتایج مثبت، تعداد نتایج مثبت بهبهبا توجه 

 

  تعيين مقادیرMPN:          

الزامات -میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام ، 9899 ها، مطاب  استاندارد ملی ایران شمارۀکلی فرم MPN مقادیر

 شودپتعیین می یكروبیولوژیمکلی و راهنما برای آزمون های 
  مقادیر متفاوتی از نتایج ممكن است حاصد شود نتایج این روش، باید با احتیاط استفاده شودپ  MPNبا استفاده از روش  -یادآوری

 

 

 

 

 تایيدیآزمون 

محيط  های دارای لولههای دارای کدورت یا گاز بهانتقا  یک حلقه کشت از لوله
Brillian green lactose bile broth 

 

 گرمخررررررانه گررررررذاری 

C0 1 ±37  /h2 ±24  اررری  C0 1 C ±003  /h2 ±24 

 

 مشاهده گاز در لوله دورهام  

 (مثبت)
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 هررا  شمرررارش کلرری فررررم 7-7

روش جامع  –ورا  دام خميكروبيولوژی مواد غذایی و  ،9263 شمارۀاستاندارد ملی ایران  7-7-1

 شمارش کلنیروش  – هاکليفرمبرای شمارش 

از آزمایه  cfu/g100یا  cfu/mL100های مورد شمارش بی  از رود تعداد کلنیاین روش در مواردی که انتظار می

 شودپتوصیه می ،باشد

هستند گرم منفی، باسید، متحرک، هوازی، بی هوازی  آنتروباکتریاسه های خانوادۀگروهی از باکتری هالیفرمک

روی محیط کشت کریستام ویوله دارای قرمر خنثی، نمک های صفراوی،  C0 37یاC030اختیاری که در دمای

در آزمون تاییدی با تخمیر لاکتوز تولید گاز  دهند وهای مشخص تشكید می(، کلنیVRBLلاکتوز و آگار )

  کنندپمی

در  هتا استت و  هتای ارائته شتده بترای شتمارش کلتی فترم       ده بستیار دقیت  تتر از ستایر روش    این روش ارائه ش

از  %90بترد ایتن روش حتدود     بتا کتار   شتودپ داده متی در نمونته زیتاد استت ارجتح      هاکلیفرم دمواردی که تعدا

 جدا سازی استپ    باکتر، انتروباکتر و کلبسیلا قابدخاص سیتروهای سویه

 

 

 

 

 

 

 )روش انجام آزمون ) شمارش 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  محيط کشت

 Crystal Violet neutral Red Bile Lactose Agar (VRBL) 

 Brillian green lactose bile broth 

 آماده سازی، تهيه آزمونه و سوسپانسيون اوليه و رقت
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محتتیط کشتتت استتت، تهیتته  mL 15کنتتترم ستتترونی محتتیط کشتتت را بتتا یتتک پلیتتت شتتاهد کتته فقتتط دارای

 کنیدپ

متتدت هتتا نبایتد از  متدت زمتان بتتین تهیته سوسپانستتیون اولیته تتتا هنگتام ریختتتن محتیط کشتتت در پلیتت        -

 بیشتر شودپ، min15زمان

 C0 44بتتا دمتتای VRBLاز محتتیط کشتتت mL 4پتتس از بستتته شتتدن کامتتد محتتیط کشتتت مجتتددا حتتدود   -

 ها را روی سطح افقی و خنک قرار دهید تا بنددپ را روی آن بریزیدپ سپس پلیت C0 47تا

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  شاخص هایکلی فرم کلنیخصوصيات 

o    حتتداقدقرمتتز ارغتتوانی بتتا قطتترmm 5/0    قرمتتز ناشتتی از رستتوب   گتتاهی بتتا هالتته مایتتد بتته

 صفرا

 

 غير شاخص یهافرم خصوصيات کلنی کلی 

o اندازه کوچكتر 

o آزمون تاییدی ندارند و باید شمارش شوندپشاخص نیاز به هایکلنی 

 کشت پور پليت

 گرمخررررررررررانه گررررررررذاری هوازی
h2h ± 24/ C0 03 تررراC 037 

 

Crystal Violet neutral Red Bile Lactose Agar (VRBL) 

 کلنررریانتخرراب کلنرری و شمررارش 

 



 

67 

 

هتای  دستت آمتده از فترآورده   هتای بته  های غیر شتاخص )بترای مثتام بتا انتدازه کتوچكتر( و همته کلنتی        کلنی

 های تاییدی را طی کنندپشیری دارای قند غیر از لاکتوز باید آزمون

هتای  هتای بتا ظتاهر مشتابه کلتی فترم      غیر از قند لاکتوز ممكن استت باعتث ایجتاد کلنتی    تخمیر سایر قندها به

 شاخص شودپ 

نتوع کلیفترم و کیفیتت محتیط کشتت      قرمتز ناشتی از رستوب صتفرا در اطتراف کلنتی بته       پیدای  هاله ماید به

 ستگی داردپب

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 یتایيدآزمون 

 

 ت  ررکشلولرره محيط  5کلنرری مشرركو  به  5انتقا  
Brillian green lactose bile broth 

 

 مشاهده حباب های گاز در لوله دورهام
Brillian green lactose bile broth 

 

 هاگرمخرررررررانه گررررررررذاری لولررررررررره

 h2 ± h24 / C0 37  یررررا h2 ± h24 / C0 30 

 

 ها  شمارش کلنی

 کلنی، شمارش شودپ   150کلنی و کمتر از  10ی دارای بی  از هاتعداد کلنی در پلیت

 های تایید شده نیز در شمارش منظور شوندپ  همچنین کلنی

 محاسبه نمایید پ   9899ها در هر گرم و میلی لیتر، مطاب  استاندارد ملی ایران شمارۀ باکتری CFUتعداد 
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 کلرری        اشررریشيرررا  7-8

 -ميكروبيولررروژی مرررواد غرررذایی و خرررورا  دام، 2946اسرررتاندارد ملررری ایرررران شرررمارۀ  7-8-1

  روش جستجو و شمارش اشریشياکلی با استفاده از روش بيشترین تعداد احتمالی

 گالاکتوزیتتتداز،  -دی-عتتتلاوه بتتتر بتتتتاکتتته ، حتتترارتمقتتتاوم بتتته، اکستتتیداز منفتتتیهتتتای لاکتتتتوز مثبتتتت

حتترارت استتت  هتتای مقتتاوم بتته یكتتی از اعضتتای کلیفتترم و  کننتتدگلوکرونیتتداز هتتم تولیتتد متتی  -دی-بتتتا

 لاکتتتتوز، استتتید و گتتتاز و  از واستتتطه آنتتتزیم بتاگالاکتوزیتتتداز  هبتتت C◦5/44 در دمتتتایکتتته قتتتادر استتتت  

زیستتتتگاه طبیعتتتی اشریشتتتیاکلی تولیتتتد کنتتتدپ  انتتتتدوم، تریپتوفتتتانواستتتطه آنتتتزیم تریپتوفانتتتاز، از هبتتت

 پ است خونگرم حیوانات و انسان بزرگ ۀرود

در محتتتیط کشتتتت  2946شریشتتتیاکلی طبتتت  روش توصتتتیه شتتتده در استتتتاندارد ملتتتی ایتتتران شتتتمارۀ   ا

  کنندپهای اختصاصی تولید میهای صفراوی کلنیانتخابی دارای نمک

 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 محيط کشت
 Salt Diluent/Peptone  

 Lauryl Suifate Tryptose Broth  

 EC Broth 

 Tryptophane Broth 

 Kovac,s Reagent  

 Oxidas Reagen 
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 )جستجو( روش انجام آزمون-1

 

mL 10 (آبگوشت غنی کنندهLS ) 

 با غلظت معمررولررری
 

mL10آبگوشت (غنی کنندهLS ) 

 با غلظت مضررراعف
 

 ا رررررررررنتقا

 هرررای حرراوی گرراز بررهیک حلقه کشررت از لررولرره

EC brath 
 

 انتقا -1

mL1  معاد سوسپانسيون اوليه )ازg 1/0 

 ورده مایعآفر( از نمونه mL 1/0یا

 برررررررررررره

 انتقا -2

mL10  معاد سوسپانسيون اوليه از (g 1یا 

mL 1 ورده مایعآفر( از نمونه 

 برررررررررررره

 گرمخرررررررررررانه گرررررررررررررررذاری  

h2 ± h24 / C0 37 

 

 هاگرمخرررانه گرررررذاری لولرررررره

h2 ± h24 /C0 44 

 

 ها تهيه آزمونه، سوسپانسيون اوليه و رقت
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 C0 دیگتتتر در دمتتتای  h2h±24گرمخانتتته گتتتذاری را تتتتا  و عتتتدم مشتتتاهده کتتتدورت  در صتتتورت لتتتزوم 

 ادامه دهیدپ 37

تتتتا ، گرمخانتتته گتتتذاری را ایجتتتاد نشتتتد ECچنانچتتته در ایتتتن مرحلتتته هتتتیچ گتتتازی در محتتتیط کشتتتت 

انتتد هتتای گتترم خانتته گتتذاری شتتده کتته تشتتكید گتتاز داده      ز لولتتهادامتته دهیتتدپا  h2h±24متتدت زمتتان 

گتتترم شتتتده  C0 44ای کتتته قتتتبلا در حمتتتام آب گتتترم تتتتا وستتتیله حلقتتته کشتتتت، در آب تریپتونتتته بتتته

استتتت، کشتتتت دهیتتتد ستتتپس متتتاده کشتتتت داده شتتتده را مخلتتتوط کنیتتتد در هنگتتتام مخلتتتوط کتتتردن  

 هوا وارد لوله دورهام نشودپ 
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ادامتته  C0 37دیگتتر در دمتتایh2h ± 24 گرمخانتته گتتذاری را تتتا و عتتدم مشتتاهده کتتدورت  در صتتورت لتتزوم 

هتتای معتتین توستتط بعضتتی از میكروارگانیستتم ومینتته تریپتوفتتان استتت آغنتتی از استتید  هتریپتونتتآب دهیتتدپ 

همتته  پشتتودنتتدوم تولیتتد متتییاو پ گیتتردمتتیقترار  استتتفاده متتورد نیتتتروژن و انتترژی  عنتتوان منبتتع کتتربن وبته 

تریپتوفتان و تولیتد اینتدوم بتا ایتن       مصترف ای گترم منفتی قتادر بته    هتای روده ها و حتی همه بتاکتری باکتری

 پ  است یتواند یک روش تشخیصروش نیستندپ بنابراین تولید ایندوم می

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 ا رررررررررنتقا

mL 5/0 های حاوی آب تریپتونهلولهمعرف اندو  به 

 

 بررسی در آب تریپتونه

 يد اندو آزمایش تول

mL 10  (بدون اندو )آب تریپتونه 
Tryptophane Broth 

 

 ا رررررررررنتقا

  هرررای حرراوی گررازلررولررهیک حلقه کشررت از 

 برررررررررررررره

 هاگرمخررانه گررررذاری لولرررررره

h2 ± h24/C0  44 

 

 .ظهور رنگ قرمز در فاز الكلی نشانگر وجود اندو  است
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 تفسير نتایج 

 احتمالی مثبت هستندپ اشریشیا کلیاند و اندوم مثبت هستند، از نظر وجود هایی که تشكید گاز دادهلوله

 

 

 

 

ا تتی cfu/ml100تتتا  cfu/ml10بین که تعداد مورد انتظار باکتری ، وقتی مناسب است MPNروش شمارش 

cfu/g10 ا تتتcfu/g100   از نمونه باشدپ 

 
 

 
 

ه ب دیبا غلظت دو برابر را انتخاب کن یکننده انتخاب یکشت غن طیمح mL 10 یبزرگ دارا  یسه لوله آزما -

 ونیاز سوسپانس mL 10 ایباشد و  عیچنانچه ما  یاز نمونه مورد آزما mL 10پت سترون  یپ لهیوسبه کیهر

 پ باشدینمونه در هر لوله م g1آزمونه برابر با  نیاپ دکنی اضافه هافرآورده ریرا در مورد سا هیاول

 

ه ب دیرا انتخاب کن یبا غلظت معمول یکننده انتخاب یکشت غن طیمح mL 10 یدارا گرید  یلوله آزما سه -

 ونیاز سوسپانس mL 1 ایباشد و  عیچنانچه ما  یاز نمونه مورد آزما mL 1پت سترون یپ لهیوسبه کیهر

 پ دکنی اضافه هافرآورده ریرا در مورد سا هیاول

 

به  کیهربه دیرا انتخاب کن یکننده با غلظت معمول یکشت غن طیمح mL 10یدارا گرید  یلوله آزما سه -

 پ دیرا اضافه کن 001/0، 01/0بدست آمده مانند:  یبعد یهااز رقت mL 1پت سترون  یپ لهیوس

 

 

 

 

 

 

 های مثبت، برای هر رقتشمارش تعداد لوله

 MPN روش شمارش-2

(Most probable number method) 

 آماده سازی، تهيه آزمونه و سوسپانسيون اوليه و رقت

 اری لولررررره هاذگرمخرررررانه گررررررر

 C0 1 ±37  /h2 ± h24 
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 های دهدهی، هر بار از یک پی پت سترون جدید استفاده کنیدپ برای تهیه رقت 

 خوبی مخلوط کنیدپ ماده کشت داده شده را با محیط بهکمک مخلوط کن مناسب به 

دیگتر ادامته دهیتدپ     h2h ±24 متدت بته  C0 37در صورت عدم مشاهده گاز یا کدورت، گرمخانه گتذاری را در دمتای   

دوره گرمخانه گذاری، کدورت بدون گاز ایجاد  h  48چنانچه فرآورده در ته لوله محیط کشت چسبیده باشد و پس از

  پتلقیح کنید ECمحیط آن بهشود، از 

 

 

 

دومتین محتیط انتختابی     EC brathوستیله حلقته کشتت، در    دارای گتاز بته  های گرم خانه گتذاری شتده   لوله از

گترم شتده استت، کشتت دهیتد ستپس متاده کشتت داده شتده را مخلتوط            C0 44که قبلا در حمام آب گرم تا

 کنید در هنگام مخلوط کردن هوا وارد لوله دورهام نشودپ 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 دیگرh2h ±24 تا مدت زمانگذاری را ، گرمخانهایجاد نشد ECچنانچه در این مرحله هیچ گازی در محیط کشت 

 ادامه دهیدپ 

 

 

 

 

پپتونتته/ وستتیله حلقتته کشتتت، در آب انتتد بتتهخانتته گتتذاری شتتده کتته تشتتكید گتتاز داده هتتای گتترم از لولتته

گتترم شتتده استتت، کشتتت دهیتتد ستتپس متتاده کشتتت داده  C0 44ای کتته قتتبلا در حمتتام آب گتترم تتتاتریپتونتته

 شده را مخلوط کنید در هنگام مخلوط کردن هوا وارد لوله دورهام نشودپ 
 

 تایيدیآزمون 

 هاگرمخرررانه گرررررذاری لولرررررره

h2 ± h24/C0 44 

 

 ا رررررررررنتقا

 هرررای حرراوی گرراز بررهیک حلقه کشررت از لررولرره
EC brath 

 

 :تایيدیآزمون 

 دومين محيط انتخابی در بررسی
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 ا رررررررررنتقا

  هرررای حرراوی گررازلررولررهیک حلقه کشررت از 

 تریپتونه/  پپتونهآب 

 هاگرمخرررانه گرررررذاری لولرررررره

h2h ± 48/C ° 44 

 

  دو ررربررسی توليد ان

 تریپتونهپپتونه/ اوی آب رهای حهرلولدو  بهررف انرمع ml 5/0انتقررا 
 

 (ت رثبم تایيد اشریشيا کلی )

 .ظهور رنگ قرمز در فاز الكلی نشانگر وجود اندو  است
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  تفسير نتایج 

 احتمالی مثبت هستندپ اشریشیا کلیاند و اندوم مثبت هستند، از نظر وجود هایی که تشكید گاز دادهلوله

 

  مقادیرMPN: 

  پشودتعیین می 2946، مطاب  استاندارد ملی ایران شمارۀ اشریشیا کلی MPN مقادیر

 
  سالمرونرلا آزمون جستجروی  7-9

 یجستجوروش  –، ميكرو بيولوژی مواد غذایی و خورا  دام 1810 شمارۀملی ایران  استاندارد  7-9-1

  در مواد غذایی سالمونلا

، کاتتالاز مثبتت، اکستیداز منفتی     هتوازی اختیتاری  هتوازی و بتی   ،استپور  بتدون منفی های گرم باسید سالمونلا

رنت   بته   و mm 3-mm2قطتر بته هتایی   پرگنته  h  24در روی آگتار مغتذی بعتد از    ستالمونلاها هستتندپ اکثتر   

از نظتتر  ستتالمونلاهاکننتتدپ برجستتته و صتتاف ایجتتاد متتی   مستتطح، کتتروی، مرطتتوب، ستتفید، خاکستتتری، 

 بتتین از باعتتث 4 از تتترپتتائین pHرا دارا هستتتندپ  ستتهآنتتترو باکتریتتابیوشتتیمیایی ختتواص عمتتومی ختتانواده  

، )ستتوماتیک( O ژن آنتتتی نتتوع ستته دارای ژنتتی آنتتتی نظتتر از ستتالمونلاهاپ  شتتودمتتی میكروارگانیستتم رفتتتن

کنتد و  ترشتح متی   1یتن بتاکتری اندوتوکستین   ا استتپ  (کپستوم ) Viآنتتی ژن  ( و فلاژم یتا تتاژک  ) Hآنتی ژن 

چهتار  بته  ستالمونلایی هتای  هتای بتالینی عفونتت   ستندرم  پباشتد متی  Aلیپیتد  و 2پتروتیین ستاکارید    دارای لیپو

)آلتودگی در ختون(، تتب تیفوئیتد     گاستترو انتریتت )استهام واستتفراغ(، سپستمی ستمی       پکندصورت بروز متی 

 ای( و حاملان بدون علامت )حامد مزمن( )حصبه با تب روده

  هتتتای استتتید لاکتیتتتک واحتمتتتالی موجتتتود در کشتتتت ستتتالمونلاهتتتای گونتتته یجستتتتجو منظتتتوربتتته

اغلتب لازم استت ترکیتب آبگوشتت پتی  غنتی کننتده اصتلاح گتردد تتا اطمینتان حاصتد              هتا بیفیدوباکتریوم

ای پتائین  انتدازه را بته  pHهتای آغتازگر استت و آلتوده کننتده      وستیله بتاکتری  آلی تولید شده بته شود که اسید 

هتای  بتاکتری  cfu/g 810را نتا بتود کنتد بترای انتواع متواد غتذایی تتا مقتادیر          ستالمونلا  هتای  آورد که گونهنمی

                                                 
  پشودبواسطه تخریب دیواره سلولی باکتری گرم منفی ایجاد می سمی که- 1

2- Lipopolysaccharides(LPS) 
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کتتار بریتتدپ امتتا ایتتن بتته (mg/l 10) 1آب پپتونتته بتتافری بتتا وانكومایستتین ،هتتااستتیدلاکتیک یتتا بیفیتتدوباکتریوم

 نیستپ ها مناسببیفیدوباکتریومهای اسیدلاکتیک مقاوم به وانكومایسین و روش برای باکتری

       برای مواد غذایی مختلف که حاوی مقادیر تاcfu/g 1110  ها های استتتیدلاکتیک یا بیفیدوباکتریوم     باکتری

 هستند: 

   ( آب پپتونتته بتتافری بتتا غلظتتت مضتتاعف بتتا وانكومایستتین mg/l10( مالاشتتیت گتترین ،)mg/l 40 و )

 رودپ ار میک( بهmg/l10 شیر )

 تتتوان از آب پپتونتته بتتافری کتته فقتتط جتتای استتتفاده ازآب پپتونتته بتتافری بتتا غلظتتت مضتتاعف، متتیبتته

 غلظت بافر فسفات مضاعف شده استفاده کردپ

   برای مواد غذایی حاوی بی  ازcfu/g 1110    با وانكومایستتتین  ، آب پپتونه بافری مضتتتاعف شتتتده همراه 

( mg/l10 مالاشیت گرین ، )( mg/l40( و شیر ) mg/l10به ) ( بهکار ببریدپ)یادآوری توجه کنیدپ 

 ورا پس ها در آب پپتونه فهای اسیدلاکتیک و بیفیدوباکتریومجهت تضمین این که حداکثر سطح باکتری

 کار بریدپرقت بالاتر به کند، یکتجاوز نمی cfu/g1010آب پپتونه، از از افزودن نمونه به

منظور کاه  خواص سمی مالاشیت گرین در   افزودن شیر تنها برای ترکیباتی که فاقد آن هستند ضروری است که به     - یاد آوری

 استپ سالمونلا برابر

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هاها، واکنشگرها و معرفمحيط کشت

 Buffered Peptone Water (BPW) 

 Rappaport-Vassiliadis- Soya )RVS ) 

 Muller-Kauffmann tetrathionate/novobiocin broth (MKTTn) 

 Xylose lysine desoxycholate agar (XLD)  

 Bismuth sulfite agar (BS)  
 Brilliant Green agar (BG)  

 Nutrient agar 

 Triple sugar/iron agar (TSI) 

 Urea agar (Christensen) 

 L-Lysine decarboxylation medium 

 β-galactosidase. Voges-Proskauer. Oxidas, Catalase & Kovac,s 

Reagent 

 Mono Valnt or Polyvalent Anti-O-Sera 
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 ای از ستتایر تعتتداد کتتم و اغلتتب همتتراه بتتا تعتتداد قابتتد ملاحظتته      ممكتتن استتت بتته   ستتالمونلا

باشتد، لتذا ، انجتام    موجتود متی  هتای دیگتر،   های ختانواده آنتترو باکتریاسته یتا ختانواده     میكروارگانیسم

 های آسیب دیده و تعداد کم ضروری است پ مرحله پی  غنی سازی برای جستجوی سالمونلا

 هتای استیدی بایتد اطمینتان داشتته باشتید کته، میتزان        سازی سوسپانسیون اولیه فترآورده برای آماده 

pH    نباشتتدپ  5/4تتتر از در طتتی پتتی  غنتتی ستتازی پتتایینpH    متتواد غتتذایی استتیدی، در صتتورت

استتتفاده از پپتتتون بتتافره بتتا غلظتتت دو برابتتر حالتتت پایتتداری بیشتتتری خواهتتد داشتتتپ بتترای پختت   

هتتای هتتای تخمیتتری ماننتتد شتتیر تخمیتتری، ماستتت، کاستتتارد و دستتر، گلولتته شتتدن کامتتد فتترآورده

متد آن را  ارلتن متایر حتاوی آزمونته منتقتد کنیتد و تتا پخت  شتدن کا         کوچک شیشه استترید را بته  

 تكان دهید پ

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نروش آزمو

 آماده سازی، تهيه آزمونه و سوسپانسيون اوليه و رقت 

 ذاریگرمخرانه گر
h2h ± 24/C ° 44 

 / C0 ( 1±37) 

 سازی پيش غنی 

mL  25  + نمونهmL 225 محيط پيش غنی کننده غير انتخررابی 
 (Buffered peptone water) 
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 ها را با پیپت از راه دهان نكشید پهرگز محلوم 

متایع را بتتر   RVSدستت آمتتده از  ، یتتک حلقته از کشتت بتته   h3h±24انمتتدت زمت پتس از گرمخانته گتتذاری بته   

کته ستطح آنهتا خشتک شتده       (XLD agar)هتای جامتد از پتی  ریختته انتختابی      روی ستطح محتیط کشتت   

آگتار تشتكید شتودپ همچنتین یتک حلقته از       هتای مجتزا در ستطح    ای کشتت دهیتد کته کلنتی    گونته است بته 

د پتتی  ریختتته تهتتای جامتتمحتتیط کشتتتاز ی تع را بتتر روی ستتطح یكتتتمایتت RVSدستتت آمتتده از کشتتت بتته

ای کشتت دهیتد کته    انتخابی )انتخاب به عهده آزمایشگاه است( کته ستطح آنهتا خشتک شتده استت بته گونته        

 پهای مجزا در سطح آگار تشكید شودکلنی

 تلقيح

mL 1 از سوسپانسيون پيش غنی کننده 

 MKTT n broth محيطmL 10 به 

 تلقيح

mL 1/0  يش غنی کننده پ از سوسپانسيون

 RVS broth محيطmL 10به

 اریذگرمخررانه گررر

h 3 ± h24 /C0 ( 1±37) 

 

 اریذگرمخررانه گررر
h 3 ± h24/ C0 ( 1±5/41) 

 

 یانتخابر درجام کشت روی محيط

 یرابررانتخسررازی ی ررغن 
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متایع را   MKTTnدستت آمتده از   ، یتک حلقته از کشتت بته     h3h±24 متدت زمتان  گتذاری بته  پس از گرمخانته  

کتته ستتطح آنهتتا خشتتک  (XLD agar)هتتای جامتتد از پتتی  ریختتته انتختتابی بتتر روی ستتطح محتتیط کشتتت

هتای مجتزا در ستطح آگتار تشتكید شتودپ همچنتین یتک حلقته          ای کشت دهیتد کته کلنتی   گونهشده است به

هتتای جامتتد از پتتی  متتایع را بتتر روی ستتطح یكتتی از  محتتیط کشتتت MKTTn1دستتت آمتتده از از کشتتت بتته

ای کشتت  گونته عهتده آزمایشتگاه استت( کته ستطح آنهتا خشتک شتده استت بته          ریخته انتختابی )انتختاب بته   

   پهای مجزا در سطح آگار تشكید شوددهید که کلنی
 

 

 

 

 
  ها را با پیپت از راه دهان نكشید پهرگز محلوم -یادآوری 

 

 

 
 

 
 

                                                 
1 - Xylose Lysine Deoxycholate Agar 

 اررهليترررررررذاری پگرمخررررانه گررر

C0 1 ±37 /h 3 ± h24 

از پيش  یانتخابر درجام محيط

 هریخت
6XLD 

 

 یكی از محيط های پيش ریخته

  5SSA/ 4BGA 3BSAانتخابی

 ( عهده آزمایشگاه استانتخاب به) 
 

 هاگرمخررررانه گررررررذاری پليت

C0 1 ±37 /h 3 ± h24   
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 در محيط سالمونلا خصوصيات کلنی XLD 
 دهدپ وسیله اندیكاتور تغییر رن  میکه به قرمزهای با مرکز سیاه و ناحیه شفاف ماید بهکلنی

 

  در محيطسالمونلا خصوصيات کلنی  BGA  

 های صورتی با هاله قرمز روشن کلنی

 

  انتخابی  محيطدومين در سالمونلا خصوصيات کلنی 
  دهد را بررسی کنیدپ خصوصیات سالمونلای احتمالی را نشان میی که هایکلنی

 

های صتتورتی با آگار، کلنی XLD( بر روی محیط کشتتت تیفیستتالمونلا پارامنفی ستتالمونلا ) S2Hهای گونه -1یادآوری 

رن  و های زرد آگار کلنی XLDکنندپ ستتالمونلاهای لاکتوز مثبت برروی محیط کشتتت مرکز صتتورتی پر رن  ایجاد می

 کنندپ  بدون مرکز سیاه ایجاد می

های لاکتوز یا ستتاکارز مثبت مثد زرد احاطه شتتده )باکتری-ستتبزکه توستتط هاله ای ستتبز  -های زردکلنی -1یادآوری 

 پروتیوس، سیتروباکتر، کلبسیلا(

 (پروتیوسهای زرد احاطه شده، شفاف با مرکز سیاه )های زرد، توسط هالهکلنی -2یادآوری 

 

شخص از هر یک از پتری تایید کلنیبرای  شده، حداقد یک      های م شت داده  شت انتخابی ک های دارای محیط ک

 کلنی مشخص یا مشكوک انتخاب کنیدپ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 و کشت در ليتاز هر پنتخررراب کلنررری ا
 Nutrient agar 

 

 یدرتائي /ایی روشيميردی بيررایيرت

 گرمخررررررررررانه گررررررررذاری 
h 3h ± 24 / C ° 37 
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  )TSI(1محيط آگار دار سه قندی دارای آهن-

)دوسوم فاصله تا انتهای  متریمیلی 5( تا عم   Stabصورت مستقیم ) به( TSI) طیدر عم  مح یباکتر حیتلق

   h 18 مدت زمانبه C0  37یدما در گذاریگرمخانهمحیط کشت و   بداریسطح ش یکشت خطو ،  لوله(

 مثبت واکنش  : 
 : TSIق لوله کشت عم

 }گلوکز مثبت{    زرد-                       

 }گلوکز منفی{    قرمز-                      

 ({S2H}سولفید هیدرژن مثبت )    سیاه -                     

 }تولید گاز از گلوکز{   حباب یا ترک -                    

 :  TSI لوله کشت سطح شيبدار

 ({استفاده از لاکتوز یا ساکارز) }لاکتوز یا ساکارز مثبت                 زرد  -                 

 {(عدم استفاده از لاکتوز یا ساکارز) }لاکتوز و ساکارز منفی  قرمز یا بدون تغییر-                     

 

 
-L-  2دکربوکسيلاز -ليزین : 

  h 24مدت زمانبه h  1h ±37دمایگرمخانه گذاری در وکشت زیر سطح مایع 

  :مشاهده کدورت و رن  ارغوانی{   واکنش مثبت{  
 ا از نظر این واکن  مثبت هستندپ سالمونلاهبیشتر 

 

 

                                                 
1- Triple sugar/iron agar (TSI agar) 

2- L-Lystine decarboxylation medium   



 

82 

 

 

  1اوره آگار ) کریستنسن(

  h3 ±h24زمانمدت به h  1h ±37دمایو گرمخانه گذاری در شیب دار آگار کشت خطی روی سطح 

  صورتی قرمز و در نهایت قرمز روشن حاصد از }تغییر رن  معرف از قرمز فند به      مثبت:واکنش

 تجزیه اوره{ 
 از نظر این واکن  منفی هستندپ  سالمونلاهابیشتر 

 

 

 

 

 

 

 

 

  2واکنش وژس پرسكوئر-

 زمانمدت به h  1h ±37دمای، تلقیح کرده و در vpمحلوم  mL 3لوله یک حلقه کامد از کلنی مشكوک را در به

h24کنیدپ گرمخانه گذاری 

را نفتوم و دو قطره محلوم پتاسیم هیدرو کسید  -1سپس دو قطره محلوم کراتین و سه قطره محلوم اتانوئیک 

 بیافزاییدپ

 {    مدت زمانمشاهده رن  صورتی روشن بعد از واکنش مثبتmin15 ،}  
 ها از نظر این واکن  منفی هستندپ سالمونلابیشتر 

 
 

                                                 
1- Urea agar (Christensen) 

2-Voges-Proskauer (VP)  
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 ( ONPG )1گالاکتوزیداز -واکنش بتا-

قراتر دادن در حمام محلوم سرم فیزیولوژی و یک قطره تولوئن و  mL  2/0تلقیح یک حلقه کامد در لوله حاوی

 دمایگرمخانه گذاری در گالاکتوزیداز و–معرف شناسایی بتا mL  25/0سپس افزودنمدت به h  1h ±37دمای آب با

h 1h ±37 زمانمدت بهمدت بهh24 

     :مشاهده رن  زرد بعد از واکنش مثبت{مدت زمانmin20 ،} 

 از نظر این واکن  منفی هستندپ سالمونلاهابیشتر 

 
 2واکنش اندو -

 دمایتریپتوفان تلقیح کرده و در  –محلوم تریپتون  mL  5یک حلقه کامد از کلنی مشكوک تلقیح در لوله حاوی

 آن بیافزایید از معرف کواکس به mL 1سپس  کنید گرمخانه گذاری  h24 زمانمدت به h  1h ±37دمای

     :مشاهده حلقه قرمز رن  آلبالویی{واکنش مثبت{  
 ها از نظر این واکن  منفی هستندپ سالمونلابیشتر 

 
                                                 

1- β-galactosidase  

2- Eundol 
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 سالمونررلا های بيوشيميرراییواکنش - 23دو ج

 بيوشيميرراییهای واکنش
ONPG 

 
VP MIO 

(Motility,Ornithine) 
Urea Eundol LAI Citrate S2H TSI 

N N P N N P P + G L S 
+ - - 

                                         

های بر روی لام هنگامی که از کلنی 1با مشاهده آگلو تیناسیون سالمونلا، O ،- VI ،H-های تشخیص وجود آنتی ژن

های خود آگلوتینه شونده صورت، های مناسب استفاده شودپ این آزمون پس از حذف سویهخالص و آنتی سرم

ایجاد شده علیه  آنتی بادیهای ها( و بعضی از کلاسها )میكروارگانیسمژندر واکن  آگلوتینه شدن آنتی گیردپمی

 پودشگفته می« آگلوتیناسیون»این خاصیت و به« آگلوتینین»ها این آنتی بادیچسبندپ بههم میآنها به

 ها:آنتی سرم

-(، که هنگام آزمون مثبت، انعقاد ایجاد میO2بادی برای یک یا چند آنتی ژن یت)شامد آن ی سرمچندین نوع آنت

)آنتتی   "O"اشد برای مثام: آنتی سرم حاوی یک یا چنتد تتپ از گتروه    بصورت تجارتی در دسترس میکنند و به

و آنتی سرم شامد آنتی بادی برای یک یا چند ین  Vi ( هم چنین آنتی سرمOسرم یک ظرفیتی یا چند ظرفیتی 

 ( H(، )آنتی سرم یک ظرفیتی یا چند ظرفیتیH 3فاکتور

 :حذف سویه های خود آگلوتينه شونده

زمون را در این قطره حد کنید تا آیک قطره از محلوم ستترم فیزیولوژی بر روی لام تمیز قرار دهید و کلنی مورد 

 سوسپانسیون یكنواخت شودپ 

 :های کم و بيش مجزا آگلوتينه شوندهصورت تودههده باکتری بهشام

ست        شونده ا سویه خود آگلوتینه  شان دهنده  ستپ نباید در ادامه آزمون مورد       و ن سایی آنتی ژن مقدور نی شنا

 استفاده قرار گیردپ 

 :های کم و بيش مجزا غير خود آگلوتينه شوندهصورت تودهعررررررردم مشاهررده باکتررری به

                                                 
1- Agglutination 

2- Mono Valnt or Polyvalent Anti –O- Sera 

3- Mono Valnt or Polyvalent Anti –H- Sera 

 و سروتایپی لوژیكیآزمون تایيد سالمونلا / سرو
 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%86%D8%AA%DB%8C_%D8%A8%D8%A7%D8%AF%DB%8C
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باید در ادامتته پنشتتان دهنتتده ستتویه غیتتر ختتود آگلوتینتته شتتونده استتت و شناستتایی آنتتتی ژن مقتتدور استتت   

 شناسایی انجام گیردپ ار گیرد و مورد استفاده قرآزمون تاییدی سرولوژیكی 

 آزمون تاییدیهای کم و بی  مجزا غیر خود آگلوتینه شونده صورت تودهدر صورت عتتدم مشاهتتده باکتتتری به

 گیردپ انجام میو لوژیكی ردیابی و شناسایی سر

 
 
 

 
 

 

 

 

  

 سویه غيرررر خود آگلوتينررره شونررررده

   تایيدی سرو لوژیكیادامه آزمون 

 

  VI  ی ژنرون آنتررآزم

تهیتتتتته سوسپانستتتتتیون کلنتتتتتی 

ستترم ختتالص بتتا یتتک قطتتره آنتتتی  
VI   

: مثبتتتت واکررنش سرررولوژیكی  

 : آگلوتینه شدنتفسير

 H  ی ژنررون آنترررآزمادامه 

 

هتتتای لولتتته تهیتتته سوسپانستتتیون از کلنتتتی

نوترینتتت آگتتار نیمتته جامتتد بتتا یتتک قطتتره   

 Hآنتی ژن 

  : مثبترولوژیكیرررواکنش س

 آگلوتینه شدن:  تفسير

 O  ی ژنرون آنتررآزم

تهیتتتته سوسپانستتتتیون کلنتتتتی 

-ختتالص بتتا یتتک قطتتره آنتتتی    

  Oسرم

: واکرررررنش سررررررواوژیكی

 مثبت  

   آگلوتینه شدنتفسير : 
 

 H  ی ژنررون آنترررآزم

کشتتتت از کلنتتتی ختتتالص غیتتتر ختتتود   

آگلوتینتتته شتتتونده در لولتتته محتتتتوی    

نوترینتتتتتت آگتتتتتار نیمتتتتته جامتتتتتد و 

بتته Co 37گرمخانتته گتتذاری در دمتتای  

  h 24مدت زمان
 

 

 هتتای یک ظرفیتیاستفاده از آنتی سرم

 و چند ظرفیتی یكی پس از دیگری



 

86 

 

 ایی و سرررررو لررروژیرررركریررررشيميهای بيرررررروتفسيرررررر واکنش

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 مثبت های کواگولازاستافيلوکوکوس  7-10

 منفی( O, vi, H)هایآنتی ژن واکنش سرولوژیكی:

 نیست سالمونلا سویه : تفسير

( O, vi, H)هایآنتی ژن:واکنش سرولوژیكی 

 مثبت 

  پاست سالمونلا سویهتفسير:

 نهاییتایيد 
 آزمایشگاه مرجعارسام به

 

 خيررررررر                       بلررررررررری     

 ,O, vi)هایآنتی ژن واکنش سرولوژیكی:

H )مثبت   

 است سالمونلاسویه مشكوک به: تفسير

 

 خيررررررررر                                  

  ها از نظر همه آنتی ژن:واکنش سرولوژیكی

 منفی  

 استسالمونلا ها مشكوک بهسویه:تفسير

 

 منفی( O, vi, H)هایآنتی ژن واکنش سرولوژیكی:

 نیست سالمونلا سویه: تفسير

 

 آزمون نشده: واکنش سرولوژیكی
سالمونلا سویه مشكوک به: تفسير

 . است
( O, vi, H)هایآنتی ژن:واکنش سرولوژیكی

 مثبت  

   پاست سالمونلا سویهتفسير:

   یرررریررايميررروشيب یهرراواکنش رررريتفس

   بيوشيميایی مشكو  هایواکنش   بيوشيميایی مطابقت دارد. هایواکنش

   واکنش کلنرررری خود آگلوتينرره   واکنش کلنرررری خود آگلوتينرره
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روش جامع برای -ميكروبيولوژی مواد غذایی و خورا  دام،  6806-3شررمارۀ  ملی ایران اسررتاندارد  7-10-1

-قسرمت سروم   ها(و سرایر گونه  اسرتافيلوکوکوس اورئوس های کواگولاز مثبت )اسرتافيلوکوکوس شرمارش  

    برای تعداد کم ميكروارگانيسم (MPN)ترین تعداد شيوه محتملجستجو،شناسایی و شمارش به
، غیرمتحتتترک، استتتپوربتتتاکتری کتتتروی گتتترم مثبتتتت، بتتتدون  مثبتتتت، کواگتتتولاز هتتتایاستتتتافیلوکوکوس

هتتای صتتاف کتته معمولادرنگدانتتۀ زرد    هتتوازی اختیتتاری و گتتاهی اوقتتات دارای کپستتوم بتتوده بتتا کلنتتی      

 استتتافیلوکوکوس اورئتتوس هتتای اصتتلی  پ ویژگتتیکننتتدهتتای انگتتور تجمتتع متتی  خوشتتهشتتبیه بتته دارنتتد 

-کواگتتتولاز مثبتتتت متتتی  ت وکاتتتتالاز مثبتتت ، بتتترای شناستتتائی، رشتتتد روی محتتتیط انتختتتابی ختتتاص   

زا بتتترای انستتتان استتتت کتتته یتتتک بتتتاکتری فرصتتتت طلتتتب و بیمتتتاری استتتتافیلوکوکوس اورئتتتوسباشتتتدپ

توانتتتتد وجتتتتود داشتتتته باشتتتتدپ وجتتتتود  روی پوستتتت افتتتتراد ستتتتالم بتتتدون ایجتتتتاد بیمتتتتاری متتتی   

در محصتتتوم معمتتتولاد نشتتتان دهنتتتده آلتتتودگی بوستتتیله پوستتتت، دهتتتان یتتتا بینتتتی     استتتتافیلوکوکوس

محصتتتوم ستتتروکار دارنتتتد ممكتتتن استتتت مستتتتقیما در ختتتط تولیتتتد بوستتتیله   افتتترادی استتتت کتتته بتتتا

در روی دستتتت و بازوهتتتا هستتتتند و یتتتا در نتیجتتته   استتتتافیلوکوکوسهتتتای کتتتارگرانی کتتته دارای زختتتم

وارد محصتتتوم  ،گتتترددهتتتای دستتتتگاه تنفستتتی ایجتتتاد متتتی ستتترفه و عطستتته کتتته معمتتتولاد در عفونتتتت 

  پشود

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  های کوآگولاز مثبتاستافيلوکو  جستجوی 

 

 

 

 

 

 ها محيط کشت
 Modified Giolitti and Cantoni broth 
 Tryptic Soy Agar (TSA) 
 Baird-Parker agar (BP) 
 Brain – heart infusion broth 
 Rabbit Plasma Fibrinogen agar 

 )جستجو( روش انجام آزمون
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1- mL 1 ورده مایعآاز فر 

 بررررررررررررره
 

2- mL 10 از سوسپانسيون اوليه 

          بررررررررررررررره
 

mL 10 (آبگوشت غنی کنندهGC  ) 

 با غلظت معمررولررری
 

mL 10(آبگوشت غنی کنندهGC  ) 

 با غلظت مضررراعف
 

 هوازیبرری گرمخررررررررررانه گررررررررذاری 
h 2 ± h24  / C0 37 

 

 از پيش ریخته هایتيپل در کشت سطحی

Baird-Parker agar (BP) 
از رقت انتخابیmL 1/0   برای تلقیح در سطح یک پلیت آگار استفاده کنیدپ 

 ترتیب که:چنانچه احتمام حضور باکتری کم است حدود شمارش را با ضریب ده افزای  دهید به

از رقت انتخابیmL 1( برای تلقیح در سطح سه پلیت کوچکmm90  استفاده کنیدپ ) 

از رقت انتخابیmL 1( برای تلقیح در سطح یک پلیت بزرگmm140  استفاده کنیدپ ) 

  صورت دو تایی آزمون شودپهدر هر دو حالت ب -یادآوری

ی  هاهای تلقیح شده با رقتمی توان از یک پخ  کننده برای پلیتبرای پخ  کردن روی محیط کشت،  -یادآوری

  پبالاتر شروع شودهای ردن از رقترطی که پخ  کشبه ،استفاده نمودمتوالی 

 گرمخررررررررررانه گررررررررذاری 
h 2 ± h24  / C0 37 

 

 ها تهيه آزمونه، سوسپانسيون اوليه و رقت
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    ادامه دهیدپ  C0 37دیگر در دمای (h2±24(در صورت لزوم گرمخانه گذاری را تا

 

  اورئوس کواگولاز مثبت استافيلو کوکوس کلنیخصوصيات 

 های سیاه یا خاکستری براق، محدب احاطه شده با هاله شفافکلنی

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  
 

 

 
 

 آزمون کواگولاز -36شكد 

 

 ا رررانتق

mL  1/0 نسيواز سوسپانBrain-heart infusion broth  

 (تراتهيس ای (EDTAخرگوش  یپلاسما mL 3/0به

 

 انتقا  یک کلنی به محيط

(BHI )Brain-heart infusion broth 

 گرمخررررررررررانه گررررررررذاری هوازی
h 2 ± h24 / C0  37      

 

 آزمون کواگولاز

 

 رردیتایيآزمون 
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 کواگولاز مثبت استافيلو کوکوس اورئوس مشاهده ميكروسكوپی 

     

 

  

 

 تشكيل لخته و انعقاد پلاسما

 

 : مثبت کواگولاز

 

 تفسير نتایج  

بر   9899 شمارۀملی ایران  کواکولاز مثبت، مطاب  استاندارد استافیلوکوکوسنتایج آزمون را بر اساس وجود 

 پگزارش کنید "مثبت "ا یتت "منفی "به صورت ا میلی لیتر در فرآورده حسب گرم ی
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 های کوآگولاز مثبتاستافيلوکو   شمارش

 

 

 

 
 

 

 

 
 

ا تتت g/cfu 10یا  ml/cfu 100 اتتت ml/cfu 10باکتری بین مورد انتظار ه تعداد ، کوقتی مناسب است MPNروش 

g/cfu 100   از نمونه باشدپ 

 

 

 

محتیط کشتت غنتی کننتده بتا غلظتت دو بترا بتر را انتختاب کنیتد            mL10 آزمای  بتزرگ دارای سه لوله  -

از  mL10از نمونته متورد آزمتای  چنانچته متایع باشتد و یتا         mL10وستیله پتی پتت ستترون     هریک بته به

 هتتتا اضتتتافه کنیتتتدپ ایتتتن آزمونتتته برابتتتر بتتتا    فتتترآوردهسوسپانستتتیون اولیتتته را در متتتورد ستتتایر   

g1باشدپ ینمونه در هر لوله م 

محتیط کشتت غنتی کننتده بتا غلظتت معمتولی را انتختاب کنیتد           mL10 سته لولته آزمتای  دیگتر دارای     -

از  mL1از نمونتته متتورد آزمتتای  چنانچتته متتایع باشتتد و یتتا  mL1وستتیله پتتی پتتت ستتترون هریتتک بتتهبتته

نمونته درهتر    g  1/0هتا اضتافه کنیتدپ ایتن آزمونته برابتر بتا       سوسپانسیون اولیته را در متورد ستایر فترآورده    

 باشدپ لوله می

به  کیهربه دیرا انتخاب کن یکننده با غلظت معمول یکشت غن طیمح mL10 یدارا گرید  یسه لوله آزما -

 پ دیرا اضافه کن 001/0،  01/0بدست آمده مانند:  یبعد یهااز رقت mL1پت سترون یپ لهیوس

 پت سترون جدید استفاده کنیدپ های دهدهی، هر بار از یک پیبرای تهیه رقت 

 خوبی مخلوط کنیدپ کمک مخلوط کن مناسب ماده کشت داده شده را با محیط بهبه 
 

 

 

  

MPN 
(Most probable number method) 

 

 شمارش   روش انجام آزمون
 

 ها تهيه آزمونه، سوسپانسيون اوليه و رقت

 

 اررلولرررررررره ه برری هرروازیگرمخررررررانه گررررررررذاری 

h 2 ± h24/C0 37 
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های کشت، روی محیط کشت انتخابی کشت طور کلی هر گونه سیاهی در لولههای دارای رسوب سیاه یا بهاز لوله

 سطحی دهیدپ 
 
 

 

 .گیردپ انجام میصورت دو پلیتی( )بهها به صورت آزمون

 

 
 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  بردپارکر آگار در محيط انتخابی کواگولاز مثبت  استافيلو کوکوس اورئوس کلنیخصوصيات: 

 های سیاه یا خاکستری براق، محدب احاطه شده با هاله شفافکلنی           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 LSمحیط  -32شكد 

 

 انتقا  یک کلنی به محيط

 Brain-heart infusion broth 

 از پيش ریخته هایتيپل در کشت سطحی

Baird-Parker agar (BP) 
 انتخابیاز رقتmL 1/0   برای تلقیح در سطح یک پلیت آگار استفاده کنیدپ 

 ترتیب که:است حدود شمارش را با ضریب ده افزای  دهید بهچنانچه احتمام حضور باکتری کم 

از رقت انتخابیmL 1 برای تلقیح در سطح سه پلیت کوچک (mm90)   استفاده کنیدپ 

از رقت انتخابیmL 1 برای تلقیح در سطح یک پلیت بزرگ (mm140) استفاده کنیدپ   
  در هر دو حالت بصورت دو تایی آزمون شودپ -یادآوری

  هایهای تلقیح شده با رقتتوان از یک پخ  کننده برای پلیتمیبرای پخ  کردن روی محیط کشت،  -یادآوری

  پهای بالاتر شروع شودردن از رقتشرطی که پخ  کبه ،استفاده نمودمتوالی 

 ارهپليت  برری هرروازیگرمخررررررانه گررررررررذاری 

h 2 ± h24/C0 37 

 رردیتایيآزمون 

 

 کواگولاززمون آ
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 :تفسير نتایج 

هتتا را شتتمارش دستتت آمتتده از لولتته معیتتار تشتتخیص نتتتایج مثبتتت، تعتتداد نتتتایج مثبتتت بتته   بتتا توجتته بتته 

 و ثبت کنیدپ 

 

  تعيين مقادیرMPN: 

، 9899 استتتتتاندارد ملتتتتی ایتتتتران شتتتتمارۀ  ، مطتتتتاب  ارئتتتتوساستتتتتافیلو کوکتتتتوس   MPN مقتتتتادیر

هتتتتای الزامتتتتات کلتتتتی و راهنمتتتتا بتتتترای آزمتتتتون -میكروبیولتتتتوژی متتتتواد غتتتتذایی و ختتتتوراک دام  

 شودپتعیین می یكروبیولوژیم

 

 

  

 گرمخررررررررررانه گررررررررذاری هوازی
h 2 ± h24 / C0 37 

 

 گرمخررررررررررانه گررررررررذاری هوازی
h 2 ± h24 / C0 37 

 

 تشكيل لخته و انعقاد پلاسما

  Brain-heart infusion brothاز سوسپانسيون mL  1/0انتقا 

 (تراتهيس ای (EDTAخرگوش  یپلاسما mL  3/0 به

 

 کواگولاز: مثبت
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مخمرهرررا و ارش ماننرررد باکترهرررای غيرلاکتيكررری، هرررای قابرررل شرررمميكررررو ارگانيسرررم   7-11

 هاکپک

 –شررريرهای تخميرررری و پنيرررر ترررازه  –کرررره ، 8248 شرررمارۀملررری ایرررران  اسرررتاندارد   7-11-1

 درجه سلسيوس  30روش شمارش کلی در  –های آلوده کنندهشمارش ميكروارگانيسم

 

 

 

 
 هیدرات باشدپ تمامی اجزای محیط کشت باید عاری از کربو –1یادآوری 

های آلوده کننده ها  در محیط کشت مورد استفاده برای آزمون شمارش میكروارگانیسمهیداراتفقدان کربو-2یادآوری 

 پشیرهای تخمیری و پنیر تازه الزامی است 

 باشد    C0 25در دمای  5/7 ± 1/0سترون سازی برابر ای تنظیم کنید که پس از گونهمحیط کشت را به pH -3یادآوری  

   C0 25در دمای  8 ± 1/0ای تنظیم کنید که پس از سترون سازی برابر گونهرا به pHبرای شیرهای تخمیری  -4یادآوری 

 باشد 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 آماده سازی، تهيه آزمونه و سوسپانسيون اوليه و رقت

 پيش ریخته از یهاتيپل در کشت سطحی

  انتخابیاز رقتmL 1/0  برای تلقیح در سطح یک پلیت آگار استفاده کنیدپ 

 ترتیب که:چنانچه احتمام حضور باکتری کم است حدود شمارش را با ضریب ده افزای  دهید به

 از رقت انتخابیmL 1 برای تلقیح در سطح سه پلیت کوچک (mm90)  استفاده کنیدپ 

  انتخابیاز رقتmL 1 برای تلقیح در سطح یک پلیت بزرگ (mm140) استفاده کنیدپ  
  در هر دو حالت بصورت دو تایی آزمون شودپ -یادآوری

 های متوالیهای تلقیح شده با رقتتوان از یک پخ  کننده برای پلیتمیبرای پخ  کردن روی محیط کشت،  -یادآوری

  پهای بالاتر شروع شودرقتردن از شرطی که پخ  کبه ،استفاده نمود

 

 وش انجام آزمونر

 محيط کشت اختصاصی 
 )پپتون از کازئين، پپتون از ژلاتين، کلرید سدیم، آگار  و آب مقطر (
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   1هاقارچ    7-12

نیتاز   کتربن ترکیبتات آلتی و   بتوده و بترای رشتد و تكثیتر بته     ، هتروتتروف، غیتر فتوستنتتیک    یوکاریوت هاقار 

هتای  هتا و یتا ریسته   هتا از رشتته  ستاختار اغلتب قتار     پاختیتاری هستتند  هتوازی  ها هوازی و یتا بتی  قار  دارند

هتا فاقتد دیتواره عرضتی     هتا یتا هیتف   هتای پستت، ریسته   نام هیف تشتكید شتده استتپ در قتار     نخی شكد به

آورنتدپ شتبكه میستیلیوم را    وجتود متی  نتام میستیلیوم را بته   ای بته هتا شتبكه  ها یا ریسته انشعابات هیف .هستند

هتای مختلتف   هتایی کته توستط قتار     صورت کپک بر روی مواد آلتی مختلتف مشتاهده کتردپ آنتزیم     هتوان بمی

هتا از  د کننتدپ قتار   یبتد تتتری  متواد ستاده  تواننتد انتواع متواد آلتی را تجزیته کترده و بته       آیند متی وجود میبه

غشتای دو لایته    هتا هستتند، در اطتراف هستته و دیگتر اجتزای یاختته       ای جتزء یوکتاریوت  لحاظ ساختار یاخته

  .گیرندای حاوی کیتین قرار میهای یاختهدیوارهوجود داردپ در اطراف یاخته، 

                                                 
1- Fungi 

 ها  شمارش کلنی

هتای  میكروارگانیستم کلنتی   عتداد با استفاده از دستگاه کلنتی شتمار، پلیتت هتایی را شتمارش کنیتد کته ت       

هتتای ستتر ستتوزنی یتتا خیلتتی ریتتز کتته از لحتتاظ     کلنتتی نباشتتد و کلنتتی  150آلتتوده کننتتده بیشتتتر از  

 شوند های آلوده کننده نیستند، شمارش نمیخصوصیات ظاهری شبیه میكروارگانیسم

تاییدی کاتالاز انجام شودپ باکترهای لاکتیكی کاتالاز منفی  میكروسكوپی و در صورت لزوم آزمون  -1یاد آوری 

 هستندپ

دست دست آمده، ممكن است اطلاعاتی در مورد منبع آلودگی بههای بهمیكروسكوپی کلنیآزمون  -2یاد آوری 

 های باسیلوس( دارای اهمیت استپ های موجود )خالص، مخلوط، مخمر و کپک، گونهوع کلنیدهد لذا ثبت ن

 

ها در هر گرم نمونه را طب  مقدار میانگین ریاضی وزن داده شده، مطاب   میكروارگانیسمCFU تعداد 

 محاسبه نماییدپ  9899استاندارد 

 گرمخررررررانه گررررررذاری 

C0 03 /h 2 ± h72 

 

http://daneshnameh.roshd.ir/mavara/mavara-index.php?page=%DA%A9%D8%B1%D8%A8%D9%86
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یتزان رشتد   مشتوندپ  هتا، مخمرهتا تقستیم متی    کپتک هتا بته  شتوندپ قتار   ها، مخمرها تقسیم متی کپکها بهقار 

  دارای ارزش تشخیصی استپ  4میكروسكوپی ، مشاهدهوجود رنگدانه ،3رن  کلنی، 2سطح کلنی، 1قار 
 

  5هاکپک  7-21-1

ها تولید واحدهای غیر فتوسنتتیک، چند سلولی، هتروتروف، هستندپ کپک  ،ای، هوازیهای رشتهها، قار کپک

ودپ شآن میسیلیوم گفته میگردد که بهای تشكید میکنند که با تجمع آنها، جرم رشتهمی 6تام میكروسكوپی بنام 

صاف یا کرکدار، اغلب با ساختاراسپورزایی یا تولید مثد رنگی در سطح  9یا جوانه 8پروپاگوم 7صورت کلنیمعمولا به

شكید باشدپ تها در محیط اسیدی با غلظت بالای قند میکنندپ بهترین رشد کپکهای کشت قارچی رشد میمحیط

ا در سپورهاکنند، اسپور می ایجاد فورادشود ها نامساعد وقتی شرایط برای فعالیت آناسپور جنسی استوار استپ 

شكد هرعت تبدید بسبهشوند و با مساعد شدن شرایط  برابرخشكی و سرما مقاوم می باشند و در فضا پراکنده می

غذایی از های مواد همترین کپکشوندپ ممی مواد غذاییبا تجزیه مواد غذایی موجب فساد ها کپک گردندفعام می

دارای ها از کپکگروهی  پباشندمی14و آسپرژیلوس 13، فوزاریوم 12، رایزوپوس11موکور ،10سیلیومدسته پنی

 پگیردصورت می C0 10ها غالبا در حرارت بالاتر ازهستند ترشح اگزوتوکسین کپک 15اگزوتوکسین

 

 

                                                 
 ، منظم یا غیر منظمبرجسته ،مسطح - 1

 دپهای، پشمی، پرزی و مویی باشای، پنبهصورت پودری باشد و یا به صورت شبه مخمری، دانه - 2

هتای  هتا بستیار مشتكد استتپ در قتار      آن کلنتی هتا از روی  ایتن شتناخت قتار     بنتابر   هتای مختلفتی دیتده شتود    رنت    ممكن است در مورد یک قار - 3

 .ها استزا تنوع رن  کمتر است و معمولا سفیدندپ تنوع رن  مربوط به ساپروفیتبیماری

 دارای ارزش ،یتتروجتتود میستتیلیوم یتتا عتتدم وجتتود آن و ایتتن کتته میستتیلیوم دیتتواره عرضتتی دارد یتتا خ     ماننتتد:هتتا، مشتتاهده میكروستتكوپی قتتار   - 4

 استپ   یتشخیص

 

5- Mold 

6- Hypha(Tall) 

7 -Propagule شودپ اجتماع قابد مشاهده و متمرکز توده میكروبی ناشی از یک ذره زنده رشد یافته در سطح یا داخد محیط کشت مغذی گفته میبه 

شتود کته قتادر بته     ای از یتک میستیلیوم قتارچی گفتته متی     استپوریا قطعته  هتای  هتا، استپور، خوشته   موجودات زنده مانند سلوم رویشی، گتروه ستلوم  به - 8

 باشد پ رشد در محیط کشت مغذی می

9- Germ 

10-Penicillium 

11-Mucor 

12-Rhizopus 

13-Fusarium 

14-Aspergillus 

ون نیز موجب هموآگلوتیناسیو زا است سرطاناین سم علاوه بر آن که  کندسم آفلاتوکسین ترشح می آسپرژیلوس پارازیتیكوسو  فلاووس آسپرژیلوس - 15

 پشودمی
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 1 هامخمر 7-21-2

ستند به   هاهای قار یكی از گروهمخمرها  شته ه سلولی می ی فاقد ر سیله   همین دلید تک  شند و بو جوانه زدن  با

قطیر بكار ی، کارخانجات تیدر کارخانجات تخمیر صتتنعتی، نانواپروتیولیتیک نیستتتند کنند مخمرها تكثیر پیدا می

شرایط بی  هاسم ارگانیمیكروروند این می تولید  میزان کمیکند و تولید الكد و بههوازی، قند را متابولیزه میتحت 

 های مخمرهاشتتود کلنیالكد تولید نمی کند وشتترایط هوازی تولید ستتلوم بیشتتتری میکند در ستتلوم جدید می

سی  تولید مثد غیرجن کنندپهای کاذب میغالباد تک یاخته هستند و ایجاد میسلیوم  با قوام بسیار نرم است   ای خامه

صورت جوانه آن صورت تقسیم دوتا   ها اغلب ب ر ی آن تخمیرکننده و غیهاباشدپ بیشتر گونه  می ییزدن و در برخی ب

  زا هستندپبیماری

 
 شمارش کپک و مخمر   7-12-3

شرمارش واحردهای تشركيل دهنرده     -های آنوردهآشير و فر، 10154 ۀاستاندارد ملی ایران شمار  7-12-3-1

   C0 25یشمارش کلنی در پليت در دما-مخمرو یا  کپککلنی 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

                                                 
1-Yeast 

 و رقت هاسوسپانسيون اوليه  ،آماده سازی

 محيط کشت
 Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar(YGC) 

 Yeast Extract Dextrose/oxytetracyclin/ agar/ mediuom(YGOD)  
 

 کشت پور پليت
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 d 5منظور افزای  رطوبت داخد انكوباتور، یک بشر آب مقطر داخد آن قرار دهیدپ گرمخانه گذاری بیشتر ازبه

 دما و میزان رشد داردپ بستگی به

 

  مخمر کلنیخصوصيات 

 با تحدب کم یا زیاد  رای پیرامون منظم واگرد مات یا درخشان، معمولا د
 

 
 

 

 

 

 

 

 

Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar (YGC) 

یررا    
Yeast Extract Dextrose/oxytetracyclin/ agar/ mediuom(YGOD) 

 

 وازیررگرمخررررررررررانه گررررررررذاری ه
d3 تررا d 5/ C0  5/0±C0 25 

 

 ها  شمارش کلنی

 کلنی، شمارش شودپ   300کلنی و کمتر از  30ی دارای بی  از هاکلنی در همه پلیت تعداد

استاندارد ملی  ها را در هر گرم نمونه را طب  مقدار میانگین ریاضی وزن داده شده، مطاب  قار  CFUتعداد 

 محاسبه نمایید پ   9899 ایران شمارۀ
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 مخمرهای اسموفيليک  7-13

 –، ميكررررو بيولررروژی موادغرررذایی و خرررورا  دام 3196 شرررمارۀاسرررتاندارد ملررری ایرررران   7-13-1

 شمارشروش  –های اسموفيليک مخمر

قنتد )بتا درجته     هتای زیتاد  رشتد در غلظتت  هتای هستتند کته قتادر بته     های اسموفیلیک میكروازگانیستم مخمر

تعلتت   زیگتتو ساکارومیستتس هتتایگونتتههتتای استتموفیلیک بتتهمخمربیشتتترین  پباشتتندمتتی( 70تتتا  67بتتریكس 

ذرت، مرباهتا، متلاس، شتربت    هتای شتكلاتی بتا مغتز نترم،      ، آبنبتات عنتوان عامتد فستاد عستد    و اغلب بته  دارد

هتتا در محتتیط انتختتابی، ارگانیستتمبتتاشتتتتدپ ایتتن میكتتروهتتای مشابتتتته متتیآب میتوه تغلتتیظ شتتده و فتترآورده 

هتتای در شتترایط هتتوازی ستتلوم  d 7التتی d 5متتدتبتته C05/0 ± C025پتتس از گرمخانتته گتتذاری در دمتتای  

بتترای  .کننتتداشتتكام نتتامنظم و دارای ابعتتاد مختلتتف تولیتتد  رنتت  کتترم و متتات بتتهمخمتتری دارای جوانتته بتته

، قابلیتتت تولیتتد آنتتزیم اوره، قابلیتتت  2، میكروموفولتتوژی1شناستتایی دقیتت  مخمرهتتا خصوصتتیات مورفولتتوژی 

هتتای مختلتتف، قابلیتتت تولیتتد ترکیبتتات   pH، قابلیتتت رشتتد در  C0 50تتتا  C0 40رشتتد در محتتدوده دمتتایی 

 ،16 %ا تتتت1%هتتای متفتتاوت نمتتک کلریتتد ستتدیم ) آمیلوئیتتد ختتارج ستتلولی، قابلیتتت رشتتد در حضتتور تتتراکم 

 یهتتاگلتوکز و مقاومتتت در برابتر تتراکم    60 % و 50%هتای  قابلیتت تحمتد فشتار استتمزی بتالا در حضتور تتتراکم     

 گیردپمورد بررسی قرار می 3سیكلوهگزیمید 01/0 % و  1/0 %

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

                                                 
هتتایی چتتون رنتت  و شتتكد کلنتتی، بافتتت، حاشتتیه و تغییتترات طیتتف رنگتتی آن در واحتتد زمتتانی مشتتخص ثبتتت و     در بررستتی مورفولوژیتتک ویژگتتی - 1

 گرددگزارش می

 گرددپثبت و گزارش میدر بررسی میكرومورفولوژی اندازه و شكد سلوم، تولید جوانه و آرای  آن  - 2
 

3 - Cycloheximide 

 محيط کشت

Potato Dextrose agar 2% Glucose 60% Sucrose (PDA-G-S) 

Osmophilic Agar (MY40G) 

 محيط کشت:تهيه 

 Potato Dextrose agar 2% Glucose 60% Sucrose (PDA-G-S) 

آب مقطتتر حتتد کنیتتد در حتتالی کتته هنتتوز   mL 400ستتیب زمینتتی را در  –آگتتار دارای دکستتتروز  g 39مقتتدار

شتود ستپس حجتم مخلتوط را بتا آب       حتد  کتاملاد تتا  آن بیافزاییتد  ستاکاروز را بته   g600گلتوکز   g 20گرم استت، 

 است 92/0پس از سترون شدن، برابر کشت محیطاین waبرسانیدپ  L1حجممقطر به
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فعالیتت آبتی کتم متورد نیتاز استت در صتورت        هتایی بتا   برای شتمارش مخمرهتای استموفیلیک رقیت  کننتده     

، مخمرهتای استموفیلیک از بتین خواهنتد رفتتپ بترای کتاه  فعالیتت         1استفاده از رقیت  کننتده هیپوتونیتک   

)وزنتتی/ وزنتی( قنتدهای شت  کربنته ماننتد: گلتوکز و یتتا /        50تتا%   40از%  آبتی محلتوم رقیت  کننتده عمتوم      

 از محلوم رقی  کننده فسفات بافری استفاده کنید پ شود قند اینورت باید استفاده کردپ توصیه می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1- Hypotonic 

  :حلو  رقيق کننده فسفات بافریمتهيه 
را بتته  pHآب مقطتتر حتتد کنیتتدپ   Lm 1000دررا  (4po2KHفستتفات دی هیتتدرژن پتاستتیم )  g 5/42مقتتدار

باشتدپ پتس از تقستیم در     C0 25در دمتای  2/7± 2/0گونه ای تنظتیم کنیتد کته پتس از ستترون ستازی برابتر        

 سترون کنید پ   C0 121در دمای min 15مدت زمانهای مناسب، بهحجم

 هاو رقتآماده سازی سوسپانسيون اوليه 

 تهيه محيط کشت:

 Osmophilic Agar (MY40Gs) 
آب مقطتتر حتتد کنیتتد ستتپس  mL 550آگتتار را در  g 12عصتتاره مخمتتر و  g 3پتتودر عصتتاره مالتتت،g 12مقتتدار

آن افتتزوده و تكتتان گلتتوکز را یكبتتاره بتته g 400حجتتم برستتانید در حالیتتک هنتتوز گتترم استتت،بتتا آب مقطتتر بتته

 C0 100در حمتتام بختتار بتتا دمتتای   min 30دهیتتد تتتا از تشتتكید لختتته ممانعتتت شتتود محتتیط را بتته متتدت    

محتتیط پتتس از نهتایی ایتتن  waاتتتو کتلاو کتتردن نتتدارد  نیتتاز بتته wa لیتد پتتایین بتتودن قراردهیتد  ایتتن محتتیط  

در پتتتری دیتت  توزیتتع mL 15در مقتتادیر محتتیط کشتتت را استتتپ  C0 25در دمتتای 5/5حتتدود ستتترون شتتدن، 

 پقابد نگه داری است C0 3 ± C05هفته در دمای  2مدت کنیدپ این محیط کشت به
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 ایر                                                     
 

                                                  
 

 

 

 

 منظور افزای  رطوبت داخد انكوباتور، یک بشر آب مقطر داخد آن قرار دهیدپ به

 دما و میزان رشد داردپ روز بستگی به 5گذاری بیشتر از گرمخانه

 

 

 
 

 

 

 شمارش مستقيم ميكروسكوپی    7-14

-قسررمت او  -اخترره هررای پيكررری  ی -شررير ،  5028-1اسررتاندارد ملرری ایررران شررمارۀ     7-14-1

 ()روش مرجع ميكروسكوپیروش 

وستیله عوامتد عفتونی زیتادی ایجتاد      کته بته   تیک بیماری التهتابی غتده پستتان است    )ورم پستان(  سیتیماست

 یهتا تعتداد ستلوم    یو ستبب افتزا   پباشتد یمت  دیستف  یهتا التهتاب و هجتوم گلبتوم    یدیت عامتد کل  شتودپ می

 رییت تغ ریشت  بتات یترک جته ینت گذاشتته در  ریتتاث  ومیت تلیمعمتولاد بتر اپ   یمتار یب نیت پ اشودیم ریدر ش کیسومات

پپتوکوکتتوس پ کتته اغلتتب بتتا دو بتتاکتری  استتتپ اکتینومیستتس پیتتوژنز عامتتد ورم پستتتان در گتتاو  کنتتدیمتت

Osmophilic Agar 

 (MY40G) 
Potato Dextrose agar 2% Glucose 60% 

Sucrose (PDA-G-S) 

   روش انجام آزمون

 شت پور پليتک

 گرمخررررررررررانه گررررررررذاری هوازی
d5 تررا d 7/ C0  5/0±C0 30 

 

 ها  کلنیشمارش 

 محاسبه نماییدپ  9899شمارۀ ها در هر میلی لیتر نمونه را، مطاب  استاندارد ملی ایران مخمر CFUتعداد 
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باشتد کته البتته نقت  پپتوکوکتوس در بیمتاری       همتراه متی   1استرپتوکوکوس دیتس آگالاکتیته  و ایندولیكوس 

ناقتتد اکتینومیستتس  حشتتراتن فعالیتتت زایتتی مشتتخص نشتتده استتتپ علتتت شتتیوع بیمتتاری در فصتتد تابستتتا 

هستتتندپ  یمتتاریب جتتادیاز عوامتتد مهتتم ا 3و استتترپتوکوکوس یتتوبریس 2استتترپتوکوکوس آگالاکتیتته استتتپ 

عتتدم  دیتتدلبتته زیتتدر پستتتان و ن یمتتاریعتتدم علائتتم ختتاص ب دیتتدلبتته ینیورم پستتتان تحتتت بتتال صیتشتتخ

پ ردیت گیختام صتورت مت    ریشت  کیستومات  یهتا شتمارش ستلوم    یت دام مبتتلا، از طر  ریدر شت  یظاهر راتییتغ

ورم  میشتتیگانیآزمتتون و یتتا  4ورم پستتتان ییایتتفرنیآزمتتون کال :)ماننتتد یفتتیدو روش مختلتتف، کو بتته

ستتپس پ شتتوده متتیداد صیتشتتخ (6یكتتریپ ایتت کیستتومات یهتتاشتتمارش ستتلوم :)ماننتتد ی( و کمتت5پستتتان

شتمارش  گترددپ  یتک ختاص تعیتین متی    کشت میكروبی اقدام گردیتده و بتا آنتتی بیتوگرام، آنتتی بیوت     نسبت به

هتای تولیتد شتیر    هتای پوششتی مترده در کیسته    هتای ستفید و ستلوم   ، شتمارش گلبتوم  کیستومات  یهاسلوم

از  یكتتی زیتتو ن یمتتاریب نیتتا ییجهتتت شناستتا یعنتتوان شاخصتتبتتهدر هتتر میلتتی لیتتتر شتتیر ختتام استتتپ و  

کتردن یتک لایته نتازک از آزمونته شتیر بتر روی لام         ثابتت ، استاس ایتن روش  استتپ   هکنند نییتع یفاکتورها

-بررستی و شتمارش میكروستكوپی یاختته    میتزی بتا رنت  نیتومن یتا متتیلن بلتو،        آمیكرسكوپی خشک و رن 

هتا  در ضتریب کتاری، تعتداد یاختته     ،هتای شتمارش شتده از یتک ناحیته لام     ضرب تعتداد یاختته  است که با  ها

هتای پیكتری در شتیر کتتاربرد    ومست منظتور شتمارش   آمیتزی بته  ایتن رنت    یتدپ  آدستت متی  لیتتر بته  در میلتی 

هتتای مختلتتف ماننتتد التهتتاب عفونتتتدام مبتتتلا بتتهشتتیرهای آلتتوده میكروستتكوپی در مشتتاهدۀ دارد فراوانتتی 

هتتای پوششتتی، ستتلوم :پیكتتری ماننتتدهتتای هتتای باکتریتتایی، ستتلومعتتلاوه بتتر ستتلوم ،بروستتلوزپستتتان گتتاو و 

 ندپ شومی   آمیزیهای سفید رنلبومگماکروفاژها و 
 هتای  ستلوم بته  مربتوط  و بتوده  طبیعتی  امتری  شتیر  Lcells/m  100000از کمتتر  تعتدادی  بتا  بتدنی  هتای ستلوم  وجود -یادآوری

 کارتیتته آن زیتتاد احتمتتامبتته باشتتد، Lcells/m 100000از بتتی  SCC چنانچهاستتتپ پستتتانی هتتای آلوئتتوم و مجتتاری پوششتتی

  پاست شده عفونی

 

 سازی آزمایهماده و آنگه داری 

 نگه داری آزمایه: 

پتتس از نمونتته بتترداری آزمتتای  شتتوند در غیتتر ایتتن صتتورت و در صتتورت  h 6هتتا بایتتد در متتدت زمتتانآزمایتته

هتای شتیمیایی ماننتد: استید بوریتک، برونوپتوم یتا        تتر، لازم استت نگهدارنتده   مدت طتولانی داری آزمایه بهنگه

                                                 
1- Streprococcus dysgalactiae 

2- Streprococcus agalactiae 

3-VStreptococcus uberis 

4- California mastitis test (CMT) 

5- Michigan mastitis test (MMT)  

6- Somatic cell count (SCC) 
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نوشتتته  24در جتتدوم  آزمایتته mL 100ازائ هتتراز بتتهبیشتتینه مجتتشتتیر اضتتافه شتتودپ دیكرومتتات پتاستتیم بتته

 شده است پ 

 
 بيشينه مجاز نگه دارنده -24جدو  

 mL 100ازائ هرغلظت نهایی بيشينه مجاز به نگه دارنده

 g 6 /0 اسید بوریک

 g05 /0 برونوپوم

 g 1 /0 کرومات پتاسیمدی

 قابد نگداری استپ C02 ± C0 4دمایروز در  6های دارای مواد نگه دارنده، حداکثر تا آزمایه -

کرومات پتاسیم استفاده تر فقط از دیشود برای نگه داری طولانیدلاید زیست محیطی توصیه میبه -

 کنیدپ

 
 آزمایهآماده سازی 

کنیتد، ستپس تتا دمتای      گترم کترده و بتا احتیتاط مخلتوط     ، C02 ± C040 ها را در حمام آبگرم بتا دمتای  آزمایه

 ( خنک کنیدپ C020 )کالیبره شدن میكرو سرن  

را بتا   610هتای پیكتری بتا تعتداد تخمینتی بیشتتر از       هتای دارای یاختته  آزمایته  1با استفاده از فرمتوم شتماره   

یاختته پیكتری در هتر میلتی لیتتر       5×510شتمارش حتدود   محلوم بافر فسفات بته نحتوی رقیت  کنیتد تتا بته      

 9بنتتد  5028-2 ۀشتتمار ملتتی ایتتران استتتانداردستتازی آزمایتته بتتهبتترای آمتتادهآزمایتته دسترستتی پیتتدا کنیتتدپ  

 مراجعه کنید پ

)( bs

s

VV

V
d


 

 

 که در آن :

d      یاخته پیكری در هر میلی لیتر آزمایه 5×  510ضریب رقت برا ی بدست آوردن شمارش حدود 

Vs     حجم آزمایه بر حسب میلی لیتر 

bV  باشدکار رفته برای رقی  کردن آزمایه بر حسب میلی لیتر، میحجم بافر فسفات به 

 دست آوردن رقت مورد نیاز را ثبت کنیدپکار رفته برای بهمقدار ضریب رقت، حجم آزمایه و حجم بافر به
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 آزموناجرای روش 

 و رنگ آميزی آماده سازی گستره

 پی  از استفاده در اتاندها را د لامکنین شمارش ن آبهتری ود کنیمیزی آبرای هر آزمایه دو گستره تهیه و رن  

 اجازه دهید الكد آن تبخیر شودپ  و هفرو برد 95%
 ها از میكروسرن  استفاده شودپاین آزمونانجام برای -یاد آوری

 رترلامپ –ان رومرنيو رنگ آميرزی با محلرو  ره رازی گستراده سرآم 

 شستشو دهیدپ  با آزمایه چندین باررا میكروسرن  

 

 سطح خارجی میكروسرن  آغشته با آزمایه را پاک کنیدپ

  

ml01/0  شده)بدون تغییر یا رقی  شدن(  مخلوط کاملادآزمایه 

 کنیدپپخ  2cm1در وسط سطح لام تمیز دارای محدوده را 

 

 یكنواخت کنیدپ با استفاده از سوزن در تمامی سطح محدوده را آزمایه 

 

 کنیدپ خشک  در دمای اتاقرا گستره 

 

 کنیدپغوطه، min15زمان مدتلامپرت به–لام با گستره خشک را در محلوم نیومان

 

 کنیدپخشک  در دمای اتاقرا گستره 

 

 کنید ور غوطه آب معمولی دررا لام با گستره خشک 

 

 دهیدپ شستشورا رن  اضافی 

 

 کنیدپدر دمای اتاق خشک لام را 

 

 کنیدپ نگه داری غبار دور از گرد ورا در شرایط مناسب و لام 
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 و رنررگ آميرررزی بررا محلرررو  رنررگ اتيردیررروم      ره رازی گستررراده سرررآمرر

 برومایرد 

ml1  آزمایه آماده سازی شده وml1 لتولته آزمای  منتقد کنیدپ اتیدیوم بروماید را به 

 پ(نور محافظت کنیدتاب  مخلوط را از )

 

گرمختانه گتذاری min 3مدت زمان به C0 50را در بتن متتاری اتیدیوم بروماید( )آزمایه آماده سازی شده ومخلوط 

 کنیدپ

 شستشوی دهیدپ   سرن  را چندین بارمخلوط را خنک کنید و با میكرو

 

ml01/0  دارای محدوده تمیز لام وسط سطح در  میكروسرن را با استفاده از  لوطتمخاز(2cm1) 

 کنیدپیكنواخت و پخ  

 

 گسترده کنیدپ  آزمایه را در تمامی سطح محدوده

 

 کنیدپخشک  در دمای اتاقرا گستره 

 

 برابر( 1000تا  500از ها با استفاده از ميكروسكوپ با بزرگنمایی )شمارش هسته یاخته

 هررا :یررراختررهارزش 

 یا بلندتر )دارای ارزش(  µm  8یاخته دارای هسته، رنگی و معمولا-

 )بدون ارزش(  µm  4یاخته با اندازه های کمتر از-

 ای قابد رویت باشد )دارای ارزش( مواد هسته %50یاخته متلاشی که -

 هم چسبیده )ارزش یک یاخته(های بهیاخته-

  دارای هسته واضح و مجزا )دارای ارزش(هم چسبیده های بهیاخته-
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شتتتود دیتتده متتتی  %60و در ورم متتزمن تتتتا   %90: در ورم پستتتتان حتتاد تتتتا  1ایچنرررد هسرررتهیاخترره  

هتتا اولتتین رده دفتتاعی در   استتت ایتتن یاختتته  2هستتته کتتم بتتوده، فاگوستتیتوز   نستتبت ستتیتو پلاستتم بتته  

 بیماری ورم پستان استپ 

 

 پذیری ضعیف داردپ  دارای هسته گرد و ستو پلاسم رن  m µ 10-mµ  14: اندازه3یاخته پوششی

 

ه شوندپ ب ها شدیدا رن  آمیزی می هسته کم استپ هسته   نسبت سیتو پلاسم به    mµ 10-mµ5 : اندازه4لمفوسيت 

 شوندپ تقسیم می  Bو Tدو دسته 

 

 پفاگوسیتوز است هسته کم ونسبت سیتوپلاسم به mµ 10-mµ  5 : اندازه 5ماکرو فاژ

 
 

  محاسبه و بيان نتایج

هتتای شتتیر و فتترآورده  5028-1استتتاندارد ملتتی ایتتران شتتمارۀ     11محاستتبه و بیتتان نتتتایج طبتت  بنتتد     

 انجام دهیدپ  شمارش مستقیم میكروسكوپی -آن 

 

 نتيجه آزمونبيان    8

 شمارش 8-1

 :محاسبه کنیدبا استفاده از پارامتر های زیر  را S نمونۀ در موجود های میكروارگانیسم Nتعداد 
m است 1 فرمومدست آمده از دو پلیت در میانگین حسابی به، 

                                                 
1- Polymorphy nuclea ( PMN) 

2- phagocytosis 

3- Epithelial cell 

4- Lymphocyte 

5- Macrophage 
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c است، 2 فرمومنی های شمارش شده یک پلیت در تعداد کل 

cx است، 3 فرمومدست آمده از دو رقت متوالی در شمارش به ارزیابی شده  میانگین 

  

 تعداد میكروارگانیسم های موجود در نمونه را محاسبه کنید: 3و  2،  1های  فرموممطاب  

(1) 

 )( dV

m
N


  

(2) 

 )( dV

c
N


  

(3) 

 )( dV

x
N

c


  

 ،که در این فرموم ها
m دست آمده از دو پلیت میانگین حسابی به، 

V میلی لیتر هر پلیت، بهحجم ماده تلقیحی به، 

d رقت آماده شده برای تهیه سوسپانسیون اولیه یا برای اولین رقت مورد استفاده برای ضریب رقت مربوط به

 ،شمارش 

c روی یک پلیت ،ی های شمارش شده تعداد کلن 

cx محاسبه (4) با استفاده از فرموم و باشدز دو رقت متوالی میشمارش کلنی ها، ا ارزیابی شدۀمیانگین 

 می شود : 

(4) 
21 1.0 nn

c
xc




  

 که در آن :

c های شمارش شده از تمام پلیت های حاصد از دو رقت متوالی می باشد،مجموع کلنی 

1n های شمارش شده برای سوسپانسیون اولیه )یا اولین رقت شمارش شده( می باشد،تعداد پلیت 

2n اولیه )یا دومین رقت شمارش شده( می  از سوسپانسیون 10به  1های شمارش شده برای رقت تعداد پلیت

 باشدپ

 دار گرد کنیدپ نتیجه را تا دو رقم معنی

 

 جستجو 8-2
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 :صورت زیر بیان کنیدرا به ، نتیجهشد تاییدها ها، وجود باکتریکلنیشناسایی در اگر 

 پت(مثب)  S وجود باکتری در نمونه

سازی رشدی مشاهده نشد و یا چنانچه شناسایی غنیهای غنی سازی استفاده شود و پس از چنانچه از روش

 صورت زیر بیان کنید:ها وجود این گونه را تایید نكند، نتیجه را بهکلنی

 پی(منف)  S عدم وجود باکتری در نمونه

 

 گذاریصحه 8-3

 شمارشگذاری صحه 8-3-1

کننتده  محلتوم رقیت   شتمارش پلیتت شتاهد باشتد،      % 50گتذاری حتداقد   در صورتی که شمارش پلیتت صتحه  

 گذاری شده استپو روش مورد استفاده )کشت آمیخته یا کشت سطحی یا صافی غشایی( صحه

 

 جستجوگذاری صحه 8-3-2

و سازی و جستجگذاری، باکتری رشد کند و در پلیت شاهد رشد مشاهده نشود روش خنثیچنانچه در پلیت صحه

 گذاری شده استپصحه

شود باکتری از گذاری میسازی و جستجو در صورتی صحه، روش خنثیاهده شودچه در پلیت شاهد رشد مشچنان

 پلیت صحه گذاری شده، بازیافت شودپ 

عدم رشد روی پلیت های صحه گذاری نشان دهندۀ این است که فعالیت ضد میكروبی هنوز وجود دارد و تغییر 

و یا افزودن مقدار کافی مادۀ  فرآوردهثابت شرایط آزمون بوسیلۀ افزای  مقدار محیط کشت مایع مغذی با مقدار 

شد به ای که اجازۀ رگونهکننده، یا با ترکیب مناسبی از این تغییرات بهخنثی کننده در محیط کشت مایع غنی

 بدهد، لازم استپ باکتری

همچنان کننده و افزای  قابد توجه در حجم محیط کشت مایع، چنانچه علیرغم افزودن مقدارکافی مادۀ خنثی

ا ب فرآوردهشرح فوق وجود نداشت، نشان دهندۀ این است که احتمام آلودگی های زنده بهامكان بازیافت کشت

 باکتری مورد نظر وجود نداردپ

 

 MPN تعيين مقادیر  8-4
 اساس روش    8-4-1

 وجود دارد: MPNسه روش اصلی برای تعیین مقادیر 

 فرمو  ریاضی   8-4-1-1

  MPN عبارت دیگر برای تعیین بیشترین تعداد احتمالینمونه و یا به mL 100در ها میكروارگانیسمرای تخمین ب

 : از فرموم زیر استفاده کرد ، می توانmL 100در 
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 𝑀𝑃𝑁/100𝑚𝑙 =    
𝑛𝑝𝑜𝑠 × 𝑉𝑠

√𝑉𝑛𝑒𝑔 × 𝑉𝑡𝑜𝑡
 

 nposپهای دارای واکن  مثبتتعداد لوله 

Vs    معمولادر لیترمیلیاصلی بهحجم نمونه مرجع در نمونه( mL100) پ 

Vneg های دارای واکن  منفی به جم کد در تمام لولهحmL پ 

Vtot  ها به حجم کد نمونه در تمام لولهmL پ 

 

   MPN جدو  8-4-1-2

سم رای تخمین ب شترین تعداد احتمالی نمونه و یا به  درها میكروارگانی نمونه  در MPN عبارت دیگر برای تعیین بی

 پ مراجعه کنید، 9899 شمارۀملی ایران  استانداردبه

 

 يوتریپکامبرنامه  8-4-1-3

کته در آن محتیط کشتت بتتا غلظتت مضتاعف یتتا چنتذ برابتر یتا محتتیط کشتت حتد شتتده در            MPNدر روش 

شتتود ممكتتن استتت مقتتدار متتواد ممانعتتت کننتتده بیشتتتر باشتتدپ صتتافی غشتتایی کتته     نمونتته استتتفاده متتی 

دلیتد ایتن کته متواد ممانعتت کننتده روی صتافی        کنتد ممكتن استت بته    را از نمونه جدا متی ها میكروارگانیسم

مانتتد ایتتن مشتتكد را نداشتتته باشتتدپ همچنتتین اجتتزای بیولتتوژیكی ماننتتد فلتتور میكروبتتی همتتراه   بتتاقی نمتتی

هتای متورد جستتجو تتداخد داشتته باشتد       ممكن استت از طریت  رقابتت بیولتوژیكی بتا رشتد میكروارگانیستم       

هتتای آزمتتون کتته میكتترو ارگانیستتم افتتتد در ستتایر روشویتتژه در محتتیط کشتتت متتایع اتفتتاق متتیهایتتن اثتتر بتت

هتا  علتت عتدم گستترش و یتا رشتد زیتاد کلنتی       کنتد ایتن رقابتت بیولتوژیكی بته     های جداگانه ایجاد متی کلنی

 پ شودروی پلیت، محدود می

سم در نمونه باعث عدم دقت در نتایج می    صادفی میكروارگانی شكد را می  شود توزیع ت وش توان با کار برد راین م

 تلقیح مناسب کاه  داد پ 

 یابدپ های تلقیح شده چند تایی در هر سری حجم آزمایه افزای  میدقت، با افزای  تعداد لوله MPNدر روش 

 الگوی نتایج مثبت بدست آمده بستگی داردپ دقت نسبی به

اده های کشتتت دبستتتگی دارد و نتیجه با افزای  تعداد پلیتها تعداد کد کلنیدر روش شتتمارش کلنی، دقت به

کلنی )تیپیک( در هر پلیت  150حدود  رها تا حداکثشده، افزای  می یابد و دقت همچنین با افزای  تعداد کلنی 

 پیابدبرای روش شمارش افزای  می
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 پيوست الف

 فرآورده های لبنی (GMP)استانداردهای مرتبط با 

 راهنمای کلی برای آزمون های ميكروبيولوژی، 9899 شمارۀ استاندارد ملی ایران - 1الف 

های میكروبیولوژی در  حصتتتوم اطمینان از یكستتتان بودن روش های کلی برای انجام آزمون    این استتتتاندارد به   

ماهن  در تایج هنکندپ کاربرد این استاندارد، دستیابی به  آزمایشگاههایی که استاندارد ها را پذیرفته اند کمک می  

آزمایشگاههای مختلف را تسهید کرده و با پیشگیری از خطر عفونت، باعث حفظ سلامت کارکنان آزمایشگاه می      

 نكات زیر حائز اهمیت است:توجه به مواد غذاییشودپ هنگام انجام آزمون های میكروبیولوژی 

 های موجود در نمونه جداسازی یا شمارش شوند؛فقط میكروارگانیسم -

 های فوق باعث آلودگی محیط نشوندپیكروارگانیسمم -

بهداشتتت فتتردی توجتته شتتود و روش هتتایی   متتوارد فتتوق بایتتد تتتا حتتد امكتتان بتته  منظتتور دستتتیابی بتته بتته

 کند به کار رودپکه از آلودگی های خارجی پیشگیری می

 شتتتودپهتتتای کماتتتی ارائتتته متتتیدر ایتتتن استتتتاندارد بتتترای اقتتتدامات احتیتتتاطی در طتتتوم آزمتتتون، مثتتتام

هتتتتا هتتتتای میكروبیولتتتتوژی و میكروارگانیستتتتمبنتتتتابراین داشتتتتتن اطلاعتتتتات کلتتتتی در زمینتتتته روش 

طریقتتی صتتحیح حتتائز   هتتا بتته هتتا و شتتمارش میكروارگانیستتم  ضتتروری استتتپ همچنتتین انجتتام آزمتتون   

 اهمیت استپ

طتتور ناخواستتته ستتبب آلتتودگی    هتتا هنگتتام آزمتتون ممكتتن استتت بتته     دستتتكاری نمونتته بتتا توجتته بتته  

ون کننتتتده بایتتتد صتتتحت نتتتتایج روش هتتتای ختتتود را تصتتتدی  کنتتتدپ انجتتتام     متقتتتاطع شتتتود، آزمتتت 

دلائتتد بهداشتتتی بلكتته بتترای حصتتوم اطمینتتان از تجدیتتدی       تنهتتا بتته اقتتدامات احتیتتاطی ختتاص نتته   

پتتتذیری ختتتوب نتتتتایج ضتتتروری استتتتپ تعیتتتین اقتتتدامات احتیتتتاطی در همتتته شتتترایط امكتتتان پتتتذیر    

بایتتتد هنگتتتام آمتتتاده ستتتازی، ستتتترون نیستتتت، ولتتتی ایتتتن استتتتاندارد حتتتداقد اقتتتدامات اصتتتلی را کتتته 

 کندپسازی و انبارش محیط های کشت و تجهیزات در نظر گرفته شود، تعیین می

 

کررار بهداشررتی کارخانجررات شررير و   آئررين، 4629 شررمارۀ اسررتاندارد ملرری ایررران  - 2الررف 

آیررين کررار شستشررو و ضرردعفونی  ، 3540 اسررتاندارد ملرری ایررران شررمارۀ  هررای آن وفرررآورده

  بندی آنآمده و بستهپنيرسازی و پنير بعمل هایدستگاه

تهیتته شتتده  لبنتتی راهنمتتایی استتت کتته بتتا در نظتتر گتترفتن نیازهتتای ختتاص صتتنعت      هتتااستتتاندارد ایتتن

ارائتتته  لبنتتتیهتتتای وردهآرا بتتترای فتتتر (GMP)راهكارهتتتای ختتتوب ستتتاخترهنمودهتتتای مربتتتوط بتتته و

متتدیریت عوامتتد فنتتی، اجرایتتی و    هتتای ستتازمانی و عملتتی درزمینتته    دپ ایتتن راهنمتتا توصتتیه  نتتدهمتتی
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ورده را از دریافتتتت تتتتا آدهتتتد و پیگیتتتری فتتترورده را ارائتتته متتتیآکارکنتتتان تاثیرگتتتذار بتتتر کیفیتتتت فتتتر

 دپنسازبارگیری و حمد، امكان پذیر می

تعیتتتین راهنمتتتای تولیتتتد، کنتتتترم، نگهتتتداری، بتتتارگیری و حمتتتد   هاهتتتدف از تتتتدوین ایتتتن استتتتاندارد

ای فتترآوردهابی بتتههتتایی استتت کتته دستتتی   متتای تعیتتین فعالیتتت  باشتتد و راهنمتتیلبنتتی ورده ی آفتتر

 سازدپهای خاص را امكان پذیر میمنطب  با ویژگی

 های لبنیوردهآاستانداردهای مرتبط با فر - 3الف 

 آزمون یهاوروش هایژگوی– زهیپاستور ری، ش93 ۀشمار رانیا یاستاندارد مل -

 خام شیر های، ویژگی164 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون یهاروش و یزگوی–، ماست 695 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون  یهاها وروش یژگیو-دار رطعمی، ش1527 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 و هایژگیو-((UHTیفرادما تجار رشی–آن یفرآورده ها و ریش ،1528ۀ شمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون هایروش

 آزمون یهاروش ها ویگویژ– ی، بستن2450 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 هایژگیو -عی،کشک ما2452 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 هایو روش هایژگوی-دارطعم ماست انواع–آن  یهاو فرآورده ری، ش4046شماره  رانیا یمل استاندارد -

 آزمون

 شیری هایورده فرآ و شیر–، بسته بندی 4494 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

بازرسی -شرایط بهداشتی -های آن وردهآ، واحدهای تولیدی شیر و فر5485 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 و نمونه برداری

 ها یژگوی– رپنی پودر–آن  یهاو فرآورده ری، ش5877 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 هایژگوی– یصنعت عیکشک ما ، 6127ۀ شمار رانیا یاستاندارد مل -

 آزمون  هایو روش هایژگیو-رپنی پودر–آن  یهاو فرآورده ری، پن6959 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون هایو روش هایژگیو -، پودر خامه7686 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 عوامد تحلید و تجزیه سیستم استقرار راهنمای –ره پاستوریزه ک،7771 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 (HACCP) بحرانی کنترم نقاط و خطرزا

 آزمون هایو روش هایژگیو-پارمسان ری، پن9011شماره  رانیا یمل استاندارد -

 آزمون هایو روش هایژگیو -وتایکاچ ری، پن9012 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون یهاها و روشیژگیو -گودا ری، پن9013 ۀشمار رانیا یاستاندارد مل -

 آزمون هایو روش هایژگیو -زهیبوتر ک ریپن، 9014 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -
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 هایژگیو-پروسس آنالوگ ری، پن10696 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون هایو روش هایژگیو -کیوتی، دوغ پروب11324 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون هایو روش هایژگوی – کیوتی، ماست پروب11325 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون یهاها و روشیژگیو -چدار ری، پن11832 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون هایو روش هایژگیو -یلبن ریو غ یکننده لبن یا، پودرخامه11139 ۀشمار رانیا یاستاندارد مل -

 آزمون هایو روش هایژگیو -سامسو ری، پن14813 ۀشمار رانیا یاستاندارد مل -

 آزمون  هایو روش هایژگیو – ی، پودر بستن19257شماره  رانیا یمل استاندارد -

 آزمون  هایو روش هایژگیو -آدام ری، پن11833 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون هایو روش هایژگیو -رزیکولوم ری، پن13328 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

-و روش هایژگوی –پروسس یتزایپ ریپن -آن یهاوردهآو فر ری، ش13526 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون یها

 آزمون  هایو روش هایژگیو -دانبو ری، پن13699 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون هایو روش هایژگیو -یبر ری، پن13702 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون یهاها و روشیژگیو -امنتام ری، پن13701 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 یهاها و روشیژگوی – یریش یدسرها-آن  هایوردهآو فر ری، ش14681 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون

 آزمون یهاها و روشیژگوی – یلبن هیبر پا یدنی، دسر نوش19697 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

و  هایژگوی – یاوهیم یریش یدنینوش-آن  یهاوردهآو فر ری، ش16881 ۀشمار رانیا یمل استاندارد -

 آزمون یروش ها

های نمونه برداری برای روش–میكروبیولوژی زنجیره مواد غذایی ، 20834 شمارۀاستاندارد ملی ایران  -

 های میكروب شناسیآزمون
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 پيوست ب

 انواع استاندارد

 

ها و سطوح متفاوت تهیه می شوندپ ارتباط بین جنبه، رشته و استانداردها با موضوعات مختلف در زمینه 1-ب

 سطح استاندارد در نمودار زیر نمای  داده شده استپ 

 
سطح                                                              

بین المللی                                                      

                                                                                 

                                                        

                                                      

                  ملی                                                      

                                     

(ایجامعه /انجمنی)شرکتی                          

                  

کارخانه ای                                           

                             اصطلاحات                  مكانیک                                              

              مبنا                            عمران                                        

ویژگی                                          شیمی                               
آزمون                                                          نساجی                     
آئین کار                                                                            مواد                    

بازرسی                            استاندارد  فضای                                    مدیریت         

ایمنی                                                                                                          بازرگانی

                                                                                                                              جنبه                                                                                       رشته
 

 

 سطح استاندارد 2-ب

 صورت زیر تقسیم بندی کرد:ها را بهسطح کلی می باشند که می توان آن سهاستانداردها دارای 

منظور استفاده در همان واحد تدوین این گونه استانداردها توسط کارخانجات و به ،استانداردهای کارخانه ای -الف

داخلی کارخانه باید شرایط و عوامد خارجی از قبید می شودپ در تدوین استاندارد کارخانه ای ضمن بررسی شرایط

ی و رقابت، نیاز مشتری و امثام آن باید مورد توجه مواد اولیه و منابع تهیه آن، چگونگی تهیه تجهیزات، بازاریاب

 قرار گیرد
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وسیله سازمان استاندارد ، این گونه استانداردها بهو پپپ( ISIRI, BS, BIS ASTM ,) مانند  استانداردهای ملی -ب

شودپ در تدوین این عنوان مقام ذی صلاحی برای این کار شناخته شده است، تهیه میدر یک کشور که به

ستانداردها تمامی افراد ذی نفع از قبید تولید کنندگان، مصرف کنندگان، اعضای مراکز علمی و فنی، مراکز ا

 شرکت دارندپآن مراکز دولتیو امثام  ها یاکارشناسان مرتبط از سازمانتجاری 

جغرافیایی، ، عواملی نظیر موقعیت ( CEN) مانند استانداردهای اتحادیه اروپا  استانداردهای منطقه ای -پ

دوین تفرهن ، سیاست، شكد تولید و مصرف و امثام آن برخی از کشورها را بر آن داشته تا مشترکا مبادرت به

 استانداردهای منطقه ای نمایندپ

، هدف از تدوین استانداردهای بین المللی حفظ و نگهداری پیشرفت های (  ISO) استانداردهای بين المللی -ت

در تمام دنیا و طرح و ارائه تكنولوژی های پیشرفته در این استانداردها و انتقام آن به فنی در یک سطح معین 

 می باشدپنیاز و موقعیت زمانی کشورها از نظر توسعه فنی و صنعتیاستانداردهای ملی با توجه به

 

 جنبه استاندارد -3-ب

 گسترش یافته و می تواند موضوعات مختلفیهای مختلف استاندارد نیز در راستای رشد و تكامد دان  بشری جنبه

 را شامد شودپ

 های ویژگیاستاندارد -الف

 روش آزمون استاندارد های -ب

 استانداردهای آیین کار -پ

 استانداردهای ایمنی -ت

 واژه نامه -ث

 و پپپ(، راهنما طبقه بندی، بازرسی و نمونه برداری، بسته بندی، حمد و نگهداریاستانداردها )شامد سایر  -ت

 

 استاندارد  جرایا -4-ب

 دو دسته زیر تقسیم بندی می شوند: استانداردهای ملی از نظر اجرایی به

، شامد استاندارهایی می باشد که در رابطه مستقیم با ایمنی و بهداشت، محیط استاندارد های اجباری -الف

 صورت قانونی از نظر اجرا اجباری اعلام می شوندپ زیست و یا تجارت خارجی )صادرات و واردات( بوده و به

ن توان بالای تولید و هم چنی، شامد استانداردهایی است که تولید کننده با توجه بههای تشویقیاستاندارد -ب

 اجرای آن داردعلاقمندی و موافقت خود، داوطلبانه تماید به

ردهای استاندا"آدرس زیر و لینک ملی استاندارد ایران بهمتن کامد استانداردهای ملی ایران از طری  سایت سازمان 

 باشدپدر دسترس می "ملی
www.isiri.gov.ir   

http://www.isiri.gov.ir/
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 پيوست پ

 يتفمفاهيم مورد استفاده در کنتر  کي

 (Sampleنمونه )  -1-پ

 یا محموله انتخاب می شوند را نمونه گویندپک یا چندین قلم، قطعه  یا واحد که از یک جامعه یا مجموعه ی

 (Sample Sizeحجم نمونه ) -2-پ

 مقدار مواد یا تعداد اقلام یا واحدهای تشكید دهنده یک نمونه را، حجم نمونه گویندپ

 (Sampling) بردارینمونه  -3-پ

انتخاب می شود تا بر رویه ای است که بر طب  آن از جامعه یا محموله مورد بررسی بخ  یا بخ  های کوچكی 

 اساس نتایج حاصد از بازرسی آن ها بتوان در مورد کد جامعه یا محموله قضاوت کردپ

 (Inspection) بازرسی -4-پ

هایی است که جهت مقایسه مشخصات مواد محصولات نیمه ساخته و ها، اندازه گیری و آزمونمجموع بررسی

 ها انجام می گیردپمحصولات تمام شده با مشخصات فنی یا استاندارد

 (Accuracyدرستی )-5-پ

 نزدیكی نتیجه اندازه گیری یک کمیت با مقدار واقعی آن کمیت استپ

 (Precision) دقت -6-پ

 های تكراری حاصد از چند آزمای  بر روی یک نمونه استپنزدیكی بین جواب

 (Reproducibility) تجدید پذیری -7-پ

ها بر روی یک نمونه است در شرایطی که روش، آزمای  کننده، آزموننزدیكی میزان مقادیر بدست آمده از 

 تجهیزات ، محد و شرایط و زمان متفاوت باشدپ

 (Repeatability) تكرار پذیری -8-پ

نزدیكی مقدار نتایج اصد از یک آزمای  در شرایطی است که شرایط اندازه گیری، تجهیزات، آزمای  کننده و 

 محد همگی یكسان باشدپ

 (Tolerance) رواداری -9-پ

  حداکثر میزان انحراف قابد قبوم برای یک کالا از اندازه خود ) حداکثر خطای قابد قبوم در یک اندازه گیری(
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 پيوست ت

 )اطلاعاتی(

 مدیر کنتر  کيفيت و آیين نامه تایيد صلاحيت علمی و فنی    1-ت

صلاحیت وی طب  آیین نامه تایید صلاحیت علمی و فنی های تولیدی فردی است که مدیرکنترم کیفیت در واحد

مدیران کنترم کیفیت، مورد بررسی قرار گرفته و پس از تایید سازمان ملی استاندارد و یا اداره کد استاندارد استان 

 ، پروانه تایید صلاحیت دریافت می نمایدپ

وظایف خود از جمله حضور تمام وقت در  مدیرکنترم کیفیت واحد تولیدی طب  آیین نامه مذکور،علاوه بر انجام

یک نوبت کاری و بازرسی ،کنترم و نظارت کامد بر مواد اولیه، شرایط فرآورده حین ساخت ، محصوم نهایی و 

شرایط نگهداری درکلیه مراحد تولید و یا خدمت و سایر وظایف و موارد ذکر شده، موظف است نتایج آزمون 

را روزانه ثبت نموده و به صورت کتبی ماهیانه ) حداکثر تا پایان هفته اوم ماه  های تولید شده در کارخانهنمونه

 بعد ( به اداره کد استاندارد استان )با امضاء مدیر کنترم کیفیت و مدیر عامد کارخانه( ارسام نمایدپ

واند ه می تعدم انجام هر یک از وظایف مدیر کنترم کیفیت و تخطی شغلی و قانونی او طب  آیین نامه ذکر شد

بیشترین،  به عنوان ابطا  دایم پروانهمنجر به اعمام تنبیهاتی به ترتیب شامد: تذکر شفاهی به عنوان کمترین و 

 برای مدیر کنترم کیفی اجرا شودپ

یادآوری می گردد در صورت تعلی  یا لغو پروانه تایید صلاحیت مدیر کنترم کیفیت واحد مربوطه ، موظف است 

ه نسبت به معرفی فرد جایگزین اقدام و اداره کد نیز موظف است نسبت به احراز شرایط فرد ظرف مدت یک هفت

 معرفی شده و تأیید صلاحیت وی اقدام نمایدپ

آیین نامه تایید "برای اطلاع از وظایف ، قوانین، تخلفات ، تنبیهات و سایر موارد مهم، به آخرین و جدیدترین

 ،  www.isiri.gov.irموجود در سایت سازمان ملی استاندارد " یفیتصلاحیت علمی و فنی مدیران کنترم ک

 مراجعه شودپ 

خلاصه ای از دستورالعمل نحوه تذکر، اخطار، تعليق و ابطا  پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به    2-ت

 مربوطهعلت عدم تداوم انطباق فرآورده با استاندارد 
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 درجه بندی نواقص موجود در کالاهای توليدی     1-2-ت

بر اساس دستورالعمد نحوه تذکر، اخطار، تعلی  و ابطام پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به علت عدم تداوم 

سه دسته  /د(، نواقص موجود در کالاهای تولید شده به50/119انطباق فرآورده با استاندارد مربوطه )مدرک شماره 

 گردند:به شرح زیر تقسیم می

 نقص بحرانی:  1-1-2-ت

نقص موجود در یک محصوم است که برای افرادی که از آن استفاده یا نگهداری می کنند، خطرناک بوده و یا 

 وضعیت ناامنی را به وجود آوردپ

 نقص عمده:  2-1-2-ت

ه یا به نحو قابد ملاحظه ای امكان استفاده از کالای نقصی است متفاوت با نقص بحرانی که فقدانی را به وجود آورد

 مورد نظر را برای منظور خاص، کاه  می دهدپ

 نقص جزئی:  3-1-2-ت

نقصی است جدا از نقایص بحرانی و عمده که امكان استفاده از محصوم مورد نظر را برای منظور خاص کاه  نمی 

ت که کارآیی آن کالا را چندان کاه  نمی دهدپ نقایص دهد یا آنكه اختلاف آن با مشخصات فنی به میزانی اس

 ها به پیوست می باشدپ بحرانی ،عمده و جزئی آزمون

 نحوه برخورد کالاهای توليد شده نامنطبق با استاندارد مربوطه      3-ت

در صورتی که در نتایج آزمون فرآورده نمونه برداری شده ، هریک از نواقص فوق مشاهده شوند، امتیاز منفی به 

( به واحد تولیدی تعل  گرفته و ادارات کد استاندارد استان بر اساس جمع امتیازات 1شرح فهرست زیر )جدوم 

د علامت استانداردبرای هر محصوم و هر واحد منفی در طوم یک دوره )از هنگام صدور و یا تمدید پروانه کاربر

 اتخاذ  2تولیدی مورد نظر در مدت اعتبار تعیین شده( تصمیماتی را به شرح مندرج در جدوم 

 می نمایندپ 

 امتيازات منفی نواقص موجود در فرآورده -1جدو  

 امتياز منفی نوع نقص

 30 بحرانی

 15 عمده

 5 جزئی
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 اساس جمع امتيازات منفی در طو  یک دوره اقدامات اجرایی بر -2جدو  

 اقدام اجرایی جمع امتياز منفی

 تذکر کتبی در خصوص الزام رفع نقص یا نواقص 15

 اخطارکتبی در خصوص الزام رفع نقص یا نواقص 30

 1-2مطاب  بند  60

  2-2مطاب  بند  90

 3-2مطاب  بند  120

 60در صورتیكه جمع امتیاز منفی یک گزارش نتیجه آزمون یا جمع امتیازات منفی نتایج چند آزمون به   1-3-ت

رسید، اداره کد استاندارد استان مربوط به واحد بصورت کتبی اخطار داده و در مورد واحدهای مشموم استاندارد 

ساخت مربوط موضوع را به کمیسیون ماده اجباری برای جمع آوری کالای مغایر با استاندارد ملی با شماره سری 

 ضوابط اجرایی استانداردهای اجباری و تشویقی و طرز به کار بستن علایم آنها ارجاع می دهدپ 19

در صورتیكه جمع امتیاز منفی گزارش نتیجه یک آزمون یا جمع امتیازات منفی نتایج چند آزمون به   2-3-ت

وط، علاوه بر اخطار کتبی، در مورد واحدهای مشموم استاندارد اجباری رسید، اداره کد استاندارد استان مرب 90

ارجاع  19برای جمع آوری کالای مغایر با استاندارد ملی با شماره سری ساخت مربوط موضوع را به کمیسیون ماده 

وده و لف بمی نمایدپ همچنین در صورتیكه امتیاز منفی مذکور ناشی از حداقد نتایج آزمون دو نمونه برداری مخت

امتیاز از جمع امتیازات منفی گزارش نتیجه آزمون آخر به واسطه نقایص عمده و بحرانی باشد، نسبت  30حداقد 

به تشكید کمیته علائم برای تعلی  پروانه کاربرد علامت استاندارد اجباری و یا ابطام پروانه کاربرد علامت استاندارد 

ابطام پروانه، آن اداره کد واحد مربوط را ملزم به عدم تولید )در ارتباط  کندپ در صورت تعلی  یاتشویقی اقدام می

با استانداردهای اجباری( و یا عدم عرضه کالا با علامت استاندارد ایران )در ارتباط با استانداردهای تشویقی( نموده 

 کندپو مراتب را به ادارات کد استاندارد سایر استانها منعكس می

الاهای مشموم استاندارد اجباری، در صورتیكه امتیاز منفی یک گزارش نتیجه آزمون و یا در مورد ک  3-3-ت

رسید، اداره کد استاندارد استان مربوط، علاوه بر اخطار کتبی،  120جمع امتیازات منفی نتایج چند آزمون به 

ارجاع  19به کمیسیون ماده برای جمع آوری کالای مغایر با استاندارد ملی با شماره سری ساخت مربوط موضوع را 

می نمایدپ همچنین در صورتیكه امتیاز منفی مذکور ناشی از حداقد نتایج آزمون سه نمونه برداری مختلف بوده و 
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امتیاز از جمع امتیازات منفی گزارش نتیجه آزمون آخر به واسطه نقایص عمده و بحرانی باشد، نسبت  30حداقد 

پروانه کاربرد علامت استاندارد اجباری اقدام نموده و در صورت ابطام پروانه،  به تشكید کمیته علایم برای ابطام

 موضوع را از طری  روابط عمومی به اطلاع عموم می رساندپ

رفع تعلی  و تجدید پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران، در صورت رفع کلیه نقایص و انطباق با موازین استاندارد ملی  -1یادآوری

 های مرتبط صورت می گیردپاحراز کلیه شرایط مندرج در دستورالعمدمربوط و 

، نافی و مانع یكدیگر نمی باشد و تنها ملاک هر یک از اقدامات رسیدن 2انجام هریک از اقدامات ذکر شده در جدوم  -2یادآوری 

 به حد نصاب امتیاز منفی ذکر شده در بندهای مذکور استپ

اخطار، تعلی  و ابطام پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به علت عدم تداوم انطباق منبع: دستورالعمد نحوه تذکر، 

 /د(50/119فرآورده با استاندارد مربوطه )مدرک شماره 
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 پيوست ث

 فرآورده های لبنی غير تخميری  ی ميكروبيولوژیهانقایص بحرانی ، عمده و جزئی آزمون

 2406ایران شماره طبق استاندارد ملی 

 درجه اهميت شرح آزمون ردیف

 عمده هوازی هتتایمیكتتروارگانیستتم کلتتی شمتتارش 1

 عمده پیكری هاییاخته تعداد 2

 عمده آنتروباکتریاسه 3

 بحرانی هتتاکلتتیفتترم 4

 بحرانی کلی اشریشیا 5

 بحرانی مثبت کواگولاز هایاستافیلوکوکوس 6

 عمده سرماگرا هایمیكروارگانیسم 7

 بحرانی سولفیت احیأکننده هایاسپورکلستریدیوم 8

 بحرانی سالمونلا 9

 عمده و مخمر کپک 10

 

 
 


