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 شماره تجدید نظر:                                            ر:تاریخ تجدید نظ
 

 می باشدغیر مجاز  سازمان ملی استاندارد ایرانانتشار آن بدون اجازه هیه شده است و تكثیر واهداف آموزشی سازمان ملی استاندارد ایران ت صرفابرایآموزشی این جزوه 

 /ج 34/622شماره مدرک :                                         

 1398تاریخ تصویب :                                           
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 به نام خدا

 یراناستاندارد ا یبا سازمان مل ییآشنا

ستاندارد ا  یمل سازمان  صلاح قوان  3 ۀماد یکبه موجب بند  یرانا س    ینقانون ا س ستاندارد و تحق  ۀو مقررات مؤ  یصنعت  یقاتا

ا ر یران( ای)رسم یمل یو نشر استانداردها ینتدو یین،تع یفۀکشور است که وظ یتنها مرجع رسم 1371مصوب بهمن ماه یران،ا

 به عهده دارد.

ستاندارد در حوزه  تدوین سیون مختلف در کم هایا صاحب       یفن هایی سازمان،  سان  شنا سات    و مراکز نظرانمرکب از کار س  مؤ

شرا  یهمگام با مصالح مل  یو کوشش   شود یآگاه و مرتبط انجام م یو اقتصاد  یدیتول ی،پژوهش  علمی،  یدی،لتو یطو با توجه به 

نندگان،  ک مصتترف یدکنندگان،صتتاحبان حو و نفع، شتتامل تول  ۀمنصتتفان واستتت که از مشتتارکت آگاهانه   یو تجار یفناور

ص    علمی مراکز کنندگان،صادرکنندگان و وارد  ص سازمان  ی،و تخ صل م  دولتی یرو غ یدولت هاینهادها،    نویسیش. پشود یحا

ستانداردها  ضا و  نفع¬یبه مراجع ذ ینظرخواه یبرا یرانا یمل یا سیون کم یاع سال م  هایی   یافتشود و پس از در یمربوط ار

صو     یمل یتۀدر کم یشنهادها نظرها و پ ستاندارد مل  یب،مرتبط با آن رشته طرح و در صورت ت و  چاپ یران( ای)رسم  یبه عنوان ا

 .شودیمنتشر م

ستانداردها  نویسپیش سازمان     ییا سات و  س   نندکیم یهشده ته  یینضوابط تع  یتبا رعا یزن صلاح ¬یمند و ذعلاقه یهاکه مؤ

  ییداردهااستان یب،ترت ین. بدشودیچاپ و منتشر م یرانا یبه عنوان استانداردمل یب،و درصورت تصو یطرح، بررس یمل یتهدرکم

ساس مقررات    که شود یم یتلق یمل ستاندارد بر ا سازمان    یمل یتۀو در کم ینتدو 5 ۀشمار  یرانا یمل ا ستاندارد مربوط که در  ا

 باشد. یدهرس یببه تصو شودیم یلتشك یراناستاندارد ا یلم

و   2(IEC) یکالكتروتكن المللیینب یسیون ،کم ،ISO(1(استاندارد  المللیینسازمان ب  یاصل  یاز اعضا  یراناستاندارد ا  یمل سازمان 

  یتدر کشور فعال CAC(5(ییاکدکس غذ یسیونکم 4رابطاست و به عنوان تنها  OIML3)(یقانون یشناساندازه المللیینسازمان ب

 هاییشرفت پ ینخاص کشور، از آخر  هاییازمندیو ن یکل یطضمن تتتتتوجه به شرا    یرانا ملی یاستانداردها  ین. در تدوکندیم

 .شودیم یریگبهره المللیینب یجهان و استانداردها یو صنعت یفن ی،علم

کنندگان، حفظ سلامت و از مصرف  یتحما یشده در قانون، برا  بینییشپ ینمواز یتبا رعا تواندیم یراناستاندارد ا  یمل سازمان 

از  یبعضتتت یاجرا ی،و اقتصتتتاد یطیمح یستتتتمحصتتتووت و ملاحظات ز یفیتاز ک ینانحصتتتول اطم ی،و عموم یفرد یمنیا

ستانداردها  صووت تول  یرا برا یرانا یمل یا شور و/  یدیمح صو  ی،اقلام واردات یاداخل ک ستا  یعال یشورا  یببا ت  یندارد، اجبارا

و  یصتتتادرات یاستتتتاندارد کاوها یمحصتتتووت کشتتتور، اجرا یبرا المللیینب یبه منظور حفظ بازارها تواندیکند. ستتتازمان م

ستفاده  یدنبخش  یناناطم یبرا ینکند. همچن یآن را اجبار یبنددرجه سسات فعال در   سازمان  ماتکنندگان از خدبه ا ها و مؤ

شاوره، آموزش، بازر  ینۀزم صدورگواه  یزیمم ی،س م ستم س  یو  ست ز یریتو مد یفیتک یریتمد هایی شگاه آزما محیطی،ی و  های

سنج  سیون )کال یمراکز وا سازمان مل   یل( وسا یبرا ستاندارد ا  یسنجش،  ساس ضوابط نظام       سازمان  گونهینا ها و مؤسسات را بر ا

شرا   کندیم یابیارز یرانا حیتصلا  ییدتأ صورت احراز    ها¬نآ عملكرد بر و اعطا نهابه آ یتصلاح  ییدتأ ینامۀهوزم، گوا یطو در 

ستگاه ب  یج. ترومیكند نظارت سنج  یكاها، یالملل یند سا  یوا  یکاربرد اتیقفلزات گرانبها و انجام تحق یارع یینسنجش، تع  یلو

 .سازمان است ینا یفوظا یگران از دیرا یمل یسطح استانداردها یارتقا یبرا

                                                 
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

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

ها خدمات ( مشمول استاندارد اجباری از طریو برگزاری دوره های آموزشی می باشد. بخشی از این آموزش

ن ه برگزاری ایشامل کارآموزی مدیران کنترل کیفیت و کارشناسان آزمایشگاه های همكار سازمان می باشد ک

شود. برای ایجاد وحدت رویه ها، آزمایشگاه های همكار و پژوهشگاه استاندارد انجام میدوره ها از طریو استان

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

وهشگاه استاندارد، در راستای استاندارد سازی فرآیند نظر، دفتر آموزش و ترویج استاندارد با همكاری پژ

کارآموزی، اقدام به تدوین برنامه مدونی برای انجام فرآیند کارآموزی در زمینه محصووت مشمول استاندارد 

 اجباری نموده است. 

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

 دوره های کارآموزی در کل کشور تهیه و در اختیار کارآموزان قرار داده شده است.

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

ست تماس حاصل نموده و یا از طریو پ 021-88879469ارتقاء کیفیت آموزشی مربوطه با شماره تلفن 

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

 .اقدام فرمایید. از بذل عنایتی که می فرمایید سپاسگزاریم 14155-6139صندوق پستی  2592

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

 و عرقيات گياهی گلابميكروبيولوژی 

 

  :عنوان دوره کارآموزی

 گلاب و عرقیات گیاهی میكروبیولوژی 

 

 گروه مخاطب:

هایکارشناسان ادارات کل استاندارد استان، مدیران کنترل کیفیت واحدهای تولیدی ،کارشناسان آزمایشگاه  

 همكار

 

 یهابا آزمون ییآشنا یدوره کارآموز نیا یهدف از برگزارهدف از برگزاری دوره کارآموزی: 

و  9899و  3545، 3270 یهاهشمار رانیا یمل یبر اساس استانداردها گلاب و عرقیات گیاهی یولوژیكروبیم

:ردیگیرا در برم ریموارد ز  

 گلاب و عرقیات گیاهیهای بهینه و جدید آزمایشگاهی اطلاع رسانی روش -1

 سازی رویه آزمایشگاه میكروبیولوژی یكسان -2

 هارد صحیح آزمایشگاه ها و اعتماد به نتایج حاصله از آزمون در آزمایشگاهاطمینان از عملك -3

 گلاب و عرقیات گیاهیهای میكروبیولوژی ارتقا سطح آگاهی و ایجاد مهارت در زمینه انجام آزمون -4

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

 

 کارآموزان پس از طی دوره:توانایی های 

 سازی محیط کشت های مورد نیازروش تهیه و سترون -

 سازی وسایل مورد نیازسازی و سترونروش آماده -

 روش آلودگی زدایی مواد مصرفی و وسایل- -

 نحوه استفاده صحیح از تجهیزات مورد نیاز در آزمایشگاه -

 روش بكارگیری از استانداردهای مرتبط -

 ای آزمون طبو استانداردروش اجر-

 هاشناسایی و تعیین هویت باکتری -
 

 پيش نياز: 

 ندارد
 

 

 



 ح

 

 رئوس مطالب آموزشی:

 منبع/ استانداردها
 مدت آموزش )ساعت( اجراکننده

محتوای آموزشی   ردیف رئوس مطالب 
 تئوری عملی مدرس کارآموز

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

9899 شمارۀ  

 * - 5/0  

 آشنایی با وسایل مورد نیاز

آشنایی با اصول 

 آزمایشگاهی

های آشنایی با قسمت

مختلف آزمایشگاه 

 میكروبیولوژی

آشنایی با الزامات فنی 

 آزمایشگاه میكروبیولوژی
1 

و  یجزوه آموزش

استاندارد ملی ایران 

9899شمارۀ   

 * - 5/0  

 آشنایی با وسایل مورد نیاز

آشنایی با اصول 

 آزمایشگاهی

های نایی با قسمتآش

مختلف آزمایشگاه 

 میكروبیولوژی

آشنایی با روش تهیه 

محیط کشت های مورد 

 سازینیاز و روش سترون

2 

و  یآموزش جزوه

استاندارد ملی ایران 

9899شمارۀ   

* * 5/0  5/0  

روش تهیه محیط کشت 

گلاب و عرقیات مرتبط با 

 گیاهی

سازی وسایل مورد آماده

سازی نیاز و روش سترون

 وسایل

3 

و  یآموزش جزوه

استاندارد ملی ایران 

 9899شمارۀ 

* * 5/0  5/0  

سازی وسایل روش آماده

سازی مورد نیاز و سترون

 وسایل

آشنایی با استاندارد روش 

 آزمون
4 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

و 3270های:شماره 

3545 
 

 * 5/0  5/0  

هدف و دامنه کاربرد، مواد 

رد نیاز های موو دستگاه

 جهت انجام آزمون

های آشنایی با شاخص

میكروبی و حدود مجاز 

گلاب و عرقیات  درآنها 

 گیاهی 

5 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

. 3270های:شمارۀ 

3545 

  1 1 

آشنایی با میكرو 

گلاب و های مارگانیس

 عرقیات گیاهی

سازی نمونه در روش آماده

 آزمایشگاه
6 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

و 3270های:شماره

3545 

* * 5/0  5/0  

نمونه برداری از آزمایه، 

توزین نمونه و تهیه 

سوسپانسیون اولیه و سایر 

ها با استفاده از رقت

 کننده مناسبرقیو

روش شمارش و جستجوی 

 هاباکتری
7 



 ط

 

 منبع/ استانداردها
 مدت آموزش )ساعت( اجراکننده

محتوای آموزشی  طالبرئوس م   ردیف 
 تئوری عملی مدرس کارآموز

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

و 3270های:شماره

3545 

* * 1 1 

استفاده از سوسپانسیون 

های مورد اولیه و یا رقت

نیاز در پلیت، برای 

 شمارش

استفاده از سوسپانسیون 

های مورد اولیه و یا رقت

های حاوی نیاز در لوله

برای  محیط کشت مناسب

 جستجو

 8 گذاریگرمخانه

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

و 3270های:شماره

3545 

* * 1 1 

بررسی و نحوه شمارش و 

ها پس از محاسبه کلنی

 گذاریگرمخانه

تعیین وجود یا عدم -

 هاوجود باکتری

 

استاندارد جزوه آموزشی و 

-ملی ایران شماره

 3545و 3270های:

9 

آموزشی و جزوه 

ستاندارد ملی ایران ا

 9899شمارۀ 

 

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

 شده

استاندارد آموزشی و جزوه 

 9899ملی ایران شمارۀ 
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 مدت دوره کارآموزی: دو روز
 

 

 
 استانداردها و منابع: ریسا

 آیین کار تولید –عرقیات گیاهی ، 3280ایران شمارۀ  استاندارد ملی

روش های نمونه برداری برای آزمون -یكروبیولوژی زنجیره مواد غذایی ، م20834ن شتتمارۀ استتتاندارد ملی ایرا

 های میكروب شناسی

 

 نحوه برگزاری آزمون: 

 

 

 تئوری عملی  

* * 



 ی

 

 گلاب و عرقيات گياهی ميكروبيولوژی جزوه دوره کارآموزی

 
 

  : / تهيه کنندگانتهيه کننده

 شهپر مقدمی

 

 

 

 شگاه:گروه پژوهشی/ آزمای

گلاب و عرقیات آزمایشگاه  گروه پژوهشی میكروبیولوژی/

 گیاهی

 به سفارش دفتر آموزش و ترویج استاندارد

 

  

  
  منابع و مآخذ:

 هاویژگی - ، میكروبیولوژی گلاب3270ایران شمارۀ  استاندارد ملی -1

 ا هویژگی -، میكروبیولوژی عرقیات گیاهی3545ایران شمارۀ  استاندارد ملی -2

شده  یبسته بند یاز فرآورده ها ینمونه بردار -یکشاورز یفرآورده ها، 3690ایران شمارۀ  استاندارد ملی -3

 دارند. ییکه مصرف غذا

روش جامع برای شمارش -میكروبیولوژی زنجیره غذایی ، 5271-1ایران شمارۀ  استاندارد ملی -4

 با استفتتاده از روش کشتت آمیختتته یوسدرجه سلس 30شمارش کلنی در  -1قسمت -هامیكروارگانیسم

های احیأکننده سولفیت با استفاده جستجو و شمارش اسپورکلستریدیوم -آب ، 5353شمارۀ  استاندارد ملی - 5

 از صافی غشایی 

 قسمت  –ای های رودهجستجو و شمارش انتروکوک - ، کیفیت آب7724-2ایران شمارۀ  استاندارد ملی - 6

 غشایی روش صافی -دوم 

 کلی فرم ها قسمت  جستجو و شناسایی اشریشیاکلی و -، کیفیت آب7725-1 استاندارد ملی شمارۀ - 7

 روش صافی غشایی -اول 

آماد سازی، ساخت،  -میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام و آب ،8663شمارۀ  استاندارد ملی ایران - 8

 های کشتذخیره سازی و آزمون عملكرد محیط 

شناسایی و شمارش سودوموناس آئروژینوزا به روش صاف  -، کیفیت آب8869ستاندارد ملی ایران شمارۀ ا - 9

 کردن غشایی



 ک

 

-آزمایه آماده سازی -میكروبیولوژی مواد غتتذایی و ختتوراک دام ، 8923-1شمارۀ  استاندراد ملی ایران - 10

مقررات کلی برای آماده - قسمت اول -لوژیهای میكروبیوهای اعشاری برای آزمونسوسپانسیون اولیه و رقت

 .های اعشاریسازی سوسپانسیون اولیه و رقت

آماده سازی آزمایه، -یكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دامم ،8923-4استاندارد ملی ایران شمارۀ  - 11

ورده آسازی فر مقررات ویژه برای آماده -4قسمت  -های اعشاری برای آزمون میكروبیسوسپانسیون اولیه و رقت

 ورده های آنهاآها به جز شیر، گوشت، ماهی و فر

برای  راهنمای الزامات کلی-میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام ، 9899استاندارد ملی ایران شمارۀ  - 12

 آزمون

و  هاروش شمارش کپک -میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام، 10899-1استاندارد ملی ایران شمارۀ  - 13

های با فعالیت روش شمارش کلنی در فرآورده –ها و مخمرها قسمت اول : روش شمارش کپک –مخمر ها 

 95/0( مساوی یا بیشتر از awآبی )

 1389یگانه، مهرداد. استاندارد و استاندارد کردن، چاپ اول، موسسه دانش پارسیان،  - 14
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 مقدمه:

  به روش تقطير توليد صنعتی گلاب و سایر عرقيات گياهی

ست که قدمت طوو    ستخراج ا شته و در آن، مایع به ترکیباتی که نقطه جوش  فرایند تقطیر نوعی روش ا نی دا

سیم می  ساده می     متفاوت دارند تق سبتاً  شد. تقطیر با آب قدیمی شود. تكنولوژی تقطیر ن ترین زانترین و اربا

باشد. این روش به طور عمومی برای استخراج روش تقطیر است که طراحی و ساخت آن ساده و کم هزینه می

سانس از مواد خشک   شده گیاهی )مانند  ا شده  هایادویه :یا پودر  شده   (پودر  پوست   :مانند)مواد چوبی پودر 

ستند      امو اند) گل محمدی :مانند)ها گل (دارچین درخت سخت و محكم ه سیار  شه  :مانند)هایی که ب ها، ری

ستفاده می  (هاها و میوهچوب یعات یند ماآشود. به عمل تبخیر و میعان متوالی تقطیر گویند. یعنی در این فر ا

 یند بخارات  آگردد. طی این فرابتدا به بخار تبدیل شتتتده و پس از فرایندی بخار ستتترد و به مایع تبدیل می            

آوری این قطرات که از میعانات پشت گردد و با جمعصل از گرما تحت تاثیر سرما تبدیل به قطرات مایع میحا

توان ترکیب مختلف با عمل تقطیر می آید. معمووگردد؛ موادی خالص و مقطر به دست می هم حاصل می  سر 

 .معطر را بدون تغییر از گیاه خارج کرد

چهار بخش: مشتتعل )به عنوان منبع گرما(، مخزن تقطیر، مبر د و  از طور کلی یک ستتیستتتم تقطیر ستتاده به 

 شود.تشكیل شده می 1اسانس ۀقسمت جداکنند

 

 
 

                                                 

روش  ستتتازی بهتقطیر با بخار آب، جدا آب،های تقطیر با یكی از روشهای فرار و معطر که بهاز روغن وو شتتتامل مجموعه ایممعاستتتانس گیاهی،  - 1

  وسیله یک روش بهمعموو از فاز آبی،  شوند. و های مختلف گیاهان استحصال می  مكانیكی بدون استفاده از حرارت و همچنین استخراج با حلال، از بخش  

سب جدا می  سانس     . شود فیزیكی منا شیمیایی ا سترها، آلدئید   ساختمان  شامل ا شند. ها میها، و ترپنها، کتنها، فنلها، الكلها  سته به  با   ساختار و ب

 باشند.های آلی و الكل محلول میباشند و معموو در آب نامحلول و در حلالهای متفاوتی میشیمیایی دارای عطر و طعم و ویژگی
 

مراحل توليد عرقيات  – 1شكل

 گياهيگياهی 

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AF%D9%88%DB%8C%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AF%D9%88%DB%8C%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AF%D9%88%DB%8C%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D9%88%D8%B3%D8%AA_%D8%AF%D8%B1%D8%AE%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D9%88%D8%B3%D8%AA_%D8%AF%D8%B1%D8%AE%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%A7%D8%B1%DA%86%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D9%84_%D9%85%D8%AD%D9%85%D8%AF%DB%8C
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 ميكروبيولوژی گلاب و عرقيات گياهیجزوه دوره کارآموزی 
 هدف   1

شنایی با روش  ساس  بر گلاب و عرقیات گیاهیانواع  های میكروبیولوژیهدف از تدوین این جزوه کارآموزی آ  ا

  باشد.می 3545و 3270هایشماره های ملی ایراناستاندارد
یتتز استتتانداردهای ملتتی  نشتتود کتتارآموزان ایتتن دوره بتتا الزامتتات آزمایشتتگاهی میكروبیولتتوژی و   متتیتوصتتیه  -1یااادآوری

 9899و 10899-1 ،8923-1، 8869، 8663، 7725-1، 7724-2، 5353، 5272-1 ،4207 یهتتتتتتاشتتتتتتماره ایتتتتتتران

 باشند.ته آشنایی داش

توستتط افراد با تجربه،  هاشتتود آزمونبه منظور رعایت نكات ایمنی و ستتلامت کارکنان آزمایشتتگاه، توصتتیه می   -2یادآوری 

سطح  درای میكروبیولوژی های حرفهمهارتداشتن  انجام شود وهای میكروبیولوژیكی روش خصوصدرمتخصص و آموزش دیده 

 الزامی است. مقدماتی
  

 ردهای ملی ایران استاندا   2

 .باشندمی 1به شرح جدول گلاب و عرقیات گیاهی رتبط با آزمون میكروبیولوژی ماستانداردهای ملی ایران 

 
 گلاب و عرقيات گياهیليست استانداردهای  -1جدول 

 شمارۀ عنوان استاندارد  ردیف
 استاندارد 

 3270 هاویژگی -میكروبیولوژی گلاب 1

 3545 هاویژگی -گیاهی میكروبیولوژی عرقیات 2

3 
 -1قستتمت -هتتاروش جتتامع بتترای شتتمارش میكروارگانیستتم   -میكروبیولتتوژی زنجیتتره غتتذایی   

 با استفتتاده از روش کشتت آمیختتته لسیوسدرجه س 30شمارش کلنی در 
1-5272 

4 
هتای احیتاء کننتده ستولفیت بتا استتفاده از       جستتجو و شتمارش باستپور کلستتریدیوم     –کیفیت آب

 اییصافی غش
5353 

5 
قستتتمت دوم : روش صتتتافی   –هتتتای روده ای جستتتتجو و شتتتمارش انتروکتتتوک  -کیفیتتتت آب

 غشایی
2-7724 

6 
قستتمت اول : روش صتتافی   هتتاکلتتی فتترم جستتتجو و شناستتایی اشریشتتیا کلتتی و  -کیفیتتت آب

 غشایی
1-7725 

7 
ون آمتتاد ستتازی، ستتاخت، ذخیتتره ستتازی و آزمتت   -و ختتوراک دام و آب میكروبیولتتوژی موادغتتذایی

 های کشتعملكرد محیط 
8663 

 8869 به روش صاف کردن غشایی نوزایشناسایی و شمارش سودوموناس آئروژ -آب  تیفیک 8
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 یاهيگ اتيگلاب و عرق یاستانداردها ستيل -1جدول ادامه 

شماره  عنوان استاندارد  ردیف

 استاندارد 

9 

سوسپانستتیون اولیتته و -آزمایتته آمتتاده ستتازی -میكروبیولتتوژی متتواد غتتتتذایی و ختتتتوراک دام  

مقتتررات کلتتی بتترای آمتتاده - قستتمت اول -هتتای میكروبیولتتوژیهتتای اعشتتاری بتترای آزمتتونرقتتت

 .های اعشاریسازی سوسپانسیون اولیه و رقت

1-8923 

10 

-و رقتتت هیتتاول ونیسوسپانستت ه،یتتآزما یآمتتاده ستتاز-و ختتوراک دام ییمتتواد غتتذا یولتتوژیكروبیم

هتا  وردهآفتر  یآمتاده ستاز   یبترا  ژهیت مقتررات و  -4قستمت   -یروبت كیآزمتون م  یبترا  یاعشتار  یها

 آنها هایوردهآو فر ی، گوشت، ماهریبه جز ش

4-8923 

 9899 برای آزمون راهنمای الزامات کلی-میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام  11

12 

: لاو قستتمت –هتتا  هتتا و مخمتترروش شتتمارش کپتتک -و ختتوراک دام ییمتتواد غتتذا یولتتوژیكروبیم

 یآبتت تیتتبتتا فعال یدر فتترآورده هتتا یروش شتتمارش کلنتت – مخمرهتتا و هتتاکپتتک شتتمارش روش

(awمساو )95/0از  شتریب ای ی 

1-10899 

 

 اصول اوليه کار در آزمایشگاه ميكروبيولوژی 3

آزمایشتگاه میكروبیولوژی و آغاز کار در این محیط وزم استت یكستری اصتول اولیه مورد توجه قرار     با ورود به

صول و قواعد مربوط به  گی بزار ایمنی محیط و اایمنی فرد آزمایش کننده بوده و برخی نیز بهرد. بخشی از این ا

 باشد.آزمایشگاه مربوط می

 

 فضای آزمایشگاه 3-1

 فضای عمومی باشد. ها، آزمون ودارای سه محل جداگانه برای نمونه آزمایشگاه باید

 نمونه وآزمونفضای مربوط به 1 -3-1

 های زیروزم است:شرایط خوب آزمایشگاهی داشتن فضاهای جداگانه برای بخشتوجه به با

 ؛هاانبارش نمونه دریافت و 

 تعداد زیاد  حاوی پودری هایفرآوردهخام )مانند :  برای مواد اًخصوصها نمونه سازیآماده

 ها(میكروارگانیسم

 ؛هااری میكروارگانیسمگذشامل گرمخانه )ازسوسپانسیون اولیه( هاآزمون نمونه 

 ؛زای احتمالیهای بیماریآزمون میكروارگانیسم 

 ؛هانگهداری سویه مرجع و سایر سویه 

 ؛های کشت و وسایلسازی محیطسترون سازی وآماده 
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 ؛های کشت و واکنشگرهاانبارش محیط 

 ؛آزمون سترونی مواد غذایی 

 ؛آلودگی زدایی 

 ؛تجهیزاتسایر  ای وو تمیزکردن وسایل شیشه شستشو 

 ؛هاها، اتاقها، قفسهانبارش موادشیمیایی مخاطره آمیز، ترجیحاً نگهداری درکابینت 

 فضای عمومی 3-1-2

 شود:فضاهای جداگانه برای موارد زیر توصیه می

 ؛ورودی، راهرو، راه پله و آسانسور 

 )؛ فضای اداری )مانند دبیرخانه، دفترکار و اتاق مستندسازی 

 ؛بهداشتیهای رختكن و سرویس 

 ؛اتاق بایگانی 

 ؛انبار 

 ؛اتاق استراحت 
 

 بهداشت کارکنان 3-2

های کشتتت و خطر عفونت کارکنان اقدامات بهداشتتتی زیر ها، محیطمنظور پیشتتگیری از آلودگی نمونهبه

 باید انجام شود:

  ؛در محیط آزمایشگاهو کفش مخصوص استفاده از لباس  

 ؛شتنداترجیحاً کوتاه نگه و ها را تمیزناخن 

 .هنگام کار در آزمایشگاه ازصحبت کردن خودداری شود 

 خوردن و آشامیدن درآزمایشگاه خودداری شود. از 

  باشد.با دهان ممنوع می پتپیکشیدن 

 

 وسایل و تجهيزات 3-3

وستایل و تجهیزات تمیز و در محل مناستب    کلیۀ شتود مطابو باشترایط خوب آزمایشتگاهی،   توصتیه می 

 نگهداری شوند.

صورت لزوم در طی             پیش ا صدیو و در  شرایط وزم برای کارت شتن  سایل از نظردا ست و ستفاده بهترا ز ا

 استفاده، عملكرد آن پایش شود.

و همچنین  9899از وستتایل معمول در آزمایشتتگاه میكروبیولوژی مطابو با استتتاندارد ملی ایران شتتمارۀ  

 شود: استفاده 2 وسایل مندرج در جدول
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 آزمون ميكروبيولوژی هيزات مورد نياز برایفهرست تج -2جدول 

 نام تجهيزات ردیف

  ای آزمایشگاهیظروف شیشهوسایل و  1

 (بن ماریحمام مایع بادمای ثابت ) 2

 میكروسكوپ  3

 شمارشگر کلنی 4

 ترازوی آزمایشگاهی  5

 اتوکلاو 6

 انكوباتور 7

 فور 8

9 pH متر 

 ییر یافتهتجهیزات کشت در شرایط اتمسفری تغ 10

 سیستم فیلتراسیون 11

 

 ای آزمایشگاهی وسایل و ظروف شيشه

 باشد.دیش و غیره مییدار، انواع لوله آزمایش، پترای درپیچپت، ارلن، ظروف شیشهشامل انواع پی

 
 (بادمای ثابت 2) بن ماری 1حمام مایع

بیت شده تث ، در دمایهای داروییوشیمی، تستهای سرولوژیک، آگلوتیناسیون، بیانجام تست برایین وسیله ا

وسیله یک ترموستات قابل تنظیم است. بهتر است که برای جلوگیری از هحرارت آب دستگاه ببرد دارد. کار

ها از روغن نیز اگر چه در تعداد معدودی از آناستفاده شود از آب مقطر دستگاه املاح بر روی المنت رسوب 

دستگاه موجب آسیب رساندن به ماریبن کم آبیعلت به ها،المنت ن بیش ازحدداغ شد. شوداستفاده می

 گردد.حداقل حجم آب مورد نیاز جهت حفظ کارکرد مطلوب دستگاه توجه بهباید شود، می

 شرح زیراست:دستگاه در آزمایشگاه میكروبیولوژی به کاربرد اصلی این

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

2- Bain marie 

 

 



5 

 

 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 تعدیل -پ

 شده؛ کنترل دمای یک ها درهای اولیه یا محلولسوسپانسیون سازیآماده -ت

 پاستوریزاسیون(؛ شده )مانند یک دمای کنترل رهای اولیه دفرآیند حرارتی سوسپانسیون -ث

 .شودا نیز استفاده میهنمونه کردن ذوب و هامعرف کردن گرم منظورهمچنین به
 

.  
      1ميكروسكوپ 

 از دو واژه یونانی میكرو به .یكروسكوپ یكی از وسایل آزمایشگاهی اصلی در آزمایشگاه زیست شناسی استم

اس اس ربها اصول کلی در تمامی انواع میكروسكوپ نی دیدن، گرفته شده است.معمعنی کوچک و سكوپ، به

کار رفته باشد که هرچقدر طول موج نور بههای متفاوت از چندین عتتدسی محدب میعبور نور با طول موج

 .تتر باشد قدرت تفكیک و یا جتتداکنندگی آن میكروسكوپ بیشتر اسدر میكروسكوپ مزبور کوتاه

ند. شودو دسته میكروسكوپ نوری و میكروسكوپ الكترونی تقسیم میها به طور کلی بهپیكروسكوم

 هایها با بزرگنمایی نسبتا کم و میكروسكوپمنظور سنجش و مشاهده سلولمیكروسكوپ های نوری به

سه  د.یرنگمیهای سلولی با بزرگنمایی بسیار زیاد مورد استفاده قرار ها و ساختارالكترونی برای مشاهده سلول

 وجود دارد. تعریف مهم در کاربرد میكروسكوپ

 همته میكروستكوپ  در شتود.  انتدازه واقعتی آن گفتته متی    اندازه تصتویر نمونته، بته   به : بزرگنمایی-

 شود.استفاده می تصویر ها برای بزرگنماییها از عدسی

 متایز و  هتم بته صتورت دو شتیء مت    توانتایی تشتخیص بتین دو شتیء نزدیتک بته       : قدرت تفكيک

هتا و طتول متوج نتور تابیتده      کیفیتت عدستی  بته قتدرت تفكیتک    گوینتد. جدا را قدرت تفكیک متی 

   .یابدشده بستگی دارد. با کاهش طول موج، قدرت تفكیک افزایش می

                                                 
1- Microscopes 
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 تتر  انتدامک تیتره   یتک گوینتد. متثلا   هتای مختلتف یتک نمونته متی     تفاوت بین بخشبه : کنتراست

، 1استتریو میكروستكوپ   شتامل:  هتا میكروستكوپ  از ختلفتی انتواع م .از انتدامک دیگتر دیتده شتود    

 باشند. می 4میكروسكوپ دوچشمی، 3لورسنتفمیكروسكوپ ، 2میكروسكوپ اینورت

 
 5شمارشگر کلنی

دارای صتتفحه کتتاربرد دارد. معمتتوو صتتورت دیجیتتتال بتته ،هتتاشتتمارش کلنتتی بتتاکتریایتتن دستتتگاه بتترای 

هنگتتام  حافظتته درو ثبتتت در برابتتر  8زرگنمتتایی ب عدستتی بتتا قتتدرت ،متتدرج بتترای ستتهولت در شتتمارش

 باشد.میقطع برق 

 
 ترازوی آزمایشگاهی 

رود کتتار متتیبتته بتتاو حساستتیتو دقتتت بتتاو  بتتا ،یتتا مایعتتات تتتوزین اجستتام بتترای دستتتگاهی استتت کتته

 g 00001/0و g 1/0 ،g 01/0 ،g 001/0 ،g 0001/0نیازشتتان از ترازوهتتایی بتتا دقتتت  هتتا بتتا توجتته بتته آزمایشتتگاه

-بته  چتون  دارنتد محفظته  و دقتت بتاوتر آن نیتاز بته     mg1دقتت  ترازوهتای آزمایشتگاهی  نتد.  کنمی استفاده

تمتام   د.گتذار هتا در تتوزین جریتان هتوا نیتز روی تتوزین ایتن ترازوهتا تتاثیر متی          بتاوی آن  حساسیت علت

شتوند. کتالیبره کتردن بایتد      6ای کتالیبره طتور دوره بایتد بته   (باستكول یتا تترازو    :ماننتد )ین زهای تودستگاه

                                                 

 .باشندجوداتی که دارای بعد و حجم میباشد و در بررسی اجزا و موبرابر و قابلیت نصب دوربین می 50دارای بزرگنمایی  -1

باشد و در بررسی نحوه حرکت، تولید مثل، شناسایی، شمارش زئو و و نصب دوربین عكاسی و فیلمبرداری می استاین دستكاه دارای قابلیت فازکنتر - 2

 .گرددها استفاده میها و سایر میكروارگانیسمفیتو پلانكتون

تگاه گردد. این دسهایی که با رنگ فلورسنت رنگ آمیزی شده باشند، استفاده میهایی از سلول و میكروارگانیسماندامک جهت بررسی و مشاهده اجزا و - 3

 .باشدنیز می ها و ثبت اطلاعاتقابلیت عكس برداری از نمونهدارای 

باشد از کنتراست و نصب دوربین عكسبرداری میو قابلیت ف 100و  20،40، 10، 5هایاین دستگاه میكروسكوپ دوچشمی نوری است دارای عدسی - 4

 .گیرداند مورد استفاده قرار میهایی که رنگ آمیزی نشدهکه برای مشاهده معمولی و نمونه

5- Colony counter 

 کند.ترین شكل کار درستجسمی تا بهکالیبره کردن یعنی تنظیم درست ترازو با  - 6

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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انجتام شتود، گتاهی وزم استت چنتد بتار در ستال         ستتاندارد استنگ کتالیبره    ابت  های معینتی در مدت زمان

  د.گیرانجام  ،یا گاهی بر اساس ضرورت یک یا دو بار در ماه

 ندارد وجتود دارد کته معمتوو بتر    یتک ستنگ کتالیبره استتا    بته برای کالیبره کتردن تترازوی دیجیتتال نیتاز     

شتتود. نحتتوه کتتالیبره کتتردن در تمتتام ترازوهتتای دیجیتتتالی  استتاس ظرفیتتت تتترازو دیجیتتتال انتختتاب متتی

ستتازنده بتتا  دستتتورالعملطبتتو  بایتتدکالیبراستتیون  یكستتان استتت و فقتتط ستتنگ کتتالیبره متفتتاوت استتت 

هستتند و درصتد خطتا    قابتل اطمینتان   و تتر  هتا دقیتو  د بتا ایتن روش ارزیتابی   گیرهای استاندارد انجام وزنه

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

 .گرددمی

 

 1اتوکلاو

ابتتزار پزشتكی و آزمایشتتگاهی در فشتتار و دمتتای بتتاو و بتتا استتتفاده از بختتار   استتتریل کتتردنبتترای اتتوکلاو  

ایتتن  کنتتدایجتتاد را  C0121 ایتتن دستتتگاه قتتادر استتت بختتار آب اشتتباع شتتده بتتا حتترارتکتتار بتترد دارد آب 

آنهتا   استپور هتا و  ن میكتروب توانتد موجتب تخریتب ستاختما    درجه حرارت در شرایط بخار ایجتاد شتده متی   

، تحتت فرآینتتد  min 15متدت ابتزارآوت بایتد حتتداقل بته    C0121بتر استاس استتتاندارد در دمتای    . دوشت متی 

تتا   2شتروع کتار(   (از فشتار دادن دکمته   اه اتتوکلاو دستتگ استریلیزاسیون قرار گیرنتد کتل متدت زمتان کتار      

 )زمتان خشتک شتدن(    و 4 ، )زمتان استریلیزاستیون(  3پایان کار سیستم، مجمتوع سته زمتان )زمتان اولیته(     
 .است5

                                                 
1- Autoclave 

2- Start 

3- Preheating Time 

4- Sterilization Time 

5- Drying Time 

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


8 

 

 
 شود. بررسی دما و زمان اتوکلاو با اندیكاتورهای شیمیایی، فیزیكی و بیولوژی انجام می

کتته ستته عامتتل  TST 1 هتتای اتتتوکلاو )چستتب اتتتو کتتلاو( صتتورت نواربتته:  اناادیكاتورهای شاايميایی

دمتای معینتی   بته کنتد. یتا بستته هتای پزشتكی هستتند کته وقتتی         زمان، بختار و دمتا را کنتترل متی    

 دهند. رسیدند تغییر رنگ می

باستتیلوس  ژئو حتترارت، ماننتتد بتتههتتای مقتتاوم  : شتتامل استتپور بتتاکتری   اناادیكاتور بيولااوژی  
 است.  2استئاروترموفیلوس

 .شونداند که در دمای مورد نظر ذوب میاز آلیاژهایی تشكیل شده:  فيزیكیاتور اندیك

 

 )اتو(3انكوباتور

 :هتای زنتده ماننتد   بترای کشتت و رشتد دادن نمونته    کته  شتده استت   بنتدی  عتایو  اتاقتک  انكوبتاتور شتامل  

 دمتایی ثابتت و تتوزیعی    نگهتداری  ایتن دستتگاه دارای قابلیتت    .رودکتار متی  بته  هتا میكتروب یتا   هتا لولست 

ای آزمتون  هت در روش شتده  دمتایی تعیتین   مجتاز در مقتدار نوستانات    دمتا بتا حتداکثر خطتای     یكنواختت 

-نتواع انكوبتاتور  و در ا کنتد. است. که درجته حترارت مناستب رشتد، تكثیتر و تشتكیل کلنتی را فتراهم متی         

 هتتای( در آزمایشتتگاه2COسیستتتم تزریتتو بتتهو مجهتتز هتتای آزمایشتتگاهی )معمتتولی، شتتیكردار، یخچالتتدار، 

 سلولی کاربرد اساسی دارد. بیولوژیمیكروبیولوژی و 

 

                                                 
1- Time, Steam,Tempreture 

2- Geobacillus stearothermophilus 

3- Incubator 

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
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%DB%8C%D9%88%D9%84%D9%88%DA%98%DB%8C
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 یا آون 1فور

برای استریل یا خشک کردن وسایل  را دارد و C 300°قابلیت تنظیم در دمادستگاهی است که آون فور یا 

شک کردن وسایل فلزی عمل استریل و خ های آزمایشگاهی کاربرد دارند.ای و یا فلزی که در میحطشیشه

( به وسیلۀ حرارت C170°دمای به)از زمان رسیدن  C(10 ±170)°بر اساس استاندارد در دمای تمیز شده. 

با باو بردن تدریجی دمای داخل آون، رطوبت موجود در وسایل . شودانجام می h1زمان حداقل مدتبهخشک 

ل سازی، همه وسایپیش از سترون. تی خواهد شدای تبخیر و در نتیجه سبب حذف هر نوع فعالیت زیسشیشه

منظور پیشگیری از شكستن بهسازی، ای را تمیزکرده، سپس در آون قرار دهید. پس از سترونفلزی و شیشه

ز قرار دادن مواد ا شود:ها را خنک کنید. توصیه میای بهتراست پیش ازخارج کردن از آون، آنوسایل شیشه

 .داخل و اطراف آون دوری شود زا درقابل اشتعال و آتش

  زمان کارکردن با آون وسایل حفاظت فردی نظیر دستكش عایو، عینک محافظ و انبرک )برای در

 .کار گرفته شوندگذاشتن و برداشتن وسایل( به

 های اسیدی و یا ایجاد بخارات خورنده در درون آون جلوگیری شود. این کار سبب از قرار دادن محلول

 د. سطح درونی آون خواهد شاز بین رفتن 

 کشد تا اشیاء داخل دستگاه آون خنک شود، مگر آن دلیل عایو بودن دستگاه، چند ساعت طول میبه

ب آون ای درمنظور پیشگیری از شكستن وسایل شیشهبهسازی، فن باشد. پس از سترونبهکه مجهز 

خنک شوند. اگر هوای سرد ناگهان  C006را باز نكنید تا اتاقک، ظروف و مواد داخل آن تا دمای حدود

 ای ترک بخورند. وارد دستگاه شود ممكن است ظروف شیشه

 

                                                 
1- Oven 



10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pH  1متر 

کتار  بتودن متاده( بته    بتازی یتا   استیدی میتزان  )pH ای الكترونیكی استت کته جهتت ستنجش میتزان     وسیله

یتتن ابتتزار ( اH+یتتونبتتهبتتا استتتفاده از الكتتترود حستتاس  H+غلظتتت یتتون هیتتدروژنگیتتری )انتتدازهرود. متتی

را روی صتتفحه نمایشتتگر ختتود pH ، عتتدد محلتتول خاصتتی استت کتته بتتا قترار دادن در   الكترودهتای دارای 

استتت.  3گیتترو انتتدازه2 ایتتن دستتتگاه متشتتكل از دو بختتش اصتتلی یعنتتی میلتته کاوشتتگردهتتد. نمتتایش متتی

 pH تحلیتل و میتزان   یتر آن را گهستیگنال الكتریكتی کترده و انتداز    بته محلتول را تبتدیل   pH میله کاوشتگر 

هتتا یتتوناستتت کتته نستتبت بتته ای و حبتتاب ماننتتداز غشتتاء شیشتته کاوشتتگرانتهتتای  .دهتتدرا نمتتایش متتی

باشتتد و رأس الكتتترود داخلتتی در داختتل آن قتتراردارد. بختتش داخلتتی و بیرونتتی محفظتته     حستتاس متتی 

ایتد مطمتئن   متتر ابتتدا ب   pH قبتل از شتروع کتار بتا     .استت  )رفترانس محلول (وورم HCl 1/0 و KCl حاوی

نگهتداری شتده استت. در غیتر ایتن      pH =4 در محلتول نگهدارنتده یتا محلتول بتا      کاوشتگر شتوید کته میلته    

میلته کاوشتگر را    لتذا محلتول متورد مطالعته دچتار خطتا شتود.        pH متتر در تعیتین  pH صورت ممكن است

. ددر آب مقطتتر نگهتتداری کنیتتد و ستتپس آن را در محلتتول نگهدارنتتده قتترار دهیتت     h 2ت زمتتانمتتدبتته

قتترار داده،  pH 7را در محلتتول متتتر، الكتتترود pHد. بتترای تنظتتیم وستتیله آب مقطتتر بشتتوییبتته کاوشتتگر را

 تنظتتیم کنیتتد 7را روی عتتدد  آنزمتتان بدهیتتد تتتا عتتدد ثتتابتی را نشتتان دهتتد. ستتپس   sec 30حتتداقل

pH) 7را بتتا آب مقطتتر بشتتویید و آن را در محلتتول الكتتتروددوبتتاره . )را نشتتان دهتتد 7متتتر عتتدد pH ار قتتر

متتر عتدد   (pH تنظتیم کنیتد   4را روی عتدد   آنگیتر عتدد ثتابتی را نشتان دهتد.      اجازه دهیتد انتدازه  . دهید

 متون هتای متورد آز  محلتول  pHمتتر شتما تنظتیم شتده و آمتاده انتدازه گیتری         pH حتاو . )را نشان دهتد  4

 .شوییدگیر در محلول مورد آزمایش آن را دوباره با آب مقطر بقبل از قرار دادن اندازه است

                                                 
1- pH meter 

2- probe  

3- 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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 يستم فيلتراسيونس

ی ها، آنتویتامین حرارت حساس هستند مانند:بهآنها ساختمان شیمیایی که  هاییسازی محلولبرای سترون

انند: مهای میكروبیولوژی مایعات با حجم باو همچنین برای آزمون .شوداز فیلتر غشایی استفاده میها بیوتیک

ستیک ی از جنس پلاهاییغشا فیلتراغلب از  آزمایشگاه میكروبیولوژی. در شوداستفاده می آب، از صافی غشایی

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

 

 
 

 

 

 تجهيزات کشت در شرایط اتمسفری تغيير یافته

جاد و ایجهیزات کشت ممكن است یک جار غیر قابل نفوذ یا هر وسیله مناسب دیگری باشد که قادر بهتاین 

د. گذاری محیط کشت، باشحفظ شرایط اتمسفری تغییر یافته )مانند: شرایط بی هوازی( در طی مدت گرمخانه

گزینی وسیله جایبههوای جار  وسیله افزودن مخلوطی از گاز پس از تخلیهبهتواند ترکیب اتمسفر مورد نیاز می

های قابل دسترسی از بازار( وسیله هر روش مناسب دیگر مانند: )گاز پکبهاتمسفر مورد نظر در یک اتاقک یا 

 .انجام شود

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%D8%B2
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 استریليزاسيون  3-4

معنتتای از بتتین بتتردن تمتتامی اشتتكال زنتتده در یتتا روی یتتک محتتیط ستتازی بتتهاستریلیزاستتیون یتتا ستتترون

 باشد. ها و... میها و اسپور قارچهای زنده باکترین اشكال مختلف شامل سلولآماده است. ای

 های رایج سترون کردن عبارتند از:روش

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

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

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

تتتوان از نشتتانگرهای شتتود. بتترای تشتتخیص بتتین متتواد ستتترون شتتده و ستتترون نشتتده متتی  متتی

صتتور مختلتتف نتتواری، ویتتال یتتا آمپتتول  نشتتانگرهای بیولوژیتتک بتتهستتازی استتتفاده کتترد. ستتترون

استتتفاده از انتتدیكاتورهای  تتتوان بتتا  ستتازی را متتی ستتترونرد ملكتتهستتتند. ع کوچتتک موجتتود 

ر پتتتایش بیولوژیتتتک، از استتتپورهای  کتتترد. دشتتتیمیایی و انتتتدیكاتورهای بیولوژیتتتک ارزیتتتابی  

 شود.استفاده می 2باسیلوس استئاروترموفیلوسو  1باسیلوس سوبتیلیس

  هتتای و انجتتام واکتتنش آب اکستتیژنهوستتیله متتواد ضتتدعفونی کننتتده ماننتتد: : بتتهروش شاايميایی

 شود.های آزاد( برای سترون کردن استفاده میشیمیایی )مانند: رادیكال

 ای ستتترون کتتردن تتتوان بتتررتوهتتای ایكتتس و گامتتا نیتتز متتیوستتیله تتتابش پ: بتته روش پرتااودهی

 کرد.بار مصرف استفاده های کات گوت و لوازم یکمواد بیولوژیک، داروها، گاز، باند، نخ

 شتتود و شتتامل عبتتور  معمتتوو بتترای ستتترون ستتازی مایعتتات استتتفاده متتی  :  روش فيلتراساايون

 باشد.دادن مایع از فیلترهای مخصوص می

 

 کشت طيمح  3-5

 یدر بتتاکتر یصتتیتشخ هتتایروش نیاز مهمتتتر یمصتتنوع هتتایطیدر محتت هتتایبتتاکتر ریتتو تكث کشتتت

 نیت فتراهم گتردد. از جملته ا    یرشتد بتاکتر   یمناستب بترا   طیشترا  دیت کشتت موفتو با   یاست. بترا  یشناس

عتتدم  ایتتمناستتب، حضتتور  pHیو معتتدن یمتتوادآل ،ی، حتترارت، رطوبتتت کتتافیو مغتتذ ییمتتواد غتتذا طیشتترا

                                                 
1- Bacillus subtilis 

2- Bacillus. Stearothermophilus 

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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کشتت   هتای طیشتوند، محت  یمصترف مت   تیت پل کشتت کته در   هتای طیمحت  شتتر یب. باشدیم ژنیحضور اکس

-طیانتد. محت  ستاخته شتده   میكروارگانیستم وزم جهتت رشتد    ییمتواد غتذا   هیت ته یهستند که بترا  یعموم

 هتای ستم یرشتد ارگان  عیستر  شیکته موجتب افتزا    یمغتذ  یرا بتا اضتافه کتردن اجتزا     یکشتت عمتوم   یها

اصتلی استتریل شتده     طیمحت بته  ،ور ستترون طت هبت  یمتواد مغتذ   نیت . اکننتد یمت  یشوند، غنیسخت رشد م

ختتون گوستتفند، زرده  ،یچربتتدون بتت ریعبارتنتتد از: شتت یمتتواد مغتتذ نیتتاز ا ییهتتاشتتوند. نمونتتهمتتیاضتتافه 

 تخم مرغ و ....

 اجزای تشكيل دهنده محيط کشت    3-5-1

ست از مواد، به     صورت مایع، نیمه جامد یا جامد، که دارای اجزای تشكیل دهنده   محیط کشت فرمووسیونی ا

سم و به خاص بوده سایی     منظور تكثیر )همراه با بازدارندگی میكروارگانی شنا های معین یا بدون باز دارندگی(، 

 گیرد. ها مورد استفاده قرار مییا حفظ قابلیت زیستی میكروارگانیسم

شت   به آگار سفت کننده در محیط ک ست پلی  برد دارد. آهای جامد و نیمه جامد کارعنوان عامل  گار ترکیبی ا

سلولی برخی از گونه ساک  سیلاریا   از جنس) قرمز 1های جلبکاریدی که از دیواره  ستخراج  ( 3و جیلیدیوم2گرا ا

نقطه  دکنتواند آنرا هضم نمیارگانیسمی یكرومو هیچ ها ارزش غذایی ندارد آگار برای میكروارگانیسمشود. می

کند که ستتبب جامد شتتدن محیط  ای ایجاد میشتتبكه C0 43حدودبا رستتیدن دمای آن بهو  C0 95آنذوب 

 . آگار هستند g/L13 اتتg/L15 دارای معمووً جامدکشت های محیط .شودمی

 

  آب  3-5-2

گتذار بتتر  تتاثیر  از متواد  یعتار بایتد آب مقطتر و    کشتت  یهتا طیمحت  یستاز آمتاده  یبترا آب قابتل استتفاده   

باشتد.  فلتزات،   یهتا ونیت و اثتر   اکیت اثتر آمون  د،یت اثتر کلرا  ماننتد:  آزمتون  طیدر شرا ،هاسمیكروارگانیرشد م

وستتیله فیلترهتتای هتصتتفیه بتتو  عبتتور آب از روی رزیتتن، جوشتتاندن و تقطیتتر کتتردن روش مقطتتر بتتهآب 

دمتای  باشتد . متی  7خنثتی و در حتدود     pHشتود. آب مقطتر دارای  تولیتد متی   و نتانو فیلتتر   اسمز معكتوس 

و آب  دخاصتتیت خورنتتدگی نتتداربتتوده و هتتای طبیعتتی تتتر از آبدلیتتل ختتالص بتتودن پتتایینجتتوش آن بتته

 رهیتتغ و لنیاتتتیپلتت ،یخنثتت شتتهیشماننتتد: اثتتر یاز متتواد بتت دار و ستتاخته شتتدهدر ظتتروفمقطتتر بایتتد در 

 .شود ادهشده هر چه زودتر استف دیتولمقطر آب  ،شودیم هیتوص نیو همچننگهداری شود 

 

 محيط کشت   ویژگی  3-5-3

 ها باشند مواد غذایی ضروری برای رشد میكروب دارایها باید تمام محیط کشت. 

 pH  .محیط کشت باید در حد معین قبل از استفاده برای کشت تنظیم شود 

 ید کاملا تمیز و عاری از مواد خارجی باشند کشت باهای ظروف مورد استفاده برای تهیه محیط 

  . آب مقطر مورد استفاده باید صحیح تهیه شود 

                                                 
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
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 محتیط کشتت در نظتر     مغتذی نتوع متواد    متناستب بتا  بایتد   ،ستریل کردن محیط کشتت ا درجه حرارت

بتاو باعتا از بتین رفتتن برختی از متواد شتیمیایی موجتود در محتیط کشتت            یاهت هگرفته شود. درجت 

 شوند. می

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

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

صتتورت آمتتاده در بتتازار در دستتترس هتتای کشتتت بتتههتتای آزمتتون باشتتند. چنانچتته محتتیطمیكروارگانیستتم

را مطابو بتا دستتورالعمل ستازنده تهیته کنیتد. بترای هتر محتیط کشتت و معترف، بهتتر استت              باشند، آنها

کتترد و تضتتمین کیفیتتت   یتتک محتتدودیت زمتتانی بتترای استتتفاده تعیتتین شتتود. بتترای کنتتترل عمتتل      

 .دیکن مراجعه 8663 شمارۀ رانیااستاندارد ملی های کشت بهمحیط

 طبقه بندی محيط کشت    3-5-4

 کنند: بندی میهای مختلف طبقهمحیط کشت را از جنبه

 طبقه بندی محيط کشت بر اساس ترکيبات  3-5-4-1

 

 طبقه بندی محيط کشت بر اساس قوام فيزیكی  3-5-4-2

 1کشت جامد محيط  3-5-4-2-1

ا و ی )پلیت( دیش پتری، لوله در و بوده جامد صورتبه خود ترکیب آگار در بودن علت دارابه جامد هایحیطم

تشخیص  ،خصوصیات خاص هر کلنی، تولید پیگمانت، تشكیل کلنی گیرد.میگر مورد استفاده قرار ظروف دی

 سه صورتبه شت در محیط جامدککارگیری محیط جامد است.هدلیل ب ،دیدن منطقه همولیز، هاانواع باکتری

 گیرد :انجام میو برای اهداف خاص 

 
 دارمحيط کشت آگار -13شكل 

  2حيط جامدکشت در داخل م الف

و لوله  تلقیح کردهباکتری مورد نظر را  ،C0 45 با دمایجامد آگاردار های آزمایش محتوی محیط کشت لولهبه

طور بهسپس لوله آزمایش را  ،با محیط کشت مخلوط شوند ها کاملاًتا باکتری دهندها تكان میرا بین دست

 .دهند تا محیط بسته شودعمودی قرار می

   3قیهای عمکشتب 

                                                 
1- Solid media 

2- Shake Cultures 

3- Stab Cultures 



15 

 

محتتیط  عمتتو)آنتتس( در  کشتتت ستتوزنتوستتط  عمتتودییستتم را بطتتور میكروارگان تتتوانبتتا ایتتن روش متتی

 جامد کشت داد.

  1دار شيب کشتپ 

وستتیله فیلتتدوپلاتین بتتهیتتا  /)آنتتس( در عمتتو و ستتطح و کشتتت ستتوزن هتتا،بتترای کشتتت میكروارگانیستتم

 . دهندمی کشت دارشیب سطح در( ای )لوپحلقه

 

 
 

 2کشت نيمه جامد يطمح  3-5-4-2-2

 برای مشتتاهده .(5/0 تا2/0)% استتت کمتر جامد هایمحیطبه نستتبت آن آگار میزان که جامد نیمه هایمحیط

حالت بهشتتدن،  هدامآهنگام  محیط کشتتتین نوع چنانچه ا "SIM "مانند: د.شتتوها استتتفاده میحرکت باکتری

سلنت "شوند   جامدشیبدار   ش  و اگر .شود گفته می "ا شود به محیط ک ه گفت "بات"آن ت در ته ظروف ریخته 

 .شودمی

 
 

 3 مایع یا آبگوشتیکشت  محيط  3-5-4-2-2

 نتوع  بتا  و متناستب  نیامتده  در جامتد  صتورت بته  ختود  ترکیتب  در آگتار  نداشتتن  علتت بته  متایع  هایمحیط

و یتا ظتروف   ارلتن متایر    ،هتای آزمتایش  تتوان آنهتا را در لولته   های مورد نظتر متی  آزمایش و میكروارگانیسم

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

 شوند.نامیده می "براث"طور معمول ها بهها، یا بطریها، ارلنمحیط کشت مایع در لوله -2یادآوری

                                                 
1- Slant media 

2- Semi Solid media 

3- Liquid or broth media 
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 اس کاربرد آنها  طبقه بندی محيط کشت بر اس  3-5-4-3

   1محيط کشت انتقالی  3-5-4-3-1

ساندن  حداقل ربهها در ضمن  منظور نگهداری و حفظ قابلیت زیستی میكروارگانیسم  محیط کشتی است که به  

آوری نمونه و کار آزمایشتتگاهی بر روی آن، طراحی شتتده استتت.  تغییر در شتتمارش در دوره زمانی بین جمع

 " 2یا آمیسمحیط کشت استوارت " مانند:

 3داری کننده محيط کشت نگه  3-5-4-3-2

هتتا در یتتک دوره منظتتور نگهتتداری و حفتتظ قابلیتتت زیستتتی میكروارگانیستتممحتتیط کشتتتی استتت کتته بتته

ستازی  زمانی طوونی طراحی شده، تتا از آنهتا در برابتر اثترات نتامطلوبی کته ممكتن استت در طتی ذخیتره          

 آنها قدرت بازیابی دهد. از این مدت، به وجود آید محافظت کرده و پسطوونی مدت به

  "5نوترینت آگار "های، اسلوپ"4محیط کشت دورستاگ"مانند: 

 6محيط کشت بازیابی   3-5-4-3-3

 هتتای آستتیب دیتتده و تحتتت تتتنش امكتتان تتترمیم و بازیتتابی  میكروارگانیستتممحتتیط کشتتتی استتت کتته بتته

 شوند. ا تكثیر آنها نمیدست آورند، ولی لزوما باعهدهد تا رشد طبیعی را بمی

 "7آب پپتونه بافری "مانند
آب  "کتتار رود بتترای مثتتالعنتوان یتتک محتتیط پتتیش غنتتی کننتده نیتتز بتته  توانتتد بتتهمحتتیط کشتت بازیتتابی متتی  -یااادآوری

   "پپتونه بافری

 9و غنی کننده  8محيط کشت پيش غنی کننده  3-5-4-3-4

شكیل د طور کلی محیط کشت مایع به هب شرایط مطلوب خاصی برای رشد و تكثیر     دلیل ترکیبات ت هنده آن، 

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

  10محيط کشت غنی کننده انتخابی  3-5-4-3-4-1

شت غنی  ست که به کنندهمحیط ک سم ای ا شد می میكروارگانی سطه  دهد و بههای خاص امكان ر یک ماده وا

شد تمام   ،مهار کننده سم كرومیر سم مورد نظر را  میكروجز هها بارگانی ند. کنمی مهاریا تا حدودی  کاملاًارگانی

 " 11واسیلادیس -پپتون سوی راپاپورت"مانند: محیط کشت 

                                                 
1- Transport medium  

2- Stuart or amies transport medium 

3- Preservation medium 

4- Dorset agar medium 

5- Nutrient medium 

6- Resuscitation medium  

7- Buffered peptone water 

8- Pre- enrichmen medium 

9- Enrichmen medium 

01 - Selective enrichment medium   

11 - Rappaport-Vassiliadis (RV) 
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  1محيط کشت غنی کننده غير انتخابی  3-5-4-3-4-2

  "فیوژن براثبرین هارت این"مانند:د. دهها امكان رشد میطیف وسیعی از میكروارگانیسمبهاین محیط 

 2محيط کشت جداکننده  3-5-4-3-4-3

 دهد.ها امكان رشد میمیكروارگانیسممحیط کشت جامد یا نیمه جامدی است که به

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

ور ها بطانیسم گدهد و از رشد سایر میكروار  میكرو ارگانیسم خاص و هدف امكان رشد می  بهکه  کشتی محیط 

 "آگار XLD"مانند: کندل یا قسمتی جلوگیری میکام

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

  "نوترینت آگار"مانند: شوند.صورت انتخابی، مهار نمیدر آن میكروارگانیسم بهکه  کشتیمحیط 

 6/ فلوروژنيک 5محيط کشت انتخابی کروموژنيک   3-5-4-3-4-6

ست که همه یا بخشی از فلور همراه با میكرو   محیط کشت کروموژنیک / فلورو  ژنیک دارای ترکیبات انتخابی ا

گانیستتتم   هار می       ار نه را م هدف در نمو به   های  ند و منجر  یت  ک ند:    ابی دقیو میی و ردتقو مان  شتتتود 

" TBXآگار"،MUG/EC"" 

  7محيط کشت افتراقی  3-5-4-3-4-7

شت  صیت فیزیولوژیک یا بیو        محیط ک صو صات و خ شخ ست که م سم   ی ا نظور مها را بهشیمیایی میكروارگانی

 "TTC ،TBX"و"7ترجیتول" :مانندکند. شناسایی فراهم می

 
 8محيط کشت شناسایی   3-5-4-3-4-8

استتفاده از  بته محیط کشت با قدرت تشخیصی بتاو بترای ایجتاد یتک واکتنش تشخیصتی ختاص کته نیتاز          

 " 9بایل اسكولین آزاید" :های تاییدی ندارد. مانندمحیط کشت
 
 

 10محيط کشت شمارش   3-5-4-3-4-9

                                                 
1- Non- selective enrichment medium  

2- Selective isolation medium 

3- Selective isolation medium 

4- Non-selective isolation medium  

5- Chromogenic selective culture medium 

6- Fluorogenic selective culture medium 

7- Differential medium 

8- Identification medum 

9- Bile Esculin Azide Agar (Enterococcus Selective Agar) 

10- Enumeration medium 
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 1پارکربرد"رود. مانند:کار میها بهمحیط کشتتتت انتخابی یا غیر انتخابی که برای شتتتمارش میكروارگانیستتتم 

 "2ایست اکسترکت آگار "
 تواند خصوصیات محیط کشت بازیابی و/یا محیط کشت غنی کننده را داشته باشد.محیط کشت شمارش می-یادآوری

 

 3محيط کشت تایيدی   3-5-4-3-4-10

ابی ها پس از یک مرحله بازیمحیط کشتی است که برای شناسایی یا تعیین هویت مشخصات میكروارگانیسم        

  "4کلینگر آیرون آگار"شود مانند:کار گرفته میهمقدماتی و/یا غنی سازی و/یا جداسازی، ب

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

که برای  ای استکشت انتقالی، محیط کشت رقیو کننده یا محیط کشت دارای ترکیبات خنثی کننده محیط

 د.روکار میکش بهغیرفعال کردن عوامل در سطح و/ یا ضد عفونی کننده یا سایر عوامل میكروب

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

که یک محیط بازیابی "6بلاد آگار"گیرد. مانند: د قرار میهای متعدمحیط کشتتتی استتت که در دستتته بندی 

ست، می  شت افتراقی برای رد   تواند بها شت جداکننده و همچنین محیط ک کار ههمولیز بیابی عنوان محیط ک

 تواند یک محیط کشت پیش غنی کننده نیز باشد.  که یک رقیو کننده است می "بافر پپتون واتر"رود و یا 

 

 محيط کشت مرجع   3-5-4-3-4-13

ای کنترل عملكرد محیط کشت که برای ارزیابی مقایسه"7تریپتون سوی آگار"محیط کشت غیر انتخابی مانند:

 رود. بكار می

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

 محيط کشت آماده مصرف  3-5-4-4-1

شكل آماده ها، یا ظروف دیگر، به، لولههاطریب ها،محیط کشت مایع، جامد یا نیمه جامدی است که درپلیت

شكل آماده مصرف پس از ذوب کردن مجدد و افزودن شكل آماده مصرف پس از ذوب کردن یا بهمصرف، یا به

 رود. کار میمكمل به

 محيط کشت کامل شده  3-5-4-4-2

 محیط کشتی است که برای تلقیح آماده باشد.

 

 

                                                 
1- Baird-Parker Agar 

2- Yeast Extract Agar 

3- Confirmation medium  

4- Kligler Iron Agar (KIA) 

5- Medium containing nutralisers 

6- Blood agar 

7- Tryptic Soy Agar)TSA( 



19 

 

 صرف بعد از ذوب مجدد محيط کشت آماده م  3-5-4-4-3

ه ها بریختن در پلیتای است که برای استفاده در روش کشت آمیخته یا برای محیط کشت ذوب مجدد شده

 رود.کار می

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

ب مجدد شده، مكمل محیط کشتی است که باید قبل از استفاده )محیط کشت آماده مصرف کامل نشده( ذو

 افزوده و توزیع شود.

 "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  3-5-4-4-5

 آن آب افزوده شده و فرآوری گردد.ل از مصرف، بهصورت خشک موجود است، و وزم است قبمحیط کشتی است که به

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

  شود.از ترکیبات مجزای خود تهیه می کاملاً وسیله آزمایشگاه میكروبیولوژیمحیط کشتی است که به

 

 در آزمایشگاههای کشت محيط آماده سازی و استریليزاسيون  3-6

ی صتحیح محتیط کشتت یكتی از مراحتل اصتلی بترای تضتمین کیفیتت نتتایج آزمتون            آماده ستاز   3-6-1

 میكروبیولوژی است که باید با دقت خاصی انجام شود.

کشتتت  محتتیط از وزم نشتتانه گتتذاری آن، مقتتداربتته توجتته بتتا بتتا رعایتتت دستتتور العمتتل تولیتتد کننتتده، و

ن امتلاح یتا آب یتون زدایتی     ختالص )مقطتر(، آب بتدو    شتود. و بتا آب  )پودر خشتک( بتا دقتت تتوزین متی     

 در ستتپس کنیتتد مخلتتوط ارلتتن داختتل شتتده بتتا استتتفاده از استتمز معكتتوس یتتا کیفیتتتی معتتادل آن، در  

 حجم برسانید.و به یكنواخت کنید. سریعاً کردن، گرم با همراه لزوم صورت

 د. پایش شو 5271بیشتر نباشد و طبو استاندارد ملی ایران شمارۀ mL /cfu 210از آلودگی میكروبی

باشد و طبو  2میكروزیمنس 25آب استفاده شده برای تهیه محیط کشت نباید بیشتر از  1هدایت الكتریكی

 پایش شود. 8097استاندارد ملی ایران شمارۀ 

 

3-6-2  pH  

pH    محیط کشت را بتا استتفاده ازpH     ستازی  در صتورت لتزوم، قبتل از ستترون     .متتر انتدازه گیتری کنیتد

pH  رتیتب کته   ایتن ت تنظیم شود، بتهpH     ستازی و رستیدن دمتا بته     محتیط کشتت پتس از ستترونC0 25 ،

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

 هیتدروکلریک  یتا g/L40: معمتووً بتا استتفاده از محلتول ستدیم هیدروکستید بتا غلظتت تقریبتی          pH باشد.

                                                 
  دهند.نیز نمایش می EC باشد. واحد هدایت الكتریكی که آن را بادهنده میزان املاح هادی موجود در آب می الكتریكی آب نشان هدایت - 1

 شود. نشان داده می µSiemens/cmبا  SIباشد که در سیستم واحد هدایت الكتریكی ویژه آب می ر سانتیمترمیكروزیمنس ب - 2
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هتای ستترون   ستازی انجتام شتود، بایتد از محلتول     پتس از ستترن    pHیماگتر تنظت   .شتود انجتام متی   استید 

 . استفاده شود

 

 توزیع   3-6-3

از ری برای جلوگیمناسب کافی فضای  کنید بطوری که مطمئن شوید در ظروف مناسب توزیعرا محیط کشت 

 سترون سازی وجود ندارد.در طی فرآیند  سر رفتن محیط

 

 سترون سازی   3-6-4

شت  هایمحیط شده  ک سترون کنید   را در روز آماده تهیه  شت و معرف سازی محیط سترون . سازی  ها های ک

ستفاده از حرارت مرطوب  ستفاده از اتوکلاو   معمووً با ا سیون یا با ا ضی از   .شود انجام می فیلترا های محیطبع

ل: برای مثا .ن نمودتوان آنها را با دمای جوش ستتتروستتازی با اتوکلاو نیاز ندارند، ولی میستتترونکشتتت به

حرارت و نور حساس هستند و   ها که حاوی برلیانت گرین بوده و بخصوص به های کشت آنتروباکتریاسه  حیطم

ست   شوند          بهبهتر ا شدید محافظت  شده و در برابر نور  سرد  شیدن  ضی همچنین،  .سرعت پس از جو از  بع

های . در همه موارد طبو دستتتورالعملر دادستتازی مورد استتتفاده قرا توان بدون ستتترونها را نیز میمعرف

سب انجام دهید.    ستانداردهای منا سترون کردن،   تولیدکننده یا ا شرایطی که از  محیطپس از   تغییرها را در 

ت محیط کشتتاگر . از نور و خشتتک شتتدن محافظت کنید برای مثال:نگهداری کنید  ،ترکیبات جلوگیری کند

در استاندارد خاصی مشخص شده     که  شرایطی در  یا C0 3± C0 5 ر دمایچال دخدر یده وبلافاصله استفاده نش   

 برای و هفته چهار تا دو از هاپلیت برایمدت زمان نگهداری  دوشتتمی توصتتیهمعمووً  .، نگهداری کنیدباشتتد

 .نشود بیشترماه  شش تا سه هالوله و شده بسته هایبطری

یند دیگری که آدادن آن در حمام آب جوش و یا هر فر وستتیله قراربهرا کشتتت  یهامحیطبرای ذوب مجدد، 

محیط کشت ذوب شده، در حمام آب گرم    (قرار دادن در بخار اتوکلاو :مانند) ذوب کنیدهمان نتیجه را دهد، 

 کنید.، خنک C050اتت C047دمای بابا دمای تنظیم شده، 

 

 هاافزودن مكمل  3-6-5

محیط اضافه رسید، به C050کمتر از بعد از اینكه دمای محیط بههستند، باید حرارت بههایی که حساس مكمل

های مایع افزودن مكمل. دمای اتاق برستتدمحیط آگاردار بهشتتده باید قبل از افزودن به ستتترونمكمل . شتتوند

شكیل پرک         شدن آگار یا ت سته  سبب ب ست  سب جلوگیری کند    سرد ممكن ا شود و از توزیع منا شفاف   .های 

در هر  .ستترعت در ظروف نهایی تقستتیم کنیدآرامی و کامل مخلوط کرده و بهمحیط کشتتت بهها را در مكمل

 .کننده عمل کنیدتولید لعملطبو دستوراصورت 

 

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

شده را در     شت آگاردار ذوب  ضخامت آن  هاپلیتمحیط ک ظروف در . برای مثال: گردد mm3بریزید تا حداقل 

محیط کشت آگاردار کافی است یا مقداری که در استانداردهای مربوطه     mL20تاmL 18، معمووmm20با قطر 
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انجامد، یا طول میهب h 72گذاری آنها بیش ازها باید نگهداری شوند، یا زمان گرمخانه اگر پلیت.بیان شده است  

ها پلیت. ریخته شود  هاپلیتدر  كن است مماست، محیط کشت بیشتری     C0 40 گذاری بیش ازدمای گرمخانه

 . صورت در بسته روی یک سطح افقی و خنک قرار دهید تا آگار سرد شده و ببنددرا به

 

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

ده شتتده های آگاردار آماپلیتو کشتتت  طیمحبهمربوط  گرید یهاهیو توصتت ءانقضتتا خیتار ،یدارنگه طیشتترا

 باشد.کننده تولید لعملتجارتی بهتر است طبو دستورا

 

   آماده سازی نمونه      3-7 

ها را با تكان دادن شدید کاملا  ها، پیش از انجام آزمون، نمونهتوزیع یكنواخت میكروارگانیسم دستیابی به  یبرا

 های وزم را تهیه کنید. ماهیت نمونه و میزان آلودگی مورد انتظار، رقتمخلوط کنید. و بسته به

 های دهدهی را با رعایت شرایط اسپتیک تهیه کنید.برای آزمون شمارش، رقت

های سترون اضافه کنید با ارلن یا لولههای رقیو کننده را بهاز محلول mL90یا  mL9برابر، 10هایبرای رقت

 ا تهیه کنید.برابر ر 10هایحجم محلول رقیو کننده، رقت 9انتقال یک حجم نمونه به 
 ها تقریبا برابر با دمای محیط آزمایشگاه باشد.دمای محلول رقیو کننده شود،توصیه می-3یادآوری
سرعت خنک سپس به، برای شمارش اسپورها، بلافاصله پس از تهیه سوسپانسیون اولیه باید شوک حرارتی دهید-3یادآوری

 . کنید

 
 

پتت ستترون بته    سپانستیون اولیته را، بتا استتفاده از پتی     از سو mL 1بعتدی،  دهتدهی هتای  رقتت برای تهیه 
mL9         همتزن  یتک  از استتفاده  بتا  ومحلول رقیو کننده ستترون کته دمتای مناستبی دارنتد، منتقتل کنیتد 

باشتتد. در صتتورت متتی 10-2بدستتت آمتتده رقتتتکنیتتد.  وطمخلتت sec 3تتتا  sec 5متتدت زمتتان بتته مكتتانیكی
را تهیتته کنیتتد تتتا حتتدی کتته بتترای شتتمارش    ( ..... ، 10-3) هتتای بعتتدیهمتتین ترتیتتب و رقتتت لتتزوم، بتته

داختل سوسپانستیون اولیته فترو      cm1پتت را بتیش از  یپت  د،یمراقتب باشت   ها مناسب باشتند. میكروارگانیسم
 پتت حتاوی سوسپانستیون اولیته بتا محلتول رقیتو کننتدۀ ستترون جلتوگیری کنیتد.           تماس پتی  و ازنكنید 

هتتای اعشتتاری بعتتدی، زمتتان بتتین پایتتان یتته و رقتتتهنگتتام آمتتاده ستتازی رقیتتو کننتتده سوسپانستتیون اول



22 

 

 آمتتاده ستتازی تتتا لحظتته تمتتاس متتاده تلقیحتتی بتتا محتتیط کشتتت یتتا آبگوشتتت غنتتی کننتتده نبایتتد بتتیش  
  باشد. min 45از
 ميكروبيولوژی های کشت درروش  3-7-1

 سه روش قابل انجام است.کشت در پلیت به  

 1کشت خطی  

 2کشت سطحی  

 3کشت آمیخته یا پور پلیت   

 
 کشت خطی    3-7-1-1

ترون س حلقه کشتوسیله یک هاین ترتیب که ابتدا بشود. بهاین روش از محیط پیش ریخته استفاده می در

های موازی و در ت خطرا روی سطح محیط پیش ریخته بصور باکتری را برداشته و آن کلنیشده مقداری از 

قسمت تقسیم  4پلیت را به  ،های تکهای خطی برای بدست آوردن کلنیدر کشت شود.ه میکشیدچند جهت

های موازی کشیده و بعد خطوط صورت خطهب ،باکتری است کلنیکه محتوی  حلقه کشتنوک  شود و بامی

و در منطقه سوم و چهارم هم  دادهر ادامه را در منطقه دوم از انتهای خط انتهایی منطقه اول در جهت دیگ

د. خصوصیت این روش این است که وقتی خطوط موازی را روی سطح محیط شوهمین صورت عمل میبه

تا  واهد بودخکمتر بسیار تراکم باکتری  ،انتهای خط و درشود ها کاسته میترتیب از تراکم باکتریکشید بهمی

 .شودکلنی خالص نامیده میکه  وجود خواهد داشت.های تک کلنیدسترسی بهکه در منطقه چهارم  ییجا

 
 

باشتتند برای انجام کشتتت خطی روی محیط پیش های کشتتت باکتریایی که بصتتورت مایع میر مورد محیطد

رار داده پیش ریخته قکشت از  روی محیط  شته، بردا از سوسپانسیون میكروبی    حلقه کشت ریخته فقط یكبار 

 شود.کشیده میازی در چند جهت صورت خطوط موهو ب

 کشت سطحی      3-7-1-2

های مورد مصرف انسان و خوراک دام، نمونه   فرآوردههای این روش کشت اغلب برای شمارش میكروارگانیسم   

هستتتتند و  4گرماهای حستتتاس بهگانیستتتمهایی که دارای میكروارفرآوردههای محیطی و همچنین در مورد 

 دارد. برد(کار5گراهای سرمااری از فلور کل را تشكیل دهند ) مانند: ارگانیسمداحتمال دارد قسمت معنی

                                                 
1- Streak plate 

2- Surface plate  

3- Pour plate  

4- Heat-sensitive organisms 

5- Psychrotrophic 

http://www.beck-on-laboratory.blogfa.com/post-3.aspx
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های زده و منجمد، که ممكن استتت دارای میكروارگانیستتم های یخهای خشتتک شتتده، غذا همچنین در غذا

های هوازی اجباری هستتتند که احتمال دارد قستتت هایی که دارای باکتریفرآوردهگرما باشتتند یا حستتاس به

ایی که داری ذرات کوچكی فرآورده( و 1سودوموناس پهای نی داری از فلور کل را تشكیل دهند )مانند:گونه مع

شتتود، همچنین ستتختی انجام میهای تشتتكیل شتتده در کشتتت آمیخته بههستتتند که تشتتخیص آنها از کلنی

شت آمیخته می     فرآورده شخیص کلنی در ک شدید آنها باعا جلوگیری از ت ی هایفرآورده، شود هایی که رنگ 

عنوان قستتمتی از ارزیابی کمیت غذا مورد نیاز استتت و باوخره  که برای تشتتخیص بین انواع مختلف کلنی به

هایی است که قابلیت رشد و تشكیل کلنی در سطح محیط کشت جامد را دارند،       برای کشت میكروارگانیسم  

شتتود. در روش ستتطحی، برای  فاده میشتتود. در این نوع کشتتت، از محیط پیش ریخته استتت  کار برده میبه

 ، حتتجتتم آزمتتونتته و یتتا رقتتتتتی از آن بتتایتتد بتتیتتن   mm100تتتا  mm90هتتائتتی بتتا قتتطتتر  پتتلتتیتتت 

mL 1/0  تاmL 5/0 های تشتتكیل ای انتخاب کرد که در آن تعداد مورد انتظار کلنیگونهباشتتد. رقت را باید به

 200و غیرتیپیک روی پلیت باید کمتر از  های تیپیککلنی تیپیک باشد. تعداد کل کلنی  150تا  10شده بین  

  کلنی باشد.

كن  ها ممهای بزرگتر تعداد کلنیها بستتتتگی دارد و برای کلنیاندازه کلنیهای قابل شتتتمارش، بهتعداد کل کلنی – یاد آوری

 است کاهش یابد.  

 

ستتطح محیط  محیط کشتتت را آماده و نشتتانه گذاری کنید و در صتتورت لزوم mL15 های دارای حدود پلیت

از  mL  1/0یا های مایع( و   فرآوردهآزمایه )   از mL  1/0شتتتود. معمووکشتتتت پیش از استتتتفاده خشتتتک می  

سیون اولیه      سپان سایر  سو سط میله پخش     ها( فرآورده) شده و تو سطح محیط جامد از پیش ریخته تلقیح  در 

ها   تلقیحی، پلیت  شتتتود. و بعد از جذب ماده    کننده یا وستتتایل مكانیكی ستتتترون روی ستتتطح پخش می      

 .شودگذاری میگرمخانه

 .توجه داشته باشید که هنگام انجام کشت سطحی باید سطح محیط خشک باشد- یادآوری

شت به  سطح محیط جمع      هنگام تهیه محیط ک ست بخار آب روی درب پلیت و  صورت پیش ریخته، ممكن ا

 نكات زیر مهم است.ها توجه بهشود برای خشک کردن پلیت

شرایط رطوبت درون و سطح محیط کشت بستگی     ها بهیرا رشد بهینه باکتری زان رطوبت مهم است ز می -الف

های کشتتت افزایش غلظت مواد باز دارنده در محیطدارد. از دستتت دادن رطوبت زیاد ممكن استتت منجر به 

 انتخابی و کاهش فعالیت آب در سطح محیط کشت شود. 

شود و سطح محیط کشت در    سرعت روی محیط کشت پخش نمی  به هایی که کلنی آنهادر مورد باکتری -ب

توانید خشک کردن  رسد، خشک کردن سطح پلیت ضرورت ندارد. در این موارد می     نظر میها خشک به پلیت

 شود. مورد رطوبت میسطح پلیت را حذف کنید. زیرا باعا افزایش احتمال آلودگی و از دست دادن بی

ن نگه یای انتخاب کنید که احتمال آلودگی تا حد ممكن پایگونهشدن را به  درجه حرارت و زمان خشک  -پ

خار میزان بداشته شود و درجه حرارت اثر سوئی روی کیفیت محیط کشت نداشته باشد. زمان خشک شدن به

 ها بستگی دارد.آب سطح محیط کشت درون پلیت

                                                 
1- Pseudomonas spp. 



24 

 

کنید، برای استتتتفاده نمی 1ایوای ویهها از اتاقک با جریان هچنانچه برای خشتتتک شتتتدن کردن پلیت -ت

 ها، سطح محیط کشت را پایین قرار دهید. پیشگیری از آلودگی پلیت

هتا بته   ای کته ستطح آگتار پلیتت    ونته گبته  C050تتا  C0 25هتا را بتا قترار دادن در دمتای     در عمل پلیتت  -ث

 شود.طرف پایین باشد و در پلیت نیمه باز باشد، خشک می

ا زمان ناپدید شتتدن قطرات در ستتطح آگار یا روی در پلیت ادامه دهید بیش از آن  خشتتک کردن پلیت را ت

ای در دمای  ها را در اتاقک ایمنی با جریان هوای ویه      توانید پلیت  خشتتتک کردن را ادامه ندهید همچنین می   

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

توانید پس از ریختن محیط کشتتت در پلیت در صتتورت تجمع حباب هوا، آنها را با شتتعله نید. همچنین میک

 شود. دادن سطح محیط حذف کنید. اینكار باعا سترون شدن سطح محیط کشت هم می

 

 
 یا پورپليت کشت آميخته  3-7-1-3

زه پلیت و حجم محیط کشتتتت مورد اندادر روش کشتتتت آمیخته، حجم آزمونه و یا رقتی از نمونه بستتتته به

ک های تیپیای انتخاب کرد که تعداد مورد انتظار کلنیگونهاست. رقت را باید به mL 5تا  mL 1/0استفاده بین 

های تیپیک کلنی باشد. تعداد کل کلنی  150تا  10بین  mm100تا  mm90هایی با قطر تشكیل شده روی پلیت  

 کلنی باشد. 300ز و غیر تیپیک روی پلیت باید کمتر ا
ن است ها ممكهای بزرگتر تعداد کلنیها بستگی دارد و برای کلنیاندازه کلنیهای قابل شمارش، به تعداد کل کلنی – آورییاد

 کاهش یابد.  

 

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

تتتوکلاو و یتتا متتاکروویو و ستتایر فرآینتتدهای مناستتب کتته ترکیتتب دمتتا و  قتترار دادن در جریتتان بختتار آزاد ا

توانیتتد استتفاده کنیتتد از  متی گتذاری شتتده استت نیتتز   ستازی محتتیط کشتت، صتتحه  زمتان آن بترای آمتتاده   

حمتام ختارج کنیتد و     ازمحت  ذوب شتدن   حرارت دادن زیتاد محتیط کشتت ختودداری کنیتد و آن را بته      

برستد پتس از    C0 45قترار داده تتا دمتای آن بته      C0 45متای  محیط کشتت ذوب شتده را درحمتام آب بتا د    

 ها تقسیم کنید. های وزم، آزمونه را کاملا مخلوط و در پلیتها و دقتتهیه و آماده سازی پلیت
 .نكنیدداری نگهصورت ذوب شده به h 4های کشت را برای مدت زمان بیشتر ازمحیط-1یادآوری

 بار ذوب نكنید. را بیشتر از یک دارهای کشت آگارمحیط -2یادآوری 
 

                                                 
1-Laminsr-flow safety cabinet 
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ارلن دارای محتیط کشتت را از حمتام آب ختارج کنیتد پتس از خشتک کتردن قستمت بیرونتی آن، گتردن            

ای بیافزاییتد کته   گونته هتا بته  پلیتت ظرف را از روی شتعله عبتور دهیتد. محتیط کشتت را بتدون تتاخیر بته        

محتتیط  mm 20تتتاmm 15 مقتتدارآزمونتته  mm2تتتا  mm1بتترای  حتتداقل برستتد.ایجتتاد شتتوک حرارتتتی بتته

هتای بیشتتر آزمونته،    بترای حجتم  . شتود متی  استتفاده  ،رستیده ºC45حتدود حترارت آن بته  که  سترونکشت 

کتتاملا  8صتتورته ستتپس بتتا حرکتتات دورانتتی بتتمقتتدار محتتیط کشتتت را بتتر همتتین استتاس تنظتتیم کنیتتد. 

پتس از جامتد    شتود. و تا سرد شتدن، روی ستطح افقتی قترار گرفتته و محتیط جامتد متی        . شودمیمخلوط 

 گیرد.ها بدون تاخیر در گرمخانه قرار میشدن آگار، پلیت

 های دو لایه کشت  3-7-1-3-1

بتا   کشتت در صتورت لتزوم ستطح محتیط     پس از تلقیح و کشتت آمیختته یتا پتور پلیتت       کشت دو ویه،در 

کشتت   آنحالتت بته   ایتن  در شتود ه متی وشتاند پکشتت   طمجددا با یک ویه نتازکی از همتان محتی    ،باکتری

طتور واژگتون در گرمخانته    هتای پتتری را بته   شود. پتس از بستته شتدن محتیط ظترف     ویه هم گفته می دو

  .دهند تا از ریختن قطرات آب درسطح محیط جلوگیری گرددقرار می

 
 صافی غشایی    3-7-1-4

 هتتای متتورد جستتتجو رویشتتود و میكروارگانیستتمزمونتته از صتتافی غشتتایی عبتتور داده متتیآدر ایتتن روش 

 طع شتده از محتی  اجتاذب اشتب   دپت گتار یتا   آمحتیط کشتت    س صتافی روی پماننتد ست  سطح صافی باقی می

 .شتتوندهتتا روی ستتطح صتتافی تشتتكیل متتی کلنتتی ،گتتذاریس از گرمخانتتهپتتشتتوند ر داده متتیاکشتتت قتتر

 ایگونته هتتوان بت  هتوازی، صتافی را متی   هتای بتی  هتای ختاص ماننتد بتاکتری    همچنین برای میكروارگانیسم

دار آگتتارحتتیط کشتتت میگتتری از ه دبتتا ویتت ایین باشتتد وپتتن بتته طتترف آکتته ستتطح  درار دالیتتت قتتپدر 

 شانده شود. پو
 میزان کدورت نمونه دارد .انتخاب اندازه منافذ فیلتر غشایی بستگی به -1یادآوری 

صیات مهار      -2 یادآوری صو شایی باید بدون خ شند و مرکب مورد   فیلترهای غ شد باکتری با ستفاده  کنندگی یا تحریک ر در   ا

   7993ماره ش ها اثر بگذارد. هر بهر فیلتر غشایی باید مطابو استاندارد ملی ایران به  چاپ خطوط شطرنجی نباید بر رشد باکتری  

 آزمون شود، بویژه وقتی که استفاده از برندهای مختلف فیلتر غشایی باعا نتیجه متفاوت در بازیافت و ایجاد رنگ شود.

 صاف کردن  3-7-1-4-1

 صافی غشائی یک صافی متخلخل پایۀ صفحۀ روی .کنید وصل خلاء منبعبه را سترون صافی هایدستگاه

 از با استفاده را غشائی صافی بیرونی قسمت. دهید قرار باشد، باو طرفبه آن چهارخانۀ سطح که را سترون

یكی  است خاموش خلاء مپپ درحالیكه. دهید قرار صافی پایۀ روی را سترون قیف .کنید محكم پهن سر گیرۀ

 های زیر را درون قیف بریزید.از آزمونه
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 )mL10حداقل (باشد شده مخلوط کاملاً که آن از رقتی یا و نمونه مشخصی از حجم-الف

  mL10حداقل محتوای ظرف حاوی آزمونه و مقدار کافی محلول رقیو کننده برای رساندن حجم کل به-ب

آن محلول رقیو کننده را مستقیما به mL10شود حداقل گرفته می پت اندازهچنانچه آزمونه با پی-پ

 پت مخلوط کنید.بیافزایید و با پی

 صاف مح به .دهید عبور صافی نمونه را از (kPa 70 1.)حدودتا خلاء برقرار شود کنید را روشن خلاء پمپ

 قرار خود جای در صافی هنوز کهحالی در را قیف هایدیواره است بهتر کنید. خاموش را خلاء پمپ نمونه، شدن

 .دهید سترون، شستشو کنندۀ رقیو محلول( 30تاmL10 (از استفاده با دارد،
، از صتتتافی هتتتای احیأکننتتتده ستتتولفیتکلستتتتریدیومر  وهتتتا ماننتتتد استتتپباکتریاستتتپوربتتترای آزمتتتون  -یاااادآوری

 استفاده کنید.   μm 22/0غشایی با اندازه روزنه

 
 انتقال صافی    3-7-1-4-2

یكی از موارد زیر پس از اطمینان از خاموش بودن پمپ خلاء، قیف را بردارید و صافی را با گیره سترون به

 .انتقال دهید

 ) از پیش ریخته(دار پلیت حاوی محیط کشت آگاربه -الف

مایع اشباع شده است و یا پد جاذب دارای دارای محیط کشت پد جاذب که از پیش با محیط کشت به -ب

شود، برای پیشگیری از تداخل کلنی، پیش از قرار دادن صافی روی آن اضافه میآب که آب مقطر بهبدون 

 پد جاذب، محیط کشت اضافی آن بیرون ریخته شود.

                                                 
های فشار مایعات ترین ویژگییكی از مهم. متر مربعبر  نیوتناست و برابر است با فشار یک  فشار، واحد فیزیکدر   (Pa)علامت اختصاریبا  اسكالپ - 1

ن فشار وارد کنیم فشار وارده از سوی ما بدون هیچگونه آعبارتی دیگر بهباشد که اگر مقداری مایع را درون ظرفی محصور تحت فشار قرار دهیم یا بهین میا

ین شكل اهب و .شودن اصل پاسكال گفته میآشود که بههای ظرف هم منتقل میدیوارهبهرسد و حتی میآن  تمام نقاطو کاستی به ضعیف شدن یا کم

  P=F/A شودتعریف می

P  مساوی است با فشار F نیروی وارد بر سطح و A مساحت سطحی است که F کند . بدیهی است که با در نظر گرفتن یكای نیوتن برای بر آن تأثیر می

نام دان فرانسوی، بهدانشمند فیزیکجهت احترام به صورت نیوتن بر متر مربع تعریف خواهد شد. این یكانیرو و متر مربع برای مساحت، یكای فشار به

 .پاسكال نامگذاری شد

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%DB%8C%D8%B2%DB%8C%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D8%B4%D8%A7%D8%B1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%DB%8C%D9%88%D8%AA%D9%86_(%DB%8C%DA%A9%D8%A7)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%AA%D8%B1_%D9%85%D8%B1%D8%A8%D8%B9
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 دار و سپس افزودن ویه دیگر از محیط کشت با دمای پلیت دارای مقدار کمی محیط آگاربه -پ

ºC1±ºC45 ها، از نبودن حباب هوا بین صافی و محیط کشت فیهنگام انتقال صا روی صافی غشایی

 اطمینان یابید. 
را  توانید قیفترین نمونه را ابتدا صتتاف کنید، میهای مختلف یک نمونه، در صتتورتی که کمترین و رقیوجمحبرای  -یادآوری

اده  ر از وسایل سترون جدید استف   تر همان نمونه استفاده کنید برای صاف کردن نمونه دیگ  های پایینزدایی، برای رقتدبدون گن

 کنید.
هتتای فیزیكتتی و شتتیمیایی، ماهیتتت عوامتتل مختلتتف بستتتگی دارد. ایتتن عوامتتل شتتامل ویزگتتی انتختتاب روش بتته-یاااداوری

هتتای آستتیب دیتتده و تحتتت هتتای متتورد جستتتجو، غلظتتت احتمتتالی آنهتتا، بتتاز یافتتت متتوثر میكتترو ارگانیستتم میكروارگانیستتم

   .باشدم میتنش، دقت آزمون و حساسیت وز

 

 گذاری  گرمخانه  3-7-2

شده را وارونه یتپل شرایط و ظروف  آکنید و آنها را در گرمخانه و یا حمام  های تلقیح  ب )پس ازقرار دادن در 

ها رابرای پیشتتگیری از خشتتک شتتدن در یک کیستته در صتتورت لزوم پلیت .غیر قابل نفوذ به آب( قرار دهید

ستفاده می مانند موارد .پلاستیكی قرار دهید  صاف پلیت .کنیدی که از گرمخانه دارای تهویه ا ی هایی که دارای 

شدن در ظروف مقاوم به        شک  شگیری ازخ ستند را برای پی نفوذ هوا و آب در گرمخانه روی روی پد جاذب ه

ا زمان و درجه حرارت گرمخانه گذاری را ب       .پلیت را در گرمخانه روی هم قرار ندهید      6بیش از  .هم قرار دهید 

ستانداردهای خاص مربوط به   ستفاده از ا سم های خاص انتخاب کنید گرمخانه رمیكرواا ر تواند دگذاری میگانی

شود  رشرح زی دو مرحله به س ناگبرای احیا میكروار. انجام  ای هتوانید پلیت ها را در زمانتحت تنش میهای می

مان بیشتر زو متعاقب آن برای مدت  ºC 40تا ºC25در درجه حرارت کمتر مانند  h 4ات ت h2مختلف برای مثال

  .گذاری کنیددر درجه حرارت معمول برای میكروارگانیسم مورد جستجو، پیش گرمخانه 

هایی که درجه گرمخانه و یا حمام آب دیگر و یا با استتتفاده از دستتتگاه تغییرات دما ممكن استتت با انتقال به

ا را هیابد، تحت تاثیر قرار گیرد بهتر استتتت تمام پلیتییر میطور خودکار پس از زمان معین تغهنها بآحرارت 

  د.طور معمول هم زمان در گرمخانه یا حمام آب قرار دهیبه

یط کشتتتتی که ستتتبب احیاء     ح( در مh 4تا  h2ها را برای مدت کوتاهی )مانند      توانید صتتتافی همچنین می

محیط دیگر ) معموو محیط ری بیشتتتر بهگذاستتپس برای گرمخانه شتتود قرار دهید وها میمیكروارگانیستتم

 .انتخابی( منتقل کنید

 روش شمارش   3-7-3

ص صافی  یهاپلیت سی کنید ه پس از پایان گرمخانهلها را بلافا در مواردی که این کار امكان ندارد  .گذاری برر

نداشتن اثرات سوء    در صورت  ºC3 تا  ºC5 توانید آن را برای مدت کوتاهی )برای مثال چند روز ( در دمای می

ا هها یا صافی در صورتی که پلیت  .های تاییدی قرار دهیدها و همچنین آزمونبر تعداد و ظاهر میكروارگانیسم 

 اری کنید.گذصحه نوع نمونه و روش آزمون،مدت زمان قابل قبول را با توجه به ،کنیدرا نگهداری می
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 شمارش و تایيد کلنی     3-7-4

شمارش روی   شمارش کنید. در محیط محیط غیر انتخابی، تمام کلنیبرای  های انتخابی و افتراقی، فقط ها را 

دهند شتتمارش کنید. برای تعیین هایی را که ظاهر مختص میكرارگانیستتم مورد جستتتجو را نشتتان می کلنی

د اییتاستتتت،  ها زیادهای تاییدی باید انجام شتتتود اگر چه هنگامی که تعداد کلنیتر، آزمونهای دقیوویژگی

های حاشتتیه پلیت با های تیپیک از قستتمتمشتتخصتتات همه آنها عملی نیستتت. در چنین مواردی تمام کلنی

 صافی را مورد بررسی قرار دهید. 

 

 رنگ آميزی   3-8

 رنگ آميزی گرم    1- 3-8

  :تهيه گسترش روی لام  1-1- 3-8

 .دشو تهیه وم روی گسترش یک باکتری نمونه از ابتدا

 :رنگ آميزی با کریستال ویوله  1-2- 3-8

روی ستتطح گستتترش میكروبتتی در ایتتن مرحلتته مقتتداری از رنتتگ کریستتتال ویولتته را بتتا قطتتره چكتتان بتته 

  ها نفوذ کند.تا رنگ در دیواره سلولی میكروبصبرکنید min 1زمان مدت بهروی وم بریزید و 
 مرحله شستشو:   1-3- 3-8

کتته وم را بتته ، در حتتالیرنتتگ اضتتافی روی وم را ختتالی کتترده، min 1 زمتتانپتتس از ستتپری شتتدن متتدت 

ستطح روی  متدت چنتد ثانیته    آرامتی بته  بته بتا استتفاده از آب مقطتر    شتده استت   صورت مایتل نگهداشتته   

 . دشوگسترش را شستشو 

 

 ید:مرحله اضافه کردن محلول   1-4- 3-8

  صبر کنید.min 1 مدت زمانو به را پوشانیدهروی گسترش  1ند قطره از محلول یدبا چ

 مرحله شستشو:   1-5- 3-8

 بتتهکتته وم را ، در حتتالی، رنتتگ اضتتافی روی وم را ختتالی کتتردهmin 1متتدت زمتتان پتتس از ستتپری شتتدن 

ستتطح روی متتدت چنتتد ثانیتته بتتهآرامتتی بتتهبتتا استتتفاده از آب مقطتتر شتتده استتت صتتورت مایتتل نگهداشتتته

 . دشوگسترش را شستشو 

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

-هبتت استتتن –درجتته نگهداریتتد بعتتد بتتا استتتفاده از محلتتول رنتتگ بتتر الكتتل 45را بتتا زاویتته کتته وم حتتالیدر

 را وم آن از بعتد . نباشتد  انتدازه  از بتیش  ستازی رنتگ بتی  مرحلته  کنیتد  دقتت . کنیتد  رنتگ بی آن را سرعت

  .کرد خواهد متوقف را شدن رنگبی عمل، این. بشوئید بسرعت
 

 

 

                                                 
1- Iodine   
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 محلول سافرانين:رنگ آميزی با   1-7- 3-8

بپوشتتانید ستتپس sec 10ت زمتتان متتد، بتتهرنتتگ ثانویتته یعنتتی ستتافرانین ستتطح وم را بتتادر ایتتن مرحلتته 

 . رنگ اضافی را خالی کرده و با آب مقطر وم را شستشو دهید

 خشک کردن لام:   1-8- 3-8

    .نكشید گسترش روی را کاغذ ولی دهید قرار کن خشک کاغذ روی آهسته را شده آمیزیرنگ وم

 مشاهده و تفسير    1-9- 3-8

گتروه   5هتا در  در مشاهده وم زیتر میكروستكوپ دارای عدستی روغنتی بتا بزرگنمتایی بتاو، ظتاهر بتاکتری         

 :شوندتقسیم بندی می

منفی  کوکوس گرم -4کوکوس )گرد( گرم مثبت   -3میله ای گرم منفی   -2له ای )باستتتیل( گرم مثبت     می-1

  های بدون واکنش به رنگ آمیزی گرم.باکتری -5

 

 
 یادآوری نكات مهم: 

            شتده   حرارت بتیش از انتدازه هنگتام تثبیتت گستترش باعتا پتاره شتدن دیتواره ستلولی بتاکتری

دهتد  بتری از دستت متی   این باکتری گرم مثبت رنگ اولیته )کریستتال ویولته( را هنگتام رنتگ     بربنا

 صتورت گترم منفتی دیتده     هو در نتیجته بتاکتری گترم مثبتت، بت      کنتد متی و رنگ ثانویته را جتذب   

 شود.می

 

 ممكتتن استتت ماننتتد یتتک گستتترش شتتدن رنتتگبتتی مرحلتته هنگتتام باشتتد ضتتخیم گستتترش اگتتر ،

معمولی رنگ نشود و این مستئله باعتا خطتا در تشتخیص شتما در گترم منفتی یتا مثبتت بتودن           

 باکتری خواهد شد.

 آمیزی موثر است .رنگها هم در رنگ بودن تازه و درست غلظت 
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 هتای گترم مثبتت شتده در     از حتد ممكتن استت باعتت پتاره شتدن جتدار بتاکتری         بتیش  بریرنگ

-هتا رنتگ کریستتال ویولته ختود را از دستت داده و رنتگ ثانویته را جتذب متی          نتیجه این باکتری

 شود.صورت گرم منفی دیده میهو ب کنند

 بایتتد بتتاکتری کشتتت ستتن کشتتت، محتتیط از وم روی گستتترش تهیتته هنگتتام شتتود دقتتتh 24  یتتا

انتتد، در هتتایی کتته از عمتتر آنهتتا گذشتتته و کهنتته شتتده کمتتتر باشتتد. بنتتابراین در محتتیط کشتتت 

شتود کته خاصتیت گترم مثبتت بتودن       هتا تغییراتتی حاصتل متی    قابلیت نفوذ دیواره سلولی باکتری

 دهد.را از دست می

 

 بولتون  -شفر یزيرنگ آم  2- 3-8

 یشت یمشتاهده آندوستپور و ستلول رو    یاستت کته بترا    یافتراقت  یزیت رنتگ آم  کیت بولتون -شفر یزیآمرنگ

قابتتل  یآستتانآزاد بتته یو استتپورها ردگیتتیروش، استتپور رنتتگ متت نیتتابتتداع شتتده استتت. بتتا استتتفاده از ا 

داختل پوشتش هتاگ از    ( بته نیگتر  تی)ماوشت  هیت نفتوذ رنتگ اول   یروش بترا  نیت خواهند بتود. در ا  مشاهده

رنتگ را پتس از    کنتد، یاستپور را مشتكل مت    یزیت آمکته رنتگ   یاتیان خصوصت . هم شودیاستفاده م ارتحر

مولتد شستته    هتای یاز بتاکتر  یآستان بته  نیگتر  تیکنتد. ماوشت  یحفتظ مت   یداختل هتاگ بختوب   نفوذ آن به

و پتاره شتده استت     دهیت د بیبتدون هتاگ بتر اثتر حترارت آست       هتای یبتاکتر  یستلول  وارهیت د رایت ز شودیم

 کند.یرا جذب م نیسافران یعنیرنگ دوم،  یشیسلول رو نیابنابر

 لام:  یگسترش رو هيته  2-1- 3-8

 .دیو با حرارت ثابت کن دیکن هیوم ته یگسترش رو کی یاز نمونه باکتر ابتدا

 

  نیگر تيبا مالاش یزيرنگ آم  2-2- 3-8

 .دیزیوم بر یرو یكروبیسطح گسترش م یرورا با قطره چكان به نیگر تیاز رنگ ماوش یمقدار

 یعمتل را بتا وارونته کتردن شتعله گتاز بتر رو        نیت تا رنتگ بختار شتود. ا    دیرنگ را حرارت دهآغشته به وم

کته رنتگ شتروع بته بختار شتدن کترد شتعله          ی. وقتت دیت رنگ انجتام ده  یتناوب از رووک و عبور شعله به

 دت مد.رنتتگ بجوشتت دیتتو نگذار دیتتمتوقتتف شتتد دو بتار کتتار را تكتترار کن  ریتتکتته تبخ نیهمتت دیتترا کنتار ببر 

min3 اتتmin 5  شتد   ریت وم تبخ یکتاملا از رو  نیگتر  تیو اگتر ماوشت   دیت ذکتر شتده عمتل کن    بیت ترتبته

-شتود. بته   یریوم سترد شتود تتا از شكستتن آن جلتوگ      دیت . بگذاردیت وم اضتافه کن رنگ بته  یدوباره مقدار

 . تاس ریرنگ هنوز در حال تبخ رایز دین رنگ ادامه دهبه اضافه کرد ،سرد شدن ومموازات 

 

 مرحله شستشو:   2-3- 3-8

بتتا استتتفاده از آب  دایتتنگهداشتتته لیتتصتتورت ماوم را بتته كتتهیکتترده در حال یوم را ختتال یرو یاضتتاف رنتتگ

 . دیگسترش را شستشو ده یسطح رو sec  30مدتبه یمقطر به آرام
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 :نيبا سافران یزيرنگ آم 2-4- 3-8

 .دیبپوشان min 1مانمدت زبه نیرا با رنگ سافران یكروبیگسترش م سطح

 مرحله شستشو:   2-5- 3-8

 یآرامت بتا استتفاده از آب مقطتر بته     دایت نگهداشتته  لیت ما کته یکترده. در حتال   یوم را خال یرو یاضاف رنگ

 . دیگسترش را شستشو ده یسطح رو sec  30مدتبه

 
  :ريمشاهده و تفس  2-6- 3-8

-یرنتتگ ستتبز مشتتاهده متتبتته یضتتیگتترد بشتتده، استتپورها  یزیتتوم رنتتگ آم یكروستتكوپیمشتتاهده م در

 شوند.یم دهیقرمز د ،یشیرو یهاشوند. و سلول

 یزیت آمدر رنتگ  نیت اکنتد بنتابر   یاستت کته در برابتر نفتوذ رنتگ مقاومتت مت        یهاگ پوشتش مقتاوم   چون

مولتتد(  ی)بتتاکتر یشتتیرنتتگ نشتتده در داختتل ستتلول رو هیتتتتتوان استتپورها را بتته صتتورت ناحیمتت یمعمتتول

مولتد ختارج شتده و در     یاگتر از داختل بتاکتر    ایت داد استپورها موجتود کتم باشتد و     تعت  اگتر مشاهده نمود. 

 گرم قابل مشاهده نخواهند بود. ایساده و  یزیآماغلب توسط رنگ ،صورت پراکنده باشندگستره به

 

 
 

 نمونه برداری  4

سال می   هایی که بهنمونه شگاه ار ه ی و نگئی حمل، جابجاشود، باید نماینده واقعی کل کاو بوده و در ط آزمای

گه ها باید در شرایطی ن داری آن صدمه ندیده و یا تغییرات فیزیكی و شیمیایی در آن ایجاد نشده باشد. نمونه    

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

نمونه، مشتتاهده آثار ظاهری رشتتد میكروبی،  ی نبودن مقداربندی، کافنمونه با مندرجات نامه، نقص در بستتته
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سب بودن درجه حرارت نمونه      شگاه، نامنا سب حمل به آزمای صرف، عدم     شرایط نامنا شدن تاریخ م سپری  ها، 

وجود استتتتاندارد میكروبی، قابلیت انجام آزمون میكروبیولوژی را دارا نبوده و به ارستتتال کننده عودت داده         

داری نمونه، به منظور انجام    تر از شتتترایط کلی نمونه برداری و نگه  های بیش آگاهی  برای کستتتب .شتتتودمی

 کنید.، مراجعه 20834 شمارۀهای میكروبیولوژی، به استاندارد ملی ایران آزمون

 

 گلاب و عرقيات گياهیهای آزمون ميكروبيولوژی روش   5

 آورده شده است: 3 در جدول گلاب و عرقیات گیاهیهای آزمون میكروبیولوژی روش
  روش آزمون ميكروبيولوژی گلاب و عرقيات گياهی -3جدول

 روش مرجع سميكروارگانينوع م ردیف

 5272-1شمارۀ  استاندارد ملی ایران هاشمارش کلی میكروارگانیسم 1

  7725-1استاندارد ملی ایران شمارۀ  کلیفرم 2

7724-2استاندارد ملی ایران شمارۀ  کوکانترو 3  

5353استاندارد ملی ایران شمارۀ  های احیا کننده سولفیتکلستریدیوم 4  

8869استاندارد ملی ایران شمارۀ  سودوموناس آئروژینوزا 5  

4207استاندارد ملی ایران شمارۀ  کپک و مخمر  6  

 

 اصول آزمون   5-1

 شمارش-الف

موجتود در آنهتا    یهتا ستم یوارگانكریورده تنهتا شتناخت م  آفتر  یمنت یا ایت و/  یكروبت یم تیت فیک یابیارز یبرا

استت کته    تیت هتم بته همتان انتدازه حتائز اهم      هتا ستم یكروارگانیم تیت موارد،کم شتتر یو در ب ستت ین یکاف

مختلتف   هتای بته روش  هتا ستم یكروارگانی. شتمارش م شتود یمت  هتا ستم یكروارگانیباعا ضترورت شتمارش م  

و  یرانتختاب یآگتار غ  طیده از محت هتا فقتط روش شتمارش بتا استتفا     فترآورده  نیت . اگر چته در ا شودیانجام م

 .شودیانجام م تیپورپل ای ختهیبا استفاده از روش کشت آم

 یرو یکلنتت لیدر تشتتك هتتاستتمیكروارگانیم یبرختت ییکشتتت جامتتد بتتر استتاس توانتتا  طیدر محتت شتتمارش

ستاده قابتل    ییبزرگنمتا  لیبتا کمتک وستا    ایت که بتا چشتم مستلح     باشدیداخل آن م ایکشت جامد  طیمح

 . است  صیتشخ

 روش جستجو ) روش کيفی( -ب

تعیتتین متتی فتترآورده ی ختتاص را در مقتتدار معتتین ازهتتامیكروارگانیستتمعتتدم وجتتود  ایتتن روش وجتتود یتتا

 کند.

 اساس روش جستجو  1-ب

ی تحتتت تتتنش قتترار گرفتتته در فتترآورده، مراحتتل زیتتر انجتتام  هتتابتترای تستتهیل در احیتتاء میكروارگانیستتم

 گردد: می
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داد این ترتیب، تعشوند. به کننده منتقل میها معموو در یک محیط آبگوشت غنی هاولین مرحله: نمون 1-1-ب

ها، بدون خطر ممانعت از رشتتد و تكثیر بوستتیلۀ ترکیبات انتخابی موجود در محیط کشتتت  میكروارگانیستتم

 یابد.انتخابی/ افتراقی افزایش می

شتتود. از / افتراقی کشتتت داده میدومین مرحله : برای جداستتازی روی محیط کشتتت جامد انتخابی 2-1-ب

های تاییدی مناسب برای شناسایی    دست آمده روی سطح محیط کشت جامد برای انجام آزمون   های بهکلنی

 شوند.استفاده می

 

 هاکنندههای کشت و رقيقمحيط  6

هتتتای کشتتتت در کننتتتده و محتتتیطهتتتای رقیتتتوهتتتای کلتتتی بتتترای تهیتتته محلتتتول  دستتتتورالعمل

  تعیین شده است. 9899و  8923-4، 8923-1 یهان شمارهاستاندارد ملی ایرا
 

 های کشتمحيطليست  – 4جدول 

 نام مواد ردیف

1 Plate Count Agar (PCA) 

2 

Lactose TTC Agar with sodium heptadecylsulfate 
Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) 

Sodium heptadecyl sulfate solution ( Tergitol 7) 
Tryptone soy agar ( TSA) 

Tryptone Bile agare  
Tryptophane Broth 

Kovac,s Reagent 
Indole Reagent 

Nutrient agare 

 

3 

1 ) S & BSlanetz and Bartley medium (  

Bile – aesculin azide agar 

 
 

4 

Plate Count Agar (PCA) Pseudomonas( C.N. A) 
Cetyltrimethylammonium bromide 

Mpac 

    Nutrient agare 

Acetamide brat                                                                  

 

5 
Sulfite Iron agar                                                        

Tryptise sulfite agar                                                       

 

77   

 

                                                 
هتای فترآورده باشتد و    باشتد ایتن رقیتو کننتده بایتد متناستب بتا ویژگتی        منظور از رقیو کننتده مناستب، رقیتو کننتده بترای اهتداف ختاص متی         - 1

 گیرد. می تنها برای آماده سازی سوسپانسیون اولیه مورد استفاده قرار
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 های کشتمحيطليست ادامه  1 – 4جدول 

 نام مواد ردیف

6 
Dichloran-rose Bengal-Chloramphenicol agar(DRBC)                        

Yeast Extract Glucose Chloramphenicol agar(YGC)                        

 

 
 و شناساگرها هاکنندهليست رقيق 2 – 4جدول ادامه 

 نام مواد ردیف

1 

Saline peptone diluents 

Ringer's_solution 
Peptone solution 

Phosphate-buffered saline (PBS): KH2PO4 Triphenyl tetra zolium chloride ( T. T. C ) 

    Formazan 

    Aesculin 

      Oxidas Reagent 

Nalidixic Acid        

Canamycin                                           

77 

 روش اجرای آزمون   7

 هیآزما یآماده ساز  7-1

اطلاع برای  .باشدیم4207 و 8923 -1 هایشمارهبه رانیا یمل هایبر اساس استاندارد هیآزما یسازآماده روش

 این جزوه آموزشی مراجعه کنید . 7-3بند سازی آب، بهبرداری و آمادهاز نمونه

طتتتور کامتتتل مخلتتتوط وستتتیله تكتتتان دادن و وارونتتته کتتتردن آن بتتتهمحتویتتتات بطتتتری در بستتتته را بتتته -1یاااادآوری

 کنید.

 کشت ميكروبی   7-1-1

 این جزوه آموزشی انجام دهید. 1-7-3را مطابو بند  تلقیح و کشت میكروبی

 

 گرمخانه گذاری 7-1-2

متفاوت استتت که در گذاری نوع میكروارگانیستتم مورد بررستتی دمای گرمخانه و مدت زمان گرمخانههبستتته ب

 شوند، نوشته شده است.  ها که در این فرآورده آزمون میادامه، برای هریک از میكروارگانیسم
  

http://www.beck-on-laboratory.blogfa.com/post-3.aspx
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 هااای هااوازیشمااارش کلاای ميكااروارگانيساام  7-2

روش -ميكروبيولاااوژی زنجياااره غاااذایی   5271-1رۀ ملااای ایاااران شاااما اساااتاندارد   7-2-1

درجاااه 30شااامارش کلنااای در  -1قسااامت -هااااجاااامع بااارای شااامارش ميكروارگانيسااام 

 با استفاااده از روش کشات آميختااه لسيوسس
تتترین روش جهتتت نشتتان دادن کیفیتتت میكروبتتی هتتوازی مزوفیتتل متتتداولهتتایشتتمارش میكروارگانیستتم

باشتتد ولتتی ارزش تشخیصتتی آن  محصتتول تولیتتد شتتده متتی محصتتول و مبنتتای قضتتاوت بهداشتتتی یتتک  

محتتدود استتت.این روش در تعیتتین شتترایط بهداشتتتی و کنتتترل تولیتتد، شتترایط حمتتل و نقتتل و نگهتتداری  

محصول، تعیین میزان آلودگی متاده اولیته یتا تشتخیص احتمتالی آلتودگی در ضتمن تولیتد حتائز اهمیتت           

 است. 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 ها شمارش کلنی

 محاسبه نمایيد .  9899باکتری را، مطابق استاندارد ملی ایران شمارۀ  CFUتعداد 

 

Plate Cont Agar(PCA) 
 

 کشت پورپليت: روش آزمون 

 

محيط کشت 

Plate Cont Agar(PCA) 
 

 نه گاااااااااااااااذاری  گرمخاااااااااااا

C0 1 ± C0 30  /h3±h72 

 

 آماده سازی، تهيه آزمونه
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 کليفرم   اشریشيا کلی و  7-3

 شناساایی اشریشاياکلی و  جساتجو و   -کيفيات آب  ،7725-1شامارۀ ملای ایاران    داساتاندار   7-3-1

 ها قسمت اول: روش صافی غشاییکليفرم

سه آخانواده های از باکتری گروهیبه کلیفرمصطلاح  ا سان و  ا زرگب ۀساکن رود که شود  گفته می نتروباکتریا ن

های هستتتند. این باکتریهوازی اختیاری هوازی و بی، استتپوربدون  ،گرم منفی ایهباستتیلهستتتند.  وانیح

های کنند. باکتریگاز  وولید استتتید تدر مجاورت املاح صتتتفراوی و در شتتترایط هوازی  قادرند وکتوز مثبت

آبی، خاک  طباکتری کلیفرم در محی در این گروه قرار دارند. کلبسیلا و  آنترو باکتر، سیترو باکتر ، اشریشیاکلی  

طور معمول خود وجود دارند. به گرمخونشتتوند. به تعداد زیادی در مدفوع جانوران و پوشتتش گیاهی پیدا می

 یزایماربهای ارگانیسم میكروها شاخصی برای تعیین دیگر   کنند، حضور آن ها بیماری جدی ایجاد نمیفرمکلی

ست  شأ آن    ا ست من شد که ممكن ا -دی-گاوکتوزیداز، بتا-دی-بتاآنزیم علاوه بر که ایی هکلیفرم.ها مدفوع با

شیاکلی   ، کنندگلوکرونیداز هم تولید  شری ستند.  ا شتی در آب و برخی از مواد    ها کلیفرمه شاخص کیفیت بهدا

(( و ریعس دو روش ))بهصافی غشایی   ا استفاده از  ها بکلیفرمو  اشریشیاکلی  شمارش و شناسایی    غذائی است  

  .گیردجام میاناستاندارد(( ))

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : محيط کشت
 Bile – Lactose TTC Agar  

 Tryptone Bile Agar 

 Tryptophane Broth   
   Kovac,s Reagent , Oxidas Reagen 

ز تی تی سی آگار حاوی سدیم هپتادسيل سولفاتلاکتو

تریپتون صفرا آگار محيط کشت 

ای گونتتهمحتتیط را بتتهpHد.محتتیط کشتتت تریپتتتون صتتفرا آگتتار را طبتتو دستتتورالعمل ستتازنده آمتتاده کنیتت   

 شتود. پتس از سترد نمتودن دمتای محتیط کشتت تتا         2/7 ±1/0تنظیم کنیتد کته پتس از ستترون شتدن، برابتر      
C0 2±C0 45امت حداقل ضخ، بهmm5های سترون تقسیم نمایید .، در پلیت 

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AC%D8%A7%D9%86%D9%88%D8%B1_%D8%AE%D9%88%D9%86%E2%80%8C%DA%AF%D8%B1%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AC%D8%A7%D9%86%D9%88%D8%B1_%D8%AE%D9%88%D9%86%E2%80%8C%DA%AF%D8%B1%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AC%D8%A7%D9%86%D9%88%D8%B1_%D8%AE%D9%88%D9%86%E2%80%8C%DA%AF%D8%B1%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%DB%8C%D9%85%D8%A7%D8%B1%DB%8C%E2%80%8C%D8%B2%D8%A7
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   ونااااوش آزمر

 روش سریع  

شایی بر روی        صافی غ ساس قرار دادن  سریع برا روش 

گذاری در          نه  خا کازئین و گرم حاوی  محیط کشتتتت 

تجدید  و  h5اتتتتتتتh4زمان  مدتهب C0 3±C0 36دمای

کازئین و دارای کشتتت کلنی ها بر روی محیط کشتتت 

  درگتتذاری فتتراوی و گتترمتتختتانتتههتتای صتتتتنتتمتتک

باشد.  می h19اتتتتتتتh20 مدته ب C°5/0±C0 44دمای

صافی        در این روش کلنی سطح  شده در  شكیل  های ت

اشند،  بندول از تریپتوفان مییتولید اغشایی، که قادر به 

 شوند.  میشمارش  اشریشیاکلیعنوان هب

 روش استاندارد  

ساس قرار دادن صافی غشای      ستاندارد برا   یروش ا

بر روی محیط کشتتت انتخابی جامد وکتوز دار و 

مدت به C0 3±C0 36ه گذاری در دمایتتتتگرمخان

های  باشتتد. همه کلنیمی h21  تتتتتتتا h 3زمان

شایی، ب         صافی غ سطح  شده در  شكیل  عنوان هت

شمارش می  شود. پس   باکتری های وکتوز مثبت 

های تأییدی )ایندول و اکستتیداز(،  از انجام آزمون

یاکلی  و  فرمکلیعنوان به  مارش    اشتتتریشتتت شتتت

 شوند.می

لاکتوز تی تی سی آگار حاوی سدیم هپتادسيل سولفات

  لاکتوز )پایه( محيط کشت-
   وکتوز آگار را طبو دستورالعمل سازنده آماده کنید. محیط کشت

آب مقطتر حتل نمتوده،     L1وکتوز، پپتتون، عصتاره مخمتر، عصتاره گوشتت، بروموتیمتول آبتی و آگتار را در        

ای تنظتتیم گونتتهمحتتیط را بتتهpH.ستتترون نماییتتد min 15متتدتهبتت C0 1±C0 121در اتتتوکلاو بتتا دمتتای

   شود. 2/7 ±1/0کنید که پس از سترون شدن، برابر

 : TTC/کلرایدتترازوليومفنيلمحلول تری-

TTC  را در مقتتدار کمتتی آب مقطتتر حتتل نمتتوده، ستتپس حجتتم آن را بتتهmL 100  برستتانید. محلتتول فتتوق

 ترون کنید .س μm 2/0با عبور دادن از صافی غشایی با اندازه روزنهرا 
 :(7ترجيتول ) 2سولفاتدسيلهپتامحلول سدیم-

برستتانید. ستتپس در   mL 100را در مقتتدار کمتتی آب مقطتتر حتتل نمتتوده، حجتتم آن را بتته     7ترجیتتتول 

 سترون کنید . min 15بمدت C°1±C0 121اتوکلاو با دمای 
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 طول زمان تابش فراء بنفش به کیفیت معرف مصرفی بستگی دارد .-

 انجام دهيد. روش صافی غشایی، 4-1-7-3بندزیر را مطابق سيون آماده سازی و فيلترا
 

 گااذاری  نهاگرمخا

h4 تا h 5/C0 2 ±C0 36 

 

 گااذاری  -نهاگرمخا

h 3 ±h 21/C0 2 ±C0 36 

 

Tryptone soye agar Bile – Lactose TTCAgar 

 ( Tergitol 7) 

Tryptone Bile Agar   شمارش کلنی 

روی یک بالشتک جاذب  انتقال صافی غشایی بر 

 معرف ایندولبه

 گرمخاانه گاذاری  

h19 تا h 20/C0 5/0 ±C0 44 

 

  اهفرمکليخصوصيات کلنی 
  در محيط

Bile – Lactose TTCAgar  
هتتای اکتریرشتتد کتترده، بتت هتتایکلیتته کلنتتی

 باشند.میوکتوز مثبت 

 جتحت تابش ومپ فراء بنفش با طول مو صافی غشایی  قرار دادن

nm 254 مدت زمانبهmin 10  تاmin 30   

 :  در محيط کلنی کلی فرمها خصوصيات

Tryptone Bile Agar 
پس از تابش نور فراء بنفش با طول موج (یاشریشیاکلهای قرمز رنگ )کلنیnm  254 
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شتود در هنگتام کتار کتردن بتا       لتذا توصتیه متی    رستاند،  هتا و پوستت آستیب متی     چشمپرتو فراء بنفش به-

 ش و عینک ایمنی استفاده کنید .این پرتو، از دستك

های اطتراف   کلنیهای مزاحم با نفوذ رنگ به ها، یا وجود کلنی که ممكن است توزیع نامناسب کلنی از آنجایی-

ای  توانیتد از کشتت دو ویته    منظور پیشگیری از این تتداخل متی  در عملیات افتراقی فوق تولید اشكال کند، به

 .استفاده کنید

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : اکسیداز منفی است.هاکلیفرمتفسير ،  

نفی ( و واکنش مسودوموناس آئروژینوزا):های شناخته شده دارای واکنش مثبت مانندآزمون اکسیداز را باید با باکتری -یادآوری

( تكرار کنید.اشریشیا کلیمانند )

 گاااااااااااااااذاری  گرمخاااااااااااانه

h3 تا h 21/C0 2 ±C0 36 

 

   يدها برای تایشمارش و انتخاب کلنی
 کلنی با خصوصيات کليفرم را انتخاب کنيد.   10تعداد کمينه 

 

Nutrient agar agare/ Tryptone Soya 

agar 
 

 واکنش اکسيداز

 قطره از معرف اکسیداز بر روی بالشتک جاذب بریزید . 3تا  2 -

بالشتک جاذب   رویای مقداری از کلنی مشخص را بر یا میله شیشه 1با استفاده از حلقۀ کشت پلاتین، سواب -

 معرف اکسیداز قرار دهید .آغشته به

د.مثبت در نظر بگیریعنوان واکنش را بهsec 30آبی تیره، در مدت ایجاد رنگ ارغوانی مایل به -

 "استاندارد "آزمون وشدر ر های تایيدیآزمون
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غنتی   هتریپتونت آب شتود.  تولیتد متی   هتریپتونت آب هتای معتین در   مندول توستط بعضتی از میكروارگانیست   یا

نیتتتروژن و انتترژی  عنتتوان منبتتع کتتربن وهتتا بتتهمینتته تریپتوفتتان استتت کتته توستتط ایتتن بتتاکتریآاز استتید 

 . گیردمیقرار استفاده مورد 

 
 
 

 

 
 

 

 

 

  استثبت ماندول ، اشریشیاکلیتفسير :

  مشاهده ميكروسكوپی:

 الااااااااانتقا

 لوله حاوی بهداشته و با استفاده از لوپ، قسمتی از همان کلنی اکسيداز منفی را بر

ml 10  ( منتقل کنيد.بدون اندول)آب تریپتونه 

 ن کنيد.

 گرمخاااااااااااانه گاااااااااااااااذاری  

h3 ±h 21 /C0 5/0 ±C0 44 

 

 الااااااااانتقا

ml 2/0های حاوی آب تریپتونهلولهمعرف ایندول به 

 دولاد انايآزمایش تاول

 

 اناوفای در آب تریپتاررساب

 

 ظهور رنگ قرمز در فاز الكلی نشانگر وجود اندول است.

 



41 

 

  شود.ای شكل دیده میاشكال میلهبه نفی وم گرم ،هاکلیفرم

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هاانتروکوک شمارشو  جستجوی  7-4

 روش صافی غشایی  به هاانتروکوکجستجوی  شمارش، 7724-2ملی ایران شمارۀ داستاندار  7-4-1

و تتا تختم مرغتی شتكل      هتای گترم مثبتت، کاتتاوز منفتی، کوکوئیتدی      بتاکتری  1ای های روده انتروکوکوس

، pHمقتاوم درشترایط تغییترات    شتوند  ، یتا زنجیرکوتتاه مشتاهده متی    بصتورت تكتی   صتورت جفتت  اغلب بته 

تحمتتل  h 5/0زمتتانمتتدت بتتهرا  C0 60 هستتتند و حتترارت دارا را دمتتا از وستتیعی محتتدوده در رشتتد توانتتائی

 5/6تواننتد در نمتک   ماننتد و متی  کننتد. در حترارت پاستوریزاستیون و حتتی حترارت بیشتتر زنتده متی        می

هتوازی   کننتد. كثیتر متی  رشتد و ت  = pH 9/6درصد و بیشتتر مقاومتت نماینتد. در محتیط هتای قلیتائی بتا        

کنتتتد.  ولیز گامتتتا تولیتتتد متتتیمتتتاختیتتتاری بتتتوده و بتتترروی محتتتیط کشتتتت دارای ختتتون گوستتتفند ه

 2فرمتازان بته تتری فنیتل تترازولیتوم کلرایتدو تبتدیل آن       -5و  3و  2احیتاء ترکیتب   ها قتادر بته  انتروکوکوس

 -هتتای استتلنتز و بتتارتلی و صتتفرادر محتتیط کشتتتموجتتود استتكولین  C0 44هستتتند و همچنتتین در دمتتای

دو گونتته  3فستتیوم انتروکوکتتوسو  2فكتتالیس انتروکوکتتوس. کننتتدمتتی هیتتدرولیز راآزایتتد آگتتار استتكولین

 کامنسال مشترک در روده انسان هستند.

ختواص بهبتود بختش آنهتا در تغذیته دام،       و پروبیوتیتک عنتوان  بته  انتروکتوک فاستیوم  هتای  برخی از سویه

 کاربرد دارد. ( دام خوراکهای فرآورده وا هختهیآمشیپ ،ی)مواد افزودندر انواع خوراک دام 

 شمارش کلنی ها 

های مشخص تأیید شده در )کشت در روش استاندارد( و )کشت در روش سریع( را شمارش  تمام کلنی

نمونه  ml100ها را در های اشریشیاکلی و کلیفرم تعداد باکتری ،طبو فرمول یکدر هر کدام،  نموده و

 د .بیان کنی

         فرمول یک

 C های تأیید شده در = تعداد کلنیmL100 نمونه 

 N ها  های مشخص بر روی صافی غشایی= تعداد کلنی 

 B است . های تأییدی کشت داده شده هایی که برای انجام آزمون = تعداد کلنی  

 A های  = تعداد کلنیB است . که تأیید شده 

Vt  حجم نمونه آب صاف شده = 

Vs حجم نمونه برای بیان نتایج برای مثال در =mL100  

F ضریب رقت = 

t

s

V B

 F V NA  
  C 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%B1%D9%88%D8%A8%DB%8C%D9%88%D8%AA%DB%8C%DA%A9
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 :محيط کشت

 Slanetz and Bartley medium ( S & B )  

 Bile Esculin Azide Agar 

تهيه محيط کشت: 

 1محيط کشت اسلنتز و بارتلی محيط کشت-

 ( راآزایتتدپتاستتیم، ستتدیم عصتتاره مخمر،گلتتوکز، هیتتدروژن فستتفات دی  تریپتتتوز،) کشتتت پایتتهمحتتیط 

 طبو دستورالعمل سازنده آماده کنید.  

اضتافی دیگتر تتا حتتل     min 5ت زمتتان فتوق را بتا جوشتاندن در آب مقطتتر حتل نمتوده و بترای متد        متواد 

ستترد  C0 60 تتتا C050 شتتدن کامتتل، آن را در حمتتام آب جتتوش قتترار دهیتتد. ستتپس محتتیط را تتتا دمتتای

 کنید .

 TTCمحلول -

تكتتان دادن حتتل کنیتتد. ستتپس آن را توستتط صتتافی غشتتایی بتتا  معتترف فتتوق را در آب مقطتتر ریختتته، بتتا

 میكرون سترون نمایید . 22/0اندازه روزنه 

 محيط کامل -

سترد شتده استت، اضتافه      C0 60 تتا  C0 50محلول تی تتی ستی را بته محتیط کشتت پایته کته تتا دمتای          

یتد  صتاف قترار ده   حیهتای ستترون شتده ریختته، در ستط     در پلیتت  5تتا   mm3کنید. سپس به ضتخامت  

و  C0 3±C05توانیتد حتداکثر دو هفتته در دمتای    تا بصتورت جامتد درآیتد. پلیتت هتای تهیته شتده را متی        

 بتترای تنظتتیمباشتتد . 2/7±1/0برابتتر  C025 نهتتایی محتتیط بایتتد در دمتتای  pH. داری کنیتتدتتتاریكی نگتته

pH هتتای کربنتتات ستتدیممحتتیط کشتتت از محلتتول g/L 100 یتتا هیدروکستتید ستتدیم g/L 40  یتتا استتید

 استفاده کنید . g/L 5/36 کلریکهیدرو

 

تهيه محيط کشت: 

 اسكولين آزاید آگار -محيط کشت صفرا-

 را طبو دستورالعمل سازنده آماده کنید.  اسكولین آزاید آگار - محیط کشت صفرامحیط کشت 

های کشت حتاوی ستدیم آزایتد کوتتاه بتوده و بتا گذشتت زمتان تجزیته متی شتوند، لتذا             نیمه عمر محیط

 .های کشت فوق مورد توجه قرار گیرداریخ انقضای محیطضروری است ت
 

   وش آزمونر
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 دهیتد  قترار  کشتت  روی محتیط  بتر  ایگونته با استفاده از گیره سر صاف ستترون، صتافی تهیته شتده را بته     

 .نشود تشكیل آن زیر در هوا حباب تا

 

 

 

 

 

 

 

 

  کشتخصوصيات کلنی در محيطSlanetz and Bartley  

 در مرکتتز و یتتا لبتتالویی )رنتتگ قرمتتز، صتتورتی و آبتتههتتای برجستتته بتتر روی صتتافی غشتتایی کلنتتی

 ها (تمام آن

 مدور 

 ناشتی   اهیتتا ست   رهیت ت ایقهتوه  ایبتراق بتا هالته    ایت سطح متات   یو دارا دیشكل سف یمحدب، گنبد

 نیاسكول زیدرولیاز ه

 

 
 تفسير 

-فرمتازان، بته  کلرایتد و تبتدیل آن بته   تترازولیتوم فنیتل تتری  -5 و 3و  2ای با احیتاء  های رودهنتروکوکا

 شوند .آلبالویی یا صورتی دیده میرنگ قرمز، 

 

 

 

Slanetz and Bartley medium ( S & B ) 

 گرمخااانه گااااذاری  

   h4 ±h 44  /C0 2 ± C036)     

 

 انجام دهيد. روش صافی غشایی، 1-2-7-3را مطابق بندآماده سازی و فيلتراسيون 
 

 کلنی های انتروکوکوس -25شكل 
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طترف بتاو   ای کته ستطح چهارخانتۀ آن بته    گونته با استفاده از گیره سر صتاف ستترون صتافی غشتایی را بته     

  .بر روی محیط کشت از پیش ریخته قرار دهیدباشد، 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

  هاانتروکوک مرفولوژیخصوصيات 

 کرم و مات 

 مدور

 محدب گنبدی شكل

 اهیتا س رهیت ایقهوه ایبراق با هاله ایسطح مات  یو دارا سفید

 
 :تفسير  

دی  -7و  6هیتتتدرولیز نمتتتوده، تولیتتتد ترکیتتتب    h 2ای استتتكولین را در متتتدت ی رودههتتتاانتروکتتتوک

ای روشتن  کنند، که با یتون آهتن سته ظرفیتتی ترکیتب شتده و ایجتاد رنتگ قهتوه         کومارین میهیدروکسی

 .کندتا سیاه می

 

 

 

 گرمخااانه گااااذاری  

h2  /C0 5/0± C044   

  

Bile – aesculin azide agar 

 آزمون تأیيدی

کلنی های انتروکوکوس در محيط بایل آسكولين آزاید – 26شكل   
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 اسودوموناس آئروژینوز  7-5

 به اآئروژینوزسودوموناس  شمارش و شناسایی -، کيفيت آب8869ملی ایران شمارۀ  داستاندار  7-5-1

 غشایی  کردن صاف روش

 تتاوز مثبتت  کاای شتكل،  گترم منفتی، میلته    ،هتای هتوازی  ای مهتم از بتاکتری  گونته  آئروژینوزا سودوموناس

باشتتد ولتتی در درجتتۀ حتترارت متتی C0 42 تتتا C0 37ی بهینتته بتترای رشتتد آندمتتا استتت. اکستتیداز مثبتتت و

استت  طلتب  زای فرصتت بتاکتری بیمتاری  . کنتد بختوبی رشتد متی    8تتا   pH 8/5کنتد. در  یخچال رشد نمتی 

، 1هتتای پیوستتینتولیتتد پیگنتتانایتتن میكروارگانیستتم . ای در همتته جتتا وجتتود داردطتتور گستتتردههبتتکتته 

 رشتد   5دستتریمای  حتاوی  انتختابی  کشتت  روی محتیط کنتد.  متی  4وبینو پیتور  3، پیتو ملانتین  2فلورستین 

 و بتوده  همچنتین  کنتد. متی  فترابنفش  پرتتوی  زیتر  6 فلورستنس  ایجتاد  تولیتد پیوستیانین،   بتا  غالباً و کرده

                                                 
1- pyocin 

2-fluroscein   

3- pyomelanin 

4- Pyorubin 

5- Cetrimide 

6- Fluorescence 

 بيان نتایج 

برای محاسبه نتایج، با توجه به اینكه هر کلنی از یک میكروارگانیسم منشا گرفته است، نتایج را 

د واحدهای تشكیل دهنده کلنی در حجم معین نمونه با استفاده از فرمول یک به صورت تعدا

 محاسبه کنید 

      فرمول یک:

  
sC   تعداد واحدهای تشكیل دهنده کلنی در حجم اولیهVs 

N  های مختلف ها در رقتها و یا پلیتهای شمارش شده بر روی صافیتمام کلنی 

1n  2وn  1های به ترتیب برای رقت های شمارش شدهتعداد پلیتf  2وf 

1v  2وv   1های ترتیب برای رقتحجم نمونه مورد آزمونf  2وf 

1f  2وf  1های های مورد استفاده به ترتیب برای حجمرقتv  2وv 1، و در مورد نمونۀ رقیو نشده 

 =f . می باشد 

Vs  ها در نمونهحجم اولیه برای بیان تعداد میكروارگانیسم 

...  ) f  vn (  ) f  vn (

 N 
  

s
C 




222111
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 انتختابی  کشتت  محتیط  روی استودوموناس آئروژینتوز   .استت  استتامید  از آمونیتاک  گتاز  تولیتد بته  قتادر 

-متی  فلورستنس  ایجتاد  فترابنفش  پرتتوی  زیتر  تولیتد پیوستیانین،   بتا  لبتاً غا و کترده  رشتد  ستریماید حاوی

  .کند

 

 

 
 

 
 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  هاتمحيط کش
 Pseudomonas( C.N. A) 
 Cetyltrimethylammonium bromide 

 Mpac 

 Nutrient agare 

 Nalidixic Acid 

 Nanamycin 

 Acetamide brath 

 Oxidas Reagen 

 تهيه محيط کشت آگاردار از پيش ریخته

 محيط کشت Cetyltrimethylammonium bromide 

 د.را طبو دستورالعمل سازنده آماده کنی شتمحیط کحیطم  

  

 محيط کشت  Neutrient agar 

 محیط کشت را طبو دستورالعمل سازنده آماده کنید.

 

 محيط کشت Pseudomonas( C.N. A) 

 گار را طبو دستورالعمل سازنده آماده کنید.  آ (C.N. A )محیط کشت 

 (C.N. A )محيط کشتمكمل              

را بتا استتتفاده از   استید  كستیک نالیدی هگتزا دستیل تتری متیتل آمونیتوم برومایتد )ستتریماید( و       

ی هتتامحتتیط پایتته اضتتافه کنیتتد. و پتتس از مخلتتوط کتتردن درپلیتتتصتتافی ستتترون کنیتتد. و بتته

از  هتتایاستتت. پلیتتت mm5پلیتتت حتتداقل  هتتر ستتترون تقستتیم کنیتتد عمتتو محتتیط کشتتت در

در  داریهستتند. در صتورت نگته    داریقابتل نگته   خچتال یدر  یتک متاه  خشتک تتا    ختته یر شیپ

بتترای تهیتته . دیاتتتاق برستتان یاز استتتفاده، بتته دمتتا  شیپتت min 30 هتتاتیتتپل یدمتتا خچتتال،ی

آب مقطتتر ستتترون بتتا    ml10را بتته استتید نالیدیكستتیکg37/0کانامایستتین و  mg8مكمتتل، 

محتتیط  ml990تكتتان دهیتتد. محلتتول را بتته    min 30متتدتاضتتافه کنیتتد و بتته  C0 37دمتتای

ریختتتن در پلیتتت و  ، پتتیش از C0 45کشتتت ذوب شتتده و نگهتتداری شتتده در دمتتای حتتدود    

 خشک کردن، اضافه کنید.
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طتوری کته طترف چهتار خانته      ، صتافی غشتائی را توستط انبترک ستترون برداریتد. بته       پس از صاف نمتودن 

دقتتت نمائیتتد تتتا حبتتاب هتتوا در تتته طتترف بتتاو باشتتد، روی پلیتتت از پتتیش ریختتته قتترار دهیتتد و آن را بتته

 .صافی تشكیل نگردد

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 های بررسی رشد در دماC0 (42) و C0 (4)  

 در دمای سودوموناس آئروژینوزا C0 (42) کندرشد می. 
 در دمای سودوموناس آئروژینوزا C0 (4 )کند.رشد نمی  

 
Pseudomonas 

( C.N. A) 
 

 
Mpac 

 

 های از پيش ریخته قرار دهيد.فيلتر را روی سطح یكی از پليت

 
Etyltrimethylammonium bromide 

 

 گرمخاانه گااذاری  

 h4±h44   /C0 2± C036   

 

 گرمخاااااانه گاااذاری

C0 2± C042  / h48±h24     و        C0 4/ h48±h24 

 

 

 محيط کشتMpac))  

 را طبو دستورالعمل سازنده آماده کنید.      Mpac محیط کشت پایه
هتای ستتترون، بته محتیط پایته اضتتافه     را قبتتل از ریختتن در پلیتت   استید  نالیدیكستیک  و بتا کانامایستین و  

هستتتند. در صتتورت  داریقابتتل نگتته خچتتالیخشتتک تتتا دو هفتتته در  ختتتهیر شیاز پتت هتتایکنیتتد. پلیتتت

 .   دیاتاق برسان یاز استفاده، به دما شیپ min 30را هاتیپل یدما خچال،یدر  دارینگه

 
 

 انجام دهيد. روش صافی غشایی،  1-2-7-3را مطابق بندآماده سازی و فيلتراسيون 
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      ها  بررسی صافی 

 ا را زیر پرتوی فرابنفش بررسی کنید.هگذاری، پلیتپس ازپایان زمان گرمخانه

هتای کشتت دارای   از محتیط هریتک   μm 2/2 تتا  μm 8/0بتا قطتر    آئرو ژینتوزا سودو موناس های مشخص کلنی

 .خصوصیات تشخیصی خاص، هستند

  های:در محيط کشت سودوموناس آئروژینوزاخصوصيات کلنی 

-Pseudomonas( C.N. A) 

-Cetyltrimethylammonium bromide 

 ستودو مونتاس آئروژینتوزای   های سبز/ آبتی ایجتاد کننتده فلورستنس زیتر پرتتو فترا بتنفش )        مشاهده کلنی

 تایید شده( 

ستتودو مونتتاس هتتای غیتتر ستتبز / آبتتی ایجتتاد کننتتده فلورستتنس زیتتر پرتتتو فتترا بتتنفش )  مشتتاهده کلنتتی
 ( آئروژینوزای فرضی

ستودوموناس  یتر پرتتو فترا بتنفش )    قرمتز ایجتاد کننتده فلورستنس ز    ای مایتل بته  هتای قهتوه  مشاهده کلنی
 فرضی( آئروژینوزای 

 

 
 

 واسطه پیگمان پیووردین است. زیر پرتو فرا بنفش به سودوموناس فلورسنس زرد –های سبز کلنی -یادآوری

  در محيط کشت: سودوموناس آئروژینوزاخصوصيات کلنی 

-(Mpac)  

ستتودوموناس التته روشتتن در اطتتراف )  ستتبز و های بتتا مرکتتز ستتیاه مایتتل بتته قهتتوه هتتایکلنتتیمشتتاهده 
 فرضی( آئروژینوزای

 

 
 

 کلنی های سودوموناس زیر پرتو فرابنفش – 27شكل 

 کلنی های سودوموناس – 28شكل 
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 .گیردآبی کلنی سودوموناس برای شناسایی گونه مورد استفاده قرار می –رنگ سبز  -یادآوری

 

 

 

 

هتتای تاییتتدی بیوشتتیمیایی را بتتر روی محتتیط کشتتت آگتتار ونزمتتهتتای انتختتاب شتتده بتترای انجتتام آکلنتتی

 مغذی کشت خطی دهید. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 د. در کننتتمتتیتستتهیل( )هتتای اکسیداستتیون را کاتتتالیز هتتایی هستتتند کتته واکتتنشکستتیدازها آنتتزیما

شتتتیمی یتتتک اکستتتیدورداکتاز آنزیمتتتی استتتت کتتته انتقتتتال الكتتتترون را از یتتتک مولكتتتول زیستتتت

 –A– + B → A + Bکند مولكول دیگر )اکسیدان( کاتالیز می)احیاکننده( به

 

 یی هتا اکتریبت . کننتد انترژی تولیتد متی    میر یتا اکسیداستیون متواد آلتی    دو روش تخبهها اصووً اکتریب

آنتتزیم اکستتیداز دارنتتد و اصتتطلاحاً اکستتیداز ، کننتتدبتتا اکسیداستتیون متتواد آلتتی انتترژی تولیتتد متتیکتته 

یتتا  سپستتودومونا :ماننتتد) باشتتدآنتتزیم ستتیتوکروم اکستتیداز  دارای مثبتتت هستتتند. اگتتر بتتاکتری   

را آمتین آن دیفنیلتین پتی -متیتل شتونده ماننتد تتترا    هتای احیتا  گونوکوک( در صورت مجاورت با رنتگ 

آستینتوباکتر(   :دهتد و اگتر اکستیداز منفتی باشتد )ماننتد      رنتگ بتنفش تغییتر رنتگ متی     بته احیا نموده 

  شود.مشاهده نمیتغییر رنگ 

 اااانه گاااذاری هوازیگرمخاا
h 2±h24  / C0 5/2 ± C037   

 

 های تایيدی آزمون

Nutrient agare 

 بيوشيميایی تایيدیآزمون 

 دازاااکسي شااواکن
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   بتا استتفاده از لتوپ، قستمتی از کلنتی را برداشتته و بتر روی یتک کاغتذ          برای انجام آزمتون اکستیداز ،

صتورت ایجتاد رنتگ    بته  sec 10عترف اکستیداز قترار دهیتد واکتنش مثبتت در متدت       مبته فی آغشته صا

  گرددآبی تیره مشاهده می

 
 

 

 

 

 ایتتن محتتیط  .شتتوداستتتفاده متتی استتتامید آگتتاراز محتتیط افتراقتتی  استتتامید، بتترای انجتتام ایتتن آزمتتون

 pHایتن معترف در   استت  ( BTBعنتوان تنهتا منبتع کتربن و معترف بروموتیمتول بلتو )       بهاستامید  دارای
بتتا استتتفاده از لتتوپ، قستتمتی از  شتتود.رنتتگ آبتتی دیتتده متتیبتته قلیتتایی pHرنتتگ ستتبز و در خنثتتی بتته

 لوله حاوی محیط کشت استامید آگار)شیبدار( منتقل کنید.بهکلنی را برداشته و 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 گرمخاااااااااااانه گاااااااااااااااذاری  

h 36±h24 / C0 37 

 طامحيبهی ااانتقال یک کلن
Acetamide 

 دااامياااست شواکن

 

 آزمون اکسيداز – 29شكل 

 آزمون استاميد – 30شكل 
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 ن کتتردن، آمتتاده ستتازی و دفتتع وز مهنگتتا بنتتابراین. استتت کننتتده تحریتتک و زاستترطان ای متتاده استتتامید –هشاادار 

 .دآی عملبه وزم دقت باید کشت محیط
 : تفسير 

تولیتتد گتتاز آمونیتتاک بتتا  کنتتد.متتیآمونیتتاک تولیتتد استتت و ، استتتامید مثبتتت ستتودوموناس آئروژینتتوزا

 شود.رنگ مشخص میایجاد رنگ آبی پر

  :ای اشكال میلهبهمشاهده ميكروسكوپی 

 
              

                

 

 

 

 احيأکننده سولفيتهای کلستریدیوم  7-6

ستاندارد    7-6-1 شمارش    -آب ، 5353 شمارۀ ملی ایران ا ستجو و  ستریدیوم  ج سپورکل احيأکننده  هایا

 سولفيت با استفاده از صافی غشایی

در  انتواع اشتكال و انتدازه   در ایتن معنتا کته    بته ها گروهی ناهمگون از نظتر تاکستونومی هستتند    اکتریاین ب

انتد. برختتی  هتا کوکستتی و برختی باستیل   شتوند. برختتی از ایتن بتاکتری   بتین اعضتای ایتن گتتروه دیتده متی     

کتته بستتیاری چنتتین توانتتایی را ندارنتتد. در واقتتع هتتر بتتاکتری کتته توانتتایی تولیتتد اندوستتپور دارنتتد درحتتالی

گترفتن قرابتت   انتواع احیتا شتده را انجتام دهتد بتدون درنظتر        بته بتواند فرآیند احیای گوگرد اکستید شتده   

-چته ختانواده یتا جتنس باکتریتایی تعلتو دارد( در ایتن گتروه بررستی متی          بته تاکسونومیكی )یعنی اینكته  

 μm 5/0و عتر    μm 5اتتتت ت μm 1بیضتی، کتروی، رشتته ای بتا     اشتكال خمیتده،   بته هتا  این بتاکتری . شود

هتتا مضتتر استتت، اکستتیژن بتترای ایتتن بتتاکتری  .بتتوده و اغلتتب دارای تتتاژه و متحتترک هستتتند  μm 2اتتتتتت

کنتتد. فتترق بتتین انتتواع آنهتتا )دی ستتولفو ویبریتتو،   بتترد امتتا غیتتر فعتتال متتی گرچتته آنهتتا را از بتتین نمتتی ا

-هبت  هتا ارگانیستم استپور ایتن میكترو   . چگتونگی احیتاء متواد آلتی استت     بته کلستریدیوم و توماکولم( مربوط 

-بته بتوده و   یكتی مقتاوم  متواد شتیمیایی و عوامتل فیز   بته و نستبت   طور وسیعی در محیط پراکنده هستتند 

عنتتوان شتتاخص آلتتودگی بتته هتتاایتتن میكروارگانیستتمماننتتد، در آب بتتاقی متتیخصتتوص بتتهمتتدت طتتوونی 

نشتانه وجتود نقتص در فرآینتد تصتفیه      حضتور آنهتا در آب تصتفیه شتده،     و  شتوند متی معرفتی  آب متناوب 

  .ها محسوب شوندآب در تصفیه خانه

 ها شمارش کلنی

 محاسبه نمایيد .  9899باکتری را، مطابق استاندارد ملی ایران شمارۀ  CFUتعداد 

 

 سودوموناس- 31شكل 
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 استفاده کنید.  μm 22/0، از صافی غشایی با اندازه روزنههای احیأکننده سولفیتاسپورکلستریدیومبرای آزمون  -یادآوری
آستانی قابتل شتمارش    طتور مجتزا تشتكیل شتوند و بته     هتای ستیاه بته   د تتا پرگنته  نمونه را طوری رقیو کنی

طتوری کته طترف چهتار     بته ، صتافی غشتائی را توستط انبترک ستترون برداریتد.       پس از صاف نمودنباشند. 

طرف باو باشد، روی پلیت از پتیش ریختته قترار دهیتد و دقتت نمائیتد تتا حبتاب هتوا در تته           بهخانه آن را 

 .صافی تشكیل نگردد

 

 

 

 

 

 محيط کشت 
 Iron Sulphite Agar (ISA) 

 Tryptise sulfite Agar 

 Nutrient Agare 

 Tryptose Sulfite Cycloserine Agar )TSC  (  

 

   min15به مدت (C0 ) 5 ±75یشوک حرارتی در بن مار

حتترارت داده  min 15ت زمتتانبتته متتد C05 ±C075، نمونتته بایستتتی در بتتن متتاری قبتتل از انجتتام آزمتتایش 

، و یتتک یتتک ظتترف مشتتابه اضتتافه نمتتوده شتتود. بتترای کنتتترل درجتته حتترارت مقتتداری آب معمتتولی را بتته  

کته  متاری بگذاریتد. از زمتانی   را در مجتاورت نمونته متورد آزمتون در بتن     ، و ظترف  دماسنج را در آن قترار داده 

نمونتته متتورد  min 15زمتتان ، و بعتتد ازدهتتد، زمتتان را یادداشتتت نمتتودهرا نشتتان متتی C075دماستتنج حتترارت

 .  کنیدماری خارج آزمون را از بن

   وش آزمونر

 نجام دهيد.ا روش صافی غشایی، 1-2-7-3را مطابق بندآماده سازی و فيلتراسيون 
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 یاااا                                                                                                     

 

و محتتیط کشتتت کامتتل از  mL18 هتتای از پتتیش ریختتته،تقتترار دادن فیلتتتر در ستتطح یكتتی از پلیتت پتتس از

 ود. محیط جامد شصبر کنید تا صافی بریزید. را بر روی  C050حرارت حدوددرجه با ذوب شده 

   :خصوصيات کلنی 

 های سیاه دارای هاله سیاه کلنی 

 های نشان دهنده باکتری ،های سیاه که احتماو دارای هاله سیاه در محیط کشت هستندکلنی

 . باشندهوازی احیاء کننده سولفیت مییب
ارزشتتی و شتتاخص استتت  کلستتتریدیوماز جتتنس  بتتاکتریای باستتیل ولشتتای گونتته 1کلستتتریدیوم پرفرنتتژنس

برای آلتودگی متدفوعی شتناخته شتده استت و حضتور ایتن بتاکتری در آب بیتانگر آلتودگی متنتاوب و جزئتی             

هتوازی، بتدون حرکتت و دارای یتک هتاگ بیضتی شتكل        بتی  گترم مثبتت  ای شتكل  ایتن بتاکتری میلته   استت  

تیتپ تقستیم    5شتود و بتر استاس توکستین بته      ستت کته باعتا تتورم ستلول نمتی      ا انتهتا مرکزی یا نزدیک به

ستتتریدیوم لکچنانچته از ایتتن استتتاندارد بترای شتتمارش   . استتت گتاز گتتانگرن عامتل اصتتلی بیمتتاری   شتتود.متی 
کلنتی شتاخص    5داد هتای شتاخص، تعت   دستت آوردن کلنتی  شتود وزم استت بعتد از بته    استفاده می  پرفرنژنس

 کلستتتریدیوم پرفرنتتژنسهتتای تاییتتدی بتترای شناستتایی جتتنس هتتا را انتختتاب و آزمتتوناز هتتر کتتدام از پلیتتت

-بتته C01±C037در دمتتای هتتوازیگتتتتتذاری بتتیگرمختتتتتتتانهپتتس از  کلستتتریدیوم پرفرنتتژنس انجتتام گیتترد.

ای را روی محتیط کشتت   هتوه قهتای ستیاه یتا خاکستتری تتا زرد متمایتل بته       ، کلنتی h 24تتتا h 48زمتان متدت  

هتا دارای آنتزیم فستفاتاز    ایتن کلنتی  کنتد.  تریپتوز سولفیت ستیكلو سترین آگتار، حتتی کتم رنتگ ایجتاد متی        

در محتیط کشتت آگتار،    هتای توستعه یافتته    بتر ختلاف کلنتی   هتای روی صتافی غشتایی    اسیدی هستند. کلنی

 وند. رنگ نیز باید شمارش شهای کمسیاهی واضحی ندارد بنابر این کلنی
 . های باسیلوس استعنوان عامل انتخابی برای جلوگیری از رشد گونهمحیط دارای سیكلو سرین، به -یادآوری

توستتط شتتوک حرارتتتی تیمتتار  C0±2C060 فتترم رویشتتی بتتاکتری، نمونتته در دمتتای  نبتترای غیتتر فعتتال کتترد –1یااادآوری

 .شود

 افتتزایش  کلستتتریدیوم پرفرنتتژنس ن را بتترای قابلیتتت انتختتابی آزمتتو   C044 در دمتتای گتتذاریگرمخانتته –2یااادآوری

 دهد.  می

                                                 
1- Clostridium perfringens 

Tryptise sulfite Agar 

 ای()دو لایه

 

Iron Sulphite Agar (SIA) 

 ی()دو لایه

 

 شمارش اسپور

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%A7%DA%A9%D8%AA%D8%B1%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%A9%D9%84%D8%B3%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D8%AF%DB%8C%D9%88%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%B1%D9%85_%D9%85%D8%AB%D8%A8%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%DA%AF%D8%A7%D8%B2_%DA%AF%D8%A7%D9%86%DA%AF%D8%B1%D9%86&action=edit&redlink=1
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کلستتتریدیوم  شتتمارش -، کیفیتتت آب19265 شتتمارۀاستتتاندارد ملتتی ایتتران  بتترای اطلاعتتات بیشتتتر بتته 
 استفاده از روش صافی غشایی مراجعه کنید. با  -پرفرنژنس

  
 شاهده ميكروسكوپی:  م 

 ای با اندو اسپور انتهایی اشكال میلهمعموو به

 
 

 95/0بيشتر از 1(awهای با فعاليت آبی)کپک و مخمر در فرآورده  7-7

 –، ميكروبيولااوژی مااواد غااذایی و خااوراک دام   10899 -1اسااتاندارد ملاای ایااران شاامارۀ     7-7-1

هاای  قسامت اولل: روش شامارش کلنای در فارآورده     –هاا و مخمرهاا   روش جامع برای شمارش کپاک 

 95/0بيشتر از (awبا فعاليت آبی)

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1-Water activity(aw)  

 محيط کشت  
 Dichloran-rose Bengal-Chloramphenicol-Agar(DRBC) 

 

 تهيه محيط کشت:

نيكل آگار دی کلران رز بنگال کلرام ف

محتتیط را pHستتازنده آمتتاده کنیتتد.فنیكتتل آگتتار را طبتتو دستتتورالعمل کلتترامبنگتتالرزکلتترانمحتتیط کشتتت دی

کلرامفنیكتتل  %1از محلتتول  mL10 شتتود. 6/5 ±2/0ای تنظتتیم کنیتتد کتته پتتس از ستتترون شتتدن، برابتتر گونتتهبتته

 C01± C0121 اتتوکلاو بتا دمتای    در. محتیط کشتت را   در اتانل را بته محتیط پایته اضتافه کنیتد و مخلتوط کنیتد        

منظتتور پیشتتگیری از بتته در پتتتری دیتتش توزیتتع کنیتتد. mL15و در مقتتادیر  ستتترون نماییتتد min 15متتدته بتت

بته   mL1 ، افتزودن ترجیتتول بته مقتدار    هتا روی ستطح پلیتت   ختانواده موکوراسته  هتای  رشد بتیش از حتد کپتک   

   شود.محیط کشت توصیه می L1 هر  ءازا

 

 مشاهده ميكروسكوپی -33شكل  کلنی کلستریدیوم -32شكل 
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 هتا بتا سوسپانستیون اولیته یتا      پتت پتت، پتس از پتر کتردن پتی     دلیل رسوب سریع اسپورها در پیبه

صتتتورت افقتتتی نگتتته داریتتتد . بتتترای جلتتتوگیری از رستتتوب ذرات دارای   آن را بتتته هتتتا،رقتتتت

 زنید. بهم ها را بهمیكروارگانیسم، سوسپانسیون اولیه و رقت

  کشتت  روی محتیط  بتر  ایگونته از گیتره ستر صتاف ستترون، صتافی تهیته شتده را بته         با استتفاده 

 نشود. تشكیل آن زیر در هوا حباب تا دهید قرار

 

 

 

 صورت هوازی، با درپوش باو و ایستاده در انكوباتور قرار دهید. ها را بهپلیت 

  مدت زمانها را بهوجود داشته باشد، پلیت 1زیرومایسیزبیسپوروساگر احتمال حضورd 10  گرمخانه

 گذاری کنید. 

 

 

                                                 
1- Xeromyces bisporus 

Dichloran-rose Bengal-Chloramphenicol-Agar(DRBC) 

 

 تهيه محيط کشت:

 آگار فنيكلکلرامبنگالرزکلرانید

هتای ختود نیتاز بته عناصتر کمیتاب       ویتژه رنگدانته  ها برای نمایش خصوصیات کامتل ریختت شناستی بته    کپک

تتتوان بتترای شناستتایی  موجتتود نباشتتد. در صتتورت لتتزوم متتی  DRBCدارنتتد کتته ممكتتن استتت در محتتیط  

را بتته مقتتدار   O2H5Cu,4SO،% 5/0و  O2H7Zn,4SO %1هتتا و مخمرهتتا در ایتتن محتتیط کشتتت، محلتتولکپتتک

mL 1  به ازاء هرL 1 محیط کشت، پیش از سترون کردن افزود. 

 تتراستتیكلینهتتا، افتتزودن کلرامفنیكتتل و کلتترو همچنتتین بتترای جلتتوگیری از رشتتد بتتیش از حتتد بتتاکتری   

توزیتتع و ستتترون کنیتتد.  mL100هتتایتهیتته کنیتتد و در حجتتم mg/L 50بتتا شتتود. محتتیط پایتته راتوصتتیه متتی

تتازه تهیته کنیتد و توستط صتافی غشتایی       کلرایتد در آب مقطتر را بته   هیتدرو تتترا ستیكلین  کلرو 1/0 % محلول

 از ایتتتتن محلتتتتول را در شتتتترایط ستتتتترون   mL 5ستتتتترون کنیتتتتد. بلافاصتتتتله پتتتتیش از استتتتتفاده،  

کنیتتد. استتتفاده از جنتامایستتین هتتا توزیتتع پتتتری دیتتشمحتتیط کشتتت پایتته اضتتافه کنیتتد و در  mL100 بتته

 ها شود. شود زیرا ممكن است که سبب ممانعت از رشد برخی از مخمرتوصیه نمی

 

 آزمون عملكرد برای تضمين کيفيت محيط کشت

 انجام گیرد. 8663 ایران شمارۀطبو استاندارد ملی ، محیط کشت انتخابی بودنو  قابلیت رشد
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  ا از داخل هها، در یک کیسه پلاستیكی در باز قرار داده شوند تا از انتشار کپکشود که پلیتمیتوصیه

 آلودگی انكوباتور نشود. ها سبب پلیت

 د کنیت جتا  بته جتا هتا را بتا احتیتاط    شتوند لتذا، پلیتت   راحتی در هوا پخش متی ها بهاسپورهای کپک

جلتوگیری شتود در غیتر ایتن صتورت شتمارش، غیتر واقعتی و         هتای اقمتاری   کلنتی تا از پیتدایش  

 باو خواهد بود. 

 هتا را در صتورت نیتاز، جتدا گانته شتمارش       هتای کپتک  هتا یتا پروپتاگول   های مخمرها و کلنیکلنی

 کنید. 

 منظور افزایش رطوبت داخل انكوباتور، یک بشر آب مقطر داخل آن قرار دهید. به 

 گذاری بیشتر ازگرمخانهd 5 دما و میزان رشد دارد. بستگی به 

 توانیتتدصتتورتی کتته انتظتتار داریتتد تعتتداد زیتتادی بتتاکتری متتورد شتتمارش قتترار گیرنتتد متتی     در 

 ها را کشت دهید.شمارش کلنیهای وزم برای دستیابی بهرقت

 

 
 مخمری خصوصيات کلن

 گرد 

  ظم و با تحدب کم یا زیاد مات یا درخشان، معموو دارای پیرامون من 

  

 

 

 

 

 ااذاری گرمخااااااانه گاااا

C0 25 /d  3  تاd 5 

 

 ها شمارش کلنی

کپک و مخمر را در هر گرم نمونه را طبو مقدار میانگین ریاضی وزن داده شده، مطابو استاندارد  CFUتعداد 

 محاسبه نمایید .  9899 ۀملی ایران شمار

 های مخمرهاکلنی -35شكل  هاهای کپککلنی -34شكل 
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 نتيجه آزمونبيان   8

 شمارش 8-1

 :محاسبه کنیدبا استفاده از پارامتر های زیر  را S نمونۀ در موجود های میكروارگانیسم Nتعداد 
m  است 1 فرمول دست آمده از دو پلیت دربهمیانگین حسابی، 

c است، 2 فرمولهای شمارش شده یک پلیت در نیتعداد کل 

cx است، 3 فرمولدست آمده از دو رقت متوالی در بهشمارش  ارزیابی شده  میانگین 

 کنید:تعداد میكروارگانیسم های موجود در نمونه را محاسبه  3 و 2،  1های  فرمولمطابو 

(1) 

 )( dV

m
N


  

(2) 

 )( dV

c
N


  

(3) 

 )( dV

x
N

c


  

 ،که در این فرمول ها
m  دست آمده از دو پلیتبهمیانگین حسابی، 
V  میلی لیترهر پلیت، بهبهحجم ماده تلقیحی، 
d  رقت آماده شده برای تهیه سوسپانسیون اولیه یا برای اولین رقت مورد استفاده بهضریب رقت مربوط

 ،برای شمارش

c روی یک پلیت،های شمارش شده یتعداد کلن 

cx محاسبه (4) استفاده از فرمولبا  و باشدز دو رقت متوالی میها، اشمارش کلنی ارزیابی شدۀمیانگین 

 می شود : 

(4) 
21 1.0 nn

c
xc




  

 که در آن :

c های حاصل از دو رقت متوالی می باشد،های شمارش شده از تمام پلیتمجموع کلنی 

1n شمارش شده( می باشد، های شمارش شده برای سوسپانسیون اولیه )یا اولین رقتتعداد پلیت 

2n از سوسپانسیون اولیه )یا دومین رقت شمارش شده(  10به  1های شمارش شده برای رقت تعداد پلیت 

 می باشد.

 دار گرد کنید. نتیجه را تا دو رقم معنی

 جستجو 8-2

 :زیر بیان کنیدصورت را به ، نتیجهشد تاییدها ها، وجود باکتریکلنیشناسایی در اگر 

 .)مثبت (  S وجود باکتری در نمونه
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سازی رشدی مشاهده نشد و یا چنانچه شناسایی سازی استفاده شود و پس از غنیهای غنیچنانچه از روش

 صورت زیر بیان کنید:ها وجود این گونه را تایید نكند، نتیجه را بهکلنی

 .)منفی (  S عدم وجود باکتری در نمونه

 

 ذاریگصحه 8-3

 شمارشگذاری صحه 8-3-1

کننده و روش شمارش پلیت شاهد باشد، محلول رقیو% 50گذاری حداقل در صورتی که شمارش پلیت صحه

 گذاری شده است.مورد استفاده )کشت آمیخته یا کشت سطحی یا صافی غشایی( صحه

 

 جستجوگذاری صحه 8-3-2 

سازی و پلیت شاهد رشد مشاهده نشود روش خنثی گذاری، باکتری رشد کند و درچنانچه در پلیت صحه

 گذاری شده است.جستجو صحه

گذاری سازی و جستجو در صورتی صحهچنانچه در پلیت شاهد رشد مشاهده شود )فرآورده آلوده(، روش خنثی

 گذاری شده، بازیافت شود. شود باکتری از پلیت صحهمی

ن است که فعالیت ضد میكروبی هنوز وجود دارد و تغییر های صحه گذاری نشان دهندۀ ایعدم رشد روی پلیت

شرایط آزمون بوسیلۀ افزایش مقدار محیط کشت مایع مغذی با مقدار ثابت فراورده و یا افزودن مقدار کافی 

ه اجازۀ ای کگونهکننده، یا با ترکیب مناسبی از این تغییرات بهمادۀ خنثی کننده در محیط کشت مایع غنی

 بدهد، وزم است. یباکتررشد به

کننده و افزایش قابل توجه در حجم محیط کشت مایع، همچنان چنانچه علیرغم افزودن مقدارکافی مادۀ خنثی

شرح فوق وجود نداشت، نشان دهندۀ این است که احتمال آلودگی فرآورده با های زنده بهامكان بازیافت کشت

 باکتری مورد نظر وجود ندارد.
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 الفيوست پ

 (GMPاستانداردهای مرتبط با )

 های ميكروبيولوژیراهنمای کلی برای آزمون، 9899استاندارد ملی ایران شمارۀ  - 1الف 

های میكروبیولوژی در های کلی برای انجام آزمونحصتتتول اطمینان از یكستتتان بودن روشاین استتتتاندارد به

شگاه  ستاندارد آزمای ستیابی به   یاند کمک مها را پذیرفتههایی که ا ستاندارد، د هماهنگ  نتایجکند. کاربرد این ا

های مختلف را تستتتهیل کرده و با پیشتتتگیری از خطر عفونت، باعا حفظ ستتتلامت کارکنان در آزمایشتتتگاه

 نكات زیر حائز اهمیت است:های میكروبیولوژی مواد غذایی توجه بهشود. هنگام انجام آزمونآزمایشگاه می

 ای موجود در نمونه جداسازی یا شمارش شوند؛هفقط میكروارگانیسم -

 های فوق باعا آلودگی محیط نشوند.میكروارگانیسم -

ستیابی به به شود و روش   موارد فوق باید تا حد امكان بهمنظور د شت فردی توجه  ای ههایی که از آلودگیبهدا

 کار رود.کند بهخارجی پیشگیری می

شتتتود. بنابراین داشتتتتن  های کمّی ارائه می  در طول آزمون، مثال  در این استتتتاندارد برای اقدامات احتیاطی     

ها و ها ضروری است. همچنین انجام آزمون  های میكروبیولوژی و میكروارگانیسم اطلاعات کلی در زمینه روش

 ی اهمیت است.اروش صحیح دارها بهشمارش میكروارگانیسم

طور ناخواستتته ستتبب آلودگی متقاطع شتتود، ستتت بهها هنگام آزمون، ممكن اجایی که دستتتكاری نمونهاز آن

صدیو کند. انجام اقدامات احتیاطی خاص نه تنها به    صحت نتایج روش های خود را ت ل دوئآزمون کننده باید 

ست. تعیین اقدامات احتیاطی        ضروری ا صول اطمینان از تجدیدی پذیری خوب نتایج  شتی بلكه برای ح بهدا

ست    شرایط امكان پذیر نی سازی،      در همه  صلی را که باید هنگام آماده  ستاندارد حداقل اقدامات ا ، ولی این ا

 کند.های کشت و تجهیزات در نظر گرفته شود، تعیین میسترون سازی و انبارش محیط

 

 توليد گلاب و عرقيات گياهی، آیين کار 3270استاندارد ملی ایران شمارۀ  - 2الف 

ختاص صتنعت تقطیتر و تولیتد گتلاب و عرقیتات گیتاهی تهیته          این استاندارد بتا در نظتر گترفتن نیازهتای    

دهتد.  هتای فتوق را متی   را بترای فترآورده   (GMP)راهكارهتای ختوب ستاخت   شده و رهنمودهای مربتوط بته  

هتای ستازمانی و عملتی در زمینته متدیریت عوامتل فنتی، اجرایتی و کارکنتان تاثیرگتذار           این راهنما توصیه

و پیگیتری فترآورده را از دریافتت تتا بتارگیری و حمتل، امكتان پتذیر         دهتد  بر کیفیت فترآورده را ارائته متی   

ستازد. همچنتین در استتاندارد فتوق راهكارهتای تولیتد، کنتترل، نگهتداری، بتارگیری و حمتل فترآورده            می

هتتای ختتاص را امكتتان ای منطبتتو بتتا ویژگتتیفتترآوردهعرقیتتات گیتتاهی نوشتتته شتتده استتت و دستتتیابی بتته

 سازد.پذیر می
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 ستانداردهای مرتبط با گلاب و عرقيات گياهی ا - 3الف 

 هاویژگی -عرقیات گیاهی، 10077استاندارد ملی ایران ایران شمارۀ 

هتتای هتتا و روشویژگتتی-نوشتتیدنی عرقیتتات گیتتاهی بتتدون گتتاز  ، 10071استتتاندارد ملتتی ایتتران شتتمارۀ  

 آزمون

 های آزمونها و روشگیویژ-وشیدنی عرقیات گیاهی گازدار، ن12013استاندارد ملی ایران شمارۀ 

 های آزمونروش –عرقیات گیاهی ، 13967استاندارد ملی ایران شمارۀ 

 دتولی کار آیین –عرقیات گیاهی ، 3280استاندارد ملی ایران شمارۀ 
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 پيوست ب

 انواع استاندارد

 

ه و ن جنبه، رشتاستانداردها با موضوعات مختلف در زمینه ها و سطوح متفاوت تهیه می شوند. ارتباط بی 1-ب

 سطح استاندارد در نمودار زیر نمایش داده شده است. 

 
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:توان آن ها را بهاستانداردها دارای سه سطح کلی می باشند که می

منظور استفاده در همان واحد وسط کارخانجات و به، این گونه استانداردها تاستانداردهای کارخانه ای -الف

داخلی کارخانه باید شرایط و عوامل  ای ضمن بررسی شرایطتدوین می شود. در تدوین استاندارد کارخانه

خارجی از قبیل مواد اولیه و منابع تهیه آن، چگونگی تهیه تجهیزات، بازاریابی و رقابت، نیاز مشتری و امثال 

 ه قرار گیرد.وجتآن باید مورد 

وسیله سازمان استاندارد و ...(، این گونه استانداردها به ISIRI, BS, BIS ASTM ,استانداردهای ملی )مانند  -ب

صلاحی برای این کار شناخته شده است، تهیه می شود. در تدوین این عنوان مقام ذیدر یک کشور که به
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ندگان، مصرف کنندگان، اعضای مراکز علمی و فنی، مراکز استانداردها تمامی افراد ذی نفع از قبیل تولید کن

  ها یا مراکز دولتی و امثال آن شرکت دارند.تجاری کارشناسان مرتبط از سازمان

(، عواملی نظیر موقعیت جغرافیایی، CEN)مانند استانداردهای اتحادیه اروپا  استانداردهای منطقه ای -پ

دوین تال آن برخی از کشورها را بر آن داشته تا مشترکا مبادرت بهفرهنگ، سیاست، شكل تولید و مصرف و امث

  ای نمایند.استانداردهای منطقه

(، هدف از تدوین استانداردهای بین المللی حفظ و نگهداری پیشرفت ISO) استانداردهای بين المللی -ت

در این استانداردها و انتقال های فنی در یک سطح معین در تمام دنیا و طرح و ارائه تكنولوژی های پیشرفته 

 .باشدنیاز و موقعیت زمانی کشورها از نظر توسعه فنی و صنعتی میاستانداردهای ملی با توجه بهآن به
 

 جنبه استاندارد -3-ب

 تواند موضوعاتهای مختلف استاندارد نیز گسترش یافته و میدر راستای رشد و تكامل دانش بشری جنبه

 مختلفی را شامل شود.

  های ویژگیاستاندارد -الف

  های روش آزموناستاندارد -ب

 استانداردهای آیین کار -پ

 استانداردهای ایمنی -ت

 واژه نامه -ث

 بندی، حمل و نگهداری، راهنما و ...(برداری، بستهبندی، بازرسی و نمونهسایر استانداردها )شامل طبقه -ت

 

 اجرای استاندارد  -4-ب

 شوند: دو دسته زیر تقسیم بندی مینظر اجرایی به استانداردهای ملی از

باشد که در رابطه مستقیم با ایمنی و بهداشت، محیط ، شامل استاندارهایی میاستاندارد های اجباری -الف

 شوند. صورت قانونی از نظر اجرا اجباری اعلام میزیست و یا تجارت خارجی )صادرات و واردات( بوده و به

 توان باوی تولید و هم، شامل استانداردهایی است که تولید کننده با توجه بهی تشویقیاستاندارد ها -ب

 اجرای آن دارد. چنین علاقمندی و موافقت خود، داوطلبانه تمایل به

آدرس زیر و لینک متن کامل استانداردهای ملی ایران از طریو سایت سازمان ملی استاندارد ایران به

 باشد.دسترس می در« استانداردهای ملی»

www.isiri.gov.ir                                                                                                         
    

http://www.isiri.gov.ir/
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 پيوست پ

 مفاهيم مورد استفاده در کنترل کيفيت

 (Sampleنمونه )  -1-پ

 ن قلم، قطعه یا واحد که از یک جامعه یا مجموعه یا محموله انتخاب می شوند را نمونه گویند.یک یا چندی

 (Sample Sizeحجم نمونه ) -2-پ

 مقدار مواد یا تعداد اقلام یا واحدهای تشكیل دهنده یک نمونه را، حجم نمونه گویند.

 (Samplingنمونه برداری ) -3-پ

ر شود تا بهای کوچكی انتخاب مییا محموله مورد بررسی بخش یا بخش ای است که بر طبو آن از جامعهرویه

 ها بتوان در مورد کل جامعه یا محموله قضاوت کرد.اساس نتایج حاصل از بازرسی آن

 (Inspectionبازرسی ) -4-پ

ها، اندازه گیری و آزمون هایی است که جهت مقایسه مشخصات مواد محصووت نیمه ساخته و مجموع بررسی

  گیرد.محصووت تمام شده با مشخصات فنی یا استانداردها انجام می

 (Accuracyدرستی )-5-پ

 گیری یک کمیت با مقدار واقعی آن کمیت است.نزدیكی نتیجه اندازه

 (Precisionدقت ) -6-پ

 های تكراری حاصل از چند آزمایش بر روی یک نمونه است.نزدیكی بین جواب

 (Reproducibilityتجدید پذیری ) -7-پ

ها بر روی یک نمونه است در شرایطی که روش، آزمایش کننده، نزدیكی میزان مقادیر بدست آمده از آزمون

  تجهیزات، محل و شرایط و زمان متفاوت باشد.

 (Repeatabilityتكرار پذیری ) -8-پ

ه و زات، آزمایش کنندنزدیكی مقدار نتایج اصل از یک آزمایش در شرایطی است که شرایط اندازه گیری، تجهی

 محل همگی یكسان باشد.

 (Toleranceرواداری ) -9-پ

  حداکثر میزان انحراف قابل قبول برای یک کاو از اندازه خود ) حداکثر خطای قابل قبول در یک اندازه گیری(
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 پيوست ت

 )اطلاعاتی(

 مدیر کنترل کيفيت و آیين نامه تایيد صلاحيت علمی و فنی    1-ت

ترل کیفیت در واحد های تولیدی فردی است که صلاحیت وی طبو آیین نامه تایید صلاحیت علمی مدیرکن

و فنی مدیران کنترل کیفیت، مورد بررسی قرار گرفته و پس از تایید سازمان ملی استاندارد و یا اداره کل 

 نماید.استاندارد استان ، پروانه تایید صلاحیت دریافت می

تولیدی طبو آیین نامه مذکور،علاوه بر انجام وظایف خود از جمله حضور تمام وقت مدیرکنترل کیفیت واحد 

در یک نوبت کاری و بازرسی ،کنترل و نظارت کامل بر مواد اولیه، شرایط فرآورده حین ساخت ، محصول نهایی 

 تایج آزمونو شرایط نگهداری درکلیه مراحل تولید و یا خدمت و سایر وظایف و موارد ذکر شده، موظف است ن

صورت کتبی ماهیانه ) حداکثر تا پایان هفته اول نمونه های تولید شده در کارخانه را روزانه ثبت نموده و به

 اداره کل استاندارد استان )با امضاء مدیر کنترل کیفیت و مدیر عامل کارخانه( ارسال نماید.ماه بعد ( به

خطی شغلی و قانونی او طبو آیین نامه ذکر شده می تواند عدم انجام هر یک از وظایف مدیر کنترل کیفیت و ت

ان بیشترین، عنوبه ابطال دایم پروانهعنوان کمترین و ترتیب شامل: تذکر شفاهی بهاعمال تنبیهاتی بهمنجر به

 برای مدیر کنترل کیفی اجرا شود.

ت فیت واحد مربوطه ، موظف اسگردد در صورت تعلیو یا لغو پروانه تایید صلاحیت مدیر کنترل کییادآوری می

فرد  احراز شرایطمعرفی فرد جایگزین اقدام و اداره کل نیز موظف است نسبت بهظرف مدت یک هفته نسبت به

 معرفی شده و تأیید صلاحیت وی اقدام نماید.

یید تا آیین نامه"برای اطلاع از وظایف، قوانین، تخلفات، تنبیهات و سایر موارد مهم، به آخرین و جدیدترین

، www.isiri.gov.irموجود در سایت سازمان ملی استاندارد " صلاحیت علمی و فنی مدیران کنترل کیفیت

 مراجعه شود.

خلاصه ای از دستورالعمل نحوه تذکر، اخطار، تعليق و ابطال پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران    2-ت

 م تداوم انطباق فرآورده با استاندارد مربوطهعلت عدبه

 درجه بندی نواقص موجود در کالاهای توليدی     1-2-ت

تداوم  علت عدمبر اساس دستورالعمل نحوه تذکر، اخطار، تعلیو و ابطال پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به

سه واقص موجود در کاوهای تولید شده به/د(، ن50/119انطباق فرآورده با استاندارد مربوطه )مدرک شماره 

 گردند:شرح زیر تقسیم میدسته به

 

http://www.isiri.gov.ir/
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 نقص بحرانی:  1-1-2-ت

کنند، خطرناک بوده و یا نقص موجود در یک محصول است که برای افرادی که از آن استفاده یا نگهداری می

 وجود آورد.امنی را بهوضعیت نا

 نقص عمده:  2-1-2-ت

نحو قابل ملاحظه ای امكان استفاده از وجود آورده یا بهنقص بحرانی که فقدانی را بهنقصی است متفاوت با 

 دهد.کاوی مورد نظر را برای منظور خاص، کاهش می

 نقص جزئی:  3-1-2-ت

نقصی است جدا از نقایص بحرانی و عمده که امكان استفاده از محصول مورد نظر را برای منظور خاص کاهش 

 دهد.میزانی است که کارآیی آن کاو را چندان کاهش نمیاختلاف آن با مشخصات فنی بهدهد یا آنكه نمی

 باشد. پیوست مینقایص بحرانی ،عمده و جزئی آزمون ها به

 نحوه برخورد کالاهای توليد شده نامنطبق با استاندارد مربوطه      3-ت

ک از نواقص فوق مشاهده شوند، امتیاز منفی برداری شده، هریصورتی که در نتایج آزمون فرآورده نمونهدر

واحد تولیدی تعلو گرفته و ادارات کل استاندارد استان بر اساس جمع امتیازات ( به1شرح جدول زیر )جدول به

منفی در طول یک دوره )از هنگام صدور و یا تمدید پروانه کاربرد علامت استانداردبرای هر محصول و هر واحد 

 اتخاذ  2شرح مندرج در جدول ر مدت اعتبار تعیین شده( تصمیماتی را بهتولیدی مورد نظر د

 می نمایند. 

 امتيازات منفی نواقص موجود در فرآورده -1جدول 

 امتياز منفی نوع نقص

 30 بحرانی

 15 عمده

 5 جزئی

 اقدامات اجرایی بر اساس جمع امتيازات منفی در طول یک دوره -2جدول 

 م اجراییاقدا جمع امتياز منفی

 تذکر کتبی در خصوص الزام رفع نقص یا نواقص 15

 اخطارکتبی در خصوص الزام رفع نقص یا نواقص 30

 1-2مطابو بند  60

  2-2مطابو بند  90

 3-2مطابو بند  120
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در صورتیكه جمع امتیاز منفی یک گزارش نتیجه آزمون یا جمع امتیازات منفی نتایج چند آزمون به   1-3-ت

واحد بصورت کتبی اخطار داده و در مورد واحدهای مشمول ید، اداره کل استاندارد استان مربوط بهرس 60

استاندارد اجباری برای جمع آوری کاوی مغایر با استاندارد ملی با شماره سری ساخت مربوط موضوع را به 

بستن علایم آنها ارجاع می کار ضوابط اجرایی استانداردهای اجباری و تشویقی و طرز به 19کمیسیون ماده 

 دهد.

در صورتیكه جمع امتیاز منفی گزارش نتیجه یک آزمون یا جمع امتیازات منفی نتایج چند آزمون   2-3-ت

رسید، اداره کل استاندارد استان مربوط، علاوه بر اخطار کتبی، در مورد واحدهای مشمول استاندارد  90به 

کمیسیون ستاندارد ملی با شماره سری ساخت مربوط موضوع را بهاجباری برای جمع آوری کاوی مغایر با ا

ارجاع می نماید. همچنین در صورتیكه امتیاز منفی مذکور ناشی از حداقل نتایج آزمون دو نمونه  19ماده 

واسطه نقایص امتیاز از جمع امتیازات منفی گزارش نتیجه آزمون آخر به 30برداری مختلف بوده و حداقل 

تشكیل کمیته علائم برای تعلیو پروانه کاربرد علامت استاندارد اجباری و یا انی باشد، نسبت بهعمده و بحر

ابطال پروانه کاربرد علامت استاندارد تشویقی اقدام می کند. در صورت تعلیو یا ابطال پروانه، آن اداره کل واحد 

و یا عدم عرضه کاو با علامت استاندارد ایران عدم تولید )در ارتباط با استانداردهای اجباری( مربوط را ملزم به

 ند.کادارات کل استاندارد سایر استانها منعكس می)در ارتباط با استانداردهای تشویقی( نموده و مراتب را به

در مورد کاوهای مشمول استاندارد اجباری، در صورتیكه امتیاز منفی یک گزارش نتیجه آزمون و یا   3-3-ت

رسید، اداره کل استاندارد استان مربوط، علاوه بر اخطار کتبی،  120نفی نتایج چند آزمون به جمع امتیازات م

 19کمیسیون ماده برای جمع آوری کاوی مغایر با استاندارد ملی با شماره سری ساخت مربوط موضوع را به

ون سه نمونه برداری ارجاع می نماید. همچنین در صورتیكه امتیاز منفی مذکور ناشی از حداقل نتایج آزم

واسطه نقایص عمده و امتیاز از جمع امتیازات منفی گزارش نتیجه آزمون آخر به 30مختلف بوده و حداقل 

تشكیل کمیته علایم برای ابطال پروانه کاربرد علامت استاندارد اجباری اقدام نموده و بحرانی باشد، نسبت به

 اطلاع عموم می رساند.بط عمومی بهدر صورت ابطال پروانه، موضوع را از طریو روا

رفع تعلیو و تجدید پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران، در صورت رفع کلیه نقایص و انطباق با موازین استاندارد  -1یادآوری

 ملی مربوط و احراز کلیه شرایط مندرج در دستورالعملهای مرتبط صورت می گیرد.

، نافی و مانع یكدیگر نمی باشد و تنها ملاک هر یک از اقدامات 2کر شده در جدول انجام هریک از اقدامات ذ -2یادآوری 

 حد نصاب امتیاز منفی ذکر شده در بندهای مذکور است.رسیدن به

اوم علت عدم تدمنبع: دستورالعمل نحوه تذکر، اخطار، تعلیو و ابطال پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به

 /د(50/119اندارد مربوطه )مدرک شماره انطباق فرآورده با است
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