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 به نام خدا

 آشنایی با سازمان ملی استاندارد ایران

 ایران، صنعتی و تحقیقات استاندارد مؤسسۀ مقررات و قوانین اصلاح قانون 1 مادۀ یک بند موجب به سازمان ملی استانداردایران

 بمه  را استانداردهای ملی )رسممی  ایمران   نشر و تدوین تعیین، که وظیفۀ است کشور رسمی مرجع تنها 3123ماه بهمن مصوب

 .دارد عهده

مراکمز و مؤسسمات   نظمران  های فنی مرکب از کارشناسان سمازمان، صماحب  های مختلف در کمیسیونتدوین استاندارد در حوزه

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

کننمدگان،  فناوری و تجاری اسمت کمه از مشمارکت آگاهانمه و منصمفانۀ صماحبان حم، و نفمع، شمامن تولیدکننمدگان، مصمرف           

نموی   شمود  پمی   دولتمی حاصمن ممی   های دولتی و غیراکز علمی و تخصصی، نهادها، سازمانکنندگان، مرصادرکنندگان و وارد

شمود و پم  از دریافمت    های مربوط ارسما  ممی  کمیسیون نفع و اعضایملی ایران برای نظرخواهی به مراجع ذی استانداردهای

ه عنوان استاندارد ملی )رسمی  ایمران اماو و   ملی مرتبط با آن رشته طرح و در صورت تصویب، ب نظرها و پیشنهادها در کمیتۀ

 شود منتشر می

کننمد  صلاح نیز با رعایت ضموابط تعیمین شمده تهیمه ممی     مند و ذیهای علاقهکه مؤسسات و سازمان نوی  استانداردهاییپی 

ترتیمب،  شمود  بمدین   اماو و منتشمر ممی    ملمی ایمران   درکمیته ملی طرح، بررسی و درصمورت تصمویب، بمه عنموان اسمتاندارد     

تدوین و در کمیتمۀملی اسمتاندارد مربموط     5شود که بر اساس مقررات  استاندارد ملی ایران شمارۀ ملی تلقی می استانداردهایی

 شود به تصویب رسیده باشد که در سازمان ملی استاندارد ایران تشكین می

و  IEC 7المللی الكتروتكنیمک ) ،کمیسیون بینISO(3(المللی استانداردسازمان ملی استاندارد ایران از اعضای اصلی سازمان بین

در کشمور   CAC(5(کمیسمیون کمدک  غمیایی    4است و به عنوان تنهما رابمط   OIML1)(شناسی قانونیالمللی اندازهسازمان بین

همای خماک کشمور، از آخمرین     کند  در تدوین استانداردهایملی ایمران ضممن تمموجه بمه شمرایط کلمی و نیازمنمدی       فعالیت می

 شود گیری میالمللی بهرههای علمی، فنی و صنعتی جهان و استانداردهای بینرفتپیش

کنندگان، حفظ سلامت و بینی شده در قانون، برای حمایت از مصرفتواند با رعایت موازین پی سازمان ملی استاندارد ایران می

حیطمی و اقتصمادی، اجمرای بعضمی از     مایمنی فردی و عممومی، حصمو  اطمینمان از کیفیمت محصمومت و ملاحظمات زیسمت       

 استانداردهای ملی ایران را برای محصومت تولیدی داخن کشور و/یا اقلام وارداتی، با تصویب شورای عمالی اسمتاندارد، اجبماری   

المللمی بمرای محصمومت کشمور، اجمرای اسمتاندارد کامهمای صمادراتی و         تواند به منظور حفظ بازارهمای بمین  کند  سازمان می

ها و مؤسسمات فعما  در   کنندگان از خدمات سازمانکند  همچنین برای اطمینان بخشیدن به استفاده بندی آن را اجباریدرجه

هما و  محیطی، آزمایشمگاه  های مدیریت کیفیت و مدیریت زیستسیستم زمینۀ مشاوره، آموزش، بازرسی، ممیزی و صدورگواهی

ها و مؤسسات را بر اسماس ضموابط نظمام    گونه سازمانن ملی استاندارد اینمراکز واسنجی )کالیبراسیون  وساین سنج ، سازما

هما  ها اعطا و بر عملكمرد آن کند و در صورت احراز شرایط مزم، گواهینامۀ تأیید صلاحیت به آنتأیید صلاحیت ایران ارزیابی می

فلزات گرانبها و انجام تحقیقمات کماربردی    یكاها، واسنجی وساین سنج ، تعیین عیار المللی نظارت میكند  ترویج دستگاه بین

 ملی ایران از دیگر وظایف این سازمان است  برای ارتقای سطح استانداردهای

 

 
 
 

 

                                                 
1- International Organization for Standardization 
2- International Electrotechnical Commission 

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

4-Contact point 

5- Codex Alimentarius Commission  
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 پیشگفتار

های اصولی و مدون در زمینه محصومت )کام / آموزشیكی از مهمترین وظایف سازمان ملی استاندارد ایران، 

ها باشد  بخشی از این آموزشمیهای آموزشی دورهخدمات  مشمو  استاندارد اجباری از طری، برگزاری 

باشد که برگزاری این میهای همكار سازمان آزمایشگاهشامن کارآموزی مدیران کنتر  کیفیت و کارشناسان 

شود  برای ایجاد وحدت رویه میهای همكار و پژوهشگاه استاندارد انجام زمایشگاهآها، استانها از طری، دوره

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

ی فرآیند نظر، دفتر آموزش و ترویج استاندارد با همكاری پژوهشگاه استاندارد، در راستای استاندارد ساز

کارآموزی، اقدام به تدوین برنامه مدونی برای انجام فرآیند کارآموزی در زمینه محصومت مشمو  استاندارد 

 اجباری نموده است  

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

 در اختیار کارآموزان قرار داده شده است  های کارآموزی در کن کشور تهیه ودورهآموزشی 

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

تماس حاصن نموده و یا از طری، پست  173-44423423ارتقاء کیفیت آموزشی مربوطه با شماره تلفن 

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

 فرمایید سپاسگزاریم میاقدام فرمایید  از بی  عنایتی که  34355-2313صندوق پستی  7537

 

mailto:isiri.amozesh.qc@gmail.com
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 های کارآموزی دورهمحتوای 

 

 
  عنوان دوره کارآموزی:

 میكروبیولوژی سویا برگر 

 

 گروه مخاطب:

    کارشناسان ها، مدیران کنتر  کیفیت واحدهای تولیدی و کارشناسان ادارات کن استاندارد استان

 همكار یها شگاهیآزما

 

 هدف از برگزاری دوره کارآموزی:

 3235 استانداردهای میكروبیولوژی سویا برگر بر اساس هدف از برگزاری این دوره کارآموزی آشنایی با آزمون

 گیرد:باشد و موارد زیر را در برمیمی

 های بهینه و جدید آزمایشگاهی آشنایی روش -3

 یكسان سازی رویه آزمایشگاه میكروبیولوژی سویا برگر  -7

 هاآزمایشگاه ها و اعتماد به نتایج حاصله از آزمون در آزمایشگاهاطمینان از عملكرد صحیح  -1

 های میكروبیولوژی سویا برگرارتقا سطح آگاهی و  ایجاد مهارت در زمینه انجام آزمون -4

  3433آشنایی با الزامات فنی آزمایشگاه میكروبیولوژی بر اساس استاندارد ملی ایران  -5

 

 ی دوره:های آموزشی گیرندگان پس از طتوانایی

 های مورد نیازسازی محیط کشتروش تهیه و سترون -

 سازی وساین مورد نیازسازی و سترونروش آماده -

 روش آلودگی زدایی مواد مصرفی و وساین -

 نحوه استفاده صحیح از تجهیزات مورد نیاز در آزمایشگاه -

 روش بكارگیری از استانداردهای مرتبط -

 استانداردروش اجرای آزمون طب، -

 هاشناسایی و تعیین هویت باکتری -

 

 پیش نیاز:

 ندارد

 

 

 

 



 ه

 

 رئوس مطالب آموزشی
 

منبع/ 

 استانداردها

     

 کننده اجرا

 آموزش مدت

 )ساعت(
 

 محتوای آموزشی

 

 رئوس مطالب

 
 

  فیرد
 یتئور یعمل مدرس کارآموز

 

 و یآموزش جزوه

 یمل استاندارد

 3433 رانیا

 *  3 

 ازین مورد نیوسا با ییآشنا

 یشگاهیآزما اصو  با ییآشنا

 مختلف یها قسمت با ییآشنا

 یولوژیكروبیم شگاهیآزما

 

آشنایی با الزامات فنی 

 آزمایشگاه میكروبیولوژی

 

3 

و  یآموزش جزوه

 یمل استاندارد

 3433 رانیا

* * 5/1  5/1  

 

 مرتبط کشت طیمح هیته روش

 کردن سترون و برگر ایسو با

 هاطیمح

 طیمح هیته روش با ییآشنا

 روش و ازین مورد یها کشت

 یساز سترون
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 یمل استاندارد

 3433 رانیا

 

* 
 

* 5/1  5/1  
 مورد نیوسا یسازآماده روش

 نیوسا یسازسترون و ازین

 و ازین مورد نیوسا یسازآماده

 نیوسا یسازسترون روش

 

1 

و  یآموزش جزوه

 یاستاندارد مل

 3235 رانیا

 
 

* 
 5/1  

 و مواد کاربرد، دامنه و هدف

 جهت ازین مورد یهادستگاه

 آزمون انجام

 

 روش استاندارد با ییآشنا

 آزمون
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 و یآموزش جزوه

 یمل استاندارد

 3235 رانیا

  * 3 

 

 یاحتمال یهایباکتر با ییآشنا

 برگر ایسو در موجود

 یهاشاخص با ییآشنا

 در آنها مجاز حدود و یكروبیم

 برگر ایسو
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 و یآموزش جزوه

 یمل استاندارد

 4371-4 رانیا
 

* * 5/1  5/1  

 

 نیتوز ه،یآزما از یبردار نمونه

 هیاول ونیسوسپانس هیته و نمونه

 از استفاده با هارقت ریسا و

 مناسب کننده،یرق

 

در  نمونه یسازآماده روش

 شگاهیآزما

 

2 

 

 و یآموزش جزوه

 یمل استاندارد

 3235 رانیا

* * 3 3 

 و هیاول ونیسوسپانس از استفاده

 ت،یپل در ازین مورد یهارقت ای

 از استفاده شمارش یبرا

 یهارقت ای و هیاول ونیسوسپانس

 یحاو یهالوله در ازین مورد

 یبرا مناسب کشت طیمح

 جستجو

 

 

روش شمارش و جستجوی 

 باکتریها
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 و یآموزش جزوه

 یمل استاندارد

 3235 رانیا

 *  5/1  

 

 زمان و دما در یگیارگرمخانه

 یهایباکتر حسب بر مناسب

 نظر مورد

 

 یگیارگرمخانه
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 و

 

 

 

منبع/ 

 استانداردها

     

 اجراکننده

مدت آموزش 

 )ساعت(
 

 محتوای آموزشی

 

 رئوس مطالب

 
 

  ردیف
 تئوری عملی مدرس کارآموز

 

 و یآموزش جزوه

 یمل استاندارد

 3235 رانیا

*  * 3 3 

 و شمارش نحوه و یبررس -

 از پ  هایکلن  محاسبه

 یگیارگرمخانه

تعیین وجود یا عدم وجود  -

 هاباکتری

 ییایمیوشیب یهاآزمون انجام -

 دییتا جهت مناسب

 

، شمارش کلنی ها و تشخیص

 آزمون تاییدی
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 و یآموزش جزوه

 یمل استاندارد

  3235رانیا

* * 3 3 
 

 نحوه گزارش نتایج بررسی شده

 

 ارائه گزارش آزمون
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 دو روزمدت دوره: 

 

 

 و منابع:  استانداردهاسایر 

 اصو  کلی بهداشت در مواد غیایی -: آیین کار3412  رانیا یمل استاندارد
 راهنمای کلی برای استفاده از فرآورده های پروتئین گیاهی در غیاها :2132رانیا یمل استاندارد

های های نمونه برداری برای آزمونروش -غیایی: میكروبیولوژی زنجیر مواد 71414رانیا یمل استاندارد

 میكروب شناسی

 

 نحوه برگزاری آزمون: 

 
 تئوری عملی 

* * 
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  سویا برگر جزوه دوره کارآموزی میکروبیولوژی

 

 : / تهیه کنندگانتهیه کننده

 یعامل سودا

 

 

 
 

 گروه پژوهشی/ آزمایشگاه:

 آن یها فرآورده و غلات شگاهیآزما/ یولوژیكروبیم

 استاندارد جیترو و آموزش دفتر سفارش به
 

 

 

 منابع و مآخذ:

سالمونلا در مواد  یروش جستجو-و خوراک دام ییمواد غیا یولوژیكروبیم :3431 رانیا یمل استاندارد -3

 ییغیا

روش جستجو و شمارش  -و خوراک دام ییمواد غیا یولوژیكروبیم :7342 رانیا یمل استاندارد -7

 یتعداد احتمال نیشتریبا استفاده از روش ب یاکلیشیاشر

شمارش  یروش جامع برا -ییغیا رهیزنج یولوژیكروبی: م5727-3شماره  رانیا یاستاندارد مل -1

 ختهیبا استفاده از روش کشت آم وسیدرجه سلس 11در یکلن شمارش -3قسمت  -ها سمیكروارگانیم

 غیاها در یاهیگ نیپروتئ یها فرآورده از استفاده یبرا یکل یراهنما : 2132رانیا یاستاندارد مل -4

 یلوکوکوسهایاستافشمارش -دام خوراک و ییغیا مواد یولوژیكروبی: م2412-1شماره رانیا یاستاندارد مل -5

  ها گونه ریسا و ارئوس لوکوکوسی)استاف مثبت کواگومز

 ونیسوسپانس -هیآزما یآماده ساز-و خوراک دام ییمواد غیا یولوژیكروبی: م4371-3 رانیا یمل استاندارد -2

 یآماده ساز یبرا یمقررات کل-قسمت او   -یولوژیكروبیم یآزمونها یبرا یاعشار یها رقت و هیاول

 یاعشار یها رقت و هیاول ونیسوسپانس

آماده سازی آزمایه، سوسپانسیون -میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام: 4371-4استاندارد ملی ایران  -2

آماده سازی فراورده ها به مقررات ویژه برای  -4قسمت  -اولیه و رقت های اعشاری برای آزمون میكروبی

 ، گوشت، ماهی و فراورده های آنهاجز شیر

 زمونویژگی ها و روش های آ -: سویا برگر3235استاندارد ملی ایران    -4

روش جامع برای شمارش کپک -میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام  :31433-3استاندارد ملی ایران -3

 35/1بیشتر از  W(a (روش شمارش کلنی در فرآورده های با فعالیت آبی-قسمت او  -ها و مخمرها

نمونه برداری برای های روش–یكروبیولوژی زنجیره مواد غیایی م :71414مارۀ استاندارد ملی ایران ش -31

 آزمون های میكروب شناسی



 ح

 

 میكروبیولوژی عمومی تنگستانی، مهرنوش، آزمایشگاه -33

 3143استاندارد و استاندارد کردن، ااو او ، موسسه دان  پارسیان،  ،یگانه، مهرداد-37

 علم کشاورزی ایرانانتشارات میرزایی، حبیب اله  سویا در صنایع غیایی،   -31
14. Veterinary Microbiology and Microbial Disease by: P.J.Quinn , B.K. Markey 
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 مقدمه
امروزه استفاده از محصومت سویا در صمنایع غمیایی روز بمه روز در حما  افمزای  اسمت و تولیمد جهمانی         

این جایگاه توسمط سمویا و محصمومت آن، ارزش     میلیون تن  در سا  است  711محصومت سویا نزدیک به 

 ای که دارد های آمینهپروتئین ها و اسیده ویژه ار نظر بامیی است که دارد ب

ای استوار و بما شما    )لگومینوز  که به صورت بوته تیره نخودگیاهی است از   Glycine maxنام علمیبا  سویا

 11کند  ریشه سویا مستقیم و با انشعاب زیاد است  اما در شمرایط ایمران ریشمه در عمم،     گ زیاد رشد میبر

 Rhizobium japonicumخاک پراکنده اسمت  روی ریشمه سمویا نموعی بماکتری همزیسمت بنمام         مترسانتی

 شود مشاهده می

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

نق  عمده دارند  سویا  مواد شیمیاییکنند و در تهیه ها نفر را فراهم می  غیای میلیونلوبیا)نیام و دانه آن 

های سویا یكی از است  روغن استخراج شده از دانه شرق آسیاگیاهی وحشی در  سازیاهلیاحتمامً حاصن 

بسیار بامیی است و به همین دلین از آن  اسید لینولئیکترین انواع روغنها است  این روغن حاوی مهم

میتونین نسبت به کنجد  اسید آمینهسویا از لحاظ  توان برای تهیه روغن سر  کردنی استفاده کرد  دانهنمی

ها به پروتئین فقیر است اما از لحاظ اسید آمینه لیزین در سطح بامیی قرار دارد سویا بی  از سایر دانه

درصد اسیداولئیک دارد  میزان پروتئین دانه  75اسیدلینولئیک و  درصد 43 حیوانی شباهت دارد  روغن سویا

های است  ارقام زیر نشان دهنده تفاوت عمده سویا با سایر دانه های روغنیدانهسویا بسیار بیشتر از سایر 

درصد،  75-34 درصد، کلزا 51-11 لحاظ میزان روغن و پروتئین است  میزان پروتئین سویا روغنی به

 میزان روغن در سویا باشد درصد می 15-75زمینیدرصد، بادام  75-33درصد، کنجد  75-35آفتابگردان 

 25-45 درصد، بادام زمینی 45-75 درصد، کنجد 51-75 درصد، آفتابگردان 51-41 درصد، کلزا 34-75

های روغنی است و شود میزان پروتئین سویا دو برابر سایر دانههمان طور که ملاحظه می باشد درصد می

های روغنی رایج کمتر است  وجود پروتئین زیاد سبب شده است که البته درصد روغن آن نیز از سایر دانه

 بسیار مناسب باشد  تغییه انسانکنجاله روغن کشیده شده آن برای 

 
 

 گیاه سویا -1شکل 
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 طبقه کلی انجام می گیرد: 3در  آنالیز کیفی دانه سویا

  Defects) نقص ها  3

  shipment and storage factor) محن نگهداری و فاکتورهای نگهداریاز نظر   7
  End use related factor) مرتبط با استفاده نهاییفاکتورهای    1

 سویا و کاربرد های آننوع دانه های 

نمه سمویای بما انمدازه بمزرگ بمرای تولیمد        دا اندازه آنها کاربردهای متفاوتی دارنمد   با توجه بهدانه های سویا 

 باشند:دارای خصوصیات زیر می هاکاربرد دارد، که این دانه 3توفومحصومت سویا شیر و 

                     محتوای پروتئین بام 

  میزان لیپواکسیژناز و روغن کم 

تحت تاثیر میزان پروتئین بام و میزان روغن  سویا شیرمی توان اینگونه تحلین کرد که مبارزه و کیفیت بامی 

سمویا  حلو  در دانه است که مرغوب ترین و محصومت آن تحت تاثیر قندهای م سویا شیرکم آن است و مزه 

 کم است سوکروز بام، رافینوز ودارای کربوهیدرات  شیر

 های سویافرآورده 

های متفاوت با بهره گیری از تكنولوژی مدرن، بشر امكان تولید انواع مختلف فرآورده های سویا را با طعم

محصومت تخمیری و غیر تخمیری تقسیم کرد  توان به دو دسته به طور کلی محصومت سویا را میدارد  

محصومت تخمیری مانند س  سویا، تمپه، خمیر سویا یا میسو، توفو و شیر سویا  و غیر تخمیری مثن آجین 

  سویا و سویا برگر هستند

 

 

 

 

 

 

  2برگرهای بدون گوشت

 یا و هایسبز :مانند ترکیباتی گوشت یبجان آدر  که گوشتی یبرگرها مشابهای آوردهفراز  ستا رتعبا

 یكیمكان هستگاد سیلهو به که گوشتی غیر تترکیبا یگرو د هایهادو و گیاهی غنرو با اههمر که باشدمی سویا

         عرضه منجمد رتصو بهو  زمجا یهایبند بستهدر  شكن ایهیردا یا دگر شكن بهو  هیددگر طمخلو

   گردد می

 

                                                 
1- Tofu 

2- Meatless burger 

 های سویافرآورده -2شکل



  

 

برگر سویا  

ی سبز یبرگرهاردۀ  ءجزو  ییاغیطبقه بندی مواد  به متعل،پروتئینی   گوشت ونبد هایآوردهفر جملهاز 

و  دشومی دهستفاا صلیا دۀما انعنو به سویادر آن از  که پایین و کلسترو  عشباا اربی انمیز با محصولیو 

 ضافهآن ا به زمجاو  معطر یهانیودفزا و های مختلف، سبزییهادو ،آب ،گیاهی غنرو ،پنیر: شامن ادمو سایر

 بسته منجمد رتصو به  شكن ه اییردا یا دگر شكن بهو  طمخلو مكانیكی هستگاد بوسیله سپ و  شوند می

 به توجه با  دمیگیر ارقر مختلف رقشاا فراورده های پروتئینی مورد استفاده هوزمرا  ددمیگر عرضهو  یبند

 تئینوپراز  دهستفاا مندزنیا ستا ممكن دیامقتصای و ا همتغیی نممید همب نکنندگا فمصراز  هیوگر ینكها

 تئینوپر ءمنشا باهای  آوردهفر  تولید ایرمب یمناوافربه این منظور کوش  های  ،باشند گوشتی غیر یها

را  نکنندگا فمصر ایتغییه یهازنیااز  یمبخش  ها می تواننداین فرآورده  است گرفته رتصو هغیرو  گیاهی

   نماید  تامین
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 جزوه دوره کارآموزی میکروبیولوژی سویا برگر

 هدف    1

اسماس   بمر ، سمویا برگمر  همای آزممون میكروبیولموژی    روشآشمنایی بما    کمارآموزی جزوه هدف از تدوین این 

  باشدمی 3235ایران شماره های ملی  هایاستاندارد
براساس استاندارد ملی  های میكروبیولوژیآزمونالزامات کلی و راهنما برای شود کارآموزان این دوره با توصیه می -1یادآوری 

 باشند آشنایی داشته  3235استاندارد نیز و  3433ایران به شماره  

ها توسط افراد با تجربه، شود آزمونبه منظور رعایت نكات ایمنی و سلامت کارکنان آزمایشگاه، توصیه می -2یادآوری 

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

 الزامی است  سطح مقدماتی

 

 مرتبط رانیا یملاستانداردهای   2

 باشند:می 3جدو  به شرح  ،سویا برگربا آزمون آزمون میكروبیولوژی رتبط با مملی ایران استانداردهای 

 
 لیست استانداردهای میکروبیولوژی سویا برگر -1جدول 

 

 شماره استاندارد عنوان استاندارد ردیف 

 3431 روش جستجوی سالمونلا در مواد غیایی _میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام 3 

 7 
روش جستجو و شمارش اشریشیاکلی با  _میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام

 استفاده از روش بیشترین تعداد احتمالی
7342 

1  
 -3قسمت  -هامیكروارگانیسمروش جامع برای شمارش  _میكروبیولوژی زنجیره غیایی

 درجه سلسیوس با استفاده از روش کشت آمیخته 11شمارش کلنی در 
3-5727   

4  
های استافیلوکوکروش شناسایی و شمارش  _داممیكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک 

 کوآگومز مثبت در مواد غیایی
 1- 2412  

 5 

آماده سازی آزمایه، سوسپانسیون اولیه و  -میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام

مقررات ویژه برای آماده سازی  -4قسمت  _های اعشاری برای آزمون میكروبیرقت

 های آنهافراوردهها به جز شیر، گوشت، ماهی و فراورده

 4- 4371  

 2 

ها و روش جامع برای شمارش کپک -میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام

 )Wa( روش شمارش کلنی در فرآورده های با فعالیت آبی _قسمت او   _مخمرها

 35/1بیشتر از 

3-31433  
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 میکروبیولوژیاصول اولیه کار در آزمایشگاه   3

با ورود به آزمایشگاه میكروبیولوژی و آغاز کار در این محیط مزم است یكسری اصو  اولیه مورد توجه قمرار  

ایمنمی محمیط و    بهگیرد  بخشی از این اصو  و قواعد مربوط به ایمنی فرد آزمای  کننده بوده و برخی نیز 

 باشد ابزار آزمایشگاه مربوط می

 

 آزمایشگاه فضای 3-1

   فضای عمومی باشد   ومون ها، آزدارای سه محن جداگانه برای نمونه    آزمایشگاه باید
 

 آزمون فضای مربوط به نمونه و 1 -3-1

 :است مزم زیر بخشهای برای جداگانه فضاهای داشتن آزمایشگاهی خوب شرایط به باتوجه

 هانمونه انبارش  و دریافت 

 زیاد   تعداد  حاوی  پودری  هایفرآورده  خام )مانند   مواد   برای   خصوک   به   هانمونه   سازیآماده

 ها میكروارگانیسم

 ها میكروارگانیسم گیاریگرمخانه شامن   اولیه  )ازسوسپانسیون   ها نمونه آزمون 

 احتمالی بیماریزای میكروارگانیسمهای آزمون 

 هاسایرسویه و سویه مرجع نگهداری 

 وساین و کشت هایمحیط سازیسترون  و سازیآماده 

 واکنشگرها و کشت هایمحیط انبارش 

 موادغیایی سترونی آزمون 

 زدایی آلودگی 

 تجهیزات سایر   و ایشیشه وساین تمیزکردن  و   شستشو 

 اتاقها ها،قفسه ها،درکابینت  نگهداری  ترجیحاً آمیز، مخاطره شیمیایی مواد انبارش 
 

 فضای عمومی 3-1-2

 :شود می توصیه زیر موارد برای جداگانه فضاهای

 ،وآسانسور پله راه راهرو، ورودی 

 مستندسازی  اتاق و دفترکار دبیرخانه، اداری )مانند فضای 

 بهداشتی سرویسهای و رختكن 

 بایگانی اتاق 

 انبار 

 استراحت اتاق 
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 بهداشت کارکنان 3-2

باید  زیر بهداشتی اقدامات کارکنان عفونت خطر و کشت های محیط ها،نمونه آلودگی از پیشگیری منظور به

 :شود انجام

  در محیط آزمایشگاه و کف  مخصوک استفاده از لباس 

 نگهداشتن کوتاه ترجیحاً و  تمیز را هاناخن 

 شود کردن خودداری ازصحبت کار در آزمایشگاه هنگام 

 شود خودداری درآزمایشگاه آشامیدن و ازخوردن 

 باشدمی ممنوع دهان با پیپت کشیدن 
 

 وسایل و تجهیزات 3-3

مناسمب   درمحمن  و تمیمز  تجهیمزات  و وسماین ی  هکلیم  آزمایشمگاهی،  خوب شرایط با مطاب، شودمی توصیه

 وشمود   تصمدی،  کمار  بمرای  مزم شمرایط  داشمتن  نظمر  از وساین است بهتر استفاده از پی  نگهداری شوند 

 عملكرد آن پای  شود  استفاده، طی در درصورت لزوم

و همچنین وساین  3433وساین معمو  در آزمایشگاه میكروبیولوژی مطاب، با استاندارد ملی ایران شماره از 

 زیر استفاده شود:
 

 لیست تجهیزات مورد نیاز  -2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

 

 نام تجهیزات ردیف

 انواع ظروف شیشه ای آزمایشگاهی 3

 اتوکلاو 7

 انكوباتور 1

 بن ماری 4

 ترازو 5

 شمارش گر کلنی 2

 فور  2

 مخلوط کن خردکن و  همگن کننده، 4

 میكروسكوو 3

31 pH  متر 
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 ایوسایل شیشه

 باشد میو غیره دی  یدار، انواع لوله آزمای ، پترای درپیچپت، ارلن، ظروف شیشهشامن انواع پی 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  یا آون 1فور
ها به وسیلۀ را برای از بین بردن میكروارگانیسم C 341°تا C 321°ثبیت دمای قابلیت که است اتاقكی آون

وقتی شرایط دمایی برقرار شد، روند سترون سازی باید برای حداقن یک ساعت در دمای  حرارت خشک دارد

°C3 ± °C321 تجهیزات مقاوم به سازی آون فقط برای سترون  یا ترکیب معادلی از دما / زمان ادامه یابد

 و مستیكی وساین سازیسترون برای آون شود  ازمی ای استفادهحرارت خشک مانند وساین فلزی و شیشه

 قرار آون در و تمیزکنید را ایشیشه و فلزی وساین همه سازی،سترون از پی   نشود استفاده پلاستیكی

 از کردن خارج از پی  است بهتر ایشیشه وساین ازشكستن پیشگیری منظور به سازی،ازسترون پ   دهید

  کنید خنک را هاآون، آن

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
3 - Four 

 ایوسایل شیشه - 3شکل

 

 

 فور یا آون - 4شکل
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 اتوکلاو

  کار برد داردابزار پزشكی و آزمایشگاهی در فشار و دمای بام و با استفاده از بخار آب  استرین کردنبرای اتو کلاو 
ایجاد نماید که این درجه حرارت در شرایط بخار  C373° بخار آب اشباع شده را با حرارت این دستگاه قادر است

ها و هاگ آنها شده و تقریبا باعث نابودی تمام تواند موجب تخریب ساختمان میكروبایجاد شده می

  های شناخته شده شود میكروارگانیسم

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 )اتو(1انکوباتور

 بما  دمما   نواخمت یك  تموزیعی  و  ثابمت   دممای   نگهمداری   قابلیمت  بما   شمده   بنمدی   عای،  اتاقک  شامن انكوباتور

دسمتگاهی اسمت     سمت  ا آزممون   روش در  شمده   تعیمین   دممایی   نوسمانات  مقمدار  در مجماز   خطمای  حداکثر

انكوباتورهممای نممواع در ا کنممد تشممكین کلنممی را فممراهم مممی  کممه درجممه حممرارت مناسممب رشممد، تكثیممر و 

 بیولمموژیمیكممرو بیولمموژی و  همماییشممگاهزماآ  در دار2CO آزمایشممگاهی )معمممولی، شممیكردار، یخچالممدار،

 سلولی کاربرد اساسی دارد  

 

 
 

 

                                                 
3 - Incubator 

 اتوکلاو -5شکل 

 

 انکوباتورانواع  -6شکل 
 

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

ه از دو واژ  یكروسممكوو یكممی از وسمماین آزمایشممگاهی اصمملی در آزمایشممگاه زیسممت شناسممی اسممت       م

اصمو  کلمی در تممامی     معنمی کوامک و سمكوو، بمه معنمی دیمدن، گرفتمه شمده اسمت           ونانی میكرو بهی

 هممای متفمماوت از انممدین عممممدسی محممدب اسمماس عبممور نممور بمما طممو  ممموج ربممانممواع میكروسممكوو همما 

تمر باشمد قمدرت تفكیمک     باشد که هراقدر طو  موج نور بمه کمار رفتمه در میكروسمكوو مزبمور کوتماه      می

  شمممامن: میكروسمممكوو هممما از انمممواع مختلفمممی .و یممما جمممممداکنندگی آن میكروسمممكوو بیشمممتر اسمممت

 5كروسممكوو دواشمممی می، 4لورسممنتفمیكروسممكوو ، 1میكروسممكوو اینممورت ، 7اسممتریو میكروسممكوو 

 باشد می

 
 

 

 بادمای ثابت ( 7) بن ماری 6حمام مایع

های دارویی و انجام مراحن های سرولوژیک، آگلوتیناسیون، بیوشیمی، تستین وسیله به منظور انجام تستا

باشد که مخزن آب میین دستگاه دارای یک امنظور تثبیت دمای مشخص استفاده به  انكوباسیون صنعتی،

 درجه بوده 11دار و حدود ها زاویهپوش در فوق درپوشی تعبیه شده باشد  معمومًممكن است بر روی مخزن 

گیرد نریزد   حرارت آب دستگاه بوسیله یک هایی که در دستگاه قرار می)برای اینكه بخارات به داخن لوله

درجه را دارا بوده قابن  311درجه حرارتی تا حدود ترموستات قابن تنظیم است  نوع جوش این دستگاه 

                                                 
3 - Microscopes 

 .باشندباشد و در بررسی اجزا و موجوداتی که دارای بعد و حجم میبرابر و قابلیت نصب دوربین می 51دارای بزرگنمایی - 7

باشد و در بررسی نحوه حرکت، تولید مثن، شناسایی، شمارش زئو این دستكاه دارای قابلیت فازکنتراست و نصب دوربین عكاسی و فیلمبرداری می - 1

 .گرددها استفاده میسایر میكروارگانیسم ها وو فیتو پلانكتون

گردد  این هایی که با رنگ فلورسنت رنگ آمیزی شده باشند، استفاده میجهت بررسی و مشاهده اجزا و اندامک هایی از سلو  و میكروارگانیسم - 4

 .باشدنیز می قابلیت عك  برداری از نمونه ها و ثبت اطلاعاتدارای دستگاه 

و قابلیت فاز کنتراست و نصب دوربین عكسبرداری می  311و  71،41، 31، 5این دستگاه میكروسكوو دواشمی نوری است دارای عدسی های - 5

 .گیردبرای مشاهده معمولی و نمونه هایی که رنگ آمیزی نشده اند مورد استفاده قرار می باشد که

2 - Water bath 

2 - Bain marie 

 میکروسکوپ نوری -7شکل
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وی المنت از آب مقطر تنظیم در دماهای مختلف میباشد  بهتر است که برای جلوگیری از رسوب املاح بر ر

   شودها از روغن نیز استفاده میاگر اه در تعداد معدودی از آن

 زیراست: دستگاه در آزمایشگاه میكروبیولوژی به شرح کاربرد اصلی این

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

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

 های خاک؛در روش استفاده برای سترون شده ذوب کشت جامد محیط دمای تعدین-و

 شده؛ کنتر  دمای یک ها درهای اولیه یا محلو سوسپانسیون سازیآماده-ت

 پاستوریزاسیون ؛ شده )مانند یک دمای کنتر  های اولیه درفرآیند حرارتی سوسپانسیون -ب

  شودا نیز استفاده میهنمونه کردن ذوب و هامعرف کردن گرم منظور به -ت

 

 
 

 

 

   

 شمارشگرکلنی

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pH متر 

pH قرار  یا  مرجع  الكترود  و  سنج  الكترود  بین  معین  دمای  یک  در  پتانسین  اختلاف  گیریاندازه  برای  متر  

 

 

 شمارش گر -9شکل 

 ثابت دمای با مایع انواع حمام -8شکل 
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 باشد    pHواحد 15/1دقت   با  باید  گیریاندازه  قابلیت  رود می  کار  به  فرآورده  داخن  الكترود  دو هر  دادن

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مخلوط کن     خردکن و  همگن کننده،

  شودمی  استفاده  مورد آزمون    هایفرآورده  از  اولیه  سوسپانسیون  سازیآماده  برای  تجهیزات  این

 : از   است  عبارت  رود  کار به  است  ممكن  که وسایلی

 یهوسمیل   بمه   مجهمز   امكمان   صمورت  در  و  سمترون   همای کیسمه   بما   )اسمتومیكر    ایضمربه   کمن مخلوط 

  زمان  و  سرعت  یهکنندتنظیم

 مخلوط کن ارخشی 

 ارتعاشی کن مخلوط 

 مشابه کارایی با کردن مخلوط سیستمهای سایر 

 

  

 

 ترازو

باشد  ترازوهای با دقت در آزمایشگاه می 1113/1و  113/1و   13/1و 3/1های ای برای توزین با دقتوسیله

بام بعلت ظرافت و حساسیت باید از جریان هوا دور نگه داشته شده و در یک جای مسطح و محكم قرار داده 

 متر  pH-11شکل

 

 خردکن و مخلوط کن کننده،همگن -11شکل 

 



3 

 

 شوند و جای آن حتما باید تراز باشد 

 

 

     
 

 
 

 استریلیزاسیون  3-4

سازی به معنای از بین بردن تمامی اشكا  زنده در یا روی یک محیط آماده است  استریلیزاسیون یا سترون

 باشد  این اشكا  مختلف شامن سلولهای زنده باکتریها و اسپور قاراها و    می

 روشهای رایج سترون کردن عبارتند از:

 هممای کشممت و  سممیون محممیط : در آزمایشممگاه میكروبیولمموژی بممرای استریلیزا   روش حرارتییی

وسمماین مممورد نیمماز روش حرارتممی بممه دو صممورت خشممک )بمما اسممتفاده از فممور  و مرطمموب )بمما     

همما اسممتفاده اسممتفاده از اتمموکلاو  از تمماثیر گرممما و فشممار بخممار آب بممرای کشممتن میكروارگانیسممم 

تمموان از نشممانگرهای شممود  بممرای تشممخیص بممین مممواد سممترون شممده و سممترون نشممده مممی  مممی

مختلممف نممواری، ویمما  یمما آمپممو   در انممواعنشممانگرهای بیولوژیممک سممازی اسممتفاده کممرد  سممترون

اسممتفاده از انممدیكاتورهای شممیمیایی و  سممترون سممازی را بمما  ملكممرد عاسممت   کواممک موجممود 

باسمممیلوس ر پمممای  بیولوژیمممک، از اسمممپورهای  ود  دانمممدیكاتورهای بیولوژیمممک ارزیمممابی نمممم 
 شود استفاده می 7استئاروترموفیلوسباسیلوس ژئوو  3سوبتیلی 

  هممای و انجممام واکممن  آب اکسممیژنه: بممه وسممیله مممواد ضممدعفونی کننممده ماننممد روش شیییمیایی

 شود آزاد  برای سترون کردن استفاده میهای رادیكا  :شیمیایی )مانند

 تموان بمرای سمترون کمردن     رتوهمای ایكم  و گامما نیمز ممی     : بمه وسمیله تماب  پ    روش پرتودهی

 د کربار مصرف استفاده یکپزشكی مواد بیولوژیک، داروها، لوازم 

 بممرای مایعممات اسممتفاده شممده و شممامن عبممور دادن مممایع از فیلترهممای       روش فیلتراسیییون :

 باشد یمخصوک م

                                                 
3-Bacillus subtilis 

7-Bacillus. Stearothermophilus 

 ترازو -12شکل 

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

  زدایییون  آب، 1آب بدون املاح ،7مقطر آب یعنی 3خالص آب از فقط، کشت هایمحیط سازیآماده برای

 مانند موادی از عاریشود که استفاده می معاد  کیفیتی یا 5معكوس اسمز از استفاده با شده تولید یا 4شده

اثر  وک آمونیااثر  ،دیاکلراثر  مثا  برای، آزمون شرایط در هامیكروارگانیسم رشد موثر عامن یا نندهکمهار

 اثر بی مواد از شود و نگهداری شده بسته محكم بطور که ظروفی در باید خالص آب  باشدمی فلزات هاییون

 توصیه همچنین باشد  شده است ساخته مهارکننده موادم تما از عاریکه   غیره و اتیلن پلی خنثی، شیشه)

 .شود استفاده زودتر اه هر شده تولید آب شودمی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 محیط کشت 3-6

اسمت    تكثیر باکتریها در محیط های مصنوعی از مهمترین روشهای تشخیصی در بماکتری شناسمی   کشت و

، غمیایی جملمه ایمن شمرایط ممواد      برای کشت موف، باید شرایط مناسب برای رشد باکتری فراهم گمردد  از 

 اکسیژن می باشد   عدم حضور حضور یا ،مناسب pH ،نمک، رطوبت کافی، حرارت

انجمام دهمد    خمود را مسمتقلاً   یاتیاعما  ح یهقادر است کل ،بوده یموجود تک سلول یک یكروباز آنجا که م

غیا و آب و به  یاجهم احت یكروبهاآن است که م یانگراصن ب ینداشته باشد  ا یگریبه سلو  د یازبدون آنكه ن

و عناصر و  ییوب اعم از مواد غیایكرم یک یاجاتاحت یهکل یکه حاو یمغی یطیدارند  مح یو معدن یآل مواد

  یندگو یکشت م یطمح شود را اصطلاحاً یكروبباشد که موجب رشد آن م یرهغ

 یبمرا  هسمتند کمه اساسماً    یکشت عموم یطهایشوند، مح یمصرف م یتپل کشت که در های یطمح بیشتر

                                                 
1-Purified water  

2- Distilled  

3 -Demineralized 

4- Deionized 
5- Reverse osmosis 

 دستگاه دیونایزر -13شکل 
 



33 

 

را بما   یکشمت عمموم   یطهمای مح ینمواقع ا یاند  بعضساخته شده یمزم جهت رشد باکتر ییمواد غیا یهته

  کنندیم یشوند، غن یسخت رشد م یسمهایرشد ارگان یعسر ی که موجب افزا یمغی یاضافه کردن اجزا

بعمد از   یمد سترون کرد، بلكه با یاصل یطتوان آنها را همراه با مح یانان است که نم یمواد مغی ینا یتماه

 یبم  یرعبارتنمد از: شم   یمواد مغی یناز ا ییمواد اضافه شوند  نمونه ها ینن اوبطور ستر یطاتوکلاو شدن مح

 ، خون گوسفند، زرده تخم مرغ و     یارب

 بیوهای متداول در کشت میکرمحیط 3-6-1

مناسب از نظر شرایط فیزیكی و کشت های ها باید بطریقی آنها را بر روی محیطبرای مطالعه میكروارگانیسم

ها و نحوه زندگی آنها باعث شده که تاکنون انواع میكروارگانیسم یشیمیایی کشت داد  مطالعه زیاد درباره

 کشت با ترکیبات متفاوت به طور مصنوعی برای استفاده در آزمایشگاههای هایزیادی از محیط

کشت زیاد می باشند، در مواردی برای کشت نوع  یهاوبیولوژی تهیه شود  هراند انواع این محیطمیكر

 بخصوصی از یک میكروارگانیسم باید از یک نوع محیط کشت بخصوک با ترکیبات مشخص استفاده شود 

 ایهباشند و هنگام تهیه و استفاده از محیطبطور کلی محیط های کشت باید دارای مشخصات معینی 

 باید به نكات زیر توجه شود: کشت

  محیط کشتها باید واجد مواد غیایی ضروری برای رشد میكروبها باشندتمام  

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

   ظروف مورد استفاده برای تهیه محیط کشتها باید کاملا تمیز و عاری از مواد خارجی باشند 

 ر مورد استفاده باید بطریقه صحیح تهیه شود  آب مقط 

  درجه حرارتی که برای استرین کردن محیط کشت مصرف می شود باید نسبت به نوع مواد غیایی مربوط

نظر گرفته شود  درجات بام باعث از بین رفتن برخی از ممواد شمیمیایی موجمود در     در محیط کشت در

 محیط کشت می شوند  

و میكروبیولوژی آزمون های برای اهداف مناسب  های مورد استفاده در آزمون بایدمعرفهای کشت و محیط

های آزمون باشند  باید عاری از مواد سمی یا مهارکننده ارگانیسمبوده، همچنین دارای کیفیت آزمایشگاهی 

های ازی محیطسشود که مواد بدون آب قابن دسترس تجارتی برای آمادهبرای بهبود تكثیرپییری توصیه می

های کشت به صورت آماده در بازار در دسترس باشند، آنها را کشت مورد استفاده قرار دهید  انانچه محیط

ها بهتر است با مطاب، با دستورالعمن سازنده تهیه کنید  دستورالعمن سازنده برای آماده سازی این فرآورده

 یک محدودیت زمانی برای استفاده تعیین شود برای هر محیط کشت و معرف، بهتر است  دقت دنبا  شود 

  دیکن مراجعه 4221 رانیاملی  های کشت به استانداردفیت محیطبرای کنتر  عملكرد و تضمین کی

 

 اجزای تشکیل دهنده محیط کشت   3-6-1-1

محیط کشت فرمومسیونی است از مواد، به صورت مایع، نیمه جامد یا جامد، که دارای اجزای تشكین دهنده 

های معین یا بدون از تكثیر )همراه با ازدارندگی میكروارگانیسمطبیعی و/یا صناعی بوده و به منظور حمایت 

عنوان به  گیرد  آگارد استفاده قرار میباز دارندگی ، شناسایی یا حفظ قایلیت زیسیتی میكروارگانیسم ها مور
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آگار ترکیبی است پلمی سماکاریدی   های جامد و نیمه جامد کار برد دارد  عامن سفت کننده در محیط کشت

اسمتخراج    1جیلیدیومو 7 گراسیلاریا عمدتا از جن )و  قرمز  3که از دیواره سلولی برخی از گونه های جلبک

و 4از زیرواحدهای گامکتوز بمه صمورت دو نموع پلیممر آگمارز     و گاروپكتین یک پلیمر اسیدی است آشود  می

ارگانیسممی  یكرومو همیچ  هما ارزش غمیایی نمدارد    آگار برای میكروارگانیسم  ساخته شده است 5آگاروپكتین

کند ایجاد می ایشبكه C0 41با رسیدن دمای آن به حدودو  C0 35آننقطه ذوب   دکنرا هضم  تواند آننمی

   آگار هستند گرم بر لیتر  31 -35) دارای معمومً های جامدمحیط .که سبب جامد شدن محیط می شود

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 طبقه بندی محیط کشت بر اساس ثبات فیزیکی: 3-6-1-2

 کنند:های مختلف تقسیم بندی می محیط های کشت را از جنبه

 تقسیم بندی بر اساس میزان آگار

 : باشندمیهاي كشت به سه صورت زير محیط

 محیط كشت جامد (solid media) 
 محیط كشت نیمه جامد (semi solid media)  
 محیط كشت مايع يا آبگوشت (liquid or broth media ) 
 

 
 
 
 
 
 

                                                 

3 -Algae 

7 -Gracilari 

1 -Gelidium 

4 -Agarose 

5 -Agaropectin 

 ییایاز جلبک در ایهگونه– 14شکل

(Gelidium   جیلیدیومجلبک دریایی جن  
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 1کشت جامد محیط

 و هامیكروارگانیسم با متناسب و بوده جامد صورت به خود ترکیب آگار در بودن علت دارا به جامد هایحیطم

دلین و یا ظروف دیگر مورد استفاده قرار داد  )پلیت پتری  ظروف، لوله در را آنها توانمی نظر مورد هایآزمای 

 ها به وسیله:باکتری بكارگیری محیط جامد، تشخیص

  تشكین کلنی 

  تولید پیگمانت 

  خصوصیات خاک هر کلنی 

 ها که اند نوع باکتری در نمونه میكروبی وجود دارد  تشخیص انواع باکتری 

  موکوئیدی بودن باکتری 

 دیدن منطقه همولیز 

 
 
 
 

 

 

 
 گیرد:انجام میو برای اهداف خاک شت در پلیت جامد به سه صورت ک

 1های عمقیکشت  الف 

                                                 

3-Solid media 

 محیط کشت انواع  -15شکل 

 آگار دارمحیط کشت - 16شکل
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ای )لمموو  در یسممم را بطممور خطممی توسممط فیلممدوپلاتین نمموک حلقممه میكروارگان تمموانبمما ایممن روش مممی

 سطح محیط جامد کشت داد 

 

  2کشت در داخل محیط جامدب   

سمرد شمده اسمت      C0 45 تما  های آزممای  محتموی محمیط کشمت جاممد پم  از ذوب شمدن کمه        به لوله

بما محمیط کشمت     هما کماملاً  تما بماکتری   دهنمد ها تكمان ممی  باکتری مورد نظر را افزوده و لوله را بین دست

  دهند تا محیط بسته شودسپ  لوله آزمای  را به طور عمودی قرار می ،مخلوط شوند

 

  3دار شیب پ   کشت

یمما بممه وسممیله فیلممدوپلاتین  /)آنمم   در عممم، و سممطح و کشممت سمموزن همما،میكروارگانیسمممبممرای کشممت 

   دهندمی کشت دارشیب سطح در  ای )لووحلقه

 
 4کشت نیمه جامد محیط 

 اسمت  کمتمر  جاممد  همای محمیط  بمه  نسمبت  آن آگمار  میمزان  کمه  دارد وجمود  نیمز  جاممد  نیممه  هایمحیط

هما  حرکمت بماکتری   بمرای مشماهده  همای کشمت   ایمن نموع محمیط    SIM مثمن   آگار دارند در صد 5/1 -7/1)

ریختمه شمده در لولمه یما بطمری کوامک، کمه هنگمام جاممد          جاممد  بمه محمیط کشمت     د شمو استفاده ممی 

شمود  انانچمه محمیط کشمت در تمه      گفتمه ممی   "اسملنت "شموند  حالمت شمیبدار نگهمداری ممی    بمه  شدن، 

 شود گفته می "بات"ظروف ریخته شود به آن 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 5 آبگوشتیمایع یا کشت  محیط 

                                                                                                                                                       
3- Stab Cultures 

7- Shake Cultures 

1 -Slant media 

4 -Semi Solid media 

5 -Liquid or broth media 

 محیط کشت نیمه جامد- 17شکل
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 نموع  بما  و متناسمب  نیاممده  در جاممد  صمورت  بمه  خمود  ترکیمب  در آگمار  نداشمتن  علت به مایع هایمحیط

ارلمن ممایر و یما ظمروف     ، همای آزممای   تموان آنهما را در لولمه   های مورد نظر ممی آزمای  و میكروارگانیسم

همای ممایع معممومً    محمیط   بمرا  و ممولر هینتمون بمرا      تنوترینم  ماننمد:  ،دیگمر ممورد اسمتفاده قمرار داد    

   7/1% حدود) فاقد آگار هستند یا مقدار آگارشان بسیار کم است
   "کوکد میت"شود، مانند محیط کشت در بعضی موارد ذرات جامد به محیط کشت مایع اضافه می -یادآوری

  شوندمینامیده  "براٍ "ها به طور معمو  بطریها، یا ها، ارلنمحیط کشت مایع در لوله -یادآوری

 
 

 
 

 

 

 

 
 
 
 

 هایمحیط نوع این در ،برا  و مولر هینتون برا  تنوترین مانند: ،این محیط کشت به صورت مایع می باشد

های مایع معمومً فاقد آگار هستند محیط شود صورت سوسپانسیون هستند حرکت دیده نمی به که کشت

    7/1% حدود) یا مقدار آگارشان بسیار کم است

 

 طبقه بندی محیط کشت بر اساس کاربرد    3-6-1-3

 کنند:میمحیط های کشت باکتری را از نظر نوع مواد تشكین دهنده و از نظر کاربرد به اهار دسته تقسیم 

 

 1محیط کشت انتقالی   

هما در ضممن بمه    اسمت کمه بمه منظمور نگهمداری و حفمظ قابلیمت زیسمتی میكروارگانیسمم         محیط کشمتی  

تغییمر در شممارش در دوره زممانی بمین جممع آوری نمونمه و کمار آزمایشمگاهی بمر روی          حداقن رسماندن  

 " 2کشت استوارت یا آمی  محیط " مانند:آن، طراحی شده است  

 

 3داری کننده محیط کشت نگه 

هما در یمک دوره   بمه منظمور نگهمداری و حفمظ قابلیمت زیسمتی میكروارگانیسمم       محیط کشمتی اسمت کمه    

نممامطلوبی کممه ممكممن اسممت در طممی ذخیممره  زمممانی طممومنی طراحممی شممده، تمما از آنهمما در برابممر اثممرات  

                                                 
3 -Transport medium  

7 -Stuartor amiestransport medium 

1 -Preservation medium 

 محیط کشت مایع یا آبگوشتی - 18شکل
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 سازی طومنی مدت به وجود آید محافظت کرده و پ  از این مدت، به آنها قدرت بازیابی دهد  

  "7های : نوترینت آگار، اسلوو"3محیط کشت دورستاگ"مانند: 

 

  3محیط کشت باز یابی 

هممای آسممیب دیممده و تحمت تممن  امكممان تممرمیم و بازیممابی  محمیط کشممتی اسممت کممه بمه میكروارگانیسممم  

 شوند  دهد تا رشد طبیعی را بدست آورند، ولی لزوما باعث تكثیر آنها نمیمی

 

 "4آب پپتونه بافری "مانند
   "آب پپتونه بافری "تواند به عنوان یک محیط پی  غنی کننده نیز به کار رود برای مثا محیط کشت بازیابی می -یادآوری

 

 6و غنی کننده  5محیط کشت پیش غنی کننده 

ها، اسمیدهای آمینمه بمرای رشمد     ها، لیپیمد ای زیادی نظیر ویتامینمحیط مقوی بوده که دارای مواد تغییه

شكلات آگمار،   :مانند ،است  بنابراین تعداد زیادی از باکتریها روی آن بخوبی رشد می کنند  میكروارگانیسم

  ، تریپتون سوی برا بلادآگار

 

 7محیط کشت غنی کننده انتخابی  

رشمد تممام    ،یک ماده مهمار کننمده  دهد و به واسطه های خاک امكان رشد میبه میكروارگانیسممحیط این 

ماننمد: محمیط کشمت    کننمد   می مهارکاملا یا تا حدودی ارگانیسم مورد نظر را كرومیها بجز ارگانیسممیكرو

  4واسیلادی  -پپتون سوی را پاپورت

 

 )9محیط کشت غنی کننده غیر انتخابی )محیط کشت پایه  

و مبنای تهیه انمواع و اقسمام محیطهمای     این محیط کمترین مقدار مواد غیایی برای رشد باکتریها را دارد

زیرا فاقد مماده ضمد   دهد ها امكان رشد میبه طیف وسیعی از میكرو ارگانیسمکشت می باشد  این محیط 

  ، برین هارت اینفیوژن برا محیط نوترینت آگار، نوترینت برا  :مانند ،میكرب است

 

 1محیط کشت جداکننده 

                                                 
3 -Dorset agar 

7 -Nutrient medium 

1 -Resuscitation medium  

4-Buffered peptone water 

5 -Pre- enrichmen medium 

2 -Enrichmen medium 

2 -Reference medium  

4 -Rappaport-Vassiliadis (RV) 

3 -Basic Media 
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 دهد ها امكان رشد میبه میكرو ارگانیسم محیط کشت جامد یا نیمه جامدی است که

 

  2محیط کشت جداکننده انتخابی 

ها بطور به میكرو ارگانیسم خاک و هدف امكان رشد میدهد و از رشد سایر میكروارگانیسمکه  کشتیمحیط 

ایمن ممواد رشمد تممام      ،باشمند دارای یک ماده مهمار کننمده رشمد ممی    کامن یا قسمتی جلوگیری می کند  

ها جهمت ارگانیسمم ممورد نظمر     کنند  از آنجائیكه این محیطمی ها بجز ارگانیسم مورد نظر را مهارمارگانیس

نامند  مثالی از این نوع های انتخابی میباشند آنها را محیطها مضر میانتخاب شده اند و برای سایر ارگانیسم

های گرم منفمی هموازی و   باسین محیط کشت فنین اتین الكن آگار است که از رشدآگار ،  XLDمحیط ها، 

 دهد  های گرم مثبت اجازه رشد میبی هوازی اختیاری ممانعت بعمن آورده و به ارگانیسم

 

  3محیط کشت جداکننده غیر انتخابی 

  "نوترینت آگار"شوند مانند:در آن میكرو ارگانیسم به صورت انتخابی، مهار نمیکه  کشتیمحیط 

 

 

 

  5/ فلوروژنیک 4محیط کشت انتخابی کروموژنیک 

محیط کشت کرو موژنیک / فلوروژنیک دارای ترکیبات انتخابی است که همه یما بخشمی از فلمور هممراه بما      

 TBX:کند و منجر به تقویت رد یابی دقیم، میشمود ماننمد   میكرو ارگانیسم های هدف در نمونه را مهار می

 MUG/EC محیط کشت، آگار

 

  2افتراقیمحیط کشت  

کمه بمرای تعیمین مشخصمات و خصوصمیت فیزیولوژیمک یما بیوشمیمیایی         محیط کشمت تشخیصمی بموده    

محیط کشت تشخیصی بوده کمه کلنمی باکتریهمای    کند  ها را به منظور شناسایی فراهم میمیكروارگانیسم

رای امملاح  این محیطها دا EMB، MACمحیط  :مانند ،از همدیگر متمایز می گردد مختلف روی آن کاملاً

های صمورتی رنمگ و   صفراوی، قند و معرف شیمیایی هستند که باکتریهای مکتوز مثبت برروی آنها کلنی

همای سمفید رنمگ تشمكین ممی     باکتریهای مکتوز منفی نظیر سالمونلا، شیگلا بر روی این محیط ها کلنی

ها برای رشمد  محیطتوان نام برد  این ، سیمون سیترات را میTSIدهند  از محیطهای افتراقی دیگر محیط 

                                                                                                                                                       
3 -Selective isolation medium 

7 -Selective isolation medium  

1 -Selective isolation medium 

4 -Chromogenic  

5 -Fluorogenic 

2 -Media Differential 
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 مانع در محیط صفراوی املاح وجود اون  هستند مناسب  انتروباکتریاسه)ای روده منفیباکتریهای گرم 

  شوند می محیط در مثبت گرم باکتریهای رشد از

 

  1محیط کشت شناسایی 

بایمن  "همای تاییمدی نمدارد  ماننمد     محیط کشت با قدرت تشخیصی بام که نیاز به استفاده از محیط کشمت 

 " 7اسكولین آزاید

 

  3محیط کشت شمارش 

اییسمت  "4رود  برد پارکرها بكار میمحیط کشت انتخابی/غیر انتخابی که بیشتر برای شمارش میكروارگانیسم

 "5اکسترکت آگار 
 کننده را داشته باشد تواند خصوصیات محیط کشت بازیابی و/یا محیط کشت غنی محیط کشت شمارش می -یادآوری

 

  6محیط کشت تاییدی 

پ  از یک مرحله بازیابی  هامحیط کشتی است که برای شناسایی یا تعیین هویت مشخصات میكروارگانیسم

  "2کلینگر آیرون آگار "شود مانند :مقدماتی و/یا غنی سازی و/یا جداسازی، بكار گرفته می

  8محیط کشت دارای ترکیبات خنثی کننده 

ای اسمت کمه   کشت انتقالی، محیط کشت رقی، کننده یا محیط کشت دارای ترکیبات خنثی کننمده محیط 

 . رودک  به کار میبرای غیرفعا  کردن عوامن در سطح و/ یا ضد عفونی کننده یا سایر عوامن میكروب

3 

 محیط کشت با موارد استفاده متعدد 

محیط بازیابی، جداکننده ، افتراقمی بمرای رد یمابی     که یک"9بلاد آگار"برد بیشتر مانند:  محیط کشت با کار

 .   رودهمولیز بكار می

 

  محیط کشت مرجع 

ای کنتمر  عملكمرد محمیط    که برای ارزیابی مقایسمه "31تریپتون سوی آگار"محیط کشت غیر انتخابی مانند:

                                                 
3 -Identification medum 

7 - Bile Esculin Azide Agar (Enterococcus Selective Agar) 

1 -Enumeration medium 

4 -Baird-Parker Agar 

5 -Yeast Extract Agar 

2 -Confirmation medium  

2 -Kligler_Iron_Agar_(KIA) 

4 -Medium containing nutralisers 

3 -Blood agar 

31-Tryptic Soy Agar TSA( 
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 رود  کشت بكار می

 

 های کشت محیط آماده سازی و استریلیزاسیون  3-6-2

آممماده سممازی صممحیح محممیط کشممت یكممی از مراحممن اصمملی بممرای تضمممین کیفیممت نتممایج      3-6-2-1

 توجمه  بما  بما رعایمت شمرایط خموب سماخت و دسمتور العممن تولیمد کننمده، و         آزمون میكروبیولوژی اسمت  

 کنید   با دقت توزین کشت )پودر خشک  را محیط از مزم مقدار توانمی آن شناسه به

 

 آب مقطر      3-6-2-2

آممماده سممازی محممیط کشممت، از آب خممالص )مقطممر  آب بممدون اممملاح، آب یممون زدایممی شممده بمما   بممرای 

صمورت   استفاده از اسمز معكموس یما کیفیتمی معماد  آن باشمد در داخمن ارلمن مخلموط کنیمد سمپ  در          

 لزوم همراه با گرم کردن، سریعاً یكنواخت کنید  

پای   5723در هر میلی لیتر بیشتر نباشد و طب، استاندارد ملی ایران شمارۀ cfu 731آلودگی میكروبی آب از

 شود  

باشد و باید  7میكروزیمن  75آب استفاده شده برای تهیه محیط کشت نباید بیشتر از  3هدایت الكتریكی

 پای  شود  4132 طب، استاندارد ملی ایران شمارۀ

3-6-2-3    pH  

pH    محیط کشت را بما اسمتفاده ازpH         سمازی  متمر انمدازه گیمری کنیمد در صمورت لمزوم، قبمن از سمترون

، بایمد  ºC75سمازی و رسمیدن دمما بمه     محمیط کشمت پم  از سمترون     pHتنظیم شود، به این ترتیب کمه  

 واحمد انمدازه گیمری باشمد، مگمر اینكمه مقمادیر دیگمری توصمیه شمده باشمد             ±7/1در محدوده مورد نظمر 

pH ومً بمما اسممتفاده از محلممو  سممدیم هیدروکسممید بمما غلظممت تقریبممی       معممم :g/l41(1 mol/l) یمما 

سممازی انجممام شممود، بایممد از   پمم  از سممترن  pHاگممر تنظممیم   شممودانجممام مممی  اسممید هیممدروکلریک

   های سترون استفاده شودمحلو 

 

 توزیع     3-6-2-4

کمممافی فضممای   کنیمممد بطمموری کممه مطمممئن شمموید     در ظممروف مناسممب توزیممع   را محممیط کشممت   

 عملیممماتدر طمممی فرآینمممد سمممرد کمممردن بعمممد از  سمممر رفمممتن محمممیطاز بمممرای جلممموگیری مناسمممب 

همما یمما از لبریممز شممدن بعممد از اضممافه کممردن مكمممن       ،بوسممیله اتمموکلاو یمما ذوب مجممدد    یحرارتمم

 وجود دارد 

 

 سترون سازی   3-6-2-5

                                                 
 دهند  نیز نمای  می EC باشد  واحد هدایت الكتریكی که آن را باموجود در آب میهدایت الكتریكی آب نشان دهنده میزان املاح هادی  - 3

 شود  نشان داده می µSiemens/cmبا  SIباشد که در سیستم ویژه آب می هدایت الكتریكیزیمن  بر سانتیمتر واحد میكرو - 7
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هما  های کشت و معمرف ی محیطسازسترون  سازی سترون کنیدرا در روز آماده تهیه شدهکشت  هایمحیط

همای  محیطبعضی از   شودانجام می فیلتراسیونیا با استفاده از اتوکلاو  معمومً با استفاده از حرارت مرطوب

 بمرای مثما     توان آنها را با دمای جموش سمترون نممود   سازی با اتوکلاو نیاز ندارند، ولی میکشت به سترون

حاوی برلیانت گرین بوده و بخصوک به حرارت و نور حساس هستند ها که آنتروباکتریاسههای کشت محیط

از  بعضمی همچنمین،    شدید محافظت شوندسرعت پ  از جوشیدن سرد شده و در برابر نور  بهو بهتر است 

  در هممه مموارد سمترون سمازی را طبم،      سازی مورد استفاده قمرار داد توان بدون سترونها را نیز میمعرف

 هید تولیدکننده یا استانداردهای مناسب انجام دهای دستورالعمن

 برای مثا نگهداری کنید  ،ترکیبات جلوگیری کند تغییرها را در شرایطی که از محیطپ  از سترون کردن، 

در  شمرایط دیگمری   ده یما وبلافاصمله اسمتفاده نشم   محمیط کشمت   اگمر    از نور و خشک شدن محافظت کنید

  نگهداری کنید  C1 ±5°(  یچا  در دماخیر ، دباشدشده ناستاندارد خاصی مشخص 

 از هما پلیمت  برایمدت زمان نگهداری  دوشمی توصیهمعمومً  شود نگهداری یخچا  در ی کشتهامحیط اگر

  نشود بیشترماه  ش  تا سه هالوله و شده بسته هایبطری برای و هفته اهار تا دو

وسیله قرار دادن آن در حمام آب جوش و یا هر فرایند دیگری کمه   بهرا کشت  یهامحیطبرای ذوب مجدد، 

محیط کشمت ذوب شمده، در حممام آب      قرار دادن در بخار اتوکلاو :مانند) ذوب کنید همان نتیجه را دهد، 

 کنید ، خنک  51تا C42°(گرم با دمای تنظیم شده، به دمای 

 

 هاافزودن مکمل    3-6-2-6

رسید، به محمیط   ºC51هستند، باید بعد از اینكه دمای محیط به کمتر از به حرارت هایی که حساس مكمن

های افزودن مكمن  شده باید قبن از افزودن به محیط آگاردار به دمای اتاق برسد سترونمكمن   اضافه شوند

ی های شفاف شود و از توزیع مناسمب جلموگیر  مایع سرد ممكن است سبب بسته شدن آگار یا تشكین پرک

آرامی و کاممن مخلموط    ها را در محیط کشت بههمه مكمن  کننده عمن کنیدتولید لعمنطب، دستورا  کند

  سرعت در ظروف نهایی تقسیم کنید کرده و به

 هاهای کشت جامد در پتری دیش سازی محیط آماده    3-6-2-7

)بمرای   گمردد میلی متمر   1 آنها بریزید تا حداقن ضخامت محیط کشت آگاردار ذوب شده را در پتری دی 

  محیط کشت آگاردار کافی استمیلی لیتر  71تا  میلی لیتر 34 معموم، 31میلی متردر ظروف با قطر مثا  

هما بایمد نگهمداری شموند، یما زممان       اگمر پلیمت    یا مقداری که در استانداردهای مربوطمه بیمان شمده اسمت    

اسمت،   ºC41 گمیاری بمی  از  انجامد، یا دمای گرمخانمه میطو  ه بساعت  27 گیاری آنها بی  ازگرمخانه

صمورت در بسمته روی یمک    هما را بمه  پلیت  ها ریخته شوددر پتری دی  ممكن استمحیط کشت بیشتری 

پلیتهای آگاردار آماده شده تجارتی بهتر است طب،   سطح افقی و خنک قرار دهید تا آگار سرد شده و ببندد

  هداری و استفاده شودکننده نگتولید لعمندستورا

 کشت آماده شده   طیمح یمدت زمان نگه دار و ینگهدار    3-6-2-8

همای آگماردار آمماده شمده     پلیتو کشت  طیبه مح وطیمر گرید یهاهیو توص ءانقضا خیتار ،ینگه دار طیشرا

  کننده نگهداری و استفاده شودتولید لعمنتجارتی بهتر است طب، دستورا
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 میکروبیولوژی روش های کشت در7 -3

 به سه روش قابن انجام است  کشت در پلیت 

 3کشت خطی  

 7کشت سطحی  

 1کشت آمیخته یا پور پلیت   

 

 کشت خطی روش  3-7-1

سترون  حلقه کشتر این روش از محیط پی  ریخته استفاده می شود  به این ترتیب که ابتدا بوسیله یک د 

باکتری را برداشته و آنرا روی سطح محیط پی  ریخته بصورت خطهای موازی و در  کلنیشده مقداری از 

قسمت  4را به توانید پلیت های تک میکشید  در کشتهای خطی برای بدست آوردن کلنیاند جهت می

باکتری است را بصورت خطهای  کلنیرا که محتوی  حلقه کشتبعد در قسمت او  ابتدا نوک  ،تقسیم کنید

     موازی کشیده و بعد خطوط را در منطقه دوم از انتهای خط انتهایی منطقه او  در جهت دیگر ادامه 

خصوصیت این روش این است که کنید  دهید و در منطقه سوم و اهارم هم به همین صورت عمن میمی

شود و به انتهای می کشید به ترتیب از تراکم باکتریها کاستهوقتی خطوط موازی را روی سطح محیط می

   رسید تراکم باکتری کمتر است و در منطقه دیگر وقتی از انتهای خط منطقه قبلی استفاده خط که می

ریها در ابتدا می باشد و در نتیجه در مناط، دیگر هم به کنید در واقع تراکم بسیار کمتر از تراکم باکتمی

های تكی داشته کلنیتوانید شود تا جائیكه در منطقه اهارم شما میترتیب از تعداد باکتریها کاسته می

باشند برای در مورد محیطهای کشت باکتریایی که بصورت مایع می شود  باشید که کلنی خالص نامیده می

را داخن محیط محتوی باکتری کرده و  حلقه کشتوی محیط پی  ریخته فقط یكبار انجام کشت خطی ر

از آن بردارید سپ  آنرا روی محیط پی  ریخته قرار داده و بصورت خطوط موازی آنرا در  حلقه کشتیک 

 و یا مراحن فوق را روی آن انجام دهید   اند جهت بكشید

  

                                                 
3 -Streak plate 
7 -Surface plating technique 

1 -Pour plating technique 

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

هایی است که قابلیمت رشمد و تشمكین کلنمی در سمطح      این روش کشت اغلب برای شمارش میكروارگانیسم

های مورد مصرف انسان و خوراک دام، نمونه های محیطی و همچنمین  محیط کشت جامد را دارند و فراورده

هستند و احتما  دارد قسممت معنمی    1های حساس به گرماهایی که دارای میكروار گانیسمدر مورد فراورده

همای  زده و منجممد، غمیا  های یمخ   در غیا2گرا های سرماداری از فلور کن را تشكین دهند ) مانند: ارگانیسم

همایی کمه   های حساس به گرما باشند، فمراورده های دیگری که ممكن است دارای ارگانیسمخشک شده، غیا

که احتما  دارد قست معنی داری از فلمور کمن را تشمكین دهنمد     های هوازی اجباری هستند دارای باکتری

همای  هایی که داری ذرات کواكی هستند که تشخیص آنها از کلنی  و فراورد3سودوموناسهای )مانند: گونه

هایی که رنگ شدید آنها باعث جلموگیری از  شود، فرآوردهتشكین شده در کشت آمیخته به سختی انجام می

هایی که برای تشخیص بین انواع مختلف کلنی به عنموان  شود، فرآوردهت آمیخته میتشخیص کلنی در کش

رود در این نوع کشت، از محیط پی  ریخته استفاده قسمتی از ارزیابی کمیت غیا مورد نیاز است، به کار می

سترون مقدار  برای اینكار ابتدا یک رقت معینی از محیط مایع تهیه کنید  سپ  با استفاده از پیپت شود می

مشخصی از آن رقت را برداشته و در سطح محیط جامد پی  ریخته توسط میله پخ  کننده یا توک حلقه 

همای رشمد یافتمه در سمطح محمیط کشمت را       توانید کلنمی گیاری میکشت پخ  نمائید  و بعد از گرمخانه

 خشک باشد مشاهده کنید توجه داشته باشید که هنگام انجام کشت سطحی باید سطح محیط 

                                                 
3 -Heat-sensitive organisms 

7 -Psychrotrophic 

1 -Pseudomonas spp. 

 کشت خطی -19شکل 
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اون هنگام ریختن محیط کشت بصورت پی  ریخته ممكن است بخار آب روی درب پلیت و سطح محمیط  

  قمرار  75تما  ºC (51های کشت را در یک گرمخانه با دمای جمع شود برای خشک کردن آن می توان محیط

را وارونه روی لبه داده و خشک نمود  به این ترتیب که درب پلیت را برداشته و قسمت محتوی محیط کشت 

 درب قرار دهید تا قطرات رطوبت حیف گردد 

توانید پ  از ریختن محیط کشت در پلیت در صورت تجمع حباب هوا، آنها را با شعله دادن همچنین می

  شودسطح محیط حیف نمائید  اینكار باعث سترون شدن سطح محیط کشت هم می

 

 
 

 

 پورپلیت یا کشت آمیخته 3-7-3

باشد  یعنمی بایمد از بماکتری ممورد نظمر در      در این روش کشت هم نیاز به تهیه سوسپانسیون از باکتری می

سی سی از آنرا در کف پلیت استرین ریخته سپ  از  3محیط مایع رقت معینی را تهیه نموده بعد به میزان 

میمزان  ه درجه سمانتیگراد رسمیده بم    45شده و حرارت آن به حدود  سترونمحیط کشت مورد نظر که قبلا 

انگلیسی آنرا کماملا مخلموط    4  سپ  با حرکات دورانی بصورت عدد دسی سی به پلیت اضافه نمائی 35-71

کشت بپوشانید  طسطح محیط آمیخته با باکتری را با یک میه نازکی از همان محی کنید  اگر نیاز بود مجدداً

 شود ت به آن کشت دومیه هم گفته میحال این در

 

 

 
 

 

 
 
 
 

 کشت سطحی -21شکل 

 کشت پورپلیت-21شکل
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 های دو لایه کشت    3-7-3-1

 کشمت در صمورت لمزوم مجمددا سمطح محمیط      پ  از تلقیح و کشت آمیختمه یما پمور پلیمت     در این روش 

حالمت بمه آن کشمت     ایمن  در شمود ه ممی وشماند پکشمت   طبا باکتری را با یک میمه نمازکی از هممان محمی    

هممای پتممری را بممه طممور واژگممون در  شممود  پمم  از بسممته شممدن محممیط ظممرف میممه هممم گفتممه مممی  دو

 دهند تا از ریختن قطرات آب درسطح محیط جلوگیری گردد   گرمخانه قرار می

 رنگ آمیزی      3-8

 میزی گرم  رنگ آ 3-8-1

 تهیه گسترش روی لام:  

 .دشو تهیه مم روی گسترش یک باکتری نمونه از ابتدا

 رنگ آمیزی با کریستال ویوله: 

مقمداری از رنمگ کریسمتا  ویولمه را بما قطمره اكمان بمه روی سمطح گسمترش میكروبمی            در این مرحلمه  

 انواع روش های کشت در پلیت -22شکل 
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  ها نفوذ کند تا رنگ در دیواره سلولی میكروب صبر کنید ،دقیقه 3به مدت زمانروی مم بریزید و 
 :مرحله شستشو  

کمه مم را بمه   ، در حمالی دقیقمه، رنمگ اضمافی روی مم را خمالی کمرده      3پ  از سپری شدن ممدت زممان   

سمطح روی  بمه آراممی بمه ممدت انمد ثانیمه       بما اسمتفاده از آب مقطمر    شمده اسمت   صورت ماین نگهداشته 

   دشوگسترش را شستشو 

  ید:مرحله اضافه کردن محلول 

  و به مدت یک دقیقه صبر کنید  را پوشانیدهروی گسترش  3ند قطره از محلو  یدبا ا 

  :مرحله شستشو 

بما اسمتفاده   ایمد  در حالیكمه مم را بمه صمورت مایمن نگهداشمته     دقیقمه،   3پ  از سپری شدن ممدت زممان   

   را شستشو دهیدسطح روی گسترش به آرامی به مدت اند ثانیه از آب مقطر 

  الکل: –مرحله رنگ بری با استفاده از استن 

 اسممتن –درجممه نگهداریممد بعممد بمما اسممتفاده از محلممو  رنممگ بممر الكممن     45را بمما زاویممه در حالیكممه مم 

 را مم آن از بعمد   نباشمد  انمدازه  از بمی   سمازی  رنمگ  بمی  مرحلمه  کنیمد  دقمت   کنید رنگ بی آنرا بسرعت

   کرد خواهد متوقف را شدن رنگ بی عمن، این   بشوئید بسرعت

  محلول سافرانین:رنگ آمیزی با 

ثانیمه   31، بمه ممدت  را بما رنمگ ثانویمه یعنمی سمافرانین      محلمو  سمافرانین   سمطح مم را بما  در این مرحلمه  

   رنگ اضافی را خالی کرده و با آب مقطر مم را شستشو دهیدبپوشانید سپ  

 :خشک کردن لام 

 گسممترش روی را کاغممی ولممی دهیممد قممرار کممن خشممک کاغممی روی سممتهآه را شممده آمیممزی رنممگ مم

     نكشید

   مشاهده و تفسیر 

 5همما در در مشمماهده مم زیممر میكروسممكوو دارای عدسممی روغنممی بمما بزرگنمممایی بممام، ظمماهر بمماکتری    

 :شوندگروه تقسیم بندی می 

کوکموس   -4مثبمت  کوکموس )گمرد  گمرم     -1میلمه ای گمرم منفمی     -7له ای )باسین   گمرم مثبمت   می-3

 های بدون واکن  به رنگ آمیزی گرم باکتری -5گرم منفی 

 

 

 

 

 

 

                                                 
3 - Iodine   

 مراحل روش رنگ آمیزی - 23شکل



72 

 

 

 

 یادآوری نکات مهم: 

           شمده   حرارت بی  از انمدازه هنگمام تثبیمت گسمترش باعمث پماره شمدن دیمواره سملولی بماکتری

هنگمام رنمگ بمری از دسمت ممی      بنابراین بماکتری گمرم مثبمت رنمگ اولیمه )کریسمتا  ویولمه  را        

دهد و رنمگ ثانویمه را جمیب ممی نمایمد و در نتیجمه بماکتری گمرم مثبمت، بصمورت گمرم منفمی             

 دیده می شود 

 ممكمن اسمت ماننمد یمک گسمترش      شمدن  رنمگ  بمی  مرحلمه  هنگمام  باشمد  ضمخیم  گسترش اگر ،

معمولی رنگ نشود و این مسئله باعمث خطما در تشمخیص شمما در گمرم منفمی یما مثبمت بمودن          

 باکتری خواهد شد 

 ها هم در رنگ آمیزی موثر است  رنگ بودن تازه و درست غلظت 

 همای گمرم مثبمت شمده     از حمد ممكمن اسمت باعمت پماره شمدن جمدار بماکتری         بمی   بمری  رنگ            

هما رنمگ کریسمتا  ویولمه خمود را از دسمت داده و رنمگ ثانویمه را جمیب          در نتیجه ایمن بماکتری  

 شود منفی دیده میمی نماید و بصورت گرم 

 74 بایممد بمماکتری کشممت سممن کشممت، محممیط از مم روی گسممترش تهیممه هنگممام شممود دقممت 

-همایی کمه از عممر آنهما گیشمته و کهنمه شمده       عت یا کمتر باشمد   بنمابراین در محمیط کشمت    سا

هما تغییراتمی حاصمن ممی شمود کمه خاصمیت گمرم         اند، در قابلیمت نفموذ دیمواره سملولی بماکتری     

 دهد دست می مثبت بودن را از

 

 بولتون  -شفر یزیرنگ آم  3-8-2

مشمماهده آندوسممپور و سمملو   یاسممت کممه بممرا یافتراقمم یزیممرنممگ آم کیممبولتممون  -شممفر یزیممآم رنممگ

 یآزاد بمه آسمان   یو اسمپورها  ردگیم یروش، اسمپور رنمگ مم    نیم ابمداع شمده اسمت  بما اسمتفاده از ا      یشیرو

  بممه داخممن پوشمم  نیگممر تی)مامشمم هیممنفمموذ رنممگ اول یروش بممرا نیممخواهنممد بممود  در ا تیممقابممن روئ

رنمگ   کنمد، یاسمپور را مشمكن مم    یزیم کمه رنمگ آم   یاتی  هممان خصوصم   شودیاستفاده م ارتهاگ از حر

 همای یاز بماکتر  یبمه آسمان   نیگمر  تیکنمد  مامشم   یحفمظ مم   یرا پ  از نفوذ آن بمه داخمن هماگ بخموب    

و پماره   دهیم د بیبمدون هماگ بمر اثمر حمرارت آسم       همای یتربماک  یسملول  وارهیم د رایم ز شودیمولد شسته م

 کند یرا جیب م نیسافران یعنیرنگ دوم،  یشیسلو  رو نیاشده است بنابر

 لام:  یگسترش رو هیته 

  دیو با حرارت ثابت کن دیکن هیمم ته یگسترش رو کی یاز نمونه باکتر ابتدا
 نیگر تیبا مالاش یزیرنگ آم  

  دیزیمم بر یرو یكروبیسطح گسترش م یرا با قطره اكان به رو نیگر تیاز رنگ مامش یمقدار

 یعممن را بما وارونمه کمردن شمعله گماز بمر رو        نیم تا رنگ بخمار شمود  ا   دیآغشته به رنگ را حرارت ده مم

کممه رنممگ شممروع بممه بخممار شممدن کممرد  ی  وقتممدیممرنممگ انجممام ده یمک و عبممور شممعله بممه تنمماوب از رو
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   درنمگ بجوشم   دیم و نگیار دیم متوقمف شمد دو بمار کمار را تكمرار کن      ریم تبخکمه   نیهم دیشعله را کنار ببر

 ریم مم تبخ یکماملا از رو  نیگمر  تیو اگمر مامشم   دیم ذکمر شمده عممن کن    بیم بمه ترت  قمه یدق 5تا  1مدت 

 یریمم سممرد شممود تمما از شكسممتن آن جلمموگ دیمم  بگیاردیممرنممگ بممه مم اضممافه کن یشممد دوبمماره مقممدار

 ریم رنمگ هنموز در حما  تبخ    رایم ز دیم شود  بمه مموازات سمرد شمدن مم بمه اضمافه کمردن رنمگ اداممه ده         

 ت  اس

  :مرحله شستشو 

بما اسمتفاده از آب    دایم نگهداشمته  نیم مم را بمه صمورت ما   كمه یکمرده در حال  یمم را خمال  یرو یاضاف رنگ

   دیگسترش را شستشو ده یسطح رو هیثان 11به مدت  یمقطر به آرام

 نیبا سافران یزینگ آمر: 

  دیبپوشاندقیقه  3مدت زمان  به نیرا با رنگ سافران یكروبیگسترش م سطح

  :مرحله شستشو 

 یبما اسمتفاده از آب مقطمر بمه آرامم      دایم نگهداشمته  نیم ما كمه یکمرده  در حال  یمم را خمال  یرو یاضاف رنگ

   دیگسترش را شستشو ده یسطح رو هیثان 11 زمان به مدت

  ریتفسمشاهده و:  

-یبممه رنممگ سممبز مشمماهده ممم یضممیشممده، اسممپورها گممرد ب یزیمممم رنممگ آم یكروسممكوپیمشمماهده م در

 شوند یم دهیقرمز د ،یشیرو یهاشوند  و سلو 

 یزیم در رنمگ آم  نیم کنمد بنمابر ا   یاست کمه در برابمر نفموذ رنمگ مقاوممت مم       یهاگ پوش  مقاوم اون

مولمد    ی)بماکتر  یشم یرنمگ نشمده در داخمن سملو  رو     هیم تموان اسمپورها را بمه صمورت ناح     یمم  یمعمول

مولمد خمارج شمده و در     یاگمر از داخمن بماکتر    ایم تعمداد اسمپورها موجمود کمم باشمد و       اگرمشاهده نمود  

گمرم قابمن مشماهده نخواهنمد      ایم سماده و   یزیم اغلمب توسمط رنمگ آم    ،گستره به صمورت پراکنمده باشمند   

 بود 

 

 

 

 

 

 

 بردارینمونه      4

ی و نگه ئهایی که به آزمایشگاه ارسا  می شود، باید نماینده واقعی کن کام بوده و در طی حمن، جابجانمونه

داری آن صدمه ندیده و یا تغییرات فیزیكی و شیمیایی در آن ایجاد نشده باشد  همچنین، نمونه ها بایمد در  

ر آن وجود نداشته باشمد  بمرای کسمب آگماهی     شرایطی نگه داری شوند که امكان رشد میكروارگانیسم ها د

تر از شرایط کلی نمونه برداری و نگه داری نمونه، به منظور انجام آزمون های میكروبیولموژی، بمه   های بی 

  اسپور - 24شکل
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روش های نمونه برداری برای آزمون -زنجیره مواد غیایی  میكروبیولوژی، 71414 استاندارد ملی ایران شمارۀ

 کنید مراجعه  های میكروب شناسی

 روش های آزمون میکروبیولوژی سویا برگر 5 

 سویا برگر مطاب، جدو  زیر می باشد:های میكروبیولوژی روش   

 
 روش های آزمون میکروبیولوژی سویا برگر-3جدول                                     

 

 

 
 

 

 

 

مطابقت نمونه با منددراات نامدهن نقدر در ب دنه بنددفن  دا ی       نمونه ارسالی به آزمایشگاه در صورت عدم  –یاد آوری 

نامناسد  بدودن دراده     -نبودن مقدارنمونهن مشاهده آثار ظاهرف رشد ميكروبین شرایط نامناسد  ممدب بده آزمایشدگاهن     

سپرف شدن تاریخ مصرفن عدم واود اسناندارد ميكروبین قابليدت انادام آزمدون ميكروبيولدواف را      -مرارت نمونه هان 

 .شوددارا نبوده و به ارسال  ننده عودت داده می

       شناسایی هایی که در سویا برگر برطبق استاندارد ملی ایران، جستجو ومیکروارگانیسم 6              

 شوند:می

 3سالمونلا

   7اشرشیا کلی

 1استافیلوکوکوس اورئوس

 4کپک و مخمر

 ها:میکروارگانیسمخصوصیات 

 سالمونلا

 کلیدی:نکات 

  آنتروباکتریاسه خانوادههای اصلی پاتوژناز 

                                                 
1-Salmonella 

2- E. coli 

3- Staphylococcus aureus 

4- Mold & Yeast 

 روش مرجع میکروارگانیسم ردیف

 5727-3طب، استاندارد ملی  شمارش کلی میكروارگانیسم ها 3

 2414-3طب، استاندارد ملی  اشرشیا کلی 7

 3334طب، استاندارد ملی  استافیلوکوکوس اورئوس کوآگومزمثبت  1

 3431طب، استاندارد ملی سالمونلا 4

 31433 -3طب، استاندارد ملی  کپک ومخمر 5
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 باسین گرم منفی 

 تخمیر کننده قندهایی مثن گلوکز، مانیتو ، آرابینوز 

 استثناهایی وجود دارد  عدم تخمیر مکتوز، ساکارز( 

 هوازی و بی هوازی اختیاری، کاتامز مثبت 

  درجه سلسیوس 12درجه حرارت مناسب برای رشد آنها 

  به وسیله تاژک های اطرافی  ها متحرکسروتیپاکثر( 

 اکسیداز منفی 

  تولیدS2H  درمحیطTSI 

 لیزین دکربوکسیلاز مثبت 

 تولید اوره آز منفی 

 

 اشرشیاکلی

 نکات کلیدی:

 از پاتوژن های اصلی خانواده آنتروباکتریاسه 

  متفاوتزایی بیماریهایی با توانایی سویهدارای 

  های صورتی رنگ در محیطپرگنهبا تخمیر مکتوز ایجاد MAC   

 های پیرامونی تاژکوسیله )به  متحرک 

  هاسویهفعالیت همولیتیک در برخی از 

 اندو  مثبت 

 لیزین دکربوکسیلاز مثبت 

 تولید اوره آز منفی 



  اورئوس لوکوکیاستاف

 نکات کلیدی:

  مثبت به شكن خوشه های انگورکوکسی های گرم 

 بی هوازی اختیاری، غیر متحرک و کاتامز مثبت 

 ایجاد همولیز دوگانه 

 اکسیداز منفی 

 فاقد هاگ 

 زایی باکتریبیماریکه شاخص مهمی در  تولید کننده کوآگومز 

 می باشد     

  کندهای غنی نشده نیز رشد میمحیطدر 

اورئوس لوکوکیاستاف -27شکل 

 

 شرشیاکلیا -26شکل 

 سالمونلاگونه ای از  -25شکل 
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  های زرد طلایی با اندازه متوسطپرگنهایجاد 

 ًاندمقاومدر محیط  نسبتا  

 کپک 
هما تولیمد   ای، هوازی، غیمر فتوسمنتتیک، انمد سملولی، هتروتمروف هسمتند  کپمک       های رشتهها، قارچکپک

گردد که بمه  ای تشكین میکنند که با تجمع آنها جرم رشتهمی Hypha (Tall)واحدهای میكروسكوپی بنام 

 صاف یا کرکدار، اغلمب بما سماختار    7یا جوانه 3به صورت کلنی، پروپاگو  شود  معمومًیوم گفته میآن میسیل

هما در  کننمد  بهتمرین رشمد کپمک    های کشت قارای رشد میاسپورزایی یا تولید مثن رنگی در سطح محیط

مختلف سمفید،   هایرنگه ها بهای ایجاد شده توسط کپکباشد  کلنیمحیط اسیدی با غلظت بامی قند می

کلنی ممكن است بصورت برجسته یا فرورفته، این دار یما مسمطح،     باشدآبی، سبز، خاکستری و بنف  می

ای شمكن ممی  ها بصورت کرکی شمكن یما پنبمه   ای از موارد کلنیدر پاره ،بسیار محكم باشند ای با قوامخامه

 های گرد عدسی شكن ایجاد کننمد  لنیتوانند ککپک ها علاوه بر سطح در عم، محیط کشت نیز می  باشند

 )مورفولوژی  و تشكین یا عدم تشكین اسپور جنسی استوار است   طبقه بندی کپكها بر اساس شكن ظاهری

 

  مخمرها

     باشمند و بوسمیله جوانمه زدن تكثیمر پیمدا      تک سملولی ممی   وی فاقد رشته هاهای قارچیكی از گروهمخمرها 

، در سطح محیط کشت قارای کلنی های C ° 75های هوازی مزوفین در دمایاین میكروارگانیسم  کنندمی

های مخمرها کلنی  کنندبا تحدب کم یا زیاد ایجاد می درارای پیرامون منظم و درخشان، معمومًگرد مات یا 

برخمی   ،های آن تخمیرکننده و غیر بیماری زا هستند  بیشتر گونهای و یا بلغمی با قوام بسیار نرم استخامه

 ی هستند ینیز عامن فساد مواد غیا

 

 اصطلاحات و تعاریف7

 اصطلاحات و تعاریف زیر به کار می رود: و استانداردهای ملی مربوط به آن، در این جزوه آموزشی

 سوسپانسیون اولیه )اولین رقت اعشاری( 6-1

 3مخلوط کردن با  آزمون وشود که پ  از توزین حجم معینی از فراورده مورد به سوسپانسیونی گفته می

 آید حجم آن از یک رقی، کننده بدست می برابر

 رقت اعشاری بعدی 2 -7

برابر حجمم   3شود که پ  از مخلوط کردن حجم معینی از سوسپانسیون اولیه با به سوسپانسیونی گفته می

 آید های اعشاری بعدی بدست میبا تكرار این عمن رقت ،آیدرقی، کننده بدست می

                                                 
3- Propagule در سطح یا داخن محیط کشت مغیی گفتهکز توده میكروبی ناشی از یک ذره زنده رشد یافته مرمت به اجتماع قابن مشاهده و     

  شودمی

2- Germ 
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 اصول آزمون:   8

 شمارش -الف

موجمود در آنهما    یهما سمم یكروارگانیفمراورده تنهما شمناخت م    یمنم یا ایم و/  یكروبم یم تیفیک یابیارز یبرا

اسمت کمه    تیم همم بمه هممان انمدازه حمائز اهم      هما سمم یكروارگانیم تیم موارد،کم شمتر یو در ب ستین یکاف

 مختلمف  همای بمه روش  هما سمم یكروارگانیم  شممارش  شمود یمم  هما سمم یكروارگانیباعث ضرورت شممارش م 

 یرانتخماب یآگمار غ  طیهما فقمط روش شممارش بما اسمتفاده از محم      فمرآورده  نیم   اگمر امه در ا  شودیانجام م

  شودیانجام م تیپورپل ای ختهیو با استفاده از روش کشت آم

 یرو یکلنمم نیدر تشممك همماسمممیكروارگانیم یبرخمم ییکشممت جامممد بممر اسمماس توانمما طیدر محمم شمممارش

سماده   ییبزرگنمما  نیبما کممک وسما    ایم کمه بما اشمم مسملح      باشمد یداخمن آن مم   ایم کشت جامد  طیمح

 است    صیقابن تشخ

 

 روش جستجو )روش کیفی( -ب

 کند تعیین می فرآورده ی خاک را در مقدار معین ازهامیكروارگانیسمعدم وجود  این روش وجود یا  

 اساس روش جستجو 

 گردد: ، مراحن زیر انجام میفرآوردهی تحت تن  قرار گرفته در هامیكروارگانیسمبرای تسهین در احیاء  

، تعمداد  شموند  بمه ایمن ترتیمب    نده منتقن ممی کندر یک محیط آبگوشت غنی ها معمومًنمونه: او  مرحله -

شمت  ترکیبات انتخابی موجمود در محمیط ک   یهها بدون خطر ممانعت از رشد و تكثیر بوسیلمیكروارگانیسم

 انتخابی/ افتراقی افزای  می یابد 

های به کلنیافتراقی کشت داده می شود  از  /: برای جداسازی روی محیط کشت جامد انتخابیدوممرحله  -

های تاییدی مناسمب بمرای شناسمایی اسمتفاده     دست آمده روی سطح محیط کشت جامد برای انجام آزمون

 شوند می

 

 هاکنندههای کشت و رقیقمحیط  9

 ۀهای کشت در استاندارد ملی ایران شمارکننده و محیطهای رقی،های کلی برای تهیه محلو دستورالعمن

    آماده سازی آزمایه، سوسممپانسیون اولیه و  –، میكروبیولوژی مواد غممیایی و خمموراک دام 4-4371

قسمت اهارم: مقررات ویژه برای آماده سازی محصومتی به  -برای آزمون میكروبیولوژی های اعشاریرقت

  تعیین شده است  غیر از شیر، گوشت، ماهی و فرآورده های آن
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 ردیف محیط های کشت

Buffered peptone water (BWP) 1 

Rappaport-Vassiliadis Salmonella Enrichment Broth (RVS) 2 

Muller kauffmann tetrathionate novobiocin broth|         

(MKTT n broth)  
3 

Xylose lysine desoxycholate agar  (XLD) 4 

Brilliant green lactose bile agar(BGA) 5 

Nutrient agar (NA) 6 

Triple sugar/iron agar (TSI) 7 

Urea agar 8 

Lysine decarboxylase broth 9 

Lauryl Sulphate Broth (LS) 31 

EC Broth (EC) 33 

Tryptone water broth (TW) 37 

Giolitti and cantoni broth (GC) 31 

Bird park (BP) 34 

Brain- heart infusion broth 35 

Dichloran-rose Bengal chloramphenicol agar (DRBC) 32 

Plate Count Agar (PCA) 32 

 های کشتلیست محیط  - 4جدول
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 روش اجرای آزمون  11

 هیآزما یآماده ساز 11-1

 پورپلیت    11-2

 آماده سازی سوسپانسیون اولیه   11-2-1

ها با منابع خارجی، تمام مراحن آماده سازی و دست کماری نمونمه   برای جلوگیری از آلودگی میكروبی نمونه

 باید رعایت شرایط اسپتیک و تجهیزات سترون انجام شود  

 ها مراحن زیر را انجام دهید  آماده سازی این فرآوردهرای ب

  در بسته را به وسیله تكان دادن و وارونه کردن آن به طور کامن مخلوط کنید  بطریمحتویات 

 مقدار نمونه مزم را به ظرف آزمایشگاهی سترون منتقن کنید   

  با استفاده استوانه مدرج سترون مقدار ml(3±31   ارلن رقی، کننده را درml751  و منتقن کنیدسترون 

  در ارلن را ببندید 

 پت مقدار با استفاده پیml)3/1±31  نمونه را با دقتml  15/1 بردارید 

 ،با دمای  3کننده مناسبآزمونه را به ارلن حاوی رقیCo45   اضافه کنید 

 بار با حرکت دست به شعاع  31، سپ  آن را مونه، ارلن را به آرامی بچرخانیدبرای یكنواخت نمودن آز

 به مدت زمان حدود هفت ثانیه بچرخانید میلی متر  111

 باشدمی 31-3رقت بدست آمده  

                                                 

کننممده بایممد متناسممب بمما باشممد ایممن رقیمم، منظممور از رقیمم، کننممده مناسممب، رقیمم، کننممده بممرای اهممداف خمماک مممی  - 3

  گیرد های فرآورده باشد و تنها برای آماده سازی سوسپانسیون اولیه مورد استفاده قرار میویژگی

 

 دیفر ها رقیق کننده و معرف

Ringer  3 

Kovac's reagent  7 

Rabbit plasma  1 

potassium tellurite 4 

Iodine solution 5 

Urea  2 

egg yolk emulsion 2 

Urea  4 

 هارقیق کننده و معرفلیست   - 5جدول
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 متوالی اعشاری رقت  11-2-2

محلو   ml3پت سترون به از سوسپانسیون اولیه را، با استفاده از پی ml3 های اعشاری بعدی،تهیه رقت یبرا

 از استفاده با را شده تهیه رقت حاوی هایمناسبی دارند، منتقن کنید  لولهرقی، کننده سترون که دمای 

 کنید   وطمخل   ثانیه1الی 5مدت ) به مكانیكی همزن یک

را تهیه کنید تا         ، 31-1) های بعدیباشد  در صورت لزوم، به همین ترتیب و رقتمی 31-7بدست آمده رقت

داخمن   cm3پمت را بمی  از  یپم  د،یمراقمب باشم   مناسمب باشمند    هما حدی که برای شمارش میكروارگانیسم

برای دقت مناسب از تماس پی پمت حماوی سوسپانسمیون اولیمه بما       نیهمچن سوسپانسیون اولیه فرو نكنید

همای  سوسپانسیون اولیه و رقترقی، کننده هنگام آماده سازی  محلو  رقی، کنندۀ سترون جلوگیری کنید 

زمان بین پایان آماده سازی تا لحظه تماس ماده تلقیحی با محیط کشت یما آبگوشمت غنمی     اعشاری بعدی،

  باشد دقیقه  45کننده نباید بی  از 

 

: 
 

   کشت میکروبی 

 را تا حد امكان به سرعت شروع کنید  تلقیح     

 گرمخانه گذاری 

 

  هییای هییوازی میکروارگانیسمشمارش کلی  11-3

روش جیییامع  -میکروبیولیییوژی زنجییییره غیییذایی 5272-1اسیییتاندارد ملیییی اییییران شیییمار   

درجییه سییانتی گییراد بییا  31شییمارش کلنییی در  -1قسییمت -هییابییرای شییمارش میکروارگانیسییم 

 استفییاده از روش کشیت آمیختییه
ت نشان دادن کیفیت میكروبی محصو  متداولترین روش جهمزوفین هوازی هایمیكرو ارگانیسمشمارش 

این  باشد ولی ارزش تشخیصی آن محدود است است و مبنای قضاوت بهداشتی یک محصو  تولید شده می

 ها سوسپانسیون اولیه و رقت- 28شکل
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روش در تعیین شرایط بهداشتی و کنتر  تولید، شرایط حمن و نقن و نگهداری محصو ، تعیین میزان 

در هایی هستند که باکتری تولید حائز اهمیت است آلودگی ماده اولیه یا تشخیص احتمالی آلودگی در ضمن 

 کنند رشد میهوازی  شرایط

 

  روش انجام آزمون 

 سوسپانسون اولیه و رقت مورد نیاز سازیآماده

 

       ml 3  آزمایه )به صورت دو پلیتی 

                                                

 Plate Count Agar (PCA (محیط کشت
 

 

 

 

 

 

 

 

 جستجوی سالمونلا آزمون 4 -11
روش جامع برای جستجو و -میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام  -3431استاندارد ملی ایران شماره

 های سالمونلاگونهشناسایی 

، کاتممامز  اختیمماریهمموازی و بممی همموازی    ،اسممپور بممدونهممای گممرم منفممی   باسممینهمما سممالمونلا

 سممماعت 74هسمممتند  اکثمممر سمممالمونلاها در روی آگمممار مغمممیی بعمممد از   مثبمممت، اکسمممیداز منفمممی  

 مرطممموب،کروی، میلمممی متمممر و بمممه رنمممگ سمممفید، خاکسمممتری،    7-1پرگنمممه همممایی بمممه قطمممر   

همما از نظممر بیوشممیمیایی خممواک عمممومی     سممالمونلاکننممد  برجسممته و صمماف ایجمماد مممی    مسممطح،

 رفممممتن بممممین از باعممممث 4 از تممممر پممممائین PHرا دارا هسممممتند   سممممهآنتممممرو باکتریمممماخممممانواده 

 :است ژن آنتی نوع سه دارای ژنی آنتی نظر شود  ازمی میكروارگانیسم

 )سوماتیک  مربوط به پیكره  Oآنتی ژن  -3

 مربوط به فلاژ  یا تاژک  Hآنتی ژن  -7

 مربوط به کپسو  باکتری است  Viآنتی ژن  -1

 عدم مشاهده کلنی 

 کمتر از ده

 محاسبه مشاهده کلنی

C ° 5/7 ±11  /h 1± 27  
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 باشممد مممی Aو لیپیممد  7پممروتئین سمماکارید   و دارای لیپممو کممردهترشممح  3ایممن بمماکتری اندوتوکسممین 

 کند:های سالمونلایی به اهار صورت بروز میعفونتهای بالینی سندرم

ای  و رودهگاسترو انتریت )اسها  واستفراغ ،  سپسمی سمی )آلودگی در خون ، تب تیفوئید )حصبه با تب 

 حاملان بدون علامت )حامن مزمن  

 های مورد نیاز کشتمحیط 

برای پی  غنمی   BPWبرای جستجوی سالمونلا، محیط کشت آب پپتونه بافری محیط کشت مورد استفاده 

اسمیلیادی  منیزیموم    آبگوشمت راپماپورت و   و MKTTn  نتتراتیونات نئوبیوسی مولر کافمن آبگوشتسازی، 

 آگار سبز درخشمان / قرممز فنمن   و  XLD گزیلوز لیزین دزوکسی کومت آگاربرای غنی سازی و  RV کلراید

BGA    باشد  میبرای تایید نهایی 

 ای از سمممایرقابمممن ملاحظمممهممكمممن اسمممت بمممه تعمممداد کمممم و اغلمممب هممممراه بممما تعمممداد  سمممالمونلا 

باشمممد، لمممیا  همممای دیگمممر، موجمممود خمممانوادههمممای خمممانواده آنتمممرو باکتریاسمممه یممما  میكروارگانیسمممم

هممای آسممیب دیممده و تعممداد کممم     سممالمونلاانجممام مرحلممه پممی  غنممی سممازی بممرای جسممتجوی       

 ضروری است 

 

 روش آزمون

  تهیه سوسپانسیون اولیه )محیط کشتBPW  

  انتخابیکشت در محیط غنی کننده ( RVS broth  وMKTT n broth  

 ( کشت در محیط جامد انتخابیBGA  وXLD  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 

   شودسمی که بواسطه تخریب دیواره سلولی باکتری گرم منفی ایجاد می -3
2-Lipopolysaccharides (LPS) 

 BPWمحیط کشت  -29شکل 

 

  MKTT n broth  محیط کشت -31شکل  RVS brothمحیط کشت  -31شکل 
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 (BPW) میلی لیتر محیط پی  غنی کننده غیر انتخابی 775نمونه +  گرم 75
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 ساعت دیگر ادامه دهید 44الی  41عدم مشاهده کلنی، گرمخانه گیاری را  ر صورتد
 

 

 

 
 

 
 

 

C ° 12  / h74 

 ml3/1 + سوسپانسیون اولیه ml 31 محیط
RVS broth 

ml 3 سوسپانسیون اولیه+ ml 31 محیطMKTT n 

broth 
 

C ° 12  /h 1± 74  C ° 5/43  /h 1± 74  

 خطی روی دو محیط جامد انتخابی کشت 
 

های سیاه بر روی و پرگنه BGAهای صورتی بر روی محیط کشت در صورت وجود سالمونلا پرگنه

 شودایجاد می XLD محیط کشت

 انجام تست های تاییدی

 و بیوشیمیایی تست سرولوژیكی

C ° 12  /h 74  

 محیط جاممد انتخابمی از پی  ریخته

XLD 

 

 های پی  ریختهیكی از محیط

  BSA /SSA BGA /انتخابی

 (انتخاب  به عهده آزمایشگاه است)

C ° 12  /h 74  
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 :BGAطظاهر کلنی ها در محی
 منفی مثن سالمونلاهای مکتوز و ساکارز باکتریصورتی که توسط هاله ای قرمز رنگ احاطه شده ) 

همای مکتموز یما سماکارز مثبمت مثمن پروتئموس،        بماکتری زرد احاطه شمده ) -سبزکه توسط هاله ای سبز -زرد- 3یادآوری  

  سیتروباکتر، کلبسیلا
  :XLDظاهر کلنی ها در محیط

 گاهی با مرکز سیاه )سالمونلا  همرنگ محیط، شفافکلنی 
 های زرد احاطه شده، شفاف با مرکز سیاه )پروتئوس هالهزرد، توسط - 4یادآوری  

 

 کشت در محیط آگار مغذی 

 کلنی 5های مشكوک به سالمونلا، حداقن کلنیاز سرولوژیكی  وبیوشیمیایی  تاییدی هایمونانجام آزجهت 

 شود  انتخاب کرده و بر روی محیط آگار مغیی کشت داده XLD و BGAهای انتخابی محیطاز را 

 
 

 

 

 

 
 

 

 های تاییدیآزمون

  کشت در محیطTSI آگار 

 کشت در محیط اوره آگار 

 XLDمحیط کشت  -33شکل  BGAمحیط کشت  -32شکل

 نتخممماب  کلنمممی از هرپلیت و کشت در محیط مغیی ا
Nutrient agar 

 

 های تاییدیآزمون

 

C ° 12  /h 74  
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 L –  دکربوکسیلاز –لیزین 

  گامکتوزیداز –شناسایی بتا 

 وژس پروسكوئر 

   واکن  اند 

 روش آزمون

 واکنش در محیط سه قندی آهن دار 

در عم، و کشت خطی در سطح  (Stab inoculate) ایبه صورت تلقیح نیزه  (TSI)محیطتلقیح باکتری در 

  ساعت34درجه سلسیوس به مدت زمان  12گرمخانه گیاری در دمای )شیبدار 

 واکن  مثبت: 

 عم، : 

 {گلوکز مثبت}  زرد

 {گلوکز منفی}  قرمز

  {S2H)سولفید هیدرژن مثبت }  سیاه 

 {گاز از گلوکز}تولید  حباب یا ترک  

 

 سطح شیبدار: 

 

  {)استفاده از مکتوز یا ساکارز مکتوز یا ساکارز مثبت}               زرد  

   { ساکارز )عدم استفاده از مکتوز یا  مکتوز و ساکارز منفی} قرمز یا بدون تغییر 

   

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 TSIواکنش در محیط  -34شکل 
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 به وسیله اعضای مهم خانواده آنتروباکتریاسه  در محیط سه قندی آهن دارها واکنش -6جدول 

 

 :( ONPG)1گالاکتوزیداز -واکنش بتا

میلی لیتر محلو  سرم فیزیولوژی و یک قطره تولوئن و گرمخانه  7/1 کامن در لوله حاویتلقیح یک حلقه 

گرمخانه گیاری گامکتوزیداز و –میلی لیتر معرف شناسایی بتا  75/1سپ  افزودن ، c12° دمایگیاری در 

  ساعت 74مدت زمان به  c12° دمایدر 

 

 دقیقه{ 71}مشاهده رنگ زرد بعد از    واکن  مثبت:

 بیشتر سالمونلاها از نظر این واکن  منفی هستند 
 

 

 

 :2واکنش وژس پرسکوئر

 دمای  ، تلقیح کرده و درvpمیلی لیتر محلو   1یک حلقه کامن از کلنی مشكوک را در به لوله حاوی 

°c12 سپ  دو قطره محلو  کراتین و سه قطره محلو   ،کنید گرمخانه گیاریساعت 74مدت زمان به

 را بیافزایید نفتو  و دو قطره محلو  پتاسیم هیدروکسید  -3اتانوئیک 

  {دقیقه 35مشاهده رنگ صورتی روشن بعد از }       واکنش مثبت:

 بیشتر سالمونلاها از نظر این واکن  منفی هستند  

                                                 
1-β-galactosidase 
2-Voges-Proskauer (VP) 

 pHتغییرات 

 S2Hتولید عمق سطح گونه

 + زرد قرمز سالمونلاسروتیپ های 

 + زرد قرمز میرابیلیسپروتئوس 

 + زرد زرد پروتئوس ولگاریس

 _ زرد زرد اشریشیا کلی

 _ زرد زرد یرسینیا آنترکولیتیکا

یرسینیا سودوتوبرکلوزیس و 
 پستیس

 زرد قرمز
_ 

 _ زرد زرد آنتروباکتر آئروژنز

 _ زرد زرد کلبسیلا پنومونیه

 گالاکتوزیداز -واکنش بتا -35شکل
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 :1واکنش اندول

تریپتوفان تلقیح کرده  –میلی لیتر محلو  تریپتون  5یک حلقه کامن از کلنی مشكوک تلقیح در لوله حاوی 

یک میلی لیتر از معرف کواک   به سپ   ،کنید گرمخانه گیاری ساعت74 به مدت زمانc12° دمایو در 

 آن بیافزایید 

 }مشاهده حلقه قرمز رنگ آلبالویی{     واکن  مثبت، 

 ونلاها از نظر این واکن  منفی هستند  بیشتر سالم
 

 تکمیلی های بیوشیمیاییآزمایش 

 TSIسالمونلا که در محمیط   های پروتئوس وگونهآزمای  لیزین دکربوکسیلاز و تولید اوره آز برای تمایز 

منفمی  رود  سالمونلا لیزین دکربوکسمیلاز مثبمت و اوره آز   کنند به کار میمیای را ایجاد های مشابهواکن 

 باشد است در حالی که پروتئوس لیزین دکربوکسیلاز منفی و اوره آز مثبت می

 
 

 

 

 سالمونییلا واکنشیهای بیوشیمیییایی -7جدول
ONPG 

 
VP 

MIO 
(Motility, Ornithine) Urea Eundol LAI Citrate H2S TSI 

N N P N N P P + 
G L S 

+ - - 

 
 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1-Eundol 

 محیط لیزین دکربوکسیلاز -37شکل   محیط اوره -36شکل 
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 Hو  Viو  Oهای سرولوژیکی و سروتایپی با استفاده از آنتی ژن یتاییدهای آزمون

 روش آزمون:

 مونلا  با مشاهده آگلمو تیناسمیون بمر روی مم هنگمامی کمه از      الس  O ،VI ،Hهای ژنآنتی  تشخیص وجود

استفاده شود  این آزمون پ  از حیف سویه های خود آگلوتینمه  های خالص و آنتی سرم های  مناسب کلنی

آنتمی  های ها  و بعضی از کلاسدر واکن  آگلوتینه شدن آنتی ژنها )میكروارگانیسم  گیردشونده صورت می

و بمه ایمن خاصمیت    « آگلموتینین »هما  اسمبند  بمه ایمن آنتمی بمادی     ایجاد شده علیه آنها به همم ممی   بادی

  شودگفته می« آگلوتیناسیون»

 هاآنتی سرم

 ، کمه هنگمام آزممون مثبمت،     O3بمادی بمرای یمک یما انمد آنتمی ژن       _)شامن آنمی  اندین نوع آنتی سرم

باشمد بمرای مثما : آنتمی سمرم حماوی یمک یما         دسمترس ممی   کنند و به صورت تجمارتی در انعقاد ایجاد می

و  Vi   همم انمین آنتمی سمرم    O) آنتمی سمرم یمک ظرفیتمی یما انمد ظرفیتمی         "O"اند تمپ از گمروه   

) آنتمی سمرم یمک ظرفیتمی یما انمد        ، H 7آنتی سرم شامن آنتمی بمادی بمرای یمک یما انمد یمن فماکتور        

   Hظرفیتی
 

 :حذف سویه های خود آگلوتینه شونده
ممون را در ایمن قطمره حمن     آززیولوژی بر روی مم تمیز قرار دهید و کلنی مورد ییک قطره از محلو  سرم ف

   کنید تا سوسپانسیون یكنواخت شود

 

 

 

 

 

 

مون آزهای کم و بی  مجزا غیر خود آگلوتینه شونده مشاهممده باکتممری به صورت توده در صورت عممدم

 گیرد  انجام میلوژیكی ردیابی و شناسایی تاییدی سرو
 

 

                                                 
1 -Mono Valnt or Polyvalent Anti –O- Sera 

2-Mono Valnt or Polyvalent Anti –H- Sera 

های ممممممدم مشاهممده باکتممری به صورت تودهعم

 کم و بی  مجزا غیر خود آگلوتینه شونده

های کم و بی  مشاهده باکتری به صورت توده

 آگلوتینه شونده مجزا

 

 آزمون تاییدی سرولوژیكی

 زمون 
 

نشان دهنده سویه خود آگلوتینه شونده است و نباید 

در ادامه آزمون مورد استفاده قرار گیرد  شناسایی 

 آنتی ژن مقدور نیست

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%86%D8%AA%DB%8C_%D8%A8%D8%A7%D8%AF%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%86%D8%AA%DB%8C_%D8%A8%D8%A7%D8%AF%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%86%D8%AA%DB%8C_%D8%A8%D8%A7%D8%AF%DB%8C
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 آگلوتینیییه شونییییدهسویه  غییییر خود 

  VI ی ژنیون آنتییآزم

تهیه سوسپانسیون کلنی خالص با 

 VI سرمآنتی یک قطره 

: مثبممت  واکیینش سییرولوژیکی 

 : آگلوتینه شدنتفسیر

تهیه سوسپانسیون از کلنی های لوله 

آنتی نوترینت آگار نیمه جامد با یک قطره 

 Hآنتی ژن 

 : مثبترولوژیکییییواکنش س

 شدن : آگلوتینهتفسیر

 O ی ژنیون آنتییآزم

تهیه سوسپانسیون کلنی خالص 

 Oآنتی سرمبا یک قطره 

 : مثبتوژیکیلواکنش سرو

 : آگلوتینه شدن تفسیر 

 

    Hی ژنییون آنتیییآزم

غیر خود آگلوتینه خالص کلنی ز کشت ا

نوترینت آگار نیمه در لوله محتوی  شونده

به  Co12 دمایو گرمخانه گیاری در جامد 

 ساعت 74مدت زمان 
 

 

 هممای یک ظرفیتی  استفاده از آنتی سرم

 و اند ظرفیتی یكی پ  از دیگری 

   تاییدی سرو لوژیکیادامه آزمون 

 
 

 آنتی بادی -کمپلکس آنتی ژن -  39شکل  واکنش مثبت              واکنش منفی-  38شکل
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 کلنممممی خود آگلوتینممه نا مشخصواکن   کلنمممی خود آگلوتینممه  مشخص هایواکن  

 یییییییییییرخییی              بلییییییییییی

  O, vi, H) آنتی ژنهای واکنش سرولوژیکی:
 مثبت

 استک به سالمونلا ومشك: سویه تفسیر

 

 هایآنتی ژن :واکنش سرولوژیکی

(O , vi, H  مثبت 

 استسالمونلا سویه  تفسیر:

 

 

 تایید نهایی:

 زمایشگاه مرجعآارسا  به 
 

 آزمون نشده :واکنش سرولوژیکی

به  مشكوکها : سویهتفسیر

 است سالمونلا

 

 

همه  :واکنش سرولوژیکی

 منفمی هاواکنم 
سالمونلا  هاسویه :تفسیر

 نیست

 

 ی یییییاییییو شیمیییییای بیییهواکنشتفسیییییر 

 یییییییییییر          خییی

همه واکن    :واکنش سرولوژیکی

 منفی 

 ها مشكوک به سالمونلاسویه تفسیر:
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 اشریشیا کلی جستجوی 11-5

روش جستجو و شمارش  -میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام _7342استاندارد ملی ایران شماره

   اشریشیاکلی با استفاده از روش بیشترین تعداد احتمالی

 روش آزمون

 اولیه سوسپانسیونسازی آماده 

  تلقیح به محیط غنی کننده انتخابیLauryl sulfate broth 

  تلقیح به محیط انتخابی کدورت یا صورت مشاهده گاز درEC از محیطLS    

  به محیط  تلقیحمشاهده گاز یا کدورت در صورتTW   از محیطEC   

  کواک  به محیط افزودن معرف( انجام تست اندو  با استفاده از معرف کواکTW   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 )مضاعف LS محیط  میلی لیتر31از سوسپانسیون اولیه تهیه شده + میلی لیتر 31

  ECبه محیط  تلقیحدرصورت مشاهده گاز در لوله، 

 محیط کشت سوسپانسیون ml 31نمونه +  میلی لیتر31

 اولیه سوسپانسیونآماده سازی  

  TWبه محیط تلقیح درصورت مشاهده گاز در لوله، 

 LSمحیط  -41شکل 

 
 EC محیط -41شکل 

 

 TW محیط -42شکل 

C ° 12  /h 4474تا  

C ° 44  /h 4474تا  

C ° 44  /h 4474تا  
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 مثبتهای کوآگولاز شمارش استافیلوکوک 11-6

روش جامع برای شمارش -میكروبیولوژی مواد غیایی و خوراک دام -2412-1استاندارد ملی ایران شماره

 جستجو،-قسمت سوم استافیلوکوکوس های کواگومز مثبت )استافیلوکوکوس اورئوس و سایر گونه ها 

 برای تعداد کم میكروارگانیسم (MPN) شناسایی و شمارش به شیوه محتمن ترین تعداد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مثبت تشكین حلقه قرمز یا ارغوانی معرف کواک  ml 5/1افزودن 

 ) جستجو(روش انجام آزمون
 

ml 1 به از فراورده مایع                              
 

ml 11 به از سوسپانسیون اولیه        
 

ml31آبگوشت غنی کننده (GC ) 

 با غلظت معمممولمممی
 

ml 11 آبگوشت غنی کننده (GC ) 

 با غلظت مضممماعف
 

 تهیه آزمونه، سوسپانسیون اولیه و رقت ها 

 از پیش ریخته هایتیپل در کشت سطحی

Baird-Parker agar (BP) 
  پلیت آگار استفاده کنید. سطح یک میلی لیتر برای تلقیح در  1/1از رقت انتخابی 

 حدود شمارش را با ضریب ده افزایش دهید به ترتیب که:چنانچه احتمال حضور باکتری کم است 

 پلیت سطح سه میلی لیتر برای تلقیح در 1انتخابی  از رقت( کوچکmm91)  .استفاده کنید 

 پلیت سطح یک میلی لیتر برای تلقیح در 1انتخابی  از رقت( بزرگmm141)  .استفاده کنید 

  در هر دو حالت بصورت دو تایی آزمون شود  -یادآوری

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

   های بامتر شروع شودردن از رقتبه شرطی که پخ  ک ،استفاده نمودمتوالی 

C ° 12 / h 44 74تا  

 بی هوازی
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 گیرد  انجام می صورت دو پلیتی  )بهها به صورت آزمون

 

 

 
 

 

    ادامه دهید   C ° 12دیگر در دمای   74± 7) در صورت لزوم گرمخانه گیاری را تا  
 

 کواگولاز مثبت  استافیلو کوکوس اورئوس کلنیخصوصیات 

 کلنی های سیاه یا خاکستری براق، محدب احاطه شده با هاله شفاف

  آزمون تاییدی 

میلی متر بعد  5/3تا 3با قطر  صورت مشاهده کلنی مشخص به صورت سیاه یا خاکستری براق و محدب در

ساعت گرمخانه گیاری با هاله شفاف  44میلی متر پ  از  5/7تا  5/3ساعت گرمخانه گیاری و قطر  74از 

  شود)کوآگومز  انجام  که ممكن است بصورت جزیی تیره شده باشد آزمون تاییدی

 

 

 

 

 

 

 

 آزمون  کوآگولاز

 Brain- heart infusion broth به محیطکلنی انتقا   
 

 
 
 

 
 

 
 

  گمممممممممیاری پملیت هاگرمخمممممممانه 

 h2 ±24 / C ° 37 

 

 

 پلاسمای خرگوش ml 1/1  میلی متر+ 31×25از سوسپانسیون فوق به لوله استرین  ml 3/1انتقا  

 تشكین لخته  بررسی

 ساعت نگهداری شود 74تا  34منفی بود تا مدت زمان نتیجه  اگر
 

C ° 12 / h 2 4 تا  

C ° 12 /h 2 4تا   

 BP محیط -43شکل 
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 های کوآگولاز مثبتاستافیلوکوکشمارش 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 ها تهیه آزمونه، سوسپانسیون اولیه و رقت

 پیش غنی ساز غیر انتخابی

 میلی لیتر سوسپانسیون اولیه 11میلی لیتر آزمونه ) فراورده های مایع(/ 11

 

 لوله 1به 
GC broth  

 با غلظت دو برابر 

 لوله 1به 
GC broth  

  با غلظت معمولی
            

 لوله 1به 
GC broth  

                 با غلظت معمولی

 بممی همموازی در شرایط گرمخممممممانه گممممممممیاری

h 2 ±24/C ° 37 

 

 شمارش  روش انجام آزمون
 

 تشكین لخته و انعقاد پلاسما
 

 آزمون کواگولاز -44شکل 

 

 کواگومز : مثبت
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 گیرد انجام می صورت دو پلیتی  )بهها به صورت آزمون

 

 
 

      

 

 

 

  :بردپارکر آگاردر محیط انتخابی کواگولاز مثبت  استافیلو کوکوس اورئوس کلنیخصوصیات 

 های سیاه یا خاکستری براق، محدب احاطه شده با هاله شفافکلنی

 

 

 

 

 

 

 

 

 :تفسیر نتایج 

همما را بممه دسممت آمممده از لولممه ، تعممداد نتممایج مثبممت  توجممه بممه معیممار تشممخیص نتممایج مثبممت   بمما

 شمارش و ثبت کنید  

 

 :MPN مقادیرتعیین 

اسمممتاندارد  2-5-33و بنمممد   2-5-33 ، مطممماب، بنمممد اسمممتافیلو کوکممموس ارئممموس   MPN مقمممادیر

الزامممممات کلممممی و -میكروبیولمممموژی مممممواد غممممیایی و خمممموراک دام ، 3433 ملممممی ایممممران شممممماره

 شود میتعیین  یكروبیولوژیمهای آزمونراهنما برای 

 

 ها ومخمرهاکپکشمارش   9-5

روش جامع برای  -میکروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام :11899-1ایران شماره استاندارد ملی 

 های با فعالیت آبیفرآوردهروش شمارش کلنی در  -قسمت اول -ها و مخمرهاکپکشمارش 

(AW)   95/1بیشتر از 

 ها گرمخمممممممانه گمممممممممیاری پملیت

h7 ±74 / C ° 12 
 

 

 LSمحیط  -17شكن 

 کشت سطی در محیط انتخابی بردپارکر آگار  

 

 

 آزمون کواگولاز

 ییدیتاییآزمون 
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 روش آزمون

 اولیه  سوسپانسیونسازی آماده 

 تلقیح و گرمخانه گیاری 

میلی لیتر از رقت اولیه را به سه  11/1توان مقدار برای سهولت در شمارش تعداد کم کپک و مخمر، می

 میلی لیتر از رقت های دیگر را به سطح محیط انتقا  داد  3/1پلیت مجزا و یا مقدار 

 Dichloran-rose Bengalآزمونه را به کمک پخ  کننده سترون روی سطح محیط کشت 

chloramphenicol agar (DRBC)   دمای  دقیقه در 35به مدت پخ  کنید تا به طور کامن جیب شود

 تا مایع کشت داده شده جیب محیط کشت شود   دادهقرارپلیت ها را آزمایشگاه 
درجه سلسیوس به مدت زمان پنج روز    75ها را به صورت وارونه در دمای پلیت میکورپ  از مدت زمان 

 گرمخانه گیاری کنید 

همخوانی نتمایج در مقایسمه بما     اما در این حالت باید حتماً ،توان استفاده کردمیاز روش کشت آمیخته نیز 

ها و مخمرها به سمختی  روش سطحی مورد اعتبار سنجی قرار بگیرد، همچنین در این روش تمایز بین کپک

تماس سلو  با اکسیژن هموا نتمایج دقیم، تمری را     امكان پییر است  روش سطحی به دلین برقراری حداکثر 

 کند ارائه می

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

احتیماط جابجما کنیمد تما از     هما را بما   شموند لمیا، پلیمت   ها به راحتمی در هموا پخم  ممی    اسپورهای کپک -

همای اقمماری جلمو گیمری شمود در غیمر ایمن صمورت شممارش، غیمر واقعمی و بمام خواهمد              پیدای  کلنی

 بود  

 1از پیش ریخته هایتیپلمناسب روی سطح  یهارقت تلقیح از

  کشت سطحی

 آماده سازی، تهیه آزمونه 

 

 

 روش آزمون
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 ها را در صورت نیاز، جدا گانه شمارش کنید  های کپکها یا پروپاگو های مخمرها و کلنیکلنی -
 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 خصوصیات کلنی مخمر 

 گرد 

 مات یا درخشان، معموم دارای پیرامون منظم و با تحدب کم یا زیاد

 نتایجبیان 11

 شمارش 11-1

 :محاسبه کنیدبا استفاده از پارامتر های زیر  را S نمونۀ در موجود هایمیكروارگانیسم Nتعداد 

m  است 3 فرمو میانگین حسابی به دست آمده از دو پلیت در، 

c  است، 7 فرمو های شمارش شده یک پلیت در نیکلتعداد 

cx است، 1 فرمو شمارش به دست آمده از دو رقت متوالی در  ارزیابی شده میانگین 

  

 های موجود در نمونه را محاسبه کنید:میكروارگانیسم Nتعداد  1و  7، 3های فرمو مطاب، 

 

(3  

 )( dV

m
N


  

(7  

 )( dV

c
N


  

(1  

 )( dV

x
N

c


  

 

 ،هاکه در این فرمو 

m میانگین حسابی به دست آمده از دو پلیت، 

V  تلقیحی به هر پلیت، به میلی لیترحجم ماده، 

 DRBCمحیط-45شکل 
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d  ضریب رقت مربوط به رقت آماده شده برای تهیه سوسپانسیون اولیه یا برای اولین رقت مورد استفاده

 ،برای شمارش

c  روی یک پلیت،های شمارش شده یکلنتعداد 

cx محاسبه  4) با استفاده از فرمو  و باشدز دو رقت متوالی میها، اکلنیشمارش  ارزیابی شدۀمیانگین 

 می شود : 

(4  
21 1.0 nn

c
xc




  

 که در آن :

c های شمارش شده از تمام پلیت های حاصن از دو رقت متوالی می باشد،مجموع کلنی 

1n  های شمارش شده برای سوسپانسیون اولیه )یا اولین رقت شمارش شده  می باشد،پلیتتعداد 

2n  از سوسپانسیون اولیه )یا دومین رقت شمارش شده   31به  3های شمارش شده برای رقت پلیتتعداد

 باشد می

 دار گرد کنید  نتیجه را تا دو رقم معنی

 

 جستجو 11-2

 :را به صورت زیر بیان کنید ، نتیجهشد تایید هاها، وجود باکتریکلنیشناسایی  دراگر 

  S  در نمونه)مثبت   باکتری وجود

را تایید نكند، ها وجود این گونه کلنیشناسایی انانچه یا  ونشد مشاهده  رشدی سازیپ  از غنیانانچه 

 :را به صورت زیر بیان کنید نتیجه

  S در نمونه)منفی   باکتری عدم وجود
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 پیوست الف

 انواع استاندارد

 

شوند  ارتباط بین جنبه، میها و سطوح متفاوت تهیه زمینهاستانداردها با موضوعات مختلف در  -1-الف

 رشته و سطح استاندارد در نمودار زیر نمای  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-الف

 باشند که می توان آن ها را به صورت زیر تقسیم بندی کرد:سطح کلی می سهاستانداردها دارای 

، این گونه استانداردها توسط کارخانجات و به منظور استفاده در همان واحد ایاستانداردهای کارخانه -الف

داخلی کارخانه باید شرایط و عوامن  یطای ضمن بررسی شراکارخانهشود  در تدوین استاندارد تدوین می

خارجی از قبین مواد اولیه و منابع تهیه آن، اگونگی تهیه تجهیزات، بازاریابی و رقابت، نیاز مشتری و امثا  

 وجه قرار گیرد تآن باید مورد 

، این گونه استانداردها به وسیله سازمان و      ISIRI, BS, BIS ASTMاستانداردهای ملی )مانند  -ب

شود  در میاستاندارد در یک کشور که به عنوان مقام ذی صلاحی برای این کار شناخته شده است، تهیه 

تدوین این استانداردها تمامی افراد ذی نفع از قبین تولید کنندگان، مصرف کنندگان، اعضای مراکز علمی و 
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  شرکت دارند آن و امثا   مراکز دولتی ها یارتبط از سازمانکارشناسان مفنی، مراکز تجاری 

، عواملی نظیر موقعیت جغرافیایی،  CEN)مانند استانداردهای اتحادیه اروپا  ایمنطقهاستانداردهای  -پ

فرهنگ، سیاست، شكن تولید و مصرف و امثا  آن برخی از کشورها را بر آن داشته تا مشترکا مبادرت به 

  ای نمایند منطقهتدوین استانداردهای 

   ، هدف از تدوین استانداردهای بین المللی حفظ و نگهداری  ISO) استانداردهای بین المللی -ت

های پیشرفته در این استانداردها تكنولوژیهای فنی در یک سطح معین در تمام دنیا و طرح و ارائه پیشرفت

 و انتقا  آن به استانداردهای ملی با توجه به نیاز و موقعیت زمانی کشورها از نظر توسعه فنی و صنعتی

 باشد می

 

 جنبه استاندارد -3-الف

تواند موضوعات های مختلف استاندارد نیز گسترش یافته و میجنبهدر راستای رشد و تكامن دان  بشری 

 مختلفی را شامن شود 

  های ویژگیاستاندارد -الف

  روش آزمون هایاستاندارد -ب

 استانداردهای آیین کار -و

 استانداردهای ایمنی -ت

 واژه نامه - 

، راهنما و دی، حمن و نگهداریطبقه بندی، بازرسی و نمونه برداری، بسته بناستانداردها )شامن سایر  -ت

     

 

 استاندارد  جرایا -4-الف

 شوند: میاستانداردهای ملی از نظر اجرایی به دو دسته زیر تقسیم بندی 

باشد که در رابطه مستقیم با ایمنی و بهداشت، محیط می، شامن استاندارهایی های اجباریاستاندارد -الف

 شوند  میزیست و یا تجارت خارجی )صادرات و واردات  بوده و به صورت قانونی از نظر اجرا اجباری اعلام 

، شامن استانداردهایی است که تولید کننده با توجه به توان بامی تولید و هم های تشویقیاستاندارد -ب

  موافقت خود، داوطلبانه تماین به اجرای آن دارد  انین علاقمندی و

   

متن کامن استانداردهای ملی ایران از طری، سایت سازمان ملی استاندارد ایران به آدرس زیر و لینک 

 باشد در دسترس می «استانداردهای ملی»
www.isiri.gov.ir                                                                                                        

     

http://www.isiri.gov.ir/
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 پیوست ب

 یتفمفاهیم مورد استفاده در کنترل کی

 (Sampleنمونه ) -1-ب

 گویند ک یا اندین قلم، قطعه  یا واحد که از یک جامعه یا مجموعه یا محموله انتخاب می شوند را نمونه ی

 (Sample Sizeحجم نمونه )-2-ب

 مقدار مواد یا تعداد اقلام یا واحدهای تشكین دهنده یک نمونه را، حجم نمونه گویند 

 (Sampling) بردارینمونه  -1-ب

رویه ای است که بر طب، آن از جامعه یا محموله مورد بررسی بخ  یا بخ  های کواكی انتخاب می شود 

 ها بتوان در مورد کن جامعه یا محموله قضاوت کرد آنز بازرسی تا بر اساس نتایج حاصن ا

 (Inspection) بازرسی -4-ب

هایی است که جهت مقایسه مشخصات مواد محصومت نیمه ساخته آزمونمجموع بررسی ها، اندازه گیری و 

  گیرد میو محصومت تمام شده با مشخصات فنی یا استانداردها انجام 

 (Accuracyدرستی )-5-ب

 نزدیكی نتیجه اندازه گیری یک کمیت با مقدار واقعی آن کمیت است 

 (Precision) دقت -6-ب

 های تكراری حاصن از اند آزمای  بر روی یک نمونه است جوابنزدیكی بین 

 (Reproducibility) تجدید پذیری -7-ب

در شرایطی که روش، آزمای  کننده، ها بر روی یک نمونه است آزموننزدیكی میزان مقادیر بدست آمده از 

  تجهیزات، محن و شرایط و زمان متفاوت باشد 

 (Repeatability) تکرار پذیری -8-ب

نزدیكی مقدار نتایج اصن از یک آزمای  در شرایطی است که شرایط اندازه گیری، تجهیزات، آزمای  کننده 

 و محن همگی یكسان باشد 

 (Tolerance) رواداری -9-ب

میزان انحراف قابن قبو  برای یک کام از اندازه خود )حداکثر خطای قابن قبو  در یک اندازه حداکثر 

  گیری 
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 پپیوست 

 )اطلاعاتی(

 مدیر کنترل کیفیت و آیین نامه تایید صلاحیت علمی و فنی    1-ت

صلاحیت علمی مدیرکنتر  کیفیت در واحدهای تولیدی فردی است که صلاحیت وی طب، آیین نامه تایید 

و فنی مدیران کنتر  کیفیت، مورد بررسی قرار گرفته و پ  از تایید سازمان ملی استاندارد و یا اداره کن 

 نماید ، پروانه تایید صلاحیت دریافت میاستاندارد استان

علاوه بر انجام وظایف خود از جمله حضور تمام  مدیرکنتر  کیفیت واحد تولیدی طب، آیین نامه میکور،

کنتر  و نظارت کامن بر مواد اولیه، شرایط فرآورده حین ساخت،  وقت در یک نوبت کاری و بازرسی،

محصو  نهایی و شرایط نگهداری درکلیه مراحن تولید و یا خدمت و سایر وظایف و موارد ذکر شده، موظف 

کتبی ماهیانه ) حداکثر  است نتایج آزمون نمونه های تولید شده در کارخانه را روزانه ثبت نموده و به صورت

تا پایان هفته او  ماه بعد  به اداره کن استاندارد استان )با امضاء مدیر کنتر  کیفیت و مدیر عامن کارخانه  

 ارسا  نماید 

     عدم انجام هر یک از وظایف مدیر کنتر  کیفیت و تخطی شغلی و قانونی او طب، آیین نامه ذکر شده 

به  ابطال دایم پروانهنبیهاتی به ترتیب شامن: تیکر شفاهی به عنوان کمترین و تواند منجر به اعما  تمی

 عنوان بیشترین، برای مدیر کنتر  کیفی اجرا شود 

گردد در صورت تعلی، یا لغو پروانه تایید صلاحیت مدیر کنتر  کیفیت واحد مربوطه، موظف یادآوری می

اقدام و اداره کن نیز موظف است نسبت به احراز  است ظرف مدت یک هفته نسبت به معرفی فرد جایگزین

 شرایط فرد معرفی شده و تأیید صلاحیت وی اقدام نماید 

آیین نامه تایید  "برای اطلاع از وظایف، قوانین، تخلفات، تنبیهات و سایر موارد مهم، به آخرین و جدیدترین

لی استاندارد موجود در سایت سازمان م" صلاحیت علمی و فنی مدیران کنتر  کیفیت

WWW.ISIRI.GOV.IR،   مراجعه شود 

ای از دستورالعمل نحوه تذکر، اخطار، تعلیق و ابطال پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران خلاصه   2-ت

 به علت عدم تداوم انطباق فرآورده با استاندارد مربوطه

 درجه بندی نواقص موجود در کالاهای تولیدی     1-2-ت

دستورالعمن نحوه تیکر، اخطار، تعلی، و ابطا  پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به علت عدم بر اساس 

/د ، نواقص موجود در کامهای تولید شده 51/333تداوم انطباق فرآورده با استاندارد مربوطه )مدرک شماره 

 گردند:به سه دسته به شرح زیر تقسیم می
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 نقص بحرانی:  1-1-2-ت

کنند، خطرناک بوده و موجود در یک محصو  است که برای افرادی که از آن استفاده یا نگهداری مینقص 

 یا وضعیت ناامنی را به وجود آورد 

 نقص عمده:  2-1-2-ت

ای امكان استفاده از نقصی است متفاوت با نقص بحرانی که فقدانی را به وجود آورده یا به نحو قابن ملاحظه

 دهد برای منظور خاک، کاه  می کامی مورد نظر را

 نقص جزئی:  3-1-2-ت

نقصی است جدا از نقایص بحرانی و عمده که امكان استفاده از محصو  مورد نظر را برای منظور خاک 

کاه  نمی دهد یا آنكه اختلاف آن با مشخصات فنی به میزانی است که کارآیی آن کام را اندان کاه  

 دهد نمی

 باشد  و جزئی آزمون ها به پیوست می عمده نقایص بحرانی،

 نحوه برخورد کالاهای تولید شده نامنطبق با استاندارد مربوطه      3-ت

در صورتیكه در نتایج آزمون فرآورده نمونه برداری شده، هریک از نواقص فوق مشاهده شوند، امتیاز منفی به 

ت کن استاندارد استان بر اساس جمع   به واحد تولیدی تعل، گرفته و ادارا3شرح جدو  زیر )جدو  

امتیازات منفی در طو  یک دوره )از هنگام صدور و یا تمدید پروانه کاربرد علامت استانداردبرای هر محصو  

 اتخاذ  7و هر واحد تولیدی مورد نظر در مدت اعتبار تعیین شده  تصمیماتی را به شرح مندرج در جدو  

 نمایند  می

 منفی نواقص موجود در فرآوردهامتیازات  -1جدول 

 امتیاز منفی نوع نقص

 11 بحرانی

 35 عمده

 5 جزئی

 

 اقدامات اجرایی بر اساس جمع امتیازات منفی در طول یک دوره -2جدول 

 اقدام اجرایی جمع امتیاز منفی

 تیکر کتبی در خصوک الزام رفع نقص یا نواقص 35

 نواقصاخطارکتبی در خصوک الزام رفع نقص یا  11

 3-7مطاب، بند  21

  7-7مطاب، بند  31

 1-7مطاب، بند  371
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در صورتیكه جمع امتیاز منفی یک گزارش نتیجه آزمون یا جمع امتیازات منفی نتایج اند آزمون   1-3-ت

رسید، اداره کن استاندارد استان مربوط به واحد بصورت کتبی اخطار داده و در مورد واحدهای  21به 

ساخت مربوط مشمو  استاندارد اجباری برای جمع آوری کامی مغایر با استاندارد ملی با شماره سری 

ضوابط اجرایی استانداردهای اجباری و تشویقی و طرز به کار بستن علایم  33موضوع را به کمیسیون ماده 

 دهد آنها ارجاع می

در صورتیكه جمع امتیاز منفی گزارش نتیجه یک آزمون یا جمع امتیازات منفی نتایج اند آزمون   2-3-ت

وط، علاوه بر اخطار کتبی، در مورد واحدهای مشمو  استاندارد رسید، اداره کن استاندارد استان مرب 31به 

اجباری برای جمع آوری کامی مغایر با استاندارد ملی با شماره سری ساخت مربوط موضوع را به کمیسیون 

نماید  همچنین در صورتیكه امتیاز منفی میکور ناشی از حداقن نتایج آزمون دو نمونه ارجاع می 33ماده 

امتیاز از جمع امتیازات منفی گزارش نتیجه آزمون آخر به واسطه نقایص  11لف بوده و حداقن برداری مخت

عمده و بحرانی باشد، نسبت به تشكین کمیته علائم برای تعلی، پروانه کاربرد علامت استاندارد اجباری و یا 

ابطا  پروانه، آن اداره کن  کند  در صورت تعلی، یاابطا  پروانه کاربرد علامت استاندارد تشویقی اقدام می

واحد مربوط را ملزم به عدم تولید )در ارتباط با استانداردهای اجباری  و یا عدم عرضه کام با علامت 

استاندارد ایران )در ارتباط با استانداردهای تشویقی  نموده و مراتب را به ادارات کن استاندارد سایر استانها 

 کند منعك  می

در مورد کامهای مشمو  استاندارد اجباری، در صورتیكه امتیاز منفی یک گزارش نتیجه آزمون و   3-3-ت

رسید، اداره کن استاندارد استان مربوط، علاوه بر اخطار  371یا جمع امتیازات منفی نتایج اند آزمون به 

موضوع را به کمیسیون  کتبی، برای جمع آوری کامی مغایر با استاندارد ملی با شماره سری ساخت مربوط

نماید  همچنین در صورتیكه امتیاز منفی میکور ناشی از حداقن نتایج آزمون سه نمونه ارجاع می 33ماده 

امتیاز از جمع امتیازات منفی گزارش نتیجه آزمون آخر به واسطه نقایص  11برداری مختلف بوده و حداقن 

برای ابطا  پروانه کاربرد علامت استاندارد اجباری اقدام عمده و بحرانی باشد، نسبت به تشكین کمیته علایم 

 رساند نموده و در صورت ابطا  پروانه، موضوع را از طری، روابط عمومی به اطلاع عموم می

رفع تعلی، و تجدید پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران، در صورت رفع کلیه نقایص و انطباق با موازین استاندارد  -1یادآوری

 گیرد ی مربوط و احراز کلیه شرایط مندرج در دستورالعملهای مرتبط صورت میمل

، نافی و مانع یكدیگر نمی باشد و تنها ملاک هر یک از اقدامات 7انجام هریک از اقدامات ذکر شده در جدو   -2یادآوری 

 رسیدن به حد نصاب امتیاز منفی ذکر شده در بندهای میکور است 

نحوه تیکر، اخطار، تعلی، و ابطا  پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به علت عدم تداوم منبع: دستورالعمن 

 /د 51/333انطباق فرآورده با استاندارد مربوطه )مدرک شماره 
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 تپیوست 

طبق  های آزمونها و روشویژگی -سویا برگرمیکروبیولوژی ی ها، عمده و جزئی آزموننقایص بحرانی

 9715  ایران شماره استاندارد ملی

 

 سویا برگرمیکروبیولوژی ی ها، عمده و جزئی آزموننقایص بحرانی -1جدول 

 درجه اهمیت شرح آزمون ردیف 

 عمده هاشمارش کلی میكروارگانیسم 3

 بحرانی شیا کلییاشر 7

 بحرانی استافیلوکوکوس اورئوس کوآگومزمثبت  1

 بحرانی سالمونلا 4

 عمده مخمر کپک و 5

 
 
 

 
 

 

 
 


