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  مقدمه
جهت  ه ايبطور گسترد و دنکن يفا ميا يکروب شناسيشگا ه ميرا در آزما يکشت نقش اساس يط هايمح

 از ياريبســ .نــدرويزا بکــار ميمــاريب يســم هــايگانرکروايموگرام  يــب يت و آنتــيــن هويــيتع ،يجداســاز
خودشـان   را يقاتيوتحق يصيرف تشخامص يبرا ازيکشت مورد ن يط هاين محيشگاهها بطور روتيآزما
داشـته   يج مطلـوب يو نتـا  بت خويفيک ،کشت يط هاينکه محينان از ايهمه جهت اطم نيبا ا .ندينما يم هيته
ه ي ـدر ته يستيبا ن هدفيدن به ايرس يبرا. بکار گرفته شود يمناسب يفيکنترل ک يروشها يستيشند بابا

   .در نظر گرفت را زير يارهايکشت مع يط هايو مصرف مح
  

   مواد خام
از  يک ـيآب  .دارد آنهـا  هي ـت مواد خام مورد اسـتفاده در ته يفيبه ک يم بستگيط ها بطور مستقيمحت يفيک

در  مـورد اسـتفاده    آب  ار مهميسه مع .روديکشت بکار م يط هايه محياست که در ته ديرموا ن يمهمتر
 دهي ـط ايشرادر  .باشد يم  pHو يکيت الکتريقدرت هدا ،مس يونهايشامل وجود  کشت ي ها طيمحه يته
ت يکشت وجود داشته باشد چون خاص يط هايه محيمس در آب مورد استفاده جهت ته يونهاي يدنبا آل

منس يکـروز يم۱۵د کمتـر از  ي ـآن با يک ـيلکترت ايقدرت هدا .سم ها را دارديکرو ارگانيم يبرا يمهار کنندگ
  .باشد ۵/۵ د کمتر ازيدر هر حال نبا ياشد ولب يدياس يبهتر است کم استفاده آب مورد pH. باشد

  
   شيد يپتر
لن يش هـا را بـا ات ـ  ي ـد يلا پتـر معمو. ت دارديز اهميط نيه محيتهمورد استفاده در  يش هايد يت پتريفيک
د يلن اکسـا يکـه بـا ات ـ   يش هـائ ي ـد يدرصـورت اسـتفاده از پتـر    .کنند يل ميا اشعه گاما استري و ديسااک

وجود یا عـدم وجـود بقایـای ایـن مـاده بررسـی        يبه روش کروماتوگراف يستيل شده باشند باياستر
در صورت اسـتفاده از  . اشدميبسم ها يکروارگانيم يا بر يمهار کنندگت يخاص يد دارايلن اکسايات .شود
اسـتفاده از  . ت اسـتفاده کـرد  کايليروسواز جنس ب ييش هايد ياز پتر يستيبا يشه ايش يش هايد يپتر
  . ط کشت گردديا در داخل محيقل يموجب آزاد ساز تممکن اس يائياز جنس قل ييش هايد يرپت
  

  کشت يط هايل کردن محياستر
ط يل کـردن مح ـ ياسـتر  يمعمـولا  بـرا   .کشت است يط هايه محيدر ته يسک مرحله اساي ،ل کردنياستر
 لين مـدت زمـان لازم جهـت اسـتر    يب ـ يک ـيهمه ارتباط نزد نيبا ا .دننک يکشت از اتوکلاو استفاده م ياه

کشـت   يط هـا يب مح ـي ـبـه تخر  ممکن اسـت منجـر   ش از حديحرارت ب .ط وجود دارديمح جمح کردن و 
درجـه   121 يدمـا  يط معمـول يدر شـرا  .دارد يا ژهيو اهميت  و مدت زمان آن م دماين تنظيابنابر .گردد
که حجـم  يدر صـورت  .اسـت  يط کشـت کـاف  يتر محيک ليل کردن ياستر يقه برايدق 15گراد به مدت يسانت
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 ،اتـوکلاو  يف ـيکنتـرل ک  .زم باشـد لا  يشـتر يمدت زمـان ب  اشد ممکن استتر بيل يك  از شيط کشت بيمح

 يکاتورهايکنتـرل اتـوکلاو از انـد    يبـرا . بطـور مـداوم انجـام گـردد     ايسـتي کنترل دما و فشار اتـوکلاو ب 
کننـد   ياتوکلاو استفاده م يکه جهت کنترل کارآرائ يکيژووليب يکاتورهاياند  از. کنند ياستفاده م يائيميش

قابـل دسـترس    يتـوان نـام بـرد کـه بصـورت تجـارت       يرا م ـ Bacillus stearothermophilus اسپور
 .باشد يم

|  
  يکيزيف يپارامتر ها 
قابـل   يظـاهر  يارهـا يمع .شـوند  يبررس ـ يو ظـاهر  يک ـيزيلحا ظ فد از يه شده بايته يط کشت هايمح 

خامت ض ـ .باشـد  يم ـ يگ ـخ زدي ،يترک خوردگ ،طيسطح مح يحفره، ناصاف ،شامل وجود حباب يبررس
 يارهـا ين معياز مهمتـر ز ين  pH. متر است يليم۴يتيپل يط کشت هايضخامت مح .ت دارديز اهميط نيمح
 .ددرگ يريشده اندازه گ اليبره متر کpH و پس از آن با ازاتوکلاو کردن  د قبليباشد که بايم يکيزيف
  

  :ه شدهيکشت ته يط هايمح  ينگهدار
و انبـار   يرادنحـوه نگه ـ  ،طيل دهنـده مح ـ يبه نوع اجزا تشک يگه شده بستيکشت ته يط هايطول عمر مح

کشـت   يهـا ط يتابش نور به مح .شوند يدارد دور از نور نگهيکشت با يط هايحم يتمام .نها داردآکردن 
کشـت کـه    يط هـا ياغلب مح .گردد ياز مديد مانند پراکسيسايک و باکترياستاتويل مواد باکتريموجب تشک

اگـر در   ياشد ول ـب يک هفته ميگراد حداقل طول عمر آنها يدرجه سانت ۴ يشوند در دما يه ميت تهيدر پل
هفتـه قابـل    ۴-۳که هوا داخـل آنهـا نفـوذ نکنـد تـا      يشوند بطور يبسته بند يکيپلاست يسه هايدر داخل ک

ک ي ـتويب يآنت ـ يداري ـبـه پا  يبسـتگ  يط هاي كشت هاي حاوي آنتي بيوتيكر محطول عم .هستندمصرف 
از . د مصـرف کـرد  يک هفته بايک را در عرض يوتيب يآنت يحاو يهاطيدر مجموع مح. داردموجود در آن 

 ش غلظـت يل افـزا يبدل ،کشت رطوبت خود را از دست داده ياط هينگونه محيگر با گذشت زمان ايد يسو
اتـاق   يبـه دمـا   د قبـل از مصـرف  ي ـهـا را با  تي ـپل دمای.ابدي يش ميافزا هاآن يک قدرت انتخابيوتيب ينتآ

 .باشـد  يسب نمامصرف من يبماند برا ياتاق باق يساعت در دما ۸ش از يط کشت بيت محياگر پل. رساند
ن ي ـاغلـب ا  .دارنـد  يعمر طـولان  يتيکشت پل يط هايسه با محيه شده در لوله در مقايکشت ته يط هايمح
    . باشند يبل مصرف مقا ماه۳-۶شوند  يگراد نگهداريدرجه سانت ۴ يکشت اگر در دما يط هايمح
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  هاي كشت علل اشكالات رايج در محيط   ۱شمارهجدول 
  

  علت  اشکال
ز يدرولي ـن کـه موجـب ه  يپـائ  pHش از حد، يحرارت ب  نرم بودن آگار

و  ن غلـط، مخلـوط نکـردن خـوب    يتوز. گردد يآگار م
  عدم حل شدن 

pH ت حـرار  آب ناخـالص،   ،ئيايقل يشه هاياستفاده از ش  مناسبان  
در  pH يري ـانـدازه گ  ،يائيميش ـ يودگآل ـ از حد، بيش

متر استاندارد نشـده   pH ه ازداستفا مناسب،حرارت نا
 خراب شدهط کشت يمح ياستفاده از پودرهاو 

  
ف، يــشــه آلات کثياســتفاده از ش ناخــالص بــودن آب،  رنگ نامناسب

حرارت  ،ط کشت خراب شدهيمح يده از پودرهااستفا
   سب نامنا pH ش از حد ويدادن ب

ط يمح ـ يش از حد، استفاده از پودرهايحرارت دادن ب  طيره شدن شدن محيت
  کشت خراب شده

اسـتفاده   ،)طيسوزاندن مح ـ(ش از حد يحرارت دادن ب  تيسم
  ط کشت خراب شدهيمح ياز پودرها

شــه آلات آلــوده، اســتفاده از يا شيــ اســتفاده از آب و  سميف ارگانيرشد ضع
ن غلـط وعـدم   يتوز شده، ط کشت خرابيمح يپودرها

  .ش از حديط و حرارت بيمح يبهم زدن کاف
ــاســتفاده از آب و   يا افتراقي و يف انتخابيت ضعيصداشتن خا ــوده، اســتفاده از يا شي شــه آلات آل

ن غلـط وعـدم   يط کشت خراب شده،توزيمح يپودرها
  .ش از حديط و حرارت بيمح يبهم زدن کاف

  
  کشت يط هايمح يفيکنترل ک 
 يف ـيکنتـرل ک  يه هايسو .کنند ياستفاده م يفيکنترل ک يه هايکشت از سو يط هايمح يفينترل کک يبرا 

  .ه می باشنديقابل ته American Type Culture Collection (ATCC)از منابع مختلف مانند 
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  کشت يها طيمح  يکيولوژيکروبيت ميفيزمون کنترل کروش انجام آ
 دار لـه را در مق ـ زويا يکلن ـ ۳-۵ون يبعـد از انکوباس ـ . ديه کنيت تهيپل يسم کنترل را رويک کشت از ارگاني
کـدورت   .دي ـا پنج ساعت انکوبه نمائيچهار  يون کرده وآن را برايسوسپانسل ياستر BHI وTSB   يکم
 ۰۸/۰وجـذب   nm۶۲۵م مک فارلند در طـول مـوج    ياستاندارد ن(د يم کنيم مک فارلند تنظياستاندارد ن با را
سـاعته   ۲۴ يهـا  ياز کلن يولوژيزيدر سرم ف نويک سوسپانسيتوان  ين روش ميبه ا. )باشد يم ۱۳/۰تا
   .م نموديه و کدورت آن را مطابق روش فوق تنظيته
ه ي ـون اوليسوسپانس ـ ،يتيط کشت پليک محي (Nutritional activity) بودن يمغذ تيش ظرفيآزما يبرا

ق ي ـون رقيتـر از سوسپانس ـ يکروليم۱۰ت ي ـبـه هرپل  ه وق نمودين رقيدر نرمال سال ۱۰۰به  ۱را به نسبت 
 ياگـر بـرا   .باشـد  يعـدد م ـ  ۱-۲×۱۰۴تي ـمورد انتظار در هـر پل  يها يتعداد کلن .مينمائ يح ميشده را تلق

  .ه شوديق تر تهيد ده بار رقيون بايسند سوسپايايزوله بدست نيا يها يکلن  يخاص يط هايمح
ون يسوسپانس ـ ،يکشـت انتخـاب   يط هـا يمح ـ (Inhibitory activity) يت مهارکننـدگ يش ظرفيماآز يبرا
 تـر يکروليم۱۰ت ي ـهـر پل  ق نمـوده و در ي ـص شده رقيا آب تخلين يدرنرمال سال ۱۰به  ۱ه را به نسبياول

× ۱۰۵ تي ـپل مورد انتظار در هـر  يها يکلن تعداد .ميکن يح ميق شده تلقيون رقيسپانستر سويل يليم ./.۱اي
از يممکن است ن يکشت انتخاب يط هاياز مح يضدر بع يباکتر اديز رشد زاجتناب اجهت  .باشد يم ۲-۱

د بـا  ي ـلولـه با  هـر  ،يکشت لوله ا يط هايمحش يآزما يبرا .ق تر شوديون ده بار رقيباشد که سوسپانس
ممکـن   يگـاه . ح شـود يم مک فارلنـد تلق ـ يه مطابق با نيون اوليتر از سوسپانسيل يليم./. ۱ا يتر يکروليم۱۰

  .از باشديشتر نيا بيح کمتر يقبه تل است
 .دي ـمده است انکوبه نما ئآ ۴-۲که در جدول  يطيتحت شراح يرا بعد از تلق يفيط کشت مورد کنترل کيمح

 يگراد م ـ يجه سانتدر ۳۵±۲ساعت  در  ۲۴-۴۸ ايساعت  ۱۸ -۲۴ون يزمان انکوباس به طور نرمال مدت
د در ي ـزا بايمـار يب يايسـر ين يگونـه هـا   يانتخاب يسازجدا يکشت برا ياط هيگار و محآ شکلات . باشد
۱۰-۵% Co2   هـا  يهـواز  يب ـ يبـرا . شـوند  يسـاعت بررس ـ  ۲۴-۴۸ساعت و  ۱۸-۲۴انکوبه شوند و در، 

 يبـرا . از دارنـد ي ـن Co2از  يوغن ـ يهـواز  يط ب ـيون در شـرا يساعت انکوباس ۴۸کشتها عموما به حداقل 
 ۴۸ به مـدت  Co2از  يک غنيليفروئآکرويط ميگراد در شرا يدرجه سانت ۴۲د درياتها بيپل ،لوباکترآگاريمپک

  .ساعت انکوبه شوند
  

  ج ير نتايتفس
ط کشـت در  يمح يبرا يشنهاديآزمون پ يه هايباشد که با همه سو يقابل قبول م يط کشت زمانيک محي

 يط هـا يدر مح ـ. دبـارز باش ـ  هـا  يکلن ـ يفولوژورات رشد و ميداشته و خصوص يرشد کاف ،۴-۲جدول 
سم يبه ارگان يافنکه اجازه رشد کيدر ضمن ا ،شود يخاص مهار م يسمهاياز ارگان يرشد بعض ،يانتخاب
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 آمـده اسـت   ۲ز همچنانکه در جدول يلا همويخاص  يرنگ يواکنشها موارد يضعدر ب. دهد يگر ميد يها
  .جاد شوديد ايبا

  
  
  

  متداول کيولوژيرکشت  باکت يط هايمح يفيکنترل ک    ۲جدول شماره 
  

شرايط ومدت    محيط کشت 
  زمان انکوباسيون

  ارگانيسم هاي کنترل 
  

  نتايج مورد انتظار

  ژلوزخون دار 
Sheep Blood Agar    

   co2يا  هوازي و
  ساعت-18   24

  c°۳۵دماي 

  رشد هموليز آلفا  ۶۳۰۵استرپتوکوکوس  پنومونيه 
  رشد هموليز بتا  ۱۹۶۱۵ يوژنااسترپتوکوکوس  پ
  رشد   ۲۵۹۲۳ئوسوراستافيلوکوکوس ا
  رشد  ۲۵۹۲۲اشريشيا کولي

 CO2  شکلات آگار
 ساعت24-48  

  c°۳۵دماي 

  رشد                   ۴۳۰۶۹  ا نيسريا گونوره
   

       ۱۰۲۱۱  نزااهموفيلوس آنفلو
  رشد

محيط غني کننده براي 
باسيلهاي انتريک 

(GN)broth 

 هوازي 

         ساعت ۱۸ -۲۴
  c°۳۵دماي 

  رشد پس از کشت مجدد  ۱۴۰۲۸سالمونلا تيفي موريوم 
، رشد پس از کشت مجدد  ۹۲۹۰شيگلا سونئي 

ممكن است بوسيله محيط 
  سلنيت مهار شود

پس ) كامل –نسبي ( مهار   ۲۵۹۲۲اشريشيا کو لي
،رشد پس از از کشت مجدد
  GN brothكشت مجدد از 

 هوازي EMBائوزين متيلن بلو 

            ساعت ۱۸ -۲۴ 
  c°۳۵دماي 

  ۱۴۰۲۸يفي موريوم اسالمونلا ت
  

تا   هاي بيرنگ کلني رشد،
  كهربايي

   ۲۵۹۲۲اشريشيا کولي
  

،                                                 سياه - آبي رشد،
  فلزي سبز جلاي

  )رشد جزئي(عدم رشد   ۲۹۲۱۲ انتروکوکوس فکاليس
 هوازي HEهکتون انتريک آگار 

            ساعت ۱۸ -۲۴ 
  c°۳۵دماي 

  ۱۴۰۲۸يفي موريوم اسالمونلا ت
  
  

رشد ،کلني هاي آبي تا آبي 
مرکز  متمايل به سبز با

  سياه
کلني هاي سبزتا  و رشد   ۱۲۰۲۲شيگلا فلکسنري 
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با  متمايل به آبي سبز   
  مراكز سياه رنگ

  ۲۹۲۱۲انتروکوکوس فکاليس
   

هاي مهار نسبي رشد، كلني 
  زرد

  ۲۵۹۲۲ اشريشيا کولي 
  

 كامل ويا نسبي،رشدمهار
صورت رشد كلني به  در

رنگ زرد تا صورتي مايل 
  به نارنجي

 هوازي   مكانكي آگار

            ساعت ۱۸ -۲۴ 
  c°۳۵دماي 

  

  رشد، كلني هاي صورتي  ۲۵۹۲۲ اشريشيا کولي
  

   ۱۲۴۵۳پروتئوس ميرابيليس 
  

  ،كلني هاي بيرنگ  ،رشد
تا ( عت از سوارمينگممان

  )اندازه اي 
  رشد، كلني هاي بيرنگ  ۱۴۰۲۸يفي موريوم اسالمونلا ت

  مهار رشد نسبي   ۲۹۲۱۲انتروکوکوس فکاليس

ساعت  ۲۴هوازي   مانيتول سالت آگار
  ، ساعت ۴۸و 

  c°۳۵دماي 

   ۲۵۹۲۳ئوس وراستافيلوكوكوس ا
  

زرد  با هاله رشدكلني هاي
  ساعت   ۴۸پس از 

  لوكوكوس اپيدرميديساستافي
۱۲۲۲۸  

 با هالهرشد كلني هاي 
  ساعت۴۸قرمز رنگ پس از 

   )نسبي(عدم رشد   ۱۲۴۵۳پروتئوس ميرابيليس 

  ساعت ۲۴هوازي   سالمونلا شيگلا آگار   
  c°۳۵دماي 

  ۱۴۰۲۸يفي موريوم اسالمونلا ت
  

  

رشد،کلني هاي بيرنگ با 
در  رنگ سياه ويا بدون 

  مرکز
  ۱۲۰۲۲شيگلا فلکسنري

  
  رشد،  ،کلني هاي بيرنگ

  
  ۲۹۲۱۲انتروکوک فکاليس

  
  )کامل(مهار رشد

  
  ۲۵۹۲۲اشريشيا کولي

  
کامل ويا نسبي ( مهار رشد 

، در صورت رشد کلني 
گل  قرمز تاهاي صورتي 

  )سرخي همراه با رسوب
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تيو گليکولات با و يا بدون 
  معرف

ساعت  ۴۸ي زهوا
درپوش محکم (

  c°۳۵دماي  )شده

  رشد   ۲۵۲۸۵يدوس فراژيليسباکتروئ

محيط کشت هاي لوله اي 
    BHI ,TSBمانند

 ۴۸-۲۴هوازي 
   ساعت
  c°۳۵دماي 

  رشد    ۲۵۹۲۲  اشريشيا کولي
  ۲۵۹۲۳ ئوسوراستافيلوکوکوس ا

  
  رشد

  
زايلوز ليزين دکربوکسيلاز 

XLD 
 

 
 
 
 

  ساعت ۲۴هوازي 
  c°۳۵دماي 

  ۱۴۰۲۸يفي موريوم اسالمونلا ت
  

-رمزکلني هاي ق -رشد

  مرکز سياه
  کلني هاي قرمز-رشد      ۱۲۰۲۲شيگلا فلکسنري

  )نسبي( مهار رشد  ۲۹۲۱۲ انتروکوک فکاليس
   ۲۵۹۲۲ اشريشيا کولي

  
-نسبي تا کامل( مهار رشد

تا قرمز  کلني هاي زرد
  )متمايل به زرد
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