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    :هدف ‐۱

  مربوط به بيمار ياز نمونه ها يميکروب يسويه ها ياستريل جهت رشد و جداسازکشت  يتهيه محيط ها
  

 :لاحاتطتعاريف و اص ‐٢
  نمونه ياز آلودگ يايجاد شرايط سترون با کار کردن در کنار شعله و رعايت نکات لازم جهت جلوگير: شرايط آسپتيک

  

 :شرح اقدامات ‐٣
  :آب  )۱‐۳

از رشد ميکروارگانيسم  توانند يباشد که م ياز مواد يعار ييعن ،کيفيت مناسب باشد يده بايد داراآب مورد استفا
آب خوب و تازه . بر رشد آنها تاثير بگذارنديا در شرايط آزمايش  )مثل مس يسم يفلز ييونها(کنند  يها جلوگير

 ياز مواد خنثاستفاده شود که  ياز ظروف ايدب آب مقطر ينگهدار يبرا. از راه تقطير يا ديونيزاسيون تهيه شودبايد 
" آب معمولا  pH.باشد µs ۱۵ كمتر ازضريب هدايت آب بايد  .)و غيره اتيلن ي، پليشيشه خنث( تهيه شده اند

مقادير  يممکن است آب دارا .شده بوجود آيد تهيهکشت  يمحيط ها pHدر  يشود مگر آنکه مشکل  يکنترل نم
  .استفاده شود که تعداد ميکروارگانيسم آن کم است  يشود از آب ي، بنابراين توصيه مميکروارگانيسم باشد يزياد
  
  :توزين محيط کشت و افزودن آب)  ۲‐۳

از پودر محيط کشت را  ي، مقدار مناسبنصب گرديده است يقوط يرو که برطبق دستورالعمل تهيه محيط کشت 
از استنشاق پودرها به خصوص  .ا و رطوبت باز کنيدر از کوران هورا دو ظرف محيط کشت. وزن نماييدبا دقت 

، به دقت و را به سرعت پودر. آنها با پوست اجتناب کنيد مدت يهستند و تماس طولان يمواد سم يکه دارا يآنهاي
  .هرچه زودتر درب ظرف را ببنديد .از غبار وزن کنيد يتوده ابدون ايجاد 

 يبرا. را به آن اضافه نماييدپس مقدار وزن شده محيط کشت س. مورد نياز را داخل ظرف بريزيدنصف حجم آب 
به ديواره نيز باقيمانده آب را به ديواره ظرف بريزيد تا ذرات محيط کشت چسبيده . تکان دهيد يچند دقيقه به تند
، ممکن است در سطح آب يپودر خشک محيط کشت در بالا، چون ن مرحله بسيار مهم استاي. وارد محلول شوند

  .گردد يو استريل نشود و منبع آلودگاتوکلا
  
  :کردن محيط کشت حل)  ۳‐۳

 يکشت حاو يها اما محيط .خواهند شد حلآهسته و ملايم با تکان دادن  بدون آگار، معمولا کشت  يها محيط
وند تا آگار قبل از سپس حرارت داده ش .با آب مخلوط شوندآگار بايد قبل از حرارت دادن به مدت چند دقيقه 

  .آنکه بسوزندکشت را بجوشانيد بدون  يها محيط. کلاو کردن، حل شوداتو
يا ظروف  ها پليتداخل  تقسيم ي، برااين مقدار حرارت دادن، بعد از که نبايد اتوکلاو شوند يکشت يها محيط

نياز  )دقيقه ۱۵به مدت  C °۱۲۱ يدر دما( يکشت به استريليزاسيون نهاي ياکثر محيط ها. خواهند بود ديگر آماده
  .خواهند داشت
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  :استريليزاسيون)  ۴‐۳
بعضي از محيط هاي کشت به استريليزاسيون با اتوکلاو احتياجي نداشته و با جوشاندن استريل مي شوند که دستور 

استريليزاسيون ساير محيط هاي کشت توسط . ساخت آنها بر روي برچسب قوطي محيط کشت قيد گرديده است
انجام مي گردد که اين موارد نيز بر روي بر چسب قوطي محيط کشت قيد  حرارت مرطوب يا صافي غشايي

  .گرديده است
  :استريليزاسيون با حرارت مرطوب) الف

 ۲/۱فشار ( C °۱۲۱دقيقه  و در دماي  ۱۵استريليزاسيون محيط کشت تا حجم يک ليتر، در اتوکلاو به مدت 
هاي بيشتر از يک ليتر بايد چرخه استريليزاسيون را براي حجم . انجام مي گيرد) کيلوگرم بر سانتي متر مربع

اما چون  اکثر مشکلات در استريليزاسيون محيط هاي کشت وقتي رخ ميدهد که . بطور مناسب تغيير داد
مقادير بيشتر از دو ليتر محيط کشت بايد استريل شود، لذا توصيه مي شود که مقادير زياد محيط کشت را در 

  .نماييدحجم هاي کوچکتر تقسيم 
  
  :استريليزاسيون با صافي غشايي) ب

. از صافي غشايي براي استريل کردن محيط هاي کشت و ترکيبات حساس به حرارت استفاده مي شود
از غشاء ها و . استريليزاسيون بوسيله صافي غشايي تحت شرايط خلاء يا افزايش فشار انجام مي پذيرد

اين فيلترها بايد قبل از استفاده، در اتوکلاو . ر استفاده نماييدميکرومت ۴۵/۰يا  ۲۲/۰صافيهاي با قطر منفذ 
در مورد غشاء ها و صافيهايي که در بسته بنديهاي استريل به فروش مي رسند، به . استريل شوند

قسمت هاي مختلف دستگاه صافي را با صافي يا بدون صافي در اتوکلاو . دستورالعمل سازنده مراجعه نماييد
  .استريل نماييد C  °۱۲۱قه در دماي دقي ۱۵به مدت 

  
  :آماده سازي جهت مصرف)  ۵‐۳

د، با رعايت شرايط آسپتيك در ظروف يرس  C °50دماي محيط كشت به حدود  زمانيكه بعد از استريليزاسيون، 
مكمل هاي حساس به . تقسيم نكنيد C °50هيچ وقت محيط كشت را در دماي بالاتر از . نهايي تقسيم نماييد

دماي مكمل . رسيد، به آن اضافه شوند C °50و حرارت بايد بعد از اين كه دماي محيط كشت به حدود  گرما
سپس مكمل را با رعايت شرايط . قبل از اين كه به محيط كشت اضافه شود، به دماي اتاق برسد) ساپلمنت(

  .آسپتيك به محيط كشت اضافه نموده، خوب مخلوط كنيد
   

  :توزيع)  ۶‐۳
  .ف نهايي كه از قبل استريل شده اند، تقسيم نماييدسپس در ظرو
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  :pHو تنظيم  ياندازه گير)  ۷‐۳
محصول استريل  ينهاي  pH.ندارند pHبه تنظيم  ياگر بطور مناسب تهيه شوند نياز دهيدراته کشت يها محيط

بعد بنابراين . دور ريخت pH، اما بايد آنها را بعد از سنجش کرد ياندازه گير ييا بطر پليت يتوان رو يشده را م
 .تنظيم نماييد) ± ۲/۰(د مورد نظر را در حpH ، مقدار C °۲۵ يدن محيط کشت تا دماشاز استريل شدن و خنک 

و يا با استفاده از اسيد  )يک مولار" تقريبا(گرم در ليتر  ۴۰با استفاده از هيدروکسيدسديم معمولا  pHتنظيم 
  .شود يانجام م) يک مولار" تقريبا(گرم در ليتر  ۵/۳۶کلريدريک 

  
 در آزمايشگاه ميکروب يمصرف يها ، معرفها و رنگکشت يمحيط هادستورالعمل تهيه انواع 

  :به شرح ذيل مي باشد، يشناس
  

   ليزاسيون آنهايروش تهيه انواع محيط هاي کشت دهيدراته و استر
ــار ــي       روش ک ــواع مح ــاوي ان ــاي ح ــوطي ه ــر روي ق ــود ب ــتورالعمل موج ــاس دس ــر اس ــت  ب ــاي کش   ط ه

ايـن  . روي برچسـب دسـتورالعمل تهيـه محـيط کشـت درج گرديـده اسـت        ليزاسيون نيز بريروش استر. باشد مي
  .دستورالعمل ها بر حسب نوع محيط کشت و کارخانه توليدکننده، متفاوت است

  
  :محيط هاي کشت دهيدراته شامل

موت س ـآگـار، بي  اسـکولين بايـل  ، )BHB/BHA( بـراث و  ، برين هارت آگارB.A)(آگار آگار بي هوازي، بلاد
آگـار و بـراث    ، کـازو و آگـار، کـری بلـر   ، کمپيلوبـاکتر سـلکتي  دميت بـراث ، کوک ـمـديوم  بروسـلا  سولفيت آگـار، 

)TSA/TSB( ،CTA مديوم ،DNase تست آگار ،EMB هکتـون انتريـک   ، هموفيلوس سلکتيو آگارآگار ،
، لوون اشتاين جنسن مـديوم ، )LDS(سولفيدراز مديوم  ، لايزين دکربوکسيلاز)KIA(کلايگلر آيرون آگار ، آگار

مـانيتول  ، بـراث  MHA/MHB( ،MRVP(مولر هينتون آگـار و بـراث   ، ار، لايزين آيرون آگسرم لوفلر بلاد
، اورنـي تـين   ، نيتـرات بـراث  )N.A/N.B(، نوترينـت آگـار و بـراث    سالت آگار، مک کانکی آگار، مالونات براث

 بـراث و ، فنـل رد  آگـار  آلانينفنيل ، بازال مديوم، پپتون واتر OF، ولاز تست براثآرژينين دهيدر دکربوکسيلاز
ريپـل شـوگر   ، تيت بـراث ، سلن)S.S(، سالمونلا شيگلا آگار مديوم SIM، پپتون آگار، سيمون سيترات آگار، آگار

محـيط هـای   و سـاير   آگـار  XLD، ليکولات براث، اوره آگار و بـراث ، تايو گآگار TSI( ،TCBS(آيرون آگار 
  .ثبت شده اند می باشدراته که در دفتر راهنمای محيط های کشت کشت دهيد

  
  )ترکيبي(روش تهيه محيط کشت ژلاتين 

     g۵ = پيتون
Beef Extract  =g ۳  

   g ۱۲۰ =ژلاتين
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 از حرارت(حل شوند  تا كاملاً ددهي جوش قرار مقطر اضافه کرده و در بن ماري  آب cc۱۰۰۰مقادير فوق را به 
 دقيقه و دمای ۱۵سپس در اتوكلاو به مدت  ).دكنيروي شعله پرهيز  دادن اين محيط کشت بر

oC۱۲۱  پوند  ۱۵در فشار) Lb۱۵ ( سپس در لوله تقسيم کرده و . نماييد استريلPH   محيط کشت
  برسانيد ۸/۶را به 

  
  )ترکيبي( APWقليايي يا  پپتونه  روش تهيه محيط کشت آب

   g۱۰= پيتون
  Nacl =(g۱۰( ديمکلرور س

  cc ۱۰۰۰=مقطر آب
دمـا  . دنماييل داده و استري در اتوکلاو قرار Lb ۱۵ فشار, دقيقه ۱۵و در شرايط  درسانيب ۶/۸‐۹را به  pHسپس 

  )استفاده کنيد N  ۱براي تنظيم از سود(  .است oC۱۲۱ نيز 
  

  روش تهيه محيط کشت حاوي گليسرين جهت ديپ فريز
                      BHBيا محيط کشت ) TSB  )Trypticase Soy Brothمحيط: از محيط کشت پايه

)Brain Heart Infusion Broth (به . گليسرين به محيط پايه اضافه نماييد% ۱۵به ميزان . استفاده کنيد
در لوله هاي درپيچ دار ) ml۲‐۱ (سپس در مقادير کم . دهيد تا محلول يکنواختي حاصل شود خوبي تکان 

  .اتوکلاو نماييد Lb۱۵ دقيقه و فشار  oC۱۲۱  ،۱۵ تقسيم نموده و در شرايط 
  

  )ترکيبي(رفي در ليوفيليزاسيونصروش تهيه محيط کشت م
    g۱۰۰= ژلاتين

  g۵۰= اينوزيتول 
  g۲۵  =نوترينت براث

قـرار   از( تا کاملاً حـل شـوند   ددهي ارت جوش حر مقطر اضافه کرده و در بن ماري آب cc۱۰۰۰مقادير فوق را به 
و  oC ۱۲۱دماي , Lb۱۵ در لوله تقسيم کرده و در شرايط فشار ). شعله خودداري شود محرارت مستقي دادن در

  .دنماييل دقيقه استري ۱۵مدت زمان 
  

  )آگار/ براث(  NaCl۵/۶% ط کشت روش تهيه محي
نمـک   %۵/۰اين محيط کشت حـاوي  از آنجا كه . ر استآگا/همان محيط برين هارت اينفيوژن براث پايهمحيط 

 ـ    %۶بنابراين  ،باشد مي شـرايط  . نمـک حاصـل شـود    %۵/۶تـا مقـدار    دنمايي ـه اضـافه  نمک بـه ايـن محـيط پاي
  .باشد دقيقه مي ۱۵و زمان  Lb۱۵ ، فشار oC۱۲۱ليزاسيون همان دماي ياستر

  
  :     روش تهيه انواع قندها
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  )cc۱۰۰= مقطر و آب g۱۰= قند(د نماييه ياز انواع قندها ته% ۱۰محلول 
را در فشار  ادر غير اينصورت مي توان همه انواع قنده. باشد ليزاسيون قندها استفاده از فيلتراسيون مييروش استر

 Lb۵  دقيقه استريل نمود ۵به مدت.  
زيلـوز، ساليسـين،   گمـالتوز،  براي انواع لاکتوز، شرايط استريليزاسيون ، دقندها را از هم تفکيک نمايي داگر بخواهي

بـراي  شرايط استريليزاسيون و قه دقي ۳به مدت  oC۱۲۱ ، دماي Lb ۱۵ سوکروز، ترهالوز و آرابينوز شامل فشار
  .دقيقه مي باشد ۱۵و زمان  oC۱۱۸‐۱۱۶ ، دماي Lb۱۲‐۱۰ قندها شامل فشار  ساير

  

  معرف ها و رنگ ها روش تهيه انواع
  VPروش تهيه معرف هاي 

  ):Aمعرف(نفتول آلفا تهيه  ‐
   g ۵ :نفتول آلفاپودر

  cc۱۰۰: اتانول
  
  ):Bمعرف( )پتاس(KOH تهيه ‐

KOH:g ۴۰  
  cr:( g ۳/۰( کراتين

  cc۱۰۰: مقطر آب
 ـ يچون داراي پايداري متغ. شوند نگهداري ميو در يخچال ها در ظروف تيره  معرف طـور  ه ر هستند لازم اسـت ب

  .گردندکنترل کيفي ) بر حسب ميزان کار( هفتگي
  

  )MR( روش تهيه معرف متيل رد
  g ۱/۰= پودر متيل رد

  cc ۳۰۰=اتانول
در  تيـره و معرف در ظـرف   .درسانيب cc۵۰۰مقطر حجم آنرا به   را در اتانول حل کرده سپس با آبرد پودر متيل 

کنترل ) بر حسب ميزان کار(چون داراي پايداري متغير است، لازم است بطور هفتگي  .شود يخچال نگهداري مي
  .کيفي گردد

  
  س روش تهيه معرف کواک

P‐ بنز آلدئيد آمينودي متيل =g۱۰  
  cc۱۵۰ :آميل الکل

  cc۵۰: اسيد کلريدريک غليظ و تازه
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بـراي  . الکل اضافه نموده و به آرامي اسيد کلريدريک را به آنها اضافه نماييـد  آميل و بنزآلدئيد را بهيندي متيل آم
چـون داراي   .در يخچـال نگهـداري مـي شـود    تيـره و  ف ومعرف در ظـر  .ده نماييداستفا دتهيه اين معرف از هو

  .کنترل کيفي گردد) برحسب ميزان کار(بطور هفتگی پايداري متغير است، لازم است 
  

  روش تهيه معرف کلرور فريک
  g۱۰= فريک کلرور

  )روش غير اسيدي( cc۱۰۰= مقطر   آب
 cc ۱۰۰مقطـر   و آب cc ۵/۲:، اسـيد کلريـدريک غلـيظ   g ۱۲:فريـک  روش ديگر تهيه اين معرف شامل کلرور(

چـون داراي   .شـود  در يخچال نگهداري مي تيره وف ومعرف در ظر .)که اين روش، روش اسيدي است ،باشد مي
  .کنترل کيفي گردد) برحسب ميزان کار( بطور هفتگی پايداري متغير است، لازم است

  
  روش تهيه معرف هاي احياء نيترات

  :A ه معرفتهي-
N،N  آمين آلفا نفتيل لدي متي :g۶   

   N۵، )۳۰% (cc :۱۰۰۰اسيداستيک گلاسيال 
حل کـرده و   N۵گلاسيال  اسيد استيک cc۱۰۰۰آمين را در کمتر از آلفا نفتيل دي متيل  N ،Nمقدار فوق از  

  .دکنيرد  ده، محلول را از صافييحجم را به يک ليتر رسان. تا حل شود ددهيم کمي حرارت ملاي
  :Bه معرف تهي-

   g۸): مينو بنزن سولفونيک اسيدآ ‐P(اسيد  نيليکاسولف
  N۵، )۳۰% (: cc ۱۰۰۰تيک گلاسيال ساسيدا

تـر  سـپس حجـم را بـه يـک لي     وتيک حل کرده ساسيدا cc ۱۰۰۰يليک اسيد را در کمتر از نمقدار فوق از سولفا
  .است زا انطلفا نفتيل آمين سرآ .ف تيره و در يخچال نگهداري مي شوندوها در ظر معرف .درسانيب

  
   ريندين هينروش تهيه معرف 

   g۵/۳ = ين هيدريننپودر 
  cc۵۰ = استن

      cc۵۰  = بوتانول
ف تيره و در دمـاي اتـاق   معرف در ظر .نماييدين هيدرين را اضافه ناستن و بوتانل را مخلوط کرده و سپس پودر 

  .شوددرب آن بايد کاملاً محکم بسته . نگهداري مي شود
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  K1 روش تهيه ويتامين
  k1 g۲/۰= پودر ويتامين 

  cc۲۰= لواتان
غلظـت نهـايي   . م بسـته شـود  کدرب ظرف بايد کاملاً مح. شود ف تيره و در يخچال نگهداري ميمحلول در ظر

 پـودر ويتـامين   g۲/۰ .اردار استگهاي آ براي محيط g/mlμ۱۰ هاي مايع و براي محيط g/mlμ ۱/۰لول مح
K1  ک بـه  يدر شـرايط آسـپت  و يک قطعه کوچک فويل آلومينيومي استريل وزن کرده را رويml۲۰  ل در واتـان

 محلـول ذخيـره    .مقطـر اسـتريل اسـتفاده کنيـد      براي رقيق سازي بيشـتر از آب . يک بطري استريل اضافه کنيد
mg/ml۱۰ است. ml۱  ار وگيک ليتر آ بهاز محلول ذخيره را ml/l ۰۱/۰ ور از حلـول را د م .براث اضافه کنيد

  .نور و در يخچال ذخيره کنيد
  

  ) Haemine(روش تهيه همين
       g ۵/۰= پودر همين

  NaOH(N ۱ =cc۱۰( سود
مقطـر بـه حجـم      آب بـا  ، سـپس دکني ـحـل   و نرمال اضـافه کـرده   ۱سود cc۱۰مقدار فوق از پودر همين را به 

cc۱۰۰دقيقه،  ۱۵در شرايط . درسانيبoC۱۲۱، فشار  Lb۱۵ دنمايي ل کلاو استريدر اتو.  
غلظت دارد، ولـي هنگـام    mg/ml ۵ اين محلول ذخيره. محلول در ظرف تيره و در يخچال نگهداري مي شود

  .باشد µg/ml ۵ بايد داراي غلظت نهايي ،ساپلمنت عنوانمصرف به 
  

  H2O2( ۳%( روش تهيه آب اکسيژنه
 cc۹را بـه  % ۳۰آب اکسـيژنه   cc۱يعني ( .دمايينق مقطر رقي  با آب ۱:۱۰را به نسبت % ۳۰محلول آب اکسيژنه 

  .محلول در ظرف تيره و در يخچال نگهداري مي شود .)دنمايي مقطر اضافه  آب
  

  روش تهيه کريستال ويوله ذخيره و اگزالات آمونيوم ذخيره
  تهيه کريستال ويوله‐

  g۲۰ =پودر کريستال ويوله 
  cc۱۰۰= اتانول

  تهيه اگزالات آمونيوم‐
  g۱= ت آمونيومپودر اگزالا

  cc۱۰۰= مقطر  آب
  .دنماييــ ق مقطــر رقيـ ـ  بــا آب ۱:۱۰هنگــام مصــرف، محلــول کريســتال ويولــه ذخيــره را بــه نســبت        

)cc۱  ــتال ويولـــه و ــار حجـــم از  ) مقطـــر  آب cc ۹از محلـــول کريسـ   ســـپس ايـــن محلـــول را بـــا چهـ
  .)اگزالات آمونيم cc۴محلول کريستال ويوله رقيق شده و  cc۱(د کنيق محلول اگزالات آمونيم رقي
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  .دشو ره و در دماي اتاق نگهداري مي، در ظرف تيکريستال ويولهمصرفی محلول ذخيره و 
  
  

  وگللروش تهيه 
  g۱= يد
  g ۲= پتاسيم وريد
  cc۲۴۰ =مقطر  آب

  cc۶۰ =%۵محلول آبي بيکربنات سديم
 .برسـانيد   cc۲۴۰مقطر بـه    جم را با آب، بعد حد و يدور پتاسيم را کاملاً حل نماييدي ،مقطر  آب در مقدار کمي از

محلـول در   .نماييـد  را نيـز بـه آن اضـافه     )c۱۰۰ :مقطر  آب   g۵ :بيکربنات سديم(بيکربنات سديم  %۵محلول 
  .محکم ببنديد" رب آنرا بايد کاملاد. دمای اتاق نگهداری می شود 

  
  استون‐روش تهيه محلول الکل

  cc۲۵۰= اتانول
  cc۲۵۰= استون

  .را با استون مخلوط نماييد) اتانول( وي از الکل اتيليکحجم مسا
  

  يا سافرانين ذخيره/ روش تهيه فوشين
  g۲= پودر فوشين

  cc۱۰۰= اتانول
  يا و

  g۵/۲= پودر سافرانين
  cc۱۰۰= اتانول

 .مقطر رقيـق نماييـد    با آب ۱:۱۰نسبت ه محلول ذخيره فوشين يا محلول ذخيره سافرانين را ب ،به هنگام مصرف
  .يه و در دمای اتاق ذخيره می شوندته ،لولها در ظروف تيرهمح

  

 دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی
 معاونت بهداشتی

  شگاه هاياداره امور آزما
 


