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 در آزمایشگاه میکروب یمصرف يها ، معرفها و رنگکشت يمحیط هادستورالعمل تهیه انواع 
 :به شرح ذیل می باشد، یشناس

 
  لیزاسیون آنهایروش تهیه انواع محیط هاي کشت دهیدراته و استر

 بــر اســاس دســتورالعمل موجــود بــر روي قــوطی هــاي حــاوي انــواع محــیط هــاي کشــت  روش کــار
روي برچسب دستورالعمل تهیه محیط کشت درج گردیده اسـت.   لیزاسیون نیز بریرباشد. روش استمی

 این دستورالعمل ها بر حسب نوع محیط کشت و کارخانه تولیدکننده، متفاوت است.
 

 محیط هاي کشت دهیدراته شامل:
آگـار،   اسـکولین بایـل  ، )BHB/BHA( بـراث و  ، برین هـارت آگـار  B.A)آگار( آگار بی هوازي، بلاد

آگـار   ، کازوو آگار، کري بلر، کمپیلوباکتر سلکتیدمیت براث، کوکمدیوم بروسلا موت سولفیت آگار،سبی
، ، هموفیلـوس سـلکتیو آگـار   آگار EMB، تست آگار DNase، مدیوم TSA/TSB( ،CTAو براث (

، )LDS، لایـزین دکربوکسـیلاز سـولفیدراز مـدیوم (    )KIAکلایگلر آیرون آگار (، هکتون انتریک آگار
مـولر هینتـون آگـار و بـراث     ، ار، لایـزین آیـرون آگ ـ  سـرم  ، لـوفلر بـلاد  ن اشـتاین جنسـن مـدیوم   لوو

)MHA/MHB( ،MRVP نوترینت آگـار  مانیتول سالت آگار، مک کانکی آگار، مالونات براث، براث ،
 OF، آرژینـین دهیـدرولاز تسـت بـراث     ، اورنی تین دکربوکسیلاز)، نیترات براثN.A/N.Bو براث (
، پپتون آگـار، سـیمون سـیترات آگـار    ، آگار براث و، فنل رد آگار آلانینفنیل ، وم، پپتون واتربازال مدی

SIM سالمونلا شیگلا آگار (مدیوم ،S.S(تیت براث، سلن ،   ) ریپل شـوگر آیـرون آگـارTSI( ،TCBS 
 راتـه کـه در  و سایر محیط هـاي کشـت دهید   آگار XLD، لیکولات براث، اوره آگار و براث، تایو گآگار

 .ثبت شده اند می باشددفتر راهنماي محیط هاي کشت 
 

 روش تهیه محیط کشت ژلاتین (ترکیبی)
    g5 پیتون= 

Beef Extract  =g 3 
   g 120 =ژلاتین

حل شوند (از  تا کاملاً ددهی جوش قرار مقطر اضافه کرده و در بن ماري آب cc1000مقادیر فوق را به 
دقیقه و  15سپس در اتوکلاو به مدت  د).کنیعله پرهیز روي ش دادن این محیط کشت برحرارت 

محیط   PHسپس در لوله تقسیم کرده و نمایید. ) استریل Lb 15پوند ( 15در فشار  Co 121دماي
 برسانید 8/6کشت را به 
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 (ترکیبی) APWقلیایی یا  پپتونه  روش تهیه محیط کشت آب
  g10پیتون= 

 Nacl =(g10( کلرور سدیم
 cc 1000مقطر=آب

ل داده و اسـتری  در اتوکلاو قـرار  Lb 15 دقیقه, فشار 15و در شرایط  درسانیب 6/8-9را به  pHسپس 
 استفاده کنید) N  1( براي تنظیم از سود است. Co 121. دما نیز دنمایی

 
 روش تهیه محیط کشت حاوي گلیسرین جهت دیپ فریز

                                                     BHBا محیط کشت ) یTSB  )Trypticase Soy Brothاز محیط کشت پایه: محیط
)Brain Heart Infusion Broth گلیسرین به محیط پایه اضافه  %15) استفاده کنید. به میزان

) در لوله ml2-1 دهید تا محلول یکنواختی حاصل شود. سپس در مقادیر کم (نمایید. به خوبی تکان 
 اتوکلاو نمایید. Lb 15دقیقه و فشار  Co 121  ،15یم نموده و در شرایط هاي درپیچ دار تقس

 
 (براث/ آگار)  NaCl5/6% ط کشت روش تهیه محی

 ،باشـد نمـک مـی  فاقـد  این محیط کشت از آنجا که براث/آگار است.  نوترینتهمان محیط  پایهمحیط 
، Co121یزاسـیون همـان دمـاي    لی. شـرایط استر دنمایی ـه اضافه نمک به این محیط پای %5/6بنابراین 

 باشد.دقیقه می 15و زمان  Lb15 فشار 
 

 روش تهیه انواع قندها:       
 )cc100مقطر= و آب g10(قند= د نماییه از انواع قندها تهی %10محلول 

باشد. در غیـر اینصـورت مـی تـوان همـه انـواع       لیزاسیون قندها استفاده از فیلتراسیون مییروش استر
 دقیقه استریل نمود. 5به مدت  Lb5 ار را در فش اقنده

زیلـوز،  گبراي انواع لاکتوز، مـالتوز،  شرایط استریلیزاسیون ، دقندها را از هم تفکیک نمایی داگر بخواهی
شـرایط  و قه دقی 3به مدت  Co 121، دماي Lb 15 سالیسین، سوکروز، ترهالوز و آرابینوز شامل فشار

دقیقه مـی   15و زمان  Co 118-116، دماي Lb 12-10شار قندها شامل ف سایربراي استریلیزاسیون 
 باشد.
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 معرف ها و رنگ ها روش تهیه انواع
 VPروش تهیه معرف هاي 

 ):Aنفتول (معرفآلفا تهیه  -
  g 5 :نفتول آلفاپودر

 cc100اتانول: 
 
 ):B(معرف (پتاس)KOH تهیه -

KOH:g 40 
 cr:( g 3/0( کراتین

 cc100مقطر: آب
ر هستند لازم اسـت  یچون داراي پایداري متغ. شوندنگهداري میو در یخچال تیره  ها در ظروف معرف

 (بر حسب میزان کار) کنترل کیفی گردند. طور هفتگیه ب
 

 )MR( روش تهیه معرف متیل رد
 g 1/0پودر متیل رد= 

 cc 300=اتانول
معرف در ظـرف   .دانیرسب cc500مقطر حجم آنرا به  را در اتانول حل کرده سپس با آبرد پودر متیل 

چون داراي پایداري متغیـر اسـت، لازم اسـت بطـور هفتگـی (بـر        شود.در یخچال نگهداري می تیره و
 حسب میزان کار) کنترل کیفی گردد.

 
 س  روش تهیه معرف کواک

P- بنز آلدئید=  آمینودي متیلg10 
 cc150 آمیل الکل:

 cc50اسید کلریدریک غلیظ و تازه: 
 

الکل اضافه نموده و به آرامی اسید کلریدریک را بـه آنهـا اضـافه     آمیل آلدئید را بهو بنزیندي متیل آم
در یخچال نگهـداري مـی   تیره و ف ومعرف در ظر استفاده نمایید. دنمایید. براي تهیه این معرف از هو

(برحسـب میـزان کـار) کنتـرل کیفـی      بطور هفتگی چون داراي پایداري متغیر است، لازم است  شود.
 گردد.
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 روش تهیه معرف کلرور فریک
 g10= فریک کلرور

 (روش غیر اسیدي) cc100مقطر =  آب
 ccمقطـر  و آب cc 5/2، اسید کلریدریک غلیظ:g 12فریک: (روش دیگر تهیه این معرف شامل کلرور

در یخچـال نگهـداري    تیـره و ف ومعـرف در ظـر   .که ایـن روش، روش اسـیدي اسـت)    ،باشدمی 100
(برحسب میزان کار) کنتـرل کیفـی    بطور هفتگی پایداري متغیر است، لازم استچون داراي  شود.می

 گردد.
 

 روش تهیه معرف هاي احیاء نیترات
 :Aه معرف تهی-

N،N  آمین:  آلفا نفتیل لدي متیg6  
   N5، )30% (cc :1000اسیداستیک گلاسیال 
 N5گلاسـیال   اسید استیک cc1000آمین را در کمتر از آلفا نفتیل دي متیل  N ،Nمقدار فوق از  

رد  ده، محلول را از صافییتا حل شود. حجم را به یک لیتر رسان ددهیم حل کرده و کمی حرارت ملای
 .دکنی

 :Bه معرف تهی-
  g8مینو بنزن سولفونیک اسید): آ -Pاسید ( نیلیکاسولف
 N5، )30% (: cc 1000تیک گلاسیال ساسیدا

سـپس حجـم را بـه     وتیک حل کرده ساسیدا cc 1000متر از یلیک اسید را در کنمقدار فوق از سولفا
 زا انطآلفا نفتیل آمین سر ف تیره و در یخچال نگهداري می شوند.وها در ظر معرف .درسانیتر بیک لی
چون داراي پایداري متغیر هستند لازم است به طور هفتگی (بر حسب میزان کار) کنترل کیفی  .است

 گردند.
 

   ریندین هینروش تهیه معرف 
   g5/3 = ین هیدریننپودر 
 cc50 = استن

     cc50  = بوتانول
ف تیـره و در  معرف در ظـر  .نماییدین هیدرین را اضافه ناستن و بوتانل را مخلوط کرده و سپس پودر 

 دماي اتاق نگهداري می شود. درب آن باید کاملاً محکم بسته شود.
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  1K روش تهیه ویتامین
 k  g2/0=1پودر ویتامین 

 cc20= لوتانا
م بسته شـود. غلظـت   کشود. درب ظرف باید کاملاً محف تیره و در یخچال نگهداري میمحلول در ظر

 g2/0 اردار اسـت. گهاي آ براي محیط g/mlµ10 هاي مایع و براي محیط g/mlµ 1/0لول نهایی مح
ک ییط آسپتدر شراو را روي یک قطعه کوچک فویل آلومینیومی استریل وزن کرده  1K پودر ویتامین

مقطـر اسـتریل    ل در یک بطري استریل اضافه کنید. بـراي رقیـق سـازي بیشـتر از آب    واتان ml20به 
 ml/l ار وگ ـیـک لیتـر آ   بهاز محلول ذخیره را  ml1 است. mg/ml10 محلول ذخیره  استفاده کنید.

 .ور از نور و در یخچال ذخیره کنیدمحلول را د براث اضافه کنید. 01/0
 

 )  Haemineمین(روش تهیه ه
      g 5/0= پودر همین

 NaOH(N 1 =cc10( سود
مقطـر بـه    آب بـا  ، سـپس دکنی ـحل  و نرمال اضافه کرده 1سود cc10مقدار فوق از پودر همین را به 

 .دنماییل در اتوکلاو استری Lb 15 فشار ،Co121دقیقه،  15. در شرایط درسانیبcc100حجم 
غلظت دارد، ولی  mg/ml 5 داري می شود. این محلول ذخیرهمحلول در ظرف تیره و در یخچال نگه

 باشد. µg/ml 5 باید داراي غلظت نهایی ،ساپلمنت عنوانهنگام مصرف به 
 
 

 2O2H( 3%( روش تهیه آب اکسیژنه
را  %30آب اکسیژنه  cc1(یعنی  .دنماییق مقطر رقی با آب 1:10را به نسبت  %30محلول آب اکسیژنه 

 محلول در ظرف تیره و در یخچال نگهداري می شود. .)دنماییافه مقطر اضآب cc9به 
 

 روش تهیه کریستال ویوله ذخیره و اگزالات آمونیوم ذخیره
 تهیه کریستال ویوله-

 g20 =پودر کریستال ویوله 
 cc100= اتانول

 تهیه اگزالات آمونیوم-
 g1= پودر اگزالات آمونیوم

 cc100= مقطر آب
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 .دنماییــق مقطــر رقیــ بــا آب 1:10ســتال ویولــه ذخیــره را بــه نســبت هنگــام مصــرف، محلــول کری
)cc1   ــه و ــتال ویول ــول کریس ــم از     آب cc 9از محل ــار حج ــا چه ــول را ب ــن محل ــپس ای ــر) س  مقط

 .اگزالات آمونیم) cc4محلول کریستال ویوله رقیق شده و  cc1(د کنیق محلول اگزالات آمونیم رقی
 د.شوره و در دماي اتاق نگهداري می، در ظرف تیلهکریستال ویومصرفی محلول ذخیره و 

 
 وگللروش تهیه 

 g1= ید
 g 2= پتاسیم ورید
 cc240 =مقطر آب

 cc60 =%5محلول آبی بیکربنات سدیم
مقطـر بـه    ، بعـد حجـم را بـا آب   د و یدور پتاسیم را کـاملاً حـل نماییـد   ی ،مقطر آب در مقدار کمی از

cc240 ت سدیم (بیکربنات سدیم:بیکربنا %5محلول  .برسانید g5   مقطـر:  آب c100(    را نیـز بـه آن
 .محکم ببندید "رب آنرا باید کاملامحلول در دماي اتاق نگهداري می شود . د .نماییداضافه 

 
 استون-روش تهیه محلول الکل

 cc250= اتانول
 cc250= استون

 .(اتانول) را با استون مخلوط نمایید حجم مساوي از الکل اتیلیک
 

 روش تهیه فوشین/ یا سافرانین ذخیره
 g2= پودر فوشین

 cc100= اتانول
 یا و

 g5/2= پودر سافرانین
 cc100= اتانول

 ـ  ،به هنگام مصرف مقطـر   بـا آب  1:10نسـبت  ه محلول ذخیره فوشین یا محلول ذخیره سـافرانین را ب
 .ندیه و در دماي اتاق ذخیره می شوته ،محلولها در ظروف تیره .رقیق نمایید


