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 چاپ اول



 موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران

موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران تنها سازماني است 
ها  در ايران كه بر طبق قانون ميتواند استاندارد رسمي فرآورده

و تدوين و اجراي آنها را با كسب موافقت شورايعالي  را تعيين
وظايف و هدفهاي موسسه . استاندارد اجباري اعلام نمايد

  :عبارتست از
انجام تحقيقات  –تعيين، تدوين و نشر استانداردهاي ملي ( 

بمنظور تدوين استاندارد بالا بردن كيفيت كالاهاي داخلي، كمك 
ارائي صنايع در جهت به بهبود روشهاي توليد و افزايش ك

نظارت بر اجراي  –ترويج استانداردهاي ملي  -خودكفائي كشور
كنترل كيفي كالاهاي صادراتي مشمول  –استانداردهاي اجباري 

استاندارد اجباري و جلوگيري از صدور كالاهاي نامرغوب به 
منظور فراهم نمودن امكانات رقابت با كالاهاي مشابه خارجي و 

المللي كنترل كيفي كالاهاي وارداتي مشمول  حفظ بازارهاي بين
استاندارد اجباري به منظور حمايت از مصرف كنندگان و 

توليدكنندگان داخلي و جلوگيري از ورود كالاهاي نامرغوب 
خارجي راهنمائي علمي و فني توليدكنندگان، توزيع كنندگان و 

مطالعه و تحقيق درباره روشهاي توليد،  –مصرف كنندگان 
ترويج  –ري، بسته بندي و ترابري كالاهاي مختلف نگهدا

آزمايش و  –سيستم متريك و كاليبراسيون وسايل سنجش 
تطبيق نمونه كالاها با استانداردهاي مربوط، اعلام مشخصات و 

  ) .هاي لازم  اي و صدور گواهينامه اظهارنظر مقايسه
موسسه استاندارد از اعضاء سازمان بين المللي استاندارد مي 

اشد و لذا در اجراي وظايف خود هم از آخرين پيشرفتهاي ب
علمي و فني و صنعتي جهان استفاده مي نمايد و هم شرايط كلي 

  .و نيازمنديهاي خاص كشور را مورد توجه قرار مي دهد



اجراي استانداردهاي ملي ايران به نفع تمام مردم و اقتصاد 
تأمين كشور است و باعث افزايش صادرات و فروش داخلي و 

ايمني و بهداشت مصرف كنندگان و صرفه جوئي در وقت و 
هزينه ها و در نتيجه موجب افزايش درآمد ملي و رفاه عمومي 

  .و كاهش قيمتها مي شود
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اينك به استناد ماده يك , مورد تائيد قرار گرفته  1369/11/14
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  .ايجاد شود 

ررسي امكانات و مهارتهاي موجود و اجراي آزمايشهاي لذا با ب 
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روش شناسائي و شمارش پردوموناس   
  )روش غني سازي (  1آئروژينوزا 
  ـ مقدمه 0   

اي از باكتريها هستند كه بويژه با شرايط  ها دسته پزودوموناس 
اين باكتريها در . اند  زندگي در محيطهاي آبي سازگاري يافته

. توانند بيماري زا باشند  انسان و حيوانات و گياهان مي
تواند به  ترين آنها پزودوموناس آئروژينوزا است كه مي مهم

منابع آلودگي آن متغير  دلايل متفاوتي در آب وجود داشته و
آلودگي مدفوعي  2توان از آن به عنوان نشانگر باشد لذا نمي

توان به دقت  استفاده كرد و اهميت وجودي آن را هميشه نمي
هاي داخل  اين باكتري در افرادي كه از عدسي. تعيين كرد 

كنند سبب التهاب قرنيه چشم شده و نيز در  چشمي استفاده مي
تواند  هاي ايمني آنها ضعيف شده است مي مافرادي كه مكانيس

  .ايجاد بيماري نمايد 
مقاومت اين باكتري در برابر شرايط كمبود مواد غذائي و  

همچنين تركيبات ضد عفوني كننده باعث شده است كه به 
هاي بيمارستاني  ترين عوامل ايجاد عفونت صورت يكي از مهم

  .درآيد 
ي وابسته به آن از تعدادي ها پزودوموناس آئروژينوزا و گونه 

جدا  4هاي هگزاكلروفن و صابون 3از تركيبات چهارتائي آمونيوم
, وجود پزدوموناس آئروژينوزا در آب آشاميدني . اند  شده

آبهاي پرشده در بطري استخرهاي شنا و منابع آب 
هاي بهداشتي و آرايشي مانند شامپو ـ  ها و فرآورده بيمارستان

تواند خطراتي را براي مصرف  ها مي و ريملها  ها ـ كرم لوسيون
به همين دليل تدوين استاندارد روش . كننده بهمراه داشته باشد 



ها  مرجع براي شناسائي و شمارش آن در اين نوع فرآورده
  .ضروري است 

  ـ هدف و دامنه كاربرد 1  
هدف از تدوين اين استاندارد ارائه روش مرجع جهت شناسائي  

  .باشد  مي MPNناس آئروژينوزا بروش و شمارش پزودومو
شود كه تعداد قابل  اين روش به ويژه در مواردي توصيه مي 

انتظار اين باكتري در نمونه مورد آزمايش كم بوده و مقادير 
در نمونه , بالنسبه بالائي از ماده ضد عفوني كننده بكار رفته 

  .باقي مانده است 
  ـ تعريف 2  

از نظر اين استاندارد پزودوموناس آئروژينوزا باكتري است كه  
تواند رشد  در محيطهاي كشت داراي آسپاراژين و اتانول مي

اين . فلورسنت محلول در آب بنمايد  5كرده و توليد رنگيزه
باكتريها همچنين هنگامي كه در محيطهاي كشت داراي شير و 

هاي  درجه سلسيوس گرمخانه گذاري شوند پرگنه 42آگار در 
هاي ممكنست فاقد  برخي از سويه( كنند  مشخص توليد مي

رنگيزه باشند كه در اين صورت شناسائي آنها طبق آزمايشهاي 
  .)گيرد  اين استاندارد انجام مي 8تائيدي بند 

  ـ اساس روش 3  
هاي مشخصي از نمونه آب يا  غني سازي ـ حجم - 1- 3 

هاي تهيه شده از نمونه مورد آزمايش به محيط كشت  رقت
انتخابي افزوده شده و در شرايطي كه ذكر خواهد شد گرمخانه 

  .شوند  گذاري مي
شمارش ـ ظروف حاوي محيط كشت و نمونه كشت  - 2- 3 

فلورسانت در  6به منظور مشاهده رشد و يا توليد رنگيزه, شده 



زير نور ماوراء بنفش مورد بررسي و در صورت لزوم با روش 
مورد شمارش قرار  (MPN) 7بيشترين شمارش احتمالي 

  .گيرد  مي
تائيد ـ از هر يك از ظروفي كه از نظر رشد و يا توليد  - 3- 3 

اند برداشت كرده و در محيط  رنگيزه فلورسانتي مثبت بوده
, رمخانه گذاري پس از گ. شود  آگار شيردار كشت داده مي

هاي مشخص پزودوموناس  ظروف پتري از نظر وجود پرگنه
  .گيرند  آئروژينوزا مورد مطالعه قرار مي

هاي  پرگنه, به منظور بدست آوردن كشت خالص  - 1- 3- 3 
مجددا در محيط آگار شيردار كشت داده  3- 3رشد يافته در بند 

هاي خالص سرانجام طبق جدول  هر يك از كشت. شوند  مي
و در صورت نياز به آزمايشهاي تائيدي  2-7شماره يك بند 

  .مورد آزمايش قرار گيرند  8بند  2طبق جدول شماره 
  ـ وسايل لازم 4  

وسايل لازم شامل وسايل معمولي آزمايشگاه ميكروبشناسي  
باضافه لامپ ماوراء بنفش كه طول موج نور ساطع شده از آن 

  .باشد ) ميكرون  ميلي( نانومتر  20±360بين 
محلولهاي رقيق كننده و , ـ محيطهاي كشت  5  

  ها معرف
روند بايد از خلوص  ها بكار مي كليه موادي كه در اين آزمايش 
آزمايشگاهي لازم برخوردار باشند محيطهاي كشت و معرفها  8

در صورتي كه از محيطهاي كشت . بايد با آب مقطر تهيه گردند 
گردد بايد طبق دستور كارخانه سازنده  استفاده مي تجارتي

  .آماده شوند 



توان يكي از سه محلول رقيق  مي: كننده  محلولهاي رقيق - 1- 5 
  .كننده زير را بكار برد 

  )دار  آب پپتن( آب پپتنه  - 1- 1- 5 
  تركيب - 1-1- 1- 5 

  
ليتر آب حل  ميلي 950پپتن را در حدود : طرز تهيه  - 1-2- 1- 5 

را در صورت لزوم با افزودن محلول سود نرمال و  PHكرده و 
سپس حجم . تنظيم كنيد  0/1±7يا هيدروكلريك اسيد نرمال در 

ليتر رسانده و در ظرف مناسب تقسيم كنيد  ميلي 1000آب را به 
  .درجه سلسيوس اتوكلاو نمائيد  1±121دقيقه در  15و مدت 

  آب پپتنه نمكدار - 2- 1- 5 
  :تركيب  - 2-1- 1- 5 

  
 950پپتن و سديم كلرايد را در حدود : طرز تهيه  - 2-2- 1- 5 

  .ليتر آب حل كرده و مانند بند فوق آنرا تهيه كنيد  ميلي

  محلول رينگر  - 3- 1- 5 
  :تركيب  - 3-1- 1- 5 
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مواد فوق را در آب مقطر حل كرده و : طرز تهيه  - 3-2- 1- 5 

درجه  1±121هاي مورد نظر در اتوكلاو  پس از تقسيم به حجم
دقيقه سترون كنيد و تا موقع مصرف در  15سلسيوس براي 

  .يخچال نگهداري نمائيد 
هاي آرايشي و بهداشتي استفاده  يادآوري ـ در مورد فرآورده 

  .بهتر است ) 1- 1- 5(از رقيق كننده آب پپتنه بند 
  محيطهاي كشت - 2- 5 
(  9محيط غني كننده آبگوشت آسپاراژين با اتانول  - 1- 2- 5 

  )10محيط در يك 
  تركيب محيط - 1-1- 2- 5 



  
2- Single Strength 
3-Conentrated 

  
كليه مواد فوق را باستثناي اتانول در : طرز تهيه  - 1-2- 2- 5 

 .مقداري آب حل كنيد 
دار تقسيم  سپس اتانول را به محيط افزوده و در ظروف درپيچ 

دقيقه در  15در ظروف را كمي سفت كنيد و آنها مدت . كنيد 
پس از پايان مدت و . درجه سلسيوس اتوكلاو نمائيد  121±1

به منظور جلوگيري از , خارج كردن محيط كشت از اتوكلاو 
  .ها را كاملا سفت كنيد  درنگ سرپيچ بي, تبخير اتانول 

  10محيط كشت آگار شيردار با سيتريمايد  - 2- 2- 5 



اين محيط از دو بخش زير تشكيل  :تركيب محيط  - 2-1- 2- 5 
 .گردد  مي

  
مواد فوق را با هم مخلوط كرده و در بن ماري تا دماي جوش  

 7/4تا  7/2آن را بين  PHحرارت دهيد پس از حل شدن مواد 
درجه  1±121دقيقه و در دماي  20تنظيم كرده و به مدت 

  .سلسيوس اتوكلاو نمائيد 
  :ب ـ بخش دوم محيط  



  
الف با  - 1-2- 2- 5آبگوشت عصاره مخمر تهيه شده طبق بند  

سيتريمايد و آگار مخلوط كرده و در بن ماري تا دماي جوش 
  )مخلوط اول . ( حرارت داده تا مواد كاملا حل شوند 

اي جداگانه شير خشك بدون چربي را به  در يك ظرف شيشه 
دوم  مخلوط( آب مقطر افزوده و مخلوط كنيد تا كاملا حل شود 

دقيقه در  5سپس مخلوط اول و دوم را بطور جداگانه به مدت ) 
به منظور . درجه سلسيوس اتوكلاو نمائيد  1±121دماي 

پيشگيري از كار امليزه شدن شير لازم است بلافاصله پس از 
پايان زمان اتوكلاو هر دو مخلوط را خارج كرده و آنها را تا 

بعد مخلوط دوم .  درجه سلسيوس سرد كنيد 55الي  50دماي 



را با رعايت شرايط ستروني به مخلوط اول افزوده و تكان دهيد 
  .تا يكنواخت شود 

آماده كردن ظروف پتري محتوي محيط آگار  - 2-2- 2- 5 
ليتر از محيط آگار شيردار آماده شده  ميلي 15شيردار ـ حدود 

را به هر يك از ظروف پتري سترون افزوده و پس از 
 30ظروف را به مدت , قبل از استفاده از آن  شدن محيط و بسته

درجه سلسيوس بطور واژگون و با  55الي  50دقيقه در دماي 
درجه  37ساعت با در باز در دماي  2درباز و يا به مدت 

  .سلسيوس قرار دهيد تا سطح محيط خشك شود 
توان حداكثر مدت يكماه  ظروف پتري حاوي محيط كشت را مي 

  .نگهداري كرد ) ه سلسيوس درج 1±4( در يخچال 
  هاي آب ـ نكات لازم در برداشت نمونه 6  

هاي آب  برداري از آبهاي آشاميدني و يا نمونه براي نمونه 
هاي  بايد از بطري, ها و ساير آبهاي بطري نشده  بركه, استخر 
اي سترون شده و يا ظروف پلاستيكي سترون استفاده  شيشه

  .كرد 
برداري بايد توجه داشت تا آلودگي ثانوي پيش  در هنگام نمونه 

اي بايد قبل از سترون شدن با آب و  هاي شيشه نيايد و بطري
. شوينده مناسب شسته شده و با آب مقطر آبكشي شوند , ماده 

درجه  160(اين ظروف بايد در دماي خشك سترون كردن را 
د موادي از خود آزاد تحمل نمايند و در اين دما نباي) سلسيوس 

  .نمايند كه براي رشد باكتريها باز دارنده باشند 
برداري از آبهاي كلر زده شده بايد پس از سترون  براي نمونه 

ليتر  يك ميلي, ليتر حجم ظرف  ميلي 125كردن ظروف بازاء هر 
سترون  (Na2S2O3)از محلول يك درصد سديم تيوسولفات 

  .كلر را خنثي سازد اضافه شود تا اثر بازدارندگي 



برداري شده بايد تا رسيدن به آزمايشگاه و پس از  آبهاي نمونه 
درجه سلسيوس  5تا  2آن تا زمان آزمايش در دماي بين 

  .نگهداري شوند 
ساعت  6برداري تا آزمايش از  لازم است كه زمان بين نمونه 

  .بيشتر نباشد 
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توان از  رد نظر باشد ميدر صورتي كه شمارش باكتري مو 
 5اي و يا  سه لوله) MPN(روش بيشترين شمارش احتمالي 

  )مراجعه به جداول انتهاي استاندارد . ( اي استفاده كرد  لوله
چنانچه شمارش مورد نظر نباشد حجم معيني از نمونه را  

  .توان مستقيمأ و يا با تهيه رقت به محيط غني كننده افزود  مي
ليتر از نمونه مورد آزمايش و يا  كشت ـ يك ميلي - 1- 7 

ليتر از محيط آبگوشت  ميلي 4هاي تهيه شده از آن را به  رقت
در لوله بيفزائيد در صورتي كه  1- 2- 5آسپاراژين اتانول بند 

ليتري مورد آزمايش قرار  ميلي 50ليتري و يا  ميلي 10هاي  حجم
حجم نمونه مورد  هم, گيرند با استفاده از ظروف بزرگتر  مي

- 5بند ( آزمايش از محيط آسپاراژين ـ اتانول با غلظت بيشتر 
  .به آن اضافه كنيد ) 1-1- 2
 48گذاري ـ ظروف كشت داده شده را به مدت  گرمخانه - 2- 7 

گذاري نمائيد  درجه سلسيوس گرمخانه 1±37ساعت در دماي 
يا پيدايش , و پس از اين مدت ظروف را از نظر رشد 

در يك  3انس با استفاده از لامپ ماوراء بنفش بند فلوئورس
  .اطاق تاريك مشاهده كنيد 

از هر يك از ظروف محيط غني كننده كه رشد و يا حالت  
برداشت ) آنس ( دهند يك حلقه كشت  فلورسانس را نشان مي

كشت داده و  2-2- 5كرده و در سطح محيط آگار شيردار بند 



 24جه سلسيوس به مدت در 0/5±42ظروف پتري را در دماي 
ها را  پس از پايان اين مدت كشت. ساعت گرمخانه گذاري نمائيد 

با شفاف شدن ( توليد رنگيزه و ئيدروليز كازئين , از نظر رشد 
بررسي نمائيد ) گردد  محيط شير در پيرامون پرگنه مشخص مي

نشان ) شماره يك ( نتايج آزمايش را مانند آنچه در جدول . 
  .ت يادداشت كنيد داده شده اس

  
  واكنش مثبت+ =  
  واكنش منفي=  - 
باكتريهاي ديگر گاهي واكنشهاي نامشخصي مانند ستون =  * 

دهند در چنين مواردي آزمايشهاي  جدول نشان مي 3و  2
اين  8هاي نامشخص طبق بند  تكميلي به منظور شناسائي سويه

  :يابد  استاندارد ادامه مي
ـ توليد رنگيزه در محيط كشت ممكنست در اثر  1يادآوري  

رشد باكتريهاي ديگري غير از پزودوموناس آئروژينوزا 
در چنين مواردي قبل از اينكه ظروف پتري از . بازداشته شود 



نظر رنگيزه مورد بررسي قرار گيرند بايد در حرارت آزمايشگاه 
  .در مجاورت نور قرار گيرند 

كه  1-2- 5حيط غني كننده بند شمارش ـ تمام ظروف م - 3- 7 
رشد و يا حالت فلورسانس از خود نشان داده و پس از كشت 

هاي بدست آمده از  دوباره بر روي محيط آگار شيردار پرگنه
مندرج در جدول شماره يك را نشان  1آنها واكنشهاي ستون 

دهند به عنوان ظروف مثبت از نظر پزودوموناس آئروژينوزا  مي
را نشان  2هاي ستون  آنهائي كه واكنش گردند و تلقي مي

دهند به احتمال قوي پزودوموناس آئروژينوزا هستند كه  مي
اين  8بر طبق بند , 3توان آنها را نيز مانند موارد ستون  مي

  .استاندارد مورد آزمايشهاي تائيدي قرار داد 
  هاي نامشخص ـ شناسائي سويه 8  

هاي بدون رنگيزه را مورد  توان سويه در صورت لزوم مي 
براي اين منظور يك پرگنه . آزمايشهاي تائيدي قرار داد 

مشخص و جدا شده بر روي محيط آگار شيردار را انتخاب 
را بر  2كرده و آزمايشهاي تائيدي مندرج در جدول شماره 

  .روي آن انجام دهيد 
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و آن ) MPN(با استفاده از جدول بيشترين تعداد احتمالي  
تعداد از ظروف محيط غني كننده و آزمايشهاي تائيدي كه از 

بيشترين , اند  نظر وجود پزودوموناس آئروژينوزا مثبت بوده
ليتر از آب يا نمونه  ميلي 100تعداد احتمالي اين باكتري را در 

  .مورد آزمايش محاسبه كنيد 
توان نتايج را به  ي كه شمارش مورد نظر نباشد ميدر صورت 

ليتر از نمونه  ميلي 100صورت وجود يا عدم اين باكتري در 



هاي بيشتري مورد آزمايش قرار  در مواردي كه حجم. ذكر كرد 
نتايج آزمايش بايد با ذكر , گيرد مانند آبهاي پر شده در بطري 

  .حجم نمونه همراه باشد 
   

  

   
1 - Pseudomonas aeruginosa  
2-Indicator  
3-Quaternary Ammonium Compounds  
4-Hexachlorophene Soaps  
5-Pigment  
6 -MOST PROBABLE NUMBER  
7 -  MOST PROBABLE NUMBER  
8 - Analytical Reagent Quality   
9 - )10 Drake , s Medium (Aspargin Broth With 

Ethanol  
10 - Milk Agar With Cetrimide Medium  
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