
استفاده و کنترل کیفیت لوپ 
های کالیبره میکروبیولوژیک

رقیه صبوریان

۱۴۰۰ماه مرداد 



اصول

شودمیاستفادهکمیهایکشتبرایکمیهایلوپ.

بهاستوابستهکالیبرهلوپباشدهبرداشتمایعحجم:

مایعنمونهنگهداریظرفشکلوحجم

موجبکهدارندبالاییسطحیکشش(سانتیمتر۱ازکمتر)کوچکقطرباظرفدرمایعات
.شودمیکمتربرداشت

لوپبردنفروجهت

لوپبردنفروعمق

مایعشود،خیسمایعداخلبهآنعمیقبردنفرووسیلهبهلوپبالایسیمکهزمانی
.دهدمیافزایشرایافتهانتقالحجموکردهحرکتسیمازاضافی



انواع لوپ

حجم

1 μl (0.001 ml)

10 μl (0.01 ml)

جنس

پلاتینیوم یا نیکروم: فلزی چند بار مصرف

 پلاستیکی یک بار مصرف



روش استفاده از لوپ

گامهن.کنیدخنکوسوزاندهانتقالبارهرازبعدواولینازقبلرا،فلزیهایلوپ
.اییدنماستفادهجدیدلوپازانتقالبارهربرایمصرفباریکهایلوپبکارگیری

1)ازبیشقطر)بزرگدهانهباظرفیدربایدمایعنمونهcmباشدشدهریخته.

تصوربهباکتریاییسوسپانسیونتادهیدتکانچرخشیحرکاتبارانمونه
.گرددمخلوطیکنواخت

ریدببفرومایعسطحزیرتاراآنحلقهفقطوداشتهنگهعمودیصورتبهرالوپ.
.نماییدخودداریمایعرویبرحبابهرگونهتشکیلاز

کنیدحاصلاطمینانلوپحلقهدرحبابگونههرنبودناز.

دهیدحرکتنمونهداخلمستقیمصورتبهپایینوبالابهتنهارالوپ.

زمانیاتکنیدمنتقلمحیطسطحبهپلیتبهمایعدادنفشاربارالوپمحتویات
.نماییدپخشراآنلوپباسپسونشودمشاهدهمایعیلوپدرکه



کنترل کیفیت
ملاحظات کلی

مصرفبارچندهایلوپ

وبودهگردشویدمطمئنتاکنیدبررسیمنظمطوربهراکالیبرههایلوپ
.باشندشدهسوختهموادیاخوردگیرفتگی،توشدگی،خمبدون

نظرازماهانهسپسوجدیدساختسریهردریافتازبعدراهالوپ
.نماییدبررسیشدهبرداشتحجمصحتازاطمینان

مصرفباریکهایلوپ

بررسیجدیدساختسریهردریافتازبعدرامصرفیکبارهایلوپحجم
.کنید



کنترل کیفیت
مواد و تجهیزات مورد نیاز

نوعمقطرآبIیاII

بلواوانسرنگمحلول(Evans Blue Dye Solution = EBD)

0.75:ذخیره g100دربلواوانسپودر mlمقطرآب

4شمارهواتمنصافیکاغذبامحلولکردنصاف

محلولساختتاریخوغلظتنام،باظرفگذاریبرچسب

ماه6مدتبهپایدارنور،ازدوراتاقدمایدرسازیذخیره

1نورعبورباایشیشهمربعهایکووتcm(کووتازهاگیریاندازههمهبرای
(.شوداستفادهیکسان

10پیپتچند،تمیزلیتریمیلی15آزمایشلولهچند:ایشیشهظروفmlکلاس
A1

موجطولدرتحلیلقابلیتباکالیبرهوخوبکیفیتبافتومتریااسپکتروفتومتر
620 nm



کیفیت به روش رنگ سنجیکنترل 

کاریهایمحلولسازیآماده

.11ml49بهراذخیرهمحلولازml(1:50رقت).نماییداضافهمقطرآب

مقطرآب5mlدیگرلولهسهدرو9mlاوللولهدرکرده،انتخابآزمايشلوله24.
.بريزيد

.31mlاوللولهبهوبرداشته1:50رقتاز(9ml)(1:500رقت).کنیداضافه

.45ml5نمايید،مخلوطکاملاوريختهدوملولهدر،برداشتهاوللولهازmlلولهاز
راچهارملولهاز5mlانتهادر.چهارملولهدرسوملولهاز5mlوسوملولهدردوم

نهاييرقتکهداشتخواهیدمحلول4ترتیباينبه.بريزيددوروبرداشته
.بودخواهدشکلمطابقيکهردرآمدهبدست

هارقتازیکهرقرائتاگرولیکنید،ذخیرهماه6تاتوانیدمیرافوقرقت54.
.نماییدتهیهجدیدهایرقتداشت،تفاوتقبلیقرائتاز3%±



لوله اول لوله دوم لوله سوم لوله چهارم

5ml

1ml 1:50از رقت

دور ریخته شود

رقت 1:500 1:1000 1:2000 1:4000

...آماده سازی محلول های کاری 



سنجیرنگ کنترل کیفیت به روش 
آماده سازی محلول های کاری

.کنیدتنظیم620nmموجطولباجذبحالتدررافتومتریااسپکتروفتومتر.4

.نماییدصفرمقطرآببارافتومتریااسپکتروفتومتر.5

.نماییدثبتوگیریاندازهرافوقرقت۴هرجذب.6

ثبتکاریبرگهدر(افقیمحور)هارقتازغلظتیهربرابررا(عمودیمحور)نوریجذب.7
منحنیساختنمنظوربهاستنزدیکنقطه4هربههمهازبیشترکهخطیک.نمایید

.کنیدرسم،کالیبراسیون



کنترل کیفیت به روش رنگ سنجی
1μlلوپ 

.بریزیدآندرمقطرآب10mlکرده،انتخابدیگریلوله1.

کاملاومنتقللولهاینبهرااولیهدخیرهمحلولازباردهآزمونمورد1μlلوپازاستفادهبا2.
.نماییدمخلوط

منحنیروی1:1000رقتجذببابرابربایدکهنمایید،گیریاندازهرامحلولاینجذب3.
.باشدکالیبراسیون

کلدر).نماییدگیریاندازهرالولههرجذبوتهیهدیگرآزمایشبارسهبرایرافوقمحلول4.
.(خوانده4

.نماییدمحاسبهراآنهامیانگیننموده،ثبت۱کاریبرگهدرراخوانده5۴.

اگر.نماییدثبتوآوردهبدستکاریبرگهدرموجودراهنمایاساسبرراصحتعدمدرصد6.
اختلاف1:1000ذخیرهمحلولجذباز±20%ازبیششدهخواندههایجذبمیانگین
.دهیدانجاماصلاحیاقدام.نیستتاییدموردلوپصحتباشد،داشته



کنترل کیفیت به روش رنگ سنجی
10μlلوپ 

آندرمقطرآب100mlکرده،انتخابایلوله،10μlلوپکیفیتکنترلبرای1.
.بریزید

بهبرداشته،رااولیهدخیرهمحلولازباردهآزمونمورد10μlلوپازاستفادهبا2.
.نماییدمخلوطکاملاومنتقللولهاین

.نماییدثبتوگیریاندازهرامحلولاینجذب3.

گیریاندازهرالولههرجذبوتهیهدیگرآزمایشبارسهبرایرافوقمحلول4.
.(خوانده4کلدر)نمایید

.نماییدمحاسبهراخوانده4میانگیننموده،ثبت۱کاریبرگهدرراهاخوانده5.

ثبتوآوردهبدستکاریبرگهدرموجودراهنمایاساسبرراصحتعدمدرصد6.
ذخیرهمحلولجذباز±20%ازبیششدهخواندههایجذبمیانگیناگر.نمایید

.دهیدانجاماصلاحیاقدام.نیستتاییدموردلوپصحتباشد،1:1000







توجه

فقطوعمودیصورتبهباردههررالوپاولیه،ذخیرهمحلولازبرداشتنبرای:1توجه
روفمحلولداخلبهحلقهبالایسیمکهزمانی.ببریدفرومحلولسطحزیرتاراآنحلقه
درخطاافزایشبهمنجرامراینکهیابدمیافزایششدهبرداشترنگحجمشود،برده

.گرددمیآزمایشنتیجه

1هایلوپکیفیتکنترلیاواستفادهدربالاخطایبهتوجهبا:2توجهμlبایدکارمراحل
.شودانجامزیادبسیاردقتبا

ودننبولوپبودنپرازکالیبرههایلوپکیفیتکنترلیاواستفادههنگامدر:3توجه
.نماییدحاصلاطمینانآندرحباب

10لوپکیفیتکنترلبرای:4توجهμl،0.2ذخیرهمحلولازتوانیدمی g/100 mlروشبه
:نماییداستفادهنیززیر



با استفاده از 10μlکنترل کیفیت لوپ کالیبره 
g/100 ml 0.2محلول ذخیره 

.120mg10بهرابلواوانسپودرازmlکاغذبارامحلول.کنیدحلکاملاا واضافهمقطرآب
0.2ذخیره،محلولاینغلظت.کنیدصاف4شمارهواتمنصافی g/100 mlمیباشد.

20μl.بریزیدمقطرآب1mlدیگرلولهسهدرو2mlاوللولهدرکرده،انتخابآزمایشلوله24.

0.2)اولیهذخیرهمحلولاز g/100 ml)نماییدمخلوطکاملاا وریختهاوللولهدر،برداشته.
لولهدروبرداشتهدوملولهاز1ml.بریزیددوملولهدروبرداشتهاوللولهاز1mlسپس
چهارملولهاز1mlانتهادروریختهچهارملولهدروبرداشتهسوملولهاز1mlوسوم

و1:100،1:200،1:400نهاییرقتبامحلولچهارترتیببدین.بریزیددوروبرداشته
.آیدمیدستبه1:800

620موجطولبااسپکتروفتومتریافتومتروسیلهبهراهارقتازیکهرنوریجذب3. nm

.نماییدثبتوگیریاندازه

ثبت2کاریبرگهدر(افقیمحور)هارقتازغلظتیهربرابررا(عمودیمحور)نوریجذب4.
منحنیتهیهمنظوربهاستنزدیکنقطهچهارهربههمهازبیشترکهخطیک.نمایید

.کنیدرسمکالیبراسیون،

1یکهردروکردهانتخابدیگرآزمایشلوله10سپس5. mlبریزیدمقطرآب.



...ادامه 

ازنموده،اولیهذخیرهمحلولواردراآنحلقهفقطوعمودیطوربهراآزمونمورد10μlلوپ.6
دروکنیدتکراردیگرلوله9برایراکاراین.بریدفرواولآزمایشلولهدروبرداشتهرنگیمحلول
بارچندلوپسوزاندناز.شودخشککاملاا تادهیدقرارکنخشککاغذرویرالوپفواصل،
.نماییدخودداریمصرف

.نماییدثبت2کاریبرگهدروگیریاندازهرامحلولهرجذبکامل،کردنمخلوطازبعد.7
2کاریبرگهدرموجودراهنمایاساسبرراصحتعدمدرصد.کنیدمحاسبهراآنهامیانگین
.نماییدثبتوآوردهبدست

رقتجذببابرابربایدآزمونمورد10μlلوپازآمدهدستبهنوریهایجذبمیانگین.8
از±%20ازبیششدهخواندههایجذبمیانگیناگر.باشدکالیبراسیونمنحنیروی1:100
اصلاحیاقدام.نیستتأییدموردلوپصحتباشد،داشتهاختلاف1:100ذخیرهمحلولجذب
.دهیدانجام





محدودیت ها

داشتهوجودحبابلوپباشدهبرداشتهحجمیامایعنمونهدرکهصورتیدر
صحیحغیربسیارمصرف،بارچندهمومصرفباریکهمکمی،هایلوپباشد،

.بودخواهند

کنیدخودداریمایعدادنتکانازحباب،ایجادازاجتناببرای.

نماییدبررسیحبابوجودنظرازدقتبهراشدهپرلوپ.

لوپبرای)کردنجایگزینو(مصرفبارچندهایلوپبرای)سوزاندنباراهاحباب
.ببریدبیناز(لوپنوعدوهربرای)مایعدربردنروفدوبارهیا(مصرفباریکهای
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شمااز توجه
سپاسگزارم


