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یت کیفو کنترل آماده سازی، تهیه 

محیط های کشت میکروبی
رقیه صبوریان

۱۴۰۰مرداد ماه 



کشتنکات عمومی در مورد تهیه محیط های 

مصرفیآب

آبافزودنوکشتمحیطپودرتوزین

کشتمحیطکردنحل

توزیع

استریلیزاسیون

مصرفجهتسازیآماده

تنظیموگیریاندازهpH

شدهتهیهکشتهایمحیطنگهداری

،کشتهایمحیطتهیهدرممکنعللومشکلاتخطاها



آب مصرفی

داردیبستگآنهاتهیهدراستفادهموردخامموادکیفیتبهمستقیمطوربهکشتهايمحیطکیفیت.

رودمیکاربهکشتهايمحیطتهیهدرکهاستمواديمهمترینازیکیآب.

شاملکشتهايمحیطتهیهدراستفادهموردآببرايمهمهايمعیار

الکتریکیهدایتقدرتبررسی

الکتریکیمقاومت

میکروبیآلودگی

pH

آبدریدنبا،هامیکروارگانیسماغلببرايمهارکنندگیخاصیتدلیلبهمسهايیونآلایدهشرایطدر

.باشدداشتهوجودکشتهايمحیطتهیهبراياستفادهمورد

براینابراینباست،نشدهمستندکافیبطورفرآیندهاعملکرددرآبنوعتاثیرشناسیمیکروببخشدر

.شوداستفاده۱نوعآبازامکانصورتدرشودمیتوصیهناشناختهمشکلاتازجلوگیری

۲عنوآبمعیارهایکهایدیونیزهآبازشناسیمیکروبهایآزمایشگاهاکثرگرایانهواقعبطوراما

.کنندمیاستفادهباشد،داشتهرا



آب آزمایشگاهی
معرفایبافرهاسازیآمادهاسی،ایمونوفلورسنسرادیوایمونواسی،ایمونواسی،آنزیمدراستفادهمورد:۱نوع

سلولیکشتموادوشناسیویروسالکتروفورز،هایمعرفنیستند،نگهدارندهموادحاویکههایی

موادآنهابهیاشوندمیاستریلیاکههاییمعرفوها،رنگوکشتهایمحیطدراستفادهمورد:۲نوع

.شودمیاضافهنگهدارنده

ایشیشهظروفاولیهکشیآبوشستشوبرای:۴و۳نوع

آزمایشانجامدفعاتوخصوصیاتQCآزمایشگاهیآب



مصرفیآب 

استآمدهزیرجدولدرخلاصهطوربهآبانواعخصوصیات.

≤

حداکثر

حداقل



آبتوزین پودر محیط کشت و افزودن 

ودرپازمناسبیمقداراست،گردیدهنصبآنقوطیرويبرکهکشتمحیطتهیهدستورالعملطبق

.نماییدوزندقتباراکشتمحیط

کهآنهاییخصوصبهپودرهااستنشاقاز.کنیدبازرطوبتوهواجریانازدورراکشتمحیطقوطی

وقتدبهسرعت،بهراپودر.کنیداجتنابپوستباآنهامدتطولانیتماسوهستندسمّیموادداراي

.ببندیدراظرفدر  زودترهرچه.کنیدوزنغبارایجادبدون

اضافهآنبهراکشتمحیطشدهوزنمقدارسپس.بریزیدظرفداخلرانیازموردآبحجمنصف

.دهیدتکانتنديبهدقیقهچندبراي.نمایید

حلولمواردنیزدیوارهبهچسبیدهکشتمحیطذراتتابریزیدظرفداخلیدیوارهبهراآبباقیمانده

دراستممکنآب،سطحبالايدرکشتمحیطخشکپودرچوناست،مهمبسیارمرحلهاین.شوند

.گرددآلودگیمنبعونشوداستریلاتوکلاو



کشت و توزیع آنحل کردن محیط 

کشتهايمحیطاما.شدخواهندحلملایموآهستهدادنتکانبامعمولاا آگار،بدونکشتهايمحیط

اتشونددادهحرارتسپس.شوندمخلوطآببادقیقهچندمدتبهدادنحرارتازقبلبایدآگارحاوي

.شودحلکردن،اتوکلاوازقبلآگار

بسوزندآنکهبدونبجوشانیدراکشتهايمحیط.

یاهاتپلیداخلتقسیمبرايدادن،حرارتمقداراینازبعدشوند،اتوکلاونبایدکهکشتیهايمحیط

.بودخواهندآمادهدیگراستریلظروف

دبتوانیتابریزیدکشتمحیطحجمبرابر3تا2حجمبامناسبظرفیدرراکشتمحیطشودمیتوصیه

.کنیدمخلوطودهیدتکانخوبیبهراآن



استریلیزاسیون

121دمايدرودقیقه15مدتبهاتوکلاودرلیتر،یکحجمتاکشتمحیطاستریلیزاسیون°C فشار(

.گیردمیانجام(مربعمترسانتیبرکیلوگرم2/1

دادتغییرمناسبطوربهرااستریلیزاسیونچرخهبایدلیتریکازبیشترهايحجمبراي.

دوازربیشتمقادیرکهدهدمیرخهنگامیکشتهايمحیطاستریلیزاسیوندرمشکلاتاکثرچوناما

هايمحجدرراکشتمحیطزیادمقادیرکهشودمیتوصیهلذاشوند،استریلبایدکشتمحیطلیتر

.نماییدتقسیمکوچکتر

121دمايدرکشتمحیطلیتری1هایحجمتااستریلیزاسیونشودمیتوصیه°C،دقیقه15مدتبه

.شودانجام



مصرفآماده سازی جهت 

50حدودبهکشتمحیطدمايدهیداجازهاستریلیزاسیون،ازبعد°Cشرایطرعایتباسپس،برسد

.نکنیدتقسیمC°50ازبالاتردمايدرراکشتمحیطوقتهیچ.نماییدتقسیمنهاییظروفدرآسپتیک

50حدودبهکشتمحیطدمايکهاینازبعدبایدحرارتوگرمابهحساسهايمکمل - 45°Cرسید،

.شونداضافهآنبه

سپس.سدبراتاقدمايبهبایدشود،اضافهکشتمحیطبهکهاینازقبلاستریل(ساپلمنت)مکملدماي

کههایینظروفدروکنیدمخلوطخوبنموده،اضافهکشتمحیطبهآسپتیکشرایطرعایتبارامکمل

.نماییدتقسیماند،شدهاستریلقبلاز



pHاندازه گیری و تنظیم 

مقدارpHشودمیبررسیکهاستمهمیفیزیکیخصوصیاتازیکیکشتمحیط.

pH25دمايتاشدهخنکوشدهاستریلمحصولنهایی°Cازاستفادهباارلنیاپلیترويبایدرا

pHسنجشازبعدراآنهاونموده،گیرياندازهاستانداردمترpHریختدور.

توصیهاساسبرCLSI،گیریاندازهpHالزامیآگارهینتونمولرمحیطساختوتهیهبارهربراي

.(۷.۴تا۷.۲)است

کهصورتیدرpHطمحیقوطیرويبرشدهدرج)انتظارموردعددباشدهساختههینتونمولرمحیط

.شوداستفادهمحیطآنازنبایدکاری،خطایعدمصورتدرباشد،نداشتههمخوانی(کشت

ونهپپتآبمانند)شوندمیتهیهمجزامادهچندافزودنازکهتلفیقیکشتهايمحیطتهیههنگامدر

.(نظرموردpH±0.2)شودمیتنظیمسپسوگیرياندازهpH،(قلیایی

pH25دمایتاآنشدنخنکوکردناتوکلاوازبعدکشتهايمحیطنوعاین°C،ازاستفادهبا

.باشدمینادرستpHکاغذازاستفاده.شودمیتنظیمسپسوگیرياندازه،استانداردمترpHدستگاه

تنظیمpH ا )لیتردرگرم40سدیمهیدروکسیدازاستفادهبامعمولاا زااستفادهبایاو(مولاریکتقریبا

ا )لیتردرگرم536.کلریدریکاسید .شودمیانجام(مولاریکتقریبا



pHروش های اندازه گیری 

pHنماییدگیریاندازهزیرهايروشازیکیبهرا:

دردقیقه15-30مدتبهدهیداجازهوکردهلهکاملاا کوچکظرفیدرراپلیتیکآگار:اولروش

.نماییدگیرياندازهراpHودهیدقرارآندررامترpHالکترودنوكسپسبماند،باقیحالتاین

الکترودنوك:دومروشpHبهرامذابآگارازاندکیمقدار.دهیدقرارکوچکیارلنداخلدررامتر

.نماییدگیرياندازهراpHآگار،شدنسفتازپسریخته،ارلنداخل

نماییداستفادهسطحیالکترودهاياز:سومروش.



شدهنگهداری محیط های کشت تهیه 

استرطوبتونوردما،شرایط،ایندرارزیابیموردعوامل.

آنهاسازيذخیرهونگهدارينحوهدهنده،تشکیلاجزاءنوعبهشده،تهیهکشتهايمحیطعمرطول

.داردبستگی

یلتشکموجبکشتهايمحیطبهنورتابش.شوندنگهدارينورازدوربایدکشتهايمحیطتمامی

.گرددمیپراکسیدازمانندباکتریوسایدوباکتریوستاتیکمواد

بهاگرولی،باشدمیهفتهیکگرادسانتیدرجه4دمايدرپلیتیکشتهايمحیطاغلبعمرطول

.هستندمصرفقابلهفته3-4تانکند،نفوذآنهاداخلهواکهشوندبنديبستهمناسبايگونه

دارديبستگآنهادرموجودبیوتیکآنتيپایداريبهبیوتیکآنتيحاويکشتهايمحیطعمرطول.

گذشتابدیگرسوياز.شونداستفادههفتهیکمدتدربیوتیکآنتيحاويهايمحیطشودميتوصیه

ک،بیوتیآنتيغلظتافزایشدلیلبهداده،دستازراخودرطوبتکشتهايمحیطگونهاینزمان

.یابدميافزایشآنهاانتخابيقدرت

اتاقدمايدرساعت8ازبیشکشتمحیطپلیتاگر.رسانداتاقدمايبهمصرفازقبلبایدراهاپلیت

.باشدنميمناسبمصرفبرايبماندباقي



نگهداری محیط های کشت تهیه شده

هايمحیطایناغلب.دارندتريطولانيعمرپلیتيکشتهايمحیطبامقایسهدرايلولهکشتهايمحیط

.باشندميمصرفقابلماه3-6شوند،نگهداريگرادسانتيدرجه4دمايدراگرکشت

استثناءموارد:

وبراثنیتراتاندولبراث،تایوگلیکولاتSIMباشندمینگهداريقابلماهیکمدتبه.

هايمحیطCTA MediumوOF Mediumهفته6مدتبهبراثهینتونمولروکربوهیدراتحاوي

.باشندمینگهداريقابل

آگارهینتونمولرمحیط:

بههاپلیت.نمودنگهداری(سانتیگراددرجه۸تا۲)یخچالدریاکرداستفادهروزهمانتوانمیراهاپلیت

.باشدمیپایدارروز۷مدت

آزمایشانجامزماندرکهصورتیدرهمچنینوشدنخشکازجلوگیریبرایهااحتیاطرعایتصورتدر

.باشنداشتهدترطولانیعمرنیمهتوانندمیباشند،قبولقابلمحدودهدرهامحیطاینباکیفیتکنترلنتایج





ارزیابی کیفیت محیط های کشت میکروبی

کشتمحیطهاییاوتجاریمصرفآمادههایمحیطکیفیتازبایدآزمایشگاههر
.نمایدحاصلاطمیناناستفادهازقبلدهیدراته،

استفادهازقبلخریدوساختسریهر:تجاریمصرفآمادههایمحیط

ماه۶هرسپسواستفادهازقبلخریدوساختسریهر:دهیدراتهکشتهایمحیط

ازعبارتندکشتهایمحیطکیفیتکنترلعمومیالزامات:

1)کشتهایمحیطاطلاعاتثبت

2)ظاهریبررسی

3)آلودگیبررسی

4)کیفیتکنترلآزمایشانجام



اطلاعات محیط های کشتثبت (1

1.تجاریمصرفآمادههایمحیط:

تاریخ،دریافتتاریخانقضاء،تاریخساخت،سری،(سازندهشرکت)آنتهیهمنبع

استفادهبهشروع

سازندهدستورالعملمطابقمحیطهرنگهداری(درمعمولاC۲-۸)

2.آزمایشگاهدردهیدراتهپودرازشدهساختههایمحیط:

روشساخت،سری،(سازندهشرکت)آنتهیهمنبعشده،ساختهمحیطمقدار

استفادهبهشروعتاریخ،(لزومصورتدر)pHساخت،تاریخآن،نمودناستریل

آنسازندهفردناموانقضاءتاریخآن،از



فرم ثبت آماده 

سازی محیط 

کشت



ه نام تولید کنندنام محیط کشت

محیط

سری ساخت 

پودر محیط

تاریخ 

ساخت

نام فرد سازنده 

محیط

ماده افزودنی

در صورت )

(بکارگیری

سری ساخت 

ماده افزودنی

فرم محیط

لوله، )

(پلیت

ه تعداد ساخت

شده

pH( در صورت

(نیاز

فرم ثبت تهیه 

محیط ( ساخت)

کشت



ظاهریبررسی (2

هالولهوهاپلیتدیدگیآسیبیاشکستگی

هالولهوهاپلیتجدارهازآگارشدنجدا

آگارشدنذوبیازدگییخ

هاپلیتناصافشدنپر

هاپلیتدرآگارناکافیمقدار(برايMHA4ازکمترعمقmm)ناکافیسطحوعمق)هالولهو:
(TSIوLIAبرایسطحوعمقcm۳ازکمتر

خونحاویهایمحیطدرهمولیزوجود

محیطهربرایانتظارموردرنگدرتغییر(درمشکلوجوداحتمالpHمحیط)

محیطسطحدرناهموارییاحبابوجود

محیطآبرفتندستازیااضافیرطوبت

مشاهدهقابلآلودگی

رسوبوجود



بررسی آلودگی(3

تعداد

برایbatchنمونهدرصد۵تا۳تعدادبهکمتر،یاتایی۱۰۰های

برایbatchنمونه۱۰تا،۱۰۰ازبیشترهای

تصادفیانتخاب

انکوباسیون

شدخواهنداستفادهکهدماییدرساعت۴۸مدتبه(1معمولا°c±36)

اتاقدمایدردیگرساعت۴۸مدتبهسپسو

گرددمشاهدهانکوباسیونازبعدمیکروبیرشدازشواهدينباید.

شوندریختهدورشدهبررسیهاينمونهتمامبایدبررسی،شدنکاملازبعد.



انجام آزمایش کنترل کیفیت(4

باگی،مهارکنندخصوصیتیا/وقبولقابلرشدمیزاننظرازکشتمحیطهربررسی

جداولمطابقمناسبکنترلهایمیکروارگانیسم

A.انتخابیغیرکشتهایمحیط

B.انتخابیکشتهایمحیط

C.ایلولههایمحیط

D.بیوشیمیاییهایمحیط

E.انتقالیهایمحیط



منابع تهیه میکروارگانیسم های کنترل 

(American Type Culture Collection) ATCCیا

Persian Type Culture Collection) PTCC

دشونمیدریافتکیفیتخارجیارزیابیبرنامهطیکهدارشناسنامههایسویه

باشندمیفنوتیپیثباتدارایکهبیمارانشدهشناختههایسویه



A. انتخابیمحیط های کشت غیر
...وآگار، نوترینت آگار، تریپتیک سوي آگار مانند بلاد 

آزمایشانجامروش:

فیزیولوژیسرمدرکنترلسویههرخالصو(ساعته۲۴تا۱۸)تازهکشتازسوسپانسیونتهیه

1ˣ10)فارلندمکنیماستانداردکدورتمطابقاستریل 7-10 8 cfu/ml)

1:100نسبتبهاستریلفیزیولوژیسرمدرسوسپانسیوناینسازیرقیق

10تلقیحµl (0.01ml)کهایگونهبهکشتوآزمون،موردپلیتهررویآمدهبدسترقتاز

.(۱شکلمطابق)آیدبدستایزولههایکلنی

ازایزولههایکلنیایجادبرایکند،رشدمتراکمهایکلنیپلیتروی1:100رقتتلقیحبااگر

.کنیداستفاده1:1000رقت

۱جدولدرشدهذکرشرایطمطابقپلیتهاانکوباسیون

تفسیر:

کافیرشدمحیطآنرویکنترلهایسویهکهاستقبولقابلزمانیانتخابیغیرمحیطیککیفیت
.دباشانتظارموردنتایجبامتناسبهاکلنیمورفولوژیواندازهو(۱۰4تاCFU/plate۱۰3)داشته



۱شکل 



. B های کشت انتخابیمحیط
...آگار و  XLDآگار،  EMBمانند مکانکی آگار، 

آزمایشانجامروش:

فیزیولوژیسرمدرکنترلسویههرخالصو(ساعته۲۴تا۱۸)تازهکشتازسوسپانسیونتهیه

1ˣ10)فارلندمکنیماستانداردکدورتمطابقاستریل 7-10 8 cfu/ml)

1:10نسبتبهاستریلفیزیولوژیسرمدرسوسپانسیوناینسازیرقیق

10تلقیحµl (0.01ml)کهایگونهبهکشتوآزمون،موردپلیتهررویآمدهبدسترقتاز

.(۱شکلمطابق)آیدبدستایزولههایکلنی

قترازایزولههایکلنیایجادبرایکند،رشدمتراکمهایکلنیپلیتروی1:10رقتتلقیحبااگر

.کنیداستفاده1:100

۱جدولدرشدهذکرشرایطمطابقپلیتهاانکوباسیون

تفسیر:

داشتهکافیرشدمحیطآنرویکنترلهایسویهکهاستقبولقابلزمانیانتخابیمحیطیککیفیت
(CFU/plate۱۰4۱۰5تا)،منضباشد،انتظارموردنتایجبامتناسبهاکلنیمورفولوژیواندازه

.کندمهارراهاسویهازبعضیرشداینکه



C وD . ای و بیوشیمیاییهای لوله محیط
...مالونات و ، MRVP ،SIMمانند نوترینت براث، 

آزمایشانجامروش:

طابقماستریلفیزیولوژیسرمدرکنترلسویههرخالصوتازهکشتازسوسپانسیونتهیه

10×1))فارلندمکنیماستانداردکدورت 8- 10 7cfu/mL

10تلقیحµl (0.01ml)(نمودنرقیقبدون)ایلولهمحیطدرسوسپانسیون

۱جدولدرشدهذکرشرایطمطابقهالولهانکوباسیون

تفسیر:

بمناسواکنشایجادنیزوکدورتایجادیا/ورشدوجودنظرازراهالولهسیون،انکوباازپس

.نماییدبررسیبیوشیمیایی

داشتهافیکرشدآنرویکنترلهایسویهکهاستقبولقابلزمانیبیوشیمیاییهایمحیطکیفیت

.گرددیجاداانتظارموردبیوشیمیاییواکنشهایمنفیکنترلومثبتکنترلهایسویهباوباشند



Urea Agar

TSI



LIA

Simmons Citrate Agar

SIM



موارد استثناء

ايلولههايمحیطبررسیبراي

SIM

TSI

KIA

LIA

CTA

OF

آگارردفنل

کرداستفادهتوانمیهممستقیمتلقیحروشازسوسپانسیون،تهیهجايبه.



E  . انتقالیمحیط های
Cary blairمانند 

آزمایشانجامروش:

طابقماستریلفیزیولوژیسرمدرکنترلسویههرخالصوتازهکشتازسوسپانسیونتهیه

1ˣ10)فارلندمکنیماستانداردکدورت 7-10 8 cfu/ml)

خارجرانآاضافیآبلولهدیوارهبهفشردنباسوسپانسیون،ایندراستریلسوآبیکبردنفرو

.نماییدورغوطهانتقالیمحیطدرراسوآب.کنید

اتاقدمایدرمحیطانکوباسیون

مناسبپلیتیمحیطرویسوآبکشتسپس

تفسیر:

کافیرشدوجود



شرایط انکوباسیون-۱جدول 



کشتآماده سازی سوسپانسیون برای کنترل کیفیت محیط های-۱شکل 













ثبت نتایج 

ت کنترل کیفی



ثبت نتایج 

تکنترل کیفی



سری ساخت شرکت سازنده

پودر محیط

مشخصات 

فیزیکی

استریل 

بودن

مورفولوژی کنترل کیفیسویه 

کلنی

میزان 

واکنش/رشد

نتیجه 

نهایی

اقدام 

اصلاحی

نام فرد 

انجام 

دهنده 

آزمایش

تاریخ 

انجام 

آزمایش

فرم ثبت نتایج

کنترل کیفیت

محیط کشت

(:در صورت نیاز)pH:نام محیط کشت



مراجع

1. Clinical Microbiology Procedures Handbook, fourth edition, Leber

A.l., 2016

2. Clinical and Laboratory Standard Institute. Quality Control for 

Commercially Prepared Microbiological Culture Media- Approved 

Standard, Third Edition; M22–A3, Vol. 24, No. 19, June 2004

3. Biochemical tests for identification of medical bacteria, MacFaddin

Jean F, 2000


