
کنترل کیفی محیط هاي کشت
میکروب شناسی

)مویرایش سو(بر اساس چک لیست ارزیابی بخش باکتري شناسی 

:ارائه دهنده
دکتر سودابه رستمی

عضو هیات علمی مرکز تحقیقات بیماري هاي عفونی و گرمسیري
دکتراي تخصصی باکتري شناسی پزشکی



نندهانتخاب انواع محیط کشت و شرکت هاي تولید ک
انتخاب نوع محیط هاي کشت مورد نیاز بر اساس ستینگ آزمایشگاه•

محیط هاي پایه، مغذي، انتخابی و محیط هاي کشت براي شرایط اپیدمی
خرید محیط کشت هاي آماده مصرف •
ساخت محیط کشت توسط آزمایشگاه•
مشخصات محیط کشت•

اخت، نام محصول، نام شرکت تولید کننده پودر محیط کشت و یا محیط کشت آماده، سري س
تاریخ انقضاء در هر سري ساخت

تاریخ شروع استفاده و یا ساخت محیط کشت در آزمایشگاه





خرید، ذخیره سازي، و مدیریت انبار
تاییدیه کتبی از وزارت بهداشت•

imed.irسازمان غذا و داروي وزارت بهداشت، اداره کل تجهیزات پزشکی 
د به را بر اساس یک سیستم منطقی و به ترتیب تاریخ خرید یا وروذخایر محیط کشت •

.  نیدهمچنین قوطی هاي باز شده را از بقیه محصولات باز نشده جدا ک. آزمایشگاه مرتب کنید
ماه محصولات باز شده را 6تاریخ باز کردن بسته را حتما روي قوطی بنویسید و بیشتر از •

.نگهداري نکنید
ه، محصولات را زمانی که تاریخ مصرف آنها منقضی شده است، یا هنگامی که پودر جمع شد•

دور جزئیات محصول و دلایل. تغییر رنگ داده، یا در صورت مشکلات کیفیت، دور بریزید
.ریختن را ثبت کنید



محیط هاي کشتآماده سازي 



محاسبه و توزین

ترازو•
وسایل حفاظت شخصی•
جدول اوزان و حجم تعریف شده براي تعداد: محاسبه•

ثابت پلیت و یا لوله
نام محصول، مقدار محیط ساخته شده، نام شرکت •

سازنده، شماره ساخت، روش استریل نمودن، 
تاریخ ساخت در آزمایشگاه، تاریخ شروع به استفاده،

تاریخ انقضاء و نام فرد سازنده



مخلوط کردن با آب و حرارت دادن



کیفیت آب مصرفی
: خلوص آب•

با کیفیت آب مقطر، غیر معدنی، دیونیزه یا تولید شده توسط اسمز معکوس، یا(آب تصفیه شده 
ا بر معادل، عاري از موادي که احتمالاً رشد میکروارگانیسم ها را تحت شرایط آزمایش مهار کرده ی

)کلر، آمونیاك و یون هاي فلزي همچون مس:آن تأثیر می گذارد مانند
:  ذخیره و نگهداري•

رنده که عاري از هرگونه مواد بازدا) شیشه، پلی اتیلن و غیره(ظروف درب دار از جنس مواد خنثی
).بهتر است که آب به محض تولید استفاده شود(باشد، 

:  آلودگی میکروبی•
100CFU/mlباشد و ترجیحا کمتر از CFU/ml 1000نباید بیشتر از 

•pH :8-5
:  هدایت الکتریکی•

5، ترجیحاً زیر )MΩ cm 0.04 ≤معادل مقاومت (25μS/cmرسانایی نباید بیشتر از 
μS/cm رسانایی باید قبل از استفاده بررسی شود. درجه سانتی گراد باشد25در  دماي.



حل کردن پودر در آب
درجه 60تا 50آب گرم •
استفاده از مگنت و استیرر•
اضافه کردن نیمی از آب و سپس پودر•
باقی ماندن پودر به دیواره منجر به آلودگی می گردد•



استریلیزاسیون
Cary Blair agarو SS agarبرخی محیط هاي کشت نیاز به استریل کردن ندارند مانند •
استریلیزاسیون مرطوب•
)فیلتراسیون(استریلیزاسیون با صافی غشائی •
کنترل کیفی اتوکلاو•

)هر ران کاري(TSTاندیکاتور شیمیایی 6یا 5کلاس 
) هفتگی(اندیکاتور بیولوژیکی 



کلیوگرم بر سانتی متر مربع1/2درجه سانتیگراد فشار 121•
:  به مقدار مایع بستگی دارد: مدت زمان•

دقیقه15: میلی لیتر محیط10براي لوله ها و بطري هاي کوچک حاوي حدود 
دقیقه20: میلی لیتر500ارلن هاي حاوي 
دقیقه25میلی لیتر 1000ارلن هاي حاوي 
دقیقه30میلی لیتر 2000ارلن هاي حاوي 



اضافه کردن مکمل
خون، ویتامین ها، مواد مغذي، آنتی بیوتیکها و فاکتورهاي رشد •

هم دماي محیط
درجه سانتیگراد45-50: دماي مناسب محیط کشت براي اضافه کردن مکمل

اضافه کردن در شرایط آسپتیک
)غلظت، همگنی، ویسکوزیته، رنگ و بررسی از نظر آلودگی میکروبی(خون گوسفندي •



محیطpHتنظیم 
•pHدرجه سانتیگراد25دماي و در بعد از استریل شدن: محیط کشت
قبل و بعد از استریل کردن تنظیم لازم دارند: محیط کشت هاي ترکیبی•

)  HCl(یک مولار و اسید کلریدریک ) NaOH(هیدروکسید سدیم : با استفاده از pHتنظیم •
یک مولار



توزیع، بسته بندي و نگهداري محیط هاي کشت
.استدرجه سانتیگراد 50تا 45پلیت دماي مناسب براي توزیع محیط کشت در •
.توزیع محیط کشت در اتاقی که جریان هوا ندارد باید صورت گیرد•
mm 0.5±4: قطر محیط کشت براي بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی•
)احتمال آلودگی(نباید در درب پلیت بخار آب جمع شود •
عدد پلیت در هر بسته 10•
)امکان ایجاد پراکسیداز : نور(نگهداري محیط ها در دماي مناسب و دور از نور •

ماه3-6: روز                                       محیط هاي کشت لوله اي2-5: بلاد آگار
SIM ،CTA & OFتایوگلیکولات، اندول نیترات، : روز                          استثناء5-7: محیط هاي انتخابی

)   هفته6و 4(حاوي کربوهیدرات هفته2-4: نوترین آگار بدون خون
روز7: محیط حاوي آنتی بیوتیک



مشکلات 
علل ممکن مشکلات

ط آب ناخالص، ظروف شیشه اي کثیف، افت کیفیت محی
دهیدراته

اشتباه pHحرارت زیاد یا نادرست در طی استریلیزاسیون، 
ر نشدن کامل محیط کشت، ماندن طولانی مدت محیط دحل
درجه 50

تیرگی/ رنگ غیر طبیعی

حرارت زیاد محیط کشت هنگام اضافه کردن ساپلمنت محیط کشت و یا منعقد شدن آنوجود لخته در
سوز شدن آگارنیم: رگه هاي سیاه

سرد شدن تقریبی آگار در هنگام افزودن: رگه هاي روشن
ساپلمنت

رگه رگه شدن محیط کشت

رارت آب ناخالص یا بی کیفیت یا ظروف شیشه اي کثیف، ح
زیاد در طی استریلیزاسیون ذوب مجدد یا ماندن طولانی

کالیبراسیوندرجه، آلودگی شیمیائی،50مدت در دماي 
درجه، افت 25در دماي بالاي pH، اندازه گیري pHنادرست 

کیفیت محیط کشت دهیدراته 

pHنادرست



ادامه مشکلات
علل ممکن مشکلات

یط حرارت بیش از اندازه در طی استریلیزاسیون، افت کیفیت مح
جم کشت دهیدراته، قرارگیري در معرض نور مستقیم خورشید، ح

اشتباه مکمل اضافه شده

سمیت

50حرارت بیش از اندازه در طی استریلزاسیون، ماندن در دماي 
ا نشدن کامل محیط کشت، آب ناخالص یاشتباه ، حلpHدرجه،

ظروف شیشه اي کثیف، داغ بودن محیط هنگام اضافه کردن 
مکمل، کیفیت پایین آب یا ظروف

یا کدورتایجاد رسوب

پائین، pHدر محیط کشت با حرارت بیش از اندازه، هیدرولیز اسید
توزین یا مخلوط کردن اشتباه، حل نشدن کامل آگار، حجم 

درجه50نادرست آب، رقیق سازي زیاد با مکمل، ماندن در دماي 

شل بودن آگار

، کردن نادرست، مواد مهار کننده در آب یا ظروفتوزین یا مخلوط
نگهداري نادرست محیط کشت و سایر عوامل ذکر شده در سایر

مشکلات

افتراقی/ضعیف باکتري یا اثر روي خواص انتخابیرشد



ارزیابی کیفیت محیط هاي کشت

ثبت اطلاعات محیط هاي کشت•

بررسی ظاهري محیط هاي کشت•

بررسی وجود آلودگی•

درصد3-5: لوله یا پلیت یا کمتر 100مقادیر •

درصد10: لوله یا پلیت100مقادیر بیشتر از •

ساعت در دماي محیط48درجه و به مدت 35-37ساعت در دماي 48تا 24به مدت 



انجام کنترل کیفیت 
دگی نظر میزان رشد قابل قبول و یا خاصیت مهار کنناز 

: منابع تهیه میکروارگانیسم ها•

PTCCیا ATCCسویه هاي داراي •

.سویه هاي شناسنامه دار که طی برنامه ارزیابی خارجی دریافت می شوند•

.سویه هاي شناخته شده بیماران که داراي ثبات فنوتیپی باشند•

معادل نیم مک فارلند : تهیه سوسپانسیون میکروبی از سویه استاندارد•



بررسی عملکرد محیط کشت

رقیق سازي
...)گار وبلاد آگار، نوترینت آ(کشت غیر انتخابی پلیتی محیط هاي ویژگی هاي رشد بررسی 

)1:1000گاهی (در سرم فیزیولوژي از سوسپانسیون نیم مک فارلند1:100رقت 

.میکرولیتر به محیط کشت تلقیح شود10

1000-10000 CFU/Plate

رشد کافی، سایز و مورفولوژي مورد انتظارکلنی



رقیق سازي
...)وآگار EMBآگار، مکانکی (پلیتی انتخابی کشت هاي محیط و مهار کنندگی ویژگی هاي رشد بررسی 

)1:100گاهی (در سرم فیزیولوژي از سوسپانسیون نیم مک فارلند1:10رقت 

.میکرولیتر به محیط کشت تلقیح شود10

10000-100000 CFU/Plate

انتظارکلنی و مهار رشد ارگانیسم هاي خاصرشد کافی، سایز و مورفولوژي مورد 

ایجاد واکنش هاي خاص یا همولیز



رقیق سازي
لوله ايکشت هاي محیط بررسی 

)سوسپانسون نیم مک فارلند به صورت مستقیم(رقت سازي ندارد 

SIM, TSI, KIA, LIA, CTA, OF, Phenol Red: استثنا

.میکرولیتر به محیط کشت تلقیح شود10

وجود رشد و یا ایجاد کدورت و یا ایجاد واکنش مناسب بیوشیمیائی



زمان انکوباسیون
مدت انکوباسیون اتمسفر انکوباسیون انکوباسیوندماي سویه هاي کنترل کیفی

ساعت24-18 CO2عادي یا غنی شده با  35-37°C باکتري هاي داراي رشد سریع

ساعت72-24 CO2غنی شده با  35-37°C باکتري هاي داراي نیازهاي
خاص براي رشد

ساعت72-24 شرایط بی هوازي 35-37°C بی هوازي 

ساعت48-24 Campyگازپک  42°C کمپیلوباکتر

روز21-7 CO2غنی شده با  35-37°C هامایکوباکتریوم

ساعت72≤ عادي 35-37°C مخمرها

ساعت72≤ عادي 25-30°C کپک ها



3جدول شماره لطفا 
هاي دستورالعمل آماده سازي، تهیه و کنترل کیفیت محیط

کشت 
را مطالعه بفرمائید



با تشکر از حسن توجه شما
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