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 بسمه تعالي 

 آشنايي با مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران
 

 است كه عهده دار    مرجع رسمي كشور   تحقيقات صنعتي ايران به موجب قانون، تنها       و مؤسسه استاندارد 

 .ميباشد) رسمي ( استانداردهاي ملي  نشر وظيفه تعيين، تدوين و

تلف توسط كميسيون هاي فني مركب از كارشناسان مؤسسه، صاحبنظران تدوين استاندارد در رشته هاي مخ
سعي بر اين   . مراكز و مؤسسات علمي، پژوهشي، توليدي واقتصادي آگاه ومرتبط با موضوع صورت ميگيرد            

است كه اســتانداردهاي ملــي، در جهت مطلوبيت ها و مصالح ملي وبا توجه به شرايط توليدي، فني و                    
توليدكنندگان ،مصرف كنندگان،   :  مشاركت آگاهانه و منصفانه صاحبان حق و نفع شامل         فن آوري حاصل از   

پيش نويس استانداردهاي ملي     .بازرگانان، مراكز علمي و تخصصي و نهادها و سازمان هاي دولتي باشد               
جهت نظرخواهي براي مراجع ذينفع واعضاي كميسيون هاي فني مربوط ارسال ميشود و پس از دريافت                   

 وپيشنهادها در كميته ملي مرتبط با آن رشته طرح و در صــورت تصويب به عــنوان استاندارد ملي                  نظرات
 .چاپ و منتشر مي شود) رسمي( 

پيش نويس استانداردهايي كه توسط مؤسسات و سازمان هاي علاقمند و ذيصلاح و با رعايت ضوابط                     
ملي مربوط و در صورت تصويب، به عنوان        تعيين شده تهيه مي شود نيز پس از طرح و بـررسي در كميته              

بدين ترتيب استانداردهايي ملي تلقي مي شود كه بر اساس مفاد              . استاندارد ملي چاپ ومنتشرمي گردد     
تدوين و در كميته ملي مربوط كه توسط مؤسسه تشكيل ميگردد به             )) ٥((مندرج در استاندارد ملي شماره      

 .تصويب رسيده باشد

قيقات صنعتي ايران از اعضاي اصلي سازمان بين المللي استاندارد ميباشد كه در                مؤسسه استاندارد و تح   
تــدوين استانداردهاي ملــي ضمن تـوجه بــه شرايط كــلي و نــيازمندي هاي خاص كشور، از آخرين                

 .پيشرفت هاي علمي، فني و صنعتي جهان و استانداردهـاي بين المـللي استفـاده مي نمايد

ارد و تحقيقات صنعتي ايران مي تواند با رعايت موازين پيش بيني شده در قانون به منظور                   مؤسسه استاند 
حمايت از مصرف كنندگان، حفظ سلامت و ايمني فردي وعمومي، حصول اطمينان از كيفيت محصولات و 
 ملاحظات زيست محيطي و اقتصادي، اجراي بعضي از استانداردها را با تصويب شوراي عالي استاندارد                 

مؤسسه مي تواند به منظور حفظ بازارهاي بين المللي براي محصولات كشور، اجراي                   . اجباري نمايد 
 .استاندارد كالاهاي صادراتي و درجه بندي آن را اجباري نمايد

همچنين بمنظور اطمينان بخشيدن به استفاده كنندگان از خدمات سازمان ها و مؤسسات فعال در زمينه                    
ي، مميزي و گواهي كنندكان سيستم هاي مديريت كيفيت ومديريت زيست                 مشاوره، آموزش، بازرس   

محيطي، آزمايشگاه ها و كاليبره كنندگان وسايل سنجش، مؤسسه استاندارد اينگونه سازمان ها و مؤسسات                
را بر اساس ضوابط نظام تأييد صلاحيت ايران مورد ارزيابي قرار داده و در صورت احراز شرايط لازم،                      

ترويج سيستم بين المللي    . تأييد صلاحيت به آنها اعطا نموده و بر عملكرد آنها نظارت مي نمايد             گواهينامه  
يكاها ، كاليبراسيون وسايل سنجش ، تعيين عيار فلزات گرانبها و انجام تحقيقات كاربردي براي ارتقاي                    

 .سطح استانداردهاي ملي از ديگر وظايف اين مؤسسه مي باشد
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 -كميسيون استاندارد ميكروبيولوژي مواد غذايي و خوراك دام
 روش شمارش باسيلوس سرئوس احتمالي به روش شمارش كلني 

  روش آزمون– درجه سلسيوس ٣٠در دماي 
 )تجديدنظر ( 

 
 سمت یا نمایندگی   رئیس                                                      

  ـــــــــــــــ                            ـــــــ                 
  پزشكيوزارت بهداشت،درمان و آموزش          رحيمي فرد ، ناهيد

 آزمايشگاه هاي كنترل غذا و دارواداره كل )                                             دكتراي ميكروب شناسي ( 
 

                                                      اعضاء    
                                              

 موسسه استانداردوتحقيقات صنعتي ايران                       ابراهيمي ، غلامحسن
     )ليسانس صنايع غذايي ( 
 

 موسسه استانداردوتحقيقات صنعتي ايران       زرسازي ، برتا
 )ليسانس بهداشت عمومي ( 
 
 شركت صنعتي پارس مينو                       حسيني ، مهنازشاه
 )فوق ليسانس علوم و صنايع غذايي ( 
 

           دانشگاه علوم پزشكي ايران        فروهش تهراني ، هما
 )                                     فوق ليسانس ميكروبيولوژي ( 
 

 نداردوتحقيقات صنعتي ايرانموسسه استا         فياضي ، اكرم سادات
 )ليسانس تغذيه ( 
 

           آزمايـشگاه همكار دانـش ياخته         قربانپور اسكويي ، بيژن
 آذربايجان شرقي)                                            ليسانس ميكروبيولوژي ( 

 نو                     شركت صنعتي پارس مي        غلامي ، سپيده
                                                                       )                                             ليسانس ميكروبيولوژي ( 
 

  پزشكيوزارت بهداشت،درمان و آموزش         مهدي زاده  ، مهرانگيز  
 آزمايشگاه هاي كنترل غذا و دارواداره كل )                                   يولوژي فوق ليسانس ميكروب( 
 

  پزشكيوزارت بهداشت،درمان و آموزش         نوري ، زهرا             
 آزمايشگاه هاي كنترل غذا و دارواداره كل )                                         ليسانس ميكروبيولوژي ( 
 
 



 مركز پژوهش هاي غلات                      وثوقي مرند ، سهيلا
 )                            ليسانس صنايع غذايي ( 
 
 

                                                             دبیر
                                                 ـــــــــــــــ

 نه                                               مؤسسه استانداردوتحقيقات صنعتي ايران فتا ،شكراالهي
 )                           فوق ليسانس صنايع غذايي ( 
 



 
فهرست اعضاء شرکت کننده در نودوسومین اجلاسیه کمیته ملی استاندارد 

 29/5/85میکروبیولوژی 
 

 سمت یا نمایندگی                                                    رئیس                        
 ــــــــــــــــــــ                                                                                     ــــ  

         وزارت بهداشت،درمان و آموزش       رحیمی فرد ، ناهید
 پزشکی

 اداره کل آزمایشگاه های کنترل غذا و دارو)                                      کروب شناسی دکترای می( 
 

                                                        اعضاء
   ـــــــ                                              

 وسسه استانداردوتحقیقات صنعتی ایران  م                             غلامحسن ، ابراهیمی
  )لیسانس صنایع غذایی ( 
 

زند وکیلی ، فاطمه                                              موسسه استانداردوتحقیقات صنعتی                                                      
 ایران

 )فوق لیسانس تغذیه و بهداشت(
                                              

        موسسه استانداردوتحقیقات صنعتی ایران                 برتا ،زرسازی
 )لیسانس بهداشت عمومی ( 
 

 شرکت صنعتی پارس مینو                       مهناز ،شاه حسینی
 )فوق لیسانس علوم و صنایع غذایی ( 
 

 عتی ایرانشکرالهی، فتانه                                             موسسه استانداردوتحقیقات صن
 )فوق لیسانس صنایع غذایی (

 
              سازمان پژوهشهای علمی وتخصصی            مسعودفلاح پور ،

 )                                     دکتری بیوتکنولوژی (ایران
 

 موسسه استانداردوتحقیقات صنعتی ایران          اکرم سادات ،فیاضی
 )لیسانس تغذیه ( 
 

           آزمایـشگاه همکار دانـش یاخته          بیژن ،ییقربانپور اسکو
 آذربایجان شرقی)                                                 لیسانس میکروبیولوژی ( 

                                                                                      
                 شرکت صنعتی پارس مینو              سپیده ،غلامی

 )  لیسانس میکروبیولوژی ( 



 
 کرمی، گیتی                                                               مرکز پژوهش های غلات

                                                                              )                                           لیسانس تغذیه (
 

     وزارت بهداشت،درمان و آموزش      مهرانگیز   ،مهدی زاده 
 پزشکی

اداره کل آزمایشگاه های کنترل غذا و )                               فوق لیسانس میکروبیولوژی ( 
 دارو

 
             هیئت علمی      امیر             ،مرتضویان

 )دکتری صنایع غذایی ( 
 

نوروزی ، سعید                                                مشاور نماینده ریاست موسسه 
 استاندارد

 )دکتری دامپزشکی (
 
 

       مرکز پژوهش های غلات    سهیلا              ،وثوقی مرند
                 )            لیسانس صنایع غذایی ( 
 

                                                        دبیر
   ـــــ                                              

  زهرا                                             مؤسسه استانداردوتحقیقات صنعتی ایران ،پیراوی ونک
                            )فوق لیسانس صنایع غذایی ( 
 
 

 



 
 فهرست مندرجات صفحه

 پيشگفتار ب 

 مقدمه پ

 هدف و دامنه كاربرد ١

 مراجع الزامي ٢

 اصطلاحات و تعاريف ٣
 اساس آزمايش ٣

 نمونه برداري ٣
 مواد لازم ٤

 وسايل لازم ٨

 آماده كردن آزمايه ١٠
 روش اجراي آزمون ١٠

 بيان نتايج ١٣

ش آزمونگزار ١٧  

)الزامي (  حدود اطمينان براي شمارش تخميني كلني ها -پيوست الف ١٨  

 



 

 گفتـار شپي
 سرئوس احتمالی به باسیلوس روش شمارش -ميكروبيولوژي موادغذايي خوراك دام استاندارد 

 ١٣٦٠ روش آزمون كه نخستين بار در سال –س سیلسیو درجه ٣٠روش شمارش کلنی در دمای 
ن استاندارد براساس پيشنهادهاي رسيده و بررسي و تأييد كميسيون هاي مربوط براي تهيه شده اي

دومين بار مورد تجديدنظر قرار گرفت و در نودوسومين جلسه كميته ملي استاندارد 
 . مطرح و تصويب شد٢٩/٥/٨٥لوژیمورخ میکروبیو

سسه استاندارد و تحقيقات     قانون اصلاح و مقررات مؤ      ٣ ماده   ١اينك اين استاندارد به استناد بند        
 . به عنوان استاندارد ملي ايران منتشر مي شود ١٣٧١صنعتي ايران مصوب بهمن ماه 

مگامي و هماهنگي با تحولات و پيشرفتهاي ملي و جهاني در زمينه صنايع ، علوم و                  براي حفظ ه  
نهادي كه براي   خدمات استانداردهاي ملي ايران در مواقع لزوم تجديدنظر خواهد شد و هرگونه پيش            

مربوط مورد  ، در كميسيون فني    تجديدنظر  هنگام  در  ،  ارائه شود    هاتكميل اين استاندارد  يا  اصلاح  
همواره از آخرين    ايران بايد ملي  بنابراين براي مراجعه به استانداردهاي      . خواهد گرفت   توجه قرار   
 .آنها استفاده كرد  تجديدنظر

شده است كه ضمن توجه به شرايط موجود و نيازهاي جامعه            اين استاندارد سعي     تدويندر تهيه و    
، در حد امكان بين اين استاندارد و استاندارد ملي كشورهاي صنعتي و پيشرفته هماهنگي ايجاد                    

 . شود 

 :خذي كه براي تهيه اين استاندارد بكار رفته به شرح زير است منابع و مآ

يدنظر اول  روش جدا كردن ، شمارش و           ، تجد  ١٣٧٢سال   : ٢٣٢٤ استاندارد ملي ايران     -١
 شناسايي باسيلوس سرئوس

2- ISO 7932 : 2004 Microbiology of food and animal feeding stuffs –
Horizontal method for the enumeration of presumptive bacillus cereus –

Colony - count technique  at 30°C . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 مقدمه

 باسيل گرم مثبت ، اسپورزا ، هوازي بي هوازي اختياري ، معمولاً متحرك و                   ١ سرئوس اسيلوس
باسيلوس . اين باكتري در طبيعت بطور گسترده اي پراكنده است            . مقاوم به پني سيلين مي باشد      

 درجه  ٣٥ تا   ٣٠ درجه سلسيوس قادر به رشد بوده و دماي مناسب رشد آن               ٤٨سرئوس تا دماي    
 ترشح مي كند كه در        C اين باكتري آنتروتوكسين ، هموليزين و لستيناز             .سلسيوس مي باشد   

 .باسيلوس سرئوس يكي از علل مسموميت غذايي مي باشد. بيماريزايي و تشخيص آن مهم است 

مسموميت غذايي ناشي از باسيلوس سرئوس هنگامي روي مي دهد كه موادغذايي پخته شده قبل از                
موادغذايي كه تا به    . يخچال گذاري مناسب نگهداري گردند     مصرف به مدت چندين ساعت بدون        

شده اند ، شامل گوشت پخته ، سبزيجات ، برنج پخته           حال سبب همه گيري مسموميت با اين باكتري         
 ، كرم كاستارد ، سوپ ها و جوانه گياهان خام مي              ٢و سرخ شده ، سس وانيل ، غذاهاي خميري         

ف موادغذايي آلوده به باسيلوس سرئوس نسبت داده مي           دو نوع بيماري در رابطه با مصر       . باشند
 ساعته مشخص   ٦ تا   ٤نوع اول و شناخته شده تر آن با درد شكمي ، اسهال و دوره نهفتگي                  . شود

نوع دوم كه با حملات حاد تهوع و          .  ساعت بطول مي انجامد     ٢٤ تا   ١٢مي گردد و علائم آن        
  پس از مصرف غذاي آلوده رخ             ساعت ٥ تا    ١استفراغ مشخص مي گردد در زمان بين              

 .اسهال يك شكل رايج در اين نوع بيماري نمي باشد. مي دهد
 

 

 

 

 

                                                 
1- Bacillus cereus 
2- Pasta 



 
 
 
 

  ١ شمارش باسيلوس سرئوس-ميكروبيولوژي مواد غذايي و خوراك دام 

  روش آزمون- درجه سلسيوس٣٠ به روش شمارش كلني در دماي ٢احتمالي 

 )تجديدنظر ( 

 

 هدف و دامنه كاربرد ١
دويـن ايـن اسـتاندارد تعييـن روش شـمارش باسـيلوس سرئوس احتمالي زنده به شيوه        هـدف از ت   

 .  درجه سلسيوس مي باشد٣٠شمارش كلني در دماي 

ايـن اسـتاندارد براي مواد غذايي مورد مصرف انسان ، خوراك دام و همچنين نمونه هاي در تماس                   
 .با مواد غذايي كاربرد دارد

 
اي دست يابي به روش آزمون داراي قابليت اجرايي ، منحصراً از محيط              در اين استاندارد بر    :يادآوري 

چون اين روش قادر به تميز دادن باسيلوس سرئوس از           .  و آزمون هموليز استفاده مي شود      MYP٣كشت  
 ، باسيلوس وينس     ٥ ، باسيلوس تورينجينسيس    ٤ساير انواع مشابه باسيلوس ها نظير باسيلوس آنتراسيس          

 .  نمي باشد بنابراين از واژه احتمالي استفاده مي شود٧لوس ميكوئيديس و باسي٦تيفاننسيس

 براي تمايز آن از     ٨در صورت مشكوك بودن به وجود باسيلوس آنتراسيس ، مي توان  از آزمون حركت                 
 ..باسيلوس آنتراسيس غيرمتحرك مي باشد. باسيلوس سرئوس استفاده نمود

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1- Bacillus cereus 
2- Presumptive 
3- Mannitol-egg yolk-polymyxin ( MYP ) agar 
4- B.anthracis 
5- B.thuringiensis 
6- B. weihenstephanensis   
7-B.mycoides 
8- Motility 



 
 

 مراجع الزامي ٢

.  زيـر حاوي مقرراتي است كه در متن اين استاندارد به آنها ارجاع شده است               مـدارك الزامـي   
در مورد مراجع داراي    . بديـن ترتيـب آن مقـررات جزئـي از اين استاندارد محسوب مي شود              

.  اصلاحيه ها و تجديد نظرهاي بعدي اين مدارك مورد نظر نيست           ،يا تجديد نظر  /تاريخ چاپ و  
 اين استاندارد امكان كاربرد آخرين اصلاحيه ها و تجديد نظرها           معهذا بهتر است كاربران ذينفع    

يا / در مورد مراجع بدون تاريخ چاپ و      . الزامـي زيـر را مـورد بررسـي قرار دهند          مـدارك   ي  
 .ر آن مدارك الزامي ارجاع داده شده مورد نظر استدنظ يا تجدي/تجديد نظر آخرين چاپ و

 .ستاندارد الزامي استاستفاده از مراجع زير براي كاربرد اين ا

 ميكروبيولوژي مواد غذايي    – تجديدنظر دوم  – ١٣٨٠سال : ٣٥٦استاندارد ملي ايران      ١-٢
   تهيه سوسپانسيون اوليه و رقتهاي اعشاري براي آزمايشهاي ميكروبيولوژي-و خوراك دام

ار  آئين ك  - ميكروبيولوژي   - تجديدنظر اول  – ١٣٨٠سال : ٢٧٤٧استاندارد ملي ايران     ٢-٢
 در آزمايشگاه ميكروبيولوژي 

 آئين  - ميكروبيولوژي   - تجديدنظر اول  – ١٣٨٠سال : ٢٣٢٥استاندارد ملي ايران      ٣-٢
 كاربرد روشهاي عمومي آزمايشهاي ميكروبيولوژي

2-4       ISO/TS 11133-2 : 2003  Microbiology of food and animal feeding 
stuffs – Guidelines on preparation and production of culture media – part 

2 : Practical guidelines on performance testing of culture media 
2-5        ISO 7932 : 2004 Microbiology of food and animal feeding stuffs–
Horizontal method for the enumeration of presumptive bacillus cereus – 
Colony- count technique  at 30°C . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 اصطلاحات و تعاريف  ٣

 : زير بكار مي رود تعریفيا واژه با /و در اين استاندارد اصطلاح

 باسيلوس سرئوس احتمالي ١-٣

ميكروارگانيسمي است كه براساس روش تعيين شده در اين استاندارد ، با رشد در محيط كشت                    
 .جامد انتخابي كلني هاي مشخص و در آزمون تأييدي واكنش مثبت ايجاد نمايد

 

 اساس آزمايش  ٤

فرآورده هاي مايع يا سوسپانسيون اوليه براي ساير            ( مقدار مشخصي از آزمايه        ١-٤
اين عمل  . روي سطح محيط كشت جامد انتخابي درون پليت ها كشت داده مي شود             ) فرآورده ها   

 روي  در شرايط مشابه با استفاده از رقت هاي اعشاري تهيه شده از آزمايه يا سوسپانسيون اوليه                   
 .ساير پليت هاي مشابه تكرار مي شود

 درجه سلسيوس   ٣٠ ساعت در دماي     ٢٤ تا   ١٨پليت ها در شرايط هوازي به مدت          ٢-٤
 .گرمخانه گذاري مي شوند

تعداد باسيلوس سرئوس در هر گرم يا ميلي ليتر نمونه از روي تعداد كلني هاي تأييد                 ٣-٤
 . مي دهند ، محاسبه مي شودشده در پليت هاي انتخابي كه نتيجه معني داري

 

 نمونه برداري  ٥

نمونه برداشته شده بايد نماينده واقعي از كل محموله باشد و در هنگام حمل ونقل و انبارش آسيب                  
براي آگاهي از شرايط كلي نمونه برداري و نگهداري           . نديده و تغييري در آن ايجاد نشده باشد         

 .مراجعه شود ١٣٨٠سال  : ٢٣٢٥نمونه به استاندارد ملي 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

 مواد لازم ٦

 ١٣٨٠سال   : ٢٣٢٥جهت آگاهي بيشتر با اصول كلي آزمايش هاي ميكروبي به استاندارد ملي                  
 .مراجعه كنيد

 
 . در صورت استفاده از محيط هاي كشت تجاري آن را طبق دستور سازنده آماده نماييد :يادآوري 

 
 محلول هاي رقيق كننده ١-٦

 ١٣٨٠سال   : ٣٥٦ فرآورده ، براي تهيه محلول هاي رقيق كننده به استاندارد ملي                با توجه به نوع   
 .مراجعه كنيد

 محيط هاي كشت و معرف ها ٢-٦

   آگارMYP محيط كشت پايه ١-٢-٦

  مواد تشكيل دهنده ١-١-٢-٦

 نــام  مقدار

 ١عصاره گوشت  گرم١

 ٢هضم شده آنزيمي كازئين  گرم١٠

 ٣ مانيتول-د  گرم١٠

 ( Nacl ) ٤كلريد سديم  گرم١٠

 ٥فنل رد  گرم٠٢٥/٠

 آگار ٦ گرم١٨ تا ١٢

 آب مقطر  ميلي ليتر٩٠٠

  روش تهيه  ٢-١-٢-٦

 را به گونه اي تنظيم      pH. مواد فوق را در آب حل نموده و در صورت لزوم آن را حرارت دهيد                
 محيط.  باشد٢/٧ ± ٢/٠ درجه سلسيوس ٢٥كنيد تا محيط كامل پس از سترون شدن ، در دماي 

 
 
 

                                                 
1- Beef extract 
2- Enzymatic digest of casein 
3- D-Mannitol 
4-Sodium chloride 
5-Phenol red 

. بستگي به قدرت ژله اي شدن آگار دارد-٦  



 
 

 ١٢١ ميلي ليتري در ظروف با حجم مناسب تقسيم كنيد و سپس در                ٩٠ كشت را در حجم هاي       
 . دقيقه در اتوكلاو سترون نماييد١٥درجه سلسيوس به مدت 

 
  ١ Bمحلول پلي ميكسين ٢-٢-٦

  مواد تشكيل دهنده ١-٢-٢-٦

 نــام  مقدار

 B سولفات پلي ميكسين  واحد بين المللي١٠٦

 آب مقطر  ميلي ليتر١٠٠

 روش تهيـه ٢-٢-٢-٦

 . را در آب مقطر حل نموده و به وسيله صافي غشايي سترون كنيدBسولفات پلي ميكسين 

 
 امولسيـون زرده تخم مرغ ٣-٢-٦

پس از  . تخم مرغ تازه و سالم را با استفاده از برس و مواد پاك كننده شستشو داده و آبكشي نماييد                   
 درصد حجمي آن را خارج نموده و خشك          ٧٠ ثانيه در الكل اتيليك       ٣٠به مدت   غوطه ور كردن    

با پنس پوسته را به     ) طرفي كه اتاقك هوايي وجود دارد        ( با رعايت شرايط اسپتيك از انتها        . كنيد
قطر تقريبي دو سانتي متر سوراخ نموده ، پس از كنار زدن غشاء ليفي تا حد امكان سفيده را خارج                     

با دهانه  ( سوراخ ايجاد شده را كمي بزرگتر كرده با استفاده از يك پي پت مناسب                   سپس  . كنيد
زرده را داخل يك استوانه مدرج       . سفيده باقيمانده در اطراف زرده را كاملاً خارج نماييد          ) گشاد  

ريخته و چهار برابر حجم آن آب مقطر اضافه نموده و آن را به يك ارلن منتقل و كاملاً مخلوط                        
 درجه سلسيوس به مدت دو ساعت قرار        ٤٧ تا   ٤٤اين مخلوط را در حمام آب گرم با دماي           . كنيد

 درجه سلسيوس بماند تا رسوب       ٥ ± ٣ ساعت در دماي     ٢٤ تا   ١٨دهيد سپس بگذاريد به مدت       
 ، لايه رويي امولسيون تشكيل شده را جهت  اضافه كردن به                 ١در شرايط اسپتيك  . تشكيل شود 

 ساعت مي توان در دماي      ٧٢اين امولسيون را حداكثر براي مدت       . نماييدمحيط كشت ، جمع آوري      
 . درجه سلسيوس نگهداري و مصرف نمود٥ ± ٣

 
 
 
  

                                                 
1- Polymyxin B 
1- Aseptic 



 
 .كليه وسايل و آب مقطر استفاده شده ، بايد سترون باشد  :١يادآوري 

 

 .در صورت استفاد ه از امولسيون تجاري طبق دستورالعمل سازنده عمل نماييد  :٢يادآوري 

 

  آگارYP Mمحيط كشت كامل  ٤-٢-٦

  مواد تشكيل دهنده ١-٤-٢-٦

 نــام  مقدار

  )١-٢-٦طبق بند ( محيط كشت پايه   ميلي ليتر٩٠

  )٢-٢-٦طبق بند  ( Bمحلول سولفات پلي ميكسين   ميلي ليتر١

  )٣-٢-٦طبق بند ( امولسيون زرده تخم مرغ  ميلي ليتر١٠

 روش تهيه  ٢-٤-٢-٦

 درجه سلسيوس   ٤٧تا ٤٤به دماي    ) ٤-٧طبق بند ( ه ذوب شده را در حمام آب گرم           محيط كشت پاي  
محيط كامل را بلافاصله مجدداً به      . رسانده ، سپس بقيه مواد را به ترتيب به آن اضافه و كاملاً مخلوط كنيد              

 . درجه سلسيوس برسانيد٤٧ تا ٤٤دماي 

 
 
 
 آماده كردن پليت ها ٥-٢-٦

سترون  ) ٦-٧طبق بند   ( را در پليت هاي       ) ٤-٢-٦طبق بند   (ط كشت كامل   ميلي ليتر ازمحي    ٢٠تا١٥
. بلافاصله پيش از استفاده سطح پليت هاي حاوي محيط كشت را خشك كنيد             . ريخته و بگذاريد تا ببندد    

 . درجه سلسيوس قرار دهيد٥٥ تا ٣٧براي اين كار پليت  ها را با در باز و وارونه در گرمخانه تنظيم شده در دماي

 درجه سلسيوس   ٥ ± ٣ روز در دماي      ٤پليت ها را مي توان قبل از خشك كردن حداكثر به مدت                
 .نگهداري كرد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
  جهت تضمين كيفيت محيط كشت١آزمون عملكرد ٦-٢-٦

 . مراجعه كنيد٢...جهت آزمون عملكرد محيط كشت به استاندارد ملي 

 

  گوسفند٣آگـار خوندار  ٣-٦

 ٤ ٢ايه شماره محيط كشت پ ١-٣-٦

  مواد تشكيل دهنده ١-١-٣-٦

 نــام  مقدار

 ٥پروتئوزپپتون يا پپتون با خواص مشابه  گرم١٥

  ٦)هيدروليز شده(جگر آبكافت شده   گرم٥/٢

 ٧عصاره مخمر  گرم٥

 كلريد سديم  گرم٥

 آگار ٨ گرم١٨تا١٢

 آب مقطر  ميلي ليتر١٠٠٠

  روش تهيـه ٢-١-٣-٦

 آن را به گونه اي      pHدر صورت لزوم    . ا به كمك جوشاندن در آب حل كنيد       مواد تشكيل دهنده ر   
سپس محيط  .  درجه سلسيوس باشد   ٢٥ در   ٧ ± ٢/٠تنظيم نماييد كه پس از سترون كردن مقدار آن          

 درجه سلسيوس سترون    ١٢١ دقيقه در دماي     ١٥كشت را در ظروف مناسب تقسيم كرده به مدت           
 .نماييد

 
 ١نخون گوسفند بدون فيبري ٢-٣-٦

 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1- Performance testing 

 . مراجعه كنيدISO/TS 11133-2 : 2003 تا تدوين استاندارد ملي ايران به استاندارد بين المللي -٢
3- Sheep blood agar 
4- Blood agar base No.2 
5- Protease peptone or equivalent peptone 
6- Liver hydrolysate 
7- Yeast extract 

 . بستگي به قدرت ژله اي شدن آگار دارد-٨
1- Defibrinated sheep blood 



 
 
 محيط كشت كامل ٣-٣-٦

  مواد تشكيل دهنـده ١-٣-٣-٦

 نــام  مقدار

  )١-٣-٦طبق بند ( محيط كشت پايه   ميلي ليتر١٠٠

 )٢-٣-٦طبق بند (خون گوسفند بدون فيبرين   ميلي ليتر٧ تا ٥

  روش تهيـه ٢-٣-٣-٦

، خون گوسفند بدون     درجه سلسيوس    ٤٧ تا   ٤٤پس از خنك شدن محيط كشت پايه ذوب شده در           
(  ميلي ليتر از آن را در پليت هاي سترون            ١٢سپس حداقل   . فيبرين را به آن اضافه و مخلوط كنيد       

 .ريخته و اجازه دهيد تا ببندد )٦-٧طبق بند 

 

 وسايل لازم ٧

 .از وسايل معمول در آزمايشگاه ميكروبيولوژي به ويژه وسايل زير استفاده كنيد 

 
 داشتن ويژگي هاي مشابه ، از وسايل يكبار مصرف به جاي ظروف شيشه اي                در صــورت  :يادآوري 

 .مي توان استفاده كرد

  )٢اتوكلاو( ستگاه سترون كننده مرطوب و )١آون(دستگاه سترون كننده خشك ١-٧

 . مراجعه كنيد١٣٨٠سال  : ٢٧٤٧به استاندارد ملي ايران 

 دستگاه خشك كن يا گرمخانه ٢-٧

 براي خشك كردن سطوح پليت ها ، قابل تنظيم در محدوده            ٣از طريق همرفت  داراي سيستم تهويه    
  درجه سلسيوس ٥٥ ± ١ تا ٣٧± ١دمايي 

 ٤گرمخانه ٣-٧

 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1- Oven 
2- Autoclave 
3- Convection 
4- Incubator 



 
  درجه سلسيوس ٣٠ ± ١قابل تنظيم در دماي 

 حمام آب گرم ٤-٧

  درجه سلسيوس٤٧ تا ٤٤قابل تنظيم در دماي 

٥-٧ pHسنج  

  درجه سلسيوس٢٥در دماي  pH واحد ± ١/٠با دقت اندازه گيري 

 پليت هاي شيشه اي يا پلاستيكي ٦-٧

  ميلي متر١٤٠ ميلي متر و در صورت لزوم ١٠٠ تا٩٠با قطر 

 پي پت هاي مدرج كاليبره براي مصارف باكتريولوژي ٧-٧

  ميلي ليتري درجه بندي شده باشد      ١/٠ و   ٥/٠ ميلي ليتر كه به ترتيب با تقسيمات         ١ و   ١٠با ظرفيت   

 ). ميلي متر ٣-٢نه خروجي با دها( 

 پخش كننده ٨-٧

 سانتي متر انتها    ٣ سانتي متر كه در       ٢٠ ميلي متر و طول       ٥/٣ميله شيشه اي يا پلاستيكي با قطر          
 .خميده و كاملاً صيقلي و صاف باشد

 

 آماده كردن آزمايه ٨
ورت موجود  در ص .  مراجعه نماييد    ١٣٨٠سال   : ٣٥٦براي آماده سازي آزمايه به استاندارد ملي          

 .بودن استاندارد خاص هر فرآورده ، مطابق با آن عمل كنيد

 

 روش اجراي آزمون ٩

 تهيه آزمونه ، سوسپانسيون اوليه و رقت ها ١-٩

سال  : ٣٥٦براي تهيه آزمونه ، سوسپانسيون اوليه و رقت هاي بعدي اعشاري به استاندارد ملي                   
 .يد و استانداردهاي خاص هر فرآورده مراجعه كن١٣٨٠

 
 تلقيح و گرمخانه گذاري ٢-٩

 
 
 
 
 
 
 



يا ) فرآورده هاي مايع    ( با استفاده از پي پت سترون ، يكدهم ميلي ليتر از آزمايه                 ١-٢-٩
را به هر يك از دو پليت حاوي محيط         ) ساير فرآورده ها    ( يكدهم ميلي ليتر از سوسپانسيون اوليه       

اين عمل را براي رقت هاي اعشاري بعدي        در صورت نياز ،     . منتقل كنيد  ) ٤-٢-٦طبق بند   ( كشت  
 .تكرار نماييد

در مورد فرآورده هايي كه احتمال وجود باسيلوس سرئوس در آنها كم مي باشد،                   ٢-٢-٩
فرآورده هاي  ( به اين ترتيب كه يك ميلي ليتر از آزمايه          .  برابر افزايش دهيد   ١٠دقت شمارش را تا     

را بر روي سطح يك پليت بزرگ       ) ساير فرآورده ها    ( ليه  يا يك ميلي ليتر از سوسپانسيون او      ) مايع  
 حاوي محيط كشت    )  ميلي متر     ٩٠با قطر    ( يا سه پليت كوچك       )  ميلي متر     ١٤٠با قطر    ( 

 استفاده نموده ايم و قادر به        ١٠در اين صورت از ضريب رقت        . منتقل كنيد  ) ٤-٢-٦طبق بند   ( 
 در هر گرم يا ميلي ليتر        ( cfu )١ده كلني    واحد تشكيل دهن   ١٠شمارش باسيلوس سرئوس تا حد    

 ٦ كشت داده شود يعني از دو پليت بزرگ يا             ٢در هر دو حالت  به صورت دوتايي        . خواهيم بود 
 .پليت كوچك استفاده كنيد

طبق بند ( با دقت و تا حد امكان به سرعت، مايع تلقيح شده را به كمك پخش كننده                  ٣-٢-٩
براي هر  . تماس نداشته باشد در سطح محيط كشت پخش نماييد        به طوري كه با جدار پليت        ) ٨-٧

 دقيقه در دماي     ١٥پليت ها را حدود      . پليت از يك پخش كننده سترون جداگانه استفاده شود           
 .آزمايشگاه قرار داده تا مايع كشت داده شده ، جذب محيط كشت شود

 درجه  ٣٠ ساعت در دماي     ٢٤ تا   ١٨پليت هاي فوق را به صورت وارونه به مدت             ٤-٢-٩
در صورت عدم مشاهده كلني واضح ، گرمخانه           . سلسيوس گرمخانه گذاري كنيد    

 . ساعت ديگر ادامه دهيد٢٤گذاري را قبل از شمارش به مدت 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1- Colony forming unit ( cfu ) 
2- Duplicate 



 
 شمارش كلني ها ٣-٩

 ١٥٠، پليت هاي دو رقت متوالي را كه داراي كمتر از              ) ٤-٢-٩طبق بند   ( بعد از گرمخانه گذاري     
عدم تخمير مانــيتول با توجه به        ( كلني هاي بزرگ و صورتي        . شنـد، انتخاب نماييد  كلــني با 
را به  عنوان     ) ٢نشان دهنده توليد لستيـناز با توجه به يادآوري          ( با هاله رسوب دار      ) ١يادآوري  

در صورتي كه تعداد كلني هاي مشخص در پليت هاي           . باسيلوس سرئوس احتمالي شمارش كنيد    
) ساير فرآورده ها  ( يا پائين ترين رقت     ) فرآورده هاي مايع    ( شده ، بدون تهيه رقت       كشت داده   

 .وجود دارد ) ٢-١٠(  طبق بند ١ عدد باشد ، امكان شمارش تخميني١٥كمتر از 

 
در صورتي كه تعداد باكتري هاي تخميركننده مانيتول كه منجر به توليد اسيد مي شود، زياد                  :١يادآوري 

 .ست رنگ صورتي مشخص كلني هاي باسيلوس سرئوس كمرنگ تر شده و يا كاملاً از بين برودباشد، ممكن ا

 

بعضـي از سويه هاي باسيلوس سرئوس بــه علت توليد كـم و يا عدم توليد  لستيناز ،                       :٢يادآوري 
 .براي اين كلني ها نيز بايد آزمون تأييدي انجام شود. كـلني هاي بدون رسوب ايجاد مي كنند

  صورتي كــه يك ميلي ليتر از آزمايه يا سوسپانسيون اوليه را در سطح سه پليت پخش نموده ايد                         در

در شمارش و آزمايشهاي تأييدي بعدي ، هر سه پليت را به عنوان يك پليت                      ) ٢-٢-٩طبق بند   ( 
 .محسوب نماييد

 
 تأييد ٤-٩

  كلني ها براي تأييد١انتخاب و خالص سازي ١-٤-٩

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1- Estimated count 
1- Purification 



 
 
 
 
اگر . را برداشت نماييد     ) ٣-٩طبق بند   ( كلني احتمالي از هر يك از پليت هاي انتخاب شده              ٥

٩روي اين كلني ها طبق بندهاي       .  بود ، همه كلني هاي موجود را بـرداريد        ٥تعداد كلني ها كمتر از      
 . آزمون هاي تأييدي را انجام دهيد٣-٤-٩ و ٢-٤-

 كلني احتمالي از هر پليت را روي         ٥شده مقدور نباشد ،     اگر امكان انتخاب كلني هاي كاملاً جدا         
 درجه سلسيوس به مدت     ٣٠سپس آنها را در دماي      .  آگار كشت خطي دهيد    MYPمحيط كشت   

سپس از هر يك از پليت ها ، حداقل يك كلني صورتي كه به              .  ساعت گرمخانه گذاري كنيد    ٢٤تا١٨
 . نماييدخوبي جدا شده است را جهت آزمون هاي تأييدي انتخاب

 آزمون هموليز ٢-٤-٩

به طريق   ) ٣-٦طبق بند   ( را روي سطح آگار خوندار       ) ١-٤-٩طبق بند   ( كلني هاي انتخاب شده     
 كشت داده به گونه اي كه امكان بررسي و اكنش هموليز به خوبي               ٤ و يا نقطه اي    ٣ يا عمقي  ٢خطي

گرمخانه گذاري كرده و     ساعت   ٢٤ ± ٢درجه سلسيوس به مدت      ٣٠پليت ها را در      . ميسر باشد 
 .سپس واكنش هموليز را بررسي كنيد

 
 
 
 
 تفسير واكنش هاي بيوشيميايي ٣-٤-٩

 .جهت تفسيـر واكنش هاي بيوشيميايي به جدول يك مراجعه كنيد

 
 
 
 
 
 
 

  نتايج آزمون ها-١جدول

 
 آزمون نتايج تأييد باسيلوس سرئوس احتمالي

 )١-٤-٩طبق بند( آگارMYP ١تشكيل كلني هاي صورتي با هاله رسوب دار

                                                 
2- Streak 
3- Stab 
4- Spot 



 هاله كاملاً شفاف در اطراف كلني روي  ( ٢مثبت

 )محيط آگار خوندار 
 )٢-٤-٩طبق بند (هموليز

 . توجه كنيد٣-٩ بند ٢ و ١به يادآوري هاي  :  ١زيرنويس 

 .قطر هاله هموليز ممكن است متفاوت باشد : ٢زيرنويس 
 

 بيـان نتايج ١٠

 حتماليشمارش باسيلوس سرئوس ا ١-١٠

 شمارش تعداد باسيلوس سرئوس احتمالي در هر پليت  ١-١-١٠

را با   ) a( پس از تأييد كلني هاي انتخاب شده ، تعداد باسيلوس سرئوس احتمالي در هر پليت                   
 : محاسبه كنيد ١استفاده از فرمول شماره 

                                                                                                           b 
 C × —— = a                                                          ١فرمول شماره 

                                                                                                           A 
 

 :كه در آن 

A = اي انتخاب شده براي تأييدتعداد كلني ه 

b = تعداد كلني هاي مشخص كه بعد از آزمونهاي تأييدي مثبت است 

C = تعداد كل كلني هاي شمارش شده در هر پليت 

 
 
 شمارش باسيلوس سرئوس احتمالي در آزمونه  ٢-١-١٠

  ميلي ليتر ٠/شمارش با تلقيح ا ١-٢-١-١٠

 برحسب ميانگين تعداد كلني هاي        ( N )ه  تعداد باسيلوس سرئوس احتمالي موجود در آزمون        
 : محاسبه كنيد٢شمارش شده از دو رقت متوالي را طبق فرمول شماره 

                                                                                               Σa 
 N  = ———————                                                       ٢فرمول شماره 

                                                                                    d ) ٢n١+  ١/٠n ( V                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

 :كه در آن 

Σa = مجموع كلني هاي باسيلوس سرئوس شمارش شده در همه پليت هاي انتخاب شده 

V = قيح شده در هر پليت برحسب ميلي ليترحجم تل 

١n  =              يعني رقتي كه حاوي مقدار      ( تعداد پليت هاي شمارش شده در اولين رقت انتخاب شده
 )بيشتري از نمونه مي باشد 

٢n  =             يعني رقتي كه حاوي مقدار      ( تعداد پليت هاي شمارش شده در دومين رقت انتخاب شده
 )كمتري از نمونه مي باشد 

d  =قت برحسب اولين رقت انتخاب شدهضريب ر 

عدد بدست آمده را تا دو رقم معني دار گرد كنيد و نتيجه را به صورت تعداد باسيلوس سرئوس در                    
تعداد را به   . بيان نماييد ) براي ساير فرآورده ها     ( يا در گرم    ) براي فرآورده هاي مايع     ( ميلي ليتر   

 . گزارش كنيد١٠ضرب در توان مناسبي از  ٩/٩ تا ١/١صورت دو رقم معني دار ، عددي بين 

 :مثال 

 : ميلي ليتر نتايج زير به دست آمده است ١/٠از شمارش يك نمونه بعد از كشت دادن 

  كلني باسيلوس سرئوس٥١ ، ٦٥) : ١٠-٢( براي اولين رقت انتخاب شده -

  كلني باسيلوس سرئوس٧ و ٣ ) : ١٠-٣( براي دومين رقت انتخاب شده -

 
 

                    ٦٥+٥١+٣+٧                          Σa                    
  ٥٧٢٧٢ = ——————— =  ——————— = N                     ٢ + ١/٠×٢( ١٠-٢ (١/٠        d )٢n١ + ١/٠n ( V                             
 

 . گزارش مي گردد٧/٥ × ١٠٤نتيجه بعد از گرد كردن به صورت 

 رش با تلقيح ا ميلي ليتر شما ٢-٢-١-١٠

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
) ساير فرآورده ها  (يا سوسپانسيون اوليه  ) فرآورده هاي مايع    (در صورتي كه يك ميلي ليتر از آزمايه       

 ميلي متري پخش نموده ايد بايد        ١٠٠ تا   ٩٠ ميلي متري يا سه پليت        ١٤٠را در سطح يك پليت       
نظر بگيريد و تعداد باسيلوس سرئوس احتمالي        پليت را به عنوان يك پليت در         ٣مجموع كلني هاي    
 : محاسبه كنيد ٣ را از فرمول شماره ( N )موجود در آزمونه 

 
                                                                                                                Σa   

 N  = ——                                                           ٣فرمول شماره 
                                                                                     Vd                

 :كه در آن 

Σa =            پليت  ٣ ميلي ليتري يا     ١٤٠مجموع كلني هاي باسيلوس سرئوس شمارش شده در يك پليت 
  ميلي ليتري١٠٠ تا ٩٠

d  =ضريب رقت 

v  =حجم تلقيح شده در مجموع سه پليت 

براي فرآورده هاي   ( عدد بدست آمده را به صورت تعداد باسيلوس سرئوس احتمالي در ميلي ليتر               
 .بيان نماييد) ساير فرآورده ها ( و يا در گرم ) مايع 

 :مثال 

يا ) هاي مايع    فرآورده  (  ميلي ليتر از آزمايه         ١از شمارش يك نمونه بعد از كشت دادن              
نتايج زير به    ) ٢-٢-١-١٠(  پليت دوتايي طبق بند       ٣در  ) ساير فرآورده ها    ( سوسپانسيون اوليه   

 :دست آمده است 

  عدد٤ : ١ ميانگين تعداد باسيلوس سرئوس احتمالي در پليت شماره -

  عدد٦ : ٢ ميانگين تعداد باسيلوس سرئوس احتمالي در پليت شماره -

  عدد٥ : ٣ باسيلوس سرئوس احتمالي در پليت شماره  ميانگين تعداد-
٤ + ٦ + ٥                             

١٥٠ = ————— =  N 
  ×                    ١                                

 . گزارش مي گردد٥/١ × ١٠٢نتيجه به صورت 

 
 
 
 
 
 
 
 

 لآ
١٠ 



 
 

 شمارش تخميني ٢-١٠

در مورد  ( يا از سوسپانسيون اوليه     ) در مورد فرآورده هاي مايع       ( اگر هر دو پليت اوليه از آزمونه      
  كلني باشند ، تعداد باسيلوس سرئوس احتمالي تخميني          ١٥، حاوي كمتر از      ) ساير فرآورده ها     

( NE) موجود در ميلي ليتر يا گرم آزمونه را به صورت زير محاسبه و بيان كنيد : 

 NE = a                                                                  براي فرآورده هاي مايع      -الف 

  = NE              براي ساير فرآورده ها                                                                 -ب

 :كه در آن 

d = ضريب رقت سوسپانسيون اوليه 

a = رئوس احتماليميانگين تعداد كلني هاي باسيلوس س 

مراجعه ) الف  ( براي مشاهده حدوده اطمينان از شمارش تخميني انجام شده به پيوست الزامي                 
 .كنيد

 عدم وجود كلني در پليت ها ٣-١٠

 يا سوسپانسيون اوليه    ) فرآورده هاي مايع     ( اگر در هيچ يك از پليت هاي اوليه از آزمونه                 

 : نتايج را به صورت زير گزارش كنيد .كلني اي مشاهده نشود) ساير فرآورده ها ( 

 )فرآورده هاي مايع (  كمتر از يك ميكروارگانيسم در ميلي ليتر -الف

  ضريب رقت سوسپانسيون اوليه      dكه)ساير فرآورده ها  (ميكروارگانيسم در گرم   كمتر از                      -ب

 .مي باشد

 ١دقت ٤-١٠

 . مراجعه نمائيد٢.... براي اندازه گيري دقت آزمايش به استاندارد ملي 

 

 گزارش آزمون ١١

 
 
 
 
 
 

                                                 
1- Precision 

 . مراجعه كنيدISO 7932 : 2004 استاندارد بين المللي ٣-١٠ تا تدوين استاندارد ملي ايران به بند -٢

١ 
d 

a 
d 



 
 :گزارش آزمون بايد داراي آگاهي هاي زير باشد 

  اطلاعات لازم براي شناسايي نمونه-

 )در صورت آگاهي (  روش نمونه برداري مورد استفاده -

  روش آزمون با ارجاع به اين استاندارد ملي -

 اين استاندارد ذكر نشده است ساير مواردي كه بر نتايج آزمون تأثير داشته و در -

  نتايج بدست آمده-

  نام و امضاء آزمايش كننده-

  تاريخ انجام آزمون-

  دماي گرمخانه گذاري-

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 پيوست الف

 حدود اطمينان براي شمارش تخميني كلني ها

 )الزامي ( 

 
 . مراجعه كنيد١به جدول الف % ٩٥ان  در هر پليت با حدود اطمين١٥براي شمارش كلني هاي كمتر از 

 ١جدول الف 

 %٩٥حدود تخميني با سطح اطمينان 

 حد پايين حد بالا
 تعداد كلني ها

( a ) 
١ > ١ ٢ 

٢ > ١ ٤ 

٣ > ١ ٥ 

٤ ١ ٦ 

٥ ٢ ٩ 

٦ ٢ ١٠ 

٧ ٢ ١٢ 

٨ ٣ ١٣ 

٩ ٤ ١٤ 

١٠ ٤ ١٦ 

١١ ٥ ١٨ 

١٢ ٦ ١٩ 

١٣ ٧ ٢٠ 

١٤ ٧ ٢١ 

١٥ ٨ ٢٣ 
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 ٨ : صفحه 
 

 

 


