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1-هدف:تعیین روش جامع برای شمارش انتروباکتریاسه

2-دامنه عملکرد: این روش در مورد تعیین روش جامع برای شمارش انتروباکتریاسه کاربرد دارد.
 
3-مسئولیت:کارشناسان این آزمایشگاه مسئول اجرای تمام مراحل آزمایش،تهیه و ارائه ی گزارش به کارشناس مسئول می باشند.کارشناس مسئول به حسن اجرای کار نظارت دارد.هرگونه تغییر باید به اطلاع واحد تضمین کیفیت رسانده شود.

4-مواد وتجهیزات:   
4-1) موادشیمیایی ومعرف ها:
4-1-1) محیط کشت VRB گلوکزدار
4-1-2) سرم فیزیولوژی
4-1-3) محیط کشت نوترینت آگار
4-1-4) محیط کشت گلوکز آگار
4-1-5) رینگر 
4-1-6) معرف اکسیداز
4-2) تجهیزات:
4-2-1) ترازو آزمایشگاهی
4-2-2) انکوباتور
4-2-3) هود
4-2-3) اتوکلاو
4-3)لوازم شیشه ای:
4-3-1) پلیت
4-3-2) پی پت
4-3-3) لوله آزمایش
4-3-4) قاشق
4-3-5) لوپ یا سوزن کشت
4-3-6) کاغذ صافی
5-ایمنی و توصیه:
ایمنی:
5-1-1)هنگام کار از عینک،دستکش و ماسک استفاده شود.
5-1-2)جهت کشیدن مایعات با پی پت حتمأاز پوآر یا پیپتور استفاده کنید(ازکشیدن مایعات با دهان خودداری کنید.)
5-1-3)هنگام کار درب ظروف حاوی حلال را بسته نگه دارید.
توصیه:
5-2-1)مواد شیمیایی مورد استفاده را در جای خنک و دور از نور نگه داری کنید.

6-اصطلاحات وتعاریف:
کشت سطحی:  ابتدا محیط کشت را داخل پلیت ریخته پس از بستن محیط کشت نمونه را اضافه میکنیم.
کشت پورپلیت:  ابتدا نمونه را به پلیت اضافه کرده سپس محیط کشت را اضافه می کنیم و اجازه میدهیم در مپدمای اتاق ببندد
7-روش کار:
7-1)مقدمه:
قبل از انجام آزمایش باید تمام پلیت ها ،پیپت ها و قاشق ها در آون در دمای 180 درجه به مدت 2ساعت استریل شود. 
تمامی محیط کشت ها و رینگر قبل از استفاده باید در اتوکلاو در دمای 121 درجه به مدت 15 دقیقه استریل شوند.
7-2)تهیه محلول ها:
7-2-1) محیط کشت VRB گلوکزدار: مطابق با روش سازنده(10%میزان مورد نیاز محیط کشت را گلوکز اضافه میکنیم.)
7-2-2) سرم فیزیولوژی: 8.5 گرم نمک  را با 1 گرم پپتون واتر و 1000 سی سی آب مقطر مخلوط می کنیم و آن را در لوله های آزمایشگاهی به مقدار 9 سی سی و یا 18 سی سی جدا می کنیم.(برای رقت سازی باید 1 سی سی به لوله 9 سی سی و یا 2 سی سی به لوله 18 سی سی اضافه میکنیم)
7-2-3) محیط کشت نوترینت آگار: مطابق با روش سازنده
7-2-4) محیط کشت گلوکز آگار: مطابق با روش سازنده
7-2-5) رینگر: 1 عدد قرص رینگر را در 500سی سی آب مقطر حل کرده سپس محلول  را در ارلن مایرهای 100 سی سی  به مقدار 45 سی سی تقسیم بندی میکنیم. 

7-3)آماده سازی نمونه:
اگر نمونه مایع بود استفاده از نمونه به صورت مستقیم اگر نمونه جامد بود توزین 5گرم نمونه در 45 سی سی رینگر استریل(رقت0.1)
7-4)مراحل انجام آزمایش:
7-4-1) رقت سازی:اکر نمونه مایع بود انتقال 1 سی سی از نمونه به لوله حاوی 9 سی سی سرم فیزیولوژی (رقت 0.1) و ادامه رقت سازی تا رسیدن به رقت مورد نظر اگر نمونه جامد بود انتقال 1 سی سی از رقت 0.1 به لوله حاوی 9سی سی سرم فیزیولوزی(رقت 0.01)و ادامه رقت سازی تا رسیدن به رقت مورد نظر .
7-4-2) 1 سی سی از رقت مورد نظر را در محیط VRB گلوکز دار به صورت پورپلیت کشت میدهیم و به مدت2±24 ساعت در دمای 30 درجه برای محصولات لبنی و 37 درجه برای محصولات غیرلبنی گرماخانه گذاری میکنیم در صورت عدم تشکیل کلنی جواب منفی است.
7-4-5) در صورت تشکیل کلنی های صورتی تا قرمز یا ارغوانی و یا کلنی متمایل به سفید کشت سطحی کلنی های مشکوک بر روی محیط کشت نوترینت آگار به مدت 2±24 ساعت در دمای 37 درجه گرماخانه گذاری شود.
7-4-6) سپس کلنی های رشد کرده بر روی محیط نوترینت آگار را بر روی کاغذ صافی آغشته به معرف اکسیداز یا دیسک آماده اکسیداز قرار دهید بعد از 10 ثالنیه اگر تیره شد جواب مثبت است اگر تیره نشد جواب منفی است.
7-4-7) سپس از همان کلنی هایی که اکسیداز منفی شده در لوله حاوی محیط گلوکز آگار به صورت عمقی کشت داده شود و به مدت 2±24 ساعت در دمای 37درجه گرماخانه گذاری شود در صورت گسترش رنگ زرد جواب مثبت است.
7-5)محاسبات: 


8-گزارش:
8-1)نتایج در فرم و یا دفتر گزارش کار ثبت گردد.
8-2)اگرمشکلی در طی انجام  آزمایش وجود داشت باید آن را ثبت کرد و راه حل آن را ذکر کنید.
8-3)تاریخ،میزان و نوع نمونه و موارد ایجاد کننده خطا در آزمایش را باید ذکر کنید.
8-4)حدود مجاز

9-مدارک مرجع و منابع:
کتابAOAC
استاندارد شماره ی-------------


