
تهران، خيابان كارگر شمالي، نرسيد    ه به پمپ بنزين، ساختمان آزمايشگاه بهار
شماره 1627، صند    وق پستي: 14185-768

تلفن: 88966246-88961869، نمابر: 88960445

w
w

w
.b

ird
-b

ah
ar

.c
om

   
   

E
-m

ai
l:b

ah
ar

@
bi

rd
-b

ah
ar

.c
om

1

4

اصول
الف( آزمايش توانايي ارگانيس��م براي توليد  و پايد ار نگه د اشتن محصولات 

اسيد ي نهايي از تخمير گلوكز و غلبه كرد ن بر ظرفيت  بافري سيستم.
ب( اين تست يك تست كمي براي توليد  اسيد  )تعيين pH( مي باشد . بعضي 

از ارگانيسم ها نسبت به ساير ارگانيسم ها اسيد هاي بيشتري توليد  مي كنند .
 متي��ل رد  يك معرف pH ب��ا محد ود ة بين 6 )زرد ( و 4/4 )قرمز( مي باش��د .

pH اسيد ي د ر متيل رد  پايين تر از pH ساير معرف هاي مورد  استفاد ه د ر محيط هاي 
كشت باكتري شناسي است. بنابراين براي تغيير رنگ به قرمز ، ارگانيسم مورد  آزمون 

بايد  مقد ار زياد ي اسيد  از كربوهيد رات توليد  كرد ه باشد .

هد ف
انجام آزمايش متيل رد  براي تش��خيص س��ويه هاي باكترياي��ي كه از گلوكز 

اسيد هاي قوي توليد  مي كنند ، به كار مي رود .
 ال��ف( اف�ت��راق ب�ي��ن جن�س ها ي�ا افت��راق بين گونه ه��ا د ر يك جنس د ر
 خ��ان���واد ه ان�تروباك�ت�ري�اس��ه. آزماي��ش متيل رد بخش��ي از ت�س��ت هاي

IMViCو)Indole- Methylred- Voges- Proskauer- Citrate( مي باشد .
.)MR-( و انتروباكتركلوآكه )MR-( از انتروباكتر آئروژنز )MR+( 1. اشريشيا كلي

معرف متيل رد

انجام شود . احتمال د ارد  كه استوئين )د ر آزمايش VP( تخريب شود ، و نتايج اين 
د و آزمايش براي تشخيص بي اعتبار گرد د .

د( واكنش متيل رد  را نمي توان با بالا برد ن غلظت گلوكز د ر محيط تسريع نمود . 
ه� ( نتيجه آزمايش متيل رد  نبايد  كمتر از 48 ساعت انكوباسيون تفسير شود . 
اعتبار آزمايش MR بستگي به انكوباسيون كافي براي متابوليسم گلوكز د ارد . اگر 
آزمايش MR خيلي زود  انجام ش��ود ، نتايج اغلب بينابيني يا مثبت كاذب خواهند  
بود ، زيرا ارگانيس��م هاي MR مثبت زمان كافي براي متابوليسم كامل محصولات 
اس��يد ي اوليه كه از تخمير گلوكز ايجاد  ش��د ه اند ، ند ارند . بعد  از 24-18 س��اعت 

انكوباسيون نتايج MR مثبت كاذب د يد ه مي شود.
و( از انجام آزمايش د ر براث تلقيح ش��د ة خيلي كد ر خود د اري نماييد . اگر 
مقد ار تلقيح از حد اكثر حد ود  109 س��لول زند ه د ر هر ميلي ليتر بيشتر باشد ، رشد  
باكتريايي مهار مي شود . هر افزايش لگاريتي د ر مقد ار تلقيح، زمان مورد  نياز براي 
ارگانيسم هاي MR مثبت را جهت ايجاد  محصولات اسيد ي كافي براي غلبه كرد ن 

بر سيستم بافري، افزايش مي د هد .
ز( آزمايشگاه براي بد ست آورد ن نتايج مناسب و تكرارپذير بايد  موارد  ذيل 
را اس��تاند ارد نمايد : )a( غلظت تلقيح )b( حجم براث و )c( اند ازة لولة آزمايش. 
واكنش نارنجي رنگ اغلب زماني اتفاق مي افتد  كه حجم براث زياد  باشد  و تفسير 

را مشكل مي سازد .
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.)MR-( از ساير باسيل هاي گرم منفي غيررود ه اي )MR+ اغلب ،V( 2. گونه هاي يرسينيا
 )MR- ً 3. افتراق بين كلبسيلا اكسي توكا و كلبسيلا پنومونيه زيرگونه پنومونيه )معمولا

.)MR+( از ساير كلبسيلاها )V( و كلبسيلا تريجنا
ب( آزمايش هاي MR و VP د ر تشخيص موارد  زير نيز به كار مي روند  :

.)MR+ /VP+( 1. آئروموناس هيد روفيلا
.)MR+/VP+( 2. گونه هاي ليستريا

.)MR+( 3. همه شيگلاها و سيتروباكتر

محيط كشت مورد  استفاد ه
محيط كشت مورد  استفاد ه براي اين آزمايش محيط براث MR–VP  مي باشد ، 
كه حد ود   2/5mL د ر هر لوله )mmو125×16( تقسيم مي گرد د . اين محيط بايد  د ر 

و10-4( نگهد اري شود . نيمه عمر آن 8 - 6 هفته مي باشد .

°C( يخچال

روش انجام آزمايش
1. از كش��ت 24-18 س��اعته خالص روي KIA،TSI، مك كانكي آگار يا بلاد آگار 

به مقد ار كم برد اشته، د ر محيط MR-VP تلقيح نماييد .
و35 انكوبه نماييد . 

°C 2. د ر پيچ لوله را شل نمود ه، حد اقل به مد ت 48 ساعت د ر
و30  انكوبه كنيد .(

°C پيشنهاد  مي شود  لوله ها را به مد ت 5-3 روز د ر(
5.3قط��رهانديكاتورمتيلردبهآناضافهنماييد. د ر موارد  مثبت كاذب پس از 
منفي  24 ساعت، تا 25 قطره بر روي كشت 48 ساعته مي توان اضافه كرد و تست    

خواهد ماند.
4. نتيجه را بلافاصله بررسي نماييد .

تفسير نتايج
ال��ف(MRمثب��ت: كش��ت كاملاً  اس��يد ي ش��د ه و معرف متي��ل رد به طور 
مش��خص و پايد ار به رنگ قرمز روش��ن )pH=4/4( د ر سطح محيط باقي مي ماند . 
ميكرو ارگانيس��م هاي MR مثبت اسيد  هاي بيشتري توليد  كرد ه، بر سيستم فسفات 

بافر غلبه نمود ه و محيط را اسيد ي نگه  مي د ارند .
ب(MRمنفي: ايجاد  رنگ زرد  )pH=6( د ر سطح محيط.

ج(واكن��شتأخيري)±(: ايجاد  رنگ تأخيري قرمز و نارنجي بيانگر توليد  

 كم اس��يد  از سوبسترا مي باش��د . آزمايش را تكرار نماييد  و انكوباسيون را براي
4 روز اد امه د هيد.

كنترل كيفي
بعد  از ساخت هر سري ساخت از محيط و هر batch از معرف بايد  كنترل هاي 

مثبت و منفي مورد  آزمون قرار گيرند . شامل: 
Escherichia coli ATCC29522 :منفي VP / مثبت MR الف( سوية كنترل

Enterobacter cloacae ATCC13097 :مثبت  VP / منفي  MR ب( سوية كنترل

انجام آزمايش به روش سريع
د ر اين روش ارگانيسم هاي MR مثبت د ر مد ت 18 ساعت تعيين مي شوند .

 ،EMB از مركز قلة يك كلني ايزوله از كش��ت خالص 24-18 س��اعته روي
مك كانكي يا بلاد  آگار برد اشته، د ر mLو0/5 براث MR-VP تلقيح كنيد .

و35 انكوبه نماييد .

°C لوله را به مد ت  24-18 ساعت د ر
بعد  از اين زمان 1 قطره معرف MR به لوله اضافه كنيد . رنگ قرمز روش��ن 

بيانگر واكنش مثبت و رنگ كاملاً  زرد  بيانگر واكنش منفي مي باشد .
مطالعات نشان د اد ه كه حجم براث كمتر باعث مي شود  ارگانيسم ها بهتر د ر معرض 

اكسيژن هوا قرار گيرند  و ارگانيسم هاي منفي سريع تر به pH اسيد ي اوليه برمي گرد ند .

محد ود يت ها
الف( د رصد  پپتون موجود  د ر محيط كشت روي نتايج متيل رد  تأثير مي گذارد . 
هر سري ساخت از محيط كشت قبل از استفاد ه بايد  با ارگانيسم هاي شناخته شد ه 

MR مثبت و MR منفي كنترل شود .
ب( د ر طي استريليزاس��يون، لوله ها را بايد  براي محافظت از تماس با بخار 
د ر ظرف��ي ق��رار د هيد  كه آنها را از مايعات ميعاني جد ا كند . د ر صورتي كه به اين 
موضوع توجه نش��ود ، محيط زرد  رنگ مي شود . محيط بايد  به شفافيت آب باشد . 

محيط زرد  رنگ، محيط نامناسبي است.
ج( د ر تش��خيص روتين براي افتراق E.coli از اغلب ميكروارگانيس��م هاي 
گروه كلبس��يلا - انتروباكتر نبايد  صرفاً  به   آزمايش هاي MR و VP اعتماد  نمود . 
 MR-VP بايد  د ر تركيب باتس��ت هاي )IMViC( آزمايش هاي س��يترات و اند ول


