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1-  هدف: 
شناسايي و افتراق اعضاي خانواده انتروباكترياسه 

2-  اساس آزمايش:

سديم سيترات، نمك اسيد سيتريك و يك تركيب آلي است كه در سيكل كربن متابوليزه شده و مي تواند منبع كربن محسوب شود.
برخي از ارگانيسم ها مي توانند انرژي مورد نياز خود را با استفاده از سديم سيترات به عنوان تنها منبع كربن و از نمك هاي آمونيوم غير ارگانيك به عنوان تنها منبع نيتروژن بدست آورند.
توجه شود که هر محيطي كه براي تعيين استفاده از سيترات به كار مي رود، بايد فاقد پروتئين و كربوهيدرات به عنوان منابع ديگر كربن باشد. 
3-  مواد و معرفها:
· كشت تازه ميكروبي (كشت خالص 24-18 ساعته از ارگانيسم مورد نظر)
· محيط سيمون سيترات آگار Simmons Citrate agar كه حاوي نمك ها،كاتيون ها، بافرهاي سيترات و بروم تيمول آبي به عنوان انديكاتور است، مي تواند در pH قليايي ( بالاتر از 7.6 ) و در جريان توليد تركيبات قليايي (تركيبات آمونيوم) حاصل از مصرف سيترات توليد رنگ آبي در محيط نمايد. 
4-  روش انجام كار: 
مقدار خيلي كم از ارگانيسم مورد نظر (2-1 كلني ايزوله ) را در سطح آگار شيب دار سيمون سيترات تلقيح نماييد. فرو بردن سوزن مخصوص كشت، به ته لوله جهت كشت لازم نمي باشد.
سپس 48-24 ساعت ( حد اكثر 7 روز ) لوله را در 37 0C  -  350C  انكوبه نماييد.
ايجاد رنگ آبي نشان دهنده واكنش مثبت است. گاهي ممكن است تغيير رنگ در محيط ديده نشود اما در مسير خط كشت باكتري، رشد ديده شود كه اين حالت نيز مثبت در نظر گرفته مي شود. بهتر است در اين شرايط مجدداً با مقادير كم باكتري، آزمايش را تكرار نماييد. 
5- تداخلات: 
مقدار تلقيح باكتري بايد به ميزان خيلي كم باشد زيرا در غير اين صورت تركيبات آلي موجود در ديواره
 باكتري هاي در حال تخريب، كربن و نيتروژن زيادي آزاد كرده و مي توانند واكنش مثبت كاذب حاصل نمايند.

6-  برنامه كنترل كيفي داخلي: 

سويه كنترل مثبت:    انتروباكتر آئروژينوزا
سويه كنترل منفي:    25922  E. coli ATCC
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