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	متيل رد
Methyl Red Test 
	2 از  2  صفحه



1-  هدف:   
تشخيص و تمايز اعضاي خانواده انتروباكترياسه براساس ميزان فرآورده نهائي ناشي از متابوليسم گلوكز و توليد اسيد از طريق مسير Mixed  Acid  Fermentation  

2- اساس آزمايش:

معرف متيل رد يك انديكاتور pH است كه در محدوده بين pH= 6 (زرد ) و pH= 4.4 (قرمز ) واکنش نشان می دهد. اسيديته ای كه در آن معرف متيل رد قادر است تا تغيير رنگ ايجاد نمايد بسيار كمتر از ساير معرفهاي بيولوژيكي بوده و تنها در مجاورت اسيديته بالا، در مسير تخمير چند اسيد از گلوكز مي تواند ايجاد واكنش نمايد.
برخي از انتروباكترياسه فقط در ابتداي دوره انكوباسيون توليد اسيد مي نمايند ولي تنها باكتريهايي كه قادر باشند براي مدت طولاني طي انكوباسيون (72-48 ساعت) pH محيط را در حد پايين حفظ نمايند داراي واكنش مثبت مي باشند.
3- نمونه اوليه:

كشت  خالص و تازه از باكتري مورد نظر (كشت 24 -18 ساعته)
4-  مواد و معرفها:
· MR/VP Broth  با pH نهايي  9/6
· معرف متيل رد كه عبارت است از 0.1 g  پودر متيل رد در 300 ml  الكل اتيليك 95%  و 200 ml  آب مقطر 
توجه: ابتدا پودر متيل رد را بايد در الكل حل نمود و سپس آب به آن اضافه كرد. محلول تهيه شده را بايد در شيشه تيره و در يخچال نگهداري نمود. جهت مصرف روزانه و هفتگي آنرا در لوله هاي در پيچ دار به حجم 5/2ميلي ليتر ريخته و در يخچال بگذاريد. 
 5-  روش انجام آزمايش:  

· ابتدا چند كلني از كشت خالص باكتري را در لوله حاوی 5/2 ميلی ليتر MR/VP Broth   تلقيح نماييد.

  – 72-48 ساعت ( حداكثر 5 روز)  در°C 35   انكوبه نمائيد.
- سپس  5 قطره از معرف متيل رد را به Broth اضافه نماييد و نتيجه واكنش را بر اساس تغيير رنگ حاصله بررسي كنيد. 
  ايجاد رنگ زرد               واكنش منفي 

 ايجاد رنگ قرمز               واكنش مثبت در نتيجه توليد اسيد زياد و ايجاد pH<4.5  است. 

 ايجاد رنگ نارنجي            واكنش منفي   

جهت كوتاه تر كردن زمان نتيجه گيري مي توان حدود 5/0 ميلی ليتر MR/VP Broth   را در لوله اي ريخته و مقدار نسبتاً زيادی از ميكروب را در آن تلقيح نمود و پس از انكوباسيون 24-18 ساعته در 35°C ،  2-1  قطره معرف متيل رد  را به آن اضافه کرده، واكنش را مشاهده نمود.
6-  برنامه  كنترل كيفي: 

 كنترل مثبت:  25922     E. coli  ATCC
كنترل منفي:  انتروباكتر آئروژينوزا 13048،  Klebsiella Pneumoniae  ATCC  13883
توجه :  در هر روز كاري، قبل از انجام آزمايش، كنترل كيفي بايد با سويه هاي مثبت و منفي انجام شود. 
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