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نمونه برداری برای آزمون های ميکروبی

به طور کلی پيش از انجام آزمون های ميکروبی مواد غذايی و برای آماده سازی نمونه های غذايی چندين مرحله انجام می شود که 
شامل موارد زير است:
ــ نمونه برداری 

ــ جابه جايی نمونه مواد غذايی
ــ دريافت و نگهداری نمونه ها در آزمايشگاه ميکروب شناسی

ــ آماده سازی نمونه های مواد غذايی برای انجام آزمون های ميکروبی 

۱ــ۶ــ نمونه برداری
ساخت۱  سری  نماينده  که  کند  دريافت  را  نمونه ای  بايد  آزمايشگاه  ميکروبی،  آزمون های  در  نمونه برداری  اهميت  به  توجه  با 
محصول بوده و هنگام جابه جايی و نگهداری آسيب نديده باشد و يا تغييری در آن ايجاد نشده باشد. مسأله مهم در ميکروب شناسی 
موادغذايی اين است که باکتری ها به طور معمول به صورت گسترده و غيريکنواخت در فرآورده های غذايی پراکنده می شوند. برای نمونه 
در ميوه ها، سبزی ها،گوشت و ماهی ميزان انتشار باکتری ها روی سطوح در مقايسه با قسمت های عمقی بيشتر است. همچنين بهتر 
است نمونه در برابر آلودگی های خارجی ناشی از هوا، ظرف های نمونه برداری و جابه جايی نامناسب حفظ شود. ويژگی های نمونه های 
مواد غذايی بايد به طور کامل مشخص و ثبت شود. اگر نمونه ها به طور صحيح برداشت يا جا به جا نشده باشند، نماينده مناسبی از 

ماده غذايی نبوده و قضاوت در مورد آنها نادرست می باشد.
١ــ١ــ٦ ــ واژه های مهم نمونه برداری: 

ــ محموله : مقدار معينی از کالا که در يک نوبت تحويل داده می شوند.
ــ بهر۲: مقدار معينی از محموله که دارای کيفيت يکسان باشد.  

ــ زير بهر۳: مقدار معينی از بهر که به طور جداگانه در جايی نگهداری شده باشد.
ــ نمونه٤: جزيی از بهر مورد آزمون است که بايد دارای همه ويژگی های بهر مورد نظر باشد. برای نمونه برداری نمی توان حجم 
وسيعی از ماده غذايی را برداشت کرد  بلکه نمونه بايد به صورت واحد های کوچک به نام Unite که در بيشتر موارد واحد های ۱۰۰ 
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گرمی  هستند از جاهای مختلف ماده غذايی برداشت شود.
ــ نمونه اوليه۱: ماده جمع آوری شده در نمونه برداری است که دست کم بايد دو برابر مقدار ماده غذايی لازم برای انجام 

آزمون ها باشد و مقدار اضافی آن برای مواقعی که دوباره به نمونه نياز است نگهداری شود.
ــ نمونه نهايی: عبارت است از مقداری از بهر که از تقسيم دقيق کل نمونه ها بوسيله تقسيم کننده مناسب به دست آمده باشد.

ــ نمونه مورد آزمون: عبارت است از مقداری از بهر که از نمونه نهايی برای آزمون های مورد نظر برداشته می شود.
ــ طرح نمونه برداری۲: نمونه برداری بايد برابر با استاندارد های ملی عمومی  و ويژه هر فرآورده غذايی انجام شود.

 برای تهيه نمونه های اوليه بايد موارد زير رعايت شود:
الف) نمونه برداری بايد به وسيله فرد آگاه به تکنولوژی فرآورده های مربوطه و آزمون های ميکروبی انجام شود.

تمام  از  تصادفی  روش  به  بايد  ديگر  وسيله  هر  يا  هواپيما  و  کاميون  کشتی،  از  بهر  تخليه  هنگام  نمونه ها  امکان  صورت  در  ب) 
قسمت های بهر برداشته شوند.اگر نمونه برداری از تمام قسمت های بهر امکان پذير نيست، گاهی از بسته هايی که در دسترس هستند، 

نمونه برداری می شود که در اين صورت يافته ها تنها برای بسته های مورد نظر قابل تفسير است و قابل تعميم به کل بهر غذايی نيست.
پ) برای نمونه برداری از کارتن های بزرگ دارای بسته های کوچک، به روش تصادفی چند کارتن انتخاب شده سپس از هر يک 

از کارتن ها نيز به تعداد مورد نياز بسته های کوچک برداشته می شود.
ت) اگر فرآورده های غذايی در ظرف های بسيار بزرگ قرار دارند که به آسانی به آزمايشگاه منتقل نمی شوند، بايد نمونه های معرف 

را انتخاب کرده و به طور جدا در ظرف های ديگری قرار داده و سپس آنها را به آزمايشگاه منتقل نمود.
يادآوری: هنگام نمونه برداری ابتدا بايد روی بسته های غذايی و ظرف های نمونه را با مواد تميز کننده سالم سازی کرده سپس 

با اتانول ۷۰٪  آن را سترون نمود.
ث) مواد غذايی کنسرو شده بايد به همان صورت کنسرو به عنوان نمونه اوليه به آزمايشگاه فرستاده  شود.

ج) اگر نمونه غذايی حجم زيادی دارد بايد از قسمت های مختلف آن نمونه برداری شود مگر اينکه به طور کامل يکنواخت شده 
باشد.

چ) مواد مايع منجمد را بايد در يک ظرف سترون شده بزرگ قرار داد و در شرايط سترون آن را به تکه های کوچک تر تقسيم 
کرد، برای نمونه، درون کيسه های پلاستيکی سترون شده و محکم و سپس از تکه های خرد شده نمونه برداری انجام شود.انجام اين کار 

با استفاده از مته يا اره برقی نيز مقدور است.
ح) دمای هوای اتاق نگهداری نمونه يا وسيله جابه جايی و نيز دمای ماده غذايی هنگام نمونه برداری بايد يادداشت شود.

خ) در مواردی که بسته های کوچک باز نشده به آزمايشگاه فرستاده می شود لازم است دمای ماده غذايی در بسته يادداشت 
شود.

د) نمونه برداری بايد در محيطی دور از گرد و خاک و جريان هوا و رطوبت انجام شود.
شده  شکسته  جعبه های  و  کارتن ها  مانند  دارد  آن  قسمت های  ساير  با  متفاوت  وضعيتی  بهر  از  قسمت هايی  که  صورتی  در  ذ) 

نمونه برداری بايد به صورت تصادفی از آنها هم انجام شود.
ر) در مورد برداشت نمونه از کالاهای بسته بندی شده موجود در انبار يا نمونه برداری از کالا در محل فروش و توزيع که بيشتر 

به دليل مشکوک بودن صورت می گيرد، بايد شرايط نگهداری و تاريخ ساخت آن بيشتر مورد توجه قرار گيرد.
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٢ــ١ــ٦ــ ويژگی های وسايل نمونه برداری:
می توان  منظور  اين  بمانند.برای  باقی  سترون  استفاده  زمان  تا  و  باشند  سترون  و  تميز  خشک،  بايد  نمونه برداری  ظرف های  ــ 
آنها را در ورق های آلومينيومی پيچيد و در اتوکلاو سترون نمود.برای سترون کردن بسته های پلاستيکی می توان از اشعه يونيزه کننده 
شيميايی سترون کننده بايد حذف شوند.  کاربری مواد  استفاده کرد که در اين صورت پيش از  شيميايی سترون کننده  يا محلول های 
همچنين می توان از ظرف های شيشه ای دهان گشاد و در پيچ دار، ظرف فلزی زنگ نزن و کيسه های پلاستيکی يکبار مصرف محکم با 

گنجايش مناسب که بتوان ۲۵۰ــ۱۰۰ گرم نمونه را در آن جای داد استفاده کرد. 
ــ در صورتی که از کيسه های پلاستيکی يکبار مصرف استفاده می شود بايد پس از نمونه برداری آنها را محکم با نخ و سيم به 

گونه ای بست که هيچ منفذی برای ورود و خروج مواد در آن نباشد.
ــ برای برداشت نمونه ها بايد با توجه به نوع ماده غذايی از وسيله های مختلف مانند چاقوهای فولادی زنگ نزن،پنس، قاشک، 

انبرک، گيره، کاردک،مته های مخصوص، در باز کن و قيچی استفاده نمود.
يادآوری: همه وسيله های نمونه برداری بايد از پيش سترون شوند(به فصل سوم مراجعه شود).

۲ــ۶ــ روش نمونه برداری از چند ماده غذايی
۱ــ۲ــ۶ ــ تخم مرغ کامل: پس از باز کردن کارتن های تخم مرغ در صورتی که از نظر ظاهری بدون عيب باشد بايد تعدادی 
از آنها به روش تصادفی انتخاب شده و سپس به آزمايشگاه منتقل شوند. اگر امکان انتقال سريع آنها به آزمايشگاه وجود ندارد بايد آنها 

را تا زمان رسيدن به آزمايشگاه در دمای C ˚ ۴ــ۰ نگهداری نمود.
۲ــ۲ــ۶ ــ گوشت پرنده ها (منجمد): برای اين منظور بايد از کيسه های پلاستيکی به طور جدا برای قسمت های مختلف 
لاشه استفاده شود.به محض رسيدن اين نمونه ها به آزمايشگاه بايد آنها را از کيسه بيرون آورده در يک سينی سترون قرار داد و در 

يخچال گذاشت تا از حالت منجمد خارج شود.
۳ــ۲ــ۶ ــ گوشت دام و پرنده های سرد شده: اين نمونه ها بايد به روش فرآورده های منجمد، خيلی سريع پس از رسيدن 

به آزمايشگاه مورد آزمايش واقع شوند. در تهيه نمونه برای آزمون بايد از روش تراشيدن استفاده شود.
۴ــ۲ــ۶ ــ گوشت خام منجمد: برای نمونه برداری از گوشت خام و تکه های گوشت بدون استخوان بايد با اره و ساطور 
تميز و سترون شده، دست کم ۲۵۰ گرم نمونه  برداشته و به کيسه پلی اتيلنی منتقل کرد، سپس سر کيسه را گره زده و درون کيسه ديگری 

قرار داد.با استفاده از مته برقی هم می توان از قسمت های عمقی برای نمونه برداری از نمونه های جامد و منجمد استفاده نمود.
يادآوری: غذا های منجمد بايد تا زمان رسيدن به آزمايشگاه همچنان به حالت منجمد باقی بمانند و اگر از حالت انجماد خارج 

شوند نبايد دوباره منجمد گردند.
۵ــ۲ــ۶ ــ پنير: برای نمونه برداری و آزمون های ميکروبی پنير های سخت و نيمه سخت که مشکوک به آلودگی هستند بايد 
از راه زير استفاده شود. برای تعيين آلودگی سطحی پنير می توان يک لام ويژه آزمايشگاه ميکروب شناسی را پس از سترون کردن 
روی سطح پنير چسبانده و يا تکه ای از سطح پنير را بين دو لام ويژه فشرده و پس از جدا کردن ذرات پنير آن را مورد آزمون قرار داد. 
درضمن برای جدا کردن پنير از روی لام لازم است آن را با گزيلن تميز نمود و برای تعيين آلودگی عمق پنيرابتدا بايد قسمت سطحی پنير 
را به عمق ۱تا ۱/۵ سانتی متر کنار زد سپس از قسمت داخلی آن با وسيله مخصوص نمونه برداری پنير (مانند چوب پنبه سوراخ کن) از 
پنج نقطه متمايز، ۵ نمونه ۵ گرمی  برداشت.نمونه های پنير را بايد تا انجام آزمايش در دمایC ˚۱۰ يا کمتر نگهداری کرد.اگر از پنير تازه 

بی نمک نمونه برداری می شود بايد تا زمان رساندن نمونه به آزمايشگاه و انجام آزمون، نمونه در دمای بينC ˚۴ــ۰ نگهداری شود.
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۶ــ۲ــ۶ ــ شير تازه: 
ــ نمونه برداری از شير دام زمان دوشيدن : پيش از دوشيدن شير، پستان گاو را بايد با آب و صابون شسته و با يک پارچه 
تميز خشک کرده و با نوعی ماده سترون کننده آلودگی آن را بر طرف نموده و پس از کمی دوشيدن شير نمونه برداری را انجام داد. پس 

از دوشيدن کامل شير لازم است آن را به خوبی هم زده و نمونه برداری کرد.
يادآوری: 

بنابراين  و  شده  شير  آلودگی  به  منجر  می تواند  دوشيدن  زمان  آن  بودن  آلوده  زيرا  است  مهم  بسيار  گاو  پستان  کردن  تميز  الف) 
يافته های آزمون قابل اطمينان نخواهد بود.

ب) بهتر است قطره های اوليه شير دور ريخته شود زيرا مجرای پستان پيش از دوشيدن ممکن است آلوده باشد و شير هنگام 
عبور از آن آلوده شود.

پ) همه وسايل نمونه برداری و ظرف های نگهداری شير دوشيده شده بايد سترون باشند و نمونه برداری نيز در شرايط سترون 
انجام شود.

ت) هنگام استفاده از شير دوش مکانيکی، چون لوله بعضی از اين شير دوش ها به يک مخزن استيل ضد زنگ متصل است پيش 
از نمونه برداری بايد چند بار شير موجود در مخزن، هم زده شود.

ــ نمونه برداری از شير در تانکر ها و مخزن ها: هنگام نمونه برداری از اين ظرف ها بايد به نکته هايی مانند، مدتی که شير در 
ظرف مانده است و چگونگی نگهداری و دمای شير توجه نمود.پيش از نمونه برداری نمونه شير با همزن دستی و الکتريکی يکنواخت 
می شود. اگر ۳۰ دقيقه از ريختن شير در اين ظرف ها گذشته باشد بايد عمل هم زدن ۵ دقيقه ادامه يابد. عمل هم زدن بايد تا آنجا ادامه 

يابد که شير همگن شده و قسمت های بالا و پايينی نمونه يکسان باشد.
يادآوری: مقدار نمونه نبايد از ۵۰۰ ميلی ليتر کمتر باشد.

۷ــ۲ــ۶ ــ شير پاستوريزه واستريليزه: برای نمونه برداری از اين بهر ها با استفاده از جداول نمونه برداری از بهر های 
فرايند شده لازم است به تعداد لازم نمونه انتخاب شده و به آزمايشگاه منتقل شوند. همه وسايل نمونه برداری بايد سترون باشند و برای 

رساندن نمونه های شير به آزمايشگاه، شرايط دما بايد بين C ˚۴ــ۰بوده ونمونه سريع به آزمايشگاه فرستاده شود.
۸ــ۲ــ۶ ــ خامه: نمونه برداری از خامه مانند شير است.هنگام هم زدن خامه بايد دقت شود که همه خامه به ويژه قسمت های 
موجود در ته و اطراف ظرف همگن و يکنواخت شود. پس از يکنواخت شدن بايد ۲۰۰ گرم نمونه در شرايط سترون برداشت شده و با 

همان شرايط نگهداری شير به آزمايشگاه فرستاده شود.
يادآوری: همزن دستگاه را نبايد با شدت به بالا و پايين برد بلکه بايد آن را داخل خامه فرو کرد و حرکت داد.

۹ــ۲ــ۶ ــ کره:
الف) نمونه برداری از کره در دستگاه کره زنی: پس از آن که کره در دستگاه آماده شد، بايد سه نمونه هر يک به وزن تقريبی 
هريک ۱۰ گرم از سه نقطه يکی از وسط و دو نمونه از اطراف برای آزمايش های ميکروبی برداشته شود. در اين نمونه برداری فاصله 

نقاط از بالا به پايين و اطراف بايد معين باشد.
ب) کره در ظرف ها و بسته های بزرگ: با وسايل سترون بايد از دو قسمت جدا هر يک به وزن تقريبی ۱۵ گرم نمونه، برداشت 
شود. اگر از بسته های بزرگ کره نمونه تهيه می شود، بايد قسمتی از پوشش آن کنار زده شده تا سطح کره نمايان شود. سپس با قاشق 
سترون شده نمونه برداری صورت گيرد. برداشت نمونه کره از کنار بسته طوری صورت می گيرد که از سه طرف قسمت های سطحی 

برداشت شود.
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پ) نمونه برداری از کره بسته بندی شده: بايد با روش های نمونه برداری استاندارد از بهر های فرايند شده به شماره ۲۸۳۶ 
انجام گيرد، برای اين منظور بايد تعداد معينی بسته نمونه انتخاب کرده، به آزمايشگاه فرستاده شده يا در شرايط سترون بسته را باز کرده 

و ۱۵ گرم نمونه با قاشقک استريل برداشت، نمونه ها را در دمای C ˚۴ــ۰ به آزمايشگاه فرستاده می شوند.
عمق  تا  را  نمونه  سطح  سترون،  برنده  وسيله  به  يا  و  چاقو  يک  با  ابتدا  بستنی  از  نمونه برداری  برای  بستنی:  ــ  ۲ــ۶  ۱۰ــ 
۲/۵ سانتی متری کنار زده و از آن محل نمونه  برداشت. مقدار نمونه لازم حدود ۵۰ گرم است. نمونه ها پس از برداشت و نگهداری در 

ظرف های سترون بايد فوری به آزمايشگاه فرستاده شوند تا هنگام آزمون، از حالت انجماد خارج نشود.
يادآوری: اگر بستنی ايجاد مسموميت کرده لازم است از تمام مواد اوليه آن هم نمونه برداری شود.

۱۱ــ۲ــ۶ ــ شير خشک: اگر شير خشک به صورت بسته های کوچک است بايد با روش استاندارد ملی به تعداد مناسب 
از بسته ها نمونه  برداشته شود ولی اگر بسته ها بزرگ باشند بايد از بين آنها تعدادی انتخاب و مقدار لازم نمونه از آنها برداشته شود. 

نمونه ها بايد به سرعت به ظرف های شيشه ای و سترون منتقل و درب ظرف بسته شود.
يادآوری: چون شير خشک به سرعت رطوبت را جذب می کند، در محل نمونه برداری نبايد رطوبت هوا زياد باشد.

جمهوری  ملی  استاندارد  روش  از  است  لازم  هم  بهر ها  اين  از  نمونه برداری  برای  کمپوت ها:  و  کنسرو ها  ــ  ۱۲ــ۲ــ۶ 
اسلامی ايران به شماره ۲۸۳۶ برای نمونه برداری استفاده شود.برای اين منظور بايد سطح قوطی ها با آب گرم و ماده شوينده به خوبی 
شسته شده و با پنبه آغشته به الکل سترون شود. به دليل احتمال وجود مقداری گاز درون قوطی های با محتوای فاسد ممکن است 
هنگام سوراخ کردن، گاز سبب پخش ماده غذايی به اطراف شود و به سر و صورت نمونه بردار برخورد کند. برای رفع اين مشکل بايد 
قيف سترونی را که اندازه آن مناسب با اندازه قوطی کنسرو باشد به طور وارونه روی قوطی قرار داد، سپس ميخ بلند و سترونی را از 
جهت باريک قيف داخل کرده و با ضربه قوطی را سوراخ کرد. در مورد قوطی های سالم می توان با استفاده از در بازکن سترون در 
قوطی را به اندازه کافی باز کرده سپس با وسيله فلزی توخالی و سترون که تا عمق قوطی وارد می شود، نمونه برداری کرد. بديهی است 

سطح خارجی بسته پيش از نمونه برداری بايد با الکل اتيليک ۷۰٪ سترون شده باشد.
يادآوری: اگر ماده درون قوطی مايع است، بايد پس از يکنواخت کردن با پی پت سترون مقدار نمونه لازم برداشت شده و به 

يک ظرف سترون منتقل و به آزمايشگاه فرستاده شود.
۱۳ــ۲ــ۶ ــ نمونه برداری از آب : به طور کامل در فصل ۸ قسمت آزمايش های ميکروبی آب شرح داده خواهد شد.

۳ــ۶ ــ جابه جايی نمونه ها 
ــ نمونه ها بايد در شرايطی به آزمايشگاه فرستاده شوند که تا جای ممکن در تعداد ميکروارگانيسم های موجود در آنها تغييری 

ايجاد نشود.
ــ تحويل نمونه ها به آزمايشگاه بايد سريع بوده و تا حد امکان با حفظ شرايط نگهداری اصلی نمونه باشد و در صورت نياز روی 

برچسب نمونه شرايط نگهداری آن مشخص شود.
ــ نمونه ها بايد به گونه ای بسته بندی شوند که از نشتی شدن و ريختن آنها روی محيط، وسايل جابه جايی و اندام های کارکنان 

جلوگيری گردد.
ــ نمونه هايی که نياز به نگهداری در يخچال يا فريزر ندارند را می توان در ظرف های مناسب بسته بندی کرد.

ــ هنگام جابه جايی نمونه ها دما های زير بر اساس نوع فرآورده پيشنهاد می شود: 
۱ــ اگـر نمونه ها خشک يا به صورت کنسرو شده باشند نيازی به شرايط ويژه دما برای نـگهداری آنها نيست و اما دما نبايد از 
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C ˚۴۵  تجاوز کند. به اين نمونه های غذايی، نمونه پايدار۱ می گويند.
۲ــ فرآورده های منجمد بايد تا زمان آزمايش، همچنان به حالت انجماد نگهداری شوند و دمای نگهداری آنها بايد کمتر از

C ˚ ۱۸ باشد.
٣ــ فـرآورده هـای ناپايـدار٢ و غيـر منجمد بايد در ظرف های عـايق به آزمايشگاه فـرستاده شـوند و تـا هنگام آزمـون در دمـای 

C ˚۴ــ۰ نگهداری شوند.

۴ــ۶ ــ دريافت و نگهداری نمونه ها در آزمايشگاه 
مسئول آزمايشگاه بايد شرايط نمونه را در زمان دريافت بررسی نموده و در صورت وجود شرايط نامطلوب يا کافی نبودن تعداد 
نمونه، از پذيرش آن خودداری کند. ظرف های نمونه برداری را بايد از نظر نقص فيزيکی و ظاهری کنترل کرد. هنگام دريافت نمونه 

توجه به نکات زير ضروری است:
ــ  تاريخ دريافت نمونه 

ــ جزييات نمونه برداری (زمان نمونه برداری، نمونه بردار، هدف از نمونه برداری و آزمون مورد نظر) 
ــ نام و آدرس محل نمونه برداری

در صورت امکان نمونه ها پس از دريافت، بايد به سرعت آزمايش شوند بهتر است فاصله زمان دريافت نمونه و انجام آزمون 
کمتر از ۲۴ ساعت باشد.

نکته: برای فرآورده های بسيار فاسد شدنی (آبزيان خوراکی) بايد تا ۲۴ ساعت از زمان نمونه برداری، مورد آزمون های لازم 
قرار گيرند. برای فرآورده های فاسد شدنی مانند شيرخام تا ۳۶ ساعت از زمان نمونه برداری بايد آزمون های لازم انجام شود.

برای نگهداری نمونه ها تا زمان انجام آزمون بايد نمونه ها در شرايطی نگهداری شوند که در تعداد ميکروارگانيسم های موجود 
در آنها تغييری ايجاد نشود (مانند شرايط نگهداری نمونه ها هنگام جا به جايی).

۵ ــ۶ ــ آماده سازی نمونه  برای آزمون های ميکروبی
١ــ٥ ــ٦ ــ رعايت نکته های بهداشتی پيش از انجام آزمون: 

ــ پيش از باز کردن بسته بندی نمونه های معمولی بايد اطراف محل باز کردن با پنبه آغشته به اتانول ۷۰٪ سترون شود.
ــ پيش از شروع آزمون لازم است مکان و سطوح انجام آزمون با مواد سترون کننده مناسب تميز و سالم سازی شود.

ــ دست ها پيش از انجام آزمون بايد با يک ماده شوينده مناسب شسته شوند.
ــ وسايل انجام آزمون های ميکروبی بايد سترون بوده و از قرار گرفتن در معرض آلودگی پيش از استفاده حفظ شوند.

٢ــ٥ ــ٦ ــ آماده سازی سوسپانسيون اوليه و تهيه رقت های اعشاری بعدی٣:
الف) تهيه سوسپانسيون اوليه: برای تهيه سوسپانسيون اوليه از نمونه های جامد که به آزمايشگاه فرستاده می شود بايد سه 

کار انجام شود:
۱ــ وزن کردن نمونه   
۲ــ رقيق کردن نمونه  

Stab ــ ۱ e     ــ ٢ Non stab e
Fu ــ ٣ ther dec ma  d ut ons
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۳ــ يکنواخت کردن نمونه  
۱ــ وزن کردن نمونه: نمونه های غذايی جامد بايد با استفاده از چاقو، قاشقک و پنس های سترون شده، به وزن ۱۰ تا ۲۵ گرم 

برداشته شوند. 
مواد و وسايل مورد نياز

 ترازو
 قاشقک 

 پنس
 ظرف های شيشه ای 

روش کار
الف) ابتدا ترازو را روشن کرده و روی آن وسيله مناسب برای توزين نمونه قرار داده می شود.

نکته: بهتر است بر روی ظرف های شيشه ای يک فويل آلومينيومی  پيچيده و ظرف را همراه با کاغذ آلومينيومی  در آون سترون 
کرد سپس کاغذ را روی ترازو قرار داده و نمونه وزن شده را روی آن گذاشت.
ب) پس از قرار دادن کاغذ روی ترازو بايد آن را روی صفر تنظيم نمود.

پ) با استفاده از چاقو و قاشقک سترون شده از نمونه غذايی مورد نظر به اندازه مناسب نمونه (۱۰ يا ۲۵ گرم) برداشته و روی 
کاغذ آلومينيومی گذاشته می شود.

نکته ها
 همه مراحل کار بايد در شرايط سترون انجام شود.

 قاشقک و چاقو تا زمان پيش از آزمون بايد درون ظرفی که دارای محلول سترون کننده اتانول ۷۰٪ است قرارداده شوند و 
هنگام استفاده ابتدا يک بار از روی شعله عبور داده شده تا اتانول روی آن تبخير شود. 

 هرگز نبايد نمونه را با دست برداشت و روی ترازو قرار داد.
 از نمونه هايی که بر روی ميز کار و يا زمين می افتند نبايد استفاده کرد.

۲ــ رقيق کردن نمونه: عمل رقيق کردن با استفاده از رقيق کننده ها انجام می شود. مهم ترين رقيق کننده هايی که در آزمايشگاه 
ميکروب شناسی به کار می روند شامل موارد زير هستند:

(pH ۷/۲  ،۰/۶ مولار  kH۲p۴) ــ آب بافر فسفات
ــ سرم فيزيولوژی (کلريد سديم ۹ در ۱۰۰۰)

ــ آب پپتونه (۰/۱٪پپتون)
ــ محلول رينگر
ــ سيترات سديم

(دستور ساخت برخی از اين رقيق کننده ها در هر آزمون ماده غذايی گفته خواهد شد)
نوع رقيق کننده بسته به نوع ماده غذايی متفاوت است. برای نمونه، کره را نمی توان با آب مقطر يا سرم فيزيولوژی رقيق کرد بلکه 

تنها با سيترات سديم رقيق می شود يا برای رقيق کردن شير از محلول رينگر استفاده می شود.
رقيق کننده ها به سه منظور استفاده می شوند:

الف) رقيق کردن و مايع کردن نمونه های جامد 
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ب) جدا کردن ميکروارگانيسم های موجود در نمونه و هدايت آنها داخل رقيق کننده 
پ) جدا کردن ميکروارگانيسم ها از يکديگر در نمونه رقيق کننده 

بنابراين پس از کشت محلول های رقيق شده دارای نمونه غذايی بر روی محيط های جامد، ميکروارگانيسم های موجود در نمونه 
با وضعيت مناسب و شرايط آماده تری شروع به رشد و تکثير می کنند.

 مواد و وسايل مورد نياز
 وسيله تعيين حجم (استوانه مدرج با حجم مناسب)
 رقيق کننده مناسب با ماده غذايی و سترون شده

روش کار
الف) در شرايط سترون با استفاده از استوانه مدرج يا پی پت به اندازه مناسب از رقيق کننده برداشته و به ظرف دارای نمونه 

غذايی وزن شده اضافه کنيد.
 نکته ها

حجم  باشد،  گرم   ۱۰ آزمون  مورد  نمونه  وزن  اگر  باشد.  نمونه  وزن  برابر   ۹ هميشه  بايد  شده  استفاده  کننده  رقيق  حجم   
رقيق کننده بايد ۹۰ ميلی ليتر و اگر وزن نمونه ۲۵ گرم است، حجم رقيق کننده بايد ۲۲۵ ميلی ليتر باشد.

 در صورت وجود ذرات درشت، سوسپانسيون بايد مدتی به حالت سکون قرار دهيد تا ذرات شناور ته نشين شوند.
 مواد غذايی وزن شده را بايد درون ظرف های شيشه ای دهان گشاد که از پيش در آون سترون شده اند و دارای گنجايش 

مناسب هستند قرار داده شوند و سپس رقيق کننده به ميزان مناسب به آن ها اضافه کنيد.
 خطای حجمی  و وزنی می تواند تا ۵٪± باشد.

۳ــ همگن کردن نمونه: مواد درون ظرف های سترون که دارای نمونه و رقيق کننده هستند بايد با يک مخلوط کن با دور کم 
به مدت ۱ تا ۲ دقيقه مخلوط و يکنواخت شوند. برای نمونه هايی که می توانند به راحتی يکنواخت شوند می توان آنها را با تکان دادن 

يکنواخت کرد.
مواد و وسايل مورد نياز
 ميله شيشه ای صاف

 همزن
روش کار: با استفاده از يک همزن صاف در شرايط سترون محلول ماده غذايی و رقيق کننده بايد به خوبی يکنواخت شود.

نکته ها
 ميله شيشه ای صاف تا پيش از آزمون بايد درون محلول اتانول ۷۰٪ باشد تا سترون شود.

 محلولی که به ترتيب بالا تهيه می شود دارای رقت ۱ــ ۱۰ است زيرا رقت کلی نمونه برابر است با نسبت حجم نمونه به حجم 
کل (حجم نمونه و رقيق کننده) که به صورت زير است:

۹۰ ميلی ليتر رقيق کننده ۱۰/۱۰ گرم نمونه   ۱۰ / ۱۰۰ ۱/۱۰ ۱ــ ۱۰   
 زمانی که ماده غذايی جامد است، ۱ گرم نمونه غذايی برابر با ۱ ميلی ليتر نمونه در نظر گرفته می شود.

يادآوری: مدت زمان بين پايان آماده سازی سوسپانسيون اوليه و ريختن آن در محيط کشت جامد بايد تا جای ممکن کوتاه 
باشد تا از تکثير احتمالی ميکروب ها و خطاهای آزمون جلوگيری شود. 

ب) تهيه رقت های اعشاری بعدی: برای دقت در شمارش تعداد ميکروارگانيسم های نمونه غذايی، کلنی های تشکيل شده 
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تهيه  بنابراين لازم است  کرد.  شمارش  گذاری  گرمخانه  ساعت  ۴۸ــ۲۴  بايد پس از  محيط کشت را  دارای  تشتک های  سطح  روی 
رقت ها به گونه ای باشد که ميکروارگانيسم ها به هم نچسبيده باشند و تعداد آنها بين ۳۰۰ــ۳۰ عدد در هر تشتک باشد. برای کاهش تعداد 
ميکروارگانيسم ها در واحد حجم، رقت های اعشاری۱ ــ ۱۰ تا ۵ــ ۱۰تهيه و پس از کشت، گرمخانه گذاری و تکثير ميکروارگانيسم ها در 

لوله يا تشکيل کلنی ها و در تشتک ها شمارش می شود. به اين رقت ها، رقت های اعشاری بعدی يا رقت های متوالی گفته می شود.
مواد و وسايل مورد نياز

 رقيق کننده مناسب
 نمونه غذايی آماده شده 

 لوله های آزمايش در پوش دار با حجم مناسب
 مخلوط کن يا همزن

 پی پت های ۱ و ۱۰ميلی ليتری سترون شده
۵۵˚ C ۴۴ و ˚ C ،۳۷ ˚ C گرمخانه با دمای مناسب 

 وسايل لازم برای سترون سازی خشک (آون) و مرطوب (اتوکلاو)
 ظرف شيشه ای، ارلن و يا بطری با گنجايش مناسب و سترون شده

روش کار
الف) تهيهٔ رقت ۱ــ ۱۰: همانطور که در قسمت تهيه سوسپانسيون اوليه گفته شد، ابتدا بايد درون يک ظرف شيشه ای سترون  
شده از نمونه غذايی رقت ۱ــ ۱۰ تهيه شود به اين ترتيب که با۱۰ گرم ماده غذايی وزن شده و در ۹۰ ميلی ليتر رقيق کننده مناسب ريخته 

شده، با مخلوط کن يکنواخت می شود، سپس ۱۵دقيقه به حال خود گذاشته می شود تا ذرات نمونه موجود در آن ته نشين شوند.
نکته ها

 برای جلوگيری از آسيب به ميکروارگانيسم ها در اثر تغييرات ناگهانی دما،دمای محلول رقيق کننده هنگام آزمايش بايد نزديک 
به دمای محيط باشد.

 برای شمارش اسپور باکتری ها بايد اسپور را از حالت خفته به رويشی تبديل کرد، برای اين منظور لازم است مخلوط را با 
سرعت در برابر شوک گرمايی (دمای C ˚ ۸۰ به مدت ۱۰ دقيقه) قرار دهيد.

ب) به تعداد رقت های مورد نظر لوله آزمايش سترون آماده شده، برچسب زده شده و به ترتيب رقت مورد نظر رديف کنيد.
پ) با پی پت ۱۰ ميلی ليتری، درون همه لوله های آزمايش ۹ ميلی ليتر ماده رقيق کننده ريخته و لوله های دارای رقيق کننده را 

درون اتوکلاو سترون کنيد.
ت) برای تهيه رقت دوم يعنی رقت۲ــ ۱۰، پس از همگن کردن سوسپانسيون اوليه با پی پت، ۱ميلی ليتر از آن را به لوله اول که 

دارای ۹ ميلی ليتر رقيق کننده است افزوده و پس از همزدن به مدت ۵ تا ۱۰ ثانيه، برای مرحله پس آماده کنيد.
ث) برای تهيه رقت بعدی يعنی ۳ــ ۱۰، ۱ميلی ليتر از لوله اول برداشته و به لوله دوم دارای ۹ ميلی ليتر رقيق کننده اضافه کنيد.

ج) رقت های بعدی نيز به همين ترتيب تهيه می شوند. ۱ ميلی ليتر از هر لوله به لوله بعدی دارای ۹ ميلی ليتر افزوده می شود.
در شکل(۱ــ۶) تهيه رقت های متوالی از يک نمونه غذايی جامد نشان داده شده است.

نکته ها
 از تماس پی پت های دارای سوسپانسيون اوليه با محلول رقيق کننده سترون شده جلوگيری نماييد.

 برای تهيه هر رقت بايد از يک پی پت جديد استفاده شود.
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 آزمون بايد در شرايط سترون انجام شده و همه لوازم مورد نياز نيز از پيش سترون شده باشند.
 مدت زمان کل آزمون از زمان آغاز آماده سازی نمونه (سوسپانسيون اوليه و تهيه رقت های متوالی) تا تلقيح در محيط کشت 

مورد نظر نبايد بيشتر از ۳۰ دقيقه طول بکشد.
 در صورت بالا بودن دمای محيط آزمايشگاه، مدت زمان ها بايد کوتاه تر شوند.

 اگر نمونه غذايی، مايع باشد نيازی به تهيه سوسپانسيون اوليه نيست زيرا همان نمونه به عنوان نمونه اوليه ولی با رقت ۱ در 
نظر گرفته می شود نه ۱ــ ۱۰. مراحل تهيه رقت های اعشاری بعدی همان است که در بالا گفته شد.

شکل۱ــ۶ــ تهيه رقت های اعشاری.لوله اول با رقت ۱ــ ۱۰ غليظ ترين (پررنگ ترين) و لوله آخر رقيق ترين(کم رنگ ترين) نمونه نشان داده شده است.
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سطح  روی  کلنی  تشکيل  در  ميکروارگانيسم ها  از  برخی  توانايی  اساس  بر  جامد  کشت  محيط های  در  ميکروب ها  شمارش 
محيط های کشت جامد يا درون آنها می باشد که با استفاده از چشم غير مسلح (بدون ميکروسکوپ) و با وسايل بزرگنمايی ساده مانند 
پرگنه شمار قابل تشخيص و شمارش است. قابل توجه اين که روش کشت ميکروارگانيسم های بی هوازی با هوازی متفاوت است. 

برای همهٔ روش های کشت و شمارش ميکروب ها نکته های زير دارای اهميت زيادی است.
 نکته ها

 روی تشتک های دارای محيط کشت شماره نمونه، رقت، تاريخ و اطلاعات لازم بايد درج شود.
 برای اطمينان از به دست آوردن تعداد مناسبی از کلنی در تشتک ها بايد رقت های مناسب انتخاب شود.

 برای انتقال رقت ها به محيط های کشت بايد از پی پت های سترون جدا استفاده کرد.
 در شمارش ميکروبی مواد غذايی برای هر رقت دو تشتک بايد مورد استفاده قرار گيرد.

۱ــ۷ــ روش های کشت ميکروارگانيسم های هوازی در محيط جامد 
ــ کشت آميخته۱ يا پورپليت و يا روش استاندارد

ــ کشت سطحی۲
ــ کشت قطره ای

ــ کشت با کمک کاغذ صافی
به دليل اهميتی که روش های کشت سطحی و استاندارد برای شمارش ميکروبی مواد غذايی دارند در اين فصل روش های انجام 

اين دوکشت و چگونگی بررسی يافته های آن به صورت مشروح و روش های ديگر کشت، به طور خلاصه ارائه شده است.
۱ــ۱ــ۷ــ کشت آميخته (استاندارد): اين روش برای تعيين تعداد ميکروارگانيسم های مواد غذايی به کار می رود و نشانگری 

برای تعيين آلودگی ميکروبی و زمان قابليت نگهداری مواد غذايی است. کشت آميخته با عنوان شمارش کلی نيز شناخته می شود.
قرار  تأثير  تحت  کشت  شرايط  تغيير  با  آمده  دست  به  نتيجه های  ميکروبی،  کشت  پايه  بر  روش های  همه  مانند  آميخته  کشت  در 
می گيرد. اگر شرايط تغيير کند، رشد ميکروارگانيسم ها نيز متفاوت می شود. در روش استاندارد ۱ ميلی ليتر از رقت های نمونه غذايی 
توسط پی پت به تشتک های خالی افزوده می شود. سپس ۲۰ ميلی ليتر محيط کشت آگار ذوب شده با دمای C ˚۴۵ به تشتک افزوده 

می شود.
Standard p ــ ۱ ate count
Su ــ ۲ face p ate count

فصل هفتم

روش هاى كشت ميكروارگانيسم
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مواد و وسايل مورد نياز 
 وسايل سترون سازی با گرمای خشک (آون) و گرمای مرطوب (اتوکلاو) برای سترون کردن وسايل شيشه ای و محيط های 

کشت
 پی پت های ۱ و۱۰ ميلی ليتری سترون شده

 لوله ها و بطری های در پيچ دار برای تهيه رقت ها 
 تشتک های سترون شده يا يکبار مصرف

 محيط کشت پليت کانت آگار۱ ذوب شده 
روش کار

الف) از نمونه غذايی مورد نظر سوسپانسيون اوليه را تهيه کنيد. (برای مهارت بيشتر به فصل۴ مراجعه کنيد.)
ب) رقت های متوالی مناسب را آماده کنيد. (برای توضيح بيشتر به فصل ۶ مراجعه کنيد.)

رقت  هر  از  مناسب  شده  سترون  پی پت  با  سپس  کرده  باز  شود  آن  وارد  پی پت  دهانه  که  اندازه ای  به  تنها  را  تشتک ها  درِ  پ) 
۱ميلی ليتر به تشتک های خالی اضافه کنيد.

 نکته ها 
 برابر شکل ۱ــ۷ برای هر رقت بايد دو تشتک در نظر گرفته شود.
 برای هر رقت و کشت آن بايد يک پی پت مجزا در نظر گرفته شود.

 لوله های دارای رقت های مورد نظر نبايد بيش از ۳ دقيقه در شرايط معمول بمانند. اگر بيشتر از ۳ دقيقه طول بکشد دوباره 
بايد به دقت آن را تکان داد.

ت) زمانی که همه رقت ها درون تشتک ها ريخته شد، بايد ارلن دارای محيط کشت ذوب شده که برابر با روش های فصل ۳ آماده 
شده را از حمام بخار آب خارج کرده و به آرامی به تمام تشتک ها ۲۰ــ ۱۸ ميلی ليتر محيط کشت اضافه نمود.

 نکته ها
 ضخامت محيط کشت در حدود ۳ ميلی متر کافی است.

 آگار مذاب را بايد به طور مستقيم روی نمونه درون تشتک ريخت.
ث) درپوش تشتک های دارای محيط و نمونه غذايی بايد بسته شده و در شرايط آزمايشگاه قرار داده می شود تا سفت شوند. 
پيش از سفت شدن آگار درون تشتک بايد مواد درون آن به خوبی با هم مخلوط شوند. برای اين منظور تشتک دارای ماده تلقيح شده 
و آگار ذوب شده راروی سطح صاف قرار داده و به آرامی به صورت عدد ۸ لاتين به مدت ۵ ثانيه دوران می دهند. يا پنج بار شمارش در 
جهت عقربه های ساعت، پنج بار شمارش در جهت خلاف عقربه های ساعت و پنج بار شمارش در جهت بالاو پايين و پنج بار شمارش 

در جهت چپ و راست تشتک ها را می چرخانند.
دوران تشتک روی سطح صاف بايد به آرامی انجام شود تا از ريختن مواد درون آن به بيرون يا روی در تشتک جلوگيری شود. 

زيرا اين مسأله دقت آزمون را کاهش داده و نتيجه شمارش را تغيير می دهد.
ج) پس از سفت شدن آگار، تشتک ها را وارونه کرده و به مدت ۴۸ ساعت در گرمخانه و دمای C ˚۳۷ــC ˚۳۵ قرار می دهند.

چ) پس از ۴۸ ساعت تشتک ها راز درون گرمخانه خارج کرده و شمارش کلنی ها را برابر با آنچه در قسمت های بعدی شرح داده 
خواهد شد انجام می دهند.

P ــ ۱ ate count agar
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پس از بيرون آوردن تشتک ها از گرمخانه تا زمان انجام شمارش می توان آنها را در يخچال نگهداری کرد.

شکل۱ــ۷ــ روش کشت استاندارد.بايد توجه کرد که برای هر رقت دو تشتک در نظر گرفته می شود. همانطور که در شکل نشان داده شده 
هر چه رقت ها بيشتر باشد(از چپ به راست)امکان به دست آوردن تشتک هايی که دارای کلنی های قابل شمارش باشند نيز بيشتر می شود.

آگاردار  کشت  محيط  دارای  تشتک های  روی  سطحی  کلنی های  ايجاد  برای  تنها  روش  اين  سطحی:  کشت  ۲ــ۱ــ۷ــ 
طراحی شده است. مشاهده شکل ظاهری کلنی های سطحی آسان تر بوده و باعث تشخيص انواع مختلف کلنی ها می شود. چون در 
روش کشت سطحی ميکروارگانيسم ها در برابر گرمای ناشی از محيط کشت ذوب شده قرار نمی گيرند، ممکن است در شمارش کلنی ها 
تعداد بيشتری به دست آيد. در روش کشت سطحی حجم نمونه غذايی ۰/۱ ميلی ليتر بوده که روی محيط کشت جامد درون تشتک 

ريخته می شود.در جدول ۱ــ۷ همه تفاوت های بين دو روش استاندارد و سطحی شرح داده شده است.
 مواد و وسايل مورد نياز 

  وسايل سترون سازی مانند آزمون پيش 

  پی پت های سترون شده ۱ ميلی ليتری

  لوله ها و بطری های در پيچ دار برای تهيه رقت های بعدی

  تشتک های دارای محيط کشت جامد مناسب

  قاشقک پخش کننده شيشه ای يا ميله شيشه ای سرکج 

روش کار
الف) از نمونه غذايی مورد نظر سوسپانسيون اوليه را تهيه کنيد. (مانند روش های فصل ۴)

ب) رقت های متوالی بعدی را تهيه کنيد. (مانند فصل ۶ از رقت ۱ــ ۱۰ تا ۵ــ ۱۰)
پ) با پی پت سترون از هر رقت ۰/۱ ميلی ليتر برداشته و به تشتک دارای محيط کشت جامد اضافه نماييد.
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 نکته ها
 مانند شکل ۲ــ۷ برای هر رقت بايد دو تشتک در نظر گرفته شود.
 برای هر رقت و کشت آن بايد يک پی پت مجزا در نظر گرفته شود.

 بر خلاف کشت استاندارد که از محيط کشت جامد تشتک کانت اگار ذوب شده استفاده می شود. در روش کشت سطحی 
محيط کشت جامد بر اساس باکتری مورد نظر انتخاب می شود. مثلاً برای شمارش باکتری استافيلوکوکوس ائورئوس از محيط کشت 

برد پارکر آگار استفاده می شود.
ت) برای پخش رقت های نمونه غذايی ريخته شده روی سطح محيط جامد از ميله شيشه ای سر کج يا قاشقک پخش سترون 

استفاده می شود.
 نکته ها

 برای سترون سازی ميله شيشه ای يا قاشقک تا زمان کار آنها را در محلول الکل اتانول ۷۰٪ قرار می دهند. در زمان انجام 
آزمون ميلهٔ شيشه ای را يکبار از روی شعله عبور داده و سپس خنک می کنند. هرگز نبايد پخش کننده را در حالت داغ در ظرف دارای 

الکل قرار داد.
 برای کشت هر رقت در دو تشتک و پخش نمونه روی آن می توان از يک ميله شيشه ای استفاده کرد ولی برای رقت های 

ديگر بايد پس از هر بار سترون کردن ميله شيشه ای از آن استفاده نمود.
ث) پس از چند دقيقه که همه تشتک ها تلقيح شد و نمونه روی آنها هم به خوبی پخش شد بايد تشتک ها را چند ثانيه به همان 
حالت نگه داشت تا سوسپانسيون نمونه غذايی به طور کامل جذب محيط کشت شود. سپس تشتک ها به صورت وارونه در گرمخانه 

با دمایC ˚۳۷ــ ۳۵ قرار داده می شوند.
چ) پس از ۴۸ ساعت تشتک ها را از درون گرمخانه خارج کرده و شمارش کلنی ها را برابر با آنچه در قسمت های بعدی شرح 

داده خواهد شد انجام می دهند.
پس از خروج تشتک ها از گرمخانه تا زمان انجام شمارش بايد آنها را در يخچال نگهداری کرد.

شکل۲ــ۷ــ روش کشت سطحی. توجه شود که برای هر رقت دو تشتک در نظر گرفته شود. همانطور که در شکل نشان 
داده شده است با روش کشت سطحی برخلاف استاندارد شمارش بيشتری را می توان به دست آورد.
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جدول ۱ــ۷ــ مقايسه روش های کشت استاندارد و سطحی

کشت سطحیکشت استاندارد

کلنی ها  اغلب  زيرا  نمی شود  مشاهده  کلنی  ظاهری  شکل  ــ 
درون آگار هستند

ــ کلنی ها هم در عمق و هم در سطح محيط تشکيل می شوند
ــ کلنی ها تمايل به انتشار در تشتک ندارند

۴۵ مانع از رشد برخی   ̊Cــ استفاده از آگار ذوب شده با دمای
ميکروارگانيسم ها می شود

ــ حجم نمونه غذايی تلقيح شده ۱ ميلی ليتر است
ــ محيط کشت استفاده شده تشتک کانت آگار است

زيرا  می شود  مشاهده  آسانی  به  کلنی ها  ظاهری  شکل  ــ 
کلنی ها در سطح هستند

ــ کلنی ها تنها در سطح محيط تشکيل می شوند
ــ کلنی ها گاهی به هم چسبيده و به صورت منتشر مشاهده 
می شوند که هنگام شمارش به عنوان ۱ کلنی در نظر گرفته 

می شوند
ــ به دليل عدم نياز به محيط ذوب شده به صورت مايع تعداد 

بيشتری ميکروارگانيسم قابل شمارش است
ــ حجم نمونه غذايی تلقيح شده ۱/ ميلی ليتر است

مورد  باکتری  نوع  اساس  بر  شده  استفاده  کشت  محيط  ــ 
نظر متفاوت است

  نکته های مهم در استفاده از گرمخانه برای گرمخانه گذاری تشتک های دارای محيط کشت جامد تلقيح شده:
١ــ برای گرمخانه گذاری تشتک ها بهتر است بيش از ۶ عدد روی هم انباشته نشوند.

٢ــ تشتک ها بايد جدا از هم و با فاصله ۲۵ ميلی متر از ديواره گرمخانه قرار داده می شوند.
٣ــ پس از پايان گرمخانه گذاری تشتک ها بايد بررسی شوند. (حداکثر تا ۴ ساعت پس از خارج شدن از گرمخانه)

٤ــ نگهداری طولانی مدت تشتک ها در يخچال تنها تا زمانی مجاز است که روی ظاهر و تعداد کلنی ها تأثيری نداشته باشد.
٥ــ دمای گرمخانه بايد مناسب با رشد ميکروارگانيسم تنظيم شود.

محاسبه و تفسير يافته های به دست آمده از کشت های استاندارد و سطحی:
الف) شمارش کلنی ها: اولين کار برای محاسبه تعداد باکتری ها در دو روش استاندارد و سطحی شمارش کلنی های موجود 

در محيط های کشت جامد است. بهترين وسيله برای شمارش کلنی ها پرگنه شمار است.(به فصل۲مراجعه شود.)
 نکته های مهم در شمارش کلنی ها:

ــ برابر استاندارد ملی ايران تنها تشتک هايی که دارای کمتر از ۳۰۰ کلنی هستند بايد شمارش شوند.
ــ در برخی موارد ممکن است شمارش کلنی ها مشکل باشد، مانند کلنی های پخش شده پروتئوس۱ که در اين حالت کلنی های 

منتشر شده را بايد ۱ کلنی در نظر گرفت.
ــ در صورتی که در کمتر از ۱/۴ تشتک ها کلنی ها پخش شده باشند،بايد کلنی های قسمتی را که پخش شده اند شمارش کرده و 

از روی آنها تعداد کلنی را برای همه تشتک محاسبه کرد.
ــ اگر کلنی در بيش از ۱/۴ تشتک پخش شده باشد هرگز نبايد آن را شمارش کرد.

Proteus ــ ۱
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ــ کلنی های دوتايی، سه تايی، زنجيره ای و خوشه ای که به هم چسبيده اند را بايد ۱ کلنی در نظر گرفت.
ــ اختلاف شمارش دوباره يک تشتک با شمارش اوليه آن نبايد از ۵٪ بيشتر باشد.اگر تغييرات بيشتر از اين حدود باشند ممکن 

است علت های مختلفی مانند ضعف ديد، اشکال در تشخيص و شمارش کلنی های ريز و يا اشکال در تفکيک پرگنه ها باشد.
ب) محاسبه: برای محاسبه تعداد باکتری ها از فرمول زير استفاده می شود.

N  Σc ⁄ V × d × ۱/۱
که در آن:

N: تعداد ميکروارگانيسم های موجود در نمونه غذايی آزمايش شده.
شمارش شده روی دو تشتک از دو رقت پشت سرهم که دست کم يکی از آنها دارای ۱۰ کلنی باشد. کلنی های  مجموع   :Σc

V: حجم نمونه تلقيح شده در هر تشتک بر حسب ميلی ليتر.
d: رقت معادل يا اولين رقت شمارش شده. 

نکته اول: بايد توجه نمود که حجم نمونه تلقيح شده در روش استاندارد ۱ميلی ليتر و در روش سطحی ۰/۱ ميلی ليتر می باشد.
نکته دوم : اگر فرآورده غذايی مايع، رقيق نشده باشد رقت ۱ درنظر گرفته می شود.

تعداد ميکروارگانيسم ها را می توان از رابطه زير به دست آورد:
واحد شمارش باکتری ها CFU ۱   بر گرم يا ميلی ليتر می باشد.

پس از محاسبه، نتيجه را بايد تا دو رقم معنی دار گرد نمود.برای اين کار اگر رقم سوم کمتر از ۵ باشد نبايد رقم پيش را تغيير 
داد، اگر رقم سوم بيشتر از ۵ يا مساوی ۵ باشد بايد يک واحد به رقم پيش اضافه کرد و در آخر نتيجه را به صورت عدد توان مناسبی 

از ۱۰ بيان نمود.
مثال: شمارش يافته های به دست آمده در دو رقت پشت سرهم (۲ــ ۱۰) و(۳ــ ۱۰) به صورت زير است:

در اولين رقت انتخابی شمارش کلنی ها در رقت ۲ــ ۱۰ :  ۱۶۸ عدد بوده است.
در دومين رقت انتخابی شمارش کلنی ها در رقت۳ــ ۱۰ : ۱۴ عدد بوده است.

تعداد ميکروب در هر ميلی ليتر يا گرم نمونه چقدر است؟
 N  Σc/V * d * ۱/۱   محاسبه : 
  
 

۱۴  ۱۶۸                        N    ۱۶۵۴۵    ۰/۰۱ × ۱/۱                       
که اگر نتيجه گرد شود به صورت ۱۷۰۰۰ يعنی ۱۰۴ × ۷/۱ در هر ميلی ليتر يا گرم نمونه غذايی خواهد بود.

راهنمای محاسبه تعداد باکتری ها: 
 راهنمای شماره ۱: هر يک از کلنی هايی را که از لحاظ فيزيکی به هم چسبيده اند بايد يک کلنی در نظر گرفت.

 راهنمای شماره ۲: تنها تشتک های دارای کمتر از۳۰۰ عدد کلنی بايد شمارش شوند و از تشتک های با رقت مشابه که 
دارای اين محدوده قابل قبول هستند بايد ميانگين گرفته شود و با استفاده از فرمول تعداد باکتری ها محاسبه شود.

 راهنمای شماره ۳: اگر تنها يکی از دو تشتک دارای تعداد قابل قبول کلنی بود، باز هم می توان هر دو تشتک را شمارش 
و ميانگين گرفت.
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 راهنمای شماره ۴: اگر رقت های پشت سرهم دارای ۳۰۰ــ۱۰ کلنی بودند بايد مانند مثالی که گفته شد تعداد باکتری ها 
محاسبه شود.

 راهنمای شماره ۵: اگر همه تشتک ها بيشتر از ۳۰۰ کلنی داشتند.بايد رقيق ترين نمونه(آخرين رقت) را انتخاب کرده و 
تعداد باکتری را در اين رقت محاسبه نمود.

 راهنمای شماره ۶: اگر همه تشتک ها دارای کمتر از ۱۰ عدد کلنی بودند بايد اولين رقت را انتخاب کرده و تعداد را بر 
اساس آن محاسبه نمود.

 راهنمای شماره ۷: اگر هيچ کلنی روی تشتک ها تشخيص داده نشد بايد شمارش تخمينی را به صورت کمتر از يک برابر 
فاکتور اولين رقت گزارش داد.برابر نمونه اگر از رقت ۳ــ ۱۰ تا ۷ــ ۱۰ تشتک تهيه شده ولی هيچ کلنی روی آنها مشاهده نشد بايد به 

صورت CFU/g < ۱۰ ۳ گزارش نمود. 
نکته: فاکتور رقت همان عکس عدد رقت است يعنی اگر عدد رقت۳ــ ۱۰ باشد عکس آن۳ ۱۰ است.

۳ــ۱ــ۷ــ کشت قطره ای: در اين روش از پی پت های کاليبره شده پاستور که حجم آنها مشخص می باشد استفاده می شود 
(پی پت هايی که ۲۵يا ۴۰ قطرهٔ آنها به اندازه ۱ ميلی ليتر است). تشتک های دارای محيط کشت مناسب بايد همانطور که برای روش 
کشت سطحی تهيه می شدند آماده شده و سطحشان خشک شود. سپس با ماژيک يا مداد روغنی تشتک ها در طرفی که دارای محيط 
هستند به سه قسمت مساوی تقسيم کرده پس از قيد شماره، هر يک از سه بخش را به يک رقت اختصاص می دهند. (۱ــ ۱۰، ۲ــ۱۰، 
١٠) به اين صورت برای هر رقت دو تا چهار تشتک در نظر گرفته می شود. سپس با کمک يک پی پت پاستور کاليبره که سر آن به  ٣

يک حباب لاستيکی مجهز است از رقيق ترين لوله مقداری برداشته و در سطح تشتک همان بخشی که با علامت رقت مربوطه مشخص 
شده، دو قطره جدا از هم قرار می دهند. سپس باقی مانده را در لوله خودش خالی کرده و در لوله بعدی که دارای نمونه ۱۰ برابر 
غليظ تر است سه بار پی پت را پر و خالی کرده و از آن برداشت می کنند و به همان ترتيب که پيشتر گفته شد دو قطره در بخش مربوطه 
محيط کشت قرار می دهند. اين عمل تا کمترين رقت انجام می شود. تشتک ها را در حالی که دربشان بسته است به همان وضعيت 
در گرمخانه قرار داده تا قطره های موجود در سطح محيط کشت خشک شوند. سپس آنها را به طور وارونه به مدت ۲۴ ساعت در 
گرمخانه و در گرمای مناسب با نوع آزمون و باکتری قرار می دهند. پس از اين مدت زمان تشتک هايی را که دارای حداکثر ۲ کلنی 
در هر قطره باشند را شمارش می کنند.تشتک ها رادوباره به مدت ۲۴ ساعت گرمخانه گذاری کرده و شمارش می کنند.اين روش از 
نظر صرفه جويی در محيط کشت مناسب است و برای شمارش استافيلوکوک ها و باکتری های بی هوازی اختياری مانند کلستريديوم 
ولشای که مشخصات کلنی در سطح محيط کشت برای تشخيص آن اهميت دارد به کار می رود. توجه شود که برای هر باکتری بايد 
محيط کشت مناسب آن استفاده شود. مانند محيط ژلوز خون دار برای رشد کلستريديوم ولشای که سطح آن با نئومايسين آغشته 

شده است.
۴ــ۱ــ۷ــ کشت حلقه ای: اين روش برای مواد غذايی مايع و غير ويسکوز که دارای شمارش کلی ميکروبی بيش از ۳۰۰۰ 
در هر ميلی ليتر بوده يا برای مواد غذايی ويسکوز يا جامدی که دارای شمارش کلی بيش از ۳۰۰۰۰ در هر ميلی ليتر می باشند، مناسب 
است. در اين روش نمونه های ماده غذايی را پس از آماده کردن رقيق می کنند. پيش از کشت، حلقه کشت را به وسيله شعله سترون کرده 
و ۱۵ ثانيه می گذارند که خنک شود سپس در داخل رقت مورد نظر وارد می کنند. سپس سرپوش تشتک ها را برداشته و مايع درون 
حلقه را به داخل آن منتقل می کنند و مقدار ۱۵ ميلی ليتر محيط کشت ذوب شده به آن اضافه می کنند و در گرمخانه قرار می دهند. برای 
محاسبه و شمارش کلنی ها در صورتی که از حلقه کشت ۰/۰۱ ميلی ليتر استفاده شود مقدار نمونه داخل تشتک بايد معادل ۱۰۰ بار 

رقيق کردن باشد يعنی اگر ۰/۰۱ ميلی ليتر از رقت ۱ــ۱۰ استفاده شود رقت نهايی ۳ــ۱۰ خواهد بود.
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۵ــ۱ــ۷ــ کشت با کمک کاغذ صافی: کاغذهای صافی مخصوص ميکروب شناسی در صنعت ساخته شده اند که به دليل 
داشتن منافذ بسيار ريز، ميکروب ها را در خود نگه می دارند. از اين کاغذ صافی ها برای سترون کردن مايعات و محلول های مختلف 
حساس به گرما استفاده می شود. بعضی از کارخانه های سازنده وسايل آزمايشگاهی از اين نوع کاغذها با قيف های مخصوص که در 
برابر گرما مقاوم اند و قابل سترون شدن می باشند برای شمارش و جستجوی باکتری ها در آب و فرآورده های دارويی استفاده می کنند. 
از اين صافی ها برای جستجو و شمارش ميکروب ها در آب آشاميدنی و ديگر آشاميدنی هايی که تعداد باکتری های آنها کم است و لازم 
است حجم زيادی از نمونه برای شمارش و جستجوی باکتری به کار رود استفاده می شود روش کار به اين صورت است که مقدار کافی 
نمونه از صافی عبور داده می شود تا کليه باکتری های موجود در آن حجم در منافذ کاغذ به دام بيفتد سپس کاغذ صافی روی محيط 
کشت جامد قرار داده شده و در صورت لزوم ممکن است روی آن نيز با يک لايه نازک از محيط کشت ذوب شده که گرمای آن کمتر 
از ˚۴۵  است پوشانده شود.سپس اين تشتک ها گرمخانه گذاری شده و پس از ۴۸ــ۲۴ ساعت تعداد کلنی های ظاهر شده روی سطح 
شمارش می شود. اگر منظور جستجوی يک ميکروب خاص مانند سالمونلا در آب آشاميدنی باشد می توان حجم مناسبی از نمونه را 
از کاغذ صافی گذرانده سپس کاغذ صافی را در محيط کشت مايع قرار داده و پس از گرمخانه گذاری از آن محيط برای جستجو و 
تشخيص ميکروب مورد نظر استفاده نمود. اين روش در بهداشت محيط و کنترل آب و فاضلاب و بررسی های همه گيری شناسی بسيار 

ارزشمند است.

۲ــ۷ــ کشت ميکروارگانيسم های بی هوازی۱
برای کشت ميکروارگانيسم های بی هوازی که تنها در غياب اکسيژن رشد می کنند بايد طوری شرايط را فراهم کرد که محيط رشد 

آنها بدون اکسيژن باشد. برای اين منظوراز روش های مختلفی به شرح زير برای تأمين شرايط بی هوازی استفاده می شود:
تأمين  همزمان  طور  به  هوازی  بی  شرايط  و  رشد  با  مناسب  دمای  گرمخانه  نوع  اين  در  بی هوازی:  گرمخانه  ۱ــ۲ــ۷ــ 

می شود. درگرمخانه های بی هوازی اکسيژن درون محفظه با پمپ خلاء خارج شده و به جای آن گاز کربنيک يا ازت وارد می شود.
۲ــ۲ــ۷ــ جار بی هوازی شيشه ای و پلاستيکی: مانند شکل ۳ــ٧ در اين جار يا محفظه برای ايجاد شرايط بی هوازی 

می توان به دو روش عمل نمود:
الف) استفاده از دسيکاتور و شمع: در اين روش تشتک ها و لوله های آزمايش کشت شده را داخل جار يا دسيکاتور قرار 
داده و روی آنها يک شمع روشن قرار می دهند. سپس درب جار را بسته و به حال خود قرار می دهند. شمع در حال سوختن به تدريج 
بخش زيادی از اکسيژن داخل ظرف را مصرف می کنند. در اين روش شرايط بی هوازی اختياری بوجود می آيد و اين روش برای 

تأمين شرايط بی هوازی مطلق مناسب نيست.
ب) استفاده از سيستم گاز پک (بسته های توليد کننده گاز): همانطور که در فصل دوم آشنايی با وسايل گفته شد اين 
سيستم شامل يک جار يا محفظه، يک سری بسته يا پوشش های پخش کننده گاز و رسوبات کاتاليزوری (پالاديوم) است (شکل ۱۲ــ۲). 
تشتک ها يا لوله های کشت شده را درون جار قرار می دهند و بسته به اندازه جار، ۱ تا ۳ بسته پخش کننده گازی به صورت عمودی در 

آن قرار می دهند. سپس به هر کدام از بسته ها حدود ۱۰ ميلی ليتر آب مقطر استريل اضافه می کنند و در آخر درپوش را می بندند.
مکانيسم عمل بسته های گاز پک: با اضافه کردن آب به بسته ها آب با ماده درون آنها به نام سديم بور هيدريد واکنش داده و 
هيدروژن توليد می کند که با اکسيژن ترکيب شده و در حضور کاتاليزور پالاديوم توليد آب می کند. با اين واکنش همه اکسيژن از محيط 

حذف شده و به آب تبديل می شود که به صورت قطره در محفظه جار ظاهر می شود.
Anaerob ــ ۱ c m croorgan sm
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۳ــ۲ــ۷ــ کشت بی هوازی در محيط مايع: در اين روش از محيط کشت مايع تيو گليکولات برات که دارای ترکيبات 
احياء کننده مانند سيستئين و گليکولات است استفاده می شود. تيوگليکولات با اکسيژن محلول در آن واکنش داده و اکسيژن را از 
دسترس باکتری ها خارج می کند. در اين روش لوله های دارای تيوگليکولات جوشانده و سرد شده را با ميکروب بی هوازی تلقيح کرده 
و سپس همه کشت ها را در گرمخانه با دمای مناسب C ˚ ۳۵ قرار می دهند. لوله ها را می توان برای رشد باکتری های بی هوازی بررسی 

نمود.
ورود  از  می توان  هم  جامد  يا  مايع  صورت  به  کشت  محيط  سطح  روی  مايع  پارافين  ريختن  با  مايع:  پارافين  ۴ــ۲ــ۷ــ 
هوا به آن جلوگيری نمود و چنانچه محيط جوشانده شود هوای آن خارج شده و به اين ترتيب شرايط بی هوازی دست کم برای رشد 

کلستريديوم ولشای فراهم می شود.

٣ــ٧ــ کشت خطی۱
رقيق  جامد،  محيط های کشت  انجام کشت خطی روی  هدف از 
کردن کشت باکتری ها برای به دست آوردن کلنی های مجزای باکتری ها 
است.کلنی های تک و مجزا برای تشخيص شکل ظاهری کلنی باکتری ها 
همانطور  می روند.  کار  به  باکتری ها  بيوشيميايی  خصوصيات  تعيين  و 
صورت های  به  خطی  کشت  است،  شده  داده  نشان  شکل (۴ــ۷)  در  که 
مختلفی انجام می شود ولی روشی که بيشتر در آزمايشات ميکروبی برای 
کشت باکتری ها در محيط جامد به کار برده می شود روش کشت خطوط 

کج است.
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۱ــ۳ــ۷ــ کشت خطی کج راه۱:
مواد و وسايل مورد نياز 

  تشتک های دارای محيط کشت جامد (برای تهيه محيط کشت به فصل سوم مراجعه شود).

  حلقه کشت يا لوپ 

  محيط کشت ميکروبی (دارای باکتری رشد کرده)

  گرمخانه

  چراغ گازی

روش کار
الف) يک تشتک دارای محيط کشت جامد مناسب (آگار مغذی) 
را روی سطح ميز کار به صورت وارونه قرار دهيد به طوری که درب آن 
رو  به بالا قرار گيرد. روی در تشتک را برچسب زده و اطلاعات لازم مانند 
نام هنرجو و شماره گروه روی آن نوشته شود.سپس با ماژيک پشت تشتک 

را به ۴ قسمت مانند شکل (۵ــ۷) تقسيم کنيد.
ب) لوپ را در قسمت آبی شعله چراغ گازی فرو برده تا گداخته و 

سترون شود.
پ) در اين مرحله بسته به نوع کشت ميکروبی که ممکن است جامد 

يا مايع باشد برداشت نمونه جهت کشت خطی از آنها نيز متفاوت است.
ــ اگر نمونه ميکروبی در محيط مايع پنبه گذاری شده باشد، ابتدا بايد 
با يک دست، لوله و با دست ديگر لوپ را نگه داشت و با انگشت کوچک 
سوسپانسيون  در  را  لوپ  سپس  شود.  برداشته  لوله  در  پنبه  دست  کف  و 

ميکروبی فروبرده و نمونه برداری کرد. چنانچه نمونه ميکروبی در محيط مايع و در شيشه ای در پيچ دار مک کارتنی باشد، برای باز کردن 
در شيشه بايد از انگشت شست و سبابه همان دستی که شيشه را نگهداشته استفاده شود.

ــ اگر کشت خطی از محيط کشت جامد ميکروبی انجام  شود ابتدا لوپ را داغ کرده و آن را در قسمت کشت نشده تشتک 
خنک می کنند. سپس لوپ را روی کلنی های تک باکتری قرار داده و از آن باکتری برداشت می کنند.

ت) لوپ دارای باکتری در قسمت ۱ محيط کشت جامد قرار داده می شود و در اين ناحيه کشت خطی داده می شود به طوری که 
بريده شدن محيط آگار  چندين بار به عقب و جلو برده و روی محيط کشيده می شود.اين کار بايد به گونه ای انجام شود که از  لوپ 

جلوگيری شود.
نکته: اين ناحيه بايد متراکم ترين ناحيه کشت باشد که رشد ميکروبی در آن سنگين تر است ولی در مراحل بعدی کمتر خواهد 

شد.
ث) دوباره بايد لوپ سترون شود و در محيط کشت خنک شود.

ج) لوپ سترون شده را بايد در انتهای ناحيه ۱ قرار داده و مانند شکل خطوط کج و ممتد را از انتهای ناحيه ۱ به ناحيه۲ ادامه 
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داد (شکل۶ــ۷).
نکته: تنها برای مرحله ۱ از محيط کشت ميکروبی برداشت می شود.

چ) لوپ حرارت داده و خنک می شود.
ح) لوپ سترون شده بايد در انتهای ناحيه ۲ قرار داده شده و همان خطوط کج به سمت ناحيه ۳ امتداد داده شود تا منطقه ۳ 

کشت داده شود (شکل ۷ــ۷).
خ) از ناحيه ۳ با لوپ خط هايی مانند شکل برای کشت منطقه ۴ در آن ناحيه کشيده می شود.

د) در آخر در تشتک ها گذاشته شده و به صورت وارونه در گرمخانه با دمایC ˚۳۷ــ۳۵ به مدت ۴۸ــ۲۴ ساعت قرار داده 
می شوند.

نکته ها
 همه مراحل گفته شده بايد در کنار شعله و با فاصله ۳۰ سانتی متری از آن انجام شود.

 لوپ را بايد طوری روی محيط کشت کشيد که خراش و بريدگی در محيط ايجاد نشود.برای اين کار لوپ را بايد با زاويه 
˚۴۵ با سطح محيط قرار داده و به آرامی کشت داد (شکل۶ــ۷ــ ب).

 در مدت زمان انجام کشت بهتر است از صحبت کردن در کنار تشتک ها خودداری شود.
 در همه مراحل بايد از لوپ سترون شده استفاده نمود.

 از قسمت ۱ که به سمت قسمت های بعدی کشت داده می شود بايد ميزان خط های کشت را کمتر کرد.
 درپوش تشتک را نبايد در هر مرحله کشت روی سطح ميز قرار داد. بهتر است با دست چپ درپوش و تشتک را نگه داشت 

و با دست راست توسط لوپ کشت را انجام داد (شکل ۶ــ۷ــ الف).

شکل۶ــ۷ــ (الف)طرز صحيح گرفتن لوپ و باز کردن درب تشتک برای انجام کشت خطی.(ب)زاويه لوپ با سطح محيط

به طوری که گفته شد مهم ترين هدف کشت خطی مشاهده کلنی های تک باکتری ها برای بررسی شکل ظاهری آنها است که گاهی 
می تواند در تشخيص باکتری ها کمک زيادی کند. کلنی گونه های باکتری ها دارای شکل های گوناگون است که در شکل (۷ــ۷) نشان 

داده شده اند.

(ب)(الف)
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مشخصات کلنی های باکتری ها: همان طور که در شکل (۸ ــ۷) نشان داده شده است. کلنی باکتری ها را بر اساس شکل 
ظاهری، برآمدگی فرورفتگی و شکل حاشيه به صورت زير تقسيم می کنند:

شکل۷ــ۷ــ مراحل انجام کشت خطی کج راه را نشان می دهد. همان طور که در سمت راست شکل نشان داده شده پس 
از رشد باکتری ها در ناحيه۳و۴ می توان کلنی های تک ومجزای باکتری ها را مشاهده نمود.

الف) شکل ظاهری کلنی ها

ب) برآمدگی کلنی ها  

نقطه ای    گرد   رشته ای   دوکی   ريشه ای  نامنظم  

صاف برآمده   زگيل   بالشتکی  محدب   

پ) حاشيه کلنی ها

صاف موج دار  رشته ای  قطعه ای  دندانه دار  حلقه ای   

شکل ۸ــ۷ــ ويژگی های انواع کلنی باکتری ها (الف)زمانی که سطح تشتک از بالا مشاهده می شود.(ب)زمانی که از کنار 
تشتک مشاهده می شود.(پ)زمانی که کنار وحاشيه کلنی ها مشاهده می شود.



٧١

۴ــ۷ــ شمارش مستقيم ميکروسکوپی۱ يا گسترش بريد۲
اين روش برای اولين بار توسط بريد ابداع شد و برای تشخيص کيفيت ميکروبی شير خام و ساير فرآورده های لبنی و آزمون های 
سريع ميکروبی فرآورده های خشک و منجمد استفاده می شود. اساس روش شمارش ميکروسکوپی، شمارش مستقيم ميکروارگانيسم ها 
در حجم معلومی از يک نمونه ماده غذايی می باشد. در اين روش چون رنگ آميزی سلول های زنده و مرده به طور يکسان انجام می گيرد، 
کليه ميکروب ها شمارش می شود. اين روش به عنوان يک روش سريع برای شمارش کلی ميکروب های موجود در شير هنگام تحويل 

گرفتن شير در کارخانه ها استفاده می شود و دارای مزيت ها و عيب هايی است.
مزيت ها:

ــ  شمارش کلی از همه ميکروب های موجود در شير ارائه می دهد.
ــ دارای سرعت عمل و سادگی است.

ــ می توان گستره را نگهداری نمود و در مواقع ضروری به آن مراجعه کرد.
عيب ها:

اندازه  به  بنابراين  می شود.  شمارش  و  شده  آميزی  رنگ  هم  مرده  ميکروب های  می شود  آميزی  رنگ  نمونه  اينکه  دليل  به  ــ  
روش های کشتی که بر پايه رشد ميکروب های زنده در محيط کشت جامد عمل می کنند دقت کافی ندارد.

ــ اين روش برای آن دسته از موادغذايی که دارای تعداد زياد ميکروارگانيسم هستند مناسب است.
ــ تنها مقدار کمی  از ماده غذايی (۰/۰۱ يا ۰/۰۰۱ ميلی ليتر) مورد آزمايش قرار می گيرد، بنابراين دقت روش محدود است.

ــ تشخيص اجزای غذايی از ميکروارگانيسم ها دشوار است.
ــ امکان عدم پذيرش رنگ توسط برخی از سلول ها و رنگ نشدن آنها وجود دارد.

در روش شمارش مستقيم می توان از لام های مخصوص به نام لام نئوبار۳ يا لام توما   که برای شمارش گلبول های قرمز خون به 
کار می رود، استفاده نمود. برای اين کار نمونه مورد نظر به نسبت معين با آب مقطر و سرم فيزيولوژی رقيق می شود، سپس برای ديدن 
ميکروارگانيسم های موجود در آن با مواد رنگی مانند متيلن بلو و کريستال ويوله رنگ آميزی می شود.روش انجام آزمون در آزمون 

شمارش مستقيم ميکروسکوپی شير (فصل هشتم) شرح داده خواهد شد.
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