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معيارهای گزينش روش های آزمايشگاهی
انتخاب روش آزمون چه ميکروبی و چه شيميايی و فيزيکی به عوامل گوناگونی بستگی دارد که مهم ترين آنها عبارتند از:

 دقت۱: عبارت است از يکسان بودن داده های به دست آمده از چند اندازه گيری پشت سر هم که توسط يک پژوهشگر يا 
کارشناس انجام شده يا اندازه گيری های انجام شده توسط پژوهشگران مختلف با استفاده از يک روش يکسان يا يک ابزار يکسان

مختلف با  آزمايشگاه های  کارشناسان  پژوهشگران يا  مشابه توسط  پاسخ های  دستيابی به  توانايی  يافته ها۲:  تکرارپذيری   
استفاده از روش آزمون ثابت

 صحت۳: بيانگر ميزان توانايی و صحت روش برای اندازه گيری آنچه قصد تعيين آن می رود می باشد؛
 سادگی۴: روش به نحوی که نيازی به دستگاه های پيچيده و گران قيمت يا تخصص های بالا نداشته باشد.

شيميايی مصرفی و  پايين بودن هزينهٔ آزمون شامل محيط های کشت و مواد  اقتصادی۵ بودن روش: و به عبارت ديگر   
نيروی انسانی

 سرعت عمل۶: منظور زمان لازم برای انجام آزمون از ابتدا تا بدست آمدن نتيجهٔ تجزيه و تحليل يافته هاست.
به  ميکروارگانيسم ها  تعداد  يا  مواد  مقدار  تعيين  و  تشخيص  در  استفاده  مورد  روش  تابعيت  از  است  عبارت  حساسيت۷:   

مقدار کم يا تعداد کم
 اختصاصی بودن روش۸: عبارت است از توانايی تشخيص و تعيين مواد يا باکتری های ويژه درمجاورت مواد يا باکتری های 

مشابه بدون مداخلهٔ منفی
هنرآموزان  برای  غذايی  مسموميت های  عامل  يا  زا  بيماری  ميکروارگانيسم های  شيميايی  مواد  از  پاره ای  با  کار  ايمنی۹:   

P ــ۱ ec s on
Rep ــ۲ oduc b y
Accu ــ۳ acy
S ــ۴ mp c y
Economy ــ۵
Speed ــ۶
Sens ــ۷ v y
Spec ــ۸ f c y
Safe ــ۹ y

فصل هشتم

آزمون هاى ميكروبى مواد غذايى
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و هنرجويان ممکن است خطرناک باشد. به همين جهت ايمنی يکی از معيارهای گزينش در روش های آزمون ميکروبی مواد غذايی 
است.

 رسميت داشتن۱: عبارت است از پذيرفته شدن يا مورد تأييد بودن روش توسط سازمان های معتبر جهانی و ملی
مهم ترين سازمان های معتبر جهانی برای اين منظور عبارنتد از:
 الف) کميسيون جهانی تعيين ويژگی های ميکروبی مواد غذايی

International Commission for Microbiological Specification of Foods
 ب) کميته ملی ــ مشورتی معيارهای ميکروبی موادغذايی

National Advisory Committee for Microbiological Criteria for Foods, NACMCF
 پ) سازمان جهانی استاندارد

International Standard Organization, ISO
 ت) کميسيون کودکس موادغذايی (مشترک سازمان جهانی بهداشت و سازمان جهانی خواربار و کشاورزی)

 و مهم ترين سازمان های ملی معتبر در اين مورد:
 الف) سازمان استاندارد و تحقيقات صنعتی وابسته به وزارت صنايع

 ب) ادارهٔ کل نظارت بر صنايع غذايی وابسته به وزارت بهداشت

۱ــ ۸ ــ آزمون های ميکروبی آب
بيشتر آزمايش هايی که روی آب انجام می گيرد به منظور تعيين قابليت شرب آن است. باکتری های موجود در آب به سه گروه 

تقسيم می شوند:
ــ باکتری های آبزی طبيعی

ــ باکتری های خاکزی
ــ باکتری های دستگاه گوارش انسان يا جانوران

بيشتر باکتری های ساکن آب، گرم منفی هستند مانند سودوموناس۲، کروموباکتريوم۳، پروتئوس۴، آکروموباکتر۵، استرپتوکوکوس۶، 
يافت  آب  در  کم  تعداد  به  ۱۱نيز  باسيلوس  و  ميکروکوکوس۱۰  مانند  مثبت  گرم  باکتری های  البته  اسنتوباکتر۹.  و  سايتوفاگا۸  آئروباکتر۷، 

می شوند.
Off ــ۱ c a  app ova
Pseudomonas ــ۲
Ch ــ۳ omobac e um
P ــ۴ o eus
Ach ــ۵ omobac e
S ــ۶ ep ococcus
Ae ــ۷ obac e
Cy ــ۸ ophaga
Acene ــ۹ obac e
M ــ۱۰ c ococcus
Bac ــ۱۱ us
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يادآوری: ديواره سلولی باکتری های گرم منفی با شرايط محيط آبی بيشتر سازگاری دارد.
نمی کنند.  رشد  آگار  کانت  پليت  يا  و  مغذی  آگار  مانند  معمولی  استاندارد  محيط های  در  آبزی  ارگانيسم های  از  بسياری 
باکتری های خاکزی نيز از راه شستشوی زمين توسط آب باران وارد آب های سطحی می گردند.گرچه پس از بارندگی شديد، آبی 
باکتری  بيشينه تعداد  رودخانه های جاری دارای  باکتری خاکزی است ولی آب  رودخانه وارد می شود دارای تعداد زيادی  که به 
حدود ۱۰۰عدد در هر ميلی ليتر هستند. ورود پساب ها و پسماند های جامد صنعتی به آب باعث آلودگی زياد آب های سطحی می 
گردد. شمارش باکتری ها در آب رودخانه های آلوده بين ۱۰۰۰۰ تا ۲۰۰۰۰ باکتری در هر ميلی ليتر است و آب درياچه های غير 
آلوده دارای حدود ۱۰۰ باکتری يا کمتر در هر ميلی ليتر هستند. در بررسی های مواد غذايی و آب آناليز نمونه ها برای باکتری های 
بيماری زا بسيار سخت و وقت گير است. بنابراين جهت ارزيابی وضعيت آلودگی ميکروبی آب، ارگانيسم های شاخص۱ شناسايی 

می گردند.
ميکروارگانيسم های شاخص به تعداد زيادتری نسبت به بيماری زا ها وجود دارند و تشخيص آنها راحت تر است. به علاوه اين 
گروه  شاخص  که  هستند  کلی فرم ها۲  شاخص  ارگانيسم های  معروف ترين  دارند.  بيماری زا ها  با  مشابهی  زيستی  ويژگی های  باکتری ها 
ارگانيسم های گرم منفی روده ای يا خانواده آنتروباکترياسه هستند که بيشتر در روده حيوانات خون گرم يافت می شوند. به دليل اينکه 
شده اند،  جدا  گوارش  دستگاه  از  و  دارند  قرار  آنتروباکترياسه  خانواده  در  هستند  نيز  غذايی  مواد  آلوده کننده  که  زيادی  باکتری های 
حضور تعدا بالای کلی فرم ها می تواند معرف حضور بيماری زا های روده ای ديگر باشد. آلودگی آب با يک منشأ مدفوعی باعث ورود 
ميکروارگانيسم های روده ای مانند اشريشيا کلی۳، استرپتوکوکوس فکاليس۴، کلستريديوم پرفرانژانس۵ و نيز باکتری های بيماری زای 
روده ای مانند سالمونلا۶ و شيگلا۷ است که گاهی اين باکتری ها مدت طولانی می توانند در آب زنده بمانند. برای تعيين قابليت آشاميدن 
ميکروارگانيسم های بيماری زا که در بالا گفته شد اطمينان حاصل شود. از آنجايی که اگر  آب لازم است که از عدم آلودگی آب به 
باکتری های بيماری زای روده ای در آب زياد باشند، تعداد باکتری های گفته شده نيز که به طور طبيعی ساکن روده هستند، زياد خواهند 
شد بنابراين بهتر است آب را از نظر اين باکتری ها مورد آزمايش قرار داد.از طرفی چون تعداد استرپتوکوکوس فکاليس در روده کمتر 
از اشريشياکلی است، بنابراين تشخيص اشريشياکلی ارزش بيشتری دارد و حضور آن در آب نشانه آلودگی آب به يک منشأ مدفوعی 
است که به تازگی رخ داده زيرا اين باکتری مدت طولانی در آب زنده نمی ماند.مطالعات انجام شده نشان می دهد که اشريشياکلی قادر 
است تا حدود ۲۸ روز در آب زنده بماند. کلستريديوم ولشای يا پر فرانژانس مدت طولانی تری در آب زنده می ماند و چون باکتری 

بی هوازی است نشان دهنده آلودگی چاه های عميق است.
١ــ١ــ ٨ ــ نمونه برداری: اولين مرحله، برای آزمون های ميکروبی آب آشاميدنی نمونه برداری است. بنابراين هدف از اين 
قسمت آشنايی با روش های معمول نمونه گيری آب است و هدف از نمونه گيری به دست آوردن قسمت کوچکی از آب است که بايد 

نمايانگر ويژگی های واقعی منبع اصلی آن باشد و چند عامل به شرح زير در آن دخالت دارد:
ــ مکان نمونه گيری

Ind ــ۱ ca o
Co ــ۲ fo m
Esche ــ۳ ch a co
S ــ۴ ep ococcus feca s
C ــ۵ os d um pe f ngens
Sa ــ۶ mone a
Sh ــ۷ ge a
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ــ زمان و تناوب نمونه گيری 
ــ حفظ و نگهداری نمونه به صورت ثابت تا زمان انجام آزمون

محل نمونه برداری بايد به گونه ای انتخاب گردد که نمونه برداشته شده از آن محل، نشان دهنده ويژگی های کل آب مورد نظر 
روش  هر  است.در  متفاوت  ورودی  قسمت  آب  با  آب  نگهداری  مخازن  خروجی  قسمت  انتهای  در  آب  کيفيت  نمونه  برای  باشد. 

نمونه گيری موارد زير بايد به کار رود:
ــ نمونه ها بايد نمايانگر وضعيت موجود در نقطه نمونه گيری باشد.

ــ حجم نمونه ها بايد در حدی باشد که تکرار های مورد نظر آزمون ميسر گردد.
ــ نمونه ها بايد به گونه ای جمع آوری، بسته بندی و جا به جا شوند که پيش بينی و مراقبت های لازم جهت عدم تغيير در ترکيبات 

و ويژگی های آن تا مرحله اجرای آزمون ها صورت پذيرد.
 ظرف های نمونه برداری: برای نمونه برداری از آب بايد از ظرف های تميز و سترون شده استفاده شود.برای نمونه برداری به 
روش غوطه وری ظرف نمونه گيری در آب رود خانه ها و درياچه ها بايد از بطری هايی استفاده نمود که قسمت داخلی و بيرونی آن سترون 
استفاده  پلاستيکی  کيسه های  يا  و  آلومينيومی   کاغذ  کاغذ،  از  سترون سازی  از  پس  ظرف ها  نگهداشتن  سترون  و  خشک  برای  باشد. 

می شود. به طور کلی اين ظرف ها بايد دارای ويژگی های زير باشند:
الف) بسته های پلاستيکی خشک (پلی اتيلنی) که به دليل نشکن بودن نسبت به ظرف های شيشه ای برتری دارند.

نکته: کاربرد ظرف های با مواد غيراستاندارد به دليل چسبندگی سطحی باعث اختلال در شناسايی ميکروارگانيسم ها می شود.
ب) برای ظرف های شيشه ای درپوش دار بايد از نوع سنباده ای يا پلاستيکی استفاده شود و برای ظرف های پلاستيکی درپوش های 

پلاستيکی فشاری مناسب است.
نکته ها

 از درپوش های فلزی يا پلاستيکی می توان برای هر دو نوع ظرف استفاده نمود.
 قسمت بيرونی در ظرف هايی که دارای درپوش سنباده ای يا پلاستيکی هستند بايد با استفاده از کاغذ آلومينيومی  از آلودگی 

حفظ شوند.
 درپوش های فلزی ممکن است هنگام سترون سازی ظرف ها در اتوکلاو وآون، مواد سمی ايجاد کنند.

 بهتر است از بطری هايی که دارای درپوش پلاستيکی فشاری متصل به بطری هستند استفاده شود، زيرا نسبت به نشتی شدن 
مقاوم هستند و هنگام باز کردن درپوش، در متصل به بطری باقی مانده و ضمن نگهداشتن در و بطری با هم نيز از آلودگی محافظت 

می شود.
پ) ظرف های جابه جايی نمونه که جهت انجام آزمون های ميکروبيولوژی به کار می روند بايد ابتدا سترون شوند.در صورتی که 
بطری ها برای بار دوم مورد استفاده قرار می گيرند پس از تميز کردن بطری شيشه ای و درپوش آن با استفاده از مواد پاک کننده لازم 

است آن را با آب مقطر آب کشی و سپس سترون نمود.
نکته ها

 درپوش بطری ها را بايد هنگام اتوکلاو کردن شل بست ولی پس از سترون سازی آنها را محکم نمود. بطری های خالی را 
بايد در آون با دمای خشک C ˚۱۷۰ به مدت ۱ ساعت قرار داده و سترون نمود.

 در صورتی که سترون سازی با هيچ يک از روش های بالا امکان پذير نباشد، بايد ظرف ها و درپوش آنها را با غوطه وری در 
آب در حال جوش به مدت ۳۰ دقيقه سالم سازی نمود و در کاغذ تميز پيچيد. برای  ظرف هايی که  با استفاده از مواد  ضدعفونی کننده 
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تضمين  سازی  سترون  فرايند  کنترل  با  بطری ها  سترونی  می شود.  توصيه  سترونی  آزمون های  انجام  می شود،  نگهداری  و  سالم سازی 
میشود در غير اين صورت آزمون سترونی ظرف ها بايد انجام شود. 

 بطری های پلی اتيلنی را می توان با قرار دادن در معرض گاز اتيلن سترون کرد. البته به دليل سمی بودن اين گاز کليه کار های 
سترون سازی بايد با رعايت مسايل بهداشتی و ايمنی ويژه انجام شود و زمانی برای حذف گاز اتيلن در نظر گرفته شود.

ت) برای انجام آزمون های ميکروبی آب گندزدايی شده با اکسيد کننده های کلر و برم يا ازن، فعاليت اين گاز ها را بايد بلافاصله 
پس از نمونه برداری خنثی نمود.برای اين منظور از ماده احياء کننده تيوسولفات سديم استفاده می شود.

از نظر تئوری مقدار تيوسولفات سديم لازم برای غير فعال سازی يک ميلی گرم کلر ۷/۱ ميلی گرم است.بنابراين مقدار ۰/۱ 
ميلی ليتر (دو قطره) از محلول تيوسولفات سديم را به ظرف با گنجايش ۱۰۰ ميلی ليتر اضافه می کنند.اين مقدار باعث خنثی سازی 

حداقل ۵ــ۲ ميلی گرم بر ليتر کلر باقی مانده می شود که برای بيشتر نمونه های آب کافی است.
نکته: تيوسولفات توسط گرمای خشک و مرطوب از بين نمی رود و اثر سويی نيز روی نمونه ندارد.

 وسيله های مورد نياز در نمونه برداری از آب
 شعلهٔ گاز

 بشر
 فندک، کبريت

 مارکر، قلم، برچسب
 آچار، آچار پيچ گوشتی، انبر دست و چاقو

 ظرف يخ يا قالب يخ، کيسهٔ يخ و بسته های يخ مصنوعی
 يخچال قابل حمل ونقل و يا وسيلهٔ نقليهٔ يخچال دار

 دماسنج يا ثبت کنندهٔ دما
 حامل بطری دارای کيسهٔ شن با طناب يا زنجير که حداقل در قسمت انتهايی از جنس فولاد زنگ نزن باشد.

 انبرک يا گيرهٔ بلند يا وسيلهٔ نمونه برداری قابل تنظيم برای عمق های مختلف آب
 نقشهٔ محل نمونه برداری، فهرست نقاط نمونه برداری، برگهٔ نمونه برداری

 چکمهٔ ايمنی و ضد آب 
 دستکش سترون

 روش های نمونه گيری: 
الف) نمونه گيری از شير آب يا پمپ آب: هدف از نمونه گيری از شير آب تعيين کيفيت آب در شبکه اصلی توزيع آب، 
تعيين کيفيت آب در شبکه توزيع هنگام خارج شدن از شير که ممکن است توسط شبکه داخلی ساختمان تغيير کرده باشد.نمونه برداری 
از مخزن های آب آشاميدنی به وسيله شير در قسمت خروجی انجام می شود. نمونه هايی که برای ارزيابی کيفيت در شبکهٔ اصلی توزيع 
برداشته می شود بهتر است از شير های مخصوص که بدون اتصالات و نزديک به شبکه اصلی توزيع آب است و قابليت گندزدايی با 

شعله را نيز دارد باشد. 
بسته به هدف نمونه برداری، برداشتن اتصالات شير، گندزدايی شير و خروج آب از شير هم ممکن است لازم باشد و هم ممکن 

است، نادرست باشد. (به جدول ۱ــ ۸ مراجعه شود)
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نکته ها
 نمونه برداری بايد در شرايط استريل و با دست تميز و ضد عفونی شده و يا دستکش سترون انجام شود.

 هنگام پر کردن بطری، قسمت داخلی درپوش نبايد با انگشت، دهان و زمين تماس حاصل کند. پس از نمونه گيری بايد به 
سرعت درپوش بطری را بست.

 به منظور به دست آوردن يک نمونه نمايانگر ويژگی های اصلی منبع آب، شير جريان آب را بايد به مدت ۱تا۲ دقيقه باز کرد.
 آب در تصفيه خانه و مخازن ذخيره:

نقاط  ساير  و  اصلی  خروجی  قسمت  در  شده  تعبيه  شير های  از  بايد  خاص  نمونه های  خانه ها،  تصفيه  و  ذخيره  مخازن  در  ــ 
نمونه برداری شود. برای نمونه برداری از شير هايی که قابل سترون سازی با شعله باشد، استفاده می شود.

جدول۱ــ ۸ ــ نمونه برداری از شير برای اهداف مختلف

خروج آب از شير   گندزدايیبرداشت اتصالات   نوع آب    هدف

بلهبلهبلهدر شبکه توزيعالف

خيربلهبلهدر هنگام تحويل به شيرب

خيرخيرخيردر هنگام مصرفپ

اين شير ها همچنين بايد تميز، برچسب گذاری شده و مخصوص نمونه برداری باشد. برای آگاهی بيشتر به استاندارد ملی ايران 
در اين زمينه مراجعه شود.

ب) آب در شبکه اصلی توزيع: برای تعيين کيفيت آب در شبکه اصلی توزيع، نمونه را از قسمت اصلی و يا نزديک به 
آن پس از کنتور آب برداشته شود. برای اين منظور بايد دقت شود که آلودگی سطح خارجی شير به نمونه منتقل نشود. درصورت 
امکان بايد از نمونه برداری از شيرهايی که چکه می کنند و شير های مخلوط خودداری شود. همچنين هرگونه افشانک متصل به شير 
بايد با استفاده از آچار و انبردست خارج شود. هرگونه کثيفی مانند پوسته، لزجی و چربی يا ساير مواد خارجی نيز بايد از روی شير 
پاک شده و شير را چندين بار به طور کامل باز و بسته کرد تا هرگونه کثيفی از شير به طور کامل برطرف شود. سپس نمونه برداری 

انجام گيرد.
نکته ها

 شير را بايد به وسيلهٔ شعله گندزدايی کرد. پس از شعله دادن و باز کردن شير، صدای ناشی از حرارت شنيده می شود. تنها 
زمانی که گرمادهی شير امکان پذير نيست، می توان از روش های ديگری برای گندزدايی استفاده نمود.

 برای گندزدايی دهانهٔ شير های پلاستيکی، پس از تميز کردن کامل، بايد آن را به مدت ۲ تا ۳ دقيقه در بشر دارای محلول 
هيپوکلريت، الکل يا ايزوپروپانول فرو برد.سپس شير را باز کرده تا آب خارج شود و درجهٔ حرارت آب به حد ثابتی برسد. پس از آن 

بايد با برداشتن درپوش، بطری را زيرجريان آب قرار داده و در شرايط اسپتيک آن را پرکرد.
 به عنوان روش جايگزين برای گندزدايی قسمت های خارجی و تا حد امکان قسمت های داخلی شير از يک سواب يا يک 

بطری شير دارای مواد شيميايی سترون کننده يا وسيلهٔ مشابه استفاده نمود.
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پ) آب در شير مصرف کننده: برای تعيين کيفيت آبی که به شير مصرف کننده تحويل داده می شود، بايد دقت شود تا آلودگی 
از سطح خارجی ظرف به نمونه منتقل نشود. بايد هرگونه کثيفی، لزجی، پوسته، چربی و ساير مواد خارجی را که ممکن است وارد 

نمونه شود، از شير برطرف کرد.
نکته ها

 از شير هايی که چکه می کنند، نمونه برداری نمی شود.
 هنگام نمونه برداری هرگونه افشانک يا ساير اتصالات شير بايد از آن جدا شود. 

 شير بايد بوسيله شعله گندزدايی شود.
 پس از گندزدايی، آب بايد به اندازه ای جريان يابد تا هيچ گونه اثری از مادهٔ گندزدا باقی نماند. سپس بطری ها را بدون بستن 

و باز کردن دوبارهٔ شير آب، زير شير قرارداده شود.
ت) آب هنگام مصرف: برای تعيين کيفيت آبی که مصرف می شود و برای نمونه برداری در موارد شيوع بيماری، آلودگی آب 
توسط باکتری ها از راه قسمت های خارجی شير و ساير اتصالات به شير هم در نظر گرفته می شود. بنابراين در اين موارد اتصالات شير 

نبايد پيش از نمونه برداری گندزدايی شود.
ث) آب چشمه و چاه: آزمون آب چاه با هدف های گوناگون انجام می شود:

الف) آگاهی از کيفيت سفرهٔ آب زيرزمينی
ب) آگاهی از کيفيت آب داخل چاه

پ) آگاهی از کيفيت آب به همان صورت که مصرف می شود.
مختلف  روش های  انتخاب  دائمی،  پمپ  دارای  چاه های  و  پمپ  بدون  چاه های  بين  تفاوت های  دليل  به  آزمون،  هدف  به  بسته 

نمونه برداری لازم است.برای آگاهی بيشتر به استاندارد ملی ايران در اين زمينه مراجعه شود.
نکته ها

هدف  به  بسته  هستند.  فلزی  خروجی  يا  شير  دارای  و  شده  دائمی نصب  پمپ  آن  در  که  چاه هايی  از  برداری  نمونه  برای   
نمونه برداری پمپ کردن زياد و گندزدايی شير به وسيله شعله لازم است. 

 پمپ کردن زياد دست کم ۳ بار برای آب  های زيرزمينی بدين معناست که پمپ کردن تا زمان تثبيت درجهٔ حرارت آب و هدايت 
الکتريکی انجام شود.

 برای نمونه برداری از آب داخل چاه فقط خروج کوتاه آب برای غلبه بر اثر گندزدايی شير کافی است.
 برای نمونه برداری از آب به همان صورت که مصرف می شود پمپ کردن و گندزدايی شير لازم نيست. چاه هايی که بدون 
پمپ دائمی  هستند توسط پمپی که قابل فرو بردن در زيرآب باشد نمونه  برداری می شود. اين پمپ ها فقط برای آب  های تميز استفاده 

می شود.
شود.  استفاده  شنی  کيسه  و  حامل  شامل  سترون  نمونه برداری  وسيلهٔ  از  است  بهتر  چاه  داخل  آب  از  برداری  نمونه  برای   
به طور جايگزين يک پمپ تميز قابل فرو بردن در زير آب را نيز می توان پس از پمپ کردن کم استفاده نمود. درمواردی که آب چاه بدون 
دستگاه پمپ به وسيلهٔ مصرف کننده استفاده می شود بايد نمونه برداری به وسيلهٔ سطل انجام شده و آب از سطل به بطری نمونه  برداری 

سترون منتقل شود.
برگه های  آن  از  پس  يا  و  نمونه برداری  از  پيش  و  زد  شناسايی  برچسب  بايد  را  بطری ها  از  هريک  نمونه برداری:  برگه های 
نمونه برداری را تکميل کرد. برگه ها بايد دارای نام و آدرس مشتری درخواست کننده، فهرست ويژگی هايی که قرار است مورد آزمون 
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و ارزيابی قرار گيرد، تاريخ، زمان، موقعيت محل نمونه برداری و نام نمونه بردار باشد. ماهيت منشأ نمونه ها، چگونگی ارسال نمونه به 
آزمايشگاه و هدف آزمون نيز به دليل اينکه ممکن است به انتخاب روش آزمون کمک کند بايد درج شود.

 جابه جايی و نگهداری نمونه ها: فاصلهٔ زمانی بين نمونه برداری و آزمون بايد تا حد امکان کوتاه باشد، برای آب های آشاميدنی 
بهتر است آزمون در همان روز نمونه برداری انجام شود.

نکته ها
يخ  کيسه های  از  می توان  منظور  اين  برای  شوند.  نگهداری   (۳±۵)˚  C دمای در  نمونه  ها  نقل،  و  حمل  هنگام  است  بهتر   

استفاده نمود.
 برای آزمون های ميکروبی به جز آزمون ويروس ها بايد از يخ زدن نمونه ها پيشگيری نمود.

طول  به  ساعت  هشت  از  بيش  آن ها  جا به جايی  که  نمونه هايی  برای  کرد.  محافظت  خورشيد  نور  تابش  از  بايد  را  نمونه ها   
می انجامد، پايش و ثبت دما لازم است. شرايط جا به جايی نيز بايد مستند شود.

 برای پيشگيری از يخ زدن نمونه بايد دقت شود تا نمونه ها با کيسه های يخ تماس مستقيم نداشته باشند. همچنين تعداد و حجم 
کيسه های يخ با تعداد، حجم و دمای نمونه تنظيم شود.

 روش کار در مواردی که زمان جابه جايی نمونه بيش از هشت ساعت است بايد مستند شود. 
 نمونهٔ آب های سرد وگرم بايد به طور جداگانه جا به جا شوند.

 سرد کردن نمونه ها در طی جابه جايی مهم است ولی نبايد نمونه ها منجمد شود زيرا تشکيل يخ سبب مرگ بيشتر سلول ها 
می شود.

 تعداد نمونه: تعداد نمونهٔ لازم برای آزمون های ميکروبی آب بسته به تعداد افراد مصرف کننده، نوع و منبع آب، نوع تصفيه 
و نو ع آزمون، متفاوت است و با يکی از روش های زير تعيين می شود:

آلودگی  نشانگر  باکتری های  آزمون  برای  نمونه  تعداد  مورد  اين  در  کننده:  مصرف  جمعيت  حسب  بر  نمونه  تعداد  الف) 
مدفوعی در شبکهٔ توزيع، تعداد نمونهٔ لازم با توجه به جمعيت مصرف کنندهٔ تحت پوشش مطابق با جدول ۲ــ ۸ تعيين می شود.

جدول ۲ــ ۸ ــ حداقل تعداد نمونه برای آزمون باکتری های نشانگر آلودگی مدفوعی در شبکۀ توزيع

تعداد نمونه در سالجمعيترديف

۱۵ ۱۲کمتر از 

۲۱ ۵ نفر ۵۱۲ تا به ازای هر 

۲۵ ۱ تا  ۱۲ نمونه اضافی۱ ۱نفر۱۲به علاوه  به ازای هر 

۴۵ ۱۸ نمونه اضافیبيشتر از  ۱ نفر به علاوه  به ازای هر 

گزينش روش آزمون ميکروبی آب به عوامل زيادی مانند ويژگی های فيزيکی ــ شيميايی نمونه آب وگونه ميکروبی مورد جستجو 
در آب بستگی دارد.
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نکته های مهم در مورد گزينش روش مناسب برای آزمون ميکروبی آب
روزنه  شدن  مسدود  زيرا  نيست.  مناسب  غشايی  صافی  روش  از  استفاده  است،  معلق  ذرات  دارای  آب  که  مواردی  در   

صافی ها توسط ذرات معلق در آب باعث کاهش عبور آب از صافی شده و در نتيجه شمارش ميکروبی مختل می شود.
 در مورد آب های خيلی کدر روش شمارش بيشترين تعداد احتمالی MPN مناسب است.

از  غشايی  صافی  روش  از  استفاده  باشد،  داشته  وجود  صافی  هر  روی  در  کلنی   ۱۰۰ از  بيش  احتمال  که  مواردی  در   
حساسيت کافی برخوردار نيست.

 در مواردی که تعداد ميکروارگانيسم ها در نمونه کم است (کمتر از ۱۰۰عدد در هر ميلی ليتر) استفاده از روش کشت سطحی 
مناسب نيست.

را  لازم  حساسيت  کلنی  جای  به  ذرات  شمارش  دليل  به  کشت (پورتشتک)  روش  معلق،  ذرات  دارای  آب های  مورد  در   
نداشته و مناسب نيست. 

٢ــ۱ــ ۸ ــ آزمون شمارش کلی ۱: هدف از انجام اين آزمون ارزيابی وضع بهداشتی آب بوده و اگر تعداد ميکروب  ها از 
حد معين تجاوز کند آب غير قابل شرب و مصرف در صنايع غذايی خواهد بود.

 وسايل ومواد مورد نياز 
  لوله های آزمايش

  پی  پت
  تشتک های يکبار مصرف

  محلول آب بافر پپتونه
 ۴۵˚ C تشتک کانت آگار مذاب با دمای 

 گرمخانه
روش کار

الف) ابتدا لوله های آزمايش را با شماره رقت های اعشاری از ۱ــ ۱۰ تا ۵ــ ۱۰ علامت گذاری کنيد.سپس درون هر لوله آزمايش 
۹ ميلی ليتر محلول آب پپتونه ريخته و از نمونه آب مورد نظر در لوله های آزمايش رقت تهيه کنيد.

ب) برای هر يک از رقت  ها دو تشتک خالی در نظر گرفته و با شماره همان رقت علامت گذاری کنيد.سپس از رقت مورد نظر 
۱ميلی ليتر به تشتک ها اضافه کنيد و پس از آن ۲۵ ميلی ليتر محيط کشت تشتک کانت آگار ذوب شده به تشتک دارای نمونه رقيق 
شده اضافه نماييد و تشتک ها را به همان روش کشت استاندارد که در فصل پيش گفته شد دوران دهيد تا مواد داخل تشتک مخلوط 

و يکنواخت گردد.
پ) تشتک های کشت شده را به حال خود در آزمايشگاه قرار دهيد تا محيط درون آنها سفت شود.

ت) پس از سفت شدن محيط ها تشتک ها را در گرمخانه با دمای ۳۷ درجه سانتی گراد به مدت ۴۸ــ۲۴ ساعت قراردهيد.
ث) پس از اين زمان تشتک هايی که دارای بيش از ۳۰۰ عدد کلنی هستند را غير قابل شمارش گزارش کنيد و تشتک  های ديگر 
را با استفاده از رقت کشت شده و شمارش کلنی ها در دو تشتک مانند آنچه در فصل پيش گفته شد شمارش تعداد باکتری ها را در هر 

ميلی ليتر محاسبه کنيد.
To ــ۱ a  coun
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احتمالی  تعداد  بيشترين  لوله ای (آزمايش  چند  روش  به  آب  در  فرم ها  کلی  وشمارش  جستجو  آزمون  ــ  ٣ــ۱ــ۸ 
باکتری ها )۱: همانطور که گفته شد گونه هايی آنتروباکترياسه باکتری های گرم منفی روده ای هستند که به عنوان شاخص آلودگی در نظر 
گرفته می شوند. کلی فرم ها يکی از مهم ترين جنس های اين خانواده باکتريايی هستند که قادرند قند لاکتوز را تخمير کرده، اسيد و گاز 
توليد کنند. به طور کلی همه باکتری های گرم منفی ميله ای شکل، هوازی و بی هوازی اختياری که قادر به تخمير قند لاکتوز در دمای
C˚۳۷ در مدت ۴۸ ساعت هستند کلی فرم ناميده می شوند. محل طبيعی زندگی اين باکتری ها در روده انسان و دام، خاک و آب است. 

محيط کشت مورد استفاده کلی فرم بايد دارای قند لاکتوز باشد.
آزمون جستجو و شمارش کلی فرم ها در سه مرحله انجام می شود:

 روش شمارش بيشترين تعداد احتمالی باکتری ها: اين روش يکی از راه های شمارش ميکروارگانيسم های زنده موجود 
 MPN در مواد غذايی است. با اين روش می توان گفت تعداد و تراکم ميکروارگانيسم ها در يک ماده غذايی چه ميزان است.روش
برپايه نظريه احتمالات بوده و فرض بر اين است که ميکروارگانيسم ها با يک توزيع يکنواخت و به طور اتفاقی در نمونه ماده غذايی پخش 
شده اند. اين روش به ويژه برای آن گروه از مواد غذايی به کار می رود که احتمال وجود تعداد کمی ميکروارگانيسم (کمتر از ۱۰ عدد 
در هر گرم) در آنها تخمين زده می شود.روش MPN بيشتر برای شمارش کلی فرم های آب، شير و فرآورده های آن به کار می رود.به 
دليل اين که در مواد غذايی جامد امکان توزيع يکنواخت ارگانيسم ها بعيد است، اين روش کاربرد چندانی ندارد.به طور کلی روش 
MPN نسبت به روش های کشت که در فصل پيش گفته شد دقت کمتری دارد. در روش شمارش بيشترين تعداد احتمالی باکتری ها، 
حجم هايی از ماده غذايی به ۳ تا ۱۰ لوله آزمايش دارای محيط مايع منتقل می گردد.لوله ها در دمای C˚ ۳۷ــ۳۵ گرمخانه گذاری شده 
و پس از ۴۸ــ۲۴ ساعت نتيجه بررسی می شود.پس از تشخيص لوله های مثبت از روی کدورت يا توليد اسيد و گاز در لوله ها، تعداد 

اوليه باکتری ها از روی جدول استاندارد MPN تعيين می شود.
بسيار دقيق تر از  بنابراين روش MPN ۱۰ لوله ای  بيشتر خواهد شد.  باشد دقت روش  بيشتر  آزمايش  تعداد لوله های  هـرچه 

MPN ۵ لوله ای يا ۳ لوله ای است اما از نظر صرف هزينه و زمان مناسب نيست و بيشتر از روش ۳ يا ۵ لوله ای استفاده می شود.
محيط های کشت مورد استفاده در اين آزمون:

الف) لوريل سولفات تريپتوز برات ۲: اين محيط کشت دارای تريپتوز به عنوان منبع نيتروژن، لاکتوز منبع کربوهيدرات 
و انرژی، بافر فسفات و نمک NaCl و لوريل سولفات است.محيط LST يک محيط کشت انتخابی و افتراقی است (براساس 
مثبت  گرم  باکتری های  رشد  از  که  است  سولفات  لوريل  وجود  دليل  به  انتخابی  واژه  سوم).  فصل  در  کشت  محيط های  تعريف 
جلوگيری می کند و واژه افتراقی به اين دليل برای محيط LST به کار می رود که توليد گاز در آن قابل تشخيص است (با لوله های 

دورهام).
ب) بريليانت گرين بايل برات۳: يا آبگوشت سبز درخشان اين محيط دارای پپتن منبع ازت، لاکتوز منبع انرژی و بريليانت 
مثبت  گرم  باکتری های  رشد  از  که  گرين  بريليانت  وجود  دليل  به  انتخابی  است.  افتراقی  و  انتخابی  کشت  محيط  نوعی  و  است  گرين 
جلوگيری می کند و افتراقی به دليل تشخيص توليد گاز توسط لوله های دورهام و تشخيص توليد اسيد با تغيير رنگ محيط آبگوشت 

سبز درخشان (pH اين محيط ۴ و رنگ آن سبز مايل به زرد است). 
برای آزمون شمارش کلی فرم ها از روش MPN سه لوله ای استفاده کنيد.

Mos ــ۱  p obab e numbe  (MPN)
Lau ــ۲ y  su fa e yp ose b o h (LST)
B ــ۳ an  g een b e b o h(BGB)

:
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 مواد و وسايل مورد نياز 
 لوله های آزمايش در پيچ دار با گنجايش ۱۰ ميلی ليتر 

 لوله های دورهام برای جمع آوری حباب گاز ايجاد شده در لوله آزمايش
 جا لوله ای 

 پی پت های سترون شده ۱يا ۱۰ ميلی ليتری
 BGBيا LST يکی از محيط کشت های 

۳۷˚ Cگرمخانه با دمای 
روش کار 

(به  کنيد  نگهداری  شده  سترون  بطری  در  و  برداشته  نظر  مورد  آب  از  ليتر  ميلی   ۱۰۰ ميزان  به  بايد  برداری  نمونه  برای  الف) 
روش های نمونه برداری از آب در ابتدای همين فصل مراجعه شود).

ب) برای هر يک از رقت های ۱۰۰، ۱ــ ۱۰، ۲ــ ۱۰ و۳ــ ۱۰ تعداد ۳ لوله انتخاب کنيد و درون همه لوله های آزمايش يک لوله 
دورهام به صورت وارونه قرار دهيد (۳ لوله برای رقت ۱۰۰، ۳ لوله برای رقت ۱ــ ۱۰ و…) و روی هر لوله برچسب زده و شماره رقت 

مورد نظر را يادداشت کنيد.
پ) رقت ها را با استفاده از محيط کشت مايع مناسب LST يا BGB در لوله های علامت گذاری شده با شماره هر رقت توسط 

حجم معينی از آب مورد آزمون (۱ميلی ليتر) تهيه کنيد.(مانند شکل ۱ــ ۸)
نکته ها

 برای رقت های بالاتر ۱۰۰و ۱ــ ۱۰ غلظت محيط کشت بايد دو برابر تهيه شود. يعنی اگر روش تهيه محيط کشت ۲۴ گرم در 
۱۰۰۰ميلی ليتر آب مقطر است برای اين دو رقت بايد ۴۸ گرم در ۱۰۰۰ ميلی ليتر آب مقطر حل شود.

 برای هر سری رقت از يک پی  پت مجزا و سترون شده استفاده کنيد.
 همه مراحل آزمون بايد در کنار شعله و با فاصله ۳۰ سانتی متری از آن انجام شود.

ت) لوله های آماده شده با رقت های مورد نظر و حجم تلقيح شده نمونه آب را به صورت دربسته درون جا لوله ای قرار داده و در 
گرمخانه با دمای C˚ ۳۷ــ۳۵ به مدت ۴۸ــ۲۴ ساعت نگهداری کنيد.

ث) پس از ۴۸ ساعت لوله ها را بررسی کرده و لوله هايی را که دارای کدورت (تيرگی در محيط کشت مايع درون لوله آزمايش) 
هستند، لوله هايی که دارای کدورت و همراه با توليد گاز در لوله های دورهام هستند و لوله هايی را که همراه با توليد اسيد (به ويژه در 
محيط هايی که دارای معرف pH می باشند) از روی تغيير رنگ تشخيص داده و به عنوان نتيجه مثبت برای  وجود کلی فرم های احتمالی 

در نظر بگيريد.
نکته: واکنش مثبت در لوله های آزمايش دارای محيط های کشت انتخابی افتراقی ذکر شده، کلی فرم های فرضی به حساب 

می آيد. بنابراين انجام آزمون تأييدی روی محيط کشت انتخابی ضروری است.
ج) تعداد لوله های مثبت در هر سری رقت يادداشت می شود. (بر طبق شکل ۱ــ۶ )

يافته های آزمون MPN سه لوله ای بايد با استفاده از جدول MPN سه لوله ای مربوطه انجام شود. (جدول ۴ــ۶)
نکته: جدول MPN براساس استاندارد سازمان ۱FDA يا سازمان غذا و داروی امريکا ارائه شده است و اين جدول برای 

Food and D ــ۱ udg Adm n s a on
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لوله هايی با مقادير تلقيح شده ۰/۱ و ۰/۰۱ و ۰/۰۰۱ تنظيم شده است.

ـ روش MPN سه لوله ای (برای هر رقت سه لوله در نظر گرفته شده است).نتيجه آزمايش براساس کدورت  شکل۱ــ ۸ ـ
و توليد گاز به صورت مثبت علامت گذاری شده وتعداد لوله های مثبت در هر سری از رقت ها نيز ثبت می شود.

از  استفاده  از  پيش  مرحله  مهم ترين  احتمالی :  فرم های  کلی  تعداد  تعيين  برای  لوله ای  سه   MPN جدول از  استفاده 
جدول MPN انتخاب سه رقت مناسب برای فهرست جدول است. برای اين منظور از راهنمای زير استفاده کنيد.

راهنمای انتخاب سه رقت مناسب: برای اين منظور بالاترين رقت در تمام لوله های مثبت و دو رقت بالاتر بعدی انتخاب 
می شود. برای نمونه اگر تعداد لوله های مثبت از رقت ۱۰۰ (هر سه مثبت)،رقت ۱ــ ۱۰ (هر سه مثبت)، رقت ۲ــ ۱۰ (يکی از سه لوله 

مثبت) و رقت ۳ــ ۱۰(يکی از سه لوله مثبت) بود بايد ترتيب ۱ــ۱ــ۳ در جدول MPN انتخاب شود.
 اگر دو رقت بالاتر در دسترس نباشد بايد سه رقت پشت سر هم انتخاب شود.برای نمونه اگر در رقت های۱۰۰، ۱ــ ۱۰ و ۲ــ ۱۰ 

هر سه لوله مثبت باشد ودر رقت ۳ــ ۱۰ يک لوله مثبت باشد بايد ترتيب ۱ــ۳ــ۳  از جدول انتخاب شود.
۱۰۰(همه  اگردررقت  نمونه  گرفت.برای  نظر  در  مثبت  نتيجه  عنوان  به  را  پايين  رقت  سه  بايد  نبود  مثبت  رقتی  هيچ  اگر   

منفی)،رقت ۱ــ ۱۰ (يکی از سه لوله مثبت )ورقت ۲ــ ۱۰و ۳ــ ۱۰(همه لوله ها منفی ) بود بايد ترتيب ۰ــ۱ــ۰ از جدول انتخاب شود.
نکته: زمانی که تنها از رقت  ۱۰۰، ۱ــ ۱۰ و ۲ــ ۱۰ برای ترتيب جدول استفاده شود چون سری جدول بر اساس ۰/۱ و ۰/۰۱ 
و ۰/۰۰۱ است، تعداد MPN را در نهايت بايد به عدد ۱۰ تقسيم نمود. ولی اگر از رقت های ۱ــ ۱۰ و ۲ــ ۱۰و ۳ــ ۱۰برای ترتيب جدول 

استفاده شود خود عدد MPN به تنهايی به عنوان نتيجه استفاده می شود.
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جدول ٣ــ ۸ ــ MPN سه لوله ای

95 PERCENT
CONFIDENCE LIMITS

 MIPN
INDEX

per
100 ml

 NUMBER OF TUBES GIVING POSITIVE
REACTION OUT OF

 UPPERLOWER  3 of 0 1
ml each

 3 of 1
ml each

 3 of 10
ml each

9
13
20
21
23
36
36
36
37
44
89
47
150
120
130
380
210
230
380
380
440
470
1300
2400
4800

<0 5
<0 5
<0 5
1
1
3
3
1
3
3
7
4
10
4
7
15
7
14
30
15
30
35
36
71
150

3
3
4
7
7
11
11
9
14
15
20
21
28
23
39
64
43
75
120
93
150
210
240
460
1100

1
0
0
1
0
1
0
0
1
0
1
0
1
0
1
2
0
1
2
0
1
2
0
1
2

0
1
0
0
1
1
2
0
0
1
1
2
2
0
0
0
1
1
1
2
2
2
3
3
3

0
0
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

٤ــ١ــ٨ ــ آزمون تأييد وجود کلی فرم ها در آب: محيط کشت مورد استفاده در اين آزمون محيط کشت لاکتوز برات۱ 
است. 

مواد و وسايل مورد نياز
 حلقه کشت

 گرمخانه 
Lac ــ۱ ose b o h
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 لوله آزمايش دارای محيط مايع لاکتوز برات 
روش کار

الف) با استفاده از حلقه کشت سترون شده، از يکی از لوله های مثبت در آزمايش MPN يک حلقه پر مايع برداشت کرده و به 
لوله آزمايش دارای محيط لاکتوز برات منتقل کنيد.

نکته: بهتر است از لوله هايی استفاده شود که در آن همزمان گاز و کدورت مشاهده می شود.
ب) لوله های تلقيح شده را با استفاده از تکان دهنده۱ مخلوط کرده و در گرمخانه با دمای C˚ ۳۷ــ۳۵ به مدت ۴۸ــ۲۴ ساعت 

قرار دهيد.
پ) پس از ۴۸ ساعت، وجود گاز و حباب در محيط لاکتوز برات نشانه وجود کلی فرم ها در نمونه مورد آزمون است.

ت) يافته ها را به صورت تعدادکلی فرم ها در ۱۰۰ ميلی ليتر نمونه آب و يا عدم آلودگی آب به کلی فرم در ۱۰۰ ميلی ليتر نمونه 
آب ارائه دهيد.

 مشاهده و تشخيص کلنی کلی فرم های موجود در نمونه آب: محيط های کشت مورد استفاده در اين آزمون عبارتند از:
الف) محيط مک کانکی آگار٢ اين محيط دارای رنگ کريستال ويوله برای جلوگيری از رشد باکتری های گرم مثبت و املاح 

صفراوی برای جلوگيری از رشد باکتری های گرم منفی غير روده ای و يک محيط انتخابی و افتراقی است.
ب) محيط ويولت رد بايل آگار٣ اين محيط دارای عصاره مخمر، پپتون، نمک  های صفراوی، کلريد سديم، لاکتوز و معرف 

قرمز خنثی و کريستال ويوله بوده و يک محيط انتخابی افتراقی محسوب می شود.
مواد و وسايل مورد نياز 

 تشتک  های دارای يکی از محيط های کشت جامد بالا
 حلقه کشت 

 ۳۷˚C گرمخانه با دمای 
روش کار

الف) از يکی از لوله های دارای محيط لاکتوز برات که در آنها توليد گاز مشاهده شده،توسط حلقه کشت برداشت کرده و در 
محيط کشت جامد مک کانکی آگار يا ويولت ردبايل آگار کشت دهيد.

ب) تشتک های کشت داده شده را درگرمخانه با دمای C ˚۳۷ به مدت ۴۸ ساعت نگهداری کنيد.
پ) پس از ۴۸ ساعت کلنی کلی فرم ها را بررسی نماييد.

مشخصات کلنی کلی فرم ها در محيط کشت های مک کانکی آگار 
توليد  اسيد  لاکتوز،  قند  تخمير  دليل  به  فرم ها  کلی  آگار:  ردبايل  ويولت  و 
مشاهده  قرمز  رنگ  همان  به  آنها  کلنی  خنثی  قرمز  معرف  حضور  در  که  کرده 
می شود.به علاوه کلنی کلی فرم ها مسطح با قطر ۲ــ۱ ميلی متر است که معمولاً 
شده  احاطه  صفراوی  نمک های  رسوب  و  تجزيه  از  ناشی  روشن  هاله  توسط  

است. (شکل۲ــ ۸)

Shake ــ۱ Mac Conkey’s Aga ــ٢    V ــ٣    o e  ed b e aga

 ـ  کلنی های سطحی،قرمز همراه با  هاله روشن   ـ ۸  ـ شکل۲ـ
کلی فرم ها در محيط ويولت رد بايل آگار
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٥ ــ۱ ــ ۸ ــ آزمون جستجو و شمارش کلی فرم های مدفوعی۱ در آب: کلی فرم هايی هستند که در مدت ۲۴ ساعت در 
دمای C ˚ ۰/۵ ± ۴۴رشد کرده و اسيد و گاز توليد می کنند. بنابراين دمای بالا برای جدا کردن کلی فرم هايی که منشأ مدفوعی دارند 

از آنهايی که منشأ مدفوعی ندارند به کار برده می شود.
محيط کشت های مورد استفاده در اين آزمون: لوريل تريپتوز مانيتول برات۲ دارای تريپتوفان 

روش کار 
برای اين آزمون پس از انجام آزمايش MPN که در پيش گفته شد، توسط حلقه کشت از لوله های واکنش مثبت در آزمون
MPN برداشت کرده و به لوله دارای محيط کشت لوريل تريپتوز برات همراه با مانيتول و تريپتوفان منتقل کنيد. سپس لوله های تلقيح 

شده را در گرمخانه با دمای C ˚ ۴۴ قرار داده و پس از ۲۴ ساعت از نظر توليد گاز بررسی و گزارش نماييد.
ـ آزمون جستجو و شمارش اشريشياکلی در آب: محل طبيعی  ٦ــ۱ــ ۸ ـ
شکل  ميله ای  باکتری  است.  گرم  خون  حيوانات  روده  انتهايی  قسمت  در  باکتری  اين 

دارای تاژه که وجودش در آب نشانه آلودگی مدفوعی است.
محيط های کشت استفاده شده در اين آزمون: 

ــ لوريل تريپتوز مانيتول برات دارای تريپتوفان 
MRVP ــ محيط مايع

ــ محيط سيمون سيترات 
روش کار 

 MPN آزمايش مثبت  لوله های  از  کشت  حلقه  از  استفاده  با  آزمون  اين  برای 
نمونه برداشت کرده و به لوله های دارای محيط های کشت ذکر شده در اين آزمون منتقل کنيد.لوله های تلقيح شده را در گرمخانه با 

دمای C˚۴۴ به مدت ۲۴ ساعت قرار داده و توليد گاز، اندول و نتيجه واکنش سيترات و MRVP  را نيز بررسی و شمارش نماييد.
نتيجه کشت در محيط دارای تريپتوفان: کلی فرم هايی که تاحدودی مقاوم به گرما هستند و در مدت ۲۴ ساعت در دمای 
اشريشياکلی  باشند  مشاهده  قابل  کواکس  معرف  با  که  می کند  توليد  اندول  محيط،  تريپتوفان  از  استفاده  با  و  کرده  توليد  گاز   ۴۴˚C

هستند. (به فصل پنجم مراجعه شود.)
نتيجه کشت در محيط سيمون سيترات : اشريشياکلی قادر به استفاده از سيترات محيط به عنوان منبع کربن نبوده و واکنش 

سيترات منفی است (به فصل پنجم مراجعه شود).
نتيجه کشت در محيط MRVP: پس از افـزودن معـرف متيل رد واکنش MR بـرای اشريشياکلی مثبت ولـی VP منفی 

است.
نکته: از روش های سريع نيز می توان برای تشخيص اشريشيا کلی در نمونه آب  استفاده نمود.

باکتری  ولشای  کلستريديوم  آب:  در  پرفرانژانس(ولشای)  کلستريديوم  شمارش  و  جستجو  آزمون  ــ   ۸ ٧ــ۱ــ 
ميله ای، گرم مثبت، بی هوازی اختياری، اسپوردار و بدون حرکت است که بومی  لوله گوارش انسان و حيوانات بوده و در خاک 
و گرد و غبار نيز يافت می شود. در مشاهده ميکروسکوپی اسپور اين باکتری در مرکز يا نزديک به انتهای سلول رويشی باکتری 
را حدود ۵ ساعت يا بيشتر تحمل   ۱۰۰˚C قرار دارد ولی باعث تورم در سلول باکتری نمی شود. اسپور باکتری دمای مرطوب

Faeca ــ۱  co fo m
Lau ــ۲ y  T p ose Man o  B o h

شکل۳ــ ۸ ــ اشريشيا کلی
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تا   A حروف  با  که  شده  شناخته  باکتری  اين  از  تيپ   ۶ می کند.تاکنون 
انسان  برای   Fو  A تيپ پرفرانژانس  کلستريديوم  شده اند.  نامگذاری   F
غذايی  مسموميت های  ايجاد  مهمی در  نقش   A هستند.تيپ  بيماری زا 
در  اشريشياکلی  به  پرفرانژانس  کلستريديوم  نسبت  که  آنجايی  از  دارد. 
روشی  آب  در  باکتری  اين  جستجوی  بنابراين  است،  کم  بسيار  مدفوع 
دقيق برای پی بردن به آلودگی آن به يک منشأ مدفوعی که به تازگی رخ 
زنده  آب  در  زيادی  زمان  ولشای  اسپورکلستريديوم  نمی باشد.زيرا  داده 
می ماند بنابراين وجود آن در آبی که از نظر آلودگی به اشريشياکلی منفی 

باشد نشانه آلودگی جزيی آن با يک منشأ مدفوعی است.
مواد و وسايل مورد نياز 

 ظرف های سترون با گنجايش ۱ ليتر 
 استوانه مدرج سترون شده

۸۰ ˚ C حمام آب 
 دماسنج

 شير ليتموس دار۱
 وازپار ذوب و سترون شده 
 ۳۷ ˚ C گرمخانه با دمای 

نکته: وازپار مخلوط مساوی وازلين و پارافين مايع است.
روش کار 

الف) ۲۰۰ ميلی ليتر نمونه آب مورد نظر را به درون ظرف سترون شده با گنجايش ۱۰۰۰ ميلی ليتر منتقل کنيد.
ب) به ظرف دارای ۲۰۰ ميلی ليتر آب، ۴۰۰ ميلی ليتر شير ليتموس دار سترون اضافه کنيد.

نکته: بايد توجه کرد که شير ليتموس دار بايد در دمای C 0  ۱۰۰ بخار داده شده و هوای آن خارج شود و به سرعت سرد و به 
ظرف افزوده شود.

پ) ظرف دارای نمونه آب و شير ليتموس دار را به مدت ۱۰ دقيقه در حمام آب  C 0  ۸۰ قرار دهيد.
نکته ها

 با اين کار همه سلول های رويشی باکتری ها از بين می روند و اسپور ها باقی می مانند سپس با تبديل اسپور به سلول رويشی با 
شوک گرمايی می توان نسبت به شمارش و شناسايی آنها اقدام نمود.

 همزمان می توان ظرف مشابهی را که دارای ۶۰۰ ميلی ليتر آب است همراه با يک دماسنج در حمام آب قرار داد تا دما کنترل 
شود.

ت) ظرف دارای نمونه و شير ليتموس دار را سرد کرده و سطح مايع درون ظرف را با مخلوط وازپار ذوب و سترون شده بپوشانيد 
و به مدت ۵ روز در دمای C 0  ۳۷ گرمخانه گذاری کنيد.

L ــ۱ mus m k

شکل ۴ــ ۸ ــ کلستريديوم پرفرانژانس و 
اسپورنزديک به انتهايی آن
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ث) هر ۲۴ ساعت پس از کشت، زير مخلوط وازپار را از نظر توليد اسيد، لخته و توليد گاز بررسی کنيد. در واقع نمونه را از 
لحاظ وجود واکنش لخته طوفانی۱ بررسی می شود.

بيشتر بدانيم
لخته طوفانی حالتی است که در محيط کشت و در اثر اسيديته، لخته و گاز 

به وجود می آيد (شکل ۵ــ ۸).

با  و  کرده  آماده  را  آب  نمونه  مختلف  حجم های  دارای  لوله های  سری  يک  می توان  آب  در  ولشای  کلستريديوم  شمارش  برای 
استفاده از آزمايش MPN يافته ها را به صورت نيمه کمی  ارائه نمود.

نکته: کلستريديوم پرفرانژانس در نمونه های کمتر از ۱۰۰ ميلی ليتر آب ممکن است قابل تشخيص نباشد بنابراين بايد مقادير 
نمونه بيشتری را انتخاب کرد (۲۰۰ ميلی ليتر) در نتيجه ممکن است جدول MPN ويژه ای مورد نياز باشد.

٨ ــ۱ــ ۸ ــ آزمـون جستجو و شمـارش استـرپتوکـوک های 
مـدفوعی (فکاليس)۲در آب بـا روش MPN: استـرپتوکوک های گـروه 
لانسفيلد D يکی از بخش های فلور ميکروبی طبيعی در روده انسان و حيوانات 
را تشکيل می دهند و ممکن است به عنوان يک شاخص آلودگی مدفوعی مورد 
استفاده قرار گيرند. اين باکتری ها به شکل گرد و زنجيره ای و هوازی هستند. 
انجام آزمون جستجو و شمارش استرپتوکوک مدفوعی مشابه کلی فرم ها است 
با اين تفاوت که در آن محيط های کشت متفاوتی استفاده می شود و چون اين 
باکتری گاز توليد نمی کند نيازی به استفاده از لوله دورهام برای جمع آوری 

گاز نمی باشد (شکل ۶ــ ۸).
محيط های کشت مورد استفاده در آزمون:

ــ محيط مايع گلوکز آزيدبارت۳ 
ــ محيط جامد اسکولين آزيد اگار۴

S ــ۱ o my c o
S ــ۲ ep ococcus faeca s
G ــ۳ ucose Az de b o h
Aescu ــ۴ n Az de aga

شکل ۵ــ ۸ ــ واکنش لخته 
طوفانی در شير ليتموس دار

شکل۶ــ ۸ ــ استرپتوکوکوس فکاليس
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مواد و وسايل مورد نياز
 لوله های آزمايش سترون شده و در پيچ دار
 پی پت های سترون شده ۱و ۱۰ ميلی ليتری

 ۳۷ ˚ C گرمخانه با دمای 
روش کار

الف) مانند روش تهيه رقت های متوالی گفته شده، برای هر يک از رقت های ۱ــ ۱۰، ۲ــ ۱۰ و۳ــ ۱۰ تعداد ۳ لوله انتخاب کنيد.
اين رقت ها بايد درون لوله های آزمايش دارای محيط کشت مايع گلوکز آزيد تهيه شوند.

نکته: برای مقادير بيشتر از ۱ ميلی ليتر (۳ رقت بالاتر) غلظت محيط بايد دو برابر باشد.
ب) لوله های تلقيح شده با نمونه آب را در دمای C ˚ ۳۷ به مدت ۷۲ ساعت در گرمخانه گذاريد.

پ) پس از اين مدت هر ۲۴ ساعت يک بار لوله های مثبت را از نظر تغيير رنگ محيط مورد بررسی قرار دهيد.
 نکته ها

 استرپتوکوک  های مدفوعی با تخمير قند، گلوکز و اسيد توليد می کنند که با تغيير رنگ محيط از ارغوانی به زرد مشخص 
می شود.

 تغيير رنگ می تواند در سراسر لوله يا فقط در قسمت انتهای لوله ايجاد شود.
 برای دقت بيشتر می توان لوله های واکنش منفی را برای مدت ۲۴ ساعت ديگر در دمای C ˚ ۳۷ قرار داده و پس از پايان 

اين مدت حتی اگر تغيير رنگ ضعيفی مشاهده شود واکنش را بايد مثبت در نظر گرفت.
 برای تفسير يافته ها بهتر است از يک لوله شاهد استفاده شود.

ث) پس از مشخص کردن تعداد لوله های مثبت، با استفاده از جدول MPN مربوطه شمارش انجام می شود.
مرحله تأييد: برای تأييد وجود استرپتوکوکوس فکاليس از لوله های مثبت پس از تکان دادن و يکنواخت کردن محتوی آنها 
يک حلقه کشت کامل برداشت کرده و روی محيط کشت جامد اسکولين آزيد آگار به صورت خطی کشت دهيد.تشتک های کشت شده 

را به مدت ۴۸ ساعت در دمای C ˚ ۴۴ گرمخانه گذاری کنيد.
در  سالمونلا  شمارش  و  جستجو  آزمون  ــ   ۸ ۹ــ۱ــ 
طورگسترده  به  که  هستند  باکتری هايی  سالمونلا  گونه های  آب: 
گروه  در  ميکروارگانيسم ها  اين  می باشند.  پراکنده  دنيا  تمام  در 
آن،  مختلف  گونه های  و  می شوند  طبقه بندی  بيماری زا  باکتری های 
توانايی بيماری زايی متفاوتی دارند. ميزبان طبيعی گونه های سالمونلا 
انسان، دام، حيوانات وحشی بويژه پرندگان می باشند.افراد آلوده به 
سالمونلا ممکن است بدون اين که علائم بيماری را داشته باشند، اين 
باکتری را به ديگران منتقل کنند، بنابراين حذف آنها از طبيعت در 
عمل غير ممکن است. برخی از گونه های سالمونلا مانند سالمونلا 
تايفی می توانند در انسان بيماری حصبه ايجاد کنند. با در نظر گرفتن 

اين که آب يکی از راه های انتقال اين باکتری به انسان است، بنابر اين وجود يا عدم وجود آنها در آب به طور منظم بايد بررسی شود.
گونه های سالمونلا ممکن است در آب های شيرين، آب های زيرزمينی، آب دريا و همچنين پساب وجود داشته باشند.

شکل۷ــ ۸ ــ سالمونلا
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محيط های  ودر  کرده  رشد  انتخابی  و  غنی کننده  محيط های  در  که  هستند،  آنتروباکترياسه  خانواده  از  منفی،  گرم  باکتری های 
انتخابی جامد کلنی های مشخص به قطر ۳ تا ۴ ميلی متر ايجاد می کنند.

روش شناسايی سالمونلا براساس مراحل پی در پی زير می باشد:
ــ پيش غنی سازی نمونه در محيط های کشت غنی کنندهٔ غيرانتخابی مايع 

ــ غنی سازی در محيط های کشت غنی کنندهٔ انتخابی مايع
ــ شناسايی سالمونلا با استفاده از محيط های کشت جامد انتخابی 

ــ تأييد سالمونلا با استفاده از آزمون های بيوشيميايی و سرولوژيکی مناسب 
در مورد نمونه هايی مانند پساب که بايد رقيق سازی انجام شود، براساس آزمون تهيه رقت های اعشاری که در پيش گفته شد 

نمونه رقيق سازی می شود.
محيط های کشت مورد استفاده در آزمون:

ــ آب پپتونه بافردار به عنوان محيط غنی کننده برای رشد اغلب سالمونلا ها 
ــ محيط کشت آبگوشت راپاپورت۱. اين محيط دارای سويا، کلريد سديم و پتاسيم هيدروژن فسفات و يک محيط مايع 

غنی کننده انتخابی برای گونه های سالمونلا است.
ــ محيط کشت انتخابی گزيلوز – ليزين ــ دزوکسی کولات آگار۲ دارای گزيلوز، عصاره مخمر به عنوان منبع ازت، 

قندهای لاکتوز و ساکارز به عنوان منبع انرژی، کلريد سديم و تيوسولفات سديم و سيترات آمونيوم آهن سه ظرفيتی است.
ــ محيط کشت های بيوشيميايی SIM  MRVP، TSI و سيمون سيترات 

مواد و وسايل مورد نياز 
 لوله های آزمايش دارای ۱۰ ميلی ليتر محيط مايع راپاپورت سترون شده 

 لوپ
 ظرف های سترون شده 

 پی پت های سترون شده ۱ميلی ليتری
 تشتک های دارای محيط کشت جامد انتخابی 
۴۲ ˚C ۳۷ و˚C گرمخانه قابل تنظيم در دمای 

نکته: به منظور رعايت نکات ايمنی و سلامت کارکنان آزمايشگاه، توصيه می شود آزمون های شناسايی سالمونلا در آزمايشگاه های 
مجهز به اتاقک ميکروبيولوژی و با استفاده از کارکنان با تجربه و متخصص انجام پذيرد.

روش کار
الف) مرحله پيش غنی سازی: مقدار ۱۰ ميلی ليتر نمونه آب مورد آزمون را به ۵۰ ميلی ليتر محلول آب پپتونه بافردار با غلظت 

دو برابر تلقيح کنيد.سپس نمونه را در گرمخانه با دمای C ˚۳۷ به مدت ۲۴ ساعت قرار دهيد.
نکته: برای انجام اين مرحله می توان از محيط لاکتوز برات به عنوان محيط غنی کننده سالمونلا استفاده نمود.

ب) مرحله غنی سازی انتخابی: پس از پايان گرمخانه  گذاری نمونه در مرحله پيش، ۰/۱ ميلی ليتر از آن را در شرايط سترون  به لوله 
دارای ۱۰ ميلی ليتر محيط راپاپورت اضافه کنيد. سپس لوله تلقيح شده را در گرمخانه با دمای C˚۴۲ به مدت ۲۴ ساعت قرار دهيد.

Rapapo ــ۱  b o h 
Xy ــ۲ ose ــ Lys ne  Deoxycho a e Aga  ( XLD )
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نکته: برای گونه های سالمونلا که رشدشان کند است، گرمخانه گذاری را می توان تا ۴۸ ساعت ادامه داد.
پ) مرحله کشت در محيط جامد انتخابی: با استفاده از حلقه کشت سترون، از نمونه گرمخانه گذاری شده درقسمت (ب)

به طور همزمان بر روی محيط های کشت جامد انتخابی گزيلوز ــ ليزين ــ دزوکسی کولات آگار بصورت خطی کشت دهيد. سپس 
تشتک ها را در گرمخانه با دمای C˚ ۳۷ به مدت ۲۴ ساعت قرار دهيد.

ديگر  انتخابی  کشت  محيط های  از  می توان  مرحله  اين  برای  نکته: 
مانند بيسموت سولفيت آگار ويا بريليانت گرين آگار نيز استفاده نمود و همزمان 

بر روی اين محيط ها نيز از نمونه مرحله پيش کشت خطی انجام داد.
ويژگی های  نظر  از  را  تشتک  ها  گذاری  گرمخانه  زمان  مدت  از  پس 

کلنی سالمونلا بررسی کنيد.
ــ  ليزين  گزيلوزــ  کشت  محيط  در  سالمونلا  کلنی های  نتيجه: 
دزوکسی کولات آگار بی رنگ هستند ولی به دليل قرمز بودن زمينه محيط 
کشت، متمايل به قرمز به نظر می رسند. اين کلنی ها بيشتر دارای حاشيه زرد 

رنگ يا بی رنگ و مرکز سياه می باشند.
تأييدی  آزمون های  انجام  برای  بيوشيميايی:  تأييد  مرحله  ت) 

 MRVP و سيترات  محيط های SIM،TSI،سيمون  در  و  کنيد  انتخاب   XLD agar کشت محيط  مشخص  کلنی های  از  سالمونلا، 
کشت دهيد (روش های کشت در فصل ۴ به طور کامل شرح داده شده است).

محيط های تلقيح شده را در گرمخانه با دمای C˚ ۳۷ به مدت ۲۴ ساعت قرار دهيد و پس از اين مدت محيط ها را بررسی کرده 
و يافته ها را ثبت کنيد و در آخر با جدول تست های بيوشيميايی باکتری های گرم منفی مقايسه نموده و وجود يا عدم وجود سالمونلا را 

گزارش کنيد.
۱۰ــ۱ــ ۸ ــ آزمون جستجو و شمارش قارچ ها در آب: قارچ ها که شامل مخمرها و گونه های رشته ای يا کپک ها 
هستند، ارگانيزم هايی هتروتروف و بدون کلروفيل می باشند که دارای ديواره سلولی سخت وهسته حقيقی بوده و بيشتر هوازی و 
يا ميکروآئروفيل۱ هستند. قارچ ها در همه جا پراکنده اند و در هر جايی که ماده آلی غير زنده وجود دارد يافت می شوند. با توجه به 
ارتباط بين ميزان توده قارچ و مواد آلی می توان قارچ ها را شاخص خوبی برای آلودگی آب در نظر گرفت ولی متأسفانه تاکنون هيچ 
گونه يا گونه هايی از قارچ ها که از اين نظر اهميت داشته باشند، شناخته نشده اند. وجود تعداد زيادی قارچ، نشانه وجود مقدار زياد 
مواد آلی می باشد. در بررسی های انجام شده قارچ ها از آب آشاميدنی و نيز از سطح داخلی لوله های توزيع آب جدا شده اند. آنها در 
آب تصفيه شده باقی مانده و يا پس از فرآيند تصفيه وارد سيستم شده، در هر صورت اسپور قارچ ها قادرند مدت زمان طولانی زنده 
باقی بمانند. قارچ های بيماری  زا در آب مقطر استريل برای مدت زمان زيادی زنده می مانند. گرچه مزه و بوی آب های آشاميدنی 
مربوط به وجود ارگانيزم های پروکاريوت مثل باکتری ها، اکتينوميست ها و سيانوباکترها است، ولی قارچ ها نيز باعث تغيير بو و مزه 

آب می شوند.

M ــ۱ c oae oph e
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محيط های مورد استفاده در اين آزمون:
ــ سابرو دکستروز اگار۱ دارای پپتون و گلوکز است و برای جداسازی و شمارش کپک ها به کار می رود و فاقد آنتی بيوتيک 

است.
ــ عصاره مخمر مالت گلوکز آگار۲ اين محيط دارای عصاره مخمر، مالت، گلوکز و پپتون است و برای جداسازی مخمرها 

به کار می رود.
الف) آزمون جداسازی و شمارش قارچ ها به روش پورپليت

مواد و وسايل مورد نياز
 ارلن با گنجايش ۲۵۰ ميلی ليتر

 پی پت های سترون ۱ و ۱۰ ميلی ليتری
 استوانه مدرج سترون شده

 تشتک های سترون
 يکی از محيط های کشت بالا به صورت ذوب شده

 گرمخانه
روش کار 

الف) در يک  ارلن ماير ۲۵۰ ميلی  ليتری  سترون ، ۱۳۵ ميلی  ليتر آب  مقطر سترون  و ۱۵ ميلی  ليتر از نمونه  آب مورد آزمون را 
اضافه  کنيد تا رقت  ۱:۱۰ بدست  آيد.

نکته ها
 گرچه با تعداد ۲۰ نمونه می توان شمارش مطلوبی بدست آورد، اما بهتر است هربار با ۴۰ نمونه با روش زير بررسی را انجام 

داد. 
 از استوانه  مدرج  سترون  برای  هر يک  از نمونه ها استفاده  کنيد و يا پس  از هر بار استفاده  آن را با آب  مقطر سترون  شستشو 

دهيد.
 پيش  از برداشتن  ۱۵ ميلی  ليتر نمونه ، بايستی  آن را بخوبی  هم  بزنيد. 

ب) ارلن  حاوی  نمونه  را روی  هم زن با ۱۵۰ــ۱۲۰ دور در دقيقه  به مدت  نيم  ساعت  قرار دهيد و يا محتويات  آن را به  يک  مخلوط کن  
منتقل  کرده  و درپوش  مخلوط  کن  را گذاشته  و با سرعت  کم  به مدت  يک  دقيقه  يا با سرعت  زياد به مدت  ۳۰ ثانيه  مخلوط  کنيد.

نکته: مخلوط  کن  بايد برای  هر نمونه  سترون  شده باشد ظرف  های مورد استفاده پيش  از کاربری  برای  هر يک  از نمونه ها بايد با 
آب  مقطر سترون  شسته شوند. 

پ) رقت های  اعشاری پی  در  پی را می توانيد  با افزودن  حدود ۵ ميلی  ليتر از سوسپاسيون  با رقت  ۱:۱۰ به  ۴۵ ميلی  ليتر آب  
مقطر سترون ، تهيه  کنيد.

ت) پنج  تشتک  سترون  برای  هر رقت  مورد آزمايش  تهيه  کرده  و ۱۰ ميلی  ليتر از يکی از محيط  های بالا (بسته به نوع آزمون کپک 
يا مخمر) با دمای  ۴۵ درجه  سانتی گراد را در تشتک  با قطر ۹ سانتی  متر بريزيد.

ث) يک  ميلی  ليتر از نمونه  رقيق  شده  را با پی پت سترون به  تشتک دارای محيط کشت ذوب شده منتقل  کنيد و با حرکات  دورانی  
Sab ــ۱ audex ose aga
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تشتک  را در جهات  مختلف  بچرخانيد تا به خوبی مخلوط  شوند سپس بگذاريد تا محيط  جامد شود.
ج) تشتک ها را در دمای  محيط  (۲۴ــ۲۰ درجه  سانتی گراد ) قرار دهيد و از تابش  مستقيم  نور خورشيد به آنها جلوگيری  نماييد. 

پس از مدت ۳ الی  ۷ روز پرگنه ها را شمارش  کنيد. 
نکته ها

 برای جلوگيری از خشک شدن محيط هنگام گرمخانه گذاری می توان مقدار بيشتری محيط کشت ذوب شده در تشتک ها 
ريخت.

 دمای مورد نياز قارچ  ها بر خلاف باکتری ها پايين تر و حدود C ˚۳۰ــ۲۰  است.
 سرعت رشد قارچ  ها بسيار آهسته تر از باکتری ها است در نتيجه مدت زمان بيشتری برای رشد نياز دارند.(۵ تا ۷روز)

چ) پس از مدت زمان مورد نظر رقتی  را که  حدود ۱۵۰ــ۲۰ پرگنه  ايجاد می کند، انتخاب  کنيد.
يک  از  است  ممکن  قارچی  کلنی  يک  که  زيرا  نمی باشد  سلولی  تک  باکتری های  شمارش  مانند  قارچ ها  شمارش  يادآوری: 
سلول، اسپور، توده سلولی (خوشه ای از اسپورها يا از يک اسپور چند سلولی)، يک ميسيليوم و يا از قطعات ميسيليوم کاذب (شامل 
بيش از يک سلول زنده ) تشکيل شود. با وجود اين به نظر می رسد که هر کلنی قارچی در محيط کشت آزمايشگاهی از يک واحد 

تشکيل دهنده کلنی منشأ گيرد که آن واحد تشکيل دهنده کلنی ممکن است تنها يک سلول و يا بيش از آن باشد.
ح) تعداد پرگنه ها در هر ميلی ليتر نمونه آب را از فرمول زير به دست آوريد.

ضريب  رقت  × ميانگين  تعداد پرگنه ها در ۵ تشتک   تعداد پرگنه 
ب) آزمون جستجو وشمارش قارچ ها به روش کشت سطحی 

مواد و وسايل مورد نياز 
 ارلن با گنجايش ۲۵۰ ميلی ليتر

 استوانه مدرج
 پی پت های سترون ۱ ميلی ليتری

 تشتک  های دارای يکی از محيط های کشت ارائه شده در آزمون 
 ميله شيشه ای سر کج

۲۰˚C گرمخانه با دمای 
روش کار

الف) مانند آنچه برای روش پورپليت انجام شد نمونه اوليه را آماده کرده و رقت های اعشاری بعدی را نيز به همان صورت که 
گفته شد تهيه کنيد.

ب) تشتک های دارای محيط کشت آزمون را به مدت ۱/۵ــ۱ ساعت زير هود، بصورت در باز قرار دهيد تا رطوبت اضافی آنها 
گرفته شود. سپس يک ميلی ليتر از نمونه يا از رقت تهيه شده را توسط پی پت سترون به محيط انتقال داده و با ميله شيشه ای سر کج يا 

L شکل سترون بطور يکنواخت روی محيط کشت پخش کنيد.
گرمخانه با دمای ۲۰ درجه سلسيوس و  بگذاريد محيط کشت خشک شود، سپس آنها را بطور وارونه در  پ) پس ازتلقيح 

رطوبت هوای بالا (۹۵٪ ــ ۹۰٪ ) به مدت ۷ــ ۵ روز قرار دهيد. 
نکته: قارچ های کند رشد ممکن است در عرض ۶ــ۷ روز پرگنه ايجاد نکنند و به زمان بيشتری نياز داشته باشند.
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ت) بر اساس اندازه پرگنه در هر تشتک تا ۱۵۰ پرگنه را هم می توان شمرد، اما تعداد مناسب پرگنه ۱۰۰ عدد خواهد بود.
نکته ها 

 اگر سه يا تعداد بيشتری تشتک برای هر نمونه داشته باشيد، تعداد متوسط پرگنه ها را بدست آوريد و در ضريب رقت ضرب 
کنيد. 

 اگر در هيچ کدام از تشتک ها پرگنه رشد نکند، تعداد آنها را در رقيق ترين نمونه، کمتر از يک گزارش کنيد.
 اگر تعداد آنها بيش از ۱۵۰ بود، بايد تعداد قارچ را به صورت بی شمار گزارش کرد. 

 اگر پرگنه ها روی هم افتاده باشند، نتيجه را غير قابل مشاهده ثبت کرده و آزمايش را تکرار کنيد. اين بار رقت را بيشتر کرده 
و يا مدت کمتری در گرمخانه قرار دهيد.

۲ــ ۸ ــ آزمون های ميکروبی شير
مواد  و  ويتامين ها  لاکتوز،  پروتئين،چربی،  دارای  که  است  غذايی  رژيم  تشکيل دهنده  مهم  اجزای  از  آن  فرآورده های  و  شير 
معمولی  عوامل  همه  رشد  برای  مناسبی  محيط  دليل  همين  به  است  بالايی  تغذيه ای  ارزش  دارای  و  طبيعی  آنزيم های  با  همراه  معدنی 
فساد می باشد. شير خام به صورت طبيعی حتی با در نظر گرفتن ميزان مراقبتی که در تهيه، نظافت دستگاه ها و وسايل حمل و نقل آن 
می شود دارای انواع ميکروارگانيسم ها است. برای از بين بردن ميکروب های عامل فساد و بيماری زا در شير از روش های گرمايی مانند 
پاستوريزاسيون و استريليزاسيون استفاده می شود. تعيين بار ميکروبی شير مايع چه به صورت خام و چه به صورت پاستوريزه شده اهميت 
زيادی دارد.مقدار زيادی از شير به صورت فرايند شده مانند ماست و پنير تهيه می شود و بار ميکروبی اوليه شير روی اين محصولات 
نيز تأثير می گذارد. به علاوه هر چه بار ميکروبی شير پس از مراحل پاستوريزاسيون کمتر باشد زمان نگهداری آن زياد می شود وحتی 
فعاليت های  و  تعداد  نظر  از  را  کلی  اطلاعات  که  است  آزمون هايی  شامل  شير  ميکروبی  آزمون  می رسد.روش های  هم  ماه   ۶ حدود  به 
ميکروارگانيسم های موجود فراهم می کند. واضح است که شمارش ميکروبی مورد انتظار يا مطلوب نمونه های شير بستگی به ميزان و 
نوع فرايند دارد. برای نمونه پس از پاستوريزاسيون شير، شمارش کلی ميکروبی نبايد از ۵ ۱۰ عدد در هر ميلی ليتر بيشتر باشد و تعداد 

کلی فرم ها نيز بايد کمتر از ۱۰ عدد در هر ميلی ليتر باشد. برای کسب اطلاعات بيشتر به استانداردهای ملی مربوطه مراجعه شود.
واژه ها و تعريف عملی آنها:

 شير خام: مايعی است حاصل از دوشيدن کامل پستان دام سالم حداقل ۴ روز پس از زايمان که در شرايط بهداشتی دوشيده 
شده و با اصول صحيح نگهداری شده باشد و آب يا ماده ديگری به آن اضافه يا از آن کسر نشده باشد. همچنين شير خام بايد فاقد 
آغوز۱ باشد و هيچ گونه عمليات فرآوری روی آن انجام نشده باشد.آغوز اولين مايع مترشحه از پستان گاو شيرده حداقل ۴ روز پس 

از زايمان است.
نکته ها

 شير خام بلافاصله پس از دوشيدن بايد خنک شود و در شرايط مناسب و دمای C ˚ ۴ نگهداری شود.
 شير خام بايد با دمای کمتر از C ˚ ۸ تحويل گرفته شود و يخ نزده باشد.

 شير دام هايی که با آنتی بيوتيک يا مواد هورمونی يا داروی ديگر درمان می شوند بايد حداقل تا پايان مدت زمان تعيين شده 
در دستورالعمل دارو و بر طبق توصيه پزشک با ساير شير ها مخلوط و مصرف نشود.

Co ــ۱ es om
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 شير پاستوريزه: فرآورده ای است که با يکی از روش های سالم سازی از شير خام تهيه شده به طوری که کليه ميکروب های 
بيماری زای غير اسپوردار آن از بين رود و تعداد ميکروب های غير بيماری زا در آن به حداقل رسيده و کمترين تغيير در ترکيب آن 

حاصل شده باشد.
ويژگی های  با  ميکروبی  نظر  از  بايد  می شود  شير  فرآورده های  و  شيرپاستوريزه  تهيه  کارخانه های  تحويل  خامی که  شير  کيفيت 

استانداردهای زير برابری داشته باشد.
حد مجاز در ميلی ليتر..................... نوع ميکروارگانيسم
۱۰۵×۵/۷......................... باکتری های هوازی مزوفيل

کمتر از ۱۰....................................کلی فرم ها 
منفی......................................... اشريشياکلی

 روش های ارزيابی آلودگی ميکروبی شير عبارتند از:
۱ــ۲ــ ۸ ــ آزمون احيای متيلن بلو: يکی از آزمايش های تعيين کيفيت شير که با آن تعداد باکتری های موجود در 
شير خام تخمين زده می شود، آزمايش احيای متيلن بلو است. اساس اين آزمون بر اين است که باکتری های موجود در شير در 
دمای مناسب به سرعت رشد کرده و اکسيژن محيط را مصرف کنند. در اثر مصرف اکسيژن، حالت شيميايی محيط تغيير کرده و 
پتانسيل اکسيداسيون و احياء پايين می آيد. برای تخمين زدن ميزان فعاليت باکتری ها، می توان رنگ متيلن بلو (شناساگر حالت 
اکسيداسيون و احياء) به شير اضافه کرد. اين شناساگر در ابتدا رنگ آبی دارد. اما پس از مصرف شدن اکسيژن محيط توسط 
باکتری های موجود در شير رنگ خود را از دست داده و بی رنگ می شود. به طور کلی، طول مدت احياء با تعداد باکتری های 
موجود در شير نسبت عکس دارد. يعنی هر چه تعداد باکتری ها زياد تر باشد زمان کمتری برای تغيير رنگ متيلن بلو لازم است. 
برای تسريع رشد باکتری های موجود در شير و کاهش طول مدت آزمون، پس از افزودن شناساگر، بايد نمونه شير را در دمای 

کنترل شده قرار داد. 
مواد و وسايل مورد نياز

الف) رنگ متيلن بلوــ قرص های اين ماده رنگی هر کدام دارای ۱۹ ميلی گرم متيلن بلو استاندارد است و لازم است هر قرص 
را در ۲۰۰ ميلی ليتر آب مقطر سترون و سرد شده حل کرده و به حجم ۸۰۰ ميلی ليتر رساند. اين محلول در يخچال تا ۲ ماه قابل 

نگهداری و مصرف است.
ب) گرمخانه با دمای ۲۵ــ۲۰ درجه سانتی گراد

پ) لوله آزمايش حدود ۲۵ــ۲۰ ميلی ليتری با در لاستيکی
ت) نمونهٔ شير و نمونهٔ شاهد برای مقايسهٔ رنگ

روش کار
حدود ١ سانتی متر مکعب از محلول استاندارد رنگ آبی متيلن را با ۱۰ ميلی ليتر از نمونه شير مورد آزمون از پيش يکنواخت 
شده در لوله آزمايش دردار ريخته و به خوبی مخلوط نماييد.سپس آن را بدون فاصله در حمام آب گرم با دمای ۳۷/۵ درجه سانتی گراد 
قرار داده تغيير رنگ را مشاهده کنيد و زمانی که رنگ شير به خوبی سفيد شد زمان را يادداشت کنيد. در شرايط عادی نمونه ظرف 

مدت ۳ تا ۵ ساعت بی رنگ می شود.
مزايای روش احياء رنگ

ــ سرعت زياد در رسيدن به پاسخ
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ــ نياز به کمترين فضا و امکانات
ــ امکان انجام آزمون برای تعداد زيادی نمونه به صورت همزمان

عيب های روش احيای رنگ
ــ در اين روش نوع ميکروب و بيماری زا بودن باکتری ها مشخص نمی باشد.

ــ يافته های آزمون تاحدی تابع دما، نور، نوع باکتری و مواد طبيعی احياء کننده موجود در شير می باشد.
هم  کلرايد  تترازوليم  فنيل  ۲،۳،۵تری  و  رزازورين  مانند  ديگر  رنگ های  از  می توان  متيلن بلو  احيای  آزمون  به  جای  نکته: 

استفاده نمود.
در  روز  چند  خامی که  شير  در  (ترمودوريک۱):  شير  در  گرما  به  مقاوم  باکتری های  شمارش  آزمون  ــ   ۸ ۲ــ۲ــ 
دمای يخچال نگهداری شود يک يا چند نوع از باکتری های زير يافت می شود، استرپتوکوکوس۲، لوکونوستوک۳، لاکتوباسيلوس۴، 
ميکروباکتريوم۵، پروپيونی باکتريوم۶، ميکروکوکوس، کلی فرم، پروتئوس، سودموناس، باسيلوس. باکتری هايی که در دمای پايين قادر به 
رشد نيستند از نظر تعداد کم هستند.عمل پاستوريزاسيون تعداد همه باکتری های بالا غير از ترمودوريک ها (از جمله استرپتوکوک ها 

و لاکتوباسيل ها) را کاهش می دهد.
پاستوريزاسيون باقی  کلستريديوم نيز درصورت حضور در شير خام پس از فرايند  باسيلوس و  اسپوردار جنس  باکتری های   
می مانند. فساد شير پاستوريزه ناشی از رشد استرپتوکوک های مقاوم به حرارت (ترمودوريک) و عمل تجزيه لاکتوز و توليد اسيدلاکتيک 
ادامه  با  لاکتيس  استرپتوکوک  سپس  می گردد.   (۴/۵ حدود   pH به) لخته  ايجاد  نقطه  به   pH کاهش باعث  امر  اين  آنهاست.  توسط 

فعاليت های تخميری و کاهش بيشتر pH تا حد ۴ يا پايين تر زمينه را برای رشد ساير لاکتوباسيل ها فراهم کند.
باکتری های مقاوم به گرما: باکتری هايی هستند که پس از پاستوريزاسيون در دمای C ˚۶۳/۵ به مدت ۳۰ دقيقه زنده می مانند 

و در شرايط مناسب رشد می کنند و پرگنه های قابل شمارش تشکيل می دهند. 
مواد و وسايل مورد نياز 

 ظرف های شيشه ای درپوش دار سترون شده
 پی پت های سترون شده

 ۶۳/۵˚C حمام بخار آب قابل تنظيم با دمای 
 ۳۰˚ C گرمخانه با دمای 

 تشتک های خالی
 رقيق  کننده پپتون نمک دار

 محيط کشت ذوب شده آگار شيردار۷

The ــ۱ modu c
S ــ۲ ep ococcus
Leuconos ــ۳ oc
Lac ــ۴ obac us
M ــ۵ c obac e um
P ــ۶ op on bac e um
L ــ۷ mus M k Aga
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روش کار 
الف) ۱۰ ميلی ليتر نمونه شيرمورد آزمون را وارد يک ظرف شيشه ای سترون شده کنيد و درپيچ آن را محکم ببنديد.

ب) ظرف شيشه ای را به طور کامل در حمام آب با دمای C˚ ۶۳/۵ غوطه ور کنيد. بعد از ۳۵ دقيقه آن را خارج کرده و بلافاصله 
در آب با دمای C˚۲۰ خنک کنيد. نمونه های لخته شده را جدا و از مراحل آزمون خارج کنيد. اين امر را در گزارش آزمون وارد 

نماييد.
نکته ها 

 برای اطمينان از اين که تمام شيشه ها حداکثر به مدت ۵ دقيقه به دمای C ˚۶۳/۵ رسيده اند. روش زير را به کار گيريد.
 دماسنجی با درجه بندیC ۰/۱  را از يک درپيچ سوراخ دار عبور دهيد به نحوی که مخزن آن در نمونه غوطه ور شود و نشتی 
نداشته باشد. ده ميلی ليتر آزمونه را به شيشه منتقل کنيد و درپيچ حامل دماسنج را ببنديد. سپس در حين انجام آزمون اين شيشه را نيز 

در حمام آب غوطه ور سازيد. به مدت رسيدن دما تا C ˚۶۳ توجه نماييد.
 اگر در مدت ۵ دقيقه دمای داخل شيشه ها به C ˚۶۳ نرسيده ممکن است به دليل جابجايی ضعيف گرما در آنها باشد که در 

اين صورت بايد تعداد آنها را کم کرد، يا سرعت گردش و يا هم زدن آب را بيشتر کرد.
پ) بلافاصله بعد از خنک کردن نمونه، کشت پورپليت (روش استاندارد) را انجام دهيد. برای اين منظور با پی پت سترون شده، 
۱ميلی ليتر از نمونه خنک شده را به تشتک اضافه کنيد و محيط کشت ذوب شده آگار شيردار را روی آن بريزيد. سپس تشتک های 

دارای نمونه و محيط ذوب شده را دوران دهيد تا به خوبی مخلوط شود، سپس به حال خود بگذاريد تا سفت شوند.
ت) تشتک های آماده شده را به مدت دو روز در دمای C ˚۳۰ گرمخانه گذاری کنيد به مدت دو روز نگهداری کنيد.

ث) پس از اين مدت تعداد باکتری ها را با استفاده از فرمولCFU محاسبه نماييد ونتيجه را به عنوان تعداد باکتری های ترمودوريک 
به ازای هر گرم يا هر ميلی ليتر نمونه گزارش کنيد.

۳ــ۲ــ ۸ ــ آزمون شمارش کلی ميکروبی شير: از اين آزمون برای تعيين بار ميکروبی شير استفاده می شود.
محيط های کشت مورد استفاده در آزمون:

ــ تشتک  پليت کانت اگار
ــ آگار مغذی

مواد و وسايل مورد نياز
 تشتک های يکبار مصرف

 پی پت های سترون ۱ميلی ليتری
 لوله های آزمايش برای تهيه رقت های پی در پی 

 رقيق کننده رينگر 
 يکی از محيط کشت های مورد استفاده در آزمون به حالت ذوب شده

 ۳۰˚ C  گرمخانه قابل تنظيم با دمای 
روش کار

الف) ابتدا رقت های ۱ــ۱۰ تا ۵ ــ۱۰ از نمونه شير مورد آزمون را در لوله های دارای ۹ميلی ليتر رقيق کننده رينگر تهيه کنيد. 
(براساس روش تهيه رقت های بعدی يا متوالی در فصل چهارم )

ب) برای هر رقت آماده شده دو کشت پورپليت يا استاندارد با يکی از محيط کشت های بالا انجام دهيد. (مانند روش کشت 



٩٨

استاندارد در فصل چهارم)
پ) تشتک های کشت شده را به مدت ۴۸ــ۲۴ ساعت در دمای C˚۳۰ قرار دهيد.

نـکته: برای شمارش بـاکتری های سرمـاگرا و مقاوم به گرما می توان کشت ها را به ترتيب به مدت ۷و۲روز در دمای C˚۶ و 
C˚۵۵ قرار داد.

ت) پس از اين زمان شمارش کلنی ها را انجام دهيد و با استفاده از راهنماهای ارائه شده در فصل چهارم CFU ⁄gr را برای 
هر گروه از باکتری های بالا محاسبه کنيد.

۴ــ۲ــ ۸ ــ آزمون شمارش مستقيم ميکروسکوپی در شير: اين روش در فصل ششم شرح داده شده است. 
۵ــ۲ــ ۸ ــ آزمون شمارش کلی فرم ها: برای انجام اين آزمون از روش ارائه شده در آزمون ميکروبی آب استفاده کنيد.

۶ــ۲ــ ۸ ــ شمارش اسپور  مقاوم باکتری های هوازی (مزوفيل و مقاوم به گرما):
الف)۱ ميلی ليتر از محلول تورنسل را به ۱۰۰ ميلی ليتر آزمايه(نمونه مورد آزمون) اضافه کنيد. 

ب) ۹ شيشه در پيچ دار دارای ۹ميلی ليتر شير تورنسل دار آماده کنيد و به هر يک از سه شيشه درپيچ دار سترون ۱۰ ميلی ليتر 
و به سه شيشه ديگر ۱ ميلی ليتر و به سه شيشه آخر ۰/۱ ميلی ليتر از نمونه آماده شده بند الف را بيافزاييد. 

نکته: برای هر گروه از ميکروارگانيسم های بالا يک سری ۹ تايی آزمون بايد انجام گيرد.
پ) درپيچ شيشه ها را محکم بسته و آنها را در اتوکلاو با دمای C ˚۱۰۰ يا آب در حال جوش  به مدت ۳۰ دقيقه قرار دهيد و 

سپس بگذاريد خنک شوند.
مزوفيل ها)  دمای C˚۵۵ (برای  در  روز   ۷ مدت  به  و   ۳۰˚C دمای در  روز   ۱۴ مدت  به  را  شيشه ها  شدن،  خنک  از  پس  ت) 

گرمخانه گذاری کنيد.
ث) پس از اين زمان ها شيشه ها را از نظر ايجاد کدورت و رشد باکتری ها بررسی کنيد.

نکته: بهتر است برای بررسی دقيق تر رشد باکتری ها از رنگ آميزی نمونه ها با رنگ نيومن استفاده کنيد.
 روش رنگ آميزی نيومن۱: ابتدا يک قطره سرم فيزيولوژی بر روی لام قرار دهيد و يک پرگنه را در آن پخش کرده و يک 
گستره ميکروبی تهيه کنيد و آن را در دمای ۵۰ درجه سانتی گراد در گرمخانه به مدت حدود ۵ دقيقه خشک کنيد.سپس به مدت دو 
دقيقه گسترش ها را با رنگ نيومن رنگ آميزی کنيد. رنگ نيومن دارای متيلن بلو و تتراکلرواتان به عنوان حلال چربی است. پس از 
خنک شدن گستره ها در معرض هوا به ملايمت آنها را با آب شستشو دهيد و آب اضافی را از روی لام خارج کنيد، در هوا خشک 

کنيد. سپس زير ميکروسکوپ مشاهده کنيد.
ج) پس از بررسی شيشه ها از نظر کدورت و تعيين نمونه های مثبت با استفاده از جدول MPN اسپور باکتری ها (جدول۴ــ ۸، 

MPN) را برای شمارش تعداد اسپور هر گروه باکتری (مزوفيل و مقاوم به گرما) محاسبه کنيد.

Newman’s S ــ۱ am
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جدول۴ــ ۸ ــ جدول استاندارد MPN اسپور ها

حداکثر تعداد 
احتمالی در 
گرم / ميلی ليتر

حداکثر تعداد تعداد لوله های واکنش مثبت 
احتمالی در 

گرم / ميلی ليتر 

تعداد لوله های واکنش مثبت 
٣ لوله هريک 
٠/١ ميلی ليتر 

٣ لوله هريک 
١ ميلی ليتر

٣ لوله هريک 
١٠ ميلی ليتر

٣ لوله هريک 
٠/١ ميلی ليتر

٣ لوله هريک 
١ ميلی ليتر

٣ لوله هريک 
١٠ ميلی ليتر

/١١١/١١١
٩
١٤
٢
٢٦
١٥
٢
٢٧
٣٤
٢١
٢٨
٣٥
٤٢
٢٩
٣٦
٤٤
٥٣
٢٣
٣٩
٦٤
٩٥
٤٣
٧٥
١٢
١٦
٩٣
١٥
٢١
٢٦
٢٤
٢٦
١١
١١

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
١
١
١
٢
٢
٢
٢
٣
٣
٣
٣

١
١
١
١
٢
٢
٢
٢
٣
٢
٢
٢

٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٢
٣
٣
٣
٣
٣
٣
٣
٣
٣
٣
٢
٢
٢
٢
٢
٣

٣
٦
٩
٣
٦
٩
١٢
٦
٩
١٢
١٦
٩
١٣
١٦
١٩
١٥
٧
١١
١٥
١٩
١١
١٥
٢
٢٢
١٦
٢٦
٢٤
٢٩

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
٢
٣

١
١
١
١
٢
٢
٢
٢
٣
٣
٣
٣

١
١
١
١
٢
٢
٢
٢
٣
٣
٣
٣

١
١
١
١
١
١
١
١
١
١
١
١
١
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ـ آزمون جستجوی ليستريا مونوسايتوجنز۱ در شير: باکتری های  ـ ۸ ـ ۷ــ۲ ـ
جنس ليستريا شکل ميله ای کوتاه به طول ۰/۴تا ۰/۵ و قطر ۵ ــ۲ ميکرون با دو انتهای 
 v گرد و در بعضی موارد به صورت سلول های خميده تکی يا زنجيره کوتاه و يا به شکل
باکتری ها  اين  می رسد.  بيشتر  يا  ميکرون  ۲۰ــ۶  گاه  آنها  رشته های  طول  می شوند.  ديده 
قادربه رشد در دمای C ˚ ۴۳ــ C ˚ ۳۰ می باشند و pH مناسب رشد آنها نزديک به خنثی 
گرم  می کنند.  رشد  خوبی  به  نيز  هوازی  شرايط  در  و  بوده  ميکروآئروفيل  باکتری  است. 
مثبت هستند اما در کشت های کهنه ممکن است تغيير رنگ دهند. پرگنه های اين جنس 
درخشندگی عادی و  مايل به آبی با  خاکستری  رنگ  مايل به  تابش نور به طور  درشرايط 

جلای سبزآبی ديده می شوند. 
 باکتری های اين جنس به طورفراوان درطبيعت، آب، گل، لجن، رستنی ها و مدفوع انسان وحيوان پراکنده است و در کشورهای 
پيشرفته مهم ترين باکتری بيماری زا برای انسان وحيوان است. عامل بيماری می تواند از حيوان و افرادی که با حيوانات سروکار دارند 

به انسان منتقل گردد.
ازموادغذايی بخصوص در فرآورده های شيری شناخته شده   درسال های اخير اين باکتری به عنوان عامل بيماری های ناشی 

است. بيماری ممکن است با علائم آنفلونزا ظاهر شده و گاه ناشناخته بماند.
با وجود گزارش های بحث انگيز در مورد مقاومت اين باکتری به حرارت پاستوريزاسيون به نظرمی رسد که اين باکتری به طور 
عادی نمی تواند در فرايند پاستوريزاسيون (۷۲ درجه سلسيوس به مدت ۱۵ ثانيه) زنده  بماند. جداسازی ليستريا از نمونه های غذايی 

نياز به مراحل غنی سازی دارد.
محيط کشت های مورد استفاده در آزمون:

ــ آبگوشت غنی کننده ليستريا۲
ــ آگار ليستريا مک برايد۳
ــ آگار تريپتيکاز سوی

مواد و وسايل مورد نياز
 ظروف شيشه ای سترون شده با گنجايش ۳۰۰ ميلی ليتر

 همزن يا مخلوط کن
 لوپ يا حلقه کشت

 لوله آزمايش برای تهيه رقت 
 محيط های کشت گفته شده در بالا

 محلول ۰/۵ درصد هيدروکسيد پتاسيم (رقيق کننده)
۳۵˚ C۳۰ و˚ C گرمخانه قابل تنظيم با دمای 

L ــ۱ s e a monocy ogenes s
L ــ۲ s e a en chmen  b o h
L ــ۳ s e a Mc B de aga

شکل۹ــ ۸ ــ ليستريا مونوسايتوجنز
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روش کار
الف) ابتدا ۲۵ گرم نمونه مورد آزمون را به ۲۲۵ ميلی ليتر آبگوشت غنی کننده ليستريا افزوده و با دقت مخلوط و يکنواخت 

کنيد.
ب) مخلوط آماده شده را به مدت ۷ روز در گرمخانه با دمای C ˚۳۰ قرار دهيد.

پ) يکبار پس از ۲۴ ساعت و بار ديگر پس از ۷ روز با استفاده از رقيق کننده ۰/۵ در صد هيدروکسيد پتاسيم و نمونه غنی شده 
در مرحله پيش رقت ۱ــ ۱۰ را تهيه کنيد.

ت) از رقت تهيه شده با لوپ يک حلقه کامل برداشته و روی سطح مک برايد آگار کشت دهيد.
نکته: نمونه رقيق شده بايد به سرعت کشت داده شود.

به  هوازی  شرايط  در  را  شده  کشت  محيط  دارای  تشتک های  ث) 
مدت ۴۸ ساعت در گرمخانه با دمای C ˚۳۵ قرار دهيد.

ج) پرگنه های تشکيل شده را از نظر وجود ليستريا بررسی کنيد.
نکته: پرگنه های ليستريا به رنگ آبی مايل به خاکستری ظاهر می شوند 

و بايد در زير نور مناسب مشاهده شوند.
چ) از پرگنه های مـورد نظر برداشت کرده و در محيط تريپتيکازسوی 
آگار کشت خطی دهيـد و تشتک های کشت شده را در گرمخانه بـا دمای 

C˚۳۰ به مدت ۲۴ ساعت قرار دهيد.
ح) پس از ۲۴ ساعت از پرگنه های مجزا برداشته و برای رنگ آميزی 

گرم استفاده نماييد.
۸ ــ۲ــ ۸ ــ آزمون جستجو وشمارش کپک ها و مخمر ها در 

شير: اين آزمون را مانند آنچه در مورد آب گفته شد، انجام دهيد.

۳ــ۸ ــ آزمون های ميکروبی پنير
پنير نوعی فرآوردهٔ لخته شده و تخمير شده است که در اثر فعاليت پروتئوليتيک (تجزيه پروتئين) برخی از باکتری ها مانند گونه های 
لاکتوباسيلوس در شير توليد می شود و دارای تعداد زيادی از باکتری های مولد اسيدلاکتيک است. نمونه برداری از پنير بايد در شرايط 

سترون و با دستگاه های سترون شده انجام گيرد.
نکته: وزن نمونه برداشت شده نبايد از ۵۰ گرم کمتر باشد.

رقيق کردن نمونه پنير: مهم ترين قسمت در انجام آزمون ميکروبی پنير آماده سازی آزمايه و تهيه رقت های متوالی است که بايد 
به صورت خاص و با رقيق کننده های خاصی انجام شود.

 رقيق کننده ها:
ــ محلول شير ليتموس دار 

ــ محلول سيترات سديم ۲٪: رقيق کننده مناسب تری است.
نکته: دمای اين دو رقيق کننده هنگام رقيق کردن نمونه پنير بايد C˚۴۵ باشد.

شکل۱۰ــ ۸ ــ پرگنه های ليستريا مونوسايتوجنز در محيط 
آگارغنی کننده ليستريا
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 يکنواخت کردن:
از  استفاده  يا  دست  با  امولسيون کردن  روش  با  بالا  رقيق کننده  دو  در  رقيق شده  پنير  نمونه  کردن  يکنواخت  يا  کردن  همگن  ــ 

مخلوط کن الکتريکی انجام می شود.
نکته:ابتدا نمونه بايد در شرايط سترون و با وسيله مخصوص، به خوبی خرد شود.

 رقت های پی در پی: برای تهيه رقت های مورد نظر می توان از رقيق کننده آب پپتونه استفاده کرد.
آزمايش هـای ميکروبی پنير اغلب همانند آزمـون های ميکـروبی در شير است که به همـان روش هـا نيز انجـام می شود مـانند 

آزمون های با:
ــ جستجو و شمارش کلی فرم ها

ــ جستجو و شمارش اشريشيا کلی 
ــ جستجو و شمارش کپک ها و مخمر ها

ــ جستجو و شمارش باکتری های مقاوم به گرما (باسيلوس ها)
ــ جستجو و شمارش کلستريديوم ولشای های مقاوم به گرما

۴ــ ۸ ــ آزمون های ميکروبی شير خشک 
عوامل مهمی  بر روی ميکروفلور شير خشک تأثير می گذارد که مهم ترين آنها عبارتند از:

١ــ فرآيند حرارتی که پيش از خشک کردن به شير داده می شود.
٢ــ روش خشک کردن شير

٣ــ آلودگی هايی که شير از کارخانه کسب می کند.
در ميـان ايـن ميکروارگانيسم ها استافيلوکوکوس اورئـوس مهم ترين باکتـری از نظر بهداشت عمومی است که می تـواند رشد 
سانتی گراد را برای مدت بيش از يک ساعت  اگزوتوکسين توليد کند که دمای ۱۱۰ درجه  آنتروتوکسين و  کند و سمومی  به نام های 
تحمل می کند. بنابراين در روش های پاستوريزاسيون و گرم کردن از بين نرفته و حدود ۱۲ ساعت بعد از مصرف موجب مسموميت 
غذاها  در  اورئوس  استافيلوکوکوس  به  آلودگی  رساندن  صفر  به  گرچه  می شود،  تب  بدون  و  تهوع  اسهال،  نشانه های  با  مصرف کننده 

مطلوب است اما در عمل اين کار مقدور نيست و در بيشتر موارد تعدادی از آن در غذا وجود دارد. 
نکته ها

 در طول نگهداری شير خشک بار ميکروبی آن کاهش می يابد به طوری که پس از يک سال بيشترين ميزان رشد مربوط به 
باکتری های اسپوردار بی هوازی مانند کلستريديوم ها است.

 بازسازی شير خشک يعنی خارج کردن آن از حالت خشک و تبديل آن به شير مايع رقيق در انجام آزمون های ميکروبی مهم 
است زيرا زمانی که شير باز سازی می شود همه ميکروب های زنده آن قادر به رشد می شوند.

نمونه برداری: روش نمونه برداری از شير خشک در فصل چهارم به طور کامل شرح داده شده است.
 رقيق کننده ها:

   ١ غلظت 
ــ محلول رينگر   ٤

ــ محلول آب پپتونه ٪۰/۱۸
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روش رقيق کردن شير خشک برای آزمون های ميکروبی
الف) در شرايط سترون مقدار ۱۰ گرم شيرخشک را وزن کرده و به يک ظرف دهان گشاد که دارای ۹۰ ميلی ليتر آب مقطر 

سترون با دمای C ˚۵۰ است اضافه کنيد تا همگن شود.
ب) ظرف دارای شير خشک و آب مقطر را به مدت ۱۲ ثانيه ۲۵ مرتبه تکان دهيد. 

 روش آزمون های ميکروبی شير خشک: بيشتر آزمون های ميکروبی شير خشک مانند آزمون های ميکروبی شير است و 
مهم ترين آنها عبارتند از:

ــ آزمون مستقيم ميکروسکوپی 
ــ شمارش کلی ميکروب ها 

ــ شناسايی و شمارش کلی فرم ها و اشريشياکلی 
ــ شناسايی آلودگی های قارچی ( کپک ها و مخمرها ) 

ــ جستجو، شناسايی و شمارش سالمونلاها
شناسايی و شمارش استافيلوکوکوس اورئوس کوآگولاز مثبت در شيرخشک

محيط کشت های مورد استفاده در آزمون:
ـ انتخابی برای تشخيص استافيلوکوکوس اورئوس است  ــ برد پارکر آگار۱همراه با زرده تخم مرغ: محيط کشت افتراقی ـ
که دارای تريپتون و عصاره گوشت به عنوان مواد مغذی، ليتيم کلريد و نمک تلوريت پتاسيم برای جلوگيری از رشد باکتری های گرم 

منفی و زرده تخم مرغ برای شناسايی آنزيم لسيتيناز توليد شده توسط اين باکتری است.
ــ مانيتول سالت آگار۲: محيط کشت انتخابی است که دارای پپتون و عصاره گوشت به عنوان مواد مغذی،  نمک طعام برای 

جلوگيری از رشد سايرميکرو ارگانيسم ها و قند مانيتول است.
نکته: تنها کربوهيدرات قابل تخمير توسط اين باکتری مانيتول است. 

ــ پلاسما کواگولاز با اتيلن دی آمين تترا استيک اسيد۳: افزودن اتيلن دی آمين تترا استيک اسيد (EDTA) به عنوان 
آنتی کوآگولانت (ضد انعقاد) است.

نکته: پلاسمای خون خرگوش برای ساخت اين محيط و برای تعيين قدرت توليد آنزيم کواگولاز وايجاد لخته در پلاسمای 
خون استفاده می شود.

مواد و وسايل مورد نياز
 لوله های آزمايش برای تهيه رقت های اعشاری

 پی پت های سترون ۱ ميلی ليتری
 تشتک های دارای يکی از دو محيط کشت برد پارکر آگار يا مانيتول سالت آگار

 ٣٧˚ C گرمخانه قابل تنظيم با دمای 
روش کار

الف) از نمونه بـازسازی شده شير خشک که از پيش شرح داده شد، رقـت های مـورد نظر را در لوله های سترون شده دارای 
Ba ــ۱ d Pa ke  Aga
Mann ــ۲ o  Sa  Aga
Coagu ــ۳ ase P asma W h EDTA
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۹ ميلی ليترآب مقطر تهيه کنيد.( ۱ــ۱۰ تا ۵ ــ ۱۰ ) 
ب) برای هر رقت کشت سطحی بر روی دو پليت انجام دهيد (يکی از محيط کشت های گفته شده)

پ) تشتک های کشت شده را به مدت ۴۸ــ۲۴ ساعت در گرمخانه با دمای C ˚۳۷  قرار دهيد.
ت) پس از اين مدت کلنی های تشکيل شده را از نظر وجود استافيلوکوکوس اورئوس بررسی نماييد.

نتيجه: کلنی های استافيلوکوکوس اورئوس در محيط برد پارکر آگار به دليل تجزيه نمک تلوريت پتاسيم و توليد ماده سياه رنگ 
تلوريم سياه رنگ و همراه با  هاله رسوبی دور هر کلنی به دليل تجزيه زرده تخم مرغ با آنزيم ليستيناز می باشند.

 تأييد استافيلوکوکوس اورئوس (تست کوآگولاز):برای تأييد استافيلوکوکوس اورئوس از آزمايش کوآگولاز استفاده 
می شود که  به يکی از دو روش زير انجام می گردد :

   ١ رينگر ريخته و مقداری از پرگنه مورد آزمايش به آن اضافه 
الف) روش سريع:  در هر انتهای يک لام، يک قطره محلول   ٤

کنيد. سپس يک قطره را به عنوان شاهد منظور کنيد و به ديگری يک قطره پلاسمای رقيق نشده خرگوش يا انسان اضافه کنيد. مدت 
۵ ثانيه توسط سوزن کشت، پلاسما و پرگنه را هم بزنيد. در صورت وجود آنزيم کوآگولاز، قطره حاوی پلاسما بصورت گلوله ای در 

می آيد که نشانه مثبت بودن آزمايش است.
ب) روش آهسته: 

ــ در يک لوله آزمايش ۰/۵ ميلی ليتر از پلاسمای سيتراته خرگوش را که چهار بار رقيق شده اضافه کنيد. سپس  با حجم 
مساوی از محيط آبگوشت غذايی دارای  کشت ۲۴ تا ۳۰ ساعته استافيلوکوکوس مورد آزمايش مخلوط کنيد.

ــ  در لوله ديگر ۰/۵ميلی ليتر پلاسمای سيتراته را به ۰/۵ ميلی ليتر آبگوشت غذايی سترون بيفزاييد (کنترل پلاسما به عنوان شاهد 
منفی) و ۱تا ۴ ساعت در دمای C ˚ ۳۷ قرار دهيد.

نکته:  لوله های منفی را تا ۲۴ساعت در 
گرمخانه نگه داشته و سپس دوباره بررسی کنيد.

کواگولاز  استافيلوکوکوس  چنانچه  ــ 
باشد  شده  انجام  درست  آزمايش  و  بوده  مثبت 
منعقد  ميکروارگانيسم  محتوی  لوله  در  پلاسما 
نبايد  پلاسما  منفی  شاهد  لوله  در  ولی  می شود 
از  جدا  کوچک  لخته های  وجود  گردد.  منعقد 

شکل ۱۱ــ ۸ ــ کلنی های استافيلوکوکوس.(الف) در محيط مانيتول سالت آگار، (ب) در محيط برد پارکر

شکل۱۲ــ ۸ ــ  نمونه های تست مثبت و منفی کواگولاز در سرم سيتراته خون خرگوش
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) مثبت به حساب نيامده و با مراجعه به شکل ۱۲ــ ۸ حالات ۲  ۳ و ۴ مثبت بشمار می آيند. هم (۱

۵ ــ ۸ ــ آزمون های ميکروبی فراورده های غلات
آرد غلات: عبارت است از غلات آسياب شده ( گندم ــ جوــ ذرت ــ برنج ) که بسته به مورد تمام يا بخشی از پوسته و جوانه 

آن جدا شده و به ذراتی با اندازه موردنظر تبديل شده باشد.
ويژگی های ميکروبيولوژی آرد غلات 

    نوع فرآورده
  

 ويژگی

گندم 
 آرد، پوست کنده،

بلغور

جو 
آرد،پوست کنده، بلغور

ذرت 
آرد، بلغور

آرد برنج

شمارش کلی ميکروارگانيسم  ها در گرم
حداکثر
۱ ۵

حداکثر
۵ × ۱ ۵

حداکثر
۱ ۴

۱ حداکثر۵

ــــــــکلی فرم ها در گرم

ــــــــاشريشياکلی  در گرم 

کلستريديوم پرفرانژانـس  در گرم 
حداکثر
۱ ۲

حداکثر
۱ ۳ 

حداکثر
۱ ۲

۱ حداکثر۲

۱ــــــباسيلوس سرئوس  در گرم حداکثر۲

کپک  ها در گرم 
حداکثر
۵ × ۱ ۳

حداکثر
۵ × ۱ ۳

حداکثر
۵ × ۱ ۳

حداکثر
۵ × ۱ ۳

٭ برای مواردی که به صورت ــ مشخص شده عدد نداريم

۱ــ۵ــ ۸ ــ آزمون جستجو وشمارش باسيلوس سرئوس در برنج: باسيلوس سرئوس۱ باکتری ميله ای شکل  گرم مثبت، 
پراکنده  گسترده ای  بطور  طبيعت  در  باکتری  اين  می باشد.  پنی سيلين  بيوتيک  آنتی  به  مقاوم  و  اختياری  بی هوازی  هوازی،  اسپورزا، 
است. و از مواد غذايی گوناگون جدا می شود. باسيلوس سرئوس تا دمای C ˚٤٨ قادر به رشد بوده و دمای مناسب رشد آن ٣٠ تا 

عوامل  از  يکی  و  می کند  توليد  لسيتيناز  آنزيم  و  آنتروتوکسين  باکتری  است.اين   ٣٥˚ C
مسموميت غذايی می باشد. مسموميت غذايی ناشی از باسيلوس سرئوس هنگامی  روی 
می دهد که موادغذايی پخته شده پيش از مصرف چند ساعت خارج ازيخچال نگهداری 
گوشت  شامل  شده اند،  باکتری  اين  با  مسموميت  سبب  حال  به  تا  که  موادغذايی  شوند. 
خام  گياهان  جوانه  و  سوپ ها  وانيل،  سس  شده،  سرخ  و  پخته  برنج  سبزی ها،  پخته، 
سرئوس  باسيلوس  به  آلوده  موادغذايی  ف  مصر  با  رابطه  در  بيماری  نوع  دو  می باشند. 
نسبت داده می شود. نوع اول و شناخته شده تر آن که  با دردهای شکمی، اسهال و دوره 

Bac ــ۱ us ce eus

شکل۱۳ــ ۸ ــ باسيلوس سرئوس
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نهفتگی ٤ تا ٦ ساعته مشخص می گردد و علائم آن ١٢ تا ٢٤ ساعت به طول می انجامد و ناشی از مصرف شير و لبنيات آلوده است  نوع 
دوم با حملات حاد تهوع واستفراغ مشخص می گردد در زمان بين ١ تا ٥ ساعت پس از مصرف غلات و برنج پخته آلوده رخ می دهد.

محيط های کشت مورد استفاده در آزمون محيط کشت کامل  MYP آگار۱ : دارای محيط پايه مانيتول همراه با زرده 
تخم مرغ و آنتی بيوتيک پلی ميکسين 

مواد و وسايل مورد نياز 
 پی پت های ۱ ميلی ليتری سترون شده 

 لوله های شيشه ای سترون شده برای تهيه رقت های اعشاری
MYP Agar تشتک های دارای محيط کشت 

 رقيق کننده آب بافر پپتونه 
 ۳۰˚ C گرمخانه قابل تنظيم با دمای 

 ميله شيشه ای سرکج
روش کار 

الف) ابتدا سوسپانسيون اوليه و آزمايه را تهيه کنيد.
ب) در لوله های آزمايش دارای ۹ ميلی ليتر رقـيق کـننده آب پپتونه با استفاده از نمونه آزمايه رقت های اعشاری آماده کنيد.

(۱ــ ۱۰ تا ۵ ــ ۱۰ )
پ) با استفاده از پی پت سترون ۰/۱ ميلی ليتر از هر رقت به دو پليت محيط کشت MYP agar منتقل کنيد و با ميله شيشه ای 

سرکج آن را روی سطح محيط به خوبی پخش نماييد.(کشت سطحی) 
ت) پليت های کشت شده را چند دقيقه در شرايط آزمايشگاه قرار دهيد تا نمونه تلقيح شده جذب محيط کشت شود.

ث) سپس پليت های کشت شده را در گرمخانه با دمای C ˚۳۰ به مدت ۴۸ــ۲۴ ساعت قرار دهيد.
CFU/g  ،ج) پس از اين مدت پرگنه های تشکيل شده را از نظر وجود باسيلوس سرئوس بررسی کنيد و با شمارش کلنی ها

باکتری را محاسبه نماييد.
:MYP Agar ويژگی های پرگنه باسيلوس سرئوس در محيط

 B ميکيسين  پلی  بيوتيک  آنتی  به  مقاوم  باسيل  تنها  سرئوس  باسيلوس  ــ 
می باشد و قادر است در اين محيط کشت رشد کند.

ــ به دليل عدم تخمير قند مانيتول پرگنه ها به رنگ صورتی  ديده می شوند.
ــ به دليل تجزيه لسيتين زرده تخم مرغ با آنزيم لسيتيناز اطراف هر کلنی هاله 

رسوبی مشاهده می شود.
نکته:برای شمارش کلنی ها پليت های دو رقت متوالی را که تعداد پرگنه های 

آنها ۱۵۰ــ۱۵ باشد شمارش کنيد.

Mann ــ۱ o  yo k po ym x n Aga

شکل۱۴ــ ۸ ــ پرگنه های صورتی همراه با  هاله رسوبی 
MYP Agar باسيلوس سرئوس در محيط


