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٦ ــ ٨ ــ آزمون اختصاصی جستجو وشمارش  ويبريو پاراهموليتيکوس۱  در ماهی
که  می باشد  ويبريو  جنس  مهم  گونه های  از  يکی  پاراهموليتيکوس  ويبريو 
همگی باکتـری های گـرم منفی و بی هوازی اختياری هستند و با تـاژه قطبی دارای 
يافت  شيرين  آب های  و  دريايی  محيط های  در  باکتری ها  اين  می باشند.  حـرکت 
می شوند و از مهم ترين ويژگی آنها رشد در مقادير بالای نمک( NaCl)است. ويبريو 
است  رودخانه  مصب  آبهای  طبيعی  ساکن  باکتری های  از  بخشی  پاراهموليتيکوس 
که در طول ماه های زمستان در رسوبات پنهان شده و با گرم شدن آب، دوباره فعال 
شده و سخت پوستان و برخی از ماهيان را مورد حمله قرار می دهد و در بدن آنها 
تکثير می کند. بنابراين بيشتر عفونت های مربوط به اين باکتری با مصرف آبزيانی مانند 
ماهی، خرچنگ، ميگو و صدف های خوراکی که يا به صورت خام مصرف می شوند 
و يا پس از پخت، آلوده شده اند صورت می گيرد. اين باکتری نسبت به گرما حساس 

بوده و با پخت کامل ماده غذايی دريايی از بين می رود.
نکته: به دليل اين که ويبريو پاراهموليتيکوس بيشتر در تعداد کم وجود دارد و بيشتر همراه با باکتری های  خانواده انتروباکترياسه 
کشت  محيط های  در  غنی سازی  مرحله  دو  به  نياز  آن  جداسازی  برای  بنابراين  می شود  يافت  آب  محيط های  در  روده ای)  منفی  (گرم 

انتخابی ضروری است.
مراحل جداسازی ويبريو پاراهموليتيکوس: 

١ــ غنی سازی در محيط کشت انتخابی
٢ــ جداسازی  و شناسايی

٣ــ مرحله تأييد
محيط کشت های مورد نياز در آزمون:

نمک  بالای  مقادير  و   pH افزايش دليل  به  محيط  اين   :۲(ASPW) نمکی آلکالين  پپتونه  آب  کننده  غنی  آبگوشت  ــ 
انتخابی شده است.

ــ تيوسولفات سيترات بايل ساکارز آگار (TCBS )۳ : محيط کشت افتراقی انتخابی است.مواد انتخابی در محيط شامل 
می نمايد. جلوگيری  مثبت  گرم  باکتری های  و  فرم ها  کلی  رشد  از  و  کنيد  ايجاد  قليايی   pH که است  سديم  سديم،تيوسولفات  سيترات 

تيوسولفات سديم و سيترات فريک به عنوان معرف برای تعيين توليد H۲S عمل می کنند.
TSI ــ محيط کشت

ــ اورنيتين دکربوکسيلاز (ODC)۴: محيط نمکی برای شناسايی 
ــ ليزين دکربوکسيلاز(LDC)۵ : محيط نمکی برای شناسايی 

V ــ۱ b o pa ahaemo y cus
A ــ۲ ka n pep on wa e  
Th ــ۳ osu fa e c a eــb e sa  suc ose aga  
L  O ــ۴ n h ne deca boxy ase monohyd och o de
L  Lys ــ۵ ne deca boxy a on med um

 شکل۱۵ــ ۸ ــ ويبريو پاراهموليتيکوس با شکل 
خميده و يک تاژه قطبی    
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ــ آرژنين دهيدروکسيلاز (ADH)۱ : محيط نمکی برای شناسايی 
ــ محيط تريپتوفان نمکی: برای شناسايی اندول 

ــ محلول ONPG ۲: برای شناسايی بتاگالاکتوزيداز 
ــ محيط کشت آگار مغذی نمکی: همان اگار مغذی ولی همراه با کلريد سديم ۳٪است.

معرف واکنش اکسيداز: N,N,N,N  ــ تترامتيل ــ ρ ــ دی امين
مواد و وسايل مورد نياز 

 ظرف های شيشه ای سترون شده
 پی پت های سترون
 لوپ يا حلقه کشت

 سوزن کشت 
 کاغذ صافی 

(ASPW) آب پپتونه آلکالين نمکی 
 لوله دارای ۱۰ ميلی ليتر آب پپتونه آلکالين نمکی 

TCBS پليت دارای محيط کشت 
 محلول کلريد سديم ٪۳

 محيط کشت های مرحله تأييدی 
 محيط کشت آگار مغذی نمکی 

 معرف تولوئن 
۴۲˚ C ۳۷ و˚ C گرمخانه قابل تنظيم با دمای 

روش کار 
الف) مقدار ۲۵ گرم نمونه مورد نظر را با ۲۲۵ميلی ليتر محيط غنی کننده آب پپتونه آلکالين نمکی دريک ظرف شيشه ای خوب 

مخلوط کنيد. 
نکته: تعداد ويبريو پاراهموليتيکوس در دمای يخچال کاهش می يابد بنابراين سوسپانسيون اوليه را تا جايی که امکان دارد در 

اين دما نگهداری نکنيد در صورت ضرورت، تا حد امکان، زمان نگهداری را کوتاه کنيد.
ب) سوسپانسيون  آماده شده را در دما C ˚۴۲ به مدت ۶ ساعت گرمخانه گذاری کنيد.

نکته: برای نمونه های فريز شده دمای گرمخانه گذاری C ˚۳۷ ولی برای نمونه های تازه و نمک زده شده دمای C ˚۴۲ مناسب 
است.

پ) پس از ايـن مدت  از سوسپانسيون نگهـداری شده در گرمخـانه ۱ميلی ليتـر بـا پی پت  ستـرون بـرداشته و بـه لولـه دارای 
۱۰ ميلی ليتر محيط ASPW اضافه نماييد.

ت) لوله تلقيح شده را در دمای C ۴۲0 به مدت ۱۸ ساعت گرمخانه گذاری کنيد.

A ــ۱ g n ne dehyd oxy ase
NــOrtho ــ۲ opheno ga ــDــβ ــ ac opy anos de
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ث) پس از ۱۸ ساعت ابتدا لوله را به خوبی تکان داده و با لوپ يک حلقه کامل از محتويات داخل آن برداشته و بر روی سطح 
محيط کشت TCBSکشت دهيد.

ج) پليت های کشت شده را به صورت وارونه در گرمخانه با دمای ۳۷ درجه سانتی گراد به مدت ۲۴ ساعت نگهداری کنيد.
چ) پس از اين مدت پرگنه های تشکيل شده را از نظر وجود ويبريو پاراهموليتيکوس بررسی کنيد و از پشت با ماژيک آنها را 

علامت بگذاريد.
ح) از کلنی های ويبريو پاراهموليتيکوس با لوپ برداشت کرده و در محيط آگار مغذی کشت خطی انجام دهيد و کشت ها را در 

گرمخانه با  دمای C ˚۳۷ به مدت ۲۴ ساعت نگهداری نماييد.
محيط  اين  در  پارهموليتيکوس  ويبريو  پرگنه های  آگار:   TCBS محيط در  پاراهموليتيکوس  ويبريو  کلنی  مشخصات   
کروی و ۳ــ۲ ميکرون قطر دارد و به رنگ سبز يا آبی ديده می شود در صورتی که کلنی های ويبريوکلرا در اين محيط به دليل تخمير 

ساکارز زرد رنگ ديده می شود.

خ) از پرگنه های تک ويبريو پاراهموليتيکوس در محيط آگار مغذی نمکی برداشت کرده و در محيط های مربوط به تست های 
بيوشيميايی کشت دهيد.

تست های بيوشيميايی
ــ آزمون اکسيداز: با سوزن کشت از پرگنه ويبريو پاراهموليتيکوس تشکيل 
معرف  به  شده  آغشته  صافی  کاغذ  روی  و  برداشته  نمکی  مغذی  آگار  محيط  در  شده 
اکسيداز تترامتيل ــ پارافنيل آمين کلرايد بکشيد.مشاهده رنگ ارغوانی پر رنگ پس 

از ۱۰ ثانيه نشان دهنده اکسيداز مثبت بودن واکنش است.

شکل۱۶ــ ۸ ــ پرگنه های ويبريو پاراهموليتيکوس(سبز)  
TCBS و ويبريو کلرا(زرد) در محيط

شکل۱۷ــ ۸ ــ نتيجه آزمون اکسيداز
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ــ تست TSI نمکی: با سوزن کشت از پرگنه ويبريو پاراهموليتيکوس برداشت کرده و در محيط TSI کشت دهيد. (ابتدا در 
عمق محيط فرو برده و سپس در روی سطح  مورب محيط به شکل زيگزاگ کشت دهيد)

نتيجه کشت در محيط TSI نمکی: ويبريو پارا هموليتکوس درسطح شيبدار به دليل عدم تجزيه لاکتوز يا ساکارز هيچ گونه 
تغيير رنگ، ايجاد نکرده، سطح محيط قرمز وعمق محيط کشت در اثر توليد اسيد  به رنگ زرد ديده می شود و به دليل عدم تشکيل 
حباب و عدم توليد سولفيد هيدروژن بدون گاز و به رنگ سياه ديده نمی شود ولی ويبريو کلرا درسطح شيبدار به دليل تجزيه لاکتوز يا 
ساکارز به رنگ زرد و عمق محيط کشت به رنگ زرد در اثر توليد اسيد بدون حباب گاز و به علت توليد نشدن سولفيد هيدروژن به 

رنگ سياه ديده نمی شود.
ــ آزمون اورنيتين دکربوکسيلاز: با استفاده از لوپ از کلنی ويبريو پاراهموليتيکوس برداشت کرده و در محيط اورنيتين 

دکربوکسيلاز کشت دهيد و در دمای C ˚۳۷ به مدت ۲۴ ساعت نگهداری نماييد.
نتيجه:پس از اين مدت گرمخانه گذاری پيدايش رنگ صورتی مايل به بنفش در محيط نشانگر مثبت بودن و پيدايش رنگ زرد 

نشانه منفی بودن واکنش است.
ــ آزمون ليزين ــ دکربوکسيلاز: با حلقه کشت سترون شده، از کلنی های مشخص برداشته و به عمق محيط تلقيح 
کنيد. پس از افزودن يک ميلی ليتر روغن معدنی استريل به محيط آن را در دمای C  ˚۳۷ به مدت  ۲۴ ساعت گرمخانه گذاری 

کنيد.
نتيجه: کدورت و ايجاد رنگ ارغوانی مايل به بنفش بعد از گرمخانه گذاری نشانگر واکنش مثبت  و مشاهده رنگ زرد نشانگر 

واکنش منفی است.
ــ آزمون هيدروليز آرژنين دهيدروکسيلاز: با استفاده از سوزن کشت بخشی از کلنی ويبريو پاراهموليتيکوس را برداشته 
و به محيط آبگوشت نمکی منتقل کنيد و سپس سطح محيط مايع را با روغن معدنی استريل بپوشانيد و سپس آن را در گرمخانه با دمای 

C  ˚۳۷   به مدت ۲۴ ساعت نگهداری کنيد.
نتيجه: کدورت و ايجاد رنگ ارغوانی نشانه واکنش مثبت است ولی رنگ زرد نشانه واکنش منفی است.

ــ آزمون بتاگالاکتوزيداز: با استفاده از سوزن کشت مقداری از کلنی باکتری را برداشته و به لوله درپيچ دار دارای محلول 
کلريد سديم تلقيح کنيد.سپس يک قطره از معرف تولوئن را به لوله اضافه نماييد و به خوبی تکان دهيد.سپس محيط را در حمام آب با 
دمای C  ˚۳۷    قرار دهيد و به مدت زمان ۵ دقيقه در آن نگه داريد.بعد از اين مدت از محلول ONPG به لوله اضافه نموده و لوله را 

دوباره در دمای C ˚۳۷ به مدت ۲۴ ساعت قرار دهيد.
نتيجه: ايجاد رنگ زرد در محيط نشانه واکنش مثبت است که کمتر از ۲۰ دقيقه ايجاد می شود و عدم مشاهده رنگ زرد پس 

از ۲۴ ساعت نشانه واکنش منفی است.
ــ آزمون تحمل نمک:  با افزودن کلريد سديم محيط کشت آب پپتونه با غلظت های ۰٪، ۲٪،۴ ٪،۶ ٪، ۸٪ و ۱۰٪ را تهيه 
کنيـد و از سوسپانسيون بـاکتری يک حلقه کامل توسط لوپ به لوله ها اضافه نماييد و لولـه ها را در گرمخانه با دمای C˚ ۳۷  به مدت 

۲۴ ساعت نگهداری کنيد و در اين فاصله لوله ها را بررسی نماييد.
نتيجه: کدورت ايجاد شده در لوله ها نشانه رشد باکتری در غلظت نمک مربوطه است.  

در جدول ۵ ــ ۸ نتيجه آزمون های بيوشيميايی ويبريو پاراهموليتيکوس و ويبريو کلرا با هم مقايسه شده است.
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جدول ۵ ــ ۸ ــ يافته های تست های بيوشيميايی ويبريوکلرا و ويبريو پاراهموليتيکوس 

ويبريو پاراهموليتيکوسويبريو کلراآزمون

++اکسيداز
توليد گاز از گلوکز

لاکتوز 
+ساکارز

++اورنيتين دکروکسيلاز
++ليزين دکربوکسيلاز

آرژينين دهيدروکسيلاز
+بتاگالاکتوزيداز

رشد در آب پپتونه با غلظت های :

٪

٪۲

٪۶

٪۸

٪۱

+

+

د

+

+

+

 ۷ــ ۸ ــ روش های شناسايی  کپک ها و مخمر ها در مواد غذايی
قارچ ها  از  گونـه هايی  کپک هـا۱ 
بـا  و  سلولی  چند  شکل  به  کـه  هستنـد 
تشکيـل هيـف۲ رشد می کنند. به هيف هايی 
کلنی  شکل  و  می شوند  تابيده  هم  به  که 
گفته  ميسليوم۳  می سازند  را  کپک ها 
گونه های  مخمرها۴  که  صورتی  در  می شود 
از  زيادی  جمعيت  هستند.  سلولی  تک 
روی  می توانند  که  دارند  وجود  کپک ها 

mou ــ۱ ds
hyphe ــ۲
myce ــ۳ um
yeas ــ۴ s

شکل ۱۸ــ ۸ ــ نمونه ای از آلودگی ميوه ها با کپک ها
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غلات، حبوبات و ميوه ها پيش از برداشت و طـی زمان نگهداری پس از بـرداشت، رشد کنند.غذايی در مواد فرآيند شده نيز ممکن 
است يافت شوند. برخی از کپک ها به دليل توليد سموم قوی به نام مايکوتوکسين۱ و  از جمله آفلاتوکسين که در برابر دما تا حدود 
٣٠٠ درجه سيلسيوس مقاوم بوده و بنابر اين طی فرآيندهای گرمايی مواد غذايی و پختن از بين نمی  روند و مشکلات زيادی را از نظر 

ايمنی مصرف ايجاد می کنند.
 بين باکتری ها، مخمرها و کپک ها تفاوت های عمده ای وجود دارد که شامل موارد زير است:

ــ بيشتر مخمرها و کپک ها هوازی هستند، گونه هايی از مخمرها در شرايط هوازی اختياری هم به خوبی رشد می کنند.
در  است،  روز   ۱۳ تا   ۵ رشد  برای  آنها  نگهداری  مدت  طول  دليل  همين  به  دارند  کمتری  رشد  سرعت  باکتری ها  به  نسبت  ــ 

صورتی که رشد باکتری ها ۴۸ــ۲۴ ساعت طول می کشد.
ــ دامنه تحمل pH در آنها وسيع است (۹ــ۲)

ــ دمای مورد نياز مخمرها و کپک ها برای رشد C˚۲۵ــ۴ است در صورتی که بيشتر باکتری ها ، غير از سرمادوست ها، به دمای  
C ˚۳۷ برای رشد نياز دارند.

ــ بيشتر کپک ها در محيط های با ميزان آب (aw < ۸۵٪) رشد می کنند.       
برای رشد مخمرها و کپک ها محيط های کشت انتخابی و دمای پايين به منظور جلوگيری از رشد باکتری ها استفاده می شود.

 برای جلوگيری از رشد باکتری ها در محيط رشد مخمرها و کپک ها روش های زير نيز به کار گرفته می شود:
جنتامايسين۳ يـا  ليتـر  هـر  ازای  به  گرم  ۱۰۰ميلی  ميزان  بـه  کلرآمفنيکل۲  مانند  آنتی بيوتيک ها  از  بـرخی  کردن  اضافه  الف) 

به مقدار ۵۰ ميلی گرم در  ليتر.
کشت  محيط  به  تارتاريک  اسيد  افزودن  با   شوند.  اسيدی  کشت  محيط های  است  لازم  مخمرها  و  کپک ها   رشد  برای  ب)  

پوتيتو   دکستروزآگار۴ محيط اسيدی و برای رشد کپک ها مساعد می شود. 
کپک ها با توليد اسپور تکثير می کنند و روش توليد مثل آنها جنسی و يا غير جنسی است. کلنی های کپک ها در محيط های 
بقيه  و  می گيرد  قرار  سطح  در  اسپورشان  و  آنها  سطحی  ميسليوم های  و  هيف  که  است  ای  گونه  به  غذايی  مواد  سطح  در  و  کشت 
قسمت ها درون محيط يا داخل ماده غذايی، بنابراين ويژگی های کلنی کپک ها تا حدود زيادی به رنگ اسپور و ساختار ميسليوم 

بستگی دارد.
کپک های زيادی در مواد غذايی رشد می کنند و باعث فساد می شوند که برخی از آنها شامل آسپرژيلوس۵، فوزاريوم۶، موکور۷،  

پنی سيليوم۸، ريزوپوس۹ و تريکودرما۱۰ هستند که در اين فصل ساختار سلولی چهار کپک مهم به طور خلاصه ارائه می شود.

myco ــ۱ ox ne
Ch ــ۲ o amphen co
Jen ــ۳ am c n
Po ــ۴ a odex ose aga
Aspe ــ۵ g us
Fusa ــ۶ um
Muco ــ۷
Pen ــ۸ c um
Rh ــ۹ zopus
T ــ۱۰ chode ma
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در  و  هستند  اجباری  هوازی  آسپرژيلوس  گونه های  آسپرژيلوس:   
محيط های غنی از اکسيژن يافت می شوند. بيشتر روی سطح مواد غذايی قادر به 
آسپرژيلوس بيشتر در مواد غذايی نشاسته دار مانند نان و  رشد هستند. گونه های 

سيب زمينی رشد می کنند. 
مهم ترين گونه آن است که در محيط کشت سابرو  گونه آسپرژيلوس نيجر۱ 
دارای  ديگر  می کند.گونه های  توليد  رنگ  سياه  و  پرزی  پرگنه های  آگار  دکستروز 

پرگنه هايی به رنگ های مختلف مانند سبز،زرد و سفيد هستند (شکل۱۹ــ ٨).
ساختار ميکروسکوپی آسپرژيلوس: کپک آسپرژيلوس جزء کپک هايی 
ساختار های  وروی  است  دار  شاخه  و  عرضی  ديواره  دارای  آن  هيف  که  است 
کنيديوسپور ها۳) کنيديوفور (هيف حامل کنيدی۲،  هوايی خود اندامک هايی به نام 

 را می سازد.در انتهای هيف حامل کنيدی که شاخه ها قرار دارند دارای يک ساختمان بر آمده به نام ستونک است و در ابتدای هيف 
سلول پايه دارد. 

که  است  طبيعی  محيط های  در  کپک ها  گونه های  مهم ترين  از  يکی  سيليوم:  پنی 
رنگ پرگنه های آن به دليل رنگ سبز کنيديوسپورها بيشتر سبز رنگ است(شکل ۲۱ــ ۸). 
کننده پنی سيلين ) و Penicillium camemberti در  Penicillium notatum ( توليد 

توليد نوعی پنير به نام پنير کاممبرت به کار می رود.

Aspe ــ۱ g us n ge
Con ــ۲ d opho e
Con ــ۳ d ospo e

شکل ۱۹ــ ۸ ــ پرگنه های برخی از گونه های آسپرژيلوس 

شکل ۲۰ــ ۸ ــ ساختمان ميکروسکوپی کپک آسپرژيلوس 

شکل ۲١ــ ۸ ــ پرگنه های سبز رنگ کپک پنی سيليوم 
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از  معمول  طور  به  کپک  اين  ميسليوم  سيليوم:  پنی  ساختار 
شبکه های منشعب تشکيل شده است و هيف آن دارای ديواره عرضی 
است.اما  کنيديوسپور  و  کنيديوفور  دارای  آسپرژيلوس  مانند  است. 
را  آسپرژيلوس  مانند  گرز  شکل  نتيجه  در  نداشته  برآمدگی  يا  وزيکول 
ندارد و شکلی شبيه به جارو های دسته بلند دارد (شکل۲۲ــ ۸).                                           
بيماری زا  غير  کپک های  از  يکی  ريزوپوس  ريزوپوس:   
جانوران  و  گياهان  باقيمانده های  از  که  است  (ساپروفيت)  انسان  برای 
تغذيه می کند و روی بسياری از ترکيبات آلی به ويژه مواد غذايی مانند 
سبزی ها و ميوه ها و نان قادر به رشد است. اين کپک به روش تکثير 
جنسی و غير جنسی توليد مثل می کند. گونه های مختلفی از اين کپک 

عامل فساد در مواد غذايی هستند مانند Rhysopus nigricans که کپک شايع در نان است وstolonifer Rhysopus کپک سياه نان 
و سيب زمينی و گوجه فرنگی است.پرگنه های ريزوپوس در محيط کشت دارای رنگ خاکستری و يشمی می باشد که کل تشتک را پر 

می کند؛ زيرا رشد ميسليوم آن خيلی سريع است.
هيف  انتهای  در  مانند  کيسه  ساختاری  است.دارای  عرضی  ديواره  فاقد  هيف   : ريزوپوس  ميکروسکوپی  ساختار 
و  دارد  نام  اسپورانژيوفور  اسپورانژيوم  حامل  هيف  دارند.  قرار  اسپورانژيوسپور ها  آن  درون  که  اسپورانژيوم  نام  به  می باشد 
ريزوييد در محل اتصال هيف ها  مانند يا  ساختمان ريشه  ريزوپوس وجود  ساختاری  برآمدگی است. مهم ترين ويژگی  دارای يک 

می باشد(شکل۲۳ــ ۸).

شکل ۲۲ــ ۸ ــ ساختار کپک پنی سيليوم 

شکل ۲٣ــ ۸ ــ ساختار ميکروسکوپی ريزوپوس
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۳۰۰۰ گونه است که کپک های شايع در  موکور: موکور دارای   
خاک، سطح گياهان و سبزی ها هستند. کلنی های اين کپک در محيط کشت 
به رنگ سفيد، بژ و خاکستری با رشد سريع ميسليوم هستند که کل تشتک را 

پر می کنند.

ساختار ميکروسکوپی: مانند ريزوپوس 
اسپورانژيوم،  و  ندارد  عرضی  ديواره  آنها  هيف 
اسپورانژيوسپور و اسپورانژيوفور دارد و بر خلاف 

ريزوپوس، ريزوييد ندارند.

روش های آزمون ميکروسکوپی کپک ها 
۱ــ۷ــ ۸ ــ روش خرد کردن پرگنه۱:

مواد و وسايل مورد نياز
 لام 

 لامل 
 سوزن کشت

 محيط کشت دارای کپک مورد نظر
 لاکتوفنل کاتن بلو

 شعله 
روش کار

الف) توسط سوزن کشت قسمت کوچکی از پرگنه قارچ را برداشته و بر روی لام دارای يک قطره محلول لاکتوفنل کاتن بلو 

Teased moun ــ۱

شکل ۲۴ــ ۸ ــ پرگنه کپک موکور

شکل ۲۵ــ ۸ ــ ساختار ميکروسکوپی کپک موکور
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قرار داده و با لامل سطح آن را بپوشانيد.
نکته: بهتر است برای مشاهده همه ساختار کپک با سوزن کشت از قسمت عمقی تر پرگنه برداشت کنيد و با سوزن ديگر روی 

لام داخل قطره رنگ پرگنه ها را از هم باز کنيد.
ب) رنگ اضافی را خارج نموده و با ۳ بار عبور دادن لام از روی شعله نمونه راتثبيت کنيد.

پ) لام آماده شده را در زير ميکروسکوپ قرار داده با عدسی با بزرگنمايی ۱۰ و در صورت لزوم با عدسی با بزرگنمايی ۴۰ 
نمونه را مورد بررسی قرار دهيد.

نکته: با توجه به اين که در روش خرد کردن پرگنه، اغلب ساختمان های کپک و ارتباط آن از بين می رود، برای مطالعه ساختمان 
کپک ها بطور کامل از روش های مختلف اسلايدکالچر استفاده می شود.

۲ــ۷ــ ۸ ــ اسلايد کالچر۱:
مواد و وسايل مورد نياز 

  تشتک های خالی
  لوله شيشه ای خميده U شکل

  لام و لامل 
  پنس 

  بيستوری 
  محلول لاکتوفنل کاتن بلو 

  محيط کشت سابرودکستروز آگار
روش کار 

کشت  محيط  از  ليتر  ميلی   ۱۵ الف) 
خالی  تشتک  درون  را  آگار  سابرودکستروز 
محيط  شدن  سفت  از  پس  و  ريخته  سترون 
قطعات  به  را  آن  سترون  بيستوری  تيغ  توسط 
نماييد  تقسيم  سانتی متری   ۱×۱ چهارگوش 

(شکل۲۶ــ ۸ ــ الف).
ب) ۷ الی ۸ ميلی ليتر آب مقطر سترون 
شکل   U ميله يک  و  ريخته  ديگری  تشتک  در 
روی آب بگذاريد و يک لام آزمايشگاهی روی 
آن قرار دهيد و سترون کنيد. اين کار برای تأمين 

رطوبت لازم جهت رشد قارچ لازم است. 
پ) يک تکه از محيط کشت چهار گوش 

بريده شده را در شرايط سترون بر روی لام درون تشتک قرار دهيد و در وسط آن  با سوزن کشت سترون چند پرگنه قارچ مورد نظر 
را تلقيح نماييد (شکل ۲۶ــ ۸).

S ــ۱ de cu u e

شکل ۲۶ــ ۸ ــ مراحل آماده سازی آزمون اسلايد کالچر

(الف)

(ج) 

(ب)

(د)
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ت) يک لامل سترون را بر روی محيط کشت تلقيح شده قرار داده و کمی فشار دهيد تا به خوبی به سطح آگار بچسبد. درب 
تشتک را گذاشته و آن را در دمای ۲۵ درجه سلسيوس قرار دهيد و به طور مرتب کشت را از نظر رشد و رطوبت موجود در تشتک 

مورد بررسی و کنترل قرار دهيد و پس از اطمينان از رشد کافی کپک با روش زير دو نمونه تهيه کنيد (شکل ۲۶ــ ۸).
ث) به طور مرتب کشت را از نظر رشد و رطوبت موجود در تشتک مورد بررسی و کنترل قرار دهيد. پس از اطمينان از رشد 

کافی کپک با روش زير دو نمونه تهيه نماييد:
الف) نمونه تهيه شده از لامل: به آرامی و توسط پنس لاملی را که در اطراف آن کپک رشد نموده از سطح محيط برداشته 
و بر روی يک لام تميز دارای يک قطره لاکتوفنل کاتن بلو قرار دهيد. اگر کپک در اطراف لامل نيز رشد کرده , يک قطره ديگر از 

لاکتوفنل کاتن بلو بر روی لامل ريخته و با لامل بزرگتری آن را بپوشانيد.
نکته: هنگام برداشتن لامل از روی تکه آگار بايد از لغزيدن اسلايد روی محيط جلوگيری شود، در غير اين صورت قسمت هايی 

از ساختمان کپک کنده يا جابجا می شود و کار شناسايی را با مشکل مواجه می کند.
ب) نمونه تهيه شده از لام: محيط کشت را به آرامی از سطح لام برداريد و داخل تشتک بگذاريد. سپس لام را از تشتک 
خارج کرده و يک قطره لاکتوفنل کاتن بلو را در محل رشد پرگنه کپک اضافه نموده و لاملی را بر روی آن قرار دهيد. در صورت 
وجود رنگ اضافی در خارج لامل توسط کاغذ خشک کن آن را خشک و برای مسدود نمودن اطراف لامل از لاک ناخن و يا هر 

ماده مشابه ديگری استفاده نماييد و سپس لام های مزبور را در زير ميکروسکوپ بررسی کنيد.
به جای استفاده از تکه آگار در آزمون بالا می توان وسط لام قرار گرفته روی ميله U شکل مربعی به ابعاد حدود cm ۱ فرض 
کرده، سه ضلع آن را يک لايه و اسپار سترون قرار داده روی آن يک لامل سترون شده گذاشته و از محل ضلع چهارم با پی پت پاستور 
سترون شده تعداد کمی سلول کپک وارد کرده و بعد با پی پت پاستور سترون شده محيط کشت اختصاصی رشد کپک را وارد کرده 
و پس از پر شدن فضای بين لام و لامل آن را (ضلع چهارم) با واسپار سترون پوشانده و گرمخانه گذاری نماييد. يافته های اين روش 

کامل تر و واضح تر ديده می شود.
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شکل ۲٧ــ ۸ ــ اشکال بعضی از کپک ها و مخمرها

Trichothecium Geotrichum Monilia

Sporotrichum

Batrytis Cephalosporium

Triohoderma

Scopulariopsis Pullularia

Cladosporium
Helminthosporium

Alternaria
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١ــ٩ــ آزمون های ميکروبی تعيين نوع و ميزان آلودگی محيط کار
کنندگان  مصرف  سلامت  انداختن  خطر  به  در  زيادی  بسيار  تأثير  ميکروبی  آلودگی  نظر  از  انسان  زيست  محيط  و  کار  محيط 
مواد   غذايی و کارکنان آن دارد. از يک طرف محيط کار خود با هوا، آب، خاک، اندام های انسان، حيوانات اهلی و وحشی، حشره ها 
و جونده ها به ميکروارگانيسم های گوناگون آلوده می شود و از طرف ديگر خود می تواند موجبات آلودگی مواد اوليه، فرآورده های غذايی 

و اندام های کارکنان را فراهم نمايد.
ـ منبع اصلی همهٔ ميکروب ها شناخته شده است و اين ميکروب ها از راه محل کاشت و گرد وخاک ناشی از جريان های  خاک ـ  
می تواند  خاک  طرفی  از  می شوند،  منتقل  غذايی  مواد  کارخانه های  در  کار  محيط  همچنين  و  گياهان  و  هوا  آب،  غذايی،  مواد  به  هوا 

به وسيله انسان، حيوان ها، آب و هوا و به ويژه پساب های خانگی و صنعتی آلوده شود.
آب های  هواست.  و  پساب  خاک،  در  موجود  ميکروارگانيسم های  گونه های  از  بيشتر  آب  در  موجود  ميکروب های  ــ  آب 
سطحی دارای مقداری مواد آلی هستند و محيط آنها کم و بيش برای رشد ميکروب ها مناسب است. در حالی که آب خالص برای 
زندگی ميکروب ها نامساعد بوده و پس از مدت کوتاهی مقاومت ميکروبی در آن کم می شود و نابود می شوند. در مواردی که پساب ها 
و زباله های به آب های سطحی ريخته می شوند، ميکروب هايی مانند استروپتوکوکوس فکاليس، کليفرم ها، سالمونلا و کلستريديم در آن 

حضور دارند و مشکلات زيادی را برای سلامت محيط کار و مصرف کنندگان مواد غذايی فراهم می کند.
  هواــ در حالت طبيعی دارای بار ميکروبی ويژه ای نيست و عوامل آلوده کننده آن از راه خاک، اندام های موجودات زنده 
وارد می شوند. ذرات معلق در هوا با قطرات آب موجود در آن محيط مناسبی  برای جذب و انتقال ميکروب هاست. بديهی است مقدار 
و گونه های ميکروارگانيسم های موجود در هوا بسيار گوناگون است و بستگی به عواملی مانند ميزان رطوبت، دمای محيط کار، جريان 
هوا، شرايط خاک و ميزان آلودگی آن دارد. منبع ديگر آلودگی هوا دستگاه تنفس انسان و حيوان هاست که در موارد بسته بودن محيط 
و حضور فرد بسيار تشديد می شود. پساب های خانگی، کارگاه ها و کارخانه های مواد غذايی از منابع مهم آلودگی خاک و ساير عوامل 
حتی  و  اختياری  هوازی  بی  اختياری،  هوازی  هوازی،  ميکروب های  از  عبارتند  پساب ها  ميکروبی  مجموعه  هستند.  محيط زيست 
بی هوازی اجباری که از منشأ خاک و دستگاه گوارش انسان و دام ها است. ميکروارگانيسم هايی مانند گونه های استرپتوکوک فکال، 
کلستريديوم پرفرنژان، شيگلا، سالمونلا، ميکروکوک، پسودوموناس، لاکتوباسيلوس و در پاره ای موارد حتی ويروس ها، مخمرها و 
بويژه کپک پساب همگی ممکن است دارای بيشتر ميکروب های بيماری زا برای انسان باشد و سلامت مردم و محيط کار را به خطر 

بياندازد و بنابراين کنترل آلودگی و سالم سازی آن بسيار ضروری است.
يا  بيماری  به  ابتلا  حالت  در  انسان  است  بديهی  است.  کار  محيط  آلوده کننده  عوامل  جدی ترين  از  يکی  خود  انسان  اما  و 

فصل نهم

آزمون هاى ميكروبى تعيين نوع و ميزان آلودگى محيط كار
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گذراندن دورهٔ نقاهت بيماری عامل ميکروب بيماری زای مربوطه است و در صورت تماس با مواد غذايی و محيط کار موجب آلودگی 
نظر  از  افرادی  چنين  و  باشد  بيماری زا  ميکروب  ناقل  است  ممکن  هم  سلامت  حالت  در  انسان  موارد  بسياری  در  اما  می شود.  آنها 
سازمان هايی که به نحوی با مواد غذايی سروکار دارند دارای اهميت ويژه ای هستند. ناقل بيماری فردی است که ميکروب بيماری زا 
در اندام های بدنش وجود دارند اما علايم بيماری در او آشکار نيست و به دلايلی در برابر ميکروب مورد نظر مصون است و افراد 
ناقه بيماری افرادی هستند که يا از بيماری مربوطه شفا يافته اند و دورهٔ نقاهت کوتاه و گاه طولانی خود را سپری می نمايند و يا هرگز به 

بيماری مبتلا نشده اند. منبع اصلی ميکروب در بدن افراد ناقل و ناقه ممکن است در يکی از اندام های زير باشد:
ــ پوست: پوست اندامی است که هرگز بدون ميکروب نيست، حتی لای پوست های بسيار تميز هم همواره تعدادی از گونه های 
ميکروبی که مجموعه طبيعی آن را تشکيل می دهد زيست می کنند. اما زمانی که پوست تميز نباشد تعداد گونه های ميکروبی و ميزان 
آلودگی بسيار گوناگون و متنوع است. باکتری ها، قارچ ها و انگل ها از راه های گوناگون به پوست منتقل می شوند، زيرا انسان دست 
خود را برای کارهای گوناگون به کار می برد که از راه هر يک از آنها تعدادی ميکروب به دست می چسبد که ممکن است همان جا تکثير 

هم بشوند و يا از راه دست آلوده به نقاط ديگر منتقل شوند.
تکثير ميکروب ها در روی پوست های مرطوب و عرق کننده بيشتر است. گذشته از ميکروب هايی که روی پوست دست وجود 
گونه های  از  که  اپيدرميس  استافيلوکوک  شامل  مختلف  گونه های  را  دست  پوست  ميکروبی  مجموعه  دارند،  خارجی  منشأ  و  دارند 
و  شود  غذايی  مواد  وارد  پوست  راه  از  چنانچه  که  بيماری زاست  و  خطرناک  گونه ای  از  که  طلايی  استافيلوکوک  و  است  بی آزار 
شرايط رشد و نمو و تکثير آن فراهم باشد به سرعت تکثير شده و سم خطرناک و کشنده ای سنتز کرده و مصرف چنين غذايی سلامت 
مصرف کننده را به خطر انداخته و ممکن است منجر به مرگ شود. سم اين باکتری در برابر دمای تا حدود ۱۱۰ درجه سانتی گراد 
برای مدت حدود يک تا دو ساعت مقاوم است و بررسی های انجام شده نشان می دهد که حدود ۵۰ تا ۶۰٪ کارکنان و ساير مردم ناقل 
گونه ای از استافيلوکوک به وسيلهٔ دست های خود هستند که عامل بيماری هايی مانند جوش ها، کورک ها، آکنه ها، ورم های پوستی و 

مانند اينهاست.
در کارگران کارخانه های مواد غذايی نوعی عفونت استافيلوکوکی به صورت جوش های زياد به نام کاربونکل يا دمل چرکی در 
نقاط عميق پوست و نوعی عفونت چرکی به نام فورونکلوزيس يا سالک روی محل بريدگی های پوست ايجاد می شود که به علت کار 
مداوم کارکنان و تماس با مواد غذايی دير ترميم می شود و بنابراين نوعی کانون دايم آلودگی است. نوعی عفونت ناخن به نام عفونت 
پارونشيا هم در کارگران کارخانه های مواد غذايی شايع است. عامل تمام اين عفونت ها گونه های استافيلوکوک هستند، بديهی است 
چنانچه افراد مبتلا به اين عفونت به نوعی با مواد غذايی سر وکار داشته باشند موجب آلودگی می شوند و اين امر به ويژه زمانی که اين 
افراد در تماس مستقيم با مواد غذايی مساعد برای رشد اين باکتری ها باشند دارای اهميت زيادی است زيرا در چنين مواردی مقادير 

بسيار زيادی از مواد غذايی آلوده شده و بين توده های جمعيت توزيع گشته و سلامت مردم را به خطر می اندازد.
ــ دهان، حلق، بينی، گوش و چشم: در اين قسمت از اندام های بدن انسان به دليل بالا بودن رطوبت و دما و باقيمانده های 
رشد  اندام ها  اين  در  که  ميکروب هايی  ميان  از  است.  بيشتر  ميکروارگانيسم ها  تکثير  و  نمو  و  رشد  امکان  دهان  مورد  در  غذايی  مواد 
می کنند می توان استافيلوکوک اورئوس را نام برد. اين باکتری بويژه از نظر اين که از راه تنفس هم امکان انتقال آن وجود دارد مهم 
است، زيرا گونه های اين باکتری عامل اصلی سينوزيت و سرماخوردگی است و افراد مبتلا به اين بيماری پس از شفا يافتن تا دو سال 
ناقل ميکروب هستند. بنابراين افرادی که مبتلا به عفونت های دستگاه تنفس، چشم و گوش هستند و در کارخانه های مواد غذايی يا 
مراکز تغذيه گروهی کار می کنند بايد مورد مراقبت های ويژه باشند و پيش از شفا يافتن از بيماری و گذراندن دوره نقاهت نبايد در اموری 

که لازمه آن تماس با مواد غذايی و سطوح کار است فعاليت نمايند.
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ميکروبی  مجموعه  و  می کنند  زندگی  ميکروب ها  مختلف  گونه های  حيوان  و  انسان  گوارش  دستگاه  در  گوارش:  دستگاه  ــ 
دستگاه گوارش افراد سالم در حالت طبيعی يکسان نيست و هر يک از قسمت های دستگاه گوارش مجموعه ميکروبی ويژه خود را 
دارد. محيط معده و  روده برای رشد ميکروب ها مساعد نيست اما قسمت های پس از آن شامل ناحيه ژژونوم و ايلئوم کم کم برای زيست 
ميکروب ها مساعد می شوند و به همين جهت در اين قسمت ميکروب های مختلفی وجود دارند و هرچه از قسمت اول روده کوچک به 
سمت آخر آن پيش برويم به تعداد و نوع ميکروب ها افزوده می شود. مهم ترين ميکروب های اين قسمت شامل کليفرم ها به ويژه گونه های 
ممکن است گونه هايی از انگل های  استافيلوکوک است. گاه  آئروژنز و گاهی  آئروباکتر  اشريشياکلی،  سالمونلا،  فکال،  استرپتوکوک 

گوارشی هم حضور داشته باشند.
با توجه به اين که در بخش هايی از دستگاه گوارش مقدار اکسيژن کم است امکان حضور و رشد و نمو و تکثير گونه کلستريديوم 
ولشای يا پرفرنژان وجود دارد، اين باکتری بی هوازی اختياری و اسپورساز است و بنابراين از باکتری های مشکل ساز در صنايع غذايی 

است.
با توجه به آنچه گفته شد افراد مبتلا به ديسانتری ميکروبی و شيگلوز، سالمونلا، ديسانتری آميبی نبايد در بخش هايی از مواد 

غذايی که مواد اوليه و غذاهای بسته بندی نشده در معرض هواست شاغل باشند.
مورد  در  نمی شوند.  دايم  ناقل  اما  هستند  بيماری  عامل  ناقل  کوتاهی  مدت  برای  شيگلوز  و  باسيلی  ديسانتری  به  مبتلا  افراد 

سالمونلا و عفونت ناشی از اشرشياکلی فرد مبتلا برای هميشه ناقل عامل بيماری می شود.
همچنين افراد مبتلا به ديسانتری آميبی پس از شفا يافتن برای هميشه ناقل بيماری می شوند. افراد مبتلا به هپاتيت ويروسی برای 

حدود ۵ سال ناقل هستند.
ــ حيوانات اهلی و دام ها از مهم ترين عوامل آلوده کننده محيط زيست و محيط کار هستند. استافيلوکوک طلايی، استرپتوکوک 
فکال، کلستريديوم پرفرنژان و کليفرم ها در دهان، بينی، دستگاه گوارش، پوست و ساير اندام های اين موجودات به تعداد زياد يافت 
می شود. گونه های سالمونلا هم ممکن است موجب آلودگی مواد غذايی و اندام های انسان، محيط کار و سطوح در تماس با موادغذايی 
بشود. حيوان هايی که زيست جمعی دارند به سادگی ميکروب های اندام های خود را به سايرين منتقل می کنند و موجب تشديد آلودگی 

می شوند.
ــ موش و ساير جونده ها در فاصله بين توليد تا مصرف و بيشتر در انبارهای نگهداری مواد غذايی موجب آلودگی می شوند. 
جونده ها منبع اصلی گونه های سالمونلا آنتريديس و سالمونلا تايفی ميوريوم هستند. گاه جونده ها غذای پرنده ها، انسان و محيط زيست 

را به ميکروب های اندام های خود آلوده می کنند و بنابراين لازم است مواد غذايی و محيط کار از دسترس آنها دور باشند.
ــ حشره های محيطی و خانگی به شکل های گوناگون موجب آلودگی می شوند و چون سرعت تکثير آنها بسيار زياد و رفت و 

آمد آنها در محيط بسيار زياد است از منابع مهم آلودگی محيط زيست و محيط کار به حساب می آيند.
ــ مگس خانگی هر بار ۱۲۰ عدد تخم می گذارد. تخم ها پس از ۵ تا ۷ روز بالغ و آماده تکثير می شوند. مگس خانگی تخم های 
خود را بر روی زباله ها، پساب ها، و فضولات حيوانی می گذارد و از اين محل ها برای تغذيه خود هم استفاده می کند و برای نرم کردن 

مواد غذايی مقداری از بزاق دهان خود را روی آنها می ريزد و آلودگی را تشديد می کند.
ــ سوسک حمام هم دارای گونه های زيادی است که همهٔ آنها در محيط کار صنايع غذايی و بويژه محل هايی که در آنجا باقيمانده های 
غذايی مانند آب، نشاسته، مواد پروتيينی، پنير، کاغذ وجود دارد حاضر می شوند. سرعت حرکت و جابجايی اين حشره خيلی زياد است و 

محتويات دستگاه گوارش آن به صورت مايع است که آن را بر روی سطح کار و مواد غذايی ريخته و آنها را آلوده می کند.
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٢ــ۹ــ روش های تشخيص آلودگی ميکروبی محيط کار
١ــ٢ــ۹ــ تشخيص آلودگی هوای محيط کار: برای تشخيص آلودگی ميکروبی هوای محيط کار و هوای محيط زيست 

می توان از راه های گوناگون استفاده نمود که مهم ترين آنها عبارتند از:
الف) روش باز کردن تشتک دارای محيط کشت و قرار دادن يا چرخاندن آن در هوا. برای اين منظور لازم است ابتدا بسته به 
نوع آلودگی، محيط کشت جامد و مناسب را به شرحی که در پيش گفته شد آماده سازی، سترون و در پی پت ريخته و به صورت دربسته 
به حال خود قرار داد تا آگار سفت شود. مهم ترين عامل آلوده کنندهٔ هوای محيط کار  اسپر کپک ها است و برای رشد کپک ها محيط 

Malt Extract Agar يکی از مناسب ترين محيط هاست.
پس از سفت شدن محيط آگار می توان درب آن را باز کرده و برای چند ثانيه در هوای مورد نظر برای تعيين آلودگی ميکروبی 
تشتک ها در  بستن درب و قرار دادن  سادگی روی سطح آگار قرار می گيرند و با  اسپورهای معلق در هوا به  ترتيب  چرخاند. به اين 
اين  برای  می شوند.  ظاهر  آگار  سطح  روی  هوا  کننده  آلوده  کپک های  کلنی  سانتی گراد  درجه   ۲۵ حدود  و  مناسب  دمای  با  گرمخانه 
منظور زمانی حدود ۴۸ ساعت کفايت می کند، اما اگر طی اين مدت کلنی ها ظاهر نشوند می توان گرمخانه گذاری را تمديد نمود.به جای 
چرخاندن تشتک در باز در هوا می توان آن را برای چند ثانيه و کمتر از يک دقيقه در معرض هوا قرار داد. به اين ترتيب ذرات معلق 
آلوده به اسپورهای موجود در هوا در اثر وزن خود سقوط کرده و روی سطح محيط قرار می گيرند و پس از آن لازم است در تشتک ها 

را بسته و آنها را در گرمخانه با دمای مناسب و زمان لازم قرار داد.
ب) فيلتره کردن هوا: برای اين منظور می توان با نصب فيلتر با منافذ ريزتر از اسپورکپک ها جلوی خروجی هواکش و عبور 
هوا از فيلتر برای حدود ۵ ثانيه و قرار دادن فيلتر روی سطح محيط کشت آگار، شرايطی فراهم کرد که اسپر های معلق در هوا آسان تر 

روی محيط کشت قرار گرفته و آماده تکثير و و تشکيل کلنی شوند.
لازم به يادآوری است که فيلتر ها را می توان در محل هوای ورودی قرار داد.

در هر دو روش بالا پس از ظاهر شدن کلنی ها می توان ضمن شمارش آنها در صورت نياز آزمون های مربوط به شناسايی گونه ها 
را با روش مربوط انجام داد که شرح آن در فصل ۷ ارايه شده است.

چنانچه مشکوک به آلودگی هوای محيط کار با ساير ميکروارگانيسم ها باشيم لازم است به جای محيط کشت ويژه کپک ها از 
محيط های کشت اختصاصی ميکروب های مورد نظر استفاده شود و برای شناسايی گونه ميکروبی از آزمون های تأييدی استفاده به عمل 

آيد که در جای خود در اين کتاب به آنها اشاره شده است.
٢ــ۲ــ۹ــ تشخيص آلودگی ميکروبی سطوح در تماس با مواد غذايی: سطوح در تماس با مواد غذايی شامل، دست 

و پوست کارکنان، ميزهای کار، لوله های انتقال، زمين، ديوار، درب، پنجره و سقف است.
استريل  پنبه  می شود،  استفاده  دسته دار)  استريل  سواب گيری۱ (پنبه  روش  از  منظور  اين  برای  کارکنان،  پوست  و  دست  الف) 
دسته دار را در محلول رقيق کننده مناسب مانند سرم فيزيولوژی، محلول رينگر، محيط کشت نوترين براث خيس کرده و اطراف آن 
را  روی سطح پوست مورد نظر مانند انگشتان دست، کف دست يا هر جای ديگر کشيده و سپس آن را وارد محلول رقيق کننده کرده 
و دسته اضافی آن را با شکستن خارج نموده و با استفاده از شيکر محتوی محلول رقيق کننده را يکنواخت نموده، سپس آن را تا حد 
لازم رقيق کنيد (مطابق با روش تهيه رقت های متوالی در فصل ششم) و به محيط کشت مورد نظر انتقال دهيد، بديهی است محيط 
کشت برای شناسايی، باکتری های گوناگون متفاوت است اما در بيشتر موارد لازم است آلودگی دست به ميکروارگانيسم های طبيعی 

P ــ۱ essu e p a e
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مانند استافيلوکوک طلايی و استافيلوکوک اپيدرميس و کلی فرم ها به عنوان شاخص آلودگی دست با دستگاه گوارش مورد ارزيابی 
قرارگيرد.

ب) سطوح محيط کار و دستگاه ها، اين سطوح را می توان به دو دسته سطوح افقی و عمودی تقسيم کرد، برای سطوح افقی و در 
مواردی که رطوبت نسبی هوا زياد بوده و موجب تبخير آب محيط کشت نمی شود می توان بسته به نوع ميکروب تعدادی محيط کشت 
جامد عمومی  و يا اختصاصی را روی سطح معينی از محل ريخته و به حال خود قرار داد تا ميکروارگانيسم ها در صورت حضور تکثير 
کرده و تشکيل کلنی بدهند. برای سقف و حتی کف می توان محيط کشت آگار را در تشتک ريخته و منتظر شد که سفت شود، سپس 

تکه ای از آن را بريده و روی سطح مورد نظر برای تشخيص آلودگی چسباند.
در مواردی که سطوح مورد نظر برای تشخيص آلودگی در جای خشک يا سرد قرار داشته باشند دو روش بالا عملی نيست و 
لازم است با استفاده از سواب ميکروب های سطح معينی از محيط کار نمونه برداری شده و به محلول های رقيق کننده و يا محيط های 

کشت انتقال يافته و در گرمخانه قرار داده شود.
پ) ديوار ها، پنجره و سطوح عمودی دستگاه ها و مخازن را هم می توان با سواب نمونه برداری کرده و يا تکه آگار محيط کشت 
جامد مورد نظر را روی آن چسباند. استفاده از تکه آگار زمانی امکان پذير است که پيش از تکثير ميکروب ها و ظاهر شدن کلنی ها آنها 

خشک نشود.
ت) لوله های انتقال باز شونده و کوتاه را می توان با ريختن محيط کشت جامد روی سطح معينی از آن و يا با جاری کردن محيط 
کشت مايع از داخل آن و يا با جاری کردن ماده رقيق کننده از داخل آن و يا جاری کردن ماده رقيق کننده از داخل آن نمونه برداری 
و مورد آزمون قرار داد؛ نحوه رقيق کردن نمونه و گزينش محيط کشت برای شناسايی ميکروارگانيسم ها در جای ديگر اين مجموعه 

مورد بحث قرار گرفته است.
ث) استفاده از تشتک های فشاری،اين امکان وجود دارد که محيط کشت عمومی  يا اختصاصی را در تشتک های يکبار مصرف 
ريخته و بطور کامل پر کرده و پس از سفت شدن آن را روی سطح مورد نظر برای تعيين آلودگی چسباند تا ميکروب ها به سطح محيط 

کشت منتقل شوند و با گرمخانه گذاری رشد کرده و کلنی های قابل شمارش و شناسايی تشکيل دهند.
٣ــ۲ــ۹ــ روش پيشرفته و دستگاهی برای ارزيابی آلودگی محيط کار: در بسياری از موارد برای ارزيابی سلامت 
محيط کار درکارخانه های مواد غذايی فرصت ها اندک بوده و مجال برای انجام کار با روش های ياد شده نيست زيرا در بيشتر روش های 
ياد شده کمينه زمان مورد نياز حدود ۴۸ ساعت است و برای تشخيص نهايی گاه لازم است مراحل تکميلی با نياز به زمان بيشتر انجام 
گيرد. در چنين شرايطی لازم است ارزيابی با روش های سريع انجام گيرد. اين روش ها از سال ها پيش در کشورهای پيشرفته به مرحلهٔ 

اجرايی رسيده که چند مورد از آنها در اينجا برای آشنايی مقدماتی ارائه می شود.
نظر  مورد  محل های  سواب گيری  از  استفاده  با  روش  اين  در   :Coulter Counterالکتريکی شمارنده  روش  ۱ــ 
نمونه برداری شده، در صورت نياز  رقت های مورد نياز تهيه شده و وارد مخزنی می شود که در آن لوله مويينی قرار دارد. رقت های 
تهيه شده به ترتيب وارد اين مخزن می شوند و از داخل لوله مويين و از زير چشم الکتريکی عبور می کنند. چشم الکترونيکی به صورت 

ديجيتال، ميکروب های عبور کرده از لوله مويين و زير چشم الکترونيکی را شمارش می کند.
۲ــ روش اندازه گيری آدنوزين تری فسفات: اين روش بر اساس اين وضعيت طراحی شده که بين مقدار ATP موجود در 
يک محلول و تعداد سلول ميکروبی رابطهٔ مستقيمی برقرار است و هرچه بار آلودگی ميکروبی محيطی بيشتر باشد مقدار ATP آن هم بيشتر 
است زيرا سلول های ميکروبی هم کم و بيش دارای مقدار معينی ATP هستند و با تعيين مقدار ATP در هر محيط می توان عدد حاصل را 

بر مقدار ATP يک سلول تقسيم کرد تا تعداد ميکروب تعيين شود. مقدار ATP يک سلول ۱۰ــ۱۰ * ۲۲/۶۶ ميکروگرم است.
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