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 به نام خدا

 آشنایی با سازمان ملی استاندارد ایران

 ایران، صنعتی  و تحقیقات استاندارد  مؤسسۀ   مقررات و قوانین اصلاح  قانون 3 مادۀ یک بند موجب به استانداردایران سازمان ملی  

صوب  سمی  مرجع تنها 1371ماه بهمن م شور  ر ست  ک شر  و تدوین تعیین، که وظیفۀ ا سمی( ایران    ن ستانداردهای ملی )ر  به را ا

 .دارد عهده

ستاندارد در حوزه  سیون های مختلف تدوین ا سازمان     در کمی سان  شنا سات    صاحب  ،های فنی مرکب از کار س نظران مراکز و مؤ

شرایط تولیدی،       علمی، پژوهشی، تولیدی و اقتصادی آگاه و مرتبط انجام می   شود و کوششی همگام با مصالح ملی و با توجه به 

کنندگان،  لیدکنندگان، مصتتترفصتتتاحبان ح  و نفع، شتتتام  تو ۀفناوری و تجاری استتتت که از مشتتتارکت آگاهانه و منصتتتفان

نویس  شتتودپ پی دولتی حاصتت  میهای دولتی و غیرکنندگان، مراکز علمی و تخصتتصتتی، نهادها، ستتازمانصتتادرکنندگان و وارد

شتتود و پس از دریافت  های مربوط ارستتام میکمیستتیون نفع و اعضتتایملی ایران برای نظرخواهی به مراجع ذی استتتانداردهای

ستاندارد ملی )رسمی( ایران چاپ و    ،ملی مرتبط با آن رشته طرح و در صورت تصویب     ۀدها در کمیتنظرها و پیشنها  به عنوان ا

 شودپمنتشر می

ستانداردهایی پی  سازمان      نویس ا سات و  س شده تهیه می    صلاح ذیمند و های علاقهکه مؤ ضوابط تعیین  کنند  نیز با رعایت 

شتتتودپ بدین ترتیب، چاپ و منتشتتتر می ملی ایران ، به عنوان استتتتانداردبررستتتی و درصتتتورت تصتتتویب ،درکمیته ملی طرح

ملی استاندارد مربوط که ۀتدوین و در کمیت 5 رۀاستاندارد ملی ایران شما مقررات شود که بر اساس ملی تلقی می استانداردهایی

 به تصویب رسیده باشدپ شودتشكی  میایران استاندارد  در سازمان ملی

ستاندار سازمان ملی   سازمان بین    د ا صلی  ستاندارد ایران از اعضای ا و   2(IEC) المللی الكتروتكنیک،کمیسیون بین ISO(1(المللی ا

در کشور فعالیت   CAC(5(کمیسیون کدکس غذایی 4است و به عنوان تنها رابط OIML3)(شناسی قانونیالمللی اندازهسازمان بین

ضم   می ستانداردهایملی ایران  شرایط کلی و نیازمندی  کندپ در تدوین ا شرفت   ن تتتتتوجه به  شور، از آخرین پی های های خاص ک

 شودپگیری میالمللی بهرهعلمی، فنی و صنعتی جهان و استانداردهای بین

و  کنندگان، حفظ سلامتبینی شده در قانون، برای حمایت از مصرف  تواند با رعایت موازین پی سازمان ملی استاندارد ایران می  

محیطی و اقتصتتتادی، اجرای بعضتتتی از دی و عمومی، حصتتتوم اطمینان از کیفیت محصتتتولات و ملاحظات زیستتتتایمنی فر

ستاندارد، اجباری          شورای عالی ا صویب  شور و/یا اقلام وارداتی، با ت صولات تولیدی داخ  ک ستانداردهای ملی ایران را برای مح  ا

برای محصتتتولات کشتتتور، اجرای استتتتاندارد کالاهای صتتتادراتی و المللی تواند به منظور حفظ بازارهای بینپ ستتتازمان میکند

شیدن پ همچنین برای اطمینان کند بندی آن را اجباریدرجه ستفاده  بخ سازمان به ا سات فعام در    کنندگان از خدمات  س ها و مؤ

صدورگواهی     ۀزمین شاوره، آموزش، بازرسی، ممیزی و  ستم   م ست  هایسی شگاه محیطی، آ مدیریت کیفیت و مدیریت زی ها و زمای

سنجی   سیون )کمراکز وا ستاندارد این  سازمان ملی وسای  سنج ،    (الیبرا سازمان ا ساس ضوابط نظام       گونه  ها و مؤسسات را بر ا

صلاحیت ایران ارزیابی می  صلاحیت به آن    تأیید  شرایط لازم، گواهینامۀ تأیید  صورت احراز  ا هها اعطا و بر عملكرد آنکند و در 

ستگاه بین نظارت میكندپ تر سنج ، تعیین عیار فلزات گرانبها و انجام تحقیقات کاربردی       المللی ویج د سای   سنجی و یكاها، وا

 پاست سازمانملی ایران از دیگر وظایف این  برای ارتقای سطح استانداردهای

                                                 
1- International Organization for Standardization 

2- International Electrotechnical Commission 

3- International Organization for Legal Metrology (Organisation Internationale de Metrologie Legals) 

4-Contact point 

5- Codex Alimentarius Commission  
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 پيشگفتار

محصولات )کالا /  های اصولی و مدون در زمینهیكی از مهمترین وظایف سازمان ملی استاندارد ایران، آموزش

ها خدمات ( مشموم استاندارد اجباری از طری  برگزاری دوره های آموزشی می باشدپ بخشی از این آموزش

های همكار سازمان می باشد که برگزاری این شام  کارآموزی مدیران کنترم کیفیت و کارشناسان آزمایشگاه

شودپ برای ایجاد وحدت رویه هشگاه استاندارد انجام میهای همكار و پژوها، آزمایشگاهدوره ها از طری  استان

و هماهنگی در نحوه برگزاری این دوره ها در مراکز مختلف به منظور ارتقاء کیفیت آموزش مخاطبین مورد 

نظر، دفتر آموزش و ترویج استاندارد با همكاری پژوهشگاه استاندارد، در راستای استاندارد سازی فرآیند 

به تدوین برنامه مدونی برای انجام فرآیند کارآموزی در زمینه محصولات مشموم استاندارد  کارآموزی، اقدام

 اجباری نموده استپ 

در این راستا، جزوه حاضر جهت یک پارچه نمودن فرآیند کارآموزی و به منظور یكسان سازی محتوای آموزشی 

 ر داده شده استپهای کارآموزی در ک  کشور تهیه و در اختیار کارآموزان قرادوره

از مدرسین گرامی و فراگیران محترم تقاضا می گردد، در صورت وجود نقطه نظرات و پیشنهادات در جهت 

تماس حاص  نموده و یا از طری  پست  021-88879469ارتقاء کیفیت آموزشی مربوطه با شماره تلفن 

و آدرس تهران، ضلع جنوب غربی میدان ونک شماره  isiri.amozesh.qc@gmail.comالكترونیكی 

 پاقدام فرماییدپ از بذم عنایتی که می فرمایید سپاسگزاریم 14155-6139صندوق پستی  2592

mailto:isiri.amozesh.qc@gmail.com
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 آب یولوژيكروبيم یکارآموز دوره یحتوام

 
 

 : یدوره کارآموز عنوان

 آب  یولوژیكروبیم

 

 مخاطب: گروه

 کارشناسان و یدیتول یواحدها تیفیکنترم ک رانیها، مدادارات ک  استاندارد استان کارشناسان

همكار یهاشگاهیآزما  

 

 :یدوره کارآموز یهدف از برگزار

 رانیا یبر اساس استاندارد ملآب انواع  یولوژیكروبیم یهابا آزمون ییآشنا یدوره کارآموز نیا یاز برگزار هدف

 :ردیگیرا در بر م ریباشد و موارد زیم 6267و  4403، 1011های شمارۀ

 آزمایشگاهی  دیهای بهینه و جدروش اطلاع رسانی -1

 آب  یولوژیكروبیم شگاهیآزما هیرو یسازكسانی -2

 هاشگاهیحاصله از آزمون در آزما جینتابه ها و اعتمادشگاهیآزما حیکرد صحاز عم  نانیاطم -3

 آب  یولوژیكروبیم یهاانجام آزمون نهیمهارت در زم جادیو ا یارتقا سطح آگاه -4

بر اساس  یولوژیكروبیم شگاهیآزما یبا الزامات فن ییشناآ       -5 

9899 رانیا یاستاندارد مل  

 پس از طی دوره: کارآموزان یهاتوانایی 
 های مورد نیازسازی محیط کشتسترونروش تهیه و  -

 سازی وسای  مورد نیازسازی و سترونروش آماده -

 روش آلودگی زدایی مواد مصرفی و وسای - -

 نحوه استفاده صحیح از تجهیزات مورد نیاز در آزمایشگاه -

 کارگیری از استانداردهای مرتبطهروش ب -

 روش اجرای آزمون طب  استاندارد-

 هاعیین هویت باکتریشناسایی و ت -

 

 پيش نياز: 

 پدندار



 ه

 

  رئوس مطالب آموزشی :

 منبع/ استانداردها
 اجراکننده

مدت آموزش 

 ردیف رئوس مطالب محتوای آموزشی )ساعت(

 تئوری عملی مدرس کارآموز

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

9899 

 *  1 

 آشنایی با وسای  مورد نیاز

آزمایشگاهیآشنایی با اصوم   

های مختلف آشنایی با قسمت

 آزمایشگاه میكروبیولوژی

با روش کشت  ییآشنا

و  یگذارو گرمخانه

 یهاکشت یبررس

 انجام شده

1 

استانداردهای ملی 

 4403، 1011ایران 

9899و  6267،   

* * 5/0  5/0  
 روش تهیه و اتوکلاو کردن محیط

هاکشت  

با روش کشت  ییآشنا

و  یگذارو گرمخانه

 یهاکشت یبررس

 انجام شده

2 

استاندارد ملی ایران 

9899 
* * 5/0  5/0  

سازی سازی و سترونروش آماده

 وسای  مورد نیاز

 یبررس ر،یتفس نحوه

یدهو گزارش جینتا  
3 

جزوه آموزشی و  

استاندارد ملی ایران 

و  4403، 1011

6267 

 *  1 

هدف و دامنه کاربرد، مواد و 

جهت انجام  های مورد نیازدستگاه

 آزمون

آشنایی با استاندارد 

 روش آزمون
4 

جزوه آموزشی و  

استاندارد ملی ایران 

و  4403، 1011

6267 

 *  5/0  
آشنایی با مجموعه فیلتراسیون 

 جهت صاف سازی نمونه آب

آشنایی با سیستم 

 فیلتراسیون
5 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

و  4403، 1011

6267 

* * 5/0  5/0  

آشنایی با انواع فیلترهای غشایی و 

استفاده از تجهیزات مربوط به 

 فیلتراسیون نمونه

سازی روش آماده

 نمونه در آزمایشگاه
6 

جزوه آموزشی و 

استاندارد ملی ایران 

5271 

* * 5/0  5/0  
دما و زمان ، چگونگی کشت نمونه

گذاریمناسب جهت گرمخانه  

شمارش روش 

های میكروارگانیسم

 قاب  کشت

7 

جزوه آموزشی و 

استانداردهای ملی 

7724-1ایران   

 

 * 5/0  5/0  

آشنایی با روش کشت و گرمخانه 

گذاری و بررسی کشت های انجام 

 شده

جستجو و  روش

شناسایی اشریشیا 

فرم هاکلی و کلی  

8 

و  یجزوه آموزش

 یمل یاستانداردها

7724-2رانیا  
 * 5/0  5/0  

با روش کشت و گرمخانه  ییآشنا

انجام  یهاکشت یو بررس یگذار

 شده

جستجو و روش 

شمارش انتروکوک 

ایهای روده  

9 

 



 و

 

 منبع/ استانداردها
 اجراکننده

مدت آموزش 

 ردیف رئوس مطالب محتوای آموزشی )ساعت(

 تئوری عملی مدرس کارآموز

و  یجزوه آموزش

 یمل یاستانداردها

8869 رانیا  

 * 1 5/0  

-با روش کشت و گرمخانه ییآشنا

انجام  یهاکشت یو بررس یگذار

 شده

با روش کشت  ییآشنا

و  یگذارو گرمخانه

 یهاکشت یبررس

 انجام شده

10 

و  یآموزش جزوه

 یمل یاستانداردها

5353 رانیا  

* * 5/0  5/0  

-با روش کشت و گرمخانه ییآشنا

انجام  یهاکشت یو بررس یگذار

 شده

با روش کشت  ییآشنا

و  یگذارو گرمخانه

 یهاکشت یبررس

 انجام شده

11 

و  یآموزش جزوه

 یمل یاستانداردها

و  4403، 1011 رانیا

6267 

* * 5/0  5/0  
و  جینتا یبررس ر،یتفس نحوه

یدهگزارش  

 یبررس ر،یتفس نحوه

یدهو گزارش جینتا  
12 

 مدت دوره:  دو روز

 

 سایر استانداردها و منابع: 

های آزمونبرای برداری از آب نمونه -کيفيت آب ، 4208 شماره استاندارد ملی ایران -

 آیين کار -ميكروبيولوژی

 

 نحوه برگزاری آزمون: 

 

 

 

 تئوری عملی  

* * 

http://www.isiri.org/asp/account/checklog.asp?ID=4208.pdf
http://www.isiri.org/asp/account/checklog.asp?ID=4208.pdf
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 بآ ميكروبيولوژی کارآموزیجزوه دوره 

 

  : / تهيه کنندگانتهيه کننده

 / مهدی دوچشمهشهپر مقدمی 

 

 

 

 گروه پژوهشی/ آزمایشگاه:

 آبگروه پژوهشی میكروبیولوژی/آزمایشگاه 

 سفارش دفتر آموزش و ترویج استانداردبه

 

  

  
 منابع و مآخذ:

  هاویژگی –آب معدنی طبیعی، 2441 شمارۀاستاندارد ملی ایران  -1

 -ها در آب با استفاده از روش کشتشمارش میكروارگانیسم -کیفیت آب ،4207 شمارۀاستاندارد ملی ایران  -2

  راهنما

استاندارد  های آزمونها و روشویژگی -طبیعی آب معدنی میكروبیولوژی ،4403 شمارۀاستاندارد ملی ایران  -3

 های قاب  کشتمیكروارگانیسمآب ت شمارش ، 5271 شمارۀملی ایران 

های احیاءکننده سولفیت با جستجو و شمارش اسپورکلستریدیوم – آب، 5353 شمارۀاستاندارد ملی ایران  -4

 استفاده از صافی غشایی در آب

قسمت  –های روده ایجستجو و شمارش انتروکوک  -کیفیت آب، 7724-2 شمارۀاستاندارد ملی ایران  -5 

 غشاییروش صافی  : دوم

 قسمت اوم-هاجستجو و شناسایی اشریشیاکلی و کلیفرم  -کیفیت آب، 7725-1 شمارۀاستاندارد ملی ایران  -6

 روش صافی غشایی :

روش صاف شناسایی و شمارش سودوموناس آئروژینوزا به-کیفیت آب ،8869شمارۀ استاندارد ملی ایران  -7

 کردن غشایی

برای  راهنمای الزامات کلی-مواد غذایی و خوراک دام میكروبیولوژی ،  9899 شمارۀاستاندارد ملی ایران  -8

 آزمون

 1389یگانه، مهردادپ استاندارد و استاندارد کردن، چاپ اوم، موسسه دان  پارسیان،  -9
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 فهرست

هصفح عنوان

 ه

 ب سازمان ملی استاندارد ایران با آشنایی

 ج پیشگفتار

 د یدوره کارآموز یمحتوا

 ز یکارآموزجزوه دوره 

 ط مقدمه

 1 هدف  1

 1 رانیا یمل یاستانداردها  2

 یولوژیكروبیم شگاهیکار در آزما هیاصوم اول  3

 نمونه برداری 4
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34 

 36  آب یولوژیكروبیآزمون م یهاروش  5

 37 اصوم آزمون  5-1

 38 هاکننده یکشت و رق یهاطیمح  6

 39 آزمون یروش اجرا  7

 جینتا محاسبه  8

 جینتا انیب 9

67 

72 

 73 حد تشخیص در روش شمارش) اطلاعاتی(               -الف وستیپ

 ای لوله 9برای سری  95نمونه با سطح اطمینان % mL100در  MPNمقدار  -ب وستیپ

 (mL1/0لولهmL1  ،3لوله mL10 ،3لوله  3)

 (GMPاستانداردهای مرتبط با ) -پیوست پ

75 

 

76 

  استاندارد انواع - تپیوست 

 تیفیمورد استفاده در کنترم ک میمفاه -پیوست ح 

 مدیر کنترم کیفیت و آیین نامه تایید صلاحیت علمی و فنی –پیوست ج 

 ی میكروبیولوژی آب طب  استاندارد ملی ایرانهانقایص بحرانی، عمده و جزئی آزمون -پیوست چ 
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  مقدمه

شتود و از میلیاردهتا مولكتوم تشتكی      بتو استت کته در سراستر زمتین یافتت متی       رنت  و بتی  ماده بتی  1آب

ولكتتوم آب از دو اتتتم هیتتدروژن تشتتكی  شتتده استتت، کتته توستتط پیونتتدهای قتتوی کوانتتتام تپ مشتتده استت

هتای هیتدروژن یتک هستته دارنتد و تنهتا از یتک        بیشتتر اتتم   یک اتتم اکستیژن ارتبتاط دارنتد    شیمیایی به

دو فترم ایزوتتوپ آن، دوتریتوم و تریتیتوم، کته در آن هستته اتمتی حتاوی یتک و          دپ انت هپروتون تشكی  شد

هتتر بیستتت میلیتتون مولكتتوم آب، یتتک   شتتوند ازمیتتزان کمتتی در آب یافتتت متتی دو نتتوترون هستتتند، بتته

نتتام آب ستتنگین، و در تحقیقتتات شتتیمیایی و   بتته، )O2D(اکستتید دوتریتتو  .مولكتتوم آب ستتنگین استتت 

 عنتتوان یتتک نتتانو کنتتترم کننتتده )رد یتتاب( استتتفاده    های بتتراکتورهتتای هستتته همچنتتین در بعضتتی از  

رستد، امتا دارای ختواص شتیمیایی و فیزیكتی بستیار       نظتر ستاده متی   بته  )O2H (اگرچته فرمتوم آب  .شودمی

بستتیار  )F 212°(C 0100و نقطتته جتتوش )C 00)°F 32ذوب آن،نقطتته عنتتوان مثتتام، پیچیتتده استتت بتته

  .مقایسه با ترکیبات مشابه مانند: سولفید هیدروژن و آمونیاک استبیشتر از حد انتظار در 

تتر از آب متایع   آب یتخ در شتك  جامتد، متتراکم     ایتن استت کته،    آب های غیتر معمتوم  یكی دیگر از ویژگی

هتا در ستاختار   شتود ریشته ایتن ناهنجتاری    روش ختاص ختم متی   بته است، مولكوم آب آن خطی نیست اما 

هتتتای آب پیونتتدهای ضتتتعیف  هتتای هیتتتدروژن در مولكتتوم  اتتتتم .ر داردالكترونیكتتی مولكتتتوم آب قتترا  

جفتت  بته هتای هیتدروژن در یتک مولكتوم آب     معنتی استت کته اتتم    بته ایتن   دپدهنت هیدروژن تشكی  متی 

اعتقتتاد بتتر ایتتن استتت کتته  دپشتتونالكتتترون، الكترونتتی از اتتتم اکستتیژن در مولكتتوم آب مجتتاور جتتذب متتی

گیترد و دوبتاره   طتور متداوم شتك  متی    بته هتای مولكتولی آب استت کته     ساختار آب متایع حتاوی مولكتوم   

ویستتكوزیته بتتالا و کشتت  ستتطحی، را  :هتتای غیتتر معمتتوم آب، ماننتتدایتتن امتتر ویژگتتی دپگیتترشتتك  متتی

دمتا بستتگی دارد آب در سته نتوع مختلتف گتاز، جامتد و متایع در زمتین وجتود           بهشك  آب .کندتولید می

عنتوان یتخ در قطتب    بته هتا، جریتان دارد،   هتا و رودخانته  ایع در اقیتانوس عنتوان مت  بته در سیاره ما آب  دارد:

صتتورت گتتاز )بختتار( در جتتو وجتتود دارد و از طریتت  تبخیتتر، بتتارش و بتتهو  شتتمام و جنتتوب، جامتتد استتت

 .شود در گردش استدیگری که، چرخه آب نامیده میبهطور مداوم از یک فرم بهروان آب، 

 

   آب های زیر زمينی

تجمتع پیتدا    زمتین دار و اشتباع زیتر   هتای آب شتود کته در لایته   هتایی گفتته متی   به آبهای زیر زمینی بآ

 :شكام مختلفابه و استکرده

                                                 
1-H2O  

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D9%85%DB%8C%D9%86
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هتتای زیتتر زمینتتی در طتتی آب پ، وجتتود دارد4یآب متتویینگ ،3یآب ثقلتت  2یآب غشتتای ، 1یآب هیگروستكوپ 

هتای موجتود در ختاک ممكتن استت      نتوع ختاک و آلاینتده   بستته بته   5هتای آبتدار  ه لایته روند نفوذ ختود بت  

شتتودپ آب معتتدنی دارای ایتتن ترتیتتب آب معتتدنی تشتتكی  متتی -و بتتهحتتاوی متتواد معتتدنی و آلتتی شتتوندپ  

در طتوم ستام   و هتای مختلتف زمتین در آب حت  شتده      املاح معتدنی خاصتی استت کته بتا عبتور از لایته       

ویژگتی شتیمیایی و میكروبیولتوژیكی آن از ثبتات نستبی بتر ختوردار استتپ          ترکیب آن، ثبتات جریتان آن،  

  .کندفرد است و مشخصات طعم آن را مشخص میها برای هر آب معدنی منحصر بهاین ویژگی

 

 های زیرزمينیخاطرات آبم

 نآلاینتده مضتر از مختاز    متواد شتیمیایی و   تتراوش نفتوذ و  دلیت   بته های زیر زمینتی،  یكی از مخاطرات آب

 هتتای زیرزمینتتیهتتای آبدرون ستتفرههتتای فاضتتلاب بتتههتتای دفتتن زبالتته یتتا سیستتتماز محتت و  زیرزمینتتی

هتای زیرزمینتی از طریت  زهتاب حاصتله از متزارع کشتاورزی کتود داده شتده و منتاط  صتنعتی،            آباست 

هتای  داخت  فاضتلاب یتا روی زمتین، آب    هتا بتا ریختتن متواد شتیمیایی بته      شتوندپ صتاحبان خانته   آلوده می

 کنندپ زیرزمینی را آلوده می

 
-از مختازن و منتابع زیرزمینتی عمیت  محافظتت شتده از خطترات آلتودگی استتخراج متی           معدنی کته آب 

و انجتام هتیگ گونته فراینتد )بته جتز در متوارد محتدود ماننتد:          هتای پالایشتی نتدارد    فراینتد نیازی بته  شودپ

باشتتد و نگنتتز، ستتولفور و آرستتنیک( مجتتاز نمتتینتتا پایتتدار ماننتتد ترکیبتتات آهتتن، م ءکربناتتته، حتتذف اجتتزا

                                                 
 .چسبدهای رسوب میهای ریز در اطراف دانهآبی است که به صورت قطره - 1

 .پوشاندهای رسوب را میصورت یک قشر نازک، اطراف دانهآبی است که به - 2

کنتد و اگتر امكتان حرکتت وجتود داشتته باشتد از محت  ختود تحتت تتأثیر نیتروی جاذبته              هتای رستوب را پتر متی    آبی است که اطراف و بین دانته  - 3

 .یابدزمین یا ثق ، حرکت کرده و جریان می

دانته ریتز، فضتای لولته      رستوبات گیتردپ  آن، در میتان رستوبات دانته ریتز قترار متی       بخشی از آب است که بتر روی ستطح آب زیرزمینتی و ستوار بتر      - 4

 4 کننتد کته تحتت تتأثیر نیتروی متوئینگی، بخشتی از آب زیرزمینتی را در ختلاف جهتت نیتروی ثقت  تتا ارتفتاع              مانند و پیگ و ختم داری ایجتاد متی   

هتای رستوب ریزتتر    هتای رستوب بستتگی داشتته و هرچته دانته      قطتر دانته  کشتندپ ضتخامت آب متوئینگی بته    بالا میچندین متری به -5

 پبود باشند ضخامت قشر موئینگی نیز بیشتر خواهد

هتای  کنتدپ لایته  ستمت پتایین حرکتت متی    خلخت  ختاک شتده و بته    تدر اثتر نیتروی جاذبته وارد محتیط م    که های سطحی خشی از آبب

عتتواملی نظیتتر جتتنس و  وانتتدپ هتتای مختلتتف بوجتتود آمتتدهمختلتتف زمتتین از متتواد و ترکیبتتات مختلتتف ختتاک شتتك  گرفتتته و در زمتتان

هتتای مختلتتف فضتتای زیتترزمین بختت  پشتتودباعتتم متتی  پپپ ختتوردگی وهتتا، میتتزان تخلختت ، میتتزان تتتراکم، میتتزان تتترک دازه دانتتهانتت

صتورت نستبی ظرفیتت بتالاتری بترای      هتایی از زمتین کته بته    های متفاوتی برای جذب، ذخیتره و انتقتام آب داشتته باشتدپ لایته     ظرفیت

هتا، بخت  اعظتم آب نفتوذ کترده      دلیت  نفوذپتذیری بیشتتر ایتن لایته     شتوندپ بته  نامیتده متی   ختوان آبجذب، ذخیره و انتقام آب دارنتد  

توانتد ماننتد یتک    یدار مت شترایط احاطته کننتده آن، یتک لایته آب     شتودپ بستته بته   هتا متی  صتورت طبیعتی جتذب آن   در عم  زمین بته 

 کندپتر منتق  های مجاور و عمی لایهیک رودخانه زیرزمینی آب را به :مخزن زیرزمینی آب را ذخیره یا مانند

 

https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%A2%D8%A8_%D9%87%DB%8C%DA%AF%D8%B1%D9%88%D8%B3%DA%A9%D9%88%D9%BE%DB%8C&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%A2%D8%A8_%D8%BA%D8%B4%D8%A7%DB%8C%DB%8C&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%A2%D8%A8_%D8%AB%D9%82%D9%84%DB%8C&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%A2%D8%A8_%D9%85%D9%88%DB%8C%DB%8C%D9%86%DA%AF%DB%8C&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D8%A8%D8%AE%D9%88%D8%A7%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D8%A8%D8%AE%D9%88%D8%A7%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D8%A8%D8%AE%D9%88%D8%A7%D9%86
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ایتن   شتودپ بنتابر  صتفیه و جداستازی متواد جامتد آنهتا استتفاده متی       تمنظتور  های فیزیكتی بته  تنها از صافی

بتتدون تيییتتر در ترکیبتتات  ، قنتتات2چشتتمه، 1انتتواع چتتاهآب استتتخراج شتتده از منبتتع طبیعتتی ثابتتت مثتت  

  پشودبندی می، بستهآن

 

 ميكروبيولوژی آب 

هتا  میكروارگانیستم ستی  هتای زیستت شنا  رشته علمی استت کته بتا بررستی تمتام جنبته      میكروبیولوژی آب 

شتود و بتته  هتا( کتته در آب وجتود دارد، مربتوط متتی   زوآهتتا و پروتوهتا، انگت   هتا، ویتتروس هتا، قتتارچ بتاکتری )

پ تای از میكروبیولتوژی زیستتت محیطتتی استت شتتود، کتته رشتتتهعنتوان میكروبیولتتوژی دریتتایی شتتناخته متی  

عنتتوان مثتتام، باشتتد بتته ، و حتتتی تهدیتتد کننتتدهکنتتدایجتتاد بیمتتاری  توانتتدمتتیحضتتور میكتتروب در آب 

 ،3: اشرشتتیاکلیکننتتد، ماننتتدگتترم زنتتدگی متتی هتتایی کتته در روده انستتان و ستتایر حیوانتتات ختتوناکتریبتت
توکستتین  توانتتایی تولیتتد د ونباشتتای متتیهتتای رودهپتتاتوژن، ویبریتتوو  شتتیگلا، ستتالمونلا،   O157:H7ستویه 

وارد هتای جتدی را بتر دستتگاه گتوارش      آستیب توانتد  یدر صورت آلوده شتدن آب بتا متدفوع، مت    و د نرا دار

  کندپ

 (پروتوزوئرها یا 4پروتوزوآ) یاختگانکت  

بتدون دیتواره ستلولی     وهتای یوکتاریوتی   یبترای تتک ستلول   استت کته   یک اصتطلاح غیتر رستمی     پروتوزوآ

هتتای مختلتتف داختت  ستتلولی  دارای بستتیاری از انتتدام هتتاپروتوزاهتتا، بتترخلاف بتتاکتری پشتتوداطتتلاق متتی

وظتتایف خاصتتی را انجتتام متتی   وهستتتند  دستتتگاه گتتوارشو  دهتتانهتتایی مشتتابهدارای ستتازه وهستتتند 

ای هت هگونت اشتكام مورفولتوژیكی متفتاوت دارنتد، بستته بته       در طتوم دوره زنتدگی ختود،    هاپروتوزوئردهندپ 

کته در برابتر استترس     هتای کوچتک و ستخت   کپستوم وهستتند   5یکیستت دارای مرحلته   آنهتا اکثر  مختلف

هتا حالتت عفتونی داشتته و از طریت  آلتودگی       تکیست  .کننتد را تولیتد متی   زیست محیطی مقتاوم هستتند،  

استتهام ختتونی  عامتت  6انتاموبتتا هیستتتولیتیكاماننتتد زا هتتای بیمتتاریگونتته.شتتوندمتتدفوعی دریافتتت متتی 

، عامتت  8پلاستتماودیوم فالستتیپاروم وبیمتتاری ختتواب آفریقتتایی  عامتت 7 تریپتتانوزوم بروستتیانگتت  و آمیبتتی، 

 بتوده در برابتر کلتر مقتاوم     هتا روتوزوآپشتكام کیستت   ا توانند در سراستر جهتان ویرانگتر باشتندپ    مالاریا، می

هتای شتیرین   آبهتای آزادزی  نیتز یكتی از آمیتب    9گلریتا فتاولری  ن پتوانتد از طریت  فیلتتر عبتور کنتد     و می

                                                 
و وقتی  آیدچشمه دارد، ولی در واقع چشمه بشمار نمیآیدپ این چاه با آنكه شباهتی بهفشار بیرون میچاه آرتزین چاهی است که آب از دهانه آن با  - 1

های محكم و نفوذناپذیر قرار های سوراخ سوراخی که در میان دو لایه از سن شن یا سن رسد بهرود تا میکند و میداخ  زمین نفوذ میآب باران بهکه 

دپ البته چاه آرتزین را می جهمخزن آب بزنند، آب با فشار بیرون میشود، و سپس هنگامی که سوراخی بهاندپ آنگاه در اطراف چنین آبی فشار جمع می

 .داخ  زمین باشدتر از سطح نفوذ آب بهبایست در جایی زد که پایین

ها در داخ  زمین از میان چون آب چشمه تر از سطح ایستابی باشدپشود که آب مجرایی طبیعی برای خود بیابد که پایینچشمه وقتی درست می - 2

که مواد معدنی بی  از اندازه معموم دارند، هایی چشمهپ مقداری مواد معدنی چون گوگرد و آهک در درون خود دارندرو همه آنها گذرد، از اینها میسن 

 .شوندهای معدنی خوانده میچشمه

3- Escherichia coli  

4-Protozoa 

5-Cysts 

6-Entamoeba histolytica 

7- Trypanosoma brucei 

8- Plasmodium falciparum 

9- Naegleria fowleri     

https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%BE%D8%A7%D9%86%D9%88%D8%B2%D9%88%D9%85_%D8%A8%D8%B1%D9%88%D8%B3%DB%8C&action=edit&redlink=1
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بتر روی دستتگاه فوقتانی بینتی      و غواصتی وارد آب بتدن شتود   رستد کته در هنگتام شتنا یتا      نظر میبهاست 

هتای آزادزی کته افتراد بتا نقتص سیستتم ایمنتی را درگیتر متی         کته بتر ختلاف ستایر آمیتب      گیردقرار می

هتتا و حیوانتتات بتتا سیستتتم ایمنتتی ستتالم را متتورد تهتتاجم قتترار داده و موجتتب بتتروز بیمتتاری  کننتتد انستتان

شتتودپ در ایتتن بیمتتاری پتترده مننتتژ ميتتز درگیتتر و در  آنهتتا متتی کشتتنده مننگوانستتفالیت آمیبتتی اولیتته در

از طتترف بیشتتترین نگرانتتی   .دهنتتدمتتدت بستتیار کوتتتاهی افتتراد مبتتتلا جتتان ختتود را از دستتت متتی      

 وجود دارد پ 2و کریپتوسپوریدیوم  1ای مانند ژیاردیاپروتوزوئرهای روده

 
 3سيكلوسپورا 

رده کوکسیدیا، که دارای گسترش و پراکندگی  زیرمتعل  بهای است تک یاخته 4سیكلوسپورا کایتاننسیس

کوکسید کیستی است که باعم اسهام خود محدود  5یک آپیكومپلكسان سیكلوسپورا کایتاننسیس پجهانی است

است که همچنین  μm10اتتتت μm5/7های کروی و دارای قطر بین از لحاظ مورفولوژی، اووسیست شودکننده می

یرا یک ز است O.2.2 با پوش  خارجی نخ مانند هستند فرموم اووسیست nm50دارای یک دیوار با ضخامت 

  پ اسپوروسیست است و هر اسپوروسیست دارای دو اسپوروزوآیت است اووسیست دارای دو

 

 

                                                 
1- Giardia  

2- Cryptosporidium 

3- Cyclospora 

4- Cayetanensis 

  .گیرندقرار میزیر های مهم انسانی در چهار شاخه تک یاخته (تحت سلسۀ) Sub kingdom بر اساس- 5

 (تاژک داران )مستیگوفورا- IIو ) ها )سارکودیناآمیب- Iشام  : سارکومستیگوفورا -الف

 .ترین تک یاخته استتكام  یافته ،در این شاخه فقط بالانتیدیوم کلی): دارانسیلیوفورا )مژه -ب

هتتای مورفولتتوژیكی را ای هستتتند کتته طیتتف وستتیعی از شتتك  هتتای پیچیتتده: اپیكومپلكستتان یتتک گتتروه، ارگانیستتممپلكستتا یتتا استتپوروزوآواپیك -پ

نهتتا میزبتتان طبیعتتی و بتترای برختتی دیگتتر میزبتتان اتفتتاقی آانستتان بتترای برختتی از  .دهنتتدجتتنس و مرحلتته چرختته حیتتات ختتود نشتتان متتیبستتته بتته

شتام    Apicomplexan دوره عمتر  .دهنتد جتنس و مرحلته چرخته حیتات ختود نشتان متی       هتای مورفولتوژیكی را بستته بته    شتك  شتودپ  محستوب متی  

 استپ gam etogony و  sporogony،merogonyسه مرحله است

 پپدیدار شدند (ایمونوساپرس) های سرکوب کننده ایمنیبا ظهور ایدز و هپاتیت و بیماری این گروه هایانگ  :سپورامیكرو -ت



 م 

عفونت  کندگوارش سپری میهای اپیتلیام میزبان و دستگاه پروتوزوآ چرخه زندگی درون سلولی را داخ  سلوم

مواد شودپ ایجاد میفاضلاب ی در مواد غذایی آلوده بههاوسیستواز طری  مسیر دهانی و خوراکی با بلع ا

پس س پشودمیها و آزاد شدن اسپوروزوئیت شیمیایی مختلف در دستگاه گوارش میزبان باعم تندش اووسیست

یک نوع تولید (1صورت غیر قاب  شمارشبه و دهندحمله قرار میهای اپیتلیالی را مورد ها سلوماسپوروزوئیت

های میزبان جدید ها ممكن است سلوماین سلوم شودتولید بسیاری از میرووزویت میمنجر به ،مث  غیرمعموم(

اشدپ سیكلوسپورا بتظاهرات کلینیكی سیكلوسپوریازیس در انسان مشابه کریپتوسپوریدیازیس می را آلوده کنندپ

 سندرم نارسایی سیستممدت است که هم در مبتلایان بهنی های آبكی طولای از عوام  ایجاد کننده اسهامیك

  .شودمیایمنی و هم در افراد سالم مشاهده 

 2هيستوليتيكا آنتامبا : 

ا بفرم فعام آن در روده بزرگ انسان پ باشدای و اسهام خونی میتک یاخته آنتامبا عام  بیماری آمیبیاز روده

 شودپمی های این آمیب از طری  مدفوع فرد مبتلا دفعکندپکیستمخاط روده در آن زخم ایجاد میحمله به

 μm20اتتتت μm10ها کیست آلودگی مدفوعی آب آشامیدنی، عام  مهمی برای ایجاد بیماری آمیبیاز استپ
  استپپتانسی  انتقام آلودگی در مناط  گرمسیر بیشتر استپ

 

 
 

چندین )توانند ها میتکیس ردوجود دا (کیست5ا تتت کیست1) /Lتعداد کم در فاضلاب به هیستولیتیكانتامبا آ

 ییك زنده بمانندپ( C0 50در آب min 5)و  (C0 45در آب min 30)و  (C0 30در آب d 3)و (صفر C0ماه در آب 

های قرمز خون است کند، بلع گولبومها متمایز میکه آن را از سایر آمیب آنتامبا هیستولیتیكاهای از ویژگی

 شودپکه در سیتو پلاسم آن مشاهده می

 
 

                                                 
1- Merogony 

2- Entamoeba histolytica 



 ن 

کلر خیلی مقاوم این انگ  نسبت به شودپسبب مرگ آنتامبا می min 3ا تت min 2 زمان مدتجوشاندن آب به

عوام  از  توانندکام  نبودن فرآیند تصفیه آب، نقص در سیستم لوله کشی و ارتباط آب با فاضلاب می استپ

ر و ضریب با اندازه مؤث شنیهای در فرآیند تصفیه آب، استفاده از صافی این تک یاخته باشندپ یهاانتقام کیست

ام  ها در آب شیرین و تازه، شو با بسیاری از میكروارگانیسم گرددپها مییكنواختی مناسب، سبب حذف کیست

  همراه استپ 3چک مانند روتیفرو حیوانات کو 2ها، جلبک1هاها، سیانو باکتریباکتری

 

 کریپتوسپوریدیوم: 

 تتتتک یاختتتته انگلتتتی کریپتوستتتپویدیوم در روده حیوانتتتات اهلتتتی، وحشتتتی و انستتتان ایجتتتاد بیمتتتاری  

و حیتتوان بتتا آب آشتتامیدنی از طریتت  تمتاس مستتتقیم متتدفوع انستان   انستتان بتتهانتقتتام آلتودگی   کنتتدپمتی 

ارگانیستم نیتز ستبب ایجتاد بیمتاری استهالی شتبه         ایتن آوده بته هتای ستطحی   مصترف آب پ گیترد انجام می

شتیوع کریپتوستپوریدیوم در    شتودپ کته در افتراد بتا نقتص ایمنتی ستبب بیمتاری متزمن متی          شتودپ متی وبا 

 μm 4آنهتا  انتدازه   باشتدپ انتد، متی  هتائی کته فقتط کلرزنتی شتده     آب آشامیدنی تصفیه نشتده و آب  ارتباط با

حجتتم  استتتپ میتتزان حتتذف آنهتتا از طریتت  فرآینتتدهای متنتتوع تصتتفیه هنتتوز واضتتح نیستتتپ   μm 6اتتتتتت

 کلتتر مقتتاوم استتتپ ایتتن انگتت  نستتبت بتته  استتتپL  400اتتتتت L380نمونتته متتورد نیتتاز بتترای آزمتتای    

وستیله آب  متوارد شتیوع ایتن بیمتاری بته      شتوندپ و بتالاتر کشتته متی    C0 60وسیست این انگت  در دمتای  وا

عنتوان تنهتا فرآینتد تصتفیه بترای منتابع آب       بته کته   ،گنتدزدائی بتا کلتر   و ناکار آمتد بتودن   تاثیر بی نشانگر

حفاظتت از  و  ی، همتراه بتا انعقتاد، فیلتراستیون(    ای )گنتدزدائ تصتفیه چنتد مرحلته   باشتدپ  ، متی استت آلوده 

بهتتترین ، منتتابع آبهتتا بتته جلتتوگیری از ورود فاضتتلاب ، و منتتابع آب ستتطحی و زیرزمینتتی از آلتتودگی  

  پاستهای انگلی پروتوزوایی در برابر بیماری حفاظ

 
 ژیاردیا  : 

ای دارای چرختته زنتتدگی دو مرحلتته ،باشتتدانگتت  روده انستتان و حیوانتتات متتی ودار استتت تتتک یاختتته تتتاژک

 کنتدپ عتدد ایجتاد عفونتت متی    ( 10حتتی تتا   )ایتن انگت    فترم بتال    تعتداد کتم    وکیستی و فرم فعتام بتوده   

بتاز شتده و    روده باریتک بته هتا پتس از ورود   کیستت  شتودپ متی  (،عامت  استهام  )عامت  ژیاردیاستیس   4یاردیا ژ

شتتدن زیتتاد هتتا از طریتت  تقستتیم دوتتتایی شتتروع بتته شتتوندپ تروفوزوئیتتتاز آن ختتارج متتی هتتاتروفوزوئیتتت

                                                 
1- Cyanobacteria  

2- Algae 

3- Rotifer 

4- Giardia 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B1%D9%88%D8%AF%D9%87_%D8%A8%D8%A7%D8%B1%DB%8C%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%AA%D8%B1%D9%88%D9%81%D9%88%D8%B2%D9%88%D8%A6%DB%8C%D8%AA&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%AA%D8%B1%D9%88%D9%81%D9%88%D8%B2%D9%88%D8%A6%DB%8C%D8%AA&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%AA%D8%B1%D9%88%D9%81%D9%88%D8%B2%D9%88%D8%A6%DB%8C%D8%AA&action=edit&redlink=1
http://science.jrank.org/pages/205/Algae.html


 س 

استتتفاده از شتتودپ آنهتتا بتتا  منتشتتر نمتتی ختتونبتتاقی مانتتده و از طریتت    دوازدهتتهکننتتدپ ژیاردیتتا در متتی

صتورت کیستت درآمتده    چستبندپ در برختی حتالات ختاص بته     جتدار روده متی  بته های چسبنده ختود  دیسک

 mμ 10اتتتتتت mμ 7طتتوم و mμ 121اتتتتت mμ 8ژیاردیتتا یهتتاانتتدازه کیستتت پشتتوندو در متتدفوع دفتتع متتی 

  د داردپوجوکیست  10 6گرم از مدفوع فرد آلوده  هر در عرض دارندپ

هتتا فاضتتلاب استپکیستتت  L /24000ا تتتتتL /10000دود حتتدر هتتا در فاضتتلاب ختتانگی  غلظتتت کیستتت 

هتتتای متعتمتتتوم  روشژیتاردیتتتا نستتتبت بتتته   ماننتتدپزنتتده متتی  C0 8متتاه در آب آشتتامیدنی  2حتتدود

 min 3تتتا  min 2باشدپجوشتتاندنتتتتر متتیهتتتا مقتتتاومکلتتتیفرمکلتریناسیتتتون مقتتتاوم بتتتوده و نستتتبت بتتته 

اصتلاح  ، و ستازی بته ، کنتترم منتابع آلتوده کننتده     شناستایی و  باشتدپ بین بردن انگت  متی   روش مؤثری در از

کتاربرد  استتپ   متؤثر در جلتوگیری از آلتودگی ژیاردیتا     هتای ، از فعالیتت نواقص سیستتم تصتفیه و توزیتع آب   

راهتی متؤثر    (کیستت 99 %تتا حتدود  )هتا  ویتژه نتوع کنتد در تصتفیه خانته     تنتد و کنتد بته    شنیفرآیند صافی 

 استپحذف ژیاردیا برای 

 
 ها ویروس 

ستانداران خونگرم ای بخ  روده پ هستند  4،کوکساکی  3انترو ویروس ،2روتا ویروس مانند:هایی ویروس دارای پ

ضلاب به آب      صفیه خانه فا ساب خروجی از ت سطحی، وارد می و از طری  فاظلاب و تخلیه پ آب را شود  های 

شتتود، به تعداد نستتبتا زیادی در مدفوع انستتان یافت میهایی که بهویروس  .شتتوندمیآلوده و باعم بیماری 

باشتتتد و توستتتط   می nm20ها حدود  دهانی معروف هستتتتند اندازه این نوع ویروس    –های مدفوعی   ویروس

ر از صتتافی بیولوژیكی عبوپ گردندمیكروستتكوپ الكترونی قاب  مشتتاهده هستتتند و از طری  گوارش منتق  می

 معمولاپ شتتتوند  کنند، باکتریوفاژ یا فاژهای ستتتاده نامیده می        ها را آلوده می هایی که باکتری   سویروکنند  می

سلوم  و همانند سازی  رپیچی هستند تكثیر  اوجهی یا م 20دارای تقارن  آنها طی یک فعالیت منظم در داخ  

،  9، ساخت8، ناپدید شدن ویروس7، از دست دادن کپسید6نفوذ، 5و شام  مراح : جذب ردگیمیزبان صورت می

                                                 
 استپ یک میكرومتر  1×10-6برابر با  متریک طومكی از واحدهای ، یهاالمللی اوزان و مقیاساداره بینبر پایه کاربرد  ،میكرومترمیكرون یا  - 1

  .دهندنشان می  μmوتتاستپ میكرون را با حرف یونانی م mm 1000/1یا nm 1000معادم

2- Rotavirus 

3- Enteroviruses 

4- Coxsackievirus 

5-Adsorption 

6- Penteration 

7- Uncoating 

8- Eclipse 

9- Synthesis 

 ژیاردیا -11شك   

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D9%88%D8%A7%D8%B2%D8%AF%D9%87%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AE%D9%88%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AF%D8%A7%D8%B1%D9%87_%D8%A8%DB%8C%D9%86%E2%80%8C%D8%A7%D9%84%D9%85%D9%84%D9%84%DB%8C_%D8%A7%D9%88%D8%B2%D8%A7%D9%86_%D9%88_%D9%85%D9%82%DB%8C%D8%A7%D8%B3%E2%80%8C%D9%87%D8%A7
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B7%D9%88%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%B3%D8%AA%DA%AF%D8%A7%D9%87_%D9%85%D8%AA%D8%B1%DB%8C%DA%A9


 ع 

اشتتند بوبیوم، میتوکندری و قابلیت تولید انرژی و ستتنتز پروتنین میزفاقد ریباشتتدپ می 2، آزاد شتتدن1تجمع

از  پباشتتندمی RNA ای DNA داراییایی مقاوم و قاب  کریستتتالیزاستتیون هستتتند عوام  ضتتد باکترینستتبت به

 مقدار زیاد از طری اسید و صفرا، تكثیر در روده کوچک، دفع به  موارد: مقاوم بودن بهتوان بهمشخصات آنها می  

 ای قرار دارندپ های روده یا ویروس  4ها یروسو3دستتتته آنترو  ی آب معمولاً درها مدفوع، اشتتتاره کردپ ویروس 

که یک گروه بزرگ  5هاوسویر یكورناپموسوم به ای( رشته )تک  ssRNA هایای از ویروسها دسته نتروویروسا

پ پایدارى این استتت اکو ویروسو  B و A ،کوکستتاکی6ویروس پولیو ،Aشتتام  :هپاتیت ستتتا هااز انترو ویروس

ستاندارد، زنده و در دماى اتاق چندین روز      آنها امكان مىها بهویروس سید و گندزداهاى ا ضور ا دهد که در ح

هاى تازه و ویروس 9هااکوویروس، 8هاکوکستتتاکى ویروس، 7هاویروسها شتتتام  پولیوباقى بمانندپ انتروویروس

تلیوم لوله گوارش و بافت که از طری  اپى ها معروف هستتتندپانترویروساى هستتتند که فعلاً بهکشتتف شتتده 

 فاکتورهای  و خورشتتتید  تاب  نور  دما، نور و   مانند:   فاکتورهای فیزیكی   پکنند میها را آلوده  لنفوئید انستتتان 

سنگین pH: شیمیائی مانند  سید وعو  ، فلزات  ا هعدم فعالیت ویروس درنظیر کلر، ازن، برم و ید کننده  ام  اک

ستند مؤثر  سب، ویروس   ت کندپها را در آب زیادتر میمواد معل  و کدورت عمر ویروسو  په شرایط منا ها حت 

 آببا آلوم و صتتافی شتتنی   کوآگولاستتیونعم   گردندپخوبی حذف میدر فرآیندهای مختلف تصتتفیه آب به

 پها را کاه  دهدویروس 99 %تا 90%تواند تا حدودمی

 

 
 10هاروتيفر 

در سام  Antonie van Leeuwenhoekو توسط  1696سام  در  Rev. John Harris ها برای اولین بار توسط رروتیف

تا mm1/0 دمعرفی شدپ در حدو 1703 های آب شیرین در سرتاسر جهان وجود در محیط پطوم دارند mm5/0ت

 دارندپ 

                                                 
1- Assembly 

2- Release 

3- Enterovirus 

 انتقام دهانی مدفوعی دستگاه گوارش، -4

5- Picornavirus 

6- Poliovirus 

7- Poliovirus 

8- Coxsackievirus 

9- Echovirus  

10 -Rotifers 

 پيكورنا ویروس -13شكل  انترو ویروس -12شكل 

https://en.wikipedia.org/wiki/Antonie_van_Leeuwenhoek


 ف 

 
              

ضی از روتیف  ستر حرکت می    ربع ستند، با غلطیدن در کنار یک ب شناور و واقعا پلانكتون ه ضی از  بکنند و ها  ع

ها بخ  مهمی از زئوپلانكتون آب رشتتوند روتیفبستتتر متصتت  می ای قرار دارند که بهآنها در داخ  توده ژله

 های سیانو مثام، میكروبعنوان به  پباشند میدر زنجیره غذایی مهم  کهای هستند  شیرین و منبع غذای عمده 

 پانرژی تبدی  کنندتوانند انرژی خورشید را بهباکتریایی می

 

 

 .شتود عنتوان متواد غتذایی بترای زنتدگی دیگتر استتفاده متی        ود بته خت نوبه تعداد زیادی از این موجودات به

و  کننتد نیتز یتک منبتع غتذایی مهتم بترای دیگتر انتواع زنتدگی هستتند           هایی که در آب رشتد متی  جلبک

 کنندپتجزیه مواد آلی خاک کمک میها نیز بهبسیاری از گونه

 ميكروارگانيسم های آب شور 

غلظتتت نمتتک ایتتن نتتوع آب دارای  دپباشتتمتتیهتتا آب نمتتک یتتک محتتیط متفتتاوت بتترای میكروارگانیستتم 

هتا  ای بستیاری از میكروارگانیستم  استت و بتر  آب شتیرین  بالاتر و مواد ميتذی کمتتری نستبت بته     pHبالاتر،

 ماننتد: آب شتیرین  ی هتا هتا( و برختی از بتاکتری   هتای نمتک دوستت )هالوفیت     امتا، بتاکتری   تپکشنده است 

 باشدپفراوان میآب نمک در  ،نیز 1ویبریوو  سودوموناس

                                                 
 شود با رها کردن آندوتوکسین باعم ایجاد اسهامبیشتر از طری  آب منتق  می عام  بیماری وبا است و باکتری گرم منفی و، ویبریوکلرا - 1

 پشودسریع می استفراغ تند و و فراوان

 
 

 انواع روتيفر -14شكل 

 الگ ها -16شكل  سيانو باکترها -15شكل 



 ص 

 
 

 

 

 های آب شيرینميكروارگانيسم  

هتتای جلبتتکپ تتتر از ستتایر نقتتاط آب استتت تتتر، کتتم عمتت  و گتترم آب در نزدیكتتی ستتاح  روشتتن معمتتولا

هستتند و کمتی دورتتر از ستاح       ،کننتد عنتوان انترژی استتفاده متی    هایی کته از نتور بته   فتوسنتز و باکتری

کتاه   درجته حترارت و   کتاه    و بتا افتزای  عمت  آب    کننتد کننتده زنتدگی متی    های فتوستنتز میكروب

-تواننتد بتدون اکستیژن رشتد کننتد، غالتب متی       های بنف  و ستبز گتوگرد کته متی    ، باکترینوراکسیژن و 

بتتاکتری تولیتتد کننتتده متتتان، کتته در غیتتاب  :هتتایی ماننتتد، بتتاکتریتتتردر نهایتتت، در اعمتتاق پتتایینپشتتوند

 کنندمیگی توانند زنده بمانند، زنداکسیژن و نور خورشید، می

 

 ها باکتریآرکی 

ی از اشتتكام غالتتب یكتترا باکترهتتا  1ان شتتك  باستتتانی از زنتتدگی میكروبتتی آرکتتی  ، محققتت2001در ستتام

هتتا در زنجیتتره غتتذایی اقیتتانوس هنتتوز  بتتاکترینقتت  آرکتتی را معرفتتی کردنتتدپ هتتازنتتدگی در اقیتتانوس

  .شناخته نشده است، اما باید از اهمیت حیاتی برخوردار باشد

 
 انتدپ هتا( شتناخته شتده   هتای بتدون هستته، یعنتی بتاکتری     عنوان اولین پروکاریوت )ستلوم به ،باکترهاآرکی

باکترهتا  آرکتی هتا و  دهتد جتدایی بستیار قتدیمی بتین بتاکتری      شواهد مولكولی در حتام حاضتر نشتان متی    

هتتای ستتلومهستتتند، ) 2هتتاهمتتین دلیتت  پروکتتاریوتای هستتتند و بتتهآنهتتا فاقتتد غشتتای هستتتهوجتتود دارد 

                                                 
1- Archaebacteria 

2- prokaryote 



 ق 

هتتا از دار دیگتتر هستتتند و تمتتام اجتتزای آن انتتدامک غشتتاپروکتتاریوتی فاقتتد هستتته، میتوکنتتدری یتتا هتتر  

 .د(ر تماس مستقیم با مایع سیتوپلاسم قرار دارند …ها و ماده ژنتیک وها و ریبوزومجمله آنزیم

 
 

هتا، توانتایی آنهتا بترای زنتده مانتدن در شترایط ستخت، از جملته          بتاکتری های قابت  توجته آرکتی   از ویژگی

ثبتتت شتتده  F190°)توانتتایی زنتتده مانتتدن در .ی و بستتیار گتترم استتتمحتتیط بستتیار شتتور، بستتیار استتید 

 استپ(

زیتتر مقایستته و تبتتدی  مقیتتاس    جتتدوم در  گیتتری مقایستته و تبتتدی  مقیتتاس انتتدازه    1جتتدوم در 

 نوشته شده استپ  ،گیری دمااندازه
 گيری دماتبدیل مقياس اندازه -1جدول 

 فرمول به تبدیل از

 F=(°C ×1.8+32)° فارنهایت سلسیوس

 C=(°F-32) /1.8° لسیوسس فارنهایت

 

 1 دینوفلاژله 

دارای  .استتت دینوفلاژلتته نتتامبتتههتتای موجتتود در آب شتتور، نتتوعی جلبتتک  یكتتی دیگتتر از میكروارگانیستتم

مهرگتان هستتند ایتن موجتودات اغلتب تتاثیر زیتادی بتر         هتا و دیگتر بتی   زندگی آزاد و همزیستی در مرجان

کننتد، متواد غتذایی ختود را بتا استتفاده از انترژی        آنهتا فتوستنتز متی   بستیاری از  . دمحیط اطراف خود دارن

 هتا هدینوفلاژلت کنندپکننتد و منبتع غتذایی بترای موجتودات دیگتر را فتراهم متی        از نور خورشتید تولیتد متی   

موجتب قرمتز رنت     هتا  هرشتد ستریع و ناگهتانی دینوفلاژلت     شتوند های گرم تابستان شتكوفا متی  در طوم ماه
توانتتد باعتتم متی و  کننتتدهتای ستتمی و غیتر ستتمی متی   مچنتتین تولیتد متابولیتتت ه و شتود متتیشتدن آب  2

  شوندپها مرگ بسیاری از ماهی

                                                 
1- Dinoflagellelates 

2- "Red tide" 



 ر 

 
-آنهتتا اغلتتب در بافتتت.باشتتد هتتای شتتناخته شتتده متتیستتموم دینوفلاژلتتدین یكتتی از قتتویترین بیوتوکستتین

هتایی مثت    بیمتاری هتا، باعتم   هتا از ایتن متاهی   شتوندپ تيذیته انستان   ها جمع متی ها و صدفهای نرم ماهی

 .شوندمی 4 و سیگواتراDSP(3 (، مسمومیت2)NSP(های ، مسمومیت1)PSP(مسمومیت 

  5سيليندروسپرموپسين(CYN ) 

مشتتتقات  از CYNتولیتتد شتتده توستتط انتتواع ستتیانو باکترهتتای آب شتتیرین استتتپ   6یتتک ستتیانو توکستتین 

ستتیار محلتتوم در آب استتتپ  و ب هتتای گوانیتتدین و ستتولفات استتت ای حتتاوی گتتروهاوراستتی  چنتتد حلقتته 

CYN       رستد کته   نظتر متی  برای بافت کبد و کلیه سمی استپ سترطان زا بتودن آن مشتخص نیستت، امتا بته

 و بتترای اولتتین بتتار در جزیتتره پتتالم، کوئینزلنتتد  CYNدر متتوش وجتتود نتتداردپ  زاییهتتیگ فعالیتتت تومتتور

 استرالیا کشف شدپ 

 

 های قابل کشت )هتروتروف(                                                              ميكروارگانيسم 

 ها( هستند که از کربنها، مخمرها و کپکها )باکتریگروهی از میكروارگانیسم هتروتروف هایمیكروارگانیسم

عنوان و بهشوند ر نوع آب یافت میکنند و در هاستفاده میعنوان منبع غذایی دار بهماده آلی کربن آلی یا از

دهند تشكی  می  بیشترین جمعیت میكروبی آب راپ شوندیاستفاده م یهتصف یندفرا یریتشاخص مد یک

بنابراین،  پکه کربن آلی بیولوژیک در دسترس است وجود دارد هاآب در انواع هتروتروف هایمیكروارگانیسم

های زیرزمینی، های سطحی و آبدر آب .ن کم و پایدار استطور کلی در طوم زمابه فتروهترو باکتری

آب آشامیدنی  تیمار حداق  برسدپتواند از طری  تیمار مؤثر بهمتفاوت است و می هاشمارش هتروتروف

ضد به هتروتروف هایمیكروارگانیسمبرخی  دپکنرا حذف یا غیرفعام نمی هتروتروف هایمیكروارگانیسم

فرم رویشی با یک غشای غیر قاب  نفوذ، و یا در صورت فرم اسپوردار، بهزیرا آنها به .عفونی مقاوم هستند

ا از هشوندپ در نتیجه، این میكروارگانیسمتشكی  بیوفیلم و اجتماع در مقاب  ضد عفونی کننده محافظت می

                                                 
1- Paralytic shellfish poisoning (PSP) 

2- Neurotoxic shellfish poisoning (NSP) 

3- Diarrheic shellfish poisoning (DSP) 

4- Ciguatera 

5- Cylindrospermosin 

6- Cyanotoxin 



 ش 

های مقاوم در برابر حضور باکتری  .شوندلوله کشی منتق  میهای توزیع و/یا سیستمطری  سیستم تصفیه به

که همراه با حضور  باشدمیها و مخازن مسنوم تشكی  بیوفیلم داخ  لوله ،ضدعفونی کننده در آب شیرین

-های موجود در جمعیت هتروتروف، پاتوژنبرخی از باکتری  .زا سودوموناس استهای بالقوه بیماریباکتری

، 5، لژیونلا4، کلبسیلا3وباکتریوم )فلاووباکتریوم(، کریز2، آئروموناس1اسینتوباکترهای فرصت طلب مانند:
  پهستند 11، زانتوموناس10، آلكالیژنز9، سودوموناس8، سراشیا7، مایكوباکتریوم6مورازلا

-میو سپس به آسان ترین و مطمنن ترین روش ممكن دفع شده اجزای نامطلوب از آب حذف  ،صفیه آبدرت

شناخت صحیح کیفیت آب خام، کیفیت آب تصفیه شده و برای توسعه و انتخاب یک الگوی تصفیه، شوندپ

کارایی واحدهای عملیاتی و فرایندی مختلف ضروری استپ عوام  مهم در انتخاب فرایند تصفیه عبارتند از : 

های مورد نظر، توپوگرافی و زمین شناسی، وضعیت استانداردهای کیفی آب خام و تصفیه شده، آلاینده

  .، انرژی مورد نیاز و اقتصاد واحدهیدرولیكی سیستم، دفع لجن

، تبادم یونانعقاد، لخته سازی، ته نشینی، پی  اکسیداسیون، های فیزیكی )از جمله طور کلی، روشبه

همگی روش های تصفیه آب هستند که با توجه به عوام  مذکور فوق یكی یا ( ROگندزدایی و اسمز عكوس

 .شودنظر به کار برده میمجموعه ای از آنها برای رسیدن به کیفیت مد 

 

 13شيگلا و12 سالمونلا: 

، کاتالاز مثبت، اکستتیداز هوازی اختیاریهوازی و بی ،استتپور بدونمنفی های گرم باستتی  و شتتیگلا ستتالمونلا

ستندپ  منفی  شر قرابت نزدیكی با ه شیمیایی خواص عمومی خانواده سالمونلا دارندپ   کلیشیا یا  ها از نظر بیو

سه   ستندپ  آنترو باکتریا سم م رفتن بین از باعم 4 از ترپائین pHرا دارا ه  نظر ازسالمونلا  پ شود می یكروارگانی

کند ترشح می 14این باکتری اندوتوکسیناستپ Viآنتی ژن ،  Hآنتی ژن ،  Oآنتی ژن  نوع سه دارای ژنی آنتی

چهار به ستتالمونلاییهای های بالینی عفونتستتندرم باشتتدپمی Aو لیپید 15پروتنین ستتاکارید  و دارای لیپو

سهام    ، صورت  سترو انتریت )ا صبه با تب          گا سمی )آلودگی در خون(، تب تیفوئید )ح سمی  سپ ستفراغ(،  وا

استتتهام  »عام  دیستتتانتری باکتریایی      شتتتیگلا پکند بروز میای( و حاملان بدون علامت )حام  مزمن(      روده

                                                 
1- Acinetobacter  

2- Aeromonas  

3- Chryseobacterium (Flavobacterium)  

4- Klebsiella  

5- Legionella  

6- Moraxella  

7- Mycobacterium  

8- Serratia  

9- Pseudomonas  

10- Alcaligenes  

11- Xanthomonas  

12- Salmonella 

13- Shigella 

  پشودسمی که بواسطه تخریب دیواره سلولی باکتری گرم منفی ایجاد می- 14

15- Lipopolysaccharides(LPS) 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B4%D8%B1%D8%B4%DB%8C%D8%A7_%DA%A9%D9%84%D8%A7%DB%8C


 ت 

سهام کافی   100کمتر از  شودپ منتق  می ی آلودهغذا وآلوده آب  ازطری پ است  «باسیلی  باکتری برای ایجاد ا

ست  سویه  .ا سین و  برخی از  سین تولید می شیگا ها، انتروتوک س     شیگا کنندپ توک شبیه وروتوک سین   ینتوک

 استپ O157:H7 اشریشیاکلی

 
 1اشریشياکلی:   

-بتا وزیداز،گالاکت¬دی¬است که علاوه بر آنزیم بتا  اسه یمتعل  به خانواده انتروباکتر ایش یاز جنس اشر  یاگونه

نندپ  ککه با تخمیر لاکتوز ایجاد گاز کرده و از تریپتوفان اندوم تولید می       پکند یم دی هم تول دازگلوکورونی ¬ید

دومین ، (85 %های ادراری استتتپ )حدودبزرگترین عام  عفونت :عبارت استتت از های مهم این باکتریویژگی

ستپ )بعد از   شیاکلی معمولا در محیط های    ، (باکتروئیدسباکتری از لحاظ فراوانی در روده ا شری ثیر آبی تكا

های تصفیه  آب، پس پ در فاضلاب است جدید  یمدفوع یآلودگنگر شا ندر آب،  وجود آنبه همین دلی   پکندنمی

شاورزی و      هایی کههای طبیعی و خاکشده و کلیه آب  سان، ک شی از ان در معرض آلودگی مدفوعی جدید )نا

 شودپ و پرندگان ( هستند، یافت می ت وحشیاحیوان

زای های بیماریمنشان دهنده وجود میكروارگانیسو  اخص آلودگی آب شهری به فاضلاب استش اشریشیاکلی 

سانی     شی ان صی برای    و بهگوار شاخ ست   وجود عنوان  سروتیپ . سالمونلا ا شیاکلی    یهابرخی از  شری  دمانن ا

O157:H7  پشوندمی اسهامموجب مسمویت غذایی و 

 
  2ژژونیکمپيلو باکتر 

آز و اکستیداز  اوره ،متحترک  ،میكروآئروفیلیتک و  استپور بتدون  ،  (S)متارپیگ شتك   بته  گترم منفتی  بتاکتری  

هتتای شتتایع یكتتی از بتتاکتری دپرشتتد بهتتتری دار 2CO در مجتتاورت بتتا C0 42در دمتتایپ استتتثبتتت م

د کته  شتو استهام ختونی متی   موجتب   ستت و ا هتای منتقلته از طریت  غتذا    علت اصلی عفونتت ای استپ روده

 استپبا دردهای شكمی همراه 

 

                                                 
1- Escherichia coli 

2- Campylobacter jejuni 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B4%D8%B1%DB%8C%D8%B4%DB%8C%D8%A7_%DA%A9%D9%84%DB%8C_%D8%A7%D9%88%DB%B1%DB%B5%DB%B7:%D8%A7%DA%86%DB%B7
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D9%87%D8%A7%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%B1%D9%85_%D9%85%D9%86%D9%81%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%A7%D8%B1%D9%BE%DB%8C%DA%86
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D9%85%DB%8C%DA%A9%D8%B1%D9%88%D8%A2%D8%A6%D8%B1%D9%88%D9%81%DB%8C%D9%84%DB%8C%DA%A9&action=edit&redlink=1


 ث 

 
 1ژیونلال  

هستندپ   تاژکهای مختلف )پلنومورفیک( و دارای یک ، دارای شك  اسپور ، هوازی، بدون گرم منفیهای باسی  

سی به شر مهای طبیعی عی درآبطور و ستندپ   نت ستم    ه سی سانی به در  ستم   های آب ر سی های خنک ویژه در 

در  بخار در هوا های ریز  عفونت از طری  تنفستتتی، در نتیجه ورود آئروستتت    پ دن کننده و گرم کننده وجود دار  

ترکم  -1 :عوام  دن به آمیز بو گرددپ درجه مخاطره  ، ایجاد می مانند  ها باقی می  کرده و در آلوئ  داخ  ریه نفوذ   

هایی که از طری  تنفس وارد بدن تعداد باکتری -3میزان آئروستتت  موجود در هوا،  -2ها در منابع آب،   باکتری 

ستگی دارد     به -4 اندپ وشده  سیت افراد ب سا ضعیف، کودکان و    ح صوص در افراد بیمار،  پ پنومونی لژیونلایی بخ

ها رون ریهدمستقیم به  نفوذانسان از طری  آئروس ، آسپیراسیون، و     انتقام لژیونلا به پافراد مسن شایعتر است   

های جستجو و شناسایی لژیونلا در    به طور معموم آزمونگیردپ های مجاری تنفسی صورت می  کاریطی دست 

شام  مجموعه      سازی آب  ست و بهینه  شامیدنی متداوم نی ها برای از بین بردن یا غیر فعام ای از فعالیتآب آ

و ضتد عفونی تعداد لژیونلا را   تصتفیه  .زا ناشتی از فاضتلاب و مدفوع استت   های بیمارین میكروارگانیستم کرد

های توزیع اصلی در دسترس   رسد مونوکلارآمین )در حام حاضر فقط برای سیستم     نظر میدهدپ بهکاه  می

ست( باقی مانده موثر بر علیه لژیونلا در بیوفیلم  ست کارآم  ا شد و ممكن ا صلی ه  ها با شدپ هدف ا ر دتر از کلر با

ها وفیلمحداق  رساندن توسعه بی  کشی باید به های لولهاستراتژی برای جلوگیری از گسترش لژیونلا در سیستم    

شدپ تمیز کردن منظم منایع ذخیره و کنترم مواد ميذی در آب منبع باعم کاه  بار مواد ميذی می   پشود با

اندازه گیری درجه حرارت آب، کنترم و ثبت دما  .بیوفیلم و رشد کاه  یابدکند تا تشكی  این کمک میبنابر

شام  کنترم دمای آب در    ست و  ستم    در اولویت و بحرانی ا های آب گرم درگردش، دمای آب خروجی از سی

 تپ اس های آبدمای نگه داری خنک کننده، خانهمنبع گرم

 

 

 

 

 

 

                                                 
1- Legionella 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%B1%D9%85_%D9%85%D9%86%D9%81%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D9%BE%D9%88%D8%B1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D8%A7%DA%98%DA%A9


 خ 

ستم    عوام   سی ضد عفونی ناکارآمد یا   :کشی عبارتند از های آب لوله گسترش لژیونلا در  ضعیف آب و  کیفیت 

سرعت        بی سكون و  ستم توزیع مانند:  سی شكلات  ساختمانی     کم اثر، م صالح  ساختار و م جریان آب، طراحی، 

 کندپرشد میكروبی و تشكی  بیوفیلم کمک میکار برده شده در سیستم توزیع که بهبه

 

 
 

.  
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ميكروبيولوژی آبجزوه دوره کارآموزی   

 هدف   1

های ملی ایران داستاندار بر اساس ،آبهای میكروبیولوژی جزوه آموزشی آشنایی با روشاین  هیههدف از ت

 پباشدمی 6267 ، 4403، 1011هایشمارۀ
استتتانداردهای ملتتی و نیتتز شتتود کتتارآموزان ایتتن دوره بتتا الزامتتات آزمایشتتگاهی میكروبیولتتوژی   توصتتیه متتی -1یااادآوری

 باشندپآشنایی داشته  9899 ۀشمارایران 

هتتتا شتتتود آزمتتتونمنظتتتور رعایتتتت نكتتتات ایمنتتتی و ستتتلامت کارکنتتتان آزمایشتتتگاه، توصتتتیه متتتی بتتته -2یاااادآوری 

 انجتتتام شتتتود و هتتتای میكروبیولتتتوژیكی روش خصتتتوصدرتوستتتط افتتتراد بتتتا تجربتتته، متخصتتتص و آمتتتوزش دیتتتده    

 الزامی استپ سطح مقدماتی درای میكروبیولوژی های حرفهمهارتداشتن 

 

 استانداردهای ملی ایران    2

ستانداردهای ملی ایران   شده و آب      رتبط با آزمون میكروبیولوژی ما سته بندی  شامیدنی ب شامیدنی، آب آ آب آ

 پباشندمی 2شرح جدوم بهمعدنی طبیعی بسته بندی 
 آبليست استانداردهای  -2جدول 

شمارۀ  عنوان استاندارد  ردیف

 استاندارد 

 1011 های آزمونهای میكروبیولوژی و روشویژگی –آب آشامیدنی  1

2 
 -1قستتمت -هتتای اشریشتتیاکلی و کلتتی فتترم  شتتمارش بتتاکتری-کیفیتتت آب 

 روش فیلتراسیون غشایی

1-3760 

 4207 آزمون یهاو روش هایژگوی– یعیطب یآب معدن یولوژیكروبیم 3

-روش جتتامع بتترای شتتمارش میكروارگانیستتم -میكروبیولتتوژی زنجیتتره غتتذایی  4

درجتته ستتانتی گتتراد بتتا استفتتتتاده از   30شتتمارش کلنتتی در  -1قستتمت -هتتا

 روش کشتت آمیختتته

5271 

5 
 کشتت هتا در آب بتا استتفاده از روش    شتمارش میكروارگانیستم   – کیفیتت آب 

 راهنما –

1-5272 

 5353 کشت قاب  هایمیكروارگانیسم شمارش –آب  6

7 
هتتای احیتتاء کننتتده  ستتپور کلستتتریدیوم اجستتتجو و شتتمارش   –کیفیتتت آب

 سولفیت با استفاده از صافی غشایی
2-7724 

8 
قستتمت دوم :  –هتتای روده ای جستتتجو و شتتمارش انتروکتتوک   -کیفیتتت آب

 روش صافی غشایی
1-7725 

9 
قستمت اوم :   فترم هتا  جستتجو و شناستایی اشریشتیا کلتی و کلتی      -آب کیفیت

 روش صافی غشایی
8663 
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 آب یاستانداردها ستيل -2جدول ادامه 

 شمارۀ عنوان استاندارد  ردیف
 استاندارد 

 8869 غشایی کردن صاف روشا بهسودوموناس آئروژینوز شمارش و شناسایی -کیفیت آب 10

11 

-آزمایتتته آمتتتاده ستتتازی -میكروبیولتتتوژی متتتواد غتتتتتذایی و ختتتتتوراک دام  

 -هتتای میكروبیولتتوژی هتتای اعشتتاری بتترای آزمتتون  سوسپانستتیون اولیتته و رقتتت 

هتتای مقتتررات کلتتی بتترای آمتتاده ستتازی سوسپانستتیون اولیتته و رقتتت- قستتمت اوم

 اعشاری

1-8923 

12 

 ونیسوسپانستت ه،یتتآزما یآمتتاده ستتاز-و ختتوراک دام ییمتتواد غتتذا یولتتوژیكروبیم

 ژهیتتمقتتررات و -4قستتمت  -یكروبتتیآزمتتون م یبتترا یاعشتتار یهتتاو رقتتت هیتتاول

 آنها هایو فراورده ی، گوشت، ماهریجز شبهها -فراورده یآماده ساز یبرا

4-8923 

 9899 برای آزمون راهنمای الزامات کلی-میكروبیولوژی مواد غذایی و خوراک دام  13

 21113 ی آزمونهاروش ها وویژگی -شدهبندی یخ خوراکی بسته 14

15 
هتای  ویژگتی –هتای صتنعتی و ختانگی   آب آشامیدنی نمتک زدایتی شتده در ستامانه    

 میكروبی
20705 

 

 اصول اوليه کار در آزمایشگاه ميكروبيولوژی  3

توجه قرار آزمایشتگاه میكروبیولوژی و آغاز کار در این محیط لازم استت یكستری اصتوم اولیه مورد     با ورود به

صوم و قواعد مربوط به   بزار ایمنی محیط و اایمنی فرد آزمای  کننده بوده و برخی نیز بهگیردپ بخشی از این ا

 باشدپآزمایشگاه مربوط می

 

 فضای آزمایشگاه 3-1

 فضای عمومی باشدپ ها، آزمون ودارای سه مح  جداگانه برای نمونه آزمایشگاه باید

 نمونه وآزمونفضای مربوط به 1 -3-1

 های زیرلازم است:شرایط خوب آزمایشگاهی داشتن فضاهای جداگانه برای بخ توجه به با

 هاانبارش نمونه دریافت و 

 تعداد زیاد  حاوی پودری هایفرآوردهخام )مانند :  برای مواد اًخصوص هانمونه سازیآماده

 ها(میكروارگانیسم

 هاگذاری میكروارگانیسمشام  گرمخانه )ازسوسپانسیون اولیه( هاآزمون نمونه 

 زای احتمالیهای بیماریآزمون میكروارگانیسم 

 هانگهداری سویه مرجع و سایر سویه 

 های کشت و وسای سازی محیطسترون سازی وآماده 
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 های کشت و واکنشگرهاانبارش محیط 

 آزمون سترونی مواد غذایی 

 آلودگی زدایی 

 سایر تجهیزات و ایو تمیزکردن وسای  شیشه شستشو 

 هاها، اتاقها، قفسهانبارش موادشیمیایی مخاطره آمیز، ترجیحاً نگهداری درکابینت 

 فضای عمومی 3-1-2

 شود:فضاهای جداگانه برای موارد زیر توصیه می

 ورودی، راهرو، راه پله و آسانسور 

 )فضای اداری )مانند دبیرخانه، دفترکار و اتاق مستندسازی 

 های بهداشتیرختكن و سرویس 

 اتاق بایگانی 

 انبار 

 اتاق استراحت 

 

 بهداشت کارکنان 3-2

های کشتتت و خطر عفونت کارکنان اقدامات بهداشتتتی زیر ها، محیطمنظور پیشتتگیری از آلودگی نمونهبه

 باید انجام شود:

  در محیط آزمایشگاه و کف  مخصوص استفاده از لباس 

 داشتنترجیحاً کوتاه نگه و ها را تمیزناخن 

 هنگام کار در آزمایشگاه ازصحبت کردن خودداری شودپ 

 خوردن و آشامیدن درآزمایشگاه خودداری شودپ از 

  باشدپبا دهان ممنوع می پتپیکشیدن 

 

 وسایل و تجهيزات 3-3

وستای  و تجهیزات تمیز و در مح  مناستب    کلیۀ شتود مطاب  باشترایط خوب آزمایشتگاهی،   توصتیه می 

 نگهداری شوندپ

صورت لزوم در طی             پی   صدی  و در  شرایط لازم برای کارت شتن  سای  از نظردا ست و ستفاده بهترا از ا

 استفاده، عملكرد آن پای  شودپ

و همچنین  9899از وستتای  معموم در آزمایشتتگاه میكروبیولوژی مطاب  با استتتاندارد ملی ایران شتتمارۀ 

 شود: استفاده 3 مندرج در جدوم وسای 
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 آزمون ميكروبيولوژی تجهيزات مورد نياز برای ليست -3جدول 

 نام تجهيزات ردیف

 ای آزمایشگاهی ظروف شیشهوسای  و  1

 (بن ماریحمام مایع بادمای ثابت ) 2

 فور 3

 میكروسكوپ 4

 ترازوی آزمایشگاهی  5

6 pH متر 

  انكوباتور 7

 توکلاوا 8

   شمارشگر کلنی 9

 یافتهتيییر  سیستم فیلتراسیون 10

 تجهیزات کشت در شرایط اتمسفری  11

 (میكروپیپت)سمپلر  12

 

 ای آزمایشگاهی وسایل و ظروف شيشه

 باشدپدی  و غیره مییدار، انواع لوله آزمای ، پترای درپیگپت، ارلن، ظروف شیشهشام  انواع پی
                                            

 
 (بادمای ثابت 2) بن ماری 1حمام مایع

بیت شده تث ، در دمایهای داروییهای سرولوژیک، آگلوتیناسیون، بیوشیمی، تستانجام تست برایین وسیله ا

وسیله یک ترموستات قاب  تنظیم استپ بهتر است که برای جلوگیری از هحرارت آب دستگاه بکاربرد داردپ 

ها از روغن نیز اگر چه در تعداد معدودی از آنود استفاده شاز آب مقطر دستگاه املاح بر روی المنت رسوب 

                                                 
1- Water bath 

2- Bain marie 
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دستگاه موجب آسیب رساندن به بن ماری، کم آبیعلت به ها،المنت داغ شدن بی  ازحدپ شوداستفاده می

 گرددپحداق  حجم آب مورد نیاز جهت حفظ کارکرد مطلوب دستگاه توجه بهباید شود، می

 شرح زیراست:میكروبیولوژی بهدستگاه در آزمایشگاه  کاربرد اصلی این

 ثابت؛ دمای یک شده در تلقیح کشت محیط گذاریگرمخانه -الف

 سازی محیط کشت؛کشت جامد سترون ذوب شده در طی آماده محیط نگهداری -ب

 های خاص؛در روش استفاده برای سترون شده ذوب کشت جامد محیط دمای تعدی  -پ

 شده؛ کنترم دمای یک ها دریا محلومهای اولیه سوسپانسیون سازیآماده -ت

 پاستوریزاسیون(؛ شده )مانند یک دمای کنترم های اولیه درفرآیند حرارتی سوسپانسیون -ث

 پشودا نیز استفاده میهنمونه کردن ذوب و هامعرف کردن گرم منظورهمچنین به
 

 پ

 1شمارشگر کلنی

دارای صتتفحه کتتاربرد داردپ معمتتولا صتتورت دیجیتتتام بتته ،هتتاشتتمارش کلنتتی بتتاکتریایتتن دستتتگاه بتترای 

هنگتتام  حافظتته درو ثبتتت در برابتتر  8بزرگنمتتایی  عدستتی بتتا قتتدرت ،متتدرج بتترای ستتهولت در شتتمارش

 باشدپمیقطع برق 

 
 یا آون 2فور

بتترای استتتری  یتتا خشتتک   را دارد و C 300°قابلیتتت تنظتتیم در دمتتادستتتگاهی استتت کتته آون فتتور یتتا 

عمتت  استتتری  و  هتتای آزمایشتتگاهی کتتاربرد دارنتتدپو یتتا فلتتزی کتته در متتیحطای کتتردن وستتای  شیشتته

                                                 
1- Colony counter 

2- Oven 
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)از زمتتان  C(10 ±170)°بتتر استتاس استتتاندارد در دمتتای     خشتتک کتتردن وستتای  فلتتزی تمیتتز شتتده   

بتا بتالا   پ شتود انجتام متی   h1زمتان حتداق    بته متدت  ( به وستیلۀ حترارت خشتک    C170°رسیدن به دمای 

ای تبخیتر و در نتیجته ستبب حتذف     موجتود در وستای  شیشته   بردن تدریجی دمتای داخت  آون، رطوبتت    

ای را ستتازی، همتته وستتای  فلتتزی و شیشتته  پتتی  از ستتترون پ هتتر نتتوع فعالیتتت زیستتتی خواهتتد شتتد   

منظتتور پیشتتگیری از شكستتتن وستتای  ستتازی، بتتهتمیزکتترده، ستتپس در آون قتترار دهیتتدپ پتتس از ستتترون

 شود:خنک کنیدپ توصیه میها را ای بهتراست پی  ازخارج کردن از آون، آنشیشه

 پزا در داخ  و اطراف آون دوری شودز قرار دادن مواد قاب  اشتعام و آت ا 

 هتتای استتیدی و یتتا ایجتتاد بختتارات خورنتتده در درون آون جلتتوگیری شتتودپ  محلتتوم از قتترار دادن

 دپاین کار سبب از بین رفتن سطح درونی آون خواهد ش

 کشتد تتا اشتیاء داخت  دستتگاه آون خنتک       طتوم متی  دلی  عای  بتودن دستتگاه، چنتد ستاعت     به

ستازی، بته منظتور پیشتگیری از شكستتن      فتن باشتدپ پتس از ستترون    شود، مگر آن کته مجهتز بته   

C0 ای درب آون را بتاز نكنیتد تتا اتاقتک، ظتروف و متواد داخت  آن تتا دمتای حتدود          وسای  شیشه

ای وف شیشتتهخنتتک شتتوندپ اگتتر هتتوای ستترد ناگهتتان وارد دستتتگاه شتتود ممكتتن استتت ظتتر   60

 ترک بخورندپ 

            کنترم کیفیتت و عملكترد دستتگاه آون الزامتی استتپ و بتا آزمتون شتیمیایی و آزمتون بیولوژیتک

 شودپ  انجام می

و مشتاهده تيییتر رنت  مناستب از قرمتز بته         Browneای: استتفاده از ویتام شیشته   آزمون شايميایی 

 شودپ سبزپ از این ویام در هر سری کاری استفاده می

، واریتتته نتتایجر  1ستتوبتیلیس: استتتفاده از نتتوار کاغتتذی دارای استتپور باستتیلوس  بيولوژیااک آزمااون

9372ATCC   شودپ به طور هفتگی توصیه می2آتروفنوس باسیلوساسپور و یا 
 

 
 

                                                 
1- Bacillus subtilis 

2 -Bacillus atrophaeus 
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      1ميكروسكوپ 
 به از دو واژه یونانی میكرو پیكروسكوپ یكی از وسای  آزمایشگاهی اصلی در آزمایشگاه زیست شناسی استم

اس اس ربها اصوم کلی در تمامی انواع میكروسكوپ معنی دیدن، گرفته شده استپمعنی کوچک و سكوپ، به

کار رفته چقدر طوم موج نور به باشد که هرهای متفاوت از چندین عتتدسی محدب میعبور نور با طوم موج

 پتیكروسكوپ بیشتر استر باشد قدرت تفكیک و یا جتتداکنندگی آن مدر میكروسكوپ مزبور کوتاه

دپ شوندو دسته میكروسكوپ نوری و میكروسكوپ الكترونی تقسیم میطور کلی بهها بهیكروسكوپم

الكترونی  هایها با بزرگنمایی نسبتا کم و میكروسكوپمنظور سنج  و مشاهده سلومهای نوری بهمیكروسكوپ

عریف سه ت دپگیرنسیار زیاد مورد استفاده قرار میهای سلولی با بزرگنمایی بها و ساختاربرای مشاهده سلوم

 وجود داردپ مهم در کاربرد میكروسكوپ

 ها همه میكروسكوپدر شودپ اندازه واقعی آن گفته میاندازه تصویر نمونه، بهبه : بزرگنمایی

 .شودپ استفاده می تصویر ها برای بزرگنماییازعدسی

 صورت دو شیء متمایز و جدا را هم بهنزدیک بهتوانایی تشخیص بین دو شیء  : قدرت تفكيک

ها و طوم موج نور تابیده شده بستگی داردپ کیفیت عدسیقدرت تفكیک به گویندپقدرت تفكیک می

 .یابدبا کاه  طوم موج، قدرت تفكیک افزای  می

 مک نداتر از ااندامک تیره یکگویندپ مثلا های مختلف یک نمونه میتفاوت بین بخ به : کنتراست

 .دیگر دیده شود

، 4لورسنتفمیكروسكوپ ، 3میكروسكوپ اینورت، میكروسكوپ2استریو شام : هامیكروسكوپ از انواع مختلفی

  پباشندمی 5میكروسكوپ دوچشمی

 
 

                                                 
1- Microscopes 

 .باشندباشد و در بررسی اجزا و موجوداتی که دارای بعد و حجم میبرابر و قابلیت نصب دوربین می 50دارای بزرگنمایی  - 2

بررسی نحوه حرکت، تولید مث ، شناسایی، شمارش زئو و باشد و در و نصب دوربین عكاسی و فیلمبرداری می استاین دستكاه دارای قابلیت فازکنتر- 3

 .گرددها استفاده میها و سایر میكروارگانیسمفیتوپلانكتون

تگاه گرددپ این دسهایی که با رن  فلورسنت رن  آمیزی شده باشند، استفاده میهایی از سلوم و میكروارگانیسمجهت بررسی و مشاهده اجزا و اندامک - 4

 .باشدنیز می ها و ثبت اطلاعاتعكس برداری از نمونه قابلیتدارای 

باشد و قابلیت فاز کنتراست و نصب دوربین عكسبرداری می 100و  20،40، 10، 5هایاین دستگاه میكروسكوپ دوچشمی نوری است دارای عدسی - 5

 .گیرداند مورد استفاده قرار میهایی که رن  آمیزی نشدهکه برای مشاهده معمولی و نمونه
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 ترازوی آزمایشگاهی  

 پرودکتتار متتیبتته بتتالا حساستتیتو دقتتت بتتالا  بتتا ،تتتوزین اجستتام یتتا مایعتتات بتترای دستتتگاهی استتت کتته

 g 00001/0و g 1/0 ،g 01/0 ،g 001/0 ،g 0001/0یی بتتا دقتتت نیازشتتان از ترازوهتتاهتتا بتتا توجتته بتته آزمایشتتگاه

-بته  چتون  دارنتد محفظته  آن نیتاز بته   و دقتت بتالاتر   mg1دقتت  ترازوهتای آزمایشتگاهی  نتدپ  کنمی استفاده

تمتام   دپگتذار هتا در تتوزین جریتان هتوا نیتز روی تتوزین ایتن ترازوهتا تتاثیر متی          بتالای آن  حساسیت علت

شتوندپ کتالیبره کتردن بایتد      1ای کتالیبره طتور دوره بایتد بته   (باستكوم یتا تترازو    :ماننتد )ین زهای تودستگاه

انجتام شتود، گتاهی لازم استت چنتد بتار در ستام         ستتاندارد استن  کتالیبره    ابت  های معینی در مدت زمان

  دپگیرانجام  ،یا گاهی بر اساس ضرورت یک یا دو بار در ماه

 
 يستم فيلتراسيونس

ی ها، آنتویتامین حرارت حساس هستند مانند:آنها بهساختمان شیمیایی که  هاییسازی محلومبرای سترون

انند: مهای میكروبیولوژی مایعات با حجم بالا همچنین برای آزمون پشوداز فیلتر غشایی استفاده میها بیوتیک

ستیک ی از جنس پلاهاییغشا فیلتراغلب از  آزمایشگاه میكروبیولوژیشودپ در استفاده می آب، از صافی غشایی

 .شوداستفاده می mµ22/0 وmµ45/0 با منافذ سلولزیا 

 

 
 2توکلاوا

ابتتزار پزشتكی و آزمایشتتگاهی در فشتتار و دمتتای بتتالا و بتتا استتتفاده از بختتار   استتتری  کتتردنبتترای اتتوکلاو  

ایتن   پکنتد ایجتاد  را  C0121 ایتن دستتگاه قتادر استت بختار آب اشتباع شتده بتا حترارت         کار بترد دارد  آب 

                                                 
 درست ترین شك  کار کندپکالیبره کردن یعنی تنظیم درست ترازو با جسمی تا به - 1

2- Autoclave 

https://koohenoorgroup.com/balance/20-%D8%AA%D8%B1%D8%A7%D8%B2%D9%88-%D8%A2%D8%B2%D9%85%D8%A7%DB%8C%D8%B4%DA%AF%D8%A7%D9%87%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%D8%B2
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%84%DB%8C%D8%B2%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D9%88%D9%86


 9 

آنهتا   استپور هتا و  توانتد موجتب تخریتب ستاختمان میكتروب     درجه حرارت در شرایط بخار ایجتاد شتده متی   

، تحتتت min 15 ت زمتتانمتتدابتتزارآلات بایتتد حتتداق  بتته  C0121اندارد در دمتتای بتتر استتاس استتت پ دوشتت

 ه )شتروع از فشتار دادن دکمت   دستتگاه اتتوکلاو  کت  متدت زمتان کتار      پفرآیند استریلیزاستیون قترار گیرنتد   

 پاستت  4)خشتک شتدن(   و 3 ، )استریلیزاستیون( 2تتا پایتان کتار سیستتم، مجمتوع سته زمتان )اولیته(         1کار(

    شودپبررسی دما و زمان اتوکلاو با اندیكاتورهای شیمیایی، فیزیكی و بیولوژیكی انجام می

 بته صتورت نوارهتای اتتوکلاو )چستب اتتو کتلاو(        اندیكاتورهای شيميایی : TST 5      کته سته عامت

هتای پزشتكی هستتند کته وقتتی بته دمتای معینتی         کنتدپ یتا بستته   زمان، بخار و دما را کنترم می

 دهندپ رسیدند تيییر رن  می

  باستتیلوس ژئو هتتای مقتتاوم بتته حتترارت، ماننتتد   : شتتام  استتپور بتتاکتری  اناادیكاتور بيولااوژی
 استپ  6استناروترموفیلوس

  پشونداند که در دمای مورد نظر ذوب میشدهاز آلیاژهایی تشكی  :  فيزیكیاندیكاتور 

 

 
          

  )اتو(7انكوباتور

ابتتزار پزشتكی و آزمایشتگاهی در فشتتار و دمتای بتالا و بتتا استتفاده از بختتار       استتتری  کتردن بترای  اتتوکلاو  

ایتن   کنتد ایجتاد  را  C121° ایتن دستتگاه قتادر استت بختار آب اشتباع شتده بتا حترارت         کار بترد دارد  آب 

آنهتا   استپور هتا و  توانتد موجتب تخریتب ستاختمان میكتروب     درجه حرارت در شرایط بخار ایجتاد شتده متی   

، min 15متدت  ابتزارآلات بایتد حتداق  بته    ابتزارآلات بایتد    C121°در دمتای  پ بر استاس استتاندارد   دوشمی

 فشتار دادن دکمته  از  دستتگاه اتتوکلاو  تحتت فرآینتد استریلیزاستیون قترار گیرنتد کت  متدت زمتان کتار          

                                                 
1- Start 

2- Preheating Time 

3- Sterilization Time 

5- Drying Time 

6- Time, Steam,Tempreture 

7- Geobacillus stearothermophilus 

8- Incubator 

http://www.elsapa.ir/group/65/%D8%A7%D8%AA%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%A7%D9%88
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%84%DB%8C%D8%B2%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D9%88%D9%86
http://www.elsapa.ir/group/65/%D8%A7%D8%AA%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%A7%D9%88
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)زمتان   و ، )زمتان استریلیزاستیون(  2تا پایتان کتار سیستتم، مجمتوع سته زمتان )زمتان اولیته(         1شروع کار()

و دمتا استت    دمتایی ثابتت و توزیتع یكنواختت     نگهتداری  ایتن دستتگاه دارای قابلیتت   استپ  3خشک شدن(

هتای آزمایشتگاهی   انكوبتاتور نتواع  کنتد ا درجه حرارت مناسب رشتد، تكثیتر و تشتكی  کلنتی را فتراهم متی      

میكروبیولتتوژی و  هتتای( در آزمایشتتگاه2COسیستتتم تزریتت  و مجهتتز بتته)معمتتولی، شتتیكردار، یخچالتتدار، 

 سلولی کاربرد اساسی داردپ بیولوژی

 
 

 ت کشت در شرایط اتمسفری تغيير یافته تجهيزا

تجهیزات کشت ممكن است یک جار غیتر قابت  نفتوذ یتا هتر وستیله مناستب دیگتری باشتد کته قتادر            این 

گرمخانته  زمتان  هتوازی( در طتی متدت    ایجاد و حفظ شرایط اتمسفری تيییتر یافتته )ماننتد: شترایط بتی     به

وستیله افتزودن مخلتوطی از گتاز پتس      توانتد بته  ترکیب اتمسفر متورد نیتاز متی   دپ گذاری محیط کشت، باش

وستتیله هتتر روش وستتیله جتتایگزینی اتمستتفر متتورد نظتتر در یتتک اتاقتتک یتتا بتته از تخلیتته هتتوای جتتار بتته

 های قاب  دسترسی از بازار( انجام شودپ مناسب دیگر مانند: )گاز پک

 
 تجهيزات کشت در شرایط اتمسفری تغيير یافته -36شكل 

 pH4متر 

کتار  بتودن متاده( بته    بتازی یتا   استیدی میتزان  )pH الكترونیكی استت کته جهتت ستنج  میتزان     ای وسیله

یتن ابتزار   ( اH+یتون را بتا استتفاده از الكتترود حستاس بته      H+ون هیتدروژن غلظتت یت  )اندازه گیری رودپ می

را روی صتتفحه نمایشتتگر ختتود pH ، عتتدد محلتتوم خاصتتی استت کتته بتتا قترار دادن در   الكترودهتای دارای 

                                                 
1- Start 

2- Preheating Time 

3- Drying Time 

4- pH meter 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%DB%8C%D9%88%D9%84%D9%88%DA%98%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%A7%D8%B2
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%84%DA%A9%D8%AA%D8%B1%D9%88%D8%AF
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استتتپ  2گیتترو انتتدازه1 ایتتن دستتتگاه متشتتك  از دو بختت  اصتتلی یعنتتی میلتته کاوشتتگردهتتدپ نمتتای  متتی

 pH یتر آن را تحلیت  و میتزان   گهستیگنام الكتریكتی کترده و انتداز    محلتوم را تبتدی  بته   pH میله کاوشتگر 

هتتا یتتوناستتت کتته نستتبت بتته ای و حبتتاب ماننتتداز غشتتاء شیشتته کاوشتتگرانتهتتای  .دهتتدرا نمتتای  متتی

باشتتد و رأس الكتتترود داخلتتی در داختت  آن قتترارداردپ بختت  داخلتتی و بیرونتتی محفظتته     حستتاس متتی 

متتتر ابتتتدا بایتتد  pH قبتت  از شتتروع کتتار بتتا پاستتت )رفتترانسمحلتتوم (ولارمتت HCl 1/0 و KCl حتتاوی

نگهتداری شتده استتپ در غیتر      pH=4در محلتوم نگهدارنتده یتا محلتوم بتا      کاوشتگر مطمنن شوید که میله 

میلتته  لتتذامحلتتوم متتورد مطالعتته دچتتار خطتتا شتتودپ  pH متتتر در تعیتتینpH ایتتن صتتورت ممكتتن استتت

در آب مقطتتر نگهتتداری کنیتتد و ستتپس آن را در محلتتوم نگهدارنتتده قتترار   h 2ت زمتتانمتتدکاوشتتگر را بتته

قترار  pH =7را در محلتوم  متتر، الكتترود   pHدپ بترای تنظتیم   وستیله آب مقطتر بشتویی   بته  کاوشتگر را دپ دهی

 تنظتیم کنیتد   7را روی عتدد   آنزمان بدهیتد تتا عتدد ثتابتی را نشتان دهتدپ ستپس         sec30 داده، حداق 

pH)   7را بتا آب مقطتر بشتویید و آن را در محلتوم     الكتترود دوبتاره  پ )را نشتان دهتد   7متتر عتدد= pH   قترار

متتر عتدد   (pH تنظتیم کنیتد   4را روی عتدد   آنگیتر عتدد ثتابتی را نشتان دهتدپ      اجازه دهید انتدازه  پدهید

 متون هتای متورد آز  محلتوم  pHمتتر شتما تنظتیم شتده و آمتاده انتدازه گیتری         pH حتالا پ )نشان دهدرا  4

 .گیر در محلوم مورد آزمای  آن را دوباره با آب مقطر بشوییدقب  از قرار دادن اندازه است

    
  متر pH -37شكل 

 (ميكروپيپت(سمپلر 

نمایتتد و ستمپلر متيیتتر  جتتا متی هرا جابت ای ثابتتت فقتط حجتتم معتین و تعیتتین شتده    (میكروپیپتت (ستمپلر  

هتای تعیتین   حجتم  پباشتد قاب  استفاده بر روی حجمی بتین کمتترین و بیشتترین حجتم تعیتین شتده متی       

درخصتتوص نگهتتداری لازم استتت  .شتتدمتتی با Lµ 10000تتتا Lµ 1/0مختلتتف بتتینی شتتده بتترای ستتمپلرها

 رتوجه شودپیز نكاتبه و کار با سمپلر

 کاری و کنترم ای سرویس، روغنمواد مورد استفاده، سمپلر بصورت دورهمیزان کارکرد و به تبنس

 .کیفی شود

 از سفت بودن سرسمپلر روی و  شودشدت و با ضربه وارد سرسمپلر ندر زمان کار با رک، سمپلر را به

 .اصلاح سمپلر هوا نكشدمیكروپیپت اطمینان حاص  شود تا به

                                                 
1- probe  

2- meter 
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 سمپلر  -38شكل

 استریليزاسيون  3-4

معنتتای از بتتین بتتردن تمتتامی اشتتكام زنتتده در یتتا روی یتتک محتتیط ستتازی بتتهاستریلیزاستتیون یتتا ستتترون

 باشدپ ها وپپپ میها و اسپور قارچهای زنده باکتریآماده استپ این اشكام مختلف شام  سلوم

 های رایج سترون کردن عبارتند از:روش

 هتتای کشتتت و  : در آزمایشتتگاه میكروبیولتتوژی بتترای استریلیزاستتیون محتتیط     روش حرارتاای

دو صتتورت خشتتک )بتتا استتتفاده از فتتور( و مرطتتوب )بتتا    وستتای  متتورد نیتتاز روش حرارتتتی بتته  

هتتا استتتفاده استتتفاده از اتتتوکلاو( از تتتاثیر گرمتتا و فشتتار بختتار آب بتترای کشتتتن میكروارگانیستتم  

تتتوان از نشتتانگرهای نشتتده متتیده و ستتترونشتتشتتودپ بتترای تشتتخیص بتتین متتواد ستتترون  متتی

صتتور مختلتتف نتتواری، ویتتام یتتا آمپتتوم  نشتتانگرهای بیولوژیتتک بتتهستتازی استتتفاده کتتردپ ستتترون

استتتفاده از انتتدیكاتورهای  تتتوان بتتا  ستتازی را متتی ستتترونملكتترد هستتتندپ ع کوچتتک موجتتود 

ر پتتتای  بیولوژیتتتک، از استتتپورهای  کتتتردپ دشتتتیمیایی و انتتتدیكاتورهای بیولوژیتتتک ارزیتتتابی  

 شودپاستفاده می 2باسیلوس استناروترموفیلوسو  1باسیلوس سوبتیلیس

  هتتای و انجتتام واکتتن  آب اکستتیژنهوستتیله متتواد ضتتدعفونی کننتتده ماننتتد: : بتتهروش شاايميایی

 شودپهای آزاد( برای سترون کردن استفاده میشیمیایی )مانند: رادیكام

 تتتوان بتترای ستتترون کتتردن رتوهتتای ایكتتس و گامتتا نیتتز متتیوستتیله تتتاب  پ: بتته روش پرتااودهی

 کردپبار مصرف استفاده های کات گوت و لوازم یکمواد بیولوژیک، داروها، گاز، باند، نخ

 شتود و شتام  عبتور دادن    معمتولا بترای ستترون ستازی مایعتات استتفاده متی        :ش فيلتراسيونرو

 باشدپمایع از فیلترهای مخصوص می
 

 کشت طيمح  3-5

 هتتایروش نیاز مهمتتتر یمصتتنوع هتتایطیدر محتت هتتای قابتت  کشتتت، میكروارگانیستتم ریتتو تكث کشتتت

فتتراهم گتترددپ از  میكروارگانیستتمرشتتد  یمناستتب بتترا طیشتترا دیتتکشتتت موفتت  با یاستتتپ بتترا یصتتیتشخ

مناستب، حضتور    pHیو معتدن  یمتوادآل  ،ی، حترارت، رطوبتت کتاف   یو ميتذ  ییمتواد غتذا   طیشترا  نیجمله ا

 هتای طیشتوند، محت  یمصترف مت   تیت پل کشتت کته در   هتای طیمحت  شتتر یبپ باشدیم ژنیعدم حضور اکس ای

 اندپ ساخته شده میكروارگانیسملازم جهت رشد  ییمواد غذا هیته یهستند که برا یکشت عموم

                                                 
1-Bacillus subtilis 

2- Bacillus. Stearothermophilus 

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D8%A8_%D8%A7%DA%A9%D8%B3%DB%8C%DA%98%D9%86%D9%87
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رشتتد  عیستتر  یکتته موجتتب افتتزا  یميتتذ یرا بتتا اضتتافه کتتردن اجتتزا   یکشتتت عمتتوم  یهتتاطیمحتت

 طیمحت بته  ،ور ستترون بطت  یمتواد ميتذ   نیت پ اکننتد یمت  یشتوند، غنت   یستخت رشتد مت    هتای سمیرگانمیك

 ،یچربت دون بت  ریعبارتنتد از: شت   یمتواد ميتذ   نیت از ا ییهتا شتوندپ نمونته  -متی اضتافه  اصلی استتری  شتده   

 خون گوسفند، زرده تخم مرغ و پپپپ

 

 

 اجزای تشكيل دهنده محيط کشت    3-5-1

ست از مواد، به     صورت مایع، نیمه جامد یا جامد، که دارای اجزای تشكی  دهنده   محیط کشت فرمولاسیونی ا

سم خاص بوده و به س   های معین یا بدون باز منظور تكثیر )همراه با بازدارندگی میكروارگانی شنا ایی  دارندگی(، 

 گیردپ ها مورد استفاده قرار مییا حفظ قابلیت زیستی میكروارگانیسم

شت   به آگار سفت کننده در محیط ک ست پلی  های جامد و نیمه جامد کاربرد داردپ آعنوان عام   گار ترکیبی ا

سلولی برخی از گونه   سیلاریا   از جنس) قرمز 1های جلبکساکاریدی که از دیواره  ستخراج  ( 3جیلیدیومو 2گرا ا

نقطه  دکنتواند آنرا هضم نمیارگانیسمی یكرومو هیگ ها ارزش غذایی ندارد آگار برای میكروارگانیسمشودپ می

کند که ستتبب جامد شتتدن محیط شتتبكه ای ایجاد می C0 43حدودبا رستتیدن دمای آن بهو  C0 95آنذوب 

 پ آگار هستند g/L 13 تاg/L15 دارای معمولاً جامدکشت های محیط .شودمی

  آب  3-5-2

تتاثیر گتذار بتر     از متواد  یعتار بایتد آب مقطتر و    کشتت  یهتا طیمحت  یستاز آمتاده  یبترا آب قاب  استتفاده  

باشتدپ  فلتزات،   یهتا ونیت و اثتر   اکیت اثتر آمون  د،یت اثتر کلرا  ماننتد:  آزمتون  طیدر شرا ،هاسمیكروارگانیرشد م

وستتیله فیلترهتتای هتصتتفیه بتتو  آب از روی رزیتتنعبتتور ، جوشتتاندن و تقطیتتر کتتردن روش مقطتتر بتتهآب 

دمتای  باشتد پ متی  7خنثتی و در حتدود     pHشتودپ آب مقطتر دارای  تولیتد متی   و نتانو فیلتتر   اسمز معكوس

و آب  دخاصتتیت خورنتتدگی نتتداربتتوده و هتتای طبیعتتی تتتر از آبدلیتت  ختتالص بتتودن پتتایینجتتوش آن بتته

 رهیتتغ و لنیاتتتیپلتت ،یخنثتت شتتهیشماننتتد: اثتتر  یاز متتواد بتت در دار و ستتاخته شتتده ظتتروفمقطتتر بایتتد در 

 پشود ادهشده هر چه زودتر استف دیتولمقطر آب  ،شودیم هیتوص نیو همچننگهداری شود 

 محيط کشت   ویژگی  3-5-3

 پها باشند مواد غذایی ضروری برای رشد میكروب دارایها باید تمام محیط کشت 

 pH  محیط کشت باید در حد معین قب  از استفاده برای کشت تنظیم شودپ 

  کشتتت بایتتد کتتاملا تمیتتز و عتتاری از متتواد ختتارجی  هتتای ظتتروف متتورد استتتفاده بتترای تهیتته محتتیط

  پباشند

  آب مقطر مورد استفاده باید صحیح تهیه شود پ 

                                                 
1-Algae 

2-Gracilari 

3-Gelidium 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D9%85%D8%B2_%D9%85%D8%B9%DA%A9%D9%88%D8%B3
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 محتیط کشتت در نظتر     ميتذی نتوع متواد    متناستب بتا  بایتد   ،ستری  کردن محیط کشتت ا درجه حرارت

بتالا باعتم از بتین رفتتن برختی از متواد شتیمیایی موجتود در محتیط کشتت            یاهت هگرفته شودپ درجت 

 شوندپ می

هتتای ن بایتتد مناستتب بتترای اهتتداف آزمتتون هتتای متتورد استتتفاده در آزمتتو هتتای کشتتت و معتترف محتتیط

میكروبیولتتوژی و دارای کیفیتتت آزمایشتتگاهی بتتوده، همچنتتین بایتتد عتتاری از متتواد ستتمی یتتا مهارکننتتده   

صتتورت آمتتاده در بتتازار در دستتترس هتتای کشتتت بتتههتتای آزمتتون باشتتندپ چنانچتته محتتیطمیكروارگانیستتم

بترای هتر محتیط کشتت و معترف، بهتتر استت        باشند، آنها را مطاب  بتا دستتورالعم  ستازنده تهیته کنیتدپ      

کتترد و تضتتمین کیفیتتت   یتتک محتتدودیت زمتتانی بتترای استتتفاده تعیتتین شتتودپ بتترای کنتتترم عمتت       

 پدیکن مراجعه 8663 شمارۀ رانیااستاندارد ملی های کشت بهمحیط

 طبقه بندی محيط کشت    3-5-4

 کنند: های مختلف طبقه بندی میمحیط کشت را از جنبه

 طبقه بندی محيط کشت بر اساس ترکيبات  3-5-4-1

 طبقه بندی محيط کشت بر اساس قوام فيزیكی  3-5-4-2

 1 مایع یا آبگوشتیکشت  محيط  3-5-4-2-1

 نتوع  بتا  و متناستب  نیامتده  در جامتد  صتورت بته  ختود  ترکیتب  در آگتار  نداشتتن  علتت بته  متایع  هایمحیط

ارلتن متایر و یتا ظتروف      ،هتای آزمتای   را در لولته تتوان آنهتا   های مورد نظتر متی  آزمای  و میكروارگانیسم

 دیگر مورد استفاده قرار دادپ
   "کوکد میت"شود، مانند محیط کشت محیط کشت مایع اضافه میدر بعضی موارد ذرات جامد به -1یادآوری

 شوندپنامیده می "براث"طور معموم ها بهها، یا بطریها، ارلنمحیط کشت مایع در لوله -2یادآوری
 

 2کشت جامد محيط  3-5-4-2-2

ا و ی )پلیت( دی  پتری، لوله در و بوده جامد صورتبه خود ترکیب آگار در بودن علت دارابه جامد هایحیطم

تشخیص  ،خصوصیات خاص هر کلنی، تولید پیگمانت، تشكی  کلنی پگیردمیظروف دیگر مورد استفاده قرار 

 سه صورتبه جامد محیطشت در ککارگیری محیط جامد استپهب دلی  ،دیدن منطقه همولیز، هاانواع باکتری

 گیرد :انجام میو برای اهداف خاص 

 
 

                                                 
1- Liquid or broth media 

2- Solid media 
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  1کشت در داخل محيط جامد الف

تلقتیح  بتاکتری متورد نظتر را     ،C0 45 بتا دمتای  جامتد  آگتاردار  های آزمای  محتتوی محتیط کشتت    لولهبه

ستپس   ،بتا محتیط کشتت مخلتوط شتوند      کتاملاً  هتا تتا بتاکتری   دهنتد ها تكان میو لوله را بین دست کرده

 پدهند تا محیط بسته شودطور عمودی قرار میلوله آزمای  را به

 

   2های عمقیکشت ب

محتتیط  عمتت )آنتتس( در  کشتتت ستتوزنتوستتط  عمتتودییستتم را بطتتور میكروارگان تتتوانبتتا ایتتن روش متتی

 جامد کشت دادپ

  3دار شيب کشتپ 

وستتیله فیلتتدوپلاتین یتتا بتته /)آنتتس( در عمتت  و ستتطح و کشتتت ستتوزن هتتا،بتترای کشتتت میكروارگانیستتم

 پ دهندمی کشت دارشیب سطح در( ای )لوپحلقه

 
 4کشت نيمه جامد محيط  3-5-4-2-3

  پ5/0%اتت2/0% است کمتر جامد هایمحیطبه نسبت آن آگار میزان کهپجامد نیمه هایمحیط

 محتتیط کشتتتیتتن نتتوع چنانچتته ا "SIM"ماننتتد: دپشتتوهتتا استتتفاده متتیحرکتتت بتتاکتری بتترای مشتتاهده

محتیط کشتت در تته     و اگتر  پشتود گفتته متی   "استلنت "شتوند   جامتد حالتت شتیبدار   بهامد شدن، جهنگام 

  شودپگفته می "بات"آن ظروف ریخته شود به

 
 

                                                 
1- Shake Cultures 

2- Stab Cultures 

3- Slant media 

4- Semi Solid media 
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 طبقه بندی محيط کشت بر اساس کاربرد آنها    3-5-4-3

   1محيط کشت انتقالی  3-5-4-3-1

ساندن  حداق  رها در ضمن به منظور نگهداری و حفظ قابلیت زیستی میكروارگانیسم  است که به محیط کشتی  

تيییر در شتتمارش در دوره زمانی بین جمع آوری نمونه و کار آزمایشتتگاهی بر روی آن، طراحی شتتده استتتپ 

 " 2محیط کشت استوارت یا آمیس" مانند:

 

 

 

 3داری کننده محيط کشت نگه  3-5-4-3-2

هتتا در یتتک دوره منظتتور نگهتتداری و حفتتظ قابلیتتت زیستتتی میكروارگانیستتمکشتتتی استتت کتته بتتهمحتتیط 

ستازی  زمانی طولانی طراحی شده، تتا از آنهتا در برابتر اثترات نتامطلوبی کته ممكتن استت در طتی ذخیتره          

 آنها قدرت بازیابی دهدپ وجود آید محافظت کرده و پس از این مدت، بهطولانی مدت به

  "5نوترینت آگار "های، اسلوپ"4کشت دورستاگمحیط "مانند: 

 6محيط کشت بازیابی   3-5-4-3-3

 هتتای آستتیب دیتتده و تحتتت تتتن  امكتتان تتترمیم و بازیتتابی میكروارگانیستتممحتتیط کشتتتی استتت کتته بتته

 شوندپ دست آورند، ولی لزوما باعم تكثیر آنها نمیهدهد تا رشد طبیعی را بمی

 "7آب پپتونه بافری "مانند
آب  "کتتار رود بتترای مثتتامعنتوان یتتک محتتیط پتتی  غنتتی کننتده نیتتز بتته  توانتتد بتتهمحتتیط کشتت بازیتتابی متتی  -یااادآوری

   "پپتونه بافری

 9و غنی کننده  8محيط کشت پيش غنی کننده  3-5-4-3-4

شرایط مطلوب خاصی برای رشد و تكثیر      طور کلی محیط کشت مایع به هب شكی  دهنده آن،  دلی  ترکیبات ت

  "تریپتون سوی براث"کندپ مانند:را فراهم می میكروارگانیسم

  10محيط کشت غنی کننده انتخابی  3-5-4-3-4-1

                                                 
1- Transport medium  

2- Stuart or amies transport medium 

3- Preservation medium 

4- Dorset agar medium 

5- Nutrient medium 

6- Resuscitation medium  

7- Buffered peptone water 

8- Pre-enrichmen medium 

9- Enrichmen medium 

10- Selective enrichment medium   
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شت غنی کننده  ست که به محیط ک سم ای ا شد می میكروارگانی سطه  دهد و بههای خاص امكان ر یک ماده وا

شد تمام   ،مهار کننده سم میكرور سم مورد نظر را  میكروجز هها بارگانی ندپ کنمی مهاریا تا حدودی  کاملاًارگانی

 " 1واسیلادیس -پپتون سوی راپاپورت"مانند: محیط کشت 

  2محيط کشت غنی کننده غير انتخابی  3-5-4-3-4-2

  "برین هارت اینفیوژن براث"مانند:دپ دهها امكان رشد میطیف وسیعی از میكرو ارگانیسمبهاین محیط 

 3محيط کشت جداکننده  3-5-4-3-4-3

 دهدپها امكان رشد میمیكرو ارگانیسممحیط کشت جامد یا نیمه جامدی است که به

 4محيط کشت جداکننده انتخابی   3-5-4-3-4-4

طور هها بدهد و از رشد سایر میكروارگانیسم   میكرو ارگانیسم خاص و هدف امكان رشد می  بهکه  کشتی محیط 

 "آگار XLD"مانند: کندکام  یا قسمتی جلوگیری می

 5محيط کشت جداکننده غير انتخابی   3-5-4-3-4-5

  "نوترینت آگار"مانند: شوندپصورت انتخابی، مهار نمیدر آن میكروارگانیسم بهکه  کشتیمحیط 

 7/ فلوروژنيک 6محيط کشت انتخابی کروموژنيک   3-5-4-3-4-6

ست که همه یا بخشی از فلور همراه با میكرو   محیط کشت کروموژنیک / فلوروژنیک دارای ترکیبات   انتخابی ا

گانیستتتم   هار می       ار نه را م هدف در نمو به   های  ند و منجر  یت ک یابی دقی  می  و تقو ند:    رد مان  شتتتود 

" TBXآگار"،MUG/EC"" 

  8محيط کشت افتراقی  3-5-4-3-4-7

شت  شیمیایی           محیط ک صیت فیزیولوژیک یا بیو صو صات و خ شخ ست که م سم ی ا نظور مها را بهمیكروارگانی

 "TTC ،TBX"و"7ترجیتوم" :مانندکندپ شناسایی فراهم می

 9محيط کشت شناسایی   3-5-4-3-4-8

استتفاده از  بته محیط کشت با قدرت تشخیصی بتالا بترای ایجتاد یتک واکتن  تشخیصتی ختاص کته نیتاز          

 " 10بای  اسكولین آزاید" :های تاییدی نداردپ مانندمحیط کشت

 11محيط کشت شمارش   3-5-4-3-4-9

                                                 
1- Rappaport-Vassiliadis (RV) 

2- Non- selective enrichment medium  

3- Selective isolation medium 

4- Selective enrichment medium 

5- Non-selective isolation medium  

6- Chromogenic selective culture medium 

7- Fluorogenic selective culture medium 

8- Differential medium 

9- Identification medum 

10- Bile Esculin Azide Agar (Enterococcus Selective Agar) 

11- Enumeration medium 
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 1ربرد پارک"رودپ مانند:کار میها بهمحیط کشتتتت انتخابی یا غیر انتخابی که برای شتتتمارش میكروارگانیستتتم

 "2ست اکسترکت آگار ی"
 تواند خصوصیات محیط کشت بازیابی و/یا محیط کشت غنی کننده را داشته باشدپمحیط کشت شمارش می-یادآوری

 

 3محيط کشت تایيدی   3-5-4-3-4-10

ابی ها پس از یک مرحله بازیمحیط کشتی است که برای شناسایی یا تعیین هویت مشخصات میكروارگانیسم        

  "4کلینگر آیرون آگار"مانند: پشودکار گرفته میهمقدماتی و/یا غنی سازی و/یا جداسازی، ب

 5محيط کشت دارای ترکيبات خنثی کننده   3-5-4-3-4-11

که برای  ای استانتقالی، محیط کشت رقی  کننده یا محیط کشت دارای ترکیبات خنثی کنندهمحیط کشت 

 پدروکار میک  بهعفونی کننده یا سایر عوام  میكروبغیرفعام کردن عوام  در سطح و/ یا ضد 

 

 محيط کشت با موارد استفاده متعدد  3-5-4-3-4-12

کته یتک محتیط    "6بتلاد آگتار  "گیتردپ ماننتد:   قترار متی  هتای متعتدد   محیط کشتی است که در دسته بندی

کشتتت افتراقتتی بتترای عنتتوان محتتیط کشتتت جداکننتتده و همچنتتین محتتیط توانتتد بتتهبازیتتابی استتت، متتی

توانتد یتک محتیط    کته یتک رقیت  کننتده استت متی       "بتافر پپتتون واتتر   "کتار رودپ و یتا   هردیابی همولیز ب

 کشت پی  غنی کننده نیز باشدپ  

 محيط کشت مرجع   3-5-4-3-4-13

کرد محیط ای کنترم عم که برای ارزیابی مقایستته"7تریپتون ستتوی آگار"محیط کشتتت غیر انتخابی مانند:

 رودپ کار میهکشت ب

 

 طبقه بندی محيط کشت بر اساس آماده سازی    3-5-4-4

 محيط کشت آماده مصرف  3-5-4-4-1

 شك  آمادهها، یا ظروف دیگر، به، لولههاطریبهب ها،محیط کشت مایع، جامد یا نیمه جامدی است که درپلیت

شك  آماده مصرف پس از ذوب کردن مجدد و افزودن شك  آماده مصرف پس از ذوب کردن یا بهمصرف، یا به

 رودپ کار میمكم  به

 محيط کشت کامل شده  3-5-4-4-2

 محیط کشتی است که برای تلقیح آماده باشدپ

                                                 
1- Baird-Parker Agar 

2- Yeast Extract Agar 

3- Confirmation medium  

4- Kligler Iron Agar (KIA) 

5- Medium containing nutralisers 

6- Blood agar 

7- Tryptic Soy Agar)TSA( 
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 محيط کشت آماده مصرف بعد از ذوب مجدد   3-5-4-4-3

ه ها بریختن در پلیتای است که برای استفاده در روش کشت آمیخته یا برای محیط کشت ذوب مجدد شده

 رودپکار می

 محيط کشت آماده مصرف بعد از ذوب مجدد و افزودن مكمل  3-5-4-4-4

مصرف کام  نشده( ذوب مجدد شده، مكم  محیط کشتی است که باید قب  از استفاده )محیط کشت آماده 

 افزوده و توزیع شودپ

 "آگار(RFP) فیبرینوژنرابیت پلاسما "یا  "برد پارکر آگار"،  "آگار (TSC)تریپتوز سولفیت سیكلو سرین "مانند

 

 های بدون آب تجارتی محيط کشت آماده شده از فرمولاسيون  3-5-4-4-5

ی وراآن آب افزوده شده و فراست، و لازم است قب  از مصرف، بهصورت خشک موجود محیط کشتی است که به

 گرددپ

 محيط کشت آماده شده از اجزای مجزا  3-5-4-4-6

  دپشواز ترکیبات مجزای خود تهیه می کاملاًوسیله آزمایشگاه میكروبیولوژی محیط کشتی است که به

 

 آزمایشگاهدر های کشت محيط آماده سازی و استریليزاسيون  3-6

آماده ستازی صتحیح محتیط کشتت یكتی از مراحت  اصتلی بترای تضتمین کیفیتت نتتایج آزمتون               3-6-1

 میكروبیولوژی است که باید با دقت خاصی انجام شودپ

کشتتت  محتتیط از لازم نشتتانه گتتذاری آن، مقتتداربتته توجتته بتتا بتتا رعایتتت دستتتور العمتت  تولیتتد کننتتده، و

ختالص )مقطتر(، آب بتدون امتلاح یتا آب یتون زدایتی         بتا آب  شتودپ و )پودر خشتک( بتا دقتت تتوزین متی     

 در ستتپس کنیتتد مخلتتوط ارلتتن داختت  شتتده بتتا استتتفاده از استتمز معكتتوس یتتا کیفیتتتی معتتادم آن، در  

 حجم برسانیدپو به یكنواخت کنیدپ سریعاً کردن، گرم با همراه لزوم صورت

 پای  شودپ  5271بیشتر نباشد و طب  استاندارد ملی ایران شمارۀ mL /cfu 210از آلودگی میكروبی

باشد و طب   2میكروزیمنس 25آب استفاده شده برای تهیه محیط کشت نباید بیشتر از  1هدایت الكتریكی

 پای  شودپ 8097استاندارد ملی ایران شمارۀ 

 

3-6-2  pH  

pH    محیط کشت را بتا استتفاده ازpH     ستازی  در صتورت لتزوم، قبت  از ستترون     پمتتر انتدازه گیتری کنیتد

pH  ایتن ترتیتب کته    تنظیم شود، بتهpH     ستازی و رستیدن دمتا بته     محتیط کشتت پتس از ستترونC0 25 ،

واحتتد انتتدازه گیتتری باشتتد، مگتتر اینكتته مقتتادیر دیگتتری توصتتیه شتتده  ±2/0بایتتد در محتتدوده متتورد نظتتر

 هیتدروکلریک  یتا g/L40: غلظتت تقریبتی  معمولاً بتا استتفاده از محلتوم ستدیم هیدروکستید بتا        pH باشدپ

                                                 
  دهندپنیز نمای  می EC باشدپ واحد هدایت الكتریكی که آن را بادهنده میزان املاح هادی موجود در آب می آب نشان هدایت الكتریكی - 1

  پشودنشان داده می µSiemens/cmبا  SIباشد که در سیستم واحد هدایت الكتریكی ویژه آب می سانتیمتر میكروزیمنس بر - 2
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هتای ستترون   ستازی انجتام شتود، بایتد از محلتوم     پتس از ستترن    pHاگتر تنظتیم   پشتود انجتام متی   استید 

 پ استفاده شود

 

 توزیع   3-6-3

از ری برای جلوگیمناسب کافی فضای  کنید بطوری که مطمنن شوید در ظروف مناسب توزیعرا محیط کشت 

 سترون سازی وجود نداردپدر طی فرآیند  سر رفتن محیط

 

 سترون سازی   3-6-4

شت   هایمحیط شده ک سترون کنید   را در روز آماده تهیه  شت و معرف سازی محیط سترون پ سازی  ها های ک

ستفاده از حرارت مرطوب  ستفاده از اتوکلاو   معمولاً با ا سیون یا با ا ضی از   پشود انجام می فیلترا های محیطبع

م: برای مثا پتوان آنها را با دمای جوش ستتترون نمودستتازی با اتوکلاو نیاز ندارند، ولی میستتترونکشتتت به

حرارت و نور حساس هستند و   ها که حاوی برلیانت گرین بوده و بخصوص به های کشت آنتروباکتریاسه  حیطم

ست   شوند          بهبهتر ا شدید محافظت  شده و در برابر نور  سرد  شیدن  ضی همچنین،  پسرعت پس از جو از  بع

های پ در همه موارد طب  دستتتورالعم ستتازی مورد استتتفاده قرار داد توان بدون ستتترونها را نیز میمعرف

سب انجام دهیدپ    ستانداردهای منا سترون کردن،   تولیدکننده یا ا شرایطی که از  محیطپس از   تيییرها را در 

ت محیط کشتتاگر پ ر و خشتتک شتتدن محافظت کنیداز نو برای مثام:نگهداری کنید  ،ترکیبات جلوگیری کند

ش     ستفاده ن صله ا ستاندارد خاصی مشخص      شرایط دیگری  ده یاوبلافا شد شده  ندر ا   چام در دمایخیو در ، با

C03± C0 5 مدت زمان  دوش می توصیه معمولاً  شود  نگهداری یخچام در ی کشت هامحیط اگر پنگهداری کنید

 پنشود بیشترماه  ش  تا سه هالوله و شده بسته هایبطری برای و هفته چهار تا دو از هاپلیت براینگهداری 

یند دیگری که آوستتیله قرار دادن آن در حمام آب جوش و یا هر فربهرا کشتتت  یهامحیطبرای ذوب مجدد، 

محیط کشت ذوب شده، در حمام آب گرم    (قرار دادن در بخار اتوکلاو :مانند) ذوب کنیدهمان نتیجه را دهد، 

 کنیدپ، خنک C050اتت C047دمای بابا دمای تنظیم شده، 

 

 هاافزودن مكمل  3-6-5

محیط اضافه رسید، به C050کمتر از هستند، باید بعد از اینكه دمای محیط بهحرارت بههایی که حساس مكم 

های مایع افزودن مكم پ دمای اتاق برستتدآگاردار بهمحیط شتتده باید قب  از افزودن به ستتترونمكم  پ شتتوند

شكی  پرک         شدن آگار یا ت سته  سبب ب ست  سب جلوگیری کند    سرد ممكن ا شود و از توزیع منا شفاف   پهای 

در هر  پستترعت در ظروف نهایی تقستتیم کنیدآرامی و کام  مخلوط کرده و بهها را در محیط کشتتت بهمكم 

 پنده عم  کنیدکنتولید لعم طب  دستوراصورت 

 

 هاپليتهای کشت جامد در سازی محيط آماده  3-6-6

شده را در    شت آگاردار ذوب  ضخامت آن  هاپلیتمحیط ک در ظروف پ برای مثام: گردد mm3بریزید تا حداق  

محیط کشتتتت آگاردار کافی استتتت یا مقداری که در استتتتانداردهای   mL20تاmL 18، معمولاmm20با قطر 
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طوم هب h72گذاری آنها بی  ازها باید نگهداری شتتتوند، یا زمان گرمخانهاگر پلیتپاستتتتبیان شتتتده  مربوط

ریخته  هاپلیتدر  ممكن است است، محیط کشت بیشتری     C0 40 گذاری بی  ازدمای گرمخانهانجامد، یا می

 پ ببنددصورت در بسته روی یک سطح افقی و خنک قرار دهید تا آگار سرد شده و ها را بهپلیتپ شود

 

 کشت آماده شده  طيمح یمدت زمان نگه دار و ینگهدار  3-6-7

های آگاردار آماده شتتده پلیتو کشتتت  طیمحبهمربوط  گرید یهاهیو توصتت ءانقضتتا خیتار ،یدارنگه طیشتترا

 باشدپکننده تولید لعم تجارتی بهتر است طب  دستورا

 

 

   آماده سازی نمونه      3-7 

ها را با تكان دادن شتتدید  ها، پی  از انجام آزمون، نمونهتوزیع یكنواخت میكروارگانیستتمدستتتیابی به یبرا  

 های لازم را تهیه کنیدپ ماهیت نمونه و میزان آلودگی مورد انتظار، رقتکاملا مخلوط کنیدپ و بسته به

یا  mL9برابر، 10ایهبرای رقت های دهدهی را با رعایت شرایط اسپتیک تهیه کنیدپبرای آزمون شمارش، رقت

mL90 حجم  9های سترون اضافه کنید با انتقام یک حجم نمونه به ارلن یا لولههای رقی  کننده را بهاز محلوم

 برابر را تهیه کنیدپ 10هایمحلوم رقی  کننده، رقت
 ها تقریبا برابر با دمای محیط آزمایشگاه باشدپدمای محلوم رقی  کننده شود،توصیه می-1یادآوری
سرعت خنک سپس به، برای شمارش اسپورها، بلافاصله پس از تهیه سوسپانسیون اولیه باید شوک حرارتی دهید-2یادآوری

 پ کنید

پتت ستترون بته    از سوسپانستیون اولیته را، بتا استتفاده از پتی      mL 1بعتدی،  دهتدهی هتای  رقتت برای تهیته  
mL9          همتزن  یتک  از استتفاده  بتا  ومحلوم رقی  کننتده ستترون کته دمتای مناستبی دارنتد، منتقت  کنیتد 

باشتدپ در صتورت لتزوم،    متی  10-2بدستت آمتده   رقتت کنیتدپ   وطمخلت  sec 3تتا  sec 5مدت زمتان به مكانیكی
را تهیتته کنیتتد تتتا حتتدی کتته بتترای شتتمارش       ( پپپپپ ، 10-3) هتتای بعتتدی همتتین ترتیتتب و رقتتت  بتته

داخت  سوسپانستیون اولیته فترو      cm1پتت را بتی  از  یپت  د،یمراقتب باشت   ها مناسب باشتندپ میكروارگانیسم
 پتت حتاوی سوسپانستیون اولیته بتا محلتوم رقیت  کننتدۀ ستترون جلتوگیری کنیتدپ           تماس پتی  و ازنكنید 

هتتای اعشتتاری بعتتدی، زمتتان بتتین پایتتان هنگتتام آمتتاده ستتازی رقیتت  کننتتده سوسپانستتیون اولیتته و رقتتت
  از ماده ستازی تتا لحظته تمتاس متاده تلقیحتی بتا محتیط کشتت یتا آبگوشتت غنتی کننتده نبایتد بتی                آ

min 45 باشدپ  
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 ميكروبيولوژی های کشت درروش  3-7-1

 سه روش قاب  انجام استپکشت در پلیت به 

  1خطیکشت  

  2سطحیکشت  

 3کشت آمیخته یا پور پلیت   

 روش صافی غشایی 

 

 کشت خطی    3-7-1-1

ترون س حلقه کشتوسیله یک هاین ترتیب که ابتدا بشودپ بهاین روش از محیط پی  ریخته استفاده می در

های موازی و در صورت خطهرا روی سطح محیط پی  ریخته ب باکتری را برداشته و آن کلنیشده مقداری از 

قسمت تقسیم  4پلیت را به  ،های تکدست آوردن کلنیههای خطی برای بدر کشت شودپه میکشیدچند جهت

های موازی کشیده و بعد خطوط صورت خطهب ،باکتری است کلنیکه محتوی  حلقه کشتنوک  شود و بامی

منطقه سوم و چهارم هم و در  دادهرا در منطقه دوم از انتهای خط انتهایی منطقه اوم در جهت دیگر ادامه 

دپ خصوصیت این روش این است که وقتی خطوط موازی را روی سطح محیط شوهمین صورت عم  میبه

تا  واهد بودخکمتر بسیار تراکم باکتری  ،انتهای خط و درشود ها کاسته میترتیب از تراکم باکتریکشید بهمی

 پشودکلنی خالص نامیده میکه  خواهد داشتپوجود های تک کلنیدسترسی بهکه در منطقه چهارم  ییجا

 
                                                 
1- Surface plate 

2- Streak plate 

3- Pour plate  

http://www.beck-on-laboratory.blogfa.com/post-3.aspx
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باشتتند برای انجام کشتتت خطی روی محیط پی  های کشتتت باکتریایی که بصتتورت مایع میر مورد محیطد

رار داده پی  ریخته قکشت از  روی محیط  شته، بردا از سوسپانسیون میكروبی    حلقه کشت ریخته فقط یكبار 

 شودپکشیده میصورت خطوط موازی در چند جهت هو ب

 کشت سطحی      3-7-1-2

های مورد مصرف انسان و خوراک دام، نمونه   فرآوردههای این روش کشت اغلب برای شمارش میكروارگانیسم   

هستتتتند و  1گرماهای حستتتاس بهگانیستتتمهایی که دارای میكروارفرآوردههای محیطی و همچنین در مورد 

 (کاربرد داردپ2گراهای سرمااحتمام دارد قسمت معنی داری از فلور ک  را تشكی  دهند )مانند: ارگانیسم

های زده و منجمد، که ممكن استتت دارای میكروارگانیستتم های یخهای خشتتک شتتده، غذا همچنین در غذا

اری هستتتند که احتمام دارد قستتت های هوازی اجبهایی که دارای باکتریفرآوردهگرما باشتتند یا حستتاس به

شكی  دهند )مانند:گونه معنی ایی که داری ذرات کوچكی فرآورده( و 3سودوموناس پهای داری از فلور ک  را ت

شتتود، همچنین ستتختی انجام میهای تشتتكی  شتتده در کشتتت آمیخته بههستتتند که تشتتخیص آنها از کلنی

شدید آنها باعم جلوگیری از  فرآورده شت آمیخته می   هایی که رن   شخیص کلنی در ک ی هایفرآوردهشود،  ت

عنوان قستتمتی از ارزیابی کمیت غذا مورد نیاز استتت و بالاخره  که برای تشتتخیص بین انواع مختلف کلنی به

هایی است که قابلیت رشد و تشكی  کلنی در سطح محیط کشت جامد را دارند،       برای کشت میكروارگانیسم  

شتتودپ در روش ستتطحی، برای  نوع کشتتت، از محیط پی  ریخته استتتفاده می  شتتودپ در اینکار برده میبه

 ، حتتجتتم آزمتتونتته و یتتا رقتتتتتی از آن بتتایتتد بتتیتتن   mm100تتتا  mm90هتتائتتی بتتا قتتطتتر  پتتلتتیتتت

mL 1/0  تاmL 5/0 های تشتتكی  ای انتخاب کرد که در آن تعداد مورد انتظار کلنیگونهباشتتدپ رقت را باید به

های تیپیک و غیر تیپیک روی پلیت باید کمتر از تیپیک باشتتدپ تعداد ک  کلنیکلنی  150تا  10شتتده بین 

  کلنی باشدپ 200

كن  ها ممهای بزرگتر تعداد کلنیها بستتتتگی دارد و برای کلنیاندازه کلنیهای قاب  شتتتمارش، بهتعداد ک  کلنی – یاد آوری

 است کاه  یابدپ  

 

محیط کشتتت را آماده و نشتتانه گذاری کنید و در صتتورت لزوم ستتطح محیط  mL15 های دارای حدود پلیت

از  mL  1/0یاهای مایع( و فرآوردهآزمایه ) از mL  1/0شتتتودپ معمولاکشتتتت پی  از استتتتفاده خشتتتک می

سیون اولیه      سپان سایر  سو سط میله پخ      ها( فرآورده) شده و تو سطح محیط جامد از پی  ریخته تلقیح  در 

ها   شتتتودپ و بعد از جذب ماده تلقیحی، پلیت     مكانیكی ستتتترون روی ستتتطح پخ  می   کننده یا وستتتای     

 پشودگذاری میگرمخانه

 پتوجه داشته باشید که هنگام انجام کشت سطحی باید سطح محیط خشک باشد-یادآوری

                                                 
1- Heat-sensitive organisms 

2- Psychrotrophic 

3- Pseudomonas spp. 
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شت به  سطح محیط جمع      هنگام تهیه محیط ک ست بخار آب روی درب پلیت و  صورت پی  ریخته، ممكن ا

 نكات زیر مهم استپها توجه بهبرای خشک کردن پلیتشود 

شرایط رطوبت درون و سطح محیط کشت بستگی     ها بهیرا رشد بهینه باکتری میزان رطوبت مهم است ز  -الف

های کشتتت افزای  غلظت مواد باز دارنده در محیطداردپ از دستتت دادن رطوبت زیاد ممكن استتت منجر به 

 سطح محیط کشت شودپ  انتخابی و کاه  فعالیت آب در

شود و سطح محیط کشت در    سرعت روی محیط کشت پخ  نمی  هایی که کلنی آنها بهدر مورد باکتری -ب

توانید خشک کردن  رسد، خشک کردن سطح پلیت ضرورت نداردپ در این موارد می     نظر میها خشک به پلیت

 شودپ مورد رطوبت میدست دادن بیسطح پلیت را حذف کنیدپ زیرا باعم افزای  احتمام آلودگی و از 

شدن را به    -پ ن نگه یای انتخاب کنید که احتمام آلودگی تا حد ممكن پایگونهدرجه حرارت و زمان خشک 

خار میزان بداشته شود و درجه حرارت اثر سوئی روی کیفیت محیط کشت نداشته باشدپ زمان خشک شدن به

 ها بستگی داردپآب سطح محیط کشت درون پلیت

کنید، برای استتتتفاده نمی 1ایها از اتاقک با جریان هوای لایهچنانچه برای خشتتتک شتتتدن کردن پلیت -ت

 ها، سطح محیط کشت را پایین قرار دهیدپ پیشگیری از آلودگی پلیت

هتا بته   ای کته ستطح آگتار پلیتت    ونته گبته  C050تتا  C0 25هتا را بتا قترار دادن در دمتای     در عم  پلیت -ث

 شودپو در پلیت نیمه باز باشد، خشک می طرف پایین باشد

خشتتک کردن پلیت را تا زمان ناپدید شتتدن قطرات در ستتطح آگار یا روی در پلیت ادامه دهید بی  از آن   

ای در دمای  ها را در اتاقک ایمنی با جریان هوای لایه      توانید پلیت  خشتتتک کردن را ادامه ندهید همچنین می   

صورت در بسته در درجه حرارت محیط خشک    مدت یک شب به یا به، min60تتتتتا min 30محیط برای مدت

توانید پس از ریختن محیط کشتتت در پلیت در صتتورت تجمع حباب هوا، آنها را با شتتعله کنیدپ همچنین می

 شودپ دادن سطح محیط حذف کنیدپ اینكار باعم سترون شدن سطح محیط کشت هم می

 یا پورپليت کشت آميخته    3-7-1-3

اندازه پلیت و حجم محیط کشتتتت مورد کشتتتت آمیخته، حجم آزمونه و یا رقتی از نمونه بستتتته به در روش

ک های تیپیای انتخاب کرد که تعداد مورد انتظار کلنیگونهاستپ رقت را باید به mL 5تا  mL 1/0استفاده بین 

های تعداد ک  کلنیکلنی باشتتدپ  150تا  10بین  mm100تا  mm90هایی با قطر تشتتكی  شتتده روی پلیت 

 کلنی باشدپ 300تیپیک و غیر تیپیک روی پلیت باید کمتر از 

                                                 
1- Laminsr-flow safety cabinet 
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ن است ها ممكهای بزرگتر تعداد کلنیها بستگی دارد و برای کلنیاندازه کلنیهای قاب  شمارش، به تعداد ک  کلنی – آورییاد

 کاه  یابدپ  

 

ستتایر فرآینتتدهای مناستتب ماننتتد:  محتتیط کشتتت متتورد استتتفاده را در حمتتام آب جتتوش ذوب کنیتتد از   

قتترار دادن در جریتتان بختتار آزاد اتتتوکلاو و یتتا متتاکروویو و ستتایر فرآینتتدهای مناستتب کتته ترکیتتب دمتتا و   

توانیتتد استتفاده کنیتتد از  گتذاری شتتده استت نیتتز متی   زمتان آن بترای آمتتاده ستازی محتتیط کشتت، صتتحه    

حمتام ختارج کنیتد و     ازشتدن  محت  ذوب  حرارت دادن زیتاد محتیط کشتت ختودداری کنیتد و آن را بته      

برستد پتس    C0 45قترار داده تتا دمتای آن بته      C0 45حمتام آب بتا دمتای     محیط کشتت ذوب شتده را در  

 ها تقسیم کنیدپ های لازم، آزمونه را کاملا مخلوط و در پلیتها و دقتاز تهیه و آماده سازی پلیت
 صورت ذوب شده نگه داری نكنیدبه h4های کشت را برای مدت زمان بیشتر ازمحیط-1یادآوری

 دار را بیشتر از یكبار ذوب نكنیدپهای کشت آگارمحیط -2یادآوری 
 

ارلن دارای محتیط کشتت را از حمتام آب ختارج کنیتد پتس از خشتک کتردن قستمت بیرونتی آن، گتردن            

کته  ای بیافزاییتد  گونته هتا بته  پلیتت ظرف را از روی شتعله عبتور دهیتدپ محتیط کشتت را بتدون تتاخیر بته        

  حداق  برسدپایجاد شوک حرارتی به

 

 

کتته  ستتترونمحتتیط کشتتت  mm 20تتتا mm 15 آزمونتته مقتتدار ml2تتتا  ml1طتتور کلتتی بتترای یتتک   بتته

هتتای بیشتتتر آزمونتته، مقتتدار محتتیط بتترای حجتتمپ شتتودمتتی استتتفاده ،رستتیدهºC45حتتدودحتترارت آن بتته

پ شتود متی کتاملا مخلتوط    8صتورت ه ستپس بتا حرکتات دورانتی بت     کشت را بر همین اساس تنظتیم کنیتدپ   

شتتودپ پتتس از جامتتد شتتدن آگتتار، و تتتا ستترد شتتدن، روی ستتطح افقتتی قتترار گرفتتته و محتتیط جامتتد متتی 

 گیردپها بدون تاخیر در گرمخانه قرار میپلیت

 
 

 های دو لایه کشت    3-7-1-3-1

بتا   کشتت در صتورت لتزوم ستطح محتیط     پس از تلقیح و کشتت آمیختته یتا پتور پلیتت       کشت دو لایه،در 

آن کشتت  حالتت بته   ایتن  در شتود ه متی وشتاند پکشتت   طمجددا با یک لایه نتازکی از همتان محتی    ،باکتری

طتور واژگتون در گرمخانته قترار     را بته  هتا ، پلیتت شتودپ پتس از بستته شتدن محتیط     لایه هم گفتته متی   دو

  پدهند تا از ریختن قطرات آب درسطح محیط جلوگیری گرددمی

 

 صافی غشایی    3-7-1-4
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هتتای متتورد جستتتجو روی شتتود و میكروارگانیستتمزمونتته از صتتافی غشتتایی عبتتور داده متتیآدر ایتتن روش 

 طع شتده از محتی  اجتاذب اشتب   دپت گتار یتا   آمحتیط کشتت    س صتافی روی پماننتد ست  سطح صافی باقی می

شتتوند هتتا روی ستتطح صتتافی تشتتكی  متتی کلنتتی ،گتتذاریس از گرمخانتتهپتتشتتوند ر داده متتیاکشتتت قتتر

 ایگونته هتتوان بت  هتوازی، صتافی را متی   هتای بتی  هتای ختاص ماننتد بتاکتری    میكروارگانیسمهمچنین برای 

شتانده  پودار آگتار حتیط کشتت   میگتری از  ه دبتا لایت   ایین باشتد و پت طترف  ن بهآکه سطح  دلیت قرار داپدر 

 شودپ 
 میزان کدورت نمونه دارد پانتخاب اندازه منافذ فیلتر غشایی بستگی به -1یادآوری 

صیات مهار      -2 یادآوری صو شایی باید بدون خ ستفاده در       فیلترهای غ شند و مرکب مورد ا شد باکتری با کنندگی یا تحریک ر

   7993ماره ش ها اثر بگذاردپ هر بهر فیلتر غشایی باید مطاب  استاندارد ملی ایران به  چاپ خطوط شطرنجی نباید بر رشد باکتری  

 برندهای مختلف فیلتر غشایی باعم نتیجه متفاوت در بازیافت و ایجاد رن  شودپویژه وقتی که استفاده از هآزمون شود، ب

 

   روش صافی غشایی 3-7-1-4-1

 آزمونه  3-7-1-4-1-1

قابلیتتت صتتاف شتتدن نمونتته آب و صتتافی غشتتایی متتورد استتتفاده بستتتگی داردپ بتتهحتتداکثر حجتتم آزمتتون 

مقتتادیر کمتتی از ذرات کلوئیتتدی )ماننتتد  هتتایی کتته ماننتتد آب آشتتامیدنی کتته دارای  ایتتن روش بتترای آب

امكتان صتاف کتردن     m µ 45/0هتای بتا انتدازه روزنته    ورت معل  هستند، کتار بترد دارد بتا صتافی    صآهن( به

حساستتیت بتتالای هتتایی بتتا استتتفاده از یتتک صتتافی و در نتیجتته دستتتیابی بتته چنتتدین لیتتتر از چنتتین آب

هتتا و هتتا )ماننتتد: استتپور میكتترو ارگانیستتم ماگتتر چتته بتترای برختتی از میكروارگانیستت  آزمتتون وجتتود داردپ

لازم استتپحجم نمونته متورد آزمتون و یتا رقتتی        m µ 2/0روزنته هتایی بتا انتدازه    لژیونلا( استفاده از صتافی 

ای انتختاب شتود کته تعتداد متورد انتظتار کلنتی تیپیتک تشتكی  شتده روی صتافی بتا             گونته از آن باید بته 

هتای تیپیتک و غیتر تیپیتک روی     باشتد تعتداد کت  کلنتی    کلنتی   100تتا   10حتدود   mL50تا  mL47قطر 

 کلنی باشدپ  200صافی باید کمتر از 
شته باشید که تعداد ک  کلنی   – 3یاد آوری اندازه کلنی بستگی دارد و تعداد با بزرگ شده کلنی    های قاب  شمارش به توجه دا

 یابدپکاه  می

 

 صاف کردن  3-7-1-4-1-2

 صافی غشائی یک صافی متخلخ  پایۀ صفحۀ روی .کنید وص  خلاء منبعبه را سترون صافی هایدستگاه

 از با استفاده را غشائی صافی بیرونی قسمتپ دهید قرار باشد، بالا طرفبه آن چهارخانۀ سطح که را سترون

 است خاموش خلاء پمپ که درحالیپ دهید قرار صافی پایۀ روی را سترون قیف پکنید محكم پهن سر گیرۀ

 های زیر را درون قیف بریزیدپآزمونهیكی از 

 )mL10حداق  (باشد شده مخلوط کاملاً که آن از رقتی یا و نمونه مشخصی از حجم-الف

  mL10حداق  محتوای ظرف حاوی آزمونه و مقدار کافی محلوم رقی  کننده برای رساندن حجم ک  به-ب
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آن محلوم رقی  کننده را مستقیما به mL10شود حداق  پت اندازه گرفته میچنانچه آزمونه با پی-پ

 پت مخلوط کنیدپبیافزایید و با پی

 صاف مح به پدهید عبور صافی نمونه را از (kPa 70 1پ)حدودتا خلاء برقرار شود کنید را روشن خلاء پمپ

 قرار خود جای در صافی هنوز کهحالی در را قیف هایدیواره است بهتر کنیدپ خاموش را خلاء پمپ نمونه، شدن

 .دهید سترون، شستشو کنندۀ رقی  محلوم mL30 تاmL10 از استفاده با دارد،
، از صتتافی کننتتده ستتولفیت  هتتای احیتتأ کلستتتریدیوم هتتا ماننتتد استتپپر   باکتریاستتپوربتترای آزمتتون   -1یااادآوری

 استفاده کنیدپ   μm 22/0غشایی با اندازه روزنه
 

 انتقال صافی   3-7-1-4-1-3

یكی از موارد زیر خاموش بودن پمپ خلاء، قیف را بردارید و صافی را با گیره سترون بهپس از اطمینان از 

 پانتقام دهید

 دار پلیت حاوی محیط کشت آگاربه -الف

مایع اشباع شده است و یا پد جاذب دارای دارای محیط کشت پد جاذب که از پی  با محیط کشت به -ب

شود، برای پیشگیری از تداخ  کلنی، پی  از قرار دادن صافی روی آن اضافه میبدون آب که آب مقطر به

 پد جاذب، محیط کشت اضافی آن بیرون ریخته شودپ

 دار و سپس افزودن لایه دیگر از محیط کشت با دمای پلیت دارای مقدار کمی محیط آگاربه -پ

ºC1±ºC45 ها، از نبودن حباب هوا بین صافی و محیط کشت هنگام انتقام صافی روی صافی غشایی

 اطمینان یابیدپ 
صورتی که کمترین و رقی  جمحبرای  -2یادآوری صاف کنید، می های مختلف یک نمونه، در  ف را توانید قیترین نمونه را ابتدا 

اده  از وسای  سترون جدید استف   تر همان نمونه استفاده کنید برای صاف کردن نمونه دیگر   های پایینزدایی، برای رقتدبدون گن

 کنیدپ
 انتخاب روش آزمون  3-7-2

هتای فیزیكتی و شتیمیایی آب،    عوامت  مختلتف بستتگی داردپ ایتن عوامت  شتام  ویزگتی       انتختاب روش بته  

هتای  های متورد جستتجو، غلظتت احتمتالی آنهتا، بتاز یافتت متوثر میكترو ارگانیستم          ماهیت میكروارگانیسم

 باشتتد الزامتتات هتتر روش در بنتتدهای آزمتتون و حساستتیت لازم متتی آستتیب دیتتده و تحتتت تتتن ، دقتتت  

 ارائه شده استپ 4-1-7-3و  3-7-1-3، 3-7-1-1

                                                 
های فشار مایعات ترین ویژگییكی از مهم. متر مربعبر  نیوتناست و برابر است با فشار یک  فشار، واحد فیزیکدر   (Pa)با علامت اختصاری اسكامپ - 1

 ن فشار وارد کنیم فشار وارده از سوی ما بدون هیگآعبارتی دیگر بهمایع را درون ظرفی محصور تحت فشار قرار دهیم یا به باشد که اگر مقداریاین می

ین اهب و .شودن اص  پاسكام گفته میآشود که بههای ظرف هم منتق  میدیوارهرسد و حتی بهمیآن  تمام نقاطو کاستی به گونه ضعیف شدن یا کم

  P=F/A شودمی شك  تعریف

P مساوی است با فشار F نیروی وارد بر سطح و A مساحت سطحی است که F کند پ بدیهی است که با در نظر گرفتن یكای نیوتن برای بر آن تأثیر می

نام دان فرانسوی، بهفیزیکدانشمند صورت نیوتن بر متر مربع تعریف خواهد شدپ این یكا جهت احترام بهنیرو و متر مربع برای مساحت، یكای فشار به

 پپاسكام نامگذاری شد

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%DB%8C%D8%B2%DB%8C%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D8%B4%D8%A7%D8%B1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%DB%8C%D9%88%D8%AA%D9%86_(%DB%8C%DA%A9%D8%A7)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%AA%D8%B1_%D9%85%D8%B1%D8%A8%D8%B9
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 گرمخانه گذاری   3-7-3

شده را وارونه یتپل شرایط و ظروف  آکنید و آنها را در گرمخانه و یا حمام  های تلقیح  ب )پس ازقرار دادن در 

ها رابرای پیشتتگیری از خشتتک شتتدن در یک کیستته  در صتتورت لزوم پلیت پآب( قرار دهیدغیر قاب  نفوذ به

ستفاده می  پپلاستیكی قرار دهید  صاف پلیت پکنیدمانند مواردی که از گرمخانه دارای تهویه ا ی هایی که دارای 

شدن در ظروف مقاوم به        شک  شگیری ازخ ستند را برای پی نفوذ هوا و آب در گرمخانه روی روی پد جاذب ه

زمان و درجه حرارت گرمخانه گذاری را با        پپلیت را در گرمخانه روی هم قرار ندهید      6بی  از  پدهید  هم قرار

د در توانگرمخانه گذاری می پهای خاص انتخاب کنیدمیكرو ازگانیسماستفاده از استانداردهای خاص مربوط به  

شود  رشرح زی دو مرحله به س نبرای احیا میكروارگا پانجام  های ها را در زمانتوانید پلیتتن  میتحت های می

شتر  زو متعاقب آن برای مدت  ºC 40تا ºC25در درجه حرارت کمتر مانند  h 4تا h2مختلف برای مثام مان بی

  پگذاری کنیددر درجه حرارت معموم برای میكروارگانیسم مورد جستجو، پی  گرمخانه 

هایی که درجه حمام آب دیگر و یا با استتتفاده از دستتتگاه گرمخانه و یا تيییرات دما ممكن استتت با انتقام به

ا را هیابد، تحت تاثیر قرار گیرد بهتر استتتت تمام پلیتطور خودکار پس از زمان معین تيییر میهنها بآحرارت 

  دپطور معموم هم زمان در گرمخانه یا حمام آب قرار دهیبه

یط کشتتتی که ستتبب احیاء  ح( در مh 4اتتتتت ت h2ها را برای مدت کوتاهی )مانند توانید صتتافیهمچنین می

محیط دیگر ) معمولا محیط شتتود قرار دهید وستتپس برای گرمخانه گذاری بیشتتتر به ها میمیكروارگانیستتم

 پانتخابی( منتق  کنید

 روش شمارش   3-8

ص صافی  یهاپلیت سی  لها را بلافا در مواردی که این کار امكان ندارد  پکنیده پس از پایان گرمخانه گذاری برر

شتن اثرات    ºC3  اتتتتت ºC5 توانید آن را برای مدت کوتاهی )برای مثام چند روز ( در دمای می صورت ندا در 
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ها یا در صتتورتی که پلیت پهای تاییدی قرار دهیدها و همچنین آزمونستتوء بر تعداد و ظاهر میكروارگانیستتم

 پاری کنیدصحه گذ نوع نمونه و روش آزمون،مدت زمان قاب  قبوم را با توجه به ،یدکنها را نگهداری میصافی

 

 شمارش و تایيد کلنی      3-8-1

شمارش روی محیط غیر انتخابی، تمام کلنی  شمارش کنیدپ در محیط برای  های انتخابی و افتراقی، فقط ها را 

دهند شتتمارش کنیدپ برای تعیین نشتتان میهایی را که ظاهر مختص میكرارگانیستتم مورد جستتتجو را کلنی

ها زیاد استتتت، نایید های تاییدی باید انجام شتتتود اگر چه هنگامی که تعداد کلنیتر، آزمونهای دقی ویژگی

های حاشتتیه پلیت با های تیپیک از قستتمتمشتتخصتتات همه آنها عملی نیستتتپ در چنین مواردی تمام کلنی

 صافی را مورد بررسی قرار دهیدپ 

 

 از تلقيح آزمونه در محيط کشت مایع شمارش پس    3-9

 صول آزمونا  3-9-1

هتای ختاص یتا گروهتی     رشتد میكروارگانیستم   شتود تتا از  محیط کشت مایع تلقتیح متی  به آبآزمونه نمونه 

هتتای میكروارگانیستتم (MPN)تمتتالی حهتتا اطمینتتان حاصتت  شتتود بیشتتترین تعتتداد ا  از میكروارگانیستتم

هتتای مثبتتت و منفتتی متتونزتتتوان بتتر استتاس تعتتداد آ دقتتت تخمتتین، را متتی اصتتلی و موجتتود در نمونتته

 پهای آماری تخمین زداز روش هده شده پس از گرمخانه گذاری، با استفادهمشا

 

 کاربرد روش    3-9-2

 (MPNمالی)تخمين بيشترین تعداد احت  3-9-2-1

ساس روش   شتر موارد ، تلقیح آزمون MPNا های دارای لولههای آن بهویا رقتهای متعدد از یک نمونه ، در بی

ست   شتر     پس از گرمخانه گذاری لوله پمحیط کشت مایع ا سم یا بی شده که دارای یک میكروارگانی های تلقیح 

شخص در       شان خواهد داد که با یا بدون تيییرات م شد را ن شد، علائم ر شاهده می    با شت م شود بر  محیط ک

یشتتترین تعداد احتمالی میكروارگانیستتم در حجم معین از  بها، استتاس نتایج مثبت یا منفی در برخی از لوله

 پاند تخمین زدهایی که واکن  مثبت داشتههتوان از تعداد و توزیع لولنمونه را می

به    MPNهای مختلف  درمیان ترکیب   ها در نمونه مورد آزمون،   تعداد مورد انتظار میكروارگانیستتتم    با توجه 

تعداد آزمونه مثبت مشاهده شده در روش تقریبا مشابه بستگی دارد     استپ دقت به الزامات قانونی و دقت لازم 

ای هصورت تابعی از جذر تعداد لولهها بستگی دارد پ دقت بهتعداد کلنیها بهطور که دقت شمارش کلنی همان

قط هایی که فر روشها باید چها برابر شود د بابد برای دو برابر شدن دقت، تعداد لوله استفاده شده افزای  می  

ها در عم ، از کنند، دقت کم استتتتپ از طرف دیگر، این روشهای چند تایی استتتتفاده میاز تعداد کمی لوله

خوردار هستندپ تفسیر ساده نتایج مثبت،    حجم ک  نمونه آزمون شده بستگی دارد( بر  حساسیت کافی )که به  

 است پ MPNهای مزیت مشخص و متمایز بیشتر روش

شود و برای رشد میكروارگانیسم       -1ییادآور سبب تيییر محیط کشت  های مورد نظر مزاحمت ایجاد کند  افزودن آزمونه نباید 

طور معموم شودپ بهبرابر یا بیشتر از محیط کشت با غلظت معمولی اضافه می 5مقدار به mL1های کمتر از معموم، آزمایه رطوبه
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ضافه می    جمحبه mL100تا  mL1های بین آزمایه ساوی از محیط کشت با غلظت دو برابر ا شود پ اگر نمونه دارای مقادیر   های م

شد باکتری   زیاد نمک سمی یا ميذی که روی ر شدپ روش ها اثر میهای معدنی، مواد  شت مایع معمولا مقادیر    گذارد، نبا های ک

 کنندپیاد مواد جامد معل  را تحم  میز

ها از نمونه آب،  های ناشتتی از وجود مقادیر زیاد مواد ستتمی بر جداستتازی میكروارگانیستتم  برای از بین بردن زیان -2یادآوری

توانید از روش صافی غشایی، و در صورت کدر بودن نمونه از مواد کمک صافی سترون مانند خاک دیاتومه یا سوسپانسیون           می

 اکساید استفاده کنیدپ  

 

صافی، میكروا   -3یادآوری سوب مواد کمک  سم همراه با ر سوب می رگانی سازی با   ها نیز با آن ر کنندپ پس از تكمی  فرآیند جدا

 دپ  شواستفاده از سانتریفوژ یا صافی، خاک دیاتومه، اکسید آلومینیوم یا صافی غشایی در محیط کشت مایع قرار داده می

 

 انتخاب روش تلقيح    3-9-3

ستفاده قرار می MPN ترین روش معموم ستفاده از روش  که مورد ا ای برای هر رقت لوله 5ای یا لوله 3گیرد ا

دلی  کم بودن دقت آن( برای   ای )به ای( دقت کمی داردپ از کار برد روش ستتته لوله    لوله  3ویژه استتتت )به 

سم غلظت صیه می های بالای میكروارگانی ای لوله 5شود از روش  ها خودداری کنید برای افزای  دقت روش تو

 فاده کنیدپ یا بیشتر است
 

 
 

 تلقيح در محيط کشت مایع      3-9-3-1

رلن لوله یا اروش انتخاب شده بهجم معینی از نمونه آب یا رقتی از آن را با توجه بهحبا رعایت شرایط سترون، 

 پتلقیح کنید
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 هاآزمون وجود یا عدم وجود ميكروارگانيسم  3-9-3-2

و گرمخانه گذاری یک آزمونه منفرد از نمونه در یک لوله دارای محیط کشت مایع و ایجاد علائم   حپس از تلقی

سم مورد نظر در آن، تنها می    شد یک میكروارگانی سم مورد  توان بهظاهری ر وجود و یا عدم وجود میكروارگانی

 نظر در حجم نمونه آزمون، پی بردپ

عدم وجود میكروارگانیسم مورد نظر در میلی  "یا  "وجود"صورت  بهای، نتیجه را برداری لحظهدر صورت نمونه 

زمونه دیگر و غلظت آمیكروارگانیستتتم در  "عدم وجود "یا   "توان: وجودبیان کنیدپ با این روش هم نمی    "لیتر

 ها وجود نداردنظر را تخمین زد و هم امكان شمارش و تعیین غلظت میكروارگانیسم میكروارگانیسم مورد

 

  گرمخانه گذاری  3-9-3-3

شده را در گرمخانه و یا حمام آب قرار دهید با توجه به لوله سم از    های تلقیح  ستاندارد خاص هر میكروارگانی ا

ای  ها روش گرمخانه گذاری دو مرحلهدرجه حرارت و زمان خاص استفاده کنیدپ برای برخی از میكروارگانیسم  

 آموزشی مراجعه کنیدپاین جزوه  3-7-3بند زیر لازم استپ به

 

 

 

 تفسير نتایج   3-9-4

شخیص واکن         صیات ت صو سری لوله گزارش کنیدپ خ پس از گرمخانه گذاری، تعداد نتایج مثبت را برای هر 

ها و همچنین محیط کشتتت مورد مثبت و یا منفی برای هر میكروارگانیستتم و یا گروهی از میكروارگانیستتم 

نتایج آزمون همیشه دلی  بر وجود میكروارگانیسم مورد جستجو نیست و     استفاده متفاوت استپ مثبت شدن    

 های زیرلازم باشدپ تاییدی با استفاده از یكی از روشهای ممكن است انجام آزمون

های بیوشیمیایی و سرولوژیكی کشت مجدد روی محیط کشت جدا کننده انتخابی و متعاقب آن آزمون    -الف

 های مشكوک برای تعیین کلنی

کشت مجدد در محیط مایع دیگر و متعاقب آن آزمون مستقیم که گاهی باعم تایید با درجه قاب  قبوم     -ب

 شودپ شود و یا باعم جداسازی میكروارگانیسم و متعاقب آن انجام ازمون برای شناسایی میاحتمام می

ست بهکشت مجدد روی محیط کشت جدا کننده غیر انتخابی برای     -پ های خالص و منفرد، آوردن کلنی د

 پشوندکه در مراح  بعدی شناسایی می

 پشود استفاده می  MPNشودپ و برای تعیین مقادیر  های تاییدی فوق باعم تعیین نتایج مثبت واقعی میآزمون

 های مثبت فرضی )حداق  تا سطح رقت( باید انجام شودپ های تاییدی تا لولهیابی نتایج آزمونرد

 

 رنگ آميزی   3-10 

 رنگ آميزی گرم   3-10-1

  :تهيه گسترش روی لام  3-10-1-1

 .دشو تهیه لام روی گسترش یک باکتری نمونه از ابتدا
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 :رنگ آميزی با کریستال ویوله  3-10-1-2

روی ستتطح گستتترش میكروبتتی در ایتتن مرحلتته مقتتداری از رنتت  کریستتتام ویولتته را بتتا قطتتره چكتتان بتته 

  ها نفوذ کندپتا رن  در دیواره سلولی میكروب ، صبر کنیدmin1زمانمدت بهروی لام بریزید و 
 مرحله شستشو:   3-10-1-3

-بتتهکتته لام را ، در حتتالی، رنتت  اضتتافی روی لام را ختتالی کتتردهmin1زمتتاندت متتپتتس از ستتپری شتتدن 

ستطح روی  متدت چنتد ثانیته    بته آرامتی  بته بتا استتفاده از آب مقطتر    شتده استت   صورت مایت  نگهداشتته   

 پ دشوگسترش را شستشو 

 

 ید:مرحله اضافه کردن محلول   3-10-1-4

  صبر کنیدپmin1زمانمدت بهو  را پوشانیدهروی گسترش  1ند قطره از محلوم یدبا چ

 مرحله شستشو:   3-10-1-5

بتا استتفاده از   ایتد  صتورت مایت  نگهداشتته   بته کته لام را   در حتالی ، min1زمتان متدت  پس از سپری شتدن  

 پ سطح روی گسترش را شستشو دهیدمدت چند ثانیه بهآرامی بهآب مقطر 

 الكل: –مرحله رنگ بری با استفاده از استن   3-10-1-6

 استتتن –درجتته نگهداریتتد بعتتد بتتا استتتفاده از محلتتوم رنتت  بتتر الكتت     45را بتتا زاویتته کتته لام در حتتالی

 را لام آن از بعتد پ نباشتد  انتدازه  از بتی   ستازی  رنت  بتی  مرحلته  کنیتد  دقتت پ کنیتد  رن بی آن را بسرعت

  پکرد خواهد متوقف را شدن رن بی عم ، اینپ بشوئید بسرعت

 محلول سافرانين:رنگ آميزی با   3-10-1-7

 sec 10متتدت، بتتهرا بتتا رنتت  ثانویتته یعنتتی ستتافرانین محلتتوم ستتافرانین ستتطح لام را بتتادر ایتتن مرحلتته 

 پ خالی کرده و با آب مقطر لام را شستشو دهید رن  اضافی رابپوشانید سپس 

 خشک کردن لام:  3-10-1-8

    پنكشید گسترش روی را کاغذ ولی دهید قرار کن خشک کاغذ روی آهسته را شده آمیزی رن  لام

 مشاهده و تفسير    3-10-1-9

گتروه   5هتا در  در مشاهده لام زیتر میكروستكوپ دارای عدستی روغنتی بتا بزرگنمتایی بتالا، ظتاهر بتاکتری         

 :شوندتقسیم بندی می

کوکتتوس  -4کوکتتوس )گتترد( گتترم مثبتتت  -3ای گتترم منفتتی میلتته -2لتته ای )باستتی ( گتترم مثبتتت می-1

  آمیزی گرمپرن بههای بدون واکن  باکتری -5گرم منفی 

                                                 
1- Iodine   
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 یادآوری نكات مهم: 

اکتری گرم این ب شده بنابر باکتریحرارت بی  از اندازه هنگام تثبیت گسترش باعم پاره شدن دیواره سلولی   

و در  کندمیدهد و رن  ثانویه را جذب بری از دستتتت میمثبت رن  اولیه )کریستتتتام ویوله( را هنگام رن 

 شودپصورت گرم منفی دیده میهنتیجه باکتری گرم مثبت، ب

 ممكتتن استتت ماننتتد یتتک گستتترش شتتدن رنتت بتتی مرحلتته هنگتتام باشتتد ضتتخیم گستتترش اگتتر ،

رن  نشود و این مستنله باعتم خطتا در تشتخیص شتما در گترم منفتی یتا مثبتت بتودن           معمولی 

 باکتری خواهد شدپ

 ها هم در رن  آمیزی موثر است پرن  بودن تازه و درست غلظت 

  هتای گترم مثبتت شتده در     از حتد ممكتن استت باعتت پتاره شتدن جتدار بتاکتری         بتی   بریرن

-را از دستت داده و رنت  ثانویته را جتذب متی     هتا رنت  کریستتام ویولته ختود      نتیجه این باکتری

 شودپصورت گرم منفی دیده میبهو  کنند

 بایتتد بتتاکتری کشتتت ستتن کشتتت، محتتیط از لام روی گستتترش تهیتته هنگتتام شتتود دقتتتh24  یتتا

انتتد، در هتتایی کتته از عمتتر آنهتتا گذشتتته و کهنتته شتتدهایتتن در محتتیط کشتتت کمتتتر باشتتدپ بنتتابر

شتود کته خاصتیت گترم مثبتت بتودن       هتا تيییراتتی حاصت  متی    قابلیت نفوذ دیواره سلولی باکتری

  دهدپرا از دست می
 

 بولتون  -شفر یزيرنگ آم  3-10-2

مشتتاهده آندوستتپور و ستتلوم  یاستتت کتته بتترا یافتراقتت یزیتترنتت  آم کیتتبولتتتون  -شتتفر یزیتتآم رنتت 

 یآستتانبتتهآزاد  یو استتپورها ردگیتتیروش، استتپور رنتت  متت نیتتابتتداع شتتده استتتپ بتتا استتتفاده از ا یشتتیرو

داختت  پوشتت  ( بتتهنیگتتر تی)مالاشتت هیتتنفتتوذ رنتت  اول یروش بتترا نیتتخواهنتتد بتتودپ در ا مشتتاهدهقابتت  

رنت    کنتد، یاستپور را مشتك  مت    یزیت کته رنت  آم   یاتیپ همتان خصوصت   شودیاستفاده م ارتاز حر اسپور

 هتای یاز بتاکتر  یآستان بته  نیگتر  تیکنتدپ مالاشت  یحفتظ مت   یختوب هبت  رواستپ داخت   بته را پس از نفوذ آن 

و پتاره   دهیت د بیبتر اثتر حترارت آست     استپور بتدون   هتای یبتاکتر  یستلول  وارهیت د رایت ز شودیمولد شسته م

 کندپیرا جذب م نیسافران یعنیرن  دوم،  یشیسلوم رو نیابرشده است بنا

 

 لام:  یگسترش رو هيته  3-10-2-1

 پدیو با حرارت ثابت کن دیکن هیلام ته یگسترش رو کی یاز نمونه باکتر ابتدا
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  نیگر تيبا مالاش یزيرنگ آم  3-10-2-2

 پدیزیلام بر یرو یكروبیسطح گسترش م یروبهرا با قطره چكان  نیگر تیاز رن  مالاش یمقدار

 یعمت  را بتا وارونته کتردن شتعله گتاز بتر رو        نیت تا رنت  بختار شتودپ ا    دیرن  را حرارت دهبهآغشته  لام

کته رنت  شتروع بته بختار شتدن کترد شتعله را          یپ وقتت دیت رن  انجام ده یتناوب از روبهو عبور شعله  ملا

 پ درن  بجوش دیو نگذار دیکار را تكرار کن هبارمتوقف شد دو ریخبکه ت نیهم دیکنار ببر

 ریت لام تبخ یکتاملا از رو  نیگتر  تیو اگتر مالاشت   دیت ذکتر شتده عمت  کن    بیت ترتبته  min 5 اتت min 3مدت

شتودپ   یریلام سترد شتود تتا از شكستتن آن جلتوگ      دیت پ بگذاردیت لام اضتافه کن بته رنت    یشد دوباره مقدار

 تپ اس ریرن  هنوز در حام تبخ رایز دیاضافه کردن رن  ادامه دهبهموازات سرد شدن لام به

 مرحله شستشو:   3-10-2-3

بتا استتفاده از آب    دایت نگهداشتته   یت صتورت ما بته لام را  کته  یکترده در حتال   یلام را خال یرو یاضاف رن 

 پ دیگسترش را شستشو ده یسطح رو sec30زمانمدت به یآراممقطر به

 :نيبا سافران یزيرنگ آم 3-10-2-4

 پدیبپوشانmin1زمانمدت بهپ نیرا با رن  سافران یكروبیگسترش م سطح

 مرحله شستشو:   3-10-2-5

 یآرامت بته بتا استتفاده از آب مقطتر     دایت نگهداشتته   یت ما کته یکتردهپ در حتال   یلام را خال یرو یاضاف رن 

 پ دیگسترش را شستشو ده یسطح رو sec30زمانمدت به

 

  :ريمشاهده و تفس  3-10-2-6

 یاهشوند و سلومیرن  سبز مشاهده مبه یضیشده، اسپورها گرد ب یزیلام رن  آم یكروسكوپیمشاهده م در

 نیا کند بنابریاست که در برابر نفوذ رن  مقاومت م یپوش  مقاوم اسپور  چون شوندپ یم دهیقرمز د ،یش یرو

د( مول ی)باکتر یش یرن  نشده در داخ  سلوم رو   هیصورت ناح اسپورها را به  توانیم یمعمول یزیدر رن  آم

شاهده نمودپ   شد و     اگر4م سپورها موجود کم با ستره     یاگر از داخ  باکتر ایتعداد ا شده و در گ مولد خارج 

 گرم قاب  مشاهده نخواهند بودپ ایساده و  یزیاغلب توسط رن  آم ،باشندصورت پراکنده به

 
  نمونه برداری  4

سام می   بههایی که نمونه شگاه ار ه ی و نگئشود، باید نماینده واقعی ک  کالا بوده و در طی حم ، جابجا آزمای

گه ها باید در شرایطی ن نمونه داری آن صدمه ندیده و یا تيییرات فیزیكی و شیمیایی در آن ایجاد نشده باشدپ    

سم      شد میكروارگانی شوند که امكان ر صورت عدم مطابقت      داری  شدپ همچنین، در  شته با ها در آن وجود ندا
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شد میكروبی،       شاهده آثار ظاهری ر سته بندی، کافی نبودن مقدار نمونه، م نمونه با مندرجات نامه، نقص در ب

سب حم   شرایط   سب    بهنامنا شگاه، نامنا صرف، عدم     بودن درجه حرارت نمونهآزمای شدن تاریخ م سپری  ها، 

ارستتتام کننده عودت داده  به وجود استتتتاندارد میكروبی، قابلیت انجام آزمون میكروبیولوژی را دارا نبوده و       

منظور انجام  به داری نمونه،  تر از شتتترایط کلی نمونه برداری و نگه  های بی  برای کستتتب آگاهی پشتتتودمی

 کنیدپ، مراجعه 20834 شمارۀاستاندارد ملی ایران بههای میكروبیولوژی، آزمون
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 های آزمون ميكروبيولوژی انواع آب روش  5

 آورده شده است: 4های آزمون میكروبیولوژی انوع آب در جدومروش
 1تصفيه شده در ابتدا و انتهای سيستم توزیعلوژیكی آب آشاميدنی بيوميكرو هایویژگی -4 جدول

 روش مرجع سميكروارگانينوع م ردیف

 4207و 7225استاندارد ملی ایران شمارۀ  اشریشیاکلییا و های گرماپای کلیفرم 1

     19265 استاندارد ملی ایران شمارۀ کلستریدیوم پرفرنژنس 2

3 
 کشت قاب  یهاارگانیسمومیكر های هتروتروفباکتری

  C0 2± C0 63در 
5271استاندارد ملی ایران شمارۀ   

4 
  کشت قاب  یهاارگانیسمومیكر های هتروتروفباکتری

  C0 2± C0 22در 
5271استاندارد ملی ایران شمارۀ  

ع( توزیسامانه و آبی را که به مدت طولانی در مخازن )غیر از  استجریان سامانه توزیع در منظور آب آشامیدنی است که در  -1

 شودپ ساکن بوده، را شام  نمی

 

 بندیپس از شروع بسته بسته بندی يدنیانواع آب آشامميكروبيولوژیكی های ویژگی -5 جدول

 روش مرجع سميكروارگانينوع م ردیف

 3760-1استاندارد ملی ایران شمارۀ  و اشریشیاکلی کلیفرم 1

7724-2استاندارد ملی ایران شمارۀ  نتروکوکا 2  

8869استاندارد ملی ایران شمارۀ  آئروژینوزاسودوموناسپ 3  

 

پس از شروع بسته h 12حداکثر تابسته بندی شده  يدنیآب آشام ميكروبيولوژیكی هایویژگی -6 جدول

 1بندی

 روش مرجع سميكروارگانينوع م ردیف

 3760-1استاندارد ملی ایران شمارۀ  و اشریشیاکلی کلیفرم 1

48869استاندارد ملی ایران شمارۀ آئروژینوزاسودوموناسپ 2  

5271استاندارد ملی ایران شمارۀ   C0 2± C0 63در  کشت قاب  یهاارگانیسمومیكر شمارش 3  

5271استاندارد ملی ایران شمارۀ  C0 2± C0 22در  کشت قاب  یهاارگانیسمومیكر شمارش 4  

 پبندی ارزش داوری نداردپس از بسته h 12)هتروتروف(، بعد از  کشت قاب  هایارگانیسمومیكر شمارش -1
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 معدنی طبيعی آب ميكروبيولوژی روش های آزمون -7 جدول

 روش مرجع سميكروارگانينوع م ردیف

 5271شمارۀ  استاندارد ملی ایران ی قاب  کشتهاانیسمگشمارش میكروار 1

 3760-1شمارۀ استاندارد ملی ایران  و اشریشیاکلی کلیفرم 2

7724-2استاندارد ملی ایران شمارۀ  انتروکوک 3  

5353استاندارد ملی ایران شمارۀ های احیا کننده سولفیتکلستریدیوم 4  

8869استاندارد ملی ایران شمارۀ  سودوموناس آئروژینوزاپ 5  

 

 بندی مورد مصرف مستقيمیخ خوراکی بسته ميكروبيولوژی روش های آزمون -8 جدول

  در صنایعبندی مورد مصرف یخ خوراکی بستهو  

 روش مرجع سميكروارگانينوع م ردیف

 5271شمارۀ  استاندارد ملی ایران (Cfu/mL)ی قاب  کشتهاشمارش میكروارگانیسم 1

 7725-1استاندارد ملی ایران شمارۀ   فرمکلی 2

 21113استاندارد ملی ایران شمارۀ  الف اشریشیاکلی 3

7724-2استاندارد ملی ایران شمارۀ  انتروکوک 4  

5353استاندارد ملی ایران شمارۀ های احیا کننده سولفیتکلستریدیوم 5  

8869استاندارد ملی ایران شمارۀ  سودوموناس آئروژینوزاپ 6  

الف  آزمون جستجو و شناسایی اشریشیاکلی دراستاندارد ملی ایران شماره 21113، یخ خوراکی بستهبندی شده 

شرح داده شده است  های آزمونها و روشویژگی–  

مطاب  پیوست الف )اطلاعاتی( شاخص  اشرشیا کلیآزمون جستجوی  ،در مواردی که نمونه از نظر کلیفرم مثبت است -1ادآوریی

 باشدپ تری برای تأیید منبع آلودگی مدفوعی میدقی 

کدورت نباید ، سازی شدههای صافباشد، در آب 1واحد کدورت نفلومتری 4در هیگ زمانی کدورت آب نباید بی  از  -2یادآوری

زمان  0h 5/0حداق   زمیزان کلر آزاد باقیمانده، پس او همچنین  9تا  5/6بین  pHبی  از یک واحد کدورت نفلومتری و میزان 

 ،ایهای رودهگیری بیماریشرایط همهو در  mg/L 8/0تا mg/L 5/0باید بین ،(توزیع)در انتهای شبكه  تماس در شرایط عادی

mg/L 1 پباشد 
 

اصول آزمون    5-1 

 شمارش -الف

آنهتا   هتای موجتود در  تنهتا شتناخت میكروارگانیستم    فترآورده برای ارزیابی کیفیتت میكروبتی و/ یتا ایمنتی     

همتتان انتتدازه حتتائز اهمیتتت استتت کتته بتتههتتم  هتتامیكروارگانیستتمکتتافی نیستتت و در بیشتتتر موارد،کمیتتت 

هتتای مختلتتف روشبتته هتتامیكروارگانیستتمشتتودپ شتتمارش متتیهتتا میكروارگانیستتمباعتتم ضتترورت شتتمارش 
                                                 
1- Nephelometric turbidity unit (NTU) 
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و  فقتط روش شتمارش بتا استتفاده از محتیط آگتار غیرانتختابی        هتا فترآورده چته در ایتن    شودپ اگرانجام می

شتتمارش در محتتیط کشتتت جامتتد بتتر  پشتتودمتتی بتتا استتتفاده از روش کشتتت آمیختتته یتتا پورپلیتتت انجتتام

در تشتكی  کلنتی روی محتیط کشتت جامتد یتا داخت  آن متی         هتا  میكروارگانیستم استاس توانتایی برختی    

 باشد که با چشم مسلح یا با کمک وسای  بزرگنمایی ساده قاب  تشخیص استپ 

 جستجو ) روش کيفی(روش  -ب

تعیتتین  فتترآوردهار معتتین از هتتای ختتاص را در مقتتد ایتتن روش وجتتود یتتا عتتدم وجتتود میكروارگانیستتم  

 کندپمی

 اساس روش جستجو  1-ب

، مراحتت  زیتتر انجتتام فتترآوردهی تحتتت تتتن  قتترار گرفتتته در  هتتامیكروارگانیستتم بتترای تستتهی  در احیتتا

 گردد: می

این ترتیب، تعداد بهشتتتوندپ کننده منتق  میها معمولا در یک محیط آبگوشتتتت غنی: نمونهI مرحله 1-1-ب

ها، بدون خطر ممانعت از رشتتد و تكثیر بوستتیلۀ ترکیبات انتخابی موجود در محیط کشتتت  میكروارگانیستتم

 یابدپانتخابی/ افتراقی افزای  می

پ شتتودافتراقتتی کشتتت داده متتی: بتترای جداستتازی روی محتتیط کشتتت جامتتد انتختتابی/  IIمرحلتته 2-1-ب

هتای تاییتدی مناستب    نجتام آزمتون  دستت آمتده روی ستطح محتیط کشتت جامتد بترای ا       بته های از کلنی

 شوندپبرای شناسایی استفاده می

 

 هاکنندههای کشت و رقيقمحيط  6

ملتی   هایهتای کشتت در استتاندارد   کننتده و محتیط  هتای رقیت   های کلی برای تهیته محلتوم  دستورالعم 

تعیتتتین شتتتده   9899 و 8923 -5 ،8923-4، 8923-3، 8923-2، 8923-1هتتتایشتتتمارهبتتته ایتتتران 

آورده شتده   9هتا در جتدوم   هتا و معترف  هتا، محتیط کشتت   هتا، آنتتی بیوتیتک   لیستت رقیت  کننتده   استپ 

 تپاس
 و شناساگرها هاکنندهليست رقيق – 1-9جدول 

 نام مواد ردیف

1 

Indole Reagent(Kovac,s Reagent)             
Oxidas Reagen 

Hydrogen peroxide solution, 3%  

Gram stain kit 
 

2 

Formazan 

Aesculin 

               Nalidixic Acid  

              Nanamycin 

 

3 

Saline peptone diluents 

Ringer's_solution 

Peptone solution 
Phosphate-buffered saline (PBS): KH2PO4 Triphenyl tetra zolium chloride ( T. T. C ) 
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 های کشتمحيطليست –2-9جدول 

 نام مواد ردیف

1 Plate Count Agar (PCA) 

2 

  Lactose TTC Agar with sodium heptadecylsulfate 
Triphenyl tetrazolium chloride (TTC)                                                   

 Sodium heptadecyl sulfate solution (Tergitol 7)        
    Tryptone soy agar (TSA) 

             Tryptone Bile Agar (TBA)         
                                               Tryptophane Broth      

Nutrient agare 

3 
            Slanetz and Bartley medium ( S & B )     

             Bile – aesculin azide agar     
 

4 

Pseudomonas (C.N.A) 
Cetyltrimethylammonium bromide 

Mpac 

Nutrient agare                                                 
                     Acetamide brath 

 

5 
Sulfite Iron Agar                                                          

Tryptise sulfite Agar                                                   

7 

 روش اجرای آزمون   7

 هیآزما یآماده ساز  7-1

 ،8923 -2، 8923 -1 هایشمارهبه رانیا یمل هایبر اساس استاندارد هیآزما یآماده ساز روشطورکلی به

ها با منابع خارجی، تمام نمونهبرای جلوگیری از آلودگی میكروبی  پباشدیم 8923- 5 و 8923 -4، 8923 -3

لاع اطکاری نمونه باید رعایت شرایط اسپتیک و تجهیزات سترون انجام شودپ برای مراح  آماده سازی و دست

 این جزوه آموزشی مراجعه کنید پ 7-3بند زیر بهآب، نمونه برداری و آماده سازی از نمونه

ستتپس ، بتترای شتتمارش استتپورها، بلافاصتتله پتتس از تهیتته سوسپانستتیون اولیتته بایتتد شتتوک حرارتتتی دهیتتد -1ادآوریاااای
  سرعت خنک کنیدپبه

طتتتور کامتتت  مخلتتتوط بتتتهوستتتیله تكتتتان دادن و وارونتتته کتتتردن آن بتتتهمحتویتتتات بطتتتری در بستتتته را  -2یاااادآوری

 کنیدپ

 کشت ميكروبی   7-1-1

  این جزوه آموزشی انجام دهیدپ 1-7-3بند زیر را مطاب   تلقیح و کشت میكروبی

 

 گرمخانه گذاری    7-1-2 

متفاوت استتت که در گذاری نوع میكروارگانیستتم مورد بررستتی دمای گرمخانه و مدت زمان گرمخانهبستتته به

 شوند، نوشته شده استپ  ها که در این فرآورده آزمون میمیكروارگانیسمادامه، برای هریک از 

 
  

http://www.beck-on-laboratory.blogfa.com/post-3.aspx
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 (هتروتروف)قابل کشات های ميكروارگانيسم   7-2

 های قابل کشات  ، شمارش ميكروارگانيسم5271استاندارد ملی ایران شمارۀ  7-2-1
 ها( هستند که از کربنمخمرها و کپکها، ها )باکتریها گروهی از میكروارگانیسمهتروتروف هایمیكروارگانیسم

های موجود در جمعیت برخی از باکتری پکننداستفاده میعنوان منبع غذایی بهدار ماده آلی کربن آلی یا از

، 3، کریزوباکتریوم )فلاووباکتریوم(2، آئروموناس1اسنیتوباکتر های فرصت طلب، مانند:هتروتروف، پاتوژن
  پباشندمی 11، زانتوموناس10، آلكالیژنز9، سودوموناس8، سراشیا7، مایكوباکتریوم6، مورازلا5، لژیونلا4کلبسیلا

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

                                                 
1- Acinetobacter  

2- Aeromonas  

3- Chryseobacterium (Flavobacterium)  

4- Klebsiella  

5- Legionella  

6- Moraxella  

7- Mycobacterium  

8- Serratia  

9- Pseudomonas  

10- Alcaligenes  

11- Xanthomonas  

 وش انجام آزمونر

 آماده سازی، تهيه آزمونه و سوسپانسيون اوليه و رقت

 محيط کشت:  

 Yesast extract Agar 

 Yesast extract Agar 

 

 گرمخااااااانه گااااااذاری 

h 4 ±h 44/C0 2 ± C0 36     و h 4 ±h 68/C0 2 ±C0 22    

 

 کشت پور پليت
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 هاااشنااااساااایی و شمااارش کلاای فاارم   7-3

شامارش بااکتری هاای اشریشاياکلی و     -کيفيات آب   ،3760-1شامارۀ ملای ایاران    داستاندار 7-3-1

 روش فيلتراسيون غشایی -1قسمت -کلی فرم 

نسان و  ا زرگب ۀساکن رود که شود  گفته می نتروباکتریاسه آخانواده های از باکتری گروهیبه فرمکلیصطلاح  ا

های باکتری پ اینهستتتندهوازی اختیاری هوازی و بی، استتپوربدون  ،گرم منفی هایباستتی هستتتندپ  وانیح

های باکتری پکنندگاز  وولید استتتید تدر مجاورت املاح صتتتفراوی و در شتتترایط هوازی  قادرند لاکتوز مثبت

  در این گروه قرار دارندپ کلبسیلاو  آنترو باکتر، سیترو باکتر، کلیاشریشیا

شتتتوندپ به تعداد زیادی در مدفوع جانوران        فرم در محیط آبی، خاک و پوشتتت  گیاهی پیدا می   باکتری کلی 

ها شاخصی برای   کنند، حضور آن ها بیماری جدی ایجاد نمیفرمطور معموم خود کلیوجود دارندپ به گرمخون

 .ا مدفوع باشدهکه ممكن است منشأ آن است یزابیمارهای ارگانیسممیكروتعیین دیگر 

 اشتتتریشتتتیا کلی، کنندگلوکرونیداز هم تولید -دی-گالاکتوزیداز، بتا-دی-بتاآنزیم علاوه بر که هایی کلی فرم

 هستندپ

 اشریشیا کلیجز بهها بسیاری از آنشاخص کیفیت بهداشتی در آب و برخی از مواد غذائی است ها فرمکلی

 دپ آب هستن :طبیعی مانندهای زنده ماندن و تكثیر در محیطبهقادر 

 

 
 

 ها شمارش کلنی

محاسبه  9899باکتری را در هر ميلی ليتر نمونه را، مطابق استاندارد ملی ایران شمارۀ  CFUتعداد 

 کنيد . 

 

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AC%D8%A7%D9%86%D9%88%D8%B1_%D8%AE%D9%88%D9%86%E2%80%8C%DA%AF%D8%B1%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AC%D8%A7%D9%86%D9%88%D8%B1_%D8%AE%D9%88%D9%86%E2%80%8C%DA%AF%D8%B1%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AC%D8%A7%D9%86%D9%88%D8%B1_%D8%AE%D9%88%D9%86%E2%80%8C%DA%AF%D8%B1%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%DB%8C%D9%85%D8%A7%D8%B1%DB%8C%E2%80%8C%D8%B2%D8%A7
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فترم آگتار   های دارای تعتداد کتم بتاکتری کته بتر روی محتیط کروموژنیتک کلتی        این روش آزمون برای آب

(CCA کمتتتر از )کلنتتی داشتتته باشتتد مناستتب استتت و ایتتن روش آزمتتون بتترای آب آشتتامیدنی، آب    100

 باشتتد و بتترای یدنی متتیهتتای آب آشتتاماستتتخر گنتتدزدایی شتتده یتتا آب نهتتایی حاصتت  از تصتتفیه خانتته  

  پبرد نداردهای با عم  کم کارهای سطحی و آب چاهآب

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ر روی ستطح محتیط کشتت کروموژنیتک     با استتفاده از گیتره ستر صتاف ستترون، صتافی تهیته شتده را بت         

 ( از پی  ریخته قرار دهیدپ  CCAکلی فرم )

 

 

 

 
 شودپ   2/7 ±1/0ای تنظیم کنید که پس از سترون شدن، برابرونهگمایع را به تمحیط لوری  سولفاpH -یادآوری 

 

 

 

 ونااااآزمانجام وش ر
 

انجام   اییای غشاروش صاف، 1-2-7-3را مطابق بندآماده ساازی و فيلتراسياون 

 دهيد.

Chromogenic Coliform Agar (CCA) 

 گرمخااااااانه گااااااذاری 
°C(2 ±36 / )h3±21 

 

تهيه محيط کشت:   

 آگار کروموژنيکمحيط کشت  

 را طب  دستورالعم  سازنده آماده کنیدپ  کروموژنیک آگار محیط کشت 

هتم کامت  حت  کنیتدپ محتیط      محیط کشت را در حمام گرم بتا جریتان بختار آزاد بتا هتم زدن مكترر بته       

ای تنظتتیم کنیتتد گونتتهبتتهمحتتیط را pHنكنیتتدپ محتتیط کشتتت را دوبتتار گتترم نكنیتتدپتتتوکلاو کشتتت را ا

، در mm 4ضتتخامت حتتداق بتتهرا،  شتتودپ محتتیط کشتتت 8/6 ±2/0بتتا ، برابتترتیمتتار حرارتتتیکتته پتتس از 

 پ های سترون تقسیم نماییدپلیت
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 فیلترهای غشتتایی را بررستتی کنید پ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 نیستتتند، آزمتتون اکستتیداز را انجتتام   کلیاشریشتتیاهتتای کلتتی فتترم احتمتتالی کتته  بتترای تاییتتد کلنتتی

 دهیدپ

   کلنتی صتورتی تتا قرمتز آزمتون اکستیداز را انجتام دهیتدپ         10هتا یتا حتداق     ترجیحا برای تمتام کلنتی

 کار ببرید پ بهتوانید یهای اکسیداز تجاری مبرای این تایید، معرف

 

 

 دیااایيااون تااآزم
 

 :  در محيط هافرمکلنی کلی خصوصيات

Chromogenic Coliform Agar (CCA) 

 عنتوان کلیفترم   بته گالاکتوزیتداز )صتورتی تتا قرمتز( را     هتای دارای واکتن  مثبتت بتتا دی    کلیه کلنتی

 نیستند، را شمارش کنیدپ   کلیااشریشیاحتمالی که 

گلوکورونیتتداز )آبتتی تیتتره تتتا دیگالاکتوزیتتداز و بتتتاهتتای دارای واکتتن  مثبتتت بتتتا دیکلیتته کلنتتی

 شمارش کنیدپ   کلیااشریشیهای عنوان باکتریبهبنف ( را 



 44 

 

 

 

 

 

دپ در کننتتمتتیتستتهی ( )هتتای اکسیداستتیون را کاتتتالیز  هتتایی هستتتند کتته واکتتن   کستتیدازها آنتتزیم ا

شتتیمی یتتک اکستتیدورداکتاز آنزیمتتی استتت کتته انتقتتام الكتتترون را از یتتک مولكتتوم )احیاکننتتده(   زیستتت

 –A– + B → A + Bکند مولكوم دیگر )اکسیدان( کاتالیز میبه

کننتد یتا بتا تخمیتر یتا بتا اکسیداستیون متواد آلتی کته ایتن            دو روش انترژی تولیتد متی   بهها اصولاً اکتریب

آنتزیم  دارای هتا آنتزیم اکستیداز دارنتد و اصتطلاحاً اکستیداز مثبتت هستتندپ اگتر بتاکتری           گروه از بتاکتری 

 هتتای احیتتایتتا گونوکتتوک( در صتتورت مجتتاورت بتتا رنتت  سپستتودومونا :ماننتتد) باشتتدستتیتوکروم اکستتیداز 

دهتد و اگتر   رنت  بتنف  تيییتر رنت  متی     بته را احیتا نمتوده    آمتین آن دیفنیلتین پیمتی شونده مانند تترا

  شودپمشاهده نمیآسینتوباکتر( تيییر رن   :اکسیداز منفی باشد )مانند

 

 

 

برای انجام آزمون اکسیداز، با استفاده از لوپ، قسمتی از کلنی را برداشته و بر روی یک کاغذ صافی  •

 عرف اکسیداز قرار دهید مبهآغشته 

های آزمون، کشت فرعی تهیه کنیدپ کشت فرعی را بر روی آگار غیر در صورت لزوم و بسیار کوچک بودن کلنی -یادآوری

 گذاری کنیدپگرمخانهh 3 ± h 21 مدت زمانبه C0 2 C0 36( تهیه کنید و در دمای TSAانتخابی)

 

-صورت ایجاد رن  آبی تیره مشاهده میبه sec 30مدت زمان تا sec10زمان واکن  مثبت در مدت •

 گرددپ

 ها اکسيداز منفی هستند .تفسير نتایج : کليفرم 

 

 :خصوصيات کلنی 

هتتای هتتای آبتتی تیتتره تتتا بفتت  بتتاکتریاکستتیداز منفتتتتی و کلنتتیهتتای صتتورتی تتتا قرمتتز کلنتتی •

  شمارش شوند کلتتتیاشریشیتاعنوان بههای آبی تا بنف  فرم و مجموع کلنیکلتتتتتتی

 

 

 

 
 

 ها شمارش کلنی

 محاسبه نمایيد .  9899باکتری را، مطابق استاندارد ملی ایران شمارۀ  CFUتعداد 

 

 دازاااکسي انجام آزمون
 

 دازاااکسي آزمون
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 هااافاارماااساااایی کلاایجستجو و شن   4 -7

 –باه روش وجاود   فارم  کلای  شناساایی وجساتجو   –آب  ،7225شامارۀ ملای ایاران    داستاندار 7-4-1

 عدم وجود

بنتتدی بنتتدی شتتده، آب آشتتامیدنی بستتته ایتتن روش آزمتتون بتترای آب آشتتامیدنی، )آب آشتتامیدنی بستتته 

بترد  آب کتار هتای تصتفیه  در کارخانته هتای آب  نشده( نمونه هتای آب برداشتته ازستطح توزیتع آب و نمونته     

 داردپ این روش برای آب استخرهای شنا کاربرد نداردپ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  پاستفاده کرد Lauryl Sulfate tryptose brothبراث از محیط کشت  P-Aجای محیط کشت توان بهمی – یادآوری
 

                        

 

 

 

 ادامه دهیدپ h3h±48ن مدت زماگذاری را بهصورت عدم مشاهده گاز یا کدورت، گرمخانهدر 

 

 

 ونااااآزمانجام وش ر
 

 آماده ساازی :  

 دهيد . بار( به شدت تكان 25قریبا ) ت sec5نمونه را به مدت زمان 
 

 به محيط نمونه را  ml100 انتقال مقدار
+++ &B)P(     /              +++(LSTB)  

 

 :محيط کشت

 Presence- Absence Brath ( P & B )  

 Violet Crystal neutral red bile lactose Agar( VRBL) 

 Lauryl Sulfate tryptose broth   
 Nutrient Agar 

 گرمخااااااانه گااااااذاری 

°C(5/0 ±35 / )h2±24 
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  محيط کشت را بررسی کنيد: 

باشتتد چنانچته گتتاز نیتتز  دراثتتر تخمیتتر لاکتتوز متتی ایجتاد رنتت  زرد مشتتخص، نشتان دهنتتده تولیتتد استید    

 پشودتولید شده باشد سبب ایجاد کف می

 
 

 

 

 

 که باید تایید شودپ  ،دهند وجود کلیفرم احتمالی استتولید هر مقدار گاز و/ اسید نشان

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 آزمون تایيدی

  

 انتقال یک حلقه کشت به محيط 
Brillian green lactose bile broth 

(BGLB) 

  

 گرمخااااااانه گااااااذاری 

°C(5/0 ±35 / )h2±24 
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 : محيط کشت را بررسی کنيد 

بتترروی را  آناز  مقتتداریستتترون  حلقتته کشتتتبتتا استتتفاده از در صتتورت تشتتكی  گتتاز در لولتته درهتتام،  

 تلقیح کنیدپ   VRBL Agarمحیط کشت از پی  ریخته 
 

 

 

 

 

 

 

 

 . محيط کشت را بررسی کنيد 

 

 

 

 

 

 Nutrient Agarلولتته کشتتت بتته را  کلنتتی مشتتكوکاز  مقتتداریستتترون  حلقتته کشتتتاستتتفاده از بتتا 
 تلقیح کنیدپ (LSTB)های کشت لولهوشیبدار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گرمخااااااانه گااااذاری 

h24   تا h 48  / C0  35 

  

Violet Crystal neutral red bile lactose Agar( VRBL) 

 

  

 گرمخااااااانه گااااذاری 

 h 2 ±24 / C0  35 

  

 منفی(  "کلیفرم در نمونه وجود نداردپ جستجوی کلیفرم در نمونه : کلنی رشد نكرده بود (" 

 وجود کلیفرم در نمونه احتمام داردپ وجود کلیفرم باید تایید شودپ: کلنی رشد کرده بود 

 

 
 

 گرمخااااااانه گااااذاری 

  h18 تا h 24  / C0  35 

  

Lauryl Sulfate tryptose broth 

(LSTB) 

 

Nutrient Agar 
  

 گرمخااااااانه گااااذاری 

 h 2 ±24 / C0  35  تا  h 3 ±48 تا
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  کشت محيطبررسی Lauryl Sulfate tryptose broth (LSTB) :  

 

 

 

 

 
 

 
 

 :مشاهده ميكروسكوپی  

o نفی(م) کلیفرم در نمونه وجود نداردپ "مشاهده اسپورو  ثبتم گرمای شك  وجود باسی  میله" 

o داردپکلیفرم در نمونه وجود "عدم مشاهده اسپورو منفی  گرمای شك  وجود باسی  میله 

 ")مثبت(

o اره ، آزمون باید دوببا هم در لام میكروسكوپیمنفی گرم و مثبت  گرمای شك  وجود باسی  میله

 تكرار شودپ 

 

  نتایج :و بيان تفسير 

o " کلیفرم درml100  مثبت( نمونه آب وجود دارد (" 

o " کلیفرم درml100  ( نفیدارد ) مننمونه آب وجود" 

 

 
 

 ") منفی("کلیفرم در نمونه وجود ندارد پ جستجوی کلیفرم در نمونه گاز در لوله مشاهده نشد:

 

 مشاهده شد.  Nutrient Agar کلنی مشكوک در محيطتشكيل شد و  (LSTB)گاز در لوله 
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 کلاایاشریشيااجستجاااوی و شناسایی    7-5

 های آزمونها و روشویژگی–بندی شده یخ خوراکی بسته، 21113استاندارد ملی ایران شماره 7-5-1

 لوژی كروبيومي

 

  

 

 

 

 

 

 

غشتتایی، صتتافیآب از نمونتته عبتتور دادن از پتتس ، احتمتتالی لتتیکاشریشتتا  جستتتجو و شناستتاییمنظتتور بتته

هتا  داخت  لولته  در غشتایی را  صتافی بتا استتفاده از پتنس ستترون     پمپ ایجادکننده خلا را خاموش کترده و  

)محتتیط کشتتت غنتتی  LSستتولفات لوریتت دارای  mm 160 × mm 16هتتای آزمتتای  بتتا انتتدازهیتتا بطتتری

 دپ کنی ورکننده انتخابی( غوطه
 شود 2/7 ±1/0ای تنظیم کنید که پس از سترون شدن، برابرگونهمحیط لوری  سولفات مایع را بهpH -یادآوری 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ادامتته دهیتتدپ در دیگتتر  h 48گتتذاری را تتتااگتتر در ایتتن مرحلتته گتتاز یتتا کتتدورت مشتتاهده نشتتد، گرمخانتته 

 صورت مشاهده کدورت در محیط کشت، آزمون تاییدی را انجام دهیدپ

 
 

 

 
 

 ونااااوش آزمر

 و غنی سازی غشاایاایای صاف
  

 انجام دهيد. روش صافی غشایی، 1-2-7-3را مطابق بندآماده سازی و فيلتراسيون 
 

Lauryl Sulfate tryptose broth   
  

 گرمخااااااانه گااااذاری 

 h 2 ±24 / C0 37 یا h 2 ±24 / C0  30 

  

EC brath 
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 نگتذاری را تتا متدت زمتا    ایجتاد نشتد، گرمخانته    ECچنانچه در این مرحله هتیگ گتازی در محتیط کشتت     

h2 h ±48 ادامه دهیدپ 

 

 

 

 

 

ای وستیله حلقته کشتت، در آب تریپتونته    بته گتذاری شتده کته تشتكی  گتاز داده انتد       های گرمخانته از لوله

گتترم شتتده استتت، کشتتت دهیتتد ستتپس متتاده کشتتت داده شتتده را  C0 44کتته قتتبلا در حمتتام آب گتترم تتتا

 مخلوط کنید در هنگام مخلوط کردن هوا وارد لوله دورهام نشودپ

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 بررساای در آب تاریپتاوناه
 

 گرمخاااااااااااانه گاااااااااااااااذاری 

h2 h ±24 / C0 5/0 C0 44 

 

 الااااااااانتقا

 به هاااای حاااوی گااازلااولااهیک حلقه کشاات از 

 بااااااااااااااه
 

ml 10  (بدون اندول)آب تریپتونه 
Tryptophane Broth 

 

 گرمخاااااااااااانه گاااااااااااااااذاری 

h 3 ±h 12 / C0 5/0 C0 44 
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-هتتای معتتین بتتهتوستتط بعضتتی از میكروارگانیستتم ومینتته تریپتوفتتان استتت آغنتتی از استتید  هتریپتونتتآب 

همتته  پشتتودانتتدوم تولیتتد متتیو پ گیتتردمتتیقتترار استتتفاده متتورد نیتتتروژن و انتترژی  عنتتوان منبتتع کتتربن و

مصترف تریپتوفتان و تولیتد انتدوم بتا ایتن       بته ای گترم منفتی قتادر    های رودهها و حتی همه باکتریباکتری

 پ است یتواند یک روش تشخیصاین تولید ایندوم می روش نیستندپ بنابر
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 
 : تفسير نتایج 

 .تاحتمالی مثبت اس اشریشیاکلیشكی  حلقه اندوم در محیط آب تریپتونه، دلی  بر وجود ت

 

 

 

 وليد اناادولبررساای تا
 

 الااااااااانتقا

ml 5/0های حاوی آب تریپتونهلولهمعرف اندول به 
 

 .ظهور رنگ قرمز در فاز الكلی نشانگر وجود اندول است
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 هاانتروکوک   7-6

 روش صافی غشایی  به هاانتروکوکجستجوی  شمارش، 7724-2ملی ایران شمارۀ داستاندار 7-6-1

هتای گترم مثبتت، کاتتالاز     بتاکتری  دپکننت تولیتد نمتی   استپور هتوازی اختیتاری هستتند و    ها، بتی نتروکوکا

هتتا آنشتتوند ، یتتا زنجیرکوتتتاه مشتتاهده متتیصتتورت تكتتیبتته صتتورت جفتتتبتتهاغلتتب منفتتی، کوکوئیتتدی و 

هتتای و غلظتتت pH=10تتتا   pH=4از  ،C0 40تتتا C0 10دمتتایماننتتد گستتتره بزرگتتی از شتترایط محیطتتی  

هتتا بتتر روی آگتتار خونتتدار گوستتفندی، همتتولیز گامتتا انتروکتتوک.کننتتدمتتیتحمتت  م را بتتالای کلریتتد ستتدی

هتتای ظتتاهری، بستتیار مشتتك  هتتا از روی ویژگتتیاستتترپتوکوکهتتا از متتایز انتروکتتوککننتتدپ تایجتتاد متتی

 انتروکتتوک فكتتالیس :استتتپ دو گونتته مهتتم همزیستتت از انتروکتتوک در روده انستتان )متتدفوع( عبارتنتتد از 

 -5و  3و  2احیتتاء ترکیتتب بتتههتتا قتتادر انتروکتتوک(پ %10تتتا  %5) انتروکتتوک فاستتیوم( و %95تتتا  90%(

استتكولین  C0 44هستتتند و همچنتتین در دمتتای  2فرمتتازانبتتهو تبتتدی  آن  کلرایتتدتترازولیتتومفنیتت تتتری

پ کننتتدمتتی هیتتدرولیز راآزایتتد آگتتار استتكولین-هتتای استتلنتز و بتتارتلی و صتتفرا در محتتیط کشتتتموجتتود 

-و بتته دو گونتته کامنستتام مشتتترک در روده انستتان هستتتند  3فستتیوم انتروکتتوکو  2فكتتالیس انتروکتتوک

 اشریشتتیاکلیدلیتت  ستتاکن بتتودن در روده بتتزرگ انستتان وحیوانتتات، حضتتور آنهتتا در آب حتتتی در غیتتاب  

 نشانگر آلودگی مدفوعی است پ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 :محيط کشت

 Slanetz and Bartley medium ( S & B )  

 Bile Esculin Azide Agar 

  تهيه محيط کشت: 

 1محيط کشت اسلنتز و بارتلی -

طبتت   ( راپتاستتیم، ستتدیم آزایتتد تریپتوز،عصتتاره مخمر،گلتتوکز، هیتتدروژن فستتفات دی ) کشتتت پایتتهمحتتیط 

دیگتر، آن   min 5بتا جوشتاندن در آب مقطتر حت  نمتوده، و بترای متدت        و دستورالعم  ستازنده آمتاده کنیتدپ   

 سرد کنید پ C0 60 تا C050 را در حمام آب جوش قرار دهیدپ سپس محیط را تا دمای

 TTCمحلول  -

مقطتر ریختته، بتا تكتان دادن حت  کنیتدپ ستپس آن را توستط صتافی غشتایی بتا انتدازه             معرف فوق را در آب 

 نمایید پسترون  μm  22/0 منافذ

 محيط کامل  -

ستترد شتتده استتت، اضتتافه کنیتتدپ   C0 60 تتتا C0 50محتتیط کشتتت پایتته کتته تتتا دمتتای  را بتته TTCمحلتتوم 

صتتاف قتترار دهیتتد تتتا  حیریختتته، در ستتطهتتای ستتترون شتتده در پلیتتت mm5 تتتا mm3ضتتخامت ستتپس بتته

داری و تتتاریكی نگتته C0 3±C05هتتای تهیتته شتتده حتتداکثر دو هفتتته در دمتتای بصتتورت جامتتد درآیتتدپ پلیتتت 

محتتیط کشتتت از  pH بتترای تنظتتیمباشتتد پ 2/7±1/0برابتتر  C025 نهتتایی محتتیط بایتتد در دمتتای pHپ دشتتومتتی

 استفاده کنید پ g/L 5/36 یا اسید هیدروکلریک g/L 40 های هیدروکسید سدیممحلوم

 

 پ
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 دهیتد  قترار  کشتت  روی محتیط  بتر  ایگونته بته با استفاده از گیره سر صاف ستترون، صتافی تهیته شتده را     

 پنشود تشكی  آن زیر در هوا حباب تا

 

 

 

 

 

 

 

 

 خصوصيات کلنی در محيط کشتSlanetz and Bartley  

یتا تمتام   در مرکتز و  رنت  قرمتز، صتورتی و آلبتالویی)    بته های برجسته بر روی صافی غشتایی  کلنی •

 ها (آن

 مدور •

 محدب  •

ای تیتتره تتتا ستتیاه ناشتتی از ای قهتتوهگنبتتدی شتتك  ستتفید و دارای ستتطح متتات یتتا بتتراق بتتا هالتته •

 هیدرولیز اسكولین 

 

 
 

Slanetz and Bartley medium ( S & B ) 

 گرمخااانه گااااذاری  

    h4 ±h 44  /C0 2 ± C036)     

 

 تهيه محيط کشت: 

 اسكولين آزاید آگار -محيط کشت صفرا -

 را طب  دستورالعم  سازنده آماده کنیدپ  اسكولین آزاید آگار -محیط کشت صفرامحیط کشت 

 آزایتتد کوتتتاه بتتوده و بتتا گذشتتت زمتتان تجزیتته       هتتای کشتتت حتتاوی ستتدیم   نیمتته عمتتر محتتیط  

 پهای کشت فوق مورد توجه قرار گیردلذا ضروری است تاریخ انقضای محیطشوند، می
 

 انجام دهيد. روش صافی غشایی، 1-2-7-3را مطابق بندآماده سازی و فيلتراسيون 
 

  وش آزمونر
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 تفسير 

 بتتهکلرایتتد و تبتتدی  آن  تترازولیتتومفنیتت تتتری -5 و 3و  2ای بتتا احیتتاء  هتتای رودهنتروکتتوکا •

 شوند پدیده میرن  قرمز، آلبالویی یا صورتی بهفرمازان، 

 

 
 

 

 

 

طترف  بته ای کته ستطح چهارخانتۀ آن    گونته بته با استفاده از گیره سر صتاف ستترون صتافی غشتایی را     

 پبر روی محیط کشت از پی  ریخته قرار دهیدبالا باشد، 

 

 

 

 

 

 

 

  هاانتروکوک مرفولوژیخصوصيات 

  کرم و مات 

 مدور 

  محدب گنبدی شك 

 اهیتا س رهیت ایقهوه ایبراق با هاله ایسطح مات  یو دارا سفید 

 

Bile –aesculin azide agar 

 گرمخااانه گااااذاری  

h2  /C0 5/0± C044   

  

 آزمون تأیيدی
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 :تفسير  

دی  -7و  6هیتتدرولیز نمتتوده، تولیتتد ترکیتتب   h 2ت ای استتكولین را در متتدی رودههتتاانتروکتتوک •

ظرفیتتی ترکیتب شتده و ایجتاد رنت  قهتوه      کنند، که بتا یتون آهتن سته     هیدروکسی کومارین می

 پکندای روشن تا سیاه می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 اسودوموناس آئروژینوزپ   7-7

-به اسودوموناس آئروژینوزپ شمارش و شناسایی -، کيفيت آب8869ملی ایران شمارۀ  داستاندار 7-7-1

 غشایی  کردن صاف روش

 تتالاز مثبتت  کاای شتك ،  گترم منفتی، میلته    ،هتای هتوازی  ای مهتم از بتاکتری  گونه آئروژینوزا پسودوموناس

باشتتد ولتتی در درجتتۀ حتترارت متتی C0 42 تتتا C0 37دمتتای بهینتته بتترای رشتتد آن استتتپ اکستتیداز مثبتتت و

طلتب  زای فرصتت بتاکتری بیمتاری  پ کنتد بختوبی رشتد متی    pH=8/5 تتتا pH =8کنتدپ در یخچام رشتد نمتی  

، 1هتای پیوستین  تولیتد پیگنتان  ایتن میكروارگانیستم   پ ای در همته جتا وجتود دارد   بطتور گستترده  است کته  

                                                 
1- pyocin 

 بيان نتایج 

اینكه هر کلنی از یک میكروارگانیسم منشا گرفته است، نتایج را به برای محاسبه نتایج، با توجه به

صورت تعداد واحدهای تشكی  دهنده کلنی در حجم معین نمونه با استفاده از فرموم یک محاسبه 

 کنید 

  
sC   تعداد واحدهای تشكی  دهنده کلنی در حجم اولیهVs 

N  های مختلف ها در رقتها و یا پلیتهای شمارش شده بر روی صافیتمام کلنی 

1n  2وn  1های ترتیب برای رقتهای شمارش شده بهتعداد پلیتf  2وf 

1v  2وv  1های ترتیب برای رقتحجم نمونه مورد آزمون بهf  2وf 

1f  2وf  1های ترتیب برای حجمهای مورد استفاده بهرقتv  2وv 1، و در مورد نمونۀ رقی  نشده=f 

 باشد پمی

Vs  ها در نمونهحجم اولیه برای بیان تعداد میكروارگانیسم 

...  ) f  vn (  ) f  vn (

 N 
  

s
C 




222111



 56 

 رشتد  4دستتریمای  حتاوی  انتختابی  کشتت  روی محتیط کنتدپ  متی  3و پیتوروبین  2، پیتو ملانتین  1فلورستین 

 بته  قتادر  همچنتین  کنتدپ متی  فترابنف   پرتتوی  زیتر  5 فلورستنس  ایجتاد  تولیتد پیوستیانین،   با غالباً و کرده

  .است استامید از آمونیاک گاز تولید
 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

                                                 
1- fluroscein   

2- pyomelanin 

3- Pyorubin 

4- Cetrimide 

5-Fluorescence 

  هامحيط کشت
 Pseudomonas( C.N. A) 
 Cetyltrimethylammonium bromide 

 Mpac 

 Nutrient agare 

 Nalidixic Acid, Nanamycin, Acetamide brath 

 Oxidas Reagen 

 محيط کشت آگاردار از پيش ریختهتهيه 

 محيط کشت Pseudomonas( C.N. A) 

 گار را طب  دستورالعم  سازنده آماده کنیدپ  آ (C.N. A )محیط کشت 

 (C.N. A )محيط کشتمكمل              

را بتا استتفاده از صتافی ستترون      استید  نالیدیكستیک  برومایتد )ستتریماید( و  آمونیتوم متیت  تتری دستی  هگزا

ی ستترون تقستیم کنیتد عمت      هتا محتیط پایته اضتافه کنیتدپ و پتس از مخلتوط کتردن درپلیتت        بهکنیدپ و 

 g37/0کانامایستتین و  mg8بتترای تهیتته مكمتت ،    استتتپ mm5پلیتتت حتتداق    هتتر محتتیط کشتتت در 
 min30 زمتان  متدت اضتافه کنیتد و بته    C0 37آب مقطتر ستترون بتا دمتای     ml10را بته  استید  نالیدیكسیک

 اضافه کنید پمحیط کشت ذوب شده  ml990تكان دهیدپ محلوم را به 

 

 محيط کشت  Neutrient agar 

   را طب  دستورالعم  سازنده آماده کنیدپ محیط کشت

 

 محيط کشت Cetyltrimethylammonium bromide 

 محیط کشت را طب  دستورالعم  سازنده آماده کنیدپ حیطم 
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خانته آن  طتوری کته طترف چهتار    بته ، صافی غشائی را توستط انبترک ستترون برداریتدپ     پس از صاف نمودن

طرف بالا باشد، روی پلیتت از پتی  ریختته قترار دهیتد، و دقتت نمائیتد تتا حبتاب هتوا در تته صتافی             بهرا 

 پتشكی  نگردد

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 های بررسی رشد در دماC0 (42) و C0 (4)  

 پکندرشد می C0 42 در دمای آئروژینوزاسودوموناس پ •
  کندپرشد نمی C0 4 در دمای سودوموناس آئروژینوزاپ •

 

 

Pseudomonas 

( C.N. A) 
 

   Mpac 

 

 های از پيش ریخته قرار دهيد.فيلتر را روی سطح یكی از پليت

Cetyltrimethylammonium bromide 
 

 گرمخاانه گااذاری  

 h4±h44   /C0 2± C036   

 

 گرمخاااااانه گاااذاری

C0 2± C042  / h48±h24     و        C0 4/ h48±h24 

 

 روش آزماون

 انجام دهيد. روش صافی غشایی، 1-2-7-3را مطابق بندآماده سازی و فيلتراسيون 
 

  

  محيط کشتMpac))  

 محتتیط کشتتت پایتته Mpac   نالیدیكستتیکرا طبتت  دستتتورالعم  ستتازنده آمتتاده کنیتتدپ و کانامایستتین و 

  یاز پتت هتتایمحتتیط پایتته اضتتافه کنیتتدپ پلیتتت هتتای ستتترون، بتتهرا قبتت  از ریختتتن در پلیتتت استتید

 خچتتام،یدر  داریهستتتندپ در صتتورت نگهتت  داریقابتت  نگتته خچتتامیخشتتک تتتا دو هفتتته در   ختتتهیر

محتیط کشتت ذوب   و مكمت  را بته   دیاتتاق برستان   یدمتا از استتفاده، بته    یپت  min30را  هتا تیپل یدما

 شده، اضافه کنیدپ
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      ها  بررسی صافی 

هتای مشتخص   ها را زیر پرتوی فترابنف  بررستی کنیتدپکلنی   گذاری، پلیتپس ازپایان زمان گرمخانه •

کشتت دارای خصوصتیات   هتای  هریتک از محتیط   μm 2/2 تا μm 8/0با قطر  دوموناس آئرو ژینوزاپسو

 پتشخیصی خاص، هستند

     های:در محيط کشت دوموناس آئروژینوزاپسوخصوصيات کلنی 

-Pseudomonas( C.N. A) 
-Cetyltrimethylammonium bromide 

شاهده کلنی  • سنس زیر پرتو   م سبز/ آبی ایجاد کننده فلور  سو فرا بنف  )های   ایدو موناس آئروژینوزپ
 تایید شده( 

دو موناس  پستتتوفرا بنف  )های غیر ستتتبز / آبی ایجاد کننده فلورستتتنس زیر پرتو    کلنیمشتتتاهده   •
 ( آئروژینوزای فرضی

ستتودوموناس پفرا بنف  )قرمز ایجاد کننده فلورستتنس زیر پرتوبهای مای  های قهوهکلنیمشتتاهده  •
 فرضی( آئروژینوزای 

 
 واسطه پیگمان پیووردین استپ بهفرا بنف  زیر پرتو سودوموناسپ فلورسنس زرد–های سبزکلنی -یادآوری

 

  در محيط کشت: دوموناس آئروژینوزاپسوخصوصيات کلنی 

-(Mpac)  

دوموناس پسوسبز و هاله روشن در اطراف ) بهای با مرکز سیاه مای  های قهوهکلنیمشاهده  •
 فرضی( آئروژینوزای

 

 
 گیردپبرای شناسایی گونه مورد استفاده قرار می سودوموناسپآبی کلنی –رن  سبز  -یادآوری
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های تاییدی بیوشیمیایی را بر روی محیط کشت آگار ميذی کشت های انتخاب شده برای انجام آمونکلنی

 خطی دهیدپ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

دپ در کننتتمتتیتستتهی ( )هتتای اکسیداستتیون را کاتتتالیز  هتتایی هستتتند کتته واکتتن   کستتیدازها آنتتزیم ا

شتتیمی یتتک اکستتیدورداکتاز آنزیمتتی استتت کتته انتقتتام الكتتترون را از یتتک مولكتتوم )احیاکننتتده(   زیستتت

 –A– + B → A + Bکند مولكوم دیگر )اکسیدان( کاتالیز میبه

کننتد یتا بتا تخمیتر یتا بتا اکسیداستیون متواد آلتی کته ایتن            دو روش انترژی تولیتد متی   بهها اصولاً اکتریب

آنتزیم  دارای هتا آنتزیم اکستیداز دارنتد و اصتطلاحاً اکستیداز مثبتت هستتندپ اگتر بتاکتری           گروه از بتاکتری 

 هتتای احیتتایتتا گونوکتتوک( در صتتورت مجتتاورت بتتا رنتت  سپستتودومونا :ماننتتد) شتتدباستتیتوکروم اکستتیداز 

دهتد و اگتر   رنت  بتنف  تيییتر رنت  متی     بته آمتین آن را احیتا نمتوده    دیفنیلتین پیمتی شونده مانند تترا

  شودپمشاهده نمیآسینتوباکتر( تيییر رن   :اکسیداز منفی باشد )مانند

 

 

 
 

بتترای انجتتام آزمتتون اکستتیداز، بتتا استتتفاده از لتتوپ، قستتمتی از کلنتتی را برداشتتته و بتتر روی یتتک   •

  sec10زمتتان عتترف اکستتیداز قتترار دهیتتد واکتتن  مثبتتت در متتدت  مبتتهکاغتتذ صتتافی آغشتتته  

 گرددپصورت ایجاد رن  آبی تیره مشاهده میبه

 های تایيدی آزمون

Nutrient agare 

 گرمخاااااانه گاااذاری 
h 2±h24  / C0 5/2 ± C037  

 

 

 بيوشيميایی تایيدیآزمون 

 دازاااکسي آزمون

 دازاااکسي انجام آزمون
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 ایتتن محتتیط  پشتتوداستتتفاده متتی  استتتامید آگتتاراز محتتیط افتراقتتی  استتتامید، بتترای انجتتام آزمتتون

ایتن معترف در   استت  ( BTBعنوان تنهتا منبتع کتربن و معترف بروموتیمتوم بلتو )      بهاستامید  دارای

pH رنتت  ستتبز و در خنثتتی بتتهpH بتتا استتتفاده از لتتوپ،  شتتودپرنتت  آبتتی دیتتده متتیبتته قلیتتایی

لولتته حتتاوی محتتیط کشتتت استتتامید آگار)شتتیبدار( منتقتت    بتتهقستتمتی از کلنتتی را برداشتتته و  

 کنیدپ

 

 

 

 
 

 
 

 

 
 ن کتتردن، آمتتاده ستتازی و دفتتع وز هنگتتام بنتتابراینپ استتت کننتتده تحریتتک و زاستترطان ای متتاده استتتامید –هشاادار 

 پدآی عم به لازم دقت باید کشت محیط
 

 : تفسير 

  تولید گاز آمونیاک با ایجاد رن کندپ، استامید مثبت است و تولید آمونیاک میسودوموناس آئروژینوزاپ •

 دپشوآبی پر رن  مشخص می

 شاهده ميكروسكوپی:  م 

 باشدپمیای اشكام میلهبه سودوموناسپ •

 

 گرمخاااااااااااانه گاااااااااااااااذاری  

h 36±h24 / C0 37 

 طامحيی بهااانتقال یک کلن
Acetamide 

 دااامياااست آزمون
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 احيأکننده سولفيتهای کلستریدیوماسپور   7-8

ستاندار ملی ایران   7-8-1 شمارش    -آب ، 5353 شمارۀ ا ستجو و  ستریدیوم  ج سپورکل احيأکننده  هایا

 سولفيت با استفاده از صافی غشایی

در  انتواع اشتكام و انتدازه   در ایتن معنتا کته    بته ها گروهی ناهمگون از نظتر تاکستونومی هستتند    اکتریباین 

انتدپ برختتی  هتا کوکستتی و برختی باستی    شتوندپ برختتی از ایتن بتاکتری   بتین اعضتای ایتن گتتروه دیتده متی     

هتتر بتتاکتری کتته کتته بستتیاری چنتتین توانتتایی را ندارنتتدپ در واقتتع توانتتایی تولیتتد اندوستتپور دارنتتد درحتتالی

انتواع احیتا شتده را انجتام دهتد بتدون درنظتر گترفتن قرابتت          بته بتواند فرآیند احیای گوگرد اکستید شتده   

-چته ختانواده یتا جتنس باکتریتایی تعلت  دارد( در ایتن گتروه بررستی متی          بته تاکسونومیكی )یعنی اینكته  

 μm 5/0و عترض   μm 5اتتت تت μm 1بیضتی، کتروی، رشتته ای بتا     اشتكام خمیتده،   بته هتا  این بتاکتری پ شود

هتتا مضتتر استتت، اکستتیژن بتترای ایتتن بتتاکتری  پبتتوده و اغلتتب دارای تتتاژه و متحتترک هستتتند  μm 2اتتتتتت

کنتتدپ فتترق بتتین انتتواع آنهتتا )دی ستتولفو ویبریتتو،   بتترد امتتا غیتتر فعتتام متتی گرچتته آنهتتا را از بتتین نمتتی ا

بطتور   هتا ارگانیستم ایتن میكترو  استپور   پمتواد آلتی استت   احیتاء  چگتونگی  بهکلستریدیوم و توماکولم( مربوط 

متدت  بته و بتوده   متواد شتیمیایی و عوامت  فیزیكتی مقتاوم     بته و نستبت   وسیعی در محیط پراکنده هستتند 

عنتوان شتاخص آلتودگی متنتاوب     بته  هتا ایتن میكروارگانیستم  ماننتد،  در آب بتاقی متی  خصتوص  بته طولانی 

نقتتص در فرآینتتد تصتتفیه آب در نشتتانه وجتتود حضتتور آنهتتا در آب تصتتفیه شتتده، و  شتتوندمتتیمعرفتتی آب 

  پها محسوب شوندتصفیه خانه

 

  
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 ها شمارش کلنی

 محاسبه نمایيد .  9899باکتری را، مطابق استاندارد ملی ایران شمارۀ  CFUتعداد 

 

 محيط کشت 
 Iron Sulphite Agar (ISA) 

 Tryptise sulfite Agar 

 Nutrient Agare 

 Tryptose Sulfite Cycloserine Agar )TSC  (  

 

  وش آزمونر
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شتان بته   هتای ستطحی کته آلتودگی    آب، آب دریتا و  معتدنی آب ،چتاه ، آب، چشتمه های آشتامیدنی برای آب

باشتند، حجتم   هتایی کته دارای آلتودگی بیشتتری متی     ، و بترای آب mL 100باشتد ها کمتر متی کلستریدیوم

 تتتا mL 10، بایستتتی آنهتتا را بتتا  mL 10هتتای کمتتتر از  یتتدپ بتترای آزمتتای  نمونتته  کنکمتتتری را صتتاف  

mL 100  کننده مخلوط کنیدپ از آب سترون یا محلوم رقی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 استفاده کنیدپ  μm 22/0، از صافی غشایی با اندازه روزنههای احیأکننده سولفیتاسپورکلستریدیومبرای آزمون  -یادآوری
 

 های سیاه به طور مجزا تشكی  شوند، و به آسانی قاب  شمارش باشندپ ید تا پرگنهکننمونه را طوری رقی  

طتتوری کتته طتترف   بتته، صتتافی غشتتائی را توستتط انبتترک ستتترون برداریتتدپ      پتتس از صتتاف نمتتودن  

طتترف بتتالا باشتتد، روی پلیتتت از پتتی  ریختتته قتترار دهیتتد و دقتتت نمائیتتد تتتا       بتتهخانتته آن را چهتتار

 پحباب هوا در ته صافی تشكی  نگردد

 

 

 

 

 

 

 یااا                                                             

از محتیط کشتت کامت  و     mL18هتای از پتی  ریختته،    دادن فیلتتر در ستطح یكتی از پلیتت    قترار   پس از

را بتر روی صتافی بریزیتدپ     C02 C ±050 ذوب شتده بتا درجته حترارت حتدود     ذوب شده بتا درجته حترارت    

 صبر کنید تا محیط جامد شودپ 

  min 15به مدتC0 5 ± C075یحرارتی در بن مار شوک

حتترارت داده شتتودپ  min 15ت زمتتانمتتدبتته C05 ± C075در بتتن متتاریبایتتد ، نمونتته قبتت  از انجتتام آزمتتای 

، و یتک دماستنج را در آن   ریختته یتک ظترف مشتابه   برای کنتترم درجته حترارت مقتداری آب معمتولی را بته      

کتته دماستتنج  متتاری بگذاریتتدپ از زمتتانی  متتورد آزمتتون در بتتن  نمونتته کنتتار ، و ظتترف را در هیتتدپقتترار د

نمونتته متتورد آزمتتون را  min 15زمتتان ، و بعتتد ازدهتتد، زمتتان را یادداشتتت نمتتودهرا نشتتان متتی C075حتترارت

 ماری خارج نمائیدپ از بن

 شمارش اسپور

Tryptise sulfite Agar 

 ای()دو لایه

 

Iron Sulphite Agar (SIA) 

 ی()دو لایه

 
 

 انجام دهيد. روش صافی غشایی، 1-2-7-3را مطابق بندآماده سازی و فيلتراسيون 
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   :خصوصيات کلنی 

 های سیاه دارای هاله سیاه کلنیمشاهده  •

های ستتیاه که احتمالا دارای هاله ستتیاه در محیط کشتتت هستتتند، نشتتان دهنده    کلنیمشتتاهده  •

  باشندپهوازی احیاء کننده سولفیت میهای بیباکتری

شتتود لازم استتت استتتفاده متتی  ستتتریدیوم پرفرنتتژنسلکاستتتاندارد بتترای شتتمارش روش چنانچتته از ایتتن 

هتا را انتختاب و   کلنتی شتاخص از هتر کتدام از پلیتت      5هتای شتاخص، تعتداد    آوردن کلنتی دست بهبعد از 

 انجام گیرد  کلستریدیوم پرفرنژنسهای تاییدی برای شناسایی جنس آزمون

 

توستتط شتتوک حرارتتتی تیمتتار  C02±C060 فتترم رویشتتی بتتاکتری، نمونتته در دمتتای نبتترای غیتتر فعتتام کتترد –1یااادآوری

 شودپ

 های باسیلوس استپعنوان عام  انتخابی برای جلوگیری از رشد گونهبهسرین، دارای سیكلومحیط  -2یادآوری

 

-افتتزای  متتی کلستتتریدیوم پرفرنتتژنسقابلیتتت انتختتابی آزمتتون را بتترای ، C044 گرمخانتته گتتذاری در دمتتای –3یااادآوری

 دهدپ  
کلستتتریدیوم  شتتمارش -، کیفیتتت آب19265استتتاندارد ملتتی ایتتران شتتمارۀ  بتتهبتترای اطلاعتتات بیشتتتر  

 با استفاده از روش صافی غشایی مراجعه کنیدپ  -پرفرنژنس

 

 اهده ميكروسكوپی:  مش 

 اسپور انتهایی ای با اندومیله •

 

 وازیااهیااگرمخاااااانه گاااذاری ب

  C0 1 ± C0 37  /h 48تاh 24 

 

 ها  شمارش کلنی

 محاسبه نمایيد .  9899باکتری را، مطابق استاندارد ملی ایران شمارۀ  CFUتعداد 
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  پرفرنژنسکلستریدیوم   7-9

ستاندار ملی ایران   7-8-1 ستریدیوم شمارش   -آب ، کيفيت 19265 شمارۀ ا ستفاده از  با  –پرفرنژنس  کل ا

 صافی غشایی

بترای   مندارزشت و شتاخص  استت   کلستتریدیوم ای از جتنس  باستی  ولشتای گونته    1کلستریدیوم پرفرنتژنس 

ب بیتتانگر آلتتودگی متنتتاوب و جزئتتی  حضتتور ایتتن بتتاکتری در آ پآلتتودگی متتدفوعی شتتناخته شتتده استتت 

بیضتی شتك     استپور بتی هتوازی، بتدون حرکتت و دارای یتک       گترم مثبتت  ای شك  این باکتری میلهاست 

 پ است گاز گانگرنعام  اصلی بیماری پشود سلوم نمی ست که باعم تورما انتهابهمرکزی یا نزدیک 

شتتود لازم استتت استتتفاده متتی  ستتتریدیوم پرفرنتتژنسلکچنانچتته از ایتتن روش استتتاندارد بتترای شتتمارش  

هتا را انتختاب و   کلنتی شتاخص از هتر کتدام از پلیتت      5هتای شتاخص، تعتداد    دست آوردن کلنتی بهبعد از 

کلستتتریدیوم  انجتتام گیتتردپ  کلستتتریدیوم پرفرنتتژنس هتتای تاییتتدی بتترای شناستتایی جتتنس     آزمتتون
، h3 ± h21متتدت زمتتانبتته C01±C044هتتوازی در دمتتایگتتتتتذاری بتتیگرمختتتتتتتانهپتتس از  پرفرنتتژنس

ستیكلو  ستولفیت ای را روی محتیط کشتت تریپتتوز   قهتوه بته های ستیاه یتا خاکستتری تتا زرد متمایت       کلنی

هتا دارای آنتزیم فستفاتاز استیدی هستتندپ کلنتی      کنتدپ ایتن کلنتی   رنت  ایجتاد متی   سرین آگار، حتتی کتم  

هتتای توستتعه یافتتته در محتتیط کشتتت آگتتار، ستتیاهی واضتتحی صتتافی غشتتایی بتتر ختتلاف کلنتتیهتتای روی 

 رن  نیز باید شمارش شوندپ -های کمندارد بنابر این کلنی

 

  
 

 

 

 
 

 

 

                                                 
1- Clostridium perfringens 

 محيط کشت 
 Tryptose Sulfite Cycloserine agar )TSC  (  

 D-C ycloserine 

 Blood agare /Columbia agare / Tryptone soya agar 

 Acid Phosphatase reagent 

 

   وش آزمونر

https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%A9%D9%84%D8%B3%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D8%AF%DB%8C%D9%88%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%B1%D9%85_%D9%85%D8%AB%D8%A8%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%DA%AF%D8%A7%D8%B2_%DA%AF%D8%A7%D9%86%DA%AF%D8%B1%D9%86&action=edit&redlink=1
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  برای آ

 

 

 

 

 

 

 

 

کلنتتی  80تتتا  10حجتم یتتا رقتتت متورد آزمتتون بایتتد طتتوری انتختاب شتتود کتته در صتتورت امكتان، تعتتداد     

 تشكی  شوند، و به آسانی قاب  شمارش باشندپ بر روی صافی غشایی سیاه به طور مجزا 

 

 

 

 
 استفاده کنیدپ  μm 22/0، از صافی غشایی با اندازه روزنهپرفرژنس اسپورکلستریدیومبرای آزمون  -یادآوری

 

طتتوری کتته طتترف   بتته، صتتافی غشتتائی را توستتط انبتترک ستتترون برداریتتدپ      پتتس از صتتاف نمتتودن  

طتترف بتتالا باشتتد، روی پلیتتت از پتتی  ریختتته قتترار دهیتتد و دقتتت نمائیتتد تتتا      بتتهچهتتار خانتته آن را  

 پدر ته صافی تشكی  نگرددحباب هوا 

 

 

 

از محتیط کشتت کامت  و ذوب شتده بتا       mL18پتی  ریختته،    از دادن فیلتتر در ستطح پلیتت   قرار  پس از

را بتر روی صتافی بریزیتدپ صتبر کنیتد تتا        C 02 ± C050درجه حرارت ذوب شتده بتا درجته حترارت حتدود     

 محیط جامد شودپ 

 

 

 شوک حرارتی 

حتترارت  min 1± min 15 ت زمتتانمتتدبتته C02 ± C060در بتتن متتاریبایتتد ، نمونتته قبتت  از انجتتام آزمتتای 

، و یتک دماستنج   ریختته یتک ظترف مشتابه   داده شودپ برای کنترم درجته حترارت مقتداری آب معمتولی را بته     

کتته دماستتنج متتاری بگذاریتتدپ از زمتتانینمونتته متتورد آزمتتون در بتتنکنتتار و ظتترف را در  هیتتدرا در آن قتترار د

نمونته متتورد   min 1± min 15 زمتان  ، و بعتد از دهتد، زمتان را یادداشتت نمتوده    را نشتان متی   C060حترارت 

 دپ  کنیماری خارج آزمون را از بن

 رقيق سازی

 انجام دهيد. روش صافی غشایی، 1-2-7-3را مطابق بندآماده سازی و فيلتراسيون 
 

Tryptise sulfite Agar 
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ازی ست ، کتاه  نیتترات، تخمیتر لاکتتوز و متایع     ت)حرکت  1MNLG.تاییتد هتای  آزمتون شتود  پیشنهاد متی 

  پانجام شود کبرای کلنی مشكوژلاتین( 
 

 

 
 

هتتوازی در آگتتار بتترای انجتتام آزمتتون فستتفاتاز، بتتا استتتفاده از لتتوپ، قستتمتی از کلنتتی کتته در شتترایط بتتی 

انتد را برداشتته و بتر روی یتک کاغتذ صتافی       _رشتد کترده   کلمبیتا و یتات تریپتتون ستوی آگتار     خوندار یتا  

صتورت ایجتاد رنت     بته  min4تتا min3زمتان  متدت معرف فسفاتاز قترار دهیتد واکتن  مثبتت در     بهآغشته 

 گرددپارغوانی مشاهده می
 

 :خصوصيات کلنی 

 هتتا بایتتد در طتتومشتتوند، پلیتتتدلیتت  اینكتته ستتیاهی کلنتتی هتتا ستتریعا محتتو و ستترانجام ناپدیتتد متتی بتته

min30 هتتوازی هتوازی شتتمارش شتده باشتندپ اگتتر تعتداد جارهتتای بتی     یگتذاری بتت س از اتمتام گرمخانتته پت

جتام  هتوازی ان گتذاری در یتک گرمخانته بتی    ار یتا اگتر گرمخانته   جت بته صتورت جتار  ها باید بهپلیتزیاد باشد 

 قسمت بررسی شوندپبهشده باشد، باید قسمت

 رن ()حتی کمدارای هاله سیاه ای یا خاکستری تا زرد متمای  به قهوههای سیاه مشاهده کلنی •

 

 
 

                                                 
1- MNLG: (testing for motility, nitrate reduction, lactose fermentation and gelatin liquefaction). 

 وازیااهیااگاااذاری بگرمخاااااانه 

  C0 1 ± C0 44  /h 3± h12 

 

 ها شمارش کلنی

 محاسبه نمایيد .  9899باکتری را، مطابق استاندارد ملی ایران شمارۀ  CFUتعداد 

 

 . و بيوشيمياییآزمون تأیيدی

Tryptone soya agar  / Blood agare  / Columbia agare 
 

 فسفاتاز آزمون
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 )راهنما(محاسبه نتایج    8

سبه نتایج  سطحی و     200تا  10هنگامی که تعداد ک  کلنی روی پلیت بین  ،روش محا شت  کلنی )در روش ک

های تیپیک بین تعداد کلنیکلنی )در روش کشتتت آمیخته( یا هنگامی که  300تا  10صتتافی غشتتایی( یا بین 

کلنی است )در روش کشت 100 کلنی تا 10کلنی )در روش کشت سطحی و آمیخته( یا بین  150 کلنی تا 10

 شودپ ده میرب کاربهآمیخته( 

ا هدلی  اینكه فرض بر این است که هر کلنی از یک میكروارگانیسم یا از یک تجمع منفردی میكروارگانیسم   به

( یا ذرات تشتتكی  دهنده cfuصتتورت تعداد واحدهای تشتتكی  دهنده کلنی ) نتایج به منشتتا گرفته استتت، 

  پآیددست میه( ب1( با استفاده از فرموم)mL1یا  mL100( در حجم معینی از نمونه )معمولا (cfuکلنی
(1) 

× 𝑉𝑠 𝐶𝑠 =
𝑧

𝑉𝑡𝑜𝑡
 

 :که در آن 

Cs   تخمین تعدادcfu  در حجم مرجعsV است  

z  شده روی پلیت   جمع کلنی شمارش  صافی های  ص  از حجم  nd هایه از رقتدها بدست آم ها یا  های یا حا

 )نمونه یا رقت( ه جداگانه آزمون

sV  ها در نمونه برای بیان غلظت میكروارگانیسمشده  انتخابع جحجم مر 

totV   های حجمهمچنین جمع  استپ ی شمارش شده   هامحاسبه شده نمونه اصلی شام  پلیت    مرجع حجم ک

  پاست 2فرموم با استفاده از شده جداگانه از آزمونه )نمونه یا رقت( یا محاسبه 
(2) 

)idiVin) +….(2d2V2n)+(1d1V1n=(  totV 

 که در آن 

totV های شمارش شدهحجم ک  محاسبه شده نمونه اصلی شام  پلیت 

in2،پپپپپn 1،پپn های شمارش شده برای رقت تعداد پلیتid ،2 پپپپd  ،1d 

iV، 2پپپپپV،  1V  حجم آزمون استفاده شده برای رقتid،2  پپ  پپپd  ،1d 

id،2  پپپپپپپd1 ،پd رقت مورد استفاده برای حجم آزمونهiV،2  پپپپپپپV  ،1V 

 پ است d= 1/0برابر 10و برای رقت  d=1برای نمونه رقی  نشده

 باشدپ  شمارش هر پلیت می 1میانگین ارزیابی شدهصورت تابعی از براین نتایج نهایی بهبنا –یاد آوری 

شده را تا دو رقم معنی    سبه  سوم بزرگتر یا برابر  نتایج محا ست عدد پی  از آن را   5دار گرد کنید، اگر رقم  ا

 اندازه یک واحد افزای  دهیدپ به

دار ک  با دو رقم معنی، یا تعداد 10ضرب در توان مناسبی از    9/9و  1صورت عددی بین  بهبهتر است نتایج را  

 بیان کنیدپ 
، یک مثام برای محاستتبه روش های کشتتت آمیخته و ستتطحی ) شتتمارش  4207در استتتاندارد ملی ایران شتتماره  –یادآوری 

  دوتایی( نوشته شده استپ

                                                 
1 -Weighted average 
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 موارد پس از شناسایی یا تایيد  8-1

شده نیاز    ستفاده  سایی و تایید دارد، تمام   بهدر مواردی که روش ا های مشكوک فرضی را باید از هر   کلنیشنا

پلیتی که برای شتتمارش نگهداری شتتده استتت، تلقیح کنیدپ در مواردی که این کار عملی نیستتت، تمام کلنی 

شایی مورد ازمون قرار گیرد )     nتیپیک ) صافی غ شیه پلیت یا  ست از یک پلیت   n( باید از حا پلیت بهممكن ا

 کلنی در هر پلیت استپ  5ها، حدود حداق  و کافی کلنیگر متفاوت باشد( میانگین تعداد ید

های تایید و شتتناستتایی مطابقت دارند با های فرضتتی که با معیارصتتورت نستتبت کلنیبهنتایج تایید شتتده را 

  پ(محاسبه کنید3استفاده از فرموم)
(3) 

𝒌

𝒏
× 𝒛=x 

 :که در آن 

x  پپلیت است های تایی شده در هرتعداد تخمینی کلنی  

k  است که با معیارهای شناسایی مطابقت داردپهای تلقیح شده ها در میان کلنیتعداد کلنی 

شودپهای مثبت فرضی است که از یک پلیت برای تایید، تلقیح میتعداد کلنی   n 

z  شودپهای مثبت فرضی است که روی پلیت شمارش میتعداد ک  کلنی 

 اند خود داری کنیدپکه تایید کام  نشده xازگرد کردن نتایج آزمون 

( با x) جمع  xبا  z های تایید شده یا شناسایی شده موجود در آزمایه را با جایگزینی    میكرو ارگانیسم  sCتعداد 

توان مناسبی   ضرب در  9/9و  1صورت عددی بین  اسبه کنید نتایج را گرد کنید و به ح( م1استفاده از فرموم ) 

 ، یا تعداد ک  با دو رقم معنی دادار بیان کنیدپ 10از 
 نوشته شده استپ های تایید شدهکلنی، یک مثام برای محاسبه 4207در استاندارد ملی ایران شماره  –یادآوری 

 

 

 خاص  موارد   8-2

 کلنی   10های کمتر از تمام پليت  8-2-1

، دقت 20تا  10های بین تا حد بالایی هر روش، در محدوده دقت بهینه استپ برای شمارش 20های از شمارش

یابدپ بستتته به ، دقت به ستترعت کاه  می10ها به کمتر از همچنان قاب  قبوم استتتپ با کاه  تعداد کلنی

 شودپ تعریف می 10های کمتر از تر تعیین، در شمارشهدف آزمون، حد پایین

در آزمونه تعریف شده است، چنانچه عدم قطعیت استاندارد نسبی      xحد تعیین، کمترین میانگین غلظت ذره 

 باشدپ  n(RSD)1برابر با مقدار تعیین شده 

                                                 
1 -Relative standard deviation 



 69 

RSD     انحراف معیار نسبی است که از تقسیم انحراف معیار تخمینیS جمعیتی از یک نمونه به میانگین نمونه 

x̄ آید برای محاستتبه انحراف معیار نستتبی از بدستتت میw شتتود بنابر این استتتفاده می
𝑠

x̄
=w موارد توزیع  در

 پشودمحاسبه می 4از فرموم  xپواسون، 

 
(4) 

2w/1=x 

رسد(،  نظر میبهباشد به دلی  حد دقت نسبی قاب  قبوم )که در میكروبیولوژی منطقی   ( 5%) 50/0 برابر w اگر

 پ آید دست میهزیر ب صورتبهحد پایینی تعیین 
  25/0/1=x 

 صورت تشخیص وجود میكروارگانیسم باشد باید فقط بهمی 4بر این نتایجی که بر اساس شمارش کمتر از بنا

 بیان شودپ

شد، ولی تعداد ک  کلنی  10های دارای کمتر از اگر تمام پلیت های در دسترس با هم  ها در تمام پلیتکلنی با

میكرو ارگانیسم در  "صورت باشد، دقت به حدی کم است که نتایج به   1 تا 3یا بیشتر باشدپ اگر تعداد ک  از    4

 گزارش شودپ  "حجم آزمون شده وجود دارد

 

 پليت های بدون کلنی  8-2-2

 صورت زیر بیان کنیدپبهها هیگ کلنی نداشته باشد، نتایج را درصورتی که پلیت

1ها کمتر از تعداد میكرو ارگانیسم

𝑉𝑡𝑜𝑡
 cfu  در حجم مورد آزمون استپ 

صلی در پلیت     ttoVدر مواردی که  شده نمونه ا سبه  ست،     حجم ک  محا شده ا شمارش  این  9-3بند زیر بههای 

ارگانیسم در حجم مورد آزمون قاب   میكرو"صورت  بهتوانید نتایج را مراجعه کنید همچنین میجزوه آموزشی،  

 ارش کنیدپگز "شناسایی نیست

 

 های تيپيک یا تایيد شده قابل مشاهده  کلنی با کلنی 300تا  200بيش از   8-2-3

کلنی  200بی  از  1d ها در رقت اومهای تیپیک و غیر تیپیک برای تمام پلیتدر صورتی که تعداد تمام کلنی 

های آمیخته( با کلنیکلنی )برای روش کشتتت  300)در مورد کشتتت ستتطحی و صتتافی غشتتایی( یا بیشتتتر از 

کلنی  200که کمتر از  2dها در رقت بعدی تیپیک قاب  مشتتاهده با تایید شتتده باشتتد و اگر برای تمام پلیت  

کلنی )برای کشت آمیخته( داشته باشد، هیگ  300)برای روش های کشت سطحی و صافی غشایی( با کمتر از   

 صورت زیر بیان کنیدپ بهکلنی تایید شده یا تیپیک شمارش نشد، نتایج را 

شكی  دهنده کلنی در حجم نمونه و بی  از   2d/1کمتراز - شكی  دهنده کلنی در حجم   1d/1واحد با ت واحد ت

   پاست 2dو  1d رقت هایبهضریب رقت مربوط  2d/1و  1d/1نمونه که

  پاست 2d رقتبهضریب رقت مربوط  2d/1که در آن 
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شكی  دهنده کلنی در حجم نمونه که   2d/1و بی  از  1واحد یا ذره ت

𝑑1
1و  

𝑑2
 1dهای رقتبهضریب رقت مربوط   

  پاست 2d و
های تیپیک یا  کلنی با کلنی 300تا  200، یک مثام برای محاستتبه بی  از 4207در استتتاندارد ملی ایران شتتماره  –یادآوری 

 تایید شده قاب  مشاهده نوشته شده استپ
 

 کلنی بدون کلنی تایيد شده یا تيپيک قابل مشاهده  300تا  200بيش از   8-2-4

کلنی )در مورد  200بی  از  1d ها در رقت اوم  های تیپیک و غیر تیپیک برای تمام پلیت     تعداد تمام کلنی   اگر

های تیپیک قاب  کلنی )برای روش کشت آمیخته( بدون کلنی 300کشت سطحی و صافی غشایی( یا بیشتر از 

های کلنی )برای روش 200کمتر از  2dهای متوالی ها در رقتمشاهده با تایید شده باشد و اگر برای تمام پلیت  

ای شمارش  کلنی )برای کشت آمیخته(، هیگ کلنی تایید شده   300کشت سطحی و صافی غشایی( یا کمتر از     

 صورت زیر بیان کنید پ بهنشد، نتایج را 

   پاست 2dرقت بهضریب رقت مربوط  2d/1واحد با تشكی  دهنده کلنی در حجم نمونه که  2d/1کمتراز 

1کمتراز  -

𝑑2
شكی  دهنده کلنی در حجم نمونه که در آن    1واحد با ذره ت

𝑑1
رقت واحد یا بهضریب رقت مربوط   

1ذره تشكی  دهنده کلنی در حجم نمونه که 

𝑑1
1و  

𝑑2
 پاست 2d رقتبهضریب رقت مربوط  

  های تاییدکلنی کلنی بدون 300تا  200بی  از یک مثام برای محاستتبه  ،4207در استتتاندارد ملی ایران شتتماره   –یادآوری 

 یا تیپیک قاب  مشاهده نوشته شده استپشده 
 

 کلنی با کلنی های تيپيک یا مشكوک در تمام رقت ها   300تا  200بيش  از   8-2-5

های تلقیح شده بی   قترها برای تمام شمارش شده در هر یک از پلیت   هایتعداد تمام کلنیدر صورتی که  

کلنی )برای روش کشت آمیخته( و   300کلنی )برای روش کشت سطحی و صافی غشایی( یا بیشتر از       200از 

شكوک بی  از  اگر تعداد کلنی سطحی و آمیخته( یا بی     کلنی )برای روش 150های تیپیک یا م شت  های ک

 صورت زیر بیان کنید پ بهکلنی )برای روش صافی غشایی( باشد، نتایج را 100از

200ها بی  از  تعداد ک  کلنی   صااافی غشااایی:

𝑑
( در حجم نمونه و تعداد   cfuواحد تشتتتكی  دهنده کلنی )    

1های تیپیک بی  از کلنی

𝑑
  ×𝑘

𝑛
 ( در حجم نمونهcfuواحد تشكی  دهنده کلنی ) 100× 

شت آميخته:  300ها بی  از   کلنیتعداد ک ک

𝑑
( در حجم نمونه و تعداد کلنی cfuواحد تشتتكی  دهنده کلنی ) 

1های تیپیک بی  از 

𝑑
  ×𝑘

𝑛
 ( در حجم نمونهcfuواحد تشكی  دهنده کلنی ) 150× 

سطحی:   شت  200ها بی  از تعداد ک  کلنی ک

𝑑
شكی  دهنده کلنی )   ( در حجم نمونه و تعداد کلنی cfuواحد ت

1های تیپیک بی  از 

𝑑
  ×𝑘

𝑛
 ( در حجم نمونهcfuواحد تشكی  دهنده کلنی ) 150×  

1که در آن  

𝑑
 ضریب رقت برای آخرین رقت تلقیح شده  

K  های مشكوک فرضی تلقیح شدههایی است که در میان کلنیتعداد کلنی (n ) با معیارهای شناسایی و

 پداردتایید مطابقت 
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 (              MPN تخمين بيشترین تعداد احتمالی )  8-3

های آن به لوله یا رقتی های متعدد از یک نمونه ودر بیشتر موارد، تلقیح آزمونه ، MPN اساس روش  8-3-1

  های دارای محیط کشت مایع استپ

 وجود دارد: MPNسه روش اصلی برای تعیین مقادیر 

 فرمول ریاضی    8-3-1-1

 عبارت دیگر برای تعیین بیشترین تعداد احتمالیبهنمونه و یا  mL 100در ها میكروارگانیسمرای تخمین ب

MPN   درmL 100از فرموم زیر استفاده کرد توان، می : 

 𝑀𝑃𝑁/100𝑚𝑙 =    
𝑛𝑝𝑜𝑠 × 𝑉𝑠

√𝑉𝑛𝑒𝑔 × 𝑉𝑡𝑜𝑡
 

 nposهای دارای واکن  مثبتتعداد لوله 

Vs    معمولادر لیترمیلیبهحجم نمونه مرجع در نمونه اصلی( mL100)  

Vneg های دارای واکن  منفی به جم ک  در تمام لولهحmL  

Vtot  ها به حجم ک  نمونه در تمام لولهmL 

 

   MPN جدول 8-3-1-2

 تعداد احتمالیعبارت دیگر برای تعیین بیشتتترین بهنمونه و یا  mL100 درها میكروارگانیستتمرای تخمین ب

MPN  در mL 100  اده فستتتااین جزوه آموزشتتی الزامی الف مطاب  جدوم پیوستتت  ،9شتتماره نمونه از جدوم

 کنیدپ
 

  کامپيوتری برنامه  8-3-1-3

که در آن محیط کشت بتا غلظتت مضتاعف یتا چنتذ برابتر یتا محتیط کشتت حت  شتده در             MPNدر روش 

ممانعتتت کننتتده بیشتتتر باشتتدپ صتتافی غشتتایی کتته   شتتود ممكتتن استتت مقتتدار متتوادنمونتته استتتفاده متتی

دلیتت  ایتن کتته متواد ممانعتتت کننتتده روی   بتتهکنتد ممكتتن استت   هتتا را از نمونته جتتدا متتی میكروارگانیستم 

مانتد ایتن مشتك  را نداشتته باشتدپ همچنتین اجتزای بیولتوژیكی ماننتد فلتور میكروبتی            صافی بتاقی نمتی  

هتتای متتورد جستتتجو تتتداخ  د میكروارگانیستتمهمتتراه ممكتتن استتت از طریتت  رقابتتت بیولتتوژیكی بتتا رشتت 

هتای آزمتون کته میكترو     افتتد در ستایر روش  ویژه در محتیط کشتت متایع اتفتاق متی     بهداشته باشد این اثر 

علتت عتدم گستترش و یتا رشتد      بته کنتد ایتن رقابتت بیولتوژیكی     هتای جداگانته ایجتاد متی    ارگانیسم کلنی

 شودپ ها روی پلیت، محدود میزیاد کلنی

رد توان با کار بشتتود این مشتتك  را میصتتادفی میكروارگانیستتم در نمونه باعم عدم دقت در نتایج میتوزیع ت

 روش تلقیح مناسب کاه  دادپ 

های تلقیح شتتتده چند تایی در هر ستتتری حجم آزمایه افزای        دقت، با افزای  تعداد لوله     MPNدر روش 

 یابدپ می
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 الگوی نتایج مثبت بدست آمده بستگی داردپ بهدقت نسبی 

های ها صتتافیها بستتتگی دارد و نتیجه با افزای  تعداد پلیتعداد ک  کلنیتبهدر روش شتتمارش کلنی، دقت 

کلنی  150ها تا حداکثد حدود      یابد و دقت همچنین با افزای  تعداد کلنی     کشتتتت داده شتتتده، افزای  می 

شما  شایی     100رش و حدود )تیپیک( در هر پلیت برای روش  صافی غ کلنی )تیپیک( در هر پلیت برای روش 

 پیابدافزای  می

 

 ایجنتبيان   9 

 همچنتتین  پکتتار گرفتتته شتتده بیتتان کنیتتدبتتههتتای نتتتایج آزمتتون را مطتتاب  بنتتد گتتزارش آزمتتون استتتاندارد

استتتفاده از هتتا در آب بتتا شتتمارش میكروارگانیستتم-کیفیتتت آب، 4207استتتاندارد ملتتی ایتتران شتتماره بتته

 مراجعه کنید  راهنما-روش کشت

 
 

  



 73 

 پيوست  الف

 اطلاعاتی

 حد تشخيص در روش شمارش              -1

حجتتم نمونتته تلقتتیح شتتده بستتتگی داردپ  بتتهرشتتد یتتک کلنتتی در آزمتتون و در نتیجتته  بتتهحتتد تشتتخیص 

هتتای همتتراه در نمونتته کتته در همتتان شتترایط اگرچتته محتتدودهای ایجتتاد شتتده بتته وستتیله میكروارگانیستتم

رشتد هستتند نیتز وجتود دارد بترای مثتام تشتكی         بته شتوند قتادر   ها شمارش متی زمون که میكروارانیسمآ

-توانتتد پذیرفتتته شتتود در صتتورتی کتته تعتتداد میكروارگانیستتمکلنتتی روی صتتافی متتی 100حتتداکثر حتتدود 

قبتت  جستتتجو باشتتد حتتد تشتتخیص کتتاه   هتتایبرابتتر بیشتتتر از تعتتداد کلنتتی 100هتتای همتتراه بتتی  از 

 MPNمتوارد عتدم وجتود محتیط کشتت انتختابی مناستب، کتار بترد روش          یابد در چنین متواردی و در  می

 ارجهیت داردپ 

 اشدپبمیصورت زیر بهدر عم ، حد تشخیص 

ب تمیتتز، بتتدون مشتتك  آهتتای زیتتادی نمونتته امكتتان صتتاف کتتردن حجتتم در روش صتتافی غشتتایی، -الااف

 شود بنابر این حد تشخیص، یک میكروارگانیسم در حجم صاف شده تعیین میوجود دارد 

نمونتته وجتتود دارد بنتتابر ایتتن حتتد شناستتایی  mL 5در روش کشتتت آمیختتته، امكتتان تلقتتیح حتتداکثر  -ب

شتود حتد تشتخیص بتا افتزای  تعتداد آزمونته متورد استتفاده          تعیتین متی   mL 5یک میكرو ارگانیستم در  

پلیتت عملتی نیستت و حتد تشتخیص یتک میكروارگانیستم         5تلقتیح بتی  از   شود ولی در عمت  بیشتر می

 شودپتعیین می mL 25 در

بتترای هتتر  mL 2/0 شتتوددر روش کشتتت ستتطحی، حتتداکثر حجتتم نمونتته کتته معمتتولا استتتفاده متتی  -پ

شتود، بنتابر ایتن حتد تشتخیص، یتک میكروارگانیستم در        پلیتت تلقتیح متی    5پلیت است و چون حد اکثتر  

mL 1  هتتای ازمونتته تتتوان از حجتتمهتتای کشتتت دارای ستتطح خشتتک، متتیمتتورد محتتیطاستتت در mL5/ 

پلیتتت، حتتد تشتتخیص بتترای یتتک   5بتترای هتتر پلیتتت استتتفاده کتترد بنتتابر ایتتن در صتتورت تلقتتیح بتته   0

 شودپتعیین نمی mL5/2 میكروارگانیسم در

  

 MPN حد تشخيص در روش-2

افزای  حجم ک  شتتده باعم افزای  حد  زمون شتتده بستتتگی دارد   آحجم نمونه بهحد تشتتخیص در واقع  

شخیص می  زمایه برای هر لوله یا با آها در هر رقت با افزای  حجم فزای  تعداد لولهبا ا MPNشود در روش  ت

 توان حد تشیص را افزای  دادپ وسیله صافی غشایی، میهتيلیظ نمونه ب

 

 ماهيت نمونه بهالزامات مربوط -3

های در همان محیط کشتتت نیز های مورد جستتتجو، رشتتد میكروارگانیستتمارگانیستتمعلاوه بر ماهیت میكرو 

 دهد انتخاب روش را تحت تاثیر قرار می



 74 

ود شهای هوازی مطل  با استفاده از روش کشت سطحی یا صافی غشایی آزمون میبرای مثام میكرو ارگانیسم

سم  شرایط بی برای میكروارگانی شت    دهنهوازی را ترجیح میهایی که  ستفاده از روش ک د و یا تحم  کنند، ا

هوازی بیشتتتر مورد نیاز باشتتد، ممكن استتت، برای حذف اکستتیژن و در آمیخته ارجهیت دارد اگر شتترایط بی

 های هوازی مطل ، از روش کشت عمقی در لوله استفاده شودپنتیجه حذف میكروارگانیسم

 هکهای سطحی  های موجود در دریاچه و سایر آب یسم ها مانند بسیاری از میكروارگان برخی از میكروارگانیسم 

و نباید نیستند   ºC 1±ºC 45مایدشده در  شده بوسیله محیط کشت ذوب    حم  شوک حرارتی ایجاد  تبهقادر 

سم          سازی میكروارگانی ستفاده کرد اگر چه، برای جدا شت آمیخته ا شمارش آنها از روش ک هایی که در برای 

کنند و مقاوت حرارتی بیشتتتتری دارند، استتتتفاده از روش      زندگی می هایی  آبدرجه حرارت بالاتر در چنین   

 کشت آمیخته دارای مزایای بیشتری است پ 

 

 ترکيبات آب-4

ها و اختلام در عم  صاف کردن باعم محدود ویژه در روش صافی غشایی، با مسدود کردن صافیبهمواد معل  

ادم با کاه  تب تواندمیگیرد و ها مورد شک قرار نمیصافیشود گاهی انسداد نسبی کردن حساسیت روش می

نده وسیله موجودات زهمواد ميذی، از تشكی  کلنی روی صافی پیشگیری کند این انسداد ممكن است گاهی ب

 یابند، ایجاد شود پهای صافی تكثیر میهایی که در روزنهیا حتی باکترینكتون پلامیكرومانند 

 ته، ذرات بزرگ ممكن است با کلنی اشتباه گرفته شوندپ گاهی در روش کشت آمیخ

ستفاده از روش       برای آب تنها  MPNهای خیلی کدر، کار برد روش کشت سطحی حساسیت کافی را ندارد و ا

 روش قاب  استفاده باشدپ

دلی  ستتتمیت، در رشتتتد میكرو بههای کشتتتت انتخابی یا مواد محلوم ممكن استتتت با تيییر ترکیب محیط

سبت  بهها اختلام ایجادکند این تداخ  سم ارگانی شت زیاد  بهویژه در مواردی که حجم نمونه ن حجم محیط ک

 شودپایجاد می ،است

های خاص میكروارگانیستتتم دلی  واکن  با ترکیبات محیط کشتتتت، واکن بهگاهی برخی از مواد در نمونه، 

سم      شد میكرو ارگانی ستجو را بدون تداخ  با ر شكی  قندهای قاب  تخمیر که در محیط  مورد ج ها از طری  ت

دهندپ در این موارد کاربرد روش ناشتتی ازتخمیر این قندها، تحت تاثیر قرار می pHاصتتلی وجود ندارد و تيییر 

 دپها ارجحیت دارسایر روشبهصافی غشایی 
 

 الزامات مالی -5

سه هزینه روش  ست گاهی    مقای سبتا ممكن ا ستگی دارد اگر چه آگاهی از  منطقه شرایط بههای مختلف ن ای ب

 کندپ ها، انتخاب روش را تسهی  میعوام  موثر بر هزینه
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 بپيوست 
 ای لوله 9برای سری  95نمونه با سطح اطمينان % mL100در  MPNمقدار  -9جدول 

 (mL1/0لولهmL1  ،3لوله mL10 ،3لوله  3)
 MPN های دارای واکنش مثبتتعداد لوله

 )mL100)در

 95حد اطمينان %

 حد بالایی حد پایينی mL1/0لولهmL1 3لوله mL10 3لوله  3

0 0 1 3 1> 9 

0 1 0 3 1> 13 

1 0 0 4 1> 20 

1 0 1 7 1 21 

1 1 0 7 1 23 

 

1 1 1 11 3 36 

1 2 0 11 3 36 

2 0 0 9 1 36 

2 0 1 14 3 37 

2 1 0 15 3 44 

 

2 1 1 20 7 89 

2 2 0 21 4 47 

2 2 1 28 10 149 

3 0 0 23 4 120 

3 0 1 29 7 130 

  

3 0 2 64 15 379 

3 1 0 43 7 210 

3 1 1 75 14 230 

3 1 2 120 30 380 

3 2 0 93 15 380 

 

3 2 1 150 30 440 

3 2 2 210 35 470 

3 3 0 240 36 1300 

3 3 1 460 71 2400 

3 3 2 1100 150 4800 
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 پ پيوست

 (GMPاستانداردهای مرتبط با ) 

 های ميكروبيولوژی، راهنمای کلی برای آزمون9899استاندارد ملی ایران شمارۀ  - 1 پ

های میكروبیولوژی در های کلی برای انجام آزمونحصتتتوم اطمینان از یكستتتان بودن روشبهاین استتتتاندارد 

شگاه  ستاندارد آزمای ستیابی    اند کمک میها را پذیرفتههایی که ا ستاندارد، د هماهن   نتایجبهکندپ کاربرد این ا

های مختلف را تستتتهی  کرده و با پیشتتتگیری از خطر عفونت، باعم حفظ ستتتلامت کارکنان در آزمایشتتتگاه

 نكات زیر حائز اهمیت است:بهشودپ هنگام انجام آزمون های میكروبیولوژی مواد غذایی توجه آزمایشگاه می

 موجود در نمونه جداسازی یا شمارش شوند؛ هایفقط میكروارگانیسم -

 های فوق باعم آلودگی محیط نشوندپمیكروارگانیسم -

ستیابی  به شود و روش   بهموارد فوق باید تا حد امكان بهمنظور د شت فردی توجه  ای ههایی که از آلودگیبهدا

 کار رودپبهکند خارجی پیشگیری می

این داشتتتتن  شتتتودپ بنابرهای کمّی ارائه میر طوم آزمون، مثامدر این استتتتاندارد برای اقدامات احتیاطی د

ها و ها ضروری استپ همچنین انجام آزمون  های میكروبیولوژی و میكروارگانیسم اطلاعات کلی در زمینه روش

 اهمیت استپداری صحیح  روشبهها شمارش میكروارگانیسم

ستكاری نمونه  از آن جایی که ست  ،ها هنگام آزموند شود،      به ممكن ا سبب آلودگی متقاطع  سته  طور ناخوا

صحت نتایج روش  صدی  کندپ انجام اقدامات احتیاطی خاص نه تنها  آزمون کننده باید    دلائبههای خود را ت

ستپ تعیین اقدامات احتیاطی        ضروری ا صوم اطمینان از تجدیدی پذیری خوب نتایج  شتی بلكه برای ح بهدا

ست،     شرایط امكان پذیر نی سازی،      در همه  صلی را که باید هنگام آماده  ستاندارد حداق  اقدامات ا ولی این ا

 کندپهای کشت و تجهیزات در نظر گرفته شود، تعیین میسترون سازی و انبارش محیط

 

شاامارش ميكروارگانيساام هااا در آب بااا  -کيفياات آب، 4207اسااتاندارد ملاای ایااران شاامارۀ   - 2 پ

 راهنما-استفاده از روش کشت

ویتژه آمتاده   بته هتای معمتوم آزمتون میكروبیولتوژی آ ب،     تعیتین راهنمتا بترای انجتام روش    دارد این استتان 

هتایی را نیتز بترای انتختاب یتک روش      ها و محیط کشت استت و عتلاوه بتر شترح روش، معیتار     سازی نمونه

 دهدپ خاص ارائه می

 

هااای آزمااون نمونااه باارداری از آب باارای-فياات آب، کي4208اسااتاندارد ملاای ایااران شاامارۀ  - 3پ

 آئين کار-ميكروبيولوژی 

هتتای میكروبیولتتوژی، حمتت  هتتای نمونتته بتترداری آب بتترای آزمتتونتعیتتین راهنمتتای روشایتتن استتتاندارد 

 ونق ، جابجایی و نگه داری نمونه تا زمان شروع آزمون است پ
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تت پيوس  

 انواع استاندارد

 

شوندپ ارتباط بین جنبه، رشته و متفاوت تهیه میها و سطوح استانداردها با موضوعات مختلف در زمینه 1-ت

 نمای  داده شده استپ سطح استاندارد در نمودار زیر 

 
سطح                                                              

بین المللی                                                      

                                                                                 

                                                        

                                                      

                  ملی                                                      

                                     

(ایجامعه /انجمنی)شرکتی                          

                  

کارخانه ای                                           

                             اصطلاحات                  مكانیک                                              

              مبنا                            عمران                                        

ویژگی                                          شیمی                               
آزمون                                                          نساجی                     
آئین کار                                                                            مواد                    

بازرسی                            استاندارد  فضای                                    مدیریت         

ایمنی                                                                                                          بازرگانی

                                                                                                                              جنبه                                                                                       رشته
 

 

 

 سطح استاندارد 2-ت

 صورت زیر تقسیم بندی کرد:بهها را توان آن باشند که میمیاستانداردها دارای سه سطح کلی 

منظور استفاده در همان واحد به، این گونه استانداردها توسط کارخانجات و کارخانه ایاستانداردهای  -الف

داخلی کارخانه باید شرایط و عوام   شودپ در تدوین استاندارد کارخانه ای ضمن بررسی شرایطتدوین می

ام یاز مشتری و امثخارجی از قبی  مواد اولیه و منابع تهیه آن، چگونگی تهیه تجهیزات، بازاریابی و رقابت، ن

 وجه قرار گیردپتآن باید مورد 

وسیله سازمان استاندارد بهو پپپ(، این گونه استانداردها  ISIRI, BS, BIS ASTM ,استانداردهای ملی )مانند  -ب

در تدوین این شود عنوان مقام ذی صلاحی برای این کار شناخته شده است، تهیه میبهدر یک کشور که 
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امی افراد ذی نفع از قبی  تولید کنندگان، مصرف کنندگان، اعضای مراکز علمی و فنی، مراکز استانداردها تم

  تجاری کارشناسان مرتبط از سازمان ها یا مراکز دولتی و امثام آن شرکت دارندپ

(، عواملی نظیر موقعیت جيرافیایی، CEN)مانند استانداردهای اتحادیه اروپا  استانداردهای منطقه ای -پ

تدوین هبن ، سیاست، شك  تولید و مصرف و امثام آن برخی از کشورها را بر آن داشته تا مشترکا مبادرت فره

  استانداردهای منطقه ای نمایندپ

ت (، هدف از تدوین استانداردهای بین المللی حفظ و نگهداری پیشرفISO) استانداردهای بين المللی -ت

های پیشرفته در این استانداردها و انتقام طرح و ارائه تكنولوژیهای فنی در یک سطح معین در تمام دنیا و 

 پباشدنیاز و موقعیت زمانی کشورها از نظر توسعه فنی و صنعتی میبهاستانداردهای ملی با توجه بهآن 
 

 جنبه استاندارد -3-ت

ت تواند موضوعاهای مختلف استاندارد نیز گسترش یافته و می در راستای رشد و تكام  دان  بشری جنبه

 مختلفی را شام  شودپ

  استاندارد های ویژگی -الف

  استاندارد های روش آزمون -ب

 استانداردهای آیین کار -پ

 استانداردهای ایمنی -ت

 واژه نامه -ث

 سایر استانداردها )شام  طبقه بندی، بازرسی و نمونه برداری، بسته بندی، حم  و نگهداری، راهنما و پپپ( -ت

 

 اجرای استاندارد  -4-ت

 شوند: دو دسته زیر تقسیم بندی میبهاستانداردهای ملی از نظر اجرایی 

باشد که در رابطه مستقیم با ایمنی و بهداشت، محیط ، شام  استاندارهایی میاستاندارد های اجباری -الف

 شوندپ ا اجباری اعلام میصورت قانونی از نظر اجربهزیست و یا تجارت خارجی )صادرات و واردات( بوده و 

 توان بالای تولید و همبه، شام  استانداردهایی است که تولید کننده با توجه استاندارد های تشویقی -ب

 چنین علاقمندی و موافقت خود، داوطلبانه تمای  به اجرای آن داردپ 

آدرس زیر و لینک بهمتن کام  استانداردهای ملی ایران از طری  سایت سازمان ملی استاندارد ایران  

 باشدپدر دسترس می« استانداردهای ملی»

www.isiri.gov.ir                                                                                                             

http://www.isiri.gov.ir/
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 ثپيوست 

 مفاهيم مورد استفاده در کنترل کيفيت

 (Sampleنمونه )  -1-ث

 یک یا چندین قلم، قطعه یا واحد که از یک جامعه یا مجموعه یا محموله انتخاب می شوند را نمونه گویندپ

 (Sample Sizeحجم نمونه ) -2-ث

 واحدهای تشكی  دهنده یک نمونه را، حجم نمونه گویندپ مقدار مواد یا تعداد اقلام یا

 (Samplingنمونه برداری ) -3-ث

رویه ای است که بر طب  آن از جامعه یا محموله مورد بررسی بخ  یا بخ  های کوچكی انتخاب می شود تا 

 ها بتوان در مورد ک  جامعه یا محموله قضاوت کردپبر اساس نتایج حاص  از بازرسی آن

 (Inspectionبازرسی ) -4-ث

هایی است که جهت مقایسه مشخصات مواد محصولات نیمه ساخته و مجموع بررسی ها، اندازه گیری و آزمون

  محصولات تمام شده با مشخصات فنی یا استانداردها انجام می گیردپ

 (Accuracyدرستی )-5-ث

 نزدیكی نتیجه اندازه گیری یک کمیت با مقدار واقعی آن کمیت استپ

 (Precisionدقت ) -6-ث

 های تكراری حاص  از چند آزمای  بر روی یک نمونه استپنزدیكی بین جواب

 (Reproducibilityتجدید پذیری ) -7-ث

ها بر روی یک نمونه است در شرایطی که روش، آزمای  کننده، ننزدیكی میزان مقادیر بدست آمده از آزمو

  باشدپتجهیزات، مح  و شرایط و زمان متفاوت 

 (Repeatabilityتكرار پذیری ) -8-ث

نزدیكی مقدار نتایج اص  از یک آزمای  در شرایطی است که شرایط اندازه گیری، تجهیزات، آزمای  کننده و 

 مح  همگی یكسان باشدپ

 (Toleranceرواداری ) -9-ث

  ری(گی  قبوم در یک اندازهحداکثر میزان انحراف قاب  قبوم برای یک کالا از اندازه خود ) حداکثر خطای قاب
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 جپيوست 

 )اطلاعاتی(

 مدیر کنترل کيفيت و آیين نامه تایيد صلاحيت علمی و فنی    1-ج

مدیرکنترم کیفیت در واحد های تولیدی فردی است که صلاحیت وی طب  آیین نامه تایید صلاحیت علمی 

تایید سازمان ملی استاندارد و یا اداره ک   و فنی مدیران کنترم کیفیت، مورد بررسی قرار گرفته و پس از

 استاندارد استان ، پروانه تایید صلاحیت دریافت می نمایدپ

مدیرکنترم کیفیت واحد تولیدی طب  آیین نامه مذکور،علاوه بر انجام وظایف خود از جمله حضور تمام وقت 

ط فرآورده حین ساخت ، محصوم نهایی در یک نوبت کاری و بازرسی ،کنترم و نظارت کام  بر مواد اولیه، شرای

و شرایط نگهداری درکلیه مراح  تولید و یا خدمت و سایر وظایف و موارد ذکر شده، موظف است نتایج آزمون 

نموده و به صورت کتبی ماهیانه ) حداکثر تا پایان هفته اوم  نمونه های تولید شده در کارخانه را روزانه ثبت

 ندارد استان )با امضاء مدیر کنترم کیفیت و مدیر عام  کارخانه( ارسام نمایدپماه بعد ( به اداره ک  استا

عدم انجام هر یک از وظایف مدیر کنترم کیفیت و تخطی شيلی و قانونی او طب  آیین نامه ذکر شده می تواند 

نوان ه عب ابطال دایم پروانهمنجر به اعمام تنبیهاتی به ترتیب شام : تذکر شفاهی به عنوان کمترین و 

 بیشترین، برای مدیر کنترم کیفی اجرا شودپ

یادآوری می گردد در صورت تعلی  یا ليو پروانه تایید صلاحیت مدیر کنترم کیفیت واحد مربوطه ، موظف 

است ظرف مدت یک هفته نسبت به معرفی فرد جایگزین اقدام و اداره ک  نیز موظف است نسبت به احراز 

 ید صلاحیت وی اقدام نمایدپشرایط فرد معرفی شده و تأی

ید آیین نامه تای"برای اطلاع از وظایف ، قوانین، تخلفات ، تنبیهات و سایر موارد مهم، به آخرین و جدیدترین

  www.isiri.gov.irموجود در سایت سازمان ملی استاندارد " صلاحیت علمی و فنی مدیران کنترم کیفیت

 مراجعه شودپ  ،

خلاصه ای از دستورالعمل نحوه تذکر، اخطار، تعليق و ابطال پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران    2-ج

 به علت عدم تداوم انطباق فرآورده با استاندارد مربوطه

 درجه بندی نواقص موجود در کالاهای توليدی     1-2-ج

بر اساس دستورالعم  نحوه تذکر، اخطار، تعلی  و ابطام پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به علت عدم تداوم 

/د(، نواقص موجود در کالاهای تولید شده به سه 50/119 شمارۀانطباق فرآورده با استاندارد مربوطه )مدرک 

 دسته به شرح زیر تقسیم می گردند:

 

http://www.isiri.gov.ir/
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 نقص بحرانی:  1-1-2-ج

نقص موجود در یک محصوم است که برای افرادی که از آن استفاده یا نگهداری می کنند، خطرناک بوده و یا 

 وضعیت ناامنی را به وجود آوردپ

 نقص عمده:  2-1-2-ج

نقصی است متفاوت با نقص بحرانی که فقدانی را به وجود آورده یا به نحو قاب  ملاحظه ای امكان استفاده از 

 نظر را برای منظور خاص، کاه  می دهدپکالای مورد 

 نقص جزئی:  3-1-2-ج

نقصی است جدا از نقایص بحرانی و عمده که امكان استفاده از محصوم مورد نظر را برای منظور خاص کاه  

 نمی دهد یا آنكه اختلاف آن با مشخصات فنی به میزانی است که کارآیی آن کالا را چندان کاه  نمی دهدپ

 ،عمده و جزئی آزمون ها به پیوست می باشدپ  نقایص بحرانی

 نحوه برخورد کالاهای توليد شده نامنطبق با استاندارد مربوطه      3-ج

در صورتی که در نتایج آزمون فرآورده نمونه برداری شده ، هریک از نواقص فوق مشاهده شوند، امتیاز منفی 

و ادارات ک  استاندارد استان بر اساس جمع  ( به واحد تولیدی تعل  گرفته1به شرح جدوم زیر )جدوم 

امتیازات منفی در طوم یک دوره )از هنگام صدور و یا تمدید پروانه کاربرد علامت استانداردبرای هر محصوم 

 اتخاذ  2و هر واحد تولیدی مورد نظر در مدت اعتبار تعیین شده( تصمیماتی را به شرح مندرج در جدوم 

 می نمایندپ 

 ازات منفی نواقص موجود در فرآوردهامتي -1جدول 

 امتياز منفی نوع نقص

 30 بحرانی

 15 عمده

 5 جزئی

 اقدامات اجرایی بر اساس جمع امتيازات منفی در طول یک دوره -2جدول 

 اقدام اجرایی جمع امتياز منفی

 تذکر کتبی در خصوص الزام رفع نقص یا نواقص 15

 یا نواقصاخطارکتبی در خصوص الزام رفع نقص  30

 1-2مطاب  بند  60

  2-2مطاب  بند  90

 3-2مطاب  بند  120
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در صورتیكه جمع امتیاز منفی یک گزارش نتیجه آزمون یا جمع امتیازات منفی نتایج چند آزمون به   1-3-ج

رسید، اداره ک  استاندارد استان مربوط به واحد بصورت کتبی اخطار داده و در مورد واحدهای مشموم  60

ساخت مربوط موضوع را به سری  شمارۀاستاندارد اجباری برای جمع آوری کالای ميایر با استاندارد ملی با 

ضوابط اجرایی استانداردهای اجباری و تشویقی و طرز به کار بستن علایم آنها ارجاع می  19کمیسیون ماده 

 دهدپ

در صورتیكه جمع امتیاز منفی گزارش نتیجه یک آزمون یا جمع امتیازات منفی نتایج چند آزمون به   2-3-ج

وط، علاوه بر اخطار کتبی، در مورد واحدهای مشموم استاندارد اجباری رسید، اداره ک  استاندارد استان مرب 90

 19سری ساخت مربوط موضوع را به کمیسیون ماده  شمارۀبرای جمع آوری کالای ميایر با استاندارد ملی با 

ف لارجاع می نمایدپ همچنین در صورتیكه امتیاز منفی مذکور ناشی از حداق  نتایج آزمون دو نمونه برداری مخت

امتیاز از جمع امتیازات منفی گزارش نتیجه آزمون آخر به واسطه نقایص عمده و بحرانی  30بوده و حداق  

باشد، نسبت به تشكی  کمیته علائم برای تعلی  پروانه کاربرد علامت استاندارد اجباری و یا ابطام پروانه کاربرد 

ابطام پروانه، آن اداره ک  واحد مربوط را ملزم به  علامت استاندارد تشویقی اقدام می کندپ در صورت تعلی  یا

عدم تولید )در ارتباط با استانداردهای اجباری( و یا عدم عرضه کالا با علامت استاندارد ایران )در ارتباط با 

 استانداردهای تشویقی( نموده و مراتب را به ادارات ک  استاندارد سایر استانها منعكس می کندپ

الاهای مشموم استاندارد اجباری، در صورتیكه امتیاز منفی یک گزارش نتیجه آزمون و یا در مورد ک  3-3-ج

رسید، اداره ک  استاندارد استان مربوط، علاوه بر اخطار کتبی،  120جمع امتیازات منفی نتایج چند آزمون به 

 19به کمیسیون ماده سری ساخت مربوط موضوع را  شمارۀبرای جمع آوری کالای ميایر با استاندارد ملی با 

ارجاع می نمایدپ همچنین در صورتیكه امتیاز منفی مذکور ناشی از حداق  نتایج آزمون سه نمونه برداری 

امتیاز از جمع امتیازات منفی گزارش نتیجه آزمون آخر به واسطه نقایص عمده و  30مختلف بوده و حداق  

پروانه کاربرد علامت استاندارد اجباری اقدام نموده و  بحرانی باشد، نسبت به تشكی  کمیته علایم برای ابطام

 در صورت ابطام پروانه، موضوع را از طری  روابط عمومی به اطلاع عموم می رساندپ

رفع تعلی  و تجدید پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران، در صورت رفع کلیه نقایص و انطباق با موازین استاندارد  -1یادآوری

 احراز کلیه شرایط مندرج در دستورالعملهای مرتبط صورت می گیردپملی مربوط و 

، نافی و مانع یكدیگر نمی باشد و تنها ملاک هر یک از اقدامات  2انجام هریک از اقدامات ذکر شده در جدوم  -2یادآوری 

 رسیدن به حد نصاب امتیاز منفی ذکر شده در بندهای مذکور استپ

اخطار، تعلی  و ابطام پروانه کاربرد علامت استاندارد ایران به علت عدم تداوم دستورالعم  نحوه تذکر، منبع: 

 (/د50/119 شمارۀ)مدرک انطباق فرآورده با استاندارد مربوطه 
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 چپيوست 

 انواع آب ميكروبيولوژیی هانقایص بحرانی، عمده و جزئی آزمون

 پباشدمی 6267و  4403، 1011های هایطبق استاندارد ملی ایران شماره

  درجه اهميت شرح آزمون  ردیف

 عمده هااای هوازیشمااارش کلاای ميكااروارگانيساام  1

 بحرانی فاارم یکلاا 2

 بحرانی اشریشياکلی 3

 بحرانی انتروکوک 4

 بحرانی آئروژینوزا پسودوموناس 5

 بحرانی تيسولف کنندهاياح یهاومیداسپورکلستری 6

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


