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دانشگاه اصفهان

و مولکولی و  دانشکده علوم و فناوری های زیس تی، گروه زیست ش ناسی سلولی

میکروبیولوژی، آ زمایشگاه میکروبیولوژی

2آزمایشگاه میکروب 

هاگیری رشد و رسم منحنی رشد باکتریاندازه 



شمارش باکتری

مارششاین.بشماریمراباکتریتعدادبتوانیمبایدمیکروبیآزمایش‌هایازبسیاریدر
ارشمبرمادهیکاثرسنجشومقایسهیاباکتریمصرفیدوزیکسان‌سازیدرمی‌تواند
.شودبه‌کاربردهباکتری

می‌شوندباکتری‌های‌منفرد‌به‌طور‌معمول‌با‌یکی‌از‌روش‌های‌زیر‌شمارش‌:

شمارش‌مستقیم‌میکروسکوپی

(پاشیدن‌و‌پخش)شمارش‌صفحه‌

صافی‌غشایی

تخمیر‌چند‌لوله‌ای
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شمارش مستقیم

ازاستفادهباهاکلونیمستقیمشمارشحالتایندرکارروش
ردهموزندهسلول‌هایبینتمایزروشایندرچون.می‌باشدمیکروسکوپ‌ها

.استکلیشمارشگرفتهصورتشمارشاستدشوار

مارنده‌روش‌دیگر‌برای‌دست‌یابی‌به‌شمارش‌مستقیم‌به‌وسیله‌یک‌قطعه‌ش
با‌.‌ودالکترونیکی‌است‌که‌در‌آن‌نمونه‌شامل‌باکتری‌از‌سوراخی‌عبور‌داده‌می‌ش

وزنه‌کاهش‌عبور‌باکتری‌از‌روزنه‌ی‌دستگاه‌قابلیت‌هدایت‌الکترونیکی‌مایع‌داخل‌ر
.می‌یابد

ه‌قطعه‌متأسفان.‌تعداد‌دفعات‌این‌کاهش‌و‌میزان‌ان‌بسته‌به‌تعداد‌باکتری‌است
همچنین‌.‌ودین‌باکتری‌و‌ذرات‌غیر‌زیستی‌تفاوت‌قائل‌شبالکترونیکی‌نمی‌تواند‌

.گرفتگی‌روزنه‌یکی‌از‌مشکلات‌جدی‌این‌روش‌است
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هاگانیسموارمیكرمستقیمغیررششما•
رقتتهیه‌یروش:
ازخاصیحجمدادنکشتباکتری‌هاشمارشروشابتدایی‌ترین

یخاصحجمروشایندر.می‌باشدکشتمحیطرویآن‌هاسوسپانسیون
ومی‌شوددادهکشتجامدکشتمحیطرویباکتریسوسپانسیوناز

ششمارکلنی‌هاتعدادباکتری،رشدبرایلازمزمانسپری‌شدنازپس
.(می‌آیدپایینکاردقتباشدکمخیلیحجمایناگر)می‌شود

یکدرشنتیجه‌یدرکهمی‌شودگفتهباکتری‌هاازتوده‌ایبهکلنیهر
.استشدهایجادجامدمحیطرویاولیهباکتریعدد
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در‌هاباکتریتعدادبابرابرراکلنی‌هاتعدادمی‌توانرشد،ازپسبنابراین
.‌باشدمیآننبودنفراگیرروش،اینایراد.گرفتنظردراولیهسوسپانسیون

رایتپلسطحتمامآن‌هاباشد،زیادخیلیباکتری‌هاتعدادکهصورتیدرزیرا
.نیستممکنکلنی‌هاتعدادشمارشوتفکیکومی‌پوشانند

ندنباشکشتقابلجامدمحیطرویاستممکنمیکروب‌هابرخیطرفیاز.
.استمفیدوکاربردیمواردبسیاریدرروشاینهنوزحالاینبااما

همبهنتیجهدرو)باکتری‌هاشمارحدازبیشفراوانیاشکالرفعبرای
.ی‌شودماستفادهزیرترتیببهرقتسریالتهیه‌یروشاز(کلنی‌هاچسبیدن
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10محیطیافیزیولوژیسرمیامقطرآبمیلی‌لیتر9حاویدربستهآزمایشلوله‌یعدد
ترتیببهوکنیدشماره‌گذاری10تا1ازرالوله‌ها.کنیداستریلرا(نیازبهبسته)کشت
.دهیدقرارلوله‌ایجادرون

ستریلاشرایطدرمیلی‌لیتریکبشماریدراآنباکتری‌هایمی‌خواهیدکهاولیهنمونه‌یاز
.کنیدمنتقل1شماره‌یلوله‌یبه(هودزیریاشعلهکنار)

10-1رقتتاکنیدمخلوطخوبرااوللولهمحتوای

در.آیددستبه10-10رقتتاکنیدتکراربعدیلوله‌هایبرایترتیببهراقبلمرحله‌ی
نشان‌دهنده‌یمی‌شودکم‌رنگ‌تررنگچههر.می‌کنیدمشاهدهراروندهمینزیرشکل

.استاولیهسوسپانسیونشدنرقیق‌تر
ی ها شمارش باکتر

https://www.tebyan.net/bigimage.aspx?img=http://img1.tebyan.net/big/1390/07/2519234314969167121241133219138561632317.jpg
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را‌به‌یک‌پلیت‌(‌میلی‌لیتر‌1مثلاً‌)حال‌می‌توانید‌از‌تمام‌رقت‌ها‌هر‌کدام‌حجم‌معینی‌

مارید‌و‌محیط‌کشت‌جامد‌منتقل‌کنید‌و‌پس‌از‌سپری‌شدن‌زمان‌رشد،‌تعداد‌کلنی‌ها‌را‌بش
.بر‌رقت‌تقسیم‌کنید‌تا‌تعداد‌باکتری‌در‌حجم‌اولیه‌به‌دست‌آید

30010-5میلی‌لیتر‌از‌رقت‌‌1عدد‌کلنی‌

100میلی‌لیتر‌از‌سوسپانسیون‌اولیه‌یا‌رقت‌‌1مجهول‌

‌

ست‌از‌آن‌جا‌که‌به‌دلیل‌وجود‌خطا‌در‌انجام‌آزمایش‌ممکن‌است‌تعداد‌باکتری‌اولیه‌ی‌به‌د
ین‌آمده‌از‌هر‌رقت‌با‌دیگران‌برابر‌نباشد،‌داده‌های‌پرت‌را‌کنار‌بگذارید‌و‌از‌بقیه‌میانگ

.بگیرید



مثال

یا‌کم‌ترین‌غلظت‌مهارکننده‌ی‌رشد‌باکتری‌است‌که‌برایMICیکی‌از‌مهم‌ترین‌کاربردهای‌این‌روش‌در‌تعیین
.تعیین‌توانایی‌مهارکنندگی‌مواد‌ضدباکتری‌مانند‌آنتی‌بیوتیک‌هاست
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روش شمارش صفحه پاشیدن و پخش

بههنمونروشایندر.می‌رودکاربههاباکتریشمارشوشناساییکشف،برایروشاین
خلوطمشدهگرممایعکشتمحیطیکبارقتهرازکمیمقدارومی‌شودرقیقپیاپیصورت
شودسفتشدنسردازپسکهمی‌شوددادهاجازهومی‌شودریختهکشتظرفدروشده

.می‌دهندقرارانکوباتورداخلشدهکنترلشرایطتحتسپس

ج‌به‌عنوانکلونی‌های‌جداگانه‌برتر‌که‌پس‌از‌انکوباسیون‌روی‌پلیت‌ایجاد‌شده‌است‌و‌نتای
(colony-forming units) در‌واحد‌حجم‌نمونه‌بیان‌می‌شود.(cfu/ml)

ماده‌رقیق‌شده‌روی‌سطح‌یک‌ظرف‌کشت‌آنمونهروش‌کشت‌گسترده‌مقدار‌کمی‌از‌این‌در
.که‌شامل‌محیط‌کشت‌جامد‌مناسب‌است‌ریخته‌و‌گسترده‌می‌شود
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روش تخمیر چند لوله ای

فرم‌غلظت‌باکتری‌های‌کلی.‌این‌روش‌بر‌اصل‌رقیق‌سازی‌در‌حد‌محو‌شدن‌استوار‌است

.گزارش‌می‌شود mpn/100mlاغلب‌به‌صورت

تأکید‌می‌شود‌کهmpnاری‌غلظت‌خالص‌ارگانیسم‌های‌موجود‌نیست‌بلکه‌یک‌تخمین‌آم
:‌‌اروند‌کامل‌فن‌تخمیر‌چند‌لوله‌ای‌برای‌کلیفرم‌سه‌بخش‌است‌که‌ب.‌از‌این‌غلظت‌است

.می‌شوداحتمالی،‌تأییدی،‌تکمیلی‌بیان

جود‌روشی‌مشابه‌برای‌باکتری‌های‌کلی‌فرم‌مدفوعی‌و‌همچنین‌سایر‌گروه‌های‌باکتری‌و

.می‌تواند‌مستقیماً‌با‌استفاده‌از‌توزیع‌و‌یا‌با‌معادله‌ی‌توماس‌تعیین‌شودmpn .دارد
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 mf روش فیلتر غشایی

0.45در‌این‌روش‌حجم‌مشخصی‌از‌نمونه‌از‌فیلتر‌غشایی‌که‌سوراخ‌هایی‌کوچک‌در‌حد‌
.‌‌میکرومتر‌دارد‌عبور‌داده‌می‌شود

ا‌نوعی‌از‌باکتری‌به‌دلیل‌اندازه‌شان‌روی‌فیلتر‌باقی‌می‌مانند‌سپس‌باکتری‌را‌در‌تماس‌ب
پس‌که‌دربردارنده‌ی‌مواد‌مغذی‌برای‌رشد‌باکتری‌موردنظر‌است‌قرار‌می‌گیرد‌ومحیط‌کشت‌

ی‌از‌انکوباسیون‌کلونی‌های‌روی‌سطح‌کشت‌قابل‌شمارش‌بوده‌و‌غلظت‌در‌نمونه‌ی‌اصل
. mf.مشخص‌می‌شود

نسبت‌به‌روشmpnدر‌سریع‌تر‌بودن‌و‌ارائه‌شمارش‌مستقیمی‌از‌ارگانیسم‌ها‌برتری
.دارد

در‌مسائل‌محیط‌زیستی‌روشmf کوس‌های‌مدفوعی‌برخلاف‌نتروکوبرای‌کلیفرم‌و‌ا
روش‌های‌شمارش‌مستقیم‌و‌کشت‌گسترده‌به‌کار‌می‌رود
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منحنی رشد

هایسلول‌.شودمی‌تعریف‌هاسلول‌تعداد‌در‌افزایش‌صورت‌به‌رشد‌میکروبیولوژی،‌در‌
‌که‌تاس‌گونه‌یک‌جمعیت‌دائم‌رشد‌دلیل‌به‌تنها‌و‌دارند‌محدودی‌زندگی‌یدوره‌میکروبی

.شودمی‌تضمین‌هاآن‌بقای

یندفرا‌از‌بسیاری‌مثال،‌برای.دارد‌وجود‌میکروبی‌رشد‌مطالعه‌اهمیت‌برای‌متعددی‌دلایل-
‌و‌چند‌از‌یآگاه‌.هستند‌باکتریایی‌رشد‌ویژه‌به‌میکروبی،‌رشد‌کنترل‌نیازمند‌کاربردی‌های
‌رشد‌لکنتر‌جهت‌هاییروش‌طراحی‌برای‌میکروبی‌هایجمعیت‌سریع‌گسترش‌توانایی‌چون

بود،‌خواهد‌سودمند‌میکروبی

لیدتو‌برای‌یا‌شوند‌گرفته‌کار‌به‌خطرناک‌عفونی‌هایبیماری‌درمان‌برای‌هاروش‌این‌چه‌‌
‌‌.رندگی‌قرار‌استفاده‌مورد‌سطح‌یک‌کردن‌ضدعفونی‌برای‌آن‌از‌ترساده‌چه‌و‌محصول‌یک
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فصر‌زمان‌طول‌در‌.شودمی‌تبدیل‌سلول‌دو‌به‌سلول‌یک‌تقسیم،‌طی‌در‌
‌دو‌آن‌حجم‌هم‌و‌سلول‌کل‌تعداد‌هم‌،(تقسیم‌زمان)‌پدیده‌این‌برای‌شده
‌یبازه‌در‌هاسلول‌تعداد‌آن‌در‌که‌جمعیت،‌افزایش‌الگوی‌این‌.شودمی‌برابر

‌تعداد‌که‌هنگامی‌.شودمی‌خوانده‌نمایی‌رشد‌شود،می‌برابر‌دو‌خاص‌زمانی
‌تصور‌به‌(خطی)‌حسابی‌مختصات‌محور‌روی‌زمان‌از‌تابعی‌عنوان‌به‌سلول
.شودمی‌حاصل‌افزایش‌به‌رو‌همواره‌شیب‌با‌منحنی‌.شود‌رسم‌نمودار
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17 مرور‌به‌اام‌.است‌آهسته‌نسبتاً‌‌ابتدا‌در‌سلول‌تعداد‌افزایش‌نمایی،‌رشد‌طی‌در‌
‌انیناگه‌افزایش‌به‌منجر‌سرعت‌افزایش‌این‌.یابدمی‌افزایش‌آن‌سرعت‌زمان
‌ته،بس‌ظرف‌یک‌در‌که‌ارگانیسمی‌متعدد،‌دلایل‌به‌.شودمی‌هاسلول‌تعداد
‌موسوم‌چب‌کشت‌به‌که‌رشدی‌شرایط)‌کندمی‌رشد‌فلاسک،‌یا‌‌لوله‌یک‌مانند
‌یمنحن‌عوض،‌در‌.باشد‌داشته‌نمایی‌رشد‌نامحدود‌طور‌به‌تواندنمی‌،(است
‌‌.آیدمی‌دست‌به‌جمعیت‌برای‌مشخصی‌رشد

تأخیری‌فاز‌شامل‌و‌است‌رشد‌کامل‌یچرخه‌معرف‌رشد‌منحنی‌(Lag

phase)، لگاریتمی‌فاز‌(Exponential phase)،سکون‌فاز‌‌(Stationary

phase)مرگ‌فاز‌و‌‌(Death phase)است‌.
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رشد منحنی•

مواد‌حاوی‌محیط‌این‌و‌دهیم‌کشت‌بسته‌مایع‌کشت‌محیط‌یک‌در‌را‌مشخصی‌های‌باکتری‌اگر‌
‌ایه‌زمان‌در‌ها‌باکتری‌تکثیر‌و‌رشد‌سرعت‌باشد،‌باکتری‌نیاز‌مورد‌های‌گاز‌و‌مناسب‌غذایی
‌آن‌عرضی‌محور‌و‌زمان‌منحنی‌این‌طولی‌محور‌.کند‌می‌تبعیت‌رشد‌منحنی‌الگوی‌از‌مختلف
‌ها‌تریباکرشد‌الگوی‌که‌دهد‌می‌نشان‌منحنی‌این‌.دهد‌می‌نشان‌را‌زنده‌باکتری‌تعداد‌لگاریتم

:است‌مرحله‌چهار‌شامل‌بسته‌کشت‌محیط‌یک‌در

تاخیری یا خفته یمرحله (Lag phase)

اقدف‌ها‌باکتری‌مرحله‌این‌اوایل‌در‌.شود‌می‌شروع‌کشت‌محیط‌به‌ها‌باکتری‌ورود‌با‌مرحله‌این‌
‌کم‌هاآن‌تکثیر‌سرعت‌و‌نمو‌حد‌مرحله،‌این‌ادامه‌در‌.است‌صفر‌آنها‌نمو‌حد‌و‌هستند‌تکثیر‌قدرت

‌گاز‌و‌ها‌تمتابولی‌عملأ‌مرحله‌این‌در‌.رسد‌می‌حداکثر‌به‌مرحله‌این‌پایان‌در‌تا‌یابد‌می‌افزایش‌کم
.کشد‌می‌طول‌ساعت‌دو‌تقریبا‌مرحله‌این‌.ندارد‌وجود‌محیط‌در‌زاید‌های

http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
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لگاریتمی تكثیر و رشد یا تكثیر فعال یمرحله (Log phase)

تیثاب‌میزان‌به‌حال‌عین‌در‌و‌حداکثر‌به‌رشد‌سرعت‌که‌شود‌می‌آغاز‌زمانی‌از‌بلافاصله‌مرحله‌این‌
‌تولید‌انزم‌و‌یابند‌می‌تکثیر‌آزاد‌طور‌به‌ها‌باکتری‌آشکاری‌مانع‌هیچ‌بدون‌مرحله،‌این‌در‌.است‌رسیده
‌آنها‌تمام‌و‌یابد‌می‌افزایش‌تصاعدی‌طور‌به‌ها‌باکتری‌تراکم‌.است‌رسیده‌ممکن‌حد‌کوتاهترین‌به‌مثل
.دارند‌وجود‌محیط‌در‌میزان‌حداقل‌به‌زاید‌های‌گاز‌و‌ها‌متابولیت‌.هستند‌زنده

http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
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کند تكثیر یا سكون یمرحله (Stationary phase)

زیرا‌.یستن‌تصاعدی‌صورت‌به‌دیگر‌ها‌باکتری‌تعداد‌افزایش‌و‌گذارد‌می‌نقصان‌به‌رو‌تدریج‌به‌رشد‌میزان‌مرحله‌این‌اوایل‌در‌
.برسد‌صفر‌به‌تا‌رود‌می‌کاهش‌به‌رو‌نمو‌حد‌و‌شود‌می‌طولانی‌مثل‌تولید‌زمان

یتمتابول‌تجمع‌کشت،‌محیط‌در‌نیاز‌مورد‌غذایی‌مواد‌فقدان‌یا‌کاهش‌شامل‌دارند‌دخالت‌مرحله‌این‌پیدایش‌در‌که‌عواملی‌‌
‌‌.است‌باکتری‌نیاز‌مورد‌های‌گاز‌میزان‌کاهش‌همچنین‌و‌سمی‌های

خواهد‌کاهش‌نمو‌حد‌دهد،‌می‌نشان‌افزایش‌لیتر‌میلی‌در‌باکتری‌‌107از‌باکتری‌غلظت‌که‌هنگامی‌هوازی‌های‌باکتری‌در‌
‌فوذن‌میزان‌مصنوعی،‌طور‌به‌هوا‌کردن‌وارد‌وجود‌با‌برسد،‌لیتر‌میلی‌در‌باکتری‌‌5/4×‌‌109به‌سلولی‌غلظت‌که‌هنگامی‌.یافت

‌.رسد‌می‌صفر‌به‌و‌شود‌می‌کند‌نمو‌میزان‌تدریج‌به‌و‌نیست‌کافی‌باکتری‌های‌نیاز‌رفع‌برای‌اکسیژن

http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
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مرگ‌یا‌زوال‌یمرحله (Death phase)

دهزن‌هایباکتری‌تراکم‌از‌و‌یابدمی‌افزایش‌ها‌باکتری‌میر‌و‌مرگ‌میزان‌مرحله‌این‌در‌
‌دیدش‌کمبود‌علت‌به‌که‌نحوی‌به‌است،‌منفی‌مرحله‌این‌در‌رشد‌میزان‌.شودمی‌کاسته
‌ولیزات‌هاباکتری‌از‌قسمتی‌ها،متابولیت‌افزایش‌همچنین‌و‌نیاز‌مورد‌هایگاز‌و‌غذایی‌مواد
.شودنمی‌جبران‌جدید‌هایسلول‌تولید‌یوسیله‌به‌دسته‌این‌مرگ‌و‌شوندمی

http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=464&displayformat=dictionary
http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
http://lms.bums.ac.ir/mlms/mod/glossary/showentry.php?courseid=3170&eid=409&displayformat=dictionary
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رابرب‌دو‌اش‌اندازه‌کوتاهی‌زمان‌مدت‌در‌سلولی‌دهنده‌تشکیل‌اجزای‌افزایش‌با‌باکتریایی‌سلول‌یک‌
‌نسل‌زمان‌را‌شوند‌برابر‌دو‌آنها‌از‌جمعی‌یا‌میکروبی‌سلول‌یک‌تا‌است‌لازم‌که‌زمانی‌مدت.میشود

(generation time)با‌آنرا‌و‌مینامند‌‌Gمیدهند‌نمایش‌.

G=
𝑡

𝑛

nآورد‌بدست‌زیر‌فرمول‌طریق‌از‌میتوان‌را‌میباشد‌تقسیمات‌تعداد‌که‌:

 Bn=B0 ×2n

 n =
log 𝐵𝑛−𝑙𝑜𝑔𝐵0

𝑙𝑜𝑔2

 (B0= سلول‌اولیه‌تعداد ,Bn= ‌تقسیم‌بار‌ان‌از‌پس‌ها‌سلول‌تعداد )

http://www.exptec.com/images/Growth%20medium%20figures/Schematic%20curve.png

http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&ved=0CAcQjRw&url=http://www.exptec.com/Expression%20Technologies/Bacteria%20growth%20media.htm&ei=NkJeVZqeFYaMNs_ygNAD&psig=AFQjCNE8pBRNr1gf-r3Zb3Xr2NbCxR7yMQ&ust=1432326889871266
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24 میكروسكوپی شمارش

مارشش‌و‌مشاهده‌و‌میکروسکوپ‌یک‌از‌استفاده‌با‌توانمی‌را‌هامیکروب‌کلی‌تعداد‌
‌ساده‌روش‌این‌.آورد‌دست‌به‌طبیعی‌ینمونه‌یا‌کشت‌یک‌در‌موجود‌هایسلول
.باشد‌غیردقیق‌است‌ممکن‌آن‌نتایج‌ولی‌است

شمارش‌.است‌هاسلول‌میکروسکوپی‌شمارش‌روش‌کل،‌شمارش‌روش‌ترین‌رایج‌
‌هاینمونه‌هم‌و‌لام‌روی‌شده‌خشک‌هاینمونه‌برای‌توانمی‌هم‌را‌میکروسکوپی

‌هالولس‌بین‌تمایز‌افزایش‌برای‌توانمی‌را‌شده‌خشک‌هاینمونه‌البته.داد‌انجام‌مایع
.کرد‌آمیزی‌رنگ‌هاآن‌یزمینهپس‌و



سهیلا عباسی: تهیه کننده 

25 و‌توما‌لام)‌شوندمی‌گرفته‌کار‌به‌ویژه‌طراحی‌با‌شمارش‌هایمحفظه‌مایع،‌هاینمونه‌برای‌
‌یشهشی‌سطح‌روی‌مشخص‌مساحت‌با‌هاییمربع‌با‌ایشبکه‌شمارش،‌محفظه‌این‌در‌.(نئوبار
‌هشبک‌هایمربع‌از‌یک‌هر‌شود،می‌داده‌قرار‌محفظه‌روی‌بر‌لامل‌که‌هنگامی‌.اندشده‌حک‌لام

‌تعداد‌.دهدمی‌ارائه‌ما‌به‌را‌محفظه‌اندک‌حجم‌در‌ها‌سلول‌تعداد‌.دارد‌مشخصی‌دقیقاً‌حجم
‌حجم‌اساس‌بر‌تبدیل‌ضریب‌یک‌گیری‌کار‌به‌با‌سوسپانسیون‌از‌لیترمیلی‌هر‌در‌هاسلول

.شودمی‌محاسبه‌نمونه‌محفظه

یتومترفلوس‌.است‌فلوسیتومتر‌از‌استفاده‌مایع،‌هاینمونه‌در‌هاسلول‌شمارش‌برای‌دیگر‌روش‌
‌استفاده‌فردمن‌هایسلول‌شمارش‌برای‌پیچیده‌الکترونیک‌و‌لیزر‌پرتو‌یک‌از‌که‌است‌دستگاهی

.رودمی‌کار‌به‌میکروبی‌هایسلول‌معمول‌شمارش‌برای‌ندرت‌به‌فلوسیتومتری‌.کندمی
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بسیاریوخونباکار،سلولیکشت،میكروبیولوژیمانندزیستیروش‌هایازبسیاریدر
آزمایشدرراسلول‌هاغلظتکهداریمنیازمی‌کننداستفادهسلول هاازکهدیگرتکنیک‌هایاز

شمارشاتاقک‌هایازاستفادهعمومی‌روشنیازمندکلیصورتبهسلول‌هاشمارش.بدانیم
.می‌باشدهموسایتومترنامبهکننده

نامبه،19قرندرفرانسویآناتومیستیکوسیلهبهابزاراینLouis-Charles

Malassezلامیکازهموسایتومتریک.شدابداعخونسلول‌هایشمارشبرای
شدهتشکیلوسطدرخوردههاشورمربع‌های‌ازشبکه‌ایدارایشیشه‌اینازکمیكروسكوپی

است،هشدمشخصخطوطوسیلهبهشدهپوشیدهناحیهوداردمشخصیقطرشبکهاین.است
.می‌شودپذیرامکانمحلولازمشخصیحجمدرسلول‌هاتعدادشمارشنتیجهدر
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ساختاریکهموسایتومترنوعترینمعمولHخوردههاشورلام‌وسطدرکهداردمانند
قرارآنرویبرلاملکهاستایناحیهومجزامانندشیشهمشبکسطحدوشاملواست

.می‌گیرد
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هموسایتومتررویبرنمونهدادنقرار
بادمی‌گیرنقرارآنرویکهلاملیوهموساتومتردویهرکهکنیدحاصلاطمینانکارشروعازپیش

رویربشدهاستفادهلامل.باشندایذرهوغبارنوعهرازعاریکاملالنزکنندهتمیزکاغذیکازاستفاده
کششبردبتواننتااست،میکروسکوپیسنجش‌هایدررفتهکاربهمعموللامل‌هایازترضخیمهموساتومتر

.کنندغلبهمایعقطرهیکسطحی
دهیدقرارکنندهشمارشسطحرویبررالاملسلولی،محلولدادنقرارازپیشکهشویدمطمئن.

شکلVچاهک‌هایازیکیدرشدهدادهنشانتصویردرکههمانطورراخودنمونهحاویسمپلرنوکسپس
کافینمیزابه.شدخواهدپرمویینهنیرویازاستفادهبالاملزیرناحیه.کنیدتخلیهرانمونهودادهقرار

10معمولامقداراینکهشود،پوشیدهکاملاایشیشهسطحتاگیردقرارنظرموردمحلدربایدنمونه
.ندهیدقرارلامرویبرنمونهلازممقدراازبیشکنیددقت.استمیکرولیتر

یهناحیکرویبرنمونههرکهصورتیبهدهیدقرارهموسایتومتریکرویبررانمونهدومی‌توانید
.گیردقرارمشبک
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بابکمشبخشرویبروگرفتهقرارمیکروسکوپصفحهرویبرنمونهدارایهموسایتومترسپس
اریدخودلاملبرداشتنازوبماندثابتدقیقهچندبراینمونهدهیداجازه.می‌شودتمرکزکمقدرت
.شوددشوارشمارشوشدهتشکیلآنزیردرهواحباب‌هایشدخواهدباعثکاراینزیراکنید
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دهستفااتوماملابهشبیهخصوصیبهملاازروشینادر:رششماصمخصوملاازدهستفاا
‌سایر‌از‌میلیمتر‌0/02هاگانیسموارمیکرکهدارددجووقسمتیملایناسطودر.دشومی

مربع400بهمربعمترمیلییکملافتهورفرقسمتدر‌.دارند‌قرار‌تر‌پایین‌لام‌های‌قسمت
سطحبرملادادنارقرازپس.است10کوچکمربعهرسطحکهاستشدهتقسیمکوچک
:باستابرابرکوچکهایمستطیلمکعبازامکدهرحجم


3mm‌‌=ml108‌×5‌‌=0/000025‌×0/02
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یکردمعمولانمونهزنده،ومردهسلول‌هایبینگذاشتنتفاوتبرای
نامهبآمیزیرنگروشاین.می‌شودمحلولبلوتریپانمانندخاصرنگ
dye)رنگباحذفآمیزیرنگ exclusion staining)شدهشناخته
مردهسلول‌هایغشاءازکهدوظرفیتیرنگیکازاستفادهباکه

سلول‌هایکهحالیدرمی‌شود،شناختهمی‌کندآبیراآنهاومی‌گذرد
مردهاززندهسلول‌هاینتیجهدرونمی‌کنندجذبرارنگاینزنده

اهدهمشمیکروسکوپزیردرنمونهاین‌کههنگامی.می‌شوندتفکیک
.می‌شونددیدهتاریکنقطه‌هایمانندمردهسلول‌هایشود
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منبعیکاملشدستگاهاین.باشدمایعکشتمحیطدرباکتریبایددستگاهاینباکاربرای
یویال‌هاتشکیل‌دهنده،طول‌موج‌هایبهنورکردنپخشبرایپراششبکه‌ییکنوری،
بهنزدیکنوررعبوتواناییبا(مصرفنوعبهبستهکوارتزوشیشهپلاستیک،جنساز)شفاف

.می‌باشدعبورینورشدتآشکارکننده‌ییکوصددرصد
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سلول هامقدارسنجشبرای

آبایکشتمحیطدرباکتری‌‌هاسوسپانسیوناز(میلی‌لیتر4تا1معمولاً)نیازموردمقدار
درونسوسپانسیتهیه‌یدراستفادهموردمایعاز.می‌ریزیمشیشه‌ایویالیکدررامقطر
توسطنورازدرصدیاستممکنزیرا.شوداستفادهشاهدعنوانبهتامی‌ریزیمدیگریویال

.شودجذبزمینه‌ایماده‌ی

راخودشبهمخصوصطول‌موجبایدبنابراین.می‌کندجذبراویژه‌ایطول‌موجماده‌ایهر
.کردتنظیمدستگاهروی

شدهرهذخیآندرپیش‌ترکهمحاسباتیفرمول‌هایوعبورینوردرصدبهتوجهبادستگاه
تعدادوکردمقایسهاستانداردنمودارهایبامی‌توانکهمی‌دهدمابهعددیاست،

.آورددستبهراحجمواحددرموجودباکتری‌های



مواد و وسایل

1-سمپلر

2-لوپ‌

3-محیط‌NA

4-دستگاه‌اسپکتروفتومتر

‌‌‌‌‌‌5-کووت‌

‌‌‌‌6-لوله‌آزمایش‌‌‌

‌‌7-باکتری‌نمونه‌‌‌

‌‌8-لام‌توما‌‌

سهیلا عباسی: تهیه کننده ‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌میکروسکوپ‌-‌‌‌‌‌‌9
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شرح آزمایش

میلی‌لیتری‌تلقیح‌باکتری‌را‌انجام‌داده‌و‌100به‌منظور‌انجام‌ازمایش‌در‌یک‌ارلن‌‌
درجه‌قرار‌می‌دهیم‌و‌از‌یک‌ساعت‌بعد‌به‌صورت‌‌37در‌محیط‌سترون‌،بن‌ماری‌

نانومترانجام‌‌‌620ساعتی‌شمارش‌باکتری‌ها‌را‌به‌صورت‌اسپکتروفتومتری‌در‌جذب‌2
.داده‌در‌جدولی‌یاداشت‌کرده‌و‌در‌پایان‌نمودار‌زیر‌را‌برای‌این‌داده‌ها‌رسم‌می‌کنیم

همان‌طور‌که‌مشاهده‌می‌شود‌مراحل‌مختلف‌رشد‌باکتری‌در‌جدول‌زیر‌را‌می‌
.توان‌تشخیص‌داد‌

ور‌قرار‌داده‌میکرو‌لیتر‌برای‌محاسبه‌کلنی‌کانت‌در‌پلیت‌ریخته‌و‌کشت‌چمنی‌می‌دهیم‌و‌در‌انکوبات‌100در‌ادامه‌-
.ساعت‌سپس‌تعداد‌کلنی‌هارا‌محاسبه‌کرده‌نمودار‌را‌رسم‌می‌کنیم‌24به‌مدت‌
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