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آزمایشگاه میکروب پایه

دانشگاه اصفهان

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

آ زمایشگاه میکروبیولوژی



آزمایش میکروبی شیر 

میهآلودسریعخیلیوستاهاباکتریرشدبرایمناسبیمحیطشیر•
.باشدمیهامیکروارگانیسمازانواعیواجدطبیعیبطورشیر.شود

دریولاستمیکروبفاقدشودمیدوشیدهسالمگاوازشیرکههنگامی•
ازمختلفیانواعمناسبجایگاهبهآنانتقالودوشیدنعملحین

یرشهایمیکروارگانیسمازبرخی.شوندآنواردتوانندمیهامیکروب
مییرشترکیباتدرتغییراتباعثآنهاازانواعیوبودهمضرانسانبرای
.شوند



یادزکنندمیاستفادهآنازکهافرادیدرصدواستمساعدیمحیطشیرچون•
وردمجامعهبهداشتبردنبالابرایباکتریولوژیکینظرازروزهربایداست

جودندموشیردرکهضرریبدونمیکروارگانیسمهایازبرخی.گیردقرارآزمایش
:ازعبارتند

ازیانواع،وباکتریاسهرانتانواعازبرخی،لاكتیسلاکتوباسیلوس

.قارچها،اسپورمولدباکتریهای

کهاییباکتریهازبرخی.کنندفاسدراشیرتوانندمیهامیکروارگانیسماین•
:ازعبارتندهستندبیماریزاودارندوجودشیردرگاهی

بیماریمولد)ابورتوسبروسلا،(سلمولد)توبرکلوزیسمایکوباکتریوم

.(چرکمولد)کالیسفاسترپتوکوکوسو(مالتتب

تفادهاساستریلیزاسیونوپاستوریزاسیونروشهایازشیرآلودگیرفعبرای•
.شودمی



روشهای پاستوریزاسیون

۱۰درجه سانتیگراد رسانده و بسرعت به ۶۶تا ۶۳دقیقه به ۲۰درجه حرارت شیر را بمدت １
.درجه می رسانند

درجه ۱۰به اًدرجه سانتیگراد رسانده و بعد فور۷۲ثانیه به ۱۵درجه حرارت شیر را به مدت ２
.  می رسانند

ررسی کارایی شیر پاستوریزه را بعد از تهیه با استفاده از متیلن بلو و با تست فسفاتاز برای ب•
.عمل پاستوریزاسیون آزمایش می کنند

درجه سانتیگراد ۱۰۰برای اینکار شیر را ابتدا صاف کرده و سپس تا : روش استریلیزاسیون•
در این حالت شیر عاری از هر گونه میکروب می . حرارت می دهند بمدت حدود نیم ساعت

.دقیق ترین روش استریلیزاسیون شیر با استفاده از امواج صوتی است. گردد



:آزمایش متیلن بلو

اشدبزیادتر،بیماریزاغیرباکتریهای،لاکتیکمخمرهای)شیرباکتریهایتعدادقدرهر•
قدرهروشودمیاحیاسریعترنیزبلومتیلنوشودمیمصرفزودترشیردرمحلولاکسیژن

میرتصودیرتراحیاعمل،پاستوریزهشیرهایمانندباشدباکتریکمتریتعدادحاویشیر
.گیرد

.رددگمیهیدروژنمقداریشدنآزادومحیطاکسیژنمصرفبهمنجرمیکروارگانیسمهارشد•
تبدیل(رنگبی)بلومتیلنلوکوبهونمودهاحیاراآنوشدهترکیبمتیلنآبیرنگباهیدروژن

شیردرودموجمیکروارگانیسمهایتعدادبامتیلنشدنبیرنگواحیازمانکلیبطور.نمایدمی
.داردعکسنسبت



:روش آزمایش
.سه لوله آزمایش سترون شده انتخاب کنید１
میلی لیتر ۱۰میلی لیتر شیر پاستوریزه و لوله سوم ۱۰میلی لیتر شیر خام ، لوله دوم ۱۰به لوله اول ２

.آب مقطر سترون اضافه نمایید
.  میلی لیتر متیلن بلو اضافه نموده و بهم بزنید۲۵/۰به هر یک از لوله ها ３
.درجه قرار دهید و زمان را یادداشت کنید۳۷لوله ها را در گرمخانه ４
۸تا ۶بین )ساعت ۵/۵و اگر نمونه شیر پس از گذشت . زمان بیرنگ شدن لوله ها را یادداشت نمایید５

یتر شیر بیرنگ نشود شیر مرغوب است و کمتر از نیم میلیون میکروارگانیسم در هر میلی ل( ساعت
ساعت بیرنگ شود شیر ۶تا ۲و اگر نمونه شیر بین (. ۱شیر با کیفیت خوب با درجه )وجود دارد

یفیت شیر با ک)میلیون میکروارگانیسم در هر میلی لیتر آن است۴تا ۰/۵مرغوب است و نشانه وجود 
ساعت بیرنگ شود شیر نامرغوب است و ۲تادقیقه ۳۰و اگر نمونه شیر بین ( . ۲نسبتا خوب با درجه 

(.۳کیفیت ضعیف شیر درجه )میلیون میکروارگانیسم در هر میلی لیتر است ۲۰تا ۴واجد 
میلیون میکروارگانیسم در ۲۰دقیقه بیرنگ شود شیر آلوده و دارای بیش از ۳۰اگر نمونه شیر کمتر از •

(۴شیر با کیفیت خیلی پایین با درجه )هر میلی لیتر است 



:آزمایش فسفاتاز 

ازپسراگ.رودمیبینازپاستوریزاسیونمختلفمراحلدرفسفاتازآنزیم•

پاستوریزهخوبیبهشیرنباشد،موجودشیردرفسفاتازآنزیمپاستوریزاسیون

.استشده



:آزمایش میکروسکوپی شیر
دن برای کم ش. قطره  کوچکی از شیر را روی لام گذاشته و گسترش داده و آنرا خشک کنید•

ثانیه قرار ۳۰تا ۱۵درصد به مدت ۹۵چربی روی لام آن را در گزیلل فرو برده و سپس در الکل 
کوپ با لنز لام را با آب شسته و با آبی متیلن باکتری ها را  رنگ کنید سپس زیر میکروس. دهید
یلوسها و و روغن ایمرسیون باکتریهای موجود در شیر را که شامل استرپتوکوک ها ، لاکتوباس۱۰۰

.برخی از انواع دیگر است مورد مطالعه قرار دهید





(Colony count)شمارش باکترهای موجود در شیر 

:مواد و وسایل لازم

گلوکز سکینمونه شیر خام یا پاستوریزه ، پیپت استریل، محیط کشت تریپتو•
میلی لیتر آب مقطر استریل۹، لوله های حاوی (TGEA) اکستراکت آگار



:روش کار
بوسیلههکصورتاینبه.دهیدانجامراشمارشبالاترهایترقازسپسوکردهتهیهشیرازمختلفرقتچندابتدا

راهمدیکرقتودادهانتقالاستریلمقطرآبلولهیکبهشعلهکناردرراشیرازلیترمیلی۱استریلپیپت
کناردراستریلپیتبالیترمیلی۰/۱بمیزانرقتهاایناز.کنیممیتهیهرابعدیرقتهایسپسوکنیممیتهیه
رویآنراکلالدرشدهاستریلکجسرایشیشهمیلهباسپسونمودهمنتقلکشتمحیطحاویپلبتبهشعله
انکوبهساعت۲۴بمدتدرجه۳۷اتوودرراپلیتها.(متدپلیتاسپرید)کنیممیپخشیکنواختبطورپلیتسطح

استکلنی۳۰۰تا۳۰بینآنهادرباکتریهاتعدادکهپلیتهایی.کنیدبررسیرانتایجمدتاینازپسوکنیممی
ازنهایتاوکردهمحاسبهشیرلیترمیلی۱درراباکتریهاتعدادزیرفرمولطریقازوکنیدشمارشتوانیدمی

.کنیدتهیهمیانگینپاسخها

حجمبضری×رفتضریب×شدهشمارشکلنیهایتعداد=شیرلیترمیلیادرموجودباکتریهایکلتعداد•

است،مجازباشدموجودشیرلیترمیلیهردرباکتری۱۰۵تااگرخام،شیرمورددرنتایجازمیانگینتهیهازبعد•
.باشدصفربایدکلیاشرشیاومجازندشیرلیترمیلیهردرباکتری۱۰تاهافرمکلی
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