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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 آب

:مچونهاستوابستهمتعددیعواملبهوبودهمتغیربسیارآبدرموجودهایمیکروارگانیسمتنوعوتعداد•

.ترندآلودهعمقیآبهایبهنسبتسطحیآبهای:آبنوع(الف•

وتعدادهنتیجدراستبیشترآبدرباکتریهاماندنزندهمدتباشدبیشترآبآلیموادقدرهر:آلیمواد(ب•
.استبیشترآبدرموجودباکتریهایتنوع

یشتربنیزباکتریهافعالیتشودنزدیکهاباکتریاپتیممدمایبهآبحرارتدرجهقدرهر:حرارتدرجه(پ•
اینوشدهاباکتریهفعالیتافزایشباعثکهچراباشدداشتهمعکوساثرتواندمیبالادماینتیجهدرشودمی

.کنندمیتحملگرماازبهترراسرماباکتریهاکهاستذکرشایان.استایکنندهمحدودعاملخود

تنهاوهستندماندنزندهبهقادرکمتریتعدادشودتراسیدیآبقدرهر:هیدروژنیونغلظت(ت•
.بودخواهندرشدبهقادرهاتیوباسیلوسهمچونمقاومیباکتریهای

.داردنقشهوازیبیوهوازیباکتریهایفعالیتدرآبدرمحلولاکسیژنمقدار:اکسیژنمقدار(ث•



هت به همین ج. برخی از املاح در غلظتهای بسیار کم هم نقش باکتری کشی دارند: املاح( ج•
.باکتریها در آب دریا سریعتر از بین می روند

اشت اشعه هر قدر نور خورشید بیشتر به آب بتابد اثر باکتری کشی بیشتری خواهد د: نور( چ•
UV.)

تعداد چون عمده تک سلولی ها از باکتریها تغذیه می کنند لذا باعث کاهش: تک سلولیها( ح•
.آنها در خاک می شوند

عداد آنها در اثر انبار کردن آب علاوه بر مواد آلی ، باکتریها نیز رسوب کرده و ت: انبار کردن ( خ•
کاهش می ٪۹/۹۹ویبریو کلرای موجود در آب پس از یک هفته انبار شدن) کاهش می یابد

(.یابد
ز لایه چرا که آب با عبور ا. هر قدر چاه عمیق تر باشد آلودگی آن کمتر است: صافی طبیعی( د•

.متری بطور تقریبی عاری از میکروب می شود۴-۳های خاک ، صاف شده و در عمق 



نگهداری و ذخیره

ازتاگیرندقرارآزمایشموردزودترچههربایدبرداشتازپسآبهاینمونه•
.شودجلوگیریبینیپیشقابلغیرتغییرات

خچالیازکنید،آزمایشآوریجمعازپسیکساعتتاراهانمونهتوانیدنمیاگر•
مونهنحالبهر.دهیدقراریخدرونراهانمونهیاکنیداستفادهنمونهنگهداریبرای
ونهنمبرای).باشدفاصلهآنآزمایشوبرداشتبینساعت۱۲ازبیشنبایدآبهای
.(ساعت۶تا۱بینفاضلابهای



آبمیکروبیآزمایش بهداشتی

.دگیرنمیصورتآببهداشتوضعیتشناختجهتعمدهبطورآبمیکروبیآزمایشروش•
.یستندنآبهایمیکروارگانیسمحقیقیمیزانکنندهتعیینآزمایشگاهدرمتداولهایروش
ازاستفادهبهقادرآبدرموجودهایمیکروارگانیسمتمامکهاینستامراینعمدهدلیل

کمتعدادتبعلهمچنین.باشندنمیانرژیکنندهتولیدمنبعبعنوانمصرفیهایکشتمحیط
وبودهلمشکبسیارآبازآنهاجداساختنوشناسایی(آشامیدنیآبهایدر)هامیکروارگانیسم

.نمودگیریپیراآنهاهمهوجودتواننمیآزمایشگاهیمعمولیهایروشاز

توانمیشوندمییافتآنهادربیماریمولدباکتریهایکهراآلودهآبهایوفاضلابهاالبته•
ورطبه.نمودجداآبازوشناساییآنراهایمیکروارگانیسمودادهقرارآزمایشموردبراحتی

قطریاز)حیواناتوانسانگوارشیاندامهایبهیافتنراهصورتدرباکتریگروهسهعمده
.باشندمیناراحتیایجادوفعالیتبهقادر(آب



وابستهباکتریهایوهافرمکلی.۱•

لاکتوزقندکنندهتخمیر(اسپور)هاگمولدباکتریهای.۲•

مدفوعهایاسترپتوکوک.۳•

شاخصبعنوانوبودهبرخوردارآبدرباکتریهاسایربهنسبتبیشتریاهمیتازهافرمکلیبالا،درشدهیادگروهسهاز•
آببودنبهداشتیوبرپاکدلیلوجوشانعدموآلودگینشانهآبدروجودشانکهصورتباین.روندمیبشمارآببهداشتی

.باشدمی

مولدریهایباکتنظیرگوارشیبیماریزاباکتریهایبانزدیکیبسیارارتباطهایهافرمکلیکهاینستامراینعمدهعلل•
فرمکلیشدندیدهدیگرطرفازودارندباکتریهااینبابودنخانوادههمنظرازتیفوئیدخونی،اسهالغذائی،هایمسمومیت

هایتوکوکاسترپباباکتریهااینارتباطوهمکاریدهندهنشانحیواناتوانسانهامدفوعدرموجوداسترپتوکوکهایکناردرها
.باشدمیمدفوع

رهائیکهکاسایروکلرزدنودادنرسوبمنابع،درآبشدنذخیرهطیدرمصنوعییاوطبیعیطوربهکهاعمالینظرایناز•
ورطبهحالبهر.میگذارداثرنیزهافرمکلیرویایاندازهتاگیرد،میصورتآببهداشتیاوکردن(صاف)خالصجهت
.باشدمیایروده(پاتوژن)بیماریزاباکتریهایوجودعدمبردلیلآب،درهافرمکلیوجودعدمگفتمیتوانکلی

قادرندکه(وراسپ)هاگبدونومزوفیلمنفی،گرماختیاریهوازیغیروهوازیشکل،باسیلیهستند،باکتریهاییهافرمکلی•
.نمایندتولیدگازونمودهتخمیررالاکتوز



آزمایش کلی متری
باکتریE.coli.شودمیانجاممتریکلیWHOجهانیبهداشتسازماننظرطبقآببهداشتبررسیجهت•

بعدنکهایهموداردوجودزیادمقداربهپستاندارحیواناتوانساندفوعمدرکهبودهانتروباکتریاسهخانوادههای
نیزE.coliبهآلودگیبهمنتجحدطوربهحیوانوانسانمدفوعبهآبآلودگیکهشدهپذیرفتهقبلمدت هااز

.گرددمی
وکلمشبسیارروشیبیماری زاباکتری هایتکتکجستجویاینکهخاطربهزمایشگاهآدرمعمولطوربه•

وکوساسترپتوککلیاشرشیاهمچونآلودگیشاخصباکتریهایازآبآلودگیتعیینجهتکهاستسخت
.کنندمیاستفادهپرفرنجنسکلستریدیوموفکالیس

روشیکبوسیلهدتوانمیآبنمونهیکدر(شیایاشرسیتروباکتر،کلبسیلا،،انتروباکتر)فرمهاکلیکلتعداد•
گویندمیmost probablity number( MPN ) testبااحتمالیتعدادبیشترینآنبهکهآماریتخمین

.شودانجام
:شودیمتقسیممرحلهسهبهوباشدمیهامدورلولهبهمراهتخمیریهایلولهازسریهاییشاملتستاین•

تخمیرایهلولهبهنظرموردآبنمونهازرقتهایی،احتمالیتستمرحلهدر.تکمیلیوتائیدی،احتمالیمرحله
.شوندمیافزودهlauryl tryptose brothیاlactoseحاوی



(:احتمالی)تست فرضی
.دادانجامایلوله۹وایلولهپنجروش،ایلولهدهروشای،لوله۱۵روشباتوانمیرافرضیتست

باتوزلاکتخمیربهقادرکهبگردیمباکتریدنبالبهباید،درجه۳۷در.انکوباسیونساعت۴۸تا۲۴ازبعد
.استفرمکلیاحتمالاکهباشدگازتولید

دینبکنیممیاستفادهدوغلظتیوغلظتییکرقتدوبابراثلاکتوزکشتمحیطازمرحلهایندر
لولهجایکدرترتیببهراغلظتییکبراثلاکتوزلولهششودوغلظتیبراثلاکتوزلولهسهکهترتیب

اضافهراآبنمونهاز سیسی۱0میزانبهاستدوغلظتیبراثلاکتوزکهاوللولهسهدر.دهیممیقرار
آنکهسوملولهسهدرو سیسی۱میزانبهاستغلظتییکبراثلاکتوزکهدوملولهسهدر،کنیممی
راهالولهآنازبعد.کنیممیاضافهراآبنمونهاز سیسی0/۱میزانبهاستغلظتییکبراثلاکتوزهم
وجوداحتمالمرحلهایندردهیممیقرارساعت۲۴-۴۸مدتبهدرجه۳۷انکوباتورداخلدرزدهبهم

.شودمیگزارشلیترمیلی۱00هردر MPNواحدباوشوندمیبررسیهاباکتری





:تاییدیتست•
محیطاخلدبهاستکردهگازتولیدوداشتهرشدکهبراثیلاکتوزهایلولهازرقتیبیشترینازتاییدیتستدر•

brilliant green lactose bile brothیاBGLBمحیطدرهمچنین.کنیممیتلقیحلوپباقطرهیکEMBنیز
نآدرفرمکلیدارداحتمالکهاستبودهمثبتگازواسیداولمرحلهدرکهبراثلاکتوزمحیطحاویلولهرویاز

ساعت۴۸تا۲۴مدتبهدرجه۳۷اتوودرراپلیتودهیممیکشتمندپلیتاستریکروشبهوبردهرهقطیک(باشد
.کنندمیگذاریواتو

•EMBکهفرمهایکلوکندمیممانعتمثبتگرمباکتریهایرشدازکهباشدمیانتخابیوافتراقیکشتمحیطیک
باتیرهمرکزبارنگصورتیهایکلنیبصورتمحیطاینرویمشخصکاملابصورتهستندمنفیگرمباکتریهای

.کنندمیرشدمتالیکسبزجلایبابعضیوبنفشیاصورتیاطراف

ورتصدرمزبورزمانشدنسپریازپس.باشدمیفرمهاکلیبرایانتخابیوافتراقیمحیطیکنیزBGLBمحیط•
استمثبتفرمکلیوجودبرتائیدیتستBGLBمحیطدرگازتولیدوآنرویبرکلنیایجادوEMBرویبررشد
.اددانجامراتکمیلیمرحلهبایستیبنابراین.نیستفرمهاکلیبهآبآلودگیبرایکاملوکافیعلتولی







هایلولهازیا)برداشتهاستریللوپبوسیلهمجزاوخالصکلنییکازتکمیلی،تستدر
هر.یمکنمیتلقیحهامدورلولهحاویبراثلاکتوزواسلنتآگاررویو(داریممیبرمثبت

.کنیممینگهداریدرجه۳۷اتوودرساعت۴۸تا۲۴رادو

میآمیزیرنگگرمروشبهآنراوکردهتهیهفروتییکاسلنتآگارازساعت۲۴ازپس
اسپوردونبومنفیگرم(کوکوباسیل)کوتاهایمیلهباکتریهایشدهتهیهلامدراگر.کنیم

هملیتکمیتستنتیجهشودتولیدگازواسیدهمبراثلاکتوزلولهدروکردیدمشاهده
استمثبت





تولید گاز

تولیدمرحلهاولین.گیردمیصورتهافرمکلیشناختجهتکهباکتریولوژیآزمایشهایدر•
میکند،تقویتآبدررافرمکلیوجوداحتمالتنهاگازتولید.استلاکتوزبراثمحیطدرگاز
میگازتولیدبهقادرنیزهوازیغیرودارهوازیهاگباکتریهاینظیردیگریباکتریهایزیرا

تریهسادقندبهرالاکتوزقندهافرمکلیبراثلاکتوزمحیطدراستممکنحتی.باشند
.نماینددتولیگازگلوکز،تجزیهومصرفبادیگرباکتریهایوکنندهتجزیهگلوکزمانند

آنراایباکتریهزیادیحدتاتوانمی.استشدهتهیهآنجاازآبنمونهکهمکانیدانستنبا•
آبهایردواستقطعیکاملاهافرمکلیوجودآلودآبهایوفاضلابهادرچنانکه.کردشناسایی
برابردرآنهازیادمقاومتبعلتدارهاگباکتریهایوجودکلرزده،آبهایواستخرهاآبمصرفی،

وساعت۴۸حداکثرزمانمدتدرمعمولاراباکتریتوسطگازتولید.باشندمیترمحتملکلر
.دهندمیقراربررسیوآزمایشموردسانتیگراددرجه۳۷حرارتدر



:رشد هوازی

رشدهوازیطوربهجامدهایکشتمحیطرویدرقادرندفرمکلیباکتریهای•
:زاعبارتندشودمیاستفادهآنهاازموردایندرکههاییکشتمحیط.نمایند
اندوآگارهمچنینو(Eosin Methylene Blue Agar)آگاربلومتیلنائوزین

Endo Agar))محیطایندرهافرمکلیبهمربوطهایپرگنهخصوصیاتچون
.باشدمیمشخصهاکشت

مونهندرفرمکلیوجودصورتدرگیردصورتصحیحطوربهکشتنحوهچنانچه•
ازشدهیادهایمحیطدرهمچنین.کردشناساییکاملاآنراوجودتوانمیآب

.شودمیجلوگیریهوازیغیردارهاگباکتریهایرشد
سایردرشجهتراکشتمحیطبلومتیلنوائوزینقبیلازرنگیهایمعرفوجود•

.سازدمینامناسبنیستندنظرموردکهباکتریهائی





ائروژنزترانتروباکو(مدفوعیمنبعاز)کلیاشرشیاتوانمیفرمکلیباکتریهایاز•
فرمهالیکجزءهمسراشیاوکلبسیلاالبته.بردنامرا(مدفوعیغیرمنبعازمعمولا)

.باشندمی
محاسبهنیزراMPNایلولهروشازاستفادهباتوانمیفرضیتستدر:تذکر•

:آبلیترمیلی۱00درباکتریهااحتمالیتعدادبیشترین:کرد
•MPNفرمولرویازهمواستانداردجدولرویازهمراMPNمحاسبهمیتوان

یکبراثلاکتوزلوله۶وغلظتیدوبراثلاکتوزلوله۳بهنیازاینکاربرای.نمود
میلی۱غلظتییکلوله۳بهولیترمیلی۱0اوللولهسهبهکهباشدمیغلظتی

.شودمیتلقیحآبلیترمیلی0/۱کدامهردیگرتای۳بهولیتر
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