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:میکروبیولوژی آب

 مربوط ... حضور میکروبها در آبهای طبیعی ، دریا، رود، و محیط های آبی ساخته بشر و
آبهای حاصل از نذورات آسمانی و آبهای فرورفته در اعماق زمین از نظر بار میکروبی. است

.  کمترین تعداد را دارند

مهم ترین شاخص برای تعیین سلامت آب آشامیدنی، میزان حضور :  تعریف آب سالم
سنجش میزان سلامت آب از طریق شناسایی . میکروب های بیماریزا در آن است

میکروبهای معرف انجام می گیرد و این میکروب های معرف کلیفرم و مشخصا ای کلای 
.حضور ای کلای در آب در حقیقت نشان دهنده میزان آلودگی آب به مدفوع است. است
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:چگونگی نمونه برداری از انواع آب ها

این اصول را میتوان بقرار. در نمونه برداری از آب های مختلف چند اصل مهم را باید رعایت نمود
.زیر شرح داد



ظروف مورد استفاده جهت نمونه برداری حتی الامکان درب دار و استریل باشند.

 نمونه برداری در روز انجام آزمایش ها و حداکثر بفاصله چند ساعت تا انجام آزمایش میکروبی
.صورت گیرد

سعی شود، نمونه به طور صحیح و کامل با آزمایشگاه تحویل گردد.

 دقت شود که دهانه ظرف ( دریاچه)و ساکن ( رودخانه)در هنگام نمونه برداری از آبهای جاری
.نمونه برداری در زیر سطح آب قرار گیرد تا از نفوذ عوامل سطحی آب جلوگیری شود

ان در نمونه برداری از آب لوله کشی، ابتدا قدری شیر آب را باز نموده تا آب ساکن داخل شیر جری
با باز( چراغ الکلی)یابد و سپس بعد از پاک نمودن آلودگی سطحی شیر توسط شعله چراغ 

.نمودن دوباره شیر و درب ظرف نمونه برداری موجب پر شدن ظرف از آب مورد نظر گردید 
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:روشهای بررسی حضور کلیفرم ها در آب

1-در این روش از دو نوع محیط برای کشت می توان استفاده کرد: روش کشت:

(1)یفرم یکی از مهم ترین ویژگی های تشخیصی حضور کل: استفاده از محیط های انتخابی
د ، ساده ترین محیطی که لاکتوز دار. ها در هر چیزی ، نه تنها آب، قدرت تخمیر لاکتوز است

محیط لاکتوز براث است، محیط به رنگ قرمز است ، چون معرف فنل رد دارد و اگر باکتری
ولی باید به خاطر . اسیدی می شود و محیط زرد رنگ می شودpHلاکتوز را تخمیر کند،

می داشته باشیم که تنها باکتری های کلیفرم محیط را زرد نمی کنند ، حتی استاف هم
ه کلی بنابراین ، اگر محیط زرد نشد، با اطمینان می توان گفت ک. تواند لاکتوز را تخمیر کند

.فرم وجود ندارد و آب سالم است

سهیلا عباسی: تهیه کننده 

4



سهیلا عباسی: تهیه کننده 

5



:استفاده از محیط های افتراقی(2)

-محیطEMB ( ائوزین متیلن بلو :)عرف م. رنگ اولیه این محیط قرمز مایل به قهوه ای است
.اگر لاکتوز تخمیر شود ، رنگ محیط بنفش می شود. موجود در آن ائوزین است

-محیطEndo :اگر . معرف موجود در آن فوشین است. رنگ اولیه این محیط گل بهی است
.لاکتوز تخمیر شود ، رنگ محیط صورتی می شود

 این دو محیط هر دو دارای بازدارنده های رشد گرام مثبت ها هستند و هر دو دارای قند
ن دو تخمیر در ای. معرف در این دو محیط به صورت ترکیب با سولفید سدیم است.لاکتوز اند

کیب محیط شدت و سرعت بالایی دارد، ترکیبات حاصل از تخمیر قند با سولفید سدیم تر
معرف . می شوند و در نتیجه معرف آزاد می شود و جانشینی شیمیایی رخ می دهد

زی اکسید می شود و بسته به شدت و سرعت تخمیر قند لاکتوز ، رنگ سبز با جلای فل
تالیک منظره سبز م.علت اصلی ایجاد سبز متالیک تخمیر قند لاکتوز است. ایجاد می گردد
.و در مورد ای کلای دیده می شودEMBعمدتا در محیط

سهیلا عباسی: تهیه کننده 

6



:روش شمارش تعداد-2

از نمونه آب هم رقت تهیه می کنیم عین روش مربوط به خاک ، با این تفاوت که در اکثر
.آب استcc100مبنای قضاوت تعداد کلیفرم های موجود در. مواقع مجبوریم غلیظ کنیم

 در1اگر میزان کلیفرم ها کمتر ازcc100 آب بسیار سالم است: باشد.

 در2تا 1اگر میزان کلیفرم ها بینcc100آب قابل قبول است: باشد.

در10تا 2بین اگر میزان کلیفرم هاcc100آب غیر قابل است: باشد.

 در10اگر میزان کلیفرم ها بیش ازcc100 اصلا مورد مصرف قرار نمی گیرد: باشد.

3-در رنگ آمیزی گرام از آب مشکوک به دنبال کوکوباسیلهای گرام : روش رنگ آمیزی
.مثبت می گردیم
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مرا حل آزمایشات آب از نظر میکروبی

1-قویوضعیفرقتدوبابراثلاکتوزکشتمحیطازمرحلهایندر:احتمالیمرحله
راضعیفراثبلاکتوزلولهششوقویبراثلاکتوزلولهسهکهترتیببدینمیکنیماستفاده

.دهیممیقرارلولهجایکدرترتیببه

10میزانبهاستقویبراثلاکتوزکهاوللولهسهدرccکنیممیاضافهراآبنمونهاز،
همآنکهسوملولهسهدرو1ccمیزانبهاستضعیفبراثلاکتوزکهدوملولهسهدر

.کنیممیاضافهراآبنمونهاز0.1ccمیزانبهاستضعیفبراثلاکتوز

قرارساعت48-24مدتبهدرجه37–35.5انکوباتورداخلدرزدهبهمراهالولهآنازبعد
.دهیممی

واحدباوشوندمیبررسیهاباکتریوجوداحتمالمرحلهایندرMPNمیلی100هردر
.شودمیگزارشلیتر
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:مرحله تاییدی -2

 در این مرحله از محیط کشت برلیانت گرین وEC بدین ترتیب که از . براث استفاده می شود
به وسیله آنس یالوپ از محیط کشت لاکتوز( لوله های گاز دار ) های مثبت مرحله اول نمونه

براث را در داخل ECلوله برلیانت را در داخل انکو باتور و . می دهیم انتقالبراث به این دو محیط
اگر هر دو لوله . ساعت نتایج را بررسی می کنیم 24پس از . درجه قرار می دهیم 44.5بنماری 

ی غیر باکتری های دیگرمنفی بودند یعنی آب مشکلی نداشته و مرحله اول که مثبت شده بود
آب منفی باشدECاز کلی فرم بوده اند و آب قابل شرب است ولی اگر لوله برلیانت مثبت و لوله 

)  گزارش می شود ولی از نظر کلی فرم مدفوعی MPNدارای کلی فرم بوده و میزان 
که در صورتی. منفی است و درصورتی که آب کلرینه شود قابل شرب خواهد بود ( اشرشیاکلی

نیز خواهد بود و آب E.coliهر دو مثبت باشد علاوه برکلیفرم آب دارایECهر دو لوله برلیانت و 
.غیر قابل شرب می شود 

 برای بدست آوردن میزان : نکتهMPN از جدول مربوط به تعیین میزان آن استفاده می کنند.



 در مناطقی که برای گندزدایی آب از کلر استفاده می شود در این مورد برای نمونه: نکته
برداری از شیشه های که معمولا حاوی تیوسولفات سدیم است استفاده می شود که برای 

.خنثی سازی کلر آزاد باقیمانده استفاده می شود
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completedآزمایش تکمیلی -3 test

این آزمایش نیز پس از مثبت بودن آزمایش تاییدی انجام می گیرد

 از کلیه لوله های مثبت در آزمایش تاییدی به صورت روش خطی بر روی: روش آزمایش

 محیط کشتE.M.B ۰.۵ساعت در اتو 24-+ 2کشت داده می شود پس از انجام کشت آن را برای مدت +-
غیر -2مشخص -1درجه سانتی گراد قرار داده کلو نی های رشد کرده روی این محیط شکل های35

منفی تقسیم می شود-3مشخص 

1- کلنی های مشخصTypicalبه صورت هسته دار و جلای فلزی یا بدون جلای فلزی می باشد

2- ساعت صورتی رنگ می شوند24کلنی های غیر مشخص بدون هسته با رنگ مات که بعد از

3-سایر کلنی های موجود منفی تلقی می شود در بیان نتایج لا مشاهده کلنی های هسته دار با جلای
فلزی گزارش اشیرشیا کلی ودیدن کلنی های صورتی رنگ روی این محیط کلبیسلا گزارش می شود 

 له از هر جعبه پتری محتوی کشت یک یا چند کلنی مشخص انتخاب کرده در یک لوبرای اطمینان بیشتر
 Naturalمحتوی محیط لاکتوز براث حاوی لوله دورهام کشت داده و قسمتی نیز روی محیط کشت

Agar درجه سانتی گراد لوله های حاوی لاکتوز براث دارای گاز در 35ساعت در اتو 48تا 24پس از مدت
نگ لوله دورهام مثبت تلقی می شود واگر از محیط کشت نوترین آگار فروتی تهیه شود وآن را با رنگ گرم ر

ت دلیل بر وجود کلی فرم ها می باشد در این صورآمیزی نمائید وجود باسیل های گرم منفی بدون اسپور
.آزمایش تکمیلی مثبت است
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میصورتآببهداشتوضعیتشناختجهتعمدهبطورآبمیکروبیآزمایشروش
آبهایمیکروارگانیسمحقیقیمیزانکنندهتعیینآزمایشگاهدرمتداولهایروش.گیرند

بهقادرآبدرموجودهایمیکروارگانیسمتماماینستکهامراینعمدهدلیل.نیستند
چنینهم.باشندنمیانرژیکنندهتولیدمنبعبعنوانمصرفیهایکشتمحیطازاستفاده
آبزاآنهاجداساختنوشناسایی(آشامیدنیآبهایدر)هامیکروارگانیسمکمتعدادبعلت
پیراآنهاهمهوجودتواننمیآزمایشگاهیمعمولیهایروشازوبودهمشکلبسیار
.نمودگیری

توانمیمیشوندیافتآنهادربیماریمولدباکتریهایکهراآلودهآبهایوفاضلآبهاالبته
به.نمودجداآبازوشناساییآنراهایمیکروارگانیسمودادهقرارآزمایشموردبراحتی

از)حیواناتوانسانگوارشیاندامهایبهیافتنراهصورتدرباکتریگروهسهعمدهطور
.باشندمیناراحتیایجادوفعالیتبهقادر(آبطریق
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کلی فرم ها و باکتریهای وابسته.1
تخمیر کننده قند لاکتوز( اسپور)باکتریهای مولد هاگ .2
استرپتوکوک های مدفوع.3

آبدرباکتریهاسایربهنسبتبیشتریاهمیتازهافرمکلیبالا،درشدهیادگروهسهاز
آبدروجودشانکهصورتباین.روندمیبشمارآببهداشتیشاخصبعنوانوبودهبرخوردار
.باشدمیآببودنبهداشتیوبرپاکدلیلوجوشانعدموآلودگینشانه

زابیماریباکتریهایبانزدیکیبسیارارتباطهایهافرمکلیکهاینستامراینعمدهعلل
وادهخانهمنظرازتیفوئیدخونی،اسهالغذائی،هایمسمومیتمولدباکتریهاینظیرگوارشی

وجودماسترپتوکوکهایکناردرهافرمکلیشدندیدهدیگرطرفازودارندباکتریهااینبابودن
هایاسترپتوکوکباباکتریهااینارتباطوهمکاریدهندهنشانحیواناتوانسانهامدفوعدر

درآبشدنذخیرهطیدرمصنوعییاوطبیعیطوربهاعمالیکهنظرایناز.باشدمیمدفوع
صورتآببهداشتیاوکردن(صاف)خالصجهتکارهائیکهسایروکلرزدنودادنرسوبمنابع،
دمعگفتمیتوانکلیطوربهحالبهر.میگذارداثرنیزهافرمکلیرویایاندازهتاگیرد،می
لیک.باشدمیایروده(پاتوژن)بیماریزاباکتریهایوجودعدمبردلیلآب،درهافرمکلیوجود
Escher)(اشرشیامشخصنوعدوبههافرم coliاروباکترو)(Aerobacterشوندمیتقسیم.
منفی،گرماختیاریهوازیغیروهوازیشکل،باسیلیهستند،باکتریهاییهافرمکلی

.نمایندتولیدگازونمودهتخمیررالاکتوزقادرندکه(اسپور)هاگبدونومزوفیل
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:تولید گاز در روش آزمایش میکروبی آب 

اولین مرحله . در آزمایشهای باکتریولوژی که جهت شناخت کلی فرم ها صورت می گیرد
ویت تولید گاز تنها احتمال وجود کلی فرم را در آب تق. تولید گاز در محیط لاکتوزبراث است

تولید میکند، زیرا باکتریهای دیگری نظیر باکتریهای هاگ دارهوازی و غیر هوازی نیز قادر به
ساده حتی ممکنست در محیط لاکتوز براث کلی فرم ها قندلاکتوز را به قند. گاز می باشند

.ید نمایندتری مانند گلوکز تجزیه کننده و باکتریهای دیگر با مصرف و تجزیه گلوکز، گاز تول

آنرا با دانستن مکانی که نمونه آب از آنجا تهیه شده است میتوان تا حد زیادی باکتریهای
ر چنانکه در فاضلابها و آبهای آلود وجود کلی فرم ها کاملا قطعی است و د. شناسایی کرد

آبهای مصرفی، آب استخرها و آبهای کلرزده، وجود باکتریهای هاگ دار بعلت مقاومت زیاد 
تولید گاز توسط باکتری را معمولا در مدت زمان. آنها در برابر کلر محتمل تر می باشند

.مورد آزمایش و بررسی قرار میدهند33ºCساعت و در حرارت 84حداکثر 
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:روش آزمایش میکروبی آب رشد هوازی

باکتریهای کلی فرم قادرند در روی محیط کشت های جامد به طور هوازی رشد نمایند  .
لو ائوزین متیلن ب: محیط کشت هایی که در این مورد از آنها استفاده می شود عبارتند از

Eosin Methylene)آگار  Blue Agar) و همچنین اندوآگار(Endo Agar)

مربوط به کلی فرم ها در این محیط کشت ها مشخص می چون خصوصیات پرگنه های
ه چنانچه نحوه کشت به طور صحیح صورت می گیرد در صورت وجود کلی فرم در نمون. باشد

همچنین در محیط های یاد شده از رشد . آب میتوان وجود آنرا کاملا شناسایی کرد
)وجود معرف های رنگی از قبیل ائوزین . باکتریهای هاگ دار غیر هوازی جلوگیری می شود

Yو متیلن بلو محیط کشت را جهت رشد سایر باکتریهائی که مورد نظر نیستند ( زرد
.نامناسب میسازد
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محیط های کشت مورد استفاده

1-براثلاکتوزکشتمحیطLactoseBroth

شودمیبردهبکارفاضلابوآبدرهاکلیفرمتشخیصبرایاستفادهمنظوربهمحیطاین
.شودمیتقسیمآزمایشهایلولهدرکهبودهمایعفیزیکیشکلنظرازمحیطاین

وددرمحیطایناستگردیدهعرضهبازاربهوشدهتهیهسازندهکارخانهتوسطحاضرپودر
میقراراستفادهموردوتهیه(لیتردرگرم26ودرلیترگرم13)وقویضعیفغلظت
بزرگآزمایشهایلولهرادرآنشدهیادهایغلظتدرکشتمحیطتهیهازپسگیرد

(ضعیف)لیترمیلی10بقدارمتوسطهایلولهدرو(قوی)لیترمیلی10مقداربهداردورهام
درراهاآنآلومینیومیپوشودرهاباپنبهلولهدربنمودنمسدودازپسونمایندمیتقسیم
سانتیگراددرجه121حرارتدرجهدراتوکلاودرودادهقرار(سیمیسبد)مناسبظرف
لولهشودمینگهدارییخچالدرشدنسردازپسنمودهاستریلآنهارادقیقه15بمدت

کشتمحیطریختنازپسکهشوندانتخابطوریبایداندشدهتهیهمنظوراینبهئیکهها
ننمایداشغالرالولهنصفازبیشلازمبمقدارآنهدرون
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Brilliant green bile broth 2%یل براث امحیط کشت برلیان گرین ب-2
یط این محیط کشت نیز جهت آزمایش تائیدی آب و فاضلاب استفاده می شود رنگ این محیط سبز است و به آن مح

هیه کشت سبز درخشان نیز می گویند این پودر توسط کارخانه های سازنده تهی گردیده و در بازار موجود است برای ت
میلی 10گرم پودحاضر را در یک لیتر آب مقطر حل کرده ودر لوله های متوسط دورهام دار بمقدار 40محیط آماده مقدار 

دقیقه آن را استریل نموده و در 15درجه سانتی گراد بمدت 121لیتر پس از پنبه گذاری وغلاف آلومینیومی در حرارت 
یخچال نگهداری می کنیم این محیط بصورت مایع باشد

3- محیط کشتE.M.B(Eosin Methylen Blue Agar)

جامد به رنگ بنفش و کلنی های این محیط جهت کشت اختصاصی کلیفرمها مناسب است محیطیE-coli روی این
محیط به رنگ سبز مایل به بنفش یا جلای فلزی ظاهر می شود که به وضوح قابل رویت است پودر آماده توسط

ادر کارخانه های سازنده تهیه شده و به بازار ارائه گردیده است طبق دستور کارخانه سازنده مقدار لازم از پودر مزبور ر
.یک لیتر آب مقطر ریخته آن را بخوبی مخلوط نموده سپس آن را حرارت داده تا آگار آن بخوبی حل شود 

 درجه 45درجه سانتی گراد استریل کرده پس از سرد شدن تا حدود 121دقیقه و حرارت 15آن را در اتوکلاو بمدت
ط و منعقد شدن محیمیلی لیتر در پلیت های استریل شده تقسیم نموده پس از خنک شدن25سانتی گراد بقدار 

آن را به صورت وارونه در یخچال نگهداری نمائید از این محیط جهت کشت خطی و تشخیص ای کلی و کلبسیلا 
استفاده می شود

4-محیط کشت آردوآ آگارR2A.Agar

این محیط کشت برای روشspread plateوpour plateاین محیط کشت با مواد مغذی کم . استفاده می شود
.شمارش کلنی بیشتری را نسبت به محیط کشت با مواد مغذی زیاد نشان می دهد 

Ph را با محلولk2hpo4 یاkh2po4 برای حل شدن آگار . تنظیم می کنند۷.۲جامد قبل از اضافه کردن آگار در حد
.دقیقه سترون می کنیم 15درجه ی سلسیوس به مدت 121محیط کشت را حرارت داده و در 
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روش های انجام آزمایشات کنترل کیفی
شمارش احتمالی کلیفرم ها-M.P.N(most probable number)

 اندیسM.P.N  ازی گروه کلیفرمها باکتریهای هوازی و بیهو: با استفاده از روش چند لوله ای
48له بدون اسپور و میله ای شکل هستند که قادرند لاکتوز را در فاص-گرم منفی-اختیاری

آزمایش کلی. درجه سانتی گراد تخمیر نموده و ایجاد گاز نمایند35-/+ 5ساعت در حرارت 
تکمیلی-تائیدی–فرم ها را به دو روش لوله های تخمیری شامل آزمایش های احتمالی 

انجام داد و یا با روش ممبران فیلتر که در این صورت کلی باکتری های هوازی و بیهوازی
اصله میله ای شکل که قادرند کلنی های تیره رنگ در ف–اختیاری گرم منفی بدون اسپور 

.که لاکتوز اضافه شده تولید نمایدEndo Agarساعت روی محیط کشت 24


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M.P.Nآزمایش استاندارد 

1- تست احتمالیPersumptive.test

ر محیط کشت مورد استفاده لاکتوز براث می باشدکه پودر حاضر بصورت تجارتی در بازار وجود دارد آن را براب
دستورالعمل کارخانه سازنده تهیه نموده در لوله های آزمایش تقسیم کرده و در هر لوله یک لوله دورهام 

.بصورت وارونه داخل آن قرار می دهیم و آن را استریل کرده و در یخچال نگهداری می کنند

لوله ای می باشد9انجام آزمایش با روش : روش آزمایش.

ابتدا سه لوله از محیط های کشت لاکتوز براث قوی (26/gr/lit ) میلی لیتر محیط کشت 10که حاوی
راث لاکتوزبراث در سمت چپ جا لوله آزمایش قرار می گیرد پس از آن شش لوله دیگر از محیط کشت لاکتوز ب

میلی لیتر محیط کشت در کنار آنها قرار دارده و از نمونه مورد آزمایش 10هر لوله محتوی ( gr/lit/13)ضعیف 
یپت که به صورت استریل تهیه شده و آن را به خوبی مخلوط نموده ایم و به صورت یکنواخت در آمده است با پ

میلی لیتر نمونه اضافه کرده و به هر یک از 10استریل به ترتیب از چپ به راست در هر یک از سه لوله اول 
میلی لیتر نمونه مورد آزمایش اضافه کرده کلیه ۰.۱سه لوله بعدی یک میلی لیتر و به هر یک از سه لوله آخر 

ی به لوله ها کم. این عملیات باید در شرایط استریل و با دقت انجام شود که از آلودگی های ثانوی مبرا باشد
آرامی حرکت داده تا نمونه و محیط مخلوط شود در لوله های دورهام نباید هیچگونه گاز یا حبابی از هوا وجود 

ساعت قرار می دهیم24درجه سانتیگراد به مدت 35-+ ۰.۵داشته باشد سپس آن را در اتو 
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آنهاهمهیاتعدادیاگروکردهتلقیمثبتراآنباشدشدهتولیدگازدورهامهایلولهتمامدرصورتیکهدر
راهالولهمجددا  مدتانقضاازپسگذاریممیباقیاتودردیگرساعت24مدتبرایراآنبودندگازفاقد
بودنمثبتبردلیلساعت48ازپسگازوجودنمایندمییادداشترامنفییامثبتمواردوکردهبازدید

تعدادتخمینمورددراستمنفیاحتمالیآزمایشنشدمشاهدهگازیهیچیکدراگرواستآزمایش
احتمالیتعدادونمودهمراجعهمربوطهجدولبهآبنمونهلیترمیلی100برایبودنمثبتصورتدرکلیفرم
اکثردرکهاستبرخورداربیشتراطمینانازمثبتآزمایشزمانیداشتتوجهبایدنمائیممیتعیینراکلیفرم
.باشدشدهتولیدگازهالوله

عدداستخراجازپس:گزارشنحوهm.p.nاندیسمثالبطور.گرددمیگزارشعینا  مراتبجدولازp.n .m
مترمیلی100درتعدادترینمحتملکهاستاینآنمفهومومعنیکه11بااستبرابرAمثلا  نمونهدر

مطابقتجدولباهامثبتشمارشیاوباشیمنداشتهاختیاردرجدولچنانچه.باشدمیباکتری11نمونه
:نمودمحاسبهراM.P.Nمقداررابطهاینازتوانمی(نگنجدجدولدر)نکند

ومنفیهایلولهدرنمونهلیترمیلیمجموعضربرادیکالبرتقسیم100ضربدرمثبتهایلولهتعداد
هالولهتمامیدرنمونهلیترمیلیمجموع

2-کشتمحیطازروشایندر:تاییدیآزمایشروشBrelliantgreen BileBrothشودمیاستفاده
لا  قبکهمزبورکشتمحیطودورهامحاویآزمایشهایلولهدرسازندهکارخانهدستورطبقنیزرامحیطاین
استM.P.Nآزمایشبودنمثبتبهمنوطتاییدیآزمایشانجام.شودمیاستفادهگردیدهاستریلوتهیه
دادهرارقآنمقابلدرگرینبرلیانلولهیکآندورهاملولهدرگازحاویبراثلاکتوزمثبتلولههرمقابلدرکه
براثبیلگرینبرلیانکشتمحیطبهمثبتبراثلاکتوزمحیطازقطرهدوتایکدقتباواستریلشرایطدرو

لولهدرگازایجادصورتدردادهقرارباتورانکودرساعت48مدتبه35-+۰.۵دمایدرراآننمودهاضافه
گرددمیییدتاقبلیمراحلیعنیشدهتلقیمثبتآزمایشگرینبرلیانکشتمحیطهامدورهای
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(شمارش میکرو ارگانیسم های هترو تروف)HPCآزمایش 

 شمارش میکرو ارگانیسم ها ی هتروتروف که پیش از این تحت عنوان شمارش پلیت
ه هتروتروف زندروشی است که توسط آن تعداد باکتری های–استاندارد شناخته می شد 

یت آب در آب اندازه گیری شده و جزء تغییرات کیفی به هنگام تصفیه و توزیع آب و یا کیف
کلنی های مورد مطالعه با این روش می توانند به . استخرهای شنا بررسی می گردد 

وان خوشه ای و یا منفرد تشکیل شوندکه همه انواع آن تحت عن-زنجیره ای–صورت دوتایی 
شمارش نهایی به مقدار موثر .نامیده می شوند ( CFU)واحد های تشکیل دهنده کلنی 

ود انتشار کلنی بستگی دارد از این رو روش کار و محیط کشت به گونه ای باید انتخاب ش
ض سه که بتواند بیشترین تعداد کلنی را در مدت معینی از گرماگذاری تولید کند در حال حا

:محیط کشت وجود دارد که بیان می گردد4روش و 

 صافی غشایی یا ممبران فیلتر-3کشت سطحی یا اسپرید پلیت -2پور پلیت -1روش های

 محیط های کشت :Plate count agar-1 2-m HPC Agar 3-R2A Agar 4- NWRI 

Agar(HPCA)
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 میلی لیتر از نمونه یا نمونه ای رقیق شده که به وسیله ی1تا ۰.۱مقدار: روش پورپلیت
مخلوط پیپت به پلیت سترون اضافه و سپس محیط کشت آگار مذاب را می افزاییم و پس از

.شدن باید سرد و منجمدگردد سپس گرماگذاری شده و شمارش کلنی انجام می گردد

 میلی لیتر از رقت ۰.۵یا ۰.۱میلی لیتر از نمونه یا۰.۵یا۰.۱مقدار: روش کشت سطحی
. مناسب نمونه به محیط کشت حاوی آگار جامد شده موجود در پلیت اضافه می شود 

صورت بر روی سطح محیط کشت را با یک میله شیشه ای سترون بهنمونه ی تلقیح شده
در این روش همه کلنی ها بر روی سطح محیط کشت به وجود .یکنواخت پخش می گردد

پس از گرماگذاری در دما زمان . آمده و مانع از نفوذ کلنی ها به داخل آگار مذاب می شود 
کلنی های باکتری ها را بر روی سطح آگار شمارش می نمایند–مناسب 

 این روش در مورد نمونه های آب با حجم زیاد و کدورت کم و معمولا  : روش صافی غشایی
-Cfu/ml 10کمتر از )برای آب هایی با احتمال شمارش کلنی  به کار می رود این روش ( 1

دو شوک گرمائی ایجاد نمی کند و هزینه های آن برای تهیه صافی های غشایی بیشتر از
دیگر برشمرده می شودروش


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(:Spread Plate)روش کشت سطحی 

1- دو سری پلیت–پلیت شاهد .پلیت ها را به ترتیب چیده و علامت گذاری می نمائیم
.  نیمبرای هر نمونه مورد آزمایش و نمونه کنترل مثبت برای یک سری از نمونه ها تهیه می ک

این.میلی لیتر آب رقیق سازی سترون استفاده می گردد۰.۱برای کنترل شرایط سترون از 
آگار ورقیق سازی انجام می گیرد–کار برای اطمینان از سترون بودن پیپت 

2-نمونه ها را رقیق سازی می نمائیم

3-براساس نمونه ها و رقت ها پلیت ها را مرتب می نمائیم

4-بایستی نمونه هاو رقت ها را قبل از اینکه با استفاده از پیپت به داخل پلیت منتقل کنیم
به شدت تکان داد

5- میلی لیتر رابا ۰.۵یا۰.۱)در حالی که پلیت را می چرخانید نمونه یا حجم رقیق شده
استفاده از پیپت روی سطح محیط آگار جامد می ر یزیم
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:ادامه

6-ور نمونه تلقیح شده را روی سطح محیط کشت با استفاده از میله شیشه ای سترون به ط
کت دادن یکنواخت پخش کنید این کار با ثابت نگه داشتن میله شیشه ای بر روی سطح آگار و حر

ش پلیت و یا با حرکت دادن میله شیشه ای بر روی سطح محیط کشت انجام می شود در این رو
همه کلنی ها بر روی سطح محیط کشت شکل می گیرند

7- قبل از گرماگذاری اجازه می دهیم تا نمونه تلقیح شده بطور کامل در محیط کشت جذب
شود

8- وقتی سطح محیط کشت آگار خشک شد درب پلیت ها را بسته آنها را بطور وارونه برای
درجه سلسیوس قرار می دهیم 35حرارت ساعت در48انجام آزمایش های اختصاصی به مدت 

پس از گرماگذاری در دما و مدت زمان مناسب کلنی های مجزا بر روی سطح محیط کشت پدیدار 
می شوند

:و گزارش نتیجه ی آزمایشمحاسبه 

 یت در موردپل)کل کلنی های شمارش شده و یا میانگین آن ها–برای محاسبه ی شمارش پلیت
تر به. در هر پلیت در عکس ضریب رقت ضرب می شود( های دوتائی از یک ضریب رقت یکسان 

گزارش Cfu/mlگرد شده سپس بصورت ( دو رقم سمت چپ )است ابتدا تا دو رقم معنی دار 
.شود
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نتیجه
- تست شد۱نمونه آب.

- لولهBGLB کدر و دورهام داری حباب گاز  .

- آگارEMB دارای کلنی هایی با جلای سبز فلزی.

- مشاهده شد-در لام نمونه کوکوباسیل گرم.

- تمامی شواهد وجودE.Coliدر نمونه آب را تایید می کند.

-پس غیرقابل شرب است. آب آلوده به کلی فرم ها است.
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