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  خدا نامبه

 ایران صنعتی تحقیقات و استاندارد مؤسسۀ با آشنایی
و  اسـتاندارد  مؤسـسۀ  مقـررات  و قـوانین  اصـلاح  قـانون  3مـادۀ  یک بند موجب به ایران صنعتی تحقیقات و استاندارد مؤسسۀ

استانداردهای  نشر و تدوین تعیین، وظیفه که است کشور رسمی مرجع تنها 1371 ماه بهمن مصوب ایران، صنعتی تحقیقات
  .دارد عهده به را ایران) رسمی(ملی 

مؤسسات  و مراکز نظران  صاحب*کارشناسان مؤسسه از مرکب فنی های کمیسیون در مختلف های حوزه در استاندارد تدوین
 بـه شـرایط   توجـه  بـا  و ملـی  مـصالح  بـا  همگام وکوششی شود می انجام مرتبط و آگاه اقتصادی و تولیدی پژوهشی، علمی،

کننـدگان،  مصرف تولیدکنندگان، شامل نفع، و حق صاحبان منصفانۀ و آگاهانه مشارکت از که است تجاری و یدی، فناوریتول
 پـیش  .شـود  مـی  حاصـل  دولتی غیر و دولتی های سازمان نهادها، تخصصی، و علمی مراکز کنندگان، وارد و صادرکنندگان

 پس و شودمی ارسال مربوط فنی های کمیسیون اعضای و نفع ذی عمراج به نظرخواهی برای ایران ملی نویس استانداردهای
 )رسـمی ( ملی استاندارد عنوان به تصویب صورت در و طرح رشته آن با مرتبط ملی کمیتۀ در پیشنهادها و نظرها از دریافت
  .شود می منتشر و ایران چاپ

کننـد   می تهیه شده تعیین ضوابط رعایت با نیز ذیصلاح و مند علاقه های سازمان و مؤسسات که استانداردهایی نویس پیش
بـدین ترتیـب،    .شـود  مـی  منتـشر  و چـاپ  ایـران  ملـی  استاندارد عنوان به تصویب، درصورت و بررسی و طرح ملی درکمیتۀ

ملـی   کمیتـۀ  در و تـدوین  5 شـمارۀ  ایران ملی استاندارد در شده نوشته مفاد اساس بر که شود می تلقی ملی استانداردهایی
  .باشد رسیده تصویب به دهدمی تشکیل استاندارد مؤسسه که مربوط دارداستان

المللـی   بـین   کمیـسیون 1(ISO)اسـتاندارد   المللـی  بین سازمان اصلی اعضای از ایران صنعتی تحقیقات و استاندارد مؤسسۀ
کـدکس   کمیسیون 4رابط تنها به عنوان و  است(OIML)3 قانونی شناسی اندازه المللی بین سازمان و (IEC)2الکتروتکنیک 

 های نیازمندی و کلی شرایط به توجه ضمن ایران ملی استانداردهای تدوین  در.کند می فعالیت کشور در (CAC)5 غذایی 
 .شودمی گیریبهره بینالمللی استانداردهای و جهان صنعتی و فنی علمی، پیشرفتهای آخرین از کشور، خاص

 مـصرف  از حمایـت  بـرای  قـانون،  در شـده  بینی پیش موازین رعایت با تواند می انایر صنعتی تحقیقات و استاندارد مؤسسۀ
 و محیطـی  زیـست  ملاحظـات  و محـصولات  کیفیـت  از اطمینـان  حـصول  عمومی، و فردی ایمنی و سلامت کنندگان، حفظ

 ـ وارداتـی،  اقلام یا / و ر کشو داخل تولیدی محصولات برای را ایران ملی استانداردهای از اجرای بعضی اقتصادی،  تـصویب  اب
 اجـرای  کشور، محصولات برای المللی بین بازارهای حفظ منظور به تواند می مؤسسه . نماید استاندارد، اجباری عالی شورای

 از کننـدگان  اسـتفاده  بـه  بخـشیدن  اطمینـان  برای همچنین . نماید اجباری را آن بندیو درجه صادراتی کالاهای استاندارد
 و کیفیت مدیریت های سیستم صدورگواهی و ممیزی بازرسی، آموزش، مشاوره، در زمینۀ فعال ؤسساتم و زمانها سا خدمات
 ها سازمان گونه این استاندارد مؤسسۀ ، سنجش وسایل )واسنجی(کالیبراسیون  و مراکز ها آزمایشگاه محیطی،زیست مدیریت

 تأییـد  گواهینامـۀ  لازم، شـرایط  احراز صورت در و کند می ارزیابی ایران تأیید صلاحیت نظام ضوابط اساس بر را مؤسسات و
 وسـایل  )واسـنجی (کالیبراسیون  یکاها، المللی بین دستگاه ترویج .کند نظارت می آنها عملکرد بر و اعطا ها آن به صلاحیت
 این وظایف یگرد از ایران ملی استانداردهای سطح ارتقای برای تحقیقات کاربردی انجام و گرانبها فلزات عیار تعیین سنجش،
 .است مؤسسه

                                                 
 ایران صنعتی تحقیقات و استاندارد موسسۀ *

1- International organization for Standardization 
2 - International Electro technical Commission 
3-  International Organization for Legal Metrology (Organization International de Metrology Legal)  
4 - Contact point 
5 - Codex Alimentarius Commission 
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  پیش گفتار

نخـستین بـار    » راهنما-  روش کشتبا استفاده از  در آبشمارش میکروارگانیسم هاکیفیت آب ـ  «استاندارد 
این استاندارد بر اساس پیشنهاد های رسیده و بررسی توسط موسـسه اسـتاندارد و               . تدوین شد  1376در سال   

صد  یک ـ سیون های مربوط برای اولین بار مورد تجدید نظر قرار گرفت ودر           یتحقیقات صنعتی ایران و تأیید کم     
اینـک ایـن   .   تـصویب شـد  8/8/86مـورخ   و بیولـوژی  کمیتـۀ ملـی میکروبیولـوژی    اجلاس و بیست و نهمین 

 قانون اصلاح قوانین و مقررات موسسۀ استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران            3استاندارد به استناد بند یک مادۀ       
  . ، به عنوان استاندارد ملی ایران منتشر می شود1371، مصوب بهمن ماه 

رای حفظ همگامی و هماهنگی بـا تحـولات و پیـشرفت هـای ملـی و جهـانی در زمینـۀ علـوم و خـدمات ،                            ب
استاندارد های ملی ایران در صورت لزوم تجدید نظر خواهـد شـد و هرگونـه پیـشنهادی کـه بـرای اصـلاح و                         

. واهـد گرفـت   تجدید نظر در کمیسیون فنی مربـوط مـورد توجـه قـرار خ          تکمیل این استاندارد ها ارائه شود،     
  .بنابراین باید همواره از آخرین تجدید نظر استاندارد های ملی ایران استفاده کرد

  . می شود1376سال : 4207این استاندارد جایگزین استاندارد ملی ایران شمارۀ 

  :بع و مĤخذی که برای تدوین این استاندارد مورد استفاده قرار گرفته به شرح زیر است امن

  

  میکروبیولوژی آب آیین کار آزمون های 1376سال   :4207لی ایران شمارۀ استاندارد م-1

  

2- ISO 8199 : 2005 , Water quality – General guidance on the enumeration of micro-

organisms by culture 



 

  راهنما -روش کشتاده از  با استفدر آب  شمارش میکروارگانیسم ها-کیفیت آب

  
  

 و آموزش های لازم را دیـده         بوده این استاندارد باید با روش های معمول آزمایشگاهی آشنا         کاربران -هشدار
.  نـشان نمـی دهـد       ،  همـراه باشـد    ممکن است با کاربرد آن    این استاندارد تمام مخاطرات ایمنی را که        .باشند  

 با مقـررات و شـرایط        از تطابق آن   ،ی ایمنی و بهداشتی   راهکارهاضمن تعیین   بنابراین مسئولیت کاربر است تا      
  . نیز اطمینان حاصل کندملی

  

    هدف 1
یـژه  معمول آزمون میکروبیولوژی آب ،بـه و      هدف از تدوین این استاندارد تعیین راهنما برای انجام روش های            

 شـمارش ، این استاندارد علاوه بر شـرح روش هـای مختلـف            . استی کشت    محیط ها  آماده سازی نمونه ها و    
  .ارائه می دهد برای انتخاب یک روش خاص  را نیزمعیار هائی

   دامنۀ کاربرد2
همچنین برخـی ازقـسمت هـای آن        .  باکتری ها ، مخمر ها و کپک ها کاربرد دارد             آزمون این استاندارد برای  

  . کاربرد دارد1 ویروس ها و انگل ها آزمونبرای

   مراجع الزامی3

بـدین   . ها ارجاع داده شده اسـت      آنتاندارد ملی به    مدارک الزامی زیر حاوی مقرراتی است که در متن این اس          
  .ترتیب آن مقررات جزئی از این استاندارد ملی ایران محسوب می شود

در صورتی که به مدرکی با ذکر تاریخ انتشار ارجاع داده شده باشد ، اصلاحیه ها و تجدید نظر های بعـدی آن   
رکی که بدون ذکر تاریخ انتشار بـه آن هـا ارجـاع داده              در مورد مدا  . مورد نظر این استاندارد ملی ایران نیست      

  .شده است ، همواره آخرین تجدید نظر و اصلاحیه های بعدی آن ها مورد نظر است

  :استفاده از مراجع زیر برای این استاندارد الزامی است 

  وبیولوژی میکر در آزمایش هایبرد روش های عمومیآیین کار  ،2325استاندارد ملی ایران شمارۀ   3-1

  یین کار در آزمایشگاه های میکروبیولوژی، آ 2747ستاندارد ملی ایران شمارۀ ا 3-2

                                                 
1 -Parasites 



 

-ی از آب برای آزمون های میکروبیولوژ       نمونه برداری   -کیفیت آب    ،   4208 استاندارد ملی ایران شمارۀ    3-3
  آیین کار

قـسمت  -و نتایج اندازه گیری     روش ها   ) صحت و دقت    (  ، درستی    7442-1 استاندارد ملی ایران شمارۀ    3-4
  تعاریف و اصول کلی: اول

 قـسمت   -روش ها و نتایج اندازه گیـری      ) صحت و دقت    (  ، درستی    7442-2استاندارد ملی ایران شمارۀ    3-5
  روش پایه برای تعیین تکرارپذیری و تجدیدپذیری روش اندازه گیری استاندارد: دوم 

3-6 ISO/TR 13843:2000 Water quality-General guidance on validation of microbiological 
methods 

 

  اصول آزمون 4
فرض .  آب به محیط های کشت جامد یا مایع استها شامل تلقیح حجم معینی از نمونۀ     اصول کلی این روش     

 هر میکروارگانیسم تکثیر می یابد و ایجاد کلنی قابـل مـشاهده روی               ، بر این است که پس از گرمخانه گذاری       
انتخاب یک روش خاص بـستگی بـه         .کند ییرات ظاهری در محیط کشت مایع می       و یا تغ    جامد حیط کشت م

   . میکروارگانیسم مورد جستجو ، و دلیل آزمون دارد آب،ماهیت

  کلیات 5
  : دما و زمان گرمخانه گذارییکنواختی 

 زیـر اسـتفاده    بـه شـرح  ان حرارت و زم ـ از محدودۀ درجۀ   نیسم های مورد آزمون،   برای میکروارگا به طور کلی    
  :کنید 

  )3±5(  °C   و )- C° )10±70-(  ،  C°  )5±20    :  نمونه نگهداریدرجۀ حرارت 
  )2±36(  °C  و  )C°  )2±22    :  دمای گرمخانه گذاری
  )10±170(  °C   و )C°  )3±121    :  دمای سترون سازی

  ) 4±68 ( h   و )h )4±44(  ،  h )3±21   :  زمان گرمخانه گذاری
  

داشـته    میکروارگانیسم هـا    اثر زیادی روی رشد     و می تواند   ی فوق بسیار دقیق است     رارت و زمان ها   درجۀ ح 
 ) برای مثال به دلیل باز بودن در گرمخانه ( شود  حدود پائینی آن ممکن است برای مدت کوتاهی بیشتر         .باشد
  .صورت گیردبرگشت دما به حالت اولیه باید سریع ولی 

  .  است±5%به جز در مواردی که تعیین شده باشد محدودۀ قابل قبول    : حجم و وزن ۀ مجازمحدود
  



 

محـدودۀ دمـا و زمـان هـای تعیـین شـده در آن               با توجه به استانداردهای خاص هر میکروارگانیسم مـی تـوان از              – یادآوری
   ..استفاده کرداستانداردها ،

  محلول های رقیق کننده و محیط های کشت  6
  کلیات6-1
  الزامات کیفی6-1-1

از محـیط هـای کـشت و     .اسـتفاده کنیـد  1 همسان آزمایشگاهی خلوص و درجۀاز ترکیبات دارای کیفیت   
در ایـن    . آماده در دسترس هستند نیز می توانید استفاده کنیـد           صورت که به را  محلول های رقیق کننده     

  .جام دهید را مطابق با دستورالعمل سازنده ان آن هاصورت آماده سازی
 بوسـیلۀ   آب تقطیـر شـده     از،  تاثیر مواد روی رشد میکروارگانیسم ها در شرایط آزمون          از  برای پیشگیری   

  مورد استفاده باید با اسـتاندارد ملـی ایـران           مقطر بآ ویژگی های    .شیشه ای استفاده کنید     دستگاه های   
  .مطابقت داشته باشد 2747شمارۀ 
 ـ   آماده سازی محیط  برای     در اسـتاندارد خـاص هـر میکروارگانیـسم         ه جـز در مـواردی کـه        های کشت، ب

  بـه حجـم معـین آب        باید  به جای اینکه به حجم معینی رسانده شود        ترکیباتتمام    ،  شده است  مشخص
کشت ، کیفیت محیط های کشت ، محلول های رقیق کننـده            پیش از استفاده از محیط های        .اضافه شود 

  .و صافی ها را کنترل کنید
  رون سازی ست6-1-2

 و در   محیط های کشت و محلول های رقیق کننده را در ظـروف مناسـب بـرای سـترون سـازی تقـسیم                     
 دقیقه برای سترون سـازی      15 مدت   به )C°)3±121 در بیشتر موارد درجۀ حرارت     . کنید اتوکلاو سترون 

بـرای سـترون     . دما و زمان خاص لازم باشـد       استفاده از   ممکن است  اگرچه در برخی از موارد     .کافی است 
                از صافی غشائی با اندازۀ روزنۀیدسازی مواد حساس به حرارت ، در صورت توصیه سازنده می توان

 µm 2/0استفاده کنید .  
  

   محلول های رقیق کننده6-2
پـس از   .آزمـون آب اسـتفاده کنیـد    بـرای   5-2-6 تا 1-2-6 محلول های رقیق کنندۀ بندهای    از یکی از  

ــاده ســاز ــولآم ــع محل ــا دمــای هــای رقیــق کننــده در ظــروف مناســب ، ی و توزی ــوکلاو ب                 آن را در ات
C° )3±121(    را پـس    همچنین می توانید محلول های رقیق کننـده        . دقیقه سترون کنید   15برای مدت 

  . کنید در ظروف پخش با رعایت شرایط اسپتیک ،از سترون سازی
  .به مدت حداکثر شش ماه می توانید نگهداری کنید) C°) 3±5مای را در درقیق کنندهمحلول های  
  . از مصرف آن خودداری کنید ،در صورت ایجاد هرگونه تغییر ظاهری در محلول های رقیق کننده 

  

                                                 
1 -Uniform 



 

  1 محلول نمکی6-2-1
  مقدار            مواد تشکیل دهنده

    NaCl )(           g  5/8    سدیم کلراید
   ml1000              مقطرآب 

  
  :زیآماده سا

 را بـا محلـول سـدیم      pH.ترکیبات فوق را در آب حل کنید و در صورت لزوم از حرارت اسـتفاده کنیـد  
هیدروکساید یک مول بر لیتر و یا اسید هیدروکلریک یک مول بر لیتر به گونه ای تنظیم کنید که پس از            

  .باشد C° 25 در دمای7±5/0سترون سازی برابر 
  

   محلول پپتون6-2-2
  مقدار               دهندهمواد تشکیل

    g1          2)پپتون ( کازئین هضم شدۀ آنزیمی 
   ml1000                مقطر  آب
  

  :آماده سازی
 را بـا محلـول سـدیم      pH. فوق را در آب حـل کنیـد و در صـورت لـزوم از حـرارت اسـتفاده کنیـد       مواد

ی تنظیم کنید که پس از هیدروکساید یک مول بر لیتر و یا اسید هیدروکلریک یک مول بر لیتر به گونه ا           
  .باشد C° 25  در دمای7±5/0سترون سازی برابر 

  
   محلول پپتون نمکی6-2-3

  مقدار            مواد تشکیل دهنده
    g1          )پپتون ( کازئین هضم شدۀ آنزیمی 

    NaCl)  (           g5/8(سدیم کلراید 
    ml 1000               مقطر  آب
  

  :آماده سازی
 را با محلول سدیم هیدروکـساید       pH .و در صورت لزوم از حرارت استفاده کنید        فوق را در آب حل کنید        مواد

یک مول بر لیتر و یا اسید هیدروکلریک یک مول بر لیتر به گونه ای تنظیم کنید که پـس از سـترون سـازی                         
  . باشدC° 25 در دمای7±5/0برابر 

                                                 
1 -Saline solution 
2 -Enzymatic digest of casein  ( peptone ) 



 

  محلول رینگر یک چهارم 6-2-4
  مقدار          مواد تشکیل دهنده

    NaCl )(         g25/2(   یدسدیم کلرا
    KCl )(          g 105/0(پتاسیم کلراید 
   g12/0         (CaCl2) بدون آب کلسیم کلراید

   NaHCO3 )(      g 05/0سدیم هیدروژن کربنات
   ml 1000            مقطرآب 

  
  :آماده سازی

یم هیدروکـساید   را با محلول سد    pH.فوق را در آب حل کنید و در صورت لزوم از حرارت استفاده کنید             مواد   
یک مول بر لیتر و یا اسید هیدروکلریک یک مول بر لیتر به گونه ای تنظیم کنید که پـس از سـترون سـازی                         

  . باشدC° 25 در دمای 7±2/0برابر 
  

   محلول فسفات بافری6-2-5
   محلول فسفات-الف

    مقدار            مواد تشکیل دهنده
    KH2PO4 )(      g  34پتاسیم دی هیدروژن ارتوفسفات

   ml 1000           مقطر  آب
  

  :آماده سازی
 را با محلول سدیم هیدروکساید یک       pH . حل کنید   مقطر  آب ml500پتاسیم دی هیدروژن ارتوفسفات را در       

سـپس   . تنظـیم کنیـد    C° 25  در دمـای   2/7±2/0مول بر لیتر و یا اسید هیدروکلریک یک مول بر لیتر برابر             
  .فه کنید اضا مقطر دیگر به آن آبml 500مقدار

  . آن را پیش از نگهداری سترون کنید،در صورتی که محلول فوق نگهداری می شود
  

  محلول منیزیم کلراید-ب 
  مقدار           دهندهتشکیلمواد 

      MgCl2(            g38 (منیزیم کلراید
    ml1000            مقطر  آب
  

  .نیز  استفاده کنید) MgSO4.7H2O( منیزیم سولفات  g99 به جای منیزیم کلراید می توانید از
  



 

  :آماده سازی
 در صورتی که محلول فوق نگهداری می شود آن را پیش از نگهـداری               .منیزیم کلراید را در آب حل کنید      

  .سترون کنید
  
   محلول نهائی-پ

  مقدار             مواد تشکیل دهنده
   ml 25/1          )طبق بند الف ( محلول فسفات 

   ml  5        )طبق بند ب ( محلول منیزیم کلراید 
   ml1000              مقطرآب 

   
  :آماده سازی

بیافزائید و آن را      مقطر را به آب   )طبق بند ب    ( و محلول منیزیم کلراید      )طبق بند الف    ( محلول فسفات   
 نهائی باید    pH .پس از توزیع محلول فوق در حجم های مناسب آن را سترون کنید            .  کنید   کاملاٌ مخلوط 

  .باشد C° 25 در دمای 7±2/0برابر 
  

   محیط های کشت6-3
 یادداشت و بـرای آن حـداکثر         روی برچسب ظرف    بستۀ محیط کشت باز می شود ، تاریخ را         هنگامی که   

  .زمان نگهداری را تعیین کنید
  1 در بـسته در ظـروف  و در تـاریکی پس از سـترون سـازی   چنانچه  به طور کلی بیشتر محیط های کشت        

  .دین ماه در درجۀ حرارت آزمایشگاه به طور رضایت بخشی حفظ شوندچنتا ممکن است ،  نگهداری شود
 بـرای   )C°)  3±5محیط های کشت که تحت شرایط اسپتیک توزیع می شـوند ممکـن اسـت در دمـای                  

پـیش از اسـتفاده ،       .نگهـداری شـود    بیـشتر در صورت تائید برای مدت زمان        یا   دو هفته مدت حداکثر تا    
. ر آلودگی ، تبخیر بیش از حد یـا سـایر شـواهد فـساد بررسـی کنیـد                   را به دقت از نظ     ی کشت محیط ها 

که مکمل های   درصورتی  .  را مطابق با دستورالعمل سازنده استفاده کنید       2محیط های کشت پیش ریخته    
 ،پـیش از افـزودن مکمـل        ، به محیط های کشت اضافه می شود      حساس به حرارت پس از سترون سازی        

  .سرد کنید C°50 تا  C°45 تا دمای محیط کشت را

  سترون سازی وسایل-7
  :وسایل را به یکی از روش های زیر سترون کنید

  )C°170 دمایاز زمان رسیدن به (   برای مدت حداقل یک ساعت)C° )10±170  در آون با دمای-الف
   دقیقه15 برای مدت حداقل )C°)  3±121 در اتوکلاو با دمای-ب

                                                 
1 -Sealed containers 
2 -Pre-poured 



 

  
  .غشائی ، آن را پیش از استفاده مطابق با دستورالعمل سازنده سترون کنید سترون نبودن صافی در صورت-یĤداوری 

  

  نمونه برداری و آماده سازی نمونه-8
  نمونه برداریروش  8-1

  . انجام دهید4208  شمارهنمونه برداری از نمونه های آب را مطابق با استاندارد ملی ایران
   آماده سازی نمونه8-2

نمونـه هـا را بـا تکـان دادن          ،  پیش از انجام آزمون      ،   خت میکروارگانیسم ها  برای دستیابی به توزیع یکنوا    
بسته به ماهیت نمونۀ آب و میزان آلودگی مورد انتظـار ، رقـت هـای لازم را                  .  کاملاً مخلوط کنید     1شدید

  .تهیه کنید
تاندارد به اس ـ  (تهیه کنید با رعایت شرایط اسپتیک     را   2 ، رقت های دهدهی    در پلیت  شمارش   برای آزمون 

 رقـت هـای      استفاده از  )با سطح کمتر    (  غشائی   یبرای روش صاف   .) مراجعه شود  2325ملی ایران شمارۀ    
  .پائین تر توصیه می شود

از محلول های رقیق کننده را بـه ارلـن یـا لولـه هـای سـترون          ml9 یا    ml90  برابر ،  10برای رقت های    
لول های رقیق کننـده را از پـیش در ظـروف در             همچنین می توانید حجم های مختلف مح      .. اضافه کنید 

 برابـر  10 رقت های  ، حجم محلول رقیق کننده 9با انتقال یک حجم نمونۀ آب به         . سترون کنید  ،پیچ دار 
یـک   .یـد لـوط کن  مخمحلـول را کـاملاً       با استفاده از پیپت جدید و یا روش های مکانیکی ،           .را تهیه کنید  

مراحـل فـوق راچنـدین بـار تـا بدسـت          .اضافه کنید  رقیق کننده     حجم محلول  9حجم از رقت فوق را به       
برای تمام آزمون هائی که باید روی نمونه انجام شود، حجـم هـای کـافی از                  .آوردن رقت لازم تکرار کنید    

  .هر رقت را تهیه کنید
 .حجـم نمونـه را تنظـیم کنیـد         حجم محلول رقیق کننده بـه     نسبت   برابر ،    10برای رقت هائی به غیر از       
 برابر یا سری رقت های      4یا   3برای مثال سری رقت های       .انتخاب کنید توانید  روش های متفاوتی را می      

 برابر مانند تهیـه     4 رقت های     برای تهیۀ   . میلی لیتری که صاف شده اند      30 یا   10 از نمونه های     دهدهی
حجم محلول رقیق کننده     3یک حجم نمونۀ آب را با        عمل کنید به جز اینکه       و بیشتر   برابر 10رقت های   

   .مخلوط کنید
 برابـر را  100 بالا باشد، رقـت هـای   آزموندر صورتی که انتظار می رود غلظت میکروارگانیسم های مورد  

  .نیز می توانید تهیه کنید
  

  جامدکشت شمارش پس از تلقیح آزمونه به محیط -9

                                                 
1 -Vigorous 
2 -Decimal 



 

   اصول آزمون9-1
به سطح محیط کشت جامـد یـا    شده روی صافی غشائی لیظبه طور مستقیم یا تغ آزمونه و یا رقتی از آن 

محیط ذوب شده اضافه می شود تا پس از گرمخانه گذاری روی سطح محیط یا درون آن کلنـی تـشکیل                     
 میکروارگانیـسم هـای     تۀ یک میکروارگانیسم منفرد و یـا دس ـ       ءمنشارض براین است که هر کلنی       ف .شود

ر گرفتن حجم آزمونه و تعداد کلنـی هـای تـشکیل شـده ،               با در نظ   .است  هنگام تلقیح  موجود در آزمونه  
 در  »cfp2)( یا ذرات تشکیل دهندۀ کلنی     1 )cfu(ل دهندۀ کلنی  یتعداد واحد های تشک   « نتیجه به صورت    

  .بیان می شود ) ml100   یاml1 برای مثال( حجم معینی از نمونه 
  

   روش آزمون9-2
   کلیات9-2-1

  :کی از روش های زیر را به کار بریدیبرای تلقیح به محیط کشت جامد ، 
  

  3 روش کشت آمیخته-الف
در این روش آزمونه با محیط کشت ذوب شده که تا درجۀ حرارت نزدیک به نقطۀ انجماد سرد شده است                   

  کـشت   درون محـیط   و پس از گرمخانه گذاری کلنی هـای تـشکیل شـده روی سـطح             .،مخلوط می شود    
  .شمارش می شوند

  4 روش کشت سطحی-ب
 آگاردارگسترده می شود و پس از گرمخانـه گـذاری ،کلنـی              کشت طح محیط  این روش،آزمونه روی س    در

  .های تشکیل شده روی سطح شمارش می شود
   روش صافی غشائی-پ

آزمونه از صافی غشائی عبور داده می شود و میکروارگانیسم های مورد جستجو روی صـافی                در این روش    
 قرار داده  اشباع شده از محیط کشت 5ط کشت آگاردار یا پد جاذب     سپس صافی روی محی    .دنباقی می مان  

همچنـین بـرای     .کلنـی هـا روی سـطح صـافی تـشکیل مـی شـوند              ،پس از گرمخانـه گـذاری        .می شود 
 داد به گونه ای در پلیت قرار        را می توان  میکروارگانیسم های خاص مانند باکتری های بی هوازی ، صافی           

  . و با لایۀ دیگری از محیط کشت آگار دار پوشانده شودکه سطح آن به طرف پائین باشد
  
   انتخاب روش9-2-2

                                                 
1 -Colony- forming units  
2 -Colony-forming particles 
3 -Pour plate technique 
4 -Spread plate technique 
5 -Absorbent pad 



 

این عوامل شـامل ویژگـی هـای فیزیکـی و شـیمیائی آب ،         .انتخاب روش به عوامل مختلفی بستگی دارد      
بازیافـت مـوثر میکروارگانیـسم هـای         ، غلظت احتمالی آنهـا    ماهیت میکروارگانیسم های مورد جستجو ،     

       در بنـد هـای     روشهـر    الزامـات .مـی باشـد    آزمون و حـساسیت لازم       3دقت ،2تحت تنش  و   1آسیب دیده 
  . ) شود مراجعهالف  اطلاعاتیبه پیوست(  ارائه شده است5-2-9و 9-2-4 ،9-2-3

شـرح   الفپیوسـت   2- الفبند در روش4درستیحجم نمونۀ آب مورد استفاده در هر روش ، محدودیت و   
 ممکن است انتخاب روش را تحت تاثیر قرار دهد بـرای مثـال               هر روش  اتهمچنین الزام  .داده شده است  

  .دقت مطلوب و اهمیت وجود یا عدم وجود یک میکروارگانیسم در حجم معین نمونۀ آب
  

   روش کشت آمیخته9-2-3
   آزمونه9-2-3-1

 ml1/0  بـین   مـورد اسـتفاده   پلیت و حجم محـیط کـشت   یا رقتی از نمونه بسته به اندازۀحجم آزمونه و
 تشکیل شده 5 تیپیککه تعداد مورد انتظار کلنی های رقت باید به گونه ای انتخاب شود .  است ml  5تا

تعداد کل کلنی ها ی تیپیـک  .  کلنی باشد150 تا 10 بین mm100  تا mm  90روی پلیت هائی با قطر
مراجعـه   2325شـمارۀ ران ملـی ای ـ استاندارد به (   کلنی باشد 300باید کمتر از     روی پلیت    6و غیر تیپیک  

  ).شود
  

تعداد کل کلنی های قابل شمارش به اندازۀ کلنی بستگی دارد و برای کلنی های بزرگتـر تعـداد ممکـن اسـت                       -یادآوری
  .کاهش یابد

  
   تلقیح9-2-3-2

از سایر فرایند های مناسب مانند قرار دادن        . ذوب کنید  را در حمام آب جوش       شت مورد استفاده  محیط ک 
 بـرای آمـاده   و سایر فرایند های مناسب که ترکیب دما و زمان آنیا ماکروویو  بخار آزاد اتوکلاودر جریان  

  از حـرارت دادن زیـاد محـیط        . صحه گذاری شده است نیز می توانید استفاده کنیـد          ، محیط کشت  سازی
 کـشت ذوب شـده را       محیط .خارج کنید از حمام آب    را به محض ذوب شدن      کنید و آن     خودداری   کشت

از تهیه و آماده سازی پلیت    پس   .برسد C°45 دمای آن به     تاقرار دهید    )C° )1±45 دمای ر حمام آب با   د
 پلیـت هـا تقـسیم       کاملاَ مخلـوط و در    آزمونه را   ،   این استاندارد    2-8مطابق با بند    . ،    و رقت های لازم    ها

  .کنید
  

                                                 
1 -Injured 
2 -Stressed 
3 -Precision 
4 -Accuracy 
5 -Typical 
6 -Non-typical 



 

  .ده نگهداری نکنید به صورت ذوب ش h 4شتر از یب  را برای مدت های کشتمحیط -1یادآوری
  .محیط های کشت آگاردار را بیشتر از یکبار ذوب نکنید -2یادآوری

  
  هر یک از لوله ها و ارلن ها را به نوبت از حمام آب خارج کنید و پس از خشک کردن قسمت بیرونـی آن                        

 فزائیـد بیا  بـه گونـه ای     ها خیر به پلیت   را بدون تأ    کشت محیط. ، گردن ظرف را از روی شعله عبور دهید        
،  توزیع یکنواخت میکروارگانیسم ها    سپس به منظور   .که ایجاد شوک حرارتی برای آزمونه به حداقل برسد        

 میلـی لیتـر     دو تـا    بـه طـور کلـی بـرای  یـک میلـی لیتـر              . لاً مخلوط کنید   را کام   کشت آزمونه و محیط  
 را  کشتمقدار محیطبرای حجم های بیشتر آزمونه ، . محیط کشت استفاده می شودml  15مقدار،آزمونه

  .بر همین اساس تنظیم کنید
 جامد شدن آگار ،  پس از.پلیت ها را روی سطح افقی قرار دهید تا سرد شود و محیط آگاردار جامد شود                

  . گرمخانه گذاری کنید6-2-9 طبق بند خیر بدون تأپلیت ها را
  

 مفیـد مـی      ، ی که دارای تعداد زیاد نمونـه هـستند        زمایشگاه هائ  برای آ  1آماده کننده آگار  های   سیستم    کاربرد - یادآوری
  .باشد

  
   روش کشت سطحی9-2-4
  آزمونه 9-2-4-1

          تـا ml 1/0  بایـد بـین  نرقتـی از آ  ، حجـم آزمونـه و یـا    mm  100 تـا mm 90 برای پلیت هائی با قطـر 
ml 5/0 ی تشکیل شده بـین      انتخاب کنید که در آن تعداد مورد انتظار کلنی ها          ای  به گونه   را رقت .باشد
 200روی پلیـت بایـد کمتـر از         غیرتیپیک  و  تیپیک   تعداد کل کلنی های    .باشدتیپیک   کلنی   150 تا   10

  .کلنی باشد
  

 به اندازۀ کلنی ها بستگی دارد و برای کلنی های بزرگتر تعـداد کلنـی هـا        ، تعداد کل کلنی های قابل شمارش      -یادآوری
  .ممکن است کاهش یابد

  
    تلقیح9-2-4-2

در صورت لزوم سطح محیط      .آماده و نشانه گذاری کنید     را محیط کشت     ml  15 حدود های دارای پلیت   
روی سطح پلیت بریزیـد و سـپس بـا          بوسیلۀ پیپت   آزمونه را   . ده خشک کنید   را پیش از استفا    ی کشت ها

جـذب مـادۀ   پس از   .استفاده از میلۀ شیشه ای سترون و یا وسایل مکانیکی آن را روی سطح پخش کنید               
  . گرمخانه گذاری کنید6-2-9تلقیحی ،پلیت ها را مطابق با بند

   : استنکات زیر مهمتوجه به برای خشک کردن پلیت ها ، 

                                                 
1 -Agar preparator pourer-stacker systems 



 

  
 باکتری ها بـه شـرایط رطوبـت درون و           مهم است زیرا رشد بهینۀ     رطوبت در محیط کشت      میزان -الف

ت منجر به افـزایش غلظـت مـواد         از دست دادن رطوبت زیاد ممکن اس      .سطح محیط کشت بستگی دارد    
  . در سطح محیط کشت شود1بازدارندۀ در محیط های کشت انتخابی و کاهش فعالیت آب

پخـش نمـی شـوند و سـطح         به سرعت روی محیط کـشت       کلنی آن ها     باکتری هائی که      مورد در -ب
این در   . سطح پلیت ها ضرورت ندارد     د، ، خشک کردن    ها خشک به نظر می رس       پلیت محیط کشت در    

ث افزایش احتمـال آلـودگی و از     زیرا باع   ،  را حذف کنید    سطح پلیت ها   موارد ، می توانید خشک کردن     
  . رطوبت می شود بی مورددست دادن

 آلـودگی تـا حـد ممکـن          احتمـال  درجۀ حرارت و زمان خشک شدن را به گونه ای انتخاب کنید که             -پ
زمـان خـشک    .محیط کـشت نداشـته باشـد      یت   کیف و درجۀ حرارت اثر سوئی روی      پائین نگه داشته شود   

ولی باید تـا     بستگی دارد   قرار گرفته است   در پلیت ها    میزان بخار آبی که در سطح محیط کشت        شدن به 
  .حد امکان کوتاه نگه داشته شود

بـرای    ،  اسـتفاده نمـی کنیـد      2پلیت ها از اتاقک با جریان هوای لایـه ای         برای خشک کردن     چنانچه -ت
  .، سطح محیط کشت را به طرف پائین قرار دهیدگی پلیت ها پیشگیری از آلود

  
 به گونه ای که سطح آگار پلیت ها بـه طـرف             C°50 تا   C° 25 در عمل پلیت ها با قرار دادن در گرمخانۀ        

   .و در پلیت نیمه باز باشد ، خشک می شوند پائین باشد
بـیش از   .  ادامه دهید  روی در پلیت   آگار یا     سطح  را تا زمان ناپدید شدن قطرات در        پلیت ها  خشک کردن 

همچنین می توانید پلیت ها را در اتاقک ایمنی با جریان هوای لایـه ای   . خشک کردن را ادامه ندهید  ،آن
درجـۀ    بـه صـورت دربـسته در       3مدت یک شـب   به    دقیقه یا  60 تا    دقیقه 30برای مدت    در دمای محیط  

  . خشک کنیدمحیطحرارت 
  

   غشائیصافی روش 9-2-5
   آزمونه9-2-5-1

ایـن  .  نمونۀ آب و صافی غـشائی مـورد اسـتفاده بـستگی دارد             شدنحداکثر حجم آزمونه به قابلیت صاف       
 )ماننـد آهـن     ( اد کلوئیدی    ذرات یا مو    از کمی هائی مانند آب آشامیدنی که دارای مقادیر      روش برای آب    
  امکان صاف کردن چندین    µm 45/0  با صافی هائی با اندازۀ روزنۀ     . کاربرد دارد   ،  هستند به صورت معلق  

لیتر از چنین آب هائی با استفاده از یک صافی و در نتیجه دستیابی بـه حـساسیت بـالای آزمـون وجـود                 

                                                 
1 Water activity (aW) 
2 -Laminar -flow safety cabinet 
3 -Over night 



 

     هـائی بـا انـدازۀ روزنـۀ        صـافی ده از   اسـتفا  )مانند لژیونلا   ( اگرچه برای برخی از میکروارگانیسم ها       . دارد
µm 2/0لازم است .  

 باید به گونه ای انتخاب شود که تعداد مورد انتظـار کلنـی هـای               یا رقتی از آن      حجم نمونۀ مورد آزمون و    
تعداد کـل کلنـی      . باشد  کلنی 100 تا   10 حدود   ml50 تا   ml 47  با قطر   تشکیل شده روی صافی    تیپیک
  . کلنی باشد200باید کمتر از روی صافی  تیپیک و غیر تیپیکهای 

  
 کلنی های قابل شمارش به اندازۀ کلنی بستگی دارد و تعداد با بـزرگ شـدن                 توجه داشته باشید که تعداد کل      - یادآوری

  .کلنی کاهش می یابد
  

    صاف کردن9-2-5-2
 پایـۀ صـافی یـک صـافی       1متخلخـل روی صفحۀ   . خلاء وصل کنید   دستگاه های صافی سترون را به منبع      

رونی صـافی غـشائی را بـا    قسمت بی. که سطح چهارخانۀ آن به طرف بالا باشد قرار دهید          را غشائی سترون 
در .قیف سترون را به گونه ای مطمئن روی پایۀ صافی قـرار دهیـد             . استفاده از گیرۀ سر پهن محکم کنید      

  : های زیر را درون قیف بریزیدونه یکی از آزمحالیکه پمپ خلاء خاموش است
  

  ) ml 10 حداقل( تی از آن که کاملاً مخلوط شده باشد حجم مشخصی از نمونه و یا رق-الف
     برای رساندن حجـم کـل بـه حـداقل          محلول رقیق کننده   مقدار کافی  محتوای ظرف حاوی آزمونه و     -ب

ml 10   
 بـه آن   مستقیماً را محلول رقیق کننده ml 10آزمونه با پیپت اندازه گرفته می شود، حداقل   چنانچه   -پ

  . کنید با پیپت مخلوطبیافزایید و
بـه  . از صـافی عبـور کنـد       نمونـۀ آب     تـا  روشن کنید  ) kPa70حدود  (   با میزان خلاء کافی    پمپ خلاء را  

 در حالیکـه صـافی       را  دیواره هـای قیـف      بهتر است  . پمپ خلاء را خاموش کنید     ،محض صاف شدن نمونه   
 ، محلول رقیق کنندۀ سـترون  ml 30  تاml10 قسمت 3 تا 1 با استفاده از   هنوز در جای خود قرار دارد،       

  .شستشو دهید
  

   انتقال صافی ها9-2-5-3
 مواردا با گیرۀ سترون به یکی از پس از اطمینان از خاموش بودن پمپ خلاء ،قیف را بردارید و صافی ها ر              

  :ال دهیدزیر انتق
  

  به پلیت حاوی محیط کشت آگاردار -الف

                                                 
1 -Porous 



 

به پد جاذب سترون که از پیش با محیط کشت مایع اشباع شده است و یا پد جاذب حـاوی محـیط                       -ب
 ، پـیش از قـرار       2 تداخل کلنی   برای پیشگیری از از     که آب مقطر به آن اضافه می شود ،         1ون آب کشت بد 

  . اضافی آن بیرون ریخته شده است کشت محیط جاذب،دادن صافی روی پد
 °C     با دمـای    کشت  محیط  از آگاردار و سپس افزودن لایۀ دیگر       محیط  مقدار کمی   پلیت حاوی  به -پ
  . صافی غشائی روی درجۀ سلسیوس)1±45(
  

  .اطمینان یابیدکشت از عدم وجود حباب هوا بین صافی و محیط  ، هنگام انتقال صافی ها
برای حجم های مختلف یک نمونه ،در صورتی که کمترین حجم و یا رقیـق تـرین نمونـه را ابتـدا صـاف                        

 برای صـاف    .ه کنید  استفاد ، برای رقت های پایین تر همان نمونه        می توانید قیف را بدون گندزدائی      ،کنید
بوسـیلۀ شـعله ، قیـف را        بـرای مثـال     استفاده کنید    جدیدتوانید از وسایل سترون       می کردن نمونۀ دیگر  
  .کنیدعمل  مطابق با دستورالعمل سازنده ، گندزدائی قیف برای .گندزدائی کنید

  
   گرمخانه گذاری9-2-6

پـس از قـرار دادن در ظـروف         ( ا حمـام آب     پلیت های تلقیح شده را وارونه کنید و آن را در گرمخانه و ی             
در صورت لزوم پلیت ها را برای پیشگیری از خشک شدن  در یـک کیـسۀ                 .قرار دهید ) مقاوم به نفوذ آب     

پلیت هائی که حـاوی      . استفاده می کنید   3تهویهپلاستیکی قرار دهید مانند مواردی که از گرمخانۀ دارای          
ی از خـشک شـدن در ظـروف مقـاوم بـه نفـوذ هـوا و آب                 صافی روی پد جاذب هستند را برای پیـشگیر        

  .قرار دهید) نه به صورت وارونه (  درگرمخانه یا حمام آب
را در   پلیـت    6نبایـد بیـشتر از      ،  رسد   می برای اطمینان از اینکه دمای پلیت ها سریعاً به دمای گرمخانه            

  .گرمخانه روی هم قرار دهید
 مربوط به میکروارگانیـسمهای      خاص ا استفاده از استاندارد های    زمان و درجۀ حرارت گرمخانه گذاری را ب       

  .مورد جستجو انتخاب کنید
  :گرمخانه گذاری می تواند در دو مرحله به شرح زیر انجام شود

 در زمـان هـای متفـاوت بـرای مثـال         پلیـت هـا را      میکروارگانیسم های تحت تنش می توانید       4برای احیاء 
ب آن بـرای مـدت زمـان        و متعاق )  Cº30 تا Cº25 مانند(رت کمتر   درجۀ حرا   ساعت در  چهار تا   ساعتدو

  . کنیدپیش گرمخانه گذاری .،  حرارت معمول برای میکروارگانیسم مورد جستجوبیشتر در درجۀ
 کـه   ی ممکن است با انتقال به گرمخانه و یا حمام آب دیگر و یا با اسـتفاده از دسـتگاه هـای                      دما  تغییرات

بهتـر اسـت    . تحت تاثیر قرار گیرد ، تغییر می یابدر خودکار پس از زمان معینه طو ب  آن ها   حرارت درجۀ
  .تمام پلیت ها را به طور هم زمان در گرمخانه یا حمام آب قرار دهید

                                                 
1 -Dehydrated medium 
2 -Confluent growth 
3 -Fan-assisted incubator 
4 -Resuscitation 



 

در محیط کشتی که سبب احیاء  ) h 4  تا h  2مانند(برای مدت کوتاهی   را هاهمچنین می توانید صافی
 محـیط   معمـولآً ( بیشتر به محیط دیگر       و سپس برای گرمخانه گذاری      قرار دهید  میکروارگانیسم می شود  

  .منتقل کنید )1انتخابی
  
  شمارشروش  9-3
    کلیات9-3-1

در مواردی که این کـار امکـان        .بررسی کنید پلیت ها و صافی ها را بلافاصله پس از پایان گرمخانه گذاری             
در صـورت  )3±5 (°Cدر دمـای ) ل چنـد روز  بـرای مثـا  ( پذیر نباشد می توانید آن را برای مدت کوتاهی    

در . قـرار دهیـد  ،  ظاهر میکروارگانیسم ها و همچنین آزمون هـای تاییـدی          و  تعداد بر نداشتن اثرات سوء  
مدت زمان نگهداری قابل قبول را با توجه بـه نـوع             صورتی که پلیت ها یا صافی ها را نگهداری می کنید،          

  . صحه گذاری کنید آزمون،نمونه و روش
   شمارش و تائید کلنی ها9-3-2

در محـیط هـای انتخـابی و        . را شمارش کنیـد    برای شمارش کلی روی محیط غیر انتخابی، تمام کلنی ها         
شان می دهـد شـمارش       فقط کلنی هائی را که ظاهر مختص میکروارگانیسم مورد جستجو را ن             ، 2افتراقی
 مـی    ، ات مـشکل اسـت     از سـایر ذر    شخیص کلنی هـا    ت اندازۀ کلنی کوچک است ویا     که   در صورتی . کنید

، مشخص کـردن میکروارگانیـسم   به طور کلی برای چنین شمارش هائی . توانید از ذره بین استفاده کنید    
این تفـاوت ممکـن اسـت        ، ولی در عمل،    دارند معمول نیست  3 رده بندی  ه   که فقط تعلق به یک گرو     ها ئی   

زمـون هـای     ویژگی هـای دقیـق تـر ، آ          تعیین رایب.  شود  بیان 4مورد قبول باشد و نتایج به صورت فرضی       
  .تائیدی باید انجام شود

در چنین مـواردی  .کلنی ها زیاد است ، تائید مشخصات همۀ آن ها عملی نیست     تعداد   که   اگرچه هنگامی 
  .پلیت یا صافی را مورد بررسی قرار دهیدحاشیه  تمام کلنی های تیپیک از قسمت های

  
   محاسبۀ نتایج9-4
   روش  اصول9-4-1

 )روش هـای    ( عملیـات   هنگام آزمون بر طبق      تمام مواردی که احتمال دارد    ،  در روش های محاسبۀ زیر      
اخـتلاف  وجـود   موارد نادر و خاص نیز مانند       در   .در نظر گرفته شده است    ،   پیش آید    5زمایشگاهیخوب آ 

 ضریب رقت بـین      با وتمعنی دار بین شمارش کلنی ها در دو پلیت با رقت یکسان و یا نسبت بسیار متفا                
  .مده از شمارش لازم استتفسیر و بررسی نتایج بدست آ، پلیت های دو رقت متوالی 

                                                 
1 -Selective 
2 -Differential 
3 -Taxonomic group 
4 -Presumptive 
5 -Good laboratory practices 



 

   کلیات9-4-2
در  (  کلنـی 200 تـا  10ی روی پلیت بین    که تعداد کل کلنی ها    روش محاسبۀ نتایج در این بند هنگامی        

 و یـا هنگـامی     )  آمیخته    روش کشت  در ( کلنی   300 تا   10یا بین    )  غشائی سطحی و صافی  کشت  روش  
 تـا   10 و یا بـین       ) روش کشت سطحی و آمیخته     در ( کلنی   150 تا   10های تیپیک بین    که تعداد کلنی    

  .به کار برده می شود ) روش کشت آمیخته در( کلنی است 100
به دلیـل اینکـه فـرض بـر ایـن اسـت کـه هـر کلنـی از یـک میکروارگانیـسم یـا از یـک تجمـع منفـرد                  

 یـا   (cfu) دهنـدۀ کلنـی    یج به صورت تعداد واحد هـای تـشکیل        م ها منشاء گرفته است، نتا     میکروارگانیس
 از فرمول    با استفاده   )ml 1  یا ml100ً  معمولا(  در حجم معینی از نمونه       cfp)(ذرات تشکیل دهندۀ کلنی   

  . بدست می آید1
  
  

s
tot

s V
V
ZC ×=                                                        (1) 

  
  

    :که در آن
sC  تخمین تعدادcfu در حجم مرجع sV؛ است    
Z                ی جمع کلنی های شمارش شده روی پلیت ها یا صافی ها بدست آمده از رقت هاnd  از  ا حاصـل  ی 

 ؛)نمونه یا رقت  ( حجم های جداگانۀ آزمونه

sV ؛ظت میکروارگانیسم ها در نمونهحجم مرجع انتخاب شده برای بیان غل  

totV               همچنـین جمـع    . کل حجم مرجع محاسبه شده نمونه اصلی شامل پلیت های شمارش شـده اسـت
  . است2یا محاسبه شده بوسیلۀ فرمول) نمونه یا رقت (   از آزمونهحجم های جداگانه

  
)(...)()( iiitot dVndVndVnV +++= 222111                          (2) 

  :که در آن 
totV؛حجم کل محاسبه شدۀ نمونۀ اصلی شامل پلیت های شمارش شده  
 innn ,...,, idddتعداد پلیت های شمارش شده برای رقت های  21 ,...,, 21  
iVVV ,...,, idddحجم آزمون استفاده شده برای رقت 21 ,...,, 21  
iddd ,...,, iVVV  ورد استفاده برای حجم آز مونۀرقت م 21 ,...,, 21 

   .است d=/10 برابر10برای رقت   وd=1برای نمونۀ رقیق نشده
  

  . شمارش هر پلیت می باشد1بی شدۀ میانگین ارزیا به صورت تابعی ازبنابراین نتایج نهایی -1یادآوری
                                                 

1 -Weighted average 



 

  
 است عـدد پـیش از   5 ، اگر رقم سوم بزرگتر یا برابر  گرد کنیددو رقم معنی دار را تا    نتایج محاسبه شده  

  .آن را به اندازۀ یک واحد افزایش دهید
یا تعداد کل بـا دو رقـم          ، 10 ضرب در توان مناسبی از       9/9 و   1نتایج را به صورت عددی بین       بهتر است   
  . بیان کنیدمعنی دار

  
  )1شمارش دوتائی( شت آمیخته و سطحی محاسبه برای روش های ک  :1مثال 

  
 و  81یکـصدم    در رقـت     قت های متـوالی      باشد، و شمارش ر     یک میلی لیتر   (iV(در صورتی که حجم محلول مورد آزمون        

   : کلنی باشد،در نتیجه15 و 9 کلنی و در رقت یک هزارم 97
Z = 202 =15+9+97+81  
 totV   = 01/0×1×2 ( )+( 001/0×1×2 )= 022/0  

   :ست بابرابر ا، تعداد کلنی ها  در میلی لیتر باشدsVاگر 

918210220
22

=×
⋅

=
/

sC  

 
  : تعداد کلنی ها برابر است باپس از گرد کردن

)/(// mlcfpmlcfuCs
31029 ×=    

 
  )به صورت منفرد شمارش شده (محاسبه برای روش صافی غشائی  : 2مثال 

  
  : کلنی  باشد،در نتیجه11 و 82تیب  شمارش به ترml 10 و  iV (ml 100(در صورتی که در حجم نمونه مورد آزمون 

Z = 82+11 = 93 

totV = (1× 100×1) +(1× 10×1)=110 
  : باشد ml100 ر دsVو اگر 

)/(/ mlcfpmlcfuCs 10010084100110
93

=×=  

 زیـر بدسـت مـی       هـای    ده از فرمـول   کـه بـا اسـتفا     95 %  اطمینـان   سـطح   بـا  در چنین مواردی بهتر است نتایج  شمارش       
  :،گزارش شود آید
  

   : برابر است با95 %  نتیجۀ نهائی با اطمینان،باشدZ≤  20 کههنگامی -1

s
tottot

s
tot

s V
V
Z

V
ZVV

ZZCIC ×







±=×



 ±=±

2295%  

 
انجـام تغییـرات     اطمینـان بـا       سطح توزیع پواسون روی  )عدم تقارن   ( راف   است، اثر افزایش انح    Z> 20 که   هنگامی-2

   :کمی در فرمول بالا در نظر گرفته می شود

                                                 
1 -Duplicate 



 

=  95  %سطح پائینی و بالائی اطمینان s
tot

V
V

ZZ
×






 +±+ 122  

 
  .را می دهد 95% باشد ،میانگین و سطح اطمینان  که ممکن است گمراه کننده Z=0معادلۀ فوق حتی در موارد-2یادآوری

  )≅ 2( است 96/1گرد شدۀ عدد ) پیش از رادیکال  ( 2در فرمول فوق عدد -3ورییادآ
  .فرض می شود%  95در تمام موارد توزیع پواسون سطح اطمینان  -4 یادآوری

  
   موارد پس از شناسائی یا تائید9-4-3

باید از ام کلنی های مشکوک فرضی را در مواردی که روش استفاده شده نیاز به شناسائی و تائید دارد، تم       
ست، تمـام   کار عملی نی ـ  در مواردی که این     . کنید شده است ،تلقیح     شمارش نگهداری هر پلیتی که برای     
  ممکن است از یک    n( زمون قرار گیرد   پلیت یا صافی غشائی مورد آ      حاشیهباید از ) n(کلنی های تیپیک    

  .)پلیت به پلیت دیگر متفاوت باشد
 دلیل اصلی برای توصیه به تائید تمام کلنی های فرضی از یک منطقۀ معین بـه جـای انتخـاب تـصادفی                     

 نمی توانند انتخـاب تـصادفی واقعـی از تمـام            )آزمایش کننده ها     (  این است که آزمایشگاه ها     ،کلنی ها   
در صـورتی کـه     زمون های تاییدی،  برای انجام آ   روتین    پایش در موارد . داشته باشند   را کلنی های مشکوک  

 کلنـی در    5 حدود   ،کلنی ها  کافی حداقل و    تعداد میانگین   ،قابل دستیابی باشد   1یک نمونۀ تصادفی موثق   
  .هر پلیت است

ای  کلنی ه   7 یا   6مانند  (  باشد   5 و یا نزدیک به      5 که تعداد کلنی ها کمتر از        هنگامی    توصیه می شود  
نتایج تائید شده را    ،   برای هر پلیت     پس از شناسائی و تائید    .  کنید  انتخاب  را هاتمام کلنی   شد ،    با ) فرضی

 3 معیار های تائید و شناسائی مطابقت دارند با استفاده از فرمول        با به صورت نسبت کلنی های فرضی که      
  :محاسبه کنید

                      
z

n
kx ×=                                                                )3(  

  
   :که در آن

 x ؛تعداد تخمینی کلنی های تائید شده در هر پلیت است  
 k ؛مطابقت داردبا معیار های شناسائی   است که در میان کلنی های تلقیح شدهتعداد کلنی ها  
 n  ؛تلقیح می شود،تعداد کلنی های مثبت فرضی است که از یک پلیت برای تائید  
z تعداد کل کلنی های مثبت فرضی است که روی پلیت شمارش می شود.  

  .ائید کامل نشده اند خودداری کنید  که تxنتایج آزمون  از گرد کردن 

                                                 
1  - Reliable 



 

 x  بـا    z با جـایگزینی      را   میکروارگانیسم های تائید شده یا شناسائی شده موجود در آزمایه           sCاد    تعد 
-9 کـه در بنـد       نتایج را گرد کنید و به صورتی      .  محاسبه کنید  2-4-9 بند   فرمولبا استفاده از    ) xجمع  (
  . توصیه شده است بیان کنید4-2

  :مثال
   .رش شده است شما کلنی7 و 4 تعداد 0001/0 و در رقت  کلنی80 و 66  تعداد001/0در رقت 

  : شده استبه صورت زیرتاییدکلنی های انتخاب شده 
:  در نتیجه کلنی با معیارها مطابقت داشته است  6 کلنی  آزمون شد که از این تعداد 8 کلنی ، 66از      

549668
6

/=×=x  

 
 

  2x=3/53 در نتیجه؛ کلنی با معیار ها مطابقت داشته است6 کلنی آزمون شد که از این تعداد 9 کلنی ،80از 

  3x=6/5در نتیجه  ؛ کلنی با معیار ها مطابقت داشته است 4زمون شد که از این تعداد  کلنی آ5 کلنی، 7از 
==4   در نتیجه؛ کلنی با معیار ها مطابقت داشته است 4زمون شد که تمام  کلنی آ4ی، کلن4از 44 zx  
  

=X 5/49 + 3/53  + 6/5  +4 = 4/112  
  : میلی لیتر باشد یک درsVو اگر

9151100220
4112

0001012
4112

/
/

/

/

/

)(
=×=×

××
=×= ss

tot
s VV
V
XC  

 
  : تعداد میکروارگانیسمهای تائید شده برابر است با عدد بدست آمده ، ز گرد کردنپس ا

                                                                                       )/(// mlcfpmlcfuCs
41015 ×=  

  
 پیـروی توزیع پواسون از  تائید پس ازمانند مثال بالا ،نتایج   به طور کامل انجام نمی شود،      در مواردی که تائید   

  . آورده شده است معتبر نیست2-4-9که در بند  2فرمول  95 % سطح اطمینان برای . نمی کند
  

   موارد خاص9-4-4
   کلنی 10 تمام پلیت های کمتر از 9-4-4-1

  ، 20تـا    10برای شمارش های بین     .  دقت بهینه است   محدودۀدر  ، تا حد بالائی هر روش       20شمارش های از    
بسته  . دقت به سرعت کاهش می یابد      ،10کاهش تعداد کلنی ها به کمتر از         با .قابل قبول است  دقت همچنان   

  .شودمی  تعریف 10 در شمارش های کمتر از  تعیین ، پائین تر،حد به هدف آزمون 
 اسـت تعریف شده   در آزمونهxکمترین میانگین غلظت ذره ، حد تعیین     ISO/TR 13843استانداردمطابق با   

) عدم قطعیت استاندارد نسبی برابر با مقدار تعیین شده چنانچه، )nRSD1 باشد.  

                                                 
1 - Relative standard deviation 



 

RSD تخمینی انحراف معیار  از تقسیم    است که   نسبی  معیار  انحرافs          جمعیتـی از یـک نمونـه بـه میـانگین 
بنابراین.  استفاده می شودw  ازنسبیانحراف معیار  محاسبه برای  . بدست می آیدxنهنمو

x
sw =  

  . محاسبه می شود4از فرمول  x،در موارد توزیع پواسون 
  

2
1
w

x =                                                                      (4) 

 
که در میکروبیولوژی منطقـی بـه نظـر         ( باشد به دلیل حد دقت نسبی قابل قبول         )  50 (%50/0   برابر wاگر  

  :، حد پائینی تعیین به صورت زیر بدست می آید) می رسد 
4

500
1

2 ==
/

x  

 
تشخیص وجود میکروارگانیسم    می باشد باید فقط به صورت         4 براساس شمارش کمتر از      ی که براین نتایج بنا

  . شودبیان
 کلنی باشد، ولی تعداد کل کلنی ها در تمام پلیت هـای در دسـترس بـا        10 کمتر از    دارایاگر تمام پلیت ها      

 بـه صـورت    نهـائی ولی عـدد   محاسبه می شود، 2-4-9 یا بیشتر باشد، نتایج مانند موارد کلی طبق بند           4هم  
میکروارگانیسم          «دقت به حدی کم است که نتایج به صورت          باشد، 1 تا   3اگر تعداد کل از     . تخمینی می باشد  

  .گزارش شود» رد داددر حجم آزمون شده وجو
  ی بدون کلنی پلیت ها 9-4-4-2

  :ج را به صورت زیر بیان کنیددر صورتی که پلیت ها هیچ کلنی نداشته باشد ،نتای
کمتر از  تعداد میکروارگانیسم ها

totV
1 cfu    یاcfpدر حجم مورد آزمون است .  

 2-4-9بنـد   بـه   ،   پلیت های شمارش شـده اسـت         در نمونه اصلی     حجم کل محاسبه شدۀ    totVدر مواردی که  
  .مراجعه کنید

 »شناسـائی نیـست   قابـل    در حجـم مـورد آزمـون         میکروارگانیـسم    «  تایج را به صورت   چنین می توانید ن   هم
  .گزارش کنید

   قابل مشاهده کلنی با کلنی های تیپیک یا تأیید شده300 یا 200 بیش از 9-4-4-3
 200 بـیش از     1dدر صورتی که تعداد تمام کلنی های تیپیک و غیر تیپیک برای تمام پلیت ها در رقـت اول                    

با کلنـی   ) کشت آمیخته    برای روش ( کلنی   300یا بیشتر از    ) در مورد کشت سطحی و صافی غشائی        ( کلنی  
 200کـه کمتـر از      2d و اگر برای تمام پلیت ها در رقـت بعـدی              باشد  یا تأیید شده    قابل مشاهده  های تیپیک 

 )  کـشت آمیختـه      بـرای روش  ( کلنی   300یا کمتر از     ) شائیکشت سطحی و صافی غ    برای روش های    (کلنی  
  :هیچ کلنی تأیید شده یا تیپیک شمارش نشد ، نتایج را به صورت زیر بیان کنید داشته باشد ،



 

 کمتر از 
2

1
dدر حجم نمونـه و بـیش از          تشکیل دهندۀ کلنی      یا ذرۀ  واحد 

1
1
d    شکیل ت ـیـا ذرۀ     واحـد

دهندۀ کلنی در حجم نمونه که
1

1
dو 

2
1
d 1ضریب رقت مربوط به رقت هایd 2 وd

2d
  . است

  
  :مثال 

  .وجود داردیپیک یا تأیید شده  کلنی روی هر پلیت، با کلنی های ت300 بیش از   ):  10-2(در رقت اول 
  . وجود دارد کلنی ، بدون کلنی تأیید شده یا تیپیک35 کلنی و 33  ) :  10-3(در رقت دوم 

   واحد تشکیل دهنـدۀ کلنـی      100در حجم نمونه و بیش از        )   cfpیا  (  واحد تشکیل دهندۀ کلنی      1000کمتر از   : نتیجه  
  .وجود دارد حجم نمونه در )  cfpیا ( 

  
  . کلنی بدون کلنی های تأیید شده یا تیپیک قابل مشاهده300 یا 200 بیش از 9-4-4-4

      ی  کلن ـ 200 ، بـیش از      1dدر رقـت اول    اگر تعداد تمام کلنی های تیپیک و غیر تیپیک برای تمـام پلیـت هـا               
بـدون  )  کشت آمیختـه     ی روش برا(  کلنی   300یا بیش از    ) ی   کشت سطحی و صافی غشائ     برای روش های  ( 

 200کمتر از   2d  های متوالی  کلنی تیپیک قابل مشاهده یا تأیید شده باشد و اگر برای تمام پلیت ها در رقت               
 ،  ) کشت آمیخته    برای روش (   کلنی 300یا کمتر از    ) کشت سطحی و صافی غشائی      برای روش های    ( کلنی  

  :ارش نشد ، نتیجه را به صورت زیر بیان کنید هیچ کلنی تأیید شده ای شم
کمتر از 

2
1
d یا ( واحد تشکیل دهندۀ کلنیcfp  ( در حجم نمونه  
که در آن 

2
1
d2 ضریب رقت مربوط به رقتdاست .  

  
  :مثال 

  . وجود داردید شدهیپلیت ، بدون کلنی تیپیک یا تأ کلنی روی هر 300بیش از   ): 10-2(در رقت اول 
  . وجود داردید شدهی تیپیک یا تأ های بدون کلنی ، کلنی35 کلنی یا 33 ) : 10-3(در رقت دوم 

  .وجود دارد واحد تشکیل دهندۀ کلنی در حجم نمونه 1000کمتر از : نتیجه 
  

 پنهان پیک  کلنی های تی ه دلیل رشد بیش از حد آن ها ،         ب  که تعداد کلنی های غیر تیپیک زیاد است ،          هنگامی یادآوری
  . گزارش شود ، اطلاعبرایلازم است این مسئله . می ماند

  
   کلنی با کلنی های تیپیک یا مشکوک در تمام رقت ها300 یا 200بیش از   9-4-4-5

 تلقـیح شـده    یک از پلیت ها برای تمـام رقـت هـای           هر    در ی شمارش شده  تعداد کل کلنی ها    در صورتی که  
کـشت  بـرای روش    (  کلنـی  300یا بـیش از     )  برای روش کشت سطحی و صافی غشائی        (  کلنی 200بیش از   
 روش کشت سطحی و آمیخته      برای(  کلنی   150 مشکوک بیش از     و اگر تعداد کلنی های تیپیک یا      ) آمیخته  

  :بیان کنید نتایج را به صورت زیر باشد ،)  صافی غشائی  روشبرای ( کلنی100یا بیش از ) 



 

d تعداد کل کلنی ها بیش از           :صافی غشائی 
در حجـم نمونـه و    ) cfpیـا  ( واحد تشکیل دهندۀ کلنـی       200

dnتعداد کلنی های تیپیک بیش از 
k 1100   .در حجم نمونه ) cfpیا (  واحد تشکیل دهندۀ کلنی ××

d از   تعداد کل کلنی ها بیش        :کشت آمیخته 
 و  در حجـم نمونـه     ) cfpیـا   (  واحد تشکیل دهندۀ کلنی      300

dnkتعداد کلنی های تیپیک بیش از  1150   .در حجم نمونه ) cfpیا (  واحد تشکیل دهندۀ کلنی ××
dتعداد کل کلنی ها بیش از          :کشت سطحی 

 و  در حجـم نمونـه     ) cfpیـا    (  واحد تشکیل دهندۀ کلنـی     200
dnkتعداد کلنی های تیپیک بیش از  1150   .در حجم نمونه ) cfpیا (  واحد تشکیل دهندۀ کلنی ××

  :که در آن 
d1؛ آخرین رقت تلقیح شده  برایریب رقت ض  
k   هائی مشکوک فرضی تلقیح شده یان کلنی تعداد کلنی هائی است که در م )n(    با معیـار هـای شناسـائی و

  .تأیید مطابقت دارد
  

   مایع کشت در محیط آزمونهتلقیح شمارش پس از10
   اصول آزمون10-1

 نمونۀ آب به محیط کشت مایع تلقیح می شود تا از رشـد میکروارگانیـسم هـای خـاص یـا گروهـی از                         آزمونۀ
میکروارگانیسم هـای موجـود در       )  MPN( بیشترین تعداد احتمالی    .سم ها اطمینان حاصل شود    میکروارگانی

 مـشاهده شـده پـس از          های مثبـت و منفـی      زمونهمین ، را می توان بر اساس تعداد آ        نمونۀ اصلی و دقت تخ    
  . تخمین زد با استفاده از روش های آماری ،گرمخانه گذاری

  
   روش کاربرد10-2
  وجود یا عدم وجود میکروارگانیسم ها آزمون 10-2-1

 ایجـاد   مـایع و  کـشت محـیط حـاوی   منفرد از نمونه در یک لولـۀ     تلقیح و گرمخانه گذاری یک آزمونۀ      پس از 
 وجــود و یـا عــدم وجــود  تنهــا مـی تــوان بـه   در آن ، یــک میکروارگانیـسم مــورد نظـر  علائـم ظــاهری رشـد  

  .برد ، پی  آزمون نمونۀدر حجممورد نظر میکروارگانیسم 
 یا عـدم وجـود میکروارگانیـسم مـورد نظـر در             وجود «  نتیجه را به صورت    ، نمونه برداری لحظه ای    در صورت 

 دیگر  میکروارگانیسم در آزمونۀ   »عدم وجود  «یا و   »وجود«   نمی توان   هم روشاین  با  .بیان کنید   » میلی لیتر   
و تعیـین غلظـت میکروارگانیـسم هـا         امکان شـمارش     و هم     و غلظت میکروارگانیسم مورد نظر را تخمین زد       

  .وجود ندارد
   )MPN( تخمین بیشترین تعداد احتمالی 10-2-2

 آن به لولـه هـای        های  های متعدد از یک نمونه و یا رقت        ، تلقیح آزمونه  یشتر موارد  ، ،در ب   MPNاساس روش   
   .حاوی محیط کشت مایع است



 

یکروارگانیسم یـا بیـشتر باشـد ، علائـم رشـد را              لوله های تلقیح شده که دارای یک م         گرمخانه گذاری  پس از 
بر اساس نتایج مثبـت یـا        .نشان خواهد داد که با یا بدون تغییرات مشخص در محیط کشت مشاهده می شود              

منفی در برخی از لوله ها ، بیشترین تعداد احتمالی میکروارگانیسم ها در حجم معین از نمونه را می تـوان از                      
  . که واکنش مثبت داشته اند تخمین زدلوله هائی  و توزیعتعداد

،  تعداد مورد انتظار میکروارگانیسم ها در نمونۀ مـورد آزمـون              با توجه به   MPNدر میان ترکیب های مختلف      
بـستگی  تقریبـاً مـشابه      روش    دقت به تعداد آزمونه مثبت مـشاهده شـده در          .لازم است الزامات قانونی و دقت     

 جـذر        دقـت بـه صـورت تـابعی از         . کلنی ها بـستگی دارد     تعدادی ها به     همان طور که دقت شمارش کلن      .دارد
. ود چهـار برابـر ش ـ      تعداد لوله ها باید    برای دوبرابر شدن دقت ،     . لوله های استفاده شده افزایش می یابد       تعداد

  ،  از طـرف دیگـر  .د ، دقت کم اسـت       استفاده می کنن   چندتائیلوله های   تعداد کمی    که فقط از     درروش هائی 
 برخـوردار  )گی دارد  نمونـۀ آزمـون شـده بـست         کـل   که به حجـم     ( کافی حساسیت از   ، در عمل     ها   این روش 
  . است MPN بیشتر روش های  مزیت مشخص و متمایز ،تفسیر سادۀ نتایج مثبت  .هستند

   روش آزمون10-3
   کلیات10-3-1

مـوارد زیـر بـه      . شـد بـستگی دارد     گفته   2-2-9 به عواملی مشابه آنچه در بند         MPNانتخاب روش شمارش    
  . بیشترین کاربرد را دارد ،زمونبرای انجام آعنوان راهنما 

  
   آزمونه10-3-2

 رشـد میکروارگانیـسم هـای مـورد نظـر            شـود و بـرای      محیط کشت   سبب تغیر ترکیبات    نباید افزودن آزمونه 
 برابـر یـا بیـشتر از محـیط          5ار   بـه مقـد    ml 1 یا برابر      به طور معمول ،آزمایه های کمتر     . کندمزاحمت ایجاد   

 به حجم مـساوی از     ml 100 تا     ml1زمایه های بین    به طور معمول آ    .کشت با غلظت معمولی اضافه می شود      
 حاوی مقادیر زیاد نمک های معدنی ،مواد سـمی یـا            ود، اگر نمونه  برابر اضافه می ش    ت دو محیط کشت با غلظ   

روش های کشت مایع معمـولاً مقـادیر زیـاد مـواد جامـد              .شدبانمغذی که روی رشد باکتری ها اثر می گذارد          
  .معلق را تحمل می کنند

ی بـرا .  می توانید از محیط های کشت بـا غلظـت بـالاتر اسـتفاده کنیـد                ، ml 100ی حجم های بیشتر از      برا
توانید در نمونۀ سرد یا از پیش گـرم شـده در دمـای               را می سترون  ب  محیط های کشت بدون آ    اهداف خاص   

°C 30زمون کنید حل و آ.  
انیسم ها از   یکروارگوجود مقادیر زیاد مواد معدنی یا سمی بر جداسازی م         برای از بین بردن زیان های ناشی از         
 مواد کمک    ، و در صورت کدر بودن نمونه از        5-2-9 مطابق با بند      غشائی نمونۀ آب ، می توانید از روش صافی       

همراه با رسـوب مـواد       .استفاده کنید    3سیون آلومینیوم اکساید  یا سوسپان  2مانند خاک دیاتومه   1سترونصافی  

                                                 
1 -Filter-aid 
2 -Diatomaceous earth 
3 -Aluminum oxide 



 

اسـتفاده از   بـا    جداسـازی    فراینـد  پـس از تکمیـل       . میکروارگانیسم ها نیز با آن رسوب می کنند        ،کمک صافی 
ی ، خاک دیاتومه، اکسید آلومینیوم یا صافی غشائی در محـیط کـشت مـایع قـرار داده مـی                     سانتریفوژ یا صاف  

  .شود
   تلقیحتخاب روش ان10-3-3
ی متفـاوت باشـد،      غلظت مورد انتظار میکروارگانیسم ها کم است و یا انتظار مـی رود کـه مقـدار متوسـط                   اگر

 نـسبت مـورد انتظـار بـین          در صورتی کـه    . یکسان است  آزمونه های  1نفردتلقیح سری م  مناسب ترین روش ،     
ین  ، کمتـر   2 مـوازی   سـری یـا    آزمونـۀ  10  باشد، 25 کمتر از حدود     حداقل و حداکثر تعداد میکروارگانیسم ها     

با افزایش نسبت فوق تعداد لوله های سری که باید آزمون شـود افـزایش                . تعداد ی است که باید آزمون شود      
  پیوسـت  بـه .  ) آزمونـۀ سـری لازم اسـت         50  تعداد    200برای مثال برای نسبت مورد انتظار حدود        (می یابد 
  . شود مراجعه4- تا ب1- ، جدول بب اطلاعاتی

  تلقـیح  که نمونه ناشناخته است و یا تفاوت زیادی مورد انتظار اسـت، لازم اسـت از چنـدین رقـت                   در صورتی   
تعداد رقت ها   . با نتایج مثبت و منفی ،تعداد کافی از رقت ها را تلقیح کنید              برای اطمینان از روشی    .انجام شود 

 رقـت   3 نتـایج     استفاده از جدول،      صورت  در . بستگی دارد   MPNبه روش قابل دسترس برای تخمین مقادیر        
  . محدود شود، به آن هائی که در جدول قابل دسترس استترکیب روشباید قابل دسترس باشد و 

  .نامحدود است سری یا موازی و لوله های ، تعداد رقت ها برنامه های رایانه ای کاربرددر صورت 
وله ای بـرای هـر    ل5 لوله ای یا 3استفاده از روش که مورد استفاده قرار می گیرد،      MPN معمول ترین روش  

بـه دلیـل کـم       (  از کاربرد روش سه لوله ای       . دقت کمی دارد   ) لوله ای  3  به ویژه روش    (این روش .رقت است 
 دقـت روش توصـیه مـی         افزایش برای.خودداری کنید  غلظت های بالای میکروارگانیسم      برای )بودن دقت آن    

  .استفاده کنیدشتر  لوله ای یا بی5 روشاز شود 
 آورده شـده    6- و ب  5- جـدول هـای ب     ب  اطلاعـاتی  در پیوسـت   لوله ای    5 لوله ای و     3 روشمثال هائی از     

  .است
این سیستم ها فقـط بـرای       .، رقت های مختلف دارای تعداد لوله های یکسان نیستند         3منظمنادر سیستم های    

   .اده می شودهای معین استفه تخمین تعداد میکروارگانیسم ها در محدود
  . شده است ارائه9- و ب8-، ب7- جدول های بب  اطلاعاتیمثال هائی از این سیستم در پیوست

 اسـتفاده  4 های متعـدد  دارای چاهک پلیت های می توان از  به عنوان یک روش جایگزین برای تلقیح لوله ها ،         
ت که امکان تلقیح تعداد زیادی از        این اس  پلیت ها  این   مزیت.  نشانگر لوله ها هستند    ها چاهک که در آن     کرد

  . تلقیح می شودچاهک 32 رقت متوالی ، هر کدام به برای مثال سه.وجود دارد آن ها به راحتی 
  . دقت نتیجۀ این روش در حدود دقت روش شمارش در پلیت یا روی صافی غشائی است

                                                 
1 -Single 
2 -Parallel 
3 -Non-symmetrical 
4 -Multiwell 



 

 مقدار تلقیحـی    اگرچه. است ) اهکچ برای هر  ml2/0معمولاً  ( تنها اشکال این روش ، تلقیح مقادیر کم نمونه          
 48 و   ml 3 چاهـک  ml 5   ، 24 چاهـک  12 بـه صـورت   این پلیت ها    .ستگی دارد  ها ب  چاهک و   زۀ پلیت به اندا 

 ها باعث کاهش تعداد آن هـا و در نتیجـه کـاهش              چاهک افزایش اندازۀ    .در دسترس می باشند   ml 1 چاهک  
  MPN ، جدول هـای       های متعدد  چاهک دارای   های از پلیت    MPNبرای محاسبۀ    .دقت نتایج نهائی می شود    

  . می باشنددر دسترس یا برنامه های رایانه ای /ص و مخصو
  
  مایع کشت  تلقیح در محیط 10-3-4

با رعایت شرایط اسپتیک ، حجم معینی از نمونۀ آب یا رقتی از آن را با توجه روش انتخاب شده بـه لولـه یـا                          
به طور جایگزین اگر صاف کـردن و یـا رسـوب دادن اولیـه               ) اجعه کنید    مر 3-3-10 بند   به.(ارلن تلقیح کنید  

  . منتقل کنیدی حاوی محیط کشتلازم است ، صافی ، خاک دیاتومه و رسوبات را به لوله ها
  
  گرمخانه گذاری 10-3-5

گانیـسم  ارد خاص هر میکروار   با توجه به استاند   .  لوله های تلقیح شده را در گرمخانه و یا حمام آب قرار دهید            
بـرای برخـی از میکروارگانیـسم هـا روش گرمخانـه گـذاری دو       . فاده کنیدت حرارت و زمان خاص  اس    از درجۀ 

  . لازم است6-2-9مرحله ای مطابق با بند 
  
   تفسیر نتایج 10-4

 تـشخیص واکـنش     خصوصیات.گزارش کنید   برای هر سری لوله     را پس از گرمخانه گذاری ، تعداد نتایج مثبت       
نفی برای هر میکروارگانیسم و یا گروهی از میکروارگانیسم ها و همچنـین محـیط کـشت مـورد                   مثبت و یا م   

  .استفاده متفاوت است
 و ممکـن اسـت انجـام        مثبت شدن نتایج آزمون همیشه دلیل بر وجود میکروارگانیسم مورد جـستجو نیـست             

  :از یکی از روش های زیر لازم باشدزمون های تأییدی با استفاده آ
  

 سـرولوژیکی  ئی و آزمون های بیوشیمیا آن انجاممتعاقب و ت مجدد روی محیط جدا کنندۀ انتخابی      کش -الف
  برای تعیین کلنی های مشکوک 

زمون مستقیم که گاهی باعث تأییـد بـا درجـۀ قابـل             روی محیط مایع دیگر و متعاقب آن آ        کشت مجدد    -ب
مـی  اقب آن انجـام آزمـون بـرای شناسـائی           قبول احتمال می شود و یا باعث جداسازی میکروارگانیسم و متع          

  .شود
ت آوردن کلنـی هـای خـالص و منفـرد ، کـه در               ی محیط جامد غیر انتخابی برای بدس ـ       کشت مجدد رو   -پ

  .مراحل بعدی شناسائی می شود
 اسـتفاده   MPN و بـرای تعیـین مقـادیر         دشـو  مـی   واقعـی   نتایج مثبت  تعیین تأییدی فوق باعث      های آزمون

   .انجام شودباید  )حداقل تا سطح رقت  ( تا لوله های مثبت فرضیایج آزمون های تأییدی ردیابی نت. شود می



 

  
   MPN تعیین مقادیر 10-5
   اساس روش 10-5-1

  : وجود دارد MPN اصلی برای تعیین مقادیر سه روش
   فرمول های ریاضی-الف
 MPNی  جدول ها-ب
   برنامه های رایانه ای-پ
  
  
  
   فرمول های ریاضی10-5-2
   فرمول های تقریبی برای تمام موارد 10-5-2-1

  :  بدست می آید 5 سری با کاربرد فرمول ه های  برای هر تعداد رقت و لول MPNمقادیر تقریبی 
  

totneg

spos

VV

Vn
MPN

×

×
=                                                    (5 ) 

 
 

  :که در آن 
posn ؛های دارای واکنش مثبت تعداد لوله   
sV؛ حجم نمونۀ مرجع در نمونۀ اصلی به میلی لیتر  

negV ؛حجم کل در تمام لوله های دارای واکنش منفی به میلی لیتر   
totVاست حجم کل نمونه در تمام لوله ها به میلی لیتر.  
  برای یک سری از لوله ها » دقیق « روش  10-5-2-2

  . بدست آید6 از لوله ها ممکن است از فرمولمنفرد برای سری  MPNمقدار 












−
=

postube

s

nn
n

V
VMPN ln                                                   (6 ) 

  : که در آن 
sV؛ حجم نمونۀ مرجع در نمونۀ اصلی به میلی لیتر    

tubeV؛ حجم نمونه در هر لوله از سری به میلی لیتر   
ln؛ لگاریتم طبیعی   
n ؛ تعداد لوله ها در هر سری  



 

posnاست تعداد لوله های دارای واکنش مثبت .  
   MPN جدول های 10-5-3
   کلیات10-5-3-1

 چنـد لولـه     1سری های مـنظم    ، MPN منفرد برای رقت    MPNاز جدول    ، مثال هائی  ب   اطلاعاتی پیوستدر  
  .ای و سری های نامنظم چند لوله ای ارائه شده است

  
   منفردبا رقت های سری آزمونه  جدول برای 10-5-3-2

  ، 10مایه هـای       برای آز  95 % را با سطح اطمینان    MPN مقادیر    ب اطلاعاتی  در پیوست  4- تا ب  1-جدول ب 
بـرای  ).  تلقیح شده است     هر لوله با رقت یکسان و منفرد      (  نشان می دهد   سری یا موازی  لولۀ   25 و   20 ،   15

حجـم  «بـه  »  حجم مرجـع «نسبت  در 95%حد اطمینان   باMPN ، مقادیر    نمونه بیان نتیجه در حجم مرجع    
 حجم مرجع   در میکروبیولوژی آب   .رب شود عدم قطعیت استاندارد لگاریتمی نباید ض     .  ضرب می شود   »آزمایه  
  .یا هر حجم تلقیح شده به لوله ها باشد و  ml 1 حجم آزمایه ممکن است. است ml 100معمولاً 

  
  :مثال
پـس  . ) ml  5به هر لوله(  مایع با غلظت مضاعف تلقیح شده است کشتمحیط به بیست لولۀ حاوی از نمونۀ مایع  ml 5مقدار

       ارگانیـسم در میکرو( بیـشترین تعـداد احتمـالی بـاکتری هـا       . مـشاهده شـد  رشـد  آثار  لوله 16در  ه ها ، لولنه گذاری از گرمخا 
ml  100 چون هر لوله حاوی .  است61/1  برابر، در هر لوله ب  پیوست3- مطابق با جدول ب  )نمونهml5    ، از نمونـه اسـت 

        :مونه برابر است با از ن ml  100ارگانیسم در میکروبیشترین تعداد احتمالی
  

61/1  / 5 ml × 100ml = 32 /100 ml 

 

   جدول برای چندین رقت10-5-3-3
انتخـاب سـه رقـت متـوالی لولـه هـا ی دارای نتـایج مثبـت و منفـی                     . معمول ترین روش    .  منظم   با سیستم 

 در نظـر گـرفتن       و بـا   MPNبا اسـتفاده از جـدول       .تعداد نتایج مثبت برای هر سری لوله را گزارش کنید         .است
جدول های  .  نمونه را تعیین کنید     تعداد احتمالی موجود در حجم مرجع      ، بیشترین تلقیح مورد استفاده     روش

 لولـه   5 سه لوله ای یـا       ( ی برای روش های منظم      ل، بیشترین تعداد احتما    بپیوست اطلاعاتی    6-و ب  5-ب
  . برای آزمون آب است MPN  روش قدیمی،  فوقروش.  ارائه می دهد ml  100 ا با فرض حجم مرجعر)ای 

  در پیوسـت   9- و ب  8- ،ب 7-جدول هـای ب   .با سیستم های غیر منظم ، تمام لوله ها در نظر گرفته می شود             
  : بیشترین تعداد احتمالی برای سیستم غیر منظم را ارائه می دهدب اطلاعاتی

50×1  ml +  10×5 ml , 100×5  ml + 1 10× ml + 1×1 ml , 1×50 ml + 10×5 ml + 1×5 ml 
 

                                                 
1 -Symmetrical 



 

  MPN و سـایر جـدول هـا در سیـستم            6- هنگام استفاده از جدول ب      های مختلف نمونه ،     ها یا رقت   با حجم 
  :منظم  ،  مقررات زیر را به کار برید 

بیشترین حجم نمونه را که نتایج آن منفی است         ،   رقت استفاده شده باشد      3یشتر از    یک سری ب    اگر در  -الف
   .را که  نتایج آن مثبت است و تمام رقت های بین آن را انتخاب کنیدو کمترین حجم نمونه 

 بدسـت   6- مربوطـه را از جـدول ب        MPNفقط سه رقت باقی بماند ، مقـدار         ،  اگر با کاربرد مقررات الف       -ب
  . مراجعه کنید1جدول مثال ب   به .آورید
برای هر دو سری از سه رقت  ،بـا در  را  MPN ، مقدار   رقت باقی بماند   4 فقط    ،  اگر با کاربرد مقررات الف     -پ

مثـال   در  MPN میانگین حسابی دو تخمین به صورت مقدار .بزنید تخمین  رقت ها  سطح نظر گرفتن تفاوت  
  . ارائه شده است1جدول پ 
اضـافی نتـایج    کامـل    رقت دارای سـری       سه  سری ف  ، فقط دو رقت باقی بماند  ،          اگر با کاربرد مقررات ال     -ت

  .انتخاب کنید1 جدول  مثال ت ابق بامثبت را مط
  انجام نمی شـود و MPNفرض آماری تخمین   اگر با کاربرد مقررات الف بیشتر از چهار رقت باقی بماند  ،               -ث

  .) به کار نمی رود10 با ضریب رقت کمتر از  برای رقت هائیاین مقررات ( نباید نتیجه ای تعیین شود
مثبت وجود داشته باشد ، از ایـن رقـت همـراه بـا رقـت       یا دو نتیجۀ ک سری از لوله ها یک در ی  اگر فقط  -ج

  ).شود مراجعه 1 در جدول  ثبه مثال( بائین تر استفاده کنید بالاتر و 
  

  6- تائی با استفاده از جدول ب5 سری لوله های ت آمده از تعداد نتایج مثبت در بدسMPN مثالی از - 1جدول 
  ml حجم آزمونه

 
 مثال در متن

10 1 1/0 01/0 001/0  
  

MPN  در
ml100  

  

  a 5  a 2  a . 0 490 5  ب
  a 3  a 1  a .  0   11 ب
    . a 5 a 3  a 2  a 5 پ
  180     3 3 5 1-پ
  170   0 3 3   2-پ

میانگین 
 و 1-هندسی پ

  2-پ

         175  

  a 5  a 5  a . 0 0 240 ت
  a .  a 1  a . 0   2 ث

  
a -نتایجی که باید برای تعیین مقدار  MPNفاده شود است.  
  



 

 ، منفی که بیشترین احتمـال را دارد        نتایج برای ترکیب لوله های مثبت و        ،   ب  اطلاعاتی پیوست 6-جدول ب 
د نداشته باشد، نتایج را      وجو 6-اگر ترکیب مشاهده شدۀ لوله های مثبت و منفی در جدول ب            .نشان می دهد  

   مقـدار  تعیـین  به منظـور امه های رایانه ای یا برن1-2-5-10فرمول های تقریبی در بند  حتی اگر .رد کنید

MPN   ،   اشـته باشـد، نتـایج بـسیار نامحتمـل           وجود د   ،  ارائه نشده است    6- در جدول ب   برای سری هایی که
  .است و نباید گزارش شود

  
  رایانه ای برنامه های 10-5-4

را مـنظم    MPN  روشر دسـری  محدودیتی برای تعداد رقت ها و لوله هـای           ساده ترین برنامه های رایانه ای     
  . ندارد

  
   تخمین دقت10-6
   کلیات10-6-1

 ممکـن اسـت عـدم       برنامه هـای رایانـه ای      .ن می کند  یرا تعی  دقت . 95% جدول های چاپ شده با اطمینان       
  . را نیز تعیین کندMPNقطعیت لگاریتم 

  
  1منفردقت  ارزیابی ر10-6-2

 95%  و سـطح اطمینـان       7شد، با اسـتفاده از فرمـول        ی با  جدول یا برنامۀ کامپیوتری در دسترس نم       چنانچه
   . را می توان تخمین زد MPN حدود بالائی و پائینی
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  :که در آن 
x  بالاترین و کمترین حد اطمینان ؛  
sV؛ نمونه مرجع در نمونه اصلی به میلی لیتر  حجم   

tubeV؛  به میلی لیتر  حجم نمونه در هر لوله از سری ها  
ln؛  لگاریتم طبیعی  

                                                 
1 -Single-dilution assay 



 

n؛  تعداد لوله ها در سری ها  
negnست  تعداد لوله ها با واکنش منفی ا.  

 کـه   هنگـامی . برای حد بالائی به کار برده مـی شـود           )-(  برای حد بایینی و علامت منفی      ( + )مثبت  علامت  
، تخمـین    افزایش نسبت لوله های مثبـت        ولی با   آید ، تخمین خوبی بدست نمی    بیشتر لوله ها منفی هستند      

  .آید می بهتری بدست
  
   منظم1 ارزیابی چند رقتی10-6-3

طعیت اسـتاندارد لگـاریتمی یـک        ویا رایانه در دسترس نمی باشد  ، عدم ق           MPNول های   در مواردی که جد   
  . بدست آورید8 منظم را با استفاده از فرمول چند رقتی MPN روش

  
  

( )
n
fMPNs

x

lglg /580=                                                        ) 8(  

 
  :که در آن 

xs؛ خطای استاندارد  
lg 10(  لگاریتم دهدهی معمولlog  (؛  
f ؛  ضریب رقت بین رقت های متوالی  
nتعداد لوله ها در رقت است  .  

)   در آنتـی لگـاریتم      MPNو تقسیم    را می توانید با ضرب       95%حدود اطمینان    )MPNxs lg×2   تخمـین 
  . می شوداطمینان این روش باعث بیشتر شدن حد بالائی.بزنید

  
  
 

                                                 
1 -Multiple-dilution assay 



 

  

  وست الفپی

  )اطلاعاتی(

   انتخاب روش شمارشمعیار های

  
   مقدمه1-الف

بوسیله هـر یـک از چهـار روش اصـلی شـرح داده       بیشتر میکروارگانیسم های قابل کشت در آب را می توانید           
   .شمارش کنید دارداستاناین 10 و 9  هایشده در بند

   :عوامل موثر در انتخاب روش به شرح زیر طبقه بندی می شود
  

   عوامل مربوط به کیفیت نتایج-الف
   عوامل مربوط به ماهیت نمونه-ب
   آزمونه عوامل مربوط به هزین-پ
  

  .وق از نظر کلی مورد بررسی قرار می گیردیوست عوامل فپدر این 
   ISO TR 13843 بـه اسـتاندارد    مربوط به عوامل موثر در انتخاب روشگاهی از جزئیات بیشتر آبرای کسب  

  .شودمراجعه 
  

   عوامل مربوط به کیفیت نتایج2-الف
   کلیات1-2-الف

)  و دقت  2صحتشامل  (  درستی . 1یکیفیت نتایج بدست آمده از هر آزمون به صورت عدم قطعیت اندازه گیر            
  . تعیین می شودو حد تشخیص

و     7442-1 ملـی ایـران شـمارۀ         هـای  برای کسب آگاهی بیشتراز عوامل مربوط به کیفیت نتایج به اسـتاندارد           
  .مراجعه شود 2-7442
  

   عدم قطعیت اندازه گیری2-2-الف

                                                 
1 -Uncertainty in measurement 
2 -Trueness 



 

 2ذیری و تجدیـد پ ـ    1هـا سیاری شـامل خطا   عدم قطعیت های ناشی از عوامل ب      . هیچ اندازه گیری کامل نیست    
 ±xعدم قطعیـت بـه صـورت    تعیین به طور ایده آلی گزارش هر اندازه گیری باید همراه با .  وجود دارد  ناقص

  .شود به طور دقیق انجام  تصمیم گیری ،بر اساس اندازه گیری نیز باشد تا
لیـت یـا    پر یک   دیج حاصل از تکرار شمارش کلنی ها یا ذرات           انحراف معیار نسبی نتا     ،  عدم قطعیت شمارش  

  .  است3صافی تحت شرایط همانند سازی
  

  :مثال 
  .در یک آزمایشگاه یا آزمایشگاه های مختلف باشدر ى دیگد یا فرفردهمان   شاملشرایط همانند سازی ممکن است

  

   درستی3-2-الف
   کار اصول1-3-2-الف

 ارتبـاط  درسـتی . پذیرفتـه شـده اسـت   و مقـدار مرجـع    بین نتایج آزمـون  فقدرستی اندازه گیری نزدیکی توا  
عدم .  اندازه گیری شده و مقدار واقعی       مقدار برای مثال تفاوت بین    .معکوسی با عدم قطعیت اندازه گیری دارد      

و  ) 4اریبـی یـا تـورش     ماننـد   ( قطعیت همه جانبه یک اندازه گیری منفـرد از طریـق دو جـزء سیـستماتیک                 
  :به صورت زیر بیان می شود) مانند بی دقتی  ( تصادفی

  
  بی دقتی+  اریبی=  عدم قطعیت 

  
ه درایـن طبقـه   در میکروبیولوژی معمولاٌ مواردی برای عدم قطعیت وجود دارد ک.این ساده سازی شرایط است 

 ،  صحت  مقابل در . نیست الگوبرداری  غیر قابل انتظار که از نظر ریاضی قابل        نوسانمانند  بندی قرار نمی گیرد     
 صـحت .  بستگی دارد   نیز این ویژگی روش استفاده شده برای آزمون است و به ماهیت نمونه           .  قرار دارد   اریبی

 و  قرار می گیـرد   اینها در خطای تصادفی اندازه گیری       .  نیست  مربوط به خطا در کاربرد روش در هر آزمایشگاه       
 دقـت قـرار      ، ر مقابل خطای تـصادفی    د.ایجاد می شود  زمایشگاه ها یا یک آزمایشگاه      بوسیله تفاوت های بین آ    

  :بیان می شود   و دقت به صورت زیررتباط بین درستیگیرد ا می
  
  

  دقت + صحت= درستی 
  
  

                                                 
1 -Errors 
2 -Reproducibility 
3 -Stipulated 
4 -Bias 



 

  
  صحت 2-3-2-الف
   کلیات 1-2-3-2-الف

  عبارت است از نزدیکی توافق بین میانگین مقدار بدست آمده از سـری بـزرگ نتـایج آزمـون و مقـدار                      صحت
بـل  تفـاوت بـین نتـایج آزمـون قا        ، اریبـی .بیان می شود    از نظر اریبی   صحت معمولاٌ مقدار   . است شدهپذیرفته  

  . استانتظار و مقدار مرجع پذیرفته شده
بـه عنـوان     و فقـط      شناخته شده نیـست     مشخصه  مقدار واقعی یک   به طور کلی در آزمون های میکروبیولوژی      

 یـک روش مطلـق تعیـین نمـی     با اسـتفاده از یستماتیک بنابراین خطای س. شودمی ده رهدف فرضی به کار ب   
 با بررسی همان نمونه به صـورت مکـرر و بـا اسـتفاده از روش هـای                    ،خطای سیستماتیک  از نظر تئوری  . شود

 نمونـه    یعنی دارای ماهیت مخرب هستند   به دلیل اینکه روش های میکروبیولوژی       .مختلف قابل دستیابی است   
فی  کاملاٌ مخلوط شده که در آن باکتری ها به طـور تـصاد  این باید از نمونۀنابر ب،در طی آزمون از بین می رود 

  . استفاده شود چندین آزمایشگاهازتوزیع شده است و یا 
   .می یا کیفی باشد و به طور همزمان اتفاق بیافتدخطاها ممکن است ک

   
  :1مثال

ولـی نتـایج     ده متعلق به گروه مورد جـستجو باشـند         اتفاق می افتد که میکروارگانیسم های شمارش ش         خطاهای کمی هنگامی  
   .شمارش نهائی کمتر از مقدار واقعی تخمین زده شود

  
   :2مثال

به گونه  نیستند شمارش شوند     متعلق به گروه مورد جستجو       یی که اتفاق می افتد که میکروارگانیسم ها     خطاهای کیفی هنگامی    
  .  باشد بزرگ تر از مقدار واقعی شمارشای که نتیجه نهائی

  

   خطا های کمی 2-2-3-2-الف
 میکروارگانیـسم هـا ممکـن اسـت     ،در حـضور ذرات معلـق  . برخی از خطا ها مستقل از روش شمارش هستند  

این باعث می شود که فرض تشکیل       . جذب شوند و با وجود مخلوط کردن کامل نمونه قابل جداسازی نباشند           
 ـ     یک کلنی یا کـدورت در محـیط کـشت مـا            مـده از یـک      بدسـت آ   ا حجـم کمـی از نمونـۀ       یع تلقـیح شـده ب

  .باشدنمعتبر ، میکروارگانیسم منفرد 
 یک محیط انتخابی ممکن اسـت اثـر ممانعـت کننـدگی زیـادی داشـته باشـد و در نتیجـه بـا رشـد                           کردعمل

  .میکروارگانیسم های همراه و میکروارگانیسم هائی که باید شمارش شوند تداخل ایجاد کند
 شیمیائی مانند مواد سمی یا غلظت های زیاد         - اجزای فیزیکی .  آب است  ماهیت نمونۀ سایر خطاها مربوط به     

 زیـاد   ن اثر به ویژه در صورت     ای. با تاثیر بر محیط های کشت ،از رشد میکروارگانیسم ها ممانعت می کند             نمک
  . دارای اهمیت است، استفاده شده  در مقایسه با حجم محیط کشت استفاده شده زمونۀ حجم آبودن

  



 

  :مثال 
،  که در آن محیط کشت با غلظت مضاعف یا چند برابر یا محیط کشت حل شده در نمونه اسـتفاده مـی شـود                        MPNدر روش   

 از نمونه جدا می کند ممکن است بـه  افی غشائی که میکروارگانیسم ها را ص  .ممکن است مقدار مواد ممانعت کننده بیشترباشد      
  .افی باقی نمی ماند این مشکل را نداشته باشددلیل این که مواد ممانعت کننده روی ص

  
بـا رشـد میکروارگانیـسم       از طریق رقابت بیولوژیکی      ممکن است  همراه   فلور میکروبی اجزای بیولوژیکی مانند    

در سـایر    .ه در محیط های کشت مـایع اتفـاق مـی افتـد            این اثر به ویژ   . تداخل داشته باشد   های مورد جستجو  
  این رقابـت بیولـوژیکی بـه علـت         ،دنمی کن ایجاد  انیسم ها کلنی های جداگانه      روش های آزمون که میکروارگ    

  . محدود می شود کلنی ها روی پلیت،عدم گسترش و یا رشد زیاد
  

   خطاهای کیفی3-2-3-2-الف
 مشخـصات   و تعریـف میکروارگانیـسم مـورد جـستجو        اتفـاق مـی افتـد کـه بـین            خطا های کیفـی هنگـامی     

 هر یـک از اعـضای      است مانند    دقیقوقتی که تعریف     .فاوت وجود داشته باشد    ت میکروارگانیسم های جداشده  
آزمـون  انجام تمام    منفرد استثناست و غالباٌ      برای یک مشاهدۀ  ، داشتن نتایج نهائی درست      یک جنس یا گونه     

  .بعدی برای شناسائی عملی نیستهای 
 اطلاعات تشخیـصی    اید تا حد امکان   ارای اهمیت است و ب    بنابراین روش تلقیح و محیط کشت استفاده شده د        

  .زیادی را داشته باشد
  

   دقت3-3-2-الف
،  دقـت  .  اسـت مده تحت شـرایط همانندسـازی شـده     نزدیکی توافق بین نتایج آزمون مستقل بدست آ         ، دقت

دقـت   . انحراف معیار از نتایج آزمون محاسبه مـی شـود          معمولاً به صورت عدم دقت بیان می شود و به صورت          
  .ا انحراف معیار بزرگتر نشان داده می شود ب ،کمتر

  . و تجدید پذیری است1تکرار پذیری، دو معیار دقت 
نتایج آزمون مستقل با همان روش ، روی یک نمونه در همان آزمایشگاه             نزدیکی توافق بین     ): r(تکرارپذیری  

  .در فاصلۀ زمانی کوتاه است، بوسیلۀ افراد و تجهیزات یکسان 
 در آزمایـشگاه   بـا یـک روش   نزدیکی توافق بین نتایج آزمون بدست آمده از یک نمونـه           ) : R( تجدید پذیری   

  .های مختلف بوسیلۀ افراد و تجهیزات مختلف است
و توزیـع تـصادفی میکروارگانیـسم هـا         . زمون واقعاً یکسان وجود نـدارد     میکروبیولوژی ، امکان تهیۀ مواد آ      در  

مـواد  در   پراکنـدگی زیـاد   . پذیری بحرانی اسـت   کرار پذیری و تجدید      برای تعیین ت   حد مورد نظر  دستیابی به   
  .را بیشتر می کندزمون  متغیر بودن نتایج آآزمون،

                                                 
1 -Repeatability 



 

فقط عواملی که به توزیع تصادفی میکروارگانیسم       در این استاندارد    عوامل متعدد روی دقت اثر می گذارد ولی         
  .می شود بررسی ، می شود مربوطها در نمونه

کـاربرد  این مشکل را می توان با .باعث عدم دقت در نتایج می شود     میکروارگانیسم ها در نمونه      توزیع تصادفی 
  . تلقیح مناسب کاهش دادروش

زمایه افـزایش مـی      در هر سری حجم آ      با افزایش تعداد لوله های تلقیح شدۀ چندتائی         ،  دقت MPNدر روش   
  .یابد

  .ارد دقت نسبی به الگوی نتایج مثبت بدست آمده بستگی د
در روش شمارش کلنی ، دقت به تعداد کل کلنی ها بستگی دارد و درنتیجه با افزایش تعداد پلیت ها و صافی               

 کلنـی  150 دقت همچنین با افزایش تعداد کلنی ها تا حداکثر حدود    . افزایش می یابد    ، های کشت داده شده   
 صـافی    روش  در هـر پلیـت بـرای       )تیپیـک   (  کلنی   100شمارش و حدود    روش   پلیت برای     هر در) تیپیک  ( 

  .غشائی افزایش می یابد
  
  حد تشخیص4-2-فال

   اصول 1-4-2-الف
 ،ی دارد، در میکروبیولوژی حد تشخیص      به مقدار واقعی بستگ    ف آزمون های شیمیائی که حد تشخیص      بر خلا 

  .به روش آزمون بستگی دارد
و هم  می تواند شناسائی شود،     م   که در آن یک میکروارگانیس      به صورت حجمی   هم در یک روش     حد تشخیص 

)  ml  100 یـا mlً1معمـولا ( نمونـه  میکروارگانیسم ها درحجم معـین  تشخیص   کمترین تعداد قابل     به صورت 
  . شود میدر نظر گرفته
 5%نتـایج منفـی برابـر        p0 که در آن احتمال   ) در حجم مورد آزمون     (  x تعداد ذرات    به صورت  حد تشخیص 

  . تعیین می شوداست
  

   در روش شمارش کلنی  حد تشخیص2-4-2-الف
  . و درنتیجه به حجم نمونۀ تلقیح شده بستگی داردآزمونهیک کلنی در  رشد به حد تشخیص

 ـ          زمـون کـه    ه کـه در همـان شـرایط آ        اگرچه محدودیت ایجاد شده بوسیلۀ میکروارگانیسم های همراه در نمون
برای مثال تشکیل حـداکثر حـدود        .وجود دارد  نیز    هستند قادر به رشد   ،میکروارگانیسم ها شمارش می شوند    

 100 در صورتی که تعداد میکروارگانیسم های همـراه بـیش از   .ی روی صافی می تواند پذیرفته شود    کلن 100
در چنـین مـواردی و در        .برابر بیشتر از تعداد کلنی های قابل جستجو باشد، حد تشخیص کـاهش مـی یابـد                

  . ارجحیت دارد MPN کاربرد روش  ،اسبموارد عدم وجود محیط کشت انتخابی من
   : می باشد، حد تشخیص به صورت زیر در عمل

  



 

بدون مـشکل وجـود دارد      ،    در روش صافی غشائی ، امکان صاف کردن حجم های زیاد نمونۀ آب تمیز               -الف
  .یک میکروارگانیسم در حجم صاف شده تعیین می شود، بنابراین حد تشخیص 

یـک  بنـابراین حـد تـشخیص    . نمونـه وجـود دارد  ml 5امکـان تلقـیح حـداکثر    در روش کشت آمیخته ،        -ب
د استفاده بیشتر مـی شـود،        مور آزمونه د تشخیص با افزایش تعداد     ح . تعیین می شود   ml 5درمیکروارگانیسم  

ین مـی    تعی ـ ml 25پلیت عملی نیست و حد تشخیص یـک میکروارگانیـسم در           5ولی در عمل تلقیح بیش از       
  .شود
برای هر پلیـت اسـت و   . /ml2 کشت سطحی ، حداکثر حجم نمونه که معمولاً استفاده می شود    در روش     -پ

 در . یک میکروارگانیسم در هر میلی لیتر اسـت  ، پلیت تلقیح می شود ، بنابراین حد تشخیص  5چون حداکثر   
ر پلیـت    میلی لیتر برای ه    ml 5/0 مونهخشک ، می توان از حجم های آز       مورد محیط های کشت دارای سطح       

 تعیـین   ml 5/2 در  یک میکروارگانیسم   برای  حد تشخیص   پلیت ،  5 در صورت تلقیح به         بنابراین .استفاده کرد 
  .می شود

  
  MPNحد تشخیص در روش 3-4-2-الف

ده باعث افزایش حد    حجم کل آزمون ش   افزایش  .زمون شده بستگی دارد   حد تشخیص در واقع به حجم نمونۀ آ       
با افزایش تعداد لوله ها در هر رقت یا افزایش حجم آزمایه برای هـر لولـه     MPN در روش   .تشخیص می شود  

  .یا با تغلیظ نمونه بوسیلۀ صافی غشائی ، می توان حد تشخیص را افزایش داد
  

   الزامات مربوط به ماهیت نمونه3-الف
    ماهیت میکروارگانیسم ها1-3-الف

 ی دیگر در همان محـیط کـشت        م ها سمیکروارگانیعلاوه بر ماهیت میکروارگانیسم های مورد جستجو ، رشد          
  .نیز انتخاب روش را تحت تاثیر قرار می دهد

 روش کـشت سـطحی یـا صـافی غـشائی آزمـون        اسـتفاده از  هوازی مطلق بـا   میکروارگانیسم های برای مثال   
ده از   شرایط بی هوازی را ترجیح دهنـد و یـا تحمـل کننـد ، اسـتفا                 یی که میکروارگانیسم ها  برای    .شوند می

ممکن اسـت بـرای حـذف        اگر شرایط بی هوازی بیشتری مورد نیاز باشد،        .روش کشت آمیخته ارجحیت دارد    
  .از روش کشت عمقی در لوله استفاده شود و در نتیجه حذف میکروارگانیسم های هوازی مطلق ،اکسیژن 

یاچـه هـا و سـایر آب هـای          م های موجـود در در     سمانند بسیاری از میکروارگانی   (  برخی از میکروارگانیسم ها   
 )1 ±45 ( Cº  در دمـای   قادر به تحمل شوک حرارتی ایجاد شده بوسیلۀ محـیط کـشت ذوب شـده              )  سطحی
اگرچــه ، بــرای جداســازی  .و نبایــد بــرای شــمارش آن هــا از روش کــشت آمیختــه اســتفاده کــرد نیــستند

مـی کننـد و مقاومـت حرارتـی         زنـدگی     در چنـین آب هـائی      سم هائی که در درجۀ حرارت بالاتر      میکروارگانی
  .استفاده از روش کشت آمیخته دارای مزایای بیشتری است،بیشتری دارند 

  



 

   ترکیبات آب2-3-الف
 باعـث    اخـتلال در عمـل صـاف کـردن         صافی ها و   با مسدود کردن     ،مواد معلق به ویژه در روش صافی غشائی       

ی توانـد   رد شک قرار نمی گیرد و م ـ       مو  صافی ها     نسبی  گاهی انسداد  . می شود  محدود کردن حساسیت روش   
این انسداد ممکن است گاهی بوسیلۀ     .  از تشکیل کلنی روی صافی پیشگیری کند       ،با کاهش تبادل مواد مغذی    

 تکثیر مـی یابنـد ، ایجـاد    ا حتی باکتری هائی که در روزنه های صافی      ی 1موجودات زنده مانند میکروپلانکتون   
  .شود

  .بزرگ ممکن است با کلنی اشتباه گرفته شوندذرات ، گاهی در روش کشت آمیخته 
  MPNروش  آب های خیلی کدر ، کاربرد روش کشت سطحی حساسیت کافی را نـدارد و ممکـن اسـت                    برای  

   .تنها روش قابل استفاده باشد 
 در رشـد     ،  یـا بـه دلیـل سـمیت         انتخـابی  مواد محلول ممکن اسـت بـا تغییـر ترکیـب محـیط هـای کـشت                

محـیط  حجـم   این تداخل به ویژه در مواردی که حجم نمونه نسبت بـه              .لال ایجاد کند  میکروارگانیسم ها اخت  
  ). مراجعه کنید 2-3-10به بند  ( کشت زیاد است ایجاد می شود

واکـنش بـا ترکیبـات محـیط کـشت ،واکـنش هـای خـاص              بـه دلیـل      گاهی برخی از مواد موجود در نمونه ،       
قند های قابل تخمیر     از طریق تشکیل     رشد میکروارگانیسم ها   بدون تداخل با     میکروارگانیسم مورد جستجو را   
در ایـن   .  دهنـد  مـی  تحت تـاثیر قرار     ها ،   ناشی از تخمیر این قند     pH تغییر   وکه در محیط اصلی وجود ندارد       

  . ارجحیت دارد به سایر روش هاروش صافی غشائیکاربرد موارد 
  

   الزامات مالی4-الف
اگرچـه  . اسـت و گـاهی بـه شـرایط منطقـه ای بـستگی دارد         مشکل   اً هزینۀ روش های مختلف نسبت     مقایسۀ

    .آگاهی از عوامل موثر بر هزینه ها ، انتخاب روش را تسهیل می کند
  
  

                                                 
1 - Micro-plankton 



 

  پیوست ب

  )اطلاعاتی(

  MPNجدول های 
   لوله ای10 برای سری 95%  با سطح اطمینان در آزمونه MPN  مقدار1-جدول ب

  ه ای لول10سری 

  95%حدود 

  
  

  تعداد لوله های مثبت
MPN  عدم قطعیت استاندارد لگاریتمMPN 

  حد بالائی  حد پایینی
1  11 /٠  435/0  02/0  75./0  
2  22/0  308/0  06/0  89/0  
3  36/0  252/0  11/0  11/1  
4  51/0  220/0  19/0  38/0  
5  69/0  198/0  28/0  69/1  
6  92/0  184/0  40/0  10/2  
7  20/1  174/0  55/0  64/2  
8  61/1  171/0  75/0  48/3  
9  30/2  179/0  03/1  16/5  

  
   لوله ای15 برای سری 95%  با سطح اطمینان در آزمونه MPN  مقدار 2-جدول ب

   لوله ای15سری

  95%حدود 

  تعداد لوله های مثبت
MPN  عدم قطعیت استاندارد لگاریتمMPN  

  حد بالائی  حد پایینی
1  07/0  434/0  01/0  49/0  
2  14/0  307/0  04/0  57/0  
3  22/0  251/0  07/0  69/0  
4  31/0  218/0  12/0  83/0  
5  41/0  196/0  17/0  98/0  
6  51/0  179/0  23/0  15/1  
7  63/0  167/0  30/0  33/1  
8  76/0  157/0  37/0  55/1  
9  92/0  150/0  47/0  80/1  
10  10/1  144/0  57/0  11/2  
11  32/1  141/0  70/0  49/2  
12  61/1  139/0  86/0  02/3  
13  01/2  142/0  06/1  82/3  
14  71/2  155/0  35/1  45/5  

  



 

  
   لوله ای20 برای سری 95%  با سطح اطمینان در آزمونه MPN  مقدار 3-جدول ب

  
   لوله ای20سری 

  95%حدود 
  تعداد لوله های مثبت

MPN  عدم قطعیت استاندارد لگاریتمMPN  
حد   حد پایینی

  بالائی
1  05/0  434/0  01/0  36/0  
2  11/0  307/0  03/0  42/0  
3  16/0  251/0  05/0  50/0  
4  22/0  218/0  08/0  60/0  
5  29/0  195/0  12/0  69/0  
6  36/0  178/0  16/0  80/0  
7  43/0  165/0  20/0  91/0  
8  51/0  155/0  25/0  03/1  
9  59/0  147/0  31/0  16/1  
10  69/0  140/0  37/.  30/1  
11  80/0  134/0  44/0  46/1  
12  92/0  130/0  51/0  65/1  
13  05/1  126/0  59/0  85/1  
14  20/1  123/0  69/0  10/2  
15  39/1  121/0  80/0  40/2  
16  61/1  121/0  93/0  77/2  
17  90/1  122/0  09/1  29/3  
18  30/2  127/0  30/1  08/4  
19  00/3  141/0  58/1  67/5  

  

  



 

  
  

  ای لوله 25 برای سری 95%  با سطح اطمینان در آزمونه MPN  مقدار 4-جدول ب
   لوله ای25سری

  95%حدود 
  
  

  تعداد لوله های مثبت
MPN  عدم قطعیت استاندارد لگاریتمMPN  

حد   حد پایینی
  بالائی

1  04/0  434/0  01/0  29/0  
2  08/0  307/0  02/0  33/0  
3  13/0  251/0  04/0  40/0  
4  17/0  217/0  07/0  47/0  
5  22/0  195/0  09/0  54/0  
6  27/0  178/0  12/0  61/0  
7  33/0  165/0  16/0  69/0  
8  39/0  154/0  19/0  77/0  
9  45/0  146/0  23/0  86/0  
10  51/0  139/0  27/0  96/0  
11  58/0  133/0  32/0  06/1  
12  65/0  128/0  37/0  16./1  
13  73/0  123/0  42/0  28/1  
14  82/0  119/0  48/0  41/1  
15  92/0  116/0  54/0  55/1  
16  02/1  113/0  61/0  70/1  
17  14/1  111/0  69/0  88/1  
18  27/1  109/0  78/0  09/2  
19  43/1  108/0  88/0  33/2  
20  61/1  108/0  99/0  62/2  
21  83/1  109/0  12/1  99/2  
22  12/2  111/0  29/1  50/3  
23  53/2  117/0  49/1  28/4  
24  ٣/ ٢٢  123/0  77/0  85/5  

  
  
  
  
  
  



 

  
   لوله ای9ای سری   بر95% نمونه با سطح اطمینان ml 100  در MPN مقدار 5-جدول ب

  )ml  1/0 لولۀ 3 و ml  1 لولۀ ml 10 ، 3 لولۀ 3(
  95%حد اطمینان   تعداد لوله های دارای واکنش مثبت

  ٠/ml 1لولۀ ml 1  3لولۀ ml 10  3لولۀ 3

MPN  
  حد بالائی  حد پائینی  ) ml 100در(

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  39  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  

  
  
  

  



 

   95%نه با سطح اطمینان نموml  100  در MPN مقدار 6-جدول ب
   )ml  1/0 لولۀ 5 و ml  1 لولۀ ml 10 ، 5 لولۀ 5( 

  
  95%ن حد اطمینا  تعداد لوله های دارای واکنش مثبت

  ./ml 1لولۀ ml 1  5لولۀ ml 10  5لولۀ 5
MPN 

  حد بالائی  حد پائینی  ) ml 100در(
0  0  0  2‹  1‹  7  
0  1  0  2  1‹  7  
0  2  0  4  1‹  11  
1  0  0  2  1‹  7  
1  0  1  4  1‹  11  

  
1  1  0  4  1‹  11  
1  1  1  6  1‹  15  
2  0  0  5  1‹  13  
2  0  1  7  1  17  
2  1  0  7  1  17  

  
2  1  1  9  2  21  
2  2  0  9  2  21  
2  3  0  12  3  28  
3  0  0  8  1  19  
3  0  1  11  2  25  

    
3  1  0  11  2  25  
3  1  1  14  4  34  
3  2  0  14  4  34  
3  2  1  17  5  46  
3  3  0  17  5  46  

  
4  0  0  13  3  31  
4  0  1  17  5  46  
4  1  0  17  5  46  
4  1  1  21  7  63  
4  1  2  26  9  78  

  



 

  
  6-ادامه جدول ب

  95%طمینان حد ا  تعداد لوله های دارای واکنش مثبت
  ./ml 1لولۀ ml 1  5لولۀ ml 10  5لولۀ 5

MPN 
  حد بالائی  حد پائینی  ) ml 100در(

4  2  0  22  7  67  
4  2  1  26  9  78  
4  3  0  27  9  80  
4  3  1  33  11  93  
4  4  0  34  12  93  

  
5  0  0  23  7  70  
5  0  1  31  11  89  
5  0  2  43  15  110  
5  1  0  33  11  93  
5  1  1  46  16  120  

    
5  1  2  63  21  150  
5  2  0  49  17  130  
5  2  1  70  23  170  
5  2  2  94  28  220  
5  3  0  79  25  190  

  
5  3  1  110  31  250  
5  3  2  140  37  340  
5  3  3  180  44  500  
5  4  0  130  35  300  
5  4  1  170  43  490  

  
5  4  2  220  57  700  
5  4  3  280  90  850  
5  4  4  350  120  1000  
5  5  0  240  68  750  
5  5  1  350  120  1000  

  
5  5  2  540  180  1400  
5  5  3  920  300  3200  
5  5  4  1600  640  5800  
  ــ  ــ  <1800  5  5  5



 

  
   95%نه با سطح اطمینان  نموml 100  در MPN مقدار 7جدول ب ـ

  )ml  10 لولۀ 5  و ml 50 لولۀ 1(
  

  95%               حد اطمینان  MPN  تعداد لوله های دارای واکنش مثبت
   حد بالائی  حد پائینی  ) ml 100در(  ml 10لولۀ  ml 50   5لولۀ  1  

0  0  1‹      
0  1  1  1‹  4  
0  2  2  1‹  6  
0  3  4  1‹  11  
0  4  5  1  13  

  
0  5  7  2  17  
1  0  2  1‹  6  
1  1  3  1‹  9  
1  2  6  1  15  
1  3  9  2  21  

  
1  4  16  4  40  
1  5  18›      

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



 

  
  95% نمونه با سطح اطمینان ml 100در  MPN مقدار 8-جدول ب

  ) ml  1 لولۀ 1 و ml  10 لولۀ ml 100 ، 1 لولۀ 5(
  

  95%حد اطمینان   تعداد لوله های دارای واکنش مثبت
  ml 1لولۀ  ml0 1  1لولۀ  ml 100   1لولۀ 5

MPN 
  حد بالائی  حد پائینی  ) ml 100در(

a 1     1‹  1‹  1  
0  1  0  1‹  1‹  1  
1  0  0  1‹  1‹  1  
1  1  0  1‹  1‹  2  

a 2     1‹  1‹  2  
  

2  0  0  1‹  1‹  2  
2  1  0  1‹  1‹  2  
a3      1‹  1‹  3  

3  0  0  1‹  1‹  3  
3  0  1  1  1‹  3  

  
3  1  0  1  1‹  4  
a4      2  1‹  5  

4  0  0  2  1‹  5  
4  0  1  2  1‹  6  
4  1  0  2  1‹  6  

    
5  0  0  4  2  36  
5  0  1  10  3  54  
5  1  0  20  10  380  

  
a -   رد دارد لوله استفاده شود ، کارب5این نتایج فقط در مواردی  که یک سطح در.  
  
  
  
  
  



 

  
  95% نمونه با سطح اطمینان ml 100در MPN مقدار    9-جدول ب

  )ml 1 لولۀ 5 و ml  10 لولۀ ml 50 ، 5  لولۀ 1 (
  95%حد اطمینان   تعداد لوله های دارای واکنش مثبت

  ml 1لولۀ  ml 10  5لولۀ  ml 50     5لولۀ  1  
MPN 

  حد بالائی  حد پائینی  ) ml 100در(
0  0  0  1‹      
0  0  1  1  1‹  4  
0  0  2  2  1‹  6  
0  1  0  1  1‹  4  
0  1  1  2  1‹  6  

  
0  1  2  3  1‹  8  
0  2  0  2  1‹  6  
0  2  1  3  1‹  8  
0  2  2  4  1‹  11  
0  3  0  3  1‹  8  

  
0  3  1  5  1‹  13  
0  4  0  5  1‹  13  
1  0  0  1  1‹  4  
1  0  1  3  1‹  8  
1  0  2  4  1‹  11  

    
1  0  3  6  1‹  15  
1  1  0  3  1‹  8  
1  1  1  5  1‹  13  
1  1  2  7  1  17  
1  1  3  9  2  21  

  
1  2  0  5  1‹  13  
1  2  1  7  1  17  
1  2  2  10  3  23  
1  2  3  12  3  28  
1  3  0  8  2  19  

  



 

  
  9 ب ـ  ادامه جدول

  
  95%حد اطمینان   تعداد لوله های دارای واکنش مثبت

  ml 1لولۀ ml 10  5لولۀ ml 50  5لولۀ 1
MPN 

  حد بالائی  حد پائینی  ) ml 100در(
1  3  1  11  3  26  
1  3  2  14  4  34  
1  3  3  18  5  53  
1  3  4  21  6  66  
1  4  0  13  4  31  

  
1  4  1  17  5  47  
1  4  2  22  7  69  
1  4  3  28  9  85  
1  4  4  35  12  101  
1  4  5  43  15  117  

  
1  5  0  24  8  75  
1  5  1  35  12  101  
1  5  2  54  18  138  
1  5  3  92  27  217  
1  5  4  161  3  450  

  
  ـــ  ـــ  ‹180  5  5  1
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