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 هدف
بخش از کتاب استاندارد متد، همسان سازی و تصحیح روش تخمیر چند لولهه ای در   هدف از ارائه ترجمه این

انجام آزمایشهای باکتری شناسی آب و فاضلاب و به منظور تفسیر صحیح و تحلیل منطقی از عملکرد اینگونه 
 آزمایشگاهها می باشد.

 

 دامنه کاربرد

ناسی کلیه شرکتهای آب و فاضلاب شهری و دامنه کاربرد این دستور عمل، شامل آزمایشگاههای میکروب ش
 روستایی و همچنین سایر آزمایشگاههای مرتبط با آب و فاضلاب می باشد.

 

 1فرمهای گروه کلیای برای باکتریروش تخمیر چند لوله

 پیش گفتار
تامین آب سالم و آگاهی از کیفیت بهداشتی آب مورد استفاده توسط مصرف کنندگان بر هیچ کس  ضرورت
یده نیست. لذا انتخاب روش مناسب برای انجام آزمایشات میکروبی و آگاهی از سلامت فرآیندهای تصفیه پوش

آب از جمله وظایف اصلی کارکنان در واحد کنترل کیفیت آب شرکتهای آب و فاضلاب می باشد. از سوی 
م دسترسی به نتایج دیگر تعدد روشهای آزمایشگاهی و همچنین اعمال سلیقه در انجام آزمایشات، موجب عد

صحیح و اختلاف بین نتایج حاصل از آزمایشات باکتریولوژی مراکز بهداشت و شرکت های آب و فاضلاب 
شده است. لذا مجموعه پیش رو که به همت اعضاء شورای سیاستگذاری نظارت بر کیفیت آب شرکتهای آب 

که مقبولیت بین المللی داشته و در  و فاضلاب تهیه شده است در نظر دارد تا با پیروی از یک روش واحد
کتاب استاندارد متد ذکر شده است، این نقیصه را جبران نماید. به همین دلیل ارائه پیشنهادات و انتقادهای 
همکاران و صاحب نظران مرتبط با کنترل کیفیت آب و فاضلاب، می تواند در ارتقاء کیفی و کارآمدتر 

 مجموعه حاضر  موثر واقع شود.

 مقدمه
هستند. در  2هاهای متعلق به خانواده آنتروباکتریاسههای متعددی از باکتریگروه کلیفرم شامل جنس

مقایسه با اصول باکتریولوژی سیستماتیک، تعریف قدیمی ارائه شده از این گروه، مبتنی بر روش استفاده شده 
وش تخمیهر، ایهن گهروه تحهت عنهوان      باشد. بنابراین در رابطه بها ر می 8ها)تخمیر لاکتوز(برای شناسایی آن

درجهه   85ای شهکل، کهه در دمهای    هوازی اختیاری، گرم منفی، بدون اسپور و میلههای هوازی و بیباکتری
 شوند.کنند، تعریف میساعت تخمیر و تولید گاز و اسید می 43سانتیگراد، لاکتوز را ظرف مدت 

یها روش   4(MTای)روش تخمیر چنهد لولهه   آزمایش استاندارد برای شناسایی گروه کلیفرم بر اساس
و یا بهه   6(MFدر سه مرحله احتمالی، تاییدی و تکمیلی، و نیز با تکنیک صافی غشایی ) 5(PAحضور و غیاب)

های خاص خود را دارد و با شود. هر روش محدودیتها انجام میوسیله روش سوبسترای آنزیمی برای کلیفرم

                                                                 
1 - Coliform 

2 -Enterobacteriaceae 

3 - Lactose Fermentation 

4 - Multiple Tube 

5 - Present Absent 

6 - Membrane Filter 
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د است. به منظور کسب نتایج معتبر، نیاز به اجرای جدی و دقیق شیوه های توجه به اهداف آزمایش قابل کاربر
 کنترل کیفیت کار است. 

شهوند، نتهایج   های مختلف از نمونه، در آزمایش تخمیر اسهتفاده مهی  زمانی که چندین لوله با غلظت
دد بر اسهاس  شود. این عهای موجود بیان میارگانیسم 9(PNMترین تعداد ممکن)آزمایش به صورت محتمل

ها نماید. تراکم کلیفرمها در نمونه مورد بررسی ارائه میهای احتمالات، تخمینی از تراکم متوسط کلیفرمفرمول
همراه با دیگر اطلاعات به دست آمده از مطالعات بهداشتی یا مهندسی، امکهان بهتهرین ارزیهابی از بهازدهی     

 سازد.اهم میفرآیند تصفیه آب و کیفیت بهداشتی منابع آب را فر
های به کار گرفته شهده دارد. رضهایتبخش تهرین اطلاعهات،     دقت هر آزمایش بستگی به تعداد لوله
ها، تشکیل گاز های ساخته شده از نمونه، در تعدادی یا همه لولهزمانی به دست خواهد آمد که بیشترین غلظت

را نشهان ندههد. تهراکم    ا هه ثریهت لولهه  های نمونه، تشکیل گاز در همه یها اک را نشان بدهد و کمترین غلظت
های مثبت در های مشخص یا با استفاده از جداولی مبتنی بر تعداد لولهها، به کمک فرمولباکتریایی در نمونه

های برداشته شده از نمونه )یا ضرایب رقیق سازی برای چندین غلظت مختلف، قابل تعیین است. تعداد حجم
)توزیهع  2بر اساس فرضیه توزیع پوآسون MPNنظر برای نتایج کار دارد. جدول  ها( بستگی به دقت موردنمونه

تصادفی( تهیه شده است. با این حال اگر پیش از برداشتن حجم مورد نظر در هر مرحله، نمونه کاملا بهم زده 
کمتر از  MPNها به هم چسبیده و متراکم شده باشند، مقدار های باکتریو مخلوط نشده باشد یا اینکه سلول

 ها خواهد بود.تعداد واقعی باکتری
 

 تعیین کیفیت آب آشامیدني -1
زمانی که نمونه آب آشامیدنی برای سنجش کیفیت آن با استانداردهای آژانس حفاظت محیط زیست ایهالات  

 91لوله یکسان، ههر کهدام حهاوی     91گردد، از روش تخمیر درشود، پیشنهاد میآزمایش می 8(EPAمتحده)
لیتر نمونه اسهتفاده  میلی 911لیتر، و یا یک بطری حاوی میلی 21لوله یکسان، هر کدام حاوی  5یتر، یا لمیلی

هایی که ها یا بطریشوند، همه لولههای آب آشامیدنی به وسیله روش تخمیر آزمایش میکه نمونهشود. زمانی
شوند. کنش اسیدی(به مرحله تاییدی برده میشود)بدون یا با تولید گاز و یا واها مشاهده میرشد باکتری در آن

شوند، آزمایش تکمیلی انجام موارد در فصل، کلیفرم مثبت می %91های مرحله تاییدی که کمتر از برای نمونه
شود. برای انجام آزمایش تکمیلی، باید حداقل یک نمونه مثبت در فصل وجود داشته باشد. مشاهده نتایج نمی

 نشانه نتیجه مثبت آزمایش، در مرحله تکمیلی است. EC MUGآبگوشت یا  ECمثبت در آبگوشت 
گیری توتهال کلیفهرم، ارزیهابی میهزان     های آبرسانی عمومی، و اندازههای روزانه شبکههدف از انجام آزمایش

ههای مهدفوعی   کارآیی و بازدهی فرآیندهای تصفیه و سلامت شبکه توزیع و همچنین بررسی حضور آلهودگی 
خانه و یا منبهع  های موجود در سیستم توزیع، لزوما نتیجه اشکال در کار تصفیهای از کلیفرممدهاست. بخش ع

ها در خطوط اصلی باشهد. از آنجهایی کهه    تواند مربوط به رشد مجدد باکتریآب چاه نبوده، بلکه دلیل آن می
آلودگی جدیهد قهرار داد،    ها و آلودگی جدید مشکل است، لذا باید فرض را برتشخیص بین رشد مجدد کلیفرم
 مگر اینکه خلاف آن ثابت شود.

                                                                 
1 - Most Probable Number 

2 - Poisson distribution 

3 - US. Environmental Protection Agency 
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 تعیین کیفیت آب در مواردی غیر از آب آشامیدني -2
 91های اعشاری از نمونه آب )مضهاربی از  ها با رقتهای غیر آشامیدنی، یک گروه از لولهدر آزمایش آب

ای احتمهالی و تاییهدی در روش چنهد لولهه     لیتر( بر اساس تراکم احتمالی کلیفرم تهیه و طهی مراحهل  میلی91و زیر 

ههای آب غیهر   نمونهه  %91استفاده کنید. از مرحله تکمیلی نیز به عنهوان یهک معیهار کنتهرل کیفهی بهرای حهداقل        
آشامیدنی کلیفرم مثبت که بر مبنای آزمایشات فصلی نمونه برداری شده اند، استفاده کنید. بهه طهور کلهی ههدف از     

، برآورد شدت آلودگی باکتریایی، تعیین منبع آلودگی، اجرای استانداردهای کیفی آب و یها  آزمایش آب غیر آشامیدنی
توانهد برآوردههای معتبهری بهر اسهاس      ای، مهی باشد. روش تخمیر چند لولهها میردیابی نحوه بقای میکروارگانیسم

MPN هها،  مهایش شهوند تها نتهایج آن    ها به دست دهد. برای این کار تعداد کافی نمونه باید آزبرای تراکم کلیفرم
نماینده واقعی وضعیت منبع مورد بررسی باشد. به طور کلی میانگین هندسی یا عدد میانه از نتایج آزمایش تعهدادی  

 های برداشته شده، به حداقل رسیده است.  کند که در آن تاثیر تغییرات، در شرایط نمونهنمونه، رقمی را ارائه می

 گرهای دیآزمایش نمونه -3
های حاوی نمک یا آب شور، همچنهین نمونهه گهل و لای،    ای برای آزمایش نمونهروش تخمیر چند لوله

بایست به موارد اشاره شده جههت انتخهاب حجهم مناسهب و     رسوبات و لجن نیزکاربرد دارد. برای هرنوع نمونه، می
 ها در هر رقت توجه گردد.تعداد لوله

ها را تهوزین و سهپس رقیهق کننهده مناسهب      نیمه جامد، ابتدا باید آن های جامد یابرای آماده سازی نمونه
لیتهر  میلهی  451گرم نمونه را در مخلوط کن استریل ریختهه،   51بسازید. برای مثال، ابتدا  91-9اضافه نموده و رقت 

ا سهرعت  دقیقهه به   2تها   9به آن اضافه نموده و مخلهوط را بهه مهدت     1019دار % بافر فسفات استریل یا آب پپتون
ههای اعشهاری   ( به هم زنید. قبل از ته نشین شدن، از این مخلوط یکنواخت آبکی، به سرعت رقتrpm 3111کم)

  مناسب تهیه کنید.
 

 فرمهابرای تشخیص کلي MPNای به روش تخمیر چند لوله
  9مرحلة احتمالي -1

شود. در صهورتی کهه   استفاده می 2توزای، از آبگوشت لوریل تریپدر مرحلة احتمالی از آزمایش تخمیر چند لوله
بایست به مدت یک شب محیط کشت بعد از سترون شدن، در یخچال نگهداری شده باشد، قبل از استفاده می

ها رشد میکروبهی و یها گهاز مشهاهده     هایی که در آندرجه سانتیگراد( گرماگذاری شود. لوله21در دمای اتاق )
 شود غیر قابل استفاده هستند. می
 ها و محیط کشت:معرف -الف
 آبگوشت لوریل تریپتوز            

2101 g Tryptose 

501 g Lactose 

2075 g Dipotassium hydrogen phosphate, K2HPO4 

2075 g Dipotassium dihydrogen phosphate, KH2PO4 

501 g Sodium chloride, NaCl 

                                                                 
1 - presumptive Phase 

2 - Lauryl tryptose broth 
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109 g Sodium lauryl sulfate 

9 L Reagent-grade water 

 
مواد خشک را به آب مقطر اضافه کرده و به طور کامل مخلوط کنید. به کمک حرارت مواد را حل نمایید. بعهد  

ها اضافه باشد. قبل از سترون کردن، به اندازه کافی محیط کشت به لوله 603±102باید  PHاز سترون کردن، 
وریکه حداقل یک دوم تها دو سهوم لولهه دورههام     کرده و داخل هر لوله یک عدد لوله دورهام قرار دهید، به ط

توسط محیط کشت پوشانده شود. به منظور تشخیص تولید اسید در محیط کشت، بهه جهای اسهتفاده از لولهه     
ههای مرحلهه احتمهالی بهه عنهوان      گرم در لیتر در لوله 1019به میزان  9دورهام، از معرف ارغوانی بروم کرزول

ها را با درپوش فلزی و یا پلاستیکی مقاوم به توان استفاده نمود. لولهرمها میفشناساگر تولید اسید توسط کلی
 حرارت ببندید.  

میلهی لیتهر از    91و یا  21، 911های آبگوشت لوریل تریپتوز را با چنان غلظتی بسازید که اضافه کردن حجم
برای پیشگیری از این امر، نمونه به محیط کشت، موجب کاهش غلظت اجزای ترکیبی، از حد استاندارد نشود. 

 کمک گرفت:   9توان از جدول می
 آماده سازی آبگوشت لوریل تریپتوز -9جدول 

مقدار نمونه آب اضافه شده 
 (mlبه محیط کشت )

مقدار محیط کشت در لوله 
 (mlآزمایش )

حجم کل محیط کشت و 
 (mlنمونه آب )

مادة خشک آبگوشت لوریل 
 (g/lتریپتوز مورد نیاز )

9 

91 
91 
21 

911 
911 
911 

 یا بیشتر 91

91 
21 
91 

51 
85 
21 

 یا بیشتر 99

21 
81 
81 

951 
985 
921 

8506 

7902 
5804 
91603 

91603 
98709 
29806 

 
 انجام آزمایش: روش -ب
ههای  ها و حجمای قرار دهید. تعداد ردیفهای آزمایش را در جا لولههای پنج تایی یا ده تایی از لوله( ردیف9

پنج لوله حهاوی   های نمونه مورد آزمایش دارد. برای آب آشامیدنی،بستگی به کیفیت و ویژگی خابی،نمونه انت
میلی لیتر نمونه آمهاده کنیهد. بهرای     911میلی لیتر و یا یک بطری حاوی  91میلی لیتر یا ده لوله حاوی  21
ها یره( استفاده کنید. برای تهیه رقتمیلی لیتر و غ 109و  9، 91های غیر آشامیدنی از پنج لوله در هر رقت )آب

از کتاب استاندارد متهد مراجعهه کنیهد. از شهکل      1295B.2های نمونه رقیق شده، به بخش گیری حجمو اندازه
هها را  توان استفاده کرد. نمونهه و رقهت  ها میهمان کتاب نیز به عنوان راهنما جهت آماده سازی رقت 1295:9
حجم مشخصی از نمونهه را بهه ترتیهب بها      ها،د. در هر گروه پنج تایی از لولهبار به شدت تکان دهی 25حدود 

هها را بها   افزایش میزان رقت یا کاهش ضریب رقیق سازی ) از غلیظ به رقیق( اضافه کنید. مخلوط داخل لوله
 ها مخلوط نمایید.تکان دادن آرام لوله

                                                                 
1 - bromcresol purple 
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هر لولهه یها بطهری را بهه      ساعت 24±2بعد از  د.گرما گذاری کنی C105±85˚ها یا بطری را در دمای ( لوله2
ههای  اسیدی)سهایه  ها را از نظر رشد میکروبی، تولید گاز و واکنشآرامی و با حرکت چرخشی تکان داده و آن

ها را بهه  زرد رنگ( بررسی کنید. چنانچه در این مرحله تشکیل گاز و یا واکنش اسیدی مشاهده نگردید، نمونه
در صورتی که به جای  ها را بررسی کنید.ساعت، آن 43±8ماگذاری نموده و پس از ساعت دیگر گر 24مدت 

نشهانه پاسهم مثبهت بهه      لوله دورهام از شناساگر اسید استفاده شده باشد، رشد همراه با اسیدی شدن محیط،
 آزمایش احتمالی است.

 ج( تفسیر نتایج: 
نگر پاسم مثبت به آزمایش احتمالی است. ساعت، بیا 43±8 ایجاد واکنش اسیدی یا تولید گاز پس از

 های مثبت در واکنش احتمالی را به مرحلة تاییدی منتقل نمایید. لوله
ههای آب  ساعت، بیانگر نتیجهه منفهی اسهت. نمونهه     43±8 عدم واکنش اسیدی یا تولید گاز پس از 

د، بهه مرحلهة تاییهدی منتقهل     انآشامیدنی که رشد میکروبی را بدون واکنش اسیدی و یا تولید گاز نشان داده
شک باعه  از دسهت دادن اعضهایی از    ساعت، بی 43نمایید. محدود کردن زمان خواندن نتایج آزمایشات به 

 شود.ای دارند میفرمها که رشد خیلی آهستهگروه کلی

  9تاییدیمرحلة  -2
 محیط کشت: -الف

 شود.میاستفاده  2(BGBکتوز بایل )های تخمیری آبگوشت برلیانت گرین لادر مرحله تاییدی، از لوله
    برلیانت گرین لاکتوز بایل آبگوشت      

9101 g Peptone 

9101 g Lactose 

2101 g Oxgall 

101988 g Brilliant green 

9 L Reagent-grade water 

 
ل نمایید. بعهد  مواد خشک را به آب مقطر اضافه کرده و به طور کامل مخلوط کنید. به کمک حرارت مواد را ح

ها باشد. قبل از سترون کردن، به اندازه کافی محیط کشت به لوله 702±102محیط باید  PHاز سترون کردن، 

اضافه کرده و داخل هر لوله یک عدد لوله دورهام قرار دهید، به طوریکه حداقل یهک دوم تها دو سهوم لولهه     
 ش فلزی و یا پلاستیکی مقاوم به حرارت ببندید.ها را با درپودورهام توسط محیط کشت پوشانده شود. لوله

 انجام آزمایش: روش -ب
هها رشهد   سهاعت گرماگهذاری، در آن   24±2های مرحلة احتمهالی کهه پهس از   ها یا بطریتمام لوله

دهیم. چنانچه فعالیت تاییدی انتقال می ده شده است را به مرحلةمیکروبی، تولید گاز و یا واکنش اسیدی مشاه
ساعت  24ساعت ظاهر شد، قبل از اتمام زمان  24±2احتمالی، زودتر از  تخمیری یا واکنش اسیدی در مرحلة

هها یها   کهه لولهه   سهاعت(. در صهورتی   93±9ها را به مرحلة تاییدی منتقل نمود )ترجیحا بعهد از  توان آنمی
ساعت گرماگذاری نشان دادند،  43±8احتمالی، فعالیت تخمیری یا واکنش اسیدی را تا پایان های مرحلةبطری
 نماییم.تاییدی منتقل می ها را نیز به مرحلةآن

                                                                 
1 - Confirmed Phase 

2 - Brilliant green lactose bile broth 
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ها مشاهده شده است را به آرامهی  احتمالی را که تولید گاز و اسید در آن های مرحلةها یا بطریلوله 
میلیمتهر قطهر،    8-805ها در آن به حالت شناور درآیند. با استفاده از یک لوپ اسهتریل  تکان دهید تا ارگانیسم

اول را به لوله تخمیر حاوی آبگوشت برلیانهت گهرین لاکتهوز     یک یا بیشتر لوپ کامل از لوله تخمیری مرحلة
را وارد محهیط   9اپلیکهاتور  سانتیمتر از یک 205توانید حداقل بایل در مرحلة تاییدی منتقل کنید. به جای این کار می

کشت میکروبی مرحلة اول کرده و سپس سریعا آن را در لوله حاوی آبگوشهت برلیانهت گهرین لاکتهوز بایهل، فهرو       
 های احتمالی مثبت تکرار کنید.ببرید. سپس اپلیکاتور را خارج کرده و دور بیاندازید. این کار را برای تمام لوله

ههای  گرما گذاری کنید. تشکیل گاز به هر میزان در لوله C105±85˚مای تاییدی را در د های مرحلةلوله

ساعت گرماگذاری، بیانگر پاسم مثبت در ایهن مرحلهه اسهت. محاسهبه مقهدار       43±8دورهام و در هر زمان تا پایان
MPN گیرد.انجام می 4و2،8های مثبت در این مرحله از آزمایش، با استفاده از جداول از تعداد لوله 

 های غیر آشامیدنی:کار برای آب روش -ج
رود نتایج مثبت زیادی به همراه داشته باشند های آلوده یا فاضلاب که انتظار میاین روش فقط برای آب 
سهاعت   24های متهوالی در مهدت   های مرحلة احتمالی در دو یا تعداد بیشتری از رقتشود. اگر همة لولهاستفاده می

شوند. برای آزمهایش  ترین گروه )کمترین تلقیح نمونه( به مرحلة تاییدی منتقل میی رقیقهامثبت باشند، فقط لوله
ها گاز یا واکهنش اسهیدی مشهاهده شهده باشهد، بررسهی       ساعت در آن 43هایی که پس از مرحلة تاییدی، فقط لوله

 گردند.می

  2مرحلة تكمیلي -3
ات کنتهرل کیفهی، آزمهایش تکمیلهی را روی     های کلیفهرم و تهیهه اطلاعه   برای اطمینان از حضور باکتری

تلقهیح ههم زمهان در آبگوشهت برلیانهت گهرین        (.9های مثبت مرحله تاییدی انجام دهید)شهکل  از لوله %91حداقل
بهرای اشریشهیا    EC-MUGها یا آبگوشت برای فکال کلیفرم ECها و آبگوشت لاکتوز بایل برای توتال کلیفرم

-ECو آبگوشهت   ECکنید کهه نتیجهة مثبهت کشهت بهاکتری در آبگوشهت        کلی ممکن است استفاده شود. توجه

MUG  ههای  شود. پاسهم مثبهت لولهه   درجة سانتیگراد، پاسم مثبت در مرحلة تکمیلی محسوب می 4405در دمای
-ECیا آبگوشهت   ECها در آبگوشت حاوی آبگوشت برلیانت گرین لاکتوز بایل همراه با پاسم منفی همان نمونه

MUG باشد.های غیر مدفوعی میضور کلیفرمنشانگر ح 
 های کشت:ها و محیطمعرف -الف
9 )LES Endo agar : 

902 g Yeast extract 

807 g Casitone or trypticase 

807 g Thiopeptone or thiotone 

705 g Tryptose 

104 g Lactose 

808 g Dipotassium hydrogen phosphate, K2HPO4 

901 g Dipotassium dihydrogen phosphate, KH2PO4 

807 g Sodium chloride, NaCl 

109 g Sodium desoxycholate 

1015 g Sodium laurryl sulfate 

                                                                 
1 - applicator 

2 - Completed Phase 
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906 g Sodium sulfite, Na2SO8 

103 g Basic fuchsin 

9501 g Agar 

9 L Reagent-grade Water 

 
اضافه کرده و تا نزدیهک بهه دمهای     %15اتانول میلی لیتر  21مواد خشک را به یک لیتر آب حاوی 

درجهه سهانتیگراد    45-51جوش حرارت دهید تا آگار حل شود. سپس ظرف را از حرارت دور کرده تها دمهای   
باشد. محیط  702±102نهایی محلول باید حدود  PHخنک کنید. برای سترون کردن از اتوکلاو استفاده نکنید. 

میلیمتر بریزید. ظروف را  911×95ای یا پلاستیکی به ابعاد  های شیشهلیتمیلیمتر در پ 4-5کشت را به عمق 
ها را به صورت کاملا در بسته در یخچال و جای تاریهک  در معرض تابش مستقیم نور خورشید قرار ندهید. آن

نگهداری کنید. در صورت عدم استفاده از محیط کشت در مدت دو هفتهه و یها در صهورت مشهاهده کهاهش      
 ها را دور بریزید.محیط کشت، ظروف را شسته و آنرطوبت 

2 )MacCankey agar: 
97 g Peptone 

8 g Proteose peptone 

91 g Lactose 

905 g Bile salts 

5 g Sodium chloride, NaCl 

9805 g Agar 

1018 g Neutral red 

10119 g Crystal violet 

9 L Reagent-grade Water 

 
به آب اضافه کرده، کاملا هم بزنید و به کمک حرارت بجوشانید تا مواد حهل شهود. بهه    تمام مواد را 

میلیمتهر   911×95های به ابعهاد  درجة سانتیگراد اتوکلاو کنید و آگار را در پلیت 929دقیقه در دمای  95مدت 
 باشد.  709±102بعد از سترون کردن باید  PHبریزید. 

8 )Nutrient agar: 
501 g Peptone 

801 g Beef extract 

9501 g Agar 

9 L Reagent-grade Water 

 
بعهد از سهترون    PHتمام مواد را به آب اضافه کرده، کاملا هم بزنید و به کمک حرارت حل کنیهد.  

های درپهیچ دار بریزیهد. پهس از    باشد. قبل از سترون کردن، محیط کشت را داخل لوله 603±102کردن باید 
قرار دهید تا آگار به صورت شیب دار جامد شود. بعد از سهرد شهدن    9ها را به طور موربولهسترون کردن فورا ل

 ها را محکم بسته و در محل خنک نگهداری کنید.درب آن

                                                                 
1 - slant 
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 های رنگ آمیزی گرم:( معرف4
رنگهی( در   مادة %11(: دو گرم کریستال ویوله )حاوی Hucker's)9کریستال ویوله -الف( اکسالات آمونیوم

میلی لیتهر آب مقطهر حهل     31را در  O2.H4O2C2)4(NHگرم  103حل کنید.  %15یلی لیتر الکل اتیلیک م21
کاغهذ صهافی آن را    ساعت بماند. به وسهیلة  24کنید. دو محلول را مخلوط کرده و قبل از مصرف اجازه دهید 

 صاف کرده و در یک بطری رنگی نگهداری کنید.
را در یک ههاون آسهیاب    KIم: یک گرم کریستال ید و دو گرم مخصوص رنگ آمیزی گر 2ب( محلول لوگل

کم اضافه کرده و به خوبی بسایید تا کاملا حل شود. حجهم محلهول حاصهل را بها آب     کنید. آب مقطر را کم
 ای کهربایی رنگ نگهداری کنید.میلی لیتر برسانید و آن را در یک ظرف شیشه 811باقیمانده به 

میلی لیتر از آن را به 91حل کنید.  %15میلی لیتر اتانل 911را در  4نگ سافرانینگرم ر 205: 8ج( رنگ مخالف
 میلی لیتر آب مقطر اضافه کنید.911

 را با استن مخلوط کنید. %15های مساوی از اتانل حجم :5د( الکل استن
 روش انجام آزمایش:  -ب
ها گاز مشهاهده شهده اسهت، بها حفهظ      آنهای آبگوشت برلیانت گرین لاکتوز بایل که در ( از هریک از لوله9

 LES Endo agarشرایط سترون و با استفاده از فیلدوپلاتین استریل، یک کشت خطی بر روی محیط کشت 
 105های تک به فاصله حداقل ای انجام دهید که کلنییا مک کانکی آگار انجام دهید. کشت خطی را به گونه

ههای کلیفهرم، بهرای گهرفتن     نهد. در صهورت حضهور بهاکتری    سانتیمتر از یکدیگر روی محیط کشت رشهد کن 
( از یک لوپ اسهتریل بهه   9هنگام کشت خطی روی محیط آگار، نکات زیر را رعایت فرمایید:) ،های تککلنی
( برای اجتناب از چسبیدن لایه سطحی 2میلیمتر یا یک میله سوزنی با نوك کمی خمیده استفاده کنید ) 8قطر 

به نوك سوزن یا لوپ، لوله را کمی تکان داده، کج کنید و سپس سوزن یا لوپ را  و یا کف روی محیط کشت
سهانتیمتری در داخهل مهایع فهرو بهرده و       105( انتهای سوزن یا لهوپ را تها عمهق تقریبها     8وارد نمونه کنید )

بمالید ( نمونه برداشت شده را به وسیله قسمت خمیده سوزن یا لوپ روی محیط کشت 4برداری کنید و )نمونه
دوم ) ربهع دوم پلیهت( و    خراشیده و پاره نشود. در فاصله بین کشت مرحلة محیط کشت، سطح کهبه طوری 

مرحله سوم) ربع سوم پلیت( سوزن یا لوپ را حرارت دهید تا ضد عفهونی شهده و در نتیجهه کیفیهت تفکیهک      
ساعت گرما گذاری  24±2به مدت  وc105±85˚ها را به طور وارونه در دمای پلیتها بهتر صورت گیرد. کلنی
 کنید.
سهاعت گرماگهذاری یها بهه      24پس از  LES Endo agarهای گسترش یافته بر روی محیط کشت ( کلنی2

غیر تیپیک) صهورتی، قرمهز، سهفید یها      های صورتی تا قرمز تیره با جلای سبز فلزی( و یاکلنی) شکل تیپیک

                                                                 
1 - Ammonium oxalate-crystal violet 

2 - Lugol's solution 

3 - Counterstain 

4 - safranin 

5 - Acetone alcohol 
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تیپیک تخمیر کننده لاکتوز که بر روی محیط کشت مهک  های شوند. کلنیرنگ بدون درخشش( دیده میبی
ای کهه بهر اثهر رسهوب صهفرای      اند، قرمز هستند و ممکن است به وسیلة هاله تیرهکانکی آگار گسترش یافته

محیط کشت حاصل شده است، احاطه شده باشند. از هر پلیت یک یا چند کلنی تیپیک کلیفرم که کاملا ایزوله 
ر هیچ کلنهی تیپیکهی موجهود نبهود از دو یها چنهد کلنهی کهه بیشهترین شهباهت را بها            شده باشند بردارید. اگ

های گروه کلیفرم دارند برداشت کنید. از هر کلنی کاملا مجزا به هر دو لوله تخمیر حهاوی آبگوشهت   ارگانیسم
محهیط کشهت    های آب آشامیدنی اسهتفاده از لوریل تریپتوز و نوترینت آگار شیب دار انتقال دهید ) برای نمونه

 دوم ضرورتی ندارد(.
 LESها از محیط کشهت  ها به هنگام برداشت آندر صورت نیاز به مشاهده و شناسایی دقیق کلنی 

Endo agar بین استفاده کنید. هنگام انتقال هر کلنی، یک کلنهی کهاملا مجهزا را    از ذره ،یا مک کانکی آگار
و خنک شده در هوا را فقط با سطح کلنی تماس داده و انتخاب کرده و سپس نوك سوزن سترون شده با شعله 

از آن برداشت کنید. به این ترتیب احتمال انتقال یک کشت مخلوط )آلوده شدن کشت به هنگام انتقال( را به 
 حداقل برسانید. 

انهد را بهه   های دورهام در آن قرار گرفتههای حاوی کشت ثانویه آبگوشت لوریل تریپتوز که لولهلوله 
گرماگذاری کنید. اگر گاز تولید نشده بود مدت زمان گرماگذاری را تا  c105±85˚در دمای  ساعت 24±2ت مد
سهاعته   24ههای کشهت   های کشهت ثانویهه، محهیط   دهید. در صورت تشکیل گاز در لوله افزایشساعت  43

 کنید.ها را پس از رنگ آمیزی به روش گرم، زیر میکروسکپ بررسی نوترینت آگار مرتبط با آن

توان رنگ آمیزی گرم را از مرحله تکمیلی حذف نمود زیهرا  ( روش رنگ آمیزی گرم: برای آب آشامیدنی می8
دار در این مرحله از آزمهایش بسهیار نهاچیز    های اسپورمثبت و میکرو ارگانیسمهای گرم احتمال وجود باکتری

 است.
ود دارد. از روش اصهلاح شهده توسهط    های اصلاح شده مختلفی برای روش رنگ آمیهزی گهرم وجه   ( شیوه4

Hucker      برای رنگ آمیزی یک گسترش از کشت خالص شامل یک کشت گرم مثبهت و یهک کشهت گهرم
 منفی به عنوان کنترل  استفاده کنید.

های کنترل مثبت و منفی را روی یک ای از نمونه رشد یافته و نیز کشتهای رقیق جداگانهامولسیون 
اید تهیه نمایید. لام را در هوا خشک کهرده و بها عبهور دادن    مقطر روی آن گذاشته لام که قبلا یک قطره آب
ها را روی آن تثبیت کنید. پس از این مرحله لام را به مدت یک دقیقهه بها محلهول    لام از روی شعله، باکتری

ن، آب اضافی را آمیزی نمایید. لام را زیر آب شیر شسته و با تکان دادکریستال ویوله رنگ-اکسالات آمونیوم
 بگیرید. سپس محلول لوگل را برای مدت یک دقیقه روی آن بریزید.

 95-81و به مهدت   لام را با انگشتتان گرفته ،لام رنگ شده را با آب شیر بشویید. برای رنگ زدایی 
فهوق  رنگ شود. بیشتر از مهدت  ن الکل را روی آن بریزید تا زمانی که حلال جاری کاملا بیثانیه محلول است

ثانیه مجددا رنگ آمیهزی نماییهد. لام را بها جریهان      95عمل رنگ زدایی را ادامه ندهید. با سافرانین به مدت 
پ آن را کروسکها را با کاغذ خشک کن یا جریان هوای آزاد خشک کرده و زیر میملایم آب شیر بشویید. لکه

شهوند. نتهایج   منفی قرمز رنگ دیده مهی  های گرمهای گرم مثبت به رنگ آبی و باکتریبررسی کنید. باکتری
 های صحیح داده باشند.ها نیز واکنشزمانی قابل قبول هستند که کنترل ،آزمایش

 
 تفسیر نتایج:  -ج
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سهاعت و   43±8های حاوی محیط کشت آبگوشت لوریل تریپتهوز در مهدت   تشکیل گاز در دومین سری لوله
انهد، نشهانگر مثبهت بهودن     محیط کشت آگار رشده کردههای گرم منفی که بدون اسپور روی مشاهده باسیل
های سهری دوم حهاوی آبگوشهت لوریهل     های گروه کلیفرم است. اگر در لولهحضور باکتری و مرحله تکمیلی
هها از روی نتهایج آزمهایش    برای این نمونهه  MPNساعت گازی تشکیل نشد، مقدار  43±8تریپتوز در مدت 

 گردد.ها انجام شده است، محاسبه و بیان میمین نمونهمرحله تاییدی پیشین که در مورد ه
 

 

 (MPNها )محاسبه تراکم باکترییا تخمین غلظت 
 دقت روش تخمیر چند لوله ای -9

همانگونهه   برای مثال زیادی از نمونه آزمایش شده باشد. دقت این روش نسبتا کم است مگر اینکه تعداد

، اغلب در محدوده یک سوم)حداقل( و سه  %15اطمینان های نشان داده شده است، محدوده 4که در جدول
از نظهر حضهور    ،بهداشتی یک منبع اهمیتهنگام تفسیر  بایست،در نتیجه میبرابر)حداکثر( تخمین قرار دارند. 

کنهد کهه چنهدین نمونهه از یهک نقطهه       افزایش دقت زمهانی اهمیهت پیهدا مهی     ، دقت و احتیاط نمود.کلیفرم
  .استکه نتیجه حاصل، میانگین هندسی این چند نمونه  اگانه آزمایش شده باشد،به طور جدبرداری نمونه

 
 MPN ثبتمحاسبه و جدول  -2

شهود  لیتهر نمونهه ثبهت مهی    میلی911در  (MPNمحتملترین تعداد ) به عنوان ها،کلیفرمغلظت یا تراکم 
(MPN/911ml .)مقادیرMPN 4و8و2جهداول  در  ،و منفهی های مثبهت  با ترکیبی از لوله ،هاانواع روش برای 

محاسبه شده  است.  ،MPNبرای هر  %15اطمینان  هحدودت. این ارقام با در نظر گرفتن ماس نشان داده شده
 MPNتوان می ،ی باشد که در جدول وجود دارندهای تهیه شده در یک آزمایش همان مقادیراگر حجم نمونه

از جهدول   ،هها ه صورت حضور یا عهدم حضهور کلیفهرم   و یا ب MPN/911mlمربوط به آن آزمایش را بر حسب 
 8و ارقهام جهدول    لیتهری، میلی 21لوله 5زمایش مربوط به نتایج مثبت آ 2داد جدول یافته و گزارش نمود. اع

های اسمی از پبرای ترکیب MPNنتایج  4لیتری است. در حالی که جدول یمیل 91لوله 91اسم مثبت بهبرای پ
عدد آخر  5لیتر و عدد یک میلی 5لیتر، میلی 91عدد آن حاوی  5ای است که لوله 95مثبت و منفی آزمایش 

 لیتر از نمونه مورد بررسی است.میلی 109دارای 

برای  4را از جدول  MPNمیزان  های ارائه شده در جدول باشد،از رقت متفاوت ،دهدهیهای زمانی که رقت
 گیرد.بر اساس فرمول زیر صورت میو محاسبه  کرده انتخاب ،ترکیبی از نتایج مثبت

 
MPN/911mL = (Table MPN/911mL) × 91/V 

V = حجمی از یک نمونه در کمترین رقت انتخاب شده 
 

 هها را رقهت  مناسهبترین شوند، سه تها از  های دهدهی استفاده میوقتی بیش از سه رقت در یک گروه از رقت
 aهای زیر )مثال را محاسبه نمایید. MPNمقدار  4جدول  به هانتخاب کنید و با مراجع )مطابق توضیحات زیر(

 دهد.( روش محاسبه صحیح را نشان میfتا 
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 حجم  مثال
ml 

مجموع 
 هامثبت

 MPNشاخص 

No./911 ml 

91 9 109 1019 10119 
a 

b 

c 

d 

e 

f 

5 

4 
1 

5 

5 
5 

5 

5 
1 

4 

4 
5 

9 

9 
9 

4 

4 
5 

1 

1 
1 

9 

1 
5 

1 

1 
1 

1 

9 
2 

1-9-5 
9-5-4 
9-1-1 
9-4-4 
9-4-4 
2-5-5 

881 

43 
903 

411 

411 
54111 

 

بالاترین رقت که نتایج مثبت در هر پنج لوله آزمایش نشان داده است را به همراه دو رقهت   -9، در مثال فوق
لولهه مثبهت باشهد،     5اگر کمترین رقت آزمایش شده، دارای کمتهر از   -2( aبالاتر بعدی انتخاب کنید) مثال 

هنگامی که نتیجهه مثبهت در یهک رقهت،      -8( cوbلاتر بعدی را انتخاب کنید) مثال همان رقت و دو رقت با
لوله مثبت باشهد   5کمتر از  بالاتر از سه رقت انتخاب شده بر اساس قوانین فوق باشد، کمترین رقت که دارای

ی بها نتهایج   موقعیکه قبل از بالاترین رقت، رقت -4( dبه همراه دو رقت بالاتر بعدی انتخاب خواهد شد)مثال 
شهوند)مثال  های مثبت، انتخاب میهای بالاتر قبل از آن و بالاترین رقت با لولهمنفی وجود داشته باشد، رقت

e )5- ها مشاهده شد، بالاترین سه رقت انتهایی را انتخاب کنیددر صورتی که نتایج یکسان متوالی بین رقت 

 (.fمثال )
 

 های مثبت و منفی زمانی که در برای ترکیب لوله %15و دامنه اطمینان  MPNشاخص  -2جدول
 لیتری استفاده شده باشد.میلی 21لوله  5آزمایش از 

های مثبت از تعداد لوله
 21لوله  5کل 

 لیتریمیلی

 MPNشاخص 

 ml 911در 

 )تقریبی( %15دامنه اطمینان 

 حداکثر حداقل

1 
9 
2 

8 
4 
5 

 909کمتر از 
909 
206 

406 
3 

 3بیشتر از 

- 
10159 
1041 

9 
209 
804 

805 
504 
304 

98 
28 
- 

 

 
 های مثبت و منفی زمانی که در برای ترکیب لوله %15و دامنه اطمینان  MPNشاخص  -8جدول

 لیتری استفاده شده باشد.میلی 91لوله  91آزمایش از 

های مثبت از تعداد لوله

 21لوله  5کل 
 لیتریمیلی

 MPNشاخص 

 ml 911در 

 )تقریبی( %15دامنه اطمینان 

 حداکثر حداقل

1 
9 
2 

 909کمتر از 
909 
202 

- 
10159 
1087 

804 
501 
302 
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8 
4 
5 

6 
7 
3 
1 

91 

806 
509 
601 

102 
92 
96 
28 

 28بیشتر از 

1019 
906 
205 

808 
403 
503 
309 

98 

107 
98 
95 

91 
24 
84 
58 

- 

 

آزمهایش تعهدادی نمونهه     باره چند در مورد نتیج MPNدر صورتی که نیاز به تعیین یک عدد برای بیان 
میانگین هندسی، معدل مقادیر لگاریتمی است. به  د.هندسی، یا عدد میانه استفاده نمایی باشد، از میانگین

معادل Cو  A,Bعنوان مثال، میانگین هندسی 
L

 شود.به صورت زیر محاسبه می Lاست. که  01

 
L = (log

01
A + log

01
B + log

01
C)/ 3 

 شوند.گزارش می Lلوگی از ان آنتیمقادیر میانه، به عنو
را نشهان   109و  9، 91های شامل سه رقت های مثبت برای ترکیبی از گروهترین ترکیب لوله، معمول4جدول
مورد ذکر شده  15شانس پیدا کردن همه نتایج در میان  %11نمونه مختلف،  91 بر روی در آزمایش دهد.می

رخ  %109با تهواتر بهیش از    ،ری غیر از احتمالات اشاره شده در جدولچنانچه موارد دیگ در جدول وجود دارد.
ههای  در رقهت  ،)مثل ممانعت از رشهد باشدمی MPNدهد، نشانه خطای روش و یا فرضیات آماری مرتبط با  

 توانمیMPNموجود نباشد، برای محاسبه  4های مثبت، در جدولهمچنین در مواردی که ترکیب لوله .پایین(
 ( به شرح ذیل استفاده نمود:Thomasاده توماس )از فرمول س

1/2
× P/(N ×T) 111mL (approx.) =  111MPN/ 

P =های مثبتتعداد لوله 

N= های منفیحجم کل نمونه 

T= هاحجم کل نمونه 

ها شرح داده شده است، لهیکن تعیهین   برای آزمایش کلیفرم هاو محاسبات مرتبط با آن MPNاگرچه جداول 
MPN استا این روش مقدور بیسم دیگری که محیط کشت مناسب برای آن تعریف شده باشد، هر ارگان. 
 

تایی در 5های مثبت، زمانی که سه گروه لوله برای ترکیب انواع گوناگون لوله %15و دامنه اطمینان  MPNشاخص  -4جدول
 (ML, 901 ML, 109 ML 91هر رقت استفاده شده باشد. )

 های ترکیب لوله

 مثبت
MPN/911ml  های ترکیب لوله %15دامنه اطمینان 

 مثبت
MPN/911ml 

 
 %15دامنه اطمینان 

 حداکثر حداقل حداکثر حداقل
1-1-1 
9-1-1 
1-9-1 
9-9-1 
1-2-1 
9-2-1 
1-8-1 
1-1-9 
9-1-9 
2-1-9 

 903کمتر از 

903 

903 
806 

807 

505 

506 
2 

4 

- 

10111 

10111 
1071 

1071 

903 

903 
1091 

1071 

603 

603 

601 
91 

91 

95 

95 
91 

91 

8-1-4 
1-9-4 
9-9-4 
2-9-4 
8-9-4 
1-2-4 
9-2-4 
2-2-4 
8-2-4 
1-8-4 

25 

97 

29 

26 

89 

22 

26 
82 

83 

103 

601 

603 
103 

91 

603 

103 
91 

94 

71 

41 

42 
71 

71 

51 

71 
71 

911 
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1-9-9 
9-9-9 
2-9-9 
1-2-9 
9-2-9 
1-8-9 
9-8-9 
1-4-9 
1-1-2 
9-1-2 
2-1-2 
1-9-2 
9-9-2 
2-9-2 
1-2-2 
9-2-2 
2-2-2 
1-8-2 
9-8-2 
1-4-2 
1-1-8 
9-1-8 
2-1-8 
1-9-8 
9-9-8 
2-9-8 
1-2-8 
9-2-8 
2-2-8 
1-8-8 
9-8-8 
2-8-8 
1-4-8 
9-4-8 
1-5-8 
1-1-4 
9-1-4 
2-1-4 

6 
4 

609 

309 

609 
302 

308 

91 
91 

405 

603 

109 
603 

102 

92 

108 
92 

94 

92 

94 
95 

703 

99 
98 

99 

94 

97 
94 

97 

21 

97 
29 

24 

29 
24 

25 

98 

97 
29 

903 
1079 

903 

804 

903 
804 

804 

805 
805 

1071 

903 

804 
903 

804 

409 

804 
409 

501 

409 

501 
501 

209 

805 
506 

805 

506 

601 
507 

603 

603 

603 
603 

103 

603 
103 

103 

409 

501 
603 

95 
92 

95 

22 

22 
22 

22 

95 
95 

22 

97 

22 
26 

22 

26 

86 
26 

86 

26 

86 
86 

22 

28 
85 

26 

86 

86 
86 

41 

41 

41 
41 

71 

41 
71 

71 

85 

86 
41 

9-8-4 
2-8-4 
1-4-4 
9-4-4 
2-4-4 
1-5-4 
9-5-4 
1-1-5 
9-1-5 
2-1-5 
8-1-5 
1-9-5 
9-9-5 
2-9-5 
8-9-5 
1-2-5 
9-2-5 
2-2-5 
8-2-5 
4-2-5 
1-8-5 
9-8-5 
2-8-5 
8-8-5 
4-8-5 
1-4-5 
9-4-5 
2-4-5 
8-4-5 
4-4-5 
5-4-5 
1-5-5 
9-5-5 
2-5-5 
8-5-5 
4-5-5 
5-5-5 

27 
88 

81 

84 

41 
47 

49 

43 
28 

89 

48 

53 
88 

46 

68 

34 
41 

71 

14 

921 
951 

71 

991 
941 

971 

291 

981 
971 

221 

231 

851 
481 

241 

851 
541 

121 

9611 

 9611بیشتر از 

101 
91 

94 

94 

94 
95 

94 

95 
603 

91 

94 

22 
91 

94 

22 

84 
95 

22 

84 

86 
53 

22 

84 
52 

71 

71 

86 
53 

71 

911 

911 
951 

71 

911 
951 

221 

411 

711 
 

71 
71 

911 

911 

911 
921 

911 

921 
71 

71 

911 

951 
911 

921 

951 

221 
951 

971 

281 

251 
411 

221 

251 
411 

411 

411 

411 
411 

441 

791 

791 
9911 

791 

9911 
9711 

2611 

4611 

- 

 
 ها: خلاصه مراحل احتمالی، تاییدی و تکمیلی برای شناسایی توتال کلیفرم9شکل
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