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:مقدمه

۱۷۰۲۵ISOبا توجه به الزامات استاندارد . می باشدC9020الی 9010این دستورعمل ترجمه قسمت هاي 

م استقرار این استاندارد در کلیه آزمایشگاه هاي آب استانداردهاي تایید شده، و الزای بر انجام آزمون ها بر اساسمبن

ان ، نسبت به یکسهاروش هاي آزمون در کلیه آزمایشگاهلاب کشور، مقرر گردید جهت یکپارچه سازي و فاض

استاندارد بنابراین در گروه هاي کاري مختلف ترجمه قسمت هاي. سازي دستورعمل آزمایشگاهی اقدام به عمل آید

.ر گرفتمتد در دستور کار قرا

انجام آن می پردازد که گیبه کنترل کیفی آزمون ها و چگون2012د بخش از استاندارد متقسمت اعظم این 

فراهم و همچنین در ، کنترل تجهیزات، مواد و محیط هاي کشت داشته آزمایشانجام یژه اي در فرایند اهمیت و

رکز راستا متمایندراین کار گروهتمام تلاش همکاران. داردنقش بسزایی ۱۷۰۲۵ISOالزامات استاندارد نمودن 

تمامی بخش ها، شماره ها و قسمت بندي ها عیناً، . تا این دستورعمل مورد استفاده کلیه همکاران قرار بگیرداست

بر اساس کتاب استاندارد متد تنظیم گردیده است تا همکاران محترم در یافتن مطالب و مطابقت دادن با متن اصلی  

.با حداقل مشکلات مواجه شوند

مقدمه 9010

آبنمونـه هـاي   بـر روي  هاي میکروبـی  هایی را براي ارزیابی آزمونروشخواهد آمد ادامهکه در ییهابخش

مـی شـدند و   گرفتـه سریع نمونه هـاي آب بـه کـار    تشخیص ها ابتدا براي آزمونهاي این روش.می نمایندتشریح 

براي هر این روش ها به هر حال .بردندمیبهره از آن 1براي آزمون هاي روتیناغلب گانبنابراین آزمایش کننده 

این . آب شرب، فاضلاب  و آبهاي دریایی مناسب هستندحوزه و مطالعات تحقیقاتی محدود در پایشکاربرد نوع دو

برخـوردار  بهترین تکنیـک هـاي موجـود   از و اندهاي زیادي مورد استفاده قرار گرفتهروش ها به وسیله آزمایشگاه

اسـتفاده  بطـور اصـولی   تجارب کنترل کیفیت از دانست و را آنها هايمحدودیتتاثیر بهتر بایستیراي اما ب. هستند

روزمره1
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روش ها و امکان بکار گیري ، ه جزییاتمشخصات، توسعباید براي تعیین موجودتکنیک هاي کلیه يسویی از . شود

. قرار گیردبررسی مورد اتآنها در آزمایش

نماید ارائه آبنمی تواند تصویرکاملی از خصوصیات کیفی روتین باکتریایی هاي آزمونکه داشته باشید یادبه 

اطراف منبع نمونه برداري می تحت تاثیر چگونگی شرایط بهداشتی داخل وآب همواره بررسی نتایج باکتریایی زیرا

در وکنـد  بسنده نمـی مشخصع منببا یک نمونه مده از بدست آزمونآنتایج به صرفاًارزیابی کنترل کیفی. باشد

زمانی معین در بازه هايچندین نمونه بر روي مدهبه عمل آصورت امکان، ارزیابی  کیفی باید بر اساس نتایج آزمون

.صورت گیرد، نمونه برداري

جهی در نمونه هایی که در یخ نگه داري نشده اند، امکان وقوع تغییرات قابل تودر کههمچنین تجربه نشان داده 

ین نمونـه هـا در   ابنـابر ) حتی اگر زمان نقل و انتقال به آزمایشگاه کوتاه باشد(خواهد داشتشمارش باکتریها وجود 

درجه 13هوا بیشتر از درجه حرارت حتماً بایستی در یخ نگه داري شوند به ویژه وقتی که به آزمایشگاه حین حمل 

.مورد توجه قرار گیردانجام آزمایش مکن بین نمونه برداري ومزمانی فاصلهحداقل لازم استگراد باشد سانتی

یکی از اصلی ترین شاخص هاي کیفی آب براي مصرف خانگی، صنعتی و سایر مصارف استفاده از باکتري هـاي  

قبلاً (4اشرشیا کلییا 3هاي گرماپايکلیفرمتجربه اهمیت تراکم باکتري هاي کلیفرم بخصوص . است2کلیفرمگروه 

هـاي محـیط   واکنشو ضمناًبه عنوان معیار کیفی آب نشان داده استرا)هاي مدفوعی نامیده می شدندلیفرمک

.کشت و خصوصیات آنها به طور گسترده اي مورد مطالعه قرار گرفته است

دو املها شبراي کلیفرمکه وجود دارند،بیماریزاآزمون هایی براي تشخیص و شمارش ارگانیزم هاي شاخص و 

.زمون تخمیر چند لوله اي می باشد آو5ممبران فیلترروش:زمونآ

2 Coliform
3Thermotolerant Coliforms
4 Escherchia coli
5 Membrane Filter
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.ها استفاده میشودکلیفرمدانسیتهبراي تشخیص و تخمین 6از پلیتن است که در آروشیروش ممبران فیلتر

روش تخمیـر چنـد   با نتایج تواندمیمحیط کشت نتایج این روشبر روي مدهعمل آه باصلاحات انجام پاره اي با 

ولـی اگـر بـه طـور     ي است کاربردداراي محدودیت هاي هرچند که روش ممبران فیلتر .اشدقابل مقایسه بلوله اي 

از طرف دیگر این روش می توانـد بـراي ارزیـابی    . خواهد داشتدر بر مناسب مورد استفاده قرار گیرد نتایج یکسانی 

تـرین  به صـورت شـاخص محتمـل   هاتراکم کلیفرم. اده قرار گیردمورد استفآبفرایند تصفیهارزیابی کیفی آب و 

اي نتایج روش تخمیر چند لولـه و بصورت متداولمیلی لیتر گزارش می شود100در MPN7تعداد یا همان عدد

از یمعیار نسبنتیجه یک شمارش واقعی نیست اما MPNزمایش گزارش آ، البته شودمیگزارش MPNبصورت 

روش ممبران فیلتر و یا سایر روشهاي وابسته به پلیت، به آزمایشگر در مقابل . باشدمیرا هاي کلیفرم تعداد باکتري

موارد نیاز نیست تا تمام نمونه ها مورد از در بسیاري. دهدرا میرش تعداد واقعی کلنی هاي کلیفرمیتوانایی شما

کافی 8عدم حضور-آزمونهاي کیفی حضورر این موارد ، داز اینارزیابی کمی براي باکتري هاي کلیفرمی قرار گیرند

تشـخیص داده  میتواننـد 10انتروکوك مدفوعیو 9استرپتوکوكبیماریزا بوسیله عوامل آلودگی هاي ضمناً.می باشد

بـراي  .روش تشخیص و شمارش آنها عبارت از روش هاي چند لوله اي همراه با رقت و ممبران فیلتـر اسـت  . شوند

جـنس هـاي گـروه    تشـخیص افتراقـی  به طور کلی . وجود داردروش هایی یکدیگراز هاکلیفرمقی افتراتشخیص 

بـاکتري  انـواع زیرا حضور هریـک از  برخوردار استارزیابی کیفیت آب آشامیدنی کلیفرم از هم از کارامدي کمی در

. گرددآب می و نا ایمنیطلوب شدنبه تنهایی باعث  نا ماشرشیا کلییا پايکلیفرم هاي گرماکلیفرم به ویژه هاي

شـبکه  نشان دهد که چگونه تواند به نوعی میکند و میتشخیص افتراقی اعتبار وجودکلیفرم را تایید با این وجود،

افتراق همچنین اطلاعات ارزشمندي درباره منشا احتمالی آلودگی آب، به .تکثیرمیکروبی گردیده استدرگیر توزیع 

هاي غیر مدفوعی طول عمر بیشـتري نسـبت بـه    زیرا انتظار می رود کلیفرم. ائه می دهدخصوص نقاط دوردست ار

.هاي گرماپاي در آب داشته باشند کلیفرم

6 Plate
7 MPN(Most Probable Number)
8 Presence-Absence
9 Streptococci
10 Enterococci
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سـاعته بـا اسـتفاده از    24تست چنـد لولـه اي   برمشتملاشرشیا کلیو پايکلیفرم هاي گرماها براي روش

تستهاي ژنتیکی هم قابل .باشندمیاي رنگ آمیزي کلیفرمساعته و تسته7،  یک روش سریع ١-Aمحیط کشت 

بـه  . هاي دیگر اینها در دل و جگر و مدفوع حیوانات خون گرم پیدا مـی شـوند  بر خلاف کلیفرم. استفاده می باشند

اسید از لاکتوز، در محیط کشـت مناسـب در دمـاي     ) یا(هایی با قابلیت ایجاد گاز و طور کلی شامل میکرو ارگانیزم

چند لوله اي و ممبران فیلتر در تست هـاي تائیـدي در دمـاي    هايروش. درجه سانتیگراد می باشند0,2±44,5

.هاي گرماپاي را تخمین بزندمی شوند، تا آزمایش کننده بتواند تراکم ارگانیزم11درجه سانتیگراد اینکوبه44,5

یـا  ممبـران فیلتـر  ، ١٤کشت سـطحی ،١٣قابیکشت بشبوسیله روش هاي 12هاهترو تروفبشقابی شمارش 

این . انجام می شود15آنزیمیچاهک هاي واجد سوبستراي ممبران فیلتر یا روشهاي لایه چند دیواره آنزیمیروش

ی توانند ایجاد اطلاعات مفیدي در بـاره کیفیـت آب و تحلیـل نتـایج     که مروشها تقریب و تخمینی از باکتري هاي

.نمایندند، فراهم می نتست کلیفرم را ارائه ک

کاربرد آنها .هاي مختلف تصفیه مورد استفاده قرار گیرندد براي قضاوت درباره تاثیر روشنآنها همچنین می توان

.هاي آب یا شبکه هاي توزیع می باشددر تست هاي کنترلی تصفیه خانه ها و چک کردن کیفیت آب در آزمایشگاه

slow-flowدر بخش هايمیکروبی میکروبی و ته نشینی16زاسیونشناسایی کلنیاز طریق( , dead  ends(

این روشها خسته کننـده و  اما و پروتوزوآها وجود دارندبیماریزا باکتري هاي جداسازي برخیيهایی براروش

هـاي  روشاز طـرف دیگـر  . باشـند میها فقط بوسیله پرسنل متخصص قابل انجام پیچیده هستند و در آزمایشگاه

هرچند .کار گیري روتین آنها مقدور نمی باشدهاي روده اي وجود دارد اما بهویروسبرخیشناسایی تجربی براي

تشـخیص  یاآبریز حوزه خصوصیات مفیدند لیکن هایی که از آب انتقال می یابند، بررسی بیماريها در روشاین 

.هاي زیر زمینی مفید هستندکیفیت آب

11 Incubation
12 Heterotrophic
13 Pour Plate
14 Speard Plate
15 Multi well- enzyme substrate
16 Colonization
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بسته به شرایط آب و . هاي آب شور زیاد استهاي داراي جزر و مد و نیز سایر مکانآلودگی در قسمتمعمولاً

روش هـاي  هرچند. هایی، اصلاح شوندهاي باکتریولوژي موجود براي آزمایش چنین آبروشتا لازم استهوایی، 

روش هـایی  . ربرد رضایت بخشی دارندهاي شیرین، براي آزمایش آبهاي شور هم کامورد استفاده براي آزمایش آب

هاي استاندارد شمارش پلیت روش. هاي استخر هاي شنا و نیز سایر محل هاي آبتنی وجود داردبراي آزمایش آب

.هستندهاي مورد استفاده در سایر آبها وشهاي گرماپاي و استرپتوکوك درست همان ربراي کلیفرم

هاي ارگانیزمکه معمولا18ًسودوموناس آئروژنوسو17استافیلو کوکوسبراي شناسایی باکتري هاي یهایروش

هـاي  قارچشناساییهایی برايهمینطور روشهستند وقسمت بالایی دستگاه تنفس به متصل پوست و یاهمراه

. وجود دارند19اکتینومیستآبزي و 

کنترل کیفیت/ تضمین کیفیت

A9020مقدمه

مول ات معملاحظ-1

17 Staphylococcus
18 Pseudomonas aeruginosa
19 Actinomycetes
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آنها در که ها در استاندارد هاي کیفی آب و اقدامات اجرایی و نقش دائمی روي میکروارگانیزمبر به دلیل تاکید 

. داردQS)(20، کنترل فرایند و پایش نیاز به استقرار، مستند سازي و کاربرد موثر سیستم هاي کیفی دارندپژوهش

وتجـارب و  QA)(21هاي مدیریتی، هـر دو سیاسـت تضـمین کیفـی    براي آزمایشات محیطی و کاربردQSاستقرار 

هردو مورد براي اثبات و اعتبار دهی داده هاي آزمـون و . را در بر می گیردQC)(22تکنیکهاي عملی کنترل کیفی 

حصول اطمینان از برآورده شدن نیازمندي هاي قانونی و نیازمندي هاي مشتریان و بکار گیري استاندارد هاي معتبر 

.ا گواهینامه ها طراحی شده اندی

اهـداف  و همچنـین متعلـق بخـودش  هاي سیستم کیفـی  را بر اساس سیاستمربوطههر آزمایشگاه مستندات

مستندات بیانگر الزامات آزمایشگاهی در برنامه تضـمین  . تنظیم می کند، عمل هاي کیفی برنامه کیفی و یا دستور 

. اندارد کردن روش هاي اجرایـی آزمایشـگاه و تجـارب مـدیریتی مـی باشـد      درون  آزمایشگاهی، است)(QSکیفیت 

مستندات به طور واضح  مسئولیتها و وظایف را براي اطمینان از اینکه داده ها از الزامات  کمـی و کیفـی برخـوردار    

.باشند را تعیین می کند

زمانی . ر اینصورت باید کنار گذاشته شودو در مدت زمان معینی انجام شود در غیباشدبرنامه بایستی کاربردي 

درصد از زمان آزمایشگاه باید براي جنبه هاي مختلف برنامه مورد استفاده قرار 15مستقر شد حدود QAکه برنامه 

بـراي اقـدامات   : براي داده هاي تحلیلی خیلی مهم مورد نیاز باشد به عنوان مثالشایدزمان بیشتريهرچند. گیرد

.اجرایی

سیستم کیفی منجر به بهینه شـدن داده هـاي کیفـی، شناسـایی     طبق تعهداتدیریت مناسب، تعادل، کارکرد م

.باشندمیاثرگذاري منفی بر روي کارایی آزمایشگاهفاقدشود و میسریع مشکلات و افزایش رضایت مندي

به ، آنها مورد سنجش قرار میدهندرا هاي زنده هاي میکروبیولوژي تغییرات دائمی ارگانیزماز آنجایی که آزمون

ابزار کنترل کیفیت براي کارشناسان میکرو بیولوژي با ابـزار کنتـرل کیفیـت کارشناسـان     .طور ذاتی متغییر هستند

20 Quality System
21 Quality Assurance
22 Quality Control
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شیمی متفاوت است چون در بسیاري از اندازه گیري هاي میکـرو بیولـوژي متغیرهـاي گسسـته دخالـت دارنـد در       

متغیـر هـاي گسسـته داراي ارزش مسـتقل     . شیمی متغیرهاي پیوسته  وجود داردکه در اندازه گیري هاي صورتی

که متغیر هاي پیوسته به مقادیر مشخصی محدود نمی شوند و تنها به صحت ابزار اندازه گیـري  در صورتی. هستند

ا مورد اسـتفاده  بنابر این روش هاي آماري متفاوت و توزیع احتمالی براي ارزیابی داده ه. استفاده شده بستگی دارند

، براسـاس سـاختار سـازمانی ،    هـا سیستم هاي مسـتند سـازي کنتـرل کیفـی در میـان آزمایشـگاه      .قرار می گیرد

.ابعاد آزمایشگاه، توانمندي، امکانات و مهارت وتجربه کارکنان، متفاوت می باشدمسئولیتها، اهداف،

راهنماي سیستم کیفیت -2

در شرایط کنترل شده هم آن؛ ش هایی را براي دستیابی به نتایجرو،و مستند سازيآزمایشگاه باید براي توسعه 

. نمایدآزمایشگاهی ابداع 

a-از نیاز ،ضمن تصدیقو نمودهریسک هاي مرتبط با خطا را ارزیابی لازم استمدیریت :مسئولیت هاي مدیریت

انجام برنامه هـا، تعهـدات مـالی و    درونمودهگیر دردر ایجاد پیشرفترا کارکنان ونمایدحمایت فعالانهQSهاي

مدیریت باید براي بهبود و نگهداري یک برنامه جامع، استقرار مسئولیت هاي .کندایفامنابع انسانی نقش رهبري را 

و کارشناس ها و نیز براي نگهداري هوشمندانه شرایط و بـازبینی سیسـتماتیک وظـایف و    سرپرستان ویژه مدیریت، 

QA/QCمدیر ارشد مسئولیت کلی برنامه .و پرسنل آزمایشگاه جلسه داشته باشدمسئولینآزمایشگاه، با عملکرد

، سرپرستان ، QAپرسنل .عهده داردرو فعالیت هاي ا جرا شده بوسیله کارشناسان آزمایشگاه را در مقابل مشتري ب

ر ارشد به شخص دیگري واگذار کنند ولی مدیر و کارشناسان آزمایشگاه می توانند مسئولیت هایشان را توسط  مدی

می باشد و نمی تواند مسئولیت مدیریتی خود را به نفـر زیـر دسـتش در سـازمان     QAارشد مسئول نهایی برنامه 

.واگذار کند

b- هاي بزرگ مدیر تضمین کیفیت داراي اختیار و مسئولیت نسبی براي اجراي برنامه در آزمایشگاه:مدیر کیفیت

QAل، مدیر کیفیت داراي موقعیتی است که می تواند مستقیماً به مدیر ارشد گزارش دهد و در حالت ایده آ. تاس

کــه شــامل گذرانــدن دوره هــاي باشــد مــدیر کیفیــت بایــد داراي پیشــینه فنــی. بنــابراین اســتقلال اجرایــی دارد
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و QCو عملیـات  QAبا برنامـه هـاي   گاه و آشنا همچنین آ،نایی با جنبه هاي کار آزمایشگاهیمیکروبیولوژي، آش

، متقاعد کردن مدیریت و کارکنـان  QAمدیر کیفیت براي آغاز برنامه .هاي آماري براي ارزیابی داده ها باشدروش 

، QAهنگام استقرار  برنامه . به فواید آن، تامین و انجام حمایت هاي ضروري و آموزش هاي لازم مسئول می باشد

بازبینی ها را بـا مـدیر آزمایشـگاه و کارکنـان بـراي حصـول       ) هفته اي یا ماهانه (ر متناوب مدیر کیفیت باید به طو

. اطمینان از دنبال شدن برنامه و تشخیص و رفع مشکلات انجام دهد

باز خـورد محرمانـه بـراي اصـلاح مشـکلاتی کـه       . باید به طور متناوب به مدیر آزمایشگاه گزارش دهدمدیر کیفیت

هاي کوچک این مسئولیت به یـک یـا چنـد کارمنـد     در آزمایشگاه. ا تهدید می کند ضروري استکیفیت داده ها ر

.را بنا نهاده، واگذار می شودQAبراساس شیفت کاري، و یا کارمندي که یک واحد 

c-باید در برنامه ریزي برنامـه  و میدانیآزمایشگاهی کارکنان :کارکنانQA     آمـاده سـازي روش هـاي اجرایـی ،

نمونـه بـرداري،   : در وظایف روزانه خود شـامل QCو فعالیتهاي QAتاندارد و از همه مهمتر پیاده سازي برنامه اس

اولـین  ،کارکنـان .ارش نتایج، با مدیریت سـهیم باشـند  ها، انجام بررسی کنترل کیفی و محاسبات و گزانجام آزمون

براي اصلاح و مسئولینو QAاناید با کارشناسکسانی هستند که می توانند مشکلات بالقوه را تشخیص دهند و ب

QAدرك کارکنان از توقعی که از آنها می رود و حمایت فعالانه آنها از برنامه . پیشگیري از مشکلات همکاري کنند

. بسیار پر اهمیت استQAدر موفقیت برنامه 

: اهداف سیستم کیفیت -3

، مینان از کـارایی بـالاي آزمایشـگاه   ، اطمشخصلید داده با کیفیت تو: اهداف یک سیستم کیفی عبارت است از

ارزیابی مستمر از عملیات آزمایشگاهی، تشخیص ضعف ها در عملیات آزمایشگاه، تشخیص نیاز هاي آموزشی، بهبود 

مستند سازي و عملیات ثبت، توسعه کافی و شفاف سیستم گزارش دهی، اطمینان از برآورده شدن قوانین و مقررات

.و نیازمندي هاي مشتري

: عناصرسیستم کیفیت-4
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عمل یا برنامه مدیریتی مکتوب را ایجاد کرده، خـط  و یک دستورنموده استرا پیاده QSهر آزمایشگاهی که 

بوسیله مدیر ارشـد  ، برنامه. مشی و برنامه هاي آزمایشگاهی را براي اثبات کیفیت کارشان به مشتریان ارائه می دهد

کـوچکتر خـود اپراتـور برنامـه را امضـا      هـاي یرکیفیت بـراي تصـویب شـدن امضـا مـی شـود، در آزمایشـگاه       و مد

عمل مدیریتی مکتوب، نشانگر این است که کیفیت بر روي برنامه یا دستور بودن امضاي مدیر ارشد و مدیر. می کند

وم آن ایـن اسـت کـه در نهایـت     ها و فعالیتهاي آزمایشگاه تحت مسئولیت مـدیر ارشـد مـی باشـد و مفه ـ    سیاست

. مسئولیت حمایت از پرسنل، دستگاهها، تجهیزات و مواد با مدیر ارشد می باشد

:برنامه باید در برگیرنده جنبه هاي عمومی زیر باشد

a-اص، الزامات آزمایشگاه و مدیریت آن را براي کیفیت و درستی داده این بیانیه اهداف خ:بیانیه خط مشی کیفیت

.        می کندیفتوصها 

b-جنبه هاي اساسی آزمایشگاه و مسئولیت هاي مدیریتی آن را با یک چارت سازمانی :ساختار مدیریت و سازمان

.توصیف می کند

c-هاي خاص و نیـاز منـدي هـاي آموزشـی و مسـئولیت هـاي شـغلی بـراي         شرایط و ویژگی:خط مشی پرسنلی

. دو کارشناسان را مشخص می کنسرپرستان

d-هـاي  ها و تجهیزات موجـود، یادداشـت نیازمنـدي   از دستگاهیتهیه فهرست:هاي دستگاه و تجهیزاتنیازمندي

ها قبـل از  هاي کالیبراسیون دوره اي و نگهداري پیشگیرانه و اطمینان از عملکرد صحیح دستگاهآزمایشگاه و روش

ایش و گزارش دهی به منظور بررسی اثر بخـش بـودن   تشریح فرایند هاي آزمایشگاهی، پوارزیابیدستگاه سرویس 

.QAبرنامه 

e-هایی براي اطمینان از اینکه معرف ها و مواد داراي کیفیت وجود روش:مشخصات و ویژگی هاي تامین کنندگان

.کافی و مناسب براي استفاده هستند
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f-داردها بـراي رفـع خطـا هـاي غیـر عمـدي       استقرار استان:خصوصیات قراردادها براي انجام آزمون و کالیبراسیون

. آزمایشگاهی و مقبولیت محصول

g-ضوابط و معیارهاي پذیرش نمونه، روش جمـع  ،)بوسیله آزمایشگاه انجام می شوداگر(روش هاي نمونه برداري

فاظت هایی براي حدیابی نمونه هاي ارسالی و روش، پذیرش وقابلیت ر)مثل زمان و دما(آوري، شرایط حمل و نقل 

.که به نتیجه آزمون اعتراض شود؛ باید تدوین گرددنمونه در صورتی

h-قرار دارند فهرست تهیه گردد، صحه گذاري روشدامنه کاري آزمایشگاههایی که در از آزمون:روش هاي آزمون

امـه  هاي غیر استاندارد یا روش هاي جدید و مشخص نمودن وضعیت اعتبار هـر روش بـه لحـاظ داشـتن گـواهی ن     

.معتبر، لازم است

i-شامل نیازمندي هاي آزمایشگاه براي تضمین آزمون مثل صحه گذاري :هااقدامات کنترل کیفی تجزیه اي آزمون

ها، کنترل هاي مثبت و منفی، چک کردن مثل تکرار آزموني، جلو گیري از خطا وکنترل آزمونروش، مستند ساز

.ماري مورد استفاده، تست هاي تائیدي و روش هاي آ23استریلیتی

j-تمام فرایند هاي آزمایشـگاه و عملیـات آزمایشـگاهی روتـین کـه بوسـیله       فهرست:روش هاي اجرایی استاندارد

.مدیریت امضا شده، آماده و در دسترس کارکنان باشد و در صورت درخواست مشتري باید در دسترس قرار گیرد

k-دفترچـه هـاي   کپـی سـخت افـزاري   مانندنگهداري سوابق ارساختتعیین :کنترل مستندات و نگهداري سوابق ،

.یادداشت و فایل هاي کامپیوتري

هـا مثـل   و نیز سایر نیازمنـدي حفظ اطلاعات ، پاسخگویی و تضمین ی براي مرور و تجدید نظر، ردیابیروش های

در صورت عدم مغایرت با . دکنترل، امنیت، ذخیره سازي و زمان نگهداري اسناد و داده هاي آزمایشگاهی تدوین گرد

.از مستندات باید نگه داري شودنسخه پشتیبانو امنیت، یک حفظ اطلاعات اصول 

23 Sterility
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l-تشریح فرایند هاي آزمایشگاهی، پایش و گزارش دهی به منظور بررسی اثـر بخـش بـودن برنامـه     وارزیابیQA

: شامل

انجـام  سرپرسـت لی یکبار، بوسیله مدیر کیفیت و یـا  حداقل ساگاه بر روي کارهاي جاري آزمایش:ممیزي داخلی-1

این ممیزي ها باید تمام جنبـه هـاي   . مورد نیاز استاز خارج هاي کوچک یک متخصص براي آزمایشگاه. می شود

.را شامل گردد ها و گزارش دهیآزمایشگاه  مثل آزمون

حصول اطمینان از اینکه آزمایشگاه و پرسـنل  بوسیله کارشناسان از بیرون آزمایشگاه به منظور :ارزیابی خارجی-2

این ارزیابی یک مولفه ضـروري بـه منظـور    . را به صورت قابل قبولی پیگیري می کنند انجام شودQAآن، برنامه  

ایـن  ، رسـمی شـدن ندارنـد   بـه  یایلتم ـبراي آزمایشگاه هایی که . اعتبار دهی و تایید صلاحیت آزمایشگاه می باشد

.ست اقدامات اختیاري ا

آزمایشگاه را در تولید نتایج قابل قبول و قابـل  یک صلاحیت واقع در زمون هاي مهارت انجام آ:24تست مهارت-3

ون هـاي  آزم.ها نشان می دهد و مشکلات بالقوه را شناسایی می کندمقایسه با آزمایشگاه مرجع و سایر آزمایشگاه

.معمولاً یک یا دو بار در سال انجام می شودمهارت

m-مشـکلات و ثبـت و اصـلاح و    علـت شناسایی روش هـاي مفیـد بـراي تشـخیص     : اقدامات اصلاحی و پیشگیرانه

.پیشگیري از تکرار مجدد آنها

n-الزامات آزمایشگاه در خصوص پاسخگویی به مشتري در صورت درخواست و یا شکایت :ارائه خدمات به مشتري

توصـیه هـاي راهنمـاي    .ات شخصی مشتري را توصیف می کنـد عمشتري و همچنین رعایت راز داري و حفظ اطلا

QC ٩٠٢٠در بخش هايB٩٠٢٠وC به عنوان یک منبع مفید براي تهیه خط مشی برنامه هايQA و فعالیت

. اطلاعات بیشتر از منابع زیر قابل دسترس می باشد. کاربرد داردQCهاي 

 انجمن امریکایی اعتبار دهی آزمایشگاهA٢LA

24 Proficiency test
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ن بین المللی استاندارد سازماISO

هاي محیط زیست کنفرانس ملی اعتبار دهی آزمایشگاهNELAC

هاي محیط زیست انستیتو ملی اعتبار دهی آزمایشگاهINELA

 آژانس حفاظت محیط زیست امریکاUSEPA

B9020راهنماي کنترل کیفیت در داخل آزمایشگاه

کلیه . اطمینان از تحت کنترل بودن فرآیندهاي آزمایشگاهی طراحی شده اندبراي تفعالیت هاي کنترل کیفی

کنترل آزمـون  آزمایشگاه ها داراي تعدادي فعالیت هاي کنترل کیفیت می باشند که از یک مفهوم و قواعد مشترك

. براي نشان دادن کفایت و کارآمدي روش و عملکرد آزمایشگاه استنتاج شده است

و فعالیت )QA(جهت استقرار برنامه و یا خط مشی هاي تضمین کیفیت )QS(یت آزمایشگاه یک سیستم کیف

لازم براي به حداقل رساندن خطاهاي سیستماتیک و تصادفی ناشی از تغییـرات پرسـنل،   )QC(هاي کنترل کیفی 

ها و گزارش دهی داده هاي آزمایشگاهی، مدیریت دادهدستگاه ها، تجهیزات، معرف ها، منابع، نمونه برداري و روش

ها را تعیین می کند؛ به خصوص براي آزمایشگاه هایی که فقط تعداد محدودي از فعالیت هاي کنترل کیفیت آزمون 

، ذکر شدهⅠ :9020در جدول)QC(فعالیت هاي کلیدي کنترل کیفیت فهرست . هاي میکروبی را انجام می دهند

)QC(هـاي کنتـرل کیفیـت   اطلاعـات اضـافی دربـاره روش   . سـت مورد بحث قرار گرفته ا٩٠٢٠B.۵و در بخش 

که در ایـن بـاره   )QC(عمل هاي کنترل کیفیتآزمایشگاه ها باید به همه دستور.دسترس می باشنددرآزمایشگاه 

.بحث گردیده بپردازند، اما عمق و جزئیات ممکن است براي آزمایشگاه متفاوت باشد

و ي دیگر مثـل آزمایشـگاه هـاي شـیمی    ره شده نیز می تواند براي آزمایشگاه هاتعدادي از مواردي که اینجا اشا

براي آزمون آزمایشگاه هاي میکروب شناسی که تحت قوانین عملیـات بهینـه تولیـد    . رادیولوژي کاربرد داشته باشد
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)GMP(25/ عملیات بهینه آزمایشگاهی)GLP(26کار می کنند برخی از تکنیک هاي کنترل کیفی)QC(ز آنچه ا

.که اینجا لیست شده، متفاوت خواهد بود

:پرسنل -1

؛ آمـوزش با سطح مناسبی ازو یا تکنسینمیکروب شناسباید توسط یک متخصص هاي میکروبیولوژيآزمون

صورت یک متخصـص در زمینـه   غیر ایندردر فعالیت هاي عمومی میکروب شناسی انجام شودآموزي و تجربهکار

سی باید نظارت مستقیم براي راهنمایی و آموزش آزمایشگر در فرآینـدهاي پایـه آزمایشـگاه میکـروب     میکروب شنا

و مستندسازيناظر بطور مستمر باید مهارت هاي تکنسین را ارزیابی. شناسی براي انجام وظایف محوله داشته باشد

، بررسـی  )زمایشـگاه صـورت مـی گیـرد    اگر از طریق آ(نظارت دقیق در فرآیندهاي جمع آوري نمونه ستیبای.نماید

، لـوازم بـه دسترسـی ،، روپوش آزمایشگاهینمودن، استریل ايشیشه لوازم نمونه، محیط هاي کشت و آماده سازي 

براي تعیـین و  QCتکنیک هاي گندزدایی، آزمون هاي معمول آزمایشگاهی، شمارش، ثبت داده ها و تکنیک هاي 

در کسـب آمـوزش هـاي اضـافی پرسـنل بـراي افـزایش مهـارت هـاي          مدیریت باید.حذف مشکلات صورت پذیرد

رتبه کارایی آزمایشگر از طریق تعیین نصاب آموزش وحدلازم است . اختصاصی و پیشرفت شغلی ایشان کمک کند

ت اثبات اولیه توانایی قبل از تولید اطلاعا. به طور مستمر ارزیابی گرددمجهولنمونه هاي وي  بر روي انجام آزمون

.و اثبات تداوم توانایی براي انجام هر روش آزمایش باید ثبت شود

:زیستیمعیار و ضوابط ایمنی -2

براي همه آزمایشگاه هاي میکروبی جهت محافظت از پرسنل آزمایشگاه و سایر اشخاصـی کـه در   زیستیایمنی 

سه عامل وجود دارد که بایـد مـورد توجـه    در اینجا. هاي میکروبی قرار دارند؛ حائز اهمیت می باشدمعرض فعالیت

ارزیابی ریسک کاري که در .ایمنی دستگاهی و طراحی ساختمان آزمایشگاه–تکنیک هاي آزمایشگاهی : قرار گیرند

به ارتباط با هر عامل بیولوژیک به خصوص باید انجام شود، ترکیب مناسب این عوامل ضروري را براي هر آزمایشگاه 

25 (GMP) Good Manufacturing Practices
26 (GLP) Good Laboratory Practices
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خـدمات بهداشـت همگـانی آمریکـا،     CDC (27(مرکـز جلـوگیري و کنتـرل بیمـاري     . ی کنـد تعیین مخودي خود

(BSLs)سروکار دارند به چهار سطح ایمنی زیستیبا آن آزمایشگاه ها را بر اساس نوع عوامل زیان آور بیولوژیکی که 

منـی تجهیـزات و   هاي آزمایشگاهی، ایروشسطح شامل مجموعه اي از فعالیت و چهاراین . طبقه بندي می کند28

، راه هاي مشکوك انتقال عوامل عفونی بطور ویژه براي کارهاي انجام شدههر مجموعه . آزمایشگاهی می باشندلوازم 

. سطح ایمنی زیستی به اختصار شرح داده می شوند4در ادامه این  . و کار و فعالیت آزمایشگاهی مناسب می باشند

اك داخلی و یا خارجی که ممکن است سبب بروز بیماري کشنده بالقوه و به عوامل طبیعی، خطرنمتد در استاندارد 

.جدي شوند، پرداخته نمی شود

4و 3لودگی ها و تجهیزات مربوط به سطوح الیت هاي خاص، آبنابراین در اینجا به اطلاعات جزئی در مورد فع

کلیه سطوع ایمنی به پروتکل مرکز براي دستیابی به اطلاعات بیشتر در مورد . نمی شودزیستی پرداختهایمنی

.خدمات بهداشت همگانی آمریکا مراجعه کنید)CDC(جلوگیري و کنترل بیماري

a- ایمنی زیستی 1سطح)(BSL : مورد توجه قرار داده استCDCبر اساس آنچه که : ۱

BSL)(سطح یک ایمنی زیستی  بیماري در بزرگسالان شناخته شده اي  که عامل اصلی  براي عوامل کاملا١ً

کار عمدتاً روي سطوح باز . نبوده و نیز کمترین خطر را براي پرسنل آزمایشگاه و محیط دارند، مناسب می باشند

عوامل فهرست شده در . عمل هاي استاندارد میکروبی انجام می شودآزمایشگاهی با استفاده از دستورسکوي 

هاي مرتبط با کل کلیفرم ها ، روشیستی با آنها رفتار شود، شامل استاندارد متد که باید طبق سطوح یک ایمنی ز

27 (CDC) The Centers for Disease Control
28 (BSLs)Biosafety levels
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فعالیت هاي کنترل کیفیت–Ⅰ:9020جدول 
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هـا و دیگـر   تتري هـاي آهـن و سـولفور، اکتینومایس ـ   بـاک ، 29، انتروکوکسـی یکل ـگرماپاي، اشریشـیا  کلیفرم هاي 

به نظـر  هاي مورد آزمایشروشزیستی متناسب با ایمنی فعالیت هاي. می باشندبیماریزامیکروارگانیسم هاي غیر 

بـراي ایـن   تجهیزات ایمنـی فعالیت هاي استاندارد و . به کار گرفته شودمدیر آزمایشگاه بستگی دارد که چه روشی

:به صورت زیر انجام میشودسطح 

ه آزمایشـگاه از طریـق  دسترسـی ب ـ صلاحدید مدیر آزمایشگاه ایا کار با نمونه ها بدر زمان شروع آزمایش ها-1

شود، به عنوان مثال، از برچسب ورود ممنوع به دلیـل وجـود مـواد    ، محدود یا ممنوع یک برچسب یا نشانگرالصاق

از بسـته بـودن راه   . اسـتفاده کنیـد  ، مجاز استبراي پرسنل آزمایشگاهاًصرفورود یا بر چسب ، 30زیستی خطرناك

.نماییدیط استریل اطمینان حاصل هاي ورودي و پنجره ها هنگام کار در شرا

سـتکش هـا و قبـل از    کـردن د بعد از خارج و بیولوژیکرا بعد از تماس با مواد پرسنل باید دست هاي خود -2

.ترك آزمایشگاه با آب و صابون بشویند

ایی بـراي  خوردن، نوشیدن، سیگار کشیدن، استفاده از لنزهاي تماس چشمی، مواد آرایشی و نگهداري مواد غـذ -3

.استفاده شخصی در فضاي کاري مجاز نمی باشد

.کشیدن مایعات با دهان از داخل پیپت ممنوع است-4

.تهیه شودعملدستوروکار داشتن ایمن با وسایل نوك تیز باید براي سر-5

.دنشواز هر گونه آلودگی عاريقبل و بعد از هر بار استفاده از مواد زیستی باید يسطوح کار-6

ضدعفونی شوند 31همه محیط هاي کشت، مواد اولیه و مواد دفعی ایجاد شده قبل از انهدام باید از طریق اتوکلاو-7

.ثبت شودنبه آو اطلاعات مربوطه

29 Enterococci
30 Biohazards
31 Autoclaving
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براي اي آزمایشگاهی، روپوشتوصیه می شود که پوشش ه. باید یک برنامه کنترل حشرات و جوندگان اجرا شود-8

چنانچه پوست دست آسیب دیده و یا دچار جوش و زخم .کثیف شدن لباس ها پوشیده شودجلوگیري از آلودگی یا

یـا  از ریـزش مایعـات  تا هر نوع کار مراقبتی که لازم است باید انجام شود. باشد حتماً باید از دستکش استفاده شود

.یدممانعت به عمل آ32ایجاد ایروسل ها

b– ۲ایمنی زیستی2سطوحBLS ) :(BLS فعالیت هاي سطوح یک ایمنی زیستی قرار دارد و کار با بالاتر از ٢

.را شامل می شوندکار عوامل داراي پتانسیل متوسط خطر براي اشخاص و محیط 

مشـتمل  ایمنی زیستی را نیاز دارند؛ 2که فعالیت هاي سطوح متد شده در استاندارد فهرستمیکروبیعوامل 

شـرح داده شـده   9711و 9610، 9510، 9260هـاي هستند که در بخشیی ري زامیکروارگانیسم هاي بیمابر 

داراي آموزش هاي خـاص بـراي   باید پرسنل آزمایشگاه متمایز می شود از این بابت که 1این سطح از سطح . است

در . شـود در هنگام شروع کار آزمایشگاهی باید دسترسـی بـه آزمایشـگاه محـدود    . تماس با عوامل بیماري زا باشند

فرآیندهایی که ممکن است ذرات معلق آلوده تولید .احتیاط لازم در نظر گرفته شودتماس با وسایل تیز و برنده باید

.باشد انجام شودان داشتهامکایمن سازي مناسب چنانچه . انجام شودBSC(33(کنند باید در زیر هود بیولوژیک 

اند شامل میشدهفهرستنیزایمنی زیستی1اردي که براي سطح فعالیت هاي استاندارد براي این سطح کلیه مو

:ورده شده اندآدر ادامهکه هاي ویژه روشبرعلاوه؛گردد

تیـغ هـاي تیـز    ، لولـه هـاي موئینـه و    34هنگام کار با چیزهاي نوك تیز شامل سرنگ ها، سوزن ها، اسلایدهادر -1

.به شدت احتیاط شودبایستی 

بـا اسـتفاده از   ؛ مواد عفونـت زا احتمالی پخشگونهکار یا پایان روز و بعد از هرشروعار در سطوح کلازم است -2

.دنشوعاري از هر گونه آلودگی ، مواد گندزداي مناسب

32 Aerosols
33 Biological Safety Cabinets
34 Slides
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برچسـب کـه در یـک ظـرف   بایدهستند داراي قابلیت عفونت زاییکه محیط هاي کشت یا مواد دورانداختنی -3

جدا شـوند و بـا پوشـش    ن الصاق شده استبر روي آ) داراي خطر زیستیو داختنی مواد دور انبا عنوان(یمشخص

مناسبی که بتواند مانع از چکه و ترشح مواد در هنگام تهیه، جابجایی، فرآیند سازي، ذخیره، حمل و نقل هوایی و یا 

. کنار گذاشته شونددر محل مناسبی پوشانده ودریایی  باشد 

در زمـان انجـام   حفاظـت فـردي  به همراه تجهیزات مناسـب  2بیولوژي، ترجیحاً کلاس هود هاي ز لازم است ا-4

و یا غلظت هاي بالا و حجم هـاي زیـاد از عوامـل عفـونی     پاشیدگی مایعاتفرآیندهاي با قابلیت تولید آئروسل و یا 

.استفاده شوند

صورت براي حفاظاز ماسک و ژي بایستیدر خارج از هود هاي بیولوهامیکروارگانیسمهرگونه کار بادر انجام -5

. صورت استفاده شودناحیهمواد عفونی بهپاشیدگیجلوگیري از اسپري شدن و یا 

مخصـوص  در آزمایشگاه باید پوشش، روپوش، یـونیفرم هـاي مخصـوص آزمایشـگاهی و عینـک هـاي ایمنـی        -6

.شوندنگهداريو در آزمایشگاه گردند خارجاز تننیز شوند و هنگام خروج از آزمایشگاهاستفاده آزمایشگاهی 

از دسـتکش  لازم اسـت  دست با مواد عفونت زا، سـطوح و یـا ابـراز و وسـایل آلـوده      احتمالی در صورت تماس -7

.استفاده شود

c– با عوامل درونی، خطرناك و یا خارجی که ممکـن  ایمنی زیستی کار4و 3سطوح :ایمنی زیستی 4و3سطوح

بیماري هاي وخیم و کشنده شوند را در بر می گیرد مثل قرار گرفتن در معرض مواد خطرناك از طریق است موجب 

شرح داده نشـده انـد، بـراي ایـن سـطح از ایمنـی       متدچون که عوامل این گروه در استاندارد . تنفسی و استنشاقی

:زیستی فعالیت هاي خاص، محدود و ساده فقط بصورت خلاصه شرح داده می شوند

هاي ایمنی قبلـی  روشکلیه . پرسنلی که با مواد عفونت زا سر و کار دارند باید آموزش هاي لازم را فرا گرفته باشند

)BSC(کـار بایـد داخـل هودهـاي بیولوژیـک      . دسترسی به آزمایشگاه باید محدود و ممنوع باشد. باید دنبال شود

راهیچ کس اجازه ورود به آزمایشگاه بـا زخـم بـاز   . توسط پرسنل داراي وسایل و پوشش محافظ مناسب انجام شود

حـد فاصـل سـالن   بایستیکه در آنجا پرسنل بتوانند روپوش خود را تعویض کنند مخصوصیک مسیر عبور. ندارد
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باید از باز شدن هر دو درب در یک زمان جلـوگیري بـه عمـل    . ورودي و خروجی آزمایشگاه وجود داشته باشدهاي

اي قابلیت آلودگی از جمله دستکش ها، روپوش هـاي آزمایشـگاهی و غیـره، قبـل از انهـدام یـا       کلیه مواد دار. آورد

. استفاده مجدد باید مجدداً ضدعفونی شوند

ایمنی زیستی گفته شد؛ عوامل بیولوژیکی اغلب خارجی و غیر 3ایمنی زیستی همانند آنچه در مورد سطح 4سطح 

هاي روشتمام . و هم براي محیط بی نهایت خطرناك می باشندکه هم براي پرسنلشودی مشاملرا معمول

دسترسی به آزمایشگاه باید اکیداً کنترل شده و در یک فضاي مشخص و به دور از . ایمنی قبلی باید دنبال شوند

پرسنل باید پیش از ورود به آزمایشگاه . فعالیت هاي معمول آزمایشگاهی و یا در یک ساختمان مجزا انتقال یابد

.لباس آزمایشگاهی بپوشند و باید قبل از ترك آزمایشگاه نیز از آلودگی پاك شوند

: امکانات-3

یک خط مشی کنترل محیطی، براي اطمینان از اینکه شرایط محیطی منجر به بـی اعتبـار شـدن نتـایج، تـاثیر      

عواملی که باید موردتوجه و اجرا . کنیدخواسته بر کیفیت اندازه گیري و یا تاثیر ناخواسته بر پرسنل نمی شود؛ تهیه

.آزمایشگاهی کاربرد دارندهر نوع ساختمانبیشتر این اطلاعات براي . شرح داده شده استزیرقرار گیرند در 

a-باشـد مصـون با تهویه مناسب طراحی کنید که از گرد و غبار و تغییرات دمایی شـدید  راآزمایشگاه ها:تهویه .

، سیستم هاي کنترل دما، رطوبت و تهویه مناسب نصب کنید؛ تا انکوباتورها بـا ثبـات بیشـتري    براي کاهش آلودگی

که جریان هواي داخـل  از آنجائی. کار کنند و مشکلات ناشی از رطوبت محیط هاي کشت و تجهیزات کاهش یابند

ن هواي خـارج  بیش از جریابایدهمیشهآلودگی به دلیل وجود جریان منفی هوا خطربراي جلوگیري از آزمایشگاه

سیستم تهویه هوا را طوري تنظیم کنید تا جریان هوا بطور مستقیم روي سطح کـار و سـکوهاي   از آزمایشگاه باشد؛

.آزمایشگاهی دیده نشود

b-آلودگی، آزمایشـگاهی  باربراي اطمینان از صحت و درستی نمونه و آزمایش و به حداقل رساندن :فضاي کاري

.دسترسی و نقاط خروجی را مسدود نکنیدمناطق قابل . دد و بازدید کننده طراحی و پیاده سازي کنیدبا حداقل تر
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براي مثـال، فضـاي جداگانـه بـراي     . آزمایشگاه وجود داردکار دراطمینان حاصل شود که به اندازه کافی فضاي باید 

ت، ظروف شیشه اي، تجهیزات، آزمون و دریافت نمونه، آماده سازي و استریل نمودن، آلودگی زدایی محیط هاي کش

توصـیه مـی   . شـود ، با یک اتاق از انکوباتورها فراهم هیزات دمایی مانند اتوکلاوتج. شت، و انتقال و ذخیره اطلاعاتک

بیولوژیکی براي توزیع و آماده سازي محیط هاي کشت، انتقال کشت هاي از لحاظایمنهايشود از هود یا کابیت

ولـی مطلـوب نمـی باشـد   شرایط اگرچه وسعت کمتر با آزمایشگاه هاي در. شودمواد آلوده استفاده میکروبی، کار با 

آنهـم  در کنار درب و پنجـره  کارهاکلیه يبایدنمعهذا فعالیت ها در یک اتاق انجام شود این کلیه که احتمال دارد 

.جود داشته باشدوآزمایشگاهفضاي کافی براي ذخیره مناسب مواد در . باز انجام شودبصورت 

c-زمایشگاهی را اختصاص ایشگر حداقل دو متر از طول سکوي آبراي هر آزم:فضاي مختص سکوهاي آزمایشگاهی

ارتفـاع میـز معقـول و    . ماده سازي و پشتیبانی تـدارك ببینیـد  لیت هاي آفضا هاي بیشتري براي  فعادهید  وضمناً

سانتی 76تا 70سانتی متر و پهناي آن 97تا 90ستاده ارتفاع میز براي کارهاي ای. مناسب براي  آزمایشگران باشد

. سـانتی متـر باشـد   80تا 75متر و براي کارهاي نشسته مانند استفاده از میکروسکوپ و شمارش کلنی، ارتفاع میز 

اشد که سطح فوقانی میزها باید از جنس استیل ضد زنگ، پلاستیک اپوکسی، یا سایر سطوح صاف و غیر قابل نفوذ ب

لامپ هایی با روشنایی مناسب اما بـدون  .  در مقابل خوردگی مقاوم بوده و حداقل شکاف و درز در آن ها دیده شود

)۱۰۰لوکس1000تشعشع زیاد با قدرتی در حدود  FT-C)با یک نورسنج میزان نور . بالاي میزهاي کار نصب نمایید

.را بررسی کنید

d-شستشو و ضـدعفونی شـدن را   صاف که قابلیتکل دیوارها از یک سطح کاملاًاطمینان یابید که: دیوارها و کف

، کاشی، یا هـر مـاده غیـر    35مواد مورد استفاده درکف از مواد فشرده صاف و هموار، وینیل. دارند، پوشیده شده است

ایی درنظـر  سقف صاف، بدون بافت فیبري بوده و مکانی براي لامـپ هـاي روشـن   . قابل نفوذ با قابلیت شستشو باشد

. گرفته شود

e-قبل و بعـد آزمـایش سـطوح    . درتمیزي محیط آزمایشگاه از  استانداردهاي بالایی بهره گیري نمایید: محیط کار

خط مشی نگهداري پیشگیرانه براي محیط کاري و تجهیزاتی مانند انکوباتورهـا و یخچـال هـا    . باید ضدعفونی شوند

35 Vinyl
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از تجمع آب در یخچـال و فریـزر   . کشت آلوده را بعد از استفاده استریل نماییدابزار کار و محیط هاي. برقرار نمایید

یک برنامه پایش زیست محیطی  مداوم بـراي  . جلوگیري نموده و همه فیلترهاي مخصوص تهویه هوا را تمیز نمایید

است یا محیط کـار بررسی کیفیت هوا که فواصل زمانی آن حداقل یک ماهه باشد فراهم نمایید و اگر حجم کار بالا 

پلیت  بـه منظـور    از آزمون کشت هوا در. لودگی با عوامل زیستی قرار دارد تواتر پایش بیشتر شوددر معرض خطر آ

این روش یک نمونه برداري منفعلانه  است و به نوعی .  ، استفاده نماییدلودگیفاقد آوري یک محیط ایجاد و فراهم آ

. ن مکان بر سـطح آگـار بنشـینند   توانند در آاست که ذرات معلق  میمکانی متاثر از نشست و ته نشینی ذرات در 

اگر شاخص هاي ارزیابی ریسک امکان وجود ذرات آئروسل را نشان می دهد، از نمونه بردارهاي اکتیو  بـراي نمونـه   

36(پلیت هاي تماسی . برداري هوا استفاده نمایید RODAC  یـا روش  ) شناسایی و شمارش ارگانیسم تکثیـر یافتـه

مورد تواننده صورت هفتگی یا برحسب نیاز  با تواتر بیشتر با توجه به  میزان آلودگی سطوح سکو ها  میب37سواب

. استفاده قرار گیرند

بـه  نتایجتوانید از میانگینمیلودگی یک ناحیه خاص  براي تعین حد نرمال آمانی،بعد از سپري شدن یک دوره ز

، حـدود  دانسـیته اي یکسـانی    گرچه براي همـه بـاکتري هـا   .ده کنیدمده استفابه عمل آآزمون هايدست آمده از

ي محل هاي کار ویژه، ، این آزمون را به صورت مبنا براآزمایشگاه می تواند بر حسب نیازمشخص نشده اند لیکن هر

. ود مورد توجه قـرار دهـد  ، ایجاد سطح اعلام از نوع هشدار و خطر  و گرفتن تصمیمات مقتضی براي خرویه ارزیابی

دقیقه یا  15کلنی در مدت زمان cm٢/ ١۶٠/ ١۵معرض هوا، نباید ازدر(تعداد کلنی هاي  روي پلیت 

( ١۵colonies/plate/١۵ min)تمایـل  بعلاوه در این سیستم مراقبتی، ممکن است آزمایشـگاه  . بیشتر باشد

از بروز هر گونه صداي ناهنجار و لـرزش  . انجام دهدخودکاري لودگی را  با سیستم هاشناسایی عوامل آداشته باشد

براي جلوگیري از افزایش دما ناخواسته در آزمایشگاه، براي پنچره هاي بزرگ . در آزمایشگاه جلوگیري به عمل آورید

.، سایه بان قابل شستشو نصب نمایید

36 Replicate Organism Detection and Counting
37 The Swab Method'
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f-ها، قفسه ها، کف، پنجره ها، پوشش لامپ هـا را  به صورت برنامه ریزي شده اتاق ها و میز:تمیز کردن آزمایشگاه

به صورت هفتگی کف را با یک ماده ضدعفونی کننده و توسط یک . وله ها قابل دید را تمیز نماییدبشویید و سطوح ل

بـر  حد اقل به صورت روزانه و یا با تواتر بیشتر . از  تی خشک یا جارو استفاده نکنید. تی پارچه اي ضدعفونی کنید

ــاز اســاس  ــاك و ضــدعفونی     ایمنــی زیســتی مــورد نی ــا یــک مــاده ضــد عفــونی کننــده پ ــز کــار را ب ، ســطح می

لولـه  . هیـد لوازم و کاغذها را بالاي میز قـرار د . آزمایشگاه بهم ریخته نباشد). را ببینید (٢.B ٩٠٢٠بخش(نمایید

38در کنـار سـینک  . ا بپوشـانید وري کـرده  و ی ـ مکان تمیز شدن  مکرر ندارند جمـع آ که اهاي بالا سري میز کار را 

.سیگار نکشید و از خوردن و آشامیدن در آزمایشگاه بپرهیزید. زمایشگاه صابون مایع و حوله کاغذي قرار دهیدآ

g-ی کـه لازم باشـد جهـت    اطمینان یابید که یک منبع برقی ثابت با تعداد کافی پریـز وجـود دارد و در جـای   : برق

یک سیستم برق اضطراري  پشتیبان و سیستم هشـدار دهنـده   . ؛  قطع کننده جریان عمل می کندافزایش حفاظت

.وقتی کار حساس است ممکن است مورد نیاز باشد

لوازم و تجهیزات آزمایشگاهی-4

به منظور بررسی و تایید اینکه هر قطعه از تجهیزات به طور صحیح نصب شده و بـه صـورت مـداوم و رضـایت    

از طریق نظارت مستمر، نگهـداري  . هاي مربوطه را در دسترس داشته باشیدها و دستورعملکند، رویهکار میبخش 

ي کالیبراسیون منظم، این مطلب را که هر قطعه از تجهیزات و یا ابزارآلات، نیازهاي کـاربر را در  روزانه و یک برنامه

در ارتبـاط بـا   مـدون هـاي  عملدستور. رسی و تایید نماییدد، برکنارتباط با دقت و حداقل خطا و انحراف تامین می

۹۰۲۰بخش (استفاده، عملکرد، کالیبراسیون و نگهداري از تجهیزات و ابزارآلات مربوطه تهیه نمایید  ۶B.  ملاحظـه

کالیبراسـیون تجهیـزات را بـا    . هاي تولیدکنندگان را براي بازیابی آسان، در دسترس نگاه داریـد عملو دستور) شود

ي ارائه شده تفاده از استانداردهاي مرجع به انجام رسانده و نگهداري از تجهیزات را به طور منظم مطابق با توصیهاس

-ها، میکروسکوپاز سوي تولیدکننده انجام دهید و یا قراردادهاي نگهداري پیشگیرانه را در ارتباط با اتوکلاوها، ترازو

هاي کنترل کیفی را مسـتقیماً در دفـاتر مخصـوص    تمامی بررسی. دها و سایر تجهیزات مهم و حساس منعقد نمایی

38 Sink
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مشکلات مربوط به تضعیف کارایی تجهیزات بررسی براي . ثبت و ضبط نموده و مستندات مربوطه را نگهداري نمایید

.ایجاد نماییدیک سیستمو اقدامات لازم براي تصحیح آن ) کاهش توان عملکردي آنها(

-هـاي زیسـت  آزمایشگاه داراي تمامی تجهیزات و لوازم مورد نیاز بـراي اجـراي آزمـایش   اطمینان حاصل کنید

ات و لوازم کافی را در محلی که مورد نیاز است فراهم آورید، به نحـوي کـه   تجهیز. باشدمحیطی و کالیبراسیون می

در شرایطی که تجهیزات فقـط  . ها از یک آزمایشگاه به آزمایشگاه دیگر نباشیدمجبور به جابجایی روزانه و دائمی آن

. باشند، مشخص نمایید که چگونه کیفیت  آزمایشگاه مورد تاییـد خواهـد بـود   خارج از محیط آزمایشگاه موجود می

تمـامی  . هاي مشخصی قرار داده شونددر اتاقلوازم آزمایشگاهی تجهیزات و بایستیآزمایشات مولکولی، انجامبراي

ي مقبولیت تجهیزات، ابزارآلات و لوازم، و همچنین تمامی آزمایشهاي تحلیلی هستند که نشان دهندهرایمستندات

اي ي الکترونیکی و یا فایل رایانهماندگار نظیر یک دفترچهساختارموارد ثبت شده را در قالب یک . نگهداري نمایید؛

.نگهداري نمایید

م اصلی و همچنین آزمایشگاه تحقیقاتی اسـتفاده نماییـد   براي لوازهاي کنترل کیفی زیرها و رویهعملاز دستور

):هاي ویژه یا تخصصی ممکن است در اینجا فهرست نشده باشندتجهیزات مورد نیاز براي آزمایش(

a-به صورت سالیانه و یا ترجیحاً هر شش ماه، صحت و دقت تمامی ابزارهاي اندازه:گیري و ثبت دماوسایل اندازه-

ها و ابزارآلات ثبت دما را در دماي مورد استفاده نسبت به شیشه، ترموکوپلدرهاي مایعدماسنجگیري دما از قبیل

و یا یـک دماسـنج قابـل ردیـابی     NIST(39(یک دماسنج واجد گواهینامه  انستیتیوي ملی استانداردها و تکنولوژي 

.، چک نماییدNISTو منطبق  با مشخصات NISTبه

ضـریب  . را به همراه تاریخ و امضاي کارشناس در یـک دفتـر کنتـرل کیفیـت، ثبـت نماییـد      نتایج کالیبراسیون 

کـه تنهـا مقـادیر    گذاري کنید به طـوري ي سنجش دما را روي آن نشانهتصحیح کالیبراسیون لازم براي هر وسیله

که دوره زمانی ا گواهینامه را مطابق بواجد هاي مرجع صحت  و درستی دماسنج. دمایی صحیح، ثبت و ضبط گردند

-برخـی از سـازمان  در . قرار دهیدتصدیق سال یکبار مورد 5در گواهی کالیبراسیون مشخص گردیده یا  حداقل هر 

نیـاز بـه انجـام داشـته     ممکن است زودتر از موعدکالیبراسیون هاي فدرال و یا ایالتی، هاي اعتبارسنجی و یا آژانس

.باشد

٣٩ National Institute of Standards and Technology
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. اییـد ي سانتیگراد و یا کمتر اسـتفاده نم درجه0,5با زینههاي مدرج شده دماسنجبراي کاربردهاي عمومی، از 

ها،  بخش حبابی دماسـنج  را در درون آب و یـا گلیسـیرین    و یخچالبراي انکوباتورهاي که در آنها هوا جریان دارد 

مثل ور اسنج کاملاً غوطه، از یک دمدرجه سانتیگراد44,5±0,2به عنوان مثال؛ براي یک حمام آب . نگهداري کنید

ي انکوباتورهـایی کـه هـوا    در . باشد، استفاده کنیـد 0,1ن و بازه کاري کم ، که درجه زینه آقدیک دماسنج کوتاه

يلولـه یک بالن یـا درون ، که محدودي کاري بازهوهاي کوتاه قد، از دماسنجاستجریان همرفتی داخل داراي 

مـایع  گلیسـیرین  ر نهـا د و بخـش حبـابی آ  متصل شـده ) م و استفاده در انکوباتورمناسب از نظر حج(آزمایشگاهی 

شده را قرائت کرده و در یک دفتر کنترل کیفیهاي کالیبرهدماسنج. استفاده نماییدقرار دارد)مذکورظرفداخل (

تـا  دما مجهـز نماییـد   پیوسته هاي آب را به ابزارآلات ثبتدر صورت امکان، انکوباتورها و حمام. ثبت نماییددما را 

نشـت  ازجلـوگیري  جهتاي، هاي جیوهدر صورت امکان، از به کارگیري دماسنج.شودفراهم دما مداومرصدامکان

.دماسنج، خودداري نماییداحتمالیجیوه درون محیط در صورت شکست

b-ها و به منظور جلوگیري از ایجاد لرزش، آنقرار دهید، تندهایی عاري از جریان هواي ترازوها را در مکان:ترازوها

نماییـد، آن را مـورد   هر بار که ترازو را به محل جدیدي منتقل مـی . نماییدتنظیم هرا بر روي سطوح سفت و هموار

، از 41تاپ لودینگو نوع40ي ترازوهاي  آنالیتیکالبراي عملکرد و نگهداري معمول و روزانه. تنظیم مجدد قرار دهید

به صورت سالیانه اقدام به سرویس نمودن ترازوها نمایید، و تحت . ها پیروي کنیدآنهاي شرکت سازنده عملدستور

ي یـک بـرس   پیش از هر بار استفاده، ترازو را به وسـیله .تغییر شرایط و بروز مشکلات، این کار را زودتر انجام دهید

اگـر لازم  را نشان دهـد و ، صفر صفحه توزینبودن هنگام خالینمایشگرنرم تمیز کنید و اطمینان حاصل نمایید که 

هاي تـوزین را  پیش از افزودن مواد شیمیایی، کاغذ توزین و یا ظرف. صفر شودفشار داده تا (tare)تیرکمه باشد د

-نمواد مورد نظـر را بـراي وز  . ، ترازو را صفر کنید(tare)تیريي ترازو قرار داده و با استفاده از دکمهبر روي کفه

، وزن را مطابق مقدار نمایشگر قرائـت  )ندر صورت وجود آ(ثابت شدن نشانگر کردن بر روي کفه قرار داده و پس از

ي تمیز، ذرات ریخته شده را هاي ترازو را تمیز نموده و با استفاده از یک پارچهپس از استفاده، بلافاصله کفه. نمایید

-انبـرك نـوك  ازفقط . ها را تعویض نماییدگی و یا سقوط شده اند، آنها دچار خورداگر وزنه. پاك و برطرف نمایید

40 Analytical
41 Top-loading
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به صورت معمول و مرتـب و ترجیحـاً روزانـه و پـیش از شـروع وزن      .ها استفاده کنیدي برداشتن وزنهپلاستیکی برا

سـی  و بررچـک  عملکرد تـرازو را  ري شما را پوشش می دهند، محدوده کاتوسط حداقل دو وزنه  که غالباًکشی و 

. کنید

شـناخته  42هاي مرجع، با تلـورانس اي از وزنهها را به صورت ماهیانه، با مجموعهصحت، دقت و خطی بودن وزنه

. بررسی و چک نماییـد ) واجد گواهینامه معتبرNIST Class Sیا ۱ANSI/ASTM Classبه عنوان مثال، (شده، 

هاي مرجع را مطابق آنچه که در مجوز کالیبراسـیون  وزنه. ت کنیدثبارزیاب نتایج را به همراه تاریخ و نام کارشناس 

-آژانسدر مورد توجه داشته باشید که .بار، مورد تایید مجدد قرار دهیدسال یک5مشخص گردیده و یا حداقل هر 

در تواتر هاي اعتبارسنجی، تایید و دریافت گواهینامه هاي اعتباري وزنه هاي مرجع هاي تنظیم مقررات و یا سازمان

.دباشمورد نیاز  میهاي بیشتري 

c-pHاز : مترpH با زینهمتري استفاده کنید کهpH=1/0 تصـحیح  امکان شده باشد و همچنین مدرجو یا کمتر

هـاي  مترهاي دیجیتالی، محلولpHاز . باشد، وابسته به دما میpHباشد، زیرا که جوابدهی الکترود داشته دمایی نیز 

الکترود سـر تخـت،   . استفاده نمایید،کنندعمل میاي از دماي گستردهبازهکه در ري، و الکترودهاي مناسب بافر تجا

از قبل (pHمتر را توسط حداقل دو بافرpH. به کار گرفته شود43محیط کشت آگار جامدpHتواند براي سنجش می

ي دمایی براي تعیـین  ترین بازهمطلوب. الیبره نماییدباشد، کزمونمورد آي هانمونهpHي که دربرگیرنده)تایید شده 

pH ، سنجش . باشدمیسانتیگراد 25±0,5یدمایمحدودهpH محلول آزمایش را در دمایی نزدیک به دماي استفاده

.متر، انجام دهیدpHکردن شده جهت کالیبره

-ي آنهاي بافر و بررسی ماهانهباز کردن محلولتاریخ . نتایج کالیبراسیون، تاریخ، و نام کارشناس را ثبت نمایید

بلافاصـله پـس از   . هـا و در دفتـر ثبـت نماییـد    را بر روي بطـري ) در صورت امکان(متر دیگر pHها نسبت به یک 

پـس از یـک روز، تمـامی    . متـر را دور بریزیـد  pHهاي بافر به کار گرفته شده براي کالیبره کـردن  استفاده، محلول

را بر مبنـاي تـاریخ انقضـا، جـایگزین و     pHحاوي بافر ظروف. ها را دور بریزیدساخته شده از بستههاي بافرمحلول

اجازه ندهید . ور در محلول توصیه شده از سوي تولیدکننده نگهداري کنیدالکترود را به صورت غوطه. تعویض نمایید

42 Tolerance
43 Solid Agar Media
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داقل یکبار در ماه، و ترجیحاً پس از هر بـار  را پس از کالیبراسیون، ح44مترpHشیب .تا الکترود کاملاً خشک شود

pHچنانچه  . گیري و ثبت نماییدمتر دچار عیب و نقص شده است یا خیر، اندازهpHمنظور که آیا این استفاده، به 

را بـه صـورت   pHلیکن قادر اسـت کـه  ، نمایدمتر، داراي این امکان نیست که به صورت خودکار شیب را محاسبه 

:ي شیب استفاده کنیدارائه نماید، از فرمول زیر براي محاسبههم ) mV(ولت میلی

و یـا  pHدرصد باشد، ممکن است الکترود 105درصد و یا بالاتر از 95متر، کمتر از PHکه  شیب در صورتی

pHبه منظور دستیابی به جزییات کامل در ارتباط با اسـتفاده از  .دنمتر نیازمند تعمیر باشpH  و نگهـداري و  متـر

.هاي شرکت سازنده عمل  نماییدعملرا ملاحظه نموده و یا طبق دستور+H-۴۵۰۰مراقبت از آن، بخش 

d- واجـد  باشـند کـه   متعددي  موجود و در دسـترس مـی  هاي تجاريدر حال حاضر سیستم: آبسیستم تخلیص

فیلتراسـیون همـراه بـا  اسمز معکوس،مختلط و-هاي بستر رزین، کربن فعالفیلترسازي، پیشمراحلی چون

دچـار افـت   سیسـتم د اخـل  ها و یـا کـربن فعـال    که رزینتا زمانیو. هستندRW ٌ45آب تولید نهایی  به منظور

در حال حاضـر، برخـی از سیسـتم هـاي     . نمایدآبی با کیفیت مطلوب تولید تواند می، این سیستم نشودعملکردي 

.مـاده کننـد  ونی را احیا و براي فعالیت مجدد آهاي تبادل یادرند به طور خودکار رزینزدایی قمجهز به عملکرد یون

نآاستریلیزاسـیون جهـت مناسـب UV46دسـتگاه  از کـه هنگـامی را تا تولیدي دستگاه RWآبتوصیه میشود

.، ذخیره سازي نکنیدمورد تایید قرا نگرفته استو استریلیتی ان نیز استفاده نشده

RWشده، کنترل نمایید و حـداقل بـه صـورت سـالیانه     سنج کالیبرهو یا در روز استفاده، توسط یک هدایتئماًرا دا

تواند هاي هتروتروفیک، میي میزان باکتريتعیین ماهانه. وجود فلزات، مورد آزمایش قرار دهیداز نظر بررسی جهت

ب خروجی در آهاي افزایش تعداد  باکتري. رها باشدزمایش سایر پارامتي وجود مشکلات بالقوه، پیش ازآدهدهننشان

ی یمنـابع غـذا  تواند اثباتگرحضور میتعداد و این افزایشباکتریایی تاثیر بگذاردبر آزمایش هايتواند سیستم، می

.ن باشدي داخل آباکتري ها جهت رشدRWب درآکافی

44 Slope
45 Reagent-grade Water
46 (UV) Ultraviolet
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ی که تعمیرات و یا تغییراتی در سیسـتم تـامین آب   مواقعیا ، به صورت سالیانه و RWکیفیت آبکنترل لازم است 

متد ي با کیفیت بهتر، همانطور که درکتاب  استاندارد، و یا نمونه2براي آب کلاس . صورت گیردگرفته باشد، انجام

تعریف شده یا براي آب با کیفیت متوسط و یا آب با کیفیت بهتر، کـه  ۱۰۸۰C، بخش )ویرایش هجدهم و نوزدهم(

تعریف شده و یـا  ۱۰۸۰Cدر بخش ) 47ي آنلاینهاي بیستم، بیست و یکم و نسخهویرایش(استاندارد متد در کتاب 

-، آزمایش کیفیت باکتریولوژي مورد نیـاز نمـی  اردهاي مورد قبول، تعریف شده استنچه در سایر استاندمطابق با  آ

باشند، این استانداردها را برآورده کـرده  میهایی که امروزه در حال استفادهکثر سیستمالازم به ذکر است که . باشد

.و یا حتی فراتر از آن هستند

بـر مبنـاي تخمـین کـارکرد و کیفیـت آب ورودي،  کـارتریج       و هاي زمانی توصیه شده از سوي تولید کنندهدر بازه

که تامین  آب عاري در صورتی. باقی نمانیددستگاهافتادگی منتظر خرابی و از کار. دستگاه را تعویض نمایید48هاي

ه کمـک  فیلتـر   توانید پس از استحصال بمی، دردسترس نیستUVدهی از باکتري، مد نظر است اما دستگاه پرتو

ي اسـتریل  عـاري از میکـروب در یـک محفظـه    ی، آب ـ)میکرون  0,2با منفذ (با یک فیلتر غشایی استریل واسیون 

، مورد نظارت قرار داده و در صورت لزوم، فیلتـر را تعـویض   ودگیلآجهت کنترلرا فیلتر شدهآب . گردآوري نمایید

.نمایید

e-هستگی  در ایند که نوعاً در طول زمان و به آنمها، آبی با کیفیت خوب تولید میتقطیرکننده:دستگاه تقطیر آب

بـا نگهـداري و   تواننـد ایـن عـوارض مـی   . دهنداثر بروز خوردگی، آبشویی و رسوبگیري، کیفیت خود را از دست می

ایند، ولی قادر نمها، به طرز موثري ذرات حل شده را جدا میتقطیرکننده. پاکسازي مناسب مورد کنترل قرار گیرند

آب تازه تقطیر شده ممکن اسـت حـاوي کلـر و    . ي محلول و یا مواد ارگانیک فرار در آب نیستندبه جداسازي گازها

به منظور . شونداز هوا جذب و وارد آب میCO۲و NH۳سازي، یرهدر محل ذخ. ترکیب شده باشد) NH۳(آمونیاك 

عمل و بر اسـاس دسـتور  . دي استفاده کنیدشده به عنوان آب وروکاهش دفعات پاکسازي تقطیرکننده، از آب تصفیه

.ي ارائه شده از سوي تولید کننده دستگاه تقطیر و مخزن را  تخلیه نموده و تمیز نماییدي استفادهشیوه

47 Online
48 Cartridges
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f-در شروع هر تغییر دهی در حجم تقسیمی  و به صـورت تنـاوبی در   : دستگاه هاي مکانیکی تقسیم محیط کشت

و نتایج را موده اندازه گیري و چک نراي مدرج حجم  مورد نظربه کمک  یک استوانه، ي طولانیهاي استفادهزمان

، و در فواصـل ت را پمـپ کـرده و دور بریزیـد   یط کشعمل توزیع، حجم اندکی از محغاز هر بار آپیش از . ثبت کنید

هرگونـه نشـتی،   . شستشـو دهیـد  ن را پمـپ کـردن،  آ  دسـتگاه و داغ به درون RWآب مقداري ریختنبا  ، کاري

عات دسـتگاه را از  ، قطکاريدر پایان روز . و اصلاح نماییدبر طرفو یا کارکرد ناصحیح دستگاه را فوراًاتصالات شل

هاي سازنده و یـا  عملقطعات را بر اساس دستور. ک کنیدآبکشی و خشRWا را  شسته و با آبنههم جدا نموده، آ

.کاري نماییدحداقل یکبار در ماه، روغن

g-موجود در بازار   49عملکرد آون را ماهانه و با استفاده از نوارهاي اسپور بیولوژیک: با هواي داغکنندهآون استریل

و  50باسیلوس آتروفـائوس باشد نظیر هایی که تکثیر آنها از طریق اسپور میي میکروارگانیسممتعلق به  خانوادهکه ( 

-داخل ظروف شیشـه نوار ها را در. انجام دهید) میباشدي اسپور  در حد ترجیحاً داراي حداقل دانسیته

یک دماسنج، که حباب آن درون شن قرار براي سنجش دما  از .شبیه  ظروفی که باید استریل شوند، قرار دهید،اي

باشد استفاده کنیـد و یـا از یـک    دقیق میداراي عملکرد ي سانتیگراد درجه180تا 160ي دمایی گرفته و در بازه

از یک نوار انـدیکاتور  . دما استفاده کنیدپیوسته اندازه گیري  ي ، برا 51مجهز به پروب ترموکوپلدماسنج دیجیتال 

و کنترل نتایج. ر مشخص نمودن دماي لوازم و موادي که در حال استریل شدن هستند، استفاده کنیددما به منظو

.ثبت نماییددر فرم هاي مربوطه ون را محتویات داخل آ

h-ز زمان شروع بـه کـار   نها اکه آیمدت زماناستریل شده و دماي استریلیزاسیون  به علاوهنوع عوامل:اوتوکلاو

مدت زمان واقعی دوره استریلیزاسیون، فشـار تنظیمـی و فشـار واقعـی     معرض حرارت قرار گرفته اند و در دستگاه

تواننـد بخـش اعظـم ایـن     اوتوکلاوهاي جدید، می. کاري را ثبت نماییددورهخوانده شده و نام فرد مسئول براي هر 

تر، استفاده از نمودار ثبـت دمـا،   اي قدیمیهدر مورد دستگاه. اطلاعات را به صورت خودکار بر روي نوار چاپ نمایند

.اکید میباشدتوصیه مورد 

49 Biological Spore Strips
50 Bacillus atrophaeus
51 Thermocouple-type Probe



٣١

تـوکلاو را  توانـد اختلافـات دمـایی در نقـاط گونـاگون  او     دمایی اولیـه مـی  نموداردر مورد اوتوکلاوهاي جدید،  

، به صـورت  MRT(52(ي حداکثري دما براي استفاده معمول،  با استفاده از یک دماسنج ثبت کننده. مشخص نماید

رسد، مورد بررسـی و  ي سانتیگراد میدرجه121اتوکلاو به دماي یا آکلاو را جهت تصدیق این که دماي اتوهفتگی 

.تایید قرار دهید

کارایی استریلیزاسیون دستگاه اتوکلاو را  با در نظر گرفتن  زمان و دماي معمول استریلیزاسیون محیط کشت 

در قالـب نوارهـاي اسـپور،    که بـه صـورت تجـاري   53ژئوباسیلوس استئاروترموفیلوسیري بیولوژیک نظتوسط  ماده

ایـن ارزیـابی  از   . ،  در بازار موجود است مورد ارزیابی قرار دهیدهاي با غلظت سوسپانسیون و یا کپسول

ي  عی شـبیه سـازي بـرا   اي حاوي یک مـایع کـه بـه نـو    اسپور  در درون  ظروف شیشه54اندیکاتورگیريقرارطریق

شـاید برخـی از   . شـود ، میسـر مـی  لاو بر روي محیط کشت محسـوب میشـود  توکعملکرد حقیقی استریلیزاسیون ا

متعـارف  بـازه زمـانی  در زمان بیشـتري بـراي ارزیـابی عملکـرد اتـوکلاو      تخصیصاندیکاتورهاي بیولوژیکی نیازمند 

که حاوي کلاو را در حالیجهه با این مشکل اتوصورت موادر .باشندمحیط هاي کشت کربوهیدراتی  استریلیزاسیون 

دقیقه راه اندازي کنید و اندیکاتور بیولوژیکی را جهت 20شده و مواد آلوده است براي زمان بیشتر از نمونه آب رقیق

.ارزیابی عملکرد مورد استفاده قرار دهید

شی سریع و مفیـد بـراي احـراز حـداقل   شـرایط       اندیکاتورهاي شیمیایی مخصوص بخار که  رون ازعلاوه بر آ

زمـان را مـورد چـک و    ، به طور فصلی به کمک یک زمان سنج کـالیبره  . استریلیزاسیون است استفاده کنیدفرآیند

از نوار هاي  نشانگر حرارت که مخصوص تعین دماي  وسایل و مواد استریل شده هستند استفاده .کنترل قرار دهید

.  کنیدو تمیزشغال نگه دارید و درزگیر ها و فیلتر اشغالگیر کف را مدام چکتمیز و عاري از آاتوکلاو را.کنید

i-دماي یخچال را با استفاده از دماسنجی که حباب آن در آب مقطر و یا محلول گلیسیرین قرار گرفته، در :یخچال

کـه  هنگـامی . شوددمایی اولیه توصیه میدارنموي یک تهیه. ي سانتیگراد نگاه داریددرجه8الی 2دمایی محدوده

ي آن را چک و ثبـت نمـوده و سـالیانه یـا در     شدهباشد، به صورت روزانه دماي کالیبرهیخچال در حال استفاده می

هر زمان . گذاري کنیدمواد نگهداري شده در یخچال را نام و تاریخ. صورت لزوم زودتر، اقدام به تمیزکاري آن نمایید

52 Maximum Registering Thermometer
53 Geobacillus  stearothermophilus
54 Indicators
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هاي بدون برفک یخچال. گیري کرده و ماهیانه مواد تاریخ مصرف گذشته را دور بریزیداست یخچال را برفککه لازم

ها چنانچه یخچال. هاي کشت ذخیره شده گردندیا تبخیر آب سریعتر محیط55هیدراسیونممکن است منجر به دي

.از نوع  ضد انفجار باشندو فریزرها به منظور نگهداري مواد قابل اشتعال استفاده شوند، بایستی

j-تعیین خواهد شد، به عنوان مثال ممکـن اسـت دمـاي فریـزر     آزمایشي دمایی فریزر، بر اساس نیاز بازه:فریزرها

)درجه سانتی گراد-90تا -70(دماي فریزر فوق سرددرجه سانتیگراد 20±5تا -10آزمایشگاهی استاندارد از 

دهندهسیستم هشداربه مجهزثباتاستفاده از یک دماسنج . روزانه چک و ثبت نماییددما را به صورت . متغیر باشد

و در صـورت  (حداقل بصورت سـالیانه  . گذاري نماییدي  شده را مشخص و تاریخمواد نگهدار. باشدبسیار مطلوب می

د تـاریخ مصـرف گذشـته    و پاکسازي و دور ریختن مـوا ) گیريبرفک(اقدام به رفع انجماد ) بارنیاز هر شش ماه یک

.نمایید

k-ي اولیه، اجزاي دستگاه را سرهم کرده و چک کنید که نشتی وجود نداشته باشدپیش از استفاده:56ممبران فیلتر .

پس از استفاده، قطعات دستگاه را کـاملاً  . ها را دور بیاندازیداگر سطوح داخلی فیلترها خراشیدگی وجود داشت، آن

-که از نشانههنگامی. ها را در درون کاغذ غیرسمی و یا فویل پیچیده و استریل نماییده، آنشستشو داده و تمیز کرد

شود، در ابتـدا  هاي نمونه استفاده میسنجی به منظور سنجش حجمبندي موجود بر روي ابزارآلات حجمهاي درجه

پیپت حجمی چک نموده و نتایج را و یا A57ي مدرج کلاس بندي را با استفاده از یک استوانههاي درجهدقت نشانه

بندي حجمی، گذاري درجهنشانهشده، براي بررسی دقتهاي یکبار مصرف از پیش استریلدر مورد قیف. ثبت کنید

.چک کنیدنرااز آدرصد4الی 1مثلاًو یا خریداري شدهlot(58( سريیک نمونه از هر 

l-ها را با استفاده از هاي آنرا به صورت ماهیانه جدا کرده و حبابها در صورت استفاده، لامپ:هاي ماورابنفشلامپ

محلــولو یــاRWدرصــد آب 30+درصــد متــانول 70مخلــوط  ویــا ي نــرم آغشــته بــه اتــانول یــک پارچــه

55 Dehydration
دستگاه تصفیه غشایی56
.، از بالاترین استاندارد حجمی برخوردار هستندAظروف کلاس 57
با تغییر این . هر سري تولید از تجهیزات و محیط کشت داراي شماره اختصاصی می باشند که فقط مربوط به همان سري می باشند58

.خواهد شدشماره عملیات کنترل کیفی براي سري جدید مجدداً انجام
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. آوري خواهند بـود، تمیـز نماییـد   که توسط آن مواد چسبیده نیز قابل جمع59پروپانول-2اسپکتروسکوپیک گرید 

مناسب مورد آزمایش قرار دهیـد و اگـر نـور    ) موج کوتاه(UVرا هر سه ماه یکبار با استفاده از یک نورسنج ها لامپ

به عنوان یک راهکار دیگر، در محیط . ویض نماییدرا تعUVاش باشد، حبابدرصد حالت اولیه70خروجی کمتر از 

را به مـدت دو دقیقـه در معـرض    است افتهکلنی باکتریایی رشد ی300تا 200حاوي که 60کشت پلیت کانت آگار

ساعت در انکوباتور قرار 48ي سانتیگراد و به مدت درجه35ها را در دماي سپس پلیت. قرار دهیدUVتابش اشعه 

درصد کاهش پیدا نکرده بـود، لامـپ را تعـویض    99ها تا حد چنانچه تعداد کلنی. ها را شمارش نماییدداده و کلنی

.نمایید

نانومتري، مورد 365(موج بلند UV، خطرناکتر از نور )نانومتري254(موج کوتاه UVگرچه نور ا: هشدار

، UVشود، ولی با این حال، هر دو گونه از این پرتوهاي شناخته می) فلورسنساستفاده جهت تشخیص 

رارگیري در ها و پوست خود در مقابل قاز چشم. توانند به چشم و پوست صدمه زده و سرطانزا باشندمی

از یک مکانیسم قفل کننده، به نحوي که سیستم روشنایی آزمایشـگاه  . محافظت نماییدUVمعرض نور 

بخـش  (قادر به روشن شـدن نباشـند   ) در صورت استفاده(بالاي سر UVبدون خاموش نمودن نورهاي 

۱۰۹۰Bاستفاده کنید) ملاحظه شود .

m- هود میکروبیولوژي)BSC( :ي کلاس هودهاکه هنگامی)وژیکی هاي صحیح میکروبیولمراه روشههب) 2(و ) 1

-فراهم مـی زیادهاي واجد خطر متوسط و با میکرواورگانیسمجهت کار ی موثري را ایمنمورد استفاده قرار گیرند، 

، داراي مکندگی بـا سـرعت   )2(و ) 1(هاي کلاس هودهر دو گونه از ). سطح دوم و سوم ایمنی زیستیواملع(آورند 

اي، جهـت حفاظـت   سـطوح ایمنـی قابـل ملاحظـه    يآوردفوت بر دقیقه بوده که قابلیت فراهم100تا 75سطحی 

)2(هاي کلاس هود. ي تولید شده در درون محفظه را دارندکنندهکارکنان آزمایشگاه و محیط اطراف از ذرات آلوده

رو به پایین  موجود بر سطح جریان هواي)61هپا فیلتراسیون(با راندمان بالا به کمک  فیلتراسیون ذرات بسیار ریز 

59 Spectroscopic grade - ٢-propanol
60 Plate count agar
61 HEPA filteration
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هاي عملکردي استاندارد به رویه. می باشندهود از مواد داخل حفاظتادر به قرا  فیلتر و  ) جریان خطی عمودي(کار

:باشندقرار ذیل می

د را با مواد و هودقیقه تهویه  و پالایش کنید15الی 10قبل و بعد از استفاده، هواي داخل هود را به مدت )1

.درون هود اطمینان حاصل کنیددر از برقراري جریان هوا نازك با استفاده از یک تکه پارچه . زدا تمیز نماییدگند

مواد را . ي هود کرده و کار خود را به صورت آرام و اصولی انجام دهیددستان خود را مستقیماً وارد محفظه)2

و موجـب  اریـد که جلوي هود واقـع اسـت، چیـزي نگذ   شبکه هواییدر قسمت  .قرار دهیدبه خوبی درون محفظه 

ظرف حاوي مواد دور ریختنـی را درون محفظـه قـرار    . مختل شدن یا مسدود شدن جریان هواي داخلی هود نشوید

.دهید

اجازه دهید تـا کابینـت   . زدایی کنیدرا پس از انجام کار و پیش از برداشت ظروف، گندهودقسمت داخلی  )3

.دقیقه همچنان در حال کار باشد و سپس آنرا خاموش کنید15الی 10مدت هود  به 

در هر زمـان کـه   یارا در محل اصلی خود در زمان نصب) 2(و ) 1(هاي کلاس هودآزمایش و بررسی تایید عملکرد 

هـاي ارائـه   لعمها را مطابق با دستورمحفظه. یدشود، و پس از آن حداقل به صورت سالیانه، انجام دهجابجا میهود

.شده از سوي تولید کننده، نگهداري و مراقبت نمایید

n-اي نظیربررسی و تایید نمایید که انکوباتورهاي حمام آبی در دماي تنظیمی:62انکوباتور حمام آب گرم

مورد بندي ور که داراي درجهاز یک دماسنج کاملاً غوطه. نگاه داشته شونددرجه سانتیگراد44,5±0,2یا 0,5±35

شده را دو مرتبـه در  به هنگام استفاده از بن ماري، دماي کالیبره. نیاز براي دماهاي انکوباسیون باشد، استفاده کنید

.روز کنترل و ثبت نمایید

تـرین سـطح   اي نگاه دارید کـه بـالاتر از فوقـانی   سطح آب را به گونه. پر نمایید(RW)معرفبدستگاه را تنها با آ

عملکـرد بهینـه، حمـام آب را بـه یـک درپـوش       دستیابی به به منظور . باشدفلاسک هاها و یا ولهمحیط کشت در ل

. جهت حفظ توزیع دمایی متوازن، مجهـز نماییـد  مخصوصو همچنین یک پمپدار جهت جلوگیري از تبخیرشیب

بـه منظـور   . ه کنیـد ، پلاسـتیکی و یـا مقـاوم در برابـر خـوردگی اسـتفاد      ضد زنگاستیلتنها ازدر داخل بن ماري 

جهـت  از نگهدارنده یا وزنـه  ،آنهانها و نگهداري مناسب محتویات داخلآشناورشدن واژگونی  ظروف و جلوگیري از 

ماريبن62
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خالی و به طور متناوبحمام را به منظور جلوگیري از تشکیل رسوبات و رشد میکروبی . استفاده نماییدرفع مشکل 

.فونی نماییدمجدد، ضدعبگیريآتمیز نموده، و پیش از 

o-اجازه دهید به منظور برقراري . باشدفضاي داخل انکوباتور داراي  دماي مناسب و یکنواختی لازم است : انکوباتور

4در داخل انکوباتور پلیت ها را بیش از  تعداد . مناسب جریان هوا ؛ فضاي کافی میان لوازم داخل وجود داشته باشد

محـیط  اري بـراي  در دما و  زمان مورد نیاز گرماگذوباسیون  لازم است توجه لازم قبل از انک. عدد روي هم نچینید

، زمـان بیشـتري را بـراي    ه هواي ساکن و پایـا  دارنـد  هایی کانکوباتور. یدبه عمل آزمایشواجد نمونه آهاي کشت 

در انکوباتور به دماي هاي سرد را پیش از قرار دادنتمامی نمونه. رسیدن به دماي کشت تنظیمی صرف خواهند کرد

هایی استفاده کنیـد کـه داراي   ، از انکوباتورهاي سردها با نمونهن انکوباتوراز پرشداجتناببرسانید و  به منظور اتاق

صبح و بعد (را دو بار در روز انکوباتورالیبره صحیح وکهاي زمانی استفاده، دماي  در طول دوره. ي کافی باشنداندازه

، بر روي طبقات مورد استفاده، و یا حداقل برروي یک طبقه از بالا و یک طبقه )ساعت4ي حداقل اصلهاز ظهر، به ف

اگر از . از پایین، چک و بررسی نمایید تا از یکنواختی دما در سراسر دستگاه اطمینان حاصل کرده و آنرا ثبت نمایید

وري به درون آب و یا گلیسرین فـرو  ي غوطهنشانهي آن را تاکنید، حباب و بدنهاي استفاده مییک دماسنج شیشه

. ي دما و یک سیسـتم هشـدار اسـتفاده کنیـد    کنندهبه منظور دستیابی به بهترین نتایج، از یک دماسنج ثبت. ببرید

ي درجـه 80تـا  60(ي سانتیگراد درجه27تا 16انکوباتور را در مکانی قرار دهید که دماي اتاق در آن مکان میان 

عایق بندي عالی و گردش واجدکهبزرگ سایزراهکار دیگر این است که از انکوباتورهاي . تنظیم شده باشد) ایتفارنه

.پاکیزه نگهداریدتمیز و مطابق اصول بهداشتیبطور مداومانکوباتورها را . ، استفاده نماییدهستندهواي قوي

p-عدسـی  . را چـک نماییـد  63گیرد، نوردهی کـوهلر میهر بار که میکروسکوپ مورد استفاده قرار : هامیکروسکوپ

کـه از  نموده و هنگامیتمیز و محل قرار گیري نمونه را پس از هر بار استفاده، توسط کاغذ مخصوص هاي چشمی

اطلاعـات بیشـتر در ایـن زمینـه در بخـش      . ن را بپوشانیدکنید، با استفاده ازیک روکش آنمیمیکروسکوپ استفاده 

۹۰۳۰ ۲۰B. باشدها قابل دسترس میبخشو سایر.

63 Kohler
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لامـپ  . و نوري را بدهید64سنسورهاي فلوئي استفاده از میکروسکوپآموزش دیده اجازههاي به تکنسینتنها 

مشـاهده نمودیـد، یـا    فلورسـنس  اي در که افت قابل ملاحظهرا تحت کنترل و نظارت قرار داده و زمانیرسنسفلو

عمل آزمایشـگاهی  اي را کـه دسـتور  ن را توصیه نموده، و یا حداکثر زمـان اسـتفاده  که تولید کننده تعویض آزمانی

مـدت زمـان   . مشخص نموده، هر کدام از این موارد که زودتر پیش آمد، اقدام به تعویض و جایگزینی لامـپ نماییـد  

از . م نماییـد تنظـی همواره لامپ را پس از تعویض شدن آن، مجدداً. کارکرد لامپ، کارایی و تنظیم آن را ثبت کنید

.گر استفاده کنیدشناخته شده، به عنوان کنترل65مثبتاسلایدهاي فلورسنس

q-هاي مختلـف، متفـاوت   گیري هدایت الکتریکی، به دما وابسته بوده و تاثیر دما بسته به محلولاندازه: سنجهدایت

در، 66ه استاندارد گواهینامه دار با کمترین غلظتمادسنج را به صورت ماهیانه با استفاده از بنابراین، هدایت. باشدمی

گواهینامه دار با کمتـرین  را با استفاده از استاندارد 67ثابت سلمقدارو یا کالیبره کنیدسانتیگرادي درجه25دماي

که مجبور به سنجش هدایت محلـول در دمـایی متفـاوت    هنگامی. ي سانتیگراد تعیین نماییددرجه25در غلظت،

دمـاي  توانیـد که مـی نآباشد، یادمایی تصحیح خودکار قابلیت سنجی استفاده کنید که داراياز هدایت، هستید

گیري و ثبت نموده، و سپس میـزان هـدایت الکتریکـی را بـا اسـتفاده از فرمـول منـدرج در بخـش         محلول را اندازه

۲۵۱۰ ۵B. b ي درصـد بـه ازاي هـر درجـه    2ان معمـولاً بـه میـز   (تصحیح نمایید ي سانتیگراددرجه25، نسبت به

).سانتیگراد

r-باشند، با ایـن وجـود،    مایکروویوها دستگاه هایی هستند که از نظر توان و ظرفیت داخلی متنوع می:68مایکروویو

. انـد ، مورد استفاده قـرار گرفتـه  کشت آگار دار  استریلهاي ذوب نمودن محیط جهتمایکروویوها به طور گسترده 

عملکرد کیفی چک نموده، از نظر دستگاه را. شوداستفاده دستگاه ري است  از حداقل زمان و توان جهت ذوب ضرو

.هاي ذوب استاندارد مقایسه کنیدبا رویهرانو عملکرد آ

64 Fluorescence
65 Positive fluorescence slides
66 Certified low-level standard
67 Cell constant
68 Microwave
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s-باشـند هاي بسیار کوچک میها، لوازم آزمایشگاهی بسیار دقیقی براي توزیع حجممیکروپیپتور: 69هامیکروپیپتور .

، مـورد اسـتفاده قـرار داده  و کـاملاً انتهـاي      که توسط تولید کننده ارائه شـده هاي دقیقبا سرسمپلرهمراه ها را آن

. بندي و عدم نشت از ایـن قسـمت اطمینـان حاصـل نماییـد     مخروطی سمپلر را  به سرسمپلر محکم کنید تا از آب

پیسـتون، و ورود  سازيي آن، روان اولیهرا با اعمالی نظیر مرطوبت کردن 70پیپتینگهمسانی و یکنواختی در عمل

در حالـت عمـودي جهـت مکـش     را صـرفاً پیپتورمیکرو.  میلیمتري نوك پیپت داخل محلول، حفظ نمایید3تا 1

بـه منظـور   . هر دو دماي یکسان و برابري داشته باشندور و نمونه پیپتمیکرواینکه و مورد استفاده قرار دهید نمونه 

ن اسـتفاده  از آ)تعداد دفعـات مکـش  (انه سازنده کارخات مکانیکی، بیش از عدد توصیه شده جلوگیري از بروز صدم

تمیزکاري، تعویض واشـر درزگیـر، و   هاي تولیدکننده مانندعملهاي معمول  دستگاه از دستورجهت مراقبت.نکنید

هاي زمانی را در بازهور ي هر پیپتپیروي نمایید، و صحت و دقت حجم توزیع شدهبه طور روتین روغنکاري مجدد

دقتـی و خطـاي   علایـم آشـکاري مبنـی بـر بـی     چنانچـه و چک کنیـد  ماه یکبار مرتبط با کاربري آن، مثلاً هر سه

حداقل به صورت سـالیانه  . شد، زودتر چک و بررسی نماییدعوضسرسمپلرنوع و ماركو یابروز کردپیپتور میکرو

. در محل آزمایشگاه نموده و یا  آن را براي شرکت تولیدکننـده ارسـال نماییـد   هاکردن میکروپیپتوراقدام به کالیبره

تواند منجر به ي مایع میتوجه داشته باشید که پیپتور با استفاده از آب کالیبره شده است، و تغییرات در ویسکوزیته

.مستندات مربوطه را نگهداري نمایید. بروز تغییر در حجم مایع توزیع شده گردد

وازم آزمایشگاهیل.5

کیفیـت  شـرکت هـاي تولیدکننـده و     آزمونهاي ؛ سوابق و گواهینامهمکان براي تمامی لوازم آزمایشگاهدر صورت ا

.نها را تهیه و نگهداري نماییدآ) میزان تلورانس(قدار خطاي مجاز خلوص و یا م

69 Micropipettors:٢٣
70 pipeting
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a-ی و هم به مواد پلاستیکی مقـاوم  اي بوروسیلیکات، هم به ظروف شیشه"ايظروف شیشه"يواژه:ايظروف شیشه

بنـدي  هاي مـدرج، و بشـرهاي درجـه   ها، استوانهاي سنجش حجم، پیپتظروف شیشه. در مقابل حرارت اشاره دارد

شده براي کالیبراسیون لوازم حجـم  استانداردهاي وضع. شده، دقیق باشندبایست تا تلورانس حجمی تعیینشده، می

بـدون  (Bیا کلاس Aکلاس متعلق به اي حجم سنجی، عموماً ظروف شیشه. ییدسنجی آزمایشگاهی را ملاحظه نما

.باشندمی)کاربري خاص

میزان خطاي لوازم را براي یک وسیله بـه  . باشدمیبا دقت بالاتراي حجم سنجی ، شامل ظروف شیشهAکلاس 

.، تعیین نماییدصد از آنهادر4تا 1ها، مثلاً براي  از آن و یا براي درصدي از آنازاي هر مجموعه

هاي آنهـا پریـده و یـا سـطوح     اي را مورد بررسی قرار داده و ظروفی که لبهپیش از هر بار استفاده، ظروف شیشه

ي آنهـا  هاي پریدهرا در خصوص  لبههادار و بالنهاي درب پیچبه ویژه، بطري. دور بیندازید،خراش داردنهاآداخلی

ظروف . کارشناس و محیط شودوتواند موجب بروز نشتی و آلودگی نمونهد زیرا این مشکل میمورد توجه قرار دهی

شدگی و کدرشدگی بررسـی نمـوده و در   اي را پس از شستشو براي یافتن اثرات بجا مانده از قطرات آب، لکشیشه

ر روي آن نوشته شده که هاي زیادي بکه یادداشتاي را در صورتیظروف شیشه. صورت لزوم، مجدداً شستشو دهید

اي، یا روي به منظور جلوگیري از نشست گرد و غبار به درون ظروف شیشه. باشد تعویض نماییدکردن نمیقابل پاك

.ها را بپوشانید و یا به صورت سر و ته، نگهداري نماییدآن

:اي تمیز انجام دهیدآزمایشات زیر را براي ظروف شیشه

باشد، به صورت تصادفی کننده از ظروف  دشوار میهاي پاكودن کامل محلولاز آنجایی که زد: pHبررسی )1

در معـرض  به ویژه اگر ظروف . مورد بررسی قرار دهیدpHاي تمیز را براي بررسی واکنش تعدادي از ظروف شیشه

اي اسـیدي یـا   ه ـبه منظور آزمایش ظروف تمیز براي بررسـی باقیمانـده  . مواد اسیدي و یا قلیایی قرار گرفته باشند

دیگري را اضافه نموده و واکنش رنگی ایجاد pHو یا اندیکاتور چهار صدم درصد71بلوقلیایی، چند قطره برم تیمول 

.آبی باشد-، باید به رنگ سبزخنثیي قابل قبولدر بازهبرم تیمول بلو. شده را مشاهده کنید

71 (BTB )bromthymol blue
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01/0لیتـر سـود   میلـی 16:  صورت زیر عمل کنیدبه درصد04/0ي محلول شاخص برم تیمول آبی به منظور تهیه

-میلی250،به RWتوسط آب حجم را اضافه کرده، و برم تیمول بلوگرم 1/0را به ) ۰٫۰۱N /NaOH(نرمال 

.لیتر برسانید

ها را مورد بررسی و آزمایش قرار اي و پلاستیکی، آنشیشهبر روي ظروفبازدارنده هايبراي یافتن باقیمانده)2

ي استفاده شده در شستشوي این گونه ظروف، ممکن است حاوي سازي یا مواد شویندهبرخی عوامل مرطوب.دهید

کشی، جهت برطرف شدن تمامی بقایـا و  بار آب12تا 6مواد ضد باکتري، بازدارنده، و یا محرکی باشند که مستلزم 

بـر روي هـر   بلـو که آزمایش برم تیمـول  شرطیبه. باشدکسب اطمینان از عدم تاثیر مواد ضد باکتري باقیمانده، می

ي اولیـه از یـک ترکیـب    ایـن آزمـایش را پـیش از اسـتفاده    دسته از ظروف شیشـه اي انجـام شـده باشـد، مجـدداً     

اگـر آزمـایش بـرم    . شستشودهنده و هر زمان که یک روش شستشوي جدید مورد استفاده قرار گرفت، انجام دهیـد 

ماتیک و پایدار انجام نشده است، آزمایش سمیت را نیز به صورت سالیانه انجام دهید و اي سیستبه شیوهبلوتیمول 

هاي بازدارنده بـوده،  براي یافتن باقیماندهزیر توصیفگر روش بررسی ظروف کشت ي اگرچه رویه. نتایج را ثبت کنید

.باشداي یا پلاستیکی نیز قابل استفاده میولی براي سایر ظروف شیشه

a(کشی نمایید، و به عنوان گـروه  ي معمول آزمایشگاهی شسته و آبشش عدد پلیت را مطابق رویه-ملعدستورA

کشی نمـوده و بـه   آبRWبار متوالی با آب12فوق شسته و روشرا مطابقدیگر شش پلیت متعاقباً. درنظربگیرید

کشی کـرده، بـدون   آب) رد استفادهدر غلظت مو(شش پلیت را با آب شستشوي مواد شوینده . بنامیدBعنوان گروه 

.برگزینیدCکشی بیشتر بگذارید در هواي محیط خشک شده، و به عنوان گروه آب

شش پلیت پلاسـتیکی را بـه نماینـدگی از    . ي معمول، استریلیزه نماییدرا از طریق رویهCو A ،Bهاي ظروف گروه

لیتر محیط کشت پلیت میلی200.برگزینیدDن گروه شده، انتخاب کرده و به عنواپلاستیکی از پیش استریلظروف

.داریدي سانتیگرادي نگهدرجه46تا 44کانت آگار تهیه و استریلیزه نمایید و در یک حمام آب 

لیترهر میلیازاي کلنی به150تا 50دانیم حاوي ، که می72انتروباکتر آئروژینوزایک محیط کشت از باکتري 

( cfu/ml)73ممکن است جهت دستیابی به این تعداد کلنی، یک آزمـون اولیـه ضـرورت    . کنیدآماده را باشد، یم

72 Enterobacter aerogene
در هر میلی لیترcfu(colony-forming units)ش کلنی باکتري واحد شمار73
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لیتر محـیط کشـت   میلی1لیتر، و سه ظرف دیگر از هر گروه را با میلی0,1سه ظرف از هر گروه را با . داشته باشد

.تلقیح نمایید

-پیروي کرده و آن) ۹۲۱۵Bبخش (هاي هتروتروفیک ي شمارش باکتريهاي تلقیح شده از شیوهبراي تمامی پلیت

300الـی  30هـاي داراي  پلیـت . ساعت قرار دهیـد 48ي سانتیگراد و به مدت درجه35ها را در انکوباتور با دماي 

.ثبت نماییدCFU/mLکلنی را شمرده و نتایج را برحسب 

b( اي وجـود نداشـته باشـد، تفـاوت در میـانگین      که هیچگونه عوامل سمی و یا بازدارنـده در صورتی–تفسیر نتایج

.درصد باشد15بایست کمتر از ، میDتا Aها در گروه هاي موجود بر روي پلیتشمارش کلنی

و Aهـاي  درصد میان گروه15، و بیشتر از Bو Aدرصد، بین گروه 15هاي کمتر از اختلافات در میانگین شمارش

Cباشد که در طول شستشوي معمول حذف و اي میهاي بازدارندهداراي ویژگیي شوینده ، نشانگر آن بوده که ماده

ي بازدارنـده، و  ، نشانگر وجود یک باقیمانـده Dو Bهاي میان گروهدرصد15هاي بیشتر از تفاوت. گردندبرطرف می

ممکن اسـت  . اشدبهاي میکروبیولوژیکی میهمچنین لزوم عدم استفاده از ظروف پلاستیکی براي آزمایشها و تحلیل

.ي دیگري مورد نیاز باشدي مواد شویندهي شستشوي نوین، تجهیزاتی جدید یا تهیهیک رویه

b-ي بوروسـیلیکات،  از وسایل و ظروفـی از جـنس شیشـه   :ي محیط کشتوسایل و ظروف مورد استفاده براي تهیه

۹۰۳۰بخـش  (دگی اسـتفاده نماییـد   ، آلومینیوم و یا سایر مواد مقاوم در برابر خـور )استیل(فولاد ضد زنگ  ۸B. را

.از ظروف مسی استفاده نکنید). مشاهده کنید

c-ي میلـی لیتـر و سـاخته شـده از شیشـه     99شده تـا سـطح   بنديهاي درجهاز بطري: سازيهاي آب رقیقبطري

ها را یش از استفاده، آنپ. ي درونی خنثی استفاده نماییددار با لایهناپذیر و یا پلاستیک در پیچبوروسیلیکات واکنش

پیش از استفاده از هر دسته . باشندسازي موجود در بازار، نیز قابل قبول میرقیقي آبهاي آمادهبطري. تمیز کنید

درصد را در 4تا 1بودن را انجام دهید، یک نمونه از مجموعه و یا درصدي از آن، مثلاً و یا مجموعه، آزمایش استریل

سازي را در ارتباط با رسوبگیري رقیقهاي آبچک نمایید، و بطري) میلی لیتر99±2(و حجم pHارتباط با مقدار 

ها را در صورت نیاز، دوباره با بطري. ها را دور بیندازیدمورد بررسی و ارزیابی قرار داده، و در صورت وجود رسوب، آن

کـه رسـوبگیري تکـرار گردیـد منبـع      در صورتی. اییدنمسازي را تهیهآب رقیقاستفاده از اسید تمیز نموده و مجدداً
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حجم آب را، تحت شرایط نگهـداري آن و در فواصـل مـنظم، بـه منظـور      . ها فراهم کنیدي بطريدیگري براي تهیه

.را دور بیندازیدن هارسیدن به تاریخ انقضا آدر صورت . تعیین نرخ کاهش حجم چک نمایید

d-دار ناپذیر دهانه گشاد و یا پلاستیکی درپیچاي بوروسیلیکاتی واکنشاي شیشههاز بطري: برداريهاي نمونهبطري

اي که به صورت آمـاده در بـازار موجـود    هاي پلاستیکی استریلیزهو یا کیسه) ي درونی باشدکه بایستی داراي لایه(

داراي فضـاي خـالی کـافی    ي مورد نیاز که در عین حالآوري نمونهي کافی و مناسب به منظور جمعبوده، با اندازه

ها را قبل از استفاده و بسته به نوع اسـتفاده،  بطري. دادن نمونه در درون ظرف نیز باشند، استفاده نماییدجهت تکان

۹۰۶۰بخش (سازي کلر باقیمانده اضافه نمایید تمیز و استریلیزه نمایید، و عامل کلرزداي کافی جهت خنثی ۲A. را

هـاي  بـرداري را بـه ازاي هـر دسـته از بطـري     استریل بودن، حداقل یک بطري نمونـه جهت بررسی ). مشاهده کنید

ي خریداري شده به عنوان استریل، و یا گیري را به ازاي هر مجموعهشده در آزمایشگاه و یا یک بطري نمونهاستریل

چنانچـه درون  . ماییـد نتـایج را مستندسـازي ن  . درصد را مورد آزمایش قرار دهید4الی 1یک درصدي از آن، نظیر 

اثر عامل کلرزدا را براي یک بطري به . بطري رشدي به وجود آمد، تمامی دسته و یا مجموعه را دوباره استریل کنید

بنـدي  همچنین براي یک بطري به ازاي هر مجموعه، دقـت درجـه  . ازاي هر دسته یا مجموعه، بررسی و ثبت نمایید

چنانچه براي آزمون فلوئورسنس اسـتفاده  (را 74فلوئورسنسی-هاي اوتوژگیو وی) در صورت وجود(لیتر را میلی100

.، چک نموده و نتایج را ثبت کنید)شودمی

e-کـه  هنگامیهاي چندچاهکه رااستریل بودن سینی):هایا مهر و موم کننده(و درزبندها 75هاي چندچاهکهسینی

،  براي یک عدد به ازاي هـر مجموعـه، از طریـق افـزودن     گیرندبراي تحقیقات مرتبط با رشد مورد استفاده قرار می

ي دیگر، مهر و مـوم نمـودن آن، و قـرار    شدهو یا یک محیط کشت گندزدایی76تریپیک سوي براثمیلی لیتر100

. و بررسـی نماییـد  کنتـرل ساعت، 48براي حداکثر گراددرجه سانتی35±0,5دادن در دستگاه انکوباتور در دماي

چاهک ها خیلی تیره و کدر توجه داشته باشید که اگر . گونه رشد، نشانگر استریل بودن آن خواهد بودعدم وجود هر

.ها گرددتواند باعث تولید گاز و ترکیدگی همزمان در میان سوراخ، این عامل می)نشانگر شرایط غیر استریل(شوند 

74 Auto-fluorescence
75 Multi-well trays
76 Tryptic Soy Broth
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افزودن یک یا دو قطره از یـک رنـگ خـوراکی بـه     عملکرد مهر و موم سازي درزگیر حرارتی را به صورت ماهیانه، با 

زدایی شده، مورد ارزیابی قرار داده و هر سوراخ را به صورت بصري براي یافتن نشـتی  میلی لیتر نمونه آب یون100

تمیزکاري و نگهداري پیشگیرانه را در مورد درزگیر به صورت سالیانه و یا در صـورت نیـاز، زودتـر از آن    . چک کنید

.یدانجام ده

تحقیقـات  گیرند، به عنوان مثـال در  هاي تحلیلی مورد استفاده قرار می، در انواع مختلف روش77صفحات میکروتیتر

-آزمایشـگاه مـی  . سوراخ باشد96، و ممکن است داراي بیش از 79واسیو ایمنDNA) پیوندزدن(78هیبریدیزاسیون

هـاي مناسـب و   ها مورد ارزیابی قرار داده و کنتـرل هاي سینی را براي بررسی یکنواختی و همسانی آنبایست سوراخ

زدایی بوده، آزمایشگاه ممکن است نیازمند انجـام  تفاده از این صفحات مستلزم سمچنانچه اس. مقتضی را اجرا نماید

ــد  ــز باشـــــــــــــــــــــــ ــار نیـــــــــــــــــــــــ ــن کـــــــــــــــــــــــ .ایـــــــــــــــــــــــ

77 Microtiter plates
78 Hybridization
79 Immunoassay
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f-آب معرف(RW) : از آبRWکشی نهایی ها و محیط کشت، و همچنین براي آبسازي محلولبراي تهیه و آماده

کیفیت . بایست حتماً عاري از هر گونه مواد بازدارنده و ضد باکتري باشداین آب می. اي استفاده نماییدظروف شیشه

. باشدي نگهداري آن، متفاوت میي آب، بسته به سیستم استفاده شده و نحوهآمده از یک سیستم تصفیهدستآب به

۹۰۲۰هاي بخش ۴B. d,eد مجاز توصیه شده در ارتباط با کیفیت آب حدو. کنیداهدهرامشRW براي آزمایشـگاه-

یابی و اگر این حدود، برآورده نشدند، اقدام به زمینه.ستاارائه گردیدهII:۹۰۲۰هاي میکروبیولوژي، در قالب جدول 

مشخصآنرافانحمیزانیقاز طردیونیزه،آبpHگیرياندازهاگرچه. تصحیح آن و یا تغییر منبع آبی خود نمایید

یمیاییشیآلودگيدهندهنشانبوده،=۷pHشده که داراي انحراف زیاد از مقادیر خواندهحال،اینباولیشود،یم

.باشدمی

کیفیت آب مقطر مورد استفاده در آزمایش میکروبیولوژيII:۹۰۲۰جدول 
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شرکت مهندسی آب و فاضلاب کشور

معاونت نظارت بر بهره برداري

دفتر نظارت بر بهداشت آب و فاضلاب

آزمون هاي میکروبیولوژیکی آبدستورعمل روش هاي کنترل کیفیت 

قسمت دوم

1394خرداد ماه -ویراست نخست
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دستورعمل روش هاي کنترل کیفیت آزمون هاي میکروبیولوژیکی آباعضاي تدوین  

یا نمایندگی/سمت و:                                                                           رئیس

کارشناس کنترل کیفیت فرهاد پور، ژاله                                                                 

شرکت مهندسی آبفاي کشور                 

:دبیر

رئیس گروه کنترل کیفیت ، مهتاب                                                           باغبان 

و بهداشت آب استان تهران

اعضاء

بهداشتکارشناس نظارنوش امیر مظاهريمهر

و کیفیت آب استان تهران

هايناظر عالی آزمایشگاه مرتضی برغمدي       

شرکت آبفار خراسان رضوي

کارشناس میکروبیولوژيپارسا نیا                                                                   سمیه 

شرکت آبفا آذربایجان غربی

شناس مسئول امور آزمایشگاه مرجعکارنوشین سهراب نیا
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رئیس قسمت کنترل زهره ضرغامپور
کیفیت و فرآیند تصفیه خانه هاي آب و فاضلاب

کارشناس مسئول کنترل علی عبدالعظیمی
شهر تهران3کیفیت و بهداشت آب شرکت آبفاي منطقه 

اداره کنترل کیفی ابوذر غفاري                                                                                           رییس 
و امور آزمایشگاه هاي آبفار استان فارس

مدیر آزمایشگاه مرکزي محبوبه کلاته                                                                 

شرکت آبفار خراسان رضوي

کارشناس بیولوژيمحبیناصر 

شرکت آبفا شهرها و شهرکهاي غرب 

مدیر کنترل مستقیممهیار
ب استان البرزکیفیت و بهداشت آب و فاضلا

کارشناس مسئول معاونتمعتبرسهیل 

نظارت بر بهره برداري استان تهران

کارشناس مسئول میکروبیولوژينقیبماریا

شرکت آبفا اهواز
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و جناب آقاي          عبدالعظیمیمهندس جناب آقايشایان ذکر است  ضمن تشکر ویژه از زحمات 

نوشین سهراب نیامهندس سرکار خانممهندس برغمدي عهده دار مکاتبات این دستور عمل 

)nsohrabnia@hotmail.com(می باشند.

:مقدمه 

با توجه به الزامات استاندارد . می باشدC9020الی 9010این دستورعمل ترجمه قسمت هاي 

۱۷۰۲۵ISOن استاندارد در مبنی بر انجام آزمون ها بر اساس استانداردهاي تایید شده، و الزام استقرار ای

کلیه آزمایشگاه هاي آب و فاضلاب کشور، مقرر گردید جهت یکپارچه سازي روش هاي آزمون در کلیه 

بنابراین در گروه هاي کاري . آزمایشگاه، نسبت به یکسان سازي دستورعمل آزمایشگاهی اقدام به عمل آید

.مختلف ترجمه قسمت هاي استاندارد متد در دستور کار قرار گرفت

به کنترل کیفی آزمون ها و چگونگی انجام آن می 2012قسمت اعظم این بخش از استاندارد متد 

پردازد که اهمیت ویژه اي در فرایند انجام آزمایش، کنترل تجهیزات، مواد و محیط هاي کشت داشته  و 

ش همکاران این کار تمام تلا. نقش بسزایی دارد۱۷۰۲۵ISOهمچنین در فراهم نمودن الزامات استاندارد 

تمامی بخش ها، . گروه در این راستا متمرکز است تا این دستورعمل مورد استفاده کلیه همکاران قرار بگیرد

شماره ها و قسمت بندي ها عیناً، بر اساس کتاب استاندارد متد تنظیم گردیده است تا همکاران محترم در 

.  ل مشکلات مواجه شوندیافتن مطالب و مطابقت دادن با متن اصلی  با حداق
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این آزمایش، که تحت عنوان  آزمـایش مناسـب بـودن آب نیـز     –آزمایش بررسی کیفیت باکتریولوژیکی) 1

وجود یـک عامـل   . باشدمیمیایی،یشکشتمحیطدرانتروباکتر آئروزینوزاشود، بر مبناي رشد شناخته می

20ساعت، جمعیت را دچار افزایش و یـا کاهشـی   24ي رشد، در مدت دهندهي افزایشسمی و یا یک ماده

ایـن آزمـایش را حـداقل بـه صـورت      . ي کنترلگر، خواهـد نمـود  مقایسه با یک نمونهدرصدي و یا بیشتر، در

کنـد،  ي تحلیلی بروز مـی که یک مسئلهشود و در زمانیکه منبع آب دیونیزه تغییر داده میسالیانه، هنگامی

گونه که ، هماناین آزمایش بررسی کیفیت باکتریولوژیکی، براي آب نوع دوم و یا انواع بهتر از آن. انجام دهید

تعریف شده، و یا آب با کیفیت متوسط و یا ۱۰۸۰C، بخش )ویرایش هجدهم و نوزدهم(استاندارد روشدر 

، بخـش  )ي آنلایـن ویرایش بیسـتم و بیسـت و یکـم، و نسـخه    (استاندارد روشطور که در بهتر از آن، همان

۱۰۸۰Cباشدبیان شده، مورد نیاز نمی.

که کیفیت مستمر این آب، شرایط این اسـتانداردهاي جـایگزین را بـرآورده    از اینبه منظور حصول اطمینان 

.کند، آن را بررسی و آزمایش نماییدمی

این آزمایش پیچیده، و مستلزم مهارت و تجربه بوده، و به سهولت بر اساس یک مبناي غیر مداوم یا نامنظم، 

ز چهار روز، آبی فوق خالص از یک منبع مسـتقل بـه   این آزمایش نیازمند کاري بیش ا. باشدقابل انجام نمی

هـاي  هـا، لولـه  هـاي کشـت، پلیـت   هایی با خلوص بالا، و پاکیزگی حداکثري بـالن عنوان یک کنترلگر، معرف

.باشدها و سایر تجهیزات میآزمایشگاهی، پیپت

a( هـاي  کنید، اگرچه، پلیتاي بوروسیلیکاتی براي تمامی مراحل استفاده از ظروف شیشه–ابزارآلات و مواد

هـا را بـا   آن. یرنـد توانند در مراحل کشت پلیت مـورد اسـتفاده قرارگ  پلاستیکی از پیش استریل شده نیز می

کشـی  اي، براي بار دوم تقطیـر شـده، آب  ي شیشهکه به تازگی توسط یک تقطیرکنندهاستفاده از آب مقطر 

تریلیزه نماییـد؛ استریلیزاسـیون توسـط بخـار،     اس ـخشـک اي را توسط حرارتنموده، و سپس ظروف شیشه

میـزان حساسـیت و قابلیـت    . گـردد اند، مـی موجب آلودگی مجدد این ظروف، که به شکلی خاص تمیز شده

هارا که تا حدي وابسـته بـه تمیـزي و    ها و پیپتها، لولهبرداري، بالنها در ظروف نمونهتکثیر میکروارگانیسم
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اي جدیـد را بـراي   غالباً، بهتر آن اسـت کـه ظـروف شیشـه    . آزمایش قرار دهیدباشد، موردپاکیزگی آنها می

IMViC(E. aerogenes)هر گونه کلیفرم با تایپ از . استفاده در این آزمایش خاص، اختصاص دهید - - +

دست ي پساب به ي آب محیطی، یا نمونهمی  توان  استفاده نمود،   این کلی فرم می تواند  از یک نمونه+

.آمده  باشد و یا  از سوش مرجع استفاده گردد

b(1ها و مواد شیمیایی متعلق به گریدتنها از معرف–ها معرفACSمیزان حساسیت آزمایش، . استفاده کنید

دو اي، ي شیشـه توسط یک تقطیرکنندهها را در آبی که معرف. تا حدي تحت کنترل خلوص معرف قرار دارد

:تهیه نماییدزیراز قرار شده اند بار تقطیر

گرم سیترات سدیم 29/0: محلول سیترات سدیم)Na۳C۶H۶O۷ ۲. H۲O ( میلـی لیتـر   500را در

.آب حل نمایید

گرم 26/0: محلول سولفات آمونیوم(NH۴)۲SO۴ میلی لیتر آب حل نمایید500را در.

گرم سـولفات منیـزیم   26/0: محلول نمک ترکیبی)MgSO۴ ۷. H۲O( ،17/0 م کلریـد کلسـیم   گـر

)CaCl۲ ۲. H۲O( ،23/0 گرم سولفات آهن)FeSO۴ ۷. H۲O( گرم کلرید سدیم 50/2، و)NaCl ( 500را در

.میلی لیتر آب حل نمایید

۹۰۵۰بخش (محلول بافر فسفات موجود : سازيآب رقیق/محلول بافر فسفات ۱C. a (   در 1:25را بـه نسـبت

.سازي نماییدآب، رقیق

دقیقه 2الی 1هاي قابل رشد موجود در آن، به مدت معرف را به منظور کشتن سلولهاي تمامی محلول

ي درجـه 5دار استریل شـده، در تـاریکی و در دمـاي    اي درپوشهاي شیشهها را در بطريمحلول. بجوشانید

جهـت  سازي نمایید، مشروط بر اینکه پیش از هـر بـار اسـتفاده،    سانتیگراد به مدت حداکثر چند ماه ذخیره

روز، به 5تا 3که محلول نمک ترکیبی، در عرض جاییاز آن. بررسی استریل بودن، مورد آزمایش قرار گیرند

، کمی تیره و کدر خواهد شـد، محلـول نمـک    )فریک(ظرفیتی 3دلیل تبدیل نمک آهن به حالت یون آهن 

1 Grade
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و براي استفاده از ایـن ترکیـب،   تهیه نموده FeSO۴سازي بلندمدت، بدون استفاده از ترکیبی را براي ذخیره

هاي با کدورت بالا را دور محلول. مقدار مناسبی نمک آهن که به تازگی تهیه و جوشانده شده، به آن بیفزایید

.اگر محلول دچار تیرگی و کدورت شد، آنرا دور بریزید. ریخته و محلول جدیدي تهیه نمایید

c(-لیتر آب مقطر میلی200تا 150آوري آزمایش، اقدام به جمعهاي سازي نمونهبه منظور آماده–ها نمونه

اي بوروسیلیکاتی استریل نموده و آنها را بـه  هاي شیشهدر بالن) شدهدو بار تقطیر(آزمایشگاهی و آب کنترل 

تـر  به منظور جلوگیري از ایجـاد تغییـرات شـیمیایی، از جوشـاندن طـولانی     . دقیقه بجوشانید2الی 1مدت 

.نیدخوددراي ک

d(-هاي ي آزمایش را با برچسبپنج بالن یا لوله–عمل دستورA ،B ،C ،D وEدر هـر بـالن   .مشخص کنید

E.aerogenes (IMViCیـک سوسپانسـیون از   .محیط کشـت را آمـاده کنیـد   III:۹۰۲۰مطابق جدول 

type - - 30که هر بالن حاوي ايگردد، با دانسیتهتهیه و آماده میشده در زیر، که به صورت تشریح(+ +

-تر از این بازه، منجر بـه نسـبت  هاي سلولی پاییندانسیته. سلول در هر میلی لیتر باشد، اضافه نمایید80تا 

لیتر، منجر به کاهش سلول در هر میلی100هاي بالاتر از هاي ناسازگاري خواهند شد، در حالی که دانسیته

.ت آزمایش خواهند گردیدمیزان حساسیت نسبت به مواد مغذي در آب تح

e(مقطـر، یـک گونـه از    بـودن آب در روز قبـل از انجـام آزمـایش مناسـب    -ي سوسپانسیون باکتریایی تهیه

ي سانتیمتر، که داخل یـک لولـه  3/6دار، با شیب حدود آگار شیبرا درون یک نوترینتانتروباکتر آئروژینوزا 

تمامی سطح آگار را بـه منظـور ایجـاد یـک     . ، کشت دهیدمیلیمتري قرار گرفته125×16دار آزمایش درپیچ

35ساعت درون انکوباتور بـا دمـاي   24الی 18ي نازك از رشدي پیوسته، کشت خطی داده و به مدت لایه

.ي سانتیگراد قرار دهیددرجه

f(آب شاهد سازي استریل را، از یک لیتر آب رقیقي پیپت، یک تا دو میلیبوسیله–هاي زنده برداشت سلول

هاي رشدیافته بر روي سطح شیبدار را کلنی. ساعته، بریزید24تا 18لیتري، به روي محیط کشت میلی99
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ي آزمایش، به حالت امولسیون درآورده، سپس این سوسپانسیون را توسط پیپت به از طریق تکان دادن لوله

.لیتري اولیه دوباره بازگردانیدمیلی99درون آب شاهد

g(دوم و یـک  آب شـاهد از بطري اولیه درون 1:100سازي یک رقیق–زي سوسپانسیون باکتریایی سارقیق

آب از بطري سوم درون 1:10سازي سوم، ویک رقیقآب شاهددیگر از بطري دوم درون 1:100سازي رقیق

لیتر از میلی1توسط پیپت. چهارم انجام دهید، پس از هر انتقال آنرا به شدت تکان داده و به هم بزنیدشاهد

بایست منجـر بـه تولیـد    این روش می. بریزیدEو A ،B ،C ،Dهاي را درون بالن) 1:105(سازي چهارم رقیق

سلول زنده در هر میلیمتر از محلـول آزمـایش،   80تا 30ي ها تا یک بازهشدگی نهایی از ارگانیسمیک رقیق

.شود

h(هاي یک ارگانیسم یکسـان، ارگانیسـم  هاي موجود میان گونهتنوع–ي باکتریایی بررسی و تایید دانسیته-

سـازي را جهـت   ي رقیـق هاي آگار، احتمالاً تنظیم رویـه هاي متفاوت، محیط کشت و مساحت سطح شیب

به منظور تاییـد و  . سلول زنده، الزامی خواهند نمود80تا 30ي مشخص، بین ي دانسیتهرسیدن به یک بازه

هـاي  اي از شـمارش سـلول  براي یک ارگانیسم و محیط کشت مشخص، مجموعـه ي رشدتثبیت عددي بازه

حجـم  . سـازي سـوم، انجـام دهیـد    ي باکتریایی، از رقیـق ها را، جهت تعیین نمودن دانسیتهموجود در پلیت

لیتـر در  میلـی 30ي سازي سوم را انتخاب نمایید که در صورت رقیق شدن بـه واسـطه  مناسبی از این رقیق

ربوط به هاي معملاگر دستور. ر هر میلی لیتر باشدسلول زنده د80تا 30، حاوي Eو A ،B ،C ،Dهاي بالن

ي آزمایشـات مکـرر بـا یـک     آزمایشگاهی استاندارد شوند، تکرار نتایج دربـاره مساحت سطح شیبدار و روش

.باشدپذیر میي یکسان از میکروارگانیسم، امکانگونه
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افزودن معرف براي آزمایش کیفیت آبIII:۹۰۲۰جدول 

i(مشکلات موجود در روش هاي اجرایی شامل موارد زیر  می باشد–مسائل موجود در روش هاي اجرایی:

ذخیره سازي آب نمونه، در ظروفی از جنس شیشه نرم یا ظروف شیشه اي بـا درپـوش هـاي فاقـد     -

).نوار لاستیکی(لاینر 

.معرف و یا شرکت سازنده ي قبلی) درجه(ن در نظرگرفتن گریداستفاده از مواد شیمیایی بدو-

براي جلـوگیري از ایـن نـوع آلـودگی و بـه      (آلودگی آب معرف از طریق آب مقطر آلوده به باکتري -

منظور بررسی آلودگی محلول ذخیره شده لازم است قبـل از آغـاز آزمـایش، یـک شـمارش پلیـت بـاکتري        

).معرف هاي شیمیایی صورت گیردهتروتروف برروي محیط هاي کشت و 

عدم موفقیت در محاسبه تراکم باکتري ها و یا عدم انتخاب صحیح رقت مورد اسـتفاده در شـمارش   -

. ساعته24پلیت 

ساعت که 26و طولانی تر شدن زمان انکوباسیون بیشتر از ) آزمایش پور پلیت(تاخیر در کشت پلیت-

.می تواند به واکنش رشد حساسیتی منجر شود

j(از این فرمول محاسبه می شودمواد بازدارنده رشد–محاسبات :
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بالن B،mlکلنی شمارش
بالن A،mlکلنی نسبت= شمارش

نشان 0,8کم تر از عدد و هیچ ماده سمی قابل مشاهده نیستباشد 1,2تا 0,8اگر عدد بدست آمده  بین 

. باشددهنده ي وجود مواد بازدارنده ي رشد در نمونه آب می 

:در منابع حاوي نیتروژن وکربن 

=
بالن C،ml کلنی شمارش

بالن A،ml کلنی نسبتشمارش

:منابع حاوي نیتروژن که در افزایش رشد نقش دارند

بالن ِD،ml کلنی شمارش
بالن A،ml کلنی نسبت= شمارش

: منابع حاوي کربن به عنوان افزاینده ي رشد باکتریایی

E،mlبالن کلنی شمارش
بالن A،ml کلنی نسبت= شمارش
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در شرایطی که در اولین تناسب، واکنش سمی مشاهده نشود دیگر نیـازي بـه محاسـبه ي سـه تناسـب      

را نشان دهد یعنـی یـک منبـع قابـل دسـترس بـراي رشـد        1,2هرگاه تناسب ها بالاي ضریب . بعدي نیست

.باکتري ها وجود دارد

k(تعداد کلنی هاي بالن بین -تفسیرنتایجA درجـه  35سـاعت در شـرایط دمـایی    24تـا  20بعداز گذشت

. وابسـتگی وجـود دارد  انتروبـاکتر آئروژینـوزا  و نژاد به کاررفته Aو تعداد ارگانیسمهاي اولیه بالن سانتیگراد 

به هرحال در نژاد معینـی از  . در هر سري تست، طرح و برنامه ریزي کنترل را در دست داردAبنابراین بالن 

و تحت شرایط محیطی یکسان با مورد قبل چنانچه تعداد ارگانیسم هـاي اسـتقراریافته   انتروباکتر آئروژینوزا

اولیه با مورد یاد شده قبلی یکسان باشد منطقی به نظر می رسدکه تعداد کلنی در شمارش نهایی ثابت باقی 

80بوده است حدوداً سه برابر بیشـتر از  80تا 30ه ي  اولیه معادل تعداد ارگانیسم هایی که در مرحل. بماند

وارد شده بود که این میزان نمایانگر ثابت بـودن درصـد   Aارگانیسمی می شود که درمرحله ي اولیه به بالن 

.ضرورت داردBوAبنابراین یکسان بودن نسبی شمارش اولیه کلنی دربالن . رشد است

ایـن رویـه ي اجرایـی از    . می تواند حاکی از وجود مواد محرك رشد باشـد 1,2تراز مقدار تناسب بیش 

در فعالیت هاي آزمایشگاهی حقیقی از اهمیت 3,0حساسیت زیادي برخوردار است و میزان تناسب بیش تراز 

تنهـا  EوC،Dباشـد انجـام آزمایشـات    3,0و 1,2بنـابراین اگرمیـزان تناسـب بـین     . ناچیزي برخوردار است

. در سطحی بسیار پـایین قـرار دارد  Cمعمولاً مقدار تناسب در بالن .رشرایطی خاص ضرورت پیدا می کندد

1,2و 0,8حدفاصـل  Aبـه  Bمی رسد و نسـبت تناسـب بـالن هـاي     1,2به EوDاین میزان در بالن هاي 

مقادیر زیاد نیتروژن آمونیاك . هستندAنیتروژن وکربن آلی عوامل محدودکننده ي رشد در بالن . خواهدبود

شود و عدم وجـود نیتـروژن   1,2به میزان بیش تر از Dفاقد کربن آلی می تواند موجب افزایش تناسب بالن 

حد فاصل B:Aو تناسب Eدر بالن 1,2حاوي کربن غلیظ می تواند موجب افزایش میزان تناسب به بیش از

.شود1,2و 0,8



١٢

گر وجود موادسمی درآب است و این نسبت دربرگیرنده ي تمـام غلظـت هـاي    نمایان0,8تناسب کم تراز 

برسد 3,0به 1,2همان طوري که در پارگراف قبل به آن اشاره شد میزان نسبت می تواند از . مجاز می باشد

.بدون این که نتایج نامطلوبی درپی داشته باشد

بـه هرحـال   . ر معیوب شده پیشنهاد نمـی شـود  به کارگیري کمیت هاي اصلاحی ویژه در تجهیزات تقطی

بازرسی دقیق لوازم تقطیر و نظارت برنحوه ي تولید وجابه جایی آب مقطرمی تواند به تعیین محـل عیـب و   

.رفع مشکل به وجود آمده کمک کند

چنانچـه ایـن سـتون هـا     . آب مغذي معمولاً از یک ستون جداساز یون و فیلترکربن عبور داده مـی شـود  

ت عمل کنند بیش تر آلاینده هاي غیرآلی و آلی جداسازي می شوند چنانچه دستگاه از لحاظ عملکـرد  درس

.در شرایط مناسب قرار نداشته باشد کیفیت آب ورودي به کیفیتی پایین تر از آب خام شهري می رسد

ل حرارتـی ویـژه   بهترین سیستم تقطیر از کوارتز و یا شیشه بوروسیلیکاتی با سـیلیکات چگـالی بـالا و تحم ـ   

بـراي اتصـالات آب  از اسـتیل    . ساخته می شود استفاده از دستگاه تقطیر با روکش قلع توصـیه نمـی شـود   

پی وي (ضدزنگ، شیشه هاي از جنس بوروسیلیکات و یا لوله هاي پلاستیکی مخصوص از جنس پلی وینیل 

.نگه داري کنیدمخازن ذخیره را در محلی به دور از گرد و غبار .  استفاده کنید) 2سی

چنانچه مس را به عنوان مقیاس نسبی اندازه گیري مواد سمی درآب مقطر در نظر -حساسیت تست)1

.می باشدmgCu/L0,05بگیریم حداکثر حساسیت تست در نمونه آب مقطر معادل 

آب معـرف  از هنگامی که-استفاده کنیدعرف، محیط کشت و ممبراناز آزمایش براي ارزیابی آب م)2

بـراي آزمـایش برابـري    اسـتفاده شـود   جدید ممبران فیلترمحیط کشت و یا سري سري جدي و یا از جدید 

سـوش  کشـت  بـا  را بـا سـري در حـال اسـتفاده و    )به عنوان مرجع(مقایسه سري جدید محصول، می توان 

میشـه امکـان پـذیر    جدیـد آب معـرف ه  منابعبراي این آزمایش در . مورد بررسی قرار دادباکتریایی مرجع

.نیست، چون سیستم قبلی ممکن است در دسترس نباشد

2 Polyvinyl chloride
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a (کنترل آبمجموعهیک -روش اجرایی)   خالص کردن آب مقطر دو بار تقطیر و یک بار تقطیـر در فرآینـد

، ظرف شیشه اي، فیلترهاي غشایی و یا دیگر مواد مورد نیـاز بـراي بررسـی تمـام متغیرهـاي      )دیونیزاسیون

کشت سطحی و یا و یا بشقابیروش کشت . از یکی از فاکتورهاي مورد بررسی استفاده نماییدموجود به غیر

مطابق با روش هاي ارائه شـده  در حال استفادهرا در رابطه با سري مرجع و سري کشت پلیت ممبران فیلتر

وي پنج نمونـه  حداقل هر یک از موارد آزمایش را بر ر. عیناً همانندسازي کنید9222و 9215دربخش هاي 

مشـخص مثبـت انجـام    سوش کنترلی با تـراکم  ارزیابی وجود ارگانیسم هاي هدف و یا با آب مثبت مختلف 

آزمایش را تکرار کنید و به منظور افزایش آشکارسازي تفاوت هاي موجود میان مجموعه هاي مرجع و . دهید

.سري هاي آزمایش، آزمایشاتی بر روي نمونه هاي اضافی انجام دهید

بعد از اجراي تست کاربردي بر روي آب معرف، آزمایشاتی به موازات آزمایشات قبلی و بر اساس کمیـت  

شسـت و  /آب رقیق سـازي .  باکتریایی و با استفاده از آب با کیفیت بالا تحت عنوان کنترل آب صورت دهید

رقیق سـازي،  (ا در تمام موارد آب ر. شو و محیط کشت  را با منبع جدید آب معرف وآب کنترل تهیه نمایید

.آزمایش نمایید..) شست و شو، آماده سازي محیط کشت و

b(بعد از انکوباسیون، کلنی هاي باکتریایی دو مجموعه را از لحاظ اندازه و ظاهر مورد -شمارش و محاسبات

این که تا حد چنانچه کلنی هاي موجود در پلیت هاي مجموعه مرجع غیرعادي باشد و یا. مقایسه قرار دهید

قابل توجهی کوچکتر از کلنی هاي پلیت هاي مجموعه مرجع باشد بدون درنظرگرفتن تفاوت هاي موجود در 

مقادیر موجود . شمارش، مشاهدات مربوط به بازدارندگی رشد یا دیگر مسائل به وجود آمده را به ثبت رسانید

مقادیر را بـه  . به طور جداگانه انجام دهیدml100یا ml1در پلیت ها را شمارش کنید و شمارش را در هر 

اختلاف نتـایج دو تبـدیل را   . لگاریتم تبدیل و نتایج لگاریتم دو مجموعه را در ستون هاي موازي وارد نمایید

ایـن اخـتلاف هـا را محاسـبه     Sdو انحـراف اسـتاندارد   ̅، مقدارمیانگین، -یا + در هرنمونه با علامت هاي 

:    محاسبه نمایید nرا با استفاده تعداد نمونه ها B1010 . (tstudentبخش (نمایید
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√ /̅ =t

. این محاسبات با کمک نرم افزارهاي مختلف آماري در کامپیوتر شخصی امکان پذیراست

c(از مقادیر بحرانی -تفسیرt ارائه شده در جدولtstudentبراي مقایسه مقدار محاسبه شده استفاده کنید .

چنانچه . است2,78این مقدار معادل ) چهاردرجه آزادي( براي پنج  نمونه اضافی 0,05در سطح اطمینان  

بیش تر نشود اختلاف نتایج به دست آمده از مجموعه ها معنادار نخواهد بود 2,78به دست آمده از tمیزان 

بـیش تـر شـود    2,78مـده از  بـه دسـت آ  tچنانچه میزان . و بنابراین سري تست قابل قبول فرض می شود

نـرم  . اختلاف معنادار در نتایج مشاهده خواهد شد و در نتیجه سري تست غیرقابـل قبـول فـرض مـی شـود     

.افزاري این محاسبات قابل نصب برروي کامپیوترهاي شخصی  می باشد

د قابل تـوجهی  درحآزمونسري چنانچه کلنی ها وضعیتی نابهنجار داشته باشند یا این که اندازه آن در

بیش تـر باشـد لازم اسـت شـرایط آزمـایش مـورد       2,78از tstudentکوچکتر ازحد طبیعی باشد و یا این که 

.بازبینی مجدد قرار گیرد و یا اینکه سري آزمایش مردود اعلام شود و به مورد دیگري پرداخته شود

g-به شمار می روند تضمین کیفیـت  از آن جایی که معرفها بخش اصلی آزمایش میکروبیولوژي -معرف ها

هاي معادل آن استفاده شود، وجـود  )گرید(و یا درجه ACSلازم است از مواد شیمیایی . آن ها ضرورت دارد

. ناخالصی درآن می تواند مانع از رشد باکتریایی و نیز موجب ارائه مواد مغذي و یا مانع از واکنش دلخواه شود

دراختیـار  ) MSDS3(اي کاربردي در برگه هاي اطلاعات ایمنی مـواد  لازم است اطلاعات مربوط به معرف ه

.کارکنان قرارداده شود

اطلاعـات مربـوط بـه    . را تعیین نماییـد زمان دریافت مواد شیمیایی و معرف ها و نیز زمان اولین مصرف 

فهـاي شـیمیایی بـا    در زمان آماده سازي لازم اسـت معر . ثبت کنیدتاریخ انقضا و تدارکات بعدي رادریافت، 

دماي اتاق هم دما شوند، مواد را در بالن هاي حجمی به حجم برسانید و از ظروف پلاستیکی مرغوب و مقاوم 

3 Material Safety Data Sheets
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یا درپوش هـایی از جـنس   4در برابر مواد شیمیایی و یا بطري هاي شیشه اي بوروسیلیکاتی مجهز به استاپر

معرف هاي . انتقال مواد و نگه داري استفاده نماییدبوروسیلیکات، پلی اتیلن و یا دیگر مواد پلاستیکی جهت

و تـاریخ  انقضـاء در صـورت    تهیـه آماده شده را به همراه نام، میزان غلظت، تاریخ آماده سازي، نام مسـئول  

معرف هاي آمـاده شـده را در شـرایط مناسـب نگـه داري وبعـد از       . مشخص بودن آن برچسب گذاري کنید

کنترل مثبت و منفی را براي هـر سـري کشـت و آزمـون هـاي     . ودداري کنیدانقضاي تاریخ، از مصرف آن خ

.بیوشیمیایی اضافه کنید

h-بـه عنـوان   ) 5گرینتنظیربرلیان(در آزمایش میکروبیولوژي از مواد شیمیایی آلی–رنگ ها و رنگ آمیزي

هـاي ارائـه شـده از    رنـگ  . استفاده می شـود 7، و رنگ آمیزي گرم)6نظیرفنل رد(عوامل انتخابی، شناسگرها 

سوي شرکت هاي سازنده از لحاظ درصد مواد رنگی، پیچیدگی رنگ ها، مواد غیرقابل حل و مـواد مقـاوم در   

براي این که رنگ هـاي مـورد اسـتفاده در    . برابر مواد شیمیایی در سري هاي مختلف تولید متفاوت هستند

ند فقـط از رنـگ هـاي داراي گواهینامـه     میکروبیولوژي براي شرکت از تـوان و ثبـات کـافی برخـوردار باش ـ    

رنـگ آمیـزي بـاکتریولوژي حـداقل یـک     لازم است قبل از . استفاده نمایید8کمیسیون رنگ آمیزي بیولوژي

در رنگ آمیزي فلورسانس لازم است . مثبت و منفی انجام شود  و نتایج مربوطه به ثبت رسدبا سوش کشت 

. یردتست واکنش مثبت و منفی در روز مصرف صورت گ

4 Stoppers
5 Brilliant green
6 Phenol red
7 Gram stain
8 Biological Stain Com mission
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i-به دلیل تفاوت هاي موجود در روش، مواداولیه، کنترل کیفیت، شرایط ذخیـره  -9فیلترهاي غشایی و پدها

از لحاظ شرکت سـازنده، نـوع، نشـان تجـاري سـري      ممبران فیلترسازي و مواد کاربردي، کیفیت و عملکرد 

.ساخت متفاوت خواهد بود

و پدهاي جذبی ارائه شده از سوي شرکت هـاي سـازنده کـه در آزمـایش آب     ممبران فیلترها-مشخصات)1

مورد استفاده قرارمی گیرند باید مطابق با اسـتانداردهاي حفـظ و نگـه داري، قابلیـت بازیافـت، مـواد قابـل        

بعضی از شرکت هـاي سـازنده اطلاعـاتی    . جداسازي  و ویژگی هاي مربوط به میزان عبور جریان ارائه دهند

از اطلاعات مرتبط با ویژگی هاي یاد شده و گواهینامه  ارائه می نمایند و عملکرد غشاهاي تولیدي خود فراتر 

ایـن سـازندگان گزارشـاتی در رابطـه بـا میـزان       . را در فرآیند آزمایش آب رضایت بخش عنـوان مـی کننـد   

محدودیت براي اسـتخراج  ، درصد بازیافت وpH، ي منافذ، درصد جریان، استریلیزهبازدارندگی رشد، اندازه

به صورت استانداردکارخانه اي ممبران فیلتربه هر حال ارزیابی .مواد  شیمیایی آلی وغیرآلی ارائه می نمایند 

.در اختیار آزمایشگاه ها قرار می گیرد و آزمایشگاه ها در صورت تمایل می توانند از آن استفاده کنند

درآزمایش عملی رضایت بخش اعلام شود ممبران فیلترجدید، لازم است وضعیت هر سري -آزمایش عملی)2

کلنی که حاصـل وجـود مـواد سـمی،     بدشکلیو پذیريتفکیکعدم وجود نارسایی در بازیافت،و از لحاظ 

.ساختار شیمیایی و یا نقایص ساختاري است، تضمین گردد

رگیري و در زمـان  قبـل از بـه کـا   فیلتردرکنترل کیفیت لازم است هر سري -آزمایشات استاندارد سازي)3

در صورتی که بیش از یک یـا چنـد   . و انعطاف پذیري مورد بازبینی قرار بگیردبودنمدورآزمایش از لحاظ 

مـوارد  .  سال از زمان نگه داري آن گذشته باشد بررسی میزان شکنندگی آن از اهمیت زیادي برخورداراست

در آزمایشـگاه  راریخ دریافت در اطلاعات مربوط به زمان نگه داريشماره سریال و تا. شکننده را دور بریزید

یـا  (10قرار گرفته بر روي پد آغشته به عصـاره گلـوگز تریپتـون   ممبران فیلتربا عدم رشد در یک . ثبت کنید

9 Pads
10 Tryptone glucose



١٧

ساعت 24به مدت درجه سانتیگراد 0,535و انکوباسیون آن در ) آگارآبگوشت غیر انتخابی معادل آن یا

.اجراي فرآیند کنترل استریل در هر مرحله آزمایش، فرآیند استریل را تایید کنیدو 

نمونه هاي آزمایشگاهی، کلنی ها با رنگ و شکل مناسب مشـخص شـده در روش نمایـان    بعد از انکوباسیون

در فیلترهاي غشایی نبایستی مسیر رشد و توسعه کلنی ها در طول خطوط مشبک جوهري، دچار . می شوند

مجموعـه سـري ممبـران را    . کلنی ها باید به طور یکنواخت در سطح غشـاء توزیـع شـوند   . دودیت گرددمح

.برگردانید و شرکت سازنده را درجریان موضوع قراردهید

j-از آن جایی که روش هاي کشت به آماده سازي مناسب محـیط کشـت وابسـته اسـت لازم     :محیط کشت

ذخیره سازي و روش هاي کاربردي از مرغوب ترین مواد اولیـه و  است در مراحل آماده سازي محیط کشت، 

بـراي  . تکنیک هاي هماهنگ استفاده شود و محیط کشت مناسبی براي عملیات هدف درنظـر گرفتـه شـود   

کنترل کیفی لازم است از محیط هاي کشت آماده تجاري در صورت موجود بودن استفاده شود اما قابل ذکر 

یک کارخانه ي تولیدي در سري هاي مختلـف  در بین سازندگان و حتی در محیطیاست که کیفیت چنین

به همین دلیل توصیه می شود جهت بررسی یکسان بودن کیفیت، بسته هاي جدید . تولید آن  متفاوت است

همچنین آزمایشگاه وظیفه دارد بـا کنتـرل کشـت مثبـت و منفـی و      .کشت با نمونه هاي قبل مقایسه شوند

مجموعه کشت قبلی و جدید، رعایت ضوابط  و شرایط مورد نیـاز بـراي افـزایش رشـد در     محاسبه ي تراکم

.ضروري استMSDSنگه داري برگه داده هاي ایمنی مواد. محیط کشت میکروبیولوژي را تضمین نماید

مقدار سفارش محیط هاي کشت باید به گونه اي باشد کـه مـدت زمـان اسـتفاده از آن از یـک سـال و       

محیط هاي کشـت آمـاده ي صـنعتی را مقـداري     . ماه بعد از اولین مصرف بسته بیش تر نشود6حاً از  ترجی

محیط کشت را بر اساس تقدم و تاخر .  سفارش دهید که مطابق با تاریخ انقضاي تعیین شده به مصرف برسد

lbتـر آن نظیـر   مقـادیر کوچـک  در هنگام آزمایشات عملی به جاي بطري هاي کشت. تاریخ استفاده نمایید

، را سفارش دهید و تا حد امکان فرآورده را در حالت مهـر و مـوم   گرم500یا lb0,5یا125گرمیا 0,25

اطلاعات مربوط به نوع، مقدار و شکل ظاهري محیط کشت دریافـت شـده، شـماره سـریال،     . نگه داري کنید
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و تاریخ انقضاء کردهو یا فایل رایانه وارد11اطلاعاتتاریخ انقضا و تاریخ دریافت و اولین مصرف را به کتابچه 

براي سفارش دهی مجدد  وضعیت موجودي را هرسه . و اولین مصرف را روي برچسب ظرف یادداشت نمایید

.ماه یک بار مورد بررسی قرار دهید

کشـت  محیط هـاي . محیط هاي کشت را تحت شرایط کنترل شده تا انقضاي تاریخ آن نگه داري کنید

و ) درجه سانتیگراد15تا25(را در ظرفی کاملاً در بسته در شرایط دمایی کنترل شده خنک 12دي هیدراته

در صورت خمیري شدن و یا . به دور از تابش مستقیم نورخورشید نگه داري کنید13یا دسیکاتوراتاق خشک

محیط هاي کشـت تـاریخ   . نیدتغییر رنگ محیط کشت و یا بروز دیگر علائم فساد از مصرف آن خودداري ک

استفاده . سال است2مدت زمان نگه داري بطري هاي باز نشده در دماي معمولی اتاق . گذشته را دور بریزید

.از محیط هاي کشت تاریخ گذشته توصیه نمی شود

از آن جایی که احتمال وجود تفاوت در هرسري محیط هاي جدید کشت وجود دارد لازم است مقایسه 

بلی آزمایش شده ترجیحاً از طریق ازیافت رشد سري هاي محیط هاي کشت تازه خریداري  با سري هاي قب

.مرجع یا استفاده از کشت خالص و یا نمونه هاي طبیعی صورت بگیردسوش هاي

محـیط هـاي کشـت دي هیدراتـه،     . مـاه بـه مصـرف برسـند    6بطري هاي باز شده باید در مـدت زمـان   

بطري ها بایـد  . لازم است از جذب رطوبت اضافی جلوگیري شود. هستند) جاذب رطوبت(14هیگروسکوپیک

در صورت خمیري شدن و یا تغییر رنگ محیط کشـت از مصـرف   . بعد از مصرف بلافاصله محکم بسته شوند

.بطري هاي بازشده در دسیکاتور نگه داري شوند. آن خودداري کنید

که اطلاعات مربوط به فرایند آزمایش و ساخت و تهیه مواد و سایر اطلاعات در آن ثبت می log bookکتابچه اطلاعات یا 11
.گردد

12 Dehydrated
13 Desiccator
14 Hygroscopic
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آماده سازي محیط کشت در ظروف تمیزي انجام شودکه حجـم آن  لازم است -آماده سازي محیط کشت)1

حجم آب و محـیط  . کنیدآماده RWرا با آب معرف محیط کشت . حداقل دو برابر حجم محیط کشت باشد

انـدازه  APHAو NISTکشت با استفاده از ابزارهاي اندازه گیري و یا پیپت هاي مورد تاییـد اسـتانداردهاي   

محیط . استفاده نمایید) براي انتقال(TDاز پیپت هاي . ترك برداشته استفاده نشودازپیپت هاي . گیري شود

محـیط  بسـته  براي حمام آببا استفاده از روش. هاي کشت به ویژه آگار را در زمان گرم کردن به هم بزنید

هو یـا شـعل  15هات پلیـت گرمایشیسطوحازهاي بزرگترحجمبراي هاي کشت کوچک و با مراقبت دائمی 

16ترجیحاً از هیتر هم زن هاي مغناطیسـی . می توان از داغی بیش از حد و یا تبخیر جلوگیري نمود،گازسوز

.اطلاعات مربوط به محیط کشت آماده شده را به همراه تاریخ بر روي برچسب وارد نمایید. استفاده شود

این . یک بخش از محیط کشت را بررسی نمایید و آن را به ثبت برسانیدPHبعد از استریلیزاسیون، مقدار

درصورت استفاده از محیط هاي کشت آماده . واقعی مورد نیاز براي رشد مناسب می باشدPHمیزان، 

یک NaOHدر صورت لزوم مطابق با فرمولاسیون . به ندرت ضرورت پیدا می کندPHصنعتی، تنظیم 

PHیک نرمال که با فیلتر استریلیزه شده اند،  می توان تغییراتی جزئی در HClنرمال و یا محلول هاي

واحد باشد از مصرف بسته صرف نظر نمایید و براي رفع 0,5بیشتر از PHچنانچه اختلاف . ایجاد نمود

چنانچه محیط . آب معرف را مورد بررسی قرار دهیدPHمشکل دستورعمل هاي مربوط به آماده سازي  و 

. نهایی صورت بگیردPHنیاز داشته باشد این کار باید قبل از استریلیزاسیون و ثبت PHشت به تنظیمک

به کیفیت آب معرف، فساد محیط کشت و یا وجود خطا در مراحل آماده سازي نسبت PHمقادیر نادرست 

در صورت . دآب را بررسی نماییPHدستورعمل هاي مربوط به مرحله ي آماده سازي و . داده می شود

جدول (یگر آماده کنیددآب، محیط کشت را از سري جدید محیط و از منبع آب PHمطلوب نبودن شرایط

۹۰۲۰ ۴B. d,eدر صورت مطلوب بودن شرایط آب لازم است بار دیگر محیط کشت بازسازي و . )را ببیند

15 Hot plate
16 Hot plate-magnetic stirrer
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PHدر این حالت اگر. اندازه گیري شودPH بار دیگر نادرست نشان داده شد با استفاده از مجموعه محیط

در محیط هاي کشت ایزوله شده ویژه اي که با . کشت متفاوت و یا برگرفته از منشا دیگرآماده سازي نمایید

بعد از فرآیند PHاسیدهاي آلی و یا اسیدهاي چرب آماده سازي می شوند تغییرات قابل توجهی در میزان 

.ون قابل مشاهده استاستریلیزاسی

PHفعالیت هاي مربوط به آماده سازي نظیر نام گذاري محیط کشت، حجم تولید شده، قالب یا فرمت، 

را در کتابچه PHمسائل مربوط به . نهایی، زمان تکمیل و نام مسئول آماده سازي را ثبت نمایید

ط کشت به عنوان منبع خطا شناسایی محیط کشت ثبت کنید و در صورتی که محی)log book(اطلاعات

هرگونه تغییر رنگ غیرعادي، تیرگی و یا ته . شده باشد لازم است شرکت سازنده در جریان امر قرار داده شود

نوسانات زمان استریلیزاسیون و دما به . نشینی در محیط کشت آماده شده باید بررسی و نتایج ثبت شود

موارد ذکرشده لازم است درصورت مشاهده هریک از. ظرگرفته شوندعنوان عوامل احتمالی مشکل باید در ن

.از مصرف محیط کشت خودداري شود

حـداقل زمـان تعیـین شـده     ودرجـه سـانتیگراد  121محیط کشت درحداکثر دمـاي  –استریلیزاسیون )2

. نماییـد عمل شـرکت سـازنده عمـل    زاسیون محیط کشت مطابق با دستوربراي استریلی. استریلیزه می گردد

: VIجـدول  . و حجـم متفـاوت اسـت   ع محیط کشت، وجود کربوهیـدرات مواد، نوبا توجه بهزمان مورد نیاز 

دقیقـه در  45محیط هاي کشت حـاوي کربوهیـدرات را بیشـتر از    . راهنمایی براي این مورد است9020

حرارت تا خـارج شـدن از   مدت زمان در معرض قرار گرفتن به دوره زمانی شروع .معرض حرارت قرار ندهید

حرارت دهی بیش از حد محیط کشـت مـی توانـد بـه از بـین رفـتن مـواد مغـذي         . اتوکلاو اطلاق می گردد

.اطلاعات به ثبت رسیده را به صورت چاپی نگه داري نمایید. منجرشود
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زمان و دماي استریلیزاسیون اتوکلاوVI :9020جدول 

را به محض رسیدن فشار محفظـه دسـتگاه اتـوکلاو بـه صـفر و در صـورت       محیط کشت استریلیزه شده

بـه دلیـل داغ شـدن    . استفاده از مدل کاملاً اتوماتیک به محض بازشدن درب، از دستگاه اتوکلاو خارج کنید

از قـرار دادن مجـدد محـیط کشـت در دسـتگاه اتـوکلاو       . بیش از حد مایعات، مراقب میـزان تبخیـر باشـید   

.خودداري کنید

محلول ها یا محیط هاي کشت حساس در برابر گرما را طبق روش فیلتراسیون و با استفاده از فیلتري با 

در صـورت  . در دستگاه فیلتراسیون و تجهیزات جانبی استریل، اسـتریلیزه نماییـد  میکرومتر0,2قطر منفذ 

جریان یکنواخت فیلتـر یـا توزیـع    زیر  هود لامینار یا کابینت ایمنی مجهز به سیستمامکان محیط کشت را 

را در دسـتگاه اتـوکلاو و یـا آون هـاي     ) پیپت، پتري دیـش، بطـري هـاي نمونـه    ( ظروف شیشه اي . نمایید

تجهیـزات، فـرآورده   . استریل نمایید) ساعت2به مدت حداقل درجه سانیگراد10170(استریلیزه کننده 
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موجود 17برگرما هستند با قرار دادن در برابر اکسید اتیلنها و دیگر مواد جامد و خشکی را که حساس در برا

اسپورها یا سوسپانسیون هاي آماده صنعتی بـراي بررسـی   . در تجهیزات استریل کننده گازي استریل نمایید

.استریلیزاسیون خشک و استریلیزاسیون اکسیداتیلن مناسب هستند

46تـا  44و ترجیحـاً بـین   درجـه سـانیگراد   50در دمايآگار را –) براث(استفاده از آگار و آبگوشت )3

نبایـد از  ) روش بن ماري(حرارت دهید، زمان مصرف آگارهاي حل شده به روش حمام آب درجه سانتیگراد 

براي کنترل دما، یک بطري آب و یا محیط کشتی در همان شرایط گرما و سـرمادهی  . ساعت بیش تر شود3

محلول . ، دماسنجی در بطري هاي پایش قرار دهیدکشت هاي بشقابیبراي کنترل شرایط دمایی. قرار دهید

آماده سـازي محـیط کشـت را    . هاي حساس در برابرگرما، آنتی بیوتیک را به آگار حرارت دیده اضافه نمایید

حداقل دو روز قبل از انجام آزمایشات انجام دهید تا زمان کافی براي استریل کردن و آزمایش کشت کنترل 

چنانچه انتشار بر روي محیط کشت آگار صورت نگیـرد  . نفی و مشاهده ي نتایج وجود داشته باشدمثبت و م

و تا استفاده ي بعدي حالت سفت به خود بگیرد بار دیگر محیط کشت آگار را در آب جوش، جریان بخار و یا 

ذوب مجدد آگار تنها . دازیدولتاژ کم امواج مایکروویو حل نمایید و بعد از مصرف مقدار باقی مانده را دور بیان

توزیع حجم به نسبت اندازه ي ظرف پتري دیش وکاربرد مورد نظـر متفـاوت   . براي یک بار امکان پذیر است

.به محض سفت شدن محیط کشت انتشاریافته، بشقاب را وارونه نمایید. خواهدبود

تا هیچ گونه گاز یا حبابی در استریل شده را به دقت جابه جا کنیدلوله هاي حاوي محیط کشت تخمیر

هرچه زودتر لوله هاي آماده شده . لوله هاي  دورهام ایجاد نشود و از ایجاد واکنش منفی خطا جلوگیري شود

. را مورد بررسی قراردهید تا از عدم حضور حباب هاي هوا در لوله هاي دورهام اطمینان حاصل کنید

زمان نگهداري محیط کشتV:9020جدول 

17 Ethylene Oxide
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محیط کشت را به مقداري آماده سازي کنید که در مدت زمـان نگـه داري   –ذخیره سازي محیط کشت )3

براي تفکیک مناسب میکروارگانیسم هاي مورد نظر . مورد استفاده قرار گیردV:9020تعیین شده در جدول 

.ده نیـاز اسـت  خصوصاً باکتري هاي تحت فشار یا صدمه دیده در فرآیند گندزدایی، به محیط تازه آمـاده ش ـ 

براي آماده سازي محیط کشت آماده براي مصرف در زمانی طولانی تر از موعدي که از سوي سازنده تعیـین  

بـا  . شده است لازم است شرایط کیفی محیط کشت بعد از موعد مقرر تحت نظارت وکنترل قرارداشته باشـد 

نیازهـاي کنتـرل کیفـی، بـه صـورت      آزمایش بازیافت از تراکم هاي معینی از کشت هاي کنترلی مطابق بـا  

.هفتگی کارایی محیط کشت را تایید نمایید

از آن جایی که افزایش مدت زمان ذخیره سازي، تغییراتی در بازیافـت و تفکیـک پـذیري ایجـاد مـی کنـد،       

در صورت به کارگیري محیط هاي کشت در اهداف تحقیقـاتی لازم  . کنترل میزان رطوبت حائز اهمیت است

از تابش نور . براي انقضاي مصرف محیط کشت در نظرگرفته و نتایج آزمایش به ثبت رسانده شوداست زمانی 

بر محیط هاي کشت تهیه شده در آزمایشگاه و محیط هاي کشت خریداري شده حاوي مواد رنگی جلوگیري 

در روز چنانچـه آگـار توزیـع شـده،     . به عمل آورده شود و در صورت تغییر رنگ از مصرف آن خودداري شود

آماده سازي محیط کشت به مصرف نرسد لازم است پلیت هاي حاوي آگار توزیـع شـده را در یخچـال نگـه     

براي جلوگیري از دي هیدراته شدن لازم است پلیت هاي حاوي آگاري را که به بیش از دو روز . داري نمایید
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. یگر به حالت مهر و موم قراردهیدنگه داري نیاز دارند آن ها را در کیسه هاي پلاستیکی و یا محفظه هاي د

براي جلوگیري از ریزش قطرات بر محیط کشت ، پلیت ها را به صورت وارونه قراردهید و در صـورت ایجـاد   

براي ذخیره سازي محیط . قرار دهیددرجه سانتیگراد 37تا35قطره، پلیت ها را در انکوباتور در دماي بین 

پلیت ها را وزن کنید و یا سطح . ت درب لوله ها محکم بسته شوندهاي کشت در لوله هاي آزمایش لازم اس

بعد از استریلیزاسیون علامت گذاري کنید و کاهش میـزان مایعـات براسـاس    ) هربسته10( %مایع در لوله

10%چنانچه کاهش میزان مایعات معادل . وزن یا حجم ذخایر بعد از گذشت دو هفته مورد بررسی قرارگیرد

از به کارگیري پتري دیش ها و محیط هاي کشت جامد درون . شد از مصرف بسته خودداري شودیا بیشتر با

درصورتی که محیط کشت زودتـر از  . آن که بیش از دوهفته از نگه داري آن گذشته است، صرف نظر نمایید

تـر دور  مدت زمان دو هفته خشک یا چروکیده یا ترك خورده و یا سوراخ شده باشد لازم است هرچه سریع 

.انداخته شود

اگر محیط کشت را در یخچال گذاشته شده اند قبل از استفاده در دماي معمولی اتـاق قـرار دهیـد و در    

در شرایطی که آزمایش بـه صـورت   . صورت مشاهده رشد یا واکنش مثبت خطا از مصرف آن صرف نظرکنید

د نباشد و میزان هزینه با دیگر فاکتورهـاي  متناوب اجرا شود و نیروي کافی براي عملیات آماده سازي موجو

وآگارهاي استریل و آماده از منابع تجاري مقرون ) آبگوشت(عملیاتی آزمایشگاه برابري کند، تامین براث هاي 

) ¶5s( -7( عملکرد این محیط هاي کشت را مطابق با مطالـب ارائـه شـده دربخـش     . به صرفه خواهدبود

.بررسی نمایید

از هر دو محیط کشت، تهیه شـده در آزمایشـگاه و خریـداري شـده درآزمایشـات عملـی       -آزمایش عملی)5

.مراجعه شود) ¶2ƒ(براي کسب اطلاعات مربوط به روش کار به بخش . استفاده شود

اطلاعات کامل هر مجموعـه کشـت تهیـه شـده در     –کنترل کیفیت محیط کشت تهیه شده درآزمایشگاه )6

محیط آزمایشگاه را به همراه تاریخ و مشخصات مسئول تهیه، نام و شماره سریال محیط کشت، وزن محـیط  

نهایی و PHدرصورت لزوم، PHکشت، حجم محیط کشت آماده شده، زمان و دماي استریلیزاسیون، تنظیم 
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لازم است روند ارتقاء کمی سري هاي جدیـد  . ر پرونده به ثبت رسانیدتدارکات مربوط به عناصر ناپایدار را د

لازم اسـت  . در رابطه با ریزارگانیسم هاي هدف مورد مقایسه قرارگیرد¶J )5با نمونه هاي قابل قبول قبلی 

بررسی هاي مربوط به استریل سازي محیط کشت وکنترل ارگانیسم هاي منفی و مثبت و مشاهدات مربوط 

رگذاري آن در تمام محیط هاي کشت که در مطالـب بعـدي بـه آن اشـاره خواهدشـد، در برنامـه در       به تاثی

کشت کنترلی براي مشاهده روند افزایش رشد و انتخاب محیط کشت و نظارت بر روش هاي . نظرگرفته شود

.پایش آزمایش استفاده شود

کشـت آمـاده شـده و تعـداد کـم      درعملیات موفق آزمایشگاهی، چالش هـاي دوره اي در رابطـه بـا محـیط    

روند رشد تحت تاثیرکیفیـت محـیط کشـت، آمـاده سـازي      . میکروارگانیسم هاي رشد یافته، ایجاد می شود

.محیط کشت، استریلیزاسیون، زمان و شرایط ذخیره سازي قرار دارد

حمل و نقل محیط هاي کشت آماده مصـرف نبایـد بـه   -کنترل کیفیت محیط هاي کشت خریداري شده)7

گونه اي انجام شود که مدت زمان نگه داري محیط کشت و یا شرایط ذکر شده در مطالب قبل تحـت تـاثیر   

چنانچه شرایط حمل و نقل به غیر از شرایط ذکر شده باشـد شـرکت سـازنده ملـزم بـه ارائـه ي       . قرار گیرد

اء و شماره سریال و پـس  لازم است اطلاعات مربوط به تاریخ دریافت، انقض. اطلاعات اعتباربخشی خواهد بود

ذخیره سازي محیط کشت باید مطابق بـا  . از آن داده هاي مربوط به اندازه گیري محیط کشت به ثبت رسد

مقایسه افزایش روند . دستورعمل شرکت سازنده صورت بگیرد و از مصرف موارد تاریخ گذشته خودداري شود

عه جدید از لحاظ استریل بودن و بررسی کشـت  لازم است هر مجمو. پیشنهاد می گردد¶5کمی مطابق با 

این آزمایشات در رابطه با محیط هاي کشت خریداري شـده  . کنترل مثبت و منفی مورد آزمایش قرار بگیرد

اي که مدت بیشتري در مقایسه با نمونه هاي تهیه شده درآزمایشگاه مانده اند، باید در دفعات بیش تري این 

.آزمایش انجام شود
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SOPs(18(هاي اجرایی استانداردروش -6

SOPs عمومی و اختصاصی، شالوده هاي عملیاتی یک آزمایشگاه آزمون هستند که با هدف پیشگیري از

اختصاصـی،  SOPsهر یک از مـوارد  . انحرافات ناشی از تفسیر نادرست یک فرآیند یا روش، طراحی شده اند

ایی روتین آزمایشگاه را تشریح  و آن را به تناسب تجهیزات، مرحله به مرحله جزئیات کار و یا روش هاي اجر

این عملیات آزمایشگاهی در برگیرنده ي فرآیند آماده . ابزارآلات و انواع نمونه هاي آزمایشگاهی ارائه می کند

سازي معرف ها، آب معرف، استانداردها، محیط کشت، استفاده مناسـب ترازوهـا، عملیـات استریلیزاسـیون،     

شستشوي ظروف و دفع مواد آلاینده و نیز روش هاي نمونه گیـري، آزمـایش نمونـه، زنجیـره ي     روش هاي

ارائه ي نقل قولی ساده از یک روش SOPs. حفاظت، نگه داري سوابق و روش هاي کنترل کیفیت می باشد

.آزمایشگاه قابل ادغام استSOPsتحلیلی انتشار یافته نیست هرچند که چنین اطلاعاتی با 

SOPs  هر آزمایشگاهی منحصر به همان آزمایشگاه است و توسط شخصی  نوشته می شود که مسـئول

مطابق بـا شـرایط مکتـوب    SOPsلازم است. اجراي آن است و سپس با تاریخ به امضاي سرپرست می رسد

ریان کار  قرار پیگیري شود و بازنگري هاي مدوام انجام شده و قابل دسترس براي تمام کارکنان مربوطه درج

نسـخه هـاي   . در صورت نیاز به تغییرلازم است موارد مستند شوند و مورد تایید مجدد قرار گیـرد . داده شود

، هماهنگی عملیـات را تضـمین مـی    SOPsبه کارگیري مداوم . به عنوان مرجع نگه داري شودSOPsقبلی 

.اجراي ارزیابی ها می باشدابزار آموزشی معتبر  و روشی براي تعیین صلاحیت و SOPs.کند

نمونه برداري -7

معمولاً دغدغه اصلی آزمایشگاه جمع آوري نمونه هاي آزمایشگاهی نیست ولی کارکنان نیاز دارند اطلاعـاتی   

.فرآیند نمونه برداري  آزمایشگاهی داشته باشند

18 Standard Operating Procedures
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a-تبط بـا برنامـه هـاي نظـارتی     کارشناسان رشته میکروبیولوژي باید در برنامه ریزي هاي مر:برنامه ریزي

کارشناسان می توانند راهنمایی هاي  ارزشمندي جهت .شامل آزمایش هاي میکروبی مشارکت داشته باشند

انتخاب جایگاه هاي نمونه برداري، عمق نمونه برداري، تعداد نمونه ها و آزمایش هاي مورد نیاز، میزان کار و 

آب طبیعی اطلاعاتی نظیر اطلاعات مربوط بـه تـراکم احتمـالی    براي منابع. نحوه ي آماده سازي ارائه دهند

میکروب ها و تاثیر فصل، آب و هوا، الگوهاي جذر و مد و باد، منابع شناخته شده آلودگی و متغیرهاي دیگـر  

همچنـین کارشناسـان   . از مواردي هستند که براي تنظیم موثرترین برنامه هاي نمونه گیري ضـرورت دارنـد  

میکروبیولوژي می توانند تکرار نمونه برداري را تعیین نماینـد، ماننـد آزمـایش منـابع جدیـد آب و یـا        رشته 

به منظور هماهنگی پایش، طـرح  . نمونه برداري از مناطق مختلف یک جایگاه نمونه گیري را مشخص نمایند

.نمونه برداري باید مورد تایید دولت قرار گیرد

b-برداري باید به تناسب هر محل بوده و بر اساس طرح هاي آماري مناسب براي برنامه هاي نمونه :روش ها

راهنمایی هاي قبل از نمونه برداري از ماهیتی کلّی برخوردارند این راهنمایی ها به . نمونه برداري ارائه گردد

ح مـواردي  نمونه برداري بـه شـر  SOPs. عواملی اشاره دارند که لازم است در هر جایگاه درنظر گرفته شوند

، تواتر، زمان و شرایط نگه داري، مقررات ایمنی و موارد دیگري می پردازد روشنظیر تجهیزات نمونه برداري، 

که می تواند در شرایط مختلف براي محل هاي مختلف انجام شـود تـا از یکنـواختی و نماینـدگی اطمینـان      

.یم خواهند شدتنظSOPsبرنامه هاي نمونه برداري بر اساس اطلاعات . حاصل شود

c-تهیـه  آزمایشگاه موظف است هماهنگی نمونه هـا، شـرایط و زمـان نگـه داري و    : تایید نمونه آزمایشگاهی

.اسناد و مدارك ضمیمه را به منظور استفاده از داده هاي به دست آمده مورد تایید قرار دهد

روش هاي آزمایش-8

a–ها از عـواملی  روشمحیط کشت، دما، زمان دماي انکوباسیون و ایجاد تغییرات جزئی در : انتخاب روش

بـراي  . ضـرورت دارد بازیافت و تعیین رشد کمی وکیفیهستند که به طور مداوم براي تعیین مقادیر مناسب 
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و بـه دنبـال   جلوگیري از بروز تغییرات معنادار در نتایج لازم است استاندارد سازي روش هاي میکروبیولوژي

انتخاب روش هاي تحلیلی متناسب با نوع . آن هماهنگ سازي داده هاي آزمایشگاه هاي مختلف انجام پذیرد

نمونه آزمایشگاهی و بر اساس روش هاي استاندارد و منابع دیگر استاندارد سازي صورت می گیرد و به دنبال 

. شگاه بر نمونه هاي هدف تضمین می گرددآن اعتباربخشی مناسب روش هاي مذکور در مطالعات چند آزمای

آزمایشگاه موظف است روش هاي جدید و غیراستاندارد و هرگونه روش به کار رفته در ماتریس را که مطابق 

.با روش هاي ارائه شده تعریف نشده نیستند اعتباربخشی نماید

b-سب ترین موارد لازم براي ارائـه  لازم است روش هاي موجود مورد بازبینی قرارگیرند و منا: اهداف داده ها

یا سوگیري، تخصیص، گزینش، حدآشکارسـازي وکـارآیی   19داده هاي مورد نیاز برنامه، از لحاظ دقت، بایاس

روش هاي سریع، ارزان قیمت وکاربري کمتـر، زمـانی   . ترمیم در شرایط حقیقی آزمایشگاهی مشخص گردند

ید آن وقت گیر نباشـد و داده هـاي بـه دسـت آمـده      روش هاي مطلوب تري به شمارمی آیند که مراحل تای

.تامین کننده ي نیازهاي برنامه یا مشتریان باشد

c-روش هاي استنادي آزمایش دربرگیرنده ي بررسی هاي کنترل کیفی مـورد نیـاز   : کنترل کیفیت داخلی

اسـتریلیزه،  براي تضمین کنترل داده نظیر کشت کنترل مثبت و منفی، نمونه هاي شـاهد یـا بلانـک، روش   

.وکشت هاي باکتریایی با سطح تراکم مشخص شده براي روش هاي کمی می باشد) دقت(تکرار آزمایش 

d-SOPsدر این بخش از مجموعه : روشSOPs  نسخه روش  تحلیلی به صورت مرحله به مرحله اجرا مـی ،

آزمایشـگاه در اختیـار مسـئول    گردد و در رابطه با هریک از انواع نمونه ها، تجهیـزات و ابزارهـاي کـاربردي    

.آزمایش قرار داده می شود

رویه هاي کنترل کیفیت تحلیلی در روش هاي تعیین شده. 9

رویه هاي کلّی کنترل کیفیت

19 Bias
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a-در ارزیابی روتین آزمایشگاهی، عملیات شمارش حداقل :اختلاف در شمارش کلنی توسط آزمایش کننده

نه مثبت تکرار می شود و نتایج مربوطه به ثبت می رسـد و مقـادیر   به صورت ماهانه بر روي یک یا چند نمو

شمارش با مقادیر به دست آمده با دیگر آزمایش کنندگان از نمونه هاي آزمایشگاهی یکسان مـورد مقایسـه   

در محدوده تکرارپذیري شمارش آزمایش (نمونه 5%تکرار شمارش براي یک آزمایش کننده از . قرار می گیرد

در محـدوده تجدیـد پـذیري تمـام آزمـایش      (نمونه 10%کرار شمارش بین چند آزمایش کنند تا و ت) کننده

بـراي  . در صورت عدم انجام، بررسی و اقدامات اصلاحی مـورد نیـاز از سـرگرفته شـود    . انجام شود) کنندگان

.مراجعه شودb.13B9020محاسبات آماري میزان دقت داده ها به بخش 

b-از محیط هاي کشـت مرجـع مـورد تاییـد اسـتفاده کنیـد      : کنترل مثبت و منفیکشت با ارگانیسم هاي .

آزمایشگاه براي محیط هاي جدید با استفاده از کشت هاي مثبت و منفی ارگانیسم ها محیط هاي جدیـد را  

و بـراي هـر   )  batch(محیط کشت دریافتی یک دسـته  ) lot(تایید می نماید به این صورت که از هر سري

کشـت  . نتـایج آزمـایش را ثبـت نماییـد    . ماده خریداري شده، ایـن آزمـایش انجـام مـی شـود     سري کشت آ

اشـباع  ) سـوش ( ي ملّی یا بین المللی تهیه نموده و یـا کشـت  -مرجع را از منابع شناخته شده) سوش(هاي

)  سـوش ( از کشـت هـاي  . ، را از مراکز معتبر تجاري تهیه نماییـد 21یا استریپ20شده مرجع  بر روي دیسک

تعداد انتقال به محـیط هـاي جدیـد را بـه حـداقل      . می شودتهیه کاري اولیه 22مرجع،  یک یا چند استوك

24و ژنوتیـپ 23را به محیط جدید انتقـال داده ،  ازحفـظ فنوتیـپ   ) سوش( جهت تقویت رشد کشتبرسانید

عملکـرد بـه   آزمایشات را با هدف تضمین رشد و. و از کاهش آلودگی، اطمینان حاصل نمایید) سوش( کشت

براي هر سري محیط کشت آزمایش محیط هاي کشت با اسـتفاده از ارگانیسـم   . صورت دوره اي انجام دهید

20 Disc
21 Strip
22 Stock
23 Phenotypic
24 Genotypic
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V :9020آزمایش به جدول ) سوش( براي مراجعه به نمونه کشت . هاي کنترل مثبت و منفی انجام دهید

فظ و نگه داري کشت خالص است، از براي آزمایشگاه تصفیه خانه فاضلاب که فاقد امکانات ح. مراجعه نمایید

.استفاده کرده و یا این که به آزمایشگاه براي آزمایش ارسال می گردد25بر روي استریپ)  سوش( کشت

c-ی آزمایش شمارش کلنی هاي موجود بر پلیت  بر اساس روند تکرار :آزمایش دوتاییمیزان دقت نتایج کم

لازم است فرآیند تکرار آزمایش حداقل به صورت ماهانه در صـورت نیـاز   . آزمایش مورد ارزیابی قرارمی گیرد

نمونه هاي آزمایشگاه، براساس ضوابط و مقـررات آزمـایش،   10% در دفعات بیش تر انجام شود مثلاً به ازاي 

10یک نمونه در یک مرحله آزمایش و یا یک نمونه در هر هفته براي آزمایشگاهی که در طول هفته کمتر از 

یک مرحله آزمایش به مجموعه اي پیوسته از فرآینـدهاي آزمـایش   . ت انجام می دهد، در نظرگرفته شودتس

نتایج آزمـایش بایـد مـورد ارزیـابی     . لازم است تناسب حجم نمونه آزمایشگاهی رعایت شود. اطلاق می شود

یت هاي عملی و هزینه هاي دفعات آزمایش هاي تکرار را با زمان، فعال. قرارگیرد و نتایج به ثبت رسانده شود

آزمـایش کننـده در ابتـداي آغـاز بـه کـارخود بـا روش یـا         آزمایشگاه یا فردزمانی که. وارده هم تراز نمایید

ماتریسی مواجه شود که تغییرات معناداري از آن در نتایج پیش بینی شود، اجـراي فرآینـد تکـرار آزمـایش،     

.بودمستلزم به کارگیري فعالیت هاي بیش تري خواهد

کنترل پیشنهادي، کشت هاي کنترلی آزمایشات میکروبیIV :9020جدول 

25 Strip



٣١

تکرار آزمایش نمونه هاي زیست محیطی به تفاوت هاي گسترده اي در نتایج شمارش منجر می شود و تنهـا  

.به صورت تخمینی قابل محاسبه است

d- کشت قبل از اولین مصرف مورد بررسی قرار لازم است وضعیت استریلیزه محیط :بررسی استریلیزاسیون

از سري محیط کشت تهیه شده % 4تا 1حداقل یک مورد در هر سري کشت یا درصدي از نمونه مثلاً . گیرد

در آزمایشگاه  و محیط کشت آماده ي مصرف، براث یا آگار را در دماي مناسب و در مدت زمـان لازم بـراي   

اجرا گردد و نتایج افزایش رشـد مـورد بررسـی    فرمکلیساعت براي 48آزمایش انکوبه کنید، به عنوان مثال 

درآزمایشات مربوط به آنزیمی می توان وضعیت استریلیزه محیط کشـت را بـا افـزودن هـر بسـته      . قرارگیرد

18به مدت درجه سانتیگراد 35آب دیونیزه استریل و انکوباسیون در دماي میلی لیتر 100محیط کشت به 

محیط کشت حاوي مواد آنزیمـی آمـاده شـده گرانـول دار، ممکـن اسـت       . رد بررسی قرار دادساعت مو24تا

انتخابی استفاده کنید که می تواند به افـزایش رشـد و   از براث غیر. استریل نبوده ولی عاري از کیلفرم باشند

.تیرگی محیط منجر شود اما تاثیري در ایجاد واکنش مثبت ندارد

از آب بافر باید قبل از اولین مصرف از لحاظ اسـتریل  ) یا هرسري آماده صنعتی(شده هر بسته تازه تولید

محیط کشت میلی لیتر 50آب به میلی لیتر 50این کار از طریق افزوده شدن . بودن مورد بررسی قرار گیرد
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به جـاي  .صورت می گیرد) 28و تریپتوز براث27، تریپتیکازسوي26نظیرتریپتیک سوي( براث  دو برابر غلظت 

آب و یا حتی آبی با غلظت کمتر را بـه صـورت ضـدعفونی شـده از فیلتـر      میلی لیتر100این کار می توان 

0,535از روش انکوباسیون در دماي .غشایی عبور و فیلتر را روي محیط کشت غیرانتخاب شده قرار دهید

.مشاهده نماییدساعت استفاده کنید و نتایج افزایش رشد را24به مدت درجه سانتیگراد 

در صورت مشاهده هرگونه آلـودگی لازم اسـت از مصـرف    . لازم است نتایج آزمایش به ثبت رسیده شود

محیط کشت صرف نظر و هرگونه داده هاي به دست آمده از آن بسـته را مـردود اعـلام و منشـا آلـودگی را      

.درخواست فوري تکرار نمونه برداري ضرورت دارد. بررسی نمایید

. براي آزمایش فیلتر غشایی لازم است مجموعه ي فرآیند از لحاظ استریلیزه بودن مورد بررسی قرارگیـرد 

این کار با به کارگیري آب معرف استریل شده یا آب رقیق شده بـه عنـوان نمونـه هـاي ابتـدایی و انتهـایی       

دقیقه وقفه 30دازش بیش از در صورتی که در پر. مجموعه فیلتراسیون و بررسی میزان رشد صورت می گیرد

. ایجاد شود لازم است با به کارگیري قیف هاي استریل شده و نو، آزمایش اسـتریل سـازي را تکـرار نماییـد    

در صورت مشاهده آلودگی، داده هاي به دست آمده از آن بسـته را مـردود اعـلام و    . نتایج را به ثبت برسانید

.ي تکرار فرآیند نمونه برداري و آزمایش ضرورت دارددرخواست فور. منشا آلودگی را بررسی نمایید

در روش هاي چند لوله اي و حضور عدم حضور، وضعیت استریل محیط کشت آماده و آب رقیق شده را 

در صورت مشاهده آلودگی علت یابی نمایید و داده هاي حاصـل از  . مطابق با مطالب یاد شده بررسی نمایید

درخواست فـوري تکـرار نمونـه گیـري و آزمـایش      . این مواد را مردو اعلام نماییدنمونه هاي آزمایش شده با

.ضروري است

26 Tryptic soy
27 Trypticase soy
28 Tryptose broth
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حداقل یک پلیت در هر بسته یا سري محیط کشت می توان کشت با استفاده از در روش کشت بشقابی

آلودگی لازم در صورت مشاهده ي هرگونه. وضعیت استریل را مورد بررسی قرار داد و نتایج را به ثبت رساند

اطلاعات مرتبط با مشکل به وجود آمده و اقدامات اصلاحی را به ثبت برسانید و . است علت یابی صورت گیرد

.درخواستی در رابطه با تکرار نمونه گیري ارائه نمایید

آزمایشگاه براي شناسایی آلودگی می تواند ازهر دو سیستم استاندارد آزمایش فنوتیـپ و یـا روش هـاي   

.ژنوتیپی استفاده نماید

e-یدقت تکرار آزمایش را در انواع نمونه آب نظیرآب شرب، آب هاي سطحی و :  میزان دقت روش هاي کم

نمونـه  15تکرار آزمـایش را بـر روي   . یا فاضلاب مطابق با روش ها محاسبه نموده و نتایج را به ثبت برسانید

در . دهیدکه هر تکرار، توسـط یـک آزمـایش کننـده انجـام شـود      مثبت اول هر نوع آب را به گونه اي انجام 

صورتی که تعداد آزمایش کنندگان از یک نفر بیشتر باشد تمام آزمایش کنندگان باید طبق روالی منظم بـه  

نتـایج آزمـایش   . گونه اي آزمایشات را انجام دهندکه تعداد آزمایشات آزمایش کنندگان تقریباً یکسان باشـد 

چنانچـه تعـداد هـر    . لگاریتم نتایج به دست آمده را محاسبه نمایید. به ثبت رسیده شود2Dو1Dتکراري با 

را بـه  ) R(دامنه ي . نماییداضافهبه هر کدامیکباشد قبل از محاسبه لگاریتم،1مجموعه از نتایج تکرار 

اسـبات مربـوط بـه    مح. دامنه ها محاسـبه نماییـد  ) R(ازاي هرجفت آزمایش تبدیل شده به صورت میانگین 

.ارائه شده استIIV :9020نمونه آزمایشگاهی در جدول 

. از نمونه هاي روتین و یا هر مرحله آزمایش صـورت مـی گیـرد   10% بنابراین فرآیند تکرار آزمایش برروي  

چنانچـه میـزان   . محاسبات تکراري را تبدیل نمایید و دامنه آن ها را طبق مراحل گفته شده به دست آورید

، مقدار تغییرپذیري آزمایشگاه بیشـتر از حـد نرمـال    99% بیشتر باشد به احتمال بیشتر از 27/3دامنه از

در چنین. خواهد بود
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محاسبه مقادیر دقتIIV :9020جدول 

قبـل از  . از نتایج آزمایش صرف نظرکنید) VIII:9020جدول(مواردي با بررسی آخرین دقت به دست آمده

.شهاي بعدي مشکلات به وجودآمده درآزمایش را شناسایی و نسبت به رفع آن اقدام نماییدشروع آزمای

، روش هاي تکرار آزمایش را بـه روز رسـانی   آزمایشتکرار15با استفاده از تازه ترین نتایج به دست آمده از 

.نمایید

کنترل روزانه دقت از طریق شمارش دوتاییVIII:9020جدول



٣٥

تایید–10

میکروبیولوژي بـه  آزمایشعمومی بکار گرفته شده اي است که مشخص می کند آیا روش فرایند، تایید

اگر آزمایشگاهی درصد . همان میزان مورد انتظار براي ایجاد داده هاي قابل اعتماد در حال اجرا است یا خیر

در . روش آزمایشـی دیگـري انتخـاب شـود    باید ،ندپایینی از ارزیابی با ماتریکس یا میزان آب معینی پیدا ک

،براي آب آشامیدنی از دیگر آب هـا تصدیق/، به علت نیازهاي قانونی خاص، روش هاي تاییدبیشترین بخش

. متفاوت است

اطلاعـات بیشـتر ممکـن اسـت در بحـث هـاي متناسـب بـا         . آورده شده اسـت اي از موضوعچکیده در زیر 

.  پیدا شودمیکروارگانیسم خاص یا گروه میکروبی 

a- روش هاي تخمیر چند لوله اي )MTF(29

)B9221بخش( روش کلیفرم کل –1

a( نیاز به آزمایش کامل نیست . آزمایش ها را فقط از فاز تایید شده انتقال دهید_آب آشامیدنی  .

حداقل یک  نمونه منبع، اگر به طور نرمال در یک چهارم نتایج مثبتی وجود نداشته باشد، QCبراي اهداف 

تا تایید کند که روش هاي آزمایشگاه و محیط کشت و تجهیـزات، پاسـخ   آب مثبت را تجزیه و تحلیل کنید 

براي نمونه هاي با سابقه رشد زیاد بدون گاز در لوله هاي احتمالی، لوله هـا را   . هاي مناسبی ایجاد می کنند

هر پاسخ . منفی نادرست براي باکتري کلیفرم انتقال دهیداز فاز تایید شده  به منظور چک کردن پاسخ هاي

.  را تایید کنیدکلیفرم مدفوعی مقاوم به گرمایا اشرشیا کلیمثبتی براي

29 Multiple-tube fermentation
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b (یـا  نمونه هـاي مثبـت  % 10آزمایش، ماننداجراي مرحله کامل در یک تواتر مشخصبا-انواع دیگر آب

آزمایشـگاه  . ، تایید انجـام مـی شـود   کاري آزمایشگاهحجم ازآزمایش یا درصد معینی از هر سري یک نمونه 

از نمونـه هـاي مثبـت    % 10هاي بزرگ، تعداد چشمگیري از نمونه ها را به صورت  روزانه تحلیل می کننـد،  

.  استفاده شودکمترممکن است هزینه هاي غیر ضروري را سبب شود و ممکن است 

زمـان  در ) 5c.9230( می تواند بعنـوان طـرح کلـی در بخـش      تایید–30روش استرپتوککی مدفوعی)2

بـه  32گـرم مثبـت  کوکسـی  ، منفـی -31زکاتالابا رشد. توسط آزمایشگاه ایجاد شده ، اجرا شودمشخصی که

درجـه  35، در دمـاي  33صورت کلنی هاي سیاه مایل به قهوه اي با هاله هاي قهوه اي در آگار اسکولین بایل

34brain-heart infusionهـارت اینفیـوژن بـراث   -بـرین در محیط کشـت د وظاهر می شونسانتیگراد

broth)fvdk همچنین، رشـد  در  . استرپتوکک مدفوعی را تایید می کندسانتیگراددرجه 45در دماي )–

-35NaCl brainهارت ایفیوژن بـراث  -کلرید سدیم برینمحیط کشت%6,5در سانتیگراد درجه 10دماي 

heart infusion broth) (هستند36نشان می دهد که استرپتوکک ها جزء گروه انتروکوکوس

b-فیلترممبرانروشهاي:

روش هاي کلیفرم کل ) 1

30 Fecal streptococci
31 Catalase
32 Gram-positive cocci
33 Bile esculin agar
34 (BHI)Brain-heart infusion broth
35 NaCl brain-heart infusion broth
36 Enterococcus
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a (کلنـی غیرمعمـولی   5کلنـی معمـولی و   5یـا  کنیـد کامل سواب کل ممبران را –آب آشامیدنی)  بـدون

را انتخـاب  آگـار 38انـدو -امیـا 37اندو-لسحیط کشتوي منمونه هاي مثبت رکلنی هاياز) درخشندگی 

را گرمـا  بهبراي کلیفرم هاي مقاوم همچنین، هرنمونه  مثبتی .تایید کنیدf.4B.9222مانند بخشکنید و

اگر هیچ نمونه مثبتی وجود نداشت، حداقل یک نمونه منبع آب مثبت شناخته شده را هـر سـه   . تایید کنید

.  یدماه یک بار آزمایش کن

( bهمانند بخش–یگر آب انواع دf.4B.9222 ی معمـولی و غیرمعمـولی از نمونـه آبهـاي     نکل10حداقل

تعداد را بر پایه درصد تایید تنطیم . ، نمونه هاي مثبت را به صورت ماهانه تایید کنیدرا برداشت کنیدمثبت

. کنید

c (           شـکل هـاي   اع جهت تعیـین نمونـه هـاي منفـی نادرسـت، کلنـی هـاي غیـر معمـولی معـرف را از انـو

. تایید کنیدf.4B.9222متفاوت انتخاب کنید و مانند بخش) 39مرفولوژي(

کلنی آبی10نمونه هاي مثبت را به طور ماهانه با انتخاب حداقل –40گرماپاي) مدفوعی(روش کلیفرم ) 2

ماننـد  اسـتفاده کـرده اسـت،    42بـراث ECو 41ریـل تریپتـوز  وه از آبگوشـت ل ک ـاز یک نمونـه مثبـت   رنگ

.یم کنیدظتعداد را بر پایه درصد تایید تن. تایید کنید b1E.9221بخش

هاي مختلف انتخـاب  شکل انواع را ازجهت تعیین نمونه هاي منفی نادرست، کلنی هاي غیر معمولی معرف

. تایید کنیدB9221. 2کنید و مانند فاز احتمالی ،بخش

37 LES-ENDO
38 M-ENDO
39 Morphological
40 Thermotolerant (fecal)coliform
41 Lauryl tryptose broth
42 EC broth
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روش اشرشیاکلی ) 3

a-به تایید نیستازي ین-آب آشامیدنی .

b-در یک  نمونه مثبت را به طور ماهانه با انتخاب کلنی هاي جدا شده مناسب تایید کنید،-انواع دیگر آب

می توانند پاسخ مثبت نادرستی را می کنید دقت کافی نکنیدنمونه هاي محیط کشت را انتخاب که صورتی 

یا و دیگر سیستم ها4D.9225و7که در بخشرا همان طور 44و ایندول43تست هاي سیترات.ارائه دهند

سانتیگراددرجه 44,5تست ایندول را در دماي . مشابه شرح داده شده است، اجرا کنیدهاي شناساییروش

عداد را بر اساس درصد تایید ت. ها ایندول مثبت هستند و در سیترات رشدي ندارنداشرشیا کلیانجام دهید

.تنظیم کنید

C ( شکل هاي از انواع رانمونه هاي منفی نادرست، کلنی هاي غیرمعمولی معرفجهت تعیین) مرفولـوژي(

.  تایید کنید) در بالاbقسمت ( مختلف انتخاب کنید و مانند

محیط کشتشده از جداسازيکلنی قرمز10حداقل جهت تایید ماهانه،–کی مدفوعی وروش استرپتوک) 4

همـان طـور کـه در بخـش    انتخاب کنید و ادامه دهیـد، BHI)(46به محیط کشتآگار 45انترکوکوس-ام

C9230تعداد را بر اساس درصد تایید تنظیم کنید . شرح داده شده است .

کلنی جدا شده مناسب، از صورتی تا قرمـز بـا   10جهت تایید ماهانه، حداقل –روش هاي انتروکوکسی ) 5

و بـر اسـاس آنچـه در بخـش     . انتخاب کنیدآگارEIAکشتمحیط رسوب سیاه یا قهوه اي مایل به قرمز از 

43 Citrate test
44 Indole test
45 m-Entrococcus
46 (BHI)Brain-heart infusion broth
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C9230 شرح داده شده است  به محیط کشتBHI تعداد را بر اسـاس درصـد تاییـد تنظـیم     . منتقل کنید

. کنید

c-با پایه آنزیمی مشخص شدهییتست ها:

9223تست کلیفرم کل بخش ) 1

a- تایید نیاز نیست –آب آشامیدنی .

b- یـک  از آزمایش هـاي سوبسـتراي آنزیمـی مـورد اسـتفاده     .تایید و تصدیقی نیاز ندارد–انواع دیگر آب

بـراي کسـانی کـه تمایـل دارنـد تسـتهاي       . شودمی یکلیفرمهاي غیرمانع رشد باکتریمشخصسوبستراي 

.استآمدهدر زیر شرح مختصريتاییدي را مدیریت کنند

لوله از % ) 5مثلا (درصد معین با یککل، مواد را به طور ضدعفونی شده براي تجزیه و تحلیل  کلیفرم هاي

یـا انـدو -اممحـیط کشـت  منفـی بـه   CPRGیـا  ONPGهـاي   لوله مثبت و از CPRGیا ONPGهاي 

EMB جداسازي بـه سـرعت انجـام    .یا محیط کشت مناسب دیگري انتقال دهید) درخشان(با جلاي براق

بـه  تعدادي از کلیفرم ها می توانند هر دو را انجام دهند یـا  لاکتـوز را   (آزمایش کنید را تخمیر لاکتوز. شود

بوسـیله  47دي گالاکتوپیرانوزیـداز -بتا، یا براي)کنندتخمیرنکنند یا به طور کامل لاکتوز را گی تخمیرآهست

یـا  ،CO(49( و تسـت اینـدوفنل سـیتوکروم اکسـیداز     48)ONPG(گالاکتوزیـداز دي-بتانیترو فنیل تست 

مراجعه کنید یا از سیستم ها یا D9225براي تشریح آزمایش به بخش. را انجام دهیدهاارگانیسم شناسایی

.  مشابه دیگر استفاده کنیدشناساییروش هاي 

47 ß –D galactopyranosidase
48 o-nitrophenyl- ß -D galactopyranoside
49 indophenol cytochrome oxidase (CO)



٤٠

بوسـیله انتقـال مـاده بـه طـور      در صورت تمایـل  اشرشیا کلیتجزیه و تحلیلبراي اثبات–اشرشیا کلی)2

محـیط  بـه  مناسبمنفیMUGمثبت وMUGحاويهاي لولهاز% 5درصد معینی مثلا با ضدعفونی شده 

. انجـام شـود  مـی توانـد  یا محیط کشتهاي مناسـب دیگـر  با جلاي درخشان EMBیا 50مک کانگیکشت

یـا  ) EC+MUG( ه از محیط کشتکMUGوسیله واکنش بصحت آن را .جداسازي به سرعت انجام شود

NA+MUG) ( بررسی بیوشیمیایی باکند یااستفاده میE.coli همان طور که در بخش ،D9225  شـرح

.مشابه، تایید کنیدا روشهاي شناسایییداده شده است و یا سایر سیستم ها

کلنـی غیرمعمـولی   10و ) مثبت (کلنی معمولی 10یک بار کلنی ها را با انتخاب انهماهی-کسیوتروکنا) 3

از نمونه هاي مثبت ،هـر کـدام   % 10یک کلنی معمولی و یک کلنی غیرمعمولی از یا،. ، تایید کنید) منفی (

. اثبات کنیدکه بزرگتر است 

روشهاي جدید و غیراستاندارد 51ه گذاريصح-11

هاي غیراستاندارد، روشهاي گسترش یافته آزمایشگاهی و روشهاي استاندارد بکارگرفتـه شـده   تمام روش

شود قبل از این کـه داده  صحه گذاريوت مانند ماتریکس، باید توسط آزمایشگاه تحت شرایط آزمایشی متفا

، معیار اجراي یک روش یـا فراینـد اسـت و داده هـاي قابـل      صحه گذاري.ها با این روشها جمع آوري شوند

در گذشته براي رشـته شـیمی   صحه گذاري،عبارت .اعتماد و صحیح را براي کاربرد هدفمند فراهم می کند

استفاده می شود که همان عبارت به کار رفته هم استفاده می شد اما امروزه این عبارت براي میکروبیولوژي 

تفاوت اصلی آن این است که کجا متغیرهاي مجزا استفاده شده اسـت، یعنـی در مـورد    . در علم شیمی است

.احتمالی متفاوتی استفاده شده استهايه است و توزیعتعداد پلیت ها، آمارهاي متفاوتی بکار گرفته شد

50 MacConkey
51 Validation
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رمناسب بودن روش یا فرایند تسـت، جهـت بررسـی    بصحه گذاريمیکروبیولوژي،پایه در محیط کشت 

تمرکـز  ،دارنـد گانیسم هایی که خصوصیات ثابتی کمیت میکروارگانیسمی مشخص یا گروهی از میکرواریا /و

مولکـولی، نیـاز مشـابهی    تیکو تکنیک هاي ژناسیمستقل، مانند ایمونودر روشهاي محیط کشت. می کند

و ایـن بـراي اثبـات مفهـوم     براي نمایش کنترل فرایند و اطمینان در قابل اعتماد بودن اطلاعات وجود دارد

. ضروري است

قـانونی  ی هاينمایندگیا کارخانه هاي سازندهرا از هاداده صحت استاندارد، قابل قبول هاي براي روش

قبل از این که روش بوسیله آزمایشگاه تصویب شود، براي تعیین قابلیت مقایسـه اي بـا معیـار    .بدست آورید

اجرابا روش مرجع یا استاندارد  را موازياستاندارد و مناسب بودنش براي استفاده، تست هاي شرایطاجراي 

ست آورید تا اجازه تعیین آماري یکسانی با روش کیفیت در طول یک سال بدداده مثبت با30حداقل . کنید

صـحه  این مـی توانـد   .ایجاد شده یا استاندارد قبل از جایگزینی با روش جدید براي کاربرد روتین پیدا کنید

هاي تحقیقاتی، بـا هـدایت   ، مانند روشتوسعههاي در حال براي روش. نامیده شودیا متقاطعانویهثگذاري

آزمـایش درون آزمایشگاهی در تعداد نمونه هاي آماري زیاد  در روش یا فرایند بخشیاعتبار کامل مطالعات 

جهـت  .اطمینان ایجاد کنید تا قبل از تعیین نهایی قابلیت استفاده، از قابل اعتماد بودن آن مطمـئن شـوید  

شترك نیز مطالعات م(، مطالعات درون آزمایشگاهی را مدیریت کنیدتربراي کاربرد وسیع روش،صحه گذاري

آمده است و ضـوابط اجـراي   ولوژيروش میکروبیصحه گذارياز يدر ادامه بحث مختصر). نامیده می شود 

روش صـحه گـذاري  براي اطلاعات بیشتر و براي برنامه هاي عجین شده بـا  .کیفی مطلوب، تعیین شده است

.، مراجع ذکر شده را بازنگري کنیدولوژيمیکروبی

، مقدارغلظت مشخصی را در سطح محدود قابل پـیش بینـی، در   بازیافتاتریکس بر جهت تعیین تاثیر م

براي میکروارگانیسم هاي هـدف  .اصلی اضافه کنیدمحلمشابه بعنوان محلشده از آورينمونه زمینه جمع

.از سوسپانسیون هاي آماده شده ي آزمایشگاهی یا تجاري استفاده کنید
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a-اجـراي نیـاز بـه   ) رشد در مقابل عدم رشد ( عدم حضوریا حضورروشهاي تایید: روشهاي آزمایش کیفی

: در ماتریکس انتخابی دارد، مانند هاي جایگزینیروش 

هـا بـه   رار، تعـداد تک هاي کیفـی آزمونبراي –) 55و تجدیدپذیري54تکرارپذیري(53و درستی52صحت)1

صورت، این شاخص هـاي کیفیـت   در غیر این.منظور دستیابی به ارزیابی آماري قابل قیاس، باید زیاد باشد

. داده ها به طور عمومی، قاطع نیستند

یا فرایند، جهت انتخاب یا تفـاوت قائـل   آزمایشتوانایی روش –57بودنانتخابی/ 56اختصاصی بودن)2

یعنـی  آزمایشگاه است، در ماتریکس انتخابی تحت شرایط غیرهدف شدن ارگانیسم هاي هدف از گونه هاي 

.در روشهاي کیفی، رشد ارگانیسم هاي هدف، شـاخص اسـت  . روش براي استفاده نمودن تناسب کافی دارد

. این شاخص، با تایید همه پاسخ ها مانند آزمایش هاي بررسی میکروبی، تعیین شده است 

میکروبی که می تواند تحت شـرایط توضـیح داده شـده،    )غلظت(کمترین دانسیته–58حدود تشخیص)3

حـدود  در میان تکثیردرهر رقت، بازیافتمرجع و اندازه گیري میزان سوش هايبا رقیق سازي . عیین شودت

. راتعیین کنیدتشخیص

می تواندتا چه اندازهحال تغییراندازه گیري این که، یک روش آزمایشی تحت شرایط در–59استواري)4

می شود و بوسیله تغییرات متغیرهایی مانند نجامااولیه روش ایجاد کنندهاین تست بوسیله . شودخوب اجرا 

مشخص می انکوباسیونمحیط کشت و زمان pHانکوباسیون،درجه حرارت نگهداري نمونه،و شرایط زمان 

.شود

52 Accuracy
53 precision
54 Repeatabilty
55 Reproducibility
56 Specificity
57 Selectivity
58 Detection limit
59 Robustness
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تحـت  ي یا انـدازه گیـري هـا   رارپذیريتکآزمایش هايبین هماهنگیمیزان به -60پذیريقابلیت تکرار)5

از از میکروارگانیسم هاي هدف یـا  . می شونداطلاقآزمایشگاه، تکنسین ها و تجهیزات از نظرشرایط یکسان

مناسـبی بنـابراین، تعـداد   . مثبت خواهند بودنتیجه% 75گروه  میکروبی استفاده کنید،که حداقل غلظتی از

عنـوان  مـی توانـد ب  ایـن اطلاعـات  . کیفی می تواند تشخیص داده شـود هاي کمی و آزمونپاسخ، هم براي 

. بکار رودقطعیتمقیاس عدم 

b- یا فرایند، با تشخیص هـاي شمارشـی   روشصحه گذاريهمانطور که در بالا ذکر شد،:هاي کمیروش

مانند تعداد در واحد حجم مورد توجه قرار می گیرد، و شامل دریافت اطلاعات دقیـق در مـورد خصوصـیات    

:اجرایی روش است، بعلاوه در ادامه  

ایـن  . به میزان سازگاري  بین مشاهدات و مقدار واقعی یا فقدان عدم قطعیـت اطـلاق مـی گـردد    :صحت) 1

آن مرجـع یـا   ا و مقایسه کردن نتایج روش آزمـایش ب ـ غلظت مشخص در مرجعسوشبا استفاده از مقدار 

. بیان می شودازیافتبعنوان درصد بو معمولاً. تخمین زده می شودروش استاندارد، 

تحـت شـرایط   یی کـه  یا اندازه گیري هاآزمون هاي تکرارپذیربین سازگاريمیزان به : پذیريتکرار/دقت) 2

از میکروارگانیسـم هـاي   . ، اطلاق می گرددشوندانجامو تجهیزات یکسان براي مثال آزمایشگاه، تکنسین ها 

بنـابراین،  داشـت مثبت خواهند نتیجه % 75استفاده کنید،که حداقل یمیکروبغلظتی از گروه هاي هدف یا 

مـی توانـد بعنـوان مقیـاس عـدم      کـه  ایجاد می گـردد کیفی براي تست هاي کمی و پاسخ ، مناسبتعداد 

.بکار رودقطعیت 

تحـت شـرایط تغییـر    یا فرایندها  کهمشابههايروشدر تغییر پذیريمیزانبه –تجدید پذیري/ دقت) 3

روش مذکور را در محل یـا اتـاق   گربعنوان مثال، بیش از یک آزمایش،اطلاق می گردددنشومیانجام یافته 
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و این پارامتر نیز بعنوان مقیاس دیگر عـدم  یا تجهیزات مختلفی را به کار می گیرد/ انجام می دهد يدیگر

. به کار می رودقطعیت

میکروارگانیسـم هـدف درمـاتریکس    تعیینیا اساییشنآزمون درقابلیت روش به –حساسیت / بازیافت) 4

دوحـداقل  کـه بـا افـزودن    نمونـه  مناسب تعداد آزمایشیا حساسیت را با ازیافتب.اطلاق می گرددانتخابی 

سـپس  .تعیین کنیدمیزان رقت با آزمایش یا ،تهیه شده استمیکروارگانیسم هدفازیکسانسوسپانسیون

. آماري دنبال شودمحاسباتاین روند با 

مرجـع و  سـوش بـا رقیـق سـازي    . میکروبی که می تواند تعیین شودغلظتکمترین –حدود تشخیص)5

. تعیین کنیدراحدود تشخیصدرهر رقت ،تکرارپذیري ازیافتاندازه گیري میزان ب

بیش از حدرشدکمی، بعلت افزایشکه در آن، اندازه گیريمیزانیبعنوان مثال، –بالاترین حد شمارش) 6

. مانند بالا انجام می شودشناسایی. شدباغیر قابل اطمینان پلیت،روي آگارموجود در

.  مانند بالا تعیین شده است ،ي بین بالاترین و پایین ترین حد  تشخیص شناساییفاصله -محدوده) 7

مستندسازي و نگهداري سوابق -12

a- برنامهQA : برنامهQA به سیاست کیفیتتعهد مدیریتآزمایشگاه، یا نظام نامه ،QA و الزامـات  اسـت

برنامه مذکور، کل سیاست ها، سـازمان، اهـداف و   .دهدمورد نیاز جهت حمایت از اهداف برنامه را نشان می

و تعیین می کند که فعالیت هـاي  مسئولیت هاي عملیاتی را براي دستیابی به اهداف کیفی تشریح می کند

QC علاوه بر آن، برنامه . داردنیاز، قابل مقایسه و قابل تطابق یابیداده هاي قابل باز، بهQA   شـامل برنامـه ،

. را در کل برنامه تضمین کندQCاجرایی آزمایشگاهی است تا بیشترین هماهنگی و یکپارچگی فعالیت هاي 
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ون هـاي محلـی و   قـان ، فدرال ویایالتاز قوانینو تبعیت) نمونه برداري، تجزیه و تحلیل و مدیریت داده ها( 

.دهدرا نمایشالزامات 

b-نمونه برداريسوابق-SOPروش هاي آزمایشگاهی را بـراي جمـع   برداري نمونهسوابقبراي مدیریت ،

نمونه بـرداري در فایـل   سوابق. نوشته شودذخیره، تجزیه و تحلیل و دفع آن،پذیرشانتقال وآوري نمونه،

کامپیوتر به راحت ترین شکل  نگهداري می شود یا به صورت یک سري فرم هاي چاپ شـده اسـت کـه بـه     

براي زمانی که دعواي قضـایی  به ویژه.اطلاعات مورد نیاز را می دهدهمه يکاربر اجازه دسترسی سریع به

زنجیـره  ( سـوابق چنـین سیسـتم هـاي    .خیلی دقیـق و کامـل باشـند   سوابق ضروري است که ، بیایدپیش 

نامیده می شوند و ممکن است به منظور تضمین نمودن یکپارچگی و بـی نقـص بـودن    ) نگهداري و حفاظت

چرا که آزمایشگاه ها آگاه نیستند کـه آیـا نتـایج    . دتوسط برنامه مشخص فدرالی و ایالتی لازم باشنمونه ها،

بنـابراین، تعـدادي از   یا خیر،مورد استفاده قرار خواهند گرفتدر آینده تجزیه و تحلیل ها در دعواي قضایی

جزییات در مورد زنجیره نگهداري و حفاظت .شوندمی دارينمونه ها نگهدر همه هاي اصلی سوابق زنجیره 

د سیستم آزمایشگاهی که به صورت منحصر بـه فـر  .و در جایی دیگر در دسترس است2B.1060در بخش

تعداد نمونه تضمین می کند کـه نمونـه هـا نمـی     بر اساسا داخل آزمایشگاه شناسایی می کند و نمونه ها ر

.شنداشتباه باتوانند 

c-سیستم نگهداري سوابق قابل قبول، اطلاعات مورد نیـاز بـراي جمـع آوري و نگهـداري     :نگهداري سوابق

نتـایج گـزارش شـده و ثبـت اشـخاص      نمونه ها، روشهاي تجزیه و تحلیل، داده هاي خام، محاسبه از طریق 

فرمتی قابل قبـول هـم بـراي    . مسئول براي نمونه برداري، پذیرش نمونه و تجزیه و تحلیل را فراهم می کند

از فـرم هـاي آمـاده، اگـر در     .انتخاب کنید) کسانیکه از داده ها استفاده می کنند(آزمایشگاه و هم مشتري 

ر و سرپرست گحاصل کنید که همه برگه هاي داده ها توسط آزمایشاطمینان . دسترس هستند استفاده کنید

خـط  بـا و هر تغییريقلم ثبت شده، با ، دفترچه شماره دارمتمایزسوابق فرم . شده اندگذاريامضاء و تاریخ 
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ویـا  اسـت  تصحیح مشخص شـده  و همچنین، نخستین ثبت کنندهصحیح آن،تکهکشیده شدههاي منفرد 

.باشندشده ثبتمانند دفترچه الکتریکی يفایل کامپیوتریکدر

ذخیـره  . سال در مکانی امن نگهداري کنید5میکروبیولوژیکی را براي حداقل زمان آزمایش هايسوابق

انتظار می رود که داده ها بعنـوان  . سازي دور از محل، بعنوان پشتیبان براي همه رکوردها پیشنهاد می شود

گزارش هاي دقیق آزمایشگاه ممکن است .مدت زمان طولانی تري نگهداري شوندبخشی از کار قانونی، براي

آزمایشـگاه بایـد   نگهداري شوند یا داده ها به صورت مختصر به جدولی انتقـال داده شـوند، در صـورتی کـه     

بررسی نمونه، تاریخ و زمان دریافـت نمونه،مشخصاتتاریخ، مکان و زمان نمونه برداري، :ی همچون اطلاعات

نمونه، شرایط و دماي نمونه دریافت شده، تاریخ هاي شروع و اتمام آزمایش نمونه هـا، شـخص یـا اشـخاص     

را هـا آزمایش استفاده شده، داده هاي خام و نتایج محاسبه شده آزمونمسئول براي اجراي آزمایشها، روش 

ر امضاء شده اسـت گوارد و به وسیله آزمایشبرگه پیش نویسکه هر نتیجه اي به طور صحیح از . شامل شود

.تایید کنیدرا

خروجی نرم افـزار و نتیجـه   زمانی که سیستم مدیریت اطلاعات آزمایشگاهی استفاده می شود، ورودي و 

داده هاي آزمایشـگاهی  ، تمام گزارشگربه به منظور دستیابی مشتري و آزمایشگاه .را ارزیابی کنیدمحاسبات

. کنیـد بازبینیچاپی ، داده ها را هاينسخهروي. تهیه کنید، نسخه پشتیبان 61یا هارد کپیرا روي دیسک

اگر سیسـتم  . یکی را توسط نوار محافظت شده یا دیسک یا نسخه چاپی کپی کنیدونهمیشه داده هاي الکتر

یـد کـه در ایـن   ، داده هاي قدیمی را به سیستم جدید منتقـل کن کردتغییر ) نرم افزار یا سخت افزار(مذکور

گـزارش  انتظار می رود که داده ها بعنـوان بخشـی از   .صورت در طول زمان مشخصی قابل بازگرداندن است

راهنمایی بیشتر در . با مشاور قانونی آزمایشگاه چک کنید. قانونی براي مدت زمان طولانی تر نگهداري شوند

.دسترس است
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مدیریت داده ها-13

a-را دنبـال  62، منحنـی نرمـال  آزمایشهاي شیمیایی، توزیع نتایج آزموندر اکثر :توزیع جمعیت باکتریایی

به صورت توزیع میکروبی لزوماً).B1010مراجعه به بخش ( می کند، که توزیع متقارنی درباره میانگین دارد

بسـیار  شـمارش باکتریـایی بعلـت ارزش    .متقارن نیست و به ندرت منحنی، توزیع نرمالی را تقریب می زنـد 

مـی  حسـابی نین ویژگی هایی منجر بـه میـانگین   پایین، اغلب با داشتن توزیع مورب مشخص می شود و چ

داراي دنبالـه بلنـد   منحنی ایـن توزیـع،  تناوب . شود که به طور قابل ملاحظه اي بالاتر از حد میانگین است

مورب مثبت را نشان می ، نمایش داده شده است و خطوط 9020:1مستقیمی است مانند آنچه که در شکل 

تغییرات تصادفی طبیعی در توزیع میکروارگانیسم ها در یک نمونه، ممکن است نسبت به نمونـه مـورد  .دهد

شـمارش  عـلاوه بـر آن،  . عملکرد اجرایی آزمایشـگاه نباشـد  تابعی از نظر و ماتریکس منحصر به فرد باشد، و 

که ممکن اسـت  می باشد)CFU(کلنیدهنده يتشکیل واحدهاي  نشان دهنده يمیکروبی  بدست آمده،

، که منجر به تغییر در شمارش تعـداد کلنـی هـا در    بیفتددر یک سلول یا چندین سلول وابسته به آن اتفاق 

.شودهاي متعددرقیق سازيآب یا هاي مشابه پلیت 

62 Gaussian
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زم اسـت کـه داده هـاي    لااز اینـرو، . نیازمند فرض تقارن، مانند توزیع نرمال اسـت ،هاي آماريروشکاربرد 

بـا تبـدیل   . توزیع متقارن با نتایج توزیع نرمال مشابهت خواهند داشتصورت،مورب تبدیل شوند که در این

نرمالی، از داده هاي مورب مثبت بدست آیـد، همـانطور کـه در    "ممکن است توزیع نسبتاتعداد به لگاریتم،

X:جـدول ( بـراي داده هـاي اصـلی   تکـرار فراوانـی  مقایسه جداول . نشان داده شده است) X)9220:جدول 

.نشان می دهد که لگاریتم ها تقریبا توزیع متقارنی دارند) XI9220:جدول ( و لگاریتمشان) 9220
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b-بهترین تخمین گرایش مرکـزي داده نرمـال لگـاریتمی، میـانگین     :معیار گرایش مرکزي توزیع نامتقارن

چیـزي کـه شـناخته شـده اسـت      . گمراه کننده استمیانگین هندسی،در ) میانگین(عبارت . هندسی است

احتمـال  . ماکزیمم منحنی توزیع می باشـد تکرار فراوانیتخمین احتمالی ماکزیمم است که بر پایه سبک یا 

نتایج مشاهده اي بوسیله چندین رقیق سازي وتوسط چنـدین توزیـع احتمـالی بـراي متغیرهـاي تصـادفی       

ویژگـی  خطوط نامتقارن را به سـمت راسـت نشـان مـی دهـد،     منحنی تولید شده،. ناپیوسته، بیان می شود

علت این که کلنی، تحت پوشش منحنی نرمال لگاریتمی . هایشان مشابه منحنی توزیع لگاریتمی نرمال است

شمارش می شود، این است که منحنی هاي توزیع احتمالی براي متغیرهاي تصادفی ناپیوسته ي ارگانیسـم  

وان دیگر، کیفیت مناسبی ندارند و باعث می شوند که منحنی توزیع بیشتر به سمت نامتقارنی پیش هاي فرا

تعداد زیادي از این موجودات زنـده زیـر منحنـی    زمانی که رویکرد احتمالی ماکزیمم استفاده می شود،. رود

کشـت پاسـخ مـی    چرا که ارگانیسم هاي مختلف به طور متفاوتی به مواد غذایی و محـیط پخش می شوند،

فراینـد تجزیـه و   .بـاکتري اسـت  ) گرماگـذاري (و زمان رشد و توسعهpHدما، تاثیرتحتفراینداین .دهند

تضمین می کند که موجود زنده مناسب و دقیقـی بـراي   ماکزیمم،تکرار فراوانی هايتحلیل این داده، براي 

لوله که براي رشد و 5کللوله از4و3و2و1براي MPNهنگامی که منحنی . تعداد کلنی انتخاب شده است

نرمال لگاریتمی نزدیک به خطـی  نمودار، احتمالاًمثبت است،باکتري بررسی می شود،) گرماگذاري(توسعه

اما به سمت بالا می رود و درجه اوج ممکـن را نشـان   ،)حالت نرمال را نشان می دهد"بنابراین تقریبا( است
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گیري احتمال انباشتگی در پایین و بالاي قسمت انتهایی منحنی توزیع اتفاق یک شیب تند، با اندازه .میدهد

خطا به میزان زیاد در دنباله نمودار توزیع وجود دارد، به دلیل اینکه اندازه گیري آن میزان خطا . افتاده است

.در منحنی توزیع نرمال لگاریتمی سخت است

، در میزان قابل  احتمال لگاریتم )بیشترین تعداد احتمالی(زمانی که لگاریتم مقادیر در مقابل تعداد کلنی ها 

.نرمال متراکم در کاغذ شطرنجی، رسم میشود، فرض احتمالی لگاریتم نرمال، تایید می شود 

محاسبه می شـود و بـر پایـه    کاربرد میانگین هندسی، بعنوان تعداد بیشمار محصول در کل مقادیر داده ها، 

این تخمین احتمالی هم بر اساس  تکرار تعداد مشاهدات و هـم تعـداد نمونـه    .احتمال توزیع احتمالی است

.هاي تصادفی در تعداد مشاهدات است

، مشاهده شد، می توان ثابت کرد که ایـن  xهنگامی که نسبت احتمالی، قبل و بعد از تبدیل لگاریتم متغیر،

با میانگین نسبت احتمالی لگاریتم، خاصیت هاي ضرب تبدیل به خاصیت هاي جمـع  .به هستندنسبتها مشا

.می شود، که در اینصورت  درك و مدیریتشان آسان است

شباهت احتمالی از میانگین محاسباتی معمولی و هم در تکرار فراوانی و هم در تعداد کلنـی قابـل تغییـر در    

.متفاوت استگرفتن صرف میانگین هندسی تعداد کلنی هانظر گرفته می شود نسبت به در نظر

میـانگین  .میانگین هندسی، لگاریتم معکوس میانگین لگاریتم احتمـالی پـارامتر انـدازه گیـري شـده اسـت      

تعداد احتمال کمتري نسبت به میانگین هندسـی  "متفاوت است و عموما"کاملاMPNهندسی از میانگین 

سبت به میانگین محاسباتی، تخمین هاي احتمالی زیاد، براي میکروارگانیسـم  میانگین هندسی ن.خواهد داد

. هاي زنده دارد
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، MPNدر استخراج بیشترین احتمال براي توزیع احتمالی متغیرهاي تصادفی ناپیوسته، لگاریتم محصـولات  

یـانگین هـاي هندسـی،    بنابراین، م. نشان داده شود) تناوب(می تواند بعنوان عملکرد لگاریتمی تکرار فراوانی 

.، منطقی و قابل قبول هستندMPNبعنوان روش دستیابی به تخمین بیشترین احتمال براي تعیین چندین 

c("کمتــر از")> (در محاســبه و ارزیــابی داده هــاي "کمتــر از "همیشــه  اســتفاده از مقــادیر :مقــادیر

ي نمی توانند بطور آمـاري، بـدون اصـلاح،    میکروبیولوژیکی راه مناسب و مطمئنی نیست، زیرا چنین مقادیر

اصلاحات پیشنهاد شده شامل تغییر چنین شماره هایی به صفر، انتخاب مقـادیر کـم بـین    . بکار گرفته شوند

.است0یا 2/1، 1به 1<یا اختصاص خود مقادیر یعنی تغییرات "کمتر از"صفر و مقدار 

اگـر پایگـاه   . نمی شوند خواه اصلاح شوند، خواه خیر) ازکمتر (اینها دلایل معتبري هستند که شامل مقادیر 

اگر . بزرگ باشد، با چنین مقادیر کمی، تاثیر این مقادیر نامطمئن، کم و بی فایده خواهد شد"داده ها نسبتا

داشته باشد، گنجایش فرم هاي اصلاح ) کمتر از(این پایگاه داده هاکوچک باشد، یا تعداد نسبتاً زیادي مقادیر 

چنین مقادیري، تاثیر زیادي روي نتیجه نهایی می گذارد و تاثیرات مثبت یا منفی سـاختگی را سـبب   شده 

1000، 100به طور خاص نامناسب است اگر مقادیر کوچکتر از "کمتر از "در نظر گرفتن مقادیر . می شود

.و غیـره باشـند  999تـا  99،0تـا  0یا بالاتر باشند، چرا که مقادیر درست ناشناخته می توانند هر جـایی از  

تنها اسـتثنا  . هنگامی که چنین مقادیري در ابتدا ذکر می شوند، حجم هاي تست را افزایش یا تطبیق دهید

<نسبت به این اخطار می تواند تستهاي منظم با محدودیت هاي مورد قبول تعریف شده باشد، مانند مقادیر 

mL100/1ی که حجمگزارش شود براي سیستم هاي آب آشامیدنmL100مورد نیاز است.

کنترل کیفی درون آزمایشگاهیC9020بخش 

شرایط موجود-1
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، ابزار تاسیس سیستم ضوابط اجرایی بر پایه توافق هستند که سـطح  QCبرنامه هاي درون آزمایشگاهی 

و مزایاي مشابه تضـمین  /قابل قبولی از کیفیت داده ها و قابلیت رقابت آنها در بین آزمایشگاهها را با نیازها یا

.تعدادي از سازمان ها و انتشارات مختلف نسبت به برنامه هاي درون آزمایشگاهی علاقمند هستند.می کنند

صادر می کند که مدیریت آزمایشگاه ل گواهی یا ضمانت نوشته شده ايبرنامه گواهی، بعنوان قدرت مستق

، برنامه اي است که گروه متخصص اعتبارنامه استانداردها را خشیببرنامه اعتبار. با آن استانداردها موافق است

تنظیم می کنند و سپس گروه گواهینامه تعیین می کنند که آیا این  آزمایشـگاه شایسـتگی تبعیـت از ایـن     

اغلب عبـارت  .سپس این آزمایشگاه،گواهی رسمی را دریافت می کند.استانداردها را نمایش می دهد یا خیر

.استفاده می شود) گواهینامه(به جاي ) اعتبارنامه(

معیارهاي یکسان براي عملیـات آزمایشـگاه،   : بخش است3شامل QAبرنامه هاي آزمایشگاهی "معمولا

این برنامه ها، آزمایشگاه ها را در شناخت تـلاش هـاي   .بازنگري برنامه خارجی و تست هاي مهارت خارجی

. توسعه اي ادامه دار یاري می کند

معیارهاي یکسان-2

برنامه هاي کنترل کیفیت درون آزمایشگاهی، بعنوان ابزار اختیاري یـا اجبـاري بـراي ایجـاد اسـتانداردهاي      

شرکت کننده ها ممکن اسـت از یـک سـازمان یـا     .آزمایشگاهی یکسان و براي هدفی خاص به وجود آمدند

اغلب گروه یا .ین مشترکی هستند، باشندگروهی از سازمان هایی که داراي علایق مشترکی یا متعلق به قوان

گذار ضوابط اگر قانونی باشد، ممکن است قانون.شخصی ممکن است موافق پیش نویس کردن ضوابط باشند

.را براي تجزیه و تحلیل هاي پایش مطلوب تنظیم کند

امکانـات،  و ضوابط کنترل کیفیت، در صـورت نیـاز بـراي پرسـنل،     و روشهاي آزمایشنمونه برداري یکسان 

درخواست، بحث، بازنگري و اصلاح شده اسـت  ها و مدیریت داده ها و گزارش ها تجهیزات، ابزارها، موجودي 
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شناسایی ضوابط بعنوان ملزومات براي کیفیت داده . و بوسیله گروه براي استفاده مشترك تصویب شده است

.ها آماده و تهیه شده استسند رسمی براي همه شرکت کننده .هاي قابل قبول باید اجباري شود

در .شــرح داده شــده اســتA9020در QA/QCمســئولیت هــاي مــدیریت، سرپرســت هــا و کارمنــدان  

بعنوان پست کارمندي شناخته می شود اما ممکن است در آزمایشگاههاي QAآزمایشگاههاي بزرگ،کارمند 

.کوچکتر عنوان سرپرست یا مقام ارشد را داشته باشد

تصویب شده است و به صورت روزانـه اسـتفاده   QAعملیات و تایید آزمایشگاهی که برنامه بعد از ترکیب

بازنگري برنامه داخلی همه عملیات و سوابق را براي قابل قبول QAمی شود، سرپرست آزمایشگاه و کارمند 

رتی که این در صو.شدن مدیریت می کنند تا مشکلات احتمالی را بررسی کنند و در تحلیل آنها کمک کنند

.کار به درستی انجام شود، احتمال کمی وجود دارد که در بازنگري هاي ثانویه مشکل مهمی پیش آید

:بازنگري برنامه خارجی -3

را در جـایی مسـتقر کنـد، مـدیریت بـه  سـازمان اعتبارنامـه یـا         QAبه محض اینکه آزمایشگاه برنامه 

نـوع ارزیـابی و   .ارزیابی کیفیت  برنامه خارجی درخواسـت مـی شـود   اطلاع می دهد و ) تصدیق(گواهینامه 

وابسـته  ) گواهینامـه (سازمانی که ارزیابی را اجرا می کند به تعدادي متغیر مانند درخواست بـراي اعتبارنامـه  

سـپس  . خواهند بود و اینکه آیا این نمونه هاي آزمایش شده براي اهداف، مطلوب و مورد نظر هستند یا خیر

و QAبه منظور پی بردن به قابل قبول بودن برنامه QAیا شخص با تجربه و حرفه اي برنامه خارجی گروه 

هایی که براي آزمایشگاه. براي کار با آزمایشگاه براي حل همه مشکلات، ترتیب ملاقات در محل را می دهند

.خودشـان را خواهنـد داشـت   بازنگري برنامه اقدام می کنند اسناد آزمایشگاه  و روشهاي بـازنگري شـده ي   

آزمایشگاه، بطور مناسب در حال انجام است و نشان می دهد QAنسبت قابل قبول، تایید می کند که برنامه 
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چنین ارزیابی هایی در محل تکرار می شوند .که آزمایشگاه قابلیت تولید داده هاي  معتبر قابل دفاع  را دارد

.و ممکن است اعلام شوند یا نشوند

اي مهارت خارجیتست ه-4

روش هاي ماتریکس خاص یـا  هایی که براي گواهینامه یا اعتبارنامه اقدام می کنند براي آنآزمایشگاه

دارند که آزمایشگاه تمایل بـه اسـتفاده از آنهـا    نیمهارت روتيهاآزمونبه شرکت در ازینفنی یا آزمایشی 

و گـزارش نتـایج آمـاده و    آزمایششده در جدولی براي نمونه هاي چالشی بعنوان نمونه هاي شناخته .دارد

مهارت مانند نمونه هاي روتین بوسیله آزمایشگري که به صورت روتین آزموننمونه هاي .فرستاده می شوند

داده هاي گزارش شده به صورت محرمانه کدگـذاري  .قرار می گیردآزمونروش را راه اندازي می کند مورد 

ها خلاصه می شوند و نتایج حاصله براي تمام آزمایشگاه.فق شده ارزیابی می شوندمی شوند و طبق طرح توا

نتایج چنین مطالعـاتی نشـان مـی    . هاي اختصاصی به شرکت کننده ها فرستاده می شودگزارش آزمایشگاه

همچنین نتایج .گروه مقایسه می شود) کار(هاي روتین در هر آزمایشگاهی با عملکردآزموندهد که کیفیت 

هاي تحلیلـی مـورد انتظـار    بدست آمده گروه، بعنوان توصیف کننده  کامل عملکرد که می تواند براي روش

.مهارت می تواند سبب عدم تشـخیص شـود  آزمونارزیابی  از شکست تا موفقیت نمونه .شودآزمایشباشد، 

م نمی کنند، نمونه هاي کنترل یا نمونـه هـاي   هایی که براي گواهینامه یا اعتبارنامه اقدابراي آن آزمایشگاه

.تست مهارت می تواند خریداري شود

:نگهداري -5

آزمـون آزمایشگاه نیاز به انجام ارزیابی خارجی دارد و باید به طور موفقیت آمیزي تعدادي از نمونه هاي 

با تکمیل موفقیت آمیز هر دو مورد، آزمایشگاه ابلاغیـه رسـمی را دریافـت خواهـد     .مهارت را به اتمام رساند

جهت رسیدن به این خواسته ،آزمایشگاه باید بطور موفقیت آمیزي نمونـه تسـت مهـارت را بـه صـورت      .کرد
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3سالانه و شش ماهه  به میزان مشخص شده توسط شخص باصلاحیت تکمیل کند و ارزیابی در محل، هـر  

.بار انجام شودسال یک 

برنامه نمونه-6

در برنامه فدرال ،گواهینامه آزمایشگاه آب آشامیدنی، آزمایشگاههاي عمومی آب، باید بر اساس معیارهاي 

. دربـاره گواهینامـه تصـدیق شـوند    EPAحداقل و روش ها و تضمین کیفیت شرح داده شده در نظـام نامـه   

گـواهی  مرکـز بازرسـی در محـل بوسـیله    .شناسی ایجاد شده اندبراي عملیات آزمایشگاهی و روش ،ضوابط

آزمایش نجامملزم به ا، آزمایشگاهبه طور سالانه. لازم استنماینده اش براي تایید استاندارد،ایالت یا دهنده

، مشکلات شناخته شـده درون محـل را   یتمسئولبطور رسمی هستند، و شخص داراينمونه هاي ناشناخته 

برنامـه  .راي ارزیابی را پیگیري می کند و نیاز به تصحیح در طول یک دوره زمانی مشخص داردبازرسی یا اج

.ممکن است ضوابط فدرال را افزایش دهدهاي ایالتی

و همچنـین موفـق   قابل قبول حفظ مجوز رسمی توسط کنفرانس ملی اعتبار بخشی آزمایشگاه ، عملکرد

. ، لازم هسـتند محـل ارزیـابی در بـراي ، بر پایه آزمون هـاي روتـین  هاي مهارت نهاییتا تست3تا از 2در 

ها در برنامه گواهی حاضر، نشـان مـی دهـد کـه علـت هـاي اولیـه و اصـلی         بازرسی درون محل آزمایشگاه

اسـب،  ناکافی بودن تجهیزات، محیط کشت هاي آماده شده نامنهاي آب آشامیدنی،اختلافات در آزمایشگاه

. رست و ناکافی بودن پرسنل آموزش دیده استنادروش هاي آزمایش




