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 ی تخصصی بهداشت آب و فاضلاب شهری اعضای کميته
 بهداشت محيطمهندسي ارشد كارشناس مجيد قنادی

 مدير دفتر نظارت بر بهداشت آب و فاضلاب كشور
 شركت مهندسي آّب و فاضلاب كشور 
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 عمران محيط زيست  مهندسي ارشدكارشناس سيد سعيد تاج
كارشناس دفتر نظارت بر بهداشت آب و فاضلاب 

 شركت مهندسي آب و فاضلاب كشور 
 

 محمد حسن ربيعی راد
 

 ارشد ميکروبيولوژي كارشناس
مدير كنترل كيفيت و بهداشت آب و فاضلاب 

 شركت آب و فاضلاب اهواز
 

 رقيه نيک مرام
 

 كارشناس شيمي 
مدير كنترل كيفيت و بهداشت آب و فاضلاب 

 آب و فاضلاب آذربايجان شرقيشركت 
 

 سيدمحمد سيدخادمی 
 

 كارشناس ميکروبيولوژي
مدير كنترل كيفيت و بهداشت آّب و فاضلاب 

 شركت آب و فاضلاب گلستان
 

 سهيل اميری
 

 ارشد مهندسي شيمي كارشناس
مدير كنترل كيفيت و بهداشت آب و فاضلاب 

 شركت آب و فاضلاب غرب استان تهران
 

 ادههادی اشرف ز
 

 كارشناس بهداشت محيط 
مدير كنترل كيفيت و بهداشت آب و فاضلاب 

 شركت آب و فاضلاب خراسان رضوي
 

 غلامرضا احمری
 

 كارشناس شيمي
مدير كنترل كيفيت و بهداشت آب و فاضلاب 

 شركت آب و فاضلاب مركزي
 

 اصطلاحات
 

Pour plate  : مايع)نظير آب(مخلوط و  ينمونهروشي از كشت ميکروبي است كه در آن آگار مذاب با

   .شودمیهمگن 
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SPREAD  PLATE  : مايع بر روي سطح محيط  ينمونهروشي براي كشت ميکروبي است كه در آن

  شودمیكشت جامد به طور يکنواخت پخش 

HPC (OUNTCLATE  PETEROTROPHIC  H :) شمارش كلني هاي تشکيل شده حاصل از رشد

 هتروتروف در يک محيط كشت جامداي هنيسمميکروارگا

آلي كربن دار به  يهكه براي رشد به كربن آلي نياز دارند و يا  از ماد هانيسمگروهي از ارگا هتروتروف:

 .دکننمی عنوان منبع غذايي استفاده

CFUNIT) UORMING  FOLONY  C( :كلني و واحد شمارش  یهواحدهاي تشکيل دهندHPC 

 د.است كه در هر ميلي ليتر نمونه وجود دار

  TNTCOUNT)  COMERATE  TO  NOO  T(: بيش از حد قابل شمارش  

LACCIDENT) AABORATORY  L(  :خطاي آزمايشگاهي 

SPREADERS) SPR(:  كلني هايي از ميکروارگانيسم كه به صورت گسترده بر روي سطح آگار ايجاد

  شوندمی

 (American Water Works Association )AWWA :انجمن كارهاي آبي ايالت متحده 

AOC((Assemble Organic Carbon: كربن آلي قابل جذب 
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 فهرست مطالب
 HPC ------------------------------------------- 1تعريف و اهميت 

 6 -------------------------------------------- رشد ميکروبي در آب 

 6 --------------------------------------- در مديريت آب HPCكاربرد 

 2 -------------------------------- در مديريت آب HPCموارد مهم كاربرد 

 2 -------------------------------- هاي هتروتروفشمارش ميکروارگانيسم 

 8 ------------------------------------------------- انتخاب روش 

PourPlate ------------------------------------------------- 8 

Spread plate ----------------------------------------------- 8 

Membrane filter ------------------------------------------- 8 

 9 ----------------------------------------------------- محل كار

 9 --------------------------------------------------نمونه برداري 

 9 --------------------------------------------- آماده سازي نمونه ها 

 9 ---------------------------------------------------شتكمحيط 

Plate Count Agar ------------------------------------------- 9 

mHPC Agar ------------------------------------------------ 51 

R7A Agar -------------------------------------------------- 51 

(HPCA) NWRI Agar ---------------------------------------- 51 

 51 ------------------------------------------- انکوباسيون )گرماگذاري(

 55 --------------------------------------------- شمارش و ثبت نتايج 

 51 ------------------------------------نتيجه ي آزمايش  گزارشمحاسبه و 

 HPC ---------------------------------------- 51مراحل انجام آزمايش 

 51 -------------------------------------------------- وسايل و مواد

 51 ---------------------------------------------- شتكتهيه ي محيط 

 51 ------------------------------------------------ آماده سازي آگار

 51 ----------------------------------------------- قت رآماده سازي 

 56 ------------------------------------------------ آماده سازي پليت

 59 ---------------------------------------------- شت سطحيكروش 

 59 -------------------------------------------------- وسايل و مواد 

 59 ---------------------------- شت آگاركآماده سازي پليت هاي حاوي محيط 

 59 ----------------------------------------------روش انجام آزمايش 
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 HPCتعریف و اهميت 
اين  .كه براي رشد نياز به كربن آلي دارند شودميگفته  ييهااصطلاح هتروتروف به ميکروارگانيسم

نيسم رگا  . شودرا شامل ميها ها، مخمرها وكپکباكتريانواعي از ها ميکروا

ها از آب در نظر از ميکروارگانيسماين دسته كشت ساده براي بازيافت  يهاي مختلفي بر پايهآزمايش

 گردد. بنابراطلاق مي HPCيا  و هتروتروف هايميکروارگانيسم ها شمارششود كه به مجموع آنگرفته مي

  .  باشندهتروتروف مترادف نمي و   HPCهايواژهاين 

هوازي اختياري هستند كه به جز دو بي -هاي هوازيييي از باكترهاي هتروتروف، مجموعهباكتري

  ،Aeromonas ،  Klebsiellaهاي ( بقيه گرم منفي بوده و جنسBacillusو  Microcoucus)جنس آن 

Flavobacterium ، Proteus ، Enterobacter ، Moraxella ، Alcaligenes ، Citrobacter ،

Pseudomonas،Serratia   وAcinetobacter  هاي هاي غالب اين مجموعه، باكتريشوند. جنسمي شامل را

Enterobacter  ، Flavobacterium ، Pesudomonas،Serratia   وAcinetobacter  هستند. علاوه بر

و  Mycobacterium ، Staphylococcusهاي مهم در پزشکي نظير هاي ياد شده، برخي از باكتريجنس

Serratia هاي هتروتروف ممکن است حضور داشته باشند.نيز در تركيب باكتري 

شوند. طبيعي بدن انسان و حيوانات هستند و از طريق مدفوع دفع ميهاي هتروتروف ساكن باكتري

ها را در خود هاي باران و حتي بزاق دهان نيز تعداد معتنابهي از اين باكتريبرگ درختان، خاک، آب، قطره

هاي هتروتروف است. اين اند. هر اينچ مربع از پوست سالم انسان، ميزبان صدها هزار باكتريجاي داده

هاي توزيع و اجزاي آن، يي و غشايي، شبکههاي ماسهها، صافيها در بسترهاي كربن فعال، رزينريباكت

هاي آب وجود داشته و اثر ناشي از تغيير جمعيت بطري ها، مخازن تحت فشار و حتي جداركنندهخنک

 كند.تغيير مي 51بر كيفيت آب و تأسيسات آب رساني با ضريب  هاآن

شامل انواع   HPCشمارشروش  .وجود ندارد HPC شمارشجهاني براي  يروش يکسان شده

دماي  يدامنه .كندتوليد ميكيفي را  هاي مختلف آزمايش است كه نتايج متنوع كمي ووسيعي از حالت

  .  روز متغير است 2 و زمان انکوباسيون از چند ساعت تاي سيلسوس درجه 11تا  71آزمايش از

شند. تنها بخشي از  باهاي كم تا مقادير بالاي مواد غذايي متفاوت مينيز از حالتاي شرايط تغذيه

تشخيص  رشد كرده و  HPCتوانند در شرايط خاص تنظيم شده براي آزمايش يهاي فعال مميکروارگانيسم

 داده شوند .

ي كشت، زمان و دماهاي هتروتروف به نوع محيطي باكتريبه طور كلي تعداد شمارش شده

انکوباسيون و سرانجام روش كشت بستگي داشته و با افزايش دما و زمان انکوباسيون، تعداد شمارش 

 51از كمتر از  Bitton(5999هاي توزيع بنابر نظر )در شبکهها يابد. تعداد اين باكتريها افزايش ميي آنشده

( تا AWWAكارهاي آبي ايالات متحده )ي اعلام انجمن ليتر و بر پايهكلني در هر ميلي 151تا بيشتر از 

cfu/mL 151 .متغير است 
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 رشد ميکروبی در آب  
كنند. ي زيستي( رشد مي ها معمولا در آب وسطوح مرتبط با آب در حالت بيوفيلم )لايهرگانيسمامـيکرو   

مواد غذايي شود. به طور كلي گفته مي "رشد مجدد"ها در آب آشاميدني تصفيه شده به رشد ميکروارگانيسم

ي رشد ميکروبي در (، عامل محدود كنندهAOCها به ويژه كربن آلي قابل جذب)مورد نياز باكتري

ميکروگرم بر  51-51ها در غلظت هاي كمتر از هاي آب شهري محسوب شده و رشد اغلب باكتريشبکه

كليفرم به ويژه هاي گروه شود و اين در حالي است كه باكتريليتر كربن آلي قابل جذب متوقف مي

هاي بسيار كمتر در غلظت E.aerogenesو  K.pnenumonacو  E.coli ،E.cloacaea  هايباكتري

AOC .نيز قادر به رشد هستند 

گردد. مقادير بالاي مي ب مشخصآهاي نمونه در HPCها معمولا با مقادير بالاي رشد ميکروارگانيسم     

HPC هاي بطري شده، مجاري داخلي منازل ، آبمجاري ، هايي كه جريان آب كم استدر لوله

، روي دهندهاي خودكار كه با پرداخت پول، آب تحويل ميگير و صافي دستگاههايي مانند سختيدستگاه

مانده سه عامل اصلي رشد مجدد ي گندزداي باقيدما ، در دسترس بودن مواد غذايي، كاهش ماده دهد. مي

   هستند. مواد مغذي ممکن است از خود آب و يا مواد در تماس با آب در اختياررساني هاي آبدر شبکه

هاي هتروتروف را چنين اعلام يشرايط مناسب براي رشد باكتر AWWAقرار گيرد.  هارگانيسمامـيکرو

 كرده است:

 AOC  ليتر  برميکروگرم  11بيشتر از 

  وسيي سيلسدرجه 51دما بيشتر از 

 ليتر  برگرم ميلي 7/1آزاد كمتر از ي ماندهكلر باقي 

 

 در مدیریت آب HPC کاربرد 
، در يازدهمين كنفرانس پزشکان آلمان در برلين، رابرت كخ براي نخستين بار چگونگي 5881در سال 

هاي هتروتروف در آب، خاک و هوا را توضيح داد. پس از آن به تدريج شمارش شمارش ميکروارگانيسم

HPC سازي مورد استفاده قرار گرفت. در ي آب ، به ويژه صافهاي تصفيهبه عنوان شاخص عملکرد فرآيند

در  HPCبه عنوان شاخص آلودگي مدفوعي آب، استفاده از   E.Coliقرن بيستم با رواج تعيين مقدار باكتري 

به عنوان شاخص مکمل در بسياري  HPCگيري تعيين سلامت ميکروبي آب كاهش يافت. با اين حال اندازه

ي توزيع از سه نظر حايز اهميت ها در شبکهاز كشورها همچنان ادامه يافت. تغييرات جمعيت اين باكتري

 است:

 شناختي: ايجاد طعم و بو، تغيير رنگ، ايجاد و رشد لايهزيبايي( هاي لزج چسبندهSlime) 

 هي گذاري و كاهش آبداقتصادي: نظير خوردگي، رسوب 
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 زايي نيستند. ولي برخي از هاي هتروترف شاخص سلامت ميکروبي از نظر بيماريزايي: باكتريبيماري

هاي پوستي و زا و گروهي ديگر از آن ها)سودوموناس عامل عفونتبيماري E.coli O751:H1ها نظير آن

ها در آب اين باكتريطلب هستند و از اين رو فراواني ريوي و آئروموناس عامل گاستروآنتريت( فرصت

اند و يا تحت درمان با هاي شديد شدهتواند سلامت افرادي كه دچار سوختگيآشاميدني مي

دان، ا، نوز(زدي ايمني )ايكورتيکوستروئيدها قرار دارند، افراد مبتلا به بيماري سندرم نقص اكتسابي سامانه

 شوند را به مخاطره اندازد.پذير محسوب ميي افراد آسيبسالخوردگان و زنان باردار كه همگي در زمره

 

 در مدیریت آب HPCموارد مهم کاربرد 
اند، اما شمارش و هاي هتروتروف به عنوان شاخص سلامت  ميکروبي كمتر مورد توجههر چند باكتري

ي آب و هاي تصفيهي چگونگي عملکرد و شاخص كنترل فرآيندكنندهها، مشخصتعيين مقدار اين باكتري

 شود و در موارد زير كاربرد دارد:ي توزيع محسوب ميأسيسات شبکهت

 ي آب)انعقاد، گندزدايي(ي تصفيههاارزيابي كارآمدي فرآيند 

 كنترل كيفيت ميکروبي آب تصفيه شده در مخازن و شبکه 

 تعيين نياز و يا عدم نياز به شست و شوي شبکه و مخزن 

 تعيين كارآمدي شست و شوي شبکه و مخزن 

 وقوع و ميزان رشد ميکروبي در تأسيسات تعيين 

 ي توزيعتعيين احتمال وقوع رشد مجدد در شبکه 

 هاي بطري شده تعيين كيفيت آب 

 

  هتروتروف ميکروارگانيسم شمارش 
اين تحت عنوان شمارش پليت استاندارد  ( كه پيش ازHPCهتروتروف )هاي ميکروارگانيسمشمارش 

جزء  گيري شده وآب اندازه هاي هتروتروف زنده درآن تعداد باكتريروشي است كه توسط  شد،شناخته مي

هاي مورد گردد. كلنييا كيفيت آب استخرهاي شنا بررسي مي توزيع آب و تغييرات كيفي به هنگام تصفيه و

 ييا منفرد تشکيل شوند كه همه اي واي، خوشهصورت دوتايي، زنجيرهه توانند بمطالعه با اين روش مي

شمارش نهايي به مقدار موثر  شوند.( ناميده ميCFUكلني) يآن تحت عنوان واحدهاي تشکيل دهنده انواع

تواند ه د كه بشوانتخاب اي بايد گونهمحيط كشت به  روش كار واز اين رو  ،انتشار كلني بستگي دارد

چهار نوع  سه روش و عملدر اين دستور .گذاري توليد كندمدت معيني از گرمادر بيشترين تعداد كلني را 

 .شودمحيط كشت مناسب شرح داده مي
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 انتخاب روش  
 Pour  plate   

اي از آن كه در هاي رقيق شدههايي از  نمونه يا حجمتواند  براي  حجماي  است كه  ميساده  يشيوه

ند افشرده كوچک و به نسبتاين روش  هاي تشکيل شده درليتر باشند به كار رود. كلنيميلي 5/1 -7 حدود

ديگر سوي  به عکس انواع كشت شده روي سطح، تمايل چنداني به نزديک شدن به يکديگر ندارند. از و

 در .مشکل است هاآن ور در محيط كشت اغلب داراي رشد كندتري بوده، برداشتن وانتقالهاي غوطهكلني

هر حال  احتمال  در .باشدترل شده ميكشت، نياز به حمام آب با دماي كناين روش براي حفظ دماي محيط

 ي هايي كه با آگار ذوب شده با دماهاي موجود در نمونهني و زودگذر براي باكتريآبروز شوک حرارتي 

 وجود دارد . ،گردندمخلوط  مي ي سلسيوسدرجه 11 -16

 

 کشت سطحی (Spread  plate) 
كنند روي سطح محيط كشت رشد مي هايي كهتمام كلني اين روش موجب شوک گرمايي نشده و    

هاي در صورت نياز براي بررسي هاي هوا متمايز گردند.يا حباب ذرات ديگر و توانند به سادگي ازمي

انتقال داد و به آساني شناسايي نمود. مشکل اصلي اين  و توان به سرعت جدا كردمي ها را كلني تکميلي،

  حجم بايدروش اين در  .شده نسبت به آگار مصرفي استرقيق  ي روش كم بودن حجم نمونه يا نمونه

اين با به هنگام كار  .ها داردآماده كردن پليت ي، بستگي به نحوهنمونه باشد. ميزان دقيقليتر ميلي 1/1-5/1

 باشد.آماده شده بايد پيش  كافي پليت حاوي آگار از يروش به اندازه

 

 ( صافی غشایی (Membrane  filter 

احتمال  هايي بامعمولا براي آب كدورت كم و حجم زياد و باآب هاي در مورد نمونهاين روش 

 كند ومياين روش شوک گرمايي ايجاد ن .رودكار ميه ( بCfu/mL 51-5 كلني)كمتر ازكم شمارش 

ديگر مشکلات اين روش  . ازشمرده استبيشتر از دو روش برهاي غشايي صافي يتهيهآن براي  يهزينه

در ها )بررسي كلنيبراي سفيد  يمقابل زمينه استفاده از نور برگشتي در، بودن سطح محيط كشت كوچک

هاي احتمال تغيير در كيفيت صافي آميزي مناسب استفاده نشود( وي رنگي يا رنگهااز صافيصورتي كه 

 .استغشايي 
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 محل کار 
تميز يا هود لامينيار تهيه  فضاي آزاد و، ب اتاقي با نور مناس فضاي كافي و يک ميز يا سکوي مسطح با   

 زدايي كنيد.گندرا منفذ  ميز يا سکوي  با سطح بدون خلل و ،زمايشآانجام  قبل از .كنيد

 

  برداری نمونه 
چند جزيي در  پيش از بروز تغييرات هر برداري ون زمان پس از نمونهتريوتاهك دربايد شروع آزمايش     

 6ساعت )حداكثر  8آزمون  برداري وشود. بيشترين مدت زمان مجاز بين نمونه جمعيت ميکروبي انجام

باشد. چنانچه در آزمايشگاه( مي انجام آزمايشبراي ساعت  7 ها به آزمايشگاه وساعت براي انتقال نمونه

 يدرجه 1دماي كمتر از  دربايد  ها رااين مدت وجود نداشته باشد ، نمونه امکان انجام آزمايش در

زماني بين  يحداكثر فاصلهدر هر صورت  د.كرنگهداري  ،يخ بزنند كه لسيوس در يخچال بدون اينيس

 ساعت شود. 71 برداري وآزمايش نبايد بيشتر از نمونه

 

 هاسازی نمونهآماده
براي  آماده كنيد. ،قبل از آزمايشهاي لازم هرگونه مفروض و هاها، رقترا براساس تعداد نمونه هاپليت     

 نوع پليت تهيه كرد. توان دوحجمي ازنمونه يا رقت مورد آزمايش مي

 مترسانتي 61سطح مقطع با ) وناي ستربراي روش پورپليت يا كشت سطحي بايد از ظروف شيشه     

 ( استفاده كرد.متر مربعسانتي 75با سطح مقطع بالا )سازي ونستر يا از ظروف پلاستيکي باو ( مربع

 ين )يا جلو ويپا صورت بالا وه بار تکان دادن ب 71ها را با آن يهاي رقيق شدهها يا حجمنمونه يهمه     

توان نيز ميثانيه  51ها به مدت ها يا رقتتکان دادن نمونهبراي از دستگاه شيکر  .عقب( كاملا مخلوط كنيد

 .استفاده كرد

 

 محيط کشت
 plate count  agar  ( Tryptone  glucose yeast agar)  

 اين محيط كشت غنيدر شود. استفاده مي Spread Plate و pour  plate براي روشكشت اين محيط     

يا  و  R2Aمحيط كشت كمتري نسبت به هاي ، كلنيگرفتدر گذشته بيشتر مورد استفاده قرار مي شده كه

NWRI   به  سلسيوس يدرجه 575 دماي در محيط كشت از اتوكلاو كردنپس  .شوندشمارش ميآگار

 باشد.   2 ± 7/1بايد حدود  آن   pH ،دقيقه 51مدت 
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 mHPC Agar 

 .مي گيرد ررااست فقط در صافي غشايي مورد استفاده قمواد مغذي بيشتري كه حاوي اين محيط كشت 

 5/2نرمال در  NaOH 5را با  pHپودر محيط كشت را با آّب مقطر مخلوط كنيد. در صورت نياز  

دماي  575تا كاملاً حل شود. سپس گليسرول اضافه كنيد و در   يدجوشانبو در حرارت ملايم  كنيدتنظيم 

 دقيقه اتوكلاو كنيد. 1به مدت  لسيوسيس يدرجه
 

 R7A Agar 

اين محيط كشت با مواد . شوداستفاده مي Spread Plate و pour  plate براي روشكشت محيط  اين    

   .دهدنسبت به محيط كشت با مواد مغذي زياد نشان مي مغذي  كم، شمارش كلني بيشتري را

pH  محلولبا  راK2HPO1   ياKH2PO1  براي . دكنيتنظيم  7/2در حد جامد قبل از اضافه كردن آگار

 .كنيد ستروندقيقه  51به مدت  سلسيوس، يدرجه 575در  محيط كشت را حرارت دهيد و  ،حل شدن آگار

 
 (HPCA)  NWRI  Agar 

استفاده   membrane   filterو   pour  plate    ،spread  plate هاي اين محيط كشت  براي روش از    

نسبت به محيط كشت با مواد مغذي  شود . اين محيط كشت با مواد مغذي  كم، شمارش كلني بيشتري رامي

دليل . به اين دشوبايد از مواد اوليه تهيه  باشد ونميدهد و به شکل آماده و بدون آب موجود زياد نشان مي

و دقيقه  51قبل از اتوكلاو كردن به مدت  د.ناز آن دار كمتري به استفادهها اغلب تمايل كاركنان آزمايشگاه

 د. كنيتنظيم   7/2را حدود محيط     pH،لسيوسيي سدرجه 575دماي در 

 

 گذاری( انکوباسيون )گرما
هاي سطحي مربوط به آب يبراي تصفيه  EPA قانونبراي مطابقت با اهداف پايش، تحت عنوان       

صورت از  گذاري كنيد. در غير اينگرماسلسيوس  يدرجه 11ها را در دماي پليت هاي هتروتروف،باكتري

ي كه دوره طوريه د، بكنيپيشنهاد شده در پايش تغييرات كيفي آب ، استفاده  ماهايو د هابين زمان

)به جهت خواهد بود.لسيوس يس يدرجه 71-78روز در دماي  1-2هاي كشت شده از گذاري نمونهگرما

گذاري و همچنين امکان مقايسه نتايج به دست آمده در سطح كشور و با توجه يکنواخت سازي روش گرما

شود ني توصيه ميهاي آب آشاميدشبکه HPCگيريهاي آب و فاضلاب در اندازهي شركتبه تجربه

 انجام شود. 8ي بند شماره 58ي گذاري مطابق روش درج شده در صفحهگرما

ها كاهش وزني رطوبت كه پليت طوريه رطوبت داخل دستگاه انکوباتور را ب در طول مدت گرماگذاري،    

گذاري طولاني رماكه از گ ويژه براي زمانيه اين موضوع ب .يدنداشته باشد، نگهداري كن درصد 51بيشتر از 
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خيلي اهميت دارد. قرار دادن يک ظرف آب در عمق انکوباتور ممکن است براي اين  ،شوديمدت استفاده م

ها بايد از ديواره .هاي داخلي جلوگيري شودديواره شدنزدن يا اكسيديد كه از زنگكنتوجه .كار كافي باشد

ها را در بالا يا آلومينيوم آندي شده باشند. براي انکوباتورهاي بدون رطوبت، پليت يزنگ با درجهاستيل ضد

 يد.كنهاي پلاستيکي بسته بندي كيسه

 

 ثبت نتایج  شمارش و
ها را انجام دهيد. چنانچه اين كار گرماگذاري، شمارش كلنيزمان مدت اتمام  بلافاصله پس از     

دريخچال  لسيوسيس يدرجه 1-51ساعت در دماي   71ها را حداكثر تا پليت توانيدمي پذير نباشدامکان

 اين عمل اجتناب كنيد.انجام  ازحد ممکن تا شود توصيه مي. كنيدنگهداري 

د)وجود شاهد شوشاهد هم ثبت  يها بايد نتيجههنگام گزارش نتيجه حتي براي تعداد كم نمونه

 دستگاه كلني شمار به جاي شمارش دستي كمک بگيريد. توانيد ازبراي ثبت شمارش مي .ضروري است(

ها ، حجم برداشت شده توسط پيپت را طوري انتخاب سازي پليتتوجه داشته باشيد كه به هنگام آماده

كلني در هر پليت تشکيل شده باشد. هدف اين است كه   111تا  11حدود  ،كنيد كه براي شمارش نهايي

  كرد.را شمارش ياد شده  يدامنه ها درتوان تعداد كلنيه ب ،رقيق شده ييک پليت حاوي نمونهدر حداقل 

هاي حاصل از كه كلني مگر اين ،ليتر نمونه را كشت ندهيدميلي 7از   است بيشتر طور معمول بهتره ب

را  هاتمام كلني ،بالا يصورت بدون توجه به توصيه عدد باشد كه در اين 11ليتر نمونه كمتر از يميل 7

پس  .حساب آوريده كلني را ب 11-111هاي حاوي تنها پليتموارد در ساير  ،جز موارد استثناه ب  .ماريدبش

 . درج كنيد ليتر نمونهها در ميليصورت تعداد باكتريه ها در هر پليت نتيجه را باز شمارش كل كلني

سازي نمونه در آن ضريب رقيقتعداد كلني در هر پليت را تعيين كرده و باتوجه به د براي محاسبه باي

 .  شودگزارش  Cfu/mLپليت نتيجه  بر حسب 

 ها حاوي كلني نداشت و تعدادي از آن 111تا  11ها ، هيچ كدام شمارشي بين چنانچه در ميان پليت

استفاده  هدر محاسب 111ترين عدد به هايي با نزديکشمارش پليت يجهياز نت كلني بود 111بيش از 

 . كنيد

 ه آزمايش را ب ينتيجه ،رشد كلني مشاهده نشد ،ضرايب رقت گوناگون ها بادر هيچ يک از پليت اگر

چه در  چنانبه عنوان مثال اي با كمترين ضريب رقت محاسب كنيد صورت كمتر از يک كلني در نمونه

 511نتيجه به صورت كمتر از  ،هيچ كلني شمارش نشد 15/1رقيق شده به نسبت  يپليت حاوي نمونه

 شود.گزارش مي Cfu/mL 411 >) ) ليتردر ميلي

  شکل بسيار بيشتر ه نتيجه را ب ،است 111اگر در مواردي شمارش كلني در هر پليت به مراتب بيشتر از

 گزارش نکنيد. (TNTC)از حد قابل شمارش 
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 51هاي رشد كرده در كلني ،مربع بود متركلني بر سانتي 51ها در واحد سطح كمتر از اگر تعداد كلني 

را داشته باشد بشماريد. بهتر است در  هاكه توزيع يکنواختي از كلني) دستگاه شمارش كلني( مربع 

 هامربع متوالي در جهت عمودي انتخاب كنيد و كلني 6مربع متوالي در جهت افقي و  2صورت امکان 

هاي سپس مجموع كلني .بار شمارش نکنيد را دوتوجه داشته باشيد كه يک مربع  .دكنيرا شمارش 

 61ها در سطح ضرب كنيد تا كل كلني 1متر مربعي را در عدد  سانتي يکمربع  51شمارش شده در 

 محاسبه شود. پليت متر مربع سانتي

 فقط  چهار مربع را انتخاب و  ،متر مربع بودسانتي كلني بر 51ها در واحد سطح بيشتر از اگر تعداد كلني

اين عدد را در  .متر مربع ( محاسبه كنيدسانتي  يکرا در واحد سطح ) هاشمارش كرده و ميانگين كلني

اي( ضرب كنيد تا كل براي انواع شيشه 61بار مصرف و   يک هايبراي پليت 12ضريب مناسبي )

 .دست آيده ها در سطح پليت بكلني

  براي )<  6111 نتيجه را به صورت ،متر مربع بيشتر باشدساتني كلني در 511از شمارش  كههنگامي

 . يدگزارش كن Cfu/mL بر حسب (هاي يک بار مصرفبراي پليت)  < 1211و  (ايهاي شيشهپليت

  هاي گسترش يابنده كلني اها ببررسي پليتهنگام اگر(SPREADERS)  اين مواجه شديد، زماني

د و سطح نهاي تشکيل شده كاملا مشخص و يکنواخت توزيع شده باشكه كلني كنيدشمارش را ها كلني

در صورت  .بيش از نيمي از كل پليت را اشغال نکرده باشد ،ترش يابندهسهاي گپوشيده شده از كلني

 شود .مييک از انواع زير به عنوان يک واحد كلني در نظر گرفته   هر ،هاي گسترش يابندهكلنيشمارش 

 ( بين آگار و كف پليت رشد كرده باشد. Filmنازک ) يصورت يک لايهه كه ب كلني .5

باكتري به هنگام مخلوط كردن آگار  ييک توده يتجزيه ينظر رسد در نتيجهه ها كه باي از كلنيزنجيره .7

 و نمونه به وجود آمده باشد .

 .آگار يا روي سطح آگار رشد كرده باشد  ينازک از آب در لبه يصورت يک لايهه كلني كه ب  .1

ه باست اي كه كلني گسترش يابنده در آن تشکيل شده اثر تجمع رطوبت از نقطه گاهي بر 7و  5موارد 

لب بيش از نيمي ازسطح پليت را پوشانده و كار شمارش قابل غها ااين گونه كلني .آيندمي وجود

  كنند.ميشکل م اطمينان و صحيح پليت را 

 يكه فاصله ،هاي مستقل و مشابه نزديک به هم و نه به هم چسبيدهكلني به ترجيحها اي شمارش كلنيبر 

 كنيد. ترين كلني باشد را انتخاب ها حداقل برابر قطر كوچکبين آن

 شمارش  لصورت مستقه ب ،اي كه از نظر شکل ظاهري و يا رنگ متفاوت هستندهاي به هم چسبيدهكلني

  SPRصورته را ب هاآن باشند،بيشتري  يهاي گسترش يابندهها داراي كلنيپليتاگر  شوند.مي

(Spreaders)  گزارش كنيد. 
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 قابل شمارش يا ريختن اتفاقي و آلودگي غير ،ها به دلايلي نظير عدم آگاهي از ميزان رقتچنانچه پليت

 يحادثه :نتيجه را تحت عنوان ،شاهد( علائمي از آلودگي نشان دادشت كنترل )كبوده و يا محيط 

 .دكنيو يا خطاي آزمايشگاهي گزارش  (Laboratory  Accident)ي آزمايشگاه

 . 

 

   آزمایش ینتيجهمحاسبه و گزارش 
شود. از استفاده مي HPCهاي آزمايش روش يهمهدر   (CFU)كلنيي هاي تشکيل دهندهواحد يواژه     

محيط كشت  اري و نوعذگبه روش مورد استفاده، دما  و زمان گرماد بايها هنگام تکميل فرماين رو در 

 يدرجه 11دماي  ، روش پورپليت، Cfu/mL  د. براي مثالكراشاره مورد استفاده در قسمت توضيح، 

هاي شمارش شده و كل كلني ،شمارش پليت يبراي محاسبه. آگار شمارش پليت و ساعت 18 لسيوس،يس

در هر پليت در عکس ضريب رقت ضريب رقت يکسان( ي از يکيهاي دوتادر مورد پليتها )يا ميانگين آن

 .ضرب مي شود

 ،شوندسازي متوالي شمارش ميهاي با ضرايب رقيقپليت در ي يايهاي دو تاپليت درهاي وقتي كلني

 گزارش Cfu/mL صورته ( گرد شده سپس بپدو رقم سمت چدار )بهتر است نتايج ابتدا تا دو رقم معني

گزارش  11به همان شکل  11عدد  و 561ت رصوه ب 511و عدد  511صورت ه ب 517عدد  مثالبراي  .شود

 شود. 

 

  HPCانجام آزمایش مراحل

و سپس محيط اضافه شده  سترونپيپت به پليت  يرقيق شده كه به وسيله ينمونه نمونه يا مقداري از     

 گذاري شده ومنجمد گردد سپس گرما مخلوط شدن بايد سرد و پس ازكشت آگار مذاب اضافه شده و 

 شمارش شود.

 

 مواد  وسایل و
 زير توضيح  داده شده است  مواد مورد نياز در سايل وفهرست و 

  اتوكلاو 

 دماسنج يوسيلهه ب ما. دلسيوسيس يدرجه 11 ±1/1 ماي ثابتانکوباتور با د  NBC  دقيق به طور مرتب

 . گزارش شود كنترل و
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  هاي ديش)پليت(پتري داشتن آگار.لسيوس براي گرم نگهيي سدرجه 11-16بن ماري تنظيم شده در دماي

 ساخته شده ازجنس شيشه يا پلاستيک . مترميلي 511×51 ليبا قطر داخ ونستر

 سترون هاي پيپتTD يا موهر مخصوص كشت باكتريولوژيکي از جنس شيشه يا پلاستيک با حجم 

 مشخص .

 كشي برجسته.،  با خطوط خطليترميلي 99  گذاري شده تا حجمدار علامتدرپيچ هايبطري 

 ( چراغ گازيBunsen ) 

 محلول بافر فسفات( سترون سازي بافر رقيق( 

 محيط کشت  یتهيه
 محيط كشت بايد مورد استفاده قرار گيرد: يدرتهيه زيرمراحل 

 يل كارخانهعم، محيط كشت را بر اساس دستور  R7A يا  plate  count  agar استفاده از پودر خشک   .7

 سازنده بر روي قوطي آن تهيه كنيد .

 مقدار توصيه شده از محيط كشت خشک)پودري( را وزن كنيد. .2

 به آن اضافه كنيد. به مقدار لازمآب مقطر  .3

 د.شوحل  كاملا تا حرارت دهيد هم زدندر حال  ها را محيط كشت  .4

به  ( يامورد استفادهپليت متناسب با حجم  ليتر در هر لولهميلي 71تا  51ها )لهلو ها را درمحيط كشت  .5

 دار توزيع كنيد .پيچ بدري هافلاسک درمقدار زياد 

 ها در اتومکلا و سترون شود.هاي كشت توزيع شده در لولهمحيط .6

 نگهداري كنيد. يخچالدر  ه وسرد كرد ها رامحيط .1

 بزنيد.چسب رب تهيه تاريخ ذكر نام و با .8

 

 سازی آگار آماده
  :آگار بايد انجام شود يتهيهزير براي مراحل 

. (5 يشماره)شکل گرماي حاصل از جوشيدن آب ، ذوب كنيد يوسيلهه محيط كشت حاوي آگار را ب .7

محيط كشت آگار تهيه توجه شود كه انند. مذوب ب در دماي  ها نبايد بيشتر از زمان لازممحيط كشت

  .مرتبه بايد ذوب شود شده فقط يک

نگهداري  لسيوسيس يدرجه 11-16محيط كشت آگار مذاب را داخل آب با حداقل دماي حدود   .2

   .نگه داشته شود دمااين  در ساعت 1بيش از نواب نبايد محيط كشت آگار   .(7ي شماره)شکل كنيد
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 هاذوب شدن محيط کشت آگار در لوله ینحوهتصویر تجسمی   :4ی شمارهشکل 

 
 دست   یوسيلهه ب دما ، کنترلچگونگی  : تصویر تجسمی2ی شمارهشکل 

 

 سازی رقت  مادهآ
در  هـاي آب نتايج قبلي آن انتخاب كنيد . بـراي نمونـه   رقت صحيح را براساس منبع برداشت نمونه و    

هاي برداشت شده از آب خام و يا جريـان  براي نمونه بدون رقت وليتر ميلي 5/1- 5 مقدار ي توزيعشبکه

 .(1 يشماره)شکل دشوهاي صد بار رقيق شده استفاده از نمونه ليترميلي 5/1-5 آب در فرايند تصفيه مقدار
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 HPCهای رایج در آزمایش : سری رقت 8ی شماره شکل

 

 آماده سازی پليت   
 انجام شود :بايد به ترتيب  زيرها مراحل براي آماده كردن پليت

 ها را چيده وعلامت گذاري كنيد.يک محل مناسب پليت ابتدا در .5

پليت كنترل يک  پليت شاهد، دو پليت با شرايط يکسان براي تلقيح يک نمونه و يک يک سري نمونه،براي 

 مثبت تهيه كنيد.

را به پليت حاوي محيط كشـت   سترون سازيرقيقاز آب ليتر ميلي يک سترون،براي كنترل كردن شرايط 

 .كنيدكاملا مخلوط  آگار ذوب شده اضافه و

 را نشان خواهد داد. سازيرقيقبودن پيپت ، محيط كشت آگار وآب  سترونپليت كنترل)شاهد( 

 ها مرتب كنيد. رقت ها وها را بر اساس نمونهپليت .7

هـاي خـالي   پليـت ها به افزون آن ها وها را قبل از برداشتن حجم معيني از آنرقت ها وهريک از نمونه .1

 به شدت تکان دهيد. سترون،

 هاي مدرج براي برداشتن نمونه يا رقت استفاده كنيد.از پيپت .1

 قسـمت داخلـي گـردن     درجـه در كـف پليـت يـا در      11 ي هـا را بـا زاويـه   پيپت ،نمونهي تخليههنگام 

كـافي بـالا    يهدرب پليت را بـه انـداز   ،تهنگام قرار دادن پيپ .سازي نگهداريدهاي مخصوص رقيقبطري

در كـف پليـت لازم    ايهنمونه به صورت قطـر  ليترميلي يک يهتخليبراي ثانيه زمان  1تا 7حدود  .ريديبگ

 (.1ي )شکل شمارهاست
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ها دو رقت ها ومجزا استفاده كنيد. براي هر يک از نمونه سترونهاي ها از پيپتنمونه براي هر يک از     

 پليت با شرايط يکسان تهيه كنيد 

 
 روش صحيح گرفتن پيپت در دست و برداشتن درپوش پليت  :  تصویر تجسمی1ی شماره شکل

 

 كنيد. كنترل كه با نمونه مخلوط شود قبل از اين را سنج دماي محيط كشتااز دمبا استفاده   .1

ها ريخته و با دقت كشت مذاب را درون پليتها محيط ها در هر سري از پليتبعد از اضافه كردن نمونه .6

اولـين رقـت تـا     يها را طوري انتخاب كنيد كه زمان تهيـه تعداد نمونه .(1ي شماره)شکل  كنيد مخلوط

جلوگيري از آلودگي، براي  دقيقه( نباشد. 51به ترجيحدقيقه ) 71اضافه نمودن به آخرين پليت بيشتر از 

هاي محتوي محيط كشت حـاوي آگـار   زماني كه لوله است.لازم   ()شرايط آسپتيک هاي مربوطهاحتياط

 شـوند. اي يا كاغذي خشک پارچه يحوله يوسيلهه ها بلوله دمذاب را از داخل ظرف آب برداشتيد باي

خواهيد ند. هنگامي كه مينايجاد آلودگي ك وراه يافته ها به داخل پليت آب اطراف لولهزيرا ممکن است 

خارجي  يهاي محتوي آگار را برداشته ولبهمذاب را به پليت اضافه كنيد، درپوش لولهمحيط كشت آگار 

 .هاي آن ازبين بروند تا ميکروارگانيسم قرار دادهلوله بر روي شعله 

به  يک جهت و ها را فقط درها، درپوش پليتاضافه كردن آگار مذاب موجود در لوله ها به پليتهنگام 

ميلي ليتر محـيط   51تا 57حدود   .لوله به آساني وارد پليت شود ياريد كه دهانهمقدار كافي به نحوي برد

 د. كنياضافه  ،ها كه داراي مقدار مشخصي نمونه هستنداز پليتيک كشت حاوي آگار مذاب را به هر 
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 سترونها با رعایت شرایط روش صحيح اضافه کردن آگار مذاب به نمونه در پليت:  تصویر تجسمی 7 شماره ی شکل

 

 نشود. براي ايـن كـار توصـيه    بيرون ريختن آن كه از كنيد محيط كشت تلقيح شده را به نحوي مخلوط . 2

بار در جهت جلو و عقـب   1بار در جهت راست بچرخانيد و  1 وبار پليت را در جهت چپ  1مي شود 

  .(6ي شماره)شکل  حركت دهيد

ها را وارونه كرده سپس پليت .شده با نمونه جامد شود ا محيط كشت مخلوطت دقيقه صبر كنيد 51. حدود 8

 گـذاري گذاري كنيـد. در طـول مـدت گرمـا    ساعت گرما 18به مدت  ي سلسيوسدرجه 11و در حرارت 

درصد رطوبت از دست ندهند. بـراي   51ها بيش از رطوبت درون گرم خانه را طوري تنظيم كنيد تا پليت

  هـاي براي جلوگيري از زنگ زدن ديـواره  خانه كافي است.دادن يک طرف آب در ته گرماين منظور قرار 

  ها بايد از استيل ضد زنگ مرغوب يا آلومينيوم ساخته شده باشند.خانه، آنگرمهاي داخلي و طبقه

 
 هاچرخاندن پليت ینحوهتصویر تجسمی   :6ی شماره شکل
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 ( plate  Spread ) روش کشت سطحی
به محيط كشت حاوي آگار  نمونه مناسب رقت ازليتر ميلي  1/1يا  5/1نمونه  يا   ازليتر ميلي  1/1يا   5/1   

 تلقـيح شـده بـر روي سـطح محـيط كشـت را بـا يـک          ينمونـه  .جامد شده موجود در پليت اضافه كنيد

روي سطح محيط  ها بركلني ياين روش همه در .صورت يکنواخت پخش كنيده ب ستروناي شيشه يميله

زمان  ودما  گذاري دراز گرما . پسشودها به داخل آگار مذاب ميمانع از نفوذ كلني وجود آمده وه كشت ب

 روي سطح آگار شمارش كنيد . ها را برهاي باكتريمناسب، كلني

همچنين برروي سطح محيط كشت حاوي آگار موجود  ها بين محيط كشت ودر روش پور پليت، كلني

 .كننددر پليت رشد مي

 

 وسایل و مواد 
روش پورپليت است. فقط يک ميله شيشه اي  يروش كشت سطحي مشابه مواد مورد نياز در وسايل و   

 .شودمياضافه سترون به آن 

  .هاي رقيق شده همانند روش پورپليت استسازي محيط كشت حاوي آگار، نمونهمراحل آماده

 

 های حاوی محيط کشت آگار آماده سازی پليت
 انجام شود:بايد هاي حاوي محيط كشت مراحل زير آماده سازي پليتبراي 

  .ها لازم هستندجلوگيري از آلودگي برخي احتياطبراي  .7

 بريزيد.ها پليت درون را ليتر محيط كشت آگار مذابميلي 71تا 51 .2

 (.6يت را به پوشاند)شکل شماره ي پتري ديش را طوري بچرخانيد تا محيط ريخته شده در آن كف پل .3

 .پليت را حركت ندهيدقبل از جامد شدن محيط كشت   .4

  .باز بگذاريد اندكي دقيقه 11تا  51خروج رطوبت اضافي به مدت ها را بپوشانيد. براي درب پليت .5

 وقتي كه سطح محيط كشت حاوي آگار خشک  شد درب ظرف را ببنديد. .6

 

 روش انجام آزمایش 
 انجام شود:زير بايد ها مراحل ازي پليتبراي آماده س

شاهد، دوسري پليت براي هر نمونه مورد آزمايش  پليت علامت گذاري كنيد . ها را به ترتيب چيده و پليت .7

آب  رميلي ليت ـ 5/1از  وننترل شرايط ستربراي ك ها تهيه كنيد.ونمونه كنترل مثبت براي يک سري از نمونه

انجام  آب رقيق سازي بودن پيپت، آگار و سترون اطمينان از براي. اين كار دكنياستفاده  سازي سترونرقيق 

 .شودمي
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   سازي كنيد. رقيق را هانمونه .2

  .ها را مرتب كنيدها پليتها ورقتبراساس نمونه  .3

 پيپت به داخل پليت منتقل كنيد به شدت تکان دهيد. ا استفاده ازكه ب ها را قبل از اينها ورقتنمونه  .4

 پيپـت  با اسـتفاده از  را ميلي ليتر( 1/1يا  5/1، نمونه يا حجم رقيق شده )چرخانيدحالي كه پليت را ميدر  .5

 بريزيد. روي سطح محيط آگار جامد

طـور يکنواخـت   ه ب ستروناي شيشه يميله با استفاده ازتلقيح شده را بر روي سطح محيط كشت  ينمونه .6

يـا بـا    وآگار و حركت دادن پليت  سطح بر روي ايي شيشههاين كار با ثابت نگه داشتن ميل. كنيدپخش 

ها بر روي كلني ياين روش همه در. شودانجام ميمحيط كشت  سطح اي بر رويشيشه يحركت دادن ميله

 .گيرندشکل ميمحيط كشت سطح 

 محيط كشت جذب شود. درطور كامل ه تلقيح شده ب يتا نمونه گذاري اجازه دهيدقبل از گرما .1

صورت وارونه بـراي انجـام   ه ب ها راها را ببنديد، آنپليت درب وقتي سطح محيط كشت آگار خشک شد .8

 زمـان مناسـب،  دما و مدت در  گذاريپس از گرما گذاري كنيد.هاي اختصاصي به مدت لازم گرماآزمايش

 .شوندهاي مجزا بر روي سطح محيط كشت پديدار ميكلني

 باشد. يت ميگذاري همانند روش پورپلگرما  .9


