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  جمع آوري و نگهداري نمونه هاي خاك -1عنوان آزمايش : 

  تهيه لام هاي دفن شده در خاك - 2

  آشنايي با روش نمونه برداري، نگهداري و تهيه لام از خاك

جمـع   ميكرو بيولوژي و شيمي خاك حايز اهميت مي باشند كه بر اساس اصول صحيح

آوري و نگهداري كرده و آزمايش مورد نظر را انجام مي دهيم نكته مهم اينكـه خـاك از   

جمله محيطهايي است كه حتي در يـك محـدوده معـين ويژگيهـا و شـرايط آن از نظـر       

بيولوژيك و شيميايي با همديگر فرق دارند. مثلاً در يك محدوده خـاص مثـل    -فيزيكي

كم ويژگيهاي متفاوت مي باشد و حتي در يك باغچه كـه  بلندي تپه در مقايسه با ارتفاع 

به آن كود داده مي شود جاهايي كه كود بيشتري دريافت كرده و يا كمتري دريافت كرده 

شرايط متفاوتي دارد، بنـابراين تهيـه ايـن نمونـه هـا يـا بـه منظـور انجـام آزمايشـهايي           

و تفـاوتي كوچـك از نظـر    ميكرولوژي انجام مي شود و يا آزمايشهاي شيميايي كه اين د

جمع اوري و نگهداري دارند. براي نمونه برداري و جمـع آوري از دسـتگاههاي نمونـه    

بردار خاصي آگلر استفاده مي شود كه غالباً نوعي لوله نمونه برداري اسـت كـه طـول و    

قطر مشخص دارد و جنس آن عموماً فلزي مي باشد و ويژگي كه دارند روي سطح آنهـا  

ت كه به منظور اندازه گيري از عمق مورد استفاده قرار مـي گيـرد كـه بـه     مدرج شده اس

شكل عمودي بر روي نقطه اي كه براي برداشت نمونه مشخص شده است قـرار گرفتـه   

است و با فشار دادن دست يا فشارمكانيكي در خالك فرورفته تا عمق مورد نظر ازخاك 
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اً استريل يا يك كيسـه پلاسـتيكي   پر مي شوند و بعد محتويات آنها با يك ظرف ترجيح

  منتقل مي شوند.

مرحله دوم نگهداري نمونه ها مي باشد كه اگر مجبور به نگهداري شويم بايستي نمونـه  

هاي جمع آوري شده در شرايطي كه از نظر دما و رطوبت تشابه زيادي با زمان برداشت 

 ـ ي دمـاي مشـابه دمـاي    نمونه دارند نگهداري شوند كه مثلاً در مورد نمونه هاي ميكروب

)برداشت نمونه  )oc4  مناسب بوده كه فعاليت ميكرو ارگانسيم ها را كند مي كند در مورد

آزمايشهاي شيميايي روشهايي مانند منجمد كردن و خشك كردن براي نگهـداري مـورد   

  نظر مي باشد .

  مرحله انجام آزمايش:

را براي برداشت نمونه در نظـر مـي گيـريم و در    براي شروع كار ابتدا يك نقطه مناسب 

مرحله اول بايد يك برچسب تهيه كرده و مشخصات دقيق محل برداشت نمونه را روي 

آن برچسب مي نويسيم يعني اينكه اگر براي برداشت مجدد نياز باشـد بايسـتي بتـوانيم    

نيـز مـورد    GPS   نمونه برداري را عيناً تكرار كنيم كه بتدريج فناوريهـاي جديـد مثـل    

استفاده قرار مي گيرد در درجه دوم مشخصات ظاهري خاك  را بايستي يادداشت كنـيم  

خشكي و ديگر مشخصات و بعد از  -پستي و يا بلندي  -كه شامل: نوع دانه بندي خاك

مدتي كه مراجعه كرديم متوجه تغييرات آن شويم معمولاً اين برچسـبها حـاوي تـاريخ،    

نه بردار و هر اطلاعات ديگري كه لازم بـوده و بـه تفسـير نتـايج     شرايط اقليمي، نام نمو

  آزمايش كمك كند مي باشد.
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  انجام آزمايش:

پس از تحويل گرفتن وسايل مورد نياز شامل يك كيسه نايلون تميـز و دماسـنج و تيغـه    

محل نمونه برداري پشت آزمايشگاه كنار درخت بزرگ زبان گنجشك و قسـمت شـمال   

ديد و ضمن مراجعه در محل با استفاده از لوله مخصـوص كـه بـراي    غربي آن تعيين گر

نمونه برداري پيش بيني شده بود با فشار مكانيكي در محل مورد نظـر اقـدام بـه نمونـه     

برداري و تخليه آن داخلا يـك پلاسـتيكي گرديـد البتـه قـبلاً بـا اسـتفاده از دمـا سـنج          

 oc7ه اي درجـه حـرارت خـاك    مخصوص و با فرو كردن آن در داخل و ايست چند دقيق

بـود. پـس از ثبـت     oc10تعيين گرديد سپس درجـه حـرارت هـوا نيـز انـدازه گيـري و       

روز دوشـنبه   15/15سـاعت   -2نام نمونه بردار: علي اكبر نوروزي  -1مشخصات شامل 

يكرولوژي جنب درخت مكان: آموزشكده محيط زيست پشت آزمايشگاه م -3 3/12/84

درجه حرارت  -oc10 5درجه حرارت هوا   -4بزرگ زبان گنجشك و قسمت شمالي آن 

  شرايط اقليمي : هوا مرطوب و پس از حدود ده ساعت بارندگي متناوب  -oc7 6خاك  

دن خـاك و لام هـا و   در مرحله بعد از تحويل گرفتن يك عدد بوكـال ( وسـيله قـراردا   

عدد لام  6تماس آنها با همديگر به منظور ايجاد تماس مناسب محيط كشت با خاك) و 

يا اسلايد كه با استفاده از ميكروفيلم  آنها را بـه هـم چسـباند هـو نفـوذ ناپـذيري آن را       

تضمين مي كنيم كه يك طرف آنها را با سـواپ كـه قـبلاً بـا اسـتفاده از محـيط كشـت        

  آغشته مي كنيم ( در شرايط استريل) (NB)اث نوترينت بر
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پس از آماده كردن سه عدد اسلايد دو طرفه كه يك طرف آن آغشـته بـه محـيط كشـت     

NB         مي باشد آنها را با فاصله در داخل بوكال قرار مـي دهـيم و سـپس بـا اسـتفاده از

و در دمـاي  قاشقك ميان آنها را با آرامي با خاك پر مي نمـاييم و درب بوكـال را بسـته    

oc2520−     گرما گذاري مي كنيم كه اگر شرايط دماي اطاق اين باشـد مطلـوب اسـت در

غير اينصورت آن را داخل انكوباتور به مدت دو هفته قرار مي دهيم تا ميكروارگانيم هـا  

  روي آن رشد كند.

 plateعنوان آزمايش: الف) شمارش باكتريهاي هتروتروف هوازي خاك به روش 

 count   

  هدف: آشنايي با روش كلاسيك شمارش باكتريهاي زنده 

    10/12/84تاريخ: 

  انجام آزمايش:  

باكتريها غالبترين جمعيت ميكروارگانيم هاي خاك را تشكيل مـي دهنـد و در خاكهـاي    

96معمولي بين  1010 عدد در هر گرم خاك موجود مي باشند در خاكهـاي فاضـلاب و    −

  ن فعال يا كشاورزي يا كود دهي بالا با ميكروبي بالايي دارند.لج

مي باشد خـاك بـدليل    pour plateاستفاده از رفتهاي متوالي و كشت در پليت به روش 

اينكه داراي باكتريهاي زيادي مي باشد قابل كشت بصورت مستقيم نمي باشد لـذا ابتـدا   

كه آسيبي به سلولها نرساند ماده جامد را  سوسپانيون را تهيه و با استفاده از  مايع مناسب

وارد آن مي كنيم و با استفاده از روشهاي مكانيكي آن را به هم مي زنيم يا با اسـتفاده از  
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يادويست دور در دقيقه )  2000RPMكه با دور مشخص ( مثلاً   shakerدستگاهي بنام 

بته اين روش عـلاوه بـر   به مدت ده دقيقه كه سلولها به هم چسبيده جدا و معلق شوند ال

خاك  در مواد غذايي نيز مورد استفاده دارد . روش مناسب دقيـق سـازي تهيـه وقتهـاي     

  متوالي است كه مايع مناسب براي آن سرم فيزيولوژيك يا آب مقطر مي باشد.

دقت
10

1         cc100      →            (خاك)gcc 1090   سرم فيزيولوژيك +

دسـت   3كه به ازاي هر رقت يك پليت خالي استريل در نظر مي گيريم البته صـحيح آن  

براي هر لوله مي باشد كه به شرح ذيل مي باشد كه اين عمل با استفاده از پييـت مـدرج   

  صورت مي گيرداستريل و يا رعايت شرايط سترون 

پس از تلقيح نمونه ههاي رقيق شده بر روي هر يك از پليت هاي استريل بـر روي هـر   

 8ريختـه و آن را بـا حركـات     (N.A  ) محيط كشت كه قبلاً آماده كرده ايـم   cc20پليت 

 مانند زيگزاگي به هم مي زنيم تا كاملاً مخلوط شوند پـس آنهـا را بـا ثبـت مشخصـات     

ocoگروه در دماي  3025 ساعت در داخل انكوباتور گرمـا گـذاري    48تا  24به مدت  −

  كنيم. مي

 5ابتـدا    PHو در صد رطوبت خاك براي انـدازه گيـري    PHب) عنوان آزمايش: تعيين 

آن ريختـه  آب مقطر در داخل  oc50گرم از خاك را در داخل استوانه مدرج ( مزور) كه 

شده است و به داخل بشر مي ريزيم البته آب مقطر بايستي به آرامي روي خـاك ريختـه   

شود و با استفاده از ميله شيشه اي به هم مي زنيم و مي گذاريم تا كاملاً ته نشين شود و 
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متر آن را اندازه مي گيريم البته الكتـرود آن بيايسـتي بـه تـه تشـر       PHبعد با استفاده از 

  بچسبد.

PH=7027  

خاك را داخل يك بشر مناسب كه قبلاً وزن شده  100gبراي اندازه گيري رطوبت خاك 

  است اندازه مي گيريم :

Xوزن خاك+ وزن بشر =  

قرار مـي دهـيم و پـس ازخـارج      oc80ساعت در دماي  24پس نمونه را با بشر به مدت 

  كردن آن را وزن مي كنيم

  X -رطوبت خاك = وزن بشر با خاك  × 100درصد رطوبت خاك= 

  مشاهده لام هاي دفن شده در خاك  -1عنوان آزمايش: 

  شمارش و تعيين تعداد باكتريهاي هتروتروف هوازي در خاك -2

باكتريها به صورت اتفاقي در محيط وجود ندارد و بصورت تحمعي هسـتند و در خـاك   

اده از سطوحي كه در خـاك وجـود دارد در صـورت امكـان     هم ترجيح مي دهند با استف

اطراف جمع شده و توده ها و تجمعاتي ايجاد كنند. به هر حال خاك نسـبت بـه محـيط    

سنتزي امكاناتش محدودتر است و كلونيهاي مشخص و بزرگي را كه روي يـك محـيط   

ي كشت ديده مي شود در خاك مشاهده نمي شود به همين جهـت بـه آنهـا ميكروكلـون    

گفته مي شود يكي از روشهاي مطالعه ميكروبها در خاك استفاده از سـطح مصـنوعي در   

هـاي كليشـه اي    خاك و ايجاد ميكرو كلوني مي باشد كه اين عمل با استفاده از اسـلايد 
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روي يك طرف لام كه ماده غذايي روي آن قرار داشته اسـت را رنگـي آميـزي كـرده و     

دن اسوايه با يستي به آرامي صورت بگيـرد و توصـيه   ميكروكلوني را مي بينيم. خارج كر

اين است كه روي يك تكه روز نامه با يك ميله شيشه اي خاك اطراف اسـلايد را كنـار   

مي زنيم و پس از آزاد سازي آن را بيرون مي آوريم پس از آن يك لبـه اسـلايد كـه بـه     

بـه روي ميـز تـا     پارافيلم چسبيده گرفته و روي روزنامه بـازتر ديگـر ضـربه مـي زنـيم     

خاكهاي به هم چسبيده جدا شوند پس پارافيلم را جدا كرده و سطح خارجي آغشته بـه  

سلولها و سطح داخلي كاملاً تميز است سطح داخلي ( تميز) : بـه منظـور فـيكس شـدن     

انجام مـي دهـيم و    Gسلولها سه بار روي شعله گرفته و فيكس مي كنيم و رنگ آميزي 

وپ مشاهده مي كنيم كه در نهايت قارچ ميسليوم قرمز ديده مي پس از آن زير ميكروسك

  شود.

شستشـو بـا آب    -2ثانيـه   60كريستال ويوله  -G  :1ياد آوري مراحل انجام رنگ امزي 

 -6ثانيـه    5-6الكـل واسـتن    -5شستشوي با آب مقطر   -4ثانيه   60ايودين  -3مقطر 

  شسشو با آب مقطر. -7ثانيه  30-45سافرانين 

ريسه قارچها كه ميسليوم قارچي بـوده   - 1عي از تراكمها كه قابل مشاهده مي باشد: انوا

 G+و  G−وچون اولين رنگ را جذب مي كند آب مشاهده مـي شـود و بـدليل اينكـه     

يوم به مختص باكتريها ست و قارچ پپتيد و گليكان ندارد كه در شكل ديواره عرض ميسل

  شكل منشعب مي باشد و اگر به خوبي رشد كند اسپور آن به خوبي قابل مشاهده است 
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اكتينو ميستها كه باكتريهاي گـرم مثبـت و ظـاهر رشـته اي هسـتند و تقريبـاً  شـبيه         -3

ميسليوم قارچها مي باشند م مهمترين تفاوت آن ايـن اسـت كـه قطـر رشـته اي خيلـي       

  شد و قارچها قطورتر و منشعب تر هستند.ظريف تر از قارچها مي با

گاهي اوقـات اگـر خـاك خيلـي مرطـوب باشـد        -5ويروسها كه ديده نمي شوند    -4

  پروتوزوئرها ديده مي شوند  

  ادامه كار هفته قبل:

به ترتيب كوچك شدن قرار مـي دهـيم كـه     -6تا -1پليت ها را به ترتيب افزايش دقت 

مي  با شد و شمارش را با شـيوه ذيـل شـروع مـي     بايستي تراكم كلونيهاي رشد كرده ك

كنيم البته بهترين روشهاي شمارش نيز  خالي از خطا نمي باشـد كـه عبـارت اسـت از :     

الف) كم بودن رقت ها ( خطاي انساتي) ب) خود محيط كشت ممكن است براي همـه  

توانيم اين كار باكتريها قابل استفاده نبوده باشد ج)  اگر خطا ها را به حداقل برسانيم مي 

  را با دقت بيشتر انجام داده و به نتيجه بهتر برسيم 

لخوه شمارش: از مجموع پليت هاي كشت داده شده يكي را انتخاب مي كنيم و از قطـر  

تا باشد احتمـال انتقـال    30كلوني داشته باشد زيرا اگر كمتر از  30-300تراكمي كه بين 
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مـورد   300اسـتناد نيسـت و اگـر بيشـتر از      آلودگي محيط و بالعكس وجود دارد و قابل

    C.  . F.Uباشد ظرفيت ظرف بيش از آن نمي باشد. واحد شمارش آن 

(Colony forming   uhit)     و اساس آن بر اين است كه هر كلوني نماينده يـك سـلول

مي باشد كه لازم آن جدا شدن سلولها از خاك با شرايط قابـل قبـول اسـت اگـر تعـداد      

دقيق بشماريم مثل اين است كه تعداد سـلولها را شـمارش كـرده ايـم كـه در      كلونيها را 

استفاده مي شـود .     (Colony  counter   )بعضي آزمايشگاهها از دستگاه كلوني شمار 

روي پليت نور مناسب تابيده شده و با استفاده از يك قلم الكترونيكي كلـوني شـمارش   

ه و احتمـال شـمارش مجـدد از بـين     مي شود و قلم روي شيشه علامـت گـذاري كـرد   

  رود. مي

در روش دستي پشت پليت را با ماژيـك وايـت بـرد بـه چنـد قسـمت تقسـيم كـرده و         

شمارش  را از  بالا پايين شروع مي كنـيم  البتـه يـك خـط را بـه صـورت مشـخص و        

قراردادي بايستي با خانه بالايي يا پايين محاسبه كرد و براي كاهش خطاها سه بـار ايـن   

  مي باشد    −410را انجام مي دهيم و ميانگين ميگيريم پليت انتخاب شده مربوط به   كار

 CFU     41062 −×      

  تهيه ميكروكالچر ( اسلايد كالچر ) يا ميكروكشت -1عنوان آزمايش : 

  هدف: تهيه نمونه مناسب براي مشاهده قارچ ريسه اي

  10/12/83تاريخ 
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ظاهركلوني كپك توده اي در هم رفته از ميسليوم قارچ مي باشد برداشتن يـك ميسـليوم   

و جداكردن آن مشكل مي باشد و روش اسلايه كالچه نمونه هاي ميكروسكوپي مناسـب  

از كپكها تهيه مي شود  و اصطلاحاً روش كشت روي لام نيز گفته مي شود كه در واقـع  

لام ميكروسكوپي قرار داده و بـا پوشـاندن آن كـه    قطعه اي از محيط كشت را روي يك 

قبلاً توسط محيط كشت تلقيح شده است قارچ از يك طرف چسبيده بـه محـيط كشـت    

مي دهد. بدين منظور ابتدا با چاقوي مخصوص به اندازه لازم به صورت چهـارگوش در  

داخل محيط كشت برش داده و با رعايت شرايط سترون بر روي لام قرار مي دهيم و به 

پليت روي شيشه سه گوش مستقر مي كنيم ( محيط كشت مورد اسـتفاده در ايـن روش   

SDA          است) و سپس با رعايت شـرايط لازم بـا اسـتفاده از سـوزن كـه نـوك آن را بـا

استفاده از حرارت  استريل مي كنيم قارچ را از محيط كشت قبلي برداشته و  كناره هـاي  

تلقيح مي كنيم كـه نبايسـتي زيـاد بـرش      SDAروي لام به صورت  SDAمحيط كشت 

بخورد چون زودتر خشك مي شود ولي اگر كمتر برش بخورد رشـد نمـي كنـد و اگـر     

اندازه محيط كشت برداشتي خيلي كوچك باشد تبـادل هـوا مشـكل و مقـدار غـذا كـم       

باشد ولي اگر اندازه محيط كشت برداشتي مطلوب نخواهد بود سـپس لامـل را روي    مي

ده و درب پليت را بسته و پس از اين مراحل پليت را به مـدت يـك هفتـه در    آن قرار دا

كنـيم   درجه سانتي گراد ( دماي اتاق يا انكوباتور ) گرماگذاري مي 25-27درجه حرارت 

البته بايستي قبل از اين عمل مقداري آب مقطر داخل پليت زير ميله سه گوش شيشه اي 

  د تلقيح كنيم تا رطوبت تعادل داشته باش
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     MPN  (Most  Probable Number) -2عنوان آزمايش 

  هدف : آشنايي با روش استاندارد تعيين آلودگي ميكروبي آب 

اين روش به منظور رد يـابي و شناسـايي و تعيـين احتمـالي آلـودگي آب بـا فاضـلاب        

  باشد. مي

ونگرم با اين آزمايش باكتريهايي كه منشأ  آنهـا دسـتگاه گـوارش انسـان و جـانواران خ ـ     

از سه مرحلـه: احتمـالي، تأييـد و تكميلـي      MPNميباشد در آب شناسايي كرد. آزمايش 

تشكيل شده است . در مرحله احتمالي با توجه به نمونه و منشأ باكتري آلـوده بـه كلـي    

فرم باشد بررسي احتمال وجود مي باشد نمونـه هـا را در محـيط كشـت لاكتـوز بـراث       

وث خص توليد اسيد و تغيير رنـگ كـه نشـان دهنـده     كشت مي دهيم دراين مرحله از ل

مصرف قند لاكتوز توسط باكتريهاي كلي فرمي است و همچنين توليد گاز و جمع شدن  

آن در لوله دور هام ( لوله اي كوچك  كه در داخل لوله آزمايش بصـورت معكـوس در   

يشتر باكتريهـا و  داخل نمونه قرار داده مي شود) كه هر چند بالاتر باشد نشانگر فعاليت ب

( لوريـل تريپتـوبراث )    L-T-B  تعداد بيشتر آنها مـي باشـد. البتـه در ايـن آزمـايش از      

  استفاده شده است.

لوله سه تايي را انتخـاب كـرده و    9روش كار بدين صورت مي باشد كه ابتدا  روش كار:

با غلظت دو برابر از محـيط كشـت    به هر كدام از لوله ها cc10به ترتيب در سه لوله اول 

مي ريزيم  و به سه لوله دوم از غلظت يك يا غلظتي كه توسط كارخانـه سـازنده اعـلام    

اضافه مي كنيم و به سه لوله سوم نيز مثل سه لوله  cc10شده است به  هر كدام از لوله ها 
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ون و كنار شـعله بـا اسـتفاده از    دوم عمل مي كنيم سپس به سه لوله اول در شرايط  ستر

از نمونه آب را تلقيح مي كنيم سپس به سه لولـه دوم بـه    cc10پپيت استريل به  هر كدام 

از نمونه آب به هر كدام از لوله ها اضافه مـي نمـاييم لازم بـه     cc 1هر  كدام از لوله ها 

فه كردن آن داخـل محـيط كشـت    ذكر است كه هنگام برداشت نمونه توسط پيپت و اضا

لوله هاي حاوي نمونه بايستي تكان داده شود تا باكتريها يكنواخت توزيع شده باشند. به 

در شرايط استريل و كنار شعله با پيپيت اسـتريل اضـافه     1از نمونه  cc%1سه لوله سوم 

سـاعت در   48تـا   24به مـدت   كرده درب آن را با پنبه خودش مي بنديم و نمونه ها را

گرماگذاري (  در داخـل انكوبـاتور) مـي كنـيم. پـس از مـدت لازم و        −oc3735دماي 

خوانده لوله ها مشاهده شد كه در سه لوله اول هر سه لوله تغيير رنگ و توليد گاز و در 

طبـق جـدول    سه لوله دوم دو لوله و در سه لوله سوم هيچكدام رشد  نداشته انـد پـس  

  MPN     3-2-oتعيين ميزان آلودگي 

    5/9 ×10=  95مي باشد                                            5/9كه  عدد  

  نمونه كلي فردي   95از نمونه آب  cc100نتيجه اينكه در هر 

  ه شده به روش اسلايد كالچر نوع  آزمايش : مشاهده لام هاي قارچي تهي

  هدف: تعيين نوع قارچ رشد كرده زير لامل با رنگ آميزي ساده  

  لاكتوفنل كاتن بلو

براي رنگ آميزي لاملها يك قطره رنگ آميزي مخصوص قارچهـا ( لاكتـوز فنـل كـاتن     

دهيم و گوشه پليـت   قرار ميبلو) كنار دست گذاشته و در كنار شعله پليت را روي سكو 



  ١٣

كرده و با پنس يك ضربه كوچك به داخل زده و با همان پنس لامل را برداشـته و   را باز

ثانيـه صـبر    30تـا   20گـذاريم و   از سمتي كه ميسليوم به لام چسبيده داخـل رنـگ مـي   

كنيم. پس از مشـاهده زيـر    كنيم و لام را زير ميكروسكوپ قارچ مورد نظر مطالعه مي مي

 14ت مشـاهده گرديـد كـه مـودر شـماره      ميكروسكوپ و تطبيق آن بـا جـدول پيوس ـ  

Oospora  ياCeotvichum  .در زير لامل رشد نموده است  

   MPNعنوان آزمايش: مرحله تاييدي 

  هدف: تاييد يا عدم تاييد وجود آلودگي در نمونه، آبي  

كنيم كه اختصاصي و  استفاده مي EMBهاي اختصاصي از  در اين مرحله از محيط كشت

Gايـي اسـت كـه باكتريهـاي      ل اختصاصـي هم افتراقي است دلي
اجـازه رشـد نـداده و     +

Gمخصوص 
دهنـد تـا    هاست و به اين دليل افتراقي است كه كلونيهاي را تشـكيل مـي   -

نسبتاً بزرگ، شل و آبكي و يك مركز تيره رنگ دارند و از همه مهمتر اينكـه اگـر خـود    

E.Coil ورتي كـه در سـاير   باشد در ص باشد تصوير رنگ سبز جلاي فلزي درخشان مي

  باكتريها اين طور نيست.  

  Fecal Coliformتعيين  �

هاي مثبت شده لوله آزمايش انتخاب كـرده و   روش عمل: در اين مرحله به تعداد لوله

داخل آن قرار داده و روي سه لوله اول كه براي سـه   E.C.Brothدر آن محيط كشت 

كنيم و براي دو لولـه بعـدي    مي را ثبت 10لوله مثبت شده مورد نظر قرار داده و عدد 
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كنـيم   ثبت مي 1شود عدد  هاي مثبت شده سه لوله دوم در نظر گرفته مي كه براي لوله

و در كنار شعله و در شرايط ستورن در كنار شعله با استفاده از لوپ به شرح فوق در 

انكوبـاتور گرماگـذاري   ساعت در  24به مدت  c45oكنيم و در دماي  ها تلقيح مي لوله

  كنيم.   مي

  0    1     3طبق مشاهده و قرائت نتيجه 

  4.5× 45 = 10 →در صد ميلي ليتر نمونه وجود دارد 

   MPNعنوان آزمايش: مرحله تكميلي 

  هدف: مشاهده تفكيكي كلي فرمها  

اييدي را انتخاب كـرده  هاي مثبت شده مرحله قلا مرحله ت در اين مرحله دو تا از لوله

هايي كـه بـزرگ    و با كمك لوپ روي دو تا محيط كشت يكي كشت مجدد از كلوني

گيـرد و لولـه    صورت مي L  . Bبوده و مركز تيره دارند كه اين كشت در لوله حاوي 

از كلونيهـاي داراي مشخصـات كلـي فرمـي تلقـيح       N.Aدوم كه در لولـه شـيب دار   

c3735ساعت در درجه حـرارت   24كنيم پس آنها را به مدت  مي o−    گرمـا گـذاري

با سيلهاي گرم  NAكنيم در مشاهده اسمير تهيه شده و رنگ آميزي شده از محيط  مي

--منفي بدون اسپور ( S   gr    B  .تاييد گرديد (  

  باشد.  اثر شياكلي داراي مشخصات: لزج، جلاي فلزي، كلوني كوچك مي
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مرحله تكميلي اگر هدف شناسايي بـاكتري بـا اسـتفاده از محـيط شـيب دار       در پايان

شويم. براي ايـن تسـتها بايسـتي كشـت      مورد نظر باشد وارد تستهاي بيوشيميايي مي

خالص داشته باشيم ( حداقل دو گونه باكتري ) اگر خالص نباشد تستهاي بيوشيمايي 

  شود.   انجام مي IMViCروش تواند تستهاي بيوشيميايي با  با كليد راهنما نمي

  عنوان آزمايش: روش صافي غشايي  

  هدف: تعيين آلودگي آب  

شود كه قطر منافذ آنهـا از   هايي استفاده مي در استفاده از روش ضافي غشايي از صافي

قطر باكتريها كمتر است وقتي نمونه مورد نظر از صافي بگذرد باكتريها روي ضافي را 

  شت بگذاريم رشد خواهد كرد.  اگر روي پليت حاوي محيط ك

باشـد يكـي    شود كه شامل سه قسمت مـي  اي استفاده مي در اين روش از دستگاه ويژه

گيرد دوم پايه نگهدارنده و ارلن خلأ يا تخليـه كـه    قيف كه فيلتر در درون آن قرار مي

شود كه بـه غيـر از پمـپ سـاير اجـزاء بايسـتي        با يك شلنگ به پمپ خلأ وصل مي

د براي ايـن كـار قـبلاً بـا يـك تكـه آلومينيـوم كاغـذ فويـل آلومينيـومي           استريل باش

دهيم و نزديك شعله پس از اسـتريل   پوشانيم و همه اجزاء را داخل اتوكلا قرار مي مي

كنيم. البته بهتـر اسـت فيلتـر را داخـل گذاشـته و سـپس        كردن بر روي هم سوار مي

خواهيم آب را صاف كنيم. اگـر   داريم كه استريل كنيم پوشش روي آن را وقتي بر مي

باشيم پس از ايـن   آب كدورت بالايي داشته باشند ما مجبور به روشن كردن پمپ مي
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كنـيم و در كنـار شـعله اجـزاي دسـتگاه را جـدا        مرحله آب داخل ارلن را جمع مـي 

كنيم و پنس را داخل الكل قرار داده و كنار شعله استريل كرده و فيلتر را برداشـته   مي

 25مان شكل داخل محيط كشت قـرار داده و در داخـل اتكوبـاتور بـه مـدت      و به ه

c3735ساعت در دماي  o− كنيم براي اين روش معمولاً محيط كشتي  گرماگذاري مي

را انتخاب مي كنيم كه نيمه جامد بوده و آثار كمتري داشته باشد كه سـريعتر جـذب   

ساعت گرماگـذاري روي   24د داشته باشند پس از فيلتر شود. اگر باكتريها واقعاً وجو

فيلتر كلي فرمها قابل مشاهده و شمارش هسـتند البتـه حجـم آب بايسـتي مشـخص      

باشد بدين صورت كه در روش صافي  مي MPNباشد. روش صافي سريعتر از روش 

سـه تـا    MPNشود در صورتي كـه در روش   ساعت نتيجه مشخص مي 24غشايي تا 

باشـد و عيـب    كشد. فايده روش ضافي سرعت عمل آن مي ل ميچهار روز نتيجه طو

باشـد ولـي در مـورد آب     آن اين است كه در مورد آبهـاي تصـفيه شـده راحـت مـي     

رودخانه كه هم كه مدت و هم تنوع باكتريها بالاست ممكن است سطح فيلتـر بـراي   

ن روش براي شود كه البته متداولتري باكتري مناسب باشد و يا نامناسب بوده و پاره مي

  آبهاي تصفيه شده است. 

   IMViCعنوان آزمايش: تست 

  هدف: تشخيص باكتريهاي اشر شياكلي، انتروباكتر و كلبسيلا در آب آلوده نمونه  
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ويژگيهاي درون سلول يعني توانايي متابوليسـمي و آنزيمـي سـلول چـون جنسـهاي      

مـثلاً حتـي يـك    هاي مختلف واكنشهاي متابوليسمي متفـاوتي دارنـد    مختلف و گونه

جنس واحد يك گونه مي تواند از يك ماده غذايي خاص استفاده كند ولي اگر نتواند 

  يك گونه ديگر است.  

افتد با استفاده از مواد شـيميايي بـه    راه تشخيص: همان اتفاقي كه در درون سلول مي

  نوعي قابل مشاهده كنيم. 

گيـري و   شـود انـدازه   گفتـه مـي  تفاوت آنزيمها را به تستهايي كه تستهاي بيوشيميايي 

 PHتوان از راه سـنجش   كنند مثلاً اگر ميكروارگانيسمي اليه توليد كند مي مشخص مي

  گيري كرد.  آن را اندازه

 Gدر مورد كلي فرمها يك باكتري مجهول را شناسايي و در اولين كـار رنـگ آميـزي    

Gكنيم اگر  مي
Gباشد شامل كوكي و با سيل و  +

باشد باسيل  سيل ميشامل كولي و با -

G
Gاز خانواده كلي فرمسهاست. يك آزمايش اختصاصي بيوشيميايي  -

باسيل وجود  -

شود كـه اختصاصـي كلـي فرمهاسـت. چهـار       گفته مي IMViCدارد كه به آن آزمون 

دهنـد كـه بـراي تشـخيص جـنس و       را تشكيل مـي  IMViCتست شيميايي مجموع 

ست براي شناسايي تمام جنس اين گونه هـا  رود. اين ت هاي كلي فرمها به كار مي گونه

ها كافي نيست اما باكتري كه مورد نظر و جسـتجوي ماسـت يكـي از سـه      و خانواده

باشـد كـه    كلبسيلا مي -E.Bacter  3انتروباكتر  -E-Coli  2اشر شياكلي  -1باكتري 
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اي و از مهمترين كلي فرما هستند. اين تست براي تشخيص ايـن   هر سه باكتري روده

ــ ــي س ــت م ــه كفاي ــتهاي     ه گون ــراي جس ــون ب ــن آزم ــواب اي ــوص ج ــد بخص كن

و بـه   IMViCانتروباكتروكلبسيلا كاملاً يكسان است به همين خاطر بر اساس آزمون 

شـود كـه اگـر     خاطر قشا به در يك گروه به نام گـروه انتروباكتركلبسـيلا ناميـده مـي    

  بخواهيم جداسازي بكنيم بايستي سراغ تستهاي ديگري برويم.

  :  IMViCوش كار قسمت ر

) بررسي توانايي استفاده اينـدول سـلول توسـط بـاكتري از اسـيد آمينـه تريپتوفـان        1

كنيم كه اگر  شود براي اين امر از معرف شيميايي به نام كواكس استفاده مي استفاده مي

كنـد و اگـر وجـود     اندول وجود داشته باشد تركيب شده و رنگ قرمز رنگ توليد مي

  تغيير رنگ نداده و زرد رنگ است.   نداشته باشد

كه نيمه آگار اسـت بـه    SIM(A)اساس كار به اين صورت است كه در محيط كشت 

صورت عمقي در داخل لوله باكتري مورد نظر را به شكل عمقي با كمـك سـوزن در   

سـاعت در دمـاي    24دهـيم و بـه مـدت     امتداد يك خط به شكل عمقي كشـت مـي  

c3530 o− قطـره معـرف    5-10كنيم و پـس از آن   ر داخل انكوباتور گرماگذاري ميد

اي  كنيم اگر مثبت باشـد قرمـز هالـه    دقيقه صبر مي 15ريزيم و  كواكس را روي آن مي

پس از انجام مشاهده شـد   [باشد.  شود و اگر منفي باشه هاله زرد رنگ مي تشكيل مي

   ]كه قرمز شده است.
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دهـيم   باشد كه دو تا تست در اين آزمون انجام مـي  مي) متيل رد M) آزمون بعدي (2

باشـد كـه    مـي  MRVPكه با استفاده از يك محيط كشت باشد اين محيط كشت مايع 

توانند اين مواد را معـرف   وجود مواد كه بني و قندي در آن كه تعدادي از باكتريها مي

ياورنـد. معـرف   پـايين ب  4.5 – 4محيط را تـا   PHو مقدار زيادي رسيد توليد كنند و 

كند كه نشانگر وجـود بـاكتري اسـت. اگـر      متيل رد را كه اسيدي است قرمز رنگ مي

شود ولي اگر  و متيل رد قرمز رنگ مي PH = 4.5تركيبات كربن دار هم معرف شوند 

شـود درجـه حراسـت     و متيل رد زرد بـه رنـگ چركـي مـي     PH=6كم مصرف شود 

c3530 o−  پس از  [عت براي گرماگذاري در اين مرحله لازم است. سا 24و به مدت

  . ]انجام مشاهده شد كه قرمز رنگ شده است 

همان باكتري را در همان محيط كشت  VP) لوله دوم در آزمون بعدي آزمون تست 3

تواننـد مصـرف كننـد و     دهيم و بعضي باكتريها تمام قند موجود در محيط را نمـي  مي

كنند اسـتيل   هايي را كه توليد مي كنند و از جمله فرآورده ساير تركيبات را مصرف مي

باشد اين ماده اگر با يك ماده شيميايي به نام باريت تركيب شود يك  متيل كابينول مي

شـود.   زرد چركـي ايجـاد مـي     كند اما اگر در محيط نباشد تقريبـاً  رنگ قرمز ايجاد مي

ساعته در درجـه   24ماگذاري اساس كار در اين مرحله اضافه كردن معرف پس از گر

c3530حرارت  o− قطره محلول  10باشد كه ابتدا  ميA    و پس از يك الـي دو دقيقـه

 15زنيم تا تركيب شود سـپس   كنيم و هم مي را اضافه مي Bقطره محلول  10هم زدن 
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مثبت است ولي اگـر زرد رنـگ    VPكنيم كه اگر رنگ قرمز رنگ شود  دقيقه صبر مي

   ]باشد. پس از انجام مشاهده شد كه رنگ زرد مي [منفي است  VPود ش

) كـه  SCA) در مرحله چهارم از محيط كشت خامي به نام سيمون سـيترات آگـار (  4

شود كه يك محيط كشت اختصاصي و تنها ماده كربنـي   باشد استفاده مي سبز رنگ مي

يهـاي مـورد جسـتجو    باشد. بعضـي از باكتر  و انرژي موجود در آن سيترات سديم مي

كنند  اي استفاده كنند پس رشد مي توانند سيترات سديم را به عنوان تنها منبع تغذيه مي

توانـد رشـد كنـد كـه راه      اما اگر باكتري داشته باشيم كه نتواند آن را استفاده كند نمي

تشخيص الف) تشكيل كلوني. ب) توليد تركيبات اسيدي كه رنـگ محـيط كشـت را    

كنند ولي اگر رشد نكننـد رنـگ    اگر رشد كند رنگ محيط را آبي ميكند و  عوض مي

ماند در اين مرحله كه احتياجي به معرف بـراي   محيط كشت تغييري نكرده و سبز مي

Ccساعت در دماي  24باشد به مدت  تشخيص نهايي نمي 3530 oo گرماگذاري پـس   −

  كشت برموتيمول بلو است).  از تلقيح لازم است ( معرف موجود در داخل محيط 

   ← IMViCدر پايان مراحل 

D       M        VP      C 
+        +         -          - 

  باكتري مورد نظر رشد شياكلي تشخيص داده شد.  Iو با توجه به مثبت بودن  

  ←( اگر انتروباكتروكلبسيا باشد 
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I       M        VP      C 
-        -          +        + 

  عنوان آزمايش: تعيين دانستيه ميكروبي هوا  

هدف: تعيين ميازن تراكم باكتريها و قارچها در هواي يك محيط بسته هـوا زيسـتگاه   

هيچ ميكروارگانيسمي نيست چون شرايط زيستي شامل رطوبت ثابت مواد غـذايي و  

هـا   باشد اما مهترين محيط نقل و انتقـال ميكروارگانسـم   ول كافي نميعدم تغيير و تح

هـاي بسـته مثـل     هـاي تهويـه در محـيط    باشد كه بـراي تعيـين كارآمـدي سيسـتم     مي

  شود.   بيمارستانها استفاده مي

محل مورد آزمايش نبايد آقتاب گير بوده و در معرض جريان باد كولر يا بخاري باشد 

مين فاصله داشته باشد. با رعايت شرايط فـوق مهـل روي ميـز    و حداقل نيم متربا با ز

دقيقـه كـه    30ها) را بـه مـدت    ها (دوپليت آزمايشگاه در نظر گرفته شد و درب پليت

باشد كه محيط كشت مشترك باكتريهـا و قارچهـا    مي N .Aيكي حاوي محيط كشت 

باشـد و   باشد و يكي حاوي محيط كه محيط كشت مشترك باكتريها و قارچها مـي  مي

باشد كه محيط كشت مشترك باكتريها و قارچهـا   مي N . Aيكي حاوي محيط كشت 

باشـد را بـاز    كه اختصاصي براي قارچها مي SDAباشد  يكي حاوي محيط كشت  مي

گـذاريم كـه آب محـيط كشـت      دقيقه باقي نمـي  30گذاريم. به اين دليل بيشتر از  مي

سـاعت و در   24ط كشـت را بـه مـدت    شود. پس از اين مرحله هر دو محي تبخير مي

cc3025دماي  oo كنيم.  گرماگذاري مي  
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  شود:   هاي خاصي استفاده مي براي تعيين باكتريها و قارچها از فرمول

  تعدادكلوني باكتريها در محيط عمومي  
    tn

B12
Dm

B

×
  دانستيه تعداد كلونيها  =

عت زمان ( برحسب فـوت مربـع در سـا   

  (برحسب فوت مربع در دقيقه)

    باكتري  ها تعداد پليت

ــا در محــيط كشــت   تعــدادكلوني قارچه

  اختصاصي  
    tn

B12
Dm

f

×
  دانستيه تعداد كلونيها  =

  تعداد كل كلونيها در محيط عمومي  
    tn

B12
Dm

)Bef(

×
=    

  

   N . Aتعداد باكتريها در پليت 

  (فوت مربع در ساعت)
132

5.01

2212
Dm

B
=

×

×
=  

  S. D. Aتعداد قارچها در 

  (فوت مربع در ساعت)
42

5.01

2512
Dm

f
=

×

×
=  

  N . Aتعداد باكتريها  و قارچها در 

  (فوت مربع در ساعت)
150

5.01

2512
Dm

)Bef(
=

×

×
=  
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ترجمه: يك پليت خوب تعداد كلوني رنگي متفاوت خواهد داشـت. دقـت كنيـد بـه     

ونيها. بعلاوه نگاه كنيد به كـف بطـري و كلونيهـايي بـا     ويژگيهاي كركي طبيعي از كل

صورت رنگي متفاوت مشاهده كنيد. شناختن آنهـا بـر اسـاس رنـگ ظـاهري، رنـگ       

نشـان دهنـده    7-4باشد. شكل  پنهان، ساختار گسترش و ديگر مشخصات الپورها مي

ــت      ــيط كش ــه در مح ــامي ك ــت هنگ ــه اس ــروز يافت ــد ب ــترك رش ــات مش   مشخص

 Bourzvd’s Agar توجـه كنيـد    7-4برداري از شكل  شوند. در هنگام بهره لقيح ميت

تواند تغيير كند به طور محسوس در زمان بيشـتر. تصـاوير شـكل     مشخصه كلوني مي

شـود الا   روزه است. مشخص كردن و شـناخت قطعـي نمـي    12تا  10كلونيهاي  4-7

 اينكه اسـلايد ميكروسـكوپي سـاخته شـود كـه تيـپ و نـوع شخصـيت اسـپورها را         

به شكل نموداري تفاوتهاي ميكروسكوپي كه قابل مشاهده  7-4تشخيص دهد. شكل 

  است را مورد توجه قرار داده است.  

تـوان مسـتقيماً از قسـمت     دو انتخاب : در هنگام ساختن اسلايد از انواع كلونيها مـي 

مطلوب مركز كلوني موجود ايجاد شده برداشت يا اسلايدها را به روش ذكر شده در 

ساخت. براي ساختن اسلايدهايي كه به طـور مسـتقيم از كلونيهـا سـاخته      23ن تمري

شود بايستي مراحلي را انجام داد. معلم شما به تعدادي كـه بايسـتي سـاخته شـود      مي

  اشاره خواهد كرد.  

  موارد :  
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  تجمع ساختي روي سابرود آگار 

  اسلايدهاي ميكروسكوپي و لامل ( شيشه ) پوششي  

  اي   آبي لكه اي لاكتوفنل پنبه

  هاي نوك دار و تيز يا سوزنهاي شكافنده اسكالپل

پليت هاي سرباز را در استج ميكروسكوپ خود قـرار دهيـد و لبـه يـك كلـوني       -1

رنگي را با عدسي كم با قدرت كم مورد بررسي قرار دهيد  سـاختار افقـي و ترتيـب    

ها بطور كلي كمبود  آناسپورها را جستجو كنيد. كلونيهاي سفيد را ناديده بگيريد زير 

  باشد.  اسپور دارند و تشخيص آنها مشكل مي

مراجعه كنيد و يك شناسايي مقدماتي بر اسـاس ويژگيهـاي    7-5و  7-4به شكل  -2

  كلوني و بزرگنمايي با قدرت پايين در خصوص هيف و اسپور به عمل آمديد. 

يك قطـره آبـي   يك اسلايد مرطوب را با اضافه كردن مقدار كمي محيط كشت بر  -3

اي جهت بررسي بسازيد. و يا يك شيشه لامل بپوشانيد و زير ميكروسـكوپ كـم    پنبه

رجوع كنيـد تـا    7-5قدرت و خيلي خشك مورد بررسي قرار دهيد. مجدداً به شكل 

  هم نتايج ناشي از آزمايشات قبلي لبه كلوني تاييد شود.  

  هاي مختلف تكرار كنيد.  روش بالا را براي كلوني -4

  زارش آزمايشگاهي:  گ

  بعد از ثبت نتايج خود در گزارش آزمايشگاهي به همه سئوالات جواب دهيد. 


