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 جستجو و شمارش كليفرم ها در آب به روش چند لوله اي
  

  
  

 چاپ اول



 موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران

موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران تنها سازماني است 
ها  در ايران كه بر طبق قانون ميتواند استاندارد رسمي فرآورده

را تعيين و تدوين و اجراي آنها را با كسب موافقت شورايعالي 
وظايف و هدفهاي موسسه . استاندارد اجباري اعلام نمايد

  :عبارتست از
انجام تحقيقات  –تعيين، تدوين و نشر استانداردهاي ملي 

بمنظور تدوين استاندارد بالا بردن كيفيت كالاهاي داخلي، كمك 
زايش كارائي صنايع در جهت به بهبود روشهاي توليد و اف

نظارت بر  –ترويج استانداردهاي ملي  - خودكفائي كشور 
كنترل كيفي كالاهاي صادراتي  –اجراي استانداردهاي اجباري 

مشمول استانداردهاي اجباري و جلوگيري از صدور كالاهاي 
نامرغوب بمنظور فراهم نمودن امكانات رقابت با كالاهاي مشابه 

رهاي بين المللي كنترل كيفي كالاهاي خارجي و حفظ بازا
وارداتي مشمول استاندارد اجباري بمنظور حمايت از مصرف 
كنندگان و توليدكنندگان داخلي و جلوگيري از ورود كالاهاي 
نامرغوب خارجي راهنمائي علمي و فني توليدكنندگان، توزيع 

مطالعه و تحقيق درباره روشهاي  –كنندگان و مصرف كنندگان 
ترويج  –نگهداري، بسته بندي و ترابري كالاهاي مختلف  توليد،

آزمايش و  –سيستم متريك و كاليبراسيون وسايل سنجش 
تطبيق نمونه كالاها با استانداردهاي مربوط، اعلام مشخصات و 

  ).اظهارنظر مقايسه اي و صدور گواهينامه هاي لازم
موسسه استاندارد از اعضاء سازمان بين المللي استاندارد 

ميباشد و لذا در اجراي وظايف خود هم از آخرين پيشرفتهاي 
علمي و فني و صنعتي جهان استفاده مينمايد و هم شرايط كلي 

  .و نيازمنديهاي خاص كشور را مورد توجه قرار ميدهد



اجراي استانداردهاي ملي ايران بنفع تمام مردم و اقتصاد كشور 
أمين ايمني و است و باعث افزايش صادرات و فروش داخلي و ت

ها و  بهداشت مصرف كنندگان و صرفه جوئي در وقت و هزينه
در نتيجه موجب افزايش درآمد ملي و رفاه عمومي و كاهش 

  .قيمتها ميشود



   
 كميسيون استاندارد 
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 در آب به روش چند لوله اي
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  ها و وسايل دستگاه

  روش كار
  پيوست الف
  پيوست ب



   
  بسمه تعالي
  پيشگفتار

ها در آب به روش چند  استاندارد جستجو و شمارش كليفرم 
اي كه به وسيله كميسيون فني مربوطه تهيه و تدوين شده و  لوله

 74/9/28در يكمين كميته ملي استاندارد ميكروبيولوژي مورخ 
قانون  3ماده  1اينك به استناد بند , مورد تائيد قرار گرفته 

ندارد و تحقيقات اصلاحي قوانين و مقررات مؤسسه استا
به عنوان استاندارد  1371صنعتي ايران مصوب بهمن ماه 

  .گردد  رسمي ايران منتشر مي
براي حفظ همگامي و هماهنگي با پيشرفتهاي ملي و جهاني در  

زمينه صنايع و علوم استانداردهاي ايران در مواقع لزوم و يا 
فواصل معين مورد تجديد نظر قرار خواهد گرفت و هرگونه 

پيشنهادي كه براي اصلاح يا تكميل اين استانداردها برسد در 
  هنگام 

تجديد نظر در كميسيون فني مربوط مورد توجه واقع خواهد 
  .شد 

بنابراين براي مراجعه به استانداردهاي ايران بايد همواره از  
  .آخرين چاپ و تجديد نظر آنها استفاده نمود 

شده است كه ضمن توجه در تهيه و تدوين اين استاندارد سعي  
به شرايط موجود و نيازهاي جامعه حتي المقدور بين اين 

استاندارد و استاندارد كشورهاي صنعتي و پيشرفته هماهنگي 
  .ايجاد شود 

هاي موجود و اجراي  لذا با بررسي امكانات و مهارت 
هاي لازم استاندارد حاضر با استفاده از منابع زير تهيه  آزمايش

  : گرديده است 



1- 1-   International standard – ISO 9308 – 2 1990 
water quality – detection and enumeration of 
coliform thermotolerant coliform and 
presumptive escherichia coil 

2- 2-   International standard – ISO 8199, 1988 
water quality – general guide to the enumeration 
of micro – organisms by culture 

  

ها  كليفرم, ها  جستجو و شمارش كليفرم  
در آب به  2و اشريشياكلي فرضي  1گرماپاي

  3اي  روش چند لوله

  ـ هدف  1  
ارائه يك روش مرجع براي , هدف از تدوين اين استاندارد  

هاي گرماپاي و  كليفرم, ها  شناسائي و شمارش كليفرم
اشريشياكلي فرضي در آب به وسيله كشت در محيط مايع به 

آنها در  4اي و محاسبه بيشترين تعداد احتمالي  روش چند لوله
  . باشد  نمونه مي

  ـ دامنه كاربرد  2  
حتي آبهايي كه داراي ذرات , اين استاندارد در مورد كليه آبها  

  . كاربرد دارد , و مواد معلق هستند 
  ـ تعاريف  3  

  :شود  ها با تعاريف زير بكار برده مي در اين استاندارد واژه 
  : ها  ـ كليفرم 1ـ  3 
توانند در شرايط  هايي هستند كه مي منظور ميكروارگانيسم 

درجه سلسيوس در محيط  0/5±37و  0/5±35يهوازي در دما



ساعت توليد اسيد و گاز  48مايع لاكتوز رشد كرده و در مدت 
  .كنند 

  : هاي گرماپاي  ـ كليفرم 2ـ  3 
هستند كه قادرند  1ـ  3هاي تعريف شده در بند  منظور كليفرم 

درجه  0/25±44/5و 0/5±44ساعت در دماي 24در مدت 
  .سلسيوس نيز توليد اسيد و گاز كنند 

  : ـ اشريشياكلي فرضي  3ـ  3 
 2ـ  3هاي مقاوم به حرارت تعريف شده در بند  منظور كليفرم 

و 0/5±44ساعت در دماي  24هستند كه قادرند در مدت 
درجه سلسيوس از تريپتوفان توليد اندول و از 44/5±0/25

  . لاكتوز و مانيتول توليد گاز كند 
  ـ اساس روش  4  

هاي حاوي  ـ تلقيح نمونه يا رقتي از آن به يك سري لوله 1ـ  4 
  . محيط مايع انتخابي لاكتوز 

درجه  37تا  35ها در دماي  ـ گرمخانه گذاري لوله 2ـ  4 
  . ساعت  48تا  24سلسيوس به مدت 

هاي داراي كدورت و گاز  ـ تجديد كشت هريك از لوله 3ـ  4 
  . مثبت به محيط انتخابي تأييدي 

ـ در مواردي كه جستجوي اشريشياكلي فرضي مورد  4ـ  4 
هاي فوق در يك  براي بررسي توليد اندول از لوله, نظر است 

  . شود  محيط ترپتوفان دار كشت داده مي
تا  25تأييدي در دماي محيطهاي , ها  در مورد بررسي كليفرم 

گيرد و در  ساعت قرار مي 48درجه سلسيوس به مدت  37
هاي گرماپاي و اشريشياكلي فرضي در  مورد بررسي كليفرم

ساعت گرمخانه گذاري  24درجه سلسيوس به مدت  24دماي 
سپس با استفاده از جداول آماري بيشترين تعداد . شود  مي



اپاي و اشريشياكلي فرضي هاي گرم كليفرم, ها  احتمالي كليفرم
از تعداد . ( شود  ليتر از نمونه محاسبه مي ميلي 100در 
  ). اند هايي كه نتايج تأييدي مثبتي داشته لوله

محيطهاي كشت و , ـ مواد رقيق كننده  5  
  ها  معرف

  , ـ مواد اوليه  1ـ  5 
به منظور به دست آوردن نتايج هماهنگ از مواد شيميايي با  

كيفيت يكسان و با درجه خلوص معين و محيطهاي كشت 
  . مناسب استفاده نماييد 

  : ـ مواد رقيق كننده  2ـ  5 
برطبق , هاي رقيق كننده پيوست شماره يك  از يكي از محلول 

  . دستورالعمل داده شده استفاده نماييد 
  : ها  ـ محيطهاي كشت و معرف 3ـ  5 
هاي پيوست شماره دو برطبق  از محيطهاي كشت و معرف 

  . استفاده نماييد , دستورالعمل داده شده 
  ها و وسايل  ـ دستگاه 6  

ها و وسايل معمولي در آزمايشگاه ميكروبيولوژي  از دستگاه 
  .استفاده نماييد 

  ـ روش كار  7  
  : ـ آماده سازي  1ـ  7 
هاي مورد نياز را برطبق استاندارد  ه سازي و تهيه رقتآماد 

در مواردي كه نمونه . انجام دهيد  356ملي ايران به شماره 
هاي حاوي  از لوله, ليتر است  برداشت شده بيش از نيم ميلي

  . محيط كشت با غلظت دو برابر استفاده نماييد 
  : ـ گرمخانه گذاري  2ـ  7 



 0/5±35ساعت در دماي  48هاي تلقيح شده را براي مدت  لوله 
  . درجه سلسيوس قرار دهيد  0/5±37يا
  :ـ بررسي  3ـ  7 
. ها را بررسي نماييد  ساعت لوله 24تا  18پس از مدت  

در ( هايي كه داراي كدورت همراه با توليد گاز و اسيد  لوله
به , د هستن) هستند  PHمورد محيطهايي كه داراي معرف 

هايي را كه منفي بوده و  عنوان نتيجه مثبت در نظر بگيريد و لوله
 48مجددا تا , يك يا تمامي تغييرات فوق را نشان نداده است 

  . ساعت در گرمخانه قرار دهيد 
  : هاي تاييدي  ـ آزمون 4ـ  7 
بند يك (  5هاي حاوي جدا ساز  از آنجا كه واكنش مثبت در لوله 

بنابراين , هاي فرضي است  مربوط به كليفرم تنها) پيوست دو 
انجام آزمون تأييدي بر روي محيط كشت انتخابي اهميت داشته 

هاي شاخص به مرحله آزمون تأييدي انتقال  و ترجيحأ پرگنه
هاي واكنش مثبت در يك يا چند لوله  از هر يك از لوله. يابد 

كشت دهيد تا ) پيوست دو  2بند ( حاوي محيطهاي تأييدي 
  . توليد اندول و گاز مورد بررسي قرار گيرد 

در صورتي كه جهت جداسازي از محيط ساده : 1يادآوري  
گردد از دو محيط  توصيه مي, شود  آبگوشت لاكتوز استفاده مي

سبزدرخشان و  - صفرا  -تر تأييدي آبگوشت لاكتوز   انتخابي
  .  اشريشياكلي براث نيز استفاده شود

  :ها  ـ كليفرم 1ـ  4ـ  7 
هاي  توسط حلقه كشت از لوله, ها  براي تاييد وجود كليفرم 

برداشت نموده و به لوله حاوي محيط  3ـ  7واكنش مثبت بند 
لوله را . سبزدرخشان تلقيح نماييد  - صفرا  -آبگوشت لاكتوز  



درجه سلسيوس گرمخانه گذاري نموده و  37تا  35در دماي 
  . اعت از نظر توليد گاز بررسي كنيد س 48پس از 

  : هاي گرماپاي  ـ كليفرم 2ـ  4ـ  7 
برداشت  3ـ  7هاي واكنش مثبت بند  توسط حلقه كشت از لوله 

نموده و به لوله حاوي محيط آبگوشت اشريشياكلي تلقيح نماييد 
درجه سلسيوس گرمخانه گذاري نموده و  44لوله را در دماي . 

  .ر توليد گاز بررسي نمائيد ساعت از نظ 24پس از 
  : ـ اشريشياكلي فرضي  3ـ  4ـ  7 
برداشت  3ـ  7هاي واكنش مثبت بند  توسط حلقه كشت از لوله 

سپس . نموده و به لوله حاوي محيط آب تريپتونه تلقيح نماييد 
درجه سلسيوس قرار  44ساعت در دماي  24ها را به مدت  لوله

از معرف كواكس  0/3تا  0/2پس از پايان اين مدت مقدار . دهيد 
ايجاد رنگ , ها  پس از تكان دادن لوله. ها اضافه نماييد  به لوله

  . قرمز دليل بر حضور اندول است 
با استفاده از محيط آبگوشت لوريل تريپتوز : 2يادآوري  

وليد گاز و هم توليد توان هم ت مانيتول حاوي تريپتوفان مي
  . اندول توسط اشريشياكلي فرضي را مشاهده نمود 

حضور اشريشياكلي دليل بر وجود آلودگي : 3يادآوري  
هاي تأييدي را  توان آزمون در صورت لزوم مي. مدفوعي است 

  . انجام داد  5ـ  7برطبق بند 
لازم است ) 5ـ  7بند ( براي انجام آزمون تأييدي : 4يادآوري  
هاي واكنش مثبت روي پليت حاوي آگار مغذي كشت  لوله از

  . خالص تهيه شود 
هايي كه در  برخي از ميكروارگانيسم: ـ آزمون اكسيداز  5ـ  7 

ممكن است در بسياري از جهات مشابه با , شوند  آب يافت مي
ها فقط در دماي كمتر از  اين ميكروارگانيسم. ها باشند  كليفرم



به تخمير لاكتوز و توليد گاز هستند  درجه سلسيوس قادر 37
ولي از نظر آزمونهاي تأييدي منفي هستند و حضور آنها در آب 

  .باشد  حائز اهميت نمي
هاي آئروموناس نيز كه به طور طبيعي در آب وجود دارند  گونه 
درجه سلسيوس يا كمتر از لاكتوز توليد  37فقط در دماي , 

. شوند  ر روند آزمون ميكنند و موجب تداخل د اسيد و گاز مي
هاي اكسيداز مثبت بوده و قابل تشخيص از  اين ميكروارگانيسم

  . باشند  ها مي كليفرم
ـ آزمون اكسيداز را با كشت خالص از باكتري  1ـ  5ـ  7 

, تخميركننده لاكتوز كه روي محيط آگار مغذي رشد كرده است 
  . به صورت زير انجام دهيد 

قطره از معرف اكسيداز را روي يك كاغذ صافي در  3يا  2 - 
  . يك پيليت قرار دهيد 

سواب يا سوزن كشت , اي  با استفاده از يك ميله شيشه - 
مقداري از پرگنه را روي كاغذ ) نيكل و كروم نباشد ( پلاتيني 

  . صافي قرار دهيد 
ثانيه را به  10ظهور رنگ ارغواني مايل به آبي تيره در مدت  - 
  . وان واكنش مثبت درنظر بگيريد عن

, شود  در مواردي كه آزمون اكسيداز انجام مي: يادآوري  
هاي شناخته شده  هاي كنترل را بايد با ميكروارگانيسم آزمون

و واكنش  6) پزودوموناس ائروژينوزا ( داراي واكنش مثبت 
  . انجام دهيد ) اشريشياكلي ( منفي 

  تفسير نتايج  
هاي حاوي محيط جداساز و تأييدي كه داراي  از تعداد لوله 

ها  بيشترين تعداد احتمالي كليفرم, واكنش مثبت هستند 
 100هاي مقاوم به حرارت و اشريشياكلي فرضي را در  كليفرم



محاسبه , ليتر نمونه با استفاده از جداول آماري پيوست  ميلي
  .نماييد 

  پيوست الف   
  : نده هاي رقيق كن محلول 
  )درصد  0/1(ـ آب پيتونه  1 

  
   

را  PHليتر آب حل نموده و  ميلي 950پپتون را در : روش تهيه 
يك مول در ( با محلول هيدروكسيدسديم و يا اسيد كلريدريك 

 0/1±7اي تنظيم كنيد كه پس از سترون شدن  به گونه) ليتر 
برسانيد و در  1000سپس حجم را با آب مقطر به . باشد 

درجه  1±121ظروف مناسب تقسيم نموده و در دماي 
  .دقيقه اتوكلاو نماييد  15سلسيوس به مدت 

  ـ آب پپتونه نمكي  2 
   

  
ليتر آب حل نموده و  ميلي 950تركيبات فوق را در : روش تهيه 

PH  يك ( را با محلول هيدروكسيدسديم و يا اسيدكلريدريك
تنظيم كنيد كه پس از سترون شدن  اي به گونه) مول در ليتر 

, برسانيد  1000سپس حجم را با آب مقطر به . باشد  7±0/1



درجه  1±121در ظروف مناسب تقسيم كرده و در دماي 
  .دقيقه اتوكلاو نماييد  15سلسيوس به مدت 

    ـ محلول رينگر  3 

  
   

تركيبات فوق را در آب حل نموده و در ظروف : روش تهيه 
دقيقه  15به مدت  1±121سپس در دماي. تقسيم نماييد مناسب 

  .باشد  1±7نهايي محيط بايد  PH. اتوكلاو كنيد 
  : ـ محلول بافر فسفاته  4 

  
   

  : روش تهيه 
ليتر آب  ميلي 500گرم فسفات را در  34: محلول فسفات ) الف  

مول  يك( را با محلول هيدروكسيدسديم  PH. مقطر حل نماييد 
 1000تنظيم نموده و با آب مقطر به حجم  0/5±7/2تا) در ليتر 
  . ليتر برسانيد  ميلي

 1000گرم كلريد منيزيم را در  38: محلول كلريد منيزيم ) ب  
  . ليتر آب مقطر حل نماييد  ميلي

4
1



ليتر از محلول فسفات  ميلي 1/25, براي استفاده : محلول نهايي  
ليتر از محلول كلريد منيزيم بند ب را به  ميلي 5بند الف را با 

هاي مناسب  در حجم. ليتر آب مقطر اضافه نماييد  ميلي 1000
درجه سلسيوس به مدت  1±121تقسيم نموده و سپس در دماي

  .باشد  0/1±7نهايي بايد PH. دقيقه اتوكلاو نماييد  15
  پيوست ب   

  : ـ محيطهاي جداساز  1 
  Lactose Broth) غلظت مضاعف (  ـ لاكتوز براث 1ـ  1 

  
   

تركيبات فوق را در آب جوش حل نموده و در : روش تهيه 
. هايي با ابعاد مناسب و داراي لوله دور هام تقسيم نماييد  لوله

دقيقه اتوكلاو  15درجه سلسيوس به مدت  121سپس در دماي 
براي تهيه محيط  .باشد  0/2±6/9نهايي محيط بايد  PH. كنيد 

ليتر ديگر آب  ميلي 1000با غلظت معمولي تركيبات فوق را با 
  .مقطر رقيق نماييد 

   Mac Conkey Brothـ آبگوشت مك كانگي   2ـ  1 



  
   

هاي صفراوي و كلريد سديم را در آب  نمك: روش تهيه پپتون 
محلول فوق را در طول شب . به وسيله گرم كردن حل نماييد 

. درجه سلسيوس نگهداري كنيد  4درجه سلسيوس  4در دماي 
لاكتوز را به آن اضافه نموده و , سپس در حاليكه سرد است 

تنظيم نماييد و بعد  0/2±7/4را در  PH. در آن حل كنيد 
براي تهيه محيط با غلظت . بروموكروزول را اضافه كنيد 

ليتر ديگر آب مقطر رقيق  ميلي 1000معمولي تركيبات فوق را با 
ليتر و  ميلي 5هاي  محيط با غلظت معمولي را در حجم. نماييد 

ليتر  ميلي 50و  10هاي  محيط با غلظت مضاعف را در حجم
 115هاي حاوي دور هام تقسيم نموده و در دماي  درون لوله

  . دقيقه اتو كلاو نماييد  10درجه سلسيوس براي مدت 
غلظت ( فرمات اصلاح شده  -لاكتوز  - ـ محيط كلوتامات  3ـ  1 

  )مضاعف 



  
ليتري يا بيشتر ساخته  10هاي  محيط فوق اغلب در حجم

, شود  شود و در صورتي كه بلافاصله در لوله تقسيم نمي مي
لاكتوز  و تيامين حذف شود و بلافاصله قبل از تقسيم در 

بات فوق نيز به برخي از تركي. ها به محيط اضافه شود  لوله
  . شود  شود و به محيط اضافه مي صورت جداگانه تهيه مي

  ـ 1محلول شماره  
   



  
  . تركيبات فوق را در آب حل كرده و حرارت دهيد تا حل شود 

  ـ  2محلول شماره  

  
  . تركيبات فوق را در آب حل كرده و حرارت دهيد تا حل شود 

  ـ 3محلول شماره  

  
  . تركيبات فوق را در آب حل كرده و حرارت دهيد تا حل شود 

  ـ 4محلول شماره  

  
  . سيترات آهن را در آب با حرارت داده حل كنيد 

  ـ  5محلول شماره  

  



 121تركيبات فوق را بدون حرارت دادن حل نموده و در دماي 
دقيقه اتوكلاو كنيد و به عنوان  20درجه سلسيوس براي مدت 

  .ره نگهداري كنيد محلول ذخي
  ـ  6محلول شماره  
محلول يك دهم درصد تيامين را در آب مقطر سترون به  

  : صورت زير تهيه نمائيد 
ميلي گرمي را با رعايت شرايط  100محتويات يك آمپول  

محلول . ليتر آب مقطر سترون اضافه كنيد  ميلي 99ستروني به 
درجه  4هفته در دماي  6توان حداكثر به مدت  فوق را مي

  . سلسيوس نگهداري نمود 
ليتر از محيط با غلظت مضاعف به  10براي آماده كردن  

  : صورت زير عمل نماييد 
ليتر آب مقطر داغ  9كلريدآمونيوم و سولفات منيزيم را در  

  3,4, 2, 1هاي شماره  سپس تمامي محلول. سترون حل نماييد 
را تا  PHرا به آن افزوده و  5ليتر از محلول شماره  ميلي 4و 

 PHبه طوري كه , تنظيم كنيد ) در صورت لزوم ( يا بيشتر  6/8
در صورتي كه . باشد  6/7نهايي محيط پس از سترون نمودن 

در  PHشود تغييرات  هاي يكساني استفاده مي تجهيزات و روش
گيري اوليه  در هر حال اندازه. طول ستروني يكسان خواهد بود 

PH  از سترون نمودن لازم است قبل .  
الكلي  1%ليتر از محلول  ميلي PH ,20پس از تنظيم  

ليتر  ميلي 810بروموكروزول ارغواني را به آن اضافه كنيد و با 
سپس در . ليتر برسانيد  10آب مقطر سترون حجم را به 

درجه  115ليتري تقسيم و در دماي  ميلي 500هاي  حجم
قبل از استفاده . سترون كنيد دقيقه  15سلسيوس براي مدت 

را ) 6محلول شماره ( مقادير لازم لاكتوز و محلول تيامين 



 50و  10هاي  اضافه كنيد و پس از حل كردن به حجم
هر لوله يا ظرفي كه مورد استفاده قرار . ليتري تقسيم كنيد  ميلي
پس از سترون نمودن . بايد داراي لوله دورهام باشد , گيرد  مي

ن شويد كه لوله دورهام كاملا با محيط كشت پرشده بايد مطمئ
. در غير اين صورت واكنش مثبت كاذب خواهيد داشت . است 

دقيقه سترون  10درجه سلسيوس به مدت  115محيط را در 
درجه سلسيوس به مدت نيم  100كنيد و يا در معرض بخار 

  . ساعت در طي سه روز متوالي قرار دهيد 
كازئين هيدروليز شده با ) m/m( 0/1%افزودن : يادآوري  

  . دهد  تري مي نتايج سريع, اسيد و فاقد ويتامين 
  )غلظت مضاعف ( ـ محيط آبگوشت لوريل تريپتوز  4ـ  1 

Lauryl tryptose (lactose) broth 

 

  
كلريدسديم و لاكتوز و فسفات را به آب , تريپتوز : روش تهيه 

سديم لوريل . حل شود مقطر اضافه كرده و حرارت دهيد تا 
 PH. سولفات را اضافه كرده و به آرامي تكان دهيد تا كف نكند 

  . تنظيم كنيد  0/2±6/8را تا 
براي تهيه محيط با غلظت معمولي مقدار آب محيط را به دو  

هاي  ليتري در لوله ميلي 5هاي  برابر افزايش دهيد و در حجم



اعف را نيز در محيط با غلظت مض. حاوي دورهام تقسيم كنيد 
هاي حاوي دورهام  ليتري در لوله ميلي 50و  10هاي  حجم

دقيقه  10درجه سلسيوس به مدت  115تقسيم نموده در دماي 
  . اتوكلاو كنيد 

  : ـ محيطهاي تأييدي  2 
) borth )bileصفرا سبزدرخشان  -ـ آبگوشت لاكتوز  1ـ  2 

green lactose-Brilliant  

  
. ليتر آب مقطر حل كنيد  ميلي 500پپتون را در : روش تهيه 

ليتر آب مقطر  ميلي 200گرم صفراي گاوي را كه در  20سپس 
 7/5تا  7اين محلول بين  PH. به آن اضافه نمائيد , ايد  حل كرده

ليتر  ميلي 975حجم محلول فوق را با آب مقطر به حدود . است 
. تنظيم كنيد  7/4را تا  PHبرسانيد و پس از افزودن لاكتوز 

سپس محلول سبزدرخشان را به آن افزوده و با آب مقطر به 
ليتري و در ظروف  ميلي 5هاي  در حجم. برسانيد  1000حجم 

دقيقه  10براي مدت  115ºCحاوي دورهام تقسيم و در دماي 
  . اتوكلاو كنيد 

  Medium.C.Eـ محيط آبگوشت اشريشياكلي  2ـ  2 



  
تركيبات فوق را در آب مقطر حل نماييد و در ظرف : روش تهيه 

درجه  121مناسب حاوي لوله دورهام تقسيم و در دماي 
نهايي محيط  PH. دقيقه اتوكلاوكنيد  15سلسيوس براي مدت 

  . باشد  6/9بايد 
  Tryptone waterـ آب تريپتونه  3ـ  2 

  
ه و پس از تركيبات فوق را در آب مقطر حل نمود: روش تهيه 

ليتري تقسيم نموده  ميلي 5هاي  آن را به حجم 7/5در  PHتنظيم 
دقيقه اتوكلاو  10درجه سلسيوس به مدت  115و در دماي 

  .بكنيد 
تريپتوفان نتايج بهتري به ) m/m( 0/1%افزودن : يادآوري  

  .دهد  دست مي
غلظت  با( ـ آبگوشت لوريل تريپتوز مانيتول با تريپتوفان  4ـ  2 

  )معمولي 
 Lauryl Tryptose Manitol Broth with Tryptophan 



 
فسفاتها و , مانيتول , كلريدسديم , تريپتوز : روش تهيه 

سپس سديم لوريل . تريپتوفان را در آب حل كرده و گرم كنيد 
. سولفات را اضافه كرده و به آرامي مخلوط كنيد تا كف نكند 

ليتري در  ميلي 5هاي  حجم به 0/2±6/8در  PHپس از تنظيم 
درجه  115هاي حاوي دورهام تقسيم نموده و در  لوله

  . دقيقه اتوكلاو كنيد  10سلسيوس به مدت 
  : ها  ـ معرف 3 
  ـ معرف كواكس  1ـ  3 

  
پس از حل كردن آلدئيد در الكل اسيد رابه دقت : روش تهيه 

به درجه سلسيوس و  4محلول فوق را در دماي . اضافه نماييد 
  . دور از نور نگهداري كنيد 

  ـ معرف اكسيداز 2ـ  3 



  
   
محلول به دست . تركيب فوق را در آب حل كنيد : روش تهيه  

درجه  4توان حداكثر به مدت يك هفته در دماي  آمده را مي
  . سلسيوس نگهداري نمود 



  
   
   



   
   
   
   

  

   
1 - Thermotolerant coliform  
2 - resumptiveP1 Escherichia col   
3 - Multiple Tube Method   
4 - Most robable Number   
5 - Isolation medium   
6 - Paeudomonas aeruginosa  
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