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کلی فرم ها
وازی و بیهوازی ،اکسیداز منفی،ه(اسپور)کلی فرم ها عبارتند از باکتریهای میله ای شکل،گرم منفی،بدون هاگ

. درجه سلسیوس تخمیر و تولید گاز نمایند32-37ساعت در دمای 24-48اختیاری که قادرند لاکتوز را در 

کلی فرم ها در حضور نمکهای صفراوی،کریستال ویوله وبریلیانت گرین رشد می کنند.

باشدلاکتوز است که حاوی ( مایع یا جامد)محیط مورد استفاده می تواند هر محیطی.

ه انتروباکتریاسه این گروه ممکن است شامل هر میکروارگانیسمی که با تعریف فوق تطابق داشته و حتی در گرو

.ضروری است IMVICبنابراین برای تشخیص باکتریهای کلی فرم به انجام آزمایش .نباشد نیز گردد

 از باکتریهای کلی فرم بعنوان شاخص بهداشتی(indicator)در بررسی کیفیت مواد غذایی استفاده می شود.



کلی فرمهای مدفوعی

نشاء استفاده از درجه حرارت بالا برای جدا کردن کلی فرم هایی که م•

.ددارکاربردمدفوعی دارند از گونه هایی که منشاء مدفوعی ندارند 

ازجمله کلی فرمهای مهم •
•E.coli

•Klebsiella

•Entero bacter

•Citro bacter

درجه سلسیوس قند لاکتوز 44-45فرم های مدفوعی قادرند در دمای کلی 

حیطی این را تخمیر کرده و تولید گاز نمایند در صورتی که کلی فرم های م

.توانایی را ندارند



روش های جستجو و شمارش کلی فرم ها
9263استاندارد(   Standard plate count)ایشمارش استاندارد صفحه . 1

:که به دو شکل زیر انجام می شود

شمارش صفحه ای سطحی(Surface plate count)

روش مخلوط کردن نمونه با محیط کشت(pour plate)

ه کشت داده می باید به این نکته توجه داشت که زمان بین تهیه اولین رقت و آخرین پلیتی ک

.بیشتر باشد( دقیقه10ترجیحا )دقیقه 20شود نباید از 



روش های جستجو و شمارش کلی فرم ها
11166استانداردMPNشمارش بیشترین تعداد احتمالی.2

اصول روش مبتنی بر احتمالات است •

انیسم این روش مخصوصا در مواد غذایی بکار می رود که احتمال وجود تعداد کمی میکروارگ•

.در آن تخمین زده می شود(عدد درهر گرم 10کمتر از )

.لوله ای انجام می شود5سری 3لوله ای یا 3سری 3این روش به دو صورت •

.صورت میگیردMPNتفسیر نتایج این روش با استفاده از جداول •





https://standards.iso.org/iso/7218/



روش های جستجو و شمارش کلی فرم ها
11166استانداردغذایی  جستجوی کلی فرم ها در مواد . 3

.این روش با استفاده از محیط کشت مایع و در لوله انجام می شود•

.اددر مواد غذایی مایع هم نمونه مستقیم و هم اولین رقت را می توان مورد آزمون قرار د•

.در مواد غذایی جامد اولین رقت مورد آزمون قرار می گیرد•

.از محیط کشت دوبل و ساده در این روش می توان استفاده کرد•

تاییدی می این روش شامل دومرحله تلقیح در محیط کشت غنی کننده انتخابی و کشت•

.باشد



روش های جستجو و شمارش کلی فرم ها
3760-1استانداردجستجو با استفاده از فیلتر غشایی  . 4

.استفاده می شودمیکرون 0.45در این روش از فیلتر غشایی •

تفاده این روش برای جستجوی کلی فرم ها درآب آشامیدنی یا عرقیات گیاهی مورد اس•

.قرار می گیرد

0.45تر میکروبی این روش نیاز به تجهیزاتی نظیر ست فیلتراسیون مایعات،پمپ خلاء،فیل•

.داردمیکرون 













نکات مهم قبل از شروع آزمون
M5ضابطه کشوری ویژگی های میکروبیولوژی •

محیط کشت ها و تهیه آنها طبق دستور شرکت سازنده PHکنترل محیط •

استفاده از محیط کشت معتبر و دارای گواهی تایید و تضمین کیفیت•

استفاده از محیط کشت با تاریخ انقضاء معتبر•

ه تهیه و به در صورت نیاز به ساپلمنت در دستور تهیه محیط کشت از ساپلمنت مربوط•

.محیط افزوده شود

استفاده مستمر از اندیکاتورهای بیوشیمیایی و بیولوژیک بخار و خشک•



نکات مهم قبل از شروع آزمون

انجام کالیبراسیون میانی مستمر انکوباتورها•

نظافت مستمر فضای داخلی انکوباتور ها•

ی با مواد پایش مستمر سطوح و هوای اتاق کشت بخش میکروبیولوژی و ضدعفون•

گند زدای مثمر ثمر

انجام آزمونها طبق آخرین ویرایش استاندارد ملی ایران•





شرح عملی انجام آزمون جستجو و شمارش کلی فرم ها



(Standard plate count)استاندارد صفحه ایشمارش 
(Surface plate count)شمارش صفحه ای سطحی. 1

محیط کشت های مورد نیاز
رینگر یا پپتون نمکی: رقیق کننده(MRD )یا پپتون واتر بافری
 آگارمحیط کشت ویولت رد بایل :کشت انتخابیمحیط(VRBA )یا مکانکی آگار(MC/A)

طرز تهیه محیط کشت ها
رینگر
 سی سی موجود است500که بصورت قرص های برای حجم.
 استریلیزاسیون



(Surface plate count)شمارش صفحه ای سطحی. 1
(MRD)پپتون نمکی

تهیه طبق دستورالعمل روی بطری شرکت سازنده محیط کشت

 استریلیزاسیون

پپتون واتر بافری

تهیه طبق دستورالعمل روی بطری شرکت سازنده محیط کشت

استریلیزاسیون

(  VRBA)محیط کشت ویولت رد بایل آگار

تهیه با تجهیزات و مواد استریل

عدم نیاز به استریلیزاسیون



(Surface plate count)شمارش صفحه ای سطحی. 1

(  MC/A)محیط کشت مکانکی آگار
تهیه طبق دستورالعمل روی بطری شرکت سازنده محیط کشت
استریلیزاسیون

روش کار
یکنواخت کردن نمونه
رقت سازی
کشت بر روی محیط کشت انتخابی مورد نظر
انکوباسیون
تفسیر نتایج



تفسیر نتایج

(  MC/A)مکانکی آگار

بیرنگ:کلنی های لاکتوز منفی

ا ارغوانی قرمزتیره ت:کلنی های لاکتوز مثبت
د و توسط هاله کدری ناشی از رسوب اسی

های صفرآوی که بعلت پایین آمدن 
PHاتفاق می افتد احاطه شده اند.



تفسیر نتایج
(VRBA)ویولت رد بایل آگار

ازبیشتراندازهباهاییکلنی
قرمزرنگبامیکرون0.5
املاحباکهارغوانیتاتیره

هایکلنیشدنداحاطهصفراوی
.هستندفرمکلی



(Standard plate count)شمارش استاندارد صفحه ای

(pour plate)روش مخلوط کردن نمونه با محیط کشت. 2
.محیط کشت ها و طرز تهیه آنها مطابق روش شمارش صفحه ای سطحی می باشد

روش کار
یکنواخت کردن نمونه
رقت سازی
کشت بر روی محیط کشت انتخابی مورد نظر
انکوباسیون
 (شدتفسیر نتایج مشابه روش شمارش صفحه ای سطحی می با.)نتایجتفسیر.



MPNبیشترین تعداد احتمالیشمارش 

محیط کشت های مورد نیاز
رینگر یا پپتون نمکی: رقیق کننده(MRD )یا پپتون واتر بافری
لوریل سولفات براثمحیط :محیط کشت انتخابی
بریلیانت گرین:محیط کشت تاییدی(BGBL)

طرز تهیه محیط کشت ها
لوریل سولفات براث سادهمحیط کشت 

 کشتتهیه طبق دستورالعمل روی بطری شرکت سازنده محیط
 سی سی10توزیع در لوله های آزمایش در حجم
افزودن لوله درهام
استریلیزاسیون



MPNشمارش بیشترین تعداد احتمالی

با غلظت مضاعفمحیط کشت لوریل سولفات براث 

 بصورت دو برابر وزن توصیه شده بر روی بطری محیط کشتتهیه

 سی سی10توزیع در لوله های آزمایش در حجم

افزودن لوله درهام

استریلیزاسیون



MPNشمارش بیشترین تعداد احتمالی

روش کار

یکنواخت کردن نمونه

تلقیح برروی محیط کشت غنی کننده انتخابی

انکوباسیون

تست تاییدی

انکوباسیون

 نتایج با جدول تفسیرMPN



تفسیر نتایج

لوریل سولفات براث بریلیانت گرین







جستجوی کلی فرم ها در مواد غذایی

م ها به محیط کشت های مورد نیاز و طرز تهیه آنها مطابق روش شمارش کلی فر
.می باشد MPNروش 

روش کار
یکنواخت کردن نمونه
تلقیح برروی محیط کشت غنی کننده انتخابی
انکوباسیون
تست تاییدی
انکوباسیون
 تفسیر نتایج با جدولMPN



جستجو با استفاده از فیلتر غشایی

نیازمحیط کشت های مورد 
محیط کشت ویولت رد بایل آگار:محیط کشت انتخابی(VRBA ) یا مکانکی

(CCA)یا کروموژنیک کلی فرم آگار( MC/A)آگار

هاطرز تهیه محیط کشت 

(  VRBA)محیط کشت ویولت رد بایل آگار
تهیه با تجهیزات و مواد استریل
عدم نیاز به استریلیزاسیون

(  MC/A)محیط کشت مکانکی آگار
تهیه طبق دستورالعمل روی بطری شرکت سازنده محیط کشت
استریلیزاسیون



جستجو با استفاده از فیلتر غشایی

(CCA)محیط کشت کروموژنیک کلی فرم آگار
 طبق دستورالعمل روی بطری شرکت سازنده محیط کشتتهیه
عدم استریلیزاسیون

روش کار
یکنواخت کردن نمونه
 میکرون0.45عبور از فیلتر میکروبی
گذاشتن فیلتر برروی محیط کشت
انکوباسیون
تفسیر نتایج


