


شمارش باکتریهای هتروتروفیک

(HPC)

معاونت بهداشتی اصفهان

1398تابستان 



:مقدمه

براساسآبشناختیزیستکیفیتارزیابی■

آبزیهایمیکروارگانیسمشمارشوشناسایی■

هاگونهترکیب■

مثلتولید■

آبدرساکنموجوداتزندگیمحیطفیزیکوشیمیاییشرایط■

آبدرهایاختهتکوقارچها،ها،جلبکبامقایسهدرراغالبجمعیتهاباکتریمیانایندر■

آبرسانیتتاسیسادرمساعدشرایطدررشدقادربهخودایتغذیههایویژگیعلتبههتروتروفباکترهایمیانایندر■



:هتروتروفاهمیت باکترهای 

اینکهوشربآببالاخصآبیهایاکوسیستمکیفیتغییراتدرباکتریکنندهتعیینواصلینقشوقدرتمندژنتیکیساختاربهتوجهبا■

باکتراغلبدهرچن.نمایندرشدآبرسانیتاسیساتدرمساعدشرایطدرقادرندخودایتغذیههایویژگیعلتبههتروتروفباکترهای

صورتبهآشامیدنیآبهتروتروفیکهایباکتریازبرخیاماشوندمیمحسوبزابیماریغیروبومیآشامیدنیآبهتروتروفهای

ازکهافرادییادشدیهایسوختگیبهمبتلاافرادیانوزادانومسنافرادیاوایمنیسیستمنقصدارایافراددرقادرندطلبانهفرصت

.نمایندایجادرابیماریهاازایپارهمیکننداستفادهایمنیسیستمکنندهتضعیفداروهای

ستم های توزیع شاخص عمومی کیفی سیسازمان بهداشت جهانی تکنیک شمارش باکترهای هتروتروفیک را بعنوان یک■

.مورد توجه قرار داده است



هتروتروفباکترهایتکثیرورشدمناسبجایگاههایاز■

توزیعشبکهانتهایوکورنقاطخصوصاکمجریانباآبتوزیعهایشبکهازنقاطی■

خوردگیدچارهالولهکهمناطقی■

ایماسهوغشاییصافیبستر■

فشارتحتمخازن■

فعالکربنهایبستر■

رزینیهایبستر■

گیرسختیدستگاهایمجاری■

آبتحویلوفروشاتوماتیکدستگاهایدررفتهکاربهصافی■



آبرسانیهایشبکهدربیوفیلمتشکیلیاهاهترتروفتکثیربرایگذارتاثیرعواملاز■

(لیتردرگرممیلی0/2ازکمتر)ماندهباقیکلرغلظت■

(درجه10ازبالاتر)آبدمای■

(لیتردرگرممیکرو50ازبیش)AOCغلظت■

آبهایلولهجنس■

آبپذیرتجزیهترکیباتغلظتونوع■

مخازنوهالولهداخلدهیپوششنحوهونوع■

هالولهداخلیاصطکاکضریب■

لولهداخلیسطحبهلولهداخلآبحجمنسبت■

درلولهآبماندزمانمدت■

آبجریانفشار■



کاربرد شمارش باکتر های هتروتروف در مدیریت تامین آب آشامیدنی■

صاف سازی–گندزدایی -ارزیابی کار آمدی فرآیندهای تصفیه آب نظیر انعقاد■

تعیین کیفیت میکروبی آب در شبکه توزیع، مخازن ذخیره و تعیین الزام در شست شوی آن■

تعیین راندمان شستشوی شبکه و مخزن■

تعیین پتانسیل تشکیل فیلم میکروبی در تاسیسات آبرسانی■

تعیین کیفیت آب بسته بندی شده■



:تعریف و اصطلاحات

مجموعه ای از باکتریهای هوازی یا بیهوازی اختیاری: هتروتروف■

تامین کربن و انرژی خود را از ترکیبات آلی کربن دار

لبسیلا، موراکسلا، میکروکوکوس، باسیلوس، فلاو باکتریوم، پروتئوس، آنترو باکتر، آئروموناس، کاز جنسهای 

و باکتریومآلکالی ژنز، سیتروباکتر، پسودوموناس، سراشیا، اسینتوباکتر، استافیلو کوکوس، مایک



■(Plate count heterotrophic ) HPC:ایهارگانیسممیکرورشدازحاصلشدهتشکیلهایکلنیشمارش

کشتمحیطیکدرهتروتروفیک

بهیفیکتغییراتبودنبررسیقابلوآبزندههتروتروفهایباکتریتعدادگیریاندازهجهتاستروشی

شناهایاستخرآبکیفیتیاوآبتوزیعوتصفیههنگام

■(Colony forming unite) CFU:شمارشواحدوکلنیدهندهتشکیلواحدهایHPCلیترمیلیهردر

نمونه

منفردیاایخوشه،ایزنجیرهدوتایی،صورتبههاکلنی



:انواع روش کشت

:(Pour plate method)روش پخش بشقابی ■

میلی لیتر ازنمونه یا رقیق شده آن1تا 0/1روشی ساده برای حجم های ■

شدن به یکدیگرتشکیل کلنی نسبتا کوچک و متراکم برعکس انواع کشت شده روی سطح  و عدم تمایل به نزدیک■

رشد کمتر کلنی های غوطه ور و دشوار بودن انتقال آن■

درجه سلسیوس46-44حفظ دمای محیط کشت در حمام آب در دمای ■

احتمال بروز شوک حرارتی آنی و زودگذر برای دسته ای از باکتری ها در حمام آب ■





:انواع روش کشت

:(Spread plate method)روش کشت سطحی■

میلی لیتر ازنمونه یا رقیق شده آن 1تا 0/1روشی برای حجم های ■

متمایز بودن کلنی های روی سطح محیط کشت از دیگر ذرات و حباب ها ی هوا■

جدا کردن آسان کلنی ها جهت انتقال■

پلیت های آگار از پیش آماده و به تعداد کافی■

عدم ایجاد شوک حرارتی برای باکتری ها■





مقایسه روش کشت سطحی و عمقی 

در باکترهای هترتروف





:انواع روش کشت

:(Membrane Filter method)روش صافی غشایی■

برای نمونه هایی با حجم زیاد و کدورت کم و آبهایی با احتمال شمارش کلنی کم■

روش پر هزینه■

عدم شوک حرارتی■

:(Enzyme substrate)آنزیم سوبستراروش ■

روشدامنه گسترده ای از تعداد باکتری ها در این ■

استفاده از یک محیط کشت با پایه سوبسترای آنزیمی■

عدم شوک حرارتی■



:شرایط محیط کار■
مناسبنورباوذراتازعاریوتمیزاتاقی■

ریزمنافذبدونوصافکاملاوکافیسطحباسکویامیز■

آزمایشجهتکاربهآغازازپیشکارمیزمناسبگندزدایی■

:هانمونه■
کروبیمیجمعیتدرجزییهرچندتغییراتبروزازپیشوبردارینمونهازپسزمانکمتریندرآزمایشانجام■

2وساعت6حداکثرآزمایشگاهبهانتقال)ساعت8حداکثرآزمایشانجاموبردارینمونهبینمجاززمانمدت■

(آزمایشگاهدرسازیآمادهجهتساعت

یخبدونگرادسانتیدرجه4زیردمایدرهانمونهنگهداریساعت8مدتظرفآزمایشانجامعدمصورتدر■
زدگی

.نشودساعت24ازبیشآزمایشانجامتابردارینمونهزمانیفاصلصورتهردر■



: آماده سازی نمونه■

نیازرقیق سازی نمونه ، تاریخ و هرگونه اطلاعات مورد ، میزان ثبت شماره نمونه■

برای هر حجم نمونه یا حجم رقیق شدهحداقل دو پلیت آماده سازی ■

(سانتی متر مربع57با سطح )مصرفیا پلیت یکبار ( سانتی متر مربع65سطح ) استفاده از پلیت های شیشه ای ■

دودا مخلوط نمودن ظرف محتوی نمونه ها یا حجم های رقیق سازی شده با تکان و حرکت های ممتد و سریع  ح■

(  از بالا به پایین و یا جلو به عقب)بار 25

Invert the sample or the

diluted sample for

30 seconds (25 times) to

make sure that the sample

is mixed well.



:  محیط کشتآماده سازی ■

برای هر سه روش کشت سطحی،بشقابی و غشایی( آرتوآگار) R2Aمحیط کشت ■

(با وجود اینکه مواد مغذی کمتری دارد)تعداد کلنی بیشترنسبت به آگار های حاوی مواد مغذی ■

(اتوکلاو)درجه سانتیگراد 121دقیقه در دمای 15حرارت دهی و استریل سازی آگار به مدت ■

(7/2±0/2)بعد از استریل سازی ندارد PHمحیط کشت های آماده نیازی به تنظیم ■



:کشتبرای نحوه برداشت نمونه ■

آلودهصورتدرتیپپتعویض)هاپلیتبهبردارینمونهظرفازنمونهانتقالبرایاستریلهایپیپتازاستفاده■

(متفاوترقتباهاینمونهبرداشتنبرایمجزاپیپتازاستفادهوکارحیندرشده

ازدنکرخارجهنگامدربردارینمونهظرفیاخارجیسطوحباتماسعدموپیپتنوکنشدنآلودهدردقت■

ظروف

دنروفروشدهرقیقنمونهیانمونهسطحزیردرمترسانتی3-2ازبیشترپیپتظرفازنمونهبرداشتهنگامبه■

سازیرقیقمخصوصهایلولهگردنداخلیاپلیتکفبهنسبتدرجه45زاویهباپیپتداشتننگه■

.بگیریدبالاکافیاندازهبهراپلیتدربپیپتدادنقرارهنگام■

برسدپیپتانتهایتالیترمیلی1علامتازپیپتداخلمایعتاثانیه4تا2حدودپیپتتخلیه■



روش صحیح دردست گردن پیپت و برداشتن درب پلیت



:کشتبرای نحوه برداشت نمونه ■

غیردرکنیداستفادهمدرجلیترمیلی0/1هایپیپتازکنیدرابرداشتازنمونهلیترمیلی0/1بخواهیدچنانچه■

.نماییدایمرحلهسازیرقیقزیرشکلبهاینصورت



روش کشت بشقابی■
ذوب محیط کشت و پلیت گذاری■
آبحمام آب جوش یا به کمک بخار استریل را در حاوی محیط کشت آگارجامد ذوب کردن ظرف ■

3کمتر از تا آغاز عمل کشت و ترجیحا درجه سانتی گراد 46-44نگهداری محیط کشت ذوب شده در حمام آب گرم در دمای بین ■

ساعت

عدم سنجیدن دمای محیط کشت هنگام ریختن با حس دستدماسنج و کنترل دما به کمک ■

محیط کشت حین ذوب یا پس از آن بیش از اندازه متحمل گرما نگردد■

محیط کشت ساخته شده بیش از یکبار استریل نشود■

(ع باشدبه شرطی که آگار داخل ظرف کاملا به شکل مای) استفاده از محیط های کشت به همان ترتیبی که ذوب و آماده شده اند ■

شده است(راسب)بسته دور ریختن آگارهای مذاب که بخشی از آن ■

.شودبیشتردقیقه20ازبشقابیکشتروشدرکشتمحیطافزودنونمونهریختنبینزمانیفاصلهندهیداجازه■



Use a pipet to add the

sample (or dilution) to a

sterile petri dish. Touch the

pipet tip to the bottom of the

petri dish and hold at a 45°

angle as the pipet drains.

Wait 2–4 seconds for the

pipet to drain.

درپلیتپخش آگار ■
آماده کردن پلیت های لازم به تعداد لازم برای کشت■

دقیقه10انجام فرآیند پخش آگار در پلیت ترجیحا کمتر از ■

برداشتن درب پلیت تا حدی که امکان ریختن محیط ذوب شده باشد■

درجه سانتی گراد46-44میلی لیتر محیط کشت مایع با دمای 12-10ریختن حداقل ■

مراقب باشید هنگام ریختن محیط کشت به لبه یا درب طرف نریزد■

یمخشک کردن سطح بیرونی ظرف یا لوله هایی که در حمام بخار هستندبه کمک یه کاغذ خشک کن یا توسط شعله ملا■

اختلاط داخل پلیت ها■
ا انجام دهیدپلیت هکج نمودن محیط کشت را ابتدا در یک جهت و سپس در جهت مخالف بچرخانید یا اینکه این کار را با گردش یا ■

دقیقه در روی سطح صاف تا محیط کشت جامد شود10قرار دادن ظروف به مدت ■

Pour half (10 to 12 mL)

of the melted agar from one

tube into the petri dish. Do

not spill the agar. Close the

lid.



روش صحیح اضافه نمودن

آگار مذاب به نمونه



چرخش صحیح جهت اختلاط



روش کشت سطحی■
آماده سازی پلیت ها■

میلی لیتر از محیط کشت به داخل پلیت های استریل15ریختن ■

اجازه دادن جهت بسته شدن کامل آگار و قرار دادن به صورت وارونه جهت خشک شدن■

درجه سانتیگراد حداکثر به مدت 4استفاده بلافاصله پلیت های خشک شده یا نگهداری درکیسه های پلاستیکی در دمای ■

هفته2

.گرم آب از پلیت ها از دست میرود3-2با گذشت یک شب ■



برحسبمیلیلیتر اگار 15تغییرات وزنی ناشی از خشک شدن پلیت های درپوش دار و بر عکس شده واجد 

سلسیوسدرجه 50و 42دماهای زمان در 



روش کشت سطحی■
نحوه انجام آزمون■

الیکه به کمک پیپت مناسب کشیده و بر روی سطح آگارآماده شده در ح( لیترمیلی 0/1یا 1)حجم دلخواهی ازنمونه ■

.پلیت توسط دست شما به جلو و عقب حرکت میکند بریزید

ر آوردن پلیت نمونه تلقیحی را در تمام سطح محیط کشت از طریق به چرخش داستریلتوسط میله شیشه ای ته خمیده■

.  ها با دست پخش کنید و بعد از آن به هشت انگلیسی پلیت را حرکت دهید

.اجازه دهید نمونه تلقیحی قبل از برعکس شدن پلیت ها و گرماگذاری به طور کامل جذب محیط کشت شود■

Move the petri dish in a

figure-eight motion on a flat

surface to mix the melted

agar with the sample. Do

not invert the petri dish.

Put the petri dish on a

level surface. Wait

approximately 10 minutes



کنترل استریل بودن محیط کشت■

ریخته و جهت اطمینان از استریل بودن محیط کشت مورد استفاده و آب رقیق سازی نمونه هایی از آنها را در پلیت■

.دهیدبه همراه سایر نمونه هادر انکوباتور قرار 



Invert the plates,

place them in a plastic

bag, and seal the bag.

Place the bag in an

incubator that has been

prewarmed to 35 °C.

(: گرما گذاری)انکوباسیون■
در انکوباتور بعد ازکشت به ساعت 48درجه سانتیگراد به مدت 35قراردهی پلیت های در دمای ■

(توصیه میشود)صورت برعکس 

در انکوباتور بعد ازکشت به روز7-5درجه سانتیگراد به مدت 28-20قرار دهی پلیت ها در دمای ■
صورت برعکس 

:توجهنکات قابل ■

دن و تامین رطوبت داخل دستگاه انکوباتوردر طول مدت گرما گذاری جهت جلوگیری از خشک ش■

آنهادرصد وزن 15کاهش وزن پلیت ها به اندازه بیش از 

ه کیفیت بالا به شرط آنکه صفحات فلزی و دیواره دستگاه از جنس استیل با درج)قرار دادن ظرف آب داخل انکوباتور■

)

طولانیذاری گدر انکوباتورهای بدون رطوبت در دوره گرما بسته بندی پلیت ها در کیسه پلاستیکی ■

Invert the petri dish.



ثبت و شمارش نتایج■

...(و 0/01و 0/1و 1)قراردادن حداقل دو پلیت برای رقت های مختلف به طور مثال ■

ا در دمای درصورت امکان پذیر نبودن نگهداری پلیت ه)شمارش کلنی ها بلافاصله بعد از مدت زمان گرما گذاری ■

(ساعت 24درجه سانتیگراد حداکثر 5-10

شمارش نمونه های قابل قبول با استفاده از یک کلنی کانتر به صورت دستی■

کلنی باشد300تا 30حجم برداشت شده توسط پیپت که حاصل آن تشکیل دقت درانتخاب ■





ثبت و شمارش نتایج■

کلنی می باشد300تا 30شمارش پلیت هایی که حاوی ■

:شمارش باکتری در هر میلی لیتراز طریق فرمول زیر محاسبه میگردد■

CFU/ML =
𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡𝑒𝑑

𝑎𝑐𝑡𝑢𝑎𝑙 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑜𝑓 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑. 𝑚𝑙



ثبت و شمارش نتایج■

منطقهدرکهدهیدانجامراشمارشموقعیفقطشدید،مواجهشوندهمنتشرهایکلنیباهاپلیتشمارشجهتچنانچه■

خوبیعتوزیدارایشوندشمارشاستقرارکهییهاکلنیوباشندنداشتهوجودشوندهمنتشرهایکلنی،شمارش

.باشدپلیتمساحتنصفازکمترکردنداشغالشوندهمنتشرهایکلنیکهفضاییچنینهموباشند

واحدیکلنیکعنوانبهرازیرانواعازهریکگیردقرارشمارشموردبایدشوندهمنتشرهایکلنیکهصورتیدر■

:بگیریددرنظر

استمونهنوآگارکردنمخلوطهنگامدرباکتریتودهیکشدنجدانتیجهدرمیرسدنظربهکههاکلنیازایزنجیره(1

استنمودهرشدتپلیکفوآگارمیانفاصلحددریایافتهگسترشنازکلایهیکشکلبهکهشوندهمنتشرهاییکلنی(2

میشودآگارتشکیلکنارهیاسطحدرآبازنازکلایهیکدرکههاییکلنی(3

اخیرشدهکرذهایکلنیزیادگسترشبهمنجرمیگیردنشاتنقطهآنازشوندهمنتشرانواعکهاینقطهدررطوبتتجمع

سازدمیمشکلدچارراشمارشعملوپوشاندمیراپلیتازنیمیازبیشاغلبهاکلنیاینگونهکه.میگردد



ثبت و شمارش نتایج■

حداقلآنهانبیفاصلهکهچسبیدهبهمنهاماهمبهنزدیکومشابهومستقلهایکلنیترجیحاهاکلنیشمارشبرای■

.کنیدانتخابراباشدکلنیکوچکترینبرابرقطر

.میشوندمارششمستقلکلنیصورتبههستندمتفاوتهمبارنگیاوظاهریشکلنظرازکهچسبیدههمبههایکلنی■

گزارشspr(spreaders)صورتبهراشمارشنتیجهباشدزیادیخیلیشوندهمنتشرهایکلنیدارایهاپلیتاگر■

.کنید

قابلغیریآلودگدلیلبهیاونمونهاصولیغیرریختنیارقتمیزانازآگاهیعدمنظیردلایلیبههاپلیتچنانچه■

L.A(Laboratoryعنوانتحترانتیجهدادنشانآلودگیازعلائمیشاهدکشتمحیطیاوباشندشمارش accident)

.نماییدگزارشآزمایشگاهیخطاییا













:منبع
2012استاندارد متد ■

دستورالعمل شمارش باکتری های هترتروف■
(شرکت مهندسی آب و فاضلاب کل کشور)



سپاس از

توجه و همراهی شما


