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اجرايآزمایشوروشكار
در اين آزمايش از باكتري اشريشياكلي براي تهية 

رقت و شمارش استفاده مي شود.
مواد لازم: محيط كشت باكتري ـ نوترينت آگار  ـ 
ارلن يا بشــرـ پليت هاي آزمايشــگاهي )4 عدد يا 
بيشتر و مضربي از 4( ـ لوله هاي آزمايش ـ ظروف يا 
بطري هاي شيشه اي ـ پيپت ـ بن ماري يا گرم خانه.

در اجراي اين روش حداقل از ســه شيشــه و در 
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صورت امكان از شيشــه هاي بيشتر 
از  نتايج حاصل  اســتفاده كنيد، 
اين روش از اطمينان بيشتري 

برخوردار است.
الف( در ابتدا 80 سي سي 
از محلول نوترينت آگار را به 
مدت 8 دقيقه مي جوشانيم 
تا كاملًا ذوب شود و سپس 
آن را در بن مــاري به مدت 
ده دقيقه قــرار مي دهيم و 
آن را تا دماي 50 درجه سرد 
مي كنيم و براي مراحل بعدي 

كنار مي گذاريم.
را  دانش آموزان  مي توانيم  يادآوري: 
به دو يا سه گروه و يا بيشتر تقسيم كنيم 
و براي هر گروه يك دســته 4 تايي از پليت هاي 
حاوي محيط كشــت همانند قبل در نظر بگيريم. 
با اين كار و تكرار آزمايش توســط گروه هاي ديگر 
نتيجة آزمايش در كل اطمينان بيشــتري خواهد 

داشت.
ب( در مرحلة  بعد، برای هر گروه ســه شيشه يا 
لولة آزمايش را علامت گــذاري مي كنيم و آن ها را 
به نام هــاي B-C-A مي ناميــم و در هر كدام 99 

ميلي ليتر آب مقطر مي ريزيم.
1. يك سي ســي از محلول حــاوي باكتري )در 
اين جا اشريشيا كلي( را در شيشة A مي ريزيم تا به 

برسد.
 

1
100

غلظت 
2. از ظرف A يــك ميلي ليتر محلول باكتريايي 
برداشته و در شيشة دوم (B) كه حاوي 99 ميلي ليتر 

برسد.
 

1
10000

آب است، مي ريزيم تا به رقت 
3. دوبــاره يك سي ســي از لولــة آزمايش B را 
برمي داريم و در شيشــة سوم (C) كه محتوي 99 
سي ســي آب مقطر اســت مي ريزيم تا رقت را به 

1 )يك ميليونيوم( برسانيم.
1000000

هر سه شيشه را به آرامي به مدت 7 ثانيه و حدود 
25 بار تكان مي دهيم.

ج( در مرحلــة بعــد، براي هر يــك از گروه هاي 
دانش آموزي يك دسته 4 تايي از پليت ها را در نظر 
مي گيريم و بعد از شماره گذاري از 1 تا 4 به ترتيب 

زير عمل مي كنيم:
هر گــروه دانش آمــوزي از شيشــة B به كمك 
پيپت يك بار 1 ميلي ليتر و بار ديگر 0/1 ميلي ليتر 
را برمــي دارد و به ترتيــب در پليت هاي اول و دوم 

مي ريزد.
ســپس از شيشــة C به كمك پيپت يك بار يك 
سي ســي و بار ديگر 0/1 سي سي را برمي دارد و در 

پليت هاي سوم و چهارم مي ريزد.
نتيجة اين مرحله: بدين ترتيب پليت هاي باكتريايي 

به ترتيب شماره از يك تا چهار به ترتيب:

        
1

100000
 .2

        
1

10000
 .1

  
1

10000000
 .4    1

1000000
 .3

رقت را خواهند داشت.
د( به پليت هاي حاوي باكتري با رقت هاي متفاوت 
در مرحلة بعد هر كدام يك چهارم از محلول ذوب 
شده محيط كشت )20 سي سي( كه در مرحله اول 
تهيه شده بود را اضافه مي كنيم و سپس آن ها را به 
مدت 48 - 72 ساعت به صورت وارونه در گرم خانه 
)آون( در دماي 35 درجه سانتي گراد قرار مي دهيم 
تا باكتري ها رشد و تكثير يافته و كلني هاي مختلف 

ايجاد شوند.

تذكر1:برايرقتهايبيشترميتوانيماز
شيشههايبيشــترياستفادهكنيم)هرچه
شيشههابيشــتررقتهاهمبيشترخواهد
بودیعنيمحلولميكروبيرقيقتركهتعداد
ميكروبهايآندرشمارشميكروبيكمتر
خواهندبودواینكارشمارشرادقيقترو

آسانترخواهدكرد(
تذكر2:اگردرآزمایشگاهفقطیكدستگاه
گرمخانهموجودباشــدبهتراستهرگروه

پليتهايخودرانامگذاريكنند.
براي شــمارش كلني ها روي پليت ها، مي توانيم 
از شــمارش گر مكانيكي استفاده كنيم و يا از كاغذ 

صورت امكان از شيشــه هاي بيشتر 
از  نتايج حاصل  اســتفاده كنيد، 
اين روش از اطمينان بيشتري 

برخوردار است.

از محلول نوترينت آگار را به 
مدت 

تا كاملًا ذوب شود و سپس 
آن را در بن مــاري به مدت 
ده دقيقه قــرار مي دهيم و 

آن را تا دماي 
مي كنيم و براي مراحل بعدي 

كنار مي گذاريم.
را  دانش آموزان  مي توانيم  يادآوري: 
به دو يا سه گروه و يا بيشتر تقسيم كنيم 

و براي هر گروه يك دســته 
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صافي با منافــذ معين مخصوص با خطوط ريز 
عمودي و افقي اســتفاده كنيم. پليت ها را روي 
دستگاه شمارش گر قرار مي دهيم و تعداد كلني ها 

را با كمك ذره بين مي شماريم.
در شــمارش با كمك كاغذ صافــي ابتدا هر 
كدام از رقت هاي باكتريايي مورد نظر را با اضافه  
كردن آب به يك ليتر مي رســانيم و سپس هر 
يــك را از كاغذ صافي عبــور مي دهيم. به اين 
ترتيب باكتري ها در منافذ كاغذ باقي  مي مانند. 
در مرحلة بعد كاغذهاي صافي مورد نظر را روي 
پليت هاي حاوي محيط كشت )نوترينت آگار( 
قرار مي دهيم و سپس مجموعه را به مدت 48 
ســاعت در دماي 35 درجــه در گرم خانه  قرار 
مي دهيم تا باكتري هاي روي كاغذ صافي روي 
محيط كشت رشد كنند و كلني هاي ميكروبي 

ايجاد كنند.
یادآوري:بهتراستقطركاغذهايصافي
بهاندازةقطردهانةپليتهاباشندوهمة

سطحپليترابپوشانند.
پس از 2 تا 3 روز هر گروه پليت هاي خودشان را 
از گرم خانه بيرون بياورند و تعداد كلني هاي ايجاد 
شده در تك تك پليت ها را بشمارند و پليت هايي 
را كه تعداد كلني هاي بيشــتر و بزرگ تر دارند، 
انتخاب کنند )پليت هايي را انتخاب كنيد كه بين 

30 تا 300 كلني داشته باشند(.

در ايــن مرحله براي تعيين مقايســه اي تعداد 
باكتري ها در محيط كشت ابتدا راهنمايي هاي لازم 

را به دانش آموزان مي دهيم.

یادآوري:
درتعيينومحاسبةتعدادباكتريهايیك
محلولیامحيطبایدمقدارعدديرقتیا
مقدارحجممحلولرادرهنگاممحاسبهبا
توانهايمثبتبنویسيدوعملياتضربرا

انجامدهيد.
یكمثال:

روي پليت آزمايشــگاهي در حدود 252 كلني 
باكتريايي ديده مي شود. رقت استفاده شده يك 
( است. تعداد تقريبي باكتري  1

100000
 صدهزارم )

در يك سي سي از محلول داده شده حدود چقدر 
خواهد بود؟

252 ×105 ×1 =25200000
مثالدیگر:

در پليتي با محتــوي 0/1 ميلي ليتر و در رقت 
1 با تعداد 134 كلنــي تعداد باكتري 

1000000
در يك سي سي از محلول اوليه چقدر خواهد بود 
)توان ها در مقدار رقت و مقدار محلول داده شده را 

به عدد مثبت مي نويسيم(.
 ×106 ×134 =107 ×134 =1340000000
101
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