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فصل اول

مقررات كار در آزمايشگاه ميكروب شناسى

طراحی آزمايشگاه وفضای مورد نياز 

١ــ۱ــ فضای مربوط به آماده سازی نمونه و آزمايش 
برای داشتن يک فضای خوب و مناسب آزمايشگاهی بايد برای قسمت های زير فضای جداگانه ای در نظر گرفته شود.

ــ دريافت ونگهداری نمونه ها 
ــ آماده سازی نمونه ها به ويژه مواد خام

ــ گرمخانه گذاری ميکروارگانيسم ها 
ــ نگهداری سويه های مرجع۱ (سويه های ميکروبی مرجع که از آزمايشگاه ها و مراکز پژوهشی معتبر تهيه می شوند)

ــ آماده سازی و سترون سازی محيط های کشت و وسايل مورد استفاده 
ــ انبار محيط های کشت آزمايشگاهی، نشانگرها و رنگ ها

ــ شستشوی وسايل شيشه ای، فلزی و پلاستيکی 
ــ انبار نگهداری مواد شيميايی خطر ساز در اتاق ها و قفسه ها

ــ فضای عمومی
برای موارد زير لازم است:

 ورودی، راه پله و آسانسور
 رخت کن و سرويس های بهداشتی 

 انبار مواد و وسايل
 فضای عمومی مربوط به کارکنان وهنرجويان 

به علاوه فضای کاری کافی به منظور حفظ شرايط پاکيزگی و نظم بايد وجود داشته باشد.بهتر است اين فضا با حجم آزمون های 
مورد نظر و تشکيلات داخلی آزمايشگاه تناسب داشته باشد.

٢ــ۱ــ مکان آزمايش
مکان انجام آزمون های ميکروبی بايد به گونه ای ساخته و مجهز شود که خطر آلودگی به وسيله گرد و غبار و ميکروارگانيسم های 
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موجود را کاهش دهد. برای اين منظور لازم است موارد زير در نظر گرفته شود:
ــ ديوار و کف بايد صاف باشد تا به سهولت قابل تميز کردن شود.

ــ کف بايد دارای شيب ۲٪ باشد تا از جمع شدن آب روی آن جلوگيری شود.
ــ کف نسبت به شوينده ها و سترون کننده ها مقاوم بوده و لغزنده نباشد.

ــ به منظور کم کردن جريان هوا هنگام آزمون، پنجره ها و درها بايد به طور کامل بسته شوند تا از ورود هوای آلوده بيرون به 
داخل جلوگيری شود.

ــ برای آزمون هايی که بايد در هوای با آلودگی کم انجام شوند بايد از اتاقک ايمن۱ استفاده شود.
عوامل  ساير  غبار و  گرد و  ورود  منبع  يک  خود  زيرا  نيست  مناسب  آزمايشگاه  پنجره های  شيشه ها و  برای  پرده  از  استفاده  ــ 

آلوده کننده است.
نکته های لازم برای مجهز کردن آزمايشگاه

 دسترسی به آب سالم برای مصارف مورد نظرمانند شستشوی وسايل 
 دسترسی به برق با ولتاژ مناسب

 وجود نور کافی و استاندارد در هر قسمت آزمايشگاه (راهروها۱۱۰ لوکس، مکان آزمون ۳۰۰ لوکس، مکان های کار خيلی 
دقيق ۵۰۰ لوکس)

 ميز کار و صندلی های آزمايشگاه بايد دارای سطوح صاف و غير قابل نفوذ باشد و به آسانی قابل تميز کردن و سترون کردن 
باشد.

 در دسترس بودن وسايل آزمايشگاهی 
 دسترسی به اتوکلاو برای از بين بردن مواد زايد و محيط های کشت آلوده

 فراهم کردن سيستم ايمنی برای خاموش کردن آتش، برق اضطراری، دوش اضطراری و وسايل شستشوی چشم
 فراهم کردن جعبه کمک های اوليه

٣ــ۱ــ تميز کردن و ضد عفونی کردن سطوح کار 
ــ کف، ديوارها، سقف، ميز کار آزمايشگاه، وسايل و اتصالات آنها بايد به طور منظم از نظر آلودگی کنترل شود زيرا ممکن 

است منبعی برای آلودگی باشند.
ــ سالم سازی سطوح با استفاده از مواد سترون کننده انجام شود.

ــ وضعيت آلودگی سطوح در تماس با هنرجويان و هنرآموزان و دانش آموزان بايد به طور منظم بررسی شود ( به فصل مربوط 
در همين مجموعه مراجعه شود).

٤ ــ۱ــ بهداشت کارکنان و دانش آموزان 
به منظور پيشگيری از آلودگی نمونه ها، محيط های کشت آزمايشگاهی و خطر ابتلا به عفونت کارکنان و هنرجويان اقدامات زير 

بايد انجام شود:
 از روپوش، دستکش، کلاه و درصورت امکان کفش يکبار مصرف استفاده شود.

Safety cab  ــ١ net
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 لباس آزمايشگاه بايد خارج از محل کار و رخت کن پوشيده شود.
 ناخن ها بايد تميز و کوتاه نگه داشته شود.

 پيش و پس از انجام آزمون های ميکروبی لازم است دست ها با  آب ولرم و صابون مايع همراه با ماده سترون کننده مناسب  
مانند يدوفور۱ به خوبی شسته شوند. برای خشک کردن دست ها از يک خشک کن برقی يا دستمال و حوله يکبار مصرف استفاده 

شود.
 هنگام کار با نمونه ها،کشت ها و محيط های کشت از صحبت کردن، سرفه کردن و عطسه کردن خودداری شود.

 از خوردن، آشاميدن در آزمايشگاه و قرار دادن مواد غذايی مورد مصرف در يخچال يا فريزر آزمايشگاه خود داری شود.
 از کشيدن سيگار در آزمايشگاه پرهيز گردد.

 از مکيدن مايعات آلوده و عفونت زا با پی پت، به وسيله دهان پرهيز شود.
 آزمون های آلوده کننده محيط بايد به منظور جلوگيری از پراکندگی هاگ قارچ ها در اتاقک ايمنی انجام شود.

 ظرف های دارای محيط کشت ميکروارگانيسم ها بايد به طور واضح علامت گذاری شوند.
صورت  عمل  دقت  بايد  آلودگی  انتشار  از  جلوگيری  برای  و  شده  جمع  بخار  آنها  داخل  که  تشتک هايی  جابه جايی  هنگام   

گيرد.
 هنگام جابه جايی ظرف های شيشه ای بايد دقت شود. اگر به هر دليل ظرفی شکسته شود و محتوی آن روی لباس کار، ميز 

کار آزمايشگاه يا سطوح ديگر ريخته شود، نسبت به زدودن آلودگی و سترون کردن محل هرچه زودتر اقدام نمود.

٥ ــ۱ــ مقررات ايمنی 
 هنگام وقوع هر حادثه ای نخستين هدف بايد حفظ سلامتی فرد يا افراد مصدوم باشد.کمک های اوليه و اختصاصی پزشکی 

را بايد در نظر گرفت واز حرکت دادن شخص مصدوم تا جای ممکن جلوگيری کرد.
 در صورت وجود و پراکندگی ذرات معلق در فضا لازم است منطقه آلوده ترک شود و تا زمان فرو نشستن ذرات روی زمين 

و سترون کردن محل از رفتن به آنجا خودداری شود.
 پس از وقوع هر حادثه بايد گزارش کامل و جامعی با تمام جزييات واقعه تهيه و به مسئول مربوط ارائه شود. 

 از قرار دادن مواد شيميايی که احتمال واکنش بين مواد فرار آنها وجود دارد، خودداری شود.
 در نگهداری موادی که دارای بخارات سمی  يا قابل اشتعال هستند دقت کامل به عمل آيد.

 لوله های انتقال گاز از نظر امکان نشت مورد توجه قرار گيرد.
 از قرار دادن وسايل شکستنی و سنگين در قسمت های بالای قفسه ها جلوگيری شود.

 از علايم هشدار دهنده در آزمايشگاه استفاده شود.
 هنگام استفاده از وسايل آزمايشگاهی به توصيه های سازنده توجه شود.

 هنگام کار با شعله گاز لازم است از ايجاد کوران جلوگيری به عمل آيد و دقت شود که از خاموش شدن شعله نيز جلوگيری 
گردد.

اطمينان  استفاده،  بدون  برقی  وسايل  کليه  بودن  خاموش  و  آب  گاز،  اصلی  شير  بودن  بسته  از  آزمايشگاه  از  خروج  هنگام   
حاصل شود.
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فصل دوم

دستگاه ها و وسايل آزمايشگاه ميكروبيولوژى

١ــ٢ــ دستگاه ها و وسايل آزمايشگاه ميکروب شناسی
وسايل آزمايشگاهی بايد تميز ودر محل مناسب نگهداری شوند و پيش از استفاده و طی زمان کاربری از سلامت و ايمنی آنها 
اطمينان حاصل شود.در ضمن هنگام انتخاب وسايل بايد کاربری آسان،، سهولت تعمير، تميز کردن، سترون کردن و کاليبراسيون يا 

تنظيم آنها مورد توجه باشد.
اتـاقک  از  منظـور  محـافظ:  اتـاقک های  ۱ــ۱ــ۲ــ 
محافظ، يک محل کار با جريان هوای عمودی و افقی برای زدودن 
برای  می باشد.  هوا  از  ميکروب ها  مانند  معلق  ذرات  و  غبار  و  گرد 
اتاقک هايی که در ميکروب شناسی به کار می روند تعداد ذرات معلق 
با  کار  باشد.هنگام  مکعب  متر  هر  در   ۴۰۰۰ از  بيش  نبايد  هوا  در 
پودرهای آلوده و ميکروارگانيسم های بيماری زا بايد از اتاقکهای 

ايمن استفاده کرد.(شکل ۱ــ۲) 
نکته ها

 استفاده از شعله گاز در اتاقک های محافظ توصيه نمی شود 
سبب  که  باشد  داشته  کوچکی  شعله  بايد  گاز  نيازمشعل  صورت  در  و 

جريان شديد هوا نشود.
 از اتاقک های محافظ برابر با شرايط محيط آزمايشگاه و کاربرد مورد نظر استفاده شود.کارايی اتاقک های ايمن بايد توسط 

افراد کارآمد و آزموده در فواصل زمانی معين مورد بررسی قرار گيرد.
 در اتاقک های محافظ نبايد از وسايل اضافی استفاده شود. با وجود اين لازم است پيش از انجام آزمون برای کم کردن 

حرکت دست به خارج و داخل اتاقک وسايل مورد نياز را به نحوی درون آن قرار داد که اختلال در جريان هوا ايجاد نشود.
 پس از انجام آزمون، محيط کار بهتر است با استفاده از مواد سترون کننده غير خورنده و مناسب سالم سازی شود (به فصل 

مربوطه در همين مجموعه مراجعه شود).
پاک  سترون کننده  مواد  به  آغشته  پارچه  با  و  شوند  بازبينی  منظم  طور  به  بايد  ايمن  اتاقک  در  فيلترها  سيمی  و  شبکه های   

شوند.

شکل۱ــ۲ــ اتاقک محافظ آزمايشگاه ميکروب شناسی
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پس از تميز کردن سطح می توان از لامپ های ۱UV (اشعه فرا بنفش) برای سترون کردن هوا و سطوح استفاده نمود.برای 
آشنايی با مقررات انجام کار به فصل روش های سترون کردن مراجعه شود.

مواد  نمونه،  وزن  کردن  برای  بيشتر  ترازوها  ترازوها:  ۲ــ۱ــ۲ــ 
تشکيل دهنده محيط های کشت و واکنش گرها به کار می روند. علاوه بر آن ممکن 
است برای اندازه گيری حجم محلول های رقيق کننده بر حسب جرم نيز به کار روند. 
نمونه مورد آزمون به مقدار مشخص وزن می شود و رقيق کننده به نسبت مورد نياز 

به آن افزوده می شود. (به بخش تهيه رقت های متوالی مراجعه شود.)
لازم  توزين های  با  مناسب  بايد  شناسی  ميکروب  آزمايشگاه  ترازوی  دقت 
بيشينه  است.  مناسب  منظور  اين  برای   ۰/۰۰۱ يا   ۰/۰۱ حدود  دقت های  باشد. 

خطای مجاز هنگام توزين نمونه بايد کمتر از۰/۰۰۱ باشد. 
نکته ها

 ترازو را بايد روی سطح افقی قرار داد و برای اطمينان از تراز بودن آنها را تنظيم کرد و از لرزش و کوران هوا حفاظت 
کرد.

 کارآيی ترازو بايد به طور منظم در طی استفاده و پس از تميز کردن با وزنه های کنترل و توسط افراد آزموده بررسی شود. 
کاليبراسيون بايد در فواصل زمانی معين با توجه به کارکرد دستگاه انجام شود.

 ترازو را پس از استفاده يا ريختن مواد در حال توزين، لازم است با يک ماده پاک کننده مناسب و غير خورنده، سالم سازی 
نمود.

 برای توزين نمونه ها ترازوی با حساسيت ۰/۱ تا ۰/۰۱ گرم و با مقدار ۲۰۰ گرم مورد نياز است.
 ترازوها بايد دارای گواهی کالييراسيون از شرکت های معتبر باشند.

فويل  يک  منظور  اين  برای  است  بهتر  باشد.  شده  سترون  پيش  از  بايد  می رود  کار  به  نمونه  توزين  برای  که  وسايلی  کليه   
آلومينيومی  را روی سرپوش ظرف های شيشه ای که نمونه ها در آنها ريخته می شود قرار داد و ظرف و فويل را با هم استريل کرد. سپس 

فويل را برداشته روی ترازو قرار داد و از آن برای توزين نمونه روی ترازو استفاده نمود.
سوسپانسيون اوليه از فرآورده های  دستگاه ها برای آماده سازی  اين  مخلوط کن۳:  کننده، خرد کن۲ و  ۳ــ۱ــ۲ــ همگن 

غير مايع استفاده می شوند.
انواع همگن کننده ها عبارتند از:

الف) خردکن يا مخلوط کننده چرخشی۴ : با سرعت ۸۰۰۰ دور در دقيقه و ۴۵۰۰۰ دور در دقيقه با ظرف های در پوش 
شيشه ای يا فلزی قابل سترون کردن 

ب) تکان دهنده های مکانيکی۵: مناسب برای يکنواخت کردن محتوای ظرف ها 

U  ــ١ tra V o et
B  ــ٢ ender
M  ــ٣ xer
Rotary homogen  ــ٤ zer
Mechan  ــ٥ ca  homogen zer

شکل۲ــ۲ــ ترازوی توزين با دقت ۰/۰۰۱
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پ) مخلوط کننده ضربه ای۱: با کيسه های سترون و مجهز به وسيله تنظيم کننده سرعت و زمان
ت) مخلوط کننده ارتعاشی۲

نکته های مهم در استفاده از مخلوط کن ها
 در مخلوط کن ضربه ای زمان مخلوط کردن برای مواد غذايی خاص به طور معمول ۱تا ۳ دقيقه می باشد.

يادآوری: از همگن کننده های ضربه ای برای آزمون فرآورده های غذايی زير استفاده نشود:
۱ــ فرآورده هايی که احتمال سوراخ کردن کيسه را دارند.(دارای قطعات تيز، سخت و خشک )

۲ ــ فرآورده هايی که به دليل داشتن بافت خاص يکنواخت کردن آنها مشکل است مانند سوسيس و کالباس خشک
 در مخلوط کن چرخشی تعداد چرخش ها بايد بين ۱۵۰۰۰تا ۲۰۰۰۰ باشد.حتی با مخلوط کردن کند، اين زمان نبايد بيش 

از ۲/۵ دقيقه باشد.
مخلوط  کرد.زمان  استفاده  خشک  و  سخت  فرآورده های  شامل  غذايی  مواد  بيشتر  برای  می توان  را  ارتعاشی  مخلوط کن   

کردن به طور معمول۱ تا ۵ دقيقه باشد.
 مخلوط کن های ضربه ای و مخلوط کن های ارتعاشی را به طور منظم و پس از هر بار سرريز شدن مواد از کيسه يا نشت کردن 

مواد، بايد تميز و سترون کرد.
 ظرف شيشه ای يا فلزی مخلوط کن های چرخشی، پس از هر بار استفاده بايد تميز و سترون شود.

 اين دستگاه ها را بايد با دستورکار سازنده بررسی و نگهداری نمود.
هنگام  استفاده کرد تا  سرپوش دار  بهتر است از لوله ها و ظرف های  نمونه های رقيق شده  يکنواخت کردن و هم زدن   جهت 

مخلوط کردن با همزن ها محتوی آنها به بيرون سرازير نشود.

ث) مخلوط کن گردابی (ورتکس)۳: اين دستگاه تهيه مخلوط يکنواختی از محيط کشت مايع (مانند رقت های متوالی که 
در فصل های بعدی شرح داده خواهند شد) و نمونه های مايع و يا سوسپانسيون سلول های باکتری در يک مايع را آسان می کند. در اين 
دستگاه مخلوط کردن با واسطه حرکت چرخشی گريز از مرکز محتويات لوله يا ظرف، انجام می شود و چرخش گرداب مانند به وجود 

می آورد.
Per  ــ١ sta t c b ender
V  ــ٢ brator
Vo  ــ٣ tex

شکل۴ــ۲ــ مخلوط کن ارتعاشیشکل۳ــ۲ــ خرد کن ومخلوط کن
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برای کار با ورتکس بايد لوله يا ظرف های دارای مايع را برای مخلوط کردن به سر 
مخلوط کن فشار داد. سرعت مخلوط کردن به وسيله تغيير سرعت موتور يا زاويه تماس با 

سر مخلوط کن کنترل می شود.
نکته ها

 هنگام مخلوط کردن لازم است از سر ريز شدن محتوی لوله يا ظرف ها اطمينان 
حاصل شود.برای اين منظور نبايد بيش از دوسوم گنجايش آنها پر شود. برای کنترل بهتر 
لوله و جلوگيری ازبالا رفتن بيش از حد مايع درون لوله، بايد آن را ازحدود يک سوم بالای 

لوله نگه داشت. 
 پس از مخلوط کردن، برای کاهش انتشار گرد و غبار در هوا، در پوش ظرف يا لوله را بايد با احتياط باز کرد. 

يادآوری: مشاهده گرداب در مايع درون لوله، از سر تا ته آن نشان دهنده کافی بودن مخلوط کردن است.
به  موادی  و  وسايل  کردن  سترون  برای  اتوکلاوها  اتوکلاو۱:  ۴ــ۱ــ۲ــ 
و ۳  ۱ و ۲  گروه  خطرناک  ميکروارگانيسم های  توسط  است  ممکن  که  می روند  کار 
آلوده شده باشند. استاندارد حاضر، اتوکلاوهای مورد استفاده برای سترون کردن 
آنها  مورد  در  که  را   ۴ گروه  خطرناک  ميکروارگانيسم های  توسط  شده  آلوده  مواد 
دستگاهی  اتوکلاو  نمی گيرد.  بر  در  می باشد،  ضروری  کامل  کردن  سترون  و  کنترل 
و  می شود  محفظه  يک  درون  فشرده  و  شده  اشباع  آب  بخار  ايجاد  باعث  که  است 
برای از بين بردن ميکروارگانيسم ها چه سلول های رويشی و چه  آندوسپور باکتری ها 

به کار می رود.
کاربردهای مهم اتوکلاو شامل:

 الف) سترون کردن مايعات و محيط های کشت
 ب) سترون کردن وسايل و ظرف های شيشه ای و فلزی

 پ) ايمن سازی مواد و وسايل آلوده
الف) سترون کردن مايعات: فرآيند سترون کردن مواد مايع مانند محيط های کشت و رقيق کننده ها در ظرف های مختلف مانند 
ارلن، لوله های آزمايش و ظرف های شيشه ای.هنگام آزمون های ميکروبی بايد کليه محيط های کشت و رقيق کننده ها عاری از هر نوع 
ميکروب باشند. از مهمترين مراحل آماده سازی محيط های کشت سترون سازی آنها است که توسط اتوکلاو اين کار انجام می شود. 
نکته: چون برخی از اجزای تشکيل دهنده محيط های کشت، نسبت به گرما حساس هستند، کنترل های زمان و دمای اتوکلاو 
کردن بايد به نحوی باشد که استفاده کننده بتواند ويژگی های دوره کاری را هر بار انتخاب کند. دستورکار سازنده  اين گونه محيط ها نيز 

بايد مورد توجه قرار گيرد.
می شود.مانند  محدود  تميز  جامد  وسايل  کردن  سترون  به  که  فرآيندی  شيشه ای:  ظرف های  و  وسايل  کردن  سترون  ب) 
سترون سازی همه وسايل شيشه ای يا فلزی که پيش از انجام آزمون های ميکروبی بايد انجام شود. مانند سترون سازی لوله های آزمايش، 

بطری ها و ارلن ها. 
پ) ايمن سازی مواد و تجهيزات آلوده: عبارت است از فرآيند کاهش ميکروب ها، به نحوی که بتوان آنها را بدون ترس از 

Autoc  ــ١ ave

شکل۵ــ۲ــ مخلوط کن گردابی

شکل۶ــ۲ــ اتوکلاو
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احتمال خطر عفونت يا آلودگی محيطی مورد استفاده قرار داده يا جا به جا نمود.اين موارد ممکن است شامل ظرف های يکبار مصرف 
باشد که بايد دور ريخته شوند ، برای نمونه لوله های دارای نمونه ( لوله آزمايش پلاستيکی) و تشتک های دارای محيط کشت ميکروبی 

ممکن است شامل مواردی برای تميز کردن، سترون کردن و استفاده دوباره باشند ، مانند ظرف های شيشه ای و فلزی.
 طراحی محل نصب

دستگاه  به  دسترسی  قابليت  بايد  آنها  نصب  برای  محل  انتخاب  هنگام  بنابراين  می باشند.  حجيم  و  سنگين  بيشتر  اتوکلاوها  ــ 
وکاربری آسان آن مورد توجه قرار گيرد. همچنين ظرفيت اتوکلاو، فضای محل نصب، طراحی محل بارگذاری و نحوه بارگذاری ( از 

قسمت جلو يا بالا ) نيز بايد در نظر گرفته شود.
موجب  خارجی  ديواره  يک  نزديکی  در  اتوکلاو  نصب  باشد.  آسان  آنها  سرويس  که  شوند  نصب  نحوی  به  بايد  اتوکلاوها  ــ 

سهولت تخليه و تهويه می گردد.
ــ  اتوکلاوهای ويژه سترون کردن مواد آلوده بايد به راحتی در دسترس بوده و در داخل يا نزديکترين فاصله ممکن به منطقه ای 

قرار گيرند که مواد آلوده بايد بررسی و سامان دهی  شوند.
نکته: توصيه می شود از جابه جايی مواد آلوده و عبور دادن آنها از اتاق هايی که  اين گونه مواد در آنها نگهداری نشده يا روی 

آنها کاری صورت نمی گيرد ، خودداری شود.
ــ نصب اتوکلاو در محلی که در آن محيط های ميکروبيولوژی تهيه می شوند، ضروری می باشد. دسترسی به محل بارگذاری و 
تخليه مواد ، مايعات و لوازم سترون شده (مواد دورريختنی آلوده را شامل نمی شود) بايد به طورمستقيم از محل تهيه محيط های کشت 

صورت گيرد.
  گرما و تهويه: اتوکلاوها پس از يک دوره کاری و به هنگام خالی کردن، مقداری بخار، گرما و بوی نامطلوب در فضا پخش 
می کنند. بنابراين برای حفظ جريان هوای مطلوب در نزديکی اتوکلاو ، تهويه مکانيکی ضروری می باشد. در طراحی سيستم تهويه بايد 

بازده انرژی اتوکلاو و تأثير آن بر محيط کار ، مورد توجه قرار گيرد.
قسمت های مختلف دستگاه اتوکلاو

الف) دريچه اطمينان 
ب) شير تخليه آب

پ) شير خروجی بخار
ت) شير ورودی هوای فشرده

±۳˚C ث) وسيله تنظيم دما و حفظ آن تا
ج) دماسنج يا ترموکوپل ثابت

چ) فشارسنج 
به علاوه اتوکلاو بهتر است به ثبت کننده دما و زمان مجهز باشد.

هنگام کار با اتوکلاو بايد به موارد زير توجه کرد:
۱ــ هنگام سترون سازی با بخار آب لازم است تمام هوای موجود در دستگاه را پيش از بالا رفتن فشار از دستگاه خارج کرد، 

در غير اين صورت دمای لازم تأمين نمی شود.
̊ ۱۲۱ باشد. C ۲ــ دمای بخار آب اشباع شده در محفظه بايد حداقل

۳ــ فشار بخار آب بايد ۱۵ پوند بر اينچ مربع باشد.
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۴ــ هنگامی که دمای اتوکلاو به C˚۱۲۱ رسيد زمان سترون کردن آغاز می شود.اگر هوای داخل اتوکلاو به خوبی خارج نشود، 
̊ ۱۲۱ نرسد. C گرچه ممکن است فشار ۱۵ پوند بر اينچ مربع باشد اما ممکن است دما به

۵ ــ بايد مراقب بود در محفظه اتوکلاو آب به اندازه کافی وجود داشته باشد در غير اين صورت مواد و اجزای  داخل آن آسيب 
می بيند.

۶ــ برای سترون سازی مايعات به ويژه محيط های کشت مايع، بهتر است آنها را در ظرف های شيشه ای در پوش دار سالم سازی 
نمود.

۷ــ پس از مدت طولانی کار با اتوکلاو، مواد آلی و معدنی در محفظه ته نشين می شوند و بهتر است هر دو يا سه ماه يکبار 
مقداری آب در اتوکلاو ريخته و اتوکلاو را به دمای جوش رسانده، شير تخليه اتوکلاو را باز نگه داشت تا مواد ته نشين شده خارج 

شود.
نکته های ايمنی هنگام کار با اتوکلاو    

 از اتوکلاو نبايد برای سترون سازی وسايل تميز و محيط های کشت آماده شده، همراه با وسايل آلوده به طور همزمان استفاده 
شود.

̊ ۸۰ نبايد از آن خارج شود. C وسايل و مواد داخل اتوکلاو تا رسيدن به دمای کمتر از 
 هنگام باز کردن درب اتوکلاو بهتر است کاربر در يک طرف بايستد و درب را طوری باز کند که بخار به صورت او بر خورد 

نکند.
 اگر داخل محفظه، ظرف ها دارای مواد مايع باشند،کاهش ناگهانی فشار باعث جوش آمدن آنها شده و در پوش آنها با شدت 
استفاده  فشرده  هوای  از  يا  و  داد  کاهش  تدريج  به  بايد  مايعات  سازی  سترون  هنگام  ويژه  به  فشاررا  می شود.بنابراين  پرتاب  خارج  به 

کرد.
حاصل  اطمينان  دستگاه  از  برق  سيم  بودن  جدا  از  است  بهتر  محيط ها  و  لوازم  خروج  از  پيش  اتوکلاو  کار  پايان  هنگام   

شود.
رعايت نکته های لازم هنگام پايان عمل سترون سازی و باز کردن درب اتوکلاو

الف) اطمينان از بسته بودن دريچه ورودی بخار
ب) بسته نگاه داشتن شير خروجی بخار تا زمانی که فشار به صفر برسد.

پ) پس از سترون سازی و پيش از جابه جايی مواد و وسايل بهتر است درون اتوکلاو خنک شوند. 
نگهداری و کاليبراسيون اتوکلاو: محفظه داخلی دستگاه، فيلتر، شير تخليه آب و درزگيرهای دستگاه را بايد به طور منظم 
تميز کرد. اتوکلاو بايد در وضعيت مطلوب نگهداری شود و به طور دائم عملکرد آن ارزيابی شود.بهتر است حس گرهای دما به منظور 

نشان دادن نفوذ کافی به مقدارلازم در جاهای گوناگون دستگاه قرار داده شوند.
اتاقک  از  است  عبارت  شده،  داده  نشان  (۷ــ۲)  شکل  در  که  همانطور  گرمخانه،  انکوباتور۱:  يا  گرمخانه  ــ۱ــ۲ــ   ۵
عايق بندی شده با قابليت نگهداری دمای ثابت و توزيع يکنواخت دما با کمترين خطای مجاز در مقدار نوسانات دمايی تعيين شده است 
که برای کشت و نگهداری ميکروارگانيسم ها در شرايط دمايی خاص به کار می رود. هر گرمخانه بايد مجهز به يک ترموکوپل باشد تا 
دما يا ساير متغيرها را در کل حجم کاری ثابت نگه دارد. اگر دمای محيط نزديک يا بالاتر از دمای گرمخانه باشد لازم است به يک 

سيستم خنک کننده نيز مجهز باشد.
Incubator  ــ١
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نکته ها
 ديواره های گرمخانه بايد از تابش نور خورشيد محافظت شوند.

 در صورت امکان در هر دوره کار با گرمخانه، محفظه را بايد به طور کامل پر کرد زيرا محيط های کشت برای رسيدن به دمای 
تعادل زمان طولانی و حدود ۲ ساعت را طی می کنند تا به دمای مورد نظر برسند.

 چيدمان تشتک ها۱ در گرمخانه بايد به گونه ای باشد که فاصله بين آنها و ديواره گرمخانه از ۲/۵ سانت کمتر نباشد.
 اتاقک های گرمخانه بايد به خوبی عايق بندی شوند و مجهز به سيستم پخش دما وگردش هوا باشند.

 از باز گذاشتن درب گرمخانه به مدت طولانی بايد خودداری شود.
 گرمخانه بايد در مکانی قرار گيرد که در مواقع مختلف سال دمای آن بين ۲۷ــ۱۶ درجه سانتی گراد باشد.

 ميزان رطوبت داخل گرمخانه بايد کمتر از حدی باشدکه باعث کندانسه شدن يا تراکم قطره های آب روی ظرف ها و کشت های 
ميکروبی شود. از طرفی رطوبت بايد در حدی باشد که ظرف های دارای محيط کشت 

آگار بيش از ۱۵٪ رطوبت خود را در مدت ۴۸ ساعت از دست ندهند.
و  شود  بهسازی  و  تميز  منظم  طور  به  گرمخانه  بيرونی  و  درونی  ديواره های   

گرد   و غبار از سيستم تهويه آن پاک شود.
 بـرای کنترل دمـای داخل گرمخانه دماسنجی بايـد در محل منـاسب داخل 

گرمخانه قرار داده شود و محدوده عملکرد قابل قبول گرمخانه تعيين گردد.
 دمای گرمخانه را بايد هر روز کنترل نمود.برای اين منظور بايد در هر گرمخانه 

يک يا بيشتر دماسنج که حباب آن درون ظرف دارای گليسرول باشد قرار داد.
 تشتک ها بايد به صورت وارونه در داخل گرمخانه قرار گيرند يعنی درپوش 
شدن  کندانسه  از  کار  اين  بالا.  به  آنها  پشت  و  باشد  داشته  قرار  سطح  روی  بر  آنها 

قطره های بخار آب در داخل آنها جلوگيری می کند.
۶ــ۱ــ۲ــ يخچال: يخچال وسيله ای برای نگهداری نمونه ها در دمای پايين است.دمای نگهداری مواد مورد آزمون به جز 
̊ ٣ باشد.برای پيشگيری از آلودگی های ممکن و به منظور جداسازی فيزيکی، از اتاقک های مختلف  C ٢ تا ̊ C در موارد خاص، بايد

يا ظرف های مختلف برای نگهداری موارد زير استفاده می شود:
الف) محيط های کشت تلقيح نشده، رقيق کننده ها و معرف ها 

ب) نمونه های مواد غذايی
پ) کشت های ميکروبی

بهتر است نمونه های ميکروبی و آلوده را در يک يخچال و نمونه های سالم و محيط های کشت سترون شده را در يخچال ديگری 
قرار داد.

نکته ها
 دمای داخل يخچال را بايد با يک دماسنج که به طور ثابت نصب شده است کنترل کرد.

 پيش از قرار دادن تشتک ها ونمونه ها در يخچال سطح آن بايد با پنبه و الکل اتيليک ۷۰٪ تميز و سالم سازی شود.
 وسايل را بايد به گونه ای در يخچال قرار داد که گردش هوای مناسب ايجاد شده و خطر آلودگی کم شود. 

Petr  ــ١ d she

شکل۷ــ۲ــ نوعی گرمخانه ويژه آزمايشگاه 
ميکروب شناسی مواد غذايی
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۷ــ۱ــ۲ــ فريزر: فريزر اتاقکی است که نگهداری مواد در شرايط منجمد را امکان پذير می سازد و دمای آن جز در موارد 
̊ ١٨ باشد. C مشخص شده بايد کمتر از

فريزر جهت نگهداری موارد زير به کار می رود:
الف) واکنش گرهای تلقيح نشده

ب) نمونه های مورد آزمون
پ) کشت ميکروارگانيسم ها 

وسايل را بايد به گونه ای در فريزر قرار داد تا دمای مورد نظر حفظ شود، به ويژه وقتی فرآورده های غير منجمد در آن قرار داده 
می شود.

۸ ــ۱ــ۲ــ حمام مايع۱ يا بن ماری: حمام با دمای ثابت که با يک مايع مانند آب يا اتيلن گلايکول يا روغن پر می شود و دارای 
درب جهت محدود ساختن تبخير است و به منظور ثبت دمای مشخص به کار برده می شود. حمام های درپوش دار برای دماهای بالاتر 

استفاده می شوند. درپوش آن به گونه ای طراحی شده که مانع چکيدن قطره های ناشی از بخار آب بر روی وسايل درون آن شود.
حمام مايع در موارد زير کاربرد دارد:

الف) گرمخانه گذاری محيط های کشت تلقيح شده که 
بايد در دمای ثابت قرار داده شوند.

ب) نگهداری محيط های کشت جامد سترون و ذوب 
شده پيش از ريختن آنها در تشتک.

و  شده  ذوب  جامد  کشت  محيط  دمای  تعديل  پ)   
سترون برای استفاده در تهيه برخی از محيط های کشت 

مانند محيط کشت آگار خوندار که ابتدا محيط کشت 
آگار آماده شده و سترون شده بايد در حمام مايع به دمای معين 

برسد و سپس خون به محيط آگار افزوده شود.
ت) آماده سازی سوسپانسيون های اوليه يا محلول ها در دمای کنترل شده

نکته ها
 در صورت ضرورت کنترل دقيق دما، حمام بايد به پمپ گردش آب و سيستم تنظيم کننده دمای خودکار مجهز باشد.

 حرکت مايع درون حمام نبايد به گونه ای باشد که سبب پاشيده شدن قطره های آب به اطراف شود.
 محيط های کشت تلقيح شده را بايد به گونه ای در حمام قرار داد که حداقل ۲ سانتی متر پايين تر از سطح مايع درون حمام 

باشد.
 عمق مايع حمام اندازه ای باشدکه آب از در پوش ظرف ها وارد آنها نشود.
 برای نگهداری وسايل درون حمام می توان از نگهدارنده ها استفاده کرد.

 ظرف ها و وسايلی که از حمام خارج می شوند بايد پيش از استفادهٔ بعدی خشک شوند. بهتر است پس از خروج از حمام و 
پيش از استفاده دوباره خشک شوند.

Contro  ــ١  bath

شکل ۸ ــ۲ــ بن ماری
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 دمای حمام بايد با استفاده از يک دماسنج يا ترموکوپل تنظيم وتثبيت شود.
 برای نگهداری محيط های کشت بهتر است از آب مقطر استفاده شود.

 هنگام تماس با مايع درون حمام بهتر است از قطع برق سيستم اطمينان حاصل کرد.
 سطح مايع حمام برای اطمينان از کارکرد درست و شناوری صحيح وسايل قرار گرفته در آن بايدبه طور منظم کنترل شود. 

سطح مايع بايد هميشه المنت های گرم کننده را بپوشاند.
يادآوری: حمام مايع بهتر است با مايعی که کارخانه سازنده آن توصيه کرده پر شود و به طور منظم سطح مايع روی آن کنترل 

شود.
بردن  بين  از  برای  را  خشک  و  C˚۱۸۰ــ۱۶۰  دمای  تثبيت  قابليت  که  است  اتاقکی  آون سترون سازی۱:  ۹ــ۱ــ۲ــ 
ميکروارگانيسم ها دارد. آون بايد مجهز به يک دماسنج يا ترموکوپل و نشانگر زمان باشد. آون تنها برای سترون سازی وسايل مقاوم 
به گرمای خشک، مانند وسايل فلزی (جای پيپت ها و جای لوله های آزمايش) وشيشه ای (ارلن، بشر، استوانه های مدرج و پيپت ها) 

استفاده می شود.
نکته ها 

تميز  خوبی  به  است  لازم  وسايل،  سازی  سترون  از  پيش   
شوند.

 وقتی شرايط دمايی بر قرار شد، روند سترون سازی بايد 
برای مدت کمتراز ۱ ساعت در دمای  C ˚۱۷۰   ادامه يابد.

شکستن  از  پيشگيری  منظور  به  سترون سازی  از  پس   
ظرف های شيشه ای بهتر است پيش از خارج کردن آنها از آون، آنها 

را خنک کرد.
يادآوری: برای برداشتن ظرف های سترون شده و داغ بايد 

از دستکش های ويژه استفاده کرد.
هستند  دستی  شمارشگر  دستگاه های  شمار۲:  پرگنه  ۱۰ــ۱ــ۲ــ 
می  ديجيتال  شمارنده  يک  و  فشار  به  حساس  شمارشگر  وسيله  يک  دارای  که 

باشند که با هر فشار پشت تشتک يک صدای خفيف ايجاد می کند. همانطور 
يک  است  ممکن  دستگاه ها  اين  است  شده  داده  نشان  (۱۰ــ۲)  شکل  در  که 
وسيله ساده مانند قلم يا يک صفحه مدرج نورانی برای تشتک همراه با بزرگ 

باشند.شمارشگرهای  ها  کلنی  يا  پرگنه ها  شمارش  به  کمک  برای  تصوير  نمايی 
به  می کنند  ثبت  را  شده  ايجاد  تصوير  )که  (ديجيتال  خودکار  الکترونيکی  کلنی 
وسيله ترکيبی از سيستم های سخت افزاری و نرم افزاری با استفاده از دوربين و 
نمايشگر عمل می کنند.پرگنه شمار همانطور که از نامش مشخص است وسيله ای 

برای شمارش پرگنه های باکتری ها در محيط های کشت ميکروبی است.
Ster  ــ١ z ng oven
Co  ــ٢ ony counter

شکل ۹ــ۲ــ آون سترون سازی

شکل ۱۰ــ۲ــ نوعی پرگنه شمار
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پرگنه شمار دستی از يک ذره بين، صفحه مدورتقسيم شده به اشکال مربع شکل، شمارشگر و يک لامپ برای روشن شدن محيط 
تشکيل شده است. تشتک مورد نظر بر روی صفحه مدور قرار گرفته، لامپ روشن می شود و فرد شمارش کننده با فشار انگشت روی 
دگمه شمارشگر موجب ثبت تعداد پرگنه ها روی نمايشگر می شود. وجود اشکال مربع شکل موجب دقت بيشتر و جلوگيری از خطا 

در شمردن پرگنه ها می گردد.
نکته ها 

 پيش از انجام کار حساسيت شمارشگر کلنی خودکار را تنظيم کرده تا از شمارش تمام کلنی های مورد نظر اطمينان حاصل 
شود.

 شمارشگر کلنی خودکار بايد هر روز با استفاده از يک تشتک کاليبره شده با تعداد مشخص ذرات يا کلنی های شمارش 
شده، کنترل شود.

 برای اطمينان از دقيق بودن شمارش های به دست آمده از پرگنه شمار، شمارش ها بايد در فواصل منظم به صورت دستی 
کنترل گردد.

 دستگاه بايد به طور دايم تميز و از آلوده شدن به گرد و غبار حفظ شود.
۱۱ــ۱ــ۲ــ سانتريفوژ۱: سانتريفوژها وسايل مکانيکی يا الکتريکی هستند 
که با استفاده از نيروی گريز از مرکز، ذرات معلق، مانند ميکروارگانيسم ها را از مايعات 
ايجاد  صورت  به  ميکروارگانيسم ها  محيط  آب  حذف  موارد  برخی  در  می کنند.  جدا 
رسوب به وسيله سانتريفوژ کردن نمونه های مايع انجام می شود و اين مايع دوباره رقيق 

شده و برای آزمون های بعدی مورد استفاده قرار می گيرد.
نکته ها

 برای پيشگيری از توليد آئروسل ها (ذرات موجود در گرد و غبار) و اثر 
آلودگی های مواد و وسايل روی هم از راه کاربرد درست سانتريفوژ بايد اقدامات لازم 

انجام گيرد.
 بايد از لوله ها و ظرف های ويژه سانتريفوژ که درب دار و سترون شده هستند، استفاده شود.

سانتريفوژ دارای اهميت است و يا برای موارد ويژه، ميزان آن مشخص شده، بهتر است سرعت   در مواردی که سرعت 
سانتريفوژ به طور منظم و پس از هر بار تغيير دوباره کاليبره شود.

 پس از هر بار استفاده از سانتريفوژ برای نمونه های ميکروبی بهتر است سانتريفوژ تميز و سترون شود.
۱۲ــ۱ــ۲ــ وسايل کشت در شرايط اتمسفر تغيير يافته۲:

جار بی هوازی۳: اين وسيله ممکن است يک جار غير قابل نفوذ يا هر وسيله مناسب ديگری باشد که بتواند به ايجاد شرايط 
اتمسفر تغيير يـافته (مـانند شرايط بی هوازی برای باکتری های بی هوازی) در طـی مـدت گـرمخانه گـذاری محيط کشت کمک کند.
ترکيب اتمسفر می تواند به وسيله افزودن مخلوطی از گازها پس از تخليه هوای جار و جايگزينی اتمسفربا استفاده از سيستم گاز ساز۴

Centr  ــ١ fuge
Mod  ــ٢ f ed atmosphere
Anaerob  ــ٣ cjar
Gas pack  ــ٤

شکل ۱۱ــ۲ــ سانتريفوژ
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 يا به طور بسيار ساده تر از راه روشن کردن يک شمع در جار و بستن 
جار  داخل  که  می ماند  روشن  زمانی  تا  (شمع  شود.  انجام  آن  درب 

اکسيژن موجود باشد.)
يادآوری: اين روش نمی تواند شرايط بی هوازی مطلق به وجود 

آورد و توان آن تا ايجاد شرايط بی هوازی اختياری است.
پوشش های  دارای  بسته ها  اين  گاز:  بسته  کار  طرز   
پخش کننده گازی و پودر پالاديوم (کاتاليزور) است. برای استفاده 
بسته، تشتک های کشت شده درون جار قرار داده می شوند  از اين 
و با توجه به اندازه جار ممکن است ۱تا ۳پوشش پخش کننده گازی 
شکل  در  که  شود.همانطور  استفاده  بی هوازی  شرايط  ايجاد  برای 

(۱۲ــ۲) نشان داده شده است،اين پوشش ها باز شده و به صورت عمودی در جار قرار داده می شوند.سپس ۱۰ ميلی ليتر آب 
مقطر به آنها اضافه می شود و در نهايت درپوش جار بسته می شود. آب در پوشش با يک قرص سديم بور هيدريد واکنش می دهد 
و هيدروژن توليد می کند و هيدروژن با اکسيژن ترکيب شده (در حضور کاتاليزور پالاديوم) و آب توليد می کند و اکسيژن از محيط 
 CO۲ حذف می شود.به علاوه پوشش پخش کننده دارای سديم بی کربنات به اضافه اسيدسيتريک است که در حضور آب توليد
می کنند.دی اکسيد کربن برای رشد برخی از باکتری های بی هوازی تحريک کننده رشد است.در آخر سيستم جار آماده شده در 

گرمخانه قرار می گيرد.
۱۳ــ۱ــ۲ــ توزيع کننده درون تشتک۱: اين دستگاه برای توزيع نمودن مايع، نمونه رقيق شده و نمونه يکنواخت شده بر 
روی يک محيط کشت جامد و سپس شمارش کلنی ها پس از گرمخانه گذاری به کار می رود. ابتدا حجم از پيش تعيين شده مايع را از 

بالای سطح يک تشتک آگار در حال چرخش در آن می ريزند.
بر طبق شکل (۱۳ــ۲) توزيع مايع به وسيله حرکت از مرکز تشتک به طرف 
لبه خارجی با افزايش شعاع چرخش می باشد. حجم توزيع شده در نتيجه توزيع با 
تلقيح  حجم  بين  می يابد.بنابراين  کاهش  تشتک  لبه  به  مرکز  از  متحرک  سوزن های 
باکتری ها  کلنی  حالت  اين  در  دارد.  وجود  معکوس  رابطه  چرخش  شعاع  و  شده 
يک  در  کلنی ها  می کنند.تعداد  رشد  است،  شده  تلقيح  مايع  که  خطوطی  امتداد  در 
محدوده شناخته شده با استفاده از يک صفحه شمارش خط کشی شده که همراه با 

دستگاه می باشد، شمارش می شود.
نکته ها 

 سطح تشتک های جامد استفاده شده با تشتک پرکن اسپيرال  بايد تراز و عاری از حباب هوا باشد.
 برای اطمينان از حذف رطوبت اضافی تشتک ها، پيش از استفاده بايد آنها را خشک کرد.

 پيش از نمونه برداری و پس از استفاده بهتر است با آب سترون شده تميز شود.
 ۱۴ــ۱ــ۲ــ دستگاه آب مقطرگيری۲: دستگاهی است که برای تهيه آب مقطر يا آب بدون مواد معدنی يا يون با کيفيت مورد 

Sp ــ١ ra  p atter
Water d ــ٢ st ator

شکل ۱۲ــ۲ــ جار بی هوازی همراه با بسته های گاز ساز

شکل ۱۳ــ۲ــ توزيع کننده درون تشتک
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نياز برای تهيه محيط های کشت ميکروبيولوژی يا واکنش گرها و ساير کاربردهای آزمايشگاهی به کار می رود. قابليت هدايت آب بايد 
هنگام استفاده يا پس از ذخيره سازی در حد مطلوب نگهداری شود و به طور منظم کنترل شود.

نکته: دستگاه آب مقطرگيری بايد با توجه به سختی آب ورودی، در يک دوره زمانی خاص تميز و رسوب زدايی شود.

٢ــ۲ــ وسايل آزمايشگاهی
۱ــ۲ــ۲ــ پی پت۱: پی پت ها وسايل شيشه ای يا پلاستيکی يک بار مصرف هستند که برای جابه جايی حجم های معين مواد 

مايع يا غليظ به کار می روند، پی پت های مدرج حجم های مشخص را با دقت مربوطه جابه جا می کنند.
در آزمايشگاه ها از دو نوع پی پت استفاده می شود:

الف) پی پت حباب دار: يک پی پت حباب دار دارای مخزنی است که گنجايش پی پت روی 
در  حباب  بالای  در  است  شده  داده  نشان  ب)  شکل (۱۴ــ۲ــ  در  که  است.همان طور  شده  نوشته  آن 
قسمت باريک خط نشانه (به صورت دايره سفيدرنگی) وجود دارد که بايد پی پت را تا اين خط نشانه پُر 
کرد. پی پت حباب دار برای برداشتن حجم های استاندارد مانند ۱، ۲، ۵، ۱۰، ۲۵، ۵۰ و… ميلی ليتر 

به کار می رود.
آن  بايد  و  دارد  قرار  بالا  در  آن  صفر  و  است  شده  درجه بندی  بورت  مانند  ساده:  پی پت  ب) 
حجم های  برداشتن  برای  مدرج  پی پت  کرد.  خالی  آخر  تا  و  تنظيم  صفر  درجه  روی  بورت  مانند  را 

غير  استاندارد مانند ۳ ميلی ليتر يا حجم های مميزدار مانند ۲ و نيم و غيره به کار می رود.
 طرز استفاده از پی پت: همانطور که در شکل (۱۵ــ۲) نشان داده 
شده است، برای پر کردن پی پت، نخست بايد نوک آن را در قسمت زير سطح و 
نزديک ته محلول قرار داد تا هنگام مکيدن محلول هوا داخل پی پت نشود. زيرا 
در اين صورت محلول به سرعت بالا می آيد و وارد دهان می شود (در صورت 
 ۲ حدود  پی پت  درون  محلول  سطح  وقتی  ظرف).  در  محلول  حجم  بودن  کم 
ميلی ليتر از خط نشانه گذشت، بايد دهانه پی پت را با انگشت بست و آن را با 
ظرف محلول بالا آورد تا هم سطح چشم شود و به طور عمودی نگاه داشت. 
با کم کردن فشار انگشت، قطره قطره، زيادی محلول را خارج کرده تا سطح 
زيرين مايع به خط نشانه برسد و در اين وضعيت دوباره با فشار انگشت بر دهانه 
پی پت، مانع خارج شدن مايع شد. سپس بايد نوک پی پت را از محلول خارج 
کرد و در ظرفی که محلول در آن بايد ريخته شود قرار داد. برای خالی کردن 
پی پت، فشار انگشت را بايد کم کرد. هنگام خارج کردن پی پت از ظرف دوم، 

ظرف را بايد کج کرد و نوک پی پت را در جايی که محلول نباشد، به جداره ظرف تماس داد. به اين ترتيب قسمتی از مايع که در نوک 
پی پت مانده خارج می شود. برای خارج کردن اين قسمت از مايع نبايد به داخل پی پت فوت کرد.

نکته: از پی پت ها بايد برای جابه جايی مواد مايع يکنواخت شده و سوسپانسيون های ميکروبی استفاده شود. چنانچه اين کار از 
پيش انجام نشده باشد لازم است ده بار پی پت را در جا و با احتياط پر وخالی کرد تا يکنواخت شود.

P ــ١ pete

     شکل ۱۴ــ۲ــ الف) پی پت ساده، 
ب) پی پت حباب دار

(ب)(الف)

شکل ۱۵ــ۲ــ طرز استفاده از پی پت
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دارای  که  است  ساده ای  بسيار  دستگاه  پرکن:  پی پت  ۲ــ۲ــ۲ــ 
يک مخزن مايع و يک پی پت دو راهه است. به طوری که با کشيدن پيستون مايع 
از يک راه وارد پی پت شده و با فشردن پيستون از راه ديگر خارج می شود. از 
پيپتور برای سرعت عمل و انتقال حجم معين از مواد مايع ويژه يا سمی استفاده 

می شود.
سمی  مايعات  برداشتن  برای  است،  آلوده  آزمون  مورد  نمونه  که  زمانی 

نبايد با مکيدن پی پت از راه دهان حجم مورد نظر را برداشت، بلکه بهتر است 
از مکنده يا پوآر استفاده کرد.

 ۳ دارای  پلاستيکی  مکنده  پلاستيکی:  مکنده  از  استفاده  روش 
مکنده  روی  بر  خود  محل  در  پی پت  نصب  از  پس  که  است   E و  S، A کليد
مانند شکل(۱۷ــ۲)، برای برداشتن مقداری ازمواد مايع به ترتيب زير استفاده 

می شود: 
الف) کليد A و حباب لاستيکی را فشار داده تا هوا خارج شود. 

ب) پی پت را وارد ظرف محتوی مايع کرده و وقتی سر پی پت به اندازه 
کافی داخل مايع شد کليد S را به آرامی فشار دهيد تا بر اثر مکش حباب که 
در مرحله اول فشرده و خالی شده، مايع وارد پی پت شده و بالا بيايد (نبايد مايع 

وارد مکنده شود). 
وارد  را  پی پت  شد  حباب  وارد  مايع  لازم  به اندازه  که  اين  از  پس  پ) 
ظرفی که بايد مايع داخل آن خالی شود نموده و کليد E را فشار دهيد تا مايع 

داخل پی پت خالی شود.
نکته ها

 پی پت های آسيب ديده و شکسته بايد دور انداخته شود.
 برای پيشگيری از آلودگی سر پی پت های مدرج و ساده لازم است سرهای پی پت ها و پيپتورها با پنبه غير جاذب، پنبه گذاری 

شود.
 در آزمايشگاه ميکروبيولوژی غير از جابه جايی مواد مايع غير آلوده، برای مکش نبايد از دهان استفاده شود.

هنگام  و  شوند  نگهداری  است  آلومينيوم  يا  نزن  زنگ  فولاد  جنس  از  که  پی پت  نگهداری  ويژه  جای  در  بايد  پی پت ها   
سترون سازی پی پت ها درون جا پی پتی قرار داده شده و در آون با دمای ۱۷۰ درجه سانتی گراد به مدت ۱ ساعت سترون شوند.

 پس از استفاده از پی پت ها به ويژه هنگام کار با مواد مايع آلوده بايد از طرف نوک آنها را در يک استوانه مدرج بزرگ که 
دارای محلول سترون کننده است قرار داد تا تميز و سالم سازی شده، سپس درون آون سترون گردند. 

۳ــ۲ــ۲ــ دماسنج۱: دماسنج وسيله ای است که برای پايش دما در محدوده فعاليت های آزمايشگاهی به کار می رود.در بيشتر 
موارد از يک لوله شيشه ای که دو طرف آن بسته و در قسمت پايين آن حبابی پر از جيوه يا الکل قرار دارد تشکيل می گردد، برای مدرج 
ساختن آن، دماسنج جيوه ای را در کنار دريا در ظرف بخار آبی که در حال جوش است قرار می دهند، جيوه بر اساس خاصيت انبساط 

Thermometer ــ١

شکل ۱۶ــ۲ــ پيپتور

شکل ۱۷ــ۲ــ مکنده
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اجسام در اثر گرما در لوله بالا می رود و در نقطه ای می ايستد که آن نقطه را با عدد ۱۰۰ علامت می گذارند. سپس مخزن جيوه را در 
خرده يخ در حال گداز می گذارند. جيوه از لوله پايين می آيد و در نقطه ای می ايستد که آن را، نقطه صفر دماسنج فرض می کنند که در 
حقيقت نقطه انجماد آب يا نقطه ذوب يخ است. آنگاه ميان اين دو رقم را به صد قسمت مساوی تقسيم می کنند و هر قسمت يک درجه 
سانتی گراد است. اين گونه دماسنج که به صد درجه تقسيم شده اند دماسنج سانتی گرادی ناميده می شوند. به جز اين درجه بندی انواع 
ديگری نيز وجود داردکه از آن جمله دماسنج رئومور و دماسنج فارنهايت است.دماسنج رئومور که در اين گرماسنج نقطه انجماد يا 
ذوب يخ با صفر درجه سانتی گراد برابر است ولی نقطه جوش آب در اين دماسنج ۸۰ درجه سانتی گراد است. اين دماسنج توسط يک 

دانشمند فرانسوی طراحی و ساخته شده است. 
انواع دماسنج آزمايشگاهی 

الف) دماسنج دارای حباب مايع دار: اين نوع دماسنج يکی از رايج ترين 
دماسنج های  عنوان  به  را  دار  مايع  حباب  دارای  دماسنج  می باشد.  دماسنج ها 
و  مايع  مخزن  يک  از  دماسنج  نوع  اين  ساختمان  می شناسيم.  الکلی  يا  جيوه ای 
يک لوله مويين تشکيل شده که مايع درون مخزن در اثر انبساط از لوله مويين بالا 
دما  اندازه گيری  برای  می توان  را  دماسنج  نوع  اين  می دهد.  نشان  را  دما  و  رفته 
از C˚۳۷/۸ تا C˚۳۱۵ استفاده نمود.اما اگرفضای بالای سطح جيوه را از گاز 

ازت پر نمايند، می توان تا دمای C˚ ۵۳۸ از آن استفاده نمود.
ب) دماسنج انبساط سيال: اين نوع دماسنج يکی از باصرفه ترين و رايج ترين 
وسايل اندازه گيری دما در صنعت می باشد.اساس کار اين دماسنج در شکل(۱۹ــ۲) 
نشان داده شده است. همان گونه که ملاحظه می شود با بالا رفتن دما فشار درون 
حباب که می تواند پر از مايع، گاز يا بخار باشد، بالا رفته و توسط فشارسنج اندازه 
دقت  بر  مقدار  اين  اما  باشد؛  متر   ۶۰ تا  می تواند  مويين  لوله  طول  می شود.  گيری 

اندازه گيری دما تأثيرگذار خواهد بود.
صنعت  در  فراوانی  کاربردهای  دماسنج   اين نوع  الکتريکی:  دماسنج  پ) 
داشته و می تـوانند از دمـاهای پايين تـا دماهای بسيار بالا را اندازه گيری نماينـد که 

به صورت مقاومتی و ترموکوپل هستند.
ت) دماسنج مقاومتی: دماسنج مقاومتی به صورت يک سيم بلند و ظريف است که آن را به دور يک قاب نازک می پيچند تا 
از فشار ناشی از تغيير طول سيم که در اثر انقباض آن در موقع سرد شدن پيش می آيد، جلوگيری کند. در شرايط ويژه می توان سيم 
را به دور جسمی که به منظور اندازه گيری دمای آن است، پيچيد يا در داخل آن قرار داد (در گستره دمای خيلی پايين). دماسنج های 
مقاومتی بيشتراز مقاومت های کوچک راديويی با ترکيب کربن يا بلور ژرمانيوم که ناخالصی آن آرسنيک بوده  و جسم حاصل در درون 
يک کپسول بسته پر از هليوم قرار دارد، تشکيل می شوند. اين دماسنج را می توان بر روی سطح جسمی که برای اندازه گيری دمای آن 
است سوار کرد يا در حفره ای که برای اين منظور ايجاد شده، قرار داد. دماسنج مقاومتی پلاتين را می توان برای کارهای خيلی دقيق 

در گستره C ˚۲۵۳ تا C˚ ۱۲۰۰ به کار برد.
ث)ترموکوپل: ترموکوپل وسيله ديگری است که برای اندازه گيری دما مورد استفاده قرار می گيرد. در اين نوع دماسنج از 
آن  از  ترموکوپل  که  دارد  موادی  به  بستگی  ترموکوپل  يک  دمايی  دامنه  می گردد.  استفاده  جامد  اجسام  انقباض  و  انبساط  خاصيت 

شکل ۱۸ــ۲ــ دماسنج دارای حباب 
مايع دار(دماسنج جيوه ای )

شکل ۱۹ــ۲ــ دماسنج الکتريکی
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ساخته شده است برای نمونه، دامنه يک ترموکوپل پلاتينيوم ـ ايريديوم که ۱۰ درصد پلاتينيوم دارد از صفر تا C ˚۱۶۰۰ است. مزيت 
ترموکوپل در اين است که به خاطر جرم کوچک، خيلی سريع با سيستمی که  اندازه گيری دمای آن مورد نظر است، به حال تعادل گرمايی 

در می آيد. بنابراين تغييرات دما به آسانی بر آن اثر می کند، ولی دقت دماسنج مقاومتی پلاتين را ندارد.
نکته ها

بررسی  قابل  جهانی  و  ملی  استانداردهای  با  که  شوند  کاليبره  روشی  به  بايد  دما  پايش  وسايل  ساير  و  مرجع  دماسنج های   
باشد.

 دماسنج ها و ترموکوپل هايی که در گرمخانه قرار دارند به منظور پيشگيری از هدررفتن گرما هنگام باز بودن در گرمخانه و 
برای خواندن درست، بهتر است در ظرف های مناسب دارای گليسرول، پارافين مايع يا پلی پروپيلن گليکول قرار داده شوند.

 چنانچه ستون جيوه يا الکل دماسنج شکسته شود بايد دور انداخته شود.
 دماسنج ها و ترموکوپل ها بهتر است در نقطه انجماد و يا با دماسنج های مرجع در محدود دمای آزمايشگاه کنترل شوند.

يادآوری: جيوه برای سلامتی انسان خطرناک است. در صورت شکسته شدن حباب و ريختن جيوه، لازم است از دست زدن 
به آن و تنفس در برابر آن خودداری کرده و مکان های آلوده به آن را تميز و سالم سازی نمود. 

٤ــ٢ــ۲ــ تشتک ها يا پتری ديش ها۱: تشتک ها ظرف هايی هستند 
از جنس شيشه يا پلاستيک يک بار مصرف که دارای قطر ۸۵ ميلی متر و عمق 
۱۲ ميلی متر هستند. تشتک ها برای تهيه محيط های کشت جامد و سپس کشت 

باکتری ها به کار برده می شوند.
نکته ها

هنگام  کشت،  محيط  دارای  تشتک های  در  باکتری ها  کشت  از  پس   
قرار دادن در گرمخانه درب آنها بايد روی سطح گرمخانه و پشت آنها به سمت 

بالا قرار گيرد.
 تشتک های کشت شده ميکروبی را پس از استفاده و پيش از دور ريختن بايد در اتوکلاو درون يک کيسه بزرگ سترون 

کرده و سپس دور ريخت.
که  سيم  قطعه  يک  از  وسيله  اين  کشت:  سيم  ــ۲ــ  ــ۲   ۵
جنس  از  دستگيره ای  داخل  در  آن  ديگر  طرف  و  آزاد  آن  طرف  يک 
باکتری ها  برداشت  برای  هم  آن  از  که  شده  ساخته  است،  فلز  يا  شيشه 
روش  به  باکتری ها  کشت  برای  هم  و  ميکروبی  کشت  محيط های  از 
خطی استفاده می شود. همانطور که در شکل(۲۱ــ۲) نشان داده شده 
حلقه۲ صورت  به  می تواند  آن  انتهای  آزمايش  نوع  حسب  بر  است، 

يـا  و  دارد  نـام  کشت  حلقه  يا  فيلدوپلاتين  صورت  ايـن  در  که  باشد 
می تواند بدون حلقه باشد که در اين صورت آنس يا سوزن کشت ناميده 

می شود.
Petr ــ١  d shes
Loop  ــ٢

شکل۲۰ــ۲ــ تشتک يا پتری ديش

شکل ۲۱ــ۲ــ سمت راست، حلقه کشت و سمت چپ سوزن کشت
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نکته: مهم ترين نکته در رابطه با استفاده از لوپ و آنس، سترون کردن 
آنها پيش و پس از کار و تماس با کشت ميکروبی و محيط های آلوده است. 
برای اين منظور، همانند شکل(۲۲ــ۲) بايد چراغ گازی يا الکلی را روشن 
کرده و لوپ را با زاويه ۶۰ درجه سانتی گراد در قسمت آبی شعله نگه داشت 
تا قسمت فلزی آن گداخته شود، سپس از شعله خارج کرده و حدود ۱۰ ثانيه 

به حال خود قرار داد تا خنک شود و برای کاربرد مورد نظر آماده شود.

زياد  گرمای  برابر  در  مقاوم  آزمايش  لوله های  آزمايش:  لوله های  ۶ــ۲ــ۲ــ 
و در اندازه های گوناگون هستند.همانطور که در شکل (۲۳ــ۲) نشان داده شده است، 
قسمت پايين لوله گرد و سر آنها صاف است.اين لوله ها برای نگهداری محيط های کشت 
بيوشيميايی  واکنش های  مشاهده  و  وانجام  مايع  محيط  در  ميکروارگانيسم ها  رشد  مايع، 

باکتری ها درمحيط های متابوليکی به کار می روند.
نکته ها

 لوله های آزمايش را پيش و پس از آزمون های ميکروبی بايد در آون با دمای 
C ˚۱۷۰ سترون کرد.

 بهتر است از لوله هايی استفاده شود که درپوش يا چوب پنبه مانند روی در آنها قرار دارد.
 برای نگهداری لوله های آزمايش از جا لوله ای که می تواند مانند شکل( ۲۳ــ۲) چوبی و يا فلزی و پلاستيکی قابل شستشو 

باشد، استفاده شود.
 برای برداشتن لوله های آزمايش سترون شده و داغ بايد از دستکش ويژه و يا گيره چوبی استفاده شود.

 برای شستشوی لوله های آزمايش و از بين رفتن کامل مواد ته نشين شده در لوله ها بايد از برس لوله استفاده شود.

شکل ۲۲ــ۲ــ روش سترون کردن حلقه  وسوزن کشت

شکل ۲۳ــ۲ــ لوله های آزمايش همراه با جالوله ای

شکل ۲۵ــ۲ــ برس شستشوی لولهشکل ۲۴ــ۲ــ گيره چوبی
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۷ــ۲ــ۲ــ چراغ گازی۱: در اين چراغ نوعی گاز مانند متان يا بوتان با هوا مخلوط 
در  است.  شده  نامگذاری  آلمانی)  (شيميدان  بونزن  آن  مخترع  ياد  به  که  می سوزد  و  شده 
آزمايشگاه ميکروبيولوژی کليه آزمون های ميکروبی را بايد در فاصله حدود ۳۰ سانتی متری 
شعله انجام داد.چراغ گازی برای سترون سازی لوپ و آنس با شعله مستقيم، تهيه گسترش 
ميکروبی بر روی لام که در فصل های بعد شرح داده خواهد شد و در انواع رنگ آميزی ها 
به کار می رود و برای حرارت دادن محيط های کشت جامد هنگام آماده سازی آنها به کار برده 

می شود.
نکته ها

 هنگام کار با چراغ گازی ابتدا بايد شير اصلی گاز را باز کرد.
 در آزمايشگاه ها بايد روی ميزهای کار هنرجويان به تعداد لازم چراغ گازی قرار داده شود که هر کدام علاوه بر اين که به 
شير اصلی گاز وصل هستند دارای شيرهای جانبی نيز  باشند وهنگام کار با آنها با باز و بسته کردن شير جانبی می توان آنها را به طور 

جداگانه روشن و خاموش کرد.
 برای روشن کردن مشعل بايد شير جانبی را باز کرده وسپس برای جلوگيری از نشت گاز به اطراف، کبريت را روشن نموده و 
با آن مشعل را روشن کرده و برای تنظيم شعله از حلقه نزديک پايه مشعل استفاده کرد. اگر حلقه گاز باز باشد و گاز از دهانه به اطراف 

پراکنده شود با روشن کردن شعله کبريت منجر به ايجاد شعله بسيار شديد خواهد شد.
 هنگام روش کردن شعله مشعل بهتر است سر را کنار و دور از دهانه مشعل قرار داد تا اگر بر اثر بی احتياطی، شعله گاز به 

اطراف پراکنده شد به صورت برخورد نکند.
 پس از کار با چراغ گازی بايد شير جانبی بسته شود.

 در صورت بروز خطر و ايجاد شعله زياد در اثر نشت گاز بايد بلافاصله شيرهای جانبی و اصلی را بسته و مراتب را گزارش 
داده و برای بر طرف شدن نقص اقدام لازم را به عمل آورد.

 برای گرم کردن محلول ها و محيط های کشت جامد (فصل آماده سازی محيط های کشت) تا زمانی که شفاف شوند بايد يک 
سه پايه فلزی همراه با توری نسوز که در شکل (۲۷ــ۲) نشان داده شده است، روی شعله قرار داد و سپس ظرف دارای محيط را روی 

آن گذاشت.
۸ ــ۲ــ۲ــ سه پايه  فلزی و توری نسوز: وسيله ای است که برای نگه داشتن وسايل و گرم کردن آنها در بالای شعله چراغ 

کار آزمايشگاهی کاربرد دارد.

Bunzen burner ــ١

شکل ۲۶ــ۲ــ چراغ گازی

شکل۲۷ــ۲ــ سمت راست، توری نسوز و سمت چپ، سه پايه فلزی
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٩ــ٢ــ٢ــ ميـله های شيشه ای همـزن و سرکج: ميله های شيشه ای همزن برای يکنواخت 
ميله های  می روند.  کار  به  رقيق کننده  در  جامد  مواد  کردن  حل  ويژه  به  آزمون  مورد  نمونه های  کردن 
شيشه ای سرکج برای انجام يک نوع کشت ميکروبی که برای شمارش باکتری ها در محيط جامد به کار 

می رود، استفاده می شوند.(به فصل روش های کشت ميکروارگانيسم ها نگاه کنيد)
نکته: هنگام کار با ميله های شيشه ای بايد ابتدا آنها را از قسمت سر، درون ظرف دارای اتانول 
۷۰ درصد قرار داد تا سترون شوند و موقع استفاده يک بار ازروی شعله عبور داده تا الکل روی ميله ها 

سوخته يا بخار شود.
۱۰ــ۲ــ۲ــ قاشقک۱: وسيله ای است که برای برداشتن و وزن کردن مواد اوليه 
محيط های کشت و مواد مشابه که به صورت پودر هستند به کار می رود. در صورت نياز 

لازم است پيش از کاربری تميز و سترون شود.
۱١ــ۲ــ۲ــ لام (اسلايد): برای تهيه گسترش ميکروبی، رنگ آميزی و مشاهده 
شيشه ای.  يا  هستند  مصرف  يکبار  صورت  به  يا  لام ها  می روند.  کار  به  ميکروسکوپ  زير 
برای استفاده دوباره از لام های شيشه ای بايد آنها را درون محلول سترون کننده قرار داده 

و سالم سازی نمود. 
ساير وسايل آزمايشگاهی شامل استوانه های مدرج برای برداشت حجم مشخص مواد مايع و رقيق کننده ها، بشر، ارلن، پنس 

برای برداشتن نمونه های آلوده و نمونه هايی که با دست نمی توان گرفت.

۳ــ۲ــ ميکروسکوپ 
تا  را  شکل ها  می توانند  معمولی  ميکروسکوپ های  امروزه  است.  بزرگ نمايی  دارای  لنزهای  از  مجموعه ای  ميکروسکوپ 
ميکروسکوپ  می سازد.  پذير  امکان  را  باکتری  سلول های  حرکت  و  شکل  اندازه،  مشاهده   تنها  رقم  اين  که   کنند  بزرگتر  برابر   ۱۰۰۰
های اختصاصی تر با بزرگ نمايی بيشتر مانند ميکروسکوپ الکترونی، شکل ها را تا ۱۰۰۰۰۰ برابر بزرگتر می کنند و مشاهده ويروس 

ها و حتی اتم ها را امکان پذير می سازند. ساده ترين نوع ميکروسکوپی که در بيشتر آزمايشگاه ها به کار برده می شود ميکروسکوپ نوری 
معمولی است.

١ــ٣ــ٢ــ ساختمان ميکروسکوپ نوری: هر ميکروسکوپ نوری دارای قسمت های زير است:
الف) منبع نور يا لوميناتور۲: که در زير محل قرار گرفتن اسلايد نمونه است.

ب) کندانسور۳: نوعی عدسی است که نور خارج شده از منبع نوری را روی اسلايد نمونه متمرکزمی کند و زير صفحه قرار دارد.
پ) صفحه۴: صفحه ای است که نمونه روی آن قرار داده می شود.

ت) عدسی چشمی۵: يک جفت عدسی که بالای بدنه ميکروسکوپ قرار دارد و دارای بزرگ نمايی ۱۰ است.

Spatu ــ١ e
Lum ــ٢ nator
Condensor ــ٣
Stage ــ٤
Ocu ــ٥ ar ense

شکل۲۸ــ۲ــ ميله شيشه ای همزن

شکل۲۹ــ۲ــ قاشقک
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با  شیء  عدسی های  دارند،  قرار  چرخان  صفحه  يک  روی  و  صفحه  بالای  مستقيم  که  عدسی هايی  شی ء۱:  عدسی های  ث) 
بزرگ نمايی های۱۰۰،۴۰،۱۰،۴ می باشند.

ضريب  اختلاف  دليل  به   ۱۰۰ بزرگ نمايی  در  است.زيرا  ايمرسيون۲  يا  سدر  روغن  با  همراه  عدسی   ۱۰۰ عدسی  يادآوری: 
شکست نوری شيشه و هوا نور به خوبی منعکس نمی شود و شکل کدر خواهد شد. روغن ايمرسيون يا روغن سدر اين عيب را بر طرف 

می کند زيرا ضريب شکست نوری مشابه شيشه دارد و نور را به خوبی منعکس می کند و تصوير واضح و شفاف خواهد شد.
ج) دريچه ديافراگم: زير کندانسور و صفحه قرار دارد و ميزان نوری را که به کندانسور می رسد با باز و بسته کردن دريچه 

می توان تنظيم کرد.
چ) پيچ های تنظيم۳ دو نوع هستند: ماکرومتر و ميکرومتر؛ که بر روی بازوی ميکروسکوپ قرار دارند.

پيچ تنظيم يا فوکوس بزرگتر يا ماکرومتر چسبيده به بازو است و برای تنظيم و وضوح تصوير در حد ماکرومتر به کار می رود.با 
چرخش آن صفحه در حد قابل رؤيت بالا و پايين می رود. پيچ تنظيم کوچکتر يا ميکرومترکه چسبيده به ماکرومتر است و تنظيم تصوير 

را در حد ميکرو انجام می دهد.
در شکل(۳۰ــ ۲) قسمت های ميکروسکوپ نشان داده شده است.

٢ــ٣ــ٢ــ روش استفاده از ميکروسکوپ نوری: 
الف) کليد جريان برق را فشار داده و منبع نور را وصل کنيد.

ب) صفحه عدسی های شیء را بچرخانيد تا عدسی به پايين ترين بزرگ نمايی برسد.در عـدسی با بزرگ نمايی پايين قسمت بيشتری 
ازسطح اسلايد نمونه رادر ميدان ديد قرار می دهد. بنابراين ابتدا عدسی های پايين برای تنظيم اوليه شکل به کار می روند و در آخر در 

Object ــ١ ve enses
Immers ــ٢ on
Adjustment Knobe ــ٣

شکل۳۰ــ۲ــ نما و اجزای ميکروسکوپ نوری
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صورت نياز عدسی ۱۰۰ با روغن ايمرسيون استفاده می شود.
پ) اسلايد نمونه را روی صفحه و بين خط کش ها قرار دهيد. گيره کنترل را بالا بگيريد تا اسلايد درست روی صفحه و بالای 

مرکز نور قرار گيرد.
ت) در حالی که از کنار نگاه می کنيد، صفحه را به آرامی تا جايی که امکان دارد بالا ببريد تا متوقف شود.

يادآوری: هميشه عدسی و صفحه را دور نگه داريد. زمانی که لازم است به هم نزديک شوند، از کنار به دقت نگاه کنيد و 
حرکت صفحه به بالا را به آرامی انجام دهيد تا عدسی آسيب نبيند. 

ث) با عدسی های چشمی نگاه کنيد و صفحه را با پيچ تنظيم ماکرومتر به آرامی پايين بياوريد تا صفحه ديد مورد نظرتان ظاهر 
شود.

به  را  تصوير  وضوح  می توان  پيچ،  آرام  بسيار  حرکت  با  کنيد.  استفاده  ميکرومتر  يا  تنظيم  پيچ  از  شکل  شدن  واضح  برای  ج) 
دلخواه تنظيم کرد.

چ) همزمان برای وضوح تصوير می توان با باز و بسته کردن دريچه ديافراگم نيز به اين کار کمک کرد.
ح) پس از تنظيم شکل با پايين ترين بزرگ نمايی، صفحه را بچرخانيد تا به عدسی بالا برسيد.

يادآوری: عدسی ها بايد با دقت جابه جا شوند تا تنظيم شکل تغييرنکند. در هر صورت بهتر است پس از تغيير عدسی ها تنظيم 
دوباره انجام شود.

خ) هنگام کار با عدسی شیء با بزرگ نمايی ۱۰۰ بايد از روغن ايمرسيون استفاده شود. يک قطره روغن بر روی ناحيه روشن 
روی اسلايد قرار دهيد و صفحه را بچرخانيد تا به عدسی ۱۰۰ برسيد و دوباره تنظيم را مانند پيش انجام دهيد.

يادآوری: پس از پايان کار با روغن ايمرسيون، تنها عدسی شیء ۱۰۰ را با پارچه ويژه و گزيلل پاک کنيد.

٤ــ٢ــ انواع ميکروسکوپ
۱ــ٤ــ۲ــ ميکروسکوپ زمينه روشن۱: ميکروسکوپ 
نوری معمولی است که به طور کامل شرح داده شد.همانطور که در 
شکل (۳۱ــ۲) سمت راست نشان داده شده است، نور از منبع آن 
خارج شده و روی اسلايد نمونه متمرکز می شود. نمونه بيشتر امواج 
با  ميکروسکوپ  اين  در  می کند.  جذب  را  برخی  و  منعکس  نوررا 
شده  آميزی  رنگ  نمونه  صورت  به  شکل  نمونه ها،  آميزی  رنگ 
ميکروسکوپ  کاربرد  از  هدف  می شود.  مشاهده  روشن  زمينه  در 
گرفتن  قرار  ترتيب  و  شکل  روشن،مشاهده  زمينه  با  معمولی  نوری 
نيز  و  کپسول  تاژه،  مانند  آنها  بيرونی  اجزای  مشاهده  باکتری ها، 

مشاهده اسپور باکتری ها است.

Br ــ١ ght f e d M croscope

شکل۳۱ــ۲ــ سمت راست، چگونگی تشکيل شکل توسط ميکروسکوپ 
ميکروسکوپ  توسط  شده  گرفته  شکل  چپ،  سمت  روشن.  زمينه  نوری 

نوری زمينه روشن.
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۲ــ٤ــ٢ــ ميکروسکوپ زمينه تاريک۱: اين ميکروسکوپ نور را از 
منبع آن روی نمونه متمرکز می کند.نمونه بيشتر امواج نوری را جذب و برخی را به 
شفاف  و  روشن  نمونه  و  شده  تاريک  ديد  زمينه  می کند.  منعکس  شیء  عدسی  سمت 

ديده می شود.

جای  به  می رسد  نمونه  به  که  را  آن  منبع  از  شده  خارج  نور  ميکروسکوپ  اين  متضاد۲:  فاز  ميکروسکوپ  ۳ــ٤ــ۲ــ   
انعکاس، منحرف می کند که حرکت نور خارج از فاز گفته می شود. اين نوع ميکروسکوپ نيازی به رنگ آميزی نمونه ندارد بنابراين 

برای مشاهده باکتری های زنده در گسترش مرطوب و مشاهده حرکت باکتری ها به کار برده می شود.

فلورسنت۳:  ميکروسکوپ  ۴ــ٤ــ۲ــ 
مشاهـده  بـرای  فـلورسنت  ميکـروسکوپ 
ويـژگی  طبيعی  طور  بـه  که  موادی  يا  سلول 
فلـورسنت  رنگ هـای  بـا  يـا  دارنـد  فلـورسنت 
در  می رود.  بـه کـار  مـی شونـد،  رنـگ آميـزی 
۴(UV) فرابنفش نور  از  فلورسنت  ميکروسکوپ 
می شود. استفاده  ديد  ميدان  کردن  روشن  برای   
نمونه بسيار درخشان در زمينه ديد تاريک مشاهده 

می شود.

Dark F ــ١ e d M croscope    ــ٢ Phase Contrast M croscope
F ــ٣ ourescent M croscope    ــ٤ U tra V o et

شکل۳۲ــ۲ــ شکل گرفته شده توسط 
ميکروسکوپ زمينه تاريک

شکل۳۳ــ۲ــ سمت چپ، ميکروسکوپ فاز متضاد و سمت راست، چگونگی تشکيل شکل توسط ميکروسکوپ متضاد

شکل۳۴ــ۲ــ (الف)، ميکروسکوپ فلورسنت و(ب)، شکل 
گرفته شده توسط ميکروسکوپ فلورسنت

(الف)
(ب)
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باکتـری ها بوده و بـرای  ميکروسکوپ نـوری برای مشاهده اجزای داخلی سلول  الکترونی:  ميکروسکوپ  ۵ــ٤ــ۲ــ 
مشاهده ويروس ها کارايی ندارد.برای اين منظور از ميکروسکوپ الکترونی با بزرگ نمايی تا ۱۰۰۰۰۰ برابر استفاده می شود.در اين 
ميکروسکوپ ها به جای منبع نور، از امواج الکترونی و به جای عدسی های شيشه ای از عدسی های الکترومغناطيس استفاده می شود.

قدرت تفکيک ميکروسکوپ الکترونی ۰/۳ بر حسب نانومتر است.البته کار با اين ميکروسکوپ فنی و دشوار است زيرا عدسی و نمونه 
بايد در خلاء باشند و نياز به آماده سازی پيچيده نمونه دارند. عکس گرفته شده از ميکروسکوپ الکترونی ميکروگراف نام دارد.

 دو نوع ميکروسکوپ الکترونی وجود دارد:
دارای  شده،  داده  نشان  شکل (۳۵ــ۲ــ ب)  در  ميکروسکوپ  نوع  اين   :۱(SEM) نگاره الکترونی  ميکروسکوپ  الف) 
بزرگ نمايی ۱۰۰۰۰۰ برابر است و تصوير سه بعدی ارائه می دهد و تنها برای مشاهده شکل و سطوح بيرونی سلول ها به کار برده می شود 
نه اجزای داخلی آنها.نمونه ها به صورت لايه بسيار نازک بريده شده و با يک لايه طلا و پالاديوم پوشيده می شوند و سپس جهت مشاهده 

با ميکروسکوپ الکترونی به کار می روند.
ب) ميکروسکوپ الکترونی گذاره(TEM)۲: در شکل (۳۵ــ۲ــ الف) نشان داده شده است، بزرگ نمايی بسيار بالا دارد 
در حد ۲۰۰۰۰۰ برابر و تصوير را به صورت دو بعدی نشان می دهد. برای مشاهده اجزای داخلی علاوه بر شکل سلول و بخش های 

خارجی آن به کار می رود. 

 

Scann ــ١ ng E ectron M croscope
Transm ــ٢ ss on E ectron M croscope

شکل۳۵ــ۲ــ(الف) ميکروسکوپ الکترونی گذاره، (ب) ميکروسکوپ الکترونی 
نگاره و(پ) تصويرسه بعدی گرفته شده با ميکروسکوپ الکترونی نگاره

(ب)(الف)

(پ)


