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يمذيخ عبيخ 

 

 

 ٤ِٕٓٞ ٖٓ اُجؾش ٣ٔٞرٕٞ ًَ ػبّ ٖٓ أٓشاك ٓشرجطخ ثؤعبع٤بد فؾ٤خ ٓضَ الاعٜبٍ، 2.2ؽٞا٠ُ  

رذاخَ اُقؾخ، اُ٘ظبكخ، الآذاد ثب٤ُٔبٙ أصجذ إٔ ُٜب . ٓؼظْ ٛئلاء ٖٓ الاهلبٍ ٖٓ اث٘بء اُذٍٝ اُ٘ب٤ٓخ

ُٝوذ ارنؼ إٔ الآذاد ثب٤ُٔبٙ ا٥ٓ٘خ ٝاُٞعبئَ اُقؾ٤خ خطٞح . دٝسٛب ك٠ اُزؾٌْ ك٠ ٛزٙ الأٓشاك

. أعبع٤خ ُخلل الافبثخ ثٜزٙ الأٓشاك

ٝػ٠ِ اُشؿْ ٖٓ رُي كبٕ الآذاد ثٔقذس ع٤ذ  ٤ُِٔبٙ ٝرٞك٤ش اُٞعبئَ اُقؾ٤خ الأعبع٤خ ظلا أٓشا 

ٝك٠ رقش٣ؼ ٓغ ٜٗب٣خ الأُل٤خ اُضب٤ٗخ ظٜش رشاعغ ك٠ ٗغجخ ًلا ٖٓ اُز٣ٖ لا رقَ ا٤ُْٜ ٤ٓبٙ . ٓؾ٤شا

اُؾشة اُ٘و٤خ  أٝ  خذٓبد اُقشف اُقؾ٠ ٌُٖٝ ظَ خلل ٗغجخ اُز٣ٖ لا رقَ ا٤ُْٜ ٤ٓبٙ اُؾشة 

.  2015ا٠ُ اُ٘قق ٛذف ٓخطو ُٚ إٔ ٣زؾون  ػبّ 

ٝالآذاد ث٤ٔبٙ ؽشة ٓوجُٞخ ٖٓ ؽ٤ش اُقلبد ا٤ٌُٔشٝث٤ُٞٞع٤خ ٓغ خلل ٓخبهش الافبثخ 

ٝك٠ أٟ خطخ ٤ٓبٙ آٓ٘ٚ . ثبلأٓشاك أُؼذ٣خ ٣ؾزبط ا٠ُ ػ٘بفش أعبع٤خ رزنٜٔ٘ب خطخ ا٤ُٔبٙ ا٥ٓ٘خ

ٝاُطشم . كبٕ اُزش٤ًض ٣وغ ػ٠ِ اُزؾٌْ ٝاٌُؾق ػٖ اُزِٞس اُجشاصٟ ٤ُٔبٙ اُؾشة ًٝزُي ٓقبدسٙ

أُؼزبدح ك٠ ه٤بط اُزِٞس اُجشاصٟ رؼزٔذ ػ٠ِ ثٌزش٣ب أٝ ٓغٔٞػخ ٖٓ اُجٌزش٣ب ٣ؼزذ ثٜب ًذ٤َُ ػ٠ِ 

ٝه٤بط أٟ ٓئؽش ثٌز٤شٟ  ُِزِٞس اُجشاصٟ ٣ؾزبط ا٠ُ ؽخـ ٓزذسة، ث٤ئبد ٝٓٞاد . اُزِٞس اُجشاصٟ

أخشٟ ٓذػٔخ ًٝزُي آٌب٤ٗبد رزٞاكش كوو ك٠ ٓؼَٔ ا٤ٌُٔشٝث٤ُٞٞع٠ أٝ اعزؼٔبٍ ٝعبئَ ُِزؾ٤َِ 

. ا٤ٌُٔشٝث٤ُٞٞع٠ ك٠ اُؾوَ

ٝػذّ رٞاكش ٓؼَٔ أٝ ٝعبئَ اُزؾ٤َِ اُؾو٠ِ ٣ؼزجش ػبئوب أٓبّ آذاد اُؼذ٣ذ ٖٓ أُغزٔؼبد ٝاُؾؼٞة 

ٖٝٓ اُغٜٞد ُؾَ رِي أُؾٌِخ، اهزشؽذ . ك٠ اٗؾبء اُؼبُْ ث٤ٔبٙ اُؾشة ا٥ٓ٘ٚ ٤ٌٓشٝث٤ُٞٞع٤ب

ثؼل . ٝهٞسد ػذد ٖٓ ثذائَ اٌُؾبكبد ٝالاخزجبساد ٌُِؾق ػٖ اُزِٞس اُجشاصٟ ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة

ٖٓ رِي اٌُؾبكبد أُوزشؽخ ٝاخزجبسارٜب ثغ٤طخ، ٓ٘خلنخ اُزٌب٤ُق ٝلا رؾزبط ا٠ُ ٓؼَٔ 

ثؼل ٖٓ ٛزٙ اٌُؾبكبد اُجشاص٣خ ٓ٘خلنخ اُزٌِلخ ثذأ . ٤ٌٓشٝث٤ُٞٞع٠ اٝ ٝعبئَ الاخزجبس اُؾو٠ِ

ٖٝٓ مٖٔ ٛزٙ الاخزجبساد ٓب ٣غ٠ٔ اخزجبس ًجش٣ز٤ذ . اعزخذآٜب ك٠ ػ٤ِٔبد الآذاد ث٤ٔبٙ اُؾشة

 ٝاُزٟ ٣زْ كجٚ اٌُؾق أٝ روذ٣ش اُجٌزش٣ب أُ٘زغخ ٌُجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ، ػ٠ِ ‗ H2 Sالأ٣ذسٝع٤ٖ أٝ 

. اػزجبس إٔ رِي اُجٌزش٣ب ٓشرجطخ ثبُزِٞس اُجشاصٟ

الاخزجبس ٗؾؤ أفلا ٌُِؾق، ك٠ ؽغْ ٖٓ أُبء، ػٖ اٗزبط ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ ثبُجٌزش٣ب أُؼ٣ٞخ 

أُشرجطخ ثبُزِٞس اُجشاصٟ ٝرُي ٖٓ خلاٍ ر٣ٌٜٞ٘ب ساعت اعٞد ٣٘زظ ٖٓ رلبػَ ٣زْ ك٠ اُج٤ئخ 

 ٝرٔذ ػ٤ِٚ ثؼذ 1982ٝٛزا الاخزجبس ثذأ اعزخذآٚ ػبّ .  أُغزخذٓخ ث٤ٖ ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ ٝاُؾذ٣ذ
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ٝرٞعذ ػذح فٞس ُلاخزجبس رخزِق ػٖ ثؼنٜب ك٠ رش٤ًت اُج٤ئخ أُغزخذٓخ، . رُي ػذح رطٞساد

ُْٝ ٣زْ ٝمغ . رؾن٤شٛب، أُٞاد أُذػٔخ، ؽغْ اُؼ٤٘خ، ٓذح ٝؽشاسح اُزؾن٤ٖ، ٝرو٤٤ْ اُ٘زبئظ

الاخزجبس ك٠ اُقٞسح  اُو٤بع٤خ ك٠ ًض٤ش ٖٓ دٍٝ اُؼبُْ ٝرٔذ دساعبد ٓوبسٗخ ٓب ث٤ٖ ٛزا الاخزجبس 

ػ٠ِ إٔ ٝعٞد ػذح فٞس لاخزجبس ًجش٣ز٤ذ . ٝالاخزجبساد اُجٌزش٣ُٞٞع٤خ الأخشٟ ُِزِٞس اُجشاصٟ

. الأ٣ذسٝع٤ٖ ًٝزُي اخزلاف هشم اُزو٤٤ْ ك٠ اُذساعبد أُؼ٤ِٔخ ٝاُؾو٤ِخ عؼَ ػ٤ِٔخ أُوبسٗخ فؼجخ

 

انكشف عٍ ٔالاخزجبس نذنيم انزهٕس انجشاصٖ فٗ ييبِ انششة، انمشيُخ، أغشاظّ، انؾبعخ انيّ 

 ٔيعبييشِ
 

  خطػ أيبٌ ييبِ انششة ٔانكشف عٍ انذلائم انجشاصيخ فٗ ييبِ انششة

ٝٓ٘ز ثذا٣خ . ٛذف اعبع٠ ُزٞك٤ش ٤ٓبٙ ؽشة آٓ٘خ إٔ رٌٕٞ أعبعب خب٤ُخ ٖٓ اٌُبئ٘بد اُذه٤وخ أُٔشمخ

اُوشٕ اُؼؾش٣ٖ، اعزؼَٔ اٌُؾق ػٖ اُذ٤َُ اُجشاصٟ اُجٌز٤شٟ ًؤعبط ُِٔؼب٤٣ش، اُخطٞه 

الاعزشؽبد٣خ ٝأُوب٤٣ظ ُِؾذٝد أُوجُٞخ ُِزِٞس اُجشاصٟ ًٝؤعبط ُِؾٌْ أٝ اُز٘جئ ػٖ آٌب٤ٗخ ٝعٞد 

 ُٝوذ دػٔذ اُخطٞه الاعزشؽبد٣خ ُٔ٘ظٔخ اُقؾخ اُؼب٤ُٔخ ٝؿ٤شٛب   .اٝ ؿ٤بة اٌُبئ٘بد أُٔشمخ

ٝٓغ رُي، . ٖٓ ا٤ُٜئبد اعزخذاّ اُذلاٍ اُجٌز٤ش٣خ ٝه٤بعٜب ًؤعبط ُِؾٌْ ٝرؤ٤ًذا ُ٘ٞػ٤خ ٤ٓبٙ اُؾشة

كبٕ اُزؾ٤َِ لأدُخ اُزِٞس ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة ًٔو٤بط ُ٘ٞػ٤خ أُ٘زظ اُٜ٘بئ٠ ٝروذ٣ش ٓخبهش الأٓشاك 

ا٤ٌُٔشٝث٤خ ٓب ٛٞ الا ٝاؽذ  ٖٓ اُؼذ٣ذ ٖٓ أُوب٤٣ظ ٝالأٗؾطخ ك٠ اُ٘ظبّ ثؤًِٔٚ ُلآذاد ث٤ٔبٙ اُؾشة 

ٝك٠ رؾذ٣ش اُخطٞه الاعزشؽبد٣خ ُٔ٘ظٔخ اُقؾخ اُؼب٤ُٔخ كبٕ اُٜذف ٖٓ الآذاد ث٤ٔبٙ ؽشة . ا٥ٓ٘خ

ٛزٙ اُخطخ رؾَٔ رو٤٤ْ أُخبهش، . آٓ٘خ عٞف ٣ؼضص ٖٓ خلاٍ رط٣ٞش ٝاعزؼٔبٍ خطخ ا٤ُٔبٙ ا٥ٓ٘خ

رو٤٤ْ اُ٘ظبّ أُبئ٠ ٝػ٤ِٔخ اُزؾٌْ اُز٠ رخزجش ًَ خقبئـ ٤ٓبٙ اُؾشة ٖٓ ٓقذسٙ، خلاٍ أُؼبُغخ 

٣غزؼَٔ خلاٍ رُي خطخ اداسٙ ٝاُز٠ رؾزَٔ ػ٠ِ . ا٠ُ أُغزِٜي (أٝ اُزغ٤٘غ ٝاُزخض٣ٖ)ٝاُزٞص٣غ 

 ٝك٠ أٟ . Hazard Analysis-Critical Control Pointsٗوو اُزؾٌْ اُؾشعخ -رؾِجَ اُخطش

خطخ ه٤بط رٞاعذ أٝ ٓغز٣ٞبد اٌُؾبف ُجشاصٟ ك٠ ا٤ُٔبٙ ٛٞ ٝاؽذ ٖٓ أدٝاد الاداسح ٤ُٝظ دائٔب ٖٓ  

الاٗزبط ٝرٞف٤َ ٤ٓبٙ اُؾشة أُوجُٞخ , ث٤ٖ رِي الأًضش ؽشعب ُؼ٤ِٔخ اُزؾٌْ أٝ خلاٍ اُغٔغ

ٝػ٠ِ اُشؿْ ٖٓ رُي، أُوب٤٣ظ اٝ اُذلائَ ُ٘ٞػ٤خ ا٤ُٔبٙ، ٝػ٠ِ الأخـ اُز٠ رو٤٤ظ . ٤ٌٓشٝث٤ُٞٞع٤ب

ػٞآَ . أٝ رذٍ ػ٠ِ اُزِٞس اُجشاصٟ، ٗبكؼخ ارا ُْ رٌٖ أدٝاد أعبع٤خ ك٠ رٞك٤ش ٤ٓبٙ ؽشة آٓ٘خ

اُغشػخ، اُغُٜٞخ ٝاُوذسح ػ٠ِ اٌُؾق ػٖ اُزِٞس اُجشاصٟ ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة ٓب صاٍ ٛذف ٓشؿٞة 

. ٤ٌٓشٝث٤ُٞٞع٤ب (ٓ٘خلنخ أُخبهش)ٜٝٗب٣خ ٌَُ اُغٜٞد ُلآذاد ث٤ٔبٙ ؽشة آٓ٘خ 
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  الأغشاض ٔانؾبعخ انٗ انكشف عٍ أدنخ انزهٕس انجشاصٖ فٗ ييبِ انششة

ثو٤بط رش٤ًض الأدُخ   ٤ُٔبٙ اُؾشة ػٖ هش٣ن اٌُؾق ػٖ اُزٞاعذ، اُـ٤بة أٝروذ٣ش اُ٘ٞػ٤خ ا٤ٌُٔشٝث٤خ

أُطبثوخ ٓغ أُٞافلبد اُو٤بع٤خ ٝاُخطٞه الاعزشؽبد٣خ،   (1): اُجٌز٤ش٣خ هجوذ ػب٤ُٔب ثٜذف

ُلاػلإ ػٖ خطو  (3)ُزوذ٣ش ٗٞػ٤خ ٓقذس ا٤ُٔبٙ ، ًلبءح ٗظبّ أُؼبُغخ ٝعلآخ ٗظبّ اُزٞص٣غ ، (2)

ا٤ُٔبٙ )ٛزا ٝك٠ ثؼل اُذٍٝ  ٝأُ٘بهن ُِٝزغبسح اُذ٤ُٝخ . أٓبٕ ا٤ُٔبٙ، رو٤٤ْ أُخبهش ٝٗظْ الاداسح

رؾ٤َِ ٤ٓبٙ اُؾشة سثٔب ( اُطبئشاد، اُوطبساد ٝٝعبئَ اُغلش الأخشٟ) ٝاُ٘وَ  (أُؼجؤح اُزغبس٣خ

. ٣ٌٕٞ ٓطِٞثب ثبُوبٕٗٞ أٝ ؽ٤ٌٓٞب

ثبلامبكخ ا٠ُ ٛزٙ الأٛذاف ٝالاؽز٤بعبد، ه٤بط اُ٘ٞػ٤خ  ا٤ٌُٔشٝث٤خ ٤ُِٔبٙ ُزٞاعذ اُزِٞس اُجشاصٟ 

ٝاؽذ ٖٓ الأٛذاف ٛٞ اؽشاى أُغزٔغ ك٠ . ٣ٌٖٔ إٔ ٣غشٟ ًٝٔب ٣غشٟ ا٥ٕ لأٛذاف أخشٟ ٗبكؼخ

عٜٞد ًج٤شح عشد ُزؾغ٤غ . رذث٤ش ، اداسح، ٓشاهجخ ٤ٓبٙ اُؾشة، ٣ٝؾَٔ رُي أُقذس ٝأُؼبُغخ

أُؾبسًخ أُؾ٤ِخ ك٠ رذث٤ش ا٤ُٔبٙ ا٥ٓ٘خ ٝك٠ الاؽشاف  أٝ ٓشاهجخ رذث٤شٛب ثٞاعطخ هشف ٓغئٍٞ 

ٝػ٠ِ رُي . (اُؾٌٞٓبد، ؽشًبد ا٤ُٔبٙ اُخبفخ، ٓزؼٜذٟ الآذاد ثب٤ُٔبٙ، ثبئؼ٠ ا٤ُٔبٙ، ٝؿ٤شْٛ)آخش 

.  كبٕ أُوذسح ػ٠ِ اخزجبس ٤ٓبٙ اُؾشة ُِزِٞس اُجشاصٟ  ٠ٛ أداح ه٣ٞخ ٝٓذػٔخ ُٜزٙ  الأٛذاف

رذس٣ظ ٗٞػ٤خ ا٤ُٔبٙ ٤ٌٓشٝث٤ب . ؿشك آخش ٓل٤ذ ُو٤بط ٗٞػ٤خ ا٤ُٔبٙ ٤ٌٓشٝث٤ُٞٞع٤ب ٛٞ رؼ٠ٔ٤ِ

ٝأعظ ٗظش٣خ اُغشاص٤ْ خلاٍ ٓؾ٤و اُزؼ٤ِْ ٝػ٠ِ آزذاد ثشآظ ا٤ُٔبٙ ٝاُقؾخ ٝاُٞعبئَ ُقؾ٤خ ػ٠ِ 

 . ٓغزٟٞ اُلشد، أُ٘ضٍ، أُغزٔغ ٝاه٤ٔ٤ِب ٛٞ اعزٔشاس٣ٚ ٝٛذف ه٣َٞ الأعَ ر٤ٜٔذا ُِقؾخ اُؾبِٓخ

ُزٞف٤َ رِي اُشعبئَ اُزؼ٤ٔ٤ِخ ٣ِضّ رٞك٤ش اخزجبساد ُِزِٞس اُجشاصٟ  ٤ُٔبٙ اُؾشة رزقق ثبُجغبهخ 

ك٠ ثؼل أُٞاهق أؽغٖ الاخزجبساد ُزؾو٤ن رِي الأٛذاف ٠ٛ الأثغو ك٠ اُزطج٤ن، . اُغُٜٞٚ، ػ٤ِٔٚ

ٛزا ثغجت إ ثؼل الاخزجبساد ٖٓ أٌُٖٔ إٔ ٣٘زؾش . أُلٜٞٓخ، اُٞامؾخ،  ٝأٌُٖٔ رلغ٤ش ٗزبئغٜب

ثٌضشح ٓجبؽشح ثٞاعطخ أُؼ٤ِٖٔ ٝثؼذ رُي خلاٍ الارقبلاد ك٠ أُ٘ضٍ، اُؼبئلاد، أُذاسط ، 

ُٜزٙ الأعجبة كبٕ . ٓٞاد رؼ٤ٔ٤ِخ ٓضَ أُِقوبد، اُؼلآبد، اٌُز٤جبد)ٝأُغزٔؼبد ٝٝعبئَ أخشٟ 

اخزجبس ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝعجٖ ٝالاخزجبساد اُجغ٤طخ الأخشٟ ُٜب ه٤ٔخ ًج٤شح ٝاعزؼٔبٍ هٟٞ ٝؽز٠ 

. اعزؼٔبٍ ًج٤ش لاداسح  ٓقذس ٤ٓبٙ اُؾشة  ٝاُزؼ٤ِْ اُقؾ٠ ك٠ هطبػ٠ ا٤ُٔبٙ ٝاُقؾخ

ٝػ٠ رُي كبٕ رؾو٤ن ٛزٙ الاؽز٤بعبد ٝالأؿشاك ٖٓ أٌُٖٔ إٔ ٣خذّ كوو ارا ًبٗذ الاخزجبساد 

ٗزبئظ )ارا ًبٗذ ؿ٤ش ؽو٤و٤خ ٝارا ًبٗذ رؼط٠ ٗزبئظ ؿ٤ش فؾ٤ؾخ . ؽو٤و٤خ ٝرؼط٠ اُ٘زبئظ اُقؾ٤ؾخ

ٝػ٠ رُي كبٕ . ، كبٕ اعزؼٔبُٜب ٝكٞائذٛب رٌٕٞ ٓؾٞٛخ أٝ ٓنِِخ (ا٣غبث٤خ أٝ عِج٤خ ؿ٤ش فؾ٤ؾخ

اخزجبساد ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ ٝؿ٤شٛب اُجغ٤طخ ٌُِؾق ٝروذ٣ش اُزِٞس اُجشاصٟ  ٤ُٔبٙ اُؾشة ٣غت 

. رو٤ٜٔب ٝرؾ٤ٌٜٔب ػ٠ِ أعبط ٓذٟ ؽو٤وزٜب ٝدهزٜب ًٝزُي اسرجبهٜب ٝرطج٤وٜب ٝهذسارٜب
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  يعبييش أٔ يمبييظ انكشف عٍ انزهٕس انجشاصٖ نًيبِ انششة ثبعزعًبل الأدنّ أٔ انكشبفبد

, لأًضش ٖٓ ٓبئخ ػبّ، اعزؼِٔذ الاخزجبساد اُجٌزش٣ُٞٞع٤ٚ ٌُِؾق ػٖ اُزِٞس اُجشاصٟ ٤ُٔبٙ اُؾشة

ٝخلاٍ . ًٝزُي ثبُ٘غجخ ُ٘ٞػ٤بد ا٤ُٔبٙ الأخشٟ ثبعزؼٔبٍ ث٤ئبد أخشٟ ٓضَ أُخِلبد اُغبئِٚ ٝالأؿز٣خ

ٛزا اُٞهذ ، ًبٕ ٛ٘بى روذّ ٝرطٞس ك٠ الأدُخ اُجٌز٤ش٣خ ُِزِٞس اُجشاصٟ ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة ٝا٤ُٔبٙ 

أُؼب٤٣ش اُغبئذح ُِذ٤َُ أُضب٠ُ أٝ أُلنَ ُِزِٞس اُجشاصٟ ؽذدد ثٞاعطخ ٓ٘ظٔخ اُقؾخ . الأخشٟ

:  ػ٠ِ أٜٗب2002اُؼب٤ُٔخ ٝؿ٤شٛب ٖٓ اُغٜبد اُشع٤ٔخ ػبّ 

  اُذ٤َُ ٣غت إٔ ٣ٌٕٞ ؿبئت ك٠ ا٤ُٔبٙ اُـ٤ش ِٓٞصخ ٣ٝزٞاعذ ػ٘ذٓب ٣ٌٕٞ ٓقذس ا٤ٌُٔشٝثبد

. أُٔشمٚ ٖٓ اُزِٞس اُجشاصٟ ٓزٞاعذٙ

 اُذ٤َُ ٣ِضّ إٔ ٣زٞاعذ ثبػذاد ًج٤شح ػٖ ا٤ٌُٔشٝثبد أُشم٤خ 

 ٚاُذ٤َُ ٣ٌٕٞ ٖٓ اُغَٜ ػضُٚ، ر٤ٔ٘زٚ ٝرق٤٘ل. 

  ٚاُذ٤َُ ٣ِضّ إٔ ٣زغبٝة ٓغ اُظشٝف اُج٤ئ٤خ اُطج٤ؼ٤خ ٝٓغ ػ٤ِٔبد ٓؼبُغخ ا٤ُٔبٙ ثؾٌَ ٓؾبث

 ٤ٌُِٔشٝثبد أُشم٤خ

  ٝػ٠ِ رُي ٣ٌٕٞ ٖٓ اُغَٜ اعشاء  (اهزقبدٟ)الاخزجبس ٣غت إٔ ٣ٌٕٞ ؿ٤ش ٓشرلغ اُزٌب٤ُق

 رؾ٤ِلاد ٓزؼذدح

 َاُذ٤َُ ٣غت إٔ لا ٣ٌٕٞ ٤ٌٓشٝة ٓشم٠ ُِؾذ ٖٓ  أُخبهش اُقؾ٤خ ثبُ٘غجخ ُِوبئْ ثبُزؾ٤ِ 

 اُذ٤َُ ٣غت إٔ لا ٣زٌبصش ك٠ اُج٤ئخ. 

. ٝأُ٘طن ك٠ ٛزا اُؾشه الأخ٤ش ٛٞ إٔ ًضبكخ رٞاعذ اُذ٤َُ ٣غت إٔ رؼٌظ دسعخ اُزِٞس اُجشاصٟ

ٝػ٠ِ رُي كبٕ رٌبصش ا٤ٌُٔشٝة ك٠ اُج٤ئخ ٣ٌٖٔ إٔ ٣زٞاعذ ا٤ٌُٔشٝة ثبػذاد ًج٤شح ك٠ ؽ٤ٖ إٔ اُزِٞس 

. اُجشاصٟ هذ لا ٣زٞاعذ أٝ ٣زٞاعذ ثٔغزٟٞ  ٓ٘خلل عذا

ٝث٘بء ػ٠ِ رُي كبٕ أٟ د٤َُ ُِزِٞس اُجشاصٟ ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة ٝٓقبدسٛب ٣غت إٔ ٣٘طجن ػ٤ِٚ ٛزٙ 

. أُؼب٤٣ش

 

 ٖاخزجبساد انزٕاعذ ٔعذو انزٕاعذ انًيكشٔثيخ ٔاعزخذايٓب فٗ انكشف ٔرمذيش انزهٕس انجشاص 

ثبلامبكخ ا٠ُ أُؼب٤٣ش اُز٠ رًشد كبٕ ثـل الاخزجبساد ا٤ٌُٔشٝث٤خ ُِزِٞس اُجشاصٟ ك٠ ا٤ُٔبٙ  

٣شرٌض ػ٠ِ اُزٞاعذ أٝ ػذّ اُزٞاعذ ُِذ٤َُ ا٤ٌُٔشٝث٠ ك٠ ؽغْ ٓؾذد ٖٓ أُبء ٣ٝغ٠ٔ اخزجبس اُزٞاعذ 

ك٠ رطج٤ن اخزجبساد اُزٞاعذ ٝػذّ اُزٞاعذ . Presence/absence test)) (ؿ٤بة)ػذّ اُزٞاعذ –

 100ٌُِؾق ػٖ اُذلائَ اُجٌز٤ش٣خ ُِزِٞس اُجشاصٟ ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة كبٕ ؽغْ اُؼ٤٘خ أُخزجشح ٣ٌٕٞ 
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ٝهجوب ُجؼل أُؼب٤٣ش ٝاُخطٞه الاعزشؽبد٣خ ، كبٕ اُزِٞس اُجشاصٟ ٣زٞهغ أٝ ٣ؾزبط إٔ ٣ٌٕٞ . َِٓ

ٝك٠ .  َِٓ أُخزجشح رجبػب خلاٍ كزشح ٓؼ٤٘خ100اُؼ٤٘خ أٌُٞٗخ ٖٓ  (%95 )ؿبئجب ك٠ ًَ أٝ ٓؼطْ 

ثؼل اُطشم الأخشٟ  خلاف هش٣وخ اُزٞاعذ ٝػذّ اُزٞاعذ ٌُِؾق ػٖ أدُخ اُزِٞس ؿبٕ ا٤ٌُٔشٝة 

أُغزٜذف ٣وذس ثبعزؼٔبٍ ؿ٤٘بد ٓزٌشسح ٝٓخزِلخ اُؾغْ ، ًلا ٜٓ٘ب رغغَ ٗز٤غزٜب ًٔٞعجخ أٝ عبُجٚ 

اُؼذد الأًضش )ٝٛزٙ اُ٘زبئظ رغزؼَٔ ُؾغبة رش٤ًض ا٤ٌُٔشٝة ثطشم اؽقبئ٤خ . ٤ٌُِٔشٝة أُخزجش

ًٝجذ٣َ ؽِِذ ا٤ُٔبٙ ُِذ٤َُ ا٤ٌُٔشٝث٠ . (Method  Most Probable Number)اؽزٔب٤ُخ 

اُجشاصٟ ثطش٣وخ اُز٤ٔ٘خ ٝاُز٠ ك٤ٜب رش٤ًض اُجٌزش٣ب ك٠ ٝؽذح اُؾغّٞ ٖٓ أُبء ٣ؼجش ػٜ٘ب ثٞؽذاد 

. ك٠ ٝؽذح اُؾغّٞ ( Colony Forming Unit , CFU)رٌٕٞ أُغزؼٔشاد 

ػذّ اُزٞاعذ ًذ٤ُلا ػ٠ِ ُزِٞس اُجشاصٟ –ػذّ اُزٞاعذ ٝاخزجبساد اُزٞاعذ –اعزخذاّ كٌشح اُزٞاعذ 

 ,Eschericia coli)اُجٌز٤شٟ، ثذءا ثجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ، ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ، ٝا٣ؾ٤شؽ٤ب ًٞلاٟ 

E.coli) عٜٞد كبئوخ ك٠ فٞسح رؾ٤َِ اُخج٤ش . ُٜب ربس٣خ ٖٓ اُزطٞس٣شعغ ا٠ُ أًضش ٖٓ اسثؼٕٞ ػبٓب

ٝػذّ اُزٞاعذ ُٜزٙ ا٤ٌُٔشٝثبد ك٠ ٤ٓبٙ -ٝاُؾٌْ أدد ا٠ُ رطٞثش ٝرطج٤ن اخزجبساد اُزٞاعذ

ًض٤ش ٖٓ ٛزا اُغٜذ ٣ؾَٔ الأخز ك٠ الاػزجبس اُضشٝح اُزبس٣خ٤خ أُزٞاكشح ٖٓ اُ٘زبئظ ػٖ رٞاعذ .اُؾشة

 َِٓ ٖٓ ٤ٓبٙ 100اٌُؾبكبد اُجٌز٤ش٣خ ٛزٙ ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة، اػزٔبدا ػ٠ِ رٌشاس٣خ اُ٘زبئظ الا٣غبث٤خ ك٠ 

ٛزٙ اُزؾب٤َُ أدد ا٠ُ . ٤ٓبٙ اُؾشة اػزٔبدا ػ٠ِ ٛزٙ اُزٌشاس٣خ أُلاؽظٚ (ٓخبهش )اُؾشة ٝهجٍٞ 

خطٞه اعزشؽبد٣خ ٝٓٞافلبد ه٤بع٤خ ُِ٘ٞػ٤خ ا٤ٌُٔشٝث٤خ ٤ُٔبٙ اُؾشة اسرٌبصا ػ٠ِ اُ٘زبئظ الا٣غبث٤خ 

ٝػ٠ِ ٓب ٣جذٝا كبٕ ٗؾؤح اخزجبس ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ ُْ ٣ؾظ٠ ثوذس ٖٓ . ػذّ اُزٞاعذ-لاخزجبس اُزٞاعذ

ًٝجذ٣َ أٝ ػشمب ، ٗزبئظ اخزجبساد . ػذّ اُزٞاعذ-اُزؾ٤َِ ٝؽٌْ اُخجشاء هذس ٓب ؽظ٠ اخزجبس اُزٞاعذ

ػذّ اُزٞاعذ ًٝجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ هٞسٗذ ث٘زبئظ اخزجبساد الأدُخ ا٤ٌُٔشٝث٤خ اُجشاص٣ٚ ُزوذ٣ش -اُزٞاعذ

ٝك٠ رغشثخ اعزخذّ الاخزجبس ُؼ٤٘بد ٓخزِلخ ٖٓ ٤ٓبٙ . ٓذٟ اُزطبثن ك٠ اُ٘زبئظ الا٣غبث٤خ أٝ اُغِج٤خ

 أٝ أًضشٖٓ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ثطش٣وخ اُؼذ الاؽزٔب٠ُ 10اُؾشة ٖٓ ػذح ٓذٕ ك٠ اُٜ٘ذ ٝرؾزٟٞ ػ٠ِ 

. ػذّ رٞاعذ- َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ ك٠ فٞسح رٞاعذ20ٝػشمذ لاخزجبس ًجش٤٘٣ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ ثبعزخذاّ 

ٝػ٠ِ ٛزا الأعبط، كبٕ اخزجبس ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ الا٣غبث٠ اػزجشد ؿ٤ش ٗبعؾخ ٤ًٔبٙ ؽشة لأٜٗب 

ًٝبٗذ ا٣غبث٤خ لاخزجبس ًجش٣ز٤ذ  ( Total coliform) أٝ أًضش ٖٓ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ 10رؾزٟٞ 

ٝثؼذ رُي هبسٕ آخش٣ٖ اخزجبساد ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ ثبخزجبساد ثٌزش٣ب اُوخُٕٞ . الأ٣ذسٝع٤ٖ

.  اُجشاص٣ٚ ثبعزؼٔبٍ ٛزٙ أُؼب٤٣ش  أٝ ؿ٤شٛب

ٝرٜذف ٛزٙ اُذٝسح ا٠ُ رٞع٤خ اُ٘ظش ا٠ُ عضئ٤خ ٛبٓخ ٖٓ اُجٌزش٣ب رِؼت دٝسٛب ك٠ اُزؤص٤ش اُغِج٠ ػ٠ِ 

عٞدح ا٤ُٔبٙ خلاٍ ٓشٝسٛب ك٠ ٗظْ اُزٞص٣غ ٝك٠ اُخضاٗبد ًزُي رئصش ػ٠ِ أُٞاع٤ش اُ٘بهِخ ٤ُِٔبٙ 

 أٟ اُجٌزش٣ب اُجـ٤نخ  Nuisance bacteriaرِو أُغٔٞػخ ٖٓ اُجٌزش٣ب ٣طِن ػ٤ِٜب . كزغجت رآًِٜب

ٖٓ ٛزٙ أُغٔٞػخ ٓغٔٞػخ ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ ٝٓغٔٞػخ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ ك٠ٜ رـ٤ش ٖٓ . أٝ أُئر٣خ
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اُخٞاؿ اُطج٤ؼ٤خ ٤ُِٔبٙ ٖٓ ؽ٤ش إُِٞ ٝاُطؼْ ٝاُشائؾخ ػلاٝح ػ٠ِ اُزؤص٤ش ػ٠ِ ٓٞاد ف٘بػخ 

ُزُي كبٕ ا٤ٌُٔشٝث٤ُٞٞع٠ ٣غت إٔ ٣ٌٕٞ ِْٓ ثٔخبهشٛب ٤ًٝل٤خ ػضُٜب . أُٞاع٤ش كزغجت اُزآًَ

. ٝرؼش٣لٜب

ًزُي كبٗٚ ٗز٤غخ ُِٔؼبُغخ ثبٌُِٞس ٝاعز٘لبر اٌُِٞس ك٠ اُؾجٌبد ُزُي كبٕ رٞاعذ اُجٌزش٣ب ك٠ اُؾجٌبد 

 ٝٓب ٣ٌٖٔ إٔ ٣ؾز٣ٞٚ ٖٓ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ٝٗز٤غخ ػذّ رٞاعذ  Biofilmٗز٤غخ رٞاعذ اُو٤ِْ اُؾ٤ٟٞ 

 ٝثبُزب٠ُ لا ٣ٌٖٔ  Injury or Stressingاٌُِٞس ثبُغشػخ اٌُبك٤خ ُِونبء ػ٤ِٜب ٣ؾذس ُٜب ٓب ٣غ٠ٔ 

ر٤ٔ٘زٜب ثبُطشم اُؼبد٣خ ُؾذٝس امبس ثٜب ٌُٜٝٞٗب ؽ٤خ ٌُٖٝ لا ٣ٌٖٔ ر٤ٔ٘زٜب كبٜٗب رؾزبط ا٠ُ هشم 

خبفخ لادساى ٝعٞدٛب ٝاخشاعٜب ٖٓ اُؾبُخ اُز٠ ٠ٛ ػ٤ِٜب ُزُي ٣ِلذ الاٗزجبٙ ا٠ُ اُزؼبَٓ ٓغ ػ٤٘بد 

اُؾجٌبد ٝا٤ُٔبٙ أُؼبُغخ ثبٌُِٞس ثطشف خبفخ ٌُِؾق ػٖ رٞاعذ أدُخ اُزِٞس ٝؽز٠ لا رٌٕٞ 

 Faklse negative result. اُ٘ز٤غخ عِج٤ٚ ٌُٖٝ عِج٤زٜب ؿ٤ش ؽو٤و٤خ 

ًزُي ع٘ز٘بٍٝ اُطشم اُغش٣ؼخ ٌُِؾق ػٖ فلاؽ٤خ ا٤ُٔبٙ ك٠ ؽبلاد اُطٞاسٟء ٝؽز٠ ٣ٌٖٔ ارخبر 

.  الاعشاءاد اُٞهبئ٤خ ك٠ اُٞهذ أُ٘بعت

ٝع٤زْ ر٘بٍٝ اُطشم اُـ٤ش رو٤ِذ٣خ ٝاُز٠ أهلارٜب ًٝبُخ ؽٔب٣خ اُج٤ئخ ًٝزُي اُطشم ا٤ُِٗٞخ ثبعزخذاّ 

Chromogenic media .

 Fluoregenic ٝع٤زْ اُزؼشف ػ٠ِ هشم عذ٣ذح ُزوذ٣ش اُؼذد ا٠ٌُِ ُِجٌزش٣ب ثبُطشم أُجبؽشح 

.   اُخلا٣ب ATPٝروذ٣ش 

. ٝثبُ٘غجخ ٤ُِٔبٙ اُغٞك٤خ ع٤زْ رًش روذ٣ش اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد ٝاٌُِٞعزش٣ذ٣ْ ًٔئؽشاد ُِزِٞس

ٝع٤زْ ٓ٘بهؾخ أُٞافلبد أُقش٣خ اُو٤بع٤خ ػ٠ِ مٞء ٓب ر٘بُٝ٘بٙ ك٠ اُذٝساد ٝثبُطجغ ع٤زْ اُو٤ِْ 

. ثغ٤ٔغ اُطشم ٓؼ٤َِٔ ٝثقٞسح ٓ٘لشدح ثبُ٘غجخ ٌَُ ٓزذسة
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 انفصم الأٔل

 

 انجكزشيب انجغيعخ أٔ انًؤريخ

Nuisance Organisms 

 

  يمذيخ

ٛ٘بى ٓغٔٞػخ ٖٓ اٌُبئ٘بد اُز٠ رظٜش ك٠ ٓقذس ا٤ُٔبٙ ٝاُز٠ ٤ُظ ُٜب ٓـضٟ ٖٓ ؽ٤ش اُزؤص٤ش ػ٠ِ 

اُقؾخ اُؼبٓخ ٌُٜٝ٘ب ٓغئُٞخ ػٖ ٓؾبًَ ٓز٘ٞػخ رؾَٔ اُزآًَ، اُطؼْ، اُشائؾخ، إُِٞ الأؽٔش ٤ُِٔبٙ، 

ٛزٙ اُجٌزش٣ب اُجـ٤نخ ٝعذ أٜٗب أُغجت ُقؼٞثبد ك٠ اُزؾـ٤َ ُؼ٤ِٔبد ٗوَ ا٤ُٔبٙ اُغٞك٤خ أٝ . اُِضٝعخ

رٞف٤ق ٓؾٌِخ اُطؼْ، اُشائؾخ، إُِٞ ٖٓ . ُٜب فِخ ثؾٌبٟٝ  أُغز٤ٌِٜٖ ػٖ اُ٘بؽ٤خ اُغٔب٤ُخ ُِٔبء

خلاٍ ػ٤ِٔخ أُشاهجخ ُِجٌزش٣ب اُجـ٤نخ ٝاُ٘ٞارظ اُضب٣ٞٗخ ُؼ٤ِٔبد اُزٔض٤َ اُـزائ٠ رؼط٠ اُلشفخ 

.  ُٞمغ ٝاعزؼٔبٍ أعب٤ُت أُ٘غ ٝاُٞهب٣خ هجَ رقبػذ ؽٌبٟٝ أُغزِٜي

ٛزٙ أُغٔٞػخ أُز٘ٞػخ رؾَٔ ًلا ٖٓ اُجٌزش٣ب، اُلطش، ٝاُطؾبُت ٣ٌٖٔ إٔ رغجت ٓؾبًَ ٓز٘ٞػخ ك٠ 

ٝاُؼذ٣ذ ٖٓ ٛزٙ اٌُبئ٘بد رؾقَ ػ٠ِ اُطبهخ . ٓؼبُغخ ا٤ُٔبٙ، خضاٗبد ٓقبدس ا٤ُٔبٙ ، ٗظْ اُزٞص٣غ

. (أٝ أُ٘غ٤٘ض/الأ٤ٗٞٓب، اٌُجش٣ذ، ٝاخزضاٍ اُؾذ٣ذ ٝ)اُلاصٓخ ُٜب ٖٓ أًغذح أُٞاد اُـ٤ش ػن٣ٞخ 

، اُلٞعلٞس اُـ٤ش ػنٟٞ ( N)ث٤٘ٔب ٗغذ إٔ اُجؼل ا٥خش ٣٘ؾو ثٞاعطخ ا٤ُ٘زشٝع٤ٖ اُـ٤ش ػنٟٞ 

(P)ٝاُغ٤بدح ك٠ أُغٔٞػخ رزؾون ك٠ . ، أؽؼخ اُؾٔظ ٝاُزٔض٤َ اُنٞئ٠، ٝ ؽبلاد ا٤ُٔبٙ اُذاكئخ

.  ثؼل اُج٤ئبد ٖٓ ٓقبدس ا٤ُٔبٙ ثغجت  اُخٞاؿ ا٤ٔ٤ٌُبئ٤خ ُٔقذس ا٤ُٔبٙ أٝ اُج٤ئخ أُؾ٤طخ

. ُٝوذ ٝعذ إٔ اُزش٤ًضاد أُؾغٞعخ ٖٓ أُٞاد اُـ٤ش ػن٣ٞخ الأعبع٤خ ؿبُجب ٓب رِؼت دٝسا أعبع٤ب 

ٛزٙ أٌُٞٗبد ا٤ٔ٤ٌُبئ٤خ سثٔب رزٞاعذ هج٤ؼ٤ب ك٠ ٓقذس ا٤ُٔبٙ ٌُٖٝ ؿبُجب رذخَ ك٠ ٤ٓبٙ الأٓطبس 

اُؾذ٣ذح ٝأُ٘ذكؼخ ٝاُز٠ رؤر٠ ثبُٔخقجبد اُضساػ٤خ ٝعض٣ئبد اُزشثخ ا٠ُ ٓقذس ا٤ُٔبٙ ث٤٘ٔب أُخِلبد 

٣ٝزؼظْ اُ٘ؾبه . اُق٘بػ٤خ رن٤ق اٌُجش٣ز٤ذاد ، اُلٞعلبد، ٝؿ٤شٛب ٖٓ أُٞاد اُـ٤ش ػن٣ٞخ 

 ٓغ رؾٍٞ   Stratified lakesا٤ٌُٔشٝث٠ ُجؼل ٛزٙ اٌُبئ٘بد ك٠ هبع ا٤ُٔبٙ ُِجؾ٤شاد اُطجبه٤خ 

، ٝاُؾذ٣ذٝص أُزٞاعذح ك٠ هبع Manganous compoundsاٌُجش٣ز٤ذاد ٝٓشًجبد أُ٘غ٤٘ض 

.  Oxygen-depletedاُجؾ٤شا اُطجبك٤خ أُغز٘ضف أًغ٤غ٤٘ٚ 

رغٞد أع٘بط اُطؾبُت اُخنشاء ٝاُضسهبء ) ٖٓ اُطؾبُت  Massive bloomsاصدٛبساد ًض٤لخ

ؿبُجب ٓب رؾذس ك٠ اُق٤ق، ٝر٘ؾو ثبُزش٤ًضاد اُؼب٤ُخ ٖٓ  (Blue green algaeأُخنشح 

ٓؼظْ اصدٛبساد اُطؾبُت رؾذس ػ٘ذٓب رقَ رش٤ًضاد . ا٤ُ٘زشٝع٤ٖ ٝاُلٞعلٞس اُـ٤ش ػنٟٞ
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ٝؽذدد خبُخ الاصدٛبس ثبُ٘غجخ ا٠ُ . اُِزش ػ٠ِ اُزشر٤ت/ٓغْ. ,4ٝ . ,8ا٤ُ٘زشٝع٤ٖ ٝاُلٞعلٞسا٠ُ 

ٝرؾذ ٛزٙ .  َِٓ ٖٓ ٤ٓبٙ أُقذس اُخبّ/  خ٤ِخ اٝ أًضش 500اُطؾبُت ػ٘ٔب رقَ ًضبكزٜب ا٠ُ 

اُظشٝف، كبٕ اٌُبئ٘بد رغذ أُشؽؾبد ك٠ ػ٤ِٔخ أُؼبُغخ، ٝاُزغٔؼبد ٖٓ اُطؾبُت رٞكش اُؾٔب٣خ 

. Disinfecant demandثبُ٘غجخ ُِجٌزش٣ب ٖٓ اُزؼشك ا٠ُ أُطٜش ، ٣ٝضداد الاؽز٤بط ا٠ُ أُطٜش

 ٣ٌٖٔ إٔ ر٘زظ اُزًٞغ٤٘بد ٝاُز٠ ارا اثزِؼذ  Cyanobacteria))أُخنشح -ثؼل اُطؾبُت اُضسهبء

-ٝالاصدٛبساد ٖٓ اُطؾبُت اُضسهبء. ثزش٤ًض ًبف ، سثٔب رغجت اُزٜبثبد ٓؼ٣ٞخ ٝاعٜبٍ ؽبد

 ثزش٤ًضاد رض٣ذ Geosminأُخنشح رغجت ٓؾطِخ اُطؼْ ٝاُشائؾخ ً٘ز٤غخ لاٗزبط ٓبدح اُغٞعب٤ٖٓ 

 ٝاُغٞعب٤ٖٓ ٣٘زظ أ٣نب ثبلاًز٤ٓٞ٘٤غ٤زظ ، ٝخبفخ  Threshold point.ػٖ ٗوطخ الاؽغبط 

، ٝاُزٟ ٣٘ٔٞ ك٠ ا٤ُٔبٙ اُغطؾ٤خ اُشاًذح اُذاكئخ  Streptomycesثؤػنبء ع٘ظ عزشثز٤ٓٞغ٤ظ 

.  ٝاُز٠ رغزؼَٔ لآذاد ٓؾطبد أُؼبُغخ

 انجكزشيب انًؤكغذح نهكجشيذ Sulfur-oxidizing bacteria (Beggiatoa and 

Thiobacillus) رقجؼ كؼبُخ ٝٗؾ٤طخ خبفخ ك٠ ا٤ُٔبٙ اُغطؾ٤خ اُز٠ رغزوجَ ٤ًٔبد ًج٤شح 

 ، ص٤ٞ عِلبد  Elemental sulfurٖٓ أُخِلبد اُغبئِخ اُز٠ رؾزٟٞ ػ٠ِ ًجش٣ذ ٓؼذ٠ٗ 

 رزغجت ك٠  Filamentous speciesٝاُ٘ٔٞ اُضائذ ٖٓ الأع٘بط اُخ٤ط٤خ . أٝ ًجش٣ز٤ذاد

ٓؾبًَ ارلاف ُؼ٤ِٔبد أُؼبُغخ ، ث٤٘ٔب علالاد أخشٟ رزغجت ك٠ ٓؾبًَ 

 ثبُ٘غجخ ُلاٗؾبءاد اُخشعب٤ٗخ أُغزخذٓخ ك٠ ػ٤ِٔبد اُزخض٣ٖ  Corrosionاُزآًَ

ٖٝٓ دٝاػ٠ الاٛزٔبّ اُِؾظ٠ رٌٕٞ أُشًجبد اٌُجش٣ز٤خ ٝاُز٠ رئدٟ ا٠ُ ٓؾبًَ . ٝاُزٞص٣غ

.  اُطؼْ ٝاُشائؾخ

 انجكزشيب انًخزضنخ نهكجشيزبد Sulfate-reducing bacteria (Desulfovibrio)  ٌٖٔ٣ 

 اُؾبئؼخ ك٠ ٤ٓبٙ هبع اُخضإ ٝا٤ُٔبٙ  Nuisance bacteriaإٔ رٌٕٞ ٠ٛ اُجٌزش٣ب اُجـ٤نخ 

 Strict ٛزٙ اٌُبئ٘بد لاٛٞائ٤خ ؽزٔب Oxygen depleted.اُؾزغضح أُغز٘ضكخ الأًغٞع٤ٖ 

anaerobes ٓغ اؽلاٍ اٌُجش٣زبد ٓؾَ الأًغٞع٤ٖ ك٠ ػ٤ِٔبد أًغذح اُشٝاعت اُ٘جبر٤خ 

ًٝجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ اُ٘برظ ػٖ ٛزا اُ٘ؾبه ا٤ٌُٔشٝث٠ .  ٝأُزغٔؼخ ك٠ سٝاعت اُوبع

٣ٌٖٔ إٔ ٣زغجت ك٠ ٓؾبًَ اُشائؾخ ، ٣٘زظ ٓٞاد ٓؼِوخ  (H2 Sاخزضاٍ اٌُجش٣زبد ا٠ُ  )

عٞداء، ٣ٌٖٝٔ إٔ ٣ٌٕٞ ػبَٓ  رآًَ ثبُ٘غجخ ُِقِت ٝأُؼبدٕ الأخشٟ أُؼشمخ ُِٔبء ك٠ 

 ػذ٣ذح اُخلا٣ب ُٝذ٣ٜب خبف٤خ اُؾشًخ الاٗضلاه٤خ  Desulfonemaٝٓغٔٞػخ . ؽجٌخ اُزٞص٣غ

Gliding motility  . َٝٓغٔٞػخ أخشٟ ٠ٛ أُغٔٞػخ اُخنشاء اُز٠ روّٞ ثبُزٔض٤

 اُنٞئ٠ ٝٓغٔٞػخ ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ  

اعزؼٔبٍ الأ٤ٗٞٓب ك٠ ا٤ُٔبٙ أُؾز٣ٞخ ػ٠ِ ًِٞس لاٗزبط اٌُِٞسا٤ٖٓ أٝ الاعزؼٔبٍ ُِزؾٌْ ك٠ 

 Nitrifying سثٔب ٣٘ؾو ثؼل ثٌزش٣ب اُ٘زشرٚ Trihalomethanesرٌٕٞ اُزشاٟ ٛب٤ُٓٞضبٕ 
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bacteria ٝٗز٤غخ ُؼَٔ ٛزٙ اُجٌزش٣ب، .  ك٠ ا٤ُٔبٙ لأًغذح اُض٣بدح ٖٓ الأ٤ٗٞٓب ا٠ُ ٤ٗزش٣ذ

 ػ٠ِ كزشاد ٝرظٜش ك٠ ٤ٓبٙ  Sloughكبٜٗب رٌٕٞ ُضٝعخ ػ٠ِ ؽٞائو أُٞاع٤ش ٝاُز٠ رغوو 

 ٠ٛ اُؾبئؼخ ٖٓ ثٌزش٣ب  Nitrosomonasعلالاد ٖٓ ا٤ُ٘زشٝصٝٓٞٗبط . اُق٘جٞس ثبُٔ٘ضٍ

اُ٘زشرٚ ٝٓؾبسًخ ك٠ رٌٕٞ أُبدح اُِضعخ ، ٌُٜٝ٘ب هذ رٌٕٞ ٓقؾٞثخ ثٌبئ٘بد أخشٟ ٓضَ 

 ٝ Pseudomonas ,،ع٤ذٝٓٞٗبط  Micrococcus، اٌُش٣ٝخBacillusاُجٌزش٣ب اُؼق٣ٞخ 

 رٌٕٞ ٓغئُٞخ ػٖ ٗٔٞ اُط٤وخ اُِضعخ ك٠ ٜٗب٣بد ؽجٌخ Achromobacterأًشٝٓٞثبًزش 

ٝٓقذس ٛزٙ اٌُبئ٘بد سثٔب ٣ٌٕٞ آب ٤ٓبٙ أُقذس أٝ اُزشثخ ٝاُز٠ رذخَ ا٠ُ . اُزٞص٣غ

. أُٞاع٤ش خلاٍ الاٗؾبء ٝالافلاػ

 

  ِانجكزشيب انجغيعخ فٗ انًيبِ انغٕفيخ رزغجت فٗ يشكهخ خبصخ ؽبدح فٗ يصبدسانًيب

ٌُٖٝ ر٘زظ أ٣نب  (اُطؼْ، إُِٞ، ٝ اُشائؾخ) ٝرئصش ٤ُظ كوو ػ٠ِ اُ٘بؽ٤خ اُغٔب٤ُخانغٕفيخ،

 ٝاُزٟ ٣ؾذ ٖٓ ؽشًخ ا٤ُٔبٙ خلاٍ أُٞاع٤ش أُجط٘خ ُِجئش أٝ ك٠  Biofilmاُل٤ِْ اُؾ٤ٟٞ 

ٝاُؼٞآَ أُؾبسًخ ك٠ رآًَ خطٞه أُٞاع٤ش أٝ رزذاخَ ٓغ ػ٤ِٔبد . ٓٞاع٤ش اُزٞص٣غ

اعزخشاط ا٤ُٔبٙ اُغٞك٤خ رؾَٔ اُزش٤ًضاد أُشرلؼخ ٖٓ ٓشًجبد اُؾذ٣ذٝص ٝأُ٘غ٤٘ض 

Manganou َٓاٌُجش٣ز٤ذاد أٝ ؿ٤شٛب ٖٓ الأٓلاػ اُـ٤ش ٓئًغذح ثبٌُب ، .Incompletely 

oxidized minerals ٛزٙ أُٞاد اُـ٤ش ػن٣ٞخ سثٔب رزٞاعذ هج٤ؼ٤ب ك٠ اُزشثخ ٝرشؽؼ ا٠ُ 

ٝأُقبدس الأخشٟ رذخَ خلاٍ ٗضٝػ أٝ اسرؾبػ اُزِٞس أٝ ٣زٞاعذ ك٠ رآًَ ٓٞاع٤ش .  ا٤ُٔبٙ

.  اُؾذ٣ذ

لإٔ ا٤ُٔبٙ اُغٞك٤خ ػبدح ٓب رٌٕٞ  ٓغز٘ضكخ الأًغ٤غ٤ٖ اُزائت، كبٕ اُ٘ؾبه ا٤ٌُٔشٝث٠ ٣زٞاعذ 

، ػ٠ِ عذسإ اُخضإ أٝ ك٠ ٓٞاهغ أخشٟ ك٠ Well casingك٠ أُٞاع٤ش أُجط٘خ ُِجئش 

ٝػ٘ذ ٛزٙ أُٞاهغ، كبٕ . اُ٘ظبّ ػ٘ذٓب رٌٕٞ ٛ٘بى كشفخ رلآظ ُِٜٞاء ٓغ ا٤ُٔبٙ اُلاٛٞائ٤خ

 ,Fouling bacteria )ٍSphaerotilus, Leptothrixاُجٌزش٣ب أُزِلخ أٝ اٌُش٣ٜخ 

Crenothrix, Gallionella)  رقجؼ كؼبُخ، ٝرغزؼَٔ ٓقبدس  أُـز٣بد اُـ٤ش ػن٣ٞخ

ٛزٙ اُشٝاعت ٖٓ أًغ٤ذ اُؾذ٣ذ أٝ أ٣ذسًٝغ٤ذ . أُزبؽخ، ٝثبُزب٠ُ رغجت رشعت اُؾذ٣ذٝص

. اُؾذ٣ذ ػ٠ِ عطؼ خلا٣ب اُجٌزش٣ب ٣ٌٕٞ هجوخ ؽٔب٣خ ٝاُز٠ ٗنؼق ٖٓ كؼب٤ُخ ػ٤ِٔخ اُزط٤ٜش

ٝاُزـ٤شاد الأخشٟ اُـ٤ش ٓشؿٞثخ رؾَٔ اًغبة ا٤ُٔبٙ  ٓظٜش اُقذأ اُج٠٘ أٝ الأعٞد ٝٗؾٞء 

ٝثبُ٘ظش ا٠ُ أُؾبًَ أُزغججخ ٝأُ٘زؾشح ػب٤ُٔب ٖٓ . هؼْ ٣غؼَ ٓقذس ا٤ُٔبٙ ؿ٤ش ٓغزغبؽ

اُجٌزش٣ب اُجـ٤نخ ، كبٗٚ ٖٓ أُذٛؼ إٔ اُو٤َِ ٓؼشٝف ػٖ ًضبكخ رٞاعذٛب ك٠ ٓقبدس ا٤ُٔبٙ 

. اُخبّ
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  Iron Bacteriaثكزشيب انؾذيذ :أٔلا 

  عًع انعيُبد ٔانزصُيفCollection of Samples and Identification  

  :أٓضِخ ػ٠ِ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ رظٜش ك٠ الأؽٌبٍ اُزب٤ُخ
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اخزجش . رق٤٘ق ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ اُجـ٤نخ ٣ؼزٔذ ػبدح ػ٠ِ اُلؾـ ا٤ٌُٔشٝعٌٞث٠ ُِٔبدح أُؾزجٚ ك٤ٜب

اُؾٔبح أُ٘ؾطخ، اُ٘ٔٞ ا٤ٌُٔشٝث٠ اٌُض٤ق ك٠ اُجؾ٤شاد، الأٜٗبس، ا٤ُٜ٘شاد، ٝاُ٘ٔٞ اُِضط ك٠ ٤ٓبٙ 

الاؽزجبٙ ك٠ ٗؾٞء ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ ك٠ ٤ٓب ٙ ا٥ثبس أٝ ك٠ ٗظْ اُزٞص٣غ سثٔب ٣ؾزبط ا٠ُ . أثشاط اُزجش٣ذ

.  ٓغٜٞد خبؿ ُزؤ٤ٖٓ ػ٤٘بد ُِزق٤٘ق

. سعت أٝ اعش هشد ٓشًضٟ ػ٠ِ اُؼ٤٘بد أُغؾٞثخ ٓجبؽشح ٖٓ آثبس ٝاخزجشاُشٝاعت ٤ٌٓشٝعٌٞث٤ب

مغ عضء ٖٓ اُشاعت ػ٠ِ ؽش٣ؾخ ٤ٌٓشٝعٌٞث٤خ، ؿطٜب ثـطبء ؽش٣ؾخ ، ٝاخزجش رؾذ اُوٞح 

أُٞاد اُؾغٞصح ػ٠ِ اُلِزش ٝأُزٞاعذح  ك٠ . اُقـشٟ ٤ٌُِٔشٝعٌٞة ُِخ٤ٞه  ٝهؾٞساُؾذ٣ذ اُخ٤ط٤خ

٤ٓبٙ هِٔجبد ا٥ثبسسثٔب رٔش خلاٍ .  آبّ خِل٤خ فٔبّ اُؼٞآخ رؼزجش ػ٤٘بد ٓٔزبصح ُجٌزش٣ب اُؾذ٣ذ

  ٤ٌٓشٕٝ ٣ٝخزجش اُلِزش ثؼذ علبكٚ ٤ٌٓشٝعٌٞث٤ب ٣ٝغؼَ ؽلبف ثٞاعطخ امبكخ 0, 45أؿؾ٤خ رشؽ٤ؼ  

 عؼَ  Phase contrast microscopeٝا٤ٌُٔشٝعٌٞة اُؼبًظ . ص٣ذ اُغ٤ذس ا٠ُ اُلِزش ٓجبؽشح

 أٝ لاًزٞكجٍ٘ٞ الأصسم India inkاعزؼَٔ اُؾجش اُٜ٘ذٟ . ٖٓ اُغَٜ اعشاء ػ٤ِٔخ اُلؾـ دٕٝ فجؾ

٣ٌٖٝٔ ا٣نب ٓلاؽظخ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ . ُِقجؾ ك٠ ؽبُخ اعزؼٔبٍ ا٤ٌُٔشٝعٌٞة اُؼبدٟ ثبلامبءح

 .   Epifluorescence microscopeثبعزخذاّ 

اُشٝاعت اٌُض٤لخ ٖٓ اُؾذ٣ذ اُز٠ ر٘ؾؤ ثؤًغذح اُؾذ٣ذٝص ثبُٜٞاء أٝ ثبُزـ٤شاد اُج٤ئ٤خ الأخشٟ ؿبُجب ٓب 

اُخلا٣ب ك٠ اُخ٤ٞه ؿبُجب رٔٞد ٝرزؾَِ ٝاُخ٤ٞه ر٤َٔ .  رؾغت الأؿٔبد أٝ اُغ٣ٞوبد ٖٓ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ

. ا٠ُ اُزغضئخ أٝ اُقؾٖ ثٞاعطخ ًزِخ اُؾذ٣ذ أُزشعت

 ٗٞسٓبٍ  أٝ ٓشًجبد ٓخزضُخ ٓضَ 1لاراثخ سٝاعت اُؾذ٣ذ ٣ٌٖٔ اعزخذاّ  ؽبٓل ا٤ُٜذسًِٝٞس٣ي هٞح 

ُٝزلشهخ أُبدح .  ٝثبُزب٠ُ ٣ٌٖٔ سإ٣خ اُزش٤ًت اُخِٟٞ Sodium ascorbateفٞد٣ّٞ اعٌٞسث٤ذ 

 ا٠ُ ػ٤٘خ ػ٠ِ ؿطبء ؽش٣ؾخ ك٠ ٝعٞد   Potassium ferrocyanideاُؾذ٣ذح، أمق ٓؾٍِٞ ٖٓ 

. ؽبٓل ا٤ُٜذسًِٝٞس٣ي ك٤زٌٕٞ ُٕٞ أصسم ثشٝع٤ب ك٠ اُؾذ٣ذ ؽٍٞ اُخلا٣ب أٝ ٣ز٣ت اُخ٤ٞه

ٝك٠ . هش٣وخ اُؾش٣ؾخ اُؼبئٔخ أٝأُؼِوخ سثٔب رغزؼَٔ ُزوذ٣ش ٝعٞد اُخ٤ٞه أٝ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ الأخشٟ

هش٣وخ اُزؼ٣ْٞ صجذ ؽش٣ؾخ ٤ٌٓشٝعٌٞة صعبع٤خ ك٠ هطؼخ ك٤ِٖ ٝدػٜب رؼّٞ ُٔذح ٣ّٞ ا٠ُ ٤ٓٞ٣ٖ 

اُؾشائؼ سثٔب رؼِن ثغِي أٝ خ٤و ػ٠ِ أػٔبم ٓخزِلخ ك٠ ا٤ُٔبٙ . ػ٠ِ عطؼ ٤ٓبٙ ٓؤخٞرح ٖٓ أُقذس

 ,Wojcik,& Wojcik)ُلزشاد ٓخزِلخ هجَ اصاُزٜب ٝكؾقٜب ٤ٌٓشٝعٌٞث٤ب ُٞعٞد ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ 

 Iron bacteria presence test  ٗؾؤد هش٣وخ صساػخ رغ٠ٔ اخزجبس رٞاعذ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ . (1986

  Cullimore & McCann, 1977). )ٌُِؾق ػٖ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ 

. ٣ٌٖٝٔ إٔ رق٘ق اٌُبئ٘بد ثٔوبسٗزٜب ثؤؽٌبٍ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ اُلٞرٞؿشاك٤خ
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  Sulfur Bacteriaثكزشيب انكجشيذ : صبَيب

  انخٕاص انعبيخGeneral Characteristics 

اُجٌزش٣ب اُز٠ رئًغذ أٝ رخزضٍ ٤ًٔبد ٓؾغٞعخ ٖٓ ٓشًجبد اٌُجش٣ذ اُـ٤ش ػن٣ٞخ ُٜب اؽٌبٍ 

ٓغٔٞػخ اُجٌزش٣ب  أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد رزشًت أعبعب ٖٓ خ٤ِخ .   ٝخٞاؿ ٤ًٔب٣ٝخ ؽ٣ٞ٤خ ٓخزِلخ

SO4ٝاؽذح ر٘ٔٞ لاٛٞائ٤ب ٝرخزضٍ اٌُجش٣زبد 
2-

ػنٞ ٖٓ ٛزٙ . H2 S ا٠ُ ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ    

.  gliding motility ػذ٣ذ اُخلا٣ب ُٝٚ ؽشًخ اٗضلاه٤خ  Desulfonemaأُغٔٞػخ،

  Photosyntheticٓغٔٞػخ صب٤ٗخ ٖٓ ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ، ٠ٛ ٓغٔٞػخ ثٌزش٣ب اُزٔض٤َ اُنٞئ٠ 

اُخنشاء ٝالاسعٞا٤ٗخ، ر٘ٔٞ لاٛٞائ٤ب ك٠ ٝعٞد اُنٞء ٝرغزؼَٔ ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ ًٔؼط٠ 

.   ُِزٔض٤َ اُنٞئHydrogen donor٠ُلأ٣ذسٝع٤ٖ 

 رغزؼَٔ ٓقبدس ػن٣ٞخ ٖٓ اٌُشثٕٞ Myxotrophicٝأػنبء ٓغٔٞػخ صبُضخ ػذ٣ٔخ إُِٞ خ٤ط٤خ 

اٌُجش٣ز٤ذاد رؤًغذد . ٌُٖٝ سثٔب رؾقَ ػ٠ِ اُطبهخ اُلاصٓخ ٖٓ أًغذح ٓشًجبد اٌُجش٣ذ أُخزضُخ

. ا٠ُ ًجش٣ذ أٝ ًجش٣زبد

أُغٔٞػخ اُشاثؼخ، ٠ٛ أُغٔٞػخ أُئًغذح ٛٞائ٤ب ٌُِجش٣ذ ، ٠ٛٝ رئًغذ ٓشًجبد اٌُجش٣ذ 

أُخزضُخ ٛٞائ٤ب ُِؾقٍٞ ػ٠ِ اُطبهخ ُِ٘ٔٞ ٖٓ خلاٍ الأًغذح ا٤ٔ٤ٌُبئ٤خ ُِٔٞاد اُجغ٤طخ اُـ٤ش 

 Chemoautotrophic.ػن٣ٞخ 

ٖٓ ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ اُٜبٓخ ك٠ ٓغبٍ  ا٤ُٔبٙ ٝأُخِلبد اُغبئِخ ٠ٛ اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد 

Sulfate-reducing bacteria  َٔٝاُز٠ رؾ Desulfovibrio ٚٝاُجٌزش٣ب ٝؽ٤ذح اُخ٤ِخ اُٜٞائ٤ ، 

اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد رغبْٛ ثذسعخ ًج٤شح .  Thiobacillusأُئًغذح ٌُِجش٣ذ ٖٓ ع٘ظ 

اُض٤ٞثبع٤ِظ ٖٓ . ػ٤ِٔبد اُزآًَ ك٠ خطٞه ا٤ُٔبٙ ًٝزُي رغجت ٓؾبًَ اُطؼْ ٝاُشائؾخ ك٠ ا٤ُٔبٙ

خلاٍ اٗزبعٜب ُؾبٓل اٌُجش٣ز٤ي، رغبْٛ ك٠ رٌغ٤ش  خطٞه اُقشف اُخشعب٤ٗخ ًٝزُي اُزآًَ 

. اُؾبٓن٠ ُِٔؼبدٕ

   

  عًع انعيُبد ٔانزصُيفCollection of Samples and Identification   

رق٤٘ق ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ اُجـ٤نخ ػبدح ٣غشٟ ػ٠ِ أعبط اُلؾـ ا٤ٌُٔشٝعٌٞث٠ ُِٔٞاد أُؾٌٞى 

.  ك٤ٜب

اخزجش ػ٤٘بد ٖٓ أُٞاد اُِضعخ أُؼِوخ ك٠ ا٤ُٔبٙ، ٓغؾبد ٖٓ اُغطٞػ أُؼشمخ ُٜزٙ أُٞاد اُِضعخ، 

. أٝ اُشٝاعت ٓجبؽشح
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صلاصخ ٓغب٤ٓغ ٖٓ ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ سثٔب رلاؽع ٤ٌٓشٝعٌٞث٤بى ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ اُخنشاء 

.  ٝالاسعٞا٤ٗٚ، ٝثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ ػذ٣ٔخ إُِٞ اُـ٤ش خ٤ط٤خ، اٌُج٤شح

أُغٔٞػخ اُشاثؼخ، رزشًت ٖٓ اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد ٝاُجٌزش٣ب أُئًغذح ٌُِجش٣ذ ٖٓ ع٘ظ 

. ص٤ٞثبع٤ِظ لا ٣ٌٖٔ رق٤٘لٜب ٖٓ أُظٜش كوو

 

ثكزشيب انكجشيذ انخعشاء ٔالاسعٕاَيخ  . 1 . 2

  Green sulfur bacteriaثكزشيب انكجشيذ انخعشاء  . 1 . 1 . 2

 ٠ٛٝOvoid فـ٤شح، ث٤ن٤خ . رزٞاعذ ؿبُجب ك٠ ا٤ُٔبٙ أُؾز٣ٞخ ػ٠ِ ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ

 ٤ٌٓشٕٝ ك٠ اُوطشٝرٌٕٞ ًزَ 1ا٠ُ ػق٣ٞخ ك٠ اُؾٌَ، ؿ٤ش ٓزؾشًخ ، ػبٓخ أهَ ٖٓ 

.  عغ٤ٔبد اٌُجش٣ذ ٗبدسا إ ُْ ٣ٌٖ لا رزشعت ك٠ اُخلا٣ب. فلشاء ٓخنشح ك٠ إُِٞ

  Purple sulfur bacteriaثكزشيب انكجشيذ الاسعٕاَيّ  . 2 . 1 . 2

٠ٛٝ ًج٤شح، ثٜب ؽج٤جبد اٌُجش٣ذ ٝؿبُجب . رزٞاعذ ك٠ ا٤ُٔبٙ أُؾز٣ٞخ ػ٠ِ ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ

ًزَ ًج٤شٙ ًض٤لخ ِٝٓٞٗخ رشٟ ثبُؼ٤ٖ أُغشدح . فجـبد ًض٤لٚ رغؼَ اُخلا٣ب رجذٝ ؽٔشاء

ٝعٞد اُجٌزش٣ب اُز٠ روّٞ ثبُج٘بء اُنٞئ٠ ك٠ رش٤ًضاد ٓزٌزِخ ٣ٌٖٔ إٔ رئًذ . ثغُٜٞخ

.  Infrared أُغزخِـ ك٠ ٓ٘طوخ الاٗلشا س٣ذ  Scanningثبعزخلاؿ اٌُزِخ ٣ٝٔغؼ 

.  ٗبٗٞٓزش870 – 660اٌُِٞسٝك٤َ اُجٌز٤شٟ ع٤ٔزـ ثوٞح ك٠ ٓغبٍ 
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 Colorless filamentous sulfurثكزشيب انكجشيذ انخيطيخ عذيًخ انهٌٕ  . 2 . 2

bacteria  

ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ اُخ٤ط٤خ ػذ٣ٔخ إُِٞ ٝاُز٠ رظٜش ك٠ الأؽٌبٍ اُزب٤ُخ رزٞاعذ ك٠ ا٤ُٔبٙ ػ٘ذ 

سثٔب رٌٕٞ عذائَ أٝ ثغبه ُٜب ٓظٜش . ٖٓ الأًغغ٤ٖ ًٝجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ  رٞاعذ ًلا 

٠ٛٝ ػٔٞٓب ًج٤شح ٝسثٔب . أث٤ل ٓقلش ه٤ِلا ساعغ ا٠ُ رشع٤ت ؽج٤جبد اٌُجش٣زبُذاخ٤ِخ

ٝرق٘ق ثبُٔوبسٗٚ ثبُقٞس . Gliding movementرٌٕٞ ٓزؾشًخ ثبُؾشًخ الاٗضلاه٤خ 

. أُزبؽخ
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 Colorless nonfilamentousثكزشيب انكجشيذ عذيًخ انهٌٕ انغيش يزشعجخ  . 3 . 2

sulfur bacteria 

ػبدح رٌٖ ٓشرجطخ  (اُؾٌَ اُزب٠ُ ًٔضبٍ)ثٌزش٣ب اٌُجش٣ذ ػذ٣ٔخ إُِٞ اُـ٤ش ٓزؾؼجخ 

ٓزؾشًخ، ث٤ن٤خ ا٠ُ ػق٣ٞخ اُؾٌَ ٓغ ٝعٞد ؽج٤جبد اٌُجش٣ذ . ثبُطؾبُت أُزؾِِخ

 . ٠ٛٝ ػبٓخ ًج٤شح عذا. ًٝشثٞٗبد اٌُبُغ٤ّٞ ًشٝاعت

       

 

 

 ثكزشيب انكجشيذ عذيًخ انهٌٕ انصغيشح ٔانجكزشيب انًخزضنخ نهكجشيزبد  . 4 .2

Colorless small sulfur bacteria and sulfate-reducing bacteria          

Thiobacillus spp. َخلا٣بٛب فـ٤شح ٓلشدح ٝاُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد ٓض

Desulfovibrioأٗٞاع اُض٤ٞثبع٤ِظ فـ٤شح، .  لا ٣ٌٖٔ رق٤٘لٜب ثبُلؾـ ا٤ٌُٔشٝعٌٞث٠

ػذ٣ٔخ إُِٞ، ٓزؾشًخ، ػق٣ٞخ اُؾٌَ ٝرزٞاعذ ك٠ اُج٤ئخ أُؾز٣ٞخ ػ٠ِ ًجش٣ز٤ذ 

 ،  Thiobacillsٝرق٤٘ق أٗٞاع اُض٤ٞثبع٤ِظ. عغ٤ٔبد اٌُجش٣ذ ؿبئجخ. الأ٣ذسٝع٤ٖ

.  ٝؿ٤شٛب ٖٓ اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد ٣زْ كغ٤ُٞٞع٤ب Desulfovibrioد٣غِلٞكجش٣ٞ 
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 انفصم انضبَٗ

 

عذ، رخصيت، ٔعضل ثكزشيب انؾذيذ ٔانكجشيذ 

Enumeration, enrichment, and Isolation of 

Iron and Sulfur Bacteria 

 

لا رٞعذ ٝع٤ِخ ع٤ذح ُؼذ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ ٝاٌُجش٣ذ ثخلاف اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد ٝ 

.Thiobacilliٛزا .     اُضساػخ ٝاُؼضٍ أُؼ٠ِٔ ُٔضاسع ٗو٤خ فؼت ٝاُ٘غبػ ك٠ اُؼضٍ ؿ٤ش ٓئًذ

فؾ٤ؼ ػ٠ِ ٝعٚ خبؿ ثبُ٘غجخ ُٔؾبٝلاد ػضٍ اُجٌزش٣ب اُخ٤ط٤خ ٖٓ اُؾٔؤح أُ٘ؾطخ أٝ ٓقبدس 

. أخشٟ ؽ٤ش ٣زٞاعذ اُؼذ٣ذ ٖٓ أٗٞاع اُجٌزش٣ب أُخزِلخ

 

 

  Mediaانجيئخ  . 1

 

1 . 1 . Casitone-glycerol-yeast autolysate broth (CGY) for the Sphaerotilus 

group:                                                                                                                 

ٛزٙ اُج٤ئخ سثٔب لا رٞعذ عبٛضح ُزُي رؾنش ٖٓ ٌٓٞٗبرٜب ٝسثٔب رؾنش ك٠ فٞسح فِجخ ثبمبكخ 

. آعبس% 1,5

Casitone           5  g 

Glyserol          10 ml 

Yeast autolysate         1  g 

Reagen-grade water        1  L 

 

   Isolation medium (iron bacteria)(ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ)ث٤ئخ ػضٍ  . 2 . 1

Glucose          0.15 g 

Ammonium sulfate (NH4 )2 SO4      0.5  g   

Calcium nitrate, Ca(NO3)2        0.01g 

Dipotassium hydrogen phosphate, K HPO        0.05  g 

Magnesium sulfate, MgSO4 .7H2 O      0.05  g 
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Potassium chloride, KCl        0.05 g 

Calcium carbonate, CaCO3       0.1  g 

Agar           10.0  g 

Cyanocobalamin         0.01  g 

Thiamine          0.4    g 

Reagent-grade water        1  L 

 

  Maintenance (SCY) medium (iron bacteria)ث٤ئخ الاثوبء ُجٌزش٣ب اُؾذ٣ذ  . 3 . 1

Sucrose          1   g 

Casitone          0.75  g 

Yeast extract         0.25  g 

Trypticase soy broth without dextrose      0.25  g 

Agar           10.0  g 

Thiamine           0.4    g 

Cyanocobalamin          0.01  g 

Reagent-grade water         1 L 

 

1 . 4 . Mn agar no.1     

Manganous carbonate, MnCO3       2 g 

Beef extract          1 g 

Ferrous ammonium sulfate, Fe(NH4 )2 (SO4 )2     150 mg 

Sodium citrate          150 g 

Yeast extract         75 mg 

Cyanocobalamin          0.005 mg 

Agar           10  g 

Reagent-grade water        1  L 

 

.    Cyanocobalaminؽنش ٝػوْ اُج٤ئخ ثذٕٝ 

.  ثبُزشؽ٤ؼ ٝملٚ هجَ رقِت اُج٤ئخ  Cyanocobalaminؿوْ 

 

 

1 . 5 . Mn agar No. 2     

ؽنش ث٤ئخ ؽذ٣ضخ ًَ ٓشح ٖٓ أٌُٞٗبد 

Manganous sulfate, MnSO4 .H2O      10  mg 

Agar           15  g 

Natural water         1  L 
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  Iron Oxidizing medium (Thiobacillus ferroxidants) ث٤ئخ اُؾذ٣ذ أُئًغذ . 6 . 1

Basil salts: 

Ammonium sulfate, (NH4 )2 SO4      3  g 

Potassium chloride   KCl       0.1  g 

Dipotassium hydrogen phosphate K2 HPO4     0.5  g 

Magnesium sulfate, MgSO4 .7H2O       0.5  g 

Calcium nitrate Ca (NO3 )2       0.01 g 

H2 SO4 . 10 N          1 mL 

Energy source: 

Reagen-grade water        700 mL 

Ferrous sulfate, FeSO4 . 7H2O, 14.74 % solution (w/v) ……  300 mL 

 

خضٕ ك٠ اُضلاعخ . ػوْ ٓ٘لقلا ًلا ٖٓ ٓقذس اُطبهخ ٝالأٓلاػ الأعبع٤خ ٝاخِطْٜ ػ٘ذٓب ٣جشدا

٣غت إٔ . ع٤زٌٕٞ ساعت ٝاُج٤ئخ عزٌٕٞ ثشاهخ ٝخنشاء. ٝٝرخِـ ٖٓ أُزجو٠ ثؼذ اعجٞػ٤ٖ

 ٌٕٞ٣pH  ٖ3,6 ٝ 3 ث٤. 

 

 

  Ferrous sulfide agar (Gallionella ferruginea) آعبس ًجش٣ز٤ذ اُؾذ٣ذٝص . 7 . 1

Agar layer: 

Ferrous sulfide, FeS (washed precipitate and liquid)   500 mL 

Sodium sulfide, Na2 S        15.6  g 

Ferrous ammonium sulfate Fe (NH4 )2 (SO4 )2 6H2O   78.4  g 

Boiling reagent-grade water        1  L 

Agar (liquid) (30 g/L)        500  mL 

Liquid overlay: 

Ammonium chloride NH2 Cl       1 g 

Dipotassium hydrogen phosphateK2 HPO4      0.5 g 

Magnesium sulfate, MgSO4 .7H2 O     0.2 g 

Calcium chloride , CaCl2       0.1 g 

Reagent-grade water …………………………………………………1    L 

 

 ك٠ ٤ٓبٙ رـ٠ِ  Fe(NH4)2 (SO4)2 ٓغ Na2S ثزلبػَ ٤ًٔبد ػ٤بس٣خ ٓزغب٣ٝخ ٖٓ Fe Sؽنش 

Reagent-grade water . دع اُشاعت ٣غزوش ٖٓ أُؾٍِٞ اُغبخٖ ك٠ صعبعخ ِٓٔٞءح رٔبٓب ٝٓـِوخ
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.  ٓشاد ٝفل٠ اُغضء اُؼِٟٞ ٝاعغ ٓبء ٓـ٠ِ ٣ؾَ ٓؾ4ِٚ اؿغَ اُشاعت  Stoppered.ثبؽٌبّ 

.  ك٠ صعبعخ ٓؾٌٔخ اُـِن ِٝٓٔٞءح ا٠ُ اُٜ٘ب٣خ ثٔبء ٓـ٠ِ امبكFeS٠خضٕ 

ؽنش ث٤ئخ ٓبئِخ ك٠ أٗبث٤ت راد .  دسعخ ٓئ٣ٞخ45آعبس ػ٘ذ % FeS ،3أمق ؽغّٞ ٓزغب٣ٝخ ٖٓ 

،أٓشس صبر٠ أًغ٤ذ اٌُشثٕٞ خلاُٜب ُٔذح Liquid overlayؽنش أُؾٍِٞ أُـط٠ . ؿطبء هلاٝٝظ

.  صب٤ٗخ، ٝأمق ثنغ َِٓ ا٠ُ ىب٥عبس أُبئ15َ – 10

 

% 40ٓؾٍِٞ )َِٓ كٞسٓب٤ُٖ , 5 ٣ؾزبط امبكخ  Basic mediumالاخزلاف ك٠ اُج٤ئخ الأعبع٤خ 

 َِٓ ث٤ئخ 100 آعبس ، FeS َِٓ 10ا٠ُ صعبعبد رخل٤ق راد ؿطبء هلاٝٝظ رؾزٟٞ  (كٞسٓبُذ٤ٛذ

ثشًٝٓٞش٣ضٍٝ ث٤شثَ ا٠ُ عبئَ % , 004ثشٝٓٞص٤ٍٔٞ ثِٞ ، % , 001أمق . اُزـط٤خ اُغبئِخ

. اُزـط٤خ

1 

 

   Sulfate-reducing medium ث٤ئخ اخزضاٍ اٌُجش٣زبد . 8 . 

Sodium lactate        3.5 g 

Beef extract          1.0 g 

Peptone         2.0 g 

Magnesium sulfate, MgSO4. 7H2O      2.0  g 

Sodium sulfate , Na2 SO4      1.5  g 

Dipotassium hydrogen phosphate, K2 HPO4    0.5 g 

Ferrous ammonium sulfate , Fe(NH4 )2 (SO4)2 .6H2O  0.392  g 

Calcium chloride, CaCl2       0.10  g 

Sodium ascorbate        0.10   g 

Reagent-grade water       1  L 

 

pH  ٌٕٞثؼذ اُزؼو٤ْ, 03 +/- 7,5  ٣غت إٔ ٣ . 

 ، أعٌٞسثبد اُقٞد٣ّٞ ، ٝصع ك٠ Ferrous ammonium sulfateؽنش اُج٤ئخ ٓغ اعزجؼبد 

ُلاعزؼٔبٍ ٣غت إٔ رٌٕٞ الأٗبث٤ت ٓٔزِئخ رٔبٓب ؛ ُٝزُي، . أٗبث٤ت اخزجبس راد ؿطبء هلاٝٝظ ، ٝػوْ

 Ferrousٝك٠ ٣ّٞ الاعزؼٔبٍ، ؽنش ٓؾٍِٞ .  ػوْ ك٠ دٝسم ث٤ئخ امبك٤خ لامبكزٜب ا٠ُ الأٗبث٤ت

ammonium sulfate  َ100/ عشا1ّ) ٝأعٌٞسثبد اُقٞد٣ّٞ  ( 100َِٓ/ عشا3,92ّ) ٓ٘لق 

، ٝثطش٣وخ  Membrane filter 0.45 micron، ػوْ ثبٓشاس أُؾٍِٞ خلاٍ ؿؾبء رشؽ٤ؼ  (َِٓ

.  Basal medium َِٓ ٖٓ اُج٤ئخ الأعبع٤خ 10/ َِٓ ٖٓ ًَ ٓؾٍِٞ, 01ٓؼؤخ أمق 
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انفصم انضبنش 

 

 Iron Bacteriaثكزشيب انؾذيذ 

 

 

1 . Sphaerotilus-Leptothrix  

رضدٛش ، Sphaerotilus-Leptothrix ٓغٔٞػخ  ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ، خبفخ رِي اُز٠ ر٘ز٠ٔ ا٠ُ . 1 . 1

ٝأؽذ اُج٤ئبد الاٗزخبث٤خ . ك٠ اُج٤ئخ ؽذ٣ذح اُزخل٤ق ٝاُز٠ رذػْ رٌبصش اٌُبئ٘بد عش٣ؼخ اُ٘ٔٞ

ٓذػٔخ  Sphaerotilus( BOD dilution water  ُجٌزش٣ب Partially selectiveعضئ٤ب 

 French squareرٞصع اُج٤ئخ ك٠ صعبعبد ٓشثؼخ . (اُِزش/  ٓغْ 100ثقٞد٣ّٞ لاًزبد 

bottles  60 ٝرؼوْ ػ٘ذ مـو kPa  ٤ٓبٙ 25ُٝؾوٖ اُؼ٤٘خ أمق .  ده٤وخ15 ُٔذح ٖٓ َِٓ 

 َِٓ ٖٓ ٤ٓبٙ أُخِلبد اُغبئِخ اُغبً٘خ ا٠ُ صعبعبد ٓضدٝعخ ٖٓ 10 ، 5 ، 1أُغشٟ أٝ 

اػضٍ ٓضسػخ .  أ٣بّ ٝلاؽع اُ٘ٔٞ اُخ٤ط5٠ دسعخ ٓئ٣ٞخ ُٔذح 25 ا٠ُ 22ؽنٖ ػ٘ذ . اُج٤ئخ

 Meat,% 05 ٝاُزخط٤و ػ٠ِ BOD lactose brothٗو٤خ ػٖ هش٣ن اُزوبه خ٤و ٖٓ ث٤ئخ 

extract agar  . دسعخ ٓئ٣ٞخ، اُزوو خ٤و ٗٔٞرع٠ 25 عبػخ ػ٠ِ 24ثؼذ اُزؾن٤ٖ ُٔذح 

 ٝاٗوَ ا٠ُ Dissecting microscopeٓزغؼذ ثٔغبػذح ٤ٌٓشٝعٌٞة رؾش٣ؾ٠ 

Casitone-glycerol-yeast autolysate  broth  . را رٌٕٞ ؿؾبء سه٤نPellicle  

 Casitone –glycerol-yeast أ٣بّ، اٗوَ خ٤و ا٠ُ 3 – 2دٕٝ ػٌبسح أعلِٚ خلاٍ 

autolysate agar ػ٠ِ فٞسح ٓبئِخ Slant  دسعخ ٓئ٣ٞخ ؽز٠ ٣شٟ ٗٔٞ، 25، ؽنٖ ػ٘ذ 

 .ٝسثٔب ٣نبف ٓغزخِـ هؼ ٗجبد أُلب أُلب أٝ اُجغِخ ُِزخق٤ت. ٝخضٕ ك٠ اُضلاعخ

 

ث٤ئخ اُؼضٍ ٝاُؾلع هٞسد ث٘غبػ ُزق٤٘ق أُغب٤ٓغ أُخزِلخ ٖٓ اٌُبئ٘بد اُخ٤ط٤خ ٝرؾَٔ  . 2 . 1

 َِٓ ٖٓ ٤ٓبٙ اُق٘جٞس  3ؽنش آعبس ٓبئَ ٖٓ ٛزٙ اُج٤ئخ ٝثطش٣وخ ٓؼؤخ هطش . ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ

ُوؼ أٗبث٤ت .   ػ٠ِ عطؼ ا٥عبس أُبئَ Dechlorinatedأُؼؤخ ٝأُضاٍ ٜٓ٘ب اٌُِٞس

. ٝؽنٖ ػ٘ذ دسعخ ؽشاسح اُـشكخ ؽز٠ ٓلاؽظخ اُؼٌبسح اُ٘برغخ ػٖ اُ٘ٔٞ ك٠ اُطجوخ اُغبئِخ

 .  ؽٜٞس ك٠ اُضلاعخ3ٝاُخلا٣ب رظَ ؽ٤خ ُٔذح 
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 Casitone-glycerol-yeast ٠ٛ ث٤ئخ  Sphaerotilusث٤ئخ ؽلع أخشٟ ُضساػخ ٓغٔٞػخ  . 3 . 1

autolysate (CGY). 

 

1 . 4 . Leptothrix (Sphaerotilus discophorous) ٖ٣ٌٖٔ إٔ رلشم ػ Sphaerotilus 

natans اعزؼَٔ .  ثبُوذسح ػ٠ِ أًغذح أ٣ٞٗبد أُ٘غ٤٘ضMn agar No. 1ًج٤ئخ رلشهخ   .

. MN agar No. 2 سثٔب ر٘ٞ ػٖ هش٣ن اُضسع أُجبؽش ػ٠ِ  Leptothrixًجذ٣َ،كبٕ 

 

2 . Thiobacillus ferrooxidans   : 

ػ٠ِ اُشؿْ ٖٓ إٔ ٛزا اٌُبئٖ ٛٞ أ٣نب ثٌزش٣ب ٓئًغذح ٌُِجش٣ذ، كبٕ أ٤ٔٛزٚ الأعبع٤خ ك٠ ٓخِلبد 

ثؼل أًغذح .  ك٠ أُز٘بٍٝ MPNٝاُج٤ئخ أُ٘بعجخ ُزوذ٣ش الأػذاد الاؽزٔب٤ُخ . أُ٘بعْ اُؾبٓن٤خ

ٝاُج٤ئخ ٣ٌٕٞ ثٜب ساعت . ُِؾذ٣ذ رؾذس خلاٍ اُزؼو٤ْ ٌُٖٝ اُلوذ ك٠ أ٣ٞٗبد اُؾذ٣ذٝص لا ٣ٌٖٔ روذ٣شٙ

 ٣ٝؾزٟٞ pH  3 – 3,6ثشام ٝأخنش، را  (ٖٓ أُؾزَٔ إٔ ٣ٌٕٞ كٞعلبد اُؾذ٣ذٝص ٝاُؾذ٣ذ٣ي)

.  ٝص٣بدح رش٤ًض اُؾذ٣ذ أُئًغذ pHٗٔٞ اٌُبئٖ ٣ظٜش ثبلاخلبك ك٠ . اُِزش أ٣ٞٗبد اُؾذ٣ذٝص/ عشا9ّ

اُج٠٘ ٣ٌٖٔ إٔ ٣شٟ ك٠ الأٗبث٤ت اٝ –ٝثبعزؼٔبٍ ٓشعؼ٤بد ؿ٤ش ِٓوؾخ، كبٕ ص٣بدح ك٠ إُِٞ اُجشروب٠ُ 

. ٛض أٗبث٤ت اخزجبس اُزخل٤لبد ٤ٓٞ٣ب لإٔ ٛزا اٌُبئٖ ٛٞائ٠. اُذٝاسم أُخقجخ أُٞعجخ ٓوبسٗخ ثبُغِجخ

 

3 . Gallionella ferruginea  : 

 اؽوٖ أٗبث٤ت ثوطشح ٖٓ ٓؼِن اُشٝاعت Ferrous sulfide agar.ُضسع ٛزا اٌُبئٖ اعزؼَٔ 

 36 – 18ٝاُ٘ٔٞ ػ٠ِ دسعخ ؽشاسح اُـشكخ ٣ؾزبط ا٠ُ . أُؾٌٞى ك٠ أٜٗب رؾزٟٞ ػ٠ِ عب٤ٗٞ٤ُلا

ؽِوخ أُغزؼٔشاد رزٞاعذ ػ٠ِ ٓغزٟٞ . عبػخ ٣ٝظٜش ًشٝاعت ث٤نبء ػ٠ِ عٞاٗت اٗجٞثخ الاخزجبس

 لأ٣ٞٗبد اُؾذ٣ذٝص ٝالاٗزؾبس  upward diffusionٓؼ٤ٖ ٣ؼٌظ اُزٞاصٕ ٓب ث٤ٖ الاٗزؾبس ا٠ُ أػ٠ِ 

ٝسثٔب ٣٘غؼ ػضٍ ٓضسػخ ٗو٤خ ٖٓ خلاٍ امبكخ اُلٞسٓب٤ُٖ ا٠ُ . ا٠ُ أعلَ ُغض٣ئبد الأًغغ٤ٖ

.Ferrous sulfide agar   

 

  Other iron bacteria:ثكزشيب انؾذيذ الأخشٖ  . 4

( pH 3.5 – 5.0)أُئًغذح ُِؾذ٣ذ ٝاُوبدسح ػ٠ِ رؾَٔ اُؾٔٞمخ  Metallogenium ػضُذ 

: ثبعزؼٔبٍ ث٤ئخ رؾزٟٞ ػ٠ِ 

,(NH4 )2 SO4 , 0.1%  

CaCO3, 0.01%,    
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MgSO4 , 0.02%,                                           

K2 HPO4 , 0.001%,                                     

Potassium acid phthalate, o.4%,                

and 250 mg/L ferrous iron from acidified  

 FeSO4 .7 H2 O,solution  

 

.  250َِٓ َِٓ ٖٓ اُج٤ئخ ك٠ دٝسم 100كٞسٓب٤ُٖ ا٠ُ . % , 4أمق 

  Ferric ammoniumك٠ ؽبُخ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ اُٜز٤شٝرشٝك٤خ أُشعجٚ اعزؼَٔ ث٤ئخ  

citrateٖٓ رزشًت : ; NaNO3, 0.5 g/L; K2HPO4 0.5 g/L   (NH4 )2 SO4 , 0.5 g/L 

MgSO2 .7H2O,0.5 g/L; and ferrous ammonium citrate 10 g/L.                       

.  اُِزش/  عشاّ آعبس15ُٝغؼَ اُج٤ئخ فِجخ أمق .  ٝػو6,8ْ ا٠ُ 6,6 ػ٘ذ  pHأمجو 

 عشاّ أًغ٤ذ ؽذ٣ذ 3 َِٓ ٓبء خبّ أٝ ػ٤٘ٚ، 10 َِٓ ث٤ئخ ٓشم، 20ًٝجذ٣َ ر٠ٔ٘ ثٌزش٣ب اُؾذ٣ذ ثخِو 

Iron oxide . دسعخ ٓئ٣ٞخ ػ٠ِ ٛضاص لاٗزبط ٗٔٞ ٓشئ25٠ عبػخ ػ٠ِ 72 – 48ؽنٖ ُٔذح  .
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 ثكزشيب انكجشيذ
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انفصم انشاثع 

 

 Sulfur Bacteriaثكزشيب انكجشيذ 

 

  Sulfate-reducing bacteriaانجكزشيب انًخزضنخ نهكجشيزبد  . 1

 ، اعزؼَٔ ث٤ئخ اخزضاٍ اٌُجش٣زبد  Desulfovibrioُز٤ٔ٘خ اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد ٓضَ  . 1 . 1

sulfate-reducing medium ( Lewis, 1965  .)

ُِٔوبسٗخ، ؽنٖ . اؽوٖ الأٗبث٤ت ٝآلأٛب رٔبٓب ثبُج٤ئخ أُؼؤخ لا٣غبد ظشٝف لاٛٞائ٤خ

 َِٓ، ٓشس اُؼ٤٘خ خلاٍ 10ثبُ٘غجخ ُِؼ٤٘بد راد اُؾغْ أًجش ٖٓ . ٓشعؼ٤بد ؿ٤ش ٓؾوٞٗخ

٤ٌٓشٕٝ ٝاٗوَ اُلِزش ا٠ُ ث٤ئخ ك٠ اٗجٞثخ راد . ,Membrane  Filter 45ؿؾبء ٓشؽؼ 

ارا رٞاعذد اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد، عٞف رظٜش الأٗبث٤ت ُٕٞ اعٞد . ؿطبء هلاٝٝظ

 . دسعخ ٓئ٣ٞخ25 – 20 ٣ّٞ ٖٓ اُزؾن٤ٖ ػ٘ذ 21 – 4خلاٍ 

 

ٝػذ اُجٌزش٣ب أُخزضُخ  (Iverson, 1966)  ٛ٘بى ث٤ئخ ٓؾز٣ٞخ ػ٠ِ ا٥عبس ٓ٘بعجخ ُز٤ٔ٘خ. 2 . 1

 : اُج٤ئخ رزشًت ٖٓ. ٌُِجش٣زبد

Trypticase soy agar, 4% , agar 0.5%, 60% sodium lactate (0.4 % v/v); 

hydrated magnesium sulfate, 0.2%. and ferrous ammonium sulfate, 

ٖٓ الاصّ إٔ رٌٕٞ اُج٤ئخ سائوخ رٔبٓب .  ٝػو7,4ْ ا٠ُ 7,2 ػ٘ذ  pHأمجو       .0.2%

 عبػخ ٖٓ رقِت الأهجبم أُقجٞثخ ثبُج٤ئخ 4-1اؽوٖ الأهجبم خلاٍ . ٝخب٤ُخ ٖٓ أ١ سٝاعت

ُٝٔ٘غ رٌضق اُشهٞثخ ػ٠ِ أؿط٤خ الأهجبم اُجزشٟ، اعزجذٍ الأؿط٤خ . ُٔ٘غ اُزؾجغ ثبلأًغغ٤ٖ

مغ الأهجبم اُـ٤ش ٓوِٞثخ .  ده٤وخ ٖٓ ثؼذ رقِت ا٥عبس15 – 10ثؤؿط٤خ آزقبؿ خلاٍ 

ك٠ ؽٞك صعبع٠ أٝ ٓغلق ٝاعزجذٍ اُٜٞاء ث٤٘زشٝع٤ٖ أٝ ٤ٛذسٝع٤ٖ ثبُزلش٣ؾ ٝاؽلاٍ 

ؽنٖ ػ٠ِ دسعخ . (GasPak, BBL)ًٝجذ٣َ، اعزؼَٔ ٗظبّ ُِزخِـ ٖٓ الأًغغ٤ٖ . اُـبص

. ٠ٛٝ اُذسعخ أُض٠ِ ُزِي اٌُبئ٘بد ( ٓئ٣ٞخ30-28)أٝ  ( دسعخ ٓئ٣ٞخ24-21)ؽشاسح اُـشكخ 

اُ٘ٔٞ ٝظٜٞس إُِٞ الأعٞد ؽٍٞ أُغزؼٔشاد ٛٞ اُقلخ اُخبفخ ثبُجٌزش٣ب أُخزضُخ 

 ٣ّٞ ػ٠ِ اُشؿْ ٖٓ إٔ اُٞهذ أُؼزبد ٛٞ 21 ا٠ُ 2ٌُِجش٣زبد ٝسثٔب ٣زٞاعذ ك٠ أٟ ٝهذ ث٤ٖ 

 . أ٣ب7ّ – 2
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ث٤ئبد أخشٟ ٓ٘بعجخ ُؼذ ٝػضٍ الاع٘بط أُخزِلخ ٖٓ اُجٌزش٣ب أُخزضُخ ٌُِجش٣زبد   ٛ٘بى . 3 . 1

(Lechevallier & Pramer, 1970; Marra & Williams, 1970, and Kreig & 

Holt, 1986  

 

2 . Photosynthetic purple and green sulfur bacteria  

لإٔ رِي اٌُبئ٘بد ٓزخققخ ٝٗبدسا ٓب رغجت ٓؾبًَ ك٠ ػ٤ِٔبد ٓؼبُغخ ا٤ُٔبٙ ٝأُخِلبد اُغبئِخ، 

ك٠ ثؼل اُؾبلاد ٣ٌٖٔ إٔ رٌٕٞ ٗبكؼخ  ُوذسرٜب ػ٠ِ اًغذح . كطشم ػضُٜب ٝػذٛب ُْ ٗؾِٜٔب ٛ٘ب

ٝرش٤ًت اُج٤ئبد ٝهشم اُضسع لأٟ ٖٓ أُغٔٞػخ . ًجش٣ز٤ذ الأ٣ذسٝع٤ٖ ٝثبُزب٠ُ رخلل اُشٝائؼ

  Pfennig, 1967). )٣ٌٖٔ اُؾقٍٞ ػ٤ِٚ ٖٓ أُشعغ 

 

 

3 . Thiobacillus spp.: 

 Thiobacillus thiooxidans   Thiobacillus thiopurus andاُج٤ئخ أُ٘بعجخ ُؼذ ثٌزش٣ب 

.  دسعخ ٓئ٣ٞخ30 – 25 أ٣بّ ػ٠ِ 5 – 4ثطش٣وخ اُؼذ الاؽزٔب٠ُ ٣زْ ك٤ٜب ؽوٖ اُج٤ئخ ٝاُزؾن٤ٖ ُٔذح 

.  ٝػٌبسح اُج٤ئخ pHٗٔٞ اُض٤ٞثبع٤ِظ ٣٘زظ ًجش٣ذ ٓؼذ٠ٗ، اُزٟ ٣زشعت ك٠  اُوبع ٓغ اٗخلبك ك٠ 

.  Thiobacillusٝالاخزجبس ا٤ٔ٤ٌُبئ٠ ُزٌٕٞ اٌُجش٣زبد ٣ِضّ اعشاإٙ ُزؤ٤ًذ ٝعٞد 

 

 

  Filamentous sulfur-oxidizing bacteriaانجكزشيب انخيطيخ انًؤكغذح نهكجشيذ  . 4

  Beggiatoaث٤غ٤برب  . 1 . 4

رزٞاعذ اُجغ٤برب ك٠ ٓؼظْ اُج٤ئبد أُبئ٤خ ٝرؾَٔ ٗظْ ا٤ُٔبٙ اُؼزثخ ٤ٓٝبٙ اُجؾبس، اُشٝاعت 

ٝلإٔ . (Lackey et al., 1965)ٝأُخِلبد اُغبئِخ ػ٘ذ رٞاعذ اٌُجش٣ز٤ذ ٝالأًغٞع٤ٖ 

 كلارٞعذ هش٣وخ ده٤وخ ُزوذ٣ش  Multicellular bacteriumاُجغ٤برب ثٌزش٣ب ػذ٣ذح اُخلا٣ب 

. ٝروذ٣شٛب ٣زْ ٖٓ خلاٍ اُؼذ ا٤ٌُٔشٝعٌٞث٠ أُجبؽش ُِخ٤ٞه. أػذاد اُخلا٣ب اُؾ٤خ ك٠ ػ٤٘خ ٓب

ُْ .  ٤ٌٓشٕٝ أٝ أًضش ك٠ اُوطش100اُجغ٤برب اُجؾش٣خ سثٔب رٌٕٞ ًج٤شح ٗٞػب ٓب، رقَ ا٠ُ  

 ٤ٌٓشٕٝ ك٠ 5ؽز٠  )ٝػ٠ِ رُي كبٕ الأع٘بط اُجؾش٣خ اُقـ٤شح . ٣ٌٖٔ ر٤ٔ٘زٜب ك٠ أُؼَٔ
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ٝاُج٤ئخ اُلاصٓخ ك٠ ؽبُخ ا٤ُٔبٙ اُؼزثخ رخزِق ه٤ِلا ػٖ رِي . ٠ٛ اُز٠ رْ ػضُٜب (اُوطش

. اُخبفخ ثب٤ُٔبٙ أُبُؾخ

 

ث٤ٌٔخ ًبك٤خ  ( اُزجٖ)اؽوٖ اٗجٞثخ ُٔغزخِـ اُوؼ  – Enrichmentاُزخق٤ت  .  1 . 1. 4

.  عْ ػ٠ِ الأه8َٖٓ أُبء ٝه٤َِ ٖٓ اُط٤ٖ ٖٓ ٓٞهغ اُؼ٤٘خ ُٔلأ الأٗجٞثخ ا٠ُ ػٔق 

أٝ ًشاد ٓ٘زلخخ " Tuftsخقَ ؽؼش٣خ "رؾنٖ ُٔذح أعجٞع ػ٠ِ الأهَ ٝرخزجش ُزٞاعذ 

Puff-balls" "رزٌٕٞ ٖٓ خ٤ٞه ٓزؾبثٌخTangled filaments رخزجش . ٖٓ اُجغ٤برب

ارا ُْ رزٞاعذ .  ُٞعٞد اُخ٤ٞه اُلشد٣خ Phase contrast microscopeثٞاعطخ 

٣ٝغزٔش اخزجبس . اٌُشاد أُ٘زلخخ، ٣غزٌَٔ اُزؾن٤ٖ لأعجٞع آخش ٣ٝؼبد الاخزجبس

.  أعب٤٣غ هجَ اُزخِـ 4ٚ٘ٓأُخقت ؽز٠ 

ثبعزؼٔبٍ ِٓوو ده٤ن اُطشف ٓؼوْ ٓغ ٤ٌٓش٤ٌٓٝشٝعٌٞة  -  Isolation اُؼضٍ . 2 .1 .4

 Dissecting microscope  ، َث٤ئخ اُزخق٤ت  ٖٓ اُجغ٤برب اُخقَ اُؾؼش٣خ اٗو ٖٓ

سط .  ٓؼؤخ Basal mediumا٠ُ هجن ثزشٟ فـ٤ش ٣ؾزٟٞ ػ٠ِ اُج٤ئخ الأعبع٤خ 

اُخقَ اُؾؼش٣خ ثبُِٔوو لاصاُخ اُجٌزش٣ب أُقبؽجخ ٝر٘وَ اُخقَ اُؾؼش٣خ ا٠ُ هجن 

 5اعزٔش ؽز٠ ٣زْ ؿغَ اُخقَ ػ٠ِ الأهَ .  ثزشٟ عذ٣ذ ٓغ اُج٤ئخ الأعبع٤خ أُؼؤخ

.  ٓشاد

آعبس ُٔذح ؽٞا٠ُ % 1.6اٗوَ اُخقَ ا٠ُ هجن عبف ٣ؾزٟٞ ػ٠ِ اُج٤ئخ الأعبع٤خ ٓغ 

ده٤وخ لاصاُخ أُؾٍِٞ اُضائذ، ثؼذ رُي اٗوَ اُخقَ ا٠ُ ٓ٘زقق أهجبم ٓ٘لشدح ٖٓ ث٤ئخ 

MY  ٝأ MP  

 (( Strohl & Larkin, 1978, and Larkin, 1980 . ؽنٖ الأهجبم ػ٘ذ دسعخ

 Dissecting microscope  ًَ 5 – 10ؽشاسح اُـشكخ أٝ أهَ ٝاخزجش ث٤ٌٔشٝعٌٞة 

اخزبس اُخ٤ٞه اُـ٤ش ِٓٞصخ ٝاٗوِٜب ا٠ُ أهجبم ٖٓ ٗلظ . عبػبد ُٞعٞد اُجغ٤برب اُخ٤ط٤خ

  اُج٤ئخ ثبعزؼٔبٍ اثشح رِو٤ؼ ٓؼؤخ ٝٓلِطؾخ أٝ ثبعزؼٔبٍ خِخ الأع٘بٕ أُؼؤخ 

.Toothpickاخزجشأهجبم  اُ٘وَ الأٍٝ . خز ٓغ ٗوَ اُخ٤و اُو٤َِ ٖٓ ا٥عبس ُٔ٘غ اُغلبف

 . عبػبد ًٔب عجن ٝاٗوَ اُخ٤ٞه اُ٘و٤خ ا٠ُ ث٤ئخ عذ٣ذح10 – 5ًَ 

 

: Basal mediumانجيئخ الأعبعيخ 

Ammonium chloride,4% solution     5 mL 

K2HPO4 , 1% solution        1 mL 

MgSO4 .7H2O, 1% solution       1 mL 
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CaSO4 .2H2O , saturated solution      20  mL 

Trace elements (see below)       5  mL 

Reagent-grade water       968 mL 

:  Trace elementsانعُبصش انُبدسح 

Reagent-grade water        920 mL 

ZnSO4 .7H2O, 0.1 % solution      10 mL 

Mn SO4 .4 H2O. 0.02% solution      10 mL 

CuSO4 .5H2O.0.00005% solution      10 mL 

Boric acid, 0.1% solution       10 mL 

Cobalt nitrate , 0.01% solution       10 mL 

Sodium molybdate 2H2O, 0.01% solution     10 mL 

EDTA solution 2% EDTA with 7% ferrous sulfate  

with 1 mL conc. HCl/100 mL       20 mL 

 

 

MP agar                                                                                                            

Basal medium         1 L 

Sodium acetate         0.1 g 

Sodium sulfide solution (make up and separately  

autoclave a 10% solution of Na2 S.9H2O     3  mL 

Agar           15 g 

 

MY agar                                                                                                            

Basal medium         1  L 

Sodium acetate         0.1 g 

Nutrient broth powder        0.1 g 

Yeast extract         0.1 g 

Sodium sulfide solution (see above)      3 mL 

Agar           15 g 
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 ده٤وخ ٝثشد 15ػوْ ك٠ الأٝرًٞلاف ُٔذح لارض٣ذ ػٖ .  ٝعخٖ لارا٣خ ا٥عبس7,5 – 7 ث٤ٖ pHأمجو 

. أمق ٓؾٍِٞ ًجش٣ز٤ذ اُقٞد٣ّٞ كٞسا هجَ فت الأهجبم.  دسعخ ٓئ٣ٞخ50 – 45ك٠ ؽٔبّ ٓبئ٠ ا٠ُ 

. ارا ًبٗذ اُج٤ئخ رغزؼَٔ ك٠ أٗبث٤ت راد هلاٝٝظ كبٕ اٌُجش٣ز٤ذ سثٔب ٣نبف هجَ اُزؼو٤ْ

 

ػضُذ ٖٓ .  Obligately myxotrophicٌٓغٞرشٝك٤ي ؽزٔب  – Thiothrixصيٕصشيكظ  . 2 . 4

ػضُذ . ٣٘بث٤غ ًجش٣ز٤خ ٤ٓٝبٙ أخشٟ ٓزذكوخ رؾزٟٞ ػ٠ِ اٌُجش٣ز٤ذ ٝػشكذ خقبئقٜب

علالاد ٛز٤شٝرشٝك٤خ ٖٓ اُؾٔؤح أُ٘ؾطخ ٖٓ ٓؾطبد ٓؼبُغخ أُخِلبد اُغبئِخ ٝػشكذ 

ٝث٤٘ٔب إٔ هش٣وخ ػضٍ ًلا ٖٓ اُغلالاد أٌُغٞرشٝك٤ي ٝاُٜز٤شٝرشٝك٤ي . خقبئقٜب

 .ٓزٔبصِزبٕ ٗغذ إٔ ث٤ئبد اُؼضٍ رخزِق

 

 Isolation of myxotrophic Thiothrixعضل انًكغٕرشٔفيك صيٕصشيكظ  . 1 . 2 . 4

. اعٔغ خقَ ؽؼش٣خ ثٌز٤ش٣خ ٖٓ اُقخٞس، ٓٞاع٤ش ا٤ُٔبٙ، أٝ ٓقبدس أخشٟ - 

ٕ اُزوو خ٤ٞه ثِٔوو ده٤ن  Dissecting microscopeٝثبعزؼٔبٍ ٤ٌٓشٝعٌٞة 

. ٓؼؤخ Basal medium اُطشف، سط لاصاُخ اُجٌزش٣ب أُِٞصخ، ٝاٗوَ ا٠ُ ث٤ئخ أعبع٤خ 

 .  ٓشاد ػ٠ِ الأهَ ُٔؾبُٝخ اُؾقٍٞ ػ٠ِ خ٤ٞه ه٤ِِخ أٝ ػذ٣ٔخ اُزِٞس5ًشس 

 ٝؽشى  MP or MY agar اٗوَ ٗوطخ ا٠ُ ؽبكخ اهجبم Pasteur pipetثبعزؼٔبٍ 

اعؾت اُشهٞثخ اُضائذح ثٔبفخ . الأهجن ثؾ٤ش رغشٟ اُ٘وو ٖٓ عبٗت ا٠ُ ا٥خش ُِطجن

اخزجش الأهجبم رؾذ .  عبػخ48ٝؽنٖ الأهجبم ػ٠ِ دسعخ ؽشاسح اُـشكخ أٝ أهَ ُؾٞا٠ُ 

Dissecting microscope  

ٝثبعزؼٔبٍ خِخ أع٘بٕ ٓؼؤخ ، اُزوو أُغزؼٔشاد . ُظٜٞس ٓغزؼٔشاد خ٤ط٤خ ٗٔٞرع٤خ

خطو أُبدح أُ٘وُٞخ ثبعزؼٔبٍ . أُ٘ؼضُخ ٝاٗوِٜب ٓ٘لشدح ا٠ُ أهجبم عذ٣ذح ٖٓ ٗلظ اُج٤ئخ

.Loop عبػخ رؾن٤ٖ ، اخزجش الأهجبم ٝأػذ رخط٤و أُغزؼٔشاد اُز٠ 48 ثؼذ ؽٞا٠ُ 

.  رجذٝا ٗو٤خ

 

 Isolation of heterotrophicعضل انضيٕصشكظ انٓزيشٔرشٔفيخ  . 2 . 2 . 4

Thiothrix 

. ٛ٘بى هش٣وزبٕ ٓخزِلزبٕ ُلاعزؼٔبٍ، رؼزٔذ ػ٠ِ رش٤ًض ٝؽغْ خ٤ٞه اُض٤ٞصشًظ ك٠ اُؼ٤٘خ

ك٠ اؽذٟ اُطش٣وزبٕ، اؿغَ اُخ٤ٞه أُلشدح أٝ اُغلالاد اٌُج٤شح اُٞسد٣خ ٖٓ اُض٤ٞصشًظ 

 ٓغ أُلاؽظخ Pasteur pipet، ثبُ٘وَ ثبعزؼٔبٍ MSVاُؼذ٣ذ ٖٓ أُشاد ك٠ ٓشم 

 ثؼذ اُـغ٤َ أُزٌشس اٗوَ خ٤ٞه ا٠ُ Dissecting microscope.ثبعزخذاّ ٤ٌٓشٝعٌٞة 
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 ,AcSٝاصسع ػ٠ِ ث٤ئخ أٝ أًضش ٖٓ اُج٤ئبد اُزب٤ُخ  ٤ًٔMSV( 1 – 3َِٓ )خ فـ٤شح ٖٓ 

SS, GS, SUC, J, S, or LT  امجو ، pH ٣ٌٖٔ ػَٔ اُج٤ئخ ػ٠ِ . 7,5 – 7,2 ػ٘ذ

.  عشاّ آعبس12فٞسح فِجخ ثبمبكخ 

 

 

MSV: 

(NH4 )2 SO4          0.5g 

K2 HPO4          0.11g 

KH2 PO4         0.085 g 

MgSO4 .7H2O         0.1 g 

CaCl2 .2H2O         0.05 g 

FeCl2 .H2O           0.002 g 

EDTA           0.003 g 

Vitamin mix         1 mL 

Reagent-grade water        1 L 

 

Vitamin mix: 

Calcium pantothenate        0.01 g 

Niacin          0.01 g 

Biotin           0.0005 g 

Cyanocobalamin         0.0005 g 

Folic acid          0.0005 g 

Pyridoxine          0.01 g 

p-aminobenzoic acid        0.01 g 

Cocarboxylase         0.01 g 

Inositol          0.01 g 

Thiamine          0.01 g 

Riboflavin          0.01 g 

Reagent-grade water        100 mL 
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AcS: 

Sodium acetate         0.15 g 

Sodium sulfide 9H2O        0.187 g 

MSV           1 L 

 

 

SS: 

Sucrose           0.15 g 

Sodium sulfide, 9H2O        0.187 g 

MSV           1 L 

 

GS: 

Glucose            0.15 g 

Sodium sulfide 9 H2 O         0.187 g 

MSV           1 L 

 

SUC: 

Sodium succinate          0.15 g 

MSV           1   L 

 

I : 

Glucose          0.15 g 

MSV           1 L 

 

S : 

Sodium sulfide 9H2O         0.15 g 

MSV           1 L 

 

LT  : 

Sodium lactate        .0.5 g 
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Sodium thiosulfate        0.5 g 

MSV           1 L 

 

 ، ػبَٓ  MSV ك٠ 5 : 1خلق . ارا ًبٗذ اُخ٤ٞه فـ٤شح أٝ ٗبدسح ، سًض اُؼ٤٘خ ثبُطشد أُشًضٟ

 ٓشاد ثبُطشد 3 صب٤ٗخ، اؿغَ 15 ٝاد ُٔذح 30 ػ٘ذ  Sonicateثبُٔٞعبد كٞم أُـ٘ط٤غ٤خ 

 ٣ؾزٟٞ ػ٠ِ خ٤ٞه  Supernatantاُغضء اُؼِٟٞ .  دهبئن5 – 2 ُٔذح Xg 1900أُشًضٟ ػ٘ذ 

 .ؽشح ٝاُز٠ رغزؼَٔ ُزِو٤ؼ ٝاؽذح أٝ أًضش ٖٓ اُج٤ئبد اُقِجخ عبثوخ اُزًش
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 انفصم انخبيظ
 

عيذٔيَٕبط ايشيٕعيُٕصا انًيبِ انغٕفيخ 

Pseudomonas aeruginosa 
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انفصم انخبيظ 

 

 Pseudomonas aeruginosaعيذٔيَٕبط ايشيٕعيُٕصا 

 (انًيبِ انغٕفيخ)

 

.  ؽ٤ٞػب ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة Pseudomonadع٤ذٝٓٞٗبط ا٣ش٣ٞع٤٘ٞصا ٠ٛ اًضش ع٤ذٝٓٞٗبد

ا٤ُٔبٙ )ع٤ذٝٓٞٗبدط ٠ٛ ثٌزش٣ب كش٣ذح ك٠ٜ هبدسح ػ٠ِ الاٗزؾبس ك٠ ٗٞػ٤بد ٝاعؼخ ٖٓ اُج٤ئبد 

ثؼل ٜٓ٘ب ٖٓ مٖٔ ٓض٣لاد ا٤ُزشٝع٤ٖ . (اُغطؾ٤خ، ا٤ُٔبٙ اُغٞك٤خ، ٤ٓبٙ اُجؾش، اُزشثخ، ٝاُ٘جبربد

 ث٤٘ٔب اُجؼل ا٥خش ٣٘ٔٞ ثذسعخ ٓزِٛخ ك٠ ٝػ٠ِ ٝعبئَ أُؼبُغخ اُضلاص٤خ Denitrifiersاُؾ٤ٜشح 

Tertiary treatment devices ٓضَ أؿؾ٤خ اُز٘بمؼ اُؼٌغ٠ Reverse-osmosis  َٝاُزؾ٤ِ 

ُٝوذ ٝعذد ع٤ذٝٓٞٗبط ك٠ ثؼل . ٝك٠ ٓشؽؾبد اُشَٓ ٝاٌُشثElectrodialysisٕٞ اٌُٜشث٠  

 .P. aeruginoas, P. cepacia, P. fluoresens, P. mallei, Pٓقبدس ٤ٓبٙ اُؾشة ٝرؾَٔ 

malttophila, P. putida, and P. testosteroni 

 ا٠ُ اُوبئٔخ اُغبثوخ ٝاُز٠ ٣ٝP.stutzeri, P. diminuta, and P. acidovaransٌٖٔ امبكخ 

  X 1ٝعذد ك٠ ا٤ُٔبٙ أُؼجؤح ثٌضبكخ رزشاٝػ ٓبث٤ٖ 
3
  X 1  ا٠ُ 10

5
ٝٛزٙ اٌُبئ٘بد . َِٓ / 10

رؤهِٔذ ٖٓ ؽ٤ش اُزٔض٤َ اُـزائ٠ ٠ٌُ رجو٠ ػ٠ِ اُؾذٝد اُذ٤ٗب ٖٓ أُـز٣بد ٝاُز٠ ٠ٛ ٖٓ خٞاؿ ٤ٓبٙ 

.  اُؾشة ٝا٤ُٔبٙ اُغٞك٤خ أُؾ٤ٔخ

 ػ٠ِ إٔ رغزؼٔش ثغشػخ ث٤ئبد ٓخزِلخ رؾَٔ الاٗغبٕ اُؾغبط، ٣غؼِٜب ٖٓ  P. aeruginosaٝهذسح 

 ٝاُز٠ رٔضَ ؿبُج٤خ  P. aeruginosa serogroup 11, 9أػظْ أُٔشمبد الاٗزٜبص٣خ ٝخبفخ 

ٝرٞاعذ اُغ٤ذٝٓٞٗبط ك٠ اُذّ لاه٠ الاٛزٔبّ ك٠ ؽبلاد اُغشٝػ . اُغلالاد أُشم٤خ أُؼضُٝخ

Trauma ٖٓ ًْٛزُي ك٠ ؽبُخ ؽلبء أُشم٠ اُؾغبع٤ٖ ٖٓ اُؾشٝم، اُغشاؽبد أُشًضح ٝؿ٤ش 

الافبثبد اُخشٟ ُلاكشاد اُؾغبع٤ٖ رؾَٔ اُؼ٤ٖ، الأٗق،  ٝأؽ٤بٗب . أُزؼشم٤ٖ ُِؼلاط ٖٓ اُغشهبٕ

.  اُو٘بح اُٜن٤ٔخ

٣ذٍ ػ٠ِ إٔ اعزؼٔبس اُ٘ظبّ أُؼٟٞ  (%19 – 3 )ٝرٞاعذ اُغ٤ذٝٓٞٗبط اُ٘بدس ك٠ اُو٘بح اُٜن٤ٔخ 

ٗبدسا ٓب ٣ؾذس ك٠ الأؽخبؿ الأفؾبء، ٣ٝظٜش إٔ ٛ٘بى عٜبص دكبػ٠ هٟٞ ك٠ اُؼبئَ مذ ٛزٙ 

ٝلإٔ ٓخِلبد اُقشف اُقؾ٠ رؾزٟٞ ػ٠ِ خ٤ِو ٖٓ . أُغٔٞػخ ٖٓ اُجٌزش٣ب اُغبُجخ ُغشاّ

أُخِلبد ا٥د٤ٓخ، ٓخِلبد اُق٘بػخ ٝ ٗبرظ الأٓطبس اُـض٣شح كبٗٚ لا ٣ٌٕٞ ٓغزجؼذ ٝعٞد ع٤ذٝٓٞٗبط 

ًضبكخ ع٤ذٝٓٞٗبط ا٣ش٣ٞع٤٘ٞصا ك٠ ا٤ُٔبٙ . ٖٓ ػ٤٘بد اُقشف اُقؾ٠% 90ا٣ش٣ٞع٤٘ٞصا ك٠ 
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َِٓ ٣زؤصش ثبُٔـز٣بد /  خ٤ِخ 10000 اٟ 1اُغطؾ٤خ ٝاُز٠ رزِو٠ ٓخِلبد سثٔب رزشاٝػ ٓب ث٤ٖ 

.  أُزٞاكشح ٝدسعخ ؽشاسح ا٤ُٔبٙ أُٞع٤ٔخ

 outbreakرٞاعذد ع٤ذٝٓٞٗبط ا٣ش٣ٞع٤٘ٞصا ك٠ ٓقبدس ا٤ُٔبٙ أُِٞصخ ٝاسرجطذ ثؾبُخ رلؾ٠ 

ٝك٠ ٛزٙ اُؾبُخ ًبٕ ٓقذس ا٤ُٔبٙ اُغٞك٤خ . ٓزُٞذح ػٖ ا٤ُٔبٙ ؽذصذ ك٠ داس ؽنبٗخ ُؾذ٣ض٠ اُٞلادح

ٝلإٔ ع٤ذٝٓٞٗبط . ِٓٞس ٖٓ ع٤ت ٖٓ اُقشف اُقؾ٠ ًٝزُي سؽؼ ٖٓ ٤ٓبٙ عطؾ٤خ ِٓٞصخ

ا٣ش٣ٞع٤٘ٞصا ٠ٛ اُغ٤ذٝٓٞٗبط اُؾبئؼخ ك٠ ٓشك الاٗغبٕ، كبٕ رٞاعذٛب ؽذد ك٠ أُغزٔغ الأٝسٝث٠ 

اع٘بط اُغ٤ذٝٓٞٗبط الأخشٟ اُز٠ .  َِٓ ٖٓ ٤ٓبٙ اُؾشة  أُؼجبح250 ًبئٖ ك٠ ًَ 1ثؤهَ ٖٓ 

 ,P. fluoresens, P. putida, P. multivorans, P. maltophilia )رزٞاعذ أؽ٤بٗب ك٠ أُبء 

and P. stutzeri) 

ُْ رزشرجو ثؼذ ثبُٔزلؾ٤بد أُزُٞذح ػٖ ا٤ُٔبٙ، ٝٛزا ٣ؼ٠٘ أٜٗب ٖٓ ثٌزش٣ب ا٤ُٔبٙ اُطج٤ؼ٤خ ٝرزٞاعذ ك٠ 

. أٟ ث٤ئخ ٓبئ٤خ

 عٞاء ًبٗذ ٤ٓبٙ ػزثخ أٝ ٓبُؾخ ٖٓ  Recreational waterٝػلاٝح ػ٠ِ ٓب عجن كبٕ ٤ٓبٙ اُز٘ضٙ 

أٌُٖٔ إٔ رٌٕٞ ِٓٞصخ ثبُغ٤ذ٣ٔٞٗبط ػلاٝح ػ٠ِ رِٞصٜب ثـ٤شٛب ٖٓ اُجٌزش٣ب ٓضَ عزبك٠ًًِٞٞ٤ ٝاُز٠ 

ًٝزُي ٛ٘بى آٌب٤ٗخ رٞاعذ أُٔشمبد ٓضَ . ٓقذسٛب اُغِذ، الأٗق ٝكْ ٓشربدٟ رِي الأٓبًٖ

ػ٠ِ إٔ رُي ًِٚ لا . اُغب٤ُٗٞٔلا ٝاُؾ٤غ٤لا ٝالاٗز٤شٝك٤شط ٝاُجشٝرٞصٝا ٝاُطل٤ِ٤بد ػذ٣ذح اُخلا٣ب

 mTEC agar + urea substrate test) )٣٘ل٠ مشٝسح اخزجبس ٤ٓبٙ أُز٘ضٛبد لا٣ؾ٤شؽ٤ب ًٞلاٟ 

.  ٝٓغٔٞػخ الاٗز٤ش٠ًًٞٝ لأْٜٗ أًضش اسرجبهب ثبُؾبلاد أُشم٤خ اُ٘بؽئخ ػٖ رِٞس ٤ٓبٙ أُز٘ضٛبد

 ٖٓ أٌُٖٔ إٔ ٣زْ ثبُ٘غجخ  Pseudomonas aeruginosaٝالاخزجبس ُِغ٤ذٝٓٞٗبط ا٣ش٣ٞع٤٘ٞصا 

، ثبعزخذاّ هش٣وخ أُشؽؾبد اُـؾبئ٤خ ٝٓب ٣٘طجن ػ٠ِ ا٤ُٔبٙ أُؼجؤح ٣طجن ػ٠ِ ا٤ُٔبٙ اُغٞك٤خ٤ُِٔبٙ، 

Membrane filtration أٝ هش٣وخ اُؼذ الاؽزٔب٠ُ ثبلأٗبث٤ت أُزؼذدح  MPNًبُزب٠ُ  :
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غشيمخ أغشيخ انزششيؼ نزمذيش انغيذٔيَٕبط ايشيٕعيُٕصا  . 1

Membrane Filter Technique for Pseudomonas aeruginosa 

 

 انجيئخ . 1 .1

1 . 1 . 1 . M-PA agar 

L-Lysine HCl  ……………………………………… 5     g 

Sodium chloride ……………………………………. 5     g 

Yeast extract ……………………………………….. 2     g 

Xylose ……………………………………………    2.5   g 

Sucrose …………………………………………… .1.25  g 

Lactose ……………………………………………  1.25  g 

Phenol red …………………………………………..0.08  g 

Ferric ammonium citrate …………………………    0.8    g 

Sodium thiosulfate ……………………………….     6.8    g 

Agar ………………………………………………..  15   g 

Reagent grade water …………………………………1    L 

 

 ٓئ٣ٞخ؛ ٝأػذ 60 ا٠ُ 55ثشد ا٠ُ . ٝػوْ ك٠ الأٝرًٞلاف. ,1 +/-  6,5 اُج٤ئخ ػ٘ذ   ٣pHنجو 

 ٓغْ؛ 176عِلبث٤ش٣ذ٣ٖ : اُِزش /ٝأمق أُنبداد اُؾ٣ٞ٤خ اُزب٤ُخ . ,2 -/+  7,1 ػ٘ذ  pHمجو 

ثؼذ اُخِو ٝصع .  ٓغ150ْ ٓغْ ٝع٤ٌٌِٞٛغب٤ٓذ 37 ٓغْ ؛ ٗلاد٣ٌغ٤ي أع٤ذ 8،5ً٘ب٤ٓغ٤ٖ 

.  دسعخ ٓئ٣ٞخ8 – 2خضٕ الأهجبم أُقجٞثخ ػ٘ذ .  X 12ْٓ 50 َِٓ ك٠ أهجبم ثزشٟ 3ث٤ٌٔبد 

 .رخِـ ٖٓ اُج٤ئخ اُـ٤ش ٓغزؼِٔخ ثؼذ ؽٜش

 

1 . 1 . 2 . Modified M-PA agar 

 .ٓنبف ا٤ُٜب ًجش٣زبد ٓـ٘غ٤ّٞ ، ً٘ب٤ٓغ٤ٖ ٝٗلادًغ٤ي أع٤ذ (عبٛضح)ٓضَ اُج٤ئخ اُغبثوخ 
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1 . 1 . 3 . Milk agar (Brown and Scott Foster Modification) :

Mixture A: 

Instant nonfat milk ………………………………………………. 100  g 

Reagent-grade water ……………………………………………   500  mL 

 

Mixture B: 

Nutrient broth ……………………………………………………  12.5  g 

Sodium chloride …………………………………………………    2.5  g 

Agar ……………………………………………………………..   15     g 

Reagent-grade water ……………………………………………    500  mL 

 

 ٓئ٣ٞخ ٝثطش٣وخ ٓؼؤخ آضط 55ؽنش ًلا ٖٓ اُخ٤ِو أ ،ة ًلا ػ٠ِ اٗلشاد ٝػوْ، ثشد ثغشػخ ا٠ُ 

 . َِٓ ك٠ ًَ هجن ثزش25ٟ – 20اُخ٤ِط٤ٖ ٝٝصع ث٤ٌٔبد 

 

 

  Proceduresانطشق  . 4 . 1 . 1

 

 Presumptive testsالاخزجبساد  انًجذئيخ  . 1 . 4 . 1 . 1

 َِٓ ك٠ ؽبُخ ؽٔبٓبد 500 َِٓ أٝ أهَ ٖٓ اُؼ٤٘خ ٖٓ ا٤ُٔبٙ اُطج٤ؼ٤خ أٝ ؽز٠ 200سؽؼ 

اهِت . M-PA))مغ ًَ ؿؾبء ػ٠ِ هجن ٖٓ اُج٤ئخ . اُغجبؽخ خلاٍ أؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ أُؼؤخ

.  عبػخ72دسعخ ٓئ٣ٞخ ُٔذح . ,5 -/+  41,5الأهجبم ٝؽنٖ ػ٘ذ 

  Flat ْٓ ٓغز٣ٞخ 2,2,. – 8 أُضب٤ُخ هطشٛب ٣زشاٝػ ٓب ث٤ٖ  P. aeruginosaٓغزؼٔشاد 

ػذ أُغزؼٔشاد اُ٘ٔٞرع٤خ . ك٠ ٓظٜشٛب راد ؽٞاف لآؼخ ٝٓشًض ث٠٘ ا٠ُ أخنش ٓغٞد 

 ًٔغبػذ 15  – 10اعزؼَٔ هٞح رٌج٤ش . ( ٓغزؼٔشح80 – ٣20لنَ اُـؾبء أُؾزٟٞ ػ٠ِ )

. ك٠ اُؼذ

   Confirmation testsالاخزجبساد انزأكيذيخ  . 2 . 4 . 1 . 1

 Typical and)اعزؼَٔ ث٤ئخ آعبس اُِجٖ ُزؤ٤ًذ أُغزؼٔشاد اُ٘ٔٞرع٤خ ٝاُـ٤ش ٗٔٞرع٤خ 

atypical )
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 عْ ٖٓ ٓغزؼٔشح ٓ٘ؼضُخ ػ٠ِ هجن ٖٓ  آعبس اُِجٖ ٝؽنٖ 4 ا٠ُ 2اػَٔ خو ٝاؽذ ثطٍٞ 

رؾَِ اٌُبص٣ٖ ٝر٘زظ فجـخ   P. aeruginosa.  عبػخ24دسعخ ٓئ٣ٞخ ُٔذح . ,1 -/+ 35ػ٘ذ 

.  ٓ٘زؾشح راد ُٕٞ أفلش ا٠ُ أخنش

الاخزجبس اُزؤ٤ًذٟ ؿ٤ش ٓطِٞة سٝر٤٘٤ب ٝك٠ ٛزٙ اُؾبُخ رغغَ اُ٘ز٤غخ ػ٠ِ أٜٗب ػذد 

.  100َِٓ/ ا٣ش٣ٞع٤٘ٞصا أُجذئ٠ . اُغ٤ذٝٓٞٗبط

 

 

رمذيش عيذٔيَٕبط ايشيٕعيُٕصا ثطشيمخ الأَبثيت انًزعذدح   . 2

Multiple-Tube Technique for Pseudomonas aeruginosa  

 

 انجيئبد . 1 . 2

 

  Asparagine brothيشق الاعجبساعيٍ  . 1 . 1 . 2

Asparagine, DL …………………………………………………..       3     g 

K2 HPO4 ……………………………………………………………..   1    g 

MgSO4 ,7H2O ………………………………………………………. . 0.5  g 

Reagent-grade water ………………………………………………….  1    L 

 . هجَ اُزؼو7,2ْ٤ – 6،9 اُج٤ئخ ػ٘ذ  pHامجو 

 

  Acetamide brothيشق الأعيزبييذ  . 2 . 1 . 2

Acetamide ……………………………………………………………10      g 

Sodium chloride ……………………………………………………..   5      g 

K2 HPO4  ……………………………....................................................1.39 g 

KH2 PO4 .................................................................................................0.73 g 

MgSO4 ,7H2O ........................................................................................ 0.5   g 

اُِزش /  َِٓ 1ٗٞسٓبٍ فٞدا ًب٣ٝخ ، . ,.1 ك٠  Phenol red عشاّ أؽٔش اُل٤ٍ٘ٞ 1,2أرة 

 7,3 ا٠ُ 7,1 ػ٘ذ  pHأمجو . اعزؼَٔ ٓؾٍِٞ  أؽٔش اُل٤ٍ٘ٞ خلاٍ ػبّ. ٓشم الاع٤زب٤ٓذ

 . هجَ اُزؼو٤ْ
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pH  ٌٕٞارا كنَ . ؽنش ٓشم الأع٤زب٤ٓذ ًٔب ؽشػ أػلاٙ.  ،2 -/+ 7 اُٜ٘بئ٠ ٣ِضّ إٔ ٣

 8اُِزش ٝعخٖ لاراثخ ا٥عبس ٝٝصع ث٤ٌٔبد ؽٞا٠ُ /  عشاّ آعبس 15  أمق  Slantػَٔ 

. ثؼذ اُزؼو٤ْ أَٓ الأٗبث٤ت ُزٞك٤ش عطؼ ٓبئَ ًج٤ش. َِٓ ك٠ الأٗبث٤ت

 

 

  Proceduresانطشق  . 3 . 1 . 2

 

  Presumptive test   الاخزجبس انًجذئٗ  . 1 . 3 . 1 . 2

 َِٓ 1 َِٓ ٖٓ ث٤ئخ الأعجبساع٤ٖ ٓلشد اُزش٤ًض ُؾوٖ 10اعزؼَٔ . اعش اخزجبس اُخٔظ أٗبث٤ت

.  َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ10 َِٓ ٖٓ اُج٤ئخ ٓنبػلخ اُزش٤ًض ك٠ ؽبُخ اعزخذاّ 10أٝ أهَ ٖٓ اُؼ٤٘خ ٝ

 عبػخ ٖٓ اُزؾن٤ٖ، اخزجش 48 عبػخ ، 24ثؼذ .  ٓئ٣ٞخ37 – 35ؽنٖ الأٗبث٤ت ػ٠ِ 

اٗزبط فجـخخنشاء . الأٗبث٤ت رؾذ أؽؼخ كٞم ث٘لغغ٤خ ه٣ِٞخ أُٞعخ ك٠ ؿشكخ ٓظِٔخ 

.   ٠ٛ ػلآخ الاخزجبس أُجذئ٠ أُٞعت Fluorescentٓؾؼخ 

 Confirmed testالاخزجبس انزأكيذٖ  . 2 . 3 . 1 . 2

َِٓ ٖٓ أُضسػخ ك٠ ٓشم الأع٤زب٤ٓذ أٝ . ,1أًذ الأٗبث٤ت أُٞعجخ ُلاخزجبس أُجذئ٠ ثؾوٖ  

د٤َُ ػ٠ِ اُٞعو  )ظٜٞس ُٕٞ اسعٞا٠ٗ . ػ٠ِ عطؼ الأع٤زب٤ٓذ آعبس أُبئَ ك٠ الأٗبث٤ت

 ٓئ٣ٞخ د٤َُ ػ٠ِ رؤ٤ًذ 37 – 35 عبػخ ٖٓ اُزؾن٤ٖ ػ٠ِ دسعخ 36 – 24خلاٍ  (اُوبػذٟ

.  الا٣غبث٤خ ُزٞاعذ ع٤ذٝٓٞٗبط ا٣ش٣ٞع٤٘ٞصا
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 انفصم انغبدط
 

الاظشاس انخهٕٖ نجكزشيب انمٕنٌٕ  

Coliform Cellular Stress (Injury) 
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 انفصم انغبدط 
 

الاظشاس انخهٕٖ نجكزشيب انمٕنٌٕ  

Coliform Cellular Stress (Injury) 

 

يمذيخ 

الامشاس ثجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ٣٘زظ ػٖ أٟ رـ٤ش ك٠ ػ٤ِٔبد اُزٔض٤َ اُـزائ٠ اُؼبد٣خ، خبفخ ٖٓ خلاٍ كوذ 

 ، ًغش ك٠ اُغذ٣ِخ الأؽبد٣خ ٝاُض٘بئ٤خ  RNAك٠ اُ٘ؾبه الاٗض٠ٔ٣، رؾَِ ك٠ أؽٔبك اُش٣ج٤ًِٞ٤ٗٞي 

 ، أٝ   Single and double strand breakage in DNAُؾبٓل اُذ٣غًٞغ٠ س٣ج٤ًِٞ٤ٗٞي ٍ

أٟ ٖٓ ٛزٙ . Leakage of cytoplasmic constituentsرغشة ك٠ ٌٓٞٗبد اُغ٤زٞثلاصّ 

 ، ٝخقبئـ اُج٘بء اُؾ٤ٟٞ ٤ُظ ٖٓ  Permeabilityاُزـ٤شاد ك٠ رش٤ًت اُخ٤ِخ، اُ٘لبر٣خ 

 هجَ  Cellular repairاُنشٝسٟ إٔ روزَ اٌُبئ٘بد، ٌُٖٝ رزطِت اهبُخ اُٞهذ ُلافلاػ اُخِٟٞ 

ٝاٌُؾق ػٖ رٞاعذ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ أُنبسح ٣غت إٔ . آٌب٤ٗخ ؽذٝس اُ٘ٔٞ ٝاُزٌبصشٓشح أخشٟ

٣ؾظ٠ ثبلاٛزٔبّ ك٠ ػ٤ِٔبد ٓؼبُغخ ا٤ُٔبٙ لأٜٗب رٌؾق ػٖ ػذّ ٓ٘بعجخ ػ٤ِٔبد أُؼبُغخ ًٔبٗغ أٝ 

ثؼل اُزٞاعذ ُٜزٙ أُؾٌِخ . ؽبعض أٓبّ اُزِٞس اُجٌز٤شٟ ٝثبُزب٠ُ آٌب٤ٗخ ٓشٝس اُؼٞآَ أُٔشمخ

ٛزٙ أُغز٣ٞبد أُؼ٣ٞ٘خ ٖٓ الامشاس اُـ٤ش ٤ٔٓذ سثٔب ٣٘ؾؤ ك٠ . ٣227ظٜش ك٠ اُغذٍٝ اُزب٠ُ ؿ 

ٓقذس ا٤ُٔبٙ أُِٞس ثبُٔؼبدٕ اُضو٤ِخ، اُل٤٘ٞلاد، ا٤ُٔبٙ اُؾبٓن٤خ ، ٝأُؼبُغخ ثبلأؽؼخ اُلٞم 

ٝسثٔب ر٘ئؤ ٓٞاهق أخشٟ ك٠ ٓؼبُغخ ا٤ُٔبٙ ً٘ز٤غخ ُؼذّ ٓ٘بعجخ اُزؼشك ُِٔطٜشٖٓ ؽ٤ش . ث٘لغغ٤خ

 Antagonistic، خطٞه اُخذٓخ ٖٓ اُ٘ؾبط، ٝاُزنبد  CT valuesاُزش٤ًض أٝ صٖٓ اُزؼشك 

responsesٝخلاف رُي، كبٕ ٛزٙ اُجٌزش٣ب .  ٖٓ خلاٍ اٗزخبة اُجٌزش٣ب اُٜز٤شٝرشٝك٤خ ثٌضبكبد ػب٤ُخ

 Hypersensitive كزقجؼ ٓلشهخ اُؾغبع٤خ  Sublethal inactivationرزؼشك ُزضج٤و ؿ٤ش هبرَ 

 Selective ر٘ؾؤ ٖٓ اعزخذاّ ػٞآَ الاٗزخبة Secondary stressesلامشاساد  صب٣ٞٗخ  

agentsًَٔٝ٘ز٤غخ، كبٕ ٝهذ اُزغ٤ٜض أٝ الاػذاد .  ك٠ ث٤ئبد اُضساػخ أُغزخذٓخ ك٠ أُؼLag 

time عبػبد اػزٔبدا ػ٠ِ هٞح الامشاس5 – 2 ك٠ ٓ٘ؾ٠٘ اُ٘ٔٞ ٣ٔزذ ا٠ُ   .

 ٣غت إٔ ٣ؾذ  Laboratory processingالامشاس اُضبٟٗٞ أُزغجت ػٖ رؾـ٤َ اُؼ٤٘خ ك٠  أُؼَٔ 

ك٤غت إٔ ٣زْ ك٠ ٝعٞد ٓوذاس ًبف ٖٓ ػبَٓ  اصاُخ . ٓ٘ٚ ٖٓ خلاٍ الاٛزٔبّ ثغٔغ اُؼ٤٘خ

ثبلامبكخا٠ُ .   ك٠ صعبعخ عٔغ اُؼ٤٘خلا٣وبف كؼَ اٌُِٞس ثغشػخDechlorinating agentاٌُِٞس

رُي، كبٕ اُؼ٤٘خ ٣غت إ رجو٠ ثبسدح خلاٍ اُ٘وَ ُٔ٘غ اُ٘ٔٞ أُنطشد ٌُِبئ٘بد اُز٠  رزذاخَ ك٠ 
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اُؼ٤٘بد اُز٠ لا رخزجش كٞس . Antagonistic أٝ ٣ٌٕٞ ُٜب كؼَ ٓنبد  Interferingالاخزجبس 

 Predominance ofاعزلآٜب ك٠ أُؼَٔ رزؼشك ُِزـ٤ش أُؾغٞط ك٠ ع٤بدح اٌُبئ٘بد 

organisms ٝسثٔب رؾغت اُ٘ؾبه اُزٔض٠ِ٤ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ أُنبسح   .

ػ٠ِ إٔ اُجٌزش٣ب أُزٞاعذح ك٠ ا٤ُٔبٙ رزؼشك ُؼٞآَ هج٤ؼ٤خ ٤ًٝٔب٣ٝخ أص٘بء خطٞاد أُؼبُغخ لاٗزبط 

كبٌُِٞس ٝؿ٤شٙ ٖٓ أُٞاد اُز٠ رنش اُجٌزش٣ب، ػ٘ذ اُزش٤ًضاد أُ٘خلنخ ، رٌٕٞ هبرِخ . ٤ٓبٙ اُؾشة

لاػذاد ه٤ِِخ ٖٓ اُجٌزش٣ب أُؼشمخ ث٤٘ٔب ٣ؾذس اُنشس ٓب دٕٝ أُٞد ثبُ٘غجخ ُجبه٠ اُجٌزش٣ب 

. أُؼشمخ

ُٝٞعٞد ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ أُنبسح خلاٍ ػ٤ِٔبد أُؼبُغخ، كبٕ ا٤ُٔبٙ رذخَ ٗظبّ اُزٞص٣غ أٝ ٖٓ 

ػ٠ِ إٔ أُؼَٔ ٣غت إٔ ٣ؤخز ك٠ . أُ٘بهن اُغبً٘ٚ ٖٓ ٗطبّ اُزٞصثغ  لا رٌٕٞ صبثزٚ اُخٞاؿ اهلاهب

الاػزجبس اُجؾش ك٠ ٗبرظ أُؼبُغخ خلاٍ اُؾزبء ٝرٞص٣غ ٓ٘بهن عٌٕٞ ا٤ُٔبٙ خلاٍ اُق٤ق ٝػ٘ذٓب 

ٝك٠ أٟ ٖٓ اُٞمؼ٤ٖ كبٕ اٌُؾق ػٖ . َِٓ/ ًبئ1000ٖرض٣ذ اػذاد اُجٌزش٣ب اُٜز٤شٝرشٝك٤خ ػٖ 

. ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ سثٔب ٣ؼبم

 أُغزؼِٔخ ك٠ اُج٤ئبد اُشٝر٤٘٤خ  سثٔب  Selective agentsُٝٞؽع عبثوب، إٔ ػٞآَ الاٗزخبة 

رؾبسى ك٠ الامشاس اُضبٟٗٞ ٝاُزٟ ٣نؼق ٖٓ اٌُؾق ػ٠ِ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ أُنبسح الا ارا آزذد 

ك٠ صساػخ أ٤ُٝخ Resuscitation  عبػبد اٝ اعزؼٔبٍ خطٞح اٗؼبػ 4 – 2كزشح اُزؾن٤ٖ اُو٤بع٤خ 

 ٝأُؾز٣ٞخ ػ٠ِ أٌُٞٗبد راد اُ٘ؾبه  Selective mediumهجَ اُ٘وَ ا٠ُ اُج٤ئخ أُزخققخ 

.   Deoxycholateاُغطؾ٠ ٓضَ اُذ٣غًٞغ٠ ٤ًُٞذ 

ثبعزخذاّ اُج٤ئبد أُؼزبد اعزؼٔبُٜب ك٠ اٌُؾق ٤ًٔب ػٖ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة، ٓضَ الاٗذٝ 

 ، رٌٕٞ ٓقؾٞثخ ثٔؼلاد ٓ٘خلنخ ٖٓ أػذاد اُجٌزش٣ب أُنبسح ٓغ اٗخلبك m-Endo agarآعبس 

ٝٛ٘بى ارغبٙ ٝاػذ  ٝػٖ هش٣ن اعزخذاّ ث٤ئخ . آٌب٤ٗخ اُزلشهخ ٓب ث٤ٖ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ٝاُجٌزش٣ب الأخشٟ

  m-T7 ُزؾغ٤ٖ اعزخلاؿ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ أُنبسح ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة   .

 ٣ٌٖٔ إٔ ٣ئدٟ ا٠ُ روذ٣شاد ؿ٤ش ؽو٤و٤خ ُِذلائَ اُجٌز٤ش٣خ هبُٔب  Injuryٝػ٠ِ رُي، كبٕ الامشاس 

ٖٓ اُجٌزش٣ب أُزٞاعذح ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة سثٔب رٌٕٞ ٓنبسح ٝثِزب٠ُ لا % 90ا٠ُ  أًضش ٖٓ 10إٔ ٖٓ  

ٝسثٔب ٣ئدٟ رُي  (McFeters et al., 1986, and McFeters, 1990 )٣ٌٖٔ اًزؾبف ٝعٞدٛب 

 ٝثبُزب٠ُ ٣ٌٕٞ رؾذ٣ذ  False negative results  ا٠ُ اُؾقٍٞ ػ٠ِ ٗز٤غخ عبُجخ ؿ٤ش ؽو٤و٤خ 

ٗٞػ٤خ ٤ٓبٙ اُؾشة ؿ٤ش فؾ٤ؼ ٓٔب ٣ذع كشفخ لآٌب٤ٗخ ؽذٝس أمشاس فؾ٤خ لاؽزٔبٍ ٝعٞد 

ٛزا ُٝوذ رْ اُشثو ٓب ث٤ٖ رٞاعذ . أٝ هذ ٣ئدٟ ا٠ُ رخَِ اُذلائَ خلاٍ ٓشاؽَ أُؼبُغخ  ٓٔشمبد

.  اُجٌزش٣ب أُنبسح ٝػ٤ِٔخ اُزط٤ٜش اُغضئ٤خ أٝ اُـ٤ش ٓ٘بعجخ 

 ,McFeters, 1990)ٝٓب رْ ٗؾشٙ ٣ذػْ أُـضٟ اُقؾ٠ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ أُنبسح 

LeChevallier et al., 1985, Singh & McFeters, 1986, and Singh, et al., 1986).  
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  Injuryٛزٙ اُزوبس٣ش رظٜش إٔ اُجٌزش٣ب أُؼ٣ٞخ أُشم٤خ أهَ ؽغبع٤خ ٖٓ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ُلامشاس  

رؾذ ظشٝف ٓؾبثٜخ ُزِي ك٠ ا٤ُٔبٙ ٝأُخِلبد اُغبئِخ أُؼبُغخ، ٝثبُزب٠ُ كبٕ أُٔشمبد أُنبسح 

ٝث٘بء ػ٠ِ رُي، كبٕ اُطشم اُز٠ رغٔؼ .  ٝرؾل٠ ثؼذ اثزلاػٜب Virulenceرؾزلع ثوٞح  اُؾشاعخ

ٛزا الاعز٘زبط . ثز٤ٔ٘خ ٝػذ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ أُنبسح ر٘زظ روذ٣ش أًضش ؽغبع٤خ ُوٞح أُخبهش اُقؾ٤خ

 Cystsأ٣ذ أًضش ثبُٔلاؽظخ إٔ اُل٤شٝعبد ٝأُٔشمبد أُزُٞذح ػٖ ا٤ُٔبٙ ٝاُز٠ رٌٕٞ ؽ٣ٞقلاد  

. ٠ٛ الأخشٟ أًضش ٓوبٝٓخ ػٖ اُذلائَ اُجٌز٤ش٣خ ُنـٞه اُج٤ئ٤خ 

 

 

  Sample Handling and Collectionعًع ٔرذأل انعيُخ 

ثؼل أُؼبَٓ رزجغ هش٣وخ ك٠ عٔغ اُؼ٤٘بد سثٔب ٣٘زظ ػٜ٘ب امشاس أٝ رؼَٔ مـو صبٟٗٞ ػ٠ِ اٌُبئٖ  

(McFeters, 1990 and McFeters et al., 1982) . ٛزا ٣ؾَٔ اُزخض٣ٖ ُٔذح ه٣ِٞخ ، الاؽزلبظ

 ده٤وخ هجَ ؽوٜ٘ب ك٠ ث٤ئخ اُز٤ٔ٘خ ًزُي ثبُؼ٤٘بد أُِوؾخ هجَ اُزؾن٤ٖ ػ٠ِ 30ثبُؼ٤٘خ أُخللخ أًضش ٖٓ 

اُؾشاسح أُ٘بعجخ، رش٤ًت اُج٤ئخ اُـ٤ش فؾ٤ؼ، ػذّ خِو اُؼ٤٘خ ع٤ذا ثبُج٤ئخ أُشًضح، اُزؼشك ُِج٤ئخ 

اُؼذد أُشرلغ ٖٓ اُجٌزش٣ب الأخشٟ ؿ٤ش اُذلائَ ا٣نب رزذاخَ ٓغ  . Temperedأُغبُخ ٝاُـ٤ش ِٓطلخ 

. LeChevallier & McFeters, 1985) )اٌُؾق ػٖ اُذلائَ ثؤٕ رغجت امشاسا 
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 انفصم انغبثع
 

صيبدح الاعزخلاص 

Recovery Enhancement 

 

: ثبُ٘غجخ ُِؼ٤٘بد أُؼبُغخ ثبٌُِٞس ٣غت اُزؤًذ ٖٓ

  ٝعٞد ٤ًٔخ ًبك٤خ ٖٓ ػبَٓ اصاُخ اٌُِٞس ك٠ صعبعخ اُؼ٤٘خ( ساعغ ٓزًشحQC/QA) ،

  ٓغ رٞاعذ رش٤ًضاد ػب٤ُخ ٖٓ أ٣ٞٗبد اُؼ٘بفش اُضو٤ِخ ك٠ اُؼ٤٘خ اؽشؿ ػ٠ِ امبكخ

Chelating agent ( ساعغ ٓزًشحQC/QA )

  ٖساعغ ٓزًشح )ؽذ ٖٓ صٖٓ اُزخض٣(QC/QA 

  ٕٞػ٘ذ رخل٤ق اُؼ٤٘خ ك٠ ٝعٞد أ٣ٞٗبد أُؼبدٕ اُضو٤ِخ اعزخذّ ٓؾٍِٞ ٓ٘ظْ ٖٓ ٓبء اُججز

Buffered peptone water ْٝؽذ ٖٓ اعزخذاّ أُبء أُ٘ظ .Buffered water 

  ٍده٤وخ30ثؼذ ػَٔ اُزخ٤ق اؽوٖ اُج٤ئخ خلا   .

 ٣ض٣ذ ثؾوٖ  Stressed or injured organismsاٗؼبػ اٌُبئ٘بد أُنبسح أٝ أُنـٞهخ 

، ؿ٤ش هبرِخ ػ٘ذ دسعخ ؽشاسح ٓزٞعطخص   Enrichedاُؼ٤٘بد ك٠ ث٤ئخ رخق٤ت  

ٝػ٠ِ اُشؿْ ٖٓ ػذّ رٞاعذ اخزجبس ثغ٤و ُزؤ٤ًذ رٞاعذ اُجٌزش٣ب أُنبسح ك٠ ػ٤٘خ ٓؼطبٙ، كبٕ 

اُجٌزش٣ب أُٞعٞدح ك٠ ٤ٓبٙ ٓؼشٝف أٜٗب رؾزٟٞ ػ٠ِ ٓٞاد ٓن٤شح ٓضَ أُطٜشاد اٝ ٓؼبدٕ 

 Multipleٝػ٘ذٓٔب رٌٕٞ ٗزبئظ اخزجبس أٗبث٤ت اُزخٔش أُزؼذدح . صو٤ِخ كبٜٗب ؿبُجب  رنبس

tube fermentation test  ػب٤ُخػٖ ٗزبئظ أؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ Membrane filter ٌٕٞأٝ ٣ 

ٛ٘بى ػلآخ ػ٠ِ إ اعزخلاؿ الأخ٤شُِجٌزش٣ب  ٤ُظ ًبَٓ كبٗٚ ٣ٌٕٞ ٛ٘بى اؽزٔبٍ الامشاس 

Injuryٝاعزؼَٔ ٝاؽذح أٝ أًضش ٖٓ اُطشم اُزب٤ُخ ك٠ اٌُؾق ػٖ اُجٌزش٣ب أُنبسح  :
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: غشق انكشف عٍ انجكزشيب انًعبسح

: Metabolically injuredانجكزشيب انًعبسح يٍ خلال انزأصيش عهٗ انًضيم انغزائٗ نٓب  .1

 ٣ٌٖٔ رذاسى ٝعٞدٛب  ٖٓ خلاٍ اُلشم ث٤ٖ الاػذاد اُ٘برغخ ثبُضساػخ ػ٠ِ

 Minimal  media   ثزِي الأػذاد اُز٠ رظٜش ػ٠ِ ث٤ئخ ًبِٓخ        

.Complete media (Moss & Speck, 1966; and Straka & Stokes, 1959  

 

 

اعزخلاص ثكزشيب انمٕنٌٕ انكهيخ ثبعزخذاو أغشيخ انزششيؼ  .2

Recovery of Injured Total Coliform Bacteria Using Membrane 

Filtration 

2 . 1 . m-T7 agar 

: ٝرش٤ًت اُج٤ئخ ًٔب ٠ِ٣.  ٓغ هش٣وخ أؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ اُغِجن رًشٛب m-T7اعزخذّ ث٤ئخ 

Proteose peptone No. 3 ……………………………………..5  g. 

Yeast extract ……………………………………………….  3  g. 

Lactose ……………………………………………………. 20  g. 

Tergitol 7 ………………………………………………….  0.4 ml 

Polyoxyethylene ether W1 …………………………………..5  g. 

Bromothymol blue ………………………………………….  0.1 g. 

Bromocresol purple   ………………………………………..  0.1 g. 

Agar …………………………………………………………15  g. 

Reagent grade water ………………………………………..   1  L. 

 

 دسعخ 121 ٗٞسٓبٍ فٞدا ًب٣ٝخ ثؼذ اُزؼو٤ْ ػ٘ذ 0,1 ثبعزؼٔبٍ pH    7,4أمجو ا٠ُ 

َِٓ ػ٘ذٓب رٌٕٞ /  ٤ٌٓشٝعشاّ ث٘غ٤ِ٤ٖ ط 1ثطش٣وخ ٓؼؤخ أمق .  ده٤وخ15ٓئ٣ٞخ ُٔذح 

.  دسعخ ٓئ٣ٞخ45اُج٤ئخ هذ ثشدد ا٠ُ ؽٞا٠ُ 

 35 ٝؽنٖ ػ٠ِ  m-T7ثؼذ رشؽ٤ؼ اُؼ٤٘خ ٖٓ خلاٍ ؿؾبء اُزشؽ٤ؼ مغ اُـؾبء ػ٠ِ ث٤ئخ 

 ٓبلا Verifyرؾون ٖٓ . ٓغزؼٔشاد ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ رٌٕٞ فلشاء.  عبػخ24 -22ٓئ٣ٞخ ُٔذح 

٣ٝغت . (Module 3)ٖٓ ٓغزؼٔشاد ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ثبُطش٣وخ اُغبثن رًشٛب % ٣10وَ ػٖ 

اُز٤٤ٔض اُغ٤ذ ٓب ث٤ٖ أُغزؼٔشاد اُقلشاء ٝاُخِل٤خ اُز٠ رظٜش ٖٓ اُجٌزش٣ب اُز٠ لا رز٤غ 

. ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ
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   Addition of sodium sulfiteاظبفخ كجشيزيذ انصٕديٕو  . 2 . 2

٣ٌٖٔ إٔ ٣ؾغٖ ٖٓ اٌُؾق  ( %0,1 – 0,05 )امبكخ ًجش٣ز٤ذ اُقٞد٣ّٞ ا٠ُ ثؼل اُج٤ئخ 

. Waters et al., 1989))ػٖ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ثؼذ اُزؼشك ٌُِِٞسا٤ٖٓ ٤ُٝظ اٌُِٞس 

 

 

اعزخلاص ثكزشيب انمٕنٌٕ انجشاصيخ انًعبسح ثبعزخذاو أغشيخ انزششيؼ  . 3

Recovery of Injured Fecal Coliform Bacteria Using Membranr Filtration 

  Enrichment-temperature accelerationانؾشاسح -انزعغيم ثبنزخصيت . 1 . 3

  Nonselective ػ٤ِٜب هجوخ ٖٓ ث٤ئخ ؿ٤ش ٓزخققخ  M-FCاعزؼَٔ هجوزبٕ ٖٓ ا٥عبس 

 ٓئ٣ٞخ 35 ٓغ اُزؾن٤ٖ عبػز٤ٖ ػ٠ِ  Tryptic soy agarلا رؾزٟٞ ػ٠ِ عًِٞٞص ٓضَ 

رؾنش . (Rose et al., 1975) عبػخ 22 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 44,5ٓزجٞػخ ثبُزؾن٤ٖ ػ٠ِ 

 ٌُٖٝ لا رنبف اُطجوخ اُؼ٤ِب ٖٓ اُج٤ئخ اُـ٤ش ٓزخققخ الا  M-FCالأهجبم ثٜب هجوخ ث٤ئخ 

.  هجَ الاعزؼٔبٍ ثغبػخ ػ٠ِ الأًضش

 ك٠ ث٤ئخ ٓشم ك٤ٍ٘ٞ س٣ذ لاًزٞص  Pre-enrichmentًٝجذ٣َ اعزؼَٔ اُزخق٤ت أُغجن 

 44,5 ػ٠ِ  M-FC عبػبد ٓزجٞػخ ثبُزؾن٤ٖ ػ٠ِ ث٤ئخ 4 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 35ٝاُزؾن٤ٖ ػ٘ذ 

(. Lin, 1976) عبػخ 22ٓئ٣ٞخ ُٔذح 

 ػ٠ِ 1,5ًٝجذ٣َ آخش ، ؽنش اُطجلزبٕ ٖٓ اُج٤ئخ اُـ٤ش ٓزخققخ ٝأُزخققخ ٝؽنٖ 

 عبػخ صْ 4,5 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 35ٓزجٞػخ ثبُزؾن٤ٖ ػ٠ِ  ( ٓئ٣ٞخ26-22)دسعخ ؽشاسح اُـشكخ 

(.  Stuart et al., 1977 ) عبػخ 18 ُٔذح 44,5ػ٠ِ 

 

  Temperature acclimation ( Green et al., 1977)انزألهى انؾشاسٖ  . 2 . 3

  Elevated temperature procedureٛزٙ اُطش٣وخ ٠ٛ رط٤ش ُطش٣وخ اُؾشاسح أُشرلؼخ 

 عبػبد 5 ُٔذح M-FC ُِِٔضاسع ػ٠ِ ث٤ئخ  Preincubationٖٓ خلاٍ اُزؾن٤ٖ أُغجن 

اعزؼَٔ .  عبػخ 1 +/- 18 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 44,5 ٓئ٣ٞخ، ٓزجٞػخ ثبُزؾن٤ٖ ػ٠ِ 35ػ٠ِ 

ؽنبٗخ ٓجشٓغخ ثؾ٤ش ٣زْ سكغ اُؾشاسح أٝرٞٓبر٤ٌ٤ب ثؼذ اُلزشح الأ٠ُٝ ٠ٌُ رٌٕٞ اُطش٣وخ 

. ػ٤ِٔخ ٝرٌٕٞ ٓ٘بعجخ ُِزطج٤ن
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 & Deletion of suppressive agent (Presswoodؽزف انًبدح انًضجطّ  . 3 . 3

Strong, 1977) 

 ٝاُزؾن٤ٖ ُِٔضاسع ػ٠ِ  M-FCٖٓ ث٤ئخ acid   Rosolicؽزف ؽبٓل  اُشٝص٤ُٝي 

ٓغزؼٔشاد ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ رٌٕٞ صسهبء .  عبػخ24دسعخ ٓئ٣ٞخ ُٔذح , 2 +/- 44,5

ػ٠ِ اُج٤ئخ أُؼذُخ ٝرلشم ػٖ أُغزؼٔشاد اٌُش٣ْ، اُشٓبد٣خ، ٝاُخنشاء اُجبٛزخ ٝاُز٠ ر٘زظ 

. ٖٓ اُجٌزش٣ب الأخشٟ ٝاُز٠ لا رزجغ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ

 

  Alternative medium-temperature acclimationانزألهى انؾشاسٖ -ثيئخ ثذيهخ . 4 . 3

 44,5 ٓئ٣ٞخ ٓزجٞػخ ثبُزؾن٤ٖ ػ٠ِ 37 عبػبد ػ٠ِ 8 ٓغ اُزؾن٤ٖ m-T7اعزخذّ ث٤ئخ 

(. LeChevallier et al., 1984) عبػخ 12ُٔذح 

 

انزؾمك يٍ ثكزشيب انمٕنٌٕ انجشاصيخ انًعبسح   . 5 . 3

Verification of stressed fecal coliform bacteria                        

 ٝرلش٣ن ٓغزؼٔشاد ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ selectivityرؼذ٣َ اُج٤ئبد ٝاُطشم سثٔب ٣وَِ ٖٓ اٗزوبء 

ٖٓ  % 10ٝػ٠ِ رُي، كبرا  أعزؼِٔذ أٟ هش٣وخ ٓؼذُخ ، رؾون ٖٓ ٓبلا ٣وَ ػٖ . اُجشاص٣خ

 tryptose broth   Lurylاعزؼَٔ ٓشم ُٞس٣َ. أُغزؼٔشاد اُضسهبء ٖٓ ػ٤٘بد ٓخزِلخ

 EC عبػخ ٓغ اُ٘وَ ٖٓ أُضاسع أُ٘زغخ ُِـبص ا٠ُ ث٤ئخ ٓشم 48 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 35ػ٘ذ 

 ٣ئًذ ٝعٞد ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ 44,5اٗزظ اُـبص ػ٘ذ .  عبػخ24 ُٔذح 44,5ٝاُزؾن٤ٖ ػ٘ذ 

.  اُجشاص٣خ

 

 

اعزخلاص انجكزشيب انغجؾيخ انجشاصيخ انًعبسح ثبعزخذاو أغشيخ انزششيؼ  . 4

Recovery of Stressed Fecal Streptococci Using Membrane Filtration         

 ٣٘زظ اعزخلاؿ ٓوبسٕ ثلاخزجبساد أٗبث٤ت اُزخٔش Bile brothثبعزؼٔبٍ ث٤ئخ ٓشم اُقلشاء 

اُزؾن٤ٖ أُغجن لأؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ . Multiple tube fermentation  (Lin, 1974)أُزؼذدح 

 m-enterococcus دسعخ ٓئ٣ٞخ ٓزجٞػخ ثبُضسع ػ٠ِ ث٤ئخ 35ػ٠ِ ث٤ئخ رخق٤ت ُٔذح عبػز٤ٖ ػ٠ِ 

agar ٓئ٣ٞخ35 عبػخ ػ٠ِ دسعخ 2 +/- 48 ُٔذح  .

ػ٠ِ الأهَ ٖٓ أُغزؼٔشاد ٖٓ ػ٤٘بد % 10اُزؾون ٖٓ اُجٌزش٣ب اُغجؾ٤خ اُجشاص٣خ أُنبسح ٣زْ ػ٠ِ 

. Module 3))ٓخزِلخ ثبعزؼٔبٍ الاخزجبساد اُزؤ٤ًذ٣خ 
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يمذيخ 

ٝاعزؼٔبٍ . ٛ٘بى ؽبعخ ٝامؾخ ا٠ُ اُطشم اُز٠ رغٔؼ ثزوذ٣ش اُ٘ٞػ٤خ اُجٌزش٣ُٞٞع٤خ ٤ُِٔبٙ عش٣ؼب

ٝك٠ اُؾبُخ . اُطشم اُغش٣ؼخ سثٔب ٣ؾَٔ رؾ٤َِ أُخِلبد اُغبئِخ ًٝزُي رو٤٤ْ ٗٞػ٤خ ٤ٓبٙ اُؾشة

الأخ٤شح، ٝخلاٍ اُؾبلاد اُطبسئخ ٝاُز٠ رؾَٔ ػذّ ٗغبػ ػ٤ِٔخ أُؼبُغخ، ًغش ك٠ خطٞه رٞص٣غ 

ا٤ُٔبٙ، أٝ اٟ رِق ف ٓقذس ا٤ُٔبٙ ٗبرظ ػٖ ًبسصخ ٣ٌٕٞ ٛ٘بى ؽبعخ ٓبعخ ا٠ُ اُزو٤٤ْ اُغش٣غ ُِؾبُخ 

.  اُقؾ٤خ ٤ُِٔبٙ

ٝٓضب٤ُب، كبُطشم اُغش٣ؼخ ٣غت إٔ رٌٕٞ ٗزبئغٜب ؽو٤و٤خ ٝراد ٓغزٟٞ ؽغبع٤خ ٓغب٣ٝخ ُلاخزجبساد  

ٝػ٠ِ رُي، كبٕ ؽغبع٤خ اُطشم اُغش٣ؼخ سثٔب رغٟٞ . اُو٤بع٤خ  ٝاُز٠ رغزخذّ  سٝر٤٘ب

Compromised لإٔ اُؾذٝد اُجٌز٤ش٣خ اُز٠ ٣لٌش ك٤ٜب سثٔب رٌٕٞ أهَ ٖٓ اُؾذٝد اُذ٤ٗب ُزش٤ًض 

ٝالاخزجبساد اُغش٣ؼخ روغ ك٠ ٗٞػ٤ز٤ٖ، رِي اُز٠ رؾَٔ رؼذ٣َ ك٠ . اُجٌزش٣ب الأعبع٤خ ٌُِؾق اُغش٣غ

.   ٝرِي اُز٠ رؾزبط ا٠ُ اعٜضح ٝٓٞاد خبفخ Conventional proceduresاُطشم اُزو٤ِذ٣خ 

 

 Seven- Hour Fecal Coliform Test اخزجبس انغجع عبعبد نجكزشيب انمٕنٌٕ انجشاصيخ   . 1

٠ٛ ٓؾبثٜخ  (Van Donsel et al., 1969 & Reasoner et al., 1979)ٛزٙ اُطش٣وخ 

ُطش٣وخ أؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ ٌُٖٝ ٓغ اعزؼٔبٍ ث٤ئخ ٝؽشاسح رؾن٤ٖ ٓخزِلز٤ٖ لاػطبء ٗزبئظ ك٠ 

:  عبػبد ٝاُز٠ ٠ٛ ٓؾبثٜخ ُِطش٣وخ اُو٤بع٤خ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ7

 

انجيئخ  . 1 . 1

M-7 h FC agar ٛزٙ اُج٤ئخ سثٔب لا رٌٕٞ ٓزبؽخ ػ٠ِ فٞسح عبٛضح ُزا ٣ِضّ رؾن٤شٛب 

: ٖٓ ٌٓٞٗبرٜب ٠ٛٝ

Proteose peptone No. 3 or polypeptone  ……………………   5  g. 

Yeast extract ………………………………………………..      3 g. 
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Lactose ……………………………………………………..      10 g. 

d-Mannitol ……………………………………………………  5   g. 

Sodium chloride ……………………………………………..     7.5   g. 

Sodium lauryl sulfate ………………………………………..     0.2   g. 

Sodium desoxycholate  ………………………………………..  0.1   g. 

Bromocresol purple ……………………………………………..0.35 g. 

Phenol red ………………………………………………………. 0.3   g. 

Agar …………………………………………………………….    15    g. 

Reagent-grade water ………………………………………………1  L 

 

-Mسؽؼ ؽغْ ٓ٘بعت ٖٓ اُؼ٤٘خ خلاٍ ٓشؽؼ ؿؾبئ٠ ٝمغ اُلِزش ػ٠ِ عطؼ هجن ٣ؾزٟٞ ػ٠ِ ث٤ئخ 

7 h FC agar ٓغزؼٔشاد ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ .  عبػبد 7 دسعخ ٓئ٣ٞخ ُٔذح 41,5 ٝؽنٖ ػ٘ذ

. (ٝٛزا ٣ذٍ ػ٠ِ رخٔش عٌش اُلاًزٞص )رظٜش ثِٕٞ أفلش 

 

References on 7 hr Test: 

Van Donsel, D.J., Twedt, R.M. & Geldreich, E.E. 1969. Optimum 

temperature for quantitation of fecal coliforms in seven hour on membrane 

filter. Bacteriol. Proc. Abs. No. G46, p.25. 

Reasoner, D.J., Blannon, J.C. & Geldreich, E.E. 1979. Rapid seven hour 

coliform test. Appl. Environ. Microbiol. 38: 229. 

 

 

 

  Special Techniquesغشق خبصخ  . 2

ٓؼظٜٔب ٤ُظ ؽغبط ثبُذسعخ ًبك٤خ ُو٤بط . ٛ٘بى ك٠ اُغذٍٝ اُزب٠ُ  ِٓخـ ُِطشم اُخبفخ اُغش٣ؼخ

  Monitoringسثٔب رٌٕٞ ٗبكؼخ ك٠ ػ٤ِٔبد أُشاهجخ . ٗٞػ٤خ ٤ٓبٙ اُؾشة أٝ اٜٗب ؿ٤ش ٓزخققخ

 ٤ُغذ ٓزٞاكشح ثقلخ ػبٓخ،  Reagentsُِٔخِلبد اُغبئِخ ٝا٤ُٔبٙ اُطج٤ؼ٤خ ٌُٜٝ٘ب رؾزبط ا٠ُ دلائَ 

ٝك٤ٔب ػذا اُطشم . رؾزبط ا٠ُ رذاٍٝ خبؿ أٝ ٗظبّ رؾن٤ٖ ؿ٤ش ٓ٘بعت ٓغ ثشآظ ٓؼظْ أُؼبَٓ

، كلا ٣ٞعذ ٓب ٛٞ ٓ٘بعت ُلاعزؼٔبٍ اُشٝر٠٘٤ ٝسثٔب رغزؼَٔ ًٞعبئَ  Cholorimetric testا٤ُِٗٞخ 

٣ٝغت إٔ ٣ؾ٤ش أُغزؼَٔ ا٠ُ أُشاعغ ػٖ اُطش٣وخ ٝأُزًٞسح ك٠ اُغذٍٝ ػٖ اُزلبف٤َ ، . ثؾض٤خ

ٝاُطشم أُٞاكن ػ٤ِٜب ٠ٛ هش٣وخ الأد٣٘ٞع٤ٖ رشاٟ كٞعلبد . ظشٝف الاعزؼٔبٍ، ٝؽذٝد اُطش٣وخ

ATP  الاخزجبس ا٠ُِٗٞ ُزوذ٣ش اُؼذد ا٠ٌُِ، ٝهش٣وخ ،Radiometric  ُزوذ٣ش ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ 

 .ٝاُز٠ ٣غزخذّ ك٤ٜب اٌُشثٕٞ أُؾغ
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 ٖٓ رخل٤لبد ٓززب٤ُخ ٖٓ ATP ٖٓ خلاٍ اعزخلاؿ ATPٝاُشثو ٓب ث٤ٖ رش٤ًض اُجٌزش٣ب ٝرش٤ًض 

ٓؼِن اُجٌزش٣ب،  أٝ ثبعزخذاّ اُطشم أُؾؼخ ػٖ هش٣ن ه٤بط صب٠ٗ أًغ٤ذ اٌُشثٕٞ أُؾغ ٝاُ٘برظ ػٖ 

ٝثبعزؼٔبٍ أ١ . رش٤ًض ٓؼ٤ٖ ٖٓ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ ك٠ ػ٤٘بد هج٤ؼ٤خ، ٤ُٝغذ ٓضاسع ٗو٤خ

هش٣وخ عش٣ؼخ، روذس ًضبكخ اُجٌزش٣ب الأف٤ِخ ثبعزؼٔبٍ هش٣وخ ٓ٘بعجخ ٓضَ هش٣وخ ػذ أهجبم اُجٌزش٣ب 

اُٜز٤شٝرشٝك٤خ أٝ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ أٝ اُجشاص٣خ، ٝروبسٕ ٓغ اُ٘زبئظ أُزؾقَ ػ٤ِٜب ثبعزخذاّ 

. اُطشم اُغش٣ؼخ اُخبفخ
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 (رمذيش  انعذد انكهٗ نهًيكشٔثبد انؾيخ)اخزجبس ثيٕنيٕييُيغُظ  . 1 . 2

Bioluminescence Test (Total Viable Microbial Measurement) 

 ك٠ اُخلا٣ب اُؾ٤خ ٣ؼزٔذ ػ٠ِ اُزلبػَ  ATP ُزوذ٣ش  Firefly luciferase testاخزجبس 

. ATPٓبث٤ٖ اٗض٣ْ ٤ُٞع٤ل٤ش٣ض، ٤ُٞع٤لش٣ٖ اُزٟ ٣ؼَٔ ػ٤ِٚ الاٗض٣ْ، أ٣ٞٗبد أُـ٘غ٤ّٞ، ٝ 

 ATP ٓغ ٤ًٔخ  ٣Correlateؾغ اُنٞء خلاٍ اُزلبػَ ٣ٌٖٝٔ ه٤بعٚ ٤ًٔب ٣ٝشثو 

 ث٤ٌٔخ  ATPٝػ٘ذٓب رٌٕٞ ًَ ٓٞاد اُزلبػَ ػذا . أُغزخِقخ ٖٓ ػذد ٓؼ٤ٖ ٖٓ اُجٌزش٣ب

 ٣وٞد  ATPامبكخ . Limiting factor ٣ٌٕٞ ٛٞ اُؼبَٓ أُؾذ    ATPصائذح، كبٕ 

. اُزوذ٣ش لا ٣غزـشم أًضش ٖٓ عبػخ .   ATPاُزلبػَ، ٣٘زظ ٗجنبد ٖٓ اُنٞء هجوب ُزش٤ًض 

 ٣ؾذدٙ اُؾبعخ ا٠ُ رش٤ًض  ATPكبٕ روذ٣ش  ُٝٔشاهجخ أُغزٔؼبد ا٤ٌُٔشٝث٤ٚ ك٠ ا٤ُٔبٙ،

، ٝاُزٟ ٛٞ ATPاُجٌزش٣ب ٖٓ اُؼ٤٘خ ُزؾو٤ن أهَ ٓغزٟٞ ٖٓ اُؾغبع٤خ ُو٤بط 
5
. َِٓ/ خ٤ِخ10

.  ُزش ػ٠ِ أؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ كبٕ اُطش٣وخ رؼط٠ ٓغزٟٞ  اُؾغبع٤خ أُطِٞة1ٝػ٘ذ رشؽ٤ؼ 

 

 

انكشف ثبنميبط الاشعبعٗ   . 2 . 2

 Radiometric Detection (Fecal Coliforms) 

ك٠ ٛزا الاخزجبس ، ٣٘طِن صب٠ٗ أًغ٤ذ اٌُشثٕٞ أُؾغ 
14

CO2 ٍاعزؼٔب ٖٓ . 
14

C  اُطش٣وخ 

 ٖٓ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ 20 -2 ُٔب ث٤ٖ  Presumptive detectionرغٔؼ ثزوذ٣ش ٓجذئ٠ 

، ٓب٤ٗزٍٞ ٓؾؼغ  M-FCالاخزجبس ٣غزؼَٔ ٓشم .  عبػخ4,5ك٠ 
14

C-mannitol ٝدسعز٠ ،

 ٓئ٣ٞخ 44,5 ٓئ٣ٞخ ٓزجٞػخ ثغبػز٤ٖ ٝٗقق اُغبػخ ػ٘ذ 35 عبػخ ػ٘ذ 24ؽشاسح رؾن٤ٖ؛ 

٣ٝنبف اُلاًزٞص أُؾؼغ ػ٘ذ ثذا٣خ اُزؾن٤ٖ ػ٘ذ . ٝرُي ثبُ٘غجخ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ اُجشاص٣خ

ٝرغزؼَٔ اؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ ُزش٤ًض اٌُبئ٘بد ٖٓ اُؼ٤٘خ ٣ٝٞمغ اُلِزش ػ٠ِ ٓشم .  ٓئ٣ٞخ44,5

M-FC broth ٌْاُ٘برظ ٖٓ .  ك٠ ٝػبء ٓؾ
14

CO  ٣غٔغ ثبُزؼشك لأهشاؿ ٝسم رشؽ٤ؼ 

 ٣ٝLiquidوذ س اُ٘ؾبه الاؽؼبػ٠ ٌُِشثٕٞ ثطش٣وخ . Ba(OH) 2ٓؾجؼخ ثؤ٣ذسًٝغ٤ذ اُجبس٣ّٞ 

scintillation spectrometry  .
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   Enzyme Substrate Coliform Testالاخزجبس الاَضيًٗ نجكزشيب انمٕنٌٕ  . 3

 

الاخزجبس الاٗض٠ٔ٣ ٣غزخذّ ٓبدح هبثَ ُِزؾَِ أُبئ٠ ٌُِؾق أُزضآٖ ػٖ اٗض٣ٔبد ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ 

ػ٘ذ اعزؼٔبٍ اُطش٣وخ الاٗض٤ٔ٣خ، كبٕ ٓغٔٞػخ اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ رؾذد ثؤٜٗب ًَ . ا٤ٌُِخ ٝا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب ًٞلاٟ

، اُزٟ ٣ٌغش أُبدح أُِٞٗخ B-D-galactosidaseعبلاًزٞع٤ذ٣ض - دُزب-اُجٌزش٣ب اُز٠ ُذ٣ٜب اٗض٣ْ ث٤زب

Cleaves the chromogenic substrate ُِٚٗٞٔ٣ٝئدٟ ا٠ُ اٗلقبٍ أُبدح ا ،Chromogen .

-ا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب ًٞلاٟ رؾذد ػ٠ِ أٜٗب اُجٌزش٣ب اُز٠ رؼط٠ اعزغبثخ ُجٌزشثب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ ُٝذ٣ٜب اٗض٣ْ ث٤زب

 Fluorogen. ، ٝاُزٟ ٣ٌغش أُبدح أُِٞٗٚ ٝر٘لقَ ٓبدح رزٞٛظ B-glucuronidase ع٤ٌ٤ِش٤ٗٝذ٣ض

-Muti ، اُؾلش أُزؼذدح  ٣ٝMultiple-tubeٌٖٔ اعزؼٔبٍ الاخزجبس ك٠ فٞسح الأٗبث٤ت أُزؼذدح 

wellاُـ٤بة -، أٝ اُزٞاعذPresence-absence  ( 100َِٓػ٤٘خ ٝاؽذح ) .

 

أعبعيبد   . 1 . 3

 

ثكزشيب انمٕنٌٕ انكهيخ  .  1 . 1 . 3

- دُزب- ث٤زب- ٤ٗزشٝك٤٘٤َ-  ٓضَ اسصٞ Chromogenic substratesأُٞاد ُٓٞذح اُقجـبد 

  أٝ  Ortho-nitrophenyl-B-D- galactopyranoside (ONPG)عبلاًزٞث٤شاٗٞع٤ذ 

 -Chloro- phenol red-B-Dعبلاًزٞث٤شاٗٞع٤ذ -  دُزب– ث٤زب –ك٤ٍ٘ٞ س٣ذ -ًِٞسٝ

galactpyranoside  

(CPRG) عبلاًزٞع٤ذ٣ض -دُزب-اعزؼِٔذ ٌُِؾق ػٖ اٗض٣ْ ث٤زبB-D-galactosidase  

-B-Dعبلاًزٞع٤ذ٣ض -دُزب-اٗض٣ْ ث٤زب. ٝاُزٟ ٣٘زظ ثٞاعطخ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ

galactosidase  ٣ؾَِ ٓبئ٤ب أُبدح اُز٠ ٣ؼَٔ ػ٤ِٜب Substrate  ،ُِٕٞ٣ٝ٘زظ رـ٤ش ك٠ ا 

 28أٝ  (ONPG) عبػخ 24ٝاُزٟ ٣ذٍ ػ٠ِ إ الاخزجبس ٓٞعجِجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ ثؼذ 

اُجٌزش٣ب اُز٠ لا رزجغ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ٓضَ أع٘بط  . ثذٕٝ هشم أخشٟ (CPRG)عبػخ 

، سثٔب ر٘زظ ٤ًٔبد فـ٤شح  Pseudomonas  ٝع٤ذٝٓٞٗبط  Aeromonasا٣شٝٓٞٗبط 

، ٌُٖٝ رضجو ٝػبدح لا ر٘زظ  B-D-galactosidaseعبلاًزٞع٤ذ٣ض -دُزب-ٖٓ اٗض٣ْ ث٤زب

اعزغبثخ ٓٞعجخ خلاٍ صٖٓ اُزؾن٤ٖ الا ارا ٝعذ أًضش ٖٓ 
4
  ٝؽذح ر٣ٌٖٞ أُغزؼٔشاد10

CFU  / َِٓ .
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   Escherichia coliايشيششيب كٕلاٖ  . 2 . 1 . 3

-دُزب-ث٤زب-آج٤ِ٤ل٤ش٣َ–٤ٓض٤َ -4ٓضَ  Fluorogenic رغزؼَٔ ٓبدح ٣ؼَٔ ػ٤ِٜب الاٗض٣ْ 

، ُٔلاؽظخ methyl-umbelliferyl-B-D- glucuronide (MUG)-4ع٤ًِٞٞس٤ٗذ   

ٛزا . ، ٝاُزٟ ر٘زغٚ ا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب ًٞلاٟ B-glucuronidaseع٤ًِٞش٤٘٣ذ٣ض  -ٝعٞد اٗض٣ْ ث٤زب

 ك٠ ٝعٞد الأؽؼخ Fluorescent ٣ٝ٘زظ ٓبدح رزٞٛظ MUGالاٗضثْ ٣ؾَِ أُبدح أُغزخذٓخ 

ٝعٞد ٛزا اُزٞٛظ ٣ذٍ ػ٠ِ الا٣غبث٤خ لا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب . (nm 365)اُلٞم ث٘لغغ٤خ ه٣ِٞخ أُٞعٚ 

ثؼل اُغلالاد ٖٓ اُؾ٤غ٤لا سثٔب رظٜش ٠ٛ الأخشٟ ا٣غبث٤خ ُلاخزجبس كزؼط٠ . ًٞلاٟ

ٝلإٔ اُؾ٤غ٤لا ٠ٛ الأخشٟ ٓشم٤خ ُلاٗغبٕ ، كبٕ . اُزٞٛظ رؾذ الأؽؼخ اُلٞم ث٘لغغ٤خ 

ٝعٞدٛب ا٥خش ٣ذٍ ػ٠ِ اُخطٞسح ٖٓ ر٘بٍٝ ا٤ُٔبٙ أٟ إٔ ٝعٞدٛب ٣ذٍ ػ٠ِ اُؾبُخ اُقؾ٤خ 

. ٤ُِٔبٙ ٝػ٠ِ رُي لا ٣ئخز ػ٠ِ الاخزجبس ا٣غبث٤زخ ُجٌزش٣ب أخشٟ خلاف ا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب ًٞلاٟ

 

 

  Applicationsانزطجيمبد   . 2 . 3

٣ٝٞعذ . الاخزجبس الاٗض٠ٔ٣ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ٣ٞف٠ ثٚ ُزؾ٤َِ ػ٤٘بد ٤ٓبٙ أُقذس ٝاُؾشة

ٝأُؼبَٓ اُز٠ رخطو لاعزؼٔبٍ ٛزٙ اُطش٣وخ ٣غت إٔ رغشٟ ك٠ ٗلظ . اخزجبس ٤ُٔبٙ اُجؾش

ثؤؽذ الاخزجبساد اُو٤بع٤خ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ (رؾَٔ الاخزلاكبد أُٞع٤ٔخ )اُٞهذ اخزجبساد ٤ًٔخ

ٛزا ٣ٌٕٞ ُٚ . ُزو٤٤ْ كؼب٤ُخ الاخزجبس ُ٘ٞػ٤خ ٓؼ٤٘خ ٖٓ أُبء عزؾَِ ُٝزوذ٣ش ٓوبسٗخ اُطش٣وز٤ٖ

. أ٤ٔٛخ خبفخ ػ٘ذ اخزجبس ٓقبدس ا٤ُٔبٙ

ارا ًبٕ ٛ٘بى خِل٤خ ِٓٞٗٚ، . ػ٤٘بد ا٤ُٔبٙ اُؾز٣ٞخ ػ٠ِ ٤ٓٞ٤ٛي اٝ ٓٞاد أخشٟ سثٔب رزِٕٞ

ك٠ ثؼل .  رؾزٟٞ ػ٤٘خ ٤ٓبٙ كوو Controlهبسٕ الأٗبث٤ت أُِوؾخ ثبُ٘غجخ لأٗجٞثخ ٓشعؼ٤خ 

ٗٞػ٤بد ا٤ُٔبٙ، آلاػ اٌُبُغ٤ّٞ أُشرلؼخ رغزط٤غ إٔ رغجت رشع٤ت ٌُٖٝ ٛزا لا ٣غت إٔ 

. ٣ئصش ػ٠ِ اُزلبػَ

 ُزؤ٤ًذ ٓضاسع ثٌزش٣ب هُٕٞٞ ٓجذئ٤خ   Substrateلا رغزؼَٔ ٓبدح ٣ؼَٔ ػ٤ِٜب الاٗض٣ْ 

Presumptive coliform culture  أٝ ٓغزؼٔشاد ٖٓ أؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ Membrane 

filter colonies  ٖٓ لإٔ أُبدح اُز٠ ٣ؼَٔ ػ٤ِٜب الاٗض٣ْ سثٔب رزؤصش ثبُغشػخ اُؼب٤ُخ ،

-Bعبلاًزٞع٤ذ٣ض اُنؼ٤ق  -دُزب-اُجٌزش٣ب اُـ٤ش ربثؼخ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ٝاُز٠ ر٘زظ اٗض٣ْ ث٤زب

D- galactosidase  ٝرؼط٠ ٗزبئظ ا٣غبث٤خ صائلخ False positive results  .
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  Enzyme Substrate Testالاخزجبس الاَضيًٗ 

 

  Substrate Mediaانجيئخ  . 1 . 2.3

 Colilert and Colilert 18 for multi-tube, PLA and)اُزشا٤ًت ٓزٞاكشح رغبس٣ب 

tray formats, Colilert MW for multi-tube format, and Colisure for 

multi-tube and P/A formats, available from IDEXX Laboratories, Inc., 

Westbrook, ME.).      

      هش٣وخ الأٗبث٤ت  Disposableػ٠ِ فٞسح أٗبث٤ت عبٛضح ُلاعزؼٔبٍ ػ٘ذ اُؾبعخ 

    ك٠ ؽبُخ هش٣وخ Multi-wells( Quanti-Tray)أُزؼذدح ، ٝك٠ فٞسح ؽلش ٓزؼذدح 

. اُـ٤بة/  َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ ُطش٣وخ اُزٞاعذ100اُؾلش أُزؼذدح، أٝ ك٠ أٝػ٤خ اُز٠ عٞف رؾٟٞ 

خضٕ اُج٤ئخ هجوب . آ٘غ رؼشك أُبدح اُز٠ ٣ؼَٔ ػ٤ِٜب الاٗض٣ْ  ه٣ٞلا لأؽؼخ اُؾٔظ أُجبؽشح

. رخِـ ٖٓ اُج٤ئخ اُز٠ رـ٤ش ُٜٞٗب. ُِزٞع٤ٜبد ٝاعزؼِٜٔب هجَ اٗونبء ربس٣خ اُقلاؽ٤خ 

 

 

  Procedureانطشيمخ  . 2 . 2 . 3

 

   Multiple-tube procedureغشيمخ الأَبثيت انًزعذدح . 1 . 2 .  2 . 3

اخزبس اُؼذد أُ٘بعت ٖٓ الأٗبث٤ت ٌَُ ػ٤٘خ ٝاُز٠ عجن ٝٝصػذ اُج٤ئخ ثٜبلاخزجبس الأٗبث٤ت 

ارجغ رؼ٤ِٔبد أُق٘غ ُزؾن٤ش اُزخل٤لبد أُززبثؼخ ُٔخزِق . أُزؼذدح ٣ٌٝزت ػ٤ِٜب

 َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ ٌَُ أٗجٞثخ، ؿطٜب ثبؽٌبّ، ٝاخِو ثؾذح 10ثطش٣وخ ٓؼؤخ أمق . اُزش٤ًجبد

ك٠ الاعبط ٣ٝزؾٍٞ ا٠ُ إُِٞ   ONPG أُخِٞه ٣جو٠ ػذ٣ْ إُِٞ ك٠ اخزجبس . ُززٝة

ثؼل اُغض٣ئبد سثٔب رجو٠ ؿ٤ش رائجخ خلاٍ الاخزجبس؛ ٛزٙ  .  CPRGالأفلش ك٠ ؽبُخ 

دسعخ ٓئ٣ٞخ ُٔذح ٣ؾذدٛب ٓق٘غ , 5 +/- 35ؽنٖ ػ٘ذ . عٞف لا رئصش ػ٠ِ ًلبءح الاخزجبس

.   Substrateأُبدح اُز٠ ٣ئصش ػ٤ِٜب الاٗض٣ْ 

٣ٌٖٝٔ اعشاء اُطش٣وخ أ٣نب ثبمبكخ ٤ًٔبد ٓ٘بعجخ ٖٓ اُج٤ئخ اُز٠ ثٜب أُبدح اُز٠ ٣ؼَٔ ػ٤ِٜب 

الاٗض٣ْ  ا٠ُ اُؼ٤٘خ ٝخِطٜب ثؾذح صْ  رٞص٣ؼٜب ك٠ خٔغخ أٝ ػؾشح أٗبث٤ت ٓؼؤخ ، ؽنٖ هجوب 

. ُطش٣وخ الأٗبث٤ت أُزؼذدح
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   Multi-well procedure غشيمخ انؾفش انًزعذدح  . 2 . 2 . 2 . 3

 Sterilized disposable.هش٣وخ اُؾلش أُزؼذدح رغشٟ ثبعزخذاّ اعجبد عبٛضح ٓؼؤخ 

baskets  ٓغ أُبدح اُز٠ ٣ئصش ػ٤ِٜب الاٗض٣ْ، ٛض ثؾذح، 100   أمق اُؼ٤٘خ ا٠ُ اٗبء َِٓ 

ؽنٖ .  ٝرـِن اُؼجٞح ثبؽٌبّ Wells رٞصع اُؼ٤٘خ ك٠ اُؾلش  Tray. <ٝفت ك٠ اُق٤٘٤خ 

. دسعخ ٓئ٣ٞخ ُٔذح رؾذد ثٞاعطخ ٓق٘غ أُبدح اُز٠ ٣ؼَٔ ػ٤ِٜب الاٗض٣ْ, 5 +/- 35ػ٘ذ 

 

  Presence/absence procedureانغيبة /غشيمخ انزٕاعذ . 3 . 2 . 2 . 3

 َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ ك٠ صعبعخ ثٞسٝع٤ٌِبد، 100ثطش٣وخ ٓؼؤخ أمق اُج٤ئخ اُغبثن ٝصٜٗب ا٠ُ 

 َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ ا٠ُ 100 اخز٤بس٣ب، أمق   Nonfluorescent.ٓؼؤخ، ؽلبكخ لا رزٞٛظ

ثطش٣وخ ٓؼؤخ ؿو ٝاخِو . أُبدح اُز٠ ٣ؼَٔ ػ٤ِٜب الاٗض٣ْ  ك٠ ٝػبء ٓؼوْ ٖٓ آذاد أُق٘غ

. ؽنٖ هجوب لاسؽبداد أُق٘غ. ثؾذح ُلاراثخ

 

   Interpretationانزفغيش . 4

  Total coliform bacteriaثكزشيب انمٕنٌٕ انكهيخ  . 1 . 4

ثؼذ أهَ كزشح رؾن٤ٖ ٓ٘بعجخ ، اخزجش الأٗبث٤ت أٝ الأٝػ٤خ ُِزـ٤ش أُ٘بعت ك٠ إُِٞ ٝهجوب 

 ٣زؾَِ ثبٗض٣ْ  CPRG.  ٣زؾَِ ثبٗض٣ْ اُجٌزش٣ب ٤ُؼط٠ ُٕٞ أفلش ONPG. ُِغذٍٝ اُزب٠ُ

. ارا ُْ ٣ٌٖ إُِٞ ٓز٘بعن خلاٍ الأٗجٞثخ، اخِو ثبُوِت هجَ اُوشاءح. اُجٌزش٣ب ٤ُؼط٠ ُٕٞ أؽٔش

ثؼل أُق٘ؼ٤ٖ ٣٘قؼ ثٔوبسٗخ . اهشأ رؼ٤ِٔبد أُق٘غ ٝاُخطٞه الاعزشؽبد٣خ ُزلغ٤ش اُ٘زبئظ

ُٕٞ الأٗبث٤ت ثؤُٞإ ٓوبسٗٚ ٓزبؽخ ٖٓ أُق٘غ اُؼ٤٘بد رٌٕٞ عبُجخ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ ارا 

 CPRG. أٝ ارا ًبٗذ الأٗجٞثخ فلشاء ػ٘ذ اعزؼٔبٍ ONPGُْ ٣لاؽع ُٕٞ ك٠ اخزجبساد 

،  ONPG عبػخ ثبُ٘غجخ لاخزجبس 24 أٝ 18ارا ًبٗذ الاعزغبثخ ا٤ُِٗٞخ ٓؾَ رغبإٍ ثؼذ 

 عبػخ ثبُ٘غجخ لاخزجبس 28ارا ًبٗذ الاعزغبثخ عبُجخ ثؼذ .  عبػبد امبك٤خ4ؽنٖ ُٔذح 

CPRG  ارا ًبٕ اُز٣ِٖٞ ًض٤ق كبٕ اُؼ٤٘خ رٌٕٞ ٓٞعجخ .  عبػخ امبك٤خ20 ؽنٖ ُٔذح

.  ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ، أٓب ارا ُْ ٣ٌٖ، كبٕ اُؼ٤٘خ رٌٕٞ عبُجخ
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Color Changes for Various Media 

Substrate                 Total Coliform +            E.coli  +            Negative result 

ONPG-MUG               Yellow                Blue fluorescence        Colorless 

CPRG_MUG             Red or magneta    Blue fluorescence          Yellow 

           

 

 Escherichia coliايشيششيب كٕلاٖ . 2. 4

 ثبعزؼٔبٍ ُٔجخ أؽؼخ  Fluorescenseاخزجش الأٗبث٤ت أُٞعجخ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ ُِزٞٛظ 

ٝعٞد اُزٞٛظ ٣ذٍ .  ٝاد6 ٣ٝلنَ إٔ رٌٕٞ هٞرٜب nm 365كٞم ث٘لغغ٤خ ه٣ٞبح أُٞعٚ 

ارا ًبٕ اُزٞٛظ ٓؾَ ؽي أٝ ؿ٤ش ٝامؼ، . ػ٠ِ إٔ الاخزجبس ا٣غبث٠ لا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب ًٞلاٟ

  CPRG عبػخ لاخزجبساد 20 ٝؽز٠ ONPG عبػبد امبك٤خ لاخزجبساد 4ؽنٖ ُٔذح 

. ٝٝعٞد رٞٛظ ٓشًض ٣ذٍ ػ٠ِ الا٣غبث٤خ

 

 

 Reporting انزمشيش  . 5

، ك٤ؾغت اُؼذد الأًضش اؽزٔبلا ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ MPNارا اعش٣ذ هش٣وخ اُؼذ الأًضش اؽزٔبلا 

اُـ٤بة ، /ٝارا اعزخذٓذ هش٣وخ اُزٞاعذ. ا٤ٌُِخ ٝا٣ؾ٤ش٣غ٤ب ًٞلاٟ ٖٓ ػذد الأٗبث٤ت أُٞعجخ

كبٕ اُ٘زبئظ رٌزت ػ٠ِ فٞسح ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ا٤ٌُِخ ٝا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب ًٞلاٟ رزٞاعذ أٝ ؿبئجخ ك٠ 

.  َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ100

 

  Quality Controlانزؾكى فٗ انغٕدح  . 6 

, ا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب ًٞلاٟ: اخزجش ًَ ُٞه ٖٓ اُج٤ئخ أُؾزشاٙ ٌُلبءرٜب ثبُؾوٖ ثضلاس ثٌزش٣ب ٓشعؼ٤خ

ثٌزش٣ب هُٕٞٞ ٤ًِخ خلاف ا٣ؾ٤ش٣ؾ٤ب ًٞلاٟ ٓضلا اٗز٤شٝثبًزش ًًِٞب ، ثٌزش٣ب لا رزجغ ثٌزش٣ب 

أرا اػطذ ا٤ُٔبٙ أُشؽؼ٤خ رٞٛظ ثبٛذ أٝ ٗز٤غخ . ٝا٣نب أمق ٤ٓبٙ ٓؼؤخ ٓشعؼ٤خ. اُوُٕٞٞ

 عذ٣ذ ٖٓ أُبدح اُز٠ ٣ؼَٔ  Batchا٣غبث٤خ ثبٛزخ ثبُ٘غجخ ُجٌزش٣ب اُوُٕٞٞ، اَٛٔ ٝاعزؼَٔ 

 ارا اعزؼِٔذ    Heavy inoculum.رغ٘ت اعزؼٔبٍ ؽوٖ ًض٤ق .  Substrateػ٤ِٜب الاٗض٣ْ 

Pseudomonas  ًٔضبٍ ُِجٌزش٣ب اُـ٤ش ه٤ُٗٞٞخ اخزبس ع٘ظ لا ٣ؼط٠ رٞٛظ 

.Nonfluoresent species  ؽنٖ أُشعؼ٤بد Controls  دسعخ ٓئ٣ٞخ , 5 +/- 35 ػزذ

. اهشأ ٝعغَ اُ٘زبئظ . 
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 انفصم انزبعع
 

انعذ انكهٗ انًجبشش نهجكزشيب 
Direct Total Microbial Count 
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 انفصم انزبعع

 

 انعذ انكهٗ انًجبشش نهجكزشيب

Direct Total Microbial Count 

 

 يمذيخ  . 1

ػذ خلا٣ب اُجٌزش٣ب أُجبؽش ك٠ ا٤ُٔبٙ أٝ أُخِلبد اُغبئِخ ػبدح ٣لٞم الأػذاد أُزؾقَ ػ٤ِٜب ٖٓ ػذ 

اُجٌزش٣ب اُٜز٤شٝرشٝك٤خ ثبلأهجبم ٝرُي ساعغ ُِخطؤ أُزغجت ػٖ اُظٞاٛش أُزؼِوخ ثبُؾ٣ٞ٤خ ٓضَ 

 . ٝاُجوء ك٠ ٓؼذٍ اُ٘ٔٞ Clumbing ُج٤ئخ اُ٘ٔٞ، رغٔغ اُخلا٣ب  Selectivityالاٗزوبء 

 

2 . Epifluorescence Microscopic Method 

 يُبلشخ عبيخ  . 1 . 2

٠ٛٝ لا . ٝثؾغبع٤خ ( ده٤وخ30 – 20 )ٛزٙ اُطش٣وخ رؼط٠ ػذ ٓجبؽش ُِؼذد ا٠ٌُِ ثغشػخ 

رغٔؼ ثبُزلشهخ ث٤ٖ خلا٣ب اُجٌزش٣ب ػ٠ِ أعبط اُزوغ٤ْ، ٗؾبه  اُزٔض٤َ اُـزائ٠، أٝ اُؾ٣ٞ٤خ، ٝ 

 ُلاخزلاكبد اٌُج٤شح  Microbial biomassٝلا ٣ٌٖٔ اعزؼٔبُٜب ُزوذ٣ش اٌُزِخ ا٤ٌُٔشٝث٤خ 

اُطش٣وخ رؾزبط ا٠ُ خجشح اُل٠٘ اُزٟ ٣غزط٤غ اُزلشهخ ٓب ث٤ٖ اُخلا٣ب . ك٠ ؽغْ اُخلا٣ب

 .ا٤ٌُٔشٝث٤خ ٝاُشٝاعت ػ٠ِ أعبط اُؾٌَ

 اُزشؽ٤ؼ  Fluorochromeرزشًت اُطش٣وخ ٖٓ رضج٤ذ اُؼ٤٘خ ُِزخض٣ٖ، اُقجؾ ثقجـخ 

،  Nonfluorescing polycarbonate membraneثبُزلش٣ؾ ػ٠ِ ؿؾبء ث٠ُٞ ًشثٞٗبد 

.    Epifluorescence microscopic ٝاُؼذ ثٞاعطخ

 

  Apparatusالأعٓضح  . 2 . 2

  Microscopeييكشٔعكٕة   . 1 . 2 . 2

 ُزؼط٠ هٞح رٌج٤ش X 100 ٓقذس ُلأؽؼخ اُلٞم ث٘لغغ٤خ سأع٠ ثؾوَ ٓغزٟٞ، ػذعخ ص٣ز٤خ  

. ػ٠ِ الأهَ ٤ًِX  1000خ
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   Counting graticuleعيُيخ نهعذ  . 2 . 2 . 2

 ٓذسعخ ثٔغشػ  ocular lens micrometerػذعخ ػ٤٘٤خ ٤ٌٓش٤ٓٝزش٣ٚ 

  ٤ٓCalibrated with stage micrometerٌشٝٓزشٟ 

 

 Excitation filters  ( KP 400 andٝرؾَٔ كلارشاصبسح   Filtersيششؾبد  . 3 . 2 . 2

LP 455)  ؽبهش أؽؼخ ،Beam splitter( LP 510)  ٝكِزش ؽبعض Barrier 

filter      (LP 520 using mercury lamp, HBO 50).  

 

  Blender or vortex mixerخلاغ أٔ عٓبص فٕسركظ  . 4 . 2 . 2

 

 . يى25 يُبعجخ نلاعزعًبل ثأغشيخ رششيؼ لطش  Filtration unitٔؽذح رششيؼ  . 5 . 2 . 2

 

 ْٓ، 25ٖٓ ٗٞع اُج٠ُٞ ًشثٞٗبد هطش   Membrane filtersأغشيخ رششيؼ  . 6 . 2 . 2

 أٝ ٣غٜض ثـٔظ  ٣Nonfluorescentٌٕٞ ؿ٤ش ٓزٞٛظ  )٤ٌٓشٕٝ  ,  2هطش اُضوٞة 

 24 ُٔذح ]ؽبٓل خ٤ِي% 2اُِزش ٖٓ / عشاّ Irgalan black  ] 2اُـؾبء ك٠ 

 5 ْٓ، هطش اُضوٞة 25؛ ع٤ُِٞٞصٟ هطش  (عبػخ ، ٣ٝـغَ ك٠ أُبء ٣ٝغلق ٛٞائ٤ب

 . ٤ٌٓشٕٝ

 

٤ٌٓشٕٝ ٝلا , ٣ٝ2شًت ػ٤ِٜب كلارش   لا ٣ؼبد اعزؼٔبُٜب  Syringes  3َِٓعشَغبد  . 7 . 2 . 2

 . ٣ؼبد اعزخذآٜب أ٣نب

 

 . X125ْٓ 13 صعبع٤خ ثـطبء هلاٝٝظ  Test tubesأَبثيت اخزجبس  . 8 . 2 . 2
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  Reagentsانذلائم أٔ انكشبفبد  . 3

 ك٠ ٓبء    KH2PO4 عشاّ 13,6 أرة  Phosphate bufferيؾهٕل فٕعفبد يُظى  . 1 . 3

 .٤ٌٓشٕٝ, 2 ؛ سؽؼ خلاٍ ؿؾبء رشؽ٤ؼ pH 7أمجو ػ٘ذ . ٝخلق ا٠ُ ا ُزش 

   عِٞربسُذ٤ٛذ ك٠ ٓؾٍِٞ كٞعلبد ٓ٘ظْ (ؽغْ/ٝصٕ) %  Fixative     5يضجذ  . 2 . 3

. ٓؾنش ؽذ٣ضب

اًش٣ذ٣ٖ ثشروب٠ُ ك٠ ٓؾٍِٞ  (ٝصٕ/ ؽغْ )% , FDluorochrome   1فهٕسكشٔو  . 3 . 3

 .كٞعلبد ٓ٘ظْ 

  Immersion oil, low fluorescingصيذ نهعذعخ انضيزيخ يُخفط انزْٕظ  . 4 . 3

 

 

  Procedureانطشيمخ  . 4

اُؼ٤٘خ .  َِٓ ٓضجذ1 َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘ٚ ا٠ُ اٗجٞثخ اخزجبس ٓؾز٣ٞخ ػِخ 9أمق . اعٔغ اُؼ٤٘بد

 . أعبث٤غ ثذٕٝ ٗوـ ٓؼٟ٘ٞ ك٠ أػذاد اُخلا٣ب3 ٓئ٣ٞخ ؽز٠ 4أُضجزٚ ٣ٌٖٔ رخض٣ٜ٘ب ػ٘ذ 

.  ُِؾقٍٞ ػ٠ِ ٗزبئظ  mesotrophic or eutrophicٝصع ٝخلق ػ٤٘بد ٖٓ ٓقبدس 

ػ٤٘بد .  ك٠ ٓؾٍِٞ كٞعلبد ٓ٘ظ1/10ْاخِو ػ٤٘ٚ ثبعزؼٔبٍ خلاه أٝ كٞسرٌظ، ٝخلق 

سثٔب ٣ؾزبط  ( 100َِٓأًجش ٖٓ )ا٤ُٔبٙ اُ٘و٤خ سثٔب لا رؾزبط ا٠ُ رخل٤ق ٌُٖٝ اُؾغّٞ اٌُج٤شح 

 . ا٤ُٜب ُِؾقٍٞ ػ٠ِ أػذاد ؽو٤و٤خ

 َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ أٝ رخل٤ق ٜٓ٘ب ػ٠ِ ٓشؽؼ ث٠ُٞ ًشثٞٗبد ؿ٤ش ٓزٞٛظ 1مغ 

nonfluorescent ٟٓذػْ ثـؾبء ع٤ُِٞٞص  Cellulosic membrane filter  ك٠ Filter 

holder .

 َِٓ كِٞسًشّٝ ٝاٗزظش ده٤وزبٕ، أمق ؽٞا٠ُ 1ثبعزؼٔبٍ كلارش رشًت ػ٠ِ عشٗغخ، أمق 

ًٝجذ٣َ، اخِو .  َِٓ ٓؾٍِٞ ٓ٘ظْ ٖٓ اُلٞعلبد أُشؽؼ ُِغٔبػ ثزٞص٣غ أًضش ُِخلا٣ب3

 Filterاُلِٞسًشّٝ ٓغ اُؼ٤٘خ ك٠ اٗجٞثخ فـ٤شح، ٝاعٔؼ ثبُزلبػَ، أمق خ٤ِو ا٠ُ 

holder. 

.  َِٓ ٖٓ اُلٞعلبد أُ٘ظْ ٝسؽؼ2اؿغَ ثبعزؼٔبٍ  . ( 13kPaؽٞا٠ُ  )سؽؼ ثبُزلش٣ؾ 

 ٣4ٌٖٔ هطغ اُلِزش ا٠ُ .  ده٤وخ3 – 1أصٍ ٓشؽؼ اُج٠ُٞ ًشثٞٗبد ثِٔوو ٝعلق ٛٞائ٤ب ُٔذح 

 ػ٠ِ  Immersion oilمغ اُلِزش أُغلق ػ٠ِ ٗوطخ ٖٓ اُضثذ . أعضاء ٣ٝؾلع ارا ُضّ

ثِطق . أمق ٗوطخ فـ٤شح ٖٓ ٗلظ اُض٣ذ ػ٠ِ عطؼ اُلِزش. ؽش٣ؾخ ٤ٌٓشٝعٌٞة ٗظ٤وخ
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٣ٌٖٔ رخض٣ٖ اُؼ٤٘خ ثنغ ؽٜٞس ثذٕٝ كوذ ُِزٞٛظ .  Coverؿو اُلِزش ثـطبء ؽش٣ؾخ 

Fluoresence  .

 X 100 ٓغبلاد ػؾٞائ٤خ ٓخزبسح ػ٠ِ اُلِزش ثبعزؼٔبٍ ػذعخ ص٣ز٤خ 10اخزجش ػ٠ِ الأهَ 

 خ٤ِخ 50 – ٣10لنَ ػذ . (ارا ُْ رٌٖ رٞص٣غ اُخلا٣ب ٓ٘زظْ خلق اُؼ٤٘خ ٝػبٝد اُخطٞاد)

 .  ٓشثغ ػ٠ِ الأهَ ٝثبعزؼٔبٍ ػذعخ ػ٤٘٤خ ٓوغٔخ20ػذ اُخلا٣ب ك٠ . ك٠ أُغبٍ

 

 

  Calculationsانؾغبثبد  . 5

 . اؽغت أُزٞعو لاػذاد اُخلا٣ب ػ٠ِ اُلِزش

ؽغْ / (ٓؼبَٓ اُزخل٤ق) X (كِزش/ٓشثؼبد)  X (أُشثغ/ٓزٞعو اُخلا٣ب)= َِٓ/ػذد اُخلا٣ب

 .اُؼ٤٘خ َِٓ
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يغضاْب ، رٕاعذْب ، ٔؽيٕيزٓب   . 1

 Significance, Occurrence and Survival  

اُلطش٣بد ٤ُٝذح ا٤ُٔبٙ ٠ٛ الأخشٟ ًبئ٘بد اٗزٜبص٣خ ٝاُز٠ ٠ٛ ؿبُجب راد ٓذٍُٞ فـ٤ش ٖٓ ٝعٜخ 

ٗظش اُقؾخ اُؼبٓخ، ٝػ٠ِ رُي كبٕ رٞاعذٛب ك٠ ثؼل اُؾبلاد ٣ئدٟ ا٠ُ اعزؼٔبس عغْ الاٗغبٕ 

ٝك٠ ٓٞاهق أخشٟ ر٘ؾؤ الافبثبد اُلطش٣خ ٖٓ اعزؼٔبٍ . ٖٝٓ أٌُٖٔ إٔ رئدٟ ا٠ُ ٓنبػلبد ٤ٔٓزٚ

ٝك٠ ؽبُخ الافبثبد . عشػبد ػب٤ُخ ٖٓ أُنبداد اُؾ٣ٞ٤خ ٝاُؼلاط اُزٟ ٣ئدٟ ا٠ُ اٗخلبك أُ٘بػخ

  Mycotoxinsاُؼشم٤خ اُـ٤ش ٤ٔٓزٚ، سثٔب ٣زغجت اُلطش ك٠ ظٜٞس اُؾغبع٤خ، اُزًٞغ٤٘بد اُلطش٣خ 

ٝع٤ِخ الاٗزوبٍ ك٠ اُـبُج٤خ اُؼظ٠ٔ . افبثبد عِذ٣خ، الأظبكش، اُؾؼش، افبثبد ك٠ أػنبء اُز٘بعَ

 ٝعذد اُلطش٣بد  Spa.ػٖ هش٣ن اُٜٞاء أٝ أُبء ك٠ أُ٘ضٍ، أُغزؾل٤بد، ٝا٤ُ٘بث٤غ اُغبخ٘خ 

. اُخ٤ط٤خ ؽبئؼخ ك٠ اُج٤ئبد أُبئ٤خ، ٌُٖٝ ُْ ٣ؾظ٠ رٞاعذٛب ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة عٟٞ اٛزٔبّ ه٤َِ

ًٝ٘ز٤غخ ُزغضء ا٤ُٔغ٤ِ٤ب ٝٓوبٝٓخ اُغشاص٤ْ ُِزط٤ٜش، سثٔب رٔش اُغلالاد أُخزِلخ أُزٞاعذح ك٠ 

ٓقبدس ا٤ُٔبٙ اُخبّ خلاٍ أُشؽؾبد اُش٤ِٓخ ٝروبّٝ ػ٤ِٔبد اُزط٤ٜش ثذسعبد ٝاعؼخ ٝاُز٠ رئدٟ 

ٝث٤٘ٔب ٓؼبُغخ ا٤ُٔبٙ اُخبّ ثبُزغِو ا٤ٌُٔبٟٝ ٝاُزط٤ٜش كؼبُخ لاصاُخ . ا٠ُ الاخزلاف ك٠ الاصاُخ

كؾَ ػ٤ِٔبد أُؼبُغخ ك٠ اصاُخ .  ػ٤٘خ ٓؼبُغخ12 ٖٓ 4اُلطش٣بد، كبٕ رِي اٌُبئ٘بد  رٞاعذد ك٠ 

ٝٛ٘بى ٓقبدس . خ٤ٞه اُلطش ٝعشاص٤ٔٚ ثبٌُبَٓ ٣غؼَ ٖٓ رُي هش٣ن ا٠ُ اُزٞاعذ ك٠ ٗظْ اُزٞص٣غ

امبكخ أخشٟ ُِلطش ا٠ُ خضاٗبد ا٤ُٔبٙ أُؼبُغخ ر٘ؾؤ ٖٓ اُزِٞس ثبُزشاة أُٞعٞد اُٜٞاء أٝ ٗز٤غخ 

ٝثذخٍٞ اُلطش٣بد ٗظبّ . دخٍٞ اُزشثخ أُِٞصخ ا٠ُ اُؾجٌبد ٖٓ خلاٍ ًغشأٝ اص٘بء ػ٤ِٔبد الافلاػ

ػ٠ِ . اُزٞص٣غ، سثٔب ٣ضجذ اُلطش ٗلغٚ ٝثغشػخ ك٠ سٝاعت أُٞاع٤ش ٝك٠ ٓ٘بهن ٗؾٞء اُل٤ِْ اُؾ٤ٟٞ

إٔ أُ٘بهن أُلنِخ لاعز٤طبٕ اُلطش ٠ٛ ٌٓبٕ ٝفلاد أُٞاع٤ش ٝأُشًجبد أُغزخذٓخ ُٔ٘غ 

ٓوبٝٓخ  Filamentous ٝلإٔ ا٤ٌُٗٞذ٣ب ك٠ اُلطش٣بد اُخ٤ط٤خ أُزؾؼجخ . اُزغشة ث٤ٖ اُٞفلاد

كبٕ ػ٤ِٔبد اعز٤طبٕ اُلطش رزْ دٕٝ اُونبء  (اُِزش/ٓغْ. ,3 )ٌُِِٞس أُزجو٠ ك٠ خطٞه اُزٞص٣غ 
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ٝك٠ اُؾو٤وخ كبٕ اُ٘ٔٞ اُضائذ ُِلطش ك٠ ٓٞاهٖ رٌٕٞ اُل٤ِْ اُؾ٤ٟٞ . ػ٤ِٜب ثؼ٤ِٔبد اُزط٤ٜش أُؼزبدح

Biofilm ٣ٌٖٔ إٔ ٣ؾٌَ اؽز٤بط ا٠ُ اٌُِٞس Chlorine demand ٖٓ ٝاُزٟ ٖٓ ؽؤٗٚ إٔ ٣خلل 

. أُزجو٠ ٖٓ أُطٜش ك٠ ؽجٌخ أُٞاع٤ش

 ٖٓ اُلطش ك٠ ٓقذس ا٤ُٔبٙ سثٔب ٣خزِق ًبٗؼٌبط  Profileرٌشاس٣خ رٞاعذ ٝرٞص٣غ  الأع٘بط 

 978ٖٓ  % 17,6كٔضلا، . ُلاخزلاف أُٞع٠ٔ ك٠ دسعخ اُؾشاسح، ٓقذس ا٤ُٔبٙ، ٝٗظْ أُؼبُغخ

ٝك٠ . ػ٤٘خ عٔؼذ ٖٓ خطٞه اُ٘وَ ٝٗظبّ اُزٞص٣غ ُٔؾطخ ٤ٓبٙ ث٤٘لبدا اُغ٘ٞث٤خ ًبٗذ ا٣غبث٤خ ُِلطش

 ٗظْ ٤ٓبٙ عٞك٤خ ٓؼبُغخ ثبٌُِٞس ك٠ ث٘غِلب٤ٗب ٤ٗٝٞ ع٤شع٠ رٞاعذ اُلطش ك٠ 6دساعخ أخشٟ ػ٠ِ 

ًٝبٕ . ٝا٤ُٔبٙ اُذاكئخ رؼزجش ٓ٘بعجخ ُ٘ٔٞ اُلطش ك٠ ٗظْ اُزٞص٣غ.  ػ٤٘خ ٓخزجشح727ٖٓ  % 55،2

سثٔب .  دسعخ ٓئ٣ٞخ29 – 20 دسعخ ٓئ٣ٞخ أًضش ٖٓ اُؾشاسح أُشرلؼخ ٓب ث٤ٖ 20 – 13اُ٘ٔٞ ػ٘ذ 

٣شعغ رُي ا٠ُ اُز٘بكظ ث٘ٔٞ اُجٌزش٣ب اُٜز٤شٝرشٝك٤خ ػ٘ذ اُؾشاسح أُشرلؼخ ٝاُز٠ ٣ٌٕٞ ُٜب رؤص٤ش 

.  ٓؼبًظ ػ٠ِ ٗٔٞ اُلطش

ُٝوذ ٝعذ إٔ ٤ٓبٙ اُٜ٘ش رؾزٟٞ كطش٣بد ٓؾجخ . ٝاُلطش٣بد رخزِق ؽغت ٗٞػ٤خ ٓقذس ا٤ُٔبٙ اُخبّ

ٝاُو٤َِ ٓؼشٝف ػٖ اُز٘ٞع ك٠ اُلطش٣بد .  اًضش ٖٓ ٓبء اُجؾ٤شحThermophilia fungiُِؾشاسح 

 ً٘ز٤غخ  pHك٠ خطٞاد أُؼبُغخ ػ٠ِ أٗٚ ُٞؽع إٔ ٛ٘بى رـ٤شاد ك٠ ٗٞػ٤بد اُلطش ٓغ اُزـ٤ش ك٠ 

. ًزُي ٗز٤غخ ُِٔؼبُغخ ثبٌُِٞس,أُؼبُغخ ثبُغ٤ش 

ُٝوذ ٝعذ إ ًضبكخ اُلطش ك٠ ٓقبدس ا٤ُٔبٙ ٓخزِلخ، عضئ٤ب ثغجت اُج٤ئخ أُخزبسح ُِضسع ٝدسعخ 

 ػ٤٘خ ٓغٔؼخ 978ػذد اُلطش٣بد اُخ٤ط٤خ أُخزِلخ ٝاُخ٤ٔشح اُز٠ ٝعذد ك٠ . ؽشاسح ٝٓذح اُزؾن٤ٖ

 ع٘ظ ًٝبٗذ الأع٘بط 20 ف٘لذ ك٠ ٤ُٞ٣1988ٞ - ٖٓ ٓؾطخ ا٤ُٔبٙ ك٠ ع٘ٞة ٤ٗلبدا خلاٍ كجشا٣ش

                           .Cladosporium,  Phoma, and Candida parapsilosisاُؾبئؼخ ٠ٛ 

ك٠ ع٘ٞة  (أؽذٛٔب ٓؼبُظ ثبٌُِٞس ٝا٥خش ؿ٤ش ٓؼبُظ)ك٠ ؽ٤ٖ ًبٗذ ك٠ ؽبُخ ٗظب٠ٓ رٞص٣غ 

 . Penecillium, Sporocybe, Acremonium, and Paeciolomycesًب٤ُلٞس٤ٗب ، ٠ٛ  

 َِٓ، 100/  ًبئٖ 18 ٝ 34ًٝبٕ ٓزٞعو اٌُضبكخ ُِلطش ك٠ ؽبُز٠ اُ٘ظبّ أُؼبُظ ٝاُـ٤ش ٓؼبُظ ٛٞ 

.  ػ٠ِ اُزشر٤ت

  Aspergillus fumigatusك٠ أٝسٝثب ُٞؽع ٗلظ اُ٘ٔٞرط ٖٓ اُلطش٣بد اُخ٤ط٤خ، كٌبٕ اُغ٘ظ 

.  اُؾبئغ ك٠ ٗظْ اُزٞص٣غ ُخٔغخ ػؾش ٓقذس ك٠ كِ٘٘ذإْ 

 Cephalospdrium sp,Verticillium sp., Trichodermaٝك٠ اٗغِزشا ًبٕ اُؾبئغ 

sporulosum, Nectria veridesceus, Phoma sp., and Phialophora sp 

.     10/100ًَِٓٝبٕ ػذد اُلطش ك٠ ٛزٙ ا٤ُٔبٙ أهَ ٖٓ 

 ٤ُِٔغ٤ِ٤ب، سثٔب ًبٕ رُي ؽغخ  Fragmentsٝلإٔ اُلطش ٣زٌبصش ػبدح ثبُغشاص٤ْ أًضش ٖٓ اُزغضئخ 

ػ٠ِ إٔ رٞاعذ اُلطش ك٠ ٓقبدس ا٤ُٔبٙ ٛٞ ٤ُٝذ أُقبدكخ ٣ؼ٠٘ أٗٚ ٣٘زظ ٖٓ اُزِٞس ٖٓ اُٜٞاء أًضش 
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ٝاُؾٞاٛذ أُزبؽخ رذٍ ػ٠ِ إٔ، ػذد اُلطش أُشرلغ عذا . ٖٓ آٌب٤ٗخ اعزؼٔبسٙ ٗظبّ اُزٞص٣غ

. ٝأُزٞاعذ ك٠ ثؼل اُؼ٤٘بد ٣ٌٖٔ رلغ٤شٙ ثذخٍٞ اُغشاص٤ْ ػشم٤ب ا٠ُ اُ٘ظبّ أٝ اص٘بء عٔغ اُؼ٤٘خ

اعزؼٔبس اُلطش ٣زٞاعذ ك٠ آبًٖ اُل٤ِْ اُؾ٤ٟٞ ٝاُزٟ سثٔب ٣ٌٕٞ ف٘جٞس اُؾش٣ن، اُخضاٗبد أٝ 

 اُزٟ ٣ظٜش ػ٠ِ ٓخبسط اُزغشة Slimeاُ٘ٔٞ اُِضط . أُِؾوبد ػ٠ِ ٓٞاع٤ش اُزٞص٣غ ك٠ أُغبًٖ

ٝك٠ ٛزٙ اُؾبُخ  . Fusariaاُجط٠ء ٖٓ اُق٘بث٤ش ٝعذ أٗٚ ٣شعغ ا٠ُ ٗٔٞ ٤ٛلبد اُلطش ُغ٘غ٤ٖ ٖٓ  

كبٕ ٛزا اُ٘ٔٞ ٣ؼٞد ا٠ُ رِٞس ػ٘ذ ٓ٘طوخ اُزغشة ٤ُٝظ ٗز٤غخ ٝعٞد اُلطش ك٠ ا٤ُٔبٙ ٝخشٝعٚ ػ٘ذ 

.  كزؾخ اُق٘جٞس

٠ٛٝ ًبئ٘بد ٛز٤شٝرشٝك٤خ ُٜب . ٝاُلطش ؽبٓلا اُخ٤ٔشح ٝالأع٘بط اُخ٤ط٤خ أٝ اُؼلٖ، ٝاعغ الاٗزؾبس

٠ٛٝ سثٔب رزٞاعذ ؽ٤ش رزٞاعذ أُٞاد اُؼن٣ٞخ اُـ٤ش ؽ٤خ، ػ٠ِ اُشؿْ ٖٓ إٔ . ٗٞاح ٝراد عذس فِجخ

ٝػبدح كبٕ ا٤ُٔبٙ ؽذ٣ذح اُزِٞس ٣ٌٕٞ أفَ اُلطش ك٤ٜب . ثؼل الأع٘بط ٓشم٠ ٝاُجؼل ا٥خش هل٠ِ٤

ػ٠ِ إٔ الاسرجبه ٓب ث٤ٖ ًضبكخ اُلطش ٝرٞاعذ أُبدح اُؼن٣ٞخ . ٖٓ اُ٘ٞػ٤بد اُز٠ رؼ٤ؼ ك٠ اُزشثخ

ُٝغٞء اُؾع ُْ ٣ٌٖٔ ارخبر ع٘ظ . عؼَ ٛ٘بى آٌب٤ٗخ ارخبر رٞاعذ اُلطش ػ٠ِ أٗٚ د٤َُ ػ٠ِ اُزِٞس

ٝٛ٘بى ثؼل الاعزض٘بءاد، كٌِٕٞ اُخ٤ٔشح . ٓؼ٤ٖ أٝ ٓغٔٞػخ ٓؼ٤٘خ ػ٠ِ أٜٗب ٜٓٔخ ك٠ ٛزا اُؾؤٕ

Candida lambica ُذ٣ٜب اُوذسح ػ٠ِ اعزخذاّ عٌش٣بد اُج٘زٞص ، ارخز رٞاعذٛب د٤َُ ػ٠ِ اُزِٞس 

ٝثؼل أع٘بط اُخ٤ٔشح ٝاُلطش . ثٔخِلبد ف٘بػخ اُٞسم ٝاُز٠ ٠ٛ ؿ٤٘خ ثبُغٌش٣بد ٖٓ ٛزا اُ٘ٞع

. اُخ٤ط٠ رؼزجش ٖٓ فلبد ا٤ُٔبٙ اُذاكئخ ُٝزُي سثٔب رٌٕٞ ٗبكؼخ ًذ٤َُ ػ٠ِ اُزِٞس اُؾشاسٟ

ٝلإٔ اُلطش٣بد ُذ٣ٜب اُوذسح ػ٠ِ اٗزبط اُؼذ٣ذ ٖٓ الاٗض٣ٔبد، كبٕ ُٜب اُوذسح ػ٠ِ اُ٘ؾبه اُزؾ٠ِ٤ِ 

ٝٓؼظْ . ُٔؼظْ أُٞاد اُطج٤ؼ٤خ أُؼوذح ًٝزُي ثؼل أُشًجبد اُزش٤ًج٤خ ٝرؾَٔ أُج٤ذاد اُؾؾش٣خ

، ػِىبُشؿْ ٖٓ إٔ اُو٤َِ ٣ظٜش  Microaerophilicاُلطش ٛٞائ٠ أٝ ه٤َِ الاؽز٤بط ُلأًغٞع٤ٖ 

ثؼل الأع٘بط لا رؾزبط . رٔض٤َ ؿزائ٠ لاٛٞائ٠ ٝه٤َِ عذا ٜٓ٘ب ُٚ اُوذسح ػ٠ِ اُ٘ٔٞ لاٛٞائ٤ب رٔبٓب

.  ٖٓ أٌُٖٔ إٔ ٣ٌٕٞ اُلطش ٓقذس اُطؼْ ك٠ ا٤ُٔبٙ. ا٠ُ ٛٞاء

  كبٕ اُلطش٣بد اُز٠ ػضُذ ٖٓ Aspergillus fumigatus, A. flavus and A. nigerك٤ٔب ػذا 

ػ٠ِ إٔ الافبثخ ثبُلطش٣بد اػزجشد إٔ ُٜب أ٤ٔٛخ ك٠ ؽبُخ . ا٤ُٔبٙ لا ٣ٌٖٔ اػزجبس إٔ ُٜب أ٤ٔٛخ هج٤خ

.  الأكشاد ٓ٘خلن٠ أُ٘بػخ
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ثؼل اُلطش٣بد أُٔشمخ ُلاٗغبٕ سثٔب رزٞاعذ  ك٠ ٤ٓبٙ اُز٘ضٙ ٓضَ ؽٔبٓبد اُغجبؽخ ٝاُؾٞاه٠ء 

. (اُذػ )ٝك٠ أٓبًٖ الاعزؾٔبّ 

Trichophyton mentagrophytes ٣غجت اُز٤٘٤ب tinea pedis ّٝاُزٜبة اُوذ athletes 

footًٝض٤ش ٖٓ الأع٘بط أُٔشمخ ػضُذ ٖٓ سٓبٍ اُؾٞاه٠ء ك٠ .  ٝػضُذ ٖٓ أسك اُذػ

.  ٛبٝاٟ ٝأُب٤ٗب

 

  Survival on chlorinationؽيٕيزٓب يع انًعبنغخ ثبنكهٕس 

 ٓغْ ٖٓ اٌُِٞس اُؾش 1ٛزٙ اُخٔبئش هبٝٓذ . ػضُذ خٔبئش ٖٓ أُخبكبد اُغبئِخ أُؼبُغخ ثبٌُِٞس

ٓغْ . ، 03 دهبئن ٓوبٝٓخ ُٞعٞد 5 ده٤وخ ك٠ ؽ٤ٖ إٔ ا٣ؾ٤شؽ٤ب ًٞلاٟ ُْ روبّٝ أًضش ٖٓ 20ُٔذح 

 ده٤وخ 30 ٓغْ ًِٞس ُٔذح 4 لا روبّٝ  Candida albicansُٝوذ ٝعذ إٔ اٌُبٗذ٣ذا اُج٤ٌبٗظ . ًِٞس

ػ٘ذٓب ًبٕ ػذدٛب 
5
 ٠ٛٝ رغجت ٓؾبًَ  C. parapsilosisٝثبُ٘غجخ ُِخ٤ٔشح ٖٓ ٗٞع . َِٓ / 10

خلا٣ب  اُلطش ٝخبفخ . فؾ٤خ ك٠ أُ٘بهن الاعزٞائ٤خ ٝعذ أٜٗب ؽذ٣ذح أُوبٝٓخ ػٖ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ

 دهبئن ُٔوذاس 10ا٤ٌُٗٞذ٣ب ٣ٌٖٔ إٔ روبّٝ اٌُِٞس أًضش ٖٓ ثٌزش٣ب اُوُٕٞٞ ٝرُي ػ٘ذ اُزؼشك ُٔذح 

اُِزش ٖٓ اٌُِٞس ػ٘ذٓب ًبٕ ػذد اُغشاص٤ْ /  ٓغْ 10
6
10 / َِٓ   .

 

  Growth patterns  ًَبرط انًُٕ 3

 ر٘زظ True aquatic fungiكطش٣بد أُبء اُؾو٤و٤خ . ك٠ ا٤ُٔبٙ ٣ٞعذ ٗٔٞرع٤ٖ ُ٘ٔٞ اُلطش

Zoospores أٝ عب٤ٓطبد Gametes ٝثؼل اُلطش٣بد خبفخ أُزٞاعذح ك٠ .  ٓزؾشًخ ثللاعلا

  Amoeboid stage.اُؾؾشاد ُٜب هٞس هٞس أ٤ٓج٠ 

٣ٌٕٝٞ اُ٘ٔٞ . ٣ٞعذ ٗٔٞرط آخش ُ٘ٔٞ اُلطش ٣ٌٕٞ ؿ٤ش ٓزؾشى ك٠ ع٤ٔغ ٓشاؽَ دٝسح اُؾ٤بح

 Filamentousٗٔٞ خ٤ط٠   (1) ػ٤ِٔبد ٗٔٞ 3ُٝوذ أٌٖٓ ٓؼشكخ .  Asexualٝاُزٌبصش لاع٘غ٠ 

growth  خ٤ط٠ ٓزلشع ٓغ اُزغضء ُزٌٕٞ عشاص٤ْ كشد٣خ  (2) ثغشاص٤ْ ر٘زظ ثزش٤ًت خبؿ ٞٔٗ

ٗٔٞ خِٟٞ كشدٟ ٣٘زظ ػ٠ِ ًَ خ٤ِخ أث٣ٞخ رغ٠ٔ اُزجشػْ  arthroconidia( 3)رغ٠ٔ 

Budding ك٠ اُخ٤ٔشح ًْ   .

ٝرٞاعذ أًضش ٖٓ ٗٞع ٛٞ د٤َُ . ٝؽ٤ش رزٌبصش اُلطش٣بد رزٞاكش أُبدح اُؼن٣ٞخ ك٠ ا٤ُٔبٙ أٝ اُزشثخ

.  ػ٠ِ رؤهِْ رِي الأٗٞاع ُِظشٝف اُج٤ئ٤خ أُزٞاكشح
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:  ع٘ظ984ٝثؾقش رٞاعذ اُلطش٣بد ك٠ ا٤ُٔبٙ، أُخِلبد اُغبئِخ ٝأُٞاد اُؼن٣ٞخ أُِٞصخ ٝعذ 

 ر٘ز٠ٔ ا٠ُ 79 ثللاعلا؛  Zoospores ُٜب Mastigomycotina ع٘ظ ر٘ز٠ٔ ا٠ُ 133

Zygpmycotina ر٘ز٠ٔ ا٠ُ 161؛ Ascomycotina 18؛ Baidiomycotina  ر٘ز٠ٔ 593؛ 

 Deuteromycotina.ا٠ُ

 

 

 

: غشق انضساعخ . 4

  Poured plateغشيمخ الأغجبق انًصجٕثخ  . 1 . 4

 

انعيُبد   . 1 . 1 . 4

.  ٣ٌٖٝٔ اعزؼٔبٍ أٓجٞلاد ثلاعز٤ٌ٤ٚ ُٜب ؿطبء ٓؾطQC/QAْ ))رغٔغ اُؼ٤٘بد ًٔب عجن 

 ٣24ٌٖٔ الاؽزلبظ ثبُؼ٤٘بد . ٠ٛٝ ػبدح ٓؼؤخ ٝر٘وَ سأع٤خ ٣ٝزخِـ ٜٓ٘ب ثؼذ الاعزؼٔبٍ

. ارا ُْ ٣زْ اُزؾ٤َِ ػوت اُغٔغ رؾلع اُؼ٤٘بد ك٠ اُضلاعخ. عبػخ

 

انجيئبد  . 2 . 1 .4

 ٠ٛ اُج٤ئخ  Neopeptone-glucose-rose bengalk-aureomycin agar  ُِؼذ، 

 ,Aspergillusك٠ ؽبُخ  )  Czapek agarأُؼزبدح ُٝٞ إٔ اُخجشح أظٜشد إٔ 

Penicillium and related fungi)  ٝYeast extract-malt extract-glucose 

agar or Diamalt agar (ُِخٔبئش)  سثٔب رٌٕٞ ٓلنِخ ٝ ُزوذ٣ش اُخقبئـInventory  

. Neopeptone-glucose agarاعزؼَٔ 

 

 4.  1 . 2 . 1 . Neopeptone-glucose-rose Bengal aureomycin agar  

5 g. neopeptone, 10 g. glucose, 3.5 mL rose Bengal solution (1 g/100 

ml reagent-grade water), 20 g. agar in 1 L reagent-grade water.  

اُٜ٘بئ٠ ؽٞا٠ُ pH  َِٓ ٝرؼوْ ك٠ الأٝرًٞلاف ، ٣10لنَ رٞص٣ؼٜب ك٠ أٗبث٤ت ث٤ٌٔبد  

6,5 .

 َِٓ 150/ عشاّ ٓنبد هبثَ ُِزٝثبٕ 1)ؽنش ٓؾٍِٞ ًِٞسرزشاع٤ٌِ٤ٖ أٝ رزشاع٤ٌِ٤ٖ 

reagent-(grade waterٝلاعزٌٔبٍ . هجَ الاعزؼٔبٍ، ػوْ ثبُزشؽ٤ؼ.  ٝاؽلظٚ ك٠ اُضلاعخ
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 َِٓ ٖٓ اُج٤ئخ الأعبع٤خ أُ٘قٜشح ٝأُجشدح ػ٘ذ 10َِٓ ٓؾٍِٞ ٓؼلْ ٠ُ . ,.5اُج٤ئخ، أمق 

.   ٓئ٣ٞخ45

4. 1 . 2 . 2 . Czapek (or Czapek-Dox) agar  

 عشاّ داٟ ثٞربع٤ّٞ ٤ٛذسٝع٤ٖ 1 عشاّ ٗزشاد اافٞد٣ّٞ ، 3 عشاّ عٌشٝص، 30أرة 

ًجش٣زبد .  ,.1عشاّ ًِٞس٣ذ اُجٞربع٤ّٞ، . ,5عشاّ عِلبد أُـ٘غ٤ّٞ ، . ,5كٞعلبد، 

. pH  7,3ثؼذ اُزؼو٤ْ ٣ٌٕٞ . Reagent-grade water عشاّ آعبس ك٠ ُزش 15اُؾذ٣ذٝص، 

 ٝثؼل  Aspergillus, Penicillum, Paecilomycesٛزٙ اُج٤ئخ ٗبكؼخ ػ٘ذ ػضٍ 

.  اُلطش٣بد الأخشٟ أُؾبثٜخ ك٠ الاؽز٤بعبد اُلغ٤ُٞٞع٤خ

 

4. 1 . 2 . 3 . Yeast extract-malt extract-glucose agar 

 عشاّ 10 عشاّ ٤ٗٞثجزٕٞ، 5 عشاّ ٓغزخِـ أُُٞذ، 3 عشاّ ٓغزخِـ اُخ٤ٔشح، 3أرة 

ٛزٙ .   pH لا ؽبعخ ُنجو Reagent-grade water . عشاّ آعبس ك٠ ُزش20عًِٞٞص ٝ 

. اُج٤ئخ ٓل٤ذح ك٠ ػضٍ اُخٔبئش

 

4. 1 . 2 . 4 . Diamalt agar 

 لا ؽبعخ ُن٤و Reagent-grade wate عشاّ آعبس ك٠ ُزش20 عشاّ د٣بُٓٞذ ٝ 150أرة 

.pHٛزٙ اُج٤ئخ ٓل٤ذح ك٠ ر٘و٤خ ػضلاد اُخ٤ٔشح .  اُج٤ئخ رٌٕٞ ػٌشح ٝلا ؽبعخ ُِزشؽ٤ؼ

. ُٝذساعخ أع٘بط اُخ٤ٔشح ك٠ الاخزجبساد اُخبفخ أُخزِلخ

 

4. 1 . 2 . 5 . Neopeptone-glucose agar 

 Reagent-grade عشاّ آعبس ك٠ ُزش20 عشاّ عًِٞٞص ، 10 عشاّ ٤ٗٞثجزٕٞ، 5أرة 

water . ٌٕٞثؼذ اُزؼو٤ْ ٣pH  ٝٛزٙ اُج٤ئخ ٓؼشٝكخ ثبعْ . 6,5 اُج٤ئخEmmon's 

Sabouraud Agar    ٝأ Emmon's Sabouraud Dextrose Agar . اُج٤ئخ ٓل٤ذح

. ُؾلع أُضاسع
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  Procedureانطشيمخ    . 3 . 1 .4

.  ػ٤٘خ20 ػ٤٘خ ثٞاعطخ ؽخـ ٝاؽذ، ٌُٖٝ أُلنَ إٔ رٌٕٞ ٣40ٌٖٔ رؾ٤َِ 

 

  Preparation and dilutionانزؾعيش ٔانزخفيف  . 1 . 3 .1 .  4

 َِٓ 15 ٓوْ ، Reagent0grade water َِٓ 135 َِٓ أمق 250ا٠ُ دٝسم ٓؼوْ عؼخ 

اعزؼَٔ ٝع٤ِخ ه٤بط ٓؼؤخ ٌَُ ػ٤٘خ، أٝ .  ٖٓ اُؼ٤٘خ10 : 1ٖٓ اُؼ٤٘خ ُزؾقَ ػ٠ِ رخل٤ق 

اخِو اُؼ٤٘خ ع٤ذا هجَ . أهَ رلن٤لا، اؿغَ ٝع٤ِخ أخز اُؼ٤٘خ ثٔبء ٓؼوْ ث٤ٖ اُؼ٤٘بد أُخزِلخ

 دٝسح ك٠ اُذه٤وخ ُٔذح 150-120ٛض اُذٝسم ػ٠ِ ٛضاص ػ٠ِ  . ( 15َِٓ)عؾت اُغضء ٜٓ٘ب 

 ده٤وخ أٝ اٗوَ ٓؾز٣ٞبد اُذٝسم ا٠ُ خلاه، ؿطٚ ٝاخِو ػ٘ذ اُغشػخ أُ٘خلنخ ُٔذح 30

٣لنَ اعزؼٔبٍ ًؤط خلاه ٓؼوْ ٌَُ ػ٤٘خ، أٝ .  صب٤ٗخ30ده٤وخ أٝ ػ٘ذ اُغشػخ اُؼب٤ُخ ُٔذح 

 َِٓ ٓبء ٓؼوْ 45سثٔب ٣زْ ػَٔ رخل٤لبد أًضش ثبمبكخ . اؿغَ ع٤ذا ث٤ٖ اُؼ٤٘بد ثٔبء ٓؼوْ

.  10 : 1 َِٓ ٖٓ رخل٤ق 5ا٠ُ 

خلق اُؼ٤٘بد راد أُؾزٟٞ . ٣ٌٕٞ ػبدح ٓ٘بعت10 : 1ُِؼ٤٘بد أُؤخٞرح ٖٓ ٓغشٟ رخل٤ق 

عٞاٗت أُغشٟ أٝ  . 1000 : 1 أٝ 100 : 1اُؼب٠ُ ٖٓ أُٞاد اُؼن٣ٞخ ٓضَ اُشٝاعت ا٠ُ 

. 10000 :1 أٝ 1000 : 1ػ٤٘بد اُزشثخ رخلق ا٠ُ 

 

 Platingعًم الأغجبق  . 2 . 3 . 1 .4

 Neopeptone-glucose-roseلاعزخذاّ .  أهجبم ٖٓ ًَ رخ٤ق5ُلاخزجبس ؽنش 

Bengal-aureomycin agar دسعخ ٓئ٣ٞخ 45 َِٓ ٖٓ اُج٤ئخ ػ٘ذ 10 اٗوَ ثطش٣وخ ٓؼؤخ 

 َِٓ ٖٓ رخل٤ق اُؼ٤٘خ أُ٘بعت ٝاخِو ًٔب عجن ك٠ 1أمق .  عْ 9ا٠ُ هجن ثزشٟ هطش 

ٓؾٍِٞ . ٝ.5 َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ، 1ًٝجذ٣َ أمق ا٠ُ هجن اُجزشٟ . ؽبُخ اخزجبساد اُجٌزش٣ب

. دع ا٥عبس ٣زقِت ثغشػخ .  ٓئ٣ٞخ 45 ا٠ُ 43 َِٓ ٖٓ اُج٤ئخ ػ٘ذ 10ٓنبد ؽ٤ٟٞ، 

 

انزؾعيٍ  . 3 . 3 . 1 .4

كىبُنٞء ٌُٖٝ آ٘غ  ( ٓئ٣ٞخ24 – 20 )ؽنٖ ػ٠ِ دسعخ ؽشاسح اُـشكخ . لا روِت الأهجبم

.   أ٣بّ 7,5,3اخزجش ٝػذ اُطجبم ثؼذ . اُزؼشك ُنٞء اُؾٔظ أُجبؽش

 

انعذ  . 4 . 3 . 1 .4

ػذ اُلطش٣بد ك٠ الأهجبم ٣ٔذٗب ثبلأعبط ُِٔوبسٗخ ا٤ٌُٔخ اُـ٤ش ده٤وخ ث٤ٖ اُؼ٤٘بد 

. ٝاُزخق٤ـ ٣ٔذٗب ثٔؼِٞٓبد أْٛ ػٖ الأع٘بط
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 60 ا٠ُ 50ػ٘ذ رؾن٤ش الأهجبم اعزؼَٔ عضء ٖٓ اُؼ٤٘خ اُزٟ ٖٓ أٌُٖٔ إٔ ٣ؼط٠ ؽٞا٠ُ 

٣ٌٖٔ . ٝػ٘ذ اخزجبس ٗٞػ٤خ عذ٣ذح اخزجش ػ٠ِ الأهَ رخل٤ل٤ٖ ٖٓ اُؼ٤٘خ. ٓغزؼٔشح ػ٠ِ اُطجن

 Roseاُج٤ئخ أُؾز٣ٞخ ػ٠ِ .  ٓغزؼٔشح ٌُٖٝ اعزجؼذ الأهجبم اٌُضش اصدؽبٓب300ػذ   ؽز٠ 

Bengalر٤َٔ ا٠ُ اػطبء ٓغزؼٔشاد ٓ٘لقِخ ًٔب رغٔؼ ث٘ٔٞ اٌُبئ٘بد اُجط٤ئخ ك٠ ٗٔٞٛب  .

اُزق٤٘ق أُجبؽش ٓطِٞة ٣ٝؼزٔذ أعبعب ػ٠ِ  أُٞسكُٞٞع٠ ٣ٌٖٝٔ ؽغبة ٗغجخ ًَ ع٘ظ 

.  ٖٓ اُؼذد ا٠ٌُِ ك٠ اُؼ٤٘خ ثبٗغجخ ُِؾغْ أُخزجش ٝاُزخلجق أُغزخذّ ٖٓ اُؼ٤٘خ

 

 

 Spread plate techniqueغشيك فشد الأغجبق  . 2 . 4

 

انعيُبد  . 1 . 2 . 4

ًٔب عجن ك٠ هش٣وخ الأهجبم أُقجٞثخ 

 

  Mediaانجيئبد  . 2 . 2 . 4

 Aureomycin-rose Bengal-glucose-peptone: اعزؼَٔ أٟ ٖٓ اُج٤ئبد اُزب٤ُخ

agar and streptomycin-tetramycin-malt extract agar 

.  ٠ٛٝ راد كبئذح ك٠ رؾ٤َِ ػ٤٘بد ا٤ُٔبٙ ٝاُقشف اُقؾ٠

Neopeptone-glucose-rose Bengal aureomycin agar, Czapek , Yeast 

extract-malt extract-glucose agar, Diamalt agar. 

 

 Aureomycin-rose Bengal- glucose- peptoneُزؾن٤ش ث٤ئخ  .1 . 2  . 2 . 4

agar  عشاّ ثٞربع٤ّٞ داٟ ٤ٛذسٝع٤ٖ 1 عشاّ ثجزٕٞ، 5 عشاّ عًِٞٞص، 10  أرة 

 عشاّ آعبس ك٠ 20عشاّ سٝص ث٘غبٍ ، . ,.35عشاّ ًجش٣زبد أُـ٘غ٤ّٞ ، . ,5كٞعلبد، 

800 َِٓ Reagent-grade waterْٓغْ أٝس٤ٓٝغ٤ٖ ٤ٛذسًِٝٞس٣ذ 70أرة .   ٝػو 

، ػوْ ثبُزشؽ٤ؼ ٝأملٜب ا٠ُ ا٥عبس أُجشد  Reagent-grade water َِٓ 200ك٠ 

 َِٓ ك٠ أهجبم ٓؼؤخ ٝدع 25فت . 5,4  ٣غت إٔ ٣ٌٕٞ  pHاٍ . ( ٓئ٣ٞخ42-45)

.  أعبث٤غ4 ٓئ٣ٞخ ُٔذح رقَ ا٠ُ 4الأهجبم أُقجٞثخ ٣ٌٖٔ ؽلظٜب ػ٘ذ . اُج٤ئخ رزقِت

 

 أرة  Streptomycin-terramycin-malt extract agarُٝزؾن٤ش ث٤ئخ  . 2 . 2  2 . 4

-Reagent َِٓ 800 عشاّ آعبس ك٠ 15 عشاّ ثجزٕٞ، 5 عشاّ ٓغزخِـ أُُٞذ، 30
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grade water ْٓغْ ٖٓ ًلا ٖٓ الاعزشثز٤ٓٞغ٤ٖ ٝاُز٤شا٤ٓغ٤ٖ ًلا  70أرة .   ٝػو 

 ٝػوْ ثبُزشؽ٤ؼ، أملٜب ا٠ُ ا٥عبس أُجشد  Reagent-grade water َِٓ 100ك٠ 

 َِٓ ك٠ أهجبم 20فت ؽٞا٠ُ . 5,4 اُج٤ئخ ٣غت إٔ ٣ٌٕٞ  pH . ( ٓئ٣ٞخ42-45)

 4 ٓئ٣ٞخ ُٔذح رقَ ا٠ُ 4الأهجبم أُقجٞثخ ٣ٌٖٔ الاؽزلبظ ثٜب ػ٘ذ . ٓؼؤخ ٝدػٜب رجشد

.    أعبث٤غ

 

 

 

   Procedureانطشيمخ  . 3 . 2 . 4

 

 Preparation and dilutionانزؾعيش ٔانزخفيف  . 1 . 3 . 2 . 4

 ، Buffered waterاعش اُزخل٤ق ك٠ ٓبء ٓ٘ظْ . أٗظش هش٣وخ الأهجبم أُقجٞثخ

.  ٓغزؼٔشح ك٠ اُطجن150 ا٠ُ 20ٝاخزبس اُزخل٤لبد اُز٠ رؼط٠ ٓب ث٤ٖ 

 

  Platingاعذاد الأغجبق  . 2 . 3 . 2 . 4

 ػ٠ِ دسعخ ؽشاسح اُـشكخ  Laminar flowالأهجبم ٣غجن رغل٤لٜب ٓلزٞؽخ ك٠ 

 ،ارا ًبٗذ اُ٘زبئظ ع٤زْ 5 أهجبم أٝ 3ؽنش .   عبػخ1,5-  1ُٔذح %  30ٝسهٞثخ ٗغج٤خ 

 َِٓ ٖٓ اُؼ٤٘خ أٝ 1ثبعزؼٔبٍ ٓبفخ ٓؼؤخ اٗوَ . رؾ٤ِِٜب اؽقبئ٤ب، ٌَُ ػ٤٘خ أٝ رخل٤ق

ٝصع ػ٠ِ عطؼ اُطجن ثبعزؼٔبٍ هن٤ت . اُزخل٤ق ا٠ُ عطؼ ًَ هجن عجن رغل٤لٚ

 ًٔب عجن ثبُ٘غجخ ُلاخزجبساد اُجٌزش٣ُٞٞع٤خ أٝ ثبعزخذاّ  Lصعبع٠ ػ٠ِ ؽٌَ ؽشف 

. عٜبص ُلشد اُؼ٤٘خ

 

انزؾعيٍ  . 3 . 3 . 2 . 4

 ٓئ٣ٞخ 15ٝؽنٖ ػ٘ذ ، اهِت الأهجبمالأهجبم أُـِوخ ٝثؼذ علبكٜب ػ٠ِ ؽشاسح اُـشكخ، 

 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 20ًٝجذ٣َ ؽنٖ ػ٘ذ . ( %95 – 90)،  ك٠ عٞ ػب٠ُ اُشهٞثخ  أ٣ب7ُّٔذح 

.  أ٣ب7ّ أٝ 6اُلطش را اُ٘ٔٞ اُجط٠ء سثٔب لا ٣٘زظ ٓغزؼٔشاد ٓشئ٤خ ؽز٠ .  أ٣ب7ّ – 5
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  Counting and recordingانعذ ٔانزغغيم   . 3 . 4

ارا ًبٕ ٖٓ .  ػ٠ِ اُطجن Quebec colony counterػذ أُغزؼٔشاد ثبعزخذاّ 

.  عبػخ24 ٓئ٣ٞخ ُٔذح لا رض٣ذ ػٖ 4اُنشٝسٟ رؤخ٤ش اُؼذ اعزض٘بئ٤ب، اؽلع الأهجبم ػ٠ِ 

 ٓغزؼٔشح ٣ٌٖٔ ػذٛب 150اػزٔبدا ػ٠ِ ؽغْ أُغزؼٔشح، الأهجبم أُؾز٣ٞخ ػ٠ِ ؽٞا٠ُ 

.  ٓغزؼٔشح ك٠ اُطجن100ٌُٖٝ اُؼذد الأٓضَ ٛٞ 

.  ٖٓ اُؼ٤٘خ الأف٤ِخ CFU/100 mL َِٓ 100/ عغَ اُ٘زبئظ ًٞؽذح ٣ٌٖٞٗ أُغزؼٔشح 

عشاّ / CFUٝثبُ٘غجخ ُِؼ٤٘بد اُقِجخ أٝ ؽجٚ اُقِجخ ٣وذس اُؼذد ًٞؽذح ر٣ٌٖٞ أُغزؼٔشح 

.  أهجبم أٝ أًضش ٌَُ ػ٤٘خ، اعزؼَٔ أُزٞعو 3ارا اعزؼَٔ . سهت أٝ عبف ٣ٝلنَ اُغبف

ٝارا .  ٓنشٝثب ك٠ أػ٠ِ رخل٤ق1أرا ًبٕ ٛ٘بى أهجبم ُْ رؼط٠ أػذاد ٣غغَ اُؼذد أهَ ٖٓ 

 Too ك٠ اُطجن عغَ اُ٘ز٤غخ ػ٠ِ أٜٗب أػذاد ًج٤شح ٥ رؼذ 150ًبٕ ٛ٘بى أػذاد أػ٠ِ ٖٓ 

numerous to count (TNTC)  . ارا ًبٗذ أُغزؼٔشاد ٓضدؽٔخ ٝٓزلآغخ أٝ ٓزشًجخ

Overlapping ٓ٘زؾشح، رغغَ اُ٘ز٤غخ ظلا٤ٓخ Obscured (OBSC) ًٝشس اُزؾ٤َِ ٓغ 

. أٝ كؾـ ٓجٌش (رخل٤لبد ٠ُ)اعزخذاّ رش٤ًضاد أهَ 

 

 

    Membrane filter techniqueغشيمخ أغشيخ انزششيؼ  . 4 . 4

 أُؼذُخ أٝ ؿ٤ش  aureomycin-rose Bengal-glucose-peptone agarاعزخذّ ث٤ئخ 

 modified streptomycin-terramycin-maltأُؼذُخ ًٝزُي ٣ٌٖٔ اعزؼٔبٍ ث٤ئخ 

extract agar  . ٕٛزٙ اُج٤ئبد ؽنشد هجوب ُِزش٤ًت اُغبثن ُِج٤ئخ اُـ٤ش ٓؼذُخ ك٤ٔب ػذا أ

 َِٓ 7 – 5رٞصع اُج٤ئخ ث٤ٌٔخ . اُِزش/ ٓغ200ْاُِزش ا٠ُ /  ٓغْ 70أُنبد اُؾ٤ٟٞ سكغ ٖٓ 

. ك٠ ًَ هجن ٣ٝلنَ الأهجبم ٓؾٌٔخ اُـِن

.  ٓغزؼٔشح ك٠ اُطجن100 – ٣20غزؼَٔ ؽغْ اُؼ٤٘خ أٝ اُزخل٤ق ٜٓ٘ب اُزٟ ٣ؼط٠ ٖٓ 

ًٝجذ٣َ ؽنٖ ػ٘ذ .  أ٣بّ ك٠ عٞ سهت5 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 15رؾن٤ٖ الأهجبم ٓوِٞثخ ٣ٝزْ ػ٠ِ 

.   أ٣بّ أٝ أهٍٞ اػزٔبدا ػ٠ِ رٞاعذ اُلطش3 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 20

 ٓغزؼٔشح ػ٠ِ 80 – 20الأهجبم اُ٘ٔٞرع٤خ رؾزٟٞ ػ٠ِ . اُؼذ ٝؽلع الأهجبم ًٔب عجن

. اُلِزش



 WWM-gtzثشَبيظ إداسِ انًيبِ ٔانصشف انصؾٗ                           انطشق ٔانعُبصش انجكزشيٕنٕعيخ انخبصخ–ييكشٔثيٕنٕعيب انًيبح انجشَبيظ انشاثع 

 

 

 78 

 

 

  Yeastانخًيشح . 5

رًش إٔ اُخ٤ٔشح رزٞاعذ ك٠ ٓقبدس ا٤ُٔبٙ، ٌُٖٝ أُؼِٞٓبد ػٖ رٌشاس٣خ رٞاعذٛبٕ ًضبكزٜب، اعزؼبدح 

ٛزا اُٞمغ ٤ُظ لإٔ ٛزٙ اٌُبئ٘بد ٤ُظ ُٜب ٓـضٟ ًٔٔشمبد اٗزٜبص٣خ، ٌُٖٝ اُجؾش . اُ٘ٔٞ ٓؾذٝدح

أًضش ك٠ ٛزا أُغبٍ ٓطِٞة اعشاإٙ ػ٠ِ ًَ ٓب ٣شرجو ثبُج٤ئخ ٝاُز٠ رئدٟ ا٠ُ ا٣غبد ث٤ئخ ُِخ٤ٔشح ك٠ 

. أُبء ٝدٝسٛب ك٠ الآشاك اُ٘برغخ ػٖ اُزلآظ ٓغ أُبء

 ر٘ز٠ٔ ا٠ُ أُٔشمبد الاٗزٜبص٣خ ٝاُز٠ رقجؼ خط٤شح ثبُ٘غجخ  Candida albicansًبٗذ٣ذا اُج٤ٌبٗض 

 ٖٓ الافبثخ  ثبُغٌش، اُغشهبٕ ، ٝاٗخلبك أُ٘بػخ أُقبؽجخ  Stressed ُلأؽخبؿ أُغٜذ٣ٖ 

 ك٠ ٗوَ الأػنبء ٝاعزؼٔبٍ Immunosuppressantsُلافبثخ ثبلا٣ذص أٝ اعزؼٔبٍ ٓضجطبد أُ٘بػخ 

الافبثبد ثبُخ٤ٔشح ٖٓ اُؾلبمبد ث٤ٖ . Broad-spectrumأُنبداد اُؾ٣ٞ٤خ أُٔزذح أُلؼٍٞ 

الأهلبٍ ٝالأػنبء اُز٘بع٤ِخ ك٠ اُغ٤ذاد ٗز٤غخ اعزؼٔبٍ ٤ٓبٙ ِٓٞصخ أٝ أُٔبسعخ اُغ٘غ٤خ ٠ٛ افبثبد 

. أهَ ؽذح ٌُٖٝ لاصاُذ رنؼق أُقبة

ٖٓ أُؼشٝف إٔ اُخ٤ٔشح رزٞاعذ ك٠ ٓخزِق اُؾ٤ٞاٗبد راد اُذّ اُذاك٠ء ٝرؾَٔ الاٗغبٕ، اٌُلا١، 

عشاّ  ٝك٠ ٓخِلبد /100,000ًضبكزٜب ك٠ أُخِلبد ا٥د٤ٓخ سثٔب  رقَ ا٠ُ . اُؾٔبّ، ٗٞسط ُجؾش

. اُِزش/ ٓغزؼٔشح 25,000    رزلبٝد ٓب ث٤ٖ ثنغ آلاف ا٠ُ  Raw sewageاُقشف اُقؾ٠ اُخبّ 

اُِ٘ش، ث٤٘ٔب ك٠ ٤ٓبٙ اُٜ٘ش /  ٓغزؼٔشح400ٝك٠ اُقشف اُقؾ٠ أُؼبُظ ثبٌُِٞس ٝعذد ثٌضِلخ 

ك٠ اُجؾ٤شاد رزثزة ٝعٞد اُخ٤ٔشح ؽغت ٗٞػ٤خ ا٤ُٔبٙ . 125 ا٠ُ 2ٝعذد ثٌضبكخ ٓب ث٤ٖ أهَ ٖٓ 

ٓٔضِخ ك٠ أُبدح اُؼن٣ٞخ اُ٘برغخ ٖٓ فشف أُخِلبد ٝالأٓطبس اُـض٣شح ، ٓٞد ٝرؾَِ اُ٘جبربد 

.   Lake turnover، ٝاٗولاة ٤ٓبٙ اُجؾ٤شح Algal bloomsٓٞع٤ٔب، اصدٛبس اُطؾبُت 

ٖٓ % 99 – 90 ُٔقذسا٤ُٔبٙ اُخبّ رض٣َ  Chemical coagulationػ٤ِٔخ اُزغِو ا٤ٌُٔب٣ٝخ 

ُٝغٞء اُؾع، كبٕ اُزط٤ٜش ٣ٌٕٞ . ٖٓ أُزجو٠ ثبُزشؽ٤ؼ اُش٠ِٓ% 90اُخ٤ٔشح ٓغ اصاُخ ػ٠ِ الأهَ

ٛزٙ . اُِزشك٠ ٤ٓبٙ اُق٘جٞس/ ٓظ1,2كِوذ ٝعذ إٔ اُخ٤ٔشح روبّٝ اٌُِٞس أُزجو٠ ؽز٠ ٓغزٟٞ . أهِلؼب٤ُخ

 اُغذاس  Rigidityاُض٣بدح ك٠ أُوبٝٓخ ٌُِٞس اُؾش ثبُ٘غجخ ُِخ٤ٔشح  ٗبرظ ٓجذئ٤ب ػٖ عٔي ٝفلاثخ 

ٝػ٠ِ اُؼٌظ كبٕ اُزط٤ٜش ثبلأٝصٕٝ ٣ٌٕٞ كؼبٍ . اُخِٟٞ ٝاُزٟ ٣ٌٕٞ ٓبٗغ ُِ٘لبر٣خ ثبُ٘غجخ ٌُِِٞس

.  ثذسعخ ٓغب٣ٝخ ُزؤص٤شٙ ػ٠ِ اُجٌزش٣ب

ٛزا اُؼذد اُجغ٤و  ٣ٌٖٔ إٔ ٣زٞهغ . اُِزش/  ًبئٖ 1,5ًضبكخ اُخ٤ٔشح ك٠ ٤ٓبٙ اُؾشة سثٔب رٌٕٞ ثٔزٞعو 

ص٣بدرٚ ه٤ِلا ك٠ ؽجٌخ اُزٞص٣غ ؽ٤ش رنجو اُخ٤ٔشح ٗلغٜب ٓغ اُظشٝف ث٤ئخ أُٞاع٤شٝرغزؼٔشٛب 

ٝأُٞاهغ راد اٌُضبكخ اُؼب٤ُخ ٖٓ اُخ٤ٔشح سثٔب رٌٕٞ أعضاء أُٞاع٤ش اُوذ٣ٔخ ، ٜٗب٣بد . ثجوء

ًضبكخ اُخ٤ٔشح ك٠ دساعخ ػ٠ِ ٗظب٠ٓ رٞص٣غ ك٠ .  اُؾجٌبد، ٝالأٓبًٖ راد ا٤ُٔبٙ اُغبً٘خ ك٠ اُؾجٌخ

ٖٓ اُؼ٤٘بد % 50َِٓ ٝرٞاعذد ك٠  / 28 – 1كشٗغب ؽ٤ش أُؼبُغخ ثبٌُِٞس رشاٝؽذ ٓب ث٤ٖ 



 WWM-gtzثشَبيظ إداسِ انًيبِ ٔانصشف انصؾٗ                           انطشق ٔانعُبصش انجكزشيٕنٕعيخ انخبصخ–ييكشٔثيٕنٕعيب انًيبح انجشَبيظ انشاثع 

 

 

 79 

 

ٝثزق٤٘ق اُخ٤ٔشح أُؼضُٝخ ٖٓ ا٤ُٔبٙ أُٞصػخ ٝعذ أٜٗب رزجغ .      أُخزجشح

Candidaparapsilosis, C. albicans, Cryptococcus laurentii, Rhodstorula   

glutins and R. rubraٛزا كبٕ أع٘بط اٌُبٗذ٣ذا ٠ٛ أُٔشمبد الاٗزٜبص٣خ الأًضش خطٞسح ٖٓٝ .

 

 

    Technique for yeastsغشيمخ نهخًبئش  . 1 . 5

سثٔب رٌٕٞ ٓغزؼٔشاد % 50ٖٓ أػذاد اُلطش٣بد أُزقَ ػ٤ِٜب ٖٓ ا٤ُٔبٙ أُِٞصخ ؽٞا٠ُ 

اُج٤ئبد اُقِجخ اُغبثن رًشػب لا رغٔؼ ث٘ٔٞ ًَ اُخٔبئشٕ ٝػ٠ِ رُي، كبٕ هش٣وخ . خ٤ٔشح

سثٔب رٌٕٞ راد كبئذح ثبلامبكخ ا٠ُ ػذ  Quantitative enrichment    اُزخق٤ت ا٤ٌُٔخ

. Plate countالأهجبم 

 

انجيئبد   . 2 . 5

  Yeast nitrogen base-glucose broth اعزؼَٔ ٓشم  Enrichmentُِزخق٤ت  

 .Yeast extract-glucose agar or Diamalt agarُِٝؼضٍ اعزؼَٔ 

 

5 . 2 . 1 . Yeast nitrogen base-glucose broth  عشاّ 13,4أرة Yeast 

nitrogen base ك٠ ُزش Reagent-grade water 500ؽنش . ، ػوْ ثبُزشؽ٤ؼ ٖٓ َِٓ 

ُؼَٔ اُج٤ئخ . ٖٓ اُغًِٞٞص ٝػوْ ًلا ٓ٘لشد ثبُزشؽ٤ؼ % 40، % 2ًلا ٖٓ اُزش٤ًض٣ٖ 

 Yeast َِٓ ٖٓ ٓؾٍِٞ 25 َِٓ دٝسم ٓؼوْ 250اُٜ٘بئ٤خ، أمق ثطش٣وخ ٓؼؤخ ا٠ُ 

nitrogen base  ، 25 ٖٓ ٟأٝ % 1ٖٓ ٓؾٍِٞ اُغًِٞٞص ُؼَٔ % 40أٝ % 2 َِٓ ٖٓ أ

.  عذ اُللاعٌخ ثغذادح هطٖ ٝخضٜٗب ا٠ُ ٝهذ الاعزؼٔبٍ. رش٤ًضعًِٞٞص ٜٗبئ٠% 20

5 . 2 . 2 . Yeast extract-malt extract-glucose agar عجن رًشٛب .

5 . 2 . 3 . Diamalt agar  عجن رًشٛب .
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انطشيمخ  . 3 . 5

 

 ًٔب عجن  Sample preparation and dfilutionرؾعيش انعيُخ ٔانزخفيف  . 1 . 3 . 5

 

  Enrichmentانزخصيت  . 2 . 3 . 5

 yeast nitrogen base medium containing    َِٓ ؽنش 250ك٠ دٝسم 

1% glucose ٝك٠ آخشyeast nitrogen base medium containing 20% 

glucose   .  ٖاُزخل٤ق أُ٘بعت ٖٓ اُؼ٤٘خٝؽنٖ ػ٠ِ دسعخ 1اؽو ٖٓ َِٓ 

.  عبػخ ػ٠ِ الأه64َاُذه٤وخ ُٔذح /  ُلخ 150 – 120)ؽشاسح اُـشكخ ػ٠ِ ٛضاص 

 

   Isolationانعضل  . 3 . 3 . 5

ارا رٞاعذد خلا٣ب .  عبػبد5 – 4خز اُذٝاسم ٖٓ ػ٠ِ اُٜضاص ٝدػٜب عبً٘خ ُٔذح 

اُخ٤ٔشح عزشعت ٝرجو٠ اُجٌزش٣ب ٝاُلطش٣بد اُخ٤ط٤خ ك٠ أُؼِن ٣ٝطلٞ اُلطش ٝسثٔب 

ثٞاعطخ ُٞة ٖٓ عِي ا٤ٌَُ٘ ًشّٝ خز ُٞة ٖٓ . ٣زؼِن ثغذاس اُذٝسم اُضعبع٠

 Yeastاُشاعت ػ٘ذ عطؼ اُزوبء اُشاعت ٓغ اُغبئَ أػلاٙ ٝاصسع ثبُزخط٤و ػ٠ِ 

extract –malt extract glucose agar . َٔؽنٖ .  أهجبم ٌَُ دٝسم3اعزؼ

٤ُظ . ػ٠ِ ؽشاسح اُـشكخ ثؼ٤ذا ػٖ مٞء اُؾٔظ أُجبؽش ُٔذح ٤ٓٞ٣ٖ ا٠ُ صلاس أ٣بّ

ُِؾقٍٞ ػ٠ِ ٓضسػخ ٗو٤خ اُزوو ٖٓ ٓغزؼٔشاد . ٖٓ اُنشٝسٟ هِت الأهجبم

ٓ٘لقِخ ٝأػذ اُزخط٤و ػ٠ِ أهجبم ٖٓ ٗلظ اُج٤ئخ أٝ ػ٠ِ أهجبم ٖٓ ث٤ئخ 

.Diamalt agar  

 

  Countingانعذ  . 4 . 3 . 5

ارا اكزشك إٔ .ٖٓ اُقؼت اُٞفٍٞ ا٠ُ ػذد ؽو٤و٠ ثؼذ ػ٤ِٔخ اُزخق٤ت ٝاُؼضٍ 

خ٤ِخ ٝاؽذح ك٠ اُؼ٤٘خ الأف٤ِخ عٞف ر٘زظ ٓغزؼٔشح ٝاؽذح أٝ أًضش ػ٠ِ اُطجن ثؼذ 

اُزخق٤ت، ك٤ٌٖٔ إٔ ٣زًش إٔ اُخٔبئش أٝ ٗٞع ٓؼ٤ٖ ٜٓ٘ب، ٣زٞاعذ ػ٘ذ اُؾذ الأد٠ٗ 

.  ٖٓ الأػذاد اػزٔبدا ػ٠ِ اُزخل٤ق الأػ٠ِ أُٞعت
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 Fungi Pathogenic to Humanانفطش انًًشض نلاَغبٌ  . 6

 

  Occurrence and Significanceرٕاعذِ ٔيغضاِ  . 1 . 6

اُؼضٍ اُشٝر٠٘٤ ُِلطش ٖٓ أُغبسٟ أُبئ٤خ أُِٞصخ ٝٓؾطبد ٓؼبُغخ أُخِلبد اُغبئِخ ػبدح 

 Geotrichum. ٣٘زظ أع٘بط ه٤ِِخ ٗٞػب ٓب ٓٔشمخ ُلاٗغبٕ ٝؿ٤شٙ ٖٓ اُؾ٤ٞاٗبد اُشاه٤خ

candidum ٝعذ أٗٚ ٓشرجو ثؾبلاد ٓشم٤خ ك٠ اُٞلا٣بد أُزؾذح ٝػضٍ ػب٤ُٔب   .

Exopphiala mansonii ػبدح ك٠ أُ٘بهن الاعزٞائ٤خ   ٛٞ أؽذ ٓغججبد 

Chromomycosis  .

 Pulmonary aspergillosis.  أُغجت ُؾبُخ  Aspergillus fumigatusًزُي 

Pseudallescheria boydii أُغجت ُؾبُخ Eumycotic mycetomas  .  الافبثخ

رؾذس ٖٓ عشػ رِٞس ثبعزخذاّ ٓٞاد ِٓٞصخ أٝ اعز٘ؾبم ٓٞاد ِٓٞصخ ٓضَ أُٞاد أُز٘بئشح 

.  ك٠ ٓؾطبد اُقشف اُقؾ٠ أٝ اُٜٞاء أُِٞس (اُشرار)

 ٝعٞدٙ ك٠ ٓغشٟ ٓبئ٠ سثٔب ٣ٔضَ اٗغ٤بة ٖٓ  Scedosporium apiospermumاُلطش 

 ٗبدسا ٓب رْ ػضُٜب ثبػذاد ثغ٤طٚ ٖٓ  Zoopathogenic  ٝكطش٣بد أخشٟ . اُزشثٚ

  Candida albicansٝخ٤ٔشح . أُغبسٟ أُبئ٤خ عٞاء ًبٗذ ِٓٞصخ أٝ ؿ٤ش ِٓٞصخ

اعزخِقذ ثبػذاد ٓخزِلخ ٓؾطبد ٓؼبعخ أُخِلبد اُغبئِخ ، أُغبسٟ أُبئ٤خ اُز٠ رغزوجَ 

ك٠ الاٗغبٕ ٛزا اُلطش ػبدح ٣ٌٕٞ ٓؼب٣ؼ أٝ سك٤ن، ٓضَ . ٓخِلبد ًٝزُي ٖٓ ٤ٓبٙ اُز٘ضٙ

Geotrichum candidum  اُجبُـ٤ٖ % 80 ٣ٝزٞاعذ ٓغ اُؼبئَ ك٠ ر٘بعن؛ ؽز٠ ٖٓ

% 35 ػ٘ذ ٓغزٟٞ ٓؾغٞط ك٠ اُجشاص، ث٤٘ٔب  Candida albicansالافؾبء ٣زٞاعذ ُذ٣ْٜ 

عضء ًج٤ش عذا ٖٓ . ؽب٠ِٓ ُزِي اُخ٤ٔشح ك٠ رغ٣ٞق اُلْ ٝرُي ك٠ ؿ٤بة أٟ ؽبُخ ٓشم٤خ

رٞاعذ اٌُبٗذ٣ذا . الاٗبس ُذ٣ْٜ ٛزٙ اُخ٤ٔشح ك٠ اُغٜبص اُز٘بع٠ِ ثذسعبد ٓزلبٝرٚ ٖٓ اٌُضبكخ

اُج٤ٌ٘ظ ك٠ أُخِلبد اُغبئِخ اُـ٤ش ٓؼبُغخ، ٗٞارظ ٓؾطبد ٓؼبُغخ أُخِلبد اُغبئِخ، أٝ 

ٝػضُذ ٖٓ ٛزٙ اُج٤ئبد ػ٠ِ اُج٤ئبد اُشٝر٤٘٤خ أُنبف ُٜب . ا٤ُٔبٙ أُِٞصخ ٤ُظ ٖٓ أُذٛؼ

أُنبداد اُؾ٣ٞ٤خ ٝأُٞاد اُز٠ رون٠ ػ٠ِ اُجٌزش٣ب ٌُٖٝ ٤ُظ ػ٠ِ اُج٤ئبد اُز٠ رًشد ك٠ 

ٝػضُذ ٖٓ اُج٤ئخ اُجؾش٣خ . هش٣وخ اُطجبم أُقجٞثخ أٝ أُزًٞسح رؾذ ػ٘ٞإ هشم ُِخ٤ٔشح

ػ٠ِ ث٤ئخ  

.Maltose-yeast nitrogen base-chloramphenicol-cycloheximide   
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           Candida albicansرصُيف  . 2 . 6

 ر٘ٔٞ ػ٠ِ أؿؾ٤خ اُزشؽ٤ؼ اُغٞداء  ٣Pinkٌٖٔ رق٤٘لٜب مٖٔ اُخٔبئش اُج٤نبء ٝاُوشٗل٤ِخ 

-٤ٓMaltose-yeast nitrogen baseٌشٕٝ ػ٠ِ ث٤ئخ . ,8راد اُضوٞة هطش 

chloramphenicol-. cyclohexamide .  ٖع٤شّ . ,5ٖٓ ًَ ٓغزؼٔشحٕ اؽو ٖٓ َِٓ

 عبػبد، اٗوَ ٗوطخ أٝ اص٤ٖ٘ ا٠ُ 3 – 2 ٓئ٣ٞخ ُٔذح 37اُؼغَ أٝ الاٗغبٕ، ؽنٖ ػ٘ذ 

ٖٓ .   ٖٓ ٓؼظْ اُخلا٣ب germ tubesؽش٣ؾخ، اخزجش ٤ٌٓشٝعٌٞث٤ب لاٗزبط اٗبث٤ت عشص٤ٓٞخ 

 كوو ٠ٛ اُز٠ ر٘زظ ا٤ُٜلبد اُوق٤شح ٖٓ اُخ٠٤ِ  Candida albicansاُخٔبئش اُج٤نبء، 

.    عبػبد ٖٓ اُزؾن3ٖ٤ – 2الأة خلاٍ 
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7.1.3 
IDENTIFICATION AND ENUMERATION METHODS  
The membrane filtration (MF) and most probable number (MPN) methods are used for 

the presumptive identification, confirmation, and enumeration of indicator bacteria. For 

general use, the MF method is preferable to the MPN method. The MPN method is 

preferred if toxic substances are present in the sample or if, after filtration, a residue 

heavy enough to block the micropores of the membrane filter is visible. The MPN 

method is described in Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 

18th edition (American Public Health Association and others, 1992, p. 9-45 to 9-53) and 

in Britton and Greeson (1989). Procedures for analyzing water samples by use of MF 

methods are described below.  

Indicator bacteria for presumptive identification and enumeration are cultured on 

selective media after filtration of several different sample volumes onto gridded 

membrane filters. Detailed confirmation, identification, and enumeration of these bacteria 

require additional culturing and biochemical testing, the details of which are beyond the 

scope of this manual. However, additional confirmation procedures are needed under 

certain circumstances, such as use of the data in support of environmental regulation and 

enforcement.  

The fecal indicator bacteria are operationally defined by the method employed for 

identification and enumeration, as follows:  

 The total coliform bacteria are defined as the organisms that produce red 

colonies with a golden-green metallic sheen within 24 ± 2 hours when 

incubated at 35.0 ± 0.5°C on m-Endo medium.  

 The fecal coliform bacteria are defined as the organisms that produce blue 

colonies in whole or part within 24 ± 2 hours when incubated at 44.5 ± 0.2°C 

on m-FC medium.  

 E. coli are defined as the organisms that produce yellow or yellow-brown 

colonies that remain so when placed on a filter pad saturated with urea 

substrate broth for 15 minutes after rescusitation at 35.0 ± 0.5°C for 2 hours 

and incubation for 22 to 24 hours at 44.5 ± 0.2°C on m-TEC medium.  

 E. coli are defined as the organisms that produce a blue fluorescent margin 

around a darker colony center within 4 hours when incubated at 35 ± 0.5°C 

on NA-MUG medium after primary culturing as total coliform bacteria on 

http://water.usgs.gov/owq/FieldManual/Chapter7-Archive/Chapter7.1/Ch7_1.3.pdf
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m-Endo medium.  

 The fecal streptococci are defined as the organisms that produce red or pink 

colonies within 48 ± 2 hours when incubated at 35.0 ± 0.5°C on KF medium.  

 Enterococci are defined as the organisms that produce pink to red colonies 

with a black or reddish-brown precipitate after primary culture for 48 to 50 

hours at 41.0 ± 0.5°C on m-E medium followed by incubation for 20 minutes 

at 41.0°C on EIA medium.  
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Analytical Methods 

mTEC agar method for Escherichia coli: U.S. 
Environmental Protection Agency Method 1103.1.  
Updated October 2007 

The mTEC agar method is a two-step membrane-filtration 
method for detection of Escherichia coli (E. coli). This method 
can be done in the field or laboratory. 

THEORY:  
mTEC agar plates are incubated at 35°C for 2 hours followed by 

incubation at 44.5°C for 22-24 hours.  The mTEC agar contains 
selective and differential agents.  Sodium lauryl sulfate and 
sodium desoxycholate inhibit Gram + cocci and endospore-
forming bacteria.  Brom-cresol purple and brom-phenol red 
inhibit nontarget bacteria and cause a color change from purple 
to yellow when lactose is utilized.  Lactose is utilized on mTEC 
by E. coli and other thermotolerant coliforms. 

The mTEC method includes a second step—transfer of the membrane to another 

substrate for identification of E. coli.  After incubation, filter membranes 

containing yellow colonies are transferred to pads saturated with urea-phenol 

solution.  After 15-20 minutes of incubation on the urea substrate, colonies that 

are not E. coli turn from yellow to purple.  This color change is caused by the 

breakdown of urea by the enzyme urease and a subsequent increase in pH.  E. 

coli is urease negative, and colonies of E. coli remain yellow, yellow-brown, or 

yellow-green. 

USE:   

The mTEC method is recommended for use in monitoring fresh, 
estuarine, and marine surface waters.  It was specifically 
developed to be used as a measure of recreational water 

quality. 

MEDIA: 
The mTEC medium is available commercially in the dehydrated 
form from Hardy Diagnostics (800/266-2222, Cat C7741 (500 
g)).  To prepare urea-phenol substrate, ingredients can be 
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purchased from Fisher Scientific (800/766-7000): phenol red 

(Cat AC41724-0050 (5 g)) and urea (Cat U15-500 (500 g)). 
(See preparation instructions (Appendix F)). 

Pre-poured plates can be purchased in lots of 20 plates from Fisher Scientific 

(Cat BD215126) or VWR by special order.  Other quantities and plate sizes are 

available from these manufacturers by special order.   

Use phosphate buffered dilution water and 0.45 mm membrane 
filters.  Buffer can be purchased from Hardy Diagnostics (Cat 
D699 (99mL) or Cat U193 (500mL)). (See buffer preparation 

(Appendix M)). 

REFERENCES:   

U.S. Environmental Protection Agency, 2000, Improved 
enumeration methods for the recreational water quality 
indicators: Enterococci and Escherichia coli: Washington, D.C., 
EPA 821-R-97-004, 53 p. 

U.S. Environmental Protection Agency, 2006, Method 1103.1—E. coli in water 

by  membrane filtration using membrane-thermotolerant Escherichia coli agar 

(mTEC): Washington, D.C., EPA 821-R-06-010, 45 p. 

NWIS PARAMETER CODES: 

31633 E. coli on mTEC agar, colonies per 100 mL 
 

http://oh.water.usgs.gov/micro2/qa_qc/Appendix%20F%20-%20mTEC.pdf
http://oh.water.usgs.gov/micro2/qa_qc/Appendix%20M%20-%20Buffer.pdf
http://oh.water.usgs.gov/micro2/qa_qc/Appendix%20M%20-%20Buffer.pdf
http://oh.water.usgs.gov/micro2/qa_qc/Appendix%20M%20-%20Buffer.pdf
http://www.epa.gov/nerlcwww/online.htm
http://www.epa.gov/nerlcwww/online.htm
http://www.epa.gov/nerlcwww/online.htm
http://www.epa.gov/nerlcwww/online.htm
http://www.epa.gov/waterscience/methods/method/biological/
http://www.epa.gov/waterscience/methods/method/biological/
http://www.epa.gov/waterscience/methods/method/biological/
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MI Agar - a New 

Chromogenic/Fluorogenic Medium 
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MI Agar - a New Chromogenic/Fluorogenic Medium 
from BD 

 
BD MI Agar 

BD Diagnostic Systems, Sparks, 
MD, has announced the release 
of BD MI Agar, a new 
chromogenic/fluorogenic medium 
formulated to simultaneously 
detect total coliforms and 
Escherichia coli in drinking water 

by membrane filtration.  
 
BD MI Agar conforms to the 
USEPA 1604 approved procedure 
for monitoring drinking water 
under the Total Coliform Rule and 
source water under the Surface 
Water Treatment Rule. A 
significant enhancement to the 
membrane filtration (MF) test 
method, MI Agar increases the 

analytical quality, while reducing 
analysis time when compared to 
conventional techniques. 

Final results are available in 24 hours or less. 
 

The benefit for testing facilities is a more efficient, cost-
effective, sensitive and specific tool for the detection of 
total coliforms and E. coli in drinking water. BD MI Agar 

offers precise, quantifiable results as compared to the most 
probable numbers method which provides only a statistical 
estimate that is more costly and time consuming. 
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While BD MI Agar is approved for use by certified drinking 
water laboratories for microbial analysis of potable water, 
it's also ideal for a wider range of applications. 
 
BD MI Agar can be used to test recreational, surface or 
marine water, bottled water, groundwater, well water, 
treatment plant effluents, water from drinking water 
distribution lines, drinking water source water and possibly 
foods.1 
 

MI Agar was developed by the USEPA for testing drinking 
water as an enhancement to the MF technique. As a single-
step MF technique, MI Agar can be used to simultaneously 
detect and enumerate both total coliforms and E. coli in 
water samples in 24 hours or less on the basis of their 
specific enzyme activities.MI Agar detects the presence of 
the bacterial enzymes ß- galactosidase and ß-
glucuronidase produced by total coliforms and E. coli, 
respectively. 
 

Typically found in fecally polluted water, coliform bacteria 
are species that inhabit the intestines of warm-blooded 
animals or occur naturally in soil, vegetation and water. 
They are often associated with disease outbreaks. Although 
these bacteria are not usually pathogenic themselves, their 
presence in drinking water indicates the possible presence 
of other pathogens. E. coli is one species in this group of 
coliform bacteria. Since it is always found in feces, it is a 
more direct indicator of fecal contamination and the 
possible presence of enteric pathogens. 
 

For more information on BD MI Agar, please call 1-800-
638-8663 in the US, or to send a request for more details 
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1. U.S. Environmental Protection Agency. 2002. Method 
1604: Total coliforms and Escherichia coli in water by 
membrane filtration using a simultaneous detection 
technique (MI medium), September 2002, Publication EPA-
821-R-02-024, USEPA Office of Water (4203T), 
Washington, DC 
 
BD is a trademark of Becton, Dickinson and Company. 
©2002 BD December 2002  
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MI Medium - U.S. EPA Method 1604 

Science 

Method 1604 (EPA 821-R-02-024) is a sensitive and 

differential membrane filter (MF) method that uses MI agar 

or MI broth for the simultaneous detection of both total 

coliforms (TC) and Escherichia coli (E. coli) in water 

samples in 24 hours or less. Identification of the two groups 

of bacteria is based on their specific enzyme activities. Two 

enzyme substrates are included in the medium to detect the 

enzymes that are produced by TC and E. coli. 

Total coliforms include species that may inhabit the 

intestines of warm-blooded animals or occur naturally in 

soil, vegetation, and water. They usually are found in fecally-polluted water and often are 

associated with disease outbreaks. Although they usually are not pathogenic themselves, 

their presence in drinking water indicates the possible presence of pathogens. E. coli, one 

species of the coliform group, is always found in feces and is, therefore, a more direct 

indicator of fecal contamination and the possible presence of enteric pathogens. In addition, 

some strains of E. coli are pathogenic. 

Applications 

Method 1604 has been approved for use in monitoring drinking water, source water, and 

ambient water (including fresh recreational water). It also has been proposed for use with 

ground water, and may be useful for analyzing other types of samples, such as treatment 

plant effluents, foods, pharmaceuticals, and clinical specimens (human or veterinary). The 

method is sensitive, selective, and specific with low false-positive and false-negative rates. 

Use of this method simplifies compliance monitoring of drinking water by eliminating the 

additional time, labor, and expense of repeat or serial analyses that can delay the detection 

of contaminated water. The method can be found on the EPA NERL-Cincinnati 

Microbiology Home Page at www.epa.gov/microbes/ (click on "Method 1604" under "E. 

coli" or "Total Coliforms"). 

Current Licensees 

http://www.epa.gov/microbes/
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Becton, Dickinson and Company 

Whatman Inc.  

EPA Contact Information 

Kristen P. Brenner, Ph.D. 

U.S. EPA 

26 W. M.L. King Drive - ML 314 

Cincinnati, OH 45268 

Phone: (513) 569-7317 

Fax: (513) 569-7170 

E-mail: brenner.kristen@epa.gov  
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ANNEX  3 

 

CHROMOCULT FOR COLIFORMS 

ENZYMATIC METHODS 

RAPID METHODS 
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Chromocult® Coliform Agar 

 

 Cat. No. 1.10426.0100/500 
(100 g, 500 g) 

Selective agar for the simultaneous detection of total coliforms and E. coli in drinking water and processed 
food samples. 

 
 
The approval by US-EPA is pending. 
 

Mode of Action Quality Control 

Typical Composition (g/litre) Additives/Reagents 

Preparation Picture/Image 

Experimental Procedure and Evaluation Literature 

 

ChemDAT® 

 

Mode of Action 
In the first instance, the interaction of selected peptones, pyruvate, 
sorbitol and phosphate buffer guarantees rapid colony growth, even 
for sublethally injured coliforms. The growth of Gram-positive bacteria 
as well as some Gram-negative bacteria is largely inhibited by the 
content of Tergitol® 7 which has no negative effect on the growth of 
the coliform bacteria.  
For the second stage, Merck has developed a new combination of 
two chromogenic substrates which allow for the simultaneous 
detection of total coliforms and E. coli. 
 
 
Coliform identification 
The characteristic enzyme for coliforms, ÃŸ-D-galactosidase cleaves 
the Salmon-GAL substrate and causes a salmon to red colour of the 
coliform colonies.  
 
 
E. coli identification 
The substrate X-glucuronide is used for the identification of ÃŸ-D-
glucuronidase, which is characteristic for E. coli 
E. coli cleaves both Salmon-GAL and X-glucuronide, so that positive 

http://www.chromocult.info/tedisdata/prods/4968-1_10426_0100_0500.html#action
http://www.chromocult.info/tedisdata/prods/4968-1_10426_0100_0500.html#quality
http://www.chromocult.info/tedisdata/prods/4968-1_10426_0100_0500.html#composition
http://www.chromocult.info/tedisdata/prods/4968-1_10426_0100_0500.html#additives
http://www.chromocult.info/tedisdata/prods/4968-1_10426_0100_0500.html#preparation
http://www.chromocult.info/tedisdata/prods/4968-1_10426_0100_0500.html#picture
http://www.chromocult.info/tedisdata/prods/4968-1_10426_0100_0500.html#procedure
http://www.chromocult.info/tedisdata/prods/4968-1_10426_0100_0500.html#literature
javascript:translate('http://chemdat.merck.de/cat/web2.art_direct?text=110426&screen=110&lang=4');
javascript:translate('http://chemdat.merck.de/cat/web2.art_direct?text=110426&screen=110&lang=4');
javascript:translate('http://chemdat.merck.de/cat/web2.art_direct?text=110426&screen=110&lang=4');
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colonies take on a dark-blue to violet colour. These are easily 
distinguished from other coliform colonies which have a salmon to red 
colour. As part of an additional confirmation of E. coli, the inclusion of 
tryptophane improves the indole reaction, thereby increasing 
detection reliability when it is used in combination with the Salmon-
GAL and X-glucuronide reaction. 
 
 
Typical Composition (g/litre) 
Peptones 3.0; sodium chloride 5.0; sodium dihydrogen phosphate 
2.2; di-sodium hydrogen phosphate 2.7; sodium pyruvate 1.0; 
tryptophane 1.0; agar-agar 10.0; Sorbitol 1.0; Tergitol® 7 0.15; 
chromogenic mixture 0.4. 
 
 
Preparation 
Suspend 26.5 g in 1 litre of demin. water by heating in a boiling water 
bath or in free flowing steam. Stir the content to assist dissolution 
(approx. 35 mn). Some turbidity may occur, but this does not effect 
the performance! 
 
  Do not autoclave! Do not overheat! 
pH: 6.8 Â± 0.2 at 25 Â°C. 
Note: After autoclaving add E. coli / Coliform Supplement to the 
medium cooled to 45-50 Â°C if the sample material contains high 
gram-positive bacteria resp. Pseudomonas and Aeromonas spp. 
The plates are opalescent to turbid and yellowish. Store in a 
refrigerator and protect from light. To prevent plates from drying, seal 
in plastic pouches or bags. 
Shelf-life under these conditions:  6 months. 
 
 
Experimental Procedure and Evaluation 
Inoculate the medium by the pour plate method or by spreading the 
sample material on the surface of the plates. In addition the 
membrane-filter-technique can also be used. 
Incubation: 24 hours at 35-37 Â°C. 
 



 

17 

 

 
E. coli: dark-blue to violet colonies (Salmon-GAL and X-glucuronide 
reaction). 
Total coliforms: salmon to red colonies (Salmon-GAL reaction) and 
dark-blue to violet colonies (E. coli).  
Other Gram-negatives: colourless colonies, except for some 
organisms which possess ÃŸ-D-glucuronidase activity. These 
colonies appear light-blue to turquoise.  
In order to confirm E. coli, coat the dark-blue to violet colonies with a 
drop of KOVACS' indole reagent. If the reagent turns to a cherry-red 
colour after some seconds, a positive indole formation confirms the 
presence of E. coli.  
 
Membrane-filter method: 
The simultaneous detection of total coliforms and E. coli using 
Chromocult® Coliform Agar (CCA) relies on the production of specific 
colony colours. OSSMER et. al (1999) reported on the effect of the 
type and brand of membrane filters on the growth and colour 
formation of coliforms and E. coli on CCA. The best performance was 
obtained when using filters of cellulose-mixed-ester material, s. a. 
Gelman GN6 or Schleicher and SchÃ¼ll ME25. For the validation of 
membrane filters it is advised to use one of these filters as reference.  
 

Quality control 

Test strains Growth Colony colour Salmon-GAL X-Glucuronide Indole 
Escherichia coli ATCC 11775 good/very 

good 
dark-blue to 
violet 

+ + + 

Citrobacter freundii ATCC 8090 good/very 
good 

salmon to red + - - 

Escherichia coli DSM 502 good/very 
good 

blue to violet + - + 

Salmonella enteritidis ATCC 
13076 

fair/very good colourless - - - 

Enterococcus faecalis ATCC 
19433 

none     

 

Additives 

 
Merck Cat.No.  

Product  Pack Size  

1.00898.0001  E. Coli/Coliform Selective-Supplement  16 vials  

1.09293.0100  KOVACS Indole Reagent  100 ml  

1.10156.0001  Chromoplate® Coliform Agar  20 plates  

1.11350.0001  Bactident® Indole (dropper bottle)  1 x 30 ml  

SchÃ¼ll 406870  Cellulose-mixed-ester-ME 25/21   

Gelman 66278  Cellulose-mixed-ester-GNG membrane filters     
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E.coli, Citrobacter freunii, Salmonella enteritidis 
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Methods for detecting pathogenic viruses and bacteria 
from water samples  

 

Viruses  

Concentration of viruses is an important facet of their detection and 
identification. The most common method involves passing very large 
volumes of water through filters that are electronegative or 
electropositive in nature. The virus particles are adsorbed to the 
surface of the filter by electrostatic charges and are then eluted by 
passing smaller volumes of a protein-containing liquid (e.g. beef 
extract).  

 

Detection is often achieved through a tissue culture of the viruses in 
human or primate tissue samples. More recently, 
immunofluorescence (antibodies linked with fluorescent dyes such as 
FITC - see Biology 446, Chapter on Methodology) , enzyme-linked 
immunosorbent assays (ELISA both direct and indirect), nucleic acid 
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probes, the Polymerase Chain Reaction (PCR) and 
radioimmunofocus assays (RIFA) have become more common.  

Bacteria  

The most common indicator of potential pathogen contamination is 
still the coliform test in its various guises. The Total coliform test has 
many forms; the most common so far has been the membrane filter 
method in which a known volume of water is filtered through a 0.45 
&muM or 0.22 &muM filter and the filter incubated on M-endo or LES-
Endo agar. Red colonies with a metallic sheen are considered 
coliforms. A slower method, the Most Probable Number method is 
also used and involves serial decimal dilution of the water sample 
followed by adding 5 aliquots of the dilutions to 5 tubes of nutrient 
media. If the dilutions are chosen correctly, some of the serial 
decimal dilutions will have some tubes with growth and some without. 
A statistical procedure based on these sets gives the number of 
bacteria in the original sample. This test is sometimes referred to as 
"dilution to extinction" - an unfortunate phrase !  

More recently, with changes in many countries drinking water 
regulations with regard to coliforms, no coliforms at all are allowed in 
100 mL of sample. This permits a simple presence/absence test to be 
used where 100 mL of sample is placed in nutrient medium at 
suitable concentrations and incubated; any growth means the water 
has coliforms and so fails the regulations.  

A remaining problem is the time taken to assay for coliform number or 
presence/absence; up to 3 days is required for some of the tests. The 
quickest tests (P/A and membrane filter) take 24 hours. Very often, 
quicker results reporting is essential or desirable. Rapid detection 
tests have been developed for these situations. They vary in their 
acceptance by the regulatory bodies, but at least one (Defined 
Substrate Systems) has achieved broad use and regulatory standing. 
In this test (various commercial versions are available), the water 
sample is filtered through 0.45 &muM membrane filters, removed and 
and incubated at 35C on a medium containing 4-methylumbelliferone-
beta-D-galactoside. If coliforms are present, they break the bond 
between the methylumbelliferone and the galactoside, releasing the 
fluorescent umbelliferone derivative. The degree of fluorescence is 
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measured with a fluorimeter and shows the degree of contamination 
by coliforms.  

  

 

A variant of this test (the Colilert method) uses ortho-nitrophenyl-
beta-D-galactosidase (ONPG) and 4-methyl umbelliferyl-beta-D-
glucuronide (MUG) for detecting total coliforms and Escherichia coli 
in a single solution. The coliforms break down ONPG with their beta-
galactosidase enzymes releasing the yellow coloured indicator 
portion of the molecule. If E. coli is also present, the enzyme 
glucuronidase hydrolyzes the MUG to glucuronide and the indicator 
portion 4-methyl-umbelliferone that fluoresces under ultraviolet light. 
This permits separate and independent estimates of total coliform 
and E. coli counts in the same sample. Levels as low as 1 CFU/100 
mL have been reliably detected with this method. This test can also 
be used with the MPN or P/A tests to improve resolution and 
sensitivity.  

  

For a complete assessment of the coliform bacteria 
and methodologies to determine their numbers, etc. 
see the Canadian Water Quality Guidelines article. 

Gene probe and PCR technology  could also be used to produce 
more sensitive and specific test for coliforms or E. coli (from Kimball's 
Biology Pages)  

http://bordeaux.uwaterloo.ca/biology447/New_Pages_2000/WaterRegulations_CompoundFiles/bacterio.pdf
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/P/PCR.html
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Animations from 
http://www.iupui.edu/%7Ewellsctr/MMIA/htm/animations.htm 
(Click on PCR in side menu) - From "Molecular Medicine in Action"  
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Rapid Detection Kits For Coliform/E.coli 
 
The IDEXX Colilert: Coliform/E.coli test kit simultaneously detects 
and confirms coliforms and E.coli in water samples in 24 hours or 
less. Simply add the Colilert reagent to the sample to incubate for 
24 hours, and read results. Colilert is easy to read, as positive 
coliform samples turn yellow, and when E.coli is present, samples 
fluoresce under UV light. Colilert is easy to use, involving less than 
one minute hands-on time. Colilert is used by over 90% of state labs 
in the United States and it is the only USEPA-approved, 24-hour 
test for drinking and source waters. 
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Rapid Assessment Methodology for the Detection of Microbiological 

Indicators. 

To assess beach water quality, the Department of Environmental 

Services (NHDES) monitors fecal indicator bacteria levels at coastal 

beaches on a routine basis. 

Unfortunately, sample analysis can take anywhere from 24 to 48 hours. 

Because it takes at least 24 hours to receive results, beach managers and 

the public are not informed of water quality problems until after the public 

may have been exposed. This is an issue facing beach officials throughout 

the world, and is a top priority of the US Environmental Protection Agency 

(EPA). The EPA, universities and private entities are researching rapid 

assessment methods to enumerate bacteria and viruses. These methods will 

allow beach officials to post advisories on the same day water quality is 

impaired, thus, better protecting public health. There are three different rapid 

assessment method technologies available: Molecular surface recognition, 

nucleic acid detection and enzyme/substrate based methods. All rapid 

assessment methods will take less than two hours to obtain results. 

Molecular surface recognition methods capture and/or label the target 

bacterium by binding to molecular structures on the exterior surface or in its 

genetic material. Analyses of coastal beach water samples currently employ 

culture-based methods for the detection of Enterococci bacteria, an indicator 

for fecal pollution in marine water. The quickest culture-based method takes 
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up to 24 hours to provide results. Now, a new method is being developed to 

enumerate Enterococci. This new method uses Transcription-Mediated 

Amplification (TMA) with a fluorescently-labeled probe to amplify a 

specific region of Enterococci ribosomal RNA (rRNA). 

The TMA rapid assessment method is currently being tested in Southern 

California. Development of methods is moving quickly and will likely come 

to execution within five years. One reason why the new technology is not 

currently being used is that it is more expensive. Once this procedure is 

widely and routinely used, the expenses will lower. 

This rapid assessment method is very beneficial because it will allow beach 

managers to take action towards protecting the public from exposure to 

waterborne pathogens on the same day that the water is sampled. 

Another rapid assessment method that is being developed for the detection 

of fecal indicators is called Quantitative Polymerase Chain Reaction 

(QPCR). QPCR is a nucleic acid detection method that targets genetic 

material of bacteria, viruses or protozoan indicators. QPCR is being used to 

test for both E. coli and Enterococci. Results while using this method can be 

obtained on an average of two hours after sampled. These collections have 

demonstrated 85-90 percent agreement with existing routine methods. This 

method can be used to detect other water quality indicators such as 

Bacteroides thetaiotamicron and human enterovirus. Studies indicate that 

ratios of B. thetaiotamicron may provide useful information as to the source 

of fecal contamination in samples collected. 

The final rapid assessment technology methods available are the 

enzyme/substrate based methods. These methods pair chromogenic or 

fluorogenic substrate methods already widely used with advanced optical or 

electrical detectors. These methods are directed at reducing the incubation 

periods of current membrane filtration methods. Some of these methods 

measure excitation and absorbance of the fluorescent metabolite of 

Enterococci 

using a fluorometer which will speed up the rate of detection. A popular type 

of  enzyme/substrate method is called the Dual-Wavelength Fluorimetry 

(DWF).    These rapid assessments methods are currently being tested for its 

accuracy, sensitivity and efficiency. Research indicates that these new 

methods will be made available within the next five years. Once these 

technologies are made available and laboratories adopt the methods, beach 

management will be able to better protect public health. With assistance 

from EPA Beach Grants, New Hampshire is hoping to employ these 

methods once they become available. 
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BIORAD DETECTION METHOD  

FOR E. COLI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

30 

 

 



 

31 

 

 

 

Bio-Rad Laboratories, S.A. 

Email: mailto:Frederic_Martinez@bio-

rad.com?Subject=Bio-Rad’s RAPID’E.coli 2™ Agar 
Granted Performance Tested Method Status by AOAC RI 

[Ref: rapidmicrobiology news - 1027h13] 

Tel : +[33] 1 47 95 60 00 

Fax: +[33] 1 47 41 91 33 

 
 

 

 

Bio-Rad’s RAPID’E.coli 2™ Agar Granted Performance 
Tested Method Status by AOAC RI 

 

RAPID’E.coli 2 agar, manufactured by Bio-Rad Laboratories, 
was granted Performance Tested Method status by the 
AOAC Research Institute (certificate # 050601). 
 
RAPID’E.coli 2 is a chromogenic medium for detection and 
enumeration of E. coli and other coliform bacteria in food in 

24 hours. It is a rapid method producing accurate and 
easy-to-read results. Current methods for enumeration of 
E. coli and coliform bacteria can be costly and laborious. 
 
The use of chromogenic substrates in media has lead to 
development of faster and easier methods for detection, 
differentiation and enumeration of target bacteria.  

RAPID’E.coli 2 is validated for enumeration of E. coli and 
other coliform bacteria in raw ground beef, raw boneless 

pork, fermented sausage, processed ham, processed turkey, 
frozen turkey breast, raw ground chicken, cottage cheese, 
processed ricotta cheese, unpasteurized raw milk, and dry 
infant formula. It is validated at two incubation 
temperatures, 37°C and 44°C (cottage cheese and 
processed ricotta cheese are only validated at 37°C only). 

http://www.rapidmicrobiology.com/Companies/1027.php
mailto:Frederic_Martinez@bio-rad.com?Subject=Bio-Rad�s%20RAPID�E.coli%202�%20Agar%20Granted%20Performance%20Tested%20Method%20Status%20by%20AOAC%20RI%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%201027h13]
mailto:Frederic_Martinez@bio-rad.com?Subject=Bio-Rad�s%20RAPID�E.coli%202�%20Agar%20Granted%20Performance%20Tested%20Method%20Status%20by%20AOAC%20RI%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%201027h13]
mailto:Frederic_Martinez@bio-rad.com?Subject=Bio-Rad�s%20RAPID�E.coli%202�%20Agar%20Granted%20Performance%20Tested%20Method%20Status%20by%20AOAC%20RI%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%201027h13]
mailto:Frederic_Martinez@bio-rad.com?Subject=Bio-Rad�s%20RAPID�E.coli%202�%20Agar%20Granted%20Performance%20Tested%20Method%20Status%20by%20AOAC%20RI%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%201027h13]
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The principle of RAPID’E.coli 2 medium relies on 
simultaneous detection of two enzymatic activities, Beta-D-
Glucuronidase (GLUC) and Beta-DGalactosidase (GAL). The 
medium contains two chromogenic substrates. One 
substrate is specific to GAL and results in blue green 
coloration of colonies positive for this enzyme and one 
substrate is specific to GLUC and results in violet coloration 
of colonies positive for this enzyme. 
 

Coliforms, other than E. coli, (GAL+/GLUC-) form blue to 
green colonies while, specifically, E. coli (GAL+/GLUC+) 
form violet colonies. A count of total coliforms can be 
obtained by adding the number of blue colonies and the 
number of violet colonies. Differentiation of coliforms and 
specifically E. coli is carried out by observing a simple color 
change reaction. Observation of gas bubbles for 
differentiation is not necessary. 
 
RAPID’E.coli 2 is available in two formats, dehydrated media 
(Item # 356- 4024) or ready-to-use bottled media (Item # 
355-5299). 
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ANNEX  5  

 

 

LOW COST BACTERIA MONITORING 

 

COLISCAN EASYGEL 
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During 2004 and 2005, volunteers in Indiana and Iowa were trained to assess 

E. coli using both field/home lab test methods and to collect samples that 

were analyzed in a state certified laboratory in Iowa. Six E. coli tests were 

assessed by these volunteer monitors. Following that sampling season, two 

test methods were recommended for use in all 6 participating states based on 

volunteer preference surveys, costs of the methods, and comparability of 

results between the methods and laboratory methods. In 2005 volunteers in 

MI, MN, OH, and WI initiated use of 3M Petrifilm and Coliscan Easgygel. 

Volunteers in all 6 participating states continue to test these two methods in 

2006.  

A brief description of each of the 6 test methods follows, with links to the 

distributors' websites and to the National Environmental Methods Index, so 

that users can find more detailed information about each method. 

Coliscan Easygel (not incubated) 

This test method, distributed by Micrology Laboratories, was assessed by 

volunteers in Indiana and Iowa. To use the kit for analysis, a small amount 

(0.5-5 mL) of water sample is poured into a bottle of Coliscan Easygel and 

mixed by swirling the bottle. The mixture is then poured into a labeled Petri 

dish/plate, covered, and swirled to uniformly distribute the sample. After 

sitting undisturbed for approximately 45 minutes, the Petri dishes are 

inverted. The dishes are then left at room temperature for 48 hours, at which 

time, purple/blue colonies (the E. coli colonies) on the plates are counted. E. 

coli numbers are represented in colony forming units (CFU) / 100 ml of 

water. For more information about this method visit the National 

Environmental Methods Index.  

Coliscan Easygel (incubated) 

This test method, distributed by Micrology Laboratories, is being assessed in 

all participating states. To use the kit for analysis, a small amount (0.5-5 mL) 

of water sample is poured into a bottle of Coliscan Easygel and mixed by 

swirling the bottle. Then, the mixture is poured into a labeled petri dish, 

covered, and swirled to uniformly distribute the sample. After sitting 

undisturbed for approximately 45 minutes, the Petri dishes are inverted and 

incubated at 35 degrees C for 48 hours. Then, like with the non-incubated 

Easygel method, purple/blue colonies (the E. coli colonies) on the plates are 

counted. E. coli numbers are represented in colony forming units (CFU) / 100 

http://www.micrologylabs.com/Home/Our_Methods
http://www.micrologylabs.com/
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5579
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5579
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5579
http://www.micrologylabs.com/Home/Our_Methods
http://www.micrologylabs.com/
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ml of water. For more information about this method visit the National 

Environmental Methods Index.  

3M Petrifilm  

This test method, distributed by 3M, is being assessed in all participating 

states. To use the kit for analysis, 1 mL of water sample is added to a 

Petrifilm petri plate. The petri plate is then incubated at 35 degrees C for 24 

and 48 hours. Blue colonies are counted after both 24 and 48 hours to see 

how consistent the numbers are between incubation periods. E. coli numbers 

are represented in colony forming units (CFU) / 100 ml of water. This 

method is not included on the National Environmental Methods Index. 

Coliscan MF Method  

This test method was assessed only by volunteers in Indiana. Like the 

Easygel method, this method is distributed by Micrology Laboratories. To 

analyze for E. coli with this kit, a diluted sample of of water sample is poured 

through a filter. An agar-based medium is then added to a petri plate and the 

filter is placed on the plate. The petri plate is then covered and incubated at 

35 degrees C for 24 hours. Blue/purple coloines are then counted and their 

presence indicates the presence of E. coli. E. coli numbers are represented in 

colony forming units (CFU) / 100 ml of water. For more information about 

this method visit the National Environmental Methods Index. 

Colisure Method with the IDEXX Quanti-Tray/2000  

This test method is being assessed only by Iowa volunteers and is distributed 

by IDEXX Laboratories. To analyze for E. coli with this kit, a packet of 

reagent is added to 100 mL of sample water or a diluted sample and mixed by 

shaking. The mixed sample is then poured into a Quanti-Tray and sealed. The 

Quanti-Tray is then incubated at 35 degrees C and read at 24 and 48 hours. A 

UV light is used to determine the number of positive fecal coliform wells in 

the tray that also exhibit flourescence. A conversion table comes with the kit 

to determine the most probable number (MPN) of E. coli per 100 mL of 

water. For more information about this method visit the National 

Environmental Methods Index.  

Colilert Method with the IDEXX Quanti-Tray/2000  

This test kit is being assessed only by Iowa volunteers and is distributed by 

http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5579
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5579
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5579
http://solutions.3m.com/wps/portal/!ut/p/kcxml/04_Sj9SPykssy0xPLMnMz0vM0Q9KzYsPDdaP0I8yizeINwx10S_IcFQEAIQpCBM!
http://solutions.3m.com/wps/portal/!ut/p/kcxml/04_Sj9SPykssy0xPLMnMz0vM0Q9KzYsPDdaP0I8yizeINwy10C_IcFQEAD7k6G8!
http://www.micrologylabs.com/Home/Our_Methods/Coliscan-MF
http://www.micrologylabs.com/
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5578
http://www.idexx.com/water/products/colisure/
http://www.idexx.com/
http://www.idexx.com/water/quantitray/index.jsp
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5586
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5586
http://reports.er.usgs.gov/reports/rwservlet?report=nemi_method_details.rdf+userid=nemi_pub/nemi_pub@wiport+desformat=html+destype=cache+paramform=no+p_method_id=5586
http://www.idexx.com/water/colilert/index.jsp


 

55 

 

IDEXX Laboratories. To analyze for E. coli with this kit, a packet of reagent 

is added to 100 mL of sample water or a diluted sample and mixed by 

shaking. The mixed sample is then poured into a Quanti-Tray and sealed. The 

Quanti-Tray is then incubated at 35 degrees C and read after 24 hours. A UV 

light is used to determine the number of fecal coliform and E. coli colonies 

based on the number of wells in the tray that show yellow/flourescence. (The 

color change is different than with the Colisure Method.) A conversion table 

comes with the kit to determine the most probable number (MPN) of E. coli 

per 100 mL of water. For more information about this method visit the 

National Environmental Methods Index.  

Page updated June 23, 2006  
 

http://www.idexx.com/
http://www.idexx.com/water/quantitray/index.jsp
http://web1.er.usgs.gov/nemi/method_summary.jsp?param_method_id=5584
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Detection of Waterborne Coliforms and E. coli with 

Coliscan Easygel  

 

Introduction:  
   
The Coliscan Easygel medium is a patented formulation for water 
testing. It  contains a sugar linked to a dye which, when acted on by 
the enzyme ß-galactosidase (produced by coliforms including E. coli), 
turns the colony a pink color. Similarly, there is a second sugar linked 
to a different dye which produces a blue-green color when acted on 
by the enzyme ß-glucuronidase. Because E. coli produces both ß-
galactosidase and ß-glucuronidase, E. coli colonies grow with a 
purple color (pink + blue). The combination of these two dyes makes 
possible the unique ability to use one test to differentiate and quantify 
coliforms and E. coli. (Because E. coli is a member of the coliform 
group, add the number of purple colonies to the number of pink 
colonies when counting total coliforms.)  

Instructions: 
 
Either collect your water sample in a sterile container and transport 
the water back to the test site, or take a measured water sample 
directly from the source and place directly into the bottle of Coliscan 
Easygel. Water samples kept longer than one (1) hour prior to 
plating, or any Coliscan Easygel bottle that has had a sample placed 
into it for transport longer than ten (10) minutes, should be kept on ice 
or in a refrigerator until plated.  

1. Label the petri dishes with the appropriate sample information. 
A permanent marker or wax pencil will work. 

2. Sterilely transfer water from the sample containers into the 
bottles of Coliscan Easygel (Consult the following table for rough 
guidelines for inoculum amount). Swirl the bottles to distribute the 
inoculum and then pour the medium/inoculum mixtures into the 
correctly labeled petri dishes. Place the lids back on to the petri 
dishes. Gently swirl the poured dish until the entire dish is covered 
with liquid (but be careful not to splash over the side or on the lid). 
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Inoculation of Coliscan Easygel  

Water Sources  Inoculum Amount  

Environmental:  
river, lake, pond, 
stream, ditch  

1.0 to 5.0 mL  

Drinking water:  
well, municipal, bottled  

5.0 ml  

 

3. The dishes may be placed right-side-up directly into a level 
incubator or warm level spot in the room while still liquid. 
Solidification will occur in approximately 40 minutes. 

4. Incubate at 35° C (95° F) for 24 hours, or at room temperature 
for 48 hours. (See comments on incubation) 

5. Inspect the dishes  
a. Count all the purple colonies on the Coliscan dish 
(disregard any light blue, blue-green or white colonies) , and report 
the results in terms of E. coli per ml of water. NOTE: To report in 
terms of E. coli per 100 ml of water, first find the number to multiply 
by. To do this: first, divide 100 by the number of ml that you used for 
your sample. Then, multiply the count in your plate by the result 
obtained from #1. For example, a 3 ml sample, 100 / 3 = 33.3. So, 4 
E. coli colonies multiplied by 33.3 will equal 133.2 E. coli per 100 ml 
of water.  
b. Count all the pink and purple colonies on the Coliscan 
dish (disregard any light blue, blue-green or white colonies) and 
report the results in terms of coliforms per ml of water. 

6. Do one of the following prior to disposal in normal trash:  
a. Place dishes and Coliscan bottles in a pressure cooker 
and cook at 15 lbs. for 15 minutes. This is the best method.  
b. Place dishes and Coliscan bottles in an ovenproof bag, 
seal it, and heat in an oven at 300° F for 45 minutes.  
c. Places dishes and Coliscan bottles in a large pan, cover 
with water and boil for 45 minutes.  



 

58 

 

d. Place 5 ml (about 1 teaspoon) of straight bleach onto the 
surface of the medium of each plate. Allow to sit at least 5 minutes. 
Place in a watertight bag and discard in trash.  

Comments on Incubation: 
Micrology Laboratories, LLC in-house studies indicate that Coliscan 
can effectively differentiate general coliforms from E. coli when 
incubated at either room temperatures or at elevated temperatures 
(such as 90-98° F). However, some further explanation may be 
helpful.  

There is no one standard to define room temperature. Most would 
consider normal room temperature to vary from 68-74° F, but even 
within this range the growth of bacteria will be varied. Members of 
the bacterial family Enterobacteriaceae (which includes coliforms 
and E. coli*) are generally hardy growers that prefer higher than 
room temperatures, but which will grow at those temperatures. They 
tend to grow at a faster rate than most other bacterial types when 
conditions are favorable. It is therefore logical to try to place 
inoculated dishes in a "warm" place in a room for incubation if a 
controlled temperature incubator is not available. It is a very easy 
task to make an adequate incubator from a box with a 40-60 watt 
bulb in it to provide heat at an even rate. One can also use a heat 
tape such as it is used to prevent the freezing of pipes in the winter 
as your heat source.  

Our general instructions indicate that incubation times for coliforms 
(including E. coli) are generally 24-48 hours at elevated 
temperatures (90-98° F) and 48 or more hours at room 
temperatures. At elevated temperatures, no counts should be made 
after 48 hours as any coliforms present will be quite evident by that 
time and if new colonies form after 48 hours as any coliforms present 
will be quite evident by that time and if new colonies form after 48 
hours they are most likely not coliforms, but some other type of slow 
growing organisms that should not be included in your data. At room 
temperatures, the best procedure is to watch the plates by checking 
them at 10-12 hour intervals until you observe some pink or purple 
colonies starting to form and then allowing another 24-30 hours for 
the maturation of those colonies. Since the coliforms (including E. 
coli) are generally the faster growing organisms, these will be the 
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first to grow and be counted. Colonies that may show up at a later 
time are likely to not be coliforms. As you can see, there are 
advantages to incubating your dishes at elevated temperatures. 
First, you can count the results earlier. At 95° F, it is often possible to 
do accurate counts at 18-20 hours of incubation. There is also less 
probability of variation from batch to batch when the incubation 
temperatures are kept at one uniform level. And a higher incubation 
temperature will tend to inhibit the growth of non-coliforms that may 
prefer lower temperatures.  

*E. coli is the primary fecal coliform, however, Klebsiella is 
sometimes of fecal origin. Other general coliform genera include 
Enterobacter and Citrobacter.  

Interpretation of Results 
This test method utilizes well established, widely accepted criteria for 
the recognition of coliforms and E. coli and proper application of the 
method will result in accurate results. Therefore, if you suspect that 
your water is dangerously contaminated based on the results you get 
using Coliscan Easygel, you should contact your local health 
department and ask for their help in performing an official 
assessment of water.  

Non-fecal coliforms are widely distributed in nature, being found both 
as naturally occurring soil organisms, and in the intestines of warm-
blooded animals and humans. Fecal coliforms are coliforms found 
naturally only in the intestines of warm-blooded animals and 
humans. Fecal coliform contamination is therefore the result of some 
form of fecal contamination. Sources may be either animal or 
human.  

General Notes on Differentiating Coliforms and E. coli 
Generally, water containing E. coli (the fecal contamination indicator 
organism) should not be used for drinking water unless it is sanitized 
in some manner. Contact your local health department for guidelines 
regarding E. coli and coliforms in recreational waters. Inform them if 
you suspect that contamination may be occurring from a specific 
source.  
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Colonies which have the blue-green color are not exhibited any ß-
galactosidase activity (which is evidenced by the pink color). 
Because of this, they are not considered to be either coliforms or E. 
coli and therefore should be ignored when counting your coliform or 
E. coli colonies. Similarly, colonies which are white are exhibiting 
neither color-causing enzyme, and should also be ignored.  

Colonies on the surface of the plate are exposed to the medium on 
only the underside of the colony. This causes these colonies to 
appear with much less of the indicator color. E. coli colonies may 
only have a slight purple tinge to them, and it may appear only in the 
center of the colony with the remainder of the colony being white. 
Similarly, coliforms on the surface may be light pink or white with a 
pink center. 
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Detection of Waterborne Coliforms and Fecal Coliforms  

with Coliscan® Easygel®  
 

 

Introduction  

 

The Coliscan Easygel medium is a patented formulation for water testing. It 

contains a sugar linked to a dye which, when acted on by the enzyme p-

galactosidase (produced by coliforms including E. coli), turns the colony a 

pink color. Similarly, there is a second sugar linked to a different dye which 

produces a blue-green color when acted on by the enzyme p-glucuronidase. 

Because E. coli produces both p-galactosidase and p-glucuronidase, E.Coli 

colonies grow with a purple color (pink + blue). The combination of these 

two dyes makes possible the unique ability to use one test to differentiate 

and quantify coliforms and E. coli. (Because E. coli is a member of the 

coliform group, add the number of purple colonies to the number of pink 

colonies when counting total coliforms.)  

® Coliscan and Easygel are registered trademarks of Micrology 

Laboratories, LLC.  

To order, call Voigt Global Distribution Inc sales@VGDLLC.com 

www.VGDLLC.com  

In the USA, call Toll Free: 1-877-484-3552  

Instructions  

1. Either collect your water sample in a sterile container and transport the 

water back to the test site, or take a measured water sample directly from the 

source and place directly into the bottle of Coliscan Easygel. Water samples 

kept longer than 1 hour prior to plating, or any Coliscan Easygel bottle that 

has had sample placed into it for transport longer than 10 minutes, should be 

kept on ice or in a refrigerator until plated.  

2. Label the petri dishes with the appropriate sample information. A 

permanent marker or wax pencil will work.  

3. In a sterile manner, transfer water from the sample containers into the 

bottles of Coliscan Easygel (Consult the following  

table for rough guidelines for inoculum amount). Swirl the bottles to 

distribute the inoculum and then pour the medium/inoculum mixtures into 

the correctly labeled petri dishes. Place the lids back on to the Petri dishes. 

Gently swirl the poured dish until the entire dish is covered with liquid (but 

be careful not to splash over the side or on the lid).  
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Inoculation of Coliscan Easygel  

 

Water Sources Inoculum Amount  

Environmental: River, lake, pond, stream, ditch 1.0 ~ 5.0mL  

Drinking water: Well, municipal, bottled 5.0mL  

4. The dishes may be placed right-side-up directly into a level incubator or 

warm level spot in the room while still liquid. Solidification will occur in 

approximately 45 minutes.  

5. Incubate at 35° C (95° F) for 24 hours, or at room temperature for 48 

hours, (see Comments on incubation)  

6. Inspect the dishes.  

a. Count all the purple colonies on the Coliscan dish (disregard any light 

blue, blue-green or white colonies), and report the results in terms of E. coli 

or Fecal Coliform per mL of water.  

Note: To report in terms of E. coli or Fecal Coliform per 100 mL of water, 

first find the number to multiply by:  

1. Divide 100 by the number of mL that you used for your sample.  

2. Multiply the count in your plate by the result obtained from #1.  

e.g. For a 3 mL sample, 100/3 =33.3. So, 4 E. coli colonies multiplied by 

33.3 will be equal to 133.2 E. coli per 100 mL of water.  

b. Count all the pink and purple colonies on the Coliscan dish (disregard any 

light blue, blue- green or white colonies) and report the results in terms of 

coliforms per mL of water.  

 

 

7. Do one of the following prior to disposal in normal trash:  

a. Place dishes and Coliscan bottles in a pressure cooker and cook at 15 Lbs. 

for 15 minutes.(This is the best method.)  

b. Place dishes and Coliscan bottles in an oven-proof bag, seal it, and heat in 

an oven at 300° F for 45 minutes.  

c. Place dishes and Coliscan bottles in a large pan, cover with water and boil 

for 45 minutes.  

d. Place 5 mL (about 1 teaspoon) of straight bleach onto the surface of the 

medium of each plate.  

Allow to sit at least 5 minutes. Place in a water-tight bag and discard in 

trash.  

Comments on Incubation  

Micrology Laboratories, LLC. in-house studies indicate that Coliscan can 

effectively differentiate general coliforms from E. coli when incubated at 
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either room temperatures or at elevated temperatures (such as 90-98° F). 

However, some further explanation may be helpful.  

There is no one standard to define room temperature. Most would consider 

normal room temperature to vary from 68-74° F, but even within this range 

the growth of bacteria will be varied. Members of the bacterial family 

Enterobacteriaceae (which includes coliforms and E. coli ) are generally 

hardy growers that prefer higher than room temperatures, but which will 

grow at those temperatures. They tend to grow at a faster rate than most 

other bacterial types when conditions are favorable. It is therefore logical to 

try to place inoculated dishes in a "warm" place in a room for incubation if a 

controlled temperature incubator is not available. It is a very easy task to 

make an adequate incubator from a box with a 40-60 watt bulb in it to 

provide heat at an even rate. One can also use a heat tape such as is used to 

prevent the freezing of pipes in the winter-as your heat source.  

Our general instructions indicate that incubation times for coliforms 

(including E. coli*) are generally 24-48 hours at elevated temperatures (90-

98° F) and 48 or more hours at room temperatures. At elevated temperatures, 

no counts should be made after 48 hours as any coliforms present will be 

quite evident by that time and if new colonies form after 48 hours they are 

most likely not coliforms, but some other type of slow growing organism 

that should not be included in your data. At room temperatures, the best 

procedure is to watch the plates by checking them at 10-12 hour intervals 

until you observe some pink or purple colonies starting to form and then 

allowing another 24-30 hours for the maturation of those colonies. Since the 

coliforms (including £. coif) are generally the fastest growing organisms, 

these will be the first to grow and be counted. Colonies that may show up at 

a later time are likely to not be coliforms. As you can see, there are 

advantages to incubating your dishes at elevated temperatures. First, you can 

count the results earlier. At 95° F, it is often possible to do accurate counts at 

18-20 hours of incubation. There is also less probability of variation from 

batch to batch when the incubation temperatures are kept at one uniform 

level. And a higher incubation temperature will tend to inhibit the growth of 

non-coliforms that may prefer lower temperatures.  

*E.coli is the primary fecal coliform, however, Klebsiella is sometimes of 

fecal origin. Other general coliform genera include  

Enterobacter and Citrobacter.  

Interpretation of Results  

This test method utilizes well established, widely accepted criteria for the 

recognition of coliforms and E. coli and proper application of the method 

will result in accurate results Therefore, if you suspect that your water is 
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dangerously contaminated based on the results you get using Coliscan 

Easygel, you should contact your local health department and ask for their 

help in performing an official assessment of the water.  

Non-fecal coiiforms are widely distributed in nature, being found both as 

naturally occurring soil organisms, and in the intestines of warm-blooded 

animals and humans. Fecal coliforms are coliforms found naturally only in 

the intestines of warm-blooded animals and humans. Fecal coliform 

contamination is therefore the result of some form of fecal contamination. 

Sources may be either animal or human.  

General Notes on Differentiating Coliforms and E.Coli  

Generally, water containing E coli (the fecal contamination indicator 

organism) should not be used for drinking water unless it is sanitized in 

some manner. Contact your local health department for guidelines regarding 

E. coli and coliforms in recreational waters. Inform them if you suspect that 

contamination may be occurring from a specific source.  

Colonies which have the blue-green color are not exhibiting any p-

galactosidase activity (which is evidenced by the pink color). Because of 

this, they are not considered to be either coliforms or E. coli and therefore 

should be ignored when counting your coliform or E. coli colonies. 

Similarly, colonies which are white are exhibiting neither color-causing 

enzyme, and should also be ignored.  

Colonies on the surface of the plate are exposed to the medium on only the 

underside of the colony. This causes these colonies to appear with much less 

of the indicator color. E. coli colonies may only have a slight purple tinge to 

them, and it may appear only in  the center of the colony with the remainder 

of the colony being white. Similarly, coliforms on the surface may be light 

pink or white with a pink center.  

 

 

Background information on Coliscan® Easygel®  

Coliform bacteria are members of the family Enterobacteriaceae and are 

defined as gram negative, non-spore-forming rods  

which ferment the sugar lactose with the evolution of gas and acids. Many 

coliforms are normally found in soil and water and  

do not necessarily indicate the presence of fecal contamination, but 

Escherichia coli (E. coli) is a primary bacterium in the  

human and animal intestinal tract and its presence in food or water indicates 

fecal contamination. Therefore, E. coli is the  

coliform that is used as an indicator for fecal contamination. Other coliform 

genera include Citrobacter, Enterobacter and  



 

65 

 

Klebsiella. The US EPA acknowledges that E. coli is the best indicator of 

health risk in fresh water and is currently recommending testing for E. coli 

instead of fecal coliforms. The term "fecal coliform" indicates coliforms 

which will grow at a temperature of 44.5° C. This is not an accurate 

designation as there are coliforms of non-fecal origin that will grow at 44.5° 

C and there are strains of E. coli that will not grow at 44.5° C.  

Traditional tests for coliforms and E. coli or fecal coliforms require the 

inoculation of media containing lactose, incubation under carefully 

controlled temperatures, and examination for the presence of gas from 

lactose fermentation. Additional special media must then be inoculated and 

incubated at elevated, carefully controlled temperatures to confirm the 

presence of E. coli or fecal coliforms. All these require extra equipment and 

careful regulation of time and temperature. This approach is not only 

expensive and time consuming, but can be less than precise in indicating the 

numbers of specific organisms present.  

 

As a result of the difficulties and lack of precision inherent in the older 

technology, new approaches have been developed and are being used very 

successfully. One of the best approaches is based on the fact that in order for 

coliforms to ferment lactose, they must produce certain enzymes which can 

be identified and used to verify the presence of the coliforms. General 

coliforms produce the enzyme galactosidase in lactose fermentation and E. 

coli produces the enzyme glucuronidase in addition to galactosidase.  

Coliscan Easygel utilizes this information to produce a simple, accurate and 

quantitative method of identifying and differentiating coliforms and E. coli 

(true fecal coliform) from other bacteria in water and other types of samples. 

This patented method incorporates two special chromogenic substrates 

which are acted upon by the enzymes galactosidase and glucuronidase to 

produce pigments of different colors. To identify the presence and numbers 

of coliforms and E. coli, Just add a test sample to the medium, pour it into a 

pretreated petri dish and incubate it at room temperature or at a higher 

controlled temperature (35° C. is suggested). General coliforms will produce 

the enzyme galactosidase and the colonies that grow will be a pink color. E. 

coli will produce galactosidase and glucuronidase, and will grow as 

blue/purple colonies. It is a simple task to count the blue/purple colonies as 

E coli and the pink colonies as other coliforms. The sum of the E. coli and 

the other coliforms is the total coliform number.  

Any non-colored colonies that grow in/on the medium are not coliforms or 

E. coli, but may be members of the family enterobacteriaceae such as 

Salmonella, Shigella, Proteus, etc. Likewise, it is possible that samples may 
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contain some unusual types or strains of related organisms which produce 

only the enzyme glucuronidase and not the enzyme galactosidase, and these 

will grow as teal green colonies. Any non-colored or teal green colonies that 

grow on/in Coliscan Easygel should not be counted as E. coli or coliforms 

without further biochemical testing. It is possible that they are very unusual 

forms of coliform or E coli, or significant other bacterial types which should 

not be ignored, especially if they occur in large numbers.  

Since Coliscan contains inhibitors, most other bacterial types do not grow 

in/on it. Coliscan is best incubated at 30-37° C. (85-99° F) as coliforms grow 

faster at this temperature range than at lower room temperatures. At this 

range, counts can normally be made at 24 hours, while at lower room 

temperatures, counts may be best at 36-48 hours.  

The beauty of the Coliscan method is that it uses proven and accepted 

technology to allow anyone to do effective coliform/E.  

coli testing. For water testing, you can add up to a 5 ml_ sample of water to 

the bottle of medium that makes one petri plate. This will detect as small a 

number of coliforms or E. coli as one living bacterium in five milliliters of 

water. The method is also easily adapted for large samples with membrane 

filter use. Beware of copycat methods by other manufacturers who claim 

similar red and blue colors for coliforms and fecal coliforms, but whose 

results are unreliable due to inferior technology. They cannot legally copy 

the patented Coliscan technology. 
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Coliscan® Easygel® Colony Color Guide  
 

 
 

The left half of the photo (#1-4) consists of colonies of E coli (#1A, 1B) and 

Enterobacter aerogenes (#2, 3, 4) growing in/on Coliscan® Easygel® 
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medium. The right half of the photo (#5, 6, 7) represents the appearance of 

organisms other than E. coli or coliforms.  

1A- Two E. coli CFU (colony forming units) showing purple color with 

obvious pink diffused halos. Fecal coliform. (Glucuronidase +, 

Galactosidase +)  

1B- E. coli CFUs blue/purple color with minimal pink halos. Fecal coliform. 

(Glucuronidase +, Galactosidase +)  

2 - Enterobacter aerogenes CFUs as dark, solid pink color. Non-fecal 

coliform, (Contain no blue/purple) (Glucuronidase -, Galactosidase +)  

3 - Enterobacter aerogenes CFUs as light pink color. Non-fecal coliform 

(Glucuronidase -, Galactosidase +)  

4 - Enterobacter aerogenes CFUs spread on surface of medium.(2 original 

colonies) Non-fecal coliform. (Glucuronidase -, Galactosidase +)  

5 - Teal green CFU growing on surface of medium. (Glucuronidase +) This 

colony type should not be counted as E. coli or coliform  

6 - Teal green CFU growing in the medium. (Glucuronidase +) This colony 

type should not be counted as E. coli or coliform.  

7 - Colorless CFU (indicates no Glucuronidase or Galactosidase activity). 

This colony tvpe should not be counted as E. coli or coliform.  

® Coliscan and Easygel are registered trademarks of Micrology 

Laboratories, LLC.  

To order, call Voigt Global Distribution Inc Tel: 877-484-3552 

sales@VGDLLC.com www.VGDLLC.com  
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INTRODUCING THE NEW  
Coliscan® Easygel ® Plus* & Coliscan ® MF Plus*  

for the 
Identification and Differentiation  

of 
E. coli and Other Coliforms  

 

The new Coliscan® Easygel® Plus does everything that the original 
Coliscan® Easygel® does, plus it allows those who may be unsure of 
the difference in color of the colonies growing in the medium to very 
easily verify that the colony is or is not glucuronidase positive. (That 
is, does it have blue color verifying it as E. coli or is it just a deep 
magenta and therefore a general coliform?) All that is needed is a 
long wave UV light source (available from Micrology Labs or other 
sources) and a dark room for viewing.  

Your Coliscan® Easygel dishes and colonies will look identical to the 
original Coliscan® Easygel dishes with Blue/purple E. coli and 
pink/magenta other coliforms visible in ambient day or room light, but 
when you turn off the lights and shine the long wave UV on the 
bottom of the dish, any E. coli will be surrounded by a bright bluish 
fluorescent zone.  

This application of two enzyme substrates testing for the same 
enzyme means that you have double verification for the presence of 
E. coli. It also means that the presence of E. coli may be detected and 
quantified as early as 12 hours incubation time.  
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OTHER LOW COST METHODS 
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July 27, 2006  

Purdue creates new low-cost system to detect 
bacteria 

WEST LAFAYETTE, Ind. — Researchers at Purdue 
University have developed a new low-cost system that 
analyzes scattered laser light to quickly identify bacteria 
for applications in medicine, food processing and 
homeland security at one-tenth the cost of conventional 
technologies.  

The technique — Bacteria Rapid Detection Using 
Optical Scattering Technology — works by shining a 
laser through a petri dish containing bacterial colonies 
growing in a nutrient medium.  

"Unlike conventional methods, we don't have to do any 
biochemical staining, DNA analysis or other types of 
manipulation," said Bartek Rajwa, a staff scientist at the 
Bindley Bioscience Center in Purdue's Discovery Park, the 
university's hub for interdisciplinary research.  

Particles of light, called photons, bounce off of the 
colony, and the pattern of scattered light is projected 
onto a screen behind the petri dish. This "light-scatter 
pattern" is recorded with a digital camera and analyzed 
with sophisticated software to identify the types of 
bacteria growing in colonies.  

"There are potentially thousands of applications for this 
new technology, from identifying stem cells to drug-
resistant staph infections to pathogens on the 

battlefield." said J. Paul Robinson, a researcher at the 
Bindley Center and a professor in the Weldon School of 
Biomedical Engineering and the School of Veterinary 
Medicine.  

 

 

 

 

http://www.cyto.purdue.edu/flowcyt/staffpgs/robinson.htm
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The work was initiated by Arun Bhunia, a professor of 
food microbiology in the Department of Food Science; 
and E. Daniel Hirleman, a professor and William E. and 
Florence E. Perry Head of Purdue's School of Mechanical 
Engineering. Findings are detailed in a research paper 
appearing this month in the Journal of Biomedical Optics.  

Hirleman has specialized in research to develop new 
types of sensors that work by analyzing light scattering 
off objects for applications such as detecting impurities 
on silicon wafers in computer chip manufacturing and 
measuring the size and speed of fuel droplets in jet 
engines.  

"We adapted some ideas from that research to build a 
scatterometer for food safety, and now we're using the 
second generation of that instrument," Hirleman said.  

A major motivation for the research is to reduce the time 
it takes for industry to identify harmful organisms in food 
processing. Scientists in food-processing plants routinely 

grow cultures to test for dangerous pathogens.  

"The dairy industry, for example, grows bacteria on petri 
dishes to make sure products are safe, but industry is 
trying to develop technologies that will very quickly 
identify organisms," Robinson said. "The same sort of 
thing holds true for clinical microbiology and other 
laboratories. With our light-scattering method, it takes 
less than five minutes to identify harmful organisms after 
they have grown in a petri dish. The analysis is faster 
than any other methods in existence, and it’s simple."  

The technique might be used to identify staph infections 
that are resistant to antibiotics.  

"This is an extremely dangerous infection, and you want 
to catch it as early as possible," Robinson said.  

http://www.foodsci.purdue.edu/research/labs/bhunia/
http://tools.ecn.purdue.edu/ME/Fac_Staff/hirleman.whtml
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A mass-produced system based on the technology would 
consist of inexpensive, off-the-shelf hardware, such as 
red lasers and low-resolution digital cameras available at 
consumer electronics stores, and likely would cost less 
than $1,000, Hirleman said.  

A critical part of the technique was made possible by 
adapting a mathematical method created in 1934 by 
Dutch physicist Fritz Zernike, who created a set of 
mathematical "descriptors" subsequently called radial 
Zernike polynomials. These descriptors can be used to 
analyze how light-wave patterns are distorted after 
passing through lenses having complex flaws or 
aberrations.  

Individual bacterial colonies growing in a petri dish also 
distort light passing through them, just as a lens 
changes light-wave patterns.  

"Therefore, we can treat the colonies as lenses and use 
Zernike polynomials," Rajwa said.  

Factors such as the shape of bacteria, their refractive 
indexes — or how much they bend light — the types of 
substances secreted by a particular bacterium and the 
distance between individual bacteria in a colony, all 
contribute to how a colony distorts light. The procedure 
identifies a bacterial colony by comparing an image of its 
scatter pattern against a template that contains 120 
features described by Zernike polynomials.   

"A good analogy is the method used by law enforcement 
to identify a person's face using specialized recognition 
software," Rajwa said. "You could describe the face as 
being made up of a combination of geometric shapes, 
like ovals, squares and triangles, but each face has a 
unique blend of these shapes. We did something similar. 
We reduced complicated scatter patterns to 120 numbers 
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based on Zernike polynomials."  

This reduced collection of numbers describes how well 
the colony fits the template, and then pattern recognition 
software is used to classify the bacteria.  

"One of the most important developments is being able 
to convert images to numbers, which makes it possible 
to classify the patterns," Rajwa said. "We are able to 
take images and convert them to numbers that uniquely 
describe every picture."  

The researchers used the new system to classify six 
species of listeria, only one of which is a dangerous food-
borne pathogen for humans.  

"If you have a mixture of different listeria, you would like 
to know which is the one that can kill you," Rajwa said. 
"We took pictures of the scatter patterns from different 
listeria, and we were able to classify all of them 
accurately."  

The system also was able to accurately identify other 
types of bacterial colonies, including salmonella, vibrio, 
E. coli and bacillus.  

"We were able to classify bacterial colonies with greater 
than a 90 percent probability of being correct, which is 
as good as you could do with equipment costing more 
than $100,000, " Rajwa said. "And, unlike conventional 
systems, our method is 100 percent non-invasive, which 
means we can carry out the procedure without staining, 

manipulating or killing the biological samples.  

"The power of this technology is that it does not require 
complicated lab equipment, and it could be designed so 
that it wouldn't require someone with a doctoral degree 
to operate. The whole beauty of the system is you don't 
invade the biological environment that you want to 
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measure," Rajwa said. "If you are working with stem 
cells, you don't want to stain them to see if they are 
stem cells. You want to be able to look at colonies on a 
petri dish without touching the colonies, without staining 
or destroying the colonies."  

The research has recently received funding from the U.S. 
Department of Agriculture through Purdue's Center for 
Food Safety Engineering.  

Further work will include research to develop a graphical 

user interface.  

"Now it requires a qualified, trained person to do all the 
recognition," Rajwa said. "We want a system where you 
can actually put a petri dish or some other container into 
the system, you press enter and the computer says, 
‘This is salmonella of this type and this strain, ' and it 
does this quickly in real time. There is absolutely no 
fundamental reason why we wouldn't be able to do this, 
and we are pretty close to having an actual prototype of 

a product that could be commercialized."  

A provisional patent has been filed for the data-
processing technique, and a full patent application has 
been filed on the underlying light-scattering technology.  

The paper published in the Journal of Biomedical Optics 
was written by Bulent Bayraktar, a postdoctoral 
researcher working with Robinson; Padmapriya P. 
Banada, a postdoctoral researcher in the Department of 
Food Science; Hirleman, Bhunia, Robinson and Rajwa.  

 

 

Writer: Emil Venere, (765) 494-4709, 
venere@purdue.edu  

mailto:venere@purdue.edu
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Sources: J. Paul Robinson, (765) 494-0757, 
jpr@flowcyt.cyto.purdue.edu  

Bartek Rajwa, (765) 494 0757, 
rajwa@flowcyt.cyto.purdue.edu  

Arun Bhunia, (765) 494-5443, bhunia@purdue.edu  

E. Daniel Hirleman, (765) 494-5688, 
hirleman@ecn.purdue.edu  

Purdue News Service: (765) 494-2096; 
purduenews@purdue.edu 

  

Note to Journalists: An electronic or hard copy of the 
research paper is available from Emil Venere, (765) 494-
4709, venere@purdue.edu.  

 

 

PHOTO CAPTION: 
Arun Bhunia (standing) and Padmapriya Banada use a 
laser and a computer monitor to observe scatter patterns 
in a petri dish in their Purdue University lab. The 
technique may provide cost-cutting applications for 
medicine, food processing and homeland security. 
Bhunia is a professor of food microbiology, and Banada is 
a postdoctoral researcher. (Purdue University photo/Tom 
Campbell.)  

A publication-quality photo is available at 
http://news.uns.purdue.edu/images/+2006/bhunia-
scatter.jpg  

  

mailto:jpr@flowcyt.cyto.purdue.edu
mailto:rajwa@flowcyt.cyto.purdue.edu
mailto:bhunia@purdue.edu
mailto:hirleman@ecn.purdue.edu
mailto:purduenews@purdue.edu
mailto:venere@purdue.edu
http://news.uns.purdue.edu/images/+2006/bhunia-scatter.jpg
http://news.uns.purdue.edu/images/+2006/bhunia-scatter.jpg
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ABSTRACT  

Feature extraction from light-scatter patterns of 
Listeria colonies for identification and classification  

Bulent Bayraktar1, Padmapriya P. Banada2, E. Daniel 
Hirleman3, Arun K. Bhunia2, J. Paul Robinson4, Bartek 

Rajwa5  

1Purdue University, Bindley Bioscience Center, Purdue 
University Cytometry Laboratories, Department of 

Electrical and Computer Engineering, West Lafayette, 
Indiana 47907  

2Purdue University, Molecular Food Microbiology 
Laboratory  

3Purdue University, School of Mechanical Engineering  

4 Purdue University, Bindley Bioscience Center, Purdue 
University Cytometry Laboratories, Department of Basic 

Medical Sciences, School of Veterinary Medicine and 
Weldon School of Biomedical Engineering  

5 Bindley Bioscience Center, Purdue University Cytometry 
Laboratories, Department of Basic Medical Sciences  

Bacterial contamination by Listeria monocytogenes not 
only puts the public at risk, but also is costly for the 
food-processing industry. Traditional biochemical 
methods for pathogen identification require complicated 

sample preparation for reliable results. Optical scattering 
technology has been used for identification of bacterial 
cells in suspension, but with only limited success. 
Therefore, to improve the efficacy of the identification 
process using our novel imaging approach, we analyze 
bacterial colonies grown on solid surfaces. The work 
presented here demonstrates an application of 
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computervision and pattern-recognition techniques to 
classify scatter patterns formed by Listeria colonies. 
Bacterial colonies are analyzed with a laser 
scatterometer. Features of circular scatter patterns 
formed by bacterial colonies illuminated by laser light are 
characterized using Zernike moment invariants. Principal 
component analysis and hierarchical clustering are 
performed on the results of feature extraction. 
Classification using linear discriminant analysis, partial 
least squares, and neural networks is capable of 
separating different strains of Listeria with a low error 
rate. The demonstrated system is also able to determine 
automatically the pathogenicity of bacteria on the basis 
of colony scatter patterns. We conclude that the obtained 
results are encouraging, and strongly suggest the 
feasibility of image-based biodetection systems.  
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TOTAL COUNT – COLIFORM –E.COLI 
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WATER ANALYSIS 

 
Water supplies have to be constantly monitored for a variety of 
materials----bacteria, nitrates, pesticides, metals, etc. In this lab, you 
will analyze water for bacteria, and, in particular, an indicator group of 
bacteria called the coliforms.  Although you will be looking at the 
total counts of aerobic bacteria in the water sample that YOU BRING 
TO LAB, the coliform bacteria are the critical test organisms which 
are found in improperly treated water or water that has fecal 
contamination.  They have been used as such for most of the 20th 
century and still today.  

Coliforms are bacteria that are naturally occurring in animals and in 
the environment: they are indicators of other potentially harmful 
microorganisms in drinking water.  They are all gram negative 
bacteria that ferment lactose, and are non-sporeforming.  FECAL 
coliforms, exemplified by E. coli,  indicate water contaminated with 
animal or human waste, i.e. feces.  Microbes in the fecal-
contaminated water may cause food-borne illness that has short-term 
symptoms—nausea, diarrhea, vomiting—or if severe enough may 
cause death.  This is a real problem in the immunocompromised, 
immunodepressed, and babies and children.  

 

METHODS OF EVALUATING FOR BACTERIA 

Membrane filter technique:  Filtering 100 ml of water through a 
millipore filter with holes smaller than the bacteria causes the bacteria 
to be trapped on top of the filter.  The filter pad is then placed on 
special coliform media which allows a colfirm count to be done.  
 

Most probable number:  The water sample is diluted and inoculated 
into a variety of specialized media tubes.  The MPN is determined 
with the help of a standard chart, based on the number of tests that 
have turned positive.  

The results are given as number of coliforms per 100 ml of water.   If 
coliforms are present, the lab will generally recommend that a second 
sample be analyzed. If the number of coliforms was over 30, a 
second sample is essentially useless.  

http://www.rlc.dcccd.edu/mathsci/reynolds/micro/lab_manual/glossary.html
http://www.rlc.dcccd.edu/mathsci/reynolds/micro/lab_manual/glossary.html
http://www.rlc.dcccd.edu/mathsci/reynolds/micro/lab_manual/glossary.html
http://www.rlc.dcccd.edu/mathsci/reynolds/micro/lab_manual/glossary.html
http://www.rlc.dcccd.edu/mathsci/reynolds/micro/lab_manual/glossary.html
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Possible results:  
One or more coliform bacteria/100 ml = "does not meet the 
bacteriological standard purity"  
specific counts  

too numerous to count (TNTC)  
confluent growth 

This lab incorporates a newer method of performing counts on 
bacteria, called Petrifilms from 3M corporation. There is more 
information—-interpretation and photos—-on these materials at the 
3M website.  Since the aerobic counts include all coliforms, the water 
sample will be diluted out.  When the water sample is added to the 
dehydrated med, the water-soluble gel will rehydrate, forming a thin 
media plate of sorts. 

 

 

 

OBJECTIVES:  
Identify coliform bacteria using 3M Petrifilms.  
Differentiate between coliforms and fecal coliforms.  
Analyze water samples for bacterial counts.  

MATERIALS NEEDED: per table  

water sample  

1 coliform/E. coli count petrifilm  

2 aerobic count petrifilms  

1 ml pipettes  

scissors  

2-99 ml phosphate dilution containers  

humidified container to incubate petrifilm plates  

http://solutions.3m.com/wps/portal/!ut/p/kcxml/04_Sj9SPykssy0xPLMnMz0vM0Q9KzYsPDdaP0I8yizeINwx11C_IcFQEADe4xUM!
http://solutions.3m.com/wps/portal/!ut/p/kcxml/04_Sj9SPykssy0xPLMnMz0vM0Q9KzYsPDdaP0I8yizeINwx11C_IcFQEADe4xUM!
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THE PROCEDURE:  
1.  Bring water sample to class, preferably a rather dirty sample—not 
tap water.  
2.  Prepare a dilution of the water sample by taking a 1ml aliquot and 
placing it into a 99ml phosphate buffer solution. This is the 1/100 
dilution.  
3.  Using a fresh pipette, prepare a 1/10,000 dilution by taking a 1ml 
aliquot and placing it into another 99ml phosphate buffer solution.  
4.  Be sure the containers are shaken well.  
5.  Place the Petrifilm flat on the table. Lift top film.  
6.  THE AEROBIC COUNT PLATE:  
Place 1 ml of each dilution in the center of 2 petrifilm plates (already 
labeled with 1/100 and 1/10,000).  
7.  THE COLIFORM COUNT PLATE  

Place 1 ml of the original water sample in the center of the petrifilm 
plate.  
8.  Release the top film and allow it to drop.  
9.  Using the small plastic spreader, ridge side DOWN, place it over 
the inoculum.  Gently apply pressure on spreader to distribute the 
sample over the circular area. Do not rotate or twist the spreader.  
10.  Remove the spreader and wait at least 1 minute for the gel to 
form.  
11.  Incubate the plates with clear film side up in a humidifed 
container (1 for the entire class).  You may stack the petrifilms.  
12.  Incubate the petrifilms at 30 degrees C for 48 hours.  

 

INTERPRETATION:  
1.  Count the colonies on a Quebec colony counter or other magnified 
light source (with clear films down).  
2.  Refer to the INTERPRETATION GUIDE in print form or at the 3M 
website given above.  
3.  After counting the clear film covers can be lifted, and the colonies 
can be used for testing or staining.  
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AEROBIC COUNT PLATE:  
There is a red indicator dye in the media gel that 
colors the colonies.  
Count all red colonies of any size or intensity of red.  
   

   
   

   

 

COLIFORM COUNT PLATE:  

The pH indicator violet red is incorporated into the 
gel, along with bile which inhibits gram positive 
bacteria. In addition, there is an indicator of the 
enzyme glucuronidase which will turn blue if the 
bacterium makes the enzyme.  You may also see 
carbon dioxide gas bubbles between the film and 
the bottom of the petrifilm.  Most E. coli make 

both the glucuronidase and CO2, and those colonies will be blue or 
blue-red.  Non-fecal coliforms will be red colonies.  
   

 
 

QUESTIONS:  

1.  What criteria are used to define the coliform group?  

2.  Why is there a dye added to the coliform petrifilms?  

3.  Why are coliforms used as indicator organisms for water impurity?  
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3M™ Petrifilm™ E. coli count  

( Arrow Scientific )  

  

 

The top film of the Petrifilm plate traps gas (seen as bubbles) 
produced by coliforms, providing “confirmed” counts. In addition, a 
glucoronidase indicator forms a blue precipitate around any E. coli 
colonies that may be present. Results in 24 hours. No extra 
confirmation steps required.   

Fast, Accurate, Results in either 24 or 48 hours with three easy 
steps:  

1) Inoculate – 3M™ Petrifilm™ Plates are easy to inoculate. Lift the 
top film and add sample   

2) Incubate – The space saving design maximizes incubator space 
and   

3) Enumerate – Confirmed coliforms are red and blue colonies with 
associated gas bubbles. Confirmed E. coli coliforms are blue colonies 
with associated gas bubbles. A built-in grid facilitates counting 
colonies, giving you fast, precise and accurate results.   

This Petrifilm Plate can also be read in 4 seconds using the 3M™ 
Petrifilm™ Plate Reader.   

Increased Productivity. Reduced Costs.  

Quick & easy confirmed test results provide you with better 
information to make the right decisions. 3M™ Petrifilm™ E. 
coli/Coliform Count Plates provide the most cost-effective, 
convenient and reliable confirmation method for testing equipment, 
raw materials, food products and the manufacturing environment 
enabling you to monitor critical control points more frequently.  A 
survey of 274 plants who converted to Petrifilm Plates from 
traditional agar methods found an average labor savings of 45% and 

http://www.arrowscientific.com.au/index2.php?page=shop.manufacturer_page&manufacturer_id=2&output=lite&option=com_virtuemart&Itemid=1
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an average increased technician efficiency of 80%. The end result is 
higher quality product, better process control and an overall 
reduction in operational costs.   

Note that E. coli O157:H7 is glucoronidase negative and will not 
produce a blue precipitate.  

Note: Most E. coli (about 97%) produce beta-glucoronidase which 
produces a blue precipitate associated with the colony.  

The top film of the Petrifilm plate traps gas produced by the lactose 
fermenting coliforms and E. coli. About 95% of E. coli produce gas, 
indicated by blue to red-blue colonies associated with entrapped gas 
on the Petrifilm EC plate (within approximately one colony 
diameter). AOAC international and U.S. FDA Bacteriological 
Analytical Manual (BAM) define coliforms as gram-negative rods 
which produce acid and gas from lactose during 
fermentation.  Coliform colonies growing on the Petrifilm EC plate 
produce acid which causes the pH indicator to make the gel colour 
darker red. Gas trapped around red coliform colonies on the 
Petrifilm plate indicates confirmed coliforms.  

Click here to download a brochure for more information. 

Click here to download instructions & interpretation guide. 

Video of Tips on how to use Petrifilm plates with a foam dam. 

  

 

 

http://www.arrowscientific.com.au/images/products/petrifilm%20e.%20coli%20coliform%20count%20brochure.pdf
http://www.arrowscientific.com.au/images/products/petrifilm%20e.%20coli%20or%20coliform%20count%20plate%20interpretation%20guide%20-%20instructions%20for%20use.pdf
http://www.implex.net/metatags/3mmicrobio/tips_foam_hi.asx
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APPLICATIONS 
 
Assessing microbial water quality is a central function in total water 
quality management. 
The Colifast Analyser is a semi-automated early warning system for 
rapid and systematic water quality monitoring. 
Tests for thermotolerant coliforms /E.coli, total coliforms, Total Viable 
Organisms and P. aeruginosa, are available. The Colifast Analyser can 
also be used for detecting coliforms in pasteurised milk. 
• Emergency testing 
- Flood water management 
- Effluent line cross-contamination 
- Mains breakages 
• Water monitoring 
- Source water quality 
- Surface and groundwater 
- Non-disinfected waters 
- Marine and recreational waters 
• Operational testing 
- Systems maintenance testing 
• Beverage and bottled water production 
• Industrial process water in food and pharmaceutical industries 
• Research application work 
• Pasteurised milk 
 
 
THE COLIFAST ANALYSER PROCEDURE 
Photo 1. Add sample directly to Colifast medium, or Photo 2. Filter 
sample to concentrate and aseptically place membrane filter in vial 
containing liquid medium. Photo 3. Register samples, place vials in 
incubator blocks and press "Start". Photo 4. A result report is 
automatically generated. 
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BENEFITS & FEATURES 
• Rapid results, e.g., Coliform results are obtained within 2-12 hours 
(18-24 h for traditional methods). 

• Automated analysis ➟ Easy-to-use. After addition of the test sample 

to the Colifast medium and registration, only hit "Start", and the Colfast 
Analyser performs the analysis automatically. 
• Remote warning system. The Colifast Analyser´s remote warning 
system gives automatic and early warning of positive sample status 
allowing earlier operational decisions by e-mail. 
• More frequent sub-sampling = faster results. Automatic sub-sampling 
allows more frequent analyses without increasing labour. Faster results 
ensure better control of water and safety for 
the public. 
• Time saving = cost saving. Rapid results for rapid decisions reduces 
release time of product. 
• Multiple sample loading for all day testing. Multiple sample batches 
can be loaded and tested simultaneously throughout a work-shift 
according to the day’s testing requirements. 
• Customised test runs for specific testing regimes. Test run 
parameters can be customised for specific testing 
matrices/requirements. Test confidence levels can be adjusted for 
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earlier reporting of positive results, according to experience with local 
water sources and test regimes. 
 
 
 
Perfomance for detection of thermotolerant coliforms / E.coli 

 
 
 
DETECTION PRINCIPLE 
 
The patented Colifast technology combines a selective growth medium 
with an automated analyser. The growth medium for coliforms and 
thermotolerant coliforms includes the substrate 4-methylumbelliferyl-ß-
D-galactoside, which fluoresces after hydrolysis by the ß-galactosidase 
enzyme present in coliform bacteria. The reaction is illustrated in the 
figure below. 
Differential incubation temperatures of 44-44.5 °C and 35-37 °C are 
used to distinguish between thermotolerant coliforms and total 
coliforms respectively. Inhibitors suppress the growth of nontarget 
organisms. Media for TVO and P. aeruginosa, containing other 
fluorogenic substrates, are also available. 
The fluorescence is monitored by the Colifast Analyser. Advanced 
software controls the testing process and subsequent data handling 
and reporting. 
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TECHNICAL SPECIFICATIONS 

 

Power 
• Electrical input: 110-240 VAC 50/60 Hz 
Environmental 
• Temperature: 10-30 °C 
• Relative humidity: <90% 
Computer requirements 
• Type: IBM compatible 
• Speed: Pentium 133 or greater 
• Memory: 32 MB or greater   
• Hard Drive Capacity: 1 GB Hard Drive 
• Operating system: Windows 95/98 /NT 
• Mouse: Bus Mouse 
• Graphics: VGA graphic card 1 MB RAM on-board 
• Com Port: 1 free high speed Com port 
Please contact Colifast® for further information 
and technical notes: 
Design:  
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ANNEX   8 

 

ATP RAPID METHOD 
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What is the IMS/ATP rapid method 

 

The immunomagnetic separation/adenosine triphosphate (IMS/ATP) rapid 

method 

requires 

approximat

ely 1 hour 

from 

sample 

collection 

to 

availability 

of results. 

Magnetic 

beads that 

are coated 

with 

antibodies for either Escherichia coli (E. coli) or enterococci are added to a 

water sample. This mixture is then subjected to IMS, in which the bacteria-

antibody-bead complex is separated from extraneous materials in the sample 

by use of a strong magnet. Following several wash/concentration steps, the 

bacterial cells are ruptured by an enzymatic process, releasing ATP, which is 

the energy molecule found in living cells. The amount of ATP in the sample is 

measured with a microluminometer and results are reported in relative light 

units (RLUs). 
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Dr. Donald Wayne Salter 

Department:   Biological and Environmental Sciences 

Title of Project:    Evaluation of a Polymerase Chain Reaction Method for Determining 

the Source of Fecal Contamination of Consumable and Environmental Alabama Waters 

Dates of Activity:   October 1, 2002 through September 30, 2003 

 

Project Summary 

 

Review of the Literature 

 

Fecal contamination of wells, ground waters, and recreational waters is 

generally measured by the presence of indicator microorganisms such as 

fecal coliforms (e.g. Escherichia coli) or fecal streptococci (Streptococcus or 

Enterobacter faecalis) and, perhaps, other fecal-specific microorganisms.  

These microbes are generally considered to be present exclusively in the 

feces of most warm-blooded animals. Fecal contamination can come from 

human sources such as defective septic systems or inadequate sewage 

treatment, or from non-human sources such as companion animals (dogs and 

cats), commercial animal operations (cattle, pig, poultry, horse, etc.), and 

wild animals (deer, birds, etc.) or from both sources.  Until recently, there has 

not been much interest in determining the source of fecal contamination of 

waters; the presence of indicator microorganisms indicates that the waters are 

unfit for human consumption and other uses as well.  However, it is clear that 

the increase in the world's population, a projected increase in intensive 

animal farming, and the failure of aging septic systems will likely increase 

the frequency of fecal contamination of waters. There is now considerable 

interest in determining the source of the fecal contamination of our waters. 

This would then allow more efficient management of the contamination 

sources, which should lessen the problem of fecal contamination of our 

consumable and environmental waters. A recent report from the American 

Society of Microbiology emphasized the importance of developing new and 

fast methods for the detection of fecal contamination of waters but stressed 

the importance of also determining the source of contamination for 

eliminating the source of contamination (Rose and Grimes, 2001). 

Thus, there has been a lot of interest in developing an easy, inexpensive, and 

accurate method to determine the fecal source contamination.  This interest 

has been accelerated with the purposeful contamination of the mail with the 

spores of Bacillus anthracis, the causative agent of anthrax in cattle, but a 

potential bioterrorism weapon against humans.  Unfortunately, there is no 



 

99 

 

consensus in which one of the methods described below fit all of the above 

criteria. An earlier review of this subject (Sinton, et al., 1998) discusses the 

early attempts to develop such methods but it is a bit outdated regarding the 

newer molecular techniques.   The many different methods for fecal source 

determination are listed and summarized below and a few do appear to be 

promising regarding the criteria sought as listed above. As described in Rose 

and Grimes (2001), other more sophisticated methods (not reviewed here) are 

being devised and could revolutionize the way that we eventually do 

microbial water quality as well as determine the source of fecal 

contamination.  The following methods are summarized as to their utility, 

accuracy, and ease of performing: 

 

1.       Numbers, Kinds, and Strains of Bacterial Species Present in 

Human and Nonhuman Feces:  It was thought at one time that the ratio of 

fecal coliform to fecal streptococci could be used to identify the probable 

source of fecal contamination of environmental waters.  However, this has 

proven to be unreliable as a predictor of source contamination (reviewed in 

Sinton, et al., 1998).  Other bacteria, such as Staphylococcus aureus and 

Pseudomonas aeruginosa,  proposed to be found only in humans and not in 

other animals, and perhaps vice-versa, have not been field-tested as far as 

their ease and usefulness in determining the contamination source (reviewed 

in Sinton, et al.., 1998; Gabutti, et al.,  2000). Standard microbiological 

methods have consistently failed to consistently differentiate isolates of the 

fecal-specific bacteria from different sources.  Parveen, et al. (2001) used 

three techniques that have been used previously to differentiate between 

strains of the same species.  Two of the techniques, determination of fatty 

acid composition and concentration and pulse-field gel electrophoresis of 

chromosomal DNA, fail to separate E. coli strains from different sources. 

However, the third technique, antibodies to cell wall antigens, could 

consistently separate these same isolates by source (see 6 below).    

 

2.  Resistance/Susceptibility of Fecal Isolates to Antimicrobials:  
Discriminate analysis of the patterns of resistance and susceptibility to 

several antimicrobials of both Enterobacter faecalis  and Escherichia coli 

isolates can predict the source of fecal contamination of waters with 

reasonable accuracy (Wiggins, B.A. 1996; Hagedorn, et al., 1999; Harwood, 

et al.,  2000). Basically, waters are tested for the presence of fecal 

streptococci and/or fecal coliforms using standard selection techniques.  If 

positive for either or both, a representative number of isolates are picked 

from isolated colonies, purified by standard microbiological techniques, and 
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then tested against a battery of antimicrobials at several different 

concentrations to accurately determine their antimicrobial sensitivity and 

resistance patterns.  The results are then compared to a large database of 

different isolates from different fecal sources. This method has had limited 

field-testing in the Virginia area where the database has been established and 

reliably predicted the contamination source in a watershed area (Hagedorn, et 

al., 1999).  It was also used in the Tampa, FL area to show that the fecal 

contamination was primarily of human origin (Harwood, et al., 2000).  

Clearly, the method is labor and time intensive, and probably requires a 

database of the resistance and susceptibility to several antimicrobials at 

different concentrations of many different isolates from the particular area of 

the country to be tested. 

 

3.  Detection of Source-Specific Bacterial Viruses:  The method is based 

on the observation that male-specific [F(+)] bacteriophages for Escherichia 

coli can be source specific.  Four different genotypes have been typed to 

specific groups of animals (Chung,, et al., 1998; Ricca, and Cooney,  2000a; 

Ricca and Cooney, 2000b; Bahirathan, M., Puente, L., and Seyfried, P.  1998; 

Griffin, et al., 2000).  Basically, 1 L of environmental water is enriched for 

bacteriphages by adding the host bacterium and concentrated nutrient broth, 

incubated 1 - 2 days  at 35 C, and then perform a plaque assay  against the 

host bacterium.  Plaques were purified by standard procedures and then 

genotyped by using hybridizing to group specific genetic probes.  

Alternatively, 20 L samples were concentrated about 200-fold by vortex flow 

filtration and the retentate analyzed for coliphages.   This technique was used 

successfully to prove that the source of pollution of a Florida river was due to 

the wildlife park with little contribution by human sources (Griffin, et al., 

2000).  Clearly, this technique is also time and labor intensive and potentially 

requiring large volumes of environmental water.  In addition, this technique 

may not be useful for warm saline waters due to inviability of these phages 

(Griffin, et al., 1999). 

 

4.  Detection of Enteric Viruses Specific to Humans:  This technique 

requires the filtration of a considerable volume of environmental water (about 

100 L) to collect the viruses, and RT-PCR of samples of the trapped viruses 

using specific primers to the various human enteric viruses (not generally 

found in other animals) and analysis by gel electrophoresis.  The sensitivity 

of the detection technique can be enhanced by probing the product of the RT-

PCR using specific DNA probes to the PCR products (Griffin, et al., 1999; 

Lageay, et al., 2001).  A commercial kit is available from Promega 
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(www.promega.com) and can be used on the above samples or tissues 

samples of shellfish (Lageay, et al., 2001).  Although highly accurate for 

human fecal contamination, it does not indicate other animal contamination, 

except by the process of elimination.  There may be enteric viruses that are 

specific for nonhumans. Clearly, this technique is also is labor and time 

intensive, and requires large volumes of environmental water to be filtered 

for testing. 

 

5.  Detection of Specific Chemicals Produced by Humans or Human 

Activities:  Humans and human activities produce chemicals not associated 

with or at levels not found in other animal species (Leeming, et al., 1996; 

reviewed in Sinton, et al., 1998).  Fecal sterols have been analyzed from 

feces of human and various domesticated and wild animals and the 

fingerprint profiles and concentrations are different enough to allow for 

source determination of fecal contamination of environmental waters 

(Leeming, et al., 1996).  Compounds found in washing powders (fluorescent 

whitening agents, sodium tripolyphosphates, long-chain alkylbenzenes) are 

usually combined with sewage waters and are indicated of specific human 

activities.  The sterols and long-chain alkylbenes are general extracted from 

samples with organic solvents, concentrated, and separated, detected, and 

quantified using gas chromatography. Fluorescent whitening agents from 

waters are extracted with organic solvents, concentrated and analyzed for 

identity and concentration using a fluorimeter.  Sodium tripolyphosphates 

(most washing powders and cleaning compounds are probably phosphate 

free) can also be isolated using ion-exchange chromatography, hydrolyzed to 

orthophosphate, and concentration determined by standard phosphate 

techniques.  Again, these methods are time and labor intensive and require 

large volumes of environmental waters and organic solvents.  In addition, 

expensive equipment is needed for detection and quantification. 

6.  Using Strain-Specific Antibodies to Detect and Quantify Bacteria 

Found in Humans and Other Animal Feces:  It is clear, based on the above 

techniques of measuring the difference in antimicrobial sensitivities and 

genotype of coliphages, and the DNA detection techniques discussed below, 

that there are protein differences between bacteria from the different sources. 

In fact, a recent report found that human and nonhuman E. coli isolates could 

be separated based on antigen differences (Parveen, et al., 2001).  These data 

are significant in that there is a possibility that instruments can be used to 

easily identify differences in antigens found in bacterial species.   This is an 

exciting, up-and-coming, and most promising technique that makes use of the 
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high specificity of antibodies to the different protein antigens found in and on 

the source microorganisms (Scientific American Exhibit on Biosensor, 1999; 

Seo, et al., 1999; Advanced Analytical Technologies, Inc., 2000; Smith and 

Rice, 2000; Parveen, et al., 2001; Hoyle, B. 2001).  Antibodies, specific to 

the bacteria to be analyzed, are chemically modified to have attached 

enzymes or fluorescent dyes.  These antibodies can be used to attach to the 

specific bacterium or used in an antibody-capture technique to pull out the 

microorganism from the contaminated source.  The antibody-attached 

bacteria are then detect and quantified using an instrument containing a 

biosensor or laser-assisted flow cytometry.  One instrument is already on the 

market and is being used to detect food and water contamination with 

pathogenic bacteria (Advanced Analytical Technologies, Inc., 2000; Smith 

and Rice, 2000).  Another type of instrument, based on a similar technique to 

capture the microorganisms, has a different detection system and is being 

field-tested and compared to standard techniques for detection and 

quantifying food contamination with pathogenic bacteria (Scientific 

American Exhibit on Biosensor, 1999; Seo, et al., 1999).  There would be a 

considerable expense in buying and maintaining the instrument and reagents 

for detection and capturing the bacteria.  However, the technique would be 

fast, not requiring any culturing of the microorganisms, and the concentration 

protocols would be fairly simple.   

7.  Detection of DNA Differences in Bacteria from Different Sources:  As 

stated above in 2, 3, and 4, researchers are finding differences in the kinds of 

bacteria, antimicrobial sensitivities within bacterial species, different male-

specific bacteriophages, and bacterial species having different antigens that 

can be detected with antibodies. These detectable differences are due to 

nucleic acid sequence differences among the bacteria even within the same 

species.  Detection of DNA and RNA sequence differences is relatively 

straightforward and various detection systems are available. I have already 

indicated in 3 and 4 above that this technology can be used to detect the 

different kinds of male-specific coliphages and enteric viruses found in fecal 

samples.  If a DNA difference can be found between bacteria, then DNA 

primers can be designed to specifically detect that DNA difference using the 

Polymerase Chain Reaction (PCR) and other DNA and RNA based methods 

(Wang, et al., 1996; Wang, et al., 1996; Marchesi, et al., 1998; Kong, et al., 

1999; Dombek, et al., 2000; Bernhard and Field, 2000a; Bernhard and Field, 

2000b).  A company, Paleoscience, Inc. uses RNA ribotyping to source 

determine E. coli isolates (at $65 – $95 per bacterial isolate) 

(www.paleoscience.com/bacterial.htm). In addition, recent real-time technology 

http://www.paleoscience.com/bacterial.htm
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can actually quantify the numbers of bacteria with that particular DNA 

sequence.  DNA detection by PCR fits most of the criteria for accurately and 

specifically determining the source of fecal contamination.  It is relatively 

fast, fairly inexpensive after an initial investment of moderately expensive 

equipment, and can be accurate.  A PCR assay has been developed to type 

fecal bacteria from different sources (Bernhard and Field, 2000b). .  It does 

not require isolation and purification of bacterial species.  This PCR assay 

appears to be the most promising for identifying the source of fecal 

contamination in environmental waters. At the present time, it can only 

determine whether the fecal contamination is from human or ruminant feces, 

but new primers are being developed to cover all animal species, depending 

on the particular area of the world.  This assay is based on previous research 

on finding host-specific 16S ribosomal DNA genetic markers from the fecal 

anaerobes, Bifidobacterium species and Bacteroides-Prevotella group, in cow 

and human feces (Bernhard and Field, 2000a).  Members of these two groups 

make up a significant portion of the total bacteria in the feces of warm-blood 

animals and are only found in the intestines of these animals.  Bernhard and 

Field (2000b) have designed a series of primers that are highly specific to 

host Bacterioides-Prevotella isolates from human and cow feces.  The 

method has been recently field-tested but the publication is under review 

(Bernhard, et. al., 2002; Field, et al., 2002) and is not available until it has 

been accepted for publication.  The original technique uses 1 L samples of 

environmental waters, which is filtered through 0.2 m filters to collect the 

bacteria. The bacteria on the filter are then lysed using some standard, simple 

DNA preparation technique and the DNA tested with human-specific and 

cow-specific primers.  The method has recently been improved such that less 

water is needed, the method is more sensitive, and additional primer sets are 

being investigated for other warm-blood animals (Field, personal 

communication).  Further, the amount of target DNA can be quantified using 

a real-time PCR machine 

(http://www.osu.orst.edu/dept/micorbiology/fac/field2.html).  We propose to adapt 

this PCR technique to be used to determine the fecal source of environmental 

contamination of West Alabama consumable and environmental waters 

http://www.osu.orst.edu/dept/micorbiology/fac/field2.html
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Methodology 

DNA Extraction:  Control (human and cow feces in water) and 

environmental waters will be filtered through a 0.2 μm filter, the collected 

bacteria lysed, and DNA purified using a DNAeasy extraction kit from 

Qiagen (Field, personal communication; Bernard and Field, 2000b).   

Polymerase Chain Reaction (PCR):  Appropriate samples of control and 

environmental waters DNA (100 ng) will be mixed with the reaction 

components of a standard PCR method in a 200 μL PCR tubes in 50 μL 

quantities using a Qiagen PCR kit containing TAQ polmerase, MgCl2, 

dNTPs, bovine serum albumin, and forward and reverse human or cow 

specific DNA primers (made by Operon) .  The complete reaction mixture 

will be run using a standard PCR cycling profile for these primers using a MJ 

research thermal minicycler (Field, personal communication; Bernard and 

Field, 2000b). 

 

DNA Electrophoresis:  An aliquot of the above mixture will be 

electrophoresed in 1 % agarose slab gels at 30-100 volts for 1-3 hours along 

with marker DNA fragments that will be used to estimate DNA fragment 

sizes. Ethidium bromide will be included in the gel to stain the DNA 

fragments and the position of DNA fragments in the gel visualized using UV 

light. The position of the DNA fragments in the gel will be recorded using a 

Polaroid camera or other recording devices.  DNA fragment sizes will be 

determined by comparison with known marker DNA fragments.   

 

Fecal Coliform Assay:  One hundred mL of environmental and control 

samples will be filtered through a 0.45 μm filter unit and the filter placed on a 

pad saturated with mc-FC broth with Rosolic Acid medium, incubated at 44 

C for 24 hours, to determine the presence and number of fecal coliforms as 

described by Hach Diagnostics.   

 

Anticipated Results 

We (myself and Alan Tartt) tried this technique using cow and human 

specific forward and reverse primers with control cow feces last December 

during the semester break, and after many tries, finally was able to detect a 

PCR DNA fragment of the expected size using the cow primers only.   We 

have not tried the same primers with human sewage.   Thus, with appropriate 
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control feces and the newer modification of the standard technique of DNA 

extraction and PCR cycling (Field, personal communication; Bernard and 

Field, 2000b), we feel that the technique should work in our hands for human 

and cow samples.  After getting the technique to work with the appropriate 

control feces, environmental samples with known fecal contamination will be 

assayed by this method.    

 

Anticipated Use of Research Results 

We will use the established technique to survey for fecal source 

contamination of fecal coliform positive environmental and well waters in the 

Livingston Area.  If the data proves to demonstrate fecal sources, then this 

technique could be adapted to be used throughout the state to easily 

determine the source of fecal contamination. This will allow the Alabama 

Department of Environmental Management (ADEM) to find the source of the 

contamination.  Addition funding from ADEM will be sought if the technique 

appears to be feasible. 
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ANNEX  9 

 

COLILIRT COLIFORM/E.COLI      
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Rapid Detection Kits For Coliform/E.coli 

 
The IDEXX Colilert: Coliform/E.coli test kit simultaneously detects and 
confirms coliforms and E.coli in water samples in 24 hours or less. 
Simply add the Colilert reagent to the sample to incubate for 24 hours, 
and read results. Colilert is easy to read, as positive coliform samples 
turn yellow, and when E.coli is present, samples fluoresce under UV 
light. Colilert is easy to use, involving less than one minute hands-on 
time. Colilert is used by over 90% of state labs in the United States and 
it is the only USEPA-approved, 24-hour test for drinking and source 
waters. 
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ANNEX  10 

 

   

ENTEROCOCCUS TESTS 
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ENTEROCOCCUS 

SOIL MICROBIOLOGY 

BIOL/CSES 4684 

 

1. IDENTIFYING CHARACTERISTICS  

 Gram positive  

 Cocci shape  

 Nonmotile   

 Occur in pairs or short chains  

 Cells are one micrometer in diameter  

 Predominately inhabit human intestines  

 Faculative anaerobes (prefer anaerobic)  

 Complex and variable nutritional requirements  

 Resistant to many Gram positive antibiotics  

 Perform simple fermentation  

 Mechanism of pathogenicity unknown  

 Used as indicators of fecal pollution in the purification of water and 

dried and frozen foods  

 Members of genus streptoccous  

 Belong to Lancefield's serologic group D Streptococcus  

 Catalase negative  

 Can grow in 6.5% NaCl  

 Can grow at a pH range of 9.6 to 4.6  

 Can grow at temperatures ranging from 10 to 45°C  

 Optimunm growth at 37°C  

 Sensitive to chlorination  

The above picture shows a Streptococcus. Cells that are oval in appearance 

are in the process of actively dividing. 

 

2. TAXONOMIC DESCRIPTION 
The enterococcus group is a subgroup of the fecal streptococci that includes at 

least five species: S. faecalis, S. faecium, S. durans, S. gallinarum, and S. 

avium. The enterococci are differentiated from other streptococci by their 

ability to grow at high pH (9.6 at 10), high temperature (45°C) and in high salt 

concentrations (6.5% sodium chloride). The enterococcus are generally 

resistant to many Gram positive antibiotics such as the tetracyclines, 
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aminoglycosides, sulfonamides, some penicillins, and lincosamides. E. 

faecalis and E. faecium are the most frequent species found in humans. E. 

faecalis is the only enterococcus species that has been genetically 

characterized. Its genome is 3 mb in length. The two genetic mechanisms first 

discovered in the enterococci were conjugative transposons and sex 

pheromone plasmids. Some strains require vitamin B and amino acids for 

growth.  

Selected differential physiological characteristics for species of the 

enterococci. 

 
E.faecali

s 

E. 

faecium 

E. 

durans 

E. 

bovis 

E.equinu

s 

Hemolysis -/+ - +/- - - 

Growth at10 °C + + + - - 

Growth at 45°C + + + + + 

Growth at 50°C + + - - - 

Growth at pH 9.6 + + +/- - - 

Growth at 6.5% NaCl +/- +/- +/- - - 

Growth at 40% bile + + + + + 

Resists 60°C for 30 min + + +/- - - 

NH3 from arginine + + + - - 

Gelatin liquefied -/+ - - - - 

Tolerates 0.04% Pot. tellurite + - - - - 

Acid from Glycerol + - - - - 

Acid from Mannitol + + - -/+ - 

Acid from Sorbitol + - - -/+ - 

Acid from L-arabinose - + - +/- - 

Acid from Lactose + + + + - 

Acid from Sucrose  + +/- - + + 

Acid from Raffinose - - - + - 

Acid from Melibiose - + - + - 

Acid from Melezitose + - - - - 

Starch hydrolyzed - - - + - 
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Tetrazolium reduced at pH 

6.0 
+ - - +/- - 

 

 

3. ISOLATION AND ECOLOGY  
Most procedures employ presumptive media followed by confirmatory tests. 

Primary selective agents can be azide, tellurite, bile, neonycin, Tween 80, 

taurocholate, selenite, NaCl, alcohol, phenylethyl, and thallium. For isolation, 

the Association of Food and Drug Officials of the United States recommends 

KF agar medium. This is selective differential agar that contains sodium 

azide, that inhibits catalase positive organisms, and tetrazolium chloride 

which produces a red color in the colonies.  

Ethyl violet azide (EVA) broth can be used as a confirmation. Fecal 

enterococci from water can be isolated, cultivated, and enumerated in this 

broth. Growth of fecal enterococci in EVA results in turbidity and a purple 

sediment in the bottom of liquid cultures. There is also a tyrosine 

decarboxylase activity procedure and a mentagan test that works well. 

Enterococci are able to grow in the presence of bile and hydrolyze the 

esculin; the liberated diphydroxycourmarin complexes with ferric citrate 

present in the media to form a dark brown/black soluble compound. The 

picture on the left shows the differential reaction that identifies the 

enterococci on bile esculin agar. 

Enterococci occur naturally in soil and can be readily isolated from most 

plant roots as well. They are also found routinely in frozen seafood, cheese, 

dried whole egg powder, raw and pasteurized milk, frozen fruits, fruit juices, 

and vegetables. Occasionally they are used as starter cultures for making hard 

cheese. Some strains produce high levels of the amines tyramine and 

histamine. Tyramine may be involved in causing migraines. They are capable 

of producing extracellular proteinases and peptidases to hydrolyse large 

peptides and transport them into the cell to convert them to amino acids. Due 

to diet, E. faecalis dominates the guts of humans in the United States and 

England. In India and Japan, E. faecalis and E. faecium are equally found in 

the intestines. They get into food through vegetation, processing equipment, 

processing environments, or fecal contamination. Symptoms are similar to B. 

cereus and C. perfringens. Symptoms include nausea, vomiting, and diarrhea, 

but are milder than those caused by other food borne illnesses. The picture at 

left shows hemolysis on blood agar by S. pyogenes, a group A streptococcus. 



 

118 

 

Blood agar is often used as a diagnostic test for the enterocococci, especially 

when isolations are made from food or clinical samples. Two of the five 

enterococcal species (faecalis and durans) will usually produce hemolysis on 

blood agar (see above table). 

 

4. PUBLIC HEALTH SIGNIFICANCE  

The enterococci are used as a bacterial indicator for determining the extent of 

fecal contamination in foods and in recreational surface waters. Water quality 

guidelines based on enterococcal density have been proposed for recreational 

waters. The guideline is 33 enterococci/100 mL for recreational fresh waters. 

For marine waters, the guideline is 35 enterococci/100 mL. The guidelines are 

based on the geometric mean of at least five samples per 30-d period during 

the swimming season. There are two types of selection methods. The 

membrane filter technique is used for samples of fresh and saline waters; 

however, it is unsuitable for highly turbid waters. The multiple-tube technique 

is also applicable to fresh and marine waters, but is primarily used for raw and 

chlorinated wastewater.  

For the presumptive test procedure of the multiple-tube technique, a series of 

azide dextrose broth tubes are inoculated and incubated. If not turbid, tubes 

are reincubated. Tubes showing turbidity are streaked onto Pfizer selective 

enterococcus (PSE) agar. Brownish-black colonies with brown halos confirm 

the presence of fecal streptococci. These colonies are transferred to a tube of 

brain-heart infusion broth containing 6.5% NaCl. Growth indicates colonies of 

the enterococcus group.  

In the membrane filter technique, the sample is filtered, the filter containing 

the colonies are transferred to an agar medium which is incubated. The filter is 

transferred to EIA medium containing esculin and ferric acid as selective 

agents. Pink to red enterococci colonies develop a black or reddish-brown 

precipitate. A well isolated colony from brain-heart infusion agar is then 

transferred onto a brain-heart infusion broth tube and incubated. After growth, 

a sample of the culture is transferred to bile esculin agar, brain-heart infusion 

broth, and brain-heart infusion broth with 6.5% NaCl. Growth at 45°C in 

6.5% NaCl indicates presence of enterococcus group.  

 

For clinical or food samples, additional tests that may be conducted include 

bile solubility (above left picture; the tube on the far left is positive), and 



 

119 

 

antibiotic sensitivity (the above right picture shows the antibiotic disk assay 

for bacitracin).  

 
 

5. ADDITIONAL SOURCES OF INFORMATION  

Rose, A.H., ed. 1983. Economic Microbiology: Food Microbiology. 

Academic Press. New York. Volume 8. 207 pp. 

Defigueiredo, Mario and Don Splittstoesser, ed. 1976. Food Microbiology: 

Public Health and Spoilage Aspects. AVI Publishing Company. Connecticut. 

276-281 pp. 

Ray, Bibek. 1996. Fundamental Food Microbiology. CRC Press. New York. 

363-364 pp. 

Banwart, George. 1979. Basic Food Microbiology. AVI Publishing 

Company. Connecticut. 400-404 pp.  

 

5. LINKS TO SITES ON THE ENTEROCOCCI 

Gram Positive Facultative_Cocci  

Detection of Enterococci in Recreational Waters  

Cancer Control Journal  

Taxonomy - Enterococcus  

http://endeavor.med.nyu.edu/courses/microbiology2/courseware/infect-disease/Facultative_Cocci4.html
http://bugs.uah.ualberta.ca/webbug/envbug/entero.htm
http://www.moffitt.usf.edu/providers/ccj/v3nl/dept5/dept5.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Taxonomy/wgetorg?id=1350
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Testing Protocol for Enterococcus and Total Coliform 
 

1. Turn on the Quanti-tray sealer. 

-Green light must be lit prior to use. 

2. Add 1 packet of Enterolert (for Enterococcus) or Colilert (for Total 

Coliform) reagent into a small, sterile plastic bottle. 

3. Measure 10 ml of ocean water sample and add to the reagent. 

4. Measure 90 ml of distilled water and add to the reagent/sample 

mixture. 

5. Shake the 100 ml mixture well to completely dissolve reagent 

6. Label the paper side of the empty Quanti-tray with Date, Location of 

Collection, and Time. 

7. Pour the reagent-sample mixture from the plastic bottle into the tray, 

avoiding contact with the foil side of the tray.  Allow foam to settle. 

8. Place the Quanti-tray upside-down on a rubber insert and run through 

the sealer to distribute the reagent-solution mixture into the wells and 

to seal the tray. 

9. Place the Quanti-tray in an incubator at 41 degrees Celcius for 

Enterococcus and at 35 degrees Celcius for Total Coliform. 

10. Incubate sample for 24 hours for Enterococcus testing  

11. Incubate sample for 18 hours for Total Coliform testing. 

12. Repeat procedure for each sample. 

 
 

California Standards 
Enterolert, the testing method we use, is a rapid method used for 
detection and quantification of enterococci and indicator bacteria in 
water.  It is sensitive to 1 enterococci/100ml.  The results for 
Enterococcus take 24 hours to incubate.  The MPN number (Most 
Probable Number), which is used to determine the density of bacteria 
in water samples, should be below 104 in order to conform to the CA 
standard. 
 

Colilert is a method used for detection and quantification of Total Coliform 

and E. Coli.  The results for Total Coliform take 18 hours to incubate.  The 

MPN number, which is used to determine the density of bacteria in water 

samples, should not exceed 400 in order to conform to the CA standard. 

 

Results: Enterococcus 
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To read the results, the Quanti-trays are removed from the incubator after 24 

hours, and a 6 watt UV lamp is held 5 inches above the wells.  Any 

fluorescence within a well indicates the presence of contamination.  The 

number of contaminated wells is counted and is read against the Most 

Probable Number (MPN) Table to determine the level of contamination for 

the area where the sample was collected.  The value from the Table is 

multiplied by 10 to get the true MPN number.  If fluorescence is not 

detectable after 24 hours of incubation, the sample is considered negative for 

contamination.  After more than 28 hours of incubation, positives are not 

valid due to heterotrophs in the water, which can render a false positive.  

Results are then recorded and posted on the San Diego Chapter and National 

Surfrider Foundation websites. 
 

Results: Total Coliform 

 

To read the results, the Quanti-trays are removed from the incubator after 18 

hours.  Contamination is indicated by a yellow coloration in the wells.  A 

comparator shows what the yellow should look like.  The number of positive 

yellow wells is counted and the level of Total Coliform is determined by the 

Most Probable Number (MPN) Table.  The value from the Table is 

multiplied by 10 to get the true MPN number.   

 

The results for E. Coli are determined with the presence of fluorescence in 

the positive wells of the samples for Total Coliform.  A 6 watt UV lamp is 

used and the MPN is calculated by the same method. 
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Experiment 7:  Detection of Coliforms, Fecal Coliform and 

Enterococcus Bacteria in Environmental Samples 

 

 

Introduction 

Microorganisms pathogenic to humans that are transmitted by water include 

bacteria (including blue-green algal toxins), viruses and protozoa.  Most of 

the microorganisms transmitted by water usually grow in the intestinal tract 

of people and leave the body in feces.  Fecal pollution of water used for 

swimming and drinking can then occur resulting in transmission of 

infectious microbes.  The significance was recognized at the turn of the 

century when filtration and disinfection of drinking water was begun in the 

USA.  This resulted in nearly complete elimination of waterborne cholera 

and typhoid in this country. 

Routine examination of water for the presence of intestinal pathogens 

would be tedious and difficult.  It is also nearly impossible because of the 

―viable but non culturable‖ phenomenon.  It is easier to infer the presence 

of human waste from some nonpathogenic intestinal bacteria such as 

Escherichia coli and Streptococcus faecalis.   These organisms are always 

found in the intestines.  When they are found in water, it is assumed that the 

water is contaminated with fecal material. 

Coliform bacteria (of which E. coli is a member) occur normally in the 

intestines of warm-blooded animals and are discharged in great numbers.  

In polluted water, their numbers are assumed to be roughly proportional to 

the degree of fecal pollution.  Traditional methods for their enumeration 

involve multiple sequential steps. More rapid and simple methods have long 

been sought.  Thus, the defined substrate technology (DST) provides the 

possibility for detection and confirmation of total coliforms and E. coli in 

samples.  Additionally, the enterococci bacteria are also quantifiable. 

The Colilert was the first commercial DST test to receive USEPA approval 

for drinking water analysis.  This test uses specific indicator nutrients: 

ortho-nitrophenyl--D-galactopyranoside (ONPG) and 4-methyl-

umbelliferyl--D-glucuronide (MUG).  A water sample is incubated with 

Colilert reagent for 24 hours.  If a coliform is present, indicator nutrient is 

hydrolyzed by the enzyme -galactosidase of the organism, thereby 

releasing the indicator portion, ortho-nitrophenyl, from ONPG.  The free 

indicator imparts a yellow color to the solution.  E. coli posses an additional 

constituitive enzyme, glucuronidase, that hydrolyzes the second indicator 
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nutrient, MUG.  As a result of this hydrolysis, MUG is cleaved into a 

nutrient portion (glucuronide), which is metabolized, and an indicator 

portion, methylumbelliferone, which fluoresces under ultraviolet light.  

Thus two separate and specific microbial assays are carried out 

simultaneously in the same sample. 

The Enterolert is used to indicate enteroccus bacteria.  This test uses -D-

glucoside attached to MUG.  When -glucosidase of the organism attacks 

the -D-glucoside part of the defined substrate, the fluorescent 

methylumbelliferone is released and can be visualized in UV light. 

The IDEXX Quanti-Tray and Quanti-Tray/2000 provide easy, rapid and 

accurate counts of coliforms, E.coli and enterococci. The IDEXX Quanti-

Tray and Quanti-Tray/2000 are semi-automated quantification methods 

based on the Standard Methods Most Probable Number (MPN) model. The 

Quanti-Tray
®

 Sealer automatically distributes the sample/reagent mixture into 

separate wells. After incubation, the number of positive wells is converted 

to a most probable number (MPN) using a table provided. Quanti-Tray 

provides counts from one to 200/100 ml. Quanti-Tray/2000 counts from one 

to 2,419/100 ml. 

 

Materials 

Medium (250 to 500 mL) plastic collection bottles 

Bottles for mixing reagents with appropriate water volume (containing 

sodium thiosulfate) 

Plastic beakers 

Water samples from the environment; soil or sediment samples 

Tap water 

quantitrays 

quantitray plate sealer 

Colilert and Enterolert media 

Fluorescent hand held lamp 

MPN table (with media) 

Sterile physiological saline water 

 

Methods 

 

1. Collect water samples in collection bottles (can scoop with clean beaker) 

from near Goleta Beach:  the surf zone at a few places (ankle deep, 4 

samples spaced 5 minutes apart in a given location, plus several locations), 

http://www.idexx.com/water/products/accessoriesFull.cfm?ID=12&name=quanti-tray&productdir=quantitray&TypeID=4#7
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the lagoon, and water in the beach sand (dig a hole and allow to fill up).  

Sediment can also be collected, but must be washed and the washwater used 

for conducting the assay. 

 

2.  Depending on the sample, prepare 1:10, 1:100, 1:1000 dilutions of the 

original sample by adding 10 mLs of sample to a mixing bottle (for the :10) 

then filling to the 100 mL mark with sterile saline water.  For the 1:100 

dilution, transfer 1 mL and bring to the mark; for the 1:1000 dilution, 

transfer 100 L and bring to the 100 mL mark.  Make sure to prepare a 

control (sterile saline only). 

 

3. Following the instructions for Colilert and Enterolert, partition the 

samples into the mixing bottles (marked with 100 mL mark, so add to 

mark).   Add the defined substrates to the mixing bottles. NOTE:  separate 

samples are poured from the collection bottles into separate mixing bottles, 

each for Colilert and Enterolert. 

 

4.  Following the instructions for the Quantitray, pour the mixtures in 

separate Quantitrays and seal according to the manufacturer‘s instructions. 

 

5. Incubate the Enterolert at 41 C for 24 hours, then count fluorescent 

wells (shine the lamp on the tray to observe fluorescence).   Incubate the 

Colilert at  35 C for 24 hours.  Count yellow and also count fluorescent 

wells, insuring to note the two separately. 

 

 

Analysis and Write up 

 

Using the MPN tables provided by IDEXX, estimate the numbers of 

coliform, E. coli and enterococci bacteria in the samples.  Why is this an 

estimate? 

 

Where were the numbers highest?  Comment on why your results and relate 

them back to where you sampled.  Also, how did the samples taken at 5 

minute intervals at one location vary?  Comment on why your results 

appeared as they did. 
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This test is generally described as ―culture-dependent‖.  Comment on this 

statement and contrast with other methods for detecting indicator bacteria 

that are ―culture independent‖. 

 

Public agencies may not perform these tests on turbid stormwater.  

Comment on this.   
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Merck KGaA 

Contact: Sales Enquiry 

Email: mailto:mibio@merck.de?Subject=New 

ChromoCult® Enterococci Agar for Detection of 
Enterococci in Water [Ref: rapidmicrobiology news - 

1054h5] 

Tel : +[49] 6151 72-0 

Fax: +[49] 6151 72 6080 

 
 

 

 

New ChromoCult® Enterococci Agar for Detection of 
Enterococci in Water 

 

ChromoCult® Enterococci Agar is an approved, 
excellent value medium for the detection of Enterococci in 
water 
Do you want to save money? 
Merck offers an excellent value chromogenic medium for 
reliable, fast and safe detection of Enterococci. 
Do you want to simplify your analysis? 
Then you should use this unique chromogenic technique 
for the detection of Enterococci. 
Do you want to save time? 
Benefit from the speed of this new method . in just 24 
hours you can clearly and safely detect the absence or 
presence of Enterococci. 

The examination of water is strictly regulated by the 
European Union Directive on Drinking Water, but to enable 

the use of alternative methods, especially for the 
bacteriological examination of water, the ISO 17994 was 
created, which describes procedures how to prove 
alternative against reference methods.  
 
Merck.s ChromoCult® Enterococci Agar was successfully 

http://www.rapidmicrobiology.com/Companies/1054.php
mailto:mibio@merck.de?Subject=New%20ChromoCult�%20Enterococci%20Agar%20for%20Detection%20of%20Enterococci%20in%20Water%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%201054h5]
mailto:mibio@merck.de?Subject=New%20ChromoCult�%20Enterococci%20Agar%20for%20Detection%20of%20Enterococci%20in%20Water%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%201054h5]
mailto:mibio@merck.de?Subject=New%20ChromoCult�%20Enterococci%20Agar%20for%20Detection%20of%20Enterococci%20in%20Water%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%201054h5]
mailto:mibio@merck.de?Subject=New%20ChromoCult�%20Enterococci%20Agar%20for%20Detection%20of%20Enterococci%20in%20Water%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%201054h5]
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approved according to ISO 17994 and is now licensed by 
the German Federal Environmental Protection Agency as an 
alternative medium for the detection of Enterococci in 
water. 
 
The Enterococci family is one of the indicator groups of 
faecal contamination of water. This group of organisms can 
survive longer in the environment than the classical faecal 
marker organism E. coli. Because of this longer survival, 
the detection of Enterococci serves as a sensitive indicator 

for possible faecal contamination that has occurred in the 
past. 
 
This parameter is very helpful for customers using near-
shore sea water as a raw material for production of bottled 
or drinking water and sewage treatment plants are in the 
neighbourhood and these organisms can also be used as a 
marker for successful sanitation after accidents in water 
systems. 
 

On ChromoCult® Enterococci Agar the Enterococci are 
clearly detectable by the red coloured colonies, thus 
meeting the requirements for fast detection of faecal 
contamination in water and indicating any action needed 
for public health and safety. 
 
Only one medium is necessary, instead of two, as a 
confirmation test is not required. With this method the 
results are available one day earlier without compromising 
safety. The ChromoCult® Enterococci Agar can be used for 
examination of nearly all types of water samples, e.g. 

drinking water or pool water. 

 
 

 
Available products:  
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ChromoCult® Enterococci Agar 
cat no. 
1.0950.0500 

Cellulose mixed-ester GNG membrane 
filters  

Gelman 66278 
 

 

 

 
Source: Merck KGaA  
Posted: December 15, 2006 
 

 
 

http://www.rapidmicrobiology.com/Companies/1054.php
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ANNEX 11   

 

DETECTION OF CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 
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Oxoid Ltd. 

Contact: Val Kane 

Email: 
mailto:val.kane@thermofisher.com?Subject= 
Improved detection of Clostridium perfringens in 

water samples [Ref: rapidmicrobiology news - 
603h15] 

Tel : +[44] 1256 841144 

Fax: +[44] 1256 329728 

 
 

 
 

 

 

Improved detection of Clostridium perfringens in 
water samples 

 
 

Oxoid Limited has extended their range of products for 
testing the microbiological quality of water with the 
addition of new m-CP Medium - a selective, chromogenic 
medium for the rapid identification and enumeration of 
Clostridium perfringens in water samples. Compared to 
traditional methods, m-CP Medium provides faster results 
with increased selectivity and specificity. 
 
Clostridium perfringens spores are resistant to 
environmental stress and can survive in water for longer 
than vegetative bacteria, including E. coli. This makes Cl. 
perfringens an important indicator of water pollution and 
a useful marker to alert water companies to the possible 

presence of other stress-resistant pathogens, such as 
viruses and protozoal cysts. In addition, its resistance to 
chlorination is useful in testing the effectiveness of water 
treatment processes. 

 

http://www.rapidmicrobiology.com/Companies/603.php
mailto:val.kane@thermofisher.com?Subject=%20Improved%20detection%20of%20Clostridium%20perfringens%20in%20water%20samples%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%20603h15]
mailto:val.kane@thermofisher.com?Subject=%20Improved%20detection%20of%20Clostridium%20perfringens%20in%20water%20samples%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%20603h15]
mailto:val.kane@thermofisher.com?Subject=%20Improved%20detection%20of%20Clostridium%20perfringens%20in%20water%20samples%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%20603h15]
mailto:val.kane@thermofisher.com?Subject=%20Improved%20detection%20of%20Clostridium%20perfringens%20in%20water%20samples%20[Ref:%20rapidmicrobiology%20news%20-%20603h15]
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Levels of Cl. perfringens in raw water are monitored to 
detect increases in contamination. Furthermore, the 
presence of Cl. perfringens in drinking water is 
considered significant and warrants immediate 
investigation.  

The new Oxoid m-CP Medium is designed to improve the 
differentiation of Cl. perfringens from other clostridial 
species and background flora. 

Chromogenic compounds within m-CP Medium cause Cl. 
perfringens colonies to turn yellow (based on their ability 
to ferment sucrose), thus differentiating them from other 
Clostridium species, whilst colonies of contaminating 
organisms turn purple (based on their ability, unlike Cl. 
perfringens, to hydrolyse indoxyl-b-D-glucoside). 
Additional confirmation is provided by exposing the culture 
plate to ammonium hydroxide. This highly specific reaction 
causes acid phosphatase-producing Cl. perfringens colonies 
to turn a distinctive dark pink. 

The addition of D-cycloserine and polymixin B, and an 
incubation temperature of 44°C, improve selectivity by 
inhibiting the growth of Gram-negative bacteria and 
staphylococci. 
 
The chromogenic agar substrates in m-CP Medium are so 
specific that further verification steps are not required. This 
allows results to be obtained in a day instead of the 3-4 
days required by traditional methods. In a comparative 

evaluation, m-CP Medium demonstrated increased 
sensitivity and specificity compared to TSC Agar, with a 
decrease of 48 hours in the time taken to obtain a result1. 
 
The European Council Directive 98/83/EC recommends m-
CP Medium for testing water intended for human 
consumption2.  
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References:  
 
1: Oxoid Limited, data on file. 
2: E.U. (1998) 98/83/EC of Council of 3rd November 1998 
on the quality of water intended for human consumption. 
Off. J. Eur. Commun., L330, 32-54. 
 

For further information about Oxoid m-CP Medium and 
other Oxoid products for water and environmental testing 
contact details are listed above or click on the link below. 

 

 
Source: Oxoid Ltd.  
Posted: September 9, 2002 

http://www.rapidmicrobiology.com/Companies/603.php
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 اهيحخّيبح
 أجِزث –اهخحنى فٓ اهجّدث ) ٌظرث ػبيج ػوٓ اهترٌبيج اهخدريتٓ يينرّتيّهّجيب اهييبٍ :أّلا

 ( اهؼيٌبح–اهيؼيل 

 اهِدف اهؾبى هودّرث اهخدريتيج .1

 اهيجيّؽج اهيشخِدفج .2

 ؽدد اهيخدرتيً .3

 يٌِجيج اهخدرية .4

 يشبؽداح اهخدرية .5

 كبئيج اهدّراح اهخدريتيج .6

 ينبً اهخدرية ّ عريلج اهجوّس تجوشبح اهخدرية .7

 

 خطج اهخدريس تبهدّرث اهخدريتيج يينرّتيّهّجيب اهييبٍ :ذبٌيب

.  اهؼيٌبح– أجِزث اهيؼيل –دّرث اهخحنى فٓ اهجّدث  . أ
  أُداف اهدّرث1-أ

  يّظّؽبح اهدّرث2-أ

  يدث اهدّرث3-أ

  اهترٌبيج اهزيٌٓ هودّرث4-أ

 
 

 (اهؼيٌبح-  الأجِزث–اهجّدث )ٌظرث ػبيج ػوٓ اهترٌبيج اهخدريتٓ يينرّتيّهّجيب اهييبٍ : أّلا

 اهِدف اهؾبى هودّرث اهخدريتيج .1

خؾريف اهؾبيويً تيؾبيل اهيينلاّتيّهّجٓ اهيودلج تبهيؾبيل اهيرنزيج تؤددد اهعرق اهخٓ 
خختؼ فٓ دبلاح خبضج يذل اهعرق اهيختؾج فٓ اهنشف ؽً اهتنخريب اهيظبرث يً خؤذير 

 يذل اهيؾبهجج تبهنوّر ّأذير اهيختلٓ يٌَ فٓ  Injured or Stressed Cellsاهيؾبهجج 
اهشتنبح ّاشخٌفبذٍ تشنل أّ تآخر الأير اهذْ يإدْ اهٓ ؽدى ديبيج اهشتنبح يً اهخوّد 

هذهم يجة اهخؾبيل .  هوتنخريب الأير اهذْ كد يإدْ اهٓ يشبنل ضديج Regrowthّددّد 
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يؼ ؽيٌبح اهشتنبح تعرق خبضج هونشف ؽً يإشراح اهخوّد دخٓ لا يدضل ؽوٓ ٌخيجج 
. شوتيج غير دليليج

نذهم خِدف اهدّرث اهٓ اهؾٌبيج تبهنشف ؽً اهدبهج اهيينرّتيّهّجيج هوشتنبح ّيِيٌب ٌُب خوم 
اهيجيّؽج يً اهتنخريب اهخٓ خشتة يشبنل اهعؾى ّاهرائدج نيب خشخرم فٓ يِبجيج اهيبدث 

اهيضخؼ يٌِب اهيّاشير فخإدْ اهٓ اهخآنل ّخوم اهيجيّؽج يً اهتنخريب يعوق ؽويِب  
Nuisance bacteriaّخشيل تنخريب اهدديد ّاهنتريح تؤكشبيِب اهيخخوفج  .

  نذهم خشيل اهدّرث اهخؾريف تبهعرق اهشريؾج هونشف ؽً اهخوّد فٓ دبلاح اهعّارْء 

Enzymatic methods ًّاهعرق اهخٓ خؾخيد ؽوٓ اهخوّيChromogenic media  
,  PCRّعرق اهتويرث   ّاهعرق اهيتبشرث ATPّاهعرق اهخٓ خؾخيد ؽوٓ خلدير 

ّتبلاظبفج اهٓ يب شتق شيخؾرف اهيخدرتًّ ؽوٓ عرق اهنشف ؽً اهفعر ّاهخييرث فٓ 
. اهييبٍ هيب هِى يً أُييج تبهٌّادٓ اهضديج

 .ّفٓ ظّء يب ذنر شيخى يٌبكشج اهيّاضفبح اهليبشيج اهيضريج هييبٍ اهشرة

 

 اهيجيّؽج اهيشخِدفج .2

اهيينرّتيّهّجييً اهؾبيويً تبهيؾبيل اهيرنزيج هشرنبح اهييبٍ اهخبتؾج هوشرنج اهلبتظج هييبٍ 
 .اهشرة ّاهضرف اهضدٓ

 

 ؽدد اهيخدرتيً .3

 أجِزث –اهخدنى فٓ اهجّدث )يتوغ ؽدد اهيخدرتيً اهيلدر هدظّر دّرث  يينرّتيّهّجيب اهييبٍ 
 يخدرة يً اهيؾبيل اهيرنزيج يجزئيً ؽوٓ 22 – 20يب تيً  ( اهؾيٌبح–اهيؾيل 

.  يجيّؽخبً
 

 يٌِجيج اهخدرية .4

خؾخيد يٌِجيج اهخدرية تبهدّرث ؽوٓ ؽدث اشس ينًّ اهِدف اهرئيشٓ يٌِب خّضيل اهيؾوّيج 
تشِّهج ّيشر هويخدرة ّنذهم ظيبً اهيشبرنج اهفؾبهج يً اهيخدرتيً أذٌبء جوشبح اهخدرية 
ّاهخؤند يً اهفِى اهنبيل هيدخّيبح ّيّظّؽبح اهدّرث ّاهخدرية اهؾيوٓ ّاهشخضٓ ؽوٓ 

.  اهيّظّؽبح اهخٓ شخخٌبّهِب اهدّرث
: ُذا ّيينً خوخيص اهيٌِجيج اهيختؾج فييب يوٓ
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 اهخٓ يوليِب اهيدرة ذا اهخترث تِدف خّضيل أددد اهيؾوّيبح : اهيدبظراح

ؽوٓ ضّرث ٌغريج ّؽيويج ّاهخؤند يً اهخعتيق اهؾيوٓ تعريلج ضديدج 
ّؽوٓ أشبس يً اهفِى ييب يينٌَ يً خلاشٓ الأخعبء اهخٓ يً اهيينً أً 
خوؾة دّرا فٓ ضدج اهٌخبئج اهخٓ يخدضل ؽويِب ّاهخٓ خِخى تجّدث ييبٍ 

 .اهشرة

  اهشرائخPower point : اهخٓ خؾرط أذٌبء اهشرح لإتراز اهٌلبع اهرئيشيج
 .هنل يّظّػ فٓ خشوشل يٌعلٓ ّهظيبً ّخذتيح اهيؾوّيج هدْ اهيخدرة

 ّيديرُب اهيدرة أّ اهيدبظر ّخخيخ ُذث اهيٌبكشبح : اهيٌبكشبح اهيفخّدج
اهفرضج هختبدل الأراء ّخّجتَ الأشئوج ّ اهدضّل ؽوٓ يؾوّيبح جديدث نيب 
ئٌَ يخى يً خلاهِب ٌلل اهيؾبرف ّاهخترث اهؾيويج ّاهٌغريج يً اهيدرة ئهٓ 

 .اهيخدرتيً ّاضلاح هيفبُيى اهغير ضديدج أّ غير دديذج هدْ اهيخدرتيً

 خفيد فٓ ؽرط اهيشبنل اهؾيويج اهخٓ يّاجِِب : دراشج اهدبلاح اهّاكؾيج ُّٓ
اهيخدرتًّ أّ اهخٓ شّف يّاجٌِِّب فٓ ؽيوِى ّ أشبهية اهخغوة ؽويِب 

 .تبلاشوّة اهؾويٓ اهضديخ

 ّٓاهذْ شيخبح تضّرث فرديج هنل يخدرة تبشخخداى اهعرق : اهخدرية اهؾيو
اهليبشيج اهدديذج هظيبً اهفِى اهخبى ّاهخعتيق اهضديخ يً اهيخدرة هويؾوّيبح 

 .ّاهعرق اهؾيويج اهخٓ خى خدريشِب

 يخى ئؽعبء اهيخدرة اهيراجؼ : اهيراجؼ اهؾوييج ّ اهنّداح ّ اهيّاضفبح
اهؾوييج اهخٓ أؽخيد ؽويِب ّاهخٓ يينً اهرجّػ ئهيِب هزيبدث اهخؾيق فٓ اهيجبل 
ّنذهم الإشبرث ّيٌبكشج اهنّد اهخبص تخشغيل يدعبح يؾبهجج ييبٍ اهشرة 

ّاهيّاضفبح اهدديذج اهدبنيج ّاهيؾيّل تِب فٓ يضر ّؽوٓ اهيشخّْ اهدّهٓ 
 . فٓ يجبل ييبٍ اهشرة

  فٓ ٌِبيج اهدّرث يخى خلييى اهدبظريً يً خلال اخختبر خدريرْ فٓ يّاد
 .اهدّرث
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 يشبؽداح اهخدرية .5

  جِبز ؽرط اهشرائخ (Power Point Projector) 

 شتّرث تيظبء أّ شتّرث ّركيج 

 شبشبح ؽرط. 

 

 كبئيج اهدّراح اهخدريتيج .6

.   دّراح فٓ يجبل يينرّتيّهّجيب اهييبٍ ّيخى ئؽبدث نل دّرث يرخب4ًشيخى ؽيل ؽدد 
 :ّؽٌّاٌيً اهدّراح نبهخبهٓ

  اهؾيٌبح– أجِزث اهيؾيل –دّرث اهخدنى فٓ اهجّدث . 

 دّرث يينرّتيّهّجيب اهييبٍ اهشعديج ّاهجّفيج. 

 دّرث أشس اهخدويلاح اهيينرّتيّهّجيج ّخلدير اهتٌّد الأشبشيج. 

 دّرث اهعرق ّاهتٌّد اهخبضج فٓ اهخدويل  ّاهيّاضفبح اهليبشيج هييبٍ اهشرة. 

 

 ينبً اهخدرية ّ عريلج اهجوّس تجوشبح اهخدرية .7

 .شخخى ُدث اهدّرث تبهيؾبيل اهيرنزيج تبهتديرث

يجوس اهيخدرتًّ ّفٓ يّاجِخِى اهيدبظر فٓ اهيٌخضف ّؽوٓ يييٌَ جِبز اهنيتيّخر 
 ّشبشج اهؾرط ّؽوٓ يشبرٍ اهشتّرث اهتيظبء أّ Power Pointهؾرط اهشرائخ 

اهشتّرث اهّركيج ّينًّ ّظؼ نل يً شبشج اهؾرط ّاهشتّرث تديد يشيخ تشِّهج 
.  اهرإيج هجييؼ اهيخدرتيً

 يخرا هخشخّؽة اهيخدرتيً  7 × 5ّخلدر اهيشبدج اهيعوّتج هلبؽج اهخدرية تيب لا يلل ؽً 
. ّاهيدرة هخشيخ تشِّهج درنج اهيدرة ّئينبٌيج ّضّهج لأيبنً جوّس اهيخدرتيً

. ّيوزى أً خخّفر تبهلبؽج الإظبءث اهلازيج ّاهخِّيج اهنبفيج ّالأجِزث اهضّخيج اهيٌبشتج
 يجيّؽج يً 6 – 5يينً ؽيل  ) يخدرة 12 – 10نيب يوزى خّفير يؾيل يخشؼ هؾدد 

ّاهيؾيل ينًّ يجِز تبلاينبٌيبح يً أجِزث ّأدّاح، أيب اهتيئبح  (شخضيً ؽوٓ الأنذر
خخى دّرخبً تخنرارُب فٓ . gtzّاهنييبّيبح ّتؾط اهيشخوزيبح فشيلّى تخّفيرُب ُيئج 

اهيؾيل اهيرنزْ تيدعج اهفشعبع تبهلبُرث ّدّرخبً تينررُب تبهيؾيل اهيرنزْ تشرنج 
. ييبٍ اهتديرث تديٌِّر
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خطج اهخدريس تبهدّرث اهخدريتيج  : ذبٌيب

دّرث اهطرق ّاهؼٌبضراهتنخريّهّجيج اهخبضج  ّاهيّاضفبح اهليبشيج هييبٍ اهشرة 
حويٓ خّفيق اهزٌفوٓ . د.أ:           يحبضر

يشبػد يً ُيئج اهؼبيويً تبهيؼيل اهذْ خخى فيَ اهدّرث ّذهم :   خدريتبح ػيويج
. تبهخٌبّة

أُداف اهدّرث 

  خٌييج ّخلدير اهتنخريب اهغير يرغّة فٓ خّاجدُبNuisance bacteriaّخشيل  :
 يجيّؽج تنخريب اهدديد تؤكشبيِب .
  تنخريب اهنتريح يؤكشبيِب
  اهعرق اهشريؾج هونشف ؽً دلائل اهخوّد فٓ دبلاح اهعّارْء
  اهعرق اهغير خلويديج اهدديذج فٓ اهنشف ؽً دلائل اهخوّد
  خلديرATP  ّعرق اهتويرث PCR هونشف ّاهخؾرف ؽوٓ اهتنخريب 
  عرق اهنشف ؽً اهتنخريب اهيظبرثInjured or Stressed Cells 

  اهعرق اهوٌّيج هونشف ؽً أدهج اهخوّد اهتنخيريجChromogenic media 
  خٌييج ّؽد اهفعريبح ّاهخييرث فٓ ييبٍ اهشرة
  ٍأُييج اهنشف ؽً اهتنخريب اهيخخزهج هونتريخبح ّتنخريب اهنوّشخريديى فٓ دبهج اييب

اهجّفيج 
 يٌبكشج اهيّاضفبح اهليبشيج اهيضريج 

 

يّضّػبح اهدّرث 
  ٍّنذهم  (اهعؾى ّاهرائدج)اهتنخريب اهيلززث ّاهخٓ يٌخج ؽٌِب خغير فٓ خّاص اهييب

اهخٓ خشتة خآنل اهيّاشير 
o  يجيّػج تنخريب اهحديد
o  يجيّػج تنخريب اهنتريح

  اهدبجج اهٓ عرق شريؾج لانخشبف اهخوّد فٓ دبهج اهعّارْء
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  اهعرق اهوٌّيج تبشخخداىChromogenic media 
  اهعرق اهغير خلويديج ّاهخٓ أكرخِب ّنبهج ديبيج اهتيئج الأيرينيج
  خلدير الأديبط اهٌّّيجATP  ّعرق اهتويرث PCRهوخؾرف ؽوٓ اهتنخريب  .
  عرق اهنشف ؽً اهفعر ّاهخييرث فٓ ييبٍ اهشرة
  اهنشف ؽً خوّد اهييبٍ اهجّفيج
  ٍيٌبكشج اهيّاضفبح اهليبشيج اهيضريج هييبٍ اهشرة فٓ ظّء يب شتق ذنر

 
 

 

يدث اهدّرث 
خشخغرق اهدّرث يدث شخج أيبى يخّاضوج ّ يتدأ اهؾيل يّييب يً اهشبؽج اهذبيٌج ّاهٌضف ضتبدب 

تّاكؼ خيشج شبؽبح ٌغرْ )دخٓ اهشبؽج اهخبيشج ّاهٌضف تؾد اهغِر، أْ يدث خشؼ شبؽبح 
.يّييب يخخووِب شبؽج هخٌبّل اهيشرّتبح ّاهغداء  (ّذلاد شبؽبح ؽيوٓ
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 اهترٌبيج اهزيٌٓ هودّرث 4.أ

اهيحخّْ اهيّضّع اهخّكيح اهجوشج اهيّى 

انيٕو 
الأٔل 

إعزمجبل ٔ رغغيم انًشبسكيٍ فٗ انذٔسح   9.30 – 9انزغغيم 

انًمذيخ ٔانٓذف  11.00 – 9.30عهغخ الإفززبػ 

 

 يمذيخ عبيخ 

 رٕصيع اعزًبساد انزعبسف 

 أْذاف انذٔسح 

 انُزيغخ انًشعٕح 

 علالخ انذٔسح ثخطػ انششكخ انمبثعخ 

 

 1.30 – 11.30 انغهغخ الأٔنٗ
انجكزشيب انًمضصح ٔدٔسْب فٗ رذْٕس خٕاص  

ييبِ انششة  

رعشيفٓب *

يذنٕنٓب ٔاعزخذايبرٓب *

 (ثكزشيب انكجشيذ )عًهٗ   4.30 – 2.30 انغهغخ انضبَيخ

  رؾعيش ثيئهذ انكشف عٍ انجكزشيب انًخزضنخ نهكجشيزبد

الأغجبق -  الأغشيخ انفبسصح–ٔرمذيشْب ثطشق الأَبثيت انًزعذدح 

 .انًصجٕثخ

 

انيٕو 
انضبَٗ 

 ألغبو ثكزشيب انؾذيذ ٔانكشف عُٓب ثكزشيب انؾذيذ   11.00-  9 انغهغخ انضبنضخ

انكشف عٍ ألغبو ثكزشيب انؾذيذ  *  خبتؼ تنخريب اهدديد 1.30 – 11.30 انغهغخ انشاثعخ

عًهٗ انجكزشيب انًعبسح  5.30 – 2.30انغهغخ انخبيغخ 

 رؾعيش انجيئبد انلاصيخ نزمذيش انجكزشيب انًعبسح 

  رمذيشْب يٍ ييبِ انشجكبد 

 

انيٕو 
انضبنش 

 ثكزشيب انكجشيذ ثألغبيٓب ٔانكشف عُٓب   ثكزشيب انكجشيذ  11.00-  9 انغهغخ انغبدعخ

 انجكزشيب انًعبسح فٗ ييبِ انشجكبد 1.30 – 11.30 انغهغخ انغبثعخ
  انكشف عٍ انجكزشيب انًعبسح فٗ ييبِ انشجكبد 
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اهيحخّْ اهيّضّع اهخّكيح اهجوشج اهيّى 

 انطشق انغشيعخ نهكشف عٍ دلائم انزهٕس 4.30 – 2.30 انغهغخ انضبيُخ

  رؾعيش انجيئبد 

  ٍَطجيمبد عًهيخ عهٗ انطشق انًخزهفخ نهكشف ع

 انذلائم

 

 

انيٕو 
 انشاثع

انفطش يبد فٗ ييبِ انششة   11.00-  9 انغهغخ انزبععخ

  رعشيفٓب 

 يذنٕنٓب 

 انكشف عُٓب ثبنطشق انًخزهفخ 

 ربثع انفطشيبد ٔانكشف عُٓب 2.00 – 11.30 انغهغخ انعبششح

ربثع غشق انكشف عٍ انفطشيبد   * 

 (انفطشيبد)عًهٗ   5.30 -2.30 انغهغخ انؾبديخ عشش

 رؾعيش ثيئبد انكشف عٍ انفطشيبد 

 ِانزطجيك عهٗ عيُبد ييب 

 

انيٕو 
 انخبيظ

 انغهغخ انضبَيخ عشش
8,

30 
 رمذيش انخًيشح 10.30- 

   غشق انكشف عُٓب 

 ربثع رمذيش انخًبئش 2.00 – 11.00 انغهغخانضبنضخ عشش
 ربثع انكشف عٍ انخًيشح 

 عًهٗ  5.30 – 3.00 انغهغخ انشاثعخ عشش
 رؾعيش ثيئخ انخًبئش انعبيخ ٔانًشظيخ 

 ِانزطجيك انعًهٗ عهٗ عيُبد ييب 
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اهيحخّْ اهيّضّع اهخّكيح اهجوشج اهيّى 

انيٕو 
انغبدط 

 11 – 8,30انغهغخ انخبيغخ عشش 
انجكزشيب انًخزضنخ نهكجشيزبد * اخزجبس انًيبِ انغٕفيخ                                 

ثكزشيب انكهٕعزشيذيى                                                             * 

يُبلشخ انًٕاصفبد انميبعيخ نًيبِ انششة  1,30 – 11.30انغهغخ انغبدعخ عشش 

 

  انًٕاصفبد 

 

 قراءة نتائج الاختبارات السابقة رمييى انذاسعيٍ - انزمييى  نهذٔسح- عملى 5.30 – 2.30 انغهغخ انغبثعخ عشش
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WATER MICROBIOLOGY

Module 4

Specific Bacteriological Methods

& Parameters 

Standards for Drinking Water

Prof. Dr. Helmy El-Zanfaly

National Research Center
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مقدمة عامة

  مليون من البشر يموتون كل عام من أمراض مرتبطة  2.2حوالى

بؤساسيات صحية

.مثل الاسهال معظم هإلاء من الاطفال من ابناء الدول النامية•

تداخل الصحة•

النظافة•

الامداد بالمياه •

. ثبت أن لها دورها فى التحكم فى هذه الأمراض

 اتضح أن الامداد بالمياه الآمنة والوسائل الصحية خطوة أساسية
.لخفض الاصابة بهذه الأمراض
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ظل خفض نسبة الذين لا تصل اليهم مياه الى النصؾ هدؾ *  

.    2015مخطط له أن يتحقق  عام 

             

الامداد بمياه شرب مقبولة من حيث الصفات الميكروبيولوجية •

مع خفض مخاطر الاصابة بالأمراض المعدية يحتاج الى 

. خطة المياه الآمنة

وفى أى خطة مياه آمنه التحكم والكشؾ عن التلوث البرازى •
. لمياه الشرب وكذلك مصادره

01.03.2011 Seite 4Seite 4

:خطة المياه الآمنة تشمل 

 تقييم المخاطر

  تقييم النظام المائى

  ،عملية التحكم التى تختبر كل خصائص مياه الشرب من مصدره

.  الى المستهلك( أو التجنيع والتخزين)خلال المعالجة والتوزيع 

 نقط  -يستعمل خلال ذلك خطة اداره والتى تشتمل على تحليل الخطر

التحكم الحرجة

           Points Hazard Analysis-Critical Control
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  الطرق المعتادة فى قياس التلوث البرازى

تعتمد على بكتريا أو مجموعة من البكتريا يعتد بها كدليل على    

. التلوث البرازى   

 قياس أى مإشر بكتيرى  للتلوث البرازى يحتاج الى:

شخص متدرب •

بيئات ومواد أخرى مدعمة  •

وكذلك امكانيات تتوافر فقط فى معمل الميكروبيولوجى •

.استعمال وسائل للتحليل الميكروبيولوجى فى الحقل •

01.03.2011 Seite 6Seite 6

  عدم توافر معمل أو وسائل التحليل الحقلى يعتبر عائقا أمام امداد
العديد من المجتمعات والشعوب فى انحاء العالم بمياه الشرب الآمنه 

.     ميكروبيولوجيا

                                                      

  من الجهود لحل تلك المشكلة، اقترحت وطورت عدد من  بدائل
الكشافات والاختبارات للكشؾ عن التلوث البرازى فى مياه الشرب

•H2 S  PRODUCTION .

عوامل السرعة، السهولة والقدرة على الكشؾ عن التلوث  •
البرازى فى مياه الشرب ما زال هدؾ مرؼوب ونهاية لكل الجهود 

.ميكروبيولوجيا( منخفضة المخاطر)للامداد بمياه شرب آمنة 
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  تقدير النوعية الميكروبية لمياه الشرب عن طريق الكشؾ عن

التواجد، الؽياب أو بقياس تركيز الأدلة البكتيرية طبقت عالميا 

:بهدؾ  

.المطابقة مع المواصفات القياسية والخطوط الاسترشادية 1.

لتقدير نوعية مصدر المياه ، كفاءة نظام المعالجة وسلامة نظام  2.

التوزيع ،

01.03.2011 Seite 8Seite 801.03.2011

هذا . للاعلان عن خطط أمان المياه، تقييم المخاطر ونظم الادارة3.

المياه المعبؤة )وفى بعض الدول  والمناطق وللتجارة الدولية 

( الطائرات، القطارات ووسائل السفر الأخرى) والنقل ( التجارية

.تحليل مياه الشرب ربما يكون مطلوبا بالقانون أو حكوميا

اشراك المجتمع فى تدبير ، ادارة، مراقبة مياه الشرب، ويشمل 4.

ذلك المصدر والمعالجة
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   يلزم توفير اختبارات للتلوث البرازى  لمياه الشرب تتصؾ:

بالبساطة   •

السهوله  •

عمليه  •

   فى بعض المواقؾ أحسن الاختبارات لتحقيق تلك الأهداؾ هى
.الأبسط فى التطبيق، المفهومة، الواضحة،  والممكن تفسير نتائجها

   وعلى ذلك فان تحقيق هذه الاحتياجات والأؼراض من الممكن أن
.النتائج الصحيحةوتعطى  حقيقيةيخدم فقط اذا كانت الاختبارات 

01.03.2011 Seite 10Seite 10

   المعايير السائدة للدليل المثالى أو المفضل للتلوث البرازى حددت

بواسطة منظمة الصحة العالمية وؼيرها من الجهات الرسمية عام 
:على أنها 2002

   الدليل يجب أن يكون ؼائب فى المياه الؽير ملوثة ويتواجد عندما
.يكون مصدر الميكروبات الممرضه من التلوث البرازى متواجده

  الدليل يلزم أن يتواجد باعداد كبيرة عن الميكروبات المرضية

  الدليل يكون من السهل عزله، تنميته وتصنيفه.
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   الدليل يلزم أن يتجاوب مع الظروؾ البيئية الطبيعية ومع عمليات
معالجة المياه بشكل مشابه للميكروبات المرضية

   وعلى ذلك ( اقتصادى)الاختبار يجب أن يكون ؼير مرتفع التكاليؾ
يكون من السهل اجراء تحليلات متعددة

   الدليل يجب أن لا يكون ميكروب مرضى للحد من  المخاطر

الصحية بالنسبة للقائم بالتحليل

  الدليل يجب أن لا يتكاثر فى البيئة.

01.03.2011 Seite 12Seite 12

•MPN     

•H2 S

•MF

.المقارنة بين الطرق فى اكتشاؾ المستويات المنخفضة من التلوث•

•Nuisance bacteria  ( الكبريت–الحديد)

(مشاكل)الطعم، اللون، الرائحة •

(مشاكل)التآكل •

•Stressed or Injured cells

•Rapid Methods

•Non-traditional Methods
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01.03.2011 Seite 13Seite 13

•Chromogenic Media

•ATP Determination

•Fungi

•Pathogenic Fungi

•Rapid Methods

•SRB and Clostridium perfringens

•Pseudomonas aeruginosa

01.03.2011 Seite 14Seite 14

NUISANCE BACTERIA

البكتريا البغيضة

   ليس هناك مجموعة من الكائنات التى تظهر فى مصدر المياه والتى

ولكنها مسئولة عن  لها مغزى من حيث التؤثير على الصحة العامة

التآكل، الطعم، الرائحة، اللون الأحمر للمياه، مشاكل متنوعة تشمل 

.  اللزوجة

لصعوبات فى التشغيل لعمليات هذه البكتريا البؽيضة وجد أنها المسبب 

  .أو لها صلة بشكاوى  المستهلكين نقل المياه الجوفية

  النواتج الثانوية لعمليات التمثيل الؽذائى  
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01.03.2011 Seite 15Seite 15

   هذه الكائنات تحصل على الطاقة اللازمة لها من أكسدة المواد الؽير

(.  أو المنجنيز/الأمونيا، الكبريت، واختزال الحديد و)عضوية 

بينما نجد أن البعض الآخر ينشط بواسطة النيتروجين الؽير عضوى 
(N ) الفوسفور الؽير عضوى ،(P)أشعة الشمس والتمثيل الضوئى ،.

 

   السيادة فى المجموعة تتحقق فى بعض البيئات من مصادر المياه
  .بسبب  الخواص الكيميائية لمصدر المياه أو البيئة المحيطة

01.03.2011 Seite 16Seite 16

فى مصدر  طبيعياهذه المجموعة من الكائنات الدقيقة ربما تتواجد  •

 مياه الأمطار الشديدةالمياه ولكن ؼالبا تدخل على المصدر من 

والمندفعة والتى تؤتى بالمخصبات الزراعية وجزيئات التربة الى 

تضيؾ الكبريتيدات ،  المخلفات الصناعيةمصدر المياه بينما 

.  الفوسفات، وؼيرها من المواد الؽير عضوية 
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01.03.2011 Seite 17Seite 1701.03.2011

يتعاظم النشاط الميكروبى لبعض هذه الكائنات فى قاع المياه  •

مع تحول    Stratified lakesللبحيرات الطباقية 

Manganousالكبريتيدات ومركبات المنجنيز 

compounds والحديدوز المتواجدة فى قاع البحيرات ،

 Oxygen-depletedالطباقية المستنزؾ أكسيجينه 

01.03.2011 Seite 18Seite 18

( =اللتر/مجم 0.4) فوسفور (  + اللتر/ مجم 0.8)نيتروجين 

 Massive bloomازدهار الطحالب           

ملل/خلية 500أكثر من                

   تسد المرشحات فى عملية المعالجة، والتجمعات من الطحالب توفر

الحماية بالنسبة للبكتريا من التعرض الى المطهر ، ويزداد الاحتياج 
-بعض الطحالب الزرقاء. Disinfecant demandالى المطهر

.يمكن أن تنتج التوكسينات Cyanobacteria))المخضرة 

  الطعم والرائحة من الجوسامينز 
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01.03.2011 Seite 19Seite 19

 Sulfur-oxidizing bacteriaالبكتريا المإكسدة للكبريت 

(Beggiatoa and Thiobacillus) 

   فعالة ونشيطة خاصة فى المياه السطحية التى تستقبل كميات كبيرة
 Elemental كبريت معدنىمن المخلفات السائلة التى تحتوى على 

sulfur   ،ثيو سلفات أو كبريتيدات  .

01.03.2011 Seite 20Seite 2001.03.2011

 Filamentousالنمو الزائد من الأجناس الخيطية  

species   ، تتسبب فى مشاكل اتلاؾ لعمليات المعالجة

  Corrosionبينما سلالات أخرى تتسبب فى مشاكل التآكل

بالنسبة للانشاءات الخرسانية المستخدمة فى عمليات التخزين 

ومن دواعى الاهتمام اللحظى تكون المركبات . والتوزيع

. الكبريتية والتى تإدى الى مشاكل الطعم والرائحة
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 Sulfate-reducing bacteriaالبكتريا المختزلة للكبريتات 

(Desulfovibrio)

   شائعة فى مياه قاع الخزان والمياه الحتجزة المستنزفة الأكسجين
.Oxygen depleted 

مع احلال الكبريتات  Strict anaerobesهذه الكائنات لاهوائية حتما 

محل الأكسجين فى عمليات أكسدة الرواسب النباتية والمتجمعة فى 

. رواسب القاع

اختزال )كبريتيد الأيدروجين الناتج عن هذا النشاط الميكروبى 
  يمكن أن يتسبب فى مشاكل الرائحة ،( H2 Sالكبريتات الى  

01.03.2011 Seite 22Seite 22

   تنتج مواد معلقة سوداء، ويمكن أن يكون عامل  تآكل بالنسبة

.  للصلب والمعادن الأخرى المعرضة للماء فى شبكة التوزيع

عديدة الخلايا ولديها خاصية الحركة   Desulfonemaمجموعة 

.  Gliding motilityالانزلاقية 

ومجموعة أخرى هى المجموعة الخضراء التى تقوم بالتمثيل الضوئى 

.ومجموعة بكتريا الكبريت
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01.03.2011 Seite 23Seite 2301.03.2011

  استعمال الأمونيا فى المياه المحتوية على كلور لانتاج

الكلورامين أو الاستعمال للتحكم فى تكون التراى هالوميثان 

Trihalomethanes  ربما ينشط بعض بكتريا النترته

Nitrifying bacteria   فى المياه لأكسدة الزيادة من

.  الأمونيا الى نيتريت

01.03.2011 Seite 24Seite 24

   نتيجة لعمل هذه البكتريا، فانها تكون لزوجة على حوائط المواسير
.  على فترات وتظهر فى مياه الصنبور بالمنزل  Sloughوالتى تسقط 

هى الشائعة من بكتريا   Nitrosomonasسلالات من النيتروزوموناس 

النترته ومشاركة فى تكون المادة اللزجة ، ولكنها قد تكون مصحوبة 
Micrococcus، الكرويةBacillusبكائنات أخرى مثل البكتريا العصوية 

تكون  Achromobacter و أكروموباكتر Pseudomonas ,،سيدوموناس 

.  عن نمو الطيقة اللزجة فى نهايات شبكة التوزيع مسئولة
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01.03.2011 Seite 25Seite 25

البكتريا البغيضة تتسبب فى مشكلة خاصة حادة فى مصادرالمياه * 

الطعم، اللون، و )وتإثر ليس فقط على الناحية الجمالية الجوفية،
والذى يحد من   Biofilmولكن تنتج أيضا الفيلم الحيوى ( الرائحة

.  حركة المياه خلال المواسير المبطنة للبئر أو فى مواسير التوزيع

من العوامل المشاركة فى تآكل خطوط المواسير أو تتداخل مع * 

.  عمليات استخراج المياه الجوفية

 

01.03.2011 Seite 26Seite 26

من المشاكل الأخرى الؽير مرؼوبة تشمل اكساب المياه  *  

مظهر الصدأ البنى أو الأسود ونشوء طعم يجعل مصدر 
.المياه ؼير مستساغ

Fouling bacteria 

Sphaerotilus, Leptothrix, Crenothrix, 

Gallionella)

هذه الرواسب من أكسيد الحديد أو . ترسب الحديدوز

أيدروكسيد الحديد على سطح خلايا البكتريا يكون طبقة 

 .حماية والتى نضعؾ من فعالية عملية التطهير
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 Iron Bacteriaبكتريا الحديد

 Collection of Samplesجمع العينات والتصنيؾ 

and Identification 

   تصنيؾ بكتريا الحديد البؽيضة يعتمد عادة على الفحص

.الميكروسكوبى للمادة المشتبه فيها

اختبر الحماة المنشطة، النمو الميكروبى الكثيؾ فى  

أبراج البحيرات، الأنهار، النهيرات، والنمو اللزج فى مياه 

. التبريد

01.03.2011 Seite 28Seite 28

   رسب أو اجر طرد مركزى على العينات المسحوبة مباشرة من آبار

.واختبرالرواسب ميكروسكوبيا

جعل من   Phase contrast microscopeالميكروسكوب العاكس 

.  السهل اجراء عملية الفحص دون صبػ

أو لاكتوفينول الأزرق للصبػ فى  India inkاستعمل الحبر الهندى 

. حالة استعمال الميكروسكوب العادى بالاضاءة

 Epifluorescenceويمكن ايضا ملاحظة بكتريا الحديد باستخدام 

microscope

   الرواسب الكثيفة من الحديد التى تنشؤ بؤكسدة الحديدوز بالهواء أو

بالتؽيرات البيئية الأخرى ؼلبا ما تحجب الأؼماد أو السويقات من 
.بكتريا الحديد
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   1لاذابة رواسب الحديد يمكن استخدام  حامض الهيدروكلوريك قوة 
 Sodiumنورمال  أو مركبات مختزلة مثل صوديوم اسكوربيت 

ascorbate  وبالتالى يمكن رإية التركيب الخلوى.

 

   ولتفرقة المادة الحديدة، أضؾ محلول منPotassium      

ferrocyanide     الى عينة على ؼطاء شريحة فى وجود  حامض

الهيدروكلوريك فيتكون لون أزرق بروسيا فى الحديد حول الخلايا أو 
.يذيب الخيوط

01.03.2011 Seite 30Seite 30

طريقة الشريحة العائمة أوالمعلقة ربما تستعمل لتقدير وجود الخيوط أو 
.  بكتريا الحديد الأخرى

   فى طريقة التعويم ثبت شريحة ميكروسكوب زجاجية فى قطعة فلين

.  ودعها تعوم لمدة يوم الى يومين على سطح مياه مؤخوذة من المصدر

الشرائح ربما تعلق بسلك أو خيط على أعماق مختلفة فى المياه 

لفترات مختلفة قبل ازالتها وفحصها ميكروسكوبيا لوجود بكتريا 

. الحديد

   يمكن أن تصنؾ الكائنات بمقارنتها بؤشكال بكتريا الحديد
الفوتوؼرافية
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Sulfur Bacteriaبكتريا الكبريت : ثانيا

General Characteristicsالخواص العامة .  1

   تإكسد أو تختزل كميات محسوسة من مركبات الكبريت الؽير

عضوية 

  لها اشكال وخواص كيماوية حيوية مختلفة     .

تتركب أساسا من خلية واحدة  مجموعة البكتريا  المختزلة للكبريتات
.H2 Sتنمو لاهوائيا وتختزل الكبريتات الى كبريتيد الأيدروجين  

  ،عضو من هذه المجموعةDesulfonema  عديد الخلايا وله حركة

  .gliding motilityانزلاقية 

01.03.2011 Seite 32Seite 32

من بكتريا الكبريت، هى مجموعة بكتريا التمثيل مجموعة ثانية *
الخضراء والارجوانية، تنمو لاهوائيا فى   Photosyntheticالضوئى 

وجود الضوء وتستعمل كبريتيد الأيدروجين كمعطى للأيدروجين 
Hydrogen donor للتمثيل الضوئى  .

تستعمل  Myxotrophicعديمة اللون خيطية أعضاء مجموعة ثالثة *

مصادر عضوية من الكربون ولكن ربما تحصل على الطاقة اللازمة 

الكبريتيدات تؤكسدت الى كبريت . من أكسدة مركبات الكبريت المختزلة

.أو كبريتات
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هى المجموعة المإكسدة هوائيا للكبريت ، وهى تإكسد المجموعة الرابعة ، *

مركبات الكبريت المختزلة هوائيا للحصول على الطاقة للنمو من خلال 
Chemoautotrophic.الأكسدة الكيميائية للمواد البسيطة الؽير عضوية 

من بكتريا الكبريت الهامة فى مجال  المياه والمخلفات السائلة هى البكتريا *
:والتى تشمل  Sulfate-reducing bacteriaالمختزلة للكبريتات 

  Desulfovibrio  والبكتريا وحيدة الخلية الهوائيه المإكسدة للكبريت من جنس ،

Thiobacillus.  

01.03.2011 Seite 34Seite 3401.03.2011

 كبيرة بدرجة تساهم للكبريتات المختزلة البكتريا

 تسبب وكذلك المياه خطوط فى التآكل عمليات

 من الثيوباسيلس .المياه فى والرائحة الطعم مشاكل

  تكسير فى تساهم الكبريتيك، لحامض انتاجها خلال

 الحامضى التآكل وكذلك الخرسانية الصرؾ خطوط

.للمعادن
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 Collection of Samples andجمع العينات والتصنيف 
Identification  

   الفحص تصنيؾ بكتريا الكبريت البؽيضة عادة يجرى على أساس
.  للمواد المشكوك فيها الميكروسكوبى

   اختبر عينات من المواد اللزجة المعلقة فى المياه، مسحات من
.السطوح المعرضة لهذه المواد اللزجة، أو الرواسب مباشرة

ثلاثة مجاميع من بكتريا الكبريت ربما تلاحظ ميكروسكوبياك بكتريا 
الكبريت الخضراء والارجوانيه، وبكتريا الكبريت عديمة اللون الؽير 

.  خيطية، الكبيرة

   المجموعة الرابعة، تتركب من البكتريا المختزلة للكبريتات
والبكتريا المإكسدة للكبريت من جنس ثيوباسيلس لا يمكن تصنيفها 

.من المظهر فقط

01.03.2011 Seite 36Seite 36

Green sulfur bacteriaبكتريا الكبريت الخضراء

.تتواجد ؼالبا فى المياه المحتوية على كبريتيد الأيدروجين

الى عصوية فى الشكل، ؼير متحركة ، عامة  Ovoidصؽيرة، بيضية 

.  ميكرون فى القطروتكون كتل صفراء مخضرة فى اللون 1أقل من 
  .جسيمات الكبريت نادرا ان لم يكن لا تترسب فى الخلايا
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بكتريا الكبريت الارجوانيه 

Purple sulfur bacteria

  تتواجد فى المياه المحتوية على كبريتيد الأيدروجين  .

   كبيرة، بها حبيبات الكبريت وؼالبا صبؽات كثيفه تجعل الخلايا تبدو

. حمراء

  كتل كبيره كثيفة وملونة ترى بالعين المجردة بسهولة  .

   وجود البكتريا التى تقوم بالبناء الضوئى فى تركيزات متكتلة

   يمكن أن تإكد باستخلاص الكتلة ويمسحScanning   المستخلص

الكلوروفيل البكتيرى سيمتص بقوة .  Infraredفى منطقة الانفرا ريد 

.نانومتر 870–660فى مجال 

01.03.2011 Seite 38Seite 38

بكتريا الكبريت الخيطية عديمة اللون 

Colorless filamentous sulfur bacteria 

   بكتريا الكبريت الخيطية عديمة اللون

  من الأكسجين وكبريتيد الأيدروجين تتواجد فى المياه عند تواجد كلا

   ربما تكون جدائل أو بساط لها مظهر أبيض مصفر قليلا راجع الى

.  ترسيب حبيبات الكبريتالداخلية

   عموما كبيرة

   ربما تكون متحركة بالحركة الانزلاقيةGliding movement.

  تصنؾ بالمقارنه بالصور المتاحة.
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بكتريا الكبريت عديمة اللون الغير متشعبة

Colorless nonfilamentous sulfur bacteria

  عادة تكن مرتبطة بالطحالب المتحللة .

   متحركة  .

   بيضية الى عصوية الشكل.

  توجود حبيبات الكبريت وكربونات الكالسيوم كرواسب .

  وهى عامة كبيرة جدا. 

01.03.2011 Seite 40Seite 40

بكتريا الكبريت عديمة اللون الصغيرة والبكتريا المختزلة للكبريتات         
Colorless small sulfur bacteria and sulfate-reducing 

bacteria

Thiobacillus spp.* خلاياها صؽيرة مفردة

لا يمكن تصنيفها بالفحص  Desulfovibrioالبكتريا المختزلة للكبريتات مثل * 

.  الميكروسكوبى

أنواع الثيوباسيلس صؽيرة، عديمة اللون، متحركة، عصوية الشكل وتتواجد *

.  فى البيئة المحتوية على كبريتيد الأيدروجين

،  Thiobacillsوتصنيؾ أنواع الثيوباسيلس. جسيمات الكبريت ؼائبة

وؼيرها من البكتريا المختزلة للكبريتات يتم  Desulfovibrioديسلفوفبريو 

.فسيولوجيا 
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عد، تخصيب، وعزل بكتريا الحديد والكبريت

Enumeration, enrichment, and Isolation of Iron and 

Sulfur Bacteria                  

لا توجد وسيلة جيدة لعد بكتريا الحديد والكبريت بخلاؾ البكتريا 
 Thiobacilli.المختزلة للكبريتات و 

الزراعة والعزل المعملى لمزارع نقية صعب والنجاح فى العزل   1.

هذا صحيح على وجه خاص بالنسبة لمحاولات عزل . ؼير مإكد

البكتريا الخيطية من الحمؤة المنشطة أو مصادر أخرى حيث يتواجد 
.العديد من أنواع البكتريا المختلفة
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 Mediaالبيئة . 1

1  .1  .Casitone-glycerol-yeast autolysate broth (CGY) 

for the Sphaerotilus group

Isolation medium(بكتريا الحديد)بيئة عزل .  2.  1 (iron 

bacteria)

Maintenanceبيئة الابقاء لبكتريا الحديد .  3.  1 (SCY) 

medium (iron bacteria)



22

01.03.2011 Seite 43Seite 43

1  .4. Mn agar no.1     

1 .5  .Mn agar No. 2    

 Iron Oxidizing medium بيئة الحديد المإكسد.  6.  1

(Thiobacillus ferroxidants) Basil salts

 Ferrous sulfide agar (Gallionellaآجار كبريتيد الحديدوز.  7.  1

ferruginea) Agar layer

Sulfate-reducing mediumبيئة اختزال الكبريتات .  8.  1

01.03.2011 Seite 44Seite 44

Iron Bacteriaبكتريا الحديد 

1  .Sphaerotilus-Leptothrix

  مجموعة  بكتريا الحديد، خاصة تلك التى تنتمى الى.  1.  1
Sphaerotilus-Leptothrix ، تزدهر فى البيئة شديدة التخفيؾ والتى

وأحد البيئات الانتخابية جزئيا . تدعم تكاثر الكائنات سريعة النمو
Partially selective  لبكتريا Sphaerotilus (BOD dilution 

water توزع البيئة فى (. اللتر/ مجم  100مدعمة بصوديوم لاكتات

 60وتعقم عند ضؽط   French square bottlesزجاجات مربعة 

kPa   دقيقة 15لمدة .
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   ملل  10،  5،  1ملل من مياه المجرى أو  25لحقن العينة أضؾ

.  من مياه المخلفات السائلة الساكنة الى زجاجات مزدوجة من البيئة

أيام ولاحظ النمو  5درجة مئوية لمدة  25الى  22حضن عند 
.الخيطى

   اعزل مزرعة نقية عن طريق التقاط خيط من بيئةBOD lactose 

broth  05والتخطيط على, %Meat extract agar  . بعد التحضين

درجة مئوية، التقط خيط نموذجى متجعد  25ساعة على  24لمدة 
وانقل  Dissecting microscopeبمساعدة ميكروسكوب تشريحى 

.  Casitone-glycerol-yeast autolysate  brothالى 

01.03.2011 Seite 46Seite 46

   اذا تكون ؼشاء رقيقPellicle   3–2دون عكارة أسفله خلال 
 Casitone –glycerol-yeast autolysate agarأيام، انقل خيط الى 
درجة مئوية حتى يرى  25، حضن عند  Slantعلى صورة مائلة 

وربما يضاؾ مستخلص قش نبات ألفا ألفا . نمو، وخزن فى الثلاجة
.أو البسلة للتخصيب
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بيئة العزل والحفظ طورت بنجاح لتصنيؾ المجاميع .  2.  1
حضر . المختلفة من الكائنات الخيطية وتشمل بكتريا الحديد

ملل من  3آجار مائل من هذه البيئة وبطريقة معقمة قطر 
مياه الصنبور  المعقمة والمزال منها 

لقح . على سطح الآجار المائل   Dechlorinatedالكلور
أنابيب وحضن عند درجة حرارة الؽرفة حتى ملاحظة 

والخلايا تظل . العكارة الناتجة عن النمو فى الطبقة السائلة
.  شهور فى الثلاجة 3حية لمدة 

01.03.2011 Seite 48Seite 48

هى بيئة   Sphaerotilusبيئة حفظ أخرى لزراعة مجموعة .  3.  1

Casitone-glycerol-yeast autolysate (CGY).

1  .4  .Leptothrix (Sphaerotilus discophorous)  يمكن أن تفرق عن

Sphaerotilus natans  استعمل . بالقدرة على أكسدة أيونات المنجنيز

Mn agar No. 1 كبديل،فان .  كبيئة تفرقةLeptothrix   ربما تنو

.MN agar No. 2عن طريق الزرع المباشر على 
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2  .Thiobacillus ferrooxidans  : 

على الرؼم من أن هذا الكائن هو أيضا بكتريا مإكسدة للكبريت، فان * 

.أهميته الأساسية فى مخلفات المناجم الحامضية
بعض . فى المتناول  MPNوالبيئة المناسبة لتقدير الأعداد الاحتمالية  

أكسدة للحديد تحدث خلال التعقيم ولكن الفقد فى أيونات الحديدوز لا 

. يمكن تقديره

 

من المحتمل أن يكون فوسفات الحديدوز )البيئة يكون بها راسب * 
اللتر / جرام9ويحتوى  pH 3–3,6براق وأخضر، ذا ( والحديديك

  .أيونات الحديدوز

01.03.2011 Seite 50Seite 50

.  وزيادة تركيز الحديد المإكسد  pHنمو الكائن يظهر بالاخفاض فى *

–وباستعمال مرجعيات ؼير ملقحة، فان زيادة فى اللون البرتقالى 

البنى يمكن أن يرى فى الأنابيب او الدوارق المخصبة الموجبة مقارنة 
.هز أنابيب اختبار التخفيفات يوميا لأن هذا الكائن هوائى. بالسلبة
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3   .Gallionella ferruginea  :  

 Ferrous sulfide agar.لزرع هذا الكائن استعمل 

احقن أنابيب بقطرة من معلق الرواسب المشكوك فى أنها تحتوى على 
.  جاليونيلا

ساعة ويظهر  36–18النمو على درجة حرارة الؽرفة يحتاج الى 

.  كرواسب بيضاء على جوانب انبوبة الاختبار

حلقة المستعمرات تتواجد على مستوى معين يعكس التوازن ما بين 
لأيونات الحديدوز والانتشار   upward diffusionالانتشار الى أعلى 

وربما ينجح عزل مزرعة نقية من خلال . الى أسفل لجزيئات الأكسجين
Ferrous sulfide agar.اضافة الفورمالين الى 
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 Other iron bacteria:بكتريا الحديد الأخرى .  4

المإكسدة للحديد والقادرة على تحمل  Metallogeniumعزلت 

– pH 3.5)الحموضة  :باستعمال بيئة تحتوى على ( 5.0

                                  ,(NH4 )2 SO4 , 0.1%   

CaCO3, 0.01%,                                            

MgSO4 , 0.02%,                                         

K2 HPO4 , 0.001%,                                         

Potassium acid phthalate, o.4%,                  
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and 250 mg/L ferrous iron from acidified 

FeSO4 .7 H2 O,solution.

.ملل 250ملل من البيئة فى دورق  100فورمالين الى . % , 4أضؾ 

    فى حالة بكتريا الحديد الهتيروتروفية المرسبه استعمل بيئةFerric 

ammonium  citrate تتركب من :; NaNO3, 0.5 g/L; 

K2HPO4 0.5 g/L   (NH4 )2 SO4 , 0.5 g/L

MgSO2 .7H2O,0.5 g/L; and ferrous ammonium citrate 

10 g/L.                      

01.03.2011 Seite 54Seite 54

   أضبطpH   ولجعل البيئة صلبة أضؾ . وعقم 6,8الى  6,6عند

. اللتر/ جرام آجار 15

   ملل ماء  10ملل بيئة مرق،  20كبديل تنمى بكتريا الحديد بخلط
–48حضن لمدة . Iron oxideجرام أكسيد حديد  3خام أو عينه، 

.درجة مئوية على هزاز لانتاج نمو مرئى 25ساعة على  72
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 بكتريا الكبريت

Sulfur Bacteria

Sulfate-reducing bacteriaالبكتريا المختزلة للكبريتات .  1

01.03.2011 Seite 2Seite 2

،  Desulfovibrioلتنمية البكتريا المختزلة للكبريتات مثل .  1.  1

  sulfate-reducing mediumاستعمل بيئة اختزال الكبريتات 

(Lewis, 1965  .)

.  احقن الأنابيب واملأها تماما بالبيئة المعقمة لايجاد ظروف لاهوائية

.  للمقارنة، حضن مرجعيات غير محقونة

ملل، مرر العينة خلال غشاء  10بالنسبة للعينات ذات الحجم أكبر من 
ميكرون وانقل الفلتر الى بيئة فى . ,Membrane  Filter 45مرشح 

.  انبوبة ذات غطاء قلاووظ

اذا تواجدت البكتريا المختزلة للكبريتات، سوف تظهر الأنابيب لون 
.درجة مئوية 25–20يوم من التحضين عند  21–4اسود خلال 
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 ,Iverson)  هناك بيئة محتوية على الآجار مناسبة لتنمية. 2.  1

:البيئة تتركب من. وعد البكتريا المختزلة للكبريتات (1966

 

Trypticase soy agar, 4% , agar 0.5%, 60% sodium lactate 

(0.4 % v/v); hydrated magnesium sulfate, 0.2%. and 

ferrous ammonium sulfate, 0.2%      .

من الازم أن تكون البيئة رائقة . وعقم 7,4الى  7,2عند   pHأضبط 

. تماما وخالية من أي رواسب

01.03.2011 Seite 4Seite 4

   الأطباق المصبوبة  تصلبساعة من  4-1احقن الأطباق خلال

ولمنع تكثف الرطوبة على أغطية . بالبيئة لمنع التشبع بالأكسجين
 15–10الأطباق البترى، استبدل الأغطية بأغطية امتصاص خلال 

.الآجار تصلبدقيقة من بعد 

   ضع الأطباق الغير مقلوبة فى حوض زجاجى أو مجفف واستبدل

وكبديل، . الهواء بنيتروجين أو هيدروجين بالتفريغ واحلال الغاز
. (GasPak, BBL)استعمل نظام للتخلص من الأكسوجين 
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   28)أو ( درجة مئوية 24-21)حضن على درجة حرارة الغرفة-

.  وهى الدرجة المثلى لتلك الكائنات( مئوية 30

   النمو وظهور اللون الأسود حول المستعمرات هو الصفة الخاصة

الى  2بالبكتريا المختزلة للكبريتات وربما يتواجد فى أى وقت بين 
.أيام 7–2يوم على الرغم من أن الوقت المعتاد هو  21

01.03.2011 Seite 6Seite 6

2  .Photosynthetic purple and green sulfur bacteria 

لأن تلك الكائنات متخصصة ونادرا ما تسبب مشاكل فى عمليات 

.  معالجة المياه والمخلفات السائلة، فطرق عزلها وعدها لم نشملها هنا

فى بعض الحالات يمكن أن تكون نافعة  لقدرتها على اكسدة كبريتيد 

وتركيب البيئات وطرق الزرع . وبالتالى تخفض الروائحالأيدروجين 
 ,Pfennig).) لأى من المجموعة يمكن الحصول عليه من المرجع 

1967 
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3  .Thiobacillus spp.:

  & Thiobacillus thiooxidansالبيئة المناسبة لعد بكتريا 

Thiobacillus thiopurus بطريقة العد الاحتمالى يتم فيها حقن

.  درجة مئوية 30–25أيام على  5–4البيئة والتحضين لمدة 

   نمو الثيوباسيلس ينتج كبريت معدنى، الذى يترسب فى  القاع مع
والاختبار الكيميائى لتكون . وعكارة البيئة  pHانخفاض فى 

.Thiobacillusالكبريتات يلزم اجراؤه لتأكيد وجود 

01.03.2011 Seite 8Seite 8

 Filamentousالبكتريا الخيطية المؤكسدة للكبريت .  4

sulfur-oxidizing bacteria

 Beggiatoaبيجياتا .  1

   تتواجد البجياتا فى معظم البيئات المائية وتشمل نظم المياه العذبة

ومياه البحار، الرواسب والمخلفات السائلة عند تواجد الكبريتيد 
.  والأكسوجين

   لأن البجياتا بكتريا عديدة الخلاياMulticellular bacterium  

.  فلا توجد طريقة دقيقة لتقدير أعداد الخلايا الحية فى عينة ما

  تقديرها يتم من خلال العد الميكروسكوبى المباشر للخيوط.  
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   ميكرون  100البجياتا البحرية ربما تكون كبيرة نوعا ما، تصل الى
.  أو أكثر فى القطر

  لم يمكن تنميتها فى المعمل  .

   هى التى ( ميكرون فى القطر 5حتى ) الأجناس البحرية الصغيرة

والبيئة اللازمة فى حالة المياه العذبة تختلف قليلا عن تلك . تم عزلها
.الخاصة بالمياه المالحة

01.03.2011 Seite 10Seite 1001.03.2011

Enrichmentالتخصيب  

   بكمية كافية من ( التبن )احقن انبوبة لمستخلص القش

الماء وقليل من الطين من موقع العينة لملأ الأنبوبة الى 

 .تحضن لمدة أسبوع على الأقل. سم على الأقل 8عمف 
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   خصل شعرية "تختبر لتواجدTufts " أو كرات منتفخةPuff-

balls" "تتكون من خيوط متشابكةTangled filaments من البجياتا.  

   تختبر بواسطةPhase contrast microscope   لوجود الخيوط

 .الفردية

   اذا لم تتواجد الكرات المنتفخة، يستكمل التحضين لأسبوع آخر
.  ويعاد الاختبار

   أساييع قبل التخلص منه 4يستمر اختبار المخصب حتى.

01.03.2011 Seite 12Seite 12

Isolationالعزل 

    باستعمال ملقط دقيق الطرف معقم مع ميكروميكروسكوب
Dissecting microscope ،من  من البجياتا الخصل الشعرية انقل

بيئة التخصيب الى طبق بترى صغير يحتوى على البيئة الأساسية 
Basal medium  معقمة .

   رج الخصل الشعرية بالملقط لازالة البكتريا المصاحبة

   تنقل الخصل الشعرية الى طبق بترى جديد مع البيئة الأساسية
  .مرات 5استمر حتى يتم غسل الخصل على الأقل .  المعقمة
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   1.6انقل الخصل الى طبق جاف يحتوى على البيئة الأساسية مع  %

آجار لمدة حوالى دقيقة ويزال المحلول الزائد، 

   انقل الخصل الى منتصف أطباق منفردة من بيئةMY   أوMP 

   حضن الأطباق عند درجة حرارة الغرفة أو أقل

   اختبر بميكروسكوبDissecting microscope   10–5كل 

.  ساعات لوجود البجياتا الخيطية

01.03.2011 Seite 14Seite 14

   اختار الخيوط الغير ملوثة وانقلها الى أطباق من نفس البيئة

باستعمال ابرة تلقيح معقمة ومفلطحة أو باستعمال خلة الأسنان 
Toothpick.المعقمة 

  خذ مع نقل الخيط القليل من الآجار لمنع الجفاف .

   ساعات كما سبق 10–5اختبرأطباق  النقل الأول كل  ,

  انقل الخيط النقى الى بيئة جديدة.
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:Basal mediumالبيئة الأساسية 

  mL Ammonium chloride,4% solution ………...… 5  

…………..…… 1 mL ......K2HPO4 , 1% solution               

…………...….  1 mL MgSO4 .7H2O, 1% solution      

  ……...….20  mL CaSO4 .2H2O , saturated solution

  …………………5  mL Trace elements (see below)

  ……………………….968 mL Reagent-grade water

01.03.2011 Seite 16Seite 16

:Trace elementsالعناصر النادرة
Reagent-grade water ……………………………………...920 mL        

ZnSO4 .7H2O, 0.1 % solution ………………………........ 10 mL

Mn SO4 .4 H2O. 0.02% solution ………………………….10 mL

CuSO4 .5H2O.0.00005% solution ……………………….. 10 mL

Boric acid, 0.1% solution ………………………………….10 mL

Cobalt nitrate , 0.01% solution  …………………………... 10 mL

Sodium molybdate 2H2O, 0.01% solution................................10 mL

                      EDTA solution 2% EDTA with 7% ferrous sulfate

with 1 mL conc. HCl/100 mL …………………………… 20 mL
  



9

01.03.2011 Seite 17Seite 17

MP agar                                                                                                           

Basal medium …………………………….……..      1    L

Sodium acetate …………………………………        0.1 g

Sodium sulfide solution (make up and separately 

autoclave a 10% solution of Na2 S.9H2O ………….3   mL

Agar……………….………………………………...15  g

01.03.2011 Seite 18Seite 18

MY agar  

Basal medium ………………………………….………  1    L

Sodium acetate ………………………………………… 0.1 g

Nutrient broth powder ………………………………… 0.1 g

Yeast extract …………………………………………… 0.1 g

Sodium sulfide solution (see above) …………………...3 mL

Agar ………………………………………………….…..15  g
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 أضبطpH  7,5–7بين 

 سخن لاذابة الآجار

 دقيقة  15عقم فى الأوتوكلاف لمدة لاتزيد عن

 درجة مئوية  50–45برد فى حمام مائى الى

أضف محلول كبريتيد الصوديوم فورا قبل صب الأطباق  .

 اذا كانت البيئة تستعمل فى أنابيب ذات قلاووظ فان الكبريتيد ربما

.يضاف قبل التعقيم

01.03.2011 Seite 20Seite 20

Thiothrixثيوثريكس                          

.  Obligately myxotrophicمكسوتروفيك حتما 

   عزلت وعرفت خصائصها من ينابيع كبريتية ومياه أخرى متدفقة

.  تحتوى على الكبريتيد

   عزلت سلالات هتيروتروفية من الحمأة المنشطة من محطات

.  معالجة المخلفات السائلة وعرفت خصائصها 

 بينما أن طريقة عزل كلا من السلالات المكسوتروفيك
.والهتيروتروفيك متماثلتان نجد أن بيئات العزل تختلف



11

01.03.2011 Seite 21Seite 21

 Isolation of myxotrophicعزل المكسوتروفيك ثيوثريكس 

Thiothrix  

اجمع خصل شعرية بكتيرية من الصخور، مواسير المياه، أو  *

.  مصادر أخرى

التقط خيوط Dissecting microscopeباستعمال ميكروسكوب *

بملقط دقيق الطرف  

رج لازالة البكتريا الملوثة*

معقمة  Basal mediumانقل الى بيئة أساسية *

مرات على الأقل لمحاولة الحصول على خيوط قليلة أو 5كرر *

 .عديمة التلوث 
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 MPانقل نقطة الى حافة اطباق  Pasteur pipetباستعمال *

or MY agar  

حرك الأطبق بحيث تجرى النقط من جانب الى الآخر للطبق*

 

اسحب الرطوبة الزائدة بماصة*

 

 48حضن الأطباق على درجة حرارة الغرفة أو أقل لحوالى *

. ساعة
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 اختبر الأطباق تحتDissecting microscope 

لظهور مستعمرات خيطية نموذجية

باستعمال خلة أسنان معقمة ، التقط المستعمرات المنعزلة وانقلها

منفردة الى أطباق جديدة من نفس البيئة  

 خطط المادة المنقولة باستعمالLoop 

 ساعة تحضين ، اختبر الأطباق وأعد تخطيط  48بعد حوالى

  .المستعمرات التى تبدوا نقية

01.03.2011 Seite 24Seite 24

عزل الثيوثركس الهتيروتروفية 

Isolation of heterotrophic Thiothrix     

هناك طريقتان مختلفتان للاستعمال، تعتمد على تركيز وحجم خيوط 

.الثيوثركس فى العينة

 فى احدى الطريقتين:   

المفردة أو السلالات الكبيرة الوردية من الثيوثركس اغسل الخيوط

، بالنقل باستعمال MSVالعديد من المرات فى مرق 

Pasteur pipet  مع الملاحظة باستخدام ميكروسكوب.

Dissecting microscope                        
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    بعد الغسيل المتكرر انقل خيوط الى كمية صغيرة منMSV(1–

(ملل 3

   ازرع على بيئة أو أكثر من البيئات التاليةAcS, SS, GS, SUC, 

J, S, or LT   ،

   اضبطpH  7,5–7,2عند  .

   جرام آجار 12يمكن عمل البيئة على صورة صلبة باضافة

01.03.2011 Seite 26Seite 26

MSV:

(NH4 )2 SO4 …………………………………….. 0.5    g

K2 HPO4 ……………………………………… ..0.11   g

KH2 PO4 ........................................................................0.085 g

MgSO4 .7H2O .................................................................0.1   g

CaCl2 .2H2O ……………………………………. 0.05   g

FeCl2 .H2O  ………………………………….....  0.002 g

EDTA  ………………………………………….. 0.003 g

Vitamin mix ………………………………..……. 1    mL

Reagent-grade water ………………………..……. 1    L
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Vitamin mix:

Calcium pantothenate …………………………… 0.01    g

Niacin …………………………………………… 0.01    g

Biotin  …………………………………………… 0.0005 g

Cyanocobalamin ………………………………… 0.0005 g

Folic acid ………………………………………… 0.0005 g

Pyridoxine ……………………………………….. 0.01    g

p-aminobenzoic acid …………………………….. 0.01    g

Cocarboxylase  ………………………………….. 0.01    g

Inositol ……………………..…………………..  0.01    g

Thiamine ……………………..………………..   0.01     g

Riboflavin ………………………………….….   0.01    g

Reagent-grade water ……………………………. 100       mL

01.03.2011 Seite 28Seite 28

AcS:

Sodium acetate …………………………………… 0.15 g

Sodium sulfide 9H2O …………………...…………  0.187 g

MSV ……………………………………………… 1 L

SS:

Sucrose …………………………………………… 0.15 g

Sodium sulfide, 9H2O ………………………………0.187 g

MSV ………………………………………………   1 L
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GS:

Glucose  …………………………………… 0.15     g

Sodium sulfide 9 H2 O  …………………   0.187   g

MSV  ……………………………………… 1         L

SUC:

Sodium succinate ………………………… 0.15     g

MSV  ……………………………………… 1          L

01.03.2011 Seite 30Seite 30

I :

Glucose ………………………………………...0.15     g

MSV ………………………………………….   1          L

S :

Sodium sulfide 9H2O  ………………………….0.15    g

MSV …………………………………………….1        L

LT  :

Sodium lactate …………………………………..0.5      g

Sodium thiosulfate ………..…………………….0.5       g

MSV ……………………………………… …….1        L
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 :اذا كانت الخيوط صغيرة أو نادرة

 ركز العينة بالطرد المركزى

 فى  5:  1خففMSV   ،

 عامل بالموجات فوق المغنطيسيةSonicate   وات لمدة  30عند

ثانية،  15

 1900مرات بالطرد المركزى عند  3اغسل Xg  5–2لمدة 

.  دقائق

 الجزء العلوىSupernatant   يحتوى على خيوط حرة والتى

.تستعمل لتلقيح واحدة أو أكثر من البيئات الصلبة سابقة الذكر

01.03.2011 Seite 32Seite 32

 سيدوموناس ايريوجينوزا 

 Pseudomonas aeruginosa
(المياه الجوفية)
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 سيدوموناس ايريوجينوزا هى اكثرPseudomonad  شيوعا
. فى مياه الشرب

 المياه السطحية، )قادرة على الانتشار فى نوعيات واسعة من البيئات
(.  المياه الجوفية، مياه البحر، التربة، والنباتات

 بعض منها من ضمن مزيلات اليتروجين الشهيرةDenitrifiers

 البعض الآخر ينمو بدرجة مذهلة فى وعلى وسائل المعالجة الثلاثية
Tertiary treatment devices  مثل أغشية التناضح العكسى

Reverse-osmosis   والتحليل الكهربىElectrodialysis  وفى
. مرشحات الرمل والكربون

01.03.2011 Seite 34Seite 34

 وجدت فى بعض مصادر مياه الشرب وتشمل

P. aeruginoas, P. cepacia, P. fluoresens, 

P. mallei, P. malttophila, P. putida, and 

P. testosteroni

يمكن اضافة

 P.stutzeri, P. diminuta, and P. acidovarans 

الى القائمة السابقة والتى وجدت فى المياه المعبأة بكثافة تتراوح مابين 
1 X  310   1الى X  510  /ملل.

 تأقلمت من حيث التمثيل الغذائى لكى تبقى على الحدود الدنيا من

   .المغذيات والتى هى من خواص مياه الشرب والمياه الجوفية المحمية
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 قدرةP. aeruginosa  على أن تستعمر بسرعة بيئات مختلفة تشمل

الانسان الحساس، يجعلها من أعظم الممرضات الانتهازية وخاصة 
P. aeruginosa serogroup 11, 9

حالات الجروح :  تواجد السيدوموناس فى الدم فىتTrauma

الحروق •

الجراحات المركزة •

المتعرضين للعلاج من السرطان •

العين•

الأنف •

.وأحيانا القناة الهضمية•

01.03.2011 Seite 36Seite 36

   يدل %( 19–3) تواجد السيدوموناس النادر فى القناة الهضمية

على أن استعمار النظام المعوى نادرا ما يحدث فى الأشخاص 
الأصحاء

  هناك جهاز دفاعى قوى فى العائل ضد هذه المجموعة من البكتريا

.  السالبة لجرام    

  لأن مخلفات الصرف الصحى تحتوى على خليط من المخلفات

الآدمية، مخلفات الصناعة و ناتج الأمطار الغزيرة فانه لا يكون    

من عينات % 90مستبعد وجود سيدوموناس ايريوجينوزا فى     

 .الصرف الصحى    



19

01.03.2011 Seite 37Seite 37

   كثافة سيدوموناس ايريوجينوزا فى المياه السطحية والتى تتلقى

:      ملل يتوقف على/ خلية  10000اى  1مخلفات ربما تتراوح ما بين 

المغذيات المتوافرة                            

.درجة حرارة المياه الموسمية                           

 

   تواجدت سيدوموناس ايريوجينوزا فى مصادر المياه الملوثة
متولدة عن المياه حدثت فى دار  outbreakوارتبطت بحالة تفشى 

وفى هذه الحالة كان مصدر المياه الجوفية . حضانة لحديثى الولادة

ملوث من سيب من الصرف الصحى وكذلك رشح من مياه سطحية 
.  ملوثة

01.03.2011 Seite 38Seite 38

لأن سيدوموناس ايريوجينوزا هى السيدوموناس الشائعة فى مرض * 

كائن فى  1الانسان، فان تواجدها حدد فى المجتمع الأوروبى بأقل من 

.ملل من مياه الشرب  المعباة 250كل 

اجناس السيدوموناس الأخرى التى تتواجد أحيانا فى الماء             *  
( P. fluoresens, P. putida, P. multivorans, P. 

maltophilia, and P. stutzeri)

لم تترتبط بعد بالمتفشيات المتولدة عن المياه، وهذا يعنى أنها من * 
.بكتريا المياه الطبيعية وتتواجد فى أى بيئة مائية
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   مياه التنزهRecreational water   سواء كانت مياه عذبة أو

مالحة من الممكن أن تكون ملوثة بالسيديموناس علاوة على تلوثها 

بغيرها من البكتريا مثل ستافيلوكوكى والتى مصدرها الجلد، الأنف 

. وفم مرتادى تلك الأماكن

وكذلك هناك امكانية تواجد الممرضات مثل السالمونيلا والشيجيلا 

على أن . والانتيروفيرس والبروتوزوا والطفيليات عديدة الخلايا

ذلك كله لا ينفى ضرورة اختبار مياه المتنزهات لايشيرشيا كولاى 
(mTEC agar + urea substrate test)        

01.03.2011 Seite 40Seite 40

ومجموعة الانتيروكوكى لأنهم أكثر ارتباطا بالحالات المرضية   

.  الناشئة عن تلوث مياه المتنزهات

 Pseudomonas aeruginosaوالاختبار للسيدوموناس ايريوجينوزا 

ما ينطبق على المياه المعبأة يطبق )من الممكن أن يتم بالنسبة للمياه،  

، باستخدام طريقة المرشحات الغشائية (على المياه الجوفية
Membrane filtration   أو طريقة العد الاحتمالى بالأنابيب المتعددة

MPN كالتالى:
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طريقة أغشية الترشيح لتقدير السيدوموناس ايريوجينوزا

Membrane Filter Technique for Pseudomonas 
aeruginosa

البيئة.  1
1.1.1.  M-PA agar

L-Lysine HCl  …………………………………………………5 g

Sodium chloride ………………………………………………5     g

Yeast extract …………………………………………………..2     g

Xylose ………………………………………………………... 2.5  g

Sucrose ………………………………………………………1.25  g

Lactose ………………………………………………………1.25  g

Phenol red …………………………………………………...0.08  g

Ferric ammonium citrate …………………………………….0.8    g

Sodium thiosulfate …………………………………………...6.8    g

Agar …………………………………………………………..15   g

Reagent grade water …………………………………………...1    L

01.03.2011 Seite 42Seite 42

 يضبطpH    1  -+/ 6,5البيئة عند, .

عقم فى الأوتوكلاف  .

 مئوية؛  60الى  55برد الى

 أعد ضبطpH   2/+  - 7,1عند, .

 مجم؛  176سلفابيريدين : اللتر /أضف المضادات الحيوية التالية

 150مجم وسيكلوهكساميد  37مجم ؛ نلاديكسيك أسيد  8،5كناميسين 

.  مجم

 50ملل فى أطباق بترى  3بعد الخلط وزع بكميات X 12 مم  .

 درجة مئوية 8–2خزن الأطباق المصبوبة عند  .

تخلص من البيئة الغير مستعملة بعد شهر.
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Modified M-PA agar

.مضاف اليها كبريتات مغنسيوم ، كناميسين ونلادكسيك أسيد( جاهزة)مثل البيئة السابقة 
                              Milk agar (Brown and Scott Foster Modification): 

Mixture A:                                                                          

Instant nonfat milk …………………………………. 100  g

Reagent-grade water ………………………………   500  mL

Mixture B:                                                                                                

Nutrient broth ………………………………………  12.5  g

Sodium chloride ……………………………………    2.5  g

Agar …………………………………………..……..   15     g

Reagent-grade water ……….……….……….……    500  mL

01.03.2011 Seite 44Seite 44

حضر كلا من الخليط أ ،ب كلا على انفراد •

مئوية  55عقم، برد بسرعة الى •

ملل فى كل  25–20بطريقة معقمة امزج الخليطين ووزع بكميات •

.طبق بترى
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 Proceduresالطرق 

Presumptive testsالاختبارات  المبدئية •

ملل أو أقل من العينة من المياه الطبيعية أو حتى  200رشح 

ملل فى حالة حمامات السباحة خلال أغشية الترشيح  500

. M-PA))ضع كل غشاء على طبق من البيئة . المعقمة

درجة مئوية . ,5/+  - 41,5اقلب الأطباق وحضن عند 

.ساعة 72لمدة 

01.03.2011 Seite 46Seite 46

 مستعمراتP. aeruginosa   8المثالية قطرها يتراوح ما بين, .–

فى مظهرها ذات حواف لامعة ومركز بنى   Flatمم مستوية  2,2

. الى أخضر مسود 

 80–20يفضل الغشاء المحتوى على )عد المستعمرات النموذجية 

.كمساعد فى العد 15–10استعمل قوة تكبير (. مستعمرة
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Confirmation testsالاختبارات التأكيدية 

 

 استعمل بيئة آجار اللبن لتأكيد المستعمرات النموذجية

(Typical and atypical)والغير نموذجية 

 سم من مستعمرة  4الى  2اعمل خط واحد بطول

- 35منعزلة على طبق من  آجار اللبن وحضن عند 

. ساعة 24درجة مئوية لمدة . ,1/+ 

01.03.2011 Seite 48Seite 48

P. aeruginosa  تحلل الكازين وتنتج صبغة منتشرة ذات لون أصفر

. الى أخضر

 الاختبار التأكيدى غير مطلوب روتينيا وفى هذه الحالة تسجل

.ملل 100/ النتيجة على أنها عدد السيدوموناس ايريوجينوزا المبدئى 
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 تقدير سيدوموناس ايريوجينوزا بطريقة الأنابيب المتعددة. 

Multiple-Tube Technique for Pseudomonas 

aeruginosa 

البيئات

Asparagine broth مرق الاسباراجين

Asparagine, DL ……………………………………………     3     g

K2 HPO4 …………………………………………………     1    g

MgSO4 ,7H2O …………………………………………… 0.5  g

Reagent-grade water ………………………………………     1    L

.قبل التعقيم 7,2–6،9البيئة عند   pHاضبط 

01.03.2011 Seite 50Seite 50

 Acetamide broth مرق الأسيتاميد
Acetamide ………………………………………………10     g

Sodium chloride ………………………………………    5      g

K2 HPO4  ……………….................................................     1.39 g

KH2 PO4...............................................................................  0.73 g

MgSO4 ,7H2O.................................................................    .. 0.5   g

نورمال صودا . ,.1فى   Phenol redجرام أحمر الفينول  1,2أذب 

استعمل محلول  أحمر الفينول . اللتر مرق الاسيتاميد/ ملل  1كاوية ، 
  .قبل التعقيم 7,3الى  7,1عند   pHأضبط . خلال عام



26

01.03.2011 Seite 51Seite 51

pH    2/+ - 7النهائى يلزم أن يكون،   .

. حضر مرق الأسيتاميد كما شرح أعلاه

اللتر وسخن لاذابة / جرام آجار  15أضف    Slantاذا فضل عمل 

 لبعد التعقيم أم. ملل فى الأنابيب 8الآجار ووزع بكميات حوالى 

.الأنابيب لتوفير سطح مائل كبير

01.03.2011 Seite 52Seite 5201.03.2011

Proceduresالطرق 

 Presumptive testالاختبار المبدئى 

ملل من بيئة  10استعمل . اجر اختبار الخمس أنابيب

ملل أو أقل من العينة  1الأسباراجين مفرد التركيز لحقن 

 10ملل من البيئة مضاعفة التركيز فى حالة استخدام  10و

.  ملل من العينة
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مئوية 37–35حضن الأنابيب على *

ساعة من التحضين، اختبر الأنابيب تحت أشعة  48ساعة ،  24بعد *
فوق بنفسجية طويلة الموجة فى غرفة مظلمة

هى علامة الاختبار   Fluorescentانتاج صبغةخضراء مشعة *
.المبدئى الموجب

01.03.2011 Seite 54Seite 5401.03.2011

Confirmed testالاختبار التأكيدى 

 ملل من . ,1أكد الأنابيب الموجبة للاختبار المبدئى بحقن
المزرعة فى مرق الأسيتاميد أو على سطح الأسيتاميد آجار 

.  المائل فى الأنابيب

 خلال ( دليل على الوسط القاعدى) ظهور لون ارجوانى
مئوية  37–35ساعة من التحضين على درجة  36–24

دليل على تأكيد الايجابية لتواجد سيدوموناس ايريوجينوزا
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01.03.2011 Seite 1Seite 1

الاضرار الخلوى لبكتريا القولون 

Coliform Cellular Stress (Injury)

نظرة عامة : أولا

01.03.2011 Seite 2Seite 2

:الاضرار ببكتريا القولون ينتج عن أى تغير فى

 عمليات التمثيل الغذائى العادية، خاصة من خلال فقد فى النشاط

الانزيمى

 تحلل فى أحماض الريبونيوكليكRNA   ،

 كسر فى الجديلة الأحادية والثنائية لحامض الديسوكسى

   Single and double strand breakage in DNAريبونيوكليك   

 أو تسرب فى مكونات السيتوبلازمLeakage of cytoplasmic 

constituents .
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 أى من هذه التغيرات فى تركيب الخلية، النفاذيةPermeability   ،

وخصائص البناء الحيوى ليس من الضرورى أن تقتل الكائنات، ولكن 
قبل   Cellular repairتتطلب اطالة الوقت للاصلاح الخلوى 

. امكانية حدوث النمو والتكاثرمرة أخرى

 الكشف عن تواجد بكتريا القولون المضارة يجب أن يحظى بالاهتمام

فى عمليات معالجة المياه لأنها تكشف عن عدم مناسبة عمليات 

المعالجة كمانع أو حاجز أمام التلوث البكتيرى وبالتالى امكانية مرور 
.العوامل الممرضةلى المستهلك

01.03.2011 Seite 4Seite 4

: الاضرار الغير مميت ربما ينشأ فى مصدر المياه عن

التلوث بالمعادن الثقيلة*
الفينولات *

المياه الحامضية *

المعالجة بالأشعة الفوق بنفسجية *

عدم مناسبة التعرض للمطهرمن حيث التركيز أو زمن*

 CT   valuesالتعرض  

خطوط الخدمة من النحاس *

من خلال انتخاب Antagonistic responsesالتضاد *

 .الهتيروتروفية بكثافات عاليةالبكتريا 
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 هذه البكتريا تتعرض لتثبيط غير قاتلSublethal inactivation  

.Hypersensitiveفتصبح مفرطة الحساسية 

  الاضرارات  ثانويةSecondary stresses تنشأ عن :

فى بيئات الزراعة  Selective agentsاستخدام عوامل الانتخاب 

.  المستخدمة فى المعمل

فى منحنى النمو  Lag timeوكنتيجة، فان وقت التجهيز أو الاعداد 

ساعات اعتمادا على قوة الاضرار 5–2يمتد الى 

01.03.2011 Seite 6Seite 6

الاضرار الثانوى المتسبب عن تشغيل العينة فى  المعمل 
Laboratory processing  يجب أن يحد منه من خلال:

 الاهتمام يبدأ بجمع العينة فيجب أن يتم فى وجود مقدار كاف من

فى زجاجة جمع  Dechlorinating agentعامل  ازالة الكلور

.  العينةلايقاف فعل الكلور بسرعة

 العينة يجب ان تبقى باردة خلال النقل لمنع النمو المضطرد للكائنات

أو يكون لها فعل مضاد   Interferingالتى  تتداخل فى الاختبار 

Antagonistic .

 العينات التى لا تختبر فور استلامها فى المعمل تتعرض للتغير

المحسوس فى سيادة الكائن وربما تحجب النشاط التمثيلى لبكتريا 
 .القولون المضارة
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01.03.2011 Seite 7Seite 7

 المعمل يجب أن يأخذ فى الاعتبار البحث فى ناتج المعالجة

خلال الشتاء وتوزيع مناطق سكون المياه خلال الصيف 

 1000وعندما تزيد اعداد البكتريا الهتيروتروفية عن 

وفى أى من الوضعين فان الكشف عن بكتريا . ملل/كائن

.القولون ربما يعاق

01.03.2011 Seite 8Seite 801.03.2011

 عوامل الانتخابSelective agents  

المستعملة فى البيئات الروتينية  ربما تشارك فى الاضرار 

الثانوى والذى يضعف من الكشف على بكتريا القولون المضارة 

ساعات او استعمال  4–2الا اذا امتدت فترة التحضين القياسية 

فى زراعة أولية قبل النقل الى Resuscitationخطوة انعاش 

والمحتوية على   Selective mediumالبيئة المتخصصة 

المكونات ذات النشاط السطحى مثل الديسوكسى كوليت 

Deoxycholate . 
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01.03.2011 Seite 9Seite 9

 باستخدام البيئات المعتاد استعمالها فى الكشف كميا عن
 m-Endoبكتريا القولون فى مياه الشرب، مثل الاندو آجار 

agar  تكون مصحوبة بمعدلات منخفضة من أعداد البكتريا ،

المضارة مع انخفاض امكانية التفرقة ما بين بكتريا القولون 

وهناك اتجاه واعد  وعن طريق استخدام . والبكتريا الأخرى
لتحسين استخلاص بكتريا القولون الكلية   m-T7بيئة 

.المضارة فى مياه الشرب

01.03.2011 Seite 10Seite 10

  الاضرار فان ذلك، وعلى Injury تقديرات الى يؤدى أن يمكن 

 %90 من أكثر  الى10  من أن طالما البكتيرية للدلائل حقيقية غير

 لا وبالتالى مضارة تكون ربما الشرب مياه فى المتواجدة البكتريا من

 نتيجة على الحصول الى ذلك يؤدى وربما وجودها اكتشاف يمكن
False   حقيقية غير سالبة negative results تحديد يكون وبالتالى 

 حدوث لامكانية فرصة يدع مما صحيح غير الشرب مياه نوعية
 تخلل الى يؤدى قد أوممرضات وجود لاحتمال صحية أضرار

 تواجد بين ما الربط تم ولقد هذا .المعالجة مراحل خلال الدلائل
. مناسبة الغير أو الجزئية التطهير وعملية المضارة البكتريا
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01.03.2011 Seite 11Seite 11

 القولون بكتريا من حساسية أقل المرضية المعوية البكتريا 
 والمخلفات المياه فى لتلك مشابهة ظروف تحت Injuryللاضرار

  بقوة تحتفظ المضارة الممرضات فان وبالتالى المعالجة، السائلة
 فان ذلك، على وبناء .ابتلاعها بعد وتشفى Virulenceالشراسة

 تقدير تنتج المضارة القولون بكتريا وعد بتنمية تسمح التى الطرق

 أكثر أيد الاستنتاج هذا .الصحية المخاطر لقوة حساسية أكثر

 تكون والتى المياه عن المتولدة والممرضات الفيروسات أن بالملاحظة
 البكتيرية الدلائل عن مقاومة أكثر الأخرى هى Cysts  حويصلات

. البيئية لضغوط

01.03.2011 Seite 12Seite 12

بعض المعامل تتبع طريقة فى جمع العينات ربما ينتج عنها اضرار أو 

:تعمل ضغط ثانوى على الكائن هذا يشمل

   التخزين لمدة طويلة

 دقيقة قبل حقنها فى بيئة التنمية  30الاحتفاظ بالعينة المخففة أكثر من

الاحتفاظ بالعينات الملقحة قبل التحضين على الحرارة المناسبة

تركيب البيئة الغير صحيح

 عدم خلط العينة جيدا بالبيئة المركزة

 التعرض للبيئة المسالة والغير ملطفةTempered

العدد المرتفع من البكتريا الأخرى غير الدلائل
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01.03.2011 Seite 13Seite 13

الاضرار الخلوى

زيادة الاستخلاص: ثانيا

Recovery Enhancement

01.03.2011 Seite 14Seite 14

:بالنسبة للعينات المعالجة بالكلور يجب التأكد من

 راجع )وجود كمية كافية من عامل ازالة الكلور فى زجاجة العينة
،(QC/QAمذكرة 

 مع تواجد تركيزات عالية من أيونات العناصر الثقيلة فى العينة
(QC/QAراجع مذكرة ) Chelating agentاحرص على اضافة 

 راجع مذكرة )حد من زمن التخزين(QC/QA

 عند تخفيف العينة فى وجود أيونات المعادن الثقيلة استخدم محلول
وحد من استخدام  Buffered peptone waterمنظم من ماء الببتون 

Buffered water.الماء المنظم 

 دقيقة 30بعد عمل التخيف احقن البيئة خلال. 
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01.03.2011 Seite 15Seite 15

 انعاش الكائنات المضارة أو المضغوطةStressed or injured 

organisms    يزيد بحقن العينات فى بيئة تخصيبEnriched  ،

.  غير قاتلة عند درجة حرارة متوسطة

 عندمما تكون نتائج اختبار أنابيب التخمر المتعددةMultiple tube 

fermentation test   عاليةعن نتائج أغشية الترشيحMembrane 

filter  أو يكون هناك علامة على ان استخلاص الأخيرللبكتريا  ليس

واستعمل واحدة أو  Injuryكامل فانه يكون هناك احتمال الاضرار 

 أكثر من الطرق التالية فى الكشف عن البكتريا المضارة

01.03.2011 Seite 16Seite 16

البكتريا المضارة من خلال التأثير على المثيل الغذائى لها .1
Metabolically injured:

يمكن تدارك وجودها  من خلال الفرق بين الاعداد الناتجة بالزراعة   
بتلك الأعداد التى تظهر على بيئة كاملة   Minimal mediaعلى 

.Complete media 

استخلاص بكتريا القولون الكلية باستخدام أغشية الترشيح.2

Recovery of Injured Total Coliform Bacteria Using 

Membrane Filtration
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 .m-T7 agar

:وتركيب البيئة كما يلى. مع طريقة أغشية الترشيح السلبق ذكرها  m-T7استخدم بيئة 

Proteose peptone No. 3 …………………………....... 5    g.

Yeast extract ………………………………………… 3    g.

Lactose ……………………………………………… 20  g.

Tergitol 7 ……………………………………………. 0.4 ml

Polyoxyethylene ether W1 ……………………………. 5    g.

Bromothymol blue …………………………………… 0.1 g.

Bromocresol purple   ………………………………… 0.1 g.

Agar …………………………………………………. 15   g.

Reagent grade water ………………………………… 1   L.

01.03.2011 Seite 18Seite 18

 أضبط الىpH    7,4  نورمال صودا كاوية بعد  0,1باستعمال

.  دقيقة 15درجة مئوية لمدة  121التعقيم عند 

 ملل عندما تكون / ميكروجرام بنسيلين ج  1بطريقة معقمة أضف

.درجة مئوية 45البيئة قد بردت الى حوالى 
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01.03.2011 Seite 19Seite 1901.03.2011

 بعد ترشيح العينة من خلال غشاء الترشيح ضع الغشاء

 24- 22مئوية لمدة  35وحضن على   m-T7على بيئة

. مستعمرات بكتريا القولون تكون صفراء. ساعة

من مستعمرات بكتريا % 10مالا يقل عن  Verifyتحقق من

(.Module 3)القولون بالطريقة السابق ذكرها

ويجب التمييز الجيد ما بين المستعمرات الصفراء والخلفية  

.التى تظهر من البكتريا التى لا تتيع بكتريا القولون

01.03.2011 Seite 20Seite 20

 0,1–0,05) اضافة كبريتيت الصوديوم الى بعض البيئة  

يمكن أن يحسن من الكشف عن بكتريا القولون بعد %( 

.التعرض للكلورامين وليس الكلور
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01.03.2011 Seite 21Seite 2101.03.2011

استخلاص بكتريا القولون البرازية المضارة باستخدام أغشية .  3

الترشيح

Recovery of Injured Fecal Coliform Bacteria 

Using Membranr Filtration

الحرارة -التعجيل بالتخصيب.  1.  3

Enrichment-temperature acceleration 

01.03.2011 Seite 22Seite 22

عليها طبقة من بيئة غير   M-FCاستعمل طبقتان من الآجار •

لا تحتوى على جلوكوز مثل   Nonselectiveمتخصصة 

Tryptic soy agar   مئوية  35مع التحضين ساعتين على

.ساعة 22مئوية لمدة  44,5متبوعة بالتحضين على 

 

ولكن لا تضاف الطبقة   M-FCتحضر الأطباق بها طبقة بيئة 

العليا من البيئة الغير متخصصة الا قبل الاستعمال بساعة على 
.الأكثر
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01.03.2011 Seite 23Seite 23

فى بيئة   Pre-enrichmentوكبديل استعمل التخصيب المسبق   *

ساعات  4مئوية لمدة  35مرق فينول ريد لاكتوز والتحضين عند 
 22مئوية لمدة  44,5على   M-FCمتبوعة بالتحضين على بيئة 

 .ساعة

كبديل آخر ، حضر الطبفتان من البيئة الغير متخصصة   *

(  مئوية 26-22)على درجة حرارة الغرفة  1,5والمتخصصة وحضن 

لمدة  44,5ساعة ثم على  4,5مئوية لمدة  35متبوعة بالتحضين على 
(. Stuart et al., 1977) ساعة  18

01.03.2011 Seite 24Seite 24

Temperature acclimation Green التأقلم الحرارى.  2.  3

 Elevatedهذه الطريقة هى تطوير لطريقة الحرارة المرتفعة 

temperature procedure   من خلال التحضين المسبق

Preincubation   لللمزارع على بيئةM-FC  ساعات على  5لمدة

 1 -+/ 18مئوية لمدة  44,5مئوية، متبوعة بالتحضين على  35

استعمل حضانة مبرمجة بحيث يتم رفع الحرارة أوتوماتيكيا . ساعة 

.بعد الفترة الأولى لكى تكون الطريقة عملية وتكون مناسبة للتطبيق
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01.03.2011 Seite 25Seite 25

Deletion of suppressive agentحذف المادة المثبطه .  3. 3

  M-FCمن بيئة acid   Rosolicحذف حامض  الروزوليك 

.  ساعة 24درجة مئوية لمدة , 2 -+/ 44,5والتحضين للمزارع على 

مستعمرات بكتريا القولون البرازية تكون زرقاء على البيئة المعدلة 

وتفرق عن المستعمرات الكريم، الرمادية، والخضراء الباهتة والتى 
.تنتج من البكتريا الأخرى والتى لا تتبع بكتريا القولون البرازية

01.03.2011 Seite 26Seite 26

 Alternativeالتأقلم الحرارى  -بيئة بديلة .  4.  3
medium-temperature acclimation

مئوية  37ساعات على  8مع التحضين  m-T7استخدم بيئة 
ساعة  12لمدة  44,5متبوعة بالتحضين على 
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01.03.2011 Seite 27Seite 2701.03.2011

التحقق من بكتريا القولون البرازية المضارة .  5. 3
Verification of stressed fecal coliform 

bacteria 

 selectivityتعديل البيئات والطرق ربما يقلل من انتقاء 
وعلى ذلك، . وتفريق مستعمرات بكتريا القولون البرازية

فاذا  أستعملت أى طريقة معدلة ، تحقق من مالا يقل عن 
.  من المستعمرات الزرقاء من عينات مختلفة%  10

01.03.2011 Seite 28Seite 28

استخلاص البكتريا السبحية البرازية المضارة باستخدام أغشية الترشيح.  4

Recovery of Stressed Fecal Streptococci Using Membrane 

Filtration        

ينتج استخلاص مقارن بلاختبارات  Bile brothباستعمال بيئة مرق الصفراء 

Multiple tube fermentation  (Lin, 1974  .)أنابيب التخمر المتعددة 

 35التحضين المسبق لأغشية الترشيح على بيئة تخصيب لمدة ساعتين على 
 2 -+/ 48لمدة  m-enterococcus agarدرجة مئوية متبوعة بالزرع على بيئة 

.مئوية 35ساعة على درجة 

على الأقل من % 10التحقق من البكتريا السبحية البرازية المضارة يتم على 
.Module 3))المستعمرات من عينات مختلفة باستعمال الاختبارات التأكيدية 
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01.03.2011 Seite 29Seite 29

طرق الكشف السريعة

Rapid Detection Methods

01.03.2011 Seite 30Seite 30

   هناك حاجة واضحة الى الطرق التى تسمح بتقدير النوعية
. البكتريولوجية للمياه سريعا

   ،خلال الحالات الطارئة والتى تشمل عدم نجاح عملية المعالجة

كسر فى خطوط توزيع المياه، أو اى تلف ف مصدر المياه ناتج عن 

كارثة يكون هناك حاجة ماسة الى التقييم السريع للحالة الصحية 

. للمياه

   مثاليا، فالطرق السريعة يجب أن تكون نتائجها حقيقية وذات مستوى

.حساسية مساوية للاختبارات  القياسية  والتى تستخدم  روتنيا

   الاختبارات السريعة تقع فى نوعيتين، تلك التى تشمل تعديل فى
وتلك التى تحتاج   Conventional proceduresالطرق التقليدية 

 .الى اجهزة ومواد خاصة
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اختبار السبع ساعات لبكتريا القولون البرازية.  1

Seven- HourFecal ColiformTest

هذه الطريقة مشابهة لطريقة أغشية الترشيح ولكن مع استعمال 

ساعات  7بيئة وحرارة تحضين مختلفتين لاعطاء نتائج فى 

:والتى هى مشابهة للطريقة القياسية لبكتريا القولون البرازية

01.03.2011 Seite 32Seite 32

البيئة                                            

M-7 h FC agar هذه البيئة ربما لا تكون متاحة على صورة جاهزة لذا يلزم تحضيرها من  

:مكوناتها وهى

Proteose peptone No. 3 or polypeptone  ……………………       5      g.

Yeast extract ………………………………………………..        3      g.

Lactose ……………………………………………………..        10    g.

d-Mannitol ……………………………………………………     5     g.

Sodium chloride ……………………………………………..       7.5   g.

Sodium lauryl sulfate ………………………………………..     0.2   g.

Sodium desoxycholate  ………………………………………..  0.1   g.

Bromocresol purple ……………………………………………..  0.35 g.

Phenol red ……………………………………………………  .   0.3   g.

Agar ……………………………………………………………   .15    g.

Reagent-grade water ………………………………………  ……  1    L 
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01.03.2011 Seite 33Seite 33

   رشح حجم مناسب من العينة خلال مرشح غشائى وضع
 M-7 h FC agarالفلتر على سطح طبق يحتوى على بيئة 

مستعمرات . ساعات  7درجة مئوية لمدة  41,5وحضن عند 

وهذا يدل على )  أصفربكتريا القولون البرازية تظهر بلون 
(.تخمر سكر اللاكتوز

01.03.2011 Seite 34Seite 3401.03.2011

Special Techniquesطرق خاصة  

هناك العديد الطرق الخاصة السريعة معظمها ليس حساس 

بالدرجة اكافية لقياس نوعية مياه الشرب أو انها غير 

ربما تكون نافعة فى عمليات المراقبة . متخصصة

Monitoring   للمخلفات السائلة والمياه الطبيعية ولكنها

ليست متوافرة بصفة   Reagentsتحتاج الى دلائل 

عامة، تحتاج الى تداول خاص أو نظام تحضين غير 

.  مناسب مع برامج معظم المعامل
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01.03.2011 Seite 35Seite 35

   فيما عدا الطرق اللونيةCholorimetric test  فلا يوجد ما هو ،

.  مناسب للاستعمال الروتينى وربما تستعمل كوسائل بحثية

   يجب أن يشير المستعمل الى المراجع عن الطريقة والمذكورة فى

.  الجدول عن التفاصيل ، ظروف الاستعمال، وحدود الطريقة

   الطرق الموافق عليها هى طريقة الأدينوسين تراى فوسفاتATP  ،

لتقدير   Radiometricالاختبار اللونى لتقدير العدد الكلى، وطريقة 

.بكتريا القولون البرازية والتى يستخدم فيها الكربون المشع

01.03.2011 Seite 36Seite 36

(تقدير  العدد الكلى للميكروبات الحية)اختبار بيوليومينيسنس .  1 

Bioluminescence Test (Total Viable Microbial 

Measurement)

فى الخلايا الحية   ATPلتقدير   Firefly luciferase testاختبار 

يعتمد على التفاعل مابين انزيم ليوسيفيريز، ليوسيفرين الذى يعمل 
يشع الضوء خلال التفاعل . ATPعليه الانزيم، أيونات المغنسيوم، و 

المستخلصة  ATPمع كمية   Correlateويمكن قياسه كميا ويربط 

 ATPوعندما تكون كل مواد التفاعل عدا . من عدد معين من البكتريا

Limiting factorيكون هو العامل المحد  ATPبكمية زائدة، فان  

يقود التفاعل ، ينتج نبضات من الضوء طبقا لتركيز   ATPاضافة * 

ATP.
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   ولمراقبة المجتمعات الميكروبيه . التقدير لا يستغرق أكثر من ساعة
يحدده الحاجة الى تركيز البكتريا من   ATPفى المياه، فان تقدير 

، والذى هو ATPالعينة لتحقيق أقل مستوى من الحساسية لقياس 

لتر على أغشية الترشيح فان الطريقة  1وعند ترشيح . ملل/خلية 510
.تعطى مستوى  الحساسية المطلوب

01.03.2011 Seite 38Seite 38

 Radiometric Detectionالكشف بالقياس الاشعاعى .  2

(Fecal Coliforms)

   14فى هذا الاختبار ، ينطلق ثانى أكسيد الكربون المشعCO2  من

 Presumptiveالطريقة تسمح بتقدير مبدئى   14C .استعمال 

detection   4,5من بكتريا القولون البرازية فى  20- 2لما بين 

. ساعة

   الاختبار يستعمل مرقM-FC  14، مانيتول مشععC-mannitol ،

مئوية متبوعة بساعتين  35ساعة عند  24ودرجتى حرارة تحضين؛ 

مئوية وذلك بالنسبة لبكتريا القولون  44,5ونصف الساعة عند 

 44,5ويضاف اللاكتوز المشعع عند بداية التحضين عند . البرازية
.  مئوية
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   تستعمل اغشية الترشيح لتركيز الكائنات من العينة ويوضع الفلتر
. فى وعاء محكم  M-FC brothعلى مرق 

يجمع بالتعرض لأقراص ورق ترشيح مشبعة   14COالناتج من 

. Ba(OH) 2بأيدروكسيد الباريوم 

   يقدر النشاط الاشعاعى للكربون بطريقة

Liquid scintillation spectrometry.
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الاختبار الانزيمى لبكتريا القولون 

Enzyme Substrate Coliform Test  

  مقدمة

الاختبار الانزيمى يستخدم مادة قابل للتحلل المائى للكشف المتزامن 
. عن انزيمات بكتريا القولون الكلية وايشيريشيا كولاى

عند استعمال الطريقة الانزيمية، فان مجموعة القولون الكلية تحدد بأنها 
-B-Dجالاكتوسيديز  -دلتا-كل البكتريا التى لديها انزيم بيتا

galactosidase الذى يكسر المادة الملونة ،Cleaves the 

chromogenic substrate ويؤدى الى انفصال المادة الملونه ،

Chromogen .
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   ايشيريشيا كولاى تحدد على أنها البكتريا التى تعطى استجابة
 Bجليكيرونيديز -لبكتربا القولون الكلية ولديها انزيم بيتا

glucuronidase  والذى يكسر المادة الملونه وتنفصل مادة تتوهج

.Fluorogen

  يمكن استعمال الاختبار فى صورة الأنابيب المتعددةMultiple-

tube  الحفر المتعددة ،Muti-wellالغياب-، أو التواجدPresence-

absence  ( ملل 100عينة واحدة. (
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بكتريا القولون الكلية

   المواد مولدة الصبغاتChromogenic substrates  مثل ارثو- 

-Ortho-nitrophenyl-Bجالاكتوبيرانوسيد  -دلتا -بيتا -نيتروفينيل

D- galactopyranoside (ONPG)   بيتا –فينول ريد -أو كلورو

-Chloroجالاكتوبيرانوسيد  -دلتا– phenol red-B-D-

galactpyranoside  (CPRG)                                 

  جالاكتوسيديز -دلتا-استعملت للكشف عن انزيم بيتاB-D-

galactosidase  والذى ينتج بواسطة بكتريا القولون الكلية  .
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  جالاكتوسيديز -دلتا-انزيم بيتاB-D-galactosidase   يحلل مائيا

وينتج تغير فى اللون، والذى يدل   Substrateالمادة التى يعمل عليها 

ساعة  24على ان الاختبار موجبلبكتريا القولون الكلية بعد 
(ONPG ) ساعة  28أو(CPRG )بدون طرق أخرى.

   البكتريا التى لا تتبع بكتريا القولون مثل أجناس  ايروموناس
Aeromonas   وسيدوموناسPseudomonas  ربما تنتج كميات ،

،  B-D-galactosidaseجالاكتوسيديز -دلتا-صغيرة من انزيم بيتا

الا اذا ولكن تثبط وعادة لا تنتج استجابة موجبة خلال زمن التحضين

.ملل/   CFUوحدة تكوين المستعمرات 410وجد أكثر من 
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  Escherichia coliايشيرشيا كولاى 

–ميثيل -4مثل  Fluorogenicتستعمل مادة يعمل عليها الانزيم 

جلوكيورنيد -دلتا-بيتا-امبيليفيريل

4-methyl-umbelliferyl-B-D- glucuronide (MUG) لملاحظة ،

، والذى تنتجه B-glucuronidaseجلوكيرينيديز  -وجود انزيم بيتا

وينتج  MUGهذا الانزبم يحلل المادة المستخدمة . ايشيريشيا كولاى 

فى وجود الأشعة الفوق بنفسجية طويلة  Fluorescentمادة تتوهج 

وجود هذا التوهج يدل على الايجابية لايشيريشيا (. nm 365)الموجه 

.  كولاى
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   بعض السلالات من الشيجيلا ربما تظهر هى الأخرى ايجابية

.  للاختبار فتعطى التوهج تحت الأشعة الفوق بنفسجية 

   لأن الشيجيلا هى الأخرى مرضية للانسان ، فان وجودها الآخر

يدل على الخطورة من تناول المياه أى أن وجودها يدل على الحالة 

الصحية للمياه وعلى ذلك لا يؤخذ على الاختبار ايجابيتة لبكتريا 
.أخرى خلاف ايشيريشيا كولاى
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 Applicationsالتطبيقات  

الاختبار الانزيمى لبكتريا القولون يوصى به لتحليل عينات مياه 

. المصدر والشرب

   المعامل التى تخطط لاستعمال هذه الطريقة يجب أن تجرى فى نفس

بأحد الاختبارات (تشمل الاختلافات الموسمية) الوقت اختبارات كمية

القياسية لبكتريا القولون لتقييم فعالية الاختبار لنوعية معينة من الماء 

هذا يكون له أهمية خاصة عند اختبار . ستحلل  ومقارنة الطريقتين

.مصادر المياه

  اذا . عينات المياه الحتوية على هيوميك او مواد أخرى ربما تتلون

كان هناك خلفية ملونه، قارن الأنابيب الملقحة بالنسبة لأنبوبة مرجعية 
Control  تحتوى عينة مياه فقط  .
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فى بعض نوعيات المياه، املاح الكالسيوم المرتفعة تستطيع أن *  

.تسبب ترسيب ولكن هذا لا يجب أن يؤثر على التفاعل

لتأكيد مزارع   Substrateلا تستعمل مادة يعمل عليها الانزيم *  

أو   Presumptive coliform cultureبكتريا قولون مبدئية  

، لأن  Membrane filter coloniesمستعمرات من أغشية الترشيح 

المادة التى يعمل عليها الانزيم ربما تتأثر بالجرعة العالية من البكتريا 

جالاكتوسيديز -دلتا-الغير تابعة لبكتريا القولون والتى تنتج انزيم بيتا
-B-Dالضعيف   galactosidase   وتعطى نتائج ايجابية زائفةFalse 

positive results
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 Enzyme Substrate Test الاختبار الانزيمى

   البيئةSubstrate Media 

-Colilert and Colilert 18 for multi)التراكيب متوافرة تجاريا 

tube, PLA and tray formats, Colilert MW for multi-

tube format, and Colisure for multi-tube and P/A 

formats, available from IDEXX Laboratories, Inc., 

Westbrook, ME.).     

  Disposableعلى صورة أنابيب جاهزة للاستعمال عند الحاجة 

طريقة الأنابيب المتعددة ، وفى صورة حفر متعددة

( Multi-wells Quanti-Tray)
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   فى حالة طريقة الحفر المتعددة، أو فى أوعية التى سوف تحوى

امنع تعرض المادة التى . الغياب/ ملل من العينة لطريقة التواجد 100
.يعمل عليها الانزيم  طويلا لأشعة الشمس المباشرة

 

    خزن البيئة طبقا للتوجيهات واستعملها قبل انقضاء تاريخ الصلاحية

.تخلص من البيئة التى تغير لونها    
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   الطريقةProcedure 

  Multiple-tube procedureطريقة الأنابيب المتعددة 

اختار العدد المناسب من الأنابيب لكل عينة والتى سبق ووزعت   •

.  البيئة بهالاختبار الأنابيب المتعددة ويكتب عليها

اتبع تعليمات المصنع لتحضير التخفيفات المتتابعة لمختلف  •

.  التركيبات

ملل من العينة لكل أنبوبة، غطها باحكام،  10بطريقة معقمة أضف  •
.واخلط بشدة لتذوب



26

01.03.2011 Seite 51Seite 5101.03.2011

 

فى الاساس   ONPGالمخلوط يبقى عديم اللون فى اختبار   •

.  CPRGويتحول الى اللون الأصفر فى حالة 

بعض الجزيئات ربما تبقى غير ذائبة خلال الاختبار؛ هذه   •

.سوف لا تؤثر على كفاءة الاختبار

درجة مئوية لمدة يحددها مصنع المادة , 5 -+/ 35حضن عند  •

.  Substrateالتى يؤثر عليها الانزيم 

يمكن اجراء الطريقة أيضا باضافة كميات مناسبة من البيئة   •
التى بها المادة التى يعمل عليها الانزيم الى العينة وخلطها بشدة 

ثم  توزيعها فى خمسة أو عشرة أنابيب معقمة ، حضن طبقا 
.لطريقة الأنابيب المتعددة
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Multi-well procedureطريقة الحفر المتعددة 

  معقمة جاهزة اسبات باستخدام تجرى المتعددة الحفر طريقة
.Sterilized disposable basketsملل 100 اناء الى العينة أضف 

  الصينية فى وصب بشدة، هز الانزيم، عليها يؤثر التى المادة مع
.Tray

.وتغلق العبوة باحكام  Wellsتوزع العينة فى الحفر   •
 
درجة مئوية لمدة تحدد بواسطة مصنع , 5 -+/ 35حضن عند   •

.  المادة التى يعمل عليها الانزيم
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الغياب/طريقة التواجد

 Presence/absence procedure

ملل من العينة فى  100بطريقة معقمة أضف البيئة السابق وزنها الى 
 * Nonfluorescent.زجاجة بوروسليكات، معقمة، شفافة لا تتوهج

ملل من العينة الى المادة التى يعمل عليها  100اختياريا، أضف 
.  الانزيم  فى وعاء معقم من امداد المصنع

. بطريقة معقمة غط واخلط بشدة للاذابة  •

حضن طبقا لارشادات المصنع  •
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Interpretationالتفسير 

 

 بكتريا القولون الكليةTotal coliform bacteria

بعد أقل فترة تحضين مناسبة ، اختبر الأنابيب أو الأوعية للتغير   •

.المناسب فى اللون

•ONPG  يتحلل بانزيم البكتريا ليعطى لون أصفر .CPRG   يتحلل

.  بانزيم البكتريا ليعطى لون أحمر

. اذا لم يكن اللون متناسق خلال الأنبوبة، اخلط بالقلب قبل القراءة  •

.  اقرأ تعليمات المصنع والخطوط الاسترشادية لتفسير النتائج  •
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بعض المصنعين ينصح بمقارنة لون الأنابيب بألوان مقارنه متاحة من •

المصنع 

العينات تكون سالبة لبكتريا القولون الكلية اذا لم يلاحظ لون فى •
أو اذا كانت الأنبوبة صفراء عند استعمال  ONPGاختبارات 

.CPRG 

ساعة بالنسبة  24أو  18اذا كانت الاستجابة اللونية محل تساؤل بعد •
 .ساعات اضافية 4، حضن لمدة  ONPGلاختبار 

  CPRGساعة بالنسبة لاختبار  28اذا كانت الاستجابة سالبة بعد •

اذا كان التلوين كثيف فان العينة تكون . ساعة اضافية 20حضن لمدة 
  .موجبة لبكتريا القولون الكلية، أما اذا لم يكن، فان العينة تكون سالبة
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Escherichia coliايشيرشيا كولاى 

اختبر الأنابيب الموجبة لبكتريا القولون الكلية للتوهج  •

Fluorescense  باستعمال لمبة أشعة فوق بنفسجية طوياة الموجه

365 nm  وات 6ويفضل أن تكون قوتها.

 

اذا . وجود التوهج يدل على أن الاختبار ايجابى لايشيريشيا كولاى  •

ساعات اضافية  4كان التوهج محل شك أو غير واضح، حضن لمدة 
ووجود   CPRGساعة لاختبارات 20وحتى  ONPGلاختبارات

.توهج مركز يدل على الايجابية
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Reportingالتقرير 

، فيحسب العدد الأكثر MPNاذا اجريت طريقة العد الأكثر احتمالا 

احتمالا لبكتريا القولون الكلية وايشيريسيا كولاى من عدد الأنابيب 

الغياب ، فان النتائج تكتب /واذا استخدمت طريقة التواجد. الموجبة

على صورة بكتريا القولون الكلية وايشيريشيا كولاى تتواجد أو غائبة 

.ملل من العينة 100فى 
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Quality Controlالتحكم فى الجودة 

اختبر كل لوط من البيئة المشتراه لكفاءتها بالحقن بثلاث بكتريا 

:  مرجعية 

ايشيريشيا كولاى •

بكتريا قولون كلية خلاف ايشيريشيا كولاى مثلا انتيروباكتر كلوكا•

.  بكتريا لا تتبع بكتريا القولون•

.  وايضا أضف مياه معقمة مرجعية•

أذا اعطت المياه المرجعية توهج باهت أو نتيجة ايجابية باهتة بالنسبة •
جديد من المادة التى يعمل   Batchلبكتريا القولون، اهمل واستعمل 

.  Substrateعليها الانزيم 
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 Heavy inoculum.تجنب استعمال حقن كثيف   •

كمثال للبكتريا الغير   Pseudomonasاذا استعملت     •

Nonfluoresentقولونية اختار جنس لا يعطى توهج 

species  

درجة , 5 -+/ 35عتد   Controlsحضن المرجعيات •

.اقرأ وسجل النتائج . مئوية 

01.03.2011 Seite 60Seite 60

العد الكلى المباشر للبكتريا

Direct Total Microbial Count
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   عد خلايا البكتريا المباشر فى المياه أو المخلفات السائلة
عادة يفوق الأعداد المتحصل عليها من عد البكتريا 

الهتيروتروفية بالأطباق وذلك راجع للخطأ المتسبب عن 
لبيئة   Selectivityالظواهر المتعلقة بالحيوية مثل الانتقاء 

.والبطء فى معدل النمو  Clumbingالنمو، تجمع الخلايا 
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Epifluorescence Microscopic Method    
 

 30–20) هذه الطريقة تعطى عد مباشر للعدد الكلى بسرعة 
.  وبحساسية( دقيقة

لا تسمح بالتفرقة بين خلايا البكتريا على أساس التقسيم، نشاط   
التمثيل الغذائى، أو الحيوية 
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   لا يمكن استعمالها لتقدير الكتلة الميكروبيةMicrobial 

biomass  الطريقة . للاختلافات الكبيرة فى حجم الخلايا

تحتاج الى خبرة الفنى الذى يستطيع التفرقة ما بين الخلايا 

.الميكروبية والرواسب على أساس الشكل

   تتركب الطريقة من تثبيت العينة للتخزين، الصبغ بصبغة
Fluorochrome   الترشيح بالتفريغ على غشاء بولى كربونات

Nonfluorescing polycarbonate membrane والعد بواسطة ،

Epifluorescence microscopic 
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Apparatusالأجهزة 

Microscopeميكروسكوب  *  

مصدر للأشعة الفوق بنفسجية رأسى بحقل مستوى، *  

.على الأقل X  1000لتعطى قوة تكبير كلية X 100عدسة زيتية  *  

Counting graticuleعينية للعد *  

مدرجة   ocular lens micrometerعدسة عينية ميكروميتريه *  

.Calibrated with stage micrometerبمسرح ميكرومترى 



33

01.03.2011 Seite 65Seite 65

  Filtersمرشحات * 

، شاطر Excitation filters   (KP 400 and LP 455 )وتشمل فلاتراثارة 

 Barrier filterوفلتر حاجز   Beam splitter( LP 510)أشعة 

(LP 520 using mercury lamp, HBO 50).

Blender or vortex mixerخلاط أو جهاز فورتكس *  

مناسبة للاستعمال بأغشية ترشيح قطر   Filtration unitوحدة ترشيح *  

.مم 25
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ويركب عليها فلاتر   لا يعاد استعمالها ملل Syringes  3سرنجات *
. ميكرون ولا يعاد استخدامها أيضا, 2

 X125 13زجاجية بغطاء قلاووظ   Test tubesأنابيب اختبار *
.مم

من نوع البولى كربونات   Membrane filtersأغشية ترشيح   *

يكون غير متوهج ) ميكرون  ,  2مم، قطر الثقوب  25قطر 

Nonfluorescent   أو يجهز بغمس الغشاء فىIrgalan black   

ساعة ، ويغسل فى  24لمدة  ]حامض خليك% 2اللتر من /جرام  2

 5مم، قطر الثقوب  25؛ سليولوزى قطر ( الماء ويجفف هوائيا

.  ميكرون
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(  وزن/ حجم% ) , FDluorochrome   1فلوركروم  * 

.اكريدين برتقالى فى محلول فوسفات منظم 

 ,Immersion oilزيت للعدسة الزيتية منخفض التوهج   *

low fluorescing

   الدلائل أو الكشافاتReagents

  Phosphate bufferمحلول فوسفات منظم •
. فى ماء وخفف الى ا لتر     KH2PO4جرام  13,6أذب  
.ميكرون, 2؛ رشح خلال غشاء ترشيح  pH 7أضبط عند  
جلوتارلدهيد فى   ( حجم/وزن%  ) Fixative     5مثبت  

.محضر حديثا محلول فوسفات منظم
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 Procedureالطريقة .  4

.  اجمع العينات  *

.  ملل مثبت 1ملل من العينه الى انبوبة اختبار محتوية علة  9أضف   *
أسابيع بدون نقص  3مئوية حتى  4العينة المثبته يمكن تخزينها عند 

.معنوى فى أعداد الخلايا

  mesotrophic or eutrophicوزع وخفف عينات من مصادر   *
.  للحصول على نتائج 

فى محلول  1/10باستعمال خلاط أو فورتكس، وخفف  اخلط عينه  *
.  فوسفات منظم

عينات المياه النقية ربما لا تحتاج الى تخفيف ولكن الحجوم الكبيرة   *
.  ربما يحتاج اليها للحصول على أعداد حقيقية( ملل 100أكبر من )
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ملل من العينة أو تخفيف منها على مرشح بولى كربونات  1ضع   *
 Cellulosicمدعم بغشاء سليولوزى   nonfluorescentغير متوهج 

membrane filter  فى Filter holder 

ملل فلوركروم  1باستعمال فلاتر تركب على سرنجة، أضف   *

ملل محلول منظم من الفوسفات  3وانتظر دقيقتان، أضف حوالى 

. المرشح للسماح بتوزيع أكثر للخلايا

ح مة صغيرة، واسبوكبديل، اخلط الفلوركروم مع العينة فى انبو  *

بالتفاعل، 

Filter holderخليط الى الأضف     

01.03.2011 Seite 70Seite 70

( . 13kPaحوالى ) رشح بالتفريغ   •

. ملل من الفوسفات المنظم ورشح 2اغسل باستعمال   •

.دقيقة 3–1أزل مرشح البولى كربونات بملقط وجفف هوائيا لمدة   •

. أجزاء ويحفظ اذا لزم 4يمكن قطع الفلتر الى   •

على   Immersion oilضع الفلتر المجفف على نقطة من الزبت   •

.  شريحة ميكروسكوب نظيقة

. أضف نقطة صغيرة من نفس الزيت على سطح الفلتر  •

.  Coverبلطف غط الفلتر بغطاء شريحة   •

Fluoresenceيمكن تخزين العينة بضع شهور بدون فقد للتوهج   •
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مجالات عشوائية مختارة على الفلتر باستعمال  10اختبر على الأقل   *
اذا لم تكن توزيع الخلايا منتظم خفف العينة ) X 100عدسة زيتية 

(.  وعاود الخطوات
.  خلية فى المجال 50–10يفضل عد   *

  .مربع على الأقل وباستعمال عدسة عينية مقسمة 20عد الخلايا فى *  

01.03.2011 Seite 72Seite 7201.03.2011

Calculationsالحسابات •

. احسب المتوسط لاعداد الخلايا على الفلتر

 X( فلتر/مربعات)  X( المربع/متوسط الخلايا= )ملل/عدد الخلايا

.حجم العينة ملل(/ معامل التخفيف)
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الفطريات

FUNGI

01.03.2011 Seite 2Seite 2

الفطريات وليدة المياه هى الأخرى كائنات انتهازية والتى هى غالبا ذات •

مدلول صغير من وجهة نظر الصحة العامة، وعلى ذلك فان تواجدها 

فى بعض الحالات يؤدى الى استعمار جسم الانسان ومن الممكن أن 

.  تؤدى الى مضاعفات مميته

وفى مواقف أخرى تنشأ الاصابات الفطرية من استعمال جرعات عالية •

وفى  .من المضادات الحيوية والعلاج الذى يؤدى الى انخفاض المناعة

حالة الاصابات العرضية الغير مميته، ربما يتسبب الفطر فى ظهور 

، اصابات جلدية،  Mycotoxinsالحساسية، التوكسينات الفطرية 

.  الأظافر، الشعر، اصابات فى أعضاء التناسل
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وسيلة الانتقال فى الغالبية العظمى عن طريق الهواء أو الماء فى المنزل، 

   Spa.المستشفيات، والينابيع الساخنة 

وجدت الفطريات الخيطية شائعة فى البيئات المائية، ولكن لم يحظى 

.تواجدها فى مياه الشرب سوى اهتمام قليل

01.03.2011 Seite 4Seite 4

كنتيجة لتجزء الميسيليا ومقاومة الجراثيم للتطهير، ربما تمر 

السلالات المختلفة المتواجدة فى مصادر المياه الخام خلال 

المرشحات الرملية وتقاوم عمليات التطهير بدرجات واسعة والتى 

وبينما معالجة المياه الخام بالتجلط . تؤدى الى الاختلاف فى الازالة

الكيماوى والتطهير فعالة لازالة الفطريات، فان تلك الكائنات  

  .عينة معالجة 12من  4تواجدت فى 
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فشل عمليات المعالجة فى ازالة خيوط الفطر وجراثيمه بالكامل يجعل من 

.  ذلك طريق الى التواجد فى نظم التوزيع

هناك مصادر اضافة أخرى للفطر الى خزانات المياه المعالجة تنشأ من 

التلوث بالتراب الموجود الهواء أو نتيجة دخول التربة الملوثة الى الشبكات 

.  من خلال كسرأو اثناء عمليات الاصلاح

بدخول الفطريات نظام التوزيع، ربما يثبت الفطر نفسه وبسرعة فى رواسب 

على أن المناطق المفضلة . المواسير وفى مناطق نشوء الفيلم الحيوى

لاستيطان الفطر هى مكان وصلات المواسير والمركبات المستخدمة لمنع 

التسرب بين الوصلات

01.03.2011 Seite 6Seite 6

مقاومة للكلور المتبقى  Filamentousلأن الكونيديا فى الفطريات الخيطية المتشعبة 

فان عمليات استيطان الفطر تتم دون القضاء ( اللتر/مجم. ,3) فى خطوط التوزيع 

. عليها بعمليات التطهير المعتادة

يمكن أن يشكل احتياج  Biofilmالنمو الزائد للفطر فى مواطن تكون الفيلم الحيوى 

والذى من شأنه أن يخفض من المتبقى من  Chlorine demandالى الكلور 

.المطهر فى شبكة المواسير

من الفطر فى مصدر المياه ربما يختلف   Profileتكرارية تواجد وتوزيع  الأجناس 

. كانعكاس للاختلاف الموسمى فى درجة الحرارة، مصدر المياه، ونظم المعالجة

عينة جمعت من خطوط النقل ونظام التوزيع لمحطة  978من %  17,6فمثلا، 

 .مياه بنيفادا الجنوبية كانت ايجابية للفطر
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نظم مياه جوفية معالجة بالكلور فى بنسلفانيا  6فى دراسة أخرى على .

.  عينة مختبرة 727من %  55،2ونيو جيرسى تواجد الفطر فى 

وكان النمو عند . المياه الدافئة تعتبر مناسبة لنمو الفطر فى نظم التوزيع

 29–20درجة مئوية أكثر من الحرارة المرتفعة ما بين  20–13

.  درجة مئوية

ربما يرجع ذلك الى التنافس بنمو البكتريا الهتيروتروفية عند الحرارة 

  .المرتفعة والتى يكون لها تأثير معاكس على نمو الفطر

01.03.2011 Seite 8Seite 8

ولقد وجد أن مياه نهر تحتوى . الفطريات تختلف حسب نوعية مصدر المياه الخام*

والقليل معروف . اكثر من ماء بحيرة Thermopile fungiفطريات محبة للحرارة 

عن التنوع فى الفطريات فى خطوات المعالجة على أنه لوحظ أن هناك تغيرات فى 

كذلك نتيجة للمعالجة ,كنتيجة المعالجة بالجير   pHنوعيات الفطر مع التغير فى 

.بالكلور

وجد ان كثافة الفطر فى مصادر المياه مختلفة، جزئيا بسبب البيئة المختارة للزرع  *

عدد الفطريات الخيطية المختلفة والخميرة التى . ودرجة حرارة ومدة التحضين

يوليو  -عينة مجمعة من محطة مياه فى جنوب نيفادا خلال فبراير 978وجدت فى 

  ,Cladosporiumجنس وكانت الأجناس الشائعة هى  20صنفت فى  1988

Phoma, and Candida parapsilosis. 
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أحدهما معالج بالكلور والآخر غير )فى حين كانت فى حالة نظامى توزيع 
 ,Penecillium, Sporocybeفى جنوب كاليفورنيا ، هى  ( معالج

Acremonium, and Paeciolomyces  . وكان متوسط الكثافة

 100/ كائن  18و  34للفطر فى حالتى النظام المعالج والغير معالج هو 

.  ملل، على الترتيب

فى أوروبا لوحظ نفس النموذج من الفطريات الخيطية، فكان الجنس 
Aspergillus fumigatus 

.  هو الشائع فى نظم التوزيع لخمسة عشر مصدر فى فنلندا

01.03.2011 Seite 10Seite 10

 ,.Cephalospdrium sp,Verticillium spفى انجلترا كان الشائع *

Trichoderma sporulosum, Nectria veridesceus, Phoma sp., and 

Phialophora sp.      وكان عدد الفطر فى هذه المياه أقل من

.ملل 10/100

  Fragmentsولأن الفطر يتكاثر عادة بالجراثيم أكثر من التجزئة 

للميسيليا، ربما كان ذلك حجة على أن تواجد الفطر فى مصادر المياه 

هو وليد المصادفة يعنى أنه ينتج من التلوث من الهواء أكثر من 

. امكانية استعماره نظام التوزيع

الشواهد المتاحة تدل على أن، عدد الفطر المرتفع جدا والمتواجد فى *

بعض العينات يمكن تفسيره بدخول الجراثيم عرضيا الى النظام أو 
      .اثناء جمع العينة
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استعمار الفطر يتواجد فى اماكن الفيلم الحيوى والذى ربما يكون *

صنبور الحريق، الخزانات أو الملحقات على مواسير التوزيع فى 

. المساكن

الذى يظهر على مخارج التسرب البطىء من  Slimeالنمو اللزج *

Fusariaالصنابير وجد أنه يرجع الى نمو هيفات الفطر لجنسين من  

وفى هذه الحالة فان هذا النمو يعود الى تلوث عند منطقة التسرب . 

.وليس نتيجة وجود الفطر فى المياه وخروجه عند فتحة الصنبور

01.03.2011 Seite 12Seite 12

وهى . الفطر شاملا الخميرة والأجناس الخيطية أو العفن، واسع الانتشار

وهى ربما تتواجد حيث . كائنات هتيروتروفية لها نواة وذات جدر صلبة

تتواجد المواد العضوية الغير حية، على الرغم من أن بعض الأجناس 

.مرضى والبعض الآخر طفيلى

المياه شديدة التلوث يكون أصل الفطر فيها من النوعيات التى تعيش فى 

على أن الارتباط ما بين كثافة الفطر وتواجد المادة العضوية جعل . التربة

ولسوء الحظ . هناك امكانية اتخاذ تواجد الفطر على أنه دليل على التلوث

لم يمكن اتخاذ جنس معين أو مجموعة معينة على أنها مهمة فى هذا 

.  الشأن
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لديها  Candida lambicaكون الخميرة لهناك بعض الاستثناءات، ف*

اتخذ تواجدها دليل على التلوث  ،القدرة على استخدام سكريات البنتوز

.  هى غنية بالسكريات من هذا النوع ىبمخلفات صناعة الورق والت

وبعض أجناس الخميرة والفطر الخيطى تعتبر من صفات المياه الدافئة 

.ولذلك ربما تكون نافعة كدليل على التلوث الحرارى

ولأن الفطريات لديها القدرة على انتاج العديد من الانزيمات، فان لها 

القدرة على النشاط التحليلى لمعظم المواد الطبيعية المعقدة وكذلك بعض 

.  المركبات التركيبية وتشمل المبيدات الحشرية

01.03.2011 Seite 14Seite 14

،  Microaerophilicمعظم الفطر هوائى أو قليل الاحتياج للأكسوجين *

علىالرغم من أن القليل يظهر تمثيل غذائى لاهوائى وقليل جدا منها له القدرة 

.  على النمو لاهوائيا تماما

من الممكن أن يكون الفطر مصدرالطعم فى . بعض الأجناس لا تحتاج الى هواء*

.المياه

فان   Aspergillus fumigatus, A. flavus and A. nigerفيما عدا *

على أن . الفطريات التى عزلت من المياه لا يمكن اعتبار أن لها أهمية طبية

  .الاصابة بالفطريات اعتبرت أن لها أهمية فى حالة الأفراد منخفضى المناعة
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 Fungi in recreationalالفطريات فى مياه التنزه 

waters

بعض الفطريات الممرضة للانسان ربما تتواجد  فى مياه التنزه مثل 

(.الدش) حمامات السباحة والشواطىء وفى أماكن الاستحمام 

Trichophyton mentagrophytes  يسبب التينياTinea pedis 

وكثير من . وعزلت من أرض الدش Athletes footوالتهاب القدم 

.الأجناس الممرضة عزلت من رمال الشواطىء فى هاواى والمانيا

01.03.2011 Seite 16Seite 16

 Survival on chlorinationحيويتها مع المعالجة بالكلور 

  .دقيقة 20مجم من الكلور الحر لمدة  1الخمائر قاومت 

مجم . ، 03دقائق مقاومة لوجود  5ايشيرشيا كولاى لم تقاوم أكثر من 

.  كلور

مجم كلور لمدة  4لا تقاوم   Candida albicansالكانديدا البيكانس 

.  ملل/  510دقيقة عندما كان عددها  30

وهى تسبب مشاكل صحية   C. parapsilosisبالنسبة للخميرة من نوع 

.  فى المناطق الاستوائية وجد أنها شديدة المقاومة عن بكتريا القولون
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خلايا  الفطر وخاصة الكونيديا يمكن أن تقاوم الكلور أكثر من بكتريا *

اللتر من / مجم  10دقائق لمقدار  10القولون وذلك عند التعرض لمدة 

  .ملل/  610الكلور عندما كان عدد الجراثيم 

 Growth patternsنماذج النمو 

.  فى المياه يوجد نموذجين لنمو الفطر

 Zoosporesتنتج  True aquatic fungiفطريات الماء الحقيقية . 1

.  متحركة بفلاجلا  Gametesأو جاميطات 

بعض الفطريات خاصة المتواجدة فى الحشرات لها طور طور أميبى 

.Amoeboid stage 

01.03.2011 Seite 18Seite 18

يوجد نموذج آخر لنمو الفطر يكون غير متحرك فى جميع مراحل دورة . 2

Asexualويكون النمو والتكاثر لاجنسى . الحياة

نمو اشكال لل 3أمكن معرفة *

بجراثيم تنتج بتركيب خاص   Filamentous growthنمو خيطى (  1)

نمو خيطى متفرع مع التجزء لتكون جراثيم فردية تسمى ( 2)

arthroconidia  

  Buddingنمو خلوى فردى ينتج على كل خلية أبوية تسمى التبرعم ( 3)

  .كم فى الخميرة
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.  وحيث تتكاثر الفطريات تتوافر المادة العضوية فى المياه أو التربة

وتواجد أكثر من نوع هو دليل على تأقلم تلك الأنواع للظروف البيئية 

.  المتوافرة

وبحصر تواجد الفطريات فى المياه، المخلفات السائلة والمواد العضوية *

جنس تنتمى الى  133: جنس 984الملوثة وجد 

Mastigomycotina  لهاZoospores   تنتمى الى  79بفلاجلا؛

Zygpmycotina تنتمى الى  161؛Ascomycotina 18؛  

Baidiomycotina  تنتمى الى 593؛.Deuteromycotina

01.03.2011 Seite 20Seite 20

:طرق الزراعة

 Poured plateطريقة الأطباق المصبوبة .  1

العينات 

ويمكن استعمال أمبولات بلاستيكيه  QC/QA ))تجمع العينات كما سبق 

وهى عادة معقمة وتنقل رأسية ويتخلص منها بعد . لها غطاء محطم

.  ساعة 24يمكن الاحتفاظ بالعينات . الاستعمال

.اذا لم يتم التحليل عقب الجمع تحفظ العينات فى الثلاجة
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البيئات

للعد،   

Neopeptone-glucose-rose bengal-aureomycin agar  

فى )   Czapek agarهى البيئة المعتادة ولو أن الخبرة أظهرت أن 

و ( Aspergillus, Penicillium and related fungiحالة 

Yeast extract-malt extract-glucose agar or Diamalt 

agar (للخمائر ) ربما تكون مفضلة و لتقدير الخصائصInventory  

.Neopeptone-glucose agarاستعمل 

01.03.2011 Seite 22Seite 22

Neopeptone-glucose-rose Bengal aureomycin agar

5 g. neopeptone, 10 g. glucose, 3.5 mL rose Bengal 

solution (1 g/100 ml reagent-grade water), 20 g. agar 

in 1 L reagent-grade water.

ملل وتعقم فى الأوتوكلاف ،  10يفضل توزيعها فى أنابيب بكميات  

pH  6,5النهائى حوالى.
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/  جرام مضاد قابل للذوبان 1)حضر محلول كلورتتراسيكلين أو تتراسيكلين *

قبل . واحفظه فى الثلاجة reagent-(grade waterملل  150

.  الاستعمال، عقم بالترشيح

ملل من البيئة  10ملل محلول معفم لى . ,.5لاستكمال البيئة، أضف *

.  مئوية 45الأساسية المنصهرة والمبردة عند 

/  جرام مضاد قابل للذوبان 1)حضر محلول كلورتتراسيكلين أو تتراسيكلين *

.  واحفظه فى الثلاجة reagent-(grade waterملل  150

ملل محلول . ,.5ولاستكمال البيئة، أضف . قبل الاستعمال، عقم بالترشيح*

.  مئوية 45ملل من البيئة الأساسية المنصهرة والمبردة عند  10معفم لى 

01.03.2011 Seite 24Seite 24

ملل محلول معفم . ,.5ولاستكمال البيئة، أضف . قبل الاستعمال، عقم بالترشيح*

.مئوية 45ملل من البيئة الأساسية المنصهرة والمبردة عند  10لى 

Dox) agar-Czapek (or Czapek

جرام داى بوتاسيوم  1جرام نترات ااصوديوم ،  3جرام سكروز،  30أذب 

جرام كلوريد . ,5جرام سلفات المغنسيوم ، . ,5هيدروجين فوسفات، 

-Reagentجرام آجار فى لتر  15كبريتات الحديدوز، .  ,.1البوتاسيوم، 

grade water . بعد التعقيم يكونpH  7,3.

   .
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,Aspergillus, Penicillumهذه البيئة نافعة عند عزل *

Paecilomyces   وبعض الفطريات الأخرى المشابهة فى

.الاحتياجات الفسيولوجية

 .Yeast extract-malt extract-glucose agar

جرام  5جرام مستخلص المولت،  3جرام مستخلص الخميرة،  3أذب 

-Reagent .جرام آجار فى لتر 20جرام جلوكوز و  10نيوببتون، 

grade water  لا حاجة لضبطpH.

.هذه البيئة مفيدة فى عزل الخمائر

01.03.2011 Seite 26Seite 26

 .glucose agar-malt extract-Yeast extract

جرام  5جرام مستخلص المولت،  3جرام مستخلص الخميرة،  3أذب *

 Reagent-grade .جرام آجار فى لتر 20جرام جلوكوز و  10نيوببتون، 

water  لا حاجة لضبطpH.

.هذه البيئة مفيدة فى عزل الخمائر*

Diamalt agar

لا  Reagent-grade wateجرام آجار فى لتر 20جرام ديامولت و  150أذب 

هذه البيئة مفيدة فى . البيئة تكون عكرة ولا حاجة للترشيح pH.حاجة لضيط 

تنقية عزلات الخميرة ولدراسة أجناس الخميرة فى الاختبارات الخاصة 

.المختلفة
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. glucose agar-Neopeptone

-Reagentجرام آجار فى لتر 20جرام جلوكوز ،  10جرام نيوببتون،  5أذب 

grade water  .

 Emmon'sوهذه البيئة معروفة باسم . 6,5البيئة   pHبعد التعقيم يكون 

Sabouraud Agar أو

Emmon's Sabouraud Dextrose Agar  .

.البيئة مفيدة لحفظ المزارع

01.03.2011 Seite 28Seite 28

Procedureالطريقة . 

عينة بواسطة شخص واحد، ولكن المفضل أن تكون  40يمكن تحليل 

.عينة 20

 Preparation and dilution التحضير والتخفيف

 Reagent0gradeملل  135ملل أضف  250الى دورق معقم سعة 

water  ، من  10:  1ملل من العينة لتحصل على تخفيف  15مقم

استعمل وسيلة قياس معقمة لكل عينة، أو أقل تفضيلا، اغسل . العينة
. وسيلة أخذ العينة بماء معقم بين العينات المختلفة
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هز الدورق على ( . ملل 15)اخلط العينة جيدا قبل سحب الجزء منها 

دقيقة أو انقل  30دورة فى الدقيقة لمدة  150-120هزاز على 

محتويات الدورق الى خلاط، غطه واخلط عند السرعة المنخفضة لمدة 

يفضل استعمال كأس خلاط . ثانية 30دقيقة أو عند السرعة العالية لمدة 

ربما يتم عمل . معقم لكل عينة، أو اغسل جيدا بين العينات بماء معقم

:   1ملل من تخفيف  5ملل ماء معقم الى  45تخفيفات أكثر باضافة 

10  .

خفف .يكون عادة مناسب 10:  1للعينات المأخوذة من مجرى تخفيف 

  1العينات ذات المحتوى العالى من المواد العضوية مثل الرواسب الى 

  1جوانب المجرى أو عينات التربة تخفف الى .  1000:  1أو  100: 
.10000 :1أو  1000: 

01.03.2011 Seite 30Seite 30

Platingعمل الأطباق 

-Neopeptoneلاستخدام . أطباق من كل تخيف 5للاختبار حضر 

glucose-rose Bengal-aureomycin agar  10انقل بطريقة معقمة 

أضف . سم  9درجة مئوية الى طبق بترى قطر  45ملل من البيئة عند 

ملل من تخفيف العينة المناسب واخلط كما سبق فى حالة اختبارات  1

. و.5ملل من العينة،  1وكبديل أضف الى طبق البترى . البكتريا

دع  .مئوية 45الى  43ملل من البيئة عند  10محلول مضاد حيوى، 

.الآجار يتصلب بسرعة 
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التحضين
 24–20) حضن على درجة حرارة الغرفة . لا تقلب الأطباق

اختبر . فىالضوء ولكن امنع التعرض لضوء الشمس المباشر( مئوية

.أيام  7,5,3وعد الطباق بعد 

العد

عد الفطريات فى الأطباق يمدنا بالأساس للمقارنة الكمية الغير دقيقة 

.بين العينات والتخصيص يمدنا بمعلومات أهم عن الأجناس

عند تحضير الأطباق استعمل جزء من العينة الذى من الممكن أن 

وعند اختبار نوعية . مستعمرة على الطبق 60الى  50يعطى حوالى 
.  جديدة اختبر على الأقل تخفيفين من العينة

01.03.2011 Seite 32Seite 32

مستعمرة ولكن استبعد الأطباق الكثر  300يمكن عد حتى  *

تميل الى اعطاء  Rose Bengalالبيئة المحتوية على . ازدحاما

.  مستعمرات منفصلة كما تسمح بنمو الكائنات البطيئة فى نموها

لمورفولوجى االتصنيف المباشر مطلوب ويعتمد أساسا على 

ويمكن حساب نسبة كل جنس من العدد الكلى فى العينة بانسبة 

.للحجم المختبر والتخفبف المستخدم من العينة
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Spread plate techniqueطريق فرد الأطباق 

العينات
كما سبق فى طريقة الأطباق المصبوبة

Mediaالبيئات 

-Aureomycin-rose Bengal: استعمل أى من البيئات التالية

glucose-peptone agar and streptomycin-tetramycin-malt 

extract agar

.  وهى ذات فائدة فى تحليل عينات المياه والصرف الصحى

Neopeptone-glucose-rose Bengal aureomycin agar, 

Czapek , Yeast extract-malt extract-glucose agar, 

Diamalt agar.

01.03.2011 Seite 34Seite 34

-Aureomycin-rose Bengalلتحضير بيئة  glucose-

peptone agar 

 

جرام بوتاسيوم داى  1جرام ببتون،  5جرام جلوكوز،  10أذب 

جرام روز . ,.35جرام كبريتات المغنسيوم ، . ,5هيدروجين فوسفات، 
  Reagent-grade waterملل  800جرام آجار فى  20بنجال ، 

ملل  200مجم أوروميسين هيدروكلوريد فى  70أذب . وعقم
Reagent-grade water  عقم بالترشيح وأضفها الى الآجار المبرد ،

ملل فى  25صب . 5,4يجب أن يكون    pHال (. مئوية 42-45)

.  أطباق معقمة ودع البيئة تتصلب

.أسابيع 4مئوية لمدة تصل الى  4الأطباق المصبوبة يمكن حفظها عند 
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 Streptomycin-terramycin-malt extractلتحضير بيئة 

agar

جرام آجار فى  15جرام ببتون،  5جرام مستخلص المولت،  30أذب 
مجم من كلا من  70أذب . وعقم   Reagent-grade waterملل  800

 Reagent-gradeملل  100الاستربتوميسين والتيراميسين كلا  فى 

water   ( .  مئوية 45-42)وعقم بالترشيح، أضفها الى الآجار المبرد

pH   ملل فى أطباق معقمة  20صب حوالى . 5,4البيئة يجب أن يكون

مئوية لمدة  4الأطباق المصبوبة يمكن الاحتفاظ بها عند . ودعها تبرد

  .أسابيع 4تصل الى 

01.03.2011 Seite 36Seite 36

  Procedureالطريقة 

. طريقة الأطباق المصبوبة
، واختار التخفيفات  Buffered waterاجر التخفيف فى ماء منظم 

.مستعمرة فى الطبق 150الى  20التى تعطى ما بين 

 Platingاعداد الأطباق 

على درجة   Laminar flowالأطباق يسبق تجفيفها مفتوحة فى 

 3حضر . ساعة  1,5  -1لمدة %  30حرارة الغرفة ورطوبة نسبية 

،اذا كانت النتائج سيتم تحليلها احصائيا، لكل عينة أو  5أطباق أو 

.تخفيف



19

01.03.2011 Seite 37Seite 37

ملل من العينة أو التخفيف الى سطح كل  1باستعمال ماصة معقمة انقل 

وزع على سطح الطبق باستعمال قضيب زجاجى . طبق سبق تجفيفه
كما سبق بالنسبة للاختبارات البكتريولوجية أو   Lعلى شكل حرف 

.باستخدام جهاز لفرد العينة

التحضين

، اقلب الأطباقالأطباق المغلقة وبعد جفافها على حرارة الغرفة، 

،أيام 7مئوية لمدة  15وحضن عند 
مئوية  20وكبديل حضن عند %(.  95–90)فى جو عالى الرطوبة 

الفطر ذا النمو البطىء ربما لا ينتج مستعمرات مرئية . أيام 7–5لمدة 

.أيام 7أو  6حتى 

01.03.2011 Seite 38Seite 38

 Counting and recording العد والتسجيل. 

.  على الطبق  Quebec colony counterعد المستعمرات باستخدام 

 4اذا كان من الضرورى تأخير العد استثنائيا، احفظ الأطباق على 

اعتمادا على حجم المستعمرة، . ساعة 24مئوية لمدة لا تزيد عن 

مستعمرة يمكن عدها ولكن العدد  150الأطباق المحتوية على حوالى 

.مستعمرة فى الطبق 100الأمثل هو 
  CFU/100 mLملل  100/ سجل النتائج كوحدة نكوين المستعمرة 

وبالنسبة للعينات الصلبة أو شبه الصلبة يقدر العدد . من العينة الأصلية
.  جرام رطب أو جاف ويفضل الجاف/ CFUكوحدة تكوين المستعمرة 

  .أطباق أو أكثر لكل عينة، استعمل المتوسط  3اذا استعمل 
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مضروبا  1أذا كان هناك أطباق لم تعطى أعداد يسجل العدد أقل من *

فى الطبق  150واذا كان هناك أعداد أعلى من . فى أعلى تخفيف
 Too numerous toسجل النتيجة على أنها أعداد كبيرة لآ تعد 

count (TNTC)  . اذا كانت المستعمرات مزدحمة ومتلامسة أو

 Obscured ظلاميةة منتشرة، تسجل النتيج  Overlappingمتركبة 

(OBSC) 

أو فحص ( تخفيفات أعلى)كرر التحليل مع استخدام تركيزات أقل *
.مبكر

01.03.2011 Seite 40Seite 40

  Membrane filter techniqueطريقة أغشية الترشيح . 

 aureomycin-rose Bengal-glucose-peptone agarاستخدم بيئة 

 modifiedالمعدلة أو غير المعدلة وكذلك يمكن استعمال بيئة 

streptomycin-terramycin-malt extract agar  . هذه البيئات

حضرت طبقا للتركيب السابق للبيئة الغير معدلة فيما عدا أن المضاد 

. اللتر/مجم 200اللتر الى / مجم  70الحيوى رفع من 
ملل فى كل طبق ويفضل الأطباق محكمة  7–5توزع البيئة بكمية *

.الغلق
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 100–20يستعمل حجم العينة أو التخفيف منها الذى يعطى من *

مئوية لمدة  15تحضين الأطباق مقلوبة ويتم على . مستعمرة فى الطبق

أيام أو  3مئوية لمدة  20وكبديل حضن عند . أيام فى جو رطب 5

. أطول اعتمادا على تواجد الفطر
–20الأطباق النموذجية تحتوى على . العد وحفظ الأطباق كما سبق*

.مستعمرة على الفلتر 80

01.03.2011 Seite 42Seite 42

 Yeastالخميرة 

ذكر أن ان الخميرة تتواجد فى مصادر المياه، ولكن المعلومات عن 

هذا الوضع ليس . تكرارية تواجدهان كثافتها، استعادة النمو محدودة

لأن هذه الكائنات ليس لها مغزى كممرضات انتهازية، ولكن البحث 

أكثر فى هذا المجال مطلوب اجراؤه على كل ما يرتبط بالبيئة والتى 

تؤدى الى ايجاد بيئة للخميرة فى الماء ودورها فى الامراض الناتجة 
.ع الماءمعن التلامس 



22

01.03.2011 Seite 43Seite 43

تنتمى الى الممرضات الانتهازية  Candida albicansكانديدا البيكانز 

من   Stressedوالتى تصبح خطيرة بالنسبة للأشخاص المجهدين 

الاصابة  بالسكر، السرطان ، وانخفاض المناعة المصاحبة للاصابة 
فى  Immunosuppressantsبالايدز أو استعمال مثبطات المناعة 

-Broadنقل الأعضاء واستعمال المضادات الحيوية الممتدة المفعول 

spectrum . الاصابات بالخميرة من الحفاضات بين الأطفال

والأعضاء التناسلية فى السيدات نتيجة استعمال مياه ملوثة أو 

الممارسة الجنسية هى اصابات أقل حدة ولكن لازالت تضعف 
.المصاب

01.03.2011 Seite 44Seite 44

من المعروف أن الخميرة تتواجد فى مختلف الحيوانات ذات الدم 

كثافتها فى . الدافىء وتشمل الانسان، الكلاي، الحمام، نورس لبحر

جرام  وفى مخلفات /100,000المخلفات الآدمية ربما  تصل الى 
تتفاوت ما بين بضع آلاف الى   Raw sewageالصرف الصحى الخام 

وفى الصرف الصحى المعالج بالكلور . اللتر/ مستعمرة 25,000

اللنر، بينما فى مياه النهر وجدت بكثافة / مستعمرة 400وجدت بكثلفة 

فى البحيرات تذبذب وجود الخميرة حسب . 125الى  2ما بين أقل من 

نوعية المياه ممثلة فى المادة العضوية الناتجة من صرف المخلفات 

والأمطار الغزيرة ، موت وتحلل النباتات موسميا، ازدهار الطحالب 
Algal blooms وانقلاب مياه البحيرة ،Lake turnover
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لمصدرالمياه الخام   Chemical coagulationعملية التجلط الكيماوية 

من المتبقى % 90من الخميرة مع ازالة على الأقل% 99–90تزيل 

فلقد وجد . ولسوء الحظ، فان التطهير يكون أقلفعالية. بالترشيح الرملى

اللترفى مياه /مج 1,2أن الخميرة تقاوم الكلور المتبقى حتى مستوى 

هذه الزيادة فى المقاومة لكلور الحر بالنسبة للخميرة  ناتج . الصنبور
الجدار الخلوى والذى يكون مانع   Rigidityمبدئيا عن سمك وصلابة 

وعلى العكس فان التطهير بالأوزون يكون فعال . للنفاذية بالنسبة للكلور

 .بدرجة مساوية لتأثيره على البكتريا

01.03.2011 Seite 46Seite 46

. اللتر/ كائن  1,5كثافة الخميرة فى مياه الشرب ربما تكون بمتوسط 

هذا العدد البسيط  يمكن أن يتوقع زيادته قليلا فى شبكة التوزيع 

حيث تضبط الخميرة نفسها مع الظروف بيئة المواسيروتستعمرها 

والمواقع ذات الكثافة العالية من الخميرة ربما تكون أجزاء . ببطء

المواسير القديمة ، نهايات الشبكات، والأماكن ذات المياه الساكنة 

كثافة الخميرة فى دراسة على نظامى توزيع فى فرنسا .  فى الشبكة
ملل وتواجدت /  28–1حيث المعالجة بالكلور تراوحت ما بين 

.من العينات المختبرة% 50فى 
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ها تتبع نوبتصنيف الخميرة المعزولة من المياه الموزعة وجد أ
Candidaparapsilosis, C. albicans, Cryptococcus laurentii, 

Rhodstorula glutins and R. rubra.               فان أجناس  اومن هذ
.الكانديدا هى الممرضات الانتهازية الأكثر خطورة

 Technique for yeastsطريقة للخمائر . 

%  50من أعداد الفطريات المتصل عليها من المياه الملوثة حوالى 
البيئات الصلبة السابق ذكرعا لا تسمح . ربما تكون مستعمرات خميرة

بنمو كل الخمائرن وعلى ذلك، فان طريقة التخصيب الكمية
Quantitative enrichment  ربما تكون ذات فائدة بالاضافة الى عد

.Plate countالأطباق 

01.03.2011 Seite 48Seite 48

البيئات 

-Yeast nitrogen baseاستعمل مرق   Enrichmentللتخصيب  

glucose broth   وللعزل استعملYeast extract-glucose agar 

or Diamalt agar.

Yeast nitrogen base-glucose broth  جرام  13,4أذب

Yeast nitrogen base  فى لترReagent-grade water  عقم ،

من %  40، % 2ملل من كلا من التركيزين  500حضر . بالترشيح
.  الجلوكوز وعقم كلا منفرد بالترشيح
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ملل دورق معقم  250لعمل البيئة النهائية، أضف بطريقة معقمة الى *
ملل من أى من  Yeast nitrogen base   ،25ملل من محلول  25

%  20أو % 1من محلول الجلوكوز لعمل % 40أو % 2

سد الفلاسكة بسدادة قطن وخزنها الى وقت . تركيزجلوكوز نهائى

.الاستعمال
Yeast extract-malt extract-glucose agar سبق ذكرها.

Diamalt agar  سبق ذكرها.

الطريقة
   Sample preparationتحضير العينة والتخفيف .  1.  3.  5

and dfilution  كما سبق.

01.03.2011 Seite 50Seite 50

 Enrichmentالتخصيب 

 yeast nitrogen base mediumملل حضر     250فى دورق 

containing 1% glucose وفى آخرyeast nitrogen base 

medium containing 20% glucose  

ملل من التخفيف المناسب من العينةوحضن على درجة  1احقن  *

ساعة  64الدقيقة لمدة / لفة  150–120)حرارة الغرفة على هزاز 

.على الأقل
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  Isolationالعزل 

اذا . ساعات 5–4خذ الدوارق من على الهزاز ودعها ساكنة لمدة *

تواجدت خلايا الخميرة سترسب وتبقى البكتريا والفطريات الخيطية فى 

.  المعلق ويطفو الفطر وربما يتعلق بجدار الدورق الزجاجى

بواسطة لوب من سلك النيكل كروم خذ لوب من الراسب عند سطح *
 Yeast extractالتقاء الراسب مع السائل أعلاه وازرع بالتخطيط على 

–malt extract glucose agar .

. أطباق لكل دورق 3استعمل *

01.03.2011 Seite 52Seite 52

حضن على حرارة الغرفة بعيدا عن ضوء الشمس المباشر لمدة يومين *

.  الى ثلاث أيام

.  ليس من الضرورى قلب الأطباق*

للحصول على مزرعة نقية التقط من مستعمرات منفصلة وأعد *
 Diamalt.التخطيط على أطباق من نفس البيئة أو على أطباق من بيئة 

agar
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  Countingالعد 

.من الصعب الوصول الى عدد حقيقى بعد عملية التخصيب والعزل

اذا افترض أن خلية واحدة فى العينة الأصلية سوف تنتج مستعمرة 

واحدة أو أكثر على الطبق بعد التخصيب، فيمكن أن يذكر أن الخمائر 

أو نوع معين منها، يتواجد عند الحد الأدنى من الأعداد اعتمادا على 
 .التخفيف الأعلى الموجب

01.03.2011 Seite 54Seite 54

الفطر الممرض للانسان

Fungi

Pathogenic to Human



28

01.03.2011 Seite 55Seite 55

 Occurrence and Significanceتواجده ومغزاه . 

العزل الروتينى للفطر من المجارى المائية الملوثة ومحطات معالجة 

المخلفات السائلة عادة ينتج أجناس قليلة نوعا ما ممرضة للانسان 
وجد أنه   Geotrichum candidum. وغيره من الحيوانات الراقية

. مرتبط بحالات مرضية فى الولايات المتحدة وعزل عالميا

Exopphiala mansonii  هو أحد مسببات   عادة فى المناطق الاستوائية

Chromomycosis .

لحالة المسبب   Aspergillus fumigatusكذلك 

.Pulmonary   aspergillosis 

01.03.2011 Seite 56Seite 56

Pseudallescheria boydii*  المسبب لحالة

Eumycotic mycetomas   . الاصابة تحدث من جرح تلوث

باستخدام مواد ملوثة أو استنشاق مواد ملوثة مثل المواد المتنائرة 

.فى محطات الصرف الصحى أو الهواء الملوث( الرذاذ)

وجوده فى مجرى مائى   Scedosporium apiospermumالفطر *

  Zoopathogenicوفطريات أخرى   . ربما يمثل انسياب من التربه

نادرا ما تم عزلها باعداد بسيطه من المجارى المائية سواء كانت 
استخلصت   Candida albicansوخميرة . ملوثة أو غير ملوثة

باعداد مختلفة محطات معاجة المخلفات السائلة ، المجارى المائية 
 التى تستقبل مخلفات وكذلك من مياه التنزه
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فى الانسان هذا الفطر عادة يكون معايش أو رفيق، مثل 
Geotrichum candidum   ويتواجد مع العائل فى تناسق؛ حتى

عند   Candida albicansمن البالغين الاصحاء يتواجد لديهم % 80

حاملى لتلك الخميرة فى % 35مستوى محسوس فى البراز، بينما 

جزء كبير جدا من . تجويف الفم وذلك فى غياب أى حالة مرضية

الاناث لديهم هذه الخميرة فى الجهاز التناسلى بدرجات متفاوته من 

. الكثافة

تواجد الكانديدا البيكنس فى المخلفات السائلة الغير معالجة، نواتج 

محطات معالجة المخلفات السائلة ، أو المياه الملوثة ليس من 
. المدهش
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عزلت من هذه البيئات على البيئات الروتينية المضاف لها المضادات *

الحيوية والمواد التى تقضى على البكتريا ولكن ليس على البيئات التى 

ذكرت فى طريقة الطباق المصبوبة أو المذكورة تحت عنوان طرق 
 Maltose-yeast.وعزلت من البيئة البحرية على بيئة . للخميرة

nitrogen base-chloramphenicol-cycloheximide
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          Candida albicansتصنيف 

تنمو على   Pinkيمكن تصنيفها ضمن الخمائر البيضاء والقرنفلية 
ميكرون على بيئة . ,8أغشية الترشيح السوداء ذات الثقوب قطر 

Maltose-yeast nitrogen base-chloramphenicol-. 
cyclohexamide  . ملل من سيرم . ,5من كل مستعمرةن احقن
العجل أو الانسان،

ساعات، انقل نقطة أو اثنين الى  3–2مئوية لمدة  37حضن عند  
   germ tubesشريحة، اختبر ميكروسكوبيا لانتاج انابيب جرثومية 

فقط هى  Candida albicansمن الخمائر البيضاء، . من معظم الخلايا
ساعات من  3–2التى تنتج الهيفات القصيرة من الخليى الأب خلال 

.   التحضين
 



 




