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       3.2.1  Lact i c aci d (L - LAC F G  8 0 ) $�� % ��� ��   �� 
�� & ��& ���	
, �1 	 ! 0�
�(  

 

3.3  � �� � � � �� ��� � �� � � 
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       3.3.1  & � �-��� � ��� �����& �2� � ����� �	(& ���+ ���# ��) CH O Y O  M k -5 0 0 c (J APAN ) 

       3.3.2  H ot  plat e  st i rre r     SN I J DE R S (H O LLAN D) 

         3.3.3  & � �-��� � ��� �� �+ ���     AN D E K -30 0 I  (J APAN ) 

         3.3.4  H ot  ai r ove n     M E M M E R T  (G E R M AN Y ) 

         3.3.5   Au t oclave      H I R AY AM A H A-3D (J APAN ) 

         3.3.6   Wat e r bat h  �.�# �3�� 10 0  + 1  oC  M E M M E R T  (G E R M AN Y ) 

         3.3.7  Wat e r bat h   �.�# �3�� 41.5  + 1 oC   M E M M E R T  (G E R M AN Y ) 

         3.3.8   Wat e r bat h  �.�# �3�� 45  + 1 oC    H AAK E  SWB  20  (G E R M AN Y ) 

         3.3.9   I n cu bat or �.�# �3�� 37 + 1 oC  M E M M E R T  (G E R M AN Y ) 

         3.3.10   St omach e r     V O LE X  (U .S.A.) 
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       3.4.1  Plat e  cou n t  agar (PCA)   M E R CK  (U .S.A.) 

       3.4.2  B u ffe r pe pt on e  wat e r (B PW)  DI F CO  (U .S.A.) 

       3.4.3  R appaport -vasi lli adi s me di u m (R V S) M E R CK  (U .S.A.) 

       3.4.4  X y lose -ly si n e -de ox y ch olat e  (X LD) agar M E R CK  (U .S.A.) 

       3.4.5   B ri lli an t  gre e n  agar (B G A)   O X O I D (E N G LAN D) 

       3.4.6   B ai rd park e r me di u m (B P)   M E R CK  (U .S.A.) 

       3.4.7  V i ole t  re d bi le  agar (V R B A)  M E R CK  (U .S.A.) 

       3.4.8   T ry pt i c soy  brot h  (T SB )   M E R CK  (U .S.A.) 
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       3.4.10   Sodi u m ch lori de     M E R CK  (U .S.A.) 

 

3.5   	 �
 � � ���"
 � � �� � 
 � � �� � �  

       3.5 .1  * �� � ������
��
��


������� ������  ��� �& $�' ������ 
        3.5 .2  # ��� ' 4 �% ���
��% ��� ��  � ��
� + 5 36( "��( 	& % 5 &  ��	& �!  ! 0�
�(  (�# �� �) 6 9  # �3� 4 7.  �( 
���
"
�  �. ��� �& �  /  �.% �� , �� ! .��.� �' ��
�� 10 5 40   
 

3.6   # ��� �� � $ � � ��% ��"
 � � �� � 
 � ��& �  

       3 . 6 . 1   ����������	�
���
��	��������������  � �$������
���
��� 0�� # ��.
 # ��� ! �

��� 0�
� # ��.
 "�/ � ���������	� ��% ��! .� �7.� ' 8( ����   
              � 0�
���.��& 
2% �� �+ ��� 
��
��


������� ������  �����! .( ���� 9  (�����, � �� 3.1) ( �� ��� 
 -     
��
��
� ����( 
��"�� 
���& $���3��%  

- 
��
��
# ��� ��
! �
�3��%  (
���: �( ��0�) 
- 
��
��
# ��� ��
! �
�3��%  (# ��� : �( ��0�) 
- 
��
��
# ��� ��
! �
& � �-��� ��( 
��
��
 
- 
��
��
� ��% ��! .� ��7.� ' 8( ����  

 

 



 29  


��& 
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              3.6 .1.1  
���� !  �& � ��/ # 	& � -��! .���� ��+ 	� ��� # �(  (T ot al B act e ri a Plat e  Cou n t ) (I SO  
48 6 6  :  20 0 3) 

                      3.6 .1.1.1  
��& ���+ ��� �+ ���  ��7.( �%  �.��& 
2% �� �+ ��� 
��
��


������� ������  ��� �

�/ %  �
�����������, � �� 3.1  
                      3.6 .1.1.2  �0��� �+ ��� � ��
( �! �

��& ���+ ��� �+ ��� � �$�� 3.6.1.1.1 ' ����� 25  
��� 
& �������/ ��+  DF  (Pe pt on e  salt  di lu t i on  flu i d) ' ������ 225  ��������� �0�
' & $��& � �-���  
St omach e r & , -������� �+ ���  
( �����/ ��+ �� �+ ��� � �����  ��& $��$�� 10  -1

 "�� �0�
' � 0�
��& ! -�
! �� "% %  10 fold di lu t i on  ���
' ! �
( ��/ ( �% �  ��& ! -�! �� � ������ 
�� 

 

                      3.6 .1.1.3  �0��� �+ ��� � ��& ! -�! �� � ��/ ( �% �  ��& $��$������ 9  � �$�� 3.6.1.1.2 � ����
� � Pe t ri  C di sh  � .
 Di lu t i on  * ( + � �� Di lu t i on  �/  1 ��������� ( � 0� di lu t i on  �/  2 1 �0�)  
                      3.6 .1.1.4  Pou r plat e  ( � +  PCA (Plat e  cou n t  agar) � ��# ����/ ��+ "�� "�/ ��
�.�# �3�� 44 C 47 o

C � # �# �� 10  C 15  ��������� ��� Plat e  ���� # �& $��
�%  Su spe n si on  $��
�� �+ ���   
                      3.6 .1.1.5   & �-�� PCA "$2� �� �0�& $��% ��� ��3� I n cu bat or � ���.�# �3�� 30  + 1 o

C & ' ;�
&  ��    72 + 3 � �� * ��  
                      3.6 .1.1.6   
����+ � ���� & �-�
 Plat e  � ���� Colon i e s �/ #  ���  15  C 30 0  Colon i e s 
& , -��� 0�� �& ' ;�* � * ������
��� 

              3.6 .1.2  
���� !  �& � ��/ # 	& � -�� Salmonella spp. (I SO  6 5 79  :  20 0 2) 

                      3.6 .1.2.1   
��& ���+ ��� �+ ���  ��7.( �%  �.��& 
2% �� �+ ��� 
��
��


������� ������  ��� �

�/ %  �
������ �����, � �� 3.1 
                      3.6 .1.2.2  Pre  C e n ri ch me n t  * ( + �0��� �+ ��� � ��
( �! �

��& ���+ ��� �+ ��� � �$��
3.6.1.2.1 ' ����� 25  
��� & ��� B PW (B u ffe re d pe pt on e  wat e r) ' ������ 225  ��������� �0�
'
& $��& � �-���  St omach e r & , -������� �+ ���  "�� �0�& $��% ��� � I n cu bat or � ���.�# �3�� 37 + 1o

C  & ' ;�
&  �� 18  + 2 � �� * ��  
                      3.6 .1.2.3  E n ri ch me n t  * ( + ( 3( ����/ ��+ ! �

��$�� 3.6.1.2.2 ' ������ 0 .1 
��������� � ��� � R V S brot h  (R appaport  C vasi lli adi s me di u m wi t h  soy a) 10  ��������� �0�& $��
% ��� � Wat e r bat h  � ���.�# �3�� 41.5  + 1o

C & ' ;�&  �� 24 + 3 � �� * ��   
                      3.6 .1.2.4    Se le ct i ve  � � � loop "�/ & � -��! �
 R V S 1 loop "��  St re ak  �� % � B G M  
(B ri lli an t  gre e n  agar modi fi e d) ,  X LD (X y lose  ly si n e  de ox y ch olat e  agar) �0�
' % ��� � 
I n cu bat or � ���.�# �3�� 37 + 1o

C & ' ;�&  �� 24 + 3 � �� * ��  
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                      3.6 .1.2.5   
�������� Posi t i ve   
   B G M  C Colon y  ��� �, 3� � # �-���$� $.�� 
   X LD C  Colon y  ��( 0�������% ( � + ��"( �  # �-���� �, 3 

1. ! �
 Plat e  B G M  "�/  X LD � ��& ' ;� n e gat i ve  � # ��0�
' % ������ ���.�# �3�� 37 + 1o

C & ' ;�
&  �� 24 + 3 � �� * ��  7����+ �� & ' ;� n e gat i ve  � # ���+ � ����& ' ;� �� ! 
��, % & � -�� Salmonella spp. 

� ��� �+ ���  
 2. 7���� Colon y  $�� & � -��$���% � Plat e  � # �& �-�
�� 1 Colon y  � ��"��� !  ��& ' ;� Colon y  $��
& � -�� "��7��� � 1 plat e  �� t y pi cal colon y  >  5  Colon i e s � # ��0���� ��� # �(  5  Colon i e s ! �
���� 
St re ak  �� % �  N u t ri e n t  agar Plat e  �0�
' % ��� ���.�# �3�� 37  + 1o

C & ' ;�&  �� 24 + 3 � �� * ��  
! �
�����0� pu re  cu lt u re  � ��
( � � 0� B i och e mi cal T e st  "�/  Se rologi cal T e st  "�� �0�& � -��! �
 1 
colon y  st ab ��  B u t t  "�/  St re ak  �� % � Slan t  $��  T SI  "�/  LI A agar �0�
' % ��� �� �.�# �3�� 37  + 
1o

C & ' ;�&  �� 24 + 3 � �� * ��  7����& ' ;� N e gat i ve  � # �& �-�
��
 4 colon y  ��  T SI ,  LI A agar "�/  
N u t ri e n t  agar Plat e  ��
� ���� # ���� �0�& $��% ��� �� �.�# �3�� 37  + 1o

C & ' ;�&  �� 24 + 3 � �� * ��  ! �
����
�0� Colon y  � �� Posi t i ve  � � Plat e  N u t ri e n t  agar 
' � 0� B i och e mi cal T e st  "�/  Se rologi cal T e st  
������ �� 
 
 1 "�/  
 2 ����0�( �%   

              3.6 .1.3  
���� !  �& � ��/ # 	& � -��  St ap h .  au r eu s  (I SO  6 8 8 8  :  19 9 9 )1 

                      3.6 .1.3.1  
��& ���+ ��� �+ ���  ��7.( �%   �.��& 
2% �� �+ ��� 
��
��


������� ������  ��� �

�/ %  �
������ �����, � �� 3.1 
                      3.6 .1.3.2  �0��� �+ ��� � ��
( �! �

��& ���+ ��� �+ ��� � �$�� 3.6.1.3.1 ' ����� 25  
��� 
& �������/ ��+  DF  (Pe pt on e  Salt  Di lu t i on  F lu i d) ' ������ 225  ��������� �0�
' & $��& � �-���  
St omach e r & , -������� �+ ���  ! / 
( �����/ ��+ �� �+ ��� � �����  ��& $��$�� 10  -1

 

                      3.6 .1.3.3  � � � pi pe t t e  ( 3( ����/ ��+ ! �
$�� 3.6.1.3.2 ' ������ 1 ��������� � ����
� � T SB  (T ry pt i c Soy  B rot h ) 10  ���������  �0�& $��% ��� � I n cu bat or � ���.�# �3�� 37 + 1o

C & ' ;�
&  �� 18  C 24 � �� * ��   
                      3.6 .1.3.4  � � � pi pe t t e  ( 3( ����/ ��+ ! �
$�� 3.6 .1.3.3 ' ������ 0 .1 ��������� # + (
�� % � plat e  � ������# ��& ���+ � & � -�� B P (B ai rd Park e r me di u m) + 30  % E gg y olk   "�� � 0�
�� 
spre ad � # �
�/ ! �+ � ��  plat e  �0�& $��% ��� � I n cu bat or � ���.�# �3�� 37 + 1o

C  & ' ;�&  �� 48  � �� * ��  
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                      3.6 .1.3.5   
�������� Posi t i ve  
   Colon i e s ��( 0� ������% ( � + * 1 ���$� $.�� (Apaq u e  z on e ) 
   Colon i e s ��( 0�������% ( � + * 1 �� � (Cle ar z on e ) 
   Colon i e s ( 0� �  �3� � ��
����* 1 � 
 & �-��, %  Colon i e s � ��� # ��� Posi t i ve  � # �$������
�� Con fi rmat i on  St ap h .  au r eu s  ���
�� 
 
. 3  

              3.6 .1.4  
���� !  �& � ��/ # 	 Coli forms (( �( "' �� ! �
 B AM  :  E n u me rat i on  of E .  c oli  

an d t h e  Coli form B act e ri a,  ch apt e r 4) 

                       3.6 .1.4.1  
��& ���+ ��� �+ ���   �0�& � -��� ��$���� �
���� !  �& � ��/ # 	 T ot al B act e ri a 
Plat e  Cou n t  � � Di lu t i on  � ������� ��
( �� ��� # �( ��� 0�
��7��+ �� % ���# ��& ���+ � & � -�� V R B A (V i ole t  
re d bi le  agar) � .
 Colon i e s �0�& $��% ��� � I n cu bat or � ���.�# �3�� 37 + 1o

C  & ' ;�&  �� 24 + 3 
� �� * ��                   
                      3.6 .1.4.2  
�������� & �-�
��%  Colon y  � ������� �, 3 ��� �, 3% ��& + 2� "�� �0�
'
� 0�� �& ' ;� * � * ������
��� & 
2% & , �/ & ���+ � & � -��� ���� Colon i e s ��� �, 3� ��� # �( �� � � T SA de e pt u be  
agar  

                      3.6 .1.4.3  � 0�
���.��# ��(  T SA de e pt u be  agar * � * ���� ��� # ���& ' ;�%  
� �$�� 
3.6.1.4.2 & , -��� 0�
��+ -�+ ����+ , ��G .	$��  Coli forms � ��, % � ��� �+ ��� 
��
��


������� ������  �� � ��
�7�% �� �! �+  �� + �� ����	��G ����.$ 
�� �� + �� ����	
��", � + 	 
�/ � � � ��G ����.$ 

       3 . 6 . 2  ��������� �
���  �! 	
"! 
"���# $ �� % �� % &�����# �'�� �( ���) ���	���� A. 

c a v i a e  ���$ ��* # "�����) +  ����� ��% * ( "����* �&��! ,��,���! �  ,�- �. ��# �# ��� 

   �� "��
��� ( ��� "% %  F act ori al i n  Comple t e ly  R an domi z e d De si gn  (4 X  3) � 0�
��
� ( ���  3 1 �0� * ( + � �
� ��/ ( �% �  ��& $��$��$�� ����/ ��+ 
�( "�� ���  ���' ������  ��& $��$��
$�� & � -��� ��/ ( �% ���� 9  � �� � � �/ + / &  �� 0 1 5 10 "�/  15 ��� �����0�( �%  

' I! ! �+ � �� 1 �/ ( �% �  ��& $��$��$�� ����/ ��+ 
�( "�� ��� � ��& # ��/ �� 
 
�.��� �� 1 & �����0�(�.�# �3��# ��� ) 0 %  
 
�.��� �� 2 & �������/ ��+ 
�( "�� ��� �  ��& $��$�� 1.5  % 
 
�.��� �� 3 & �������/ ��+ 
�( "�� ��� �  ��& $��$�� 2.0 % 
 
�.��� �� 4 & �������/ ��+ 
�( "�� ��� �  ��& $��$�� 2.5 % 
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' I! ! �+ � �� 2 ' �����& � -��& �������� ��� � �� �
��� �
� � � -� ����/ ��+ & � -��� ���  ��& $��$�� 10 2 

10
4

 "�/  10 6

 

cfu / ml  ����0�( �%  ( & ' ;� Coli forms ��+ , ��G .	� ��, % ��
� ���.( � �
�/ %  �
��������� 0�
��� ( ���
� �# ��( � ( ��� ) 
  
��& ���+ �����/ ��+ 
�( "�� ��� � ���  ��& $��$�� 1.5  2.0 "�/  2.5% 

  -  
�( "�� ��� � ��� � �� -� L-LAC F G  8 0  $��  % ��� ��   �� 
�� & ��& ���	
, �1 	 ! 0�
�(  
  - ���
�( "�� ��� 
�% ��0�
����� ������
��K ��& � -��"�� ����/ ( �% �  ��& $��$������  9  # ��� ! �

����( 3( ����/ ��+ 
�( "�� ��� � ��& ���+ �
( �� ��# ��( � ( ��� �  ��& $��$���/  9  ml. ���# ��(  
  - ( 3( ����/ ��+ & � -�� A .  c av i ae � ���/ ( �%  103 105 "�/  107 cfu / ml  ' ����� 1 ml � ���� � �
# ��( � ��������/ ��+ 
�( "�� ��� � ��& ���+ �! �
$��� ��� ���� � ��� 
 �& ' ;�&  �� 0 1 5 10 "�/  15 ��� � � 0�

���� ! ��% & � -�����&  ��� ��
0�# �( 
 � * ( + ( 3( ����/ ��+ & � -��� �
�( "�� ���  � ���/ ( �% �  ��& $��$��
����  9  ' ����� 1 ml. �� % ���# �� V R B A  � 0�
�� Spre ad plat e  �0�& $��% ��� ���.�# �3�� 37  + 1o
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       3 . 6 . 3   ��������� �
����# $ �� % �� % &�����# �'�� �
��	���� A. c a v i a e  ���$ ��* # "
�����) +  ����� ��% - �* ( "����* �&��! ,��,���! �  ,�# " � �/ ������#  

   �� "��
��� ( ��� "% %  Comple t e ly  R an domi z e d De si gn  (CR D) � 0�
��� ( ���  3 1 �0�
* ( + � �
� ���$�� ����/ ��+ 
�( "�� ��� ���
���( ! 0�� �& � -�� A. cavi ae  � �� � � �/ + / &  ��
��
& 
2% 
��
��


������� ������  ��� ���.�# �3�� 4 + 1o
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�( "�� ��� � ��� � �� �
����( 
��
��


������� ������  �� "% �� & ' ;� 4 
�.��
��� ( ���  
( �"
� 
   
�.��� �� 1  
�.���  % � .�� ����( ( � + ��0� (�.�# �3��# ��� )  0% 
   
�.��� �� 2  ��( ����/ ��+ 
�( "�� ��� �  ��& $��$�� 1.5 % 
   
�.��� �� 3  ��( ����/ ��+ 
�( "�� ��� �  ��& $��$�� 2.0 % 
   
�.��� �� 4  ��( ����/ ��+ 
�( "�� ��� �  ��& $��$�� 2.5 % 

  1)  
��
��
� ���  4 
�.����0�# ��
 70  
������� ��� �0�������
��K ��& � -��( � + "��  U V  & ' ;�&  �� 
6 0  ��� � 
��% � ���
��
��
� .
 30  ��� �  
  2) ��������	
��
��


������� ������  ��� �"���/ 
�.��� ������
��K ��& � -��( � + "��  U V  "�� 
� 0�
��7��+ ����/ ��+ & � -�� Coli forms � ��� �( "+ 

( �! �

�/ %  �
�������  ��& $��$�� 10 2

 cfu  /  ml 

* ( + 
���0�
��
��
��� 0�
��! .��� �����/ ��+ & � -�� Coli forms & ' ;�&  �� 3 ��� � "�� �0�$������� � # �
"# �� & ' ;�&  �� 15  ��� � 
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  3) �0���������	
��
��
� �"���/ 
�.����( ( � + ����/ ��+ 
�( "�� ���  � ���  ��& $��$��
���� 9  1 ��� 
����( ( � + 
�( "�� ��� ! / � � �7�� P I
% � ��( �� % ���������	
��
��
� ��� 0�
��& 
���+ � # �
���0�& ���% �* �Q/ % ��! .���� �� * ( + � � �
�( "�� ���  2 �������
��
��
 1 
�* �
��� ! �
�������� � # �"# ��
& ' ;�&  �� 30  ��� �   
  4)   � 0�
��% ��! .���� ��� �7.� ' 8( ����  �0�& $��& 
2% � �# ��� & + 2��.�# �3�� 4o

C
 

 & ' ;�&  �� 21  ��      

              3.6 .3.1 �� ! ��% ��� �� ! .�� �  �� + � ( � + 
���� ! ��% �� ! ��%  Coli forms ���$�� 
3.6.1.4 (Spot  t e ch n i q u e ) � �� � � &  �� 21  �� � 0�
���� ! ��% � � ��� �� 0  1 3 5  7 14 "�/  21 
����0�( �%  ��+ � ����& ' ;� log cfu  /  g. 

              3.6 .3.2  �� !  �( ��$�� ��������	 * ( + � � �& � �-���  Ch romame t e r * ( +  �( 1 �0� 3 � ����   
   - � � �
��
��
 3 � ������# ���� �� �+ ���  ( �( � ���� ��
) 
   - � � �# �  �( ��
�% �� 
��
��
* ( + ���  
   - & � �-��� ��+ � ����& ' ;�� ��$�� ��* ( + ���* �����  

              3.6 .3.3  ' �/ & ������ �� 
�+ ��,  
                       3.6 .3.3.1 
��' �/ & ���' �/ ��� ������ * ( + � � � Scori n g t e st  & , -��' �/ & ���' �/ ���
������� �� ( ����� ��
� �/ ' ��
4  
������ & �-�������� "�/ 
��+ ����% � �$�� �3�% ��* ��  (���
"% % 5 ��	�
��' �/ & ������ ���� �� 
 $.) ���
��
��


������� ������  ��� ����( ( � + ����/ ��+ 
�(
"�� ��� � ���/ ( �% �  ��& $��$�� 1.5  2.0 "�/  2.5 % ! �
! 0�� ��3�� ( ��%  20  � � & � �+ % 
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��
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����
��& �-�������� "�/ �0��� �+ ��� � ���  2 "% % ��' �/ & ���
��+ ����% � �$�� "���/ 
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      3.6 .3.4   �& � ��/ # 	$���3�� �� �7��� 
 �0�$���3�� ��
( �! �

��� ( ��� � .

��� ( ���  �� �& � ��/ # 	�  ��"' �' � �* ( + � � �* ' �"
��

� ��, � & ���	�0�& �2! �3'  (SPSS an aly si s of vari an ce ) "�/ & ' ��+ % & � �+ % � ��& : ���+ "���/  �G �( � +  �G �  
Du can J s N e w M u lt i ple  R an ge  T e st  (DM R T ) � ���/ ( �% �  ��& � -������ 9 5  & ' ��	& 1 2��	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


