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ومثبتگرم،هوازیغالبا.استشدهشناساییهاآنازگونه31،کنونتا.دارندتعلقباسیلاسهخانوادهبههاباسیلوس
لندبهایزنجیرهصورتبهاغلب،اختصاصیکشتهایمحیطدر.کنندمیتولیداسپورواندبودهشکلایمیله

سازیروکنسصنعتدر.باشندمیدوستگرمادیگربعضیودوستسرمابرخی،مزوفیلهاآناکثر.شوندمیمشاهده
.دارندزیادیاهمیتهاآنبالایبسیارحرارتیمقاومتخاطربه،

موادمصرف.شودمیجداگوناگونغذاییموادازواستپراکندهطبیعتدروسیعیمیزانبهسرئوسباسیلوس
یشتربکهنمایدمیایجادغذاییمسمومیتباشدمیسرئوسسیلوسباسلولهامیلیوندارایگرمهردرکهغذایی
ناشیماریبی.گرددمیشدهسرخیاپختهبرنج،هاسبزیوپختهگوشت،پودینگمانندداروانیلدسرهایانواعشامل

وساعت4-16آنکموندورهکهاسهالوشکمیهایدردبایکی،کندمیتظاهرصورتدوبهمیکروارگانیسمایناز
وتهوعحالتبادومنوع.استبیماریفرمترینمشخصوترینمتداولوانجاممیطولبهساعت24تا12علائم

.شودمیمشخصگرددمیایجادآلودهغذایصرفساعت1-5ازبعدکهشدیداستفراغ
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تشخیصبرایمدفوعدرسرئوسباسیلوسیافتن.نداردوجودمعمولااسهالنوعایندر
نمونهدرریباکتاینباکتریایناستممکنچونباشدنمیکافیباکتریاینازحاصلهبیماری

 5-10حدازمذکورهایباکتریتعداداگرولیباشندداشتهوجودهمطبیعیافرادمدفوعهای

میگرفتهنظردربیماریعنوانبهحالتاینباشندموجودغذاازگرمهردربیشتریاوعدد
طلبرصتفکلینیکیهایعفونتباتواندمیدیگرهایباسیلهمانندسرئوسباسیلوس.شود

باهمراهبیماریازهاباسیلباسطحیآلودگیافتراقموارداغلبدروشودهمراهمتعددی
استنشدهمشخصوجداسماینحالبهتاولیداردپروتئینیآنتروتکسینیکباارتباطاسهال

.نداردوجودکافیاطلاعاتهمبیماریآوراستفراغنوعمکانیسممورددرحتیو

کشتنظرازآنشبیههایگونهوسرئوسباسیلوسهایویژگی:

مارهشجدولدرمشابههایگونهوسرئوسباسیلوسگروههایبیوتیپمتداولمشخصات
.استشدهخلاصه(7-2)و(1-7)
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شت ویژگی های باسیلوس سرئوس و گونه های مشابه آن از نظر ک7-1جدول 

باسلوساشکال واکنش 
سرئوس

باسیلوس 
سرئوی 
وزاریته 

میکوئیدس
(1)

باسلوس 
ستورینجنسی

(2)

باسیلوس
سآنتراسی

(3)

++++واکنش زرده تخم مرغ 
++++رنگ آمیزی 

++++کاتالاز 
+حرکت

-
-+

-
-

-+--ایجاد بلور های سم 
رشد به صورت پرگنه 

ریشه ای شکل4های 
-+--
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.درصد از سویه ها مثبت هستند100تا 90+ = 
.درصد سویه ها مثبت هستند90تا + = 

.کمتر از درصد سویه ها مثبت می باشد= -
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صفات برخی از باسیلوس ها 7-2جدول 

B.megateriumB.CoagulansB.anthracisB.cereusB.subtili

s

+++++ز تولید اسید از گلوک
----7ز تولید اسید از گریول
+---+ولز تولید اسید از مانیت

----7زتولید اسید از لاکتو
+7+-+زتولید اسید از سوکرو
7+++7تولید اسید از مالتوز
7+-77ینتولید اسید از سالیس
77+++هیدرولیز نشاسته

77+--احیای نیترات
-++--لسیتیناز

++کند+ -+هیدرولیز ژلاتین
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بین گونه در انجام آزمایشات فوق به منظور تشخیص باسیلوس سرئوس باید دقت نمود زیرا معمولا حتی در
شات فوق همچنین باید این نکته را مورد نظر قرار داد که برخی از آزمای. ها نیز تغییرات و اختلافاتی وجود دارند

جهت از نظر تشخیص ارزش بیشتری داشته ، امکان انجام آن ها ساده تر از آزمایش های دیگر است و به همین
.بیشتر مورد استفاده قرار می گیرند

 میلیمتر برجسته به رنگ 3-5پرگنه های باسیلوس سرئوس در روی محیط آگار غذایی مدور و به قطر
درجه ی سانتی گراد تکثیر می یابد 48تا 10این باکتری در حرارت . سفید خاکستری با اطراف چین دار است
درجه ی سانتی گراد می باشد اسپور آن نسبتا در برابر 35تا 28ولی بهترین درجه حرارت برای رشد آن 

بق ط. این میکروب معمولا بیماریزا نیست ولی برخی از انواع آن در زخم ها دیده شده است.حرارت مقاوم است
در روی. در تعدادی از همه گیری های مسمومیت غذایی این میکروب عامل بیماری بوده استHaugeگزارش 

میلیمتر ، پهن ، کدر با سطح خشن 4-7درجه پرگنه های بزرگ به قطر 37ساعت در 48ژلوز خون دار پس از 
.و رنگ متمایل به سبز با همولیز ناقص آلفا یا کامل بتا ایجاد می کند
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در موارد که بخواهند دخالت این میکروب را در ایجاد مسمومیت نشان دهند یا امکان ایجاد مسمومیت از
.ماده غذایی را در نتیجه باسیلوس سرئوس مطالعه کنند باید شمارش میکروبی انجام شود

رشح می این باکتری در روی محیط های معمولی رشد می کند ، خون گوسفند را همولیز کرده و لسیتیناز ت
دون گاز می کند ، گلوگز ، مالتوز ، سوکروز ، دکسترین ، سالیسین و کلیسرول را تجزیه کرده تولید اسید ب. نماید

.ولی مانیتول و آرابینوز یا گزیلوز را تجزیه نمی کند

 اندول تولید نمی نماید و واکنشVP آن مثبت است ، نیترات ها را احیا می نماید .SH2 منفی و کاتالاز
.  ه می کندمثبت است ، نشاسته ، ژلاتین و کازئین را هیدرولیز کرده و بلودومتیلن را احیا و سیترین را تجزی

واکنش زرده تخم مرغ بدین معنی است که کدورت در زرده تخم مرغ یا آگار حاوی زرده تخم مرغ ایحاد می 
مرغ ، شود که به علت یک ماده خارج سلولی است که در بعضی از موارد به آن فاکتور یا عامل کدورت زرده تخم

.لسیتیناز ، یا فسفولیپاز می گویند

ه پرگنه شمارش باسیلوس سرئوس در بیشتر کشور ها به وسیله ی روش کشت سطحی انجام می گیرد ک
مقاومت نسبت به آنتی ( ب)با کدورت اطراف خود در روی آگار حاوی زرده تخم مرغ ، و ( الف: )های ایجاد شده 

.ندمشخص می گردند که یک محیط انتخابی را برای این میکروارگانیسم ایجاد می کBبیوتیک پلی میکسین 
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نمونه ماده غذایی1.

رشته ( الف

ماکارونی( ب

ترازو1.

مخلوط کن2.

م میلی لیتر محلول رینگر استریل با یک چهار90ارلن حاوی 3.
غلظت

میلی لیتر محلول رینگر استریل با یک9لوله آزمایش حاوی 4.
چهارم غلظت

شیشه درب دار استریل 5.

سهیلا عباسی: تهیه کننده 

پی پت استریل 1.

محیط کشت فنل ردمانیتول آگار2.

میله ی شیشه ای سر کج3.

محلول های رنگ آمیزی گرم4.

محلول رنگ آمیزی اسپور5.

محیط کشت آگار غذایی به صورت 6.
اسلنت یا مورب
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را(رشتهیاماکارونی)غذاییمادهنمونهازگرم30حدوددرابتداآزمایشانجامجهت
دقیقه1مدتبهرادستگاهواضافهکنمخلوطداخلبهراآنسپسوکردهتوزین
.آیددرپودرصورتبهآزمایشموردغذاییمادهنمونهتانماییدروشن

استریلداردربشیشهیکداخلبهراآنوکردهتوزینراآنگرم10مقدارسپس
ازعدبواضافهفوقنمونهبهاستریلرینگرمحلوللیترمیلی90مقداروکردهاضافه
.شودوطمخلرینگرمحلولباخوبیبهفوقنمونهتادهیدتکانراآنظرفدرببستن

میلی9حاویآزمایشهایلولهکمکبهغذاییمادهنمونهاز0/1رقتیتهیهازبعد
انتخابباسپسوکنیدنظرموردرقتتاهارقتسایرتهیهبهاقدامرینگرمحلوللیتر
داماقباشدبالاهایرقتازدیگریوپایینهایرقتازهاآنازیکیمتفاوترقتدو
لیترمیلی0/1مقدارکردناضافهباآگارمانیتولردفنلکشتمحیطرویبرکشتبه
.نماییدنظرموردرقتاز
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 فاکتور می باشد که عبارت است از3محیط کشت فنل رد مانیتول آگار دارای:

معرف فنل رد1.

قند مانیتول 2.

زرده تخم مرغ 3.

وبودخواهدخودهایکلنیاطرافدررسوبایجادبهقادرلیسیتینازآنزیمتولیدلحاظبهباکتریاین
درآزمایشمورددیشپتریگرفتنقرارساعت48الی24زمانمدتطیازبعدکهصورتیدرنتیجهدر

ایالههبارنگصورتیرنگبههایکلنیفوقکشتمحیطرویبرگرادسانتیدرجه37انکوباتورداخل
.شودتشکیلآناطرافدرداررسوبورنگپر

زابعدصورتایندرکهشدخواهیدمشکوکغذاییمادهدرسرئوسباسیلوسباکتریوجودبه
دهماازگرمیکدرموجودباکتریتعدادآزمایشموردرقتتعینومشکوکهایکلنیتعدادشمارش

کشتمحیطرویبرنظرموردباکتریکشتباباکتریدقیقشناساییجهت.کنیدحسابراغذایی
.نماییدباکتریشناساییبرایبیوشیمیاییهایتستانجامبهاقداممغذیآگاراسلنت
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 واکنش شیر لیتموس دار:

 ر این نشان دادن انواع مختلف  واکنش های باکتریایی در شیر لیتموس و چگونگی اث: هدف آزمایش
.واکنش ها در شناسایی باکتری ها 

اصول آزمایش:

ر رشد زیرا بر اث. شیر لیتموس یک محیط مایع غنی است که در تشخیص باکتری ها ارزش زیادی دارد
ری ها شیر خود محیط مناسبی برای رشد باکت. باکتری ها در آن واکنش های متعدد می تواند ایجاد شود

محیط . ستو نیز ویتامین ها و مواد معدنی ا( لاکتوز)قند شیر ( کزئین)این محیط دارای پرتئین شیر . است
موس به وقتی لیت. پودر شیر بدون چربی  و یک مولکول رنگ به نام لیتموس است% 10شیر لیتموس شامل 

.  تبدیل می شودمحلول پودر شیر اضافه شود رنگ سوسپانسیون کلوئید شیر از سفید به آبی مایل به ارغوانی
شیر بنابراین این رنگ لیتموس درمحیط. و نیز یک مولکول رنگ قابل احیا استpHلیتموس یک معرف 

.لیتموس دارای دو نقش زیر است
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 لیتموس در محیط اسیدی از آبی مایل به ارغوانی به رنگ قرمز و در شرایط pHبه عنوان یک معرف  -1

 قلیایی به آبی متمایل به بنفش تبدیل می شود.

به عنوان یک مولکول قابل احیا وقتی که مولکول رنگ با افزوده شدن هیدروژن به مولکول احیا می شود  -2

رنگ آبی مایل به ارغوانی شیر دوباره به رنگ سفید طبیعی خود بر می گردد. وقتی لیتموس در حالت 

 عمل کند معادله احیای مولکول لیتموس چنین pHاحیا شده است دیگر نمی تواند به عنوان معرف 

 است.

Litmus                               Litmus H2 

 بی رنگ               آبی متمایل به ارغوانی

H2 
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ری های علاوه بر واکنش های رنگ در شیر لیتموس با استفاده از روشی که در آن باکت
برخی از . مختلف از ترکیبات شیر استفاده می کنند ، واکنش های دیگری می توان یافت
ای دیگر باکتری ها لاکتوز را تخمیر می کنند برخی کازئین را هیدرولیز می کنند و عده

ند را آنزیمی مشابه رنین تولید می کند و باز باکتری های هستند که به طور همزمان ق
.کنندتخمیر و پروتئین را هیدرولیز می 

ری ها در موارد زیر واکنش های احتمالی باکتریایی را بسته به اجزا مورد استفاده باکت
اکتری هر یک از این واکنش ها به نوع آنزیم هایی بستگی دارد که ب. شیر نشان می دهد
.ها تولید می کنند
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:تشکیل لخته1.

دی تشکیل اگر لاکتوز به اسید های آلی تخمیر شود لخته ای بسیار سفت و اسی: لخته اسیدی( الف
دا می می شود با افزایش اسیدیته ، شیر لخته شده چنان سفت می شود که مایعی شفاف از آن ج

.ودرنگ لیتموس از آبی مایل به ارغوانی به قرمز و لخته تشکیل می شpHبه موازات کاهش . شود

زیمی منعقد رنین آن. برخی از باکتری ها آنزیمی شبیه به رنین تولید می کنند: لخته ی رنینی(ب
اگر لوله کج . خنثی انجام می شودpHانعقاد رنینی نرم و شبیه فرنی است و در . کننده کازئین است

ین همراه با شود لخته نرم و به آهستگی جاری می شود در انکوباسیون طولانی پپتونیزه شدن کازئ
.واکنش های قلیایی بعدی انجام می گردد
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:پپتونیزه شدن2.

اما آنزیم . ندبعضی از باکتری ها نمی توانند لاکتوز را تخمیر کنند و رنین تولید نمی کن
پپتونیزه (. دنپپتونیزه ش)های پروتئولیتیک دارند که می تواند کازئین را هیدرولیز کنند 

ی سپس با ایجاد شرایط قلیای. شدن منجر به رهایی مقادیر زیادی آمونیاک می شود
زات هیدرولیز  لیتموس به رنگ آبی مایل به بنفش در می آید با انکوباسیون بیشتر به موا

مایع کدر .کازئین و تبدیل آن به پپتید ها و اسید های آمینه کدورت شیر کاهش می یابد
.رویی اغلب به رنگ قهوه ای در می آید
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تولید گاز:

ی شوداگر ارگانیسم بتواند لاکتوز را به اسید و گاز تخمیر کند گاز ایجاد م .
ی تولید گاز معمولا با ایجاد حباب های گاز در لخته های گاز در لخته های اسید

جزیه شناخته می شود ، باکتری های پروتئولیتک ، مانند کلستریدیوم ها از ت
لخته ها پروتئین های لخته شده آنقدر گاز تولید می کنند که منجر به خرد شدن

تخمیر آشوت))خرد شدن لخته ها را بر اثر تولید مقادیر زیادی گاز . می شود
.شیر می نامند(( لخته طوفانی))یا (( زای

معمولا سری . ممکن است یک باکتری موجب انجام چند واکنش فوق شود
ون این واکنش ها به دنبال یکدیگر رخ می دهند و با طولانی شدن زمان انکوباسی

.واکنش ها گسترش می یابند
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طییادزسرعتباتواندمیلیتموسشیردرهامیکروبرشدازناشیتغییرات
.دهدرخطولانیمدتی

اینندکمیتخمیرراشیرلاکتوزکمیمقدارکههاییمیکروبمثالعنوانبه
لکامکردنپپتونیزهبرایکهحالیدر.دهندمیانجامساعتچنددرراکار

شیرایهکشتجهتبدیناستلازموقتبیشتریاهفتهیکشیرپروتئین
درویژهبهبررسیاینکردبررسیروزانهبطوربایدامکانصورتدررالیتموس

استمهمبسیارساعت48دردوبارهوساعت24پایان

طولانیسیبرراساسبربرگیتشخیصشناسیباکتریکتابدرمندرجنتایج
جلوگیریاهباکتریلیپولیتیکتاثیرازکهاینبرای.استشدهاستوار(روزه7)

گیرندمیراشیرچربیلیتموسنمودناضافهازقبلباشندکرده
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سهیلا عباسی: تهیه کننده 

 محیط کشت شیر لیتموس دار:

ته و بعد ابتدا شیر را یک شب در یخچال نگهداش. از شیر کاملا تازه استفاده شود
اده به کمک سیفن لایه چرب را از شیر جدا نموده و شیر را یک بار طوری حرارت د

.که به مدت یک ساعت بخار آب از آن متصاعد شود

بعد آنقدر محلول . شیر را در یخچال خنک و سپس آن را صاف می کنند
. لیتموس اضافه نماییم تا رنگ آبی مایل به ارغوانی بدست آید

 دقیقه بخار آب از 30برای استریل کردن مایع را در حرارت می دهیم که مدت
اول این مایع با گرم شدن بی رنگ و یا سرد شدن مجددا برنگ. آن متصاعد گردد
.خود بر می گردد
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سهیلا عباسی: تهیه کننده 

مواد و وسایل لازم جهت آزمایش شیر لیتموس دار:

ساعت باکتری باسیلوس سرئوس24کشت 1.

لوله حاوی شیر لیتموس 2.

 روش انجام آزمایش:

دت یک هفته یا لوله شیر لیتموس را با باکتری مورد نظر تلقیح کنید سپس لوله تلقیح شده را به م
روز 7ساعت ، 96ساعت 48ساعت 24درجه سانتی گراد قرار دهید لوله در فواصل 37بیشتر در حرارت 

.  بررسی کنید

ا تهیه جدول یک لوله تلقیح نشده از شیر لیتموس را به عنوان شاهد برای مقایسه در یخچال بگذارید ب
.نتایج بررسی روزانه خود را از لوله ها تلقیح شده فهرست نمایید
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سهیلا عباسی: تهیه کننده 

آزمایش احیای نیترات

مواد و وسایل لازم:

محیط کشت نیترات برات 1.

محیط اسید سولفانیلیک2.

محلول آلفانفتیل آمین3.

پودر روی 4.

کشت باکتری 5.
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سهیلا عباسی: تهیه کننده 

روش آزمایش:

24ه مدت ابتدا باکتری مورد نظر را در محیط کشت تلقیح کنید و سپس لوله آزمایش را ب
درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری کنید و سپس بعد از طی مدت 37ساعت در دمای 48الی 

میلی لیتر محلول اسید 1الی 0/5زمان لازم جهت بررسی احیای نیترات به لوله آزمایش مقدار 
.سولفانیک و محلول آلفانفتیل آمین اضافه کنید

ن سپس در صورتی که بعد از اضافه کردن معرف ها رنگ قرمز آجری رنگ پدید آمده نشا
.  دهنده مثبت بودن جواب آزمایش است

ت در صورتی که رنگ قرمز آجری ایجاد نگردید نشان دهنده ی مبهم بودن جواب آزمایش اس
وی اضافه پودر ر( به اندازه نوک اسپاتول)و برای رفع ابهام به این لوله آزمایش مقدار بسیار کمی 

ودن کنید و در صورتی که بعد از اضافه کردن پودر روی رنگ قرمز گشت نشان دهند منفی ب
.جواب آزمایش احیا نیترات می باشد
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سهیلا عباسی: تهیه کننده 

 آزمایش هیدرولیز نشاسته:

مواد و وسایل لازم:

محیط کشت نشاسته آگار 1.

ساعته باکتری 24کشت 2.

(لوگل)معرف ید 3.

 روش آزمایش:

24را به مدت در ابتدا باکتری مورد آزمایش را به روش استریک پلیت متد بر روی محیط نشاسته آگار تلقیح کنید و سپس محیط کشت
(  گللو)کنید ، سپس با اضافه نمودن چند قطره از محلول ید ( گرمخانه گذاری)درجه ی سانتی گراد اتوگذاری 37ساعت در حرارت 48ساعت تا 

.در اطراف کلنی ها باکتری نتیجه را به صورت زیر بخوانید

بدون تغییر رنگ: مثبت

پیدایش رنگ آبی مایل به بنفش : منفی

نی باکتری باید دقت داشت که محلول ید اضافه شده باید به اندازه ای باشد که سطح محیط را کاملا بپوشاند در این موارد در پیرامون کل
.هایی که از نظر هیدرولیز نشاسته منفی هستند حتی در پیرامون کلنی ، رنگ آبی تولید می گردد
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سهیلا عباسی: تهیه کننده 

 آزمایش ذوب ژلاتین:

 مواد و وسایل لازم:

لوله حاوی محیط کشت ژلاتین برات1.

ساعته باکتری24کشت 2.

 روش آزمایش:

ا در باکتری مورد آزمایش را به صورت عمقی در محیط کشت ژلاتین برات کشت بدهید و سپس آن ر
و درجه ی سانتی گراد به مدت زمان لازم گرمخانه گذاری لوله ها را از داخل انکوباتور خارح کنید37حرارت 

دقیقه در داخل یخچال قرار دهید و در صورتی که بعد از قرار دادن لوله ها در یخچال 30آن ها را به مدت 
ورت ژلاتین هنوز به حالت مایع باقی مانده بود نشان دهنده مثبت بودن جواب آزمایش است و در غیر این ص

روز ادامه داد و در پایان هر هفته لوله ها را بررسی کرد و در نهایت 30عمل گرمخانه گذاری را باید تا مدت 
.جواب آزمایش را با بررسی ذوب ژلاتین یا عدم ذوب در پایان هفته چهارم بررسی کنید
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