
آزمایشگاه میکروب

تست های بیوشیمیایی
SIM-MR-VP-نژلاتیهیدرولیز-سیترات–اوره -قند

دانشگاه اصفهان

دانشکده علوم و فناوری های زیس تی، گروه زیست ش ناسی سلولی و مولکولی و

میکروبیولوژی، آ زمایشگاه میکروبیولوژی
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زمینه ی نظری

تستینااساسوپایه.شودمیاستفادهآنوگونهجنسباکتریتشخیصبرایبیوشیمیاییهایتست•

محیطرنگیا،pHخودسوبسترایبراثرباتواندمیهاآنزیماین.هستندهاباکتریمتابولیکیهایآنزیم

.شوندمعرفدرتغییرموجبیاودهندتغییررا
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روش کشت در محیط اسلنت
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تست تخمیر کربوهیدرات

حاویکهشودمیاستفادهPHENOL RED BROTHمحیطازآزمایشاینبرای

میخمیرترافوققندکههاییباکتری.استکربوهیدراتنوعیکپپتیدورد،فنلpHمعرف

نیزازگتولید.کندمیتغییرزردبهقرمزازمحیطرنگوکردهتولیداسیدیموادکنند

تجزیهرادهاپپتینباشدقندتخمیربهقادرباکتریاگر.استکربنهیدراتتخمیرازمعیاری

.ماندمیباقیقرمزهمچنانمحیطرنگکهشودمیتولیدآمونیوموکرده
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Penol Red broths
A B C D E

A (acid with gas)…..B (acid)……C (uninoculated control)……D (no recation)… …E (alkaline reaction)
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سیتراتتست•

بهرایتراتسسیتراتاز،.استسیتراتازدارایهایباکتریشناساییبرایسیتراتتست•

میقلیاییرامحیطودادهواکنش CO2باپیرواتکهشکند،میپیرواتواگزالواستات

آنارآگهمچنین.باشدسیتراتدارایبایدفقطکشتمحیطآزمایشاینبرای.کند

.است(Slant)دارشیب
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آزمون مصرف سیترات
کربنمنبعدمی‌توانوشدهمتابولیزهکربنسیکلدرکهاستآلیترکیبیکوسیتریکاسیدنمکسیترات،سدیم

وکربننبعمتنهابه‌عنوانسیتراتسدیمازاستفادهباراخودموردنیازانرژیمی‌توانندارگانیسم‌هاازبرخی.شودمحسوب

تنهابه‌عنوانارسیتراتقادرندکهباکتری‌هایی.آورندبدستنیتروژنمنبعتنهابه‌عنوانارگانیکغیرآمونیومنمک‌هایاز

یتراتسسیمونمحیطقادرندبرندکاربهخودرشدجهتازتمنبعتنهابه‌عنوانراآمونیومنمکوانرژیوکربنمنبع

.کنندتبدیلآبیرنگبهرااستبلوبروموتیمولمعرفحاویکه(رنگسبز)

می‌تواندوتاساندیکاتوربه‌عنوانآبیبروم‌تیمولوسیتراتبافرهایکاتیون‌ها،نمک‌ها،حاویآگارسیتراتسیمونمحیط

رنگلیدتوسیتراتمصرفازحاصل(آمونیومترکیبات)قلیاییترکیباتتولیدجریاندرو(۷/۶ازبالاتر)قلیایی pH در

وپروتئیندفاقبایدمی‌رود،بکارسیتراتازاستفادهتعیینبرایکهمحیطیهرکهکردتوجهباید.نمایدمحیطدرآبی

8.باشدکربندیگرمنابعبه‌عنوانکربوهیدرات
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:مراحل انجام كار

را در سطح آگار شيب دار ( كلنی ايزوله۱-۲)مقدار خيلي كم از ارگانيسم موردنظر 

.سيمون سيترات تلقيح می کنيم

ايجاد رنگ. درجه سانتی گراد انكوبه می نماييم۳۵-۳۷ساعت لوله را در ۲۴-۴۸به مدت 

.آبی نشان دهنده واكنش مثبت است
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Simmons Citrate

A  B   C

A: Positive…Enterobacter

B: Negative…E. coli

C: Control-uninoculated
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 NH3و CO2بهرااورهآز،اوره.استهاباکتریدرآزاورهسنجشبرایاورهتست•

آنرآگاهمچنین.است+تستشودصورتییاارغوانیمحیطرنگاگر.کندمیتجزیه

.است (Slant)دارشیب
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تست اوره آز
ربن،کدی‌اکسیدبهرااورهوکردهتولیدراآنارگانیسم‌هاازبعضیکهاستآنزیمیاوره‌آز
باعثودهشتبدیلآمونیومکربناتبهمحلولدرآمونیاك.می‌کنندهیدرولیزآمونیاكوآب

افتراقبرایمی‌توانآزمونایناز.می‌شود pH رفتنبالاومحیطشدنقلیایی
نظیرمهمیگونه‌هایشناساییبروسلا،گونه‌هایبینافتراقانتروباکتریاسه‌ها،
به‌عنوانول‌دارکپسومخمرهایتشخیصهلیکوباکترپیلوری،اوره‌آ‌لیتیکوم،کورینه‌باکتریوم

.کرداستفادهمنفیگرمکوکوباسیل‌هایبعضیتشخیصبرایاضافیتستیک
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Urea agar

pos uninoculated      neg
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Urea Hydrolysis

Positive       uninoculated     Negative
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محیطی‌است‌نیمه‌جامد‌و‌زرد‌کم‌رنگ‌که‌به‌واسطه‌آن‌سه‌آزمایش‌SIMمحیط•
قط‌این‌محیط‌ف.‌تولید‌اندول‌و‌حرکت‌باکتری‌ها‌مورد‌بررسی‌قرار‌می‌گیردH2Sتولید

.کشت‌داده‌می‌شودStabدارای‌عمق‌است‌و‌به‌صورت

و‌SIMتولید‌اندول‌به‌وسیله‌اضافه‌کردن‌چند‌قطره‌معرف‌کوآکس‌برسطح‌محیط•
ر‌تشخیص‌حرکت‌باکتری‌نیز‌که‌د.تغییر‌رنگ‌معرف‌به‌صورتی‌تا‌بنفش‌نمایان‌می‌شود

ر‌انواع‌باکتری‌از‌آن‌استفاده‌می‌شود‌به‌واسطه‌وجود‌کدورت‌در‌اطراف‌محل‌ورود‌آنس‌د
.ساعت‌مشخص‌می‌گردد۲۴این‌محیط‌پس‌از‌
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وسیلهبهاندول.استباکتریحرکتتواناییو SH2 ایندول،سنجشبرایکه SIM تست•

تاصورتیبهمعرفرنگتغییروSIMمحیطبرسطحکوآکسمعرفقطرهچندکردناضافه

بهشودمیهاستفادآنازباکتریانواعتشخیصدرکهنیزباکتریحرکت.شودمینمایانبنفش

میمشخصساعت۲۴ازپسمحیطایندرآنسورودمحلاطرافدرکدورتوجودواسطه

 SH2بهرانسیستئیسیستئیناز، .استدارآهنSIMمحیطدر SH2تولیدبررسی.گردد

تریپتوفاناز،.کندمی Fe2Sرنگسیاهرسوبتولیدآهنبا SH2واکنشوکندمیتجزیه

.دهندمیواکنشکوآکسبااندولوکندمیتجزیهاندولبهراتریپتوفان
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Indole Test
Negative   Positive

-        +
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Motility Test
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متیل رد و وژ پروسکوئر MR/VP تست
جهتنآزمواین.می‌باشدانتروباکتریاسهباکتری‌هایتشخیصیتست‌هایازیکی MR/VP تست

فسفاتوگلوکزقنددارای MR/VP محیط.می‌شوداستفادهباکتری‌هاتخمیرنهاییمحصولبررسی
راهدوازهالبتدارندراگلوکزقندتخمیرتواناییانتروباکتریاسهاعضایتمام.استدی‌پتاسیک

مخلوطینندهتولیدکباکتری‌هایتشخیصبرای.الکلیتخمیردیگریواسیدیمخلوطیکیمختلف؛
ازکهیکفرماسیدوسوکسینیکاسیدلاکتیک،اسیدشامل)اسیدیمخلوطتخمیردراسیدهااز

کهمی‌شوداستفاده (MR) ردمتیلمحیطاز(می‌شوندحاصل MR.VP محیطدرموجودگلوکز
:می‌شودتولیدگلایکولبوتیلنگلوکز،قندتخمیرازدیگرمسیردر.می‌باشدبی‌رنگ

گلوکز→اسید‌پیروئیک→استوئین→بوتیلن‌گلایکول

 MR حالتایندر.می‌شوداستفاده VP معرفازواستپایینمحیطاسیدیتهمیزانصورتایندر
درحضورنمایند،یناستوئتولیدمی‌توانندانتروباکتروسراشیاکلبسیلا،مانندباکتری‌هایی.استمنفی

لآلفانفتوومی‌شودتبدیلدی‌استیلبهاستوئیندرصد،۴۰پتاسیمهیدروکسیدوهوااکسیژن
%۵نفتولآلفابخشدواز VP معرف.می‌نمایدقرمزرنگتولیدونمودهعملکاتالیزوریکبه‌عنوان

.استشدهتشکیل%۴۰پتاسیمهیدروکسیدو
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:مراحل انجام كار

.کشت می دهيم MR-VPابتدا باکتری را در محيط -۱

.درجه سانتی گراد انکوبه می کنيم۳۷ساعت در ۲۴لوله آزمايش را به مدت  -۲

جزا پس از طی شدن زمان انکوباسيون، مخلوط باکتری و محيط کشت را در دو لوله م -۳

.تقسيم می کنيم

را قطره قطره به داخل کشت يکی از لوله ها افزوده و واکنش  MR معرف قرمز رنگ -۴

ف درصورتی که تخمير از راه مخلوط اسيدی باشد معر. ايجادشده را بررسی می نماييم

اسيدی حفظ می کند، در غير اين صورت رنگ قرمز معرف بی رنگ PH رنگ خود را در

.می گردد

به %۴۰کشت، شش قطره آلفا نفتول و دو قطره پتاس  cc 2/5 در لوله ی ديگر به ازای -۵

دقيقه بدون ۲۰محيط اضافه می شود، محيط را تکان داده و در دمای آزمايشگاه به مدت 

مثبت باشد در سطح محيط کشت  VP پس از اين مدت اگر باکتری. حرکت قرار می دهيم

22.رنگ نارنجی ظاهر می گردد
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Methyl Red Test
A   B

A: Positive (E. coli) B: Negative (Enterobacter aerogenes)
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برای.درومیکاربهپروسکوئرووگسردومتیلتستدوجهتکهرنگکمزردرنگبهومایعاستمحیطینیز MR-VP تست•

VP)آزمایش,بوتانیدول۲و۳کنندهتولیدهایباکتریتشخیص سازپیشمادهتشخیصآزمایشاساسولیکنمیرودکاربه(

MR-VP)محیطدرموجودگلوکزازهاییواکنشطیکهباشدمی (کربینولمتیلاستیل)استوئینیعنیولیدبوتان۲و۳ )

.ماندمیباقیقرمزخنثیواسیدیمحیطدروشودمیزردبازیمحیطدرردمتیل.شودمیحاصل
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Voges Proskauer Test
A          B

A: Negative (E. coli) B: Positive (Enterobacter aerogenes)
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هیدرولیز ژلاتین 



:اساس آزمایش
ازینازژلاتآنزیمکشفجهتکهاستافتراقیمحیطیکژلاتینمحیط
ئینپروتمشتقاصلدرژلاتین.رودبکارمیژلاتینهیدرولیزطریق
ینژلات.شودمیافزودهمختلفهایمحیطبهکهاستحیوانیکلاژن
وشودمیهیدرولیزاشسازندهآمینهاسیدهایبهژلاتینازآنزیمتوسط

دهدمیدستازراخودژلاتینیخاصیت
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.

:نحوه انجام کار۳
لوله‌ها‌را‌درست‌.‌یخچال‌نگهداری‌شوند C 8-4°در‌لوله‌های‌حاوی‌ژلاتین‌باید‌محکم‌بسته‌شده،‌در‌حرارت•

.تا‌زمان‌تلقیح‌در‌یخچال‌نگهداری‌کنید
.استفاده‌نمایید(‌یا‌سایر‌محیط‌های‌مناسب KIA)ساعته‌۱۸-۲۴برای‌تلقیح‌از‌کشت‌تازه‌•
.سانتی‌متری‌لوله‌فرو‌ببرید۵/۱–۵/۲مقدار‌حجیمی‌از‌کلنی‌مورد‌نظر‌را‌تا‌عمق‌•
یا‌ ºC 35لوله‌را‌در‌حرارت‌۲هر‌.‌لوله‌تلقیح‌نشده‌ای‌را‌به‌عنوان‌لوله‌کنترل‌در‌کنار‌لوله‌آزمایش‌قرار‌دهید•

هفته‌هر‌روز‌۲لوله‌ها‌را‌تا‌.‌انکوبه‌کنیدروز‌۱-۱۴،‌در‌این‌دما‌به‌مدت‌ºC 25- ۲۲در‌صورت‌رشد‌بهتر‌در
.بررسی‌کنید‌مگر‌اینکه‌در‌زمان‌زودتری‌عمل‌ذوب‌انجام‌پذیرد

ساعت‌در‌یخچال‌یا‌حمام‌یخ‌قرار‌دهید‌تا‌مشخص‌شود‌۲لوله‌را‌به‌مدت‌۲در‌صورت‌وجود‌علائمی‌از‌ذوب،‌هر‌•
.که‌آیا‌هضم‌ژلاتین‌صورت‌گرفته‌است‌یا‌خیر

انتقال‌لوله‌ها‌از‌انکوباتور‌به‌.‌ساعت‌در‌یخچال‌قرار‌دهید۲روزانه‌لوله‌ها‌را‌از‌انکوباتور‌بیرون‌آورده‌و‌بمدت‌•
ی‌ایجاد‌می‌گاهی‌مقدار‌اندکی‌هضم‌ژلاتین‌تنها‌در‌محل‌تلقیح‌باکتر.‌یخچال‌بدون‌تکان‌دادن‌لوله‌ها‌انجام‌گیرد

.گردد
مورد‌نیاز‌باشد‌ولی‌برای‌آزمایشات‌روزانه‌نتیجه‌(‌هفته۶روز‌تا‌۳۰)ممکن‌است‌گهگاه‌انکوباسیون‌طولانی‌تری‌•

28.باید‌گزارش‌گردد ºC 35هفته‌انکوباسیون‌در۲در‌پایان‌(‌ذوب‌یا‌عدم‌ذوب)آزمایش‌
سهیلا عباسی: تهیه کننده 



Gelatin Hydrolysis
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