
ی روش کشت و شناسایی کلی فرم ها
مدفوعی در مواد غذایی
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دانشگاه اصفهان
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خانواده انترو باکتریاسه از با کتری های میله ای شکل، گرم منفی، هوازی و بی هوازی
.نمایندی اند گه گلوکز و سایر کربوهیدرات ها راتخمیر و تولید گاز ماختیاری  تشکیل شده

کتوز فرم های شاخص، اعضاء بخصوصی از این خانواده را تشکیل می دهند که قادرند لاکلی 
.را تخمیر نموده و تولید گاز کنند

.داشریش دانشمند آلمانی ثابت کرد که در مدفوع همه انسانها اشریشیا کلی وجود دار

به کار رود شاردینگر پیشنهاد نمود که این میکرو ارگانیسم به عنوان شاخص آلودگی مدفوع
.زیرا باز یابی آن از سالمونلا سهی الوصول تر و آسان تر است
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کنندمیتعریفزیرکلیصورتبهبههافرمکلی:

اری،اختیهوازیبیوهوازیشکل،ایمیلههایباکتریتمامازعبارتندهافرمکلی
گرادسانتییدرجه35حرارتدررالاکتوزقندقادرندکهاسپوربدونمنفیگرم
.کنندگازتولیدوتخمیرساعت48زمانمدتطیدر

وودهردرهاآنزندگیطبیعیمحلکههستندهاییباکتریشاملفرمکلیگروه
.باشندمیغلاتوآبخاک،مانندرودهازغیرهاییمکان
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کههاییآنازدارندمدفوعیمنشاکههاییفرمکلیکردنجدابرایچندتغییراتیبابالاحرارتدرجه
.استشدهبردهکاربهدنیانقاطاکثردرندارندمدفوعیمنشا

جدامدفوعیغیرازرامدفوعیهایفرمکلیکاملطوربهوسرعتبهتوانندنمیهاروشاینازکدامهیچ
هایفرمکلیرشدوانتخاببهمنتهینهایتاکهاندشدهپیادهوپیشنهادعلمیهایروشچهاگرکنند

.نمایندمیحذفندارنداصلایاودارندکمیاهمیتبهداشتینظرازکهراهاییفرمکلیاکثروشدهمدفوعی

وشدهبردهکاربهکنندهغنیمحیطعنوانبهصفراولاکتوزحاویدرخشانسبزآبگوشتمحیط
.دگیرمیانجامگلوکزدرصدیکحاویآگاربایلردایولتوجامدمحیطدرهامیکروارگانیسمجداسازی

اینهبگردندمیمشخصغذاییمادهدرموجودانتروباکتریاسهیکلیهکهاستاینروشاینتمایزوجه
قندتخمیرییتواناکههاییآنیاوهستندلاکتوزقندتخمیربهقادرکههاییمیکروارگانیسمتنهانهترتیب
کههاییممیکروارگانیستشخیصجهتروشاینوسیعیمقیاسبهبلکهشوندمیمشخصندارندرالاکتوز

.رودمیکاربهنیزاندنمودهآلودهفرایندازپسراغذاییفراورده
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افتیخونگرمحیواناتمدفوعورودهدرکهفرمکلیهایباکتریگروه
ازگازیدتولبهقادرکههستندهاییارگانیسمشاملکلیطوربهشودمی

گرادسانتیدرجه44/5حرارتدرمناسبکشتمحیطیکدرلاکتوز
.هستند

درگازتولیدبهقادراغلبدیگریمنابعازهافرمکلیکهحالیدر
هایرمفکلیکردنجدابرایخصوصیتایناز.نیستندشرایطیچنین

.شودمیاستفادهمدفوعی
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 در مرحله اول:

درساعت48ازبعدکهصورتیدرشودمیاستفادهدارلاکتوزآبگوشتمحیطآزمایشاینبرای
تریباکچون.استموجودفرمکلیآزمایشموردنمونهدرکهکردفرضتوانمیشد،گازتولیدلوله
دارلاکتوزتآبگوشازاستفادهصورتدر.هستندلاکتوزتخمیربهقادرنیزهافرمکلیازغیردیگریهای
حتماایدبواستفرمکلیآلودگیبهمربوطفقطدورهامهایلولهدرشدهتولیدگازکهگفتتواننمی

.شودانجامتائیدیآزمایش

دوممرحلهدر:

زسبآبگوشتکشتمحیطازاستفادهجملهآنازشود،میانجامروشچندینبهآزمایشاین
نندهکتاییدشدگازتولیدمحیطایندرکهصورتیدر.باشدمی(BGLB)صفراولاکتوزدارایدرخشان

.استاولیهنمونهدرفرمکلیوجود

وگرادسانتیدرجه44/5حرارتدرکشتازمدفوعیفرمکلیآزمایشبرایسوممرحلهدرنهایتا
وجودرنظازآزمایش(زنگقرمزحلقهتشکیل)بودنمثبتصورتدروشودمیاستفادهکواکسمعرف

.باشدمیمثبتغذاییمواددراشرشیاکلی

7



(پنیر)نمونه ماده غذایی 1.

ترازو2.

(آبسلانگ)قاشقک چوبی استریل 3.

میلی لیتر رینگر استریل با غلظت یک چهارم90ارلن حاوی 4.

میلی لیتر محلول رینگر استریل با غلظت یک چهارم9لوله آزمایش حاوی 5.

پی پت استریل6.

پتری دیش استریل7.

محیط کشت آبگوشت سبز درخشان حاوی لاکتوز و صفرا دارای لوله دورهام8.

محیط کشت مک کانگی آگار9.

محیط کشت آب پپتونه10.

بن ماری11.

معرف کواکس12.
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وزنترازوکمکبهرا(پنیر)آزمایشموردغذاییمادهازگرم10ابتدا
یلاستررینگرمحلوللیترمیلی90حاویارلنبهراآنسپسوکرده
بهآزمایشموردنمونهتادهیممیتکانخوبیبهراارلنوکردهاضافه
.گرددمخلوطرینگرمحلولباخوبی

9حاویآزمایشلولهیکبهفوقرقتازلیترمیلی1کردناضافهبا
وکنیممی0/01رقتیتهیهبهاقداماستریلرینگرمحلوللیترمیلی

ازعدددوسپسدهیممیادامه10-6رقتتارارقتیتهیهگاهآن
دارایدیگریوزیادرقتدارایهاآنازیکیکهرافوقهایلوله
کیمقداراستریلپتپیکمکبهوکردهانتخابراباشدکمرقت
درداخلدرجداگانهصورتبهراهارقتازکدامهرازلیترمیلی
ریزیممیاستریلدیشپتری
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(  میلی لیتر12الی 10حدود )آن گاه مقداری از محیط کشت کانگی آگار 
50الی 45را که بعد از خارج کردن از بن ماری اکنون دارای حرارت 

درجه سانتی گراد است را به آرامی در کنار شعله به پتری دیش اضافه می 
.کنیم

لاتین چندبار روی میز 8هر کدام از پتری دیش ها را به صورت علامت 
آزمایش حرکت می دهیم تا محیط کشت اضافه شده با نمونه مورد 

.آزمایش به خوبی مخلوط شود

انگی را سپس صبر می کنیم تا محیط کشت ببندد سپس مابقی مک ک
ر روی بمیلی لیتر است، با رعایت شرایط آسپتیک 10الی 8که در حدود 

.  محیط قبلی اضافه می کنیم
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گذاریگرمخانهزمانمدتطیازبعدکهصورتیدرحالتایندر
نشانکند،رشدباکتریکلنیکشتمحیطسطحرویدر(اتوگذاری)

هلایاینضمندرواستبودهکارحیندرآلودگیآمدنبوجوددهند
وکندجلوگیریسطحشدنآلودهعملازتواندمیدومشدهاضافه

حالاتدادننشانبرایراهوازیبیشرایطایاندازهتاهمچنین
.کندمیایجادهاباکتریبرخیبرایتخمیری

تمدبهرافوقروشبهشدهتهیهدیشپتریدوکاراتمامازبعد
قرارگرادسانتیدرجه37(اتو)گرمخانهداخلدرساعت48الی24
دهیممی
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بهکنزدیرنگپرصورتیهایکلنیزمانمدتاینبعدازکهصورتیدر
0/2حدودقطریداشتنباوهاآناطرافدرایهالهداشتنباقرمز
بودنمثبتدهندنشانگردیدمشاهدهفوقکشتمحیطدرلیترمیلی

استواکنش
تالکریسوصفراویهاینمکدارایآگارکانگیمککشتمحیطزیرا
بتمثگرمهایباکتریرشداززیادیحدتانتیجهدرکهاستویوله

(معرف)اندیکاتورولاکتوزقنددارایهمچنینوکندمیجلوگیری
بایهاکلنیمحیطدرلاکتوزقندتخمیراثردرکهاستخنثیقرمز
ازیناشکهاطرافدرکدریهالهتوسطکهصورتیتارنگپرقرمزرنگ

بهباشدمیمحیطدرpHسقوطعلتبهصفراویهایاسیدرسوب
.آیدمیوجود
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کشتمحیطلولهعدددوگرمخانهداخلدرهادیشپتریدادنقرارباهمزمان
باشد،میدورهاملولهدارایکهراصفراولاکتوزحاویدرخشانسبزآبگوشت
موردهایرقتازلیترمیلی1مقدارلولههرداخلبهپتپیکمکبهوبرداشته
37حرارتبا(اتو)گرمخانهداخلدرنیزرافوقهایلولهوکردهاضافهراآزمایش

.دهیدقرارگرادسانتیدرجه

رشدازناشیکدورتیلولهداخلدرساعت24بعدازکهصورتیدر
نشانوبودخواهدمثبتنیزآزمایشدوممرحلهشود،مشاهدهمیکروارگانیسم

میهافرمکلیگروهازغذاییمادهنمونهازجداشدهباکتریکهاستایندهنده
.باشد
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بود،مثبتآزمایشدومیمرحلهکهاینبعداز

وتوزلاکحاویدرخشانسبزآبگوشتکشتمحیطازتلقیحبهاقدام
لیترمیلی0/5میزانبهبودگردیدهمثبتقبلییمرحلهدرکهصفرا

وتوزلاکباهمراهدرخشانسبزآبگوشتکشتمحیطعددیکداخلبه
48زمانمدتبهرافوقلولهآنگاهوکردهدورهاملولهدارایصفراوی

ودادهقرارگرادسانتیدرجه44/5حرارتباماریبنداخلدرساعت
تجمعوکدورتتولیدهمباززمانمدتاینطیبعدازکهصورتیدر
مدویمرحلهبودنمثبتدهندنشانگردد،مشاهدهدورهاملولهدرگاز
.استمدفوعیفرمکلیجداشدهفرمکلیباکتریوباشدمی
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بهکهایهپپتونآبکشتمحیطلولهیکدرخشان،سبزآبگوشتکشتمحیطلولهباهمراه
بنداخلدرباشدشدهتلقیحآنبهدوممرحلهمثبتکشتمحیطازلیترمیلی0/5میزان
بررسیباهمزمانسپسودهیدقرارساعت48زمانمدتبهگرادسانتیدرجه44/5ماری
کنیدفوقکشتمحیطلولهبهکواکسمعرفقطرهچندکردناضافهبهاقدامآخرمرحلهکردن

ندهدهنشانگردیدحاصلپپتونهآبمحیطسطحدررنگقرمزحلقهیککهصورتیدرو
.(ثبتمتکمیلیمرحله)استباکتریتوسطاندولتولیدوتریپتوفاناسیدآمینهتجزیه

کندتولیدگازبتوانوباشدلاکتوزقندتخمیربهقادردرجه44/5درباکتریکهصورتیدر
نشانکند،ولیدتاندولتریپتوفانآمینهاسیدازبتواندوباشدتریپتوفانازآنزیمدارایهمچنینو

.استغذاییمواددرمدفوعیفرمکلیباکتریحضوردهنده
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