
آزمایشگاه میکروب

تست های بیوشیمیایی
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سهیلا عباسی: تهیه کننده 

دانشگاه اصفهان

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

میکروبیولوژی، آ زمایشگاه میکروبیولوژی



مقدمه
ولیسممتابراپیونددمیوقوعبهزندهموجوداتدروندرکهشیمیاییواکنشهای•

اینکهدلیلبه .دهدمیرخهاآندرموجودهایآنزیمتوسطکهگویندمی
دیگریعوامللذادارندمشابهیلنیکوسلولیمورفولوژیهاباکتریازبسیاری

.رودمیبکارآنهابندیتقسیمدرنیزمتابولیسمیخصوصیاتمثل

محصولوباکتریاستفادهمورداولیهمادهاساسبرآزمایشگاهیتستهای•
درموجودآنزیمهایچونواستشدهطراحیآیدمیبوجودآنازکهمتابولیکی
ونهگوجنسشناساییبرایتوانندمیهاتستایناست،متفاوتباکتریها
استفادهمورفولوژینظرازمشابههایباکتریبینشدنلئقاتمایزوهاباکتری
 .شوند
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زمینه ی نظری

تستینااساسوپایه.شودمیاستفادهآنوگونهجنسباکتریتشخیصبرایبیوشیمیاییهایتست•

محیطرنگیا،pHخودسوبسترایبراثرباتواندمیهاآنزیماین.هستندهاباکتریمتابولیکیهایآنزیم

.شوندمعرفدرتغییرموجبیاودهندتغییررا
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ازمقداریاابتدیعنیشودتهیهخالصبصورتنظرموردباکتریبایدهاتستاینصحیحانجامبرای•
ازبعدوتهبرداشنباشددیگریکلنینزدیکیدرکهوسطقسمتازترجیحارانظرموردباکتریکلنی
میشتکدتمپلیتاستریکروشبهدیگریجامدمحیطبهمغذی،آبگوشتمحیطدرآننمودنغنی
بروکردهگرمآمیزیرنگانجامبهاقدامبودیم،مطمئنآنخلوصازاگرساعت۲۴ازبعدودهیم
بکاررادستهآنخاصبیوشیمیاییتستهای - مورفولوژیوگرمواکنشبهتوجهبامیکروبنوعاساس
بریممی

یکتماحبایدمحبطهربرایوبودهتازه،خالصباکتریکشتبایدبیوشیمیاییتستهایهمهدر•
.باشدداشتهوجودمثبتشاهدیکترجیحاو(باکتریبانشدهتلقیحمحبط )منفیشاهد
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تست تخمیر قندها
آلیولهایمولکآندرکهاستانرژیکنندهتولیدبیوشیمیاییفرآیندیکقندهاتخمیریافرمانتاسیون•

.می‌کنندعملالکتروندهندهوپذیرندهبعنوان

وشناساییایبرشودمیتشکیلکهمحصولاتینوعوکربوهیدراتهاتخمیردرگانیسممیکرواریکتوانایی•
تواناییحالیکهرددارندراقندهاازبعضیتخمیرتواناییهاباکتری.باشدمیمفیدبسیارباکتریهابندیطبقه
کدامهیچخمیرتتواناییوبودهتخمیریغیرکلیبطورنیزباکتریهاازتعدادی.ندارندرادیگربعضیتخمیر

.ندارندراقندهااز

ولکولهایمبا،گازهااسیدها،الکلها،جملهازنهاییمحصولاتازمختلفیانواعبهتواندمیهیدراتکربویک•
.شودتخمیرمیکروارگانیسمنوعبهبستهدیگر،آلی
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،دهیمدرشاستگلوکزحاویکهمایعیمحیطدرراکنندهتخمیرباکتریاگرمثالبرای
طرافامحیطبهاسیدهااین،نمایدآلیاسیدهایتولیدومصرفراگلوکزباکتریآنو

فنلمانندpHاندیکاتوریکاگر.کنندمیاسیدیراطیمحpHنتیجهدروشدهپخش
).ندکتبدیلزردبهقرمزازرامحیطرنگتواندمیاسیدتولیداینباشد،محیطدررد
.(باشدمیتیرهقرمزبازیpHدروقرمزخنثیpHدروزرداسیدیpHدرردفنل

حاویآزمایشهایلولهدروارونهبطورکهکوچکیهایلولهازاستفادهبانیزگازتولید
نامبههالهلواین.باشدمیبررسیقابلگیرند،میقرارشدنکلاواتوازقبلقندیمحیط
لولهاینداخلهوای،کلاواتوحیندر.شوندمینامیده((Durham tubeدورهاملوله
اگر،باکتریتوسطتخمیرورشدخلالدر.شوندمیپرکشتمحیطباوشدهخارجها

دراییحبابهبصورتوشدهمزبورهایلولهدرونمایعمحیطجایگزین،شودتولیدگازی
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تست تخمیر کربوهیدرات

pHمعرفحاویکهشودمیاستفادهPHENOL RED BROTHمحیطازآزمایشاینبرای

موادکنندمیتخمیررافوققندکههاییباکتری.استکربوهیدراتنوعیکوپپتیدرد،فنل

.کندمیتغییرزردبهقرمزازمحیطرنگوکردهتولیداسیدی

.استکربنهیدراتتخمیرازمعیارینیزگازتولید

رنگکهشودمیتولیدآمونیوموکردهتجزیهراپپتیدهانباشدقندتخمیربهقادرباکتریاگر

7.ماندمیباقیقرمزهمچنانمحیط
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:مواد و وسایل لازم•

،‌کشت‌(فنل‌رد‌گلوکز‌براث،‌فنل‌رد‌فروکتوز‌براث‌،‌فنل‌رد‌لاکتوز‌براث)‌های‌قندی‌محیط
لوپ‌تلقیح،میکروبی‌مورد‌نظر‌بصورت‌خالص

:روش کار•
در‌بوسیله‌لوپ‌استریل‌مقدار‌کمی‌از‌کلنی‌مورد‌نظر‌را‌برداشته‌و‌به‌روش‌حل‌کردن-ا

محیطهای‌قند‌مزبور‌تحت‌شرایط‌آسپتیک‌‌تلقیح‌نمایید

.گذاری‌نماییدووساعت‌ات۴۸تا‌۲۴ت‌ددرجه‌به‌م۳۷لوله‌ها‌را‌در‌انکوباتور‌-۲

.پس‌از‌این‌مدت‌برای‌مشاهاده‌نتیجه‌به‌آزمایشگاه‌مراجعه‌کنید-۳
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قبل از آزمایش بعد از آزمایش



Penol Red broths
A B C D E

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

11
سهیلا عباسی: تهیه کننده 



:نتایجتفسیر
الیکهحدر).باشندکردهتغییرزردبهقرمزازآنهارنگکههاییلوله
.شدندیمشناختهمثبتبعنوان(باشدنداشتهرنگتغیرمنفیشاهد

اسیدلیدتووقندتخمیرتواناییآزمایشموردباکتریدیگرعباتبه
ستهتوانرنگتغییربامحیطدرموجوداندیکاتورواستداشتهرا

.سازدآشکارراآناست

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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تست سیترات 

بهراسیتراتسیتراتاز،.استسیتراتازدارایهایباکتریشناساییبرایسیتراتتست•

.کندمیقلیاییرامحیطودادهواکنش CO2باپیرواتکهشکند،میپیرواتواگزالواستات

اردشیبآنآگارهمچنین.باشدسیتراتدارایبایدفقطکشتمحیطآزمایشاینبرای

(Slant)است.
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آزمون مصرف سیترات
کربنمنبعدمی‌توانوشدهمتابولیزهکربنسیکلدرکهاستآلیترکیبیکوسیتریکاسیدنمکسیترات،سدیم

وکربننبعمتنهابه‌عنوانسیتراتسدیمازاستفادهباراخودموردنیازانرژیمی‌توانندارگانیسم‌هاازبرخی.شودمحسوب

تنهابه‌عنوانارسیتراتقادرندکهباکتری‌هایی.آورندبدستنیتروژنمنبعتنهابه‌عنوانارگانیکغیرآمونیومنمک‌هایاز

یتراتسسیمونمحیطقادرندبرندکاربهخودرشدجهتازتمنبعتنهابه‌عنوانراآمونیومنمکوانرژیوکربنمنبع

.کنندتبدیلآبیرنگبهرااستبلوبروموتیمولمعرفحاویکه(رنگسبز)

می‌تواندوتاساندیکاتوربه‌عنوانآبی‌تیمولوبرموسیتراتبافرهایکاتیون‌ها،نمک‌ها،حاویآگارسیتراتسیمونمحیط

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

وپروتئیندفاقبایدمی‌رود،بکارسیتراتازاستفادهتعیینبرایکهمحیطیهرکهکردتوجهباید.نمایدمحیطدرآبی

14.باشدکربندیگرمنابعبه‌عنوانکربوهیدرات
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ایناساسکشتمحیطدرکربنمنبعتنهابعنوانسدیمسیتراتازمیکروبفادهاست
انتقالهکاستزآهمپرراتیتسآنزیمحضوربهبستگیتواناییاین.باشدمیتست

.کندمیتسهیلباکتریداخلبهراسیترات

محیط.ودشمیتبدیلکربناکسیددیوپیروویکاسیدبهسیترات،باکتریداخلدر
،نکربمنبعبعنوانسیتراتسدیمحاوی(اسلنتبصورت)سیتراتسیمونجامد

NH4اندیکاتوربعنوانلوبموتیمولبرونیتروژنمنبعبعنوانpHباشدمی.

یدوکردهحذفمحیطازراآنکنند،میاکسیدراسیتراتهاباکتریکههنگامی
سدیمدتولیوشدهترکیبآبومحیطدرموجودسدیمباکهکندمیآزادکربناکسید
بهسبزازاندیکاتوررنگتغییروpHبالارفتنباعثواستقلیاییکهکندمیکربنات

میبزسینثخدروآبیقلیاییدرزرد،اسیدیمحیطدربلوتیمولبرمو).شودمیآبی
15.(باشد
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:لازموسایلومواد
لوپمیکروبی،کشتسیترات،سیمونکشتمحیط

:کارروش
کلنی‌را‌با‌لوپ‌سوزنی.‌یمون‌سیترات‌بصورت‌اسلنت‌با‌مورب‌می‌باشدسمحیط‌کشت‌

–مقی‌د‌این‌نحوه‌کشت‌را‌عیبرداشت‌کرده‌و‌بصورت‌عمقی‌سطحی‌در‌آن‌تلقیح‌نمای

۴۸تا‌۲۴درجه‌به‌مدت‌۳۷سپس‌آنرا‌در‌انکوباتور‌.‌گویند(‌stab- streak)سطحی
.ساعت‌انکوبه‌گذاری‌کنید

:بررسی نتایج
یط‌نشان‌نمونه‌های‌منفی‌رشدی‌در‌مح.‌تغییر‌رنگ‌از‌سبز‌به‌آبی‌را‌مثبت‌گزارش‌کنید

نمی‌دهند

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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روش کشت در محیط اسلنت
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Simmons Citrate

A  B   C

A: Positive…Enterobacter

B: Negative…E. coli

C: Control-uninoculated
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تست تجزیه اوره
.کندمیتجزیه NH3و CO2بهرااورهآز،اوره.استهاباکتریدرآزاورهسنجشبرای•

درکربنوژننیتروپیوندبهکههستندآزاورهنامبهآنزیمیتولیدبهقادرباکتریهاازتعدادی•
آبوکربناکسیددی،آمونیاکنظیرمحصولاتیوکندمیحملهاورهمثلآمیدیترکیات
.کندمیتولید

باواندشدهدادهرشداورهحاویمحیطرویبرکهباکتریهاییازاستفادهباآزاورهفعالیت•
هیدرولیزاورهکهوقتی.استنمودنآشکارقابلردلفنمثلpHاندیکاتوریکازاستفاده
رنگتغییرسببpHافزایشاین.کندمیقلیاییآنراوشدهجمعمحیطدرآمونیاکشود،

.شودمیارغوانیباتیرهصورتیبهنارنجیازاندیکاتور
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تست تجزیه اوره

ناساییشبرایوداردفراوانیاهمیتایرودهباکتریهایدستهدوبینشناساییبرایتستاین
.رودمیبکارشیگلاوسالونلاهایگونهازهاپروتئوس

ساییشنابروسلا،گونه‌هایبینافتراقانتروباکتریاسه‌ها،افتراقبرایمی‌توانآزمونایناز
مخمرهایتشخیصهلیکوباکترپیلوری،اوره‌آ‌لیتیکوم،کورینه‌باکتریومنظیرمهمیگونه‌های
استفادهفیمنگرمکوکوباسیل‌هایبعضیتشخیصبرایاضافیتستیکبه‌عنوانوکپسول‌دار

.کرد

بیشتریانزمکههستندایننیازمندودهندمیانجامتاخیرباراواکنشاینباکتریهاازبعضی•
.شوندانکوبه(ساعت۴۸ازبیش)
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:مواد و وسایل لازم 
.پ‌سوزنیکشت‌میکروبی‌پروتئوس‌میرابیلیس،‌لو،(عمقدار‌و‌در‌لوله)محیط‌کشت‌اوره‌آگار‌

:روش کار
مزبور‌لوپ‌چند‌کلنی‌از‌کشت‌باکتری‌موردنظر‌برداشت‌کرده‌و‌بر‌روی‌محیططابتدا‌توس

ه‌بساعت‌انکو۴۸تا‌۲۴درجه‌بمدت‌۳۷انکوباتورها‌را‌در‌سپس‌محیط.‌کشت‌می‌دهیم
.گذاری‌کرده‌و‌بعد‌از‌این‌مدت‌به‌آزمایشگاه‌مراجعه‌و‌نتایج‌را‌یادداشت‌نمایید

ه‌بود‌جواب‌در‌صورتیکه‌رنگ‌محیط‌فوق‌از‌زرد‌مایل‌به‌نارنجی‌به‌ارغوانی‌تبدیل‌شد: نتیجه 
.‌تست‌مثبت‌و‌در‌صورتی‌که‌به‌همان‌رنگ‌باقی‌مانده‌باشد‌منفی‌است

21



Urea agar

pos uninoculated      neg
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Urea Hydrolysis

Positive       uninoculated     Negative
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، اندول و حرکتSH2بررسی تولید 

هاپروتئینیناکههنگامی.هستندسیستئینمثلگوگردحاویهایآمینهاسیدازغنیپروتئینهاازبسیاری
میرفمصغذاییموادبعنوانشدهآزادهاآمینهاسیداینشوند،میهیدرولیزهاباکتریازبعضیبوسیله
شدناضافهابکهدهدمیدستازراگوگردشانم،رازیددسولفسیستئینآنزیمحضوردرسیستئین.شوند

.شودمیتولیدهیدروژنسولفیدگاز،آبازهیدروژن

سولفات،تیوسولفاتمثلگوگردحاویمعدنیترکیباتاحیایبواسطهاستممکنگازیهیدروژنسولفید
(-SO42)،محیطازرالفاتتبوسوسدیمهاباکتریازبعضیکهوقتیمثالبرای.شودتشکیلنیزسولفیتیا

.گازونندکمیتبدیلسولفیتبهوکردهاحیاردوکتازوسولفاتیتآنزیمازاستفادهباراآنگیرند،می
.شودمیآزادهیدروژنسولفید
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SIMمحیط

بهآهنیومآمونسولفاتوسوبسترابعنوانسدیمیوسولفاتتوپپتونحاوی SIMمحیط
محیطایندرشدهاستفادهپیتونازجزئیسیستئین.باشدمی H2Sبرایاندیکاتورعنوان
هکهنگامی.داردوجودمحیطایندرجامدنیمهحالتایجادبرایآگارکافیمقدار.است

H2S لحلقابغیرواهسیرسوبوشدهترکیبآهنآمونیومسولفاتباشود،میتولید
یقعمخطیبطورشدهتلقیحخطامتداددرتواندمیکهندکمیایجادراآهنولفیدس

.استدیدنقابل

طخامتداددرشدنسیاهاین.شودمیسیاهلولههمه،باشدنیزمتحرکمسارگانیاگر
.باشدمینظرموردگازتولیدمثبتواکنشنشاندهندهلولهکلشدنسیاهیاتلقیح

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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SIM نیزاندولتولیدهمچنینوباکتریدرحرکتوجودعدمیاوجودآشکارسازیبرایآگار
.باشدنشدهدادهکشتخطبهمحدودباکتریهارشدکهاستمثبتوقتیحرکت.درومیبکار

آنزیمارایدکهباکتریهایی.شودمییافتپروتئینهاهمهدرتقریباتریپتوفانآمینهاسید
اسیدندول،ایرنظمحصولاتیبهآنراوکردههیدرولیزراتریپتوفانتوانندمیهستندزناافتوپتری

.ندکنتبدیلآمونیاکوپیروویک،

اندول.کندمیاستفادهخودغذایینیازهایرفعبرایآمونیاکوداسیپیروویکازباکتری
سآککوفمعرافزودنبوسیلهنآوجودکهشودمیانباشتهکشتمحیطدرونشدهمصرف
ایجادمحیطسطحدرروشنقرمزترکیبیکودادهواکنشاندولبامعرفنیا.دشومیآشکار
اگروتندهسمثبتاندولکنندمیجادایرفعمندافزوباراقرمزلایهکهباکتریهایی.دکنمی
.استمنفیاندولباکتریوشدهنهیدرولیزتریپتوفانیعنینشدآشکاررنگاین

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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فهاضاوسیلهبهاندول.استباکتریحرکتتواناییو SH2 اندول،سنجشبرایکه SIM تست•

بنفشتاصورتیبهمعرفرنگتغییروSIMمحیطبرسطحکوآکسمعرفقطرهچندکردن

واسطهبهدشومیاستفادهآنازباکتریانواعتشخیصدرکهنیزباکتریحرکت.شودمینمایان

.گرددمیمشخصساعت۲۴ازپسمحیطایندرآنسورودمحلاطرافدرکدورتوجود

تجزیه SH2بهرانسیستئیسیستئیناز، .استدارآهنSIMمحیطدر SH2تولیدبررسی

تریپتوفانتریپتوفاناز،.کندمی Fe2Sرنگسیاهرسوبتولیدآهنبا SH2واکنشوکندمی

.دهندمیواکنشکوآکسبااندولوکندمیتجزیهاندولبهرا

28
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:لازموسایلومواد

لوپ،(میرابیلیسپروتئوس،کلیاشرشیا)نظرموردمیکروبیکشتکواکس،معرف،(آگار٪۴حاوی) SIMکشتمحیط
.سوزنی

:کارروش
انجامعمقیحتلقیکشتمحیطدر(صافخطی)سوزنیطریقهبهوبرداشتهنظرموردهایکلنیازسوزنیلوپتوسطابتدا
.کنیممیبررسیرانتایجمدتاینازبعدونگهداریساعت۴۸تا۲۴مدتبهدرجه۳۷اتوودررامحبطهاسپس.دهیممی

:نتیجه
منفیراH2Sتولیداینصورتغیردر.باشدمیمزبورگازتولیدومثبتجوابنشاندهندهلولهدرسیاهرنگ:H2Sتولید
.کنیدگزارش
حلقهگرا.کنیدمشاهدهلولهسطحدررارنگتغییربلافاصلهوبریزیدلولهرویراکواکسمعرفقطره۳تا۲:اندولتولید
بیشSIMمحیطگذاریاتوومدتاگر.استمنفیاینصورتغیردرومثبتاندولتولیدشدایجادلولهبالایدررنگقرمز
.دهدمیکاذبمنفینتیجهوشدهتجزیهاندولباشدساعت۴۸از

فشردهرتبصواگرواستمثبتحرکتکندرشدتلقیحمحلاطرافدرمنتشرابربصورتمیکروباگر:حرکتبررسی
.استمنفیکندرشدتلقیحمحلدرفقط

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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Indole Test
Negative   Positive

-        +

30
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Motility Test
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MR – VPتست

•Methyl Red Test

راهودبواسطهولی.هستندگلوکزکردنکاتابولیزبهقادرانرژیتامینبرایایرودهباکتریهایهمه•
مسیرهایودهدانجامرااینکارمسیرکدامازباکتریاینکهبهبستهحاصلنهاییمحصولاتکهمختلف
قایلایزتممیکروبهاازدستهدواینبیناستقادرتستاین.استمتفاوتباکتریدرموجودآنزیمی
.شود

انجاممخلوطاسیدیتخمیر،گلوکزحاویمایعمحیطدرE . coliمثلباکتریهاییکهترتیببدین•
،فرمیکاسید،لاکتیکاسید،استیکاسیدزیادیمقادیرکه(Mixed acid fermenters)داده
متیلمعرف.شودمی۵یا۴حدودتاpHآمدنپایینباعثکهمیشودتولیداتانولوسوکسینیکاسید
برایینبنابراسازد،آشکاررنگتغییربامابرایرامحیطشدناسیدیتواندمیpHاندیکاتوربعنوانرد

اسیدیهایpHدرمعرفاین.شودمیاستفادهآنازآلیاسیدهایتشکیلبصورتتستپاسخبررسی
.استرنگزرد۷تا۶هایpHدروقرمز۵و۴

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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VP  پروسکوئرزوژ

تخمیرنامبهدیگریتخمیریراهاز. aerogenesEمثلباکتریهاییدیگرطرفاز•
فراوانیرمقادیواسیدناچیزیمقدارآندرکهکنندمیاستفادهگلیکولبوتیلن
میولیدت(گلیکولبوتیلنتولیدبرایحدواسطماده)استوئینواولدیبوتان
ورودنمیپایینخیلیمحیطpHنتیجهدرو.(Butanediol fermenters)شود

سپسودرصدچهلKOHمحلولنامبهدیگریمعرفهایباتستجواببررسی
.می‌شودانجامنفتلآلفامنفیمحلول

وبافر،پپتوننسبتبهتریندارایکه MR-VPکشتمحیطازآزمایشایندر•
جاریتصورتبهمحیطاین.شودمیاستفادهاستنظرموردآزمایشبرایگلوکز
.می‌شودمصرفوژپرسکوئروردمتیلآزمایشبرایوبودهموجود

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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پروسکوئرزمتیل رد و وژ 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
:می‌شودتولیدگلیکولبوتیلنگلوکز،قندتخمیرازدیگرمسیردر.می‌باشدبی‌رنگ

گلوکز→اسید‌پیروئیک→استوئین→بوتیلن‌گلیکول

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

لآلفانفتوومی‌شودتبدیلدی‌استیلبهاستوئیندرصد،۴۰پتاسیمهیدروکسیدوهوااکسیژن
%۵نفتولآلفابخشدواز VP معرف.می‌نمایدقرمزرنگتولیدونمودهعملکاتالیزوریکبه‌عنوان

.استشدهتشکیل%۴۰پتاسیمهیدروکسیدو

36
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برای.رودمیکاربهپروسکوئرژزوووردمتیلتستدوجهتکهرنگکمزردرنگبهومایعاستمحیطینیز MR-VP تست•

VP)آزمایش,ولیدبوتان۲و۳کنندهتولیدهایباکتریتشخیص سازپیشمادهتشخیصآزمایشاساسولیکنمیرودکاربه(

MR-VP)محیطدرموجودگلوکزازهاییواکنشطیکهباشدمی (کربینولمتیلاستیل)استوئینیعنیولیدبوتان۲و۳ )

.ماندمیباقیقرمزخنثیواسیدیمحیطدروشودمیزردبازیمحیطدرردمتیل.شودمیحاصل

37
سهیلا عباسی: تهیه کننده 



:مراحل انجام کار

.می‌دهیمکشت MR-VPمحیطدرراباکتریابتدا -۱

.می‌کنیمانکوبهسانتی‌گراددرجه۳۷درساعت۲۴مدتبهراآزمایشلوله -۲

زامجلولهدودرراکشتمحیطوباکتریمخلوطانکوباسیون،زمانشدنطیازپس -۳
.می‌کنیمتقسیم

واکنشوافزودهلوله‌هاازیکیکشتداخلبهقطره‌قطرهرا MR رنگقرمزمعرف -۴
نگرمعرفباشداسیدیمخلوطراهازتخمیردرصورتی‌که.می‌نماییمبررسیراایجادشده

.می‌گرددبی‌رنگمعرفقرمزرنگصورتاینغیردرمی‌کند،حفظاسیدی PH درراخود

به%۴۰پتاسقطرهدوونفتولآلفاقطرهششکشت، cc 2/5 ازایبهدیگرلوله‌یدر -۵
بدوندقیقه۲۰مدتبهآزمایشگاهدمایدرودادهتکانرامحیطمی‌شود،اضافهمحیط
کشتمحیطسطحدرباشدمثبت VP باکتریاگرمدتاینازپس.می‌دهیمقرارحرکت
38.می‌گرددظاهرنارنجیرنگ
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Methyl Red Test
A   B

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

39
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Voges Proskauer Test
A          B

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

40
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ژلاتینهیدرولیز
.نمایندذوباصطلاحاباهیدرولیزراژلاتینقادرندوبودهژلاتینازآنزیمدارایباکتریهاازبرخی
کتریاییباهایگونهازبسیاریشناساییوجداسازیبرایباکتری،درآنزیماینوجودعدمیاوجودبررسی
تولیدرازی.رودمیبکارباکتریهاازبعضیبودنپاتوژنبررسیبرایدیگرطرفاز.استکاربردیومفید

.باشدمیتباطاردربدندریافتنانتشاروهمبندبافتکلاژنتجزیهبرایباکتریتواناییبااغلبژلاتیناز
.شودمیاستفادهژلاتینوغذاییموادحاویعمیقهایلولهازژلاتینهیدرولیزبررسیبرای

تاگیرندمیقرارسانتیگراددرجه۴دمایدریخحمامیایخچالدروندرهاکشت،انکوباسیونازبعد
ازبعدیحتمزبورمحیط،باشدشدههیدرولیزژلاتیناگر.آیددرجامدشکلبهدوبارهمحیطبالایقسمت
پایینمایددردوبارهباشدنشدههیدرولیزژلاتیناگر.ماندمیباقیمایعبصورتبازهمیخچالدرگذاشتن

.آیدمیدرجامدشکلبه

اثردرشدهاتوکلاوژلاتینمحیطچسبندگیزیراباشندشدهتهیهتازهحتمابایدژلاتینکشتمحیطهای
41.دهدمیقرارتاثیرتحتراآزمایشجوابویابدمیافزایشآزمایشگاهدمایدرنگهداری

سهیلا عباسی: تهیه کننده 



:اساس آزمایش
ازینازژلاتآنزیمکشفجهتکهاستافتراقیمحیطیکژلاتینمحیط
ئینپروتمشتقاصلدرژلاتین.رودبکارمیژلاتینهیدرولیزطریق
ینژلات.شودمیافزودهمختلفهایمحیطبهکهاستحیوانیکلاژن
وشودمیهیدرولیزاشسازندهآمینهاسیدهایبهژلاتینازآنزیمتوسط

دهدمیدستازراخودژلاتینیخاصیت

42
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:لازموسایلومواد

کوسکواستافیلوساعته۲۴میکروبیکشت،(براثژلاتین)ژلاتین٪۱۵+براثنوترینتکشتمحیط
.سوزنیلوپآگار،نوترینترویبرآرئوس

:کارروش

عمقیبطریقهنظرموردمیکروبازاستشدهجامدبصورتیخچالدرکهژلاتینحاویلولهبهابتدا
(stab)درجه۳۷تورانکوبادرباکتریبدونشاهدلولهیکباهمراهآنراسپس.نماییدتلقیحسوزنیلوپبا

.دکنیبررسیرانتیجهیخچالدرگذاشتنباوکردهخارجاتوازرالولهیکبارساعت۲۴هر.دهیدقرار

ونشدهامدجدوبارهشاهدلولهخلافبرنیزیخچالدرشدهذوبژلاتینتمامیاقسمتیصورتیکهدرنتیجه
فیمنتستجواب،شودجامدیخچالدرمزبورمحیطکهصورتیدر.استمثبتتستجواب،بماندمایع
.شودکنترلروزهرهفتهیکتابایدالبتهواست

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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Gelatin Hydrolysis

44
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تست‌هیدرولیز‌نشاسته

درلازهاهیدرو.شوندمینامیدههیدرولازکهکنندمیتولیدآنزیمهاییباکتریهاازبسیاری•
اینازییک.شوندمیکوچکترمولکولهایبهبزرگآلیمولکولهایشکستنباعثآبحضور
مولکول.باشدمینشاستهشکستنبهقادرکهاستآنزیمیاگزوکهداردنامآمیلاز،آنزیمها
:استشدهتشکیلجزءدوازنشاسته

کهآمیلوپکتیندیگریواست(واحد۳۰۰تا۲۰۰)گلوکزازمنشعبغیرپلیمریکهآمیلوز•
-آلفاآنزیموجودبواسطهباکتریهاازبعضیدراینهادویهر.استمنشعببزرگپلیمریک

.آیدمیبدستگلوکزو،مالتوز،دکسترینوشوندمیهیدرولیزسرعتبهآمیلاز
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تست هیدرولیز نشاسته

میارادرااستاگزوآنزیمیککهآمیلازآنزیمهامیکروبازبعضی•
واریدساکدیبهوکردههیدرولیزرانشاستهاستقادرکهباشند

طریقازجذبقابلقندهااینکهکندتبدیلمونوساکاریدها
موردباکتریهایآنزیماندوتوسطنهایتاًوبودهباکتریغشای
.شودمیاستفادههاآنانرژیازوگیردمیقراراستفاده

سهیلا عباسی: تهیه کننده 

46



:معرف تست

د‌چون‌برای‌شناسایی‌تجزیه‌نشاسته‌از‌معرف‌ید‌استفاده‌می‌شو•
ید‌می‌–استه‌ید‌با‌نشاسته‌تولید‌کمپلکس‌بنفش‌یا‌آبی‌تیره‌نش

.کند
تی‌در‌صورت‌تجزیه‌نشاسته‌رنگ‌زرد‌ایجاد‌می‌شود‌که‌بعد‌از‌مد•

.بی‌رنگ‌می‌شود

سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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یکروبی‌،‌کشت‌م(بدیدوره‌)‌لوگل‌یایدمحیط‌کشت‌نشاسته‌آگار،‌محلول‌: مواد و وسایل لازم
(.باسیلوس‌سابتیلیس،‌اشرشیا‌کلی‌،‌سودوموناس‌آئروژینوزا)

:روش کار
باکتری‌محیط‌نشاسته‌آگار‌را‌به‌سه‌قسمت‌تقسیم‌کنید‌و‌در‌هر‌قسمت‌یک‌خط‌کوتاه‌از-۱

.‌های‌مورد‌نظر‌را‌بطور‌جداگانه‌در‌هر‌قسمت‌تلقیح‌کنید

.ساعت‌در‌انکوباتور‌قرار‌دهید‌۴۸تا‌۲۴ها‌را‌به‌مدت‌ت‌پلی-۲

.‌یدرشد‌باکتریها‌را‌یادداشت‌کنید‌و‌سپس‌روی‌آن‌لوگل‌ریخته‌و‌نتایج‌را‌ثبت‌کن-۳

: تفسیر نتایج

ست‌ها‌هیدرولیز‌شده‌است‌و‌جواب‌تنقاطی‌که‌شفاف‌دیده‌می‌شوند‌،‌نشاسته‌در‌آن‌قسمت
ته‌که‌در‌جاهایی‌که‌به‌رنگ‌آبی‌تیره‌دیده‌می‌شود‌یعنی‌هنوز‌نشاسته‌وجود‌داش.‌مثبت‌است

.با‌لوگل‌تولید‌کمپلکس‌رنگی‌را‌نموده‌است‌و‌جواب‌تست‌منفی‌است
سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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تست‌کاتالاز

منجرونمودهاحیاراO2کهباشندمیداراراپروتئینهاییفلاووباکتریهاازتعدادی•
هبترکیباتاین.شوندمیسوپراکسیدیا(H2O2)هیدروژنپراکسیدتشکیلبه

توانندمیوبودهشدیدکنندگیاکسیدقدرتباعواملیزیرا.هستندسمیشدت
برابرردراخودبتواندبایدباکتری.نمایندتخریبسرعتبهراسلولیاجزایهمه
آنزیمهاییاباکتریهازبسیاری.شدخواهدکشتهگرنهوکندمحافظتترکیباتاین

.کندمیمحافظتمواداینبرابردرراآنهاکهدارند
سوپراکسیدآنزیمهایمعمولااختیاریبیهوازیواجباریهوازیباکتریهای•

اکسیدپرهک)پراکسیدازباکاتالازآنزیمو(سوپراکسیدکنندهتخریب)دیسموتاز
50.باشندمیدارارا(بردمیبینازراهیدروژن



بنابراینوبودهآنزیمهاایندویهرفاقداجباریبیهوازیباکتریهایبیشتر•
.کندتحملرااکسیژنتوانندنمی

 H2O2مادهافزودنبواسطهتواندمیآنفعالیتوکاتالازآنزیمتولید•
۲۴تا۱۸)استشدهانکویهمناسبمیزانبهکهباکتریاییکشتبه

.شودمشخص(ساعت
بالادرکهیشیمیایواکنشباشد،شدهتولیدباکتریتوسطآنزیمایناگر•

اکسیژنحبابهایشودمیآزاداکسیژنگازتولیدباعثشدگفته
منفیجهنتینشاندهندهنبودشانوباشدمیتستمثبتجوابنشاندهنده

.است
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ثال،مبرای.باشدمیباکتریاییگروههایبینتمایزدرمفیدیصفتکاتالازیفعالیت•
باولیدهستنهممشابهمورفولوژینظرازدوهراستافیلوکوکوسوانتروکوکوسباکتریهای
ویمنفکاتالازانتروکوکوس،زیرا.دادتشخیصهمازراآنهاتوانمیتستاینازاستفاده

.باشدمیثبتکاتالازاستافیلوکوکوس

خوندارآگارکشتمحیطازکلنیبرداشتلذاداردوجودنیزقرمزگلبولهایدرکاتالازآنزیم•
درمحیطاینازهرگزاینبنابر.شدخواهدکاذبمثبتجوابایجادبهمنجرتستاینبرای
.شودنمیاستفادهتستاین

لنیکرویکاتالازآزمایشازلذاداردوجودزندهباکتریهایوتازهتهایشکدرکاتالازآنزیم•
میکاذبمنفیپاسخایجادزیراکنیدخودداری(ساعت۲۴ازبیشکشت)پیرونسمهای
.شود

درابهاییحبشودمیاستفادهپلاتینیومهایپلاتینفیلدوازکاتالازآزمایشبرایکهگاهی•
فیلدوازاستفادهلذا.گرددمیکاذبمثبتپاسخبهمنجرکهشودمیدیدهاکسیژنهآبقطره

قابلایهلولولامیصورتدوبهنیزتستاین.شودمیتوصیهنیکرومجنسازپلاتینهایی
سهیلا عباسی: تهیه کننده .استانجام
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:لازموسایلومواد•
خالصباکتریازتازهکشتنور،ازدوررنگیهایشیشهدرشدهتهیهتازه٪۳اکسیژنهآب

:کارروش•
یایکرومینلوپازاستفادهباراتازهکشتدرباکتریکلنیازمقداریوبرداشتهراتمیزلامیک:لامیروش•

ونمودهاضافهآنبه٪۳اکسیژنهآبقطرهیکسپس.گذاریممیلامرویبروبرداشتهچوبیاپلیکاتوریک
.نماییممیبررسیرا(حبابتولیدنتایجموقعهمانکنیممیمخلوط

ساعت۲۴مدتبهانکوباتوردرودادهکشتاسلنتکشتمحیطرویرانظرموردباکتریهای:ایلولهروش•
را٪۳اکسیژنهآبازقطرهچندودهیممیقرارایجالولهدروبرداشتهرامزبورهایلولهسپسدهیممیقرار
.کنیممیبررسیرانتایجسپسوریزیممیداردرشدباکتریکهاسلنتازمناطقیروی

:نتیجه•
ی‌باشدممثبتجوابوبالاواکنشانجاموکاتالازآنزیموجوددهندهنشاناکسیژنحباب‌هایسریعپیدایش•
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Catalase Test

+    -

Positive    Negative
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