
1آزمایشگاه باکتری شناسایی 
تری هاخصوصیات ماکروسکوپی باکبررسیآشنایی با اشکال مختلف کلنی باکتری ها و 
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دانشگاه اصفهان

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

آ زمایشگاه میکروبیولوژی



روشهایتشخیصمیکروارگانیسمها

:شاملعفونتباکتریاییعاملتشخیصمعمولوسنتیروش های

(گرمرنگ آمیزیمانند)میکروسکوپیمشاهده
مصنوعییمحیط هارویبرکشتپایهبرباکتریخصوصیاتفنوتیپیبررسی
وژیکسرولروش هایکمکباباکتریساختارهایضدآنتی بادی هایشناسایی
است(آنتی بیوگرام)ضدمیکروبیحساسیتتعیین.
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(آب،هواوخاک)هاازموادطبیعیجداسازیباکتری:عنوانآزمایش

هایموجوددرخاکجداسازیباکتری

:مقدمه   
یافتادزیتعدادبههاباکتریمخصوصامیکروارگانیسمها،مختلفانواعخاکدر
درهاآنازبسیاریکردجداخاکازتوانمیرافراوانیهایباکتریشوند،می

رناکیخطهایبیماریبروزسببنیزتعدادیوباشندمیمفیدزرراعتوکشاورزی
محیطده،شونجستجوباکترینوعگرفتننظردربا.باشندمیداموانساننزددر

معینیزمانمدتومشخصحرارتدرجهمانندخاصشرایطمخصوص،کشت
.کردجداراباکتریموفقیتبابتوانتابشوندرعایتباید
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:موادووسایللازمجهتانجامآزمایش

ترازوهای مختلف خاکنمونه
پی پت استریلمحیط کشت بلاد آگار

ای سرکجمیله شیشهمحیط کشت آگار مغذی 
بشر حاوی الکل محیط کشت آبگوشت غذایی

محلولهای رنگ آمیزی گرممیلی لیتر آب مقطر استریل 99ارلن حاوی 
محلولهای رنگ آمیزی اسپورل میلی لیتر آب مقطر استری9لوله آزمایش حاوی 
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:روش انجام آزمایش 

هایدانهوگیاهانلاشهحیوان،فضولاتوزائدموادکلیهازرانظرموردخاکنمونهابتدا
یکبارانظرموردخاکمواداینزدودنازبعدسپسوکردهپاکموادسایروسنگدرشت
بیاوریمبدستنرمخاکیکوکردهالکریزغربال
بهراشدهوزننمونهوکردهتوزینراخاکنمونهاینازگرمیکمقدارترازو،کمکبه

کانتخوبیبهراارلنآنگاهوکردهاستریلمقطرآبلیترمیلی99حاویارلنیکواردآرامی
.بشودیکنواختومخلوطمقطرآبباخوبیبهشدهاضافهنمونهتاداده
می10-6رقتتارقتتهیهبهاقداماستریلمقطرآبلیترمیلی9حاویهایلولهکمکبه

کنیم
راآزمایشموردرقتازلیترمیلی0/1مقداراستریلپتپییککمکبهآرامیبهسپسو
پسسوکردهاضافهدارخونآگاروآگارنوترینتکشتهایمحیطبهگازچراغشعلهکناردر
کنواختیطوربهراشدهاضافهنظرموردهاینمونهاستریلسرکجایشیشهمیلهیککمکبه
.کنیممیپخششدهیادکشتهایمحیطرویبر
10بهراهاکشتمحیطآنازبعدوشودمحیطجذبنمونهتاکنیدصبردقیقه15تا

.نمائیدمیاتوگذاریآزمایشموردهایباکتریجداسازیبرایزیرترتیب
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1- روز در دمای آزمایشگاه 5الی3محیط کشت نوترینت آگار به مدت

2- درجه سانتیگراد37ساعت در انکوباتور 24محیط کشت آگار خون دار به مدت.

رویسپسکردهورغوطهاتانولحاویظرفیدررامیله(spreader)سرکجایشیشهمیلهکردناستریلبرای
آتشولاتانتمامدهیداجازهوکنیددورشعلهازرامیلهسپس.بگریدآتشاتانولکهزمانیتادهیدقرارشعله
.شودخاموششعلهوبگیرد

داابتدیشپتریداخلدرهامیکروبکشتتهیهواتوگذاریزمانمدتشدنطیازبعد
حاویهکهاییپلیت.کنیممیکشتمحیطرویبرکردهرشدهایکلنیتعدادشمارشبهاقدام
نینهمچوآزمایشموردرقتبهتوجهباسپس.هستندشمارشقابلباشندکلنی300تا30

هایباکتریتعدادکشتمحیطبهشدهاضافهحجممیزانوشدهشمارشهایکلنیتعداد
:آویممیبدستزیرفرمولکمکباراآزمایشموردخاکنمونهازگرمیکدرموجود

-تعداد باکتری= تعداد کلنی شمارش شده بر روی محیط xعکس ضریب رقت  xعکس ضریب حجم مورد آزمایش

(CFU/g)های موجود در یک گرم از نمونه مورد آزمایش

CFU=colony forming unit
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45ار های شمارش شده در محیط کشت نوترین آگبرای مثال در صورتی که تعدادی کلنی
میلی  لیتر از این رقت به محیط کشت 0/1و همچنین مقدار 10-2عدد و رقت مورد آزمایش 

واهد بود ها در یک گرم از نمونه خاک مورد آزمایش برابر خباشد تعداد کلی باکتریاضافه شده 
:با 

x 100 x 10 45=4500=ها موجود در یک گرم از نمونه خاکتعداد باکتری

های موجود در یک گرم از نمونه خاک مورد آزمایش بعد از بدست آوردن تعداد باکتری
بعد از ها بر روی محیط کشت کرده و سپساقدام به بررسی خصوصیات ظاهری کلنی باکتری

ها اقدام به جداسازی و خالصمشخص کردن صفات ظاهری یا ماکروسکپی کلنی باکتری
.کنیمسازی آنها می
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:استها آورده شدهدر شکل زیر برخی از خصوصیات ظاهری کلنی
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هایموجوددرآبجداسازیباکتری

میکربهااززیادیانواعدارایزمینکرهسطحدرموجودهایآب
انواعا،اکروموباکتریفلاووباکتریا،میکروکوکها،پسودوموناس،مانند

.ستندههااسترپتومیستوهاانتروباکتراسپور،مولدهوازیهایباکتری

انواعنیزشهرهاداخلهایلولهوهارودخانهدرموجودهایآبدر
.باشندمیموجودنیزسولفاتوآهنبرموثرهایباکتری
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:مواد و وسایل لازم جهت انجام آزمایش 

پیپتاستریلهایمختلفآبنمونه
ای سرکجمیله شیشهمحیطکشتآگارخوندار

بشر حاوی الکلومحیطکشتائوزینمتیلبل
سانتریفیوژهایدهانگشاداستریلارلن

های رنگ آمیزی گرم و اسپورمحلوللولهآزمایشاستریل
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:نحوه انجام آزمایش
موردآبازگیرینمونهازبعدابتداآبازهاباکتریتعدادیجداسازیآزمایشانجامبرای

:نمودآبدرهاباکتریشناساییوجداسازیبهاقدامتوانمیروشدوبهآزمایش،
محیطرویبررارآزمایشموردآبازلیترمیلی0/1مقداراستریلپتپییککمکبه

اییشهشمیلهیککمکبهسپسوکردهاضافهبلومتیلائوزینوخوندارآگارکشت
تکشهایمحیطآنگاهونمودهپخشفوقهایمحیطرویبرراشدهاضافهنمونهسرکج

.دهیممیقرارسانتیگراددرجه37حرارتدرساعت48الی24مدتبهرافوق

اهریظخصوصیاتبررسیبهاقدامفوقمحیطرویبرهاباکتریهایکلنیرشدازبعد
ازلامتهیهبهاقدامهاباکتریسازیخالصوجداسازیازبعدآنگاهوکردههاکلنی
کردنمشخصوگرمروشبهآمیزیرنگعملانجامباونمودهشدهخالصهایکلنی

موردنمونهدرموجودهایباکترینوعشدهجداهاباکتریگرمواکنشومرفولوژی
ظیرنافتراقیمحیطازنبایدهرگزگرمآمیزیرنگجهت).نمائیممیمشخصراآزمایش
.(شوداستفادهبلومتیلنائوزین
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لاستریپتپییککمکبهراآزمایشموردآبازلیترمیلی5حدوددیگرروشدر
ونمودهسانتریفوژدقیقه5مدتبهراآنسپسونمودهاستریلآزمایشلولهوارد

کهکردتدقبایدالبتهریختهدورملایمتباراروییمایعسانتریفوژعملازبعدسپس
.بماندباقیلولهداخلدرمایعازکمیخیلیمقدار

مقداریلاسترپتپیکمکبهوماندهباقیمایعباحاصلرسوبکردنیکنواختازبعد
تکشمحیطهمچنینوخوندارآگارکشتمحیطداخلبهرارسوبازلیترمیلی0/1

بهراهشداضافهمایعسرکجایشیشهمیلهکمکبهوکردهاضافهبلومتیلائوزین
دماننفوقهایمحیطازآنگاهونمودهپخشفوقهایمحیطرویبریکنواختصورت
کنیممیهاباکتریشناساییوجداسازیبهاقدامقبل،حالت
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هایموجوددرهواجداسازیباکتری

ازهوادرموجودهایمیکروب.استهامیکروارگانیسمازمتفاوتیانواعواجدهوا
.شوندمیهواواردآبوخاکدیگر،حیواناتوانسانطریق

درموجودامیکروبهباشندمیزندهولینبودهفعالبیولوژیکینظرازهامیکروباین
ایهمیکروبازبرخی.کنندمیرشدمساعدشرایطومحیطدرگرفتنقرارازپسهوا

سپوماندهباقیهوادرفعالغیربصورتسالهابرایحتیباشندمیقادرهوادرموجود
.کنندرشدگیرندقرارمساعدشرایطدرکهصورتیدرزمانایناز

عمومیاماکندر.داردبستگیآنحملبههوادرموجودهایمیکروبتعدادونوع
دردموجوهایمیکروبجمعیت.استنقاطسایرازبیشترهواهایمیکروبتعدادمعمولا

ازهاستفادیاوبخصوصیشیمیائیمیکروبضدموادU.Vاشعه،کمکبهتوانمیراهوا
کردکمصافی

سهیلا عباسی:تهیه کننده

15



:ازعبارتنددارندوجودهوادرمعمولاکههاییباکتری

یوم،باکترکورینهسارسینا،ها،میکروکوکوسها،باسیلوس
هایباکتریبرعلاوهاستافیلوکوکوسفلاوباکتریوم،اکروموباکتر،

ازتوانمیهمراهاقارچازتعدادیاسپورهوا،درموجودمعمول
:ازعبارتندکهنمودجداهوا

رچقاآلترناریا،قارچسیلیوم،پنیقارچآسپرژیلوس،قارچ
.غیرهوکلادوسپوریومقارچپولولاریا،
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:موادووسایللازمانجامآزمایش

محیطکشتآگارخوندارفضاموردآزمایش
هایرنگآمیزیگرممحلول
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:نحوه انجام آزمایش
طمحیباهوامستقیمتماسروشگیردمیاستفادهموردبحثایندرکهروشی

.استکشت
30حدودبمدتنظرموردمحلدرراخوندارآگارکشتمحیطحاویپلیتدرب

محیطسطحبانظرموردمحلهوامدتایندرکهدهیممیاجازهونمودهبازدقیقه
ضایفمانندمختلفجاهایدرراکشتمحیطتوانمیمنظوراینبرایکندپیداتماس
فوقزمانمدتشدنسپریازبعد.داردقرارغیرهودستشوییفضایآزمایشگاه،داخل
دمایدرروز5الی3مدتبهراهامحیطوبستهراکشتمحیطحاویپلیتدرب

بهعشروکشتمحیطرویبرهاباکتریکلنیتادهیممیاجازهودادهقرارآزمایشگاه
درجه37حرارتدرساعت24مدتبهراکشتمحیطتوانمییاوکندرشد

نموداتوگذاریسانتیگراد
روشهبآمیزیرنگعملانجاموباکتریازلامتهیهباباکتریکلنیرشدازبعد

ابلزومصورتدرونمودهمشخصراجداشدهباکتریمرفولوژیوگرمواکنشگرم،
.ییمنمامیشناساییدقیقاراباکتریگونهوجنسبیوشیمیاییهایتستانجام
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برایگرمرنگ آمیزی)دادانجامدقیقهچندعرضدرمی توانراروش هااینازبرخیاگرچه
جداسازیبرایکافیتشخیصیقدرتودقتازاما،(باکتری هامیکروسکوپیمشاهده

.نیستبرخوردارعاملمیکروارگانیسم

نمی باشندارزشمندوقطعیباکتری،یکدقیقهویتتعیینبرایسنتیهایروشبنابراین.
صرفنیزامآنتی بیوگروفنوتیپیخصوصیاتبررسیمانندآزمایش هابرخیمورددرطرفیاز

استممکنسرولوژیکروش هایمانندآن هاازبرخیمورددرواستلازمزیادیوقت
.شودعفونتعاملقطعیتشخیصعدمسببمتقاطعواکنش های
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کروارگانیسـممیبررسـیدرابزارهـاقـویترینازیکـیملکـولیهـایتکنیـکملکولیمیکروبیولوژی-الف
هــاروشایــن.دارنــدهــاآنومشخصــاتنــوعتعیــیندربــالاییسـرعتکـهباشـندمـیهـا

روشتغییــردرباعــثوانــدکــردهایجــادشناســیمیکــروبآزمایشــگاهدربزرگــیتحــول
هـاروشیـنازابرخـیدر.اسـتشـدههـاآنمیـزانومشخصــاتهــا،میکروارگانیســمتشــخیص

.آوریمدستبرالازمنتایجساعتچندطیبالینینمونهازمسـتقیماًکـهاسـتشـدهسـببتوانـاییایـن

شودمیتقسیمبخش3بهاسیدنوکلئیکازاستفادهبراساسمولکولیمیکروبیولوژی.

1-روشایــنرد.باشــدمــینوکلئیـکاســیدتکثیـرازاســتفادهبـدونمیکروارگانیســمشناسـایی
یــکنوکلئاســیدونوکلئیــکاســیدپــروبیــکهیبریداســیونازحاصــلرنــگیــانــوراز

.شودمیاستفاده

2-آنزانومیــآنمشخصــاتمیکروارگانیســم،نــوعنوکلئیــکاســیدتکثیــرازاســتفادهبــا
.شودمیتعیین

3-(هــاونــهگتایپینــگ)میکروارگانیســمبــینارتبــاطتعیــینجهــتکــهملکــولیهــایروش
لمراحاینانجامازپس.باشندمیسلامتاپیدمیولوژیبرایمهمابزارهایازیکیشوند،میاستفاده
.اشدبمیآنالیزمتفاوتشده،اسـتفادهروشاسـاسبـرکـهشـوندمـیآنـالیزآمـدهدسـتبـهنتـایج
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