
توليد مثل در باکتری ها
توليد مثل به دو صورت غيرجنسی شامل جوانه زدن، قطعه قطعه شدن و تقسيم دوتايی و جنسی (آميختگی١) صورت می گيرد. 
آميختگی يا الحاق نوع ويژه ای از دريافت مادهٔ ژنتيکی است. مواد ژنتيکی به چند طريق شامل الحاق، دگرگونی يا انتقال بی واسطه٢، 
و انتقال با واسطه٣ بين باکتر ی ها منتشر می شوند. در همهٔ مکانيسم های انتقال، يک ياخته دهنده٤ وجود دارد که بخشی از مادهٔ وراثتی 
(DNA) خود را به ياخته گيرنده٥  می دهد. معمولاً پس از انتقال اين بخش از DNA ياخته دهنده جزوی از ياخته گيرنده می شود و 
بقيهٔ آن به وسيلهٔ آنزيم های درون ياخته ای تجزيه می گردند. انتقال مواد ژنتيکی در باکتری ها پديدهٔ متداولی نيست و تنها ممکن است در 

ميان يک درصد کل جمعيت باکتری رخ دهد. 
پديدۀ الحاق: اين پديده پيچيده ترين و در عين حال مهم ترين روش انتقال ژن در باکتری ها محسوب می شود و مطالعهٔ آن عمدتاً 
پلاسميد، که قطعهٔ DNA کوچک و حلقوی  اشرشياکلی صورت می گيرد (شکل ۲۵ــ۲). اين عمل با واسطهٔ  باکتری  با استفاده از 
است و مستقل از کروموزوم ياخته ای تکثير می يابد، انجام می شود. ژن های موجود در پلاسميد غالباً برای رشد ياخته حياتی و اساسی 
نيستند. در واقع اين پلاسميد حاوی ژن های سنتز کننده مژک های جنسی است که مسئول تماس و اتصال ياخته های دهنده و گيرنده 

                          Transduction ــ٣                                        Transformation ــ٢                                                Conjugation ــ١
 ـ ٥                                                           Donor ــ٤ High frequency ــ٦                                                  Recipient ـ

و انتقال پلاسميد هستند. 
طريق  از  ژنتيکی  اطلاعات  روش  اين  در 
انتقال  ديگر  ياختهٔ  به  ياخته ای  از  مستقيم  تماس 
می يابد ياخته دهنده يا نر دارای توانايی ايجاد مژک 
جنسی يا F را ياختهٔ F مثبت، و ياخته گيرنده يا مادهٔ 
فاقد آن را ياختهٔ F منفی می نامند. مژک F به صورت 
 DNA ٔيک عضو لوله مانند برای انتقال يک طرفه
انقباض  با  و  می کند  عمل  گيرنده  به  دهنده  ياخته  از 
خود موجب نزديک شدن دو ياخته به هم می شود.  
در اين روش DNA پلاسميدی به تنهايی يا به همراه 
از  برخی  در  می شود.  منتقل  کروموزومی   DNA
ياخته های F مثبت، عامل F، ضمن شکسته شدن، 
به کروموزوم ياخته ای وارد می شود. در اين حالت 
ياختهٔ  الحاق  هنگام  به  می گويند.    ۶  HFr را ياخته 
HFr به ياختهٔ F منفی، کروموزوم ياختهٔ HFr حاوی 
عامل F خرد می شود، همانند سازی می کند و تکثير 
کروموزوم  اين  جديدی از  نسخهٔ  نتيجه  می يابد. در 
يا بخشی از آن به ياخته گيرنده منتقل می شود. در 
اثر اين عمل، ياخته گيرنده F منفی می تواند صاحب 

ژن های جديدی شود.
شکل ۲۵ــ۲ مراحل پديدۀ الحاق در باکتری اشرشياکلی
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ژن ها طی فرآيند انتقال بی واسطه، به صورت DNA برهنه به 
باکتری ديگر منتقل می شوند (شکل ٢٦ــ٢). اين پديده نخستين بار 
روی  بر  مطالعه  هنگام  و  گريفيث  فردريک  توسط   ١٩٢٨ سال  در 
باکتری استرپتوکوکوس نومونيا بدون درک دقيق مکانيسم آن نشان 
داده شد. اين باکتری دارای دو نوع کپسول دار و بدون کپسول است 
که تنها نوع کپسول دار آن بيماری زاست. اين دانشمند درصدد ايمن 
حاوی  محلول  تزريق  از  استفاده  با  بيماری  اين  عليه  موش  سازی 
پنوموکوک بيماری زای کشته شده در دمای ٦٠ درجه سانتی گراد 
بود. او در حين انجام آزمايش های خود متوجه شد که موش تزريق 
ولی  نمی شود  مبتلا  بيماری  به  شده،  کشته  باکتری  نوع  اين  با  شده 
هنگامی که اين باکتری های کشته شده با نوع غير بيماری زای زنده، 
مخلوط و سپس تزريق شوند، موش ها به بيماری مبتلا می شوند. در 
می توان  مرده اند  بيماری  اثر  در  که  موش هايی  خون  در  حالت،  اين 
باکتری های کپسول دار را يافت. وی از اين آزمايش نتيجه گرفت که 
و   شده  زنده  ياخته های  وارد  بيماری زا  باکتری های  از  وراثتی  مواد 
آن ها را از نظر ژنتيکی به گونه ای تغيير داده اند که به نوع کپسول دار 

تبديل شده اند.
در طبيعت برخی از باکتری ها احتمالاً پس از متلاشی شدن، 
 DNA خود را در محيط، آزاد می کنند. بخش هايی از اين DNA
فيزيولوژيکی  شرايط  در  که  ديگر  باکتری های  به وسيلهٔ  می تواند 
مستعد١ دريافت و پذيرش  DNA ياخته دهنده باشند جذب شوند و 
در آن ها صفت يا صفات جديدی را ايجاد کنند. ياختهٔ دريافت کنندهٔ 
اين ژن ها نوعی ياخته نوترکيب٢ است. اين نوع دگرگونی ياخته ای 
در طبيعت تنها در ميان انواع محدودی از باکتری ها ديده می شود. 
انتقال مواد ژنتيکی از طريق الحاق با انتقال از راه دگرگونی دو تفاوت 
دهنده  ياخته  بين  مستقيم  تماس  الحاق به  دارد. يکی آن که  اساسی 
و گيرنده نياز دارد. ديگر آن که ياخته های جفت شده در الحاق بايد 
از دو نوع قابل جفت شدن باهم با واسطهٔ مژک های سطحی باشند، 
يعنی ياخته های دهنده بايد دارای پلاسميد و ياخته های گيرنده فاقد 

آن باشند.
از  باکتری ها،  بين  در  ژنتيکی  مواد  انتقال  مکانيسم  سومين 
طريق فرآيند انتقالِ باواسطه است. در اين فرآيند DNA  برهنه از 

Recombinant ــ٢                                            Competent ــ١

شکل ۲۶ــ۲ مراحل پديده دگرگونی در باکتری اشرشياکلی



ياخته ای به ياخته ديگر منتقل نمی شود بلکه به وسيلهٔ ويروس هايی به نام باکتريوفاژ۱ يا فاژ از ياخته های دهنده به ياخته های گيرنده می رود 
(شکل ۲۷ــ۲). در اين فرآيند، ويروس به ديوارهٔ ياختهٔ ميزبان متصل می شود و DNA خود را به درون آن تزريق می کند. به هنگام 
همانند سازی DNA ميزبان و DNA ويروس، کروموزوم باکتری شکسته می شود و بخشی از آن در داخل غلاف پروتئينی ويروس جای 
می گيرد. در اين صورت فاژ حاصله حاوی بخشی از DNA باکتری است. هنگامی که اين فاژها باکتری های جديد را آلوده می کنند 
بخشی از DNA باکتری قبلی را به باکتری های جديد منتقل می سازند. در اين انتقال هر بخشی از DNA باکتری اول و يا هر ژنی از 
باکتری دهنده می تواند به باکتری دوم يا باکتری گيرنده منتقل شود، لذا اين نوع انتقال را عمومی۲ می گويند. در انتقال اختصاصی۳ 

DNA ناحيهٔ خاصی از کروموزوم ميزبان به طور مستقيم وارد ژنوم ويروس می شود و جای گزين بخشی از ژنوم ويروس می گردد.

 ـ ٢                             Bacteriophage ــ١ Specialized transduction ــ٣                             Generalized transduction ـ

شکل ۲۷ــ۲ مراحل پديدۀ انتقال عمومی در باکتری اشرشياکلی
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بيماری های مهم باکتريايیبيماری های مهم باکتريايی
بيماری مزمن تنفسی طيور  

گونه های  توسط  است  شده  شناخته  عفونی  سينوزيت  نام  با  بوقلمون ها  در  که  مايکوپلاسموز٢  يا  طيور  تنفسی١  مزمن  بيماری 
ديوارهٔ  بدون   ،DNA دارای   هسته دار  ميکروارگانيسم های  کوچک ترين  مايکوپلاسماها  می شود.  ايجاد  مايکوپلاسما  باکتری 
سلولی و با توانايی رشد روی محيط های مصنوعی غنی شده هستند. اين باکتری اغلب ميزبان های محدودی دارد. چندين گونه از 
مايکوپلاسماهای پرندگان شناسايی شده اند. اما چهار گونهٔ آن در پرندگان اهلی بيماری ايجاد می کنند. عامل بيماری تنفسی در ماکيان 
مايکوپلاسما گالی سپتيکم٣ است که در اثر تماس مستقيم، پرندگان حامل، يا به وسيلهٔ تخم منتقل می شوند؛ به اين ترتيب که عفونت ناحيهٔ 
فالوس٤ در جنس نر به آلوده شدن منی و سپس مجرای تخم پرندهٔ ماده منجر می شود. زيان های اقتصادی چون کاهش کيفيت لاشه، 
کاهش مصرف دان، کاهش کيفيت و ميزان توليد تخم مرغ و افزايش هزينه های درمانی از عواملی هستند که بيماری فوق را به يکی از 

پرهزينه ترين مشکلات پيش روی صنعت توليد طيور در سراسر دنيا تبديل کرده اند. 
نخستين بار تشخيص دقيق اين بيماری در بوقلمون ها، در سال ١٩٠٥ ميلادی توسط دود٥ در انگلستان صورت گرفت. وی 
بيماری فوق را Epizootic Pneumoenteritis ناميد. در سال ١٩٣٥ ميلادی، نلسون ٦ اجسام کوکوباسيلی شکل مرتبط با بيماری 
در جوجه ها را شناسايی کرد و موفق شد آن ها را در جنين تخم مرغ، کشت بافت و همچنين محيط کشت فاقد سلول، رشد دهد. در 
سال ١٩٤٣ ميلادی، دلاپلان٧ واستارت٨  ميکروارگانيسم های فوق را از جنين جوجه های مبتلا به CRD جدا کردند. در اوايل دههٔ 
١٩٥٠ ميلادی،مارخام ٩  و وانگ ١٠و نيز وان روکل١١ و السيوک١٢ طی گزارش های جداگانه، کشت موفقيت آميز اين ميکروارگانيسم 

از جوجه و بوقلمون را اعلام کردند و آن را جزو گروه (Pleuropneumonia Mycoplasma Spp)  قرار دادند.
و  سرفه  کردن،  خرخر  و  تنفسی  صداهای  مانند  تنفسی  بيماری های  عمومی  نشانه های  و  رشد  کاهش  با  مايکوپلاسموز  بيماری 
عطسه، ترشحات چشم و بينی، آماس ملتحمه و تورم شديد کيسه های هوايی همراه است (شکل ٢٨ــ٢). در بوقلمون ها تورم سينوس های 
زير کاسهٔ چشمی ديده می شود. در جوجه های گوشتی (٨  ــ٣ هفتگی) نشانه ها آشکارتر از پرندگان بالغ بوده و بيماری شديدتر است. 
به طور معمول، تظاهرات کلينيکی اين بيماری به آهستگی گسترش می يابد و با تغيير هوا شدت آن نيز متغير است. دورهٔ بيماری طولانی 

است و ممکن است ماه ها ادامه داشته باشد. کاهش رشد و وضعيت فيزيکی ضعيف نشانهٔ وجود يک بيماری مزمن است.

Phallus ــ٤                            Mycoplasma galisepticum ــ٣                      Mycoplasmosis ــ٢                             CRD ــ١
 ـ ٥  ـ ٧                                      Nelson ــ٦                           Dodd ـ  ـ ٨                                                         Delaplane ـ Stuart ـ
 ـ ٩  ـ  ١٠                Markham ـ  ـ ١١                                     Wong ـ Olesiuk ــ١٢                                                    Van Roekel ـ

شکل ۲۸ــ۲ علايم بالينی بيماری مايکوپلاسموز در طيور شامل کاهش رشد، تورم صورت، و عفونت قرنيه وملتحمه



  در واقع، بيماری کيسهٔ هوايی١ بيانگر التهاب کيسه های هوايی بر اثر درگيری پرنده با مايکوپلاسماست. کيسه های هوايی ضخيم و 
کدر حاوی ترشحات مخاطی يا پنيری بوده و ممکن است در ديوارهٔ آن ها فوليکول های لنفوييدی تکثير يافته باشند (شکل ٢٩ــ٢). 

                M.iowae ــ٤                           M.meleagridis ــ٣                             M.synoviae ــ٢                            Air saculitis ــ١
 ـ ٦                                         Frey ــ٥ Phenol red ــ٧                         Choanal cleft ـ

شکل ۲۹ــ۲ يافته های کالبدگشايی بيماری مايکوپلاسموز درطيور

علاوه بر مايکوپلاسما گالی سپتيکم، که از نظر اقتصادی مهمترين مايکوپلاسمای پرندگان است، سويه های مايکوپلاسما سينوويه٢، 
مايکوپلاسما مله آگريديس٣، و مايکوپلاسما آيووا٤ نيز درواقع عوامل بيماريزای طيور شناخته  می شوند. مايکوپلاسما سينوويه در ماکيان 
و بوقلمون، و گونه های ديگر پرندگان در ايجاد بيماری تنفسی و تورم مفاصل دخالت دارد. مايکوپلاسما مله آگريديس فقط بوقلمون ها 

را مبتلا می کند و مايکوپلاسما آيووا موجب کاهش جوجه درآوری و بروز تلفات ديررس جنينی در بوقلمون می شود. 
شناسايی عامل بيماری: در انواع مختلفی از محيط های کشت مايع يا آگار که دارای تمامی اجزای موردنياز باکتری مانند 
گلوکز و همچنين عصارهٔ مخمرباشد مانند محيط فری٥، می توان مايکوپلاسماهای پرندگان را تکثير کرد. درصورتی که به اين محيط 
ميزان ١٠ تا ١٥ درصد سرم خوک، اسب يا پرندگانی که مدت سی دقيقه در دمای ٥٦ درجه غير فعال شده است اضافه شود، به محيط 

بسيار مناسبی برای رشد اکثر مايکوپلاسماها تبديل می شود. 
معمولاً کشت های مايع حساس تر از کشت های جامد هستند. نمونه های نای، شکاف شوان٦، قطعاتی از کيسه هوايی متورم، 
زرده و بخشی از غشای زرده، سوآب پنبه ای آغشته به ترشحات نای، کيسه هوايی و ساير بافت ها، مايع مفصلی و يا سينوس های متورم 
  pH،برای کشت و جداسازی باکتری مايکوپلاسما مناسب هستند. در صورت رشد مايکوپلاسما در محيط فری و يا گلوکز تخمير شده
رد٧  فنل  معرف  افزودن  با  محيط  در  اختصاصی  به صورت  باکتری  رشد  مشاهدهٔ  برای  خاصيت  اين  از  می يابد.  کاهش  کشت  محيط 
استفاده می شود. اين معرف در محيط اسيدی از قرمز به نارنجی يا زرد تغيير رنگ می دهد. پس از زرد شدن معرف، گرم خانه گذاری 
محيط های کشت نبايد ادامه يابد. زيرا برخی از گونه های مايکوپلاسما مانند مايکوپلاسما سينوويه نسبت به کاهش pH محيط و اسيدی 
آن حساس اند. اين باکتری در دمای ٣٧ درجه سانتی گراد و طی ٣ تا ٥ روز رشد می کند. اين درحالی است که در مواردی ممکن است 

جداسازی اين باکتری به زمان بيشتر و پاساژهای متوالی نيازمند باشد.
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گونه های مختلف مايکوپلاسما پرگنه های کوچک و صاف به قطر ٠/١ تا ١ ميلی متر با مرکز برآمدهٔ شبيه تخم مرغ نيمرو شده، ٤ 
تا ٥ روز پس از کشت ايجاد می کنند. اين ميکروارگانيسم را می توان به خوبی با رنگ گيمسا١ يا رنگ آميزی گرم رنگ آميزی نمود. 
مايکوپلاسما در زير ميکروسکوپ نوری به صورت کروی با اندازهٔ ٥/  ٠ــ٢٥  /  ٠ ميکرومتر ديده می شود (شکل ٣٠ــ٢). در بررسی با 

ميکروسکوپ الکترونی به دليل نبود ديوارهٔ سلولی، اشکال قمقمه ای، رشته ای يا اجسامی قطبی مشاهده خواهند شد.
گونه های مايکوپلاسما با استفاده از روش های سرولوژی مانند آگلوتيناسيون سرم بر روی پليت٢، بازدارندگی از هماگلوتيناسيون٣، 
و الايزا٤ و نيز روش های مولکولی شناسايی می شوند. غربال گری٥ گله های طيور از نظر آلودگی با مايکوپلاسماهای بيماری زا، با آزمايش

SPA انجام می شود. اگرچه اين آزمايش سريع و کم هزينه، حساسيت٦ زيادی دارد اما امتياز کمتری دارد. در نتيجه واکنش های مثبتِ 
کاذب٨ خواهد داشت. گله هايی که در آزمايش SPA، واکنش مثبت دارند بايد با آزمايش HI و يا کشت تائيد شوند.

 ـ ٢                       Giemsa ــ١ ELISA ــ٤                  Hemagglutination inhibition (HI) ــ٣                       Serum agglutination plate (SPA) ـ
 ـ ٥  ـ ٦                   Screening ـ         False positive ــ ٨                                                           Specificity ــ٧                                                             Sensetivity ـ
Mycobacterium bovis ــ١٠                   Tubercle ــ٩

الف) اَشکال کروی و درون سلولی مايکوپلاسما به رنگ بنفش تيره در زير ميکروسکوپ
 ب) کلنی ميکوپلاسما بر روی محيط کشت جامد

شکل ۳۰ــ۲  بيماری سل گاوی
بيماری سل در تمامی کشورهای دنيا گزارش شده است و خصوصاً در گاوهای نژاد شيری اهميت فراوانی دارد. اين بيماری در 
گاو با ايجاد توبرکل۹ های پيشرونده در اندام های مختلف بدن ناشی از آلودگی با مايکوباکتريوم بوويس۱۰ مشخص می شود. صرف نظر 
از مرگ ومير ناشی از بيماری سل، ميزان توليد شير در حيوانات آلوده به مايکوباکتريوم بوويس ۲۵ــ۱۰ درصد کاهش می يابد. بيماری 
سل گاوی از نظرگاه بهداشت عمومی در جوامع انسانی نيز حائز اهميت است. سهولت و فراوانی انتشار عامل بيماری به خصوص 
در محيط هايی که بيماری سل گاوی تحت کنترل نيست، می تواند اين بيماری را به يک بيماری مشترک مهم بين حيوان و انسان تبديل 
کند. علاوه بر گاو، انسان، بز و خوک نيز نسبت به آلودگی با اين باکتری حساس هستند اما گوسفند و اسـب نوعی مقاومت طبيعی را 
نشان می دهند. ميکروب سل از راه تنفس، خلط، مدفوع (از طريق جراحات روده ای و هم از طريق خلط بلع شده از جراحات ريوی)، 
شير، ادرار، ترشحات رحمی و واژن، و همچنين از طريق ترشحات عقده های لنفی باز شده به محيط دفع می شود. گاوهای با جراحت 

(ب)(الف)



پيشرفته بيماری انتشار دهنده های مشخص بيماری اند. زيرا باسيل ها از طريق اين دسته دام ها به نوعی با جـريان هوای تنفسی، پوست 
يا لومن روده در ارتباط هستند. ممکن است گاوها در مرحلهٔ اول بيماری پيش از آنکه هر گونه جراحتی نشان دهند، مايکو باکتريای 

زنده را از طريق موکوس بينی و نای خود دفع کنند. 
راه ورود باکتری، معمولاً از طريق تنفسی يا گوارشی است. راه تنفسی دروازهٔ هميشگی ورود باکتری در گاوهايی است که در 
جايگاه بسته (گاوداری) نگه داری می شوند. اين راه حتی در گاوهای موجود در چراگاه ها نيز روش انتقال آلودگی است. ايجاد آلودگی 
از طريق گوارشی در چراگاه ها به علت اينکه مدفوع می تواند غذا و آب آشاميدنی را آلوده کند، محتمل تر است. آب های آشاميدنی 
راکد، تحت شرايط طبيعی آب های تا ۱۸ روز پس از استفادهٔ آب توسط يک دام مسلول، ممکن است آلوده باقی بمانند. نوشيدن شير 
آلوده به وسيلهٔ دام های جوان يکی از روش های معمول انتشار بيماری سل است. آلودگی داخل رحمی (از راه جفت گيری) و آلودگی 
داخل پستانی (با استفاده از سيفون های آلودهٔ پستانی يا از طريق فنجانک های آلودهٔ ماشين های شيردوش) از راه های کمتر معمول 
آلودگی هستند. در دامداری هايی که دام ها به طور متراکم نگه داری می شوند احتمال انتقال آلودگی بيشتر است. در گاوهای گوشتی، 

به دليل وضعيت نگه داری آن ها، شدت آلودگی کمتر است.

شکل ۳۱ــ۲ دانۀ سلی تشکيل شده در مرحلۀ اوليه بيماری

شکل ۳۳ــ۲ برونکوپنومونی همراه با پرخونـی و چرک پنيری شکل در اطراف شکل ۳۲ــ۲ جراحات مزمن ريۀ محتوی مادۀ غليظ پنيری به رنگ زرد
جراحات ريوی

و  حساس اند  گاوی  سل  عامل  به  نسبت  کاملاًً  بزها 
چنانچه در مجاورت گله های گاو آلوده قرار گيرند بروز بيماری 
در نظر  مقاوم  دامی  گوسفند،  برسد.  نيز  درصد   ۷۰ تا  می تواند 
داده  نشان  نيوزلند  در  شده  انجام  تحقيقات  اما  می شود  گرفته 
است که بيماری سل می تواند تا ۵ درصد گله های گوسفند را 
آلوده نمايد. همچنين بيماری سل ممکن است در گوزن، آهو، 
همچنين  گاوميش، شتر، ميمون و ساير حيوانات يک منطقه و 
پرندگان بروز نمايد. همهٔ حيوانات فوق می توانند منشأ آلودگی 
برای گاو محسوب شوند (شکل های ۳۱ــ۲، ۳۲ــ۲و۳۳ــ۲).
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٥٥

جنس  و  باکترياسه  مايکو  خانوادهٔ  ميستال،  اکتينو  (راستهٔ  مايکوباکتريوم بوويس  گاوی  سل  عامل  بيماری:  عامل  شناسايی 
مايکوباکتريا) در برابر حرارت، خشـکی واغلب ضد عفونی کننده ها مقاوم است. تابش مسـتقيم نور خورشيد می تواند باعث تخريب 
باکتری شود. مايکو باکتريوم بوويس در گرما و رطوبت می تواند به مدت هفته ها زنده باقی بماند. اين باکتـری همانند همهٔ مايکو باکتريوم ها 
ديوارهٔ سلولی بسيار ضخيمی دارد و در لايهٔ سطحی خود از يک کپسول منتشر، يک ديوارهٔ دو لايه ای و غشای پلاسمايی تشکيل 
بقای ميکروب را در محيط های نامساعد (چه در محيط و چه در داخل سلول ميزبان) حفظ می کند. ديوارهٔ سلولی  شده که احتمالاً 
همانند  ليپيدهايی  همچنين  و  اسيد مايکوليک۱  و  آرابينوگالاکتان  پپتيدوگليکان،  از  ترکيبی  شيميايی  ساختمان  نظر  از  مايکوباکتريوم ها 
مايکوزيدها، فاکتور طنابی۲ و سـولفاليپيدها هستند، که در آسيب زايی باسيل های سل نقــش دارند. اجزای ديوارهٔ سلولی، خصوصاً 
اسيد مايکوليک، رنگ هايی نظير کربول فوشين۳ را حفظ می کنند و به هنگام رنگ زدايی به وسيلهٔ اسيـــدهای رقيق (پديدهٔ اسيد فست۴) 

موجب مقاومت باکتری می شوند.

رنگ آميزی اسيدفست يا زيل نلسنرنگ آميزی اسيدفست يا زيل نلسن٥
رنگ آميزی تشخيصی است که ميزان و درجهٔ مقاومت سلول های رنگ شده در برابر رنگ بری اسيدها را تعيين می کند. خاصيت 
مقاومت در برابر اسيدها در بعضی مايکوباکتريوم ها و اکتيوميست ها به مقدار زياد ليپيدی بستگی دارد که در آن ها موجود است. برای 
رنگ آميزی اين باکتری ها از حرارت و رنگی که گرايش قوی به سلول باکتری دارد استفاده می شود. در اين روش از محلول اسيد ــ 
الکل، که عامل بی رنگ کننده است، استفاده می شود و بعد هم رنگ آميزی دوم باکتری ها انجام می گردد. باکتری های اسيد فست، کندتر 

از ساير ميکروارگانيسم ها، در برابر اسيد ــ الکل بی رنگ می شوند و بعد از رنگ آميزی دوم، رنگ اوليهٔ خود را حفظ می کنند.
مواد و رنگ لازم جهت رنگ آميزی

١) رنگ کربول فوشين                     ٢) اسيد ــ الکل                    ٣) رنگ بلودو متيلن يا مالاشيت گرين
روش رنگ آميزی: بعد از تهيه، گسترش و ثابت کردن آن، رنگ فوشين را روی لام می ريزيم و به مدت ۵ دقيقه لام را از 
پايين به طور متناوب روی شعله حرارت می دهيم، به طوری که رنگ نجوشد و فقط بخار شود. با کم شدن رنگ بايد مجدداً رنگ 
را  آن  سپس  و  می بريم  فرو  الکل  ــ  اسيد  داخل  دقيقه  يک  حدود  را  لام  می دهيم.  شست شو  را  لام  شدن  سرد  از  پس  کرد.  اضافه 

 ـ ٥                      Acid fast ــ٤                     Carbol fushin ــ٣                         Cord factor ــ٢                        Mycolic acid ــ١ Neelsen ــ Ziehl ـ

شکل ۳۴ــ۲ رنگ آميزی زيل نلسن. مايکوباکتريوم اسيد فست به رنگ قرمز و ساير 
باکتری ها به رنگ سبز ديده می شوند

می کنيم  تکرار  آن قدر  را  عمل  اين  می دهيم.  شست  وشو 
به  را  متيلن  بلودو  رنگ  شود.  پيازی  پوست  لام  رنگ  تا 
مدت ۳۰ ثانيه روی لام می ريزيم و شست شو می دهيم، بعد 
نمايی  درشت  با  ميکروسکوپ  زير  را  لام  شدن  خشک  از 
× ۱۰۰ مشاهده می کنيم. باکتری های اسيد فست به رنگ 
ديده  آبی  رنگ  به  باکتری ها  ساير  و  آبی  زمينهٔ  در  صورتی 
گرين،  مالاشيت  رنگ  از  استفاده  صورت  در  می شوند. 
باکتری های اسيد فست به رنگ قرمز و ساير باکتری ها به 

رنگ سبز ديده می شوند (شکل ۳۴ــ۲).



بيماری پوسيدگی بالۀ ماهیبيماری پوسيدگی بالۀ ماهی
بيماری دم خوره يا پوسيدگی باله١ توسط باکتری های 
باکتری  اين  سلول های  می شود.  ايجاد  سودوموناس٢  گروه 
توليد  اسپور  و  غيرمتحرک اند  و  منفی  گرم  ميله ای  شکل، 

نمی کنند (شکل ٣٥ــ٢). 

 ـ ١ Inositol ــ٤                       Folic acid ــ٣                         Psedomonas ــ٢                            Fin rot ـ

شکل ۳۵ــ۲ رنگ آميزی گرم باکتری سودوموناس

آلودگی با سودوموناس باعث ريختن باله ها و فاسد شدن ماهی ها می شود. در اين بيماری باله های شنا و دمی ماهی دچار تغييرات 
می شوند و گاهی هم از بين می روند. در مرحلهٔ اوليهٔ بيماری پوسيدگی باله ها، خط سفيد کم و بيش واضح در طول لبه های خارجی بالهٔ 
شنا ظاهر می شود و به تدريج به سمت قاعدهٔ آن پيش می رود. کم کم قسمت هايی از لبهٔ خارجی بالهٔ شنا از بين می رود و شعاع های آن 
لخت می شود (شکل ٣٦ــ٢). باظهور زخم، لبهٔ خارجی در اثر تحليل رفتن نسوج نرم بين باله ها حالت رشته  رشته پيدا می کند (شکل 
٣٧ــ٢). در انتها، زخمی روی بدن ماهی باقی می ماند که در مرحلهٔ بعد، اين محل مورد هجوم اجرام ريزبينی ديگر مانند قارچ ها قرار 
می گيرد (شکل ٣٨ــ٢) و تا سر حد مرگ ماهی پيش می رود. اين حالت در ماهيان آکواريومی و آزاد ماهيان به وفور ديده می شود. 
تراکم زياد، دمای بالا، بدی تغذيه (کمبود اسيد فوليک٣ و اينوزيتول٤) و يا افزايش ويتامين A ممکن است باعث گسترش پوسيدگی 

باله و دم  شود.

شکل ۳۶ــ۲ خوردگی لبۀ خارجی بالۀ دمی در بيماری پوسيدگی دم ماهی
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٥٧

ساير بيماری های باکتريايی ماهيان عبارت اند از:
فرونکلوزيس١: يکی از شايع ترين بيماری های ميکروبی آزاد ماهيان است و توسط باکتری های گروه آئروموناس٢ ايجاد   
می شود (شکل های ٤٠ــ٢ و ٤١ــ٢). منظرهٔ ميکروسکوپی اين باکتری شبيه باکتری سودوموناس است. بيماری فرونکلوزيس با افزايش 
درجهٔ حرارت، کم شدن ميزان اکسيژن محلول در آب، وجمعيت زياد ماهيان ارتباط دارد. اين بيماری ممکن است در هر سنی ماهيان 

شکل ۳۷ــ۲ رشته رشته شدن بالۀ دمی در 
بيماری پوسيدگی دم ماهی

شکل ۳۸ــ۲ هجوم قارچ ها در بيماری پوسيدگی بالۀ ماهی

Aeromonas ــ٢                            Furunculosis ــ١

شکل ۳۹ــ۲ کورک پوستی در بيماری فرونکلوزيس آزاد ماهيان

را مبتلا سازد ولی در بين ماهيان انگشت 
 قدی شايع تر و خطرناک تراست. مهم ترين 
علامت اين بيماری تغييرشکل طحال است 
بی رنگ  کبد  می آيد.  در  قرمز  شکل  به  که 
سروزهای  تمام  در  وسيع  خونريزی های  و 
سطحی ديده می شود. ماهی تغذيه نمی کند 
روی  و  وارد  روده ها  داخل  به  خون  و 
می شود  ديده  متعدد  کورک های  پوست 
بيماری  مزمن،  درشکل  ٣٩ــ٢).  (شکل 
پوست  زيرين  قسمت های  به  کورک ها 
(شکل  می رسند  عضلات  به  و  می روند 

٤٠ــ٢).                        



بيماری باکتريال آبشش١: بيماری آبشش، که در آن آبشش کاملاً باز و قرمز رنگ و از حالت عادی خارج است و گاهی   
هم در زير آن خونريزی رخ می دهد، در اثر آلودگی به ميکسوباکتر٢ (شکل ٤١ــ٢) ايجاد می شود. 

در  عضلانی  آسيب  ۴۰ــ۲  شکل 
بيماری فرونکلوزيس آزاد ماهيان

 ـ ١ Myxobacteria ــ٢                             Bacterial gill disease (BGD) ـ

شکل ۴۱ــ۲ پرگنۀ ميکسوباکتر بر روی محيط کشت جامد و منظرۀ ميکروسکوپی آن

در ماهی بيمار طريقهٔ شنا کردن تغيير می کند و با سرعت به سطح آب می آيد، سپس بی حس می شود و آرام می گيرد. در مراحل 
می شوند  پريده  رنگ  و  می چسبند  به هم  به تدريج  آبششی  صفحات  می شوند.  متورم  آبشش ها  و  می گردد  بی اشتها  کاملاً  ماهی  اوليه، 
باز می شوند و تشکيلات کرکی ــ پنبه ای مانند، روی سرپوش های آبششی ظاهر می گردد، در نتيجهٔ  (شکل ٤٢ــ٢). آبشش ها کاملاً 
اين تغييرات شديد، تنفس ماهی ها مختل می گردد و باعث می شود به سطح آب بيايند. ادامهٔ روند اين بيماری تلفات  ماهی ها را به همراه 

خواهد داشت.               
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تغذيه ای  آبشش  بيماری  شامل  می شود،  ديده  ماهيان  در  آبشش  بيماری  ديگر  نوع  چندين  آبشش،  باکتريال  بيماری  بر  علاوه 
شن  دانه های  اندازهٔ  شريانی به  اتساع های  ظهور  با  هموراژيک، که  آبشش  بيماری  ايجاد می شود.  پانتوتنيک  اسيد  کمبود  اثر  در  که 
برانشيو  همچنين  است.  خونی  انگل های  و  حشره کش ها  شيميايی،  آلودگی های  آن  عامل  و  است  مشخص  آبششی  مويرگ های  در 
مايکوزيس بيماری آبششی است که در اثر آلودگی آبشش با قارچ ايجاد می شود. در تمام اين حالات، يکی از بارزترين نشانه ها افزايش 

ترشحات موکوسی در آبشش هاست. 
 بيماری باکتريال کليه١: هنگامی که درجهٔ حرارت افزايش يابد بيماری کليه بيشتر به صورت يک بيماری مزمن و پنهان بروز 
می کند. در ماهی مبتلا، برآمدگی حباب مانند و يا برجستگی به صورت مناطق بيضی و يا دايره ای شکل در طول خط پهلو ديده می شود 
(شکل٤٣ــ٢). پوست ماهی تيره می گردد و ماهی ها در اثر بدی تغذيه نيم کور يا کور می شوند. بعضی همه گيری ها در پاييز و بعضی در 

بهار رخ می دهد. مرگ  و مير تدريجی است ولی ناگهان افزايش می يابد. 
بيماری دهان قرمز٢: اين بيماری در قزل آلاهای رنگين کمان مشاهده می شود (شکل ٤٤ــ٢). عامل آن يرسينيا روکری٣   
است. قرمزی دهان و سرپوش آبشش و نيز ساقهٔ دم و پايهٔ باله ها، التهاب و تخريب فک ها علايم اوليهٔ بيماری هستند (شکل ٤٥ــ٢). 
ماهی بی حال می شود و به رنگ تيره درمی آيد. در موارد مزمن بيماری، خونريزی چشم و کوری اگزوفتالمی، حرکت بدون هدف، اتساع 

شکمی، رنگ پريدگی آبشش ها و لاغری ديده می شود (شکل ٤٦ــ٢).

الف) تورم و به هم چسبيدن صفحات آبششی
ب) رنگ پريدگی صفحات آبششی در بيماری باکتريال آبشش

شکل ۴۲ــ۲

(ب)(ب)(الف)(الف)

Yersinia ruckeri ــ٣                              Red mouth disease (RMD) ــ٢                               Bacterial kidney disease (BKD) ــ١

شکل ۴۳ــ۲ برجستگی بيضی شکل خط پهلو در بيماری باکتريال کليه



کشت و تکثير باکتری در آزمايشگاهکشت و تکثير باکتری در آزمايشگاه١ 
ميکروب يک موجود تک سلولی بوده و قادر است کليهٔ اعمال حياتی خود را به طور مستقل انجام دهد، بدون آن که نياز به  سلول 
ديگری داشته باشد. اين اصل بيانگر آن است که ميکروب ها هم به غذا، آب، موادآلی و معدنی احتياج دارند. به محيط مغذی که حاوی 
ونيتروژن،  کربن  منبع  حاوی  محيط  اين  می شود.  گفته  کشت۲  محيط  کند  تامٔين  را  آن  رشد  و  باشد  باکتری  يک  نيازمندی های  کليهٔ 
عناصر ضروری و ويتامين های مورد نياز باکتری است. برخی از انواع محيط های کشت، علاوه بر فراهم آوردن شرايط رشد و تکثير 
باکتری ها، دارای ترکيباتی هستند که در تشخيص و شناسايی  آن ها نيز کاربرد دارند. محيط های کشت به صورت پودر توليد شده و 

آمادهٔ مصرف هستند. 
برای به دست آوردن يک کشت موفق بايد شرايط مناسب برای رشد باکتری شامل مواد غذايی مورد نياز، دمای مطلوب رشد، 
رطوبت کافی، نمک های آلی، pH  مناسب و بودن يا نبودن اکسيژن فراهم شود. محيط های کشت به سه دسته تقسيم  می شوند: محيط 
کشت مايع۳، محيط کشت جامد۴ و محيط کشت نيمه جامد۵. محيط های کشت جامد به علت دارا بودن آگار۶ در ترکيب خود، جامد 
هستند. آگار (شکل ۴۷ــ۲) پلی ساکاريد خطی است که از بتا ــ دی گالاکتوز و ۳ــ۶ ان هيدروــ آلفا ــ الــگالاکتوز۷ تشکيل شده 

است.

شکل۴۵ــ۲ التهاب و تخريب فک ها در بيماری دهان قرمزشکل۴۴ــ۲ زبان قرمز و متورم ماهی قزل آلا در بيماری دهان قرمز

شکل۴۶ــ۲ خونريزی چشم و اتساع شکم در بيماری دهان قرمز مزمن

 ـ ٣                                    Culture medium ــ٢                                  In vitro ــ١                         Solid ــ٤                                Broth ـ
 ـ ٥  ـ  ٦                          Semi solid ـ  ـ٧                                                        Agar ـ  ـ Beta ـ  ـ D  ـ  ـ galactose + 3  ـ  ـ anhydro 6 ـ  ـ alpha   ـ  ـ L  ـ galactose  ـ
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٦١

آگار به وسيلهٔ تعدادی از جلبک های دريايی ساخته می شود 
انرژی  منبع  به صورت  را  آن  از  استفاده  توانايی  ميکروبی  هيچ  و 
ندارد. آگار با ساير ترکيبات موجود در محيط کشت مانند عصارهٔ 
گوشت، پپتون، قند، معرف ها، بازدارنده ها وغيره واکنش نمی دهد. 
رنگ  يا  ساختار  تغيير  نيز  اتوکلاو  در  شدن  سترون  از  پس  حتی 
سانتی گراد  درجهٔ   ۳۷ حرارت  ژلاتين،  خلاف  بر  آگار  نمی دهد. 
را، که برای رشد تمام باکتری های بيماری زا مناسب است، تحمل 
حدود  آن  شدن  بسته  دمای  و  درجه   ۹۵ آن  ذوب  دمای  می کند. 
۴۳ درجهٔ سانتی گراد است. مقدار آگار محيط کشت نيمه جامد 
نسبت به محيط جامد کمتر است و ۱ تا ۵٪ آگار دارد. اين نوع 
محيط های کشت، هنگامی که بررسی حرکت باکتری ها مورد نظر 

باشد، مورد استفاده قرار می گيرند.
برای انجام کشت در محيط مايع کافی است مقداری از 
نمونه به محيط اضافه شود. باکتری در محيط مايع پس از مدت 
يک نواخت،  کدورت  صورت  به  ساعت)   ۴ (حدود  لازم  زمان 
ظاهر  کشت  محيط  درسطح  ظريفی  پردهٔ  يا  و  غيريک نواخت 
می شود (شکل ۴۸ــ۲). در صورتی که باکتری در محيط جامد 
کشت داده شود، پس از طی مدت لازم، حدود ۱۸ تا ۲۴ ساعت 
به صورت پرگنه۱ درسطح محيط ظاهر می شود (شکل ۴۹ــ۲). 
به جز بعضی از مايکوباکترها، که زمان رشد آن ها سه تا شش هفته 
طول می کشد (شکل۵۰  ــ۲). در واقع مجموعه ای از باکتری ها 
نقاط  تشکيل  می کنند،  رشد  هم  کنار  کشت  محيط  روی  بر  که 
متفاوت  آن ها  اندازهٔ  که  می دهند  کشت  محيط  روی  برجسته ای 
بستگی  باکتری  تکثير  و  رشد،  ميزان  کشت،  محيط  به  و  است 

دارد. اين مجموعه را پرگنه می نامند. 

شکل ۴۷ــ۲ فرمول شيميايی باز آگار

Colony ــ١

در  چپ  سمت  لولۀ  در  شده  ايجاد  کدورت  ۴۸ــ۲  شکل 
مقايسه با لولۀ سمت راست بر اثر رشد باکتری

شکل ۴۹ــ۲ پرگنه های مختلف باکتری ها بر روی محيط کشت جامد



برای شناسايی اوليهٔ ميکروارگانيسم ها توجه به ويژگی های ظاهری پرگنه ضروری است (شکل ۵۱ــ۲). اين خصوصيات عبارت اند از:
در محيط های جامد (شکل ۵۲  ــ۲): 

شکل۱: گرد۲، نامنظم۳، رشته ای۴ يا ريزوييدی۵ است.
سوزنی  يا  نقطه ای  است،  ميلی متر  يک  از  کمتر  قطرشان  که  را،  (کلنی هايی  است؟  چقدر  ميلی متر  برحسب  پرگنه  قطر  اندازه: 

می نامند). 
 رنگ: پرگنه چه رنگی دارد و رنگيزه۶ٔ موجود در آن، محلول در آب است يا خير؟

سطح: آيا سطح پرگنه نرم۷ است يا خشن۸، کدر است يا شفاف و براق؟
برجستگی۹: ظاهر پرگنه برآمده، تخت وغيره است؟

لبه۱۰: اطراف پرگنه مضرس۱۱، صاف، چين خورده  و غيره است؟ 
قوام: آيا پرگنه به آسانی با آب آميخته می شود؟ در اين صورت، آيا محلول يک نواختی به دست می آيد يا اين که به صورت دانه 

دانه است؟ 
بو: پرگنه بودار و يا بدون بوست؟ 

در محيط های مايع
 مقدار رشد: کم، متوسط، زياد، رشدی وجود ندارد. 

 پرده۱٢ يا غشا 
 پرده يا پوسته ای بر روی سطح محيط مايع وجود ندارد.

 پرده بر روی سطح وجود دارد که ممکن است با تکان دادن پاره شود يا نشود. 
 کدورت۱٣: کدورت يک نواخت و يک سان است.

 ته نشست يا رسوب۱٤
 ته نشت وجود ندارد.

 ته نشست وجود دارد. در اين صورت يا با تکان دادن متلاشی می شود يا نمی شود.

شکل ۵۰  ــ۲ پرگنۀ باکتری مايکوباکتر بر روی محيط کشت جامد

 ـ ٤                        Irregular ــ٣                         Circular ــ٢                             Form ــ١ Rizoid ــ٥                          Filamentous ـ
 ـ   ٧                       Pigment ــ٦  ـ ٨                           Smoot ـ  ـ٩                             Rough ـ Margin ــ١٠                             Elevation ـ
Sediment ــ١٤                       Turbidity ــ١٣                       Pellicle ــ١٢                    Undulate ــ١١
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٦٣

شکل ۵۱  ــ۲ شکل، لبه و برجستگی های مختلف در پرگنۀ انواع باکتری ها

الف) پرگنۀ نامنظم     ب) پرگنۀ ريزوييدی     پ) پرگنۀ دارای رنگيزه         ت) پرگنۀ با ظاهر چين خورده           ث) پرگنۀ با سطح نرم           ج) پرگنۀ با لبۀ مضرس
شکل ۵۲  ــ۲ خصوصيات پرگنۀ باکتری بر روی محيط کشت جامد

(پ)(پ)(ب)(ب)(الف)(الف)

(ج)(ج)(ث)(ث)(ت)(ت)



باکتری ها را می توان بر روی محيط های مختلف، در پليت يا در لوله کشت داد. انتخاب نوع ظرف بستگی به نوع کشت دارد. برای 
کشت هايی که محيط آن مايع است از ظروف لوله ای استفاده می شود و محيط های جامد هم در پليت و هم در لوله کشت داده می شوند. 
بيشتر محيط های کشت که درپليت مصرف می شوند، محيط های کشت عمومی هستند که برای تهيهٔ مواد غذايی لازم جهت رشد باکتری 
ساخته شده اند. گاه محيط های کشت عمومی را با اضافه کردن اجزای مغذی مانند شير بی چربی، خون دفيبرينه گوسفند، زردهٔ تخم مرغ و 
سرم که موجب افزايش سرعت رشد باکتری های دير رشد می شوند، غنی می کنند. اين مواد مغذی را نمی توان با محيط اصلی اتوکلاو همراه 

کرد، زيرا حرارت ساختمان  آن ها را تخريب می کند. اين مواد، ضمن جداگانه سترون شدن، به محيط کشت اضافه می شوند. 

انواع محيط کشت انواع محيط کشت 
محيط های کشت را از نظر ترکيب شيميايی، دارا بودن مواد غذايی و يا مواد بازدارنده می توان به چند دسته تقسيم کرد: 

محيط کشت عمومی: محيط کشت عمومی برای تکثير و جداسازی باکتری ها بکار می رود. اين محيط ها کليهٔ مواد لازم   
را برای رشد باکتری دارند و حدود ٨٠٪ از باکتری ها می توانند در آن رشد کنند. اين محيط ها فاقد هرگونه مهار کننده و معرف اند، 
آگار  و  آگار٢،  نوترينت  آگار١،  کانت  پليت  نمی شود.  مشاهده  رنگی  تغيير  هيچ گونه  آن  روی  بر  مختلف  باکتری های  رشد  با  بنابراين 
تجزيه کنندهٔ  باکتری های  رشد،  تامٔين  بر  علاوه  خون دار،  آگار  محيط  در  هستند.  کشت  محيط های  اين گونه  از  خون دار٣مثال هايی 
آهن   خون مانند استافيلوکوکوس اورئوس٤ از باکتری های فاقد اين توانايی متمايز می شوند. باکتری های دارای خاصيت هموليز آنزيم 
هموليزين توليد می کنند. اين آنزيم در محيط آگار خون دار باعث پاره (ليز) شدن گلبول های قرمز می گردد و در نتيجه هاله ای شفاف 
اطراف کلنی باکتری مولد آن ديده می شود (شکل ٥٣  ــ٢). بسته به نوع باکتری يکی از اين سه حالت مشاهده می شود: هموليز کامل 
(β) که باکتری واجد هموليزين است واطراف پرگنه منطقه شفافی ايجاد می کند، هموليز ناقص (α) که باکتری واجد هموليزين است ولی 

نسبت ليز کمتر از ٥٠ درصد است و اطراف پرگنه هالهٔ سبز رنگ ايجاد می کند، عدم هموليز (γ) که باکتری فاقد اين آنزيم است.

 ـ ٢                                Plate count agar ــ١  ـ ٣                                Nutrient agar ـ S.aureus ــ٤                               Blood agar ـ

شکل ۵۳  ــ۲ هموليز کامل (نوع بتا) باکتری 
استافيلوکوکوس اورئوس روی محيط آگار 

خون دار
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٦٥

افتراقی  کشت  محيط های  کننده١:  جدا  يا  افتراقی  کشت  محيط های 
نشان  را  خود  خاص  صفات  آن  در  مختلف  باکتری های  که  هستند  محيط هايی 
می دهند و زمانی مورد استفاده قرار می گيرند که با باکتری هايی با شکل و مشخصات 
می شوند  موجب  که  دارند  ترکيباتی  ها  محيط  اين  هستيم.  مواجه  يک سان  اوليهٔ 
برخی از باکتری ها در مقايسه با باکتری های ديگری که در همان محيط کشت رشد 
که  براث٢  دکربوکسيلاز  ليزين  محيط  مانند  شوند.  ظاهر  متفاوتی  شکل  به  می کنند 
اين  می شود.  برده  به کار  آنتروباکترياسه ها  بين  تمايز  در  افتراقی  محيط  به صورت 
محيط توان اين باکتری ها را در دکربوکسيله کردن٣ اسيد آمينه ليزين تعيين می کند 
توليد  اسيد  گلوکز،  قند  تخمير  نتيجهٔ  در  ها  آنتروباکترياسه  همه  (شکل٥٤  ــ٢). 
می کنند و محيط را به رنگ زرد در می آورند. چنانچه يک باکتری اسيد آمينه مورد 
نظر را نيز دکربوکسيله کند آلکالين آمين و کادوارين٤ توليد خواهد شد. در نتيجهٔ 

قليايی شدن محيط، رنگ بنفش مشاهده خواهد شد. 

 ـ ٢                        Differential ــ١  ـ ٥                     Cadvarin ــ٤                  Decarboxylation ــ٣           Lysine decarboxylase broth ـ        Selective ـ
 ـ ٧          Conkey agar ــ Mac ــ٦  ـ ٨                         Mannitol salt agar ـ  ـ ٩                  Entrobacteriacae ـ Neutral red ــ١٠            Crystal violet ـ
 ـ١١ Salmonella ـ

توسط  ليزين  اسيدآمينه  شدن  دکربوکسيله  ۵۴  ــ۲  شکل 
باکتری و تغيير رنگ محيط به بنفش در اثر توليد آلکالين 

آمين و کادوارين

گروه  کشت  يا  جداسازی  برای  که  هستند  انتخابی  عامل  يک  دارای  مغذی  مواد  از  بعضی  انتخابی٥:  کشت  محيط های   
با جلوگيری از رشد ارگانيسم های ناخواسته، شرايط رشد سريع و مطلوب  خاصی از باکتری ها کاربرد دارد. عامل انتخابی معمولاً 
باکتری مورد نظر را فراهم می کند. وقتی عامل انتخابی به محيط کشت اضافه می شود در اين صورت محيط کشت را انتخابی می گويند، 
مانند محيط مک کانکی آگار٦ برای آنتروباکترياسه ها و يا محيط مانيتول سالت آگار٧ برای استافيلوکوک ها. محيط مک کانکی آگار 
محيط انتخابی  ــ افتراقی است که سبب رشد آنتروباکترياسه٨ ها و نيز افتراق باکتری های گرم منفی لاکتوز مثبت از باکتری های لاکتوز 
منفی می شود. عمل انتخابی محيط به رنگ کريستال ويوله٩و نمک صفراوی، که مانع رشد باکتری های گرم مثبت می شوند، بستگی 
کلی)  اشريشيا  (مانند  باشند  داشته  را  لاکتوز  از  استفاده  توانايی  اگر  می کنند  رشد  محيط  اين  روی  که  منفی  گرم  باکتری های  دارد. 
کلنی هايی به رنگ قرمز ــ صورتی خواهند داشت که ناشی از توليد اسيد از تخمير لاکتوز و جذب آن توسط معرف قرمز خنثا١٠ و 
تغيير رنگ معرف به قرمز است. کلنی باکتری هايی که قادر به تخمير لاکتوز نيستند (مانند سالمونلا١١) بی رنگ ديده می شوند (شکل 

٥٥  ــ٢). 

شکل ۵۵  ــ۲ رشد آنتروباکترياسه ها روی محيط مک کانکی 
از  منفی  لاکتوز  و  مثبت  لاکتوز  باکتری  دو  وتفريق  آگار 

يکديگر با ايجاد تغيير رنگ معرف فنل رد



کلريد   ٪  ٧/٥ حاوی  آگار  سالت  مانيتول  محيط 
سديم، قند مانيتول و معرف فنل رد است. غلظت بالای 
نمک آن عامل انتخابی شدن محيط و رشد نيافتن بسياری 
از باکتری ها می شود. استافيلوکوک اورئوس، علاوه بر 
اسيد  مانيتول  تخمير  با  می تواند  محيط،  اين  رشد  روی 
توليد کند که باعث کاهش pH می شود. در pH اسيدی 
فنل رد از قرمز به زرد تغيير رنگ می دهد (شکل ٥٦  ــ٢). 
ساير استافيلوکوک ها قادر به توليد اسيد نيستند و بر روی 

اين محيط کلنی های قرمز تشکيل می دهند. 

گونۀ  دو  و تفريق  آگار  سالت  مانيتول  محيط  روی  استافيلوکوک ها  رشد  ۵۶  ــ۲  شکل 
استافيلوکوک از يکديگر با ايجاد تغيير رنگ معرف فنل رد

محيط های کشت غنی شده۱: اين محيط ها معمولاً در مواردی به کار می روند که تعداد باکتری های مورد جست وجو در نمونهٔ 
مورد آزمايش کم باشد يا به دليل وجود باکتری های ديگر جدا کردن آن با اشکال مواجه شود. اين محيط ها امکان رشد برای باکتری ها 
را از نظر pH و مواد غذايی فراهم می سازند. مانند محيط کشت سلنيت F براث۲ که برای جدا سازی گونه های سالمونلا به کار می رود. 
منفی  گرم  باکتری های  از  بسياری  و  مثبت  گرم  باکتری های  رشد  از  و  است  صفراوی)  نمک  (يک  سديم  سلنيت  حاوی  محيط  اين 

جلوگيری می کند. ميزان تکثير سالمونلا در اين محيط، طی ۲۴ــ۱۲ ساعت اوليه، از رشد ديگر باکتری های روده ای سريع تر است.

روش تهيۀ محيط کشتروش تهيۀ محيط کشت
اولين گام در تهيهٔ محيط کشت برآورد ميزان کل محيط کشت مورد نياز است. اين مقدار از تعداد ظروف کشت و حجم مورد 
نياز محيط به ازای هر ظرف به دست می آيد. معمولاً برای هر پليت با اندازهٔ متوسط، ۲۰ ميلی ليتر محيط در نظر می گيرند. مطابق دستور 
کارخانهٔ سازنده، می توان مقدار لازم از محيط کشت را، که به صورت پودر است توزين و سپس با مقدار توصيه شدهٔ آب مقطر داخل 
ارلن، مخلوط کرد. برای توزين پودر با قرار دادن يک تکه کاغذ تميز بر روی ترازو و کاليبره۳ (صفر) کردن آن، به آرامی با يک قاشقک 
تميز و خشک، پودر را روی کاغذ می ريزند و وزن آن را می سنجند (شکل ۵۷  ــ۲ــ الف). آب مقطر را در يک مزور می ريزند و حجم 
دقيق آن را اندازه گيری می کنند. برای اين که پودر به کف ارلن نچسبد و در هنگام حرارت دادن نسوزد، ابتدا مقداری از آب مقطر را 
در ارلن می ريزند و سپس پودر را به آن می افزايند. معمولاًً حجم ارلن بايد دوبرابر حجم محلول محيط کشت باشد تا در زمان حرارت 

دادن و به جوش آمدن، سرريز نگردد. هم زمان با تکان دادن ارلن، بقيهٔ آب مقطر نيز افزوده می شود. 
و  شعله  روی  بر  پخش کن  شعله  توری  يک  قرار دادن  با  منظور  اين  به  داد.  حرارت  را  محلول  بايد  آگار،  کامل  انحلال  برای 
 ـ  ب) ارلن حاوی محيط کشت به آرامی حرارت داده می شود تا زمانی که محيط بجوشد اما کف  يا استفاده از هيتر۴ (شکل ۵۷ــ۲ـ
حرارت  است.  جوش  بن ماری  در  آن  دادن  قرار  کشت،  محيط  گرفتن  ته  از  جلوگيری  برای  روش  بهترين  نشود.  سرريز  و  نکند 

Hiter ــ٤                    Calibrate ــ٣                           Selenite F broth ــ٢                                 Enrichment ــ١
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دادن بايد تا شفاف شدن کامل محلول ادامه يابد. 
با  را  پنبه  و  بپوشانند  پنبه  با  را  ارلن  دهانه  سپس 
فويل آلومينيومی محکم می کنند. اگر هدف تهيهٔ 
نيازی  دادن  حرارت  به  باشد  مايع  کشت  محيط 
حجم های  در  محيط  صورت،  اين  در  نيست. 
و  تقسيم  سترون  آزمايش  لوله های  در  نظر  مورد 
می شود.  مسدود  پنبه  يا  درپوش  با  لوله ها  دربِ 
برای جلوگيری از پريدن پنبه ها سر لوله ها با کاغذ 
پوشانده می شود. سپس ارلن يا لوله های حاوی 
دقيقه   ۱۵ مدت  به  اتوکلاو  در  را  کشت  محيط 
در دمای ۱۲۱ درجهٔ سانتی گراد قرار می دهند تا 

سترون شود (شکل  ۵۸  ــ۲).
به  که  را،  کشت  محيط های  از  بعضی 
آگار۱)،   SــS محيط حساس اند (مانند  بالا  دمای 
نمی توان در اتوکلاو قرار داد. روش سترون سازی 
بيان  سازنده  کارخانهٔ  توسط  ها  محيط  قبيل  اين 

شده است.
 

الف) توزين پودر محيط کشت
ب) حرارت دادن محيط کشت برای حل شدن کامل آگار

شکل ۵۷  ــ۲

(ب)(ب)(الف)(الف)

شکل ۵۸  ــ۲ محيط کشت سترون شده

Shigella agar ــ Salmonella ــ١



روش کشت در محيط مايعروش کشت در محيط مايع
با سوزن کشت با نوک حلقه ای (لوپ۱) يا آنس و يا توسط پی پت صورت  ديگر، معمولاً  باکتری از محيطی به محيط  انتقال 

می گيرد. برای کشت باکتری در محيط مايع:
۱ــ لوپ را در دست راست و طوری روی شعله بگيريد تا سرخ رنگ شود. گرم کردن لوپ بايد تدريجی باشد، زيرا دمای   

زياد باعث می شود باکتری به اطراف و يا به صورت آزمايش کننده پاشيده شود. 
۲ــ چند ثانيه صبر کنيد تا لوپ سرد شود.   

۳ــ محيط حاوی باکتری (لوله يا پليت) را در دست چپ بگيريد و درپوش لولهٔ آزمايش محتوی باکتری را توسط انگشت   
کوچک و کف دست برداريد و تا پايان کار آن را در همين حالت داشته باشيد (هرگز نبايد در پوش را روی ميز قرار داد). 

۴ــ دهانهٔ لولهٔ آزمايش را مقابل شعله نگاه داريد. برداشت ميکروب بايد در نزديکی شعله انجام شود. دهانهٔ لوله را چند بار از   
روی شعله عبور دهيد تا سترون شود، دقت کنيد درب لوله را بيش از حد باز نگه نداريد. پس از برداشت، دهانهٔ لولهٔ آزمايش را کمی 

حرارت دهيد و درپوش آن را بگذاريد. 
۵  ــ لولهٔ حاوی محيط کشت را در دست چپ بگيريد و دهانهٔ آن را روی شعله سترون کنيد.   

۶ ــ نوک آنسِ آلوده به باکتری مورد نظر را داخل محيط فرو ببريد و به آرامی تکان دهيد تا باکتری ها در محيط پخش شوند،   
در مواردی که باکتری را از محيط کشت جامد برمی داريد، با نوک آنس کمی از پرگنه را برداريد و با رعايت مواردی که گفته شد آن 

را داخل محيط مايع فرو ببريد و به آرامی هم بزنيد تا همگن شود.
۷ــ دهانهٔ لوله را مجدداً با شعله سترون کنيد و دربِ آن را بگذاريد.   

۸  ــ پس از پايان کشت، آنس را روی شعله سترون کنيد و آن را در جای خود قرار دهيد.   
۹ــ محيط کشت را در گرم خانه قرار دهيد.  

روش تهيۀ محيط  کشت جامد پيش ريخته
متناسب با باکتری ها و آزمايش های مورد نظر، می توان محيط های کشت جامد را در پليت، لوله يا در ظروف ديگر تهيه کرد. 

اگر حجم زيادی از محيط کشت جامد پيش ريخته مورد نياز است بايد از چند ارلن کوچک به جای يک ارلن بزرگ استفاده 
 ـ ۴۵ درجهٔ  کرد، اين عمل باعث سهولت تقسيم محيط کشت در پليت ها می شود. برای توزيع در پليت بايد دمای محيط کشت حدود ۵۰  ـ
سانتی گراد باشد (اگر دما بالاتر باشد بخار زيادی روی درب پليت جمع می شود). بهترين راه برای حفظ اين دما، استفاده از بن ماری 

۵۰  درجه است. بهتر است توزيع محيط کشت در پليت ها زير هود بيولوژيک انجام شود.  
در صورت استفاده از ميز آزمايشگاه، قبل از انجام کار بايد ميز را با ساولون ضد عفونی کرد(شکل ۵۹  ــ۲). چنانچه تعداد پليت ها 
کم باشد، يک شعله روی ميز کار کافی است و اگر تعداد پليت ها زياد باشد آن ها را بين دو شعله می چينند، به طوری که درب  آن ها رو به بالا 
باشد. با رعايت شرايط سترون، مقدار ۱۵ تا ۲۰ ميلی ليتر از محيط کشت در پليت های سترون ريخته می شود. پس از ريختن محيط در 
پليت ها درب آن ها را می گذارند و روی ميز کار قرار می دهند. بعد از بسته شدن آگار می توان پليت ها را وارونه کرد تا سرد شوند. پليت های 

آماده شده را می توان درون کيسه پلاستيکی قرار داده و دربِ کيسه را محکم بست و سپس در يخچال نگه داری کرد. 

 ـ ١ Loop ـ
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شکل ۵۹  ــ۲ توزيع محيط کشت در پليت در روی ميز کار آزمايشگاه

کشت بر روی محيط جامد پيش ريخته در پليت کشت بر روی محيط جامد پيش ريخته در پليت 
کشت بر روی محيط جامد پيش ريخته در پليت به سه صورت انجام می شود (شکل ٦٠ ــ٢):

محيط  سطح  روی  بر  آنس  توسط  خطی  طور  به  را  باکتری  می توان  روش  اين  با  جامد:  محيط  سطح  روی  بر  خطی  کشت 
سطح  روی  را  آن  و  برمی دارند  را  باکتری  پرگنه  از  مقداری  شده  سترون  آنس  يک  به وسيلهٔ  ابتدا  که  ترتيب  اين  به  داد.  کشت  جامد 

شکل ۶۰  ــ۲ کشت پليت حاوی محيط جامد در زير هود بيولوژيک

محيط به صورت خط های موازی و در چند جهت می کشند.
تک  کلنی های  آوردن  به دست  برای  خطی  کشت های  در 
می توان پليت را به چهار قسمت تقسيم کرد. در قسمت اول 
ابتدا نوک لوپ را که محتوی پرگنهٔ باکتری است به صورت 
خط های موازی و تقريباً روی هم می کشند و بعد خطوط را 
در قسمت دوم از انتهای خطوط منطقهٔ اول در جهت ديگر 
ادامه می دهند. در منطقهٔ سوم و چهارم هم به همين صورت 
وقتی  که  است  اين  روش  اين  خصوصيت  می کنند.  عمل 
خطوط موازی روی سطح محيط کشيده می شوند از تراکم 
باکتری ها کاسته می شود و در منطقهٔ ديگر، وقتی از انتهای 
خط منطقهٔ قبلی استفاده می شود در واقع تراکم بسيار کمتری 
از باکتری ها وجود دارد. به اين ترتيب در منطقهٔ آخر می توان 
خالص  پرگنهٔ   که  ۶۱ــ۲)،  (شکل  داشت  تک»  «پرگنه های 
پرگنه های  می توان  گرم خانه گذاری  از  پس  می شوند.  ناميده 



رشد يافته بر سطح محيط کشت را مشاهده کرد. برای انجام 
لولهٔ  داخل  را  آنس  يک بار  فقط  مايعات،  از  خطی  کشت 
ريخته  پيش  محيط  روی  را  آن  و  می کنند  باکتری  محتوی 

قرار می دهند. سپس مراحل فوق انجام می شود.      
 کشت در سطح محيط جامد: روش کشت سطحی 
آلودگی،  به  مشکوک  آب  يا  شير  مانند  مايعات،  برای  بيشتر 
کاربرد دارد. در اين روش با استفاده از پی پت سترون، مقدار 
محيط  سطح  روی  بر  را  باکتری  از  معينی  رقت  از  مشخص 
جامد می ريزند و با کمک آنس يا ميلهٔ مخصوص آن را کاملاً در 
سطح محيط پخش می کنند (شکل ۶۲ــ۲). بايد توجه داشت 

که هنگام انجام اين کشت، سطح محيط خشک باشد.        

شکل ۶۱  ــ۲ کشت خطی بر روی محيط جامد و ظهور کلنی های تک از باکتری

شکل ۶۲  ــ۲ پخش کردن مايع روی سطح محيط کشت

 ـ  ۱۵ ميلی ليتر   کشت آميخته۱: در اين روش ميزان يک ميلی ليتر از کشت مايع باکتری را درکف پليت سترون می ريزند و ۲۰ـ
از محيط کشت مورد نظر، که قبلاً سترون شده و حرارت آن به حدود ۴۵ درجهٔ سانتی گراد رسيده است، اضافه می کنند. مايع و محيط 
کشت با حرکات دورانی (به صورت عدد ۸ انگليسی) کاملاً با هم مخلوط می شوند. در صورت لزوم باکتری را با لايهٔ نازکی از همان 

محيط کشت می پوشانند که دراين حالت به آن کشت دولايه۲ گفته می شود.

Bilayer culture ــ٢                             Pour plate ــ١
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کشت جامد در لوله کشت جامد در لوله 
 کشت عمقی يا عمودی١: حدود ٥ تا ١٠ ميلی ليتر از محيط کشت را در لولهٔ آزمايش می ريزند و به طور عمودی قرار می دهند تا 
آگار ببندد و محيط کشت سرد شود. سپس توسط سوزن کشت يا آنس نوک تيز سترون شده در کنار شعله، از پرگنهٔ باکتری مقداری را 
برمی دارند و آن را به صورت عمودی در مرکز اين محيط تا انتها فرو می برند. آنس بايد بدون هيچ گونه تغيير حالتی از همان مسير خارج 
انتهای  رشد آن هاست. در  چگونگی  اکسيژن و  نيازمندی به  براساس  باکتری ها  تقسيم بندی  محيط های کشت  اين گونه  ويژگی  شود. 
محيط کشت درون لوله، ميزان اکسيژن کمتر از قسمت سطحی آن است. چنانچه باکتری هوازی باشد رشد آن در قسمت سطحی بيشتر 
است و اگر بی هوازی باشد رشد آن در قسمت عمقی بيشتر خواهد بود. نمونهٔ کشت عمودی، محيط کشت ٢SIM است. با استفاده 
از اين محيط می توان سه خصوصيت مختلف باکتری، يعنی توليد هيدروژن سولفوره، توليد اندول و حرکت را به طور هم زمان ارزيابی 
کرد. سياه شدن محيط نشانهٔ توليد گاز هيدروژن سولفوره توسط باکتری و واکنش آن با سولفات آهن و در نتيجه تشکيل رسوب سياه 

 ـ ٣                    Motility ــ Indol ــ Sulfide ــ٢                                  Stab culture ــ١             Kovacs ـ
 ـ ٦                             Slant (slope) culture ــ٥                           Tryptophanase ــ٤   Triple Sugar Iron agar (TSI) ـ

SIM شکل ۶۳  ــ۲ توليد هيدروژن سولفوره، توليد اندول و نبودن حرکت در محيط

کواکس٣  معرف  افزودن  باکتری، با  اندول توسط  توليد  رنگ سولفور آهن است. 
است  رديابی  قابل  کشت  سطح  در  ارغوانی  رنگ  ظهور  و  محيط  به  کلروفرم  و 
(شکل ٦٣ــ٢). باکتری های دارای آنزيم تريپتوفاناز٤ قادرند طی سری واکنش های 
شيميايی، تريپتوفان موجود در پپتون محيط را اکسيد کنند و اندول استيک توليد 
نمايند. نيمه جامد بودن محيط اجازهٔ پخش شدن و در نتيجه کدر نمودن محيط را 
به باکتری های متحرک می دهد. باکتری های فاقد حرکت فقط مسير خط کشت را 
کدر می کنند. درصورتی که باکتری کشت شده متحرک باشد و هيدروژن سولفوره 

نيز توليد کند، رنگ سياه در محل رشد باکتری پخش می شود.

 کشت شيب دار٥: حدود ٥ ميلی ليتر از محيط کشت جامد ذوب شده در لولهٔ آزمايش ريخته می شود و پس از سترون کردن، 
لوله ها را به صورت کج به گونه ای می خوابانند که سطح محيط کشت شيب دار باشد. باکتری مورد نظر را با سوزن کشت در عمق و 
سطح محيط يا به وسيلهٔ آنس در سطح شيب دار کشت می دهند. با آنس نوک تيز با حفظ شرايط سترون از پرگنه باکتری برمی دارند 
و در کنار شعله، نوک آنس را ابتدا به صورت عمودی وارد قسمت عمودی محيط کشت می کنند و بعد به آرامی آن را از همان مسير 
خارج می سازند. سپس بدون اين که نوک آنس از محيط جدا شود آن را به حالت زيگزاک روی سطح شيب دار می کشند. اين روش 
برای تشخيص سويه های باکتری ويژگی فوق العاده ای است. مثلاً ممکن است درکشت يک نوع باکتری، رنگ قسمت عمودی محيط 
کشت تغيير کند که نشانهٔ بی هوازی يا بی هوازی اختياری بودن باکتری است. اگر باکتری فقط در قسمت شيب دار رشد نمايد و رنگ 
آن قسمت تغيير می کند، که نشانهٔ هوازی بودن آن است. نمونهٔ آن محيط سه قندی آهن دار٦ است. اين محيط افتراقی برای شناسايی 
باسيل های گرم منفی براساس توانايی تخمير قندهای لاکتوز، گلوکز، سوکروز و نيز توليد گاز SH2 به کار می رود. در نتيجهٔ احيای 
تيوسولفات سديم، SH2 توليد می شود. اين گاز با سولفات آمونيوم فريک محيط ترکيب می شود و رسوب سياهی را ايجاد می کند. 

تخمير قندها با تغيير رنگ معرف فنل رد نشان داده می شود (شکل ٦٤ــ٢). 



تعيين تعداد باکتری هاتعيين تعداد باکتری ها 
سنجی  کدورت  روش  سنجی.  کدورت  و  کلنی  شمارش  مانند  دارد،  وجود  متعددی  روش های  باکتری  تعداد  تعيين  برای 
ازساده ترين روش های تعيين تعداد باکتری ها در محيط مايع حاوی باکتری است. برای سنجش کدورت سوسپانسيون می توان کدورت 
آن راتوسط دستگاه کدورت سنج١ اندازه گيری کرد،  سپس آن را با جداول مربوطه مقايسه و تعداد باکتری ها را اعلام نمود. می توان 
کدورت را با استفاده از لوله های کدورت استاندارد (روش مک فارلند٢) و به طور چشمی مقايسه کرد. برای اين منظور، براساس 
جدول زير لوله های مک فارلند را با مخلوط کردن مقادير متفاوت از اسيد سولفوريک ١ درصد و کلريد باريم ١ درصد تهيه کنيد. لولهٔ 

مورد آزمايش را در کنار هر يک از ده لوله استاندارد قرار دهيد و ميزان کدورت آن ها را با هم مقايسه کنيد.

١٢٣٤٥٦٧٨٩١٠

(ml) ٠/١٠/٢٠/٣٠/٤٠/٥٠/٦٠/٧٠/٨٠/٩١کلريد باريم

(ml) ٩/٩٩/٨٩/٧٩/٦٩/٥٩/٤٩/٣٩/٢٩/١٩اسيد سولفوريک

٣٦٩١٢١٥١٨٢١٢٤٢٧٣٠تعدادتقريبی باکتری

رنگ های مورد استفاده در آزمايشگاه باکتری شناسیرنگ های مورد استفاده در آزمايشگاه باکتری شناسی
رنگ های حياتی مورد استفاده در آزمايشگاه باکتری شناسی در سه گروه طبقه بندی می شوند:

الف) رنگ های اسيدی: رنگ های اسيدی آنيونی و دارای کروموژن منفی هستند و با قسمت هايی از سلول که دارای بار 
مثبت اند، مانند پروتئين ها، ترکيب می شوند. از اين رنگ ها می توان به اسيد پيريک، قرمز کنگو و فوشين اسيدی اشاره کرد.

زيادی  مقدار  سوکروز  و  لاکتوز  نيز  و  گلوکز  تخميرکنندۀ  باکتری   :۱ شمارۀ  لولۀ 
اسيد توليد کرده و رنگ محيط را زرد کرده است. توليد گاز همراه با ايجاد ترک 

و حباب در محيط است.
لولۀ شمارۀ ۲: مواد قليايی در اثر دکربوکسيلاسيون اکسيداتيو پپتون توليد شده 
و مقدار کم اسيد توليد شده در سطح را خنثا کرده است. بنابراين بالای لوله، قرمز 

و ته آن زرد است.
لولۀ شمارۀ ۳: باکتری کشت داده شده قادر است گاز SH2 توليد کند.

لولۀ شمارۀ ۴: تغيير نکردن رنگ محيط نشان دهندۀ تخمير نشدن قندهاست که در 
اين صورت احتمالاً باکتری آنتروباکترياسه نيست.

شکل ۶۴  ــ۲ واکنش های بيوشيميايی در محيط سه قندی آهن دار

Mac Farland nephelometery standard ــ٢                                   Turbidometer ــ١
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ب) رنگ های بازی: اين رنگ ها کاتيونی و دارای کروموژن مثبت اند و با قسمت هايی از سلول که دارای بار منفی هستند، 
مانند DNA و RNA، ترکيب می شوند. از اين رنگ ها می توان به متيلن بلو، کريستال ويوله، سافرانين و تولوئيدن بلو اشاره کرد.

پ) رنگ های خنثا: اين رنگ ها فاقد بارالکتريکی اند و با قسمت هايی از سلول که فاقد بار هستند ترکيب می شوند، مانند رنگ 
سودان سياه که برای رنگ آميزی دانه های چربی مورد استفاده قرار می گيرد.

انواع رنگ آميزی در باکتری ها 
رنگ آميزی ساده: برای مشاهدهٔ شکل، آرايش و ريخت شناسی سلول باکتری به کارمی رود. در اين نوع رنگ آميزی ترجيحاً 
از يک رنگ بازی استفاده می شود که براساس تبادل بارهای مثبت و منفی و برقراری يک اتصال يونی بين مولکول ها عمل  می کند. 
چون سطح سلول باکتری به سبب تجزيهٔ گروه های کربوکسيل حاصل از تجزيهٔ اسيدهای آمينه و يا به دليل تجزيهٔ اسيدهای ريبونوکلئيک 

در سيتوپلاسم، دارای بار منفی است بين بارهای مثبت و منفی جاذبه ايجاد می شود و سطح سلول باکتری رنگ می گردد.
رنگ آميزی افتراقی: برای مشاهدهٔ ساختمان های مختلف باکتری، افتراق ترکيب ديوارهٔ سلولی، مشاهدهٔ کپسول، اسپور 

و… در آزمايشگاه به کار برده می شود.
 

روش تهيۀ گستره باکتری روی لام برای انجام رنگ آميزی
برای رنگ آميزی باکتری ها، ابتدا بايد يک گسترهٔ ميکروبی از باکتری مورد آزمايش تهيه کرد. برای اين کار:

١ــ يک لام تميز برداريد و يک قطره آب مقطر روی آن بريزيد.  
٢ــ با استفاده از نوک آنس که آن را با شعله سترون کرده ايد، مقداری از پرگنهٔ باکتری را کنار شعله از روی محيط کشت   
برداريد و در يک قطره آب روی سطح لام پخش کنيد. در صورتی که باکتری درون محيط مايع کشت شده است به قطرهٔ آب نيازی 

نيست. می توانيد با آنس نوک گرد، حجمی از باکتری رشد کرده در محيط مايع را برداريد و آن را روی سطح لام پخش کنيد. 
٣ــ صبر کنيد تا لام در مجاورت جريان هوا خشک شود.   

٤ــ گسترهٔ روی لام را با استفاده از حرارت ثابت کنيد. يعنی لام را چند بار از روی حرارت شعله عبور دهيد تا گسترهٔ روی   
لام ثابت گردد و به هنگام رنگ آميزی از روی لام کنده نشود.

تقسيم بندی باکتری ها براساس رنگ آميزی ديوارۀ سلولی 
باکتری ها را می توان بر اساس نوع واکنش آن ها در روش رنگ آميزی گرم، که مربوط به ديوارهٔ سلولی آن هاست، به دو گروه 
بزرگ تقسيم نمود. باکتری هايی که در روش رنگ آميزی گرم به رنگ بنفش در می آيند گرم مثبت و آن هايی که رنگ قرمز به خود می 
گيرند گرم منفی ناميده می شوند. اين فرآيند به افتخار متخصص بافت شناسی کريستين گرم۱ نام گذاری شد. اگرچه هر دو گروه يعنی 
باکتری های گرم مثبت و گرم منفی دارای ديوارهٔ سلولی هستند ولی فرق بين اين دو گروه مربوط به خواصی است که در ساختمان اين 

ديواره وجود دارد (شکل ۶۵ ــ۲). 

Christian Gram ــ١



باکتری گرم مثبت واجد ديوارهٔ سلولی تک لايه و ضخيم با قطری حدود ۲۰ تا ۸۰ نانومتر است. در ساختار ديوارهٔ سلولی اين 
باکتری ها هتروپليمر اسيد تيکوييک۱ وجود دارد که باکتری های گرم منفی فاقد آن هستند. ديوارهٔ سلولی باکتری های گرم مثبت از لايهٔ 
ضخيمی ازپلی ساکاريد پپتيدوگليکان۲ تشکيل شده است که در باکتری های گرم منفی ضخامت آن به حداقل می رسد. در ديوارهٔ سلولی 
باکتری های گرم منفی مقدار چربی بيشتری به کار رفته است. خارج ديوارهٔ سلولی باکتری گرم منفی به وسيلهٔ غشای خارجی۳ احاطه 
می شود. بين غشای خارجی و ديوارهٔ سلولی فضايی وجود دارد که فضای پری پلاسميک۴ ناميده می شود. در فضای پری پلاسميک، 
سموم و آنزيم های باکتری با غلظت زيادی تجمع يافته اند. اين سموم و آنزيم ها روی اجزای سلول باکتری تاثٔير ندارند و فقط موادی را 
 ـاستيل  هضم می کنند که برای باکتری مضر است. اساس ساختمان در پپتيدوگليکان از واحدهای تکرار شونده پلی ساکاريدهای ان ـ

گلوکزآمين۵ و ان ــ استيل موراميک اسيد۶ ساخته شده است (شکل ۶۶ــ۲).
در رنگ آميزی به روش گرم، براساس اين تفاوت مهم در ديوارهٔ سلولی از دو نوع رنگ استفاده می شود. زمانی که رنگ اول يا 
محلول کريستال ويوله بر روی گسترهٔ باکتری ريخته می شود، رنگ با ريبونوکلئات موجود در ديوارهٔ سلولی ترکيب می گردد و کمپلکس 
کريستال ويوله ــ ريبونوکلئات را به وجود می آورد. با افزودن محلول يد که ترکيبی فلزی است، يد به کمپلکس رنگ متصل می شود و 

شکل ۶۵  ــ۲ نمايش تفاوت ديوارۀ سلولی در باکتری های گرم مثبت و گرم منفی

                   Outer membrane ــ٣                                         Poptidoglycan ــ٢                                       Teicoic acid ــ١
 ـ ٤   ـ٥                             Preplasmic space ـ  ـ ٦                       Acetylglucosamine ــ N ـ Acetylmuramic acid ــ N ـ
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شکل ۶۷  ــ ۲ مراحل  شماتيک رنگ آميزی گرم در باکتری

شکل ۶۶  ــ۲ واحدهای تکرار شوندۀ پلی ساکاريدی پپتيدوگليکان

ترکيب رنگی نامحلول کريستال ويوله ــ يد ــ ريبونوکلئات را ايجاد می کند. اين پيوند در باکتری های گرم مثبت بسيار پايدار است و در 
مرحلهٔ بعد توسط مادهٔ رنگ بر (الکل ــ استن) شکسته نمی شود و رنگ بنفش کريستال ويوله را در خود حفظ می کند. در نتيجه زير 
ميکروسکوپ باکتری های گرم مثبت به رنگ بنفش ديده می شوند. در باکتری های گرم منفی اين کمپلکس ايجاد نمی شود. از طرف ديگر 
در ديوارهٔ سلولی باکتری های گرم منفی مقدار چربی بيشتری به کار رفته است. چربی ها در الکل استن محلول اند و در اثر شست شو با 
حلاّل رنگ بر، چربی ها از ديوارهٔ سلولی خارج می گردد و رنگ کريستال ويوله هم از سطح باکتری خارج می شود. اين امر باعث بی رنگ 
سلولی  ديوارهٔ  به  رنگ  اين  فوشين)،  يا  (سافرانين  دوم  رنگ  شدن  افزوده  از  بعد  بنابراين  می شود.  منفی  گرم  باکتری های  سريع  شدن 

باکتری های گرم منفی جذب می شود (شکل ٦٧  ــ٢). در بررسی ميکروسکوپی، باکتری های گرم منفی به رنگ قرمز ديده می شوند.



نکات مهم در مراحل رنگ آميزی گرم نکات مهم در مراحل رنگ آميزی گرم 
١ــ حرارت بيش از اندازه برای ثابت کردن گستره باعث پاره شدن ديوارهٔ سلولی باکتری می شود. بنابراين باکتری گرم مثبت 
رنگ کريستال ويوله را هنگام رنگ بری از دست می دهد و رنگ ثانويه را جذب می کند. در نتيجه باکتری گرم مثبت، به صورت گرم 

منفی ديده می شود.
٢ــ اگر گستره ضخيم باشد، ممکن است در مرحلهٔ رنگ بری به درستی رنگ نشود و اين امر سبب بروز خطا در تشخيص گرم 

منفی يا گرم مثبت بودن باکتری خواهد شد.
٣ــ رنگ بری بيش از اندازه ممکن است باعت پاره شدن ديوارهٔ باکتری گرم مثبت شود، در نتيجه باکتری با از دست دادن رنگ 

کريستال ويوله رنگ ثانويه را جذب می کند و به صورت گرم منفی ديده می شود.
٤ــ هنگام تهيهٔ گسترهٔ روی لام، سن کشت باکتری نبايد از ٢٤ ساعت بيشتر باشد، زيرا در محيط کشت های کهنه قابليت نفوذ 

ديوارهٔ سلولی باکتری دستخوش تغييراتی می شود که خاصيت گرم مثبت بودن را از دست می دهد.
٥  ــ غلظت درست و تازه بودن رنگ ها در کيفيت رنگ آميزی مؤثر است.   

خصوصيات باکتری های گرم مثبت و گرم منفی
١ــ باکتری های گرم مثبت نسبت به پنی سيلين و مواد ضد باکتريايی حساس تر از باکتری های گرم منفی هستند.

٢ــ گرم منفی سخت رشدترند و نيازهای غذايی پيچيده تری نسبت به باکتری های گرم مثبت دارند.
٣ــ باکتری های گرم منفی نسبت به مواد اسيدی و قليايی قوی و آنزيم ليزوزيم حساس ترند. بنابراين پاره شدن ديوارهٔ سلولی و 

متلاشی شدن آن ها آسان تر از باکتری های گرم مثبت انجام می شود.
٤ــ خاصيت گرم مثبت بودن يک باکتری در شرايط دشوار محيطی مانند کمبود مواد غذايی درکشت های کهنه، از بين می رود 
اما خاصيت گرم منفی بودن تحت هيچ شرايطی از بين نمی رود. به هنگام تشخيص بايد به اين نکته هم توجه داشت که در لام رنگ آميزی 
باکتری  يک  خالص  کشت  از  شده  رنگ  لام  در  اما  شود،  ديده  هم  منفی  گرم  باکتری های  است  ممکن  مثبت،  گرم  باکتری  برای  شده 

گرم  منفی هرگز باکتری های گرم مثبت ديده نمی شوند. 
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٧٧

1ــ تفاوت های استافيلوكوك ها و كوكسی ها را توضيح دهيد.

هم  کنار  در  باکتر ها  اين  هرگاه  و  شکل اند  کرو  باکتر ها  کوکسي ها 

قرارگيرند و به شکل خوشه ديده شوند به آن ها استافيلوکوک گويند.

2ــ واژه های زير را تعريف كنيد.

اسپريل : باکتر ها مارپيچي شکل را اسپريل گويند.

پروتوپلاست :  محتويات داخل سلول را پروتوپلاست گويند.

باسرعت  که  باکتر هاست  رشد  از  مرحله ا   : لگاريتمي  رشد  مرحله 

مرحله  اين  مي يابند.  افزايش  سرعت  به  باکتر ها  آن  طي  در  و  مي گيرند  صورت 

٥ تا ٨ ساعت به  طول مي انجامد.

معتدل  حرارت  درجة  در  که  است  باکتر هايي  مزوفيل:  باکتر ها 

فعاليت نمايند.

فتواتوتروف : موجوداتي است که دارا رنگدانه اند و مي توانند از انرژ 

خورشيد استفاده نمايند.

3ــ تمام يون های فلزی مورد نياز را می توان به شكل نمک ها کاتيوني 

غيرآلي و به صورت غذا در اختيار ميكروارگانيسم ها قرار داد .

4ــ تقسيم دوتايی باكتری ها را توضيح دهيد .

باکتر  اندازة  گاز  مواد  و  دما  غذايي،  مواد  نظر  از  مساعد  شرايط  در 

که  وقتي  تا  و  مي شود  تقسيم  مشابه  سلول  دو  به  سپس  و  مي يابد  افزايش 

با  و  کنند  رشد  والد  سلول  مانند  مي توانند  سلول  دو  اين  باشد،  مساعد  شرايط 

همان سرعت تقسيم شوند. تکثير باکتر ها معمولاً از راه تقسيم دوتايي صورت 

مي گيرد وچگونگي افزايش آن ها تابع تصاعد هندسي است . 

5  ــ مراحل مختلف تشكيل اسپور در باكتری را شرح دهيد.

بعضي از باکتر ها وقتي در وضعيت کم غذايي يا در شرايط نامطلوب قرار 

مي گيرند، پوسته ا سخت به دور خود ترشح مي کنند و به حالتي درمي آيند که به 

آن اسپور مي گويند. اسپورها نسبت به شرايط نامساعد، نظير دما بالا ، تشعشع 

و وجود مواد شيميايي از قبيل ضد عفوني کننده ها بسيار مقاوم اند .

اسپورزايي  پيچيدة  فرآيند  طي  غذايي  مواد  کمبود  به  پاسخ  در  اسپورها 

شکل مي گيرند و پس از تکميل شدن به يک سلول باکتر تبديل مي شوند .



6  ــ نحوۀ انتقال بيماری سی ــ آرــ  دی چگونه است ؟

جوجه ها  نتيجه  در  و  جنين  به  مرغ  تخم  و  آلوده  مادران  طريق  از  بيمار 

انتقال مي يابد. هم چنين بيمار از طريق تماس مستقيم طيور آلوده و همين طور 

گردوخاک، هوا آلوده، تهوية نادرست و ترشحات مرغان انتقال مي يابد .

7ــ علايم بيماری سل در دام ها را نام ببريد.

کاهش   ، لاغر دردناک،  و  کوتاه  سرفه ها  سل  به  مبتلا  ها  دام  در 

نفخ  گاهي  و  غددلنفاو  تورم  حرارت،  درجة  بالارفتن  نشخوارنامنظم،  اشتها، 

شکم مشاهده مي شود.

8  ــ تشعشعات يونيزه كننده را نام ببريد.

شامل اشعة ايکس، بتا و گاما و غير آن هاست.

9ــ محيط های كشت نيمه جامد را شرح دهيد.

محيط ها کشتي هستند مابين مايع و  جامد.گرچه آن ها شبيه محيط ها 

کشت جامدند و مواد سفت کننده ا مانند آگار و ژلاتين را در برمي گيرند و به 

محيط ها  اين  دارند.  ژله ا  حالت  آن ها،  در  کننده  سفت  مادة  بودن  کم  دليل 

کشت، برا تشخيص باکتر ها خاص متحرک به کار مي روند.
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