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TÀI LIỆU KỸ THUẬT 

KLIGLER IRON AGAR  
 

  ĐỊNH DANH ENTEROBACTERIA  

 

 

1 MỤC ĐÍCH 

 

Kligler Iron Agar được dùng để định danh Enterobacteria bằng cách phát hiện nhanh quá trình lên men lactose 

và glucose (có hoặc không có sự tạo khí), cũng như tạo khí hydro sunfua. 

 

2 LỊCH SỬ 

 

Năm 1911, Russell đã trình bày một môi trường chứa hai loại đường để phân lập trực khuẩn thương hàn (typhoid 

bacilli) trong nước tiểu. 

Sáu năm sau, Kligler đã phát triển một môi trường dinh dưỡng với glucose, chất chỉ thị của Andrade và chì 

acetate để phân biệt trực khuẩn từ các nhóm typhi và paratyphi. Trong khi thử nghiệm môi trường này kết hợp 

với các thành phần khác, Kligler phát hiện ra rằng môi trường của Russell có chứa chất chỉ thị của Andrade và 

chì acetate cho sự khác biệt rõ ràng của salmonellae. Bailey và Lacey sau đó đã khuyến nghị sử dụng phenol 

đỏ làm chỉ thị pH, thay thế chỉ thị của Andrade ít thích nghi với loại phản ứng này. 

Sulkin và Willett đã sử dụng natri thiosulfate và sắt sunfat sulfate mô tả phản ứng tạo H2S 

 

3 NGUYÊN TẮC 

 

Sự lên men của lactose và glucose dẫn đến acid hóa làm cho phenol (chỉ thị pH) màu đỏ chuyển sang màu vàng 

được sử dụng để phân biệt các loài vi khuẩn enterobacteria, Các vi sinh vật không lên men lactose (Salmonella 

hoặc Shigella) ban đầu tạo ra màu vàng do sự axit hóa từ một lượng nhỏ glucose. Khi glucose mất hết trên mặt 

nghiêng tiếp xúc với không khí, acid bị oxy hóa, dẫn đến bề mặt môi trường trở lại màu đỏ. Trong khi đó ở đáy 

ống nghiệm, môi trường vẫn có màu vàng. 

Vi khuẩn lên men lactose và glucose làm cho cả môi trường ở mặt nghiêng và môi trường dưới đáy ống nghiệm 

chuyển vàng do tạo một lượng lớn acid đủ để duy trì độ pH acid trên bề mặt môi trường. 

Các vi sinh vật không lên men cả hai loại đường này thì không làm thay đổi màu của môi trường. 

Phản ứng tạo H2S được biểu hiện ở đáy môi trường dưới dạng sắt sulfide đen, do sắt citrate khử thiosulfate. 

Phản ứng tạo khí (H2, CO2) từ sự lên men đường được biểu hiện thông qua các bọt khí hoặc sự nứt agar 

 

4 THÀNH PHẦN 

 

Các thành phần có thể được điều chỉnh để có được hiệu suất tối ưu. 

Đối với 1 lít môi trường: 

- Tryptone .................................................................................................................... 20,0 g 
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- Yeast extract ............................................................................................................... 3,0 g 

- Meat extract................................................................................................................. 3,0 g 

- Glucose ....................................................................................................................... 1,0 g 

- Lactose...................................................................................................................... 10,0 g 

- Sodium chloride .......................................................................................................... 5,0 g 

- Sodium thiosulfate ...................................................................................................... 0,5 g 

- Ferric ammonium citrate ............................................................................................. 0,5 g 

- Phenol red.............................................................................................................. 25,0 mg 

- Bacteriological agar................................................................................................... 15,0 g  

pH của môi trường hoàn chỉnh ở 25°C : 7,4 ± 0,2. 

 

5 CHUẨN BỊ 

 

• Hòa tan hoàn toàn 58,0g môi trường khô (BK034) vào 1 lít nước cất vô trùng hoặc nước khử ion. 

• Đun nhẹ từ từ cho đến sôi, khuấy nhẹ cho đến khi tan hoàn toàn. 

• Phân phối vào các ống nghiệm.  

• Hấp tiệt trùng ở 1210C trong 15 phút. 

• Làm nghiêng ống để thu được phần môi trường bên trong cao 3 cm và phần nghiêng trên bề mặt. 

 

6 HƯỚNG DẪN SỬ DỤNG 

 

• Chọn 1 khuẩn lạc nghi ngờ, cấy vào sâu trong phần trung tâm của ống và các vệt cách đều nhau trên bề 

mặt nghiêng. 

• Khuẩn lạc cần khẳng định lại phải được cấy ngay sau khi lấy ra khỏi môi trường phân lập để tránh phản 

ứng chéo. 

• Ủ ở 37°C trong 24 giờ, để nắp hơi lỏng để tạo điều kiện cho quá trình trao đổi khí. 

 

7 KẾT QUẢ 

 

Môi trường nuôi cấy Kligler cung cấp 4 thông tin sau: 

1. Lên men Glucose  

a. Đáy thạch đỏ: glucose không lên men 

b. Đáy thạch vàng: glucose lên men 

2. Lên men Lactose  

a. Mặt nghiêng đỏ: lactose không lên men 

b. Mặt nghiêng vàng: lactose lên men 

3. Tạo bọt khí 

a. Bọt khí xuất hiện dưới đáy ống. 

4. Tạo khí H2S 
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 Tạo vùng màu đen ở giữa phần môi trường và mặt nghiêng. 

Phản ứng điển hình được trình bày trong bảng sau: 

Loài 
Lên men 
Lactose 

Lên men 

Glucose  

Sinh 
khí gas 

Sinh  H2S 

Salmonella Typhi (2) 
Salmonella Paratyphi A (2) 
Salmonella Choleraesuis (2) 
Salmonella Pullorum (2) 
Salmonella Paratyphi B (2) 
Salmonella Typhimurium (2) 
Salmonella Enteritidis (2) 
Salmonella Gallinarum (2) 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

+ 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Shigella dysenteriae 
Shigella flexneri 
Shigella sonnei 
Shigella boydii 

- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

Proteus vulgaris 
Proteus mirabilis 
Proteus morganii 
Proteus rettgeri 

- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 
- 

Serratia marcescens - + - - 

Loài Lên men 
Lactose 

Lên men 

Glucose  

Sinh khí gas Sinh  H2S 

Enterobacter hafniae 
Enterobacter 

aerogenes 
Enterobacter cloacae 

Escherichia coli (1) 
Citrobacter freundii 

Klebsiella 
pneumoniae 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Alcaligenes faecalis 
Pseudomonas 

aeruginosa Yersinia 
enterocolitica 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

(1) Một vài chủng Escherichia không lên men lactose hoặc lên men rất chậm. 

(2) Trong trường hợp có thể có sự tồn tại của salmonellae, có thể khẳng định lại bằng môi trường Kligler để 

phát hiện β-galactosidase, urease và lysine-decarbonxylase. 

 

8 KIỂM SOÁT CHẤT LƯỢNG 

 

Môi trường bột khô: bột màu hồng, đồng nhất, chảy tự do 

Môi trường pha sẵn: agar màu đỏ cam 

Phản ứng nuôi cấy đặc trưng sau khi ủ 24h tại 370C : 

Vi sinh vật Phát triển 
Lên men 
Lactose 

Lên men 
Glucose  

Sinh khí 
gas 

Sinh  H2S 

Escherichia coli WDCM 00179 
Pseudomonas aeruginosa WDCM 00026 

Bonne 
Bonne 

+ 
- 

+ 
- 

- 
- 

+ 
- 
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9 BẢO QUẢN 

 

Môi trường bột: 2-300C: hạn sản xuất in trên bao bì. 

Môi trường chuẩn bị sẵn: 

- Trong ống nghiệm chưa để nghiêng: 180 ngày ở 2-8°C. 

- Trong ống nghiệm đã để nghiêng: 8 ngày ở 2-8°C 

Chú ý: không được dùng môi trường quá 8 ngày kể từ ngày được chuẩn bị, có thể phục hồi lại môi trường bằng 

cách bỏ ống vào bể nước nóng, sau đó để môi trường đông lại một lần nữa. 

(*) Giá trị chuẩn được xác định trong các điều kiện chuẩn bị tiêu chuẩn, theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

 

 

10 ĐÓNG GÓI 

 

Môi trường bột khô 

Chai 500 g ............................................................................................................................................ BK034HA 
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12 THÔNG TIN BỔ SUNG 

Thông tin được cung cấp trên nhãn được ưu tiên hơn các công thức hoặc hướng dẫn được mô tả trong tài liệu 

này và dễ bị sửa đổi bất cứ lúc nào mà không cần cảnh báo. 

Mã tài liệu: KLIGLER IRON AGAR_ENv9 

Ngày tạo: 04-2001 

Cập nhật: 01-2018 

Nguyên nhân cập nhật: Tài liệu tham khảo 
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