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Laboratory of microbiologyحیاء المجھریة   الأمختبر 

التي لا یختص بدراسة الكائنات الحیة الدقیقةالذيالعلمھو -:microbiologyعلم الأحیاء المجھریة 

وكلمةدقیقة الحجمتعني Microفكلمةالتسمیة من اللغة اللاتینیةوقد اشتقت، ترى بالعین المجردة 

Biologyتعني علم الأحیاء.

فى خطین مكملین لبعضھما البعض.microbiologyالدقیقةالأحیاءھذا العلم یھتم بدراسة و

وتركیبھا ووظائفھا وفروعھا  وإشكالھاأنواعھادراسة الكائنات الحیة الدقیقة من حیث -:الخط الاول.1

,Bacteriology, Mycologyالتي تشمل   Pychology, Virology, Protozology.

یختص بدراسة نشاط الكائنات الدقیقة فى بیئاتھا ودورھا فى التغیرات التى تحدث فى -:الخط االثانى.2

Soil microbiologyالطبیعة (الجانب التطبیقى لنشاط استخدام لكائنات الدقیقة) ویشمل  , Air

microbiology, Food microbiology, industrial microbiology, water microbiology

لاحیاء الدقیقةا
Microorganis

ms

بكتیریا
Bacteria

فیروسات
Viruses

طحالب
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فطریات
Fungi

بروتوزوا
Protozoa



Microorganismsتعلیمات الأمان والسلامة فى مختبرات الكائنات الحیة الدقیقة  

.لتزام بأرتداء الصدریة قبل الدخول للمختبرالأ.1

قراءة التعلیمات الخاصة بكل تجربة بدقة قــبل البــدء في العمل والتــأكد تمامآ من معرفة طریقة .2

procedure.العمل 

) خاصة بالیدین لضمان عدم انتقال أي كائن حي دقیق ممرض أو التصاقة glovesلبس قفازات (3.

بجسم الانسان ثم التخلص منھا بعد العمل. 

عینات أو المزارع المیكروبیة (المزارع البكتیریة او الفطریة) خارج المختبر، عدم نقل او حمل ال4.

).infectious samplesویجب التعامل معھا على أنھا عینات معدیة  (

التأكید على وجوب التعامل مع اللھب بحرص بالغ والانتباه لخطورة احتراق أكمام الملابس أو 5.

نھ مباشرتآ بعد تعقیم الیدین  بالكحول ویجب الحرص على القفازات المطاطیة وعدم الاقتراب م

إطفاءه  بعد الانتھاء من العمل.

یعتبر الصدیق المصاحب لطالب علم الأحیاء الدقیقة فیجب صیانتھ والتعامل Microscopeالمجھر .6

ن اء م د الانتھ ر بع ق المجھ ر وغل ى المجھ ریحة عل رك الش دم ت معھ بدقة، ویجب تنظیف العدسات وع

الفحص.

یجب وضع كافة أدوات المختبر المستخدمة في أماكنھا المخصصة من أطباق بتري وأنابیب .7

وشرائح والعینات والمزارع الملقحة حتى یتم تعقیمھا والتخلص منھا بالطرق الصحیحة المناسبة. 

سوف یكون یجب ملاحظة ان النظافة والدقة في العمل مھمان جدآ في جمیع التجارب لان التعامل .8

) كما ان التلوث قد یحدث بسرعة ومن اقل الاسباب pathogenicمع كائنات حیة دقیقة ممرضة (

لذلك یجب الاھتمام بجمیع المواد المستعملة في المختبر.

-الھدف من التجربة-لكل تجربة یتضمن النقاط التالیة: عنوان التجربة Reportیجب كتابة تقریر . 9

المناقشة (یتضمنھا رأیك واقتراحاتك بعد بحثك -ج تذكر كما ھي وإن كانت سلبیة النتائ-طریقة العمل

مع الرسوم التوضیحیة والصور.-الخاص) 



الأجھزة  ولأدوات المستخدمة في مختبر الاحیاء المجھریة

ة1- اھر المركب وئي-:Compound microscopesالمج وعین مجھرض ى ن ي عل lightوھ

microscopeا ة (كالبكتری اء المجھری ورة الاحی ر ص اھر التكبی واع المج ط ان و ابس ) او Bacteriaوھ

ني خلو االاشیاء المراد فحصھا عدة مرات لتسھیل دراستھا ولای ر م ن مختب ة م اء المجھری رات الاحی مختب

رى بمثابة لانھالنوع من المجاھر وذلك اھذ ي ی ایلوجي الت وع عین المایكرو ب ا الن ة ام اء المجھری ا الاحی بھ

ي  ر الالكترون و المجھ اني ھ اء electronic microscopeالث ة للأحی ات المتقدم ي الفحوص تخدم ف یس

) .Virusesالمجھریة (كالفایروسات 

نات-2 ة .Incubatorsالحاض ب درج ا حس ة حرارتھ نظم درج ة وت اء المجھری ن الاحی تخدم الحض تس

ى  ین (optimum temperatureالحرارة المثل راوح ب ي تت ة والت د التنمی اء قی 40للاحی - ي O) م20 وھ

ا ( ة حرارةالبكتری آ  فدرج اء تقریب ع الاحی ى لجمی ة الحرارة المثل دة (O) م37درج 48لم – ا 24 اعة ام ) س

25الاعفان( – ) ایام .5-3لمدة (O) م20



از water bathعلى نوعین حمام مائي عادي ووھ.Water bathئي حمام الماال-3 ن جھ وھوعبارة ع

اط  ة الأوس تخدم لأذاب ث یس اء حی یحتوي على ماء وھیتر ومحرار یقوم بواسطة الحرارة الرطبة بتسخین الم

رارة ( ة ح ي  درج بورات ف ة للس ا المكون زل البكتری تم ع طة ی O) م80الزرعیة الصلبة ، وكذلك یمكن بواس

رارة ( حیث یقتل الأحیاء  و O) م121المجھریة وتبقى السبورات الأنھا مقاومة لدرجة ح اني ھ وع الث ا الن ام

زاز  ائي ھ ام م ة (Shaker water bathحم ة للترب اء المجھری ات الأحی ي فحوص تخدم ف Soilیس

microorganisms.(

اري) -4 یم البخ از التعق دة (جھ اط.Autoclaveالموص یم الاوس تخدم لتعق ة یس تخدمة لتنمی ة المس الغذائی

ة (  ة بدرج رارة العالی دة  O) م121الاحیاء المجھریة وكذلك السوائل المتحملة الح تخدم 15لم ا یس ة كم دقیق

لاتلاف المزارع التي انتھت الحاجة منھا .



رارة (یستخدم لتعقیم الزجاجیات بمختلف انواعھا.Dry ovenالفرن الجاف -5 170وینظم على درجة ح

) ساعات .3-4لمدة (O) م-180

تعمرات -6 داد المس اط .Colony counterع ى الاوس ة عل ا النامی تعمرات البكتری د المس ي ع تخدم ف یس

الزرعیة في الاطباق ویحتوي على مؤشر عند الوصول الى المستعمرة یقوم بجمع الاعداد .

ة -7 ة.Refrigeratorثلاج اط الزرعی ة والاوس واد الكیمیائی ظ  الم تخدم لحف واع تس ض الان وبع

المیكروبیة المھمة.



یستخدم في وزن المواد الكیمیائیة المكونة الاوساط الزرعیة.  .Electrical balanceمیزان كھربائي -8

ة . Culture dishesالاطباق الزرعیة -9 glass petrey dishوھي على نوعین اطباق بیتري زجاجی

اما النوع الثاني اطباق یمكن غسلھ واعادة تعقیمھ بواسطھ الفرن الجاف واستخدامھ لزرع الاحیاء المجھریة 

اء الذي یستعمل لمره واحده disposable petrey dishبیتري بلاستیكیة  ي زرع الاحی تخدم ف ا یس كلاھم

تم فیھا وضع الاحیاء المجھریة مع الوسط الزرعي ثم توضع في الحاضنة .المجھریة حیث ی

ف  -10 ل .Dilution bottlesقناني التخفی ي نحص ات لك ف العین تخدم لتخفی تیكیة تس اني بلاس ي قن وھ

ى ( ل عل ث نحص ي حی ط الزرع ي الوس 200على احیاء مجھریة اقل عدد من التي لم تخفف ثم یتم تنمیتھا ف

ى (3000 ل عل ة نحص ر المخفف ة الغی ي العین ا  ف ة بیمن ة المخفف ي العین ائن یملای10) كائن مجھري ف ن) ك

مجھري.



یح -11 رة التلق ل .Loop & Needleاب ا داخ د زرعھ ة عن اء المجھری یط الاحی ل وتخط ي نق تخدم ف تس

الأوساط الزرعیة.

رائح -12 ة الش ة وأغطی رائح الزجاجی یر وفحص .Cover Slid &glass Slidش تخدم لتحض تس

عینات الاحیاء المجھریة تحت المجھر.

زین -13 باح بن ة زرع -:Bunsen burnerمص اء عملی یم اثن ي تعق تخدم ف ةیس اء المجھری ي الأحی ف

المختبر.



زرع .Test tubeأناببیب الأختبار -14 اة)تستخدم ل ا المی ة (بكتری اء الدقیق زارع الأحی ظ الم ذلك لحف وك

البكتریا بشكل مائل.

تستخدم لتنمیة البكتریا المنتجة للغاز والحامض ..Durhum tubeانابیب درھم -15



كیفیة استخدام المیكروسكوب فى دراسة البكتیریا

یئیةlight microscopeیتكون المجھر الضوئي ة الش ات : العدس Objectiveمن نوعین من العدس

lensالعدسة العینیةوOcular lens وص م المفح ائة الجس در لإض ى كمص وء المرئ عة الض تخدم أش ویس

ن  ة م یئیة قریب ات الش ون العدس ة تك ھ العین ت ب رح المثب اه المس ى إتج كوب ف بة المیكروس ك قص د تحری وعن

تعمال ال نظمالعینیة، وباس رم ح (Coarse adjustment)الكبی كوب یوض ب المیكروس ى جان مار ف و مس وھ

نظم العینة المراد فحصھا ولكن بدرجة قلیلة، وكذلك بإستعمال ال دقیقم Fine)ال adjustment) مار و مس وھ

أخر یمكن عند إستعمالھ من أن یظھر العینة بدرجة واضحة جداً وھنا یمكن من الحصول على صورة واضحة 

.للغایة

یئیة  منظمویستعمل ال ا ال5xالكبیر عند استعمال العدسة الش نظمأم ة م تعمال العدس د إس تعمل عن دقیق فیس ال

. 100xأو العدسة الزیتیة قوة 40xاو 10xالشیئیة قوة

ل  ة بالحق ا العین ر فیھ ى تظھ كوب والت ص بالمیكروس لال الفح ن خ اھدتھا م ن مش ى یمك احة الت مى المس وتس

ة المیكروسك وبى ، ویعتمد فى المیكروسكوب على قوة العدسات المستعملة فى الفحص فقوة التكبیر الكلى للعین

ى  تعملة ف یئیة المس ة الش ت العدس إذا كان ة ، ف ة العینی وة العدس ى ق یئیة ف تساوى حاصل ضرب قوة العدسة الش

ى 10X، وأستعملت العدسة العینیة 100xفحص الخلایا البكتیریة ھى العدسة الزیتیة  ى ف ر الكل ون التكبی فیك

100ھذه الحالة ھو:  X 10 .مرة تكبیرة وھكذا فى بقیة العدسات1500=

ولفحص العینات البكتیریة یستخدم عادتاً العدسة الزیتیة التى توضع نقطة من نوع خاص من الزیت مثل زیت 

تعمال السیدر أو زیت البرافین النقى فوق العینة، وقبل أستخدام ھذه العدسة الزی تیة یتم تحدید موضع العینة بإس

ذ 10Xالعدسة الصغیرة  عة تنف إن الأش ت ف ود الزی ثم تحرك العدسة الزیتیة حتى تنغمس فى الزیت ، وفى وج

اج  ار الزج ل إنكس اوى معام ت یس ل الزی ر لان معام ة دون أن تنكس من الزجاج الى الزیت ثم الى فتحة العدس

.بوضوحوبھذا یمكن رؤیة العینة البكتیریة 

كیفیة المحافظة على  المیكروسكوب فى المختبر

ى ذراع 1. رى عل د الأخ كوب والی دة المیكروس ت قاع دیك تح د ی ع أح كوب ض ل المیكروس د حم عن

.المیكروسكوب ولا تضعھ بشكل مائل

.مفتوحتین ولا تفحص بعین واحدة وتغلق العین الأخرىعند فحص العینة لا بد أن تكون عیناك الأثنتین2.

ر3. ة ح یح العین د توض ات والعن نظمك العدس ر وام نظمالكبی ر لم ى لا تنكس رص حت بطء وبح غیر ب الص

.العدسات أو تتخدش



غرى 4. ة الص تعمال العدس ة بإس ان العین ح مك ة وض ة الزیتی ة 10Xأو 5Xقبل أن تستخدم العدس م بالعدس ث

.وأخیراً بالعدسة الزیتیة40Xلكبیرة الجافة ا

.حافظ على أن یكون مسرح المیكروسكوب نظیفاً وخالیاً من الزیت والأوساخ5.

.یجب أن تكون العدسات نظیفة ، ویمكن أستعمال ورق خاص لتنظیفھا ولا تلمس العدسات بیدك6.

مخصصة لھا ونظف المیكروسكوب من . بعد الإنتھاء من فحص العینة، أنقل الشرائح وضعھا فى العلب ال7

الزیت ثم غطھ بغطائھ الخاص بھ وضعھ فى مكانھ.



جامعة واسط -كلیة الزراعة  
المرحلة الثانیة 

الاحیاء المجھریة العملي 
م. نور كاظم كریم الزبیدي ثانيالمختبر ال

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Sterilization and Disinfectioالتعقیم والتطھیر 

Introductionالمقدمة
ى  ادة إل أ ع اد نلج ع الفس وث أو لمن ع التل دوى أو من ال الع ع انتق ا لمن ات إم ى المیكروب یطرة عل الس

ودة، ،الغذائي ات الموج ع المیكروب ل جمی روري قت ن الض وللسیطرة على المیكروبات یلاحظ أنھ لیس م
تخدم الع ھ، وتس راد تعقیم ط الم م او الوس د بل یلُجأ أحیانا إلى وقف نموھا ونشاطھا أو إزالتھا من الجس دی

ائل ذا الوس ن ھ ات وم ى المیكروب یطرة عل ین للس دى مع ا م ي لھ واد الت ائل والم ن الوس یم   ، م التعق
Sterilizationكال الحعیھو القضاء على جم ھ ةیكروبیالماةیأش راد تعقیم ط الم م أو الوس ى الجس عل

ا ف ة ، بم ایسواء كان ذلك الوسط بیئة غذائیة أو محالیل مختلف دمھ راثیت ر ثیحةیلداخلامیر الج ا أكث إنھ
كال الح ا التطھةیكروبیالماةیأش ة. بینم ى الخلاDisinfectionریمقاوم اء عل و القض رایھ ةیالخض

ادة ك،روساتیأو الفةیالداخلمیالممرضة دون الجراث ادة م رة ع ادة المطھ ى ةیائیمیوتكون الم اف إل تض
راد تطھ م الم ا ره،یالجس ي تقلؤدىیمم دد الملیإل اتیع ا ولا طیأو تثبكروب ى ریالتطھؤدىینموھ إل

الكاملمیالتعق

Objectivesالأھداف

.معرفة الطرق المختلفة لتعقیم المواد فى المختبر.1
.إدراك أھمیة التعقیم لحیاة الإنسان.2
.التفریق بین الطرق المختلفة للتعقیم الفیزیائیة والكیمیائیة والمیكانیكیة.3

Tools and materials for the experimentاللأزمة للتجربةالأدوات والمواد 

Loopتلقیحأبرة 1.

Burnerمصباح بنزن2.

Dry ovenفرن حرارى كھربائى3.

Autoclaveالتعقیم البخاري                   جھاز 4.

Ethanolكحول أثیلى. 5

Detoolدیتول6.

Phenolفینول7.

Millipore Filterمرشح بكتیرى8.



Procedureخطوات العمل 

.Physical methods of sterilizationأولاً: الطرق الفیزیائیة للتعقیم 

Sterilization by Heat .التعقیم بالحرارة  1-

من المعروف ان لكل كائن حي ثلاث درجات حرارة بالنسبة لنموه ھي 

وھي انسب درجة حرارة Optimum growth temperatureللنمو أ. درجة الحرارة المثلى 

لنمو الكائن الحي .

وھي اوطأ درجة حرارة Minimum growth temperatureب. درجة الحرارة  الدنیا للنمو 

یمكن للكائن الحي ان ینمو عندھا.

درجة وھي اعلىMaximum growth temperatureجـ. درجة الحرارة القصوى للنمو

حرارة یمكن ان یحدث عندھا نمو الكائن الحي .

والتعقیم بالحرارة ھو أكثر المعاملات القاتلة المستخدمة للتعقیم حیث یمكن تعقیم المواد والأشیاء 

.بطریقتین ھما

وھى طریقة تتطلب وقت أطول ودرجة حرارة أعلى من Dry Heat .. التعقیم بالحرارة الجافة أ

:ة . ومن طرق التعقیم بالحرارة الجافةالحرارة الرطب

180وتصل درجة الحرارة فى ھذه الأجھزة بین   .Ovenأفران الھواء الساخن 1. - درجة 160

مئویھ وھى تصلح لتعقیم الأدوات الزجاجیة مثل أنابیب الأختبار والماصات والدوارق الزجازیة 

.م180ºعات عندسا5الى 4الفارغة وأطباق بترى ویكفى لتعقیمھا من  

عادة یستخدم اللھب المباشر من مصباح بنزن فى تعقیم . Flameأللھب المباشر لدرجة الإحتراق 2.

إبر التلقیح والحقن المستقیمة أو ذات العقدة وعادة تصنع ھذه الأبر من أسلاك رفیعة من البلاتین أو 

.خیط من النیكل والكروم

یمكن تعقیم بعض الأدوات كالملقط و المقص وذلك بغمر .Alcohol flameالتلھیب الكحولى 3.

الجسم المراد تعقیمیة في كحول إیثانول ثم یعرض للھب المباشر فیشتعل ما یعلق بھ من الكحول ویعمل 

على قتل الكائنات الحیة الدقیقة التي تكون عالقة بھ

لال بخار الماء فى إجراء وھى طریقة یقصد بھا أستغMoist Heat.. التعقیم بالحرارة الرطبة ب

التعقیم بدلا من الھواء الساخن وعادة تكون الحرارة الرطبة أكثر كفاءة فى قتل لخلایا البكتیریة من 

الحرارة المباشرة وذلك لأنھا أكثر قدرة على التغلغل داخل الخلایا كما أنھا ذات قدرة أسرع على تخثر 

:الحرارة الرطبة فى التعقیمالبروتین الخلوى ومن أھم الأجھزة التى تستخدم



.Arnold Sterilizerالتعقیم بالمعاملات الحراریة المتقطعة (معقم أرنولد) 1-

معقم أرنولد عبارة عن وعاء معدنى بطبقة عازلة للحرارة ذو أرفف مثقوبة لتسھیل تسرب البخار الى 

لقیاس درجة الحرارة بداخل الجھاز أثناء كل أجزاء الجھاز ولھ فتحة فى قمتھ یوضع بھا ثرمومیتر

التعقیم ، ویجب التأكد قبل تشغیل الجھاز من إحتوائھ على الماء الى الإرتفاع المناسب فى الخزان 

م لمدة نصف ساعة 100ºفي جھاز ارنولد بدرجة حرارة الخاص بذلك. وتوضع المواد المراد تعقیمھا

في الیوم الاول تقتل الخلایا الخضریة وفي نفس الیوم خلال ولثلاثة ایام متوالیة والغایة من ذلك ھو

فترة الحضن تنبت السبورات المقاومة للحرارة وتكون خلایا خضریة وھذه تقتل في الیوم الثاني وھذه 

م 100ºالطریقة تستخدم فى تعقیم البیئات (الأوساط) والمحالیل لتي لاتتحمل درجات حرارة اعلى من 

.مثل بیئات الجلاتین

.التعقیم بإستعمال البخار تحت ضغط (جھاز التعقیم البخاري)2- Autoclave

إلا أن زیادة الضغط بداخل الجھاز تزید من درجة Autoclaveیستعمل بخار الماء أیضاً فى جھاز 

فى أبسط صورة عبارة عن إسطوانة معدنیة تتحمل الضغط لھ Autoclaveحرارة التعقیم، وجھاز 

بإحكام بعد أن یوضع بھ المواد المراد تعقیمھا وبعد التأكد من إحتواء الجھاز على الماء الى غطاء یقفل 

م لمدة 121ºالإرتفاع المناسب ویتم توصیل الجھاز بمصدر كھرباء لیتم تسخین الماء الى درجة حرارة  

) . وبعد التعقیم یتم التخلص من 2كجم لكل سم1رطل لكل بوصة مربعة ( 15دقیقة وضغط جوى  15

البخار بطریقة تدریجیة حتى لا ینفجر الغطاء فى وجھ المستخدم ثم یتم فتح الغطاء كاملاً. ویستعمل 

Autoclave فى تعقیم كثیر من البیئات الغذائیة السائلة أو المضاف إلیھا الأجار أو المحالیل السكریة

.دیمة المراد التخلص منھاوالأملاح وكذلك المزارع الق

Radiation Sterilization.التعقیم بالإشعاعات  2-

تتكون اشعة الشمس من اشعاعات ذات اطوال موجیة مختلفة ھي الاشعة المرئیة والاشعة تحت 

الحمراء والاشعة فوق البنفسجیة والاخیرة لھا تأثیر فعال في القضاء على بعض الاحیاء الدقیقة ویعزى 

لھا الى انھا تعمل حالة اضطراب في الخلیة حیث تؤثر على البروتوبلازم،وتستخدم مصابیح مفعو

الاشعة فوق البنفسجیة لتعقیم ھواء غرف العملیات وھواء غرف عزل وتنقیة الاحیاء المجھریة.

Chemical methods of Sterilization.ثانیاً: الطرق الكیمیائیة للتعقیم

:یة ذات التأثیر القاتل للأحیاء الدقیقة الىتقسم المواد الكیمیائ

وھي المركبات الكیمیائیة التي تقتل المیكروبات سریعا أي تقتل البروتوبلازم . Bacteriocidal. أ

وھي المركبات الكیمیائیة التي یتم فیھا تثبیط النمو البكتیري وإیقاف التكاثر Bacteriostaticب. 

.مع عدم قتل البكتریا



وتسمى المطھرات السطحیة وھى وھي  مواد  مطھرة تستخدم لتطھیر الأشیاءDisinfections.ج 

.قاتلة للأحیاء الدقیقة  وذات تأثیر ضار بالجلد والأغشیة المخاطیة

وفیما یلى بعض المواد الكیمیائیة التى تستعمل فى صورة محالیل لتعقیم السطحى للمواد التى لا یمكن 

:حراریةتعقیمھا بالطرق ال

% فى تطھیر 50-70یستعمل عادةً بتركیز یتراوح بین  Ethyl alcohol.الكحول الأیثیلى1.

الأیدى والمناطق المختلفة فى جسم الإنسان والسبب الأساسى للتأثیر السام ھو التجفیف علاوة على 

.قدرتھ عى إذابة الدھون وترسیب البروتین (تخثر البروتین) 

% للتعقیم السطحى لأرضیات الغرف 2-5یستعمل بتركیزات تتراوح بین Phenol.الفینول2.

والعیادات والمعامل وأسطح المناضد التى تجرى علیھا عملیات العزل وتنمیة المزارع للكائنات الدقیقة 

.وھو یعمل على تخثر البروتینات ویحدث خلل فى الغشاء الخلوى

یستعمل محلول كلورید الزئبق بتركیز  Mercuric chloride (HgCl2).الزئبقكلورید3.

% فى أغراض التعقیم السطحى كتعقیم سطح مناضد المعامل ، كما یستعمل لتعقیم السطحى للبذور 0.1

والأجزاء النباتیة المصابة بأمراض نباتیة ویرجع الفعل السام الى إرتباط أیونات الزئبق بمجامیع 

.فى البروتین(SH)السلفوریل

وھى المطھرات المستخدمة بتركیز تتراوح Formaline and Detole.الفورمالین والدیتول4.

اكن التى یتم علیھا العزل والتنمیة المزارع للكائنات الدقیقة وھو یرتبط م% فى تعقیم أسطح الأ2-5بین 

.NH2 ،COOH ،SHبمجموعات 

Mechanical methods of sterilization.ثالثاً: الطرق المیكانیكیة

وتعتمد ھذه الطرق على إزالة الأحیاء الدقیقة من الوسط المراد تعقیمھ بالترشیح خلال مرشحات ذات 

ثقوب لا تسمح بمرور خلایا الكائنات الحیة الدقیقة ، وتستخدم ھذه الطریقة أیضاً لتعقیم المواد الحساسة 

.تللمعاملات الحراریة المرتفعة مثل الفیتامینات والأنزیما

Bacterialوالمرشحات التى تستخدم للفصل البكتیریا من السوائل تسمى المرشحات البكتیریة

Filters حیث تعمل على حجز الخلایا البكتیریة على میكرون1نسبة لصغر حجم ثقوبھا (أقل من (

أسطحھا عند إمرار محلول یحتوى على  بكتیریا. وعادة یسحب السائل خلال المرشح وذلك بأحداث 

ضغط سالب بإستخدام مضخة تفریغ كھربائیة أو مائیة. 



جامعة واسط -كلیة الزراعة  
ة نیالمرحلة الثا

العملي الاحیاء المجهریة
نور كاظم كریم الزبیدي م.ثالثالختبرالم
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Culture Mediaالبیئات والأوساط  الغذائیة 

.Introductionالمقدمة

تعرف البیئة و،زرع مختلفة تحضر في المختبربیئاتأن غالبیة البحوث البكتریولوجیة تتطلب إستعمال 
بأنھا المادة أو مجموعة المواد التي یمكن أن تنمو علیھا الكائنات الحیة (culture medium)الغذائیة 

ات  ة الكائن ة وتنمی تعمل لزراع ي تس ة الت ن البیئ ي المجھریة أو ھى عبارة ع ة ف ة المختلف ة المجھری الحی
و، روریة للنم ات الض وث المختبر وتحتوي عادة على جمیع المكون ات والبح ة الدراس د غالبی ث تعتم حی

ي  ات الت ع البیئ ا م المیكروبیة علـى استعمال بیئات غذائیة مختلفـة ، وھذه البیئات إن لم تكن متماثلة تمام
ي  ات ف ذه الكائن ا ھ ا أو علیھ یش فیھ وفیر تع ث ت ن  حی ا م بھ منھ ة الش ون قریب ب أن تك ة فیج الطبیع

.الاحتیاجات والمتطلبات الغذائیة اللازمة لتنمیتھا

.onditions of culture mediaCالشروط الواجب توفرھا في الوسط الغذائي

.توفر مصدر للكربون مثل السكروز والكلوكوز-1
یة واللاعضویة مثل أملاح الامونیاتوفر مصدر للنیتروجین العضوي كالأحماض العضو-2

.والنترات
توفر كمیات مناسبة من الكالسیوم والكبریت والفسفور-3
.توفر ایونات لاعضویة أو معدنیة بتراكیز قلیلة مثل المنجنیز والحدید والخارصین-4
.توفرمصدر للرطوبة-5
(pH 6-7 )التعادلالبیئة حیث تعیش الفطریات في وسط حامضي قریب منpHتعدیل درجة حموضة-6

pH).والبكتریا في وسط قاعدي ( 7-8

The purpose of culture media.الغرض من استخدام الأوساط الغذائیة 

.تنمیة وحفظ النوع البكتیري-1

.دراسة تاثیر الكائنات الدقیقة على احد المواد الغذائیة الموجودة بالوسط2-

.او تكوین بعض الموادتحفیز البكتیریا على انتاج-3

.تصنیف البكتیریا ودراسة صفاتھا المظھریة4-



Objectivesالأھداف

التعرف على أنواع الأوساط الغذائیة المستخدمة فى عزل البكتیریا ودراستھا مختبریاً.1.

و الأوساط المعروفة التركیب. التفریق بین الأوساط الغذائیة المعقدة التركیب الكیمیائى2.

. تحضیر بعض الأوساط الغذائیة البسیطة والمعقدة التركیب الكیمیائى المستخدمة فى عزل البكتیریا.3

Tools and materials for the experimentالأدوات والمواد اللأزمة للتجربة  

Autoclaveجھاز الأتوكلاف                                      1.

Sensitive balanceمیزان حساس.2.

Conical flask 250دوارق مخروطیة               3. or 500 ml

Stirrerمحرك زجاجي 4.

Refrigeratorثلاجة                                                        5.

Cylinder 100 or 200 mlاسطوانة مدرجة                           6.

Spatula. ملعقة كیمیائیة                                                  7

Medical cottonقطن طبي                           8.

Weight paperاوراق وزن 9.

Agarاكار 10.

Nutrient agarاكار مغذي 11.

Distal waterماء مقطر                                            12.

Procedureخطوات العمل 

- تقسیم الأوساط الزرعیة على أساس مكوناتھا أو التركیب الكیمیائي إلى :- أولا:

Natural  mediaلطبیعیةالأوساط ا1-

یكون المصدر الغذائي بھا أجزاء نباتیة أو حیوانیـة أو كلاھما ، لذلك یطلق علیھا بیئات غیر محددة 

التركیب الكیمـاوي لأن التركیب الكیماوي الدقیق للأجزاء النباتیة أوالحیوانیة غیر محـدد ویختلف 

ھذه الأوساط بعدة طرق ، فقـد تكون علـى شكل باختلاف المـادة الطبیعیة المستعملة، ویتم تجھیز

قطع من النسیج المھروس مثل قطع البطاطس و الموز ، أو قد تكون في صورة مستخلص حیث یتم 



غلي وزن معین من النسیج النباتي أو الحیواني ثم یستخلص الرائق بواسطة قطعة من قمـاش 

ومن أھم الأوساط الطبیعیة المستخدمة الموسلین كما في مستخلص البطاطس والجزر والفاصولیا، 

.في المختبر

Corn  mealوسط دقیق الذرة–ا 

Vegetablesوسط أكار عصیر ثمان خضروات- ب - 8 agar

: Synthetic  mediaالأوساط التركیبیة أو الصناعیة2-

ھذه تعرف أحیانا باسم الأوساط محددة التركیب الكیماوي ، حیث أنھا تتكون من مخلوط من 

غیر عضویة أو أحدھما وتضاف بنسبة معینة وتذاب في الماء ، وبالتالي مركبات عضویة وأملاح 

فإن التركیب الكیماوي لھـذه البیئات معروف ومحدد، ومن أھم ھذه الأوساط

Dox agar mediaوسط دوكس اكار-أ 

Browne  mediaوسط براون-ب 

Plain  agar mediaوسط الأكار المائي-جـ 

Natural  synthetic  media .)الأوساط الطبیعیة التركیبیة (شبة صناعیة3-

وھي عبارة عن اوساط تحتوي على مكونات طبیعیة مضاف إلیھا بعض المواد الكیماویة المعروفة 

ركیب ویطلق  علیھا بیئات غیر محددة التركیب الكیماوي ، ومن ھذه الأوساطالت

" Potato Dextrose Agar  " P. D.Aوسط مستخلص البطاطس والدكستروز-أ

Nutrient brothوسط المرق المغذى-ب

Nutrient  agarوسط الأجار المغذي -جـ

-:لى أساس قوامھا إلىتقسیم الأوساط الزرعیة ع-ثانیا:

تتمیزھذه الاوساط بكون قوامھا صلب تحتوي على مادة Solid media :-الأوساط الصلبة1-

Nutrientغم ) وھي المادة المسببة لصلابة الاوساط مثل وسط2.5–1.5الأكار   بنسبة ( 

agarوMaCconky agar

تتمیز ھذه الاوساط بصلابة اقل من التي قبلھا Semi-Solid media :-الاوساط شبة الصلبةٍ 2-

mofility mediaغم) مثل وسط1.0-0.5وذلك لاحتوائھا على نسبة اقل من مادة الأكار ( 

تكون ھذه الاوساط بشكل سائل  وھي لاتحتوي مطلقآ على Liquid media :-الاوساط السائلة3-

و Nutrient brothوسط مثلbrothتنتھي تسمیة ھذة الاوساط بكلمةمادة الأكار ودائمآ 

MaCconky broth

-:تقسیم الأوساط الزرعیة على أساس وظیفتھا وتطبیقاتھا العملیة إلى ما یلي-ثالثآ:



وھي عبارة عن وسط غذائى بسیط یحتوي على Isolation Media .)أوساط العزل (الأعتیادیة1-

.Nutrient  agarكار المغذي ات الضروریة للنمو مثل وسط الأجمیع المكون

وتحضر بإضافة مواد غذائیة كالدم أو المصل أو Enriched Media .غنائیةلأوساط الا2-

مستخلص أنسجة نباتیة أو  حیوانیة إلى الوسط الغذائى البسیط بحیث إن الوسط الناتج یدعم نمو 

Blood agarوسط الأوساطومن ھذه ، البكتریا الحساسة، 

تحضر بإضافة مواد كیمیائیة معینة إلى Selective Media .او الانتقائیةالأوساط الانتخابیة3-

ومن ، الوسط الغذائي البسیط لمنع نمو مجموعة معینة من البكتریا من غیر أن تثبط الأنواع الأخرى

ھذه الأوساط

أنتقائي لتنمیة الفطریات و الخمائر فقط . PDA)(Potato Dextrose Aagarوسط -أ

أنتقائي للبكتریا السالبة لصبغة كرام .Hektoen enteric agarوسط  -ب

أنتقائي للبكتریا الموجبة لصبغة كرام.mannitol salt agarوسط -جـ

وتحضر بإضافة بعض العوامل والمواد الكیمیائیة Differential media.الأوساط التفریقیة4-

إلى الوسط الغذائى   البسیط لإنتاج تغییرات معینة في النمو والتي یمكن بواسطتھا التمییز بین الأنواع 

ومن ھذه الأوساط، المختلفة من البكتریا

.غیر مخمرة لھللتفریق بین البكتریا المخمرة للاكتوز والMacConkeوسط  -أ

للتفریق بین البكتریا المخمرة للاكتوز Eosin Methylene Blue (EMB)وسط -ب

والسكروز.



وھي أوساط غذائیة ذات مكونات معینة لإختبارات Assay Media.الأوساط الأختباریة5-

.Mueller Hinton Agarالفیتامینات والأحماض الامینیة والمضادات الحیویة مثل وسط 

خطوات تحضیر بیئة (وسط) زرعي جاھز داخل المختبر.

.culture mediaقراءت التعلیمات الموجودة على حاویة الوسط الزرعي- 1

.electrical balanceوزن الكمیة المعنیة من الوسط الزرعي بواسطة المیزان الكھرباي - 2

conicalفي دورق مخروطي اذابت الكمیة الموزونة  في كمیة من الماء المقطر اذابھ تامة–3

flask.

نقل الدورق المخروطي لحاوي على الوسط الزرعي  بعد تغطیتة (بغطاء بلاستیكي او بالقطن)الى - 4

.دقیقة15ولمدة Oم121لتعقیم الوسط في درجة حرارة Autoclaveالجھاز التعقیم البخاري 

درجھ مئویة ثم یوزع في أنابیب او اطباق بتري 55تترك البیئة او الوسط لتبرد  بعد تعقیمة الى 5-

بحسب حاجة التجربة.ومعقمة

داخل المختبر.شبھ صناعيخطوات تحضیر بیئة (وسط) زرعي

المواد المستخدمة في تحضیر الوسط 
غم بطاطا 1-200
غم سكر الدكستروز 2-20
) غم آكار 20–15(-3

Agarالآكار  

تستخلص من الجدار الخلوي لبعض الطحالب البحریـة الحمراء، والتي تنمو بوفرة مادة كربوھیدراتیھ

45على سواحل بعض الدول مثل الیابـان، وھو یتصلب عند درجـة حرارة من   - م، ویمكن 42

م، ویتمیـز عن الجیلاتیـن كونـھ لا یمكن تحلیلـھ بیولوجیا 98إسـالتة مرة ثانیـة عند درجـة حرارة  

د الكائنـات المحللة لھ قلیلـة جدا وتتطلب كمیات قلیلة  منھ لتصلب الوسط الزرعي ( نحتاج لأن عد

.مل من الوسط الزرعي)100غرام او اقل من أكار لتصلب 2.5

-:طریقة تحضیر الوسط 
غم ثم نقشرھا ونقطعھا الى مكعبات ونضعھا 200نأخذ درنات البطاطا ونغسلھا جیدا ونزن منھا -1

مل من الماء المقطر وتوضع على الناشر لمدة 1000مل ونضیف فوقھا 1000حجم في بیكر
دقیقة 20

مل 1000نقوم بترشیح البطاطا من خلال قماش الشاش ونأخذ المستخلص یوضع في بیكر حجم -2
غم من سكر الدكستروز ونمزج جیدا 20نضع فوق الراشح -3



یختفي الاكار ثم یوضع في في دورق غم من الاكار ونمزج جیدا الى ان20–15نضیف 

نقل الدورق المخروطي لحاوي على الوسط الزرعي  بعد تغطیتة (بغطاء بلاستیكي او -4

ولمدة Oم121لتعقیم الوسط في درجة حرارة Autoclaveبالقطن)الى الجھاز التعقیم البخاري 

.دقیقة15

درجھ مئویة ثم یوزع في أنابیب او اطباق بتري 55تترك البیئة او الوسط لتبرد  بعد تعقیمة الى -5

بحسب حاجة التجربة.ومعقمة



جامعة واسط -كلیة الزراعة  
المرحلة الثانیة 

الاحیاء المجھریة العملي 
م. نور كاظم كریم الزبیدي رابعالمختبر ال

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

یة البكتیریا من البیئات المختلفة على الأوساط المختلفةقتطبیقات عزل وتن

Applications of  isolation and purification of bacteria from different

environments on  different culture mediums.

Introduction.المقدمة

ة  ا الكائنات الدقیق ا البكتری ىومنھ ى توجد ف ان فھ ل مك ى ك اً ف د تقریب واء توج ة و الھ اه و الترب المی

ا  ي مجموعھ ف ف ات تختل ن الكائن ة م كیلیة مختلط ورة تش ى ص ا عل ى داخلھ امنا وف والغذاء وعلى أجس

ذه التش ل ھ كالھا وتمث اتعرف بوأش ة م ةكیلة المختلط ة المختلط .المزرع mixed culture م ومعظ

ة منھ ن قل ات ولك وان البكتیریا لا تسبب ضرراً للإنسان والحیوان والنب ان والحی راض للإنس بب أم ا تس

اط  وث للأوس والنبات، ومع ذلك یجب العمل بحرص داخل مختبرات المیكروبیولوجى حتى لا یحدث تل

.الغذائیة التى ستستعمل فى عزل البكتیریا من بیئات مختلفة

ة وتخت ا البكتیری ن الخلای ر م دد كبی ى ع ا عل ردة لاحتوائھ العین المج تعمرات ب ة المس ن رؤی ف ویمك ل

د  ابھة ق تعمرات المتش ن أن بعض المس رغم م ى ال المستعمرات بعضھا عن بعض على حسب النوع عل

ة  ة نقی زارع بكتیری ى م ول عل نحاول الحص ى س درس العمل ذا ال ى ھ ة. وف واع مختلف ون لأن pureتك

culture(وھي مزرعة تحتوي على نوع واحد فقط من الاحیاء المجھریة) على أطباق الأكار المغذى

.turbidityأو فى أنابیب غذائیة سائلة على ھیئة عكارةcoloniesو على ھیئة مستعمرات  ا

Objectivesالأھداف

عزل البكتیریا من البیئة المحیطھ بھا (الماء، التربة، الھواء،الغذاء).1.

مقارنة النمو البكتیرى على الأوساط الغذائیة الصلب و السائل.2.

.أشكال المستعمرات البكتیریة المختلفةالتفریق بین.3

.pure cultureنقیة  بكتریارعاالحصول على مز. 4



Tools and materials for the experimentالأدوات والمواد اللأزمة للتجربة  

Water bathحمام مائي1.

Incubatorحاضنة2.

Loop & Needleأبرة التلقیح                             3.

Refrigeratorثلاجة                                                                                        4.

nutrient agarPetry dishأطباق بترى تحتوى على الأكار المغذى المعقم         5.

contain

nutrient brothTest tubeأنابیب اختبار تحتوى على المرق المغذى المعقم          6.

contain

Control contain sterileأطباق وأنابیب تحتوى على ماء مقطر معقم      7. distal

water

Disinfectant solution   (detool or alcohol). محلول مطھر (دیتول أو كحول)             8

Procedureخطوات العمل 

.Streak plate techniqueتقنیة التخطیط في الاطباق - أولا:

اء ة الاحی زل وتنقی ورة وھي ابسط التقنیات المستعملة في ع ا بص ول علیھ ا للحص ة كالبكتری المجھری

-نقیة ومفردة، ویمكن انجازھا باتباع الخطوات التالیة :

ل1. لب مث ي ص ط زرع ر وس ة nutrient agarیحض ري معقم اق بت ي أطب م یصب ف رد ث م ویب ویعق

sterile Petri  dish.ویترك لحین التصلب بدرجة حرارة المختبر

mixedعینة من مزرعة بكتریا مختلطة  sterile loopتلقییح  المعقمةتنقل باستخدام أبرة ال2.

culture الى كل طبق من ھذه الاطباق وتخطط على سطح الوسط الزرعي الصلب ویكون التخطیط

برفق وبأحد الاشكال التالیة.

تخطیط متشابكتخطیط متدرج                        تخطیط متعامد                       



37. تحضن جمیع الأطباق عند درجة حرارة  3 – 48لمدة  Oم35 – ساعة مع ملاحظة تحضین 24

الأطباق بصورة مقلوبة.

في الاطباق من حیث growing colonies. تسجل الملاحظات الخاصة عن المستعمرات النامیة 4

الشكل والعدد بعد فترة الحضن المذكوره. 

.Pour plate techniqueتقنیة الصب في الاطباق -:ثانیآ

اع  ا باتب ن انجازھ ة، ویمك ردة ونقی ة مف ا معزول تعمرات بكتری ى مس ول عل وھي تقنیة اخرى للحص

-الخطوات التالیة :

أنبوبھ من الاكار المغذي لمحضر مسبقآ وتترك لتبرد بدرجة حرارة المختبر.2یتم أذابة  1.

mixedعینة من مزرعة بكتریا مختلطة  sterile loopالتلقییح  المعقمةتنقل باستخدام أبرة 2.

culture) ثم رجھا جیدآ) 1الى أنبوبة رقم .

ثم رجھا )2إلى الأنبوبة رقم ()1تنقل باستخدام أبرة تلقییح معقمة جدیدة عینة من الأنبوبة رقم (3.

جیدآ.

.)2في الطبق رقم ()2الأنبوبة رقم (، ثم صب)1في طبق رقم ()1صب الأنبوبة رقم (4.

.Oم37تترك الأطباق حتى تتصلب ثم تحضن بشكل مقلوبة عند درجة حرارة 5.

عدد كبیر من المستعمرات بینما الطبق )1من المحتمل بعد فترة التحضین أن یظھر بالطبق رقم  (6.

یظھر عدد قلیل من المستعمرات المفردة المنعزلة عن بعضھا بطریقة تمكننا من عزل كل )2رقم (

نوع من البكتریا بصورة نقیة.

dilution plate techniqueتقنیة التخافیف -ثالثا :

مل) من الماء 9اختبار حاوي على (نبوبویضاف إلى أةزراعیةترب(ا غم) یوزن.1

انابیب اختبار كل انبوب 9ثم یتم ملئ 1/10المقطر المعقم بذلك یتم الحصول على تخفیف 

مل من الماء المقطر المعقم 9بـ 

مل من الانبوب الحاوي على عالق التربة الى الانبوب الاول من الانابیب التسعة 1ینقل .2

الاول الى الثاني ومن الثاني الى الثالث وھكذا الى ان نصل مل من الانبوب 1ویرج ثم ینقا 

الى الانبوب التاسع 

معقم ثم یصب الوسط الغذائي بتريمل) من كل أنبوب إلى طبق 1-0.1تنقل كمیھ (.3

م) تخلط العینة مع الوسط بتحریك محتویات الطبق أفقیا باتجاه °50(درجة حرارة الوسط 

صب الوسط ثم یترك لیتصلب.وعكس عقارب الساعة مباشرة بعد 

واحد.م) مدة أسبوع°30بدرجة (ةتحضن الأطباق في حاضن.4



وتصبغ لمشاھدة البكتریا تحت المجھر تلاحظ المستعمرات وتعد ثم تعمل مسحھ .5

لحساب العدد الكلي للبكتریا؛ تعد المستعمرات البكتیریة في كل طبق ویسجل معدل .6

ت ثلاث). المستعمرات لمكررات كل تخفیف (المكررا

تسجل النتائج وینظم جدول لھذا الغرض معدل عدد المستعمرات ألمقابلھ لكل تخفیف وتدون .7

غم من ألتربھ الجافة بتطبیق 1مجموعة الأحیاء ألمجھریھ ثم یحسب عدد الخلایا في 

القانون التالي:

نموذج التربة (غم)مقلوب التخفیف ) / وزن ×  = (متوسط عد المستعمراتغم تربة1عدد الخلایا في 



.Preservation of pure cultureحفظ المزارع النقیة وأدامتھا-ثالثآ:

بعد خطوة عزل وتنقیة خلایا الكائن الحي المجھري (البكتریا) في مزرعة نقیة لابد من ایجاد وسیلة 

عن التلوث واعطائھا لحفظ ھذا الكائن المجھري الذي تم عزلة بصورة نقیة لأجل حفظ الخلایا بعیدآ

الدیمومة والحیویھ لفترة مناسبة حیث یتم حفظ المزراع النقیة في أنابیب اختبار محتویة على وسط 

deepاو بشكل عمیق   slant agarزرعي صلب بشكل  مائل  agar وبعدھا تحفظ في الثلاجة

لنسبة للبكتریا ویفضل حفظ مع تجدید ھذة العزلة وتنشیطھا بین فترة واخرى لاتتجاوز ثلاثة اشھر با

المزارع النقیة في الانابیب بدلآ من الاطباق  لأنھا تكون اقل عرضة للتلوث واقل انشغالآ للحیز داخل 

- الثلاجة واسھل تداول، ولحفظ المزارع المایكروبیة نتبع الخطوات التالیة :

بیب اختبار معقمة ویعقم ویبرد ثم یصب في أناnutrient agarیحضر وسط زرعي صلب مثل 1.

sterile test tube بشكل مائلagarslant او عمیقdeep agar ثم یترك لحین التصلب بدرجة

حرارة المختبر.

pure cultureعینة من مزرعة بكتریا نقیة  sterile loopتنقل باستخدام أبرة التلقییح  المعقمة2.

الزرعي.الى أنابیب الأختبار وتمزج جیدآ مع الوسط 

20لمدة  Oم37تنقل الأنابیب الى الحاضنة وتترك عند درجة حرارة3. – ساعة وبعدھا تنقل 15

الأنابیب الى الثلاجة.



جامعة واسط -كلیة الزراعة  
المرحلة الثانیة 

الاحیاء المجھریة العملي 
م. نور كاظم كریم الزبیدي سادسالمختبر ال

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Grams Stainصبغات الكرام التفریغیة 

Introduction.المقدمة

ماء عند تقسیم وتعریف لیستفید منھا العمن الصبغات المھمة التىGram stainرام كتعتبر صبغة 

التى تستطیع من خلالھا تقسیمdifferential stainیة ریقالبكتیریا، وھى تعتبر من الصبغات التف

رام  وھى الخلایا التي كخلایا بكتیریا موجبة لصبغة الأولى البكتیریا الى مجموعتین رئیستین خلایا

crystalیتوبلازم باللون البنفسجى امما یؤدى إلى تلون السیسمح الجدار الخلوي فیھا بنفاذ الصبغة

violet وعند غسل الخلایا بالكحول فان بعض الخلایا لا تسمح بخروج الصبغة مرة أخرى وبذلك

أما Gram positiveرام كتحتفظ باللون البنفسجى وتعرف ھذه البكتریا بالبكتریا الموجبة لصبغة 

ة التى لا یستطیع جدارھا الاحتفاظ بالصبغة ویمكنھا آن تصبغ بصبغة الخلایا البكتیریالثانیة ھي 

الحمراء وتعرف ھذه بالبكتریا السالبة لصبغةالوردیة او Safraninمعاكسة مثل صبغة السفرانین

.Gram negativeرامك

ات لصفایعود السبب في إختلاف الخلایا البكتیریة فى تفاعلھا مع صبغة كرام الى الأختلاف فى 

تحتوى )Gram +ve(رام كالفیزیائیة والكیمیائیة لجدار الخلیة البكتیریة ، فالخلایا الموجبة لصبغة 

مورین). ولمركب المعقد الذى یتكون من محلول الكریستال اللیكان (كعلى طبقات عدیدة من الببتیتدو

ل الطبقات العدیدة من البنفسجى مع محلول الیود لا یستطیع المرور من داخل الخلیة الى خارجھا خلا

Gram)(رام  ك. أما فى البكتیریا السالبة لصبغة لذلك تحتفظ بالون البنفسجي المیورین -ve فإن

لیكان الرقیقة (طبقة واحدة رقیقة فقط) ولذلك كالكحول یذیب طبقة الدھون التى تكسو طبقة الببتیتدو

یسھل خروج الصبغة خلال ھذه الطبقة عند الغسیل بالكحول.

وجد عدة اختلافات بین تركیب الجدار الخلوى للبكتریا السالبة والموجبة لصبغة كرام كمافي الجدول ت

ادناه .



CharacteristicGram Positive Bacteriaالخاصیة        

(G+)

Gram Negative

Bacteria (G-)

Thickness of wall20سمك الجدار   1. - 25 nm10 - 15 nm

Number of layersعدد الطبقات في الجدار  2.

in wall

طبقتینطبقة واحده

Sensitive ofالحساسیة للبنسلین 3. penicillinاقل حساسیةاكثر حساسیة

Teichoic acid inفي الجداحامض التیكویك  4.

wall

غیر موجودموجود

Peptidoglycanسمك طبقة الببتیدوكلیكان 5.

content

نسسبة عالیة

من الوزن الجاف للجدار)% 50(

منخفضةنسسبة 

من الوزن الجاف % 20-10(

للجدار)

Lipid and lipoproteinمحتوى الدھون 6.

content

منخفضةنسسبة 

من الوزن الجاف للجدار)% 2(

عالیةنسسبة 

من الوزن الجاف % 20(

للجدار)

Commonالأنواع البكتریا الشائعة 7.

bacteria species

Staphylococcus aurous

Clostridium spp.

Bacillus spp.

Lactobacillus spp.

Escherichia Coli

Shigella  dysentery

Salmonella typhus

Enterobacter

aerogens

Objectivesالأھداف

.رامكغھا بصبغة یصبتالتعرف على المجامیع المختلفة من البكتیریا بعد 1.

.معرفة الفرق بین الصباغة البسیطة (السالبة والموجبة) والصباغة التفریقیة (صبغة كرام)2.

والبكتیریا السالبة لصبغة Gram positiveمعرفة الفرق ما بین البكتیریا الموجبة لصبغة كرام.3

.Gram negativeكرام



Tools and materials for the experimentالأدوات والمواد اللأزمة للتجربة

Bunsen burnerمصباح بنزین 1.

Loop & Needleأبرة التلقیح2.

Clean glass slidشرائح زجاجیة نظیفة 3.

Bacterial cultureمزارع بكتریا مختلفة 4.

Distil waterماء مقطر 5.

Crystal violetمحلول الكریستال البنفسجى6.

Iodine Solutionمحلول الیود 4.

Ethanol% 95كحول إثیلى 5. 95%

Safraninمحلول السفرانین 6.

Procedureخطوات العمل 

.حسب تسلسل استخدامھا في عملیة التصبیغGram stainمكونات  صبغة كرام -أولآ:

.1Crystial violet

.2Iodine Solution

.3Ethanol   95%

.4Safranin)counter stain(

.Steps of stainsخطوات التصبیغ-:ثانیآ

ار المائل أو على أطباق كمن المزرعة النامیة على أنابیب الأsmear)(حضر غشاء بكتیرىی1.

.ار المغذىكالأ

.عدم تعرض الغشاء للحرارة العالیةناللھب والتأكد میثبت الغشاء بإستعمال2.

.قطرات من الكرستال البنفسجي الى غشاء البكتریا ویترك لمدة دقیقة واحدةعدة تضاف .3

یغسل الغشاء بإحتراس بالماء المقطر ویجب أن تكون الشریحة بشكل مائل أثناء الغسل.. 4

الیود ویترك لمدة دقیقة واحدة. یضاف للغشاء قبل أن یجف قطرات من محلول 5.

%)  الى الغشاء و الأستمر بالأضافة حتى نلاحظ 95یضاف عدة قطرات من الكحول الأثیلى (6.

.عدم تلون الكحول المتساقط من على الشریحة



بسرعة ورفق یغسل الغشاء بالماء ثم یضاف بعد ذلك قطرات من محلول السفرانیین لمدة نصف .7

.دقیقة

یغسل بالماء المقطر لأزالة الصبغة الزائدة ثم یجفف الغشاء  ویفحص بإستعمال العدسة الزیتیة.. 8

تلاحظ ان البكتریا قید الفحص اما تكتسبت للون الصبغة الاولى  وھي صبغة الكریستال البنفسجي.9

Crystal violetفتظھر تحت المجھر باللون البنفسجيPurple )(صبغة یطلق علیھا موجبة ل

فتظھر )Safranin( او تكتسب اللون الصبغة الاخیرة وھي السفرانین)Gram positive(كرام

Gram(یطلق علیھا سالبة لصبغة كرام )Red or Pink(باللون الأحمر او الوردي

Negative(.



جامعة واسط -كلیة الزراعة  
ة نیالمرحلة الثا

العملي الاحیاء المجهریة
نور كاظم كریم الزبیدي م.سابعالختبرالم

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Negative Stainingالتصبغ السالب 

-الاھداف :

یھدف ھذا النوع من التصبیغ الى التعرف على الشكل المورفولوجي للبكتریا حیث یستخدم فیة 

صبغات حامضیة أي التي تتنافر مع خلایا البكتریا ذات الطبیعة الحامضیة ایضآ ، حیث ان

الصبغة لا تدخل الى داخل الخلیة البكتریا ولا تصتبغ بھا فتبقى الصبغة خارج الخلیة وتعمل على 

تلوین محیط الخلیة بلون الصبغة المستخدمة

Tools and materials for the experimentالأدوات والمواد اللأزمة للتجربة

Loop & Needleأبرة التلقیح1.

Clean glass slidشرائح زجاجیة نظیفة .2

Bacterial cultureمزارع بكتریا مختلفة 3.

Nigrosin or Fuchsinالسالبة                                                  الصبغھ4.

-وتتم عملیة التصبیغ باتباع الخطوات التالیة :

على شریحة زجاجیة نظیفة توضع قطرة او قطرتین من احد الصبغات السالبة -1

)NigrosinاوFuchsin (

) تنقل عینة من النموذج المراد فحصة وتمزج مع Loopباستخدام ابرة تلقیح معقمة ( -2

الصبغة .

باستخدام شریحة زجاجیة ثانیة نظیفة یتم نشر المزیج الذي یتكون من الصبغة و العینة -3

البكتریة على طول الشریحة بامرار حافة شریحة ثانیة ویوزع المزیج على طول الشریحة الاولى 



وتفحص تحت المجھر باستعمال العدسة الصغرى ثم تترك الشریحة الى ان تجف تمامآ-4

العدسة الزیتیة    حیث تلاحظ الخلایا شفافة (غیر مصبوغة ) تتلألأ في محیط اسود مصبوغة 

بلون صبغة النیكروسین الاسود 

ملاحظة

في ھذا النوع من التصبیغ (التصبیغ السالب ) لا یستخدم التجفیف باستخدام اللھب لأن الغرض 

التصبیغ التعرف على شكل و حجم الخلایا المجھریة ولأن التجفیف یؤدي الى انكماش من ھذا 

خلایا الاحیاء المجھریة وبالتالي عدم التعرف على الصفات الظاھریة لخلایا البكتریا مثل الشكل 

و حجم..

***********************************************************

Endo Spore Stainingلیة تصبیغ السبورات الدخ

عبارة عن تراكیب خلویة تنشأ داخل الخلایا البكتریا المكونة الھا -):(Sporesالسبورات 

(البكتریا الموجبة الصبغة كرام)  عند مرور الخلایا البكتریا (الخلایا الام) بظروف بیئیة وتغذویة  



السبورات تستطیع مقاومة الظروف الخارجیة الشدیدة كالضغط ادنى من الظروف المثالیة  وھذة

والحرارة العالیة والجفاف والارقم الھدروجنیة المتطرفة.

ونسبة عالیة من املاح الكالیسیوم وھذان Dipicolinic acidتحتوي السبورات على حامض 

عن مقاومة السبورات للظروف الخارجیة الشدیدة .المركبان مسؤولآ

او terminal sporeموقع السبورات  من بكتریا الى اخرى فقد یكون موقعھا طرفي یختلف 

swollen sporeاو منتفخآcentral sporeاو مركزيsub terminal sporeتحت طرفي 

والملاحظ ان معظم البكتریا بل ان الغالبیة العظمى منھا القادرة على تكوین السبورات ھي -

موجبة لصبغة كرام 

و جنس aerbicوھي ھوائیة Bacillusوتعود البكتریا المكونة للسبورات الى جنس -

Clostridiium وھي الاھوائیةanaerobicوكلاھما بكتریا عصویةbacilli موجبة لصبغة

Gram positveكرام

حد ونما الاتعد السبورات ھي وسیلة تكاثریة لخلایا البكتریا لأن كل خلیة بكتریا تكون سبور وا-

ھي وسیلة لحفظ النوع.

Tools and materials for the experimentالأدوات والمواد اللأزمة للتجربة

Bunsen burnerمصباح بنزین 1.

Loop & Needleأبرة التلقیح2.

Clean glass slidشرائح زجاجیة نظیفة 3.

مكونة للسبورات مزارع بكتریا 4.

Distil waterماء مقطر 5.

Malachite greenالملاكایت الاخضرمحلول 6.

Safraninمحلول السفرانین . 7

Endo Sporeالسبورات الداخلیة  خطوات تصبیغ

من البكتریا المكونھ للسبورات .smearیحضر غشاء -1



بحیث تغطي الغشاء ثم Malachite greenتوضع قطرات من صبغة الملاكایت الاخضر-2

یتم تجفیف العینة وباستخدام ماسك الشرائح الزجاجیة بأمرارھا وبمسافة بعیدة عن اللھب مرتین 

دقائق مع 5او بمرار الشریحة الزجاجیة على بخا ر حمام مائي مغلي لمدة او ثلاث مرات 

الاستمرار باضافة كمیات قلیلة جدآ من الصبغة الھدف منھا ھو لعدم حصول حالة جفاف للعینة 

البكتریا .   

تبرد الشریحة الزجاجیة ثم تزال الصبغة الزائدة من فوق الشریحة الزجاجیة باستخدام الماء -3

ر بسرعة الما

تضاف قطرة الى قطرتین من صبغة السفرانین فوق المسحة البكتریا و تترك ھذة الصبغة -4

على المسحة لمدة نصف دقیقة .ثم تزال الصبغة الزائدة بالماء .

تجفف الشریحة الزجاجیة اما تجفیف ھوائي او امرارھا عن بعد من اللھب .ثم تفحص تحت -5

رى ثم العدسة الزیتیة .حیث یلاحظ تلون السبور  باللون الاخضر المجھر باستخدام العدسة الصغ

في وسط الخلیة وتلون الاجزاء الخضریة بالون الوردي اواللون الاحمر .....



جامعة واسط -كلیة الزراعة  
ة نیالمرحلة الثا

العملي الاحیاء المجهریة
نور كاظم كریم الزبیدي م.ثامنالختبرالم

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

تیریا بطریقة القطرة المعلقةفحص حركة البك

Examination of  movement of bacteria by Hanging drop

Introduction.المقدمة
غیر Cocciتختلف أنواع البكتریا من حیث قدرتھا على الحركة، فمعظم البكتریة الكرویة 

،(motile)قادرة على الحركة Bacilli، بینما معظم البكتریا العصویة (non motile)متحركة

الابتعاد عن المؤثرات الخارجیة كالحرارة وتھدف الاحیاء المجھریة (البكتریا) من خلال حركتھا الى

البحث عن المواد الغذائیة و الأاقتراب من المواضع التي تتوفر فیھا ظروف بیئیة والضوء، وكذلك

مو .ملائمة للن

Types of movement in bacteriaانواع الحركة فى البكتریا 

التى تتحرك Mycobacterium. تقوم بھذه الحركة بكتریا gliding motionحركة زاحفة 1.

بالانقباض والانبساط على الاسطح الصلبة، وتفرز ھذه البكتریا مواد لزجة على ھذه الاسطح فتسھل 

من حركتھا.

التى تتمیز بمرونة Spirochetes. تقوم بھذه الحركة بكتریا Rotatory motionلبیة الحركة اللو2.

جدارھا الخلوى وبخلوھا من الاسواط ، یرجع السبب فى ھذا النوع من الحركة الى وجود الألیاف 

التى تقع فى المنطقة Endo flagellaوالتى تسمى ایضا بالاسواط الداخلیة axial fibersالمحوریة 

الواقعة بین الغشاء البلازمى والجدار الخلوى والتي تدعى بـالبریبلازم، وتعمل التواءات وانثناءت ھذه 

الالییاف على حركة البكتریا فى السوائل. 

. الكثیر من البكتریا العصویة والضمیة ( الحركة الانتقالیة )Flagella. الحركة بواسطة الاسواط 3

وھي عبارة عن تراكیب خیطیة رفیعة Flagellaى على اعضاء خاصة للحركة تسمى الاسواطتحتو

وطویلة تنشأ من الغشاء السایتو بلازمي مخترقآ الجدار الخلوي وتتوزع الاسواط  بانماط مختلفة على 

خلایا البكتریا تبعآ للجنس او النوع. 

Dividing the bacteria by flagellaتقسیم البكتریا على أساس الأسواط

. وھى البكتریا التى لا تحتوى على اسواط مثل  البكتریا الكرویة Atricousبكتریا عدیمة الأسواط 1.

Cocci وتنتقل ھذه الأنواع من مكان لأخر بحركة الھواء أو الماء أو الحركة المیكانیكیة من خلال

التصاقھا بالأشیاء.



البكتریا التى  تحتوى على أسواط مثل  البكتریا العصویة .Tricousلأسواط ابكتریا مزودة ب2.

Bacilli وتختلف عدد الأسواط حسب نوع البكتیریا فمنھا ما یحمل سوطاً واحداً ومنھا ما یحمل أثنى

عشر سوطا أو أكثر وتتمیز البكتیریا المسوطة بثبوت عدد الأسواط وموضعھا وترتیبھا مما یجعلھا 

یر من الأھمیة .صفة تصنیفیة على جانب كب

تقسم البكتیریا من حیث توزیع الأسواط على الخلیة البكتریة. 

.وفیھا یخرج سوط واحد من أحد قطبى الخلیة البكتیریة، مثل monotrichousوحیدة السوط1.

.Vibrio choleraeبكتریا 

البكتیریة، . وفیھا تخرج حزمة سوطیھ من قطب واحد في الخلیة lophotricousسوطیة الطرف  2.

. Bartonella bacilliformisمثل بكتریا 

وفیھا یخرج سوط واحد أو حزمة سوطیھ من كل قطب من amphitrichous.سوطیة الطرفین 3.

.Spirillum serpensقطبى الخلیة البكتیریة، مثل بكتریا 

سطح الخلیة . وفیھا تنتشر الآسواط من جمیع الاتجاھات حولPeritrichousمحیطیة الأسواط 4.

.Escherichia coliالبكتیریة، مثل بكتریا 



Objectivesالأھداف

=.Hanging drop methodالتحري عن حركة البكتریا بطریقة القطرة المعلقة  1.

.(non motile)والبكتریا الغیر متحركة (motile). معرفة الفرق بین البكتریا المتحركة 2

معرفة انواع الحركة في البكتریا .3.

. التعرف على أشكال ومواقع الأسواط المختلفة  للبكتیریا .4

Tools and materials for the experimentالأدوات والمواد اللأزمة للتجربة  

Light compound microscopeمجھر ضوئي مركب  1.

Loop & Needleرة التلقیح                                                                         أب2.

Convex  slidشرائح زجاجیة مقعرة نظیفة 3.

Cover  slidاغطیة شرائح زجاجیة نظیفة 4.

Distil waterماء مقطر 5.

Water contaminantعینة میاة ملوثة6. sample

Procedureخطوات العمل 

Hanging dropتستخدم طریقة بسیطة في متابعة حركة الاحیاء المجھریة تسمى بطریقة القطرة المعلقة 

method التي  تحضر باستخدام شریحة مقعرةConvex slid وغطاء شریحةCover slid ویمكن،

-خطوات التالیة :انجازھا باتباع ال

عینة من مزرعة بكتریا مختلطة (عینة من ماء راكد sterile loopتنقل باستخدام أبرة التلقییح  المعقمة 1.

.cover slidاو ملوث) وتوضع في وسط غطاء الشریحة 

loopترطب حواف غطاء الشریحة من موضعین او ثلاثة بواسطة قطرة ماء مقطر محمولة على اللوب  2.

وبطریقة الملامسة حیث ان قطرات الماء في حافة الغطاء تساعد على الالتصاق الغطاء بالشریحة المقعرة 

بطریقة الشد السطحي.

بحیث یكون موضع convex slid. یوضع الغطاء على سطح مستوي ثم تقلب علیھ الشریحة المقعرة 3

ة المقعرة مع غطاء الشریحة. قطرة المزرعة المختلطة في وسط منطقة التقعر ثم اقلب الشریح

تفحص الشریحة تحت المجھر باستخدام العدسة الصغرى و العدسة الكبرى مسلطآ ضوء العدسة على 4.

منطقة القطرة المعلقة  ولاحظ حركة الاحیاء المجھریة ثم سجل الملاحظات إثناء الفحص.





جامعة واسط -كلیة الزراعة  
ة نیالمرحلة الثا

العملي الاحیاء المجهریة
نور كاظم كریم الزبیدي م.تاسعالختبرالم

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Bacteriology  Examinationالفحص المایكرو بایلوجي للماء 

pathogenicیعد الماء صالحآ للشرب متى ما كان خالیآ من الاحیاء المجھریة المرضیة   

و الكولیرة بمافیھا التي یحتمل انتقالھا عن طریق الماء مثل مسببات حمى التیفؤید و الزحار

.hepatitisو التھاب الكبد poliovirusesبعض انواع الفایروسات كشلل الاطفال 

كان الماء ملوث ببراز الانسان او الحیوان ولما كان ان المسببات المرضیة لاتوجد الا اذا

المختبرات المسببات یحتاج الى وقت ومھارة عالیة ومواد قد لاتتوفر في بعض ھذهالكشف عن 

ومنھا بكتریا القولون Indicator bacteriaلذا یستعان عنھا بما یسمى ببكتریا الكشف 

Coliform bacteria والتي تشتمل على جمیع انواع البكتریا و التي تتصف بأنھا

او لاھوائیة اختیاریة aerobicوھوائیة Gram Nagetive، سالبة الصبغة كرام Rodعصویة

anaerobic Facultative غیر مكونة للسبورات ،non spor forming لسكر مخمرة

35ساعة في درجة 48تنتج عنھ حامض وغاز بعد مرور Lactose fermentationللاكتوز 

Enterobacterالمجموعة انتشارآ وشیوعآ والتي تسبب الامراض ھي  بكتریا ومن اكثر ھذهم

aerogenesوEscherichia coliنواع تتواجد في امعاء الانسان السلیم و المریض الاوھذه

معآ وملایین منھا تطرح یومیآ مع البراز .

في ماء الشرب یعد دلیلآ على احتمال تلوث Coliform groupان وجود مجموعة القولون 

الماء بالبكتریا المرضیة .

خطوات الفحص عن بكتریا القولون -

presumptive testالفحص الاحتمالي -اولآ:



مل من 5ینقل مللتر واحد من الماء قید الفحص الى انابیب اختبار یحتوي كل منھاعلى -1

brothLactose وتحتوي على انابیب صغیرة موضوعة بصورة مقلوبة في داخل ھذا الوسط

انابیب درھم . Durham  tubeالسائل تسمى درھم تیوب 

ساعة ویلاتكون غاز الذي یكون دلیلآ اولي 24م ولمدة 35تحضن الانابیب بدرجة حرارة -2

على وجود مجموعة القولون . 

تنقل الانابیب الى مرحلة الاختبار الاتیة اما الانابیب الخالیة من الغاز تعاد الى الحاضنة -3

ساعة للتأكد من خلوھا من مجموعة القولون . 24م ولمدة 35بدرجة 

Confirmed testالفحص التأكیدي -ثانیآ:

الموجب للاختبار لاحتمالي بوسطة للوب وتخطط Lactose brothتنقل مسحة من وسط -1

. Eosin Methylen blu Agar (E-M-B-Agar)على سطح أحد الاوساط المتخصصة مثل 

ساعة مع ملاحظة تكون مستعمرات تعود الى 24م ولمدة 35تحضن ھذة الاطباق بدرجة -2

ھذة البكتریا تكون مستعمرات خضراء لماعة Escherichia coliلاسیما مجموعة القولون و

وفي aerogenesEnterobacterمعدنیة او مستعمرات بنفسجیة كبیر الحجم تعود الى جنس

الاخیرة .حالة عدم ظھور مستعمرات بالمواصفات التي ذكرت یتم الانتقال الى المرحلة

Completedالفحص التكمیلي -ثالثآ: test

یتم انتقاء عدد من مستعمرات بكتریا القولون ومستعمرات لاتمثل بكتریا القولون الى وسط   -1

brothLactose ساعة لملاحظة تكون الغاز . 24م ولمدة 35و كلآ على انفراد و تحضن في درجة

Nutrient Agarكما تنقل مسحة او عینة من المستعمرات التي وقع علیھا الاختبار الى وسط -2

ساعة ثم تجري علیھا الفحوصات 24م ولمدة 35(انابیب مائلھ) وتحضن بدرجة slantعلى شكل 

، سالبة لصبغة Rodالمجھریة للتأكد من عائدتھا الى مجموعة بكتریا القولونمن حیث انھا عصویة 

. non spor forming، غیر مكونة للسبورات Gram Nagetiveكرام 
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