
1
Microbiology (Practical)/ Assist. Lecturer. Safaa N. Hussein

الاحیاء المجھریة
Microbiology

))الجزء العملي(( 

اعداد 

المدرس المساعد 

صفاء نعمت حسین



2
Microbiology (Practical)/ Assist. Lecturer. Safaa N. Hussein

Sporeتصبیغ الأبواغ  staining

الطور البوغي ھو الطور الساكن للبكتریا إذ تكون مقاومة للحرارة والمواد الكیمیائیة یعد 
ھنالك بعض الأجناس من البكتریا مثل و،والجفاف و غیرھا من الظروف غیر المناسبة للنمو 

تتمیز الابواغ البكتیریة .Endosporeتكون سبورات داخلیة Bacillusو Clostridumجنس
بأن لھا جدار سمیك یحتوي على بروتین فاقد لكمیة كبیرة من الماء فضلاً على احتوائھا على 

Vegetativeالبكتیریة الخضریة نسبة عالیة من الكالسیوم وھذه المیزات لا تتوفر في الخلیة 
cell لذلك فأن الابواغ لا تصطبغ بطرق التصبیغ التقلیدیة بشكل سھل نتیجةً الجفاف وسمك

الجدار ولكن یمكن تصبیغھا بطرق تصبیغ خاصة كما في الطریقة التالیة :

.Smearبكتیريتحضیر غشاء -1
بكتیري ، بعد ذلك على الغشاء الMalachite greenصبغة أضافة بعض قطرات من -2

دقیقة مع مراعاة عدم جفاف او غلیان الصبغة وفي 5-3تسخن الصبغة على اللھب لمدة 
حال جفاف الصبغة تضاف بضع قطرات اخرى من الصبغة ثم تغسل بماء الحنفیة.

على الغشاء البكتیري وتترك الصبغة لمدة Safraninأضافة بضع قطرات من صبغة -3
ة بالماء .دقیقة ثم تغسل الشریح0.5

تجفف الشریحة و تضاف قطرة من زیت السیدر وتفحص بالعدسة الزیتیة.-4

نتیجة التصبیغ:

وفي Malachite greenفي ھذه الحالة فأن الابواغ تصطبغ باللون الاخضر العائد الي صبغة 
فھذا الجزء سوف یصطبغ باللون الاحمر العائد الى صبغة حال وجود جزء من الخلیة الخضریة 

Safranin واذا كان فأنا تظھر باللون الاخضر فقط وحدھا  وفي حالة وجود الابواغ الحرة ،
Bacllus subtilisمثل بكتریا Endosporeتسمى عندئذ بالبوغ الداخلي البوغ داخل الخلیة 

منتجة للابواغ .سالبة لصبغة كراموھي بكتریا عصویة 

جمع العینات 

یتطلب مراعاة بعض الفروض :لغرض الدراسة والبحثجمع العیناتعند

تسجیل البیانات بدقة ، تتضمن معلومات عن اسماء الفاحصین ، موقع جمع العینات ، -1
تاریخ جمع العینات، نوع العینات ، رموز او ارقام العینات . 

ان تكون العینة بحجم مناسب للدراسة.-2
رجي وذلك من خلال تعقیم المواد المراد مراعاة منع تلوث العینة بحالات التلوث الخا-3

جمع العینات فیھا مسبقاً كالعلب الزجاجیة او المعدنیة او الاكیاس البلاستیكیة وتعقم 
باحدى طرق التعقیم المتبعة كالحرارة الرطبة او الجافة .

واحیاناً تطبق نظریات معینة في توخذ العینات بشكل عشوائي من موقع جمع العینات-4
.حسب نوع الدراسةلضمان عشوائیة العینات ات جمع العین



3
Microbiology (Practical)/ Assist. Lecturer. Safaa N. Hussein

مراعاة السرعة في العزل من العینة لمنع تلفھا ویفضل وضع العینات في اوعیة مبردة -5
لحین °م4لحین وصولھا الى المختبر ، وتحفظ العینات في الثلاجة عند درجة حرارة 

العزل منھا .

طرائق عزل وتنقیة الأحیاء المجھریة

Isolation & Purification Methods of Microorganisms

تتطلب الخطوة الأولى في أي دراسة تتناول أي كائن مجھري ، فصل ذلك الكائن عن أشكال 
الحیاة الأخرى كافة بحیث یغدو في بیئتھ المختبریة الجدیدة وحیداً معزولاً عن غیرھا ونقیاً 

وھذا یعني Isolation in pure cultureوتسمى ھذه الخطوة بعملیة العزل في مزرعة نقیة 
ھو الحصول على Purificationوالتنقیة Isolationضمناً إن الھدف من عملیة العزل 

Pureمزرعة نقیة  culture مزرعة تحتوي على نوع واحد فقط من الأحیاء المجھریة وھي
مجھري ، وفي خطوة لھا أھمیتھا الاستثنائیة لتجنب الوقوع في الأخطاء عند تشخیص الكائن ال

الدراسات الفسلجیة والحیویة الأخرى حول ذلك الكائن وتسمى المزرعة النقیة ھذه بالعزلة 
Isolate. لحین تشخیصھا على مستوى الجنس والنوع

ومعروف إن الأحیاء المجھریة تتواجد في بیئاتھا الطبیعة كالتربة مثلاً أو على صورة تشكیلیة 
جومھا وأشكالھا وتمثل ھذه التشكیلة المختلطة ما تعرف مختلفة من الكائنات تختلف في ح

ویمكن الحصول Mixed Culter , Mixed Populationبالجماعة أو المزرعة المختلطة
على مزارع مختلطة في مختبرات الأحیاء المجھریة عند زرع عینة من التربة مثلاً في وسط 

ا المركب مستعمرات متعددة إذ تنشأ على سطح ھذNutrient Agarزرعي صلب عام مثل 
الأشكال والأحجام والألوان فالبكتریا التي تعود إلى الجنس والنوع نفسھما غالباً ما تكون 
مستعمرات متماثلة ومتشابھة إلى حد كبیر على الأوساط الغذائیة نفسھا ، ویتم تحضیر مزارع 

ونقلھا إلى Loopة التلقیح نقیة من المزارع المختلطة ھذه بالتقاط مستعمرة مقصودة بواسطة إبر
سطح وسط زرعي صلب حیث تنمو لوحدھا في ھذا الوسط ویتم الالتقاط والنقل بطرائق خاصة 
ستذكر لاحقاً وكان ابتكار تقنیات المزرعة النقیة انجازاً كبیراً حقق قفزات نوعیة في عالم 

أ مع بدایة مفھوم المزرعة الأحیاء المجھریة حتى یمكن القول إن العصر الذھبي لھذا العالم قد بد
1905الحائز على جائزة نوبل عام Robert Kochالنقیة كان الطبیب الألماني روبرت كوخ 

أكثر من ساھم في تطویر تقنیات المزرعة النقیة ذلك لأنھ قد أولى اھتماماً خاصاً بعزل البكتریا 
ر لدیھ باستخدام الممرضة في مزارع نقیة لغرض دراستھا وتشخیصھا وقد تحقق ھذا الأم

الأوساط الصلبة ویذكر إن كوخ قد استخدم مادة الجیلاتین بادئ الأمر لتصلیب الأوساط 
.Agarالزرعیة بید انھ استعان لاحقاً بمادة الاكار 

:المزرعة النقیة

یمكن الحصول على مزارع نقیة بطریقتین اساسیتین ھما:
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Streak Plateأولاً : تقنیة تخطیط الأطباق  Technique
وھي ابسط التقنیات المستعملة في  تقنیة الأحیاء المجھریة ولاسیما البكتریا والحصول علیھا 

بصورة نقیة مفردة ویكمن انجازھا بأتباع الخطوات التالیة :

ویعقم ویبرد ثم یصب في أطباق Nutrient Agarیحضر وسط زرعي صلب مثل -
بتري نظیفة ومعقمة ویترك لحین التصلب التام .

من مستعمرة ممیزة في مزرعة مختلطة Loop fullینقل مسحة ملئ إبرة التلقیح -
وتخطط على سطح الوسط الزرعي الصلب المحضر في الخطوة السابقة ویكون 

التخطیط برفق واحد الأشكال الموضحة أدناه :

Pour Plate Techniqueثانیاً: تقنیة الصب في الأطباق 

وھي طریقة أخرى للحصول على مستعمرات معزولة مفردة وفیھا تخرج مسحة من إحدى 
Nutrient Agarوسط زرعي صلب مثل فيالمستعمرات المراد تنقیتھا بواسطة إبرة التلقیح 

أي قبل تصلبھ بقلیل . ثم یصب مزیج البكتریا ˚م50المحضر في أنابیب اختبار بعد تبریده إلى 
والوسط في أطباق بتري معقمة وتحضن في حرارة مناسبة ولمدة مناسبة فتنشا على سطح 
الوسط مستعمرات مفردة ومتماثلة أو متشابھھ ویمكن إجراء سلسلة من التخافیف في الوسط 

ي بغیة تخفیف أو تقلیل عدد الزرعي الصلب في أنابیب الاختبار قبل صب الوسط في أطباق بتر
المستعمرات التي تنمو في الأوساط داخل الأطباق وكما موضح أدناه :

تخطیط متعامد تخطیط متدرج
او منقطع

نشر شعاعي من 
نقطة ثابتة

نشر في اربعة 
ارباع الطبق

النقل بأبرة 
التلقیح

العینة الاصلیة

صب الوسط 
في طبق بتري

التلقیحبأبرةتخفیف عشري أو تخفیف 


