
 كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى
  
  
  
 

 )جمستوى (مياه الشرب  ليلمعامل تحا محللىبرنامج اعتماد 

  الفصل التاسع
  

  التحليل البكتريولوجي لمياه الشرب 
 باستخدام طريقة الأنابيب المتعددة

  





  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ١- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  
  التاسع فصلال

  
  الشرب  هالتحليل البكتريولوجي لميا

 باستخدام طريقة الأنابيب المتعددة

  
  ):التعلم(أهداف التدريب 

بانتهاء التدريب على أعمال هذا الفصل ينبغى أن يكون المتدرب قادراً علـى  
  :أن
  
 يذكر طريقتين لتحديد عدد البكتريا القولونية. 
  للبكتريا الحية فى المياه بواسطة اختبار يشرح طريقة تعيين العد الكلى

 .عد الأطباق القياسى
 يذكر طرق الكشف عن المجموعة القولونية وبكتريا القولون البرازى. 
  يشرح الغرض من طريقة تخمر الأنابيب المتعددة والمراحل التى يمر بها

 .الاختبار
  وعلى يشرح كيفية تطبيق طريقة الأنابيب المتعددة على المياه الملوثة

 .المياه غير الملوثة
 يصف الطريقة المباشرة لفحص القولونيات الغائطية. 
  يشرح طريقة العد الاحتمالى لفحص البكتريا السبحية المعوية وفحص

  .بكتريا سودوموناس إيروجنزا
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وتسمى البكتريـا  أمراضاً عديدة للإنسان، يسبب وجود بعض أنواع البكتريا   مقدمـة
كذلك فإن وجود بعض الكائنات الأخرى  ،)Pathogenic Bacteria(المرضية 

والطفيليات فى المياه يؤدي إلى ظهـور بعـض    ،والديدان ،مثل الفيروسات
   .الأمراض

  
هاماً لتحديد الكائنات التى تسبب  الكلية ويعتبر اختبار الكشف عن القولونيات  

 او الغائطية القولون البرازية أمراضاً وفيه يتم الكشف عن بكتريا
)Escherichia Coli) (E. Coli(،  فى البراز الذي يحتوى على ، توجدالتى

فى المياه إلى هذه البكتريا  ويشير وجود ،نسبة عالية من كل أنواع البكتريا
ووجود  ،والحيوانية ،والبقايا الآدمية ،حدوث تلوث من الصرف الصحي

تلوث من  يُعزى إلى حدوث )E.Coli(وغياب  ،الأنواع الأخرى من البكتريا
ملليلتر من المياه على أكثر من  ١٠٠ويجب ألا يحتوى  ،التربة والمزروعات

اليتان من نفس على ألا يتكرر ذلك فى عينتان متتأثنين من الخلايا البكتيرية 
من العينات التى يتم فحصها خلال العام %  ٩٥ن تكون المصدر مع مراعاة أ

   .خالية تماماً من بكتريا القولون
  

  ياه وخصوصاً تلك المقاومة للحرارة ـبر وجود البكتريا القولونية فى المـيعت  التحاليلطرق 
  .لتعرض المياه لنشاط الكائنات ذات الدم الحار ومنها الإنسانمؤشراً   البكتريولوجية

  
وحيث أن الأمراض التى تنتقل بالماء تحدث نتيجة لوجود مواد غائطية، لذا   

 .حة من خلال تقدير نسبة وجود هذه البكتريايمكن تقدير الخطورة على الص
  .حديث على وجود تلوث غائطى (E. Coli)ويدل وجود البكتريا الغائطية 

  
ويعتمد اختبار الكشف عن البكتريا القولونية الغائطية على أثرها فى تخمر   

 ٢٤م فى أقل من °٤٤و  ٣٦كتوز لينتج حامض وغاز عند درجة حرارة اللا
ويتم تحديد عدد البكتريا القولونية . الأندول فى ماء الببتون ينتجوأيضاً . ساعة

  :بطريقتين قياسيتين
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ة لأننا فى هذه الحالة نزيل المواد المغذية ولا يفضل التخفيف بالمياه المعقم
(Nutrient) . دقيقة بعد عمليات  ٢٠كما أنه لا يفضل أن يمضى أكثر من

  .لا تعطى نتائج خاطئةالتخفيف لزرع البكتريا حتى 
  

  لحيـةاالكلى للبكتريا  دهى طريقة لتعيين العد) Standard Plate Count Test(  اختبار عـد :أولاً
 ونتائج هذه التجربة قد تختلف عن العدد. م ٣٧م،  ٢٠فى المياه فى درجة   ياسىالقالأطبـاق 

 ة أسباب منها أن البكتريا قد توجد فىدالحقيقى للبكتريا فى المياه لع
والرج الشديد للعينة قد لا يفكك هذه التجمعات  )تجمعات(مستعمرات 

حدوث النمو من  بينمما يتعذر معه التفرقة  )Bacterial Cluster(رية يالبكت
كما أن البيئة الواحدة ودرجة حرارة . كائن واحد حى أو من مجموعات

  .الحضانة المستخدمة قد لا تكون كافية لمتطلبات نمو كل البكتريا
  

  :وتتمثل الطريقة فيما يلى  
  معقمة فى فرن فى (مللى لتر كحد أقصى للعينة باستخدام ماصة  ١أخذ

وتوضع فى طبق بترى سعة  )لمدة ساعة م°١٨٠ - ١٦٠درجة حرارة 
بعد إسالة بيئة مستنبت خميرة الآجار، وتصب فيها وتمزج  ٣مم١٠٠

  .العينة مع بيئة الآجار بحركة دائرية للطبق وتترك لتتجمد
  ساعة ٢٤لمدة  م°٣٧-٣٥توضع العينة فى حضانة عند درجة حرارة.  
 عدد : النتيجة يتم عد المستعمرات البكتيرية فى الطبق بعد ذلك وتكون

/ العدد الكلى للبكتريا(أو  ،مللى لتر من العينة ١ /المستعمرات البكتيرية
  ).م°٣٥مللى لتر عند  ١

  لمدة  م°٢٠تتم نفس الخطوات السابقة وتحضن العينة عند درجة حرارة
عند درجة (مللى لتر  ١/العدد الكلى للبكتريا: ساعة وتكون النتيجة ٤٨
  ).م°٢٠
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  المجموعة لكشف عنطرق ا: ثانياً
  القولونية وبكتريا القولون البرازى

    
  :هناك طريقتان للفحص البكتريولوجى للمياه  

 ).Multiple Tube Fermentation Method( طريقة تخمر الأنابيب المتعددة .١

  .)Membrane Filter Method(طريقة الترشيح الغشائى  .٢

  
 تخمر الأنابيب المتعددة التحليل البكتريولوجي باستخدام طريقة .١

)Multiple Tube Fermentation Method(:  
    

  :رض من الطريقةالغ   
مخمرات (تستخدم هذه الطريقة لتعيين وجود وعد بكتيريا المجموعة القولونية     

عن طريق زرع سلسلة أجزاء مقاسة الحجم من العينة داخل ) سكر اللبن
  .أنابيب محتوية على أوساط زرع ملائمة

  
  :إعتبارات خاصة بطريقة تخمر الأنابيب المتعددة  
 يجرى الاختبار من خلال ثلاث مراحل محددة:  

  .الاختبار الأولى  - ١  
  .الاختبار التأكيدى  - ٢  
  .الاختبار المكمل  - ٣  

  
ومن الممكن إيقاف فحص عينة المياه عند نهاية أى من هذه المراحل   

فحص مباشرة من إذا ما تحقق الهدف من الاختبار أو استكمال ال
  . مرحلة إلى المرحلة التالية

  
  والاختبار المكمل)Complete Test(  هو الاختبار القياسى لتعيين مدى

مطابقة المياه للمعايير القياسية وصلاحيتها للشرب من الوجهة 
وتحت هذه المقاييس يمكن أن ينتهى الفحص بعد الاختبار . البكتريولوجية
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ت أن الاختبار التأكيدى قد أعطى نتائج مكافئة التأكيدى، ولكن بعد أن يثب
 .للاختبار المكمل بسلسلة من الاختبارات المتوازنة

  فى المعمل الروتينى توقف الاختبارات البكتريولوجية لمعظم مصادر
والاختبار التأكيدى له أهمية . ارات التأكيديةبالمياه العامة عند نهاية الاخت

مداد المياه ومن الأجزاء المختلفة كبيرة فى فحص عينات من مصادر إ
 .فى محطة معالجة المياه

  
  طريقة الأنابيب المتعددة مبنية على قوانين الإحتمالية وتستخدم للحصول

على تقدير العدد البكتيرى فى العينة معبراً عنه بالعدد الاحتمالى 
)MPN(، كل النتائج الإيجابية  تسجلالخطوات المعملية  وبعد إتمام

 وفى. والسلبية ثم يتم الربط بين هذه النتائج وأحجام العينة التى تم زرعها
النهاية يتم تعيين العدد الاحتمالى بالرجوع إلى جدول الأعداد الاحتمالية 

 :أو باستخدام القانون الآتى

 
  ١٠٠ x جابيةعدد العينات التى أعطت نتائج إي              

  

  عدد الملليلترات من  ×   عدد الملليلترات من العينات            
  العينات فى كل الأنابيب       التى أعطت نتائج سلبية            

 

  :وهناك عدة طرق مختلفة لزرع العينة منها
مللى لتر ويستخدم فى  ٢٠الزرع المبدئى لخمسة أجزاء كل منها   -

  . اختبار نوعية مياه الشرب
 ١٠زرع خمسة أجزاء كل منها : الزرع بطريقة السلسلة العشرية وهى  -

. مللى لتر ٠.١مللى لتر، خمسة أجزاء  ١مللى لتر، خمسة أجزاء 
عندما يكون معلوماً أن بكتيريا  والخام أوتطبق فى اختبار المياه 

المجموعة القولونية موجودة، ويكون الغرض من هذا الاختبار فى هذه 
  .ن العددالحالة هو تعيي

  

 =العدد الاحتمالى 
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يمكن توضيح وقعة، تطبقاً لكثافة بكتيريا المجموعة القولونية المو  
فى  كما مللى لتر ١٠٠لكل ) خمس أنابيب لكل منها(السلسلة العشرية 

  ).١- ٩(الجدول رقم 
  

 )١- ٩(جدول رقم 

  كثافة المجموعة القولونية المتوقعة
  

كثافة المجموعة القولونية
  مل ١٠٠المتوقعة لكل 

  السلسلة العشرية 
  )خمس أنابيب لكل منها(

  مللى لتر ٠.١، ١، ١٠  ٥٤٢ - ٢
  مللى لتر ٠.٠١، ٠.١، ١  ٥٤٢٠ - ٢٠
  مللى لتر ٠.٠٠١، ٠.٠١، ٠.١  ٥٤٢٠٠ - ٢٠٠
مللى  ٠.٠٠٠١، ٠.٠٠١، ٠.٠١  ٥٤٢٠٠٠ - ٢٠٠٠

  لتر
  

  : المبدأ الأساسي
تلقح سلسلة من الأنابيب المحتوية على مستنبت  ،فى طريقة الأنابيب المتعددة

وبعد مدة حضانة معينة فـى   .مرقى مناسب بمقادير اختبارية من عينة الماء
 )إيجابيـاً ظنيـاً  (يعتبر كل أنبوب يتكـون بـه غـاز     ،درجة حرارة محددة

)Presumptive positive( ولكـن   .لأن هذا يدل على احتمال وجود قولونيات
تأكيد ذلك بإجراء اختبار لزم يست ،ينتج بواسطة جراثيم أخرىبما أن الغاز قد 

   .ويعرف الاختباران بالاختبار الظنى والاختبار المؤكد على التوالي .لاحق
  

مـأخوذ مـن    بجـزء يلقح مستنبت أكثر انتقائية  ،ففى حالة الاختبار المؤكد
وبعد فترة مناسبة تفحص الأنابيب لمعرفة ما إذا كان قـد   .الأنابيب الإيجابية

وعندها يمكن تقدير درجة تركز الجراثيم فى العينة مـن عـدد    .تكون غاز
ويمكن تقـدير   .الأنابيب الملقحة وعدد الأنابيب الإيجابية فى الاختبار المؤكد

دة للجراثيم الموجو )Most Probable Number (MPN)(العدد الأكثر احتمالاً 
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وتعـرف هـذه    .باستخدام جداول إحصائية مبتكرة خصيصاً لهذا الغـرض 
   .)MPN(الطريقة بطريقة العدد الأكثر احتمالاً 

سلسلة من التخفيفات العشرية  حضيريمكن استخدام مقادير اختبارية مختلفة لت  التلقيح
ى وتتوقف التخفيفات على إعداد جراثيم القولونيات المتوقعة فى عينة الماء الت

التى يـتم الحصـول    )Reliability( صداقية النتيجةوتعتمد م .يجرى فحصها
وفى حـالات معينـة    .عليها على عدد الأنابيب الملقحة بكل مقدار اختباري

 .يمكن خفض هذا العدد إلى ثلاثة أنابيب فى كل خطوة من خطوات التخفيف
ولكل مجموعة من الأنابيب الملقحة جدولها الخاص من قيم الأعداد الأكثـر  

  .)MPN(احتمالاً 

  
فـى   ،تلـوث  عدم وجودأو  ،يمكن بصورة عامة افتراض وجود تلوث قليل  المياه غير الملوثة

وفى هذه الحالة يحتاج الأمر  .المياه التى تدخل الشبكة أو المياه الموجودة فيها
فـى خمسـة    ،ملليلتـر  ١٠كل منها  ،أحجام من ماء العينةإلى تلقيح خمسة 

 ـ    ١٠أنابيب يحتوى كل منها على  وة ـملليلتر مـن مسـتنبت مـزدوج الق
)Double-strength(.   
  

مثل المياه غير المعالجة التى تجلـب مـن    ،المياه التى يشتبه بأنها أكثر تلوثاً  المياه الملوثة
تحتاج للفحص باستخدام أحجام تلقيح مختلفة فـى   ،مصادر معينة للماء الخام

  : وفيما يلي التلقيحات التى تجرى فى العادة .تخفيفات عشرية
 ١٠ملليلتر من العينة فى كل من خمسة أنابيب يحتوى كل منها على  ١٠ .١

   .ملليلتر من مستنبت مزدوج القوة
 ملليلتر من العينة فى كل من خمسة أنابيب يحتوى كل منها علـى  ١.٠ .٢

  .ملليلتر من مستنبت مفرد القوة ١٠

) ملليلتر من العينة ٠.١أى (من العينة  ١٠:  ١ملليلتر من تخفيف  ١.٠ .٣
ملليلتر من مسـتنبت   ١٠فى كل من خمسة أنابيب يحتوى كل منها على 

  .مفرد القوة
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تلقح مقـادير متسـاوية    ،وإذا كان من المتوقع أن تكون العينة مفرطة التلوث
يلتر من تخفيفات عشرية متسلسلة من كل خطوة تخفيف فـى  ملل ١.٠حجمها 

   .ملليلتر من مستنبت مفرد القوة ١٠خمسة أنابيب على 
يمكن خفـض عـدد    ،وإذا كان عبء العمل ثقيلاً جداً والوقت المتاح محدوداً

ولكن تلقيح خمسة أنابيب بكل حجم مـن   .الأنابيب على ثلاثة فى كل سلسلة
يوثق بها إحصائياً أكثر من  )MPN(د الأكثر احتمالاً العينة يعطى نتيجة بالعد

   .النتيجة التى يحصل عليها بتلقيح ثلاث أنابيب فحسب
  

المجففة المتاحة فى الأسواق تبسط عملية تحضير مـرق   )Media(الأوساط   البيئات وماء التخفيف
وينتج هذه الأوساط صـانعون   ،ولذلك يوصى باستعمالها فى المختبر ،الزرع

مختلفون كمساحيق يمكن وزنها بسهولة وإذابتها فى ماء مقطر ووضعها فى 
   .أطبق وأنابيب الزرع تمهيداً لتعقيمها

  : مثل ،وهناك مستنبتات مختلفة متعددة متاحة للاختبار الظني
   .)LTB(مرق لوريل تربتوز  -
  .)MacConkey(مرق ماك كونكي  -

  .)Lactose(مرق لاكتوز  -

  
وتعتمد انتقائيـة مـرق    .واستعمال هذه الأوساط الثلاثة شائع فى بلدان عديدة

ماك كونكي ومرق لوريل تربتوز على التوالي على وجود أملاح الصـفراء  
)Bile salts(  والعامل السطحي النشاط)Surface-active(، كبريتات اللوريل، 

   .أما مرق لاكتوز فهو وسط غير انتقائي
  

أو مرق الماكونكي  (BGB)ويستعمل مرق لاكتوز الصفراء الأخضر اللامع 
لفحص إجمـالي   )Confirmatory medium(على نطاق واسع كوسط تأكيدي 

أو  )BGB(ولتأكيد وجود القولونيات الغائطية يستخدم إما مـرق   .القولونيات
  .)FC(مرق القولونية البرازية 
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  : )البيئات(تحضير الأوساط 
  : على الوجه التالي ،أن تحضر الأوساط بموجب تعليمات الصانع يجب

أذب الكمية المعينة من الوسط المجفف فى ماء مقطر للحصول علـى    -أ 
فى حالة التحليل التأكيدي يسـتعمل  (مزدوج أو مفرد القوة  وسط ظنى

  ). الوسط المفرد القوة فحسب
 )Durham(وزع الحجم المطلوب فى أنابيب زرع تحتوى على أنبوب   -ب 

  .وغط أنابيب الزرع ،مقلوب

 ــم الأنابـعق  -ج   ـ ـيب فى ج ية طهـى بالضـغط   ـهاز التعقـيم أو آن
)Pressure Cooker( ١١٤رارة ـة حـفى درجºدقـائق   ١٠دة ـم لم
ومن المهم بصفة خاصة عـدم وضـع    .)الصانع توصياتأو حسب (

 ،)Disaccharides( اتالأوساط التى تحتوى على مواد ثنائية السـكري 
  .وفى درجة حرارة أكثر ارتفاعاً ،فى جهاز التعقيم ،مثل اللاكتوز

 ،)م تقريباً ٢٥º(يجب أن يخزن الوسط المعقم فى درجة حرارة الغرفة   - د 
وبالإضافة إلى ذلك يجب وقايـة المحلـول مـن     .تعقيمةللإبقاء على 

  .التعرض للضوء لأن هناك صبغات متعددة حساسة للضوء

  
عينـات  من معقم خصيصاً لتحضير تخفيفات  )Buffer(لول منظم يستعمل مح  ماء التخفيف

مركز مـن   )Stock(ويحضر الماء من محلول أصلي  .للتلقيح فى المستنبتات
  .محلول كلوريد ماغنسيوم و )Phosphate Buffer(محلول منظم فوسفاتي 

  
  ):١محلول (تحضير محلول منظم فوسفاتى 

جراماً من فوسفات ثنائي هيدروجين  ٣٤.٠يذاب  ،لتحضير المحلول الأصلي
ويجب أن يكون الرقم  .مل من الماء المقطر ٥٠٠فى  )KH2PO4(البوتاسيوم 

ينبغي التحقق من ذلك بواسطة قياس الرقم ( ٧.٢للمحلول  )pH(الهيدروجيني 
ويمكن زيادة الرقم الهيدروجيني إذا لزم ذلك بإضافة قطرات  .)الهيدروجيني
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 ٤.٠(تركيزه مول واحد بـاللتر   )NaOH(لصوديوم من محلول هيدروكسيد ا
ثم يضاف قدراً كافيـاً مـن    .)ملليلتر من الماء المقطر ١٠٠جرام مذاب فى 

وعند عدم اسـتعمال المحلـول    .الماء المقطر حتى يصبح الحجم لتراً واحداً
-٤المختزن ينبغى حفظه فى زجاجة محكمة الإغلاق فـى درجـة حـرارة    

١٠ºوذلك لتأخير النمو الجرثومي ،م.   
  

  ): ٢( تحضير محلول كلوريد الماغنسيوم
لتر من  ١وتضاف إلى (MgCl2.6H2O) جم كلوريد الماغنسيوم ٨١.١يوزن 

  .ماء مقطر
  

  :تحضير ماء التخفيف
  : يحضر محلول التخفيف المستعمل وقت إجراء التجربة على النحو التالي 

   .)١(ملل من المحلول رقم  ١.٢٥ -
  .)٢(ملل من المحلول رقم  ٥ -

 .ملل ماء مقطر ١٠٠٠ -

عقم فـى  تفى كل أنبوبة و ملليلتر ٩٩ملليلتر أو  ٩ بحجم ثم يصب فى أنابيب
   .دقيقة ١٥جهاز التعقيم لمدة 

  
  : التطبيق على المياه غير الملوثة

  
  : الطريقة

كالميـاه   ،الطريقة التى تستعمل لفحص مياه غير ملوثة نسبياًنوضح فيما يلى 
  .المعالجة فى شبكات المياه
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 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  .أنزع الورق الملفوف على زجاجة العينة  .أ
  رج الزجاجة بقوة بينما السدادة فى موضعها وذلك حتى تتوزع الجراثيم توزيعاً متساوياً،   . ب

الزجاجة حتى تمام ملليلتر، وبعد ذلك ضع السدادة ورج  ٣٠-٢٠وإذا كانت الزجاجة ممتلئة فإنزع السدادة وأفرغ منها 
  .المزج

  

  

  
ملليلتر  ١٠ملليلتر، ضع  ١٠معقمة سعة  اصةباستعمال م  . ج

من العينة فى كل أنبوبة من خمسة أنابيب تحتوى علـى  
ومن ). مزدوج القوة(ملليلتر من مرق الفحص الظني  ١٠

المستحسن رج الأنابيب بهـدوء حتـى تتـوزع العينـة     
  .المستنبت كلهبالتساوي فى 

  

  
م أو ٣٥ºأحضن الأنابيب فى الحاضنة فى درجة حرارة   .د

٣٧º ساعة ٢٤م لمدة. 

  

  

  
ساعة من الحضانة، أفحص كـل أنبـوب    ٢٤عند انتهاء . هـ

فإذا كان هناك غاز فسوف يمكن رؤيتـه  . بحثاً عن الغاز
، أما إذا لم يوجد غاز فترج الأنبوبة )Durham(فى أنبوبة 

بهدوء، فإذا شوهد فوران من الفقاعات الصغيرة، تعتبـر  
  .الأنبوبة إيجابية

  

  

    .ساعة فى جدول ٢٤سجل عدد الأنابيب الإيجابية بعد . و

  
 

 )هـ(

 )و(

 )د(

 )ج(

 )ب( )أ(
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 ساعة أخرى وبعد انتهاء هذه المدة أفحص الأنابيب من جديد بحثاً عن الغاز ٢٤أعد حضانة الأنابيب السلبية لمدة . ز
ساعة من الحضانة تأكيد عن وجود  ٤٨ساعة أو  ٢٤كما فى الخطوة هـ ويعتبر الغاز المنتج فى نهاية 

  .قولونيات فى العينة
    .ساعة على الجدول ٤٨سجل عدد الأنابيب الإيجابية بعد . ح

  
 ٢٤يجرى الفحص التأكيدي فى نهاية كل من الحضانة لمدة . ط

وباستعمال عروة أنقل . ساعة على السواء ٤٨ساعة ولمدة 
نقطة أو نقطتين من كل أنبوبة ذات نتيجة إيجابية ظنية إلى 

ملليلتـر وتحتـوى    ١٠أنبوبة مقابلة معقمة تأكيدية حجمها 
. BGBمثلاً على مرق لاكتوز الصفراء الأخضر المتـألق  

  .وقبل كل عملية نقل تعقم العروة على لهب ثم تترك لتبرد

  

  
مثل (إذا أريد أيضاً تحرى وجود القولونيات الغائطية تزرع مزارع ثانوية فى أنبوبتين تحتويان على مرق تأكيدي . ى

  . ، وتحضران من كل من الأنابيب الإيجابية الظنية)BGBمرق لاكتوز الصفراء الأخضر المتألق 
لتأكيد وجود القولونيات أحضن فـى الحاضـنة أنبوبـة      . ك

ساعة  ٤٨مزرعة ثانوية من كل أنبوبة إيجابية ظنية لمدة 
  .م٣٧ºم أو ٣٥ºفى درجة حرارة 

  

  
سجل . ساعة من الحضانة فإذا وجد غاز فإن ذلك يؤكد وجود القولونيات فى العينة ٤٨أفحص الأنابيب فى نهاية   .ل

  .الجدول فىالنتائج 
لتأكيد وجود القولونيات الغائطية أحضن فى الحاضنة أنبوبة مزرعة ثانوية أخرى من كل أنبوبة إيجابية ظنية   . م

  .م٤٥º-٤٤ساعة فى درجة حرارة  ٢٤لمدة 
  .ساعة، فإن ذلك يؤكد وجود قولونيات غائطية ٢٤غاز فى الأنابيب بعد حضانة لمدة  تكونإذا   .ن

  
  
  

 )ح(

  )ط(

  )ى(
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  : تعيين العدد الأكثر احتمالاً
 ١٠أجزاء من العينة حجم كـل منهـا    ٥حيث تلقح  ،فى حالة الماء المعالج

من نتائج الاختبار بواسطة  )MPN(يمكن معرفة العدد الأكثر احتمالاً  ،ملليلتر
   .)٢-٩(الجدول رقم 

  
  )٢- ٩(جدول 

  لتوافيق مختلفة من نتائج إيجابية وسلبية  )MPN(الأعداد الأكثر احتمالاً 
  ملليلتر  ١٠أجزاء من العينة كل منها  ٥عند استعمال 

  

٥عدد الأنابيب ذات التفاعل الإيجابي من
  )MPN(العدد الأكثر احتمالاً   ملليلتر ١٠أنابيب سعة كل منها 

  صفر  صفر
٢  ١  
٥  ٢  
٩  ٣  
١٦  ٤  
  ٢٣أكثر من   ٥

  
بالنسـبة لمجموعـة إجمـالي     ثلاثة أنابيب إيجابية مؤكـدة  فإذا كانت هناك

فمن الجدول يمكن أن نرى أن القيمة المقابلة للعدد الأكثر احتمالاً  .القولونيات
)MPN(  وفيمـا   .ملليلتر من العينـة  ١٠٠إجمالي القولونيات فى كل  ٩هى

لم يكن هناك سوى أنبوبة إيجابية واحدة مؤكدة  ،يختص بالقولونيات الغائطية
اجمـالي   ٩.٢هـى   )MPN(وبالتالي فإن قيمة العدد الأكثر احتمالاً  .فحسب

 ،الغائطيةوفيما يختص بالقولونيات  .ملليلتر من العينة ١٠٠قولونيات فى كل 
وبالتالي فـإن قيمـة    .لم يكن هناك سوى أنبوبة إيجابية واحدة مؤكدة فحسب

  . ملليلتر ١٠٠فى كل  ٢.١هى  )MPN(العدد الأكثر احتمالاً 
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  ): بطريقة التخفيف(التطبيق على المياه الملوثة 
  

  : الطريقة
قد الطريقة التى تستعمل لفحص مياه يتوقع أن تكون ملوثة حتى ولو كان 

وهى فى جوهرها مماثلة للطريقة الموصوفة  ،سبق معالجتها مبينة فيما يلي
   .باستثناء استعمال تخفيفات متعددة فى هذه الطريقة ،سالفاً

  
رتب ثلاثة صفوف يتألف كل منها من خمس أنابيب فـى    . أ

الأنابيب فى الصف  يحتوى كل من. رف لأنابيب الاختبار
ظنى مزدوج القوة، مل من وسط  ١٠على ) ١ف(الأول 

بينما تحتوى على أنبوبة فى الصـفين الثـاني والثالـث    
  .مل من وسط ظنى مفرد القوة ١٠على ) ٣، ف٢ف(

  

  
مل من العينة فى كل من الأنابيب الخمسة فـى   ١٠ضع   .ب

  .باستعمال ماصة معقمة ١الصف ف
  

  
الخمسـة فـى   مل من العينة فى كل من الأنابيب  ١ضع   .ج

  .باستعمال ماصة معقمة ٢الصف ف
  

  

  )أ(

  )ب(

  )ج(
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 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

مل من الماء  ٩من العينة بإضافة  ١٠:  ١حضر محلول   .د
 اغلـق ). مـل  ١استعمل ماصة معقمة سـعة  (المخفف 

  .الزجاجة المحتوية على العينة المخففة ورجها بقوة

  

  
ماصة بواسطة  ١٠:  ١مل من السائل المخفف  ١أضف   .هـ

معقمة أخرى إلى كل من الأنابيب الخمس فـى الصـف   
  .٣ف

  

  
، )Incoulum(بعد رج الأنابيب برفق لمـزج الزرعـة     .و

ضع الرف ومعه الخمس عشرة أنبوبة فى درجة حـرارة  
٣٥º ٣٧م أوº وبعدها تابع . ساعة فى الحاضنة ٢٤م لمدة

  .الطريقة الخاصة بالماء غير الملوث

  

  
 : تعيين العدد الأكثر احتمالاً

فيما يتم التوصيل إلى العدد الأكثر احتمالاً بطريقة مماثلة للطريقة الموضحة 
) ٣- ٩( يتعين استخدام الجدول ،ولكن بالنظر للعدد الكبير من الأنابيب ،سبق

   .الأكثر تعقيداً
  

  : ويبين المثال التالي كيفية الحصول على النتائج
ل على النتائج التاليـة بعـد تأكيـد وجـود إجمـالي      لنفرض أنه تم الحصو

  : القولونيات
 مل ١٠حجم العينة الملقحة ( ١أنابيب إيجابية فى الصف ف ٥(.   
 مل ١حجم العينة الملقحة ( ٢أنابيب إيجابية فى الصف ف ٣(.  

  )د(

  )هـ(

  )و(
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 مل ٠.١حجم العينة الملقحة ( ٣ أنبوبة إيجابية واحدة فى الصف ف(.  

  
وهى تمثل الاختبار المؤكـد   ،١-٣-٥للنتائج بالأرقام وهكذا يمكن أن يرمز 

 × ٥( ١-٣-٥بأن النتيجة المشـفرة  ) ٤-٩(رقم ويشير الجدول  .للقولونيات
تعطى قيمة العدد ) مل إيجابي ٠.١×  ١ ،مل إيجابي ١×  ٣ ،مل إيجابي ١٠

 ١١٠ حـوالى أى أن عينة الماء تحتوى علـى   ،١١٠الأكثر احتمالاً وقدرها 
   .باتقري مل ١٠٠ى كل قولونيات ف

  
ويجرى الاختبار المؤكد للقولونيات الغائطية بنقل ما تحمله أبرة التعقيم مـن  

ووضعها فى الحاضنة فى  ،كل أنبوبة اختبار إيجابية ظنياً إلى أوساط تأكيدية
ولنفرض أن هذا الاختبار يعطى قيمـة   .ساعة ٢٤م لمدة ٠.٥º ± ٤٤درجة 

 قيمـة العـدد  ) ٣-٩(رقم عندما يعطى الجدول  .صفر -٣ - ٤مشفرة هى 
ملليلتـر   ١٠٠أى وجود قولونية غائطية فى كل  ٢٧الأكثر احتمالاً وقدرها 

فقد تعطى الطريقة الموضـحة   ،ثم لنأخذ مثالاً لماء مفرط التلوث، من العينة
ونتيجة كهذه لا تعطى قيمـة محـددة   ، ٥.٠-٥-٥أعلاه نتيجة مشفرة قدرها 

فعند الاشتباه بتلوث شديد كهذا تلقح عادة أكثر من ثلاث  .تمالاًللعدد الأكثر اح
 )Tenfold(ويجب عمل سلسلة التخفيفات العشـرية   .تخفيفات عشرية التركيز

هذه بطريقة ما بحيث يتحتمل حدوث نتيجة سلبية لأعلى تخفيف ملقح علـى  
مـل و   ٠.٠١×  ٥ ،مل ٠.١×  ٥ ،مل ١.٠×  ٥فإذا لقح فى البداية  .الأقل

 ،١-٤-٥-٥مل وتم الحصول على نتيجة مشفرة مؤكدة قدرها  ٠.٠٠١×  ٥
عندها يتعين استخدام ثلاث فقط من هذه النتائج للحصول على قيمـة العـدد   

   .)٤-٩(رقم الأكثر احتمالاً من الجدول 
  

) مل ٠.١فى هذه الحالة (وينبغى انتقاء هذه النتائج بأخذ أصغر حجم للعينة 
والتخفيفين الأعلى اللذين يليانه  ،الأنابيب نتيجة إيجابيةتعطى فيه كافة 

وعندها تستعمل النتيجة المشفرة للأحجام الثلاثة للحصول على قيمة  ،مباشرة
 ففى المثال المذكور أعلاه تختار، )٣-٩(العدد الأكثر احتمالاً من الجدول 

 .ةمل من العين ٠.٠٠١ ،٠.٠١ ،٠.١الأحجام  لالتى تمث ١-٤- ٥النتيجة 
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 يجب أن) ٣-٩( رقم ن الجدولم ةيتم الحصول عليذي الكبروقيمة العدد الأ
بالذات  للحصول على العدد الأكثر احتمالاً لهذه العينة ١٠٠تضرب فى 

   .مل ١٠٠لكل  ١٧٠٠٠وتكون هذه النتيجة فى هذه الحالة هى  ،)أنظر أدناه(
  

وأحياناً قد يجد عامل المختبر صعوبة فى تعيين معامل الضرب لاستخدامه 
المناسب لعينة جرى  )MPN(فى الحصول على العدد الأكثر احتمالاً 

فالطريقة البسيطة لتعيين العدد الأكثر احتمالاً هى تقسيم قيمته التى  .فحصها
 بالعدد على حجم العينة ممثلاً) ٣- ٩( رقم يتم الحصول عليها من الجدول

- ٥قدره  )Code(خذ رمزاً  ،فعلى سبيل المثال .الأوسط فى الرمز المختار
، كما هو موضح مل ٠.٠١حجم عينة قدرها  ٢صفر يمثل فيه العدد - ٢
 صفر من الجدول- ٢-٥فالعدد الأكثر احتمالاً للرمز  .)٣- ٩(رقم الجدول ب

 لهذا تكون قيمة العدد الأكثر احتمالاً للعينة المفحوصة .٤٩هو  )٣-٩(رقم 
 =٤٩٠٠=  ١٠٠×  ٤٩=  ٠.١/  ٩.   
  

أمثلة للعوامل التى تستخدم لضرب قيمة العدد الأكثـر  ) ٤-٩(ويبين الجدول 
 للحصول على العدد الأكثر احتمـالاً ) ٣-٩(احتمالاً المستخرج من الجدول 

  . الملائم للتخفيفات المختلفة
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  ) ٣- ٩(جدول رقم 
  لنتائج توافيق مختلفة إيجابية وسلبية  )MPN(الأعداد الأكثر احتمالاً 

  مل  ٠.٥مقادير كل منها  ٥مل و ١مقادير كل منها  ٥و ،مل ١٠مقادير كل منها  ٥عند استخدام 
  

العدد  عدد الأنابيب التى تعطى تفاعلاً إيجابياً من أصل
الأكثر 
  احتمالاً

  تعطى تفاعلاً سلبياً من أصلعدد الأنابيب التى 
العدد الأكثر 

كل منها ٥  احتمالاً
  مل ١٠

كل منها  ٥
  مل ٠.١

١كل منها٥
  مل

كل منها٥
  مل ١٠

كل منها ٥
  مل ٠.١

 ١كل منها  ٥
  مل

00 0<1.8 40 3 25 
00 11.841 0 17 
01 01.841 1 21 
01 13.641 2 26 
02 03.741 3 31 
02 15.542 0 22 
03 05.642 1 26 
10 0242 2 32 
10 1442 3  38 
10 2643 0 27 
11 0443 1 33 
11 16.143 2 39 
11 28.144 0 34 
12 06.144 1 40 
12 18.244 2 47 
13 08.345 0 41 
13 11045 1 48 
14 01050 0 23 
20 04.550 1 31 
20 16.850 2 43 
20 29.150 3 58 
21 06.851 0 33 
21 19.251 1 46 
21 21251 2 63 
22 09.351 3 84 
22 11252 0 49 
22 21452 1 70 
23 01252 2 94 
23 11452 3 120 
24 01552 4 150 
30 07.853 0 79 
30 11153 1 110 
30 21353 2 140 
31 01153 3 170 
31 11453 4 210 
31 21754 0 130 
32 01454 1 170 
32 11754 2 220 
32 22054 3 280 
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العدد  عدد الأنابيب التى تعطى تفاعلاً إيجابياً من أصل
الأكثر 
  احتمالاً

  تعطى تفاعلاً سلبياً من أصلعدد الأنابيب التى 
العدد الأكثر 

كل منها ٥  احتمالاً
  مل ١٠

كل منها  ٥
  مل ٠.١

١كل منها٥
  مل

كل منها٥
  مل ١٠

كل منها ٥
  مل ٠.١

 ١كل منها  ٥
  مل

33 01754 4 350 
33 12154 5 430 
33 22455 0 240 
34 02155 1 350 
34 12455 2 540 
35 02555 3 920 
40 01355 4 1600 
40 11755 5 >1600  
40 221    

  
  )٤- ٩(جدول رقم 

  أمثلة لعوامل الضرب لتعيين العدد الأكثر إحتمالاً للتخفيفات المختلفة للعينة
  

 المثال
 عدد الأنابيب التى تعطى تفاعلاً إيجابياً من أصل

النتيجة المشفرة 
  المختارة

عامل الضرب 
للعدد الأكثر 

  احتمالاً
كل منها  ٥

  مل ١
كل منها  ٥

  مل ٠.١
كل منها  ٥

  مل ٠.٠١
كل منها  ٥

  مل ٠.٠٠١
كل منها  ٥

  مل ٠.٠٠٠١
  ١٠٠  صفر -٢-٥  صفر  صفر  ٢  ٥  ٥  ١
  ١٠٠  ١-٤-٥  صفر  ١  ٤  ٥  ٥  ٢
  ١٠  صفر -٣-٥  صفر  صفر  صفر  ٣  ٥  ٣
١٠٠٠  ١-٣-٥  ١  ٣  ٣  ٥  ٥  ٤  
  ١٠  صفر-١-صفر  صفر  صفر  صفر  ١  صفر  ٥

  
  ):المختصرة"الطريقة (التطبيق على المياه الملوثة 

ثلة للطريقـة المـذكورة   ماإن إجراءات الطريقة المختصرة هى فى الواقع م
والفرق الوحيد هو أن ثلاثة أنابيب فقط من كل حجم تلقح بـدلاً مـن    ،سابقاً

الجدول  وهوالضروري استخدام جدول مختلف مما يجعل من  ،خمسة أنابيب
   .لتعيين العدد الأكثر احتمالاً) ٥-٩(رقم 
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  : انتقاء الأنابيب للاختبار المؤكد
فـإذا   Confirmed Testيجب أن يتضمن كل تحليل جرثومي الاختبار المؤكد 

يتعين إجـراء   ،ملليلتر ١٠فقط من حجم مس نابيب  اقتصر الفحص على خ
الاختبار المؤكد الخاص بالقولونيات والقولونيات الغائطية فى جميع الأنابيـب  

ولكن إذا تضمن التلقيح خمسة أنابيب أو ثلاثة لكل من  .التى يتكون فيها الغاز
) مـل  ٠.٠٠١ ،٠.٠١ ،٠.١ ،١.٠مثلاً (أحجام العينات التى تزيد عن ثلاثة 

لاختبارات التأكيدية على كل الأنابيب عندها لا يكون من الضروري إجراء ا
   .الإيجابية

  
الأعداد الأكثر احتمالاً لتوافيـق مختلفـة مـن    ) ٥-٩(رقم ويعرض الجدول 

وثلاثة  ،مل ١٠النتائج الإيجابية والسلبية عند استعمال ثلاثة مقادير كل منها 
الطريقـة  (مـل   ٠.١وثلاثـة مقـادير كـل منهـا      ،مل ١مقادير كل منها 

   .")المختصرة"
  )٥- ٩(جدول رقم 

  الأعداد الأكثر احتمالاً
   

  عدد الأنابيب التى تعطى تفاعلاً إيجابيا من أصل
  العدد الأكثر احتمالاً  مل ٠.١كل منها ٣ مل١كل من٣ مل ١٠كل منها  ٣

  ٣ <  صفر  صفر  صفر
  ٣  ١  صفر  صفر
  ٣  صفر  ١  صفر
  ٤  صفر  صفر  ١
  ٧  ١  صفر  ١
  ٧  صفر  ١  ١
١١  ١  ١  ١  
  ١١  صفر  ٢  ١
  ٩  صفر  صفر  ٢
  ١٤  ١  صفر  ٢
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 .كلها إيجابية فى تخفيفين متتاليين أو أكثر) الثلاثة(إذا كانت الأنابيب الخمسة 
عندها يتعين انتقاء مجموعة الأنابيب التى تمثل الأصغر بين أحجـام العينـة   

ويجب إجراء الاختبار المؤكد علـى   .التى تكون فيها الأنابيب جميعها إيجابية
جميع هذه الأنابيب وجميع الأنابيب الإيجابية المتطابقة مع الأحجـام التاليـة   

بعـد وضـع الأنابيـب فـى     : وفيما يلي مثال يوضح هذه الطريقة  .الأدنى
ساعة كانت النتائج الإيجابية فى خمسة أنابيب سـعة كـل    ٢٤الحاضنة لمدة 

وخمسة أنابيب سعة كل  ،مل ١.٠سعة كل منها  سة أنابيبموخ ،مل ١٠منها 
 ٠.٠١وأنبوبة واحدة سعة  ،مل ٠.٠١وأربعة أنابيب كل منها  ،مل ٠.١منها 

وإجراء الاختبار المؤكد على الأنابيب التى لقحـت فـى البدايـة     .مل وهكذا
   .مل ٠.٠٠١مل و  ٠.٠١مل و  ٠.١بمقادير من العينة مقدارها 

  
  :القولونيات الغائطيةالطريقة المباشرة لفحص 

ويكون فيـه   ،في حالة فحص ماء غير مكلور من مرفق مياه مجتمعي صغير
يمكـن اسـتخدام طريقـة     ،الاهتمام منصبا علي القولونيات الغائطية فحسب

ويمكن أن تستخدم هـذه   .متعددة الأنابيب مباشرة لفحص القولونيات الغائطية
تقصاءات الميدانية إذا كـان المكـان   الطريقة فى البلدان النامية أو أثناء الاس

وتقوم هذه الطريقة على طريقة  .والقوى العاملة وتسهيلات الحضانة محدودة
العدد الأكثر احتمالاً العادية التى يستخدم فيها مرق لاكتوز كوسط للفحـص  

م  ٠.٥º±  ٤٤ولكن تتم حضانة الأنابيب فى حمام مائي فى درجـة   ،الظني
 ٢٤م لمدة  ٣٧ºم أو  ٣٥ºالقولونيات فى درجة بدون فحص مسبق لإجمالي 

   .ساعة
  

ولكـن   ،ورة فيما يتعلق بفحص الماء الملوثكوهذه الطريقة مماثلة لتلك المذ
 ولإجراء ذلـك . يستخدم فيها مرق لاكتوز أو مرق ماك كونكي كوسط ظني

  .أنبوبة من كل من العينة والوسط كما هو موضح سابقاً ١٥حضر 
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برفق لخلط المحتويات ضع الخمـس عشـرة   بعد رج الأنابيب 
  .ساعة ٢٤م فى الحاضنة لمدة ٠.٥º ±م ٤٤ºأنبوبة فى درجة 

  

  
أفحص كل أنبوبة لاكتشاف وجود غاز فيها ثـم سـجل عـدد    

  .ساعة فى الجدول المناسب ٢٤الأنابيب الإيجابية بعد 
  

  
 ٢٤يجب أن توضع الأنابيب السلبية فى الحاضنة ثانيـة لمـدة   

  .أخرى، وأن تفحص بعد ذلك بحثاً عن وجود غاز فيهاساعة 
  

  
ساعة بنقل جزء من المرق بواسطة العروة إلى مرق تأكيدي ووضعه فى  ٤٨ساعة و ٢٤تأكد من النتائج الظنية بعد 

  .ساعة ٢٤م لمدة ٤٤ºالحاضنة فى درجة 

  

  

  
عين . م٤٤ºساعة فى درجة حرارة  ٢٤المرق التأكيدي بعد  باستخدام يتأكد وجود القولونيات الغائطية إذا تكون غاز

  MPNالعدد الأكثر احتمالاً 
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وينبغـى أن تكـون    ،التحليل الذي يجرى لعينة معينة يعطى نتائج متعـددة   استمارات التسجيل 
ان تكـون   وليس بالضـرورة   ،الاستمارة التى تعد لتسجيل هذه النتائج كاملة

عن العينـات  وتعريف مفصل  وينبغى أن يتضمن النموذج معطيات  ،معقدة
)Sampling( ومعطيات مسجلة علـى   ،تساعد أيضاً فى التعرف على العينات

ويبـين الشـكل    ،وأخرى عن التحليل الجرثومي نفسه ،استمارة إرسال العينة
  .استمارة شاملة مقترحة )٢-٩(رقم 
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  ٢٥- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

 برنامج مراقبة جودة المياه
  
  

  ....................) .المحافظة(
  

  : رقم العينة
  : المنطقة

  : الموقع الذي جمعت منه العينة
  : المكان

  : المصدر
  : المرسل

  : الوقت    ـــــ/ ــــــ / ـــــ: تاريخ أخذ العينة
  : الوقت    ـــــ/ ــــــ / ـــــ: تاريخ التحليل

  
  الكلور الحر المتبقي 

  
  النتائج 

  مل  ١٠٠/            إجمالي القولونيات 
  مل  ١٠٠/       )باسيل القولوني النموذجي(القولونيات الغائطية 

  .....................          المياه من الناحية الجرثومية 
  

  فني المختبر
  .....................            غير مقبولة / جيدة 

  
  

  )توقيع(
  مديرالمعمل

 
  )٢-٩(شكل رقم 

  نموذجً للبروتوكول المستخدم

المياهتحليل
 الجرثومي

 لتر /ملليجرام 



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٢٦- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  : فحص البكتريا السبحية المعوية
باسـتخدام   (Most probale number)ويجرى الاختبار بطريقة العد الاحتمالي 

وفى حالة اسـتخدام   ،(Azide dextrose broth)بيئة الأزيد دكستروز بروث 
  : ستخدم بيئة مضاعفة التركيز وتركيبها كالآتيتمل من العينة للفحص  ١٠
  
  خلاصة لحم   جم  ٩

  جم تربتون ٣٠
  جلوكوز   جم ١٥
  ملح طعام   جم ١٥

  صوديوم أزيدثنائي فوسفات أحادي  جم ٠.٤
مـل   ١٠٠جـم فـى    ١.٥بعد إذابة ( )بربل(قرمزى مل بروموكريزول  ٢

  )كحول
   .لتر /جم ٧٠فى حالة استخدام البيئة السابقة بوزن 

  
  ): ةيالبيئ(لأوساط اتحضير 

وتعبأ فى  ٧.٤-٧.٢تخلط المقادير جيداً وتعقم بعد ضبط الرقم الهيدروجيني 
   .مل فى كل أنبوبة ١٠أنابيب معقمة 

  
  : إجراء الاختبار

تحقن خمس أنابيب من المستنبت المضاعف التركيز بعشرة مـل مـن     . أ
وتحضن عند العينة المراد فحصها فى كل أنبوبة بواسطة ماصة معقمة 

   .ساعة ٤٨م لمدة  ٣٧ºدرجة حرارة 
تقرأ الأنابيب التى أعطت عكارة والتى من المحتمل احتوائهـا علـى     . ب

ويلزم بعد ذلك إجراء الاختبـارات   ،بكتريا المجموعة السبحية المعوية
  : التأكيدية التالية

   



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٢٧- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  : الاختبار التأكيدي الأول
  : وتركيبه كالآتي .باستخدام بيئة كاناميسين اسكولين أزيد أجار

 تربتون جم ٢٠.   
 خلاصة خميرة جم ٥.   
 كلوريد الصوديوم جم ١.  
 صوديوم سترات جم ١.  
 اسكولين جم ١.  
 سترات أمونيوم أحادية جم ٥.  
 صوديوم أزيد جم ٠.١٥.  
 ماء مقطر جم ١٠.   
  

   .لتر /جم ٤٢.٦وفى حالة استعمال البيئة السابقة التجهيز يوزن 
  

  : طريقة تحضير البيئة
وتعقم وتبرد إلـى درجـة    ٧.٢تخلط المكونات ويضبط الرقم الهيدروجيني 

٤٢º جم من البيئـة   ٥٠٠م ثم يضاف إليها زجاجة واحدة من كاناميسين لكل
   .مل من المستنبت فى أطباق بترى معقمة وتحفظ فى الثلاجة ١٠ويصب 

  
  :طريقة إجراء الاختبار التأكيدي

على طبق كاناميسين أسكولين أزيد ) ارةبها عك(يزرع من كل أنبوبة إيجابية  
 ،سـاعة  ٢٤م لمدة ٣٧ºويحضن الطبق عند درجة  ،أجار بواسطة أبرة زرع

وتفحص الأطباق للمستعمرات سوداء اللون ويجرى لها اختبار فوق أكسـيد  
باستعمال محلول فوق أكسيد الهيدروجين تركيز  (Catalase test)الهيدروجين 

مرة فيها علـى  عشريحة زجاجية وإذابة المست بوضع نقط قليلة منه على% ٣
وتكـون   ،الشريحة وملاحظة تكون فوران وحدوث فقاعات غازية من عدمه

العينة سالبة إذا لم يحدث فقاعات وفوران باستخدام فوق أكسيد الهيـدروجين  
(Catalase negative)،    كما تحضر أفلام من المستعمرات التى لونهـا أسـود

وتفحـص  " الجرام"أسكولين أزيد أجار وتصبغ بصبغة على أطباق كاناميسين 
   .تحت الميكروسكوب لوجود المكورات السبحية الإيجابية لجرام



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٢٨- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  : وتعتبر العينة إيجابية للبكتريا السبحية البرازية إذا
فى الاختبار التمهيدي عكارة على مستنبت أزيـد دكسـتروز   أعطت   .أ 

   .بروث
ق كاناميسين أزيد أجـار  ثم أعطت مستعمرات سوداء اللون على أطبا  .ب 

  .فى الاختبار التأكيدي

إذا كانت المستعمرات سوداء اللون فـى الاختبـار التأكيـدي سـلبية       .ج 
 .(Catalase)الاختبار 

الفحص المجهـرى للمسـتعمرات سـوداء اللـون سـلبية الاختبـار         .د 
(Catalase).  والمصبوغة بصبغة الجرام إيجابية تكون تلك المستعمرات

 Short)ل مكورات ثنائية أو رباعيـة أو سلاسـل قصـيرة    كعلى ش

chain)، بعد ذلك تقرأ النتائج للأنابيب فى الاختبار التمهيدي.   
  ويعرض الجدول رقم  ،وكانت كل الاختبارات التأكيدية السابقة إيجابية  .ه 

)٦-٩(.  

  
  ) ٦- ٩(جدول رقم 

  دد الاحتماليــالع
   

عدد الأنابيب الإيجابية فى الاختبار
  التمهيدي والاختبارات التأكيدية

العدد الاحتمالي للبكتريا
  السبحية المعوية

  ٢  أنبوبة واحدة
٥  ٢  
٩  ٣  
١٦  ٤  
  ٢٣أكثر من   ٥

  
وتكون العينة صالحة للاستهلاك الآدمي إذا كانت خالية من البكتريا السبحية 

   .المعوية
  

   



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٢٩- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  : ملحوظة
  .تعليمات الشركة المنتجةفى حالة استخدام البيئة سابقة التجهيز تتبع 

  
  : طريقة تحضير البيئة

م لمدة نصف ساعة ثـم   ١٢٠ºتخلط المقادير حتى الذوبان وتعقم عند درجة 
 جم أجار فى فصل الشتاء ١٥م وتضاف إليها ١٠٠ºتبرد وترشح عند درجة 

جم فى فصل الصيف وبعـد إذابـة الأجـار يضـبط الـرقم       ٢٥-٢٠ومن 
مل فى كل  ١٠رة أخرى ويعبأ فى أنابيب ويرشح م ٧.٦-٧.٤الهيدروجيني 

وعند الاسـتعمال   ،م لمدة نصف ساعة ١٢٠ºأنبوبة ويعاد التعقيم عند درجة 
   .م ٤٥ºيوضع فى حمام مائي عند درجة 

  
  : فحص بكتريا سودوموناس ايروجنوزا

 (Pseudomonas aeruginose)لإجــراء عمليــة الفحــص لهــذه البكتريــا 
باسـتعمال   (MPN)سودوموناس ايروزجنوزا تستخدم طريقة العد الاحتمالي 

   .بيئة الاسبارجين
  

  : وتركيبها كالآتي
  
  
  
  
 جم اسبارجين ٣.   
 كبريتات ماغنسيوم جم ٠.٥.   
 جم كبريتات بوتاسيوم ١٠.   
 هيدروجين البوتاسيومثنائي فوسفات أحادي  جم ١.   
 ماء مقطر جم ١٠٠٠.  
  
  

 :ملحوظة
فأكثر تحضر البيئة مضاعفة التركيـز أى   ٣سم ١٠فى حالة فحص عينة من الماء 

 : تضاعف الكميات الآتي بيانها



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٣٠- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  : تحضير البيئة
  م فى الأوتوكلاف١٠٠ºدرجة  ندتخلط المكونات جيداً أو ترج وتوضع ع

   .وتعبأ فى أنابيب ٧.٢-٦.٩ويضبط الرقم الأيدروجيني ما بين 
  

  : طريقة إجراء الاختبار
مل  ٥٠+ مل من البيئة مضاعفة التركيز  ٥٠أنابيب فى كلاً منها  خمسة .١

   .من العينة المراد فحصها
 ١٠+ مل من البيئة مضاعفة التركيـز   ١٠٠خمسة أنابيب فى كلاً منها  .٢

 .مل من العينة المراد فحصها

مل  ١+ مل من البيئة مضاعفة التركيز  ١٠خمسة أنابيب فى كلاً منها  .٣
  .صهامن العينة المراد فح

  .تقرأ الأنابيب الإيجابية السودوموناس ذات اللون الأخضر البراق .٤

  
  : الاختبار التأكيدي

  يجري عليها الاختبار التأكيدي التالي باستخدام بيئة الاسيتاميد أجار 
  

(Acetamid agar) تركيبها كالآتي :  
 استياميد جم ١٠.   
 أجار جم ١٥.  
 أحادي هيدروجين ثنائي بوتاسيوم جم ١.٤.   
 ثنائي هيدروجين أحادي بوتاسيوم جم ٠.٠٧.   
 ملح طعام جم ٥.  
 كبرتيات ماغنسيوم جم ٠.٥.   
 دليل أحمر فينول جم ٠.٠١٢.  
 ماء مقطر مل ١٠٠٠.   
  

   



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٣١- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  : تحضير البيئة
تخلط المقادير السابقة وتعقم فى الأتوكلاف مع ضبط الرقم الهيدروجيني عند 

أنبوبة وتترك للتصـلب مائلـة   مل فى كل  ٨تصب فى أنابيب .  ٧.٢-٦.٩
   .بحث تعطى سطح مائل من البيئة

   
  : طريقة إجراء الاختبار التأكيدي

مل من الأنابيب الموجبة ذات اللون الأخضر البراق على سطح  ٠.١يتم فرد 
، ساعة ٣٦ساعة إلى  ٢٤م لمدة من °٣٧بيئة الاستاميد وتحضن عند درجة 

ع الرقم الهيدروجيني للبيئة وذلك بتغيير تعتبر الأنبوبة موجبة فى حالة ارتفاو
   .وتقرأ النتائج من جدول العد الاحتمالي ،لون الاستاميد إلى اللون القرمزي

  
  : فحص بكتريا المكورات العنقودية

تستخدم طريقة العد  (Staphlococcus aureus)لفحص هذا النوع من البكتريا 
سـتافيلوكوكس   (M. Staphlococcus broth)علـى بيئـة    (MPN)الاحتمالي 

   .مانيتول بروث
  

  
  
  

 تربتون جم ١٠.  
 خلاصة خميرة جم ٢.٥.  
 لاكتوز جم ٢.  
 مانيتول جم ١٠.  
 ثنائي بوتاسيوم أحادي هيدروجين فوسفات جم ٥.  
 ملح طعام جم ٧٥.  
 صوديوم أزيد جم ٠.٠٤٩.  
 ماء مقطر جم ١٠٠٠.  
  

 :ملحوظة
ــاء     ــن الم ــة م ــص عين ــة فح ــى حال ــم ١٠ف ــة   ٣س ــر البيئ ــأكثر تحض  ف
 : مضاعفة التركيز أى تضاعف الكميات الآتي بيانها



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٣٢- ٩  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 الأنابيب المتعددةالتحليل البكتريولوجى لمياه الشرب باستخدام طريقة : التاسع الفصل

  : تحضير البيئة
دقيقـة   ١٥م لمـدة  ١٢٠ºتذاب المكونات وتعقم فى الأوتوكلاف عند درجة 

م ٥٠ºوتبـرد حتـى درجـة     ٧.٦-٧.٤الرقم الهيدروجيني ما بين  ويضبط
لكل لتر من البيئة ثم يصب فـى   (Egg yolk tellurite)مل من  ٥٠ويضاف 

   .طباق للاستعمالأ
  

  : الاختبار التأكيدي
طباق من العينات الإيجابية فى الاختبار الأول التى أعطـت  تزرع الأ .١

 ٤٨م لمـدة  ٣٧ºثم تحضن الأطباق عند  ،عكارة بواسطة أبرة الزرع
ساعة وتكون الأطباق إيجابية إذا أعطت نمـوات لهـا لـون غـامق     

)Opaque(  ومحاطة بمساحة صفراء اللون حولها)Yellow zone(.   
وتكون العينة إيجابيـة إذا   )Catalase( جرى لهذه النموات اختبار الـي .٢

  .)Catalase positive(كانت 

يعمل أفلام وتصبغ بصبغة الجرام وتفحـص تحـت الميكروسـكوب     .٣
 ).Staplylscocci(لإظهار البكتريا العنقودية موجبة الجرام 

  
  
  
  
  
  

  
 
 

  
 



 كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى
  
  
  
 

 )جمستوى (مياه الشرب  ليلمعامل تحا محللىبرنامج اعتماد 

  عاشرالالفصل 
  

 الغشائي طريقة الترشيح التحليل البكتريولوجي باستخدام





  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ١-١٠  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 البكتريولوجى باستخدام طريقة الترشيح الغشائىالتحليل : عاشرال الفصل

  
  العاشر فصلال

  
   التحليل البكتريولوجي باستخدام

 الغشائي طريقة الترشيح

  
  ):التعلم(أهداف التدريب 

بانتهاء التدريب على أعمال هذا الفصل ينبغى أن يكون المتدرب قادراً علـى  
  :أن
  
  يبين الاختلاف بين طريقة الترشيح الغشائى عن طريق الأنابيب

 .المتعددة
  تؤثر على حجم عينة الماء المعدة للترشيحيحدد العوامل التى. 
 يذكر المواد والتجهيزات اللازمة لإجراء طريقة الترشيح الغشائى. 
  يشرح الإجراءات الخاصة بتحضير كميات صغيرة من الأوساط لأنواع

 .المرق
  يشرح بالتفصيل خطوات وإجراءات تعيين إجمالى الخطأ فى التحاليل

 .القولونيات
  عدد القولونيات الغائطيةيذكر طريقة تعيين. 
  البكتريولوجيةيحدد مصادر. 

 يذكر الاحتياطات الواجب مراعاتها عند جمع العينة. 

 حدد احتياطات وإجراءات مراقبة الجودة التى يجب اتخاذها فى المعملي.  
 
 

  
   



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٢-١٠  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 البكتريولوجى باستخدام طريقة الترشيح الغشائىالتحليل : عاشرال الفصل

عـداً   )MF(تعطى طريقة الترشيح الغشائي  ،بعكس طريقة الأنابيب المتعددة   المبدأ الأساسي
مباشراً لإجمالي القولونيات وللقولونيات الغائطية الموجودة فى عينة معينـة  

هذه الطريقة ترشيح حجم معروف من الماء خلال مرشح تتضمن و ،من الماء
تحتجز  ،متركرويم ٠.٤٥غشائي سيلولوزي ذي مسام منتظمة قطر كل منها 

وعندما يوضع الغشاء الـذي يحتـوى    .الجراثيم على سطح المرشح الغشائي
على الجراثيم فى مستنبت تفريقي انتقائي فى حاوية معقمة تحفظ فى حاضنة 

مستعمرات مميزة من القولونيات والقولونيـات   موتن ،درجة حرارتها مناسبة
   .الغائطية يمكن عدها مباشرة

  
فهي تعزز نمو عـدد محـدود مـن     ،نسبياً حيث أن مساحة الترشيح صغيرة  

يصل بحد أقصـى   ،مستعمرة ٨٠,  ٢٠والعدد الأمثل هو بين  .المستعمرات
قد تنشأ مستعمرات غيـر   ،وفى حالة تخطى هذا الرقم .مستعمرة ٢٠٠قدره 

أو قـد يحـدث تثبـيط     ،صغيرة جـداً  )Superimposed(نمطية أو مترابطة 
)Inhibition( ويعتمد اختيـار حجـم    .للنمو بسبب التكاثر الجرثومي المفرط

 )١-١٠(ويوضح الجـدول رقـم   ، العينة التى يراد ترشيحها على نوع الماء
   .للمرشح الغشائيمن العينة الحجوم المقترحة 

  
  )١-١٠(جدول رقم 

  للمرشح الغشائي للكوليفورم الكلي  من العينة الحجوم المقترحة
  

  مصدر المياه
  ٣المرشح سم×  الحجم

٠.٠٠٠١  ٠.٠٠١  ٠.٠١  ٠.١  ١  ١٠  ٥٠  ١٠٠  
                ×  مصدر شرب

                ×  حمامات سباحة
            ×  ×  ×  عيون ،آبار

            ×  ×  ×  وخزانات ،بحيرات
        ×  ×  ×      مآخذ مياه

        ×  ×  ×      خليج للسباحة
    ×  ×  ×  ×        مياه أنهار

      ×  ×  ×        ماء صرف مكلور
  ×  ×  ×  ×          ماء صرف خام

  حجم عينة الماء 
 المعدة للترشيح
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وكان محتواها المحتمل من الجراثيم غيـر   ،العينة معروفاًمصدروإذا لم يكن   
يجب ترشيح أحجام من الماء تختلف بمقدار عامـل عشـري    ،محدد المقدار

)Factor of ten( وإذا كـان حجـم المـاء     ،للتوصل إلى نطاق ملائم للتحليل
مل على الأقل مـن مـاء    ٢٠يجب وضع  ،مل ١٠المراد ترشيحه أقل من 

  . تخفيف معقم فى القمع قبل الترشيح
  

بالإضافة إلى التجهيزات والأواني الزجاجية الأساسية المستخدمة فى طريقـة    التجهيزات
من الضروري توفر المـواد    ،)تاسعنظر الفصل الا( (MT)الأنابيب المتعددة 

   :(MF)التالية لإجراء طريقة الترشيح الغشائي 
  

 )Vacuum pump(أو مفـرغ هـواء    ،)Water aspirator(شفاط مـائي   .١
كهربائي أو أية طريقة ملائمة لإحداث فراغ جزئـي يسـاوي نصـف    

 .الضغط الجوي على الأقل

سعة لتر واحد وأنبوبة مطاطيـة  ) ةجانبي فتحة ذات (قارورة ايرلنماير  .٢
  .غيفرتاللمنع أنطواء الأنبوبة عند إحداث جدار سميك متصلة بها ذات 

يوضـع   )Porous(دعامة للمرشح مكونة من قاعدة أو دعامة مسـامية   .٣
 ،عليها المرشح ويمكن تثبيتها بقارورة ايرلنماير بواسطة سدادة مطاطية

ويجب لـف   .بالإضافة إلى حاوية علوية يمكن تثبيتها بالدعامة المسامية
 ـمعلى حدة وتعقيمهكل  دعامة المرشح بالورق   قطعتي نة ا فى الحاض
  .م١٢١ºدقيقة على الأقل فى درجة حرارة  ١٥لمدة 

  .ملليمتر ١٥×  ٦٠زجاجية أو بلاستيكية بمقياس  )Petri(أطباق بترى  .٤

 ٠.٤٥وقطـر مسـامها    ،ملليمتـر  ٥٠-٤٧قطرها  ،غشائية اتمرشح .٥
الغشائية ملائمة المغلفة منها على انفـراد   ات وأكثر المرشح .ميكرومتر

غشائية غير معقمة ولكن  اتويمكن أيضاً استعمال مرشح .والمعقمة سلفاً
حسب عدد العينات المـراد  (يجب لفها فى رزم صغيرة وبأعداد ملائمة 

فى الحاضنة وتجفف بالسحب السـريع   ها دفعة واحدة ميو تعق ،)فحصها
   .للبخار
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تتكون مـن أقـراص مـن ورق     )Nutrient pads(رفائد ماصة مغذية  .٦
  .وقطرها مطابق لقطر المراشح الغشائية ،مترمللي ١الترشيح سمكها 

  .ملقط .٧

لفحـص وعـد    ،أضـعاف  ٥أو  ٤قدرتها على التكبير  ،عدسة مكبرة .٨
  .الغشائيةات المستعمرات على المرشح

  
يمكن استخدام أوساط متعددة لفحص الجراثيم القولونيـة بطريقـة الترشـيح    

 ،وغراء تيرغيتول ،)TTC(ولاكتوز  ،منها غراء لاكتوز تيرغيتول .الغشائي
التى يمكن استخدامها فى فحـص الجـراثيم    ،ومرق لاكتوز سلفات اللوريل

وفى فحص جراثيم القولونيـات   ،م٣٧ºم أو ٣٥ºالقولونية فى درجة حرارة 
  )Endo-type(ويجب استعمال أوساط من النـوع   .م٤٤ºالغائطية فى درجة 

م ٤٤ºفى درجـة   )MFC(م ومرق ٣٧ºأو  ٣٥ºالقولونيات فى درجة فى عد 
ومع أن كافة هذه الأوساط تعتمـد علـى اختمـار     ،لعد القولونيات الغائطية

يختلف التفاعل المميز باختلاف  ،اللاكتوز لاكتشاف الجراثيم القولونية الظنية
ويعتمد اللمعان المعدني المميز للمستعمرات فى الأوساط التى من  .المستنبت

  .على تكون الألدهيد )Endo-type(النوع 
  

 ،الأساسية) Ingredients(ات نوكورغم أنه بالإمكان تحضير الأوساط من الم
ولـذا يوصـى باسـتخدام     .فقد يكون ذلك غير عملي بالنسبة لمختبر صغير

كن تحضير الأوسـاط علـى شـكل مـرق     ويم .ة لهذا الغرضفأوساط مجف
أو كصفائح غـراء جامـدة    ،)Nutrient(واستعمالها مع رفائد ماصة مغذية 

فعلـي   .من الغراء قبل الغلـي % ١.٥-١.٢ويمكن تجميد الأمراق بإضافة 
سبيل المثال تبين فيما يلي الإجراءات الخاصة بتحضير كميات صغيرة مـن  

 ):MFC(رق وم )M-Endo MF(الأوساط المتعلقة بمرق 

   
  :M-Endo MFمرق   . أ

مل من الماء المقطـر   ٥٠جراماً من مستنبت مجفف فى  ٢.٤أذب  .١
 .%٩٥مل من الكحول الإيثيلي  ١وأضف 

 )الأوساط( المستنبتات
 وماء التخفيف
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ساعة  ٢٤م لمدة ٠.٥º±  ٤٤حرارة ضع الأطباق فى حاضنة فى درجة   . أ
يمكن وضع أطبـاق بتـرى    ،وكبديل لذلك% ١٠٠فى درجة الرطوبة 

للماء تمهيداً لوضعها فى  فذة غير منمحكمة الإغلاق فى أكياس بلاستيك 
 .الحاضنة

م ٠.٥º±  ٤٤غطس الأكياس فى حمام مائي يحتفظ به فى درجة حرارة   . ب
ساعة ويجب أن تبقى الأكياس تحت سطح الماء طـوال فتـرة    ٢٤لمدة 

الحضانة ويمكن إبقاؤها مغمورة بالماء بواسطة ثقل مناسب مثـل رف  
 .معدني

  
يكون لون مستعمرات جراثيم القولونيـات الغائطيـة أزرق فـى حـين أن     
مستعمرات القولونيات غير الغائطية ذات لون رمـادي أو أصـفر شـاحب    

Cream     ويمكن عد المستعمرات بالاستعانة بعدسة مكبـرة وعنـدها يمكـن
   :التوصل لعدد القولونيات الغائطية كما يلي

  
  عدد القولونيات الغائطية 

  ١٠٠×                  = ملليلتر ١٠٠فى كل 
   

التوضـيحية للكوليفـورم الكلـي     تالخطـوا ) ١-١٠(ويوضح الشكل رقم 
   .باستخدام المرشح الغشائي

  
  
  
  
  
  
  
 

  

  يتم عدها عدد المستعمرات القولونية التى
 عدد الملليلترات من العينة المرشحة
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  ) ١-١٠(شكل رقم 
  الخطوات التوضيحية للكوليفورم الكلي باستخدام المرشح الغشائي 

 
 

  :مصادر الخطأ فى التحاليل البكتريولوجية
 

 . يقوم بتجميع العينات عامل وليس فنيأن  .١

 . الحصول على عينات من أماكن غير مناسبة .٢

 . عملمعدم نقل العينات فوراً لل .٣

 . وضع عينات المياه بجوار عينات صرف .٤

 . عدم استخدام ثلاجة لنقل العينات .٥

 . استخدام مياه تخفيف أو بيئات وزجاجيات غير معقمة .٦

 . استخدام بيئات انتهت فترة صلاحيتها .٧

 . استخدام أجهزة غير معايرة .٨

 عدم استخدام برامج ضبط وتأكيد جودة التحاليل .٩

 )m-FC Broth(إحقن 
ساعة  ٢ ± ٢٤حضن 
 م°٠.٢ ± ٤٤.٥عند 

ثم حضن بالمقلوب  )m-Endo(حقن الغشاء وضع على مجال ا
)Inverted  Incubated(  م°٠.٥ ± ٣٥ساعة وعند  ٢٤-٢٢لمدة 

أو  ١تأكيد الكوليفورم بظهور 
 .شريط لمعان معدنى ٢

لا وجدود للمعان معدنى، لا 
 وجود للكوليفورم

) BGLB(إحقن 
ساعة  ± ٤٨حضن 
 م°٠.٥ ± ٣٥عند 

إحقن لويول سلفيت 
 ± ٤٨بروث حضن 
 ٣٥ساعة عند 

لا يوجد غاز 
لا يوجد 
 كوليفورم

يوجد غاز 
يوجد 

 كوليفورم

 لا يوجد غاز

لا  كوليفورم 
  موجود

يوجد غاز 
تأكيد وجود 

 كوليفورم

 يوجد غاز

يوجد كوليفورم 
 برازى

 لا يوجد غاز

لا يوجد كوليفورم 
 برازى



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ١٠-١٠  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 البكتريولوجى باستخدام طريقة الترشيح الغشائىالتحليل : عاشرال الفصل

  :مع العينةالاحتياطات الواجب مراعاتها عند ج
 

 . عدم لمس العبوة للصنبور أثناء جمع العينة  .١

 . عدم شطف العبوة بالماء .٢

 . عدم التنفس فى داخل العبوة .٣

 . عدم ملء العبوة لدرجة الانسكاب .٤

 . عدم لمس العبوة أو غطائها من الداخل .٥

 . قياس تركيز الكلور المتبقي والعكارة فى موقع أخذ العينة .٦

 . منع تساقط الأتربة أثناء جمع العينة .٧

  . ساعات ٦ألا يزيد الوقت بين سحب العينة وتحليلها عن  .٨
  

  :اختبارات مراقبة الجودة
يجب أن يكون المعمل نظيفاً وذى درجة حرارة ورطوبـة مسـيطر     .١

كما يلـزم تواجـد إضـاءة     .المعمل الجيد التهوية مرغوب فيه .عليها
قدم فـراغ علـى منضـدة     ٦قل عن وما لا ي) لوكس ١٠٠٠(مناسبة 

وكـذلك يوصـى    .ة التجربةحظأو قائم بالتحليل ل ئىايالمعمل لكل كيم
قدم من مسطح منضدة التحاليل تكون فراغاً احتياطياً لكل  ٦-٥بتوفير 

كل هذا يلزم  و أجهزة تفريغ ،مخارج كهربية ،غاز ،ماء ،قائم بالتحليل
 .توفيره

 

كل عشر عينات فـى المرشـح   تحضر عينات ضبط معقمة و تختبر  .٢
تعتبر كل البيانـات   ،الغشائي وفى حالة ظهور تلوث على عينة الضبط

  .لهذا اليوم غير مطابقة مما يتطلب إعادة أخذ العينات

  
تستخدم مياه مقطرة  فى تحضير المحاليل  و التخفيف ويلزم تحليـل    .٣

الـرقم   ،شـهرياً بمراقبـة درجـة التوصـيل الكهربـي      ههذة الميـا 
وفى حالة وجود أى نتائج تزيد عن القيم  ،الكلور المتبقي ،الهيدروجيني

كما يلزم مراجعة آثـار المعـادن    ،يلزم البحث عن ماء آخر ،القياسية
  .الزنك ،النيكل ،النحاس ،الكروم ،الكادميوم ،مثل الرصاص



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ١١-١٠  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 البكتريولوجى باستخدام طريقة الترشيح الغشائىالتحليل : عاشرال الفصل

  يقــوم المعمــل بتحليــل عينــة غيــر معروفــة لإثبــات الكفــاءة   .٤
)Performance Sample( ًسنويا.  

 

 Free Dilution or Rinse(الشـطف   /تخفيـف اللمراقبة جودة  ميـاه   .٥

Water(  من مرق المغـذيات    ٣سم ٢٠الى  همن الميا ٣سم ٢٠يضاف
)Nutrient Broth(  ٠.٥ ± ٣٥درجة حرارة ويوضع فى حضانة  عندº 

فـإن مـاء    ،فى حالة وجود ترسـيب أو عكـارة   .ساعة ٢٤م لمدة 
  .الشطف يكون ملوثاً ويجب عدم استخدامه/ التخفيف

  

 ـ ٣سم ٢٥تراجع زجاجة عينة لكل كمية معقمة  .٦ ن أمن مرق المغذيات ب
سـاعة   ٢٤م لمـدة  ٠.٥º±٣٥درجة حـرارة  توضع فى حضانة عند 

جابيـة يلـزم   يفي حالة الإ .وتراجع الزجاجة لملاحظة التعقيم أو النمو
 .الزجاجات مرة ثانيةإعادة غسل وتعقيم كل 

 

مـع تـاريخ     )Media list(يلزم توافر كل بيانات ظروف الاستخدام  .٧
  كشـف البيانـات    ،تـاريخ تسلسـل الحيـازة    ،تاريخ الفتح ،الاستلام

)Data Sheet .( كما  يلزم تخزين وحفظ عبوات الأوساط التى تم فتحها
إلا يتم و .شهر ١٢لإطالة فترة التخزين إلى  )Desiccators(فى مجفف 

  .التخلص من هذة المواد بعد ستة أشهر

 

يلزم تسجيل كل بيانات ظروف العمل فى ملف خاص يحوى اسم القائم  .٨
الحجـم الـذي تـم     ،الـوزن   ،أسم ورقم العينة ،التاريخ ،بالتحضير
المراجعـات   ،الرقم الهيـدروجيني  ،وقت التعقيم والحرارة ،تحضيره

  .الموجبة والسالبة

  
بيانات ظروف العمل الإيجابية والسـلبية للبكتريـا لهـذا    عند تسجيل  .٩

  .المجال يتم تحليلها للنمو قبل الاستخدام

 



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ١٢-١٠  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 البكتريولوجى باستخدام طريقة الترشيح الغشائىالتحليل : عاشرال الفصل

-٣٠يقوم  كل منهم بعد القرص من  ،فى حالة تواجد أكثر من كيميائي .١٠
 .كوليفورم كلي على الأقل مرة فى الشهر من المزارع اللاحقـة  ٣٠٠

  .%١٠وعدد المستعمرات يجب أن يكون فى حدود 
 

مـن مـرق    ٣سم ٥٠يراجع تعقيم أغشية المرشح بالتشرب باستخدام  .١١
م ويراقب ٠.٥º ± ٣٥درجة حرارة المغذيات ويوضع فى حضانة عند 

  هفى حالة نمو إيجابى لا تستخدم هذو ،ساعة ٢٤عد مرق بال على نموال
  .المرشحات

  
تراجع ظروف التعقيم بأخذ أنبوبة من العينـات   ،)MPN(عند استخدام  .١٢

-٢٤م لمدة ٠.٥º ± ٣٥درجة حرارة  المعدة وتوضع فى حضانة عند 
لا تستخدم الكمية كلهـا   ،فى حالة وجود عتامة أو غازاتو .ساعة ٤٨

)Batch( ويتم التخلص منها.  
 

ووقت الدخول  ،لتبين التاريخ )Autoclave Sheet(تسجل بيانات التعقيم  .١٣
ووقـت الخـروج و درجـة الحــرارة ومحتويـات جهـاز التعقــيم      

)Autoclave(.  

ودائرة التوقيت وتسـجيلها   ،يلزم مراجعة درجة الحرارة لجهاز التعقيم .١٤
  .شهور ٤كل 

    
يلزم تسجيل درجة حرارة الثلاجة أو حمام الماء والحضـانات يوميـاً    .١٥

 . نها فى حدود مجال درجة الحرارة المطلوبةأللتاكد من 

 

 . يلزم تسجيل رقم عينة الغشاء وتاريخ الاستلام .١٦

 

 .هو المياأثر بالحرارة أيلزم استخدام لاصقات لا تت .١٧

 

كل عبوات الكيماويات والمحاليل   على )Labeled(يلزم وضع ملصقات  .١٨
نتهاء تبين نوع وتركيزالمحتويات وطريقة الحفظ و تاريخ  التحضير وا

  .ومن قام بالتحضير ،الصلاحية



 كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى
  
  
  
 

 )جمستوى (مياه الشرب  حاليلمعامل ت محللىبرنامج اعتماد 

  عشر حادىالالفصل 
  

  لمياه الشرب) الميكروسكوبية( ولوجيةلبيالتحاليل ا





  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ١-١١  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 لمياه الشرب ) الميكروسكوبية(التحاليل البيولوجية : الحادى عشر الفصل

  
  عشرحادى ال فصلال
  

  ) الميكروسكوبية( ولوجيةيليل الباالتح
  لمياه الشرب 

  
  ):التعلم(أهداف التدريب 

بانتهاء التدريب على أعمال هذا الفصل ينبغى أن يكون المتدرب قادراً علـى  
  :أن
  
 يذكر الغرض من إجراء التحاليل البيولوجية. 
  مصادر المياهيشرح أهم المشاكل التى تنتج عن وجود الطحالب فى. 
 رقابة على إنشاء و تشغيل .يتعرف على بعض انواع  الطحالب فى المياة

 .خزانات المياه
 يذكر الأجهزة والمحاليل التى تستخدم لإجراء الفحص الميكروسكوبى. 
 يشرح خطوات طريقة عد الطحالب. 
 يحسب عدد الطحالب الكلية فى عينة ماء. 

  
 

   



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٢-١١  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 لمياه الشرب ) الميكروسكوبية(التحاليل البيولوجية : الحادى عشر الفصل

النباتية  الحية الدقيقة التـى   الغرض من هذه التحاليل هو معرفة عدد الكائنات
كما تنص (ومن أهم الفحوص الميكروسكوبية للمياه  ،لا ترى بالعين المجردة

   :ما يلي )عليه المواصفات المصرية
  

   .وعدَّها )Blue green algae(البحث عن الطحالب الخضراء المزرقة  .١
  .وعدَّها )Green Algae(البحث عن الطحالب الخضراء   .٢

 .وعدَّها )Diatoms(البحث عن الدياتومات  .٣
  

وتبدو أهمية هذه الفحوص لما تسببه الطحالب من روائح وطعم غير مستساغ 
فى المياه وما تسببه من زيادة فى الرقم الهيدروجيني فـى بعـض الأحيـان    

رقـم  الجـدول  ويوضح  .إلى المياهعندما تحدث سيول وتجرف الدياتومات 
  .بعض الطحالب التى يستدل عليها من رائحتها )١-١١(
  

ومن أخطر ما تسببه الطحالب هو السموم الطحلبية التى تؤثر على الجهـاز  
وذلك نتيجة لظهور بعـض  ) Neurotoxin & Hepatotoxin(العصبي والكبد 

الأنواع الأخرى، وتختلف الظروف المواتية لنمو هذه الطحالب وسيادتها على 
الإفرازات والروائح باختلاف أنواع الطحالب وتبعاً لكميتهـا، كمـا تختلـف    
المشاكل التى تسببها للمحطات باختلاف أنواعها، فهناك أنواع أخرى تسـبب  

وهناك أنواع لا تعيش فى المياه ) Filter Clogging Algae(انسداد المرشحات 
  .تلوث المياه بالمواد العضوية الملوثة ووجودها بكثرة يدل على

 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  

الغرض من التحاليل
 البيولوجية



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٣-١١  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 لمياه الشرب ) الميكروسكوبية(التحاليل البيولوجية : الحادى عشر الفصل

  )١-١١(جدول رقم 
  .بعض الطحالب التى يستدل عليها من رائحتها

 

  الشكل  الإسم النوع الرائحة  الرائحة

 
 

 

  
  

  وأالتراب 
  

 الحشائش

 
 

الخضراء 
 المزرقة

 
 
 
Anabaena laxa 

  
  

  
 

  
  
  

  السمك

 
 
 

 دياتومات

 
 
 
Asterionella  

  

  
ــور  الزه

  والفاكهة

  
الخضراء 

 المزرقة

 
 
 
Chlamydomonas 

  

  
 

  الذرة
  

 
 

الخضراء 
 المزرقة

Oscillatoria 
 Tero 
 
 
  

  
  الخيار

  

 

و أ يةهبالذ
  بنيةال

 
Syroira 
Petersenii 

 
 
 



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٤-١١  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 لمياه الشرب ) الميكروسكوبية(التحاليل البيولوجية : الحادى عشر الفصل

الطحالب فى مصادر  هناك العديد من المتاعب التى تنتج عن وجود
  :إمداد مياه الشرب، ونعرض منها ما يلى

 

   .ظهور طعم ورائحة ولون فى مياه الشرب .١
تقليل كفاءة المرشحات بتقصير فترات تشغيلها والحاجـة إلـى    .٢

غسيلها على فترات متقاربة جداً تصل إلى مرتين أو ثلاثـة أو  
وبالتالي فقد كميـة كبيـرة مـن الميـاه      .أكثر فى اليوم الواحد
 الميـاه  علاوة على نقص كميةفى الغسيل المرشحة المستخدمة 

  .المعالجة نفسها

تعتمد علـى وجـود   (نمو الطحالب وأحياء أخرى غير مرغوبة  .٣
داخـل المواسـير وشـبكات    ) الطحالب أصلاً فى توطيد نموها

  .التوزيع ووسائل نقل المياه بشكل عام

استعمالها فى الصناعة نتيجة لتـداخل الطحالـب فـى    صعوبة  .٤
إفـراز  (بتغييرها لنوعية الميـاه   ،الاستعمالات الصناعية للمياه

للهلام وتبديلها للرقم الهيدروجيني وإنتاجهـا للغـازات الذائبـة    
  .)وزيادة ما تحتويه من المواد العضوية

تساعد الطحالب بطريقة غير مباشرة على سرعة تآكل المواسير  .٥
  .ألخ... .المعدنية والخزانات وأبراج التبريد

  .افراز السموم الطحلبية وعادة من الطحالب الخضراء المزرقة .٦

  
 )Melosira(وتحتل الدياتومات وخاصة الدياتوم الخيطي المسمي الميلـوزيرا  

مكان الصدارة بين مجموعة الدياتومات التى تسد مرشحات محطـات تنقيـة   
الخضراء المزرقة الدياتومات من ناحية الكثـرة   مياه الشرب وتلى الطحالب

   .العددية
  

  :الأجهزة المستخدمة  صـــالفح
عند إجراء عملية الفحص الميكروسكوبى لابد من استخدام بعـض الأجهـزة      الميكروسكوبي

 :تساعد على إعطاء نتائج سليمة ودقيقة، وهذه الأجهزة هىالتى 
 

المتاعب التى تنتج عن
وجود الطحالب فى 
 مصادر إمداد المياه
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  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٦-١١  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 لمياه الشرب ) الميكروسكوبية(التحاليل البيولوجية : الحادى عشر الفصل

 :محلول التثبيت  المحاليل المستخدمة

لتر من الماء المقطر ثم يضاف يملل ٥جرام من يوديد البوتاسيوم فى  ٢يذاب   
جرام من بللورات اليود إلى محلول يوديد البوتاسيوم ويقلب حتى يذاب  ١

  .يتم التقليبلتر من الماء المقطر ويملل ٢٩٥ف اضياليود ثم 
  

 للعدالمياه العكرة ومياه المروقات والمرشحات  تجهيز عيناتيتم   -١طريقة عد الطحالب     
التأخير على ألا يزيد زمن  فوراً عند وصول عينات للمعمل الطحلبى

م ونصف ساعة للعينات °٤عن ثلاث ساعات للعينات المحفوظة عند 
  . محفوظةالغير 

  

قوة تكبير يتم معرفة قوة العدسات العينية والشيئية، ويفضل أن تكون   - ٢
لوضوح الطحالب فى العد  20xالعدسة الشيئية و 10xالعدسة العينية 

  .الميكروسكوببواسطة 
  

من  (Sedgwick Rafter Cell)يتم حساب سعة الحقل فى خلية رافتر    - ٣
   :المعادلة

  . ٣مم ١٠٠٠= مم  ١× مم  ٢٠× مم  ٥٠=  سعة الحقل   
  .لتريللم١وهذه الخلية تكون جاهزة التصنيع وسعتها   

  

يتم حساب عدد الحقول التى تغطيها خلية رافتر من خلال حساب   - ٤
وذلك بتطابق عدد . مساحة الحقل الواحد وباستخدم شريحة الميكروميتر

ر لتيملل ٠.٠١لتر والخطوط الصغيرة يملل ٠.١الخطوط الكبيرة سعة 
  .(Whipple Disc)وحساب طول ضلع مربع الحقل 

  

  نفسه× يتم حساب مساحة الحقل بضرب طول الضلع   
  

  :يتم حساب عدد الحقول التى تغطيها خلية رافتر كالآتى  - ٥
    

  = عدد الحقول فى خلية رافتر       
  رافتر) خلية(مساحة شريحة 

مساحة الحقل الواحد الموجود 
(Whipple disc)  



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٧-١١  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 لمياه الشرب ) الميكروسكوبية(التحاليل البيولوجية : الحادى عشر الفصل

 ١أخذ  حساب عدد الحقول التى تغطى شريحة رافتر بالكامل يتمبعد   - ٦
ووضعه على شريحة رافتر بواسطة ماصة فى المياه  عينةلتر من مللي

  .وضع مائل وتغطى الشريحة بغطاء زجاجى
) ٥٠ولنفترض أن عدد الحقول هو (يتم عد الطحالب بالحقول   -

  ).٢-١١(على النحو المبين فى الجدول رقم 
  
  )٢-١١(جدول رقم 

  )حقل ٥٠عدد (مثال لطريقة عد الطحالب بالحقول 
  

  عدد الطحالب الخضراء المزرقة عدد الطحالب الخضراء عدد الدياتومات  رقم الحقل
٨  ١٤  ١٥  ١  
٦  ١٠  ١٧  ٢  
-  -  -  -  
-  -  -  -  
-  -  -  -  
-  -  -  -  
-  -  -  -  
٥٠  -  -  -  

  ١٤  ٢٤  ٣٢  المجموع
  

 ١حقل من جزء من  ٥٠فى  ةطحلبيخلية  ٧٠٠= المجموع الكلى للطحالب 
  .مللى لتر من العينة الأصلية

  

  :مثال
    10xقوة التكبير فى الميكروسكوب فى العدستين الشيئية والعينية   -
  لتريملل ١٠٠٠= ١×٥٠×٢٠= سعة حقل شريحة رافتر   -
  حقل ٥٠= عدد الحقول التى سيتم عد الطحالب فيها   -
  ٢مم ٠.٦٤ = ٢)١٠×  ٠.٠١+  ٠.٠١×٧= (مساحة الحقل الواحد   -
  
  



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٨-١١  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 لمياه الشرب ) الميكروسكوبية(التحاليل البيولوجية : الحادى عشر الفصل

  :يةالتال لعلاقةطبق ات
  ) =دياتومات(لتر يملل ١/ عدد الطحالب 

  
  الخلايا الطحلبية عدد×       

  
  ٢مم ٠.٦٤ = ٢)٠.٨= (مساحة الحقل 

  
  حقل ١٥٦٢٥=      = عدد الحقول فى شريحة العد 

  
  = )دياتومات(لتر يملل ١/ عدد الطحالب  - ١
  

         ×  ١٠٠٠٠=    ٣٢    
  
    =     )الخضراء(لتر يملل ١/ عدد الطحالب   - ٢
  

           ×  ٧٥٠٠=  ٢٤  
  
  = )الخضراء المزرقة(لتر يملل ١/عدد الطحالب  - ٣
  

          ×  ٤٣٧٥=  ١٤    
  
  ٢١٨٧٥  = لتر يملل ١ /عدد الطحالب الكلية  - ٤
يتم وضع الغطاء الزجاجى على الشريحة فى الركن المواجه لفتحة   -

  .وضع العينة
الطرف حتى تنزل المياه  واسعةلتر ذات فتحة يملل ١يتم اختيار الماصة   -

  .مع المواد العالقة وحتى لا تسد الماصة
الماصة بسرعة بعد ثم تملأ يتم مزج العينة جيداً ونتجنب الرج الشديد   -

  .رج العينة
  .عند ملء شريحة العد نحرك الغطاء الزجاجى  -

١٠٠٠  
٠.٦٤  

١٥٦٢٥ 
٥٠  

١٥٦٢٥  
  

١٥٦٢٥ 
٥٠  

  )رافتر(عدد الحقول الموجودة فى شريحة العد 
  عدد الحقول التى تم عدها



  كيمونكس انترناشيونال  مشروع دعم مياه الشرب والصرف الصحى

  ٩-١١  )ج مستوى( محللى معامل تحاليل مياه الشرببرنامج اعتماد 
 لمياه الشرب ) الميكروسكوبية(التحاليل البيولوجية : الحادى عشر الفصل

إذا تبين وجود فقاعات هوائية فى الشريحة حول الحواف تفرغ ويعاد   -
  .ملؤها

  
 :(Sedgwick Rafter)ملاحظات على استخدام شريحة سيدويك رافتر 

العد من خلال فحص مساحة صغيرة من الشريحة وليس من خلال يتم   -
  .فحص مساحة الشريحة كلها

  .يتم التأكد من نظافة الشريحة والغطاء الزجاجى  -
 

 :Hepatotoxinالسموم الطحلبية التى تؤثر على الكبد 

التى تفرزها الطحالب ) Microcystin(السموم ميكروسيستين  هشهر هذأمن 
لى إوتؤدي  وهى مادة شديدة السمية ) Cyanobacteria(الخضراء المزرقة 

نها أكما لى سرطان الكبد إى المدى الطويل علخلايا الكبد وتؤدى  تدمير
مؤقتة مثل القيء والاضطرابات المعدية والكبدية  تؤدى الى أعراض
  ).Gastro-Eenritis, Dermatosis(والأمراض الجلدية 

  
بعض أشكال الطحالب التى ) ٤- ١١(، )٣-١١(وتوضح الأشكال أرقام 

فيوضح بعض الطحالب ) ٥-١١(تتسبب فى إنسداد الفلاتر، أما الشكل رقم 
بعض الأحياء ) ٦- ١١(التى توجد فى المياه الملوثة ويوضح الشكل رقم 

- ١١(الدقيقة وأنواع الطحالب التى توجد فى المياه السطحية، أما الشكل رقم 
  .فى المياه النظيفة يوضح بعض الطحالب التى تظهر) ٧



  ترناشيونال

 ١٠-١١  

 

كيمونكس انت 

٣(  
  داد الفلاتر
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  ترناشيونال

 ١١-١١  

  

كيمونكس انت 

٤(  
  داد الفلاتر

 )ج
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٤-١١(رقم كل
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٦-١١(كل رقم
أخرى من طحا
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كيمونكس انت 

)لنظيفة
٧( 

ال(ملوثة ال غير

 )ج
لمياه الشرب  
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