
  بسم االله الرحمن الرحیم
  التجارب المتعلقة بالبكتیریولجى

  اولا جمع العینات
  تجمع العینات فى زجاجیات بلاستیكیة معقمة  )1
  مللى 120فى زجاجة %  Na2S2O3   3   مل من  محلول  0.1یزال الكلور منھا بواسطة )2
  لتر من الكلور /مجم  5وھذه كافیة لإزالة  

 10العینة فى غضون ساعة من أخذھا تحفظ العینة فى درجة حرارة أقل  لو لم یمكن تحلیل ) 3
 8ساعة إذا كان التحلیل خاص بالبكتیریا القولونیة  ولمدة   30درجات مئویة بواسطة الثلج لمدة 
   heterotrophic plate countساعات إذا كان التحلیل خاص بـ 

  
  طرق الكشف السریع عن وجود البكتریا

 Seven hours Fecal اختبار السبع ساعات للبكتریا القولونیة البرازیة أسھل الطرق ھو
Coliform test   

   M-7 h FC agar :الوسط
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

دقائق نبرد الى  5نسخن المكونات فى حمام مائى وبعد أن تذوب المكونات نكمل تسخینھا حتى 
  س 50- 55حوالى 

  )لتر/مل 0.35حوالى N 0.1  (NaOH  )(بواسطة  7.3على  PHنضبط الـ 
  

  :خطوات التجربة 
ثم نضعھ على طبق یحتوى     membrane filterناخذ كمیة مناسبة  من العینة ونرشحھا بواسطة  

مع ملاحظة عدم وجود أى فراغات بین الوسط الغذائى    M-7 h FC agarعلى الوسط الغذائى 
ون أصفر یدل على وجود البكتریا القولونیة ساعات   لو ظھر ل 7والفلتر  ونضعھا فى الحضانة لمدة 

  )حدث تخمر للاكتوز(البرازیة 
  
  



  :طریقة عد البكتیریا غیر ذاتیة التغذیة 
  وھى اختصار جملة                  cfuوتسمى  طریقة العد القیاسیة بواسطة الطبق  ووحدة القیاس ھى 

colony forming units"  ,  
 
  :أشھر الاوساط الغذائیة  

1(  "plate count agar   " أو"trptose glycose yeast agar  " واختصاره"TGY "  
 pour plate count and spread plateلكل من طریقتى    وھذا الوسط الغذائى یصلح 

count   
  
2(R2A agar  : 
  

 pour plate count  ,spread plate count , membrane filterوھذا الوسط یصلح لكل من 
count 

 
  لطرق الأكثر شھرة المستخدمة فى عد البكتیریا غیر ذاتیة التغذیةا
   pour plateطریقة )1

    R2A agarاو     :pour count agarالوسط المستخدم  •
 ومن كل عینة نحضر  طبقین.  مستعمرة 300- 30نستخدم التخفیف الملائم لتكوین من  •
یجب (ونضعھ فى الطبق )سم 2.5نضع الماصة اسفل سطح العینة  بـ(مل من العینة  1ناخذ  •

أن نفتح جزأى الطبق فتحة صغیرة ونضع من بینھا الماصة  ونغلق بسرعة  حتى لا یحدث 
ثم نصب الآجار فى الطبق  ونحرك الطبق حركة ) تلوث بالبكتریا الموجودة فى الھواء 

ان  الى) من غیر رج( دائریة فى مستوى واحد حتى یتوزع الوسط الغذائى على كل العینة 
 48م ولمد  35یتصلب الآجار  ثم نقلب الطبق ونضعھ فى الحضانة على درجة حرارة  

  .ساعة
 من أى نوع من البكتیریا  - الآجار –وذلك لنتأكد من خلو الوسط الغذائى    blankنجھز عینة  •
 .نسجل التاریخ ونوع العینة والقائم بالتحضیر  وساعة التحضیر •
  
  :عملیة العد 

  مرات البكتیریا  بیضاء مصفرةتظھر مستع      
لو قررنا تأجیل عملیة العد یمكن أن نحفظ الطبق بعد استخراه من الحضانة فى درجة  •

 ساعة 24م لمدة لاتزید عن  10- 5حرارة 
  :قانون العد  •

c.f.u /ml =colonies counted /actual volume of sample 
  

  c.fu=/ml = colonies countedمل من العینة  سیكون  1وبما أننا أخنا 
   ناخذ فى الإعتبار معامل التخفیف •
  لو كانت كمیة المستعمرات فى الطبق كبیرة  نقسمھ ونعد جزء ونضرب فى عامل القسمة  •
لو كانت العدد كبیر جدا بحیث یصعب عده  نعید التجربة بتخفیف أكثر ونحسب معامل  •

  التخفیف



2(membrane filter method    
 

 :  R2A agarالوسط المستخدم 
  
 µm 0.45قطر الغشاء لا یزید عن  •
مل من العینة ونضعھ فى كمیة ماء مقطر معقمة  ثم نصبھ على الغشاء حتى یتم  1ناخذ  •

 توزیع العینة على مساحة الغشاء  ثم نرفع الغشاء برفق بواسطة آداة معقمة 
 )المتصلب R2Aالآجار (نكون قد جھزنا مسبقا طبق وفیھ الوسط المغذى  •
ساعة أو أكثر قلیلا أو على  48لمدة  35الطبق ونضعھ فى الحضانة على درجة حرارة نقلب  •

 ایام 7- 5لمدة   28- 20درجة حرارة  
  pour plateطریقة العد مثل طریقة  •

  
  

  التخمر(تقنیة العد الكلى للبكتیریا القولونیة *
  الكشف عن المجموعة القولونیة 

م  35بكتیریا التى تستطیع تخمیر اللا كتوز  فى تحضین تستخدم ھذه الطریقة للكشف عن كل أنواع ال
  ساعة 48لمدة 

  
  او تغیر       )    co2(فى ھذه الطریقة أثر وجود البكتیریا سیظھر على صورة وجود غاز

  كدلیل     bromocresol  purpleمن     g 0.01یمكن أن نستخدم  - تزید الحامضیة– PHفى  الـ   
   ve+وجود اى بكتیریا بھا بأنھا  عینة موجبة  سنسمى العینة التى یثبت 

 ھى التى لا یتواجد بھا اى أثار البكتیریا من الغاز او الحامضیة ve-والعینة السالبة    
   laryl brothالوسط المستخدم 
  :طریقة التحضیر 

  تعتمد طریقة التحضیر على عدد المللیمترات المضافة من العینة او التخفیف 
  )جم من اللوریل فى اللتر 35.6(مللى من اللوریل   10مللى من العینة سنضیف  1فعندما نضع 

  )من اللوریل فى اللتر 71.2جم ( مللى من اللوریل  10مللى من العینة سنضیف  10وعندما نضع 
  

  یمكن الكشف عن المجموعة القولونیة  بطریقتین 
وذلك من ( ما یسمى بتجربة الوجود والغیاب  تقنیة التخمر بواسطة الانابیب المتعددة  او  )1

 )خلال الاطوار  الفتراضى والتكمیلى والتاكیدى 
 المرشح الغشائى  )2
 انتاج الأساس  الإنزیمى      )3
  ****  

  اولا فى حالة المیاه المرشحة
أنابیب كل واحدة تحتوى على  10ملل او  20أنابیب كل واحدة  5مل من العینة  أو  100نأخذ 

  مل  10
  : الوسط الإفتراضى  1 

 نستخدم اللوریل بروس كوسط غذائى  
  



 الجدول الآتى یوضح العلاقة بین كمیة الوسط الغذائى وكمیة العینة
  

كمیة الوسط المضاف   عینة المیاة
  الیھا بالـ مل

الوزنة المستخدمة فى 
تحضیر الوسط فى 

  اللتر
  جم 106.8    50  100

  جم 137.1  35
  جم 106.8  10  20

10  10  71.2  

  
  

مل  وعدد الأنابیب  10أنابیب كل انبوبة  10والجدول التالى یوضح طریقة العدد عندما نستخدم  
  الموجبة

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  

  ما مكن المياه المرشحة 20انابيب  5وهذا الجدول فى حالة استخدام 
  

  



  ثانيا فى حالة المياه الغير مرشحة أو العكرة
  انابيب 5تخفبفات  كل صف يحتوى على نأخذ ثلاثة صفوف من ال

    Please Register      Please Register            Please Register Please Register Please Register Please Register              Please Register  
         1:10                1:100               1:1000  

  

  
 
 
  

  من اللوريل  10+ مللى من التخفيف  1لى كل أنبوبة تحتوى ع
  او ما يقتضيه التخفيف

ساعة  ثم ننظر  24م لمدة  35ترص الأنابيب على حسب ترتيبها وتوضع فى الحضانة على 
  ساعة   48ونسجل الملاحظات والنتيجة النهائية بعد  

 
 
 
 
 
 
 
  



  :التجربة التأكيدية
 ذائى كوسط غ   brilliant green lactose bile brothسنستخدم 

  
  العينة التى سيثبت بها وجود بكتريا فى طريقة اللوريل  سنخضعها للفحص بواسطة 

 Brilliant green lactose bile broth    
 

نعقم ساق زجاجى والأفضل عن طريق اللهب ونغمسه بحيث ينطفأ على السطح العلوى لعينة 
ل ثم نغمسه فى العينة  ونخرجه اللوريل  حتى نتأكد أنه لم يأخذ أى بكتريا الا من عينة اللوري

أو نرج انبوبة اللوريل ثم     Brilliant green lactose bile broth  ونضعه فى الوسط التأكيدى 
نأخذ الغطاء الخاص بها  ونقفل به انبوبة  الوسطة التأكيدى نقلب الانبوبة عدة مرات حتى يتوزع 

 اثر العينة على جميع الوسط 
  

  ساعة 48ساعة وللتأكيد  24م لمدة  35نضعه فى الحضانه على 
  

 :تجربة التفريق بين البكتريا القولونية البرازية وغير البرازية
  

فى تجربة اللوريل ونأخذ ) التى ثبت بها وجود بكتريا(  ve+نأخذ العينات الموجبة 
 منها أثر

  
لنتعرف    EC –brothكما فعلنا فى التجربة التأكيدية السابقة  وسوف  نستخدم الوسط الغذائى 

  ساعة  24م ولمدة  44.5على   fecal Coliformعلى وجود البكتريا القولونية البرازية  
  إذا ثبت وجود البكتريا فهى بكتريا قولونية برازية

   ve+اى كانت العينة   Brilliant green lactose bile brothإما إذا تأكدنا من وجود البكتريا فى 
  ى لم يثبت وجود البكتريا  ا  EC brothفى    ve–وكانت 

   non fecal Coliformفإنه فى هذه الحالة تكون البكتريا قولونية غير برازية 
  :والتخطيط التالى يوضح أكثر

  



  
   
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



  انابیب لكل تخفیف 5وھذا الجدول یوضح طریقة العد عند استخدام 
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 اب من خلال القانون التالىويكون الحس
    

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

فيمكن حسابها من قانون  3- 3-3او   4- 4- 4أما التركيبات التى لا توجد فى الجداول السابقة مثل 
  توماس
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