
  
  المختبر الثاني -2- 

 

    Bacteria Stainingتصبيغ البكتريا 

عديمة الموف )شفافة( ولايمكف رؤيتيا بوضوح في الوسط المائي إلا بعد  بطبيعتيا الخمية البكتيرية الحية     
تصبيغيا، إذ اف صبغ البكتريا يجعميا تتبايف في الموف عف الوسط الموجودة فيو وبذلؾ تصبح مرئية ويسيؿ 

 تصبيغ البكتريا مزايا ىي :تمييزىا. ول

يا، مما يسمح بالتعرؼ عمى الموجودة في  backgroundتوفير الاختلاؼ بينيا وبيف الخمفية  (1
 الاشكاؿ المختمفة لمبكتريا.

والكبسوؿ   Flagellaوالاسواط  Cell Wallدراسة تراكيب الخمية البكتيرية كالجدار الخموي ( 2
Capsule  بالاضافة الى الابواغSpores . 

لنوعيف وىي مجاؿ البكتريولوجي وتقسـ مف قبؿ العامميف في  dyesوتستعمؿ انواع مختمفة مف الصبغات 
 الصبغات البسيطة والصبغات المركبة او التفريقية والتى سوؼ نوضحيا لاحقاً.

 الخلايا البكتيرية   Smear preparation: تحضير مسحة  اولا    

قبؿ اجراء عممية التصبيغ يجب اولًا تحضير مسحة مف الخلايا البكتيرية المراد صبغيا وعممية تحضير     
) اي التصاؽ الخلايا بسطح الشريحة   Slideالمسحة ىي بالاساس تثبيت الخلايا البكتيرية عمى الشريحة

 ضر المسحة كالآتي :البكتريا بالغسؿ اثناء عممية التصبيغ (. وتح Filmلضماف عدـ زواؿ غشاء 

 غسؿ الشريحة بالماء والصابوف ) حتى الشريحة الغير مستعممة تغسؿ لانيا مطمية بمواد حافظة (.أ -1
 وسط الشريحة. 2سـ1جفؼ الشريحة ثـ ارسـ مربع مساحتو  -2
 قطرة مف ماء وضعيا في المربع المرسوـ .  Loopانقؿ بواسطة الموب  -3
   بالميب حتى الاحمرار ثـ برده، وانقؿ بواسطة الموب كمية قميمة جدا مف مستعمرة   Loopعقـ الموب  -4

 لتفكيؾ مستعمرات البكتريا والحصوؿ عمى خلايا   (البكتريا المراد صبغيا وامزجيا جيداً مع قطرة الماء     
 وافرشيا عمى مساحة المربع واترؾ المسحة باليواء حتى تجؼ.  )مفردة     

 لغشاء البكتريا المفروش وعممية التثبيت تتـ بإحدى الطريقتيف الاتيتيف : Fixingابدأ بعممية تثبيت  -5
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  تثبيت بالحرارة وذلؾ بامرار الشريحة ثلاث مرات عمى ليب مصباح بنزف بحيث يراعى اف تكوف
 سـ مف الميب  وتكوف الشريحة دافئة وليست ساخنة . 22عمى بعد الشريحة 

 مثيمي لمدة دقيقة بعدىا نميؿ الشريحة % كحوؿ 95ئي بوضع عدة قطرات مف ياتثبيت  كيم
 لمتخمص مف الكحوؿ .

  تحضير مجفف ومثبت لخلايا البكتريا عمى الشريحة الزجاجية   :Smearالمسحة 
 

       : وىي اسيؿ واسرع في التصبيغ وسميت بذلؾ لاننا  Simple stain:الصبغة البسيطة ثانياا  
 والاصباغ عبارة عف املاح اما تكوف قاعدية تحمؿ شحنة    صبغة واحدة في خطوة واحدة نستخدـ         
     والفوشيف  Crystal violetوالبمورات البنفسجية  Methylene blueمثؿ ازرؽ المثيميف موجبة        
     Safranineانيف ية تحمؿ شحنة سالبة مثؿ السفر ، او املاح حامض  basic fuchsinالقاعدية         
 .        Malachite greenو      

والبكتريا تعد جسـ سالب الشحنة حسب شحنة الجزيئات الحيوية المكونة لتراكيبياوعند صبغ البكتريا 
 بالاصباغ السابقة يحصؿ مايمي :

  في حالة تصبيغ البكتريا بصبغة قاعدية كازرؽ المثيميف فاف الصبغة تنجذب نحو الخلايا البكتيرية
  Direct stainوبذلؾ تصطبغ الخلايا البكتيرية نفسيا ويسمى الصبغ المباشر 

  وعند تصبيغ البكتريا بالصبغة الحامضية مثؿ النكروسيفnigrosin    فإف الصبغة تتنافر مع
 . negative stainالشحنة السالبة لمبكتريا وبذلؾ تصطبغ الخمفية فقط ويسمى الصبغ السالب 

 
 
 
 

     

 مصبوغة بصبغة النكروسين   بكتريا                                        مصبوغة بازرق المثيمينبكتريا 
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  Procedures of Simple stainخطىات عمل التصبيغ البسيط 

 
      مع مراعاة مسؾ الشريحة  ا باليواءمبالماء والصابوف ثـ نجففي جاجيتيف ونغسميماز  ناخذ شريحتيف -1

  حوافيا وليس مف السطح حتى لايعمؽ عمييا مادة دىنية.    بالاصابع مف     
  قطرة ماء لكؿ مربع   Loopوب ثـ ننقؿ بواسطة ل  2سـ1شريحة بمساحة كؿ  في وسط نرسـ مربع  -2
        ساعة( 24نعقـ الموب بالميب ثو ننقؿ بواسطتو كمية قميمة جدا مف مزرعة بكتيرية حديثة )بعمر  -3

 ا جيداً مع قطرة الماء وافرشياعمى مساحة المربع عمى الشريحة.وامزجي الاولى شريحةلم    
 عمى ليب مصباح بنزف باستعماؿ ممقط لغرض التثبيت. ىامرر شريحة لتجؼ في اليواء ثـ نال نترؾ -4

 . لمدة دقيقة واحدة  (صبغة قاعدية بصبغة ازرؽ المثيميف ) ريحةالش نغمر -5
 .نغسؿ الشريحة بماء الحنفية ثـ تجفؼ الشريحة بوضعيا بيف ورقتي ترشيح ونضغط عميو بصورة خفيفة -6
   ونسجؿ النتائج .نفحص تحت المجير بواسطة العدسة الزيتية  -7
 قطرة ماء ثـ نعقـ بالميب ثـ نبرد الموب وننقؿ لقاح مف المزرعة بواسطة الموب الثانية ننقؿ الييا الشريحة -8

 البكتيرية ونمزجيا مع الماء جيدا بواسطة الموب الى اف تصبح عكرة.   
 يا مع المقاح حتى مزجنكروسيف ) صبغة حامضية ( وننضيؼ الى الشريحة بواسطة الموب صبغة ال -9

 تصبح طبقة رقيقة .    
 فحص تحت المجير .جفؼ في اليواء ون -12

 
     سميت   :  Compound  stain or Differentialالصبغة المركبة ) التفريقية( :اا ثالث

بالمركبة لانو يستعمؿ فييا اكثر مف صبغة، وبنفس الوقت فيي تميز بيف مجموعتيـ مف البكتريا       
التي اكتشفيا الطبيب الدنماركي   Gram stainــــرام گصبغة تختمفاف في تركيب الجدار الخموي. وتعد 

والتي قسمت البكتريا الى  في الدراسات البكتريولوجية مف اىـ الصبغات التفريقية ــــرامگهانس كريستيان 
 ي وىما :الى الاختلاؼ في تركيب الجدار الخمو  مجموعتيف رئيستيف استنادً 

  Gram positive bacteria ػػػػراـگالبكتريا الموجبة لصبغة  -1
   Gram negative bacteria ػػػػراـگ البكتريا السالبة لصبغة -2

 وفي ىذه الصبغة تستعمؿ صبغتاف ىما البمورات البنفسجية )بنفسجية الموف( والسفرانيف )الحمراء الموف(  
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 : Proceduresطريقة العمل  
     ساعة حسب الخطوات المذكورة سابقا في  24بعمر حديثة  يتـ تحضير مسحة مف مزرعة بكتيرية  -1

 المسحة. تحضير    
    بشكؿ قطرات عمى السلايد   Crystal violet البمورات البنفسجيةنضيؼ الصبغة الاساسية وىي  -2

 .)تيار خفيؼ(ثـ نغسؿ الصبغة بالماء الجاري  ة(ـيقــنصف دقوتبقى لمدة )    
 .) تيار خفيؼ(ثـ نغسؿ بالماء الجاري  ة(ـيقــ)دقلمدة   Iodine اليودنضيؼ  -3
       حتى زواؿ اخر قطرة صبغة مع الكحوؿ ثـ  (ثانية 02 (لمدة %(59اليثانول )نضيؼ الكحوؿ  -4
 .) تيار خفيؼ( نغسؿ بالماء الجاري    
   ثم وغسم     )نصف دقيقة (نمدة   Safranine السفرانين counter stainنضيؼ الصبغة المعاكسة  -5

 ) تيار خفيؼ(.بانماء انجاري      
   نغسؿ السلايد بالماء الجاري ونجففو بوضعو بيف طبقتي ورقة ترشيح ونفحص بالمجير تحت العدسة  –6

 الزيتية .   
( مهمة ملاحظات  ) 

          ويخأنف مه طبقت اكثرسمكاً و بسيط انخركيب  G+ ــــرامگ الموجبة لصبغةالجدار الخموي لمبكتريا  -1 

  teichoic acidوطبقة حامض التايكويؾ ػػػػراـگانببخيدوكلايكان  الاكثر سمكاُ مه انبكخريا انسانبت نصبغت       

              واقم سمكاً ويخأنف مه طبقت   معقد انخركيب G- ــــرامگلصبغة  لبةاالسالجدار الخموي لمبكتريا  -2

 انسكرياث اندهىي وطبقت دهىن مفسفرة.حكىن رقيقت وطبقت مخعدد  انخي انببخيدوكلايكان    

                  وذنك  زيج انسدر دست انسيخيت  باسخعمالانعانمجهر ححج بيخم مشاهدة انمسحت انمصبىغت   -3

 انسجاج يساوي معامم اوكسار انسيج. لان معامم اوكسارنخىضيح انرؤيت      

 ــــرامگامثلة على انىاع بكتيرية شائعة مع شكلها ونىع اصطباغها بصبغة 

 ــــرامگنوعها بالنسبة لصبغة  الشكل  السم العممي لمبكتريا
Staphylococcus  aureus  ــــرامگموجبة لصبغة  كروية بشكل عناقيد 
Streptococcus  pyogenes )ــــرامگموجبة لصبغة  كروية بشكل سلاسل )سبحات 
Bacillus subtilis  ــــرامگموجبة لصبغة  عصوية 
Escherichia coli  ــــرامگسالبة لصبغة  عصوية 
Pseudomonas  aeruginosa   ــــرامگسالبة لصبغة  عصىية 
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        شريحة زجاجية                 

مسحة غشاء بكتيري    تحضيرالمسحة -1    

  

 

 

البمورات البنفسجيةاضافة  -2  
 في هذه الخطوة جميع الخلايا تأخذ الصبغة 

 البنفسجية
  

 

  Iodineاضافة اليود  -3

 يتكون معقد )اليود ــــ البمورات البنفسجية(
 لتثبيت الصبغة 

 (اضافة الكحول ) القصر -4

  الخلوي الصبغة البنفسجٌة تُزال لاحتواء الجدار ان او                           طبقةاما تبقى الصبغة البنفسجٌة لان 
 على نسبة عالٌة من الدهون التً تذوب بالكحول                         وان الكحول ادى الى ازالة     الببتٌدوكلاٌكان سمٌكة 

  وتتكون ثقوب تؤدي لفقدان الصبغة البنفسجٌة                               الماء وانكماش جدار الخلٌة وتقلٌل فقدان الصبغة 
 وكذلك لان طبقة الببتٌدوكلاٌكان رقٌقة                                                                                          

 

                                                                                     

 تدخل الصبغة لوجود ثقوب لاتدخل الصبغة أضافة السفرانين -9

 

 G - ــــرامگ بكتريا موجبة لصبغة                       +G ــــرامگ بكتريا موجبة لصبغة                  
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Staphylococcus aureus 

                                         

                                              

                            

 

 

 

 

 

             Bacillus subtilis                
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Escherichia coli 

 

 

 

 تحت المجهر الضوئي ــــرامگ عمى انواع بكتيرية مصبوغة بصبغةامثمة 

  

  

   

 

 

  

 

 


