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دراسة الخلایا المیكروبیة 
 ومكوناتھا 

للأحیاء الدقیقة على ) الشكلیة (  المورفولوجیةتعتمد الدراسة •
 بصبغاتالشرائح الملونة، والتلوین یعني صبغ الكائن الحي الدقیق 

حیویة تختلف بطبیعتھا وبتقنیة تحضیرھا حسب البنیة المطلوب 
 .دراستھا

مواد وتقنیات خاصة لتحضیر وتجھیز تُستخدم في عملیات التلوین •
الأحیاء الدقیقة تبدو بالمجھر علمًا أن المحضرات بعد تثبیتھا،

  .نةملوالضوئي العادي غیر 
 
 



   Stains: الملونات  –
ن خلایا الأحیاء الدقیقة، ویكون ھذا التلوین إما  صباغیةھي مواد ) :  الأصبغة( الملونات  كیمیائیة تُلوِّ

بالتصاق المادة الملونة وترسبھا على الخلیة  وھذا ما یطلق علیھ اسم التفضیض، كما ھو الحال في 
أملاح الفضة، أو بدخول ھذه الملونات عبر الجدار الخلوي إلى داخل الخلیة وتكوین معقدات مع 

 .  مكوناتھا الكیمیائیة
 :  تصنف الملونات المستعملة إلى

 :   Natural Stainsملونات طبیعیة 
 .   Hematoxylin الھیماتوكسلینالمستخلصة من النسج النباتیة مثل  الصبغاتوھي 

 :    Synthetic Stainsأو تركیبیة  إصطناعیةملونات 
 وھي عبارة عن أملاح تتألف من أیونات موجبة وسالبة، ومنھا القاعدیة أو الأساسیة 

وللملونات . ویرجع لونھا إلى الأیون الموجب الذي یتفاعل مع المكونات السالبة في الخلیة المیكروبیة
الأساسیة مقدرة كبیرة على صبغ الخلایا البكتیریة وخاصة النواة ، لھذا فھي شائعة الاستعمال ، 

   .وقد تصبغ البكتریا وھي حیة
  المیتیلین، وأزرق  Crystal Violetنذكر الكریستال البنفسجي ) القاعدیة ( من الملونات الأساسیة 

Methylene Blue  ،والسفرانین Safranine  ،القاعدي  والفوكسینFuchsin Basic  . 

المیكروبات تكون ( فلا تنجذب نحو أغلب المیكروبات السالبة  الحامضیةأما الملونات 

لعینة وإنما یلون ا، فالملون إذاً لا یلون )عادة مشحونة بشكل ضعیف بشحنة سالبة

المیكروب غیر ملون على قاعدة ملونة، لذا دُعیت ھذه الطریقة  ، یبدو ماحولھا

، وھي طریقة جیدة لملاحظة الشكل العام Negative Stainingبالتلوین السالب 

  Eosine الأیوزین: ، ومن أمثلتھا   Capsuleللخلیة وحجمھا ودراسة المحفظة 

،  Acidic Fuchsin الحامضي والفوكسین،  Nigrosine والنیجروسین، 

 .    Acid Picric  البیكریكوحمض 

 



   Kinds of Stains:أنواع التلوین   –
 :  ون عادة ثلاثة طرائق في التلوینیالمیكروبیولوجیستخدم 

 .    Simple Stainsالتلوین البسیط 
  Different or Complex Stains أوالمركبالتلوین المتمایز 
 .    Special Stainsالتلوین الخاص 

   Simple Stains: التلوین البسیط  – ١ – ٢ -٢
 .  اللطاخةاستعمال صبغة مفردة في تلوین المیكروبات، وذلك بعد تحضیر  بھیقصد 

، دقائق حسب تركیز الصبغة)  ٣ – ١( توضع الصبغة بتماس مباشر مع المحضر لمدة 
، وجود المیكروبات في وسط مام تستخدم ھذه الطریقة للتحري عن وجود أو عد

 .  بالنسبة لبعضھا البعض وتوضعاتھا ، لھا المورفولوجي لتحدید الشكلو
،   Methylene Blue المیتیلینأزرق : المستخدمة في ھذه الطریقة نذكر الأصبغةمن 

،   Crystal Violet، الكریستال البنفسجي   Carbol fuchsin الفوكسین كاربول
 . Safranin السفرانین

 

 :  التلوین  عملیة تبع الخطوات التالیة فيتُ 
تُنظف الشریحة الزجاجیة جیداً لإزالة كافة الأوساخ خصوصاً آثار المواد الدسمة، ثم 

أو لھب مصباح كحولي ، ) بنزنلھب ( تُمرر الشریحة على لھب مصباح غازي 
 . ثلاث مرات بغرض التعقیم الجزئي والتنظیف

 .    تُوضع الشریحة على حامل الشرائح على أن یكون السطح المنظف للأعلى
                          درجةى  حتلھب العمودیًا فوق  عقم إبرة التلقیح وذلك بوضع السلكتُ 

قطرة نقل  یتم،  لضمان قتل كافة الأحیاء الدقیقة التي قد تتواجد علیھا الإحمرار
 كانت المزرعة المیكروبیة إذا ھذا(  بواسطة الإبرة إلى مركز الشریحة من الماء

منماة في وسط  ، أما إذا كانت المزرعة)مت على سطح وسط زرعي صلبنقد 
 .  سائل فلا داعي لوضع قطرة الماء

بواسطة الخنصر  الیسرىع سدادة المزرعة المحمولة بالید تُنزوعقم الإبرة ثانیة تُ 
اللھب  وقفعلى المزرعة  مرر فوھة الأنبوب الحاويوتُ  ،وراحة الید الیمنى

 .   بغرض التعقیم، ثم یؤخذ جزء من النمو المیكروبي
 .  عاد الأنبوب مكانھویُ وضع السدادة مكانھا تُ ثم  ،عقم فوھة الأنبوب ثانیةتُ 



حتى  بھاخلط وتُ  ،بالإبرة إلى قطرة الماء الموضوعة بمركز الشریحة أخذنقل مایُ 
على سطح الشریحة بحیث  المعلق، ثم نقوم بنشر ھذه نحصل على معلق متجانس

 .  سم  ٢بحدود  مساحتھا متجانسة لطاخةنحصل على 
 ھاستخدامامن   الفروغبعد  الإحمرارعقم الإبرة من جدید بواسطة اللھب حتى درجة تُ 
سم بحیث لا تحترق  ٢٠-١٥عرض للھب عن مسافة تُ تجف بالھواء أو ل اللطاخةترك تُ 

 .  نحو الأعلى  اللطاخة، ویُراعى بحیث یكون اتجاه 
عند  فمثلاً  ن ،بالملووذلك بغمرھا  ةبالملون المناسب ولفترة زمنیة محدد اللطاخةلون تُ 

وعند استخدام  ،دقیقة)  ٣-٢( یكون زمن التلوین  المیتیلیناستخدام ملون أزرق 
 .  دقیقة) ٢-١(یكون زمن التلوین  الفوكسینملون 

وذلك بتمریر تیار ماء جارٍ خفیف على الشریحة المائلة لإزالة  ،بالماء المحضرغسل یُ 
 .  الملون الزائد

فحص تحت المجھر بالعدسة یُ ثم  ،عرض للھب الخفیفیُ بالھواء أو  المحضرجفف یُ   
 ).  التكبیر المناسب ( المناسبة 

 

 Different  or Complex Stains: المركب  المتمایز أو التلوین
المجموعات المختلفة من  أو  الأنواعن بیستخدم ھذه الطریقة للتفریق تُ   

طرق ومن أھم ، استنادا إلى خواصھا بالنسبة للملونات الأحیاء الدقیقة 
  الحامضيوالتلوین   Gram Stainصبغة غرام بالتلوین : هھذالتلوین 

Acid – fast  Stain    . 
   Gram Stain :طریقة غرام  – 

ھانس كریستیان غرام عام  الدانماركياقترحت ھذه الطریقة من قبل العالم 
ھي من أكثر الطرق المتبعة في الفحص المیكروبي للتعرف و، ١٨٨٤

واستنادا إلیھا تقسم البكتریا إلى  ،على البكتریا وتمییزھا عن بعضھا
بصبغة غرام  لاتتلونوھي التي  ، Gram  Negative) ـ( غرام السلبیة 

 Gram( + ) موجبة الغرام  كتریاب ووتكتسب اللون الأحمر الزھري، 
Positive   وھي التي تتلون بصبغة غرام وتكتسب اللون البنفسجي. 

 



 :  مراحلیمكن تجزئة الطریقة إلى ثلاث 
 .  صبغ المحضر بالملونات المطلوبة:  التلوین  – ١
تقویة فعل الملون باستعمال محلول :  الترسیخ أو التثبیت – ٢

 .  ١% أو حمض الخل  لوغول
توضیح المحضر وإعطائھ دقة أكبر وذلك : التمییز  – ٣

بتخلیصھ من الملون الزائد بالكحول أو بمزیج من الكحول 
 ) . محلول نیكول ( والأسیتون 

 

 :   محالیل صبغة غرام
 :ویتركب من :   Crystal Violet)  البنفجسيالكریستال ( الجنسیان البنفسجي -١

   غ  ١  كریستال بنفسجي
 مل  ١٠   إتیليكحول 
 غ  ١ ) الكربولیكحمض ( فینول 

 مل   ١٠٠ یكمل حتى ماء مقطر
 .  ساعة ثم یُرشح  ٢٤ترك المحلول لمدة یُ 
 :    Iodine Solution) الیود الیودي (  لوغولمحلول  -٢
   غ  ١    یود

   غ  ٢   البوتاسیومیود 
 مل     ٢٠٠        ماء مقطر  یكمل حتى

 .  رشح یُ حرك ثم یُ الصودیوم  بیكربوناتیُحفظ بعیداً عن الضوء ، وفي حال ظھور رواسب أثناء التخزین نضیف 
 :    Ziehl 'Solution)  الكربولي الفوكسین( محلول تسیل  – ٣

   غ ١ – ٠.٣   قاعدي فوكسین
 مل    ١٠  ٩٥%  إتیليكحول 
   غ   ٥    فینول

 مل    ١٠٠ یكمل حتى ماء مقطر
 .  ساعة ثم نرشح  ٢٤ول ونترك المحلول لمدة نالفی إلیھ بشكل كامل ثم نضیف الإیتليفي الكحول  الفوكسیننحل 

 :    Nichol – Solution  محلول نیكول – ٤
 مل   ٧٠        إتیليكحول 
 مل     ٣٠    أسیتون

 



 :  Gram methodخطوات العمل بطریقة غرام   
 . ثبت بتمریرھا على اللھب مرات عدةمن مزرعة بكتیریة حدیثة وتُ  اللطاخةحضر تُ  – ١
 . بمحلول الجنسیان البنفسجي لمدة دقیقة واحدة  اللطاخةغمر تُ  – ٢
 . یتم التخلص من فائض الجنسیان البنفسجي بتیار ماء جارٍ خفیف على الشریحة المائلة  – ٣
 . لمدة دقیقة واحدة  لوغولبمحلول  اللطاخةغمر تُ  – ٤
 یزولثانیة حتى  ٢٠ – ١٥عامل بمحلول نیكول قطرة قطرة لمدة غسل الشریحة بالماء وتُ تُ  – ٥

ً رائقاً  ماء الغسیل الناتج أو یصبح لونھلون  محلول  إستخدامویمكن  ،)فاتح جداً (  أوبنفسجیا
وھذه الخطوة حساسة جداً لأن زیادة ،  أو كحول مطلق  ٩٥% ذو التركیز  الإتیليالكحول 

زمن معاملة المحضر بالكحول عن المدة المحددة یؤدي إلى زوال لون البكتریا موجبة الغرام ، 
یؤدي إلى إبقاء المحضر ملوناً بالصبغة  الإتیليكما أن الإنقاص من زمن  المعاملة بالكحول 

، وتبدو البكتریا ملونة وكأنھا موجبة الغرام ، ولا یمكن )  لوغول+ الكریستال ( الأساسیة 
 . حینئذ  تمییز البكتریا سالبة الغرام عن الموجبة 

 . دقیقة ١.٠– ٠.٥بعد غسل المحضر بالماء تُغمر الشریحة بمحلول تسیل لمدة  – ٦
 . بالماء الجاري للتخلص من الملون الزائد بعدھا  تغسل الشریحة – ٧
 .  الخفیفتجفف الشریحة بالھواء العادي أو الھواء الساخن فوق اللھب  – ٨
 .  تفحص العینة بالعدسة الغاطسة للمجھر بعد وضع قطرة من زیت الأرز – ٩

 : آلیة الصبغ 
 ختراقافبعد  ، في عملیة التلوین اأساسی ایلعب الجدار الخلوي دور

إضافة من ثم و ،الكریستال البنفسجي الجدار الخلوي للخلیة المیكروبیة
غول یتشكل معقد الیود مع الكریستال البنفسجي داخل ولمحلول 
وعند إضافة مزیج الكحول والأسیتون فإنھ یخترق الجدار ، الخلیة

الخلوي للخلایا سلبیة غرام ویؤدي إلى حل المعقد وإذابتھ وخروجھ 
إضافة محلول تسیل  بعدووتصبح الخلیة عدیمة اللون، ، خارج الخلیة 

 ـباللون الأحمر ولذلك نسمیھا سلبیة غرام الخلایا  تنصبغ
غرام فإن الكحول والأسیتون یجدان صعوبة الأما خلایا البكتریا موجبة 

الجدار الخلوي ، والزمن لا یكون كافیاً لإتمام ھذه العملیة  ختراقافي 
 .  غرام الوتدعى البكتریا بموجبة ، بنفسجي  لونھاذلك یبقى لو

 
 



یتعلق بتركیب الجدار الخلوي للبكتریا حیث : تفسیر آخر للظاھرة  ھناك
ن ودھ  ٢٠% ن ـمغرام یحتوي على أكثر الـ البةـس لایاـدار الخـجإن 
الخلیة  نفاذیةن وزیادة والدھھذه إذابة  المعاملة بالكحول تتمد ـعنو، 

وإخراجھ خارج مع الیود  البنفجسيالكریستال معقد  إنحلالمما یسھل 
ن في الجدار والدھ، وعلى العكس من ذلك فإن انخفاض نسبة الخلیة

من  ایجعلھا تفقد جزء ٥% غرام إلى أقل من الالخلوي للبكتریا موجبة 
وعدم  مساماتھامائھا عند معاملتھا بالكحول مما یؤدي إلى تقلص 

أي أنھا تحتفظ  ،مع الیود البنفجسيمعقد الكریستال  خروجإمكانیة 
توصف بأنھا بالتالي وبالصبغة الأصلیة وتظھر ملونة بلون بنفسجي 

 .غرامالموجبة 
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