
الدرس العملي العاشرالدرس العملي العاشر
متابعة الكشف عن میكروب متابعة الكشف عن میكروب 

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus 
في اللبن ومنتجاتھفي اللبن ومنتجاتھ  



أھداف الدرسأھداف الدرس

  ظھورظھور  عليعلي  الاعتمادالاعتماد  عدمعدم  أھمیةأھمیة  عليعلي  التركیزالتركیز••
  المتخصصةالمتخصصة  البیئاتالبیئات  سطحسطح  عليعلي  ممیزةممیزة  مستعمراتمستعمرات

..المختبرةالمختبرة  العیناتالعینات  فيفي  المیكروبالمیكروب  وجودوجود  عليعلي  كدلیلكدلیل
  تعریفتعریف  لاختباراتلاختبارات  العلمیةالعلمیة  الأسسالأسس  عليعلي  التعرفالتعرف••

StaphylococcusStaphylococcus  میكروبمیكروب aureusaureus
    لمیكروبلمیكروب  التأكیدیةالتأكیدیة  بالاختباراتبالاختبارات  القیامالقیام  عليعلي  التدریبالتدریب••

StaphylococcusStaphylococcus aureusaureus  ..



..SS  روبروبــــــــــــلمیكلمیك  الممیزةالممیزة  الصفاتالصفات aureusaureus  والأنواعوالأنواع  
  StaphylococcusStaphylococcus  جنسجنس  منمن  بھبھ  المرتبطةالمرتبطة

intermedius S hyicus S epidermidis S aureus S الصفة

+ *ض - + انتاج إنزيم الكوأجيولاز

+ + - + انتاج الانـزيم المحلـل   
للدنا

- - - + تكوين الصبغة الصفراء

- - **م + التخمـــر اللاهـــوائي 
للمانيتول



الأجھزة والأدواتالأجھزة والأدوات
..حضان كھربيحضان كھربي••
..حمام مائيحمام مائي••
..مجھر ضوئيمجھر ضوئي••
..زجاجیة أو بلاستیكیةزجاجیة أو بلاستیكیة  (Spreaders)(Spreaders)ناشرات ناشرات ••
..ماصات زجاجیة معقمة ومعھا ساحب بلاستیكماصات زجاجیة معقمة ومعھا ساحب بلاستیك••
..ماصات میكرولتریةماصات میكرولتریة••
..معقمةمعقمة  (Tips)(Tips)أسنان ماصات میكرولتریة أسنان ماصات میكرولتریة ••
..إبر تلقیح مستقیمة وذات عقدةإبر تلقیح مستقیمة وذات عقدة••
شرائح زجاجيشرائح زجاجي••



المواد والمزارع البكتیریةالمواد والمزارع البكتیریة
  الملحالملح  عليعلي  والمحتویةوالمحتویة  الصلبةالصلبة  المانیتولالمانیتول  أجارأجار  بیئةبیئة••

(Mannitol(Mannitol saltsalt agaragar (MSA))(MSA))  فيفي  ومصبوبةومصبوبة  معقمةمعقمة    
Deep(Deep)  عمیقعمیق  كأجاركأجار  اختباراختبار  أنابیبأنابیب agar)agar)..

Brain(Brain--heartheart)  الصلبةالصلبة  والقلبوالقلب  المخالمخ  مستخلصمستخلص  أجارأجار  بیئةبیئة••
infusioninfusion (BHI)(BHI) agar)agar)  أطباقأطباق  فيفي  ومصبوبةومصبوبة  معقمةمعقمة    

..بتريبتري
BrainBrain--heartheart((  السائلةالسائلة  والقلبوالقلب  المخالمخ  مستخلصمستخلص  بیئةبیئة••

infusioninfusion (BHI)(BHI) brothbroth((  أنابیبأنابیب  فيفي  وموزعةوموزعة  معقمةمعقمة    
اختباراختبار



Toluidine(Toluidine--DNADNA)  الصلبةالصلبة  والدناوالدنا  التولویدینالتولویدین  أجارأجار  بیئةبیئة••
agar)agar)  مخروطيمخروطي  دورقدورق  فيفي  معقمةمعقمة..

..معقممعقم  بارافینبارافین  زیتزیت••
..  EDTAEDTA  مادةمادة  إلیھاإلیھا  مضافمضاف  الدمالدم  بلازمابلازما••
    صبغةصبغة  محلولمحلول  وتشملوتشمل  جرامجرام  بطریقةبطریقة  للصبغللصبغ  اللازمةاللازمة  المحالیلالمحالیل••

    محلولمحلول  السفرانین،السفرانین،  صبغةصبغة  محلولمحلول  البنفسجي،البنفسجي،  الكریستالالكریستال
..))%%٩٥٩٥((  إیثیليإیثیلي  كحولكحول  الیودین،الیودین،

    وتموتم  TSATSA  بیئةبیئة  فيفي  منماةمنماة  ساعةساعة  ٢٤٢٤--١٨١٨  عمرھاعمرھا  مزارعمزارع••
    ممیزةممیزة  صفاتصفات  أعطتأعطت  التيالتي  المستعمراتالمستعمرات  منمن  تحضیرھاتحضیرھا
..SS  لمیكروبلمیكروب aureusaureus  بیئةبیئة  سطحسطح  عليعلي  BPABPA  عندعند  وذلكوذلك    

  الدرسالدرس  فيفي  الدمیاطيالدمیاطي  والجبنوالجبن  الخامالخام  اللبناللبن  عیناتعینات  فحصفحص
..السابقالسابق  العمليالعملي



qq   الاختبارات التأكیدیة علي مستعمرات الاختبارات التأكیدیة علي مستعمراتS. AureusS. Aureus
بطریقة صبغ جرامبطریقة صبغ جرام  S. aureusS. aureusالفحص المجھري لخلایا الفحص المجھري لخلایا ١١..

  منمن  یرھایرھاــــــــــــتحضتحض  السابقالسابق  ةةــــــــالمزرعالمزرع  منمن  ةةــــــــــلمسلمس  أخذأخذ  یتمیتم            
    تنمیتھاتنمیتھا  تمتم  والتيوالتي  BPABPA  بیئةبیئة  عليعلي  النامیةالنامیة  المستعمراتالمستعمرات  أحدأحد
    الخلایاالخلایا  فحصفحص  یتمیتم  ثمثم  TSATSA  بیئةبیئة  عليعلي  ساعةساعة  ٢٤٢٤--١٨١٨  لمدةلمدة

..السابقةالسابقة  العملیةالعملیة  الدروسالدروس  فيفي  فعلتفعلت  كماكما  جرامجرام  صبغصبغ  بطریقةبطریقة
المانیتولالمانیتول  لسكرلسكر  اللاھوائياللاھوائي  التخمرالتخمر  اختباراختبار٢٢..

    تخمیرتخمیر  عليعلي  المیكروبالمیكروب  قدرةقدرة  عنعن  الكشفالكشف  الاختبارالاختبار  ھذاھذا  فيفي  یتمیتم          
    تركیزتركیز  وجودوجود  وفيوفي  اللاھوائیةاللاھوائیة  الظروفالظروف  تحتتحت  المانیتولالمانیتول  سكرسكر
    عليعلي  ویستدلویستدل  ))%%٥٥..٧٧((  الصودیومالصودیوم  كلوریدكلورید  منمن  نسبیاًنسبیاً  مرتفعمرتفع
    معمع  الاختبارالاختبار  فيفي  المستخدمةالمستخدمة  البیئةالبیئة  فيفي  المیكروبالمیكروب  بنموبنمو  ذلكذلك
أحماض،أحماض،  وتكونوتكون  المانیتولالمانیتول  تخمرتخمر  نتیجةنتیجة  لونھالونھا  تغیرتغیر



qq  تتلخص خطوات ھذا الاختبار فیما یليتتلخص خطوات ھذا الاختبار فیما یلي
  عمرھاعمرھا  مزرعةمزرعة  منمن  المستقیمةالمستقیمة  التلقیحالتلقیح  بإبرةبإبرة  لمسةلمسة  أخذأخذ  یتمیتم••

  اللمسةاللمسة  ھذهھذه  غرسغرس  ویتمویتم  TSATSA  بیئةبیئة  عليعلي  منماةمنماة  ساعةساعة  ٢٤٢٤--١٨١٨
MannitolMannitol((  الملحالملح  عليعلي  المحتویةالمحتویة  المانیتولالمانیتول  أجارأجار  بیئةبیئة  فيفي

saltsalt agaragar (MSA(MSA((((  عمیقعمیق  كأجاركأجار  أنابیبأنابیب  فيفي  المصبوبةالمصبوبة    
))DeepDeep agaragar((..

    منمن  سمسم  ٥٥..٢٢  حواليحوالي  ارتفاعھاارتفاعھا  طبقةطبقة  البیئةالبیئة  سطحسطح  عليعلي  یصبیصب••
    یتمیتم  ثمثم  لاھوائیاً،لاھوائیاً،  الوسطالوسط  لجعللجعل  وذلكوذلك  المعقمالمعقم  البارافینالبارافین  زیتزیت

    نمونمو  ویعتبرویعتبر  أیام،أیام،  ٥٥  لمدةلمدة  مم٣٥٣٥ºº  عليعلي  الأنابیبالأنابیب  تحضینتحضین
    نتیجةنتیجة  الأصفرالأصفر  اللوناللون  إليإلي  البیئةالبیئة  لونلون  وتغیروتغیر  المیكروبالمیكروب

..إیجابیةإیجابیة



qq  اختبار تكوین الصبغة الصفراءاختبار تكوین الصبغة الصفراء
  مزرعةمزرعة  منمن  العقدةالعقدة  ذاتذات  التلقیحالتلقیح  بإبرةبإبرة  لمسةلمسة  تؤخذتؤخذ••

  ویتمویتم  TSATSA  بیئةبیئة    عليعلي  منماةمنماة  ساعةساعة  ٢٤٢٤--١٨١٨  عمرھاعمرھا
  مستخلصمستخلص  أجارأجار  بیئةبیئة  سطحسطح  عليعلي  اللمسةاللمسة  تلكتلك  تخطیطتخطیط
Brain(Brain--heartheart)  والقلبوالقلب  المخالمخ infusioninfusion (BHI)(BHI)

agar)agar)  أطباقأطباق  فيفي  المصبوبةالمصبوبة..
  ویعتبرویعتبر  ساعة،ساعة،  ٢٤٢٤  لمدةلمدة  مم٣٥٣٥ºº  عليعلي  الأطباقالأطباق  تحضنتحضن••

  نتیجةنتیجة  أصفرأصفر  لونلون  وذاتوذات  مستدیرةمستدیرة  مستعمراتمستعمرات  ظھورظھور
..إیجابیةإیجابیة



qq  اختبار تجلط البلازمااختبار تجلط البلازما
--١٨١٨  عمرھاعمرھا  مزرعةمزرعة  منمن  العقدةالعقدة  ذاتذات  التلقیحالتلقیح  بإبرةبإبرة  لمسةلمسة  تؤخذتؤخذ••

  المستعمرةالمستعمرة  منمن  مباشرةمباشرة  أوأو  TSATSA  بیئةبیئة  عليعلي  منماةمنماة  ساعةساعة  ٢٤٢٤
  فيفي  اللمسةاللمسة  ھذهھذه  غمسغمس  یتمیتم  ثمثم  BPABPA  بیئةبیئة  سطحسطح  عليعلي  النامیةالنامیة
    مستخلصمستخلص  مرقمرق  بیئةبیئة  منمن  ملليمللي  ٣٣..٠٠--  ٢٢..٠٠  عليعلي  محتویھمحتویھ  أنبوبةأنبوبة
Brain(Brain--heartheart)  والقلبوالقلب  المخالمخ infusioninfusion (BHI))(BHI))  ومزجھاومزجھا    
..جیدًجیدً  بشكلبشكل

    ثمثم  ساعة،ساعة،  ٢٤٢٤--١٨١٨  لمدةلمدة  مم٣٥٣٥ºº  عليعلي  الأنابیبالأنابیب  تحضینتحضین  یتمیتم••
    إلیھاإلیھا  المضافالمضاف  الأرانبالأرانب  دمدم  بلازمابلازما  منمن  ملليمللي  ٥٥..٠٠  إلیھاإلیھا  یضافیضاف
    مزجمزج  یتمیتم  ثمثم  للبلازماللبلازما  الطبیعيالطبیعي  التجلطالتجلط  تمنعتمنع  التيالتي  EDTAEDTA  مادةمادة

    مم٣٥٣٥ºº  عليعلي  مائيمائي  حمامحمام  فيفي  وتحضنوتحضن  جیداًجیداً  الأنبوبةالأنبوبة  مكوناتمكونات
    نصفنصف  كلكل  البلازماالبلازما  تجلطتجلط  ملاحظةملاحظة  یتمیتم  بحیثبحیث  ساعاتساعات  ٦٦  لمدةلمدة

    تماسكتماسك  مديمدي  ملاحظةملاحظة  یتمیتم  البلازماالبلازما  تجلطتجلط  حالةحالة  وفيوفي  ساعة،ساعة،
..فیھفیھ  تمتتمت  الذيالذي  الوقتالوقت  وتسجیلوتسجیل  الجلطةالجلطة



qq  اختبار الإنزیم المحلل للدنااختبار الإنزیم المحلل للدنا
ToluidineToluidine--DNADNA((  والدناوالدنا  التولویدینالتولویدین  أجارأجار  بیئةبیئة  منمن  ملليمللي  ٣٣  صبصب  یتمیتم••

agaragar((  منمن  أجزاءأجزاء  إزالةإزالة  یتمیتم  ثمثم  الشریحةالشریحة  سطحسطح  عليعلي  لتتصلبلتتصلب  وتتركوتترك  
  ١٢١٢--١٠١٠  بمعدلبمعدل  ((  ملیمترملیمتر  ٢٢  إليإلي  یصلیصل  قطرقطر  ذاتذات  حلقاتحلقات  شكلشكل  عليعلي  البیئةالبیئة
..  ))  شریحةشریحة  بكلبكل  حلقةحلقة

BHIBHI  بیئةبیئة  فيفي  المیكروبالمیكروب  منمن  مزرعةمزرعة  تحضیرتحضیر  یتمیتم•• brothbroth  كماكما  وذلكوذلك  
  دقیقةدقیقة  ١٥١٥  لمدةلمدة  المزرعةالمزرعة  ھذهھذه  تسخینتسخین  معمع  البلازما،البلازما،  تجلطتجلط  اختباراختبار  فيفي  سبقسبق
  منمن  ))µµll((  میكرولیترمیكرولیتر  ١٠١٠  أخذأخذ  یتمیتم  ثمثم  مائي،مائي،  حمامحمام  فيفي  مم١٠٠١٠٠ºº  درجةدرجة  عليعلي

..  الشریحةالشریحة  عليعلي  حلقةحلقة  كلكل  إليإلي  وتضافوتضاف  المسخنةالمسخنة  المزرعةالمزرعة
  ٤٤  لمدةلمدة  مم٣٥٣٥ºº  عليعلي  رطبرطب  جوجو  فيفي  الشرائحالشرائح  تحضینتحضین  یتمیتم••

    ١١  حواليحوالي  تمتدتمتد  لامعھلامعھ  وردیةوردیة  منطقةمنطقة  ظھورظھور  ویعتبرویعتبر  ساعات،ساعات،
    دلیلاًدلیلاً  للبیئةللبیئة  الأزرقالأزرق  اللوناللون  منمن  مغیرهمغیره  الحلقةالحلقة  حافةحافة  منمن  مللیمترمللیمتر
للدناللدنا  المحللالمحلل  الانزیمالانزیم  وجودوجود  عليعلي



qq  میكروبمیكروب  أعدادأعداد  تقدیرتقدیر  SS.. aureusaureus  العیناتالعینات  فيفي  
  عليعلي  بناءبناء  السابقالسابق  العمليالعملي  الدرسالدرس  فيفي  اختبارھااختبارھا  تمتم  التيالتي
::التأكیدیةالتأكیدیة  الاختباراتالاختبارات  نتائجنتائج

الأطباقالأطباق  عليعلي  العدالعد  طریقةطریقة••
    ثلاثةثلاثة  عليعلي  تخفیفتخفیف  كلكل  منمن  ملليمللي  ١١  بتلقیحبتلقیح  قمناقمنا  أنناأننا  لاحظلاحظ      

    فيفي  الناتجةالناتجة  المستعمراتالمستعمرات  عددعدد  بجمعبجمع  نقومنقوم  فإننافإننا  ولذلكولذلك  أطباق،أطباق،
    عليعلي  فنحصلفنحصل  التخفیفالتخفیف  مقلوبمقلوب  فيفي  الناتجالناتج  وضربوضرب  طبقطبق  كلكل
    منمن  ملليمللي  ١١  فيفي  (cfu)(cfu)  للمستعمراتللمستعمرات  المكونةالمكونة  الوحداتالوحدات  عددعدد
    التخفیفاتالتخفیفات  منمن  الناتجالناتج  العددالعدد  متوسطمتوسط  حسابحساب  یتمیتم  بحیثبحیث  العینةالعینة

    التيالتي  الأطباقالأطباق  عددعدد  یتمیتم  أنأن  یفضلیفضل  أنھأنھ  مراعاهمراعاه  معمع  المختلفةالمختلفة
  استبعاداستبعاد  فیمكنفیمكن  وبالتاليوبالتالي  مستعمرةمستعمرة  ٢٠٠٢٠٠- - ٢٠٢٠  منمن  علیھاعلیھا  یظھریظھر
..ذلكذلك  تحققتحقق  لالا  التيالتي  الأطباقالأطباق  بعضبعض



طریقة الرقم الأكثر احتمالاًطریقة الرقم الأكثر احتمالاً••
  TSBTSB  أنابیبأنابیب  عددعدد  أنأن  لنفترضلنفترض  لتوضیحھا،لتوضیحھا،  لمثاللمثال  نحتاجنحتاج  سوفسوف        

  BPABPA  بیئةبیئة  سطحسطح  عليعلي  المیكروبالمیكروب  منمن  مستعمراتمستعمرات  أعطتأعطت  التيالتي
    ٣٣  ::یليیلي  كماكما  كانتكانت  التأكیدیةالتأكیدیة  الاختباراتالاختبارات  فيفي  منھامنھا  التأكدالتأكد  وتموتم

    ٢٢  ،،))١١..٠٠((  الأولالأول  التخفیفالتخفیف  منمن  تلقیحھاتلقیحھا  تمتم  التيالتي  تلكتلك  منمن  أنابیبأنابیب
    ٠٠  ،،))٠١٠١..٠٠((  الثانيالثاني  التخفیفالتخفیف  منمن  تلقیحھاتلقیحھا  تمتم  التيالتي  تلكتلك  منمن  أنبوبةأنبوبة
    ،،))٠٠١٠٠١..٠٠((  الثالثالثالث  التخفیفالتخفیف  منمن  تلقیحھاتلقیحھا  تمتم  التيالتي  تلكتلك  منمن  أنبوبةأنبوبة

  الرقمالرقم  وھووھو  ٣٢٠٣٢٠  الرقمالرقم  عليعلي  نحصلنحصل  معاًمعاً  الأعدادالأعداد  ھذهھذه  وضعناوضعنا  إذاإذا
    احتمالاًاحتمالاً  الأكثرالأكثر  الرقمالرقم  جداولجداول  فيفي  بعدبعد  فیمافیما  عنھعنھ  الكشفالكشف  یتمیتم  الذيالذي

MPNMPN  لأعدادلأعداد  تقریبيتقریبي  تقدیرتقدیر  عليعلي  الحصولالحصول  یمكنیمكن  ومنھاومنھا  
    ..بالعینةبالعینة  المیكروبالمیكروب


