
الدرس العملي السادسالدرس العملي السادس
إنتاج المركبات المثبطة لنمو البكتریا إنتاج المركبات المثبطة لنمو البكتریا 

(Bacteriocins)(Bacteriocins)    بواسطة بكتریا حامض  بواسطة بكتریا حامض
اللاكتیكاللاكتیك



أھداف الدرسأھداف الدرس
  ..الأغذیةالأغذیة  حفظحفظ  فيفي  وفائدتھاوفائدتھا  الباكتریوسینالباكتریوسین  بمركباتبمركبات  التعریفالتعریف••
    عليعلي  تریوسینتریوسینــــــالباكالباك  اتاتــــــمركبمركب  أثیرأثیرــــــلتلت  لیةلیةــــــــالعمالعم  ةةــــــالدراسالدراس••

..المرضیةالمرضیة  المیكروباتالمیكروبات
    بكتریابكتریا  عليعلي  الباكتریوسینالباكتریوسین  مركباتمركبات  لتأثیرلتأثیر  العملیةالعملیة  الدراسةالدراسة••

..اللاكتیكاللاكتیك  حامضحامض
    ووــــــنمنم  لتتبعلتتبع  ارةارةــــــالعكالعك  تقدیرتقدیر  ریقةریقةــــــطط  استخداماستخدام  عليعلي  التدریبالتدریب••

..البكتریاالبكتریا
    منمن  الخالیةالخالیة  المناطقالمناطق  تقدیرتقدیر  طریقةطریقة  استخداماستخدام  عليعلي  التدریبالتدریب••

Plaque(Plaque)  النموالنمو assay)assay)  التثبیطيالتثبیطي  التأثیرالتأثیر  دراسةدراسة  فيفي    
..الباكتریوسینالباكتریوسین  لمركباتلمركبات



الأجھزة والأدواتالأجھزة والأدوات

..(Incubators)(Incubators)حضانات كھربیة حضانات كھربیة ••
(Spectrophotometer)(Spectrophotometer)جھاز سبكتروفوتومیتر جھاز سبكتروفوتومیتر ••
..ماصات میكرولتریةماصات میكرولتریة••
..معقمةمعقمة(Tips)(Tips)أسنان ماصات أسنان ماصات ••
عة عة ــــــة سة ســمخروطیة معقممخروطیة معقم) ) EppendorffEppendorff((أنابیب إیبندورف أنابیب إیبندورف ••

ملليمللي  ١.٥١.٥



المواد والمزارع المیكروبیةالمواد والمزارع المیكروبیة
..))  NasaplinNasaplin  ناسبلینناسبلین  إسمإسم  تحتتحت  یباعیباع  ماما  غالباًغالباً((  تجاريتجاري  نیسیننیسین••
StaphylococcusStaphylococcus  میكروبمیكروب  منمن  مزرعةمزرعة•• aureusaureus  ١٨١٨  عمرھاعمرھا--

BrainBrain((  بیئةبیئة  فيفي  ومنماةومنماة  ساعةساعة  ٢٤٢٤ HeartHeart InfusionInfusion (BHI(BHI  
..السائلةالسائلة

..LbLb  سلالةسلالة  منمن  مزرعةمزرعة•• leichmanniileichmannii ATCCATCC --١٨١٨  عمرھاعمرھا  47974797
MRSMRS  بیئةبیئة  فيفي  ومنماةومنماة  ساعةساعة  ٢٤٢٤ brothbroth  السائلةالسائلة..

..اختباراختبار  أنابیبأنابیب    فيفي  ١٠١٠  بمعدلبمعدل  موزعةموزعة  السائلةالسائلة  BHIBHI  بیئةبیئة••
  عليعلي  وتحتويوتحتوي  اختباراختبار  أنابیبأنابیب    فيفي  ١٠١٠  بمعدلبمعدل  موزعةموزعة  السائلةالسائلة  BHIBHI  بیئةبیئة••

  ١٣١٣..٣٣  ،،٢٥٢٥..٦٦  ،،٥٥..١٢١٢  ،،٢٥٢٥  ،،٥٠٥٠  ،،١٠٠١٠٠  النیسینالنیسین  منمن  التالیةالتالیة  التركیزاتالتركیزات
  منمن  الدولیةالدولیة  الوحدةالوحدة  تعریفتعریف  ھوھو  ماما  ::سس(IU/ml(IU/ml..  ))((  ملليمللي  //دولیةدولیة  وحدةوحدة

..))النیسین؟النیسین؟



MRSMRS  بیئةبیئة•• softsoft agaragar  مكوناتمكونات  نفسنفس  عليعلي  تحتويتحتوي((  صلبةصلبة  النصفالنصف  
MRSMRS  بیئةبیئة agaragar  فيفي  أجارأجار  الأجارالأجار  كمیةكمیة  نصفنصف  عليعلي  احتوائھااحتوائھا  باستثناءباستثناء  
..اختباراختبار  أنابیبأنابیب  فيفي  ملليمللي  ٩٩  بمعدلبمعدل  وموزعةوموزعة  ))البیئةالبیئة  تلكتلك

5050  بمعدلبمعدل  فيفي  موزعموزع  %%٨٥٨٥..٠٠  تركیزهتركیزه  معقممعقم  ملحيملحي  محلولمحلول•• µµll  فيفي  
..المخروطیةالمخروطیة  إیبندورفإیبندورف  أنابیبأنابیب
qq  المرضیةالمرضیة  المیكروباتالمیكروبات  أحدأحد  نشاطنشاط  عليعلي  النیسینالنیسین  أثیرأثیر

یليیلي  فیمافیما  الاختبارالاختبار  یتلخصیتلخص
  بحجمبحجم  السائلةالسائلة  BHIBHI  بیئةبیئة  منمن  ملليمللي  ١٠١٠  عليعلي  محتویةمحتویة  أنبوبةأنبوبة  بتلقیحبتلقیح  قمقم••

StaphylococcusStaphylococcus  مزرعةمزرعة  منمن  µµll  ١٠٠١٠٠  قدرهقدره aureusaureus  عمرھاعمرھا    
..ةةساعساع  ٢٤٢٤--١٨١٨



  تحتويتحتوي  BHIBHI  بیئةبیئة  منمن  أخريأخري  أنابیبأنابیب  معمع  السابقةالسابقة  الخطوةالخطوة  بتكراربتكرار  قمقم••
    ،،٢٥٢٥..٦٦  ،،٥٥..١٢١٢  ،،٢٥٢٥  ،،٥٠٥٠  ،،١٠٠١٠٠  النیسینالنیسین  منمن  مختلفةمختلفة  تركیزاتتركیزات  عليعلي
))IU/mlIU/ml((  ملليمللي  //دولیةدولیة  وحدةوحدة  ١٣١٣..٣٣

  ٣٣  لمدةلمدة  مم°°٣٥٣٥  درجةدرجة  عليعلي  السابقةالسابقة    BHIBHI  أنابیبأنابیب  كلكل  بتحضینبتحضین  قمقم••
  لقیاسلقیاس  أنبوبةأنبوبة  كلكل  منمن  ساعةساعة  نصفنصف  كلكل  ))ملليمللي  ١١((  عینةعینة  أخذأخذ  معمع  ساعاتساعات
OpticalOptical((  الضوئیةالضوئیة  الكثافةالكثافة DensityDensity (OD(OD((((  للبیئةللبیئة  العكارةالعكارة  أوأو  
::یليیلي  كماكما  ذلكذلك  ویتمویتم  المیكروبالمیكروب  نمونمو  عليعلي  تدلتدل  والتيوالتي
  عليعلي  SpectrophotometerSpectrophotometer  الاسبكتروفوتومیترالاسبكتروفوتومیتر  جھازجھاز  ضبطضبط  تمتمیی

  منمن  عینةعینة  توضعتوضع  ثمثم  ))nmnm  ٦٠٠٦٠٠((  میترمیتر  نانونانو  ٦٠٠٦٠٠  قدرهقدره  موجيموجي  طولطول
  القیاسالقیاس  أنبوبةأنبوبة  فيفي  النیسینالنیسین  أوأو  بالمیكروببالمیكروب  ملقحةملقحة  الغیرالغیر    BHIBHI  بیئةبیئة

  قراءةقراءة  ضبطضبط  یتمیتم  ثمثم    ))cuvettecuvette((  كیوفیتكیوفیت  باسمباسم  والمعروفةوالمعروفة  بالجھازبالجھاز
صفرصفر  لتصبحلتصبح  الجھازالجھاز



یتم تسجیل  یتم تسجیل  ز و ز و یتم أخذ عینات من الأنابیب وتقاس علي الجھایتم أخذ عینات من الأنابیب وتقاس علي الجھا
في الجدول التاليفي الجدول التالي  ٦٠٠٦٠٠ODODقراءات قراءات 

(IU/ml)عند التركيزات المختلفة من الباكتريوسين  OD600الكثافة الضوئية 
100الوقت 50 25 12.5 6.25 3.13 ٠ 

التلقيحبعد 
بعد نصف ساعة

بعد ساعة
بعد ساعة ونصف

بعد ساعتين
بعد ساعتين ونصف

بعد ثلاث ساعات



تأثیر النیسین علي نشاط بكتریا حامض اللاكتیكتأثیر النیسین علي نشاط بكتریا حامض اللاكتیك
    ١٠٠١٠٠((  الملليالمللي  فيفي  دولیةدولیة  وحدةوحدة  ١٠٠١٠٠  عليعلي  یحتويیحتوي  محلولمحلول  بتحضیربتحضیر  قمقم••

IU/mlIU/ml((  عبوةعبوة  عليعلي  الموجودةالموجودة  بالبیاناتبالبیانات  مسترشداًمسترشداً  التجاريالتجاري  النیسینالنیسین  منمن  
  النیسینالنیسین  مسحوقمسحوق  منمن  إذابتھاإذابتھا  یجبیجب  التيالتي  الكمیةالكمیة  عليعلي  تدلكتدلك  والتيوالتي  النیسینالنیسین
  معقممعقم  ملحيملحي  محلولمحلول  فيفي  الإذابةالإذابة  وتتموتتم  التركیز،التركیز،  ھذاھذا  عليعلي  للحصولللحصول
    الكليالكلي  الحجمالحجم  یكونیكون  بحیثبحیث  salinesaline((  علیھعلیھ  یطلقیطلق((  %%٨٥٨٥..٠٠  تركیزهتركیزه
١٠٠١٠٠  µµll  ٥٠٥٠  بأخذبأخذ  قمقم  الحجمالحجم  ھذاھذا  ومنومن  µµll  منمن  الحجمالحجم  بنفسبنفس  وامزجھاوامزجھا  
  كرركرر  ثمثم  IU/mlIU/ml  ٥٠٥٠  إليإلي  التركیزالتركیز  تخفیفتخفیف  یتمیتم  بحیثبحیث  salinesaline  محلولمحلول
  التخفیفاتالتخفیفات  منمن  سلسلةسلسلة  عملعمل  یتمیتم  بحیثبحیث  الجدیدالجدید  التخفیفالتخفیف  معمع  الشئالشئ  نفسنفس
TwofoldTwofold((  القوةالقوة  الثنائیةالثنائیة dilutionsdilutions((  النھایةالنھایة  فيفي  لدینالدینا  ویكونویكون  

IU/mlIU/ml  ١٣١٣..٣٣  ،،٢٥٢٥..٦٦  ،،٥٥..١٢١٢  ،،٢٥٢٥  ،،٥٠٥٠  ،،١٠٠١٠٠  التالیةالتالیة  التركیزاتالتركیزات
التاليالتالي  الشكلالشكل  أنظرأنظر



  عليعلي  وتوزیعھاوتوزیعھا  التجاريالتجاري  النیسینالنیسین  منمن  المختلفةالمختلفة  التركیزاتالتركیزات  تحضیرتحضیر••
    بمیكروببمیكروب  تلقیحھاتلقیحھا  السابقالسابق  صلبةصلبة  النصفالنصف  البیئةالبیئة  سطحسطح  عليعلي  بقعبقع  ھیئةھیئة

LbLb.. leichmanniileichmannii

إجراء تخفیفات ثنائیة القوة للحصول علي 
الصلبة   MRSتركیزات النیسین المختلفة 

محلول نیسین تركیزه 
وحدة دولیة في  ١٠٠
المللي

میكرولیتر من كل  ٥إضافة 
تركیز نیسین في صورة بقع 

Spots((



..LbLb  مزرعةمزرعة  منمن  µµll  ١٠١٠  انقلانقل•• leichmanniileichmannii ATCCATCC
  MRSMRS  بیئةبیئة  منمن  ملليمللي  ٩٩  عليعلي  محتویةمحتویة  أنبوبةأنبوبة  إليإلي  47974797
    مائيمائي  حمامحمام  فيفي  بھابھا  والاحتفاظوالاحتفاظ  إسالتھاإسالتھا  تمتم  والتيوالتي  صلبةصلبة  النصفالنصف
  منعاًمنعاً  برفقبرفق  الأنبوبةالأنبوبة  محتویاتمحتویات  مزجمزج  ویتمویتم  م،م،°°٥٠٥٠  درجةدرجة  عليعلي
..ھوائیةھوائیة  فقاعاتفقاعات  لتكونلتكون

صلبةصلبةــــــالال  MRSMRS  بیئةبیئة  ححــــــسطسط  ليليــعع  الأنبوبةالأنبوبة  محتویاتمحتویات  تصبتصب••
    البیئةالبیئة  أنأن  لاحظلاحظ((  دقیقةدقیقة  ٦٠٦٠--٤٥٤٥  لمدةلمدة  للتصلبللتصلب  تتركتترك  ثمثم  ))٢٢بب((  ••

  ذلكذلك  منمن  أقصرأقصر  وقتوقت  فيفي  تتصلبتتصلب  أنأن  یمكنیمكن  صلبةصلبة  النصفالنصف
    مناطقمناطق  یعطيیعطي  ذلكذلك  أنأن  حیثحیث  المدةالمدة  لھذهلھذه  تركھاتركھا  یفضلیفضل  ولكنولكن
..))بعضھابعضھا  عنعن  وانفصالاوانفصالا  وضوحاًوضوحاً  أكثرأكثر  النموالنمو  منمن  خالیةخالیة



  عليعلي  السابقةالسابقة  النیسینالنیسین  تركیزاتتركیزات  منمن  كلكل  منمن  µµll  ٥٥  بوضعبوضع  قمقم••
    المستخدمةالمستخدمة  الماصةالماصة  وضعوضع  یكونیكون  أنأن  ویراعيویراعي  البیئة،البیئة،  سطحسطح
    محلولمحلول  منمن  الكمیةالكمیة  تسقطتسقط  بحیثبحیث  البیئةالبیئة  سطحسطح  عليعلي  عمودیاًعمودیاً
    كماكما  المكان،المكان،  بقدربقدر  مستدیرةمستدیرة  ))SpotSpot((  بقعةبقعة  صورةصورة  فيفي  النیسینالنیسین
    الأجارالأجار  سطحسطح  عليعلي  البقعالبقع  بینبین  المسافاتالمسافات  تكونتكون  أنأن  یراعيیراعي
))بب- - ٧٧  شكلشكل  انظرانظر((  متساویةمتساویة

  البقعالبقع  امتصاصامتصاص  یتمیتم  حتىحتى  دقیقةدقیقة  ٦٠٦٠--٣٠٣٠  لفترةلفترة  الأطباقالأطباق  تركترك••
    درجةدرجة  عليعلي  بالحضانبالحضان  مقلوبةمقلوبة  الأطباقالأطباق  توضعتوضع  ثمثم  البیئةالبیئة  بواسطةبواسطة
ساعةساعة  ٤٨٤٨  لمدةلمدة  مم٣٥٣٥ºº  حرارةحرارة



  معمع  قطرھاقطرھا  یزدادیزداد  والتيوالتي  النموالنمو  منمن  الخالیةالخالیة  المناطقالمناطق  ظھورظھور  
    ..النیسینالنیسین  تركیزتركیز  زیادةزیادة

٢٥

١٢.٥

٦.٧٥١٣.٣

١٠٠

٥٠



  منمن  خالیةخالیة  ناطقناطقــــمم  ودودــــــوجوج  حیثحیث  منمن  باقباقــــالأطالأط  فحصفحص  یتمیتم
التاليالتالي  بالجدولبالجدول  وتسجیلھاوتسجیلھا  أقطارھاأقطارھا  قیاسقیاس  معمع  النموالنمو

قطر المنطقة الخالية من النمو تركيز محلول النيسين

100 IU/ml
50 IU/ml
25 IU/ml

12.5 IU/ml
6.25 IU/ml
3.13 IU/ml


