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تابع طرق عد البكتریا في اللبن  تابع طرق عد البكتریا في اللبن  
ومنتجاتھومنتجاتھ



أھداف الدرسأھداف الدرس

  المباشرالمباشر  المجھريالمجھري  والعدوالعد  احتمالاًاحتمالاً  الأكثرالأكثر  الرقمالرقم  بطرقبطرق  التعریفالتعریف••
    اللبناللبن  فيفي  الكليالكلي  البكتیريالبكتیري  العددالعدد  تقدیرتقدیر  فيفي  المستخدمةالمستخدمة
..ومنتجاتھومنتجاتھ

    الكليالكلي  البكتیريالبكتیري  العددالعدد  لتقدیرلتقدیر  المباشرةالمباشرة  غیرغیر  بالطرقبالطرق  التعریفالتعریف••
..ومنتجاتھومنتجاتھ  اللبناللبن  فيفي

    البكتریاالبكتریا  لعدلعد  المختلفةالمختلفة  الطرقالطرق  وعیوبوعیوب  ممیزاتممیزات  بینبین  المقارنةالمقارنة••
..ومنتجاتھومنتجاتھ  اللبناللبن  فيفي

..المباشرالمباشر  المجھريالمجھري  العدالعد  طریقةطریقة  عليعلي  التدریبالتدریب••



العد بطریقة الرقم الأكثر احتمالاًالعد بطریقة الرقم الأكثر احتمالاً
            Most probable number (MPN) methodMost probable number (MPN) method

  التيالتي  المیكروباتالمیكروبات  منمن  المنخفضةالمنخفضة  الأعدادالأعداد  تقدیرتقدیر  فيفي  الطریقةالطریقة  ھذهھذه  تستخدمتستخدم••
  حیثحیث  غذاء،غذاء،  الملليالمللي  أوأو  بالجرامبالجرام  مستعمرةمستعمرة  تكوینتكوین  وحدةوحدة  ١٠١٠  إليإلي  تصلتصل  قدقد
  عليعلي  العدالعد  باستخدامباستخدام  تقدیرھاتقدیرھا  الصعبالصعب  منمن  یكونیكون  الأعدادالأعداد  ھذهھذه  مثلمثل  أنأن

  الأخرىالأخرى  الصلبةالصلبة  المنتجاتالمنتجات  أوأو  الجبنالجبن  عیناتعینات  حالةحالة  فيفي  خاصةخاصة  الأطباقالأطباق
  حتىحتى  MRDMRD  بیئةبیئة  أوأو  ملحيملحي  محلولمحلول  بإضافةبإضافة  تخفیفھاتخفیفھا  إليإلي  تحتاجتحتاج  والتيوالتي
  منمن  ویجعلویجعل  المیكروباتالمیكروبات  عددعدد  تقلیلتقلیل  إليإلي  یؤديیؤدي  وھذاوھذا  تحلیلھا،تحلیلھا،  یمكنیمكن

  العیناتالعینات  حالةحالة  فيفي  ولكنولكن  منخفضة،منخفضة،  أساساًأساساً  كانتكانت  إذاإذا  تقدیرھاتقدیرھا  الصعبالصعب
  وحدةوحدة  ١٠٠١٠٠  منمن  أعليأعلي  أيأي((  المیكروباتالمیكروبات  منمن  مناسبمناسب  عددعدد  عليعلي  المحتویةالمحتویة
  الأطباقالأطباق  عليعلي  العدالعد  طریقةطریقة  فتفضلفتفضل  ))الملليالمللي  أوأو  بالجرامبالجرام  مستعمرةمستعمرة  تكوینتكوین
  أیضاًأیضاً  یعیبھایعیبھا  والتيوالتي  MPNMPN  طریقةطریقة  منمن  دقةدقة  أكثرأكثر  تقدیراتتقدیرات  تعطيتعطي  التيالتي
..الأطباقالأطباق  أوأو  الأنابیبالأنابیب  منمن  نسبیاًنسبیاً  كبیركبیر  عددعدد  إليإلي  تحتاجتحتاج  أنھاأنھا



طریقة العد المجھري المباشر طریقة العد المجھري المباشر 
Direct microscopic enumeration methodDirect microscopic enumeration method

  تحتتحت  منتجاتھمنتجاتھ  أوأو  اللبناللبن  عینةعینة  منمن  غشاءغشاء  فحصفحص  عليعلي  الطریقةالطریقة  ھذهھذه  تعتمدتعتمد••
  فيفي  المیكروباتالمیكروبات  منمن  المختلفةالمختلفة  الأنواعالأنواع  خلایاخلایا  تمییزتمییز  یمكنیمكن  بحیثبحیث  المجھرالمجھر
  مصانعمصانع  فيفي  طویلةطویلة  لفتراتلفترات  الطریقةالطریقة  ھذهھذه  استخداماستخدام  تمتم  ولقدولقد  وعدھا،وعدھا،  العینةالعینة
    المیكروباتالمیكروبات  لأنواعلأنواع  وتقریبيوتقریبي  سریعسریع  تقدیرتقدیر  عليعلي  للحصولللحصول  سواءسواء  الألبانالألبان

  لعددلعدد  أوأو  الكليالكلي  البكتیريالبكتیري  للعددللعدد  وكذلكوكذلك  ))......الخالخ  أعفان،أعفان،  خمائر،خمائر،  بكتریا،بكتریا،((
Somatic(Somatic)  الجسمیةالجسمیة  الخلایاالخلایا cells)cells)  یكونیكون  عندماعندما  اللبناللبن  فيفي  تكثرتكثر  التيالتي  
  الأمراضالأمراض  بعضبعض  أوأو  الضرعالضرع  بالتھاببالتھاب  مصابةمصابة  حیواناتحیوانات  منمن  ناتجاًناتجاً

  فإنفإن  معینمعین  حدحد  عنعن  الخلایاالخلایا  ھذهھذه  زیادةزیادة  عندعند  أنھأنھ  بحیثبحیث  الاخريالاخري  الالتھابیةالالتھابیة
..مریضمریض  حیوانحیوان  منمن  ناتجناتج  اللبناللبن  أنأن  احتمالاحتمال  عليعلي  یدلیدل  ھذاھذا

  یمكنیمكن  لالا  أنھأنھ  ھوھو  المباشرالمباشر  المجھريالمجھري  العدالعد  طریقةطریقة  عیوبعیوب  أھمأھم  منمن  أنأن  إلاإلا••
  یظھریظھر  منھمامنھما  كلكل  أنأن  حیثحیث  والمیتةوالمیتة  الحیةالحیة  الخلایاالخلایا  بینبین  التمییزالتمییز  خلالھاخلالھا  منمن

الضوئي،الضوئي،  المجھرالمجھر  تحتتحت  تقریباًتقریباً  الشكلالشكل  بنفسبنفس



طرق العد الغیر مباشرةطرق العد الغیر مباشرة: : ثانیاًثانیاً
  عدةعدة  إليإلي  یصلیصل  قدقد  بمابما  الألبانالألبان  مصانعمصانع  فيفي  الانتاجالانتاج  حجمحجم  لزیادةلزیادة  نظراًنظراً••

  الحجمالحجم  كبیركبیر  أوأو  متوسطمتوسط  مصنعمصنع  بإنتاجھابإنتاجھا  یقومیقوم  اللبنیةاللبنیة  المنتجاتالمنتجات  منمن  أطنانأطنان
  إليإلي  یحتاجونیحتاجون  الجودةالجودة  مراقبومراقبو  وكذلكوكذلك  الألبانالألبان  صناعصناع  فإنفإن  الواحدالواحد  الیومالیوم  فيفي

  بسیطةبسیطة  طرقطرق  باستخدامباستخدام  اللبنیةاللبنیة  للمنتجاتللمنتجات  المیكروبیولوجیةالمیكروبیولوجیة  الجودةالجودة  تحدیدتحدید
  بمابما  الأكثرالأكثر  عليعلي  ساعةساعة  أوأو  دقائقدقائق  بضعةبضعة  خلالخلال  نتائجنتائج  تعطيتعطي  وسریعةوسریعة
  أوأو  التصنیعالتصنیع  أثناءأثناء  لأخرىلأخرى  خطوةخطوة  منمن  الانتقالالانتقال  إمكانیةإمكانیة  عليعلي  یساعدیساعد

..المنتجاتالمنتجات  بتسویقبتسویق  التصریحالتصریح
  المصاحبةالمصاحبة  التغیراتالتغیرات  تقدیرتقدیر  عليعلي  تعتمدتعتمد  بالسرعةبالسرعة  تتمیزتتمیز  الطرقالطرق  وھذهوھذه••

  العیناتالعینات  فيفي  البكتیريالبكتیري  للعددللعدد  كمؤشركمؤشر  وتتخذھاوتتخذھا  البكتریاالبكتریا  ونموونمو  لنشاطلنشاط
::یليیلي  ماما  أھمھاأھمھا  ومنومن  مباشرةمباشرة  الغیرالغیر  بالطرقبالطرق  تعرفتعرف  وھذهوھذه  المختبرةالمختبرة



reduction test)reduction test)--(Dye(Dyeطریقة اختزال الصبغات طریقة اختزال الصبغات   --١١
  جھداًجھداً  تتطلبتتطلب  ولاولا  مكلفةمكلفة  غیرغیر  وأنھاوأنھا  والبساطةوالبساطة  بالسرعةبالسرعة  الطریقةالطریقة  ھذهھذه  وتتمیزوتتمیز
  الخلایاالخلایا  نشاطنشاط  عليعلي  تعتمدتعتمد  أنھاأنھا  أیضاًأیضاً  ممیزاتھاممیزاتھا  أھمأھم  ومنومن  إجرائھا،إجرائھا،  فيفي

  البكتریاالبكتریا  نشاطنشاط  أثناءأثناء  أنھأنھ  فيفي  فكرتھافكرتھا  وتتلخصوتتلخص  فقط،فقط،  الحیةالحیة  المیكروبیةالمیكروبیة
RedoxRedox((  والاختزالوالاختزال  الأكسدةالأكسدة  جھدجھد  بخفضبخفض  تقومتقوم  فإنھافإنھا  اللبناللبن  فيفي  ونموھاونموھا

potentialpotential)) (Eh(Eh((  مختزلةمختزلة  مركباتمركبات  منمن  تكونھتكونھ  لمالما  وذلكوذلك  اللبناللبن  فيفي  
    المیثیلینالمیثیلین  أزرقأزرق  مثلمثل  الصبغاتالصبغات  بعضبعض  لونلون  تغیرتغیر  عليعلي  یعملیعمل  وھذاوھذا

))MethyleneMethylene blueblue((  والریزازورینوالریزازورین  ))ResazurinResazurin((  تكونتكون  والتيوالتي  
المختزلةالمختزلة  الأوساطالأوساط  فيفي  لونھالونھا  یختزلیختزل  بینمابینما  المؤكسدالمؤكسد  الوسطالوسط  فيفي  ملونھملونھ
  الصبغةالصبغة  لاختزاللاختزال  اللازماللازم  الوقتالوقت  بینبین  عكسيعكسي  ارتباطارتباط  ھناكھناك  أنأن  وجدوجد  ولقدولقد

  الوقتالوقت  قصرقصر  كلماكلما  أنھأنھ  بحیثبحیث  اللبن،اللبن،  عیناتعینات  فيفي  البكتریاالبكتریا  منمن  الكليالكلي  والعددوالعدد
  منمن  منخفضمنخفض  عددعدد  وجودوجود  عليعلي  ذلكذلك  دلدل  كلماكلما  الصبغةالصبغة  لاختزاللاختزال  اللازماللازم
..والعكسوالعكس  البكتریاالبكتریا



Electrical MethodElectrical Methodالطرق الكھربائیة الطرق الكھربائیة   --٢٢
كما في طریق ة اخت زال الص بغات ف إن الط رق الكھربائی ة تعتم د عل ي         كما في طریق ة اخت زال الص بغات ف إن الط رق الكھربائی ة تعتم د عل ي           ••

نشاط الخلایا الحیة من المیكروب ات وقیامھ ا بإح داث تغی ر یمك ن قیاس ھ       نشاط الخلایا الحیة من المیكروب ات وقیامھ ا بإح داث تغی ر یمك ن قیاس ھ       
، والتغیر في ھذه الحالة ھو زیادة التوصیلیة ، والتغیر في ھذه الحالة ھو زیادة التوصیلیة ))اللبن مثلاًاللبن مثلاً((في وسط النمو في وسط النمو 

ف   ي الوس   ط حی   ث نج   د أن ف   ي الوس   ط حی   ث نج   د أن   (Electric conductivity)(Electric conductivity)الكھربی   ة الكھربی   ة 
البكتریا خلالھا نشاطھا في الغ ذاء تس تطیع إنت اج مركب ات أیونی ة تعم ل       البكتریا خلالھا نشاطھا في الغ ذاء تس تطیع إنت اج مركب ات أیونی ة تعم ل       
علي زیادة التوصیلیة الكھربیة للوسط بما یجعل ھناك ارتباط بین الع دد  علي زیادة التوصیلیة الكھربیة للوسط بما یجعل ھناك ارتباط بین الع دد  

..البكتیري في العینات المختبرة والتغیر في التوصیلیة الكھربیةالبكتیري في العینات المختبرة والتغیر في التوصیلیة الكھربیة
    خلیةخلیة  فيفي  اختبارھااختبارھا  المرادالمراد  العینةالعینة  وضعوضع  فيفي  الطریقةالطریقة  ھذهھذه  وتتلخصوتتلخص  ••
))CellCell((  عليعلي  تعملتعمل  مغذیةمغذیة  بیئةبیئة  إليإلي  بالإضافةبالإضافة  الكترودالكترود  ٢٢  عليعلي  تحتويتحتوي  

  البكتریا،البكتریا،  نشاطنشاط  نتیجةنتیجة  الكھربیةالكھربیة  التوصیلیةالتوصیلیة  فيفي  یحدثیحدث  الذيالذي  التغیرالتغیر  زیادةزیادة
  كلكل  الالكترودینالالكترودین  بینبین  المارالمار  للتیارللتیار  الكھربیةالكھربیة  التوصیلیةالتوصیلیة  وتسجیلوتسجیل  قیاسقیاس  ویتمویتم
  الحصولالحصول  یتمیتم  التجربةالتجربة  نھایةنھایة  فيفي  أنھأنھ  بحیثبحیث  ))دقیقةدقیقة  ١٢١٢  أوأو  ٦٦((  دقائقدقائق  بضعةبضعة
بیانيبیاني  شكلشكل  عليعلي



    البكتریاالبكتریا  نشاطنشاط  نتیجةنتیجة  الكھربیةالكھربیة  التوصیلیةالتوصیلیة  فيفي  التغیرالتغیر  مراحلمراحل  ))أأ((
..المختبرةالمختبرة  العینةالعینة  فيفي

..العینةالعینة  فيفي  البكتریاالبكتریا  وعددوعدد  التقدیرالتقدیر  وقتوقت  بینبین  العكسیةالعكسیة  العلاقةالعلاقة  ))بب((

عدد البكتریا في العینة المختبرةالتغیر في التوصیلیة الكھربیة



  ثلاثيثلاثي  الادینوسینالادینوسین  ببــــــــــمركمرك  دیردیرــــــــتقتق  عليعلي  عتمدةعتمدةــــــالمالم  الطرقالطرق  - - ٣٣
    (ATP)(ATP)  الفوسفاتالفوسفات

  فیھافیھا  بمابما  الحیةالحیة  الكائناتالكائنات  جمیعجمیع  فيفي  یوجدیوجد  ATPATP  مركبمركب  أنأن  عليعلي  تعتمدتعتمد••
  تقدیرتقدیر  خلالخلال  منمن  المیكروباتالمیكروبات  عددعدد  تقدیرتقدیر  یمكنیمكن  فإنھفإنھ  وبالتاليوبالتالي  المیكروباتالمیكروبات

  كماكما  العینةالعینة  بتحضیربتحضیر  ذلكذلك  ویتمویتم  المختبرة،المختبرة،  العیناتالعینات  فيفي  المركبالمركب  ھذاھذا  تركیزتركیز
  مركبمركب  منمن  معقدمعقد  إلیھاإلیھا  یضافیضاف  ثمثم    السابق،السابق،  العمليالعملي  الدرسالدرس  فيفي  ذكرهذكره  سبقسبق

Luciferin(Luciferin--luciferaseluciferase)  اللوسیفیریزاللوسیفیریز  وإنزیموإنزیم  اللوسیفریناللوسیفرین
complex)complex)  مركبمركب  وجودوجود  فيفي  أنھأنھ  بحیثبحیث  الماغنسیومالماغنسیوم  وأیوناتوأیونات  ATPATP  

    أوكسیلوسیفرینأوكسیلوسیفرین  إليإلي  اللوسیفریناللوسیفرین  مركبمركب  بتحویلبتحویل  الانزیمالانزیم  یقومیقوم
(Oxyluciferin)(Oxyluciferin)  مركبمركب  تحللتحلل  نتیجةنتیجة  ضوءضوء  انطلاقانطلاق  معمع  ATPATP  كماكما  

::التالیةالتالیة  بالمعادلةبالمعادلة
ATP + luciferinATP + luciferin-- luciferase + Mgluciferase + Mg22++ Oxiluiferin + ADP +Oxiluiferin + ADP + lightlight



الأجھزة والأدواتالأجھزة والأدوات

مجھر ضوئيمجھر ضوئي••
..ماصات زجاجیة معقمة ومعھا ساحب بلاستیكماصات زجاجیة معقمة ومعھا ساحب بلاستیك••
..ماصات میكرولتریةماصات میكرولتریة••
معقمةمعقمة) ) TipsTips((أسنان ماصات میكرولتریة أسنان ماصات میكرولتریة ••
..شرائح زجاجیةشرائح زجاجیة••
..إبر تلقیحإبر تلقیح••



الموادالمواد
  معقممعقم  ))salinesaline((  %%٨٥٨٥..٠٠  تركیزهتركیزه  ملحيملحي  محلولمحلول••

  بیئةبیئة  أوأو  اختباراختبار  أنابیبأنابیب  فيفي  ملليمللي  ٩٩  بمعدلبمعدل  وموزعوموزع
MaximumMaximum((  الأقصيالأقصي  الاسترجاعالاسترجاع recoveryrecovery
diluentdiluent((  أنابیبأنابیب  فيفي  ملليمللي  ٩٩  بمعدلبمعدل  ومعبأةومعبأة  معقمةمعقمة  
..اختباراختبار

..المیثیلینالمیثیلین  أزرقأزرق  صبغةصبغة••
..زیلولزیلول••



الخطواتالخطوات
  والجبنوالجبن  والیوجورتوالیوجورت  UHTUHT  ولبنولبن    الخامالخام  اللبناللبن  عیناتعینات  بتحضیربتحضیر  قمقم••

  العمليالعملي  الدرسالدرس  فيفي  فعلتفعلت  أنأن  سبقسبق  كماكما  المجففالمجفف  واللبنواللبن  والزبدوالزبد  الدمیاطيالدمیاطي
..السابقالسابق

  إليإلي  میكرولتریةمیكرولتریة  ماصةماصة  باستخدامباستخدام  میكرولیترمیكرولیتر  ١٠١٠  أيأي  ملليمللي  ٠١٠١..٠٠  انقلانقل••
  بنشربنشر  قمقم  ثمثم  ٢٢سمسم  ١١  علیھاعلیھا  المرسومالمرسوم  (Breed)(Breed)  بریدبرید  شریحةشریحة  سطحسطح
  الواحدالواحد  مساحةمساحة  عليعلي  فردھافردھا  یتمیتم  بحیثبحیث  التلقیحالتلقیح  ابرةابرة  عقدةعقدة  باستخدامباستخدام  العینةالعینة
..٢٢سمسم

  مراتمرات  ٣٣--٢٢  بإمرارهبإمراره  الغشاءالغشاء  بثبیتبثبیت  قمقم  ثمثم  الھواءالھواء  فيفي  الشریحةالشریحة  جففجفف••
..اللھباللھب  خلالخلال

  فيفي  جففھاجففھا  ثمثم  الدھنالدھن  منمن  للتخلصللتخلص  دقیقةدقیقة  ١١  لمدةلمدة  الزیلولالزیلول  فيفي  الشریحةالشریحة  ضعضع••
..الھواءالھواء

  بالماءبالماء  اغسلھااغسلھا  ثمثم  دقیقةدقیقة  نصفنصف  لمدةلمدة  المیثیلینالمیثیلین  بأزرقبأزرق  الشریحةالشریحة  اصبغاصبغ••
..الزییتیةالزییتیة  بالعدسةبالعدسة  وافحصھاوافحصھا  وجففھاوجففھا



قم بتقدیر عدد الخلایا في الحقل المجھري ثم قم بعدھا في  قم بتقدیر عدد الخلایا في الحقل المجھري ثم قم بعدھا في  ••
حقل آخر وھكذا حتي یكون لدیك عدد الخلایا في حوالي حقل آخر وھكذا حتي یكون لدیك عدد الخلایا في حوالي 

..حقل مجھريحقل مجھري  ٢٠٢٠
::قم بحساب عدد الخلایا في العینة كما یليقم بحساب عدد الخلایا في العینة كما یلي••
..یتم حساب متوسط عدد الخلایا في الحقول المجھریةیتم حساب متوسط عدد الخلایا في الحقول المجھریةأأ--

یتم حساب مساحة الحقل المجھري وذلك بمعرفة قطر  یتم حساب مساحة الحقل المجھري وذلك بمعرفة قطر  بب--
    ١٦٠١٦٠--١٤٠١٤٠الحقل المجھري والذي عادة ما یتراوح ما بین الحقل المجھري والذي عادة ما یتراوح ما بین 

میكرون وباعتبار أن الحقل المجھري یكون دائري الشكل میكرون وباعتبار أن الحقل المجھري یكون دائري الشكل 
::فإن مساحة الحقل یتم حسابھا من المعادلةفإن مساحة الحقل یتم حسابھا من المعادلة

٢٢ط نقط نق= = مساحة الحقل مساحة الحقل 
..نصف القطرنصف القطر= = ، ق، ق  ٣.١٤٣.١٤= = ط ط   : : حیثحیث



    الحقولالحقول  عددعدد  حسابحساب  یمكنیمكن  المجھريالمجھري  الحقلالحقل  مساحةمساحة  بمعرفةبمعرفة  - - جـجـ
  الواحدالواحد  بقسمةبقسمة  وذلكوذلك  الشریحةالشریحة  منمن  ٢٢سمسم  الواحدالواحد  فيفي  المجھریةالمجھریة

    مساحةمساحة  تحویلتحویل  مراعاةمراعاة  معمع  الواحدالواحد  الحقلالحقل  مساحةمساحة  عليعلي  ٢٢سمسم
    بقسمةبقسمة  وذلكوذلك  المربعالمربع  السمالسم  إليإلي  المربعالمربع  بالمیكرونبالمیكرون  الحقلالحقل
    اا  فيفي  المجھریةالمجھریة  الحقولالحقول  عددعدد  عليعلي  ویطلقویطلق  ،،١٠٨١٠٨  عليعلي  المساحةالمساحة

..المجھريالمجھري  المعاملالمعامل  اسماسم  ٢٢سمسم
    الحقلالحقل  فيفي  الخلایاالخلایا  عددعدد  متوسطمتوسط  فيفي  المجھريالمجھري  المعاملالمعامل  بضرببضرب  --دد

    ١٠٠١٠٠  فيفي  الخلایاالخلایا  عددعدد  عليعلي  نحصلنحصل  الواحدالواحد  المجھريالمجھري
  یمكننایمكننا  الناتجالناتج  الرقمالرقم  ومنومن  منتجاتھمنتجاتھ  أوأو  اللبناللبن  منمن  میكرولیترمیكرولیتر
    فيفي  بضربھبضربھ  وذلكوذلك  جرامجرام  أوأو  ملليمللي  ١١  فيفي  الخلایاالخلایا  عددعدد  حسابحساب
..١٠١٠  العددالعدد



    التاليالتالي  الفراغالفراغ  فيفي  المختلفةالمختلفة  العیناتالعینات  معمع  حساباتكحساباتك  بإجراءبإجراء  قمقم
الجدولالجدول  فيفي  النتائجالنتائج  سجلسجل  ثمثم

عدد الخلايا في 
مللي ١

عدد الخلايا في 
١٠٠  

ميكرولتر
المعامل المجهري  

متوسط عدد الخلايا في  
الحقول

العينة

لبن خام
 UHTلبن 

يوجورت
جبن دمياطي

زبد
لبن مجفف


