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  Bacterial Staining تصبيغ البكتريا

 يمكف فحص شكؿ الخمية البكتيرية بطريقتيف:

فحػػص البكتريػػا الحيػػة المكػػبهوة كمػػا يػػه الحػػاؿ فػػر فحػػص حركػػة البكتريػػا مػػف خػػ ؿ تق يػػة  .1
 القطرة المعمقة.

 فحص البكتريا الميتة المكبهوة بالكبغات .2

بكػػهرة هاةػػحة فػػر الميػػاي لأ ػػ  ت يهجػػد تكػػهف البكتريػػا الحيػػة اديمػػة المػػهف هت يمكػػف ر يتهػػا 
فرؽ بيف له ها هلهف الماء هلهذا ا دما تكبغ بالكػبغات تكػبم مخال ػة لمػهف المحػيط هبػذلؾ تكػهف 

 مرئية.

: ير ابارة اف أم ح تتركب مف أيػه يف  أيػهف حامةػر  هأيػهف يااػدس  هت ػم  الصبغات
 أه المتعادلة. هالحامةية ةيالكبغات امهماً ح ب الأيهف الممهف فيها بالكبغات القااد

ل بي مػػا تكػػبغ الكػػبغات  الكػػبغات الحامةػػية تكػػبغ مكه ػػات الخميػػة القااديػػة (ال ػػايتهب زـ
القااديػة مكه ػات الخميػة الحامةػية (الأحمػاو ال ههيػةل هلكػر يػتـ كػبغ الخ يػا بكاممهػا ت بػد مػف 

بمػهرات أه م ػحهؽ هتػذاب الحامةر هالقاادس. تهجد الكبغات ام  ييئػة ا تخداـ  هار الكبغة 
 فر  هائؿ خاكة مثؿ الماء هالكحهؿ ثـ تح ظ فر زجاجات خاكة.

تهجػػػد كػػػبغات خاكػػػة ت ػػػتخدـ لكػػػبغ بعػػػو أجػػػزاء الخميػػػة البكتيريػػػة التػػػر يمكػػػف ر يتهػػػا 
با ػػػتخداـ العد ػػػة الشػػػيئية الزيتيػػػة ذات التكبيػػػر العػػػالر هالتػػػر يػػػت ءـ ا ػػػتخدامها مػػػع التحةػػػػيرات 

 م حات الرطبة.المكبهوة أكثر مف ال

تختمػػػػؼ البكتريػػػػا اػػػػف محيطهػػػػا مػػػػف ال احيػػػػة الكيمياهيػػػػة هلهػػػػذا يمكػػػػف ت ريقهػػػػا اػػػػف محيطهػػػػا 
الػػذس يعتمػػد امػػ  ت ااػػؿ متخكػػص بػػيف الكػػبغة هالخميػػة هلػػيس مػػع المحػػيط. هلمتكػػبيغ بالتكػػبيغ 

 أيمية كبيرة فر درا ة الأحياء المجهرية هذلؾ لعدة  قاط:

 ذس يشمؿ شكمها هتجمعها.درا ة المظهر الخارجر لمبكتريا ال .1
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 درا ة بعو التراكيب الداخمية مثؿ جدار الخمية هال جهات هالأج اـ ال ههية. .2

 الزيتر. إمكا ية ا تخداـ التكبير العالر .3

 تحضير وتثبيت البكتريا لغرض التصبيغ

ذا لػػػـ تثبػػػت الم ػػػحة أه  يجػػػب تثبيػػػت المػػػادة يبػػػؿ كػػػبغها أس جعمهػػػا ممتكػػػقة بالشػػػريحة  ها 
المػػادة ف ػػهؼ تػػزهؿ أث ػػاء خطػػهات التكػػبيغ  هت ػػتعمؿ الحػػرارة لغػػرو التثبيػػت فػػر أومػػب طرائػػػؽ 
التكػػػبيغ  فهػػػر تقػػػهـ بمكػػػؽ الخ يػػػا امػػػ  الشػػػريحة إةػػػافة إلػػػ  يتمهػػػا  هتكػػػهف خطػػػهات التثبيػػػػت 

 كالآتر:

ريػػػػا المػػػػ خهذة مػػػػف اله ػػػػط تهةػػػػع امػػػػ  الشػػػػريحة هتمػػػػزج مػػػػع البكته  ف المػػػػاءت خػػػػذ يطػػػػرة مػػػػ .1
 الكمب.

 ت شر القطرة ام  الشريحة بحيث تكهف م حة رييقة جداً. .2

 تترؾ الشرائم لتجؼ فر الههاء. .3

تمػػػرر الم ػػػحة ثػػػ ث مػػػرات امػػػ  الجػػػزء العمػػػهس مػػػف لهػػػب المكػػػباح  هيجػػػب اػػػدـ المبالغػػػة  .4
الحػػػػرارة العاليػػػػة تحطػػػػـ شػػػػكؿ هتركيػػػػب الأحيػػػػاء  بزيػػػػادة تعػػػػريو الم ػػػػحة لمحػػػػرارة حيػػػػث أف

المعدة لمتكبيغ  هلهذا يجب أف تكهف الشريحة  اخ ة فقػط هلي ػت حػارة جػداً ا ػد  المجهرية
 لم ها بظهر اليد.

الخميػة هبػذلؾ  يذي كافية لقتؿ الأحياء المجهرية حيث يتخثر برهتػهب زـ تعتبر اممية التثبيت
تمتكػػػؽ الخ يػػػا بالشػػػريحة  هالتثبيػػػت الجيػػػد يػػػه الػػػذس يحػػػافظ امػػػ  شػػػكؿ هتركيػػػب الخ يػػػا ح ػػػب 
تجمعاتهػػػا الطبيعيػػػة هلهػػػػذا فم هػػػا ت ػػػػتخدـ ب طػػػاؽ ها ػػػع فػػػػر الدرا ػػػات البكتريهلهجيػػػػة. يػػػذا هيمكػػػػف 

ؿ امػػػ  يػػػذي ا ػػػتخداـ بعػػػو المػػػهاد الكيمياهيػػػة لتقػػػهـ بالتثبيػػػت بػػػدتً مػػػف الحػػػرارة هالكحػػػهؿ خيػػػر مثػػػا
 المهاد.
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 أنواع الصبغات

 Simple stainالصبغات البسيطة  .أ 

 هير الكبغات التر تتكهف مف  هع هاحد مف الكبغات هتكهف ام   هايف:

  Basic dyesالكبغات القاادية  .1

  Acidic dyesالكبغات الحامةية  .2

 التصبيغ المباشر بالصبغات البسيطة )التصبيغ الموجب(

إف الكبغات الب يطة ابػارة اػف أمػ ح يكػهف أحػد أيه اتهػا ممه ػاً. هالممػم ابػارة اػف مركػب 
 Methylene blueكيميػاهس يكػهف أحػد أيه اتػ  مهجبػاً هالآخػر  ػالباً  فمػثً  كػبغة أزرؽ المثيمػيف 

 هيه يت يف كالآتر: ابارة ممم كمهريد المثيميف الأزرؽ

 ل-(+     الكمهريد    (+لأزرؽ المثيميف     كمهريد أزرؽ المثيميف               

الأيػػهف المهجػػب المتمثػػؿ بػػ زرؽ المثيمػػيف  أمػػا البكتريػػا فتحمػػؿ يعػػهد لػػهف يػػذي الكػػبغة إلػػ  
شح ات  البة ا دما يكهف اله ػط ال اميػة فيػ  يحمػؿ أ ػاً ييػدرهجي ياً متعػادتً أه يريبػاً مػف التعػادؿ. 

فػر الخميػة البكتيريػة مػع الشػح ات المهجبػة لأيػهف أزرؽ هام  يذا الأ ػاس تػرتبط الشػح ات ال ػالبة 
المثيمػػيف هبػػذلؾ تكػػطبغ الخميػػة البكتيريػػة بكػػبغة أزرؽ المثيمػػيف  تيجػػة لمتجػػاذب مػػا بػػيف الشػػح ات 

 المهجبة لمكبغة مع الشح ات ال البة لمخمية البكتيرية.

  Negative stainالتصبيغ غير المباشر )السالب( 

الػذائب  Sodium eosinateالكبغات الحامةية هتتمثػؿ بممػم  تعتبر كبغة الأيه يف مف
هالحاممػة لمكػبغة  أس أف  ل-(هأيه ػات الأيه ػيف المهجبػة (+لهالذس يت يف بدهري إل  أيه ػات الكػهديهـ

هأحمػػر  Nigrosinگره ػػيف الكػػبغة تحمػػؿ شػػح ة  ػػالبة. هي ػػاؾ كػػبغات حامةػػية أخػػر  مثػػؿ ال 
 . Congo redگه الكه 
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ت تكػػػػطبغ الخميػػػػة البكتيريػػػػة بالكػػػػبغات الحامةػػػػية  ظػػػػراً لمت ػػػػافر المهجػػػػهد بػػػػيف الشػػػػح ات 
ال البة لمخمية هالشح ات ال البة لمكبغة هلهذا فمف الكبغة تبق  خارج الخمية هتتر ب حػهؿ جػدار 
الخمية  هلهذا ي م  يذا ال هع مف التكبيغ ويػر المباشػر أه ال ػالب. فيحػدث فػر التكػبيغ ال ػالب 

الخميػػة البكتيريػػة ت تكػػطبغ بالكػػبغة هأف محيطهػػا يػػه الػػذس يكػػطبغ هتبقػػ  الخميػػة بػػدهف لػػهف  أف
هلهػػذا ال ػػبب ت ت ػػتخدـ يػػذي الكػػبغة ب طػػاؽ ها ػػع فػػر الدرا ػػات البكتريهلهجيػػة هتقتكػػر أيميتهػػا 

 الظايرس إةافة إل  حجمها.فقط فر تهةيم شكؿ البكتريا 

  Differential dyesالصبغات التفاضمية  .ب 

تعتمػػد طػػػرؽ التكػػبيغ الب ػػػيطة امػػ  أ ػػػاس اتخػػت ؼ مػػػا بػػيف الخ يػػػا البكتيريػػة همحيطهػػػا 
كيمياهيػػػاً هبػػػذلؾ يمكػػػف كػػػبغها دهف محيطهػػػا. كمػػػا تختمػػػؼ الأحيػػػاء المجهريػػػة أيةػػػاً اػػػف بعةػػػها 
الػػبعو الآخػػر فػػر بعػػو الكػػ ات ال يزياهيػػة هالكيمياهيػػة هتبعػػاً لػػذلؾ تختمػػؼ ت ػػاا ت يػػذي الخ يػػا 

المختم ػػة هامػػ  يػػذا الأ ػػاس هجػػدت الأكػػباغ الت اةػػمية هالتػػر ت ػػتخدـ ك  ػػاس فػػر مػػع الكػػبغات 
 ت ريؽ أ هاع البكتريا.

  Gram stainگرام صبغة  .1

گػػػراـ مػػػف أيػػػـ الكػػػبغات الت اةػػػمية الم ػػػتخدمة فػػػر الدرا ػػػات البكتيريهلهجيػػػة تعتبػػػر كػػػبغة 
المهجبػػػػة لكػػػػبغة گػػػػراـ حيػػػػث بها ػػػػطتها تق ػػػػـ البكتريػػػػا إلػػػػ  مجمػػػػهاتيف كبيػػػػرتيف هيمػػػػا المجمهاػػػػة 

 هالمجمهاة ال البة لكبغة گراـ.

ل ػػطحية يعتمػػد ال ػػرؽ بػػيف يػػاتيف المجمػػهاتيف امػػ  أ ػػاس اتخػػت ؼ فػػر تركيػػب الطبقػػات ا
حيث أف جػدار الخميػة فػر البكتريػا المهجبػة لكػبغة گػراـ تتكػهف مػف طبقػة لجدراف الخ يا البكتيرية. 

الػػذس يعمػػؿ كحػػاجز يحػػت ظ بػػالمهف الأرجػػها ر لكػػبغة الب   ػػ   Peptidoglycan ػػميكة مػػف مػػادة 
 البمهرس هت يزاؿ المهف حت  بعد ا تعماؿ القكر بالكحهؿ.
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هتغم هػا  Peptidoglycanگػراـ فتتكػهف مػف طبقػة خ ي ػة مػف الػػ أما البكتريا ال البة لكػبغة 
بػػػالمهف الأرجػػػها ر هالتػػػر ت ت ػػػتطيع اتحت ػػػاظ  Lipopolysaccharideمػػػف الخػػػارج طبقػػػة مػػػف الػػػػ 

لكػػػبغة الب   ػػػ  البمػػػهرس ممػػػا يػػػ دس إلػػػ  زهاؿ الكػػػبغة ا ػػػد يكػػػريا بػػػالكحهؿ هبػػػذلؾ ت خػػػذ المػػػهف 
 المةاد هيه المهف الأحمر لكبغة ال  را يف.

ل  همػادة مثبتػة Crystal violetگراـ أربعة محاليؿ هيػر الكػبغة القااديػة (تتةمف كبغة 
 Counter stain%ل  هكػبغة مخال ػة بػالمهف 95لأثيمػر ل  همادة ياكرة (الكحهؿ اIodine(اليهد 

 (ال  را يفل.

ميػة لمثبتة امػ  زيػادة لكػؽ الكػبغة بالختعمؿ المادة ا :Fixative agentsالمادة المثبتة 
الأمثمػػػة امػػػ  المػػػهاد المثبتػػػة هالم ػػػتخدمة يػػػر البكتيريػػػة أس أ هػػػا تثبػػػت الكػػػبغة بمع ػػػ   خػػػر  همػػػف 

ـ المثبػػت  الأمػػ ح المعد يػػة أه اليػػهد  هتكػػهف الكػػبغة جيػػدة با ػػتخدابعػػو الحػػهامو هالقهااػػد أه 
 ب ههلة بعد إةافة المثبت. كما أف الكبغة ت تزاؿ

: هيػػر ابػػارة اػػف مػػهاد مزيمػػة لمكػػبغة الأهليػػة Decolorizing agentsالمووواد الصاصوورة 
الكػػػبغة حيػػػث أف بعػػػو الخ يػػػا ت قػػػد  %ل95مثػػػؿ كحػػػهؿ الأثيمػػػر ( التػػػر اكػػػطبغت بهػػػا الخ يػػػا 

ب ػػههلة مقار ػػة بخ يػػا أخػػر  ت ت قػػد الكػػبغة ب ػػههلة  هامػػ  أ ػػاس ال ػػرؽ فػػر يابميػػة القكػػر يػػذي 
 يمكف التمييز بيف أ هاع البكتريا مف خ ؿ الكبغات الت اةمية.

: هير كػبغة يااديػة مخال ػة بػالمهف لمكػبغة القااديػة Counter stainالصبغة المخالفة 
الخ يػػا التػػر فقػػدت الكػػبغة الأهلػػ  خػػ ؿ امميػػة القكػػر  أمػػا الخ يػػا الأهلػػ  هالغػػرو م هػػا كػػبغ 

 التر لـ ت قد الكبغة الأهل  فم ها ت تكطبغ بها بؿ تبق  محت ظة بالكبغة الأهل .

 طريصة العمل:

 تحةر م حة بكتيرية مثبتة. .1

 ثا ية. 33بكمية هافرة لمدة  Crystal violetغ الم حة بكبغة تكب .2
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 بالماء الجارس.تغ ؿ الشريحة جيداً  .3

 ثا ية. 33تغط  الم حة بمحمهؿ اليهد هيترؾ الت ااؿ لمدة  .4

  كب محمهؿ اليهد بدهف و ؿ الشريحة.ي .5

 ثا ية. 23-13% هلمدة 95قكر الم حة بالكحهؿ الأثيمر ت .6

 غ ؿ الشريحة بالماء الجارس.ت .7

 ثا ية 33-23تكبغ الم حة بكبغة ال  را يف الحمراء هلمدة  .8

 الجارس هتج ؼ بهرؽ التج يؼ. تغ ؿ الشريحة بالماء .9

 ت حص الشريحة تحت العد ة الزيتية. .13

: إف ا تعماؿ المحاليؿ الكبغية بكهرة وير كافية مف  احية الكمية هالهيػت المتػاح ملاحظة
 ي ت  ا   تكبيغ وير جيد.

 Acid fast stain (AFS  )الصبغة المصاومة لمحامض  .2

  همػف الأ ػهاع المكبهوة لمقكر بالحػاموهير كبغة ت اةمية تقيس مد  مقاهمة الخ يا 
ه  Mycobacterium tuberculosisالبكتيريػػػة التػػػر تكػػػطبغ بهػػػذي الكػػػبغة يػػػر بكتريػػػا ال ػػػؿ 

Actinomycetes جدراف خ يايا ام    بة االية مف الديف. بال ظر تحتهاء 

ة ذات يحتاج كبغ يذي الأ هاع مف الخ يا إل  الت خيف بالحرارة إةػافة إلػ  ا ػتخداـ كػبغ
أل ػػة يهيػػة لمت ااػػػؿ مػػع يػػػذا الخ يػػا بحيػػػث إذا مػػا تػػـ الكػػػبغ يكػػعب إزالتػػػ   إذا أف خ يػػا البكتريػػػا 
المقاهمػػة لمحػػامو تقكػػر بػػبطء بػػالكحهؿ المحمػػو مقار ػػة ببقيػػة أ ػػهاع البكتريػػا. إت أف لهػػا القابميػػة 

 Ziehl-Neelsenبعػػد إةػػافة الكػػبغة المخال ػػة هت ػػتخدـ طريقػػة  جاع الكػػبغة الأهلػػ امػػ  ا ػػتر 

Method  لهػذا الغػرو. هتعتبػر يػذي الكػبغة مهمػة فػر تشػخيص بعػو الأ ػهاع مثػؿ بكتريػا ال ػػؿ
هككػػبغة ت ريقيػػة ت ػػتخدـ فػػر تكػػ يؼ بعػػو أ ػػهاع  Mycobacterium lepraeهبكتريػػا الجػػذاـ 
 البكتريا الرمية.

 طريصة العمل:
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 تحةر م حة بكتيرية مثبتة ثـ تهةع ام  مشبؾ حديدس. .1

يهةػػع الػػهرؽ ال شػػاؼ فػػهؽ الم ػػحة هتةػػاؼ كػػبغة الكػػاربهؿ فهك ػػيف الحمػػراء فػػهؽ الػػهرؽ  .2
ل ديائؽ  هت خف الكبغة بعد إةافتها بها طة لهب مكباح خ يػؼ مػف 13-5هتبق  لمدة (

أ ػػ ؿ المشػػبؾ هيجػػب الحػػذر مػػف اػػدـ ج ػػاؼ الكػػبغة فػػهؽ الم ػػحة هذلػػؾ بمةػػافة كػػبغة 
 إةافية ا د الحاجة.

 .تغ ؿ الكبغة بالماء .3

% حػامو الكبريتيػؾل لمػدة 2,5% كحهؿ أثيمر مػع 95حهؿ المحمو (تقكر الكبغة بالك .4
 ل ثا ية.13-23(

 تغ ؿ الشريحة بالماء الجارس. .5

 ثا ية هبدهف ت خيف. 33تةاؼ الكبغة المخال ة هير كبغة أزرؽ المثيميف هتترؾ لمدة  .6

 تغ ؿ الشريحة بالماء هتج ؼ بهرؽ ال شاؼ. .7

 الزيتية. ت حص الشريحة تحت العد ة .8

: تظهػػػر البكتريػػػا المقاهمػػػة لمقكػػػر بالحػػػامو حمػػػراء المػػػهف هيظهػػػر محػػػيط الخ يػػػا ملاحظوووة
 بالمهف الأزرؽ.

   Structural Stainالصبغات التركيبية  .ج 

ت ػػػػتخدـ يػػػػذي الكػػػػبغات لغػػػػرو درا ػػػػة بعػػػػو الأجػػػػزاء التركيبيػػػػة لخميػػػػة البكتريػػػػا بػػػػالمجهر 
 الةهئر  هأيـ الكبغات التركيبية:

  Feulgenكبغة المهاد ال ههية  .1

  Endospore Stainكبغة ال بهرات الداخمية  .2

   Cell Wall Stainكبغة جدار الخمية  .3

  Capsule Stainكبغة المح ظة  .4

  Flagella Stainكبغة الأ هاط  .5


