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Isolation of pure culture
Methods of isolating bacteriaطرق عزل البكتریا

 . تخضع البكتریا لمختلف التأثیرات البیئیة التي لھا علاقة بنموھا وبقائھا ككل الموجودات الحیة
بعض ، لذلك وكما نعلم فإن البكتریا لا توجد في الطبیعة على ھیئة مزارع نقیة بل توجد مختلطة مع بعضھا ال

.أو المورفولوجیة أو الفسیولوجیة ، یجب أولاً عزلھا وتنمیتھا في مزارع نقیةةقبل دراسة خواصھا المز رعی
 للحصول على نمو بكتیري نقي ، ھناك عدة طرق تعتمد كلھا على فكرة واحدة أساسیة وھي تخفیف تركیز

باستخدام الأدوات التالیة :لكذالخلایا البكتریة بحیث یمكن فصلھا عن بعضھا البعض ویجري
.الماصة المعقمة : عند نقل كمیات كبیرة من المستنبت أو المادة السائلة .١
الملقط المعقم : عند أخذ قطعة نسیجیة تمسح على الآجار ..٢
الكرومأو الكروم لكنPlatinumالتلقیح : عبارة عن سلك مصنوع من مادة البلاتینWireسلك.٣

بواسطة اللھب حتى الاحمرارم، ویعقیستخدم عند زراعة البكتریا اللاھوائیةیتأكسد بسرعة لذا لا
)( یجب أن یعقم السلك المعدني كاملا

وھو نوعان : 
a.المستقیمسلك التلقیحStraight wire.
b.ذو الحلقةحسلك اللقاWire loop :2حلقة ذو قطرمنتھي ب – 4 mm.

ذو حسلك اللقاوDeep cultureلتلقیح الأوساط العمیقة Straight wireمالمستقیسلك التلقیحونستخدم 
لتلقیح أطباق بتري وكذالك الأوساط السائلة .Wire loopالحلقة

 خذ اللقاح البكتیري .أالتلقیح حتى الاحمرار و تبریدھا قبل إبرةمن تعقیم التأكدیجب
 المجھریة ، ونحتاج إلى نقلھا من أنبوبة إلى الأحیاءنقضي الكثیر من الوقت في التعامل معالأحیانبعض

أخرى أو إلى شرائح أو أطباق بتري ، ولھذا یجب أن نتعلم الطرق الصحیحة لنقل البكتیریا لتجنب تلوثھا .

طریقة تعقیم سلك اللقاح
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طریقة أخذ اللقاح البكتیري
Method of taking the bacterial inoculum

oاط الصلبة في أطباق بتري من الأوسAgar plate:
فقط أخذ مستعمرة منفردة يیكفولھذاالنامیة علیھا للبكتیریاالمزارع تحتوي على مستعمرات منفردة ھذه

.حكالقا
وإنما فتحة كافیة لإدخال سلك اللقاح وأخذ المستعمرة .أثناء أخذ اللقاح لا یفتح الطبق بشكل كامل 

oئلةمن الأوساط الساBroth culture:
تترسب الأحیاء المجھریة في الأوساط السائلة المتروكة لفترة طویلة ، ولھذا فانھ قبل اخذ اللقاح یتم رجھا لنشر 

الأحیاء المجھریة فیھا .
من الوسط ( ممكن أن قطرة تؤخذإلى داخل الوسط السائل ثم إدخالھحیث یتم ثم بواسطة سلك اللقاح ذو الحلقة 

خلال الحلقة ) .رى من ت

oو العمیقةمن الأوساط المائلةSlant and Deep agar:
في الأنبوبة بطریقة تشبھ أو العمیقیتم أخذ اللقاح بواسطة التقاط مستعمرات بكتیریة من قمة الشكل المائل

.Wire loopبواسطة سلك اللقاح ذو الحلقةحركة القشط 

oمن العینات المرضیةFrom clinical specimens:
Calciumأو بمادة Dacronأو بمادة الداكرون قطنبالمغطاة Swabیتم ذلك باستخدام ماسحة معقمة

alginate إلا أن الأخیرة تعتبر سامة للكلامیدیاChlamydia.
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طریقة تلقیح الأوساط الزراعیة
Methods of inoculation of culture media

oتلقیح الأوساط الصلبةInoculation of agar plate:
. فقطالثمار والخضارسطحأأو على ةالسائلالأوساطبكتیریا في المختبر في كانت تنمى ال، ١٨٨٣عامحتى

وھي تطویر Robert Kochكوخروبرتالعالمإحدى أھم الإكتشافات في علم الأحیاء الدقیقة كانت من قبل
. Pure culturesمزارع نقیةعلىللحصولSolid culture mediaوسط مغذّي صلب

الفردیة البكتیریا. عندما ھذه البعضابعضھعنتنفصلوةسطح الصلبشر عبر الأتیمكن أن تنالبكتیریا
. Coloniesمستعمراتفأنھا سوف تشكل ، تتكاثر
.نظریاخلیة واحدة التي نشأت عنةالمیكروبیمرئیة من الخلایا ھي عبارة عن كتلةمستعمرةأذن فال

Colonyعندما كلّ وحدة تشكیل مستعمرة – Forming Units (CFU)فأن ؛ بكتیریا وحیدةتمثلّ سلالة
. ھذه السلالة تدعى بالمزارع النقیة 

˚30Cلسوء الحظ في درجات الحرارة فوقیذوبلكنة، كمادة تصلبیھ gelatinبدایة كان یستخدم الجیلاتین 
.gelatinلعمل معافي الصیف قد یكون مستحیل، ف

ه .استقرارثرةالجیلاتین لكعنیستخدم الآجار المستخرج من بعض الطحالب البحریة بدلا ، بسبب ھذا التقیید

وھي :على الأوساط الصلبةوفصلھا عن بعضھا البعض وھناك عدة طرق متبعة لعزل البكتریا
.Streak plate techniqueتقنیة التخطیط .١
.Spread plate techniqueتقنیة النشر.٢
.Pour plate techniqueتقنیة الصب.٣

oأولاً : تقنیة التخطیطStreak plate technique:
 طریقة ّ ّ الھدف البكتیریة الخلایاتركیزتؤدي إلى تخفیفتقنیة سریعة وبسیطة التخطیط إن من ذلك ھو . إن

یمكن المرغوبالنوعولھذا فأن ، الآجار طح جزء كبیر من سمعزولة علىمنفردة على مستعمراتلحصوال
. في أوساط أخرى عزلھ

 أداة لا غنى عنھا في علم الأحیاء الدقیقة. للأطباقالتخطیط الصحیح
أو یكون مؤكسدلا یجب أناللقاح. سلكالأطباقستعمل لتخطیط یالحلقة ذوتلقیحالسلكفي أكثر الحالات

.الآجار خدش سطح ی
سب طریقة التخطیط إلى :یمكن تقسیمھا ح

.التخطیط المتوازي ( المتقاطع ) وفیھ نخطط خمس مناطق متباعدة على الطبق .١
التخطیط المنكسر : وفیھ نخطط حوالي ثلاث مناطق متباعدة على الطبق ..٢
.التخطیط الكثیف أو البسیط : وفیھ یتم تخطیط منطقة واحدة على الطبق .٣

بأخذ لقاح بكتیري من العینة ویخطط بالقرب من حافة الطبق ثم یحرق وھذه الطریقة طریقة التخطیط تجرى
سلك اللقاح على اللھب وتعمل خطوط أخرى متوازیة تقطع الخطوط الأولى وبشكل عمودي علیھا ثم یحرق 
سلك اللقاح ( ویبرد بمنطقة لا تحتوي على لقاح في الطبق ) وتعمل خطوط أخرى متوازیة تقطع نھایة 

ة وھكذا .الخطوط الثانی
 ھذه الطریقة تؤدي إلى تخفیف خلایا البكتریا من خط إلى آخر حتى نحصل على مستعمرات بكتریة منفصلة

سھل دراستھا .ی
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oتقنیة النشرSpread plate technique:
م نشر كمیة بدلا من استخدام سلك اللقاح ، حیث یتLفي ھذه التقنیة نستخدم ناشر زجاجي على شكل حرف 

معینة من السائل على أوساط صلبة .

oتقنیة الصبPour plate technique:
الكائنات الحیةّ المجھریة فيعن تقنیة عملیة تستخدم للحصول على مزارع نقیة وكذلك في عد عبارةھي 

.مواد أخرىال، والأغذیة حلیب، الالماء، العینات مثل
طریقة العمل :

مل من المعلق البكتیري إلى طبق بتري معقم . 1في وسط سائل ، ثم صب مقداري قم بعمل معلق بكتیر
.بل عملیة الصب قتأكد من تعقیم فوھة الأنبوبة 

10قم بصب كمیة – 45والمحفوظ عند ، Nutrient agarالمغذيالآجارمل من وسط 20 – درجة 50
مئویة ، إلى طبق بتري .

یكھ للأمام والخلف ومع اتجاه و عكس عقارب الساعة .  أخلط مكونات طبق بتري وذلك بتحر
 ساعة .48لمدة 37، ثم یحضن بشكل مقلوب عند درجة حرارةالآجاریترك الطبق حتى یتصلب
في الوسط الصلب الكائنات الحیة ستنمو كمستعمرات فردیة.

oتلقیح الأوساط المائلةInoculation of slant agar:
عد ذلك یخطط بام سلك اللقاح المستقیم لعمل وخز في وسط الوسط الزراعي في الأنبوبة ثم وھذه تتم باستخد

.Zig-Zagعلى سطح الوسط المائل بطریقة
عد إزالة الغطاء تعقم فوھة الأنبوبة باللھب ، ثم تحمل الأنبوبة بشكل مائل ولیس بشكل عمودي ب

بجوار اللھب .
بطریقةلبواسطة سلك اللقاح المستقیم یعمل وخز سریع في وسط الأنبوبة ویخطط على سطح الوسط المائ

Zig-Zag.
. تعقم فوھة الأنبوبة قبل إرجاع الغطاء ثم تغطى بعد ذلك
 أي كائنات حیة باقیة .لقتل الاستخدامالتلقیح بعد إبرةتعقم
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o تلقیح الأوساط العمیقةInoculation of deep media:
من كما في عملیة تلقیح الأوساط المائلة . باستخدام سلك اللقاح المستقیم ، یعمل وخز سریع في وسط  

.دون التخطیط على السطح

oتلقیح الأوساط السائلةInoculation of fluid media:
حدة من السائل كافیة لنقل الملایین من حیث أن قطره واWire loopوھذه تتم بواسطة سلك اللقاح ذو الحلقة

.البكتریا من وسط إلى آخر أو من العینة إلى الوسط 
  .  یفتح الدورق أو الأنبوبة الحاویة على الوسط السائل وتعقم فوھة الدورق أو الأنبوبة بإمرارھا على اللھب
 ح الحاوي على اللقاح البكتیري سلك اللقایحمل الدورق أو الأنبوبة بجانب اللھب و بشكل مائل ، ثم یدخل

إلى داخل الوسط السائل ثم یتم تحریكھ بعنایة لتحریر اللقاح البكتیري .
 في حالة استخدام الماصة یتم تحریر الحجم المطلوب من السائل إلى داخل الدورق أو الأنبوبة الحاویة على

الوسط الزرعي ، ثم ترج بعد ذلك .
ضن .تعقم فوھة الأنبوبة ثم تغطى وتح
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oتعلیم الأوساط الملقحةLabeling of inoculated media:
تعلم بكتابة التأریخ واسم المریض ونوع العینة على قاعة الطبق لا تعلم على غطاء الطبق .

oتحضین الأطباق الزراعیةIncubation of culture media:
ر في عملیة التحضین قد یؤثر على حیویة ، إي تأخیوقت ممكن بأسرعالأوساط الملقحة یجب أن تحضن 

و Anaerobic bacteria ،Meningococciةبعض الأنواع البكتیریة و بشكل خاص البكتیریا اللاھوائی
Gonococci وH.influenzae.قد یزید من احتمالیة تلوث الأطباق بسبب الحشرات أو كما أن التأخیر

.ر الملقحة  یجب أن تحمى من أشعة الشمس المباشرة الغبار . كما أن الأوساط الملقحة و الغی
یحتاج إلى الرطوبة ، و أیضا احتیاجات یجب تحضین البكتیریا في درجة حرارة مناسبة ، كما أن بعضھا 

أو غیاب الأوكسجین .O2أو CO2مثل توفر خاصةغازیة 

درجة حرارة التحضینTemperature of incubation:
35لمرضیة تنمو في درجة حرارة معظم البكتیریا ا – 37 C˚ 37والمفضلة ھي C˚.

 الرطوبةHumidity :
والتي تقتل بسرعة في Gonococciبعض البكتیریا المرضیة مثل الجو الجاف ممكن أن یؤثر على حیویة 

الجو الجاف .
ط رطبا .كافیة لجعل الوسط المحیCandle jarوضع ورقة ترشیح مبللة ( رطبة ) في قاع 

الاحتیاجات الغازیةGaseous requirement:
تم شرحھا سابقا في درس الأوساط الزراعیة .

ةزراعة البكتیریا اللاھوائیCulture of anaerobic bacteria:
وكذلك BacteroidesوClostridiumیكون أساسیا لزراعة البكتیریا اللاھوائیة مثل يالجو اللاھوائ
.Anaerobic Streptococciوائیة للبكتیریا السبحیةالأنواع اللاھ

كما أن التحضین اللاھوائي یساعد في عملیة التفریق وانتقاء البكتیریا اللاھوائیة من بین بقیة الأنواع البكتیریة 
( اللاھوائیة ) .

ھناك العدید من التقنیات تستخدم للحصول على ظرف ھوائیة منھا :
1. Oxygen – removing system .
2. Copper coated steel .
3. Use of reducing agents in culture media .

 Oxygen – removing system :
وھي عبارة من أنظمة منتجة تجاریا تعمل على أنتاج ظروف لاھوائیة باستخدام مواد كیمیائیة تعمل على 

امتصاص الأوكسجین مثل :
1. Anaerocult system .
2. AnaeroGen system .

منتجة تجاریا تحتوي أیضا على مواد تعمل على إزالة الأوكسجین .Sachetsھناك أكیاس أیضا 
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 Copper coated steel :
لإزالة الأوكسجین ، وتستخدم عندما لا تتوفر الأجھزة الخاصة بإزالة الأوكسجین .وھي من أبسط الطرق 

حكمة الإغلاق ، حاویة على معدن من الحدید وتتم ھذه الطریقة بواسطة تحضین الأطباق في حقیبة بلاستیكیة م
، النحاس سوف یعمل Copper sulphatesبواسطة وضعة في محلول كبریتات النحاس مسبقا  تنشیطھتم 

على امتصاص الأوكسجین .

 Use of reducing agents in culture media :
عبارة عن أوساط حاویة على مواد مختزلة مثل :

Thioglycollate broth الذي یحتوي على مادة :Sodium thioglycollate والدلیل
Methylene blue أوResazurin الدلیل للتأكد من حالة الوسط )Resazurin یفضل على الدلیل
Methylene blue ویكون عدیم اللون في الوسط المختزل إي في غیاب الأوكسجین ویتحول إلى ،

إي في وجود الأوكسجین .في الوسط المؤكسدPinkاللون الوردي 
Cooked meat medium والذي یستخدم لزراعة :Clostridium.

وذلك Peptone waterأو Litmus milkأیضا ھناك طریقة سھلة لمنح ظروف لاھوائیة في وسط 
ویوضع في الوسط وھو ، یعقم الحدید بالتسخین )mm 3 × 25( الحدیدصفائح صغیرة منباستخدام 
عندما یبرد الوسط یلقح بالبكتیریا .ساخن ، و

الزراعة في ثاني أكسید الكربونCulturing in carbon dioxide:
،N.gonorrhoeae،N.meningitidisیستخدم لزراعةCO2الجو الغني بثاني أكسید الكربون

Brucella spp وS.pneumoniae.
: CO2ھناك طریقتین لإنتاج 

1. Candle jar .
2. From chemicals .

 Candle jar :
محكم Jarالأطباق الملقحة بالبكتیریا في  وعاء وضع ھي CO2والأرخص لإنتاج غاز طریقة الأسھل ال

في تولید الاستمرارتقل مع ، مع استمرار اشتعال الشمعة فإن كمیة الأوكسجین الإغلاق وبداخلة شمعة مشتعلة 
.CO2غاز 

.%5-3انطفاء الشمعة المنتجة حتىCO2تقدر نسبة غاز 
الوعاء لإنتاج رطوبة في الجو المحیط .توضع ورقة ترشیح مبللة في قاع Neisseriaلزراعة 
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 From chemicals :
Sodiumفي وعاء بواسطة تفاعل بیكربونات الصودیوم باستخدام مواد كیمیائیة CO2یتم إنتاج غاز 
bicarbonate حامض الطرطریكمعTartaric acid أو حامض الستریكCitric acid.

الطریقة :
جرام من بیكربونات الصودیوم 0.7لتر ، یخلط 3ذات سعة أناءفي CO2من غاز %10للحصول على 

Sodium bicarbonate جرام حامض الطرطریك 1.7معTartaric acid جرام من حامض 2.4( أو
ب ھذه المواد بقلیل من الماء .قبل إغلاق الإناء ترط) .Citric acidالستریك 

oالمزارع البكتیریةالحفاظ على: Preserving Bacterial Cultures
lyophilizationالتجفیفتجمید أوالوذلك باستخدامیمكن أن تبقي لفترات طویلة من الوقتالبكتیریا

.) أو استخدام غاز النتروجین السائلتجفیف بالتجمید( 

o الثانوي الزرعSubculture from solid media to solid media:
، ثم معقم ، نلامس المستعمرة المرغوب في زراعتھا Wire loopلقاح یتم ذلك بواسطة استخدام سلك 

التخطیط السابق . ثم یخطط في الوسط الصلب بواسطة إحدى تقنیات مناسبأخرننتقل إلي وسط صلب
ذكرھا .


