
 المحاضرة الثالثة 

  Staining of bacteria البكترياتصبيغ

 انواع الصبغات 

 Acidic dyes:الصبغات الحامضية - 1

 الحمراء وصبؽة  Safranin مثل صبؽة السفرانٌن  (-)وهً صبؽات تحمل شحنة سالبة 

 fuchsine carbol و Acid fuchsine و  وصبؽة Congo red  وهو شاي صٌنً اسود  

Fuchsine : وهً صبؽة حمراء مزرقة مشتقة من شجٌرة ذات زهرات حمراء او ارجوانٌة 

  Basic dyes:الصبغات القاعدية - 2

 Crystalمثل صبؽة كرستال فاٌولٌت  (+)وهً الصبؽات التً تحمل  الشحنات الموجبة 

violet  ولونها بنفسجً  و صبؽة Methyl violet 

 Neutral dyes: الصبغات المتعادلة - 3

  Methylene blue وهً الصبؽات التً تحمل شحنات موجبة وسالبة مثل صبؽة

 لماذا تصبغ الخلايا البكتيرية ؟

 البكترٌا عبارة عن خلاٌا شفافة لا ٌمكن رؤٌتها بالمجهر الا بعد تصبٌؽها 

 :التصبٌػ ٌفٌدنا فً 

 رؤٌة الخلاٌا الشفافة بوضوح- 1

 معرفة شكل وحجم الخلاٌا البكتٌرٌة - 2

للكشؾ عن بعض التفاعلات الفٌزٌائٌة والكٌمٌائٌة التً  تحدثها الصبؽات مع الخلٌة البكتٌرٌة - 3

 لتساعد فً تشخٌص البكترٌا 

 (SMEARاللطخة  )تحضير وتثبيت الغشاء البكتيري للصبغة 

Preparation and Fixation of Bacteria for Staining 

: تحضير اللطخة للمزارع الميكروبية السائلة   

ٌعقم اللوب بالحرارة ثم نبرده وبعد ذلك ٌؽطس بالمزرعة السائلة نرفعه بعد ذلك ونضع القطرة 

المحمولة بطرؾ اللوب على سطح الشرٌحة الزجاجٌة بالمنتصؾ بعدها نوزع القطرة بالتساوي 

ضمن مساحة محددة من منتصؾ الشرٌحة الزجاجٌة لؽرض تجنٌس وتوزٌع القطرة بصورة 

متفرقة بعدها تجفؾ اللطخة بالهواء الاعتٌادي وتثبت بأمرارها على اللهب عدة مرات ، ولا 

ٌجوز امرار اللطخة مباشرة على اللهب دون ان تجؾ وذلك خوفاً من حصول تشوه للخلاٌا ولا 

. تعطً اشكالا حقٌقٌة   



تثبت اللطخة على حرارة اللهب وهً تساعد على تخثر البرتٌن الخلوي مما ٌساعد على التصاق 

 خلاٌا البكترٌا على الشرٌحة الزجاجٌة 

نعقم اللوب على اللهب ونأخذ بواسطته قطرة من الماء ونضعها بمنتصؾ الشرٌحة الزجاجٌة 

وبعدها نعقم اللوب مرة ثانٌة ونبرده نأخذ جزء من مستعمرة نامٌة على وسط صلب ونضعه 

على القطرة ونمزجه جٌداً معها ونبدأ بتوزٌع المزٌج على الشرٌحة وبعدها نكمل العمل كما ذكر 

 سابقاً 

 Methods staining: طرق تصبيغ 

  simple staining:التصبيغ البسيط 

 لمدة   Methylene blueتأخذ اللطخة المحضرة سابقاً ونضع علٌها عدة قطرات من صبؽة 

نجفؾ الشرٌحة بالهواء ونفحصها تحت .  دقٌقة بعدها نؽسل الشرٌحة الزجاجٌة بالماء 1-2

 .المجهر ونلاحظ البكترٌا  قد تلونت بلون ازرق 

 (gramتصبيغ  )compound stainingالتصبيغ المركب 

 differential stainingٌضا  بالصبػ التفرٌقً أمن صبؽة واحدة وٌعرؾ  كثرأ هتستخدم فً

 التفرقة بٌن البكترٌا فً مجامٌع مختلفة تبعا لقابلٌتها وتفاعلها مع الأصباغ هلأنة ٌتم فً

  .غ المركب صبػ جراميصبتهم طرق الأومن  .غيصبتالمستخدمة فً ال

ن البكترٌا تنقسم الى مجموعتٌنأ الطرٌقة نجد هعند اتباع هذ  

فً وجود الٌود بدرجة  (فسجًنالكرٌستال الب ) بكترٌا تصبػ بالصبؽة القاعدٌة الاساسٌة-1

 وتصبػ الخلاٌا البكتٌرٌة .لاٌمكن معها ازالة الصبؽة من الخلاٌا بالؽسٌل بالكحول او الاسٌتون 

.(البكترٌا الموجبة لصبؽة جرام )باللون البنفسجً وتعرؾ ٌعنً    gram positive  

لذلك تصبح الخلاٌا شفافة )بكترٌا تزال منها الصبؽة  البنفسجٌة بعد الؽسل بالكحول بسهولة  -2

 (بعد الؽسل بالكحول

 .وتسمى بالصبؽة العكسٌة (فرانٌن سال) مثل راء  حمةولتسهٌل رؤٌة خلاٌاها تصبػ بصبػ

  . gram negativeحٌث تصبػ خلاٌا البكترٌا باللون الأحمر وتسمى البكترٌا السالبة لجرام

ن سطح خلاٌا البكترٌا الموجبة لجرام ٌحتوي أسس كٌمائٌة اذ أوتفسٌر هذا الاختلاؾ ٌرجع الى 

على كمٌات من ملح المؽنٌسٌوم لحمض الرٌبونٌوكلٌك والتً تكون مركب معقد مع كل من 

المركب المعقد ٌثبت الصبؽة فً  وهذا فسجٌة والٌودنالبروتٌن الخلوي وصبؽة الكرٌستال الب

ما البكترٌا السالبة لجرام فسطح  أ.الة عند الؽسٌل بالكحولزكثر مقاومة للأأالخلٌة وٌجلعها 



خلاٌاها لاٌحوي على حمض الرٌبونٌوكلٌك والمؽنسٌوم لذلك فأن صبؽة الكرٌستال البنفسجً 

 .الؽسٌل بالكحول لاتثبت فً الخلاٌا وتزال عند

  :خطوات العمل

 فً اللهب هٌرمرثم ٌثبت بت ،بكترٌا النامٌة على الأجارالٌحضر ؼشاء بكتٌري من مزرعة -1

. عدة مرات

 .بؽة الكرٌستال البنفسجً لمدة دقٌقةصتترك الشرٌحة لتبرد ثم ٌؽمر الؽشاء ب-2

 .تؽسل الشرٌحة بالماء الجاري-3

 ٌؽمر الؽشاء بالٌود لمدة دقٌقة-4

 .تؽسل الشرٌحة بالماء ثم تترك لتجؾ بالهواء-5

 للشرٌحة نقطة نقطة مع امالة الشرٌحة لٌتساقط منها ه باضافتنولٌؽسل الؽشاء بالكحول الأٌثا-6

الكحول حتى ٌصبح الكحول المتساقط عدٌم اللون 

 .ٌؽسل الؽشاء بالماء-7

 .فرانٌن لمدة نصؾ دقٌقةس الةٌؽمر الؽشاء بصبػ-8

 .ٌؽسل الؽشاء بالماء-9

. فحص بالمجهرتجفؾ الشرٌحة ثم ت-10

 

 



لا أكثر ولا % 70الكحول المستخدم لؽرض التعقٌم بالمختبر تركٌزه ان ٌكون ٌجب :   علل 

 .أقل من هذه النسبة

 اضافة الٌود بعد الصبؽة الأساسٌة كرستال فاٌولٌت فً التصبٌػ التفرٌقً : علل 

تظهر البكترٌا المصبؽة بطرٌقة كرام بمجموعتٌن ، مجموعة سالبة حمراء اللون : علل 

 ومجموعة بنفسجٌة اللون موجبة 

 :ميكانيكية العمل 

 وبعد اضافة CV-Iفً البداٌة تضاؾ صبؽة الكرستال فاٌولٌت وبعد اضافة الٌود ٌتكون معقد 

الاسٌتون أو الكحول فانه سٌذٌب الدهون الموجودة فً جدار الخلٌة ، اما  البكترٌا السالبة بما ان 

الدهون الموجودة  فً جدارها الخلوي عالٌة فانها ستذوب وتتكون فتحات أو ثؽور كبٌرة فً هذا 

الجدار مما ٌؤدي الى خروج المعقد أي الصبؽة الاساسٌة وتصبح هذه الخلٌة جاهزة لاستقبال 

اما البكترٌا الموجبة لصبؽة كرام .الصبؽة الثانٌة السفرانٌن مما ٌؤدي الى تلونها باللون الأحمر 

فان نسبة الدهون قلٌلة بجدارها الخلوي فأن اضافة الكحول فً هذه الحالة سٌؤدي الى انكماش 

  Dehydration فتحات الجدار بسبب ازالته للماء الموجود بجدار الخلٌة وتسمى هذه العملٌة 

 ازالة الماء مما ٌمنع خروج المعقد  الى الخارج وبالتالً تحتفظ الخلٌة بلونها الاساسً 

لان الصبؽة الثانٌة السفرانٌن لا تستطٌع اختراق جدار الخلٌة لانكماش الثؽور فٌه  (البنفسجً  )

اذ ان اضافة الكحول للبكترٌا الموجبة لصبؽة كرام تؤدي الى ازالة الماء وبالتالً تقلل من عملٌة 

 .النفاذٌة 

 


