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 Lab.1المختبر الاول 

  Sterilizationالتعقيم 

 التي يتم فیها قتل وابادة جمیع الكائنات الحیة الدقیقة .هي العملیة 

  -ويكون بطريقتین :

 Physical methodsالطرق الفیزيائیة  -1

 Chemical methodsالطرق الكیمیائیة  -2

 Physical methodsالطرق الفيزيائية  -1

 -منها : تضم انواع مختلفة

  Heatالحرارة  -1

 وتشمل ....

 Dry heatالحرارة الجافة   -أ

  Red heatالحرارة الحمراء  -1

 وهي الحرارة التي تستخدم في تعقیم ابرة التلقیح حیث تعقم على اللهب الى درجة الاحمرار وهو مايسمى بالحرارة الحمراء

 Flameاللهب  -2

 والشرائح الزجاجیة واغطیتها وفوهات الاواني الزجاجیة .يستخدم عادتا في تعقیم الملاقط 

  ovenالفرن  -3

,المسااحی,,الزيوت,الدهون,ولل الماواد التاي لاتتااار باالحرارة الجافاة العالیاة وياتم يستخدم عادتا في تعقیم الادوات الزجاجیة 

 ساعتین ونصف اعتمادا على طبیعة المادة .( ولفترة تتراوح من ساعة الى °م180-160التعقیم عادتا باستخدام درجة حرارة )

   Hoist heatالحرارة الرطبة  -ب

والذي يشبة في عملة قدر الضغط يتم التعقیم بهذا الجهااز باساتخدام درجاة    Autoclaveويستخدم جهاز الموصدة الكهربائیة 

المااء فاي حیاز محادود مفار  مان  ( دقیقة ...ويعتمد علاى غلیاان20-15جو (ولمدة ) 1.5( وضغط )°م121حرارة تصل الى )

.وهاذة الطريقاة ال ار لفااءة مان الحارارة   °م121وهاي  °م 100اعلاى مان الهواء وباذل  فاناة ساوغ يغلاي فاي درجاة حارارة 

 الجافة وتستخدم لتعقیم الاوسط الحاوية على رطوبة اوماء ولل مادة لاتتاار بالحرارة العالیة .

  Pasteurizationالبسترة  -ج

 .°م 100تستخدم لتعقیم الحلیب وفیها يتم التعقیم بدرجة حرارة اقل من 
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 Tyndallizationالتندلة  -د

وتبريدها في الیوم الاول ام تغلى وتبرد في الیوم ال اني ولذل  في الیوم  °م100وفیها تعقم الاوساط الزراعیة بغلیها الى درجة 

 لل الاحیاء المجهرية التي من الممكن ان تتواجد في الوسط الزراعي .ال الث وبذل  يتم القضاء على 

  Radiationالاشعاع  -2

  ultra-uiolat raysتستخدم هذة الطريقة لتعقیم غرغ العملیات وغرغ العزل وغیرها ويستخدم فیها الاشعه فوق البنفسجیة 

وقد يستخدم مصباح بخار الزئب, لتولید الاشعه فاوق البنفساجیة وبااطوال موجیاة تتاراوح    nm 330وباطوال موجیة اقل من 

   ويستخدم عادتا في التعقیم السطحي لانها لاتخترق السطوح وتستخدم ايظا الاشعة الايونیة    ) 240nm-280بین )

 ولكن بسبب مضارها الك یره فان استخدامها محدودة .    Gamma raysو  X-raysم ل 

  Fiherationالترشيح  -3

خاصة ذات اقوب صاغیره دقیقاة جادا ترشیح ة ويتم التعقیم باستخدام اوراق لتعقیم الاوساط السائلة التي تفسد بالحرارويستخدم 

 وبذل  تمنع مرور اصغر انواع الجراایم من المرور خلالها .    0.45mmتقدر ب 

 Chemical methodsالطرق الكيميائية  -2

 تقسم الى 

 Disinfectantالمطهرات  -أ

مااواد مختلفااة منهااا للوريااد  التعقاایم السااطحي ولااذل  لاالادوات ولكنهااا طريقااة مكلفااة وتسااتخدم فیهااا غاارا وتسااتخدم عادتااا لا

 والكلور والديتول وغیرها .  elhyl  alcoholوالكحول الاایلي   mercuric chlorideبقی  الزئ

 Gaseousالتبخیر  -ب

تخدم عادتا في تعقیم التربة والامالن الزجاجیة المغلقة وهذة الطريقة لها مضار ل یرة ولذل  فهي محدودة الاستخدام وتساتخدم 

 .البروبلین  و الاوزون و اوالسید  لین یفیها مواد م ل اولسید الاا

 Culture mediaالاوساط الزرعية 

تختلف هذه الأوساط تبعاً  Culture media او تسمى اوساط زرعیة Nutrient media زرع الفطريات على اوساط غذائیةت

ذائیة الملائمة لنمو الكائن الحي الادقی, ) لطبیعة الفطر وتبعاً للغر  من زراعته وتعرغ الأوساط الزرعیة على انها البیئة الغ

البكتیريا والفطريات ( الذي يحصل على غذائه منها وهذه البیئة تحتاوي علاى الكااربون والناايتروجین والأمالاح المختلفاة وقاد 

ة مان تضاغ الیها بعض الفیتامینات اما على هیئة مستخلص نباتي او مواد جااهزة لماا تضااغ الیهاا بعاض المضاادات الحیاتیا

 , Cyclohexamide : أجاال منااع نمااو البكتیريااا وافساااح المجااال لنمااو الفطاار فقااط او العكااه و ماان هااذه المضااادات هااي

Chloramphenicol , Ampecilline , Streptomycin . 

 -:وتقسم على اسس مختلفة منها 
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 -:الىحسب الاستخدام تقسم الاوساط الزرعية 

 Routine laboralory mediaاوساط روتینة  -1

لتهاا وهي اوساط تحضر من ماواد طبیعیاة ذات اصال حیاواني او نبااتي وتساخدم لغار  الزراعاة والاداماة للفطرياات مان ام 

 وسط الشعیر والخمیرة ومستخلص الذرة .

 Enriched mediaاوساط مدعمة  -2

وهي اوساط روتینیة يتم اغناءها ببعض المواد لتلبیة المتطلبات الغذائیة للفطريات الحساسة م ل : وسط روتیني معین مضااغ 

 له مادة البیتون .

 Selective mediaاوساط انتخابیة  -3

معینة من الفطريات  وهي اوساط ت بط عمل لافة الفطريات عدا باست ناء الانواع الفطرية المطلوبة وبذل  يمكن عزل مجموعة

 cycloheximide + sabourayd dextrose agarاو نوع معین من لقاح مختلط م ال وسط 

 Differential mediaاوساط تفريقیة  -4

وهي اوساط مجهزة ببعض الكواشف او الكیمیاوياات يمكان بواساطتها التفريا, باین مختلاف اناواع الكائناات الحیاة علاى اساه 

 blood agarفروقات مرئیة في انماط نموها وهذة شائعة في مختبرات البكتريا م ل وسط الار الدم 

 Assay mediaاوساط القیاس  -5

یاة وغیرهاا مان الناواتي الايضایة تستخدم هذة الاوساط لقیااس الفیتامیناات والمضاادات الحیوياة والانزيماات والاحماا  الامین

 للفطريات .

 Biochemicl mediaحیوية  –اوساط لیمو  -6

تستخدم هذة الاوساط غالبا في مختبرات البكتريا لتمییز الاحیاء الدقیقة على اساه انشاطتها الكیماو حیوياة وتسااعد فاي دراساة 

 عملیاتها الايضیة .

 :هي انواع ثلاثة الى الكيمياوية مكوناتها حسب الزرعية الأوساط قسمت

 : Natural media الطبیعیة الأوساط -1

 الأنساجة مان غالبااً  تحضار و ونوعااً  لمااً  الترلیاب معروفاة غیار معقدة حیوانیة او نباتیة طبیعیة مستخلصات عن عبارة وهي

. وغیرهااا الجساام وسااوائل والشااعیر الخمیاارة ومستخلصااات والحلیااب والباایض والخضااروات ال مااار م اال الحیوانیااة او النباتیااة

 و الفیتامیناات على احتواءها على علاوة الطبیعة في الفطر علیه ينمو الذي الوسط ترلیبها في تماال بأنها الأوساط هذه وتمتاز

 تنماو الفطرياات معظام نا لماا التحضایر وساهلة الا من رخیصة هي لذل , الأوساط باقي في الموجودة غیر الأخرى العناصر

 والارز والشاعیر والفاصاولیا والجازر لالبطاطاا النباتیاة الأجازاء مستخلصات ام لتها ومن. الأوساط هذه م ل في جیداً  وتتجرام

 .وغیرها

 : Synthetic media(   المحضرة)  الصناعیة الأوساط -2
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 انهاا الأوسااط هاذه م ال فاي يراعاى وقاد ونوعااً  لمااً  الترلیب معروفة عضوية غیر او عضوية لیمیاوية مواد من تتكون وهي

 ترلیب في المستعملة المواد مراعاة يجب لما الفطريات علیها تنمو التي النباتیة والأعضاء الأنسجة ترلیب الأمكان قدر تشابه

 العلمیاة الدراساات فاي الأوسااط هاذه تساتعمل ماا وغالباً  الأوساط هذه أجله من يستخدم الذي الغر  وحسب الأوساط هذه م ل

 ريتشاارد ووساط Brown’s media باراون وساط الأوساط هذه وم ل وتجرامه الفطر نمو على التغذية تأایر منها يقصد التي

Richard’s media دوله زاي  ووسط CZapek bvx Agar . 

 :Semi Synthetic media الصناعیة  شبه الأوساط -3

 إلاى بالإضاافة الترالیب معروفة غیر الطبیعیة المواد من ال ر او واحدة على لأحتوائها وذل  السابقین النوعین من خلیط وهي

 الدراساات فاي وتساتخدم الساابقین الناوعین مان لال میازات بالتساابها تمتاز لذل  الكیماوي الترالیب معروفة لیماوية مرلبات

 يساتخدم والاذي( PDA) لاه ويرماز Potato Dextrose Agar والدلساتروز البطاطاا وساط ام لتها ومن للفطريات الفسلجیة

 . وعزلها الفطريات أغلب تنمیة في شائع بشكل

 : هي انواع الااة الى الفیزيائیة حالتها حسب الغذائیة الأوساط تقسم لما

 :Solid media ألصلبه الأوساط-ا

 مان تساتخرج الترالیاب معقادة عضاوية ماادة والالاار( Agar) الألاار ماادة الیهاا مضاافاً  السابقة ال لااة الأنواع من نوع وهي

 يساعد لكي الغذائیة الأوساط الى يضاغ نقاوتها بدرجة بینها فیما تمتاز تجارية انواع عدة منها ويوجد البحرية الطحالب بعض

 20 بنسابة الوساط الى يضاغ(°م 95) العالیة الحرارية الدرجات عند سائلاً  ويصبح م°45 اقل حرارة درجة عند تصلبها على

 والتشااغ والنقال الأساتعمال بساهولة الصالبة الأوسااط تمتاز. الغذائي الوسط من لتر لكل غم 15 – 20 اي الوسط من% 15-

 لفتارات ال لاجاة فاي لأصاول المختلفاة الفطرياات مازارع حفا  فاي لذل  الفطريات وتنقیة عزل في بنجاح تستخدم لما التلوث

لماا يعتبار الالاار افضال مان . بتاري اطبااق فاي يصالبها او عمیقاة او مائلة اختبار انابیب في اما الاوساط هذه وتحضر طويلة

الحارارة  الجلاتین الذي تكون درجة ذوبانة واطئة ولكونه يتحلل مائیا من قبال العدياد مان البكترياا المحللاة للباروتین فاي درجاة

 العادية .

 : liquid media السائله الاوساط - ب

 القطنیاه السادادات الاى الوساط وصاول لتفاادي نقلها عند الاحتیاط يجب لذل  الالار مادة اضافة بدون المحضره الاوساط وهي

 بسااهوله الايضاایه المنتجااات وتحلیاال الفطااري الغاازل وزن ماان ويمكاان الماازارع بتهويااة تساامح انهااا الاوساااط هااذه فوائااد وماان

 فاي الاوسااط هاذه تساتخدم لما للفطريات اضافتها وتاایر والفیتامینات الغذائیه العناصر لنقص الغذائیه الدراسات في وتستخدم

 هااذه وتحضاار وغیرهااا والانزيمااات والسااموم الحیاتیااه المضااادات افااراز م اال الفطريااات قباال ماان ال انويااه الايضاایه الدراسااات

 ولغر  تهويتها فانها تتعر  الى هز میكاانیكي باساتخدام  الدراسه نوع وحسب الحجم مختلفه مخروطیه دوارق في الاوساط

 . shakerهزاز 

 : semi solid media. الصلبه شبه الأوساط -ج

 وتساتخدم لاالجیلاتین الاخارى المصالبه العوامل بعض أو الألار من قلیلة لمیه على وتحتوي جیلاتیني قوام ذات أوساط وهي

 . البكتريا او للفطريات المتحرله التكااريه الترالیب اسةدر منها خاصه لأغرا  الاوساط هذه

 : الشائعة الزرعية الأوساط من نماذج
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 ما عادة الصلب الزرعي فالوسط.  الزرعیة لأوساط على وإل ارها زراعتها يمكن قد التطفل اجبارية الغیر الفطريات جمیع ان

 المصادر ان معاروغ هاو ولماا Purification والتنقیة Cultivation والال ار Isolation العزل عملیات في مفضلا يكون

  agar الالار هو الزرعیة الصلابة صفة يعطي الذي

 : الفطريات مختبر في الاستخدام شائع وسط زرعي هنا ونستعرض

   PDA :Pototo carrot agar وسط تحضير طريقة

 يتكون من 

20g  بطاطا 

20g  جزر 

20g   اكار 

1000ml   ماء مقطر 

 نصد  لمددة دورق في وتطبخ صغيره قطع الى تقطع ثم جيدا وتغسل g 20بمقدار والجزر كل منهما  البطاطا درنات تؤخذ.1

 . المقطر الماء من لتر نص  مع ساعه

 . شاش قماش قطعة خلال والجزر المسلوقه البطاطا ترشح.2

 ( . الاكار يتكتل لا حتى الراشح الى تدريجيا الاكار يضاف ثم الراشح ياخذ.3

 بمقدار Chloromphenicol مثل حيوي مضاد يضاف ثم المقطر الماء من المتبقي النص  بإضافة لتر الى الحجم يكمل.4

 . autoclave التعقيم بجهاز الوسط يعقم ثم الواحد اللتر في ملغم 250

 


