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 قسن علىم الحياة-كليت العلىم  –جاهعت تكريت 
 هدرس الوادة: د. شادهاى طارق          ( / الجزء العوليMicrobiologyالأحياء الوجهريت )

Lab - 10 

 أنواع الصبغات البكتٌرٌة

 - :Differential or compound stainsالصبغات التفرٌقٌة أو المركبة  -2

لكونهاُتفرقُبينُأنواعُالجراثيمُالمختلفةُاعتماداُعلىُُميتُهذهُالصبؽاتُبالصبؽاتُالتفريميةسُ 

ًٕ اىصبغاث هذهُأشهرُومنُُالأخرى،علىُالاحتفاظُبنوعُمعينُمنُالصبؽاتُدونُلابليتهاُ

 صبغت) Acid-Fast stainللأحواض  الصبغت الوقاوهتالثانيت رام وڰصبغت 

 -: بنخشٌا اىسو اىشئ٘ي(

ٌع٘د اىفضو فً امخشاف ٕزٓ اىطشٌقت إىى  -:Gram stainصبغت كرام  -أ    

ٗحسخخذً ٕزٓ    (Hans Christian Gram)ٕاّض مشسخٍاُ غشاً اىطبٍب اىذَّاسمً

 Gramىَ٘جبت ىصبغت مشاً اىصبغت ىيخفشٌك بٍِ ٍجَ٘عخٍِ َٕا ٍجَ٘عت اىبنخٍشٌا ا

Positive Bacteria   ٗحشٍض ىٖاG+ve  ُ٘حٍث حصطبغ ٕزٓ اىَجَ٘عت باىي

 Gram Negativeالأصسق , ٗاىَجَ٘عت اىثاٍّت حذعى اىبنخٍشٌا اىساىبت ىصبغت مشاً 

bacteria  ٗحشٍض ىٖاve  -G  طشٌقت  سٍَج ٗبٖزا أحوربيُ٘  غبحصطحٍث

حٌ حقسٌٍ ٗعيى أساط ٕزٓ اىعَيٍت  )صبغت مشاً( حنشٌَا ىَنخشفٖا باسَٔ اىخصبٍغ

  -إىى ٍجَ٘عخٍِ سئٍسٍخٍِ َٕا : جٍَع الاجْاط اىبنخٍشٌت

 Gram positive bacteria   ( G+ve)اىجشاثٌٍ اىَ٘جبت ىصبغت مشاً  

  Bacillusٗاىعصٍاث  Staphylococcusٍثاه عيى رىل اىَن٘ساث اىعْق٘دٌت      

 Gram negative bacteria    ( G-ve )اىجشاثٌٍ اىساىبت ىصبغت مشاً  

  Pseudomonasٗبنخشٌا اىضٗائف    E.coli ٍثو بنخشٌا اىق٘ىُ٘     

 ط: ْٕاك بنخٍشٌا لا حعخبش ٍِ ٍجَ٘عت اىساىبت ٗلا اىَ٘جبت , ٍا اسٌ ٕزٓ اىبنخٍشٌا ؟

 صبغة كرام آلٌة عمل 

 Crystal violetُتحتفظُباللونُالبنفسجيُ)الصبؽةُالأولية(ُإنُالجراثيمُالموجبةُلصبؽةُكرام
(gentian violet)ُُ ُلصرها ُلاُتحتفظُُبالكحول،بعد ُفإنها ُكرام ُلصبؽة ُالسالبة ُالجراثيم أما

باللونُالبنفسجيُبعدُلصرهاُبالكحولُولذلنُتصطبػُبالصبؽةُالمضادةُفتظهرُباللونُالأحمر,ُ
ُؾُفيُمكوناتُالجدارُالخلو ُللخلاياُالبكتيرية.فيُالتصبيػُيعزىُإلىُالإختلاُالاختلاؾ

ُالموجبةُلصبؽةُكرامُ) G+veُإنُجدارُالخليةُفيُالبكتريا تكونُمنُطبمةُسميكةُمنُمادةُي(
ُ ُللصبؽةpeptidoglycanُُالببتيدوكلايكان ُالأرجواني ُباللون ُيحتفظ ُكحاجز ُيعمل الذ 

,ُأماalcoholُُولاُيزالُاللونُحتىُبعدُاستعمالُالمصرُبالكحولcrystal violetُُالبنفسجيةُ

https://www.marefa.org/%D9%87%D8%A7%D9%86%D8%B2_%D9%83%D8%B1%D8%B3%D8%AA%D9%8A%D8%A7%D9%86_%DA%AF%D8%B1%D8%A7%D9%85
https://www.marefa.org/%D9%87%D8%A7%D9%86%D8%B2_%D9%83%D8%B1%D8%B3%D8%AA%D9%8A%D8%A7%D9%86_%DA%AF%D8%B1%D8%A7%D9%85
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تكونُمنُطبمةُخفيفةُمنُالببتيدوكلايكانُوتؽلفهاُمنُي(ُ-Gالجراثيمُالسالبةُلصبؽةُكرامُ)ُجدار
ُ ُالسكريات ُومتعدد ُالبروتين ُمن ُطبمة ُتستطيعlipopolysaccharideُُالخارج ُلا والتي

ُيؤد ُإلىُزوالُالصبؽةcrystal violetُُالبنفسجيةُالاحتفاظُباللونُالارجوانيُللصبؽةُ مما
ُالسفرانينُ ُلصبؽة ُالأحمر ُاللون ُوهو ُالمضاد ُاللون ُتأخذ ُوبذلن ُبالكحول ُلصرها عند

safranin. 
ُ

 -المحالٌل المكونة لصبغة كرام :

ُالصبؽةُالبنفسجيةوتتمثلُفيُُ-:Gentian violetاو  crystal violetُصبغة  -1

ويعملُهذاُالمثبتُعلىُزيادةُ Lugol's iodine   ( وتسمى Mordant)المادة المثبتة  -2

ُالتصاقُوتثبيتُالصبؽةُبجدارُالخليةُالبكتيرية.

ُالا -:decolorizing agentعامل مزٌل الصبغة )قاصر(  -3 ُبالكحول  ثيليويتمثل

ethanol ُُُحيثُيعملُعلىُإزالةُالصبؽةُمنُالخليةُالمصبوؼةُ.55بتركيز%ُ

ُُ-:counter stainصبغة مغاٌرة  -4 ُالسفرانين ُبصبؽة ٌسخخذً    Safraninوتتمثل

أوُأ ُ.أحَش بيُ٘ ّ٘اة اىخيٍت اىصباغت إر ٌصبغ بشٗح٘م٘لاث فً بعض مصبغت حباٌِ فشاٍِّساى

ُمعاملتهاُُصبؽة ُبعد ُفمدتُالصبؽة ُالتي ُالخلية ُلإعطاء ُالأولى ُالصبؽة ُعن ُلونها تختلؾُفي

 crystal)مؽاير,ُإنُالجراثيمُالتيُلمُتفمدُصبؽتهاُتبمىُمحتفظةُبالصبؽةُالأولىُُبالكحولُلون

violetُ )(ُ ُكرام ُلصبؽة ُالموجبة ُ)البكتريا( ُهيُالجراثيم ُالتيُفمدتُ+Gوهذه ُالجراثيم ُأما ,)

ُالمؽايرة ُبالصبؽة ُسوؾُتتلون ُفإنها ُالأولى ُالسالبةُُ(safranin)ُصبؽتها ُالبكتريا ُهي وهذه

ُ(.-Gلصبؽةُكرامُ)

ُس:ُعددُمكوناتُع دةُتصبيػُكرامُمعُتوضيحُدورُكلُجزءُمنها؟ُ

 -خطوات التصبٌػ بصبغة كرام :

 . يتمُتحضيرُالمسحةُبالطريمةُالتيُتمُوصفهاُفيُالمختبرُالسابكتحضيرُالمسحةُ:ُُ-1

2-ُُ ُالمُ( crystal violetالكرٌستال البنفسجً )تضاؾُصبؽة ُالبكتيريةإلى بحيثُُسحة

ُدليمةُواحدةُوتترنتؽمرُكاملُطبمةُالمسحةُ ُتؽسلُبالماءُالممطرُاوُماءُالحنفيةُلمدة ُوبعدها

ُ.خاليُمنُالصبؽةُالبنفسجيةclearُالىُحينُيكونُالماءُالنازلُرائكُ

3-ُُ ُاليود ُمن Lugol's iodineُُتضاؾُكمية ُالسابمة ُالصبؽة ُلدليمةُلتثبيت ُتترن وايضا

ُ.تؽسلُبالماءُالممطرُاوُماءُالحنفيةُبعدهاُواحدةُو

4-ُُ ُالاثيلي ُالبكتيرية55بتركيزEthanolُيضاؾُالكحول ُوتترنُُ%ُللمسحة 15ُ-10لمدة

ُءبالمامنُهذهُالمدةُوبعدهاُمباشرةُيتمُؼسلُالشريحةُُأكثرمعُملاحظةُعدمُترنُالكحولُُثانية

ُ.الممطرُاوُماءُالحنفية

(ُلمدةُدليمةُواحدةُثمُتؽسلSafraninُالسفرانينُالحمراءُ)تصبػُبصبؽةُُالخطوةُالاخيرةُ-5

ُباستعمالُُبالماءُوتجفؾ ُمناديلُناعمةُورقُالترشيحُاوُروقُالعدساتبرِلة لتلافيُازالةُُاو

https://ar.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B5%D8%A8%D8%BA%D8%A9_%D8%AA%D8%A8%D8%A7%D9%8A%D9%86&action=edit&redlink=1
https://ar.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B5%D8%A8%D8%BA%D8%A9_%D8%AA%D8%A8%D8%A7%D9%8A%D9%86&action=edit&redlink=1
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%B1%D9%88%D8%AA%D9%88%D9%83%D9%88%D9%84_(%D8%AA%D9%88%D8%B6%D9%8A%D8%AD)
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%B1%D9%88%D8%AA%D9%88%D9%83%D9%88%D9%84_(%D8%AA%D9%88%D8%B6%D9%8A%D8%AD)
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%88%D8%A7%D8%A9_(%D8%AE%D9%84%D9%8A%D8%A9)
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%88%D8%A7%D8%A9_(%D8%AE%D9%84%D9%8A%D8%A9)
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%A3%D8%AD%D9%85%D8%B1
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%A3%D8%AD%D9%85%D8%B1
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 slide cover or coverمنُعلىُسطحُالشريحةُوتؽطىُبؽطاءُالشريحةُُالبكتيريةُالمسحة

slip ُ ,ُ ُالسدر ُزيت ُمن ُلطرة ُتوضع ُتفبعدها ُالعدسةُثم ُباستخدام ُالضوئي حصُبالمجهر

ُالتيXُ 100الزيتية ُفالبكتريا ُموجبةvioletُالبنفسجيُ)ُ-الازرقُُباللونُتتلون, (ُهيُبكتريا

بينماُالتيُتأخذُاللونُالأحمرُهيُبكترياGram positive bacteriaُُُ(+G)مُلصبؽةُكرا

ُ.وكماُفيُالرسمُالتوضيحيُادناهGram negative bacteriaُ(ُ-Gسالبةُلصبؽةُكرامُ)

 

ُ ُورد ُولكن ُبلون ُاو ُازرق ُبلون ُاما ُكرام ُبصبؽة ُالمصبؽة ُالبكتيريا ُتظهر ُتظهرُ* أحيانا

بلونينُالأحمرُوالازرقُكماُفيُالشكلُادناه،ُماُهيُالأسباب؟ُابحثُعنُرامُػمسحاتُصبؽةُ

ُالإجابة.

 

 

 

 

 

 

 

ُمتسلسلُودليك؟ُس:ُاشرحُخطواتُتصبيػُالبكتيرياُبصبؽةُكرامُبشكل

ُ

 

https://www.youtube.com/watch?v=NjC2dtNLj1Uُ

https://www.youtube.com/watch?v=NjC2dtNLj1U
https://www.youtube.com/watch?v=NjC2dtNLj1U
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  -)صبغة زٌل نٌلسون( : Acid fast stainالصبغة المقاومة )الصامدة( للحامض  -ب

Mycobacteriumُهذهُالطريمةُمنُطرقُالتصبيػُالتفريميُالمهمةُلتفريكُجنسُالـُُتعدُُُ

Mycolic acidُعنُبميةُالأجناسُإذُينفردُهذاُالجنسُباحتوائهُعلىُكميةُمنُالمعمدُالدهنيُ

ُ ُخاصية ُللسطح ُيعطي ُالخلايا ُسطح ُالخلاياُُشمعٌةعلى ُهذه ُتصبيػ ُالصعب ُمن وبالتالي

فيُُوارؼامُالصبؽةُلاختراقُالجدارُالخلو ُلافيُصعوبةُالتصبيػبالطرقُالاعتياديةُويمكنُت

ُتسهيلُدخولُ ُوالشمعيةُعلىُالجدارُثم ُلتليينُالمكوناتُالدهنية ُالحرارة ُباستخدام ُالخلايا هذه

ُتصطبػُبالصبؽةُيصعبُإزالةُالصبؽةُمنهاُ ُحالما ُالنوعُمنُالخلايا ُهذا الصبؽةُإلىُالخلايا,

ُ ُالكحول ُمثل ُالماصرة ُالصامدةُبالمواد ُتسمى ُولذلن ُالحامضُوالكحول( ُمحلول المحمضُ)

ُفيُتشخيصُعصياتُالسلُالرئو ُ) ُالصبؽةُتستخدم ُهذه التيTuberculosisُُ)للحامض,

ُ ُالجنس ُلهذا Mycobacterium tuberculosisُُتعود ُالتفريميةُ, ُالصبؽات ُمن كؽيرها

 carbol)ُفوكسٌن الحمراءالصبغة الأولٌة صبغة الكاربول منُالصبؽاتُ:ُيستخدمُفيهاُنوعينُ

fuchsin(ُُوالصبؽةُالمعاكسةُصبؽةُالمثيلينُالأزرق)methylene blueُُأماُالماصرُهنا)

%ُكحول(ُحيثُأنُالكحول95ُ%ُحامضُالهيدروكلورينُفي3ُُ-1فهوُالكحولُالمحمضُ)

ُهوُلاصرُلو ُجدا.ُالمحمض

ُالبكتيريةُباستخدامُالتسخين.ُفيُهذهُالطريمةُتدخلُصبؽةُالكاربولُفوكسينُالحمراءُإلىُالخلية

 -العمل: طرٌقة 

مصابُبالسلُعلىُالشريحةُالزجاجيةُأ ُتحضيرُالمسحةُاللمريضُايتمُوضعُعينةُلشعُُ-1

ُوتثبيتهاُبواسطةُتمريرهاُعلىُاللهب.

ُالصبؽةُُ-2 ُتبدأ ُحتى ُالشريحة ُونسخن ُالحمراء ُفوكسين ُالكاربول ُبصبؽة ُالشريحة نؽطي

دلائكُمعُتزويدُالصبؽةُوعدمُالسماحُلهاُبأنُتجؾ5ُُبالتبخرُوتترنُالشريحةُعلىُاللهبُلمدةُ

ُثانية.30ؽسلُالشريحةُبالماءُلمدةُنثمُنرفعُالشريحةُجانباُلتبردُومنُثمُ

(Alcoholُ%ُكحول95ُفيHClُُحامضُالهيدروكلورينُُ%3نؽطيُالشريحةُبمحلولُ)ُ-3

ُ.بعدهاُنؽسلُالشريحةُبالماءُثانية30ُإلى10ُللشريحةُلمدةُُتلوُالأخرىُلطرةُبإضافته

ُعلىُُ-4 ُالأزرق ُالمثيلين ُصبؽة نضع

ُ ُلمدة ُالشريحة2ُُالشريحة ُنؽسل ُثم دليمة

ُالمجهرُ ُتحت ُوتفحص ُوتجفؾ بالماء

ُالزيتية ُالعدسة ُبأنُعصياتُُباستخدام نلاحظ

ُالأحمرُ ُباللون ُمصبوؼة ُالرئو ُتظهر السل

ليُالشريحةُمصبوؼةُباللونُالأزرق,ُكماُوبا

ُ-فيُالشكلُالتالي:

ُ

 الخلاٌا تتلون بلون احمر مع خلفٌة زرقاء ٌظهر عصٌات السل الرئوي تحت المجهر -شكل :
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 -:  special stainsالصبغات الخاصة  -3

ُ ُالأبواغ ُمثل ُالبكتيرية ُالخلية ُتراكيب ُلصباؼة ُالصبؽات ُهذه والمحفظةsporesُُتستعمل

capsule:ُُومنُهذهُالصبؽات,-ُ

ُالتابعةُ -:spore stainصبغة الأبواغ  -أ Bacillusُلجنسُالعصياتُُإنُبعضُالجراثيم

ُ ُالداخليةClostridiumُُوالمطثيات ُالأبواغ ُتدعى ُللحرارة ُمماومة ُتراكيب تنتج

endosporesُُُبعضُالمواد ُتماوم ُفإنها ُللحرارة ُالتراكيبُمماومة ُهذه ُكون ُإلى بالإضافة

الكيمياويةُالتيُلهاُخاصيةُلتحطيمُالأبواغُ,ُإنُهذهُالتراكيبُلاُيمكنُصبؽهاُبواسطةُصبؽةُ

ُالتيُتعملُعلىُسرعةُ ُ)التسخين( ُالحرارة ُفيُصبؽها ُأوُالصبؽاتُالاعتياديةُوتستخدم كرام

ُؽةُلجدارُالبوغُوتسهلُعمليةُالتصبيػ.اختراقُالصب

 -خطوات التصبٌػ:

ُالحرارة.ُةنحضرُمسحةُمنُجراثيمُالعصياتُأوُالمطثياتُثمُنثبتهاُبواسطُ-1

%ُونسخن5ُ(ُبتركيزMalachite greenُنؽطيُالشريحةُبصبؽةُالملاكايتُالخضراءُ)ُ-2

وذلنُبتمطيرُالمزيدُمنُدلائكُفوقُحمامُمائيُمعُمراعاةُعدمُجفاؾُالصبؽة5ُُالشريحةُلمدةُ

ُالصبؽةُكلماُالتضتُالحاجة.

ُنؽسلُالشريحةُبالماءُللتخلصُمنُالصبؽة.ُ-3

وتسمىُالصبؽةُفيُهذهُالحالةُبالصبؽةُدليمة2ُُ(ُلمدةsafraninُنضعُصبؽةُالسفرانينُ)ُ-4

ُ(.counter stainالمضادةُ)

بعدُمرورُدليمتينُنؽسلُالشريحةُبالماءُللتخلصُمنُالصبؽةُوتجفؾُوتفحصُتحتُالمجهرُُ-5

ُالأخضرُ ُباللون ُمصبوؼة ُالعصوية ُللبكتريا ُالداخلية ُالأبواغ ُفتظهر ُالزيتية ُالعدسة باستخدام

ُ-التالي:ُفيُالشكلُُالأحمر،ُكماوباليُالشريحةُمصبوؼةُباللونُ

ُ

ُ
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تحاطُبعضُالجراثيمُبطبمةُمنُموادُجيلاتينيةُأوُ -:Capsule stainصبغة المحفظة  -ب

لاُيمكنُتصبيػُالجراثيمُالحاويةُعلىُالمحفظةُبالطرقُُ(capsuleهلاميةُتدعىُبالمحفظةُ)

,ُحيثُأنbacterial smearُالاعتياديةُوالمشكلةُتكمنُفيُعمليةُتثبيتُالمسحةُالجرثوميةُ

ُال ُتحطيم ُعلى ُالتثبيتُتعمل ُفي ُالمستعملة ُالحرارة ُصبؽةcapsuleُُمحفظة ُتستعمل ولذلن

تربطُبينُالتصبيػُالسالبُوالتصبيػُالبسيطُ)استعمالُصبؽاتُسالبةُ)صبؽاتُحامضية(ُوهيُ

ُالنكروسينُ ُالهند Nigrosinُُصبؽة ُالحبر ُالنكروسينIndia inkُوصبؽة ُتعتبرُصبؽة ,)

ُ.لصابػوالحبرُالهند ُمنُالصبؽاتُالحامضيةُوذلنُلاحتوائهاُعلىُالآيونُالسالبُا

عندماُتصبػُالجراثيمُذاتُالشحنةُالسالبةُبصبؽةُحامضيةُسالبةُالشحنةُأيضاُسوؾُلنُتتحدُ

ُالموجودةُعلىُالجراثيمُ ُسوؾُتتكدسُحولُالخليةُالصبؽةُمعُالشحناتُالسالبة وبعكسهُفإنها

ُالخليةُ ُاختراق ُعلى ُالصبؽة ُممدرة ُلعدم ُفمط ُالمحفظة ُاصطباغ ُإلى ُيؤد  ُمما الجرثومية

ُالسالبُ ُبالتصبيػ ُيسمى ُالتصبيػ ُمن ُالنوع ُهذا ُهوnegative stainingُُالجرثومية, كما

ُ.Klebsiellaالحالُفيُصبػُجرثومةُ

 -خطوات التصبٌػ :

ُاُ-1 ُمن ُلطرة ُنمزج ُالهند  ُالحبر ُصبؽة ُمن ُلطرة ُمع ُالبكتير  أوIndia inkُُلمعلك

ُعلىُالشريحةُالزجاجية.Nigrosinُالنكروسينُ

المعلكُالبكتير ُبشكلُؼشاءُرليكُعلىُ-نستعملُشريحةُزجاجيةُثانيةُلسحبُخليطُالصبؽةُ-2

ُدلائكُلتجؾُبالهواء.7ُ-5طولُالشريحةُالأولىُونتركهاُلمدةُ

3-ُُ ُالبنفسجي ُالكريستال ُبصبؽة ُالمسحة ُ)الصبؽةcrystal violetُُنؽمر ُواحدة ُدليمة لمدة

ُتصبػُالخليةُالبكتيريةُنفسهاُوليسُالمحفظة(.

درجةُوالسماحُلهاُأن45ُُنتخلصُمنُالصبؽةُالزائدةُعنُطريكُإمالةُالشريحةُفيُزاويةُُ-4

ُ.تجؾُبالهواء

ُالعُ-5 ُأوُعدمُوجودُنفحصُالشريحةُتحتُالمجهرُباستخدام ُللتحر ُعنُوجود ُالزيتية دسة

ةُشفافةُمحيطةُبالخليةُالبكتيرية,ُكماُفيُالمحفظة,ُحيثُعندُوجودُالمحفظةُتظهرُبشكلُمنطم

ُ-الشكلُالتاليُ:

ُ


