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 اطمة مصطفىف م – مدرس المادة : د. شادمان طارق         ( / الجزء العمليMicrobiologyالأحياء المجهرية )

Lab 2 

 والتطهير التعقيمطرق 

& Disinfection methods Sterilization 

جمٌع الأحٌاء المجهرٌة من على سطح هً عملٌة إزالة أو لتل :  Sterilizationالتعقيم 

خالٌة  فإما أن تكون المادة معممة  ٌوجد حد او درجة معٌنة للتعمٌمشًء معٌن أو مادة ما, ولا 

 التطهيروبهذا ٌكون على عكس عملٌة  non sterileأو غٌر معممة   sterileمن الحٌاة

Disinfection جمٌع أو معظم الأحٌاء المجهرٌة الممرضة إزالة  التً تعرف بانها عملٌة

غٌر الممرضة أو أعداد للٌلة من  قد يبقي بعض الأحياء المجهريةن التطهٌر ا بمعنى اخر

للإشارة إلى العوامل  disinfectant الأحٌاء المجهرٌة الممرضة, ٌستعمل مصطلح المطهر 

 .الكٌمٌاوٌة المستخدمة فً تطهٌر الأشٌاء الغٌر حٌة

 بٌن عملٌة التعمٌم والتطهٌر.س: لارن 

 : طرق فيزيائية وطرق كيميائية تقسم طرق التعقيم إلى قسمين رئيسين هما

 :  Physical methodsالطرق الفيزيائية  -أولا 

 Heatالحرارة  -1

 Filtrationالترشٌح  -2

 Radiationالإشعاع   -3

  Chemical methodsالطرق الكيميائية ثانيا ا : 

 الحرارة والترشيح والشعاع:وتشمل  Physical methodsالطرق الفيزيائية أول ا:

والحرارة الرطبة  Dry heatالحرارة الجافة  وتكون بشكلٌن هما: Heatالحرارة  -1

moist heat. 

  Bunsen Burnerويستعمل من اجل ذلك مصباح بنزن    Dry heatالحرارة الجافة  -أ

وتستعمل   Direct flaming )التلهيب المباشر( الحمرارالتلهيب حتى ويكون بشكلين هما 

)راجع المختبر الاول لمشاهدة  inoculating needle و ابرة التلمٌح  LOOPاللوب  لتعمٌم

فوهات  معتستخدم  -:Short time flaming القصيرالتلهيب ا اٌضا هنان عملٌة الصورة(

 كل خطوة من خطوات صب الاوساط .لبل وبعد المختبرٌة الزجاجٌة الأنابٌب والمنانً 

ٌستخدم لتعمٌم المواد  ايضا يعتبر احد طرق الحرارة الجافةHot air oven فرن الهواء الحار 

بالإضافة إلى المواد المعدنٌة  الزجاجٌة مثل أنابٌب الإختبار وأطباق بتري والماصات ...الخ,

 التً لا تتأثر بالحرارة الجافة 

 -من أهم الطرق التً تستخدم الحرارة الرطبة: :Moist heatالحرارة الرطبة  -ب

على مبدأ استخدام الحرارة  بالمؤصدةٌعتمد التعمٌم : Autoclave بالمؤصدةالتعقيم    

 المؤصدةالرطبة )البخار( مع الضغط , حٌث توضع المواد المراد تعمٌمها داخل جهاز 

autoclave  )وهو عبارة عن لدر للضغط ٌتم به )راجع المختبر الاول لمشاهدة الصورة



2 
 

درجة  121التحكم بالحرارة والضغط والزمن اللازم للتعمٌم( وتضبط الحرارة على درجة 

( دلٌمة, تستخدم هذه الطرٌمة 20-15ولمدة تتراوح بٌن ) 2باوند/أنج 15مئوٌة وضغط 

 .ماء الممطروال والادوات الزجاجٌة الحدٌدٌةلتعمٌم معظم أنواع الأوساط الزرعٌة والمواد 

 
مثل الخل والحلٌب  سوائلوهً عملٌة تعرٌض ال -: Pasteurizationالبسترة     

لمدة نصف ساعة للمضاء على الأحٌاء  درجة مئوية 26والعصائر إلى درجة حرارة 
المجهرٌة الممرضة والفعالة فً فساد هذه الأغذٌة وبنفس الولت الحفاظ على الطعم والمٌمة 

 .ة نسبة إلى العالم لوٌس باستور الغذائٌة له, وسمٌت بالبستر
 .عند وجودها فً السائب الأبواغ ضً علىلا تم ومن سلبٌاتها انها 

 

وهي تكرار عملية التعقيم لثلاث مرات بدرجة حرارة  -:Tyndalizationالتندلة    

 تستخدم لتعمٌم الأوساط التً تتلف بالحرارة العالٌة و متتالٌةم خلال ثلاث ايام  111

, ٌتم تعرٌض الوسط فً الٌوم الأول إلى درجة  كالأوساط الحاوٌة على الحلٌب والبروتٌنات

( دلٌمة وذلن 60-30لحمام المائً أو البخار لمدة )درجة مئوٌة بإستخدام ا 100حرارة 

لمتل الخلاٌا الخضرٌة , أما السبورات فهً تماوم هذه الدرجة لذلن ٌوضع الوسط فً 

الحاضنة إلى الٌوم التالً للسماح لعملٌة إنبات السبورات إلى خلاٌا خضرٌة , تعاد العملٌة 

( وذلن لمتل ما تبمى من الخلاٌا فً الٌوم الثانً ) التعرٌض لبخار الماء ثم التحضٌن

الخضرٌة والسبورات . مرة أخرى تكرر العملٌة فً الٌوم الثالث لضمان لتل جمٌع الأحٌاء 

 . المجهرٌة

وهً طرٌمة تملٌدٌة تستخدم بشكل واسع فً المستشفٌات والبٌوت ,  -:Boilingالغليان 
لمدة نصف ساعة تمتل فٌها وهً من طرق التطهٌر أكثر من التعمٌم , حٌث ٌتم الغلٌان 

البكترٌا الخضرٌة غٌر المكونة للسبورات مثل بكترٌا السل والعنمودٌات وتستخدم لتعمٌم 
بعض الأغذٌة والمفروشات والألبسة الخاصة بالمرض , ومن مساوئها هو إعادة تلوث 

 المادة بعد إزالتها من الغلٌان.
 

العمليات التالية : التندلة,البسترة,التعقيم  س: ما هي درجة الحرارة والوقت اللازم عند اجراء

 ؟, التعقيم بالغليانبالمؤصدة

 Milliporeوهً عملٌة استعمال مرشحات خاصة تعرف ب   -:Filtrationالترشيح  -6

filters   )0.45ماٌكرومٌتر او  0.22ذات حجم )راجع المختبر الاول لمشاهدة الصورة 

ومحالٌل  toxinsفً تعمٌم المحالٌل التً تتأثر بالحرارة مثل الذٌفانات ماٌكرومٌتر تطبك 

 .رٌات والمضادات الحٌاتٌة....الخالسك

 Gamma rays  وأشعت كاما X raysالأشعت انسينيت  وتتضمن  -:Radiationالإشعاع  -3

والاخير يطبك بكثرة في تعقيم  ultraviolet light or U.V light  فوق انبنفسجيت الأشعتو 

صالاث انعمهياث, غرف انعزل, انماء انمقطر, الاغهفت وانزجاجياث واسطح انمعادن وفضاء 

 . Fume Hoodانمختبر وداخم كابينت انعزل 
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 -:chemical methodsالطرق الكيمياوية  -2

أو  Bactericidalإما لاتلا للبكترٌا  Chemical agentsٌكون تأثٌر العوامل الكٌمٌائٌة 

ً لنمو البكترٌا  هً عبارة عن مواد  Disinfectant, والمطهرات Bacteriostaticمثبطا

 كٌمٌائٌة لاتلة للبكترٌا  والتً تستخدم فً تطهٌر المواد غٌر الحٌة مثل الأدوات والأرضٌات.

 -وتشمل العوامل الكٌمٌائٌة ما ٌأتً:

ً تطهٌر الأٌدي أو المناطك المختلفة فً ( ف%70-50كحول الإٌثٌل : ٌستخدم بتركٌز) -1

 الجسم وٌرجع تأثٌرها الممٌت إلى تجمٌعها وتخثٌرها للبروتٌن الخلوي.

الكلوروفورم : تعتبر من المطهرات الطٌارة وتستخدم فً تعمٌم بعض المواد مثل مصل الدم  -2

 مئوٌة كً ٌتطاٌر.درجة  75وٌتم التخلص منه ) الكلوروفورم( بتسخٌنه على حمام مائً على 

الفٌنول أو حامض الكربولٌن : ٌستعمل للتعمٌم السطحً لأرضٌات الغرف والعٌادات وبعض -3

 . %5الأدوات والأجهزة مثل الفٌنول بتركٌز 

لتعمٌم الأسطح  ٌستخدمكلورٌد الزئبمٌن : ٌستخدم لتعمٌم الأٌدي والمناضد ودرنات البطاطس .-4

 مٌكروبات الممرضة له والموجودة بداخل النبات.الخارجٌة للنباتات أثناء عزل ال

, الحلٌب, الذٌفانات, الاوساط الزرعٌة, الماء  , المشرطLOOP:  س: بماذا تعقم ما يلي   

 , المحالٌل السكرٌة, فوهة الانابٌب والمنانً الزجاجٌة ؟الحٌاتٌة الممطر, المضادات
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 Culture mediaالزرعية الأوساط 

التً تستعمل لتنمٌة الأحٌاء المجهرٌة  الغذائٌة( )المادة الأوساط الزرعٌة بأنها البٌئة تعرف   

بعد عزلها من مكانها الاصلً مثل العٌنة المأخوذة من الانسان والحٌوان  المختلفة فً المختبر

وتحتوي الاوساط الزرعٌة على جمٌع المكونات  بنا،والنبات والبٌئة الطبٌعٌة المحٌطة 

فعندما نحتاج  فً التربة النباتات زراعةالزرعٌة هً  للأوساطٌة للنمو وابسط تشبٌه الضرور

 زراعة وتشخٌص البكتٌرٌا نزرعها فً بٌئة خاصة بالمٌكروبات تسمى بالوسط الزرعً.

ومهما اختلفت هذه الأوساط فً التركٌب فلابد من احتوائها على مصادر غذائٌة رئٌسٌة مثل 

 المعادن وعوامل النمو كالفٌتامٌنات والعوامل المساعدة الأخرى.الكاربون والنتروجٌن و

 تسمية الوساط الزرعية

للاشارة الى ان لوام   Agarتسمى الاوساط احٌانا حسب احد مكوناتها وٌضاف لها كلمة    

الذي ٌحتوي على مركب السترماٌد  Cetrimide agarالوسط صلب مثل وسط سترماٌد اكار 

الخاص ببكترٌا   SS agarمٌكروب الذي تنمو علٌه مثل وسط او لد تسمى حسب ال

 السالمونٌلا والشاٌكلا.

  -تقسيم الأوساط الزرعية حسب طبيعة مكوناتها إلى :

طبٌعٌة أي تكون مكوناتها  وهً الأوساط التً -:Natural mediaالأوساط الطبيعية  -1

الحلٌب والبٌض والبطاطا ومصل  الأوساط التً تكون مكوناتها مجهولة التركٌب والتركٌز مثل

واذا احتوى على  Milk media culture, فعندما ٌحوي الوسط على الحلٌب ٌسمى الدم

 Nutrient, مثال على ذلن وسط المرق المغذي  Egg media culturالبٌض فٌسمى 

broth  المتكون من )خلاصة اللحمBeef extract الببتون ,Peptone  وخلاصة الخمٌرة

(Yeast extract . 

وهً الأوساط التً تكون مكوناتها معلومة  -:Synthetic mediaالأوساط الصناعية -2

, وتعد هذه Lactose brothو  MacConkey agarالتركٌب والتركٌز مثل وسط  

 الأوساط بٌئات غذائٌة غنٌة وجٌدة لتنمٌة مدى واسع من البكترٌا والأحٌاء المجهرٌة الأخرى.

 إما بحالة صلبة أو شبه صلبة أو سائلة.وتكون هذه الأوساط 

وهً الأوساط التً تكون بعض  -:Semi-synthetic mediaالأوساط شبه الصناعية 3-

مكوناتها معلومة التركٌب والتركٌز وبعضها الآخر مجهولة التركٌب والتركٌز مثل وسط 

Potato dextrose agar. 

 -:إلى Solidityصلابتها   وتقسم الأوساط الزرعية حسب

وهً الأوساط التً لا تحتوي على مواد تصلٌب   -:Liquid mediaالأوساط السائلة  -1

 وسط علٌها مثل  Brothمثل الآكار والجٌلاتٌن والشركات المنتجة لهذه الأوساط تضع كلمة 

Nutrient broth. 
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وهً الأوساط التً ٌضاف لها مواد  -:Semi-Solid mediaالأوساط شبه الصلبة   -2

 . %1ةبنسب )Agarالاكار( تدعى تصلٌب

وهً الأوساط التً ٌضاف لها مواد تصلٌب )الآكار  -: Solid mediaالأوساط الصلبة-3

درجة  45-40%( مما ٌسمح بتصلٌبها عند درجة حرارة بٌن 2-1.5) والجٌلاتٌن( بنسبة

هو عبارة مئوٌة, وٌستخدم الآكار بكثرة فً مختبرات الأحٌاء المجهرٌة اذ ٌعتبر مادة مصلبة و

عن مواد كاربوهٌراتٌة تستخرج من بعض الطحالب الحمراء الموجودة فً أعماق البحر 

 .Gelediumوخاصة التابعة للجنس 

 س: اكتب اصناف الاوساط حسب صلابتها مع ذكر مثال لكل منها

   

 -والغاية من الإستعمال إلى : وضيفتهاتقسم الأوساط الزرعية حسب   

وهً الأوساط التً تحتوي على المواد الغذائٌة  -:Simple mediaالأوساط البسيطة -1

الأساسٌة كمصدر للنتروجٌن والكاربون وتنمو فٌها معظم البكترٌا التً لا تحتاج إلى مواد 

 Peptone , ماء الببتونNutrient brothالمرق المغذي  غذائٌة نادرة أو معمدة مثل

water  والآكار المغذيNutrient agar. 

وهً الأوساط التً تسمح بنمو نوعٌن من  -:Differential mediaالأوساط التفريقية -2

 -:البكترٌا ٌمكن التمٌٌز بٌنهما مثل 

a-  آكار الماكونكً وسطMacConkey agar:-  ٌعمل على التفرٌك بٌن البكترٌا المخمرة

المخمرة لسكر اللاكتوز لسكر اللاكتوز عن البكترٌا غٌر المخمرة لسكر اللاكتوز, فالبكترٌا 

تظهر بلون وردي, أما البكترٌا غٌر المخمرة لسكر اللاكتوز فتكون عدٌمة اللون )ذات لون 

 شاحب(.

b-  آكار الدم وسطBlood agar:-  ٌعمل على التفرٌك بٌن البكترٌا المحللة للدم عن تلن غٌر

ٌضاف له الدم المعمم  Blood agar baseالمحللة للدم وٌتكون آكار الدم من الوسط الأساس 

 %(. 10-5بتركٌز نهائً )

وهً الأوساط التً تسمح بنمو مجموعة من  -:Selective mediaالأوساط النتخابية  -3

وتحتوي هذه الأوساط على مواد مثبطة للبكترٌا الغٌر مرغوب فٌها وبنفس البكترٌا دون غٌرها 

 -الولت تعزز من نمو البكترٌا المراد عزلها مثل:

a-  وسط بزموث سلفاٌتBismuth sulphite agar:-  وٌستعمل هذا الوسط لعزل جراثٌم

 Brilliant agreen, أهم مكونات الوسط هً الأخضر اللماع  Salmonellaالسالمونٌلا 

 Bismuth sulphiteالذي ٌعمل كمثبط لنمو البكترٌا بالإضافة إلى احتواءه على كاشف 

indicator  انتخابً وتفرٌمً فً نفس الولتوبهذا ٌعد هذا الوسط. 

b-  سكر المانٌتولوسط Mannitol salt agar:-  ٌستعمل هذا الوسط لعزل جراثٌم

تركٌز حٌث ٌتم تثبٌط البكترٌا الأخرى باحتوائه على  Staphylococciالمكورات العنمودٌة 

الذي ٌعمل على  كما ٌحتوي الوسط على سكر المانتول NaClمن ملح الطعام  (% 7.5)عالً 
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التفرٌك بٌن جراثٌم المكورات العنمودٌة المخمرة للسكر والتً تظهر بلون أصفر عن غٌر 

 وبهذا ٌعد هذا الوسط انتخابً وتفرٌمً فً نفس الولت.   المخمرة للسكر والتً تظهر بلون أحمر

غذائٌة وهً أوساط بسٌطة مضافا" إلٌها مواد  -: Enriched media الغنيةالأوساط -4

الدم, المصل, مستخلصات النباتات أو الحٌوانات لمواجهة متطلبات النمو الصعب  غنٌة مثل

التً تنتج من  Chocolate agar)) جوكلٌت اكار, Blood agarالإرضاء مثل آكار الدم 

 Brain heart infusion, آكار نمٌع المخ والملب Heated blood agar غلٌان الدم 

agar. 

من وهً أوساط بسٌطة تستعمل لنمل العٌنات  -: Transport mediaالأوساط الناقلة -5

مناطك بعٌدة وذلن للحفاظ علٌها من الجفاف لحٌن وصول العٌنة إلى المختبر مثل وسط 

Stuart Transport medium. 

 س: اكتب اصناف الاوساط حسب وضٌفتها مع ذكر مثال لكل نوع

 -الزرعي:طريقة تحضير الوسط 

 .)راجع المختبر الاول لمشاهدة الصورة( لم بتشغٌل المٌزان الحساس المختبري -1

 ضع لطعة من ورق المصدٌر على لرص الوزن المثبت فً وسط المٌزان . -2

 . TAREعلى زر  الضغطلم بتصفٌر المٌزان من خلال  -3

 Scoopulaاو المغرفة  Spatulaالكمٌة التً ترٌد وزنها باستعمال الملعمة  خذ -4

الكمٌة الزائدة لحٌن سحب  بإمكانوبشكل خفٌف لتلافً الخلل فً عملٌة الوزن كما 

 الوصول للوزن المطلوب.

 ع الكمٌة فً الدورق المخروطً ذو الحجم المطلوب. -5

باستعمال الاسطوانة الحجمٌة  الماء الممطرلم بإضافة الحجم المحدد من المذٌب أي   -6

Graduated cylinder  . 

ضع الدورق المخروطً الحاوي على الوسط والماء على الطبك الساخن الخلاط  -7

Hotplate with magnetic stirrer  وفً هذه الخطوة ضع لطة المغناطٌس

Magnetic bar  داخل الدورق المخروطً لتسرٌع المزج والاذابة ولا تنسى سحب

 لطعة المغناطٌس من الدورق لبل وضع الوسط فً الاوتوكلٌف.

 1دلٌمة تحت ضغط  15( لمدة (Autoclaveالمارورة فً جهاز التعمٌم بالبخار ضع  -8

 درجة مئوٌة لهدف التعمٌم. 121ودرجة حرارة  MPa 0.15بار او 

ٌتم صب  من خلال امكانٌة لمسها وبعدها خرجها من الجهاز وأنتظر حتى تبرد للٌلاا -9

حتى لا ٌتكثف أطباق بتري من مصدر حراري وتبمى الأطباق مفتوحة فً  الوسط

وتغطى الأطباق وتحفظ فً الثلاجة .إذا كان بك بعد التصلٌب البخار على غطاء الط

الوسط سائلا فلا داعً للصب وتخرج الأنابٌب من جهاز التعمٌم وٌنتظر حتى تبرد ثم 

 تحفظ فً الثلاجة لحٌن الاستعمال.


