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  في تشخیص جراثیم والأشعة فوق البنفسجیة الأصباغ الحیویةاستعمال 
   Salmonella typhimurium ـال 

  
  طه یاسین غني

  جامعة بغداد/ البیطريكلیة الطب 
  

   الخلاصة
اسـتخدام الاصـباغ الحیویـه  عـن طریـق Salmonella typhimuriumتشخیص جراثیم  ةالدراس هذه استهدفت

. وحیویـــة والصـــفات المظهریـــة الخاصـــة بهـــذه الجـــراثیمموقـــد درســـت جمیـــع المواصــفات الكی والأشــعة فـــوق البنفســـجیة
یلا كمــا انهــا اعطــت بــان صــبغة الهیماتوكســلین تثــبط نمــو جــراثیم الســالمون وجــدحیــث  صــبغة مختلفــة 14 اســتخدمت

  .  دیدسوربتول مع الحومضان فسفوري احمر على اكار ال
  

The use of The Vital Stains and Ultra-Violent light in the Diagnosis of 
Salmonella typhimurium  

 
T. Y. Ghani 

College of Veterinary Medicine\ University of Baghdad. 
 

Abstract  
The aim of this study was used the vital stains and U.V. light as means of diagnosis 

of Salmonella typhimurium. All morphological and biochemical characterization of this 
organism were studied also. Fourteen different stains were used and the result indicated 
that hematoxylin inhibited the growth of Salmonella and also gave U.V. red 
fluorescence on Sorbitol-Iron agar. 

 

    المقدمة
 جــزء هامـا فــي علـم الاحیــاء المجهریـة حیــث تكتسـب هــذه المجموعــة الخاصـة بالبكتریــا المعویـةتحتـل الدراســات 

إلــى اعتبــار  بالإضــافةلهــا  وتكــون التربــة والمیـاه والأغذیــة البیئــة المناســبة عــةنظــرا لاتســاع انتشــارها فــي الطبی أهمیتهـا
المختلفـة لجرثومـة السـلمونیلا  الأنمـاط وتعتبـر. )1(والحیـوان  الإنسان ءلأمعا الأحیاء المجهریة الطبیعیةمها من معظ

تصــادیة كبیــرة إلــى خســائر اقوالمؤدیــة  الأمعــائي -مــن اهــم انــواع اجنــاس العائلــة المعویــة والمســببة للالتهــاب المعــدي
حیـث تسـبب او  زیـةأو ممرضـة انتها ا المعویـة ممرضـة كامنـةالبكتریـ وتكون ).2(حالات التسمم الغذائي  إلى إضافة

ثومـة السـالمونیلا تضـم ان جر . ن والحیوان ولها دور مهم في الصحة العامةتشارك في احداث عدة امراض في الانسا
  Salmonellosisیــوان وتســببها فــي داء الســالمونیلیةالمــرض فــي الانســان والح إحــداثعلــى  انــواع كثیــرة لهــا القــدرة

   ).Typhoid fever  )3الحمى التایفوئیدیةو 
) Vital dyes(لا عــن طریـق اضــافة الاصـباغ الحیویــة تشـخیص مســتعمرات السـالمونی هـذه الدراســة تهدفاسـت

علـــى المســتعمرات وعلـــى الوســط الزرعـــي وكــذلك تشـــخیص هـــذه  الزرعــي وملاحظـــة التغیــرات الحاصـــلة الوســـط إلــى
   .منها وملاحظة الومضان المنعكس البنفسجیة فوق راثیم عن طریق تعریضها الى الأشعةالج
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   المواد وطرائق العمل
 مـن خـزین فـرع الاحیـاء المجهریـة  Salmonella typhimuriumةتـم الحصـول علـى العتـر : العترة المسـتخدمة -

التجفیــد لحــین اســتخدامها فــي  قــةحیــث حفظــت بطریATCC ) 13314(فــي كلیــة الطــب البیطــري ذي الــرقم 
ــرة بواســطة صــبغة كــرام ا ــد ثبتــت نقــاوة هــذه العت ــة الخاصــةلمختبــر وق ــى الاوســاط الزرعی بهــا  المطــورة والــزرع عل

 .  )4( حسب ما جاء في إلى الفحوص الكیمیاویة إضافة

كیزهــا النهــائي فــي الاوســاط الزرعیــة ر لیكــون ت التالیــة الأصــباغلقــد حضــرت : الأصــباغ المســتخدمة فــي الدراســة -
 .  )1( في جدول وكما موضحة) %0.02 , %0.04(  بالنسب التالیة

  
  )1( جدول

  Congo red stain  صبغة الكونغو الحمراء   .1
  Trypan blue stain  صبغة تریبان الزرقاء   .2
  Bismark  Brown stain  ةصبغة البسمارك البنی   .3
  Chryosidin Yellow stain  صبغة الكلروسدین الصفراء   .4
  Eosin Yellow stain  صبغة ایوسین الصفراء   .5
  Triphenyl Tetrazolium chloride,2,3,6  صبغة تراي فنیل تترازولیوم كلوراید   .6
  Hematoxylin stain  صبغة الهیماتوكسلین   .7
 Alizarin stain  صبغة الزارین   .8

  Orecin stain  صبغة الاورسین   .9
  Nigrosin stain  صبغة نكروسین   .10
  Evans blue stain  صبغة ایفانس الزرقاء   .11
  Methyl red stain  صبغة المثیل الحمراء   .12
  Alcian blue stain  رقاءصبغة الیشین الز    .13
  Neutral red stain  الحمراء صبغة المتعادلة   .14

  
وذلـك بتنمیــة السـالمونیلا علــى  تمــت دراسـة هــذه الظـاهرة: مسـتعمرات جرثومــة السـالمونیلاباغ الحیــوي لالاصـط -

وذلـك بزرعهـا علـى سـطح ) 5(حسـب  المحضـر مختبریـا  Nutrient Base Medium وسـط القاعـده المغـذي
عـي لتكـون الصـبغ الحیویـه الـى الوسـط الزر بواسطة طریقة التخطـیط وذلـك بعـد اضـافة  زرعي في الطبقوسط الال

حاویـــه  غیــر أطبــاقزرعـتـ  . 7الهیـــدروجیني لیكــون  الأسوضــبط ) %0.02,%0.04(بتركیــزین نهــائیین همــا 
ــى الصــبغ  ــین النتــائج) control كضــابط للتجربــة( عل ــم حضــنت  .للمقارنــة ب فــي حاضــنة  المزروعــة الأطبــاقث

والحـــدود الخارجیـــة والعلامـــات اللونیـــة ت النتـــائج بمتابعـــة الحجـــم أوقــرـ  ســـاعة 24درجـــة مئویـــة لمـــدة  37بدرجـــة 
وكـذلك ملاحظـة طبیعـة انتشـار الصـبغة فـي على تجمیع او تركیـز الاصـباغ فیهـا  للمستعمرات وقابلیة المستعمرة

. مسـتخدمو والتغییر الذي یحصـل فـي الوسـط الزرعـي العلى تثبیط النم الحیویة الأصباغوقابلیة  داخل المستعمرة
وك هــذه الجــراثیم عنــد ثــلاث مــرات للتاكــد مــن ســل الحیویــة المــذكورة الأصــباغلجمیــع  وقــد تــم اعــادة هــذه التجربــة

عیانیـــا ومجهریــا وتصــویرها باســتعمال المجهـــر  فحـــص ومتابعــة المســتعمرات الجرثومیــةكمــا تــم . تغییــر الصــبغ
علــــى مســــتعمرات  ولدراســــة الومضــــان الفســــفوري للأشــــعة فــــوق البنفســــجیة .)photomicroscope(المصــــور

 4قدـرها  سالمونیلا فقد استخدم مصدر للأشعة فوق البنفسجیة وهـو عبـارة عـن جهـاز كهربـائي ذو شـدة ضـوئیةال
ص النمو ومتابعة التغیـرات نانومیتر ویستعمل في صندوق مظلم لغرض فح 366واط ومصباح ذو طول موجي 
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 الأشــعة فــوق البنفســـجیة قلیــل انتشــارالمســتعمرات ووضــعت الــة تصــویر مــزودة بمرشــح لتمــن  نیــة المنبعثــةاللو 
وتصــویر الومضــان الفســفوري المنبعــث مــن المســتعمرات واســتخدام جهــاز مقیــاس الضــوء الطیفــي بطــول مــوجي 

  .یتر لغرض تحلیل الومضان الفسفورينانوم 400-700یتراوح بین 
تجـة منلا هـذا الوسـط حسـب تعلیمـات الشـركة شـكیلا وحضـر -السـالمونیلا oxoid ( S.S.agar(أسـتخدم اكـار 

 37سـاعة فـي  24الوسط المغـذي وحضـنت لمـدة  علىجرثومة السالمونبلا  تثم زرع. وتعقیمه حسب الطرق المتبعة
ــة ــم زرعــت علــى طبــق الســالمونیلا درجــة مئوی ــدون زرع -ث ــاق ب ــة التخطــیط وتــرك احــد الاطب ضــعت وو  شــیكلا بطریق

قـرأت النتـائج لكـلا  علـى التعاقـب حیـث سـاعة 48-24درجـة مئویـة ولمـدة  37الاطباق جمیعهـا فـي الحاضـنة بدرجـة 
وسـجلت  فـي صـندوق مظلـم وكـررت هـذه التجربـة نـانومیتر 336قدـرها  المدتین لموجة طولیة للأشعة فـوق البنفسـجیة

  . تها بمقدار الومضان الفسفوري المنبعثوعلاق حیث تم قراءة الكثافة النوعیةنتائج الومضان الفسفوري 
  

   النتائج
ــان نمــو جرثومــة  ــائج ب ــة كــا Salmonella typhimuriumأظهــرت النت ــا علــى جمیــع الاوســاط الزرعی ن كثیف

د الصـبغ كـان متمركـزا وان وجـو  سلین فانها ثبطت نمو هـذه الجرثومـةما عدا صبغة الهیماتوك الأصباغ إلیها المضافة
الكروســین : یــةوان مســتعمرات هــذه البكتریــا قــد اصــطبغت بالصــبغ التال الصــبغات المســتخدمة لأغلــب فــي المســتعمرة

صــبغة الیشـین الزرقــاء وصـبغة ایفــانس الزرقـاء ولــم یحصـل تغییــر ، النكروسـین، الحمــراء الصــبغة المتعادلـة، الصـفراء
حصــل تغییــر فــي تركیــز للــون الوســط الزرعــي المســتخدم مــا عــدا فــي حالــة اضــافة صــبغة الكروســین الصــفراء حیــث 

من اللون الاصفر الى الاصفر الفاتح وعند اسـتخدام صـبغة التترازولیـوم كلورایـد فـان اللـون تحـول الـى اللـون % 0.04
صـبغة المثیـل الحمـراء فـان  أمـا. رجواني الفاتح الى الاحمر البنيالاسود ومع صبغة الاورسین فان اللون تغیر من الا

  . )2(جدول  ن الأحمراللون تغیر الى اللو 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

وعلى صفات الوسط  Salmonella typhimurium الصبغات على نمو وصفات جرثومة  تأثیر )2(جدول 
   المستخدم
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  الصبغة
      وجود الصبغة  النمو بتركیز

  المستعمرةفي 
  تلون

  ةالمستعمر 
تغییر لون الوسط 

 %0.04 %0.02  لزرعيا

  لم یتغیر  موجب  ةمتمركز   +++  +++  الكونغو الحمراء

  لم یتغیر  موجب  ةمتمركز   +++  +++  تریبان الزرقاء

  لم یتغیر  موجب  ةمتمركز   +++  +++  ةبسمارك البنی

  سالب  -  +++  +++  كروسدین الصفراء
الفاتح  الأصفرلى إ

  %0.04 بتركیز

  لم یتغیر  موجب  ةمنتشر   +++  +++  ایوسین الصفراء

  الأسوداللون  إلى  موجب  ةمنتشر   +++  +++  تراي فینیل تترازولیوم

  -  -  - ve -ve-  هیماتوكسلین

  لم یتغیر  سالب  -  +++  +++  الزارین

  موجب  ةمتمركز   +++  +++  اورسین
من الارجواني الفاتحا 

  البني -الأحمر إلى

  لم یتغیر  سالب  -  +++  +++  الحمراء الصبغة المتعادلة

  لم یتغیر  سالب  -  +++  +++  نكروسین

  لم یتغیر  سالب  ---  +++  +++  ءایفانس الزرقا

  الأحمراللون  إلى  موجب  ةومتمركز  محیطیة  +++  +++  المثیل الحمراء

  لم یتغیر  سالب  ---  +++  +++  الیشین الزرقاء

  نمو بكتیري كثیف+++ 
   لم تنمو -
  

 سـجیةیض جـراثیم السـالمونیلا الـى الأشـعة فـوق البنفأظهرت نتائج ظـاهرة الومضـان الفسـفوري الاحمـر عنـد تعـر 
   .)3(جدول  نانومیتر ومضانا فسفوریا احمر عند زرعها على وسط السوربتول مع الحدید 366بطول موجي 
  
  
  

  
موریم عند تعرضها للأشعة فوق یلمستعمرات جراثیم السالمونیلا تایف الأحمرالومضان الفسفوري ) 3(جدول 

  على الحضن ساعة) 48(و) 24(وبعد مرور  البنفسجیة
  جرثومة السالمونیلا تایفموریوم  عیةالأوساط الزر   ت

 Violet Bile Agar (Difco)  -ve اكار الصفراء الأحمر البنفسجي  .1
  ve-  ط المغذي لعائلة البكتریا المعویةالوس .2
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 Enterbacteriaceae Enrichment medium (BBL)  
  Nutrient agar (Oxoid)  -veالاكار المغذي الصلب  .3
  ++  Sorbitol Iron agar (BBL) اكار السوربتول مع الحدید .4
  MacConkey agar (Oxoid)  -ve اكار الماكونكي .5
  EMB (BBL)  -veاكار ایوسین مثلین الأزرق  .6
  Levine, Eosin Methylene Blue agar  -veاكار لیفان ایوسین مثلین الأزرق  .7
  S.S. agar (Oxoid)  -veاكار السالمونیلا شكیلا  .8
  ENDO agar (Oxoid)  -veاكار الاندو  .9

  DLLI slant agar (BBL)  -ve اكار مائل دلي .10
  Bismith Sulphate agar (Difco)  -ve     اكار سلفات البزموث  .11
  اكار الماكونكي بدون كرستل الزرقاء .12

MacConkey agar without crystal violet (Difco)  -ve  
  Blood agar  -veاكار الدم  .13

  

   المناقشة
ـــم متا ـــث الفحـــص المجهـــري المباشـــر والصـــفات  لســـالمونیلا المســـتخدمةبعـــة جـــراثیم ات الشـــكلیة وشـــكل مـــن حی

عراض النتــائج وعنــد اســت )8، 7، 6، 4( مــع مــا ذكــره تطابقــةم بأنهــاووجــد  المســتعمرة ونموهــا وفعالیاتهــا الكیموحیویــة
ویسـتدل مـن ذلـك  وهـذا دلیـل علـى اصـطباغهما معـا في الوسط والمستعمرات علـى حـد سـواء فیلاحظ انتشار الصبغة

ـــذوب ـــیط التـــي حـــدثت لجـــراثیم . ان فـــي المـــاء ووزنهـــا الجزیئـــي قلیـــلان هـــذه الصـــبغ ســـریعة ال ـــة التثب أمـــا بالنســـبة لحال
ــك بســبب تجمــع المــواد الایضــیة المثبطــةالســالمونیلا  مــع صــبغة الهیماتوكســل ي المســتعمرات وفــي فــ والســامة ین وذل

ان بعـــض  إذ )9( الهبـــوط فـــي الاس الهبـــدروجیني كمـــا ذكـــر ذلـــك أو الاوســـاط الزرعیـــة ولـــیس بســـبب فشـــل التغذیـــة
ان نمــو الســالمونیلا علــى الوســط الحــاوي . حیــث تمنــع نمــو الجــراثیم البكتریــا لقســم مــن الاصــباغ تعتبــر ســامة انتقائیــة

مـن الحمـراء إلـى عدیمـة اللـون مثلـه فـي ذلـك  اختـزل لـون الصـبغةقـد  0.02% علـى صـبغة المثیـل الحمـراء وبتركیـز 
ــى اســتخدام صــبغة المثیــلم والاختــزال نتیجــة  الحمــراء كــدلیل لقیــاس جهــد الأكســدة ثــل المثلــین الأزرق ممــا یشــجع عل

كثافـــة الومضـــان نجـــد بـــان  وفـــي هـــذه الدراســـة. الهیـــدروجیني النمـــو أو التلـــون إضـــافة إلـــى كونـــه دلـــیلا لتغییـــر الأس
للجـــراثیم ازدادت كثافـــة  ازدادت الكثافـــة الزرعیـــة المســـتخدم حیـــث كلمـــابكثافـــة الـــزرع الجرثـــومي  الفســـفوري لـــه علاقـــة

وتعتمـــد  وان الكثافــة الكلیــة للومضــان الفســـفوري لــه علاقــة بالكثافــة الضــوئیة الممتصــة الومضــان الفســفوري الأحمــر
للنمـو وبمعرفـة مكونـات الوســط الزرعـي السـالمونیلا شـكیلا حیــث یلاحـظ بـان مكونــات  علـى الظـروف البیئیــةحـدودها 

ــى الأمــلاحهــذا الوســط  ــة الزرعــي یحتــوي عل ــان الومضــان  الصــفراء والصــبغة المتعادل ــذي یوضــح ب الحمــراء الأمــر ال
 ایضــیةلتـأثیر هـاتین المـادتین إضـافة إلـى مـا تضـیفه البكتریـا نفسـها أو مـا تطرحـه مـن مـواد  نتیجـة الفسـفوري الأحمـر

ان هـ ذه . )1(صــورة  تول مــع الحدیـدوقـد أعطــت جرثومـة الســالمونیلا ومضــان فسـفوري احمــر فقـط علــى اكــار السـورب
 الموجـودةات ان دلت على شيء فإنها تدل على خصوصیة جراثیم السالمونیلا وسـلوكها فـي ایـض الأصـباغ الملاحظ

ا وهـذا یعتمـد علـى العوامـل البیئیـة الخاصـة علیهـ الأشعة فـوق البنفسـجیة السـاقطةثم تفاعلها مع  الزرعیة في الأوساط
     . بالایض
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