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 الاختبارات الكيموحيوية المستخدمة في تعريف البكتيريا ) الإنزيمات البكتيرية(

Biochemical activity tests for bacterial identification (Enzymes) 

 
تقوم الكائنات الدقيقة )كالبكتيريا( بافراز انواع عديدة من الانزيمات لتحليل الكثير من المواد 

 والبروتينية والدهنية لتحوله الى جزيئات صغيرة الحجم يمكن امتصاصها المعقدة الكربوهيدراتية

 

 Starch hydrolysisالتحلل المائي للنشا 

 

 : اختبار قدرة البكتيريا على تحليل النشااسم التجربة

 : التمييز بين الكائنات الدقيقة عن طريق قدرتها على تحليل النشاالهدف من التجربة

 عبارة عن نوعين من الوحدات: مادة كربوهيدراتية من المعروف إن النشا -
 سلاسل متفرعة من الجلوكوز(Amylopectin (  و اميلوبكتين) سلاسل مستقيمة من الجلوكوز(  Amyloseاميلوز  •

 :الإنزيمات إفرازلكي يتمكن الكائن من تحليل النشا لابد من  -

ά-B amylase  ات الجلوكوز() يكسر سلاسل الاميلوز المستقيمة إلى وحد 

1-6 glucosidase amilo )يكسر سلاسل الاميلوبكتين المتفرعة الى وحدات الجلوكوز( 

 

 تحت ظروف التعقيم  :طريقة العمل

 طبق بتري يحتوي على بيئة اجار النشا  2 كل مجموعة لديها  -1

ويتححرا الببححق  يلقححم منتصححط الببححق بمزرعححة بكتيريححة حديثححة العمربواسححبة ابححرة تلقححيم -2

 نترول للمقارنةالاخر ك

 ساعة48-24م لمدة 37يحضن الببق مقلوب عند  -3

يكشط عن قدرة البكتيريا على تحلل النشا باسخدام اليحود  حيحي يغمحر سحبم البيئحة بكميحة مناسحبة  -4

من اليود. وجود هالة شفافة ححول النمحو البكتيحري يحدل علحى ان البكتيريحا قحادرة علحى تحلحل المشحا 

أي انها تفرز انزيم الأميليز للوسط الخحارجي الح ي يكسحر النشحا الحى )نشا +يود        لون أزرق( 

 من النشا  ةسكريات بسيبة ) الجلوكوز( وبالتالي تظهر المنبقة الشفافة الخالي

 اذا لم يوجد منبقة عديمة اللون حول النمو يعني ان عدم قدرة البكتيريا على تحليل النشا -5
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 Gelatin Liquefactionاسالة الجيلاتين                                 

 

 : دراسة قدرة البكتيريا على تحلل الجيلاتيناسم التجربة

 : التعرف على البكتيريا القادرة على اسالة الجيلاتينالهدف من التجربة

 الجيلاتين مادة بروتينية محضر من التحلل المائي للكولاجين

 ال ي يحلل الجيلاتين  Gelatinase خارجي نتاج انزيمبعض أنواع البكتيريا قادرة على ا

 

 تحت ظروف التعقيم :طريقة العمل

 nutrient انبوبة تحتوي على كمية مناسبة من بيئة الجيلاتين المغ ي 2 كل مجموعة لديها -1

gelatin 

 ) الانبوبة الثانية كنترول(تلقم الانبوبة بمزرعة بكتيرية حديثة العمر ببريقة الوخز -2

 ساعة72-48م لمدة من 37-30نبوبة عند تحضن الا -3

يكشط عن قدرة البكتيريا على تحلل الجيلاتين بوضع الانابيب في وعاء يحتوي على ثلج  -4

دقيقة  ثم تمسك الانبوبة ويتم امالتها  اذا وجدت ان البيئة مازالت  15ويترا لمدة 

ت اسالة الجيلاتين متماسكة يعني ان الجيلاتين لم يتحلل بواسبة البكتيريا أما اذا لاحظ

 ال ي يحلل الجيلاتين Gelatinaseفه ا يدل على ان البكتيريا افرزت انزيم 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Casein hydrolysisتحلل الكازين 

 

 : اختبار قدرة البكتيريا على تحليل الكازيناسم التجربة

 : تمييز الانواع البكتيرية المحللة للكازينالهدف من التجربة

 تين السائد في اللبن ) يعبي اللون الابيض(الكازين هو البرو

 ال ي يحلل الكازين الى مواد ذائبة شفافة Caseinaseالكثير من البكتيريا تفرز الانزيم الخارجي 

 

 تحت ظروف التعقيم   :طريقة العمل

 طبق يحوي وسط اجار اللبن 2 كل مجموعة لديها -1

 ) الببق الاخر كنترول( ميلقم منتصط الببق ببكتيريا حديثة العمر بابرة التلقي -2

 ساعة 48-24م لمدة 37يحضن الببق مقلوب عند  -3

تسجل النتيجة بعد التحضين مباشرة  اذا لاحظت وجود هالة شحفافة ححول النمحو البكتيحري  -4

يدل على ان البكتيريا حللحت الكحازين بحافراز نحزيم الكحازينيز  واذا لحم يوجحد منبقحة رائقحة 

 بكتيريا على تحلل الكازينحول النمو دليل على عدم قدرة ال
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 Lipid hydrolysisتحلل الدهون 

 

 : اختبار قدرة البكتيريا على تحلل الدهوناسم التجربة

 التعرف على قدرة الانواع البكتيرية على تحليل الدهن: الهدف من التجربة

دهن الحى الح ي يقسحم جحزيء الح Lipaseقدرة البكتيريا على تحليل الدهون راجع الى افراز انحزيم 

 احماض دهنية 3جزيئات من  3جزيء جليسرول و

 

 تحت ظروف التعقيم :طريقة العمل

 طبق يحتوي بيئة اجار الدهن  يلقم وسط الببق بمزرعة حديثة العمحر بحابرة التلقحيم 2لديك  -1

 والببق الثاني كنترول

 ساعة 96م لمدة 37يحضن الببق عند  -2

اضافة كمية من محلول كبريتات النحاس يكشط عن قدرة البكتيريا هلى تحلل الدهن ب -3

 دقائق  ثم تخلصي من المحلول. 10لمدة  20-10%

ظهور لون أزرق مخضحرعلى النمحو دليحل علحى قحدرة البكتيلريحا علحى تحليحل الزيحت   -4

 بافرازها للانزيم المحلل

 

 

 

 

 

 

 

 

 Amino Acids Hydrolysis تحلل الاحماض الامينية

 

البروتينات يمكن لبعض البكتيريا ان تحلل بعض ه ه الاحماض  الاحماض الامينية هي ناتج تحلل

 الامينية محولة اياها الى مواد ابسط تركيبا

 S Production2H: اختبار قدرة البكتيريا على انتاج كبريتوز الايدروجين اسم التجربة

  S2Hوانتاج  cyctineتوضيم نشاط بعض البكتيريا في تحليل : الهدف من التجربة

) حمض  Cysteine كتيريا تنتج غاز كبريتوز الايدروجين عند تحللها للحمض الاميني بعض الب

 Cysteine desulforaseبواسبة افرازها لانزيم اميني يحتوي على الكبريت( 

الحديحدوز الح ي يتفاعحل  كبريتحاتحيي تحتحوي علحى  S2Hتستعمل بيئة كليجلر للكشط عن انتاج 

 وزالحديد يدمكونا راسب اسود من كبريت S2Hمع 

 

 تحت ظروف التعقيم  :طريقة العمل

 Kliglerانبوبة تحتوي على بيئة كليجلر  2كل مجموعة لديها  -1

 Proteusتلقحححم الانبوبحححة ببريقحححة الحححوخز بمزرعحححة بكتيريحححة حديثحححة )   -2

vulgaris ويحتفظ بالانبوبة الثانية بدون تلقيم ) 

 ايام 7-2م لمدة من 37-30تحضن الانبوبة عند  -3

تيجححة الموجبححة علححى اسححاس وجححود راسححب اسححود علححى طححول خححط تسححجل الن -4

  كما يلاححظ تغيحر لحون البيئحة الاحمحر الحى  S2Hالوخزفي حالة تكون غاز

 بسبب تكون الاحماض PHالاصفر نتيجة انخفاض قيمة 
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 تحلل الاحماض الامينية الحلقية ) التربتوفان(

 

 : اختبار قدرة البكتيريا على انتاج الاندولاسم التجربة

 عن بكتيريا القولون المشابهة لها E.coliبكتيريا  وتشخيص تمييز الهدف:

تحلحل جححزيء التربتوفحان الححى جحزيء الانححدول وحمحض البيروفيححك   E.coliبعحض البكتيريحا مثححل 

 Tryptophanaseبواسبة انزيم 

  

 تحت ظروف التعقيم :طريقة العمل

 ميني التربتوفانلديك انبوبتين لبيئة مرق التربتون الغنية بالحمض الا -1

 تلقم الانبوبة ببكتيريا حديثة العمر وتترا الانبوبة الاخرى للمقارنة -2

 ساعة48م لمدة 30تحضن الانابيب عند  -3

 مححل مححن الكاشححط كوفححاا 0.5يكشححط عححن قححدرة البكتيريححا علححى انتححاج الانححدول باضححافة  -4

Kovack's reagent  )ة وردية عند للانبوبة  تكون حلق) بارا داي ميثيل امينوبنزالدهيد

 سبم البيئة دليل على ايجابية الاختبار

 

 

 

 

 

 

 

 

 Biooxidationsالاكسدة البيولوجية 

 

 هي تلك التفاعلات الانزيمية المختصة بعمليات التنفس والتخمر

 : اختبار انتاج انزيمات الاكسيديزاسم التجربة

 جرامل السالبة تشخيص الاجناس المختلفة من البكتيريا: الهدف من التجربة

الاوكسححيديز انزيمححات مةكسححدة ضححمن سلسححلة الانزيمححات التنفسححية المسححةلة عححن تفححاعلات الفسححفرة 

 التاكسدية

 Pseudomonas)سالبة( ومعظم انواع الجنس  Enterobacteriaceaeالبكتيريا التابعة لعائلة 

 ) موجبة(

 

 : تحت ظروف التعقيمطريقة العمل

  Pseudomonas aeroginosaز بالبكتيريا يلقم بواسبة التخبيط بيئة اجار الجلوكو -1
 ساعة 24م لمدة 37-30تحضن عند  -2

داي ميثيححل فينيلححين داي امححين  %1يغمححر سححبم المزرعححة بقليححل مححن محلححول الاكسححيديز )  -3

  تظهححر  Dimethyl phenylenediamine hydrochloride) هيدروكلورايححد

 مراء داكنة ثم سوداءالمستعمرات الموجبة وردية اللون ثم تتدرج لتصبم بنية ثم ح

 

 

 

 



 الفصل الدراسي الثاني -ا العاشرمعمل البكتيري

 Manal  Al khulaifi -منال الخليفي

 5 

 Catalase production test: اختبار الكاتاليز اسم التجربة

) عحادة يسحتخدم للتفرقحة بحين المكحورات العنقوديحة التعرف على البكتيريا المنتجة للكاتحاليز الهدف:

 والسبحية(

فحوق اكسحيد )  2O2Hتنحتج   ( O2معظحم البكتيريحا الهوائيحة اجبحارا واختياريحة التهويحة ) تسحتعمل 

الهيدروجين( واسحتمرار نموهحا فحي وجحود هح ا النحاتج السحام يعحود لاكتلاكهحا انحزيم الكاتحاليز الح ي 

 2O2Hيحلل 

O   +  O22catalase               2H         2O2H                  

 

 تحت ظروف التعقيم :طريقة العمل

 زرعة حديثة العمر واخرى قديمةملديك  -1

 فوق اكسيد الهيدروجين%3ة بكمية من محلول يغمر سبم المزرع -2

بفعل انزيم  O2لاحظي تصاعد فقاعات من المزرعة الحديثة نتيجة انبلاق غاز  -3

 الكاتاليز

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Mixed acid fermentationالتخمر الحمضي المختلط  

 

 Methyl Red (MR) Test: اختبار احمر الميثيل اسم التجربة

 وانتاج كمية الاحماض بالبيئة يريا على اساس نواتج تخمرها للجلوكوز: التمييز بين البكتالهدف

الكثير من البكتيريا السالبة لجرام التي تعيش بامعاء الانسان يمكنها ان تخمر الجلوكوز مكونة كميات 

 والكحول والهيدروجين Co2كبيرة من احماض اللاكتيك والخليك والسكسينيك والفورميك علاوة على 

  فحاذا اضحيط للمزرعحة دليحل احمحر الميثيحل سحيظهر لحون  PHلاحماض بالبيئة سيخفض قيمة تكدس ه ه ا

  Mixed acid fermenterاحمر ممايدل على ان الميكروب 

 

 تحت ظروف التعقيم :طريقة العمل

 MR-VPmediumاحمححر الميثيححل -تلقححم انبوبححة محتويححة علححى بيئححة فححوجس بروسححكاور -1

 كنترولبمزرعة حديثة، والانبوبة الاخرى 

 ساعة 48م لمدة 37يتم التحضين عند  -2

نختبححر قححدرة البكتيريححا علححى انتححاج الحمححض باضححافة عححدة نقححاط مححن دليححل احمححر الميثيححل  -3

للمزرعححة ) لونححه احمححر بالوسححط الحمضححي واصححفر بالوسححط القاعححدي(  اذا احححتفظ الححدليل 

 ار موجببيعني ان الاخت الأحمربلونه 
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  Voges Proskaur (VP) Testسكاور : اختبار فوكس براسم التجربة

اثناء  Acetyl Methyl Carbinol (a.m.c): الكشط عن المركب المتعادل التاثير الهدف

 عملية تخمر الجلوكوز

عند نمو البكتيريا في البيئة تنتج للوسط الخارجي كمية من الاحماض وتراكمها يثبط البكتيريا 

تعادل فعل  قاعدية وسبيةكتيريا تنتج مواد بال، الاان هناا بعض انواع PHنتيجة خفض قيمة 

 .تلك الاحماض وبالتالي تنمو

  Barritt's reagentبواسبة كاشط باريت  a.m.c) ) يمكن التحقق من وجود

 

 تحت ظروف التعقيم :طريقة العمل

 بمزرعة بكتيرية حديثة MR-VP mediumكل مجموعة تلقم انبوبة بها بيئة  -1

 ساعة 48دة م لم37تحضن الانابيب عند  -2

 باريت أباضافة بضع قبرات من كاشط  (a.m.c)يكشط عن قدرة البكتيريا على انتاج  -3

) عبارة عن محلول هيدروكسيد  باريت بثم مقدار من كاشط  ) يتكون من الفانفثول(

 دقيقة 15-5البوتاسيوم(   تترا الانابيب لمدة 

 وجبتكون حلقة حمراء عند سبم البيئة دليل على ان الاختبار م -4

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Coagulase Enzymeانزيم الكواجيوليز 

 

 : اختبار قدرة البكتيريا على انتاج انزيم الكواجيوليزاسم التجربة

 والغيحر ممرضحة Pathogenic: التمييز بين المكورات العنقوديحة الممرضحة الهدف من التجربة

Non pathogenic  

الحححدم حيحححي يححححول محححادة الفيبرينحححوجين  بلازمحححا Coagulationيحححةدي هححح ا الانحححزيم الحححى تخثحححر 

Fibrinogen  الموجودة في البلازما الى فيبرينFibrin  

 

 : تحت ظروف التعقيمطريقة العمل

 مل من البلازما الى انبوبة اختبار معقمة 0.5ينقل  -1

 يضاف كمية من المزرعة البكتيري الحديثة -2

سححاعة مححع مراعححة فحححص الانبوبححة كححل  24م لمححدة37تحضححن عنححد  -3

 ساعة حتى تظهر علامات التخثر.نصط 
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 Reoxyribonuclease Test  (DNase)  تحلل الحمض النووي انزيم

 

 DNaseاختبار قدرة البكتيريا على افراز انزيم  :اسم التجربة

 DNase: التعرف على البكتيريا التي تفرز انزيم الهدف

 

 : تحت ظروف التعقيمطريقة العمل

  DNAالالاجار المغ ي المضاف اليها  لديك طبق بتري يحتوي على بيئة -1

 ساعة24م لمدة 37يلقم الببق بمزرعة بكتيرية حديثة العمرويحضن عند  -2

  تكون مناطق شفافة حول النمو  (1N HCL)باضافة  DNAيكشط عن تحلل ال -3

للوسط الخارجي وحللت مادة  DNaseالبكتيري دليل على ان البكتيريا انتجت انزيم 

DNA .في البيئة  


