
25 الجريدة الرالجريدة الرّسميسميّة للجمهورية للجمهوريّة الجزائرية الجزائريةّ / العدد ة / العدد 51 8  ذو الحجة عام   ذو الحجة عام 1434 هـ هـ
13 أكتوبر سنة  أكتوبر سنة 2013 م

ديـســمــبـر قــرار مــؤرخ في قــرار مــؤرخ في 21 مــحــر مــحــرّم عـام م عـام 1434 اGـوافق  اGـوافق 5 ديـســمــبـر 
ســــــــنـــــــة ســــــــنـــــــة s2012  يــــــــجـــــــعـل مـــــــنــــــــهج كــــــــشـف وإحـــــــصـــــــاءs  يــــــــجـــــــعـل مـــــــنــــــــهج كــــــــشـف وإحـــــــصـــــــاء
بــســودومــونــاس أيــروجــيــنــوزا في اGــاء بــالــتــرشــيحبــســودومــونــاس أيــروجــيــنــوزا في اGــاء بــالــتــرشــيح

فوق الغشاءs إجباريا.فوق الغشاءs إجباريا.
ـــــــــــــــــــــــ

sإن وزير التجارة
-  ــــقـــتــــضـى الـــقــــانــــون رقم 05 - 12 اGــــؤرخ في 28
جـــمـــادى الـــثـــانـــيـــة عــام 1426 اGــوافق 4 غـــشت ســـنـــة 2005

sتمّمGعدّل واGا sياهGتعلق باGوا
- و ــــــقـــــتــــــضى اGــــــرســـــوم الــــــرئـــــاسـي رقم 12 - 326
اGـؤرّخ في 17 شـوّال عـام 1433 اGـوافق 4 ســبــتـمــبـر ســنـة

sأعضاء الحكومة Xتضمّن تعيG2012 وا

- و ــــقــــتــــضى اGـــــرســــوم الــــتــــنــــفــــيــــذي رقم 90 - 39
اGــــؤرخ في 3 رجـب عـــام  1410 اGــــوافق 30 يــــنــــايــــر ســــنــــة
1990 واGــــتــــعـــــلق بــــرقـــــابــــة الجــــودة وقـــــمع الــــغـشs اGــــعــــدل

sتممGوا
- و ـــقـــتــــضى اGــــرســـوم الـــتــــنـــفــــيـــذي رقم 02 - 453
اGـؤرخ في 17 شـوال عـام  1423 اGـوافق 21 ديـسـمـبـر سـنـة

s2002 الذي يحدد صلاحيات وزير التجارة

- و ـــقـــتــــضى اGــــرســـوم الـــتــــنـــفــــيـــذي رقم 05 - 465
اGــؤرخ في  4 ذي الــقـــعــدة عــام  1426 اGــوافق 6 ديــســـمــبــر

sطابقةGتعلق بتقييم اGسنة 2005 و ا
- و ـقـتــضى الـقـرار الـوزاري اGــشـتـرك اGـؤرخ فـي
22 ذي الحـجـة عام 1426 اGـوافق 22 يـنـايـر سـنة 2006 الـذي

يــحــدد نـــسب الــعــنـــاصــر الــتـي تحــتــويــهـــا اGــيــاه اGـــعــدنــيــة
الـــطـــبـــيـــعـــيـــة ومـــيـــاه اGـــنـــبع وكـــذا شـــروط مـــعـــالجـــتـــهـــا أو

sتمّمGعدّل واGا sسموح بهاGالإضافات ا
- و ــقــتــضى الــقــرار اGـؤرخ في 14 صــفــر عـام 1415
اGــــوافق 23 يـــولـــيــــو ســـنـــة 1994 واGـــتـــعــــلق بـــاGــــواصـــفـــات
sتمّمGعدل واGا sواد الغذائيةGيكروبيولوجية لبعض اGا

يقرر ما يأتي :يقرر ما يأتي :

اGـادة الأولى : اGـادة الأولى : تطـبـيـقـا لأحـكـام اGادة 19 من اGـرسوم
الــــتـــــنـــــفــــيـــــذي رقم 90 - 39 اGـــــؤرخ في 3 رجب عـــــام1410
اGــوافق 30 يــنــايــر ســنــة s1990 اGــعــدّل واGــتــمّم واGــذكــور
أعلاهs يـهـدف هـذا الــقـرار إلى جـعل مـنــهج كـشف وإحـصـاء
بــســودومــونـاس أيــروجــيــنــوزا فـي اGـاء بــالــتــرشــيـح فـوق

الغشاءs إجباريا.

اGــادةاGــادة 2 :  : من أجل كـــشف وإحـــصـــاء بـــســـودومـــونــاس
أيـــروجـــيـــنــوزا فـي اGـــاء بــالـــتـــرشـــيح فـــوق الـــغـــشـــاءs فــإن

مـخــابـر مـراقـبـة الجـودة وقـمع الـغـش وتـلك اGـعـتـمـدة لـهـذا
الـــغــرضs مـــلــزمــة بـــاســتـــعــمـــال اGــنـــهج اGـــبــX في اGـــلــحق

اGرفق بهذا القرار.
يـجب أن يـسـتـعـمل هـذا اGنـهج من طـرف المخـبـر عـند

الأمر بإجراء خبرة.
اGـادة اGـادة 3 : : يــنـشــر هـذا الــقـرار فـي الجـريــدة الـرســمـيـة

للجمهورية الجزائرية الد�قراطية الشعبية.
حـــرر بـــالجـــزائـــر في 21 مـــحـــرّم عـــام 1434 اGــوافق 5

ديسمبر سنة 2012.
مصطفى بن بادةمصطفى بن بادة

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
اGـلحـقاGـلحـق

منهج كشف وإحصاء منهج كشف وإحصاء بسودوموناس أيروجينوزا بسودوموناس أيروجينوزا فيفي
اGاء بالترشيح فوق الغشاءاGاء بالترشيح فوق الغشاء

يـــــــصـف هـــــــذا اGـــــــنـــــــهـج تـــــــقـــــــنـــــــيـــــــة عـــــــزل وإحـــــــصـــــــاء
sــعـــبــأGـــاء اGبـــســـودومــونـــاس أيــروجـــيـــنــوزا في عـــيـــنــات ا

بالترشيح فوق الغشاء.
�ـــكن أن يـــطـــبق هـــذا اGـــنـــهج عـــلى أنـــواع أخـــرى من
اGـيــاه تحـتــوي عـلى مـجــمـوعــة قـلـيــلـة من الــكـائـنــات الحـيـة
الدقيـقة اGتـداخلةs عـلى سبـيل اGثال مـياه اGسـبح واGياه

اGوجهة للاستهلاك البشري.
1. التعاريف. التعاريف

Gتطلبات هذا اGنهجs يطبق التعريف الآتي :

1 - 1 بسودوموناس أيروجينوزا  بسودوموناس أيروجينوزا 

هـي أجـــســـام دقـــيـــقـــة تـــنـــمـــو في أوســـاط انـــتـــقـــائـــيـــة
تحتوي عـلى الستـر�يـد وتشكل الـبيـوسيانـsX أو أجسام
دقيقة تنمـو في أوساط انتقائية تحـتوي على الستر�يد
وأكــســيـــداز إيــجــابــيــةs وتــعــطي اســـتــشــعــاعــا تحت تــأثــيــر
الأشـعـة الـفـوق الـبـنـفـسـجـيـة (360 + 20) نـانـومـتـر وقـادرة

كذلك على تشكيل الأمونياك انطلاقا من الأستميد.
2. اGبدأ. اGبدأ

2 .  . 1  الترشيح  الترشيح
يرشح حـجم مقـدر من عيـنة اGـاء أو محـلول مـخفف
من هذه العـينـة فوق غـشاء التـرشيح قـطر مـساماته 0,45

ميكرومتر.
ويــوضع غـــشــاء الـــتــرشـــيح فــوق الـــوسط الانــتـــقــائي

ويحضن في الشروط المحددة للوسط.
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2 .  . 2  الإحصاء  الإحصاء

عـدد بسودومونـاس أيروجينـوزا اGفترضـة يتحصل
عـلـيه بـإحــصـاء عـدد اGـسـتــعـمـرات اGـمـيـزة اGــتـشـكـلـة فـوق
غشاء الترشيح بـعد التحضX وتعتبر كـ "بسودوموناس
أيــــروجـــــيــــنــــوزا" مـــــؤكــــدة اGـــــســــتـــــعــــمــــرات الـــــتي شـــــكــــلت
البـيوسيانـX إلا أن اGستـعمرات التي شـكلت استـشعاعا

أو تلك التي لها لون أسمر محمر تتطلب تأكيدا.

2 .  . 3  التأكيد  التأكيد

يـعـاد زرع اGـسـتــعـمـرات اGـراد تـأكـيـدهـا انـطلاقـا من
الـــــغــــــشـــــاء فـــــوق عـــــلـب تحـــــتـــــوي عـــــلـى وسط هـلامي مـــــغـــــذ
(اGلاحـظـة ب). بـعد الـتـحـضـX يجـرى اخـتـبـار الـبحث عن
الأكــــســـيــــداز عـــلـى اGـــزارع الــــتي لـم تـــظــــهـــر فـي الـــبــــدايـــة
اسـتـشـعاعـاs ثم يـجـرى اخـتبـار تـشـكـيل الفـلـيـورسـX على
مـزارع أكـسـيـداز إيـجـابـيـة وتـفـحص لـلـكـشف عن قـدرتـهـا

المحتملة على تشكيل الأمونياك انطلاقا من الأستميد.

تفـحص اGزارع الـتي شكـلت في البـداية اسـتشـعاعا
لــلــكــشف عن قــدرتــهــا المحــتــمــلــة عــلى تــشــكــيل الأمــونــيــاك

انطلاقا من الأستميد.

3.  المخففات وأوساط الزرع والكواشف :.  المخففات وأوساط الزرع والكواشف :

عدا تحـديـدات مـخـالفـةs تـسـتـعـمل لتـحـضـيـر أوساط
الـزرع والمخـفــفـاتs كــواشف ذات نـوعـيــة تحـلــيـلـة. يــحـضـر
الــوسط كــمــا يــأتي وتــضــاف عــوامل الانــتــقــاء بــالــتــراكــيـز
اGــعــطـاة أو تــســتـعــمل الأوســاط والـكــواشف اGــتــوفـرة في
الأســواق ومـــحــضــرة طــبــقــا لــتــعــلـــيــمــات اGــصــنع. تحــضــر
الأوســاط والــكــواشف بــاســتــعــمــال مــاء مــقــطــر أو مــاء ذي
نـقاوة مـكـافـئـة وخال من اGـواد الـقـادرة علـى منع الـتـكـاثر

في شروط التجربة.

3 .  . 1  وسط الزرع  وسط الزرع

لــتــحــديــد بــســودومــونــاس أيــروجــيــنــوزاs يــســتــعــمل
الوسط الآتي :

(CN) 3 . 1 .  . 1 أساس هلامي لبسودوموناس / هلام ( أساس هلامي لبسودوموناس / هلام

3 . 1 .  . 1 . 1 التركيب التركيب

ببتون الجيلاتX .................................... 16,0 غ

حلامة الكازيX ...................................... 10,0 غ

ســـــــولــــــــفـــــــات الــــــــبــــــــوتـــــــــاســـــــــيــــــوم خـــــــال مــن
الــمــاء (K2SO4)............................................ 10,0 غ
كـــــــــــلــــــــــورور اGـــــــــــغـــــــــــنـــــــــــزيــــــــــوم خــــــــــــال مــن الــــــــــــمـــــــــــاء
(MgCI2)......................................................... 1,4 غ
غليسيرول ........................................... 10 ملل
هلام.......................................11,0 غ  إلى18,0 غ
ماء (مقطر أو مكافئ )..........................1000 ملل
ملاحـظـة - ملاحـظـة - تــتـوقف كـمـيـة الــهلام اللازمـة عـلى قـدرة

التجمدs تتبع تعليمات مصنع الهلام اGستعمل.
(CN) ضافGضاف (اGا

بــرومـــور هـــيـــكـــزاديـــســيـل ثلاثي مـــثـــيل الأمـــونـــيــوم
(ستر�يد) ...................................................... 0,2 غ
حمض نليديكسيك ................................ 0,015 غ

3 . 1 .  . 1 .  . 2  التحضير  التحضير

�ـزج كل من الـبـبـتـون وحلامـة الـكـازيـX وسـولـفات
الـبــوتـاسـيـوم وكــلـورور اGـغـنــزيـوم والـهلام في 1000 مـلل
من اGــــــاء اGــــــقــــــطــــــر (أو مــــــكــــــافـىء)s يــــــضـــــاف 10 مـــــلـل من
الغليسـيرولs يغلى اGزيج حتى الذوبان الكلي ويعقم في
sـــدة 15 دقـــيـــقـــة في درجـــة (121 + 3) °مG جـــهـــاز الــــتـــعـــقـــيم

يترك الوسط ليبرد في (45 إلى 50) °م.
يـضــاف اGـضـاف (CN) اGـعــاد تـمــيـيـهه في 2 مـلل من
اGـــاء اGــــقــــطـــر اGــــعــــقمs يــــخــــلط جــــيـــدا ويــــضــــاف إلى وسط
الأسـاس مـعـقم ومذوب. �ـزج من جـديـد ويـسكـب في علب
بـتـري مـعـقـمــة بـحـيث يـكـون الـسـمك الأدنى لـلـهلام 5 مـلم.
(pH) من الأحـــــسن أن يـــــكـــــون الــــعـــــامـل الــــهـــــيـــــدروجــــيـــــني
sــتــجــمــد مــســاو لـ 7,1 + 0,2 في 25 °مGالــنــهــائي لــلـــوسط ا
تحـفظ الـعلب المحـضـرة بعـيـدا عن الضـوء في درجـة حرارة
(5 + 3) °مs مع اجـــتـــنــاب كـل تجــففs وتـــســـتــعـــمل في أجل
شـــهـــر واحـــد. يــجـب ألا يـــحــفـظ الــهـلام اGـــذاب لأكــثـــر من 4

ساعاتs وألا يعاد تذويبه من جديد.
3 .  . 2  أوساط التأكيد والكواشف  أوساط التأكيد والكواشف

(B) 3 . 2 .  . 1  وسط كينغ (  وسط كينغ

3 . 2 .  . 1 .  . 1  التركيب  التركيب

ببتون .................................................. 20,0 غ
غليسيرول ........................................... 10 ملل
هـــــيــــــدروجــــــيــــــنــــــوفــــــوســــــفـــــات  الــــــبــــــوتــــــاســــــيـــــوم
(K2HPO4) ..................................................... 1,5 غ
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ســـــــولـــــــــفـــــــــات الــــــــمــــــــــغــــــــــنـــــــــزيــــــــــوم ســــــــــبـــــــــاعي
الــتـمـيـيــه (MgSO4, 7H2O) ............................. 1,5 غ
هلام ..................................................... 15,0 غ
ماء (مقطر أو مكافئ ) .........................1000 ملل

3 . 2 .  . 1 .  . 2    التحضيرالتحضير

تذاب اGكونات في اGـاء بالتسخX يترك ليبرد في
درجــــــــــــة حـــــــــــرارة (45 إلـى 50)° م ويــــــــــــضــــــــــــبـط الــــــــــــعــــــــــــامـل
الـهـيــدروجـيـني (pH) في 7,2 + 0,2 في 25 °مs بـاسـتــعـمـال

حمض الكلوريدريك أو هيدروكسيد الصوديوم.
يـــوزع الـــوسـط بـــأجـــزاء تـــســاوي 5 مـــلل في أنـــابـــيب
زرع مــســدودة ومــعــقــمــة في (121 + 3) °م Gــدة 15 دقــيــقــة.

تترك الأنابيب تبرد وتتجمد في وضعية مائلة.
تحــفظ بــعــيــدا عن الــضـوء في (5 + 3) °م وتـســتــعـمل

في مدة ثلاثة (3) أشهر.

3 . 2 .  . 2  مرق الأستميد  مرق الأستميد

3 . 2 .  . 2 .  . 1  التركيب  التركيب

(A) محلول (محلول

ثــــنــــائـي هــــيــــدروجــــيــــنــــوفــــوســــفــــات الــــبــــوتــــاســــيــــوم
(KH2PO4) ..................................................... 1,0 غ

ســـــــــولــــــــــفـــــــــات اGـــــــــغــــــــــنـــــــــيـــــــــزيــــــــــوم (خـــــــــال مـن اGـــــــــاء)
(MgSO4)........................................................ 0,2 غ
أستميد....................................................2,0 غ
كلورور الصوديوم (NaCI) ........................ 0,2 غ
مــــــــــــاء (مــــــــــــقـــــــــــــطــــــــــــر أو مــــــــــــــكـــــــــــافــىءs خـــــــــــال مــن
الأمـونـيـاك)................................................ 900 ملل
تــذاب اGــكـونــات في اGـاء ويــضــبط بـعــد ذلك الــعـامل
الهيدروجيني (pH) باستعمال إما حمض الكلوردريك أو

هيدروكسيد الصوديوم في 7,0 + 0,5 في 25 °م.
sمـلاحــظـــة : الأســتـــمــيـــد مــســـبب لـــلــســـرطــان ومـــهــيجsمـلاحــظـــة : الأســتـــمــيـــد مــســـبب لـــلــســـرطــان ومـــهــيج
فـيجب اتـخاذ احتـياطـات خاصـة أثنـاء الوزن والـتحـضيرفـيجب اتـخاذ احتـياطـات خاصـة أثنـاء الوزن والـتحـضير

وعند التخلص من الوسط.وعند التخلص من الوسط.
(B) محلول (محلول

موليبدات الصوديوم
(Na2MoO4,2H2O) ....................................0,5 غ
ســــــــولـــــــــفــــــــات الـــــــــحــــــــديـــــــد ســـــــبـــــــاعـي الـــــــتـــــــمــــــــيـــــــيه
(FeSO4,7H2O) .............................................. 0,05 غ
ماء .................................................... 100 ملل

3 . 2 .  . 2 .  . 2    التحضيرالتحضير

لتحضـير مرق الأستـميدs يضاف 1 ملل مـن محلول
(B) لـ 900 مــلـل مــن مـــحــلــول (A) حـــديـث الـتــحـــضــيــر
(3 . 2 . 2 . 1). يـضـاف اGـاء مع رجّ مـستـمـر حـتى الحـصول

على حجم كلي يساوي 1 لتر.

 يــوزع هــذا الخــلـــيط عــلى أقـــســام تــســاوي 5 مــلل في
أنـابـيب الـزرع. تـسـدّ الأنـابـيـب وتـعـقّم في جـهـاز الـتـعـقـيم
في (121 + 3) °م Gـدة 15 دقـيـقـة. يـحـفظ بـعـيدا عـن الـضوء

في (5 + 3) °م ويستعمل في مدة ثلاثة (3) أشهر.

3 . 2 .  . 3  هلام مغذ  هلام مغذ

3 . 2 .  . 3 .  . 1  التركيب  التركيب

ببتون ................................................... 5,0 غ
مستخلص اللحم ...................................... 1,0 غ
مستخلص الخميرة .................................. 2,0 غ
كلورور الصوديوم (NaCI) ........................ 5,0 غ
هلام ..................................................... 15,0 غ
ماء .................................................. 1000 ملل

3 . 2 .  . 3 .  . 2  التحضير  التحضير

تـذوب اGكونات فـي اGاء بالتـسخX. يـعقم في جهاز
الـتــعــقـيم في (121 + 3) °م Gـدة 15 دقـيــقــة. من الأحـسن أن
يــكـون الـعـامل الــهـيـدروجـيـني (pH) لـلـوسط المحـضـر بـهـذه
الــــطــــريـــقــــة والمجــــمـــد يــــســـاوي 7,4 + 0,2 في 25 °م. تجــــفف
sالـعـلـب قـبل الاسـتـعـمـال لـنـزع الـرطـوبـة الـزائـدة لـلـسـطح
تحفظ العلب المحضـرة بهذه الطريقة بعيدا عن الضوء في

(5 + 3) °م وتستعمل في أجل شهر.
3 . 2 .  . 4  كاشف للبحث عن الأكسيداز  كاشف للبحث عن الأكسيداز

3 . 2 .  . 4 .  . 1  التركيب  التركيب

ثـــنـــائي كـــلـــوريــدرات ربـــاعـي اGــثـــيل - p - فـــنــيلان
ثنائي.

الأمX ................................................... 1,0 غ
ماء ..................................................... 10 ملل

3 . 2 .  . 4 .  . 2  التحضير  التحضير

مـباشرة قبـل الاستعمـالs يذوب ثنـائي كلوريدرات
ربـــــاعـي اGـــــثـــــيل - P - فــــنــــيـلان ثــــنـــــائي الأمـــــX في اGــــاء
ويـــحـــفظ بـــعــيـــدا عـن الــضـــوء.  ـــا أن هـــذا الـــكـــاشف غـــيــر
مسـتـقر فـيجـب تحضـيـر كمـيات قـلـيلـة مـنه مبـاشـرة قبل

استعماله.
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�ــــكن كـــــذلك اســــتـــــعــــمــــال اخـــــتــــبــــارات الأكـــــســــيــــداز
اGتوفرة في الأسواق.

3 . 2 .  . 5  كاشف نسلر  كاشف نسلر

3 . 2 .  . 5 .  . 1  التركيب  التركيب

كلورور زئبقي (HgCI2) ............................ 10 غ

إيودور البوتاسيوم (KI) ............................. 7 غ

هيدروكسيد الصوديوم (NaOH) ................. 16 غ

ماء (خال من الأمونياك) ................ حتى 100 ملل

تذوب 10 غ من HgCI2 و7 غ من  KI في كمـية قليلة
مـن اGــــاءs ثـم يــــضـــــاف هـــــذا الخـــــلــــيـط بــــبـطء مع الـــــرّج إلى
NaOH ـــاء الـــبـــارد يـــحـــتـــوي عـــلى 16 غ منGمـــحـــلـــول من ا
مـذوّب في 50 مـلل من اGــاءs يـخـفف إلى 100 مــللs يـحـفظ
في أدوات زجــاجـــيــة من نــوع "بــوروســيــلــيــكــاتي" مــغــلــقــة
بسـدادة من اGـطـاط بعـيـدا عن ضوء الـشـمس Gدة أقـصـاها

سنة.

ملاحـظـة : الـكــلـورور الـزئـبـقي (ملاحـظـة : الـكــلـورور الـزئـبـقي (HgCI2) سـامs يـجب) سـامs يـجب
تجنب بلعه.تجنب بلعه.

4 . التجهيزات والأدوات الزجاجية :  . التجهيزات والأدوات الزجاجية : 

تــــــســـــــتـــــــعــــــمـل الأجــــــهـــــــزة اGـــــــتــــــداولـــــــة فـي مــــــخـــــــابــــــر
اGيكروبيولوجيا.

4 .  . 1 الأدوات الزجاجية :  الأدوات الزجاجية : 

قبل الاسـتعـمالs تعـقم جمـيع الأدوات الزجـاجية في
الـــــفــــرن بـــــدرجــــة (170 + 5) °م Gــــدة ســـــاعـــــةs أو في جـــــهــــاز

التعقيم بدرجة حرارة (121 + 3) °م Gدة  15دقيقة.

4 .  . 2 جهاز التحضsX  جهاز التحضsX �كن ضبطه في (36 + 2) °م.

4 .  . 3 مصـباح ذو إشـعـاع فوق الـبـنفـسجيs  مصـباح ذو إشـعـاع فوق الـبـنفـسجيs �ـكنه أن
يصدر إشعاعا طول موجته (360 + 20) نانومتر.

4 .  . 4 أغـشيـة الترشـيح معـمقةs  أغـشيـة الترشـيح معـمقةs قطـر مسامـاتها 0,45
ميكرومتر.

5 . اقتطاع العينة . اقتطاع العينة

يجرى اقتطاع العينة في الشروط اGلائمة.

6 . طريقة العمل  . طريقة العمل 

6 .  . 1 عموميات عموميات

تـطــبق تــقـنــيـة الــتــرشـيح فــوق الــغـشــاء اGــبـيــنـة في
مــنـــهج الخــطـــوط الــتـــوجــيـــهــيــة الـــعــامـــة لإحــصـــاء الأجــســام

الدقيقة في وسط الزرع.

6 .  . 2 الترشيح فوق الغشاء الترشيح فوق الغشاء

تــــــرشـح أحــــــجــــــام مـن عــــــيـــــــنــــــات اGــــــاء أو أجـــــــزاء من
الـتخفيف فوق غـشاء ترشيح مـعقم من أستر السـيليلوز
قـطـر مـسـاماته 0,45 مـيـكرومـتـر. كمـا هـو مبـX في مـنهج
الخطوط الـتوجيـهية الـعامـة لإحصاء الأجـسام الدقـيقة في
وسط الــزرعs يـوضع كـل غـشــاء فـوق عــلــبـة بــتـري تحــتـوي
عـــلى هلام مع مـــضــاف (CN) (3 . 1) مع الحـــرص عـــلى عــدم

احتباس هواء تحت الغشاء.

6 .  . 3 تحضX العلب تحضX العلب

تحــــضــــن عــــلـــب الـــبــــتــــــري فـــي (36 + 2) °م Gـــــدة
(44 + 4) سا في أوعية وتحفظ من كل تجفف.

6 .  . 4 فحص الأغشية فحص الأغشية

تـفـحـص الأغــشـيـــة لـلـتـــأكــد من نـــمـو الــمــزارع بـعـد
(22 + 2) سا و(44 + 4) سا.

تعـد كـ "بـسـودومونـاس أيـروجيـنـوزا" مؤكـدة جـميع
اGـــــســـــتــــعـــــمـــــرات الـــــتي شـــــكـــــلت صـــــبغ أزرق - مـــــخـــــضــــر

.(Xبيوسيان)

تـفـحص الأغـشـيـة تحت الأشـعـة الـفـوق الـبـنـفـسـجـية.
من الأحـــــسن تجـــــنـب كل تـــــعـــــرض مـــــطــــول لـلأشـــــعـــــة فــــوق
sـسـتـعـمـــراتGالـبـنـفسـجـيـة لأن ذلـك يــــؤدي إلى مــــوت ا
ما يـعني عـــــدم ­ـــوهـــا فــــوق أوســــاط التـأكـيـــد. تـعــد
كـ "بـسـودومـونـاس أيـروجـينـوزا" مـفـتـرضـة اGـسـتـعـمرات
الـتي لا تـشـكـل الـبـيـوسـيـانX وتـعـطـي اسـتـشـعـاعـا وتـؤكد

هويتها باستعمال مرق الأستميد اGبX لاحقا.

تــعـــد كـ "بــســـودومــونـــاس أيــروجـــيــنـــوزا" مــفـــتــرضــة
جــمــيع اGــســتـعــمــرات الأخــرى الــتي شــكـلـت صـبــغــا أســمـر
مـحمـر ولم تـشـكل اسـتشـعـاعـا وتـؤكد هـويـتـهـا باسـتـعـمال
(B) اخــتــبــار الأكــســيــداز ومــرق الأســتــمــيــد ووسط كــيــنغ
اGــبــX لاحــقـــا. تجــرى الــقــراءة بــعــد (22 + 2) ســا في حــالــة
اGـسـتعـمـرات المجتـاحـة والتي تـسـتطـيع أن تـظهـر في مدة
(44 + 4) سا. يـنصح الأخـذ بعـX الاعتـبار الإحـصاء الأكـبر
لحـســاب عــدد "بـســودومـونــاس أيـروجــيــنـوزا" اGــبـيــنـة في

.(7)
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يـــلـــخص الجـــدول 1 انـــتـــقـــاء اGـــســـتــعـــمـــرات ومـــراحل
التأكيد.

جــدول جــدول 1 - اGــراحـل اللازمــة لـــتــأكــيـــد اGــســتـــعــمــرات - اGــراحـل اللازمــة لـــتــأكــيـــد اGــســتـــعــمــرات
.(.(CN) التي تنمو فوق هلام) التي تنمو فوق هلام

كــروم أو مـن الــبلاســتــيك أو بـــواســطــة عــود أو مــاصــة من
زجـاج. يــعــتــبــر الــتـفــاعل إيــجــابي عــنــد ظــهــور لـون أزرق
بـــــنــــفــــســــجـي داكن في 10 ثــــوان. مـن اGــــمــــكن اســــتــــعــــمــــال
اخـــتـــبـــارات الأكـــســـيـــداز اGـــتـــوفـــرة فـي الأســـواق بـــإتـــبــاع

تعليمات اGصنع.
(B) 6 . 5 .  . 3  وسط كينغ (  وسط كينغ

يـعـاد زرع اGـسـتـعـمـرات الـسـمـراء المحـمّـرة أكـسـيـداز
إيجـابيـة اGـتحـصل عـليـها في (6 . 5 . 1) فـوق وسط كـينغ
(B) وتــحـــضـن لـخـمـسـة (5) أيـام عـلى الأكـثـر في درجة

(36 + 2) °م.
يـــــــفــــــحـص الــــــزرع يــــــومــــــيـــــــا تحت الأشـــــــعــــــة الــــــفــــــوق
الـبــنـفـسـجـيـة ويـســجل وجـود اسـتـشـعـاع مــحـتـمل. تـسـجل

كإيجابية كل استشعاع ظهر في 5 أيام.
6 . 5 .  . 4  مرق الأستميد  مرق الأستميد

يـزرع أنــبـوب بـواسـطــة الـزرع اGـتـحـــصـل عـلـيه في
(6 . 5 . 1) ويـــــــحـــــــضـن في (36 + 2) °م Gــــــدة (22 + 2) ســــــا.
تــضـــاف قــطــرة أو قـــطــرتـــان من كــاشف نـــســلــر (3 . 2 . 5)
وتـفحص الأنابيب لـلكشف عن تـشكل محتـمل للأمونياك
الـذي يظهر عـلى شكل لون يـتغير من الأصـفر إلى الأحمر

الأجوري حسب التركيز.
6 . 5 .  . 5  الإحصاء  الإحصاء

تعـد كـ "بـسـودومونـاس أيـروجيـنـوزا" مؤكـدة جـميع
اGـســتـعـمـرات الــتي شـكـلت الــبـيـوســيـانـX (صـبغ أزرق -
مـخـضـر) أو أكـســيـداز إيـجـابــيـةs تـعـطي اســتـشـعـاعـا تحت
الأشـعــة الـفــوق الـبــنـفــسـجــيـة (6 . 4) أو (6 . 5 . 3) وقـادرة
على تشكيل الأمونياك انطلاقا من الأستميد (6 . 5 . 4).
ملاحـظـة - ملاحـظـة - اGـســتـعــمـرات الــتي أظــهـرت اســتـشــعـاعـا
فـوق الـغـشـاء الأول تـكـون دائـمـا أكـسـيـداز إيـجـابـيـة لـذلك
لاتحــــتـــــاج أن تــــخــــضع إلـى اخــــتــــبــــار الأكــــســــيــــداز (أنــــظــــر

جدول1).
7.  التعبير عن النتائج.  التعبير عن النتائج

يـحـسب عـدد "بـسـودومـونـاس أيـروجـيـنـوزا" اGـؤكدة
اGـــــوجـــــودة فـي حـــــجم مـــــعـــــX مـن اGـــــاء انـــــطـلاقـــــا من عـــــدد
اGــســتــعــمــرات اGــمــيــزة المحــصــاة فــوق الأغــشــيــة مع الأخــذ
بـعــX الاعـتــبـار عـدد تجــارب الـتــأكـيـد اGــنـجــزة. بـالـنــسـبـة
لــلـمــاء اGــعـدني ومــاء اGـنــبع واGــيـاه اGــعـبــأةs يـكــون الحـجم
250 مــللs بـالــنـســبـة لــلـمــيـاه الأخــرى يـكــون الحـجم عــمـومـا

100 ملل.

يحسب عدد "بـسودوموناس أيـروجينوزا" في حجم
عينة مختبرة من اGاء كالآتي :

وصفوصف
اGستعمراتاGستعمرات
فوق هلامفوق هلام

(CN)

الأمونياكالأمونياك
انطلاقاانطلاقا
منمن

الأسيتميدالأسيتميد

تشكيلتشكيل
الأكسيدازالأكسيداز

استشعاعاستشعاع
فوق وسطفوق وسط
(B) كينغ (كينغ

بسودوموناسبسودوموناس
أيروجينوزاأيروجينوزا

مؤكدةمؤكدة

أزرق -
مخضر

نعمغ م غ م غ م أ

نعمغ م غ م +استشعاع

غير أزرق -
مخضر

أسمر
محمر

نعم+++

لاغ مغ مغ م­اذج أخرى

أغ م : غير مختبر

6 .  . 5 التأكيد التأكيد

6 . 5 .  . 1  هلام مغذ  هلام مغذ

يـــعـــاد زرع جـــمـــيـع اGــســـتـــعـــمـــرات الـــتي تـــســـتـــوجب
الــتـأكــيــد انــطلاقــا من الــغـشــاء وإذا تــعــذر ذلكs يــعـاد زرع
أكـبـر قـدر من اGـسـتــعـمـرات (مـنـهج الخـطـوط الـتـوجـيـهـيـة
الــــعـــامــــة لإحــــصـــاء الأجــــســـام الــــدقــــيـــقــــة في وسـط الـــزرع)
وتحـضن Gـدة (22 + 2) سـا في (36 + 2) °م. تـفــحص نــقـاوة
اGــزارع وتــخــضع اGــســتــعــمــرات الـتـي كــانت في الــبــدايـة

سمراء محمّرة لاختبار الأكسيداز (6 . 5 . 2).

6 . 5 .  . 2  اختبار الأكسيداز  اختبار الأكسيداز

لـــلـــكـــشـف عن الأكـــســـيـــداز (3 . 2 . 4) تـــســـكب 2 أو 3
قــطـــرات من الـــكــاشف المحـــضــر جـــديــدا فـــوق قــطـــعــة ورق

ترشيح موضوعة فوق علبة بتري.

يـــوزع جــزء من الـــزرع فــوق ورق تـــرشــيح مـــحــضــر
بـواسـطـة مـقـبض مـعدنـي من الـبلاتـX وليـس من الـنيـكل
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P+F (cF/nF) + R (cR/nR)

P : عـــدد اGـــســـتــعـــمـــرات الـــزرقـــاء - المخـــضّـــرةs كـــلـــهــا
sمحصاة كأهداف مؤكدة

sستشعةGستعمرات اGعدد ا : F
sستعمرات السمراء المحمرّةGعدد ا : R

n F : عـدد اGسـتعـمـرات اGسـتشـعـة التي كـانت محل
sللكشف عن تشكيل الأمونياك

c F : عـــدد اGــســـتــعـــمـــرات اGــســـتــشـــعــة الـــتي شـــكــلت
sالأمونياك

n R : عدد اGستـعمرات السمراء المحمّرة التي كانت
مـــــحلا لـــــلـــــكــــشـف عن تـــــشـــــكل الأمـــــونـــــيــــاك والـــــبـــــحث عن

s(B) الأكسيداز والاستشعاع فوق وسط كينغ
c R : عـــدد اGـــســـتـــعـــمــــرات الـــســـمـــراء المحـــمـّــرة الـــتي
شـكـلت الأمـونـيـاك وأكــسـيـداز إيـجـابـيــة ومـسـتـشـعـة فـوق

s(B) وسط كينغ
�ــكـن كــذلك الــتــعــبــيــر عن الــنــتــائج نــوعــيــا بــإظــهـار
وجـود أو غــيـاب "بـســودومـونـاس أيــروجـيـنــوزا" في حـجم

اGاء اGدروس.
ملاحظة أملاحظة أ

(معلومات إضافية عن (معلومات إضافية عن بسودوموناس أيروجينوزا)بسودوموناس أيروجينوزا)
بـسـودومـونـاس أيـروجـيـنـوزا هي الـنـوع الـنمـوذجي

لجنس البسودوموناس.
وهي عبارة عن بـكتـيريـا غرام سلـبيs غيـر متـبوغة
وذات أكسيداز وكتـلاز إيجابي. تظهـر استقلاب تأكسدي
s(Leifson) وليفسن (Hugh) في تجربة هوق Xكما هو مب
تـــرجع بــــصـــفــــة عـــامـــة الــــنـــتــــرات من الـــنــــتـــريت وتــــشـــكل

الأمونياك نتيجة انحلال الأستميد.
تـشـكل معـظم الأصـناف (98 %) صـبغ مـستـشع يـنحل
في اGــاءs كـــمــا أن مــعــظم أصـولـهــا قـادرة عـلى الـنـمـو في
42 °م لــكن لــيس في 4 °مs وهــذا مــا �ــيــز بــســودومــونـاس

أيـــروجــيــنــوزا عـن بــســودومــونـــاس فــلــيــوريـــســانس الــتي
تنمو في 4 °م وليس في 42 °م.

تـمـيّـع الـهلام وتحـلـل الـكـازيــX لـكن لا تحـلل الــنـشـاء.
Xتـشــكل أكـثـر من 90 % من الأصـنــاف صـبغ الــبـيـوســيـانـ

(أزرق - مخضر)
ملاحظة بملاحظة ب

أوساط أخرىأوساط أخرى
�ــكن اســـتــعــمــال أوســاط أخــرى غـــيــر الــهلام اGــغــذي
بـــشـــرط ألا تـــكـــون انــتـــقـــائـــيــة ولا تحـــتـــوي عـــلى هـــيــدرات

الكربون الذي يتخمر.
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