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 في (hemolysin)وانتاج حال الدم Staphylococcus aureus   نمو بكتريا 

  أوساط من مخلفات نباتية وحيوانية مختلفة
  

  شذى سلمان حسن 
  العراق بغداد، ،جامعة بغداد /كلية العلوم ،  قسم علوم الحياة

  
  11/12/2007   القبول            8/5/2007الاستلام 

  
  الخلاصة 
وقـشور   نباتية وحيوانية وهي نخالة الرز وكسبة زهرة الشمس       وساط محضرة من مخلفات     أربعة  أاستعملت  

 لتنميـة  Brain Heart Infusion وعظام الدجاج فضلاً عن الوسط التجاري نقيع القلب والـدماغ  طاطابال
Staphylococcus aureusـمضافاً( ط بشكلين صلباوسحضرت الأ .)الهيمولايسن ( نتاج حال الدم إ و  ه  ل

ومنـاطق   ساط ولوحظت كثافة النمو   ريا في هذه الأو   زرعت البكت . %10و% 5 وسائل بتركيزين ) الاكار والدم 
 البكتريا في هـذه     نمت .تحلل الدم في الوسط الصلب، وتم قياس النمو وفعالية حال الدم في الأوساط السائلة             

% 10و %5بتركيزيه  انمو للبكتري لىعأالرز الوسط المحضر من نخالة   أعطى، وقدنتجت حال الدمأوالأوساط 
ثم مستخلص عظـام الـدجاج   تلاه وسط كسبة زهرة الشمس   % 10على فعالية لحال الدم بتركيز      أعطى  أكما  

 مما عليـه    علىأ% 10وساط المحضرة بتركيز    ، وكان النمو في الأ    اخيراً الوسط المحضر من قشور البطاط     أو
ن فعاليتـه  ألاّ إوساط عاليته متقاربة في التركيزين في معظم الأما حال الدم فكانت ف أ،  في غالبيتها % 5بتركيز  
يتضح من هذه النتائج أن المخلفات النباتية  % .5 في تركيز هنخالة الرز مما علي% 10على في تركيز أكانت 

لرز لة ا  وأن وسط نخا   ،نتاج حال الدم عموماً   إوالحيوانية المستعملة في هذه الدراسة ملائمة لتنمية البكتريا و        
 المكلفة مما يحقـق   وساط التجارية  عن الأ  ن تستعمل مثل هذه الأوساط بديلاً     أويمكن  هو الأفضل لهذا الغرض     

  .قتصاديةفائدة عملية وإ
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ABSTRACT 
Four different media prepared from plant and animal wastes included rice bran, 
sunflower meal, potato peels and chicken bones, further more Brain Heart 
Infusion was used as commercial medium. The media was prepared as solid media 
(with agar and blood) and liquid media in two concentrations 5% and 10%.The 
media were cultured with S. aureus, growth and hemolysin  were detected in solid 
media and quantitatively  estimated in liquid media. S. aureus grew and produced 
hemolysin in all these media. The highest growth was observed in 5% and 10% 
rice bran. Hemolysin activity in 5% rice bran was more than in other media, 
followed by sunflower meal, ckicken bones and potato peels respectively. The 
bacterial growth in 10% concentration was more than in 5% in most media, while 
hemolysin activity was nearly equal in the two concentrations, except in rice bran 
in which hemolysin in 10% was more than in 5%. These results indicated that the 
plant and animal wastes used are suitable for bacterial growth and hemolysin 
production, rice bran is the best one for this purpose. 
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    ةالمقدم

حدى المسببات إنها أذ إهمية في المجال الطبي والغذائي  من الكائنات المجهرية ذات الأS. aureusتعد بكتيريا 
  راوةض، نظراً لما تمتلكه من عوامل       ج الجلد والجهاز التنفسي والبولي    خماأ مثل   صاباتالمرضية للعديد من الأ   
Virulence factors لبان وتفرز غذية مثل اللحوم ومنتجات الأنواع من الأأنمو في ن تأنها يمكن أ كما ،عديدة
سـهال والقيـئ وغيرهـا مـن       طعمة بالإ شخاص الذين يتناولون مثل هذه الأ     صابة الأ إسمومها مما يؤدي الى     

 الذي يؤدي الـى     Hemolysisبرز هذه السموم هو حال الدم       أ ومن بين    ،عراض الناجمة عن سموم البكتريا    الأ
التـي   م منها سم الفا وبيتا وكامـا مونواع من هذه السأصابات مختلفة وهنالك عدة إحداث  إوبائن  تنخر خلايا الل  

  .)1،2(تختلف في سميتها لخلايا اللبائن 
برزها نوع الوسط الـذي تنمـو فيـه        أيضية بضمنها السموم بعدة عوامل      نتاجها للمواد الأ  إ نمو البكتريا و   يتأثر

و البيئة التي تعيش فيها البكتريا في طبيعتها كأن أمكونات الوسط  تختلف   .خرىزرعية الآ مالبكتريا والظروف ال  
ملاح مما  ختلافها في تركيز ونوع المغذيات والأ     إو غير متجانسة فضلاً عن      أو متجانسة   أو سائلة   أتكون صلبة   

واد بروتينية عموماً  على مالذي يحتوي، فالوسط   يضيةنتاجها للمواد الأ  إ نمو البكتريا و   فييجاباً  إو  أباً  لينعكس س 
 ـنه يزودها بما تحتاجه من مغذيات لبناء خلاياها وغالباً ما تحتـوي الأ            لأيشجع نمو البكتريا     اط الزرعيـة   وس

مينية مثـل خلاصـة   مواد غنية بمحتواها من البروتينات والحوامض الأ) المجهزة من قبل الشركات المختصة    (
غنائيـاً  إوالببتون وقد يضاف الدم لجعل الوسـط    Yeast extractوخلاصة الخميرة    Meat extractاللحم 

  .)3( مثل الهيمولايسن  ضراوة بروتينات معينة يشكل بعضها عواملأونزيمات إنتاج إوتحفيز البكتريا على 
والحيوانية ذات الكلفة القليلة  ن الهدف من هذه الدراسة هو التعرف على مدى صلاحية بعض المخلفات النباتية إ

وسـاط  في تحضير أوساط بديلة عن الأ    وانتاج مواد أيضية معينة مثل حال الدم وامكانية استعمالها         ترياالبكلنمو
نتاج إ وتعيين العلاقة بين نمو البكتريا و      ،وساط اقتصادية سهلة التحضير   المكلفة لتنمية البكتريا لتوفير أ    التجارية  

   .لأفضل لنمو البكتريا وانتاج حال الدم احال الدم وتأثير نوع الوسط في هذه العلاقة ومعرفة الوسط
                      

                                 واد وطرائق العمل                                          الم
  عزلة البكتريا 

على وسـط   ، نميت البكتريا  جامعة بغداد–من قسم علوم الحياة  S. aureusعزلة البكتريا تم الحصول على 
نشطت العزلة بزرعها في وسط نقيع القلب والدماغ .  للتأكد من نقاوتها وصفاتهاNutrient agarالاكار المغذي 

)BHI  (  وساط المختلفة ساعة واستعملت هذه المزرعة لتلقيح الأ18 لمدة م37وحضنت بدرجة.  
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  وساط الزرعية الأ

  . دقيقة15م لمدة 121عقيمها بدرجة نتاج حال الدم بعد تإريا و لتنمية البكتالآتية وساط الزرعيةاستعملت الأ
  .) Merk(حضر كما وصف من قبل الشركة المجهزة :  ) BHI(وسط نقيع القلب والدماغ  . 1
استعملت مخلفات نباتية جافة تضمنت نخالة الرز وكسبة زهرة الشمس : اط المخلفات النباتية والحيوانيةوسأ . 2

  . بأعتباره من المخلفات الحيوانية عن مسحوق عظام الدجاجوقشور البطاطا فضلاً
لـى محلـول    إضـافتها   إوزان معينة منها و   أوساط زرعية صلبة وسائلة من هذه المواد وذلك بأخذ          أحضرت  

للحصول على   7.2 رقم هيدروجيني مولار و0.2بتركيز  المحضر   Phosphate buffer  ءالفوسفات الداري
 رشحت من خلال قطعة قماش ، ثميان لمدة خمس دقائقلسخنت لحد الغو) حجم: زن و  %10 و %5 (تركيزين

كار الى ضافة الأإحضر الوسط الصلب ب .وأخذ الراشح  (Whatman no.1)قطني ثم من خلال ورقة ترشيح
، وحضر الوسط السائل طباق بتري معقمةأوصب في  % 10ضيف الدم بنسبة أوبعد تعقيمه  % 2الراشح بنسبة 

هاز ج كل دورق وعقم بلتر من الوسط فيي مل50 بواقع لتري مل100ضافة في دوارق سعة إي ألراشح بدون من ا
  .)الموصدة (التعقيم

  
  تحضير عالق كريات الدم الحمر 

 دقـائق ثـم   10دقيقة لمدة /  دورة 3000 بسرعة   ونبذت ذينابيب تنب أوضعت كميات معينة من دم الانسان في        
 Phosphateالمترسبة عن الرائق وغسلت عدة مرات بمحلول الفوسفات الملحـي  فصلت كريات الدم الحمر 

buffer saline PBS   )4( .  
  

  وساط الصلبة وملاحظة تحلل الدمتنمية البكتريا على الأ
 نشر على سطح الوسـط وحـضنت    الذي)ترليمل 0.1(وساط المزودة بالدم بجزء من عالق البكتريا زرعت الأ

  .ومناطق تحلل الدم حول المستعمرات نمو مع ملاحظة ساعة 24لمدة  م 37طباق بدرجة الأ
  

  وساط السائلة وقياس فعالية حال الدم تنمية البكتريا في الأ
، وتم  ساعة24 م لمدة 37ة وحضنت بدرجة  من مزرعة البكتريا المنشط   مليلتر 0.5وساط السائلة بـ    لقحت الأ 

  للمزرعة بطـول Optical Density وذلك بقياس الكثافة الضوئية دةثناء هذه المأ نتاج حال الدمإمتابعة النمو و
نتاجيـة  إ، وقدرت   )4( للخلايا الموجودة في العالق       زمنية معينة الذي يعد مقياساً     دمدبعد   نانوميتر   550 موجي

 لمـدة ) دقيقة/دورة 5000 ( بسرعة عمل نبذ للمزرعة بظروف مبردة    بعدوذلك  ) 5(تقدير فعاليته   بالهيمولايسين  
  .مايكرون 0.22 ثقوبها  قطرغشية ترشيحأرشح الرائق من خلال  و دقيقة وفصل الرائق عن الراسب30

 م 37وحضنت بدرجة  % 2 من عالق كريات الدم الحمر بتركيز مليلتر 1لى إ مايكرولتر من الراشح 5ضيف أ
 كثافة الرائق وتم قياس  دقائق وفصل ال10دقيقة لمدة /  دورة 3000 دقيقة  ثم نبذ العالق بسرعة 15لمدة 
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 وقد عملت مكـررات     لفعالية حال الدم   ت القراءات مقياساً  عد  نانوميتر و   540بطول موجي    ) OD ( ئيةالضو

  .للتجارب آنفة الذكر
  

  النتائج والمناقشة 
  وساط الصلبةنتاج حال الدم في الأإو S. aureus  نمو 

 الشمس وقشور  زهرةةبنخالة الرز وكس(  المواد النباتيةوساط المحضرة مننمت البكتريا بشكل جيد في جميع الأ
الذي استعمل للمقارنة وظهر تحلل الـدم        )BHI(كار القلب والدماغ    أفضلاً عن وسط    ) البطاطا وعظام الدجاج  

 .)1جدول ( في هذه الأوساط بشكل واضح

  
  وإنتاج حال الدم في الأوساط المختلفة S. aureusنمو ):  1(جدول 

  تحلل الدم  نمو البكتريا  زهالوسط وتركي
  نخالة الرز

5%  
10%  

  
+++  
+++  

  
β-Hemlysis  
β-Hemolysis  

  كسبة زهرة الشمس
5%  

10%  

  
++  
++  

  
β-Hemolysis  
β-Hemolysis 

  مستخلص عظام الدجاج
5%  

10%  

  
+++  
+++  

  
β-Hemolysis  
β-Hemolysis 

  قشور البطاطا
5%  

10%  

  
++  
++  

  
β-Hemolysis 
β-Hemolysis 

 β-Hemolysis  ++  يع القلب والدماغأكار نق

  )المستعمرات متداخلة (نمو كثيف للبكتريا                     +++ 
 نمو أقل كثافة                    ++ 

  
ذ كانت إوساط كثر من بقية الأكان أ وعظام الدجاج  الرزوساط المحضرة من نخالةن كثافة النمو في الأأولوحظ 

لبكتريا حتوائهما على المواد المغذية التي تشجع نمو اك الى إ، وقد يعود ذل  هذين الوسطين في  كثيفة  المستعمرات  
  .كثر من غيرهاأمينية كالبروتينات والحوامض الأ
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نواع البكتريا فضلاً عن أغنائية تصلح لنمو العديد من إ وساطاًأيجعلها ن أوساط يمكن لى هذه الأإضافة الدم إن إ

، وقد كانـت منـاطق التحلـل حـول          د وجوده في الوسط   نتاج حال الدم عن   إ فيكتريا  ستدلال على قدرة الب   الإ
  .وساطالمستعمرات واضحة في هذه الأ

  

  وساط السائلةنتاج حال الدم في الأإو  S. aureus  نمو
نتاج حال الدم بشكل إ وS. aureus في دعمها لنمو الحالية وساط المستعملة في الدراسةلغرض التمييز بين الأ

نتاج حال الدم إنفاً وتم قياس النمو وآوساط السائلة المحضرة من المواد المذكورة ، زرعت البكتريا في الأ ضحوأ
  . ساعة24خلال 

 والنقصان خلال هذه المـدة      وساط يترافقان في الزيادة   نتاج حال الدم في هذه الأ     إن نمو البكتريا و   أبينت النتائج   
نتاج حال الـدم  إاستمرت الزيادة في النمو و     %10 و %5ز بتركيز   ، ففي الوسط المحضر من نخالة الر      عموماً
 ساعة بلغت تقريباً ضعف كثافـة      24بعد  ) كثافة النمو  (ضوئيةكثافة ال الن  أ، ولوحظ   ) 1شكل( ساعة   24خلال  

في الوسط   ساعة24 مرات بعد 4 أما حال الدم فقد تضاعف ،النمو الحاصل بعد ساعة واحدة من زرع البكتريا 
 . %10بالساعة الأولى في الوسط المحضر بتركيـز          مرة قياساً  35وتضاعف بمقدار    % 5المحضر بتركيز   

ي كلا التركيزين وكذلك حال الدم  ساعة ف18لغاية ة النموفي وسط كسبة زهرة الشمس استمرت الزيادة في كثاف  
 10فة النمو في الوسط المحضر بتركيز ، ولوحظ أن كثا ساعة ثم إنخفضت18نتاجية له بعد   قصى ا إذ وصلت أ  

، اما حال الدم فكانت فعاليته      خلال مدة الحضن   % 5لمحضر بتركيز   على مما هي عليه في الوسط ا       أ كانت% 
، وأصـبحت   ولـى خلال الأربع  ساعات الأ     % 5اعلى مما عليه بتركيز      % 10في الوسط المحضر بتركيز     

  .)2شكل(ين التركيزين على التوالي  في هذ0.52 و 0.53 بلغت ساعة اذ 18القرائتان متقاربتين بعد 
، وتشير هذه النتائج )3شكل (زين متقارباً وكذلك بالنسبة لحال الدم      يكان النمو في وسط قشور البطاطا في الترك       

حال الدم بدرجة واضحة  لا يؤدي الى زيادة النمو أو %  10الى  %  5الى أن مضاعفة تركيز هذا الوسط من 
لتنمية البكتريا وإنتاج حال الدم ويتحقق من هذه النتيجة فائدة اقتـصادية إذ            % 5حضير الوسط بتركيز    ويكفي ت 

ستعمل في هذه الدراسة وسط محضر من عظام        أ.نتاج  أنها تعني إختزال كمية المادة الأساس المستعملة في الإ        
دار السنة وهي من النواحي الايجابية مفيدة عتبارها من المخلفات الحيوانية غيرالمكلفة والمتوفرة على مأالدجاج ب

 ساعة في كلا التركيزين 24لوحظ في هذا الوسط استمرار الزيادة في كثافة النمو خلال  .في النطاق الصناعي 
ا ، وربم)4شكل(نخفاض  ساعة ثم بدأت بالإ18إلا أن فعالية حال الدم استمرت في الزيادة لغاية  % 10و  % 5

التي تنتجها )  proteases( الانزيمات المحللة للبروتينات الى تحلل بروتين حال الدم بفعلنخفاض يعود هذا الإ
ستعمل في هذه الدراسة هو وسط نقيع القلب والدماغ بأعتباره من الأوسـاط             أالوسط الاخر الذي     .)6(البكتريا  

يضية بضمنها  العديد من المواد الأ   التجارية الشائعة الإستعمال في المختبرات والدراسات لتنمية البكتريا لإنتاج          
نمت البكتريا بشكل    )القلب والدماغ ( يحتوي على مستخلصات حيوانية      ، فضلاً عن كونه وسطاً اغنائياً     حال الدم 

   ساعة إلا أن حال الدم 24جيد في هذا الوسط وأنتجت حال الدم وكانت الزيادة في كثافة النمو مستمرة خلال 
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 إلا أن النمو وإنتاج حال الدم في هذا الوسط  ،)5شكل  (ساعة ثم انخفضت فعاليته      18سجلت أعلى قيمة له بعد      
خرى المستعملة في هذه الدراسة بل كان بعضها متفوقاً عليه في دعمها للنمو    لم تكن أفضل مما في الأوساط الآ      

 .نتاج حال الدم وإ
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  ي وسط نخالة الرز المحضر بتركيزين                 ف) الهيمولايسين(وانتاج حال الدم  S. aureusنمو بكتريا ) : 1(شكل 
   %  10و  % 5               
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  في وسط كسبة زهرة الشمس المحضر ) الهيمولايسين(وانتاج حال الدم  S. aureusنمو بكتريا ) : 2(شكل 
  %.10و  % 5تركيزين ب            
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  في وسط قشور البطاطا المحضر بتركيزين ) الهيمولايسين(وانتاج حال الدم  S. aureusنمو بكتريا ) : 3(شكل 
   %.10و  % 5            
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                في وسط عظام الدجاج المحضر بتركيزين ) الهيمولايسين(لدم وانتاج حال ا S. aureusنمو بكتريا ) : 4(شكل 
  %.10و  % 5            
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نمو البكتریا 
فعالیة حال ال دم 

  
  نقيع القلب والدماغ  وانتاج حال الدم في وسط S. aureusنمو بكتريا ) : 5(شكل               

                          Brain Heart Infusion    
، قورنـت   خـر حدهم على الآ  فضلية أ أنتاج حال الدم و   إوساط في مدى ملائمتها للنمو و     لتوضيح التمايز بين الأ   

  . )2،3جدول ( ساعة من زرع البكتريا 18وساط بعد النتائج في هذه الأ
، يليه   % 10 و    %5وساط بتركيز   على مما في بقية الأ    أ للبكتريا   اًن وسط نخالة الرز يعطي نمو     أبينت النتائج   

ذ إ % 5على مـن تركيـز   أ % 10خير المحضر بتركيز     وكان النمو في الوسط الأ     ،ة زهرة الشمس  بوسط كس 
قل نمو فكان وسط قشور أعطى أ، اما الوسط الذي  في كلا التركيزين على التوالي     0.44 و   0.76كانت القراءة   

هي مواد نشوية وسليلوزية التي غلب محتوياتها أني و فقيرة بمحتواها البروتي  وربما يعود السبب الى أنها     البطاطا
بسط لكي يـتمكن الكـائن مـن        زيمات متخصصة لتفكيكها الى مواد أ     تعد من المواد المعقدة التي تحتاج الى ان       

 . )7(ستفادة منها لتغذيته ونموه لإا

  
    م37ة  ساعة من الحضن بدرج18في الاوساط المختلفة السائلة بعد  S. aureus نمو :)2(جدول 

  الوسط  )OD=550 NM(كثافة النمو 
  %10تركيز الوسط   %5تركيز الوسط 

 1.15 1.06  نخالة الرز
 0.76 0.44  كسبة زهرة الشمس
 0.26 0.31  مستخلص عظام الدجاج
 0.38 0.33  قشور البطاطا
  0.41  *نقيع اللب والدماغ

  الوسط محضر وفقاً لتعليمات الشركة المنتجة  •
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   ساعة من الحضن بدرجة 18وساط السائلة المختلفة بعد في الأ) hemolysin(عالية حال الدم  ف:)3(جدول 

    . م37       

  )O.D 540(فعالية حال الدم  الوسط
 5%تركيز الوسط 

  )O.D 540(فعالية حال الدم
  10%تركيز الوسط 

 0.63 0.48  نخالة الرز

 0.53 0.52  كسبة زهرة الشمس

 0.40 0.38  قشور البطاطا

 0.55 0.42  عظام الدجاج

   0.48  نقيع القلب والدماغ
  

قل من وسط نخالة أنه ألا إمتقارباً  % 10و  % 5كان النمو في الوسط المحضر من عظام الدجاج في التركزين 
  .شمس ال زهرةةبالرز وكس
 البكتريا ويتفوق الوسـط  علاه تصلح لنمو  أ  في ليهاإن المخلفات النباتية والحيوانية المشار      ألى  إالنتائج  تشيرهذه  

 ويلاحظ ان فعالية حال الدم في وسط نخالة الـرز    .وساط في هذه الناحية   المحضر من نخالة الرز على بقية الأ      
، وتأتي هذه النتيجة متناسقة مع نمو البكتريا في الوسط نفسه اذ كان          من بقية الأوساط   كانت أعلى % 10بتركيز  
 وكانت النتائج وطأ فعالية لحال الدم بتركيزيهأمحضر من قشور البطاطا عطى الوسط الأ، وعلى من غيرهأالنمو 

  .متقاربة لبقية الأوساط
وساط جاهزة مصنعة من قبـل شـركات   أنتاج حال الدم معظمها إ وS. aureusوساط المستعملة لتنمية  الأنأ

 ـ وساط تركيبية في بعض الدراسات وغالباً ما تحتوي هذه الأ         أخاصة وقد تحضر     ى مـواد بروتينيـة   وساط عل
مـن   ،لأوساط المستعملة في هذه الدراسة    وساط مماثلة ل  أوساط  ، ولم نجد بين هذه الأ     ملاح ومصادر كربونية  أو

هذا الوسط  ستعملكما أ، )1(الكازايين   وإنتاج حال الدم وسط متحللS. aureusالأوساط التي استعملت لتنمية 
  ). 8(نتاج حال الدم   وإ Aeromonas hydrophilaمضافاً إليه مستخلص الخميرة لتنمية 

 تركيبة 20غنائية تضمنت إوساط أتم فيها مقارنة النمو في  ،S. aureus عزل وتنمية  أحدى الدراساتتناولت
ضـيف لهـذه    أوكار المانيتول الملحي    أساس مكوناتها وسط نقيع القلب والدماغ ووسط تربتون الصويا و         أكان  

وساط لتنمية ثبتت النتائج ملائمة هذه الأأ، لمصل والدم والثايمين والبايوتيننمو كاوساط بعض المواد المدعمة للالأ
نتاج حال إ وhydrophila .A  لتنميةوسطاً 17حدى الدراسات تأثير تناولت إكما، )9(نتاج حال الدم   إالبكتريا و 

ها احتوى على البلازما    على مصادر كاربونية ونتروجينية مختلفة وبعض     تحتوي  وساط محلية   أغلبها  أ كانت الدم
 Nutrientوالمرق المغـذي  ) BHI(ونقيع القلب والدماغ  trypticase soy broth عن وسط  و الدم فضلاًأ

broth   10(نتاجية إعلى أكيز المزود بمستخلص الخميرة ربتعطى مرق الصوياأ، وقد( . 
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ة يوانية المذكورة تصلح لتحضير أوساط ملائم      يمكن الإستنتاج من نتائج هذه الدراسة أن المخلفات النباتية والح         

وأن وسط نخالة الرز يعطي أعلى نمو وإنتاجية لحال الدم ويترافق النمو وحـال      , لنمو البكتريا وإنتاج حال الدم    
  . م 37 ساعة من الحضن بدرجة 18هما بعد الدم اثناء مدة الحضن ويصلان إلى أعلى قيمة ل
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