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ABSTRACT 

 

This study was conducted from the beginning of the month November to the end of the month of December 

2013. The sample was obtained from the Faculty of Science / University of Tikrit, the sample has been 

confirmed by using biochemical tests. And also conducted extracted DNA from bacteria P.aeruginosa to know 

the gene responsible for the production of pyocyanin and an electrophoresis that has led to the emergence of 

packages specific prefixes that indicate the presence of specific gene for pyocyanin in chromosome of 

P.aeruginosa. The results showed that isolated sample has produced the highest amount of the pyocyanin 

(23.41μg/ml). We studied the effect of pyocyanin on the growth of some types of bacteria and the results showed 

that the pyocyanin an effective impact on the inhibition of the growth of bacterial species including, Escherichia 

coli, E.faecalis Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, and also had an impact on bacteria P.aeruginosa. 
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 Pseudomonas aeruginosaانًُخدت يٍ بكخرٌب   Pyocyaninححذٌذ انفعبنٍت انبٍىنىخٍت طبغت 
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ػٍمٝ اٌؼ١ٕمخ  ِمٓ و١ٍمخ إر رمُ اٌسظمٛي  ٖٕٔٓاخشٞ اٌؼًّ ثبٌجسث ٌٍفزشح ِٓ ثذا٠خ شٙش رشش٠ٓ اٌثبٟٔ اٌٝ ٔٙب٠خ شٙش وبْٔٛ الأٚي ٌؼبَ 

 .ج١ٛو١ّ١ب٠ٚخاٌؼٍَٛ خبِؼخ رىش٠ذ ٚلذ رُ رأو١ذ اٌؼ١ٕخ ثبعزخذاَ اٌفسٛطبد اٌ
 

ٚاخشاء اٌزشز١ً اٌىٙشثبئٟ  pyocyaninٌّؼشفخ اٌد١ٓ اٌّغؤٚي ػٓ أزبج  P.aeruginosaٌجىزش٠ب  DNAوّب رُ أ٠ؼب اعزخلاص 

 فٟ وشِٚٛعَٛ pyocyaninاٌزٞ أدٜ اٌٝ ظٙٛس زضَ ٌٍجبدئبد اٌّخظظخ اٌزٟ رش١ش اٌٝ ٚخٛد اٌد١ٕبد اٌّخظظخ ػٓ 

P.aeruginosa. 
 

 .(23.41µg/ml)ٚاٌزٟ  رجٍغ  pyocyaninٚلذ أظٙشد إٌزبئح أْ اٌؼضٌخ لذ أٔزدذ أػٍٝ و١ّخ  ِٓ اي 
 

ػٍٝ ّٔٛ ثؼغ أٔٛاع اٌجىزش٠ب ٚأظٙشد إٌزبئح أْ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ رأث١ش فؼبي ػٍٝ رثج١ؾ ّٔٛ أٔٛاع  pyocyaninوّب رُ دساعخ رأث١ش اي 

ٝ ٚأ٠ؼبً وبْ ٌٗ رأث١ش ػٍ ,Escherichia coli, E.faecalis Staphylococcus aureus, Salmonella typhi ثىز١ش٠خ ِٕٙب

 . P.aeruginosa ثىزش٠ب
 

 تـانًمذي

INTRODUCTION 
 

اٌزٟ ٔبدسا (Opportunistic Pathogens)  اٌّــشػ١خ الأزـٙـبص٠ـخ ِــٓ اٌّغـججــبد Pseudomonas aeruginosaرــؼذ ثــىزش٠ب 

ِب رغجت اٌّشع فٟ الأشخبص الأطسبء , ٌٚىٕٙب رشىً خطشا زم١م١ب ٌٍّشػٝ اٌشالذ٠ٓ فٟ اٌّغزشف١بد ,إر رؼذ أُ٘ الأٔٛاع اٌجىز١ش٠خ 

إر رزّىٓ ِٓ أْ رزٛاخذ ػٍٝ أسػ١خ سد٘بد  (Nosocomial infection)اٌّغججخ ٌّب ٠ؼشف ثبلإطبثخ اٌّىزغجخ فٟ اٌّغزشف١بد 

وّب رّزٍه اٌمذسح ػٍٝ اٌجمبء فٟ اٌّٛاد اٌّطٙشح ٚثؼغ أٔٛاع  د اٌؼ١ٍّبد , ٚالأدٚاد اٌدشاز١خ ٚغ١ش٘ب ,اٌّغزشف١بد ٚطبلا

 .(Greenwood et al., 2007)اٌّؼمّبد 
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( إر ٠ّىٕٙب اعزخذاَ أٔٛاع ِخزٍفخ ِٓ اٌّٛاد الأ١ٌٚخ  وّغز٠بد (Versatilityثأٔٙب ِزؼذدح اٌجشاػبد  P.aeruginosaرٛطف ثىزش٠ب  

أػؼبء ِخزٍفخ فٟ اٌدغُ إر رزّىٓ ِٓ إطبثخ ٚرٌه لاِزلاوٙب أٔض٠ّبد ِزؼذدح ِٚزٕٛػخ رّىٕٙب ِٓ إٔدبص ػ١ٍّبد أ٠ؼ١خ ِخزٍفخ فٟ 

رٚٞ إٌّبػخ اٌّثجطخ, ٚإطبثبد اٌّغزشف١بد ٚاٌدشٚذ ٚاٌسشٚق ِٚشػٝ صساػخ الأػؼبء ٚغ١ش٘ب, وّب رؼشف ثأْ ٌٙب لذسح ػٍٝ 

  .اٌزى١ف ٌٍظشٚف غ١ش اٌطج١ؼ١خ ِٕٚٙب
 

 Balch and Smith, 1994; Lyczak et al., 2000 and)اِزلاوٙب ِغزٜٛ ػب١ٌبً ِٓ اٌّمبِٚخ ٌّؼظُ أٔٛاع اٌّؼبداد اٌس٠ٛ١خ

Doring, 1993) 
 

( إر رٛخذ فٟ اٌزشة ٚا١ٌّبٖ ٚوفٍٛسا (Ubiquitous ثأٔٙب ِٓ ا١ٌّىشٚثبد اٌشبئؼخ ٚاٌٛاعؼخ الأزشبس P.aeruginosaرزظف ثىزش٠ب 

ػ١خ , إر ٠ّىٓ اٌىشف ػٕٙب فٟ اٌج١ئبد غ١ش خٍذ٠خ ٚفٟ ِؼظُ اٌج١ئبد اٌظٕبػ١خ , ٌٚٙزا فٟٙ رغزؼّش اٌؼذ٠ذ ِٓ اٌج١ئبد اٌطج١ؼ١خ ٚاٌظٕب

اٌس١خ ِثً خضأبد ا١ٌّبٖ اٌٍّٛثخ ثفؼلاد الإٔغبْ أٚ اٌس١ٛاْ ٚفٟ فؼلاد ١ِبٖ اٌّغزشف١بد ٚلأٔٙب رفؼً اٌج١ئبد اٌشؽجخ فٟٙ ٌزٌه 

 Willey et al.,2008; Lyczak)ِغججخ إطبثبد ِخزٍفخ ػٕذ اعزخذاِٙب Cathetersرٛخذ ٍِٛثخ ٌلأخٙضح اٌطج١خ ِٚٓ ػّٕٙب اٌمبؽش

et al., 2000) 
 

اٌزٟ رزظف ثأٔٙب طجغخ صسلبء  Pyocyanin ِٓ إٔزبج أٔٛاع ِٓ اٌظجغبد ٟٚ٘ طجغخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ P.aeruginosaرزّىٓ علالاد 

الأطفش اٌّخؼش اٌزٟ رزٚة فٟ اٌّبء ٚلارزٚة فٟ  Fluorescenٚطجغخ اٌفٍٛسع١ٓ  ِخؼشح رزٚة فٟ اٌّبء ٚاٌىٍٛسٚفٛسَ ,

 راد اٌٍْٛ الأعٛد  Pyomelaninٚاٌجب١ِٛ٠لا١ٔٓ اٌزٟ ٠ىْٛ ٌٛٔٙب أزّش داوٕبً, Pyorubinٚطجغخ اٌجب٠ٛسٚث١ٓ  فٛسَ,اٌىٍٛسٚ

(Todar, 2004).  ٓإْ أُ٘ أٔٛاع اٌظجغبد إٌّزدخ ٟ٘ اٌجب٠ٛع١ب١ٔ(Hassan, H.M. and Fridovich, I 1980)  ٓأْ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔ

 -( ِٕٙب :(bacteriocidal( ٚ٘ٛ لبرً لأٔٛاع ػذ٠ذح ِٓ اٌجىزش٠ب (Antibacterialٍفخ فؼب١ٌخ ِؼبدح لأٔٛاع ثىز١ش٠خ ٚفطش٠خ ِخز
 

Escherichia coli,Staphylococcusaureus  رلازع فؼب١ٌزٗ اٌمبرٍخ ػٍٝ أؽجبق الأوبس وّٕطمخ شفبفخ زٛي ِغزؼّشح اٌجىزش٠ب

 اٌّمبِٚخ ٚ٘زٖ اٌفؼب١ٌخ رغّر ٌٍجىزش٠ب إٌّزدخ ٌٗ ثبٌزٕبفظ ِغ اٌجىزش٠ب الأخشٜ اٌزٟ رشغً ٔفظ اٌّىبْ. إػبفخ ٌزٌه فئْ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ

إػبفخ ٌزٌه فئْ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ رأث١شاً ػلاخ١بً ِزٕٛػبً ػٍٝ خلا٠ب زم١م١خ ٚثذائ١خ  رأث١شاً ػلاخ١بً ِزٕٛػبً ػٍٝ خلا٠ب زم١م١خ ٚثذائ١خ إٌٛاح ,

 .(Saha et al., 2008)إٌٛاح 
 

 انًىاد وطرائك انعًم

MATERIALS AND METHODS 
 

  :Materialsانًىاد 

 :Equipments and apparatusالأدواث والأخهسة انًخخبرٌت 
 

 اٌّخزجش٠خ اٌّغزخذِخ فٟ اٌجسث.( الأدٚاد ٚالأخٙضح 2-1خذٚي سلُ )
 

 انشركت انًظُعت وبهذ انًُشأ اسى اندهبز ث

 Autoclave Gallenkamp/England اٌّٛطذح 1

 Centrifuge  Hettich EBH.20/Germanخٙبص اٌطشد اٌّشوضٞ 2

 Incubator Memmert/Germanyزبػٕخ  3

 Microscope Olympus/Japanِدٙش ػٛئٟ  5

 pH meter Hanna/Porlugalِم١بط اٌشلُ ا١ٌٙذسٚخ١ٕٟ  6

 ١ِElectric balance Hangping JA  1003/Japanضاْ وٙشثبئٟ زغبط  7

 spectrophotometer Cecil/Franceػذاد اٌّط١بف اٌؼٛئٟ  9

 Millipore filter(0.45) Germanyأٚساق رشش١ر  11

 Digital Camera Sony/Japanوب١ِشا سل١ّخ  13

 Refrigerator Ishtar/Iraqثلاخخ  14

 flasks Volumertric  Jlassco (India)دٚاسق زد١ّخ 15
 

 Chemicals  and biological materialsانًىاد انكًٍٍبوٌت وانببٌىنىخٍت 
 

 اٌّٛاد اٌى١ّ١ب٠ٚخ اٌّغزخذِخ فٟ اٌذساعخ (2-3انًىاد  انكًٍٍبوٌت :خذول )
 

 (Companyانًُشأ ) Materialsانًىاد انكًٍٍبوٌت  ث

 Chloroform Chloroform وٍٛسٚفٛسَ 1

 HCl BDH/Englandزبِغ ا١ٌٙذسٚوٍٛس٠ه 2

 K2SO4 BDH/England وجش٠زبد اٌجٛربع١َٛ 3

 MgCl2 BDH/England وٍٛس٠ذ اٌّغ١ٕغ١َٛ 4

 Peptone Microbiologie/ Germany ثجزْٛ 5
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 : الأوسبط انسرعٍت اندبهسة

 اٌّزوٛسح أدٔبٖ ثسغت رؼ١ٍّبد اٌششوخ اٌّظٕؼخ ٌٙب ٚاٌّثجزخ ػٍٝ اٌؼجٛاد اٌخبطخ ثىً ِٕٙب. زؼشد الأٚعبؽ اٌضسػ١خ

 

 الأٚعبؽ اٌضسػ١خ ٚاٌغشع ِٓ اعزخذاَ وً اٌٛعؾ. (3-3خذول )

 

 انىسظ انسرعً ث

Medium 

 انغرع يٍ اسخخذايه انشركت انًظُعت وبهذ انًُشأ

ٌٍزسشٞ ػٓ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب ػٍٝ رسًٍ اٌذَ ٚرسذ٠ذ ٔٛع  Blood agar base Himedia/India ٚعؾ اٌذَ اٌظٍت 1

 اٌزسًٍ.

 ٚعؾ اٌّبوٛٔىٟ 3

Mac Conkey agar 

Himedia/India  ٌز١ّٕخ اٌجىزش٠ب اٌغبٌجخ ٌظجغخ خشاَ ٚلبث١ٍزٙب ػٍٝ رخ١ّش

 عىش اٌلاوزٛص.

 ٚعؾ ٌِٛش ٕ٘زْٛ اٌظٍت 4

Muller Hinton agar 

Oxoid/England  اٌجىزش٠ب ٌٍّؼبداد اٌس٠ٛ١ٗ.لاخزجبس زغبع١خ 

 اٌٛعؾ اٌّغزٞ اٌظٍت 5

Nutrient agar 

Himedia/India  ٌٍزؼشف ػٍٝ اٌظفبد اٌّظٙش٠خ ٌٍّغزؼّشاد ٌٚسفع

 . Slantاٌؼضلاد ٌفزشح لظ١شح ثبعزخذاَ اٌّبئً 

 اٌٛعؾ اٌّغزٞ اٌغبئً 6

Nutrient broth 

Himedia/India  اٌجىز١ش٠خ.ٌزٕش١ؾ اٌجىزش٠ب ٚرسؼ١ش اٌزخبف١ف 

 Urea agarٚعؾ أخبس ا١ٌٛس٠ب الأعبط 7

base 

Himedia/India ٌٍزسشٞ ػٓ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب فٟ أٔزبج أٔض٠ُ ا١ٌٛس٠ضUrease  

 Simmonٚعؾ ع١ّْٛ عزش٠ذ  8

Citrate 

Himedia/India  ٌٍىشف ػٓ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب ػٍٝ اعزٙلان اٌغزشاد وّظذس

 ٚز١ذ ٌٍىبسثْٛ

 

  Antibiotic discsانًضبداث انحٍىٌت

 

 P.aeruginosaاٌّؼبداد اٌس٠ٛ١خ اٌّغزخذِخ فٟ اخزجبس زغبع١خ ػضلاد ثىزش٠ب  :((3-4 خذول
 

 انخركٍس انريس انعبنًً اسى انًضبد ث

 لرص /يبٌكروغراو

 انشركت انًظُعت

1 Amikacin AK 30 Bioanalyse 

(Turkey) 3 Amoxicillin 

Clavulanic-acid 

AMC 30 

4 Cefotaxime CTX 30 

5 Ciprofloxacin CIP 5 

6 Chloramphenicol C 30 

7 Neomycin N 30 

 

 انعسلاث انبكخٍرٌت

 

 اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ اٌّغزخذِخ فٟ اٌجسث ِٚظبدس٘ب. (3-5) خذول
 

 حأكٍذ انخشخٍض انًظذر انعسلاث انبكخٍرٌت ث

1 E.coli -  ُرُ اٌسظٛي ػ١ٍٙب ِٓ لغ

و١ٍخ اٌؼٍَٛ/ ػٍَٛ اٌس١بح/ 

 خبِؼخ رىش٠ذ

رُ رأو١ذ رشخ١ظٙب اػزّبداً  ػٍٝ اٌظفبد اٌضسػ١خ 

ٚاٌفسض اٌّدٙشٞ ٚاٌزشخ١ض اٌى١ّٛز١ٛٞ ٚوّب خبء 

 Collee,(1975) ٚآخشْٚ ػبَ Cruickshankفٟ 

 . (1999)ٚآخشْٚ ػبَ  Suhouenٚ  (1996)ٚآخشْٚ

2 S.aureus + 

3 S.typhi - 

4 P.aeruginosa - 

5 E.faecalis + 

 

 طرائك انعًم:

 -الأوسبط انسرعٍت انًحضرة:

 (N 0.1)أٚ  NaOH (N 0.1)رُ رسؼ١ش الاٚعبؽ اٌضسػ١خ زغت رؼ١ٍّبد اٌششوخ إٌّزدخ ٚرُ رؼذ٠ً اٌشلُ ا١ٌٙذسٚخ١ٕٟ ثبعزخذاَ 

HCl . 
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  Blood Base Agarوسظ أخبر انذو انظهب 

121زغت رؼ١ٍّبد اٌششوخ اٌّظٕؼخ ٚرؼم١ّٗ ثذسخخ زشاسحثؼذ رسؼ١ش ٚصْ ِؼ١ٓ ِٓ ٚعؾ أخبس اٌذَ اٌظٍت 
ە

ثبٚٔذ  15َ ٚػغؾ  

 50دل١مخ , رشن ١ٌجشد ثذسخخ زشاسح 15/أٔح ٌّذح 
ە
 % ٚٚصع ػٍٝ أؽجبق ثزشٞ ِؼمّٗ.10َ ٚأػ١ف إ١ٌٗ اٌذَ اٌجششٞ اٌّؼمُ ثٕغجخ  

 

 Motility test mediumوسظ اخخببر انحركت 

أخبس إٌٝ اٌٛعؾ اٌّغزٞ اٌغبئً ,ػمُ ثبٌّٛطذح  -ِٓ الاخبس  0.5%ػٍٝ اٌسشوخ ,زؼش ثئػبفخاعزخذَ ٌٍزسشٞ ػٓ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب 

((Autoclave , ٓٚٚصع ػٍٝ أٔبث١ت اخزجبس ثُ ٌمر ثبٌسم (Cruickshank et al ., 1975 and Collee et al.,1996). 

 

  urea mediaوسظ انٍىرٌب انظهب

٠ٛس٠ب ِؼمّخ   (20%)رشن ١ٌجشد ٚأػ١ف إ١ٌٗ Autoclave)ٚرؼم١ّٗ ثبٌّٛطذح )ثؼذ رسؼ١شٖ زغت رؼ١ٍّبد اٌششوخ اٌّظٕؼخ 

4طت فٟ أٔبث١ت ِؼمّخ ثشىً ِبئً ٚزفع ثذسخخ  ثبٌزشش١ر ,
ە

 .(Collee et al ., 1996)  َ ٌس١ٓ الاعزخذاَ

 

 MacConkey agarوسظ يبكىَكً أخبر 

  g 0.03 - الأزّش اٌّسب٠ذ g 5 - وٍٛس٠ذ اٌظٛد٠َٛ g 1.5 - اِلاذ اٌظفشاء  g 10 - لاوزٛص g 3 - ثشٚر١ٛص ث١جزْٛ g 17 - ث١جزْٛ

لارٛولاف ثُ ٠ٛصع فٝ أؽجبق ثزشٜ ٠ٚؼمُ فٝ ا 7  ٌزش ,٠ٚؼذي اط ١٘ذسٚخ١ٕ١ئٌٝ ٠ٔؼبف ١ٌظً اٌّدّٛع  - ِبء g 13.5 - اخبس

 .ِؼمّخ

 

 Pseudomonas broth (PB)وسظ 

فٟ ٌزش ِٓ اٌّبء  K2SO4 غُ وجش٠زبد اٌجٛربعMgCl2 ٚ10َٛ١غُ وٍٛس٠ذ اٌّغ١ٕغ١َٛ peptone ٚ1.4 غُ ثجزْٛ 20زؼش ِٓ أراثخ 

 NaOH.(Essar et al., 1990) (1N)ثبعزخذاَ  7.2-7.4ِبء ٚػجؾ الاط اٌٙب٠ذسٚخ١ٕٟ ػٕذ  اٌّؼمُ

 

 Indol testوسظ اخخببر الأَذول 
فٟ ٌزش ِٓ اٌّبء اٌّمطش  NaClغُ  5غُ ِٓ اٌججزْٛ ٚ 20اعزخذَ اٌٛعؾ ٌٍزسشٞ ػٓ أ٠غ اٌزشثزٛفبْ فٟ اٌجىزش٠ب ,زؼش ِٓ إراثخ 

 (Cruickshank el al., 1975 and Collee et al., 1996)لجً اٌزؼم١ُ ثبٌّٛطذح  7.4ٚػذي اٌشلُ ا١ٌٙذسٚخ١ٕٟ إٌٝ 

 

 -انكىاشف وانًحبنٍم :

 Catalaseكبشف كخبنٍس 

  (Collee et al., 1996)%  3, ٚلذ زؼش ثزشو١ضCatalaseاعزخذَ ٌٍزسشٞ ػٓ إٔزبج اٌجىزش٠ب لأٔض٠ُ 

 

  Oxidaseكبشف الاوكسٍذٌس

غُ ِٓ وبشف  0.1 ثؼذ أْ رُ إراثخ 1%, ٚلذ زؼش ثزشو١ض  Oxidaseاعزخذَ ٌٍزسشٞ ػٓ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب ػٓ إٔزبج أٔض٠ُ 

(Tetramethyl-p-phenylenediaminedihydrochloride ٟف )ٍٍِزش ِٓ اٌّبء اٌّمطش ٚزفع فٟ ل١ٕٕخ ِؼزّخ, ٚاعزؼًّ آ١ٔب 10

(Collee et al., 1996). 

 

 Kovacكبشف كىفبن 

ًِ ثبعزخذاَ 100ٍٍِزش وسٛي أ٠ضٚأ١ٍِٟ ثُ أوًّ اٌسدُ اٌٝ 75فٟ  P-dimethyl aminobenzaldehyde غُ ِٓ  5 زؼش ثئراثخ

 زبِغ ا١ٌٙذسٚوٍٛس٠ه اٌّشوض ثجؾء ١ٌظجر ٌْٛ اٌىبشف أطفش شبزجبً ٚزفع فٟ اٌثلاخخ ٌس١ٓ الاعزخذاَ

(Cruickshank et al., 1975 and Collee et al., 1996). 

 

 Methyl Red (MR)كبشف انًثٍم الأحًر 

 ًِ ثبعزخذاَ  ِبء ِمطش5.0( ثُ أوًّ اٌسدُ إٌٝ (%95ًِ وسٛي أث١ٍٟ 300 غُ ِٓ اٌّث١ً الأزّش فٟ  0.1 زؼش ثئراثخ

Cruicshank et al., 1975 and Collee et al., 1996)) 

 

 Voges-Proskauer (VP)يحهىل كبشف 

 ٠زىْٛ ِٓ ِس١ٌٍٛٓ:

 .(99%)ًِ ثبعزخذاَ وسٛي أث١ٍٟ 100ٔفثٛي ٚأوًّ اٌسدُ إٌٝ -غُ ِٓ أٌفب5 % :زؼش ثأراثخ5 ٔبفثٛي-وبشف أٌفب -أ

 ًِ ِٓ اٌّبء اٌّمطش100 فٟ KOHغُ ِٓ  40 % : زؼش ثئراثخ40وبشف ١٘ذسٚوغ١ذ اٌجٛربع١َٛ  -ة

(Cruickshank et al., 1975 and Collee et al., 1996) 

 

 Sterilizationانخعمٍى 
 : wet sterilization (Autoclaving)انخعمٍى انرطب 

121ثذسخخ زشاسح (Autoclave)ف١ٗ اٌّٛطذح ػمّذ الأٚعبؽ اٌضسػ١خ ثبعزخذاَ اٌزؼم١ُ اٌشؽت ٚاعزؼٍّذ 
ە

ثبٚٔذ/أٔح 15َ ٚػغؾ 
2

 

 ,.Cruickshank et al)دل١مخ ػذا الأٚعبؽ اٌزٟ اززبخذ إٌٝ ؽشق رؼم١ُ أخشٜ ٚاٌزٟ روشد فٟ فمشح رسؼ١ش٘ب  15-20ٌّٚذح 

1975) . 

 

http://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D8%A7%D9%83%D8%AA%D9%88%D8%B2
http://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D8%A7%D9%83%D8%AA%D9%88%D8%B2
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 : حفظ انسلالاث انبكخٍرٌت وإدايخهب

فٟ اٌثلاخخ ثذسخخ   Nutrient agarِٓ الأخبس اٌّغزٞ  Slantsزفظذ اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ ثؼذ رشخ١ظٙب ػٍٝ أٚعبؽ صسػ١ٗ ِبئٍخ 

4
ە

َ ٚاعزّشد ػ١ٍّخ الإداِخ ثشىً دٚسٞ شٙش٠بً ِٓ خلاي ردذ٠ذ صسػٙب ػٍٝ أٚعبؽ خذ٠ذح ٌؼّبْ ثمبئٙب ٔشطخ ؽ١ٍخ ِذح اٌذساعخ, 

ٚزفظذ فٟ اٌثلاخخ  Nutrient Agarِىٓ إداِخ اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ ِضسٚػخ ػٍٝ أؽجبق زب٠ٚخ ػٍٝ أ ٚ٘زا اٌسفع ٠ؼذ لظ١ش الأِذ.

4ثذسخخ 
ە

 َ ٌؼذح أعبث١غ.

 Obtain samplesانحظىل عهى انعٍُبث  
 رُ اٌسظٛي ػٍٝ اٌؼ١ٕبد ِٓ و١ٍخ اٌؼٍَٛ خبِؼخ رىش٠ذ ٚوبٔذ ِؼضٌٚخ ثشىً ربَ.

 

 زرع انعٍُبث

37ٚزُؼِٕذَْ فٟ دسخخ  MacConkey agarرُ صسع اٌؼ١ٕبد ػٍٝ ٚعؾ 
ە

عبػخ ثُ ٔمٍذ اٌّغزؼّشاد اٌّفشدح غ١ش  24َ ٌّذح  

 ػٍٝ اٌٛعؾ.pale اٌّخّشح ٌغىش اٌلاوزٛص اٌزٟ رجذٚ شبزجخ 

 

 : Identificationانخشخٍض 

ٚآخشْٚ   Cruickshankرُ رشخ١ض اٌؼضلاد إٌب١ِخ ثبعزخذاَ الاخزجبساد اٌّظٙش٠خ ٚاٌّدٙش٠خ ٚاٌى١ّٛز٠ٛ١خ ٚفك ِبٚسد فٟ

(1975)  ,Collee  ْٚ(1996)ٚآخش , 

 

 Catalase اخخببر
%   3ثزشو١ض  H2O2ِٚضخذ ِغ ثؼغ لطشاد ِٓ وبشف  (Loop)رُ إخشاء الاخزجبس ثأخز ِغزؼّشح ِفشدح ثبعزخذاَ إٌبلً 

 ٌٚٛزظذ إٌز١دخ اٌّٛخجخ ثظٙٛس فمبػبد ػٍٝ اٌشش٠سخ اٌضخبخ١خ.

1993).(Cowan and Steel’s 

 

 Oxidase اخخببر
ػٍٝ ٚسلخ رشش١ر ثُ ٔمٍذ ِغزؼّشح ِفشدح ثبعزخذاَ ػٛد خشجٟ  Oxidaseرُ إخشاء الاخزجبس ثٛػغ ثؼغ لطشاد ِٓ وبشف 

ٍْ دلاٌــث 5-10ْٛ الأصسق الاسخٛأٟ ثؼذ ــٛس اٌٍـــشح. إْ ظٙــغ اٌمطــٚٚػؼذ ػٍٝ ِٛػ  (1993 خ الاخزجبس.ــخ ػٍٝ إ٠دبث١ــٛا

(Cowan, and Steel’s 

 

 IMViCاخخببراث 

A–  اخخببر الأَذولIndol test 

37ٌمر ِبء اٌججزْٛ ثّضسٚع اٌؼضٌخ اٌّشاد اخزجبس٘ب ثُ زؼٕذ ػٕذ دسخخ زشاسح 
ە
ٍٍِزش ِٓ وبشف 0.5 عبػخ ٚأػ١فذ  48-24َ ٌّذح  

Kovac . 1993  ,ػُذّد ٔز١دخ الاخزجبس ِٛخجخ ػٕذ ظٙٛس زٍمخ زّشاء ػٍٝ عطر اٌٛعؾ).(Cowan and Steel’s. 

 

B-  اخخببر انًثٍم الأحًرMethyl red test 

37ٌمر ِبء اٌججزْٛ ثّضسٚع اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ ٚزؼٓ ثذسخخ زشاسح 
ە

ثُ أػ١ف إ١ٌٗ خّظ لطشاد ِٓ وبشف  عبػخ , 48- 24َ ٌّذح 

َّْ رسٛي اٌٛعؾ إٌٝ اٌٍْٛ الأزّش دلاٌخ ػٍٝ إٌز١دخ اٌّٛخجخ  Cowan and Steel’s).(1993 . اٌّث١ً الأزّش, إ

 

C– اخخببرVoges Proskauer test  
 37ٌمر ِبء اٌججزْٛ ثّضسٚع اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ ٚزؼٓ ثذسخخ زشاسح

ە
ًِ ِٓ وبشف ١٘ذسٚوغ١ذ 1ثُ أػ١ف  عبػخ , 24َ ٌّذح 

 Cowan and).(1993. دلبئك 5( , ػذد إٌز١دخ ِٛخجخ ثظٙٛس اٌٍْٛ الأزّش ثؼذ5%) ٔبفثٛي-ٍٍِزش ِٓ وبشف إٌفب 3اٌظٛد٠َٛ ٚ 

Steel’s 

 

D-  اخخببر اسخهلان انسخراثCirate Utilization test 
37ثّغزؼّشٖ فز١خ ٚزؼٓ ػٕذ   Bromothymol blueٌمر ٚعؾ أوبس ع١ّْٛ اٌغزشاد اٌسبٚٞ ػٍٝ ِبدح ثشِٚٛثب٠ّٛي اٌضسلبء 

ە
 َ

 Cowan and Steel’s).(1993 ػُذّد إٌز١دخ ِٛخجخ ِٓ خلاي رغ١ش ٌْٛ اٌٛعؾ ِٓ الأخؼش إٌٝ الأصسق. .عبػخ 24ٌّذح 

 

  Motility testاخخببر انحركت
37ٚزؼٓ ثذسخخ زشاسح  Stabblingثبٌطؼٓ  Semi-Solid mediaٌمر ٚعؾ اٌسشوخ شجٗ اٌظٍت 

ە
إْ ظٙٛس  عبػخ. 24َ ٌّذح 

ًٌ ػٍٝ إٌز١دخ اٌّٛخجخ.  (Cowan and Steel’s 1993) ِٕطمخ ػجبث١خ زٛي خؾ اٌطؼٓ د١ٌ

 

  Urease testاخخببر إَخبج انٍىرٌس

37ٌمر ٚعؾ ا١ٌٛس٠ب اٌظٍت ثبٌزخط١ؾ ٚزؼٓ ثذسخخ زشاسح 
ە

ٌٛزظذ إٌز١دخ اٌّٛخجخ ثزسٛي ٌْٛ اٌٛعؾ اٌٝ  عبػخ , 48-24َ ٌّذح 

 (Cowan and Steel’s1993)اٌٛسدٞ .

 

 :اخخببر حسبسٍت انبكخرٌب نهًضبداث انحٍىٌت

شَ ٚعؾ ٌِٛش ٕ٘زْٛ اٌظٍت ٚطت فٟ أؽجبق ِؼمّخ ثس١ث لا  ٍِّزش ٚرشُن  ١ٌزظٍت. ٠4مً اسرفبع اٌٛعؾ ػٓ  *زُؼَّ
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ٍٍِزش  5ٚٔمٍذ اٌٝ أٔجٛثخ اخزجبس رسزٛٞ ػٍٝ   Loop*زؼش اٌٍمبذ اٌجىز١شٞ ثأخز ػذح ِغزؼّشاد ِٓ ِضسػخ زذ٠ثخ ثٛعبؽخ إٌبلً

ِٓ اٌٛعؾ اٌّغزٞ اٌغبئً ثس١ث رىْٛ ػىبسرٙب ِغب٠ٚخ ٌؼىبسح اٌّسٍٛي اٌم١بعٟ ِبوفشلأذ اٌزٞ اعزؼًّ ٌٍّمبسٔخ لإػطبء ػذد رمش٠جٟ 

1.5x 10ٌٍخلا٠ب اٌدشث١ِٛخ ٚاٌزٞ ٠جٍغ زٛاٌٟ
8

 خ١ٍخ/ ١ٍٍِزش  

 .(Steril swab) ؼمّخِٓ ِسٍٛي اٌجىزش٠ب ػٍٝ عطر اٌٛعؾ اٌضسػٟ ثٛاعطخ اٌّغسخ اٌمط١ٕخ اٌّ o.1*ٔشش

 دلبئك ٌزدف . 3-5*رشوذ الأؽجبق ٌّذح 

( ثبعزخذاَ ٍِمؾ ِؼمُ ٚٚصػذ ػٍٝ الأؽجبق اٌّضسٚػخ ثبٌجىزش٠ب 3-4*ٔمٍذ ألشاص اٌّؼبداد اٌس٠ٛ١خ اٌّزوٛسح فٟ اٌدذٚي سلُ )

 ؽجك./ألشاص 5ثٛالغ 

37*زؼٕذ ثذسخخ زشاسح 
ە

 عبػخ. 18-16َ ٌّذح 

Clinical and Laboratory Standards Institute [M7-A7], 2006.) 

 

 -:إَخبج واسخخلاص وحُمٍت انببٌىسٍبٍٍَ

 إَخبج طبغت انببٌىسٍبٍٍَ
اٌّشدغ لإٔزبج طجغخ   Pseudomonas broth (pB)صُسِػَذْ اٌؼضلاد اٌّخزبسح ٚاٌزٟ أػطذ أغّك ٌْٛ ٌٍظجغخ ػٍٝ ٚعؾ

37اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ثذسخخ زشاسح 
ە

عبػخ إر رُ ِلازظخ رغ١ش ٌْٛ اٌٛعؾ ِٓ اٌٍْٛ الأث١غ إٌٝ اٌٍْٛ الأخؼش اٌّضسق ,  48َ ٌّٚذح  

عبػخ إر رؼًّ ػٍٝ  24ثؼذ٘ب ػشػذ أٔبث١ت الاخزجبس اٌزٟ رُ صسع اٌجىزش٠ب ف١ٙب إٌٝ ِظذس ػٛئٟ ٚثذسخخ زشاسح اٌغشفخ ٌّٚذح 

ٚآخشْٚ ػبَ  Essarاٌذاوٓ, أخش٠ذ اٌزدشثخ وّب ٚسد فٟ رشد١غ اٌجىزش٠ب ػٍٝ ص٠بدح إٔزبج اٌظجغخ ٌزسٛي اٌٛعؾ إٌٝ اٌٍْٛ الأصسق 

(1990). 

 

 اسخخلاص انببٌىسٍبٍٍَ
إر سعجذ  (1990) ٚآخشْٚ ػبَ Essarخبء فٟ  اعزخٍض اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ِٓ ساشر اٌّضاسع اٌدشث١ِٛخ ٚرُ رمذ٠ش فؼب١ٌزٗ اػزّبداً ػٍٝ ِب

دلبئك ثُ ٔمً اٌشاشر إٌٝ  10ٌّذح  rpm 3000 ّشوضٞ ػٕذ عشػخثبعزخذاَ خٙبص اٌطشد اٌ PB ًِ ِٓ ٚعؾ 5  اٌّضسػخ إٌب١ِخ فٟ

رٞ ػ١بس٠ٗ  HClًِ ِٓ زبِغ  1ًِ ِٓ اٌىٍٛسٚفٛسَ ِٚضج خ١ذاً ثُ أص٠ٍذ اٌطجمخ اٌؼ١ٍب ٚأػ١ف ٌٙب 3أٔجٛثخ أخشٜ ٚأػ١ف إ١ٌٗ

1N), 3000 د اٌّشوضٞ ػٕذ عشػخ فظً اٌّسٍٛي ثؼذ ٚػغ الأٔجٛة فٟ خٙبص اٌطش ( ٌس١ٓ رسٛي اٌٍْٛ اٌٛسدٞ إٌٝ الأزّش اٌغبِك 

rpm   دلبئك ثُ ٔمٍذ اٌطجمخ اٌؼ١ٍب إٌٝ  5ٌّذحCuvette tube  520 ٚل١غذ اِزظبط١خ اٌّسٍٛي ػٕذ nm ثبعزخذاَ خٙبص اٌّط١بف

.ثُ رُ زغبة اٌزشو١ض ٚاٌزٞ ٠ؼجش ػٓ وً ِب٠ىشٚغشاَ ِٓ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ إٌّزح/١ٍٍِزش ِٓ ساشر  Spectrophotometerاٌؼٛئٟ 

اٌزٞ ٠ٛػر خطٛاد  (3-1)وّب ِج١ٓ فٟ اٌشىً  .17.072( فٟ (nmٕ٘ٓ OD520اٌّضاسع ٚرٌه ثؼشة اٌىثبفخ اٌجظش٠خ ػٕذ 

 أعزخلاص ٚرٕم١خ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ.

 

 Purification of pyocyaninحُمٍت انببٌىسٍبٍٍَ 
رُ ر١ّٕخ ػضٌخ  .(2008)ٚآخشْٚ ػبَ  Sahaرُ رٕم١خ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ اٌّغزخٍض ٚاٌّمبط و١ّب فٟ اٌفمشح اٌغبثمخ اػزّبداً ػٍٝ ِبخبء فٟ 

ٚازذح ِٓ ػضلاد الأرْ اٌٛعطٝ ٚاٌدشٚذ ٚاٌسشٚق ٚاٌمشغ  ٚالإدساس إٌّزدخ ٌظجغخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ولاًّ ػٍٝ زذح  فٟ دٚاسق  رسزٛٞ 

37ًِ ٌىً دٚسق ٌٍسظٛي ػٍٝ و١ّخ أوجش ِٓ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ٚزؼٕذ ثذسخخ زشاسح  300( ثّمذاس (PBعؾ ػٍٝ ٚ
ە

 48َ ٌّٚذح  

( رٞ اٌشلُ 0.4M)borate-NaOHعبػخ, وشسد ٔفظ خطٛاد الاعزخلاص ِغ ززف خطٛح ل١بط الاِزظبط١خ ٚإػبفخ ِٕظُ 

إٌٝ الأصسق , وشسد ٘زٖ اٌخطٛاد ٌؼذح ِشاد ٌس١ٓ اٌسظٛي ػٍٝ إٌٝ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ اٌّغزخٍض إٌٝ أٔزغ١ش اٌٍْٛ 10ا١ٌٙذسٚخ١ٕٟ 

 ِسٍٛي أصسق طبفٍ ِٓ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ِزاثب فٟ اٌىٍٛسٚفٛسَ.

 

اٌزٞ ٠سٛٞ فٟ رشو١جٗ  Pseudomonas broth (PB)ٚلإٔزبج أوجش و١ّخ ِٓ طجغخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ صسػذ ٘زٖ اٌؼضلاد ػٍٝ ٚعؾ 

ج طجغخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ٚلإٔزبج أوجش و١ّخ لّٕب ثز١ّٕخ ػضٌخ ٚازذح ِٓ وً ِٓ اٌّظبدس ػٍٝ اٌؼٕبطش ٚرشاو١ض٘ب اٌّشدؼخ ػٍٝ إٔزب

( ٚلذ زؼٕذ الأؽجبق ثذسخخ زشاسح (١ٍِPBٍزش ِٓ ٚعؾ  ١ٍِ300ٍزش ٚثّمذاس  500اٌّخزٍفخ ولاً ػٍٝ زذح فٟ دٚاسق راد زدُ 

37
ە

عبػخ, ثُ رُ   48ٌّذح  P.aeruginosaٌّشػ١خ ٌجىزش٠ب َ ٟٚ٘ اٌذسخخ اٌّثٍٝ لإٔزبج أوجش و١ّخ ِٓ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ِٓ اٌؼضلاد ا

رٕم١زٗ ٚثؼذ رجخ١ش اٌىٍٛسٚفٛسَ خّغ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ِٓ ِظبدس الإطبثبد اٌخّغخ اٌّزوٛسح عبثمبً ولاًّ ػٍٝ زذح فٟ زب٠ٚبد ِؼمّخ 

 20-ٚٔظ١فخ ٚزفع ثذسخخ 
ە

 . (3-1)َ ٌس١ٓ الاعزخذاَ, اٌشىً 

 

 ىسٍبٍٍَحمذٌر َسبت انرطىبت فً يسحىق انببٌ
, إر ٚػؼذ و١ّخ ِٓ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ فٟ  (2002)ػبَ AOAC لذسد ٔغجخ اٌشؽٛثخ فٟ ِغسٛق اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ اػزّبداً ػٍٝ ِبخبء فٟ 

105فشْ زشاسٞ ػٕذ 
ە

 َ ٌس١ٓ ثجبد ٚصْ اٌؼ١ٕخ ٚلذسد ٔغجخ اٌشؽٛثخ ِٓ خلاي اٌفشق ث١ٓ ٚصْ اٌؼ١ٕخ لجً اٌزدف١ف ٚثؼذٖ.

 

 ًضبد يبٌكروبً يخخبرٌب  حمٍٍى فعبنٍت انببٌىسٍبٍٍَ ك
ردبٖ أٔٛاع ِٓ اٌجىزش٠ب اٌغبٌجخ ٌظجغخ خشاَ  P.aeruginosaرُ رم١١ُ فؼب١ٌخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ اٌّؼضٚي ٚإٌّمٝ ِٓ ِٓ ثىزش٠ب 

 . S.aureus, E. faecalisٚاٌّٛخجخ ٌظجغخ خشاَ ِٓ الأٔٛاع  P.aeruginosa, E. coli ,S.typhiـ

 
 1.5xٌزثج١ذ الأػذاد ػٕذ  (0.5)رُ إػذاد ِؼٍك ثىز١شٞ ِٓ أٔٛاع اٌجىزش٠ب ٚرُ ِمبسٔخ ِسب١ًٌ اٌّؼٍك ِغ ِسٍٛي ِبوفشلأذ اٌم١بعٟ 

10
8

ًِ ِٓ وً ِٓ اٌؼٛاٌك إٌٝ عطر اٌٛعؾ اٌضسػٟ ٌِٛش ٕ٘زْٛ اٌظٍت ٚرُ ٔشش٘ب ػٍٝ اٌغطر ٚرشوذ  0.1خ١ٍخ / ١ٍٍِزش, ثُ ٔمً 

37إٌٝ زفش ِؼذح ػٍٝ ٔفظ اٌٛعؾ ثُ زؼٕذ ػٕذ  (0.2%)ِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ثزشو١ض  100 دل١مخ ثُ ٔمً 30ٌّذح 
ە

 24َ ٌّذح 

 عبػخ ٚثؼذ٘ب أخز ل١بط لطش ِٕطمخ اٌزثج١ؾ ٌىً ٔٛع.
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 P.aeruginosaيٍ بكخرٌب  DNAاسخخلاص 

  ٓ١ٍٍِزش ِٓ  ٖػًّ ؽشد ِشوضٞ ِبلا ٠ض٠ذ ػserum  ( 4000ثمٛحxg  ٌّذح )دلبئك ثذسخخ زشاسح اٌغشفخ 10 

 . عست اٌطجمخ اٌؼ١ٍب ٚاّ٘بٌٙب 

  100اػبفخ ( ِب٠ىشٚ ١ٌزش ِٓ ِسٍٛي الاراثخTE buffer َثُ ّٔشس إٌّبرج ػٍٝ خٙبص اٌذٚاَ لإوّبي اٌّضج ٚاراثٗ الاخغب )

 اٌظٍجخ .

  10إػبفخ ( ِٓ ِب٠ىشٚ ١ٌزشlysozyme . ) 

  ٗدلبئك   . 10ٌّذٖ  37زؼٓ ثذسخ 

  ٗ100اػبف ( ِٓ ِب٠ىشٚ ١ٌزشBTL Buffer ٚ )20 ( ِٓ ِب٠ىشٚ ١ٌزشproteinase k( َثُ ِضج ثدٙبص اٌذٚا )Vortex) 

  دل١مخ 20ٌّذح عبػخ ِغ اٌزسش٠ه وً  55زؼٓ ثذسخخ زشاسح 

   10000ؽشد اٌّشوضٞ ثمٛح xg). ٌذل١مز١ٓ لإرّبَ ٘ؼُ اٌّٛاد غ١ش اٌّٙؼِٛخ ) 

  1.5عست اٌطجمخ اٌؼ١ٍب ٚٚػؼٙب فٟ أجٛة خذ٠ذ عؼخml ٍٝثذْٚ اٌزّبط ِغ اٌطجمخ اٌغف 

  ِب٠ىشٚ ٌزش ِٓ ِسٍٛي  220أػبفخBDL ( َثُ ِضج ثدٙبص اٌذٚاVortex) 

   دلبئك 10ٌّذح  65زؼٓ ثذسخٗ زشاسح 

  شػٗ لإرّبَ اٌّضج ٚارا ظٙشد ثب١ٔٗ ثأػٍٝ ع 20%( ثُ ِضج ثبٌذٚاس ٌّذح 100_96ِب٠ىشٚ ١ٌزش ِٓ الا٠ثبٔٛي ) 220اػبفخ

 فمبػبد ٠زُ عسجٙب ثبٌّبطخ اٌذل١مخ

 ( ٚػغHi Bind DNA mini column أبث١ت خبطخ ثبٌطمُ اٌدب٘ض ٚاٌزٟ رسزٛٞ ػٍٝ ِششر( )filter ٗفٟ أبث١ت عؼ )2 

ml  (collection tube ) 

  1.5ٔمً إٌّبرج ِٓ أجٛة ml ُاٌٝ الأبث١ت اٌخبطخ ثبٌطم 

  10000ؽشد ِشوضٞ ثمٛح xg)ٌّذح دل١مخ ٚازذح ) 

  2اّ٘بي الأجٛة ml  ٚاٌشاشر اٌزٞ رششر ػجش اٌفٍزش ِٓ الأجٛة اٌخبص 

  2ٚػغ الأجٛة اٌخبص فٟ أجٛة ml خذ٠ذ 

  ِٗب٠ىشٚ ١ٌزش ِٓ  500اػبفHB Buffer 

  ٖٛ10000ؽشد اٌّشوضٞ ثم xg)ٌّٖذٖ دل١مٗ ٚازذ ) 

  2اّ٘بي اٌشاشر ػجش اٌّششر ِغ الاززفبظ ثبلأٔجٛة ml 

  ٗ10000ِب٠ىشٚ ١ٌزش ِٓ ِسٍٛي اٌغغً ثُ ؽشد ِشوضٞ ثمٛح  700اػبف xg)ٌّذح دل١مخ ٚازذح ) 

  2اّ٘بي اٌشاشر ػجش اٌّششر ِغ الاززفبظ ثبلأٔجٛة ml 

 ًاػبدٖ اٌخطٛاد اٌخبطخ ثبٌغغً اٞ اػبدٖ اٌغغ 

 ٚػغ الأبث١ت اٌفبسغخ اٌخبطخ ثبيDNA  ٗ10000ثدٙبص اٌطشد اٌّشوضٞ ثغشػ xg) دل١مٗ ٌزدف١ف الأبث١ت 2( ٌّذح 

  ٗخذ٠ذٖ 1.5ٚػغ الأبث١ت فٟ أبث١ت عؼ ًِ 

  ٗ50-100أػبف ( ِٓ ِب٠ىشٚ ١ٌزشElution buffer اٌّغخٓ ِغجمبً ثذسخخ زشاسح )65 

  ( 25دلبئك ثذسخخ زشاسح اٌغشفخ ) ٘زؼٓ ٌّذح° 

  10000ؽشد ِشوضٞ ثمٛح xg )ٌّذح دل١مخ ٚازذح ) 

  ( ٗاػبدح ػ١ٍّElute ِٜشح أخش ) 

  زفعEluted DNA  ٖ20-ثذسخٗ زشاس  

 

 انًسخخهض وَمبوحه: DNAحمذٌر حركٍس  

-1.82( ٚرشاٚزذ ٔمبٚح اٌؼ١ٕخ ِمٓ Nano drop) ِب٠ىشٚ ١ٌزش ِٓ اٌؼ١ٕخ اٌّغزخٍظخ فٟ خٙبص ٔػٓ ؽش٠ك ٚػغ  DNAرُ رمذ٠ش رشو١ض اٌـ

1.6 . 

 

 حخفٍف انبراًٌراث 

 . (Bioneerٚاٌّدٙضح ِٓ ششوخ )رُ رخف١ف اٌجشا٠ّشاد زغت ِٛاطفبد اٌششوخ اٌّظٕؼخ 
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 specific Primersانببدئبث انًخظظت 
 

 انببدئ انًخظض انىزٌ اندسٌئً

448 bp 

 

Phenazine biosynthetic operon (phzABCDEFG) PHZP F 5' 

CCGTCGAGAAGTACATGAAT 3'      PHZP R 5' 

CATAGTTCACCCCTTCCAG  3' 

313 bp Phenazine – specific methyltransferase(phz M) 

PHZP F 5' AACTCCTCGCCGTAGAAC 3' 

PHZP R 5' ATAATTCGAATCTTGCTGCT 

664 bp 

 

Flavine containing Monooxygennase (phzS) 

PHZP F 5' TGCGCTACATCGACCAGAG 3'        PHZP R 5' 

CGGGTACTGCAGGATCAACT 3' 

 

 PCR (Polymerase chain reaction)خهبز 

ِؼممُ  Hood( ثب١ٔخ لإرّبَ ِضج ِىٛٔمبد اٌزفبػمً , ِمغ ِشاػمبح أْ ٠ىمْٛ اٌؼّمً داخمً 7ٌفزشح ) Microcenterfugeرُ ٔجز اٌّض٠ح فٟ خٙبص 

 ٚاسرذاء اٌمفبصاد ٚٚػغ الأٔبث١ت داخً ػجٛح ثٍح ثُ رطج١ك اٌجشٔبِح ا٢رٟ:

 

(94دلبئك ػٍٝ دسخخ زشاسح ) 5دٚسح ٚازذح ٌّذح 
O

ثب١ٔمخ  30( دٚسح رؼمبػف رزؼمّٓ ومً دٚسح 30ثمُ ر١ٍٙمب ) DNAٌٍّغخ الأٌٚمٟ ٌشمش٠ؾ  

((94ثذسخخ زشاسح 
O

(60ثب١ٔخ ثذسخخ زشاسح ) 30ٌّغخ اٌشش٠ؾ اٌّضدٚج ٚ  
O

(72ثب١ٔخ ثذسخخ زمشاسح ) 30اٌمبٌت  DNAلاسرجبؽ اٌجبدا  
O

 

(72دلبئك ٚػٍٝ دسخخ زشاسح ) 10ثؼذ رٌه دٚسح أخ١شح ٌّذح لاعزطبٌخ اٌجبدا  ثُ 
O

 لاعزىّبي ِشزٍخ الاعزطبٌخ . 
 

 انُخبئح وانًُبلشت

RESULTS AND DISCUSSION 
 

  P.aeruginosa Isolation and Identification ofعسل وحشخٍض 
ٚآخشْٚ  Holt,   (1990)ػبَ Baron  ٚFinegoldأخش٠ذ الاخزجبساد اٌزشخ١ظ١خ اٌضسػ١خ ٚاٌى١ّٛز٠ٛ١خ ثبلاػزّبد ػٍٝ 

ٌغشع   (2008)ٚآخشْٚ ػبَ   Willey, ٚ (2005)ٚآخشْٚ ػبَ  Prescott,  (1996)ٚآخشْٚ ػبَ  Collee,   (1994)ػبَ

ٚلذ أثجزذ اٌؼضٌخ لذسرٙب ػٍٝ إٌّٛ ػٍٝ ٚعؾ ِبوٛٔىٟ اٌظٍت ٚ٘ٛ ٚعؾ اخز١بسٞ  P.aeruginosaػضي ٚرشخ١ض خشثِٛخ 

اٌّثجطخ ٌّؼظُ اٌجىزش٠ب اٌّٛخجخ  (Crystal violet)ٚطجغخ اٌجٕفغدٟ اٌجٍٛسٞ  (Bile salts)ٍٝ أِلاذ اٌظفشاء رفش٠مٟ لاززٛائٗ ػ

ٌظجغخ خشاَ , ٚرفش٠مٟ لأٔٗ ١ّ٠ض ث١ٓ اٌجىزش٠ب اٌّخّشح ٚغ١ش اٌّخّشح ٌغىش اٌلاوزٛص ٌزٌه وبْ ظٙٛس ِغزؼّشاد ثىزش٠ب 

P.aeruginosa  ًػٍٝ اٌٛعؾ شبزجب(Pale) ِخّشح ٌغىش اٌلاوزٛص. لأٔٙب غ١ش 

 

ٌٚذساعخ اٌظفبد اٌّظٙش٠خ ٌٍّغزؼّشاد , صسػذ ِغزؼّشح ِفشدح ٔم١خ ِٓ وً ػضٌخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌّغزٞ اٌظٍت , فظٙشد 

اٌّغزؼّشاد راد رسذة ل١ًٍ ٚزبفبد ِغطسخ, ٚأظٙشد اٌؼضٌخ لذسرٙب ػٍٝ إفشاص طجغخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ اٌخؼشاء اٌّضسلخ ػٕذ إٌّٛ , 

 .aminoacetophenoneٌٛخٛد ِبدح  grape-likeضٌخ سائسخ ١ِّضح رشجٗ  سائسخ اٌؼٕت ٚوبْ ٌد١ّغ اٌؼ

 

ٚلذ رُ اخز١بس ِغزؼّشح ِفشدح ٌىً ػضٌخ ٚصسػذ ػٍٝ ٚعؾ اٌذَ اٌظٍت , ٚ٘ٛ ٚعؾ غزائٟ رٕش١طٟ ٌزسذ٠ذ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب ػٍٝ رسًٍ 

د ٘بٌخ شفبفخ زٛي اٌّغزؼّشح .ٚػٕذ إخشاء اٌفسض اٌّدٙشٞ ٌٍّغسخ اٌذَ ٚٔٛع اٌزسًٍ , ٚوبٔذ اٌؼضٌخ ِسٍٍخ ٌٍذَ رسٍلاً وبِلاً إر ظٙش

 عبٌجخ ٌٙزٖ اٌظجغخ ٚػٍٝ شىً ػظ١بد ِفشدح أٚ علاعً لظ١شح. P.aeruginosa اٌجىز١ش٠خ اٌّظجٛغخ ثظجغخ خشاَ, ظٙشد ثىزش٠ب

 

 الاخزجبساد اٌزشخ١ظ١خ اٌّّٙخ ٚ٘ٛ ِٓ   Oxidaseٚلذ أظٙش اٌزشخ١ض أْ اٌؼضٌخ أػطذ ٔز١دخ ِٛخجخ لاخزجبس إٔزبج الأٚوغ١ذ٠ض

 
 

 Indoleٚوبٔذ إٌز١دخ عبٌجخ اخزجبس الأٔذٚي  IMViCوّب ٚأخش٠خ فسض  .Catalaseوّب أظٙشد فسظبً ِٛخجبً لاخزجبس اٌىزب١ٌض 
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اٌدضئٟ  ٚػٕذ إػبفخ اٌىبشف وبٔذ إٌز١دخ عبٌجخ لاخزجبس فٛوظ ثشٚعىٛس , ٚ٘ٛ اخزجبس ٠غزخذَ ٌٍزسشٞ ػٓ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب ٌٍزخّش

 ٌغىش اٌىٍٛوٛص, إْ اٌؼضٌخ وبٔذ عبٌجخ ٌٙزا الاخزجبس.

 
اٌزٞ ٠غزخذَ ٌٍزسشٞ ػٓ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب لاعزٙلان  citrate (Simmon) ٚأظٙشد خ١ّغ اٌؼضلاد ٔز١دخ ِٛخجخ ػٕذ ر١ّٕزٙب ػٍٝ ٚعؾ

ٔض٠ُ ا١ٌٛس٠ض اْ إٌز١دخ وبٔذ اٌّٛخجخ اٌغزشاد وّظذس ٚز١ذ ٌٍىبسثْٛ, ٚرٌه ثزسٛي ٌْٛ اٌٛعؾ إٌٝ الأصسق ٚوّب أٚػسذ ٔز١دخ لأ

 رسٛي ٌْٛ اٌٛعؾ ِٓ اٌٍْٛ الأطفش إٌٝ اٌٛسدٞ .

 
 إَخبج واسخخلاص وحُمٍت انببٌىسٍبٍٍَ 3-

وبٔذ اٌؼضٌخ ِفشصح ٌٍظجغخ ثشىً ٚف١ش ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ , إر ٠زجب٠ٓ إٔزبج اٌظجغخ ِٓ علاٌخ إٌٝ أخشٜ ِٚٓ ثُ رُ اعزخلاص اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ 

لأٔٗ ٠ز٠ت اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ فمؾ ػٍٝ ػىظ اٌّبء  (1990)ٚآخشْٚ ػبَ  Essarثبٌىٍٛسٚفٛسَ ثبلاػزّبد ػٍٝ اٌطش٠مخ اٌّٛطٛفخ ِٓ لجً 

ب١ٔٓ ٚاٌفٍٛسع١ٓ ِؼبً ٚاٌٍز٠ٓ ٠خزٍفبْ فٟ رشو١جّٙب اٌى١ّ١بئٟ ٚثٙزٖ اٌطش٠مخ رُ رسذ٠ذ و١ّخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ إٌّزدخ اٌزٞ ٠ز٠ت اٌجب٠ٛع١

 Pseudomonasثبعزخذاَ خٙبص اٌّط١بف اٌؼٛئٟ , ٚلإٔزبج أوجش و١ّخ ِٓ طجغخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ  صسػذ ٘زٖ اٌؼضلاد ػٍٝ ٚعؾ 

broth (PB) طش ٚرشاو١ض٘ب اٌّشدؼخ ػٍٝ إٔزبج طجغخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ٚثؼذ رجخ١ش اٌىٍٛسٚفٛسَ اٌزٞ ٠سٛٞ فٟ رشو١جٗ ػٍٝ اٌؼٕب

40ثبعزخذاَ اٌسبػٕخ ٚػٍٝ دسخخ 
ە

20-عبػخ ٚرُ زفع ِغسٛق اٌجب٠ٛع١ٓ فٟ زب٠ٚبد ٔظ١فخ ِٚؼمّخ فٟ دسخخ زشاسح  48َ  ٌّذح 
ە

 َ

 ٌس١ٓ اعزخذاِٗ.

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 -حسبسٍت انعسنت نهًضبداث انحٍىٌت :

 

اٌس٠ٛ١خ ٚلٛسٔذ  ردبٖ أٔٛاع ِزؼذدح ِٓ اٌّؼبداد P.aeruginosaاعزخذَ اخزجبس أزشبس الألشاص اٌم١بعٟ ٌزسذ٠ذ زغبع١خ ثىزش٠ب 

رؼّٕذ اٌّؼبداد اٌس٠ٛ١خ  (2002).ػبَ  NCCLألطبس اٌزثج١ؾ ِغ اٌم١ُ اٌم١بع١خ ٌزسذ٠ذ دسخخ أٚ زبٌخ ِمبِٚخ اٌؼضٌخ اػزّبداً ػٍٝ 

 ,Amoxicillin-Clavulanicacid (AMC), Cefotaxime (CTX), Ciprofloxacin (CIP)-الأٔٛاع ا٢ر١خ:

Chloramphenicol (C) Neomycin (N) ,  

 

 . Ciprofloxacin ٌّؼبد ( أْ ػضٌخ اٌجىزش٠ب وبٔذ زغبعخ(4-2ث١ٕذ إٌزبئح وّب فٟ اٌظٛسح 

 

ٚ٘ٛ ِٓ ِدّٛػخ  Ciprofloxacin٘ٛ ِؼبد  P.aeruginosaٚأثجزذ إٌزبئح اٌسب١ٌخ أْ أوفأ اٌّؼبداد فٟ ػلاج الإطبثبد ثبٌــ 

اٌفٍٛسٚو٠ٌْٕٛٛٛ, ٚإْ رطٛس اٌّمبِٚخ ٌٍّؼبداد رؼَُذّ ِشىٍخ ػلاخ١خ وج١شح ٠ّىٓ أْ رٛػر ثبٌشخٛع إٌٝ ثؼغ اٌفشػ١بد ِٕٙب 

 . (Sotto et al., 2001)ؼبد اٌس١ٛٞ غ١ش اٌّلائُ الاعزخذاَ اٌّفشؽ أٚ اعزخذاَ اٌّ

 

 

    

Ab c 

d f e 
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 P.aeruginosa: حسبسٍت بكخرٌب (3-1)طىرة 

 انهىٌ الأحًر انحسبسٍت نهًضبد / انهىٌ الأسىد انًمبويت نهًضبد.
 

 -:P.aeruginosaانخمذٌر انكًً نهببٌىسٍبٍٍَ انًسخخهض يٍ 

 Spectrophotometerلذسد و١ّخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ اٌّغزخٍض ثبلاػزّبد ػٍٝ رمذ٠ش الاِزظبط١خ ثبعزخذاَ خٙبص اٌّط١بف اٌؼٛئٟ 

 رٛػر خطٛاد اعزخلاص ٚرٕم١خ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ. (4-3). اٌظٛسح  520nmػٕذ ؽٛي ِٛخٟ 

 

ٚإْ الاخزلاف فٟ و١ّخ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ  23.41µg/ ml)) اٌّؼضٌٚخ وبٔذ ثّمذاس P.aeruginosaإْ و١ّخ الأزبج وبٔذ ِٓ ثىزش٠ب  

 إٌّزدخ لذ ٠ؼٛد إٌٝ زبٌخ رٕظ١ُ الإفشاص اٌّؼزّذ ػٍٝ ردّغ اٌخلا٠ب اٌجىز١ش٠خ .

 

 نهببٌىسٍبٍٍَ عهى أَىاع بكخٍرٌت يرضٍت:(MIC) انخركٍس انًثبظ الأدَى 
,  E.coli,S.aureus ,S.typhiأظٙشد إٌزبئح إْ اٌزشو١ض اٌّثجؾ الأدٔٝ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ إٌّمٝ ردبٖ أٔٛاع ثىز١ش٠خ شٍّذ 

P.aeruginosa ,E.faecalis ْغُ/ ًِ ٚػٍٝ خ١ّغ الأٔٛاع اٌجىز١ش٠خ. 0.005وب 
 

 فعبنٍت انببٌىسٍبٍٍَ فً انخثبٍظ انًبٌكروبً :

غُ/ًِ فمذ رُ  0.005( ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ ػذ الأٔٛاع اٌّب٠ىشٚث١خ اٌّخزٍفخ ٚاٌزٞ وبْ ػٕذMIC) الأدٔٝثؼذ أْ رُ رسذ٠ذ اٌزشو١ض اٌّثجؾ 

 رم١١ُ فؼب١ٌزٗ اٌزثج١ط١خ ػذ أٔٛاع ثىز١ش٠خ ِٛخجخ ٚعبٌجخ ٌظجغخ خشاَ. 
 

غُ /ًِ  0.2 )ٌزشو١ض) ِٚٓ ثُ رُ سفغ رشو١ض اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ٌّلازظخ اٌزثج١ؾ ثظٛسح أٚػر ػٍٝ أؽجبق الأوبس إر أظٙشد إٌزبئح أْ ا

 ِٓ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ 

 

 ِمذسحً ثبٌٍُّ P.aeruginosaاٌفؼب١ٌخ اٌزثج١ط١خ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ إٌّمٝ ِٓ  : 3-1خذول
 

 انفعبنٍت انخثبٍطٍت )ببنًهى( الأَىاع انبكخٍرٌت ث

ٔ P.aeruginosa 25 

ٕ S.aureus 21 

ٖ E.faecalis 23 

ٗ S.typhi 22 

٘ E.coli 22 
 

 ( ٍُِ .25فىبٔذ ) P.aeruginosa اٌزثج١ؾ ػذ إٌٛعألطبس 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  24بعذ. P.aeruginosaعهى بكخرٌب  P.aeruginosa( انًسخخهض يٍ بكخرٌب (0.2%انفعبنٍت انخثبٍطٍت نهببٌىسٍبٍٍَ بخركٍس  (3-3)طىرة 

 .(Muller Hinton agar)سبعت يٍ انخحضٍٍ عهى وسظ  
 

 ٍُِ وّب فٟ اٌظٛسح . (19وبٔذ ) S.aureusٚػٍٝ إٌٛع 
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 S.aureusعهى بكخرٌب  P.aeruginosa( انًسخخهض يٍ بكخرٌب (0.2%انفعبنٍت انخثبٍطٍت نهببٌىسٍبٍٍَ بخركٍس  (3-4)طىرة 

 (Muller Hinton agar)سبعت يٍ انخحضٍٍ عهى وسظ   24بعذ
 

 ( وّب فٟ اٌظٛسح . 23)E.faecalis ٚإٌٛع 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

سبعت   24. بعذ E.faecalisعهى بكخرٌب P.aeruginosa( انًسخخهض يٍ بكخرٌب(0.2%انفعبنٍت انخثبٍطٍت نهببٌىسٍبٍٍَ بخركٍس  (3-5)طىرة 

 .(Muller Hinton agar)يٍ انخحضٍٍ عهى وسظ 
 

 ( ٍُِ وّب فٟ اٌظٛسح .  22وبٔذ ) S.typhiٚإٌٛع 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

سبعت يٍ   24بعذ S.typhiعهى بكخرٌب  P.aeruginosa( انًسخخهض يٍ بكخرٌب (0.2%انفعبنٍت انخثبٍطٍت نهببٌىسٍبٍٍَ بخركٍس  (3-6)طىرة 

 .(Muller Hinton agar)انخحضٍٍ عهى وسظ 
 

 ٍُِ.  (21)ثألطبس رثج١ط١خ E.coliٚثىزش٠ب 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

سبعت يٍ   24بعذ E.coliعهى بكخرٌب  P.aeruginosa( انًسخخهض يٍ بكخرٌب(0.2%انفعبنٍت انخثبٍطٍت نهببٌىسٍبٍٍَ بخركٍس  (3-7)طىرة 

 .(Muller Hinton agar)انخحضٍٍ عهى وسظ 
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ٍُِ ٚ٘زا ٠ذي  25ز١ث وبْ ِؼذي اٌزثج١ؾ  P.aeruginosaٚلذ أظٙشد إٌزبئح اْ اػٍٝ فؼب١ٌخ رثج١ط١خ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ وبْ ػٍٝ ثىزش٠ب 

ِٚٓ ثُ ثىزش٠ب ٍُِ  23 ز١ث وبْ ِؼذي اٌزثج١ؾ E.faecalisٚر١ٍٙب ثىزش٠ب  P.aeruginosaػٍٝ اْ اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ  فؼبي خذا ػذ ثىزش٠ب 

S.typhi  ٚE.coli  ٠ٚذي ٘زا ػٍٝ أٙب ل١ٍٍخ اٌّمبِٚخ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ, اِب ثىزش٠ب  22ز١ث وبْ ِؼذي اٌزثج١ؾ ٍُِS.aureus  ز١ث

 ٍُِ.  21أٙب اوثش ِمبِٚخ ٌٍجب٠ٛع١ب١ٔٓ ز١ث وبْ ِؼذي اٌزثج١ؾ أظٙشد 

 

 Phenazine biosynthetic operon ،Phenazine – specific methyltransferase ،Flavineانببدئبث انًخظظت )

containing Monooxygennase) 

 

ٚاٌزشز١ً  PCRرج١ٓ اٌزؼبػف ثبعزخذاَ رم١ٕخ  P.aeruginosaاعزخذِذ اٌجبدئبد ٌٍزؼج١ش ػٓ أزبج اٌجب٠ٛع١ب١ٔٓ ِٓ ثىزش٠ب 

 Phenazine biosynthetic operonاٌىٙشثبئٟ أدٜ اٌٝ ظٙٛس زضَ ػٕذ ٚصْ خض٠ئٟ ٌىً ِٓ اٌجبدئبد اٌّخظظخ ػٕذ )

,Phenazine – specific methyltransferase ,Flavine containing Monooxygennase) 

ػٍمٝ أزمبج اٌجب٠ٛعم١ب١ٔٓ ٚاْ اٌزفغم١ش ػٍمٝ أزبخمٗ ٠ىمْٛ ِمٓ خملاي خ١ٕمبد فمٟ  p.aergenusa ٚاٌزٟ رش١ش اٌمٝ لمذسح إٌمٛع اٌجىز١مشٞ

 (.3-8وشِٚٛعَٛ اٌجىزش٠ب . وّب فٟ اٌظٛسح )
 

 
 

 ( حشٍر انى لذرة انُىع انبكخٍري عهى اَخبج انببٌىسٍبٍٍَ يٍ خلال خٍُبث فً كرويىسىو انبكخرٌب3-8طىرة )

 

 انًراخــع
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