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 عذذذذتش يص ذذذذتيي البمترلذذذذا الينللذذذذة لللاذذذذريصبر يالي ت ذذذذة لانذذذذتل  اللاريصبذذذذت لغذذذذر نفذذذذذه اذذذذذة ال را ذذذذة  
يصن يذذ  الوذذري   ،الرمذذا  م ي ذذة مذذر ضعذذع العب ذذاه ال ذذرلرلة لليرجذذن اليذذراجعبر لي ت ذذ ياه  يص تيصذذ ا

للعذذتش اي ذذا   عيليا ت  اليثلن لإنتاج إنتل  اللاريصبت يص قبته ي را ة خصائي الإنتل  يالوري  اليثلن لعيله.
زرعيذذة مثذذل ي ذذ  امذذار اليذذامونجك يي ذذ  ال ملبذذل امذذار يامذذار الذذ م يي ذذ  ال ب صذذبر الصذذل  ف ذذ  عذذر 

ي ذذ   عياشاختلاذذره بايليذذة العذذتلاه علذذن انتذذاج انذذتل  اللاريصبذذت ضا ذذت ي  ،الفنوصذذاه اليورفولوجيذذة يالجييوةبولذذة
يصيبذذته العذذتلاه ضقذذ رص ا علذذن  يي ذذ  م ذذنولا كذذوالة الذذذر  ال ب صذذبر الصذذل  يي ذذ  م ذذنولا بذذري  الا  ذذام

 p. aeruginosaالعتلذذة الينليذذة  انتتلاذذل ،اخذذت   فذذك كفذذا   اذذذة العذذتلاهانتذذاج انذذتل  اللاريصبذذت مذذ  يجذذو  
ياظ ذذره  ،ي ا اه النبولذذةالفك مقايمة  ياختلاره كفأص ا .لأن ا الامفأ فك انتاج الانتل اليعتيلة مر النريلا 

 ذذذذذذييا م ذذذذذذا اه اللابتذذذذذذا لامتذذذذذذام يلا ،ال را ذذذذذذة الي ذذذذذذتعيلة فذذذذذذكالي ذذذذذذا اه النبولذذذذذذة  لأ لذذذذذذ العتلذذذذذذة مقايمذذذذذذة 
يةذذذ  ه الوذذذري   .الا ان ذذذا كانذذذل ة ا ذذذة لي ذذذا  اللالارا ذذذلبر ،يالتترا ذذذايملب اه يم يوعذذذة الامب وك يمو ذذذب 

 ،(7)ذي الاس ال بذذ ريجب ك  ،اذ كذذا  الو ذذ  الترعذذك م ذذنولا بذذري  الا  ذذام ،اليثلذذن لإنتذذاج انذذتل  اللاريصبذذت
مْ اذذك اف ذذل الوذذري  لإنتذذاج  )32( ذذاعة فذذك  )24(خليذذة م مللتذذر مذذ  الن ذذر ليذذ    )1x  6 10(ياليلقة يذ

 P. aeruginosaأظ ذذره التاذذواه اليت ل ذذلة ص زيذذة إنذذتل  اللاريصبذذت الي ذذتم مذذر العتلذذة الينلبذذذة ي  .الانذذتل 
% اذذك الأف ذذل فذذك 60%( يا  ال  بة 20-80ضالتر ب  ضيلة كلارلتاه الامونبوم ي  بة إشباع صرايةل يبر)

مذذذذذذر  يةصذذذذذذبلة 1.60 يةذذذذذذ  مملغ  ضعذذذذذذ   مذذذذذذراه ص زيذذذذذذة 32.03التر ذذذذذذب  إذ أعاذذذذذذل فعاليذذذذذذة نوعيذذذذذذة بذذذذذذ راا 
إلذذذن  DEAE-Cellulose%, يأ ى إمذذذرار الينلذذذوش الإنتليذذذك علذذذن عيذذذو  اليبذذذا ش الأيذذذونك 33.69إنتلييذذذة

مذذذر  2.89يةذذذ  مملغ  يعذذذ   مذذذراه ص زيذذذة إلذذذن  57.68زلذذذا   نقذذذاي  الإنذذذتل  إذ ارصفعذذذل الفعاليذذذة ال وعيذذذة إلذذذن 
%. جيعل الأجتا  التك أظ ره فعالية إنتليية عالية يأخ عل لعيليذذة الفصذذل ضارلقذذة 35يبنصبلة إنتليية  

يةذذذ  مملغ  34.87أعاذذذل اذذذذة التاذذذو  فعاليذذذة نوعيذذذة Sephadex-G200الترشذذذية ال  مذذذك ضعيذذذو  اذذذ م 
نتذذذائم صوصذذذيي الإنذذذتل  ا  الذذذرب   يبب ذذذل%.32.16مذذذر  يةصذذذبلة إنتلييذذذة مقذذذ اراا 1.74 يعذذذ   مذذذراه ص زيذذذة

م علذذن التذذوالك, يأعاذذن الإنذذتل  أعلذذن  45ي  6.5ال بذذ ريجب ك الأمثذذل ي رجذذة النذذرار  اليثلذذن لفعالبتذذه يلغذذل 
 . .ة  ه ع   الرب  ال ب ريجب ك ي رجة النرار  أع ة ع  فعالية إنتليية  

 

 الكلمات المفتاحية: 
 .انتل  اللاريصبت

 .ضمترلا التائفة التن ارلة
 . انتاج يص زية الانتل 

  

 

 

 

 

 

 

 الـمـقـدمـة
صنتل ص اعة الإنتلياه الييمريبية مماناً ضارزاً فك عال  الأةيا  
فك  رفي   م توى  إلن  الص اعة  اذة  يصلل  يب   الص اعية  الي  رلة 
مراعاص ا  ي    اعتباراه  ع    يا الك  اليتق مة.  العال   يل ا   مر  مثبر 
ي    فيث   الي  رلة  الأةيا   يو اطة  الإنتلياه  إنتاج  ن اح   ل يا  
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صوافر يبئة  ذائية م ا ذذبة ل يذذو الجذذائر الي  ذذر  لإفذذراز الإنذذتل  يالوصذذوش 
ضذذهإ إلذذن أف ذذذل الوذذري  يا  يتذذوافر كذذذائر م  ذذر  لذذه  بذذذ ر  عاليذذة علذذذن 
انتاج الإنتل , يمر اليف ذذل ا  ينتذذو  الي تن ذذر الإنتليذذك ذي الأصذذل 
الييمريبذذك علذذن الإنذذتل  اليع ذذك م فذذر اً أي مذذ  يجذذو  كييذذة بلبلذذة جذذ ا مذذر 
الإنتلياه الأخرى اليصاةبة له لا  يجو اا ربيا ي لا  ضعع اليتاع  

 (.1ع   ا تعياش الإنتل  فك الي اش التالايقك )
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يعذذذ  إنذذذتل  اللاريصبذذذت مذذذر الإنتليذذذاه ذاه الانت ذذذار الوا ذذذ  فذذذك  
صفذذذذاع ه التنلذذذذل اليذذذذائك التذذذذك صناذذذذ  جتلئذذذذاه الالايعذذذذة يالذذذذذ  ينفذذذذت 

ينفذذت صنلبذذل الأصذذر  اللالاتب يذذة إذ اللاذذريصبر الذذن يلاتبذذ اه يأةيذذا  أمب يذذة 
(. يصوج  إنتلياه 2)  لللاريصب اه فك مواب  متتلفة يصنل ظري  متتلفة

متتلفة, يصع  الأةيا  الي  رلذذة   اللاريصببت ضمثر  فك الالايعة يفك مصا ر
اليتيثلذذذذذذة ضالبمترلذذذذذذا يالفارلذذذذذذاه يالتيذذذذذذائر مذذذذذذر أاذذذذذذ  اليصذذذذذذا ر الي ت ذذذذذذة 
للإنتليذذاه الينللذذة لللاريصب ذذاه يذلذذك لإممانيذذة ال ذذيار  علذذن إنتاج ذذا مذذر 
خ ش   ولة ال يار  علن اللابئة التك ص يو فب ذذا ي ذذ ولة صاذذولر إنتاج ذذا 
يو ذذاطة صق يذذاه ال    ذذة الورالايذذة ف ذذً  عذذر مقذذ رص ا علذذن ال يذذو ال ذذرل  

مذذذذلك كيذذذا يصعذذذ  ضعذذذع الإنتليذذذاه ،(2)فذذذك الأي ذذذا  الغذائيذذذة الرخيصذذذة
الييمريبية أمثر ا تقراراً مذذر مثبلت ذذا الإنتليذذاه الي تتلصذذة مذذر ال باصذذاه 

 (.  3يالنبواناه، كذلك فا  إنتاج ا يمو  أمثر   ولةً يأمثر أماناً )
 المواد وطرائق العمل  

  جمع العينات
( عب ذذذذذة  ذذذذذرلرلة مذذذذذر متتلاذذذذذراه م ت ذذذذذفن 70) خذذذذذ ش ال را ذذذذذة جيعذذذذذل

الرمذذا   التعلييذذك العذذام يم ت ذذفن الرمذذا   التعلييذذك لل  ذذائية يالاطفذذاش 
يبعذذ   خذذريج (،ا رار،ةريلا ،يكانل اذة العذذتلاه مذذر عذذ   ةذذالاه )جريح

ضعع الاي ا  الترعية مثل ي ذذ   عيلية ال ي  نيبل اذة العب اه علن
  ذذاعة 24اليامونجك امار يال ملبل امار يامار الذذ م يلذذت  ة ذذ  ا ليذذ   

يلذذذوةع ضعذذذ اا ةذذذالاه ال يذذذو يمذذذر لاذذذ  اخذذذذه اذذذذة  مْ  37يب رجذذذة ةذذذرار  
العذذتلاه يةفوذذل فذذك انايبذذ  ةايلذذة علذذن ي ذذ  اليذذرلا اليغذذذ  م ذذا  

 .اليه الجلي رلر ييجعل فك الث جة لنبر الا تت ام
   للبروتين  المحللةعزل البكتيريا 

اللاريصبت   يالي ت ة لأنتل   لللاريصبر  الينللة  البمترلا  لغر  عتش 
زرعل ينيبل جيي  العتلاه التك ةصل ا علب ا فك مراةل العتش الايلية 
الترعك  الو    علن  التتاي   يبارلقة  الصل   ال ب صبر  ي    علن 

 اعة ضع اا لوةع ال يو 24مْ يلي      37الصل  ية  ل ي رجة ةرار   
الو    اذا  علن  العتلاه  مر  العوين  الغاللاية  نيل  اذ  الاطبالا   .علن 

للتأم  مر أن ا منللة لللاريصبر   Sub –Culturingأعب ه ص زية العتلاه  
باراا   اع ة  اخل  ائر   نف ه  الو    علن  فك   1يتراعت ا     

( ةرار   ي رجة  ية  ل  الالاق(  يلي    37اليركت)ي    مْ   )24 
نيو . اعة بار  ضزياس  اللاريصبر  صنلل  صفة  عر  ضع اا  يك ف 

فرلتر كاشف  يبا تعياش  شفافة,  الي تعيراه  االة  صجو   ةوش   ا  
ي ش علن   ،الي تعير  ضع  اجافة الجاشف يصركه ض عة  بائق لا   مبه

يبار  ،مق ر  البمترلا الي ري ة علن صنلل اللاريصبر يانتاج انتل  اللاريصبت
لا  انتتلال   . ال الة يعلار عر م ى فعالية البمترلا علن انتاج اذا الانتل 

الت ارب  فك  لا تت ام ا  اللاريصبر  صنلل  فك  الامفأ  البمتبرلة  العتلة 
 ال ةقة. 

انتخاب أكفأ عزلة بكتيريا منتجة لإنزيم البروتيز على الأوساط المحلية 
 .الصلبة وأفضل مصدر نتروجيني محلي

لتن ي  أمفأ عتلة ضمتبرلا م ت ة لإنتل  اللاريصبت يأف ل مص ر  
مص را   ا تعيل  فق   للإنتل ،  الي ت ة  للبمتبرلا  منلك  نتريجب ك 

إذ   ،يريصب يا  منلبيا  ايا م نولا بري  الا  ام يم نولا كوالة الذر 
ةرار    ع    رجة  م  ا  كل  ص  يي  خ ش  مر  لي    70ة ره   مْ 

 40 اعة فك الفر  الج ربائك لا  طن ل ينتلل ضي تل  عة لاقوبه  48
الو     مموناه  م   الينلببر  اليص رلر  اذير  مر  كل  متج  مايمري . 

ممرراه لا لاة  يبواب   اطبالا  فك  الو    ص   لا   يمر  لجل   يعقيل 
زراعة   .مص ر ضارلقة  الاي ا   اذة  علن  ال را ة  صنل  العتلة  زرعل 

(مْ يلي   37   فك مركت الالاق ية  ل ي رجة ةرار  )1   ائر  باراا
 . اعة 48

 تشخيص العزلة المنتخبة  
منللة   ضمتبرلة  عتلة  كأف ل  اختبره  التك  العتلة  ص تيي  أجرلل 

يب  اشتيلل    9))    ; (4)لللاريصبر اعتيا ا علن ع   مر اليراج  العليية  
يالي  رلة   الترعية  اليواصفاه  م ةوة  علن  الت تيي  فنوصاه 

  صنيل صفاه   العتلةينتائم الاختباراه الجييوةبولة يالتك يب ل ا  اذة  
  P. aeruginosaضمترلا 

 .فحص الحساسية للمضادات الحيوية
 -يكالاصك : (5).ا تعيلل طرلقة الابراص الورقية يكيا ير ه فك

نقلذذذذل عذذذذ   مذذذذر الي ذذذذتعيراه البمتبرلذذذذة ال زيذذذذة الي يذذذذا  علذذذذن ي ذذذذ   •
(  رجذذة مئولذذة ليذذ    ذذاعة الذذن 37الامذذار اليغذذذ  يالين ذذونة يذذذ )

لت بئذذة عذذالق ضمتبذذر  ذ  عمذذورة  ( مل مر منلوش اليلة الف ل ك5)
 .م ايلة صقرلبا لعمور  منلوش لاايل العمر  الزيا ك

ا تذذذذو   –ن ذذذذره خ يذذذذا العذذذذالق البمتبذذذذر  علذذذذن ي ذذذذ  امذذذذار مذذذذولر  •
 يره ضالعالق البمتبر  لا  جغال  ،ضا تعياش م نة با ية معقية

علن جوانذذ  الانلاوبذذة للذذتتلي مذذر الينلذذوش الفذذائع ين ذذره ضعذذ اا 
 .الي نة ضع   اص اااه يب مل مت انس
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(  قيقذذة ي رجذذة ةذذرار  الغرفذذة ضعذذ اا يزعذذل 30صركذذل الاطبذذالا ليذذ   ) •
ابذذذذراص الي ذذذذا اه النبولذذذذة علذذذذن  ذذذذاة الاطبذذذذالا يصركذذذذل م ذذذذافة 

 .( مل  عر ةافة الالاق24( مل  يبر برص ياخر ي)22)

ي ذذ لل ال تذذذائم  ،(  ذذاعة24ْ( م ليذذذ   )37ة ذذ ل الاطبذذالا فذذك ) •
ضزيذذذذاس باذذذذر م اقذذذذة التثلاذذذذي  ضذذذذاليل  ةذذذذوش كذذذذل بذذذذرص لاذذذذ  بورنذذذذل 

 ذذذذذذاطق التثلاذذذذذذي  ضال ذذذذذذ ايش العالييذذذذذذة لليعذذذذذذ لاه الزيا ذذذذذذية لاباذذذذذذار م
 (.6للي ا اه النبولة )

  .تحديد الظروف المثلى لإنتاج الانزيم
 . تحديد الوسط الزرعي الامثل لانتاج انزيم البروتيز

صلابر   يالذ   الا  ام  بري   الناي  علن م نولا  الو    ا تعيل 
اللاريصبت إنتل   لإنتاج  منلك  نتريجب ك  مص ر  أف ل  الو      أنه  فك 

ال ائل، الصل    الو    فك  الإنتل   إنتاج  فك  اليؤلار   العوامل  لتن ي  
 100مللتر يج  فك كل م  ا    250  ضا تعياش  يارلا متريطية  عة

مللتر مر الو   يعقيل فك اليؤص  ْ . لقنل الاي ا  فك ال يارلا ضع  
ضالعتلة   م ت ة   P. aeruginosaصلارل اا  عتلة  كأمفأ  انتتلال  يالتك 

ضا تعياش    ير  م قيقة150للإنتل  ية  ل فك الناج ة ال تاز  ض رعة  
ياليصا ر  ال ب ريجب ك  يالرب   النرار   شيلل  رجة  متتلفة  معايبر 

   .ال بتريجب ية يصركبتاا يظري  الت ولة يم   الن ر
 تحديد تركيز اللقاح الامثل لانتاج انزيم البروتيز  

 اصبعل التاواه الاصية لتن ي  صركبت اللقاح الامثل ياك: 
ية ر    ،P. aeruginosaلقة ي   اليرلا اليغذ  ضالعتلة   •

 . اعة (18)مْ لي    (37)فك 
موجك   • طوش  علن  البمتبر   لليتريع  الامتصاصية  قي ل 

 . نانومبتر  (600)
لليتريع • صتافيي ع رلة  مل    (0.1)ين ر    ،ة ره  ل لة 

  ع   مر كل صت يي علن  اة ي   الامار اليغذ  ية ر  
اليلبلتر ي  اعة    (24)مْ لي      (37) ة لال ع   الت يا فك 
 .خلية ممل )10 8-10 3(لا  ة ر لقاح م ه يتركبت  ،الواة 

الامثل  (50)لقة   • الانتاج  مل    (0.5)ضإجافة    مل مر ي   
مْ فك ةاج ة اتاز  يلي      (37)مر كل صركبت ية  ل فك  

 .ات  م  قيقة (150) اعة يب رعة  (24)
البمتبر   • اللاريصبر    ،نلاذ اليتريع  يب ره فعالية الانتل  يصركبت 

 .فك راشة اليترعة
 تأثير الرقم الهيدروجيني :

ال ب ريجب ك الربذذذذذ   منلوش   عذ ش  ضا تعياش  ال يو  لو   
مولار  يمنلوش ةامع ال ب ريكلورلك   1اب ريك ب  الصو يوم يتركبت  

الآصية   1يتركبت   ال ب ريجب ية  الاربام  مر  كل  علن  للنصوش  مولار  
الرب    (   8.0و    7.5و  7.0و6.5 و  6.0و5.5 و  5.0) لتن ي  

اليرا   للعتلة  ال ائل  الو    فك  الإنتل   لإنتاج  الامثل  ال ب ريجب ك 
الأمثل   ، را ت ا ال ب ريجب ك  الرب   يلالال  الإنتليية  الفعالية  ب ره  لا  

 لليراةل ال ةقة. 
 .استخلاص الانزيم

الي ذذذذذتم يوا ذذذذذاة العتلذذذذذة الي تتبذذذذذة يباصبذذذذذاع ا ذذذذذتتلي انذذذذذتل  اللاريصبذذذذذت 
 :كيا يأصكالوري  اليثلن للإنتاج 

مذذذذر التركبذذذذت الامثذذذذل للعتلذذذذة  (1%)لقذذذذة ي ذذذذ  الانتذذذذاج ضاجذذذذافة  •
 ير  م  )150 مْ فذذذك الناجذذذ ة ال ذذذتاز  (37)ية ذذذر فذذذك ،و  الجف

 . اعة  (24) قيقة( لي   
 ير م  قيقذذة (  8000نلاذذذ اليذذتريع البمتبذذر  ضي لاذذذ  ملاذذر   ض ذذرعة ) •

 . قيقة  (20)لي   
جي  الراشة فك ب انك معقية يب ره له الفعاليذذة الانتلييذذة يصركبذذت  •

   اللاريصبر
 .تنقية الانزيم

الامونبوم ضملارلتاه  التر ب   ص ي ل  ضارلقة  الانتل   ص زية    صيل 
ال ال    الايونك  اليبا ش  ا تت م  ذلك   DEAE-Celluloseلا   صلن 

 Sephadex G-200الترشية ي  م 
 .توصيف إنزيم البروتيز المنقى جزئيا  

  ر ل ضعع صفاه انتل  اللاريصبت الي قن جتئيا ياك : 
 .تعيين تأثير الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية الإنزيم

ة ره ما   التفاعل فك منالبل  ارئة متتلفة الرب  ال ب ريجب ك  
مولار  , ة ره    0.2يتركبت    Tris-HClيبا تعياش الينلوش الي و   
اب ريجب ية   ضأربام   8.5ي  8.0ي  7.5ي  7.0ي  6.5ي  6.0منالبل 

الرب    9.0ي لالال  لا   اب ريجب ك  رب   لجل  الإنتل   فعالية  ب ره  ضع اا 
 ال ب ريجب ك الأمثل للفعالية. 

 .تعيين تأثير درجة الحرارة المثلى لفعالية الإنزيم
متتلفة   ةرار   ع    رجاه  جتئياً  الي قن  الإنتل   فعالية  ب ره 

( يبر  )28-44صرايةل  ة ر  يلي    مْ  الرب  60(  يع    (  قيقة 
 ال ب ريجب ك الأمثل لا  لالاتل  رجة النرار  اليثلن لفعالية الإنتل . 

 النتائج والمناقشة
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 عزل البكتيريا المحللة للبروتين 
الامار   ي    م  ا  متتلفة  زرعية  اي ا   علن  العب اه  زرعل 

اليغذ  يي   امذذذذذار اليامونجك يي   امار ال م يي   ال وكلبل امار 
الت تيي   فك  ايلية  كيرةلة  الصل   ال ب صبر  م يوع يي    مر  اذ 

(70( نيل  عب ة  رلرلة  ال يو 19(  بايلية  ةبث  مر  صفايصل  عتلة   )
   يبار التنلل للو   الذ  نيل عليه

 . كفاءة العزلات البكتيرية المنتخبة فــــــي إنتاج إنزيم البروتيز
اف ل    B1ي    S2ذاه الرمت الينلك    العتلتبرأظ ر ال تائم ا   

بار الي اقة    العتلاه الينللة لللاريصبر يالي ت ة لإنتل  اللاريصبت إذ صرايح
التوالك ) البمتبرلة علن  العتلاه  ل ذة   1(    صور  )3 , 3.5ال فافة 

علن    ،(2ي صنلبل ا   17يةصل  فك  جعيفة  كفا    ذاه  ضمتبرلا  عتلة 
ا      ، ياايلل ضزية العتلاه لأن ا ل  صع إ   (0.5)لللاريصبر ذاه بذذذذذار  

للتنلل اللاريصبر   .بار  صنلبل  فك  العالية  الجفا    ذاه  العتلة  اختبره 
لأجرا  ال را ة    B1يإنتاج انتل  اللاريصبت ياك العتلة ذاه الرمت الينلك  

 . علب ا

 
علن ي    S2صلابر بار الي اقة ال فافة للعتلة الينلية  (1)صور  رب  

 ال ب صبر الصل 

 
 .B1 Pصلابر بار الي اقة ال فافة للعتلة الينلية  (2)صور  رب  

aeruginosa   علن ي   ال ب صبر الصل 
 

  : غربلة العزلات في الاوساط الصلبة حسب المصدر النتروجيني
اظ ره ال تائم يجو  اخت   فك بايلية العتلة الي تتبة فك انتاج  

ال تريجب ك   اليص ر  يصنلبل  الينلك ض الانتل   اليص ر  نوع  ن   
الأ  ام   ،الي تعيل بري   م نولا  او  نتريجب ك  مص ر  أف ل  يكا  

الذ  اعان اعلن مع ش بار صنلل الي اقة ال فافة للعتلة البمتبرلة إذ 
 . (3B )،Aرب    صور   (3.5)يلغ 

 :التشخيص
يالي  رلة الترعية  الفنوصاه  نتائذم  ةبولة  أظ ره   يالجييو 

علن   ياعتيا ا  الي تتبة  البمتبرلا  ا    Holt et.al., (1994)للعتلة 
الينلك   الرمت  أعال  التك  ضمترلا    B1العتلة  صفاه  صنيل   .Pأن ا 

aeruginosa ( 2( ي)1ج يش:) 
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 B1 صلابر بار الي اقة ال فافة للعتلة الينلية - A– (3)صور  رب  

P. aeruginosa  علن ي   م نولا بري  الا  ام الصل . 
 .B1 Pالينلية  صلابر بار الي اقة ال فافة للعتلة -B-(3)صور  رب  

aeruginosa  علن ي   م نولا كوالة الذر. 
 

  ( B1) المواصفات الزرعية والمجهرية للعزلة البكتيرية المنتخبة   ( 1جدول ) 
P. aeruginosa 
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 B1) ) P. aeruginosaالاختبارات الكيموحيوية للعزلة المنتخبة  (2جدول) 

 العزلة

 نوع الاختبار 

Pseudomonas 

aeruginosa 
(B1) 

Oxidase production + 

Catalase production + 

Methyl red _ 

Voges- Proskaouer _ 

Simmon Citrate + 

Motility + 

Lactose fermentation _ 

Gelatinase production + 

Urease production + 

Hymolysis β 

Motility + 

Airation  هوائية إجبارية 

 + H2sانتاج 

  (β  : ) ( : نتي ة  البة -)  ،)+(: نتي ة موجبة  ٬صنلل كامل لل م 
 

 .حساسية البكتريا تجاه المضادات الحيوية

اليتو  النبولة  الي ا اه  مر  لع    البمترلا  ة ا ية  فر   ااختلاره 

ضمترلا   ع ج  فك  الا تعياش  يال ائعة   Pseudomonasمنليا 

aeruginosa.  نتائم    أظ ره( ضمترلا(  3ج يش  عتلاه   .P  ا  

aeruginsa  ان ا   كانل الا  النبولة  الي ا اه  كلابر مر  لع    مقايمة 

 . Piperacillinة ا ة ج ا للي ا  النبو   مانل

 . P. aeruginosaاختبارات الحساسية للمضادات الحيوية لبكتريا ( 3جدول ) 

 المجموعة

المضادات الحيوية  

وتركيزها 

 بالمايكروغرام/قرص

استجابة 

العزلة 

B1 

قطر 

 التثبيط 

-lactam 

Ampicillin 

AM(10U) 
R ---- 

Amoxicillin AX 

25)) 
R ---- 

Oxacillin OX(1) R ---- 

Cefotaxime 

CF(10) 
R ---- 

Ceftazidime 

CAZ(30) 
S 2cm 

Piperacillin 

Pi(10) 
S 3.2cm 

Aminoglycoside 
Tobramycin 

TB(10) 
S 2cm 

Tetracyclines 
Tetracycline 

TE(30) 
R ---- 

Miscellaneous 

Chloramphenicol 

C(30) 
R ---- 

Ticarcillin 

TCC(30) 
S 1.5cm 

Quinolones 

Nalidixic Acid 

NA(30) 
R ---- 

Ciprofloxacine 

CIP(5) 
S 2.8cm 

 . ( Sensitive: حساسة )  S ،(  Resistance: مقاومة )  Rالرموز :  
 

 . تعيين الظروف المثلى لإنتاج انزيم البروتيز

 . تحديد الوسط الزرعي الامثل لإنتاج انزيم البروتيز

نوع  عيلا ت  النالية  ال را ة  )ي      ا فك  الترعية  الاي ا   مر 

م نولا بري  الا  ام يي   م نولا كوالة الذر  (. يبب ل ال تائم فك 

انتاجية يبفعالية   ضأعلنا  ي   م نولا بري  الا  ام يتيبت    (1)شمل  

يلغل   الذر    (13.2)نوعية  كوالة  م نولا  ي    ص ة   , ملغ   م  ية   

ا  الاخت   فك انتاج الانتل  .ية   م ملغ   (8.4)ضفعالية نوعية يلغل  

مر  الو    منتوى  الن  يعتى  ا   ييمر  اليتتلفة  الترعية  الاي ا   فك 
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فك  صؤلار  يالتك  الغذائك  الو    فك  اليت وعة  ياليع نية  الع ولة  اليوا  

فعالبته يلاباصبته   فك, ف   عر صألابراا  أي زلا صه    انتفا  انتاج الانتل 

الن    .(7) ال را اه  مر  ع    زرعية  اشاره  اي ا   متتلفة ا تعياش 

(   8ي   م نولا بري  الا  ام مر بلال )  عيللإنتاج الانتل  , فلق  ا ت 

يلغل   نوعية  يبفعالية  انتاجية  اعلن  اعان  ملغ   (14.6)يب   م  , ية   

النالية   ال را ة  م   يتفق  الا  ام   اذياذا  بري   م نولا  ي    اعان 

 . اعلن انتاجية

 
 انزيم البروتيز من بكتريا لإنتاجتحديد الوسط الزرعي الامثل  (1)شكل

P. aeruginosa 
  ي   م نولا بري  الا  ام-1
 ي   م نولا كوالة الذر   -2
 

 . تحديد تركيز اللقاح الامثل لإنتاج انزيم البروتيز

العتلة    مر  اللاريصبت  انتل   انتاج  فك  ص رل ية  زلا    ال تائم  اظ ره 

 م  زلا   صركبت اللقاح البمتبر  شمل  P. aeruginosaالينلية لبمترلا

اما   (2)  , اللقاح  صركبت  يتلا    للأنتل   ال وعية  الفعالية  از ا ه  اذ   ,

 ( خليةممل اذ اعان فعالية نوعية يلغل 1x  6 10)التركبت الامثل فجا   

ية   م مل  ,  (14.38)ية   م مل  لت تفع اذة الفعالية الن (15.22)

الن   البمتبرلة  الت يا  زلا    يب ل   (x 7 10 1)ع    ,ميا  مل  خليةم 

خلية م مل ب  اعال ابل فعالية    (1x  3 10)ال تائم ا  صلزية الو   يذ  

يلغل   يالتك  ملغ   (8.14)نوعية  م  الن .ية    الاخت    اذا  يعتى  ب  

البمترلا ا ت  ك  يمو   القلبلة  الترامبت  فك  لغر    انه  الو    ليموناه 

التألابر  لبا   الن  يؤ    ميا  ا اس  ي رجة  يالانق ام  انتاج   فكال يو 

اللو ارلتيك  الاور  بية  الن  ال يو  ييصوش  اللقاح  زلا    يم    , الانتل  

مر  ةياص ا  ا امة  فك  ي     م اع   كعامل  الانتل   ضإنتاج  البمترلا  صلا أ 

اما زلا   ة   اللقاح امثر مر الن    ،(9)التغبراه الناصلة فك اليترعة

الو    مموناه  علن  ص افس  ةالة  ة يث  الن  يؤ    فانه  الي ا   

الن  صؤ    ب   يالتك  للت يا  الثانولة  ال واصم  زلا    عر  ف    الغذائك 

 .(10)انتفا  الانتاج  مر لا موص ا ي 

 
  تحديد تركيز اللقاح الامثل لانتاج انزيم البروتيز من بكتريا (2)شكل 

P. aeruginosa 

 

 . تحديد الاس الهيدروجيني الامثل لإنتاج انزيم البروتيز

 ة   الاس ال ب ريجب ك الامثل لإنتاج انتل  اللاريصبت مر العتلة 

P. aeruginosa التر   تعياشضا بري  الو    )م نولا  الانتاجك  عك 

يبت رج مق ارة   (5-8)  ( ضزي  مر الاس ال ب ريجب ك صرايةل يبرالا  ام

الاس   ،نصف  رجة ع    كا   للإنتل   انتاج  اعلن  ا   ال تائم  يأظ ره 
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ية     (17.49)، اذ يلغل الفعالية ال وعية  (4)ال مل    (7)ال ب ريجب ك  

لتصبة  م يانتف ل  ي  (14.25)ملغ ،  مملغ    (12.33)ية   

التوالك8ي  )7.5، ع   اس اب ريجب ك ي ملغ ية  م الانتاج .( علن  اما 

يلغل الفعالية ال وعية    إذ  (5)الابل للإنتل  كا  ع   الاس ال ب ريجب ك  

عر ية  مملغ   (3.79) الانتل   انتاج  فك  ال ب ريجب ك  الاس  يؤلار   .

الي تت م   الترعك  الو    فك  اليوا   ذائلاية  فك  صألابرة  يانتقاله طرلق 

للأنتلياه يصأي ه يانتاجه  الي  ر   الجائر  نيو  علن  ص عمس  يالتك   ،

 . (11)اليتتلفة 

 
تحديد الاس الهيدروجيني الامثل لإنتاج انزيم البروتيز من   (4)شكل 

 P. aeruginosa بكتريا

 

 . استخلاص وتنقية انزيم البروتيز

 P. aeruginosa  ص  انتاج انتل  اللاريصبت مر العتلة الينلية

يفق الوري  اليثلن التك ة  ه فك الفقر  ال اضقة يو   م نولا علن  

ال ب ريجب ك     بري  الا  ام ذ لي    (32)يب رجة ةرار     (7)الاس   مْ 

اليركت    (24)ة ر   ضال لاذ  التام  الانتل   ا تتلي  ضع اا   ,  اعة 

الن   م ايلة  ان ا  يج   يالتك  له  الفعالية  ية  مملغ    (19.93)ية  ه 

الانتل .(5)ج يش   ص زية  عيلية  ذلك  ضع   التاواه   علن  اجرلل  يفق 

 الاصية :

 

 .الترسيب بكبريتات الامونيوم

ن بة    مر  للتتلي  التر ب   فك  الامونبوم  كلارلتاه  ا تعيلل 

الانتل  صركبت  لتلا    الاخرى  ياللاريصب اه  اليا   ن بة   يرفعل  ،ملابر  مر 

%( الن  ص رل يا  ع   60الاشباع  ا تعيل ا  الاشباع  مر  ال  بة  ياذة   )

ضمترلا  مر  الانتل   ص زية  فك  الباةثبر  يالتك   P. aeruginosa  مر 

( البمترلا  اذة  مترعة  راشة  مر  لتر ببه  كلارصوكوش   .(  12اعتي ه 

جدول  ظا نتائج  الترسيب    (5)هرت  فك بعد  زلا    الامونبوم  ضملارلتاه 

لتصبة   ال وعية  الفعالية  فك  يزلا    اللاريصبر  م   (32.03)صركبت  ية   

   .(33.69%)يبنصبلة انتليية   (1.60)ضع   مراه ص زية  ،ملغ 

 

 كروماتوغرافيا التبادل الايوني لإنزيم البروتيز.  

عيو    فك  التر ب   عيلية  مر  ال اصم  اللاريصبر  منلوش  مرر 

الايونك   لاانية  DEAE-Celluloseاليبا ش  الفعالية   ،كيرةلة  ية لال 

( 2.89( ية   م ملغ  ضع   مراه ص زية )57.68يلغل )  ال وعية يالتك

 .(35.00يةصبلة انتليية يلغل ) %

 

 . كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي لإنزيم البروتيز

الترشية   خ ش  مر  صركبتاا  ضع   ال اص ة  الفعالة  الاجتا   مرره 

 Sephadexا م    عياشال  مك كيرةلة اخبر  فك عيلية الت زية ضا ت 

– G200    ياظ ره ل,  ال وعية  الفعالية  ا   الانتليك لالن  ينلوش 

ص زية    (34.87) مراه  ضع    ملغ   م  انتليية    (1.74)ية    يةصبلة 

(%32.16) . 

 

 .P( تنقية إنزيم االبروتيز المنتج من العزلة البكتيريا المحلية 5جدول ) 
1B aeruginosa 
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 .توصيف إنزيم البروتيز المنقى جزئيا  

 .تعيين الرقم الهيدروجيني الأمثل لفعالية الإنزيم

ي  الي تم  الإنتل   فعالية  فك  ال ب ريجب ك  الرب   صألابر   رس 

الينلية العتلة  مر  الاس    P. aeruginosa  الي قن  مر  ضي ى 

يبر   صرايح  نصف  رجة    (5-9)ال ب ريجب ك  مق ارة  ضا تعياش يبت رج 

الي و    ال تائم   0.2يتركبت    Tris-HClالينلوش  أظ ره  مولار . 

( شمل  فك  انتل  5اليوجنة  لفعالية  الأمثل  ال ب ريجب ك  الرب   ا    )

إذ   6.5او    P. aeruginosa– B1اللاريصبت الي تم مر العتلة الينلية  

ية   م مللتر. يلوةع اي ا ا  فعالية   (7.92 )يلغل الفعالية الإنتليية

( ال ب ريجب ية  الا س  الاس  7ي  6فك  فك  الفعالية  مر  ج ا  برلبة   )

)  ،(6.5)ال ب ريجب ك   يلغل  علن 7.26ي7.14اذ  مللتر  م  ية     )

القاع ية   ةس ال ب ريجب ي  فييا انتف ل الفعالية ع   قي  مر الا،التوالك

ال وعية )  ،يالنام ية الفعالية  يلغل  ( ية   م مللتر ع   اس 6.12اذ 

ي)5.5اب ريجب ك)  )5.48( اب ريجب ك  اس  ع    مللتر  ية  م   )9) . 

اليتعلقة   يالبنوث  ال را اه  فك  ذكر  ما  م   ال تائم  اذة   ضالأنتل صتفق 

اذ ذكر ا  الاس ال ب ريجب ك الامثل ل نتل    P. aeruginosaلبمترلا  

ا  الاس ال ب ريجب ك الامثل للفعالية    (14)  يذكره  ،  (13)  (6)يلالغ  

   .7)ي )6يمو  يبر 

شمل   فك  صنولراه  ين ث  ال ب ريجب ك  الاس  صغبر  ا  

اذ صتغبر شن اه الي امي  الارفية البعب     ،اللاريصب اه يم  ا الانتلياه

مر مواج  ارصبا  اليا   الا اس ضالأنتل  يفك كثبر مر الاةيا  يؤ   

صفجك الانتل  الن ية اه يريصب ية ي  لا ذلك الن   (15)يفق  فعالبته    مر 

لاةتوائ ا علن م امي  بايلة للتأير   ،مر جان  اخر صتألار اليا   الا اس 

 .(16)ميا يؤلار فك ارصباط ا ضالأنتل  

 .p( الاس الهيدروجيني الامثل لفعالية انزيم البروتيز من بكتريا  5شكل ) 

eruginosaA 

 

 .تعيين درجة الحرارة المثلى لفعالية الإنزيم

التفاعل   ضأجرا   الي قن  اللاريصبت  انتل   فعالية  صألابر   رس 

يبر   صرايةل  متتلفة  ةرار   فك  رجاه  ي ةع    ،مْ   (20-70)الانتليك 

ال مل   ابصااا    (6)مر  يلغل  ةتن  الانتليية  الفعالية   (8.10)از يا  
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ية  م مللتر فك  رجة   (7.38)مْ ي  (45)ية   م مللتر ع    رجة ةرار   

 ،مْ   (55)ية   م مللتر فك  رجة    (4.64)لت تفع الن    ،مْ   (50)ةرار   

لتصبة   ضالانتفا   ةرار    (3.32)يا تيره  فك  رجة  مللتر  ية  م 

صجو  .مْ   (70) اللاريصبت  لأنتل   فعالية  اف ل  ا   الن  ال را اه  اشاره 

يلجر اف ل  رجة ةرارلة له    ،مْ   (45-50)ع    رجاه ةرارلة ضي ى  

اذا   مْ   (32)ع     عر  النرار   ضارصفاع  رجة  الفعالية  اذة  يص تفع 

كالت تبر   ،الي ى العالية  النرار   فك  رجاه  كليا  صفق   الانتل   يفعالية 

   (17)  قيقة (15)مْ لي    (95-100)ي رجة

يؤ   ارصفاع  رجة النرار  الن زلا    رعة التفاع ه الانتليية 

الاابة  صصبة  يبذلك  اليتفاعلة  لل تلئاه  النركية  الاابة  زلا    ض لا  

صنافع   التك  ال ب ريجب ية  الاياصر  لج ر  الاابة  صفولا  للأنتل   النركية 

يلنصل ع   اذة ال رجة النرارلة    ،علن التركب  الثالثك يالثانو  للأنتل 

 . (18)م خ ل نتل  يرافقه فق ا   رل  للفعالية التنفبتلة 

 .p( درجة الحرارة المثلى لفعالية انزيم البروتيز من بكتريا  6شكل ) 

 aeruginosa 
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