
 

       46 

 المجلة العراقية 
 بحوث السوق وحماية المستهلكل
 
 

( 2عدد )ال( 11مجلد )ال
 2019لسنة 

 
DOI: http://dx.doi.org/10.28936/jmracpc11.2.2019.(4) 
 

 انًُخدت لأَزٌى انلاٌبٍز انًحهم نهذهىٌ sp. Pseudomonasعزل وحشخٍض بكخزٌا 

 
  2, خاسى محمد عىدة1*يظطفى إبزاهٍى خهٍفت

 mustafa.11m11@gmail.comٌضساعخ, جبِعخ ثغذاد, ثغذاد, اٌعشاق لغُ عٍَٛ الأغز٠خ, و١ٍخ ا1
 @Dr.j coagri.uobaghdad.edu.iqasim.awdaأعزبر ِغبعذ دوزٛس, لغُ عٍَٛ الأغز٠خ, و١ٍخ اٌضساعخ, جبِعخ ثغذاد, ثغذاد, اٌعشاق 2

 

 
 
 

  الخلاصة
عٍُت يٍ عذة يظادر يثم انخزبت وانًٍاِ  35يٍ  Pseudomonasعزنت يحهٍت يٍ بكخزٌا  15حى انحظىل عهى 

عٍ طزٌق حدى انهانت  lipaseوبعض الأغذٌت انغٍُت بانذهىٌ, وقذ اخخبزث قابهٍت انعزلاث عهى إَخاج أَزٌى انلاٌبٍز 

إَخاج انلاٌبٍز وكذنك يٍ خلال قٍاس انفعانٍت الأَزًٌٍت وانُىعٍت  نلأَزٌى, وقذ حبٍٍ أٌ انعزنت انخً  انًخكىَت عهى وسظ 

كاَج الأكفأ فً إَخاج الأَزٌى, واخزي حشخٍض هذِ انعزنت  يٍ خلال انفحىص انًدهزٌت  وانًزرعٍت    M3ريز نها

 16S rRNAبعاث انقىاعذ انُخزوخٍٍُت فً خٍٍ وبعض انفحىطاث انكًٍٍائٍت وكذنك يٍ خلال انخشخٍض اندًٍُ نخخا

( وبعذ يقارَت انُخائح انخً حى انحظىل عهٍها يع يىقع انًزكز انىطًُ PCRباسخعًال حفاعم انبهًزة انًخسهسم )

وبُسبت حطابق  Pseudomonas aeruginosaحعىد انى بكخزٌا  M3, حبٍٍ أٌ انعزنت NCBIنًعهىياث انخقٍُت انحٍىٌت 

 %.99بهغج 
 .16S rRNAعضي ٚرشخ١ض, لا٠ج١ض, ج١ٓ  ,sp. Pseudomonasثىزش٠ب  هًاث انًفخاحٍت: انك
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ABSTRACT 

15 local isolates of Pseudomonas were obtained from 35 samples from several 

sources such as soil, water and some high-fat foods. The ability of isolates to produce 

lipase was measured by the size of the clarification zone formed around the colonies on 

the lipase production medium and by measuring the enzymatic activity and specific 

enzymatic activity, the isolate M3 was found to be the most efficient for production of the 

enzyme, This isolate was identified by  microscopic, morphological, some biochemical 

tests and genetic diagnosis of  16S gene sequences by using the (PCR) technique, and then 

comparing the results obtained with the National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) website, M3 isolates were found to be Pseudomonas aeruginosa . 
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 INTRODUCTION  انًقذيت
( ِدٓ أض٠ّدبد اٌزذٍدً اٌّدبلٟ ٌٍدذْ٘ٛ ٚاٌزدٟ triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3رعدذ اٌي٠ج١دضاد            

رعًّ عٍٝ رذط١ُ اٌشٚاثؾ الاعزش٠خ  ٌٍّجب١ِع اٌىشثٛوغ١ٍ١خ فٟ اٌذْ٘ٛ اٌثيث١خ ٚرٕدز  د٘دْٛ ثٕبل١دخ ٚادبد٠دخ ٚادّدبع د١ٕ٘دخ 

ِجّٛعدبد الأض٠ّدبد اٌظدٕبع١خ اٌزدٟ  , ٚرعدذ اٌي٠ج١دضاد ٚاددذح ِدٓ اوجدش(et al., Veerapagu 2013) دشح ٚو١ٍغد١شٚي

رغزخذَ فٟ طٕبعبد عذ٠ذح, ِثً اٌظٕبعبد اٌغزال١خ ٚاٌذٚال١خ ٚطٕبعخ إٌّظفبد ِٚغزذؼدشاد اٌزج١ّدً ٚفدٟ أزدبو اٌٛلدٛد 

, ٚفٟ ِجبي اٌظٕبعبد اٌغزال١خ, اعزعٍّذ اٌي٠ج١ضاد ثشىً ٚاعع فٟ رذغ١ٓ إٌىٙخ ِدٓ (Uppada et al., 2017)اٌذ١ٛٞ 

اعزشاد ٌذٛاِغ د١ٕ٘خ لظ١شح اٌغٍغٍخ ِع اٌىذٛلاد, إر اعدزعٍّذ ٌزطد٠ٛش إٌىٙدخ فدٟ طدٕبعخ ِٕزجدبد الاٌجدبْ  خيي أزبو

ِثً الاججبْ ٚاٌضثذح ٚاٌّشجش٠ٓ ٚغ١ش٘ب ٚوزٌه اعزعٍّذ اٌي٠ج١ضاد فٟ طدٕبعخ ِٕزجدبد اٌٍذدَٛ اٌم١ٍٍدخ اٌّذزدٜٛ اٌدذٕٟ٘ اٚ 

, ٚوزٌه رغزعًّ اٌي٠ج١ضاد فدٟ طدٕبعخ اٌّعجٕدبد, إر Lean meat  (2Andualema & Gessesse, 201)ِب ٠عشف ثـ 

 et Miguel)رؤدٞ دٚساً ٘بِبً فٟ رذغ١ٓ إٌىٙخ ٚ اٌخٛاص اٌش٠ٌٛٛج١خ ٌٍعج١ٓ ٚص٠بدح لٛح اٌعج١ٕخ ٚثجٛر١زٙب ٚص٠بدح اٌذجدُ 

2013 al.,) ٝ2020ٛي عدبَ ١ٍِدْٛ دٚلاس ثذٍد 590.5, ٚٚفمب ٌذساعبد اعزمظبل١خ فأٔدٗ ٠مدذس اْ ٠ظدً عدٛق اٌي٠ج١دضاد اٌد 

(Oliveira et al., 2017)  ٠ٚدزُ أزدبو اٌي٠ج١دضاد ِدٓ لجدً اٌعذ٠دذ ِدٓ اٌىبلٕدبد اٌذ١دخ ِثدً إٌجبردبد ٚاٌذ١ٛأدبد ٚالاد١دب ,

, ٚرعذ الاد١ب  اٌّجٙش٠خ افؼً ِظذس لإٔزبجٙب ِمبسٔدخ ثبٌّظدبدس إٌجبر١دخ ٚاٌذ١ٛا١ٔدخ (Treichel et al., 2010)اٌّجٙش٠خ 

عٙدب ٌٚظدغش اٌّغدبدخ اٌزدٟ رشدغٍٙب ٚودزٌه رٕدٛي اٌي٠ج١دضاد إٌّزجدخ ِٕٙدب ٚعدٌٙٛخ اجدشا  اٌزعدذ٠يد ٚرٌه ٌغٌٙٛخ اٌزعبِدً ِ

ٚلدذ  (,Andualema & Gessesse, 2012)اٌٛساث١خ ع١ٍٙب ٌجعٍٙب اوثش إٔزبج١خ ٌلإٔض٠ُ ٚاوثش ِيلّخ ٌٍزطج١مدبد اٌّخزٍفدخ 

جبْ ثغجت عيلزٙب اٌّجبششح فدٟ هٙدٛس إٌىٙدخ اٌّزضٔخدخ فدٟ دظ١ذ اٌي٠ج١ضاد اٌجىز١ش٠خ ثأ١ّ٘خ وج١شح فٟ طٕبعخ ِٕزجبد الاٌ

(, Acikel et al., 2011اٌذ١ٍت ٚاٌزٟ رُ الاعزفبدح ِٕٙب فٟ طٕبعخ  ثعغ أٔٛاي الاججدبْ إٌّؼدجخ ِثدً اٌزشدذس ٚغ١ش٘دب  

بلٕددبد ثخظددبلض رخزٍدد  عددٓ رٍدده إٌّزجددخ ِددٓ لجددً ثم١ددخ اٌى Pseudomonasٚرز١ّددض اٌي٠ج١ددضاد إٌّزجددخ ِددٓ لجددً ثىزش٠ددب 

ٚ رىدْٛ ٘دزٖ اٌجىزش٠دب (, Prasad et al., 2014)اٌّجٙش٠دخ ِثدً ثجبر١زٙدب اٌذشاس٠دخ اٌعب١ٌدخ ٚفعب١ٌزٙدب فدٟ الأٚعدبؽ اٌمبعذ٠دخ 

ٚ ٠عدذ جٕغدٙب ٚاددذاً ِدٓ اوثدش ِجدب١ِع اٌجىز١ش٠دب  ,(Ikeda-Ohtsubo et al., 2013)عظ٠ٛخ ٘ٛال١خ عدبٌجخ ٌظدجغخ ودشاَ 

عٍٝ وٛوت الأسع, فٟٙ رٛجذ فٟ ِخزٍ  اٌج١ئبد ِثً اٌزشثخ ٚا١ٌّدبٖ اٌعزثدخ ٚاٌّبٌذدخ ٚعٍدٝ  رعم١ذاً ٚرعذداً ِٓ إٌبد١خ اٌج١ئ١خ

(, Sah, et al., 2016)إٌجبردبد ٚاٌذ١ٛأدبد, ٚ٘دزا الأزشدبس اٌٛاعدع ٠دذي عٍدٝ اٌمدذسح اٌعب١ٌدخ ٌٙدزٖ اٌجىز١ش٠دب عٍدٝ اٌزى١د  

اٌّزعذدح ٚاٌجشٚر١ٕبد ٚالأض٠ّبد ٚاٌـذٔب اٌخبسجٟ ٚغ١ش٘ب  ٚرز١ّض ثأٔٙب رٕز  اٌعذ٠ذ ِٓ اٌّشوجبد خبسو اٌخ١ٍخ ِثً اٌغىش٠بد

(2015 et al.,Luczkiewicz, ) لبدسح عٍٝ اعزٙين ِجّٛعخ وج١شح ِٓ اٌّشوجبد اٌعؼ٠ٛخ اٌجغ١طخ ِٕٙب ٚاٌّعمذح ٟ٘ٚ ,

(Fendri, et al., 2013)ج١دشح فدٟ ِجدبلاد , ٚلدذ دظ١دذ ٘دزٖ اٌجىزش٠دب ثئ٘زّدبَ اٌجدبدث١ٓ  اٌّزضا٠دذ ٚرٌده ثغدجت أ١ّ٘زٙدب اٌى

, ٚ٘دٟ ِعشٚفدخ (et al.,, Dabboussi 2002)اٌطت ٚرىٌٕٛٛج١ب اٌغدزا  ٚا١ٌّىشٚث١ٌٛٛج١دب اٌج١ئ١دخ ٚعٍدُ الأِدشاع إٌجبر١دخ 

ثىٛٔٙب رغبُ٘ فدٟ اٌزذٍدً اٌذ١دٛٞ ٌٍّشوجدبد اٌى١ّ١بل١دخ اٌغدبِخ اٌطج١ع١دخ اٚ اٌزدٟ ٘دٟ ِدٓ طدٕع الأغدبْ ٚودزٌه ٠ز١ّدض جٕغدٙب 

, ٚٔظدشا ٌلأ١ّ٘دخ اٌّدزوٛسح  ٌٙدزا (Liu et al., 2011)اٌخبسج١خ ٚاّ٘ٙب الأ١ٍ١ِدضاد ٚ اٌي٠ج١دضاد  ثغضاسح أزبجٗ ٌلأٔض٠ّبد

ِٕزجدخ لإٔدض٠ُ اٌي٠ج١دض ٚل١دبط فعب١ٌزدٗ   Pseudomonas spالإٔض٠ُ فئْ ٘زا اٌجذث ٠ٙذف اٌٝ ا٠جبد عضٌخ ِذ١ٍدخ ِدٓ ثىزش٠دب 

 .   ٚرشخ١ض اٌعضٌخ الاوفأ فٟ أزبو الإٔض٠ُ عٍٝ اٌّغزٜٛ اٌج١ٕٟ

 

  MATERIALS AND METHODانًىاد وطزائق انعًم 

  Source of isolatesيظادر انعزلاث 

عضٌذ اٌع١ٕبد ِٓ ِظبدس ِخزٍفخ ِثدً اٌزشثدخ ٚ ا١ٌّدبٖ ٚثعدغ الأغز٠دخ اٌذ١ٕ٘دخ  ٌذدَٛ, ثّدبس اٌض٠زدْٛ, ثّدبس جدٛص 

٠خ رُ صسعٙب عٍدٝ اؽجدبق ثزدشٞ ٚاٌذب٠ٚدخ إٌٙذ ٚغ١ش٘ب( ٚثُ ٚػعذ فٟ أبث١ت ثيعز١ى١خ ِعمّخ ٚثعذ اجشا  اٌزخبف١  اٌعشش

 (.Pseudomonas  Pseudomonas Agarعٍٝ اٌٛعؾ  الأزخبثٟ ٌجىزش٠ب 

  Primary screening for lipase producing isolatesانغزبهت الاونٍت نهعزلاث انًُخدت نلاٌبٍز

شاد اٌجىز١ش٠خ إٌّّبح عٍٝ ٚعؾ   لبث١ٍخ اٌعضلاد اٌجىز١ش٠خ لأزبو أض٠ُ اٌي٠ج١ض ثضساعخ اٌّغزعّ رُ اخزجبس

Pseudomonas Agar   عبعخ  فٟ اؽجبق ثزشٞ دب٠ٚخ عٍٝ ٚعؾ  اٌـ 24ثعّشagar  Tween 20  ًّد١ث اعزعTween 

 24َ ٚ ٌّذح  35ٚدؼٕذ الاؽجبق ثذسجخ دشاسح  ,(Lanka et al., 2015)فٟ اٌٛعؾ وّظذس ٚد١ذ ٌٍىبسثْٛ   20

د اٌجىز١ش٠خ لأزبو أض٠ُ اٌي٠ج١ض ِٓ خيي ِيدظخ  اٌٙبٌخ اٌّزىٛٔخ دٛي اٌّغزعّشاد رُ اٌزذشٞ عٓ لبث١ٍخ اٌعضلا, ٚعبعخ

 Cardenas et))إٌب١ِخ ٚاٌزٟ رعذ د١ًٌ عٍٝ رذًٍ اٌض٠ذ فٟ رٍه إٌّطمخ ثٛاعطخ أض٠ُ اٌي٠ج١ض إٌّز  ِٓ لجً اٌجىز١ش٠ب 

al., 2001 ًٌٍىً عضٌخ ِٚٓ خيٌٙب رُ ادزغبة لذسح اٌعضلاد عٍٝ , ثُ ل١بط لطش اٌّغزعّشح اٌجىز١ش٠خ ٚلطش ِٕطمخ اٌزذ

 أزبو الأض٠ُ.

 curve McFarland standardانًُحُى انقٍاسً  نًاكفزلاَذ 

فٟ إعذاد إٌّذٕٝ اٌم١بعٟ, إر اػ١فذ اٌذجَٛ  et al. (1998) Martineauأرجعذ اٌطش٠مخ اٌّٛطٛفخ ِٓ لجً 

ٍٍِزش ثذبِغ  10% إٌٝ أٔبث١ت اخزجبس ٚأوًّ اٌذجُ اٌٝ 1بلٟ ثزشو١ض ِٓ وٍٛس٠ذ اٌجبس٠َٛ اٌّ (1اٌّزوٛسح فٟ  اٌجذٚي,
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 600% ٚرُ ل١بط الاِزظبط١خ ٌج١ّع الأبث١ت ٚثّىشس٠ٓ فٟ جٙبص اٌّط١بف اٌؼٛلٟ عٍٝ ؽٛي ِٛجٟ 1اٌىجش٠ز١ه ثزشو١ض 

اٌجٙبص, فٟ رظف١ش  عًّ% ٚاٌزٞ اعز1ِٓ دبِغ اٌىجش٠ز١ه ثزشو١ض  Blankِذٍٛي اٌغ١طشح  رُ رذؼ١شٔبِٔٛزش, ٚ

( فٟ دغبة اٌعذد اٌزمش٠جٟ  ٌٍخي٠ب/ 1وّب فٟ  اٌشىً,  McFarlandٚاعزعٍّذ ِعبدٌخ اٌخؾ اٌّغزم١ُ ِٓ إٌّذٕٝ اٌم١بعٟ ٌـ 

 ٍٍِزش ٌزذذ٠ذ دجُ اٌٍمبح اٌّطٍٛة إػبفزٗ إٌٝ ٚعؾ إٔزبو الأٔض٠ُ خيي ِذح اٌذساعخ.

 preparing Inoculumححضٍز انهقاذ 

  pseudomonas agarِٓ اٌّغزعّشاد إٌّّبح فٟ ٚعؾ   loopِغذخ ثٛعبؽخ اثشح اٌزٍم١خ اٌـ دؼش اٌٍمبح ثأخز         

أبث١ت اخزجبس دب٠ٚخ عٍٝ عبعخ ِٓ اٌعضلاد اٌزٟ أعطذ اعٍٝ لبث١ٍخ لأزبو الأض٠ُ ِٓ اٌغشثٍخ الأ١ٌٚخ ٚ ٌمذذ  24ٚثعّش 

عبعخ, ثُ رُ دغبة عذد  24َ ٌّذح  37جخ دشاسح , ٚثُ دؼٕذ ثذس Nutrient brothٍٍِزش ِٓ اٌٛعؾ اٌغبلً اٌّغزٞ   10

ٔبِٔٛزش ٚثبلاعزعبٔخ  600 ٍٍِزش ثٛعبؽخ ل١بط الأِزظبط١خ اٌؼٛل١خ ٌٍّضاسي إٌّشطخ عٍٝ ؽٛي ِٛجٟ 1اٌخي٠ب ٌىً 

اٌم١بعٟ, ثُ أجشٞ اٌزخف١  اٌيصَ ٌٍذظٛي عٍٝ اٌعذد اٌّطٍٛة اػبفزٗ ِٓ  McFarland ثّعبدٌخ اٌخؾ اٌّغزم١ُ ٌّٕذٕٝ

 ي٠ب اٌٝ ٚعؾ الأٔزبو.اٌخ
 

 .لأعذاد ِٕذٕٝ اٌم١بعMcFarlandٟ رشاو١ض إٌّذٕٝ اٌم١بعٟ  :(1خذول )
كهىرٌذ انبارٌىو  رقى الاَبىبت

 انًائً )يههخز(

حايض انكبزٌخٍك 

 )يههخز(

McFarland 

 انزقى انقٍاسً

الايخظاطٍت عهى طىل 

 َاَىيخز 600يىخً 

عذد انخلاٌا انخقزٌبٍت 

10
8
 / يههخز   ×

1 0 10 0 0 0 

2 0.05 9.95 0.5 0.127 1.5 

3 0.10 9.90 1.0 0.203 3.0 

4 0.20 9.80 2.0 0.428 6.0 

5 0.30 9.70 3.0 0.786 9.0 

6 0.40 9.60 4.0 0.975 12.0 

7 0.50 9.50 5.0 1.195 15.0 

8 0.60 9.40 6.0 1.489 18.0 

 
 

 

 .ٌذغبة إعذاد اٌخي٠ب اٌجىز١ش٠خ/ ٍٍِزش McFarland إٌّذٕٝ اٌم١بعٟ :(1شكم )
 

 : Lipase assay (Secondary screening)حقذٌز فعانٍت انلاٌبٍز )انغزبهت انثاَىٌت(  

% ٚث١جزْٛ 0.5% ٚوٍٛس٠ذ اٌظٛد٠َٛ 1ٚص٠ذ ص٠زْٛ  1%اعزعًّ اٌٛعؾ الإٔزبجٟ اٌّزىْٛ ِٓ  طّغ عشثٟ 

اٌفٛعفبد  اثبعزعّبي داس  7اٌشلُ ا١ٌٙذسٚج١ٕٟ ٌٛعؾ الإٔزبو اٌٝ  ٚعذي, Borkar et al. (2009)%( ٚاٌزٞ أشبس ٌٗ 1

ٍٍِزش ٚرُ رٍم١خ ٘زٖ اٌذٚاسق ثعذ  250ٍٍِزش ِٓ اٌٛعؾ اٌٝ دٚاسق دج١ّخ ععخ  100ار اػ١   ِٛلاس,  0.1رٞ رشو١ض

رعم١ّٙب ثبٌعبٌك اٌجىز١شٞ ٌٍّضاسي إٌّّبح ٚثذجُ ِمذاسٖ 
8
ثبلاعزعبٔخ ثبٌّٕذٕٝ اٌم١بعٟ  خ١ٍخ ٚرُ رذذ٠ذ دجُ اٌٍمبح 1×10

McFarland  عبعخ, ٚثعذ  48ٌّذح  َ 37دٚسح/ دل١مخ ثذسجخ دشاسح 200ثُ دؼٕذ اٌذٚاسق فٟ اٌذبػٕخ اٌٙضاصح ثغشعخ

دل١مخ ٚاعزجش اٌشاشخ اٌزٞ  20ٌّذح  g×6000ع١ٍّخ إٌجز اٌّشوضٞ لأجً فظً اٌخي٠ب ثغشعخ  أزٙب  ِذح اٌذؼٓ رُ اجشا 

 Borkar etغزخٍض خبَ ٌئض٠ُ, ٚلذسد اٌفعب١ٌخ الأٔض١ّ٠خ ثبعزعّبي اٌطش٠مخ اٌزغذ١ذ١خ ٚوّب أشبس ٌٙبرُ اٌذظٛي ع١ٍٗ ِ
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al. (2009)  , ٚاٌزٟ رزؼّٓ رغذ١خ خ١ٍؾ اٌزفبعً اٌّزىْٛ ِٓ إػبفخ دجُ ِع١ٓ ِٓ اٌّغزخٍض الأض٠ّٟ اٌخبَ اٌٝ ِذٍٛي

بسٔزٗ ِع أّٛرو اٌغ١طشح ٚاٌزٞ ٠ؼبف ف١ٗ اٌّب  ثذلا ِٓ ِٛلاس ِٚم 0.1 اٌّبدح الأعبط ِع لبعذح ١٘ذسٚوغ١ذ اٌظٛد٠َٛ

اٌّغزخٍض اٌخبَ, ٚعشفذ ٚدذح اٌفعب١ٌخ الأض١ّ٠خ عٍٝ أٙب و١ّخ الأض٠ُ اٌزٟ رذشس ٚادذ ِب٠ىشِٚٛي ِٓ الادّبع اٌذ١ٕ٘خ 

 اٌذشح فٟ اٌذل١مخ اٌٛادذح ٚرذذ هشٚف اٌزمذ٠ش.

 Protein determinationحقذٌز حزكٍز انبزوحٍٍ 

ٍٍِزش ِٓ اٌّغزخٍض  0.1رٌه ثٕمً ٚ Bradford( 1976)مذ٠ش رشو١ض اٌجشٚر١ٓ دغت ؽش٠مخ ثشادفٛسد رُ ر

 5( ِٚضجذ ج١ذا ٚرشوذ ٌّذح (Comassie brilliant blue G-250ٍٍِزش ِٓ وبش  ثشادفٛسد  1الأض٠ّٟ اٌخبَ اٌٝ 

بِٔٛزش, ثُ رُ رمذ٠ش رشو١ض اٌجشٚر١ٓ ٔ 595دلبلك ثذسجخ دشاسح اٌغشفخ ٚثعذ٘ب رُ ل١بط الاِزظبط١خ عٍٝ ؽٛي ِٛجٟ 

 ثبلاعزّبد عٍٝ إٌّذٕٝ اٌم١بعٟ لأٌج١ِٛٓ اٌّظً اٌجمشٞ .

 M3 Characterization of M3 Isolateحشخٍض انعزنت 

١ّٔددذ اٌجىزش٠ددب اٌزددٟ اعطددذ اعٍددٝ فعب١ٌددخ أض١ّ٠ددخ عٍددٝ ٚعددؾ ا٢وددبس اٌّغددزٞ ثطش٠مددخ اٌزٍمدد١خ اٌغددطذٟ, ٚدؼددٕذ 

ِٓ د١دث شدىً اٌّغدزعّشح ثُ رُ ثعذ٘ب رذذ٠ذ اٌخظبلض اٌّضسع١خ ٚاٌّجٙش٠خ  عبعخ24 ٌّذح  37َالأؽجبق فٟ دسجخ دشاسح 

وّدب ردُ اجدشا  ثعدغ , عٍٝ اٌٛعؾ اٌغزالٟ اٌظٍت ٚدبفبرٙب ٚعطذٙب ٌٚٛٔٙب ٚدجّٙب ٚشىً اٌخي٠ب ٚاعزجبثزٙب ٌظجغخ ودشاَ

 . 16S RNAالاخزجبساد اٌى١ّ١ٛد٠ٛ١خ فؼي عٓ اٌزشخ١ض اٌج١ٕٟ ٌج١ٓ 

 Biochemical testsث انكًٍٍىحٍىٌت انفحىطا
 ٚاٌزٟ شٍّذ: Kiska & Gilligan (1999)أجش٠ذ ثعغ اٌفذٛطبد اٌى١ّ١ٛد٠ٛ١خ اٌزشخ١ظ١خ اٌزٟ اشبس ٌٙب 

 .Catalase testاخزجبس أٔزبو أٔض٠ُ اٌىبر١ٍض 

    .Oxidase testاخزجبس أٔزبو أٔض٠ُ الاٚوغذ٠ض 

 .Citrate utilization testاخزجبس اعزٙين اٌغزشاد 

 .Motility testاخزجبس اٌذشوخ 

 M3  Genetic characterization of M3 Isolateانخشخٍض اندًٍُ نهعزنت 

 DNA isolationاسخخلاص انذَا  

 .Geneaidاٌّجٙضح ِٓ ششوخ GBB100) أعزعٍّذ عذح اعزخيص اٌذٔب  

  DNA amplificationحضخٍى انذَا  

( 2جذٚي, اٌخبص   اثبعزعّبي ثبد 16S rRNA ٌزؼخ١ُ PCR ّزغٍغٍخ اٌـرفبعيد اٌجٍّشح اٌ أعزعٍّذ رم١ٕخ  

اٌّجفذ اٌّجٙض ِٓ ششوخ  PreMix PCR ٚ اٌـ ,Jose Maschio (2015)اٌزٞ روشٖ  Pseudomonas sppثجىزش٠ب 

Bioneer  ,اٌٝ أجٛثخ اثٕذسٚف لاجشا  ع١ٍّخ اٌزؼخ١ُ ثجٙبص 3, ار اػ١  خ١ٍؾ اٌزفبعً  اٌجذٚي )PCR 

thermocycler  ,4ٚاٌزٞ رّذ ثشِجزٗ وّب ِٛػخ فٟ  اٌجذٚي.) 

 .رزبثعبد اٌمٛاعذ إٌزشٚج١ٕ١خ فٟ اٌجبدا :(2خذول )
 انعذد انخسهسم انبادئ

 Forward 5′- GACGGGTGAGTAATGCCTA-3′ 19الاِب١ِخ 

 Reverse  5′-CACTGGTGTTCCTTCCTATA-3′ 20اٌعىغ١خ 
 

 .PCR ثزم١ٕخ  اٌزؼخ١ُ ع١ٍّخ لأجشا  PreMix PCR عٍٝ اٌذب٠ٚخ ٚفاثٕذس أٔجٛثخ فٟ اٌّؼبفخ اٌّٛاد :(3) خذول
 انحدى )ياٌكزونخز( انًكىَاث ث

 4 ٔبٔٛغشاَ/ ِب٠ىشٌٚزش  DNA  83ِغزخٍض  1

2 Forward primer  2 ث١ىِٛٛي/ ِب٠ىشٌٚزش 10ثزشو١ض 

3 Reverse primer  2 ث١ىِٛٛي/ ِب٠ىشٌٚزش 10ثزشو١ض 

4 free nuclease water 12 

 20 اٌذجُ اٌىٍٟ                   
 

 . PCRجٙبص فٟ ثشِجزٙب رُ ٚاٌزٟ 16S rRNA رؼخ١ُ فٟ اٌّعزّذح اٌظشٚف (4): خذول
 عذد انذوراث انزيٍ )دقٍقت( درخت انحزارة )و( انخطىاث رقى انخطىة

1 Denaturation 1 5 94 اٌذٔزشح 

2 Denaturation 0:45 94 اٌذٔزشح 

35 
3 Annealing 0:45 50 اٌجبدا اسرجبؽ 

4 Extension 0:45 72 اعزطبٌخ 

5 Final extension 5 72 الاعزطبٌخ إٌٙبل١خ 

6 Cooling 1 ∞ 4 اٌزجش٠ذ 
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 Gel Electrophoresis for PCR product انخضخٍى عًهٍت نُاحح انكهزبائً انخزحٍم 

ٚاٌزٞ رُ رذؼ١شٖ وّب فٟ  %1ص ثزشو١ض ثعذ أزٙب  ع١ٍّخ اٌزؼخ١ُ اجشٞ اٌزشد١ً اٌىٙشثبلٟ ثٙيَ الاوبسٚ  

, ثُ عخٓ 1X TBEٍٍِزش ِٓ ِذٍٛي  50غُ ِٓ الأوبسٚص فٟ  0.5ثئراثخ  ٚرٌه Gautom (1997)اٌطش٠مخ اٌزٟ روش٘ب 

55دل١مخ ٚرشن ١ٌجشد اٌٝ د١ٓ ٚطٛي دسجخ دشاسرٗ اٌٝ  2ٌّذح  Microwave ovenثٛعبؽخ 
 
َ
 

 2رمش٠جب, ثُ أػ١  إ١ٌٗ 

 ٚأػ١  ١زظٍتٌٚرشن  , ٚثعذ رٌه رُ طت اٌٙيَ ثمبٌت اٌزشد١ً اٌىٙشثبلٟ Ethidium bromideِب٠ىشٌٚزش ِٓ طجغخ 

 5أػ١فذ اٌع١ٕبد ثّمذاس  ثُ اٌٝ دٛع جٙبص اٌزشد١ً اٌٝ اْ رُ رغط١خ عطخ اٌٙيَ,  1X TBE buffer اٌزشد١ً ِذٍٛي

 , ٌزذذ٠ذ دجَٛ اٌذضَ إٌبرجخ.Promegaِٓ ششوخ  Ladderٚاعزعًّ د١ًٌ دجٟ ِعٍَٛ  , PCRِب٠ىشٌٚزش ِٓ ٔبر  اٌـ
 

 RESULTS AND DISCUSSIONانُخائح وانًُاقشت  

  Detection of Lipase production Isolatesغزبهت انعزلاث عهى أساس كفاءحها لإَخاج اَزٌى الاٌبٍز 

 عٍٝ ثبلٟ اٌعضلاد الاخشٜ, ار رشاٚدذ الطبس (M1 ٚM3 ٚM5 ٚM6 ٚM9  اهٙشد إٌزبل  رفٛق اٌعضلاد

(, ار رُ اخز١بس ٘زٖ اٌعضلاد لأجشا  اٌغشثٍخ اٌثب٠ٛٔخ 5ٍِّزش وّب فٟ  اٌجذٚي,  1-8اٌٙبلاد اٌشفبفخ عٍٝ اٌٛعؾ اٌظٍت ث١ٓ 

عٍٝ ثبلٟ  M3( رفٛق اٌعضٌخ 6  اٌجذٚي, ع١ٍٙب لإٔزمب  الأوفأ ِٕٙب فٟ إٔزبو إٔض٠ُ اٌي٠ج١ض, ٚلذ اهٙشد إٌزبل  وّب فٟ

لإوّبي ثم١خ اٌذساعخ, ٠ٚزوش اْ  M3ٍٍِزش, ٚع١ٍٗ رُ اخز١بس اٌعضٌخ  ٚدذح/ 56.6ٔض١ّ٠خ ٌٙب اٌعضلاد, ار ثٍغذ اٌفعب١ٌخ الا

ٕ٘بن اٌعذ٠ذ ِٓ اٌذساعبد اٌزٟ رٕبٌٚذ ِٛػٛي عضي اٌجىزش٠ب إٌّزجخ لإٔض٠ُ اٌي٠ج١ض ثبلاعزّبد عٍٝ اٌٙبٌخ اٌّزىٛٔخ دٛي 

٠ج١ض ٚوزٌه ثبعزعّبي ؽش٠مخ اٌغشثٍخ اٌى١ّخ, ار اشبس اٌّغزعّشاد فٟ الاٚعبؽ اٌظٍجخ ٚاٌزٟ رعٛد اٌٝ فعً أض٠ُ اٌي

Bouzaine (2012) &Zouaoui   ٍٝعضلاد ِٓ ثىز١ش٠ب  6اٌٝ أٗ رّىٓ ِٓ اٌذظٛي عsp Pseudomonas  ِٕزجخ

اوجش لطش ٌّٕطمخ   Ps5اٌظٍت ٚ ٚعؾ ص٠ذ اٌض٠زْٛ اٌظٍت د١ث اعطذ اٌعضٌخ  80لإٔض٠ُ اٌي٠ج١ض ثبعزخذاَ ٚعؾ اٌز٠ٛٓ 

ٚوزٌه اعطذ اعٍٝ  80ٍُِ عٍٝ ٚعؾ اٌز٠ٛٓ 18 ٍُِ عٍٝ ٚعؾ ص٠ذ اٌض٠زْٛ ٚ 22ِع ِٕطمخ إٌّٛ د١ث ثٍغذ  اٌزذًٍ

 Pseudomonasٍٍِزش ٚث١ٕذ ٔزبل  اٌزشخ١ض اْ اٌعضٌخ رعٛد اٌٝ  ٚدذح/  37فعب١ٌخ أض١ّ٠خ فٟ اٌغشثٍخ اٌثب٠ٛٔخ د١ث ثٍغذ

aeruginosa ٓ(2016) ., ٚرّىet al Patel  ٍٝعضلاد ِٕزجخ ٌي٠ج١ض ثطش٠مخ اٌغشثٍخ الا١ٌٚخ عٍٝ  4ِٓ اٌذظٛي ع

اعٍٝ فعب١ٌخ عٍٝ اٌٛعؾ اٌظٍت, د١ث  B4ٚوزٌه ثبعزعّبي اٌغشثٍخ اٌثب٠ٛٔخ, ار اعطذ اٌعضٌخ اٌظٍت  Tributyrinٚعؾ اٌـ 

 ٚدذح/ ١ّ٠13.2خ ٍِّزش, ٚوزٌه اعطذ اعٍٝ فعب١ٌخ فٟ اٌغشثٍخ اٌثب٠ٛٔخ, ار ثٍغذ اٌفعب١ٌخ الأض 1.6ثٍغ لطش ِٕطمخ اٌزذًٍ 

 .Bacillusٍٍِزش, ٚلذ اهٙشد ٔزبل  اٌزشخ١ض اْ اٌعضٌخ رعٛد اٌٝ جٕظ 

 
وفب ح عذد ِٓ عضلاد اٌجىزش٠ب فٟ أزبو أض٠ّبد اٌي٠ج١ض اٌّمذسح عٍٝ اعبط لطش اٌٙبٌخ اٌشفبفخ اٌّزىٛٔخ عٍٝ  :(5خذول)

 .Tween 20 agarٚعؾ 
 انهانت )يهًخز( قطز رقى انعزنت قطز انهانت )يهًخز( رقى انعزنت

M1 5 M9 6.5 

M2 1.5 M10 1 

M3 8 M11 0.5 

M4 2 M12 1.8 

M5 4 M13 2.8 

M6 5.5 M14 2 

M7 2.4 M15 3 

M8 0 …. .... 

 
 .وفب ح اٌعضلاد إٌّزخجخ ِٓ اٌغشثٍخ الا١ٌٚخ فٟ أزبو أض٠ُ اٌي٠ج١ض (:6خذول )

 انعزنت
 انفعانٍت الاَزًٌٍت

 )وحذة/يههخز(

 حٍٍحزكٍز انبزو

 )يهغى/يههخز(

 اٌفعب١ٌخ إٌٛع١خ

  ٚدذح/ٍِغُ(

M1 33.3 0.194 171.64 

M3 56.6 0.185 305.94 

M6 36.6 0.175 209.14 

M5 30 0.197 152.28 

M9 43.3 0.182 237.91 
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 M3 Characterization of M3 Isolateحشخٍض انعزنت 

( ٚوّب فٟ ٠ٛ١M3خ اٌزٟ رُ اجشالٙب عٍٝ اٌعضٌخ  اهٙشد ٔزبل  اٌفذٛطبد اٌزشخ١ظ١خ اٌّٛسفٌٛٛج١خ ٚاٌى١ّ١ٛد

 Kiska & Gilliganٚاٌزٟ روش٘ب Pseudomonas(, أٙب رٕطجك عٍٝ اُ٘ اٌظفبد ٌجىزش٠ب جٕظ اٌـ 7  اٌجذٚي,

ٌٍٚزأو١ذ ثشىً ٔٙبلٟ رُ اجشا  اٌزشخ١ض اٌج١ٕٟ ٌٍعضٌخ اٌّزوٛسح, ار اعزّذ فٟ ٘زا إٌٛي ِٓ اٌزشخ١ض عٍٝ ج١ٓ  , (1999)

16S Rrna ,  ار اجشٞ فٟ اٌجذا٠خ اعزخيص ٌٍّبدح اٌٛساث١خ ٌٍعضٌخ ل١ذ اٌذساعخM3) , ٚرُ اٌزأوذ ِٓ ٔمبٚرٙب ثم١بط ٔغجخ

ثُ اجشٞ  1.7ٚلذ اهٙش اْ إٌغجخ ٟ٘   Nanodropٔبِٔٛزش ثٛعبؽخ جٙبص اٌـمطشح إٌب٠ٛٔخ 280اٌٝ  260اِزظبط١زٙب فٟ 

, ار اهٙشد إٌزبل  اٌزٟ رُ اٌذظٛي ع١ٍٙب ِٓ 16S rRNAخ ثبٌج١ٓ ِٓ خيي اعزعّبي ثٛادا خبط PCRاٌزؼخ١ُ ثزم١ٕخ 

( 2 اٌزشد١ً اٌىٙشثبلٟ ٌٍج١ٓ اٌّؼخُ ٚجٛد دضِخ ٚادذح ِّب ٠ذي عٍٝ اسرجبؽ اٌجٛادا ثبٌج١ٓ اٌّغزٙذف وّب فٟ  اٌشىً,

 اٌّغزخٍض ِٓ اٌعضٌخ ل١ذ اٌذساعخ. DNAدْٚ الاجضا  الاخشٜ ِٓ  16S rRNAٚ٘ٛ ج١ٓ 

 اٌفذٛطبد اٌى١ّ١ٛد٠ٛ١خ ٚاٌزشخ١ظ١خ الأخشٜ. ثعغ (:7خذول )
 انُخٍدت الاخخبار

 - رظج١غ وشاَ

 + أزبو اٌىبرب١ٌض

 + أزبو الأٚوغذ٠ض

 + اعزٙين اٌغزشاد

 + أزبو اٌي٠ج١ض

 + لبث١ٍخ اٌذشوخ

 + أزبو اٌظجغخ

 

 
 

 Markerٚاٌدذ١ًٌ اٌذجّدٟ  M3ِدٓ اٌعضٌدخ   16S rRNAٔزدبل  اٌزشد١دً اٌىٙشثدبلٟ عٍدٝ ٘ديَ الاودبسٚص ٌجد١ٓ  (:2شكم )

 .و١ٍٛلبعذح ٔزشٚج١ٕ١خ 100-2000اٌزٞ ٠زشاٚح ث١ٓ 

 

اٌىٛس٠خ ٌّعشفخ رغٍغً اٌمٛاعذ إٌزشٚج١ٕ١خ ٚرج١ٓ أٗ  Macrogenٚاسعً اٌٝ ششوخ  PCRثعذ٘ب اخز ٔبر  اٌـ 

لذ لذس دجُ اٌمطعخ إٌبرجخ  Meng et al. (2017)(, ٠ٚزوش اْ اٌجبدث 8 صٚو لبعذح ٚوّب فٟ  اٌجذٚي, 637ِىْٛ ِٓ 

 16S rRNA جين
 الدراسة قيد للعزلة

2000 bp  

marker 

 

 

600 bp 

700 bp 
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  ٚلذ روش اٌجبدث, Pseudomonasفٟ رشخ١ض ثىز١ش٠ب اٌـ  16S rRNAصٚو لبعذح ١ٔزشٚج١ٕ١خ عٕذ رؼخ١ُ ج١ٓ  618

(2014) Amutha & Kokila  ْ16صٚو لبعذح ِٓ ٔبر  رؼخ١ُ ج١ٓ  1451اْ دجُ اٌمطعخ إٌبرجخ وبS rRNA  اٌـ

Pseudomonas ,(2013) فٟ د١ٓ أشبس et al.sghari Baghal A ٓ16اْ دجُ اٌمطعخ إٌبرجخ ِٓ رؼخ١ُ ج١S 

rRNA   ْصٚو لبعذح. 956وب 

  

 .M3ٌٍعضٌخ  16S rRNAرزبثع اٌمٛاعذ إٌزشٚج١ٕ١خ ٌج١ٓ  (:8خذول )

 عذد انقىاعذ  16S rRNAحخابعاث انقىاعذ انُخزوخٍٍُت ندٍٍ 

CGTTTTCACAGCTCTCATCAGTCGTCCGGAACGGGCGCTAATACCGCATA 

CGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGA 

GCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG 

ATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG 

GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA 

AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAA 

AGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTG 

ACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGT 

AATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCG 

TAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC 

TGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCC 

TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCCAGTGAGGTAA 

AGACCGGAGAGTGTAGGAAACTGTTCCAATCATCTTG 

637 

 
اْ ٕ٘بن   NCBIفٟ ِٛلع اٌّشوض اٌٛؽٕٟ ٌّعٍِٛبد اٌزم١ٕخ اٌذ٠ٛ١خ  BLASTاهٙشد إٌزبل  ثعذ رذ١ٍٍٙب ثجشٔبِ  

ٚوّب  NCBIاٌّغجٍخ فٟ  Pseudomonas aeruginosa% ث١ٓ ٘زٖ اٌعضٌخ ٚث١ٓ عيلاد ِٓ ثىزش٠ب 99رطبثك ٚثٕغجخ 

٠ٚزوش اْ اٌزشخ١ض اٌج١ٕٟ , P. aeruginosaٚع١ٍٗ عذد اٌعضٌخ ل١ذ اٌذساعخ عبلذح اٌٝ اٌجىزش٠ب , (9 ِج١ٓ فٟ  اٌجذٚي,

٠غزعًّ ثشىً ٔبجخ فٟ اٌز١١ّض ث١ٓ الأٛاي اٌّخزٍفخ ِٓ اٌجىزش٠ب ٠ٚعطٟ ٔزبل  دبعّخ  فٟ  16S rRNAثٛعبؽخ ج١ٓ 

 .(Lakshmi et al. 2014)  اٌزشخ١ض
 Pseudomonas aeruginosa عديلاد ثىزش٠دب  7ِدع  M3ٔغدجخ رطدبثك رزبثعدبد اٌمٛاعدذ إٌزشٚج١ٕ١دخ ٌٍعضٌدخ  (:9خذول )

 .NCBIاٌّغجٍخ فٟ 
 انسلانت َسبت انخطابق )%( ريز انىطىل

MF144446.1 99 P. aeruginosa FQR12 

LN589738.1 99 P. aeruginosa RSB3 

KY930659.1 99 P. aeruginosa DUVASU/Hs-1 

KY930655.1 99 P. aeruginosa DUVASU/F6 

EF510037.1 99 P. aeruginosa  P6D102-476 

MH000683.1 99 P. aeruginosa HS9 

MG648420.1 99 P. aeruginosa BTTDD3 
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