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 شكر وتقدير 
 

 منا .. من ٌستحق الشكر هو الله سبحانه وتعالى . الذي ٌلهمنا وٌعلّ 

  عمل صالحا ترضاهأوان  وعلى والديّ ًّنعمت علأن اشكر نعمتك التي أوزعني أرب ) 

 سلم( والصلاة والسلام على سٌدنا محمد وعلى اله ووادخلني برحمتك في عبادك الصالحين 

 تسلٌما كثٌرا .

هذا تذلٌل الصعوبات التً واجهتها فً  أشكر كل من شارك نٌطٌب لً وانا انهً رسالتً أ   

شار أو أفاق، لآمامً اأوحى بفكرة فتحت أو أت وحشة الطرٌق، نار لً شمعة بدد  أالعمل، ومن 

 .  ت العزم للمضً على الدرب الطوٌل..و كلمة سددّ أضاؾ لبنة على البناء، أبرأي 

الأستاذة الدكتورة نٌران  ةً الفاضلتستاذوالآمتنان أحترام ل مشاعر التقدٌر والآبك ابتداء   خصّ أو

من ؼزارة  الً ما وسعه ا، ومنحه على رسالتً عبٌد جاسم لاقتراحها موضوع البحث والإِشراؾ

متنان اتقدم بعظٌم الآوكما  .سائل الله عز وجل ان ٌمنّ علٌها بالصحة والعافٌة علم وسعة معرفة

عمٌد كلٌة العلوم سابق ا الأستاذ المساعد الدكتور عبد الامٌر سمٌر، والأستاذ عرفان إلــى ومزٌد ال

سابقا  الأستاذ قسم علوم الحٌاة  ٌسرئالدكتور نبٌل عبد عبد الرضا عمٌد كلٌة العلوم حالٌا ، و

حالٌا   قسم علوم الحٌاة ٌسرئحبٌب وسٌل  والأستاذ المساعد الدكتور المساعد الدكتور جاسم حنون

 لكلّ أساتذة كلٌة العلوم. بوافر الشكر والتقدٌر ه لً من مساعدة، وأتقدمّ ولما قدم

أمتنانً الى كل من الدكتور حسن حاجم والدكتور وعظٌم ، ان أتقدم بجمٌل شكري لا  إولا ٌسعنً 

 علً محمّد ؼازي فً الطب البٌطري وأشكر كل أخوانً فً الدراسة واصدقائً الذٌن هم سندي فً

 واسؤل الله ان ٌوفقنا جمٌعا لما ٌحبه وعذرا  لكل جهد مخلص فاتنً ان اذكره بحسن نٌة،دراستً 

 وٌرضاه.

 انطانب                             

 

 

 

       



 الخلاصة

استيدفت الدراسة عزؿ كتشخيص الفطريات الانتيازية مف العينات السريرية مف المرضى المراجعيف لمعيادة        

كقد كاف عدد عينات  1/4/2016الى  2015 /1/10رية في محافظة ميساف لمفترة مف الشعبية للأمراض الصد

عينة قشع سريرية لمرضى يعانكف مف امراض رئكية مستمرة كقد فحصت كشخصت  193القشع المجمكعة 

تـ اختبار تأثير الجزيئات النانكية بثلاثة كما  العينات باستخداـ الفحص المجيرم كالأكساط الزرعية.

ككما شممت الدراسة اختبار تأثير  .Penicillium spp( عمى عزلتيف مف فطر البنسميكـ 366612ز%)تراكي

الجزيئات النانكية عمى النمك الشعاعي لمفطر كعمى الكزف الجاؼ اضافة الى دراسة تأثير ىذه الجزيئات عمى 

.  Real-Time PCR اـ تقنية الجينات المسؤكلة عف إًنتاج مضاد البنسميف في الجنس المذككر أعلاه كباستخد

% 38.86عينة مريض كانت تحكم اصابة فطرية كبنسبة  75اظيرت نتائج الفحكصات المجيرية كالزرعية اف 

 .Aspergillus spp% لمجنس 54.66عزلة كبنسبة  41كما اظيرت نتائج التشخيص الزرعي كالمجيرم عائدية 

عزلة كبنسبة  14بعدد  A. niger% يميو النكع 25.33ة عزلة كبنسب 19بعدد A.fumigatus  تكزعت بيف النكع 

 18بعدد  Candida albicans% كظير الجنس 10.67عزلات بنسبة  8بعدد A. flavus% يميو النكع 18.67

% كتكزعت ىذه العزلات بيف 18.67عزلة كبنسبة  14بعدد  .Penicillium spp% يميو الجنس 24عزلة كبنسبة 

%. 2.67عزلة  كبنسبة 2بعدد  P. citrinum  % كالنكع16عزلة كبنسبة  12د بعد P. chrysogenumالنكع 

فقد ظيرا بعزلة كاحدة لكؿ منيما كبنسبة  Alternaria alternataك  Rhizopus Stoloniferاما الجنساف 

 %. اظيرت نتائج اختبار تأثير الجزيئات النانكية لأككسيد الزنؾ النانكم عمى النمك الشعاعي لمجنس1.33

Penicillium spp.  12فركقات معنكية بيف المعاملات كاف التراكيز المستخدمة حفزت نمك الفطر كاف التركيز %

 .Pكاف اكثر التراكيز تأثيران في نمك الفطر بأنكاعو المعزكلة إذٍ بمغ قطر المستعمرة في حالة النكع 

chrysogenum (1) 2.63 سـ كمعاممة السيطرة  2.13 سـ مقارنةن مع معاممة السيطرة السالبة بقطر



فقد كاف معدؿ قطر المستعمرة  P. chrysogenum (2)سـ. كالنكع  0.93المكجبة)المضاد الفطرم ( بقطر

سـ  1.23سـ مقارنةن مع معاممة السيطرة بقطر 1.4 ,  فكاف قطر المستعمرة P. citrinumسـ اما النكع    2.23

كزف الجاؼ لأنكاع الفطر فقد اكدت التأثير التحفيزم لمجزيئات . فيما يخص بتأثير الجزيئات النانكية عمى ال

% كاف اكثر التراكيز تأثيران كاف 12المستخدمة, كأظيرت النتائج كجكد فركؽ معنكية بيف المعاملات كاف التركيز 

غـ مقارنةن مع  0.463كاف اكثر الانكاع تأثران فقد بمغ معدؿ الكزف الجاؼ  P. chrysogenum (2)  النكع

غـ, بينت نتائج اختبار تأثير جزيئات الزنؾ النانكية بتركيز  0.208السيطرة المكجبة )المضاد الفطرم ( بمعدؿ 

% عمى التعبير الجيني لمجينات المسؤكلة عف انتاج البنسميف أىفَّ أكثر الجينات تأىثٌران بكجكد الجزيئات النانكية 12

% كمعاممة 12كجدت فركؽ معنكية بيف معاممة التركيز إذٍ P. chrysogenum (2) ىي المكجكدة في النكع 

% 12( في حالة التركيز penDE , pcbC , pcbABالسيطرة فقد بمغ معدؿ التعبير الجيني لمجينات الثلاثة )

( عمى التكالي. 1.045, 1.029, 1.272( عمى التكالي مقارنةن مع السيطرة )6.723,  8.943, 7.495)

 .P ية المضاد المفرز بكجكد الجزيئات النانكية لأككسيد الزنؾ اف راشح الفطركأظيرت نتائج اختبار فعال

chrysogenum (2) مف أككسيد الزنؾ النانكم قد ثبط نمك البكتريا 12النامي بكجكد % Staphylococcus  

epidermidis  النانكية ( ممـ مقارنةن مع معاممة السيطرة )راشح الفطر بدكف كجكد الجزيئات  19.66كبقطر تثبيط

 ممـ .            12كبقطر تثبيط 
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 الفصل الاول 

 :                                      Introductionالمقدمة 

من الأجناس المنتشرة فً جمٌع انحاء العالم  تلعب أدوارا  مختلفة   .Penicillium sppٌعد جنس البنسلٌوم     

انتاج عدد كبٌر من السموم الفطرٌة  فً البٌئة فً تحلٌل المواد العضوٌة وتدمٌر وتعفن صناعة المواد الؽذائٌة 

mycotoxins   ،نوع مقبول بما فً ذلك مجموعة عائدة الى الجنس  354ٌضم والانزٌماتAspergillus spp. 

 Aspergillus crystallinus A. paradoxus A.malodoratus and (Visagie et al.,2014.)كالأنواع  

 كذلك عدوى البنسلٌوم تكثرالرئوٌة و ٌعتبر البنسلٌوم ملوثا  للبٌئة وله أهمٌة كبٌرة فً حدوث أمراض الحساسٌة

 (.  Lyratzopoulus et al.,2002) فً الأشخاص المصابٌن بالربو

 thiazolidineٌنتمً مضاد البنسلٌن الى مجموعة البٌتالاكتام والتً تتؤلؾ من حلقة البٌتالاكتام المندمجة مع حلقة 

قات ( ٌضاؾ لها جذور مختلفة للحصول على مشت (side chainمكونة نواة البنسلٌن وتتصل بها سلسة جانبٌة

(.  وٌعمل البنسلٌن على منع تكوٌن الجدار الخلوي للبكترٌا عن طرٌق منع عملٌة تخلٌق Atlas,1984البنسلٌن )

و   Transpeptidase حٌث ترتبط البنسلٌنات بؤنزٌمات  peptidoglycan  لاٌكان گالببتٌدو

Carboxypeptidase  ((Todar,2002 ًوٌنتج هذا المضاد من قبل ثلاثة جٌنات ه ،(:pcbAB , pcbC , 

penDE( وٌكون عملها بشكل متسلسل )Federico et al.,1998.) 

( نانومٌتر 100-1( على انها تلك الجزٌئات التً ٌتراوح ابعادها) (Nanoparticlesتعرؾ الجزٌئات النانوٌة

ولصؽر حجمها فإنها تتصؾ بصفات تختلؾ عن جزٌئاتها عندما تكون بحجمها الكبٌر حٌث تمتلك صفات 

 (.Nowak,2010مؽناطٌسٌة والكترونٌة وبصرٌة تجعلها تسلك سلوكا  مؽاٌرا  )

أصبحت التقنٌة النانوٌة فً الآونة الاخٌرة واحدة من العلوم المتطورة التً لها صلة وثٌقة مع العلوم الاخرى  

ات النانوٌة لأوكسٌد (.ومنها الجزٌئ2010مثل: الكٌمٌاء، والاحٌاء، والهندسة، والفٌزٌاء، وؼٌرها )الاسكندرانً،

الزنك من بٌن الجزٌئات النانوٌة  التً استخدمت بكثرة فً مجالات عدٌدة وواسعة منها فً مجال الطب خصوصا  



فً علاج الاورام السرطانٌة إذْ تم استخدامه ضد الخلاٌا السرطانٌة أذ ٌعمل على اختراق الخلٌة والارتباط 

ما اشارت العدٌد من الدراسات على الدور الذي تلعبه الجزٌئات ( كNel.et al.,2006) DNAبالحامض النووي 

 .(Sharma et al.,2012;Condello et al.,2016)النانوٌة لأوكسٌد الزنك على المستوى الجٌنً

ولهذا جاءت دراستنا هذهِ لتبٌن تؤثٌر جزٌئات الزنك النانوٌة على واحد من الفطرٌات ذات الاهمٌة الطبٌة كمسبب 

ومدى هذا التؤثٌر على المستوى الجٌنً  .Penicillium sppزي والصناعٌة وهو فطر البنسلٌوم مرضً انتها

 وشملت الدراسة المحاور الأتٌة : 

 عزل الفطرٌات الانتهازٌة وتشخٌصها من العٌنات السرٌرٌة وتنمٌتها على اوساط زرعٌة مختلفة.  -1
الشعاعً، والوزن الجاؾ لأنواع فطر البنسلٌوم  دراسة تؤثٌر الجزٌئات النانوٌة لأوكسٌد الزنك على النمو -2

Penicillium spp.  .وبتراكٌز مختلفة 

دراسة تؤثٌر الجزٌئات النانوٌة لأوكسٌد الزنك على مستوى التعبٌر الجٌنً للجٌنات المسإولة عن إنتاج  -3

 وباستخدام تقنٌة   spp. Penicilliumمضاد البنسلٌن فً أنواع فطر

Real-Time PCR     . 

بوجود أوكسٌد الزنك النانوي  spp.  Penicilliumختبار فعالٌة المضاد المنتج من أنواع فطر البنسلٌوم ا -4

 المعروفة بحساسٌتها لمضاد البنسلٌن . Staph.  epidermidisعلى بكترٌا 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 الفصل الثانً 

 Literature reviewاستعراض المراجع :   :1

  .Penicillium  spp: البنسلٌوم  :1-2

فطر مترمم من اوسع الفطرٌات  ، Ascomycotaالى مجموعة الفطرٌات الكٌسٌة  .Penicillium sppٌنتمً 

 كون تركٌب ٌنوع  200نواع التابعة لهذا الجنس انتشارا فً الطبٌعة ٌوجد فً كل مكان ٌبلػ عدد الأ

cleistothecium ،والجبن ،الخبز :ٌنمو على المواد الؽذائٌة مثل ٌقوم بدور كبٌر فً تحلٌل المواد العضوٌة، 

 Blue Moldعفان مثل العفن الازرق نواعا عدٌدة من الأأٌسبب هذا الفطر ، والجٌلاتٌن ،والفواكه ،والخضروات

ٌتكون الؽزل الفطري من خٌوط فطرٌة  المسبب للعفن، حسب نوع الفطرب Green Moldوالعفن الاخضر 

و ؼٌر ملونة الحوامل أوقد تكون ملونة  ،لفطرتؽلؽل داخل الوسط الذي ٌنمو علٌه اتو أ ،متشابكة قد تكون سطحٌة

وتتفرع كل  Metullaeالكونٌدٌة مقسمة بجدران مستعرضة متفرعة عند اطرافها النهائٌة الى عدة افرع تدعى 

(. 2005)الرحمة،  Strigmataاو  Phialidesحادٌة تدعى أواحدة الى عدة افرع قصٌرة دورقٌة الشكل 

ٌنتج البنسلٌن الذي ٌستخدم كمضاد  انتاج الؽذاء والدواء،و لات المادة العضوٌة،كمحل فً البٌئة البنسلٌوم مهمو

  .et al., 2011 (Tiwari)و منع نموها داخل جسم الانسانأ ،ٌستخدم فً قتل حٌثضد البكترٌا حٌوي 

ل خصوصا ٌوجد فً بٌئة المناز معتدلة الحرارة والمناطق شبة الاستوائٌة،ال فطر البنسلٌوم شائع فً المناطقو

للحساسٌة لدى بعض  ا  مراض للإنسان وٌكون مسببالمملحة نادرا ما تسبب الأ الأؼذٌةالمناطق الرطبة وعلى 

: للبنسلٌوم مثل هناك نواتج اٌض ثانوي البنسلٌنإنتاج  بالإضافة الىو شخاص فً بٌئة المنازل الداخلٌةالأ

(roquefortine C, meleagrin, chrysogine, sorbicillin,   

,sorrentanone, secalonic, xanthocillins and PR-toxin)( Ratnam et al.,2014).             

 ً:تم وصؾ ثلاثة اجناس هقد م قدم اسم البنسلٌوم والذي معناة الفرشاة و1809منذ عام      



 P. candidum, P. glaucum and  P. expansum  اسم للفطر والعدٌد 1000ومنذ ذلك الوقت عرؾ 

 ؼٌر صحٌحفبعض هذه الاسماء آنذاك كامل للفطر المن هذه الاسماء لا ٌمكن تمٌٌزه بسبب الوصؾ ؼٌر 

 ) ,Thom,1930)نوع  300وصؾ كل الانواع وقبل  ةراجعوقد تم موالبعض الاخر مرادؾ لأسماء اخرى 

 150قبل  ),1979Pittالعالم )نوع وبعد ذلك  137قبلا   ,Raper and Thom (1949)فً دراسات لاحقة و

منذ ذلك الوقت عرفت الانواع و Eupenicilliumبانها وصفت  ا  انواع شمل العددونوع  250ل وقبثم تم  ,نوع

تم  ( للبنسلٌومDNAم تم التعرؾ والوصؾ لتتابع ال )1990وفً عام  ،),Ramirez 1982)مظهرٌا بالبنسلٌوم 

 ,.Pitt et al قام العالم ،,Pitt and Samson (1993) منشورةالالاسماء ؼٌر  وانوع وتجاهل 223ل وقب

 . للبنسلٌومنوع  250وقبل ث الانواع التابعةٌحدبت (2000)

وانواع منه تلعب أدوارا مهمة فً تحلٌل المواد العضوٌة  البنسلٌوم هو جنس متنوع ٌحدث فً جمٌع أنحاء العالم

مسببات الحساسٌة  وٌعتبر من  م الفطرٌةحٌث أنها تنتج مجموعة واسعة من السمودمار الجذور النباتٌة  وتسبب

 Aspergillusمثل :  تعود الى جنس الاسبرجلسالأنواع المقبولة، بما فً ذلك مجموعات  354ٌحتوي على 

crystallinus, A. malodoratus and A. paradoxus   (et al.,2014 (Visagie.  وتم عزل فطر

 البنسلٌوم من عٌنات الؽبار الداخلً للمناطق

 Penicilliumالانواع التابعة لجنس  (2009و رمضان، ) الحرٌثًكلا من  مختلفة من مدٌنة الموصل وشخصال

spp. فً لكونه ٌدخل ولفطر الكبٌرة للأهمٌة ل وذلكبنٌة والمنشآت المختلفة المتواجد فً الؽبار الداخلً فً الأ

بعزل  ,.Hemath et al (2010)قام وقد مراض ومنها الحساسٌة.ٌسبب العدٌد من الأكذلك الصناعة الدوائٌة و

 ,Ahmet (2004) اثبت .الفطر من التربة من حقول زراعٌة فً الهند واستخدم فً تصنٌع دقائق الفضة النانوٌة

الفطر  .,Suhail et al 2006))كثر الفطرٌات تواجد فً تركٌا . وقد عزلأان البنسلٌوم وفطر الاسبرجلس هما 

 من الانهر. 

 

 



 :  .Penicillium spp فطر: تصنٌف 1-2-2

 .(Frisvad and Samson , 2004التصنٌؾ تم على وفق ما جاء به )

Kingdom : Fungi 

      Phylum : Ascomycota             

             Subphylum : pezizomycotina 

                    Class : Eurotiomycetes 

                              Subclass : Eurotiomycetidae        

                                      Order : Eurotiales 

                                               Family : Eurotiaceae 

                                                          Genus : Penicillium 

 

  :ومالبنسلٌ: أهمٌة جنس 1-2-1

هناك ثلاث حلات مرضٌة منتشرة  الاولى كانت  .Penicillium sppالاصابات الناتجة عن فطر البنسلٌوم 

( الناتجة عن الاصابة chronic granulomatous disorderبسبب اضطراب الخلاٌا الحبٌبٌة المزمنة )

بتثبٌط المناعة والحالتان الثانٌة والثالثة ؼٌر مرتبطات   .Penicillium sppالفطرٌة بفطر 

immunocompromised  والحالة الثانٌة مرض المخ الؽٌر معروؾ المصدر بسبب فطرP. chrysogenum 

حالة Penicillium spp. 31الى الان حدثت الكثٌر من الاصابات الفطرٌة الناتجة عن فطر  1951منذ عام 



من حالات  4ر مثبطٌن مناعٌا  من حالات فً  اشخاص ؼٌ 6حالة اصابة رئوٌة  21مسجلة اصابات ؼازٌة 

من حالات اصابة باطن العٌن وحالات فردٌة من  5من حالات اضطراب السمع  6التهاب الشؽاؾ القلبً 

اصابات المريء والتهابات القناة البولٌة العلٌا ومن التهابات داخل الجمجمة بسبب التعرض للجروح او الادوات 

اصابات خارجٌة مثل التهابات القرنٌة ، حساسٌة   .Penicillium sppالجراحٌة وكذلك ٌسبب البنسلٌوم 

حالة  34وصؾ ب  Noritomi et al., (2005)قام وقد (.Lyratzopoulus et al.,2002)القصبات الهوائٌة 

 ،ءالمريخمج وخمج باطن المقلة، والمسالك البولٌة، وخمج الشؽاؾ، و، حالة لخمج الرئتٌن (13)، عدوى ؼازٌة

اثنان منها تحدث فً المرضى  ،(CNS) عدوى الجهاز العصبً المركزي حالات( (3وجمجمة، وخمج داخل ال

داخل الجمجمــة نتٌجـة لانتشار العدوى من الجٌوب الأنفٌة ثم إلى  الإصابةكانـت أولا حالات  الطــبٌــعٌــٌــن،

  .((Esinophilisوزٌادة الخلاٌا الحـمضـة  ،العٌن مسبب تمدد الأوعـٌة الدموٌة الدماؼٌة

أن الفطرٌات ٌمكن أن تسبب مرضا  للإنسان من خلال مجموعة من الآلٌات Goh et al., (2007) ذكرو

لذلك التعرض إلى مستوٌات مرتفعة من أبواغ هذا  السموم،و رد الفعل المهٌج، العدوى الفطرٌة، :لوجٌة مثلوالباٌ

ٌـــوجـد فً  ،ؾ سابقا بؤنه فطــر ؼٌـر ممـرضصن الفطر ٌإدي إلى خطر الإصابة بؤمراض الحساسٌة المزمنة،

أو الحـاملة لأبواغ  ،البٌئـة ومسـإول عـن حـالات التســمم الفطري الناتجة عن تــنـاول الحــنطـة المصـابـة

مختلفة لدى الأشخاص الطبٌعٌٌن  اصابات  حدٌثا  ٌسبب و .(Okhovvat and Zakeri, 2002) رالـفـــطـ

 التهاب القـرنٌة :عة مثــلوالأشخاص ضعٌفً المنا

 al., 2006) et Badenoch) اداء الأظفو (ـر الفـــطـــريRomano et al., 2004 والأمراض الجلدٌة ،)

سوؾ ٌشكل  طوٌلة أن تواجد هذه الفطرٌات لفترات .(Durán et al., 2003) لدى الأشخاص ضعٌفً المناعة

كثر اعراضها أماتها مشكلات فً الجهاز التنفسً ومن هم علاأعوامل خطورة للإصابة بؤمراض الحساسٌة ومن 

 ،وضٌق الصدر ،وتفاقم وزٌادة أعراض الربو ،وسعال ،العٌون واحمرارالإنفلونزا وتهٌج  :ح الأنؾ مثلرشّ 

  .Dillon et al., 2005)وبطء التنفس)



 ا  لذي ٌعتبر ناتج( اLovastatinانتاج اللوفاستاتٌن ) من .,Seydametova et al (2012)  فً حٌن تمكن 

 تحدٌد مراحل التصنٌع الحٌوي للكولٌسترول شجع علىٌالذي فطر البنسلٌوم هذا الانزٌم  ٌنتج ا  فطرٌ ا  ثانوٌ ٌا  ٌضأ

 مما ٌسبب فً انخفاض نسبة الكولٌسترول فً الدم . 

 من انتاج مضادات الاكسدة من مجموعة من الفطرٌات من ضمنها( 2011الركابً واخرون،)تمكن وكما 

البنسلٌوم فً المعالجة الحٌوٌة للتخلص من الملوثات خصوصا الناتجة  ,Leitão (2009) استخدموكما  البنسلٌوم.

عضوٌة فً الؽلاؾ الجوي من المن النشاطات الصناعٌة من خلال تسرٌع عملٌات تحوٌل المواد العضوٌة وؼٌر 

 ،والمعادن الثقٌلة ،والهٌدروكربون ،ة الاروماتٌةومتعدد الحلق  ،المواد الضارة احٌائٌا مثل المركبات الفٌنولٌة

و أ ،والتً حتى بتراكٌز ضئٌلة تكون سامة للإنسان فاستخدمت المعالجات الاحٌائٌة للتخلص من الملوثات

 فً المعالجة الاحٌائٌة للمعادن والمركبات العطرٌة. ا  الفطرٌات تلعب دورو صلاحهاا

 Penicillin:  نٌالبنسل: 1-1

وذلك عندما لاحظ ظاهرة ؼٌر طبٌعٌة وهً ؼٌاب المستعمرات  ?9@8كتشؾ بواسطة الكسندر فلمنك البنسلٌن ا

إذْ كان هناك نمو لمستعمرة فطرٌة دائرٌة كبٌرة من فطر  Staphylococcus aureusالكاملة النمو لبكترٌا 

Penicillium notatum ولة افرزت من الفطر على الأطباق القدٌمة البحوث اللاحقة بٌنت ان وجود مادة مجه

ؼٌر الضار للحٌوانات لكنة قاتل للجراثٌم الممرضة ثم اقترح استخدامه لعلاج الامراض المسببة بواسطة الجراثٌم 

 Ernst)الكٌمٌائً إٌرنست تشٌنكل من العالمٌن  قاملكن اثبات قٌمته كعلاج لم ٌعرؾ الا بعد اثنتا عشرة سنة إذْ 

Chain)  وعالم الأمراض(وري هاورد فلHoward Florey   ) باستخلاص المضاد الحٌوي الذي ٌنتجه فطر

Penicillium notatum  والذي أطلق علٌه اسمPenicillin.  وقد حصل كلا من فلٌمٌنج و تشٌن و فلوري على

الجدار فان البكترٌا تتكاثر بالانقسام فعند وجود البنسلٌن وبما ان (. Hare,1982) م>;@8جائزة نوبل عام 

البنسلٌن ٌكون ؼٌر مإثر على البكترٌا القدٌمة لكن ٌوقؾ تكوٌن  فً حٌن أن  ي الجدٌد سوؾ لن ٌتكون الخلو

واصر تساهمٌة مع انزٌم أالجدار الخلوي الجدٌد وبذلك البكترٌا لن تتكاثر ٌقوم البنسلٌن بالارتباط بواسطة 

transpeptidase ٌطبقة الببتاٌدوكلاٌكان عملٌة تخلٌق فً  ا  ة والذي ٌعتبر مهمتوإعاقة فعال(Peptidoglycan) 

فً بعض الاماكن لذلك تنفجر  ا  وبالنتٌجة الجدار الخلوي سوؾ ٌكون ضعٌف المهمة فً تكوٌن الجدار الخلوي

نواع فطر أٌنتج مضاد البنسلٌن من بعض   بالإضافة الى البنسلٌوم .(Pandey et al.,2014) الخلاٌا بفعل الماء



Aspergillus مثل; A. janus, A. flavus , A. nodulans  وكذلك من فطر Fusarium  ٌضا  أٌنتج 

تنتج مضادات البنسلٌن   Actinomycetes  وكذلك بعض انواع البكترٌا والاكتٌنوماٌسس، مضادات البنسلٌن

والبنسلٌن المنتج  بشكل طبٌعً. Penicillium chrysogenumوٌحضر حالٌا" مضاد البنسلٌن من الفطر  ،

حتى  ،او البوتاسٌوم ،ملاح الصودٌومأٌكون ؼٌر مستقر من الناحٌة الكٌمٌاوٌة لذلك ٌضاؾ الى المضاد  طبٌعٌا"

ذلك هناك عدة عوامل كٌمٌاوٌة وباٌولوجٌة تسبب عدم من رؼم على الو من الناحٌة الكٌمٌاوٌة. ٌكون مستقرا  

ض بما فٌها الحوامض المعوٌة لذلك فان ملاح البنسلٌن مثل: الحوامض حٌث ٌتؤثر البنسلٌن بالحوامأ استقرارٌة

درجة الحرارة  .لظهور بعض حالات التحسس للمضاد لدى بعض الاشخاص البنسلٌن لا ٌعطى عن طرٌق الفم

قلة  :البنسلٌن هً استخدامسباب من أمن العوامل الرئٌسة التً تإثر على فعالٌة البنسلٌن و دّ وفترة الخزن تع

فترة  ووصوله الى سوائل الجسم بتراكٌز مإثرة، البنسلٌن، سرعة امتصاصو ٌة،قلة التؤثٌرات الجانبو السمٌة،

عن طرٌق البول  ٌطرح بقاء البنسلٌن ومشتقاته بعد الجرعة قصٌرة حٌث ٌصل الى قمته فً سوائل الجسم ثم

ئل الجسم تعطى جرعات متعددة خلال الفترة العلاجٌة للوصول الى تراكٌز ثابتة فً سوالذا ٌجب أن خلال الكلٌة 

 .(2011،)الربٌعً

( مكونأأة نأأواة thiazolidineالمندمجأأة مأأع حلقأأة ) ((llaaccttaamm  rriinngg))--  ٌتأؤلؾ البنسأألٌن مأأن حلقأأة البٌتالاكتأأام و 

( ٌضاؾ لها جذور مختلفأة للحصأول علأى مشأتقات مختلفأة مأن side chainالبنسلٌن ٌتصل بالنواة سلسلة جانبٌة )

ٌقأأوم البنسأألٌن بمنأأع  acid 6-Aminopenicillanic (Atlas, 1984.)ل البنسأألٌنات مشأأتقة مأأن كأأات، والبنسأألٌن

( مأن الناحٌأة الكٌمٌاوٌأة D-alanine)مأع تكوٌن الجدار الخلوي للبكترٌا من خلال تشابه مضادات هأذه المجموعأة

( Peptidoglycanكان )( للخطأأوة الأخٌأأرة فأأً عملٌأأة تخلٌأأق طبقأأة الببتاٌأأدوكلاSubstrateٌوالأأذي ٌعأأد ركٌأأزة )

(النهأأائً بأأٌن السلاسأأل الجانبٌأأة الببتٌدٌأأة إذ تأأرتبط البنسأألٌنات Cross-linkingوالأأذي ٌمثأأل الارتبأأاط العرضأأً )

( وتثبأأٌط عملهأأا Carboxy Peptidase( والكاربوكسأأً ببتاٌأأدٌز)Transpeptidaseبؤنزٌمأأات الترانسأأببتاٌدٌز )

 (. Baron et al., 1994; Todar, 2002ان )والتً ٌتطلب وجودهما تخلٌق الببتاٌدوكلاٌك

 

 



 

 

 (Pandey et al.,2014التركٌب العام للبنسلٌن)( 1شكل )              

 :نواع البنسلٌن: ا1-1-2

 تصنؾ البنسلٌنات اعتمادا  على مدى التؤثٌر او الفعالٌة ضد المٌكروبٌة الى اربع مجامٌع

  (Hodgson and Kizior,2003:)  

 Natural penicillins الطبٌعٌة:ات بنسلٌن: ال1

لكنها ؼٌر مإثرة تجاه  Gram positive cocci)رام )گوهً مضادات فعالة جدا  تجاه المكورات الموجبة لصبؽة 

 Penicillinase  وعدم الفعالٌة نتٌجة لامتلاكها أنزٌم  Staph. aureusاؼلب المكورات العنقودٌة الذهبٌة 

 ;V (Mandell et al.,1995; Craig and   Stitzel, 1997 ٌن وبنسل Gوتشمل كلا من بنسلٌن 

Edmmunds,2000)  

  resistant to Penicillinase   Penicillins:المقاومة لإنزٌم البنسلٌنٌزالبنسلٌنات :2

التً تنتج انزٌم البنسلٌنٌز وتكون اقل تؤثٌرا  من Staph. aureusهذه المجموعة ذات تؤثٌر فعال تجاه بكترٌا  

 ,Methicillin Dicloxacillinرام وتشمل كلا من : گلبنسلٌنات الطبٌعٌة تجاه المكورات الموجبة لصبؽة ا



Flucoxacillin Cloxacillin, Laurence et al., 1997))   Oxacillin  (Craig and Stitzel, 1997) 

Nafcillin . 

Broad- spectrum penicillins  : البنسلٌنات واسعة الطٌؾ: 3  

 رام گرام وبعض  البكترٌا السالبة لصبؽة گز بفعالٌتها ضد المكورات الموجبة لصبؽة تمتا

((Gram positive cocci :مثل,E. coli  Hemophilus influenzae , Proteus mirabilis (Neal, 

 Ampicillin/Sulbactin  (Augmentin) وAmoxicillin و Ampicillin ل تشم( و2002

Amoxicillin/Clavulanate و Bacampicillin (Edmunds, 2000) 

  Extended – spectrum Penicillins   4:  موسعة الطٌؾ:البنسلٌنات    

 ,Proteus sp. ,  Klebsiella, Ps. aeruginosa ذات فعالٌة تجاه بكترٌاهذه المجموعة تكون 

Enterobacter   ة كلا من : رام الاخرى وتشمل هذه المجموعگوبعض البكترٌا السالبة لصبؽة     

Ticarcillin و  Carbencillin و Laurence et al., 1997)و )/ Clavulante Ticarcillin 

 Piperacillin/Tazobactamو Piperacillinو (Craig and Stitzel, Mezlocillin 1997;Edmunds, 

2000) 

 :الجٌنات المسؤولة عن انتاج البنسلٌن: 1-1-1

 pcbC and penDE genes) ،( pcbABمضاد البنسلٌن هً،  الجٌنات المسإولة عن انتاج

فً التصنٌع الحٌوي لمضاد البنسلٌن .  gene cluster على التوالً أذ تعمل هذه الجٌنات الثلاثة بشكل تؤزري 

1999) Laich et al.,). 

 



 

  et al., 1994 (Fernández)( تسلسل جٌنات انتاج البنسلٌن2شكل )         

 

 Biosynthesis of Penicillinلتصنٌع الحٌوي للبنسلٌن:   : ا1-1-3

-l-α-aminoadipic    acid, l   امٌنٌة هً  حوامض ةثلاث  تبدا مرحلة التصنٌع الحٌوي للبنسلٌن بتكثٌؾ

cysteine, and l-valine    الىtripeptide δ-(l-α-aminoadipyl)-l-cysteinyl -d-valine (LLD-

ACV)  ٌدعى انزٌم  بواسطة   تحفزهاٌتم  هذه الخطوة nonribosomal      peptide synthetase δ-(l-

α-aminoadipyl)-l-cysteinyl-d-valine synthetase (ACVS)   بواسطة   تشفر  الحوامض هذه 

 تكون  ٌتم بعدها       pcbAB  geneالجٌن 

β -lactam ring   بواسطةisopenicillin N synthase  (IPNS) ٌشفر بواسطةالذي  و 

isopenicillin N   الى     Microbody   ثم ٌتم pcbC gene   ٌدخل  بعدها       الجٌن 

جانبٌة  مجموعة   بواسطة     l-α-aminoadipic side chain   استبدال السلسلة الجانبٌة 

penicillin G   or   V للحصول على    activated phenyl-  or   phenoxyacetyl 

  acyl-coenzyme A  : isopenicillin N acyltransferaseانزٌم   بواسطة   حفزه تٌتم    لالتحوٌ  وهذا

(IAT)  الذي ٌشفر بواسطة جٌنgene penDE  (Muñiz, 2007). 

  

 

 

 



 

 ( Liras et al.,1998)( مراحل تصنٌع البنسلٌن 3شككل )        

 

 

 

 



 , pcbAB, pcbCجٌنات انتاج البنسلٌن تؤثٌر الكلوكوز على استنساخ  et al,. Gutiérrez ((1999درس

penDE خلال مرحلة تلقٌح الوسط فً العٌنة  فوجد ان الكلوكوز ٌكبح الاستنساخ لهذه الجٌنات عند إضافته

او  24عند الاضافة بعد  تؤثٌرلا ٌوجد  فً حٌنساعة من الزرع  12الفطرٌة لكن تؤثٌره ٌقل عند الاضافة بعد 

ٌادة تركٌز الكلوكوز تثبط عملٌة التصنٌع الحٌوي للبنسلٌن من خلال منع زوذلك لان  ساعة من الزرع 36

 ,l-cysteine,  l-α-aminoadipic acid (ACV)تكوٌن

and l-valine خلال الفترة الأولى للنمو الذي ٌعدّ المادة الوسطٌة الاولى للتصنٌع الحٌوي.  

الظروؾ المثلى لإنتاج  P. chrysogenumر وذلك للأهمٌة الطبٌة للفط et al,. Asnaashari(2012) تناولو

 TLCالتحلٌل الكروماتوگرافى السائل والفطر باستخدام تقنٌات كروماتوجرافٌا الطبقة الرقٌقة هذا البنسلٌن من 

and HPLC من بداٌة الزرع والظروؾ المثلى للإنتاج هً  ٌوم 6-8نسبة إنتاج للبنسلٌن هً من على أ توجد

و   Co28-25ؼرام من السكروز، و درجة الحرارة المثلى كانت 21صة الخمٌرة و ؼرام من خلا 3بعد اضافة 

 دورة من المزج. 120

، وتؤثٌر  PHبدراسة تؤثٌر عدة عوامل على انتاج البنسلٌن منها: الاس الهٌدروجٌنً   Marti´n, (2000)وقامت 

تاجٌة حٌث القاعدٌة تإدي الى زٌادة فً اضافة الكلوكوز، والنتروجٌن، فلاحظ هناك علاقة بٌن هذه العوامل والان

 التعبٌر الجٌنً للتصنٌع الحٌوي للبنسلٌن خصوصا الجٌنات 

 pcbC , penDE genes . 

    Nanoparticles :الجزٌئات النانوٌة: 1-3

 نانو" ومصطلح الصؽر، الخرافً المتناهً الأقزام عالم وتعنى الٌونانٌة اللؽة من هً كلمة مشتقة "النانو"

 فً متناهٌة مترٌة قٌاس وحدة النانومتر، وهً مقٌاس من التً تصنع التقنٌات معناها النانو تقنٌة أو " لوجًتكنو

وٌمثل  الملٌمتر، من ملٌون من واحد أو ،رالمت من ملٌار واحد أي متر، ملٌون ألؾ واحدا  من وتعادل الصؽر،



 الصؽر، شدٌد مقدار ذلك أنه من وٌتضح لإنسانا شعر من واحدة قطر من ألفا   ثمانٌن على واحدا   المقٌاس ذلك

 بتصنٌع العلم هذا وٌهتم واحد، نانومتر البعض فً بعضها بجانب ذرات ثمانً حوالى ترتٌب ٌمكن حٌث
 وٌمكن المجردة، بالعٌن رإٌتها ٌمكن ولا ،الصؽر المتناهٌة "النانوٌة الدرجة إلى والمواد ،والأدوات ،الآلات

 القدم حجم كرة بٌن النسبة مثل المجردة بالعٌن المرئٌة الصؽٌرة للأجسام بالنسبة "نويالنا" حجم الجسم مقارنة

 وتتمثل قاعدة التقنٌات النانوٌة العلمٌة فً مسالتٌن هما: . (2011)عمٌش، الأرضٌة  الكرة وحجم

بناء المواد بدقة من لبنات صؽٌرة والحرص على مرحلة الصؽر ٌإدي الى مادة خالٌة من الشوائب  -1

 ومستوى عالٍ من الجودة
إن خصائص المواد قد تتؽٌر بصورة مدهشة عندما تتجزأ الى قطع أصؽر وأصؽر وخصوصا عند الوصول  -2

الى مقٌاس النانو أو أقل عندها قد تبدأ الحبٌبات النانوٌة فً إظهار خصائص ؼٌر متوقعة ولم تعرؾ من قبل 

ج عن تحول طبٌعً للفحم الحجري ٌتماثل الماس، اي ؼٌر موجودة فً خصائص المادة الام فمثلا الماس نات

والفحم الحجري فً التركٌب الجزٌئً، والذري والفارق الوحٌد هو فً تؽٌٌر موضع الجزٌئات والذرات 

والذي ٌحدث فً الطبٌعة عبر ملاٌٌن السنٌن تحت ظروؾ خاصة من درجة حرارة وضؽط ، فاصل الماس 

ل وفً عالم النانوتكنولوجً فان هذا ٌحدث بالضبط من اعادة هو الفحم الحجري الذي تعرض لظروؾ التحو

هٌكلة الذرات والجزٌئات داخل المادة أو أضافة أو حذؾ بحٌث ٌكون متوافقا مع قوانٌن الفٌزٌاء، والكٌمٌاء، 

فٌمكن تحوٌل الفحم الحجري الى الماس بسهولة وٌسر وٌمكن ان نحصل على مواد انظؾ واقوى وأكثر دقة 

وأخؾ فً الوزن ، ترجع البداٌة الاولى لعلم النانوتكنولوجً الى عالم الفٌزٌاء الامرٌكً رٌتشارد فً الأداء 

الذي ٌعد من ابرز علماء الفٌزٌاء تنبؤ فٌنمان بؤن العلماء   Richard Feynmam (1918-1988)فٌنمان 

ستخدمونها فً صنع سوؾ ٌتمكنون ٌوما  ما من صناعة ادوات متناهٌة الصؽر فً حجم ذرات التراب ثم ٌ

على ٌد الباحث الٌابانً  1974معدات أصؽر، ولقد استخدم مصطلح النانوتكنولوجً لأول مرة فً عام 

لٌصؾ طرائق ووسائل وتصنٌع وعملٌات تشؽٌل عناصر مٌكانٌكٌة  Norio Taniguchiنورٌو تانٌؽوتشً 

 (.2009وكهربائٌة متناهٌة الصؽر)ناٌفة، 



 

س أبعاد عدد من الاشكٌاء المعروفة لنا مقدرة بوحدات قٌاس أطوال مختلفة , المتر , ( مقارنة بٌن مقا0ٌٌ)شككل

 . (1424الاسكندرانً , ) السنتٌمتر , الملٌمتر , المٌكرومٌتر والنانومٌتر

  zinc oxide nanoparticles  :ياوكسٌد الزنك النانو :1-3-2

الشبكٌة، وهو مادة ؼٌر  خٌن بسبب التشوهاتوكسٌد الزنك النقً مركب صلب ابٌض اللون، ٌصفر عند التسأ

والحوامض المعدنٌة والامونٌا  ، لا ٌذوب فً الماء أو الكحول بل ٌذوب فً حامض الخلٌك)أمن( سامة

وكسٌد أامفوتٌري. تعتمد المختبرات فً تحضٌر  وكسٌدأ،لذا فهو  وكاربونات الامونٌوم والهٌدروكسٌدات القلوٌة

 م الحراري لكاربوناته أو نتراته، التركٌبنصر الزنك فً الهواء او بواسطة التهشّ كٌمٌائٌا  على حرق ع زنكال



 أي التركٌب السداسً المتراص) السادسة – الثانٌة( للمجموعة البلوري التركٌب ٌشبه زنكال لأوكسٌد البلوري

(Wurtzite) ( ،ً2013الدلٌم). 

 

 (Hartnagel et al., 1995)النانوي   زنكال لأوكسٌد السداسً البلوري التركٌب( 5شكل )  

المتعدد التبلور على أرضٌة  زنكتحضٌر أؼشٌة رقٌقة من أوكسٌد الب( 2009)وقام الباحثان سعٌد وعبد الله 

وذلك باستعمال تقنٌة الرش الكٌماوي الحراري، تم تحضٌر محلول الرش  C 400°زجاجٌة بدرجة حرارة أساس 

وتم دراسة ومناقشة خواص وتركٌب الأؼشٌة المحضرة بحٌث تم  .M/L 0.1ه بمولارٌة مقدار زنكمن كلورٌد ال

( نموذج من إحدى أشباه ZnO) زنكأوكسٌد ال أنّ  إذْ فحص الأؼشٌة المحضرة بواسطة حٌود الأشعة السٌنٌة 

 .(Nanostructures النانومتري ) والتً لها مدى واسع فً التركٌب II-VIالموصلات ضمن المجموعة 

بنسلٌن ، وال كلورامفٌنكول،و الربط بٌن الفعالٌة الحٌوٌة للمضادات سٌفتراٌكزون،من  ,Slman (2012)كنوتم

اموكسٌسلٌٌن( على بعض انواع البكترٌا السالبة والموجبة لصبؽة گرام خلطت الاجسام النانوٌة لاوكسٌد الزنك و

التؤثٌر الاٌجابً بٌن كل من  النتائج اوضحت مع المضادات استخدمت طرٌقة )الانتشار بواسطة الاقراص(.

والبنسلٌن لأؼلب العزلات الموجبة لصبؽة گرام وبٌن  ،الزنك والاموكسٌسلٌٌن لأوكسٌدالجسٌمات النانوٌة 

ٌظهر م الجسٌمات النانوٌة وكل من سٌفتراٌكزون و كلورامفٌنكول لأؼلب العزلات السالبة لصبؽة گرام فً حٌن ل

 

  

 
  

 

 



وكلورامفٌنكول للعزلات الموجبة  الزنك وكل من سٌفتراٌكزون لأوكسٌدلنانوٌة اي تؤثٌر او تثبٌط بٌن الجسٌمات ا

 . لصبؽة گرام والجسٌمات النانوٌة وكل من البنسلٌن واموكسٌسلٌٌن مع العزلات السالبة لصبؽة گرام

فً  لفؤرلمن استخدام أوكسٌد الزنك النانوي على خلاٌا سرطان الؽدة البنٌة  et al,. Tawfeeq(2015) تمكنو

لفؤر بتراكٌز مختلفة من معلق أوكسٌد الزنك النانوي المصنع لدراسة لالزجاج، عوملت خلاٌا سرطان الؽدة اللبنٌة 

جزء بالملٌون،  100و  50و 25السمٌة الخلوٌة لهذا المعلق على هذه الخلاٌا وكانت التراكٌز المستخدمة بمقدار 

،كلما كان تركٌز اوكسٌد الزنك النانوي عالٌا كلما  السرطانٌة اظهرت نتائج جٌدة وقابلٌة عالٌة على قتل الخلاٌا

وكسٌد الزنك والمستخلص أضافة إتؤثٌر   et al,. Al-Ugaili 2014))درسو ارتفعت نسبة السمٌة الخلوٌة.

الخام لأوراق الزٌتون الى المضاد الأوكساسٌلٌن المستخدم ضد بكترٌا المكورات العنقودٌة الذهبٌة المقاومة 

 9-2.25وراق الزٌتون وبالتراكٌز )أد الأوكساسٌلٌن بالاعتماد على قٌاس قطر التثبٌط لوحظ ان مستخلص لمضا

ضافة ولم ٌكن له أي تؤثٌر إي أبدون  استخدامهاي تؤثٌر مثبط على البكترٌا فً حال  لهملؽم/ قرص( لم ٌكن 

/ قرص( عندما استخدم كمزٌج. بالرؼم اممٌكروؼر 100محفز للتؤثٌر المضاد البكتٌري لجزٌئات الزنك النانوٌة )

 0التثبٌط مـن ) على قطـر وبالاعتمادن الفعالٌة ضد الماٌكروبٌة لمضاد الأوكساسٌلٌن قد أظهرت زٌادة إمن ذلك ف

/ قرص( لمستخلص أوراق الزٌتون مما مٌكروؼرام 9ملم( عندمـا قٌس بوجـود التركٌـز العالـً ) 14ملم( الى )

 لفعالٌة المضاد ضد بكترٌا المكورات العنقودٌة المقاومة للأوكساسٌلٌن. ا  محفز ا  ٌسجل تؤثٌر

 مقا وكسٌد الزنك كمضاد بكتٌري بدون اي اضافة اخرى كماأبدراسة تؤثٌر استخدام  et al,.  Thati (2010) قام

ٌة الذهبٌة  اوكسٌد الزنك على بكترٌا المكورات العنقود تؤثٌربإضافة اوكسٌد الزنك مع بعض المضادات ودرس 

Staphylococcus aureus  بواسطة طرٌقة الانتشار القرصDisk diffusion method  لاحظ عند استخدام

zinc nanoparticles (100μg/disc) (زٌادة فعالٌة المضادات من اقل قطر تثبٌط منmm10to  mm2 )

اهمٌة الدقائق تتضح تٌجة هذه النمن  Penicillin G and  Amikacin وهذه الزٌادة لوحظت مع المضادات

 .   beta lactams, cephalosporinsالنانوٌة للزنك كمادة قوى مع 



انتاج السمٌن الفطرٌٌن على الزنك  لأوكسٌدفعالٌة الدقائق النانوٌة  ,Yehia and Ahmed (2013)درس

mycotoxins fusaric acid and patulin  المنتجٌن من الفطرٌنF. oxysporum and P. expansum 

ا ان هناك اعاقة فً تكوٌن لاحظعن معدلات إنتاجها الطبٌعٌة كما نتاج هذه السموم إفً  ا  هناك انخفاضلاحظا أن 

 .لكلا الفطرٌن   mycelia الؽزل الفطري

ادى  النبات حصاد قبل Botrytis cinerea استخدام الدقائق النانوٌة على  تؤثٌرLili et al,.(2011) رست ود

استخدامه  تلهاٌفات الفطرٌة ومنع تكوٌن الحامل الكونٌدي والكونٌدٌات  فاقترحل ائؾ الخلوٌة الى تؽٌر الوظ

الزنك النانوي كقاتل وسام  لأوكسٌد تؤثٌريركزت دراسة حول وؼذٌة. كمبٌد فطري فً الزراعة وامن فً الأ

وكسٌد الزنك أ فاستخداملما للبكترٌا من حجم صؽٌر  et al,. Amna(2015) بها تبكتٌري من خلال دراسة قام

الؽشاء البلازمً منع حركة  الزنك على الجدار الخلوي، تؤثٌر واٌزٌد المساحة السطحٌة للتفاعل لاحظلالنانوي 

 فً النهاٌة ٌودي الى تثبٌط  النمو وموت البكترٌا.والبروتون من خلال الؽشاء الخلوي 

 منٌعً والصناعً الاتٌة لطبادراسة تؤثٌر الزنك اوكسٌد على خواص شد المطاط وتم  

حضر عٌنات  (Elongationوالاستطالة  Elastic Modulusمعامل المرونة  ،Tensile Strength)قوة الشد 

بنسب متساوٌة للتعرؾ عن امكانٌة استبدال اوكسٌد الزنك   SBRوالمطاط الصناعً  NRمن المطاط الطبٌعً 

تقلٌل كمٌة الزنك لحجم  دقائق اصؽر ومساحة سطحٌة اكبر الاعتٌادي بؤوكسٌد الزنك النانوي كمادة منشطة ذات 

بٌنت نتائج الفحص ان التركٌز الأمثل لمادة فالمستخدم والحصول على نتائج جٌدة من قوة شد ومرونة للمطاط 

)بنسب  SBRوالمطاط الصناعً  NRاوكسٌد الزنك الاعتٌادي للعجنات المطاطٌة لكل من المطاط الطبٌعً

التركٌز الأمثل لمادة اوكسٌد الزنك  فً حٌن أن( pphr 5)على خواص شد افضل هو متساوٌة( وللحصول

)بنسب متساوٌة(  SBRوالمطاط الصناعً  NRالنانوي للعجنات المطاطٌة المكونة من المطاط الطبٌعً

تم الحصول على مجموعة من المتحصلة من خلال النتائج  (،1.2pphr)وللحصول على خواص شد افضل هو 

 2015)ابرزها تحقٌق جدوى اقتصادٌة من خلال تقلٌل كلؾ العجنات اضافة الى تحسٌنه خواص الشد المٌزات

Hadi,) .(2011) قامو Nawaz et al,.  باستخدام دقائق اوكسٌد الزنك فً دباؼة الجلود للسٌطرة على بعض

 عوامل الامراض التً تنقلها الجلود الى الانسان 



 الفصل الثالث 

 :    Materials and methods  المواد وطرائق العمل:3

 المستخدمة:الأجهزة والمعدات :3-2

  :الأجهزة :3-2-2

 المختبرٌة التً استخدمت فً الدراسة.والادوات جهزة ( الأ2جدول )

 المنشؤ الشركة المصنعة اسم الجهاز

جهاز البلمرة فً الوقت 

 الحقٌقً

Miniopticon Real-Time 
PCR 

BioRad USA 

 Electric oven Eriotti Italy فرن كهربائً

 Autoclave Hirmayama Japan المإصدة

 Incubator حاضنة
Gallen 
Kaamp 

England 

 Refrigerator Concord Lebanon ثلاجة

 مٌزان الكترونً حساس
Sensitive electronic 

balance 

Gallen 
Kaamp 

England 

 Water bath Memmert Germany حمام مائً

 Eppendorf  tubes Biobasic Canada أنابٌب اختبار

 Conical flasks BBL USA ةدوارق مخروطٌ

 Vortex CYAN China مازج



جهاز الدورات 

 الحرارٌة

Thermo cycler 
apparatus (PCR) 

Bioneer Korea 

 مطٌاؾ قٌاس النانومٌتر
Nano drop 

spectrophotometer 
THERMO 

United 
Kingdom 

جهاز الطرد المركزي 

 اززهال

Exispin vortex 
centrifuge 

Bioneer 

 

Korea 

 

جهاز الطرد المركزي 

 ةالمبرد العالً السرع

High speed cold 
centrifuge 

Eppendorf Germany 

دقٌقة بؤحجام  اتماص

 مختلفة

Micropipette 0.5-10, 
20-200, 100-1000 

Micromoles  
Eppendorf Germany 

 Compound microscope Olympus Japan مجهر ضوئً

 Cork borer Himedia India ثاقب فلٌنً

 Laminar flow cabinet Nüve Turkey كابٌنة الزرع المجهري

 الناقل الزرعً القٌاسً
(Standard wire loop 

(1µ 
Himedia India 

 أطباق بتري بلاستٌكٌة
Disposable petri 

dishes 
Sterilin 

United 
Kingdom 

 gloves latex Sempermed Thailand كفوؾ

 face mask Winner China كمام



 slides Supertek India شرائح زجاجٌة

ؼطاء الشرٌحة 

 الزجاجٌة
cover slide Sail brand China 

 filter paper ورق ترشٌح
Macherey-

nagel 
German 

 Digital camera Sony Thailand كامٌرا رقمٌة

 

المواد   :1-1-3 

-:المواد الكٌمٌائٌة :1 

      .( المواد الكٌمٌائٌة المستخدمة فً الدراسة1جدول )           

ـــــؤالمنش  اسم المادة الكٌمٌائٌة الشركة المصنعة 

England BDH Ethanol اٌثانول 

England BDH Isopropanol اٌزوبروبانول 

Korea Bioneer DEPC  ثنائً اٌثٌل باٌرو

 كاربون  

Korea Bioneer 
Free nuclease 

water 
 ماء خاص لل

PCR 

England BDH Glycerol گلٌسرول 



China 

Hongow 
nanometer 

 

zinc oxide   
nanoparticles 

>50 nm 

Purity 99.8% 

اوكسٌد الزنك 

يالنانو  

>50 nm قطر   

 نقاوة 99.8%

 

 -: الصبغات :1

 ( الصبغات المستخدمة فً الدراسة. 3جدول )

 المنشكأ الشكركة المصنعة   الصبغة

 Lactophenol blue cdh India اللاكتوفٌنول الزرقاءصبؽة 

 الزرقاءالمثٌل صبؽة 

Methylene blue 

solution 

Syrbio German 

 -: المضادات الحٌوٌة :3

 ( المضادات الحٌوٌة المستخدمة فً الدراسة. 0جدول )

 المنشكأ الشكركة المصنعة اسم المضاد

 Chloramphenicol Brawn India نٌكولٌمفاالكلور

 Ketoconazole كٌتوكونازول

International 

Co.Amman 

Jordan 

 



  -:العٌدد  :0

 ( العٌدد التً استخدمت فً الدراسة.6جدول )

 الشكركة وبلد المنشكأ همكونات اسم العدة ت

 

 

1 

 

 

 

 

 عدة استخلاص الحامض النووي 

AccuZol™ Total RNA 
Extraction Kit 

Trizol Reagent 100ml 

Bioneer 

(Korea) 

2 

 عدة فحص 

AccuPower® RocktScript 
RT PreMix 

 

- RocketScript 
Reverse Transcriptase 

(200 u) 

Bioneer 

(Korea) 

- 5× Reaction Buffer 
(1×) 

- DTT       (0.25 mM) 

- dNTP     (250 µM 
each) 

- RNase Inhibitor (1 u) 

3 
 عدة فحص 

AccuPower® 2× 

2× Greenstar Master 
mix 

Bioneer 



Greenstar qPCR Master 
Mix 

-8 Well strips × 12 
each 

(Korea) 

-DEPC – D.W.  1.8 
ml × 4  tubes 

4 

 

 DNaseعدة انزٌم 

DNase I enzyme set kit 

 

DNase I enzyme 
BioBasic 

(Canada) 
10X buffer 

Free nuclase water 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 :primersالبادئات  :6

وباستخدام برنامج تصمٌم  NCBI GenBank Dataوقع م الدراسة باستخدام  هالبادئات فً هذ هتم تصمٌم هذ 

 دناه:أالبادئات من قبل شركة باٌونٌر الكورٌة كما فً الجدول  ه. وقد تم تجهٌز هذ Primer3 plusالبادئات 

 Bioneer (Korea) من شكركة  تجهٌزهاوالتً تم  DNA( بادئات الدنا5جدول )

 حجم الناتج  المصدر 

bp 
  ةٌنٌتسلسل القواعد النٌتروج

(3-→5-) 
اسم 

 البادئ

تم التصمٌم 

لهذه 

 التجربة 
127bp 

F TTGTCCACCGCAAGTGTTTC 
Act1 

R AATCCACCCACCGCAATTTC 

143bp 
F ATTCTCGCGATTTGGAAGGC 

pcbAB 
R TGGCGTTCACATTTCGAAGC 

147bp 
F TGGCACACATCACCAACAAC 

pcbC 
R TCTTGCCGTCTTCCTTGCTAG 

85bp 
F ATTCGCGGTATTGCAAAGGG 

penDE 
R TGAGCCCGTATGCAAATTCC 

F : Forward ,  ًالبادئ الامام R   :Reverse   ًالبادئ العكس 

 

 

 



 :طرائق العمل 2-3: 

       : الاوساط الزرعٌة :3-1-2

  ككؿيكسط سابركيد  دكستركز أكار مع الكمكرامفين: 1

Sabouraud's  Dextrose Agar  with Chloramphenicol  (SDAC)   

غـ مف مسحكؽ سابركيد دكستركز أكار المجيز مف قبؿ شركة  65تـ تحضير الكسط الزرعي بإذابة      

Himedia  جيدا كسيخف حتى الغمياف كبعدىا عيقـ بدرجة حرارة  مؿ مف الماء المقطر ثـ ريجٌ  1000اليندية في 

غـ  0.25بعدىا أضيؼ إليو   ٍـ 45درجة حرارة  دقيقة. ثـ برد إلى 15لمدة  2نج1باكند /  15تحت ضغط   ٍـ121

ع في أطباؽ معقمة كاستيخدـ لعزؿ بعدىا كزٌ مؿ  1000ثـ تـ اكماؿ الحجـ الى مف المضاد البكتيرم الكمكرامفينككؿ 

 .((Ellis,1994  الفطريات

 Sabouraud’s Dextrose-Broth (SDB)  وسط مرق السابرود  2:

ؼم من مسحوق مرق  30الهندٌة بإذابة  Himediaمات الشركة المجهزة حسب تعلٌبتم تحضٌر الوسط الزرعً 

ى الؽلٌان وبعدها عُقم بدرجة حرارة وسُخن حت   ،مل من الماء المقطر ثم رُج جٌدا 1000السابروٌد دكستروز فً 

الى  ثم تم اكمال الحجم مْ  45رد إلى درجة حرارة دقٌقة. ثم بّ  15لمدة  2نج1باوند /  15تحت ضؽط o م 121

 ع فً دوارق معقمة لاستخدامه فً التجارب اللاحقة.بعدها وزّ مل 1000

: تم تحضٌر الوسط بحسب تعلٌمات الشركة المصنعة CZA))  Czapeks Agar أكار وسط الزابكس 3:

ر  1000ؼرام لكل  45بإضافة   Oxoidالانجلٌزٌة  ثم رُج جٌدا وسُخن حتى الؽلٌان وبعدها مل من الماء المقط 

ثم تم مْ  45دقٌقة. ثم برد إلى درجة حرارة  15لمدة  2نج1باوند /  15مْ تحت ضؽط 121 بدرجة حرارة عُقم 

 . الفطرٌات فً تشخٌصمة واستُخدم ع فً أطباق معقّ بعدها وزّ مل  8111اكمال الحجم الى 

 : تحضٌر مضاد الكٌتوكٌنازول :3-1-1



لوسط الزرعً المحضر قبل ان ٌبرد ثم رجّ جٌدا لٌتمّ مل من ا 100ملؽم من المضاد الفطري فً  20تم  إذابة 

مل واستخدم فً تجارب  100( من المضاد الفطري كعامل سٌطرة موجب ثم اكمال الحجم الى  20تحضٌر)%

 النمو الشعاعً والوزن الجاؾ.

 : تحضٌر التراكٌز المختلفة لأوكسٌد الزنك النانوي :3-1-3

( ملؽم من اوكسٌد الزنك النانوي فً 12،  6،  3الزنك النانوي بإذابة )تم تحضٌر التراكٌز المختلفة لأوكسٌد 

 Lili( )12،% 6، % 3مل من الوسط الزرعً لكل تركٌز لٌتم تحضٌر التراكٌز المستخدمة فً البحث )% 100

et al.,2011.) 

 : جمع العينات :3-1-0

العيادة الشعبية للأمراض كالذيف راجعكا  المرضى المصابيف بالتيابات تنفسيةمف ( عينة قشع سريرية 193) جمعت

تـ جمع العينات صباحان كلجميع ,  1/4/2016الى  1/10/2015لمفترة مف الصدرية في محافظة ميساف 

المرضى المراجعيف خلاؿ تمؾ الفترة ككانت العينات لأعمار مختمفة كلكلا الجنسيف كقد طمب مف المرضى اف 

ثـ نقمت الى  المعقمةباستخداـ حاكية جمع عينات القشع كجمعت  ث مراتيقكمكا بغسؿ الفـ بالماء المقطر ثلا

 المختبر لإجراء الاختبارات عمييا. 

 الفحوص المختبرٌة : :3-1-0-2

تم فحص العٌنات مجهرٌا  وذلك بوضع مسحة من القشع على شرٌحة زجاجٌة  -الفحص المجهري المباشكر: -1

 ثم وضع ؼطاء الشرٌحة وفحصت نظٌفة تحتوي على قطرة من اللاكتوفٌنول

لملاحظة الؽزل الفطري والتراكٌب الفطرٌة الاخرى   X 40ثم   X81العٌنات تحت المجهر على قوة  

(Finegold and  Marti ,1982.) 



جزء من القشع بواسطة الناقل وخطط على سطح الأطباق الحاوٌة على وسط السابروٌد  أخذ: زرع العٌنات : 2

ولمدة سبعة اٌام مع  28CO  قا  وبواقع ثلاثة مكررات لكل عٌنة وحضنت بدرجة حرارة اكار والمحضّر مسب

 (.Oldes,1975مراقبة ظهور النمو فٌها )

بالاستعانة  SDAشخصت الأنواع المعزولة من العٌنات النامٌة على وسط  :الفطرٌات : تشكخٌص3-1-0-1 

لكل عزلة من حٌث شكل   CZAتشخٌص وهو بالصفات المظهرٌة للمستعمرات وباستخدام أوساط زرعٌة لل

المستعمرة ولونها ونسٌجها وقطرها وحوافها وارتفاعها عن سطح الوسط بالإضافة الى الصبؽات التً تنتجها 

اضافة الى الصفات المجهرٌة لكل عزلة من حٌث الهاٌفات الفطرٌة والحوامل والابواغ وؼٌرها من الصفات 

 Hocking, and ; De-Hoog et 1997تً اورد ذكرها كلا  من )المظهرٌة ومقارنتها مع الصفات ال

al.,2000 ; Pitt (Quinn et al., 2002 

  :حفظ العزلات  :3-1-6

بعد تشأخٌص العأزلات الفطرٌأة التأً تأم الحصأول علٌهأا مأن القشأع حفظأت العٌنأات علأى وسأط السأابروٌد 

ثأأم حضأأنت بدرجأأة مأأل  25صأأؽٌرة سأأعة داخأأل قنأأانً  بلاسأأتٌكٌة  Slantالموضأأوع بصأأورة مائلأأة  SDAالصأألب

 الاسأتعماللحأٌن  O(م91-)       وحفظأت بدرجأة حأرارة ولسأرٌاضأٌؾ الٌهأا ال للمأدة اسأبوع ثأم  0م 28حأرارة 

(Ashoor and Abu Baker, 2003 .) 

 -:على النمو الشكعاعً لفطر البنسلٌوم  يتأثٌر اوكسٌد الزنك النانو :3-1-5

تم تحضٌر  تم تنشٌط العٌنات بعمر سبعة اٌام  إذْ  ،رعلى نمو الفط ينك النانومادة اوكسٌد الز تؤثٌر تم اختبار

وثلاث مكررات  عامل سٌطرة سالبالاطباق الزرعٌة بواقع ثلاث مكررات من الوسط الزرعً بدون اي اضافة ك

( كعامل  20)%( بتركٌزKetoconazole) المضاد الفطري كٌتوكٌنازول همن الوسط الزرعً المضاؾ الٌ

ي وكذلك ثلاث مكررات من الوسط الزرعً مضاؾ الٌة مادة اوكسٌد الزنك النانوطرة موجب سٌ

nanoparticles)  zinc oxideبتراكٌز مختلفة ) 



ملم من مزارع نقٌة  5بقطر  رصولكل تركٌز ثلاث مكررات تم نقل ق ، %3 , %6 , %12)) :هً كالاتً

لمدة  oم 28وضعت الأطباق جمٌعا فً الحاضنة بدرجة حراره للفطر بعمر سبعة أٌام باستخدام الثاقب الفلٌنً و

الشعاعً للمستعمرات بعد وصول نمو مستعمرات الفطر معاملة المقارنة )بدون نمو القٌاس معدل  ٌام وتم  أسبعة 

اي اضافة( الى حافة الطبق وتم  حساب مقدار النمو الشعاعً بؤخذ معدل قطرٌن متعامدٌن للمستعمرات النامٌة 

 (. (Jinantana and Sariah,1997ى وفق المعادلة التً ذكرها كل من عل

R1-R2
                                                

_____________________ x100     P/RG  =                  

                                  R1
           

 RG=percent inhibition of radial growth   /P 

 =R1  اعلى نمو شعاعً للمستعمرة الفطرٌة فً معادلة المقارنة  

=R2      اعلى نمو لمستعمرة الفطر فً الاطباق المعاملة  

 :على الوزن الجاف لفطر البنسلٌوم  يتأثٌر اوكسٌد الزنك النانو :3-1-7  

 250 ةميكـ استخدمت دكارؽ مخركطية سعلبنساعمى الكزف الجاؼ لفطر  مككسيد الزنؾ النانك ألمعرفة تأثير مادة 

مف اككسيد آذ تـ تحضير ثلاثة تراكيز  (SDBد )يكسط مرؽ السابرك  مف مؿ 50كضع في كؿ منيا كقد مؿ 

المضاد  مفبكاقع ثلاث مكررات لكؿ تركيز كايضا ثلاث مكررات ( 12% , 6% , 3%)  :كىيالزنؾ النانكم 

كثلاث مكررات مف الكسط الغذائي بدكف ام معاممة طرة مكجب ( كعامؿ سي20بتركيز)%الفطرم كيتككينازكؿ 

ممـ مف مزارع نقية لمفطر بعمر سبعة أياـ باستخداـ الثاقب الفميني  5بقطر  رصتـ نقؿ ق كعامؿ سيطرة سالب

بعدىا تـ ترشيح الدكارؽ لكؿ مكرر عمى  لمدة سبعة اياـ oـ 28 ةككضعت الدكارؽ جميعا في الحاضنة بدرجة حرار 



بعد ذلؾ تـ قياس ك ساعة  24ـ لمدة ˚60الكزف ثـ جففت  في الفرف بدرجة حرارة  ةمعمكم ةالترشيح معقمكرؽ 

 (.Pinto et al.,2001الكزف الجاؼ لكؿ فطر باستعماؿ ميزاف حساس)

 انتاج البنسلٌنالمسؤولة عن جٌنات العلى النانوي وكسٌد الزنك أ تأثٌر: 3-1-8

(pcbAB,pcbC,penDE): 

 ,pcbAB , pcbCالبنسلٌن )مضاد نتاج إ المسإولة عن جٌناتالعلى  يٌر مادة اوكسٌد الزنك النانوتؤث لاختبار

penDE ) ًعزلات فطر البنسلٌوم الثلاثة لكل من ف 

تم استخدام P. citrinum والنوع  P. chrysogenum( 2) النوعوكذلك  P. chrysogenum (1) النوع 

وثلاثة مكررات للمعاملة بؤوكسٌد الزنك النانوي  للسٌطرة السالبةمل بواقع ثلاث مكررات  250دوارق سعة 

ملم من الانواع فطر البنسلٌوم المعزولة  5لكل من الأنواع الفطرٌة الثلاثة وتم نقل قرص بقطر  12بتركٌز %

ا جرائهإبعدها تم تصمٌم تجربة تفاعل سلسلة البلمره فً الوقت الحقٌقً الكمً و وتم الحضن لمدة سبعة اٌام

 كالاتً : 

  فً الوقت الحقٌقً الكمً )الاستنساخ العكسً(  ةفحص تفاعل سلسلة البلمر :3-1-9

Quantitative Reverse Transcription Real-Time PCR(RT-qPCR) 

وذلك لقٌاس المستوٌات  ،فً الوقت الحقٌقً الكمً )الاستنساخ العكسً( ةتم اجراء فحص تفاعل سلسلة البلمر  

لجٌنات  Gene expression( لدلالة على مقدار التعبٌر الجٌنً mRNAسل )االنووي المر لحمضلالكمٌة 

(pcbAB , pcbC , penDE وكذلك تم استخدام جٌن ال )(Act1)  .ًكجٌن منظم قٌاسً لحساب التعبٌر الجٌن

    Marti´n, (2000)  حسب طرٌقةبجراء هذا الفحص إ تم  

  :تٌةكما فً الخطوات الآ

   RNA    :Total RNA extractionض النووي مستخلاص الحاا :3-1-9-2



المجهز من قبل شركة  Trizol kitوذلك باستخدام عدة ال  Total RNAتم استخلاص الحمض النووي      

 :لآتٌةحسب تعلٌمات الشركة المصنعة كما فً الخطوات اب عدةباٌونٌر الكورٌة ولقد تم العمل بهذا ال

وسحقت جٌدا باستخدام النتروجٌن كلا  على حدة  ي لعزلات الفطرالفطر النموج من نماذ 50mgخذ أتم  -1

ومزجت جٌدة لمدة   Trizolمل من محلول ال  1ضافة إمل ثم تم  1.5ومن ثم وضعت فً أنبوبة قٌاس  ،السائل

 دقٌقتٌن.

  ةبواسط ةدقٌق 15لكل عٌنه من العٌنات وعمل لها رج لمدة  chloroformماٌكرو لٌتر من ال  200ضٌؾ أ  -4

vortex . 

 دقائق  10حضن الخلٌط فً الثلج لمدة  -5

 .ةدقٌقة/دور 12000 ةدقائق بسرع 10العٌنات فً جهاز الطرد المركزي لمدة  تضعو -6

ضٌؾ الٌها كمٌه متساوٌة أو  micropipetteبواسطة  ةنبوبه ابندروؾ جدٌدأالطبقة العلٌا )الشفافة( الى  تنقل -7

 مرات بالٌد. 5- 4الأنبوبة  توقلب isoprobanol alcoholمن 

 . ائقدق 10مْ لمدة 20- ةالعٌنات بدرجة حرار تحضن -8

ص من الطافً وأخذ تخلّ تم الدقائق ثم  10لمدة  ةدقٌقة/دور 12000العٌنات فً جهاز الطرد المركزي تضعو -9

 .pelletالمترسب 

ضع وثم  vortexبجهاز  ارستمرباج رو% 80بتركٌز ethanol alcoholمل من  1ضٌؾ للمترسب أ -10

 الطافًالجزء من حٌث ٌتم التخلص دقائق  5لمدة  ةدقٌق\ةدور12000الخلٌط بجهاز الطرد المركزي بسرعه 

 .pelletوأخذ الجزء المترسب 



 RNAدقائق بعد ذلك حفظ  الحمض النووي  10( مْ ولمدة 60-55) ةحرار ةجفؾ المترسب بتركه بدرج -11

 مْ. 70-ه حراره المستخلص فً درج

 : قٌاس تركٌز ونقاوة الحامض النووي الراٌبوسومً الكلً :3-1-9-1

Assessying of RNA yield and quality 

 Nanodropالمستخلص وذلك من خلال استخدام جهاز خاص  RNAتم الكشؾ عن الحمض النووي       

spectrophotometer مً    وذلك من تحدٌد تركٌز الحمض النووي الراٌبوسوRNA و  بوحدات نانوكرام /مل

على النحو  نانومٌتر (260/280) طول موجًمن خلال قراءة الامتصاصٌة ب RNAقٌاس نقاوة الحمض النووي 

 :لآتًا

تم اختٌار برنامج قٌاس الحمض النووي نوع  spectrophotometer Nanodrop بعد تشؽٌل جهاز -1

RNA. 

 Micropipette( باستخدام (Free nuclease waterماٌكرولٌتر من 2صفر الجهاز وذلك بوضع ٌ -2

ظؾ الركٌزة باستخدام أوراق تنشٌؾ لقٌاس ننومعقمة على سطح ركٌزة المقٌاس وإجراء التصفٌر 

 العٌنات.
ماٌكرولٌتر من كل  1وذلك باستخدام    RNAلبدء عملٌة قٌاس تركٌز ال   okمفتاح الاختٌارضؽط على ٌ -3

لجهاز مرة اخرى لقٌاس العٌنة ل ركٌزة المقٌاس تنظٌفالنتٌجة ثم وتقرأ المستخلص  RNAعٌنة من ال 

 خرى.الأ
 Nanodropالمستخلص بقراءة الامتصاصٌة جهاز   RNAنقاوة عٌنات ال  حددت -4

Spectrophotometer  ان الحمض النووي  إذْ  نانومٌتر( (260/280على طولٌن موجٌٌنRNA 

 (.2(صٌة هً عندما تكون نسبة الامتصا ا  المستخلص ٌعتبر نقٌ

   Treatment  DNase I : المعاملة بأنزٌم :3-1-9-3



وذلك للتخلص من بقاٌا   Dnase Iباستخدام  RNAتم معاملة مستخلص الحمض النووي الراٌبوسومً            

فً عملٌة الاستخلاص وذلك بالاعتماد على طرٌقة عمل عدة الأنزٌم  كما فً الجدول  DNAالحمض النووي 

 تً:الآ

   DNase I مزٌج أنزٌم ( مكونات7جدول )

Volume Mix 

10ul Total RNA 100ng/ul 

1ul DNase I enzyme 

4ul 10X buffer 

5ul DEPC water 

20ul Total 

 

مٌكرو لٌتر من  1ضٌؾ أ، وبعدها ةدقٌق 30مْ لمدة  37بعد ذلك تم حضن المزٌج فً الحاضنة بدرجة حرارة 

 دقائق وذلك لتثبٌط فعل الانزٌم. 10 مْ  لمدة  65اٌضا بالحمام المائً بدرجة حرارة   وحضنت EDTAمادة ال 

  cDNA synthesis المتمم: DNA الشكرٌط تصنٌع  :3-1-9-0

  RNAمن عٌنات الحمض النووي ال  DNAالمكمل لل  cDNAتم استخدام طرٌقة تصنٌع الحمض النووي         

المجهزة من قبل شركة باٌونٌر  Accupower Rockscript RT Premix kitالمستخلص باستخدام عده 

 تً:حسب طرٌقة عمل العدة كما فً الجدول الآبالعملٌة  هالكورٌة. وتم اجراء هذ



 cDNAصنٌع المزٌج ت ( مكونات8جدول )      

Volume RT master mix 

10ul Total RNA 100ng/ul 

1ul 
Random Hexamer 

primer 10pmol 

9ul DEPC water 

20ul Total 

 

الى انابٌب عدة  لمذكور آنفا  التً ذكرت فً الجدول ا RT master mixبعد ذلك تم اضافة مكونات مزٌج       

cDNA synthesis  ًوالحاوٌة على انزٌم الاستنساخ العكسReverse transcription   ومن ثم وضعت جمٌع

لمدة ثلاث  rpm 3000بسرعة  vortex centrifuge (Exispin) هزازز الطرد المركزي الاالانابٌب فً جه

وتم تطبٌق الظروؾ الحرارٌة   Thermocyclerدقائق. بعد ذلك تم نقل الانابٌب الى جهاز الدوار الحراري 

 :تًحسب طرٌقة عمل العدة كما فً الجدول الآب cDNAلعملٌة تصنٌع ال 

 cDNAالظروف الحرارٌة لعملٌة تصنٌع ال ( 9جدول)

Time Temperature Step 

1 hour 50 °C 
cDNA synthesis (RT 

step) 

5 minutes 95 °C Heat inactivation 

 . Real-time PCRمْ لحٌن استخدامها فً فحص  20-حرارة بعد ذلك نقلت العٌنات وحفظت بدرجة 



 تفاعل سلسلة البلمرة الكمً ذو الاستنساخ العكسً :3-1-9-6

  Quantitative Real-Time PCR  

 Accupower 2xلمجامٌع التجربة وكذلك باستخدام عدة  cDNAلعٌنات ال  qPCRجراء فحص ال إتم        

Green Star qPCR kit جراء هذا الفحص والحاوي على صبؽة المجهزة من قبل شركة باٌونٌر الكورٌة، لإ

كما  Real-Time PCRز ال الخضراء والتً تتفاعل مع الجٌنات المتضخمة فً جها Sybr green))الساٌبر 

 ٌؤتً:

   qPCRتحضٌر مزٌج تفاعل  

 لجٌنات الهدف   qPCRمزٌج تفاعل  مكونات( 24جدول)

Volume qPCR master mix 

2.5µL cDNA template 

1.25 µL Forward primer 
Primers  

(10pmol) 1.25 µL 
Reverse  

primer 

25 2x green star master mix 

20 µL DEPC water 

50 µL Total 

 



الخاصة. ومن ثم   qPCRالى انابٌب  لمذكور آنفا  المكونات التً ذكرت فً الجداول ا هبعد ذلك تم اضافة هذ  

 3000بسرعة  vortex centrifuge (Exispin) هزازز الطرد المركزي الاوضعت جمٌع الانابٌب فً جه

rpm جهازوبعدها نقلت جمٌع الانابٌب الى  .لمدة ثلاث دقائق 

 (Miniopticon Real-Time PCR . BioRad.USA)   وتم تطبٌق الظروؾ الحرارٌةqPCR 

Thermocycler conditions  حسب طرٌقة عمل العدة كما فً الجدول الاتً:بلكل الجٌنات 

 .لكل الجٌنات qPCR Thermocycler conditionsالحرارٌة  دوراتال (11جدول ) 

Repeat 
cycle 

Time Temperature qPCR step 

1 3 min 95 °C Initial Denaturation 

45 

20 sec 95 °C Denaturation 

30 sec 58 °C 
Annealing\Extension 

Detection(scan) 

1 0.5 sec 60-95°C Melting 

 

    Real-Time PCR data analysis : طرٌقة تحلٌل بٌانات :3-1-9-5

من تفاعل السلسلة المتبلمر  فً الوقت الحقٌقً الكمً من خلال استخدام بتحلٌل البٌانات الناتجة  تم القٌام    

والتً تعتمد على  Livak and schmittgen, (2001)والتً وضعت من قبل   livak methodطرٌقة 

من خلال عملٌة  (Absolute Quantitive)والكمٌه المطلقة  (Relative Quantitive)الكمٌه النسبٌة  استخراج



من عٌنات  ةالجٌنات الهدؾ مع عٌنات السٌطرة حتى تكون النتائج ذات معنى باٌولوجً كل عٌن ةدلتصحٌح ومعا

 : تٌةالهدؾ تصحح مع عٌنة السٌطرة لٌنتج مستوى محدد من التعبٌر النسبً وكما فً المعادلات الآ

1- ∆CT (test) = CT (target ,test) – CT (ref, test) 

2- ∆CT (control) = CT (target ,control) – CT (ref, control) 

3- ∆∆CT= ∆CT (test) – ∆CT (control) 

4- Gene expression Ratio = 2-CT ∆∆CT . 

 

دورة العتبة    = CT 

دورات الحد عتبة  الاختلاؾ فً عدد =∆CT 

 Ref = جٌن المصدر

دورة لمجموعة المعاملة ومجموعة السٌطرةالالاختلاؾ فً عتبة    = ∆∆CT 

ٌة لنسبة التعبٌر الجٌنًالصٌؽة الاس  = 2-CT ∆∆CT 

 

  بأوكسٌدالمعامل P. chrysogenum  (1نوع)لل : تأثٌر الراشكح الفطري3-1-24

 :Staphylococcus  epidermidis  على نمو بكترٌا21%بتركز الزنك النانوي 

 Staphylococcus لاختبار تؤثٌر راشح الفطر بعد المعاملة بؤوكسٌد الزنك النانوي على نمو بكترٌا
epidermidis  الاقراص انتشار  طرٌقةالمعروفة بحساسٌتها للبنسلٌن وتم إجراء الاختبار حسبAntibiotic 

disk diffusion method(Cruickshank,et al., 1973)  :ًكما ٌل 

المضاؾ له  SDBعلى وسط السابروٌد السائل  P. chrysogenum( 2تم تنمٌة فطر البنسلٌوم النوع ) -1

 .  ?c09حضن الفطر لمدة سبعة اٌام بدرجة حرارة  % المحظر مسبقا  12لزنك النانوي بتركٌز أوكسٌد ا



جمع الراشح بترشٌح النمو الفطري والابقاء على الراشح بعدها تم عمل أقراص من ورق الترشٌح من  -2

 . ساعة 24( وؼمرها براشح الفطر الذي تم الحصول علٌة لمدة Machery-Nagelنوع )

من مختبرات مستشفى الصدر العام فً محافظة  Staphylococcus  epidermidisعلى  تم  الحصول -3

، وكانت حساسة تجاه (-) Coagulaseالمشخصة مسبقا  )حٌث كانت سالبة لاختبار مٌسان 

Novobioine (S)) 

لمعرفة مدى حساسٌة  Antibiotic disk diffusion methodالاقراص انتشار  استخدمت طرٌقة -4

 تجاه الراشح الفطري . البكتٌرٌة

ره محلول ومع عكالمتكونة النمو عكوره قورنت بعد ان  Muller Hintonزرعت البكترٌا على وسط  -5

 .  خلٌة / مل x*81 >.8ره القٌاسً والذي ٌعطً عددا  تقرٌبٌا  للخلاٌا وثابت العك

رص وتم اجراء بعدها تم قٌاس قطر التثبٌط الموجود حول القo  م37وحضنت الأطباق بدرجة حرارة  -6

 نفس الخطوات فً حالة معاملة السٌطرة ماعدا عدم إضافة أوكسٌد الزنك النانوي.
 

  Statistical analysis : التحلٌل الاحصائً :3-1-22

الاصدار  GraphPad Prism ( SAS Institute,Inc.USA)  برنامج باستخدام احصائٌا تم تحلٌل النتائج

استخدم اختبار تحلٌل التباٌن الاحادي لؽرض المقارنة بٌن مجامٌع إذْ  الحالٌةالدراسة  الرابع فً تحلٌل نتائج

واختبرت معنوٌة الفروق بٌن المتوسطات  ،التعبٌر الجٌنًوالنمو الشعاعً والوزن الجاؾ لكل من الدراسة 

ى لهذا الؽرض وقد بنٌت مستو Least significant differences (LSD)بوساطة اختبار اقل فرق معنوي 

   (Motulsky ,2003).  %5الاحتمالٌة عند

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 الفصل الرابع 

    :         Results and Discussionالنتائج والمناقشة :0

 : العزل :   0-2

مراجعيف الى العيادة الشػعبية للأمػراض الصػدرية فػي محافظػة ميسػاف لمفتػرة مػف ال ( عينة مف المرضى193) جمعت

( مراجػػع 193يف الػػى العيػػادة  الشػػعبية خػػلاؿ تمػػؾ الفتػػرة )إذٍ  كػػاف عػػدد المػػراجع, 1/4/2016الػػى   1/10/2015

( أنثػػى, إذٍ بينػػت نتػػائج الفحكصػػات المختبريػػة )الفحػػص المجيػػرم كالػػزرع( اف نتػػائج 28( ذكػػر ك)165تكزعػػكا الػػى )

بنسػػػبة تحتػػػكم عمػػػى نمػػػك فطػػػرم عينػػػة  75بينمػػػا % 61.14بنسػػػبةسػػػالبة النمػػػك الفطػػػرم عينػػػة  118كانػػػت  الػػػزرع 

انت اكثر الاصابات حدكثا فػي الرجػاؿ بسػبب ظػركؼ العمػؿ الػذم يمارسػكنو ككثػرة العينػات التػي , كقد ك 38.86%

  ىػك ان كػاف اكثػر الفطريػات تكاجػد( قػد 12عزلت مقارنةى مع النساء اللاتي راجعنا كطبيعػة عمػؿ المػرأة , ففػي الجػدكؿ )

Aspergillus spp.   كبنسػبة تكػػرار  193كالبالغػػة ات عينػالكمػػي لممجمػكع ال% مػػف 21.24نسػبة عينػػة ب 41بكاقػع

كتعتبػػػر الأنػػػكاع التابعػػػة ليػػػذا فطريػػػة عزلػػػة  75كالبالغػػػة المكجبػػػة مػػػف المجمػػػكع الكمػػػي لمعػػػزلات الفطريػػػة  %54.66

( تنتشػر بكثػرة فػي التربػة كاليػكاء , كتػتمكف مػف النمػك فػي Opportunistic pathogenicالجنس ممرضة انتيازية )

بأضػعؼ  ةإذ تػتمكف مػف الكصػكؿ إلػى الرئػ Airboneنتيجة لاستنشاؽ الابكاغ  أم كسط حي , كتحدث الإصابة بيا

 Pulmonary)تيػػػػػار ىػػػػػكائي نتيجػػػػػة لحجميػػػػػا الصػػػػػغير, كالتػػػػػي تػػػػػؤدم إلػػػػػى حػػػػػدكث داء الرشاشػػػػػيات الرئػػػػػكم 

aspergillosis)  , ( فػػػػي 2009) النسػػػػب التػػػػي حصػػػػؿ عمييػػػػا عبػػػػكد لا تتفػػػػؽ مػػػػعكىػػػػي نسػػػػبة  (2008)اسػػػػماعيؿ

بيا مف عزؿ كتشػخص بعػض أنػكاع الفطريػات المرافقػة لإفػرازات القنػاة التنفسػية فػي مدينػة الناصػرية الدراسة التي قاـ 

 ( اذ كانػػت النسػػبة التػػي حصػػمت2000)العميػػد وكلا تتفػػؽ ىػػذه النسػػبة مػػع مػػا حصػػمت عميػػ %45.56كالتػػي كانػػت 

 Aspergillusاء ػػػػػػػػفػػػي دراسػػػػتيا التػػػي قامػػػػت بيػػػا عػػػف دراسػػػػة فػػػي كبائيػػػػة عفػػػف الرشاشػػػيات الدخن %42 عمييػػػا

fumigatus افػػي الانسػػػػف. 



 ابػػػراىيـ كجػػػد كقػػػد% اصػػػابة. 74فقػػػد سػػػجمت  (2001)الربيعػػػي  ياػػػػػػمتػػػي سجػػػػػػػة التػػػػػسبػػػػػف النػػػػػػػػؿ مػػػػػػػت اقػكانػػػقػػد ك  

فػي الدراسػة التػي قػاـ بيػا مػف الدراسػة  spp. Aspergillusالجػنس بسػبب كانػت للإخمػاج نسػبة اعمػى اف (2006)

ض التغيرات النسيجية لمفئراف المصابة تجريبيان ببعض الفطريات المعزكلػة مػف مرضػى التػدرف الرئػكم البشػرم فقػد لبع

 سػػػبب التفػػػاكت فػػػي النتػػػائج  يعػػػكد .Aspergillus sppعينػػػة تابعػػػة الػػػى فطػػػر  100عزلػػػة مػػػف مجمػػػكع  31عػػػزؿ

كالفتػرة  كطبيعػة العمػؿ الػذم يمارسػكنو لاختلاؼ مكاف جمع العينات كالى نكع المجتمعػات التػي جمعػت منيػا العينػات

أحػػد  .Aspergillus sppكاخػػتلاؼ اعػػداد العينػػات التػػي جمعػػت كيعتبػػر فطػػر الزمنيػػة التػػي جمعػػت فييػػا العينػػات 

كاف الإصػابات التنفسػية المختمفػة مثػؿ   Pulmonary Aspergillosis ضمػر كيسػبب  الفطريػات التػي تصػيب الرئػة

( كمػا اف Crameri ,1999بب تثبيطنا مناعينا يزيد مػف نسػب الإصػابة بيػذا العفػف )الإصابة بالتدرف الرئكم الذم يس

الأشػػخاص الػػػذيف يعػػػانكف مػػػف مشػػػاكؿ صػػػحية تػػػزداد قػػػابميتيـ للإصػػػابة بػػػالعفف خاصػػػة الػػػذيف يعػػػانكف مػػػف انخفػػػاض 

 ادات الحياتيػػػةأك العػػلاج لمػػػدة طكيمػػة بالمضػػػ فالكػػػكرتيزك  بعقػػارعلاجيػػػـ  المناعػػة لػػػدييـ أك المثبطػػيف مناعينػػػا نتيجػػة

(Patterson, 2004). 

كالبالغػػة عينػػات الكمػػي لممػػف مجمػػكع  %9.33نسػػبة ب عينػػة 18بكاقػػع  .Candida spp فػػي المرتبػػة الثانيػػةيػػأتي  

كىػػي نسػػػبة لا فطريػػػة عزلػػة  75كالبالغػػة المكجبػػػة مػػػف المجمػػكع الكمػػي لمعػػػزلات الفطريػػة  %24كبنسػػبة تكػػرار  193

مػػف  ىمػػعا ككانػػت %22.79 كانػػت النسػػبة التػػي حصػػؿ عمييػػا ىػػيفقػػد ( 2009)تتفػػؽ مػػع مػػا حصػػؿ عميػػة عبػػكد 

فػي مػف المسػتكطنات الطبيعيػة  Candidaخميػرة  كتعتبػر% 0.04فقػد سػجمت ( 2001)النسبة التي سجمتيا الربيعي

اخػتلاؼ حصػؿ نتيجػة  , كسػبب الاخػتلاؼ ربمػا(2006مما يفسر ظيكر الخمائر بأعداد عالية )الشبمي, الفـتجكيؼ 

ىػي  تكثػر العينػات التػي جمعػأف كا لتي جمع فييا الباحػث كعػدد العينػات التػي جمعيػا ك مكػاف الجمػعاالزمنية الفترة 

   .الفطريات الانتيازيةىذه  نمك عمىشجع  الذملمرضى كبار السف كالذيف اكثرىـ مصابيف بداء السكرم ك 



عينػػات الكمػػي لممػػف مجمػػكع % 7.25عينػػة بنسػػبة  14فػػي المرتبػػة الثالثػػة بكاقػػع  .Penicillium sppيػػأتي فطػػر  

فطريػػة كلا عزلػة  75كالبالغػة المكجبػة مػف المجمػكع الكمػي لمعػػزلات الفطريػة % 18.67 كبنسػبة تكػرار 193كالبالغػة 

 .%12.6( إذٍ كانت النسب التي حصؿ عمييا 2009تتفؽ مع النسبة التي سجميا عبكد)

مدل  تحمؿ عمى القدرة ليا التي الفطريات مف  Penicillium dupontii الفطر اف (Hamad,1998)قد اشارو 

لذلؾ مف الممكف اف تحصؿ الإصابة بو  السنة فصكؿ معظـ في رهك ظي يبرر ما كىذا  الحرارة درجات مفكاسع 

 مف دراسة عزؿ كتشخيص (2014المحنة )ككانت قريبة الى النسبة التي حصمت عمييا   . عمى طكؿ السنة

لأنفية كاختبار حساسيتيا الدكائية تجاه بعض المضادات الفطرية إذٍ كانت نسبة الفطريات المسببة لخمج الجيكب ا

% كقد كانت أكثر الإصابات في الأشير 18.18بػػػنسبة  .Pencillium spp منيا ك %45.36الاصابة الفطرية 

نة بسكاف مقار  %27.52نسبة إصابة سجمت لدل المصابيف مف المناطؽ الحضرية بنسبة  الباردة مف السنة كأعمى

 ككاف ىناؾ علاقة للإصابة مع الأمراض المزمنة . % 72.47المناطؽ الريفية بنسبة 

  52.0عزلػة كاحػػدة لكػػؿ مػػنيـ بنسػػبة % .Rhizopus spp.  ,Alternaria sppككػاف اقػػؿ الفطريػػات تكجػػد ىمػا 

 75ت الفطريػة كالبالغػة مػف المجمػكع الكمػي لمعػزلا 1.33%كبنسبة تكػرار ( 193كالبالغة )عينات الكمي لممف مجمكع 

 لكؿ منيـ.فطرية عزلة 

 spp.  Aspergillusكعمى مستكل الأنكاع المعزكلة فمف خلاؿ النتائج المسجمة ففي حالة الجنس 

 .A% في حيف سجؿ النكع 18.67بنسبة  A.niger% كتلاه النكع 25.33نسبة  A.fumigatusنكع سجؿ ال

flavus  عفف كبائية في دراسة( حكؿ 2000التي حصمت عمييا العميد) لا تتفؽ مع النتائج . %10.67بنسبة 

  .A ك 8% بنسبة A. fumigatusفقد سجمت  الإنساف في Aspergillus fumigatus الدخناء  الرشاشيات

nigerك 4 بنسبة %A. flavus  ( فقد سجؿ 2009كلا تتفؽ مع النسب التي حصؿ عمييا عبكد ) .% 2بنسبة

 . %25ة للإصابة فقد كانت اعمى نسب  A.niger نكعال



مف  %24نسبة ب Candida albicansعزلة لمنكع   18عدد العزلات  كاف فقد .Candida sppمجنس كبالنسبة ل

الفطريات المعزكلة حكؿ في الدراسة التي قاـ بيا  (2012) مجمكع العزلات الفطرية لا تتفؽ مع ما سجمة الجناحي

كلا تتفؽ مع النسب التي حصؿ عمييا  .عزلة %27645يكانية فقد سجؿ مف مرضى الأخماج الرئكية في مدينة الد

 للإصابةعمى نسبة أ تاذ سجم(2001الربيعي )كلا تتفؽ مع ما سجمتو .  %44644ة نسب ( فقد سجؿ2009عبكد)

كانت عدد  .Penicillium sppأنكاع جنس فطر  عمى مستكلاما .  %7966637 كانت Candida albicansبػ 

اكثرىا شيكعاي كبمغت  Penicillium chrysogenum( 2)كاف النكع % ك 7.25بنسبة فطرية  عزلة 14العزلات 

% في حيف سجؿ النكع 6.67بنسبة  Penicillium chrysogenum( 1% كجاء بعدة )9.33 العزلات نسبة

Penicillium citrinum  في حيف سجؿ الفطراف % مف مجمكع العزلات الفطرية.2.67نسبة  R. stolonifer , 

Alternaria alternata  لكؿ كاحد منيـ مف مجمكع العزلات الفطرية كيعد الفقار 1.33اقؿ نسبة إذٍ بمغت %

التي ينتج عنيا اصابة رئكية   .stolonifer Rاللاقحي مف الاصابات الفطرية الانتيازية الناتجة عف الاصابة بػػػ 

 Mucormycosisالعفني  الفطاراف ك  Lymphoma  (Tortora et al.,2002)ترتبط بالتياب الغدد الممفاكية

 مف النكع ىذا ضد الجسـ دفاع لياتآفي  خمؿ حداثإ عمى يعمؿ مييئ عامؿليا  يتكفر مالـ الحدكث نادرة صابةإ

الاشنكم  كالفطار (Zygomycosis)اللاقحي  الفطار مثؿ خرلأ تسميات عمييا يطمؽ التي الفطرية صابةلإً ا

phycomycosis  كيعتبر Rhizopus المناعة المنخفضي مرضىال لدل العفني لمفطار الرئيسة المسببات مف 

للإصابة المييئة  العكامؿ ىـا مف السكرم داء كيعد ,السرطاف كمرضى ,الكمكم كالفشؿ ,السكرم داء مرضى :مثؿ

 لغزك الشديد يميابم خرلالأ الفطرية خماجالأ مسببا باقي عف فنيعال الفطار مسببات تنفرد اذ  العفني لفطاربا

 نتيجة الاصابة تحدثكقد  Ellis,1994). نخرا نسيجيا )تك  دـ كفقر الدـ تجييز في  ةقمَّ  مسببة الدمكية كعيةالأ

 الرئة نسيج نزؼ كاحتشاءبعدىا حدكث ك  الدمكية الأكعية فيان دمكي ان خثر ت يعقبياكالتي  الفطر بكاغأ استنشاؽ الى

 اء  الدـ البيض خلايا في نقص مف يعانكف الذيف شخاصالأ لدل يشاىد حدكثا الاشكاؿ كثرن أ كلعؿ

(,1989 (Ibrahim et al.,2003;Rinaldi.   



 

 .  ( النسب المئوية لظهور الأنواع الفطرية المعزولة21جدول )  

مجمـــــوع عـــــزلات  عدد العزلات نوع الفطر المعزول
 الجنس الواحد 

النسبة المئوية 
 لمتكرار%

Aspergillus fumigatus 19 

41 

25.33 

Aspergillus niger 14 18.67 

Aspergillus flavus 8 10.67 

Candida albicans 18 18 24 

  Penicillium chrysogenium 12 
14 

16 

Penicillium citrinum 2 2.67 

Rhizopus Stolonifer 1 1 1.33 

Alternaria alternata 1 1 1.33 

 %244 76 76 الفطرٌةلعزلات لمجموع الكلً ال

 

  : النمو الشعاعي لأنواع فطر البنسميوم أوكسيد الزنك النانوي عمى تأثير :0-1 

  P. chrysogenium (1) : تأثير أوكسيد الزنك النانوي عمى النمو الشعاعي لمنوع0-1-2

 كاف معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي 3%التركيز اف في حالة( 13نتائج المكضحة في الجدكؿ )ال تبيف

التركيز  في حالةك كىي نسبة مقاربة الى معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي لمسيطرة السالبة, ـ س 2.36±0.03



كىي ايضا مقاربة الى معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي لمسيطرة  سـ  0.16±2.03 كاف معدؿ النمك  %6

 12. في حيف التركيز %سـ 0.03±2.13نطقة النمك الشعاعي لمسيطرة السالبة  اذ بمغ معدؿ قطر م ,السالبة

ك ىي نسبة اعمى مف  سـ 0.23±2.63كاف اكثر التراكيز تحفيزو لمنمك اذ بمغ معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي 

ع النمك م 12, % 6, % 3ة التراكيز الثلاثة %كعند مقارنمعدؿ قطر منطقة النمك في حالة السيطرة السالبة 

 ةؽ معنكيك نلاحظ ىناؾ فر  مكجب سيطرةعامؿ بط لمعينة المعاممة بالمضاد الفطرم كيتككينازكؿ المستخدـ كالمثٌ 

.  سـ 0.06±0.93 اذ كاف معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي لمسيطرة المكجبة ةكاضح  0.05بمستكل احتماؿ 

مع   0.05كف ىناؾ فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ تلـ الثلاثة المستخدمة النانكم اككسيد الزنؾ تراكيز اف نلاحظ 

كاف ىناؾ فرؽ معنكم بمستكل احتماؿ   12في حيف التركيز % 6ك % 3في حالة التراكيز %السالبة  السيطرة 

 .مع السيطرة السالبة إذٍ نلاحظ حصكؿ زيادة في النمك الشعاعي اعمى مف النمك في حالة السيطرة السالبة  0.05

 Penicillium chrysogenium (1).  أككسيد الزنؾ لو أثر محفز عمى نمك النكع فأنلاحظ الحالية ف التجربة فم

  P. chrysogenium  (1) لمنكع ( تأثير أككسيد الزنؾ النانكم كالمضاد الفطرم عمى النمك الشعاعي13جدكؿ)

الخطأ القٌاسً ±معدل قطر المستعمرات )سم(   التركٌز المعاملات 

2.13±0.03A  السٌطرة - 

0.93±0.06B  20 المضاد الفطري% 

2.36±0.03AC ZnO NP 3% 

2.03±0.16A ZnO NP %6 

2.63±0.23C ZnO NP  12% 

 الخطؤ القٌاسً ، ±القٌم تمثل المعدل لثلاث مكررات 

  %5الأحرؾ تمثل القراءة الاحصائٌة عند مستوى احتمالٌة  

 (P>0.05)عدم وجود فروق معنوٌة الأحرؾ المتشابهة بٌن اي مجموعتٌن تعنً 

 (p<0.05)الأحرؾ المختلفة بٌن أي مجموعتٌن تعنً وجود فروق معنوٌة  



 :P. chrysogenium (2) : تأثير اوكسيد الزنك النانوي عمى النمو الشعاعي لمنوع0-1-1 

قطر زيادة في معدؿ  تحفيز لمنمك كىناؾ  3%في حالة التركيزاف ( 14في الجدكؿ )المكضحة  نتائج التجربة تبيف

 ـ,س 0.3±2السيطرة السالبة إذٍ بمغ معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي عف النمك الطبيعي  الشعاعي النمكمنطقة 

 ـس 0.08±2.46ىناؾ تحفيز لمنمك ك زيادة في معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي   6%في حالة التركيزكذلؾ ك 

ىناؾ تحفيز لمنمك كزيادة في معدؿ قطر منطقة النمك  12%لتركيز اكىي اعمى مقدار لمنمك مف التراكيز الاخرل ك 

كعند سـ. 0.25±1.9 اذ بمغ معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي لمسيطرة السالبة  سـ 0.32±2.23الشعاعي 

مع النمك لمعينة المعاممة بالمضاد  المستخدـ فييا أككسيد الزنؾ النانكم 12, % 6, % 3بيف التراكيز %المقارنة 

إذٍ كاف  0.05نلاحظ ىناؾ فرؽ معنكم بمستكل احتماؿ مكجب سيطرة  عامؿ فطرم كيتككينازكؿ المستخدـ كال

ككسيد الزنؾ النانكم تراكيز أنلاحظ اف  ,سـ  0.11±0.8معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي لمسيطرة المكجبة 

ام حصؿ  السالبةيادم السيطرة مع النمك الاعت  0.05كف ىناؾ فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ تالمستخدمة لـ 

ف المستخدمة م 12, %6, % 3تحفيز لمنمك ككاف ىناؾ زيادة في النمك الشعاعي في جميع التراكيز الثلاثة %

 p. chrysogenum (2اككسيد الزنؾ النانكم لو أثر محفز عمى نمك النكع ) التجربة اف

 p. chrysogenum ( 2) لمنكع  الشعاعيتأثير أككسيد الزنؾ النانكم عمى النمك ( 14جدكؿ ) 

 التركٌز المعاملات  الخطأ القٌاسً± معدل قطر المستعمرة )سم(  

1.9±0.25A  السٌطرة - 

0.8±0.11B 20 المضاد الفطري% 

2±0.3A ZnO Np   3% 

2.46±0.08A ZnO Np  %6 

2.23±0.32A ZnO Np  12% 



 :p. citrinum لمنوع  : تأثير أوكسيد الزنك النانوي عمى النمو الشعاعي3-1-0ا

مع   0.05فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ عدـ كجكد ( 15المكضحة في الجدكؿ ) ظيرت نتائج التجربةأ   

 سالبة لمتراكيز الثلاثة المستخدمة مف مادة اككسيد الزنؾ النانكم  .  السيطرة ال

يطرة السالبة اذ كانت النتائج مقاربة الى السيطرة السالبة فمـ تكف ىناؾ فرؽ معنكم مع الس 3ففي حالة التركيز %

كاف لو تأثير تحفزم أعمى مف السيطرة  6سـ, كفي حالة التركيز %0.03±1.13  بمغ معدؿ قطر النمك الشعاعي

سـ اذ بمغ معدؿ قطر النمك الشعاعي لمسيطرة السالبة  0.14±1.36السالبة, إذٍ بمغ معدؿ قطر النمك الشعاعي 

حفيزم مقارنةن مع السيطرة السالبة ك كذلؾ اعمى مف كاف لو اثر ت 12سـ. في حيف التركيز % 1.23±0.08

كعند المقارنة مع النمك المثبط المعامؿ سـ,   0.20±1.4التراكيز الاخرل اذ كاف معدؿ قطر منطقة النمك الشعاعي

 0.05نلاحظ ىناؾ فرؽ معنكم بمستكل احتماؿ  مكجب  سيطرة عامؿ بالمضاد الفطرم كيتككينازكؿ المستخدـ ك

أككسيد  فأف التجربة نلاحظ سـ  م 0.06±0.73ؿ النمك المثبط بالكيتككينازكؿ كعامؿ سيطرة مكجب اذ كاف معد

  p. citrinum فطرالزنؾ لو أثر تحفيز عمى نمك معدؿ قطر النمك الشعاعي لم

   p. citrinum لمنوع  تأثير أوكسيد الزنك النانوي عمى النمو الشعاعي (15) جدول    

 التركٌز المعاملات  الخطأ القٌاسً ±)سم(  معدل قطر المستعمرات

1.23±0.08A  السٌطرة - 

0.73±0.06B  20 المضاد الفطري% 

1.13±0.03A ZnO Np  3% 

1.36±0.14A ZnO Np %6 

1.4±0.20A ZnO Np  12% 

 



 البنسميوم: فطرلأنواع عمى الوزن الجاف النانوي وكسيد الزنك أ تأثير :4-3

 :P.chrysogenium (1) لجاف لمنوع: تأثير أوكسيد الزنك النانوي عمى الوزن ا0-3-2

بيف نتائج المعاملات  0.05( اف لا تكجد فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ 16تبيف النتائج المكضحة في الجدكؿ )

مع الكزف الجاؼ لمسيطرة السالبة عمى العكس مف معاممة السيطرة المكجبة إذٍ كجدت فركؽ معنكية بينيا كبيف 

كاف الكزف الجاؼ مقارب لمسيطرة السالبة اذ كاف معدؿ  3في حالة التركيز %ة. فالتراكيز المستخدمة في الدراس

غراـ كالتركيز  0.03±0.502معدؿ بكاف الكزف الجاؼ  6غراـ كالتركيز % 0.03±0.481 الكزف الجاؼ  

غراـ في حيف كاف معدؿ الكزف الجاؼ لمسيطرة السالبة  0.06±0.565معدؿ بكاف الكزف الجاؼ  %12

. بينما عند المقارنة مع السيطرة المكجبة المعاممة بالكيتككينازكؿ لكحظ ىناؾ فركؽ معنكية غراـ 0.599±0.07

اذ كاف معدؿ  12, % 6, % 3بيف السيطرة المكجبة المعاممة بالكيتككينازكؿ كالتراكيز % 0.05بمستكل احتماؿ 

أككسيد الزنؾ لو أثر  فأنلاحظ  بةف التجر مغراـ  0.05±0.283 الكيتككينازكؿمضاد الكزف الجاؼ المعامؿ ب

 .محفز عمى معدؿ الكزف الجاؼ

  p. chrysogenum (1) لمنكعالكزف الجاؼ  تأثير أككسيد الزنؾ النانكم عمى معدؿ (16جدكؿ )  

 التركٌز المعاملات  الخطأ القٌاسً± معدل الوزن الجاف للفطر)غم( 

0.599±0.07A  السٌطرة السالبة - 

0.283±0.05B 20 اد الفطري المض% 

0.481±0.03A   ZnO Np  3% 

0.502±0.03A    ZnO Np %6 

0.565±0.06A  ZnO Np  12% 



 :p. chrysogenum (2): تأثير اوكسيد الزنك النانوي عمى معدل الوزن الجاف لمنوع 0-3-1

بيف التراكيز  0.05( اف لا تكجد فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ 17تشير النتائج المكضحة في الجدكؿ )

مع الكزف الجاؼ لمسيطرة السالبة عمى العكس مف معاممة السيطرة   12, % 6, % 3لتجربة %المستخدمة في ا

 المكجبة إذٍ كجدت فركؽ معنكية بينيا كبيف التراكيز المستخدمة في الدراسة.

 0.02±0.455  كاف الكزف الجاؼ مقارب لمسيطرة السالبة اذ كاف معدؿ الكزف الجاؼ   3في حالة التركيز %ف

  معدؿب كاف الكزف الجاؼ 12كالتركيز % ـغ 0.02±0.459 معدؿ بكاف الكزف الجاؼ  6لتركيز %غراـ ك ا

كنلاحظ ىناؾ فركؽ  غـ  0.05±0.476في حيف كاف معدؿ الكزف الجاؼ لمسيطرة السالبة  ـغ0.463±0.02

سيطرة  كؿ كعامؿبيف المعاملات الثلاث كالمعاممة بالمضاد الفطرم الكيتككيناز   0.05معنكية بمستكل احتماؿ 

 أفمف التجربة نلاحظ غـ  0.02±0.208بالكيتككينازكؿ مكجب فقد كاف معدؿ الكزف الجاؼ في حالة المعاممة 

 .ثر تحفيز عمى معدؿ الكزف الجاؼألو النانكم ككسيد الزنؾ أ

 p. chrysogenum ( 2نكع )ملالكزف الجاؼ  تأثير أككسيد الزنؾ النانكم عمى معدؿ (17جدكؿ )

 التركٌز المعاملات الخطأ القٌاسً± الوزن الجاف للفطر)غم( معدل 

0.476±0.05A    السٌطرة السالبة - 

0.208±0.02B  20 المضاد الفطري% 

0.455±0.02A   ZnO Np 3% 

0.459±0.02A ZnO Np %6 

0.463±0.02A ZnO Np  12% 

 



 :p. citrinum لمنوع : تأثير وكسيد الزنك النانوي عمى الوزن الجاف 0-3-3

بيف نتائج المعاملات  0.05( اف لا تكجد فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ 18مكضحة في الجدكؿ )النتائج التشير 

عمى العكس مف معاممة السيطرة المكجبة إذٍ كجدت فركؽ معنكية بينيا كبيف مع الكزف الجاؼ لمسيطرة السالبة 

 .التراكيز المستخدمة في الدراسة

 0.04±0.394 لمسيطرة السالبة اذ كاف معدؿ الكزف الجاؼ  كاف الكزف الجاؼ مقارب  3في حالة التركيز %ف 

غـ 0.06±0.549 مقارب لمسيطرة السالبة اذ كاف معدؿ الكزف الجاؼ  6غـ  ككذلؾ الكزف الجاؼ في التركيز %

غـ في حيف  0.04±0.476 كاف الكزف الجاؼ مقارب لمسيطرة السالبة اذ كاف معدؿ الكزف الجاؼ 12كالتركيز %

غـ بينما عند المقارنة مع السيطرة المكجبة المعاممة 0.12±0.617 كزف الجاؼ لمسيطرة السالبةكاف معدؿ ال

بيف السيطرة المكجبة المعاممة  0.05بالمضاد الفطرم الكيتككينازكؿ لكحظ ىناؾ فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ 

ة المكجبة ام عدـ كجكد فرؽ مقارب لمسيطر  3في حيف كاف التركيز % , 12, % 6بالكيتككينازكؿ ك التراكيز %

كالسيطرة المكجبة اذ كاف معدؿ الكزف الجاؼ المعامؿ   3بيف التركيز% 0.05معنكم بنسبة احتماؿ 

ثر تحفيز عمى معدؿ الكزف أككسيد الزنؾ لو أنو أمف نتائج التجربة  نلاحظ غـ  0.02±0.194بالكيتككينازكؿ 

 . الجاؼ

 

 

 

 

 



 p. citrinum نكع ملالكزف الجاؼ  انكم عمى معدؿتأثير أككسيد الزنؾ الن (18جدكؿ)

 التركٌز عاملات الم الخطأ القياسي± ( غملمفطر) الوزن الجافمعدل 

0.617±0.12A  السيطرة السالبة - 

0.194±0.02B 20 لمضاد الفطرم ا% 

0.394±0.04AB ZnO Np 3% 

0.549±0.06A ZnO Np %6 

0.476±0.04A ZnO Np 12% 

اسة تأثير أككسيد الزنؾ النانكم عمى فطر البنسميكـ لاحظنا انو لا مف النتائج التي تـ الحصكؿ عمييا مف در 

لمادة اككسيد الزنؾ النانكم عمى النمك الشعاعي عمى أنكاع فطر   0.05تكجد فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ 

ف البنسميكـ الثلاثة عند مقارنتيا مع النمك السالب غير المعامؿ ككذلؾ الحاؿ عند دراسة تأثيرىا عمى الكز 

عف النمك السالب غير المعامؿ. في حيف   0.05الجاؼ لكحظ انو لا تكجد فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ 

بيف المعاملات الثلاثة كالمعاممة بالكيتككينازكؿ  لكؿ نكع مف انكاع   0.05تكجد فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ 

لكحظ في العينة الثالثة اف تأثير المعاممة  فطر البنسميكـ في حالة النمك الشعاعي بينما في حالة الكزف الجاؼ

 12, % 6لا يكجد فرؽ معنكم مع المعاممة بالكيتككينازكؿ كعامؿ سيطرة مكجب بينما التراكيز % 3بتركيز %

لمعينة نفسيا كانت ىناؾ فركؽ معنكية مع المعاممة بالكيتككينازكؿ كعامؿ سيطرة مكجب, كفي حالة الانكاع 

  12, % 6, % 3لكؿ التراكيز% 0.05ية تكجد فركؽ معنكية بمستكل احتماؿ الفطرية الاكلى كالثان

مف اف  ,.Lili et al ( 2011)المستخدمة في التجربة مع السيطرة المكجبة ىذا لا يتفؽ مع ما تكصمت لو

 كلا يتفؽ مع ما تكصؿ إلية   Botrytis cinerea   اككسيد الزنؾ النانكم مثبط نمك ضد الفطر



 (2013 )Yehia and Ahmed, ككسيد الزنؾ النانكم مثبط نمك ضد الفطر مف اف أFusarium 

oxysporum  . 

 الجينات المسؤولة عن انتاج مضاد البنسمينوكسيد الزنك عمى أ : تأثير0-4

 (pcbAB , pcbC , penDE ) فطرفي انواع الspp. penicillium :  

الزنؾ عمى التعبير الجيني لمجينات المسؤكلة  لأككسيدت النانكية بينت نتائج الدراسة الحالية كالخاصة بتأثير الجزيئا

 Real-Timeمف فطر البنسميكـ كالتي عزلت في ىذه الدراسة كباستخداـ تقنية  لأنكاععف انتاج مضاد البنسميف 

PCR   ٍممة  % كمعا12لمجزيئات النانكية بيف المعاممة بتركيز  التأثيراكضحت النتائج اف ىناؾ تفاكتان في  إذ

% عمى 12ككسيد الزنؾ النانكم بتركيز أ تأثيركضح ي( 6ضافة )سيطرة سالبة( الشكؿ )إالسيطرة التي كانت بدكف 

 . p. chrysogenum (1)التعبير الجيني لمجينات الثلاثة المكجكدة في النكع 

 

 

 p. chrysogenum (1) ( تأثير أككسيد الزنؾ النانكم عمى معدؿ التعبير الجيني لمنكع6شكؿ )

 



 

 .p النكعفي  pcbABكالخاص بجيف  Real-Time PCR( منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 7شكؿ رقـ )
chrysogenum (1) ٍكالمنحنيات ذات المكف  ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتالمنحنيات ذات المكف الأأفٌ  إذ

 . حمر تمثؿ السيطرةالأ

 

 

 

 .pلنكع )في ا  pcbCكالخاص بجيف  Real-Time PCR( منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 8شكؿ رقـ )
chrysogenum (1  ٍكالمنحنيات ذات المكف  ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتالمنحنيات ذات المكف الأأفٌ  إذ

 حمر تمثؿ السيطرة.الأ



 

 .p نكعفي ال penDEكالخاص بجيف  Real-Time PCR( منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 9شكؿ رقـ )

chrysogenum (1)  ٍكالمنحنيات ذات المكف  ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتالمنحنيات ذات المكف الأ أفٌ  إذ

 حمر تمثؿ السيطرة.الأ

,  1.065±0.221القيـ  ( pcbAB , pcbC, penDE)حيث بمغت قيمة التعبير الجيني لمجينات الثلاثة  

% فقد بمغت القيـ 12اممة التركيز عمى التكالي لمعاممة السيطرة اما لمع 0.653±1.430,  0.183±1.057

عمى التكالي كلا يلاحظ بحسب التحميؿ الاحصائي  0.654±1.871,  0.259±2.879,  0.239±0.399

% أم اف الجزيئات النانكية ليس ليا تأثير محسكس كمعنكم 12كجكد فرؽ معنكم بيف السيطرة كمعاممة التركيز 

ه العزلة مف عزلات فطر البنسميكـ اك بتعبير أدؽ ىذه العزلة مف عمى الجينات المسؤكلة عف انتاج المضاد في ىذ

( الذم يشير الى كجكد فركؽ معنكية 01عمى خلاؼ النتائج التي يبينيا الشكؿ ) p. chrysogenum( 2نكع )

 في معدؿ التعبير الجيني لمجينات الثلاثة مقارنةن مع السيطرة, حيث يلاحظ زيادة كاضحة في قيـ التعبير الجيني

 6.723±2.396,  8.943±3.363,  7.495±2.671%: 12فقد بمغت القيـ لمجينات الثلاثة عند التركيز 

,  1.029±0.142,  1.272±0.448عمى التكالي اما معاممة السيطرة فقد بمغت قيـ التعبير الجيني ليا 



عمى معدؿ التعبير الجيني  عمى التكالي كىذه القيـ تشير الى التأثير الكاضح لمجزيئات النانكية 0.169±1.045

لمجينات الثلاثة كتشير ايضان الى التأثير الايجابي ليذه الجزيئات عمى انتاج المضاد فزيادة التعبير الجيني يؤدم 

الى زيادة في انتاج المضاد كىذه يمكف تفسيرىا اف الجزيئات النانكية تمتمؾ خصائص فريدة مف نكعيا كأىميا 

لدخكؿ الى الخمية ككصكليا الى المادة الكراثية كالتأثير عمييا ىذا مف جانب كمف صغر الحجـ مما يؤىميا مف ا

أم ليا القدرة  Cytotoxicityجانب اخر اف مادة اككسيد الزنؾ النانكم تعتبر مف المكاد التي تمتمؾ سمية خمكية  

 (Sharma et al.,2012; Condello et al.,2016).عمى احداث تغيير في المادة الكراثية

لاحد الجينات اك لمجينات الثلاثة حيث اف ىذه الجينات تعمؿ   Promoterفمف الممكف حدكث طفرة في مناطؽ 

د كاحد اك اف الطفرة حدثت في الجينات الكابحة لانتاج المضاد لإنتاج مضا  Clusterبشكؿ جماعي 

Suppressor gene  مما سبب في زيادة التعبير الجيني لمجينات الثلاثة. كىذه النتيجة تتفؽ مع ما ذكره 

  Lee et al., (2012) اف التعرض لمجزيئات النانكية لأككسيد الزنؾ تسبب تنظيمان عاليانup-regulation 

 gene epxpression. كتزيد مف التعبير الجينيلمجينات 

 

 

 p. chrysogenum (2)( تأثير أككسيد الزنؾ النانكم عمى معدؿ التعبير الجيني لمنكع 01شكؿ )



 

 .p (2نكع )في ال pcbABكالخاص بجيف  Real-Time PCR( منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 11شكؿ رقـ )

chrysogenum  ٍحمر كالمنحنيات ذات المكف الأ ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتكف الأالمنحنيات ذات الم أفٌ  إذ

 تمثؿ السيطرة.

 

 .p (2نكع )في ال  pcbCكالخاص بجيف  Real-Time PCR(: منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 12شكؿ رقـ )

chrysogenum  ٍحمر لأكالمنحنيات ذات المكف ا ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتكف الأمالمنحنيات ذات ال أفٌ  إذ

 تمثؿ السيطرة.



 

 (2نكع )في ال penDEكالخاص بجيف  Real-Time PCR( منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 13شكؿ رقـ )
p. chrysogenum  ٍكالمنحنيات ذات المكف  ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتالمنحنيات ذات المكف الأ أفٌ  إذ

 حمر تمثؿ السيطرة.الأ

% عمى الجينات الثلاثة المسؤكلة عف إنتاج مضاد 12النانكية بتركيز (, فيكضح تأثير الجزيئات14اما الشكؿ)

,  2.623 ±0.873%: 12فقد بمغت قيـ التعبير الجيني لمعاممة التركيز p. citrinum البنسميف في النكع 

0.236± 1.635 , 

,  1.348 ±0.648,  1.021 ±0.111بمغت  عمى التكالي اما معاممة السيطرة فقد 0.552 0.072± 

لمجينات الثلاثة عمى التكالي كأشارت نتائج التحميؿ الاحصائي عدـ كجكد فركؽ معنكية بيف  0.153 0.018±

% كمعاممة السيطرة حيث تكضح النتائج كجكد زيادة غير محسكسة كغير معنكية في 12المعاممة بتركيز 

ىذا النكع أصلان فيك مف الأنكاع التعبير الجيني في ىذا النكع كقد يككف ىذا بسبب قمة انتاج ىذا المضاد في 

 (. Refai et al.,2015غير المعركفة بإنتاجيا لمضاد البنسميف مع كجكد ىذه الجينات فيو )



 

  p. citrinum ( تأثير أككسيد الزنؾ النانكم عمى معدؿ التعبير الجيني لمنكع14شكؿ )

 

 .pالنكع  في pcbABبجيف كالخاص  Real-Time PCR( منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 15شكؿ رقـ )

citrinum  ٍحمر تمثؿ كالمنحنيات ذات المكف الأ ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتالمنحنيات ذات المكف الأأفٌ  إذ

 السيطرة.



 

 .pنكع في ال  pcbCكالخاص بجيف  Real-Time PCR( منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 16شكؿ رقـ )
citrinum  ٍحمر تمثؿ كالمنحنيات ذات المكف الأ ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتالمنحنيات ذات المكف الأ أفٌ  إذ
 السيطرة.

 

 

 .pنكع في ال penDEكالخاص بجيف  Real-Time PCR(: منحنى التضخيـ لتفاعؿ فحص 17شكؿ رقـ )

citrinum  ٍحمر تمثؿكالمنحنيات ذات الالكاف الأ ,زرؽ تمثؿ مجمكعة المعاملاتالمنحنيات ذات المكف الأأفٌ  إذ 

 السيطرة.



كىناؾ العديد مف الدراسات التي اشارت الى الامكانية التي تمتمكيا الجزيئات النانكية لإحداث تغيرات في المادة 

مكانية حدكث الطفرات فقد ذكر ) اف التأثيرات الجينية التي تحثيا الجزيئات النانكية  ,.Nel et al(2006الكراثية كا 

 قادرة عمى احداث طفرات كراثية.   DNAيا بالحامض النككم نتيجة لتكاجدىا داخؿ النكاة كارتباط

 : اختبار فعالية المضاد المنتج بوجود اوكسيد الزنك النانوي :0-6

الذم أبدل تعبيران p. chrysogenum  (2نكع )ال( فعالية المضاد المنتج مف فطر البنسميكـ 18يكضح الشكؿ ) 

% مف أككسيد الزنؾ النانكم كجاء ىذا الاختبار لإثبات 12عاممة بتركيز جينيان عاليان لإنتاج مضاد البنسميف بعد الم

اف الطفرة التي حدثت لـ تكف مكجكدة في داخؿ الجيف التركيبي لأم مف الجينات الثلاثة المسؤكلة عف انتاج 

كف غير فعاؿ المضاد لاف ذلؾ يؤدم الى زيادة كىمية في انتاج المضاد أم أف ىناؾ انتاجان عاليان كلكف المضاد يك

لكجكد طفرة بداخمة فقد تـ اختبار فعالية راشح الفطر الحاكم عمى المضاد بعد معاممتو بالجزيئات النانكية تجاه 

المعركفة بحساسيتيا لمبنسميف بالمقارنة مع راشح الفطر النامي بدكف  Staphylococcus  epidermidis بكتريا 

اشح الفطر النامي بكجكد الجزيئات النانكية امتمؾ فعالية عالية تجاه اضافة اككسيد الزنؾ كيلاحظ مف الجدكؿ اف ر 

البكتريا مقارنةن مع معاممة السيطرة ام اف المضاد المنتج بحالة كجكد أككسيد الزنؾ النانكم فعاؿ كاف الطفرة التي 

يبي كاف الزيادة لـ تكف حدثت أك التعبير الجيني المكجكد كالذم سبب بزيادة التعبير الجيني لـ يحدث بالجيف الترك

 عمى حساب فعالية المضاد المنتج.

 

 



    

  .Staph المعامل بأوكسيد الزنك النانوي عمى بكتريا p. chrysogenum ( 2)تأثير راشح الفطر( 18شكؿ ) 

epidermidis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
معدؿ 

قطر التثبيط 
(

ممـ
 ) 

    12%                  control                      
   

  المعاملات 



 الفصؿ الخامس 

                                       Conclusions : الاستنتاجـــــات :6-2

 نتائج تفوق فطرال وكانت عزل الفطرٌات الانتهازٌة المسببة للإصابات الرئوٌةتم  -1

Aspergillus spp. ولا  ثم خمٌرة أCandida spp.  وفً المرتبة الثالثة جاء الفطرPenicillium spp.    . 

  P. chrysogenumتعىد نهنىع   .Penicillium sppعزل عزنتين ين فطر تى   -2

  .P. citrinumضافت انى اننىع إ            

فطر البنسلٌوم نواع أتؤثٌرا محفزا  لنمو لوحظ هناك ختبرٌا  وكسٌد الزنك النانوي مأتؤثٌر اختبار  عند -3

Penicillium spp. مع المعاملة بالمضاد  ة  مقارنKetoconazole  12وخصوصا  عند التركٌز.% 

 نتاج مضاد البنسلٌنإعند قٌاس التعبٌر الجٌنً للجٌنات المسإولة عن  -4

( pcbAB , pcbC , penDE)  لوحظ وجود تنظٌم 12الزنك بتركٌز  سٌدلأوكبوجود الجزٌئات النانوٌة %

 رلهذه الجٌنات فً العزلات الخاصة بؤنواع الفط Over expression نتاجٌة عالٌة إو  up-regulation عالً

. Penicillium spp.  

 ا  تؤثٌرلوحظ وجود  % 12وكسٌد الزنك النانوي وبتركٌز أاختبار فعالٌة المضاد المنتج بوجود  عند  -5

 .سٌطرةمع معاملة ال المستخدمة مقارنة  Staphylococcus  epidermidis   بكترٌاعلى  عالٌا   مضادا  

 

 

 

 

 

 



                      Recommendation: التوصٌـــات :                               6-1  

 

ة الخطرة كونها من المسببات المرضٌب  opportunistic fungi;الانتهازٌةالانتباه الى خطورة الفطرٌات  -1

 خصوصا  عند الاشخاص ضعٌفً المناعة والذٌن ٌعانون من الامراض المزمنة. 

لوجود  spp. Penicilliumجراء المزٌد من الدراسات المتعلقة بالشجرة الوراثٌة لأنواع فطر البنسلٌوم إ -2

 فً عملٌة تشخٌصها.  تداخل

حٌاء المجهرٌة الصناعٌة نواع الأأز لنمو بعض استخدام جزٌئات الزنك النانوٌة كعامل محفتجرٌب مكانٌة إ -3

 لأهمٌتها الصناعٌة.  .Penicillium sppنواع الفطر أومنها 

 Penicilliumنواع فطر البنسلٌوم   أجراء دراسات حول الجٌنات المسإولة عن انتاج البنسلٌن فً إ -4

spp. قت الدراسة وعدم توفر الامكانٌات لضٌق و ;والتً لم تشملها الدراسة الحالٌة ،المعزولة من عٌنات بٌئٌة

 . اللازمة لذلك
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summary       

The study aimed to isolate and diagnose opportunistic fungi from clinical samples 

collected from patients who attended to the Popular Clinic of Chest Diseases in 

Maysan province during the period  1/10/2015 to 1/4/2016. The total number of 

sputum samples was 193, The clinical sputum are collect from patients infected with 

chronic pulmonary diseases . Samples are examined and diagnosed by using cultural 

media and microscopic examination. Also testing the effects of ZnO nanoparticles in 

three concentrations (3%,6%,12%) on two isolated fungi , genus Penicillium spp. This 

testing included the effect of nanoparticles on radial growth and  dry weight .In 

addition the effect of these particles on the genes responsible for the production of 

penicillin antibiotic by using Real-Time PCR technique.  

            Results show 75 patients samples were containing fungal infections 38.86%. 

they  involved  41 isolates 54.66%  Aspergillus spp. , was represented by A.fumigatus 

in 19 isolates 25.33%, A.niger in 14 isolates  18.67% and A. flavus  in 8 isolates   

10.67%.  Candida albicans  18 isolates in 24% . Penicillium spp.  14 isolates 18.6% was 

represented by  P. chrysogenum in 12 isolates 16% and P. citrinum in 2 isolates  2.67%. 

Finally , Rhizopus stolonifer and Alternaria alternata in one isolate  1.33% .  

          Resultes of the effect of nanoparticles of zinc oxide on radial growth of the 

genus Penicillium spp. show a significant differences between the treatments,  the 

concentrations that used stimulated the growth of fungus and  the concentration  

12% was more influential in the growth of isolated fungus where diameter of the 

colony   P. chrysogenum (1)  was 2.63 cm compared with the  of the negative control  

2.13 cm and  the positive control (antifungal)  0.93 cm. while the diameter  of  P. 

chrysogenum (2) was 2.23 cm, also  the genus P. citrinum   was 1.4 cm compared with 

the control treatment  1.23 cm .  



          Also results of the effects  on the dry weight of fungus species has confirmed the 

catalytic effect these particles,  showed that there were significant differences 

between the treatments , 12% was more concentration effect and  

P. chrysogenum (2) was the most species affected were the rate of dry weight reached 

0.463 g compared with the positive control (antifungal)  0.208 g. 

         Results of testing the nanoparticles of zinc particles in  12% on genes expression 

those are responsible to penicillin production. that  P. chrysogenum (2), where they 

found significant differences between the treatment of the  12% compared with the 

control treatment of the three genes, gene expression rate to the three genes (penDE, 

pcbC, pcbAB) in concentration 12% it was  (7.495, 8.943, 6.723) respectively, 

compared with the control treatment  (1.272 , 1.029, 1.045) respectively. 

        Also results of the activity of penicillin that produced in present of 12% zinc oxide 

nanoparticles , showed the effectiveness of penicillin   against of Staphylococcus 

epidermidis in  inhibition zone 19.66 mm, compared with the control treatment that 

was 12 mm .                   
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