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Ralstonia solancearumانتاج عدة تشخیصیة مناعیة للكشف عن سلالتین للبكتیریا
(smith) بطریقة الیزاELISAالمسببة لمرض الذبول البكتیري على الطماطة في العراق

Production an immuno kit for identification two strains of Ralstonia
solancearum (smith) by ELISA which caused

a bacterial wilt on tomato in Iraq

رائد رؤوف العاني
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:المستخلص
التي تصیب الطماطة وتسبب أحد أھم المسببات المرضیة Ralstonia solanacearumتعتبر البكتیریا 

خسائر اقتصادیة كبیرة . شخصت عزلات مرضیة من البكتیریااعتمادا" على الصفات المظھریة والتفریقیة في 
واختبار فرط الحساسیة على اوراق نبات التبغ Tetrazolium chloride agar(TZS)الوسط الغذائي 

مدة في تشخیص الجنس و النوع . شخصت سلالتین . اجریت عدة اختبارات بایوكیمیائیة معتXanthiصنف 
و حصل على المصل المضاد لكل سلالة بعد حقن المعلق البكتیري النقي لكل R3،R1من ھذه البكتیریا ھي 

وربط بانزیم Immunoglobulin(IgG)منھما في جسم ارنب مختبري . نقي الكلوبیولین المناعي 
لأستخدامھا كعدة تشخیصیة لكل سلالة في اختبار الیزا Alkaline  phosphataseالفوسفاتیز القاعدي 

ELISA نانومترعند فحص مستخلص النبات 405وسجلت قراءة جھاز قاريء الیزا على طول موجي
R3بینما كانت لمستخلص نبات مصاب بالسلالة 1.14والمصل المضاد المحضر لھ  R1المصاب بالسلالة  

R1كما واجري اختبار الیزا بین مستخلص نبات مصاب بالسلالة 1.10والمصل المضاد المحضر لھا  
والمصل المضاد للسلالةR3. اجري اختبار الیزا لنبات مصاب بالسلالة R3والمصل المضاد  للسلالة الثانیة 

R1 على  التوالي .  كانت نتائج فحص الیزا سالبة عند 0.92و 0.90إذ  سجلت  قراءات قاريء الیزا
كمصل مضاد  Carbonate bufferوالمحلول الداريء Normal serumخدام المصل غیر الممنع است

دلیل واضح على التخصص العالي للمصل المضاد المنتج في ھذه الدراسھ . ك
Abstract

alstonia solancearum is one of most important tomato pathogen which
annually causes considerable yield loss. Strains of these pathogenic bacteria

were identified based on both phenotypic and differentiation media on
Tetrazolium Chloride Agar (TZC) and the hypersensitivity tests on leaves of
tobacco cultivar xanthi. Many biochemical adapted tests were carried out for
identification of both the genus and species of the bacteria. Two strains R1 and
R3 were identified. Antiserum of each strain was obtained following the injection
of pure cell suspension of each strain in lab. Rabbit. Immunoglobulin (IgG) was
purified and conjugated with alkaline phosphates and used as an identification
kit for each strain by ELISA test .The reading of ELISA reader at 405
nanometer when testing plant extract infected by R1 strain with its antiserum
were 1.14 while it was 1.10 for R3 strain, ELISA test were also carried out for
plant extract infected by R1 strain and the antiserum of R3 strain, ELISA test
were carried out too for plant infected by R3 strain and antiserum of R1 strain
the reading of ELISA reader were 0.90, 0.92 respectively. The result of ELISA
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test was negative when using the normal serum and carbonate buffer as
antiserum. The result of this test is clear evidence showed the high specify of the
antiserum which produced in this study.

ةالمقدم
وھي من أھم محاصیل الخضر من المحاصیل الغذائیة العالیة L.Lycopersicn esculentumتعد الطماطة

على الاطلاق في العالم وذلك لأمكانیة استھلاكھا طازجة او مصنعة في كثیر من الأطعمة المحببة للأنسان في 
من بین Ralstonia solancearumمرض الذبول البكتیري المتسبب عن البكتریا ویعدمختلف بقاع العالم. 

اھم الامراض التي تصیب العائلة الباذنجانیة ومن ضمنھا الطماطة ولاسیما في المناطق الاستوائیة وشبھ 
بین أھم خمسة منالمرض واحداعدٌ.]1،2[زراعة المحمیة في المناطق الاخرىالاستوائیة من العالم وفي ال

المرض بشكل واسع على نباتات ینتشرو20.6-3.3أمراض سببت فقدا" في الحاصل والذي تراوح بین 
.]3[% في الفلفل والباذنجان 5%في الطماطة و15ل تبلغالطماطة والفلفل والباذنجان مسببا" خسارة في الحاص

المسبب المرضي مدى واسع من العوائل النباتیة فھو یصیب فضلا عن نباتات العائلة الباذنجانیة وبعض یملك 
ووجد ان نسبة الذبول في بعض ]4[علیھاكبیرةلموز ونباتات الأدغال ویسبب خسائرمحاصیل الخضر اشجار ا

% ویأتي مسبب 55في حین بلغت في الأصناف الحساسة %)26-15(الأصناف الھجینة المقاومة تراوحت بین 
التربة التي مرض الذبول البكتیري في المرتبة الأولى من حیث الأھمیة الأقتصادیة من بین الأحیاء المتوطنة ب

Fusarium oxysporumتصیب العائلة الباذنجانیة والتي منھا  f.sp. lycopersicon والذبول الفیوزیرمي
.Fالمتسبب عن الفطر  oxysporum f.sp. lycopersiciكتیریة الأخرى التي تصیب فضلا عن الأمراض الب

عددا" من السلالات التي Ralstonia solanacearumأثبتت الدراسات التصنیفیة ان للبكتیریا . ]5[الطماطة
Hypersensitive Reactionفي بعض الصفات الفسیولوجیة وطبیعة رد فعل اوراق التبغ یمكن التمییز بینھا 

ھذا النوع الى ثلاث سلالات تختلف في قدرتھا الأمراضیة قسم عند حقن معلق البكتریا في الفراغ بین الخلوي 
التي لھا القدرة على اصابة التبغ والطماطة والبطاطا وباقي نباتات العائلة R1لسلالات ھي والمدى العائلي وھذه ا

Mokoاصابة الموز فقط واحداث مرض یسمى ولھا القدرة على R2عائلة نباتیة والسلالة 44الباذنجانیة ونحو 
التمییز بین السلالات الثلاث انھ یمكن] ولوحظ 5صابة الطماطة والبطاطا فقط [ولھا القدرة على اR3والسلالة 

حقن معلق البكتیریا في الفراغ بین عند Nicotiana tabaccum xanthiعلى اساس استجابة اوراق التبغ 
ظھور بقع بنیة غامقة محاطة بھالة صفراء في المساحة R1الخلوي لھذه الاوراق اذ ینتج عن حقن السلالة 

ساعة في حین )12- 10(عنھا بقعة صفراء في المساحة الملقحة بعد فینتجR2اما السلالة ساعة 36الملقحة بعد 
البكتیریا الى اربعة تم. قسَ[4]ساعة48ینتج عنھا اصفرار للمساحة الملقحة من الورقة بعد R3ان السلالة 

الى خمسة R. solanacearumف النوع صنَ]DNA7[طرز وراثیة اعتمادا" على صفاتھا المظھریة وشكل 
,Cellobioseتختلف عن بعضھا في استغلال ثلاثة سكریات ثنائیة ھي (Biovare)طرز  Lactose,

Maltose وثلاثة كحولات سداسیة ھيSorbitol،Manitol،Dutcitol وخمسة سلالات اعتمادا" على
مختلفة لعوائلئدةفالسلالة الأولى تصیب نباتات العائلة الباذنجانیة والعدید من النباتات العا، المدى العائلي لھا

ا السلالة الثانیة فتصیب الموز فقط والسلالة الثالثة تصیب الطماطة والبطاطا وبعض انواع التبغ اما الموز امَمثل 
.]6،7[فتصیب نباتات غیر مھمة اقتصادیاالسلالتین الأخرتین 

والكلفة لتحدید الجنس والنوع ھد جلونظرا" لصعوبة الأختبارات البایوكیمیائیة التي تستھلك الكثیرمن الوقت وا
والسلالة لھذه البكتیریا فقد انجز ھذا البحث لتحضیر مصل مضاد متخصص لكل سلالة وانتاج عدة تشخیصیة لھا 

السریع عنھا .لغرض الكشفELISAلأستخدامھا في اختبار الیزا 
:المواد وطرق العمـل

جمع العینات  
مد في اختیارھا على الأعراض الظاھرة في المجموع الخضري جمعت نباتات طماطة مصابة بالذبول اعت

.والأوعیة الناقلة في الساق من مناطق الیوسفیة وابو غریب والرضوانیة القریبة من بغداد
عزل البكتیریا المسببة للمرض

عت سیقان وقط،البكتیریا من النباتات المصابة حیث غسلت بالماء الجاري لأزالة ما یعلق بھا من تربةعزلت
% لمدة دقیقة واحدة ثم 1النباتات الى قطع صغیرة وعقمت سطحیا بتغطیسھا بمحلول ھایبوكلورات الصودیوم 
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. أخذت عدد من السیقان التي یظھر فیھا تلون نسیج غسلت السیقان بما ء مقطر معقم وجففت على ورق ترشیح
عدة قطرات من الماء المقطر وسحقت ثم تركت الخشب باللون البني على شریحة زجاجیة معقمة وأضیفت الیھا 

لفترة من الزمن لحین ظھور عكرة في قطرات الماء نتیجة خروج البكتیریا المسببة للمرض من الأنسجة المصابة 
أخذ قسم آخر من السیقان وسحق جیدا في عدة قطرات من الماء المقطر في طبق بتري وفحصت تحت المجھر .
معقمة ولقحت بھا formed loop(correctly(ج بواسطة أبرة تلقیح ذات عقدةناتوأخذ جزء من المعلق ال

streak plate)(بطریقة التخطیط (PDA)و (NA)الاوساط الغذائیة  -method(، ثم حضنت الأطباق
ساعة وأنتخبت المستعمرات الفردیة وأعیدت زراعتھا بالطریقة نفسھا للتأكد من 72لمدة م30بدرجة حرارة

نقاوة العزلة ودونت الصفات المظھریة للمستعمرات النامیة ومن ثم حضر من ھذه المستعمرات أغشیة على 
شرائح زجاجیة نظیفة وصبغت بصبغة كرام تحت المجھر الضوئي نقلت المستعمرات الفردیة الى أنابیب أختبار 

.]5،6[م21مل ماء مقطر معقم وأغلقت باحكام وحفظت على درجة حرارة 5تحتوي على 
ـةالكشف عن العزلات المرضی

Tetrazolium chloride agar ( TZCاالصفات المظھریة على وسط -أ )
وعدل الأس في الكشف عن العزلات المرضیةTetrazolium chloride agar(TZC)حضر الوسط الزرعي

)2,3،5(% من 1مل من المحلول 1مل من الوسط 100أضیف لكل ثمpH =7.5الھیدروجیني 
triphphenyl tetrazolium chlorideا بطریقة . لقح الوسط بمعلق البكتیریا المحضرة آنفالمعقم بالترشیح

علیھا مواصفات ساعة . أختیرت المستعمرات الفردیة التي تنطبق 48لمدةم30التخطیط وحضنت على درجة
م 21مل ماء مقطر وحفظت بدرجة حرارة 5ار تحوي . نقلت المستعمرات الى أنابیب اختبھالمستعمرات الممرض

حیث لقحت اوراق التبغ بمعلق بكتیري xanthiاختبار فرط الحساسیة على اوراق نباتات تبغ صنف أجري.
وضعت النباتات في حاضنة مع .28خلیة/مل) في الفراغ الخلوي بواسطة محقنة ذات قیاس 8- 10بتركیز  ( 

طر كما وراق لكل عزلة مع معاملة المقارنة باستخدام الماء المقأ4وبواقع الأعراضورالمتابعة الیومیة لحین ظھ
.]4،8[لتشخیص السلالات واعتمدت ھذه الطریقة ایضا 

تشخیص الجنس 
درست بعض الصفات المظھریة والمجھریة للعزلات المرضیة المختارة فضلا عن بعض الصفات البایوكیمیائیة 

Ralstoniaللوصول الى الجنس  SPP.:وكما یلي
الصفـات المظھریـة

طبیعة النمو في الأوساط  الغذائیة
CaCO3-Yeast extract(YDC)و Nutrient agar(NA)الأوساط الزرعیة لقحت dextrose و

Kings Medium(KB)و(NB)Nutrient Broth بالعزلات البكتیریة التي تم الحصول علیھا لغرض
درست حركة خلایا البكتریا م .30ساعة على درجة 72لعزلات وحضنت الأوساط لمدة دراسة طبیعة نمو ا

Nutrient Brothوالتسوط في العزلات المذكورة حیث أستخدمت مزارع للعزلات في وسط السائل المغذي 
Catalaseواختبار الكاتالیز Oxidase test. كما و أستخدم اختبار الأكسدة ساعة)10،18،24(بأعمار  test

.]7،9،10[لتأكید التشخیص
solanacearumتشخیص النوع 

وحسب  Nitrate reductionاختزال النترات شملتsolancearumلتشخیص النوعاختبارات عدیدةأجریت 
و اختبار Production of hydrogen sulfideوانتاج كبریتیدالھیدروجین Indol testوفحص الأندول

Argenin(و التحلل المائي للآرجنین(Production ammonia from peptone)الببتون انتاج الأمونیا من
dihydrolase(]6[.

عـزل سلالات الـبـكـتریا 
مستعمرة/مل من كل عزلة بكتیریة نامیة 8- 10لقاح بكتیري تركیزوذلك بتحضیرالتمییز بین سلالات البكتریا تم

سم في أبط 15بعد وصولھا الى ارتفاع طماطةنباتاتلقحت ة وساع48وبعمر TZCعلى الوسط الزرعي 
م )32-28(ووضعت النباتات في درجة حرارة مل 23محقنة طبیة حجم بواسطةالورقة العلویة الثالثة 

وغطیت بأكیاس النایلون للمحافظة على الرطوبة وبعدد خمسة نباتات لكل عزلة مع نبات واحد للمقارنة اذ حقن 
.]7[مقطربالماء ال
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تحضیر مصل مضاد متخصص لسلالات البكتیریا :
ساعة ثم نقلت مستعمرة نامیة من كل عزلة الى وسط غذائي جدید كما في 48لمدة یا النقیة نمیت عزلتي البكتر

بأتباع الخطوات التالیة :Koeing[11]أعلاه وحضرمصل مضاد للعزلتین البكتیریة باتباع طریقة 
وبسرعة (ultrasopin 1020)نوع ة من البكتیریا في جھاز طرد مركزيعزلرسبت خلایا كل.1

.م 4دقائق وعلى درجة حرارة 10لمدة د/د 1000
.مل ماء مقطر معقم 5مل ماء مقطر معقم ثم أضیف للراسب النھائي 5غسل الراسب مرتین بـ .2
% وذلك عن طریق 0.25بتركیز Gluteraldehydeالمعلق البكتیري بمادة الكلوترلدیھاید عومل .3

.ساعة12لمدة (Dialysis)الأنتشار الغشائي 
نانومتر 600طول موجي عند2.0درجة كثافة ضوئیة الضوئیة للمعلق النھائي على الكثافةت ضبط.4

على نفس الطول الموجي وحفظ في المجمدة على درجة 1.0وقسم من المعلق ضبط على كثافة ضوئیة 
جسم أرنب مختبري .لحین حقنھ فيم20-حرارة 

مل من دم الأرانب المستخدمة للتجربة كمعاملة مقارنة ثم حقنت كل عزلة من البكتیریا في 20سحب .5
مایكرولیتر من المعلق البكتیري الذي كانت 500جسم أرنب مختبري تحت الجلد بجرعة مقدارھا 

ل من زیت التمنیع المساعد نانومیتر بعد مزجھا بحجم مماث600عند طول موجي 2.0كثافتھ الضوئیة 
Freund,s incomplete adjuvant.

مقدار الحقنة الأولى في عضلة الفخذ بعد خلطھا بحجم مماثل من أسابیع بنفس5بعد حقنت الأرانب.6
على 1.0زیت التمنیع المساعد وأستخدم في ھذه الحقنة المعلق البكتیري الذي كانت كثافتھ الضوئیة 

.نانومتر600طول موجي 
أسبوع من الحقنة الأولى في عضلة الفخذ بأستخدام المعلق البكتیري ذو 12نفذت الحقنة الثالثة بعد .7

نانومتر بعد خلطھا بحجم مماثل من زیت التمنیع المساعد.600على طول موجي 2.0الكثافة الضوئیة 
تمت عملیات الحقن لثلاث أرانب من كل سلالة ..8
مل في كل مرة عن 25أسابیع ؤبمقدار 7من الحقنة الثالثة ولمدة سحب الدم من الأرانب بعد أسبوع.9

طریق عمل جرح في الورید الأذني الحافي الخارجي لأذن الأرنب .
ساعة عند درجة حرارة المختبر قبل حفظھ على )3- 2(ترك دم الأرنب الذي یسحب في كل مرة لمدة .10

.) ساعھ12-10(لمدةئوي 4م
دقائق .10د/د لمدة 2000جلط بأستخدام جھاز طرد مركزي بسرعة فصل المصل عن الدم المت.11
.مْ لحین الأستخدام20-حفظ المصل الناتج في المجمدة على .12

ربط الأجســــــــــام المضادة بالأنزیم :
في ربط الأجسام المضادة التي تم الحصول علیھا من كل من عزلتي البكتریا موضوع [12]أتبعت طریقة 

للحصول على االمصل المضاد المعلم بالأنزیم Alkaline phosphataseأنزیم الفوسفاتیز القاعدي الدراسة ب
وكالتالي :

IgG (Immuonoglobulin Gamaتنقیة الكاماكلوبیولین( أ:   
)NH4)2SO4و من محلول كبریتات الأمونیوم المشبعاأخذ المصل المضاد وأضیف لھ حجم مس.1

ة المختبر لمدة ثلاث ساعات .وترك المزیج بدرجة حرار
.دقبقة30د/د لمدة6000طرد مركزي للمحلول على سرعة أجریت عملیة.2
المخفف الى النصفPBSمل من الحلول الداريء 8أھمل الطافي وأضیف للراسب .3
بوضع معلق الراسب ( المصل المضاد) في أنبوب الفصل Dialysisأجریت عملیة فصل غشائي .4

Dialysis)الغشائي  tube) ووضع في دورق یحوي لتر واحد من محلولPBS المخفف الى النصف
ْم  وكررت العملیة ثلاث 4التحریك المستمر داخل الثلاجة على درجة حرارة ساعة مع 24لمدة 

مرات.
1سمك DEAE-celluloseأخذ المحلول من داخل انبوب الفصل الغشائي ومرر عبر عمود من مادة .5

مل 5وضعت قطعة من الصوف الزجاجي في قاعدة ماصة زجاجیة ذات حجم سم في ماصة زجاجیة 
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مثبتة على حامل ووصلت نھایتھ السفلى بانبوب مطاطي مثبت علیھ كلاب حدیدي لغرض التحكم 
بعملیة الفتح والغلق بسھولة.

وبذا تم الحصول على من أسفل الماصة مل من المصل فوق طبقة السلیلوز وجمع المصل 2وضع .6
IgG.

ربط الأجسام المضادة بالأنزیم :ب: 
ملغم من انزیم الفوسفاتیز 2ملغم/مل وأضیف الیھ 1بتركیز IgGمل من مستحضر الكاماكلوبیولین 1أخذ 

ساعة مقسمة على ثلاث مراحل 30وأجریت لھ عملیة فصل غشائي لمدة Alkaline phosphataseالقاعدي 
في كل مرحلة مع التحریك المستمر للتخلص من كبریتات الأمونیوم مل500وبحجم PBSمتعاقبة في محلول 

% 0.06مل من محلول 500ساعات في 4بدرجة حرارة المختبر .ثم اجریت عملیة فصل غشائي الأول لمدة 
كلوتیرالدیھاید مع التحریك المستمر بدرجة حرارة المختبر حتى تغیر لون المحلول الى أصفر خفیف ثم أجریت 

المشبع في PBSمل من محلول 500ساعة مقسمة على ثلاث مراحل متعاقبة في 30صل غشائي لمدة عملیة ف
. ثم Enzyme labeled-globulinكل مرحلة وبذلك تم الحصول على الأجسام المضادة المعلمة بالأنزیم

لحین الأستخدام .NaN3% أزید الصودیوم 2قطرة واحدة من محلول علیھا أضیفت
Direct antigen coatingزا اختبار الی – ELISA:

معلق بكتیري محضر في محلول داريء الكاربونات وذلك باستخدامKoenig[11]أتبعت طریقة
(carbonate buffer( ذو أس ھیدروجینيpH=9.62.0بحیث كانت الكثافة الضوئیة وفي كل الاختبارات

:وات التالیةنانومتر واجري الأختبار وفق الخط600على طول موجي 
لكل حفرة من اطباق الیزا ولكل عزلة ثم حضنت البكتیريالمعلقمایكرولیتر من 100أضیف .1

دقائق بمحلول فوسفاتي 5م وغسلت بفاصل زمني 25الاطباق لمدة ثلاث ساعات على درجة حرارة
-pH=7.4(Phosphate buffer salineذو اس ھیدروجیني Tween20یحتوي مادة 

Tween20)PBST مولاري 0.1المكون من مایكرولیتر/حفرةمن محلول التغطیة 300وأضیف
لتغطیة السطوح الداخلیة للحفر .BSAغم من مادة بوفین سیروم البومین 10ومن ملح الطعام

ثم (PBST)م ثم غسلت مجددا بمحلول الغسیل 25حضنت الاطباق لمدة ساعة واحدة على درجة .2
% 2یحوي على (PBST)المصل المضاد والمخفف بمحلول لیتر منمایكرو100اضیف لكل حفرة

ثم حضنت الاطباق عزلةلكل pH=6ذو درجة حموضة PVP(polyvinyl pyrolodin)من مادة 
. (PBST)مرات بمحلول الغسل غسلت ثلاثوم4ساعة على درجة حرارة 16لمدة 

Alkaline)بالأنزیم مایكرولیتر/حفرة من المصل المضاد المرتبط 100اضیف .3 phosphates)
عند درجة BSA% من مادة 2وPVP% من 2الحاوي PBSTفي محلول 1/0200المخفف 
والتي یتغیر لونھا الى اللون الاصفر بوجود انزیم الفوسفاتیز القاعدي وقدرت PH=9.8حموضة 

عند طول موجي ELISA-readerشدة التفاعل بقیاس درجة امتصاص الضوء بواسطة قاريء الیزا 
دقبقة .30نانومیتر بعد 405

كما أستخدم اختبار الیزا لتحدید أفضل السحبات من الدم التي یمكن اعتمادھا في عملیات الكشف عن عزلتي البكتیریا 
1/200،1/400،1/800 .

ة مدى تخصص المصل أجري كذلك  اختبار الیزا من كل مصل عزلة بكتیریا مع السلالة البكتیریة الأخرى لمعرف
) :1المحضر لكل سلالة وكما موضح في جدول (

اختبار الیزا لعزلة بكتریا والمصل المضاد المحضر لھا وبین المصل المضاد المنتج لعزلة بكتریا وعزلة البكتریا الأخرى):1جدول (
الضدالمصل المحضرلعزلة البكتریا

R3R1
R1R3
R3R3
R1R1

قشـــةالنتائــج والمنا
عزل البكتیریا وصفاتھا المظھریة.1
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عزلت البكتیریا المسببة لمرض الذبول البكتیري من العینات التي تم جمعھا وقد ظھر نمو بكتیري على -
م في حین لم تظھر المستعمرات 30ساعة من التحضین على درجة 24بعد PDA،NAالوسطین الزرعیین 

نقطیة الشكل ،ومن الصفات التي تمت ملاحظتھا انھا صغیرة الحجم ساعة من التحضین 48الفردیة الا بعد 
بزیادة ،ملساء لماعة وذات لون أبیض حلیبي یتحول الى الأبیض الرمادي ،ملم مستدیرة محدبة 0.5وذات قطر 

ق ملم وھذه الصفات تنطب3.5ھلامیة ذات قطر ،مدة التحضین الى أسبوع اذ یصبح لون المستعمرات بنیا فاتحا 
.Ralstonia[6]مع الصفات المظھریة للجنس

:TZCالصفات المظھریة للبكتیریا على وسط .2
بكونھا شبھ مستدریرة مرتفعة قلیلا عن TZCتمیزت المستعمرات الفردیة لعزلتي البكتریا  الممرضة على وسط 

حضین اصبح قطر سطح الوسط الغذائي ھلامیة لونھا ابیض وذات مركز وردي . وبعد ثلاث ایام من الت
ملم . اما العزلات غیر الممرضة التي ظھرت على نفس الوسط فكانت ذات لون احمر غامق مع 4المستعمرة 

ملم مستدیرة الشكل اذ تم 0.2صغیرة الحجم اذ یبلغ قطرھا (Butyrous )وجود حافة دائریة شفافة زبدیة 
المظھریة للعزلات الممرضة وغیر الممرضة على الأجماع من قبل الباحثین على ان سبب الاختلاف في الصفات 

بان السلالة الممرضة غیر قادرة على اختزال ملح التترازولیوم العدیم اللون والذائب في الماء TZCالوسط 
تختزل ملح التترازولیوم الى مادة الفورمازان أنبالدرجة نفسھا التي تستطیع بھا السلالة غیر الممرضة 

(Formazan)غیر الذائبة في الماء مما یدل على ان نشاط الانزیمات المزیلة للھیدروجین الملونة و
(dehydrogenase)6،10[یكون أعلى في العزلات الغیر ممرضة[.

:Ralstoniaتشخیص الجنس .3
بأنھا NA،PDAفي الأوساط الزرعیة Ralstoniaدراسة الصفات المظھریة لجنس البكتیریا نتائجاوضحت
.[7]للون مستدیرة وذات حافة محدبة كاملة ناعمة ولماعة وھو مماثل لما سجل في دراسات عدیدة  كریمیة ا

النمو في بعض الأوساط الزرعیة .4
باللون الأبیض والطبیعة السائلة فضلا" عن KBإتصفت المستعمرات البكتیریة المنماة على الوسط الزرعي 

.CVP ،YDC[7]ث في الأوساط الزرعیة عدم إنتاجھا للصبغة المتألقة على عكس ما یحد
تشخیص النوع : 

دراسة الصفات البایوكیمیائیة 
بأن كل من اختبار اختزال Ralostoniaأظھرت نتائج دراسات الصفات البایوكیمیاویة لعزلات جنس البكتریا

موجبة على عكس النتائج واختبار انتاج الأمونیا من الببتون قد اعطت نتائج فحص H2Sاختبار انتاج ،النترات 
فحص التحلل المائي للآرجینین وھذا یتفق مع ما ،الأندولالسلبیة في  الأختبارات البایوكیمیائیة مثل فحص 

.Ralostonia  solancearumمما یؤكد ان البكتیریا موضوع الدراسة ھي [7]اشار الیھ 
تشخیـص السلالـة
بقع بنیة غامقة محاطة بھالة صفراء في المساحة الملقحة من بسبب ظھورمن البكتریا R1شخصت السلالة 

.[8]ساعة 48نتیجة اصفرار المساحة الملقحة من الورقة بعد R3ساعةكما شخصت السلالة 36الورقة بعد 
ـاج مصــــــل مضاد متخصص واختبار الیزاانت

ومتر خلال سحبات الدم المتعاقبة لكلا نان405اظھرت نتائج اختبار الیزا زیادة الامتصاص عند الطول الموجي 
مما یشیر الى ارتفاع نسبة الأجسام 1/800وذلك عند استخدام التخفیف R3،R1المصلین الخاص بالسلالتین 

المضادة في دم الأرنب مع مرور الزمن وبذلك یمكن اعتبار السحبة الخامسة من الدم وما تلاھا مناسبة لأعتماد 
وعند مقارنة الدم المأخوذ بعد الحقن مع ذلك المأخوذ قبل ،R1،R3تي البكتیریا دم الأرنب المحقون بسلال

وبأستخدام الضد 1/800و1/400و1/200الحقن لجمیع الأرانب المستخدمة بالتجربة وفق ثلاث تخفیفات 
بسلالتي الموافق للمصل لوحظ وجود فارق كبیر في قراءة قاريء الیزا بین مصل دم الأرانب قبل الحقن 

.)2ل (لجمیع الأرانب فضلا" عن المحلول المنظم وكما موضح في جدوR3وR1البكتیریا 
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عند فحصھا R3وR. solancearumR1نانومترلعزلتي البكتیریا405قیم امتصاص قاريء الیزا على طول موجي :(2)جدول
المنظم مع تخافیف الامصال المنتجة لھا ومصل الدم قبل الحقن والمحلول

قراءات قارىء الیزا التخافیف عزلة البكتریا 
أمصالھا المحلول المنظم قبل الحقن المستخدمة 

المضادة 

R1
200/10.340.381.65
400/10.320.531.43
800/10.310.491.40

R3
200/10.330.391.63
400/10.360.511.40
800/10.380.471.38

.Rمقدار الأمتصاص في جھاز قاريء الیزا عند استخدام مصل مضاد من البكتیریا(3)جدول  solancearumالعزلةمع
نانومتر405الأخرى للبكتریا على طول موجي 

القــراءات دالضعزلة البكتیریا
Optical  density

R1R11.95
R3R10.90
R1R30.90
R3R31.94

نانومتر في اختبار الیزا بین 405) وجود فارق كبیر في قراءة قاريء الیزا على طول موجي 3جدول (یلاحظ من 
المصل المضاد المنتج لعزلة البكتریا والمصل المنتج لھ مقارنة" مع المصل المضاد لعزلة البكتریا مع العزلة الثانیة 
للبكتریا وعلى  الرغم من ان النتیجتین موجبة الا انھا نتیجة طبیعیة والتي ھي من خواص المصل المضاد المتعدد 

) بأن قراءة قاريء 2كما ویلاحظ من جدول (]13،14[في فحص السلالاتPolyclonal antibodiesالنسیلة 
مع سلالتي البكتریا وھذا ما حصل normal serumالیزا كان قد أعطى نتائج سالبة عند الستخدام المصل العادي 

ھناك فرق قلیل بین قیم ضد سلالتي البكتریا فضلا" عن أن (carbonate buffer)عند استخدام المحلول المنظم 
) لعزلتي البكتریا والمصل المضاد المنتج لھا ویعزى ذلك لأختلاف تركیز 2،3امتصاص قاريء الیزا في جدول (

الضد في الفحص .
الفحوصات السیرولوجیة في الكشف عن الأحیاء المجھریة والفایروسات تعتبر من الطرائق السریعة والدقیقة تعتبر

والأختبارات البایوكیمیائیة التي تأخذ جھد ووقت كبیر فضلا عن الكلفة العالیة في الطرائقنفي التشخیص بدلا م
اجراء ھذه الاختبارات واحتمال الوقوع في اخطاء اثناء اجراءھا مقارنة بالفحوصات السیرولوجیة التي یكون فیھا 

صات في التشخیص الدقیق والسریع نسبة الخطأ ضئیل جدا" ان لم یكن معدوما" لذا ینصح باستخدام ھذه الفحو
للأحیاء المجھریة والفایروسات .
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