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ومضخة الدفق  MexAB-OprMاما كمثبط  لمضخة الدفق جأشعة بيتا و  خدامأست
MexXY   لبكترياPseudomonas aeruginosa 
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  الخلاصة

من مسوحات اخذت من مرضى لمناطق الوجو  Pseudomonas aeruginosaتم الحصول عمى بكتريا      
واعمى الصدر و الظيرفي مستشفيات مدينة الطب والصدر, نشطت ىذه البكتريا وأجري ليا تخافيف حسب 

  (1.712𝛍ci)وبفعالية  137CSاما الصادرة من مصدر جأشعة بيتا و اه , تم تعريضيا الى الطريقة المتبعة ادن
وبشدة  keV 661.66اما بطاقة جأضافة الى أشعة  %94.4وبشدة  keV 513.97والباعث لأشعة بيتا بطاقة 

ساعة متقطعة , أجري ليا سمسمة  2ساعة مستمرة و (3,2,1)راد لكل ساعة وبفترات 1.460وبجرعة  85.1%
عشرية بعد التعريض وأخذ من التخفيف الأول وزرعت عمى الوسط الزرعي وحسب عدد من التخافيف ال

مستعمراتيا ونسبة القتل ليا , وتم ملاحظة بزيادة وقت  التعرض للأشعاع تزداد نسبة القتل لمبكتريا وظيرت 
 RNA عمييا تغيرات مظيرية واضحة في شكل المستعمرات وقواميا وتشوىات واضحة عمييا, بعدىا أستخمص

, وحسب  qRT-PCRمن البكتريا المعرضة للأشعاع وبكل الفترات ودرس تعبيرىا الجيني بأستعمال تقنية 
بدراسة MexAB-OprM لمكشف عن التعبير الجيني لمضخة الدفق  Livakتعبيرىا الجيني حسب معادلة 

قبل التعريض  mexXبدراسة الجين  MexXYوالكشف عن التعبير الجيني لمضخة الدفق  mexBالجين 
كان تعبيرىا  P.aeruginosaللأشعاع وبعد التعريض للأشعاع من أجل المقارنة , وتم ملاحظة ان بكتريا 

الجيني جدا عالي ليذه المضخات قبل التعرض للاشعاع  وىذا يدل عمى مقاومة البكتريا و التعبير لمضخة 
اما جائي , وبعد التعريض لأشعة بيتا و بيا الكيميالدفق من أجل المقاومة لدفق مضادات أو مواد مختمفة في تركي

أصبح تعبيرىا الجيني قميل جدا وقد وصل الى  الصفر , حيث كانت قيم التعبير الجيني قميمة جدا بعد التعرض 
للأشعاع وىذا يدل عمى أن البكتريا فقدت المقاومة ولم تعبر جينيا ليذه المضخات  أي أنيا أصبحت ضعيفة وأن 

DNA ت أعلاه بعد التعرض لأشعة بيتا اما وىذا واضح من قمة التعبير الجيني لممضخاجأشعة بيتا و متأثر ب
 MexAB-OprMاما ىي مثبط جيد وكفوء وفعال لمضخات الدفق جىذا يدل عمى أن أشعة بيتا و اما , و جو 

 .   )وىي المضخات المسؤولة عن دفق مضادات متعددة وىي السبب في المقاومة ( MexXYومضخة الدفق 
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Abstract 

  Pseudomonas aeruginosa was obtained from samples collected in Medical and Al-

Sader hospetals from faces and  shollders of patients , they  activated  then held 

conducted her dilution according to the method used below ,it has been exposed to 

Beta and Gamma irradiation that emitted from 
137

CS source with activity 1.712 

𝛍ci,which emitte Beta and Gamma irradiation with energy of 513.97 keV with 

indensity of  94-4% and Gamma with energy of 661.66 keV with intensity of 85.1% ; 

or a dose of 1.460 rad per hour. for a time of (1,2,3,) hr. for a contenouse exposure 

and 2 hr. by two steps , it has  been conducted her dilution , taked from the first 

diluted and culture on cultural media ,it has been calculated  number of colony  and 

percentage  killing of P.aeruginosa . It has been obtained to increase the times  

increased the percentage  killing of  P.aeruginosa  , the morphology of colony were 

different from origin  appear her clea rchange .      

       Detection of gene expression of  P.aerginosa before exposure to Beta and 

Gamma irradiation and after exposure to Beta and Gamma irradiation  was performed 

done by using q RT-PCR technique  after RNA extraction of P.aerginosa  and cDNA 

synthesis ,calculated gene expression according to Livak equation to detection of 

gene expression of MexXY and MexAB-OprM  efflux pumps by studied mexB and 

mexX gene  , The results showed that gene expression were high in  efflux pumps  to 

MexXY and MexAB-OprM  efflux pumps of P.aerginosa  before exposure to Beta 

and Gamma irradiation  . but The results showed that gene expression were very 

fewer in  efflux pumps  to MexXY and MexAB-OprM  efflux pumps of P.aerginosa  

after exposure to Beta and Gamma irradiation , and the gene expression to MexXY 

efflux pumps and  MexAB-OprM  efflux pums reach until zero . The Beta and 

Gamma irradiation was efficiency, active ,  inhibitors to MexXY and MexAB-OprM 

efflux pumps . This result give indicat to DNA was effected by Beta and Gamma 

irradiation , Beta  and Gamma irradiation  were efficient to killing of P.aeruginosa . 

 

 المقدمة 

أمراضا عديدة في جسم الأنسان  منيا أخماج الجروح والحروق   P. aeruginosaتسبب بكتريا       
,   Bacteremia, وأخماج العين , وأخماج الجمد ,والمجاري البولية , والأذن الوسطى , وتجرثم الدم 

وتسبب أمراضا عديدة عند الأشخاص الذين يعانون من نقص المناعة والأشخاص المصابين بالأيدز  
البكتيرية  المسببة  لما  يعرف  بالأصابات المكتسبة  في  المستشفيات   فيي أحد  أىم الأنواع 
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Nosocomial infection     [1]  يعود سبب صعوبة علاج الأصابات بيذه البكتريا  الى مقاومتيا .
لمعديد من المضادات المايكروبية , مثل مضادات البيتالاكتام والماكروليد , فضلا عن مقاومتيا العالية 

, مما يجعميا احدى  أخطر الممرضات وأكثرىا   Flouroquinolonesدات فموروكوينولونات  لمضا
 . [2]صابة للأنسان إ

ن ألية الضخ البكتيري المعتمد عمى الطاقة ىو السبب الرئيسي في مقاومة المضادات وخاصة إ      
لدفق وىي ناقلات . ومضخات ا[3]في الممرضات الأنتيازية ذات المقاومة المتعددة لممضادات 

بروتينية تقع في الغشاء السايتوبلازمي لمخلايا وتؤدي دور ميم في دفق العديد من المواد وطرحيا الى 
خارج الخمية البكتيرية , يشفر جينوم ىذه البكتريا  لأنواع من مضخات الدفق  المشفر ليا كروموسوميا 

, وىذا مايسمى    Resistance Nodulation cell-Division (RND)والتي  تعود لمعائمة  
المشفر   MexAB-OprMمثل مضخة الدفق     MDR-Efflux pumpsبمضخات دفق المتعددة  

, ومن أمثمة المضادات MexXY [5,4] ليا كروموسوميا ومضخات  دفق أخرى ميمة سريريا مثل  
 , Tetracyclineالتي تدفقيا ىذه المضخات الى خارج الخمية البكتيرية والتخمص منيا ىي 

Chloramphenicol, Quinolones, Novobiocin, [6] Macrolides, Trimethoprim,B-

lactams)    . 
 لى حصول تطور سريع في مقاومة بكتريا إأن حدوث الطفرات  في الجينات يؤدي      

P.aeruginosa     لممضادات الحيوية وذلك خلال مدة قصيرة من أستعمال ىذه المضادات في
العلاج, ويعد ىذا النوع من المقاومة خطرا وذلك بسبب تطور المقاومة أثناء العلاج  وىو ما قد يسبب 

صابات ىذه البكتريا , الأمر الذي يتطمب البحث عن علاجات جديدة أو أستعمال إفشلا في علاج 
والبحث عن مثبطات ليذه     [8,7]ي ان واحد لمحد من مقاومة ىذه البكتريا   أكثر من علاج ف

 المضخات التي ليا دور كبير في المقاومة لأنواع مختمفة لممضادات .

حدى تقنيات البايولوجي الجزيئي تستعمل  لتضخيم الجين وتحديد وجوده إىي q RT-PCR   وتقنية 
, فضلا عن تحديد  التعبير الجيني لو حتى ولو لكمية قميمة من الجينات , تسمح لتضخيم  منتج 

cDNA) Complemantry DNA  )  المنسوخ عكسيا من mRNA   وىذا ما يسمى
quantitative reverse transcription Real Time PCR  (q RT –PCR)  الذي يعتمد عمى

, ممكن  (cDNA)الى  (RNA)المسؤول عن تحويل   Reverse Transcriptase ستعمال أنزيم إ
الذي يكون  House keeping geneمع الجين الأصمي  Target gene عمل مقارنة لمجين اليدف 

منو مستقر وامن في أنسجة مختمفة ,  وتتميز  mRNAضروري وأساسي لحياة الخمية  ويكون بناء 
بعدم الحاجة لأجراء الترحيل الكيربائي بيلام الأكاروز لناتج تفاعل تضخيم  Real Time PCR تقنية 

 .[9]  الجينات أذ يعمل الجياز عمى التفمور  والناتج من عممية تضخيم الجين
موجب الشحنة ( تمتمك سرعة عالية تنتج  أشعة بيتا ىي عبارة عن الكترونات أو بوزونات )الكترون 

عن النواة نتيجة لتفكك البروتون أو النيوترون تنتج البوزون والألكترون ويرافق أنبعاثيا جسيم يعرف 
اما ىي أشعة كيرومغناطيسية تصدر نتيجة جالنيوترينو عمى التوالي , أشعة  النيوترينو أو مضاد

ة الى الحالة الارضية أو عمى مراحل بالأنتقال الى حالة أقل أثارة لأنتقال النواة من الحالة المثارة مباشر 
ثم أقل وصولا لمحالة الارضية نتيجة أية عممية نووية أخرى كأنبعاث الفا أو بيتا أو تفاعل نووي اخر  ,

  [10]., لمتخمص من طاقة الأثارة 
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 المواد وطرائق العمل 

  لأشعة بيتا وكاما وحساب نسبة القتل :   P.aeruginosaأولا :   تعريض خلايا بكتريا 

 زرع البكتريا و تحديد نسبة القتل 
اما  جكتريا تحت الأختبار لأشعة بيتا و لتعريض خلايا الب [11]أتبعت الطريقة الموصوفة من قبل 

 وكالاتي : 
  نقمت مستعمرات نقية لبكترياP.aeruginosa  ساعة  24ار المغذي لمدة جمنماة عمى وسط الأ

ساعة بدرجة  18المعقم وحضنت لمدة     Trypticase soy brothمل من الوسط  150الى  
 م . 37°

  دورة بالدقيقة وأخذ الراسب 5000 أجري عمل طرد مركزي لمدة عشرة دقائق بسرعةpellet  وأعيد
 مل من محمول الممح الفسيولوجي المعقم لمحفاظ عمى حيوية الخلايا .  150تعميقو ب 

  (3,2,1)عالق البكتيري وعرض الى أشعة بيتا وكاما وبجرع مختمفة ولفترات مل من ال 1أخذ 
ساعة متقطع عمى مرحمتين . كل مرحمة ساعة واحدة وكما في جدول   2ساعة بشكل مستمر و 

 , مع ترك أنبوبة سيطرة بدون تعريض للأشعاع  . (3)
 [10]تم حساب الجرع الممتصة وفق العلاقات الاتية: 

D= 0.0576 Ø E (mrad/h) و D= 0.00179 Ø E (mrad/h)  بالنسبة لاشعة بيتا
S/4πR)ىي الفيض  Øىي الطاقة و  Eاما عمى التوالي حيث ان جو 

2
ىي الفعالية   Sو  (

 ىي المسافة .  Rو
  بعد أنتياء وقت التعريض للأشعاع تم عمل تخافيف متسمسمة بأستعمال محمول الممح الفسيولوجي

 Trypticase soy مل من كل تخفيف وزرعت من التخفيف الأول عمى أطباق   0.1ونقل 

agar   مل  1توزيع البكتريا المخففة عمى أربعة أنابيب أختبار وفي كل أنبوبة وضع  و حيثمعقم
سم  1اما مباشرة وبجرع مختمفة  وبفترات مختمفة ولمتوسط مدى جمنيا وعرضت الى أشعة بيتا  و 

مايكروليتر ووزعت بالناشر الزجاجي عمى وسط  5وبعد الانتياء من وقت التعريض أخذ 
Trypton soy agar  م وفي اليوم التالي تم حساب أعدادىا ° 37ساعة بدرجة  24وحضنت لمدة

 . ادناهالقتل من المعادلة المذكورة وحساب نسبة 
 ن القانون الاتي :.تم حساب عدد المستعمرات لكل طبق  وحسب نسبة القتل م 

               نسبة القتل =             

       
  X 011 

Control  : . تعني البكتريا قبل تعريضيا للأشعاع 
Treated  . تعني البكتريا بعد تعريضيا للأشعاع : 

 MexAB- OprMومضخة الدفق   MexXYثانيا : دراسة التعبير الجيني لمضخة الدفق 
ريض البكتريا  لأشعة بيتا قبل تعريض البكتريا  وبعد تع  mexBوجين  mexXبدراسة الجين  

 شممت :   Quantitative Real Time PCR  (q RT – PCR)ستعمال تقنية  بااما  جوأشعة 

  عدة لاستخلاصRNA     الكمي 

                                                           SV Total RNA Isolation System Kit     
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    Go Taq ® 1-Step RT-q PCR Systemعدة    و 

   محاليل البواديءPrimers Solution  
المشفر لمضخة   P. aeruginosaفي بكتريا  mexBأختير الباديء النوعي المستيدف لجين       

المشفر لمضخة الدفق  mexX,  وجين  [12]عمى وفق  ما ذكر  MexAB-OprMالدفق 
MexXY  [13]عمى وفق ماذكر  . 

 .  q RT-PCRالبواديء المستعممة في   (1)جدول 
أسن  ث

 الجين

 الباديء

Primer 

Primer sequencing) تتابع الباديء ) 

5-3'                                ' 

عدد 

 القىاعد

حجن 

 bpالناتج

 الوصدر

 

 

1 

 

 

mexX 

mexX1 '5-

TGAAGGCGGCCCTGGACATC

AGC -3' 

23 326  

 

 

 

 

 

(16 ) 

mexX2 ' 5-

GATCTGCTCGACGCGGGTCA

GCG-3' 

23 

 

2 

 

Rps 

rpsl-F '5-  

GCAAGCGCATGGTCGACAA

GA-3' 

21 201 

rpsl-R '5-

CGCTGTGCTCTTGCAGGTTG

TGA-3' 

23 

 

 

3 

 

 

 

mexB 

mexB1 '5- 

ATCCGCCAGACCATCGCCA- 

3' 

19  (18 ) 

mexB2 '5-

CATCACCAGGAACACGAGG

AGG-3' 

22 

 
   الكشف عن التعبير الجيني  لمضخة الدفقMexXY  ومضخة الدفقMexAB-OprM  

, وقد أستعممت المكونات   qRT-PCRتقنية بأستعوالmexB وجين   mexXبدراسة  الجين 
 ليذا الغرض . (2)المبينة في جدول

 وجين   mexXالخاص بتضاعف جين     q RT-PCR المكونات اللازمة لخميط تفاعل (2)جدول 
mexB   

حجم خميط التفاعل لأنبوبة  التركيز النهائي المكونات ت
 واحدة )مايكروليتر(

-Go Taq®1-Step RTمحمول    1
qPCR 

1x 12.5 

 2.5 بيكومول  1 بيكومول 10الباديء الأمامي  2
 2.5 بيكومول 1 بيكومول 10 الباديء الخمفي 3
4 RT mix 1X 0.5 
 RNA  5قالب  5
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 2  ماء مقطر معقم 6
 25  الحجم النهائي

 :عمى النحو الاتي    q RT-PCRثم برمج جياز 

 العممية                                       الخطوة
  cDNAلممسخ الأولي لشريط ° م (95)دقائق عند درجة حرارة  (15)دورة واحدة لمدة     1

 القالب.                             
 

2    
 دورة تضمنت : (  40)

A   (20  ) لمسخ ° م (95)ثانية عند درجة حرارةcDNA . القالب 
B  (20  )  لأرتباط البواديء ب °   م (60)ثانية عند درجة حرارةcDNA .القالب 
C   (30   ) لأستطالة البواديء المرتبطة .     ° م (72)ثانية عند درجة حرارة 

 cDNAللأستطالة النيائية لشريط ° م (72)دقائق عند درجة حرارة ( 5)  دورة واحدة لمدة    3
 المتضاعف  .

  الكشف عن  قيم التعبير الجيني  و حساب قيمةCt ∆   بحل القيم بيانيا بأستعمال   معادلة
 method Livak  : 

التي تظير عمى شكل منحنيات    Cycle Threshold (Ct)أستعممت  المعادلة أدناه لحساب قيم     
عندىا في أوجو وتمثل  (Fluorescence)والتي يكون التألق    Dissassociation Curveتفكك 

  ∆ Ctفي العزلات قيد الدراسة حيث أن  mexBوجين  mexXىذه القيم كمية التعبير الجيني لمجين   
 .  Livakحسب معادلة  [14]تي الا النحو عمى تحسب عينة لكل

 النتائج والمناقشة
 اما وحساب أعدادىا و نسبة القتل:جلأشعة بيتا و   P.aeruginosaأولا : نتائج تعريض بكتريا 

وبعد أجراء الخطوات اللازمة لتحضيرىا كما ىو مذكور بطريقة   P.aeruginosaبعد زرع بكتريا     
Trampus   , وبفترات   (3)اما مباشرة وبجرع مختمفة كما في الجدول جعرضت الى أشعة بيتا  و

 . (3), والنتائج موضحة في جدول  مختمفة
اما ووقت جبعد تعرضيا لأشعة بيتا و  P.aeruginosaعدد المستعمرات النامية لبكتريا   (3)جدول 

 وجرعة تعريضيا للأشعاع وحساب عدد مستعمراتيا و نسبة القتل ليا : 
 الوقت العينة

h)) 
 الجرعة الممتصة

Rad)) 
 .Pعدد مستعمرات  بكتريا 

aeruginosa 
النسبة المئوية 

 لمقتل %
P1 2  92 11 2.919 متقطعة % 
P2 3  74 39 4.379 مستمرة % 
P3 2  57 64 2.919 مستمرة % 
P4 1  52 72 1.460 مستمرة % 

Control 150 مستعمرة 
P1  P2, P3, P4, تعني بكترياP.aeruginosa  . وضع ليا ىذا الرمز لتمييزىا بالجرع عن الأخرى 
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وىو الى مصدر مشع  P.aeruginosaأنو عند تعريض بكتريا ( 3في جدول ) ت النتائج وضحأ 
ا بالمستمر حتى وعند يولمدة ساعتين وبفترات متقطعة كانت نسبة القتل ليا أعمى من تعريضسيزيوم 

زيادة فترة التعريض , وبذلك أثبت أن التعريض المتقطع ىو أفضل من التعريض المستمر لتقميل أعداد 
المسببة لأمراض خطسرة كونيا بكتريا أنتيازية , حيث  P.aeruginosaالبكتريا والقضاء عمى بكتريا 

عريض المستمر فبزيادة الوقت تزداد أما التعند تعريضيا بفترات متقطعة .  %92كانت نسبة القتل 
 نسبة القتل , لذلك تحتاج الى وقت أكثر لكي يتم القضاء عمييا بمعدل عالي .

  نتائج دراسة  التعبير الجيني لمضخة الدفق MexAB-OprM  ومضخة الدفقMexXY  
  q RT-PCRبأستعمال تقنية 

ومضخة  mexBبدراسة الجين   OprM-MexABتم الكشف عن التعبير الجيني لمضخة الدفق     
اما جلأشعة بيتا  و  قبل تعريضيا  P.aeruginosaفي بكتريا  mexXبدراسة الجين   MexXYالدفق 

وكذلك تم الكشف عن التعبير  البكتيري , RNA من خلال أستخلاص   q RT-PCRبأستعمال تقنية 
البكتريا النامية والتي كانت اما وذلك بأخذ جو  الجيني لممضخات اعلاه بعد تعرضيا لأشعة بيتا 

 اعدادىا قميمة جدا بعد تعرضيا للأشعاع وبجميع الفترات اعلاه .
أكثر من التعبير الجيني لمضخة الدفق  MexXYيتضح أن مضخة الدفق   (4)من الجدول       

MexAB-OprM  قبل التعرض للأشعاع , وأن قيم التعبير الجيني لممضختين أعلاه بدراسة الجين
mexB  وجينmexX  جدا عالي ناك تعبير جينيقبل التعرض للأشعاع  كانت جدا عالية , أي ى 
أعلاه , أي يعني وجود مقاومة عالية من البكتريا لدفق مضادات مختمفة  في تركيبيا  اتلممضخ

 الكيميائي ومنيا المضادات  الحيوية والمايكروبية ودفق مواد عديدة .

   P.aeruginosaلبكتريا  mexBوجين  mexXلمجين  Ct∆∆وقيم  Ct∆وقيم  Ctقيم    (4)جدول
 اما . جقبل تعريضيا لأشعة بيتا و 

Ration 

 

(Fold 

1) 

 

 

∆∆Ct 

Treated Calibrator  

sample 

 ∆Ct rps mexX ∆Ct rps mexX 

32.4 -5.02 4.41 22.3 26.71 9.43 16.11 25.54 1 

3.6 -1.84 5.09 18.85 23.94 6.93 16.33 23.26 2 

2435.5 -11.25 -0.98 34.47 33.49 10.27 17.27 27.54 3 

28.1 -4.81 -6.02 35.82 29.8 -1.21 33.95 32.74 4 

Ration 

 

(Fold 

1) 

 

 

∆∆Ct 

Treated Calibrator  

sample 

 ∆Ct rps mexB ∆Ct rps mexB 

32.4 -5.02 4.41 22.3 26.71 9.43 16.11 25.54 1 

18.0 -4.17 5.29 22.12 27.41 9.46 15.76 25.22 2 

6.4 -2.69 7.31 12.94 20.25 10 16.11 26.11 3 

6.3 -2.66 1.79 5.34 7.13 4.45 16.33 20.78 4 
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كان  MexAB-OprMومضخة الدفق  MexXYيتضح أن مضخة الدفق   (5)من الجدول   
تعبيرىا الجيني أقل بكثير مقارنة قبل تعريضيا للأشعاع  بل ومنيا وصمت الى الصفر أي أنيا لم تعبر 

 جينيا وىذه النتائج تبين أن أشعة بيتا وكاما ىي مثبط جيد وفعال ليذه المضخات .

 

  P.aeruginosaلبكتريا  mexBوجين  mexXلمجين  Ct∆∆وقيم  Ct∆وقيم  Ctقيم    (5)جدول
 اما . جتعريضيا لأشعة بيتا و  دبع

Ration 

 
(Fold 1) 

 

 

∆∆Ct 

Treated Calibrator  

sample 

 ∆Ct rps mexX ∆Ct rps mexX 

0.0 16.04 -1.96 24.94 22.98 -18 18 .0 0 1 

0.0 24.0 30.0 0 30 .0 6.0 40 .0 34 .0 2 

0.3 1.42 10.8 14.0 24.8 9.38 17.12 26.50 3 

0.8 0.3 10.0 15.0 25.0 9.7 18.0 27.7 4 

Ration 

(Fold 

1) 

 

∆∆Ct 

Treated Calibrator  

sample 

 ∆Ct rps mexB ∆Ct rps mexB 

0.0 16.06 -1.94 23.94 22.0 -18 .0 18.0 0 1 

0.0 13.04 -1.96 25.94 23.98 -15.0 15.0 0 2 

0.7 0.38 9.38 15.12 24.50 9 14.0 23.0 3 

3.2 -1.7 3.3 18.9 22.2 5 16.11 21.11 4 

 

 الأستنتاج 

 تعريض البكتريا المتقطع للأشعة أفضل من التعريض المستمر في ناحية التطفير.  -0
 يزداد بزيادة التعريض .  MexAB-OprMومضخة الدفق  MexXYالتثبيط  لمضخة الدفق  -2
 P.aeruginosaاما ىي مثبط  كفوء في تثبيط الجينات الأساسية  لبكتريا جأشعة بيتا و  -3

المسؤولة عن المقاومة  لممضادات الحيوية وبالتالي ىي كفوءة في قتل بكتريا 
P.aeruginosa . ويمكن استعماليا موضعيا ومباشرة وبجرع اشعاعية مقبول بيا 
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