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 Staphylococcus aureus, Klebsiella تـم التحـري عـن قـدرة عـزلات      

pneumoniae   نتاج حاملات الحديد التـيالمعزولة من حالات التهاب التجويف الأنفي  على ا
 ) (Rrogers,1973تعد أحد عوامل الضراوة الاساسية في احداث الاصابة استخدمت طريقـة 

لاستخلاص حاملات الحديد ثم اجري الاختبار الكيميائي والحيـوي للكشـف عـن حـاملات     
العزلات المدروسة على انتاج حاملات الحديد ممـا يؤكـد    وأظهرت النتائج قابلية جميع,الحديد

  .دورها في امراضية هذة الجراثيم
  

Detection of siderophores from Staphylococcus aureus, 
Klebsiella  pneumonia Isolated from rhinitis cases.  

  
Shaker G. Jarjees  Subhi H. Khalf  
Department of Biology  College of Nursing  

College of Science    
Mosul University  

 
Abstract: 
           The ability of Staphylococcus aureus,Klebsiella.pneumoniae 
isolated from rhinitis cases to produce siderophores as avirulence factor 
was  estimated. Rogers method used for extraction of siderophores and 
then the chemical and biological assay  performed to detect  
siderophore.The results showed ability of all strains to produce 
siderophores which confirmed its roles in pathogenesis. 

  

 ٢٣/٦/٢٠١١: ؛ تاريخ قبول النشر ٢/٥/٢٠١١: تاريخ تسليم البحث



  
 

٥٦٩ 

  … في Siderophores التحري عن حاملات الحديد 

 
لنمو البكتريا والاحيـاء المجهريـة الاخـرى اذ     اًومحدد اًضروري اًالحديد عنصريعد 

في البروتينات التي تساهم في عمليات نقل الالكترون  redox catalystستخدم كعامل مؤكسد تُ
من اهم العناصر للبكتريا لغرض احداث الإصابة اذ يشارك فـي  يعد في السلسة التنفسية كذلك 

 Jawetz etal., 2004; Griffiths, 1987; Sigel and(العديد مـن الوظـائف الايضـية    

Sigel, 1998(،    في البيئات الهوائية ذات الرقم الهيدروجيني الفسيولوجي المتعـادل يتواجـد
وتكون ترسبات هيدروكسيدية واوكسـي هيدروكسـيدية   ) Fe+3(الحديد بشكل ايونات الحديدك 

ذات الفـة  نات السكرية البروتيغير ذائبة فاللبائن تواجه ظروف قلة الحديد وانعدامه بامتلاكها 
رين واللاكتوفرين التي تعمل على توفير عنصـر الحديـد   فعالية للارتباط بالحديد مثل الترانس

  ).Weinberg, 1999(لخلايا المضيف مع تحديد وتقليل الحديد الحر للمكروبات المرضية 
ية اغلب هذه الكمفان ن جسم الانسان يحوي كمية كبيرة من الحديد، ألرغم من وعلى ا

 تركيز الحديد الحر القابل للاستخدام يكون ضئيلاًان للاستخدام من قبل الجراثيم، اذ قابلة غير 
مع بروتينات الجسم المختلفة بحيـث لا يـدعم نمـو      اًن اغلب الحديد المتوفر يكون مرتبطلا

 ,.Braun etal., 1998; Murray etal., 1999; Barberis etal( وتكاثرهـا  البكتريـا 

1986.(  
مايكرومول من الحديد الحر لغرض النمو وبما ان تركيـز  ) ٤ – ٠.٤(تحتاج البكتريا 

 الحديد الحر في الدم واللمف وسوائل الجسم الخارج خلوية والافرازات الخارجية يكون قلـيلاً 
متعددة للحصول على الكميـة  اليات ق وائلتر، لذا تستخدم البكتريا طر/مول ٨-١٠جداً بتركيز 
الحديد لغرض النمو التكاثر ومنها امتلاك اغلب البكتريا انظمة امتصاص واطئـة  المناسبة من 

الالفة للحديد التي تمكن البكتريا من استخدام الاشكال المتعددة من الحديد على الرغم من قلـة  
 ;Fe+3 )Jawetz etal., 2004; Murray etal., 1999ذوبانية مركبات الحديد ثلاثية التكافؤ 

Payne, 1993.(  
تحصل العديد من البكتريا على الحديد المرتبط ببروتينات المضيف من خـلال صـنع    

التي هي مركبات عضوية واطئة الوزن الجزيئـي   Siderophoresوافرازها الحديد  املاتح
 المضيف لجـذب الحديـد مـن بروتينـات    خلايا عالية الالفة للارتباط بالحديد اذ تتنافس مع 

  ).Clarke etal., 2001; Ratlage and Dover, 2000( المضيف
انعدام او قلة الحديد في البيئة الميكروبية يحفز الجرثومة على استنساخ الجينات التـي  

الى صنع مجموعة المسـتقبلات   فضلا عنع حوامل الحديد صنتشفر للانزيمات المسؤولة عن 
  ).Peterson, 2000(الحامل للحديد  Sideropheresالبروتينية المتخصصة للارتباط بـ 
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  بعد ان يتم جذب الحديد من قبل حوامل الحديد تنقـل هـذه المعقـدات التـي تسـمى     
داخل الخلية البكتيريـة عـن طريـق مسـتقبلات بروتينيـة      ى ال Ferru siderophoreبـ  

 Jawetz etal., 2004; Griffiths and(الحديد في الغشاء الخـارجي   تمتخصصة لحاملا

Williams, 1999.(  
البروتينات المختلفة للغشاء الخارجي تشارك في نظام اخذ الحديـد ونقلـه داخـل    ان 

توجد اختلافات كبيرة ما بين الانواع البكتيرية في انظمة اخذ ونقل الحديد داخل الخلايا  ،الخلية
)Clarke etal., 2001.(  

ية الالفـة  ففي البكتريا سالبة الكرام انظمة النقل للحديد تتضمن مستقبلات بروتينية عال
للحديد التي توجد في الغشاء الخارجي للبكتريا هذه المستقبلات تعمل علـى انتـزاع معقـدات    

Ferru siderophores    ــي ــبلازم المحيط ــى ال ــارجي ال ــاء الخ ــر الغش ــا عب   ونقله
)Buchanan etal., 1999 (  داخل البلازم المحيطي ترتبط هذه المعقدات ببروتينات الـبلازم

 ATPالتي ترتبط مباشرة بالنواقل البروتينية المعتمدة علـى  ) Haag etal., 1994(المحيطي 
  والمرتبطة بالغشاء وهذه النواقل تكمل عملية نقـل الحديـد الـى داخـل الخليـة البكتيريـة       

)Nikaido and Hall, 1998; Boss and Eppler, 2001.(  
ط بالبروتينـات  ترتب Ferrisiderophoresاما في البكتريا موجبة الكرام فان معقدات 

التـي   ABC transportersعد ذلك ترتبط بـ وبالدهنية الموجودة على سطح الخلية البكتيرية 
  .تكمل نقل الحديد الى داخل الخلية

مختلفة مـن   تحت ظروف قلة الحديد مثل بيئة المضيف البكتريا المعوية تصنع انواع
  تـين، المجموعـة الاولـى    الحديد التي تعـود الـى مجمـوعتين كيميـائيتين مختلف     تحاملا
 Hydroxamate-type، والثانية هـي مجموعـة   Phenolate-Type siderophoreتضم 

siderophores )Griffiths etal., 1988.(  
كثر شيوعاً ما بين افـراد العائلـة   أ Type siderophore Phenolate-تعد مجموعة 

وهو مركب ثلاثي الحلقـات   Enterobactinو  Enterochelinالمعوية والتي تتمثل بمركب 
خذ الحديد الـرئيس للعائلـة   أويعد هذا المركب نظام  hydroxy-benzoyl-serine-3 ,2من 

   E. coilالمعويــة والتــي تصــنع مــن قبــل اغلــب العــزلات الســريرية لجرثــومتي  
  ).Salmonella spp. )Griffiths, 1987و 

مركبـات  فهـي تضـم    Hydroxamateالحديـد مـن النـوع الــ      تاما حـاملا 
Ferrichromes  التي تصنع من قبل الفطريـات، Ferriexamines ،Aerobactin .  ويعـد

Aerobactin ث تم اثبات دوره كعامل ضـراوة فـي العديـد مـن     ياكثرها اهمية للبكتريا ح
  ).de Lorenzo and Martinz, 1988(الجراثيم 
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يعاد هذا المركب الـى   بالثباتية العالية والذوبانية الجيدة اذ Aerobactinيمتاز مركب 
الخلية الجرثومية بعد كل دورة من دورات نقل الحديد من المضيف الى الجرثومة، امـا الــ   

Enterobactin   ــانزيم الايســتريز مباشــرة بعــد تحــرر الحديــد منــه   فانــه يــتحطم ب
)Wooldridge and Williams, 1993 (      لكن اغلب السـلالات لهـا القـدرة علـى انتـاج

Enterobactin نسبة قليلـة مـن العـزلات تنـتج     وAerobactin     وهـذا يـدل علـى ان
Enterobactin   يعطي الجرثومة فائدة اضافية اذ يكـونEnterobactin    ذات الفـة عاليـة

فتكـون ذات   Aerobactinلايونات الحديدك واكثر قابلية لسحب الحديد من الترانسفرين امـا  
مع الترانسفرين لجذب الحديد اذ يكون مصـدر  الفة واطئة لايونات الحديدك واقل قدرة للتنافس 

  ).Griffiths, 1987; Brock etal., 1991(هو خلايا المضيف  Aerobactinالحديد لـ 
الى ان اجناس العائلة المعوية تقسم الى مجموعتين  )١٩٨٧(واخرون  Martinzاشار 

المجموعة الاولى تضم السلالات ذات المعـدل   Aerobactinنتاج على ااعتماداً على قدرتها 
ــاج  ــواطيء لانت ــاس  Aerobactinال ــم اجن ، Proteus ،Serratia ،Salmonellaوتض

 .Eوتضـم جـنس    Aerobactinالمجموعة الثانية تضم السلالات ذات المعدل العالي لانتاج 

coli.  
املات الحديـد  فانها تمتلك القدرة على انتاج النوعين من ح Klebsiellaاما جرثومة 

Aerobactin  وEnterobactin )Podschun etal., 1992; Williams etal., 1987.(  
  ع صــنالـرغم مـن ان اغلـب سـلالات جرثومــة الكلبسـيلا لهـا القـدرة علـى         علـى  

لكن لوحظ من النادر عزل السلالات المنتجـة  ) Aerobactin )Poschun etal., 1992الـ 
 Williams(يرية بغض النظر عن النوع او منطقة العزل من الحالات السر Aerobactinلـ 

& Carbontti,1986 .(  
  

 
 

 K.pneumoniaeعزلة من جرثومة  ٢٠و S.aureusعزلة من جرثومة  ٤٤استخدمت      
 Prescott(معزولة من حالات التهاب التجويف الانفي واجري تاكيدا لتشخيصها استنادا الى

etal.,1996:Baron & Finegold,1990;Collee etal.,1996 ( حيث اجريت اختبارات ،
التحري على العزلات التي ظهرت على شكل مستعمرات وردية مخاطية مخمرة لسكر 
اللاكتوز على وسط الماكونكي وعلى العزلات التي ظهرت على شكل مستعمرات  دائرية 

ام التي شملت صبغة كرام،اختبار فعالية انزيم السايتوكروم كبيرة ذهبية اللون كريمية القو
  .كما اجريت العديد من الاختبارات الكيموحيوية اللازمة لتشخيص الجرثومتين .والكتاليز
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Siderophores 
  استخلاص حاملات الحديد -أ

  لاستخلاص حـاملات الحديـد مـن جرثـومتي     ) ,١٩٧٣Rogers(استخدمت طريقة 
K.  pneumoniae, S.  aureus    المعزولتين من المرضى المصابين بالتهاب الانـف الحـاد

                 ي التعليمــي علــى مــدى ســبعة اشــهرزهــراووالمــزمن مــن مستشــفيات الســلام، ال
  ).٢٠٠٥(ولغاية شهر نيسان ) ٢٠٠٤(من شهر ايلول 

  وسط الادنى ذات العوز للحديد المن  3سم) ١٠٠(في  عد تشخيصهاب تم تلقيح العزلات
Tris minimal suc<cinate medium  مضـاف اليهـا  وال) ٩-١-٣(المحضرة في الفقرة 

) ٠.٥(، حـامض البانتوثينـك   casaamino acid 1%احمـاض امينيـة   : المكونات الاتية 
مـايكرومولار، كلوريـد   ) ٥٠(، ثايمين ٣سم/مايكروغرام) ٠.٠١(، بايوتين ٣سم/مايكروغرام
م o)٣٧(حضن الوسط بدرجة . مايكرومولار وبدون اضافة الكلوكوز والحديد) ١٠٠(الكالسيوم 

ساعة، جمعت الخلايا الجرثومية بوساطة الطرد المركزي المبرد الفوقي بسـرعة  ) ٢٤(ولمدة 
)11000 g ( بدرجة)٤(oاخذ الطافي . مSupernant  ف اليـه  من المزرعة الجرثومية واضـي
وتم تبخير الخـلات   Acidifedلغرض تحميضه  Ethyl acetateمن خلات الاثيل  3سم)٤٠(

وتـم الحصـول علـى     Rotary evaporator vacuumباستخدام جهاز المبخـر الـدوار   
) ٤٠٠(حاملات الحديد، اذيب المستخلص في  للتحري عن Crude extractالمستخلص الخام 

الترشيح لغـرض اسـتخدامه فـي الاختبـارات الكيميائيـة      معقم بمقطر مايكروليتر من ماء 
  .، علماً ان الماء المستخدم في هذه الاختبارات خالٍ من الايوناتوالحيوية

  
  Siderophores chemical assayالاختبار الكيميائي للكشف عن حاملات الحديد  -ب

العديد من حاملات الحديد تكون معقدات لونية مع الحديد، لذا يمكـن الكشـف عـن    
حاملات الحديد من خلال تكوين معقدات لونية بعد اضافة الحديد الى المحلـول الطـافي مـن    

  .)Clark and Bavoil, 1997(المزرعة الجرثومية 
التـي   Ferric perchlorate assayاستخدمت طريقة اختبار بروكلورايت الحديديك 

مـن كاشـف    ٣سـم ) ٢.٥(من الطافي من المزارع الجرثومية مع  ٣سم) ٠.٥(تتضمن مزج 
. HClO4مولار ) ٠.١(في  Fe(ClO4)3مولار من ) ٥(بيروكلورايت الحديديك المحضر من 

  ظهور اللون البرتقالي الى الارجواني يدل على وجود حـاملات الحديـد فـي المحلـول أي     
 اج هذه العوامل التي تعمل على جذب الحديد مـن بروتينـات المضـيف   قدرة البكتريا على انت

)Atkin etal., 1970(.  
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  Siderophores Bioassayالاختبارات الحيوية للتحري عن حاملات الحديد  -ج
 Iron-deficient minimalالحديـد  الخـالي مـن ايونـات    تم تلقيح الوسط الادنى 

medium  مـايكرومول مـن مـادة    ) ٢٥(الحاوي علىEthyl diamine-di(o-hydroxy 

phenol acetic acid)  )EDDHA (    المخلبية التي تعمل على ازالة الحديـد المتبقـي مـن
ية قيد الدراسة، ثم وزعت اقـراص مشـبعة   فتمن العزلات البكتيرية ال) ١٠٤(الوسط بتركيز 

علـى   (Rogers, 1973)يد المحضرة بطريقـة  بالمستخلص الخام الحاوي على حاملات الحد
ساعة، بعد انتهاء فترة التحضـين  ) ٢٤(م ولمدة o)٣٧(سطح الوسط الزرعي وحضنت بدرجة 

ــة     ــى النتيج ــدل عل ــي ت ــراص الت ــول الاق ــف ح ــو الكثي ــدوث النم ــيم ح ــم تقي   ت
ــام      ــتخلص الخ ــي المس ــد ف ــاملات الحدي ــود ح ــار أي وج ــذا الاختب ــة له   الموجب

(Sebulsky etal., 2000; Clarke and Bavoil, 1997)  .    كما اجـري اختبـار سـيطرة
لاثبات ان العامل المحفز لنمو الجراثيم حول الاقراص المشبعة بالمستخلص الخام هو حاملات 

اذ تم الحصول على المستخلص . الحديد وليس مكونات الوسط الادنى من الفيتامينات والاملاح
لوحده بدون وجـود الجـراثيم، ثـم حضـرت      Minimal mediumالخام من الوسط الادنى 

اقراص مشبعة بالمستخلص الخام وثبتت على الوسط الزرعي الادنى الملقـح ايضـاً بتركيـز    
سـاعة،  ) ٢٤(م لمدة o)٣٧(من الخلايا الجرثومية قيد الدراسة وحضن الوسط بدرجة ) ١٠٤(

لنمو الجـراثيم هـو    على ان العامل المحفز عدم ظهور نمو كثيف حول الاقراص يكون دليلاً
  .(Sebulsky etal., 2000)حاملات الحديد وليس مكونات الوسط الادنى 

  
 

للتحري  Ferric perchlorate assayاستخدمت طريقة بروكلورايت الحديديك 
لجرثومتي التابعة  كيميائياً عن حاملات الحديد واظهرت النتائج قابلية كل العزلات

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae الحديد اذ  على انتاج حاملات
صورة (الارجواني –اللون البرتقاليالتي تم الاستدلال عنها بظهور  %١٠٠كانت نسبة الانتاج 

الحديد مع حاملات الحديد المتواجدة في راشح المزرعة الجرثومية نتيجة لتفاعل ) ١رقم
  ).Rogers, 1973(المستخلصة بطريقة 
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  على  S. aureusيوضح قدرة جرثومة  Ferric perchlorateاختبار ) ١(صورة 
  انتاج حاملات الحديد

كاختبـار حيـوي تاكيـدي    ) Sebulsky etal., 2000(كما استخدمت طريقة الباحث 
الدراسـة علـى   لوجود حاملات الحديد واجري الاختبار واوضحت النتائج قدرة العزلات قيد 

انتاج حاملات الحديد اذ حصل نمو بكتيري كثيف حول الاقراص المشبعة بالمستخلص الخـام  
مما يدل على وجود حاملات الحديد في المسـتخلص  )٢(الحاوي على حاملات الحديد الصورة 

الخام كما اظهرت النتائج عدم حدوث تحفيز للنمو البكتيري حول الاقراص المشبعة بمستخلص 
الزرعي الادنى بدون الجراثيم كاختبار سيطرة مما يؤكد ان تحفيز النمو البكتيري حول  الوسط

الاقراص يعود الى وجود حاملات الحديد وليس بسبب تحفيز مكونات الوسط الزرعي الغنـي  
  .مغذيات المشجعة لنمو البكترياالبالفيتامينات والاحماض الامينية و

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

قيد  K. pneumoniaeجرثومة يبين قدرة عزلات  Bioassayاختبار حيوي ) : ٢(صورة 
 الدراسة على انتاج حاملات الحديد

+  -  
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الـذين وجـدوا ان   ) 1992( واخرينPodschun اتفقت نتائج هذه الدراسة مع دراسة
المعزولة من الحالات السريرية كانـت منتجـة    K. oxytocaو  K. pneumoniaeعزلات 

  مـن العـزلات كانـت منتجـة     %) ٩٩.٤(، %)٩٨.٨(لحاملات الحديـد وبنسـب عاليـة    
  لجرثومـة %) ٤(فكانت بنسـبة   Aerobactin، اما العزلات المنتجة لـ Enterobactinلـ 

 K. oxytoca  من عزلات %) ٦(وK. pneumoniae    وهذا يؤكد على ان انتـاج حـاملات
لا تعد الوسيلة الرئيسة للجرثومة في اخذ الحديد ونزعـه مـن    Aerobactinالحديد من نوع 

كعامل ضراوة مهـم   Aerobactinبروتينات المضيف او من البيئة الخارجية لذا لا يعد انتاج 
  .للجرثومة في احداث الخمج

  الذين اشاروا الـى ان  2000) (واخرين  Podschun واتفقت نتائج الدراسة مع دراسة
  انتاج حاملات الحديد تعد أحد عوامـل الضـراوة للجرثومـة خاصـة فـي البيئـات قليلـة        

 ـ     مـع بروتينـات    اًالمحتوى الغذائي من الحديد مثل بيئة المضيف اذ يكـون الحديـد مرتبط
  %) ١٠٠( عزلـة بنسـبة  ) ٩٢(المضيف مثل اللاكتوفرين والترانسفرين اذ وجد الباحـث ان  

%) ٩٩(عزلة بنسبة ) ٢٠٥(و  Enterobactinكانت منتجة لـ  K. Planticolaمن جرثومة
  وايضـاً اتفقـت نتـائج     Enterobactinكانت منتجـة لــ    K. pneumoniaeمن جرثومة 

  مـن عـزلات   %) ٩٩(الذي اسـتنتج بـان   ) Podschun etal., 2001(الدراسة مع دراسة 
K. pneumoniae لات الحديد من كلا النوعين كاحد عوامل الضراوةكانت منتجة لحام.  

المعزولـة مـن حـالات     K. pneumoniaeاشارت الدراسة الحالية الى ان عزلات 
التهاب التجويف الانفي كانت منتجة لحاملات الحديد وهذا يؤكد على اهمية العوامل في جـذب  

رين التـي تكـون ذات الفـة    بروتينات المتواجدة في افرازات الانف مثل اللاكتوفالالحديد من 
عالية للارتباط بالحديد لذا تعد حاملات الحديد لهذه العزلات عوامل ضراوة تسـاعدها علـى   
مواجهة ظروف البيئة الخارجية ذات المحتوى الواطيء من الحديد مما يسـاعد علـى البقـاء    

هـا الايضـية   ة فعاليتامبصورة نشطة بالاعتماد على الحديد المرتبط ببروتينات المضيف في اد
  .وانتاج عوامل الضراوة واحداث الاصابة

لى وجود علاقة مترابطة ما بـين  ع SanSonetti )( 1986و  Nassif واكد الباحثان
   aerobactinوقدرة هذه السـلالات علـى صـنع الــ      K. pneumoniaeضراوة جرثومة 

 K1من السلالات المصـلية   Aerobactinاذ تناول الباحثان قطعة الجين المسؤولة عن صنع 
ونقلت الى سلالات غير منتجة لحاملات الحديد وبعد عملية النقـل والتحـول الجينـي     K2و 

  .لوحظ زيادة ضراوة هذه السلالات في الحيوانات المختبرية
ــد ) Carbonetti )1986و Williams واكــد الباحــث علــى دور حــاملات الحدي

Enterobactin  والـAerobactin راوة مهمة للعديد من سلالات كعوامل ضE. coli   فـي
  .Extra intestinal infectionاحداث الاخماج خارج المعوية 
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