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  الملخص

 من دراسة سابقة وجرى التأكد من التـشخيص ثانيـةً بإعـادة             Streptomyces سلالة من جرثومة     14ذت  أخ

زرعها على مزرعة الشريحة لملاحظة شكل الغزل الهوائي والأرضي لها، أختبر مقاومتها تجاه المـضادات               

الحيوية حامض النالدكسيك والامبسلين والكلورامفينيكول والسيفالكسين والريفامايسين والجنتامايسين واسـتناداً          

أجري التحييد التلقـائي لهـذه      .  سلالات الأكثر مقاومة للمضادات قيد الدراسة      4لاف المقاومة تم اختيار     لاخت

ثم أجري التحييـد باسـتخدام الأس الهيـدروجيني    ) %4 – 0(السلالات كنموذج سيطرة وكانت نسبة التحييد 

قيد الدراسة ثـم اسـتخدم   تجاه المضادات الحيوية ) %100 – 22(إذ حصلنا على نسب تحييد ) pH(ألحامضي

محيدات فيزياوية وكيمياوية لإجراء مقارنة مع التحييد بالأس الهيدروجيني ألحامضي إذ اسـتخدمت درجـة               

 µg/ ml , 50 100 بتركيز  SDS ومادة الـ µg/ ml , 50 µg/ ml 100الحرارة والاكردين البرتقالي بتركيز 

µg/ ml  20 – 4(و ) %6 – 0(و ) %12 – 0(و ) %20 – 0(و ) %60 – 4( إذ حصلنا على نسب تحييـد% (

على التوالي مما يثبت بأن استخدام الأس الهيدروجيني الحامضي له تأثير تحييدي أقوى في تحييد محتوى الـ                 

DNA    البلازميدي لجرثومة Streptomyces          من بقية المحيدات شائعة الاستخدام بالإضافة إلى سهولة التعامل 

 الكروموسومي للبكتريا وفيه مخـاطر      DNA الكيمياوية التي بعضها يكون مطفراً للـ        معه مقارنة بالمحيدات  

  . نفسهأيضا على الباحث

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT  
Fourteen strain of Streptomyces were obtained from a previous study and their identity 

was ascertained by using slide culture method that showed their aerial and earthy hyphae. 
Antibiotic susceptibility of the strains towards Nalidixic acid, Ampicillin, Chloramphenicol, 
Cefalexin, Rifamycin and Gentamycin were tested and the four most resistant were selected 
for subsequent analysis. Spontaneous curing was obtained as a control sample and we 
noticed (0-4%) curing percentage, after treatment of the isolates with acidic pH we noticed 
(22-100%) curing percentages towards the antibiotics understudy .Then we used various 
chemical and physical curing agents to compare them with acidic pH treatment. We found 
that elevated temperature, acridine orange (50µg/ml), (100µg/ml), SDS (50µg/ml) and 
(100µg/ml) had the ability to cure the isolates at various percentages (4-60%), (0-20%), (0-
12%), (0-6%), (4-20%) respectively. This indicated that using the acidic pH has an effective 
curing ability to cure the plasmid DNA of Streptomyces much better than other well known 
curing agents .Low pH is also much easier and safer to handle as compared with chemical 
compounds that can be mutagenic to chromosomal DNA and harmful to the researcher 
himself . 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة 

 والتـي   Actinomycetes من أحياء التربة المجهرية المهمة والتي تعود للجنس          Streptomycesتعد جرثومة   

تنمو أفراده بشكل خيوط متشبعة تتمايز لتنتج السبورات تأتي أهميتها من قدرتها على إنتاج المضادات الحيوية                

  ).Crameri et al., 1986( من المضادات المنتجة من قبل الأحياء المجهرية تعود لهذا النوع %60حيث 

ف المركبات التي لها القدرة على إحداث تحييـد         أجريت العديد من الاختبارات والبحوث في المختبرات لاكتشا       

 التي لها القدرة على الاندساس داخل       للبلازميدات البكتيرية، وأن أكثر هذه المركبات شيوعاً هي تلك المركبات         

 Aminoacridines و Nitroacridinesمـن هـذه المركبـات    ) DNA) DNA intercalating agentsالـ 

، هذه المركبات تحوي حلقات كارهة للماء معقدة )Propidium) Hahn, 1976 والـ Ethidiumوأملاح  الـ 

 ثنائي الخيط وتتمكن من الدخول إلى الخلية البكترية         DNAتستطيع أن تنحشر بين القواعد النتروجينية في الـ         

و  Recombinationوالتداخل مع عدة فعاليات حيوية منها التضاعف والاستنساخ والترجمة وإعادة التـشكيل             

RNA splicing وتواجد البلازميدات وإحداث طفرات الإزاحة  Frame shift mutations  كما تتمكن هـذه ،
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 علـى التـضخيم     DNA من إحداث طفرات الحذف وتحفيز قطع الـ         Streptomycesالمركبات في جرثومة    

Amplification  وخصوصاً في الأطراف النهائية للكروموسوم الخيطي لهذه البكتريـا )Lee et al., 1996 .(

وجد أن بعض المضادات الحيوية لها القدرة أيضا على إحداث التحييد عند استخدامها بتركيز أقل من التركيز                 

 والتي تؤثر علـى  Coumermycin A1 و Clorobiocin و Novobiocinالمثبط الأدنى للبكتريا مثل مضاد 

 A اللذان يؤثران على الوحدة Nalidixic acidو  Oxolinic acid ومضاد DNA gyrase من انزيم Bالوحدة 

 R plasmid في تحييد بلازميـدات المقاومـة   Nalidixic acid إذ يستخدم المضاد DNA gyraseمن أنزيم 

  ).Hooper et al., 1984(وليس له تأثير على غيره 

 ـ         بلازميدات عملية تحييد ال   إن ا دوركبيـر فـي      عن مختلف وظائفها باستخدام انواع متباينة من المحيدات له

  البلازميـدات   بالاضافة الى وصف ودراسة مورثات التضاعف في        البلازميدات تشخيص العلائم الوراثية في   

)Hooper et al., 1984 (    كما يحاول الباحثين الاستفادة من تجارب التحييد في البحـوث الدوائيـة اذ لاحـظ

Hahn) 1976 ( ان بكتريا S. typhimurium2500بسلين إلى حـد  المقاومة لمضاد الأم µg/ml   تمكـن مـن 

 مترافقاً مـع  µg/ml 60 ساعات من التحضين باستعمال مضاد الأمبسلين بتركيز  6القضاء عليها بعد مرور 

  .المحيد بروميد الأيثيديوم

 المواد وطرائق العمل

  جمع العزلات الجرثومية وتشخيصها

بة المشخصة سابقاً من قبـل الـسماك         المعزولة من التر   Streptomyces  سلالة من جرثومة   14أخذت  

إذ جرى تأكيد تشخيصها ثانيةً باعادة زرعها على مزرعة الشريحة وملاحظة شكل الغزل الهـوائي               ) 2006(

  .والأرضي لها
  

  مقاومة المضادات الحيوية

 التي لها القابلية على مقاومة المضادات الحيويـة قيـد           Streptomycesلغرض تحديد سلالات جرثومة     

 مـن المـضادات     µg/mlة فقد لقحت أوساط المضادات الحيوية بالسلالات قيد الدراسـة وبـالتراكيز             الدراس

) 30(/Cfوالسيفالكـسين ) 20(/Cmوالكلورامفينيكول) 50 (/Apوالأمبسلين) NA/)30حامض النالدكسيك :التالية

اليل الخزنيـة لكـل     ، حضرت هذه الأوساط بعد تهيئة المح      )20(/GMوالجينتامايسين  ) Rif/)10والريفامايسين

 زرعت السلالات بطريقـة التخطـيط علـى اوسـاط           ) .Puhlar) 1984 و   Timmisمضاد وحسب طريقة    

  .ْم37 ساعة بدرجة 24المضادات وحضنت لمدة 
  

  Streptomycesتحييد المحتوى البلازميدي لجرثومة 
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نة بالتحييد التلقائي    مقار Streptomyces أربعة أنواع من المحيدات في تحييد سلالات جرثومة          تاستخدم

  . لمقارنته مع بقية المحيدات الأربعةControlالذي درس ليكون نموذج سيطرة 

  التحييد التلقائي وتحضير الطبق الرئيسي

 مل من وسـط  5 اذ لقح Streptomycesفي تحييد سلالات جرثومة ) Meyer ) 1974استخدمت طريقة 

 مل من هذه المزرعـة الـى   0.1 ساعة، نقلت    24 لمدة   ْم37المرق المغذي بسبورات الجرثومة حضن بدرجة       

ْم ثم حـضرت تخـافيف مـن        37 ساعة بدرجة    24 مل من المرق المغذي حضن ايضاً لمدة         5أنبوبة تحوي   

 100 سـاعة ثـم نقلـت        24ْم لمـدة    37المزرعة النهائية ونشرت على وسط الأكار المغذي حضنت بدرجة          

 نقلت هذه المستعمرات من الطبـق  Master plateطبق الرئيسي مستعمرة الى وسط الأكار المغذي لتحضير ال

  .الرئيسي الى أطباق المضادات الحيوية قيد الدراسة لتحديد نسبة التحييد في كل مضاد
  

   باستخدام الأس الهيدروجيني الحامضيStreptomyces البلازميدي لجرثومة DNAالـ تحييد 

 الأس الهيـدروجيني  حيث أستخدم Streptomycesجرثومة في تحييد سلالات  ) Sinha) 1989استخدم طريقة   

pH6 و pH5 كعامل محيد علما أن الـ pHالطبيعية لنمو هذه الجرثومة هي pH 7. مل من المـرق  5إذ لقح 

مـل مـن المزرعـة     0.1 ساعة ثم أخذ 24ْم لمدة 37المغذي بمستعمرة مفردة من الجرثومة وحضن بدرجة 

 نميت عند نفس ظروف التحضين السابقة pH 6 وثم pH 5رق المغذي عند  مل من الم5الجرثومية ولقح في 

 مل من التخفيف المناسب على وسط الاكار المغذي الذي منـه حـضر              0.1ثم حضر تخافيف عشرية وفرش      

  . والذي بدوره نقل الى اوساط المضادات الحيوية قيد الدراسة Master plateالطبق الرئيسي 
  

   باستخدام الحرارةStreptomycesي لجرثومة  البلازميدDNAالـ تحييد 

 إذا استخدمت درجـة    Streptomycesفي تحييد سلالات جرثومة     ) 1969( وآخرون   Baldwinاستخدم طريقة   

  .ْم37 28 – علما ان الدرجة الحرارية المثلى لنمو هذه الجرثومة تتراوح بين , كعامل محيدم 42ْحرارة 
  

   باستخدام الاكردين البرتقاليStreptomyces  البلازميدي لجرثومةDNAالـ تحييد 

 باستخدام الاكـردين    Streptomycesفي تحييد سلالات جرثومة     ) Barrow) 1988 و   Lovellاستخدم طريقة   

  .µg/ml 100  و µg/ml 50البرتقالي حيث أستخدم تركيزين من هذا المحيد هما  
  

 SDSمادة الـ ام  باستخدStreptomycesالبلازميدي لجرثومة  DNAالـ تحييد 

 باسـتخدام مـادة     Streptomycesفي تحييد سلالات جرثومـة      ) 1974( وآخرون   Tomoedaاستخدم طريقة   

Sodium dodecyl Sulfate (SDS) 50 إذ استخدمت هذه المادة بتركيزين µg/ml 100  و µg/ml.  
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  النتائج والمناقشة

  مقاومة المضادات الحيوية

 تجاه المضادات الحيوية قيد الدراسة أنتخب اربعة سلالات         Streptomycesمة   سلالة من جرثو   14بعد اختبار   

  ).1(التي تقاوم اكبر عدد من المضادات الحيوية وكما موضح في الجدول 

   تجاه المضادات الحيوية قيد الدراسةStreptomycesمقاومة جرثومة : 1الجدول      

اكيز النهائية للمضادات الحيوية قيد أوساط الأكار المغذي الحاوي على التر

 رقم العزلة )µg/ml( الدراسة بالـ

Nal (30) Ap (50) Cm (20) Cf (30) Rif (10) Gm (20) 

1 R R R R S R 

2 R R S R R R 

3 R S R R S S 

4 R R R R R S 

   الى صفة المقاومة للمضاد الحيويRتشير       

   الى صفة الحساسية للمضاد الحيويS      تشير 
  

أن جميع المضادات الحيوية قيد الدراسة جرى مقاومتها من قبل سـلالات جرثومـة              ) 1(يلاحظ من الجدول    

Streptomyces                  وهذا قد يعود إلى كون هذه الجرثومة هي أصلاً منتجة للمضادات وبنفس الوقـت تحمـي ،

 Freeman وضـح الباحثـان   نفسها من تأثير المضادات التي تنتجها بآليات مقاومة المضادات المختلفـة، إذ أ 

 Oxyteracycline على إنتـاج مـضاد الــ    Streptomyces rimosusقدرة بكتريا ) Hopwood )1978و

وتقاومه هذه الجرثومة في الوقت نفسه واستناداً لذلك فقد ذكر العديد مـن العلمـاء بـأن مورثـات مقاومـة                     

 التي تنتج   Streptomycesرثات من جرثومة    المضادات الحيوية في مختلف أنواع البكتريا المرضية أصلها مو        

ذلك المضاد ومما قد يؤيد هذا الاستنتاج هو تماثل الأنزيمات التي تحطم المضادات الحيويـة فـي البكتريـا                   

  .Streptomycesالحقيقية وفي جرثومة 
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 ضـخ   لقد رافق إنتاج المضادات الحيوية ظهور سلالات تقاوم هذه المضادات وباليات مختلفة منهـا آليـات               

المضاد إلى خارج الخلية البكترية قبل وصوله إلى منطقة الهدف، وإنتاج بروتينـات حمايـة الرايبوسـومات                 

Ribosomal Protection Protein (RPP)   والذي يعمل على إحاطة الرايبوسومات وتغير شـكلها بحيـث لا 

 acetyl إما بإضافة مجموعـة      تتعرف عليها المضادات، وانتاج أنزيمات تعمل على معادلة المضادات الحيوية         

)COCH3 ( او مجموعة فوسفات) ( الى المواقع الفعالة للمضاد)Wright, 1999 (   وتبـين أن أنظمـة

 والتي تستخدمها لمقاومة المضادات الحيوية      Streptomycesالمقاومة سابقة الذكر موجودة جميعاً في جرثومة        

  ).Chopra and Roberts, 2001(التي تنتجها

   تلقائياStreptomycesً البلازميدي لجرثومة DNAالـ تحييد 

 والـذي   Streptomycesالنتائج التي حصلنا عليها من التحييد التلقائي لسلالات جرثومـة           ) 2(يوضح الجدول   

  .يعتبر كنموذج سيطرة لمقارنته مع بقية المحيدات المستخدمة

  

   Streptomycesت جرثومة نتائج التحييد التلقائي لسلالا : 2 الجدول    

  البلازميدي بواسطة المضادات الحيوية DNAالنسبة المئوية لتحييد الـ 

 رقم العزلة  )µg/ml(المستخدمة بالـ 

Nal (30) Ap (50) Cm (20) Cf (30) Rif (10) Gm (10) 

1 2 0 4 2 S 0 

2 0 2 S 2 4 4 

3 2 S 2 0 S S 

4 0 2 0 2 4 S 

  %0اومت ذلك المضاد اي ان نسبة التحييد جميع المستعمرات ق :0

S: العزلة حساسة اصلا لذلك المضاد  

  

  أن نسب التحييد التلقائي في العزلات الأربعة قيد الدراسة قـد تراوحت بيـن) 2(يلاحظ من الجدول 

 التي تمتاز بعـدم ثباتهـا الـوراثي    Streptomycesإذ هذه النسب هي نسب متوقعة في جرثومة ) 4% – 0 (

تغير الوان سبورات هذه الجرثومة مـع تغيـر    ) 2006(أثرها بالظروف البيئية المحيطة اذ لاحظت السماك        وت

 Cullum و   Darmalingamكما لاحظ الباحثان    . الوسط الغذائي المستخدم واختلاف درجات حرارة التحضين      

 الصفات أي يمكن أن يحدث       هي غير ثابتة وراثياً للعديد من      Streptomycesأن العديد من أنواع الـ      ) 1996(
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 مثـل صـفة إنتـاج مـضاد الستربتومايـسين ومقاومـة مـضاد               %0.1بها طفرات تلقائية بنسب تتجاوز      

الكلورامفينيكول والتتراسايكلين والستربتومايسين وإنتاج الصبغات وغيرها وتزداد هذه النسب عند تعـريض            

 (intercalating agentsامل المندسة فـي  الــ   البكتريا لمؤثرات خارجية مثل الأشعة فوق البنفسجية والعو

DNA DNA (      وذكر الباحثان نفسهم   .  تؤدي إلى عدم الانتظام الوراثي     م20-°أو حتى حفظ السبورات بدرجة

ان هذه العلائم غير الثابتة هي بلازميدية الموقع وأن التحييد التلقائي للبلازميد هو السبب في عـدم الانتظـام                   

  .الوراثي

  

   ألحامضيالأس الهيدروجيني باستخدام Streptomyces البلازميدي لجرثومة DNA تحييد الـ

 Streptomyces البلازميـدي فـي جرثومـة        DNA في تحييد محتوى الــ       pHاستخدم الأس الهيدروجيني    

 ـ ) 3(إذ يوضح الجدول    ,باعتباره أحد العوامل البيئية التي تؤثر على ايض الخلية البكتيرية ونموها           ي النتائج الت

  . كعامل محيدالأس الهيدروجينيحصلنا عليها بعد استخدام 

  . باستخدام الأس الهيدروجيني الحامضيStreptomycesالنسب المئوية لتحييد سلالات جرثومة :3جدولال   

  البلازميدي تجاه المضادات الحيوية المستخدمة DNAالنسبة المئوية لتحييد محتوى الـ 

 µg/mlبالـ 

Nal (30) Ap (50) Cm (20) Cf (30) Rif (10) Gm (10) 

ــم  رق

  العزلة

pH 5 pH 6 pH 5 pH 6pH 5pH 6pH 5pH 6 pH 5 pH 6 pH 5 pH 6 

1 100 100 82 64 34 22 100 90 S S 46 40 

2 72 70 63 68 S S 58 68 90 76 52 34 

3 48 42 S S 52 40 73 62 S S S S 

4 63 58 62 55 40 32 66 63 40 31 S S 

  %100جميع المستعمرات فقدت المقاومة للمضاد الحيوي أي ان نسبة التحييد  :   100

S      : العزلة حساسة أصلا لذلك المضاد  

  

 فـي أوسـاط     Streptomyces سلالات من جرثومـة      10بعد تنمية   ) 2005( وآخرون   Kontroلاحظ  

الأس  كـان عنـد   Streptomycesأن أفضل نمو لجرثومة ) pH 4 -11.5( تراوحت بين pHمتدرجة من الـ 

ان افضل انتاج للمضادات ) (2008كما لاحظت سليمان .  في هذه الدراسة وما فوق ذلك بقليل 7الهيدروجيني

 .pH 5.5 و pH 5 بينما انعدمت الانتاجية عند pH7.5الحيوية في هذه الجرثومة كان عند 
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 DNAفي تحييـد محتـوى الــ        أن للأس الهيدروجيني دوراً فعالاً وواضحاً       ) 3(يلاحظ من الجدول    

لجميع المضادات الحيوية ) %100 – 22( إذ تراوحت نسب التحييد بين Streptomycesالبلازميدي لجرثومة 

وجرثومـة  ) 2 – 82% ( E. coliفي كل من جرثومة ) 2008(المستخدمة وهذا يفوق ما حصل عليه الخياط 

Klebsiella pneumonia) 4 – 53% ( ــة ــة ) Proteus mirabilis) 12 – 24%وجرثوم وجرثوم

Pseudomonas aeruginosa) 11 – 96% (وهذا قد يرجع إلى حساسية بكتريا Streptomyces  للتغير فـي 

يعتبر وجود البروتينات مهم جداً في الأغشية الخلوية لاعتبارها         . الظروف البيئية اكثر من العزلات آنفة الذكر      

ات من والى الخلية فان أي عامل يؤثر عليها يسلط جهداً على            جزيئات ناقلة تسيطر على دخول وخروج المغذي      

 هي السائدة مما تحول احد نهايات سلـسلة الحـامض           +Hالخلية الحية، في الظروف الحامضية تكون أيونات        

 لذا يصبح المركب موجب الشحنة هذا التغير فـي الـشحنات   NH3- إلى NH2 -الاميني المكونة للبروتين من 

ع الفعالة للأنزيمات وبالتالي عمل البروتينات إذ يمكن القول بأنه مهمـا تغيـر مـن شـحنة                  يؤثر على المواق  

قد يعود السبب فـي  ). Hewiston, 2009(البروتين بعيداً عن وضعه المتعادل فهو له تأثير سلبي على فعاليته 

يهـا فتحـاول البقـاء حيـة        هذه النسب العالية من التحييد إلى انشغال الخلية البكتيرية بهذا الجهد المسلط عل            

واستهلاك الطاقة في العمليات الأيضية المهمة فقط في الخلية البكتيرية مما يتـسبب فـي إيقـاف تـضاعف                   

البلازميدات التي غالباً ما تحوي المورثات غير الضرورية لحياة وتكاثر الخلية البكتيرية هذا الإيقاف سـوف                

تيرية فاقدة لمحتواها البلازميدي، أو قد يؤدي التغيـر فـي           ينتج عنه بعد عدة دورات من التضاعف خلايا بك        

إلى أكسدة الحوامض الدهنية في الأغشية الخلوية وتغير في نفاذيتها مما قد يؤدي الى ضخ               الأس الهيدروجيني   

ان ) 1997 (Rowburyإذ لاحـظ    ) 2008الخفـاجي،   (البلازميدات غير الضرورية لحياة الخلية الى الخارج        

 لبعض المورثات في الخليـة  switch on حاله حال بقية الاجهاد الفيزيائي قد يسبب تشغيل pHـ التغير في ال

الأس الهيدروجيني، فقد تكون هذه  الذي يتحفز بانخفاض Porin (Omp C gene)البكتيرية ومنها لمورث الـ 

  .يةالبورينات هي الفتحات التي من خلالها تطرح البلازميدات الى خارج الخلية البكتير

 باعتباره يـسلط جهـداً   5الأس الهيدروجيني الأكثر تأثيراً كان الأس الهيدروجيني أن ) 3(يلاحظ من الجدول  

 الأقرب منه الى الأس الهيدروجيني المتعـادل، كمـا          6بالأس الهيدروجيني   اكبر على الخلية البكتيرية مقارنة      

 قـد يعـود الـى امـتلاك         4 و   3تأثراً من العزلتين     كانت اكثر    2 و   1يلاحظ من الجدول نفسه أن العزلتين       

 Brownو  ) 1995( وآخرون   Hallالأس الهيدروجيني، فقد لاحظ     الأخيرتين أنظمة حيوية لمقاومة التغير في       

 pHان بعض الاحياء المجهرية تحاول التكيف للبيئات الحامضية من خلال معادلـة الــ               ) Booth) 1991و  

 والـذي  cad A المشفر من المورث Lysine decarboxylase أنزيم  E. coliالخارجي فمثلاً تفرز جرثومة 

 والذي عند طرحه الى خارج الخلية البكتيرية يعمـل          Cadaverine إلى مركب قاعدي هو      Lysineيحول الـ   

  . الخارجيpHعلى معادلة الـ 
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   باستخدام الحرارةStreptomyces البلازميدي لجرثومة DNAتحييد الـ 

 ، إذ تعتبر أحد Streptomyces البلازميدي لجرثومة DNA في تحييد محتوى الـ   م42°ة حرارة   استخدم درج 

العوامل الفيزياوية المعروفة التي تسبب التحييد للبلازميدات لذا تم اختيارها لإجراء مقارنة بينها وبين التحييد               

  .لت عليهاالنتائج التي حص) 4(باستخدام الأس الهيدروجيني الحامضي ويوضح الجدول 

  

   باستخدام الحرارةStreptomycesجرثومة البلازميدي ل DNAالنسب المئوية لتحييد محتوى الـ : 4الجدول 

  البلازميدي تجاه المضادات الحيوية DNAالنسبة المئوية لتحييد الـ 

 رقم العزلة  µg/mlالمستخدمة بالـ 

Nal (30) Ap (50) Cm (20) Cf (30) Rif (10) Gm (10) 

1 53 40 12 44 S 51 

2 42 60 S 32 4 28 

3 18 S 22 17 S S 

4 24 11 21 15 6 S 

  

م له تأثير جيد في إحداث تحييد لمحتـوى الــ       42°إن استخدام درجة الحرارة     ) 4(يلاحظ من الجدول    

DNA البلازميدي لجرثومة Streptomyces   لجميع المـضادات  ) %60 – 4(، إذ تراوحت نسب التحييد بين

  .يوية المستخدمة وهذا كان أقل مما لاحظناه في التحييد باستخدام الأس الهيدروجيني الحامضيالح

 Streptomycesإن حصولنا على نسب تحييد جيدة باستخدام الحرارة يـدل علـى امـتلاك جرثومـة                 
عف إن تضا ) 1989( وآخرون   Muthبلازميدات حساسة للحرارة تحمل المقاومة للمضادات الحيوية، إذ لاحظ          

 كان حساساً للحرارة إذ كان تضاعفه مستقراً عند Streptomyces ghanaensis في جرثومة PSG5البلازميد 

م  بينما يتوقف عن التضاعف عند ارتفاع درجة الحرارة عن هذه الدرجة مما يتسبب فـي فقدانـه                   37°درجة  

ورثات الحشر داخـل الكروموسـوم      وذكر الباحث نفسه أن هذا النوع من البلازميدات مهم جداً عند امتلاكه م            

لقابليته على إحداث الطفرات ولسهولة إزالته من الخلية البكتيرية عند الحاجة لذلك وذلك برفع درجة حـرارة                 

  .النمو

   باستخدام الاكردين البرتقاليStreptomyces البلازميدي لجرثومة DNAتحييد الـ 
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لايجاد التركيز الاكثر تـأثيراً  )  µg/ml 100 وµg/ml 50(استخدم المحيد الاكردين البرتقالي بتركيزين 

الأس الهيدروجيني الحامضي، إذ يعتبر هذا المحيـد مـن المحيـدات شـائعة              ومقارنته مع التحييد باستخدام     

الاستعمال في ازالة بلازميدات الخصوبة والبلازميدات المقاومة للمضادات الحيوية مـن مختلـف الأجنـاس               

 ثنائية الخيط واحداث طفرات خاصـة فـي مواقـع    DNAتداخله ضمن سلسلة الـ البكتيرية وذلك من خلال    

 و Gabriella et al., 2006(البلازميدات مما يـسبب فقـدانها تـدريجياً مـن الخليـة البكتيريـة       تضاعف 

Freifelder, 1983 .( يوضح الجدول)النتائج التي حصلت عليها) 5.  

 باستخدام الاكردين   Streptomyces البلازميدي لجرثومة    DNAالنسب المئوية لتحييد محتوى الـ      : 5الجدول  

 µg/ml 100 وµg/ml 50 البرتقالي بتركيز 

  البلازميدي تجاه المضادات الحيوية المستخدمة بالـ DNAالنسبة المئوية لتحييد محتوى الـ 
µg/ml  

Nal (30) Ap (50) Cm (20) Cf (30) Rif (10) Gm (10) 
رقم 

 العزلة

A 50A10
0 

A 
50 A100 A 

50 
A10

0 
A 
50 

A10
0 

A 
50 A100 A 

50 
A10

0 

1 20 8 12 6 9 4 0 0 S S 2 0 

2 14 6 0 2 S S 18 12 2 0 4 0 

3 12 2 S S 0 0 6 2 S S S S 

4 0 0 12 4 7 4 10 6 13 8 S S 

  حيث تشير 

A50            50 الى استخدام الاكردين البرتقالي بتركيز µg/ml  

A100            100 الى استخدام الاكردين البرتقالي بتركيز µg/ml 

  

إن للاكردين البرتقالي تأثيراً واطئاً مقارنة مـع اسـتخدام الأس الهيـدروجيني             ) 5(يلاحظ من الجدول    

 100عند استخدام التركيز ) %12 – 0(الحامضي اذ تراوحت نسب التحييد للمضادات الحيوية المستخدمة بين 

µg/ml    هي مقاربة لنسب التحييد التلقائي لذا يمكن القول بأنه لم يحدث تحييداً في هذا التركيز من                 وهذه النسبة

عند استخدام المحيد الاكردين البرتقالي ) %20 – 0(الاكردين البرتقالي، بينما كانت نسب التحييد تتراوح بين 

اث التحييـد وهـذا يتفـق مـع     ، لذا يعتبر هذا التركيز أفضل من التركيز السابق في إحدµg/ml 50بتركيز 

Grindley   إذ ذكر أن زيادة التركيز لا يكون له تأثير على فقـدان البلازميـدات المقاومـة                ) 1970( وآخرين

اذ حصل على نسب تحييد أعلـى       ) 2005(بينما لا تتفق نتائجنا مع ما توصل اليه الدليمي          . للمضادات الحيوية 

 E. coliفي جرثومة ) 25 و µg/ml 50( من التركيزين µg/ml 100عند استخدام الاكردين البرتقالي بتركيز 
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 للظروف البيئية والكيمياويات علماً أن الاكردين       Streptomyces، قد يعود السبب في ذلك الى حساسة بكتريا          

البرتقالي قد يسلك سلوك المطفر عند زيادة تركيزه مما يؤثر على الكروموسوم ويؤدي الى زيادة شدة القتـل                  

  . من نسب التحييدليخفي

عند اسـتخدام  ) %20–2(على نسب تحييد مقاربة اذ تراوحت بين       ) 1979( وآخرون   Redshawحصل  

 اذ رافق تحييد مقاومة المضادات الحيوية       Streptomycesالاكردينات في تحييد المحتوى البلازميدي لجرثومة       

ين وقد أعزى ذلك الى وقوع هـذه الـصفات          فقدان لانتاج المايسيلوم الهوائي وانتاج الحامض الاميني الارجن       

من الحصول على عزلات فاقدة لانتاج المضاد       ) 1982( وآخرون   Ikedaبينما تمكن   . على جزيئات بلازميدية  

  . بصبغات الاكرديناتambofaciens Streptomyces بعد معاملة جرثومة Spiramycinالحيوي 

م ينجح بها التحييد لبعض المحيدات أو ظهـر         أيضا أن هناك بعض السلالات ل     ) 5(يلاحظ من الجدول    

نسب تحييد مقاربة للتحييد التلقائي قد يعود السبب في ذلك إلى امتلاك هذه السلالات آليـات لمقاومـة تـأثير                    

من الحصول على طفرات تلقائيـة  ) 1996( وآخرون Leeالاكردين البرتقالي وذلك لشيوع استعماله، إذ تمكن        

 من المحيد بروميد الاثيـديوم  5 و µg/ml 15 مقاومة لتراكيز lividans Tk64 Streptomycesفي جرثومة 

 لوحظ ان مواقع هذه الطفرات كروموسومية وأن آلية المقاومة كانت عن طريق ضخ              DNAوبعد تحليل الـ    

في الــ   بروميد الاثيديوم إلى خارج الخلية البكتيرية وقد رافق هذه المقاومة مقاومة العديد من المواد المندسة                

DNA DNA interealating agentsمثل الاكريفلافين والاكردين البرتقالي والبروفلافين .  

 SDS باستخدام مادة الـ Streptomyces البلازميدي لجرثومة DNAتحييد الـ 

 لإيجاد التركيز الأكثر تـأثيراً ومقارنتـه مـع التحييـد     50 و µg/ml 100 بتركيزين SDSاستخدم مادة الـ 

 ألحامضي وباعتباره مادة كيماوية أخرى تسبب التحييد في العديد مـن أجنـاس              الأس الهيدروجيني م  باستخدا

 في تحييد محتـوى الــ   µg/ml 50 بتركيز SDSعند استخدام المحيد ) 2000(المجهرية حيث لاحظ حسن 

DNA لجرثومة  البلازميديKlebsiella ضـح  ويو). %45 – 20( أنه حصل على نسب تحييد تراوحت بين

  .النتائج التي حصلنا عليها في الدراسة الحالية ) 6(الجدول 
  

 باستخدام مادة الـ    Streptomyces البلازميدي لجرثومة    DNAالنسب المئوية لتحييد محتوى الـ      : 6الجدول  

SDS   و 50 بتركيز µg/ml 100  

 الحيوية المستخدمة بالـ   البلازميدي تجاه المضاداتDNAالنسبة المئوية لتحييد محتوى الـ 
µg/ml  

رقم 

 العزلة
Nal (30) Ap (50) Cm (20) Cf (30) Rif (10) Gm (10) 



  ريان مازن فيصل
  

51

SDS 
50 

SDS
100 

SDS 
50 

SDS 

100 
SDS 
50 

SDS
100 

SDS 
50 

SDS
100 

SDS 
50 

SDS 

100 
SDS 
50 

SDS 

100 

1 2 8 0 12 4 18 0 20 S S 0 10 

2 0 16 2 4 S S 2 8 4 16 6 13 

3 4 14 S S 2 12 4 10 S S S S 

4 2 8 0 7 0 15 6 8 4 14 S S 

  

 كان تاثيره معـدوماً فـي   µg/ml 50 عند استخدامه بتركيز SDSأن المحيد ) 6(يلاحظ من الجدول 

تحييد بعض بلازميدات مقاومة المضادات الحيوية وقريباً الى نسب التحييد التلقائي في مضادات اخرى وهـذا                

 Streptomycesلجرثومة   البلازميدي DNAتحييد في محتوى الـ     يدل على عدم قدرة هذا المحيد من إحداث         

 إذ µg/ml 100بينما ارتفعت نسبة التحييد في جميع العزلات قيد الدراسة عند استخدام المحيد نفسه بتركيـز  

) 1977 (Nozaki و Ogazawaوهذه النسبة هي أقل مما حصل عليه ) %20 – 4(تراوحت نسب التحييد بين 

 عند استخدام المحيدات بروميد الاثيديوم والاكريفلافين  β-lactamقدان لمقاومة مضادات الـ إذ حصل لديهم ف

 وهذا ما دفعهم للاستنتاج بأن هذه المورثات        %63.8 بنسبة   SDS كان أفضل نسب التحييد في الـ        SDSوالـ  

  .كانت مواقعها على البلازميدات

حييد عند إحداث التحطم في أماكن ارتباط البلازميـدات          تحطم الأغشية الخلوية مما تسبب الت      SDSتسبب الـ   

بالغشاء البلازمي وبما أن ليس جميع البلازميدات مرتبطة بالأغشية فقد يدل فقدان المقاومة للمـضادات إلـى                 

 باعتباره عامل   SDSالتعرف على أن تلك البلازميدات مرتبطة بالغشاء ولهذا يمكن الاستفادة من التحييد بالـ              

ولهذا قد يعـزى  ) Sonstein and Baldwin, 1972(دراسة علاقة البلازميدات مع الأغشية الخلوية مهم عند 

السبب وراء نسب التحييد التي ظهرت لدينا باستخدام هذا المحيد إلى قلة البلازميدات المرتبطة بالغـشاء فـي                  

  .هذه الجرثومة مقارنة بغيرها

 بأن أفضل المحيدات التي يمكن استخدامها في تحييد محتوى الـ           يمكن الاستنتاج من نتائج التحييد سابقة الذكر      

DNA في جرثومة    البلازميدي Streptomyces    ألحامضي عند    الأس الهيدروجيني  هو استخدام pH5   حيـث 

أعطتنا أعلى النتائج بالإضافة إلى سهولتها وعدم الحاجة لاستخدام المواد الكيماوية التي أغلبها يكون مطفـراً                

  .لكروموسومي وفيه مخاطر أيضا على الباحث نفسه اDNAللـ 

  

  المصادر العربية
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 المعزولة من حـالات  Klebsiella  pneumoniaدراسة وراثية جزيئية لجرثومة ). (2000, حسن، اياد حازم

  . رسالة ماجستير، كلية التربية، جامعة الموصل. مرضية مختلفة في الأنسان

وزارة التعليم العـالي  ). توجهات جزيئية(تقنيات الحيوية المايكروبية ال). 2008(الخفاجي، زهرة محمود ناصر 

  .والبحث العلمي، جامعة بغداد، العراق
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