
  -----2005، 236-230 ، خاص بعلوم الحياة، ص8، العدد16 مجلة علوم الرافدين، المجلد------ 
 

230 

  تحضير وسط زرعي جديد لعزل المكورات السبحية الخضراء
  

  غادة يونس عبد الرحمن  صبحي حسين خلف 

  قسم علوم الحياة
  كلية العلوم

  جامعة الموصل

  فرع العلوم الاساسية
  كلية طب الاسنان
  جامعة الموصل

  

  )2001/9/26 ، تاريخ القبول 2001/6/30تاريخ الاستلام (

  

  الملخص

وساط زرعية من مستخلص ثمار نبات القرع العسلي الخام، الاول من المستخلص            تم تحضير ثلاثة ا   

والثالـث باضـافة    ) A2وسـط   (والثاني باضافة مادة الببتون كمصدر بروتيني       ) A1وسط  (الخام وحده   

كمـواد انتخابيـة لعـزل      ) A3(صبغات التريبان الازرق والبنفسجي البلوري ومادة تيلورات البوتاسيوم         

وعند اختبار قدرة الاوساط الثلاثة لانماء وعـزل   ،Streptococcus mutans سبحية الطافرة المكورات ال

 كانـت  S. mutans والمكورات السبحية الطافرة Viridans Streptococciالمكورات السبحية الخضراء 

ثيم في  حيث كان نمو الجرا   ) A1وسط  (الاوساط الثلاثة جيدة حيث لم يكن هناك أي حاجة لاضافة الببتون            

 S. Salivarius  و  S. mutanعينة اللعاب واضحاً على هذا الوسط وبشكل تفريقي اذ ظهـرت عـزلات   
 .S اصبح انتخابيا لجراثيم A3كبيرة وبقية العزلات صغيرة وعند استخدام الصبغات الانتخابية في وسط 

mutans رة ولماعةمتميزة بانتاج متعدد السكريات خارج خلوي بشكل مستعمرات علكية كبي.  

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
Three types of media were prepared from the crude extract of pumpkin fruit, the 

first medium was prepared from the crude extract alone (Medium A1), the second was 
made by the addition of peptone to the crude (Medium A2) and the third was made by the 
addition of trypan blue, crystal violet and potassium tellurite (Medium A3) as selective 
agents for the isolation of S. mutans, these three types of media was examined for the 
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growth and isolation of the Viridans Streptococci and S. mutans, all of them were good 
and there was no need to the addition of peptone (M. A1), the growth of S. Salivarius and 
S. mutans was differentiated from other Viridans Streptococci from saliva sample, by 
their large colonies, the A3 was selective for S. mutans by gummy, large and smooth 
colonies. 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

الجراثيم المسببة لتسوس الاسنان  من أهم Streptococcus mutansتعد المكورات السبحية الطافرة 

 Hamada and (1924 سـنة  Clarkeوقد عزلت هذه الجرثومة من آفة التسوس في الإنسان من قبـل  

Slade, 1980(لها وأكـد دورهـا كمـسبب لهـذا المـرض كـل مـن       ؛ ومن ثم عز :Krasse, 1966  

 فهي مكورات homologusوكانت عزلات هذه الجرثومة متجانسة إلى حد ما . Gibbons, et al., 1966و

 sorbitol و   mannitolير متحركة، موجبة لصبغة كرام وسالبة للكاتاليز، جميعهـا مخمـرة لـسكري              غ

تجة لمادة الكلوكان الذائبة في الماء من السكروز ولا تنتج الأمونيـا مـن     بالإضافة إلى بقية السكريات ومن    

 Hamada and( وبعض سلالاتها غيـر محللـة للـدم    alphaالأرجنين وهي غالباً محللة للدم من النوع 

Slade, 1980(    وقد لوحظ عدد من سلالاتها من النـوع محلـل الـدم ،Beta) Wolf and Liljemark, 

 بشكل مستعمرات صـلبة  oم37هوائياً في  لا Mitis Salivarius Agar (MSA)سط ؛ تنمو على و)1978

hard   ومتماسكة coherent       بشكل ثمرة التوت الأرضـي raspberry-like    ومرتفعـة raised   ؛ مرتبطـة

 ملم ويلاحظ أحياناً قطرات من متعدد السكريات الخارج خلـوي           1-0.5وملتصقة بسطح الأكار، قطرها     

  .نبهافوقها أو إلى جا

 هوائياً فهو نمو غير كثيف، وتميل المستعمرات إلى النمو داخل الأكار            MSAأما نموها على وسط     

 48-24وفي بداية نموها على أكار الدم لا تحلله وبعد مرور) Nolte, 1982(ولاتنتج المواد العلكية غالباً 

  .Betaأو المحللة من النوع ساعة يبدأ اللون الأخضر بالظهور فيما عدا بعض السلالات غير المحللة 

 بالإضـافة  S. mutans هو الأكثر شيوعاً في عزل MSA الصلب Mitis salivariusإن وسط 

 .Sإلى الأنواع الأخرى من المكورات السبحية الخضراء في الفم، ويبدو أن هذا الوسط يثبط نمو سلالات 

mutans  بسبب وجود صبغة التريبان الزرقاءTrypan Blue) Linke, 1977 و Staat, 1976( ؛ وبإضافة

   إليـه يـنقص عـدد المـستعمرات المعزولـة بـشكل معنـوي              Tellurite Potassiumمحلول مـادة    

)Little, et al., 1977(   ؛ كما أضيفت إليه بعض المركبات لجعله أكثر ملائمـة لعـزلS. mutans   مثـل

 MSA agar بـشكل  Bacitracin؛ وإضافة )MC agar) Carlsson, 1967 بشكل sulfonamideإضافة 

)Gold, et al; 1973( ؛ وإضافةPolymyxin) Fitzgerald and Adams, 1975(   ثـم حـضر وسـط ، 

Mannitol Sorbitol Fuchsin Azide (MSFA) بإضــافة Basic fuchsin وســكري mannitol و 

sorbitol ومادة Na azide) Linke, 1977 .(  الأوسـاط  إن النتائج المختلفة أو المتغايرة علـى مختلـف 
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  S. mutans الجرثوم تجعلنا لا نعتمد كلياً على وسط واحد لعزل أو لعد جرثومـة  هالزرعية الانتخابية لهذ

)Hamada and Slade, 1980(     ؛ واستخدمت في جميع الأوساط صـفة انتخابيـة الـسكروز مـن قبـل  

S. mutans )selectivity for sucrose ( ٍـ% 20وبتركيز عال  و أغلـب الأنـواع   وهو تركيز مثبط لنم

  ).S. mutans) Nisengard and Newman, 1994لنمو ومشجع 

  

  لمواد وطرائق العم

  :تحضير الوسط: أولا

 المحـضر فـي     MSAلتحقيق الغرض من هذه التجربة وهي تحضير وسط زرعي بديل لوسـط             

  :وأجرينا ما يلي المتوفرة في السوق المحلية Pumpkinالمختبر، ارتأينا اختيار ثمرة نبات القرع العسلي 

 بعد تقشير الثمرة، فصلنا مادة اللب وأزلنا البذور، ثم غسلنا الأجزاء المقطعة وهرست بوساطة الخلاط                -1

Mixerثم أضيف إلى هذا المستخلص ما يلي :  

لمدة ربـع    oم121 غم مادة الاكار ثم تعقيمه بالموصدة عند         2 مل من المستخلص أضيف      100إلى  . أ

   )A1الوسط  ( الزرعية وبعد ذلك تم صبه في أطباق بتريكبقية الأوساط ساعة

 غم من مادة الاكـار      2 غم من الببتون كمصدر بروتيني و      2 مل من المستخلص أضيف      100إلى  . ب

  . )A2الوسط (لمدة ربع ساعة oم121ومن ثم تم تعقيمه بجهاز الموصدة عند 

 0.008 وTrypan blue مـن   غم0.075 غم من الببتون و2 مل من المستخلص أضيف 100إلى . ج

  %1 مـل مـن   0.1 غم من الاكار، وبعـد التعقـيم أضـيف إليـه     2 وCrystal violetغم من 

  Potassium Tellurite.) الوسطA3(  

  :كما يليA3,A2,A1 اق من كل وسط  أطب3بعد تصلب الأوساط المختلفة، زرعت . د 

م بالماء النظيف عدة مرات ثم جمعت مادة        تم الحصول على هذه العينة بعد مضمضة الف       :  عينة اللعاب  -2

  .اختبار معقم وبمقدار واحد مللتراللعاب في انبوب 

 المتسوسة تم الحصول على المزرعة النقية في المختبر بعد زرع عينة من المادة :S. mutans مزرعة -3

 Carious lesion     لتي تم الحصول عليها من على سطح الـسن المـصاب بواسـطة كاشـطProbe 

 وكانت بشكل مستعمرات زرقاء علكيـة متوسـطة او   Mitis Salivarius Agarرعت على وسط وز

  . صغيرة الحجم، صبغت بصبغة كرام فكانت موجبة؛ كروية ثم استخدمت في هذه التجربة

  . ساعة28-24 لمدة Candle jarحضنت الاطباق بعد زرعها لا هوائياً في -4

  

  :العسليسة بعض مكونات ثمار القرع درا: ثانياً

حاولنا إجراء بعض الاختبارات الكيموحياتية على عينة من مستخلص الثمار للتعرف على بعـض              

مكوناته والتي لها دور هام في كونه وسطاً مناسباً لنمو ولعزل جراثيم المكورات السبحية الخضراء مثـل                 
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 10:1 المقطر إلـى     مل من المستخلص خففت باضافة الماء     10لذلك أخذت عينة    . البروتينات والسكريات 

  : وأخضعت للاختبارات الآتية100:1و

  :Bendict’s test اختبار بندكت -1

  . الأحادية أو الثنائيةreduced sugarsللتعرف على وجود السكريات المختزلة 

  :Barfoed’s test اختبار بارفويد -2

  ).-(أم ثنائية (+) لمعرفة هل إن هذه السكريات أحادية 

  :Seliwanoff’s test اختبار سليفانوف -3

  .مثل الفركتوز والسكروز(+) للتعرف على وجود السكريات الكيتونية 

لمعرفة وجود او عدم وجود أي كمية من البروتين في المستخلص فقد أخضع لاختبـار بايوريـت                 

Biuret’s testر كمية البروتين في  وهواختبار نوعي وكذلك يمكن بواسطته وباستخدام معادلة بسيطة تقدي

  ).Plumer, 1978. (مل من المستخلص100

  

  ةالنتائج والمناقش

، المحضرة من مستخلص ثمرة نبـات القـرع         A3,A2,A1كان نمو الجراثيم على الأوساط الثلاثة       

  فقد كان واضحاً على هذه الأوساط فقد كونـت مـستعمرات  S. mutansالعسلي جيداً، وأما نمو جرثومة 

، وخاصة عند إضافة صبغتي التريبـان الأزرق        )1الصورة   (A1ملتصقة على سطح الاكار   كبيرة الحجم و  

 لم يكن هناك فرق واضح A2 و A1وبمقارنة الوسطين ) 3الصورة  ( A3والبنفسجي البلوري إلى الوسط

وعند زراعـة عينـة     .  )2 و 1الصورتان  ( في نمو الجراثيم بإضافة أو عدم إضافة البروتين إلى الوسط         

 بحجم كبير للمستعمرات علـى  S. salivarius و S. mutans تميزت جراثيمب على الأوساط الثلاثة اللعا

 لبعض أنـواع المكـورات الـسبحية        differential الوسط يمتلك الصفة التفريقية      الوسط بما يعني إن هذا    

يبـان الأزرق   ويكون انتخابياً بإضافة صبغتي التر    ) 3صورة  ال(الخضراء عن غيرها من الأنواع الأخرى       

 بشكل متميز جداً ويمكـن أن يكـون مكافئـاً لوسـط     S. mutansجرثومة والبنفسجي البلوري إليه لعزل 

MSA.  

وعند أجراء التحليل الكيماحياتي لبعض مكونات هذا المستخلص؛ تبين أنه يحتوي على الـسكريات              

وبالمقارنة مع محاليل قياسية من     والبروتينات، حيث كان تركيز سكر الكلوكوز وبطريقة المعادلة الحسابية          

 مللتر من المستخلص؛ وأما أنواع السكريات الأخرى فكانت سكريات          100 ملغم لكل    90الكلوكوز، يعادل   

موجبـة لاختبـار    (وكيتونية  ) سالبة لاختبار بارفويد  (وبعض منها ثنائية    ) موجبة لاختبار بندكت  (مختزلة  

حديد أنواعها بالسكروز والفركتـوز والكلوكـوز وهـي         وبذلك يمكن حصر هذه السكريات وت     ) سليفانوف

السكريات المفضلة لهذه الجراثيم بسبب امتلاكها المسارات الحيوية التي تؤيض بها هذه السكريات سـواء               

للنمو والتكاثر أو لإنتاج سكريات متعددة خارج أو داخل خلوية، وكما إن النسبة العالية مـن الكلوكـوز،                  
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 بشكل خاص يجعلان الوسط ذو تأثير مثبط لنمو العديد من الجـراثيم التـي لا                فضلاً عن وجود السكروز   

 بوجود  المعروفة بقابليتها على النموS. mutansتتحمل نسبة عالية منه ويبقى وسطاً انتخابياً لنمو جرثومة 

وأما عن المواد البروتينية في المـستخلص  ). Gold, et al; 1973(سكروز في الوسط الزرعي % 5-40

 مللتر من المستخلص الخام ومـن ذلـك         100 غم لكل    3.7فكان تقديرها بالمعادلة الحسابية أيضاً بحدود       

يستدل إن أحد المكونات الرئيسة أو المهمة هو البروتين بما يحتويه من الأحماض الأمينية التي تلبي حاجة                 

لببتون أو ما يقابله من مصدر      الجراثيم للنمو، حيث من المعروف أن جميع الأوساط الغذائية تحتوي على ا           

مع ملاحظة نمو   ) A1(وأحياناً أكثر من ذلك وهو ما أمكن الاستغناء عنه في الوسط            % 2للبروتين وبنسبة   

  وبقية الأنواع، وكما أكد العديد من الباحثين على حاجة هـذه الجرثومـة إلـى   S. mutansجيد لجرثومة 

 ـ      امض الكلوتاميـك واللايـسين والسـستين والهـستدين         الأحماض الأمينية المختلفة مثل الكلوتامين وح

)Terleckyj and Shockman, 1975 ( حامض أميني آخر 18وكذلك ما يقرب من )Terleckyj, et al., 

وربما بأجراء المزيد من التحليلات الأكثر دقة وشمولية يمكن التعرف علـى مكونـات أخـرى                ) 1975

 والوسط المحضر   A1وسط  : لوسط المحضر منه في الفقرة أ     يحتويها هذا المستخلص، والذي أطلقنا على ا      

  .A3وسط : منه في الفقرة ج

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    A1على الوسط  S. mutansنمو جرثومة : 1صورة ال
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 و  S.mutans ويتوضـح حجـم مـستعمرات     A1عينة اللعاب مزروعـة علـى الوسـط   : 2صورة ال
S.salivarius  الكبير عليه  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .A3على الوسط  S.mutansنمو جرثومة : 3صورة ال
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