
  -----2005، 199-191 ، خاص بعلوم الحياة، ص8، العدد16 مجلة علوم الرافدين، المجلد------ 

191 

باستخدام درجة الحرارة  Serratia marcescensتحييد المحتوى البلازميدي في جرثومة 
  الاكردين البرتقالي واليوريا وباستخدام العالية

  
  بيداء غانم محمد 

  فرع الاحياء المجهرية
  كلية الطب البيطري
  جامعة الموصل 

  
  )2005/3/1 ، تاريخ القبول 2004/12/11تاريخ الاستلام (

  
  الملخص

المعزولة من حـالات   S. marcescensم اجراء الدراسة الحالية على خمسة عزلات من جرثومة ت
شخصت العزلات الجرثوميـة    . الموصلالانتان الدموي والتي تم الحصول عليها من مستشفى السلام في           

اثيم اختبرت مقاومة الجـر   . API20Eباستخدام الصفات الزرعية والكيمياحياتية، فضلا عن استخدام نظام         
، اجريـت   ايكلين، الامبسلين، الارثرومايسين، والجنتامايـسين    ، التتراس للمضادات الحيوية الكلورامفنيكول  

مـل مـن    / مـايكروغرام  40 م وتركيـز     45عملية تحييد المحتوى البلازميدي باستخدام درجة الحرارة        
عنـد   S. marcescensثيم وعند تنمية جرا. مل من اليوريا/ مايكروغرام100يز الاكردين البرتقالي وترك

 م ظهرت مستعمرات جرثومية محيدة حساسة للمضادات الحيوية المـستخدمة وبنـسب             45درجة حرارة   
، واظهر اختبار تحييد المقاومة للمضادات الحيويـة        عدا المضاد الحيوي الارثرومايسين   % 94-40مئوية  

هرت النتائج فقدان المقاومة للمـضادات      مل فقد اظ  / مايكروغرام 40باستخدام الاكردين البرتقالي وبتركيز     
، اما بالنسبة لعامل اليوريا فقـد اظهـرت النتـائج فقـدان             عدا الارثرومايسين % 92-10 وبمدى   الحيوية

للمضادات الحيوية قيد الدراسة عدا المضادين الامبـسلين        % 93-10ومة للمضادات الحيوية وبنسبة     المقا
  .مل/رام مايكروغ100ول وعند تركيز والكلورامفنيك

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

The present study was conducted on five isolates of S. marcescens from 
septicemic patients in Al-Salam Hospital in Mosul. Isolates were identified by using 
cultural and biochemical characteristics as well as the Api 20E system Resistance of the 
isolates to Chloramphenicol, Tetracycline, Ampicillin, Erythromycin and Gentamycin 
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was checked. Curing the Isolates of their plasmids was performed by using high 
temperature (45°c), acridine orange (40 µg/ml) and urea (100 µg/ml). When S. 
marcescens isolates were grown at 45°C cured and sensitive bacterial colonies were 
observed at a frequency of 10–94%. These, however, were resistant to Erythromycin. 
Treating the isolates with Acridine orange cured them of all them resistance except 
Erythromycin at 10–92% .Urea treatment cured their of all resistance phenotypes except 
Ampicline and Chloramphenicol , also at a frequency of 10–93%. 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

، وفي تزايدة في امراض عدوى المستشفياتذات اهمية م Serratia marcescensاصبحت جرثومة 

العقود الماضية اظهرت زيادة في مقاومتها للمضادات الحيوية مثـل الجنتامايـسين والـسيفالوسبورينات              

  لـى البلازميـد    في حالات الوباء ان المقاومة في هذه الجرثومة مـشفرة ع           ولوحظ مبكرا وبشكل خاص   

(John and McNeill, 1981) .   ان ميكانيكيات المقاومة لبعض المضادات الحيوية مـن قبـل جرثومـة  

S. marcescens  وخاصة للمضاد الحيويCarbapenems تتضمن فقدان النفاذية للغشاء الخارجي وانتاج 

 β-metalloenzymes وقابلية التحلل هذه تأتي نتيجة انتاج جزيئة صنف          β-lactamقة  انزيمات محللة لحل  

 وقـد وجـد ان المقاومـة المتعـددة     (Queenan, et al., 2000) في هذه الجرثومة IMP-1والمتمثلة بـ 

 والمـسببة لاصـابات عـدوى    S. marcescensللمضادات الحيوية في السلالات الممرضة لجرثوميـة  

βتعزى الى بلازميد يتوسط انزيم المستشفيات   lactamase    الفعـال ضـد مـضادات Cephalosporins 

ضـمن عائلـة الجـراثيم     Serratiaوتشخص جرثومة  . (Goullet and Pieard, 1977)واسعة الطيف 

المعوية والتي تمتلك البلازميدات المقاومة للعقارات ومنها البلازميدات الحاملة للمورثات المسؤولة عـن             

   والتـي وجـدت فـي جـراثيم متعـددة          Rومة المضادات الحيوية والتـي يطلـق عليهـا عوامـل            مقا

(Richmond, 1972) . ه ويمكن ان تفقد الخلايا الجرثومية البلازميدات تلقائيا ولكن بترددات واطئة وهـذ

 ـ          الظاهرة تسمى التحييد التلقائي    إلـى  ا ، حيث بالامكان زيادة تردد فقدان البلازميدات عند تعـرض الخلاي

 وبشكل خاص الاكردينات مثل البروفلافين والاكردين البرتقـالي   DNAمركبات تحشر نفسها بين قواعد

، كما يمكن حـذف البلازميـدات عـن    Sodium Dodesyl Sulphateوبروميد الاثيديوم وباستخدام مادة 

ــة       ــة عالي ــات حراري ــد درج ــا وعن ــود اليوري ــة بوج ــسلالات الجرثومي ــو ال ــق نم   طري

(Mickelsen et al., 1985).  

في البحث الحالي تم اختيار بعض العوامل الكيميائية وهي الاكردين البرتقالي واليوريـا كمـا تـم                 

  .Serratia marcescens م لاحداث التحييد في عزلات جرثومة 45استخدام درجة حرارة 
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  المواد وطرائق العمل

  :العزلات الجرثومية

من مستـشفى الـسلام فـي     Serratia marcescensومة تم الحصول على خمسة عزلات من جرث

لمجهرية والزرعيـة  شخصت العزلات باستخدام الصفات ا . لمعزولة من حالات الانتان الدموي    الموصل وا 

  .)Atlas, 1997( للتشخيص التأكيدي لهذه العزلات API20E، فضلا عن استخدام تقنية والكيمياحياتية

  

  :الاختبارات الكيمياحياتية

  اختبـار تحلـل الجيلاتـين      اختبار المثيل الاحمر، اختبار الفـوكس بروسـكور،        ، الاندول اختبار

(Quinn et al ., 1999) .  

  

  : اختبار المقاومة للمضادات الحيوية 

اختبرت مقاومة العزلات الجرثومية للمضادات الحيوية المستخدمة في الدراسة الحالية عند تراكيزها            

، Amp 50، الامبـسلين  Tc 15، التتراسـايكلين  Cm 10الكلورامفنيكـول  مل وهي /النهائية مايكروغرام

ــسين  ــسين E 15الارثروماي ــل Gm 10، الجنتاماي ــن قب ــة م ــاق المتبع ــة الاطب    باســتخدام طريق

(Rasool et al ., 2003).  

  

  :تحيد البلازميدات باستخدام درجة الحرارة 

  Serratia marcescensجرثومـة   مل من وسط المرق المغذي بمستعمرة مفردة مـن  5تم تلقيح 
، حـضنت المزرعـة     ية المستخدمة في الدراسة الحالية    الحاوية على بلازميدات المقاومة للمضادات الحيو     

 مل من المزرعـة     0.1بعد انتهاء فترة التحضين اخذ      .  م 37 ساعة عند درجة حرارة      24دة  الجرثومية لم 

وحضن الوسط الغذائي الملقح عند درجة حرارة        مل من وسط المرق المغذي       10الجرثومية واضيف إلى    

 مل 0.1 لكل عزلة على حدا ، فضلا عن ذلك فقد اخذ (Motallebi et al., 2000) ساعة 24 م ولمدة 45

 مل من وسط المرق المغذي وحـضنت المزرعـة عنـد            10 مل واضيف إلى     5من المزرعة الجرثومية    

  . سيطرة لملاحظة التحييد التلقائيذج ساعة لاستخدامه كنمو24 م لمدة 37درجة حرارة 

خففت المزارع الجرثومية بعد انتهاء فترة التحضين إلى التخفيف السادس باستخدام المحلول الملحي             

 مل من التخافيف الثلاثة الاخيرة على اطباق الاكار المغذي لاستخدامها كاطباق            0.1الفسلجي ومن ثم نشر     

 مـستعمرة مـن     100ثم نقل   .  ساعة   24 م لمدة    37جة حرارة   رئيسة ، حضنت الاطباق الرئيسة عند در      

هذه الاطباق إلى اطباق من الاكار المغذي الحاوي على المضادات الحيوية قيد الدراسة وحضنت الاطباق               

  .ثم سجلت النتائج في اليوم التالي ساعة 24 م لمدة 37عند درجة حرارة 
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  :لي تحييد البلازميدات باستخدام الاكردين البرتقا

ــة   ــزلات جرثوم ــت ع ــة   S. marcescensعومل ــسب طريق ــالي بح ــالاكردين البرتق   ب

(Grindley et al.,1970) مل من وسط المرق المغذي بمـستعمرة مفـردة مـن جرثومـة    5 حيث لقح   

S. marcescens  لمدة 37ثم حضنت عند درجة مل مـن   10الحاضنة الهزازة ، بعدها لقح  ساعات ب7 م

 مـل مـن     0.1مل باضافة   / مايكروغرام 40لحاوي على الاكردين البرتقالي بتركيز      وسط المرق المغذي ا   

، بعد انتهـاء فتـرة       ساعة 24 م لمدة    37لقح عند درجة    ، ثم حضن الوسط الم     مل 5المزرعة الجرثومية   

 0.1، نـشر    فسلجيالتحضين خففت المزارع الجرثومية إلى التخفيف السادس باستخدام المحلول الملحي ال          

، حضنت الاطباق الرئيسة عند درجة      )الاطباق الرئيسة (الاكار المغذي   كل تخفيف على اوساط من      مل من   

 مستعمرة إلى اطباق من الاكار المغذي الحاوي على المضادات          100بعدها تم نقل    .  ساعة   24 م لمدة    37

  . ساعة ولوحظت النتائج24 م لمدة 37الحيوية قيد الدراسة وحضنت الاطباق عند درجة 

  

  تحييد البلازميدات باستخدام اليوريا 

 مل من وسط المرق المغذي بمـستعمرة مـن   5، اذ لقح )(Tomoeda et al ., 1970اتبعت طريقة 

 مـل مـن المزرعـة    0.1اخـذ  .  سـاعة  24 م لمدة 37وحضن عند درجة  S. marcescensجرثومة 

، مل من اليوريـا   /مايكروغرام 100لى   مل من وسط المرق المغذي الحاوي ع       5الجرثومية واضيف إلى    

، بعد انتهاء فترة التحضين خففت المـزارع الجرثوميـة الـى             ساعة 24 م لمدة    37 الوسط بدرجة    حضن

 مل من التخافيف الثلاثة الاخيـرة       0.1فيف السادس باستخدام المحلول الملحي الفسلجي ومن ثم نشر          خالت

، تم نقـل   ساعة24 م لمدة 37 وحضنت بدرجة  على اوساط من الاكار المغذي لاستخدامها كاطباق رئيسة       

 مستعمرة من هذه الاطباق إلى اطباق من الاكار المغذي الحاوي على المضادات الحيوية قيد الدراسة                100

  .ت النتائجئ ساعة وقر24 م لمدة 37وحضنت عند درجة 

  

  النتائج والمناقشة

  :يةتشخيص العزلات الجرثوم

، ذات مـستعمرات بعـضها      ومة عصوية، سالبة الصبغة لكرام    تائج التشخيص بأن الجرث   اظهرت ن 

حمراء والبعض الاخر برتقالي لانتاجها الصبغات عند نموها على وسط اكار الماكونكي اذ ان الجرثومـة                

كتوز واظهرت نفس الالوان عند نموها على وسط الاكار المغذي كما اثبتت جميـع              للاغير مخمرة لسكر ا   

 Serratia عائديـة العـزلات قيـد الدراسـة إلـى النـوع       API20Eواختبار الاختبارات الكيماحياتية 

marcescens .  
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  :مقاومة المضادات الحيوية

يوضـح  تم اجراء فحص الحساسية للعزلات الجرثومية قيد الدراسة لعدد من المضادات الحيويـة و             

  .نتائج هذا الفحص) 1(الجدول 

  

  .المستخدمةللمضادات الحيوية  Serratia marcescensيبين مقاومة عزلات : 1جدول      ال    
  رقم العزلة  )مل/مايكروغرام(مقاومة الجراثيم للمضادات الحيوية عند تراكيزها النهائية 

Cm 10 Tc 15 Amp 50 E 15 G 10 
1 S R R R R 
2 S R R S R 
3 R R R R R 
4 R S R R R 
5 R S R R R 

R :  مقاومة للمضاد الحيوي .  

S : للمضاد الحيوي حساسة  .  

  

اختلاف العزلات الجرثومية في الدراسة الحالية في مقاومتها للمـضادات          ) 1(يتضح من الجدول    

ولم يحـدث تحييـد     . الحيوية قيد الدراسة ولكن جميعها كانت مقاومة للمضادين الامبسلين والجنتامايسين         

  .لات المدروسة في البحث الحاليتلقائي للمضادات الحيوية في العز

  

  :التحييد باستخدام الحرارة

 م ولم يحدث تحييد تلقائي، فضلا عن عدم حدوث          37تم تنمية العزلات الجرثومية في درجة حرارة        

 م في حين كان للحرارة وبدرجة اعلى تأثيرا كبيـرا علـى البلازميـدات الحاملـة                 42تحييد عند درجة    

مة بحيث فقدت معظم العـزلات الجرثوميـة        للمورثات المسؤولة عن مقاومة المضادات الحيوية المستخد      

  .)2( م وكما موضح في الجدول 45مقاومتها للمضادات الحيوية وعند درجة 

 المضادات الحيوية قيد     م حساسية لجميع   47كما اظهرت العزلات الجرثومية المدروسة عند درجة        

  .الدراسة
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باسـتخدام   Serratia marcescensيبين ازالة المقاومة للمضادات الحيوية فـي جرثومـة   : 2جدول ال

  . م45درجة حرارة 
النسبة المئوية لتحييد البلازميدات الحاملة للمورثات المسؤولة عن مقاومة المـضادات الحيويـة             

  رقم العزلة   .  م45باستخدام درجة حرارة ) مل/مايكروغرام(عند تراكيزها النهائية 

Cm 10 Tc 15 Amp 50 E 15 G 10 
1 S 43 R R 94 
2 S 40 40 S 85 
3 70 46 80 R 73 
4 82 S R R R 
5 R S R R R 

R :  مقاومة للمضاد الحيوي .  

S :  حساسة للمضاد الحيوي .  

  .  الارقام تشير إلى النسبة المئوية للتحييد  : *

  

ارة كمحيد لم يتمكن من احـداث تحييـد لمورثـات           ان استخدام درجة الحر   ) 2(نلاحظ من الجدول    

بدراستها لتأثير بعض العوامل الفيزياوية ) (Mustafa, 2002المقاومة للارثرومايسين وجاء هذا متفقا مع 

، وقد يعزى سبب ذلـك إلـى ان   Proteus mirabilisوالكيمياوية لتحييد بلازميدات المقاومة في جرثومة 

ويلاحظ من الجـدول    . اقعة على نوع اخر من البلازميدات      هذا المضاد و   المورثات المسؤولة عن مقاومة   

جة متفقـة    وتأتي هذه النتي   G و   Amp و   Tc و   Cmحدوث تحييد في العزلات الجرثومية للمضاد الحيوي        

 م كمحيد   37التي اوضحت بها إلى ان استخدام درجة الحرارة اكثر من           ) 2001،  حامد(مع نتيجة الباحثة    

ان حـدوث  . Staph. aureus في عدد من عزلات جرثومـة  Amp و Tc و Cmد لمقاومة ادى إلى تحيي

 م قـد يعـود إلـى ان تـضاعف           45التحييد لمقاومة المضادات الحيوية المستخدمة عند درجة حـرارة          

، وقد تعزى الحساسية     الحيوية هذه يكون حساسا للحرارة      الحاملة لمورثات مقاومة المضادات    Rبلازميدات  

-DNA أو   Protein-Protein إلى بعض الميكانيكيات المحتملة مثل فقدان بعض التفاعلات منهـا            للحرارة

Protein    أو فقدان ارتباطات مختلفة لمستقبلات البروتينات خلال هذا المدى الحراري والذي يقـود إلـى 

  .(Sherburne et al., 2000)تثبيط انتقال الجين أو عدم استقراره 

  

  :لاكردين البرتقاليييد باستخدام االتح

تقالي وكما مبين   مل من الاكردين البر   / مايكروغرام 40تم الحصول على جراثيم محيدة عند التركيز        

  ).3(في الجدول 
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باسـتخدام الاكـردين    Serratia marcescensازالة المقاومة للمضادات الحيوية في جرثومة : 3جدول ال

  .مل/ مايكروغرام40لي عند تركيز البرتقا
النسبة المئوية لتحييد البلازميدات الحاملة للمورثات المسؤولة عن مقاومة المـضادات الحيويـة             

   العزلةرقم  . باستخدام الاكردين البرتقالي ) مل/مايكروغرام(عند تراكيزها النهائية 

Cm 10 Tc 15 Amp 50 E 15 G 10 
1 S 30 R R R 
2 S 38 72 S 40 
3 R 12 78 R 68 
4 12 S R R R 
5 10 S 92 R 83 

R :  مقاومة للمضاد الحيوي .  

S :  حساسة للمضاد الحيوي .  

  .  الارقام تشير إلى النسبة المئوية للتحييد  : *

  

يتضح انه لا يوجد تحييد للمضاد الحيوي ارثرومايسين باسـتخدام          ) 3(ومن ملاحظة نتائج الجدول     

ويلاحـظ وجـود    (Mustafa, 2002)تي توصلت اليها الاكردين البرتقالي وتتفق هذه النتيجة مع النتيجة ال

، اذ لـوحظ    لية باستخدام الاكردين البرتقالي   تحييد للمضادات الحيوية الاخرى المستخدمة في الدراسة الحا       

  فقدان المقاومة لاكثر من مضاد حيوي واحد للسلالات المدروسـة وتتفـق هـذه النتيجـة مـع نتيجـة                   

et al., 1976)   (Traub فيها إلى فقدان المقاومة لاكثر من مضاد حيوي واحد في والتي اشارSerratia 

marcescens ان التحييد الذي ظهـر فـي بعـض العـزلات           . معزولة من حالات عدوى المستشفيات    ال

الجرثومية قيد الدراسة لمقاومة عدد من المضادات الحيوية قد يعود إلى عدد من العوامل منها ما يتعلـق                  

سها وبنفاذية الغشاء الخلوي فيها لمادة الاكردين البرتقالي وتمكن هذه المادة من ايقاف             بالخلية الجرثومية نف  

تضاعف البلازميدات الحاملة المقاومة للمضادات الحيوية ومنها ما يتعلق بالحالة التي يوجـد بهـا الــ                 

DNA البلازميدي وعدد نسخه (King, 1977)،  ـ  د فـي  وقد يعزى الاختلاف في النسب المئويـة للتحيي

العزلات الخمسة قيد الدراسة الى اختلاف مصدر العينة اذان العينات كانت من حالات انتان دموي ولكـن                 

  .من اشخاص مختلفين وباعمار مختلفة

  

  :التحييد باستخدام اليوريا

تم الحصول على عدد قليل من السلالات الجرثومية المحيدة باستخدام اليوريا كعامل محيد لجـراثيم               

Serratia marcescens  4(قيد الدراسة وكما موضح في الجدول.(  
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باستخدام مادة  Serratia marcescensيبين ازالة المقاومة للمضادات الحيوية في جرثومة : 4جدول ال

  .اليوريا
النسبة المئوية لتحييد البلازميدات الحاملة للمورثات المسؤولة عن مقاومة المـضادات الحيويـة             

  رقم العزلة  . باستخدام اليوريا ) مل/مايكروغرام(كيزها النهائية عند ترا

Cm 10 Tc 15 Amp 50 E 15 G 10 
1 S R R 70 R 
2 S 22 R S R 
3 R 18 R 93 10 
4 R S R R 18 
5 R S R R 28 

  

عدم حدوث تحييد للمضاد الحيوي الكلورامفنيكول والامبـسلين باسـتخدام          ) 4(يتضح من الجدول    

 P. mirabilis فـي ان سـلالات   (Mustafa, 2002)د وجاءت هذه النتيجة متفقة مـع  اليوريا كعامل محي
المعزولة لم تظهر تحييد بمورثات المقاومة للمضاد الحيوي الامبـسلين ولكنهـا اختلفـت عـن دراسـة                  

(Mustafa ,2002)فضلا عن حـدوث  قاومة للمضاد الحيوي ارثرومايسين  بحدوث تحييد بمورثات الم ،

ان آلية التحييد بواسطة اليوريا ربما تعود إلـى         . ضادات الحيوية التتراسايكلين والجنتامايسين   تحييد في الم  

 وبالتالي توقف البلازميـدات عـن    DNAالانزيمات المسؤولة عن تضاعف الـحدوث تغيير في فعالية 

تعتمد على حدوث   تضاعفها وهذه الآلية ربما تعتمد على كون اليوريا مادة مغيرة لطبيعة البروتين أو ربما               

  .  Tomoeda et al., 1970)(الطفرة المؤدية إلى تكوين انزم غير فعال 

الاكـردين  ومة قيد الدراسة نلاحـظ ان مـادة           عند مقارنة العوامل المستخدمة لعملية التحييد للجرث      

 ،حامـد (ا ما اثبتته معظـم الدراسـات        البرتقالي اكثر فعالية في احداث التحييد من العوامل الاخرى وهذ         

2001.(  
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