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ودراسة   Enterobacter cloacaeاستخلاص الجدار الخلوي الخام لبكتريا 

 سميته.

 * ليحف لبمي طا *                                                       حسين نغم شاكرمحمد

    

 2010/ 3/ 1تاريخ قبول النشر  

 

 الخلاصة
 Lysozymeباستتماال ازتميا الت   Enterobacter cloacaeلبكتريا  حضر مستخلص الجدار الخلوي الخام

ينتا  وزستبة وكازت زسبة البروت RNase، وال   DNaseالذي استمال لتحليل الخلايا فضلاً عن اضافة ازمياي ال  

 % على التوالي. 1.44% و  24الكربوهيدرا  فيه 

لكتل  (LD50)النصتيية درست امراضية البكتريا وذلك بدراسة تأثيرهتا الااتتل فاتد تتا تحديتد الجرعتة الاايتتة 

ت قياتتة متن عتتالل البكتريتتا ومستتتخلص اتدارها الخلتتوي الختتام باستتتماال ازتتار اليلترا  السويستترية البتتي  ، وكازتت

LD50   ر فلتا يكتن وحدة مكوزة للاستمارة / مليليتر. اما مستخلص الجدا 910×  3.16للمالل البكتيري مساوية ل

 8امتدل ب  اوزازهتا لحالة اليسلجية لها وبشتكل كبيتر م ماتا ادل التى زاصتاله أي تاثير قاتل لليلرا  الا ازه اثر في ا

 غراما . 
 

 Enterobacter cloacae الجدار الخلوي الخام،المفتاحيه:  الكلمات

 

 : المقدمة
امءاً من النبيت  E. cloacaeتمد بكتريا 

الطبيمي للاناة الامدية الاموية 

(Gastrointestinal tract)   من  % 80 – 40ل

الافراد وتنتشر بشكل واسع في الطبيمة ، وعلى 

الرغا من ا  هذه البكتريا ليست مارض اولي 

للازسا  ولا تصيب الاصحاء الا ازها مارض 

،  [1] (Opportunistic pathogen)فرصي 

اكثر الازواع التابمة  E. cloacaeوتمد بكتريا 

التي تممل من المينا   Enterobacterلجنس 

و   E. aerogenesكل متكرر تليها السريرية بش
E. agglomerans [2]) فهي تصيب أي فلة ، .

عارية وخصوصاً صغار وكبار السن وتحدر 

الاصابة في أي موقع من الجسا عند ازتاالها اليه إذ 

ازها تسبب اصابا  الاسالك التنيسية والاناة الامدية 

الاموية والجروح ، والحروق ، والماليا  

جرثا الدم ، والسحايا لا سياا في الجراحية ، وت

الارضى الذين يمازو  من زاص الاناعة 

(Immunodeficient)  او الذين يتناولو  ادوية

م  (Immunosuppressal drugs)تكبح الاناعة 

لذلك تمد من الاسببا  الارضية الاهاة للاصابا  

 Nosocomial)الاكتسبة من الاستشيى 

infections) [3;4]لبكتريا تاتر  كاا ا  هذه ا

ً في حالا  تجرثا الدم  بحالا  الوفيا  خصوصا

م ولذلك فا  بكتريا  [5]وذا  الرئة الاتسببة عنها 

E. cloacae  من  75 – 65تمد مسؤولة عن %

مجاوع الاصابا  الاتسببة عن بكتريا 

Enterobacter  5بشكل عام ، وكذلك تشكل زسبة 

% من مجاوع الاصابا  التي تسببها  10 –

 .[7;6]لبكتريا السالبة لصبغة غرام ا

 يمتاد حدور الاصابة بهذه البكتريا على الحالة

، وعلى ضراوة البكتريا  (Host)الصحية للاضيف 

إذ تشترك عوامل عدة في الامراضية واهاها : 

عديد السكريد الشحاي 

(Lipopolysaccharide) والاحيظة ،

(Capsule)  .والخال ، وازتاج الهياولايسين ،

يميد من امراضية البكتريا عوامل الضراوة غير و

ة حياالاباشرة لا سياا الاااومة الاتمددة لاضادا  ال

بسبب ازتااها لازواع مختلية من ازمياا  مااومة 

ن مإذ لها الاابلية على مااومة كثير  [8]للاضادا  

الاضادا  سواء أكا  بشكل طبيمي ام بسبب 

زواع الجديدة قابليتها على تطوير مااومة ضد الا

ً مضادا   بسبب  م وذلك β-lactamوخصوصا

، كاا تااوم  β-lactamasesازتااها لازمياا  ال  

ً بباية الازواع التاب مة الاطهرا  بشكل كبير قياسا

 .[9]للمائلة الاموية 

استتتتهدفت هتتذه الدراستتتة استتتخلا  الجتتتدار ولتتذلك 

،ودراستتتة   E.cloacaeالخلتتتوي الختتتام لبكتريتتتا 

(  LD50يتد الجرعتة الاايتتة النصتيية  سايتها بتحد

لكل من عالل البكتريتا ومستتخلص اتدارها الخلتوي 

 الخام.

 :العمل ائقالمواد وطر
: استخلصتتتت المملتتتة E.cloacaeبكتريتتتا        

E.cloacae EN73  الاممولة من اخاتاج الجتروح

إذ تتا  [11;10] و الاشخصتة مستباا اعتاتادا علتى  

 قسا علوم الحياة،كلية الملوم،ااممة بغداد
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ريتتتتتة والصتتتتتيا  الاعتاتتتتتاد علتتتتتى الصتتتتتيا  الاظه

 الكياوحيوية في التشخيص.

 :  E. cloacaeاستخلاص الجدار الخلوي لبكتريا  

 . [12]تا الاستخلا  بالاعتااد على 
 

 . تنمية البكتريا : 1

 Tryptic soya brothلتتتر متتن  1.5حضتتر 

مليليتر من الوسط لكتل  250ووزع في دوارق سمة 

م  121دورق ، ثتتا عااتتت بجهتتاز الاوصتتدة بدراتتة 

مليليتتر متن  1دقياة ، لاحت الدوارق بواقع  15ادة ل

 Trypticعتتالل البكتريتتا الاناتتاة مستتبااً فتتي وستتط 

soya broth  ستتتتاعة ،  18م لاتتتتدة  37بدراتتتتة

م  37وحضنت الدوارق فتي حاضتنة هتمازة بدراتة 

 همة / دقياة. 100ساعة بواقع  18لادة 

حصتتد  الخلايتتا الاناتتاة بوستتاطة اهتتاز الطتترد 

 (Cooling centrifuge)د الاركتتتتتمي الابتتتتتر

دقياتتتتة ،  30دورة / دقياتتتتة لاتتتتدة  3000وبستتتترعة 

وغستتتلت الخلايتتتا ثتتتلار متتترا  بتتتدار  اليوستتتيا  

دورة  3000دقائل وبسترعة  10الالحي الاماا لادة 

دقياتتة ، وعلاتتت الخلايتتا بتتدار  اليوستتيا  الالحتتي  /

ستتاعة  18%  لاتتدة  0.5الحتتاوي علتتى اليورمتتالين 

لانبتتتذة الابتتتردة وبستتترعة فتتتي الثلااتتتة ، رستتتبت با

دورة / دقياة لاتدة زصتف ستاعة ، ثتا غستلت  3000

دقتتتائل ، اييتتتت  10متتترتين بتتتالاحلول زيستتته ولاتتتدة 

الخلايتتا باستتتماال الاستتيتو  الابتترد مستتبااً وبواقتتع 

عشر مرا  حجا الخلايا ، وتا الحصول علتى وز  

 غراما  وز  ااف من الخلايا. 10

الازمياتا  علتى  كسر  الخلايا البكتيريتة باستتماال

 وتتلخص على النحو الآتي : [12]وفل طرياة 

 تكسير الخلايا البكتيرية :  

ارئ علاتتتتت البكتريتتتتا الاجييتتتتة بالاستتتتيتو  بتتتتد     

 7.0فوستتتتتيا  الصتتتتتوديوم ذو الاي الهيتتتتتدروايني 

 0.05و  EDTAمولاري من  0.05والحاوي على 

وبنستبة   Sodium azide3(NaN  (مولاري من  

لخلتتتيط ايتتتداً علتتتى اهتتتاز الاحتتترك متتتمج ا 10: 1

الاغناطيسي عند السرعة الاصول متدة دقياتة واحتدة 

غترام /  0.1بنستبة  Lysozyme، ثا اضيف ازتميا 

غرام وز  ااف من الخلايا ، بمدها وضع المالل  5

م لاتتدة  4علتتى اهتتاز الاحتترك الاغناطيستتي بدراتتة 

 37ساعة. حضن المالل في حاتام متائي بدراتة  18

دقياتتتة بمتتتدها وضتتتع علتتتى اهتتتاز  م لاتتتدة عشتتترين

الاحتتترك الاغناطيستتتي متتتدة ثتتتلار دقتتتائل ، وخيتتتف 

المالل الى الضمف باضتافة حجتا مستاو متن محلتول 

، ثتتا اضتتيف محلتتول  (2MgCl كلوريتتد الاغنستتيوم 

 1بتركيتتتتتتم زهتتتتتتائي  RNaseو  DNaseازمياتتتتتتي 

مايكروغرام / مليليتر من المالل بمدها وضع المالل 

دة عشتتترة دقتتتائل ثتتتا م متتت 37فتتتي الحاضتتتنة بدراتتتة 

حضتتنت متتدة عشتترة دقتتائل اختترل بدراتتة حتترارة 

 10000م. زبتتذ المتتالل بالانبتتذة الابتتردة بستترعة 60

دورة / دقياتتتة لاتتتدة زصتتتف ستتتاعة ، واهاتتتل الرائتتتل 

واختتذ الراستتب التتذي يمتتد مستتتخلص الجتتدار الخلتتوي 

 .(Crude cell wall)الخام   

تتتتا تاتتتدير كايتتتة البتتتروتين فتتتي مستتتتخلص الجتتتدار 

كتتتذلك تتتتا تاتتتدير كايتتتة  [13]ي الختتتام حستتتب الخلتتتو

حتام  -الكربوهيدرا  فيه باستخدام طرياة اليينول

 .[14]الكبريتيك

للعةالق  (LD50)حساب الجرعة المميتةة النفةفية 

 البكتيري للفئران : 

استمالت خاس مجاميع بواقع ثلاثتة فلترا  لكتل 

مليليتتتر لكتتل  1مجاوعتتة ، وحانتتت الاجتتاميع بواقتتع 

،  910،  1010،  1110د البكتيريتتة  فتتأر متتن الاعتتدا
( وحدة مكوزة للاستمارة / مليليتتر علتى 710،  810

لليتأر ،  (Intraperitonial)التوالي داخل البريتو  

وبمد مرور خاسة ايام تا حساب عدد اليلترا  الحيتة 

والايتتتة لكتتل ارعتتة متتن المتتالل البكتيتتري زستتبة التتى 

ة الاايتتة المدد الكلي الذي تا حانه ، وحسبت الجرع

 .[15]لنصف عدد اليلرا  باتباع طرياة 

 (LD50)حسةةةةةةاب الجرعةةةةةةة المميتةةةةةةة النفةةةةةةفية 

 لمستخلص الجدار البكتيري : 

استمالت خاس مجتاميع بواقتع ثلاثتة فلترا  لكتل     

مجاوعة ، وتتا حاتن كايتا  مختليتة متن مستتخلص 

الجتتدار الختتام حيتتخ حضتتر ختتمين متتن الاستتتخلص 

متتولاري دار   0.025ملغتترام / مليليتتتر متتن  300

اليوسيا  الالحي وحضر منه التراكيم الاراد حانها 

 200، و  250، و  300وهي علتى النحتو الآتتي :  

( ملغتتترام / مليليتتتتر متتتن دار  اليوستتتيا  150، و 

مليليتتر لكتل تركيتم وبواقتع  1الالحي ، وقد تا حاتن 

اتد فثلاثة فلرا  داخل البريتو . اما السيطرة السالبة 

مليليتتتر متتن دار  اليوستتيا  الالحتتي ،  1حانتتت بتت  

وبمد مرور خاسة ايام تا حساب عدد اليلرا  باتباع 

 .[15]طرياة 

 : النتائج والمناقشة
 : E. cloacaeاستخلاص الجدار الخلوي لبكتريا 

غرامتتا  وز  اتتاف متتن  10تتتا الحصتتول علتتى 

التتتي ارهتتر  مااومتتة عاليتتة إتجتتاه  EN73المملتتة 

ة ، وقتتد استتتمالت زصتتف مضتتادا  الحيتتاة الاختبتتر

استتتخدم غرامتتا  ،  5الكايتتة فتتي الاستتتخلا  أي 

كوزه وستطاً اغنائيتاً  Tryptic soya brothوسط ال

 ، وقد استمالت الازمياا  في تكسير [16]للبكتريا  

ر متن الخلايا البكتيرية لازها تحللها وتمطي زاتجاً اكب

LPS  لكوزه الاكو  الاها في تركيبة اتدار البكتريتا

 البة لصبغة غترام وذلتك قياستاً باستتخدام التكستيرالس

الايكتتتازيكي أو التكستتتير المتتتادي بتتتاليينول متتتن دو  

 استتتماال الازمياتتا . وا  مماملتتة الخلايتتا باتتادة التت 

Lysozyme  متتع واتتودEDTA  تميتتد متتن اتتودة

الاستخلا  وتحطيا الخلايا وتمطي زاتجاً اكبر متن 

LPS [12]  كاتتتا ا  متتتادة ،EDTA ي لهتتتا دور فتتت

تحليل مكوزا  الخلية إذ يمال علتى ستحب الايوزتا  

التتتي تماتتل علتتى  Mg++، و  Ca++الثنائيتتة التكتتافؤ 

 .[17]بالغشاء  LPSتثبيت 
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م عنتد  4استمالت دراة حترارة منخيضتة وهتي 

لتوفير الظروف الاثلى لمال  Lysozymeاستخدام 

الازتتميا وكتتذلك ا  طتتول متتدة الحضتتن ستتوف تستتاح 

 .[12]الاحللة بمال بم  الازمياا  

، و  DNaseوقد استمالت الازمياتا  الهاضتاة 

RNase   لاختمال مستتول الاحاتاض النوويتة إذ ا

 ومن ثا وقف عالهتا (18)النبذ اليائل وحده لا يكيي 

دقتائل ، ثتا  10م لاتدة  60بتمريضها لدراة حرارة 

دورة /  10000زبذ المتالل بالانبتذة الابتردة بسترعة 

واختتذ الراستتب التتذي ياثتتل دقياتتة لاتتدة زصتتف ستتاعة 

 مكوزا  الجدار الخلوي الخام.

قدر  كاية البروتين لاستخلص الجتدار الخلتوي 

 12، وكتتا  تركيتتمه  [13]الختتام علتتى وفتتل طرياتتة 

% متتتن وز   24ملغتتترام / مليليتتتتر إذ شتتتكل زستتتبة 

التى ا   [19] 1988الخلايا. وقد اشار الميتدي عتام 

لجتتاف % متتن التتوز  ا 15البروتينتتا  تشتتكل زستتبة 

لجتتدرا  البكتريتتا الستتالبة لصتتبغة غتترام ، وقتتد تكتتو  

النسبة التتي حصتلنا عليهتا عاليتة إذ قتد تختلتف زستبة 

 البروتين من بكتريا الى اخرل.

كتتتذلك قتتتدر  كايتتتة الكربوهيتتتدرا  لاستتتتخلص 

، وقتد  [14]الجدار الخلوي الخام علتى وفتل طرياتة 

ملغتترام / مليليتتتر والتتذي شتتكل  0.723كتتا  التركيتتم 

 % من وز  الخلايا. 1.44ة زسب

كاا قيس امء متن مستتخلص الجتدار الخلتوي الختام 

زتازوميتر وقتد كازتت الاتراءة  260عند طتول متواي 

  اتتا يمنتتي خلتتوه متتن الاحاتتاض النوويتتةصتتيراً م م

 (.1ادول  [20]
( النسةةب المئويةةة للكردوايةةدرات والبروتينةةات فةةي 1جةةدو)  

 E.cloacaeمستخلص الجدار الخلوي الخام لبكتريا 

             
 المكون

 
 التركيز)ملغرام/مليليتر(

 
 النسبة المئوية %

 % 1.44 0.723 الكربوهيدرات
 %24 12 البروتينات

 

لبكتريةا  (LD50)حساب الجرعة المميتة النفةفية 

E. cloacae : 

 E. cloacaeلبكتريتتتتا  LD50تتتتتا حستتتتاب  
% متتتتن اليلتتتترا   50لامرفتتتتة التركيتتتتم الااتتتتتل لتتتت  

البتتتي  الاحاوزتتتة بتتته ، وقتتتد استتتتمالت  السويستتترية

،و  1010،و  1110خاستتة تراكيتتتم بكتيريتتة وهتتتي:  
( وحتتتتدة مكوزتتتتة للاستتتتتمارة / 710،و  810،و  910

مليليتتتر وحانهتتا فتتي اليلتترا  ، وقتتد ارهتتر  ا  قياتتة 

% متن اليلترا  الاحاوزتة هتو   100التركيم الااتل ل  
كيتم وحدة مكوزة للاستمارة / مليليتر. اما التر 1110

×  3.16% من اليلرا  كتا  مستاوياً لت   50الااتل ل  
 .( 2وحدة مكوزة للاستمارة / مليليتر ادول   910

 
 LD50( تحديةةةد قيمةةةة الجرعةةةة المميتةةةة النفةةةفية 2جةةةدو)  

 E. cloacaeلبكتريا 

المدد 

الحي 

 للخلايا

عدد 

اليلرا  

الاحاو

 زة

عدد 

اليلرا  

 الحية

عدد 

اليلرا  

 الايتة

المدد  يالمدد التراكا

التراكاي 

لليلرا  

الحية 

 والايتة

النسبة 

الالوية 

 للهلاك

اليلر

ا  

الحي

 ة

اليلرا

  

 الايتة

1110 3 0 3 0 6 6 100 % 

1010 3 1 2 1 3 4 66.6 % 

910 3 2 1 3 1 4 33.3 % 

810 3 3 0 6 0 6 0 % 

710 3 3 0 9 0 9 0 % 

 

 .[15]حسب  LD50وقد حسبت قياة 

 

 

 

 

 

 3.16=  910×  0.510% =  50عة الاايتة ل  الجر

 خلية / مليليتر. 910× 

في  E. cloacaeلبكتريا  LD50وقد تا تاثيل قياة 

( إذ يوضتتح الشتتكل عتتدد الخلايتتا البكتيريتتة 1الشتتكل  

الحيتتتة لكتتتل مليليتتتتر علتتتى الاحتتتور الستتتيني ، وعتتتدد 

اليلتترا  الحيتتة والايتتتة علتتى الاحتتور الصتتادي إذ تتتا 

الناتتتاط بالنستتتبة لليلتتترا  الحيتتتة  ايصتتتال الختتتط بتتتين

والايتتتتة فتتتامكن الحصتتتول متتتن زاطتتتة التاائهتتتا علتتتى 

الجرعتتتتتتتتة الاايتتتتتتتتتة لنصتتتتتتتتف عتتتتتتتتدد اليلتتتتتتتترا .

 % 50% لليلرا  الايتة في التركيم الادزى من  -%  50

 الاسافة البينية =

 %لليلرا  الايتة -% 50على من %لليلرا  الايتة في التركيم الا     

 % 50الادزى من   في التركيم                      

                       50  %- 33.3        %     16.7    % 

                                              = =                        =0.5 

                      66.6  %- 33.3     %      33.3 % 
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العدد التراكمي للفئران الحية العدد التراكمي للفئران الميتة

 E. cloacaeلبكتريا  LD50( تحديد قيمة 1شكل   

 

 .Kوفتتي دراستتة محليتتة ااريتتت علتتى بكتريتتا 

oxytoca  كازت قياةLD50 3.16 مساوية التى  ×
م وهذه النتيجة اشتد بكثيتر  [21]خلية / مليليتر  610

التتتي تتتا تحديتتدها ، ورباتتا يمتتود الستتبب  LD50متتن 

هتتي بكتريتتتا  E. cloacaeفتتي ذلتتك كتتو  بكتريتتتا 

 ازتهازية.

 LD50حسةةةةةةةاب الجرعةةةةةةةة المميتةةةةةةةة النفةةةةةةةفية  

 لمستخلص الجدار البكتيري : 

حانت اليلرا  السويسرية البي  باربمتة تراكيتم 

 Crude cell)مستخلص الجدار الخلوي الختام من 

wall)   : 150،و  200،و  250،و  300وهتتتتتتتي )

لتتته ، ولتتتا  LD50ملغتتترام / مليليتتتتر لااتتتل حستتتاب 

تسجل أية حالة قتل لليلرا  باي تركيم متن التراكيتم 

،  [15]الاحاوزة حتى بمد مرور خاستة ايتام حستب 

الا ازه لوحظ ا  ااسامها اصبحت هميلة ومتضتائلة 

شتتكل لافتتت للنظتتر إذ قلتتت اوزازهتتا خاصتتة اليلتترا  ب

( غرامتا  عتن 8الاحاوزة بالتراكيم المالية بامتدل  

( غرامتاً. 25-20اوزازها الاصلية التي تتراوح بين  

وهذا يدل على ازه بتالرغا متن عتدم واتود أي تتاثير 

قاتتتتل لاكوزتتتتا  الجتتتدار الا ازتتتته يتتتؤثر فتتتتي الحالتتتتة 

 اليسلجية لليلرا  بشكل كبير.

باتتتا يكتتتو  ستتتبب الهتتتمال  زاصتتتا  التتتوز ( التتتى ر 

التتتتتتتتتتتتتتتتتتتأثيرا  الامراضتتتتتتتتتتتتتتتتتتية اليستتتتتتتتتتتتتتتتتتلجية 

 (Pathophysiology  لمديتتتتد الستتتتكريد الشتتتتحاي

 الاتاثلتتتتتتتتة بناصتتتتتتتتا  الستتتتتتتتكرفي التتتتتتتتدم  

(Hypoglycemia زتيجتتتة لتحييتتتم عاليتتتا  تحلتتتل

( في الخلايا فضلا عن حتدور Glycolysisالسكر 

.[22]خلتتل ورييتتي فتتي اعضتتاء متمتتددة متتن الجستتا 
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ABSTRACT 

     The crude cell wall of E.cloacae was extracted by using Lysozyme , DNase and 

RNase enzymes, the contents of the proteins and carbohydrates were 24% and 1.44% 

respectively .  

     The pathogenicity of the bacteria was studied by testing its lethality, in which the 

LD50 was identified to both bacterial suspension and the extract of the crude cell wall 

of bacteria by using white swiss female mice. The value of the LD50 of bacterial 

suspension was 3.16x109 CFU / ml . The cell wall extract didn’t have any lethal effect 

on the mice, but it had a great effect on their physiological state which led to a deficit 

in their weight by an average of  8 grams. 

 

 


