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 المقاومة للامبيسلين Streptococcus pneumoniaeية على جرثومة دراسة وراث

  والمعزولة من التهاب الاذن الوسطى القيحي

  
      

  
  

  

  

  

  )2011 / 7 / 20  ؛  تاريخ القبول 2010 / 3/ 11 م تاريخ الاستلا(

  

  الملخص

 المصابين بمرض التهاب الاذن الوسطى القيحي اثنـاء مـراجعتهم           ى مسحة اذن للمرض   217جمعت  

  . بمستشفى الزهراوي في مدينة الموصل(ENT)لوحدة الانف والاذن والحنجرة 

 Streptococcusظ دور الجرثومـة  تم عزل وتشخيص الاحياء المجهرية من جميع العينـات ولـوح  

pneumoniae                 في احداث الاصابة بالمرض، كما تم التحري عن وجود البلازميدات فـي هـذه الجرثومـة 

  .ودورها في المقاومة للامبيسلين

 بمرض الإصابة إحداث في اً رئيسياً دورStreptococcus pneumoniaeتبين من الدراسة ان لجرثومة 

 وتقـدير  Streptococcus pneumoniaeذلك امكن عزل البلازميدات من جرثومة التهاب الاذن الوسطى، ك

ة هذه الجرثومة للامبيسلين يقع على الدنا الكروموسومي وليس       مكميتها وملاحظة ان الجين المسؤول عن مقاو      

 المقاومـة   ةلللبلازميدات دور في هذه المقاومة، فضلاً عن ذلك فقد تبين انه بالامكان نقل هذا الجين من السلا                

  .ي المجراة مختبرياًثاسة بعملية التبدل الوراسالى الح
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ABSTRACT 

A total of 217 ear swabs were collected from patients infected with suppurative otitis 
media through their visit to ENT unit of Al-Zahrawi Hospital in Mosul city. Isolation and 
identification of microorganisms from all specimens were done, the role of Streptococcus 
pneumoniae as a causative agent of the disease is shown; finally we examined plasmid 
existence in Streptococcus pneumoniae and it's role in ampicillin resistance. The results 
showed that this bacterium is one of the main causative agents of otitis media.Plasmids have 
been prepared from Streptococcus pneumoniae and calculated their quality; the results also 
showed that the gene responsible for this bacterium resistance to ampicillin is located on 
chromosomal DNA, and plasmids have no role in this reistsance. Finally these genes were 
transferred from resistant strain to a sensitive one by transformation process. 

 
Keywords: Otitis media, Resistance to ampicillin, Streptococcus pneumonia. 

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  
  المقدمة

 بالمضادات الحيوية في اختزال الاعـراض  Otitis media  (OM) علاج التهاب الاذن الوسطى ساهم       

والعلامات الناجمة عن الاصابة الجرثومية وساهم ايضاً في الوقاية من عوامل الخطورة المتوقعة المـصاحبة               

ولكن الاستخدام الواسع والعـشوائي لـبعض المـضادات    ة الناجمة عنها، يللمرض وبعض التعقيدات المستقبل  

الحيوية لاسيما الحاوية على حلقة البيتا لاكتام في علاج حالات الاصابة بالمرض في جميع انحـاء العـالم،                  

ومنها العراق، ادى الى تنامي صفة المقاومة لدى الجراثيم الرئيسة المسببة للمرض منهـا تزايـد المقاومـة                  

 كانت نسبة المقاومة إذ Streptococcus pneumoniae البنسلين والامبيسلين في جرثومة للمضادين الحيويين

في نهاية السبعينات وازدادت لتـصل  % 2 لاتزيد عن Otitis mediaفي هذه الجرثومة المعزولة من مرض 

  .(Block, 1997)في بداية التسعينات % 41الى

 عـن طريـق  ر صفة المقاومة للمضادات الحيوية لجراثيم بصورة عامة مقدرة كبيرة على تطوي      ا تمتلك

 منها احتواء الجراثيم على البلازميدات المقاومة       هذه،اليات متعددة تستخدمها الجراثيم لاظهار صفة المقاومة        

 ,Paradise)والتي من الممكن ان تنتقل من جرثومة الى اخرى وتكسبها صفة المقاومة للمضادات الحيويـة  

 Non genetic resistanceية ثيسان من المقاومة للادوية وهي المقاومة غير الوراهناك نوعان رئو. (1995

 وفيها Genetic resistanceية ثية، والمقاومة الوراثوالتي لاتكون صفة المقاومة فيها ناجمة عن تغيرات ورا
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 Chromosomalتظهر صفة المقاومة في الجراثيم نتيجة حدوث تغيرات وراثية امـا فـي الكروموسـومات   

resistance او خارجها Extra chromosomal resistance   وتتضمن الاخيرة وحدات وراثية مـستقلة تقـع 

حمـل صفـات ي تـالت.plasmids   R  والتي من ضمنهاPlasmidsخارج الكروموسوم تدعى البلازميدات 

  .(Jawetz et al.,  1991)  عدة مضادات حيويةتشفـر المـقاومـة لمضاد او

 Geneticد الوراثيـة   واحدة من اليـات انتقـال المـوا   Transformation التبادل الوراثي  عمليةدتع

materials            الـى  تـؤدي    والبلازميدات بين الجراثيم وتتضمن انتقال المادة الوراثية من جرثومة الى اخرى و

 او  Spontaneouslyرثومة المكتسبة لهذه المادة وقد تحصل هذه العملية تلقائيـاً           جاحداث تغيير وراثي في ال    

 لاخذ قطع من الـدنا الكروموسـومي او الـدنا           competentمختبرياً من خلال تحفيز الخلايا وجعلها مؤهلة        

  .(Jawetz et al., 1980; Davis et al., 1980)البلازميدي 

 Streptococcus pneumoniaeنظراً لعدم وجود دراسة تتناول الجانب الـوراثي لمقاومـة جرثومـة    

اختيار ق فقد ارتاينا  للمضاد الحيوي الامبيسلين في العراOtitis mediaن حالات الاصابة بمرض المعزولة م

 المـسؤولة عـن   ها واحدة من اكبر المـسببات الجرثوميـة  وصف بStreptococcus pneumoniaeجرثومة 

 لدراسة سـبب  ، والتي لاتمتلك انزيمات البيتا لاكتاميزمن النتائج التي ظهرت عندنا المرض، كما هو واضح

اولة الكشف عما اذا كان الجين المسؤول عن المقاومة للمضاد الحيوي الامبيسلين واقعاً             حمقاومتها من خلال م   

على الدنا البلازميدي في حالة كون الجرثومة ممتلكة للبلازميدات ام على الدنا الكروموسـومي وذلـك مـن          

  لى مقاومة لها بعد اجراء عمليـة التبـدل الـوراثي   خلال ملاحظة امكانية تحويل سلالة حساسة للامبيسلين ا

Transformation            باستخدام الدنا البلازميدي مرة والكروموسومي مرة اخرى والمحضرين من سلالة مقاومة 

  .للامبيسلين

  

  المواد وطرائق العمل

 ة الانف والاذند اثناء مراجعتهم لوحOtitis media مسحة اذن للمرضى المصابين بمرض217جمعت 

  .والحنجرة في العيادة الاستشارية لمستشفى الزهراوي في مدينة الموصل

 Modified stuart transport medium  (Koneman etوضعت المسحات مباشرة في الوسط الناقل 

al., 1997) عينة يومياًل ساعة من اخذ او2.5 – 1.5 قلها الى المختبر لفترة لاتتجاوز وتم ن .  

على اوساط الزرع الابتدائية التالية حسب ما ورد في          المختبر تم زرعها مباشرة     بعد جلب العينات الى     

(Al-Faris et al., 1998; Del Castillo, 1996):  

  . دكستروز–وسط اكار الدم، وسط اكار الدم المطبوخ، وسط اكار الماكونكي، وسط اكار سابرود 

مرات المفردة النامية على اوساط الزرع      تم التشخيص الاولي بالتعرف على الصفات المزرعية للمستع       

  .الابتدائية وبملاحظة الصفات الشكلية للاحياء المجهرية بعد صبغها بصبغة كرام
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  :الاختبارات الكيمياحياتية

اجريت الاختبارات التشخيصية الكيمياحياتية التقليدية بضمنها اختبار الذوبان في الـصفراء واختبـار             

 بالاضافة الى ذلـك فقـد تـم    Streptococcus pneumoniaeتشخيص جرثومة الحساسية لمادة الاوبتوكين ل

 المعزولة من عينـات الاصـابة للمـضاد    Streptococcus pneumoniaeاختبار حساسية عزلات جرثومية 

  .(Jawetz et al., 1991; Mac Faddin, 1985)الحيوي الامبيسلين 

  

 المقاومـة للمـضاد الحيـوي    Streptococcus pneumoniaeتحضير الدنا البلازميـدي مـن جرثومـة    

  :الامبيسلين

حيـث  . (Barcak et al., 1991) بالاعتماد على طريقة (Plasmid DNA)تم تحضير الدنا البلازميدي 

% 5 من وسط المرق المغذي المضاف اليـه  3 سم10 في Streptococcus pneumoniaeتم تلقيح جرثومة 

 مـن   3سـم /  مايكروغرام   50لمضاد الحيوي الامبيسلين بتركيز     مصل دم انسان معقم والمضاف اليه ايضاً ا       

 النبـذ المبـرد      جهـاز   ساعة ثم رسـبت الخلايـا باسـتخدام        24 مْ لمدة    37الوسط، وحضن الوسط بدرجة     

Refrigerated centrifuge من نوع (MSE High Speed 18)  مْ 4دقيقة عند درجـة  / دورة5000وبسرعة

 ـ مايكروليتر من محلول مـنظم البلازم 200 في  دقائق، ثم علق الراسب10دة مول  Phosphate buffer د ي

saline(PBS)    مايكروليتر من محلول     400، بعدها اضيف NaOH-SDS .     مزجت الاضافات جيداً بـالاقلاب

ات الـصوديوم   ت مـولاري اسـي    3 مايكروليتر من    300 دقائق، ثم اضيف اليها      10ج لمدة   لووضعت في الث  

Sodium acetateدقيقـة، بعـدها نبـذت    15 ومزجت جيداً ثم وضعت في الثلج لمدة 4.8 حامضية  وبدالة 

دقيقة عند درجة حـرارة     /  دورة   0500 بسرعة   (Gallenkamp)الاضافات باستخدام جهاز الطرد المركزي      

 مايكروليتر مـن    510واضيف الى   ) الراشح( مايكروليتر من الجزء الطافي      850نقل  .  دقيقة 15الغرفة لمدة   

 15 مْ لمـدة     4، وتم المزج جيداً بالاقلاب ووضع المزيج عند درجة حـرارة            (Propanol-2)بانول   برو -2

وغـسل الراسـب    ) الراشح(اعيدت عملية النبذ بنفس السرعة والمدة المذكورين واهمل الجزء الطافي           . دقيقة

  مـساوٍ  ملراسب حج لاستخلاص الدنا البلازميدي اضيف الى ا     . وجفف بالهواء % 70بالكحول الاثيلي بتركيز    

 الى انبوب جديد واعيدت عملية الاسـتخلاص باسـتخدام   Aqueous phaseمن الفينول ونقل الطور السائل 

نقل الطور السائل الـى انبـوب جديـد         .  حسب الترتيب  1 : 24 الكحول الايزواميلي بنسبة     –الكلوروفورم  

.  لمدة نصف سـاعة     مْ 20-  جة  ن ونصف بقدر حجمه كحول اثيلي بارد ووضع عند در         اواضيف اليه مرت  

اهمل الجزء  .  دقيقة 15دقيقة عند درجة حرارة الغرفة لمدة       /  دورة   5000بعدها اجريت عملية النبذ بسرعة      

 مـايكروليتر   300وجفف بالهواء ثم علق الراسب في       % 70الطافي وغسل الراسب بالكحول الاثيلي بتركيز       

مـن محلـول   )  مايكروغرام20( مايكروليتر 2اضيف  بعدها Tris HCl EDTA(TE)من المحلول المنظم 

 مْ لمدة نصف ساعة واضيف اليه حجم مساو من الفينـول ونقـل              37حضن المزيج بدرجة    . Rnaseالانزيم  
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 1 : 24 الكحـول الايزوميلـي   –السائل الى انبوب جديد واضيف اليه حجم مساو من الكلوروفـورم            الطور

 مولاري اسيتات   7.5 مايكروليتر من    150ى انبوب اخر واضيف اليه      حسب الترتيب، ثم نقل الطور السائل ال      

 دن ونصف بقدر حجمة كحـول اثيلـي بـار   ا، ثم اضيف الى المزيج مرتAmmonium acetateالامونيوم 

اجريت بعدها عملية النبـذ بـنفس الـسرعة والمـدة           .  لمدة نصف ساعة    مْ 20-درجة حرارة   ووضع عند   

وجفـف  % 70وغسل الراسب بالكحول الاثيلـي بتركيـز        ) الراشح( الطافي   المذكورين سابقاً واهمل الجزء   

 TE مايكروليتر من المحلول المنظم      100اخيراً علق الراسب النهائي الذي يمثل الدنا البلازميدي في          . بالهواء

 .وحفظ في الثلاجة

  

  ير تركيز الدنا البلازميدي دتق

 في تقدير تركيز الدنا البلازميدي، حيث تـم  (Birnboim and Doly, 1979)تم الاعتماد على طريقة 

مزجت جيداً وتم قيـاس     . TE من المحلول المنظم     3 سم 0.9 من محلول الدنا البلازميدي الى       3 سم 0.1اضافة  

 Ultravioletالبنفسجية   مطياف الاشعة فو قز نانوميتر باستخدام جها260موجي ل الالامتصاصية عند الطو

spectrophotometer من نوع SP 600 من شركة Pye Unicam . ولتقدير تركيز الدنا البلازميدي اعتمدت

  :الصيغة التالية

   نانوميتر260عند الطول الموجي 

  . من محلول البلازميد3 سم1/  مايكروغرام دنا بلازميدي 50 = 1شدة الامتصاصية 

  

مـضاد الحيـوي    المقاومـة لل Streptococcus pneumoniaeتحضير الدنا الكروموسومي من جرثومـة  

  :الامبيسلين

 Quick microscaleة ـريقـــ بط (Chromosomal DNA)ي ـا الكروموسومـــحــضر الدنــ

preparation of chromosomal DNAاء في ــب ما جــ حس(Barcak et al., 1994)وكما يلي :  

ي رق المغذم من وسط ال3 سم1 مقاومة للامبيسلين في Streptococcus pneumoniaeلقحت جرثومة 

 ساعة، ثـم رسـبت الخلايـا        24 مْ لمدة    37مصل دم انسان معقم وحضن الوسط بدرجة        % 5المضاف اليه   

علـق  .  دقـائق  10 مْ لمدة    4دقيقة عند درجة حرارة     /  دورة   5000باستخدام جهاز النبذ المبرد عند سرعة       

 ثم اضيف NaOH – SDS مايكروليتر من محلول 40 واضيف اليه NaCL, TEم ظ المنلالراسب في المحلو

 دقائق حيث   10 مْ لمدة    65 – 50 وحضن بدرجة    Rnaseمن محلول انزيم    )  مايكروغرام 50( مايكروليتر   5

انبـوب جديـد     السائل الى  ر من الفينول بقدر حجمه ونقل الطو      اصبح المزيج رائقاً، ثم اضيف للمزيج كمية      

 الكحول الايزواميلي   –فروم  من الكلورو وكررت عملية اضافة الفينول ثم اخذ السائل واضيف اليه حجم مساو            

ن كحـول  ا حسب الترتيب، ثم نقل الطور السائل الى انبوب جديد واضيف اليه بقدر حجمه مرت       1 : 24بنسبة  
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اثيلي مطلق، وبعد هذه الخطوة لوحظ ان الدنا الكروموسومي يبدأ بالترسب والتجمع على شكل كتلـة امكـن                  

اخيـراً  . وتركت لتجف % 70، ثم اضيف اليه كحول ثيلي بتركيز        فصلها عن الكحول بماصة باستور معقمة     

  . وحفظ في الثلاجةTE مايكروليتر من محلول 200علق الدنا الكروموسومي في 

  

 والمـادة الوراثيـة   Streptococcus pneumoniae فـي جرثومـة   (Transformation)التبدل الوراثي 

  يسلينالمسؤولة عن مقاومة الجرثومة للمضاد الحيوي الامب

 حساسة للامبيسلين الى مقاومة لها بعملية Streptococcus pneumoniae امكانية تحويل علىللتعرف 

التبدل الوراثي، وللتحري عن كون الجين المسؤول عن المقاومـة للمـضاد المـذكور واقعـاً علـى الـدنا                    

 المحـضرين مـن جرثومـة       الكروموسومي او على الدنا البلازميدي فقد تم استخدام هذين النوعين من الدنا           

Streptococcus pneumoniae المقاومة للمضاد الحيوي الامبيسلين، كل على حدة، في امكانية اجراء التبدل 

 للمضاد الحيوي Streptococcus pneumoniaeالوراثي وذلك بملاحظة قدرة السلالة الحساسة من جرثومة 

 من الوسط بعد  3سم/  مايكروغرام   50مبيسلين بتركيز   المذكور على النمو في الوسط المغذي المضاف اليه الا        

نقل الدنا الكروموسومي او الدنا الابلازميدي المحضرين من السلالة المقاومة الىالسلالة الحساسة بتجـربتين              

  : وكما يلي(Muckerman et al., 1982)ين وذلك بالاعتماد على طريقة تمفصول

  

   الدنا البلازميديامكانية التبدل الوراثي باستخدام: اولاً

 Streptococcusمصل دم انـسان معقـم بجرثومـة    % 5تم تلقيح وسط المرق المغذي المضاف اليه 

pneumoniae          عند  0.2شدة امتصاصية قدرها    ب حساسة للامبيسلين وحضن الوسط لغاية الحصول على نمو 

. Pye Unicamمن شركة  SP 600 نانوميتر باستخدام جهاز المطياف الضوئي من نوع 650الطول الموجي 

 القلب المضاف اليـه  –منقوع الدماغ   من وسط    3 سم 19 منه واضافته الى     3 سم 1خفف النمو الجرثومي باخذ     

 ملي مولاري كلوريد الكالسيوم     0.1البومين المصل البقري و     % 0.2 كلوكوز و    0.2خلاصة الخميرة و  % 2

 من الوسط الى انبوب معقـم، وباسـتخدام   3 سم1 مْ  لمدة عشرين دقيقة، بعده نقل    30وحضن الوسط بدرجة    

.  مايكروغرام من الدنا البلازميدي المحضر من الـسلالة المقاومـة للامبيـسلين            2ماصة معقمة اضيف اليه     

 ماء مقطر معقم ثم حضن الوسط المخفف بدرجة         3 سم 9 دقيقة، ثم خفف باضافة      30 مْ لمدة    30حضن بدرجة   

حضين تم اخذ نموذج من الوسط المخفف وتلقيحه على اكـار لـدم             تبعد انتهاء فترة ال   .  ساعة 2.5 مْ لمدة    37

 مْ لمـدة    37حضن وسط اكار الدم بدرجة      .  من الوسط  3سم/  مايكروغرام 50الحاوي على الامبيسلين بتركيز     

 Streptococcus الوراثي بظهـور مـستعمرات ناميـة مـن جرثومـة       ساعة ولوحظت نتيجة التبدل24

pneumoniaeعلى الوسط .  
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  :امكانية التبدل الوراثي باستخدام الدنا الكروموسومي: ثانياً

اتبعت نفس الطريقة السابقة وباستخدام نفس الاوساط والمواد والمعاملات مـا عـدا اسـتخدام الـدنا                 

 .ميديالكرموسومي بدلاً من الدنا البلاز

 للتمييز بين الدنا البلازميدي والدنا الكروموسومي في        Electrophoresisاستخدام تقنية الهجرة الكهربائية     

  .Streptococcus pneumoniaeجرثومة 

هربائية، حيث سخن الاكاروز الى كلفصل بالهجرة الل وسطاً Agarose gelتم استخدام هلام الاكاروز 

 مْ وتم تحضير صفائح الاكاروز بعدها وضـع الاكـاروز بوضـع             50 درجة    مْ حتى الذوبان ثم برد الى      10

اضيف مقدار مـن الـدنا البلازميـدي    . (GAMAG 81510)صحيح في جهاز الهجرة الكهربائية من نوع 

 ليتكون محلول مـنظم الـدنا البلازميـدي؛         DBSالى كمية من محلول منظم الدنا       ) المحضر كما ورد سابقاً   (

لمحلولان الى ااضيف . (Jansie et al., 1987)حضير محلول منظم الدنا الكروموسومي وبنفس الطريقة تم ت

حفرتين مستقلتين من حفر الاكاروز لحين امتلائهما وتم وضع اشرطة ورقية على طرفي هـلام الاكـاروز                 

 اكـاروز، حتـى     2سـم / فولت   5لضمان عملية التوصيل الكهربائي، اجري الترحيل باستخدام تيار ذو جهد           

 ساعة وتم رفع الهلام من      1.5لتي استغرقت   ايل  حعندها اوقفت عملية التر   . صول الصبغة الدالة قرب الهلام    و

ازيلت الصبغة . Ethydium bromide (Micheal, 1982)الاثيديوم بروميد الجهاز وغمره في محلول صبغة 

 نـانوميتر   280 المـوجي    الفائضة وغسل الهلام بالماء المقطر وعرض للاشعة فوق البنفسجية عند الطـول           

 للكشف عن تـالق كـل مـن الـدنا     (Short wave UV – 254 Nm, Mineralight lamp)باستخدام جهاز 

  ).1989الجوراني، (البلازميدي والدنا الكروموسومي ثم صور فوتوغرافياً 
 

  النتائج والمناقشة

لمـصابين ومنـه يظهـر ان        من عينات ا   ةالنسب المئوية للاحياء المجهرية المعزول    ) 1(يبين الجدول   

 Staphylococcus aureus المسبب الاكثر شيوعاً بعد جرثومة هي Streptococcus pneumoniaeجرثومة 

  %.18.6اذ بلغت نسبة الاصابة بها 
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  .النسبة المئوية للاحياء المجهرية المعزولة من عينات المصابين: 1جدول ال

  

العينات ذات 

 ارع السالبةالمز

العينات ذات 

  المزارع الموجبة

العدد 

الكلي 

  %  العدد  %  العدد  للعينات

  %  العدد  الاحياء المجهرية المعزولة

  الجراثيم الموجبة لصبغة كرام
S. aureus 

Str. pneumoniae 
Str. pyogenes  
Diphtheroids 

  
49  
39  
2  
9  

  
23.4  
18.6  
0.9  
4.3  

   كرامالجراثيم السالبة لصبغة
H. influenzae 
P. mirabilis 

K. pneumoniae 
Ps. aeruginosa 
M. catarrhalis 

E. coli 

  
36  
17  
15  
13  
10  
9  

  
17.1  
8.1  
7.1  
6.8  
4.7  
4.3  

  الفطريات
Candida albicans 

Asp. niger 

  
7  
3  

  
3.3  
1.4  

217  28  12.9  189  87.1  

  100.0  209  المجموع

  

  في دراسـتنا جـاء  اًع شائاً جرثوميها مسبباًبوصف Streptococcus pneumoniaeان ظهور جرثومة 

 84 علـى  (Chonmaitree et al., 1986) لما اشارت اليه العديد من الدراسات ومنها دراسة الباحثين مماثلاً

 ,Kontiainen) (، ودراسـة  %20.0عينة واستنتجوا ان نسبة الاصابات الناجمة عن هذه الجرثومة بلغـت  

  %.18صابات الناجمة عن هذه الجرثومة كانت  والتي لاحظت ان نسبة الا1988

  . المقاومة للامبيسلينStreptococcus pneumoniaeالكشف عن وجود البلازميدات في جرثومة 

لحيوي الامبيسلين والتي  للمضاد اStreptococcus pneumoniae مقاومة جرثومة  الى دراستنااشارت

 Streptococcusمبيسلين من جرثومة للا  سلالة مقاومةتم تحضير الدنا البلازميدي من% 32.7تها بلغت نسب

pneumoniae حسب طريقة (Barcak et al., 1994)  تم تقدير تركيزه حسب ماورد فـي (Birnboim and 

Doly, 1979) باستخدام محلول 10 : 1 الذي يعتمد على تخفيف محلول الدنا البلازميدي المحضر بنسبة TE 
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ومن ثم قياس شدة الامتصاصية للمحلول المخفف عنـد الطـول           )  البلازميدي كما ورد في بحث تقدير الدنا     (

  : وبتطبيق الصيغة التالية0.0037 نانوميتر والتي بلغت 260الموجي 

   . محلول بلازميد3سم/  مايكروغرام دنا لازميدي 50= 1شدة الامتصاصية 

  X = 10 × 0.0037شدة الامتصاصية 

⇐ X = 50 × 0.0037 × 10  

∴ X = 1.85 محلول البلازميد3سم/ مايكروغرام دنا بلازميدي .  

 المقاومة للامبيسلين للدنا Streptococcus pneumoniaeان نتيجة دراستنا تكشف عن امتلاك جرثومة 

  .البلازميدي

عند مقارنة نتيجة دراستنا مع الدراسات الاخرى نجد ان وجود البلازميدات في انواع مختلفة من جنس                

Streptoccociد تم اثباته في اكثر من دراسة   ق(LeBlanc and Hassell, 1976)   الا انه وحتـى اواخـر ،

 ونـترح الباحثـ، اقStreptococcus pneumoniaeالسبيعينات لم يتم اثبات وجود البلازميدات في جرثومة 

)  (Dnag – Van et al., 1978فـي بـاريس   سلالات المقاومة للادوية من هذه الجرثومة والتي عزلت ل بان ا

تشير الى وجود البلازميدات في هذه السلالات الا انهم لـم يـستطيعوا تحديـدها وعزلهـا بطـرق النبـذ                     

Centrifugation methodsس الــسنة اســتطاعــــي نفـــــ التــي اســتخدمت فــي دراســتهم، وف  

) (Jacobs et al., 1978 على السلالات متعددة المقاومة من جرثومـة   من خلال دراستهمStreptococcus 

pneumoniae          ،اكد الباحثان     فيما اكد   الكشف عن وجود البلازميدات في سلالة من هذه السلالات المدروسة  

(Smith and Guild  , 1979)وجود البلازميدات في هذه الجرثومة .  

  

  .Streptococcus pneumoniaeالتبدل الوراثي وموقع الجين المسؤول المقاومة للامبيسلين في جرثومة 

 حساسة للامبيسلين Streptococcus pneumoniaeعد اجراء اختبار عملية التبدل لسلالة من جرثومة ب

مبيسلين مرة والدنا الكروموسومي    الى مقاومة لها وباستخدام الدنا البلازميدي المحضر من سلالة المقاومة للا          

بلازميدي وذلك من ملاحظـة ان      مرة اخرى، اثبتت العملية نجاحها عند استخدام الدنا الكرموسومي وليس ال          

الا انه بعد اجراء اختبـار عمليـة التبـدل          . ار الدم الحاوي على الامبيسلين    كعلى وسط ا   لا تنمو  هذه السلالة 

الوراثي باستخدام الدنا الكروموسومي المحضر من السلالة المقاومة لوحظ ظهور عـدد مـن المـستعمرات                

ار بلالة غير قادرة على النمو على الوسط المذكور بعد اجراء اخت          النامية على الوسط المذكور، بينما بقيت الس      

  .التبدل الوراثي باستخدام الدنا البلازميدي من السلالة المقاومة للامبيسلين

 Streptococcus pneumoniaeان نتائج دراستنا تشير الى ان الجين المسؤول عن مقاومة جرثومـة  

ت على الرغم من ان الاخيرة تم اثبات وجودهـا          ايس على البلازميد  يقع على المادة الوراثية الكرموسومية ول     
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 Streptococcusكما ان دراستنا تؤكد امكانية انتقال المقاومة للامبيسلين بين سلالات جرثومة . في الجرثومة

pneumoniae  بعملية التبدل الوراثي.  

دوية الى مقاومـة لهـا    حساسة لبعض الاStreptococcus pneumoniaeان امكانية تحويل جرثومة 

 الوراثي وباستخدام الدنا الكروموسومي قد تم اثباته في العديد من الدراسـات ومنهـا دراسـة                 للتبدابعملية  

 Streptococcus اسـتطاعوا تحويـل سـلالة مـن جرثومـة      إذ (Muckerman et al., 1982)ن يالبـاحث 

pneumoniae   بدل الوراثي وباستخدام الدنا الكروموسـومي  بعملية الت لى مقاومة له  لستربتومايسين ا ل حساسة .

 المقاومة للامبيسلين من قبـل      ةاما عن موقع الجين المسؤول عن مقاومة الجرثومة للامبيسلين فلقد تم ملاحظ           

 لاكتاميز في المـساهمة فـي هـذه         –م اثبات دور البلازميدات او انزيمات البيتا        ت لم ي  ههذه الجرثومة الا ان   

 .(Jawetz et al., 1991)المقاومة 
 

  .التمييز بين الدنا البلازميدي والدنا الكرموسومي بتقنية الهجرة الكهربائية

نتيجة الهجرة الكهربائية لكل من الدنا البلازميدي والدنا الكروموسومي المحضرين من           ) 1(شكل  اليبين  

رة متالقـة عنـد    حيث نلاحظ ظهور حزمة كبيStreptococcus pneumoniaeالسلالة المقاومة من جرثومة 

غة الدالة بعد انتهاء عملية الهجرة وبشكل يصعب تمييز نوعي الدنا، وان ذلك قـد               باقصى نقطة وصلتها الص   

لماء المقطر لوحده في غسل الهلام لازالة الصبغة الفائضة بدلا من استخدام محاليل اكثـر             ايعود الى استخدام    

مـن المنـاطق    ادى الى عدم ازالة الصبغة بشكل تـام         كفاءة في الغسل مثل محلول كبريتات المغنسيوم مما         

ان اغلب الدراسات تشير الى استخدام محلول كبريتات المغنسيوم فـي غـسل الهـلام               . المجاورة لحزم الدنا  

؛ او قـد    )1989الجـوراني،   (لازالة الصبغة الفائضة من المناطق غير الحاوية على الدنا بعد عملية الهجرة             

ءة بعض المواد التي استخدمت في بعض خطوات تحضير نوعي الدنا في دراسـتنا              يعود السبب الى عدم كفا    

 مما ادى الى عدم التخلص من الرنا ثم الحصول على دنا غير نقـي               Rnase مفعولها مثل انزيم     دنتيجة استنفا 

  .وبالتالي ظهور هذه المواد الملوثة عند الهجرة الكهربائية

  
جرثومـة  لنا الكروموسومي من السلالة المقاومة للامبيـسلين  دلبلازميدي واللدنا ال الهجرة الكهربائية :1الشكل  

Streptococcus pneumoniae.  
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