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  الملخص

  المضادة للجراثيم Cationic  الموجبة عزل وتنقية الببتيدات الى البحثيهدف

Antimicrobial Peptides  (Amps) ثير المضاد لهذه الببتيدات تجاه  و دراسة التأ،والجمال، من دم الأغنام، والأبقار

  Staphylococcus aureus، Enterococcus faecalis: ( وهي،مجموعة من البكتريا المرضية المقاومة للعلاجات
،Pseudomonas aeruginosa ، E.coli: 0157: H7 ( المضادات الحيويةبعضومقارنة التأثير مع  .  

 المختلفة ضمن التقنيات المستخدمة في هذه  الحيوانية من مصادرهاتيداتعلى هذه البب الحصول إمكانيةنتائج ال أظهرت

قمم امتصاص في المستخلص الخام للببتيد المعزول ) 6( وجود ،HPLC أظهرت النتائج الخاصة بتقنية الــ حيثالدراسة، 

قمة امتصاص في حالة ) 21 ( الابقار، و في المستخلص الخام للببتيد المعزول من دمقمم امتصاص) 7 (ومن دم الأغنام 

  .المستخلص الخام للببتيد المعزول من دم الجمال

 وإن ،ن جميع هذه الببتيدات كانت مؤثرة ولكن بصورة متباينة ولم تظهر أي حالة مقاومة تجاههاايضاً أنتائج ال أوضحت

 كان متقارباً نوعاً والأبقار دم الأغنام  وإن تأثير الببتيد المعزول من، تأثير كان في حالة الببتيد المعزول من دم الجمالأفضل

 )27( وبأقطار تثبيط ،خاصة تجاه الببتيد المعزول من دم الجمالرا كانتا الأكثر تأثة لصبغة كرام وان نوعي البكتريا الموجب. ما

  .ملم لبكتريا السبحيات البرازية والعنقوديات الذهبية على التوالي )26(ملم و 

  . ات المضادة للجراثيم، الببتيدات الموجبة، المقاومة العلاجيةالببتيد :الكلمات الدالة

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Isolation and Purification of Antimicrobial Peptides from the Blood of some 

Animals and the Study of  its Antimicrobial Activity Against some Multidrug 
Resistant Pathogenic Bacteria 
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ABSTRACT 

The study aimed to isolate  and purify  the cationic Antimicrobial peptides (Amps)  from the 
blood of sheep, bovine and camels, then study its antimicrobial activity against some multidrug 
resistant pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas 
aeruginosa , E.coli : 0157: H7), and compare it with some antibiotics. 

The results showed that those peptides could be obtained from various animals  using the 
techniques in this study. The results of HPLC technique showed that there are (6) peaks in the crude  
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extract from sheep blood and (7) peaks for bovine blood and (21) peaks in the crude extract isolated 
from camels, blood. 

The results also showed that all these peptides were effective, but they have different effects, 
and all the bacteria were sensitive to it. The peptide isolated from the camels blood was the best, 
while those isolated from sheep and bovine showed similar activities, and all peptides affect gram-
positive bacteria more than gram-negative, especially peptides isolated from camels blood as the 
inhibition zone was (27) mm and (26) mm for  Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus 
respectively. 
Keywords: Antimicrobial peptides, Cationic peptides, drug resistance.    

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

   المقدمة 

نتيجة للحاجة الملحة في البحث المستمر والمتطور عن البدائل العلاجية لحل مشكلة المقاومة البكتيرية، والقـضاء علـى                        

تـم   ،ج والقضاء على الأمراض البكتيرية    متنوعة للعلا ق جديدة و  ائ طر إلى وصول وال ذات المقاومة المتعددة للعلاجات     البكتريا  

التي تعرف بأنهـا مجمـل   ) Antimicrobial Peptides) Ampsما يسمى بالببتيدات المضادة للجراثيم إلى اكتشاف  التوصل

               ارجي أو بيئـي   الببتيدات الدفاعية للمضيف في الكائنات الحية المختلفة والتي تدخل ضمن المناعة الذاتية كاستجابة لأي مؤثر خ               

)Wang, 2010 ; Oliveira et al., 2011( . البكتريـا  مـن  ان لهذه الببتيدات قدرة عالية في قتل أنواع مختلفة لوحظ حيث

 ثرةمـؤ  فعالية   ومة للمضادات الحيوية التقليدية، فضلا عن     ضمنها البكتريا التي تظهر مقا    الموجبة والسالبة لصبغة الكرام، ومن      

  .)Epand and Epand, 2010(  وحتى الخلايا السرطانيةوالفيروساتضد الفطريات 

 Bacteriocidalذات فعالية قاتلة     بكونها   الحيوية المتداولة عن المضادات   تمتاز  عوامل علاجية متطورة     هذه الببتيدات    تعد     

قتل الجراثيم مقارنة مع بسرعة تمتاز  ا، كمتجاهها يرية مقاومة بكتتطورعدم  وBacteriostatic  للبكترياأكثر من كونها مثبطة   

  .)Langham et al., 2008(المضادات الحيوية التقليدية 

 بعض الكائنـات    او من  من مصادر مختلفة سواء النباتية او الحيوانية          المضادة للجراثيم   الببتيدات أنواع العديد من    تعزل

  وخاصـة العدلـة   Leukocytes إذ عزلت من كريات الدم البيضاء در عزلها، مصاأفضلمن  اتالثدييدم ، ويعد بدائية النواة

Neutrophilsفي بعض هذه الحيوانات مثل الأبقار والأغنام والماعز والغزلان والخنازير وغيرها .  

 و  Cationic Amps   الببتيـدات الموجبـة   إلى مجموعتين رئيسيتين وهما وشحنتهاهايبحسب تركتقسم بصورة عامة 

 هي المجموعة الأكثـر فعاليـة ضـد     الموجبةالأنواعإن و ،)Anionic Amps) Anderson et al., 2004بتيدات السالبة الب

تكـون غنيـة بالحـامض الأمينـي       التيDefensinsوهما  تضم عائلتين مهمتين والتي الجراثيم المتنوعة والممرضة للإنسان 

Arginine   و Cysteine  وهي تقسم إلى عـدة عوائـل ثانويـة حـسب أشـكالها      يد الكبريت وتحتوي على ثلاث أواصر ثنائية 

  .(Brogden, 2005) وتراكيبها

تختلـف عـن    ، عوائل ثانويةلها الببتيدات الموجبةعائلة مهمة من   أيضاً   التي تعد  Cathelicidins هي   الأخرىالعائلة   

Defensins قطبية و شحنة موجبة   امتلاكهما  يتشابهان في  هما شكلها ولكن  في Hydrophobic  الأساسية  الآلية ب  وكلاهما يؤثران

 ـ والأغشية الخلوية  من خلال الارتباط بالجدر    نفسها     وتغييـر تركيبهـا وهندسـتها وفقـدان وظيفتهـا،           للجـراثيم  ةالبلازمي

)Zhao et al., 1995 ; Huttner et al., 1998  ( ، ون عادة فتكالسالبة الشحنة من الببتيدات المضادة للجراثيممجموعة الأما 

 ضـعيفة وغيـر     تهـا التي تكون فعالي   قليلة من الببتيدات     اً أعداد الشحنة وتضم في  الموجبة وتخالفها   أصغر بكثير من الببتيدات     

   .)Brogden et al., 2003(واضحة ضد الجراثيم الممرضة 
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ات محلية حولها فقد هدفت     بدائل علاجية فعالة وعدم وجود دراس     بوصفها   هذه الببتيدات المضادة للجراثيم      لأهميةونظرا  

 استخلاص هذه الببتيدات من كريات الدم البيضاء العدلة في دم بعض الحيوانات المحليـة  وهـي الأبقـار                    إلىلية  الدراسة الحا 

 المضاد تجاه عدد من البكتريا المرضية الموجبـة والـسالبة لـصبغة كـرام ذات                تأثيرها ودراسة    مرة الجمال  ولأولوالأغنام  

 .متعددة للمضادات الحيويةالمقاومة ال

 المواد وطرائق العمل

 المواد 

   البكتريا المستخدمة

  اثنـان  جامعة الموصل،  / كلية العلوم  / عزلات بكتيرية مرضية معزولة ومشخصة في قسم علوم الحياة         استخدمت أربع       

 و  ) الحـروق إصـابات زولة مـن  مع( Staphylococcus aureus تعود لمجموعة البكتريا الموجبة لصبغة كرام وهي منها

Enterococcus faecalis )اثنان منها تعود لمجموعة البكتريا الـسالبة لـصبغة كـرام وهـي     و )معزولة من بيئة المستشفى

Pseudomonas auroginosa  ) الجروحإصاباتمعزولة من  (  وE.coli 0157: H7 )   الإسـهال معزولة مـن حـالات 

                واعتمـادا علـى    حيوية الملائمة والكيم الزرعية و   العزلات بأجراء الاختبارات الشكلية و     ، تم التأكد من تشخيص هذه     )الدموي

(Collee et al., 1996;  Koneman et  al., 2006).  

   الحيوانات المستخدمة كمصدر للحصول على الببتيدات المضادة للجراثيم

لحيوانات المحلية في محافظة نينوى مصادر للحصول على الببتيدات المضادة للجراثيم، وهي استخدمت ثلاثة أنواع من ا

و الجمال ) Bos indicus( الشرابية الأبقار من Bovine، الأبقار )Ovis aries( العواسية الأغنام من Sheepالأغنام 

Camelمن نوع ذو السنام الواحد  )Camelus dromedarius.(  

   ة المحضرة الأوساط الزرعي

 الانتشار الشعاعي ذو الطبقتـين      في طريقة  Ampsارب حساسية البكتريا المدروسة تجاه       تج فيالأوساط التالية   استخدمت  

Two-stage radial diffusion حضرت من مكوناتها الأساسية واعتمادا على )Shamova et al., 1999(.  

 :Aالوسط  -

  لتر ماء مقطر /التركيز غم  المكونات
Agar 10  

Trypticase soy broth 30 
Sodium Phosphate 10 

  

 :Bالوسط   -

  لتر ماء مقطر /التركيز غم  المكونات
agar 10  

Trypticase soy broth 60 
  

 م 0 121 بدرجـة حـرارة  )Autoclave( بجهاز الموصدة ا، وعقم7.2 – 7.4  بين B وA لكل من الوسطين pHضبط الـ 

  . دقيقة15مدة  ول2انج /باوند 15 غط وعند ض

   المضادات الحيوية

  ): 1الجدول (بالتراكيز المبينة في  ملم و) 6(وبقطر ) Bioanalyse) Turkeyاستخدمت الأقراص المجهزة من شركة 
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   وتراكيز المضادات الحيوية المستخدمة قيد الدراسةأنواع :1 الجدول

  

  مايكروغرام/التركيز  الرمز  المضاد الحيوي
Cefotaxime CTX 10 

Ciprofloxacin CIP 10 
Erythromycin E 10 

Amikacin AK  10  
Ampicillin AM 10 

Amoxiclave AMC 30 
Piperacillin PRL 30 
Tetracycline TE 30 
Gentamicin CN 30 
Tobramycin TOB 10 

  

  طرائق العمل

   حساسية العزلات البكتيرية المدروسة تجاه المضادات الحيوية

  الحساسية للعزلات البكتيرية الأربعة قيد الدراسة تجاه مجموعة مـن المـضادات الحيويـة المبينـة فـي                  أجري اختبار   

  .)Vandepitte et al., 2003(  المحورة لهذا الغرضKirby-Bauerعت طريقة تب، وقد ا)1الجدول (

  

     من دم الحيوانات الببتيدات المضادة للجراثيماستخلاص 

  :يد الدراسةجمع الدم من الحيوانات ق

 المانع للتخثر Sodium Citrateحيوان، ومزج مباشرة مع محلول الـ  لكل  الوريديدمالمل من ) 300(جمع ما يقارب 

  .)Ghai , 2005(تخثر الدم لحين استخدامه في التجارب اللاحقة لمنع  من الدم ورُج جيداً 1:4بنسبة 

    الدم البيضاء الـببتيدات المضادة للجراثيم من كرياتواستخلاصعزل 

حيث تم عـزل واسـتخلاص الــ     ،)Shamova et al., 1999; Treffers et al., 2005( إلى طريقة العمل استندت

Ampsمن كريات الدم البيضاء لكل من الحيوانات المدروسة وكما يلي  :  

 إلى الدم بنـسبة  فأضيالذي  Ammonium Chloride الدم بمحلول  عينات خلال معاملة من كريات الدم الحمراءحللت •

 . ومزج جيدا1:3ً

 ° م 4 عنـد درجـة حـرارة        )Hettich/Germany( جمعت كريات الدم البيضاء بواسطة جهاز الطرد المركزي المبرد          •

 .دقيقة15 الدقيقة ولمدة  / دورة700 وسرعة

 . PBSX(  Modified Phosphate Buffer Saline( المحور  الدارئ الملح الفسلجيوضع الراسب في محلول  •

  لغرض تفجير الخلايا لحين الحصول على محلول رائق فـي            Sonicater  الترددات فوق الصوتية   جهازبعومل الراسب     •

 . Neutrophils granules الحُبيبات الموجودة داخل خلايا العدلة وإطلاق لتحرير الأنبوبة

 ،   دقيقـة  40الدقيقة ولمـدة     / دورة 27000  وسرعة ° م 4 عند درجة حرارة     عومل المحلول بجهاز الطرد المركزي المبرد      •

 . لجمع حبيبات خلايا العدلة
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 لاسـتخلاص  Over nightإلى اليوم الثـاني  ° م4 ومزج جيداً في درجة حرارة %  10وضع الراسب في حامض الخليك  •

 .  من تلك الحبيباتAmpsوعزل الببتيدات المضادة للجراثيم 

 الراشـح   جمع، و )°م 4/  دقيقة   20الدقيقة ولمدة    / دورة 27000(زي المبرد   مل المحلول مرة ثانية بجهاز الطرد المرك      عُو •

 . الحاوي على الببتيدات المضادة للجراثيم
 

   :Ione-exchange chromatography تقنية التبادل  الأيونيباستخدام الموجبة المضادة للجراثيم  الـببتيداتتنقية

حيث ،   الذي تم الحصول عليه في الفقرة السابقة       Ampsلـ  محلول  حنة من    الش  الموجبة  الببتيدات المضادة للجراثيم   تقينُ

  : وكما يلي ،)Treffers et al., 2005( إلى واستناداالتبادل الأيوني لهذا الغرض   تقنيةاستخدمت

  .% 20 بتركيز Nacl ونشطت بـ  Amberlite resin IRC-50 (H)  التقنية بمادة  هذهمُلئ عمود الفصل المستخدم في •

  . المواد  عملية التبادل ألايوني والتجاذب اعتماداً على اختلاف الشحنات بينلتتم في عمود الفصل، Amps ـوضع محلول ل •

 Non-cationicموجبة فـي الخلـيط    اللغسل وإزالة المواد غير ) Ammonium acetate) 25mMأضيفت مادة الـ  •

molecules   وكُررت العملية مرتين للتأكيد ،. 

 .، وكررت العملية مرتين للتأكيد  وتنقيتها الببتيدات الموجبة على للحصول %10 الفصل بحامض الخليك غسل عمود •

 . وحفظ لحين الاستخدام ) Lypholizer )Christ/Germany الـ  التجفيدمحلول الببتيدات الموجبة الناتج بجهازجفف  •
  

-RP-HPLC( Reversed-Phased(الطور المعاكس  – داءالأتقنية كروماتوغرافيا السائل عالي فصل الببتيدات الموجبة ب

High-Performance Liquid Chromatography:  

 ,.Selsted et al) أجريت طريقة العمل بالاعتماد على جامعة الموصل /كلية العلوم /اجري العمل في قسم الكيمياء

1993;  Shamova et al., 1999)،وباستخدام جهاز ، من دم الحيوانات المدروسة وتم فصل الببتيدات الموجبة المستخلصة 

وبطور ثابت . R.P. C18 Columnذو عمود فصل من نوع وحجم ) HPLC )Shimadzu-2010 A /Japanالـ 

)Stationary Phase (وطور متحرك ،غير قطبي )Mobile Phase (وبنسبة متدرجة من ،قطبي )%من ) 1-60

Acetonitrile 0.1( و % ( منTrifluoroacetic acid) TFA(،وماء مقطر .  

  :تأثير الـببتيدات الموجبة على البكتيريا المدروسة

 مـن   أنـواع أربعة   تجاه   المختلفة المضاد للجراثيم والتي تم استخلاصها من مصادرها          الموجبة Ampsلـ  ا تأثيردرس  

 فيها طريقة الانتشار الشعاعي تماستخدالتي  المحدثة ،)Selsted et al., 1993 (إلى طريقة العمل واستندتالبكتريا المدروسة 

  : كالآتي، وتلخص الطريقة ),.Lehrer et al 1991(باحث  للTwo-stage radial diffusionsالطبقتين  يذ

 للحصول على نمو  ساعة24-18  وحضنت لمدة)Trypticase Soy broth) TSBنشطت البكتيريا بزرعها على وسط  •

  . في الطور اللوغارتمي

 المبرد وترك Aمل من الوسط ) 10(مل مع  /خلية) 108 ×1.5( من معلق البكتيريا الذي يحتوي بحدودمل ) 1(مزج  •

  .بواسطة ثاقبة فلين) mm-4(ليتصلب في طبق زجاجي ثم عملت حفر في طبقة الوسط المتصلب بقطر 

) µl 5(وضع و acetic acid 0.01% محلول حامض الخليك  مل10 الموجبة وأذيب في Ampsغم من مسحوق 1أخذ  •

  . ساعات3-4ولمدة ° م 37من هذا المحلول في كل حفرة، وحضنت في درجة 

  .  كطبقة عليا وتركت لتتصلبBمل من الوسط ) 10( أضيف ،بعد ذلك •

 .°م37 ساعة وبدرجة 18-24حضنت الأطباق لمدة  •

 .لوحظت مناطق التثبيط وسجلت •
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  النتائج والمناقشة

   مضادات الحيويةجاه العزلات البكتيرية المدروسة تمقاومة ال

 Stapylococcus aureus، Enterococcusنتائج حساسية العزلات البكتيريـة الأربعـة قيـد الدراسـة     ) 2(الجدول      

faecalis, Pseudomonas aeruginosa ، E.coli: 0157: H7 تجاه مجموعة من المضادات الحيوية، حيث يلاحظ تباين  

  .ذه المضاداتهذه العزلات في نمط مقاومتها له

عزلـة   وأن مقاومة مطلقة لجميع المضادات الحيوية المدروسـة  Stapylococcus aureusفقد أظهرت عزلة جرثومة 

 Tetracycline and( كانت مقاومة لكل هذه المضادات عدا مضادين حيويين همـا  Pseudomonas aeruginosaجرثومة 

Amikacin (،  أما بكترياE.coli 0157:H7 ت مقاومة لمعظم المضادات وكانت حـساسة لثلاثـة منهـا وهـي      فقد أظهر

Tobramycin و Tetracycline و Gentamicin بينما أظهرت بكتريا Enterococcus faecalis مقاومة لخمسة مضادات 

  تجـاه كانـت حـساسة   فيمـا     Piperacillin و   Cefotaximeو   moxiclav و Ampicillin و   Amikacinحيوية وهـي    

  .Tobramycin و Tetracycline و Getamicin و Erythromycinو  Ciprofloxacinلمضادات ا

 ويعد ظهور ، مقاومة متعددة للمضادات الحيويةاظهرت النتائج ان البكتريا المدروسة  هذهبصورة عامة يلاحظ من خلال

، كبير للمختصين في هذا المجالخطيرة وتحدي البكتريا متعددة المقاومة للمضادات الحيوية التقليدية الشائعة مشكلة صحية 

حيث ازدادت هذه المشكلة بشكل كبير وسريع خلال العقود الأخيرة مع انخفاض في عدد المضادات الحيوية الجديدة المكتشفة 

  .(Sergio and Gloria, 2003 ; Oliveira et al., 2011)وزيادة الحاجة للبدائل ومن بينها الببتيدات المضادة للجراثيم، 

  

  )قطر التثبيط بالملم( حساسية العزلات البكتيرية تجاه المضادات الحيوية المدروسة :2ل الجدو

  

  االبكتيري

  

  المضادات

Staph.  
 aureus  

Enterococcus 
faecalis  

Pseudomonas 
aeruginosa  

E.coli 0157: 
H7  

Cefotaxime R R R R 
Ciprofloxacin R S(25) R(9) R(7) 
Erythromycin R S(25) R R 

Amikacin R  R S(24) R 
Ampicillin R R R R 

Amoxiclave  R R R R 
Piperacillin R R R R 
Tetracycline R S(22) S(21)  S(20) 
Gentamycin R S(30) R S(19) 
Tobramycin R S(20) R(9) S(22) 

)R (   مقاومة)    /S (حساسة   

  

  انات المدروسة من دم الحيو الببتيدات الموجبة وفصلتنقيةنتائج 

 في هذه الدراسة اختيار الببتيدات الموجبة وذلك لأهمية هذا النوع من الببتيدات المضادة للجراثيم ودورها الفعـال                  اجري      

في قتل العديد من الأحياء المجهرية المرضية مقارنة مع الأنواع الأخرى من هذه الببتيـدات الموجـودة فـي دم الحيوانـات                      
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 تكون أقل تأثيراً وأهمية في المجال الجرثومي و Non-cationic Peptidesغير الموجبة  الببتيدات الأخرى تلفة، كما إنالمخ

  (Brogden et al., 2003; Anderson et al., 2004).،أقل عدداً وتنوعاً

دل الأيـوني بهـدف      قيد الدراسة باستخدام تقنيـة التبـا       تالحيوانا الببتيدات الموجبة من خلايا الدم البيضاء في دم          تقينُ

 هذه التقنية على مبدأ التبادل الأيوني وعمليـات التجـاذب           اذ تعتمد الحصول على هذه الببتيدات فقط من بين الببتيدات الأخرى،          

 ت وقد استخدم  ،والالتصاق المعاكسة بين مكونات المادة المعزولة مع المواد المستخدمة في عمود الفصل وحسب الشحنة وقوتها              

 ; Anderson and Yu, 2003( الباحثين في مجال عزل وتنقية الببتيدات مـن دم الحيوانـات المختلفـة     قبلمنهذه التقنية 

Treffers et al., 2005. (  

 لغرض فصل مكونات الببتيدات الموجبة التي تم عزلها وتنقيتها في المراحل السابقة من              RP-HPLCاستخدمت تقنية الـ          

دد وأنواع الببتيدات التي يتضمنها محلول الببتيدات الموجبة من مصادر الدم المختلفة المـستخدمة               فكرة عن ع   ولإعطاءالدراسة  

  .في هذه الدراسة

) Peaks(قمم الامتصاصية   أن هناك عددا من     ) 1(وضح الشكل   فيما يتعلق بالببتيدات الموجبة المعزولة من دم الاغنام، ي        

د تمثل الأنواع المختلفة من الببتيدات الموجبة المتواجدة في هذا المحلول، اذ يلاحظ              والتي ق  ،التي تعود الى محلول هذه الببتيدات     

 في  أكبرهاوالنسبة المئوية لمساحتها وارتفاعها،     , أنواع من الببتيدات الموجبة تختلف عن بعضها في زمن الاحتباس         ) 6(وجود  

 الـذي  وأصـغرها ، )40.658 %(بة مئوية للمساحة وبنس) 47.135 %(دقيقة وبنسبة مئوية للارتفاع ) 2.353(زمن احتباس 

  ). 0.968 %(وبنسبة مئوية للمساحة ) 1.771 %(دقيقة وبنسبة مئوية للارتفاع ) 0.369(ظهر في زمن الاحتباس 

 الحصول على الببتيدات المختلفة الموجبة المعزولة من دم الأغنام إمكانية) Shamova et al., 1999( أوضحت دراسة 

 بما فيها قمة امتصاص عظمـى مـن         ،، اذ بينت هذه الدراسة وجود عدة قمم امتصاص        HPLCاستخدام تقنية الـ     وب ،وفصلها

، وقدرت كتلته بــ    الأساسية حيث تم تنقيته ومعرفة تسلسل مكوناته        ،OaBac5a كانت تمثل الببتيد     ،مجموع القمم التي ظهرت   

5539.7 Da،وكان لهذا الببتيد قابلية واضحة في قتل العديد من البكتريا المرضية للإنسان,  ويشفر بواسطة جين متخصص.  

 وذلك من خـلال معاملـة   ،إمكانية فصل مجموعة من قمم امتصاص) Anderson and Yu, 2003 (ت دراسةكما أكد

 اها وتم دراسـة أحـد     ،ببتيدات) 7(، حيث ظهرت    HPLCالمحلول الموجب المعزول من كريات الدم العدلة للأغنام بتقنية الـ           

  . وبيان تأثيره الفعال ضد العديد من الأحياء المجهرية،ومعرفة مكوناته الأساسية وتسلسله

  فـي  ظهور عدد من القمم الامتـصاصية     ) 2(أما بالنسبة للببتيدات الموجبة المعزولة من دم الأبقار، فيلاحظ من الشكل            

أنواع من هذه الببتيدات التـي      ) 7(لتي قد تمثل الأنواع المختلفة من الببتيدات الموجبة، اذ يلاحظ وجود            محلول هذه الببتيدات وا   

) 4.890( الذي ظهر في زمن احتباس       أكبرهاكان   ،اختلفت عن بعضها في أزمان احتباسها والنسب المئوية للارتفاع والمساحة         

 ،دقيقة) 2.660( في زمن احتباس وأصغرها، )53.776 %(ة للمساحة ونسبة مئوي) 42.557 %(دقيقة وبنسبة مئوية للارتفاع 

  .%) 0.373(ونسبة مئوية للمساحة ) 1.079 %(وبنسبة مئوية للارتفاع قدرت بـ 

على دم الأبقار إمكانية الفصل والحصول على الببتيـدات الموجبـة   ) Selsted et al., 1993(حيث تؤكد نتائج دراسة 

 فقـد ميـزت هـذه       ،ة قمم امتصاص من المحلول الببتيدي المعزول من خلايا العدلة في دم الأبقار             وتم الحصول على عد    ،فيها

قمة ) 13( وهي من الببتيدات المهمة المتواجدة في دم الأبقار وكان عدد قمم الامتصاص بحدود               β-defensinsالدراسة مجموعة 

 ، هو ببتيد مفصول بزمن احتباس معينBNBD، حيث كل BNBD 1-13مفصولة عن بعضها البعض، وسميت هذه القمم بـ 

 وكان لهذه المجموعـة مـن       ، والفروقات بين هذه الببتيدات    ،كما درس حجم كل ببتيد ومكوناته الأساسية من الأحماض الامينية         

 ,Tang and Selsted(دراسة  أكدت كما الببتيدات فعالية واضحة في القضاء على أنواع مختلفة من البكتريا المرضية للإنسان

  .ذا النوع من الببتيداتهوجود ) 1993
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شكل خلايا العدلة لكريات الدم البيضاء من دم الجمال فتوضح النتائج في ال           ال     أما فيما يتعلق بالببتيدات الموجبة المعزولة من        

 الأنواع المختلفة مـن      والتي تعود إلى محلول هذه الببتيدات التي يمكن أن تمثل          ،قمم الامتصاصية إن هناك عددا كبيرا من      ) 3(

قمة امتصاص أو نوع ببتيدي     ) 21( يلاحظ وجود     اذ الببتيدات الموجبة المتواجدة في المستخلص الذي عزل من دم هذا الحيوان          

الذي  أكبرها  والنسبة المئوية للارتفاع وللمساحة    ،من أنواع الببتيدات الموجبة التي اختلفت عن بعضها في زمن احتباس كل نوع            

، والـذي  )22.077 %(ونسبة مئوية للمـساحة  ) 26.281 %(دقيقة، وبنسبة مئوية للارتفاع ) 1.523(من احتباس ظهر في ز

) 11.028( في زمـن احتبـاس        الذي ظهر  أصغرهاوكان   هذا المحلول،    في التي ظهرت    الأخرى  الببتيدات الموجبة  تميز عن 

  .)0.017 %(ة قدرت بـ ونسبة مئوية للمساح) 0.018 %(دقيقة، وبنسبة مئوية للارتفاع 

 يلاحظ أن عـدد هـذه الببتيـدات         HPLC     وبالمقارنة مع عدد الببتيدات الأخرى المفصولة من دم الأبقار والأغنام بتقنية            

لنـسبة المئويـة     مع ملاحظة الاختلافات في الخصائص المتعقلة بزمن الاحتبـاس وا          ،المعزولة من دم الجمال كانت أكثر عدداً      

 وإن ظهور هذا العدد من هذه الببتيدات التي عزلت من خلايا العدلة لدم هـذا الحيـوان، قـد يعـزى إلـى       احةللارتفاع والمس 

 إذا مـا    ،وآليات مقاومته للأحياء المجهرية المرضـية     ,  وبيئته التي يعيش فيها والتي قد تعكس تطور مناعته         ،فسيولوجية الجمل 

  .خلايا الدم البيضاء ذات الوظيفة الدفاعية في الجسمأخذنا بنظر الاعتبار إن هذه الببتيدات معزولة من 

 Huttner et al., 1998; Anderson(كما يلاحظ بأن الببتيدات في الأغنام والأبقار متقاربة العدد، وهذا ما أكدته دراسة      

et al., 2004 (لق بالجين المـشفر لهـذه    يتعفي وجود تشابهات بين هذه الببتيدات المتواجدة في دم الأغنام والأبقار، حتى فيما

وجـود هـذه   ) Travis et al., 2000( كما أوضحت نتائج دراسـة  ، والتي تشابه أيضاً الببتيدات في الماعز والفأرالببتيدات،

  . ومنها الأغنام والأبقارةالتشابهات في الببتيدات المضادة للجراثيم في كثير من الحيوانات الثديي

  
  

  HPLCصية للببتيدات الموجبة المعزولة من دم الأغنام باستخدام جهاز الـ  قمم الامتصا :1الشكل 

uV 
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  HPLCمن دم الأبقار باستخدام جهاز الـ 

  
  HPLCمن دم الجمال باستخدام جهاز الـ 
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Tim
 قمم الامتصاصية للببتيدات الموجبة المعزولة :2الشكل 

 قمم الامتصاصية للببتيدات الموجبة المعزولة :3الشكل 

  

Time 
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 :ر الببتيدات الموجبة المعزولة من دم الحيوانات المدروسة على بعض البكتريا المرضيةتأثي

 لحساسيتها وأهميتها في دراسة التـأثير  Two-stage radial diffusion بالطبقتين ألشعاعياستخدمت طريقة الانتشار 

المعروفـة   ه أربعة أنواع من البكتريـا المرضـية       الموجبة المعزولة من مصادر الدم الحيوانية المختلفة تجا        التثبيطي للببتيدات 

 Pseudomonas  و  Staphylococcus aureus و Enterococcus faecalis:بمقاومتهـا للمـضادات الحيويـة وهـي    

aeruginosa و  E.coli 0157:H7 أن الببتيـدات الموجبـة   ) 1(، والـصورة  )3الجدول ( حيث يلاحظ من خلال النتائج في

  واضحة تجاه أنواع البكتريا المدروسة وبـصورة متباينـة         مضادة الدم الحيوانية المختلفة كانت لها فعالية        المعزولة من مصادر  

اذ تمتلك هذه الببتيدات الشحنة الموجبة التي تتفاعل وتستقطب مع الأغشية والجـدر             . رغم مقاومتها المتعددة للمضادات الحيوية    

عن وجود مستقبلات خاصة لهذه الببتيدات على الجدران البكتيرية، وبالتالي يـؤدي            الخلوية البكتيرية ذات الشحنة السالبة فضلاً       

 مما يؤدي إلـى موتهـا،       وأغشيتها  جدران البكتريا   تركيب وهندسة  هذا الارتباط والتفاعل إلى حدوث خلل وتغييرات كبيرة في        

  ) .Pelegrini et al., 2001( بالإضافة إلى ميكانيكيات التأثير الأخرى لهذه الببتيدات

  

  )قطر التثبيط بالملم (لأنواع الببتيدات الموجبة المختلفة تجاه البكتريا المرضية المدروسة  التأثير التثبيطي:3الجدول 
  

  البكتريا     

  

  مصدر الببتيد 

Staph.aureus  Entrococcus 
faecalis 

Pseudo. 
aeruginosa  

E. coli 
0157:H7 

 8 10 20 25  الأغنام

 10 9 21 22  الأبقار

 15 11 27 26  لاالجم

  

 إن تأثير هذه الببتيدات كان أكثر فعالية في حالة البكتريا الموجبة لصبغة كرام مقارنة بالسالبة لصبغة            بصورة عامة  يلاحظ      

            حالـة الببتيـدات الموجبـة المعزولـة مـن دم الأغنـام يلاحـظ أنهـا أثـرت بـصورة أكبـر فـي بكتريـا                            ففي ،كرام

Staph.aureus and Enterococcus faecalis   على التوالي، مقارنة بنوعي البكتريا السالبة) 20(و ) 25(بأقطار تثبيط .  

 تجاه البكتريا التي تميزت بمقاومتها العاليـة        الأغناموتؤكد الدراسات على فعالية هذا النوع من الببتيدات المعزولة من دم             

   أنواع الببتيدات الموجبة المعزولة من كريات الدم البيضاء من الأغنام فـي البكتريـا               حيث أوضحت تأثير   ،للمضادات الحيوية 

E.coli   وStaph.aureus   وPseudomonas aeruginosa   ـ  بكتيرية أخرى  وفي أنواع   Candida ـوكذلك فـي ال

albicans. (Travis et al., 2000 ; Brogden et al., 2003; Treffers et al., 2005).  

 وهو من الببتيدات الموجبة المعزولة من دم الأغنام كان له تأثير Bac5بأن الببتيد ) Collee et al., 1996(كما أوضح       

تأثير قليل في البكتريا السالبة لصبغة كـرام،  و Staph. aureus مثل ، من البكتريا الموجبة لصبغة كرامةكبير في أنواع متعدد

  . ناوهذا ما يتفق مع نتائج دراست

 كذلك في تأثيرها فـي نمـو        تتباينقد  يلاحظ أن الببتيدات المعزولة من دم الأبقار        ) 3الجدول  (وبالعودة إلى النتائج في     

 تلاهـا بكتريـا     ،ملـم ) 22( بقطـر تثبـيط      Staph.aureus وإن أعلى تأثير لها كان في حالـة بكتريـا            ،البكتريا المدروسة 

Entrococcus faecalis وإن البكتريا السالبة هي الأقل تأثراً،ملم) 21( بقطر تثبيط .  
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    وتؤكد العديد من الدراسات على أهمية هذه الببتيـدات وتأثيراتهـا المـضادة للجـراثيم، حيـث أوضـحت دراسـات                     

)Selsted et al., 1993; Tang and Selsted, 1993 ( خلايا العدلة من دم الأبقار كان الإن الببتيدات الموجبة المعزولة من

 من خلال تفاعلها مع طبقة الببتيدوكلايكان       ،ها دور مهم وقاتل ضد العديد من البكتريا المرضية الموجبة والسالبة لصبغة كرام            ل

 Staph.aureus العائدة للببتيدات الموجبة تأثير كبير في بكتريا         β-defensinsفي جدار البكتريا، حيث كان لمجموعة ببتيدات        

  .E.coliو 

ات أخرى بأن هناك العديد من الببتيدات التي يمكن عزلها من خلايا العدلة لـدم الأبقـار ومنهـا                   وكذلك أوضحت دراس  

 و  Staph.aureus و   E.coli كان لهما دور قاتل وفعال ضد العديد من البكتريا المرضية مثـل              Bac-5 and Bac-7ببتيدات  

Pseudo.aeruginosa و Klebsiella pneumoniae و Proteus vulgarisخـلال الميكانيكيـات المختلفـة لهـذه      من 

  )Romeo et al., 1988 ; Gennaro et al., 1989(، الببتيدات

أما بالنسبة للببتيدات الموجبة المعزولة من دم الجمال فيلاحظ أنه كان لها تأثير مميز فـي جميـع الأنـواع البكتيريـة                      

 ـ           و  Staph.aureusملـم لبكتريـا     ) 27(و  ) 26(يط  المدروسة، وخصوصاً في البكتريا الموجبة لصبغة كرام وبأقطـار تثب

Entrococcus faecalisعلى التوالي .  

) الأغنام، الأبقـار، الجمـال  (الذي يوضح مقارنة تأثير الببتيدات الحيوانية الثلاثة المدروسة   ) 4(لاحظ من خلال الشكل     ي

ثير هذه الببتيدات الحيوانية الثلاثـة فـي البكتريـا          ان تأ بصورة عامة على كل نوع من الأنواع البكتيرية الأربعة قيد الدراسة            

وقد يعود سبب ذلك إلى الاختلاف      .  مما هو علية ضد البكتريا السالبة لصبغة كرام        ،الموجبة لصبغة كرام كان أكبر وأكثر فعالية      

 علـى  أساسيةيدات بصورة   تبين جدار البكتريا الموجبة لصبغة كرام وجدار البكتريا السالبة لصبغة كرام، ولكون تأثير هذه البب              

  . الخلويه للبكترياوالأغشيةالجدر 

كما يلاحظ بأن الببتيد المعزول من الجمال كان من أكفا وأفضل الأنواع الببتيدية الحيوانية الثلاثة المدروسة، حيث يلاحظ                  

لمدروسة الموجبة والسالبة لصبغة    تأثيره بصورة كبيرة وفعالة وبمستويات عالية وأقطار تثبيط كبيرة ضد كل الأنواع البكتيرية ا             

وان زيادة تأثير الببتيدات الموجبة المعزولة من دم الجمال قد يكون بسبب زيادة عدد هذه الببتيدات في دم الجمال، حيث تم                     كرام  

قمة امتصاص مختلفة الأزمان والارتفاع والمساحة، فضلا عن فسلجية هذا الحيوان المختلفـة عـن               ) 21(يقرب من    فصل ما 

  .لحيوانات المدروسة الأخرىا

 إلى حد ما ضد جميع الأنواع البكتيريـة الأربعـة           متقارببمستوى    الببتيدين المعزولين من الأغنام والأبقار     تأثير  كان و

   ،  فـي عملهـا وأنواعهـا إلـى حـد كبيـر             هذه الببتيـدات   تشابهلمصادر في   قد يكون السبب ما ذكرته بعض ا      و ،المدروسة

)Brogden et al., 2003 ; Wang , 2010 .( فضلا عن عدد قمم الامتصاص المتقاربة للببتيدات المعزولة من كليهما في هذه

  .قمم امتصاص من ببتيدات الأبقار) 7(قمم امتصاص من ببتيدات الأغنام و) 6(الدراسة، حيث ظهر 

 وانتشار سلالاتها  المدروسةلبكترياللمرضية تعد مهمة جداً إذا ما أخذنا بنظر الاعتبار الأهمية ا نتائج هذه الدراسة إن      

 المقاومة للعلاجات وبالتالي إمكانية طرح هذه الببتيدات كبدائل علاجية فعالة للسيطرة على الأمراض المرتبطة بهذه البكتريا

  . بما يضمن استخدامها الأمين والفعالحولهاالملائمة  العلاجيةدراسات ال إجراء ، بعدوغيرها
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