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صة الخلا
 ورمـالكلوروف ويةـات العضـال المذيبـباستعمين ـصبغة البرودجيوس تنقي

درست الفعالية التثبيطية لصبغة. ةـكروموتوكرافيا الطبقة الرقيقطريقة ب ولـالميثانو
 Staphylococcus epidermidis،Staphylococcus aureus اـن على بكتريـالبرودجيوسي

بشكل  وكذلك ظهورعملية التثبيط، جه عالية من التثبيطاظهرت درو ,in vitro  تجارب  في
  .ينعلى الموديل الحيوا vivo inفي تجارب  لصبغة البرودجيوسين واضح

Study of the Prodigiosin productivity from Serratia marcescens 
isolated from environmental and clinical sources and the effect on some  

microbial pathogens 

Abstract 
The Prodigiosin pigment was purified by using the organic solvents 

chloroform and methanol with thin layer chromategraphy method. The biological 
activity for prodigiosin pigment was studied on the Staphylococcus epidermidis 
,Staphylococcus aureus  bacteria in in vitro tests , it has shown highly degree of 
inhibition, also the in vivo tests showed  that clearly  inhibition in animal model. 

  المقدمة
 من صبغة البرودجيوسينتعد 

 Serratiaلبكتريا النواتج الايضية المهمة
marcescens ،صبغة حمراء غير  فهي
في الوسط ولا تذوب في  قابلة للانتشار

الماء وأنما تذوب في المذيبات العضوية 
الكلوروفورم والميثانول والاسيتون  مثل

  تعرف الصبغه بصيغة 1][ وخلات الأثيل
2-methyl-3-amyl-6-
methoxyprodigiosin 

وتركيبها الكيميائي عبارة عن 
مركب خطي ثلاثي حلقات البايرول تتكون 
من أتحاد مركبين معاً هما البايرول 

 methyl-3- amylpyrrole -2ادي ـالاح
(MAP)  وهومركب طيار، مع البايرول

 الثنائي
4-methyl-2,2-bipyrrole-5-
carboxyaldehyde (MBC) 

ن هذا ع ينتجو, [2] مستقر مركب وهو
، صيغتها الأتحاد صبغة البرودجيوسين

وهي قاعدة  ،C20H25N3Oالكيميائية 
ضعيفة وذلك لأحتوائها على ذرات 
النايتروجين في تركيبها، قيمـة ثابت تفكـك 

 acetonitrile/ Waterالحامض لها 
 بفعاليتهاهذه الصبغة  ازتمت . 7.2تبلغ

لملون     G-veو G+ve البايلوجية ضد البكتريا
  .]4،3[كرام 

  اهداف البحث 
صبغة البرودجيوسين استخلاص وتنقية  .1

من خلال الأيض الثانوي لبكتريا 
Serratia marcescens  وباستعمال

كروموتوكرافيا الطبقة الرقيقة طريقة 
TLC. 

للصبغة في  ثبيطيالت التأثير أختبار .2
 in vitroتجارب خارج الجسم الحي 
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  in vivo م الحي تجارب داخل الجسو
 .تجاه بكتريا الأختبار المرضية

  طرائق العمل  
  .نتنقية صبغة البرودجيوسياستخلاص و

استخلاص في  ]5[أستعملت الطريقة 
  من بكتريا تنقية صبغة البرودجيوسينو

Serratia marcescens  وكما ياتي: -  
نميت العزلة البكتيرية من النوع  •

Serratia marcescens. 
لمزروع نسبة يثانول الى اأضيف الم •

 .حجم:حجم)  1:1(
استحصل الرائق وبخر الميثانول  •

 .ذابة المتعاقبةوحفظ النموذج للا
ذوب المتبقي بالكلوروفورم وكُررت  •

هذه العملية وذلك للتخلص من 
 .ألاجزاء غير الذائبة

استحصل الرائق وبخر الكلوروفورم  •
 . وحفظ النموذج

 /لاستعمل نظام المذيب خلات الاثي •
وأسيتون كطور / وكلورفورم

 . متحرك
السيليكا ووضعت نشطت صفيحة  •

 .الانموذجات عليها
 .زت الانموذجات على الصفيحهرك •
عت الصفيحة في خزان نظام وض •

 .الاذابة
 .حسبت قيمة السريان النسبي •
جمعت الصبغة ونبذت مركزيا بعد  •

 .الاذابة
قيست امتصاصية الصبغة ضمن  •

 .الطيف المرئي
انابيب محكمة السد ضعت في وو  •

 .ومغلفة
    .م° 4حفظت في البراد بدرجة  •

أختبار الفعالية التثبيطية لصبغة  
  بكتيريةالبرودجيوسين ضد ألانواع  ال

  :المرضية
 Inختبارات خارج الجسم الحي الإ  -:اولاً

vitro  6 [ حسبو  [   

حضرمستخلص الصبغة الذي إجري  •
 95وبتركيزالسابقة تنقيته كما في الفقرة 

، وذلك من خلال تجفيف مستخلص مل/ ملغم
صبغة البرودجيوسين المنقى بوساطة 

لغرفة المجفف الخزفي بدرجة حرارة ا
، قشطت ساعة 24وبظروف معقمة لمدة 

الصبغة المجففة الموجوده بالطبق الزجاجي 
بالكامل ووزنت بالميزان الالكتروني، ثم 

 25،50،75،95حضرمنها تراكيز للتخافيف 
مل وذلك بأذابتها بالميثانول وبأستعمال \ملغم 

 .العام قانون التخفيف
تم تنشيط البكتريا المرضية  •

Staphylococcus epidermidis ، 
Staphylococcus aureus  والمراد أختبار

ا في وسط مبتنميتهفعالية الصبغة ضدهما 
 37مرق نقيع القلب والدماغ بدرجة حرارة 

، وضبطت عكورة ساعة 24لمدة  م°
مع عكورة  للعزلاتلمزروع البكتيري ا

 (Macfarland standard)المحلول القياسي
، للحصول على عدد ]7[حسب والمحضر 

 .مل/ خلية) 108×  1.5(خلايا 
مايكرولتر من كل مزروع  100نشر •

، على وسط أكار نقيع القلب والدماغ بكتيري
زجاجي معقم على كامل وباستعمال ناشر 

ة طباق بدرج، وتركت الأمساحة الطبق
 .دقائق لتجف 5حرارة الغرفة مدة 

أستعمل ثاقب الفلين المعقم لعمل حفر  •
في كل وبواقع خمس حفر  ملم) 5(وبقطر 

   .طبق من الاطباق المحضرة
من  مايكرولترمن كل تركيز 100أضيف  •

مل لمستخلص \ملغم  25،50،75،95التراكيز
أضافة الميثانول الى مع الصبغة النقيه 

سيطرة معاملة بوصفه  طيةه الوسالحفر
Control ،حت بوساطة ماصة دقيقة وتو

اق بدرجة ، ثم حضنت الأطبظروف معقمة
 .ساعة 24م مدة °37حرارة 

التثبيطية لمستخلص حسبت الفعالية  •
منطقة التثبيط ، بقياس قطرالصبغة النقية

 .الظاهرة حول الحفر
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  vivoأختبارات داخل الجسم الحي-:ثانياً
In أذ أخُتيرت  دجيوسينلصبغة البرو

 ),Male( اتالفئران المختبرية  بالمواصف
Mus muscules  Balb\c(swiss)  

لاحداث الاصابات الجلدية ومعالجتها 
وكما في خطوات  ]8[ على وفق بالصبغة 

    -:الطريقة ادناه
أُزيل الشعر في منطقة الظهر وبقطرين  •

للفئران  تقريباً) سم 3 × سم 5(متعامدين 
 .فئران 8 بعدد المختبرية

الكحول ألاثيلي وبشكل عقمت المنطقة ب •
 .أُصولي

وبشكل  Truma)(خُدشت المنطقة  •
 .ثل لجميع حيوانات ألاختبار وبلطفمتما

لُوثت الخدوش الجلدية لفئران  •
نوعين البكتيريين بال 6عدد الاختبار

 Staphylococcusالمرضيين
epidermidis  فئران،  3وبعدد

Staphylococcus aureus  فئران 3بعدد 
ماكفرلاند  1مايكرولترمن 100وبمقدار

  للعالق المايكروبي وبوساطة ألأبر النبيذة
  .مل 1
أيام بالنسبة  5- 4بعد الأصابة  تتحقق •

 .ات العنقودية الذهبية والجلديةللمكور
عولجت مناطق الألتهاب برش الصبغة  •

واستعمالها  مل/ملغم  95النقية بتركيز
اليوم مع توقف مرتين ب .كمضاد حياتي

وشفاء منطقة المعالجة عند ظهور الشعر 
 .الاصابة

   النتائج والمناقشة
تنقيـة صبغـة واستخلاص نتائج 

  .البرودجيوسيـن
التنقية وستخلاص لأابينت نتائج 

ال تقنية كروموتوكرافيا أستعملهذه الصبغة ب
التي تمخضت عن  T.L.C) (الطبقة الرقيقة 

ا في الشكل وكم 0.61بمقدار RFقيمة الـ
إذ  ]5،9[هذه النتيجة جاءت متوافقة مع). 1(

  . 0.61 هي بمقدار RFبينوا أن قيمة الـ 

نتائج الفعالية التثبيطية لصبغة 
البرودجيوسين ضد الانواع الميكروبية 

  :المختلفة
 Inإختبارات خارج الجسم الحي -:اولاً

Vitro      
تاثير تثبيطي واضح  )3,2(ين يبين الشكل
وبتراكيزها المنقاة برودجيوسين لصبغة ال

 )مل/ ملغم 95،75،50،25،0(المحضرة 
 Staphylococcusتجاه بكتريا

epidermidis وStaphylococcus ureus  
وان هنالك تناسب ، التثبيط مساحةخلال من 

طردي بين اقطار التثبيط وتراكيز الصبغة 
أذ كانت قيم اقطار  .من الاعلى الى الادنى

للنوعين البكتيرين وعلى التوالي التثبيط بالملم 
  :الاعلى هي الادنى الى ومن التركيز

  .)15،13،13،13،0(و) 16،15،14،14،0( 
نتآئـج التأثيـر العلأجـي لصبغـة 

ن في تجارب الموديل سالبرودجيوسي
   animal model الحيواني

  Vivoأختبارات داخل الجسم الحي  - :ثانياً
In   
العنقودية تجربة الأصابة بالمكورات  •

    Staphylococcus aureusالذهبية 
إن الأصابة ) 4،5،6(الاشكال  تبين

 .Sتريا المكورات الذهبية العنقوديةببك
aureus  مصلي  التهابي  نمط تاظهر قد

) (serous & low hemorrahagicدموي 
في أول ) (Exudate الافرازات من حيث
، ثم أصبحت م من إحداث الأصابةثلاثة أيا

 Edema(مصلية رائقة  لافرازاتاهذه 
fluid (وعدت في اليوم الرابع من الأصابة ،

هذه الأصابة على وفق هذه الملاحظات أنها 
 Semi) هشبه الحادالالتهابات الجلدية  من

acut)  على أساس الفترة)Duration ( ًعلما
منتصف المنطقة  أن الأصابة قد أحتلت

  سم5(جلدية الظهرية المنزوعة الشعر ال
ومتلونة باللون الوردي المحمر ) سم3×

وعولجت هذه الاصابة الجلدية بصبغة 
 مل  /ملغم 95ين المنقاة بالتركيز سالبرودجيو

وكان التاثير العلاجي لهذه الصبغة واضحا 
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من خلال تحدد منطقة الالتهاب في اليوم 
الثاني من العلاج واستمرت المعالجة الى 

ثلا الى الجلد متما اليوم الخامس حيث كان
  .الشفاء واختفاء الاصابة

تجربة الأصابة بالمكورات العنقودية  •
         epidermidis .Sالجلدية  

 الاشكالأظهرت هذه التجربة 
أن الأصابة بهذا النوع البكتيري  )7،8،9(

أمتدت الى منطقة التهابية أكبرقياساً بالأصابة 
بالمكورات الذهبية العنقودية وأكثر إحمراراً 

ة بالمخرجات المصلية من حيث مع نزر
، وعدت هذه الأصابة )Exudate( المفرزات

بعد  (Sub acute)من النوع تحت الحاد 
مرور خمسة أيام من إحداث الأصابة 
وعولجت هذه الاصابة الجلدية بصبغة 

مل /ملغم 95ين المنقاة بالتركيز سالبرودجيو
حيث كان التاثير العلاجي واضحا لهذه 

نحسار منطقة الاصابة الصبغه من خلال ا
البكتيرية في اليوم الثاني من العلاج 
واستمرت المعالجة الى اليوم السادس حيث 

  .تماثلت المنطقة المصابة للشفاء
 المصادر
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بأستعمال   Serratia marcescensالبرودجيوسين من بكتريا فصل صبغة )  1(الشكل 
 TLCكروموتوكرافيا الطبقة الرقيقة 

  
  
  
  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

التثبيطية لصبغة البرودجيوسين ضد   الفعالية )2(شكل 
  epidermidis .Sبكتريا  

  ، 2=75 ،  =195صبغة البرودجيوسين  تراكيز(
 )مل/ملغم  5 =4،0 =25  ،3=50

التثبيطية لصبغة البرودجيوسين ضد   فعاليةال )3(شكل 
  aureus.Sبكتريا  

 ،3=50  ، 2=75 ،  =195تراكيزصبغة البرودجيوسين (
 )مل/ملغم  5 =4،0 =25 

 

منطقة الألتهاب جراء ) 4( الشكل 
اليوم الرابع من الأصابة  ببكتريا  

 Staphylococcus aureusحدوث  
 الأصابة في فئران الأختبار

تحدد منطقة الألتهاب ) 5(الشكل
  جراء المعالجة بصبغة

البرودجيوسين بعد يومين من 
  العلاج
  

يظهرالجلد متماثلا الى الشفاء من ) 6(الشكل 
وم الخامس من رية في اليالأصابة البكت

 العلاج بالصبغة 
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منطقة الألتهاب جراء الأصابة ) 7(الشكل 
 Staphylococcus ببكتريا

epidermidis  في اليوم الخامس من
  حدوث الأصابة

 

  أنحسارمنطقة الأصابة البكتيرية) 8(الشكل 
بعد مروريومين من المعالجة بصبغة 

 البرودجيوسين

ثماثل منطقة الأصابة  )9(الشكل 
الجلدية للشفاء بعد اليوم السادس من 

 الصبغةالعلاج  ب
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