
  ----- - 2005، 92-85اص بعلوم الحياة، صخ، 6، العدد16 مجلة علوم الرافدين، المجلد------ 

85 

 Klebsiella pneumoniaeالبلازميدي في جرثومة DNA دراسة بعض صفات الـ 
  المعزولة من حالات مرضية مختلفة في الانسان

  

  خالد دحام احمد  اياد حازم حسن

  فرع الادوية
  كلية الصيدلة
  جامعة الموصل

  قسم علوم الحياة
  كليةالتربية

  جامعة الموصل
  

  )2002/6/18قبول  ، تاريخ ال2002/3/30تاريخ الاستلام (

  

  الملخص

 مختلفـة فـي   مرضـية   حالات من المعزولة Klebsiella pneumoniae جرثومة نماذج درست

 مـن  الى خمـسة مجـاميع   النماذج صنفت). ، السائل المخى الشوكي، البراز، القشعالقيح، البول(الانسان 

، اسـايكلين، الكلورامفينيكـول   الامبـسلين، التيتر  ( الحيويـة    للمـضادات  مقاومتهـا    الىالعزلات استناداً   

،  المنقى من هـذه العـزلات      البلازميدي DNAدرست بعض صفات الـ     ).  السيفالكسين ،تومايسينربالست

 DNAاذ اظهـر الــ      .  من خلال عملية الاقتران    البلازميدي DNA الـ   لجزيئاتقابلية الانتقال الذاتي    ك

 JM83 سـلالة    الى مقاومة المضادات الحيوية     هذه القابلية وتحويل صفة   ) 4،  2،  1( للعزلات   البلازميدي

فقـط  ) 5،  3(اظهرت العزلتـان    .  في هذه العزلات   البلازميدي DNA للـ   التضخيمثم درس     . المختبرية

  ).مل/مايكروغرام 100( تضخيم عدد نسخ بلازميداتها بوجود الكلورامفينيكول علىالقابلية 
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ABSTRACT 
Specimens of the isolated bacteria Klebsiella pneumoniae from various  pathogenic 

cases in human (urine, pus, stool, sputum, cerebrospinal fluid) were studied. These 
specimence were classified into five groups of isolates according to their resistance to the 
antibiotics (ampicillin, tetracycline, chloramphenico, streptomycine, cephalexine). Some 
of the characters are studied for the plasmid DNA in these isolates, of these, the self-
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transmissible ability of the plasmid DNA molecules though conjugation.The plasmid 
DNA of the isolates (1, 2, 4) have the ability to transfer the antibiotic resistant genes to 
the laboratory strain of E. coli (JM83). Then the amplification of the plasmid DNA were 
studied in these isolates. Only the isolates (3, 5) have revealed high yield of purified 
plasmid DNA in the presence of chloramphenicol (100µg/ml). 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

نـشاطا مـن الناحيـة    Klebsiella اكثر انـواع جـنس   Klebsiella pneumoniae تعد جرثومة 

 ,.Koneman et al( مـن العـزلات السـريرية التابعة لهذا الجنس% 95الكيموحيوية ويمثل  ما يقرب 

كلاً من الجهاز البولي التناسـلي      الانتهازية المهمة الذي عادة ما يصيب       ت  وهو يعد من الممرضا   ) 1997

اكثـر  ) لرئةذات ا (والجهاز التنفسي حيث وجد بان نسبة الوفيــات فـــي اصابـات الجهاز التنفسي            

، يعــد ايـضاً مـــن المـسببات        مجرى الدم مسبباً الانتان الدموي    ، احياناً يغزو هذا النوع      %50من  

البلازميدات عبـارة عـن    )Hansen et al., 1999; Alvarez  et al., 2000(عدوى المستشفيات المهمة ل

توجد بشكل مستقل عن كرموسوم الخلية المضيفة وتوجد في سـايتوبلازم معظـم              حلقية   DNAجزيئات  

 علـى   ، تتوارث بثبات ولهـا القابليـة      قيقية النواة كالخمائر والفطريات   انواع الجراثيم وعدد من كائنات ح     

ان  .)Dery et al., 1997; Ingmer et al., 1998(التكرار الذاتي لامتلاكهـا منـشأ تـضاعف مـستقل     

الذي يكون حجمـه مـابين   Megaplasmid  تكون من نوع K .pneumoniae البلازميدات الموجودة في

   . (Albiger et al., 1999) كيلوقاعدة50-100

، المثال التقليـدي لهـذا      Self-transmissible الانتقال الذاتي    تمتلك البلازميدات الكبيرة غالباً قابلية    

    الذي يحمل متطلبات الاقتران جميعها وهـي مورثـات الانتقـال           Fالنوع من البلازميدات هو البلازميد      

)tra genes (Transfer genesالـشعيرات الجنـسية   ثات التركيبيية لتكوين  والتي تشمل المورSex pili ،

 وهو الموقع الذي يبدأ عنده النقل، وبـروتينـات قـاطعة تسمى oriT (Transfer origin(منشأ الانتقال 

)mob proteins (Mobilization proteins تشفر من قبل mob gene    تعمل على قطـع احـد شـريطي 

 ـ  للشريط5,ويرتبط تساهمياً بالنهاية oriT البلازميد عند الموقع  كل المقطوع للبدء بعملية الانتقال على ش

   خطيــة مفــردة الــشريط الــى داخــل الخليــة المــستلمة خــلال جــسر الاقتــران DNAجزيئــة 

(Dery et al., 1997; Kingsman and Willetts, 1978).  غالبا مايكون البلازميدR   في العائلة المعويـة

ل بحيث ذاتي الانتقا R  تمتلك هذا النوع من بلازميدK. pneumoniaeوقد وجد ان جرثومة  ذاتي الانتقال،

ــة    ــن جرثوم ــة م ــستلمة مختبري ــة م ــى خلي ــه ال ــن انتقال  K. pneumoniae  اوE. coliيمك

 (Markowitz et al., 1980).    ان عملية التضخيم الجيني تنتج عن طريق تثبيط تـضاعف كروموسـوم

ي الخلية الجرثومية واستمرار تضاعف البلازميدات بوساطة تنمية الخلية الجرثومية بوجود المضاد الحيو           

  ).Clewell, 1972 (وساطة تجويع الاحماض الامينيةالكلورامفينيكول او السبكتينومايسين او ب
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  المواد وطرائق العمل

  :ت البكتيرية والاوساط المستخدمةالسلالا

قـسم  ، JM83) George M Weinstockمختبرية وهي   E. coliاستخدمت في هذه الدراسة سلالة 

 عزلـة مـن     30و) الولايات المتحدة الامريكيـة   ،  جامعة تكساس ،  الجزيئيالكيمياء الحياتية والبايولوجي    

pneumoniae  K. ئل المخـي   ، القشع والـسا   البول، القيح، البراز  (ة من حالات مرضية مختلفة      المعزول

  وقـد شخـصت العـزلات بوسـاطة تقنيـة         . العام في الموصل   السلاممستشفى  في الانسان من    ) الشوكي

API 20E (Atlas et al.,1995)،    استخدم وسط المرق المغذي ووسط الاكار المغذي فضلا عـن وسـط

  .اكار الماكونكي

  :مقاومة المضادات الحيوية

 تم اختبار مقاومة العزلات الجرثومية للمضادات الحيوية المستخدمة في هـذه الدراسـة بـالتراكيز              

 (Tc)15،التيتراسـايكلين   (Cm)10،الكلورامفينيكـول 50(Ap)الامبسلين  ) مل/مايكروغرام (: الاتية النهائية

  . (Cf)30،السيفالكسين  (Sm)25،الستربتومايسين 

  :لاقتران الجرثوميا

 استخدمت طريقة K. pneumoniae البلازميدي في عزلات DNAلتحديد صفة الانتقال الذاتي للـ 

 .Kثومة الاقتران الجرثومي بين سلالتين من جنسين مختلفين وذلك لصعوبة الحصول على عزلتين من جر

pneumoniae             تختلفان في عليمتين وراثيتين ، وقد اجريت عملية الاقتران بين سلالة E.coli   المختبريـة 

)JM83(           المقاومة للمضاد الحيوي الستربتومايسين والحساسة للمضادات الحيوية الاخرى المستخدمة في ،

تومايسين والمقاومـة لمـضاد    الحساسة للمضاد الحيوي الستربK. pneumoniaeهذه الدراسة ، وعزلات 

حيوي واحد او اكثر من بين المضادات الحيوية المستخدمة في هذه الدراسة، وبذلك حصلنا على سـلالتين            

 وعـزلات  Reciepent cells خلايا مستلمة JM83جرثومية تختلفان في صفتين وراثيتين، اذ تمثل سلالة 

استخدمت . Donor cellsمي تمثل خلايا واهبة المستخدمة في الاقتران الجرثو K. pneumoniaeجرثومة 

 Conjugationوتـم حـساب تـردد الاقتـران     .في الاقتران الجرثـومي ) Olsen et al., 1992(طريقة 

frequencey  بحسب المعادلة المستخدمة من قبل) Mohamed, 1999(.  

  :ركيزه طيفيات البلازميد وتقدير  DNAعزل 

 مـل  5باستخدام مقياس  K. pneumoniaeعزلات جرثومة  البلازميدي من  DNA الـجرت تنقية

وتم اتباع الطريقة المـستخدمة  . )Birnboim and Doly, 1979 ( المزرعة الجرثومية وبحسب طريقةمن

  .المنقى البلازميدي  DNAالـ لايجاد تركيز) Ahmed) 1989من قبل 

  : البلازميدي على تضخيم عدد نسخهDNAاختبار قابلية الـ 

 البلازميدي الموجود فـي  DNA لغرض تحديد قابلية الـ )Norgard et al., 1979 (يقةاتبعت طر

على تضخيم عدد نسخهُ ومن ثم زيادة تركيزه المحضر، بعد انتهـاء   K. pneumoniaeعزلات جرثومة 
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 Birnboim and( البلازميدي بحـسب طريقـة   DNAفترة التحضين للمزرعة الجرثومية، تم عزل الـ 

Doly, 1979(  مل وتم تقدير تركيزه لغرض مقارنته مع تركيز الـ 5مقياس DNA  البلازميدي المنقـى 

   .من المزرعة الجرثومية غير المعاملة بالمضاد الحيوي الكلورامفينيكول

  

  النتائج والمناقشة

  :الحيويةمقاومة المضادات 

ولة من حالات المعز K. pneumoniaeاعتمدت صفة المقاومة للمضادات الحيوية لتصنيف عزلات 

  مـضادات حيويـة  سةلخم JM83 ، اذ تم فحـص الحـساسية لهـذه الـسلالات وسـلالة     مرضية مختلفة

)Cf, Sm, Cm, Tc, Ap ( عزلات مـن مجمـوع العـزلات    5باستخـدام طريقة الاطباق، وقد اختيرت 

ن فـي   خدمة وكما هـو مبـي     الجرثومية اعتمادا على اساس اختلافها في مقاومة المضادات الحيوية المست         

  .)1(الجدول 
 
  متهـا للمـضادات الحيويـة    ومقاوJM83وسلالة  K. pneumoniae مصادر عزلات جرثومة :1جدول ال

  .المستخدمة
  اوساط الاكار المغذي الحاوي على التراكيز النهائية للمضادات

  مل/الحيوية مايكروغرام

  السيفالكسين
30  

  الستربتومايسين
25  

 ينيكولالكلورامف
10  

  التيتراسايكلين
15  

  الامبسلين
50  

  رقم العزلة  العزل مصدر

R  S  R R R  1  القيح  

R S S R S 2  البراز  

R R R R R 3  السائل المخي الشوكي  

R S S S S 4  البول  

S R R R R 5  القشع  

S R S  S S مختبرية  JM83 

S : الحساسية للمضاد الحيوي.  

R :المقاومة للمضاد الحيوي. 

  

  :الجرثوميالاقتران 

 البلازميـدي الموجـودة فـي عـزلات جرثومـة         DNAض التعرف على قابلية جزيئات الـ       لغر

K.pneumoniae وسلالة ية  ، اجريت عملية الاقتران الجرثومي بين العزلات الجرثوم       ى الانتقال الذاتي   عل

JM83يهاالنتائج التي تم الحصول عل) 2(، ويبين الجدول فان على الاقل بعليمتين وراثيتين واللتان تختل.  
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  . JM83 مع سلالة K. pneumoniaeيبين عملية الاقتران الجرثومي لعزلات : 2جدول ال
   الواهبةK. pneumoniaeعزلات 

  تردد الاقتران

صفة المقاومة للمضادات الحيوية فـي      

ــستعمرات  ــد JM83م ــة عن  المقترن

وجودها على وسط اكار ماكونكي حاوي      

  على المضادات الحيوية المناسبة

السلالة 

المستلمة 
E.coli 
JM83  

صفة المقاومة 

  للمضادات الحيوية
  رقم العزلة

1 ×6-10  SmR , Cf R  ApR, TcR, CmR, 
SmS, CfR  1  

10-6x1.6 SmR , Cf R  

10-6x0.5 SmR, TcR, 
Cf R  

TcR, SmS,CfR  2  

10-6x0.5 SmR Cf R, 

ApS TcS 
CmS 

SmR CfS  

SmS, Cf R 4  

  

 ادى الـى انتقـال      JM83وسلالة  ) 1( الاقتران الجرثومي بين العزلة      يوضح الجدول في اعلاه بان    

لـون اصـفر     اذ ظهرت المستعمرات المقترنة لهذه السلالة ب       JM83صفة المقاومة للسيفالكسين الى سلالة      

 ، نقيت المستعمرات المقترنة اكثر من مرة على وسط اكار الماكونكي الحـاوي            على وسط اكار الماكونكي   

، وقد اخفقت هذه المستعمرات المقترنة في النمو بعد نقلها الـى وسـط              ين والستربتومايسين لى السيفالسك ع

، ان عدم نمو هـذه       الكلورامفينيكول كلاً عل انفراد    المانكوكي الحاوي على الامبسلين والتيتراسايكلين     اكار

  عن مقاومـة هـذه     المستعمرات المقترنة بوجود المضادات المذكورة قد يعود الى ان المورثات المسؤولة          

 مستقلة عن التي تحمل المقاومة للسيفالكسين اذ ان الجزيئة الاخيـرة            DNAالمضادات واقعة على جزيئة     

 لها صفة الانتقال الذاتي في حين ان الجزيئة الاولى لا تمتلك هـذه الـصفة ربمـا لعـدم                    DNAمن الـ   

 في ان )Martinez-Martinez et al., 1996 ( ، وهذا يتفق مع ماذكرهmob وبروتين oriTاحتوائها على 

في حين  .  تكون موجودة على بلازميدات مختلفة     K.pneumoniaeمقاومة المضادات الحيوية في جرثومة      

 نمت على وسط اكار الماكونكي      JM83مع سلالة   ) 2(ان المستعمرات المقترنة الناتجة من اقتران العزلة        

، بعد تنقية هذه المـستعمرات علـى نفـس    (6x1.6-10) بتردد الحاوي على الستربتومايسين والسيفالكسين

ووجد بان ثلث هذه المستعمرات فقط      ونكي الحاوي على التيتراسايكلين     الوسط تم نقلها الى وسط اكار الماك      

لقد نجحت عملية الاقتران الجرثومي ايضاً بين العزلة         .X0.5) (10-6  بتردد ئيالغذانمت على هذا الوسط     

دين  المقترنة على وسط الاكار المـاكونكي بوجـود المـضا          JM83مة اذ نمت سلالة     والسلالة المستل ) 4(

 لـم   JM83 وسـلالة ) 5 و   3(ان عملية الاقتران الجرثومي بين العزلتين       . الستربتومايسين والسيفالكسين 

سبب  او قد يعود ال تنجح وقد يعود السبب الى عدم امتلاك بلازميدات هاتين العزلتين صفة الانتقال الذاتي

  .Fالى عدم امتلاكهما بلازميد 

المختبرة في عمليـة الاقتـران       K.pneumoniaeان انتقال صفة المقاومة للسيفالكسين من عزلات        

 اذ لاحظوا بان المورثـات  )Asensio et al., 2000( يتفق مع ماتوصل اليه JM83الجرثومي الى سلالة 
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فضلاً عن ذلك فان نماذج     . يدات متنقلة على بلازم المسؤولة عن تشفير مقاومة السيفالوسبورينات موجودة       

السيطرة جميعها والمستخدمة في هذه التجربة لم نلاحظ نمو أي مستعمرة من السلالتين كلتيهمـا الواهبـة                 

صفها علائم وراثية كل علـى      والمستلمة على وسط اكار الماكونكي الحاوي على المضادات المستخدمة بو         

 .انفراد

  تــي توصلنــا اليهـا ان عمــلية الاقتـران الجرثـومي بـين عـزلات               يتبين من النتائج ال   

K. pneumoniae وسلالة JM83 ـ  ر  اعطت نتائج مقبولة على الرغم من ان الاخيرة هي من جـنس اخ

، من جهة اخرى فان تردد الاقتران للعزلات المقترنة تختلف من عزلة الـى              ولكنها تعود الى العائلة نفسها    

وقد يفسر هـذا الاخـتلاف علـى        ) 10-6( الحـدود الطبيعية لعملية الاقتران       ولكنها بقيت ضمـن   ىاخر

   لاجنــاس مختلفــة DNA الــذي يحلــل الـــ  Restriction–Modificationاســاس وظيفــة نظــام 

)Markowitz et al.,1980(. 

  : البلازميدي على تضخيم عدد نسخهDNAقابلية الـ 

ي في العزلات الجرثوميـة المدروسـة هـي          البلازميد DNAن الصفة الاخرى التي درست للـ       ا

الى الطور  ) مل/ مايكروغرام 100( على تضخيم عدد نسخه وذلك باضافة الكلورامفينيكول بتركيز          هاقابليت

نتائج كما هـو مبـين فـي     وكانت ال)Norgard et al., 1979 (اللوغارتمي لهذه العزلات وبحسب طريقة

  .)3(الجدول 

  

    الى الطور اللوغارتمي للمزارع ) مل/  مايكروغرام100(ول كرامفينيتأثير اضافة الكلو: 3جدول ال

   K. pneumoniae .الجرثومية النامية لعزلات 
 لازميـدي الب DNA ـ ليزاركمتوسط ت

ــايكر( ــل/غراموم ــافة  )م ــد اض بع

  الكلورامفينيكول

  DNAمتوســط تركيــز الـــ 

قبل ) مل/مايكروغرام( البلازميدي

  اضافة الكلورامفينيكول

   العزلةرقم

A 4.7  *A 4.639  1  

C 2.46 C 2.497  2  
CD 2.307 E 0.423 3  
B 2.65 B 2.717 4  
A 4.525 CD 2.297 5  

  . حسب اختبار دنكن0.05نوية عند مستوى احتمال الارقام التي تحمل احرف مختلفة تدل على وجود فروق مع *     
 

لية على تضخيم عدد نسخهما اذ ان متوسـط         لهما القاب ) 5 و   3(بان العزلتين   ) 3(يتبين من الجدول    

، وقد اشار   لى من قبل اضافة الكلورامفينيكول     البلازميدي بعد اضافة الكلورامفينيكول اع     DNAتركيز الـ   

 المنقـى مـن العـزلتين       DNAالتحليل الاحصــائي الــى وجود فروق معنوية بين تراكيـز الــ            

ان هذه الزيادة في التركيز تكون ناتجة عن تثبـيط بنـاء             .كلورامفينيكول وبعدها المذكورتين قبل اضافة ال   
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والى اربعـة  ) 5(البروتين مع زيادة معدل تضاعف البلازميد اذ تصل هذه الزيادة الى الضعف في العزلة             

، يتوقع ان الزيادة في تركيـز الــ         العادية للتضاعف ف  مقارنةً مع الظرو  ) 3(اضعاف تقريباً في العزلة     

DNA من جراء زيادة التكرارات الترادفية للمحددة  قد تكون ناتجةr) Yagi and Clewell, 1980( . وقد

 البلازميدي ربما يعود الى ان كل جزيئـة  DNA بان سبب زيادة تركيز الـ )Azad et al., 1992 (عزى

 ـ               ات بلازميد جديدة في الخلية الجرثومية بعد اضافة الكلورامفينيكول تستخدم بوصفها قالباً من قبـل انزيم

أمـا فـي    . ثومية نتيجة لتوقف بناء البروتين    التضاعف والتي تكون موجودة بكميات كبيرة في الخلية الجر        

 البلازميـدي قبـل اضـافة       DNAفلم توجد اية فروق معنوية لتراكيـز الــ           ) 4 و   2 و   1(العزلات  

على زيادة عـدد    ت  وذلك لعدم قدرة هذه العزلا    ) 5(الكلورامفينيكول وبعدها وكما هو موضح في الجدول        

  .نسخ بلازميداتها

على تـضخيم   E. .coliان مقارنة النتائج التي تم الحصول عليها في هذا الاختبار مع قابلية عزلات 

يتبين لنا بأن هناك صفة مـشتركة  ,Mohamed) ,  (1999عدد نسخها والمعزولة ايضاً من مصادر مختلفة

 ليست  العزلات جميعها في الجنـسين كليهمـا    وهو انE. coliعزلات  وK . pneumoniaeبين عزلات 

  .تظهر خاصية تضخيم عدد نسخ البلازميدات الموجودة فيها
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