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  دراسة  دور حامض السالسيليك في تحييد بلازميدات المقاومة لنوعين من بكتريا الزحار 
 
 

 سهاد ناجي كلف
 

/ ياوالتقنية الاحيائية للدراسات العلمعهد الهندسة الوراثية   
 جامعة بغداد

 
5/1/2006   قبل بتاريخ           10/5/2005 استلم بتاريخ  

 
 الخلاصة

  
 المعزولة (Shigella dysenteriae,Sh. sonnei) الزحار بكتريا من سلالتين الدراسة استخدمت        

   :، أظهرت النتائج مقاومة العزلتين للمضادات التاليةسهاللامن حالات ا
 فـي  تغـايرت  حين في ، النالدكس حامض ، ستربتومايسينال ، الكانامايسين ، السيفوتاكسيم ، الأمبسلين
) Sh.sonnei (الـسلالتين  احـدى  ان ظهر كذلك ، والكلورامفينكول التتراسايكلين : للمضادين مقاومتها
 الـصغيرة  الحزم من وعدد الحجم كبيرة بلازميدي دنا حزمة على السلالتين حتوتا ، للبكتريوسين منتجة

  .المستخلص للدنا الأكاروز هلام على الكهربائي حيلالتر نتائج من ذلك ظهر ماك
جينات المقاومـة  انتقال  ري مع سلالة مختبرية من اشريشيا القولون        أظهرت نتائج الاقتران البكتي           

والستربتومايسين وحامض النالكس والامبسلين  كـذلك       التتراسايكلين والكلورامفينكول    :للمضادات التالية 
ومة على بلازميد اقتراني اما صفة المقاهذه الصفات ج  البكتريوسين مما يثبت تموضع امكن نقل صفة انتأ

: المقاومـة للمـضادات   للمضاد السفوتاكسيم فقد  تم نقلها عن طريق التحول الوراثي فضلا عن انتقـال               
ينات لية مما قد يشير الى وجود  نسخة اخرى من ج          لآكس والتتراسايكلين بهذه ا   دالامبسلين وحامض النال  

    .المقاومة لهذه المضادات على بلازميد غير اقتراني
 حيـث   ,النمو والتحييـد  من ناحيتي ) لم/ مايكروغرام150( دراسة تأثير حامض السالسيليك  تمت       

ان ليس هناك تأثير لهذا الحامض على النمو في حين أثبت تأثيره كعامل محيد لبلازميـدات              أثبتت النتائج   
 .لنوعين من جنس الشكيلاالمقاومة لكلا ا
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ABSTRACT 

 
        Two strains of Shigella (Sh.sonnei, Sh.dysenteriae) were isolated from 
patients suffering from diarrhea.  The strains were screened for their resistance 
to some antibiotics, and the screening results indicated that they were resistant   
to Ampicillin, Cefotaxime, Kanamycin, Streptomycin and Nalidixic acid. 
Resistance to: Tetracyclin and Chloramphenicol varied between the strains. 
One of the strains (Sh.sonnei) was found to have the ability to produce 
bacteriocin. 
         The two strains (Sh.sonnei and Sh.dysenteriae) contained large plasmid 
band and various small bands. 
         Results of conjugation experiments between the Shigella as a donor and 
the standard  E.coli strain  (MM294) as  a recipient  indicated  the transfer of    
resistance of  Tetracyclin , Streptomycin , Nalidixic acid  and  Ampicillin  in 
addition to bacteriocin  production , this may refer to  their location on a  
conjugative plasmid. Resistance to Cefotaxime was not transferable by 
conjugation, but by transformation. Transformation also expressed   resistance   
to   Ampicillin , Nalidixic acid and Tetracyclin which may indicate the presence 
of another copy of   resistance genes on   a non-conjugative plasmid in Shigella.  
         The study utilized the salicylic acid (150mg/ml) effects on the growth and 
as a curing agent , the results showed  there  was  no effect  of  this  acid  on  the  
growth  of  Shigella spp , while  the results  found  a curing  effect  on  the  
resistance  genes  of both species of Shigella. 
 
 
Keywords: Salicylic acid, curing, shigella. 
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  المقدمة
   

أحد أجناس الأسـرة المعويـة ، حيـث تكـون عـصوية مكـورة               ) لايالشك(تعد بكتيريا الزحار            
(coccobacilli)       ،هوائية اختيارية ومخمرة لعدد من      هوائية ولا  ، سالبة لصبغة كرام وغير مكونة للأبواغ 

  ).2,1( الكاربوهيدرات ومنتجة للحامض بدون غاز
) 3(الكيموحيويـة  اعتمادا على الاختلاف في الفحوصـات  تقسم هذه البكتريا الى أربعة مجموعات              

  ( Sh.flexneri ,Sh.boydii,Sh.sonnei ,Shigella dysenteriae)  :وهي
من حيث القابلية في أحداث مرض الزحار البكتيري ولكن بنسب متفاوتـة بـسبب            تتشابه أفراد هذا الجنس     

 (K)حيث أن معظم هذه المجموعات تكون منتجة للمستضد الجسمي        ) 1(الاختلاف في الصفات المستضدية     
  ).5( كأساس في تقسيم المجموعات أعلاه الى أنماط مصلية مختلفة Oويعد المستضد الجسمي ) 4(

ة دراسة مقاومة مضادات الحياة لمعرفة مدى انتشار تلك المقاومة ومحاولة السيطرة عليهـا   تأتي أهمي       
من خلال إعطاء النوع والجرعة المناسبة لعلاج الإصابة حيث ظل مفهوم المقاومة المفردة سـائداً  لغايـة           

مقاومة لأكثر من   تمتلك صفة ال  ) Shigella( الخمسينات من القرن عندما تم عزل سلالة من بكتيريا الزحار         
مضاد واحد ، لاحقاً أثبتت الدراسات ان صفة المقاومة المتعددة يمكن ان تنتقل كوحدة واحدة الـى خلايـا                   

ة ــاخرى عن طريق الأقتران حيث تكون محمولة على عناصر خارج الكروسوم تسمى بلازميدات المقاوم
 (R-plasmid))6 (    المهمة في الدراسات الوبائيـة الحديثـة   وتعد هذه البلازميدات من المؤشرات الجزيئية 

كانت هذه العناصر الوراثية    , ولاهمية البلازميدات في نقل وانتشار المقاومة لمختلف انواع المضادات         ).7(
 ـمحورا لعدد من البحوث التي تتناول تحييد صفات المقاومة المحمولة عليها ومنها استعمال ح              ض امـــ

 (8).) الاسبرين(السالسيليك 
  

  قة العملطري
  

  :العزل والتشخيص   . أ
جمعت عينات الخروج من المراجعين لمستشفى اليرموك التعليمي في مدينة بغداد، ثم زرعت على                 

 الصلب ووسط ماكونكي ، حيث تـم دراسـة   نيلاو السالم-لايالوسط الأغنائي السائل وعلى وسط الشك  
ستخدام اأجريت الفحوصات الكيموحيوية ب   شكل المستعمرات وشكل الخلايا بعد تصبيغها بصبغة كرام و        

  ).9 ((Antisera) ستخدام المصول المضادةاوكذلك ب(Api20E) العدد التشخيصية 
  :ارات التوصيف باخت. ب     

 تم أجراء هذا الاختبار لفحص حساسية العزلات تجـاه   :  اختبار حساسية البكتريا لمضادات الحيوية     -1
  ).10(اع طريقة الأقراص أنواع من مضادات الحيوية بأتب) 8(
 Abbot & Shannonتم عمل هذا الاختبـار بأتبـاع طريقـة           : التحري عن انتاج البكترويوسين    -2

  ).Graham) 11والمطورة من قبل 
  :ةيالتجارب الوراث. ج

تم إجراء العزل لبلازميدات العزلات قيد الدراسة باتباع طريق الترسيب بالملح           :  عزل الدنا البلازميدي   -1
(Salting out)) 12.(  

 Sambrookتباع طريقـة    ال الوراثي للعزلات قيد الدراسة ب     جراء تجارب التحو  إ تم   :الوراثي التحول   -2
  ).13(وجماعته 

  ).Oconell) 14 تجارب الاقتران البكتيري بأتباع طريقة أجريت: البكتيري الاقتران -3
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  .1997 طريقة السعيد هذه التجربة باتباع أجريت:  المعاملة بحامض السالسيليك-4
  
  

  النتائج والمناقشة
  

) الشكيلا( وجود عزلتين تعودان الى بكتريا الزحار       اظهرت نتائج اختبارات التوصيف المذكورة سلفاً            
 المـسببة  فضلا عن عدد من الطفيليـات )  Sh.sonnei ,Sh.dysenteriae( ثبتت عائدتهما الى النوعين 

  .لحالات الاسهال
حيث يلاحـظ ان  ) 1(حري عن مديات المقاومة لمجموعات من المضادات الحيوية جدول رقم      تم الت        

 ن الدراسات السابقةمما يؤيد عدد م   ) بيتا لاكتام (يم  السلالتين كانتا مقاومتان لمضادي الامبسيلين والسفوتاكس     
 والذي قد يعزى الى الموقع   التي تشير الى انتشار انتاج انزيمات البيتا لاكتيميز بين البكتريا المرضية          ) 15(

وكما اوضحت بعض    ،) 16(البلازميدي للجينات المشفرة لانتاج هذه الانزيمات وعليه سهولة انتقالها افقيا           
تـسهل حركتهـا مـن    transposons) (  الجينات على عناصر وراثية قـافزة الدراسات امكانية حمل هذه

  ).14(ن الخطورة الصحية لانتشار جينات المقاومة الكروموسوم الى البلازميدات الاقترانية مما يزيد م
 وهما من مجموعة الامينوكلايكوسايدات والذي يعود      Sm,Km مقاومة لمضادي     ظهور كذلك لوحظ        

 والذي يعزى الـى حـدوث       Nal، كذلك يلاحظ المقاومة لمضاد       )RNA )17الى حصول تحويرات في       
وغالبا ما تكون جينات المقاومة  نف الذكر،آل عليه المضاد  والذي يعمDNA gyraseتحويرات في الانزيم 

يلاحظ من الجدول كذلك قابلية احـدى الـسلالتين فـي انتـاج              ،) 18(لهذا المضاد كروموسومية الموقع     
حيث ) Sh.dysenteriae) (19( وعدم قدرة السلالة الاخرى على انتاجه     ) Sh.sonnei(البكتريوسين وهي   

ية في الدراسات الوبائية والمرضية وهو لا يعد عامل ضراوة مباشر وانما يكمـن              د البكتريوسين ذو اهم   يع
دوره في انتشار البكتريا وعليه يمكن تتبع البكتريا المنتجة فيما اذا كانت المصدر المسبب لبـؤرة وبائيـة                  

  .معينة
  

الدراسة  قيدمديات المقاومة لمضادات الحياتية وإنتاج البكتريوسين في السلالتين  ):1(جدول رقم 
  )الشكيلا(

  

 AP CFX Nal Cm Tc Rif Sm Km الأنواع البكترية
إنتاج 

 وسينيالبكتر
Sh.dysenteriae + + + + + - + + - 

Sh.sonnei + + + - - - + + + 
   

  . وسينترلبكلمنتج / مقاوم للمضاد +  =  
  .وسينترلبكلغير منتج / حساس للمضاد   = -

Nalidixic acid : Nal / Cefotaxime : CFX / Ampicillin :  AP 
Rifampicin : Rif / Tetracyclin : Tc / Chloramphenicol : Cm 

Kanamycin : Km / Streptomycin : Sm  
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تمت دراسة المحتوى البلازميدي للعزلتين قيد الدراسة ايضا واظهرت النتائج احتواء العزلتين على                    
 بلازميدية كبيرة الحجم تكون هي المسؤولة عن ظهور عوامل الضراوة في جـنس الـشكيلا كـذلك       حزمة

احتوائها على حزم بلازميدية صغيرة الحجم والتي بدورها قد تكون هي المسؤولة عن المقاومة لمـضادات            
  ).1(شكل رقم  ،) 20( الحيوية
فـي  ) donners(د الدراسة كسلالات واهبة عند اجراء تجارب الاقتران حيث استخدمت العزلات قي              

  وذلك لعدم احتوئها على بلازميـد،      recipint)(كسلالة مستلمة   ) E.coli(حين استخدمت السلالة البكتيرية     
 وكذلك انتقال صفة انتاج Ap,Sm,Nal,Cm,Tc: واظهرت النتائج انتقال صفات المقاومة للمضادات التالية

الصفات على بلازميدات اقترانية في حين لم تنقل صفة المقاومة للمضاد البكتريوسين مما يثبت تموضع هذه 
CFX           الى العزلة المستلمة مما قد يشير الى تموضع جينات المقاومة لهذا المضاد على بلازميـدات غيـر 

تين المقترنتين لوحظ احتواء وعند استخلاص الدنا من السلال ) 2(جدول رقم    ، اقترانية او على الكروموسوم   
في حين احتواء الاخرى على حزمتين صغيرتين   ) Sh.sonnei(ما على حزمة بلازميدية كبيرة الحجم       هاحد

  ).1(كما في الشكل رقم ) Sh. dysenteriae(الحجم 
  

 E.coli MM294الىأنتقال صفات المقاومة وصفة إنتاج البكتريوسين من جنس الشكيلا ): 2(جدول رقم 
   بواسطة الاقتران    

  
الأنواع 

إنتاج  AP F CFX F Nal Cm Tc Rif Sm Km كتريةالب
 البكتريوسين

SN.1 + 2.1×10-3 - - + + + + + + - 
SN.2 + 2.9×10-3 - - + - - + + + + 
E.coli   

MM294 
- - - - - - - + - - - 

  
SN.1 : السلالة المقترنة مع السلالةSh.dysenteriae   
SN.2 :السلالة المقترنة مع السلالة Sh.sonnei    

  لبكتروسينلمنتج / مقاوم للمضاد +  =  
  لبكتروسينلغير منتج / حساس للمضاد =  -

(Frequency) F :عدد الخلايا الواهبة في المليلتر/تردد الاقتران ويمثل عدد البكتريا المقترنة في المليلتر.  
Nalidixic acid: Nal / Cefotaxime : CFX / Ampicillin :  AP 
Rifampicin: Rif / Tetracyclin : Tc / Chloramphenicol : Cm 

Kanamycin: Km / Streptomycin : Sm 
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الترحيل الكهربائي  مستخدابالا وبكتريا اشيريشيا القولون يالنسق البلازميدي لبكتريا الشك :1)(شكل رقم 
  .فولت70 وفرق جهد  % 0.8على هلام الأكاروز 

  
  Sh.dysenteriaeالمحتوى الوراثي للعزلة  : المسار الاول
  Sh.sonneiالمحتوى الوراثي للعزلة  : المسار الثاني
  .المحتوى الوراثي للعزلة اشيريشيا القولون: المسار الثالث
                                         .(Kb) كدليل حجمي Hind IIIمقطع بالانزيم  λ)( دنا العاثي لامبدا: المسار الرابع

         
وقد تم إجراء تجربة التحول الوراثي لتحديد موقع مورثات المقاومة والتي لم تنقـل الـى الـسلالة                         

حيث تم أستخلاص الـدنا   عن تأكيد هذه النتائج ، في تجربة الأقتران فضلاً)  (E.coli MM294المستلمة 
) E.coli MM294(البلازميدي من العزلات قيد الدراسة وتحويل هذه البلازميدات الى السلالة المـستلمة  

 في كلا العزلتين مما يؤكـد  CFXالمؤهلة لالتقاط الدنا ، وقد أظهرت النتائج انتقال صفة المقاومة للمضاد          
 Ap, Nal, Tc: ن أنتقال صفات المقاومة للمضادات عفضلاً اقتراني غير  وجود هذا الجين على بلازميد

  ).3( كما في الجدول رقم
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  القولون تحويل صفات المقاومة وصفة انتاج البكتريوسين الى بكتريا اشيريشيا ):3(جدول رقم
  

السلالات 
 AP F CFX F Nal Cm Tc Rif Sm Km المتحولة

إنتاج 
 البكتريوسين

SN.3 + 2.9×10-2 + 2.8×10-2 + - + + - - - 
SN.4 + 3.4×10-2 + 2.1×10-2 + - - + - - - 

  
SN.3 : السلالة المتحولة دنا السلالةSh.dysenteriae   
SN.4 :السلالة المتحولة دنا السلالة Sh.sonnei     

(Frequency) F : العدد /تركيز الدنا البلازميدي بالمايكوغرام/ تردد التحول ويمثل عدد الخلايا المتحولة
  .الحي للخلايا المؤهلة

Nalidixic acid : Nal / Cefotaxime : CFX / Ampicillin :  AP 
Rifampicin : Rif / Tetracyclin : Tc / Chloramphenicol : Cm 

Kanamycin : Km / Streptomycin : Sm 
 
  

، كما في  زميدية كبيرة الحجملاستخلاص للدنا المتحولة لوحظ أحتوائها على حزمة بلاوعند إجراء ا       
  ).2( الشكل رقم

لا حيث تمت زراعة كلا النوعين بوجود تراكيز ير حامض السالسيليك في جنس الشكتمت دراسة تأثي       
مليلتر حيث تم حساب العدد الحي للخلايا فظهر  /مايكروغرام  250,200,150,100مختلفة من الحامض 

كذلك تم دراسة تاثير  ).21(ان الحامض لا يؤثر على طبيعة نموها كما اوضحت بعض الدراسات ذلك 
مليلتر من الحامض مما ادى الى  /  مايكروغرام150متكرر او الزرع المتكرر عند وجود تركيز النمو ال

عن فقدان صفة انتاج   فضلاSm,Cm,Km,Tc,Nal,Apفقدان صفات المقاومة بشكل كامل للمضادات 
 في حين نمت بعض المستعمرات على الاوساط الحاوية ،) Sh.sonnei(في السلالة المنتجة  البكتريوسين

كيد نتائج هذه التجربة تم اجراء استخلاص لدنا السلالة المحيدة لهذا الحامض أ ولتCFX,Apعلى مضادات 
ولوحظ عدم احتوائها على أي حزمة بلازميدية اما احتفاظ بعض المستعمرات لبعض الصفات فقد يعود الى 

يتفق مع عدد من ما م) 2( ات على الكروموسوم وكما في الشكلوجود نسخة اخرى من جينات هذه الصف
  ).(22,15 الدراسات السابقة
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 بتركيز تحييد صفات المقومة وصفة انتاج البكتريوسين باستخدام حامض السالسيليك ):4(جدول رقم
 )مليليتر/مايكروغرام(150

  
    

  الأنواع
 AP % CFX % Nal Cm Tc Rif Sm Km البكتيرية

إنتاج 
 البكتريوسين

Sh.dysenteriae + 40 + 20 - - - - - - - 
Sh.sonnei + 45 + 30 - - - - - - - 

  
 

  . لبكتروسينلمنتج / مقاوم للمضاد +  =  
  .لبكتروسينلغير منتج / حساس للمضاد   = -

Nalidixic acid : Nal / Cefotaxime : CFX / Ampicillin :  AP 
Rifampicin : Rif / Tetracyclin : Tc / Chloramphenicol : Cm 

Kanamycin : Km / Streptomycin : Sm 
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تحويل وانتقال الصفات المشفرة لمقاومة المضادات وانتاج البكتريوسين من الشكيلا الى : )(2شكل رقم 
وبفرق جهد %) 0.08(ظهر الشكل الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز بتركيز وي .اشيريشيا القولون

 . ولمدة ثلاث ساعاتفولت) 70(
  

  
  ).SN.1(الدنا المستخلص من سلالة الشكيلا الواهبة : المسار الاول
  ).SN.2(الدنا المستخلص من سلالة الشكيلا : المسار الثاني
   E.coli MM294دنا اشيريشيا القولون : المسار الثالث
  ).SN.4(الدنا البلازميدي المتحول من السلالة : المسار الرابع

  . كدليل حجمي للاوزان الجزيئيةHind III مقطع بالانزيم )λ( دنا العاثي لامبدا :المسار الخامس
  .الى اشيريشا القولون) SN.3(الدنا البلازميدي المتحول من السلالة : المسار السادس
  .الدنا المستخلص من السلالة المحيدة: المسار السابع
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