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 دراسة التأثير التثبيطي وتقدير كمية البروتين والتنقية الجزئية لمبروتسين المستخمص من بكتريا
Proteus mirabilis المعزولة من عينة إدرار 

 
 الاء رحيم ورباب كزار  ،رغد حربي العزاوي 

 .جامعة بغداد ،كمية العموم ،قسم عموم الحياة 
 الخلاصة 

بعد  P. mirabilisويأتي النوع  Proteusن أىم الأنواع التابعة لجنس المتقمبات م Proteus mirabilisتعد بكتريا 
E. coli  في اصابات المجرى البولي. وقد تبين من النتائج بأن عزلةP. mirabilis  كانت مقاومة لممضادات الحيوية

Tetracyclin (30 µg)  وAmoxicillin (25µg)  وGentamycin (30 µg) لممضاد  ولكنيا حساسة فقط
Ciprofloxacin (5µg) وقد تميزت العزلة بإنتاجيا لمبروتسين وذلك بتثبيط النمو البكتيري لأنواع اخرى من المتقمبات وعزلات .

كان لو  P. mirabilisين المستخمص من بكتريا سوان البروت E.coliو  Pseudomonasو  Serratiaلاجناس اخرى مثل 
نفس الجنس والأجناس الأخرى المستخدمة. وأظيرت النتائج بأن تركيز البروتسين في ىذا تأثيرا تثبيطيا عمى البكتريا من 

 Sephcryl)     ح اليلامي بالمبادل الايونيـخدام الترشيـبأست اـى جزئيـن المنقـي البروتسيـل .وفـم/ مـممغ 0.47المستخمص كان 

S1000)  وحدة/ ممغم بروتين وبعدد مرات تنقية  0.5.5دارىا وبفعالية نوعية مق ممغم/ مل 0..5كان البروتين بتركيز
  مرة. ....مقدارىا

 ، البروتسين، التياب المجاري البولية، الترشيح اليلامي.Proteus :حيةاالكممات المفت
Keywords: Proteus, Proticin, UTI, Gel filtration. 

 

 المقدمة
 من أىم الانواع التابعة لجنس P. mirabilisتعد بكتريا 

ا ـة منيـلاثـوالذي يضم أربعة أنواع ث (Proteus)المتقمبات 
 .Pو  P. vulgaris و P. mirabilisة ـريـة سريـذات أىمي

penneri ع       ـوع الرابـا النـامP. myxofaciens  فإنو
. [1]ممرض للإنسان  يعزل من يرقات العث وليس لو تأثير

صابات في ا E . coliبعد  P. mirabilisتأتي بكتريا 
 (Cystitis)ة ـالمجرى البولي حيث تسبب التياب المثان

دم ـم الـوتجرث (Pyelonephritis)ة ـة والحويضـاب الكميـوالتي
(Bacteremia) [2]  والفشل الكموي وحصى الكمى والمثانة

[3,4]. 
لقد حضي ىذا النوع من البكتريا باىتمام الباحثين لما 

كثر قدرة عمى إحداث يممكو من عوامل ضراوة ميمة تجعمو أ
حيث تمتمك البكتريا قابمية عمى مقاومة . [2]الاصابة

-βاج انزيمات ـمضادات الحياة مثل البيتالاكتام من خلال انت

lactamase ة البيتالاكتام حيث تحطميا ـدف حمقـي تستيـالت
وقد ظيرت  Amoxicillinوتثبط عمل المضاد ومنيا مضاد 

ل السنوات الاخيرة بانتاج خلا P. mirabilisمقاومة بكتريا 

 Extendedوالذي يسميو الباحثون  β-lactamase انزيم

spectrum beta-lactamase (ESBLs)   والتي تكون
مقاومة لأكثر مضادات البيتالاكتام فاعمية ألا وىي مشتقات 

. وتساىم البلازميدات في [5]سيفالوسبورينات الجيل الثالث 
و  Shafiيا البكتريا فقد أشار انتقال صفات المقاومة بين خلا

Datta (1975) [6] الى ان بكتريا  P. mirabilis  تقاوم
ا عمى ـباحتوائيالامينوكلايكوسيدات عددا من مضادات 

ذه المضادات ـن ىـة لممضاد ومـبلازميدات مقاوم
Garamycin  وTetracyclin [7]. 

وقد أشارت الدراسات الى ظيور سلالات مقاومة 
ـ ومنيا مضادات ال Fluoroquinolonsـ لمضادات ال

Ciprofloxacin (Martinez- Martinez et al.,1998) 
بالاضافة الى ذلك فإن بكتريا المتقمبات تنتج البكتريوسين 

(Bacteriocin)  والذي يطمق عميو بروتسين(Proticin) 
 .[9,10]ع في نظم التنميط ـل شائـدم بشكـد استخـوق

ة لمبكتريا تنتج من قبل معظم البكتريوسين ىو مادة مضاد
الانواع البكتيرية وىو فعال تجاه سلالات الجنس نفسو وكذلك 

 .[11]السلالة المنتجة نفسيا 
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تشخيص البكتريا المعزولة من الى  :فعميو استهدف البحث
، دراسة مقاومة البكتريا P. mirabilisالادرار عمى انيا 

ف عن مدى المعزولة لممضادات الحيوية المختمفة، الكش
قابمية العزلة في انتاج البروتسين، تأثير البروتسين المنتج 
عمى السلالة نفسيا وعمى أجناس بكتيرية أخرى، و تقدير 

 مستخمص البروتسين الخام كل من تركيز البروتين في
 والمنقى جزئيا.
 طرائق العمل

 Proteus عزلة نقية لبكتريا 20تم الحصول عمى 
شخصة من قبل مختبر الصحة معزولة من الادرار والم

المركزي/ بغداد ومن ثم أجريت الاختبارات المستعممة في 
 Holtتشخيص نوع عزلات البكتريا بناءاً عمى ما ورد في 

وعمى الطرائق  [13] وجماعتو Colleeو [12] وجماعتو
 [14] (WHO)المستخدمة من منظمة الصحة العالمية 

عتمادا عمى ا Proteus mirabilisحيث شخصت عمى انيا 
الصفات المظيرية والفحوصات الكيموحيوية والمصمية في 

 التشخيص.
 فحص حساسية العزلة لمضادات الحياة 

 Kirby-Bauerأجري ىذا الاختبار باستخدام طريقة 
إذ نقمت بضعة  [15] وجماعتو Prescottوالواردة في 

مل(  5) ـساعة وعمقت ب 24 مستعمرات بكتيرية نقية بعمر
ثم قورنت مع  ،ل الفسيولوجي في أنابيب معقمةمن المحمو 

ومن ثم تم زرع ، (MacFarland standard No. 5)أنبوبة 
دقائق  5المستعمرات عمى وسط أغار مولرىنتون وبعد مرور 

و  Tetracyclin (30 µg)تم توزيع أقراص مضادات الحياة 
Amoxicillin (25 µg) وGentamycin (30 µg)  و
Ciprofloxacin(5 µg) م 37. حضنت الاطباق بدرجة

ساعة ثم قيست أقطار مناطق التثبيط لمنمو  24لمدة 
)بالمميمتر( حول أقراص المضادات وقورنت بالمعدلات 

 .NCCLs[16]القياسية الواردة في 
 المنتجة لمبروتسين P. mirabilisاختبار عزلة 

 اختبار انتاج البروتسين -1
لبروتسين وحسب ما تم اختبار قابمية العزلات عمى انتاج ا

 .Senior [17]وصف في 

  تم زرع البكتريا المنماة في وسط ماء التربتون عمى وسط
أغار الماكونكي وتم تخطيطو عمى شكل خطوط مستقيمة 

 ساعة. 24لمدة  م 37وحضنت بدرجة حرارة 
  أزيل النمو البكتيري بوساطة غطاء شريحة زجاجية نظيفة

 ومعقمة وتحرك باتجاه واحد.

 لاطباق بوضعيا بشكل مقموب فوق طبق ممموء عقمت ا
دقائق. ثم أزيمت وترك لمدة  10بالكموروفورم ولمدة 

 ي لمادة الكموروفورم.ـر السمـزال التأثيـي يـة لكـف ساعـنص

من مزروع بكتيري  (Loop)نقمت ملء عروة الناقل 
وعزلات أخرى في ماء التربتوفان  P. mirabilisلعزلة 
باتجاه عمودي عمى التخطيط الاول ساعات وخطط  3وبعمر 

 18م ولمدة  37وبزاوية قائمة. حضنت الاطباق بدرجة حرارة 
 ساعة. 

النتيجة الموجبة ىي ظيور مناطق مثبطة لمنمو عند 
 نقطة تقاطع الخطوط.

 استخلاص البروتسين -2
 تم الحصول عمى مستحضر البروتسين باتباع طريقة

Senior [18]  [17]المحورة عن. 
 م ـذي ثـساعة في مرق مغ 18زروع بكتيري بعمر حضر م

 (Proteose peptone)رق ـن مـل مـم 5ف بإضافة ـخف

Pp3  م. 37وحضنت بحاضنة ىزازة وبدرجة حرارة 
  أضيفMitomycin-C  ساعات بتركيز  7بعد مرور

مع استمرار الحضن في الظلام لمدة  µg / ml 1نيائي 
 دورة/ 2000 بعدىا تم النبذ المركزي بسرعة ،ساعة 16

دقائق وأخذ الطافي ونقل الى أنابيب  10الدقيقة ولمدة 
معقمة مغمقة. ثم عقم المستخمص ببضع قطرات من 

 م.4الكموروفورم ومزج جيداً ثم خزن بدرجة حرارة 

 إختبار حساسية العزلات تجاه البروتسين -3

 [18]تم استخدام طريقة سنيور 
 مي في المرق تم عمل خطوط من المزروع البكتيري النا

 ساعة عمى وسط أغار الماكونكي.  18المغذي وبعمر 
  مايكروليتر من مستحضر  3وضعت قطرة بحجم

البروتسين باستخدام ماصة دقيقة فوق خطوط المزروع 
 البكتيري.

  ساعة. 18م ولمدة  37حضنت الاطباق بدرجة حرارة 
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النتيجة الموجبة  ،فحصت الاطباق بمجرد ظيور النمو
 لمنمو بفعل مستخمص البروتسين.حصول تثبيط 

 :تقدير تركيز البروتين -4
 Whitakerتم تقدير تركيز البروتين بحسب طريقة 

and Granum [19]  وذلك بقياس امتصاص الضوء
( نانوميتر باستخدام 235و  280لممحمول بطول موجي )

محمولا كفئاً  NaOHمولار من ىيدروكسيد الصوديوم  0.05
(Blank)  كيز البروتين من المعادلة الاتية: وتم حساب تر 

  )ممغم/مل( = تركيز البروتين
 -nm235مقدار امتصاص الضوء بطول موجي 

 nm280مقدار امتصاص الضوء بطول موجي 

2.51 
 . ......................  (.) 

 التنقية الجزئية لمبروتسين-2
  تم ترسيب البروتين بأستخدام كبريتات الامونيوم بنسبة

بذ المركزي المبرد %( بعدىا أجري الن05-55اشباع )
 دقيقة. 5.لمدة  xg0555بسرعة 

  أذيب الراسب في محمول الفوسفات الدارئpH=7  بتركيز
ثم أجريت عممية ديمزة ضد الماء المقطر  ،مولار ..5
 ساعة. 2.لمدة 

  تمت التنقية بأستخدام كروموتوغرافيا الترشيح اليلامي
)بحجم عمود  Sephacryl S1000بأستعمال المبادل 

ة ـل/ دقيقـم 5.0ان ـة جريـسم( وبسرع 05 *0..
 mµ 150و  mµ Tris- HCl 20وبأستخدام دارئ

NaCl  pH= 7.7 [20]. 

  حسبت الفعالية البروتينية بالاعتماد عمى المنحنى القياسي
 لمتايروسين.

  تم تقدير البروتين في الاجزاء المستردة عمى الطول
وعدد وقيست بعدىا الفعالية النوعية  nm 280الموجي 

 .purification foldsمرات التنقية 

 = Specific activityفعالية البروتين )وحدة/ مل( 

 الفعالية النوعية )وحدة/ ممغم بروتين(
 تركيز البروتين )ممغم/ مل(

  ....................... (.) 
  عدد مرات التنقية )ممغم/ بروتين(=

 لخطوة التنقية الفعالية النوعية
 التنقيةقبل  لمخطوةالاولى الفعالية النوعية

  .......................... (5) 
 النتائج والمناقشة

 التشخيص
 Proteusأخذت العزلات المشخصة عمى انيا بكتريا 

والمعزولة من عينات الادرار لمعرفة نوعيا وقد أثبتت النتائج 
و  Proteus mirabilisبأن ىناك عزلة واحدة فقط كانت

بالاعتماد عمى الفحوصات  P.vulgarisالباقية كانت  1.
 [12]موحيوية عمى وفق مصنف بركي المجيرية والكي

. حيث شخصت المتقمبات بالاعتماد [13]وجماعتو Colleeو
عمى صفات مستعمراتيا عمى الاوساط الزرعية أذ تميزت 

بظاىرة الانثيال  (Blood agar)  طـى وسـالعزلات المنماة عم
(Swarming)  وتم التأكد من التشخيص بأستخدام نظام

(Api- system-20) دم لتشخيص البكتريا السالبة المستخ
. وقد Enterobacteriaceaeوالتي تعود لمعائمة المعوية 

بعد تشخيصيا بأستخدام  P.vulgarisأستبعدت عزلات النوع 
والتي تكون موجبة بتكون حمقة  Indol testاختبار الاندول 

ون ـك كـوذل P.vulgarisا ـحمراء في بكتري
% من بكتريا .0 ذكرا أن Watsonو  Cradockانـالباحث

P.mirabilis من بكتريا 5.و %P.vulgaris  تكون منتجة
 .[21]لمبروتسين عمى الوسط الصمب 

 لمضادات الحياة P.mirabilisبكتريا   حساسية
 P.mirabilisبينت النتائج الخاصة بمقاومة بكتريا 

المعزولة من الادرار بأنيا كانت مقاومة لممضادات 
Tetracyclin (30 µg)، Amoxicillin (25 µg)  و

Gentamycin (30 µg) ـوكانت حساسة فقط لم 
Ciprofloxacin (5 µg)  وذلك بعد مقارنتيا بجدول مناطق

 .NCCLs (2002) [16]التثبيط وفقا الى 
ة ـى مجموعـال Ciprofloxacinاد ـود مضـؤيع

الكولينولونات التي تمتاز بتأثيرىا واسع الطيف عمى الاحياء 
 ،[22]دم بشكل واسع تجاه البكتريا المعوية المجيرية وتستخ

وعمى سلالات مقاومة لمضادات الكولينولونات ضمن البكتريا 
 ـ المعوية حاممة لبلازميدات تشفر مورثاتيا لمقاومة ال

Ciprofloxacinادات ـوحامض النالديكسك وبعض مض
وجماعتو  Szymaniakار ـأش رى.ـات الاخـالمجموع

 (P/S)قة بين نمط البروتسين الى وجود علا [23](111.)
(Proticin Production/Proticin Sensitivity)  لبكتريا
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P.mirabilis  المعزولة من التيابات المجاري البولية وبين
مقاومتيا لمعلاج بمضادات الحياة حيث لوحظت أنماط معينة 

أكثر تكرارا من غيرىا بالاضافة الى كونيا منتجة  P/Sمن 
 لأنزيم البيتالاكتاميز.

 التحري عن أنتاج البروتسين
في الكشف عن قدرة  [18]أستخدمت طريقة سنيور 

في أنتاج البروتسين عمى وسط  P.mirabilisعزلات بكتريا 
ماكونكي وكما ىو موصوف في طريقة العمل حيث تم 

جة من خلال ظيور مناطق التثبيط الكشف عن العزلات المنت
حيث  ،(.لمنمو البكتيري عند نقطة تقاطع الخطوط )شكل 

بأنيا منتجة لمبروتسين عند  P.mirabilisوجد بأن عزلة 
أختبارىا ضد عزلات المتقمبات الاخرى وعزلات الاجناس 

Pseudomonas  و E.coli Serratia ,  ومن الشكل.
تماما  Serratiaو بكتريا ال يتبين بأن البكتريوسين قد ثبط نم

الى ان  Senior  (.101)[24]لقد أشار. E.coliوبكتريا 
تعزل بشكل شائع في  5السلالات المنتجة لمبروتسين نوع 

وفي دراسة  اصابات الجزء العموي من المجرى البولي.
مريض مصاب  21المعزولة من  P.mirabilisلسلالات 

ميم استخدموا شخص س 22و RAبالتياب المفاصل الرثوي 
سلالة قياسية من  5.اختبرت السلالات تجاه  ،كسيطرة

P.mirabilis  وجد ان جميع السلالات في مرضىRA 
 .[25]وجماعتو  Wilson منتجة لمبروتسين،

 
Serratia   P.mirabilis   E.coli  Pseudomona   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Proteus الخطوط المستعرضة 

  Proteusـن بكتريا ال( تأثير البروتسين المنتج م4شكل)
 عمى البكتريا نفسها وعمى الاجناس البكتيرية الاخرى.

 
 
 

 Senior  [18]الكشف عن البروتسين بطريقة 

تم استخلاص البروتسين من العزلة المنتجة لمبروتسين 
 Mitomycin- C ـوبأستخدام محث ال [18]بطريقة سنيور

البكتيري  وأستخدام المستخمص لدراسة تأثيره في تثبيط النمو
  Pseudomonasو   Serratiaو    Proteus ـلعزلات ال

. وقد لوحظ بأن المستخمص قد ثبط نمو الانواع E.coliو
ـ (. وقد ثبط النمو تماما لبكتريا ال.السابقة كميا )الشكل 

Serratia.  درسSenior (1983) [5]  التركيب الجزيئي
ىذا لو  ذنب العاثيات وأن شكمو لمبروتسين ووجد انو يشبو

سبب  Senior [18]ويعزي  علاقة وثيقة بفعاليتو الحيوية.
تجاه السلالات الاخرى  P.mirabilisحساسية بعض 

المنتجة لمبروتسين الى وجود نوع خاص من المستقبلات عمى 
كما أن صفة  ،السطح الخارجي لمسلالة البكتيرية المختمفة

ن الخزن انتاج البروتسين ثابتة حتى بعد مرور مدة زمنية م
 لمسلالات المنتجة.

 
Pseudomonas     E.cloi     Proteus    Serratia  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 مستخمص البروتسين
 Proteuaـ( تأثير مستخمص البروتسين من بكتريا ال1شكل)

 عمى نفس البكتريا وأجناس أخرى.
 

 تقدير تركيز البروتين وتنقية البروتسين جزئيا

مل( بحسب  روتين )ممغم/تبين من النتائج ان تركيز الب
( في مستخمص .)معادلة [19]طريقة ويتاكر وكرانام 

الترسيب بكبريتات  وبعد مل. ممغم/ 5.20البروتسين كان 
ممغم/ مل وبعد التنقية  5..المونيوم كان تركيز البروتين 

-Sephacryl Sالجزئية باستخدام الترشيح اليلامي بالمبادل

مل جدول  ممغم/ 0..5 فأن تركيز البروتين أصبح 1000
( 00 ،55. ،5.أما الفعالية الانزيمية فقد كانت ) (..)
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 ،0..2وحدة/ مل عمى التتالي وأن الفعالية النوعية كانت )
( وقد .( وحدة/ مل عمى التتالي )معادلة 0.5.5 ،00.1

بعد الترسيب بكبريتات  ..0.و  5.1كانت عدد مرات التنقية 
% والترشيح اليلامي ( 05-55الامونيوم بنسبة أشباع )

 عمى التتالي Sephacryl S-1000 باستخدام المبادل
(. وفي دراسة اخرى عمى بكتريوسين مستخمص من 5)معادلة 
 Serracin Pويسمى  Serratia plymithicumبكتريا 

مرة وبأنتاجية  0..2وكان البروتين بعدد مرات تنقية مقدارىا 
لدراسات الى ان وقد أشارت ا .[20]% ..5.نيائية مقدارىا 

ل ـلال الترحيـن خـر مـبروتينا وظي ..البروتسين يتألف من 
 SDS- Polyacrylamide       لام بأستخدامـى اليـعم

اثنين من ىذه البرتينات الرئيسة اساسية بأوزان جزيئية 
 .[5]اما التسعة الباقية فيي ثانوية  55.*52و  55.*21

 (4جدول )
وتسين المنتج من العزلة خطوات التنقية لبروتين البر 

P.mirabilis . 

 خطوة التنقية
 الحجم
 )مل(

 الفعالية
 البروتينية
)وحدة/ 

 مل(

تركيز 
 البروتين
)ممغم/ 

 مل(

الفعالية 
 النوعية
 )وحدة/
ممغم 
 بروتين(

عدد 
مرات 
 التنقية

المستخمص الخام 
Proticin 

111 11 1.14 11.3 4 

الترسيب بكبريتات 
الامونيوم بنسبة 

 (%22-01)أشباع 

11 411 4.0 43.6 4.5 

الترشيح الهلامي 
باستخدام المبادل 
Sephacryl S-

1000 

42 44 1.42 240.0 
41.
4 
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Abstract 

Proteus mirabilis is one of the most 

important species of the genus Proteus, and it 

comes after E. coli in urinary tract infection. 

The results showed that the isolate of P. 

mirabilis was resistant to antibiotics of 

Tetracyclin (30 µg), Amoxicillin (25µg) and 

Gentamycin (30 µg), While it was sensitive to 

Ciprofloxacin (5µg). The isolate showed good 

proticine production that it was inhibit the 

bacterial growth of other Proteus and other 

genus like Serratia , Pseudomonas and E.coli, 

also the extracted proticine from P. mirabilis 

showed inhibition effect on bacterial growth of 

Proteus and other genus like Serratia, 

Pseudomonas and E.col. The amount of 

protein in this extract was 0.47 mg/ml.The 

proticin concentration in partially purified by 

gel filtration chromatography (Sephacryl 

S1000) was 0.15 mg/ ml and specific activity 

513.3 U/ mg protein and with purification 

folds of 12.1 folds. 
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