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ودراسة   Enterobacter cloacaeاستخلاص الجدار الخلوي الخام لبكتريا 

 سميته.

 * ليحف مي طالب *                                                       حسين نغم شاكرمحمد

    

 0232/ 1/ 3تاريخ قبول النشر  

 

 الخلاصة
 Lysozymeباساتماال ازاميا الا   Enterobacter cloacaeلبكترياا  حضر مستخلص الجدار الخلوي الخام

وكازت زسبة البروتيناا  وزسابة  RNase، وال   DNaseالذي استمال لتحليل الخلايا فضلاً عن اضافة ازمياي ال  

 على التوالي4 % 3444و  % 04الكربوهيدرا  فيه 

لكال  (LD50)النصايية درست امراضية البكتريا وذلك بدراسة تأثيرها القاتال فقاد تاا تحدياد الجرعاة الاايتاة 

من عاال  البكترياا ومساتخلص رادارها الخلاوي الخاام باساتماال ازاان اليواراي السويسارية البايي ، وكازات قيااة 

LD50   وحدة مكوزة للاستمارة / مليليتر4 اما مستخلص الجادار فلاا يكان  932×  1433للمال  البكتيري مساوية ل

 8لحالة اليسلجية لها وبشكل كبيار   مااا ادا الاى زقصااي اواازهاا بامادل له أي تاثير قاتل لليوراي الا ازه اثر في ا

 غراما 4 
 

 Enterobacter cloacae الجدار الخلوي الخام،المفتاحيه:  الكلمات

 

 : المقدمة
رمءاً من النبيت  E. cloacaeتمد بكتريا 

الطبيمي للقناة الامدية الاموية 

(Gastrointestinal tract)   من  % 82 – 42ل

الافراد وتنتشر بشكل واسع في الطبيمة ، وعلى 

الرغا من اي هذه البكتريا ليست مارض اولي 

للازساي ولا تصيب الاصحاء الا ازها مارض 

،  [1] (Opportunistic pathogen)فرصي 

اكثر الازواع التابمة  E. cloacaeوتمد بكتريا 

التي تممل من المينا   Enterobacterلجنس 

و   E. aerogenesكل متكرر تليها السريرية بش
E. agglomerans [2]) 4 ، فهي تصيب أي فوة

عارية وخصوصاً صغار وكبار السن وتحدن 

الاصابة في أي موقع من الجسا عند ازتقالها اليه إذ 

ازها تسبب اصابا  الاسالك التنيسية والقناة الامدية 

الاموية والجروح ، والحروق ، والماليا  

جرثا الدم ، والسحايا لا سياا في الجراحية ، وت

الارضى الذين يمازوي من زقص الاناعة 

(Immunodeficient)  او الذين يتناولوي ادوية

   (Immunosuppressal drugs)تكبح الاناعة 

لذلك تمد من الاسببا  الارضية الاهاة للاصابا  

 Nosocomial)الاكتسبة من الاستشيى 

infections) [3;4]لبكتريا تقتري كاا اي هذه ا

ً في حالا  تجرثا الدم  بحالا  الوفيا  خصوصا

  ولذلك فاي بكتريا  [5]وذا  الرئة الاتسببة عنها 

E. cloacae  من  % 56 – 36تمد مسؤولة عن

مجاوع الاصابا  الاتسببة عن بكتريا 

Enterobacter  6بشكل عام ، وكذلك تشكل زسبة 

من مجاوع الاصابا  التي تسببها  % 32 –

 4[7;6]لبكتريا السالبة لصبغة غرام ا

يمتاد حدون الاصابة بهذه البكتريا على الحالة 

، وعلى ضراوة  (Host)الصحية للاضيف 

البكتريا إذ تشترك عوامل عدة في الامراضية 

واهاها : عديد السكريد الشحاي 

(Lipopolysaccharide) والاحيظة ،

(Capsule)  4والخال ، وازتاج الهياولايسين ،

يميد من امراضية البكتريا عوامل الضراوة غير و

الاباشرة لا سياا الاقاومة الاتمددة لاضادا  الحياة 

بسبب ازتارها لازواع مختلية من ازمياا  مقاومة 

إذ لها القابلية على مقاومة كثير من  [8]للاضادا  

الاضادا  سواء أكاي بشكل طبيمي ام بسبب 

زواع الجديدة قابليتها على تطوير مقاومة ضد الا

  وذلك بسبب  β-lactamوخصوصاً مضادا  

، كاا تقاوم  β-lactamasesازتارها لازمياا  ال  

ً ببقية الازواع التابمة  الاطهرا  بشكل كبير قياسا

 4[9]للمائلة الاموية 

اسااتهدفت هااذه الدراسااة اسااتخلا  الجاادار ولااذلك 

،ودراساااة   E.cloacaeالخلاااوي الخاااام لبكترياااا 

(  LD50ياد الجرعاة الاايتاة النصايية  سايتها بتحد

لكل من عال  البكترياا ومساتخلص رادارها الخلاوي 

 الخام4

 :العمل ائقالمواد وطر
: استخلصاات المملاااة E.cloacaeبكتريااا        

E.cloacae EN73  الاممولة من اخاااج الجاروح

إذ تاا  [11;10] و الاشخصاة مسابقا اعتااادا علاى  

 قسا علوم الحياة،كلية الملوم،راممة بغداد
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رياااااة والصااااايا  الاعتاااااااد علاااااى الصااااايا  الاظه

 الكياوحيوية في التشخيص4

 :  E. cloacaeاستخلاص الجدار الخلوي لبكتريا  

 4 [12]تا الاستخلا  بالاعتااد على 
 

 . تنمية البكتريا : 1
 Tryptic soya brothلتاار ماان  346حضاار 

مليليتر من الوسط لكال  062وواع في دوارق سمة 

م  303دورق ، ثااا عقااات بجهاااا الاوصاادة بدررااة 

مليليتار مان  3دقيقة ، لقحت الدوارق بواقع  36ادة ل

 Trypticعااال  البكتريااا الانااااة مساابقاً فااي وسااط 

soya broth  ساااااعة ،  38م لااااادة  15بدررااااة

م  15وحضنت الدوارق في حاضانة هامااة بدرراة 

 همة / دقيقة4 322ساعة بواقع  38لادة 

حصااد  الخلايااا الانااااة بوساااطة رهاااا الطاارد 

 (Cooling centrifuge)د الاركااااامي الابااااار

دقيقااااة ،  12دورة / دقيقااااة لااااادة  1222وبساااارعة 

وغسااالت الخلاياااا ثااالان مااارا  بااادار  اليوسااايا  

دورة  1222دقائ  وبسرعة  32الالحي الامقا لادة 

/ دقيقااة ، وعلقاات الخلايااا باادار  اليوساايا  الالحااي 

ساااعة  38لااادة   % 246الحاااوي علااى اليورمااالين 

لانباااذة الاباااردة وبسااارعة فاااي الثلاراااة ، رسااابت با

دورة / دقيقة لادة زصاف سااعة ، ثاا غسالت  1222

دقاااائ  ، رييااات  32مااارتين باااالاحلول زيساااه ولاااادة 

الخلايااا باسااتماال الاساايتوي الاباارد مساابقاً وبواقااع 

عشر مرا  حجا الخلايا ، وتا الحصول علاى واي 

 غراما  واي راف من الخلايا4 32

الازميااا  علاى  كسر  الخلايا البكتيرياة باساتماال

 وتتلخص على النحو الآتي : [12]وف  طريقة 

 تكسير الخلايا البكتيرية :  
ارئ علقاااات البكتريااااا الاجييااااة بالاساااايتوي بااااد     

 542فوسااااايا  الصاااااوديوم ذو الاي الهيااااادروريني 

 2426و  EDTAمولاري من  2426والحاوي على 

وبنسابة   Sodium azide3(NaN  (مولاري من  

لخلااايط رياااداً علاااى رهااااا الاحااارك مااامج ا 32: 3

الاغناطيسي عند السرعة القصوا مدة دقيقاة واحادة 

غارام /  243بنسابة  Lysozyme، ثا اضيف ازاميا 

غرام واي راف من الخلايا ، بمدها وضع المال   6

م لااادة  4علااى رهاااا الاحاارك الاغناطيسااي بدررااة 

 15ساعة4 حضن المال  في حاام ماائي بدرراة  38

دقيقاااة بمااادها وضاااع علاااى رهااااا  م لاااادة عشااارين

الاحااارك الاغناطيساااي مااادة ثااالان دقاااائ  ، وخياااف 

المال  الى الضمف باضافة حجاا مسااو مان محلاول 

، ثااا اضاايف محلااول  (2MgCl كلوريااد الاغنساايوم 

 3بتركياااااام زهااااااائي  RNaseو  DNaseازمياااااااي 

مايكروغرام / مليليتر من المال  بمدها وضع المال  

دة عشااارة دقاااائ  ثاااا م مااا 15فاااي الحاضااانة بدرراااة 

حضاانت ماادة عشاارة دقااائ  اخاارا بدررااة حاارارة 

 32222م4 زبااذ المااال  بالانبااذة الابااردة بساارعة 32

دورة / دقيقااة لااادة زصااف ساااعة ، واهااال الرائاا  

واخذ الراساب الاذي يماد مساتخلص الجادار الخلاوي 

 4(Crude cell wall)الخام   

تاااا تقااادير كاياااة الباااروتين فاااي مساااتخلص الجااادار 

كااذلك تااا تقاادير كايااة  [13]ي الخااام حسااب الخلااو

حاامي -الكربوهيدرا  فيه باستخدام طريقة اليينول

 4[14]الكبريتيك

للعةالق  (LD50)حساب الجرعة المميتةة النفةفية 

 البكتيري للفئران : 

استمالت خاس مجاميع بواقع ثلاثاة فواراي لكال 

مليليتاار لكاال  3مجاوعااة ، وحقناات الاجاااميع بواقااع 

،  932،  3232،  3332د البكتيريااة  فااأر ماان الاعاادا
( وحدة مكوزة للاستمارة / مليليتار علاى 532،  832

للياأر ،  (Intraperitonial)التوالي داخل البريتوي 

وبمد مرور خاسة ايام تا حساب عدد اليوراي الحياة 

والايتااة لكاال ررعااة ماان المااال  البكتيااري زساابة الااى 

ة الاايتاة المدد الكلي الذي تا حقنه ، وحسبت الجرع

 4[15]لنصف عدد اليوراي باتباع طريقة 

 (LD50)حسةةةةةةاب الجرعةةةةةةة المميتةةةةةةة النفةةةةةةفية 

 لمستخلص الجدار البكتيري : 

استمالت خاس مجااميع بواقاع ثلاثاة فواراي لكال     

مجاوعة ، وتاا حقان كاياا  مختلياة مان مساتخلص 

الجاادار الخااام حيااخ حضاار خاامين ماان الاسااتخلص 

مااولاري دار   24206ملغاارام / مليليتاار ماان  122

اليوسيا  الالحي وحضر منه التراكيم الاراد حقنها 

 022، و  062، و  122وهي علاى النحاو الآتاي :  

( ملغااارام / مليليتااار مااان دار  اليوسااايا  362، و 

مليليتار لكال تركيام وبواقاع  3الالحي ، وقد تا حقان 

ثلاثة فوراي داخل البريتوي4 اما السيطرة السالبة فقاد 

مليليتاار ماان دار  اليوساايا  الالحااي ،  3حقناات باا  

وبمد مرور خاسة ايام تا حساب عدد اليوراي باتباع 

 4[15]طريقة 

 : النتائج والمناقشة
 : E. cloacaeاستخلاص الجدار الخلوي لبكتريا 

غرامااا  واي راااف ماان  32تااا الحصااول علااى 

التااي ارهاار  مقاومااة عاليااة إتجاااه  EN73المملااة 

ة ، وقااد اسااتمالت زصااف مضااادا  الحياااة الاختباار

اسااتخدم غرامااا  ،  6الكايااة فااي الاسااتخلا  أي 

كوزاه وساطاً اغنائيااً  Tryptic soya brothوسط ال

، وقد استمالت الازمياا  في تكسير  [16]للبكتريا  

الخلايا البكتيرية لازها تحللها وتمطي زاتجاً اكبر مان 

LPS  لكوزه الاكوي الاها في تركيبة رادار البكترياا

البة لصبغة غرام وذلاك قياسااً باساتخدام التكساير الس

الايكاااازيكي أو التكساااير الماااادي بااااليينول مااان دوي 

اسااتماال الازمياااا 4 واي مماملااة الخلايااا باااادة الاا  

Lysozyme  مااع ورااودEDTA  تميااد ماان رااودة

الاستخلا  وتحطيا الخلايا وتمطي زاتجاً اكبر مان 

LPS [12]  كااااا اي ماااادة ،EDTA ي لهاااا دور فااا

تحليل مكوزا  الخلية إذ يمال على ساحب الايوزاا  

التااي تمااال علااى  Mg++، و  Ca++الثنائيااة التكااافؤ 

 4[17]بالغشاء  LPSتثبيت 



  9002( 1)7مجلد           للعلوم                       بغداد مجلة 

 

 141 

م عناد  4استمالت دررة حارارة منخيضاة وهاي 

لتوفير الظروف الاثلى لماال  Lysozymeاستخدام 

الازااميا وكااذلك اي طااول ماادة الحضاان سااوف تساااح 

 4[12]الاحللة بمال بمي الازمياا  

، و  DNaseوقد استمالت الازميااا  الهاضااة 

RNase  لاختمال مساتوا الاحاااض النووياة إذ اي

ومن ثا وقف عالهاا  (18)النبذ اليائ  وحده لا يكيي 

دقاائ  ، ثاا  32م لاادة  32بتمريضها لدررة حرارة 

دورة /  32222زبذ الماال  بالانباذة الاباردة بسارعة 

واخااذ الراسااب الااذي ياثاال دقيقااة لااادة زصااف ساااعة 

 مكوزا  الجدار الخلوي الخام4

قدر  كاية البروتين لاستخلص الجادار الخلاوي 

 30، وكاااي تركياامه  [13]الخااام علااى وفاا  طريقااة 

مااان واي  % 04ملغااارام / مليليتااار إذ شاااكل زسااابة 

الاى اي  [39] 3988الخلايا4 وقد اشار الميدي عاام 

لجاااف ماان الااواي ا % 36البروتينااا  تشااكل زساابة 

لجادراي البكترياا الساالبة لصابغة غارام ، وقاد تكاوي 

النسبة التاي حصالنا عليهاا عالياة إذ قاد تختلاف زسابة 

 البروتين من بكتريا الى اخرا4

كاااذلك قااادر  كاياااة الكربوهيااادرا  لاساااتخلص 

، وقاد  [14]الجدار الخلوي الخام على وفا  طريقاة 

ملغارام / مليليتاار والاذي شااكل  24501كااي التركياام 

 من واي الخلايا4 % 3444ة زسب

كاا قيس رمء من مساتخلص الجادار الخلاوي الخاام 

زاازوميتر وقاد كازات القاراءة  032عند طاول ماوري 

  اااا يمنااي خلااوه ماان الاحااااض النوويااةصاايراً   م

 (34ردول  [20]
( النسةةب المئويةةة للكردوايةةدرات والبروتينةةات فةةي 1جةةدو)  

 E.cloacaeمستخلص الجدار الخلوي الخام لبكتريا 

              
 المكون

 
 التركيز)ملغرام/مليليتر(

 
 النسبة المئوية %

 % 3444 24501 الكربوهيدرات
 %04 30 البروتينات

 

لبكتريةا  (LD50)حساب الجرعة المميتة النفةفية 

E. cloacae : 

 E. cloacaeلبكتريااااا  LD50تااااا حساااااب  
ماااان اليوااااراي  % 62لامرفااااة التركياااام القاتاااال لاااا  

البااايي الاحقوزاااة باااه ، وقاااد اساااتمالت  السويسااارية

،و  3232،و  3332خاسااة تراكياام بكتيريااة وهااي:  
( وحااادة مكوزاااة للاساااتمارة / 532،و  832،و  932

مليليتار وحقنهااا فاي اليوااراي ، وقاد ارهاار  اي قياااة 

مان اليواراي الاحقوزاة هاو   % 322التركيم القاتل ل  
كيام وحدة مكوزة للاستمارة / مليليتر4 اما التر 3332

×  1433من اليوراي كااي مسااوياً لا   % 62القاتل ل  
 4( 0وحدة مكوزة للاستمارة / مليليتر ردول   932

 
 LD50( تحديةةةد قيمةةةة الجرعةةةة المميتةةةة النفةةةفية 9جةةةدو)  

 E. cloacaeلبكتريا 

المدد 

الحي 

 للخلايا

عدد 

اليوراي 

الاحقو

 زة

عدد 

اليوراي 

 الحية

عدد 

اليوراي 

 الايتة

المدد  يالمدد التراكا

التراكاي 

لليوراي 

الحية 

 والايتة

النسبة 

الاووية 

 للهلاك

اليور

اي 

الحي

 ة

اليورا

ي 

 الايتة

3332 1 2 1 2 3 3 322 % 

3232 1 3 0 3 1 4 3343 % 

932 1 0 3 1 3 4 1141 % 

832 1 1 2 3 2 3 2 % 

532 1 1 2 9 2 9 2 % 

 

 4[15]حسب  LD50وقد حسبت قياة 

 

 

 

 

 

 1433=  932×  24632=  % 62عة الاايتة ل  الجر

 خلية / مليليتر4 932× 

في  E. cloacaeلبكتريا  LD50وقد تا تاثيل قياة 

( إذ يوضاح الشاكل عادد الخلاياا البكتيرياة 3الشكل  

الحيااة لكاال مليليتاار علااى الاحااور الساايني ، وعاادد 

اليوااراي الحيااة والايتااة علااى الاحااور الصااادي إذ تااا 

النقااااط بالنسااابة لليواااراي الحياااة  ايصاااال الخاااط باااين

والايتاااة فاااامكن الحصاااول مااان زقطاااة التقائهاااا علاااى 

الجرعااااااااة الاايتااااااااة لنصااااااااف عاااااااادد اليوااااااااراي4

 % 62لليوراي الايتة في التركيم الادزى من  % - % 62

 الاسافة البينية =

 لليوراي الايتة% -% 62على من لليوراي الايتة في التركيم الا%     

 % 62الادزى من   في التركيم                      

                       62 % - 1141 %            3345 %    

                                              = =                        =246 

                      3343 % - 1141 %          1141 % 
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العدد التراكمي للفئران الحية العدد التراكمي للفئران الميتة

 E. cloacaeلبكتريا  LD50( تحديد قيمة 1شكل   
 

 .Kوفااي دراسااة محليااة اررياات علااى بكتريااا 

oxytoca  كازت قياةLD50 1433 مسااوية الاى  ×
  وهذه النتيجة اشاد بكثيار  [03]خلية / مليليتر  332

التااي تااا تحدياادها ، ورباااا يمااود الساابب  LD50ماان 

هااي بكتريااا  E. cloacaeفااي ذلااك كااوي بكتريااا 

 ازتهااية4

 LD50حسةةةةةةاب الجرعةةةةةةة المميتةةةةةةة النفةةةةةةفية  

 لمستخلص الجدار البكتيري : 

حقنت اليوراي السويسرية البيي باربماة تراكيام 

 Crude cell)مستخلص الجدار الخلوي الخاام من 

wall)   : 362،و  022،و  062،و  122وهاااااااي )

لاااه ، ولاااا  LD50ملغااارام / مليليتااار لارااال حسااااب 

تسجل أية حالة قتل لليوراي باي تركيم مان التراكيام 

،  [15]الاحقوزة حتى بمد مرور خاساة اياام حساب 

الا ازه لوحظ اي ارسامها اصبحت هميلة ومتضاائلة 

شااكل لافاات للنظاار إذ قلاات اواازهااا خاصااة اليوااراي ب

( غراماا  عان 8الاحقوزة بالتراكيم المالية بامادل  

( غراماا4ً 06-02اواازها الاصلية التي تتراوح بين  

وهذا يدل على ازه باالرغا مان عادم وراود أي تااثير 

قاتااال لاكوزاااا  الجااادار الا ازاااه ياااؤثر فاااي الحالاااة 

 اليسلجية لليوراي بشكل كبير4

بااااا يكاااوي سااابب الهااامال  زقصااااي الاااواي( الاااى ر 

التااااااااااااااااااأثيرا  الامراضااااااااااااااااااية اليساااااااااااااااااالجية 

 (Pathophysiology  لمديااااد السااااكريد الشااااحاي

 الاتاثلااااااااة بنقصاااااااااي السااااااااكرفي الاااااااادم  

(Hypoglycemia زتيجاااة لتحييااام عالياااا  تحلااال

( في الخلايا فضلا عن حادون Glycolysisالسكر 

4[22]خلاال ورييااي فااي اعضاااء متمااددة ماان الجسااا 
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ABSTRACT 

     The crude cell wall of E.cloacae was extracted by using Lysozyme , DNase and 

RNase enzymes, the contents of the proteins and carbohydrates were 24% and 1.44% 

respectively .  

     The pathogenicity of the bacteria was studied by testing its lethality, in which the 

LD50 was identified to both bacterial suspension and the extract of the crude cell wall 

of bacteria by using white swiss female mice. The value of the LD50 of bacterial 

suspension was 3.16x109 CFU / ml . The cell wall extract didn’t have any lethal effect 

on the mice, but it had a great effect on their physiological state which led to a deficit 

in their weight by an average of  8 grams. 

 

 


