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اا   ل وا ا ل و  

  

  نغم عادل غني

  كلیة العلوم  -جامعة بابل 

  الخلاصة

  Bacillus subtilis و .Staphylococcus auruse عزلـــة بكتیریـــة تعـــود ل 30       تـــم فـــي هـــذه الدراســـة عـــزل وتـــشخیص 

 ملـي 10 عـزلات اظهـرت مقاومـة للفینـول بتركیـز 7نـة الحلـة وقـد وجـد ان فـي مدی) عنـد الجـذور(مـن عینـات تربـة الحـدائق  Protus spو

مولر وحدد جـین مقاومـة الفینـول بكونـه محمـول علـى البلازمیـد مـن خـلال تحییـد بلازمیـدات العـزلات المقاومـة للفینـول باسـتخدام الاكـردین 

بعملیـة التحـول وقــد ) الخلایـا المــستلمة(لـى الخلایــا المحیـدة ا) غیــر المحیـدة(البرتقـالي ثـم نقــل البلازمیـد المـستخلص مــن العـزلات المقاومـة 

  . ملي مولر 10لوحظ قابلیة الخلایا المتحولة على اظهار مقاومة للفینول عند 

Abstract  
      Thirty bacterial isolates capable of  phenol resistance were isolated from garden soil in Hilla city. 
By standard bacteriological methods, these bacteria were belong to genera Staphylococcus aureus, 
Bacillus subtilis and Proteus sp.. Seven of these strains were found resistance to 10 mM of phenol. 
Using of acridin orang determined that phenol resistant genes are located on plasmid. Plasmid DNA 
isolated from the uncured strains was transferred into the cured competent recipient cells. Stable 
transfer of phenol resistance plasmid gene(s) was observed. 
 

  المقدمة

     یعـــد الفینـــول ومـــشتقاته ســـام جـــدا ومـــصدر قلـــق مـــن تلـــوث بیئـــي ذلـــك ان الفینـــول یـــستخدم فـــي المعقمـــات و 

ان اسـتخدام الفینـول للـسیطرة علـى  ). Munaazz et al.,2004(المطهـرات ویكـون سـلوكه كمبیـد واحیانـا كمثـبط 

تیــــري وتحدیــــد القابلیــــة النفاذیــــة فیــــه او تخثــــر فعالیــــة البكتریــــا یكــــون مــــن خــــلال التــــاثیر علــــى قابلیــــة الغــــشاء البك

تحــصل المقاومــة للفینــول امــا بــشكل  ). Cloete, 2003(الــسایتوبلازم ولهــذا یعتبــر كــسموم بروتوبلازمیــة عامــة 

 ,Chapman(طبیعـــي فـــي الكـــائن الحـــي او مكتـــسب بـــالطفرات او امـــتلاك البلازمیـــد الحامـــل لـــصفة المقاومـــة 

لمحیـــدة یفیـــد فـــي تمییـــز البلازمیـــدات فـــي الحـــالات التـــي یمكـــن فیهـــا ازالـــة الـــصفة ان اســـتعمال العوامـــل ا). 2003

  ). Udo et al. ,2002(المظهریة 

  . التحري عن موقع جینات مقاومة الفینول في البكتریا المعزولة-:الهدف من الدراسة

  المواد وطرائق العمل

   :طرق التشخیص1- 

ــة تعــود الــى 30ر وشخــصت منهــا تــم جمــع عینــات تربــة الحــدائق مــن عنــد الجــذو     Staphylococcus عزل

aureus, Bacillus subtilis and Proteus sp. بالاعتمـاد علـى )Holt et al.,1994 ( والطـرق المـستخدمة

  ).Mac Faddin,2000(من قبل 

  : انتقاء عزلات البكتریا المقاومة للفینول2- 

رعي المغذي الصلب واختبرت مقاومتها للفینـول باسـتخدام   التقطت المستعمرات المعزولة على اطباق الوسط الز 

حیـث نقلـت الـى اطبـاق الوسـط الزرعـي الـصلب الحـاوي ) Replica plate) Lederberg et al.,1952طریقـة 

  .ملي مولر) 100,50,20,15,10(على تراكیز مختلفة من الفینول 
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  :  عزل الدنا البلازمیدي– 3

   .Sambrook et al.(1989)ماد طریقة التحلل القاعدي كما وصفها    تم عزل بلازمید البكتریا باعت

  :  تحیید الدنا البلازمیدي– 4

  .  لتحیید بلازمید الخلایا البكتیریةباستعمال الاكردین البرتقالي ) Hardy,1987(     اتبعت طریقة 

 

  : تحول الدنا البلازمیدي-5

 التحــول البكتیــري واســتعملت الخلایــا المحیــدة كمــستقبل لاجــراء ) Davis et al.,1986(     تــم اتبــاع طریقــة 

  . للبلازمید

  النتائج والمناقشة

          تم جمـع عینـات مـن تربـة الحـدائق مـن عنـد منطقـة الجـذور لعـزل البكتریـا المقاومـة للفینـول ذلـك ان هـذه 

 عزلــة بكتیریــة  هــي 30ل  مــن اصــ عزلــة 20 وجــد ان. المنطقــة تكــون غنیــة بمركبــات الفینــول التــي یفرزهــا النبــات

 عزلات هي بكتریـا سـالبة كـرام وتـم اختبـار قابلیـة هـذه العـزلات علـى مقاومـة الفینـول بعـدة 10بكتریا موجبة كرام و 

 ملي 10 عزلات اظهرت مقاومة للفینول بتركیز 7ملي مولر وقد بینت النتائج ان  ) 100,50,20,15,10(تراكیز 

ـــــط مقاومـــــــة للتركیـــــــز  ـــــــى  ). 1جـــــــدول ( ملـــــــي مـــــــولر  15مـــــــولر وعـــــــزلتین فقــ تعـــــــود العـــــــزلات المقاومـــــــة ال

 علــى التــوالي بالاعتمــاد علــى صــفاتها المظهریــة , Staphylococcus  Bacillus sp , Proteusبكتریــا

   ).Holt et al.,1994(و  ) Mac Faddin,2000(والاختبارات الكیمیاویة باتیاع طرق كل من 

   تراكیز مختلفة من الفینولنمو العزلات البكتیریة في ): 1( جدول 

رقــــــــــــم    )ملي مولر(النمو في الوسط الصلب الحاوي على الفینول 

  العزلة

  اسم البكتیریا

10 15 20 50 100 
5 Staphylococcus 

aureus   
+  +  -  - -  

7 Protus sp. +  -  -  - -  

9 Bacillus subtilis +  +  -  - -  

16 Bacillus subtilis  +  -  -  - -  

18 Staphylococcus 
aureus   

+  -  -  - -  

25 Bacillus subtilis  +  -  -  - -  

27 Staphylococcus 
aureus   

+  -  -  - -  

  

ان اســتعمال الــصبغات المتفلــورة مثــل الاثیــدیوم بومیــد والاكــردین البرتقــالي یــؤدي بالخلایــا الــى فقــدان بلازمیــداتها 

)Meksem et al. , 2000 (ا كانت الصفة المظهریة قید الدراسة محمولة على وهي طریقة موثوقة للتاكد فیما اذ

وقــد ظهــر بعــد عملیــة التحییــد ان جمیــع العــزلات المقاومــة للفینــول فقــدت قابلیــة ، البلازمیــد او علــى الكروموســوم 

   ).2جدول ( المقاومة وهذا یشیر الى ان جینات مقاومة الفینول محمولة على البلازمید في عزلات هذه الدراسة  
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  نمو العزلات البكتیریة في تراكیز مختلفة من الفینول بعد إجراء عملیة التحیید ):   2(جدول 

رقــــــــــــــــم   )ملي مولر ( النمو في الوسط الصلب الحاوي على الفینول 

  العزلة

  اسم البكتیریا

10 15 20 50 100 

5 Staphylococcus 
aureus   

-  -  -  - -  

7 Protus sp. -  -  -  - -  

9 Bacillus subtilis -  -  -  - -  

16 Bacillus subtilis  -  -  -  - -  

18 Staphylococcus 
 aureus  

-  -  -  - -  

25 Bacillus subtilis  -  -  -  - -  

27 Staphylococcus 
aureus   

-  -  -  - -  

  

یمكــن نقــل جینــات المقاومــة المحمولــة علــى البلازمیــد مــن نــو ع بكتیــري الــى اخــر فــي الزجــاج بطــرق مختلفــة مثــل 

اذ تـــم نقـــل البلازمیـــد المـــستخلص مـــن العـــزلات المقاومـــة للفینـــول الـــى نفـــس ،  )Davis,1994(والتحـــول الاقتـــران 

العزلات  لكن بعد تحیید الاخیرة وبذلك تكون الخلایا المحیدة هي الخلایا المستلمة هنا وطبقا للنتائج فقد لوحظ ان 

 ملــي مــولر مــن 10ستلمة واظهــر مقاومــة عنــد البلازمیــد اســتطاع التعبیــر عــن صــفةمقاومة الفینــول فــي الخلایــا المــ

   ). 3جدول ( الفینول 

  تردد التحول ): 3(جدول 

 تردد التحول  رقم العزلة

5 90 × 10-7 

7 95 × 10-7 

9 97 × 10-7 

16 99 × 10-7 

18 100 × 10-7 

25  120 × 10-7 

27 115 × 10-7 
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