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 من البكتريا الخيطية SH1طريقة لانتاج مضاد حيوي نيوكليوسيدي جديد 

Streptomyces rimosus المعزولة محليا  
  

    مروان ياسين سبتي                  كوثر هواز مهدي

  أفروديت عبد الرزاق صالح

  . العراق-جامعة البصرة ، البصرة -كلية العلوم

  

  
  الخلاصة

الفعال تجاه الجـراثيم الموجبـة والسـالبة        ) SH1(سيدي   عزل المضاد الحيوي النيوكليو   

حقول قصب السـكر    ( المعزولة من تربة زراعية      S.rimosusلصبغة كرام من البكتريا الخيطية      

  ).في ميسان

لتر في درجة حـرارة     /غم3عزل المضاد الحيوي بشكل مسحوق قهوائي اللون وبواقع           

كيميائية بأستخدام تقنية كروماتوغرافيا الطبقـة      درست صفات المضاد الفيزيائية وال    .  oم)30-28(

 وطيف الاشعة فوق البنفسـجية      IR-Spectrum، وطيف الاشعة تحت الحمراء      ) TLC(الرقيقة  

UV-Spectrum     الهيدروجين  -النيتروجين- وكذلك النسبة المئوية لعناصر الكاربون)CHN% (

للاعضوية فضلا عن اجراء بعض     ودرجة الانصهار ،كما درست ذائبيته في المذيبات العضوية وا        

  .الكشوفات اللونية الكيميائية عليه

حددت الفعالية الحيوية للمضاد الحيوي المستخلص من خلال تقدير التركيز المثبط الادنى            

)MIC (        تجاه عشر عزلات جرثومية اذ تراوحت بين)مل، وتـم قيـاس     /مايكروغرام) 1-250

ودرسـت  . كغم تجاه الفئران المختبرية   /مليغرام250التي بلغت   ) LD50(الجرعة القاتلة الوسطى    

ايضا سمية المضاد الحيوي المستخلص اتجاه كريات الدم الحمراء للانسان وثباتيته فـي مـديات               

  .و درجة الحرارة) pH(مختلفة من الاس الهيدروجيني 

 المعـزول مـن     DNAعلى الدنا   ) SH1(  درس كذلك تأثير تراكيز مختلفة من المضاد الحيوي         

 0.75 ، واظهـر التركيـز   Staphylococcus aureus NCTC 6751الجرثومـة القياسـية   

 للجرثومة القياسية مما يشـير      DNAمل من المضاد اعلى عكورة في محلول الدنا         /مايكروغرام

   .DNAذلك الى تأثير هذا التركيز على الدنا وانفكاك الخيوط المزدوجة للـ 
A method for production of a novel nucleosidal antibiotic 

SH1 from streptomyces rimosus isolated locally 
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Mehdi, K.H.        Yassin, M. S.         Salih, A.A. 
 

Summary 
 SH1 antibiotic active against gram positive and gram negative 
bacteria was isolated from strain resembling Streptomyces rimosus isolated 
from soil of southern Iraq. 
 
 The antibiotic was isolated as hygroscopic brown powder with 
maximum yield 3 gm/L at (28-30)oC. physiochemical properties (thin layer 
chromatograph (TLC) ; IR. Spectrum; UV-spectrum; CHN percent, melting 
point, solubility in organic and inorganic solvents and coloumetric testes) of 
extracted antibiotic was determined. It’s minimal inhibitory concentration 
(MIC) was determined against bacterial isolates which varied between (1-
250) mg/ml. 
 
 The a cute toxicity (LD50) in laboratory animals was of 250 mg/kg. 
The toxicity of extracted antibiotic (SH1) against human red blood cells and 
it’s stability in different range of pH and temperature were studied. 
 
 The effect of extracted antibiotic (SH1) on reference strain 
Staphylococcus aureus NCTC 6571 DNA was studied and the concentration 
0.75 mg/ml of (SH1) appeared the high turbidity in DNA solution of S. 
aureus NCTC 6571. 

  
  لمقدمةا

مة صناعيا لكونه مصدرا جيدا     ه من الكائنات الحية الدقيقة الم     Streptomycesيعد جنس   

يد من الايوض الثانوية مثل المضادات الحيوية النيوكليوسيدية المهمة جـدا بأعتبارهـا     لانتاج العد 

 ,.Haque et al(؛ ) ,.Rao et al 1969(مضادات ضد العديـد مـن الامـراض السـرطانية     

1993.(  

كمصدر جيد لانتاج العديد من      rimosus  Streptomycesاستخدم عدد كبير من الباحثين    

 وهو مضاد فعال تجـاه الجـراثيم الموجبـة          Oxytetracyline المضاد   المضادات الحيوية مثل  

اضافة الى قابلية هذه العزلة على انتاج العديـد مـن           ،  ) Egorov,1985(والسالبة لصبغة كرام    

واهـم  ) Leukemia(المضادات النيوكليوسيدية المضادة للامراض السرطانية مثل سرطان الدم         

  وSangivamycim (Rao and Renn,1963)                      هذه المضادات المضـاد 

لذلك هدفت الدراسة الحالية الى عزل وتشخيص نوع جديـد           . Toyocamycinلمضاد الحيوي   ا
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عراقيـة  العتـرة   المـن    SH1  اسـم  من المضادات الحيوية النيوكليوسيدية والذي اطلـق عليـه        

S.rimosus      المعزولة من قبل  )Mehdi,1997 (   السكر في ميسان، وذلك     من تربة حقول قصب 

لاهمية هذا النوع من المضادات والاسهام في احدى الحلقات العلمية التـي تشـمل سلسـلة مـن                  

البحوث التي تجري في العالم  والتي تهدف الى تكامل الجهود في البحث عن علاجات كيميائيـة                 

  . مستقبلالحصر الامراض السرطانية او السيطرة عليها) مخلقة حيويا(او مضادات حيوية 

  
  المواد وطرائق العمل

   -:المواد: اولا

  المعزولة من تربة زراعية في حقول قصب السـكر           S.rimosusاستخدمت العترة   -: العترة 1-

والمشخصة اعتمادا على المفاتيح التشخيصية الحديثة مثـل        ،  ) Mehdi,1997(من قبل   ) ميسان(

:-  
(Holt et al., 1994; Goodfellow et al., 1992; Williams et al., 1983; Pridham 

and Tresner, 1974 ;and Shirling and Gottlibe,1966).  
  
 
 

  -: العزلات الجرثومية القياسية2-
(1) Staphylococcus aureus NCTC 6571 
(2) S. aureus ATCC 29213. 
(3) S. aureus (Clinical isolate). 
(4) Escherichia coli NCTC 5933. 
(5) Pseudomonas auroginosa NCTC 6750. 
(6) Proteus vulgaris NCTC 4175. 
(7) Bacillus subtilis PCI 219. 
(8) B.pumilis NCTC 8241. 
(9) Klebsiella pneumoniae ATCC 10031. 
(10) Streptococcus pneumoniae ATCC 6308. 

  .Nutrient agarزرعت العزلات القياسية اعلاه وحفظت على وسط 

  

  -:الاوساط الزرعية الجاهزة3- 
1- Yeast-malt extract agar 

  .استخدم هذا الوسط في تنمية العزلة المنتجة
2-Nutrient agar (Difco). 
3-Muller-Hinton agar (Difco). 
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4-Nutrient broth (Difco). 
  .حضرت الاوساط الزرعية حسب تعليمات الشركة المصنعة

  الاوساط الزرعية المحضرة4- 

  .Seed medium (Mehdi,1997)وسط الاستنبات  1-

 Rao)هذا الوسط المحور عن          استخدم  -:Fermentation mediumط التخمر وس 2-

and Renn,1963)  من العزلة في انتاج المضاد الحيوي  S. rimosus. 

  

  -:طرائق العمل: ثانيا

استعمل لهذا الغرض عزلات جرثومية قياسية موجبة وسالبة لصبغة كـرام           -:الغربلة الاولية  1-

 ، Escherichia coli NCTC 5933    وStaphylococcus aureus NCTC 6571 وهي 

وذلك لتحديد القدرة التثبيطية للمضاد الحيوي المستخلص من العترة المنتجة عن طريـق قيـاس               

  .(mm) (Joreme et al., 1997)اقطار مناطق التثبيط مقاسة بالمليمتر 

يوي مـن راشـح المزرعـة       تم عزل المضاد الح   - :SH1استخلاص وتقنية المضاد الحيوي      2-

 oم) 30-28(بعد انتهاء فترة الحضن في الحاضنة الهزازة بدرجة  rimosus . Sالتخمرية للعترة

 Rao and)طريقة المحورة عـن  دقيقة ولمدة اربعة ايام، وقد اعتمدت ال/ دورة 180 بسرعة و

Renn , 1963)في استخلاص المضاد وعزله  :- 

  -:تخلصتشخيص المضاد الحيوي المس )3- (

 Lambert et( و (Fried and Sherman,1986)اعتمدت الاختبارات التشخيصية الواردة في 

al., 1987 (و )Most,1988 (و (Saadalla , 1980) و   

 (Fieser and Willamson,1975)وكما يلي :-  
  
  -:Thin Layer Chromatography (TLC)   كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة) أ(

) Rf(ل الانسياب له    عدوتحديد م ) TLC(المضاد الحيوي استخدمت تقنية الـ      لتجديد نقاوة   

 ه حملت من  ومل من الماء المقطر     ) 3(، اذ اذيبت كمية قليلة من المضاد الحيوي المستخلص في           

 Mercksسم مطلية بهـلام السـليكا   ) 5x20(مايكرولتر على صفائح زجاجية ) 5(كمية تقارب 

Silica Gel Gf245) (ة نظـام التصـعيد   بخرضعت الصفائح في حوض زجاجي مشبع بأ، ثم و

، ظهرت البقع المفصـولة بأسـتخدام محلـول         ) 5:1:4(بنسبة  ) ماء: حامض الخليك : بيوتانول(

  .دقائق) 3-5( لمدة  oم)200(يدرين وبدرجة حرارة اهنالن
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لعضـوية  اختبرت ذائبية المضاد الحيوي في عدد مـن المـذيبات ا          - :Solubility الذائبية) ب(

  -:واللاعضوية تمثلت بما يلي

و الماء المقطر، الاسيتون، الايثر، الايثايـل اسـتيت، كحـول الميثـانول، كحـول الايثـانول                 

  .الكلوروفورم

  Melting Point قياس الانصهار) جـ(

  . Melting Point Electrothermalقيست درجة الانصهار بأستخدام جهاز 

  -  :Ultraviolet Spectrum طيف الاشعة فوق البنفسجية )د(

قيس طيف الاشعة فوق البنفسـجية للمضـاد الحيـوي المسـتخلص بأسـتخدام جهـاز                

Spectrophotometer  Pye-Unicam SP 8-100  و نـانومتر  ) 200-400(  ضمن المـدى

  .بأستخدام الماء المقطر كمذيب

  - :Infrared Spectrum طيف الاشعة تحت الحمراء) هـ(

لتحديـد   Spectrophotometer  s infrared  Pye-Unicam SP 300 استخدم جهاز

مطيافية الاشعة تحت الحمراء للمضاد الحيوي المستخلص لمعرفة المجاميع الكيميائيـة الفعالـة             

  ).KBr-disk ( الداخلة في تركيب المضاد الحيوي وبأستخدام طريقة الاقراص

  - :(%CHN) تروجينيالن-الهيدروجين-تحديد نسبة عناصر الكاربون) و(

   CHN BA 1108 Carlo-erba بأستخدام جهاز (%CHN)حددت نسبة 

  -:كشوفات المجاميع الفعالة) ز(

اجريت مجموعة من الكشوفات والتفاعلات اللونية على المضـاد الحيـوي المسـتخلص             

  -:ية الداخلة في تركيبه، وكالاتيئللتعرف عن اهم المجاميع الكيميا

  -:شكشف مول 1-

من محلـول   ) مل1(الى  ) naphthol α-(نفثول الكحولي   -حلول الفا من م ) مل1(اضيف  

المضاد الحيوي ورج التفاعل بقوة ثـم اضـيفت قطـرات مـن حـامض الكبريتيـك المركـز                   

)Conc.H2SO4 (            على جدران انبوب التفاعل وبدون تحريك، ان ظهور الحلقة البنفسجية دليـل

  .تيةمجموعة كاربوهيدراوجود على 

  

  -:كشف بيال 2-

المضاد الحيوي وسـخن المـزيج      محلول  من  ) مل1(من كاشف بيال الى     ) مل1(اضيف  

دقائق، ان ظهور المعقد الاخضر المزرق دليل على وجود سكر          ) 10(لمدة   oم)100-90(بدرجة  

  .خماسي في تركيبه المضاد
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  -:كشف الامين 3-

مـن كاشـف    ) مـل 1( الحيوي مع    المضادمحلول  من  ) مل1(نسخن المزيج المتكون من     

دقائق وذلك لتحديد وجود مجموعة الامـين الحـرة فـي           ) 3(لمدة   oم) 120(يدرين بدرجة   االننه

  .المضاد الحيوي من خلال ظهور اللون البنفسجي للمزيجتركيبة 

  -:الكشف عن اصرة الامايد 4-

 ـ  ) مـل 2(في  المستخلص  غم من المضاد الحيوي     ) 0.005(ذوب ما يقارب     ول مـن محل

(20%) NaOH م) 70( وسخن المزيج بدرجةo    لمدة دقيقة واحدة، ان تغير لون ورقـة زهـرة

  .الشمس دليل على ايجابية التفاعل

  -:يديةسالكشف عن المجموعة النيوكليو 5-

) 0.1(اجري هذا الاختبار للكشف عن طبيعة المضاد الحيوي النيوكليوسيدي  وذلك بأخذ             

وسـخن   TCA  (% 10)مـن محلـول   ) مل3(اذابته في  والحيوي المستخلصغم من المضاد 

 ووخفف بالماء المقطـر     ) مل1(دقيقة، برد المزيج واخذ منه      ) 15(لمدة   oم) 95(المزيج بدرجة   

 مدة oم)95( وسخن التفاعل بدرجة (Di phenyl amine-2,4)مل من الكاشف ) 5(اضيف اليه 

  .دل على ايجابية التفاعلالمزرق الفاتح ي-دقيقة، ان ظهور اللون الاخضر) 15(

  -:دراسة الصفات الحيوية للمضاد الحيوي المستخلص )4(

  Minimal Inhibitory Concentration (MIC)تحديد التركيز المثبط الادنى ) أ(

لتحديد التركيز المثبط الادنى للمضـاد  ) Spooner and Sykes,1972(اعتمدت طريقة 

مل، تجـاه عشـر   /مايكروغرام) 1-250(راوحت بين الحيوي المستخلص بأستخدام عدة تراكيز ت     

  :وسريرية موجبة وسالبة لصبغة كرام وهي قياسية عزلات جرثومية 
(1)  Staphylococcus aureus NCTC 6571 
(2) S. aureus ATCC 29213. 
(3) E. coli NCTC 5933. 
(4) S. aureus (Clinical isolate). 
(5) Pseudomonas auroginosa NCTC 6750. 
(6) Proteus vulgaris NCTC 4175. 
(7) Bacillus subtilis PCI 219. 
(8) B.pumilis NCTC 8241. 
(9) Klebsiella pneumoniae ATCC 10031. 
(10) Streptococcus Pneumoniae ATCC 6308. 

  -: الهيدروجيني ودرجة الحرارة في مدى واسع من الاسSH1اتية المضاد الحيوي بتقدير ث )ب(
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و ) pH(ت مختلفة من الاس الهيـدروجيني         درست ثباتية المضاد الحيوي المستخلص في مديا      

  ).Mehdi,1997(درجات الحرارة وذلك ضمن فترات زمنية مختلفة 

  

  - :Median Lethal Dose (LD50)تعيين الجرعة القاتلة الوسطى ) جـ(

 ســلالة Albino miceاســتخدمت فــي هــذه التجربــة فئــران مختبريــة بيضــاء 

BALB/c)8(لى سبع مجاميع ضمت كـل مجموعـة   فأرا قسمت ا) 56(اذ استخدمت ) ذكور  (

اذ حقنت حيواناتها تحت غشـاء      ) Control(اعتبرت المجموعة الاولى مجموعة سيطرة      .فئران

من الماء المقطر المعقم، بينما حقنت الحيوانات للمجاميع الاخرى الست بـ           ) مل1(البريتون بـ   

 SH1د الحيـوي المسـتخلص   من الماء المعقم يحتوي على التراكيز التالية مـن المضـا         ) مل1(

ساعــة  ) 72(وتمت مراقبــة الفئـران لمـدة          كغم/ملغم) 800,600,500,350,250,150(

 (Armitage,1971)حلـلت النتـائج بأستــخدام طريقــة   . ودونـت الوفيـات الحـاصلة

Probit-analysisلتحديد قيمة الـ ك  وذلLD50.   

  

   Cytotoxicity assayاختبار السمية الخلوية )د(

 تجاه كريات الدم الحمـراء للانسـان        SH1اختبرت سمية المضاد الحيوي المستخلص        

من المحلول الفسـيولوجي  )  مل 20(من محلول الدم مذاب في      )  مل 1(باستخدام معلق يتكون من     

Normal Saline وحضــرت تراكيــز مختلفــة مــن المضــاد ، SH1 المــذاب فــي الـــ 

(DMSO    منه الى    مايكروليتر   (100)اضيف بعد ذلك)من محلول الدم ولوحظت عكورة     )  مل 2

دقيقة اذ ان تحول محلول الدم الى محلول رائق عديم اللون دلالة            ) 60 ،   30 ،   10(المحلول بعد   

   . (Nair et al., 1989)على تحلل كريات الدم الحمراء بفعل المضاد الحيوي المستخلص 

   DNA على الدنا SH1دراسة تأثير تراكيز مختلفة من المضاد الحيوي )هـ(

 ,Marmuer)وحسب طريقة  NCTC 6571 S. aureus العزلة القياسية DNAعزل   

ــول   (1961 ــي محلــ ــزول فــ ــدنا المعــ ــع الــ ــم وضــ ــنظم ثــ   مــ
 (Deley et al, 1970) بعد ذلك حدد تركيز الـ ، (DNA) باستخدام جهاز المطياف الضوئي 

لكثافة الضوئية لـه بحـدود    اذ كانت اPye-Unicam SP 8-100 Spectrophotometerنوع 

 المحضر في اعلاه    DNAثم اضيف الى محلول الـ      .  نانوميتر 254 عند الطول الموجي     (0.1)

مـل  / مـايكروغرام  (0.1-5) تراوحت بين    SH1تراكيز مختلفة من المضاد الحيوي المستخلص       

 عكورة  وبعد كل اضافة قرأ ت  الامتصاصية للمحلول الناتج في جهاز المطياف الضوئي لتحديد             

  . نتيجة اضافة المضاد الحيوي المستخلص اليه وبتراكيز مختلفة (DNA)محلول الـ 
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  النتائج 

 ، وهـي  (Mehdi, 1997) من قبـل  S. rimosusشخصت العزلة المنتجة : العترة المنتجة -1

عترة تسجل لاول مرة في القطر ، ودرست قابليتهاعلى انتاج مضاد حيوي نيوكليوسيدي جديـد               

  ) .لتر/ غم3( ولاول مرة في القطر وبواقع SH1ه اسم اطلق علي

  

اظهر المضاد الحيوي المستخلص فعالية واضحة ومميـزة ضـد الجـراثيم            :  الغربلة الاولية    2-

ــرام      ــبغة ك ــالبة لص ــراثيم الس ــد الج ــل ض ــة اق ــرام وفعالي ــبغة ك ــة لص   الموجب

  ) .1جدول (

  

  

  

  

�y}f�(1)�l���	א���{��א���f%א�������%�
�SH1�|%�������א���%	���}�hא���a7iא��S. 
aureus NCTC 6571�}�E. coli NCTC 5933�� �

 

قطر منطقة   )ساعة(فترة الحضن   العزلة القياسية

  )ملم(التثبيط 
S.aureus NCTC 6571 
E. coli NCTC 5933  

48-24 
24  

30 
13.5  

 
 

   :SH1 تشخيص المضاد الحيوي 3-

 من راشح المزرعـة التخمريـة       SH1 استخلص المضاد الحيوي  : عزل المضاد الحيوي    -أ

  ) .لتر/ غم3( بشكل مسحوق قهوائي اللون وبواقع S. rimosusللعزلة 

  : تحديد نقاوة المضاد الحيوي -ب

 لتحديد نقاوة المضاد الـى امـتلاك        (TLC)اظهرت نتائج كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة      

 هلام السليكا عنـد تظهيرهـا       المضاد الحيوي المستخلص بقعة واحدة زرقاء اللون على صفائح        

   .Rf  =(0.54)بمحلول الننهيدرين وكانت قيمة 
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 بصورة واضحة في المـاء المقطـر        SH1اوضحت النتائج ذائبية المضاد الحيوي      : الذائبية  -ج

 اسيتيت وكحـول الميثـانول      -وعدم ذوبانه في المذيبات الاخرى مثل الاسيتون والايثر والايثايل        

  .لوروفورموكحول الايثانول و الك

  :درجة الانصهار -ء

  .م  o) 180(امتلك المضاد الحيوي المستخلص درجة انصهار حادة مقدارها   

  )UV(هـ طيف الاشعة فوق البنفسجية

 المستخلص قمة واحدة بلغت اعلى امتصاصية لهـا عنـد           SH1امتلك المضاد الحيوي      

  ). 1شكل ( نانوميتر(294)الطول الموجي 

  

  

  

  

  

  

� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �

y�
�)1�:�(�l���	א���{��א���f%��������	�
{�wא������
��v�nSH1א7 �
  

  طيف الاشعة تحت الحمراء-و

 اهم حزم الامتصاص في طيف الاشعة تحت الحمراء         (2)و الجدول   ) 2الشكل  (يوضح    

  .SH1والمجاميع التركيبية العائدة لها للمضاد الحيوي المستخلص 

�y}f�(2)��hא���%��-�א��}�l%���7מ�אiא�מ����a�����

�v�n�1א7�% ��`f4%א������
�l���	א���{��א���f%�����Xאhא���SH1.�� �



www.manaraa.com

  ...طريقة لانتاج مضاد                       أفروديت عبد الرزاق,  مروان ياسين  ,كوثر هواز 
 

  10

  

Functional group Mode of 
Vibration 

Band Band frequency (cm-1) 

Amine (NH2) 
Aromatic (=CH) 

Carbonyl of amide 
Aromatic (C=C) 
Aliphatic (C-N) 

Stretch 
Stretch 
Stretch 
Stretch 
Stretch 

-NH 
=CH 
C=O 
C=C 
C-N 

3420 
3120 
1710 
1600 
1400 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

� �
� �
� �
��� �

y�
����)2�:�(�l���	א���{��א���f%�����Xאhא����a�����
��v�nSH1א7 �
  

  ) :(%CHN )النيتروجين -الهيدروجين-تحديد النسب المئوية للعناصر الكاربون-ز

تركيب المضـاد   اظهرت النتائج وجود عناصر الكاربون والهيدروجين والنيتروجين في           

  .على التوالي  % (11.871-14.21-4.761)الحيوي المستخلص وبنسبة 

  الكشوفات اللونية -ل

 نتائج اهم الكشوفات اللونية العائدة للمضـاد الحيـوي المسـتخلص            (3)يوضح الجدول     

SH1 والمجاميع الفعالة العائدة له .  

� �
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�y}f�(3)�:�l���	א���{��א���f%�����`f4%א����
%�aא��{��}
 SH1א��

  الملاحظات  النتيجة  الكشف

  مولش

  

  بيال

  

  الامين

  

  الامايد

  

  المجموعة النيوكليويسدية

  حلقة بنفسجية(+) 

  

  مزرق-معقد اخضر(+) 

  

  محلول بنفسجي(+)

  

  تلون ورقة زهرة الشمس(+)

  

  مزرق فاتح-معقد اخضر(+)

وجود مجموعة سـكرية فـي      

  تركيب المضاد

وجود سكر خماسي في تركيب     

  المضاد

   حرةNH2وجود مجموعة 

  

  ) امايد (C=Oوجود اصرة 

  

ــوي   ــاد الحي ــة المض طبيع

  .النيكوكليوسيدية 

  

   .SH1الصفات الحيوية للمضاد الحيوي 4-

 فعالية عاليـة    SH1اظهر المضاد الحيوي المستخلص      : (MIC)تحديد التركيز المثبط الادنى     -أ

جراثيم الموجبة لصبغة كرام وفعالية اقل منها ضد الجراثيم السالبة لصبغة كـرام وكمـا               تجاه ال 

� ).4( موضح في الجدول �
 

   (pH) فـي مـديات مختلفـة مـن          SH1تقدير ثباتية المضاد الحيـوي المسـتخلص        -ب

  :و درجات الحرارة 

روجيني و  ثباتية عالية في المـديات المدروسـة مـن الاس الهيـد          SH1 اظهر المضاد الحيوي    

  ) .3شكل (درجات الحرارة 
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� �

�y}f�4):(���}א����f%�����%��fא���nא�����iא��hא��SH1�����%|�א���a7iא���%	�
`hא��������h�h	א�}.� �

التركيز المثبط الادنى   عزلة الجرثومية

(MIC)) مل/مايكروغرام( 

Staphylococcus aureus NCTC 6571  
S. aureus ATCC 29213 
Escherichia coli 5933 

S aureus. (Clinical isolate) 
Pseudomonas auroginosa NCTC 6750 

Proteus vulgaris NCTC 4175 
Bacillus subtilis PCI 219 
B. pumilis NCTC 8241 

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 
Streptococcus pneumoniae ATCC 6308  

1.5 
1 

<50 
0.8 

<100 
<50 
0.5 
0.5 

<100 
10.5  

� �
 
 
 
 
 
 
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �

�y�
��א���%�fא���{��):�3(��%��SH1���{���������a%�f��1
 pH`hאhא���a%�hf}�� �
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   :(LD50)تعيين الجرعة القاتلة الوسطى -ج

ان قيمة الجرعة القاتلة     )4شكل  (ظهرت نتائج التحليل الاحصائي باستخدام ورقة وحدة الاحتمالية         

  ) كغم/ ملغم250(هي  SH1الوسطى للمضاد الحيوي المستخلص 

�y}f�(5)�0n	}א�����א��%���hא���h�f���1

�%�aא��h4א}�}�_	�}�fאf�)�אLD50(�f%�����
�l���	א���{��א��SH1.�� �

  كغم/الجرعة ملغم  رمز المجموعة  عدد الوفيات

  اليوم الثاني  اليوم الاول

النسبة 

المئوية 

 للوفيات

C 
t1  
t2  
t3  
t4 
t5 
t6  

0 
150 
250 
350 
500 
600 
800  

0 
1 
2 
3 
2 
7 
8  

0 
0 
2 
4 
6 
1 
0  

0 
%12.5
%50 

%87.5
%100
%100
%100  

  :ملاحظة 

 فـي   (8)عدد الفئران          *

  كل مجموعة

C = مجموعـــة الســـيطرة

)(Control  

t =   مجموعة الفئـران

  المعاملة

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



www.manaraa.com

  ...طريقة لانتاج مضاد                       أفروديت عبد الرزاق,  مروان ياسين  ,كوثر هواز 
 

  14

 
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �

�y�
��א��%����א:)4(�hא���{���������{�f`�א*���%���h}��l���	א���{��א���f%�����0n	}�
SH1� �

  -:اختبار السمية الخلوية)  د

 سمية واضحة تجاه كريات الدم الحمراء للأنسان وضمن  SH1اظهر المضاد الحيوي 

  ).6(، جدول )Ppm( جزء بالمليون 150و100 التركيزين 

�y}f�)6�(��}א����f%א�������	SH1{%	�8��Xאhמ�א���fא��a%�h��|%���� �
RBC toxicity at 1hr. Conc.Ppm Compound 

NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
T 
T 

- 
1 
2 
10 
50 
75 
100 
125 

DMSO 
SH1 
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T 150 
NT=Nontoxic 
T=Toxic 
DMSO=Dimethyl Sulf Oxide 
SH1=extracted antibiotic 
 

  

ــاد   ــن المض ــة م ــز المختلف ــأثير التراكي ـــ ت ــى SH1ه ــيةDNA عل ــة القياس    العزل

 S. aureus NCTC 6571.   

 .S المعزول من العزلـة القياسـية   (DNA)إلى ان عكورة محلول  ) 7(  الجدوليشير  

aureus         بدأت تزداد بزيادة تركيز المضاد الحيوي ، (SH1)      المضاف الى محلول الـ (DNA) 

 أي حـدوث عمليـة مسـخ لـه          (DNA)، مما يشير الى زيادة تحلل وانفتـاح خيـوط الـدنا             

(denaturation)اد المضاف الى المحلول  كلما ازداد تركيز المض.  

� �
�y}f�(7)�:��}א����f%א����{���������iא��h��h��"�SH1�0���DNA����א���%	��iא���

S. aureus NCTC 6571.�� �

O.D.*  Antibiotic Conc. 
(Mg/ml)  O.D.  Antibiotic Conc. 

(Mg/ml)  

0.4 
0.488 
0.5 
0.5 
0.5  

0.6 
0.65 
0.7 
0.75 
0.8 
0.85  

0.1 
0.1 

0.167 
0.199 
0.2 

0.258 
0.288 
0.3 

0.389  

0.1 
0.2 
0.25 
0.3 
0.35 
0.4 
0.45 
0.5 
0.55  

                                                                                                              
*O.D.= Optical Density                                                                          

  

  

  المناقشة 
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 المعزولة من تربة زراعية في      S.rimosusدرس خلال هذا البحث قابلية العزلة المحلية          

حقول قصب السكر في ميسان ، على انتاج مضاد حيوي نيوكليوسيدي لاهمية هذا النـوع مـن                 

 عـزل   وقد تمكنا بالفعل مـن    . المضادات من خلال استخدامها كمضادات للامراض السرطانية        

 من الوسط التخمـري المحـور       SH1مضاد حيوي جديد ذو طبيعة نيوكليوسيدية اطلق عليه اسم          

 ، ونعتقد بانه مضاد حيوي نيوكليوسيدي جديد معزول مـن هـذه             S.rimosusالنامية فيه العزلة    

العترة ، وذلك من خلال مقارنة صفاته الفيزيائية والكيميائية مـع مجموعـة مـن المضـادات                 

وبالاعتماد على المصادر    S.rimosusسيدية التي تنتجها العزلات العالمية العائدة للنوع        النيوكليو

 تتشـابه مـع صـفات المضـاد الحيـوي           SH1الحديثة ، وقد لوحظ ان هنالك صفات للمضاد         

 مـن راشـح   1963 عام Rao and Renn المعزول من قبل Sangivamycinالنيوكليوسيدي 

   .S.rimosus ATCC 14, 673المزرعة التخمرية للعزلة 

امتلك المضاد الحيوي المستخلص درجة انصهار حادة و بقعـة واحـدة علـى صـفائح                

   قـد تـم       SH1 ، مما يشير ذلك الى ان المضاد الحيوي          (TLC)كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة    

 مع اعادة عملية البلورة له وازالةS.rimosus  عزله بصورة نقية من راشح المزرعة التخمرية 

  .الشوائب العالقة منه 

ــن الشــكل  ــوق البنفســجية للمضــاد (1)ويتضــح م ــف الاشــعة ف    الخــاص بطي

ــتخلص   ــوي المس ــول    SH1 الحي ــد الط ــدة عن ــاص واح ــة امتص ــور حزم    ، ظه

 نانوميتر ناتجة عن حدوث الانتقالات الالكترونية من نوع       عائدة الى وجود                  (294)الموجي  

 ـ    ــة المضــ ــي تركيبـ ــة فـ ــر المزدوجـ ــوع  الاواصـ ــن نـ    (C=O)اد  مـ

  .(C=C) (Lambert et al., 1987)و 

الذي يفسر اهم الحـزم     ) 2جدول  (و  ) 2شكل  (ومن ملاحظة طيف الاشعة تحت الحمراء       

 (NH2)الموجودة في المضاد الحيوي المستخلص ، يلاحظ وجود حزمة مميزة لمجموعة الامين             

 (CH=)، ووجود اصرة     1- سم (3420) عند الموقع    (OH-)المتداخلة معها حزمة الهيدروكسيل     

ويحتوي المركب ايضـا علـى الاصـرة        .  1-سم)3120(الاروماتية التي تظهر حزمتها بحدود      

)C=O (            الكار بونيلية  العائدة الى مجموعة الأمايد، وتظهر حزمتها عند الموقع)1-سـم ) 1710 

الطيـف ايضـا    ويلاحظ من خـلال      .الاروماتية عند نفس الموقع   ) C=N(تتداخل معها الاصرة    

  وجـــــود حزمـــــة معتدلـــــة الشـــــدة فـــــي الموقـــــع      

 ، ووجود حزمة قويـة الشـدة فـي الموقـع            (C=C) تعود الى الاصرة الثنائية      1- سم (1600)

   ان ظهـور   SH1 ضـمن تركيبـة المضـاد الحيـوي          (C-N) تدل على اصرة     1- سم (1400)

  فـق  يتوا SH1 تلك الحزم في طيـف الاشـعة تحـت الحمـراء للمضـاد الحيـوي الجديـد                  
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ــراء      ــت الحم ــعة تح ــف الاش ــي طي ــاهرة ف ــاص الظ ــزم الامتص ــم ح ــع اه    م

   والمعزولــــة مــــن       Sangivamycin للمضــــاد الحيــــوي النيوكليوســــيدي 

  (Rao, 1968) S rimosus.   

 والكشوفات اللونية لاهم المجاميع الداخلة فـي تركيبـة          (CHN%)هذا وقد جاءت نتائج     

 لطيف الاشعة تحت الحمراء ، فيلاحظ مـن خـلال           معززة ) SH1(المضاد الحيوي المستخلص  

 حرة في الصيغة الكيميائية للمضـاد       (NH2)ايجابية الكشف عن مجموعة الامين وجود مجموعة        

وان تغيير لون ورقة زهرة الشمس الى الازرق في الكشف عن الامايد ما هو الا دليـل ايجـابي        

يبه و كذلك احتواء المضـاد علـى         على اصرة امايد في ترك     SH1على احتواء المضاد الحيوي     

مجموعة كاربوهيدراتيه ظاهرة بشكل حلقة بنفسجية في كشف مولش وقد عزز ذلك كشف بيـال               

الذي شخص طبيعة تلك المادة الكاربوهيدراتية على انها سكر خماسـي بعـد ظهـور المعقـد                 

ميائية العائد   والمجموعة الكي  SH1وتاكيدا لطبيعة المضاد الحيوي المستخلص      . المزرق  -الاخضر

لها يوضح ظهور المعقد الاخضر المزرق الفاتح للمضاد في كشف المجموعـة النيوكليوسـيدية              

 هـو مضـاد     SH1ان المضاد الحيوي المسـتخلص      )  داي فينايل امين   4-،  2(باستخدام الكاشف   

مضـاد  (حيوي عائد الى  مجموعة المضادات الحيوية  النيوكليوسيدتيه من المضادات الحيويـة              

  ).وي نيوكليوسيديحي

 فعالية مميزة تجاه الجراثيم الموجبة لصبغة كرام وبقطر تثبيط          SH1يمتلك المضاد الحيوي    

) . 1جـدول   (عالي بينما تاثيره على الجراثيم السالبة لصبغة كرام اقل في تجربة الغربلة الاولية              

مل تجاه الجـراثيم    / مايكروغرام (10.5-0.5) تراوح بين    (MIC)كذلك فان تاثيره المثبط الادنى      

  .الموجبة لصبغة كرام 

مل تجاه الجراثيم السالبة لصـبغة      / مايكروغرام (250>-50>) بين   (MIC)في حين بلغ    

 مع العديد من المضادات الحيوية النيوكليوسـيديه        SH1كرام وبذلك يتضح تشابه المضاد الحيوي       

 ,S. rimosus (Rao and Renn وبالاخص النوع Streptomycesالمعزولة من انواع جنس 

1963).   

 ثباتيه عالية في مدى واسـع مـن الاس          SH1كما اشارت النتائج الى ان للمضاد الحيوي        

 ، اذ بقيـت فعاليتـه بنسـبة         5 م (30-60) وفي درجات حرارة مختلفـة       (2.5-7)الهيدروجيني  

 في المديات المذكورة اعلاه من اس هيدروجيني ودرجة حرارة في حـين انخفضـت               (%100)

 مما يشير ذلك الى تاثير المضاد في الاوساط القاعدية ،           pH (9.5)في   % (80-20)اليته الى   فع

تتطابق هذه النتائج مع العديد من المضادات الحيويـة النيوكليوسـيدية المعزولـة مـن جـنس                 

(Suhadolnik, 1970) Streptomyces.   
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 تشير ذلك الـى انـه       SH1ان الدراسة الاولية للسمية الخلوية للمضاد الحيوي المستخلص         

مضاد سام وبهذا فانه يشابه العديد من المضادات الحيوية النيوكليوسـيدية المضـادة للسـرطان               

 و Tubercidin و Sangivamycin مثــل Streptomycesوالمعزولــة مــن جــنس   

Toyocamycin (Suhaddnik, 1970).   

) 5(كغم جـدول    /غم مل SH1   ، 250 للمضاد الحيوي    LD50بلغت الجرعة القاتلة الوسطى     

 وهي واقعة ضمن المضادات ذات السمية العالية والمستخدمة عـادة فـي عـلاج               (4)و  شكل    

  .الأورام السرطانية

ومن خلال  دراسة تاثير التراكيز المختلفة من المضاد الحيوي المستخلص علـى انفتـاح               

ـــ   ــزدوج  لــ ــزون المــ ــي الحلــ ــيةDNAخيطــ ــة القياســ    الجرثومــ

 S. aureus NCTC 6571 اتضح ان للمضاد تاثير مباشر على كسر الاواصر الهيدروجينية ، 

 مـع زيـادة التراكيـز    (DNA) وذلك بزيادة عكـورة محاليـل     (DNA)والتي تربط حلزوني    

مل وقـد كانـت اعلـى    / مايكروغرام(0.25)المستخدمة من المضاد الحيوي ابتداءا من التركيز        

ا يشير الى تاثير المضاد الحيوي المباشر على        مل ، مم  / مايكروغرام (0.75)عكورة عند التركيز    

 وبهذا يتشابه مع عمل بعض المضـادات النيوكليوسـيدية التـي تسـتخدم              (DNA)خيوط الـ   

�.كمضادات ضد الاورام السرطانية  �
�a%�%���	7א� �

الحصول على عزلة محلية معزولة من التربة العراقية لها قابلية على انتاج مضـاد حيـوي                -1

   .SH1يد نيكليوسيدي جد

 و  UV و   IRتشخيص المضاد الحيوي المنتج  كيميائيا  باستخدام طرائق التشـخيص مثـل              -2

MP و %CHN و TLC والكشوفات اللونية .  

دراسة فعالية المضاد المعزول اتجاه الجراثيم القياسية الموجبة والسالبة لصبغة كرام ودراسـة             -3

 ضد الفئران المختبريـة وتحديـد       (LD50)سميته  التركيز المثبط الادنى لهذا المضاد كذلك تحديد        

  .السمية الخلوية ضد كريات الدم الحمراء 

 المعـزول مـن     DNA علـى    SH1دراسة تاثير تراكيز مختلفة مـن المضـاد المعـزول           -4

  .وتحديد التركيز الذي يسبب له مسخ  S. aureusالجرثومةالقياسية 

ي تشخيصه مستقبلا بطرائـق التشـخيص       ان المضاد الحيوي المنتج هو مضاد جديد ونامل ف        -5

 . وذلك لتحديد هويته الكيميائية المضبوطة Mass spectra و NMRالأكثر تطوراً مثل 
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