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استخلاص الطبقة السطحية S-layer من بكتريا Aeromonas hydrophila المعزولة من عينات الإسهال
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الخلاصة:

تم جمع 479 عينة إسهال من مستشفى بابل للولادة والأطفال في محافظة بابل . من كلا الجنسين ومن مختلف الأعمار وللفترة من 1/12/2011 الى 25/4/2012 وتم الحصول على 13 عزلة من بكتريا Aeromonas hydrophila وشخصت حسب الاختبارات المظهرية والكيمو حيوية وباستخدام نظام ال Api20  كانت اغلب العينات الموجبة من الأطفال وتم الحصول عليها في الشهر الثالث والرابع بعد ارتفاع درجات الحرارة . وتم الكشف عن وجود الطبقة السطحية باستخدام صبغة الكونكو الحمراء Congo red dye  المضافة الى وسط ال Tryptose soy agar حيث أعطت العينات الموجبة لون احمر غامق كدليل على وجود الطبقة السطحية . واستخدمت ثلاث طرق لاستخلاص الطبقة السطحية  وتم اختيار افضل طريقة اعتمادا على كمية البروتين المنتجة وكانت الطريقة ج هي افضل طريقة حيث تم الحصول على نسبة بروتين 4.4 مايكروليتر بينما 3.3 و 2.4 للطريقة أ وب على التوالي 
المقدمة
بكتريا  Aeromonas بكتريا سالبة لصبغة غرام عصوية ذو نهاية مدورة وقد تظهر على شكل عصويات مع نهاية خيطية يتراوح قطرها 0.3-1.0 × 1.0-3.5 مايكرو متر  وقد تكون مفردة , أزواج أو على شكل مسبحيات غير مكونة للابواغ اختيارية غير هوائية متحركة بواسطة سوط مفرد يكون قطبي الموقع
 (Alfred and Philip, 1998;James and James ,2003;Rey et al. , 2009)
 تصيب البكتريا الجهاز الهضمي للأسماك وكذلك الإنسان تتراوح الإصابة من التهاب في الأمعاء الى إصابة الدم septicemia  وتوجد في الأغذية مثل الأسماك والحليب وكذلك اللحوم ولذلك صنف هذه البكتريا كممرضة للإنسان والأسماك  (Rey etal. ,2009) حيث تنتج الكثير من السموم والإنزيمات aerolysin ,haemolysin , cytolysin , enterotoxin  وتنتج إنزيمات مثل acetyl transferase  و phospholipase  التي تعمل على الدهون في خلايا الدم (James and James , 2003).
وهنالك الكثير من الأدلة على وبائية ال Aeromonas  حيث عزل بصورة متكررة من عينات البراز للمرضى المصابين بالإسهال وبعض البحوث تعده الممرض الأكثر عزلا وفي كثير من الحالات هنالك علاقة واضحة بين عزل Aeromonas  من عينات البراز ووجود حالة الإسهال وتكون Aeromonas  
هي العامل المشتبه به في حالات الإسهال حتى بعد المعالجة بالمضادات الحيوية وان مستوى  الكلوبيلين المناعي IgM,IgG وكذلك IgA عالي أثناء حالات الإسهال المتعلق بالإصابة بـ 
 Aeromonas  (Alefrid and Philip , 1998).

إن طبقة السطحية تعد المكون الرئيسي لمعظم أنواع البكتريا وتوجد فوق الجدار البكتيري وتغلفه بصورة كاملة تحتوي الطبقة السطحية على بروتين أحادي أو البروتينات السكرية (Niemeyer and Mirkin,2004) glycoprotein.وجود هذه الطبقة يعتبر من عوامل الضراوة المهمة بالنسبة ل A.hydrophila وكذلك فله دور في حصول الإصابة المعوية والتصاق البكتريا بأنسجة الجسم  ومنع بلعمة البكتريا  Yin,2004;Dooley and Trust , 1988) (Kastrzynska et al.,1990; إن الطبقة السطحية لها دور مهم في حماية الخلية,كمنخل لدخول مختلف الجزيئات اعتمادا على الوزن الجزيئي و الحصول على الايونات(Garduno et al. , 1995) 
ونظرا لعدم وجود بحوث محلية عن الطبقة السطحية ومدى علاقتها بامراضية البكتريا هدفت الدراسة إلى عزل وتشخيص البكتريا من عينات الإسهال, تشخيص العزلات التي تحتوي على الطبقة السطحية و استخلاص الطبقة السطحية بعدة طرق وتحديد الطريقة المثلى في استخلاصها.
1-المواد وطرائق العمل 

1-1 العزل والتشخيص

تم جمع 479 عينة إسهال  من الفترة  1/12/2011 إلى 25/4/2012 كان بينها 276 عينة من الذكور و 203 عينة من الإناث و 288 اقل من عمر ال6 سنوات و191 للعمر اكثر 6 سنوات بواسطة مسحات قطنية وتم وضعا في  الوسط الناقل كاري بلير Cary-Blair لغرض تشخيصها .
1-2 بعض الأوساط المستخدمة في العزل والتشخيص
استخدمت الأوساط التالية لعزل وتشخيص البكتريا A.hydrophila وحضرت جميعها حسب تعليمات الشركة المصنعة (جميع الأوساط من إنتاج شركة Himedia- India)

· Cary Blair transport media 

·  MacConkey agar
·  Blood agar

· Aeromonas agar

· Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar(TCBS) agar
1-3 الاختبارات التشخيصية للعزلات الجرثومية  Diagnostic Tests
شخصت العزلات الجرثومية بالاعتماد على الطرائق التي اتبعها  (Macfaddin,2000) :

1-4 الفحص المجهري Microscopical Examination
 حضرت مسحات جرثومية من المستعمرات النامية على وسط غراء الماكونكي غير المخمرة لسكر اللاكتوز بوضعها على شرائح زجاجية نظيفة ولونت بملون غرام وفحصت مجهرياً لملاحظة اشكال الخلايا وطبيعة تلوينها.

1-5 الاختبارات الكيموحيوية Biochemical test
· اختبار فعالية انزيم  السايتوكروم اوكسديز Cytochrome Oxidase Test
· اختبار التحري عن انزيم الكاتاليز Catalase Test

· اختبار الحركة Motility test
· اختبار استهلاك السترات Citrate Utilization test
· اختبار الاندول Indole Production  

· اختبار اسالة الجيلاتين test Gelatine Iiqufication 
· اختبار المثيل الاحمر Methyl red test

· اختبار فوكس بروسكور Vogas proskauer test 

2- الكشف عن وجود الطبقة السطحية

استخدمت صبغة الكونكو ريد Congo red للكشف عن وجود الطبقة السطحية  في العزلات الموجبة حيث تم إضافة الصبغة إلى وسط إل Tryptose soy agar وبعدل 3 ملغ لكل 100 مل من الوسط وتم تلقيحها بالعينات المشخصة للتحري عن وجود الطبقة السطحية (Ishiguro,1985).
3- استخلاص الطبقة السطحية
عزلت الطبقة السطحية بالاعتماد على ثلاثة طرق وتم اختيار افضل طريقة اعتمادا على كمية البروتين المستخلصة في كل طريقة وكانت الطرق كما يأتي:

الطريقة أ: اخذ 5 غرام من الخلايا البكتيرية بعد تنميتها على وسطTryptose soy agar وغسلها لثلاث مرات بواسطة دارئ الترس بتركيز 0.2M  ذو أس هيدروجيني 8 وتم جمع الخلايا بواسطة الطرد المركزي بسرعة 10000 دورة بالدقيقة ولمدة 20 دقيقة بدرجة حرارة 4م , علقت الخلايا في دارئ الكلايسين ذو الاس الهيدروجيني Ph=3 وبمعدل 3 غرام لكل 100 مل من الدارئ يتم مزج الخليط لمدة 15 دقيقة بدرجة حرارة 4م بعدها يتم إزالة الخلايا بواسطة الطرد المركزي بسرعة 10000 دورة بالدقيقة ويأخذ الرائق الذي يحتوي على طبقة ال S-layer  وبعدها يمرر بواسطة فلتر من النايتروسيليلوز بحجم 45 مايكروميتر ويعادل الأس الهيدروجيني لمعلق ال  S-layer  (Dooley etal.,1988).

الطريقة ب: تم تنمية البكتريا في وسط نقيع الدم والدماغ بدرجة حرارة المطلوبة ولمدة المطلوبة بعدها يتم جمع الخلايا وغسلها مرتين بواسطةالماءالبارد ومن ثم يعاد مزجها مع دارئ الكلايسين ذو الأس الهيدروجيني 2 , يتم المزج جيدا لمدة 15 دقيقة بدرجة حرارة الغرفة , يعمل طرد مركزي بقوة 10000 دورة بالدقيقة ويتم اخذ الرائق بعدها يتم معادلة الأس الهيدروجيني للخليط (Ford and Thune,1991) .

الطريقة ج: الاستخلاص بمادة الكواندين 
لقحت أنابيب حاوية على وسط المرق المغذي بالبكتريا وحضنت الأنابيب لمدة 24 ساعة ولحين وصول النمو إلى كثافة 0.4-0.7 على طول موجي 600 نانوميتر وجمعت الخلايا بالطرد المركزي بقوة 10000 دورة بالدقيقة ولمدة 15 دقيقة , اخذ الراسب وغسل ثلاث مرات بالماء البارد وطرد مركزيا بسرعة 6000 دورة بالدقيقة لمدة 15 دقيقة اخذ الراسب  وعلق مع كواندين هايدروكلورايد guanidine hydrochloride 4 مولا ري ذو أس هيدروجيني 7 بعد المزج لمدة 15 دقيقة حضن المعلق لمدة ساعة بدرجة حرارة 37م وطرد مركزيا بسرعة 10000 دورة بالدقيقة ولمدة 20 دقيقة اخذ الراشح الحاوي على الطبقة السطحية وترك الراسب (Khaleghi and Kermanshahi,2012)

4- قياس تركيز بروتين الطبقة السطحية 

استخدمت الطريقة اللونية (طريقة بايوريت) لقياس تركيز بروتينات الطبقة السطحية وبروتينات الغشاء الخارجي, إذ يتفاعل ايون النحاس مع الآصرة  الببتيدية في الوسط القاعدي ليكون مقعداً لونياً (Tietz,1999) واستخدمت المحاليل الجاهزة من شركة Biosystem S.A.\Spain  
وأجري الفحص على وفق تعليمات الشركة المجهزة وكما في الجدول التالي:

جدول (1) المحاليل المستخدمة في قياس تركيز البروتين.

	المحاليل

 المستخدمة
	كاشف البلانك Blank reagent
	المحلول القياسي Standerd 
	الكمية العينة  Assay

	محلول بايوريت R1
	1 مل
	1 مل
	1 مل

	المحلول القياسي الألبومين البقري R2
	-
	20مايكرو ليتر
	-

	العينة
	-
	-
	20 مايكرو ليتر

	ماء مقطر
	20 مايكرو ليتر
	-
	-


 بعد إكمال الإضافات تمزج محتويات كل أنبوب جيدا وتترك لمدة 10 دقائق بدرجة حرارة الغرفة, ثم تقرأ الامتصاصية بجهاز المطياف الضوئي (spectrophotometer) على طول موجي 545 نانوميتر وبعد الانتهاء من القراءات تطبق المعادلة الآتية لاستخراج تركيز البروتين الكلي: 

   التركيز الكلي= امتصاصية العينة \ امتصاصية المحلول القياسي × تركيز المحلول القياسي
5- النتائج  والمناقشة :
5-1 عزل بكتريا Aeromonas hydrophila
تم عزل 13 عزلة من بكتريا A.hydrophila من مجموع 479 عينة إسهال , حيث شكلت نسبة عزل البكتريا 2.7% من مجموع العينات .

جدول (1) نسبة البكتريا المعزولة من عينات الإسهال

	البكتريا
	عدد العينات
	النسبة المؤية

	بكترياA.hydrophila
	13
	2.7%

	بكتريا أخرى سالبة لصبغة غرام
	466
	97.3%

	المجموع
	479
	100%


 حيث تم الحصول على 479 عينة موزعة على خمسة أشهر من الفترة 1/12/2011 إلى 25/4/2012, وازدادت عينات الإسهال عند ارتفاع درجة الحرارة وكانت اغلب العينات الموجبة من الأطفال وهذا مطابق لما جاء به (Gavriel et al., 1998;Parja,2009)
5-2 الكشف عن طبقة السطحية 

أعطت 10 عينات من أصل 13 عينة نتيجة موجبة لوجود الطبقة السطحية S-layer حيث عند تنمية العزلات على وسط Tryptose soy agar  الحاوي على صبغة الكونكو ريد Congo red أعطت العزلات الموجبة لون احمر غامق بينما العزلات السالبة أعطت لون مغاير عن اللون الأصلي للوسط أو لون احمر فاتح(Garduno etal.,1995;Ishiguro etal.,1985).حيث إن بعض العزلات لها سطح محب للماء لاترتبط بصبغة الكونكو الحمراء بعكس بعض العزلات التي لاتملك سطح محب للماء والتي ترتبط بالصبغة
Trust,1988)  (Dooley and.
5-3 استخلاص الطبقة السطحية
تم استخلاص الطبقة السطحية باستخدام ثلاثة طرق وتم اختيار أفضل طريقة حيث كانت الطريقة ج هي أفضل طريقة للاستخلاص (تم الاعتماد على كمية البروتين للمقارنة بين الطرق ) كما يلي:
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شكل(2) المقارنة بين طرائق الاستخلاص لكل عزلة

إن استخدام منظم الكلايسين Glysine buffer  ذو الأس الهيدروجيني 3( اعتمد في الطريقة أ و ب) في استخلاص الطبقة السطحية يؤدي إلى كسر الأواصر الهيدروجينية بين الطبقة السطحية وجدار البكتريا حيث إن الحامضية الواطئة تؤدي إلى كسر الآصرة  وكذلك بالنسبة للكواندين المستعمل في الطريقة ج والذي يعتبر عامل مكسر للآصرة الهيدروجينية حيث يعمل الكواندين على تحطيم الآصرة الهيدروجينية وتكوين أواصر بين مجموعة الأمين NH2 التي يملكها والبروتين (Clark and Pazdernik,2012).من خلال النتائج ان طريقة الكواندين أفضل في استخلاص الطبقة السطحية من الطريقة أ و ب وقد يعزى السبب إلى إن الكواندين
 هو عامل مكسر أقوى للأواصر الهيدروجينية التي تربط ما بين الطبقة السطحية وجدار البكتريا
 (Sara and Sleyter,2000;Citri et al.,1960) .
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