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التحري عن قابلية بكتريا  Streptococcus pyogenes  على إنتاج إنزيم الستربتوكاينيز في المزرعة المستمرة
إسراء غانم هادي                         إيمان محمد جار الله

جامعة بابل – كلية العلوم
الخلاصــــــــة :
         تـم عـزل 61 عـزلـة بكتـريا  Streptococcus sp.  مـن مسحـات بلـعـوم مـرضـى الجـهـاز الـتـنـفـسـي فـي مسـتـشـفـيـات مـديـنـة  الحـلـه للفتـرة مـن شهر تشـريـن الثـانـي 2010 – آذار 2011 .  

         نـقـيـت الـعـزلات البـكتيريـة بطـريقـة الـزرع الثـانـوي عـلـى وسـط نقـيـع القـلـب والدمـاغ الصـلـب مـع الـدم لعـدة مـرات , وبـعـد الـحـصـول عـلـى المـسـتـعـمـرات الـنـقـيـة , شـخـصـت الـعـزلات البـكـتـيـريـة اعـتـمـادا عـلـى الصـفـات الـزرعـيـة والفـحـوصـات البـايوكـيـمـيــائـيـه . وقـد بـيـنـت النتائـج أن هـذه العـزلات كـانت تابـعـة لخمسـة أنـواع مـن المسبحيـات وهـي S.pyogenes  و S.mitis و S.equisimilis و S.salivarius و S.suis . وقـد اخـتـيـر النـوع S.pyogenes المحـلل للـدم نـوع بيتـا لغـرض دراسـة إنتاجيتهـا لإنزيـم السـتربتوكاينيز المستـخدم سـريريا فـي عـلاج الخثـرة الدمـويـة . تـم تـحضير مـزرعـة مستمـرة لمـدة سبعـة أيـام عنـد درجـة حـرارة  37 م  و أس هيـدروجينـي  ( 7  ) وذلك بأخـذ وإضـافـة ( 1 ) مـل مـن الـوسـط المعقـم وقيسـت فعـاليـة الإنزيـم حـيث بلغـت أقـل فعـاليـة فـــي اليـــوم الأول  ( 63.585 U/ ml ) وأعـلـــــى فعـالية فــــي اليـوم السـابـع  ( 754.385 U / ml ) .

المــــــقدمة   Introduction :

         تسـبـب بكتريـا المسبحيـات مجمـوعة  A  (GAS) العـديـد مـن الأمراض بسبـب امتـلاكـهـا الكـثـيـر مـن المستقبـلات السطحيـة والعـديـد مـن البروتينـات الإفرازية  ( Cunningham et al ., 2000  ) التـي تستخدمـهـا فـي الالتصـاق  Adherence  وتكـويـن المستعمـرات Colonization  فـي أماكـن مختـلـفـة مـن جسـم المضيـف وبالتـالـي تـؤدي إلـى تحطـم الأنسجـة  Destruction of tissue لـتـتـمـكـن مـن الانتشـار وتـثـبـيـت نظـام منـاعـي خـاص بهـا  ( Heath et al ., 1999 ) . 

         تـم مـؤخـرا عـمـل دراسـة عـن البـروتـيـنـات الـمـتـواجـدة فـي  ( GAS ) ووجـد إنها تحـتـوي علـى 79  بـروتـيـن معـروف الـتـركـيـب فـي سـطـحـهـا و 21 بـروتـيـن سـايـتـوبلازمي  ( Severin et al ., 2007  ) .

         هـنـاك الـعـديـد مـن الـعـوامـل الـمـؤثـرة فـي عـمـلـيـة الـتـعـبـيـر عـن عوامل الضراوة  Expression virulence factors  منها الظروف البيئية  Environmental condition  والـكـثـافـة الـخـلـويـة Cell density  وطـور الـنـمـو Growth phase  ( Chaussee et al ., 2008  ) . 

         و بسـبب الانتشـار الواسـع لهـذه البكتريـا والأمراض التـي سببتهـا مثـل الحمـى الرثـويـة  Rheumatic fever  وأمـراض القلـب الروماتـزميـة  Rheumatic heart disease  وبسـبب قـلة المعلومات المتوفـرة عـن طبيعـة الجينـات المشفـرة لعوامـل الضـراوة المسببـة لهـذه الأمراض تـم عـزل هـذه البكتريـا مـن أشخاص مصابيـن وعمـل دراسـات مركـزة باستخـدام تقنيـات الــــ PCR  لمعـرفـة هـذه الجينـات . 

         وجـد مـؤخـرا ان معـظـم (GAS) تـمـتـلك الـجـيـن ( SCP ) الـذي يكـون السـبب فـي شطـر  C5a  خـلال عـمـلـيـة الابـسـنـة  Chemotaxix الـتـي تـسـاهـم فـي ضـراوة بكتريـا المسبحيـات  (Dhanda et al ., 2011) .
         أن إنزيم الستربتوكاينيز هو بروتين إفرازي ذو وزن جزيئي 46  كيلو دالتون ينتج من سلالات محددة من بكتريا المسبحيات المحللة للدم نوع بيتا A , C , G  ، وإن أول من أكتشف فعالية هذا الإنزيم هما Tillet وGarner      l933 م وذلك عن طريق كشفهما عن الفعالية المحللة  Haemolytic activity  لهذا الإنزيم أما في الوقت الحالي فإن الفعالية المحللة كشفت من خلال قدرة  هذا الإنزيم على تنشيط مولد البلازمين plasminogen وتحويله إلى بلازمين فعال من خلال ربطه ببروتين مشابه للبروتين M ( Ben Nasr et al.,1994 ) ويعد عامل انتشارspreading factor يسهم في انتشار البكتريا وتسهيل غزوها للانسجه من خلال قدرته على تحويل مولد البلازمين إلى بلازمين فعال (Kauuslla et al.,1992) ويعمل الإنزيم  على حل الخثره الدموية  من خلال موقع ارتباط خاص ولذلك  يستخدم كعقار حال للخثره الدموية (Mohammad et al.,2009) تتكون جزيئه هذا الإنزيم من ثلاث مقاطعات   Domins  تتألف الأولى من 147  حامض أميني وتكون مشابهه لإنزيم ستافلوكاينيز Staphylokinase   المفرز من العنقوديات Staphylococci   إلا أن قدرته على الارتباط بالبلازمين تكون عشرة أضعاف قدرة ستافلوكاينيز ( Arai et al.,1998  ) وتعمل هذه المقاطعة كمنظم ( Regulator  ) لفعالية بقية الجزيئة ، أما المقاطعتين الثانية والثالثة فتكون ضرورية لتنشيط مولد البلازمين وتحويله إلى بلازمين فعا ل ( Parrado et al.,1996 , Rodrignez et al.,1995  ) ، تحتوي المقاطعة الأولى للإنزيم المنتج من قبل المجاميع A ,C  للمسبحيات عروه مكونة من 25  حامض أميني في حين تكون مفقودة في الإنزيم المنتج من العنقوديات والمجموعة G  من المسبحيات وتكون ضرورية في عملية التعرف Recognition ) ) الإنزيمي على مولد البلازمين إذ أن إزالة 12  حامض أميني منها تؤدي إلى انخفاض كبير في كمية البلازمين المنشطة بفعل الإنزيم  ( Wake hann et al.,2002  )  أما في مجال الطب ألسريري فقد أستخدم إنزيم الستربتوكاينيز في علاج مرض الخثار الإكليلي Coronary thrombosis   (Ko et al.,1995   ) ( Banerjee et al.,2004  ) كما أستخدم في علاج الفشل القلبي الحاد  Acute myocardial infraction(Sherry and Marder,1991) أما الاستخدام الأكثر شيوعا لهذا الإنزيم فهو علاج الخثره ألدمويه (Chitte and Dey,2000) . يعد إنتاج الإنزيم في المزرعة المستمرة من الأمور المثيرة للاهتمام لأنها تعد من أسهل وأكثر الطرق في إنتاج الإنزيم حيث يعادل إنتاجها ضعف إنتاج مزرعة الدفعة (Karimi et al ., 2011 ).
الهدف من البحث :

         يهدف البحث إلى عزل وتشخيص أنواع بكتيرية تعود إلى الجنس Streptococcus منتجة لإنزيم الستربتوكاينيز من عينات مرضى مصابين بأمراض الجهاز التنفسي من مستشفيات مدينة ألحله ودراسة الفعالية الإنزيمية لهذا الإنزيم في المزرعة المستمرة. 
المواد وطرق العمل Materials and Method  :
عزل البكتريا Bacterial isolation : 

تم أخذ مسحات البلعوم من المرضى المصابين بأمراض الجهاز التنفسي العلوي باستخدام  Swabs  معقمة , وزرعت المسحات مباشرة في وسط مرق تربتون الصويا مع الازايد والبنفسج البلوري وحضنت عند درجة حرارة 37  م لمدة  48 – 24  ساعة . بعد ذلك أخذ ملئ الناقل من النمو وخطط على وسط نقيع القلب والدماغ الصلب مع الدم للحصول على مستعمرات مفردة وحضنت الأطباق عند درجة حرارة 37  م لمدة 24 ساعة ثم فحصت الأطباق للتحري عن المستعمرات النموذجية للمسبحيات ولوحظ كل من نوع التحلل وصفات المستعمرة . 
تشخيص العزلات البكتيرية Bacterial isolates idemtification  : 

         شخصت المسبحيات بالاعتماد على صفاتها الزرعية و المجهرية والفحوصات الكيموحيوية بالاعتماد على الطرائق التي ذكرها  Macfaddin   (2000  )  .
التحري عن قابلية البكتريا على إنتاج إنزيم الستربتوكاينيز :

         اخذ ملئ عروة الناقل من مزروع بعمر 18ساعة نامي على وسط نقيع القلب والدماغ الصلب مع الدم واستعمل لتلقيح 10 مل  من وسط نقيع القلب والدماغ السائل عند درجة حرارة 37  م لمدة  24   ساعة بعدها أخذ 0.1  مل من الأخير واستعمل لتلقيح 10  مل من الوسط نفسه وحضن بالظروف نفسها ، ثم نقل 0.5  مل من المزروع المنشط وأضيف إلى أنبوبة اختبار معقمة حاوية على 0.2  مل من البلازما البشري 0.8  مل من المحلول الملحي الفسيولوجي و 0.25  مل من محلول كلوريد الكالسيوم وحضن عند درجة حرارة 37  م لمدة  24  ساعة وقورن مع أنبوبة السيطرة الحاوية على 0.5 مل من الوسط المعقم والمعاملة تحت نفس الظروف . النتيجة الموجبة تكون بعدم تكون خثره في أنبوبة الاختبار أو بتكون خثره خفيفة بالمقارنة مع أنبوبة السيطرة (البغدادي ،2006 )    

قياس الفعالية الإنزيمية Enzyme activity assay :
         تم قياس الفعالية الإنزيمية بطريقة Fibrin plate method  والمتضمنة مزج محلول الكازائين ( 2.5  مل من 2% ( w/v)  في محلول فوسفات الصوديوم Sodium Phosphate buffer , pH 7.4  ) مع 2 مل من المصل البشري Human serum  بعد التعقيم وإضافتها إلى الأكاروز . بعد ذلك صب المزيج في أطباق وترك ليتصلب لمدة 30  دقيقة في درجة حرارة الغرفة ثم عمل ثلاثة حفر في كل طبق بسمك 0.5  سم وأضيف له 50  - 100 مايكرو لتر من المحلول الإنزيمي في كل حفرة وحضن في درجة 37  م . بعد ذلك تم  قياس إبعاد منطقة التحلل ومنه حدد عدد الوحدات الإنزيمية . حيث أن الوحدة الواحدة من الفعالية الإنزيمية تعرف على إنها كمية الإنزيم في 25  مايكرو لتر من المحلول الإنزيمي والتي تنتج منطقة تحلل مساحتها 1  ملم2  عند درجة حموضة  pH 7.7  في  35 م لمدة 18  ساعة (Dubey et al .,2011 )  .  
 تعيين الرقم الهيدروجيني الأمثل للإنزيم : تـم إعـداد دوارئ بـأرقام هيدروجينية مختلفة هـي (4,5,6,7,9,11 ) واخذ 0.1 مللتر من الإنزيم وإضافته الى 0.9 من المحلول الدارئ وخزنه لمدة نصف ساعة في درجة حرارة 37 م و وضعه في حمام ثلجي ثم يتم قياس الفعالية الإنزيمية (Dubey et al .,2011 ) .
تعيين درجة الحرارة المثلى للإنزيم : تم إعداد دارئ برقم هيدروجيني (7 ) واخذ0.1 مللتر من الإنزيم وإضافته إلى 0.9 من المحلول الدارئ وخزنه لمدة نصف ساعة في درجات حرارية مختلفة هي(5-,5,25,37,55)  و وضعه في حمام ثلجي ثم يتم قياس الفعالية الإنزيمية (Dubey et al.,2011) .
إنتاج الإنزيم بالمزرعة المستمرة :

         تم تحضير 250 مل من وسط نقيع القلب والدماغ السائل المضاف له سكر الكلوكوز المعقم بالمرشحات الدقيقة بنسبة 50 % للحصول على تركيز 3.9 % بعد ذلك لقح الوسط بالبكتريا وحضن بدرجة حرارة 37 م وبعد ( 2 , 3 , 4  ) ساعة سحب 1 مل من الوسط وتم حساب كثافته الضوئية وفي نفس الوقت أضيف 1 مل من الوسط غير الملقح وقيست الفعالية الإنزيمية للوسط واستمرت هذه العملية لمدة 7 أيام ( Holmstrom, 1968 ) 
النتائج والمناقشة Results and Discussion :
العزل والتشخيص:

         تم عزل  61  مسحة بلعوم من مرضى مصابين بأمراض الجهاز التنفسي العلوي (التهاب الحنجرة واللوزتين) لكلا الجنسين وبمختلف الأعمار للمدة من2010/12/15ولغاية2011/3/17 .
جدول رقم (1) توزيع العزلات البكتيرية .

	الجنس
	الفئة العمرية
	العدد
	النسبة %

	أنثى
	10 - 20

20       - 30

     30  - 40

      40 – 50
	5

9

8

3
	8.2
14.7
13.1
5.0

	ذكر
	    15 - 25

   25  - 35

    35 - 45

    45 – 55
	12

11

8

5
	19.7
18.0
13.1
8.2

	المــــــــــــــــــــــــجموع
	61
	100 %


               زرعـت المسحـات مباشـرة فـتي مـرق تربتون الصويـا مـع الازايد والبنفسج البلـوري لتثبيط نمو كل من البكتريا ألسالبه لصبغة غرام والفطريات والمكورات العنقودية  المتواجدة في التجويف التنفسي للإنسان ونميت عـلـى وسط نقيع القلب والدماغ الصلب مع الدم للتحري عن المستعمرات النموذجية للمسبحيات وملاحظـة نـوع التحـلل Blood hemolysis .

         أظهرت نتائج التشخيص البكتيري أن العزلات تعود إلى خمسة أنواع بكتيرية ضمن جنس Streptococcus  بالاعتماد على الصفات المظهرية والزرعية وهذه الأنواع مبينة في جدول رقم (2) , وقد أظهر نوعان فقط تحلل الدم نوع بيتا أما الأنواع الأخرى فقد أظهرت تحللا من نوع ألفا .  

         تـم الـحـصـول علـى عـزلتين من المسبحيات المحللة للدم نوع بيتا  أي  بنسبة 3.3 % وهذا اقل مما حصل عليه العاني(2001)حيث تمكن مـن الحصـول عـلـى 12 %عزله من المسبحيات الحالة للدم نوع بيتا من مسحات اللـوزتين.

         وقد يعود اختلاف نسبة عزل المسبحيات المحللة للدم إلى اختلاف المواقع الجغرافية للعزل واختلاف الطرائق والتقنيات المستخدمة في العزل وفي هذا البحث تم اختيار وسط مرق تربتون  الصويا مع إضافة الازايد والبنفسج البلوري لتحويله إلى وسط انتقائيSelective media))بالاعتماد على ما توصلت إليه الشبيب (1977) من أن وسط تربتون الصويا هو الأفضل لعزل المسبحيات من مصدري الحنجرة واللعاب إذ تبلغ النسبة الايجابية له   93%و 96% على التوالي  وهي أعلى من بقية الأوساط .   تم التحري عن قابلية المسبحيات على إنتاج الستربتوكاينيز وأظهرت جميع العزلات التابعة للنوعين   S.pyogenesو S.equi   القدرة على إنتاج هذا الإنزيم في حين لم تتمكن أي من العزلات التابعة للأنواع الأخرى من أنتاجه . وبذلك تكون نسبة بكتريا    S.pyogenesو S.equi   المنتجة للإنزيم   100 % وهذا ما توصلت إليه البغدادي ( 2006 ) وهي أعلى من النسبة التي حصلت عليها الشبيب ( 1977 ) والتي وجدت بأن 86 % من المسبحيات التابعة للنوع S.pyogenes  26.92 % من المسبحيات المحللة للدم بيتا المعزولة من الأطفال منتجة للإنزيم وعيسى (2000 ) التي وجدت بأن 85.18 % من العزلات المعزولة من البلعوم منتجة للإنزيم .
جدول ( 2 ) أعداد ونسب المسبحيات المعزولة من اخماج الجهاز التنفسي العلوي .

	النوع
	العدد
	النسبة المئوية %

	S.pyogenes
	16
	26.2

	S.mitis
	10
	16.3

	S.equisimilis
	15
	24.5

	S.suis
	9
	14.6

	S.salivarius
	11
	18.4

	المجموع
	61
	100 %


جدول ( 3 )  التوصيف الكيموحيوي للمسبحيات المعزولة من أخماج  الجهاز التنفسي العلوي .
	الاختبار
	S.pyogenes
	S.mitis
	S.equisimilis
	S.salivarius
	S.suis

	نوع تحلل الدم
	β
	α
	β
	α
	α

	فحص الكتليز
	_
	_
	_
	_
	_

	اختزال النترات
	_
	_
	_
	_
	_

	النمو بوجود CO2
	+
	+
	+
	+
	+

	النمو الاهوائي 
	+
	+
	+
	+
	+

	الحساسية للبستراسين 
	S
	R
	R
	R
	R

	الحساسية لـ SXT 
	R
	S
	S
	S
	S

	الحساسية للاوبتوكين 
	R
	R
	R
	R
	R

	النمو بدرجة 10  م 
	_
	_
	_
	_
	_

	النمو بدرجة 45  م 
	_
	+
	_
	_
	_

	تحمل الملوحة 
	_
	_
	_
	_
	_

	النمو في أملاح الصفراء بتركيز 40% 
	_
	_
	_
	+
	+

	تخمر اللاكتو ز 
	+
	+
	+
	+
	+

	تخمر الانيولين 
	_
	_
	_
	+
	+

	تخمر المانتول 
	_
	_
	_
	_
	_

	تخمر الرافينوز
	_
	_/+
	+
	+
	_

	تخمر الرايبوز 
	_
	_/+
	+
	+
	+

	تخمر السالسين 
	+
	+
	+
	+
	+

	تخمر السوربتول
	_
	_
	_
	_
	_

	تخمر التريهالوز 
	+
	+
	+
	+
	+

	فحص أنتاج الأسيتون 
	_
	_
	_
	_
	_


β وα نوع التحلل الدموي ، + نتيجة الفحص موجبة  ، S  حساس ، _ نتيجة الفحص سالبة ، R  مقاوم .

إنتاج الإنزيم في المزرعة المستمرة :
         نـمـيـت بكتريـا  S.pyogenes  التـي تـم عـزلها في مزرعة مستمرة على وسط نقيع القلب والدماغ السائل لمدة   7أيام بدرجة حرارة 37 م واس هيدروجيني 7 وبمعدلات تخفيف هي (1,5,10 ) مل مع إضافة سكر الكلكوز كعامل محدد للنمو ثم قيست الفعالية الإنزيمية خلال السبعة أيام . لقد تم اختيار هذا الوسط لتنمية البكتريا لأنه من الأوساط الإغنائية لاحتوائه على دماغ المواشي Bovin brain   وأنسجة القلب Heart tissues وهو يعد من الأوساط المفضلة والشائعة في إنتاج الإنزيم (Banerjee et al .,2004 ) حسب ما أثبته كل من  Malke و Ferretti عام 1948 م ،أما بالنسبة لظروف النمو فإن الأس الهيدروجيني 7 يعد الأس الأفضل في إنتاج الإنزيم  حيث أعطى الإنزيم أعلى فعالية بلغت   273.545U/mlو302.122U/ml   لعزلتين على التوالي وتتفق هذه النتيجة مع ما أثبتهHolmstrom  عام 1965م من خلال دراسته على إنتاج الإنزيم في المزرعة المستمرة وهذا يتفق  أيضا مع ما وجده Karimi وجماعته  عام 2011 من خلال دراسته على تخمر الستربتوكاينيز في المزرعة المستمرة ويوضح الشكل أدناه الدرجات الحرارية والفعالية الإنزيمية:
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شـكـل ( 1) تـأثـيـر الأس الـهـيـدروجـيـنـي عـلـى فـعـالـيـة إنـزيـم الـسـتـربـتـوكـايـنـيـز لـعـزلـتـي بكتريـا S. pyogenes
         أما درجة الحرارة 37 م فتعد الأفضل لنمو بكتريا المسبحيات وإنتاج الإنزيم حيث أعطى الإنزيم أعلى  فعالية بلغت 347.781U/ml و425.16U/ml لعزلتين على التوالي وهذا يتفق مع ما وجده Dubey وجماعته عام 2011 م حيث بين ان هذه الدرجة هي المثلى لإنتاج الإنزيم وتخالف هذه النتائج ما توصل إليهBaewald وجماعته عام 1975م حيث اثبت إن درجة الحرارة 28 م هي الدرجة المثلى لإنتاج الإنزيم ويوضح الشكل أدناه الأرقام الهيدروجينية والفعالية الإنزيمية : 
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شكل (2) تأثير درجة الحرارة على فعالية إنزيم الستربتوكاينيز لعزلتي بكتريا S. pyogenes
                أما معدل التخفيف فيعتبر  من العوامل المحددة لإنتاج الإنزيم حيث كلما زاد معدل التخفيف ازدادت الفعالية الإنزيمية وإنتاج الإنزيم في الوسط (Holmstrom,1965 ) ، أما بالنسبة لإضافة سكر الكلكوز فإن زيادته في الوسط تؤدي إلى زيادة ملحوظة في إنتاج الإنزيم (Karimi et al.,2011 ) . ستوضح الجداول أدناه الفعالية الإنزيمية والكثافة الضوئية خلال سبعة أيام وبمعدلات تخفيف مختلفة :
جدول (1 ) إنتاج إنزيم الستربتوكاينيز في المزرعة المستمرة بإضافة وسحب 1 مل من الوسط للعزلة الأولى من بكتريا S. pyogenes
	الأيام ( Days )
	معدل الكثافة الضوئية ( OD ) ± الخطأ القياسي
	الفعالية الإنزيمية U/ml

	الأول
	0.194+_0.016
	63.585

	الثاني
	0.526+_0.099
	94.985

	الثالث 
	0.628+_0.057
	113.040

	الرابع
	0.847+_0.047
	132.665

	الخامس
	0.537+_0.056
	153.386

	السادس
	0.617+_0.057
	196.250

	السابع
	0.739+_0.048
	200.96


جدول (2 ) إنتاج إنزيم الستربتوكاينيز في المزرعة المستمرة بإضافة وسحب 5 مل من الوسط للعزلة الأولى من بكتريا S. pyogenes
	الأيام (Days )
	معدل الكثافة الضوئية (OD ) ± الخطأ القياسي
	الفعالية الإنزيمية U\ml

	الأول
	0.334  +_  0.219
	78.540

	الثاني
	0.549+_9.824
	314.000

	الثالث
	0.616+_2.571
	283.385

	الرابع
	0.796+_1.528
	250.118

	الخامس
	0.892+_1.517
	302.122

	السادس
	0.826+_4.139
	530.660

	السابع
	0.920+_1.858
	660.185


جدول (3 ) إنتاج إنزيم الستربتوكاينيز في المزرعة المستمرة بإضافة وسحب 10مل من الوسط للعزلة الأولى من بكتريا S. pyogenes
	الأيام ( Days )
	معدل الكثافة الضوئية ( OD ) ± الخطأ القياسي
	الفعالية الإنزيمية U/ml

	الأول
	0.613+_0.054
	153.860

	الثاني
	0.734+_0.086
	176.625

	الثالث
	0.426+_0.096
	200.900

	الرابع
	0.627+_0.057
	254.340

	الخامس
	0.816+_0.076
	314.000

	السادس
	0.742+_0.052
	490.625

	السابع
	0.839+_0.036
	530.660


جدول (4) إنتاج إنزيم الستربتوكاينيز في المزرعة المستمرة بإضافة وسحب 1 مل من الوسط للعزلة الثانية من بكتريا S. pyogenes
	الأيام ( Days )
	معدل الكثافة الضوئية ( OD ) ± الخطأ القياسي
	الفعالية الإنزيمية U/ml

	الأول
	0.405+_0.770
	94.985

	الثاني
	0.411+_0.034
	283.385

	الثالث
	0.643+_0.009
	314.000

	الرابع
	0.662+_0.005
	226.865

	الخامس
	0.796+_0.124
	415.265

	السادس
	0.868+_0.014
	572.265

	السابع
	0.953+_0.006
	615.440


جدول (5 ) إنتاج إنزيم الستربتوكاينيز في المزرعة المستمرة بإضافة وسحب 5 مل من الوسط للعزلة الثانية من بكتريا S. pyogenes
	الأيام ( Days )
	معدل الكثافة الضوئية ( OD ) ± الخطأ القياسي
	الفعالية الإنزيمية U/ml

	الأول
	0.307+_0.196
	113.040

	الثاني
	0.531+_0.165
	379.660

	الثالث
	0.577+_0.102
	302.122

	الرابع
	0.675+_0.070
	254.340

	الخامس
	0.689+_0.008
	314.000

	السادس
	0.807+_0.007
	572.265

	السابع
	0.831+_0.010
	706.500


جدول (6 ) إنتاج إنزيم الستربتوكاينيز في المزرعة المستمرة بإضافة وسحب 10 مل من الوسط للعزلة الثانية من بكتريا S. pyogenes
	الأيام ( Days )
	معدل الكثافة الضوئية ( OD ) ± الخطأ القياسي
	الفعالية الإنزيمية U/ml

	الأول
	0.679+_0.016
	132.665

	الثاني
	0.791+_0.006
	379.940

	الثالث
	0.853+_0.011
	346.185

	الرابع
	0.873+_0.008
	452.160

	الخامس
	0.877+_0.039
	490.625

	السادس
	0.900+_0.004
	615.440

	السابع
	1.295+_0.009
	754.385


         يعود استخدام المزرعة المستمرة في إنتاج الإنزيم وتنمية البكتريا نتيجة لعدة فوائد منها :
1. يعادل الناتج من المزرعة المستمرة 2.3  % من الناتج في مزارع الدفعة .
2. تكون الإنتاجية مستقرة خلال فترة الزرع .
3. تحتاج إلى القليل من المتابعة والإشراف مقارنة مع مزارع الدفعة ( Holmstrom , 1965 ) .
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