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The effect of some nanotubes on Multiple Antibiotic resistant Listeria monocytogenes bacteria
أختبار تاثير بعض المواد النانوية في بكتريا Listeria monocytogenes ذات المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية
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	الخلاصة
    تعد بكتريا Listeria monocytogenes عصيات موجبة لصبغة كرام غير مكونة للسبورات لا تقاوم الحامض توجد  في التربة وخروج الحيوانات والمجاري والمياه ومنتجات الألبان واللحوم وغيرها وتعدّ ممرضاً داخل خلوي   (intracellular pathogen) تصيب الإنسان والطيور والقراد والأسماك  وتقاوم العديد من المضادات الحيوية.

   تم في هذه الدراسة الحصول على ثلاث عزلات تعود لبكتريا Listeria monocytogenes من عينات الاجبان ومشيمة الحوامل وقد تم التاكد من تشخيصها باستعمال الطرق البكتريولوجيه المعتمده.  أختبرت حساسية هذه العزلات لستة عشر مضادا حيويا وأظهرت النتائج أن عزلات الدراسة تحمل صفة المقاومة المتعددة للمضادات (multi drug resistance) وكانت العزلة رقم LM2  مقاومة لتسعة مضادات من مجاميع مختلفه بالمقابل كانت العزلات الثلاثة جميعها حساسة لمضادات الفانكومايسين والتوبرومايسين والازثرومايسين والريفامبسين ، أظهرت نتائج ترحيل الدنا البلازميدي المستخلص من العزلات الثلاثة تحت الدراسة أحتواءها جميعا على حزم بلازميدية .
 درس تأثير الماده النانوية (اوكسيد الحديد النانوي وثاني اوكسيد التيتانيوم النانوي) في نمو عزلات الدراسه بطريقة الحفر بالاكار وقد اظهرت فعاليه تجاه العزلات أذ بلغ معدل اقطار مناطق التثبيط 16 ملم بالنسبة للماده الاولى و17 ملم بالنسبة للماده الثانيه.

ABSTRACT

        Listeria monocytogenes is a Gram-positive , non spore forming bacterium responsible for listeriosis, inhabiting soil, decaying vegetable matter, sewage, water, animal feed, fresh and frozen poultry, processed meats, raw milk, cheese, and humans. In current study , three Listeria monocytogenes isolates were collected from Cheese and placenta samples. The sensitivity of isolates to 16 Antibiotic was tested, and the results showed that  all isolates showed  multi drug resistance. On the other hand, all isolates were sensitive to vancomycin ,Tobromycin ,Azithromycin and rifampicin. Results of DNA extraction from  isolates ,showed that all isolates have  plasmid bands. The antibacterial effect of nanotubes , Titanium dioxide (TiO2) and iron oxide (Fe3O4) in L. monocytogenes was investigated for inhibition by made hole in agar . The results showed that L. monocytogenes was sensitive to treatment with nanotubes. The inhibition zone diameter was 16mm of   Fe3O 4   and 17mm of TiO2.




المقدمة
تعد بكتريا Listeria monocytogenes موجبة لصبغة كرام غير مكونة للسبورات عصوية لا تقاوم الحامض، موجبة للكاتليز، تخمر السكريات وتنتج حامض اللاكتيك، تكون قريبة وراثياً من بكتريا Lactobacillus وStreptococcus وBacillus و Brochothrix (1و 2).
يعد النوع L.monocytogenes النوع الممرض للإنسان، وتكون معظم الأنواع الأخرى غير ممرضة. بصورة عامة فإن السلالات الضارية لنوع L.monocytogenes تنتج تحلل دم بيتا على أكار الدم نتيجة لإفرازها  Listeriolysin O (LLO)    (3 و4) ، تصيب الإنسان والطيور والقراد والأسماك وغيرها، وتم تسجيل أول حالة إصابة بهذه البكتريا عند الإنسان سنة 1929، تسبب إصابات مفردة ( Sporadic) وحصلت إصابات عديدة بـFoodborne Listeriosis منذ 1953 في مناطق مختلفة من العالم كان مصدرها الحليب الخام ومنتجاته وأغذية آخرى (5).

توجد هذه البكتريا في التربة وخروج الحيوانات والمجاري والمياه وتتواجد بمنتجات الألبان (Dairy Product) وSilage والحليب الخام والكريمة والأجبان الطرية واللحم المجمد والطازج ولحوم الدواجن والأغذية البحرية(3)

  تكون بكتريا L.monocytogenes حساسة لاصناف عديدة من المضادات الفعالة ضد البكتريا الموجبة لصبغة كرام وهي نادرا ما تطور مقاومة مكتسبة للمضادات الحيوية، الا ان العديد من الدراسات الحديثة  اشارت الى ازدياد نسبة المقاومة للمضادات بين العزلات البيئية( 6 و 7)  وبنسبة اقل في العزلات السريرية ( 8 و 9)، تهدف الدراسة الحالية الى دراسة المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية بين العزلات المحلية لهذه البكتريا ودراسة محتواها البلازميدي ومعرفة مدى تاثير بعض المواد النانوية المحضره عليها.
طرائق العمل

1. العزلات البكتيريه 
تم في هذه الدراسة الحصول على ثلاث عزلات تعود لبكتريا Listeria monocytogenes من عينات الاجبان ومشيمة الحوامل وقد تم التاكد من تشخيصها باستعمال الطرق البكتريولوجيه المعتمده.  شخصت العزلات اعتماداً على الصفات المجهرية والزرعية على وسط اكار اللستريا الانتخابي الأساسListeria selective agar base (Oxford)  واجراء عدد من الفحوصات الكيموحيوية وحسب ما جاء في (10).
2. فحص الحساسية للمضادات الحيوية
  تم أختبار حساسية العزلات تحت الدراسة  لستة عشر مضادا حيويا هي:
Ciprofloxacin (CIP 5µg), Methicillin (ME 10µg), Rifampin (RA 5µg), Amikacin (AK 10µg), Novobiocin (NV 30µg), Vancomycin (VA10 µg),Nalidix acid (NA 30µg),Nitrofurantoin (F 100µg), Ceftriaxone(CRO30µg),Norfloxacin(NOR10µg),Methoprim(SXT25µg),Azithromycin(AZM15µg),Topromycin(TOB10µg),Cefixime(CFM5µg),Lincomycin(L10µg),Cefoxitin(FOX30µg(

بطريقة الاقراص على وسط مولر هنتون الصلب ، وتم تحديد المقاومة والحساسية أعتماداً على الاقطار القياسية حسب  CLSI(11).
3. تأثير المواد النانوية (اوكسيد الحديد وثاني اوكسيد التيتانيوم النانويه) في عزلات الدراسة
1) تحضير المواد النانويه
     لتحضير انابيب اوكسيد الحديد النانوي إستُخدِمت طريقة الأنوَدة (Anodization)،باستعمال خلية الترسيب الكهروكيميائي ذات ألابعاد(50×70mm)  وحسب طريقة (12 و13).
     وأستخدمت طريقة المايكرويف المنزلي لتحضير انابيب نانوية من ثاني اوكسيد التيتانيوم ،أذ وزن 22 غرام من مسحوق ثاني اوكسيد التيتانيوم واضيف الى 50 مل من 18 مولاري من هيدروكسيد البوتاسيوم ، ووضع المحلول في بيكر زجاجي مصنوع من البايركس المقاوم للطاقة العالية وسخن المحلول بواسطة فرن المايكروويف المنزلي ذات الطاقة العالية 1200 واط ولمدة 20 دقيقة بعدها غسل الناتج بواسطة الماء الاايوني لمرات عديدة ثم جفف الناتج في فرن حراري 100 درجة سيليزية لمدة 5 ساعات ( 14).
2) اختبار تاثير المواد النانويه في عزلات الدراسة 
استخدمت طريقة الانتشار في الحفر  ( Well-diffusion) للكشف عن فعالية المواد النانوية ضد عزلات الدراسة  اذ زرعت الاطباق الحاوية على الوسط الصلب بنشر ( 0.1 ) مل من مزروع البكتريا قيد الاختبار، وباستعمال الناشر الزجاجي المعقم ، واستعمل ثاقب الفلين لعمل ثقوب قطرها ( 5) ملم على سطح الوسط . ملئت كل حفرة بـ ( 50) مايكروليتر من المواد النانوية كلا على انفراد  حضنت بعدها الاطباق بدرجة حرارة ( 37 مْ)  ،قيست بعدها مناطق التثبيط حول الحفر (15) .
4. عزل DNA البلازميدي 
    تم عزل الدنا البلازميدي باعتماد عدة أستخلاص الدنا المجهزة من شركة promega (USA) من العزلات البكتيرية المشخصة ورحلت نتائج الاستخلاص باستعمال هلام الاكاروز (0.8%).
النتائج والمناقشة

  شخصت ثلاث عزلات تعود لبكتريا Listeria monocytogenes من عينات الاجبان ومشيمة الحوامل باستعمال الطرق البكتريولوجيه المعتمده وبعد ملاحظة الصفات المظهرية للعزلات النامية على وسط اكار اللستريا الانتخابي الأساسListeria selective agar base (Oxford)  ، ظهرت جميع عزلاتها  النامية على هذا الوسط على شكل مستعمرات صغيرة جدا، رمادية الى بنية اللون، وذات حافات مستديرة ومرتـفعة قليلا فضلاً عن  قابلية بكتريا اللستريا على تحليل الاسكولين الى اسكولتين  وتفاعـل الاسكولتين مع ايونات الحديد يودي لظهور مستعمرات سوداء مؤدية الى اسوداد الوسط ووجود  Columbia blood agar base التي توفر مادة غذائية غنية تزيد من نمو اللستريا، وبتوفر مادة ferric  ammonium citrate مما يعزز من نمو ها (16).
    أختبرت حساسية العزلات قيد الدراسة لستة عشر مضادا حيويا  و أظهرت النتائج أن عزلات الدراسة تحمل صفة المقاومة المتعددة للمضادات (multi drug resistance) ( جدول 1)   وكانت العزلة LM2) Listeria monocytogenes) مقاومة لتسعة مضادات من مجاميع مختلفه بالمقابل كانت العزلات الثلاثة جميعها حساسة لمضادات الفانكومايسين والتوبرومايسين والازثرومايسين والريفامبسين .
جدول( 1)   المقاومة المتعددة للمضادات التي ابدتها عزلات الدراسة

	رقم العزلة
	عدد المضادات التي قاومتها العزلات
	المضادات الحيوية

	Listeria monocytogenes

1
	5
	(ME 10µg), (NOR 10µg), (CFM 5µg), (NA 30µg), (F100µg)

	Listeria monocytogenes

2
	9
	(SXT 25µg), (NOR 10µg), (F100µg), (CRO 30µg), (NV 30µg), (NA 30µg), (FOX 30µg), (CFM 5µg), (CIP 5µg)


	Listeria monocytogenes

3
	4
	(NOR 10µg), (F100µg), (NA 30µg), (ME 10µg)


 تُعد هذه البكتريا انتهازية خطرة على صحة الانسان والحيوان وتسبب العديد من المشاكل الصحية تحدث بشكل انفرادي بنسب قليلة ومتزايدة حيث تنتقل بشكل رئيس عن طريق السلسلة الغذائية مسببة وفيات مرتفعة 30-20))% لاسيما في الأشخاص الأكثر عرضة للإصابة بمرض Listeriosis وهم النساء الحوامل، وحديثو الولادة، والمسنون والأشخاص ذوو المناعة الضعيفة ويمكن للمرض ان يحدث ويتطور في الأشخاص الطبيعيين تحت ظروف معينة وغالباً بهيأة التهاب المعدة والأمعاء الحمي ( (FGI Gastroenteritis Febrile إذ ان هذه البكتريا تسبب  نمط من التسمم الغذائي يطلق عليه بـ (Non-Classical, Notifiable Emerging Foodborne Disease) )  17).
    وجد ( 18) ان عزلات بكتريا لستريا التي درسوها كانت ذات مقاومة لمضادات التتراسايكلين والكوينولونات واستطاعوا عزل عزلات من هذه البكتريا ذات مقاومة متعدده للمضادات الحيوية (MDR). من جانب أخر تم دراسة المحتوى البلازميدي للعزلات قيد الدراسة باستعمال عدة استخلاص DNA المجهزة من شركة promega وقد أظهرت نتائج الترحيل أحتواء العزلات على حزم بلازميدية ( شكل 1). ذكر (19) ان نسبة عالية من عزلات بكتريا Listeria monocytogenes التي درسوها تمتلك بلازميدات ، واشار (20) ان عزلتين تعود لهذه البكتريا مقاومة للمضادات الحيوية تمتلك بلازميدات وبعد دراسة تتابع النيوكليوتيدات وجد ان هذه البلازميدات مشابهه جدا لتلك المعزولة من النوع    L. grayi، ووجد ) 21) ان عزلات بكتريا لستريا التي درسوها تمتلك بلازميد كبير الحجم pLM80 يلعب دورا في مقاومة العزلات للسبروفلوكساسين والجنتامايسين.
وقد اظهرت النتائج ان للمواد النانوية المستعملة تاثير واضح ضد هذه العزلات اذ بلغ معدل اقطار مناطق التثبيط ضد العزلات 16 ملم عند استعمال الماده النانوية اوكسيد الحديد النانوي و بلغ 17 ملم عند استعمال المادة النانوية ثاني اوكسيد التيتانيوم النانوي. تتفق هذه النتائج مع ماوجده (22) الذي وجد ان للماده النانويه  zinc oxideتاثير على بكتريا لستريا واشاروا الى ان المواد النانويه  تدخل الخلية البكتيرية ويمكن ان تؤثر على جزيئة DNA  او على غشاء الخلية .
تجدر الأشارة الى ضرورة أجراء دراسة وراثية مفصلة واستعمال التقنيات الحديثة لتحديد مواقع الجينات المسؤولة عن المقاومة المتعددة للمضادات بين العزلات المحلية المعزولة من المرضى والبيئة  .
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شكل 1 المحتوى البلازميدي لعزلات بكتريا Listeria monocytogenes قيد الدراسة
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