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المقدمة           

.1 المقدمـــــة     Introduction 

من  المجاري   خماج ا  تُعد        الجهاز  أمراض   بعد   الثانية  بالمرتبة  تأتي   التي   المشاكل  البولية 
 زيادة   في  خطورتها  وتكمن,  الطبي  المجال  في  والعاملين  ،  الباحثين  باهتمام  تحظى  فهي,  التنفسي

  ازدادت  فقد   لذا  .  الكلوي   العجز  مسببة  الكلية  في  كبيرة  أضرار  من  تُحدثه  ما  خلال  من  الوفيات   معدل
)    منها  الجرثومية  سيما  ولا,  الالتهابات   لهذه  المسببة  بالعوامل  المتعلقة  الدراسات  Foxman etal., 

2000. ) 

  من   النوع  لهذا  الرئيس  المسبب   المعوية  العائلة  أفراد   من  كرام  لصبغة   السالبة  البكتيريا  تعد 
 أشارت   وقد   ،  الكلية  التهابات   مسببات   مجموع من %(    80 – 40)  مقداره ما تشكل  فهي   ،  الالتهابات 

Escherichia coli  بكتيريا   أن  إلى  الدراسات    في  تسببا    الأكثر  المهمة  البكتيرية   الأنواع   من  واحدة  
  في   الراقدين  المرضى  أو  المجتمع  أفراد   ضمن في    كان  سواء  البولية  المجاري   اخماج  حدوث 

)  المستشفيات  Todar, 2002 )  .  

المباشرة   أوغير  المباشرة  العلاقة  ذات  البكتريا  لهذه  الضراوة  عوامل  بدراسة  الإهتمام  إزداد 
نواع البكتريا  ألعديد من  ا  تمتلكه  عامل ضراوة  ا هييز لكونر اليو ومن أهمها الهيمولايسين و   بالإمراضية ،

مثل البولية  المجاري  لخمج  المسببة  البكتيرية  الاجناس  من  العديد  قبل  من   Ahmed et   وينتج 
al.,2003) Proteus , klebsiella , Pseudomonas  ) .  

لأحياء    الحيوية،  الأغشية  تكوين  علىالقدرة    كرام  لصبغة  السالبةالبكتريا    تمتلك تجمع  هو 
بهي بعض  مع  بعضها  إما  عدة،  بأشكال  التجمع  هذا  ويكون  خلوية  الخارج  إفرازاتها  مع  ة  أمجهرية 

(، أو إنها تلتصق على سطح ما مثل التصاقها على سطح صخرة أو على  Aggregatesتجمعات) 



أو الأسنان  البينية   سطح  الأسطح  تسمى  دقيقة  فراغات  في  بركة  سطح  على   (Interfaces  )
(Hassan etal., 2011.)  

 كما  الأنـزيمات  لمختلف الإلكترون  نقل سلسلة في ً امساعد  ً عاملا بوصفه  المفتاح دورد  الحدي يؤدي   
)   الامراضية  وإحداث   البكتريا  لنمو  ً امهم  ً ا عنصر   الحديد   يعد  Lawlor et al., 2007   تنموولكي      (

المضـــيف  في   الناقلة  البروتــينات   من  الحديد   خذ تأ  أن  يجب   المضيف  أنسجة  في  بنجاح  البكتريا host 
transport protein) )  ( (Bach etal., 2000 Sidrophores     والسايدروفورات ,   مركبات   هي

Iron chelators  كلابية   بروتينيات   من  الحديد   سحب   على  القدرة  لها  واطئة  جزيئـــة  أوزان  ذات   
. (2011خلف وجرجيس ,) بها  المرتبطة المضيف  

  مقاومة   انتهازية  بكتيرية  ممرضات   ظهور  إلى  الحيوية  للمضادات   العشوائي  الاستخدام  أدى
β-lactam   مضادات   لمقاومة  البكتيريا  تبديها  التي  التقنيات   من  و   الحيوية،  المضادات   لهذه   هو  

β-lactamase لأنزيمات  إنتاجها  . β-lactam  (Sobia etal, 2011) حلقة تحلل التي 

لتشخيص إنزيمات عدة استخدمت طرائق مظهرية  ESLs و    MLs وان الدراسات الحديثة   
( للبوليميريز  التسلسلي  التفاعل  تقنية  استخدام  على   PCR)Polymerase Chainتعتمد 
Reaction     إنزيمات تشفر  التي  الجينات  عن  للتحري  -lactamase  (Pitout and 
Laupland, 2008 .) 

نظرا لاهمية الدراسات الخاصة بتحديد نوعية الاجناس البكتيرية السالبة المقاومة لمضادات 
الراقدين  وغير  الراقدين  بين  البولية  المجاري  لاخماج  والمسببة  العراقية  البيتالاكتام  المستشفيات    في 

 جاءت هذه الدراسة لتسلط الضوء على مايلي:

البولية  تحديد الأجناس البكتيرية  الأكثر شيوعا .1 ة مقاومتها  ومعرف  المسببة لاخماج المجاري 
وتحديد التركيز المثبط    لاكتام البيتا   ة العزلات لمضادات دراسة حساسيلمضادات البيتالاكتام و  

 . لبعض هذه المضادات  MIC)الادنى )
 .وامل الضراوة  للأجناس المختلفة إجراء دراسة مقارنة بين ع .2



ستعراض المراجع ا  

كتاميز المحطمة لمضادات  لاالمشفرة لانزيمات البيتا   Tem,bla  shvblaالكشف عن جينات   .3
 لاكتام. البيتا 

 

 

 

1-2 نبذة عن أصابات المجاري البولية     

لألتهابات المجاري البولية   ا"بن زكريا الرازي أول من قدّم وصف  ً ابكر محمد   االعالم العربي أب  يعد      
، عندما كان يعمل في المستشفى الرئيس في   وحصى القناة البولية وذلك في القرن التاسع الميلادي
( .  (Asscher,1980بغداد   

العالم      دول  معظم  منها  تعاني  التي  الطبية  المشاكل  أحد  البولية  المجاري  ألتهابات  أمراض      تعد 
      (, ال   ذ إ,(  2010العبدلي  بألتهابات  الأصابة  ألتهابات    مجاري تأتي  بعد  الثانية  بالمرتبة  البولية 

وانه    يتعرض الذكور والأناث البالغين منهم والأطفال للأصابة بهذا المرض لاسيما  ذ إ  الجهاز التنفسي
) من المسببات الرئيسة لوفاة الأطفال الرضع يعد  .( Kareem and Bilal, 2011 

1-1-2 المجاري البولية  خمجالاصابة ب    

      Infection of Urinary Tracts 

والوفاة في كثير من    الكلوي  تعد امراض الجهاز البولي من بين أهم المسببات المؤدية إلى العجز     
( العالم  Raksha et al.,2003دول  الاذ  إ  .( الاحياء   دراريكون  من  وخاليا   معقما   الاعتيادي 

الا ويحوي   ، وغيرها  والفيروسات  والفطريات  البكتريا  ذلك  في  بما  الاملاح  درار  المجهرية  على 
والالمحاليل  الو   ، والماء  بو ت  تيمعقدة  الدم  من  )النفرونات(    ساطةترشح  الكلوية  الكبيبات 

Nephrones ,  هي كتلة من الاوعية الشعرية الدموية الدقيقة ملتفة مع بعضها البعض بشكل كبيرو   
مسبباإ  إذ  فيها  جريانه  عند  جدرانها  على  ضغطا  يسلط  الدم  هذه    ن  خلال  من  الفضلات  ترشيح 

(Renal pelvis)    الكلية   الجدران وانسيابها الى الحالب من خلال حويض  ، وبذلك   بالمثانة  ً انتهاء 
المثانة   تقوم  بينما   ، الدم  في  الاخرى  والمحاليل  الاملاح  من  متوازنة  نسبة  على  تحافظ  الكلية  فان 

)  الى حين تفريغه الى الخارج هوخزن دراربحفظ الا Lowe,2001 Staiman and. ) 



 2-1-2 المجاري البولية  أصاباتتصنيف   

Classification of Urinary Tract Infection  

ا  إن      يجعلالتركيب  البولي  للجهاز  انوعين  ل  معرضا    هلفسيولوجي  البولية   خماجمن    المجاري 
-:وهي  

  Lower Urinary Trac Infectionأصابة المجاري البولية السفلي 1-2-1-2

-وهذه تتضمن:  

التهاب الاحليل ) -1 Uretheritis ) 

فتحة الاحليل عن طريق    الى  حدث عندما تنتقل البكترياي و ,  تهواصاب دخول البكتريا للاحليل    هو     
، وقد تحدث الاصابة عن طريق عملية القثطرة    الجلد  Catheterization وخاصة عند اطالة امد   

بقائها في احليل المرضى الراقدين في المستشفيات، وتعد إصابات الإحليل شائعة في الرجال والنساء 
إلا ان معظم الاصابات في النساء قد تمتد الى المثانة، وفي الرجال قد تكون الاصابة  ,  على السواء  

و قد تمتد الاصابة الى الغدد المجاورة للاحليل مثل التهاب غدة  , أمقتصرة على جزء من الاحليل  
Prostatitisالبروستات   ( Sim ,2001. ) 

) التهاب المثانة -2 Cystitis ) 

Superficial  )  ن ألتهابات المثانة تكون من النوع السطحيا    يصيب الطبقة المخاطية  ويكون    (  
السن والنساء المتزوجات وبالأخص الحوامل  صغار  شائعا  بين الأناث  ) أما في    ،(  2005الطائي ,

الرجال بين  أقل  الجنسين وبصورة  الكبيرة فيشمل كلا  بين    ،  الأعمار  المثانة  ألتهابات  ويعزى شيوع 
(Prostate)  النساء الى أحليلهم العريض والقصير والى غياب سائل الموثة الذي يمتاز بصفاته      

للبكتريا   على,  المضادة  الى    فضلا"  البكتريا  إلتصاق  على  تؤثر  التي  الهرمونية  التغييرات  حدوث 
(Sligh  and Timbury,1994 الطبقة المخاطية للمثانة  ).  

تعد بكتريا القولون      E.coli  ( من الإصابات في المثانة %90-80المسؤولة عن إحداث حوالي )  ,
المستشفيات   من  المكتسبة  الإصابات  من  تعد  الحادة  الإصابات   Acquired Nosocomialوأن 
Infections ( Ehinmidu,2003).    .  



2-2-1-2 المجاري البولية العليا   خمج  Upper Urinary Trac Infection  

( برايت  بمرض  أيضا   والحويض    Bright,s disease      تسمى  الكلية  ألتهابات  (  وتتضمن 
(Pyelonephritis وتشكل  ,  وتُعد إصابة خطيرة ومهددة لحياة الشخص المصاب    ،  منالحاد والمز   (

Infectious syndrom  الخمجية  متلازمةما يسمى بال   ( Nester et al ., 2004)   .   يعد حدوث
الحصى    ظهورمات هذه الألتهابات ، كما أن  أنسدادات في المجاري البولية من أهم س (Stones)  

العنقي Cervical Prolaps  )  والتدلي  الغريبة(   )  والأجسام  Foregin bodies من (     والأورام 
(Dielubanza and Schaeffer, 2011مسببات الأنسداد الشائعة  ).   

Liawأشار الباحث  وجماعته   (2001) الى أن بكتريا   Proteus mirabilis البولية   جاري تصيب الم 
إ الكلية  العليا مسببة  تكوين حصوات  الكلية وأنها السبب في  حصوات   فضلا" على لتهابات حويض 

. المثانة  

3-1-2  Pathogenesis  الامراضية  

: لامراضية الىاالمجاري البولية من حيث شدة  صابات تصنف ا  

 1-3-1-2 ) المجاري البولية المعقد  صاباتإ ( Complicated U.T.I 

إلوحظ      البولية  أن  القناة  في  التركيبية  التشوهات  مع  مترافقا   يكون  عادة  البولية  المجاري  لتهابات 
Obstruction  )  والأنسدادات    )   ، الولادية  الرئيس  لكن  والتشوهات  هي  ل  المسبب  الألتهابات  تلك 

 .Proteus mirabilis (Li et al.,2004)بكتريا 

2-3-1-2     ( Uncomplicated U.T.I )  المجاري البولية غيرالمعقدأصابات  

, التشريحية والفسيولوجية في هذا النوع من الألتهابات    تينالقناة البولية طبيعية من الناحي تكون     
وقد تكون هذه الألتهابات مصحوبة بأعراض وأحيانا   ,  كما أن الكلية تؤدي وظائفها بالشكل الطبيعي  

   (Torzewska  et al., 2003) .بدون أعراض 

4-1-2 طرائق حدوث الالتهابات   Routes of infection    

تسلكها البكتريا لأحداث الأصابة بألتهابات المجاري البولية ومنها: عدة هناك طرائق    

4-1-2-1 الصاعدة )  صاباتالأ  Ascending Infection   )  



لأصابة بألتهاب المثانة  لأهم الطرق  يعد       (Cystitis) ،وفي حالة أهمال معالجة الألتهاب تتطور    
 .& Mobley , 2002) ( Liالأصابة الى ألتهاب الكلية وحويضها 

4-1-2- 2  ( (Haemtogenus  Spread الانتقال عن طريق الدم

تزداد أحتمالية حدوث ألتهاب الكلية عند حصول أنسدادات تستوجب أجراء جراحة في الأحليل إذ      
الجراحية في  أثناء الأجراءات  تدخل  يمكن أن  القاصي  الجراثيم في الأحليل  أنواع مختلفة من  توجد 

في  ـ ــــوك  الأحليل الدم    تصل  ذ إالرضع    الأطفالذلك  طريق  عن  مالى  الممرضات  دثة حــالكلية 
هابات المجاري البوليةـــــــالت Kaufman and Fairchild,2004) ) .  

 

 4-1-2- 3 (  ( Lymphatogenus Spread الانتقال عن طريق اللمف  

القنوات   الأحياءانتقال  يحدث        طريق  عن  المثانة  الى  بالقولون  الموجودة  الممرضة  المجهرية 
 . ( (Kaufman and Fairchild,2004اللمفاوية للقولون 

5-1-2 العوامل المساعدة في حدوث التهابات المجاري البولية    

5-1-2- 1 لفشل الكلوي ا  

بخمج       الإصابة  عوامل  من  للقثطرة  المتكرر  الاستعمال  كذلك  و  الإدرار  جريان  في  البطء  يعد 
 ( . (Gadallah et al., 2000المسالك البولية

5-1-2- 2 طرة  سالق Catheterization )   )  

البولية فمن  مثانة من العوامل الشائعة لحدوث إصابات إتعد عملية قسطرة ال      لتهابات المجاري 
تدخل العديد من البكتريا  ان  الممكن عن طريق أنابيب القسطرة   (Liedle,2001) ، مسببة ألتهابات    

(Hospital Acquried U.T.I)المجاري البولية في المستشفيات  إذ لوحظ أن الأطفال الذين تجرى   
نسبة   يحملون  المستشفيات  في  قسطرة  عمليات  البولية  لهم  المجاري  بالتهابات  الاصابة  من  عالية 

المستشفيات   في  (Chen,2005)المكتسبة  بكتريا    . وتعد  E.coli احداث     في  انتشارا   الاكثر  النوع 
بكتيريا    تليها   , بالقثطرة  المقترنة  المعقدة  البولية  المجاري    Proteus mirabilisالتهابات 
(Jacobsen et al., 2008. ) 



 عدم التفريغ المستمر للمثانة 3 -5-1-2

لان  ,  ن ركود كمية من الادرار بالمثانة يؤدي الى حدوث الاصابة بالتهابات المجاري البولية  إ      
 (. (Efstathiou et al.,2003 حياء المجهريةالادرار وسط ملائم لنمو الا 

5-1-2-4 مرض السكر     

عامل خطورة ) لديهم مرضى السكري ن إ      Risk factor ليس لالتهاب المجاري   للاصابة ( متزايد 
الكلية  حويض  التهاب  في  كما  كذلك،  العلوية  البولية  المجاري  لالتهاب  وانما  فقط  السفلية  البولية 
( الكلوكوز  Emphysematous pyelonephritisالنفاخي  سكر  تخمر  نتيجة  يحدث  والذي   ،)
  Escherichia coliوانتاج خليط من الغازات داخل الانسجة ، والذي غالبا ما يكون سلالات بكتريا 
(Geerlings et al., 2002  ).  

 

 الحمل 5 -5-1-2

ممهد         عامل  وهو   , الحامل  المرأة  تواجه  التي  المشاكل  أهم  من  البولية  المجاري  التهاب  يُع د 
 وجية الطبيعية الحاصلة أثناء مدةللأصابة بالتهاب المجاري البولية , وهذا يعود إلى التغيرات الفسيول

الحمل والمتضمنة قلة الفعالية التموجية للحالبين , وتوسع حوض الكلية , والاحليل , وهذا ناتج عن  
( , والانسداد الميكانيكي  Progesteronاسترخاء عضلات الاحليل نتيجة إفراز الهرمون الجنسي )

, فضلا عن زيادة نسبة    درارالاللرحم المتضخم مما يؤدي إلى تغير موقع الاحليل الذي يسبب إعاقة  
( .2004مجيد,) السكر بالإدرار خلال مدة الحمل  

   Age and Sexالجنس والعمر 6 -5-1-2

يحدث التهاب المجاري البولية في كلا الجنسين وبالفئات العمرية كافة , وتعد الالتهابات البولية      
نها قد تؤدي إلى الوفاة سواء عند الصغر أو فيما  همية كبيرة إذا لم تعالج بحكمة فإعند الاطفال ذات أ 

 Nashatبعد, وقد تترافق بخمج الدم أو قد تكون العلامة الأولى لتشوه تشريحي في المسلك البولي )
et al.,2000 لاحظ  ( . Cohen وجماعته   (2003) في دراسة على فتيان وفتيات في عمر العشرين   

كانت  الأناث  الأصابة عند  نسبة  12.6    أن  كانت    %   فقد  الذكور  اشار    %  8.5أما عند  بينما 



Rakaالباحث   وجماعته     (2004) أما لدى الأناث فقد    %  25.4الى أن نسبة الأصابة بين الذكور    
. %74.6بلغت   

 Stonesالحصى 5-1-2-7

التشبع       لتركيب معقد مترسب من محلول عالي  بأنها عبارة عن تجمع   ؤديت  ,تعرف الحصى 
كبيرا    دورا   إالحصى  البولية  الانسدادات  حداث في  المجاري  ركود    في  الى  يؤدي  الأنسداد  وهذا   ،

 الأنسداد   أن  كما  ،   لنمو البكتريا المسببة لألتهاب المجاري البولية  ا  لائما  مرعيا  ز ن وسطو الأدرار فيك
  الحالبي   المثاني  للأنعكاس  التمهيد   خلال  من   البولية  المجاري   أعلى  الى   الألتهاب   لأنتشار  يمهد 

(Kasidaset al.,2004) . 

5-1-2- 8     Circumcision الختان

وفي   ,  البولية  المجاري أشار العديد من الباحثين أن عملية الختان تقلل نسبة الأصابة بألتهابات      
البولية كانت نسبة الذكور  بالتهابات المجاري  دراسة محلية أُجريت على الاطفال الرضع المصابين 

الم المختونين  البوليةغير  المجاري  بالتهابات  الذكور   80)   صابين  نسبة   بلغت  حين  في   ,  )%
( .2005( ويعود سبب ذلك لوجود منطقة القلفة التي تكثر فيها الجراثيم )توفيق،%20المختونين )  

9-5-1-2 التشوهات في القناة البولية   

التركيبية إ     التشوهات  البولية  في    ن  المجاري  بألتهابات  الأصابة  بأحداث  تساهم  البولية  القناة 
 Proteus mirabilis (Torzewska et al.,2003) .   وبوساطة البكتريا ومنها

 2-2 :وصف عام لبعض الاجناس البكترية قيد الدراسة  
 1-2-2  Escherichia coli   ريايبكت 

تتواجد بكتريا            E.coli ، الا ان العديد من  كجزء من النبيت الطبيعي للامعاء  في الامعاء  
القدرة على احداث المرض عند مغادرتها موقعها الطبيعي، مسببة العديد من الامراض    تمتلكانواعها  

Exotoxinلامتلاكها عوامل الضراوة المختلفة كالسموم الخارجية )  الثابت ذيفان  نوعين: ال  اله  التي(  
( Heat Stable Toxinبالحرارة  وال )  ذيفان(  للحرارة  الحساس  Heat Labile Toxin )  



حيث والهيمولايسين من    ،  تزيد  والتي  الخلايا  تحطيم  في  يساعدها  الذي  الهيمولايسين  البكتريا  تنتج 
 (.Wong et al.,2005وجود الحديد وبذلك تحسن النمو البكتيري بشكل كبير) 

تشكل هذه البكتريا )     85 تمتلك البكتريا    ذ إالمكتسبة عن طريق المستشفيات،  (% من الاصابات  
( والتي تتلامس مع الخلايا الطلائية البولية وبذلك فان افراغ المثانة يمكن ان Fimbiraالسطحية )

) يؤدي الى التخلص من هذه البكتريا اثناء ذلك Krieger, 2002 ) .  

تعد بكتريا      E.coli الذين يعانون   واحدة من اكثر الاسباب شيوعا للامراض والوفيات في الاطفال  
خصوصا في الدول المتقدمة هاجميعمن الاسهال في انحاء العالم  2011) , etal Enayat ) .  

كثر الانواع المتسببة باحداث التهابات المجاري البولية  أمن  نها  فضلا عن ذلك فإ (Todar,2002)  
(  %90اذ تصل نسبة الاصابة بها الى ),  ولاسيما عند النساء الحوامل   Jawetz et al., 1998)).   

وتعد   جرثومة من المسببات الشائعة جدا في احداث التهاب الاحليل والمثانة في النساءهذه ال  تعد  و 
(Leveno et al.,2003) السبب الرئيس الأول في أحداث إصابات الكلى     .  

 

 

2-2-2 mirabilis. Proteus  المتقلباتبكتريا                    

ينتمي جنس المتقلبة إلـى العائلـة المعويـة       Enterobacteriaceae والتـي تعـد عائلـة كبيـرة تضـم   
 Klebsiella ،Escherichia ،Serratia ،Enterobacterالعديـــد مـــن الجـــراثيم المرضـــية مثـــل 
(Brooks et al., 2007.) 

تعـد بكتريـا       Proteus mirabilis النـوع الأهـم فـي جـنس   Proteus مـن الناحيـة الطبيـة حيـث  
الجهــاز التنفســي   كألتهابــات  أنهــا تســبب العديــد مــن الألتهابــات الجهازيــة والســطحية  Respiratory 

Tract infection وألتهابــات الجــروح   (Wound) والأذن الوســطى   (Otitis media) هــي مــن و  



تــأتي بالمرتبـة الثانيـة بعــد بكتريـا  اذ المجـاري البوليـة لخمــجالمسـببات الرئيسـة  E.coli    ( Shwu- 

Jen,2000). 
Filimon  and  Iacob (2007  الباحثـان توصـل      متقلبـات هـي العامـل ال مإلـى أن جـراثي  (

تشفيات )داخل المس  للإصابات   المرضي الأساس Nosocomial infections ابة إما  (، إذ أن الإص
تواجــــد معهـــا أن تكـــون بصــــورة مفـــردة أو ت Klebsiella spp. فـــي حالــــة أخمـــاج الجهــــاز البــــولي  

معو أ Staphylococcus spp. في حالة الأخماج السطحية للمواقع الجراحيـة                        
 ( Superficial surgical-site infections( وبنسبة )%33.34 .) 
 
 3-2 : بعض عوامل الضراوة للأجناس والأنواع البكتيرية قيد الدراسة  

3-2-1  Bacteriocin       البكتريوسين

عرفــت ظــاهرة التضــاد الميكروبــي          (Antagonism) بــين  الكائنــات  المجهريــة   منــذ زمــن   
ــدما     ــر   عنـ ــع   عشـ ــر   القـــرن التاسـ ــذ أواخـ ــاحثين منـ ــام   البـ ــاهرة اهتمـ ــذه الظـ ــارت    هـ ــد أثـ ــد ،وقـ بعيـ

و    Pastureلاحـظ كـل مـن  Joubert   عـام 1877 إن لـبعض    سـلالات    البكتريـا القـدرة علـى  
 ;Sarika et al .(,2010). إفـراز مـواد سـامة ، أو إنزيمـات  محللـة  ، أو مـواد مثبطـة لنمـو  البكتريـا

Lee et al.,2009 

هذه  الظاهرة ودرست طبيعة المواد المنتجة  توالت بعدها العديد من البحوث والدراسات لتفسير      
و أشار       ،وقد عزيت إلى التنافس بين نوعين من البكتريا بسبب إنتاجها لهذه العوامل المضادة  

Dejong   وجماعته ( 2006) . إلى إن البكتريوسينات  تعد عوامل مضادة للبكتريا   

لعديد بروتينية  تمتلك قابلية إبادة ا  عبارة عن مركبات ذوات طبيعة  انها  البكتريوسينات   عرفت         
من أنواع البكتريا أو الحد  من نموها    (Todorov ,2009). 

تتشابه  آليات عمل  البكتريوسـين في تأثيرها في  الخلية  الهدف مع آليات عمل  مضادات 
، والبعض   (Han et al.,2011)الحيوية فقد تـعمل على الجدار الخلوي أو الغـشاء السـايتوبلازمي  

خر  يثبط  لآها المادة  الوراثية ، والبعض امنها  يتداخل مع  الفعاليات  الايضية  التي سيطرت   علي
 . (Gillor  et al.,2005)صنع  البروتين  



-Al) ( bacteriocidal)إن تأثير البكتريوسين في الخلايا البكترية الحساسة  يكون  قاتلا   

Charrakh et al.,2011)  للنموأو مثبطا   (bacteriostatic)  .(Sarika et al.,2010) وان     
التغيرات  التي  يحدثها  البكتريوسين  في  الفعاليات  الايضية  الحيوية  للخلايا   المعاملة  به   

لية عمله  آتعتمد  على  نوع  البكتريوسين  و (Balla   et al.,2000) . 

    Siderophore productionانتاج السايدروفور 2  -3-2  
يتحدد نمو البكتريا  في  أنسجة المضيف ليس  فقط باليات  الدفاع لدى المضيف ،وإنما 

وه المتوافر  بالحديد   البكتريا  البكتريا   بتجهيز  لنمو  عامل ضروري  انتقال   و   عملية   في   يشارك 
إذ   تحتاج   الكثير من الإنزيمات   للحديد  وذلك  لزيادة  فاعليتها     ,الإلكترون  والأوكسجين   ) 

Blackburn  ,2010 وان البكتريا التي تفتقد الى أنظمة سحب الحديد يختزل فيها معدل   ,   (
( كثيرة   Growth rateالنمو  شكلية  تغيرات  حدوث  الى  أحيانا  مؤدية  كبيرة  بصورة   )
(Morphological changes ( وقد يتوقف تصنيع الحامض النووي، )DNA  كما يتوقف )

انقسام الخلية، ولهذا فان الخلايا البكتيرية تحتوي في الأقل على نظام واحد للحصول على هذا  
  ( كلابية  مركبات  بأنها  السايدروفور  السايدروفور،وتعرف  نظام  مثل  المهم   Ironالعنصر 

chelating  لها القدرة على سحب الحديد من مركباته ،وهي ذات أوزان جزيئية واطئة  لها )
الحديد   بمركبات  ويرتبط  الخلية  يفرزمن  اذ  للحديد،  جدا  عالية  و  Transferrin ألفة 
Lactoferrin على سطح الخلية، ثم يعود الى داخل الخلية، وهذه المركبات تصنع في حالة    
( وجود تراكيز قليلة من الحديد في الوسط الذي تنمو فيه البكتريا  ( . 2013العتبي ,  

انعدامن إ   التي الجينات استنساخ على الجرثومة يحفز الميكروبية البيئة في الحديد قلة او 
 مجموعة  صنع الى ذلك   عن فضلا الحديد حوامل صنع عن المسؤولة للانزيمات تشفر

البروتينية المستقبلات  ,Peterson).للحديد الحامل  Siderophores ب للارتباط المتخصصة 

2000) 



بعد      ب     تسمى  التي المعقدات  هذه  تنقل الحديد حوامل  قبل  من الحديد جذب يتم ان  Ferru 

siderophore الى   متخصصة  بروتينية مستقبلات طريق عن البكتيرية الخلية داخل   لحاملات  
) الخارجي  الغشاء في الحديد Jawetz etal., 2004.) 

و      Aerobactinوقد وجد إن العائلة المعوية  تنتج  ثلاثة أنظمة  للسايدروفور   هي 
Enterobactin      و Yersiniabactin  ( (Saharan  and  Nehra  ,2011    .  

 3-3-2     Biofilm formation تكوين الغشاء الحيوي 

تجمع   عن  عبارة  وهو   ، الجراثيم  أنواع  بعض  في  الفوعة  عوامل  أحد  الحيوي  الغشاء  يعد 
يتكون   السطوح،  على  تلتصق  بدورها  والتي  الخلايا  متعدد  تركيب  وتكوين  الخلية  أحادية  الجراثيم 
والظروف   المغذيات  نقص  العالية،  الخلوية  الكثافة  مثل  العوامل  لعدد من  كاستجابة  الحيوي  الغشاء 

فملائمة  الغير  يئية  الب لذا  النمو  إ،  أنماط  من  نمط  هو  الحيوي  الغشاء  التكيف   ةمهمالن  في 
 (. Furukawa et al., 2006الفسيولوجي السريع للكائنات المرضية )

توجد علاقة وثيقة بين قدرة البكتريا على تكوين الغشاء الحيوي وقدرتها على إحداث المرض  
والتسبب بحدوث التهاب مزمن ، فالبكتريا المكونة للغشاء الحيوي لها قابلية أكبر على استعمار جسم  
المريض والاقامة فيه وتصبح اقل حساسية  للعلاج بالمضادات الحيوية ، وتنتج البكتريا بروتينات  
الاصابة   اثناء  في  الحيوي  بالغشاء  ("Biofilm -Aassociated Protiens "BAP)مرتبطة  إن    
(BAP)وجود هذه البروتينات   يسهل تكوين الغشاء الحيوي المرتبط ببقاء الجرثومة مدة أطول في   

وجود  فيلاحظ  البروتينات  لهذه  مناعيا  بالاستجابة  المصاب  الجسم  ويقوم  المريض،  أجسام    جسم 
 ,.Cucarella et al).  (Anti - BAP antibodies)مضادة لهذه البروتينات في مصل المريض  
2004) 

الحيوية وتلوث الاجهزة   الأغشية  تكوين على قادرة لملون غرام  السالبة  البكتريا  معظم تكون 
ومنها ,Escherichia coli, Klebsiella pneumoniaeالطبية    ،  Pseudomonas 
aeruginosa,  Proteus mirabilis  .(Salih and AL-Ani,2013) 



ــن  ــن الممكــ ــذه مــ ــان ، وهــ ــحة الإنســ ــار علــــى صــ ــأثير ضــ ــه تــ ــوي بإمتلاكــ ــاء الحيــ ــاز الغشــ يمتــ
 ,.Post et al)ملاحظتهــا عنــدما تتكــون علــى الأنســجة الحيــة المزروعــة بعــد عمليــة جراحيــة طبيــة 

2004)  كـــون يـــة الســـطوح مـــن الغشـــاء الحيـــوي الجرثـــومي تقا، ومـــن ناحيـــة ثانيـــة فـــأن طـــرق إزالـــة وو 
(، الموجـات Antibiotics(، المضـادات الحيويـة )Biocidesمتعددة، منها استخدام القتـل الحيـوي )
( وكشـط السـطوح Chelating agents، اسـتخدام عوامـل مخلبيـة )(Ultra sound)فـوق الصـوتية 
(Scraping )  ( Boucher,2004 ) .  

 
   Swarmingالأنثيال  4-3-2 

ــات  ــة المتقلبــ Proteusإن إمــــتلاك جرثومــ ــة   ــا دور فــــي عمليــ ــة والتــــي لهــ ــواط المحيطيــ الأســ
(. Harshey, 2003الإلتصاق بالخلايا الظهارية  يمثل الخطوة الأولـى المهمـة فـي إحـداث الخمـج )

تعـد الأسـواط أعضـاء سـطحية معقـدة ومسـؤولة عـن حركـة الجـراثيم نحـو بيئـات مختلفـة والمسـاهمة فـي 
 (.(Merino et al., 2006فوعة الممرضات الجرثومية

ا      بكتريا  Proteus  لـتنمو  أنثيال   بدون  بداية   الصلبة  الأسطح  Swarming  )على  تبدأ  (     ثم 
3-8  )  الحركة الزاحفة بعد  ساعات من التلقيح عندما يصل قطر المستعمرة الى (      (8) ملم تقريبا  ،   

(Discontinous)ويكون هذا النمو غير مستمر   ثم تبدأ    لمدةتبدأ الحركة لمدة معينة ثم تتوقف    إذ   
  (Swarming Cycle)حركة ثانية من جديد وبذلك تكون الحركة بشكل أمواج تمثل دورة الأنثيال  

bull’s eye  )وينتج عن هذه الدورة مستعمرات بشكل وتعني قلب الرمية أو نقطة الهدف الرئيسة (    

Liaw  et al., 2000) . ) 
 

تعتمد سرعة هذه الظاهرة على كمية اللقاح      (Inoculum) وزمن  تركيز الآكار بالوسط الزرعي  ,    
 Boricالطور اللوغاريتمي للمزروع البكتيري ، ويمكن تثبيط هذه الحركة بأستعمال مواد كيمياوية مثل

acid   P – nitro phenylglycerol,  Sodium azide والمضادات الحيوية ,  (Liaw  et al., 

2000)   .  



  إن فائدة الأسواط هي الحركة وتجنب دفاعات المضيف، ثم الإرتباط بخلايا المضيف ، فضلا        
Colonizationعن كون ظاهرة الإنثيال توسع من مساحة الاستعمار )  في تكوين الغشاء    ذ يُسهمإ  (
Microtiter plates( على السطوح المختلفة مثل)Bioflmالحيوي ) ) (Gavin (etal., 2003 . 

 5-3-2 سين  ي أنتاج الهيمولا Haemolysin Production   
يعد هذا الأنزيم محللا لكريات الدم الحمراء والذي ينتج من بعض أنواع الجراثيم، وهو من العوامل     

يوجد هذا الأنزيم  و حسب نوع الجراثيم  بب جزيئي مختلف  تركيهمة في الأخماج الجرثومية ، وله  المسا
 ( نوعين هما  hemolysinعلى  -β  )  لا وفعاليته  كليا   فيه  التحلل  يكون  بالخلية،  مرتبط  أنزيم  وهو 
hemolysinيمكن فصلها عن الفعاليات الأيضية للخلية، والنوع الثاني هو ) -α  ) الذي يفرز خارج
 (.  Jawets et al.,2004الخلية خلال الطور اللوغارتمي ويكون التحلل فيه جزئيا  )

السلالات المرضية من          E.coli   ً عاملا بوصفه  البولية عادة تفرز الهيمولايسين    مجاري في ال  
بسبب تكوينه ثقوبا في اغشية خلايا المضيف وهو احدى استراتيجيات البكتريا للحصول   ً اخلوي  ً ا سام

ان  كما  المضيف  خلايا  تحلل  عن  والناتجة  البكتيري  للنمو  ضرورية  اخرى  ومكونات  الحديد  على 
الفا  الدم الحمر لكون  هيمولايسين المنتج من    -فعالية الهيمولايسين نفسه ليست محددة فقط لكريات 

E.coli اللمفاوية     الخلايا  ايضا  )يحلل  Lymphocytes بيتا   ( البلعمة  -بينما  يثبط    هيمولايسين 
(Phagocytosis( الكيمياوي  والانجذاب   )Chemotaxis  المتعادلة البيضاء  الدم  كريات  لخلايا   )
(Neutrophils( )Raksha et al.,2003 .) 

  Urease productionأنتاج اليوريز  6-3-2 
 0.5-0.4درار جميــع اللبــائن كنــاتج لأزالــة الســمية إذ يطــرح بمعــدل تطــرح اليوريــا فــي إ

( 2006العبيدي ,كغم من اليوريا سنويا  )  10مولار من اليوريا مع أدرار الأنسان ، وهذا يعادل 
. 

لأنزيم اليوريز دور كبير من الناحيــة الطبيــة لتســببه فــي حصــى الكليــة وإلتهــاب حــويض 
فــي منــع تنشــيط  ًاالكلية وله علاقة بتسمم الدم بسبب أرتفــاع نســبة اليوريــا بالــدم كــذلك يلعــب دور 



C4المتمم الرابع   واجــدة فــي الــى تحلــل كريــات الــدم البيضــاء المتوبسبب قاعدية الأدرار يــؤدي    
 ( .Li  et al., 2004المنطقة )

وينتج أنزيم اليوريز من قبل العديد من الأجناس البكتيرية المسببة لخمج المجاري البولية مثل 
Proteus  , Klebsiella   , Pseudomonas (Ahmed et al.,2003) . 

4-2  Antibiotics  المضادات الحيوية   

و المحورة والتي تمتلك  أ نها من النواتج الايضية الثانوية الخاصة  إ تعرف المضادات الحيوية ب
نها مواد كيمياوية  عضوية تنتج أ، كذلك تعرف ب  فعالية ضد مجاميع مختلفة من الاحياء المجهرية

لها القدرة على تثبيط نمو الاحياء المجهرية  الاخرى دون  كما    ،  من قبل الاحياء المجهرية المختلفة
ا خلايا  على  الكيمياوي    ،لمضيف  التأثير  التحوير  بوساطة  المستحصلة  المنتجات  تشمل  وهي 

و بوساطة  التحوير المايكروبي للمواد أرها من منتجات الايض المايكروبي  للمضادات الطبيعية وغي 
)المصنعة   Prescott et al., 2005)   كما تركيب أنها  إ،  تنتج  اليوم  واسع  يصبحت  نطاق  على  ا  

ومن أهم مجاميع المضادات الحيوية : .( 2011المرجاني,) خماجلاستخدامها في علاج مختلف الا  

   β -Lactam antibioticمضادات البيتالاكتام 1-4-2

ثيرها على العصيات  أمجموعة تختلف في طيف فاعليتها وتان المضادات الحيوية في هذه ال
وثباتها في جسم الانسان وسرعة امتصاصها من الدم    القليلة  السالبة لصبغة كرام، فضلا عن سميتها

الفم طريق  عن  تناولها  الدماغ  ،  وامكانية  حاجز  عبور  على  حساسيتها    ،الدم  –قابليتها  وكذلك 
البكتيرية البيتالاكتاميز  )،  لانزيمات  للبكتريا  قاتلة  فعالية  ذات  المضادات  هذه  Bacteriocidal  )

 (.Todar,2002ويتطلب عملها ان تكون الخلايا نامية بشكل فعال لكي تظهر سميتها ) 

ال مضادات  عقد  بيتتعد  في  أكتشافها  منذ  وأستخداما   أهمية   الأكثر  المضادات  من  الاكتام 
المنصرم  ات يالأربعين العقد  العالية وطيفها  ل  وذلك  من المضادات الأمينة  عدها يمكن  ,    من  فعاليتها 

المضادات   لهذه  الحساسية  من  يعانون  الذين  المرضى  بأستثناء  الجانبية  تأثيراتها  وقلة  الواسع 
(Laurence et al.,1997) : الاتيةالاكتام المجاميع تيب.وتضم مضادات ال   



1 ( البنسلينات   (Penicillins)                 2 ( السيفالوسبورينات   (Celphalosporins)   

(Carbapenem)( الكاربانيم 3               4 ( المونوباكتام      (Mono bactam). 

البنسلينات  أولا:  Pencillins   

البنسلين   ويتكون  المصنعة  والمضادات شبه  الطبيعية  الحيوية  المضادات  هي مجموعة من 
amino penicillanic acid-6من نواة البنسلين ) وهي عبارة عن  بايولوجية  ( الضرورية للفعالية ال
 ( ثايوزوليدين  )Thiazolidin ringحلقة  البيتالاكتام  مع حلقة  مندمجة   )Beta lactam ring  .)

جانبي بسلسلة  النواة  )  ة تتصل  R-  البنسلينات مشتقات  على  للحصول  مختلفة  جذور  لها  يضاف   )
(Laurence et al.,1997)وتختلف في فعاليتها المضادة للبكتريا   البيتالاكتام فعاليته  ويفقد مضاد   

ذلك جرثومالضد   عن  وينتج  البكتيرية  البيتالاكتاميز  انزيمات  بفعل  البيتلاكتام  حلقة  تحطم  عند  ية 
Penicillonic acidحامض البنسلونيك ) )  ميكروبيا   ( غير الفعال Katzung,2001.) 

السيفالوسبورينات   ثانيا: Cephalosporins   

م   متصله  بيتالاكتام  حلقة  من  السيفالوسبورينات  مضادات  حلـــــــــــتتألف  قة   ــــــــــــــــــــــع 
Dihydrothiazinc ring م    نـــــــــمكونة  تدعى   ـــــــــ ــــن  واة  cephalosporanic acid ع ـــــــــم   

ود سلسلتين جانبيتين متغيرتين  ــــــــــ ــــوج  R1 و    R2 ( )وع المشتقــــــــ ــــتبعا  لن   Kucers et al.,1997  .)
المقاومة   البكتيريا  ضد  البنسلينات  مجموعة  من  اكثر  الطيف  واسعة  فعالية  المضادات  هذه  تمتلـك 
للبنسلينات وخاصة البكتيريا العصوية السالبة لصبغة كرام لذا تستخدم في علاج حالات الاصابات  

وتسـتعمل   بالبكتيريا  م كبالمتكرره  البنسلين    عدائل  من  حساسية  يعانون  الذين  للمرضى  البنسلينات 
(. 2011المرجاني,)  

 Carbapenems مجموعة الكربانيم   ثالثا:



منها         المضادات    Meropenem وOlvanic acid و  Imipenem تضم مجموعة من 
ع   فضلا تشمل    ن  التي  الحديثة  المجموعة  Faropenem بشكل     يؤخذ  الذي  Orally هذه   زتمتا  

Bacteriocidalالمضادات بتأثيرها القاتل للبكتيريا )    ) (Dalhoff et al.,2003) . 

مجموعة المونوباكتام    رابعا: Monobactam   

يعد مضاد    Aztreonam اول افراد هـــذه المجموعة و يمتلك فعالية ضد البكتيريا السالبة    
ك المعويةعابفز  ويمتارام  ـــــــلصبغة  العائلة  افراد  ضد  القوية  وضد    المنتجة  ليته  البيتالاكتاميز  لانزيم 

  Neisseria gonorrhoea, Haemophilus influenzae, Ps.aeruginosaبكتريا 
بالبنسلين 2011المرجاني,) المرتبطة  البروتينات  مع  الارتباط  على  القدرة  له  ليست  انه  حين    (،في 

(PBPs )  Penicillin Binding Proteins) وا  ( كرام  لصبغة  الموجبة  للبكتريا  لبكتريا  العائدة 
ت  يكون  لذلك  يعانون ــــــــــوه(،  2011المرجاني,عليها )  ً ا ثيره ضعيفأاللاهوائية،  الذين  للمرضى  و مفيد 

م والسيفالوسبورينات  ـــــالحساسية  البنسلينات  ه.ن  الدموي  ـــــــــ ــــويستخدم  التسمم  لعلاج  المضاد  ذا 
 . (Fuller and Sajatovic,2001)واصابات المجاري البولية 

مقاومة البكتيريا لمضادات البيتالاكتام   2-4-2  

Bacterial Resistance to Beta-lactam Antibiotics 

لفة  ان الاستعمال العشوائـــــــــــي المتزايد لمضادات البيتالاكـــــــــتام فـــــي عــــــــــلاج الالتهــــــــــــــابات المخت

 Raka et)أدى الى ازدياد المقاومة المتعددة لمضادات الحيوية المسببة لهـــــــــذه الالتهابات 

al.,2004 -وهناك اليات عدة للمقاومة البكتيرية لمضادات البيتالاكتام وهي:(.  

.انتاج انزيمات البيتالاكتاميز المحللة للمضاد. 1  

.تغيير موقع الهدف2 target site)  .لعمل المضاد ) 



.تغيير الغشاء الخارجي ) 3 Outer membrane  فــي الغلاف الخلوي البكتيري المعروف بحاجز )

(Rawat et al., 2010)(  Permeability barrierالنفاذية ) .وفي الوقت الذي تسود المقاومتان  .

الاولى والثانية في البكتيريا الموجبة  لصبغة كرام فإن بمقدور البكتيريا السالبة لصبغة كرام استخدام  

(Postier,2000)الاليات الثلاث لتثبيط المضاد   وذلك بسبب الاختلاف في تركيب الجدار الخلوي    

.لكل من البكتيريا السالبة والموجبة لصبغة كرام  

نزيمات البيتالاكتاميز   أ 5-2  β -Lactamase Enzyme   

البنسلينات   انزيمات تعمل على تحطيم مضادات  انتاج  البكتيرية  العديد من الانواع  تستطيع 
Carbapenemsوالسيفالوسبورينات والكاربابنيم )  β  ز( وتدعى هذه الأنزيمات أنزيمات البيتالاكتامي
–Lactamase كتشاف هذه الأنزيمات الى الباحثين  إيعود و  ( ،2011)المرجاني ،   Abraham & 
Chain عام   (1940) عند ملاحظتهما  أن مستخلص سلالة    E.coli    قد حطم البنسلين ولهذا أطلق
Penicillinaseعلى هذا الأنزيم أسم البنسيلينيز  الكعبي ،  )  2011 .) 

تنتج هذه الأنزيمات من البكتريا فقط ولها صفة دفاعية متخصصة ضد مضادات البيتالاكتام 
ــة الببتيـــدوكلايكلان  ــع تكـــوين طبقـ (Peptidoglycan)التـــي تمنـ ــذه   ــم هـ ــدار الخلـــوي  , تحطـ فـــي الجـ
amide bondالأنزيمـــات أصـــرة الأمايـــد  ــلينات   ــة البيتالاكتـــام الموجـــودة فـــي نـــواتي البنسـ فـــي حلقـ

ــا , وربمـــا تكـــون أنزيمـــات البيتالاكتـــاميز والسيفالوســـبورينات جاعلـــة منهـــا جزيئـــات غيـــر فعالـــة بايول وجيـ
 (.Koch,2000مشتقة من أحد الأنزيمات الداخلة في تصنيع طبقة الببتيدوكلايكان )

(Perplasmic space)يتركـز تواجـد هـذه الأنزيمـات فـي الفسـحة البربلازميـة  وبـذلك تـوفر  
(PBPs)الحمايــــة للبروتينــــات المرتبطــــة بالبنســــلين  إذا مــــا تعرضــــت للمهاجمــــة مــــن قبــــل مضــــادات  
)البيتالاكتام   Kfoury and Araj,2003 لى خارج الخلايا البكتيرية بطريقة  إهذه الأنزيمات تتحرر  ( .

leakageالنضح ) .( أكثر من الأفراز    



ــة ميتنــتج معظــم أنــواع الجــراثيم الســالبة لصــبغة كــرام أنزيمــات البيتالاكتــا ز، وتــأتي أفــراد العائل
P. mirabilisالمعوية في مقدمة هذه الأنواع ، ويعد إنتاج هذه الأنزيمات من جرثومة  مشكلة كبيرة  
 (.De Champs et al., 2000في علاج الأخماج المتسببة عن تلك الجراثيم )

 
1-5-2 تصنيف  أنزيمات   β -lactamase 

أنزيمات   β -lactamaseالاختلاف في خصائص  بعيد جعلها تخضع     المكتشفة منذ زمن 

تصنيفية  ل عام  عدة  جداول  منذ  1960  (kfoury and Araj, 2003) أنواع    وضعا    من  نوعان 

هي ,    التصنيف  الأنزيمات  هذه  تصنيف  في  قبل  السائدة  من  الجزيئي  التصنيف   Ambler و    

Bushالتصنيف الوظيفي من قبل   وجماعته     (Bryskier et al., 2005)  . 

في تصنيف أنزيمات    يستخدم  β -lactamase    الصفات الجزيئية والتي تشمل تسلسل    ة عاد

النيوكليوتيدات أو الاحماض الامينية أو الصفات الوظيفية التي تشمل المادة الأساس والمواد المثبطة  

(Bush, 2003) . 

 

2-5-2 لية عمل انزيمات البيتالاكتاميز آ   

واحد آتبقى                العمل  .    ةلية  البكتيريا  من  المنتجة  انواعها  ازدياد  من  الرغم  تعمل  إذ  على 
ع البيتالاكتاميز  البيـــــ ــــانزيمات  مضادات  عمل  تثبيط  مت لى  لآصرة  ـــــــــالاكتام  كسرها  خلال  ن 

(Amid bond)الامايد  البيتالاكتام  ة  الموجود    حلقة  في  (β-lactam ring) نواتي    ةالموجود    في 
وص قبل  الحساسة  والسيفالوسبورينات  جدار  ـــــــالبنسلينات  في  الهدف  موقع  الى  المضادات  هذه  ول 

(Rawat et al., 2010) الخلية البكتيري  مؤدية الى تحطيم جزيئة المضاد ، يتحول بعدها الى    .
ك  يض البنسلو ــــــلق على المركب الناتج من تحطيم البنسلينات اسم حامـــــــــــــــــــــمركب فاقد الفاعلية , يط

(Penicilloic acid عل  (   واحـويحتوي  مجموعة  هناك  في حين  حامضيتين  مجموعتين  في   ةد ـى 
,  قرا  ـالمركب الاصلي ويكون المركب الجديد مست ى  ــط غير مستقر يدعـــــــــــب وســـــــــــبينما ينتج مرك 

ك) يض السيفالوسبور ــــــــ ــــحام Cephalosporoic acid ان  ـــــــــــــسير السيفالوسبورينات وسرعـــــتك  نــــم  (
ينر فعالـــــــــــــك الى جزئين غيـــا يتفكــــــــــــــــم . ( 2011المرجاني, (  

 



 3-5-2 العوامل الوراثية المسيطرة على أنتاج أنزيمات البيتالاكتاميز:    

   : لىإيخضع أنتاج أنزيمات البيتالاكتاميز لسيطرة عوامل وراثية مختلفة ويمكن تقسيمها      

   Chromosomal β -Lactamaseأنزيمات البيتالاكتاميز الكروموسومية  3-5-2-1

معظم   مقدمتها  أتنتج  وفي  كرام  لصبغة  السالبة  البكتريا  والزوائف أفراد  المعوية  العائلة  فراد 

البيتالاكتاميزالكروموسومية   أنزيمات  العديد ،  الزنجارية  ضد  البكتيرية  الخلية  الأنزيمات  هذه  وتحمي 

الخلية  كروموسوم  على  محمولة  تشفيرها  عن  المسؤولة  الجينات  وتكون  البيتالاكتام   مضادات  من 

وتقسم الأنزيمات الكروموسومية على قسمين :  (2011السعدي,)  

 

 Constitutive enzymes Chromosomalالكروموسومية منتظمة التكوين  الأنزيمات •

ومنتظم   طبيعي  بشكل  الأنزيمات  هذه  الحاجة  من  تنتج  و الى  دون  محفزة،  عوامل    يكون وجود 
أشار الباحثان  .أنتاجها بمستويات واطئة   Matsumoto  (1999)     and  Inoue أن معظم    الى  

Proteus vulgarisالبكتريا المعوية ومنها   لا سيما الفاقدة  و تنتج هذا النوع من الأنزيمات     (amp 

R gene) . 
 Inducible enzyme Chromosomalأنزيمات كروموسومية محفزة  •

(inducer)ينتج هذا النوع من الأنزيمات بوجود محفز   وتسمى أنزيمات عالية التحفيز     High 

inducible enzyme يخضع أنتاج هذا النوع من  ,  لى عالية الأنتاج الأنزيميإقليلة  من    لتحولها    
تركيبية   لجينات  Structural genesالأنزيمات  كابح     جين  عملها  ينظم  Repressor gene  
Regulatory genesوجينات تنظيمية   الجين  في وأن حدوث طفرة وراثية في الجينات التنظيمية أو  

التنظيمية   الجينات  لعمل  المنظم  الىالكابح  الأنزيمات زيا  يؤدي  من  النوع  هذا  أنتاج  الزنكنة  )  دة 
,2013 (  .  

 
   3-5-2-2 تالاكتاميز البلازميدية يأنزيمات الب   

 Plasmid-mediated β- Lactamase 



من   مغلقة  حلقية  جزيئات  عن  عبارة  DNAالبلازميدات  مع     مقارنة   نسبيا   صغيرة  وتكون 
كروموسوم   خارج  بالدنا  وتدعى  الخلية  Extra chromosomalكروموسوم  ذاتيا      تتضاعف  وهي 

داخل الخلية وتحتوي الجينات الضرورية لصيانة وظائف البلازميد كبدء التضاعف والسيطرة عليه،  
بعضها جينات مسؤولة عن أنتقال البلازميدات نفسها عن طريق الأقتران البكتيري   في حين يحمل  

(. 2005)الطائي,  
تعد المقاومة المشفرة بالبلازميد أكثر أهمية من الناحية الطبية من المقاومة المسيطر عليها  

ة أم غير مرضية كروموسوميا  وذلك لسهولة انتقالها بين الأنواع والأجناس المختلفة سواء كانت مرضي
. (2006)الطائي,  

أهم البلازميدات  من  عدة  أنواع  لجينات ههنالك  الحاملة  البلازميدات  السريرية  الناحية  من  ا 
 مقاومة المضادات الحيوية وجينات الضراوة ، ويمكن تقسيمها الى مجموعتين:  
( وتمتاز بقابليتها على الأنتقال الذاتي لأحتوائها  Conjugative plasmidsالبلازميدات الإقترانية )
يسمى    الثاني  والنوع  الأتصال،  الأولى في عملية  تساعد  الجينات  نوعين من     Tra gensعلى 

ويساعد البلازميدات على الأنتقال من الخلية الواهبة )الذكرية( الى الخلية المستلمة )الأنثوية( عبر 
الأقترانية    غير  والبلازميدات  الرابطة،  قابلة Nonconjugative plasmidsالجسور  غير  وهي   ،

للأنتقال ولكنها يمكن أن تكون محركة بوساطة بلازميدات إقترانية أخرى عندما تكون منطقة التعبئة  
 ( . Tortora  et al.,2007( فعالة )Mobilizing regionلها )
 
 البيتالاكتميز التي تتوسطها جينات قافزة 3 -3-5-2

Transposons mediated β -Lactamase   

DNAالعناصر القافزة هي تسلسلات من   التي تستطيع القفز من موقع الى آخر في جينوم    
القفز   تسمى  بعملية  عام  (Transposition)الخلية  البكتريا  في  وأكتشف   ،1987 عليها     وأطلق 
(Insertion sequences)التسلسلات المنغرزة   ( Prescott  et  al.,2005 ) .  

الى بلازميد  ومن  آخر  الى  بلازميد  من  الترانسبوزون  بعد    ينتقل  طفرة  تحدث  وبالعكس  كروموسوم 
وهي تزود البكتريا     Target sequence   إنغرازها في موقع وتسلسلات تسمى التسلسلات الهدف



مق  البكتريا  وتصبح  المستشفيات  مثل  معينة  بيئات  في  التكيف  جين  بإمكانية  أنتقال  نتيجة  اومة 
ليها بعملية القفز ) إالمقاومة  Prescott  et  al.,2005.) 

:تصنف الترانسبوزونات الى   

نه يشفر لمقاومة مضادات البيتالاكتام من خلال تشفير  إف  Tn3الترانسبوزونات البسيطة مثل   •

    . TEM-1  ،TEM-2للأنزيمي  

 Insertion Sequencesالترانسبوزونات المركبة وهي التي تحتوي على عناصر الأقحام   •

IS    مثل المركبة  الترانسبوزونات  نهايتين  الدنا    Tn5عند  قطعة  تحمل  بين    (DNA)إذ 

 .(2011المرجاني,  (جينا  يشفر لمقاومة الكانامايسين ISتسلسل 

3-5-2- 4    أنزيمات البيتالاكتاميز التي تتواسطها الأنتجرونات
 Integrons-mediated   β -Lactamase 

رتباط  إات بالحركة بوساطة عمليات إعادة  الأنتجرون عنصر وراثي متخصص يسمح للجين
  (Cassette)متخصصة الموقع ، ويتألف الأنتجرون من جين يشفر لأنزيم الأنتيجريز مع كاسيتات 
الحيوية   المضادات  مقاومة  جينات  على  شائعة  بصورة  تحتوي  التي  مجاور  )جين  Jacoby and 
Munoz-price,2005 ) .  

6-2 تالاكتاميز واسعة الطيف  ينزيمات البأ  

Extended Spectrumβ-Lactamases (ESBLS) : 

أنزيمات      ESβLs أنزيمات     هي  β-Lactamases البنسلينات     مضادات  تقاوم  التي 
لث منها، والازترونام، عـن طريق تحليـلها لهذه المضـادات,  اوسيفالوسبورينات الجيل الأول والثاني والث 

مثبـطات   بوساطــة  تثبط  β-Lactamases inhibitorولكنها  مـثل     clavulanic acid     (  

Oliveira et al , 2010 (. 



SHV-2     ظهور الأنزيمات واسعة الطيف عندما أكتشف    تمثل حقبة الثمانينات بداية  ثم   
كتشاف  إأعقبه   TEM-3 ثم توالت الأكتشافات فوصل عدد الأنزيمات التابعة لعائلة     TEM الى ما    

نوعا" ضمن عائلة    25نوعا" وهناك    90يزيد على   SHV  , Bradford)  أنواع أخرى عن  فضلا"    

2001)   .  

على السيرين في الجزء الفعال وهي     ESBL تحتوي انزيمات البيتالاكتاميز واسعة الطيف   
 وان هذه   Amblir,s molecular class A  الجزيئي Ambler حسب تصنيف  Aتعود الى صنف 
مادة   تحليل  على  القدرة  لها  بوس   Oximino – Cephalosporineالانزيمات  تثبط    طة  اوهي 

 ( . (Yan et al .,2006  زوباكتاما الت و  الكلافيولنك حامض 

المقاومة بينها بشكل    ن أنتشارإ ريا لأنزيمات كروموسومية محفزة فوبالرغم من أمتلاك هذه البكت
يعود   البيتالاكتام  إواسع  تحطيم مجاميع مضادات  على  قادرة  بلازميديا   لأنزيمات مشفرة  أنتاجها  لى 

 الحديثة ومنها : 
1 مجموعة    - Imino methoxy cephalosporins مضادات     تضم  التي  Cefotaxime  ،

Cefatazidime ،Ceftriaxone . 
2 مجموعة   - Oxyimino monobactam مثل مضاد   Aztrenom . 
3 مجموعة  - α-methoxy cephosporin وتضم مضاد   Cefotetan ،Cefoxitin. 
4 مجموعة  - Carbapenems ومنها مضاد   Imipenem. 

مقاومة المضادات الحيوية، تشفر ل  الأنزيمات  هذا النوع من عن إنتاجن البلازميدات المسؤولة إحيث 
ن العزلات المنتجة لهذه الأنزيمات تكون مقاومة لمجاميع متعددة من المضادات الحيوية   إلذلك ف

(Elkholy  et  al.,2011 . ) 

ستخدام الواسع لمضادات سيفالوسبورينات الجيل الثالث في المجال الطبي العملي دى الإأ
نزيمات البيتالاكتاميز  أ وظهور ، نزيمات البيتالاكتاميز أحداث تغييرات في إالى  1980منذ سنة  

ESBLsواسعة الطيف ) والتي تعد من الأسباب المهمة التي ساعدت البكتريا على مقاومة  ، ( 
.(2011المرجاني ، مضادات البيتالاكتام الحديثة )   



Babiniولاحظ   وجماعته     (2003) عزلات     ضد  فعال  البيراسلين/التازوباكتام  خليط  أن 
Klebsiella الطيف   واسعة  البيتالاكتاميز  لأنزيمات   Extended spectrum β  المنتجة 

lactamase     وأستخدم  ، Bantar وجماعته     (2004) التازوباكتم    علاج  -خليط  في  بيراسلين 
 .Proteus mirabilisالتهابات المجاري البولية التي تسببها بكتريا 

أنزيـــمات  تشفر ESβLs بوساطة جين على البـلازميد مما يـسهل انتـقالـها بيـن الأنواع البكتيرية    
(Varaiya et al, 2008) المختـلفة  أنزيمـات اشــتقت أساســا  و ESβLs من الانتشار الواسع لكل   
TEM and SHV β - lactamases family (Lee et al ., 2010)من    .  

اليــوم هنـــاك أكثــر من وجد  110 مشتـــق من   TEM β -Lactamases وأكثر من    63  
SHV β -Lactamses  (Iroha et al., 2008)مشــتقا  من عوائل أنزيمات ومن .   ESβLs  : 

  TEM               TEM familyعائلة الـ 1-6-2 

TEM- ESβLsتشتق أنزيمــات       مـن     TEM-1 ،    و TEM-2 وقد سجل     TEM-1 لأول    

عـام   1965مرة  بكتـريا     مـــن   Escherichia coil  أثــينا في  الـمرضــى  احـد  من  المعــزولة 

Temoneiraاليونان يســمى   ومـن هـنا جــاءت التــسمية  ،  (Lahlaoui et al., 2011) . 

الانزيم        مضادات TEM-1 يمتلك  من  أكبر  بشكل  البنسلينات  تحليل  على  القدرة 

Cephlothin, Oxacillin, Carbenicillin قليلة جداً ضد     وفعالية  Extended – Spectrum 

Cephalosporins ويثبط بوساطة   Clavulanic acid  (Tavajjohi et al., 2011 .) 

يشفـر  إ    الـذي  البـلازميد  ن   TEM1/2 لـ   المـقـاومة   بـسبب  عـالـمـياً  إنتشـــر   broad-  

spectrum penicillin's في البكتريا السـالبة لصبغة غرام     (Schmitt et al 2007)  . 

TEM-13يمتـلك لانـزيم  الفعـــالية التـــــحليلة نفــسها لـــ  TEM-1 و   TEM-2 (. 2012جاسم, )     

   

اكتشـف اكثر من       100 نوع تابع لـ      TEM- Type- β -Lactamases كمـا أن الطـفرات في      

TEM- β Lactamases    الجيل لسيفالوسبورينات  التحليلية  قدرتها  على  المحافظة  استطاعت 

  عزلت من  K.pneumoniae  من عزلة لبكتريا Tem-24 bla  شَخًصَ الجين  1988الثالث، وفي عام  

 (. Novais et al., 2010مريض في احدى مستشفيات فرنسا )

 



2-6-2 عائلة الـ   SHV SHV- family     

الأنـزيم يعد       SHV- Type- ESβLs بأنواع   ةالأكثر تكرراً في العـزلات السريرية مقارن  

ESβLs الأخرى     SHV  و يشـير الىsulfhydryl variable   (AL- Jasser, ;2006)   . 

1983في المانيا عام   عزل انزيم     β-Lactamases من النوع     K. ozaenae يمتلك كفاءة   

اتجاه  اقل   وCefotaximeفي تحليل   كفاءة   Ceftazidime يمـثل     هذا الأنزيم  SHV-2 الــذي     

باستبدال   SHV-1 يختلف عن الأنزيم  glycine بال     serine (. 2012جاسم, ) في الموقع    

SHV type ESβLsشخــص            في عدد واسع من     العائلة  الانواع البكترية التي تعود الى   

الانزيم   انتشار  وأن  SHVالمعوية،  بكتريا     طريق  عن  كان    P. aeruginosa  و

Acienetobacter spp .(Huang et al., 2004)    

SHV-5 enzymesعـزل   مـن بكـتريا      E. coil ويـعـد مـــن أكـثر الأنــواع سـيـادة فـي    

K. pneumoniae بكـتريا   عـن     فضلا  SHV-12 انتشاراً    العــوائل  أكــثر  فهما  (Hoşoĝlu et 

al., 2007)  . 

     

7-2 تالاكتاميز المعدنية يانزيمات الب  

 (MβLs) Metallo- Beta Lactamases 

MβLSتتميز   بانها إحدى انزيمات     Carbapenemase     التي تتميز بقدرتها على تحليل
EDTA  (Deshpande et al.,  2010 مضادات الكاربابنيمات وتثبط بوساطة  و تظهر  ( 
MβLs الاهمية السـريرية لأنـزيمات   فـي قدرتها على تحلـيل كل مضـادات      β- Lactam  
(Walsh et al., 2005) . 

Yanاشار الباحث  وجماعته   (2001) الى ان انـزيمات    Metallo β- lactamases   ةعاد   
على  ماتـكون محمولة   integrons    mobile  gene  cassettes   plasmid  على  المحـمولةو  

 .chromosome او 



اشار الباحث كما   Cendejas وجماعته    (2010) الى ان هذه الجينات قد تكون محمولة على   
plasmidالـ  او   chromosome ولكن غالبا  ما تكون محمولة على    integron . 

(MβLs)صـــنفت انزيمـــات  عـــام   1980 العـــالم قبـــل مـــن   Ambler الـــذي صـــنفها ضـــمن  

serin β- Lactamases ــي عــام   وف 1999 ــل صــنفت مــن  ــالم  قب الع  Bush ــذي وضــعها وال

ــلة  ــة منفصـ ــمن مجموعـ (group3)ضـ ــا ب  ــق تحليلهـ ــكل دقيـ ــة )وبشـ ــفات الوظيفيـ ــب الصـ حسـ

Imipenem )(Bush, 1999)للــــ حســـب حساســـيتها للــــب  EDTA وعـــدم تثبيطــــها بوســـاطة   

serine β- Lactam Inhibitor 1995, هــذا التصــنيف كــان الاحــدث حتــى عــام ر   و  ــم طــ  ث

ــي عــام  1997ف ــة   ــى المجموعــة الثالث ــزود بعــدد مــن الانزيمــات ال لت (Bush et al., 1995) 

Group3  .  

ث فهو تصنيف   أما التصنيف الاحد   Bush and Jacoby  (2010) الذي توضع فيه انزيمات    

MβL  VIM) و    (IMP-1     ضمن التصنيف الوظيفي في  Group3 حسب التصنيف الجزيئي  بو   

 .  sub class Bضمن 

عام  blaImp-1 عزلت   جينات   اليـابان  في  مرة  لبكتريا  1988  لأول  عزلة   .Ps   من 

aeruginosa (Walsh., 2008)    .  

سلالات  تقالية التي تنتقل وبسهولة بين جد جين المقاومة هذا على البلازميدات الاقترانية الانوو    

Pseudomonas .(walsh et al., 2005) 
 مرتبطا مع  K. pneumoniae   في فرنسا في بكتريا bla vim-1كما و شخـص  الجين  

Extended- spectrum β- Lactamase  (Corvec et al., 2006) . 

ــم ت ــشختــ ــين يــ ـص الجــ New Delhi Metallo- β- Lactamase ــرة   لأول مــ

(2008)فـــــي عـــــام .Pneumoniae  Kفــــــي بكتــــــريا  مـــــن مـــــريض ســـــويدي فـــــي  

   (Mulvey et al., 2011; Zarfel et al 2011).الهند 

  8-2 PCR))  polymerase chain reaction  تفاعل البوليمز المتسلسل   استخدام تقنية  في   

 التشخيص الجيني 

تقنية علمية في البايولوجي الجزيئي تعمل على تضخيم نسخة واحدة أو عدد قليل من    تعد       

DNAنسـخ الـ الى آلاف النسخ من خلال المرور بـعدد من الأوامر    (Saiki  et al., 1985)  . 



ألمواد وطرائق العمل       

بتقنية   الجهازالخاص  العالم    1983 عام     (PCR) اكتشف  قبل     kary mullisمن 

(Barletta et al., 2003)    ,  تقنية اصبحت  فـي    PCR وقـد  الان  الطبية    تطبيقات ال تستخدم 

 المشفرة كما واستخدم في تشخيص بعض الجينات مثل الجينات   ,  ومختبرات البحوث البايولوجيـة  

ESβL   فـي دول مخـتـلفة مثل ايـران(Ramazanzadeh ., 2010)   وفــي الصين (Liu et al., 

تركيا    (2008 انزيمات    (Hosoglu et al., 2007)وفـي    Metallo B-Lactamase وعن 

(Lincopan et al., 2005)    وكندا، البرازيل   والهند    (Mulvey et al., 2011)في 

(Deshpande et al., 2010)   .وغيرهم من الباحثين 

 

PCR ان عمل  يتطلب اعادة ثلاث  خطوات أسـاسية في كل دورة من     PCR    وتتضمن  :  

1-   Denaturation مسخ الشريط الثنـائي لقالب الـوهي عمليةDNA.  . 

2- annealing   ارتباط   وهي عمليةTwo oligonucleotide   من البادئ في شريط من القالب . 

3-  extension    في  عملية  وهي كقالب  تعمل  والتي  النسخة  لإنتاج  للبادئ  الانزيمية  الاستطالة 

 (kolmoding and Birch., 2002).الدورات الآتية 

 

 

 .المواد وطرائق العمل 3

3 - 1 المواد    

 3-1-1 المستعملة  والمواد  الاجهزة   

لمدرجة في القائمة أدناه:  ا أستعملت الاجهزة  

 الشركة المصنعة والمنشأ الجهاز

                  Incubater  Memmert (Germany)                                                                          حاضنة



  Oven                                                                           Memmert فرن كهربائي 

               Water bath  Memmert                                                                  حمام مائي

 UV-Transilluminator                        Herolab(Germany)مصدر الأشعة فوق البنفسجية 

 Microfuge Heraeus (Germany)                                                    جهاز نبذ مركزي صغير

 Vortex Labcco (Germany)                                                                                    دوارة

 Centrifuge                                                             Gallenkamp ( England )جهاز نبذ مركزي 

  Millipore filter                                                   Gallenkampالمرشحات الدقيقة 

  Distillator                                                                  Gallenkampجهاز التقطير 

 Shaking water bath  Gallenkamp                                  حمام مائي هزاز

 Light microscope                                                      Olympus ( Japan )مجهر ضوئي 

Autoclave                                                                 الموصدة Hirayama (Japan ) 

 Sensitive balance                                                    Mettler ( Switzerland )ميزان حساس 

 Refrigerater                                    Qean ( Egypt )ثلاجة                           

 pH-meter                                                 Radiometer ( Denemark )مقياس الأس الهيدروجيني 

Sony  نوعكاميرا رقمية                  

              

  Sony (Japan) 

 Gel Electrophoresis  كهربائي ترحيل جهاز

Apparatus 

Helena(USA) 



  

3-1-2 المواد الكيميائية والبايولوجية:    

 الشركة المصنعة والمنشأ  المادة

 Glycerol BDH ( England )           كليسيرول                                            

 KH2PO4 BDH ( England )                                    فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين

 Na2HPO4 BDH ( England )                                فوسفات الصوديوم أحادية الهيدروجين

 Na2HPO4.2H2O                                                      BDH ( England )فوسفات الصوديوم أحادية الهيدروجين المائية 

 Starch BDH ( England )                                                                                    النشأ

 Iodine BDH ( England )                                                                                   اليود

 Potassium iodide                                                BDH ( England )يوديد البوتاسيوم 

 H2SO4                                                                    BDH ( England ) حامض الكبريتيك

 NaCl                                                                      BDH ( England )كلوريد الصوديوم 

 Ethanol BDH ( England )                                                                             إيثانول

 Tris – base                                                                 BDH ( England )ترس قاعدي 

 Ethidium bromide BDH ( England )                                             بروميد الأثيديوم

 Potassium phosphate                                   BDH ( England )فوسفات البوتاسيوم 



 Glucose                                                                            BDH ( England )كلوكوز 

 Hydrogen peroxide Oxoid ( England )                                    بيروكسيد الهيدروجين

 Peptone                                                                            Oxoid ( England )ببتون   

 Urea                                                                                      Merck ( Germany )يوريا 

 Boric acid                                                               Merck ( Germany )حامض البوريك 

EDTA   Fluka (Switzerland)   

 Agarose                                                                              Sigma ( U.S.A )أكاروز 

 Tryptone                                                                            Difco ( U.S.A )تربتون 

 MgSO4                                                                                              BDH ( England ) كبريتات المغنيسوم 

 Crystal violet stain BDH ( England )                              البنفسجي  البلور صبغة

   NaOH Fluka (Switzerland)                                                هيدروكسيد الصوديوم 

   Glucose                                                                              Fluka (Switzerland) كلكوز

   Sucrose                                                                            Fluka (Switzerland) سكروز

 dipyridyl 2-2  Sigma                                              دايبيريديل 2-2

 معمل أدوية سامراء                                                                             Thymine ثايمين

 CaCl2 BDH ( England )                                                        كلوريد الكالسيوم

 Congo red stain  BDH  ( England )                                صبغة الكونكوريد   

 رباعي المثيل بارافنيلين ثنائي الأمين هيدروكسيد

 tetramethyl-P-phenylene-diamine dihydrochloride   

BDH  ( England ) 



 

3-1-3 الاوساط الزرعية ألمستخدمة:    

 الشركة المجهزة والمنشأ الوسط

 MacConkey agar  Himedia (India)                                                        أكارماكونكي

  Blood base agar           Himediaأكارالدم الاساس                              

  Urea agar base Himediaأكار اليوريا الاساس                                  

 Simmon Citrate agar Himedia                         وسط سترات السايمون 

 Formaldehyde                                                    BDH ( England )     فورمالديهايد

 Aceton BDH ( England )                                                          أسيتون 

 BaCl2 BDH  ( England )        كلوريد ألباريوم

 Methyl red BDH ( England )    أحمرالمثيل 

 Ethanol BDH  ( England )  كحول أثيلي 

   باراثنائي أمين بنزالديهايد 

 Para-dimethyl amino benzaldehyde 

BDH  ( England ) 

 KOH BDH ( England )         هيدروكسيد البوتاسيوم

نفثول                                                     -الفا  α-naphthol   BDH ( England ) 

 Casaino acids                                        BDH ( England )الأحماض الأمينية الكازينية



 Nutrient agar Oxoid                                                              أكار المغذي

  MR/VP Methyle Red/Vogas proskaur Oxoidوسط 

  Muller-Hinton agar Oxoid                            أكارمولرهنتون       

  Nutrient broth                                                 Oxoidوسط المرق المغذي 

  Brain-heart infusion broth                   Oxoid   وسط نقيع القلب والدماغ

 Kligler's iron agar                                                      Merseyside (U.K)وسط كليغلر 

  Eosin Methylene Blue                    Himediaوسط الايوسين مثيلين الازرق   

 Agar-Agar   Difco (USA)      أكار -أكار

  Pepton water Oxoid                                ماء الببتون            

 

4-1-3 : لمستخدمة ا الصبغات  

 

 

 المنشأ اسم الصبغة  ت 

 Himedia (India)  (  Crystal violetالبلور البنفسجي )  1

  Himedia (Iodine  Gram'sايودين  )  2 

Safraninسفرانين )   3   )   Himedia  



3 - 1 - 5 المضادات الحيوية :    

اقراص المضادات الحيوية المستخدمة  واقطار منطقة التثبيط القياسية  1-5-1-3:  
(NCCLs,2007    )  

 تركيز القرص الرمز  المضاد الحيوي 

µg/ml 

 مقاومة

R 

 متوسطة 

I 

 حساسة

S 

 المنشأ 

Imipenem IMP 10 13 14-15 16 Bioanalyse(Turkey)  

Aztreonam ATM 30 15 16-21 22 Bioanalyse  

Cefotaxime CTX 30 14 15-22 23  Bioanalyse 

Augmentin AMC 10 13 14-17 18  Oxoid 

Ceftazidime CAZ 30 14 15-17 18 Bioanalyse  

Piperacillin PRL 100 14 15-17 18 Bioanalyse  

  

 

 2-5-1-3 ويةمضادات الحيالمساحيق  Antibiotics Powders     

 الشركة المجهزة والمنشأ  المضاد

 Cefotaxime   Barcelona_Spain سيفاتوكسيم  

Ceftazidime سيفتازيديم                                          Barcelona_Spain   

     Penicillin G                                         Sandox ( Astralia )بنسلين جي 

 

 6-1-3    مواد متفرقة  أخرى:



1 عدة تشخيص  .  api 20E kit مجهزة من قبل شركة    Bio’Mereux (France) 

2 عدةأستخلاص الدنا  .  DNA purification Kit  مجهزة من قبل شركةPromega ( USA ) 

3 دم بشري صنف ) . AB . دائرة صحة ديالى ( مجهز من مصرف الدم/   

2-3 طرائق العمل :    

 1-2-3 تحضير المحاليل والكواشف :    

، عقمت تلك    وفقا للمصادر المتبعة  المحاليل والكواشف والصبغات المستخدمة في الدراسة  ت حضر 
Autoclaveالتي تحتاج الى تعقيم باستخدام جهاز الموصدة   عند درجة حرارة     121 م ولمدة     15  
ضغط   وتحت  15دقيقة  انج   عند   2باوند/  للتلف  تتعرض  التي  الأخرى  المواد  بقية  عقمت  بينما 
 Millipore filtreدرجات الحرارة المرتفعة مثل اليوريا والمضادات الحيوية بالترشيح بمرشحات دقيقة 
0.22بقطر   حرارة    درجة  عند  بالفرن  عقمت  فقد  الزجاجية  المواد  اما  مايكروميتر.  ولمدة    180 مْ 
 ساعتين.

1-1-2-3 المحلول الملحي الفسلجي   :  Normal Saline 

حسب ما جاء فيب حضر المحلول الملحي الفسلجي  (Forbes et al.,2002  وذلك لاستعماله في )
بإذابة  وذلك اجراء التخافيف 0.85 غم من كلوريد الصوديوم في   90 مل ماء مقطر ثم اكمل الحجم    

 م° لحين الاستعمال. 4 مل ، عقم بالموصدة ، وحفظ بدرجة حرارة 100الى 

  2-1-2-3 Macfarland Standard  محلول ثابت العكرة القياسي    :  

 كما يلي:  (Baron  and  Finegold, 1994) حضر المحلول حسب ما جاء في 

حضر باضافة )   %1)محلول آ( :حامض الكبريتيك   ( مل من حامض الكبريتيك المركز الى كمية  1
مل.  (100)من الماء المقطر ثم اكمل الحجم بالماء المقطر الى  



  (100)غم من كلوريد الباريوم في   (1.175))محلول ب( : محلول كلوريد الباريوم. حضر بأذابة  
المقطر. مزج   الماء  (0.5)مل من    ( )آ( مع  المحلول  مل من  المحلول )ب( في 99.5 ( مل من 

التبخر وتحفظ بالظلام. تمزج محتو  لمنع  يات الأنبوبة جيدا انبوبة نظيفة وجافة وذات غطاء محكم 
. عمالقبل كل است  

3-1-2-3 محاليل المضادات الحيوية :    

حضرت محاليل خزينة )       Stock solutions  10( بتركيز نهائي مقداره ملغم/مل حسب ما ورد   
NCCLs , 2002في )   -: ينالاتي دين( لكل من المضا

        Ceftazidime  , Cefotaxime  

1بإذابة   غم من المضاد في      90 م أكمل الحجم الى  ثمل  من الماء المقطر   مل ،عقمت هذه 100
0.22المحاليل بالترشيح بوساطة مرشحات دقيقة ذات ثقوب بقطر  وحفظت في الثلاجة   مايكروميتر 

.  عماللحين الاست  

4-1-2-3 محاليل  الكشف  عن أنزيم البيتالاكتاميز :     

السريعة   اليود  بطريقة  البيتالاكتاميز  أنزيم  عن  الكشف  محاليل   Rapid Iodometricحضرت 
Method حسب ما ورد في )بوذلك   WHO,1978 : والمحاليل هي ) 

 Starch Solutionمحلول النشأ 1-4-1-2-3

حضر آنيا  عند الاستعمال باذابة     0.1 غم من مادة النشأ  في      10 مل من الماء المقطر، نقلت   
بدرجة حرارة   الى حمام مائي  النشأ ، حفظ  10م  لمدة  100القنينة  للتأكد من ذوبان    دقائق وذلك 
 م°.4 المحلول في درجة 

 Iodine Solutionمحلول اليود 2-4-1-2-3



2.03حضر بإذابة    غم من اليود و    5.32 غم من يوديد البوتاسيوم في     مل من الماء المقطر  90 
 م°.4 مل وحفظ المحلول في قنينة معتمة ومعقمة بدرجة 100 بعدها اكمل الحجم الى 

محلول البنسلين جي )  3-4-1-2-3 Penicillin G Solution ) 

-حضر بإذابة البنسلين جي في دارىْ الفوسفات المتكون من محلولين هما:   

  في كمية  KHPO4( غم من فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين  0.907المحلول )أ(:-  اذيب )
 . ( مل100من الماء المقطر ، اكمل بعدها الحجم الى )

الهيدروجين  0.946 المحلول )ب(:-اذيب ) ، و  Na2HPO4( غم من فوسفات الصوديوم احادية 
  في كمية من  Na2HPO4.2H2O( غم من فوسفات الصوديوم احادية الهيدروجين )المائية(  1.19)

الى )  الماء المقطر ، أكمل بعدها الحجم بالماء المقطر (مل من  87.6( مل، بعد ذلك أُخذ )100
و) )أ(  12.4محلول  خلطا محلول)ب(  من  مل   )  ( الى  الهيدروجيني  الرقم  وضبط  معا   6.0 بعد   (
( ،عقم بالترشيح ووزع  Penicilin G( غم من بنسلين جي )0.5693تحضيرهذا الدارئ ذوب فيه )
20-في عبوات صغيرة وحفظ عند درجة حرارة ) م°( لحين الاستعمال.     

 : EDTAمحلول 5-1-2-3 

ذابة   إب  رضح EDTA  1000غم في  186,1 بط الاس الهيدروجيني ضمل من الماء المقطر مع   pH 
بالمؤصدة   NaOH باضافة    8 التعقيم  الى  قبل  الوسط  برد  وبعدها  45  Bhalerao et)  ° م  
al,2010). 

6-1-2-3 محاليل عزل الدنا البلازميدي :    

Promega (U.S.A)أستخدمت محاليل عزل الدنا البلازميدي المجهزة  من قبل الشركة   وتضم    
: لآتيةالمحاليل ا  

1. Cell lysis buffer (CLB). 



2. Neutralization Solution (NSC). 

3. Endotoxin Removal Wash (ERB). 

4. Column Wash Solution  (CWC). 

5. Elution Buffer ( EBB). 

Kit name : Pure YieldTM Plasmid Miniprep System . 

 

 

7-1-2-3 محاليل الترحيل الكهربائي    Gel Electrophoresis Solutions  

)   Maniatis et al,.  1982حضرت محاليل الترحيل الكهربائي وحسب ماوردفي)   :وكما يأتي

 TBEدارئ الترس بوريت  ❖

( مولار من  Tris - base( ، )0.089( مولار ترس قاعدي )0.089حضر بتركيز نهائي )  
لتر    1اكمل الحجم الى   ،EDTA ( مولار من مادة  0.002( و )Boric acidحامض البوريك )
 ( وعقم بالموصدة . 8من الماء المقطر، ضبط الاس الهيدروجيني الى )

    Ethidium Bromideصبغة بروميد الاثيديوم  ❖

محلول خزين تركيزه ) حضر  5( ملغم/مل، بإذابة )5 ملغم من صبغةبروميد الاثيديوم في )  ( ( مل  1
( مقداره  نهائي  تركيز  على  للحصول  الاستعمال  عند  وخفف  المعقم،  المقطر  الماء  %(  0.5من 

.   يلترمل/ايكروغرامم  

  Loading Bufferدارئ التحميل  ❖



( من  ) 30حضر   ، كليسيرول   )%50)%TBE  (  ،20)% (  ، مقطر  صبغة  25 .0ماء   )%
 بروموفينول الازرق. 

 PCR المحاليل المستعملة في التفاعل التضاعفي لسلسلة الدنا 8-1-2-3 

PCR Master Mixمحلول  1.8.1.2.3   -  1X 

Promegaتم تحضيره حسب تعليمات شركة  المجهزة له وكالاتي:     

اخُــذ حجـم مـن محـلول     2x،PCR Master Mix     يتــكون مــن )داريء التفاعل  2x Green 

Go taq reaction ذي الرقم الهيدروجيني     8.5 الحاوي على     (50) وحدة / مل من انزيم البلمرة    

Go Taq  DNA polymerase فضلا عن القواعد النيتروجينية الاربعة بتركيز    400 ملي مولار   

من   من   (3  و)dTTP, dCTP, dGTP, dATPلكل  مولار  الى حجم  MgCl2ملي  واضافته   )

محلول   من  Nuclease free waterمماثل  في     وحفظ  المازج  باستعمال  جيدا  مزج  وبعدها   (-

م(20 لحين الاستعمال.    

 

 

2.8.1.2.3 محاليل البادئات    primers solutions 

لجينات   المستهدفة  بكتريا  bla- imp-1,bla- shvاختبرت   البادئات    K. penumoniae   في 

Senda et al ., 1996; Ramazanzadeh,2010 bوفقا لما ذكر في ) إذ تم تحضير محاليلها    ،(

Alpha DNA الخزينة حسب تعليمات شركة  المجهزة لها وكما في الجدول   (1-2) باستعمال الماء   

100المقطر اللاايوني للحصول على تـــركيز  بيكومول/ مايكرو ليتر.     

2- 3جدول )  ( التتابعات وتراكيز البؤادي وحجم الناتج المتوقع لكل بادئ.    

 -5  →  -3تتابع الباديء  البادئ  ت 

عدد 
القواعد 

bp 

الوزن  

 الجزيئي 

μg/μmol 

حجم الناتج 
bp. 

1 
SHV-F GGGTTATTCTTATTTGTCGC 20 5675.8 

800  
SHV-R TTAGCGTTGCCAGTGCTC 18 6131  

2 
 TEM-F 

 TCG GGG AAA TGT GCG CG 
 17 5292.4 

 950 
TEM-R  TGC TTA ATC AGT GAG GCACC 21 6118   

 



(10)حُضَر محلول كل بادي بشكل منفصل بتركيز   بيكومول/ مايكروليتر, وذلك بأخذ     10 مايكرو    

الى   وبإضافته  بادي  لكل  الخزين  المحلول  من  90ليتر  الاايوني,     المقطر  الماء  من  ليتر  مايكرو 

- ومزج جيداً وحفظ في الثلج لحين الاستعمال، في حين حفظت المحاليل الخزينة للبوادي في درجة  

م20 مع مراعاة مزج المحلول بعد اخراجه من الثلج باستعمال المازج لمجانسته قبل الاستعمال.    

 3. 8.1.2.3 الدليل الحجمي لتحديد الوزن الجزيئي     

مجهز من شركة     DNA ladder (1KB)استخدم الدليل الحجمي     (Promega\ USA)     بتركيز

100 مل  \مايكروغرام     , مكون من      13 قطعة  تراوحت )     250 -  10000 والذي    .( زوج قاعدي  

1مايكروليتر من الدليل الحجمي مع   5 حضر انيا من خلال مزج   مايكروليترمن    Blue /Orange 

6x Loading Dye) ( وحسب التعليمات المرفقة مع الشركة المجهزة.    

2-2-3 : ألكواشف المستخدمة في تشخيص البكتريا   

  1-2-2-3 كاشف أنزيم الكاتاليز     Catalase Reagent 

 ( خلط  من  حضر  1( المركز  الهيدروجين  بيروكسيد  من  مل   )30( مع  الماء  %9(  من  مل   )
% بيروكسيد الهيدروجين، وحفظ في الثلاجة في عبوة داكنة ، استعمل  3المقطرللحصول على تركيز  

الدراسة على انتاج انزيم الكاتاليز)  للكشف عن قابلية العزلات البكتيرية قيد  Collee et al., 1996  
.) 

 2-2-2-3 كاشف ألاوكسيديز      Oxidase reagent   :  

  ( أذابة  من  آنيا  هيدوكلوريك   1حضر  ثنائي  الأمين  ثنائي  بارافينيلين  الميثيل  رباعي  من  غم   )
Tetramethyl-P-phenylene diamino dihydrochloride في   مل من الماء المقطر    (90)
الى   الحجم  اكمل  ثم  ومن  انزيم     (100)المعقم  انتاج  عن  للكشف  الكاشف  هذا  أستخدم  مل. 
 . (Koneman et al.,1992)الأوكسيديز من قبل البكتريا

3-2-2-3  :    Kovac`s reagent   كاشف كوفاك 



إ  من  الكاشف  ذابة  حضر  بنزالدهايد  (10 امين  ميثيل  باراثنائي  من  غم   )P-dimethyl 
aminobenzal dehyde     في مل كحول ايزواميلي ثم اضيف     (150) ن حامض  مل م   (50)

حتى يكون الكاشف بلون اصفر شاحب، حفظ الكاشف في قنينة معتمة،    ءالهيدروكلوريك المركز ببط
 .  (Koneman et al.,1992)وأستخدم للكشف عن تكوين الإندول

 4-2-2-3 كاشف أحمر المثيل         Methyl red reagent    :  

المثيل في    غم من مسحوق احمر   (0.1)حضرباذابة مل من الكحول الأثيلي     (300) (95%) ثم    
مل من الماء المقطر.  (200)أضيف   

 5-2-2-3 كاشف فوكس بروسكور   Voges-Proskauer reagent        :  

 يتكون هذا الكاشف من جزئين:

من   الأول:  )   إالجزء  ذابة  5 نفثول     الفا  مادة  غم   ) α-naphthol    ( في  الكحول  100 من  مل   )
 الأثيلي المطلق.

ذابة )من إ الجزء الثاني:  40 مقطر،اكمل الحجم الى) (غم هيدروكسيدالبوتاسيوم في ماء  مل. (100

 3-2-3 الاوساط الزرعية     Culture Media: 

الاس    وضبط  العبوات  على  والمثبتة  المصنعة  الشركة  تعليمات  حسب  الزرعية  الاوساط  حضرت 
  15 باوند/ انج2( لمدة 15م° وضغط )121 ( ثم عقمت بالموصدة بدرجة حرارة 7الهيدروجني الى )
24م° ولمدة  37 دقيقة ، ومن ثم حضنت الاطباق عند درجة حرارة   ساعة للتأكد من عدم تلوثها    
حرارة   عند  الثلاجة  في  حفظت  4 بعدها  الاستعمال لحين  الا  ،م°  الأوساط  حضرت  كما  تفيما  ية 

-يأتي:  

1-3-2-3 وسط أكار الدم   Blood base agar  : 



حسب التعليمات المذكورة على العبوة وعقمت بالموصدة، بعدها  بحضرت قاعدة الدم الاساس       
ABم° ثم اضيف صنف الدم  45-50 تركت لتبرد بدرجة حرارة   بنسبة     % ، ومزج جيدا  بعدها 5
الغرفة حرارة  بدرجة  ليتصلب  وترك   ، معقمة  اطباق  في  الوسط  بدرجة   صب  حفظ  لحين 4 ،  م° 
Hemolysin، أستخدم للعزل الاولي للبكتريا المنتجة لأنزيم  الاستعمال . الحال لكريات الدم الحمر   

 2-3-2-3 وسط أكار اليوريا      Urea base Agar : 

950حضر   مل من وسط اكار اليوريا الاساس     Urea Base agar حسب التعليمات الواردة  ب  
50م° اضيف اليه 45 من الشركة المصنعة وبعد تعقيمه بالموصدة وتبريده الى  مل من محلول   
الدقيقة )40 الترشيح  باستخدام اغشية  بالترشيح  يوريا معقمة   %Millipore Filter  ثم صب ،)

أنابيب معقمة ذات اغطية محكمة، أستخدم الوسط لغرض الكشف عن قابلية   بصورة مائلة في 
 (. Li et al .,2004العزلات على إنتاج انزيم اليورييز )

 3-3-2-3 وسط ماء الببتون   Pepton water medium    : 

 ( بإذابة  و  2حضر  الببتون  غم من   )0.5 الصوديوم في     غم من كلوريد  100 الماء    مل من 
7المقطر المعقم ، عقم بالموصدة بعد ضبط الاس الهيدروجيني الى   ، أستخدم هذا الوسط في    
 .(Koneman et al.,1992التحري عن إنتاج الاندول )

   Motility mediumوسط الحركة        4-3-2-3  

)  في  وفق ماورد   حضر Harley and Prescott ,1996 ذابة  إوذلك ب  (   5غم من التربتون  و 10
1غم من اكار اكار في  5غم من كلوريد الصوديوم و   اء المقطر ,ثم عقم بالموصدة بعد لتر من الم  

بط الاس الهيدروجيني عند)ض 7.2.) 

  medium  Congo-red agarوسط الكونكوريد اكار     5-3-2-3 



50غم من وسط المرق المغذي و  37اذيب   غم سكروز و     900غم من وسط اكار اكار في   10 
وعقم الوسط بالمؤصدة اما صبغة الكونكوريد فقد اذيب    مل من الماء المقطر ,  0.8 غم منه في    

100 تبريده الى      مل من الماء المقطر وعقمت بالمؤصدة ,وبعدها اضيفت الى الوسط بعد  م (55 )  
هذا الوسط يستخدم للكشف عن قابلية البكتريا في انتاج الطبقة المخاطية    , وصبت في اطباق معقمة

slime layer (Freeman et al,1989  .) 

     (M9 minimal medium) المدعم M9وسط إنتاج السايدروفور6-3-2-3   

Sambrook et al. (1989)حُضر الوسط الأساس وفق طريقة  كما يأتي:     

 غرامNa2HPO4                      12.8  فوسفات الصوديوم أحادية الهيدروجين 

  غرامKH2PO4                         3فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين    

  غرامNH4Cl                       1كلوريد الامونيوم                           

NaCl                       0.5                    كلوريد الصوديوم  غرام    

  مليلتر Deionzied H2O               960ماء مقطر مزال الايونات              

ثقوب  ذات  باستعمال مرشحات  بالترشيح  والمعقمة  المحضرة  الخزين(  )بتركيز  الآتية  المواد  أضيفت 
0.22بقطر    مايكروميتر لكل دورق وفق ماأشار اليه   Nassif and Sansonetti (1986)  . 

 غرام/مليلتر  Casamino acids      0.5          الأحماض الأمينية الكازينية

Glucose         0.2              كلوكوز  غرام/مليلتر      

 ملي غرام/مليلتر Thymine           5ثايمين )مادة قياسية( )معمل أدوية سامراء(  

  مولر MgSO                 2  4    كبريتات المغنيسيوم  

 مولر  CaCl2              0.5        كلوريد الكالسيوم    



( مليلتر من الوسط ثم  100 ( غرام اكار لكل )2 المدعم وأضيف اليه )M9حُضر وسط الحد الأدنى 
0.2 أضيف) )( ملي مولر من مادة   2.2 ثنائي بايريديل  ( (2.2 dipyridyl) المعقمة بالترشيح خلال   
   (Nassif and   Sansonetti (1986))( مايكروميتر0.22 مرشحات دقيقة ذات ثقوب بقطر )

عن للكشف  الوسط  هذا  في    قابلية  ويستخدم  دورها  يؤكد  مما  الحديد  حاملات  انتاج  على  العزلات 
.   امراضية هذه الجراثيم  

7-3-2-3 شهر( :  12- 8ألامد  متوسط  )حفظ   وسط حفظ العزلات  

( مل 85 ( مل من الكليسرول إلى)15حُضر الوسط المستخدم لحفظ العزلات البكتيرية , بإضافة )  
نقيع الدماغ والقلب ) ( , ووزع في قناني صغيرة ذات  Brain heard infusion brothمن مرق 

غطاء محكم وعقم بالموصدة, ترك ليبرد في درجة حرارة الغرفة , ثم لقح بمستعمرات نقية من البكتريا  
 ( , وحفظت القناني في درجة حرارة )  (Loopالنامية على الوسط الاكار المغذي باستخدام الناقل  
20 م  - º  ( بعد حضانتها لمدة ) م°( استخدمت هذه الطريقة في  37( ساعة في درجة حرارة )24
(Ausubel  el al., 1987)الحفظ الدائم    .  

  8-3-2-3 أشهر(:   4ألامد  قصير إدامة العزلات البكتيرية)حفظ  

لقحت الانابيب الحاوية على وسط الآكار المغذي المائل )      Nutrient agar slant  بالعزلات )
24م لمدة   37البكتيرية ثم حضنت في درجة حرارة    ساعة بعدها حفظت في درجة حرارة     4 م     

عل  بتنشيطها  وذلك   , شهريا   دوري  بشكل  العزلات  ادامة  عملية  وتمت  الاستخدام  الوسط  لحين  ى 
المغذي السائل , ثم إعادة زراعتها على وسط مائل جديد لضمان بقاء العزلات بشكل نشط طيلة مدة  
 الدراسة .

 :Collection of Samplesجمع العينات  3-3  

جمعت         300 من  ادرار  عينة   المختص  الطبي  الاشراف  باخماج    تحت  المصابين  المرضى 
البولية المجاري  و   التهاب  مختلفة  واعمار  اجناس  للولادة  من  البتول  مستشفى  من  العينات  جمع  تم 



التعليمي  والاطفال   بعقوبة  بعقوبة   ومستشفى  مدينة  لل  في  بين  مدة،  1ولغاية  /2013/9   1   / 1    /  
2014 ب المتعلقة  المعلومات  سجلت  والعمرإذ  المصدر  من    عينةال  خذ أوتاريخ    والجنس  المريض 

)ملحق    وأمراض  خاصة  استمارة  في  لغرض   (،1اخرى  العينة  أخذ  بعد  مباشرة  النماذج  زرعت 
 التشخيص. 

4-3 زرع العينات   Samples culture   :  

ووسط  الادرار  عينات  ت  زرع  الدم  اكار  وسط  على  فوري  الايوسين  الماكونكي  اكار  بشكل  ووسط 
الازرق   وسمثيلين  على  العزلات  تنقية  وتم  ط،  كافة    وحضنت  التخطيط  بطريقة  اكار  الماكونكي 

بدرجة   هوائيا   لمدة  37 الاطباق  24م°  ساعة   التشخيصية    الفحوصات  من  عدد  بعدها  أجري   ،
 المظهرية والكيموحيوية للبكتريا المعنية بالدراسة. 

  5-3 تشخيص العزلات البكتيرية:      

1-5-3 التشخيص المظهري :   

( إذ شخصت المستعمرات  Holt et al.,1994شخصت العزلات البكتيرية اعتمادا  على ما ورد في ) 
ها ورائحتها وحجمها  مبدئيا  اعتمادا  على الصفات المظهرية وتضمنت شكل المستعمرات ولونها وقوام

الايوسين مثيلين الازرق  ط  ـووسالماكونكي وأكار الدم    على وسط أكار Eosin methylene blue  
Klebsiella بكتريا  ب لتفرقةــالصل عن بكتريا   E.coli ذات البريق المعدني.    

الصفات  المجهرية :   2-5-3  

البكتريا وترتيبها   للتعرف على شكل  بإستخدام صبغة كرام  المجهري  الفحص  الى  العزلات  أخضعت 
 وتفاعلها مع ملون غرام. 

3-5-3 الفحوصات الكيموحيوية:    

 : Catalase test_إختبار أنزيم الكاتاليز 1 



بيروكسيد    يحلل  الذي  الكاتاليز  أنزيم  إنتاج  على  البكتريا  قدرة  عن  للكشف  الاختبار  هذا  استخدم 
المزروع  من  جزء  نقل  إذ   ، هوائية  فقاعات  بشكل  الاوكسجين  غاز  ويتحرر  ماء  الى  الهيدروجين 
% كاشف بيروكسيد الهيدروجين  3البكتيري الى شريحة زجاجية نظيفة وأضيف اليها بضع قطرات من
(H2O2  بإستخدام ماصة باستور، يعد ظهور فقاعات غاز الاوكسجين دليل على ايجابية الفحص )
(Koneman et al.,1992.) 

إختبار أنزيم الاوكسيديز -2    :Oxidase test 

اوكسيديز    السيتوكروم  أنزيم   إنتاج  على  البكتريا  قدرة  عن  للكشف  الاختبار  هذا  استخدم 
Cytochrome oxidase)  بقطرات من كاشف الاوكسيديز، وبوساطة إذ شبعت ورقة ترشيح   ، )

أعواد خشبية معقمة نقلت مستعمرة من العزلة قيد الدراسة الى ورقة الترشيح ، تعد النتيجة  موجبة  
( ثوانٍ من ملامسة الخلايا البكتيرية لكاشف الاوكسيديز على  10عند ظهور اللون البنفسجي خلال )
 (. Koneman et al.,1992الورقة )

إختبار الاندول  -3 Indole test  : 

استخدم للكشف عن وجود الاندول ، الذي يعد أحد نواتج أيض الحامض الاميني التربتوفان   
التربتوفانيز   لانزيم  البكتريا  لامتلاك  السائل  Tryptophanase نتيجة   الببتون  ماء  وسط  لقح  إذ   ،
37بمزروع العزلة قيد الدراسة ، حضن الوسط بدرجة   م° لمدة    24 ساعة ، ثم أضيف   5 قطرات من   
Kovac's reagentكاشف كوفاكس   على السطح الداخلي لانبوبة الاختبار، تعد النتيجة موجبة     

من إضافة الكاشف ) عند ظهور حلقة حمراء خلال ثوانٍ  Koneman et al.,1992.) 

 

 

_ إختبار احمر المثيل   4 Methyl red test : 



استخدم هذا الاختبار للكشف عن قدرة البكتريا على إنتاج كميات كبيرة من احماض اللاكتيك    
Lactic الفورميك     أو  Formic مرق     لقح  إذ  الكلوكوز،  أيض  نتيجة  MR/VP قيد     للعزلة  بمزروع 
48-72م° لمدة  37 الدراسة ، حضن بدرجة   ساعة   ، ثم أضيفت خمس قطرات من كاشف احمر   

)  اللون الى احمرالمثيل ، تعد النتيجة موجبة عند تغيير  Koneman et al.,1992.) 

_ اختبار فوكس بروسكاور 5  Voges –Proskaur test : 

ن(  ي استخدم هذا الاختبار للكشف عن قدرة البكتريا على إنتاج استيل مثيل كاربينو )اسيتو   
Acetoin إذ لقح مرق    MR/VP بمزروع العزلة قيد الدراسة ، حضن بدرجة حرارة     -72م° لمدة  37 
48 ساعة   ( مل من محلول 0.6( مل من العالق الى أنبوبة إختبار نظيفة ، أضيف اليها )1نقل ).
)كاشف Vp1 )الفانفثول     ( متبوعا   البوتاسيوم  0.2 هيدروكسيد  محلول  من  مل  كاشف  ( 40%( 
Vp2 بعد حوالي    يجة موجبة عند ظهور اللون الاحمر( مع رج الانبوبة  بلطف ، تعد النت 15 دقيقة    
(Koneman et al.,1992.) 

_  إختبار استهلاك السترات 6  Citrate Utilization test : 

ستريت  -زرعت العزلات على مائل وسط سايمون    24م° لمدة 37 ، حضن بدرجة   ساعة     ،
عند تحول لون الوسط من الاخضر الى الازرق لاستهلاك السترات.  تعد النتيجة موجبة  

السكر    إختبار  -7 ثلاثي  حديد  وسط  على  التنمية  Triple sugar iron agar 
(TSI)  : 

وسط   على  الحاوية  الأنابيب  (TSI)لقحت  )فقرة      على 7-3-2-3 والتخطيط  بالطعن   ،)
تشخيصها، المراد  بالعزلات  )المائل  بدرجة  حضنت  37 )    °م  ( لمدة  النتيجة  24 قرأت  ساعة.   )

بو  الوسط من عدمه  تخمير سكريات  اللون  بملاحظة  الى  الفينول الاحمر  الكاشف  لون  تغير  ساطة 
الاصفر دليل على ان العزلات مخمرة للسكريات الثلاث فيما دلّ ظهور الفقاعات وتكسر الوسط دليل  
 . H2S. فضلا  عن تكون راسب اسود يدل على إنتاج غاز CO2على ان العزلات منتجة لغاز 



_اختبار الحركة 8 Motility test : 

(، بطريقة الطعن على   3-2-3-4 لقحت الأنابيب الحاوية على وسط اختبار الحركة )فقرة 
3 ان تكون مسافة الطعنة مايقارب ) الانبوب ،    ( سنتيمتر مع مراعاة عدم دخول الطعنة الى قعر
37حضنت الانابيب بدرجة )  لمدة )    °م( ( ساعة. النتيجة الموجبة تدل على ظهور تضبب حول  24

كتريا لها القابلية على الحركة. الطعنة أي أن الب  

aappii  2200EE  KKiittتشخيص البكتريا باستخدام عدة التشخيص تشخيص البكتريا باستخدام عدة التشخيص 33--55--44          : :  

api 20E Kit  استخدمت عدة   الجاهزة وحسب تعليمات الشركة المصنعة     (Bio Merieux) ذلك   
النوع   مستوى  الى  العزلات  تشخيص  عملية  من  التأكد  (Species)لزيادة      ( تتضمن  والتي  20  )
.اختبارا  كيموحيويا  ولجميع العزلات   

( ولجميع العزلات كما  biomerieuxأُتبعت الطريقة المبينة من الشركة المجهزة للعدة التشخيصية )
 يأتي: 

 :  Preparation of the Stripتحضير الشريط   •

وضع   )  5تم  الحفر  في  الماء  من  مليلترات  Wells( الشريط  حاوية  في  الموجودة   )Tray لجعل  )
 الظروف رطبة ثم وضع الشريط داخل الحاوية.

 : Preparation of bacterial inoculumتحضير اللقاح البكتيري   •

نامية   نقية  مفردة  مستعمرة  أختبارحاوية   نُقلت  أنبوبة  الى  ماكونكي  أكار  وسط  من    5في  مليلتر 
الفقرة   2-2-1-1محلول الملح الفسلجي المحضر في  رنت و وبعد المزج الجيد بأستعمال المازج قُ   
0.5عكورته بعكورة أنبوبة مكفرلاند  المحضر في الفقرة    2-1-2-2 . 

 

 



 :Inoculation of the Stripsتلقيح الشرائط   •

الشرائط   على  الموجود  الأنبوب  على حافة  البكتيري  العالق  باستور معقمة أُضيف  بأستعمال ماصة 
( السفلي  الجزء  الأضافة(  أثناء  في  فقاعات  حدوث  تجنب  )مع  العلوي  Tubeوملىء  والجزء   )
(Cupule( والجلاتين  والفوكس بروسكور  السترات  بالنسبة لأختبارات  منه،   )GEL,VP,CIT  أما  )
( في الجزء العلوي Mineral Oilبقية الأنابيب فملىء الجزء السفلي )الأنبوب فقط( وأضيف الزيت )

واليورياز   الهيدروجين  كبريتيد  وأنتاج  والأورنثين  واللايسين  الأرجنين  لأختبارات  بالنسبة 
(ADH,LDC,ODC,H2S,URE( أغلقت الحاوية بالغطاء )Lid   37( الخاصة بها وحضنت بدرجة 

ساعة .  24-18ولمدة  مْ   

 قراءة النتائج :  •

 بعد أنتهاء مدة الحضن أُضيفت الكواشف المجهزة مع العدة التشخيصية وكما يأتي: 

قطرة من كاشف الأندول ) -أ JAMES( الى أنبوب الأندول )IND .وقرأت النتيجة مباشرة ) 

من    -ب  كاشف  من  اميناز    %10قطرة  دي  التربتوفان  أنبوب  الى  الحديديك  كلوريد  TDA وقرأت   
 النتيجة مباشرة . 

قطرة من كاشف  -جـ    (VP1 هيدروكسيد البوتاسيوم( ثم قطرة من كاشف ) %40( من ) VP2 ( )6%  
نفثول( الى أنبوب  ) –ألفا  VP( وقرأت النتيجة خلال دقائق حسب الجدول ) 3-6.) 

APi 20 E( الأختبارات الكيموحيوية بأستعمال نظام  3-6 الجدول )   :  

الأختبار              الرمز     النتيجة السالبة    النتيجة الموجبة      

أنتاج أنزيم بيتا الكتوسايديز -1  ONPG  أصفر عديم اللون 

تحلل الأرجنين-2  ADH أحمر/ برتقالي  أصفر 



تحلل اللايسين -3  LDC أحمر/ برتقالي  أصفر 

الأورنيثين -4  ODC أحمر/ برتقالي  أصفر 

أستهلاك السترات-5  CIT أخضر/ أزرق  أصفر 

أنتاج غاز كبريتيد الهيدروجين-6  H2S  راسب اسود عديم اللون 

أنتاج أنزيم اليوريز -7  URE أحمر/ برتقالي  أصفر 

أنتاج أنزيم تربتوفاندياامنيز -8  TDA بني غامق  أصفر 

أنتاج الأندول -9  IND حلقة حمراء  حلقة صفراء 

أنتاج الأسيتون -10  VP  وردي/ أحمر  عديم اللون 

أنتاج أنزيم محلل الجلاتين -11  GEL  أنتشار صبغة سوداء  عدم أنتشار الصبغة 

تخمر سكر الكلوكوز -12  GLU  أصفر أزرق 

تخمر المانيتول -13  MAN  أصفر أزرق 

تخمر الإينوسيتول -14  INO  أصفر أزرق 

تخمر السوربيتول -15  SOR  أصفر أزرق 

تخمر الرامينوز -16  RHA  أصفر أزرق 

تخمر السكروز-17  SAC  أصفر أزرق 

ميليبايوز -18  MEL  أصفر أزرق 

أمكدالين-19  AMY  أصفر أزرق 



الأرابينوز -20  ARA  أصفر أزرق 

 

 

  

6-3 في البكتريا:  التحري عن  بعض عوامل الضراوة  

 : Haemolysin Productionالتحري عن إنتاج الهيمولايسين  1-6-3

هذه    بزرع  البكتيري  الهيمولايسين  إنتاج  على  الدراسة  قيد  البكتيرية  العزلات  قابلية  عن  الكشف  تم 
حرارة   درجة  في  التلقيح  بعد  الاطباق  حضنت    ، الدم  اكار  وسط  على  ولمدة  37العزلات    24م° 
(Atlas et al.,1995 .) 

2-6-3 التحري عن إنتاج السايدروفور   Sidrophore : 

الأدنى   على وسط الحد  زرعت العزلات المراد تشخيصها M9 المدعم )فقرة   6-3-2-3 (. حضنت   
37الأطباق بدرجة ) ولمدة )  °م( 48 النمو البكتيري دليل على قدرة البكتريا على إنتاج    (ساعة. ظهور
 . (Nassif and Sanosonetti, 1986)السايدروفور 

  33--66--33 BBaacctteerriioocciinn      اختبار إنتاج البكتريوسيناختبار إنتاج البكتريوسين          : :   

(طريقـة الانتشار فـي الحفر )  

  إنتاجيةللكشف عن     Gupta et al. (1998)  طبقت هذه الطريقة بحسب ما  جاء في        
، اذ زرعت الاطباق الحاوية على وسط الاكار المغذي   قيد الدراسة  بكترياال    البكتريوسين في راشح

0.1بنشر   مليلتر من لقاح مزارع عزلات بكتريا الاختيار بالناشر الزجاجي المعقم )كلا على حدة(   
  خلية / مليلتر ، عملت حفر   على سطح الوسط  و  108بعد ان ثبت عدد الخلايا المزروعة بمقدار  



100ملئت كل حفرة بـ   حضنت    ,  قيد الدراسة  بكترياالمايكروليتر مـن راشح المزرعة السائلة لعزلات    
بدرجـة   الاطباق  م   37بعدهـا  º مدة     مـع 24  وقورنت  الحفر  حول  التثبيط  مناطق  قيست  ساعة. 

غير الملقح بالبكتريا .  الاكار  المغذي  معاملة السيطرة الحاوية على وسط  

 

 

 

Swarmingأختيار ظاهرة الأنثيال 4-6-3      :  

  ستخدم هذا الأختبار للكشف عن قابلية العزلات قيد الدراسة على أمتلاكها ظاهرة الأنثيال وأجري هذا ا
Liaw  الفحص باستخدام طريقة الاوساط الزرعية الصلبة واتبعت طريقة جماعتهو    كما  و   2000) )  

 يأتي :

الحاوي  -أ الدم  اكار  وسط  مركزلقح  لقح  اذ   , البقع  )     بطريقة  بـ  الطبق  10    )
 مايكروليتر من العالق البكتيري.

حضنت الاطباق بدرجة  -ب  م37 ولمدة    ساعة . 18

ظهور حركة التموج ) الانثيال ( تدل على ان النتيجة موجبة . -ج       

 5-6-3 اختبار إنتاج أنزيم اليوريز    Urease test  : 

3-2-3-2لقحت الانابيب الحاوية على وسط اكار اليوريا )فقرة    الطعن والتخطيط على   تيبطريق (،
37المائل ثم حضنت بدرجة ) لمدة )  °م( 24 دل تحول لون الوسط الى الوردي على إيجابية   ( ساعة.

ر. الاختبا  

    : : Biofilm إختبار تكوين الغشاء الحيوي    6-6-3



  Congo-red Method    حمر الكونغوطريقة ا

اختبار حاوية على   انبوبة  الى  الماكونكي  اكار  نقية على وسط  5  نقلت مستعمرة مفردة  مل من    
ر في الفقرة )ضمحلول الملح الفسلجي المح  1-1-2-3 طة المازج قورنت   اسوبعد المزج الجيد بو   (

0.5  عكورته  بعكورة ماكفرلاند  المحضر في الفقرة )    2-1-2-3 ر  ضولقح وسط الكونكوريد المح  (
3-2-3-5في الفقرة ) نت الاطباق في درجة حرارة  ضوح  ( 37 ولمدة   °م  24  - 48 ساعة ،النتيجة   

جافة بلورية  كثافة  مع  اللون  سوداء  المستعمرات  تظهر  عندما  فتبقى    موجبة  السالبة  النتيجة  ,اما 
 . (Mathur etal, 2006 )المستعمرات وردية اللون 

  7-3 الحيوية  فحص للمضادات  الحساسية  Antibiotic suscepitibility test    
الحيوية     Bauer   Kerby andأستخدمت طريقة   للمضادات  البكتريا  القياسية لاختبار حساسية 
(Vandepitte et al.,1991 : وكالاتي ) 

بـ    5لقح    • المغذي  المرق  وسط  بعمر  3-2مل من  نقية  بكتيرية    24مستعمرات من مزارع 
 ساعة .  

 ساعة .  24م° لمدة 37رجت الانابيب جيدا ، وحضنت بالحاضنة بدرجة   •
 ×1.5  القياسي لاعطاء عدد تقريبي مساوٍ   قورنت عكورة النمو بعكورة المحلول ثابت العكرة •

 خلية / مل.810
  5مل من العالق البكتيري ونشر على وسط اكار مولر هنتون، ترك الطبق لمدة     0.1نقل   •

 دقائق بدرجة  حرارة الغرفة لحين جفاف المزروع .  
  6-7نقلت اقراص المضادات الحيوية الى سطح الوسط الزرعي بوساطة ملقط معقم بمعدل   •

 اقراص لكل طبق . 
بدرجة   • الاطباق  لمدة  37 حضنت  التثبيط    18-24م°  مناطق  اقطار  بعدها  قيست  ساعة 

 intermediate(I)متوسط    (اوR( او مقاومة )Sعدت البكتيريا حساسة )  حول كل قرص، 
 .NCCLs ( 2007)حسب المواصفات القياسية الواردة في ب
 

  8-3 التحري عن إنتاج أنزيم البيتالاكتاميز   β-Lactamase Production : 



 1-8-3 تحضير العالق البكتيري     

( مايكروليتر  150( مل من محلول الملح الفسلجي بـ )5لقحت أنابيب إختبار تحوي كل منها على )
( ساعة للعزلات قيد الدراسة ، مزجت  18من مزارع بكتيرية منماة في وسط نقيع الدماغ والقلب بعمر)
(خلية/مل ،وذلك بعد مقارنة   108بمازج وبذلك تم تحضير عالق بكتيري بتركيز تقريبي  للخلايا )

حسب الفقرة )  بعكرة النمو المتكونة مع عكرة محلول ثابت العكرة القياسي المحضر   2-1-2-3     )
 وإجراء العدد الحي للخلايا  في المحلول .  

 

 

 2-8-3 أستخدام طريقة اليود القياسية السريعة     Rapid Iodometric: 

أستخدمت هذه الطريقة للكشف عن قابلية العزلات قيد الدراسة على أنتاج أنزيم البيتالاكتاميز وذلك 
WHO (1978)حسب ما ورد في  ، وكما يأتي :     

 ساعة .   24حضرت مزارع للعزلات البكتيرية بعمر   .1
مايكرولتر من    (100)نقلت المستعمرات البكتيرية بوساطة العروة الى أنابيب صغيرة حاوية على   .2

  37دقيقة عند درجة حرارة    30(  . حضنت الانابيب لمدة  3-2-1-4-3البنسلين جي ) فقرة  
 مايكروليتر من محلول النشأ ومزجت جيدا .50مْ.ثم أضيف الى كل انبوبة  

ذ  ( إ3-2-1-4-2 مايكروليتر من محلول اليود) فقرة    (  20أضيف الى كل انبوبة في أعلاه )  .3
يتحول لون المحلول الى أزرق غامق نتيجة تفاعل اليود مع النشأ . مزجت محتويات الأنابيب  

 جيدا لمدة دقيقة واحدة.
الأبيض خلال أحتسبت النتيجة موجبة عند حصول تغير لوني سريع من اللون الأزرق الى اللون   .4

ضافة الكاشف )اليود(, أعيد الفحص بظهور نتيجة موجبة متأخرة )أكثر  دقيقة واحدة فقط من إ
 من خمس دقائق( . 

 
        :  (ESBLs) التحري عن أنزيمات البيتالاكتاميز واسعة الطيف 3-8-3



المحورة  ا المتاخمة  الأقراص  طريقة  ستخدمت  Disc approximation أنزيمات      عن  للتحري 
(Jarlier etal, 1988)البيتالاكتاميز واسعة الطيف وذلك حسب ما جاء في  وكالاتي:     

1.   ( الفقرة  وفق  الدراسة  قيد  للعزلات  البكتيري  العالق  ونشر    3-8-1حضر  العالق  0.1(  من 
المعقمة على أطباق حاوية على وسط مولر هنتون    Swabالبكتيري  بوساطة المسحة القطنية  
 دقائق لتجف.  10بصورة كاملة ، تركت الأطباق لمدة 

في    Amoxicillin/ Clavulanic acid (μg / Disc 30)وضع قرص يحتوي على خليط من   .2
الحيوية المضادات  أقراص  رتبت  ذلك  بعد   . الملقح  الزرعي  الطبق   , Aztreonamوسط 

Cefotaxime,Ceftazidime    سم من مركز قرص خليط المضاد / المثبط.  3على بعد 
 ساعة.  18-24مئوية ولمدة  37حضنت الأطباق عند درجة حرارة   .3
ن حدوث أتساع في منطقة التثبيط بين القرص المركزي وواحد أو  وبملاحظة مناطق التثبيط فإ  .4

 أكثر من الأقراص المذكورة دليل على النتيجة الموجبة أي أنتاج العزلة للأنزيم.
 

التحري عن قابلية البكتريا لانتاج انزيم الميتالوبيتالاكتميز بأستخدام طريقة 4-8-3
 :  IPM -EDTA اتحادالمضاد الحيوي 

_حضر العالق البكتيري للعزلات قيد الدراسة وفق الفقرة ) 1 1-8-3 طة المسحة  اس(ونشر المزروع بو 
swab القطنية   وتركت الاطباق    المعقمة على اطباق حاوية على وسط مولر هنتون بصورة كاملة,
 دقائق لتجف .10 لمدة 

وضع قرصين من المضاد الحيوي )  -2 10mg   )  Imipenem   في وسط الطبق الزرعي الملقح
 سم . 3 على ان تكون المسافة بينهما

تم وضع  -3  10 مايكروليتر من محلول     EDTA   ( المحضر في الفقرة ( الى واحد من  8-1-2-3
Impeneumاقراص    .  

37  حضنت الاطباق عند درجة حرارة-4 لمدة ) °م 24-18 (ساعة     



ن زيادة منطقة التثبيط عن  إبعد ملاحظة مناطق التثبيط  ف  -5 7   Imipenem   الملم حول قرص  
مقارنة مع قرص ال     EDTAمع   Imipenem لوحده تعد النتيجة موجبة وان البكتريا تعد منتجة    
)  Metallo_ Beta Lactamase  MBLلانزيم الميتالو بيتا لاكتميز  Bhalerao et al , 2010  
.) 

9-3 الادنى      المثبط  التركيز  قياس  Minimal - Inhibitory Concentration     
Two Fold Dilution Methodاستخدمت طريقة التخافيف المضاعفة المتسلسلة   لحساب التركيز    
في   ورد  ما  على  اعتمادا   الحياتية  المضادات  من  لعدد  الادنى     Stock andالمثبط 
Ridgway(1987) وكما يلي :    

بين   • تراوحت  متضاعفة  متسلسة  تراكيز  من    0.5-1024حضرت  لكل  مل  مايكروغرام/ 
 المضادات الحيوية :

  Ceftazidime  , Cefotaxime  

رة في )الفقرة  ض الخزينة المح  بإضافة نسب مختلفة من هذه المضادات من محاليلها  3-1-2-3  )
هنتون المعقم والمبرد الى  -الى وسط أكار مولر  م° .45 

• ( التخفيف  وأختير  العشرية  التخافيف  بعمر  10-2حضرت  البكتريا  لمزارع   ساعة    24( 
 بإستعمال  المحلول المحلي الفسلجي المعقم .  

مايكروليتر من التخفيف اعلاه بوساطة ماصة دقيقة كلا على حدة ، ولقحت كقطرة   5سحب  •
 واحدة على أوساط المضادات. 

كررت العملية للمزارع كافة بالتسلسل مكررين للتركيز الواحد، وتركت الاطباق لفترة في درجة  •
م°  37حرارة الغرفة لحين جفاف القطرات قبل قلب الاطباق ، حضنت الاطباق بدرجة حرارة  

 ساعة .   24لمدة 
-24احتسب التركيز المثبط الادنى بأنه اقل تركيز يمنع ظهور النمو البكتيري بعد حضانة   •

 م°.  37ساعة بدرجة حرارة  18
Break pointتم مقارنة النتائج مع نقطة التوقف  ويمثل اقل تركيز يمكن ان يصله المضاد في  
 المصل ليعطي اعلى فعالية وبعده يصبح مقاوما .



10-3 كتيري إستخلاص الدنا الب  Extraction DNA Plasmid       :  

الب       الدنا  إستخلاص  المجهزة   كتيري تم  الشركة  تعليمات  على  إعتمادا   الآتية  الخطوات  بإتباع 
(Promega U.S.A :) 

.نقل  1    600 مايكروليترمن المزروع البكتيري بعمر   18 ساعة الى أنبوبة ابندروف )  1.5 مل(.    

.اضيف  2 100 مايكروليتر من الدارئ المحلل للخلايا     Cell Lysis Buffer ، ومزج الخليط عن    
6طريق تقليب الانبوبة   مرات .    

.اضيف  3 350 المبرد)   التعادل  محلول  من  مايكروليتر  4-8C°)Cold Neutralization 
Solution ومزجت المحتويات بالتقيلب عدة مرات.    

.نبذ المزيج بوساطة المنبذة الصغيرة بسرعة  4 13000 دورة / دقيقة لمدة    3 دقائق .     

تقريبا   5 الراشح  نقل   . 900 تنقية      عمود  الى  مايكروليتر  Pure Yield Minicolumn وأهملت    
 الحبيبة اللزجة المتكونة .  

.وضع عمود التنقية داخل انبوبة الجمع  6 Collection Tube ونبذ المزيج بسرعة     13000 دورة /   
15دقيقة لمدة  ثانية .      

.تم ازالة الراسب المتكون في أنبوبة الجمع ، وإرجاع عمود التنقية داخلها. 7  

.أضيف  8 200 محلول     من  مايكروليتر  Endotoxin Removal Wash عمودالتنقية     الى 
Minicolumn ونبذ المزيج بسرعة    13000 دورة/ دقيقة لمدة    ثانية   15

.اضيف  9 400 محلول     من  مايكروليتر  Column Wash Solution التنقية      عمود  الى 
Mincolumn ونبذ المزيج بسرعة    13000 دورة / دقيقة بالمنبذة  الصغيرة لمدة     30 .نقل  10ثانية     
التنقية   Minicolumnعمود  سعة      نظيفة  روف  إبند  أنبوبة   الى  أضيف     1.5 ثم   ، مل  30  



Elution Bufferمايكروليتر من محلول   مباشرة الى أنبوبة عمود التنقية وترك المزيج لمدة دقيقة    
 واحدة بدرجة حرارة الغرفة . 

.نبذ المزيج بوساطة المنبذة الصغيرة لمدة11    ثانية   15 ،ثم غلقت انبوبة إبندرف الصغيرة باحكام   
المستخلص بدرجة    كتيري وحفظ الدنا الب  ، -20C° للتضاعف بواسطة  كقالب دنا    وقد اصبح جاهزا    

PCRتقنية سلسلة تفاعل أنزيم البلمرة  للترحيل الكهربائي.   ومن ثم   

 PCR التفاعل التضاعفي لسلسلة الدنا  11-3

1.11.3 تحضير خليط التفاعل التضاعفي التسلسلي لكل جين     

 تضمنت هذه العملية الخطوات الاتية: 

محلول   • للفقرة    PCR master mix, 1Xأذيب  وفقا  حرارة    (1.8.2.3)المحضر  درجة  في 

 الغرفة ومزج بالمازج لغرض مجانسته قبل الاستعمال. 

الفقرة   • المحضرة وفق  البواديء  محاليل  الغرفة    (2.8.2.3)اذيبت  درجة حرارة  في  لكل جين 

عند   الثلجي  الحمام  استعمال  مراعاة  مع  الاستعمال  قبل  مجانستها  لغرض  بالمازج  ومزجت 

الجدول   في  موضــح  كما  المحاليل  اضافة  تمت  ،وقد  محلول  لكل  الاضافة  و    (3-11)إجراء 

(12-3) . 

 

 

 

 

 

 bla Tem  bla,  الخاص بتضاعف الجين  PCR( المكونات اللازمة لخليط تفاعل  3-11جدول )

shv- . 

 التركيز النهائي  المكونات  ت 
حجم خليط التفاعل لأنبوبة واحدة /  

 مايكروليتر 

1-  
 PCRمحلول

Master mix, 2x 
1X 12.5 

2-  2.0 *1الباديء الامامي   



10* 

3-  2.0 *1 *10الباديء الخلفي   

4-  DNA  2.0قالب  

5-  6.5  ماء مقطر معقم  

 25  الحجم النهائي 

 بيكو مول / مايكروليتر.  •

 . PCRمزجت محتويات الانابيب جيداً باستعمال المازج وبعدها وضعت في جهاز  •

 

(Ramazanzadeh, 2010)تم اجراء التفاعل التضاعفي حسب ما ذكر من قبل  وكالاتي:     

 العملية الخطوة

(3)دورة واحدة لمدة   -1 دقائق بدرجة حرارة   94 م    لغرض المسخ الاولي لقالب الدنا.     

2-  

دورة تضمنت: 35  

A-  30  م94عند درجة حرارة  ثانية  .لمسخ قالب الدنا 

B-  30  م57درجة حرارة  عند ثانية  .لارتباط الباديء بقالب الدنا 

C-   م 72دقيقة واحدة عند درجة حرارة   .للاستطالة البواديء المرتبطة 

5  دورة واحدة لمدة  -3 بدرجة حرارة   دقائق   72 م   للاستطالة النهائية لشريط الدنا المتضاعف.     

 

  12-3 الكشف عن نواتج التضاعف     

1كشف عن نواتج التضاعف بترحيل العينات على هلام الاكاروز المحضر بتركيز )  ثم حملت    (%،

 ( الفقرة  وفق  المحضر  التحميل  داريء  باستعمال  3-2-1-7العينات  الدليل    ( لترحيل  بالاضافة 

-2-1-7(المستخدم لتحديد احجام قطع الدنا الثنائية الشريط المحضر وفق الفقرة )1Kbpالحجمي ) 

ولمدة  3 كهربائيا  الحجمي  الدليل  و  النواتج  ترحيل  تم  اذ   ، انتهاء  90(  بعد  الهلام  ،فحص  دقيقة 

الجزيئية   الاحجام  تقدير  وتم  البنفسجية  فوق  الاشعة  لمصدر  تعريضه  من خلال  للقطع     الترحيل 

   المتضاعفة بالمقارنة مع موقع الحزم للدليل الحجمي المرحل مع نواتج التضاعف

 (Al-Jubouri etal,2012) .   

النتائج والمناقشة                                         

 .النتائج والمناقشة 4   



4-1 العزل    

غنـــائي  علـــى  الوســـط الإ النمـــو المـــايكروبينتـــائج  ظهـــرت ا      Blood agar والوســـط التفريقـــي  
MacConkey agar نمــو مــايكروبي علــى الاوســاط  )عــدم ظهــور ( عينــة ســالبة185ظهــور )ان  

 فقـد )ظهور نمو مايكروبي على الأوساط الزرعيـة(  (عينة موجبة115)(  و%61.7بنسبة )و الزرعية(  
ويعــود الســبب فــي ظهــور نتــائج الــزرع البكتيــري الســالب الــى (  %38.3)كانــت نســبة العينــات الموجبــة

 فــي البكتريــا ظهــور عــدم الــى يــؤدي ممــا العينــات  اخــذ  قبــل الحيــاة مضــادات  تعــاطوا قــد  المرضــى كــون 
لاينمــو فــي الاوســاط الزرعيــة , أو قــد يكــون  ً ا. وقــد يكــون المســبب فايروســي (1002العبــدلي,) العينــة

ــبب بكتريــــــا لاتعــــــزل بــــــالطرائق الروتينيــــــة المتبعــــــة كالبكتريــــــا اللاهوائيــــــة فضــــــلا  عــــــن بكتريــــــا  المســــ
Mycobacterium tuberculosis spp. و  Leptospira spp  المجهريـة اءـــالاحي نـــم وغيرهـا 

)رى ــالاخ Brooks et al.,2004 سـالبة ( عزلـة بكتيريـة 115) الحصول في هذه الدراسـة علـى م  ت   . (
وقــــد لوحظــــت  مــــن مرضــــى يعــــانون مــــن اعــــراض التهابــــات المجــــاري البوليــــة،وموجبــــة لصــــبغة كــــرام 

مواصفات تلك العزلات على الاوساط الزرعية لغرض معرفة اهم المسببات المرضية البكتيرية الشائعة 
معرفـــة نـــوع  لغـــرض  اذ ان الاعتمـــاد علـــى طرائـــق التشـــخيص المختبريـــة مهـــم المســـببة لهـــذا المـــرض .

ــار العــــلاج الأمثــــل لألتهابــــات  المســــبب الجرثــــومي ــن ثــــم اختيــ ــ ومــ ــاري البوليــ ) ةالمجــ Brooks et 

al.,2004 ) .  
 
 2-4 على الاوساط الزرعية  البكتريا  نمو  

ــرام  شخصــــت  ــبغة كــ ــالبة لصــ ــا الســ ــاكونكي البكتريــ ــار المــ ــدم واكــ ــط اكــــار الــ ــى وســ ــدئيا علــ مبــ
وبالأعتمــاد علــى بعـــض الصــفات التفريقيــة الخاصـــة بكــل نــوع مـــن انــواع البكتريــا ، فقـــد تــم تشـــخيص 

,ومنهـا بكتريـا الأنواع المختلفة من البكتريا التي تؤدي دورا مهما في احـداث التهابـات المجـاري البوليـة 
E.coli  )بسـبب تخميرهـا سـكر اللاكتـوز(اللـون  المسـتعمرات ورديـةفقد أظهرت الصفات الزرعية ان   

المـاكونكي ذات نهايات منتظمـة علـى وسـط اكار  وصغيرة وجافة (Atlas etal.,1995) كمـا ظهـرت  ,
EMBالمستعمرات على وسط    اًطـي بريقـا  اخضـر عورديـة اللـون وذات مركـز غـامق ت صـغيرة،  جافة،  

(Greenish Metallic Sheen) ً اعلما موجبة للكاتاليز, وسالبة للاوكسديز, سالبة لفحص اليورييز,    
بروسـكاور وغيـر قـادرة علـى اسـتغلال  -موجبة لفحص الاندول والمثيل الأحمر, سـالبة لفحـص فـوكس

(Holt etal.,1994)الستريت  (.4-2جدول رقم )   



شخصــت بكتريــاو  Proteus.mirabilis ظــاهرة الحركــة التموجيــة ) باعتمــاد    Swarming )
وكـذلك مسـتعمراتها صـفراء شـاحبة علـى وسـط , على وسط اكار الـدم بوصـفها صـفة تشخيصـية اوليـة 

البكتيـــري التـــي تكـــون  اكـــار المـــاكونكي بســـبب عـــدم تخميرهـــا ســـكر اللاكتـــوز فضـــلا عـــن رائحـــة النمـــو
ــه ــمك علــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــى الوســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــط نفســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــة الســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــابهة لرائحــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ                                                    مشــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
(Greenwood et al.,2000 تكــون ســالبة لصــبغة كــرام , موجبــة للكاتــاليز, وســالبة للاوكســديز, ,(

بروســكاور  -متحركــة, ســالبة لفحــص الانــدول , موجبــة لفحــص المثيــل الأحمــر, ســالبة لفحــص فــوكس
al.,1994) Holt et سالبة لفحص الستريت وموجبة لفحص اليوريز (. 4-2جدول رقم ) (  

امـا بكتريـا        K. pneumoniae   قـد شخصـت علـى وسـط اكـار المـاكونكي بكـون مسـتعمراتها ف
وتكون , الكبسولة  لامتلاكهاوردية اللون وذات قوام مخاطي  دائرية كبيرة الحجم، ذات حافات منتظمة

نتيجـــة ســالبة فــي فحـــص الانــدول وموجبــة لفحــص أحمـــر المثيــل , أمــا النـــوع  أعطــت ,  غيــر منتظمــة
نتيجـة موجبـة فـي  الاندول وسالبة للاحمر المثيل , كما اعطت الاخر فقد أعطى نتيجة موجبة لفحص 

نســبة لفحــص الحركــة اليــوريز, امــا بال اســتهلاك الســترات, وفحــص كــل مــن فحــص الفــوكس بروســكاور, 
ســــالبة لفحــــص الحركـــة                                                    فكانـــت   (Holt et 

al.,1994;Atlas et al.,1995) ( .4-2جدول رقم )   
اما مستعمرات بكتريا        En. aerogenes كبيرة نسبيا, بيضاء اللون, مخاطية على وسط الاكار    

المغذي, وظهرت كبيرة, وردية اللـون ومخاطيـة علـى وسـط المـاكونكي , وكانـت البكتريـا سـالبة لصـبغة 
بروســكاور وقــادرة  -كــرام, ومتحركــة, وســالبة لفحــص الانــدول والمثيــل الأحمــر وموجبــة لفحــص فــوكس

ــا ــالبة لفحـــــص اليـــــوريز, وظهـــــرت بكتريـــ ــتريت ( وســـ ــة لفحـــــص الســـ ــتريت )موجبـــ  علـــــى اســـــتغلال الســـ
.cloacae  En  En . aerogenes  لبكتريا  الكيموحيوية مشابهة في شكل مستعمراتها واختباراتها   

)كانت موجبة لفحص اليوريز ماعدا أنها Holt et al.,1994 (.4-2جدول رقم ) (  
Ps.aeruginosa فيمــا كانــت مســتعمرات بكتريــا         دائريــة, ملســاء, وتكــون مســتعمراتها محللــة  

ــدم, تنمــو علــى وســط  المــاكونكي (β Beta-hemolyticللــدم تحلــلا مــن نــوع  ( علــى وســط أكــار ال
وخضـراء اللـون لانتاجهـا صـبغة تكون شاحبة  إذ  زغير مخمرة لسكر اللاكتو   وتظهر pyocyanin  , 

ــة لفحـــص  كمـــا ــديز والكاتـــاليز , موجبـ ــة فـــي فحـــص الاوكسـ ــبغة كـــرام, موجبـ ــالبة لصـ تكـــون البكتريـــا سـ
 بروسكاور وموجبة لفحـص السـتريت  -فوكس  الحركة, سالبة لفحص الاندول والمثيل الأحمر وفحص  

(Brooks et al.,2004) وسالبة لفحص اليوريز  .(4-1جدول رقم )   



4-1جدول رقم ) المعزولة من   السالبة التشخيص المجهري والكيموحيوي للبكتريا(:
 التهابات المجاري البولية

 

+/ K = alkaline      A = acid          : دلالة على سلبية الفحص -+: دلالة على ايجابية الفحص         : نتيجة متغايرة  -  

 

التي تم عزلها فقد تم استخدام عدة    يرية قيد الدراسةبكتالعزلات  الوللتأكد من تشخيص     التشخيص  
api_20E  ، الكيموحيوي  التشخيص  نتائج  لتأكيد  التشخيص  في  والسرعة  بالسهولة  تمتاز  التي 

( . 2ملحق ) (4-1شكل)  

 

 

4-3 السالبة لصبغة كرام  تشخيص العزلات المرضية    

نوع البكتريا                                    
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 - - - - - - التصبيغ بصبغة كرام  

 + + + + + + اختبار أنتاج أنزيم الكاتاليز 

 - + - - - - اختبار أنتاج أنزيم الاوكسديز  

 - - - - - + الكشف عن أنتاج الاندول  

 + - - - + + اختبار المثيل الأحمر  

بروسكاور   –اختبار فوكاس   - + + + - - 

 -+/ + + + + - فحص قابلية البكتريا على استغلال الستريت  

 + + + + - + فحص الحركة  

 + - -+/ - + - فحص اليوريز 

 اختبار استهلاك السكريات الثلاثية 

H2S وإنتاج   ( TSI ) 
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gas+ 

 

A/A 

-H2S 

+ gas 
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-  gas 
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K / no 
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( عزلــة 66ان الاصــابة تمثلــت فــي )بالتهابــات المجــاري البوليــة أظهــرت نتــائج البحــث المتعلقــة       
 عينـة موجبـة للنمـو المـايكروبي115من مجموع العينات البالغـة ( %57.4سالبة لصبغة كرام وبنسبة )

 Escherichia coli ( عزلـــــة تعـــــود لبكتريـــــا25) ومـــــن هـــــذه العينـــــات المرضـــــية تـــــم تشـــــخيص 
ــة تعــود لبكتريــا 22و)(, %37.87وبنســبة) (عزل Proteus mirabilis ( 9, و)%( 33.33) نســبة 

(,و%13.63نســبة )  Klebsiella pneumoniaeعــزلات تعــود لبكتريــا  )5 (  عزلــة تعــود لجــنس
Enterobacter spp ( عزلة 1) (%7.57)بنسبة   Enterobacter aerogenes  (%5.51)بنسبة  

( عزززززززززز ت 4و) Enterobactercloacae  ( عـــــــــزلات تعـــــــــود لبكتريـــــــــا5و),(%,066وبنســـــــــبة ) 
Pseudomonas aeruginosa .%(,577بنسبة )   

جرثومـة    نإ  E.coli كانـت مـن أكثــر مسـببات   UTI  (%37.87فـي هـذه الدراســة فقـد شـكلت نســبة ) 
4-2 جدول رقـم ) وقـد جـاءت مقاربـة للنسـبة التـي حصـلت عليهـا,  ( Muhammad (2002)   والتـي
(46.21كانــــــت    فقــــــد كانــــــت ( 2005خورشــــــيد )ولاتتفــــــق مــــــع النتــــــائج التــــــي حصــــــل عليهــــــا (،  %

.(%65.59) 

E.coliإن الأختلافات في نسـب  المعزولـة ربمـا يرجـع إلـى المسـتوى الصـحي   Hygienic status  
وتعـد الجـراثيم المعويـة وبـالاخص جرثومـة في المجتمعات المختلفة .  E.coli مـن اكثـر انـواع العائلـة  

 Delzell and)  المعويــة إحــداثا  لالتهابــات المجــاري البوليــة وهــذا مــا اكدتــه العديــد مــن الدراســات 

Lefevre.,2000). 

جرثومة      Proteus mirabilis  أما    ( بنسبة  الثانية  بالمرتبة  جاءت  جاءت    ( %33.33فقد  إذ 
ليها الباحث  إمع النتائج التي توصل  متوافقة   Khurana وجماعته     (2002) حيث وجدوا أن نسبة    

  Ling  الباحث   اليها   اشار  لاتتفق مع النتائج التيهذه  و ،    %  333.3الأصابة بهذه البكتريا كانت  
)  وجماعته 2003 ان نسبة عزل    إذ   البولية  جاري وب شرق اسيا حول التهابات الم( في دراسة في جن

%   3 .8البكتريا جنس المتقلبات هي   أتي  ت ان بكتريا جنس المتقلبات  الى تشير الكثير من الدراسات .
E.coliبألمرتبة الثانية بعد بكتريا   في كل الاعمار    بالتهابات المجاري البولية    احداث الاصابة في    

Nass et al ., 2000  ) وللجنسين ).  



ــا جرثومــــة K.pneumoniae أمــ ــبتها)  ــاءت نســ ــت  (%13.63فجــ ــدلي واتفقــ ــه العبــ ــل اليــ  مــــع ماتوصــ
جرثومــة نســبة( الــذي اشــار الــى ان 2010) K.pneumoniae   فــي التهــاب المجــاري البوليــة هــي 

الزبيـدي , ولم تتفـق مـع ماتوصـل اليـه (17.6%) ) ( إذ كانـت نسـبة  2012  K.pneumoniae   فـي
(.%21.8عينات الإدرار )   

.Enterobacter sppبينما كانت نسبة ( فقد  2008مع الحسابي )تقريباجاءت متوافقة ( إذ %,577)  
(.%1.05)نسبتها  ( فقد كانت 2009( كذلك لم تتفق مع الحلفي )%12بلغت نسبة عزل هذه البكتريا)  

Ps.aeruginosaبالنســبة للنــوع   ( إذ 2009الحلفــي )جــاءت متوافقــة مــع %( ف,577كانــت نســبتها ) 
وهـــــذه .(%3.41)( فقـــــد كانـــــت النســـــبة  2011الســـــعدي ) لـــــم تتفـــــق مـــــعو  ,( %,367)النســـــبة كانـــــت 

ــة  ــرة الدراسـ ــلال فتـ ــذها خـ ــم أخـ ــي تـ ــات التـ ــدد العينـ ــى عـ ــود إلـ ــا تعـ ــات ربمـ ــحية الأختلافـ ــروف الصـ والظـ
أو إلى تطور المقاومة من قبل السلالات تجاه المضادات الحيوية  للمرضى (Coker et al.,2000) 

.  

4-2 جدول )             البكتيرية المعزولة من الادرار ونسبها المئوية ( الانواع  

 النسبة المئوية  عدد العزلات الاجناس البكتيرية 

Escherichia coli 25 37,87 

Proteus mirabilis 22 33,33 

K. pneumonia 9 13,63 

Enterobacter spp 5  7,57 

Enterobacter aerogenes 1 1,51 

Enterobacter  cloacae 4 6,06 

Pseudomons aeruginosa 5 7,57 

 % 57,4 66 المجموع 



 

4-4 لبكتريا قيد الدراسة التحري عن بعض عوامل الضراوة المهمة ل     

على احداث الخمج يعود لامتلاكها عددا  من عوامل  الضراوة ، بعضها يلعب    إن قابلية البكتريا    
ستكون المسؤولة    ما اجتمعت هذه العوامل فإنها دورا  مباشرا  والبعض الاخر له دور غير مباشر فإذا

الضرر   إحداث  أخضعت  عن   ، المضيف  جسم  وهي    العزلات احد  في  للاكتوز  المخمرة  البكتيرية 
E.coli واحد العزلات البكتيرية غير المخمرة للاكتوز وهي     P.mirabilis وبالاعتماد على الاعلى    

(  ةالبالغنسبة من مجموع العزلات الكلية و  ( عزلة لدراسة هذه العوامل وقد كانت النتائج كما يأتي  47
 : 

 Haemolysin Production                   إنتاج الهيمولايسين1-4-4 

اختبرت        قابلية عزلات البكتريا قيد الدراسةعلى إنتاج الهيمولايسين من خلال تنميتها في وسط   
5أكار الدم الحاوي على   نوع  % دم الانسان   AB      جدول    في    ، وقد  أظهرت النتائج الموضحة   
بكتريا  (3-4 عزلات  عدد  إن   )E.coli الهيمولايسين     لانزيم  نسبة    13المنتجة  يشكل  مما  عزلة 

(، تتفق هذه النتيجة  مع ما توصلت اليه العزاوي )52%) 2005 50 (التي وجدت ان   من عزلات  %  
E.coli الهيمولايسين,     انتاج  على  القابلية  لها  في  كانت  الهيمولايسين  إنتاج  كان      بكتريابينما 
P.mirabilis   20( نسبة  ممايشكل  ,%90.9عزلة  الطائي    (  اليه  ماتوصل  مع  النتيجة  هذه  تتفق 
(2005 أن )( الذي وجد   93.4( عزلة أي بنسبة )46( عزلة من مجموعة )43 ج  %(  اعطت نتائ
. موجبة لفحص أنتاج الهيمولايسين  

4-3جدول )  ها ونسبللهيمولايسين  ( أعداد العزلات المنتجة  

 عدد العز ت نوع العز ت 
عدد العز ت الموجبة 
 المنتجة للهيمو يسين 

النسبة المئويةللعز ت 
 المنتجة للهيمو يسين    

E.coli   25 13  52 %  



P.mirabilis  22  20 90.9  % 

 

 

2-4-4 الحركة المتموجة )الأنثيال(   Swarming  

Proteus mirabilisأظهرت نتائج الدراسة أن جميع عزلات   ( أي بنسبة )22الـ )   100 ( قادرة  %
.  (1.5-2%)  على أحداث الحركة التموجية ولاسيما أنها نامية على وسط فيه نسبة الأكار أعتيادية

ظهرت هذه الحركة بشكل أمواج متسلسلة ذات مركز واحد ، و تطابقت هذه النتيجة مع ما توصل  
Liawاليه   وجماعته )   بتنمية بكتريا  2003 Proteus mirabilis( عندما قاموا  على وسط زرعي    
(1.5)حاو  (  2013)  عتبيتريا , كما اتفقت مع نتائج الأكار لاحظوا ظاهرة الأنثيال من قبل هذه البك 

وبنسبة )  ت عزلا  9ان  ت وجد  تيال  %( قادرة على احداث الحركة التموجية .100

(Urease production)إنتاج أنزيم اليورييز3-4-4     :  

من عوامل ضراوة البكتيريا إذ يعمل الأنزيم    تعد قابلية البكتيريا على أنتاج أنزيم اليوريز عاملا        
مما   للوسط  الهيدروجيني  الأس  رفع  على  تعمل  التي  القاعدية  الأمونيا  وتحرير  اليوريا  تحليل  على 
يؤدي الى تغيير لون الكاشف احمر الفينول الى اللون الوردي في حالة أنتاج البكتيريا لهذا الأنزيم  
(Friedrich et al., 2005 تختلف قابلية البكتيريا في أنتاجها لهذا الأنزيم إذ وجد أن بكتيريا    ( .
Proteus mirabilis     لها القابيلة على أنتاج هذا الأنزيم ، في حين لم تنتج E.coli   الأنزيم هذا  

تفق مع ماتوصلت اليه العبيدي  )وت 2006 E.coli  جميع عزلات   كانت إذ    ( غير منتجة لهذا الانزيم    
).يوضح الجدول. 4-4 حظ ان بكتريا ،إذ نلانزيم( قابلية عزلات البكتيريا على أنتاج الأ P. mirabilis 

100اعطت نتيجة موجبة للانزيم بنسبة   أسماعيل )  مع ما توصل إليهالنتائج  وتتفق    % , 2004 إذ  (  
P.mirabilisكانت جميع عزلات   منتجة )   100 )           هذا الأنزيم ايضا.%( ل (  4-4  الجدول 

ها   أعداد العزلات المنتجة لأنزيم اليوريز ونسب  



 عدد العز ت نوع العز ت 
عدد العز ت 
الموجبة المنتجة 
  نزيم اليوريز 

للعز ت  النسبة المئوية
 المنتجة لأنزيم اليوريز  

E.coli   25 0 0  %  

P.mirabilis  22 22 100 %  

      44--44--44 يدروفورات  االتحري عن أنتاج الس Siderophores      

حة في جدول ضمو أظهرت النتائج وال        5-4) ان نسبة انتاج بكتريا ال (  E.coli    للسايديروفور
بلغت نسبة انتاج السايدروفور   ( إذ 2013تتفق مع ماتوصلت اليه العتبي )  هذه النسبة  كانت و   48%

53.3 تتفق  %   اليه  ,ولم  ماتوصل  مع  Bnyan   ( واخرون  2010 البكتريا  (   هذه  انتاج  نسبة  ان 
بلغت   76.6للسايدروفورات  بكتريا% انتاج  نسبة  .وبلغت   Proteus mirabilis   9للسايدروفور%  

 بلغت نسبة انتاج السايدروفور  ( إذ 2013تتفق ايضا مع ماتوصلت اليه العتبي )  هذه النسبة  كانت و 
11.11 ان اجناس العائلة المعوية تقسم الى مجموعتين اعتمادا على  (  2013وقد ذكرت العتبي ).%
انتاج   على  Aerobactinقدرتها  ذات ا السلالات  تضم  الاولى  الواط  لمجموعة  لانتاج    ىءالمعدل 
Aerobactin اجناس   وتضم   Proteus,Serratia,Salmonella الثانية  و   , تضم  المجموعة 
Aerobactinالسلالات ذات المعدل العالي لانتاج  وتضم جنس   E.coli 

نظام السايدروفور جميعها غير قادرة على    كوينهنا ان العزلات القادرة على تمما تجدر الإشارة إليه  
علا هناك  ان  ذلك  من  واضحا   ويبدو  الدم  اكار  وسط  على  الهيمولايسين  إنتاج  إنتاج  بين  قة 

وهذا يؤكد نتيجة نمو العزلات على وسط أكار الدم وعدم إنتاجها    ,السايدروفور  كوينالهيمولايسين وت
للهيمولايسين إذ تلجأ البكتريا المعوية غير المنتجة للهيمولايسين الى إنتاج السيدروفورات لكي تتمكن  

..((2013)العتبي ,  من سحب الحديد من مركباته لحاجتها الضرورية له  

4-5الجدول ) ها ونسب للسايدروفور  ( أعداد العزلات المنتجة   



 عدد العز ت الكلية نوع العز ت 

عدد العز ت 
الموجبة المنتجة 
 للسايدروفور

 

 النسبة المئوية
 للعز ت المنتجة
 للسايدروفور     

E.coli      25  12  48 %  

P.mirabilis 22 2  9 %  

 

 

 

Bacteriocin productionإنتاج البكتريوسين5-4-4       

( الجدول  في  واضح  هو  وكما  النتائج  بكتريا  4-6بينت  عزلات  عدد  بأن   )E.coli     المنتجة
جزئيا    (%32)8للبكتريوسين   متقاربة  النتائج  هذه  اليه    وجاءت  ماتوصل  مع  AL- Dhumaina 

(2005 اشار ان نسبة انتاج بكترياإذ  (    E.coli   (%52.01) ولم تتفق مع ماتوصلت اليه العتبي ,    

عدد عزلات بكتريا ( اذ اشارت ان 2013) E.coli    المنتجة للبكتريوسين 11 ) وبنسبة  73.3 )% .  

( بأن عدد 4-6بينت النتائج وكما هو واضح في الجدول ) P. mirabilis  بكتريا لاما بالنسبة 
مع ماتوصل اليه وجاءت هذه النتائج متقاربة  , (%50)  11المنتجة للبكتريوسين  بكترياالعزلات  AL- 

Dhumaina   ( 2005 P.mirabilis(67.9% اشار ان نسبة انتاج بكتريا إذ  ,(     (, ولم تتفق مع
AL-Hamadan واخرون )   2007  Proteus نسبة انتاج البكتريوسين في بكتريا ال   كانت  إذ  (
spp  ( 20 )% .  

إن اختلاف نسب العزلات المنتجة بين دراسة وأخرى يعتمد على عزلات الاختبار  بصورة           
أساسية،  قد  تكون  عزلة  الاختبار  متحسسة  لنوع  معين من  البكتريوسين  لكن  إظهار الفعالية  
القاتلة  يعزى  إلى  افتقارها  للمستقبلات  الخاصة  بنقلة  ،  أو  قد   ينتج  لكن  بكميات  قليلة لا 

خر  لسبب أو الآ  ، كما  قد  تتعرض البكتريا  إلى طفرات معينة  تمكن  من  قتل  الخلية  الحساسة  ت
تصبح  عزلة الاختبار  مما قد ينتج عنه  فقدان  المستقبلات   الخاصة   للبكتريوسين  وبالتالي    



أشار  ،  (  2013)العتبي, مقاومة   فقد   Cursino et  al. (2002) تحوير      حدوث   إن    إلى 
نتيجة  حدوث  طفرات   تؤدي إلى   إن  تكون  العزلات     للبكتريوسين   المستقبلات   الخاصة  

 مقاومة .

 

 

 

 

 

لجدو 6-4) .  البكتريوسين إنتاج علىالبكتريا  ةعزلاتي قابل (   

 نوع العزلات 
عدد العزلات  

 الكلية 

عدد العزلات  
الموجبة  
المنتجة  

 للبكتريوسين 
 

  رمز 
 العزلة   

 
 قطرالتثبيط

ملم  /  
 

  النسبة المئوية
 للعزلات 
 المنتجة  

 للبكتريوسين     

E.coli      25  8 

E3 6 

32 %  

E4 6 

E5 4 

E20 4 

E21 4 

E28 6 

E31 4 

E34 4 

P.mirabilis 22 11 

P7 4 

 50 %  

P14 8 

P16 4 

P18 4 

P24 6 

P25 6 

P35 4 

P39 6 

P41 6 

P43 6 



P46 8 

 

 6-4-4 ) إنتاج الغشاء الحيوي   Biofilm production ) :  

غشاء  المنتجة لل   E.coli( بأن عدد عزلات بكتريا  4-7بينت النتائج وكما هو واضح في الجدول )
بطريقة   الكونغوالحيوي  متقاربة      (%92)23  أحمر  النتائج  هذه  ماتوصلوجاءت  العتبي  اليه    ت مع 

بلغت نسبة انتاج الغشاء الحيوي في بكتريا ال  ( إذ 2013) E.coli %  86.66  حمرالكونغوبطريقة ا  
Samie  ماتوصل اليه  ة معهذه النسبولم تتفق  , و   NKgau   ( 2012 محافظة    في دراسة اجراها في  (

وجد ان نسبة انتاج بكتريا ال     إذ لومبوبو جنوب افريقيا   E.coli    حمرا  للغشاء الحيوي بطريقة  
بنسبة  الكونغو 40.3   % .  

بالنسبة   بكتريالاما   P. mirabilis   20غشاءالحيوي  المنتجة لل  بكترياالبينت النتائج بأن عدد عزلات  
مع ماتوصلت اليه سلمان )هذه النتائج    وتوافقت   ,  (%90.9)وبنسبة   2008 بلغت نسبة انتاج  إذ    (

 %.91.7الغشاء الحيوي 

حيوية ومقاومة  إن البكتريا التي تنمو في الغشاء الحيوي تكون متحملة للعديد من المضادات ال       
ا من  ستساغة  لإلكل  Opsonization والبلعمة     Phagocytosis وأيضا     مختلفة  بيئية  ولظروف 

 ( .Bordi and Bentzmann,2011مقاومة لضغوط إنتقائية )

4-7الجدول ) هاونسب  للغشاء الحيوي ( أعداد العزلات المنتجة   

 عدد العز ت الكلية نوع العز ت 
عدد العز ت المنتجة 

 للغشاء الحيوي
 

النسبة 
المئويةللعز ت  

 المنتجة 
      للغشاء الحيوي

E.coli      25  23  92 %  

P.mirabilis 22 20  0.99 %  

 4-5 ز عن إنتاج أنزيمات البيتالاكتامي التحري   



Detection of β-Lactamase  production 

يتضح من الجدول )أظهرت نتائج هذه الدراسة كما         8-4 (  25(عزلة من مجموع )15أن)  (  
E.coli   عزلة لبكتريا وتتفق هذه   , أعطت نتيجة موجبة لفحص أنتاج البيتالاكتاميز (%60وبنسبة )    

Jainالباحث   النتيجة مع ماتوصل اليه   وجماعته )   ( عند عزلها من حالات تسمم الدم في 2003
كانت نسبة انتاج    إذ لخدج  ردهة العناية المركزه للأطفال ا E.coli لهذا الإنزيم     63.3 مع  , ولاتتفق  %

 ( العزاوي  اليه  2005ماتوصلت  أنزيمات (   إنتاج  نسبة  ان  )   كانت   ميز االبيتا كت   الى  33.33  )%
 .E.coliلبكتريا 

بالنسبة لبكتريا   P.mirabilis  اما  نتائج هذه الدراسة أن)فقد أ   (  22من مجموع )  ت (عزلا9ظهرت 
وبنسبة)  البيتالاكتاميز%40.9عزلة  أنتاج  لفحص  موجبة  نتيجة  أعطت  مع    ,  (  النتيجة  هذه  وتتفق 

عندما وجد ان نسبة بكتريا   Almarjani ( 2000 ) ماتوصل اليه  Proteus mirabilis    المنتجة
  .%(  39.6مجاري البولية تصل الى )لانزيمات البيتالاكتاميز والمعزولة من مرض التهابات  ال

بعض العز ت التي أعطت نتيجة سالبة لفحص البيتا كتاميز ومقاومتها لمضاد واحد أو    توافرإن  
  آليات مقاومة أخرى غير البيتا كتاميز مثل تغيير بروتينات الغشاء الخارجي  توافرل على  أكثر يد 

إن   بأعتبار  ( Poirelet al.,2000)أو أمتلاك حاجز النفاذية بوصفها خطوة لتغيير موقع الهدف،

 اميز. دة في مقاومة مضادات البيتا كت إنتاج أنزيمات البيتا كتاميز ليست الآلية الوحي

الجدول )   -4  8 ها  ونسب   لانزيم البيتالاكتاميز ( أعداد العزلات المنتجة  

 نوع العز ت 
عدد العز ت  

 الكلية
عددالعز ت المنتجة  
  نزيم  البيتا كتاميز  

النسبة المئوية نتاج  
 البيتا كتاميز 

E.coli   25 15  60 %  

P.mirabilis  22  9 40.9 %  

 

4-6 عن أنزيمات البيتالاكتاميز واسعة الطيف  التحري   

Detection of Extended Spectrum β-Lactamase Enzyme    



وقد ,  أخضعت جميع العزلات قيد الدراسة للكشف عن انتاجها لانزيمات البيتالاكتاميز واسعة الطيف
( الجدول  في  النتائج   4-9أشارت  بكتريا    ( أن  الى  E.coli   بنسبة للانزيم  منتجة  كانت  ) 12% )

متوافقة  النسبة  هذه  )  مع  وجاءت  العتبي  اليه  بكتريا    (2013ماتوصلت  أن  E.coli     منتجة كانت 
6.66للانزيم بنسبة   Jabbar (2011)   ولم توافق ماتوصل اليه    ,% بلغت نسبة عزلات    إذ  E.coli  

.%100واسعة الطيف  مقدرتها على انتاج انزيمات بيتالاكتاميز    

بالنسبة لبكتريا   P.mirabilis  اما  نتائج هذه الدراسة أن)   (  22من مجموع )  ت (عزلا7فقد أظهرت 
نتيجة%31.8عزلة وبنسبة)  أنتاج الا   ( أعطت  الدراسة مع ما  تتف  نزيم ,موجبة لفحص  نتائج هذه  ق 

Bonfiglio  ليهإتوصل   وجماعته     (2002) أشاروا   بكتريا    الى  الذين  أنتاج  أن  P. mirabilis   
بنسبة   الطيف  واسعة  البيتالاكتاميز  أجر %    25.7لأنزيمات  دراسة  خلال  مصابين  و من  على  ها 

. بألتهابات المسالك البولية  

عوامل  إن إنتشار السلالات البكتيرية المنتجة للأنزيمات الواسعة الطيف في أي مستشفى يعتمد على  
أستعمال طريقة  منها  الحيوية،  مختلفة  الأشخاص   المضادات  بين  المنتجة  للسلالات  النقل  ومعدل 

وخاصة في وحدات   العاملين والراقدين في المستشفيات، ونوع التعقيم المستخدم في وحدات المستشفى
ة العناية المركز  2011) , (Sarojamma and Ramakrishna . 

 

الجدول )   9-4 ها ونسب الواسعة الطيف البيتالاكتاميز اتلانزيم ( أعداد العزلات المنتجة  

 نوع العزلات 
العزلات عدد 

 الكلية

  عددالعزلات المنتجة

البيتالاكتاميز ات لانزيم

 الواسعة الطيف 

 النسبة المئويةلانتاج 

  البيتالاكتاميزانزيمات 

 الواسعة الطيف 

E.coli 25 3 12 %  

P.mirabilis 22 7 31.8 %  

 



 4-7 المعدنية بيتالاكتاميزال التحري عن إنتاج أنزيمات   

Detaction of Metalloβ-Lactamase Production    

إذ المعدنية  أخضعت جميع العزلات قيد الدراسة للكشف عن انتاجها لانزيمات البيتالاكتاميز  أشارت   , 
( الجدول  في  4-10النتائج   بكتريا    ( أن  الى  E.coli    عزلات 3)  كانت للانزيم   (  منتجة 

بنسبةو  ) النتيجة    (12% تتفق هذه  حسين )كل من    مع  ولم  2010 الى   وشار إذ أ(  2013والعتبي )(  
E.coli ان  . الانزيمهذا   اظهرت نتيجة سالبة في انتاج   

P.mirabilis  اما بالنسبة لبكتريا   (  22من مجموع )  ت عزلا  (3)  فقد أظهرت نتائج هذه الدراسة أن  
تتفق نتائج هذه الدراسة مع ما  نزيم , ولم  موجبة لفحص أنتاج الا   ( أعطت نتيجة %13.6عزلة وبنسبة) 

ان عزلات  الى ت حيث اشار ( 2013العتبي ) هيلإ ت توصل P.mirabilis في   نتيجة سالبةقد أظهرت  
حسين ) مع ايضا  ولم تتفق , الانزيمهذا   انتاج 2010 P.mirabilis في انتاج ال ( للانزيم  فقد اشار   

5 الى قدرة  عزلات على انتاج الانزيمات المعدنية وبنسبة   71.85%.  

الباحثون   أجراها  دراسة  ,.Mochon etal  (2011)وفي     ( انزيمات  ان  وجدوا  MBLs تمنح      )
مضاد   عدا  البيتالاكتام  مضادات  لكل  Aztreonamالمقاومة  الباحثون   ، ووجد  Mulveyet 
al.,(2011) أن حساسية البكتريا المنتجة لهذا الانزيم لمضاد   Aztreonam يكون بسبب عدم قابلية    
 على تحليل هذا الدواء . Bالأنزيم صنف 

Al-Ouqaili  (2005   يت من قبل الباحث وفي دراسة اجر  عزلة واحدة  مقاومة ظهور  ( اشار الى  
البيتالاكتاميز ومنتجة لهذا الانزيم كانت محمولة على بلازميد اقتراني . وقد   يكون سبب  لمضادات 

حساسة لمضاد الاميبينيم بدرجة كبيرة. بوصفهالهذا الانزيم   الدراسةعدم انتاج عزلات   

4-10  الجدول ) . هاونسب لانزيمات الميتالوبيتالاكتاميز المعدنية   ( أعداد العزلات المنتجة  

 عدد العزلات الكلية  نوع العزلات 
عددالعزلات المنتجة لانزيمات    

 الميتالوبيتالاكتاميز المعدنية   

النسبة المئويةلانتاج انزيمات  
 الميتالوبيتالاكتاميز 

 المعدنية 



E.coli       25    3   12 %  

P.mirabilis    22     3       13.6 %  

4-8 Bauer-Kirby بطريقة الأقراص إختبار حساسية البكتريا لمضادات الحياة        

مضادات مجموعة  وتضمنت  ات مضاد  6  أتجاه اختبرت حساسية العز ت  قيد الدراسة       

  و  Imipenem و   Cefotaximeو  Piperacillinو Ceftazidime  التي شملت حصرا البيتا كتام 

Aztreonam  ,   ومضادAugmentin  ( وهو خليط من مثبط ا نزيمClavulanic acid  

 ,NCCLsواعتمد على قياس قطر منطقة التثبيط ومقارنة ذلك مع ماورد في ) , ( Amoxcillinو
في مدى أستجابة العز ت قيد الدراسة   ًاواضح ً القد أظهرت النتائج تباين .( 3ملحق رقم )  ( .2007

  مقاومة لمضاد  E.coliجميع عز ت بكتريا حيث كانت . 4-11)للمضادات المستعملة جدول )

Ceftazidime   وPiperacillin وCefotaxime   و Imipenem  و Aztreonam  ,    ومضاد

Augmentin  نتائج  واتفقت    ( على التوالي,%92)  ,( %64,)  ( %88(,) %68(, ) %88(,)%76)  بنسبة

اشار الى نسبة مقاومة  البكتريا لمضاد   إذ  (2005الحميداوي ) ماتوصل اليه   مع الدراسة

Cefotaxime 42.8مع ماأشار  اليه  النتائج لم تتفق % وBonomo et al. (2003)   أن نسبة

  ( إذ 2010ائج الدراسة مع العبدلي)واتفقت نت    . Cefotaxime 13.3%مقاومة  البكتريا لمضاد 

  Piperacillinو  Cefotaxime  لمضادات  مقاومة  ها جميع E.coliان عز ت بكتريا  اشار الى 

 . ( على التوالي %55%( و)65()%65بنسب  )  Aztreonamو

يعود سبب المقاومة لحدوث تغيير في حاجز النفاذية مما يؤدي الى صعوبة مرور المضاد  ربما قد  
ووصوله الى موقع عمله وهو خاص بالبكتيريا السالبة لملون غرام إذ يحتوي الغشاء الخارجي على  

قنوات بروتينية تدعى البورين التي تعمل على منع دخول المضادات الى داخل الخلية البكتيرية   

(Spanu et al., 2002) . 

( على صا ت العمليات إذ كانت نسبة  2005مع دراسة النداوي )  جاءت نتائج الدراسة متفقة 

وأختلفت نتائجنا مع نتائج الموسوي  ,لأيشركيا القولون  % Augmentin 100 لمضاد  المقاومة

( إذ كانت نسبة مقاومة أيشركيا القولون المعزولة من حا ت تسمم الدم لدى الأطفال  2003)

 .  %63.6هي  Augmentin لمضاد حديثي الو دة 

 

ان جميع عز ت بكتريا   ( الى 2013اتفقت دراستنا ايضا مع ماأشارت اليه العتبي )  E.coli مقاومة    

Piperacillin  لمضاد  و     Ceftazidime و   Cefotaxime Aztreonam  و    ) بنسبة   93.3  )%    ,

(46.6 (,)%53.3   )%  (, 60 . على التوالي %(    



بكتريا فيما يخص حساسية  المقاومة  لمضادات  P.mirabilis    أما     و  Ceftazidimeفقد كانت 
Piperacillin و   Cefotaxime Imipenem  و    Aztreonam  و    ومضاد    ,    Augmentin  بنسبة  

التوالي  77.2%)(,72.7%(,)86.3%(,)81.8%)(,77.2%(,)72.7%) مع    النتائج  وتتفق(على 
Subhaماتوصل اليه   وجماعته     ( 2003 ) ن  في دراسة قاموا بها على اطفال في الهند يعانون م  

وجدوا أن مقاومة عزلاتهم للسيفوتاكسيم كانت بنسبة   لتهابات المسالك البوليةإ %81  .  

( سعيد  الباحثة  اليه  ماتوصلت  مع  الدراسة  مضاد   2007ولاتتفق  مقاومة  نسبة  سجلت  فقد   )
Aztreonam لعزلات     Proteus.mirabilis إذ    %5المعزولة من حالات سريرية مختلفة في بغداد    
مضاد   تحليل  على  البكتيريا  هذه  Azteronameتعمل  لإنزيمات     إنتاجها  خلال  من  مائيا  

ف البيتالاكتاميز واسعة الطي Beta Lactamase  Extended Spectrum (ESBLs . ) 

بالنسبة لمضاد ل  اما  مقاومة   Augmentin قريبة نسبة  )  وهي  الباحثة سعيد  مع عزلات  2007 اذ  ,(  

عزلات   P. mirabilisابدت  بنسبة     المضاد  لهذا  مقاومة  مختلفة  سريرية  مصادر  من  المعزولة 

(79.2  % ) .  

وجده     عما  الامر  اختلف  بينما  Luzzaro et al ,(2006) مقاومة عزلات     نسبة  حدد  والذي  P. 

mirabilis والمعزولة من مصادر سريرية مختلفة ومن مناطق متفرقة في ايطاليا بـ )  91.4  %) .  

Imipenemابدت العزلات قيد الدراسة حساسية عالية للمضاد  وبنسبة )  100 توافق تقريبا م%( وهذا 
, سعيد  الباحثة  دراسة  )  مع  2007 )  إذ (   بنسبة  مقاومة  عزلاتها  ابدت  نتائج  7.5 واتفقت  كما   )%

للباحثين      دراسة  مع  الحالية  (Battikhi & Ammar, 2004)دراستنا  الاردن     بلغت إذ  في 
%( اذ يستخدم هذا المضاد في علاج حالات التجرثم الدموي  (99.3حساسية العزلات لهذا المضاد  
(Ang, et al, 2004واصابات المسالك البولية  ) .  

البيتالاكتاميز انزيمات  انتاج  (β-lactamases)  يعد  لمقاومة الآ   الاساسية  المضادات لية  هذه 
(Valverde et al., 2004) وتدعى الجينات المشفرة لهذه الانزيمات      bla genes     وقد تكون
.  (Fluit et al., 2001)محمولة بلازميديا او كروموسوميا   



( يوضح النسب المئوية لحساسية العزلات قيد الدراسة للمضادات الحيوية  4-11الجدول )

. المختلفة  

 Ecoli P.mirabilis المضادات الحيوية
 

 S I R S I R 
Imipenem %88 %0 %12 %86.3 0% 13.7% 

Aztreonam 28% %8 %64 %22.7 %4.5 72.7 %  
Cefotaxime 20% %12 %68 %4.5 %13.7 81.8% 

Augmentin 4% %4 %92 %0 22.7% 77.2% 

Ceftazidime %16 %8 %76 %13.6 %13.6 %72.7 

Piperacillin % 12 %0 % 88 %4.5 18.2% 77.2% 

4-9 الحيوية  المتعددة  المقاومة   Multiple Antibiotic Resistance   للمضادات 
ضية ولاسيما المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية مشكلة اخذت بالتزايد ر صبحت مقاومة العزلات المأ

صعوبة   الى  يؤدي  الذي  الوفيات ي اختفي  الامر  نسبة  ازدياد  وبالتالي  المناسب  العلاج  )   ار   

Karlowsky et al .,2003.) 

عزلة    43اظهرت النتائج    إذتحديد مديات المقاومة لمضادات الحياة للعز ت قيد الدراسة    تم

من مجموع مضادات    ات مضاد   5( تحمل صفة المقاومة المتعددة من مضادين الى  %91.5وبنسبة ) 

البالغ عددها الكلية  Ecoli  واظهرت عز ت   ات مضاد 6  البيتا كتام  المتعددة   للمقاومة  نسبة    اعلى 

تليها    (, 92%) P.mirabilis )% 90.9)   وبنسبة    الجدول  (.ويوضح  وعدد  12-4 عزلة  (كل 

(2013)  العتبي  إتفقت نتائج الدراسة الحالية مع نتيجة دراسة  المضادات التي قاومتها .  إذ اظهرت    

37  نتائج دراستها أن   عزلة وبنسبة )    %( تحمل صفة المقاومة المتعددة من مضادين الى  92.5

11 واختلفت معها في انها اظهرت بان  ً امضاد 14من مجموع المضادات الكلية البالغ عددها   ً امضاد   

P.mirabilis  عز ت  اعلى نسبة للمقاومة المتعددة   100 تليها     %,   E.coli 93.3  وبنسبة ولم    %,

مع سلمان ) تتفق 2008 كانت جميع عز ت إذ  (  P. mirabilis تحمل صفة المقاومة المتعددة.    

أصبح إنتشار الجينات التي تحمل المقاومة للمضادات الحيوية مشكلة تهدد الصحة العالمية وتساهم  

 (. Bistueet al.,2008البلازميدات في إنتشار هذه المقاومة بوساطة البكتريا الممرضة )



Piéboji et al. (2004)وثق   إنتشار نمط المقاومة المتعددة للمضادات الجرثومية بين الجراثيم    

( مقارنة مع الجراثيم  patientsالسالبة لصبغة كرام المعزولة من المرضى الراقدين في المستشفى ) 

من المرضى المراجعين إلى المستشفى )   ها المعزولة نفس Outpatients ًوبفارق معنوي إحصائيا )

(0.05>P  .) 

العلاج الفعال ضد البكتريا التي تملك صفة المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية هي    توافرن عدم  إ
ة خطيرة على صحة الانسان مما يستدعي الحاجة الى  لمشك مضادات حديثة فعالة    لإيجاد البحث   

 (.  (Ueda and Sunagawa,2003ضد هذه البكتريا  

 

 

 (المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية للعزلات قيد الدراسة . 4-12جدول )
عدد المضادات  

التي قاومتها  

 العزلات 

عدد 

 العزلات
ونوع العزلة  ارقام العزلات   

    2  7  E1,E2,P8,E32,E33,E39,P46  

 3      5  E4,E5,E11,P24, P43 

  4 8 E10,E12,E15,P25,P35,P36,P47 

5  
23 E3,E6,E9,E16,E17, P19, E20,E21,E22,E27 ,E28,E29,E30 ,E31 ,P7 ,P14,P 

18,P26,P38,P40,P42,P44,P45 

  P (90,9%), (E 92%)    النسبةالمئوية 

❖ E:E.coli ,  Proteus miabilis:P 

 

 ( لعدد من المضادات الحيوية MICs تحديد التراكيز المثبطة الدنيا ) 4-10

تم تحديد التركيز المثبط الادنى )  M.I.C تمثل   بوصفها  رت  ي( لبعض المضادات الحيوية التي اخت
( استعمالا   الاكثر  Drug of choiceالمضادات  تم  أ،  (    ، العزلات  جميع  هذه إخضعت  ختبار 

وهي    ات البيتالاكتاممضاد من  (  2العزلات تجاه ) Cefotaxime ،Ceftazidime ، اعتمدت نقطة    



( كأساس لحساب الاستجابة وتعرف  NCCLs,2002( الموصوفة من قبل )Break pointالتوقف )
، يعد    للمعالجة  ً انها التركيز الامثل الذي يمكن ان يصله المضاد في المصل بحيث يوفر اعلى حد إب

M.I.C( عندما تكون مقادير ) Susceptibleالكائن مستجيبا  ) ،   قل من نقطة التوقفأ( المحسوبة  
ستخدمت طريقة التراكيز المضاعفة المتسلسلة في وسط اكار  مولر هنتون لاجراء هذا الاختبار،  او 

المؤثرة على نتائج  قيم )مكونات الوسط المستعمل تعد من العوامل      لان  M.I.C اذ تؤثر  ( المحسوبة  
M.I.Cتأثيرا  واضحا  على مقادير   ن لاحتوائه على  تو كار مولر هن أستخدام  إلذلك يفضل  المحسوبة    

يونات الكالسيوم والمغنيسيومأ، ونسب قليلة من    كمية قليلة من كلوريد الصوديوم ( 2011السعدي,)   
. 

في الجدول )كما  النتائج    شيرت 13-4 الى أن قيم التراكيز المثبطة الدنيا لمضاد  (   Cefotaxime  

1024>-2تراوحت ما بين ) )و     E.coli  لعزلات   ( مايكروغرام/مل 4-<1024  مايكروغرام/مل  ( 

P.mirabilis  لعزلات    ,   ( مجيد  اليه  ماتوصلت  مع  جزئيا  واتفقت  2004 التركيز  (   قيم  تراوحت 

للعز ت  السيفوتاكسيم  للمضاد  ا دنى  Proteus spp., E.coli   المثبط  32-256) {  مابين    )  

(،1024-32 ){ . مايكروغرام/مل على التوالي   

 ( العبدلي  اليه  ماتوصل  مع  النتائج  تتفق  ان  قيم  2010لم  الى  اشار    لمضاد   MICS(  الذي 

Cefotaxime مابين )   1024-<1024 لعز ت  (   E.coli . 

يعزى سبب المقاومة لمضادات السيفالوسبورينات الى الضغط المستمر لأستعمال المضادات والذي   
المقاومة وخاصة عن طريق موقع الهدف أوعن طريق أنظمة الدفق،وكل هذه    ينتج عنه تطور صفة

(Ruiz,2003)اليات يشفر لها كروموسوميا    .  

البيتالاكتام    الدراسة لمضادات  قيد  للعزلات  المثبط الادنى  التركيز  قيم  ارتفاع  يمكن ان يعزى سبب 
انزيمات  انتاج  مقدمتها  في  للمقاومة  ميكانيكيات  وجودعدة  الى  )السيفوتاكسيم( 

مثل    البيتالاكتاميزالكروموسومية OXA- 4,OXA-5,OXA-6,OXA-7,OXA-10(Danel et 
al., 1999 .) 



قيم   -2  مابين  )   E.coli   ,  P.mirabilis    لعزلات  Ceftazidime  لمضاد  MICSسجلت 
<1024 ,)  (  8-<1024 التوالي،(   على  اليه    مايكروغرام/مل  أشارت  ما  مع  النتائج  تتفق  ولم    ،

( لمضاد  2012جاسم  مقـــاومة  أن ثلاث عزلات    ) Ceftazidime قيـــمة    ينوعزلت   أظــهرت  MIC 
لقيـــمة قيمة   32g/ml  breakpoint مساوية  وكانت   ،MIC بين   ما  المقاومة  للبكتريا  g/ml  
(265-64 ولم تتفق ايضا مع ماتوصلت اليه    .(   Kandela   ( 2011 ا عزلاته الى إن  ( حيث اشارت    
وحاالسيفتازديم وتر  لمضادات  مقاومة كانت  ( مايكروغرام/مل.128-32التركيز المثبط الادنى مابين )   

توجد عوامل عدة تؤثر على حساب قيم التركيز المثبط الادنى منها حجم اللقـاح البكتيـري، اذ 
تــزداد قيمــة التركيـــز المثــبط الادنـــى بزيــادة حجــم اللقـــاح البكتيــري وقيمـــة الاس الهيــدروجيني للوســـط ، 

(، ويمكـــن ان يعـــود 2004مجيـــد,فضـــلا عـــن طبيعـــة الجـــدار الخـــارجي وعـــدد القنـــوات الموجـــودة فيـــه )
الســبب الــى اخــتلاف قــيم التركيــز المثــبط الادنــى داخــل الجســم الحــي وبــين قيمتهــا خــارج الجســم الحــي 
(In vitro.) 

اشــارت نتــائج اختبــار الحساســية واختبــار قــيم التركيــز المثــبط الادنــى الــى وجــود اخــلاف كبيــر 
بينهمــا للعــزلات المختلفــة وهــذا يؤكــد علــى ضــرورة اجــراء اختبــار التركيــز المثــبط الادنــى قبــل اعطــاء 
العــلاج لاخــتلاف كــل عزلــة عــن الاخــرى فــي تركيــز المضــاد المــؤثر عليهــا، وعلــى هــذا الاســاس فكــل 
(مريض يحتاج جرعة تختلف عن المريض الاخر .(2004مجيد,  
4-13جدول )  للعزلات البكتيرية قيد   حيوية التراكيز المثبطة الدنيا لبعض المضادات القيم  ( 

 الدراسة. 

المضاد                   
العزلة    

CTX CAZ 

  32≤ 64≤ نقطة التوقف  

E.1 32  32 

E.2  2  2 

E.3 <1024  128 

E.4  4  4 

E.5  32  16 

E.6  <1024   128 

E.9  <1024 <1024 



E.10  <1024   64 

E.11 <1024  256 

E.12  4  8 

E.15 256  1024  

E.17 1024 512  

E.20 <1024 <1024  

E.21 <1024  1024  

E.22 128 512  

E.23   128   64 

E.27 <1024   512 

E.28 <1024 128  

E.29 <1024 256  

E.30 <1024 1024 

E.31 <1024  1024  

E.32 128 32 

E.33 4 2  

E.34 128 <1024 

E.37 64 512 

P.7 256 <1024  

P. 8  256  1024  

P. 13  32 256   

P. 14  <1024  1024    

P.16 <1024 <1024   

P.18 <1024  <1024  

P.19  <1024 <1024  

P.24 512  512 

P.25 <1024 256  

P.26 <1024  512   

P.35  256 256   

P.36 4   8 

P.38 <1024 <1024  

P.39  64  256  

P.40  4  128 

p.41 32 128 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P.42 64 128 

P.43 32 128 

P.44 <1024 512 

P.45 <1024 512 

P.46 64 256 

P.47 <1024 256 



4-11 النسق البلازميدي      Plasmid profile                          

من بكتريا  قيد الدراسة    عزلات  لحري عن المحتوى البلازميدي لـتم الت       E.coli, P.mirabilis.   
Pure Yield™ Plasmid Miniprep Kitبأستخدام   شركة     قبل  من  المجهز  Promega 
(U.S.A) وبعد عزل الدنا البلازميدي وترحيل الدنا المستخلص على هلام الأكاروز وجد ان جميع    

بلازمي  على  حاوية  بلازميدات د العزلات  ثلاثة  الى  بلازميدين  من  تتراوح  في   ات  موضح  كما   ،  
 ( .  4-1الشكل)

عزلات    و جميع  أحتواء  الحالية  الدراسة  نتائج  أظهرت  E.coli  K.pneumoniae حزمتين    على  
.بلازميديتين p.mirabilis  اما  حزم بلازميدية. لاث ثاحتوت على     

مع ماأشارت اليه  الدراسةاتفقت نتائج  Al-Ismail(2007 لاك  ( ضمن نتائجها بامت   E.coliعزلات 7
اليه  واتفقت    ,لبلازميدين توصل  ما  مع   Lukomski   ( وجماعته  عزلات  1993 غالبية  أن  من   )

Proteus mirabilis حزم بلازميدية.  ة لدراستهم كانت تحتوي على ثلاث الخاضع   

النتيجة   )وتتفق هذه  الطائي  اليه  ماتوصل  مع  2005 أحتواء غالبية  ( حيث   الدراسة  نتائج  أظهرت 
على أكثر من حزمة بلازميدية واحدة . وأشار الباحث     p.mirabilisعزلات  Hoffaman وجماعته    
(1998) الى أن جميع عزلات     Proteus mirabilis الخاضعة لدراستهم  تحتوي على أكثر من    
 حزمة بلازميدية واحدة .

مع ماتوصلت اليه صلاح ) النتائج    ولم تتفق   ( التي اشارت الى ان نتائج الترحيل الكهربائي  2005
في هلام الأكاروز أظهرت احتواء جميع عزلات البكتريا السالبة لصبغة غرام على حزمة بلازميدية  

.صغيرة واحدة متغيرة الموقع في الهلام  

 



 

(4-1)الشكل  تركيز  الاكاروز ب هلام باستعمال  ترحيل الكهربائي للعزلات ال  فولت / سم     75، 1%

. دقيقة  90لمدة   

100 bp DNA ladder :M, 
المسار    E.coli :  المحتوى البلازميدي لل (1), (2)

(4) المسار  ,   P.mirabilis:المحتوى البلازميدي (3) 

  PCR باستخدام تقنية bla SHv ,  bla TEmالكشف عن الجين 4-12

(PCR)تم اجراء التفاعل التضاعفي لسلسلة الدنا    المنتجة لأنزيمات البيتالاكتاميز   E.coli لعزلات  

P.mirabilis  ولعزلات عزلات   ( (3الواسعة الطيف والبالغ عددها المنتجة لأنزيمات البيتالاكتاميز   

7الواسعة الطيف والبالغ عددها )  متخصص يستهدف التسلسل النوعي    بادئ   باستخدام      عزلات (  

لأنزيمات  TEM  blaولجين  bla SHV لجين      المنتجة  الجينات  تشخيص    ,  كما  ESβL  لغرض 

البادئات   قبل  ةوالمستعملالمتخصصة  استخدمت  (Ruppé et al. 2009)  من  برنامج  ,     باعتماد 

من قبل الباحث لغرض تشخيص الجين      المذكورة  التفاعل في الدراسة ألمذكورة, وبأجراء الظروف 

SHV  bla  94  وهذه الظروف هي استخدام درجة حرارة مقدارهاc  دقائق لغرض المسخ  3   ولمدة

35الاولي تليها   تتراوح من )دورة تشمل ثلاث مراحل ، مدة المرحلة الواحدة     ثانية الى دقيقة  30

وبدرجة حرارة )  واحدة (  94 و   57 و   72 على التوالي وكما موضح في الجدول  °(م  (14-4) . 

 

 



 

 ESβL(: الظروف المستخدمة في التشخيص الجيني لأنزيمات 4-14الجدول )

 SHV,TEMباستخدام الباديء 

 PCR خطوات

 PCR ظروف

 SHV وTEM 

 الوقت درجة الحرارة 

Initial denaturation 94c  3min 
3

5
 C

y
cl

e denaturation 94c 30Sec 

annealing 57c  30Sec 

Extension 72c 1min 

Final Extension 72c 5min 

 

%1بعد ترحيل ناتج التضاعف على هلام الاكاروز بتركيز   لوحظ عند فحصه تحت الاشعة فوق   

البنفسجية ظهور حزمة واحدة في جميع حفر الهلام وبالمستوى نفسه وهذا دليل ارتباط البادي مع  

 (. 4-2التسلسل المكمل له في دنا القالب, كما موضح في الشكل )

وصفها سيطرة للتأكد من  كما وتم اخذ عزلتين غير منتجة لانزيمات البيتالاكتاميز واسعة الطيف ب

ها جينات الدراسة. ئاعدم احتو  

نتائج إنبينت ال  عزلات     3عزلات مقسمة الى   10  أصل من عزلات  9هنالك  E.coli        وبنسبة

((%100 و    عزلات     6 P.mirabilis من أصل       عزلات    7 85.7%)وبنسبة )  كانت      جين  تحوي 

bla TEM حزمة ظهور  على  جميع  0.7هلام   في قاعدة   زوج 950 بحجم واعتمادا  %  ,  وأن 

    .  (4-2)   كما موضح في الشكلbla SHVالعزلات كانت غيرحاوية على جين   

 

 

 

 



 

4-2 شكل )  الترحيل الكهربائي لناتج التفاعل )  ( PCR ) 

 M: 100bp DNA ladder, 1: negative control, 2: SHV gene for E. coli, 
3: SHV gene for P.mirabilis , 4: TEM gene for E. coli, 5: TEM gene for 

P.mirabilis. 

 

النتائج متفقة مغ   اليهوجاءت هذه  الى ان Kim et al,( 2004)    ماتوصل  الذي أشار 
تحوي جينات   E.coliعزلات   )bla TEM   كانت  ماتوصل  إليه  87.5%)  بنسبة   تتفق  مع    ,ولم 
Ruppé etal  (2009)   الذين    اشار و  الى ان عزلات  E.coli   كانت تحوي جينات   bla TEM  
  (76.4%) .بنسبة 

 
P.mirabilisأما بالنسبة لنتائج عزلات    )مع    فقد أتفقت     Spanu et al (2002  ألذين

(  ولم  واتفقت   (98%  بنسبة bla TEM  كانت تحوي جينات  P.mirabilis أشارو  الى ان عزلات   
مع  ايضا Al-Jubori et al  ( 2012 ال بلغت نسبة تواجده في  إذ  ( P.mirabilis    (100%) . 

  
E.coli عــزلات  ولــم تتفــق ) مــع  2012 ) Al-Jubori et al. بلغــت نســبة تواجــد جــين  إذ  

4.14%) bla  SHV ولم تتفق ايضا مع ماتوصل اليه ) Spanu et al (2002) إذ  وجدو ان نسبة



52%تواجـد هـذا الجـين ) )( واتفقـت مـع نتـائج 2012 ) Al-Jubori et al. الـى عــدم  االـذين اشـارو  
 .P.mirabilis في عزلات bla SHVتواجد جين 
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( نتائج التشخيص بأستخدام اشرطة نظام2ملحق) 20 E API 
 
 
 

 
E.coli  نتائج تشخيص بكتيريا -1 بأستخدام نظام   Api20 E 

 
 

 
            

نتائج تشخيص بكتيريا  -2 K.pneumoniae   بأستخدام نظام Api20 E 
 

 
 

            



Ps.aeruginosa  نتائج تشخيص بكتيريا-3 بأستخدام نظام   Api20 E 
 

 

Proteus mirabilis  نتائج تشخيص بكتيريا-4  بأستخدام نظام   Api20 E   

 

 

Enterobacter cloacae نتائج تشخيص بكتيريا-5 بأستخدام نظام   Api20 E  
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S R 

11 S R I R 
S R 

12 I R R R 
R    R 

13 S I S S 
S R 



 

 

 

14 R R R R 
S R 

15 R R R R 
S R 

16 R R R R 
S R 

17 R R R R 
S R 

18 R R R R 
S R 

19 R R R R 
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