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   الَه كسمفَلاَ م ةمحن راسِ ملنل فتْحَِ اللَّها يم

 وهو  هدعن بم َلَ لهسرفلَاَ م كسما يمو

يمكْالح زِيزْالع   

يمظالع ق الّلهدص  

  

           

  ﴾٢﴿ فاطر



  داءــــــالاه

 بلا عمدان إلى من زین العقول بنور الایمان كما زین البحار باللؤلؤ والمرجان ورفع السماء

  ربي الرحمن ...وعمّر الارض بالانسان ومن بالتوكل علیه تنزاح عن القلب الاحزان 

        ...والمرسلین إلى الرحمة المرسلة للعالمین إلى شفیعنا یوم الدین سید الرسل وخاتم الانبیاء

  ).وعلى آله وصحبه أجمعین علیه االلهصلِّ ( محمد

ونفیس  ضحوا بكل غالٍ  و ، لأوطانهمرواحهم على راحتهم وقدموها فداءً اإلى الذین حملوا 

  شهداء الوطن الغالي   ...كي تبقى رایة الوطن شامخة وشعبه بفخر یعیش 

فؤادي بحبهِ بكل فخر ، إلى من رباني من عهد  وأملأ،  أمرالآله فیه كما  أطعإلى من 

  إلى أبي أغلى البشر...  الصغر وكم اتعبناهُ ولم یضجر 

إلى الحیاة بعرضها وبطولها إلى الهناء الذي یحل بحلولها إلى من یكمن ربیع العمر في 

   امي الغالیة  ...لمحتها إلى السعادة في جمیع فصولها 

  ...وحبهم دائماً في قلبي متي إلى من اشد بهم ازري إلى عزوتي وسندي إلى فرحتي وبس

  . ) ، عبدالسلام ، مهند ، ضیاء أحمد صفاء ، (إخوتي 

عندما تهب ریح الخوف  بظليا وتحتمي بحبهإلى شجرة الحب والحنان التي احتمي 

  اختي رجاء ...والوحشة من هذا الزمن العصیب صاحبة الرقة والطیب

الریحان واللوز  أیاميفي الجهر والسر وانبت في  وأحبنيإلى من شاركني الحلو والمر 

  أحمد الغالي زوجي ...والعطر 

  ابني محمد ...إلى فلذة كبدي وقرة عیني إلى ثمرة الانتظار لسنین طوال 

زرع  فأحسنواحباً وحناناً ودلالاً بلا حدود وبلا مقابل  أعطونيإلى النهرین الجاریین الذین 

  عمامي غني وحسنأ... بلطفهم وغلاوتهم  وأغنونيحبهم في قلبي 

  ...كل هؤلاء  إلى

  هنـــــــــاء                            تحیة عرفان وحب                                    



   

 الشكر والتقدير
الحمد الله الذي هدانا لنعمة العلم ، وما كنا لنهتدي لولا ان هدانا االله والصلاة والسلام على سید المرسلین ، 

 أما بعد ..  وجمیع الانبیاء والمرسلین له وصحبه الطیبین الطاهرینآسیدنا محمد وعلى 

الى عمادة كلیة لذا فمن دواعي الاعتراف بالجمیل أن أتقدم بالشكر  ،لقد منّ االله عليّ بأكمال هذه الرسالة 

لإتاحتهم الفرصة لإكمال دراستي وكافة منتسبیها جامعة دیالى ورئاسة قسم علوم الحیاة / التربیة للعلوم الصرفة 

  .ما قدموه لي من العون والمساعدة ، و العلیا

 و الدلیمي عباس عبود فرحان. د.أ أستاذيّ الفاضلینإلى  وعرفاني بالجمیل بفائق الشكر والتقدیركما أتقدم 

لآقتراحهما موضوع البحث ومتابعتهما المتواصلة وتوجیهاتهما السدیدة لي طوال مدة  هادي رحمن رشید الطائي. د.أ

ل كانوا خیر عونا لي في رسالتي ونور یضيء الظلمة التي كانت تقف في طریقي والذین زرعوا التفاؤ البحث والذین 

اساتذتي بالشكر والامتنان الى  أتقدم كما . الجزاء رداعیةً االله أن یوفقهما لما یحبه ویرضاه ویجزیهما خی في دربي

   .من دعم وإسناد طیلة مدة الدراسة وهفي السنة التحضیریة لما قدم

جامعة الانبار /  أحمد عبد الجباربجزیل شكري وامتناني للاستاذ الفاضل الدكتور  أتقدم وما أحراني إلاّ أنْ 

  .ید العون والمساعدة اثناء اجراء بحثي فجزاه االله الجزاء الاوفى الذي لم یبخل علي في مد

و منتسبي  هادي علي حموديوأتوجه بشكري وتقدیري الى مدیر مختبر الصحة المركزي في بعقوبة السید 

 ادارة ومنتسبي، كما یدعوني الوفاء أن أشكر  رامي حمیدالاستاذ  وأخص بالذكر مختبر الصحة المركزي كافة ،

كما اعبر عن  ،ثریا كاظم  السیدةو  محمد أحمد الكرخيالدكتور واخص بالذكر  مختبرات مستشفى بعقوبة التعلیمي

 الاستشاریةفي  مختبرمستشفى البتول، وأطباء ومنتسبي شعبة ال في انعام فیصلشكري وثنائي للدكتورة الفاضلة 

لما قدموه  في مستشفى بعقوبة التعلیمي خالد حماديوالسید  قاسم جابربشكري وتقدیري الى كل من السید  وأتوجه

فاسأل االله ان یجزیهم عني خیر مایجزي به عباده لي من العون والمساعدة وتعاونهم معي في جمع العینات 

 وإیمان بان شبیب الأخواتاخص بالذكر ولایفوتني ان أشكر زمیلاتي وزملائي طلبة الدراسات العلیا و  .المحسنین

  .داعیةً االله لهم بدوام النجاح والموفقیة  ، عامر

عائلتي واخص بالذكر  أوقاتيبأرق كلمات الحب والامتنان واسماها الى من كان عوناً لي في جمیع  وأتوجه

وتوفیرهم كل  لتشجیعهم ودعمهم المتواصل وتحملهم معي عناء هذا الجهد أحمدالعزیزین وزوجي الغالي  والديّ 

یمنَ علیهم بالصحة والعافیة انه  أن) عز وجل(هذه المرحلة داعیة من الباري  إلىیساعدني في الوصول  أنمایمكن 

  .سمیع مجیب 

جانبي یشدون من أزري بحسن تشجیعهم وصائبُ  إلىالذین وقفوا  إلى وامتنانيبخالص شكري  وأتقدم  

 الذاكرةوأخیراً أقول عذراً لمن لا تسعفني  .لإتمام هذه الرسالة  الأثر أطیباَرائهم وصادق نصائحهم مما كان لهم 

  .ومن االله التوفیق  ....لذكر اسمهم فلهم مني ود جمیل وتقدیر كبیر

  اءـــهن                                                                                     



 

  

  إقرار المشرفین وترشیح لجنة الدراسات العلیا

  

 دراسة بكتریولوجیة ووراثیة على بكتریا "ـ ـــبإعداد هذه الرسالة الموسومة  نَّ أشهد أ

Enterobacter cloacae ةها طالبتالتي قدم " المقاومة لمضادات الكوینولونات 

للعلوم  في كلیة التربیة ناقد جرت تحت أشراف )هناء محمد عبد المگدمي(اجستیرــــالم

قسم جامعة دیالى وهي جزء من متطلبات نیل درجة الماجستیر في  /قسم علوم الحیاة/الصرفة

  . الاحیاء المجهریة /علوم الحیاة

    

  :    التوقیع

   الدلیمي عباس عبود فرحان .د.أ:  الاسم

  أستاذ  : المرتبة العلمیة

  م 2018 /  / :   التاریخ

  

  

  توصیة رئیس قسم علوم الحیاة

  رشح هذه الرسالة للمناقشةأ بناء على التوصیات المتوافرة

  

  : التوقیع

عمار أحمد سلطان  د .م .أ : سمالا  

أستاذ مساعد:  المرتبة العلمیة  

/جامعة دیالى /كلیة التربیة للعلوم الصرفة ةالحیارئیس قسم علوم    

  م    2018 /  /  :  التاریخ

  :    التوقیع

  هادي رحمن رشید الطائي .د.أ:  الاسم

  أستاذ : المرتبة العلمیة

  م 2018 /  / :    التاریخ

 



  

  إقرار الخبیر العلمي  

 دراسة بكتریولوجیة ووراثیة على بكتریا "هذه الرسالة الموسومة  أشهد أنَّ 

Enterobacter cloacae ةطالبقدمتها التي  " المقاومة لمضادات الكوینولونات 

 تحیاء المجهریة قد تمالا / قسم علوم الحیاة )المگدمي هناء محمد عبد(الماجستیر 

  . بحت الرسالة مؤهلة للمناقشةالناحیة العلمیة وبذلك أصمراجعتها من 

 

 

 

 

 

  

  :التوقیع 

  محمد خلیفة خضیر  .د :لاسم ا
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 م 2018 :      /      / التاریخ

 

 



 
  

  إقرار المقوم اللغوي

 دراسة بكتریولوجیة ووراثیة على بكتریا "ھذه الرسالة الموسومة  أشھد أنَّ 

Enterobacter cloacae ةـــــالبا طتھالتي قدم " المقاومة لمضادات الكوینولونات 

قد تمت مراجعتھا من الناحیة اللغویة وصُحّحَ ما  )عبد المگدميهناء محمد (اجستیرالمــ

لأمر ورد فیھا من أخطاء لغویة وتعبیریة وبذلك أصبحت الرسالة مؤھلة للمناقشة بقدر تعلق ا

  . بسلامة الأسلوب وصحة التعبیر

 

 

 

 

 

 

 : التوقیع

  سعد جمعة صالح .د : الاسم

  مدرس :المرتبة العلمیة 

  كلیة التربیة للعلوم الانسانیة  /جامعة دیالى  :العنوان 

 م 2018 :      /      / التاریخ

 

 



 إقرار لجنة المناقشة

   بـــ الموسومةرسالة الماجستیر بأننا اطلعنا على  نقر لجنة المناقشة رئیس وأعضاءنشهد نحن 

المقاومة لمضادات  Enterobacter cloacae دراسة بكتریولوجیة ووراثیة على بكتریا (

اتها في محتوی هاناقشناوقد  ) هناء محمد عبد المگدمي( الطالبة  قبل المقدمة من)  الكوینولونات

الاحیاء علم /  علوم الحیاة الماجستیر فيدرجة أنها جدیرة بالقبول لنیل وفیما له علاقة بها ونعتقد 

 ) .امتیاز (بتقدیر  المجهریة

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

 : التوقیع

  حمید مجید جاسم .د :الاسم 

  أستاذ: المرتبة العلمیة 

  م 2018/     /      : التاریخ

  لجنة الرئیس 

  

  : التوقیع

  رنا مجاهد عبد االله .د :الاسم 

  أستاذ: المرتبة العلمیة 

  م 2018/     /      : التاریخ
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 اومشرف اعضو 

  :التوقیع 
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  أستاذ: المرتبة العلمیة 

  م 2018/      /      : التاریخ
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 Summary I                                                                     الخلاصة

  Summary الخلاصة

توزعت ما  كلا الجنسین ومختلف الأعمارسریریة  ومن  عینة 333)(جمع تضمنت الدراسة 

عینة من المرضى الراقدین في  118 الراقدین في المستشفى و عینة من المرضى غیر 215بین

للمدة  والمراجعین للاستشاریة التابعة للمستشفى مستشفى البتول التعلیميو   التعلیميمستشفى بعقوبة 

 كانت نسبة عزل بكتریا . 2017ولغایة شهر حزیران لسنة  2017 من شهر شباط لسنة

Enterobacter  ریاعزلة منها تعود الى بكت%) 84.84( 28 وان ،%) 16.01( 33بواقع  

Enterobacter cloacae تعود للنوعمنها عزلات %) 15.15(5و Enterobacter sakazakii 

 ومن اخماج المسالك البولیة )%9.09(3 من اخماج الجروححیث كانت نسبة عزلها  ،

 باستخدام نظام وتم التأكد من تشخیص العزلات ؛ من الدم )%42.42(14 و )48.48%(16

API20E جهاز و ViTEK2  والكیموحیویة  والمجهریة الزرعیة الفحوصاتفضلاً عن اجراء

ومن ثم قراءة  16S rRNA التقلیدیة والجزیئیة باستعمال تفاعل البلمرة المتسلسل التقلیدي لجین

ومطابقتها مع قاعدة  )PCR(تفاعل البلمرة المتسلسل الذي تم تضخیمه بتقنیة  تتابعات هذا الجین

رسم شجرة التقارب الوراثي بالمقارنة مع  وتمعینات  لأربع NCBI العالمي بیانات بنك الجینات

وتم  . Enterobacter cloacae لنوع بكتریا %100-99العزلات العالمیة اذ طابقت بنسبة 

 LC322252 Accession  والحصول على الرقم التسلسلي 1 العینة رقم تتابع تسجیل

Numbers  العالميللعزلة المسجلة في قاعدة البیانات في المركز NCBI الخاص ببنك الجینات.   

 من مضادات أنواع ةاختبرت حساسیة العزلات تجاه مضادات الكوینولونات حیث اختیرت ست

، اظهرت  لمعرفة حساسیة العزلات تجاهها ،Kerby- Bauer  بإستخدام طریقةو  الكوینولونات

مضادات الكوینولونات  أنواع أكثرهما  Ofloxacin و  Gatifloxacin مضادي الـ أنَّ النتائج 

 بلغت نسبة إذEnterobacter sakazakii وEnterobacter cloacae  فعالیة تجاه عزلات



 Summary II                                                                     الخلاصة

كانت   Levofloxacinو  Nalidixic acid اما مضادي لكلا المضادین ، %3.03المقاومة 

  Norfloxacinوكذلك قاومت العزلات مضاد على التوالي ،% 15.15 و% 39.39 نسبة المقاومة

كذلك اظهرت  %.12.12 فقد قاومته العزلات بنسبة Ciprofloxacin اما مضاد. %9.09 بنسبة

من مضادات الكوینولونات  المختلفة نواعلأاالعزلات تظهر مقاومة متعددة تجاه  أنَّ النتائج 

 ،Ciprofloxacin لمضادي  MIC الأدنىتم تحدید التركیز المثبط  .المستخدمة في الدراسة

Nalidixic acid لخمس عشر من العزلات المقاومة  بطریقة التراكیز المتضاعفة المتسلسلة

 - 2 بین Ciprofloxacinالادني لمضاد قیم التركیز المثبط لالنتائج للكوینولونات وقد تراوحت 

 16 - ≥1024له بین  MICفأن قیم  Nalidixic acidد اما بالنسبة لمضا . مل/مكغم 1024

  .مل /مكغم

المقاومة  Enterobacter cloacaeأظهرت نتائج التحري عن عوامل الضراوة لبكتریا 

وقدرتها على الالتصاق بسطوح  على تكوین المحفظةان جمیع العزلات لها القابلیة للكوینولونات 

عزلة من البكتریا  15عزلة من مجموع  11، بینما كانت  %100 الخلایا الطلائیة للأنسان وبنسبة

عزلة بنسبة  13و% 73.3الغشاء الحیوي بطریقة احمر الكونغو وبنسبة  تكوینلها القابلیة على 

ة بوكانت جمیع العزلات منتجة للغشاء الحیوي وبنس،  بطریقة الالتصاق بالانابیبمنتجة % 86.6

ذات مستوى عالي لتكوین الاغشیة ) 40%(6 منھا الدقیقة المعایرة صفیحة بطریقة % 100

من ) %60(9الحیویة في حین شكلت العزلات ذات المستوى المتوسط لتكوین الاغشیة الحیویة 

، اما بالنسبة لمضخات الدفق فأن ثمانیة عزلات كانت تمتلك العزلات المكونة للأغشیة الحیویة 

البكتریا على إنتاج البكتریوسین  نتائج قدرةالبینت  . %53.33مضخات دفق بكفاءة عالیة وبنسبة 

أما فیما یخص انتاج انزیمي  ، %6.6بنسبة الهیمولایسین انتاج انزیم  وكذلك،  %33.3 بنسبة

  . %80ومنتجة لانزیم البروتییز بنسبة  فان البكتریا غیر منتجة لانزیم اللایبیزو البروتییز  اللایبیز



 Summary III                                                                     الخلاصة

ثم  Enterobacter cloacae  بكتربات عزلال لبكتیريا الدنا أجریت عملیة أستخلاص

من خلال أستعمال  مضادات الكوینولوناتالمقاومة ل عزلاتلل PCRأجري تفاعل البلمرة المتسلسل 

أظهرت  حیث،  qnrS و qnrB نین البوادىء المتخصصة التي تستهدف التسلسل النوعي للجی

 ، اما بالنسبة لجین  %86.6وبنسبة   qnrBتمتلك جین عزلة 15عزلة من اصل  13النتائج ان 

qnrS  80تمتلك هذا الجین وبنسبة عزلة  15من اصل عزلة   12فقد اظهرت النتائج ان% .  
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  المقدمة

Introduction 



          Introduction                                             مقدمةال/  الاولالفصل  

 

1 

   Introductionالمقدمة      .1

ویبلغ  وفیات في العالمة للالرئیس الأسبابحد أریا بصورة عامة البكت تسببهُ  الذي الاخماج عدّ تُ 

وتقوم المضادات الحیویة  %30شدیدة العدوى حوالي البكتیریة  الأمراضهذه معدل الوفیات بسبب 

  . )2006،  وآخرون Paul(  بعلاج العدید من الامراض البكتیریة

رام والتي تمثل مشكلة خطیرة من مشاكل الصحة گریا السالبة لصبغة البكت أنواعهنالك بعض 

-communityالمعدیة عن طریق المجتمع  الأمراضمن  تسبب العدیدالعامة وذلك لكونها 

acquired infections  ریا المعویةعائلة البكت الأنواعهذه  أهمومن  Enterobacteriaceae 

Nordmann) 2011،  وآخرون( .  

مقاومة أكثر للمضادات الحیویة  Bacterial pathogensأصبحت الممرضات البكتیریة 

 وتعتبر مقاومة المضادات الحیویة مشكلة طبیة وصحیة كبیرة وذلك لإن المقاومة البكتیریة الشائعة

الذي قد یسبب مضاعفات كثیرة وخصوصا لدى  الأمر،  فشل العلاج المستخدم إلىقد تؤدي 

  .  )2017،  وآخرون Bonomo( معتمدین على ذلك العلاج المستخدمالمرضى ال

 bacilliمشكلة خصوصا في العصیات  تعد المقاومة البكتیریة للمضادات الحیویة إنَّ 

التي تظهر مستوى مقاومة عالیة بعض السلالات البكتیریة  كوهنال.  رامگلبكتیریة سالبة صبغة الا

والكوینولونات β-lactam وبیتا لاكتام  aminoglycosidesلمضادات الامینوكلایكوساید 

quinolones )Pitout 2005) ،  وآخرون.  

إنّ  إذEnterobacteriaceae أحد أجناس العائلة المعویة  Enterobacterالجنس  یُعدّ 

 .Eهي  إصابةلهذا الجنس أكثرها شیوعا والتي سجّلت أعلى نسب  نوعا تابعا 14  هنالك 

aerogenes   ، E. cloacae و E. Sakazakii ) Zhuمن  الأنواعهذه .  )2017،  وآخرون
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 و E. cloacae ، E. sakazakii ، E. aerogenes  ،  E. agglomerans  خصوصاریا البكت

 E. gergoviae  ریا انتهازیة بكت تعد opportunistic  للإنسان الأمراضوهي تسبب الكثیر من 

  . )2005،  وآخرون Brenner( والحیوان

من عوامل الضراوة التي تجعلها مسؤولة عن  عددا كبیرا Enterobacterریا بكتتمتلك 

ن یتكو و  Biofilms  تكوین الأغشیة الحیویةه العوامل ذه منو  ،العدید من الإصابات في البشر

البیتالاكتامیز  وإنزیموكذلك تنتج السایدروفورات capsule  وتحتوي على المحفظة الاستیطانعوامل 

  . )2008،  وآخرون Choi( المحلل للبروتین والبكتریوسین والإنزیم

 multiوخصوصا المقاومة المتعددة للمضادات الحیاتیة  العائلة المعویة بكتریا مقاومة إنَّ 

drug  resistance متزایدة مع الزمنمشكلة  أصبحت ) Mollenkopf  ،2012( .  َّإن 

ریا لهذا النوع زیادة مقاومة البكت إلى أدى quinolonesلمضادات الكوینولونات الاستخدام المتزاید 

  alterationsللتغیراتعادة كنتیجة تظهر المقاومة البكتیریة للكوینولونات و  من المضادات الحیاتیة

وتظهر  topoisomerase IVإنزیمو  DNA gyrase ـال إنزیممثل المستهدفة  الإنزیماتفي 

 وأنظمةdrug entry طریقة مسار الدواء التغیرات في المقاومة البكتیریة للكوینولونات كذلك نتیجة 

  . )efflux  Jacoby)  ،2005 الدفق
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  Aims  of the study    لدراسةأهداف  ا

 المقاومة.Enterobacter spp بكتریا  أنواعالدراسات الخاصة بتحدید  لأهمیةنظرا 

لمضادات الكوینولونات المسببة لاخماج سریریة مختلفة  بین الراقدین وغیر الراقدین في مستشفیات 

  : دیالى جاءت هذه الدراسة لتسلط  الضوء على ما یلي  ةمحافظ

باستخدام وتشخیصها من اخماج سریریة مختلفة   Enterobacter cloacaeریا عزل بكت 1.

تفاعل البلمرة  تقنیة بواسطة 16S rRNA  بالكشف عن جینالطرق الكیموحیویة والجزیئیة 

  . PCRالمتسلسل 

 الأدنىوتحدید التركیز المثبط  ، الكشف عن مقاومة العزلات لبعض مضادات الكوینولونات .2

(MIC) لبعض هذه المضادات .  

 إحداثعلى   Enterobacter cloacae دراسة عوامل الضراوة المختلفة التي تساعد بكتریا .3

   .لخمج ا

 ،PCR المشفرة لمقاومة الكوینولونات باستخدام تقنیة  qnrB ،qnrS  الكشف عن جینات .4

 Enterobacter cloacae بكتریال 16S rRNA الكشف عن تسلسل القواعد النایتروجینیة لجینو 

مع العزلات العالمیة الموجود تسلسل قواعدها في  من حیث التشابه والاختلاف ومقارنة النتائج

  .  NCBIقاعدة البیانات لموقع 
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   Literature reviewاستعراض المراجع 2.

   Enterobacteriaceae: العائلة المعویة1.2. 

و میاه  ، النباتات، في اغلب البیئات مثل التربة  بانتشارهاالعائلة المعویة  أفرادتتمیز 

 لصبغةسالبة  ،منحنیة  أومستقیمة  ،عصویة الشكل  بكتریاوهي عبارة عن  ،الصرف الصحي 

قد تكون غیر  أو peritrichous بأسواط محیطیة  متحركة ، لاهوائیة اختیاریةأو  هوائیة ،رام گ

  وتضم هذه العائلة ) ملم X 0.1 0.6 (تتراوح أبعادها بین . )  Tofteland،2015  (متحركة 

  ).2005 ،  وآخرون Brenner (نوع  176جنس و  44

والغیر متجانسة   ةالكبیر  البكتیریةمن المجامیع Enterobacteriaceae  ةتعد العائلة المعوی

لهذه .  2015) ، آخرونو  ieOdig(التي یكون الموطن الطبیعي لها في أمعاء الإنسان والحیوان 

 Escherichia ، Klebsiella ، Shigella (مثل  ةمهم بكتیریة أجناسالعائلة عدد 

،Salmonella  ، Enterobacter ، Serratia و Proteus  ( و بعض  الأجناسوغیرها من

بشكل  الأمراضو تسبب  ةمیكروبات طبیعی ھي coli Escherichia  هذه الأجناس المعویة مثل

 الأمراض الأجناستسبب هذه  Shigella  و  Salmonellaعرضي و لكن البعض الآخر مثل 

  . ) 2016، آخرونو  Jawetz(بشكل منتظم  للإنسان

   .Enterobacter spp لبكتریاالصفات العامة 2.2. 

General Characteristics of Enterobacter spp.   

یبلغ طولها Straight Rods عصیات مستقیمة  بأنهاEnterobacter  ریا تمیز جنس بكتی

، تتحرك بواسطة أسواط محیطیة مایكرومتر 1 إلى 0.6مایكرومتر وعرضها من  3 إلى1.2 من 

Peritrichous ) اختیاریةولا هوائیة ،  رامگ، سالبة لصبغة  )6الى  4عادة ما یكون عددها من 
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Facultative Anaerobic بواغ، وغیر مكونة للأNon spore Forming   )Brenner 

  . )2005،  وآخرون

الاعتیادیة  الأوساط بصورة سریعة في تنمو أنَّ على  قادرة بأنهاریا تتمیز هذه البكت

Ordinary media .  اوغاز  اوتنتج حامض الأخرىتستهلك كل من الكلوكوز والكربوهیدرات وهي .

 -Vogos)سالبة لفحص الاندول ومعظم السلالات موجبة لفحص الفوكس بروسكاور  تكونو 

Proskauer)  واستهلاك الستریت كمصدر وحید للكاربون ، بینما تكون متغایرة لفحص أحمر

هنالك بعض و  مْ  37هي  ریالهذه البكت درجة الحرارة المثالیة للنمو). Methyl red(المثیل 

فر باهت صذات لون ا أو مْ  25عند حرارة ذات لون اصفر فاقع التي تنتج مستعمرات السلالات 

حیاتیة -تفاعلات كیمیائیةتعطي  بأنهاتتمیز بعض السلالات البیئیة بینما  مْ  37عند درجة حرارة 

-Chemoذات تغذیة كیمیائیة عضویة هي و .  مْ  37متذبذبة وغیر مستقرة عند درجة حرارة 

organo trophic  الجیلاتین وتمیع ، كلا نوعي الایض التنفسي والتخمري، تمتلك القدرة على .

  H2Sكبریتید الهیدروجین إنتاج على قدرتها وعدم ، Lipase واللایبیز DNase   إنزیميلاتنتج 

)Brenner 2005،  وآخرون( .  

سموم  إنتاج یستطیع الآخروالبعض ریوسین یلبكتینتج ا أنواعهاریا بان بعض تتمیز هذه البكت

 وآخرون E.coli )Ghodhbane ریابكت المعویة التي تنتجها السمومتشبه  Enterotoxinsمعویة 

قوم بانتاج نوعا من السموم والذي یكون ت E.cloacae ریابعض من سلالات بكتهناك  . )2015، 

  .  )2014،  وآخرون E.coli ) Probert بكتریا الذي تنتجه  Shiga toxinالشیكا مشابها لسم 

وبعض الأجناس القریبة منه والتابعة للعائلة  Enterobacterالتفریق بین جنس یمكن 

 جنسعن  Enterobacterیفرق جنس  إذعلى بعض الاختبارات ، وذلك بالاعتماد المعویة 

Kleibsiella غیر یكون الثاني ف أمااختبار الحركة حیث یكون الجنس الاول متحركا  من خلال
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حیث  Hafinia phageاعتمادا على حساسیته للعاثیات  Hafiniaمتحرك ، ویفرق عن جنس 

على  لاعتمادابSerratia ویفرق عن جنس  .لهذا الاختبار اسالب Enterobacter جنسكون ی

فتعطي  Serratia أماله ،  اسالب Enterobacterجنس إن إذ DNaseـال إنزیم إنتاجاختبار 

  . )2013 ، العبیدي ( نتیجة موجبة

  Enterobacter cloacae لبكتریا  التصنیف3.2. 

  Taxonomy of Enterobacter cloacae  

،  Gupta و Alnajar( Scientific classification التصنیف العلمي : )1-2(جدول     

2017( .  

Example Formal Rank 

Bacteria Kingdom 

Proteobacteria Division 

Gamma  proteobacteria Class 

Enterobacteriales Order 

Enterobacteriaceae Family 

Enterobacter Genus 

cloacae Species 

  

 Bergey's manual of systematic البكتریاحددت الطبعة الثانیة من دلیل بیرجي لعلم 

bacteriology  اثنا عشر نوعاspecies  لجنس Enterobacter .موقع  أماbacterio.net 

 34ریا فإنه یحدد معلومات الحدیثة حول تصنیف البكتال آخرجمع  إلىیهدف  متخصصوهو موقع 
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نوعا  14هنالك  إن Sander )(1997  و Sanderكل من  وأوضح. Enterobacterنوعا لجنس 

           .  Enterobacterمن جنس 

  : .Enterobacter sppالوبائیة لبكتریا 4.2. 

Epidemiology of Enterobacter spp. 

في الماء والمجاري ة یالطبیعالبیئات بصورة واسعة في  Enterobacter تنتشر بكتریا

الطبیعي  المحتوى المیكروبي، وتتواجد في امعاء الانسان بوصفها جزءا من والخضراوات والتربة 

Normal flora  ،العقود الأخیرة بوصفها من المسببات المرضیة  اثناءریا ظهرت هذه البكت إن إلا

 intensive نایة المركزةومنها وحدة الع Nosocomial pathogensالمنتقلة في بیئة المستشفیات 

care units (ICUs) )Sander و  Sander، 1997(  .  

 في المستشفیاتتنتشر بشكل كبیر ریا هذه البكت ان) 2017( وآخرون  Lodiseبین

 مرض السكريو ورام الخبیثة الا یعانون من مرضىولمدة طویلة ، كما انها عزلت من  الامریكیة

 عزلها من المرضى الذین یعانون من الكبت المناعي فضلا عنوالحروق الشدیدة ، 

Immunesuppression .  

 الأجهزةمن بعض  E.cloacaeعزل إمكانیة  إلى )Pagès )5120 و Regli-Davinأشار

العاملین في المستشفیات  أیديمن تم عزلها  ذلك إلىأضافة . الطبیة في المستشفیات والأدوات

المستخدمة لرصد الضغط داخل الشرایین ، مما  والأجهزةوالسماعات الطبیة ومسحات القطن 

  .  )2017،  وآخرونWang (یساعد في زیادة التلوث بها لدى الراقدین في المستشفیات 

 أنیمكن  لأنها ،خارجیة  أومن مصادر داخلیة  Enterobacterتكتسب الإصابات ببكتریا 

مصدر  إلىالإصابات الانتهازیة  اكثرمع هذا لا یمكن أن تعزى و في كل مكان في الطبیعة  تتواجد
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تنشأ داخلیا من المنـــــطقة  Enterobacter الإصابات الانتهازیة ببكتریا فأغلب واحد خارجي

یصاب  قدو .  )2007،  وآخرون Kanemitsu(المعویة لشخص مصاب مسبقا بمـــــرض آخـــــــــــر

الذي وقت ولهذا یبدو أن الوهن الشدید  في أيالسلالات البكتیریة المرضى بأكثر من نوع واحد من 

للإصابة  كبیرا دعما یوفرمضادات الحیویة على الفلورا الطبیعیة عدم تأثیر المع  یرافق الاصابة

التي تسبب الوهن الشدید والبقاء  الأمراضویمكن القول بأن  Enterobacterبأحد أنواع بكتریا 

  ).2006،  وآخرون Enterobacter )Linسببین للإصابة ببكتریا  أهمالمطول في المستشفیات 

في بیئة المستشفیات  الواسعة الانتشار Enterobacterبینت الدراسات ان أنواع بكتریا  

 و E.cloacae  ،E.asburiae  ، E.hormaechei ،E.kobei  ،E.ludwigii: تضم 

E.nimipressuralis النوع  ویعدE.cloacae  في المؤسسات الصحیة وانتشارا أهمیةالاكثر 

من حالات تعفن الدم المكتسب عن طریق  %5تسبب  إنهاوعلى الصعید العالمي ، ولاسیما 

  .  )2008،  وآخرون Hospital acquired sepsis )Paauwالمستشفیات 

  : .Enterobacter sppالامراضیة لبكتریا  5.2.

Pathogenicity of Enterobacter spp. 

و هذه . البیئة الطبیعیة في الماء والمجاري والتربة فيEnterobacter  بكتریا تتواجد

 Pathogens Opportunisticمن الممرضات الانتهازیة الخطرة مؤخرا  أصبحتالبكتریا 

العدید من  لهذا السبب اتجه،  )2017،  وآخرونLodise (وخصوصا في بیئات المستشفى 

 Enterobacterجنس  إنبینت تلك الدراسات  إذ،  لدراسة وبائیة وامراضیة هذه البكتریاالباحثین 

 الأكثر عتبرانیE.aerogenes   و E.cloacaeالنوعین  أن إلا،  یضم العدید من الأنواع الممرضة

  . )2004،  وآخرون Kasper(الجنس هذا  فيضراوة وشیوعا 
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من الاصابات  %)65-75(یسبب  إذالأهم  في هذا الجنس  النوعE.cloacae  ویعد النوع

  .  )2016،  حمید ( الإنسانالتي تصیب  Enterobacterجنس  منالمتسببة 

 cerebralالخراج الدماغي منها الاخماج ثیر من كال Enterobacterتسبب بكتریا 

abscess  ذات الرئة و pneumonia والتهاب السحایا meningitisوتسمم الدم septicemia 

،  آخرونو Farmer ( الأمعاءوالتهابات  القثطرة البولیةوخصوصا  UTIالتهاب المسالك البولیة و 

2007( .  

الإصابات التي ینتج عنها أمراض كالتهاب شغاف القلب والتهاب  أیضاهذه البكتریا  تسبب

أشار الباحثون .  )2005،  وآخرون Brenner(المفاصل والتهاب نخاع العظم والتهاب العیون 

الاخماج تلك  وبشكل خاصالأخماج  إحداثأن السبب الرئیسي في قابلیة هذه البكتریا على  إلى

قدرتها على مقاومة التراكیز العالیة من المضادات الحیویة  إلىفي المستشفیات یعود  التي تكتسب

وكذلك قدرتها على العیش في بیئة المستشفیات ومقاومتها لمحالیل التنظیف والتعقیم في المستشفى 

 وأوضح.  )2005،  وآخرون Brenner(العدید من عوامل الضراوة  تمتلك إنها إلىبالاضافة ، 

ج المتسببة عن هذه البكتریا مرتبطة بقدرتها على الاستیطان حدوث الخم آلیةالباحثون ان 

عوامل  إنتاجوالالتصاق وغزو المضیف وصد دفاعات الجهاز المناعي وهذا مرتبط بقدرتها على 

الخمج ، فضلا عن استخدام المعالجة بالمضادات الحیویة   إحداثلتي تساعدها في ا الضراوة 

الاصابة عن طریق  وإحداثذات التأثیر غیر الفعال على هذه البكتریا قد یساعدها على الاستیطان 

مما یساعدها على الانتقال من  الأمعاءتلتصق بجدار  إذتحفیزها على النمو في القناة الهضمیة ، 

تجرثم الدم  ةمسبب الأخرىالاعضاء  إلىلمفاویة المساریقیة ومن ثم تجویف الامعاء الى العقد ال

Bacteremia )Kasper الوفیات الحاصلة في حالة تجرثم الدم  إن، ولاسیما  )2004 ، وآخرون

ضمن الأنواع التابعة للجنس حیث سجلت نسب  الأعلىهي  E.cloacaeببكتریا   الإصابةبسبب 
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  Choe؛ 2017 ، وآخرونDa silva ( في عدة دولعالیة من الوفیات المقترنة بهذه  البكتریا 

  )2017،  وآخرون

  : .Enterobacter spp عوامل الضراوة لبكتریا. 6.2

Virulence factors of Enterobacter spp. 

لإحداث خمج او مرض أو یمكن تعریفها بإنها للكائنات المجهریة  الكمیةالضراوة هي القدرة 

وتقاس عادة باعداد الكائنات المجهریة الضروریة لاحداث خمج في المضیف درجة الامراضیة 

)Mahon 2015،  وآخرون(  .  

تؤثر على الجسم المضیف الممرضة  البكتریاجزیئات تكونها  بإنهاعوامل الضراوة تعرف 

تمتلك بكتریا .  )Brown  ،3201( تنمو وتصبح اكثر فعالیة البكتریابطریقة تجعل 

Enterobacter  تجعلها مسؤولة عن العدید من وهذه العوامل القابلیة لإنتاج عوامل ضراوة

  :  الاصابات التي تصیب البشر ومن هذه العوامل

   Biofilm Formation: الغشاء الحیوي تكوین1.6.2. 

على شكل بولیمرات عضویة مرتبطة  بیئیة مجهریة معقدةأنظمة الحیویة  الأغشیةتعتبر 

 ، دهون الفوسفوریةوال ، والدهون ، ، تحتوي على جزیئات من البروتیناتبسطح الخلیة

والتي تقوم بحمایة  طبقةوبالتالي تشكل هذه الجزیئات  ، والفیتامینات، والمعادن  ، والكاربوهیدرات

  . )2016،  وآخرون Soares( هري الذي یعیش بداخلهاجالكائن الم

یتكون الغشاء الحیوي من تراكم الكائنات الحیة الدقیقة ومنتجاتها خارج الخلیة لتشكل     

غشیة ة لتطور الأَ لیالمراحل المتتا إنّ  . )2012،  وآخرون Tenke( مجتمع منظم على السطح

 الخلایا راكموت تجمع ، البكتیري النمو ، الالتصاق ،على السطح  بكتریاالحیویة تشمل ارتباط ال
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لتكوین مستعمرات جدیدة  هانفصالإ و  میةالخلایا الأُ  نضوج واخیرا ،داخل مستعمرات دقیقة  البكتیریة

  . ) 2007 ،وآخرون Li ؛  2008 ، وآخرون Nakamura(  غشیة الحیویةمن الأ

على تكوین الغشاء الحیوي  .Enterobacter sppأكدت الدراسات قدرة أنواع من بكتریا 

عن قدرة هذه ) Binti )2009و  Zainكشف  إذالخمج ،  وإحداثمما یساعدها على الاستیطان 

 .  infant feeding tubesعلى أنابیب تغذیة حدیثي الولادة البكتریا على تكوین الغشاء الحیوي

 ببكتریا منع الخمج المتسبب إمكانیة إلى) Kim )2010و  Jacobكل من  أشارو 

.Enterobacter spp ها للغشاء الحیوي نمن خلال تثبیط تكوی.  

،  البكتریاإن القدرة على تكوین الغشاء الحیوي تعد إحدى أكثر العوامل انتشارا وضراوة في 

 التي تعیش في البیئة الخارجیة أو الممرضات البكتریاجد في او تت وهذه القدرة من الممكن أن

)Holá 2006،  وآخرون( .   

        Adhesion: الالتصاق2.6.2. 

تفاعلات التجاذب والتنافر ما بین الخلیة لعبارة عن توازن  بأنهاوصفت عملیة الالتصاق 

ومن ثم  Transportنقل ال: وتكون عملیة الالتصاق بالسطح من ثلاثة مراحلالبكتیریة والسطح 

 وcolonization )  Sandleالاستعمار  وأخیرا initial adhesion   الأوليعملیة الالتصاق 

Sandle  ،2013(  .  

عدة میزات في الغشاء الخارجي للخلیة تصاق هو ناتج عن وجود لریا للاالبكتان طبیعة 

 متعددات السكر الدهنیة والبروتینات و  flagellaوالاسواط  Pilli لاهدابالبكتیریة كا

lipopolysaccharides ) Atabek ،2006 .(والأهداب Pilli یات ذات شكل یشبه صهي ع

ویطلق علیها مؤخرا بمصطلح الشعیرات . اریالبكت الشعرة ذات قدرة لاصقة تبرز من سطح
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fimbria  ریا تلتصق بالسطح جعل البكتوالتي هي وظیفتها الاساسیة) Pizarro-Cerdá  و

 Cossart  ،2006(.  یتراوح قطرها من  خیطیةوهذه الشعیرات عبارة عن تراكیب)نانومیتر ) 8- 2

لمتكررة من ا subunitمایكرومیتر وتتكون من مئات الوحدات الثانویة ) 20 – 0.2( وطولها

 ، Diana و pilin  ) Paulایضا ببروتین  أو ما یسمى Fimbrillin proteinبروتین الهدبین 

2006( .  

للوظیفة التي تؤدیها، وعلى هذا الأساس  الشكل أو تبعا حسببالأهداب  یمكن تصنیف

وهي  Type I Fimbriaeالأهداب من النوع الأول :  ، مثل لوحظت أنواع مختلفة من الأهداب

مع الخلایا الظهاریة وهي حساسة للمانوز إذ یثبط سكر المانوز عملیة  ریاالبكتعن التصاق  مسؤولة

على الالتصاق مع  ریاالبكتتساعد هي وز و ونوع آخر من الأهداب تكون مقاومة للمان. الالتصاق

 والفم والأمعاء بشكل رئیس uroepithelial cellsالخلایا الظهاریة للمجاري البولیة 

)Grzymajlo 2017،  وآخرون(  .  

 Efflux Pump System  : أنظمة الدفق3.6.2. 

السامة  الأساسیةفي عملیة انتقال المواد هم ستُ بروتینات  هي عبارة عن الدفق أنظمة

ویمكن تشخیص وجود أنظمة . من الاغشیة الخلویة والى المحیط الخارجيوالمضادات الحیویة 

-Carbonyl cyanide mمثل استخدام مثبطات أنظمة الدفق  بوساطةمختبریا الدفق 

chlorophenylhydrazone )(CCCP  وPhenyl alanine arginyl b-naphtylamide 

(PABN) ) Dimude  ، 2013(  .  

تقوم فیها نواقل الدفق والتي  أنظمة آلیةریا مقاومة للمضادات الحیاتیة من خلال تظهر البكت

تم .  بمنع تراكم وتكتل الدواء داخل الخلایا البكتیریةالدفق  بأنظمةوالتي تعرف الداخلیة  الأغشیة
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فسلجیا ها ریا لمقاومة المضادات الحیاتیة وتم دراستهذه الالیة التي تستخدمها البكت اكتشاف

  . )2015وآخرون ، Levy (1974) ) Andersenبالمختبر من قبل 

   : Bacteriocinالبكتریوسینات4.6.2. 

مثبطة لنمو  تكونأو  ، تمتلك فعالیة میكروبیة قاتلةببتیدات  أوبروتینات هي لبكتریوسینات ا

نفسها ریا المنتجة لهذا النوع من السموم وتحمي البكت. القریبة الصلة للكائن المنتجالأنواع البكتیریة 

  .  )Khan، 2013 (من السم الذي تنتجه وذلك من خلال آلیات مناعیة خاصة بها 

. Cloacinویدعى  Bacteriocinالبكتریوسین  Enterobacter cloacaeتنتج بكتریا 

بینما یطلق رام گریا الموجبة لصبغة البكتمصطلح البكتریوسینات یطلق بصورة اكثر على  وأصبح

  .  )Bosák  ،2013(رام گریا السالبة لصبغة ین على السموم التي تنتجها البكتمصطلح الكولیس

     : Protease productionالمحلل للبروتین الإنزیم إنتاج5.6.2. 

الببتیدیة في  الأواصروتقوم بتكسیر  التي تحلل البروتینات الإنزیماتهو من  البروتییز

 Extracellularخارجها  أو Intracellularتتكون داخل الخلیة  أما انوهي نوع البروتینات

منتجة  .Enterobacter sppبكتریا  دّ وتعسبع مجامیع  إلىالمحللة للبروتین  الإنزیماتتصنف 

  .  )Serine protease )Vincent ،2014ات السیرینیة نللبروتی

على فعالیتها وتركیبها ویمكن  لة للبروتین صفات مختلفة اعتماداالمحل الإنزیماتتمتلك 

الموقع  تصنیفها بحسب الوزن الجزیئي والشحنة التي تحملها أو المادة الأساس التي تعمل علیها أو

: قسمین هما علىالمحللة للبروتینات  الإنزیماتوعادة ما یتم تقسیم  site of action الفعال

  . )Exopeptidases )Vincent ،2014ـ ال وإنزیمات Endopeptidasesـ ال إنزیمات
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كیلو  35 إلى15 من  وزنه الجزیئيیتراوح و  ، متخصص بشكلSerine protease یعمل  

 ،Aprotinin تثبیطه باستخدام مثبطات مثل یمكن بأنه الإنزیماتویتمیز هذا النوع من  دالتون ،

Diisopropyl phosphorofluoridate (DFP) ،  (PMSF)  phenylmethylsulfonyl 

fluorid   ) Vincent،  2014( .   

   Lipase production : اللایبیز إنتاج6.6.2. 

دهنیة  أحماضتقوم بتحلیل الكلیسیریدات مائیا لتحریر التي  الإنزیماتاللایبیز هو احد 

  : حسببویتم تصنیف هذا النوع من الانزیمات .  وبالتالي ینتج عن ذلك الكلیسیرول

  cleavage siteوموقع الانشطار  الأساسنوعیة المادة ) 1(

  . الامینیة الأحماضتجانس وتماثل ) 2(

 إذریا المرضیة حد عوامل الضراوة للبكتأ بوصفها مهمادورا  المحللة للدهون الإنزیمات تؤدي

و   alveolar macrophages )Benderمن خلال البلاعم السنخیة تقوم بتثبیط البلعمة البكتیریة 

Flieger  ،2010( .  

 إحدى تعدّ بصورة رئیسیة بتحلیل الدهون الفوسفاتیة مائیا والتي Lipases  إنزیماتتقوم 

التدمیر الكامل للخلیة نتیجة لتحلل  إلىوهذا یؤدي بالتالي الخلویة  للأغشیةالمكونات الرئیسیة 

الدهون بل تدمیر الغشاء الخلوي هو نتیجة تدمیر  دّ وعلى الرغم من ذلك فلا یع.  الخلیة المضیفة

) LPL(لیبوبروتین لایبیز  كإنزیم للأغشیةوهو تراكم النواتج المدمرة  آخرهنالك سبب 

Lipoprotein Lipase )Bender  و Flieger ،2010( .  
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  Bacterial Haemolysin : الهیمولایسین البكتیري7.6.2. 

 إنزیمویوجد  تقوم بتحلیل كریات الدم الحمر، Exotoxinsخارجیة بكتیریة وهي سموم 

الـذي یفـرز خارج  haemolysin -αهیمولایسین -هو الألفا النوع الاول أنواععدة الهیمولایسین على 

مرتبط بالخلیة ولا یمكن  إنزیموهو  haemolysin -βهیمولایسین - و النوع الثاني هو بیتاالخلیــة 

والذي یوجد في  γ-Haemolysin الثالثفصل فعالیته عن الفعالیات الأیضیة للخلیة والنوع 

،  Nalidixi acid  )Lackieحامض النالدكیسك  إنتاجهویحفز  ریا المقاومة للكوینولوناتالبكت

2007( .  

 بوساطةوذلك من النوع ألفا او النوع بیتا على تحلل خلایا المضیف  الهیمولایسینیعمل 

  .  )2013،  الهنداوي( أنشاء مسامات عبر الغشاء السایتوبلازمي

، وقد  )2003،  وآخرون Simi ( الهیمولایسین نزیمإ E. cloacae سلالاتتنتج بعض 

المعزولة من  Enterobacter spp.سلالات  إن إلى Stein )(1997 و  Funfstuckأشار 

 Pretonitisوأخماج المجاري البولیة والتهابات البریتون Intestinal infections أخماج الأمعاء 

  .  )2013 ، العبیدي(  % 35تكون محللة للدم بنسبة  

   Capsule: المحفظة8.6.2. 

تكون محاطة بغشاء  گرام سالبة لصبغة أوریا سواء كانت موجبة البكت أنواعالكثیر من 

و  .) 2003، المشرقي(خارجي یتكون من السكریات المتعددة وهذا هو ما یدعى بالمحفظة 

  إنزیماتتتكون من  أنسكریات متعددة بطبیعتها ولكن یمكن المحفظة هي عبارة عن 

phosphodiesterases  من مونومر  لأكثرالنیوكلوتیدات القلیلة وتتكون المحفظة كذلك من تكرار

monomer ،  بشكل خارج الخلیة  أووتصنع المحفظة على مستوى غشاء الخلیة
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Extracellularly ،  الأجسامالذین یصابون بالبكتریا المكونة للمحفظة بوجود  الأفرادویتمیز 

المستخدمة ولهذا لا  الأصباغوتمنع المحفظة دخول ونفاذ  ، المضادة للمحفظة في مصل الدم لدیهم

  وتمییز المحفظة لإظھار Negative stainingخدم طریقة التلوین السلبي وتست. یمكن صبغها

)Kandi ،2015 ( .      

   Antibiotics: المضادات الحیویة 7.2.

 أحیاءنمو المضادات الحیاتیة مركبات كیمیائیة تنتج من قبل احیاء مجهریة تحول  تعتبر

من النواتج الایضیة  وهي . ) Nahler ،2017و  Nahler( التثبیط أوبالقتل  أخرىمجهریة 

و یمكن .المجهریة الأحیاءالثانویة الخاصة أو المحورة والتي تمتلك فعالیة ضد مجامیع مختلفة من 

 أثیرها فأما تكون ذات تأثیر قاتلتقسیم المضادات الحیاتیة  الى نوعین من المضادات بحسب ت

Bacteriocidal  یا مثل البنسلینات أو تكون مثبطة لنمو البكترBacteriostatic  مثل

على طیف  اعتماداو كذلك یمكن تقسیم المضادات الحیاتیة . )Jacob  ،2015(التتراسایكلینات 

 مثل مضاد   Broad spectrum  antibioticsمضادات واسعة الطیف  علىفعالیتها 

Gentamycin  رام أو تكون ضیقة الطیفگوتعمل على البكتریا السالبة والموجبة لملونNarrow 

spectrum antibiotics لمث  Penicillinعلى مجموعة محددة من الأحیاء  تقوم بالتأثیر إذ

  .  )2010،  وآخرون  (Tortoraالمجهریة

   .   Quinolones:    الكوینولونات1.7.2. 

 Nalidixic لة ویعتبر مضاد حامض النالیدیسیكتعتبر الكوینولونات مضادات حیویة فعا

acid  ة المعویةلالتي تسببها العائ الأمراضالمستخدمة في علاج  الكوینولونات أنواع أهممن 

لان هذا النوع من الكوینولونات یصل  ، Urinary tractالقناة البولیة خصوصا في علاج اخماج 
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فقط في تلك المنطقة  therapeutically active concentrationsتراكیزه العلاجیة الفعالة  إلى

   . )Kocsis ،2012(.من الجسم

من خلال وذلك  الأساسیةعلى حلقة الكوینولون دوائیة جاءت التحسینات والتعدیلات ال

عند  piperazynilالببرازنیل  وإضافة من الكاربون 6في الموضع رقم fluorin    الفلورین إضافة

 تقسمو . Fluoroquinolonesوروكوینولونات فللوبالتالي ظهر ناتج ا من الكاربون 7الموضع رقم 

 الحامضیة ناتو ینولو الك تقع حیث أجیال أربعة إلى فعالیتها حسب وذلك ناتو ینولو الك مضادات

 الثاني الجیل یضم بینما،  Nalidixic acid مضاد یضم الذي الأول الجیل ضمن

 Norfloxacin  ،Ciprofloxacin  مضادات منها مضادات عدة تشمل التي ناتو ینولو الفلوروك

 ،Levofloxacin  ، الثالث الجیل یضمو . بكتریا العائلة المعویة أنواعفعالیتها ضد  أثبتتالتي 

وتضم مضادات الجیل الرابع  Grepafloxacinو  Sparfloxacinو  Gatifloxacin مضادات

  .  )Trorafloxacin ) Kocsis ،2012و  Gemifloxacinو  Moxifloxacinمضادات 

  Mechanism of action : الكوینولوناتآلیة عمل  .2.7.2

 يأTopoisomerase انزیمات النوع الثاني من تثبیط عمل  بوساطة الآلیةتتم هذه 

ذین الانزیمین هما یكونان من الانزیمات وه.  DNAgyraseو  Topoisomerase IVانزیمات 

حیث .  DNA replication تضاعف النووي الرایبوزي منقوص الاوكسجینالتي تتضمنها عملیة 

، بینما DNA  ـللالایجابي  الإرخاءأو سلبیة supercoils بتولید لفات فائقة  gyraseیقوم انزیم 

وتتكون  ، بعد عملیة التضاعفDNA ـالمسؤولا عن فك ارتباط  topoisomeraseIVانزیم  یكون

عملیة وبذلك تمنع من  DNAـ لل gyraseو  topoisomerase IVـال نزیملا تسبب إعاقةمركبات 

   . )Kocsis  ،2012(قتل الخلیة البكتیریة  إلىوهذا بالتالي یؤدي  DNAـ التضاعف 
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إنزیم  یعدّ  بینما گرام لصبغة السالبة ریاالبكت في الھدفھو یعتبر  DNAgyraseـ إنزیم ال إن

.  )Andriole  ،2005( گرام لصبغة الموجبة ریاالبكت في ھو الھدف  topoisomerase-IVـال

 یمنع وھذافي الخلیة البكتیریة  DNAgyrase ـال أنزیم تثبیطب أساسیة بصورةوتقوم الكوینولونات 

هي العملیة الضروریة حیث تعتبر هذه العملیة  Supercoiling of DNAاللف الفائق الإلتفاف

ومن  .) Brown  ،2008 و  (Bennet البكتیریة الخلیة في الكروموسومات لتثبیت والأساس

 ارتباط بمسؤولیة فك أولیةوبصورة Topoisomerase- IV  ـال ناحیة أخرى، یقوم إنزیم

 DNAgyraseـ ال لإنزیمات  DNAبمعقد ناتوینولوالك ترتبط، حیث المتضاعفة الكروموسومات

 ـال تضاعف تثبیط عن ولامسؤوبالتالي سیكون هذا  Topoisomerase - IV ـو إنزیمات ال

DNA ) Kocsis ،2012( .  

  Mechanism of resistance : الكوینولونات لمضادات آلیة مقاومة البكتریا .3.7.2

حصول الطفرات  نتیجةEnterobacter ریا مة الكوینولونات عادة في جنس بكتتنشأ مقاو 

ولكن  اومضخات الدفق topoisomeraseالوراثیة في جینات التشفیر للنوع الثاني من انزیمات 

 Poirel ( اتتحدث كذلك بسبب البلازمید أنمقاومة الكوینولونات یمكن  إن الابحاثبینت بعض 

  . )2006،  وآخرون

في العائلة  الآلیاتهذه  أهموان احد  للكوینولوناتوجدت هنالك آلیتان للمقاومة البكتیریة 

التي كتیریة الب لإنزیماتل الجینات المشفرة الطفرات الوراثیة في accumulationهو تراكم المعویة 

 DNA topoisomerase IV )Hooperو  DNA gyrase إنزیماتاي تستهدفها الكوینولونات 

 ،2003( .  
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الذي تكون  DNAـال جعل مركبوبالتالي تعمل على  الإنزیماتتتحد الكوینولونات بهذه 

ذات السلسلة DNA ـ من ال أجزاءتراكم  أوتجمع وتسمح بذلك  استقرارا أكثرنتیجة هذا الارتباط 

   . )Osheroff ، 1995و  Froelich-Ammon  ( إصلاحهاوالتي لا یمكن الممیتة المضاعفة 

جین : الآتيوهذه الجینات هي (للانزیمات المستهدفة  Coding Gene مشفرجین الالوعلى 

gyrA  ، gyrB لإنزیم DNA gyrase  و جینparC  ، parE لإنزیم DNA 

topoisomerase IV ( ـــــ حدد مقاومة الكوینولونات وتسمى بمناطق تهنالك (QRDRs) . مثلا

تقلل من  أنوالتي یمكن للاحماض الامینیة المستبدلة  DNAـ الملتصق بال الإنزیممن سطح  أجزاء

وبصورة عامة فانه یتطلب حصول طفرات وراثیة متعددة لحدوث  .التصاق الكوینولون أواتحاد 

  . )Kocsis  ،2012( لة المعویةمقاومة الكوینولونات في العائ

الدفق  وأنظمةزیادة مضخات  بوساطةتراكم الدواء داخل الخلیة المنخفض الثانیة هي  والآلیة

العائلة  أنواعوالكثیر من  ، الخارجیة الأغشیةفي  porins الثغوركذلك انخفاض عدد و .  الطبیعیة

 مضخات دفق  أنواعهي من  و AcrAB-TolC تمتلك مضخات دفق من نوعالمعویة 

resistance-nodulation division (RND) ـ ال دّ ویع AcrA من البروتینات المدمجة

ــ وال مضخة غشائیة داخلیة  AcrBـال دّ یعو  membrane fusion protein الخارجي الغشاء في ـ

TolC والذي یؤدي التدفق وكل من هذه تعمل على بناء مضخة دفق  هو بروتین غشاء خارجي

،  Poole( مقاومة عالیة المستوى لمضادات الكوینولوناتفیها الى  Overexpressionالزائد 

2005( .  
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 Plasmid-mediated:بواسطة البلازمید  اتدات مقاومة الكوینولوندمح4.7.2. 

quinolone resistance determinants  

ومضخات دفق الكوینولونات  Qnrـ وهي محددات ال هنالك ثلاث الیات تم الكشف عنها

جینات هذه المحددات  وتقع aminoglycoside acetyltranferase(6’)-Ib-cr وانزیم  الخاصة

 بصورة فردیة مقاومة ذات مستوى واطئوهي تسبب  Plasmid Localizedعلى البلازمید 

)Kocsis ،2012.(  

 الكائن المجهري بأن یصبح مقاوما یستطیعبوساطتها ة التي هنالك ثلاث آلیات رئیس

وهذه تشمل انتاج الانزیمات وتغییر في هدف العلاج المستخدم وتغییر قابلیة  ، للمضادات الحیویة

ما تتضمن في مقاومة أنواع بكتریا  والآلیة الأولى غالبا ، العلاج للدخول او التراكم في الخلیة

Enterobacter تان غالبا ما یبینما الاثنتان الاخر  ، یكوسایدلاكتام والأمینوكلا-لمضادات البیتا

  .  )Bagde   ،2017و quinolones )Nirbhavaneتتضمن في المقاومة لمركبات الكوینولون 

مقاومة للكثیر من المضادات الحیویة بسبب كثرة   Enterobacterأصبحت أنواع بكتریا 

إذ إن اكتساب صفة المقاومة لهذه  ، استخدام هذه المضادات في علاج الإصابات بهذه البكتریا

نوقشت ووثقت كثیرا في غیرها من المضادات الحیویة الاخرى كوینولون و الالبكتریا ضد مضادات 

  .  )2005،  وآخرون Thiolas(البحوث العلمیة 

  :المقاومة للكوینولونات  داتدمح5.7.2. 

 Quinolone Resistance determinants (Qnr)   

وصفها والتي تتمیز بpentapeptide-repeat بروتینات  عائلةالى Qnr ـ تعود بروتینات ال

 ,Ser, Thr]متكرر Motifموتیف مع لتكرار خمسة احماض امینیة  Tandem عبارة عن ردیف
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Ala or Val]  [Asp or Asn] [Leu or Phe] [Ser,Thr or Arg] [Gly]  والموتیف عبارة

  .  البروتینات وظیفتهاتركیب ثانوي في البروتینات یمنح عن 

-Pentapeptideالتي تحتوي على موتیف  یناتتالبرو نوع من  500هنالك اكثر من 

Repeat  ولكن وظیفة جمیع هذه البروتینات تقریبا غیر معروفة)Vetting 2006،  وآخرون( .  

  و Qnr Bو  Qnr Aـ وتم تمییزها وتسمیتها ك Qnrالـ من محددات  أنواعظهرت عدة 

Qnr  S و Qnr CوQnr D  وتم وصف ودراسة جیناتها في عزلات بكتیریة مأخوذة من عینات

  .  )2006،  وآخرون Robicsek(حول العالم  والأبحاثن الدراسات سریریة بشریة في الكثیر م

 .Kریا من بكت 1998م اكتشافه لاول مرة عام ت qnrA1ـ بوالذي یسمى الیوم  qnr وأول

pneumonia  ـمن جینات ال أنواعهنالك سبعة و . qnrـال واما qnrS فقد تم اكتشافه في عام

فهو یحتوي على  qnrB اما جین.  أنواعخمسة  له و Shigella flexneri 2bریا في بكت 2005

وتم اكتشاف  K. pneumoniaریا في بكت 2006تم اكتشافه في عام  وأولهاالیل مختلف  47

 Proteus mirabilisریا في بكت qnrCحیث اكتشف جین  2009النوعین الاخیرین في عام 

و سالمونیلا  Salmonella enterica Serovar Kentuckyریا في بكت qnrDوجین 

Bovismorbificans ) Kocsis ،2012( .  وهنالك جینات qnr كروموسومیة تم اكتشافها

   سمي لانه وجد في بكتریا Vvqnrوتسمیتها على اساس الكائنات التي وجدت فیها فمثلا جین 

Vibrio vulnificans وجین Efqnr ریا نسبة لوجوده في بكتEnterococcus faecalis         

) Jacoby 2008 ، وآخرون( .  

للالتفاف الفائق یأتي من خلال عملیة التثبیط العكسي qnrA ان التأثیر المباشر لجین 

 DNAالمتحد مع انزیم  qnrAیقوم جین Ciprofloxacin . ـ والذي یسببه مضاد ال DNAـلل
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gyrase  او انزیمtopoisomerase IV  بتثبیط عملیة تداخل DNA مع انزیمgyrase  وقد یكون

على الاقل وبشكل جزئي هو سبب الحمایة ضد الكوینولونات وذلك من خلال تقلیل الفرص لهذه 

 وآخرون Robicsek(استقرارا  أكثر gyrase وإنزیم DNAتجعل مركب الكوینولون من ان  المواد

 ،2006(  .  

بلازمید یحتوي  أولوجدوا بان  )1998( وآخرون Martinez-Martinez ـ وفي دراسة ل

من  conjugation الوراثي الاقتران عملیة كان ممكن انتقاله عبر (pMG252) ـال qnr على جین

 P. aeruginosa  ریاوبكت S. typhimuriumریا وبكت C. freundiiریا بكت و E.coliریا بكت

لمضاد MIC مثبط الادني وكان التركیز المقاومة الكوینولونات موجودة في جمیع السلالات  وكانت

. مرات على مستوى المقاومة ذات المستوى الواطئ5 الى 2ظهر زیادة من ی Ciprofloxacinـ ال

 Nalidixic acidالبكتیریة في عینة الدراسة كانت مع  الأجناسوظهرت اعلى مقاومة وفي جمیع 

وازدادت معدلات الطفرة الوراثیة بنسبة   Ciprofloxacinـواقلها كانت مع التراكیز المثبطة الدنیا لل

مرة للبكتریا التي كانت تحتوي على البلازمید بالمقارنة مع البكتریا التي لم تحتوي على  100

   . )Kocsis  ،2012(البلازمید 

فان التي تحدث على مستوى الكروموسوم qnr ـ اللجینات ولتفسیر هذا النوع من الطفرات 

 ،  DNAعلىمن الخلایا البكتیریة عندما یحدث ضرر  إنقاذ إشارة وإرسالهذا یكون بسبب تحفیز 

الانقاذ التي ترسلها  لإشارةهو المنظم المركزي والرئیسي لعملیة الاستجابة  LexAویكون البروتین 

  . )qnrB)Kocsis  ،2012 ـ للي یكبح التعبیر الجیني ذوال الخلیة البكتیریة

الامینیة وان  الأحماضمن  214في سلسلة طویلة تتكون من  QnrB1حدد بروتین 

qnrB1  الامینیة مع بروتینات  الأحماضمن  %44و  %43یحتوي على بروتین یتشابه بنسبة

بین عزلات  qnrB2وان اكتشاف جین .  )2008،  وآخرون qnrA )Jacoby و qnrSجیني 
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بخمسة  qnrB1جین تختلف عن qnrB2 جین بكتریا العائلة المعویة في الولات المتحدة ونسخة

جین  تم التعرف على یةمریكلاولایات االوكذلك في احدى  )2008،  وآخرون Jacoby( كودونات

في عزلات  qnrB5ـ تم تحدید جین الایضا بین افراد العائلة المعویة و  qnrB4و  qnrB3ـال

في  qnrB7، شخص جین  ) 2006، وآخرون Salmonella non-typhi )Gay الســــالمونیلا

 وآخرون C.freundii )Cattoirفي بكتــــــریا  qnrB8وجیــــــن  Enterobacter cloacaeبكتـــــریا 

،2008 ( .  

بخمسة من  qnrB1عن  مختلف هوو  C.freundii في بكتریا  qnrB10 اكتشف

بثمانیة  qnrB1یختلف عن  C.werkmaniiموجود في  qnrB12الأحماض الأمینیة وبروتین 

،  وآخرون qnrB10 )Kehrenbergمن الأحماض الأمینیة ویختلف بخمسة من الصفات عن 

 موجود بین مختلف عزلات  qnrB18و  qnrB17و   qnrB16و   qnrB11و  ، )2008

لأول مرة من بكتریا  qnrCعزل جین  . )2007 وآخرون ، C.freundii)Quiroga بكتریا 

Proteus mirabilis یسبب مستوى المقاومة الواطئة  من مرضى في الصین وهو المعزولة

بعد حصول عملیة  666bpبـ  PHSلونات والجین المحمول على البلازمید ینو و الكلمجموعة 

  . )2009،  وآخرون Wang(لمضاد السبروفلوكساسین  MICالاقتران البكتیري لوحظ زیادة 

حدد في  qnrSجین  أمافي مصر Providencia stuartii  من بكتریا وكذلك عزل الجین

 وآخرون Robicse(عزل من بكتریا في الهند و الولایات المتحدة الامریكیة  qnrB الیابان وجین

 و (Nordmannتوجد على البلازمیدات وتنتقل بالاقتران البكتیري  qnrجینات ان  . ) 2004،

Poirel  ،2005( .  
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  PCR :  Polymerase Chain Reactionتفاعل البلمرة التسلسلي 8.2. 

المختلفة لجینات  الأنواعلتمییز والتعرف على لیعتبر تفاعل البلمرة التسلسلي طریقة مفیدة 

تقنیة  عبارة عن Polymerase Chain Reaction المقاومة وتقنیة تفاعل البلمرة المتسلسل

ناتج من  أوسواء كان هذا التتابع جزءا من الجینوم  DNAتضمن تضخیم تتابع من تكیموحیویة 

تابع الذي یحتوي على الت DNA ـعملیة الاستنسال ، تتم هذه العملیة بوجود شریط قالب ال

 Taq DNAالمطلوب تضخمه والمتكون من عشرات الآلاف من النیوكلوتیدات بوجود 

polymerase  الثابت حراریا وبوجود زوج من البوادىء وهي عبارة عن قطعة تتكون من عدد من

حدوث التفـــاعل والـــذي یحتــــوي على  أو لإجراءالنیوكلوتیدات بالاضافة لمحلول الدارىء یمثل وسط 

  .  )Aljawasim  ،2014( (dNTPS) واعــــد النیتروجینیـــــــة الاربعـــةالق

عام  Kary Mullis الأمریكيتم اكتشاف طریقة تفاعل البلمرة المتسلسل عن طریق العالم 

.  الجزیئي وعلم الكیمیاء الحیاتیة الأحیاءفي علم  الأساسیةتلك الطریقة التقنیة  وأصبحت 1986

 أو قطع من لقطعة وكمي نوعي تضاعف حدوث على القدرة بأنها التقنیة هذه تعریف ویمكن

 primers البادئات  بوجود in vitro الحي جسم الكائن خارج المرات ملایینول إنزیمیا  DNAـال

 الوراثة مختبرات في رواجا الأكثر التقنیة الیوم تفاعل البلمرة التسلسلي تقنیة وتعد. قصیر وبزمن

 ـال مستوى على الدراسات من الكثیر علیه تعتمد الذي م والأساسالعال أنحاء جمیع في الجزیئیة

DNA  النماذج من أعداد كبیرة مع التعامل على قدرتها حیث من خصوصیة من به تمتاز مال 

  .  )DNA )Domingues  ،2017 ـلا تتطلب كمیات كبیرة من ال أنها إلىإضافة 

https://www.google.iq/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjE1Pa8r7nXAhXRmLQKHTmoCXAQFggvMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fgp%2Fbook%2F9781493970599&usg=AOvVaw0Q-vtVPjJ3OOwkix-DmIN-
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أثناء DNA ـال استنساخ لعملیة مبسطة ترجمةتفاعل البلمرة المتسلسل  اعتبار تقنیة ویمكن

ما مواد معینة تساعد في ذلك وهي ك ولكي تتم عملیة الاستنساخ هذه یجب توفر.  الانقسام الخلوي

  : یلي

 على قادرةOligonucleotides  قلیلة نیوكلیوتیدات عن عبارة وهي:  primersالبادئات  .1

 وتعرف متمم تسلسل ذات منطقة في وذلك تضخیمه المراد النووي الحامض تسلسل مع الارتباط

  .   Highly Conserved Regionالحفظ عالیة بمنطقة

 Deoxynuleosideسجینكالأو  ةصمنقو  الفوسفات ثلاثیة النیوكلیوسیدات من كبیرة كمیات .2

triphosphates  .  

 لذياTaq Polymerase وأهمها  المرتفعة للحرارة المقاومPolymerase البولیمیریزم انزی .3

  .  الحارة الینابیع في تعیشالتي   Thermus aquaticus  ریامن بكت یستخلص

  .buffer  محالیل منظمة .4

  .لأنزیم البولیمیریز مساعدا عاملا یعد الذي المغنیسیوم أیون أهمها مناسبة ومن ایونات .5

  DNAشرائط لعمل الانزیمات من كقالب یستعمل الذي:  )DNA )Template DNAقالب  .6

  . )Domingues  ،2017( جدیدة

 مدةولخطورة انتشار جینات المقاومة البكتیریة ولما تسببه من خسائر اقتصادیة وطول 

. ستها والتحري السریع عنهامن اجل درا PCRتقنیة  عمالاست إلىذلك  أدىالعلاج للمرضى 

رام المعــــزولة گفي البكتریا السالبة لصبغة  qnrفي الكشف عن جینات  PCRتقنیة الـ  عملتواست

معزولة من مصــــادر بیئیـــة ومن امثلتــــها البكتریا المن  أومن مصـــادر بیطریة 

https://www.google.iq/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjE1Pa8r7nXAhXRmLQKHTmoCXAQFggvMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fgp%2Fbook%2F9781493970599&usg=AOvVaw0Q-vtVPjJ3OOwkix-DmIN-
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Enterobacteriaceae و Pseudomonadaceae و  Aeromonadaceae و 

Xanthomonadaceae و  Moraxellaceaeو Shewanellaceae )2012،  الطائي(  .  

 qnrSو  qnrBو qnrAفي تحدید جینات  multiplex PCRتقنیة الـ  عملتكذلك است

،  وآخرون Moumouni(النیجر في بكتریا من العائلة المعویة  أنواعوعزلت هذه الجینات من 

2017(  .  

في تشخیص  تفاعل البلمرة المتسلسلتقنیة  عملتاست دراسة تم اجراؤها في الصینفي و 

عمال رام وباستگعزلة من البكتریا السالبة لصبغة  179في  qnrSو  qnrBو  qnrAجینات 

  .  )2011،  وآخرون Cai( بادئات نوعیة معروفة التسلسل

  : من ثلاثة مراحل تفاعل البلمرة المتسلسل تقنیة تتكون

-ds المزدوج الشریط فصل وھي: Thermal denaturation  الحراري مسختال مرحلة .1

DNA  منفصلین شریطینالى  ss-DNAمْ 90 -95  حرارة درجة عند المرحلة ھذه موتت  .  

 الشریطین مع كلتا البادئتین ارتباطتمثل وهي  : primers Annealing البادئات التئاممرحلة  .2

  . مْ  68-50 حرارة درجة عند المنفصلین

عن طریق  ویتم ذلك:  Annealed primers extensionمرحلة إستطالة البادئات المهجنة  .3

  .مْ  72 -68 حرارة درجة عند المرحلة هذه وتتم dNTPs بإضافة وذلك البولیمریز إنزیم

 DNA ـال جزیئات زیادة إلى ممایؤديالثلاث لعدة مرات  الخطوات ذات الدورة هذه تعاد 

)Domingues  ،2017( .  

https://www.google.iq/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjE1Pa8r7nXAhXRmLQKHTmoCXAQFggvMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fgp%2Fbook%2F9781493970599&usg=AOvVaw0Q-vtVPjJ3OOwkix-DmIN-
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                                                       :  16S rRNAقنیة التسلسل لمورثة ت .9.2

Sequencing technique for 16S rRNA gene                                         

حیث ان كل  . s30و s50یتالف من وحدتین فرعیتین وهما  s70رایبوسوم البكتیري ال إن

الببتاید واحدة من جزیئات الرنا الرایبوسومي وعدد من السلاسل  أووحدة فرعیة تتكون من جزیئتین 

  .المتعدد 

 5Sو S rRNA23على  s (Large subunit) LSU50تحتوي الوحدة الفرعیة الكبرى 

rRNA  ،الوحدة الفرعیة الصغرى  أماs (Small Subunit) SSU30  16تحتوي علىS 

rRNA  )Prescott  ، استعمل في العقدین الماضیین تقنیة تعتمد على ).  2005وآخرون

 للأحیاءوالتي تعتبر ثورة في معرفة التنوع المیكروبي وخصوصا  RNAالحمض النووي الرایبي 

كذلك فقد امن استخدام التسلسل الجیني لمورثة . ) 2002وآخرون ،  Morris(المجهریة البیئیة 

16S rRNA  العلاقات التطوریة بین سلالات البكتریا المختلفة وساهمت هذه  وإیجادفي تشخیص

بكتیریة جدیدة لم یتم التعرف  أنواعوثم التعرف على  الأنواعتصنیف الكثیر من  إعادةالتقنیة في 

 الأنواعحیث یتم استخدامها لجمیع   )2004وآخرون ،  Brenner(بالطرق التقلیدیة  علیها سابقا

یحتوي هذا .  )2002وآخرون ،  Ferroni(یریة سواء كانت موجبة او سالبة لصبغة گرام البكت

الجین على عدة مناطق ثابتة تستعمل في تصمیم البرایمرات المعتمدة في التصنیف والتي تحتوي 

 ، Clarridge(  والأنواععلى تسع مناطق متغیرة تعتمد في التمییز بین المجامیع التصنیفیة 

زوج قاعدي وتمتلك معظم  E. coli 1500في بكتریا  16S rRNAحیث یبلغ طول جین ) 2004

  . )2016، حمید(زوج قاعدي  50نقصان في  أوالطول نفسه مع زیادة  الأخرىالكائنات الحیة 

تستخدم لدراسة علم التصنیف والوراثة التي 16S rRNA تعتبر عملیة تشخیص جین 

  : شیوعا وذلك لعدة أسباب اهمها الأكثرالبكتیري احد الطرق 
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  . ریاالبكت أنواعفي جمیع  16S rRNAـ یوجد جین ال .1

رغم التطورات الحاصلة  لم تتغیر عبر الزمن وبقیت نفسها  16S rRNA ـإن وظیفة جین ال .2

  . الجزیئي الأحیاءفي علم 

  .  الجزیئيلإغراض الدراسة على المستوى حجم كبیر  یعد ذا 16S rRNAـ إن جین ال .3

)Janda  و Abbott ،2007(  .  

  DNA  :  DNA sequencingـتسلسل ال 10.2.

الى الطرق والوسائل المتبعة لتحدید قواعد نیوكلیوتیدات  DNAـ تشیر عملیة تسلسل ال

في جزیئة  Thymineوالثایمین  Cytosineوالسایتوسین  Guanineوالكوانین  Adenineالادنین 

 Maxamكیلبرت -طریقة ماكسام:  منها DNAـق عدیدة لتحدید تسلسل الائوهنالك طر . DNA ـال

– Gilbert Sequencing  التسلسل  إنهاءوطریقةChain-termination  وطریقة إنهاء الصبغة

Dye-terminator  والطریقة الكیمیاویة والطریقة الانزیمیةEnzymatic method  وتعتبر هذه

واكتشف هذه الطریقة .  DNAـرا في عملیة تحدید تسلسل الالطرق انتشا وأوسع أكثرالطریقة من 

    . )Sanger  )Munshi  ،2012 ر گالعالم سان

باستخدام  DNA تضخیم قالب عملیة هو  DNA sequencingتسلسل الحمض النووي 

PCR باستخدام  یتم دراسة تتابعها الجینيالمضخمة  القطعة .المراد دراستهاالمنطقة رتبط بی وبرایمر

طویلة من  سلاسلكثر شیوعا یتم تطبیقها بسهولة على الأهي و ر گطریقة سانبمتالق  برایمر

 دیوكسي ویستند هذا الأسلوب على إنهاء سلسلة من قبل دي.  كذلك جینات كاملةالحمض النووي 

تم الكشف عن لون كل جزء باستخدام ی .  Real-Time PCRوكلیوتید خلال تفاعلات استطالةین

یمكن تحدید تسلسل الحمض وبذلك شعاع اللیزر ویتم جمع المعلومات من قبل جهاز كمبیوتر 
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  Michael   ؛ 2012 ، وآخرون Gundry  ؛   2011، وآخرون Kinde( النووي القالب

  . )2012  ،وآخرون 

  Mutation:     الطفرات  .11.2

إلى  الطفراتؤدي ت.  ا في علم الأحیاء الیومهي مفهوم مهم جد  Mutationsالطفرات

في خصائص  كن أن یكون لها تأثیر جید أو سیئهذه الجینات یم ، اختلافات في الجیناتحدوث 

التغیرات لایمكن وبدون وجود . تطورال مهمة جدا فيتكون هذه الاختلافات أیضا  . الكائن الحي

على  أو لا تؤثر تؤثرقد .  تسلسل الحمض النووي ر وراثي فيالطفرة هي أي تغیی .حدوث التطور

إن  .)  Simon،2010  و Jeremy ؛  Hsieh ،2003 و  ( Schofieldكائنالنمط الظاهري لل

 ناتجال یمكن أن تؤثر بشكل كبیر على نوع )الطفرات(قالب التسلسل الحمض النووي  تغیرات في

   . )Champness  ، 2003و   ( Snyder النهائي للبروتین

وقد تشمل الطفرات على عدة ازواج من ). mutant(ویسمى الفرد الحامل للطفرة الطافر 

، او قد تحدث  DNAقطعة كبیرة من الـ Deletionالقواعد النتروجینیة كما تحصل في حذف 

طفرة تشمل على قاعدة او   Point Mutationsفي الشفرة الوراثیة بوساطة طفرة نقطیة  تغیرا

  :ویمكن تصنیف حالة الطفرة النقطیة الى .   single base mutationsنتروجینیة مفردة 

A .استبدال النیوكلیوتیدات Substitution of a nucleotide  :وتسمى أیضا  استبدال قاعدة ،

 .الحمض النوويدة واحدة في تسلسل ینطوي على تغییر قاع ، Point mutation  ةینقطالالطفرة 

  . لإنتاج تغییر دائم فعالتضاأثناء  في یتم نسخ هذا الخطأ
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] Tأو  C[ مع بیرمیدین أو بیریمیدین] Gأو  A[واحد  مع بیورین بیورینقاعدة إذا تم استبدال 

، ویسمى  أو العكس بیریمیدینبال إذا استبدال البیورین أما. Transition المكافئیسمى الاستبدال 

  . في حدوث الطفرات شیوعا الأكثر الآلیةه وهذ ،Transversion لعكسي االاستبدال 

B .افة النوكلیوتیداتحذف أو إض Deletion or addition of a nucleotide  : حذف أو

 یغرز )القفز عناصر( الجین عندما ینقل.  لنوويتكرار الحمض ا بوساطةوكلیوتیدات یالن إضافة

 insertionalتسمى طفرات الغرزو  الهدف تعطیل الجین ، فإنه یؤدي إلى نفسه في الجینات

Mutation  Snyder) و Champness ،2003  ؛ Najafi و Pezeshki ، 2013  ؛ Jasim 

،  2017( .  
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    Materials & Methods              :  المواد وطرائق العمل .3

  Materials  : المواد  1.3.

  Instruments and tools   :   في الدراسة المستعملة الأدواتو  الأجهزة 1.1.3.

  ) . 1.3( المبینة في الجدول  و الادوات في هذه الدراسة كل من الاجهزة استُعمِلت

  في الدراسة المستعملة الأدواتو  الأجهزة :)  3-1( جدول 

  ) المنشأ(المصنعة و الشركة  الأدواتو  الأجهزة أسماء  ت

  UV- transilluminator  Atto (Japan)  مصدر الأشعة فوق البنفسجیة 1

 Vitek 2 compact  البكتریاجهاز تشخیص  2

Biomeriex (France)  

 McF Densichek plus جهاز قیاس الكثافة 3

 Centrifuge  جهاز نبذ مركزي 4

 Water bath حمام مائي 5

  Oven  فرن كهربائي 6

 Distillater  جهاز التقطیر 7

 Gel Electrophoresis Unite  جهاز ترحیل كهربائي 8

Bioneer ( Korea)  

 Vortex  مازج 9

10 
 تضاعف البلمرة جهاز

  المتسلسل
PCR 

 Thermal Cycle  جهاز الدوار الحراري 11

 Micropipettes  ماصات دقیقة بأحجام مختلفة 12
Brand ( Germany) 

 ELISA Enzyme Linked Immunsorbent Assayجهاز  13

  Micro centrifug Helena (USA)  جهاز طرد مركزي دقیق 14

  Microfuge Heraeus ( Germany)  جهاز نبذ صغیر 15

  Gel documentation Herolab ( Germany)  جهاز تصویر الهلام 16

 Laminar flow hood Lab. Tech (Korea)  كابینة تعقیم هواء 17
 Autoclave  مؤصدة 18  

 Incubator Memmert  (Germany)  حاضنة 19

 Sensitive electronic  balance Mettler  (Switzerland)  میزان الكتروني حساس 20

 Light microscope  مجهر ضوئي 21
Nikon ( Japan) 

 Digital Camera  كامیرا رقمیة 22

 pH-meter Radiometer  (Denmark) مقیاس الآس الهیدروجیني 23

  Spectrophotometer Shimadzu (Japan) جهاز مقیاس الكثافة الضوئیة 24

 Stirrer Plates Hot Stuart (U.K)  مسخن حراري ممغنط 25
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   Biological and chemical substance: المواد الكیمیاویة والبایولوجیة 2.1.3.

 ) 2.3( في هذه الدراسة كل من المواد الكیمیائیة والبایولوجیة المبینة في الجدول  استعملت 

  .  التالي 

  في الدراسة المستعملة  المواد الكیمیائیة والبایولوجیة :)  3-2( جدول 

  الشركة المصنعة والمنشأ  اسم المادة ت

 α-Naphthol (C10H8O)                                            نفثول –الفا   1

BDH ( England) 

 Agarose أكاروز  2

  Barium chloride (BaCl2)  كلورید الباریوم 3

 Dextrose  الدكستروزسكر  4

  Ethanol %95كحول اثیلي  5

6  
اثیلین داي أمین تترااسیتك 

  اسید

Ethylene Diamine Tetra Acetic 
Acid 

 Glycerol (C3H8O3)  كلیسیرول 7

  Isomyl Alcohol  كحول ایزومیلي 8

 Peptone ببتون  9

  Potassium Hydroxide ( KOH )  هیدروكسید البوتاسیوم 10

 Sodium Hydroxide (NaOH)  هیدروكسید الصودیوم 11

 Sulfuric Acid  حامض الكبریتیك 12

  Trypton  تربتون  13

 PCR water Bioneer  (Korea)  ماء سلسلة البلمرة 14

  Boric Acid حامض البوریك 15
Biotech (Canada )  

 Trise-Base  ترس قاعدي  16

 Glucose China  سكر الكلوكوز 17

 Sodium Chloride (NaCl) Fluka (Switzerland)  كلورید الصودیوم 18

 Yeast extract Italy  مستخلص الخمیرة 19

  DdH2O Lab.Tech (Korea)  ماء منزوع الایونات  20

  Sucrose Merk ( Germany)  سكروز 21

  Hydrogen peroxide (H2O2) بیروكسید الهیدروجین 22
Oxoid ( England)  

 Agar-Agar  اكار –اكار   32
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   :     Culture media الاوساط الزرعیة المستعملة في الدراسة 3.1.3.

  ) . 3.3( الزرعیة المبینة في الجدول  ساطو الأ كل من في هذه الدراسةاستعملت 

  الزرعیة الأوساط  :) 3-3( جدول 

  الوسط  ت
الشركة المجهزة 

  والمنشأ

  Trypticase Soy Broth  وسط مرق الصویا 1

Difco (U.S.A)  

  Triple – Sugar iron  ثلاثي السكر –وسط الحدید  2

 Semi Solid Media وسط الحركة شبه الصلب 3

Himedia ( India)  4 وسط الیوریا اكار  Urea Agar  

 Nutrient Agar  وسط اكار المغذي 5

  MacConkey Agar اكار الماكونكي 6

Oxoid ( England) 

  Muller-Hinton Agar  اكار مولر هینتون 7

  Brain-Heart infusion Agar  اكار نقیع القلب والدماغ 8

  Brain-Heart infusion Broth مرق نقیع القلب والدماغ 9

 MR/VP Methyle Red/ Vogas Proskaurوسط   10

  Trypticase Soy Agar  وسط اكار الصویا 11

 Eosin Methylene Blue (EMB)  وسط الایوسین مثلین الازرق  12

  Simmon Citrate Agar وسط سترات السایمون 13

 Kliglers Iron Agar  وسط اكار الحدید ثنائي السكر 14

  Nutrient Broth  وسط المرق المغذي  15

  Blood Agar Base  اكار الدم الاساس 16
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  Stains                                                                :الصبغات المستعملة  .4.1.3

  . ) 3 . 4( المبینة في جدول  الصبغاتاستعملت في هذه الدراسة كل من  

  في الدراسةالصبغات المستعملة  :) 3-4( جدول 

  الشركة المصنعة والمنشأ  صبغةاسم ال ت

  صبغة احمر المثیل  1
Methyl Red stain 
(C15H15N3O2) BDH ( England)  

 Congo red stain  صبغة الكونكو الحمراء 2

 Loading Dye  صبغة التحمیل 3
Bioneer  (Korea) 

                      Ethidium Bromide  برومید الاثیدیوم 4

 Bromocresol purple  صبغة بروموكریسول الارجوانیة   5
China 

 Phenol red  صبغة احمر الفینول 6

 Bromophenol blue stain  بروموفینول الازرق صبغة 7

Himedia (India)  8 

  :مجموعة صبغة گرام 

    صبغة البنفسجي البلوري

  السفرانین 

  الآیودین  

   الكحول الاثیلي  

Crystal  Violet Stain 
Safranin  Stain 
Iodin 
Ethyl  alchol 96% 

 Indian ink   حبر هندي                  9

                    Laboratory Kits     : العدد المختبریة5.1.3.  

  ) .  5.3( في هذه الدراسة كل من العدد المختبریة المبینة في جدول استعملت 

  العدد المختبریة المستخدمة في الدراسة  :)  3-5( جدول  

  نوع الاستعمال  التشخیصعدة  اسم
الشركة المصنعة 

  والمنشأ

 ABدم بشري صنف 
تحضیر وسط الدم الاساسي 

  الصلب
/ دم المصرف 
  دیالى

VITEK- 2 GN card  
 السالبة البكتریا لتشخیص

 رامگ لصبغة

BioMerieux 
API20E System :  

 عن فضلا الفحص أشرطة یضم الذي

  :احتوائھ على كل من 

 السالبة البكتریا لتشخیص
  رامگ لصبغة
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API  

Suspension Medium, Mineral 

Oil, Incubation Boxes  

 :و أیضا یضم الكواشف الآتیة 

VP1,VP2,  James  , TDA  

Master Mix PCR  ـــــــــــــــــــــ  
Bioneer  
(Korea)  DNA ladder  (100bp) سلم الحمض

 النووي          القیاسي
 DNA قیاس احجام قطع 

   الموجودة

عدة استخلاص الحامض النووي البكتیري 
DNA 

Presto™  Mini  gDNA  
Bacteria Kit 

 100حیث تضم المحالیل الكافیة لاجراء 
مایكرولیتر و  50تفاعل و كل تفاعل بحجم 

  :ھذه المحالیل ھي 
1. Pellet cells solutions:- 

GT Buffer  30 ml 
Proteinase K  1.1 ml 

2. Lyse cells solutions : -                                    
GB Buffer  40 ml 

3. DNA Binding : - 
Absolute Ethanol  25  ml . 
GD Columns 100 . 

4. Wash :- 
W 1 Buffer 45  ml . 
Wash Buffer 25  ml . 

5. Elution :- 
Elution Buffer  30 ml 

و     GD Columnsو كذلك یضم فلاتر 
 Collection tubesانابیب الجمع 

  البكتریا DNA استخلاص 
Geneaid 
(Taiwan) 
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  Antibiotic discs : المضادات الحیویة. 6.1.3

    و جدول  )3-6( الحیویة المبینة في جدول في هذه الدراسة كل من المضادات  استعملت

 )7-3( .  

المستخدمة وأقطار منطقة  Antibiotic Disk الحیویةأقراص المضادات  : )3-6( جدول 

  .  )  CLSI ،2016 ( التثبیط القیاسیة

  المضاد الحیوي

  
  الرمز

تركیز 

  القرص

 قرص/مكغم

  منطقة التثبیط بالملیمترقطر 
الشركة المجهزة 

  مقاومة  أالمنش/

R(≥)  
  متوسطة

I  

  حساسة

)≤(S  

Nalidixic acid NA  30  13 14-18 19  Merseyside 
(U.K.) Levofloxacin  LEV  5  13  14-16  17 

Ciprofloxacin CIP 5 15  16-20 21 

Bioanalyse 
(Turkey ) 

Gatifloxacin GAT  5  14 17 -15 18  

Ofloxacin OFX  5  12 13-15 16  

Norfloxacin  NOR 10  12 16 -13 17 

  

    Antibiotic Powders :ة اتیمساحیق المضادات الحی  :)3-7( جدول 

  الشركة المصنعة والمنشأ  المضاد

Ciprofloxacin  الاردن/دارالدواء  

Nalidixic acid  Julphar (Germany) 

   DNA :     DNA Primersالـ  بادئات 7.1.3.

و المسؤول عن تشخیص  16S rRNAالبادئات الخاصة بجین في هذه الدراسة  استعملت

البادئات المسؤولة عن تحدید بعض و كذلك تم استعمال  Enterobacter cloacaeتریا كب

 qnrBو 16S rRNA جینات المقاومة لمضادات الكوینولونات لهذه البكتریا و قد صممت بادئات 
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اما  Primer3plus designو برنامج  NCB1-Gebank  Database من خلال استخدام موقع

  .  )2009،  آخرونو  cano(لما ورد في  وفقا qnrSبادئ 

  .الكوریة  Bioneerجمیع البادئات من خلال شركة  و تم تجهیز

ا لبكتری qnrS و qnrBو 16S rRNA لجینات البوادئ النوعیةتتابعات :  )  3-8(جدول 

Enterobacter cloacae وحجم الناتج المتوقع لكل بادئ  

  ت
  البادئ

Primer 

  تتابع البادئ

 ) Primer Sequence `5ــــ(`3 

عدد 

 bpالقواعد

درجة 

حجم الناتج   الارتباط

bp  

 المصدر

1 
16S 

rRNA  

F AGTTTGATCATGGCTCAG 18  
 مْ  56

زوج  1380
  قاعدة 

This 
study 

R AGGCCCGGGAACGTATTCAC  20  

2 qnrB  
F GACAGAAACCGTTTCACCGGT  21 

  مْ  54
زوج  595

  R CAAGTCGCTCCATGAGCAACG 21  قاعدة

3 qnrS  

F TGG AAA CCT ACA ATC ATA CA  20  

 مْ  56
زوج  599

  قاعدة 

)cano 

، وآخرون 

2009( 
R TGC AAT TTT GAT ACC TGA TG  20  

F   = Forward           / R   = Reverse 

  : المستخدمة في الدراسةالانزیمات . 8.1.3

  .  Korea\ Bioneer من شركة  المجهزفي هذه الدراسة  Proteinase K یمز استخدم أن

   Methods:  طرائق العمل2.3. 

  : Sterilization methods طرائق التعقیم1.2.3.  

    : Autoclave sterilization التعقیم بالمؤصدة -

 جهازاستخدام التي تحتاج الى تعقیم بوالكواشف  المحالیلو الاوساط الزرعیة  قمتعُ 

  . 2انج/باوند15  تحت ضغط دقیقة 15لمدة مْ  121  بدرجة حرارة Autoclave  المؤصدة 
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   : Dry Sterilization التعقیم بالحرارة الجافة -  

لمدة و  مْ  180بدرجة حرارة  الفرن الكهربائي فيالمستخدمة  الزجاجیة الأدواتجمیع عُقمت 

  .ساعتین 

  Sterilization Membrane  : الغشائيالتعقیم  -

كما هو الحال درجات الحرارة العالیة تتلف عند تعرضها الى المحالیل التي المواد و  عُقمت

 Millipore filtersدقیقة بوساطة مرشحات غشائیة و المضادات الحیویة الیوریا و لسكریات في ا

  . Benson)،  (2002 مایكرومیتر 0.22قطارأذات 

  Solutions  preparation of : في الدراسة المستخدمة المحالیل . 2.2.3

   : Normal saline Solution الفسلجيالمحلول الملحي  .1.2.2.3

ملیلتر من الماء  1000 في NaClمن كلورید الصودیوم غرام   8.5 حُضر المحلول بإذابة 

 مْ  4 ، ثم حـفُظ بدرجة حرارة 7بعد ضبط الرقم الهیدروجیني الى  المقطر، بعدها عُقم بالمؤصدة

استعمل هذا المحلول في التجارب الدراسیة لعمل التخافیف واعداد اللقاح  ، لحین الإستخدام

  .)  1995،  وآخرون Atlas( ،البكتیري المباشر 

  Macfarland Standard:   محلول ثابت العكرة القیاسي 2.2.2.3.

یرة عدد الخلایا ، لمُعا  France \ Biomérieuxالمجهز من شركة ستعمل المحلولاۥُ 

  .مل  \خلیة  108×1.5 وهو للخلایا یعطي عددا تقریبیا حیثالبكتیریة ، 

  VITEK 2  ستعمل في  جهازمحلول  ملحي ا  .3.2.2.3

 ثم ملیلتر ماء مقطر 95في  NaCl من كلورید الصودیوم مغ  0.5المحلول بإذابة حضر

لحین  مْ  4بدرجة حرارة في الثلاجة عُقم بالمؤصدة ، ثم حـفُظ و  ،ملیلتر  100أكمل الحجم إلى

  .  الإستعمال
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   Antibiotic Solutions  :  ةاتیمحالیل المضادات الحی .4.2.2.3

وذلك مل / غممل 10 همقدار بتركیز نهائي  Stock Solutionsخزینة المحالیل الحُضرت 

 Nalidixic و  Ciprofloxacin  لكل من مضادي.  )CLSI  ، 2016( حسب ما ورد في

acid  مل 100 أكمل الحجم الى بعدها الماء المقطر،مل من  90غم من المضاد في  1 بإذابة 

 بالثلاجة وحفظت مایكرومیتر 0.22ها قطار أ بواسطة مرشحات دقیقة بالترشیح عقمت المحالیل ثم

   . لحین الاستعمال °م 4درجة حرارة ب

  Crystal violet solution) %1( :محلول صبغة البلور البنفسجي  5.2.2.3.

مل من 100في  Crystal violetغم من  1حیث اذیب %1حضر هذا المحلول بتركیز 

لحین  °م 4ثم حفظ في قنینة زجاجیة معتمة وفي درجة حرارة  الماء المقطر ،وعقم بالترشیح 

 Biofilmالاستعمال في كشف العزلات البكتیریة على تكوینها للغشاء الحیوي 

)Namasivayam 2013،  وآخرون( .         

  :  Safranin Stain solution (%1)محلول صبغة السفرانین  .6.2.2.3

مل  100في  Safranin Stain غم من صبغة السفرانین 0.1المحلول  بإذابة  هذا حضر

ومحكمة حفظ في قنینة زجاجیة معتمة  ، ثموعقم المحلول بطریقة الترشیح  ،من الماء المقطر

  ).1982 ، وآخرون Christensen(لحین الاستعمال  في درجة حرارة الغرفة والغطاء 

    KOH Solution (%10): محلول هیدروكسید البوتاسیوم 7.2.2.3.

ثم عقم  ،مل من الماء المقطر 100في  KOHغم من  10المحلول بإذابة  هذا حضر

  . ) Meng ،2014وZhang (بالمؤصدة 
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  Gel Electrophoresis Solutions :محالیل الترحیل الكهربائي  . 8.2.2.3

   :وكما یأتي  )Russell  ،2001 و Sambrook(ما ورد في ل اوفقمحالیل ال هذه ضرتحُ 

8.2.2.3.A .محلول خزین برومید الإثیدیومEthidium Bromide Stock Solution  :   

غم من صبغة مل 5بإذابة  ،مل \ملغم  5مقداره للحصول على تركیز نهائي  المحلول حُضر

  .مل بالماء المقطر  10 كمل الحجم إلىأُ  ثمَّ  ،مل من الماء المقطر 9برومید الإثیدیوم في 

8.2.2.3.B.  دارئ التحمیل :  Loading buffer 6x  

صبغة بروموفینول  ،% 20ماء مقطر ، TBE  50% ، % 30 حضر من كلیسیرول

  .% 0.25الازرق 

8.2.2.3.C.  البوریكمحلول داريء الترس حامض  :         Tris-Boric acid–EDTA 

(TBE10x)   

مولار من  0.089، و  Tris-OH ترس قاعدي مولار من 0.089المحلول من  هذا یتكون

لتر من ملی 800في  Na2-EDTA مادة مولار من 0.002و  Boric acidحامض البوریك 

،  8الأس الهیدروجیني إلى  بعد ضبط لتر، وعقم بالموصدة 1وأكمل الحجم إلى  الماء المقطر ،

  .الاستعمال لحین ◦م 4درجة حرارة بوحفظ 

8.2.2.3.D.محلول الدلیل الحجمي : DNA Ladder   

 والمجهز المحضر)  زوج قاعدة DNA Ladder )100- 2000هذا المحلول  أستعمل

  ) . 2  (، ملحق  Korea\ Bioneer  من قبل شركة مسبقا
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 .E.8.2.2.3   0.5 محلول )  EDTA مولار( Ethylen diamine  tetra acetic acid   

ملیلتر من الماء المقطر  100الى  EDTAغم من الـ  18.6المحلول باضافة حضر  

باستعمال هیدروكسید الصودیوم  8ضبط الاس الهیدروجیني الى بعد وعقم بالمؤصدة ،  المعقم

NaOH  )  Bhalerao ، 2010وآخرون. (  

  DNA- Extraction  Solutions  :المستخدمة في عزل الدنا البكتیريالمحالیل  .9.2.2.3

 لأستخلاص  Korea\ Bioneerشركة  قبل المجهزة من  DNAعدة أستخلاص عملتأست

   ) 3-9 ( كما موضح في جدولتتكون من عدة مكونات  حیث،  البكتیري DNAالــ 

  مكونات عدة إستخلاص الدنا البكتیري: )  3-9 (جدول 

Kit Components NO. 

Pellet cells solutions :-  
GT Buffer  30 ml  

Proteinase K  1.1 ml  
1 

Lyse cells solutions : -                                                      
GB Buffer  40 ml     

2 

DNA Binding : -  
Absolute Ethanol  25  ml . 

GD Columns 100  .  
3  

Wash :- 
W 1 Buffer 45  ml . 

Wash Buffer 25  ml .  
4 

Elution :-  
Elution Buffer  30 ml 

5  

  :البكتیري  DNA في عزل الإنزیمات المستخدمة .10.2.2.3

ماء مقطر منزوع مل  1.1ملغم في  11حضر بإذابة حیث  ، Proteinase K إنزیم

  . ddH2Oالاستقطاب  

  :   DNA  PCR التفاعل التضاعفي لسلسلةالمحالیل المستعملة في  11.2.2.3.

   PCR Pre Mixمحلول      1-

         \Korea  من قبل شركة مسبقا المحضر والمجهزPCR PreMix  محلولأستعمل 

  Bioneer  3 (، ملحق  ( .  
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     :  Primers Solutionsمحالیل البوادئ 2-

بإستعمال  Bioneer لها المُجهزةحضرت المحالیل الخزینة حسب تعلیمات الشركة 

ddH2O  مایكرولیتر \بیكومول 100 للحصول على تركیز .  

 10باخذ، مایكرولیتر \بیكومول 10 حیث تم تحضیر محلول كل بادئ بشكل منفصل بتركیز

 ddH2O مایكرولیتر من 90الى  وإضافته )بادئ(مایكرولیتر من المحلول الخزین لكل برایمر 

لحین الاستعمال في الثلاجة ، في حین تم حفظ المحالیل الخزینة للبوادئ في  حُفظثم  ومُزج جیدا

 Vortexبعد اخراجه من الثلاجة باستعمال المازج مزج المحلول  مُراعاةمع  ºم -20 درجة حرارة 

  .)   6(ملحق و  )  3-8( في جدول موضح وكما . قبل الاستعمال لمُجانسته

     Gram Stainرامگمحلول صبغة 12.2.2.3.  

 ،محلول صبغة الكرستال البنفسجیة  كل من  المكونة منو الصبغات الجاهزة  عملتاست  

ة شرك و المجھزة من الكحول المطلق ومحلول صبغة السفرانین، محلول الایودین

Himedia/India  ،مزارع البكتریا لملاحظة  من تصبیغ الشرائح الزجاجیة المحضرة في

  ) .1995وآخرون ،   Atlas( وتصنیفها الى سالبة وموجبة  صفاتها المجهریة

          Reagents used to diagnose :  الكواشف المستخدمة في تشخیص البكتریا .3.2.3

bacteria  

   :  Catalase reagentالكاتلیز انزیم كاشف 1.3.2.3. 

من  مل 3، باذابة  Hydrogen peroxideمن بیروكسید الهیدروجین  3 %حضر بتركیز 

 H2O2   على إنتاج  ااستعمل في الكشف عن قدرة البكتیری ملیلتر من الماء المقطر ،100 في

   ) . Prescott  ،2002و  Harley( إنزیم الكاتلیز
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  Oxidase reagent  : كاشف الاوكسیدیز2.3.2.3.

 N-N-N-N- Tetraغرام من مادة  0.1 وذلك بإذابة ستعمالنیا عند الاآحُضر الكاشف 

methyl para phenylene diamine dihydro chloride  ملیلتر من الماء المقطر 10في، 

 عن قابلیة البكتریا على  إنتاج أنزیم الاوكسیدیزتحري إستُعمل لل .في قنینة معتمة  وضع الكاشف

)Forbes  2007،  وآخرون . (  

    Kovac`s reagent   : كاشف كوفاكس3.3.2.3.  

 في Para-dimethyl amino benzaldehydeمن مادة  مغ 5ضر الكاشف بإذابة حُ 

ملیلتر من حامض  25إلیه ضیف ثم أُ  ، Isoamyl alcohol يملیلتر من كحول ایزومیل 75

في قناني الكاشف حفظ . ببطء لیصبح لون الكاشف أصفر شاحب  HCLالهیدروكلوریك المركز

تكوین عن قابلیة البكتریا على  تحريعمل للستُ ، إستعمال لإلحین ا °م 4في درجة حرارة  عتمةم

  .)  Brown   ،2005(حلقة الاندول 

    Methyl Red Reagent  : حمر المثیلأكاشف  4.3.2.3.

  ملیلتر من  300حمر المثیل في  أصبغة مسحوق من  مغ 0.1 الكاشف بإذابة هذا ضرحُ 

عمل ستُ إ الماء المقطر ، ضافةإملیلتر ب 500كمل الحجم إلى أُ و  %95تركیزه  ثیليالاكحول ال

  .) Brown   ،2007(وز وككر الكلستحلل الكلي لقدرة البكتریا على العن  لتحريل

  Voges-Proskauer Reagent  : رو كاشف فوكس بروسكا 5.3.2.3.

  :ضر من جزئین للتحري عن التحلل الجزئي للسكریات ، وحُ الكاشف خدم ستُ إ

A-  نفثول  –كاشف ألفاα- naphthol  : ُمادة  من مغ 6ذیب أα- naphthol  ملیلتر  90في

  .ملیلتر  100كمل الحجم إلى ثم أُ  ، ومزج جیدا %95 المطلق ثیليلاكحول اال
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B-  كاشف هیدروكسید البوتاسیوم KOH :  ُمن م غ 16بإذابة  الكاشف ضرحKOH 100 في 

،   Brown(ستخدام الإ لحین °م 4درجة حرارة  فظت الكواشف في، حُ مقطرالماء الملیلتر 

2005 ( .   

    Preparation of cultural media:وساط الزرعیة تحضیر الأ  4.2.3.

   Ready made media :الأوساط الزرعیة الجاهزة 1.4.2.3. 

ض الاوساط التي عباستثناء ب ، ) 3-3 ( الجدولاط الزرعیة المذكورة في سضرت الاو حُ 

الشركة المصنعة والمثبتة على العبوة وبعد ان ضبط الرقم حسب تعلیمات بستذكر لاحقا ، 

  وضغط ºم 121 بدرجة حرارة  مؤصدةالقمت ب، عُ  pH-meterستخدام جهاز إب يالهیدروجین

لمدة  ºم 37وحُضنت بالحاضنة بدرجة حرارة  بعدها صبت بالأطباق یقةدق 15لمدة 2  انج/باوند15

     . لحین الإستعمال ºم 4درجة حرارة حُفظت في  بعدهاساعة للتأكد من عدم تلوثها ،  24

  Laboratory Prepared media:  وساط الزرعیة التحضیریةالأ  2.4.2.3.

  Urea agar medium:  الصلب كار الیوریاأوسط  1.2.4.2.3.

ثم عقم  ،من الماء المقطر  مل 95في   Urea base agarوسطمن غم  2.4 أذیب

 Urea supplement الیوریا من ساند مل 5 إلیه ضیفأُ  ، ºم 45 وبعد تبریده الىبالمؤصدة 

 كلبش یتصلب لرك ت ، ومحكمة الغطاء ةقـمعب ابینأب في ص مث.  معقم بالترشیح % 40 هتركیز 

وآخرون ،  ( Forbes زالیوری  نزیمانتاج أعلى   البكتریا ةدر الوسط للكشف عن قعمل إستُ ،  لـائـم

2007  (.  
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     Blood agar medium       :وسط أكار الدم   2.2.4.2.3. 

 45حرارةدرجة بترك لیبرد  ثم، وعقم بالمؤصدة  جهزةتعلیمات الشركة الم وفقضر الوسط حُ 

 ثم صب في اطباق معقمة ، داومزج جی % 5 زبتركی AB فصیلة نسانالاه دم یلإضیف أُ  ºم 

  قدرة عرفة لم  الوسط ستعملإ ،°م 4بدرجة حرارة  لحین الاستعمال تصلب وحفظتیبرد و یتركت ل

  . ) Haemolysin )Brown   ،2005 الهیمولایسین نزیمانتاج إالعزلات البكتیریة على 

    :  Motility media الحركة وسط اختبار 3.2.4.2.3.

  : یلي وكما ) 2015 ، وآخرون Ye( لما ورد في وفقاضر الوسط حُ 

 مادة غرام من1.5 و NaCl من كلورید الصودیومغرام 5 وTryptose  مادة من غرام 10أُذُیب

 ثم عقم بوساطة المؤصدة بعد ضبط الاس ، لتر من الماء المقطر 1 فيAgarose الاكاروز

  . 7 الهیدروجیني الى

      Congo- Red Agar (CRA)    :  الصلب وسط اكار احمر الكونكو 4.2.4.2.3.

 Brain – Heart نقیع القلب والدماغ السائل من وسط رامغ 37 باذابة حضر الوسط

Infusion Broth  الماء  مل من 900أكار في  - كارالأ من  رامغ 10سكروز و  رامغ 50و

 احمر صبغة (واكمل الحجم الى لتر باضافة الصبغة  ، عُقم الوسط بالمؤصدةثم ، المقطر

لفلترة لكونها محلول من الماء المقطر وعُقمت با مل 100في  غم منها 0.8فقد أُذُیب  )الكونكو

محلول الصبغة  وبعدها أُضیف ،لاعتباره محلول مائي  وكذلك تم تعقیم السكر لوحده ایضامائي 

استعمل ،  وصب في أطباق معقمة ومزج جیدا ºم 55الى الوسط بعد تبریده الى  والسكر معا

وآخرون ،  (Bioflim   Mathur الحیويالغشاء إنتاج البكتریا في  درةللكشف عن ق الوسط

2006. (  
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  Trypticase  Soy  Agar (T S A)       : وسط  التربتكیز الصویا أكار 5.2.4.2.3.

 500 في T S Aمادة من  رامغ 19 بإذابةلتعلیمات الشركة المجھزة  وفقاحضر ھذا الوسط 

استعمل ، وبعدها عقمت بالمؤصدة  من خلاصة الخمیرة  %3 و أضیف الیه مل من الماء المقطر

 وآخرون  Rammelsberg( للكشف عن قدرة العزلات البكتریة على أنتاج البكتریوسین هذا الوسط

 ،1990.(  

        Pepton Water Media    :  وسط ماء الببتون .6.2.4.2.3

 100في  NaClغم من كلورید الصودیوم  0.5 من الببتون و رامغ 2بإذابة  الوسط حضر

هذا الوسط  خدمأست ، عقم بالمؤصدة7بعد ضبط الأس الهیدروجیني إلى و  ،  مل من الماء المقطر

  ).1992،  وآخرون Koneman (الأندول  تكوین حلقةعن  كشففي ال

   Eosin methylene blue agar    : مثلین الازرقالوسط ایوسین   .7.2.4.2.3

لتـــر ماء 1 من الوسط في رامغـــ 37.4بإذابة  صنعةتعلیمات الشركة الم بحسبحضر الوسط 

ضبط الرقم الهیدروجیني  بعدالحرارة لإذابة الوسط بشكل كامل وعقم بالمؤصدة  خدمتمقطــر واست

  ) .Unemo ،2013 ( 7.1±0.2 له الى 

     Lysine decarboxylase Broth  :  سیلیزلایسین دیكاربوكالوسط  . 8.2.4.2.3

   غم من مستخلص الخمیرة 3و  Peptone غم من الببتون 5 بإذابـــــــــــــــــةحضر الوسط 

Yeast extract غم من  اللایسین 5وL-lysin monohydrochloride 

(C6H14N2O2HCL) من سكر الدكستروز غم 1و Dextrose غم من صبغة  0.02 و

 PHالـ  درجة الماء المقطر وضبطفي لتر من  Bromcresol purple البرومو كریسول الارجوانیة

لحین الاستخدام ° م  4 ت بدرجةظمل عقمت بالمؤصدة وحف 3 بحجم ونقلت الى انابیب  6.1 الى

)Zimbro  2009 آخرون ، و( .  
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  Egg-yolk Agar  : وسط أكار صفار البیض  .9.2.4.2.3

صـفار مـل مـن  15 مـن خـلال إضـافة ) 1996( آخـرونو  Collee   الـى حضـر الوسـط وفقـا

بحیــث یكمــل الحجــم   م 50 مــل مــن الأكــار المغــذي المعقــم بالموصــدة والمبــرد الــى 85 البــیض الــى

هــذا الوســط للكشــف عــن قــدرة العــزلات اســتعمل . و یصــب فــي أطبــاق  معــا یمزجــانم��ل  100 الــى

  .  Lipaseأنزیم اللایبیـز على أنتاج البكتیریة

    Skim milk agar : )الحلیبوسط أكار (وسط انتاج البروتییز  .10.2.4.2.3

تم تبریده  ، یمات الشركة المصنعةوفقا لتعل  Nutrient Agar كار المغذيحضر وسط الآ

عقم  ، فقا لتعلیمات الشركة المصنعة أیضاو  طحضر الحلیب المقشو . ºم45 - 50 درجة حرارة  إلى

 تم اضافة ، كار المغذيالآمماثلة أو مقاربة لدرجة حرارة  وتم تبریده الى درجة حرارة  بالبسترة

 ثم  جیدا مزجو  ، كار المغذيمل من وسط الآ87.5 المعقم لكل  طمل من الحلیب المقشو 12.5

نتاج انزیم إعلى  ةرییالبكتالعزلات قدرة  لىع تحريالوسط لل عملاست.  صب في أطباق معقمة

  . )Senior  ،1999 ( البروتییز

      Collection of Samples: جمع العینات5.2.3. 

 عینة  333جمع خلالها 2017لغایة حزیران 2017شباط  أجریت هذه الدراسة للمدة من 

عینة ، بینما كان  118اذ كان عدد عینات المرضى الراقدین  وغیر الراقدین من المرضى الراقدین

سریریة مختلفة حالات عینة ، جمعت هذه العینات من  215یر الراقدین عدد عینات المرضى غ

عینات من 9 و مسحات الحروق ، عینة من 20، و مسحات الجروحمن   عینة  45اذ تضمنت

 بأستعمال عینات من المسحات المهبلیة 10و عینات من قشع الالتهابات التنفسیة ،3و ، الخروج

و  212، اما عینات الادرار والدم فتضمنت  Disposable Cotton Swabs المسحات المباشرة

تم جمع العینات من  ،معقمة و  بلاستیكیة قناني و أنابیب اختبار جمعت فيعینة على التوالي  34
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سجلت المعلومات . للولادة والاطفال والعیادة الاستشاریة البتول  و تعلیميبعقوبة ال مستشفى

في المستشفى أو مراجع ومصدر العینة  فیما اذا كان راقدا Questionnaireالخاصة بالمریض 

كان  حیث،  1رقم  في الملحقكما  خذ العینة باستمارة خاصةأوالجنس والعمر والسكن وتاریخ 

خذ أبعد  عینة ، زرعت النماذج مباشرة 188عینة وعدد عینات الاناث  145عدد عینات الذكور 

                           .العینة لغرض التشخیص 

  Samples culture  : زرع العینات .6.2.3 

 بشكل فوري الادرار و الخروج والقشع والمسحات المهبلیةو  الحروقو  الجروحزرعت عینات 

، وتم تنقیة  واكار الایوسین مثلین الازرق على وسط أكار الدم و وسط أكار الماكونكي بعد الجمع

     وحضنت كافة الاطباق بدرجة  الماكونكي على وسط أكار  streak بطریقة التخطیط العزلات

 وزرعتمل  5 مقدار دم من المریضفجمعت بسحب  أما عینات الدم.  ساعة 24لمدة ° م37 

ت حضنو وسط نقیع القلب  والدماغ السائل  مل من 50تحوي  بلاستیكیة معقمة في قنانيمباشرة 

 لمذكورة اعلاها القناني مل من0.1 زرعها بأخذ أعید ساعة ،  24لمدة  ºم 37ة حرار درجة عند 

 24لمدة  ºم 37 حرارة  درجةت عند وحضن و وسط اكار الماكونكيالدم  اكار ونشرها على وسط

لسكر اللاكتوز على  وتم التركیز على المستعمرات المخمرة شخصت البكتریا مظهریا ، ةساع

تظهر الاخیرة  إذ E.coli لتفریقها عن بكتریا EMBوسط اكار الماكونكي بعدها نقلت الى وسط 

 ، والكیموحیویة ، بعدها عدد من الفحوصات التشخیصیة المظهریةأجري  .ذات بریق معدني

  . Macfaddin )  ،( 2000  للبكتریا المعنیة بالدراسة والجزیئیة
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      Identification of bacterial isolates  :  تشخیص العزلات البكتیریة .7.2.3

       Morphological  Characteristics       :    یةالمظهر الصفات  .1.7.2.3

حسب الصفات المظهریة لشكل المستعمرات بشخصت العزلات البكتیریة المعزولة مبدئیا 

وقوامها ولونها وحجـمها ، فضلا عن قدرتـها على تحلیل كریات الدم الحـمر على وسـط أكـار الدم 

   . )1994وآخرون ، (Holt  و قدرتها على تخمیر سكر اللاكتوز على وسط الماكونكي

   Microscopical Characteristics          :    یةلمجهر الصفات ا .2.7.2.3

إلى  Loopساعة بوساطة عروة الناقل  24نقل جزء من المستعمرات النقیة النامیة بعمر 

شریحة زجاجیة وضع علیها قطرة من الماء المقطر، ونشرت على مساحة من سطح الشریحة 

 بعدها فحصت تحت العدسة الزیتیة للمجهر الضوئي قوة التكبیر.  رامگثبتت وصبغت بصبغة 

100x  رامگلصبغة  اایجابیته أو سلبیتهاللتمییز بین شكل الخلایا و   Finegold )و Martin ، 

1982  (.   

  Biochemical Tests      :   الفحوصات الكیموحیویة. 3.7.2.3

  ) . 2007وآخرون ،  ( Retty ماورد في  اعتمادا  على تیةالآ أجریت الفحوصات 

    Oxidase test    : زفحص الاوكسدی  - 1

 MacConky agarساعة منماة على وسط ماكونكي اكار  24نقلت مستعمرة مفردة بعمر 

 ،مسبقا بكاشف الاوكسدیز شبعةورقة ترشیح م سطح ونشرت على طة عیدان خشبیة معقمةاسبو 

اما عدم ظهور  ، ثانیة على ایجابیة الفحص  5-10خلال   البنفسجي الغامق  اللون ظهوردل 

  . اللون البنفسجي كان دلیل على الفحص السالب وعدم قدرة البكتریا على انتاج انزیم الاوكسدیز
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  Catalase test    :  فحص الكاتلیز -2 

على وسط  النامیةساعة  24مفردة بعمر بكتیریة مستعمرة  نقلب أجري ھذا الاختبار

رة من محلول ها قطلأضیف  بعدها شریحة زجاجیة نظیفة الىMacConky agar ماكونكي اكار

وقدرة البكتریا على انتاج  للاختبار تعد النتیجة موجبة،  % 3بتركیز H2O2 بیروكسید الهیدروجین

  . بتحرر فقاعات غازیة  الانزیم

       Urease production test  :  فحص إنتاج إنزیم الیوریز -  3

بطریقة  ،1.2.4.2.3الصلب فقرة  اكار الیوریا المائلاختبار وسط  الانابیب الحاویةت لقح

 24وحضنت لمدة كي اكار نكو منماة على وسط مامفردة بكتیریة  بمستعمرة  streak التخطیط

   .یجابیة الفحصعلى إ ون الوسط إلى اللون الوردي دلل تحول، إن oم 37ساعة و بدرجة حرارة 

  Motility test     :   فحص الحركة 4 -

مفردة منماة على وسط  بكتیریة بمستعمرة  3.2.4.2.3فقرة لقح وسط الحركة شبه الصلب

بدرجة و ساعة  24مدة ل الأنابیب، وحضنت stab  بطریقة الطعن بأبرة ناقلة معقمة ماكونكي اكار

النتیجة  علىدلَ حول منطقة الطعن وانتشار البكتریا  التضببظهور  إن ، ºم 37حرارة حرارة 

  . الموجبة للفحص

  : مختلفةالحرارة الدرجات في  قابلیة النموفحص  5 -  

ساعة  24ة مدلوحضنت  ، ةالبكتیری بالعزلاتحاویة على وسط اكار الدم ال الاطباق زرعت

 لفحصل النتیجة الموجبة ان ظهور النمو یدل على ، ºم 44و 37درجات حرارة  في حاضنات ذات

Koneman)  ، 1992وآخرون . (  
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  : اختبار إنتاج أنزیم نزع مجموعة الكاربوكسیل من الحامض الامیني اللایسین6 -  

             Lysine decarboxylase    

لقحت حیث  ،  Enterobacter cloacaeاستعمل هذا الاختبار لغرض تشخیص بكتریا 

المحضر بالفقرة Lysine decarboxylase broth السائل  الأنابیب الحاویة على الوسط

للتخلص من الهواء وجعل ( بشمع البرافین  بإحكامالأنابیب  وأغلقتبالعزلات البكتیریة  8.2.4.2.3

وسط التفاعل حامضیا وكذلك لمنع حدوث أي أكسدة قلویة التي بدورها تؤدي إلى نتائج خاطئة 

في ° م 37أیام وبدرجة حرارة  1-4ة ثم وضعت هذه الأنابیب في الحاضنة لمد ،) وغیر صحیحة

حالة إنتاج البكتیریا لأنزیم نزع مجموعة الكاربوكسیل من الحامض الأمیني اللایسین والذي یؤدي 

إلى رفع قیمة الآس الهیدروجیني وتغیر لون الكاشف إلى البنفسجي مما یدل على النتیجة الموجبة 

  . )2013، العتبي (للاختبار 

 :  IMViCالـاختبارات  .4.7.2.3

  Indol test   :   فحص الاندول   .1.4.7.2.3

 ینیزعلى انتاج انزیم التربتوفا یریةالبكتالعزلات  عن قابلیة الاختباریكشف هذا 

tryptophanase ندول وحامض حلل الحامض الامیني التربتوفان الى الات یعمل على الذي

 الفقرةالمحضر في  Peptone water بتونلقح وسط ماء البحیث البیروفك والامونیا ، 

ساعة  24بعمر  رمنماة على وسط ماكونكي اكا واحدة بمستعمرة نقیة السائل 6.2.4.2.3

من كاشف  ةقطر  2ساعة ، بعد ذلك اضیف  24لمدة  ºم 37وحضنت الانابیب بدرجة حرارة 

 للفحص موجبةتعد النتیجة بهدوء ، الانابیب ورجت  لكل انبوبة Reagent  Kovac's كوفاكس

  . حمراء على سطح الوسطالحلقة البظهور 
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  Methyl – Red test      : فحص المثیل الاحمر . 2.4.7.2.3

كمیات كبیرة من أحماض ل هانتاجإالبكتریا على  ابلیةللكشف عن ق الاختبار عملأست

لقحت   اذ، یض الكلوكوز لأنتیجة ك  Formic acidأو الفورمیك   Lactic acidاللاكتیك

منماة على وسط  مفردةبكتیریة بمستعمرات (MR-VP)  مرقالانابیب الحاویة على وسط 

قطرات   5في الیوم التالي تضاف ، ºم  37ساعة بدرجة حرارة 24مدة ل حضنتو  كي اكارنكوالما

حمر دلالة على اللون الا تكونعد ی ، كل انبوبة ورجت بهدوءالى  MRمن كاشف المثیل الاحمر

  .   الفحصیجابیة ا

 test Voges-proskauer   :إختبار فوكس بروسكاور .3.4.7.2.3

 إذ ، )أسیتون(عن قدرة البكتریا على انتاج استیل مثیل كاربینول تحريالاختبار لل عملاست

كي نكونماة على وسط مام مفردة بكتیریة بمستعمرات )(MR-VP لقحت انابیب حاویة على مرق

 الحضن دة، وبعد انتهاء م ºم 37بدرجة حرارة و ساعة 24-48   لمدة حضنت من ثمو  اكار

) B(من كاشف  0.2 قطرتینمتبوعا ب )VP1(الفا نفثول ) A(من كاشف  قطرات 6أضیف 

بعد ترك  أومباشرة  ظهور اللون الاحمر ، ومزج الخلیط بلطف )VP2( هیدروكسید البوتاسیوم

  .على ایجابیة الاختبار دلیلدقیقة  15لمدة  الأنابیب

  Citrate utilization test    : فحص استهلاك السترات . 4.4.7.2.3  

طة ابوس MacConky agarساعة على وسط  24بعمر   منماة مستعمرة مفردة اخذت

Loop  سایمون ستریت اكار المائل بطریقة التخطیطالوسط  زعت علىو معقم streak  وحضنت

اللون لون الوسط من الأخضر إلى  غیرتعند ،  oم 37ساعة وبدرجة حرارة  24الأنابیب لمدة 

 )Bromothymol Blueوذلك بسبب وجود كاشف ( للفحص موجبةالالنتیجة  دل على الأزرق

  . وحید للكاربونال المصدر كونه كدلیل على استهلاك السترات
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  Triple – Sugar iron        : ثلاثي السكر –فحص النمو على وسط الحدید  .4.7.2.35.

 كينمفردة منماة على وسط ماكو  بكتیریةثلاثي السكر المائل بمستعمرة  –لقح وسط الحدید 

على السطح المائل ، وحضنت  streak ثم التخطیط ومن stab بطریقة الطعن العمیق اكار

الاصفر  اللون الاحمر الى من المزروع تحول لون الوسطان . مْ  37في   ساعة 24لمدةالانابیب 

اللون لون الوسط ككل من  تحولكوز فقط ، ویعد و على تخمر سكر الكل دل في الجزء العمیق

على  دل فیما عدم تغیر لون الوسط. على تخمر السكریات الثلاثة  فهذا دلیلالاحمر الى الاصفر 

غازیة في الفقاعات الاما ظهور . على تخمر أي من السكریات الثلاثة  ةرییالبكت العزلة عدم قدرة

فهي ظهور الراسب الاسود  وفي حالة ،من تخمر السكر CO2الوسط دلالة على تكوین غاز 

  .  H2Sعلى انتاج غاز كبریتید الهیدروجین دلیل

    Kliglar iron agar test( KIA) :النمو على وسط كلكلر اختبار .4.7.2.3.6

 الكربوهیدرات وانتاج غازتشخیص البكتریا اعتمادا على تخمر غرض الاختبار ل انجز

CO2 كبریتید الهیدروجین وانتاج H2S  . ا اختباره تم نقل جزء من المستعمرة البكتیریة المراداذ

 والتخطیط stab بأبرة ناقلة معقمة بطریقة الطعن Kliglar iron agar وسط على   وزرعت

streak ما ورد عنل وفقاوسجلت النتائج  . مْ  37 ساعة بدرجة) 48- 24( الانابیب لمدة حضنت 

MacFaddin)  ،2000 (كالتالي :  

  

Colour Slant/bottom 

Red  / yellow Alkaline / acid  

Red / Red  Alkaline / Alkaline  

Yellow / Yellow  Acid / Acid  

Black  precipitate  H2S prodection  
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  : Api-20Eرام  بنظام گتشخیص البكتریا السالبة لصبغة 5.7.2.3. 

Identification of Gram negative bacteria by APi-20E system   

لتشخیص العصیات السالبة لصبغة  عملاست فحصا ، 20وهو نظام كیمائي حیاتي یشمل 

  : كما یاتي BioMerieuxوحسب تعلیمات الشركة  رام ،گ

  Preparation of strips  : تهیئة الاشرطة : اولا

من الماء  مل 5 المكون من القاعدة والغطاء ووزعت Incubationحضر صندوق الحضن  .1

  .لتهیئة جو رطب ) Trayحاویة الشریط(داخل القاعدة  Wellsالمقطر  المعقم في الحفر

حاویة على المواد الاساس للتفاعل  Microtubesوضع الشریط الحاوي على انابیب مجوفة  .2

  .غیر الذائبة 

  Preparation of bacterial suspension :تحضیر عالق البكتریا المراد تشخیصها : ثانیا

  .مل  5اختبار بحجم  أنابیبفي  والمحضر مسبقا معقمالفسلجي الملحي المحلول الوضع  .1

المراد تشخیصها الى و  MacConky agar المنماة على وسط المستعمرات البكتیریة تم نقل .2

 ونقیةمستعمرات منفردة البحیث تكون  الحاویة على المحلول الملحي الفسلجي ،  الأنابیب

 رالمحض 0.5عكورة أنبوبة مكفرلاند  مع رنت عكورتهقُو  ثم الجید بأستعمال المازج رج وبعد ال

  . البكتریا ضمن النظام ذو عكورة كافیة لنمو عالقلیصبح ال 2.2.2.3  في الفقرة

   Inoculation of strips : تلقیح الاشرطة:  ثالثا

البكتیري الى  لعالقملئ الانابیب المجوفة في الشریط بالماصة باستور معقمة  عملتاست .1

تجنب حدوث مراعاة مع حافتها النهائیة  إلىاذ ملئت   CIT، VP ،GEL النصف عدا 

  . فقاعات في أثناء الأضافةال



            Materials & Methods                           المواد و طرائق العمل/ الفصل الثالث  

 

55 

تم تغطیة النصف  الباقي من  فقد :ADH وH2S  ،URE  ، ODC ، LDCاختبارات  .2

 الزیت المعدني اضافة في الشریط بوساطة الخاصة بهذه الاختبارات المجوفة الانابیب

Mineral Oil لاهوائیة لهذه الاختبارات  لیتم تهیئة ظروف .  

  .ساعة  24 ــ 18 لمدةو   مْ  37وحضنت بدرجة حرارة  ،  Lidغطاء صندوق الحضناغلقت ب .3

  Reading of Result   :قراءة النتیجة  :رابعا 

 Microtubesلبعض الانابیب  والمجهزة مع العدة التشخیصیة الكواشف التالیة أُضیفت

  .حضن وحسب نوع الاختبار على الساعة  24- 18وذلك بعد مرور 

 بصورة النتیجة تظهر إذ الفحص الخاصة بهذاالى الانبوبة   TDAالـقطرة واحدة من كاشف  .1

  .مباشرة 

 الخاصة الى الانبوبة VP2كاشف الـقطرة من ب متبوعا VP1الـ قطرة واحدة من كاشف .2

  . دقائق 10 مروروتظهر النتیجة بعد  VPالتابعة لفحص و 

وتظهر  INDالى الانبوبة التابعة لفحص الاندول JAMESمن كاشف الاندول واحدة قطرة .3

  . دقیقتینب الاضافة النتیجة بعد

التفاعلات  التلقائیة ونتائج الفحوصات بعد اضافة الكواشف في ورقة ب الخاصةنتائج السجلت  .4

  .التقریر

  Diagnosis of bacteria : تشخیص البكتریا : خامسا

الاختبارات لتكون  مفصولة الى مجامیع ثلاثیة وكل  سجلت الخاصة في ورقة التقریر

الثلاثیة  الأرقامجمع  وعندالى اختبار معین ،  یشیر كل رقمو  1.2.4 أرقاممجموعه حاویة على 

  Analytical  profileقرأت في فهرس التحلیل، و  أرقام 7 شفرة  مكونة من تظهرلكل مجموعة 



            Materials & Methods                           المواد و طرائق العمل/ الفصل الثالث  

 

56 

Index  اسم الجنس للبكتریا المراد على ومن  خلالها استدل ) 2006 - 2005( إصدارهتاریخ

  .API 20 E الاختبارات الموجودة في نظام یوضح  )4  (لملحق او .  تشخیصها ونوعها

    :    VITEK 2 Compact systemبجهاز تشخیص البكتریا 6.7.2.3.

للتأكد من  الفرنسیةBio Mérieux شركة  قبل المجهز من Vitek جهاز استعمل

خیص البكتریا بدرجة  تشحیث یتم  ، لمضاداتالحساسیة لالاختبارات الكیموحیویة التشخیصیة و 

الكومبیوتر،  وجهازInstrument ین هما الالة مكونین رئیسیتكون الجهاز من الدقة اذ  عالیة

دقة  درجة البكتریا بحیث تشخیصل تستعمل التيالاختبارات  من اختبارا 64الجهاز  یتضمنو 

 إجراء فحص الحساسیة الجهاز بهذا ایضایمكن و  %99  تصل بهذا الجهاز إلى التشخیص

  . )Pincus  ،2011(الحیویة  مضاداتلل

  : المستعملةالمواد 1. 

1. VITEK  2  Cassett  

     3.2.2.3  معقم محضر في الفقرة فسلجي محلول ملحي .2

    MacConky agar ماكونكي اكار وسط .3

  الأنابیب حملل Polystyrene قطعة  بلاستیكیة تسمى .4

5. VITEK 2  GN  Card  

6. VITEK  2   DENSICHEK  

  Vortex مازج .7

  معقمة مسحة .8

9. Power  Adapter VITEK  2  DENSICHEK .  
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  :طریقة  العمل  2.

 streak  التخطیط ةبطریق MacConky agarعلى وسط  اختبارهاالبكتریا المراد  زرعت .1

  .ساعة   24مدة  ل  مْ  37بدرجة   وحضنت

  . ةالمناسب VITEK 2  Cardلغرض  اختیار   رامگصبغة  ل العزلة اجري  فحص .2

 3 تحتوي بها خاص بحامل أنبوبة معقمة ومحمولة من البكتریا في نقیة مستعمرة تم تخفیف .3

   .المحلول الملحي  ملیلتر من

بحیث تكون  العكورة VITEK 2  DENSICHEK بجهاز  المخففةقیست عكورة المستعمرة   .4

     . 0.63 – 0.5 مساویة الى

وضع الكارت  بعدهاVITEK 2 Cassette في الانابیب المحتویة على العالق  تم وضع .5

  .داخل الانابیب الخاص بالبكتریا السالبة  

 Wellحفرة  64البكتریا عن  طریق  إلى الجهاز لغرض تشخیص VITEK 2 Cassette نقل .6

ة ویعمل كیموحیویال اتصو فحو كل حفرة تحتوي على وسط مجفف ودلیل لوني تجري فیه ال

  .3-10جدول  كما في ، لونیة الحاصلة بفعل نمو البكتریاالجهاز بتسجیل التغیرات ال

  .في  الجهاز  العزلةساعة من  وضع     24مرور بعد ظهرت  النتیجة .7

 2 جهاز بها یقوم التي رامگللبكتریا السالبة لصبغة  الكیموحیویة ختباراتالا 3-10 ) : ( جدول

VITEK  

  تركیز  المركب  المختصر  اسم الاختبار  رقم  الحفرة

2  Ala –Phe-Pro-ARYLAMIDASE APPA 0.0384 mg 

3  ADONITOL  ADO 0.1875 mg 

4  L-Pyrrolydonyl –ARYLAMIDASE  PyrA  0.018  mg 

5  L-ARABITOL IARL 0.3 mg 

7  D-CELLOBIOSE dCEL 0.3  mg 

9  BETA –GALACTOSIDASE BGAL 0.036 mg 
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10  H2S  PRODUCTION  H2S  0.0024  mg 

11  
BETA  -N –ACETYL  -
GLUCOSAMINDASE 

BNAG 0.0408 mg 

12  Glutamyl Arylamidase  Pna  AGLTp 0.0324  mg 

13  D-GLUCOSE  Dglu  0.3  mg 

14  
GAMMA  -GLUTAMYL  -

TRANSFERASE 
GGT 0.0223  mg 

15  FERMENTATION  /GLUCOSE OFF  0.45  mg 

17  BETA  -GLUCOSIDASE BGLU  0.036  mg 

18  D –MALTOSE dMAL 0.3  mg 

19  D-MANNITOL Dman  0.1875  mg 

20  D-MANNOSE Dmne  0.3  mg 

21  BETA –XYLOSIDASE BXYL  0.0324  mg 

22  BETA-Alanine  aryamidase  Pna BAlap  0.0174  mg 

23  L-Proline  ARYLAMIDASE ProA  0.0234  mg 

26  LIPASE  LIP 0.0192  mg 

27  PALATINOSE PLE  0.3  mg 

29  Tyrosine  ARYLAMIDASE TyrA 0.0276  mg 

31  UREASE URE  0.15  mg 

32  D-SORBITOL dSOR  0.1875  mg 

33  SACCHAROSE  /SUCROSE SAC  0.3  mg 

34  D-TAGATOSE dTAG 0.3  mg 

35  D-TREHALOSE Dtre  0.3  mg 

36  CITRATE (SODIUM) GIT  0.054  mg 

37  MALONATE MNT 0.15  mg 

39  5-KETO –D –GLUCONATE 5RG  0.3 mg 

40  L-LACTATE  alkalipisation ILATK 0.15  mg 

41  ALPHA –GLUCOSIDASE  AGLU 0.036  mg 

42  SUCCINATE  alkalipisation  SUCT  0.15  mg 

43  
Beta –N-ACETYL –

GALACTOSAMINIDASE 
NAGA 0.0306  mg 

44  ALPHA-GALACTOSIDASE AGAL 0.036  mg 

45  PHOSPHATASE PHOS 0.0504  mg 

46  Glycine  ARYLAMIDASE  GlyA  0.012  mg 
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47  ORNITHINE  DECARBOXYLASE ODC 0.3  mg 

48  LYSINE DECARBOXYLASE LDC  0.15  mg 

52  DECARBOXYLASE  BASE ODEC NA 

53  L-HISTIDINE  assimilation IHISa  0.087  mg 

56  COURMARATE CMT  0.126  mg 

57  BETA –GLUCORONIDASE  BGUR  0.0378  mg 

58  
O/129  RESISTANCE  (comp. 

vibrio.)  
O129 R 0.0105  mg 

59  GLU-GLY-Arg-ARYLAMIDASE GGAA 0.0576  mg 

61 L-MALATE  assimilation  IMLTa  0.042  mg 

62  ELLMAN  ELLM  0.03  mg 

64  L-LACTATE  assimilation ILATa 0.186  mg  

 Preservation and maintenance of bacterial : وادامتها العزلات البكتیریةحفظ 8.2.3.  

isolates  

         Short period culture: الأمد قصیر الحفظ  .1.8.2.3

 بمستعمرة  Slantالمائلو  الصلب لقح وسط الاكار المغذي البكتریابعد التأكد من تشخیص 

 بالثلاجةºم 4، وحفظت بعدها في درجة حرارة  ºم 37بدرجة حرارة و  ساعة 24 لمدة وحضنتنقیة 

في العمل الیومي مع مراعاة تجدیدها  للتجارب المطلوبة هذه العزلات إستعملت ،الاستخدام  لحین

  .) Prescott  ، 2002و   Harly( ثلاثة اشھر بشكل دوري كل باعادة زراعتها وإدامتها

           Long period culture:الامد  طویلالحفظ  .2.8.2.3

ذات  أنابیبفي  ووزع من الكلیسرول %20 والمضاف الیه وسط الاكار المغذي حُضر

المراد  البكتریامن مفردة نقیة  بمستعمرات لقحت الانابیب بعد تبرید .غطاء محكم وعقم بالمـؤصدة 

مع مـراعاة  ºم 20- بدرجةحُفظ  وبعدها ºم 37بدرجة حرارة  ساعة 24لمدة  وحضنتا حفظه

              لضمان المحافظة على نشاط وحیویة البكتریا خلال مدة الدراسةتجدیـدها كل ستة اشهر 

)  Atlas   ، 1995وآخرون  . (  
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  : دراسة مقاومة البكتریا لمضادات الحیاة 9.2.3.

    Antibiotic Susceptibility Test   :حساسیة البكتریا لمضادات الحیاة  فحص1.9.2.3. 

 -Kerbyباعتماد طریقة   ) 3-6( جدول ة المذكورة في االحی لمضادات الاختباراجري 

Bauer method هنتون -على وسط اكار مولر Mueller-Hinton agar بحسب ماورد فيو 

CLSI  (2016 )  كالاتيو :  

  اختبارهاالمراد  اكتیریمن الب ساعة 24بكتیري بنقل مستعمرة مفردة بعمر العالق الحضر 

 من المحلول الملحي الفسلجي مل 5معقمة تحتوي  أنابیب ار الىگعلى وسط ماكونكي ا نامیة

أنبوبة ( القیاسي ورةمع عكورة محلول ثابت العك تهثم  قورنت عكور  بوساطة المازج  ومزج جیدا

 .  مل/ خلیة   1.5×108 للخلایا مقداره  ًامقارب ًایعطي عدد الذي )0.5مكفرلاند 

  بوساطة مسحة قطنیة معقمة ریامل من عالق البكتی 0.1نشر مقدارSwab   الى سطح

وتم مسح سطح الوسط  Mueller-Hinton agar هنتون-على وسط اكار مولر حاويال لطبقا

لتجف  دقائق 5لمدة  تركت بعدها ثم ، متجانس بكتیري لحصول على نمویتم ابثلاثة اتجاهات ل

 .بدرجة حرارة الغرفة 

 الأطباقالى  )لهب النار كحول مركز،( ملقط معقموساطة ة بیامضادات الح أقراص نقلت 

وذلك  الأقراصملم بین 15 تكون مسافة مناسبة  أنمع مراعاة للطبق الواحد  أقراص 5-6بواقع 

بدرجة ساعة  24 -  18ةلمد الأطباق، حضنت  تداخل بین مناطق التثبیط أيلتجنب حدوث 

 .°م 37حرارة 

  مناطق التثبیط المتكونة حول  قیاس قطرب وذلك قرأت النتائجبعد انتهاء فترة الحضن

  متوسطةأو Sensitive  البكتریا حساسة عدّت )المسطرة(بالملیمتر مضادات الحیاة أقراص
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Intermedite مقاومة أوResistance  في  والمعتمدة حسب المواصفات القیاسیة الواردةب

)CLSI  ، 2016(   . 

         Minimal - Inhibitory Concentration: قیاس التركیز المثبط الادنى .2.9.2.3

لمعاییر القیاسیة ا بحسب البكتیریةلكل العزلات و MIC   الأدنىحُدد التركیز المثبط 

  )CLSI  ، 2016(ـل

  ُ256  128 --  64-  32-  16- 4 - 8ـ 2نة متضاعفة تراوحت بیلضرت تراكیز متسلسح 

 Ciprofloxacin  ،Nalidixic acidمل لمضادات / مایكروغرام  1024- -512 

بإضافة نسب مختلفة من هذه المضادات من محالیلها الخزینة المحضرة في الفقرة 

بعدها مزجت الوسط جیدا ° م45 المعقم والمبرد الى  هنتون -الى وسط مولر 4.2.2.3

  .وصبت باطباق معقمة 

  ُعكورته مع عكورة المحلول القیاسي  وقورنت بكتیریة لكل عزلة البكتیريالعالق  ضرح 

Mc Farland . 

  ُالتقطیر بطریقة زرعتماصة دقیقة ، و  باستعمالأعلاه  عالقایكرولتر من الم 5حب س 

Spotted   الحاوي على تراكیز مختلفة من  هنتون - مولروسط واحدة على قطرة  بصورة

 .  المضادات

  ُلفترة في  الأطباق، وتركت كل تركیزل بالتسلسل مكررین المزارعلجمیع ررت العملیة ك

لمدة  الأطباق، حضنت  الأطباققلب  بعدها تمدرجة حرارة الغرفة لحین جفاف القطرات 

 . °م37 بدرجة حرارة ساعة  24

  ُالبكتیري یمنع ظهور النمو أنیمكن  قل تركیزأ على انهدنى لأسب التركیز المثبط اح 

 . مْ  37ساعة بدرجة حرارة  18-24 نبعد حض



            Materials & Methods                           المواد و طرائق العمل/ الفصل الثالث  

 

62 

ثل أقل تركیز یمكن أن یمالذي و  للمضاد Break pointمقارنة النتائج مع نقطة التوقف مَّ ت 

    .)CLSI  ، 2016( مقاوما المضادفي المصل لیعطي أعلى فعالیة وبعده یصبح  یصله 

  : Enterobacter cloacae التحري عن بعض عوامل الضراوة في بكتریا  10.2.3

  Detection of Haemolysin Production :عن إنتاج الهیمولایسین  لكشفا  1.10.2.3.

على وسط  هاقید الدراسة على إنتاج الهیمولایسین بزرعة البكتیریالعزلات  درةالكشف عن ق تمِّ 

. °م37 في درجة حرارة  ساعة 24لمدة  المزروعة ضنت  الاطباق، حُ المتصلب بمادة الاكار الدم

المنتجة  ةالبكتریمستعمرات المتمثلة بمناطق شفافة تحیط بالالتحلل  ونوع مناطقوشوهدت 

   .2005) ،  وآخرون  Kayser(للهیمولایسین 

  Detection of Protease production :زنزیم البروتییإنتاج إ الكشف عن2.10.2.3.

 البكتیریةبالمستعمرات   10.2.4.2.3المحضر في الفقرة Skimmed milk agarح وسط قّ لُ 

ضنت حُ في هذه الحفر،  البكتیريوحقن العالق في الوسط  عمل حفر دائریة منتظمة تمَّ  حیث،

على  دلیل هو شفافة حول الحفرالهالة الظهور وإنّ ، ° م37 بدرجة ساعة  24لمدة  الأطباق

   . ) Benson ،2002( ختبارلإالنتیجة الموجبة ل

   Production Bacteriocin : إنتاج البكتریوسین اختبار.3.10.2.3

عن السلالات المنتجة و  للكشف ). 1990، وآخرون Rammelsberg( طریقةاستعملت 

عمال ستا تم كافة العزلات بوصفها عزلات منتجة كما عملتستإذ ا ، للبكتریوسینالسلالات الحساسة 

  : كالاتي الاختبارالعزلات كعزلات حساسة وقد أجرى  نفس

النشر على ب ساعة  24و بعمر  "مسبقا في وسط نقیع القلب و الدماغ نامیةالبكتریا الزرعت 

 ساعة 24لمدة  حضنت الأطباق بعدها 5.2.4.2.3المحضر في الفقرة ) (T S Aوسط أكار 
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طة الثاقب الفلیني في الوسط ووضعت اأقراص بوس أُخذتالحضن  انتهاء فترة و بعد.  مْ  37بدرجة 

 عزلاتالكل من مل من مزروع   0.1على وسط الأكار المغذي و المنشور علیه بالناشر مقدار 

ثم  ، )0.5أنبوبة مكفرلاند ( ثابت العكرة القیاسي مقارنتها مع محلول ان تم البكتیریة قید الدراسة بعد

وجود مناطق  من خلالسجلت النتائج و  .°م 37درجة حرارة ب ساعة 24لمدة  حضنت الأطباق

  . حول القرص تثبیط

    Biofilm الغشاء الحیوي تكوینالتحري عن  .4.10.2.3

-A طریقة أحمر الكونغو : Congo-red methods   

الــى أنبوبــة أختبــار  ونقلــت ونكيكادة نقیــة نامیــة علــى وســط  أكــار المــمســتعمرة مفــر أُخــذت 

الجیــد  الــرجوبعــد  1.2.2.3المحضــر فــي الفقــرة ملیلتــر مــن محلــول الملــح الفســلجي  5علــى  تحتــوي

 احمـر بعـدها لُقـح وسـط  لعـالق مـع محلـول ثابـت العكـرة القیاسـيلعكـورة البأسـتعمال المـازج قُورنـت 

فـي درجـة  سـاعة 28-24لمـدة  حُضـنت الأطبـاقبعـدها  4. 2.4.2.3الفقـرة المحضر مسبقا غوالكون

مسـتعمرات سـوداء اللـون مـع كثافـة بلوریـة جافـة ، ور ظهـ تكون النتیجة موجبـة عنـد،  °م 37حرارة 

 Mathur؛  1989وآخـــرون ،  Freeman( اللـــون أمــا النتیجـــة الســـالبة فتبقـــى المســتعمرات وردیـــة

  . ) 2006وآخرون ، 

-B طریقة الأنابیب :     Tube Method   

عكورتها مل بالبكتریا المقارنة  10  بحجمأنابیب الموضوع في  لقح وسط مرق تربتون صویا .1

 .°م 37بدرجة حرارة  ساعة 24لمدة  في الحاضنة حضنتو  0.5مع مكفرلاند 

مل من صبغة السفرانین 10 ةضافا بعدها تم الموجود في الأنابیب ثمبالتفریغ أزیل الوسط  .2

 . 6.2.2.3المحضرة في الفقرة 
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قلب الأنابیب على قطعة شاش نظیفة إلى أن تجف بدرجة م وت بالتفریغ صبغة السفرانینازالة  .3

  .المختبرحرارة 

النتیجة  ممایدل على وعلى الجدران الأنبوبعلى أساس وجود تصبیغ في قعر النتائج  قرئت .4

 ملتصقة على الجدارالهوائیة المائیة أو القطرات الوتعد النتیجة خاطئة في حالة وجود  موجبة

 Freeman) 1989،  وآخرون( . 

C-  طریقة اطباق المعایرة الدقیقة :Microtitration plates method (MTP)  

 وفقا لما ورد فيMicro Titer Plate (MTP) تْ طریقة صفیحة المعایرة الدقیقة عملأُست

)Almeida   وكالاتي )2013  ، آخرونو :  

لمدة   Nutrient broth  المرق المغذي وسط قید الدراسة علىالبكتیریة العزلات  حضن تمِّ  .1

 . هوائیةتحت ظروف  مْ 37 درجة حرارة بساعة  24-18

مع  مقارنة عكورتهُ  ثمَّ  ،  Nutrient brothالى وسط  البكتیریة  من المستعمرات 2-4نقلت  .2

 . Mc Farlandالقیاسي  ثابت العكرة محلولعكورة 

مایكرولتر من العالق لكل العزلات الى   150نقل  Micro pipette طة ماصة دقیقة ابوس .3

عمل لكل  ،حفرة  96مكونة من وال Polystyrene مصنوعة من مادة الصفیحة الحفر 

إلى عدة   Nutrient brothالمرق المغذي من ضیف أُ كما  ،ثلاث مكررات  بكتیریةعزلة 

تغطیة  تمَّ  ثمَّ  ، حفر سیطرة سالبة بانها عتبرتأُ و  وتُركت بدون تلقیح  )ثلاث حفر(حفر

  .Incubator في الحاضنة  ساعة 24لمدة  نتْ ضالصفیحة وح

الخلایا غیر  زیلتْ أُ  ثمَّ  ، الحفر من المزارع برفق فرغتْ أُ بعد الحضن و زیل غطاء الصفیحة أُ  .4

 . مرات 2-3بغسل الحفر بالماء المقطر الملتصقة 
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 مایكرولتر من كحول  200ضافة إمن خلال  لحفربالجدران لبتت الخلایا الملتصقة ثُ  .5

Methanol  دقائق   10لمدة. 

بتركیز  هامایكرولتر من200  ضافةإب Crystal Violetصبغة ب غشیة الحیویةالأ بغتْ صُ  .6

 . دقیقة 15لكل حفرة لمدة  0.5%

 .بالماء المقطر مرات  2-3بالغسلزیلت الصبغة أُ  ،التصبیغ  مدةنتهاء إبعد  .7

 ل حفرة ولمدة لتر لكُ  مایكرو 200بمقدار% Ethanol  95  انول المطلقثیكحول الأضیف أُ  .8

  )2011 ، آخرونو  Tang (زالة الصبغة الملتصقة في الخلایا إدقائق لغرض  10

 نانومتر 630جهاز قارئ الالیزا عند طول موجي ب لجمیع الحفر الكثافة الضوئیةسبت حُ  .9

مقدار بین مقارنة التمت إذ  ، )2011 ، آخرونو  Tang (وذلك حسب ماجاء في 

  :حفر السیطرة وكما یلي لمتصاصیة متصاصیة للحفر المزروعة مع مقدار الإالإ

2*Ac≤A )اغشیة حیویة قویةStrong adherent ( ، Ac≤A≤2*Ac )اغشیة حیویة 

  adherent غیر مكونة للاغشیة الحیویةModerately adherent ( ، A≤Ac  )متوسطة

Non-  (، تمثل إنّ   حیث A و  بالبكتریا المزروعة الحفر بانهاAc تمثل حفر السیطرة ف

  . )الوسط الزرعي الذي لایحتوي على البكتریا(

 Adhesion with الالتصاق بالخلایا الطلائیةب التحري عن قابلیة البكتریا .5.10.2.3

Epithelial Cells  

على الالتصاق بالخلایا  البكتریالمعرفة قابلیة  1983)(وآخرون   Iwahiأتبعت طریقة 

  : وكالاتي الطلائیة

  : تحضیر عالق الخلایا الطلائیة للإنسان 1.5.10.2.3. 

لنساء غیر مصابات في    Mid stream urineعینة وسطیة من الإدرار  أخذب حضر العالق

غسل الراسب الذي و .  دقیقة /دورة1500 دقائق بسرعة  5لمدة  ، ثم نبذت العینات معقمة انابیب
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مرات،  4عملیة الغسل  تكررتدارىء الفوسفات الفسیولوجي و  توي على الخلایا الظهاریة بمحلولیح

هذا العالق  خدماست. 1. 2.2.3علقت الخلایا بمحلول الملح الفسیولوجي المحضر في الفقرة وبعدها

  . )1981،  وآخرون  Hagberg( بكتیریةاللخلایا ل الالتصاق اختبارفي 

  : إختبار الالتصاق بالخلایا الطلائیة الظهاریة .2.5.10.2.3

  ملیلتر من  0.5 ىساعة وأضیف ال 24بعمر المنماة  بكتیريالمزروع الملیلتر من  0.5أخذ

 . 5.10.2.3 .1السابقة  المحضر في الفقرة  الظهاریةعالق الخلایا 

  َكل  المستمر التحریكواحدة مع لمدة ساعة ° م37 حضن بدرجة حرارة  بعدها الخلیط جیدا رُج

  . دقائق )10(

  دقائق  5المركزي لمدة  الطردمع مرات  4بالمحلول الملحي الفسلجي الظهاریة غسلت الخلایا

 . للتخلص من البكتریا غیر الملتصقة وذلك  مرة  في كلالدقیقة /دورة  1500-2000بسرعة 

 وتركت لتجف بدرجة حرارة  نظیفة على شریحة زجاجیة الناتج قطرة من العالق النهائي سحبت

 . رام گبصبغة  صبغت  بعدهابحرارة اللهب و  هذه الشریحة ثم ثبتت مختبرال

 تحت المجهر الضوئي إذ تظهر النتیجة  بإستخدام العدسة الزیتیة نتائج الالتصاق شوهدت

 . ظهاریةأو تجمعات على سطح الخلایا ال ةمفرد بهیئةالتصاق البكتریا من خلال الموجبة 

  . سیطرة سالبة  اختباردون عالق بكتیري كبالفسلجي مع الخلایا الطلائیة  أستخدم الملح
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  Efflex Pump Detection ofالكشف المظهري عن مضخات الدفق 6.10.2.3. 

 EtBr-agar Cart Wheel Methodاجري الاختبار بأستخدام طریقة العجلة الخشبیة 

  :وكما یلي . )2011 ، آخرونو  Martins (في  لما ورد وفقا

 200، 100 ، 25 ، 20 ،10  تتراوح بینصبغة برومید الاثیدیوم لة حضرت تراكیز مختلف .1

 Trypton  (TSA)مل بإضافة نسب مختلفة من هذه الصبغة الى وسط/مایكروغرام  250،

Soy Agar م 45 درجة المعقم والمبرد الى ° .  

منماة على وسط  بنقل مستعمرة مفردة وذلك ختبارهالعزلات  المراد البكتیري  العالق الحضر  .2

المحلول الفسلجي المعقم وقورنت   خدامساعة بإست 24بعمر  نقیع القلب والدماغ الصلب

  . )0.5أنبوبة مكفرلاند  (عكورته مع محلول ثابت العكرة القیاسي 

مایكرولیتر من العالق أعلاه كلا على حدة ، ولقحت كقطرة  5سحب بوساطة ماصة دقیقة  .3

لفترة في  الأطباقحتوي على صبغة برمید الاثیدیوم وتركت ی ذيال TSAواحدة على وسط 

 الأطباق، حضنت  الأطباققبل قلب  العالق قطراتلحین جفاف  المختبردرجة حرارة 

  .ساعة   24لمدة ° م37 بدرجة حرارة بالحاضنة 

 شد التألق شاهدتلم U.V. lightمصدر الاشعة فوق البنفسجیة  باستخدامباق فحصت الاط .4

دفق  لصبغة تمتلك مضخاتل قلیلةفي التراكیز ال البكتیریة التي تعطي تألقا مستعمراتفال ،

 .لصبغة ل عالیةالتي تتألق  بالتراكیز ال مستعمراتمقارنة بال وكفاءة على فعالیةأ

    Detection of capsules   : الكشف عن المحفظة7.10.2.3.

  .negative stain method  الصبغة السالبة أتبعت طریقة

نظیفة ثم أضیف لها قطرة من  زجاجیة في طرف شریحةقطرة من العالق البكتیري  توضع• 

  .  باستعمال عروة الناقل ومزجت جیدا  Indian inkالصبغة السالبة 
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وبصورة مائلة لتسحب معها  المستعملة وضعت شریحة ثانیة نظیفة على طرف الشریحة الأولى •

  . لیتم فرش النمو على طول الشریحةالممزوجین العالق البكتیري والصبغة 

 المحفظة شاهدةلمجهر الضوئي لمل العدسة الزیتیة باستخدام بعد جفافها الشریحة ثم فحصت •

 Brook(غیر مصبوغة بالحبر الهندي  اریحول البكت والتي تكون عبارة عن هالة شفافة

  . ) 2004 ، آخرونو 

   Detection of lipase production :التحري عن أنتاج اللایبیز 8.10.2.3.

-2-9 الفقرة المحضر في Egg-yolk agar لقحت العزلات البكتیریة  قید الدراسة على وسط

 في حالة  ظهور تحلل حول ، ساعة 24 لمدة م37   بدرجة حرارةالاطباق وحضنت  4-2-3

  ) .  1996 ، آخرونو   Collee(  یدل  على النتیجة الموجبة للاختبار المستعمرات البكتیریة  مما

  Bacterial genomic DNA extraction :الدنا البكتیري الحامض النووي أستخلاص11.2.3. 

باستعمال عدة  Enterobacter cloacaeمن بكتریا  DNAاستخلص الحامض النووي 

 التایوانیة Geneaidالمجهزة من شركة  PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kitالاستخلاص 

كانت السرعة المعتمدة في كل خطوات  إذحسب تعلیمات الشركة بالاستخلاص  إجراءوتم  ،

  :دقیقة وكالاتي  /دورة14000 الاستخلاص هي 

 Eppendrofأبیندروف أنابیبساعة الى  24 لمدةالمنماه  ریامل من مزروع  البكت  1نقل .1

tube  مل 1.5ذات حجم.  

  . بوساطة الماصة )الراشح( ، بعدها أهمل الطافيلمدة دقیقة  نابیب مركزیاالا نبذت .2

ومزجت جیدا بوساطة  اعید تعلیق راسب الخلایاثم   GTمایكرولیتر من دارىء180أضیف  .3

  .ثوان  5المازج لمدة 
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 ثم مزج بوساطة المازج  Proteinase K من أنزیم  لمحتویات الانبوبة مایكرولیتر  20أضیف .4

Vortexت الانابیب بالحمام المائي وحضنWater bath  10لمدة  مْ 60 بدرجة حرارة و الهزاز 

  . لخلایا بشكل كامل بالمزیجلضمان تحلل ادقائق  3كل  الأنابیبدقائق مع مراعاة تحریك 

 10لمدة  ة بالمازججید بصورة وخلطت المحتویات GBمایكرولیتر من دارىء 200 أضیف  .5

 رجدقائق مع مراعاة  10لمدة  مْ 70 بدرجة حرارة   بالحمام المائي المزیج وحضن ثوان

 مْ 70 على درجة حرارة  الأثناءفي هذه  Elutionیحضن دارئ (  أیضادقائق  3كل  الأنابیب

  ) .  Elutionخطوة الغسل  إلىوصل لللیتم تسخینه 

خلط المزیج  ثمAbsolute ethanol مطلق الیثانول كحول الأ مایكرولیتر 200أضیف  .6

  .    Vortexالمازج طةابوس

مل ونقل له  2 بحجم Collection tubeالجمع  أنابیبفي  Column GDوضع عامود  .7

  .  الى الفلاترجمیع الخلیط 

الموجودة  لمدة دقیقتین بعدها نقلت المحتویات  Centrifugeبجهاز الانابیب مركزیاطردت  .8

  .   مل 2 بحجمأنبوبة جمع جدیدة  الى بالفلاتر

لغسل الحامض  GDالى عمود   W1 Buffereddمایكرولیتر من دارىء 400أضیف  .9

  . النووي

والحصول على RNA ـوال للتخلص من البروتین ، ثانیة30  لمدة طردت الانابیب مركزیا  .10

DNA ثم وضع عمود  ، نقيColumn GD في أنبوبة الجمع       .  

الحاوي على الحامض  GDالى عمود  Wash bufferمایكرولیتر من دارىء  600أضیف   .11

  .    النووي للتخلص من الدهون

  .    في أنبوبة الجمع Column GDثم وضع عمود  ، ثانیة30  لمدة مركزیا الأنابیبطردت   .12
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  .   لمدة ثلاث دقائق لتجفیف العمود  مرة ثانیة أعید الطرد المركزي  .13

  .    مل  1.5 ومعقمة ذات حجم جدیدةالى أنبوبة ابیندروف  Column GDنقل العمود   .14

 Water bath  في الحمام المائي مسبقا المسخن Elutionمایكولیتر من دارىء 50 أضیف   .15

    .لاذابة الحمض النووي ونزوله الى داخل الابندروفة ثانیة  30لمدة  ثم طردت الانابیب مركزیا

النقي  DNAالمحتویة على  والاحتفاظ بانابیب الابندروف Column GDتم التخلص من   .16

  .لحین الاستعمال مْ  -20في درجة حرارة 

  Estimation DNAconcentration and purity:    قیاس تركیز الدنا ونقاوته 12.2.3

مایكرولیتر من الماء المقطر  495ضافة إتخفیف العینة ب خلال من DNAتم قیاس تركیز 

 المستخلص ، وقراءة امتصاصیة العینة للأشعة فوق DNA  مایكرولیتر من الدنا 5 إلى

  O.Dلقیاس الكثافة الضوئیة  والذي یستخدم Spectrophotometerطة جهاز االبنفسجیة بوس

  : تطبیق القانون الاتي بنانومیتر و  280،  260 بطول موجي یتراوح بین

 xلمل واحد من العینة  260مقدار الامتصاصیة عند الطول الموجي =  g/mlµتركیز الدنا  :اولا

  . x 50مقلوب التخفیف 

  . 280الامتصاصیة عند الطول الموجي /  260 الامتصاصیة عند الطول الموجي=النقاوة  :نیااث

وبالحامض  احدى المؤشرات على كفاءة الاستخلاص ومدى تلوث الدنا بالبروتین تعد وهي

  ) . 1982،  وآخرون  RNA )Maniatisالنووي 

  PCR (Polymerase chain Reaction(  :تفاعل البلمرة المتسلسل  13.2.3

بطریقة فحص  Quinolones الــ المقاومة لمضادات مجموعة  البكتیریة تم فحص العزلات

ومن خلال النمو في الوسط الزرعي الصلب   Antibiotics sensitivityالحساسیة التقلیدي 

الكشف ومن ثم  Ciprofloxacin  ،Nalidixic acidالمضادات الحیویة  احد المضاف الیه



            Materials & Methods                           المواد و طرائق العمل/ الفصل الثالث  

 

71 

 Quinolones  الــ مجموعة بعدها تم أختیار العزلات المقاومة لمضادات،  MICعن قیمة 

 16S  الجیناتتم الكشف عن . مركبات هذه المجموعة لتحري عن وجود جینات تشفر لمقاومة ل

rRNA و qnrB  وqnrS  بأستخدام تقنیةPCR  وبأتباع الخطوات الاتیة:  

    :    Sample preparationتحضیر العینات  -  1

تقنیة  عمالیضاعف بأستسوالذي   11.2.3المستخلص في الفقرة DNA مایكرولتر من 5حضر 

PCR . بتقنیة   المستعملة اتالمكونات اللازمة لتضعیف الجین  )( 3-11جدول یوضحPCR .  

  PCR Master mixture preparation :إنزیم البلمرة  سلسلة تفاعللمزیج ال تحضیر - 2

 Korea  / Bioneerفي تعلیمات الشركة المصنعة  لما ورد وفقا PCRحضر مزیج الـ 

  : وبالخطوات الآتیة

A ذوب ـ PCR PreMix   تتجمع ، ثم وضع في المنبذة ل المختبربتعریضه لدرجة حرارة

  . المكونات في قعر الأنبوب

B 3.11( جدول ال كما موضح في ، تفاعلمزیج الل الحجم المطلوب أعد ـــ  ( .   

 qnrB و 16S rRNA   الجینات التضاعفي لكل من علاللازمة للتفا حتویاتالم :  11.3جدول

  . qnrSو 

  حتویاتالم ت
ئ للبواد حجم خلیط التفاعل لأنبوبة واحدة

 )مایكرولیتر( القالبDNAوالـ

1 PCR PreMix 5 

  2  البادئ الأمامي 2

 2  البادئ الخلفي 3

 5 قالب الدنا 4

5 ddH2O  6 

 20  الحجم النھائي
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C ي ثوان 5مكونات المزیج في المنبذة مدة قدرها  تنبذ ـ.  

  PCR: PCR programming  جهاز برمجة 14.2.3

 إذ ، qnrSو  qnrB و 16S rRNA ات للتحري عن الجین الجیني تم إجراء خطوات التضاعف

     3-12كما موضح في الجدول ،   PCRتمت برمجة جهاز 

  P.C.Rبرمجـة جهـاز  :3-12 جدول  

PCR Conditions Temperature / Minute  

Type Of 
Gene 

One cycle 30 cycles  One cycle 

Final 
Extention  

Extention Annealing denaturation  
Initial 

denaturation  

72 C° for 
5 min.. 

72 C° for 
1 min. 

56 for 
30 sec. 

94C° for 
30 sec.  

94C° for 
5 min. 

16S rRNA  

72 C° for 
5 min.  

72 C° for  
30 sec. 

54 for 
30 sec. 

94C° for 
30 sec.  

94C° for 
5 min.  

qnrB  

72 C° for 
5 min.  

72 C° for  
30 sec. 

56 for 
30 sec. 

94C° for 
30 sec. 

94C° for 
5 min. 

qnrS 

  

  الاكاروز على هلام للترحیل الكهربائي لكل جین ناتجالمایكرولیتر من  5نُقل بعد ذلك.  

  مْ  20 -في درجة  الناتج من التضاعفحُفظ المتبقي. 

         :   Gel Electrophoresis Agaroseالاكاروزالترحیل الكهربائي في هلام  15.2.3

وفق  على المستخلص بإستعمال المحالیل المحضرة DNAـجري الترحیل الكهربائي للأۥ 

  :وكالاتي  8.2.2.3 لفقرةا

مل من  100 غم من الأكاروز في  1.5باذابة    Agarose Gel حُضر هلام الأكاروز  .1

، Buffer 1x TBE مرات للحصول على 10بعد تخفیفه    Buffer 10 x TBE  محلول

إلیه  ضیفۥمْ ، ثم أ  60ــ55 سُخن الأكاروز إلى درجة الغلیان وتُرك لیبرد إلى درجة حرارة 

مل   \مایكروغرام  0.5بتركیز نهائي  Ethidium bromide  صبغة برومید الإثیدیوم

   .بإستعمال المحلول الخزین المحضر لهذه الصبغة بعدها مُزج الأكاروز جیدا 
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 Tray )صفیحة اسناد الاكاروز( المخصص  في القالب بشكل جید Comb ثبُت المشط .2

 هدوءینات ثم صُبّ الأكاروز بالمُعدة لتحمیل الع Wellsلتكوین الحفر لصب الاكاروز 

 المختبر، بعدها تُرك الهلام لیتصلب بدرجة حرارة  Bubblesهوائیة لتجنب حدوث فقاعات 

  . دقیقة30 لمدة 

إلى حوض الترحیل الحاوي على  ءالمشط بهدو فِع رَ  بعد مع القالب المتصلب الاكاروزنُقِل  .3

  . الاكاروز بالكامل هلامسطح یغطي  بحیث1x TBE  محلول من حجم مناسب

مایكرولیتر من خلیط التفاعل الي كل حفرة من 5 بأضافة ثم حُملت العینات المُعدة للترحیل  .4

 5وكذلك تم نقل Micropipette بإستعمال ماصة دقیقة  المخصصة لها حفر الاكاروز

ووضع في الحفرة الاولى والذي  DNA Ladder (100 bp)  من الدلیل الحجمي مایكرولیتر

بعدها تم إجراء عملیة الترحیل الكهربائي بفرق . الموجودة  DNAع استخدم لتحدید احجام قط

  .ساعة لمدة  فولت100 جهد مقداره 

بعد الإنتهاء من عملیة الترحیل نُقِل القـــــــالب لفحص الهـــــــلام بتعریضه إلى مصـــــــــدر للأشعـــــة  .5

و  Green( نانومیتر 312عند طول موجي  UV-Transilluminatorفـــــــوق البنفسجیـــــــة 

Sambrook  ، 2012 (.   

 DNA :    DNA sequence analysis تسلسل الحامض النووي تحلیل طریقة .16.2.3

method  

النــــــاتج مــــــن تفاعــــــل DNA  تسلســــــل القواعــــــد النتروجینیــــــة للـــــــتحلیــــــل أُجریــــــت طریقــــــة 

PCR 16الـــــوراثي للجـــــین التشخیصـــــي للبكتریـــــا لتحدیـــــد التسلســـــلS rRNA  ،  وتـــــم تحلیـــــل

وتتابعـــــات  Mega6 باســـــتعمال بـــــرامج Phylogenetic tree analysis الشـــــجرة الوراثیـــــة

عینـــــات مـــــن  4مـــــایكرولیتر لــــــ  20 تـــــم ارســـــال إذ،  لســـــلالات عالمیـــــة مســـــجلة لغـــــرض المقارنـــــة

ــــــى شــــــركة PCR نــــــاتج تفاعــــــل ــــــادئ الخــــــاص بــــــالجین ال  Macrogen لكــــــل عینــــــة مــــــع الب
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Company  ـــــــــق شـــــــــركة جســـــــــر المســـــــــیب ـــــــــة عـــــــــن طری لتجـــــــــارة الاجهـــــــــزة فـــــــــي كوریـــــــــا الجنوبی

الحـــــــــامض النـــــــــووي تسلســـــــــل  لإجـــــــــراء ، العـــــــــراق/فـــــــــي بغـــــــــداد  والمعـــــــــدات العلمیـــــــــة والمختبریـــــــــة

  . AB DNA Sequencing System باستعمال جهاز
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  Results and Discussion  النتائج والمناقشة.  4

      Collection of Samples:جمع العینات  . 1.4

 من المرضى الراقدین وعددهمو  من مصادر سریریة مختلفة،عینة  333تضمنت الدراسة جمع 

عینة 20عینة  من مسحات الجروح و  45ت العیناتنضمتو  امریض 215وغیر الراقدین وعددهم  118

عینات من 10و عینات من قشع الالتهابات التنفسیة3و عینات من الخروج9 من مسحات الحروق و

وكان عدد ، عینة على التوالي  34و  212والدم فتضمنت  الإدرارالمسحات المهبلیة  ، اما عینات 

  ).1- 4( عینة وفق ما مذكور في الجدول  188 الإناثعینة وعدد عینات  145عینات الذكور 

  .النسب المئویة لتوزیع العینات السریریة ومصادر جمعها  : )1- 4(جدول

المصدر 

مكان جمع (

ت  )العینة
ینا

لع
 ا
دد

ع
  

  %) 38.14( 127=  لا یوجد نمو  %) 61.86( 206=  وجود النمو

ة 
حال

ض
ری
لم

ا
  

 الذكور  الإناث الذكور  الإناث

 %  العدد %  العدد %  العدد %  العدد

  راقد 50.00 2 50.00 2 63.41 26 36.59 15 45 الجروح

 راقد 75.00 3 25.00 1 25.00 4 75.00 12 20  الحروق

 الإدرار
 مراجع 42.16 43 57.84 59 34.04 32 65.96 62 196

 راقد 66.67 6 33.33 3 28.57 2 71.43 5 16

 مراجع 0.00 0 0.00 0 55.56 5 44.44 4 9 الخروج

 راقد 0.00 0 0.00 0 100.00 3 0.00 0 3  قشع

مسحات 

 مهبلیة

 راقد 0.00 0 100.00 2 0.00 0 100.00 5 7

 مراجع 0.00 0 100.00 2 0.00 0 100.00 1 3

  الدم
 راقد 50.00 2 50.00 2 60.87 14 39.13 9 27

 مراجع 0.00 0 0.00 0 42.86 3 57.14 4 7

 44.09 56 55.91 71 43.20 89 56.80 117 333 المجموع
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 ولم  یظهر عینة 333 من العینات الكلیة البالغة%) 61.86( عینة 206 ظهر النمو البكتیري في

في  السبب وربما یعودالأعراض المرضیة  جمع العینات من مرضى لدیهمرغم  127 النمو البكتیري في

 ادىقبل اخذ العینات مما  تناول المرضى المضادات الحیویةظهور نتائج الزرع البكتیري السالب الى 

او یكون المسبب فطریات لا تنمو على .  )2010 ، العبدلي(الى عدم ظهور البكتریا في العینة 

المتبعة كالبكتریا  الاوساط الزرعیة المستخدمة أو قد یكون المسبب بكتریا لا تعزل بالطرائق التقلیدیة

اصابات او  .Mycobacterium tuberculosis ،Leptospira spp اعن بكتری فضلا اللاهوائیة

 لا تعزل بالطرق المتبعة في هذه الدراسةالتي  رىــاء المجهریة الاخــن الاحیــوغیرها م فیروسیة

)Brooks   2004،  آخرونو( .   

 Enterobacter spp.    :Isolation and Diagnosis ofالعزل والتشخیص لبكتریا 2.4 .

Enterobacter spp.  

من  206من اصل  %)16.01(عزلة بنسبة  33 بواقع Enterobacter spp. ریاعزلت بكت

 ریااخرى غیر بكت أنواعمنها تعود الى %) 83.9(عزلة وبنسبة  173 اذ كانت العزلات النامیة

Enterobacter spp.  ، كما موضح في و بعد اجراء التشخیص المظهري والكیموحیوي والجزیئي

من  %45.2 زلها بنسبةعالذي ) 2006( وآخرون Ye ونسبة العزل هذه لا تتوافق مع،  )1- 4( الشكل

  . المرضى الراقدین في المستشفى الطبي في مدینة انوهاي الصینیة

 %)48(عزلة 16بنسبة  منها البكتریا عزل امكانیة في العینات باقي على الادرار عینات تقدمت 

 العزلات تلتها العینات انواع لبقیة بالنسبة الادرار لعینات الكبیر العدد بسبب وذلك 33من اصل 

 في موضح كما %)9.09( الجروح من عزلات 3 اواخیر %)  42( 14/33 بواقع الدم من المعزولة
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 في الراقدین للمرضى هي عزلة من الدم

 في مراجعین لمرضى هي وعزلتان للدم 

 كالقشع الاخرى المرضیة المسحات من 

 مع یتفق وهذا ،) 2- 4(الشكل  

 الدم وتسمم البولیة المسالك التهاب مسببات

  .المستشفیات في المراجعین و الراقدین المرضى

  

Enterobacter اخرى بكتیریة بانواع مقارنة 

16.01

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

عزلة من الدم 12و الجروح من المعزولة العزلات ان .)4-2

 الادرار من المعزولة العزلات جمیع كانت بینما،  المستشفى

ریاالبكت عزل یتم ولم ، )5(في الملحق  موضح كما المستشفى

 في موضح كما الخروجو  المهبلیة والمسحات 

Haghighatpanahal 2016 ، وآخرون(.   

مسببات اهم احد هي البكتریا هذه انهذه النتائج یتضح  

المرضى في البریتوني والغشاء السحایا والتهاب الجروح

.Enterobacter spp ریالبكت المئویة النسبة:  )1-4( شكل

  . المستشفى في والمراجعین الراقدین المرضى من

83.9

المعزولةللبكتیریاالمئویةالنسبة

اخرىبكتریا

Enterobacter spp.

لفصل ا 

4( الشكل

المستشفى

المستشفى

 والحروق

)Haghighatpanahal

 من

الجروح والتهاب

شكل

من معزولة

Enterobacter spp.
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للمرضى  Enterobacter spp.النسبة المئویة للعینات المعزولة منها بكتریا 

الموجبة للنمو عند مقارنة النسبة المئویة للعزلات المعزولة من الدم نسبة الى عدد عینات الدم 

مع النسبة المئویة للعزلات المعزولة من الادرار نسبة الى عدد 

 .)%7.31( 3/41والنسبة المئویة للعزلات المعزولة من الجروح 

كما بینت النتائج  .)(Bacteremiaتجرثم الدم 

في العینات التي  16والذكور  17 ریا اذا كان عدد الاناث

  .)  5ملحق ( 

 Morphological and Cultural 

مخمرة وردیة  الماكونكي اكار وسط على

  mucoid مخاطي قوام ، وذاتملساء الحجم ودائریة منتظمة الحافات

٠

١٠

٢٠

٣٠

٤٠

٥٠

الادرار الدم الجروح

48
42

النسبة المئویة للعزلات

 زلات

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

النسبة المئویة للعینات المعزولة منها بكتریا  : )2-4(شكل

  في المستشفیات والمراجعین

عند مقارنة النسبة المئویة للعزلات المعزولة من الدم نسبة الى عدد عینات الدم 

مع النسبة المئویة للعزلات المعزولة من الادرار نسبة الى عدد   /30 (46.66%)14قیمتها والتي تبلغ 

والنسبة المئویة للعزلات المعزولة من الجروح (15.84%) 101 /16عینات الادرار 

تجرثم الدم ریا للدم وحدوث ارتفاع كبیر في نسبة اصابة البكت

ریا اذا كان عدد الاناثعلاقة بعزل البكت لیس له ان لجنس المرضى

( ،  متقاربا نوعا ما Enterobacter spp.ریا عزلت منها بكت

 Morphological and Cultural : الصفات المظهریة والزرعیة للعزلات البكتیریة

Characteristics of of bacterial isolates 

على المزروعة   Enterobacter ظهرت مستعمرات بكتریا

الحجم ودائریة منتظمة الحافات لسكر اللاكتوز ببطأ ومتوسطة

الجروح  الحروق الخروج مسحات 
مھبلیة

القشع

9.09

0 0 0 0

النسبة المئویة للعزلات

زلاتعالمصادر 

لفصل ا 

شكل

والمراجعینالراقدین 

عند مقارنة النسبة المئویة للعزلات المعزولة من الدم نسبة الى عدد عینات الدم 

والتي تبلغ 

عینات الادرار 

ارتفاع كبیر في نسبة اصابة البكتنجد 

ان لجنس المرضى

عزلت منها بكت

الصفات المظهریة والزرعیة للعزلات البكتیریة .1.2.4

of bacterial isolates    

ظهرت مستعمرات بكتریا

لسكر اللاكتوز ببطأ ومتوسطة
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  .E    بكتریا  لتمییزها عن  Eosin methylin blue ونمیت على وسط ثم نقلت هذه المستعمرات

coil  عن الحركة لتفریقهاواجري اختبار  ، على هذا الوسط ابراق امعدنی ااخضر  اتعطي الاخیره لوناذ 

  رت جمیعها متحركة إذ یعد هذا هو الاختبار التفریقيبالتي اخت إذ كانت العزلات Klebsiella بكتریا

 متوسطة المستعمرات فظهرت الدم وسط اكار على اما.Klebsiella و Enterobacter بین بكتریا

 محللة كانت اذ 11 رقم العزلة عدا للدم محللة وغیر اللون منتظمة الحافات ورمادیةو  دائریة ، الحجم

 مركز ذي وردي بلون غامقةات مستعمرات وذ .) 3C-4(شكل  %)6.66( بنسبة بیتا نوع من للدم

 ماورد مع متوافقة الزرعیة المواصفات وهذهالازرق على وسط الایوسین المثیلین  ناعمةو  داكن اسود

موضح في الشكل  كما ) 2013؛ الهاشمي ،  2013 ؛ العبیدي ، 2005 ، وآخرون Brenner ( في

)4 -3( .  

 

 ساعة 24مْ لمدة  37بدرجة حرارة  المنماة  E.cloacae ریامظهر مستعمرات بكت:  )3-4( شكل

وسط الایوسین  .B ،وسط الماكونكي وتظهر المستعمرات الوردیة المخمرة لسكر اللاكتوز. A على

مستعمرات غیر الوسط  اكار الدم وتظهر  . C ،الازرق وتظهر مستعمراتها غامقة اللون  ثیلالم

  . محللة للدم عدا عزلة واحدة



           Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل ا 

  

80  

  Microscopic identification : التشخیص المجهري.2.2.4

 بانها سالبة للصبغة ذات خلایا عصویةرام گ بصبغة ریا المصبوغةللبكت المجهري الفحص اظهر

 المـــــــذكورة فــــــي Enterobacter ، وهذه الصفات تتوافق مع مواصـــــــفات بكـــــتریا مستقیمة ، الشكل

Brenner   2-4(كما موضح بالجدول و ) .2005( وآخرون( .  

   .Enterobacter spp :بكتریاالاختبارات الكیموحیویة لتشخیص عزلات . 3.2.4

سالبة لفحص كانت ریا جمیع عزلات البكتواظهرت النتائج ان  الكیموحیویةاجریت الاختبارات 

وفحص فوكاس  وموجبة لفحوصات الكاتلیز انتاج انزیم الاوكیسدیز وفحص الاندول والمثیل الاحمر

 الیوریز انزیم بینما كانت العزلات متباینة في قدرتها على انتاج ، واستهلاك السترات والحركة بروسكاور

بینما اظهرت قدرتها على تخمر  . Lysin- decaboxylase (LDS) كاربوكسیلیزیسین دي واللا

قدرتها وانتاجها للغاز وعدم  TSI الثلاثه السكروز واللاكتوز والكلوكوز الموجودة في وسط السكریات

  . )2-4(كما موضح بالجدول و ،H2S  كبریتید الهیدروجینغاز ثاني  إنتاجعلى 

  .Enterobacter spp بكتریا الكیموحیویة لتشخیصالاختبارات : ) 2-4( جدول

  النتیجة   الاختبار

Gram stain -  

Oxidase  -  

Catalase +  

Indol -  

Methyl red - 

Voges –Proskauer  + 

Citrate utilization +  

Urease -+/ 

Motility +  

Lysin- decaboxylase +/- 

TSI 

H2S  Production 
A/A 
-H2S  
+gas  
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  /A/A Acid =  Acid ،نتیجة متغایرة =  /+- ، الفحص السالب=   -، الفحص الموجب = +

       API-20E  : Identification by API-20E system نظام التشخیص باستخدام .4.2.4

 اظهرت نتائج اختبار  ،AP20E یص التقلیدي فقد تم استخدام فحص خللتاكد من نتائج التش

AP20E   مطابقة العزلات للصفات الكیموحیویة للجنسEnterobacter 3 - 4( ویـوضـح الـجــدول( 

اظهرت النتائج  إذ،      E. sakazakiiو E.cloacaeالتـفــاعـلات الكیموحیویة التي أبدتها عزلات 

الدراسة  قیدزلات البكتیریة المعزولة عزلة من مجموع الع %)16.01( 33 ان) 4-4( الشكلالواردة في 

 E. cloacae ریا عزلة منها تعود الى بكت%) 84.84( 28 وان ، Enterobacter spp. لبكتریا تعود

 E. cloacaeا ریوهذا یدل على تفوق ظهور نوع بكت . E.sakazakii تعود للنوع عزلة %)15.15(5و

من   )2009  ، وآخرون Al- Tawfiq ( الباحث وهذه النتائج تتفق مع ماتوصل الیه الأنواععلى بقیة 

 العطار مع بینما لاتتفق  ، %60 بنسبة الذي عزلهاو  هذا النوع مقارنة بالانواع الاخرى  حیث سیادة

-Al (2012)  مع لایتفق وایضا%. E. cloacae4.3  ریالبكت العزل نسبة كانت حیث) 2007(

Dahmoshi النسب اختلاف مماذكر یتضح ،37.50% الذكر نفهآ لبكتریال العزل نسبة كانت إذ 

 ، الحالیة بالدراسة مقارنة سبقت التي والعالمیة المحلیة الدراسات فيE.cloacae  ریابكت لعزل المئویة

 طرائق واختلاف الدراسة لعینات الجغرافي الموقع اختلاف منها عدیدة عواملإلى  ذلك یعود وربما

 تسبب هذه البكتریا معدل ان ارتفاع الى)  2010 ، وآخرون  Fraser(وقد علل  ، العزل وتقنیات

 الفلور كما البكتریا هذهمن قبل  الجلد ستعمارلا ربما یعود الرخوة والأنسجة الجلدیة بالالتهابات

كما ان معظم الالتهابات في المسالك البولیة تنجم عن انتقال  . الذاتیة العدوىها في وتسبب االطبیعیة

وتتسبب في الكثیر من الالتهابات للراقدین في  ، البولیة هذه البكتریا من الامعاء الى المسالك

  . )Grimont ، 2006 و  Grimont( المستشفیات
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 باستخدام نظام E.sakazakii  و E. cloacae الاختبارات التشخیصیة لبكتریا: ) 3-4( جدول

API-20E  

Test Result of   isolates E. cloacae  Result of   isolatesE. sakazakii 

ONPG + +  

ADH + + 

LDC + - 

ODC + + 

CIT  + + 

H2S  - - 

URE  - - 

TDA  - - 

IND  - - 

VIP  + + 

GEL  -  - 

Sugars fermentation/Oxidation  

GLU + + 

MAN + + 

INO - + 

SOR  + - 

RHA  + + 

SAC + + 

MEL  + + 

AMY  + + 

ARA + + 
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 VITEK 2 Compact GN :GN Card   جهاز التشخیص باستخدام 5.2.4.

Identification by GN Card  

 والخاصة  )GN Card( السالبة  البطاقة بأستخدام التشخیص التأكیدي اظهرت نتائج الفحص

 5  و ،E.cloacae بكتریا  تعود الىلعزلات ا من%) 84.84( 28بان  Vitek 2 Compact بجهاز

    . E.sakazakii  بكتریال تعود عزلات) 15.15%(

اختبار  47رام یعطي دقة من خلال أجراءگإن استعمال البطاقة الخاصة بالبكتریا السالبة لصبغة 

إضافة على انه یحوي اختبارات غیر تقلیدیة لاتحویها عدد التشخیص  ،ساعات ) 8-5(وخلال 

إذ   ،قلیلة جدا  أمما یتیح تشخیص العزلات خلال وقت قیاسي وبدقة عالیة وبنسبة خط ، الأخرى

على تفاعل  دلیلا )-(یظهر الجهاز نتائج  العزلات الضعیفة تجاه تفاعل معین ویرمز لها بالرمز 

وتحوي برامجیات الجهاز على قواعد بیانات خاصة تقوم  ، على تفاعل موجب (+)سالب والرمز

ث حی ،رقم  16  مكون من )Bionumber( بتحویل نسق ایض البكتریا تحت الاختبار الى عدد حیوي

معطیة التشخیص السریع خلال مده أقصاها على مقارنتھ  Vitek 2 تعمل الحاسبة المرتبطة بجهاز

 E.cloacaeالتـفــاعـلات الكیموحیویة التي أبدتها عزلات  )4 - 4( ویـوضـح الـجــدول ، ثمانیة ســاعـات

  .     E. sakazakiiو

 GN)( بأستعمال البطاقة السالبةالمصنعة الى إن دقة التشخیص  bioMérieux وتشیر الشركة

Card  الخاصة بجهاز Vitek 2 Compact   دقة التشخیص  بهذا  الجهاز إلى    نسبةتصل 

99%  )Pincus ،2011( .   
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 باستخدام نظام     E. sakazakiiو  E. cloacae الاختبارات التشخیصیة لبكتریا : )4- 4(جدول

GN -Card   

Biochmical 

Detalis 

    
Test  W

el
l

  

Biochmical 

Detalis 

  Test 

  W
el

l
 

E. sakazakii  E.cloacae  E. sakazakii  E.cloacae  

- +  dSOR  32  - - APPA  2  

+  +  SAC  33  - - H2S  3  

- - dTAG  34  - - PyrA  4  

+ +  dTRE  35  - - IARL  5  

+ +  CIT  36  + +  dCEL  7  

- +  MNT  37  + -  BGAL  9  

- - 5KG  39  - -  H2S  10  

+ +  ILATK  40  + + BNAG  11  

+   AGLU  41  - - AGLTp  12  

+ +  SUCT  42  + + dGLU  13  

- +  NAGA  43  - + GGT  14  

+ +  AGAL  44  + + OFF  15  

- - PHOS  45  + + BGLU  17  

- +  GlyA  46  + + dMAL  18  

+ +  ODC  47  + + dMAN  19  

- - LDC  48  +  + dMNE  20  

- - IHISa  53  + + BXYL  21  

- - CMT  56  - + BAlap  22  

- - BGUR  57  - + ProA  23  

+ +  O129R  58  - -  LIP  26  

- - GGAA  59  + +  PLE  27  

- - IMLTa  61  - +  TyrA  29  

+ - ELLM  62  - -  URE  31  

        - -  ILATa  64  

 

   الفحص السالب=   -،     الفحص الموجب =  +
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 . Enterobacter spp المعزولة من

Molecular Identification of  16S

سابقا في هذه الدراسة ق سریعة وتأكیدیة في تشخیص البكتریا  وقد تم 

وعرفت العزلات الثلاث  باستخدام الطرق المظهریة والكیموحیویة

 E.sakazakii،  على المستوى  النوع  لتاكیدو

16S rRNA  ستخدام إب الرایبوسوميالرنا

 E.cloacaeوقد تم اثناء الدراسة استخلاص الحمض النووي لبكتریا 

 تركیز تحدید و Nanodrop جهاز بإستخدام

   وتراوحت نقاوته بین ،مایكرولیتر/نانوغرام 

  Flankingوقد ظهرت حزمة المنطقة المحیطة 

15.15

للانواع المعزولة

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

 ریاالعائدة لبكت للأنواعالنسبة المئویة  : )4-4(شكل

 .  

 16S rRNA  16S : لجینلالتشخیص الجزیئي . 

rRNA    

ق سریعة وتأكیدیة في تشخیص البكتریا  وقد تم ائتعد الطرق الجزیئیة طر 

باستخدام الطرق المظهریة والكیموحیویة والنوع التشخیص لمستوى الجنس

E.sakazakiiو E.cloacae  الجنس تعود إلى والثلاثون على انها

rRNAجین الزوج بادئات الدنا لتضخیم منطقة في  صمم

وقد تم اثناء الدراسة استخلاص الحمض النووي لبكتریا  . سلسليتقنیة تفاعل البلمرة الت

بإستخدام DNA النووي الحامض إستخلاص نواتج عن 

نانوغرام  300 -50ما بین  المستخلص DNA النووي 

وقد ظهرت حزمة المنطقة المحیطة  16S rRNAتضخیم جین ، وتم  1.9

84.84

للانواع المعزولةالنسبة المئویة

E.cloacae

E.sakazakii

لفصل ا 

شكل

 المرضى

 6.2.4 .

 gene   

تعد الطرق الجزیئیة طر 

التشخیص لمستوى الجنس

والثلاثون على انها

صممالجزیئي 

تقنیة تفاعل البلمرة الت

 الكشفو 

 الحامض

1.6- 1.9

E.sakazakii
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 DNA  الدلیل الحجميبالمقارنة مع  

-5( .          

الداخلة في الدراسة وكانت العزلات في 

انه  16S rRNAاذ بینت نتائج تفاعل البلمرة التسلسلي لجین 

ذي  DNA Ladderالحزم المتضاعفة مع الدلیل الحجمي 

Bioneer \ Korea ، أحجام  لوحظ ان

وتم انتقاء اربع عزلات وارسلت الى شركة 

  

S rRNA16 وتركیزه في هلام الاكاروز 

Ethidium bromide  في محلول TBE 

 DNA Ladder (2000 bp-100bp) 

 الاعمدة .یمثل العینة السالبة  Nالمسار 

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

 ةزوج قاعد 1380بعد ترحیل ناتج التضخیم بحجم  

Ladder 4(وكما موضح في الشكل  ، المعروفة احجام حزمه

في  16S rRNA جینعن وجود البینت نتائج الكشف 

اذ بینت نتائج تفاعل البلمرة التسلسلي لجین  ، (100%) جینجمیعها حاملة لل

الحزم المتضاعفة مع الدلیل الحجمي عند مقارنة  ةزوج قاعد 1380یمتلك حجم 

 Koreaالمجهز من قبل شركةو   الحزم المعروفة الأحجام الجزیئیة

وتم انتقاء اربع عزلات وارسلت الى شركة  .)5-4(كما في الشكل ،  الحزم مماثلة للحجم المتوقع

  . ماكروجین لقراءة التتابعات

rRNA الترحیل الكهربائي لنواتج تضخیم جین). 5-4( شكل

 Ethidium bromideصبغةمن   مل/ملغم  0.5 الحاوي على

Ladder وبإستعمالولمدة ساعة  سم/ فولت 10وفولتیة 

المسار  .ةزوج قاعد 100 من ویبدا  Mالاول في العمود

  . ةزوج قاعد 1380 وحجمها حزم الجین

لفصل ا 

region 

Ladder

بینت نتائج الكشف 

جمیعها حاملة لل

یمتلك حجم 

الحزم المعروفة الأحجام الجزیئیة

الحزم مماثلة للحجم المتوقع

ماكروجین لقراءة التتابعات

شكل

الحاوي على% 1.5

1X وفولتیة

في العمود ویظهر

حزم الجین 1-15
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  : 16S rRNA القواعد النتروجینیة للجینتحدید تتابعات  .3.4

Determine of nitrogen bases sequences for the 16S rRNA gene 

بعد قراءة ،   E. cloacaeلاربع عزلات من بكتریا تم اجراء تحدید تتابعات القواعد النتروجینیة 

القواعد الشاذة في احدهما تتابعات الدنا للشریط المتقدم والشریط الراجع واعادة جمع الشریطین وحذف 

وتم رسم  ،  E. cloacaeتبین ان العزلات تعود الى نوع  NCBI وتحلیلها ومطابقتها بقاعدة بیانات

ج التاریخ التطوري باستخدام طریقة تاستنشجرة التقارب الوراثي بین العزلات المدروسة الاربع و 

  Unweighted Pair Group Method with  Arithmetic Mean (UPGMA)اأوبغم

)Sneath و Sokal  ،1973(  .6 باستعمال برنامج میغا أجریت التحالیل التطوریة )MEGA6( ، 

   ) .7(ملحق 

 0.692وتقع على نفس البعد الوراثي بمسافة  %100متماثلة بنسبة  4و1اتضح ان العزلات 

مع  0.0135متماثلتان وتقعان على نفس البعد الوراثي بمسافة   2و 3وعلى الفرع الاول وان العزلتین 

وكما مبین في عن جذر الشجرة  0.3335بعضهما وعلى الفرع الثاني من الشجرة المحلیة بمسافة 

ولعمل شجرة التقارب الوراثي للعزلات العراقیة المشخصة في هذه  ، 4 . 6) (و الشكل  )45 - ( الجدول

تم تحمیل تسلسلات نیوكلیوتیدات  NCBIالدراسة مع العزلات العالمیة المنشورة في قاعدة بیانات 

، 15.41046989 =جرة المثلى مع مجموع طول الفرع وتظهر الش E.cloacaeثماني عزلات لبكتریا 

. ارنة بمقیاس الوحدات اسفل  الفروع للمسافات التطوریة المستخدمةق، والم 3.652وبمعدل بعد وراثي 

 2004وآخرون ، Tamura(تم حساب المسافات التطوریة باستخدام طریقة الاحتمال المركب الأقصى 

لال لكل موقع حوهي تمثل في الوراثة الجزیئیة الاستبدال والا )2013 وآخرون ،Tamura ؛  

  . نیوكلیوتیدي
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،  )7.4 ( و الشكل )4 - 6(وكما مبین في الجدولتسلسل للنوكلیوتیدات  12شمل التحلیل  

اعدة  ق 482وكان هناك ما مجموعه .  وألغیت جمیع المواقع التي تحتوي على ثغرات وبیانات ناقصة

  . في مجموعة البیانات النهائیة

وفق الرقم G/C 3294738 تبین وجود تغایر على مستوى القاعدة المفردة في التتابع الثاني  

 وثلاث تغایرات  في التتابع الثالث اثنان Transversion نوع استبدال gbICP022158.1المرجعي 

 361736  G/A و G/A 361985  نوع انتقال Transitionو -/G 361773 نوع اضافة 

Insertion  وفق الرقم المرجعيgbICP021896.1    وثلاث تغایرات في التتابع الرابع احدهماG/T 

نوع انتقال وفق الرقم المرجعي C/T 1737813 و G/A 1737737 نوع استبدال واثنان  1737732

gbICP021896.1   7-4( الجدولوكما موضح في( .  

 .Eزوج قاعدة العائد للعزلة   499الجزیئي لتتابع مكون من  16S rRNA تم نشر تتابعات جین 

cloacae MHA  في قاعدة بیاناتNCBI    تحت الرقم المرجعي ACCESSION  

LC322252   العالميقاعدة البیانات في المركز في  المسجلة 1للعزلة رقم NCBI  الخاص ببنك

  . )8(ملحق ،  2017ایلول  20بتاریخ   الجینات

  

الاربعة المعزولة من تجرثم E.cloacae  الوراثي لعزلات بكتریاشجرة التقارب : )6-4 (شكل 

  . MEGA6وباستعمال برنامج  )UPGMA(الدم للمرضى العراقیین بطریقة 
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  التقارب الوراثي للعزلات العراقیة:  )5- 4( جدول

  

  

الاربعة المعزولة المعلمة بالمثلث  E. cloacae لعزلات بكتریا الشجرة الوراثیة:  )7-4( شكل

عزلات محملة من قاعدة  8للمرضى العراقیین بالمقارنة مع  تجرثم الدمالاحمر والمعزولة من 

  . MECA6 وباستعمال برنامج )UPGMA(بطریقة   NCBI البیانات

  
  



           Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل ا 

  

90  

 NCBI التقارب الوراثي للعزلات العراقیة وعزلات عالمیة من قاعدة بیانات:  )6 - 4(جدول

  

 E. cloacaeلبكتریا 4و 3و 2و 1التغایرات في القواعد النتروجینیة لتتابعات العزلات  ):7- 4(جدول

  رقم العینة نوع الاستبدال الموقع النیوكلیوتید  مدى القواعد  الرقم المرجعي للتتابع

gb| CP022148.1 3293899 to 3295001 G>C 3294738 Transversion 2 تتابع  

gb|CP021896.1 361412 to 362695 

G>A 361736 
Transition 

 

 G  361773  Insertion<-  3تتابع

G>A 361985 
Transition  

 

gb| CP021896.1 1737032 to 1738325 

G>T 1737732 Transversion 

 G>A 1737737 Transition  4تتابع

C>T 1737813 Transition 

  

  : توزیع العزلات حسب موضع الاصابة. 4.4

Distribution of isolates according to source of infection  

بحسب مواضع الاصابة بعد ان  )%16.01( عزلة  وبنسبة 33صنفت العزلات البالغ عددها   

عدد العزلات ونسبها حسب )4 - 8(یبین الجدول  إذ تم تشخیصها بواسطة الطرائق السابقة الذكر،

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15428254?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RFTP1DH0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1213431012?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=0WWRBA47014
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من  بكتیریةعزلة  )16(الادرار من التي حصلنا علیها بلغ عدد العزلات  حیث ،موضع الاصابة 

 ةعزل )14( الدممن  التي حصلنا علیها كانت العزلاتبینما  ، (15.8%) وبنسبة عینة (101)مجموع 

 (41)من مجموع  )3(فقد بلغ عددها الجروحاما عزلات  ، (46.66%)وبنسبة  عینة (30)من مجموع 

 من بین العزلات الأقلمن الجروح  التي حصلنا علیهاكانت العزلات و  ، (7.31%) وبنسبةمسحة 

  .السریریة 

  العزلحسب مواضع المئویة ونسبها  E.cloacaeعزلات عدد أ :)  8 4 - (جدول

 )مكان جمع العینة(المصدر 
 عدد العینات

  الموجبة للنمو

 Ent عزلات

 %  العدد

 7.31 3 41  الجروح

 0.00 0  16  الحروق

 15.84 16 101  الإدرار

 0.00 0 9  الخروج

 0.00 0 3  قشع

 0.00 0 6 مسحات مهبلیة

 46.66 14 30  الدم

  16.01  33 206  المجموع

، حیث  46.66%عزلة  وبنسبة  14نتائج الدراسة الحالیة ان اصابة مجرى الدم بلغت  أوضحت 

وكانت هذه النسبة  ،  E.sakazakii  عزلات تعود للنوع 5 و   E.cloacaeمنها تعود لبكتریا  9كانت 

 نسبة اعلى  التي اوضحت ان بغداد حافظةمفي  ) Jasim  )2017متوافقة مع ما توصلت الیه 

اصابة  24العینات السریریة كانت في اصابات مجرى الدم اذ بلغت  في  E.cloacae  اصابة ببكتریا

 تاذ بین)  2005(  العزاويالیه  ت، كذلك فأن هذه النتیجة كانت مقاربة لما توصل% 68.57بنسبة 

بینما لم تتوافق نسبة  .عزلات  8بواقع % 61.54ان نسبة عزل هذه البكتریا من مجرى الدم كانت 
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نسبة وب عزلات  8 على تاذ حصل ، )2016(عبید الباحثة مع دراسة  E.cloacae  عزل بكتریا

2.86%.   

درار في الدراسة الحالیة مع التي جمعت من نماذج الإ E.cloacae  لبكتریا توافقت نسبة العزلات

         % 17.14عینات الادرار العزل من اذ كانت نسبة  ، 2017التي اجرتها عام   Jasimدراسة 

)   Jasim  ،2017 ( . حسنالباحثة  كل من دراسةنتائج هذه الدراسة مع نتائج  تقترب )في  )2017

نسبة عزلات بلغت اذ  ، في بابل) Alkhuzaee )2017 والباحث الدیوانیةفي  تهااجر  تها التيدراس

E.cloacae  وتعد نسبة قلیلة مقابل مع ما  . على التوالي  %12و %13.33 الادرارالمعزولة من

 البكتریاالى ان نسبة عزلات  هفي دراست اشاراذ  ، في مصر korean )(2013توصل الیه الباحث 

 )(2007 وجماعته  Park للباحث كوریا في راسةلد بالنسبة كذلك ، %22.5شكلت  الادرارالمعزولة من 

ا نسبة اعلى بكثیر من النسبة التي حصلت علیهالوتعد  ، %)(35 الادرار من العزل نسب كانت اذ

 %5 الادرارالمعزولة من   E.cloacaeاذ كانت نسبة عزلات  في بغداد)  2013  (لهاشميا الباحثة

والتي كانت نسبة ) Roggenkamp )2003 و Hoffmann ینوكذلك بالنسبة لدراسة عالمیة للباحث

   . % 4العزل 

هذه النتائج  تقتربو  ، %7.31فقد بلغت نسبة العزلات قید الدراسة  الجروحاما بالنسبة لمسحات 

من  %9.24اذ كانت نسبة العزل في تلك الدراسة )  2017( وآخرون  Al-Saadi  مع ما جاء به

حیث )  Jasim  )2017الباحثة  للدراسة التي اجرتها  مقاربةالنتیجة وكانت هذه  ،  مسحات الجروح

كذلك تقترب من نسبة و  ، من الجروح   E.cloacaeلبكتریا  لعزلتین فقط %5.71العزل بلغت نسبة 

لعزلة واحدة  %11.11 الجروحبكتریا في الاذ بلغت نسبة عزل بعقوبة في  ) 2013(  العتبي الباحثة
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الدراسة ، اختلاف ، و  الماخوذة العینات نوعیعود سبب الأختلاف في نسبة العزل الى  ربما . فقط

  .  وحجم العینة ، والموقع الجغرافي الذي أخذت منه العینات وموسم جمع العینات

  : لمضادات الحیاة الكوینولونات E. sakazakii وE.cloacae  ریاإختبار حساسیة بكت. 5.4

تعتبر مضادات الكوینولونات الاكثر شیوعا في علاج التهابات المسالك البولیة الناجمة عن 

  . ) 2014 ، وآخرون Firoozeh (مجموعة البكتریا المعویة 

 فحص الحساسیة للمضادات الحیاتیة لإجراء Kirby – Bauer أُستخدمت طریقة الاقراص 

 لستة انواع من المضادات الحیاتیة وهيالدراسة  قیدE.sakazakii وE.cloacae  للنوعین

Nalidixic acid  ، Levofloxacin ،Ciprofloxacin  ، Norfloxacin ،Ofloxacin 

وهي الاكثر شیوعا في الاستعمال ضمن مجموعة الكوینولونات واسعة الطیف   Gatifloxacinو

لعلاج الاخماج المختلفة لمعرفة نوع الاستجابة من خلال قیاس قطر منطقة التثبیط حول قرص مضاد 

  . ) CLSI ،2016 ( لما ورد في وفقاالحیاة المستعمل و قورنت النتائج 

 و Nalidixic acid مقاومة للمضاد كانت العزلاتمن ) %39.39( 13 أن النتائج أوضحت

 Ciprofloxacin مقاومة للمضاد %)15.15( 5و Levofloxacin مقاومة للمضاد %)18.18(6

 مقاومة للمضادین) %3.03( وعزلة واحدة Norfloxacin مقاومة للمضاد) %9.09( عزلات 3و

Gatifloxacin وOfloxacin  ، تعود لبكتریا وجمیعها  E.cloacae، ما عزلات بكتریاا 

E.sakazakii  فكانت جمیع العزلات حساسة لهذه المضادات عدا عزلة واحدة وهي العزلة Ent.25 

  . )5(الملحق و )9 -4( ولالجد كما .Nalidixic acid  كانت متوسطة المقاومة لمضاد
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 Nalidixic acidمقاومة كاملة لمضاد  33عزلة من اصل  13اظهرت نتائج الدراسة مقاومة 

وهو من مجموعة الكوینولونات وهي تعد اعلى نسبة مقاومة في الدراسة الحالیة   %39.39وبنسبة 

جمیعها  افقد اظهرت عزلاته) 2013( العبیدي نتائج لاتتفق مع ویعد الجیل الاول ، و هذة النتیجة 

لاتتفق مع  ، وایضا %53ونسبة المقاومة كانت  .%47بنسبة  و  Nalidixic  acid حساسیة لمضاد

 ماتوصلت خالفت نسبة المقاومة ،  %75حیث كانت الحساسیة للمضاد بنسبة  ) 2007( العطار نتائج

 تعد نسبة المقاومة لمضاد،  %50  حیث بلغت نسبة المقاومة  للمضاد) 2008( الیه الباحثة العابدي

NA  المقاومة  حیث بلغت نسبة) 2017( مماتوصل الیه كل من حسن والنعیمي أعلىفي هذه الدراسة

  . % 29 للمضاد

وجمیعها  % 18.18بنسبة   Levofloxacinالعزلات قید الدراسة مقاومة لمضاد أظهرت   

 ) AL-Kalifawi  )2014تتفق هذة الدراسة مع ما توصل الیه لا ، E.cloacaeلبكتریا  تعود كانت

  . % 46كانت  المقاومة لهذا المضاداذ ان نسبة 

، % Ciprofloxacin (CIP) 15.15 بلغت نسبة العزلات الداخلة في الدراسة المقاومة لمضاد

 ظهرتأو  ، من عزلات الدراسة الحالیة كانت متوسطة الحساسیة للمضاد% 12.12نسبة  نِّ إ و 

ذ إ ،)Alkhuzaee،2017 (توافقت هذه النسبة مع دراسة  . لمضادلعزلات حساسیتها المن  72.72%

وجاءت نتیجة الحساسیة  ، %12.5 بنسبة CIPالمقاومة لمضاد  ھذه البكتریاكانت نسبة عزلات 

حساسة  اعزلاته حیث كانت جمیع) 2007( مطابقة تقریبا مع نتائج العطار  Ciprofloxacinلمضاد

 )2017(مع نسبة كل من حسن والنعیمي  CIPتقترب نسبة المقاومة لمضاد  كذلك،  %75 بنسبة

 مقاومة البكتریااذ بلغت نسبة  )2010(وعبد الرزاق  ؛ )AL-Ammar  ،)2015و  Abidودراسة 
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خالفت نتائج الدراسة لنسبة المقاومة للمضاد لنسبة كل من العبیدي . اتالدراس لهذه% 14 للمضاد

على  %28.5، % 23.5اذ بلغت نسبة المقاومة لكل من الدراستین ) 2017(  Jasim و)  2013(

 إلى ان جمیع عزلاته كانت حساسة إتجاه المضاد) 2004وآخرون ،  Lee( وقد اشار ،التوالي 

Ciprofloxacin وهي مغایرة لنتائج الدراسة الحالیة .    

من عزلات الدراسة % 15.15نسبة  نِّ إ و  ،% Norfloxacin  9.09مضادبلغت نسبة المقاومة ل

من عزلات الدراسة الحالیة حساسیتها  %75.75 ظهرتأو  ، الحالیة كانت متوسطة الحساسیة للمضاد

 Araujo  علیهاحصل  قاومة لمضاد النورفلوكساسین التيالنتیجة مع نسبة الم تقتربو  لمضادل

حصلت علیها النتیجة التي  مع وتقترب، % 7.4 كانت نسبة مقاومة البكتریا حیث) 2011( وآخرون

 و  )2017( Alkhuzaee ینالباحث وكذلك بالنسبة إلى نتیجة ، %11وهي ) 2010( عبد الرزاق

(2012) Al-Dahmoshi حیث كانت نسبة المقاومة لمضاد NOR لكلا الدراستین %12.5 هي .

  نسبة مقاومة اذ حصلت على) 2005( العزاوينتائج الدراسة الحالیة مع نتیجة دراسة  لاتتفق و 

  Hassan في دراسة%  53 مضـــادلحساسیة المضاد النورفلوكساسین في حین كانت نسبـــة  %85.71

  .  مصر في )b2011( وآخرون

 Ofloxacin في الدراسة الحالیة لكل من مقاومة نسب  Enterobacter بكتریا أظهرت

 % 6.06 ،% 9.09 الحساسیةلكلا المضادین ، ونسبة متوسطة  %3.03فكانت   Gatifloxacinو

 ،  على التوالي%  90.90، %  87.87 للمضادین في حین كانت نسبة الحساسیة ، على التوالي

حیث كانت نسب  بغدادفي  ) AL-Kalifawi )2014 نتائج الدراسة الحالیة مع نتائج دراسة لاتتفق

في % 53  حساسیة  المضـــادفي حین بلغت نسبـــة ،  %32 في دراسته  Ofloxacin مقاومة مضاد
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لم   Gatifloxacinاما نسبة المقاومة  لمضاد  .في مصر  )b2011( وآخرون  Hassan دراسة

 في) Salmanov )2009في بابل ، و  Al-Dahmoshi (2012) ینتتوافق مع ماتوصل الیه الباحث

   .على التوالي %11.1 و%  8.3 للمضاد  Enterobacter لبكتریااوكرانیا حیث كانت نسبة المقاومة 

اذ  Nalidixic acidاعلى نسبة مقاومة لوحظت في مضاد  تبین من خلال الدراسة الحالیة بان 

وقد یرجع سبب ذلك لكونه اول مضاد اكتشف %  39.39قاومت العزلات جمیعها هذا المضاد بنسبة 

ة تتریا تتمكن من مقاوملونات حیث ان كثرة الاستخدام لهذا المضاد جعل من البكوینو من مجموعة الك

اذ حصلت ) 2011(اما من خلال المقاومة المكتسبة او الذاتیة لها وتتفق النتیجة مع دراسة الكعبي 

البكتریا السالبة لصبغة  أنواعبعض لفي دراستها  Nalidixic acidعلى مقاومة تامة لمضاد  الباحثة

  . رامگ

ویعود  ، من مضادات الحیاة قد سجل عالمیا للعدید .E.cloacae  ان ازدیاد مقاومة بكتریا

و  Sanders(الاخماج المختلفة  السبب إلى الاستعمال الواسع والعشوائي لهذه المضادات في معالجة

Sanders ،1997  ؛  Jonesولكون هذه البكتریا من النبیت الطبیعي في ،  ) 1998 ، و آخرون

 إلى انتخاب السلالات المقاومة لهذه المضاداتلمضادات الحیاة  الامعاء یؤدي تعرضها المستمر

)Walder عن ازدیاد فرصة اكتسابها البلازمیدات ذات المقاومة المتعددة  فضلا ،) 1996، وآخرون

وان العدید من الانواع  ،من بكتریا اخرى موجودة في الامعاء عن طریق عملیات الاقتران والتحول

الیات المقاومة المتعددة للمضادات الحیویة مماجعلها احدى قد طورت E.cloacae   البكتیریة بضمنها

    . )2000 ( وآخرون  Gales اخماج المستشفیات في المسببات
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 -NA - LEV - CIP - NOR - OFX:   تحدید نسق المقاومة للمضادات بالشكل التاليتم  

GAT .   

  النسب المئویة لحساسیة العزلات قید الدراسة لمضادات الحیاة المستخدمة في الدراسة :)9-4(جدول 

  (%)عددالعزلات  مضادات الحیاة

Antibiotic Resistant Intermediate Sensitive 

NA  (39.39) 13 ) 10 30.30(  10 ) 30.30(  

LEV 6 )18.18 (  1 )3.03  (  26  )78.78(  

CIP 5 )15.15(  4 )12.12 ( 24  )72.72 (  

NOR  3 )9.09(  5 )15.15(  25  )75.75 (  

OFX  1 )3.03(  ) 3 9.09(  29  )87.87 (  

GAT  ) 1 3.03 (  ) 2 6.06 (  ( 90.90 ) 30 

 
NA= Nalidixic acid  ،  LEV= Levofloxacin  ، CIP= Ciprofloxacin ،  

NOR= Norfloxacin    ، OFX= Ofloxacin ، GAT= Gatifloxacin   

 Determination of Minimal Inhibitory : تحدید التركیز المثبط الأدنى. 6.4

Concentration         

 Minimalختبار تحدید التركیز المثبط الادنى الداخلة في الدراسة  لإ المقاومة  خضعت العزلاتأُ 

inhibitory concentration ن هما لمضادی Nalidixic acid و Ciprofloxacin . ُددَ وحMIC  

 كون مكوناتلختبار، جراء الإلإ الصلب بطریقة التراكیز المتسلسلة المتضاعفة في وسط مولر هنتون

لذلك یفضل إستخدام  ، المحسوبة MICتعد من العوامل المؤثرة على نتائج  قیم  خدمالوسط المست هذا

، ونسب قلیلة من أیونات  حتوائه على كمیة قلیلة من كلورید الصودیوملإالصلب مولر هنتون  وسط
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العزلات كونها  نتائج هذهِ  تم تحدیدكذلك  ، )Ridgway  ،1987 و Stocks( الكالسیوم والمغنیسیوم

كأساس ) CLSI ، 2016 ( ثبتة فيالمُ  Break Pointعلى نقطة التوقف ً عتماداإحساسة او مقاومة 

المضاد في المصل بحیث یوفر  لهُ ن یصأستجابة وتعرف بإنها التركیز الامثل الذي یمكن لحساب الإ

المحسوبة أقل من  MICعندما تكون مقادیر  Susceptible ، یعد الكائن مستجیبا على حد للمعالجةأ

  . نقطة التوقف

 Nalidixic acidلمضاد  MICقیم  نّ ى إال )410 - ( جدولالفي  الموضحةظهرت النتائج أ

 ، %86.66إذ بلغت نسبة العزلات المقاومة للمضاد  ، مل /مایكروغرام  16 - ≥1024تراوحت بین 

إذ بلغت  ، مل/مایكروغرام 2-1024له  MICفقد تراوحت قیم  Ciprofloxacinما بالنسبة لمضاد أ

   . ) CLSI ،2016 (بالإعتماد على  %40 نسبة العزلات المقاومة للمضاد

  Ciprofloxacin  ،Nalidixic acidلمضادات  MICالأدنىقیم التركیز المثبط ): 4-10(جدول 

 رقم العزلة

  بكتریال

E.cloacae 

  
  )مل / مایكروغرام ( نقطة التوقف / المضاد الحیوي 

  

CIP  

≥4 

NA 

≥32 

Ent.1 2 1024 ≤  

Ent.2 2 512  

Ent.3 2 1024 ≤  

Ent.4 2 1024 ≤  

Ent.5 2  1024 ≤  

Ent.6 128  1024 ≤  

Ent.7 2  1024  

Ent.8 8 1024 ≤  

Ent.9  2  512 

Ent.10 512  16  

Ent.11 1024  16 

Ent.12 2  1024 

Ent.13 512  1024 ≤  

Ent.14 512  1024 ≤  

Ent.15 2 1024 ≤  
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ذ تراوحت إ ، في بعقوبة 2013عام  العتبي ةهذه الدراسة مع ما توصلت الیه الباحثنتائج تقاربت 

 توافقت بالنسبةو  ، مل/مایكروغرام  8 - ≥1024تراوحت بین  Nalidixic acidلمضاد  MICقیم 

،  )2013العتبي ،(  مل/مایكروغرام 2 - 1024له  MICفقد تراوحت قیم   Ciprofloxacinلمضاد 

 ، العبدلي؛  AL-Taai  ،2016( مع دراسةCiprofloxacin  )CIP( النتائج بالنسبة لمضاد وتوافقت

خالفت النتائج مع ماتوصلت  ، لكلا الدراستین مل/مایكروغرام MIC  1024-2 حیث بلغت قیم) 2010

اذ تراوحت قیم  )2010( الرزاق عبدنتائج الباحثة  خالفت وكذلك ) 2013(  الیه الباحثة الهاشمي

MIC  بالنسبة لمضاد خالفت نتائج الدراسة الحالیة .لكلا الدراستین   مل/مایكروغرام 2-64له NA 

 128-1024  هولمضاد ل MICإذ تراوحت قیم  ، AL-Taai ) (2016نتائج دراسة مع 

  .مل /مایكروغرام

لهذه الدراسة عن الدراسات الاخرى السابقة  MIC إنّ سبب الاختلاف لقیم التركیز المثبط الادنى

قد یعود الى امتلاك العزلات طرق مقاومة للمضادات المختلفة من خلال احتوائها على الجینات 

أدى الى ظهور  ، البكتیریةداخل الخلیة  اتاو لعدد نسخ البلازمید یدیابلازمالمحمولة كروموسومیا او 

لیات المقاومة التي إستعملتها آكذلك قد یكون السبب هو إختلاف . المقاومة المتعددة لمضادات الحیاة 

  Cheng ( طبیعة الغشاء الخارجي وإنتاج إنزیمات البیتالاكتامیز ،العزلات البكتیریة كمضخات الدفق 

  . )AL-Khazali  ،2002   ؛ 1998،  وآخرون

  :   E.cloacaeلبكتریا  عوامل الضراوة الكشف عن .7.4

Detection of Virulence factors of E.cloacae   

وامل  الضراوة ، بعضها یلعب من ع داث الاخماج یعود لامتلاكها عدداعلى اح إن قدرة البكتریا

ما اجتمعت هذه العوامل فإنها ستكون المسؤولة  والبعض الاخر له دور غیر مباشر فإذا دورا مباشرا
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المقاومة و  E.cloacaeعزلة تعود لبكتریا  15 انتخبت ،عن إحداث الضرر في جسم المضیف

عزلات بكتریا العزلات الحساسة ومنها واستبعدت  المستخدمة قید الدراسة للمضادات الحیویة

E.sakasakii   دراسة عوامل الضراوة لهذه العزلات تمهیدا لدراسة الجینات المرتبطة بالمقاومة  ضلغر

  :وقد كانت النتائج كما یأتي لمضادات الكوینولونات 

  Capsule  : المحفظة  .1.7.4

ریا المسببة للأمراض هو من قبل البكت Exopolysaccharideإنتاج عدید السكرید الخارجي 

 من المحفظة وتعدّ   .ریا من دفاعات المضیفحیث یعمل على حمایة البكترئیسیة عامل الضراوة ال

  ) . 2010،  وآخرون Russo(  ریا السالبة لصبغة گرامعوامل الضراوة  المهمة في البكت

  Capsule المحفظة عزلة على 15عددها  البالغ E. cloacaeعزلات  احتواء تم الكشف عن

 محفظةكانت تحتوي على   (100%) 15العزلات جمیع ووجد أن  التصبیغ السالبباستخدام تقنیة 

 المـــــــذكورة E.cloacae بكـــــتریا مواصـــــــفات مع تتوافق الصفة وهذه ، تحیط بالخلایا البكتیریة

لذي اشار الى ان عزلات هذه ا) 2006( Salmanوتتوافق مع . ) 2005، وآخرون  (Brennerفــــــي

 الباحثة كل من مع ماتوصلت الیه النتائج وكذلك تتوافقظة فالمعزولة من الادرار امتلكت المحریا البكت

) Abid ، 2013 حیث كانت جمیع العزلات تحتوي على المحفظة وبنسبة  )2013 ،العبیدي  ؛

من   )%98( الذین وجدوا أن) AL-Ammar  ،)2015و  Abidكما اتفقت النتائج مع  100%

في ) Alkhuzaee،2017 (دراسة الباحث ولاتتفق مع  ، منتجة للمحفظة كانت E. cloacaeبكتریا 

 % 100 وقد تكون النسبة .%75محافظة بابل حیث وجد ان هذه البكتریا تحتوي على المحفظة بنسبة 
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الا انه قد تختلف هذه النسبة في حالة زیادة اعداد  ها في دراستنا الحالیة عالیة جداالتي حصلنا علی

  . العزلات المجموعة

، ولاسیما ان المحفظة  تساهم المحفظة في التصاق البكتریا ومقاومة عوامل المضیف الدفاعیة

فهي تحمي البكتریا اثناء عملیة الالتهام ثم  عوامل الضراوة الاساسیة في البكتریا الممرضة ، ىاحدهي 

رجي  للبكتریا ومن ثم توقف عمل موانع تحول دون ارتباط عوامل الالتهام بالغلاف الخا تعدانها 

  . ) 2011، وآخرون Quinn(  الخلایا البلعمیة في جسم المضیف

على المحفظة ممایجعلها ان تصبح أكثر ملاءمة للظروف البیئیة  E.cloacae سلالات تحتوي 

السطح الحیوي في  على والاستمرار بالحیاة والجفاف حیث تمكنها من البقاء مثل درجة الحرارة

  . )11-4( جدول.  )2011،  وآخرون  Murugan( المستشفى

  Adherence : الالتصاق. 2.7.4

في  المرضیة هو خطوة هامة في تسبب معظم الالتهاباتالطلائیة ریا بالخلایا إن التصاق البكت

السطوح المخاطیة ب الالتصاقریا على قدرة البكتبسبب  وذلكالتهابات المسالك البولیة  ومنها الإنسان

 ممایسبب الادرارمثانة والنمو في للالطلائیة بالخلایا ریا بط البكتتر تحیث   .من المسالك البولیة

  . ) 2006،  وآخرون Lee ( لمثانةل لالتهابا

استعملت لغرض اجراء هذا الاختبار الخلایا الطلائیة المعزولة بالترسیب من عینة الادرار   

، اذ اظهرت نتائج الدراسة الحالیة ان جمیع  البولیة المسالكالوسطي لنساء غیر مصابات بألتهاب 

على الالتصاق بسطوح الخلایا الطلائیة للانسان وبنسبة  القابلیةلها  E. cloacaeعزلات بكتریا 

الباحث ، جاءت هذه النتائج متوافقة مع ما توصل الیه  ) 4-11( جدول ،  )8 4 -(شكل  100%
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 E. cloacae القابلیة على الالتصاق بنسبة  لها

ان  أوضحوااذ  في الحلة )2012 وآخرون ،

وهذا مایفسر  ،%75بنسبة  بالخلایا الطلائیة للانسان

استعمار خلایا الانسان واحداث الاصابة اذ تعد عملیة التصاق البكتریا على سطوح 

ریا لاهداب من الى امتلاك البكت ذلك یعود

Globoceries glycolipid   الموجودة

2000(   

  

تحت العدسة  الملتصقة بالخلایا الظهاریة للانسان

 protease production  

تحلل جزیئات  التي تؤدي وظیفتها المحفزة

هیكلها أو خصائص ل وفقا تیناتو یتم تصنیف البر 

 Protease للبروتین كما  تعد ألانزیمات المحللة

Beshay ، 2003( .    

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

Alkhuzaee ، 2017 ( اذ بین ان بكتریا  في بابلE. cloacae

وآخرون ، AL-Dahmoshi ( من نتائج ولاتقترب  ،

 E. cloacae بالخلایا الطلائیة للانسان القابلیة على الالتصاق لها

استعمار خلایا الانسان واحداث الاصابة اذ تعد عملیة التصاق البكتریا على سطوح قدرة البكتریا على 

یعودو  الخلایا الطلائیة مرحلة اولیة واساسیة لحدوث الاصابة ،

 Type -1- fimbriaنوع المستقبلات ب ترتبط والتيGloboceries glycolipid

2000 ، وآخرون  Laragione( سطوح الخلایا الظهاریة

الملتصقة بالخلایا الظهاریة للانسان E.cloacae خلایا بكتریا : )8-4( شكل

100X  (  

protease production    : انتاج انزیم البروتییز. 

التي تؤدي وظیفتها المحفزةالبروتینیة  إلى مجموعه من الانزیمات proteaseیشیر 

یتم تصنیف البر . صغیرةجزئتها إلى بروتینات تالبروتین الكبیرة و 

كما  تعد ألانزیمات المحللة .) Jayanthi  ،2010و  (Asokanالموقع النشط

Beshay( ریاالبكت أمراضیةواحدة من الأنزیمات المهمة التي تساهم في 

لفصل ا 

)Alkhuzaee

100% ،

E. cloacae بكتریا

قدرة البكتریا على 

الخلایا الطلائیة مرحلة اولیة واساسیة لحدوث الاصابة ،

 fimbriaنوع 

سطوح الخلایا الظهاریةعلى 

شكل

 100X(الزیتیة 

3.7.4 .

یشیر 

البروتین الكبیرة و 

الموقع النشط

واحدة من الأنزیمات المهمة التي تساهم في 
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 الفرزستخدام وسط حلیب إنزیمات البروتییز بإعلى إنتاج  E. cloacaeختبرت قابلیة عزلات أُ 

)Skimmed Milk (، 3نتائج موجبة مقابل (80%)و بنسبة  15من اصل  عزلة 12عطت أذ إ 

تقاربت نسبة العزلات المنتجة  .)11-4 ( جدول ،نتاجها للبروتییزعطت نتائج سالبة لإأ (20%)عزلات 

عزلات لها القابلیة  9حیث وجد ان ) Salman )2006ماتوصل الیه  مع في الدراسة الحالیة للبروتییز

إذ ،  )2018( وآخرون Fajingbesiخالفت نتائج هذه الدراسة نتائج الباحث ،  الإنزیمهذا  على انتاج 

نتائج الدراسة مع  قلا تتطابو ،  %100المنتجة للبروتییز  E.cloacae بكتریا كانت نسبة عزلات

 AL-ammar وكذلك مماتوصل الیه  في بابل )  Alkhuzaee ) 2017 ماتوصل الیه الباحث 

، خالفت نتائج غیر منتجة لانزیم البروتییز في كلا الدراستین عزلاتالجمیع حیث كانت  )2013(

% 12نتجة للانزیم هي معزلات الاذ بین ان نسبة ال )b2011(وآخرون  Hassanالدراسة ماتوصل الیه 

  .وهي تعد نسبة قلیلة بالنسبة لنتائج الدراسة الحالیة 

     : Bacteriocin productionإنتاج البكتریوسین. 4.7.4

افضل الاوساط لإنتاج البكتریوسین لوجود مستقبلات للخلیة البكتیریة في هو  الوسط الصلب ان

هذه في  خدمتاست .  2011)، وآخرون AL-Charrakh(وجودها في الوسط السائلهذا الوسط وعدم 

  إذ أشار الباحث %1خمیرة بنسبة ال خلاصة مضاف الیه T S Aالدراسة وسط أكار الصویا الصلب 

 Riley  انتاج  البكتریا على قدرة خمیرة یزید منال أن إضافة خلاصةالى ) 2003(وآخرون

   . البكتریوسین

لها القدرة على انتاج المضاد  % 33.33 عزلات بنسبة 5 خلال الدراسة الحالیة انظهر من  

وهذا .  )11- 4(جدول ، غیر منتجة للمضاد الحیوي البكتیریوسین %66.66و  ، الحیوي البكتریوسین
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من  %70اذ كانت ) 2013(العتبي  وكذلك ماتوصلت الیه )AL-Taai )2016 لا یتوافق مع دراسة

         الباحث تيدراس نتائج اشارتبینما  . لكلا الدراستینو  البكتریا منتجة للبكتریوسینعزلات لهذه ال

 ) Alkhuzaee  ،2017  (والباحث في بابل ) AL-ammar، 2013 (ذ كانت نسبة في النجف  إ

 ویعتبر . وهذه النسبة مخالفة لنتائج الدراسة الحالیة على التوالي% 12 و %12.5 انتاج البكتریوسین

له التي لمنتجة ریا اوع البكتبنرینحصق ضیط تثبی دىیا بمرللبكتقاتلة فعالیة  ن ذوتیروبالبكتیریوسین 

له رة لمشفت الجیناوان الصلة ایبة رقواع لأنتمتلك مناعة ضد البكتریوسین المنتج من قبلها ، او ا

وتتكون من .  )2014، مصطفى ( الحساسة لهلخلایا على البلازمید في الة ومحمون تكأن ینبغي 

وجین یشفر لبروتین المناعة  Bacteriocin Gene جین إنتاج البكتریوسین:  ثلاث جینات

Immunity Gene ویؤدي إلى عدم تأثر الخلیة المنتجة بالبكتریوسین وجین التحلل Lysis  Gene 

ریا ح البكتن الخلیة المنتجة وقد تصبالذي یشفر لبروتین محلل یساعد في عملیة تحرر البكتریوسین م

قد ینتج عنه فقدان المستقبلات الخاصة  خر ممالآ مقاومة له عند تعرضها إلى طفرات معینة لسبب أو

إلى إن ) 2002( وآخرون  Cursinoوبالتالي تصبح عزلة الاختبار مقاومة ، فقد أشار ، للبكتریوسین

إن تكون العزلات  حدوث تحویر المستقبلات الخاصة للبكتریوسین نتیجة حدوث طفرات تؤدي إلى

،  إلى عدم إنتاج البكتریوسین أصلا یعزى السبب ایضا إلى عدم وجود عزلة متحسسة أو وقد . مقاومة

التي  وإنما تدعم نمو البكتریا وتكاثرها في البیئات ، لاتعد البكتریوسینات من عوامل الضراوة المباشرة

   . )Riley ، 1998( تتواجد فیها كالأمعاء مثلا



           Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل ا 

  

105  

  Haemolysin Production   : الهیمولایسین انتاج انزیم . 5.7.4

واحدى هذه . الحدید من البیئة هاریا المسببة للأمراض عددا من الآلیات لاكتسابالبكت طورت

 الى حدید وبروتین هي إنتاج الهیمولایسین، التي تعمل على تحرر الحدید المعقد داخل الخلایا الآلیات

        .)2002  ، وآخرون  Vergis(یزید تحلل الهیمولایسین من شدة الاصابة  . الهیموغلوبین

نتاجها للهیمولایسین وذلك من خلال عن إالداخلة في الدراسة  البكتیریة العزلات قدرةختبرت أُ 

الحالیة  وقد وجد من خلال الدراسة ، دم الانسانمن  %5المضاف له  الصلب تنمیتها على وسط  الدم

للدم باستثناء عزلة واحدة فقط حللت الدم من نوع غیر محللة  E.cloacae بكتریا ان معظم عزلات

،  للعزلة المنتجة على الوسطالكامل  الدم ظهر تحلل إذ ، %6.66وبنسبة  β-hemolysin بیتا

اذ اظهرت  )2013(وهذه النتیجة مطابقة لما توصلت الیه العبیدي  ، )11-4( جدول )C 3- 4(شكل

ان هذه البكتریا ) b2011( وآخرونHassan كما بین ،  %5.8نسبة العزلات المنتجة للهیمولایسین 

 وآخرون  Ibrahimوتعد نسبة قلیلة مقابل مع ما توصل الیه  ،%18منتجة للهیمولایسین بنسبة 

نوع  المنتجة للهیمولایسینالبكتریا  هذه الى ان نسبة عزلات مفي دراستهو اشار  إذ،  في بغداد )(2015

،  Alkhuzaee (  غیر متوافقة  لما حصل علیه كل من نتائج الدراسة هذهان  ،% 50شكلت  بیتا

جمیعها غیر  عزلاتالفقد كانت  ) Abid ، 2013 ؛ 2013 ، العتبي ؛ Taai-AL  ، 6201 ؛ 2017

غیر منتجة E.cloacae   البكتریاان ) Stenhouse )2008  واشار.  قادرة على انتاج الهیمولایسین

یعود عدم افرازها  .للهیمولایسین على وسط الدم الصلب وهي تعد نتیجة غیر مطابقة للدراسة الحالیة 

ویعد  Aerobactinدعى ید وتمثیله یللهیمولایسین الى انها تمتلك نظام خاص لسحب الحد

 وآخرون Opal (قا لتفسیر الباحثین وف Aerobactin الهیمولایسین الطریق البدیل عند غیاب جینات 
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ــــــــریا العـــــــــــزلات بعض االى ان الذین أشـــــــــــــــارو) 2003(وجماعتـــــــه Simi و )1990 ،  لبكتـــ

E.cloacae  الانزیم هذا ویعتبر واطئة جزیئه بأوزان ولكن الهیمولایسین انزیم انتاج تستطیعالسریریة 

   .البكتریا لهذه الكامنه الضراوة عوامل احد

       Lipase  Prodution : اللایبیزانزیم انتاج  . 6.7.4

منتجة لهذا  یرقید الدراسة كانت جمیعها غ E. cloacae أظهرت نتائج الدراسة الحالیة ان عزلات

 وحیداللمستعمرات في الوسط بوصفه مصدرا حول النمو  بیضاء الانزیم ، إذ لم تظهر منطقة ترسیب

  .لاجل النموغذاء  على ما مخزون فیها من هاللكربون ، ربما یعود السبب الى اعتماد

 لما على انتاج اللایبیز مطابقا E. cloacae عدم قدرة بكتریا تشیر الىالنتائج التي حصلنا علیها 

 ( 1994،  1986مي ومطابقة لما موجود في مصنف بركي لعا) 2007( توصلت الیها العطار

Sneath ؛ 1986،  وآخرون Holt  ،1994 (. الباحث كما اتفقت نتائج الدراسة مع ماتوصل الیه 

Ahmed 2014( وآخرون (والباحث  ، في بغدادHassan وآخرون )b2011( وكذلك ،  في مصر

دراسات سابقة عن قدرة هذه  لم تذكر . في الهند )patel  )2016 و  patelاتفقت مع ماتوصل الیه

  . )11- 4(جدول ،  Lipase على إنتاجریا البكت

  )15عدد العزلات (عوامل الضراوة ل  E.cloacae ریاقدرة انتاج عزلات  بكت  :)11-4( جدول

  % نسبة الإنتاج  عدد العزلات المنتجة عامل الضراوة  Virulence factors ت

  Capsule  15  100%  المحفظة 1

  Adherence 15   100%  الالتصاق 2

  Protease   12   80%  البروتییز 3

  % Bacteriocin 5  33.33  البكتریوسین 4

  % Haemolysin 1  6.66  الهیمولایسین 5

  % Lipase 0 0  اللایبیز 6
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  : Efflux Pump الكشف المظهري عن مضخات الدفق .7.7.4

صبغة  إذ أُستعملت ، EtBr-agar Cart Wheel Method عربةطریقة عجلة ال عملتستأُ 

Ethidium bromide  تتجمع لا  هذه الصبغة وانللكشف عن مضخات الدفق المقاومة للعقاقیر

  .2010 ) ،  وآخرون (Patel البكتیریةداخل الخلیة 

لمضخات  ن إمتلاكهاعللكشف  الداخلة في الدراسة  E. cloacaeبكتریا  عزلة من 15 ختبرتأُ 

بلغت نسبة ،  للكشف المظهري U.V. lightشعة فوق البنفسجیة لأامصدر  إذ أستعمل ، الدفق

كانت  من العزلات 26.67% نسبةإنَّ و  ، %53.33عالیة الكفاءة العزلات التي تمتلك مضخات دفق 

البكتیریة اعطت نتیجة  من العزلات % 20.00إنّ  في حین ، الكفاءة تمتلك مضخات الدفق متوسطة

   . 9.4)(و الشكل ) 412-( وكما مبین في الجدول ، مضخات دفقسالبة ولم تكن تمتلك 

      تمتلك مضخات دفق   E. cloacae كتریابالى ان ) 2005( وآخرون   Murielmasiشارا

 AcrAB-Tolc  ،MexAB-opr ، تساهم انظمة الدفق في نشوء المقاومة المتعددة لمضادات  كما

في  دورا مهمانظمة الدفق أتلعب ) . 2008 ، وآخرون Aurelie(السبروفلوكساسین والنورفلوكساسین 

نظمة أذ تعمل إ ،  )2016،  وآخرونSuresh ( للمضاداترام گ صبغة السالبة ل البكتریاتطور مقاومة 

وبذلك تمكن الأحیاء المجهریة  من تنظیم  ،البكتیریة  خارج الخلیة  ةمضاد الحیاطرح الدفق على 

  . )Kadry  ،2003 ؛  1999،  وآخرون  Pearson(بیئتها الداخلیة 

للمضادات  E. cloacaeالمهمة التي تساهم في مقاومة بكتریا الدفق من الآلیات  أنظمةتعد  

الحیویة و التكیف للظروف البیئیة  وتسهم في مقاومة البكتریا للمطهرات والمضادات الحیویة في 

الیة فان حومن خلال الدراسة ال المستشفیات مما ییسر انتقالها واصابتها للمرضى في المستشفیات 
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التي عزلت من المرضى امتلكت انظمة دفق كفوءة وهذا یتفق 

من خلال الكشف المظهري انها تمتلك 

الحیوي وتمتلك صفة المقاومة  مضخات دفق ذو كفاءة عالیة كانت لها القدرة على تكوین الغشاء

 لمضادات الحیاة ، مقارنة مع العزلات التي كانت متوسطة الكفاءة والتي لا تمتلك لمضخات الدفق

  ) .2014( وآخرون

E.cloacae  المنتجة والغیر منتجة لمضخات

Efflux pumps  

  كفاءة مضخات الدفق

 High efflux pumps                 كفاءة عالیة

 Intermediate efflux pumps  كفاءة متوسطة

  Low efflux pumps      لا تمتلك مضخات دفق

  

 Enterobacter cloacae الكشف المظهري عن مضخات الدفق في بكتریا

Ethidium bromide  مْ لمدة 37 بدرجة حرارة

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

التي عزلت من المرضى امتلكت انظمة دفق كفوءة وهذا یتفق  E. cloacaeعظم العزلات البكتیریة 

  . ) 2012(  وآخرون  Pérezمع نتائج 

من خلال الكشف المظهري انها تمتلك  أظهرتأكدت نتائج الدراسة ان معظم العزلات التي 

مضخات دفق ذو كفاءة عالیة كانت لها القدرة على تكوین الغشاء

لمضادات الحیاة ، مقارنة مع العزلات التي كانت متوسطة الكفاءة والتي لا تمتلك لمضخات الدفق

وآخرون Amaralو  ) 2012( وآخرون Vargaوهذا یتفق مع 

E.cloacaeالنسب المئویة لعزلات بكتریا   :)12-4( جدول

 Efflux pumpsالدفق

  (%) عدد العزلات المنتجة لمضخات الدفق

كفاءة عالیة 8 (%53.33) 

كفاءة متوسطة 4 (%26.67) 

لا تمتلك مضخات دفق  3 (%20.00) 

  

الكشف المظهري عن مضخات الدفق في بكتریا : )9 -  4(شكل 

Ethidium bromideالحاوي على صبغة  TSAبعد التنمیة على وسط 

  . ساعة

لفصل ا 

عظم العزلات البكتیریة م

مع نتائج 

أكدت نتائج الدراسة ان معظم العزلات التي 

مضخات دفق ذو كفاءة عالیة كانت لها القدرة على تكوین الغشاء

لمضادات الحیاة ، مقارنة مع العزلات التي كانت متوسطة الكفاءة والتي لا تمتلك لمضخات الدفق

وهذا یتفق مع 

جدول

عدد العزلات المنتجة لمضخات الدفق

شكل 

بعد التنمیة على وسط 

ساعة 24
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  formation  Biofilm : الغشاء الحیوي تكوین. 8.7.4

 تصاقلالا وطریقة الكونغو احمر وسططریقة  استخدامالغشاء الحیوي ب انتاج عن التحري تم

   .)الالیزا( Micro Titer Plate method (MTP)الدقیقة المعایرة صفیحة  وطریقة بالانابیب

 كانت اذ الحیوي الغشاء عن الكشف في الطرائق افضل الالیزا طریقة بان النتائج خلال من یتضح

من العزلات الداخلة في الدراسة تمتلك  % 40 نّ إ و  %100  بنسبة عزلة 15 الموجبة العزلات عدد

غشیة الحیویة الأ كونتمن العزلات  %60نسبة إنِّ و  ، غشیة الحیویة بشكل قويخاصیة تكوین الأ

 احمر طریقة ثم ومن%) 86.66( وبنسبة عزلة 13 بالأنابیب الالتصاق طریقة تلتها . متوسطبشكل 

 هذه جاءتو ، )13-4(كما في الجدول  الحیويالغشاء تمتلك  %)73.3( وبنسبة عزلة 11الكونغو

 اكثر (MTP)الدقیقة المعایرة صفیحة  طریقة بان )2013( خضر الیه ماتوصلت مع متوافقة الدراسة

 ( الباحث الیه  نتائج الدراسة مع ماتوصل، وتوافقت  الغشاء الحیوي انتاج عن التحري في حساسیة

Alkhuzaee،2017 ( الدقیقة المعایرة صفیحة بالنسبة لطریقة(MTP)  واختلفت النتائج مع الباحث

  .لكلا الطریقتین  %100بالنسبة لطریقة احمر الكونغو حیث كانت نسبة تكوین الغشاء الحیوي 

حیث كانت النتائج لتكوین الغشاء )  AL-Taai  )2016 دراسةخالفت نتائج الدراسة الحالیة مع  

اما بالنسبة الى نتیجة  ،احمر الكونغوو (MTP)قیقة الدالمعایرة صفیحة بطریقتي % 90الحیوي 

خالفت نتائج الدراسة  . وهي مقاربة للدراسة الحالیة% 80فكانت نسبة الانتاج  بالأنابیبالالتصاق 

 كونةالم  E.cloacae بكتریاذ كانت عزلات إ ،) (2016 وآخرون Soaresالحالیة نتائج الباحث 

بینما بلغت نسبة   ،6% وبشكل قوي   (MTP)الدقیقة المعایرة صفیحة بطریقة  غشیة الحیویةللأ

وكانت نسبة العزلات غیر  ، % 47 متوسط بشكل ةغشیة الحیویالأ كونتالتي  E.cloacaeعزلات 
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 Al-Dahmoshi (2012)كما خالفت نتائج الدراسة الحالیة نتائج  . %47 المكونة للأغشیة الحیویة

 ،منها بشكل قوي %  41.6ونسبة % 70.8إذ بلغت نسبة العزلات المكونة للأغشیة الحیویة ، 

بینما بلغت نسبة العزلات  ،29.2% والعزلات المكونة للأغشیة الحیویة بشكل متوسط بلغت نسبتها 

ان هذه البكتریا منتجة ) b2011(وآخرون  Hassan كما بین  .%29.2الغیر مكونة للأغشیة الحیویة 

 الدراسة لاتتفقو  ، وهي مخالفة للدراسة الحالیة %94بنسبة  یقة الالتصاق بالانابیبر للغشاء الحیوي بط

اج الغشاء الحیوي نسبة انت إن اوجدو حیث ) 2012( وآخرون  Al-saadالیه  ماتوصل مع الحالیة

  %.80 بطریقة الالیزا

المعایرة الدقیقة للكشف عن قدرة العزلات  أطباقبان طریقة  )2005( وآخرون Matzاشار كما

على  تكوین الغشاء الحیوي تعد تقنیة قیاسیة لسرعة التصاق الخلایا وتكوین الغشاء الحیوي في 

 سالبة الجزیئات مع) البنفسجیة البلورات( المستخدمة الصبغة ترتبط اذ ، رامگالبكتریا السالبة لصبغة 

 الحیوي الغشاء لتكوین القیاس كامل فتعطي متعددة سكریات من البكتیریة الخلیة سطح على الشحنة

)Harvey البكتریا التصاق عند الحیوي الغشاء لتكوین الاولى الخطوة تكون . )2007،  وآخرون 

 وتكوین الخلایا تجمع ذلك ویتبع) 2011، رونخوآ Quinn ( الخلایا احادیة طبقة وتكون السطح على

 Congoالكونغو احمر أكار طریقة نبا )2009(وآخرونBozkurt  مع تفقكما ی ، صغیرة مستعمرات

red agar حقیقیة غیر نتائج تعطي لانها الحیوي الغشاء تشكیل لقیاس كاختبار تستخدم أن لاینبغي ، 

 عن الكشف من بدلا slime طبقة افراز على القدرة تحدید على یقتصر الاختبار هذا ان خصوصا

 و  Samie( منها ادق الدقیقة المعایرة اطباق طریقة تعتبر لذلك ، مادةال سطح على البكتریا التصاق

Nkgau ، 2012  ؛ Moteeb  ، (2008 ،  تتدرج البكتریا المنتجة في لون مستعمراتها من الاحمر و
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الذي  ) 2002 (وآخرون   Arciola الغامق ودرجاته وتكون في البكتریا السالبة للفحص وردیة اللون

وان ،  )10-4( الشكل في كما ،كار الكونغو الاحمراعمرات على وسط تلون المس حدد مقیاس لتدرج

سبب اختلاف النسب بین دراسة واخرى قد یعود الى عدة عوامل بیئیة تؤثر على تكوین الغشاء الحیوي 

قد و  ، ) Gӧtz )  ،2002 وتعطي نتائج متغایرة منها درجة الحرارة ، الرطوبة ،  الاوكسجین وغیرها 

الدقیقة المعایرة صفیحة  بالنسبة لطریقة سبب إختلاف نتائج الدراسة الحالیة عن الدراسات السابقة یكون

(MTP) Micro Titer Plate method  الى إختلاف مكونات الوسط كأستخدام وسطTSA  او

LB ،  تزداد الكثافة الخلویة في  إذ ،) ساعة 24(او إختلاف فترة الحضن ،  البكتیریةتركیز المزرعة

 ،كما لتركیز الصبغة المستخدمة دور في إختلاف النتائج  ،الغشاء الحیوي كلما ازدادت فترة الحضن 

 (Agarwal %1یعطي نتائج أفضل بالمقارنة عند إستخدام الصبغة بتركیز % 0.5إذ إنّ التركیز 

تعتبر  حیث ، الصفیحة المستخدمة او قد یكون سبب إختلاف النتائج هو إختلاف ) 2011 ، وآخرون

أكثر كفاءة في إلتصاق الاغشیة الحیویة مقارنة  Polystyreneالصفیحة المصنوعة من مادة 

 Carballo ، 2000و  (Sinde   بالصفائح المصنوعة من مواد اخرى كالزجاج او الستیل او الكرانیت

 على المجهریة الاحیاء التصاق في قدرة الحیوي الغشاء یساهم ) . 2002،وأخرون   Djordjevic؛

 الحیویة بالمضادات والمعالجة للمضیف المناعیة الاستجابة من ویحمیها الحیویة الطبیة السطوح

Dunne)  ،2002 ( ،  وقد بینMurugan وآخرون )یحفز قد الحیوي الغشاء تكوین ان )2011 

  . معالجتها تصعب اخرى واصابات البولیة المجاري التهاب زیادة الى ویقود الاستعمار على

 الاغشیة في الخلایا ان الى) 2002(  Tompkinو)  2001(  وآخرون Joseph من كل اشار

 البریتوني الغشاء التهاب اخماج نشوء ارتبط لذلك للمطهرات ومتمیزة عالیة مقاومة تظهر الحیویة
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 Biliarytract الصفراء القناة اصابات

    . الحیوي الغشاء تكوین على بكتریا

والامراض التي یكون  الالتهاباتان البكتریا المنتجة للغشاء الحیوي تكون مسؤولة عن العدید من 

متلاك البكتریا صفة لاوكذلك  للغشاءمن الصعب معالجتها بسبب صعوبة اختراق المضاد الحیوي 

والبلعمة  Opsonisationالمقاومة للعدید من المضادات الحیویة ، ومقاومة الاستساغة 

 Bordi ) وDe Bentzmann  ،2011  ؛

  

مستعمرات البكتریا الغامقة . A :الاحمر

  . البكتریا الغیر منتجة للغشاء الحیوي

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

Periodontitis  الوسطى الاذن التهابو  otitis media  اصاباتو

Infection القلب شغاف والتهاب Endocarditis بكتریاال بقدرة

ان البكتریا المنتجة للغشاء الحیوي تكون مسؤولة عن العدید من 

من الصعب معالجتها بسبب صعوبة اختراق المضاد الحیوي 

المقاومة للعدید من المضادات الحیویة ، ومقاومة الاستساغة 

Phagocytosis والغیر ملائمة والظروف البیئیة المختلفة Bordi )

Hassan  ، 2011وآخرونa . (  

الاحمر بالكونغو اختبار الغشاء الحیوي : )10-4(شكل

البكتریا الغیر منتجة للغشاء الحیوي. B ، المنتجة للغشاء الحیوي

لفصل ا 

Periodontitis

Infection

ان البكتریا المنتجة للغشاء الحیوي تكون مسؤولة عن العدید من 

من الصعب معالجتها بسبب صعوبة اختراق المضاد الحیوي 

المقاومة للعدید من المضادات الحیویة ، ومقاومة الاستساغة 

Phagocytosis

Hassan

شكل

المنتجة للغشاء الحیوي
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  نتائج الغشاء الحیوي بالطرق الثلاث:  )13-4(جدول

 لبكتریا  رقم العزلة

E.cloacae   

Biofilm 

احمر 

 الكونغو

الالتصاق 

 بالانابیب
  الالیزا

Ent.1 -  +  قوي  

Ent.2 +  +  قوي 

Ent.3 +  +  متوسط 

Ent.4 +  +  متوسط 

Ent.5 +  +  متوسط 

Ent.6 +  +  متوسط  

Ent.7 +  +  قوي  

Ent.8 +  +  قوي  

Ent.9 +  +  متوسط  

Ent.10 -  -  متوسط  

Ent.11 -  - متوسط  

Ent.12 + +  قوي  

Ent.13 +  +  متوسط  

Ent.14 + +  قوي  

Ent.15 - +  متوسط  

  86.66%  73.3% النسبة المئویة

%100 

 % 40 = قوي

  % 60=  متوسط

  : qnrB جین و qnrS نتائج التحري عن جینات المقاومة . 8.4

Results of the detection of resistance genes qnrS and qnrB gene 

 quinolone (QRDs)اتاظهرت نتائج التشخیص الجزئي لمحددات المقاومة للكوینولون

resistance determinants المتضمنة جیني qnrS جین  وqnrB  في عزلات بكتریاE.cloacae 

 4(كما موضح في الشكل  %)qnrB 13)86نسبة ظهور جین  البادئات المتخصصة تفوقّ باستخدام 

كما  من العزلات المفحوصة %)80(qnrS 12 على ظهور جین قید الدراسة في العزلات ) 12 -
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من  إذ وجد ان )2007 ، وآخرون Park(توافق مع دراسة ه النتائج توهذ )13 - 4(شكل ال موضح في

ثم جین   qnrBهو الاكثر شیوعا یلیه جین  qnrAفان جین  اتولونینبین جمیع جینات المقاومة للكو 

 qnrS. منها تحمل كلا الجینین بینما ظهر احد ) %73.3( عزلة 11 هذه الدراسة تبین ان بوساطة

وكانت عزلة واحدة فاقدة  ،)   14- 4( جدول الوالموضحة في من العزلات ) %20( 3الجینین في 

بالرغم من ایجابیة الفحص بالاقراص لمضادات الكوینولون وهذا یدل  10 لكلا الجینین وهي العزلة رقم

لم یتم الكشف عنها في هذه التي   aac (6′)-Ib-crاو qnrAعلى انها قد تكون حاملة لجینات اخرى 

  aac (6′)-Ib-cr(الذي وجد ان هذه الجینات  ) 2017 ، وآخرون ( Majlesiوهذا یتفق مع الدراسة 

في مدینة  محمولة على البلازمید وتشفر للمقاومة المتعددة للمضادات في الاشخاص الاصحاء )

 غالبا qnrS جین وان.  الاحجــــام مختلـــفة البلازمیــدات بین تنتقل qnr  جینات وان .همدان في ایران

 تكون التيqnrB وqnrA  جینات بخلاف وهذا اقترانیة وغیر صغیرة بلازمیدات على محمول مایكون

 جینات وان) 2009  ، وآخرون Garcia( واقترانیة الحجم كبیرة ماتكون غالبا بلازمیدات على محمولة

مما یدل على  . ) 2011 ، المرجاني(   Transposone geneمتنقلة جینات تكون ان ممكن المقاومة

 المذكورةفي عزلات هذا النوع البكتیري وفقا للنسب  اتارتفاع نسبة وجود جینات المقاومة للكوینولون

وقد تبین في دراسات ، في دراسة مقاربة في الصین )  2012 ، وآخرون Huang (وهذا یتفق مع 

مقاومة اخرى محمولة ان هذه الجینات مرتبطة مع جینات ) 2006 ، وآخرون  Robicsek( اخرى

 -Extended Spectrum β على نفس البلازمید وهي جینات واسعة الطیف للبیتا لاكتمیز

Lactamase (ESBLs))( . في دراسة )George في الولایات المتحدة تحرت ) 2006 ، وآخرون

،  Citrobacter koseri وجد هذه الجینات في بكتریا  qnrBوجود جینات المقاومة للكونیولون 

Enterobacter cloacae    وEscherichia coli  مرتبطةSHV-12 lactamasefive amino 
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باختلاف في خمسة Open Reading frame (ORF)  وتشفر لها في منطقة الاطار المفتوح

 ، وآخرون Rezazadeh(  وفي دراسة .العزلات المعزولة من الهند فيqnrB امینیة عن  أحماض

امتلكت   E. coliتبین ان عزلات بكتریاZanjan و Qazvin تمت في ایران في مدینتي ) 2016

   .  qnrS1ولون المعتمدة على وجود الیل جینینمقاومة متوسطة للكو 

بالرغم من عدم وجود احد  اتالكوینولون اتمضادالیة تبین وجود مقاومة لمن خلال الدراسة الح

عود هذا الى تمتع العزلات المقاومة بانظمة تدفق حیوي كفوءة یوربما  موضع البحثالجینین اوكلاهما 

او ربما قد تعود إلى امتلاك  )12 - 4(وكما مذكور في جدول والتي تم تقییمها في دراستنا الحالیة 

 انمن ) 2010( وآخرون Høiby ویتفق مع ما توصل الیھ  زلات قابلیة تكوین الغشاء الحیويالع

 للمضادات عالیة مقاومة لظهور خطیرة سریریة مشكلة یمثل الحیوي الغشاء إنتاج على بكتریاال قابلیة

 المضادات انتشار ضعف منها ولةؤ مس لیاتآ عدة الى یعزى وذلك الناضجة الخلایا في الحیویة

 من تبطئ التي الفسیولوجیة والتغیرات الحیویة للاغشیة المكونة السكریات معقد خلال من الحیویة

 الغشاء یمنحه الذي المظهري الشكل في والتغییر والمغذیات الاوكسجین نقص مع وتتكیف النمو معدل

 گرام لصبغة السالبة البكتریا في وخاصة الدفق لمضخات العالي التعبیر الى ضافةبالا للخلیة الحیوي

 الدقیقة الحیة للكائنات الدفق مضخات وتسمح ، الخلیة خارج ةالمذاب المواد الأنظمة هذه تضخ اذ

 والنواتج للمیكروبات المضادة العوامل ذلك في بما السامة المواد إزالة طریق عن الداخلیة بیئتها بتنظیم

 الحیة الكائنات من العدید مقاومة في الحیوي دفقتال مضخات دور على دلیل على العثور وتم الأیضیة

 Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli andمثل الحیویة للاغشیة المنتجة الدقیقة

Candida albicans  )Soto ، 2013 ( . في الإفراط یسببها التي الحیویة للمضادات المقاومة تنشأ 
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 الأفقیة الجینات نقل وخاصة الآلیات من متنوعة مجموعة من للمیكروبات المضادة العوامل استخدام

  .  الحیوي الغشاء تشكیل یسهلها ما غالبا والتي الحیویة للمضادات المقاومة والجینات

 تؤدي والتي ، الحیوي الغشاء في إلیها ینظر التي المظهریة التغیرات أهمیة في المبالغة یمكن لا

 عبر تتواصل الخارجیة البیئة من الحیوي الغشاء داخل المحمیة البكتریا إن ، وراثیة تغییرات إلى

 والتعجیل ، الفوعة وتعزیز ، الجیني التعبیر في كبیرة تغیرات إلى یؤدي مما ، الإشارات نقل مسارات

 الحیویة للمضادات المقاومة وظهور الفوعة زیادة أن الواضح ومن الحیویة للمضادات المقاومة بامتلاك

 والمقاومة الفوعة بین الرئیسیة الجینیة التفاعلات عن الكشف وإن ، تقریبا واحد وقت في تنشأ ما غالبا

 نهایة في یوفر مما جدیدة آلیاتاستهداف  لتحدید ضروري أمر الحیوي للغشاء المنتجة ریاالبكت في

 المتعددة اومةقوالم المتكررةالمزمنة  للعدوى العلاج تحسین في تسهم مضادات اكتشاف المطاف

 و GyrBفعالیة تعود المقاومة الى  وربما )2017 ، وآخرون Schroeder(  الحیویة للمضادات

topoisomerase IV  وهذا یتفق مع ماتوصل الیه)Majlesi ، اذ ان فعالیة )  2017 وآخرون

المحمولان  topoisomerase IVأو  DNA gyraseالمضاد الحیوي السبروفلاكسین یرتبط مباشرة 

ریا من زیادة فعالیة الانزیمین مو البكتیري وفي حالة تمكن البكتعلى الكروموسوم البكتیري مما یثبط الن

لجیني لنسخ الجینات المحمولة على البلازمید فانها تنجو من فعل المضاد الحیوي عبر التعبیر ا

)AliKahani  ؛  2013 ، وآخرونBriales   قد وجد.  )2012، وآخرون Amin و Wareham 

 اتریا التي یتوسطها البلازمید لمضادات الكوینولوناك ثلاث آلیات تفسر مقاومة البكتان هن (2009)

-Ib-re N (aac)یحمي هدف الكوینولونات والیة انتاج  الذي qnrوهي انتاج بروتین 

Acetyltransferases  بتحفیزالذي یقوم acetyl CoA-dependent acetylation  التحویر

 Norfloxacin و Ciprofloxacinالامینوكلایكوساید مثل مضادات الانزیمي لمجموعة الامین في 
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الذي  QepA لیة تدفق المضخة والذي یرتبط آو  للاغشیة الحیویة   E.cloacaeریا ،ان امتلاك بكت

یجعل سلالات  PMQRإن الانتشار المرتفع والمتنوع لجینات الكاره للماء  یخرج الفلوروكوینولون

Enterobacteriaceae مما تهدد استمرار فائدة هذه  اتینولونو فعّالا للجینات المقاومة للك مستودعا

  . )2016،  وآخرون Tomasz( المضادات الحیویة في هذا المجتمعالفئة من 

    qnrSو  qnrB نتائج التشخیص الجزیئي للعزلات البكتیریة بتضخیم جینات:  )14 - 4(جدول

  qnrB qnrS  نوع العزلة  رقم العزلة

Ent.1 E.cloacae +  + 
Ent.2 E.cloacae +  + 

Ent.3 E.cloacae +   -  

Ent.4  E.cloacae +  + 

Ent.5 E.cloacae +  + 

Ent.6 E.cloacae +  + 

Ent.7 E.cloacae +  + 
Ent.8 E.cloacae  +  + 

Ent.9 E.cloacae +  + 
Ent.10 E.cloacae  -   -  

Ent.11 E.cloacae  -  + 
Ent.12 E.cloacae +  + 

Ent.13 E.cloacae +   -  

Ent.14 E.cloacae +  + 

Ent.15 E.cloacae +  + 

  %80  %86.6 لظهور الجینالنسبة المئوبة 

  

في   qnrS هو اعلى قلیلا من تردد جین qnrB یتضح ان تردد جین )11- 4( الشكلومن خلال 

في همدان في ایران   ) 2017 ، وآخرون ( Majlesi  العزلات العراقیة وهو مقارب لما وجده الباحث

 وینعدم وجود الذكر في ایران نفهآمن ان هذین الجینین ینتشران بشكل واسع في العزلات لنفس البكتریا 

  . فیهم qnrA جین
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qnr و qnrB عزلة من بكتریا 15 في 

  

 هوتركیز  كاروزفي هلام الا  qnrB الترحیل الكهربائي لنواتج تضخیم جین

Ethidium bromide  في محلول  TBE 1X 

 DNA  (2000 bp-100bp)   ویظهر

N 15-1 الاعمدة. یمثل العینة السالبة 

، 2 ،  3، 4 ،  5، 6 ،7 ، 8 ، 9 ، 12 ، 

  .فلا تحتوي على الجین   

86.6

النسبة المئویة للجین

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

 qnrSالنسبة المئویة لظهور جیني : )11-4( شكل

E.cloacae  

الترحیل الكهربائي لنواتج تضخیم جین : )12- 4(شكل 

 Ethidium bromideمن صبغة مل /ملغم  0.5الحاوي على 

DNA Ladder وبإستعمال ولمدة ساعة 2سم/فولت 5

N، المسار  ةزوج قاعد 100ویبدا من  M في العمود الاول

،1 إذ تبُّین المسارات  . ةزوج قاعد 595 حزم الجین وحجمها

 11 ،10 أما المسارات  ، qnrBوجود الجین  15 ، 14

80

النسبة المئویة للجین

qnrS

qnrB

لفصل ا 

شكل

E.cloacae

شكل 

الحاوي على % 1.5

5وفولتیة 

في العمود الاول

حزم الجین وحجمها

13  ،14
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qnr 1.5 في هلام الاكاروز وتركیزه %

Ethidium bromide  في محلول  TBE 1X  5وفولتیة 

(2000 bp-100bp   ویظهر في العمود

حزم الجین  15-1 الاعمدة. یمثل العینة السالبة

 ،  6 ، 7   ،8 ، 9 ، 11 ، 12 ، 14 ، 

  . فلا تحتوي على الجین

سلالات مقاومة عالیة  نتخاب، لأنه قد یسهل ا

، هناك حاجة كبیرة للحصول على معرفة أكثر تفصیلا عن 

في  المستفیضة ، وینبغي إجراء المزید من الدراسات

استراتیجیات فعالة لمكافحة العدوى والسیطرة الصارمة على العدوى لمنع 

 Results and Discussion                النتائج والمناقشة/  الرابعلفصل 

qnrS الترحیل الكهربائي لنواتج تضخیم جین :)13-4(شكل 

 Ethidium bromideمن صبغة مل /ملغم  0.5الحاوي على 

(DNA Ladder 100bp وبإستعمالولمدة ساعة  2سم

M المسار ةزوج قاعد 100 من ویبدا ،N یمثل العینة السالبة

5 ،  4،  2، 1إذ تبُّین المسارات  . ةزوج قاعد 599 

فلا تحتوي على الجین 13 ، 10 ، 3 أما المسارات ، qnrSوجود الجین 

، لأنه قد یسهل ا إن ارتباط محددات المقاومة هذه یبعث على القلق

، هناك حاجة كبیرة للحصول على معرفة أكثر تفصیلا عن  للأدویة المتعددة في بعض المجتمعات

، وینبغي إجراء المزید من الدراسات جینات المقاومة المختلفة في سلالة المعویة

استراتیجیات فعالة لمكافحة العدوى والسیطرة الصارمة على العدوى لمنع  تسهم في وضع  هذا المجال

  . لعراقفي ا لسلالات مقاومةحدوث تفشي محتمل 

لفصل ا 

شكل 

الحاوي على 

سم/فولت

M الاول

 وحجمها

وجود الجین  15

إن ارتباط محددات المقاومة هذه یبعث على القلق

للأدویة المتعددة في بعض المجتمعات

جینات المقاومة المختلفة في سلالة المعویةرابطة 

هذا المجال

حدوث تفشي محتمل 
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  :  Conclusionsالاستنتاجات    

الادرار  من عینات  Enterobacter cloacaeاظهرت النتائج ان اعلى نسبة عزل لبكتریا -1

تمتلك عوامل الضراوة المتمثلة   Enterobacter cloacaeعزلات معظم ، وان الدم و

 هایز وامتلاكوالبروتی قدرة الالتصاق على الخلایا الطلائیةو  بأنتاج الغشاء الحیوي والمحفظة

 ، لها القدرة على انتاج البكتریوسین والهیمولایسین وبعضها ، دفق عالیة الكفاءةالمضخات 

 .ان البكتریا غیر منتجة لانزیم اللایبیزكما اظهرت النتائج 

المرضى المعزولة من  Enterobacter cloacae كانت اقل نسبة مقاومة اظهرتها بكتریا -2

اذ تعد ، على التوالي Norfloxacin وGatifloxacin ، Ofloxacin ات هي لمضاد

 المتعددة المقاومة عزلاتال بعضكما اظهرت  ،هذه المضادات الافضل فعالیة تجاه البكتریا

 . ینولونات قید الدراسةو لمضادات الك

ات لمضاد المقاومة Enterobacter cloacae بكتریا عزلات اغلباظهرت الدراسة احتواء  -3

 . لمشفرة لصفة مقاومة الكوینولوناتا )qnrS و qnrB( على جیني الكوینولونات

 Enterobacter لعزلات اظهرت نتائج الشجرة الوراثیة تشابه الجین التشخیصي  -4

cloacae المحلیة  مع العزلات العالمیة المسجلة في بنك الجینات  . NCBI 

 عزلات بكتریا نبی16S rRNA  للجین التشخیصي النیوكلیوتیديتسلسل لتسجیل جدید ل -5

Enterobacter cloacae على المستوى المحلي والعالمي باستخدام جهازAB DNA 

sequencing system التشخیصي وذلك لامتلاكها طفرات وراثیة في هذا الجین . 
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 Recommendation :  التوصیات

المسؤلة عن  qnrDو  qnrCو  qnrAدراسة جزیئیة موسعة للكشف عن جینات  إجراء -1

 .المرضیة والبیئیة  Enterobacter cloacaeوغیرها في عزلات بكتریا  مقاومة الكوینولونات

یا الموجبة في البكتر  لاسیما البكتیریة الاخرى الأنواعفي  qnrدراسة عن انتشار جینات  إجراء -2

 .  لصبغة كَرام

 . RT-PCR (Real time PCR(باستخدام تقنیة  qnrجینات ل دراسة التعبیر الجیني -3

 .  ینولوناتو لمضادات الكفي المقاومة   Efflux pumpتحدید دور مضخات الدفق  -4
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  استمارة المعلومات الخاصة بالمرضى)  1( ملحق 

  ت
اسم 

  المریض
  مراجع/راقد  العمر  الجنس

نوع 

  العینة

مكان 

  العزل

نتیجة 

  الزرع

تاریخ جمع 

  العینة

1                 

2                 

3                 

4                 

5                 

6                 

7                 

8                 

9                 

10                 
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  DNA Ladderالدلیل الحجمي المستخدم في الدراسة  )  2( ملحق 
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  المستخدم في الدراسة PCR PreMix)  3( ملحق 
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والنتائج الموجبة والسالبة لكل  Api 20Eالاختبارات الموجودة في نظام )  4( ملحق 

  .اختبار

  الموجبةالنتیجة   النتیجة السالبة  الاسم الكامل الاختبار المختصر  ت

1  
ONPG 

Orthonitropheny 
l- β-D-

galactopyranoside 
  اصفر  عدیم اللون

2 ADH 
Arginine 

dihydrolyase 
  برتقالي \احمر  اصفر

3 LDC 
Lysine 

decarboxylase 
  برتقالي \احمر  اصفر

4 ODC 
Ornithine 

decarboxylase 
  برتقالي \احمر  اصفر

5 
CIT Citrate utilization 

 \اخضر شاحب

  اصفر

 \ازرق مخضر

  ازرق

6 H2S Hydrogen sulfide اسود  رمادي\عدیم اللون  

7 URE 
Urease 

production  
  وردي  اصفر

8 TDA 
Tryptophan 
deaminase 

  جوزي  اصفر

9 IND Indole production حلقة وردیة  عدیم اللون  

10 
VP Vogas proskaur 

وردي \عدیم اللون

  شاحب
  احمر \وردي

11 

GEL  

 

Gelatin 
liquefactions  

لا یحدث انتشار 

  للصبغة السوداء

یحدث انتشار 

  للصبغة السوداء

  تخمیر السكریات  

12 GLU Glucose أصفر  أزرق  
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13 MAN Mannitol أصفر  أزرق  

14 INO Inositol أصفر  أزرق  

15 SOR Sorbitol أصفر  أزرق  

16 RHA Rhamnose  أصفر  أزرق  

17 SAC Sucrose أصفر  أزرق  

18 MEL Melibiose أصفر  أزرق  

19 AMY Amygdalin أصفر  أزرق  

20 ARA Arabinose أصفر  أزرق  
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 Enterobacter spp.ة لبكتریا ئج اختبار حساسیة المضادات الحیاتینتا)  5( ملحق 

  .عزلة والمعلومات الخاصة لكل 

  رقم العزلة
NA 
30 

LEV 
5 

NOR 
10 

GAT 
5  

CIP 
5 

OFX 
5 

  العمر  الجنس  نوع العزلة
مصدر 

  العینة

حالة 

  المریض

Ent.1 R I S  S  S  S  E.cloacae F  20 Blood راقد 

Ent.2 R S  S  S  S  S  E.cloacae M 30 Blood  راقد 

Ent.3 R  S  I  S  S  S  E.cloacae M 20 Blood  راقد 

Ent.4  R  S  S  S  I  I  E.cloacae M 65 Blood  راقد 

Ent.5 R  S  S  S  I S  E.cloacae M 25 Blood  راقد 

Ent.6 R  S  I  S  R S  E.cloacae M 25 Blood  راقد 

Ent.7 R  R  S  S  S  S  E.cloacae M 43 Urine مراجع 

Ent.8 R  S  S  S  I  S  E.cloacae F  49 Urine  مراجع 

Ent.9 R  S  S  I  S  I  E.cloacae F  58 Urine  مراجع 

Ent.10 I S  S  S  R  S  E.cloacae F  44 Urine  مراجع 

Ent.11 I R  R  S  R  S  E.cloacae F  67 Urine  مراجع 

Ent.12 R  R  R I  S  I E.cloacae F  56 Urine  مراجع 

Ent.13 R  R  R  R  R  R E.cloacae F  52 Urine  مراجع 

Ent.14 R  R  I S  R  S  E.cloacae M  38 wound راقد 

Ent.15 R  R  I S  S  S  E.cloacae F  42 Urine  مراجع 

                      

                      

Ent.16 I S  S S  S  S E.cloacae F  65 Urine  مراجع 

Ent.17 I  S  S  S  S  S  E.cloacae F  38 Urine  مراجع 

Ent.18 I  S  S  S  S  S  E.cloacae F  50 Urine  مراجع 

Ent.19 I  S  S  S  S  S  E.cloacae M  60 Urine  مراجع 

Ent.20 I  S  S  S  S  S  E.cloacae M  35 wound  راقد 

Ent.21 I  S  S  S  S  S  E.cloacae F  66 Urine  مراجع 

Ent.22 S  S  S  S  S  S  E.cloacae M  30 Blood  مراجع 

Ent.23 S  S  S  S  S  S  E.cloacae M  65 Blood  مراجع 

Ent.24 S  S  S  S  S  S  E.cloacae M  63 Blood  راقد 

Ent.25 I  S  S  S  S  S  E.sakazakii  M  44 Blood  راقد 

Ent.26 S  S  S  S  S  S  E.sakazakii  F  37 Blood  راقد 

Ent.27 S  S  S  S  S  S  E.sakazakii  M  48 Blood  راقد 

Ent.28 S  S S S  S S E.sakazakii  F  27 Blood  راقد 

Ent.29 S S  S S  S S E.sakazakii  M  45 Blood  راقد 

Ent.30 I  S  I  S S S E.cloacae F  40 Urine  مراجع 

Ent.31 S S  S S S S E.cloacae F  54 Urine  مراجع 

Ent.32 S S S S S S E.cloacae M  45 Urine  مراجع 

Ent.33 S S S S S S E.cloacae F  25 wound  راقد 

  

  I  العزلھ المتوسطة المقاومة،  S  الحساسةالعزلة     ،    Rالعزلة المقاومة 
NA= Nalidixic acid , LEV= Levofloxacin   , CIP= Ciprofloxacin ,  
 
NOR= Norfloxacin   , OFX= Ofloxacin , GAT= Gatifloxacin   
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  خصائص البوادئ المستعملة )  6( ملحق 

N+ Primers ODs Pmoles* 
Total  
nmole 

Scale 
Umoles 

Length 
Mer 

G≡C 
Content 

TM 
C  ̊

M.W 
g/mole 

1 16S rRNA/F 2.0 114.3 11.4 0.025 18 44.4 50.9 5529.5 

2 
16S rRNA  

/R 
2.0 102.9 10.3 0.025 20 60.0 61.3 6126.9 

3 qnrB /F 3.0 147.1 14.7 0.025 21 52.4 60.1 6415.1 

4 qnrB  /R 3.0 149.2 14.9 0.025 21 57.2 61.2 6400.1 

5 qnrS /F 2.0 97.9 9.8 0.025 20 35.0 50.5 6077.9 

6 qnrS  /R 2.0 104.6 10.5 0.025 20 35.0 50.8 6121.9 

  

ODs : Optical Density  

  . : Volume for 100 pmoles \ ul .Picomoles *  

TM : Temperature Melting .  

M . W : Molecular weight . 

  

لعزلات   16S rRNAللجین التشخیصي  سكونس Blastنتائج تطابق   ) 7( ملحق 
  . المعزولة من تجرثم الدم 4 و 3 و 2 و 1  رقم  E.cloacaeبكتریا

>Seq1  E. cloacae 16S rRNA Iraq 2017 

TAATCGCGCTACCATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAA

TGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCACAACGTCGCAAGACCAAAG

AGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGG

CGACGATCCCTAGTTGGTCTGAGAGGATGACCTACCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCCC

CTGTGGGGAATATTGCACAGGGGGCACAAGCCTGGTGGAACTTTGTCGGGTGTATGAAGAAGGGATTGGGGTTGTAAA

GTACTTTCAACGAAGCCGAAGGCGACAGGGTTTGTGCGGCCCCCCCTCAATTTTTCTGGGTTTAAACCTTGCTGCCTT

CTTCCCGGCGGGGTCCT 

Enterobacter cloacae gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain 
:  MHA 
Sequence ID: LC322252.1Length: 499Number of Matches: 1 
Related InformationRange 1: 15 to 499 
 
 
 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1244518092?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0ZF6X542014
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Score Expect Identities Gaps Strand 

896 bits(485) 0.0 485/485(100%) 0/485(0%) Plus/Plus 

Query  1    TAATCGCGCTACCATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAG  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  15   TAATCGCGCTACCATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAG  74 

 

Query  61   TGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAA  120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  75   TGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAA  134 

 

Query  121  CGGTAGCTAATACCGCACAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCC  180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  135  CGGTAGCTAATACCGCACAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCC  194 

 

Query  181  ATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGA  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  195  ATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGA  254 

 

Query  241  TCCCTAGTTGGTCTGAGAGGATGACCTACCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC  300 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  255  TCCCTAGTTGGTCTGAGAGGATGACCTACCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC  314 

 

Query  301  TACGGGAGGCCCCTGTGGGGAATATTGCACAGGGGGCACAAGCCTGGTGGAACTTTGTCG  360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  315  TACGGGAGGCCCCTGTGGGGAATATTGCACAGGGGGCACAAGCCTGGTGGAACTTTGTCG  374 

 

 

Query  361  GGTGTATGAAGAAGGGATTGGGGTTGTAAAGTACTTTCAACGAAGCCGAAGGCGACAGGG  420 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  375  GGTGTATGAAGAAGGGATTGGGGTTGTAAAGTACTTTCAACGAAGCCGAAGGCGACAGGG  434 

 

Query  421  TTTGTGCGGcccccccTCAATTTTTCTGGGTTTAAACCTTGCTGCCTTCTTCCCGGCGGG  480 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  435  TTTGTGCGGCCCCCCCTCAATTTTTCTGGGTTTAAACCTTGCTGCCTTCTTCCCGGCGGG  494 

 

Query  481  GTCCT  485 

            ||||| 

Sbjct  495  GTCCT  499 

 

>Seq2  E. cloacae 16S rRNA Iraq 2017 

 
CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGC
GAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTT
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCC
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GAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCG
ACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCG
GTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGT
TTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCCGTGCTTCTTCTGCGGGTA
ACGTCAATTGCTGAGGTTATTAACCTCAACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCAT
ACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCG
TGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCGTTACCCCACCTA
CTAGCTAATCCAT 

 

Enterobacter cloacae strain 704SK10, complete genome  
Sequence ID : CP022148.1Length : 4876946Number of Matches: 8 
Related InformationRange 1: 3293899 to 3295001 

 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2032 bits(1100) 0.0 1102/1103(99%) 0/1103(0%) Plus/Plus 

Query  1        CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATG  60 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3293899  CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATG  3293958 

 

Query  61       AGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTA  120 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3293959  AGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTA  3294018 

 

Query  121      GCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCAC  180 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294019  GCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCAC  3294078 

Query  181      TGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTC  240 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294079  TGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTC  3294138 

 

Query  241      GTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT  300 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294139  GTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT  3294198 

 

Query  301      CTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGG  360 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294199  CTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGG  3294258 

 

Query  361      TAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCG  420 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294259  TAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCG  3294318 

 

Query  421      TCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTT  480 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1213431012?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=0WWRBA47014
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                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294319  TCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTT  3294378 

 

Query  481      AGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGA  540 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294379  AGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGA  3294438 

 

Query  541      CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTG  600 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294439  CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTG  3294498 

 

Query  601      TCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACA  660 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294499  TCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACA  3294558 

 

Query  661      CCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAG  720 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294559  CCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAG  3294618 

 

Query  721      GTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAG  780 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294619  GTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAG  3294678 

 

Query  781      TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCC  840 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct  3294679  TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCG  3294738 

 

Query  841      GTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGAGGTTATTAACCTCAACACCTTCCTCCCC  900 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294739  GTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGAGGTTATTAACCTCAACACCTTCCTCCCC  3294798 

 

Query  901      GCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGC  960 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294799  GCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGC  3294858 

 

Query  961      TTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTC  1020 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294859  TTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTC  3294918 

 

Query  1021     AGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCG  1080 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294919  AGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCG  3294978 

 

Query  1081     TTACCCCACCTACTAGCTAATCC  1103 

                ||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3294979  TTACCCCACCTACTAGCTAATCC  3295001 
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>Seq3 E. cloacae 16S rRNA Iraq 2017 

CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGC
GAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTT
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCC
GAAGGCACCAAAACATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTGAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCG
ACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACACTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCG
GTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGT
TTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTA
ACGTCAATCGACAGGGTTATTAACCCTGTCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCAT
ACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCG
TGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCGTTACCCCACCTA
CTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGT
ATTAGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCA
GCGAAGCAGCAAGCTGCTTCCTGTTACCGTTCGACT 

 

Enterobacter cloacae strain AR_0050, complete genome 
Sequence ID: CP021896.1Length: 4700719Number of Matches: 8 
Related Information 

Range 1: 361412 to 362695GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 
Alignment statistics fo r match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2355 bits(1275) 0.0 1281/1284(99%) 0/1284(0%) Plus/Plus 

Query  1       CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATG  60 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361412  CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATG  361471 

 

 

Query  61      AGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTA  120 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361472  AGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTA  361531 

 

Query  121     GCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCAC  180 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361532  GCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCAC  361591 

 

Query  181     TGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTC  240 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361592  TGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTC  361651 

 

Query  241     GTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT  300 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361652  GTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT  361711 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1208610512?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0ZDZ20RP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1208610512?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0ZDZ20RP015&from=361412&to=362695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1208610512?report=graph&rid=0ZDZ20RP015%5b1208610512%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=361348:362759&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
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Query  301     CTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAACATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGG  360 

               |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361712  CTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGG  361771 

 

Query  361     TGAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCG  420 

               | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361772  T|AAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCG  361831 

 

Query  421     TCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTT  480 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361832  TCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTT  361891 

 

Query  481     AGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGA  540 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361892  AGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGA  361951 

 

Query  541     CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACACTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTG  600 

               ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361952  CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTG  362011 

 

Query  601     TCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACA  660 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362012  TCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACA  362071 

 

Query  661     CCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAG  720 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362072  CCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAG  362131 

 

Query  721     GTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAG  780 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362132  GTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAG  362191 

 

Query  781     TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCG  840 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362192  TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCG  362251 

 

Query  841     GTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGACAGGGTTATTAACCCTGTCGCCTTCCTCCCC  900 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362252  GTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGACAGGGTTATTAACCCTGTCGCCTTCCTCCCC  362311 

 

Query  901     GCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGC  960 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362312  GCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGC  362371 

 

Query  961     TTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTC  1020 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362372  TTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTC  362431 
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Query  1021    AGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCG  1080 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362432  AGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCG  362491 

 

Query  1081    TTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTC  1140 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362492  TTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTC  362551 

 

Query  1141    CCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCC  1200 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362552  CCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCC  362611 

 

Query  1201    TCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCAGCGAAGCAGCAA  1260 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362612  TCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCAGCGAAGCAGCAA  362671 

 

Query  1261    GCTGCTTCCTGTTACCGTTCGACT  1284 

               |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362672  GCTGCTTCCTGTTACCGTTCGACT  362695 
 

 

>Seq4 E. cloacae 16S rRNA Iraq 2017 

AGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCT

GATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCC

TCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG

TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA

CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAG

GAAGGCGACAGGGTTAATAACCCTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG

CGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGT

GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGG

TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCATG

TGCAAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGC

CTTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG

AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGAC

ATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT

GTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAA

AGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACA

CGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGAT

TGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGATAATCG 

Enterobacter cloacae strain AR_0050, complete genome 
Sequence ID: CP021896.1Length: 4700719Number of Matches: 8 
Related InformationRange 1: 1737032 to 1738325 

 
Score Expect Identities Gaps Strand 

2374 bits(1285) 0.0 1291/1294(99%) 0/1294(0%) Plus/Plus 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1208610512?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0Y690C9A015
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Query  2        AGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTA  61 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737032  AGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTA  1737091 

 

Query  62       ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCA  121 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737092  ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCA  1737151 

 

Query  122      TAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGAT  181 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737152  TAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGAT  1737211 

 

Query  182      GGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAG  241 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737212  GGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAG  1737271 

 

Query  242      AGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG  301 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737272  AGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG  1737331 

 

Query  302      GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCC  361 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737332  GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCC  1737391 

 

Query  362      TTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGACAGGGTTAATAACCCTGTCGAT  421 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737392  TTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGACAGGGTTAATAACCCTGTCGAT  1737451 

 

Query  422      TGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA  481 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737452  TGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA  1737511 

 

Query  482      GGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTC  541 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737512  GGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTC  1737571 

 

Query  542      GGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCT  601 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737572  GGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCT  1737631 

 

Query  602      TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC  661 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737632  TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC  1737691 

 

Query  662      CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCATGTGCAAAAGCGTGGGGAGC  721 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| |||||||||||||| 

Sbjct  1737692  CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC  1737751 
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Query  722      AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGC  781 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737752  AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGC  1737811 

 

Query  782      CTTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC  841 

                | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737812  CCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC  1737871 

 

Query  842      AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA  901 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737872  AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA  1737931 

 

Query  902      TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGG  961 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737932  TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGG  1737991 

 

Query  962      ATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTG  1021 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1737992  ATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTG  1738051 

 

Query  1022     AAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGG  1081 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1738052  AAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGG  1738111 

 

Query  1082     CCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT  1141 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1738112  CCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT  1738171 

 

Query  1142     CATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGC  1201 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1738172  CATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGC  1738231 

 

Query  1202     GACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA  1261 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1738232  GACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA  1738291 

 

Query  1262     CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG  1295 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1738292  CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG  1738325 

 

 

 

 



 Appendix                                                         الملاحق 

 

167 

 1 رقم موقع تسجیل العزلة )8( ملحق

 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC322252  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC322252
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A 

SUMMARY 

The study included 333 clinical samples of both genders and different age 

groups, distributed among 215 samples of patients who were not in the hospital 

and 118 samples of patients who were in Baqubah teaching Hospital and Al-

Batool Teaching Hospital, from February  to June 2017. The percentage of 

isolation of Enterobacter was 33 (16.01%) and 28 (84.84%) isolates were from 

Enterobacter cloacae and 5 (15.15%) isolates of Enterobacter sakazakii. The 

percentage of isolates from the wound was 3 (9.09%) and the urinary tract 

infections Was 16(48.48%) and 14(42.42%) of the blood . The identification of 

isolates was done by API20E system and ViTEK2 device as well as the cultural 

and microscopic astudies and the the traditional and molecular phenotypic and 

molecular tests using the traditional sequence polymerase polymerization of 

16S rRNA and then the sequencing of this gene amplified with PCR technology 

and their compatibility with the NCBI database For four samples and draw the 

tree of genetic convergence compared to the global isolates as they 

corresponded to 99-100% of the species Enterobacter cloacae. The sample 

sequence 1 was recorded and got the serial number LC322252 Accession 

Numbers for the isolates was recorded in the database at the NCBI World 

Genebank Center.  

The sensitivity of isolates to quinoolones was selected. Six types of 

quinolones were selected using the Kerby-Bauer method to determine the 

sensitivity of the isolates towards them. the results showed that the Gatifloxacin 

and Ofloxacin were the most effective types of quinolones against Enterobacter 

cloacae and Enterobacter sakazakii isolates, The resistance was 3.03% While 

Nalidixic acid and Levofloxacin resistance are 39.39% and 15.15% respectively 

.Norfloxacin isolates with 9.09% and Ciprofloxacin was 12.12%. The results 

also showed that isolates showed multiple resistance to the different types of 

quinolones that used in the study. The minimmum inhibitory concentration 

MIC of Ciprofloxacin, Nalidixic acid was determined by the sequential 
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B 

clustering method of 15 quinolone-resistant isolates. The results for the 

Ciprofloxacin were between 2-1024 mg / mL. For Nalidixic acid, MIC values 

were between 16-1024 mg / mL.  

The results of the investigation of the virulence factors of the Enterobacter 

cloacae Resistant to quinolones showed that all isolates had the ability to form 

the capsule and its ability to adhere to the surfaces of human epithelial cells by 

100%, while 11 isolates out of 15 isolated bacteria had the ability to form the 

red membrane in Congo-red With 73.3% and 13 isolates with 86.6% produced 

by adhesion to tubes , All isolates were produced from the biomass and 100% 

by a Micro Titer Plate method, of the isolates was classified into high biofilm 

former 6 (40%), and moderate biofilm former 9 (60%) of the biosynthetic 

isolates of the Enterobacter cloacae.  As for efflux pumps, eight isolates had 

possessed efflux pumps with high efficiency 53.33%. The results showed that 

bacteria were able to produce bacteriosin by 33.3% and by hemoglobin 

production of 6.6%. In the production of lipase and protease, the bacteria were 

not produced by lipase and Protease produced by 80%.  

The bacterial DNA extraction was performed for Enterobacter cloacae. The 

PCR reaction was carried out for the quinolone isolates using the specialized 

gates targeting the specific sequence of the qnrB and qnrS genes. The results 

showed that 13 isolates out of 15 isolates possessed qnrB gene, 86.6% For qnrS 

gene, the results showed that 12 isolates out of 15 isolates under study had this 

gene and 80%. 
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