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 الشكر والتقدير

لله رب العالمين والصلاة والسلام على رسول رب العالمين محمد والشكر الحمد 
 الطيبين الطاهرين. هوعلى اله وصحبالصادق الامين 
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الدكتورة رنا مجاهد عبد الله الشويخ لتفضلها علي  الاستاذالى استاذتي الفاضلة 

باقتراح موضوع البحث والاشراف عليه ولتوجيهاتها النيرة وارشاداتها السديدة التي 
حتذى به في البحث وكتابة الرسالة فكانت خير مثال ي قدمتها طوال مدة البحث

 العلمي .

كما اتوجه بجزيل الشكر الى عمادة كلية التربية ابن الهيثم والى رئاسة قسم علوم 
عدة واهتمام ابدوه من مسالما  محسن ثامر عبد الشهيد المتمثلة بالدكتورالحياة 

 عنا خير الجزاء .  فجزاهم الله

لاسيما طلبة الدراسات العليا  واخيرا اتوجه بالشكر والامتنان الى زملائي وزميلاتي من
ر مقصود ولكل من ساعدني بكلمة او فعل مقصود او غيم.م. عمر سنان الزيدي 
  فجزاهم الله خير الجزاء.
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  الخلاصة 

المعزولة Escherichia coli  عن أنظمة الدفق التي تمتلكها بكتريالكشف هذه الدراسة الى ا تهدف      

 بولعينة سريرية من  011جمعت  . اذالمسالك البولية وعلاقتها بالمقاومة للمضادات الحيوية اصاباتمن 

من عدة مستشفيات في وتحت اشراف الطبيب المختص المسالك البولية  اصاباتالمرضى الذين يعانون من 

المركزي التعليمي ومستشفى ، مستشفى الطفل الامامين الكاظمين )ع( التعليمي بغداد شملت ) مستشفى مدينة

من  للمدة ،ة الطفل التعليمي في مدينة الطب(ومستشفى حمايبغداد التعليمي والمختبرات التعليمية 

 .0/01/8102ولغاية  01/7/8102

الجزيئي عن الجين تم تأكيد تشخيصها بالكشف بعدها و ، بالطرائق التقليديةشخصت العزلات البكتيرية       

عزلة سريرية تعود  01تم الحصول على  ( إذPCRتفاعل البلمرة المتسلسل ) بتقانة 16SrRNAالتشخيصي 

 .E. coli للنوع

كانت متعددة المقاومة  E. coliاظهرت نتائج اختبار الحساسية للمضادات الحيوية ان بكتريا       

مقاومة للمضاد  عزلة%( 011) 01، فكانت  multidrug resistance (MDR)للمضادات الحيوية 

عزلة  %erythromycin ، 97 (49)مقاومة للمضاد الحيوي  عزلة %carbenicillin  ،94 (42) الحيوي 

 %ceftazidime ،82 (77)عزلة مقاومة للمضاد الحيوي  %rifampin ،99 (22)مقاومة للمضاد الحيوي 

 novobiocin ،88عزلة مقاومة للمضاد الحيوي  %cefotaxime ،87 (79)عزلة مقاومة للمضاد الحيوي 

عزلة مقاومة للمضاد الحيوي %tetracycline ،87 (08 )عزلة مقاومة للمضاد الحيوي  %(77)
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  II 
 

ciprofloxacin ،00 (81)%  عزلة مقاومة للمضاد الحيويgentamicin مقاومة  %(9) تانعزل و

 . nitrofurantoinللمضاد الحيوي 

وبدرجات   biofilmلغشاء الحيوي كانت مكونة ل لة بكتيريةعز  %(41) 90اظهرت النتائج ان

 عزلات %strong adherent ،7 (08) بدرجة قوية للغشاء الحيوي مكونة  %(9) عزلتان، فكانت  مختلفة

للغشاء مكونة عزلة  %(79) 87و  moderately adherent بدرجة متوسطة للغشاء الحيوي مكونة  ةبكتيري

 .weakly adherent بدرجة ضعيفة الحيوي 

 80ان  efflux pumpsعن مضخات الدفق phenotype  المظهري اظهرت نتائج الكشف 

 .مضخات الدفقتمتلك كانت  عزلة بكتيرية %(71)

 المشفرة عن بروتيني مضخة acrBو  acrA جينينلل molecularالجزيئي تم اجراء الكشف 

%acrB 01 (011 )و  acrA ينالعزلات البكتيرية التي تمتلك كل من الجينعدد بينت النتائج ان ، فقد الدفق

زوج  acrB 017و   acrA ينللجينان الوزن الجزيئي . و اظهرت نتائج الترحيل الكهربائي زلة لكل منهماع

 .التوالزوج قاعدة على  010قاعدة و

 للجين التشخيصي بالنسبة E40و E27 التابع للعزلات البكتيرية لدنابينت نتائج التحليل التتابعي ل

16SrRNA تعود الى بكتريا %( 011نها كانت بنسبة )اE. coli   في بنك الجينات كما هو موجود

 .national center for biotechnology informationالامريكي 
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11 

1-5 
 effluxالعلاقة بين الكشف المظهري والكشف الجيني عن مضخات الدفق 

pumps  والقابلية على تكوين الغشاء الحيويbiofilm  في بكتريا       
E. coli 

14 
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 Introduction and literature reviewالمقدمة واستعراض المراجع  .1

 :Introductionالمقدمة  1.1

السالبة لصبغة  Enterobacteriaceaeافراد العائلة المعوية  ىهي احد Escherichia coliبكتريا       

 ،facultative anaerobic، هوائية او لا هوائية اختيارية ية الشكل، متحركة او غير متحركةعصو  كرام،

، Sorbetoleوسكر السوربتول  ramenoseواغلبها مخمرة لسكر الرامنوز  lactoseمخمرة لسكر اللاكتوز 

 ; Wanger et al., 2017) ( م  63-63لحرارة المثلى لنموها )درجة ا ، β-glucoronidaseمنتجة لإنزيم 

Jawetz et al., 2016 )،  موجبة لأختبار الكتاليزcatalase  وسالبة لأختبار الاوكسديزoxidase ،

 methyl red، موجبة لاختبار المثيل الاحمر citrateوغير مستهلكة للسترات  indoleندول للامنتجة 

 Vogase-Proskauer (Hemraj et al., 2013.)ختبار الفوكس بروسكاور وسالبة لا

بكتريا انتهازية نفسه تعيش بصورة طبيعية في امعاء الانسان والحيوان وهي في الوقت        

opportunistic pathogens،  مسببة للعديد من الامراض مثل الاسهالdiarrhea التهاب السحايا ،

meningitis تسمم الدم ،sepsis تجرثم الدم ،bacteremia  ثر الانواع البكتيرية المسببة تعد من اكو

 اصابات%( من 09، اذ تسبب حوالي )شيوعا urinary tract infectionsالمسالك البولية  صاباتلا

 ،وجاسمشويخ ;  Hadi et al., 2014)ثر شيوعا في مرحلة الطفولة اكوتكون ، المسالك البولية في العالم

6903 .) 

بكتريا الى امتلاكها العديد من عوامل الضراوة ، ومن هذه العوامل هي امتلاكها ال هذه مراضيةاتعود       

 ،cytotoxic necrotizing factor، colisinعامل التنخر السمي  ،siderophoresالحديد ات لمخلب
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السكريات المتعددة و  capsuleوالمحفظة  flagellaلتراكيب السطحية مثل الاسواط امتلاكها لو 

وذلك بإنتاجها المستضد  مستضدة، التي تمنح البكتريا صفات  lipopolysaccharides (LPS)الدهنية

والمستضد O (somatic antigen O )( والمستضد الجسمي (H flagellar antigen Hالسوطي 

على التي تساعدها ( pilli وا fimbreaeالاهداب )تمتلك . ايضا K  (capsular antigen K)المحفظي 

              biofilmشاء الحيوي تكوين الغ القابلية على فتمنحهاالالتصاق في انسجة المضيف 

(Terlizz et al., 2017; Zowawi et al., 2015 .) 

 Multidrugمة المتعددة للمضادات الحيوية بامتلاكها صفة المقاو  E. coliتتميز بكتريا       

Resistance (MDR)  (Laird, 2016).  بمقاومتها العالية للمضادات الحيوية نتيجة امتلاكها اذ تمتاز

     البيتالاكتامالتي تمنح المقاومة لمضادات β-lactamases انزيمات المقاومة مثل انزيمات البيتالاكتاميز

β-lactams ،الامينوكلايكوسايد مضادات والانزيمات التي تمنح المقاومة لaminoglycosides  مضادات لو

ة مثل خرى تمنحها المقاومة للمضادات الحيويما تمتلك هذه البكتريا اليات ا. ك quinolonesالكينولينات

، تثبيط تصنيع البروتينات وامتلاك البكتريا لمضخات ، تغيير في الموقع الهدفي تغيير نفاذية الغشاء الخلو 

 macrolides مجاميع  اذ تمنح البكتريا المقاومة للمضادات الحيوية مثل، efflux pumps الدفق

خمس على مضخات الدفق تقسم و . rifamicn (Kapoor et al., 2017)و  novobiocinمضادات و 

 Small Multidrugعائلة ، Major Facilitator Super Family (MFS)عائلة عوائل هي 

Resistance Family (SMR)،  عائلةMultidrug and Toxic Efflux Family (MATE)،  عائلة

ATP-Binding Cassete  Family (ABC)   عائلةو RND)) Resistance - Nodulation - 

Division Family  ( بضمنها النظامAcrAB-ToIC الذي يكون ) اكثر شيوعا في بكترياE. coli اذ ،
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ات بروتينالو  acrBالذي يشفر عنه الجين  AcrBالغشاء الداخلي بروتين بروتينات هي  ةيتكون من ثلاث

التي تقع في  ToICالقناة فضلا عن  acrAالجين  اعنه يشفر التي AcrAالفراغ البلازمي  المنتشرة في

 (.Anes et al., 2015) الغشاء الخارجي

ومقاومتها للمضادات الحيوية المسالك البولية  اصاباتوعلاقتها بالطبية  E. coliنظرا لأهمية بكتريا       

المسالك  اصاباتالمعزولة من  E. coliعن أنظمة الدفق التي تمتلكها بكتريا جاءت هذه الدراسة للكشف 

 :الاتية الدراسةوحسب محاور البولية وعلاقتها بالمقاومة للمضادات الحيوية 

المسالك البولية  اصاباتالمرضى الذين يعانون من  بولمن  E. coliعزل وتشخيص بكتريا  -0

 .16SrRNAالكيموحيوية والجزيئية باستعمال الجين التشخيصي  الزرعية و بالطرائق

 لمجاميع مختلفة من المضادات الحيوية  sensitivity testاجراء اختبار فحص الحساسية  -6

 . biofilmاجراء اختبار قابلية البكتريا على انتاج الغشاء الحيوي  -6

 . efflux pumps عن مضخات الدفق phenotypeاجراء الكشف المظهري  -4

 .PCR تقانةباستعمال  acrB و acrAالدفق  مضخة جيني عنgenotype  الكشف الجزيئي -5

و جيني المقاومة  16SrRNAللجين التشخيصي  DNA sequencing للدنا اجراء التحليل التتابعي -3

acrA  وacrB . 

 

 

 



www.manaraa.com

 المقدمة واستعراض المراجع   الفصل الاول

4 

 

    Literature reviewالمراجع  ستعراضا 1.1

  Enterobactriaceaeالعائلة المعوية   1.2.1

ء الانسان في امعاة من الانواع البكتيرية التي تعيش نتضم العائلة المعوية مجموعة كبيرة ومتباي

 لا هوائية اختيارية هوائية او ،سالبة لصبغة كرام ،ا عصوية الشكلتكون افراده .والحيوان بصورة طبيعية

facultative anaerobicاصاباتمنها للإنسان والحيوان الامراض  من العديدتسبب ان فرادها ، يمكن لأ 

الجهاز التنفسي  اصابات، nosocomial infectionsشفيات المكتسبة في المست صاباتالا، الجروح

respiratory infections ،البولي الجهاز  اصاباتurinary tract infections الجهاز  اصابات و

وتمتلك عوامل ضراوة مختلفة كالسموم  .genital infections (Oliveira et al., 2017) التناسلي

، Lactoseم افرادها مخمرة لسكر اللاكتوز معظو  مجموعة واسعة من الكربوهيدرات  ايضا تخمر ،والانزيمات

لها القابلية على ، catalaseختبار الكتاليز موجبة لا، oxidaseسالبة لاختبار الاوكسديز كما انها تكون 

معظمها تتحرك بوساطة الاسواط ، لغرض انتاج الطاقة nitriteالى النتريت  nitrateاختزال النترات 

flagella ،63موها لندرجة الحرارة المثلى و  غير مكونة للأبواغ(  مJawetz et al., 2016.)  

  Escherichia coliبكتريا  1.1.1

كما ، ميالهضفي الجهاز  normal flora، وتنمو كنبيت طبيعي عد من اهم افراد العائلة المعويةت

 diarrhealالاسهال تسبب اذ ، opportunistic pathogenممرضة النتهازية الا بكتريامن الانها تعد 

diseases  فتسمىDEC))  Diarrheagenic E. coliمواطنها خارج العديد من الامراض ن فضلا ع

  ،sepsisتسمم الدم ، neonatal meningitis للأطفال حديثي الولادة الطبيعية منها التهاب السحايا
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 Uropathogenic E.coli فتسمى بكتريا  urinary tract infectionمسالك البولية ال اصاباتو 

(UPEC)، الشرج منطقة يمكن ان تنتقل بسهولة من  و، المسالك البولية اصابات% من 09 تسبب حوالي اذ

مرة بسبب قصر  04ر بحوالي الى المسالك البولية والمثانة التي تكون اكثر شيوعا في الاناث منها في الذكو 

 .(Levinson, 2016)لإناث في االاحليل 

 E. coli                        Classification of E. coli بكترياتصنيف  1.1.1.1

في عام  Theodore Escherichلأول مرة من قبل العالم الالماني  E. coliشخصت بكتريا 

في الامعاء في براز الاطفال الرضع كبكتريا متعايشة  ل دراسته على البكتريا الطبيعيةم خلا (0885)

  E. coliان سلالة من بكتريا  Brayوجد العالم  م (0045)تستوطن الامعاء مباشرة بعد الولادة. وفي عام 

 Enteropathogenic E. coliسهال الاطفال الرضع في انكلترا واطلق عليها كانت السبب الرئيس لإ

(EPEC) Bray, 1945) .) 

جنس الاخرى لاسيما اجناس العائلة المعوية من قريب الصلة  Escherichia يكون جنس

Shigella ، انواع  ةخمسهذا الجنس ويضم(E. coli ،E. blattae ، E. hermanii ،E. fergosonii ،E 

vuneris )فيما بينها ببعض التفاعلات الكيموحيوية. ويعد النوع  تختلفE. coli  الاكثر اهمية وشيوعا في

 .(Olowe et al., 2017امراضية الانسان )

 العائلة المعوية وكالاتي:ضمن  Bergey’s manual برجيالعالم مصنف في  E. coliصنفت بكتريا       
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Kingdom: Bacteria 

Phylum: Proteobacteria 

Class: Gammaproteobacteria 

Order: Enterobacteriales 

Family: Enterobacteriaceae 

Genus: Escherichia 

Species: coli (Garrity et al., 2005). 

            E. coli  Characterization of E. coliالصفات العامة لبكتريا  2.2.2.1

 peritrichous، متحركة بوساطة الاسواط المحيطية عبارة عن عصيات سالبة لصبغة كرامهي 

flagella غير  ،، رطبةملساء ناعمة ومحدبة قليلامستعمراتها  .بكامل الجسم وغير مكونة للأبواغ التي تحيط

، وردية لماعة على ذات حافة حادة كاملة، capsuleاو مخاطية عند امتلاكها لتركيب المحفظة مخاطية 

على وسط  green metalic sheen، خضراء معدنية لماعة agar  MacConkeyوسط اكار المكونكي 

عمرات وردية على وايضا تكون مست ،Eosin Methylene Blue (EMB) agarيلين الازرق الايوسين مث

لسليلوبايوز لسكر اغير مخمرة  ، Cromagar Orientationاورينتيشن الكروماجيناكار  وسط

cellulobios  لرامنوز سكر ا% منها مخمرة ل89واكثر منramenose منها مخمرة 09، واكثر من %

  كبريتيد وغير منتجة لغاز gelatin. كما انها غير محللة للجيلاتين sorbetoleلسوربتول سكر ال

معظمها منتجة  ، Triple Sugar iron agar (TSI)في وسط  ثلاثي السكر والحديد H2Sيدروجين اله

هيدروجيني  ، وتنمو في اس(KCNبوجود سيانيد البوتاسيوم )، ولا تنمو β-glucoronidase (GUD)لأنزيم
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 ;Jawetz et al., 2016)م   (63 – 63ها هي )، ودرجة الحرارة المثلى لنمو (0 – 4.4يتراوح بين )

Wanger et al., 2017 .) لاختبار الكتاليز موجبةكما انها تكونcatalase  وسالبة لاختبار

الذي الذي يعد الاختبار الافضل   indoleموجبة لإختبار الاندول و   ureaseواليوريز  oxidaseالاوكسديز

كمصدر وحيد  citrateغير مستهلكة للسترات  فضلا عن انها .الاخرى  يميزها عن افراد العائلة المعوية

وسالبة لاختبار الفوكس بروسكاور  methyl red نها موجبة لاختبار المثيل الاحمر، كما اللكاربون 

Vogase-Proskauer (Hemraj et al., 2013.)  

                        E. coli     E. coli  Typesانواع بكتريا  3.2.2.1

انواع بالاعتماد على  على ستةالمسببة للإسهال   DEC Diarrheagenic  E. coli))  بكتريا تقسم

 :اوة محددة والية عمل تلك العواملصفاتها وعوامل ضر 

 موم الشيكيلااء او المنتجة للسموم الشبيهة بسمعيا القولون النزفية للأشاشري  

Shiga-Toxin Producing E. coli (STEC) or Enterohemorhagic E. coli 

(EHEC) 

  اشريشيا القولون الممرضة للأمعاءEnteropathogenic E. coli (EPEC) 

  اشريشيا القولون السامة للأمعاءEnterotoxigenic E. coli (ETEC) 

  اشريشيا القولون الغازية للأمعاءEnteroinvasive E. coli (EIEC)  

  اشريشيا القولون الأمعائية التكتليةEnteroaggregative E. coli (EAEC) 

 ( اشريشيا القولون المنتشرة بالالتصاقDiffusely Adhering E. coli (DAEC 

Malema et al., 2018; Rivas et al., 2015)). 
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  E. coli                   E. coli Epidemiology ofوبائية بكتريا  1.1.1.1

ولادة وتتعايش من بين افراد العائلة المعوية التي تغزو الأمعاء بعد ال الجزء الرئيس E. coliتمثل بكتريا       

بة العائل بالأمراض بعد توافر صاسلالاتها القابلية الانتهازية لإ ، في حين ان لبعضفيها بصورة طبيعية

 (. Gharajalar and Sofiani, 2017) روف المثلى للنموالظ

 سؤول الرئيسهذه البكتريا تعد المان ، كما الامراض الاكثر شيوعاالبولية من المسالك  اصاباتبان الاصابة 

  ( سنة وما بين60 – 69المسالك البولية للفئات العمرية ما بين ) اصابات% من حالات 09حوالي عن 

   ان نسبة الاصابة في الاناث اكبر منها في الذكور للفئات العمرية ما بين فضلا عن( سنة، 30 – 39)

ة في اصابات المستشفيات وذلك لتسببها بالعدوى كما انها تعد من المشاكل الرئيس ،سنة (00 – 09)

 (.Hadi et al., 2017لأشخاص في دور النقاهة )

اكثر شيوعا في بين شخص واخر وتكون ( UPECببكتريا المسالك البولية ) تختلف نسبة الاصابة      

تي تصل الى الcatheters انابيب القسطرة البولية استعمال ، كما تزداد نسبة الاصابة بها عند مرحلة الطفولة

ختلاف اتختلف نسبة انتشار الاصابة بما تساعد في ادخال البكتريا الى الاحليل. كاذ  ،المثانة عبر الاحليل

. ان الاصابة الرديئة وسوء التغذيةروف الصحية الظروف الجغرافية والصحية اذ تزداد نسبة الاصابة في الظ

الجهاز  اصاباتبعد ، ويأتي بالمرتبة الثانية حوالي نصف سكان العالمتحدث في المسالك البولية  اصاباتب

وان وجود ما لا  .كل عامفي مليون اصابة في العالم  059حوالي  تحدث اذ، في المجتمعات الفقيرةالتنفسي 

09يقل عن 
 (.Jaweetz et al., 2016) دليل على حدوث الاصابة بولتر من اليلمل /خلية بكتيرية  5
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        E. coli Virulence factorsبكتريا عوامل ضراوة  1.1.1.1

 مراضزيد من قابليتها على الاصابة بالأالعديد من عوامل الضراوة التي ت  E. coliتمتلك بكتريا 

لك لامتلاكها وذ الدم الحمركريات درة على تحليل الق ومن هذه العوامل هو، اهمها اصابات المسالك البولية

، اذ اع حسب شكل التحلل هي )الفا ، بيتا ،كاما(و الذي يكون على عدة ان  hemolysinالانزيم الحال للدم 

 نساناء للإل كريات الدم الحمريمنح البكتريا القدرة على تحل α-hemolysinالنوع الاول الفاهيمولايسين ان 

ل كريات الدم فيمنح البكتريا القدرة على تحل β-hemolysinهيمولاسين النوع الثاني بيتاجزئيا، ولا تحل

ل فيمنح البكتريا القدرة على تحل γ-hemolysinاما النوع الثالث وهو كاماهيمولايسين  ،لا كاملاتحل اءالحمر 

 cytotoxicعامل التنخر السمي اوتمتلك البكتريا ايض كريات الدم الحمر للحيوانات الاخرى وليس الانسان.

necrotizing factor الذي يعمل على تحليل كريات الدم الحمراء (Jaweetz et al., 2016).  

 لسموم الداخليةهي  امتلاك البكتريا للتراكيب السطحية مثل ا وامل الضراوة الاخرى من ع

endotoxins  التي تتكون منlipopolysaccharide (LPS) المستضد الجسمي  الذي يحتوي علىO 

(somatic antigen O (خص بطانة المثانة قدرة على التوطن على خلايا المضيف بالأ، فتمنح البكتريا ال 

المتعددة  capsuleلبعضها القابلية على انتاج المحفظة و وتمكنها ايضا من التغلب على مناعة المضيف، 

، وايضا تمتلك تراكيب سطحية (capsular antigen K)  المحفظيالمستضد التي تحتوي على السكريات 

وايضا تحتوي هذه التراكيب  لانواع  المتحركةفي ا كوسائل للحركةالتي تستعمل   flagellaالاسواطاخرى هي 

البكتريا القدرة على  تمنح هذه المستضداتان ، اذ ((H flagellar antigen Hالمستضد السوطي على 

التي تمتلك صفاة  curli fibersورلي التغلب على الجهاز المناعي للمضيف. كما تمتلك ايضا الياف ك

ايضا  البكتريا تمتلكة البكتريا. بوساط biofilmفيزيائية وكيميائية تسهل عملية انتاج الغشاء الحيوي 
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التي ترتبط مع السموم  outer-membrane vesiclesصلات الموجودة في الغشاء الخارجي يو الح

وهنالك  .الى خلايا العائل هال ارسالنظام تسهيل يسهتعمل بمثابة ية، الانزيمات وعوامل الالتصاق، اذ البكتير 

، toxins المفرزة السموم ،outer-membrane proteins (OMPs) بروتينات الغشاء الخارجيايضا 

 دابوتعد الاه .(Terlizzi et al., 2017)الافراز كلها تعمل على زيادة قدرة البكتريا على الاصابة و 

Fimbriae or Pilli  بأنواعها الثلاث  P-fimbrial) ، S-fimbrial  وF- Fimbrial ) النوعو          

 (Type1 Pilli)   مانحة انسجة العائل علىتساعد البكتريا على الالتصاق من اهم العوامل التي الذي يعد ،

زيادة قابليتها على اكتساب صفة المقاومة للمضادات الحيوية ومن ثم اياها القدرة على تكوين الغشاء الحيوي 

( Spaulding et al., 2017; Neamati et al., 2015.)  

الذي يقتل الاجناس  colicinالذي يدعى  bacteriocinامتلاكها البكتريوسين  فضلا عنهذا 

التي تعد من السموم المثبطة  cyclomodulins سمومو  الاخرى وبالتالي يساهم في حماية البكتريا،البكتيرية 

، وتمتلك ايضا السموم الثابتة الاخرى البكتيريةالتابعة للأجناس  في الخلايا DNAللحامض النووي الجينومي 

 السموم ،EAECالتي تفرزها بكتريا  Enteroaggregative heat-stable toxin1( EAST1)بالحرارة 

 ETEC والسموم المعوية المتكتلة بالحرارة  ETEC heat-stable enterotoxin المعوية الثابتة بالحرارة

heat-labile enterotoxin التي تفرزها بكترياETEC، السموم المشفرة بالبلازميدPlasmid-encoded 

toxin (Pet)  السموم الشبيهة بسموم وللخلايا المعوية اءتي تكون سامة لكريات الدم الحمر ال ،

 vacuolating autotransporterوالسموم الحوصلية  ، Shigella enterotoxin1 (ShET1)الشيكيلا

toxin (VAT) (Soltani et al., 2018).  الكاربينيميز  انزيماتتمتلك كذلكcarbapenemase  التي

التي  β-lactamasesالبيتالاكتاميز  و carbapenemsتمنح البكتريا صفة المقاومة لمضادات الكاربينيم 
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-β  التي تمنح البكتريا صفة المقاومة لمضادات البيتالاكتام  penicillinsو  cephalosporines تشمل

lactam،  و انزيماتacetyltransferase، adenyltransferase  وphosphotransferase  التي تمنح

مخلبات وتمتلك ايضا  aminoglycosides (Zowawi et al., 2015،)البكتريا المقاومة لمضادات 

 (.Terlizzi et al., 2017)النمو في بيئة قليلة الحديد البكتريا على تساعد التي   siderophoresالحديد 

  Biofilm  productionانتاج الغشاء الحيوي على  E. coliقابلية بكتريا  1.1.1.1.1

بمادة ، وتكون محاطة سطح الصلبةالخلايا البكتيرية والتصاقها بالأعبارة عن تجمع  الغشاء الحيوي         

من الدنا التي تكون عبارة عن سكريات متعددة وبروتينات  extracellular matrixخارج خلوية بينية 

، ويساهم هذا الغشاء في رج خلوية في تثبيت الغشاء الحيوي الخاالمادة وتساعد هذه  ،الاحياء المجهرية

لايا وفر الحماية للخ، كما يمقاومة المضادات الحيوية علىمن قابلية البكتريا  عمليات اصابة المضيف ويزيد

تكوين الغشاء عملية Macrophages  (Soto, 2013.)خلايا البلعمة  منهامن الاليات الدفاعية للجسم 

 الحيوي تمر بعدة مراحل وكالاتي:

صول الخلايا والتصاقها مرحلة و  على الاسطح: reversible attachmentالعكسي  الالتصاق -0
 chemotaxisو عوامل الجذب الكيميائية  flagellaالاسواط  ساطةبو   هذه المرحلة تم، تسطحبالأ

 .للبكتريا

ثبات الخلايا وقلة مرحلة : على الاسطح irreversible attachmentعكسي ال غيرالالتصاق  -6

 curli fbres، الياف كورلي type1pilliتوسط هذه المرحلة النوع الاول من الاهداب ي  ،استطالتها

 .antigen 43يدعى  مستضداتونوع من ال
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اذ تنتج البكتريا السكريات المتعددة لتسهل  ،external matrixمرحلة تكوين المادة الخارج خلوية  -6

متعدد  ،celluloseوتتكون هذه المادة من السليلوز   ،عملية تجمع والتصاق الخلايا على الاسطح 

العديد من  فضلا عن colonic acidو حامض الكولونك  polyglucosamine الاميني الكلوكوز

 .حماض النووية والبروتينات وغيرهاالمواد كالأ

وهذه  three-dimensional structureمرحلة اكتساب الغشاء الحيوي للتركيب الثلاثي الاسطح  -4

 .والماء والنواتج الايضية في العديد من المواد كالمغذياتمطمورة تشمل تكون مستعمرات بكتيرية 

ليبدأ العملية من جديد على  هفصالان مرحلة نضج الغشاء الحيوي و :deattachmentالانفصال  -5

 (0-0كما في الشكل )  .(Soto, 2014) اسطح اخرى 

       

، تكوين مستعمرات بكتيرية attachmentالالتصاق : E. coliبكتريا  مراحل تكوين الغشاء الحيوي في(: 1-1الشكل )
اكتساب الغشاء الحيوي للتركيب ، وتكوين غشاء حيوي اولي external matrixتكوين المادة الخارج خلوية ، صغيرة

     deattachmentالانفصال ، اضجوتكوين غشاء حيوي ن three-dimensional structureالثلاثي الاسطح 
Silva et al., 2017)). 
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يرية للمسالك % من الاصابات البكت89عن  لاالى ان الغشاء الحيوي يكون مسؤو  اشارت الدراسات      

ستخلصات نباتية او مواد ستعمال مواد عديدة قد تكون مويمكن تثبيط الغشاء الحيوي با، البولية في الانسان

يظهر تأثيرها في نظام نقل الاشارات الكيميائية بين الخلايا البكتيرية والذي يدعى بنظام  اذ، كيميائية

quorum sensing (QS) .اء الحيوي تزداد صفة المقاومة للمضادات الحيوية في البكتريا المنتجة للغش

  (QS)، تفعيل الجينات المشفرة عن نظام لحيوية على اختراق الغشاء الحيوي عدم قدرة المضادات النتيجة 

 ,.Tajbakhsh et al (المتعددة المقاومة للمضادات الحيوية  efflux pumpsوتأثير مضخات الدفق 

2016 ; Poursina et al., 2018). 

 E. coli    Pathogenicity of E. coliامراضية بكتريا  1.1.1.1

 الامراض داخل الامعاء وخارجها ومن هذه الامراض : نلهذه البكتريا القدرة على احداث العديد م      

 : Enteric or diarrheal diseasesالامراض المعوية او الاسهال  -0

انواع من هذه  ة، ويوجد ثلاث enterotoxinsالسموم المعوية البكتريا في لحظة الالتصاق تنتج        

  هما السموم المتكتلة بالحرارة  watery diarrheaمنها تسبب الاسهال المائي اثنان ، السموم

heat-labile toxin (LT)  الشبيهة بسموم بكتريا الكوليراVibrio cholerae   السموم الثابتة و

التي تدعى  Shigellaاما السموم الشبيهة بسموم بكتريا . heat-stable toxin (ST)بالحرارة 

shiga toxins تسبب الاسهال الدموي فbloody diarrhea  ويمكن ان تسبب البكتريا نفسها وليس

ى بالديزنتري عسمومها الاسهال الدموي وذلك بعد انغرازها في بطانة الامعاء مسببة مرض يد

dysentery   (Levinson, 2016.) 
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 :  Menengitis\Septicemiaتسمم الدم  \السحايا التهاب  -1

 امتخصص االتي تمتلك نوع E. coliالتهاب السحايا عند الاطفال الرضع تسببه بكتريا مرض       

التي تمتلك السموم   E. coli . اما تسمم الدم فتسببه بكتريا K1ضدات المحفظية يدعى تمن المس

، وتكون الاصابة اكثر شيوعا في الاطفال الرضع (LPS)من  لتي تتكون وا endotoxinالداخلية 

، وقد يحدث كإصابة ثانية Immunoglobulin M  (IgM)الجسم المضاد من نوعبسبب فقدانهم 

 (.;Jaweetz et al., 2016 Soltani et al., 2018المسالك البولية )  اصاباتالاصابة بنتيجة 

   Urinary tract infectionالمسالك البولية  اصابات -3

في الجهاز  ها تكاثر و تحدث نتيجة الاصابة بالبكتريا اذ ، تعد من اهم واكثر الامراض شيوعا      

          لعليا( والمسالك البولية ا  ، الذي يتكون من المسالك البولية السفلى )الاحليل والمثانةالبولي

 cystitis فيسمى بالتهاب المثانةعادة بالمسالك البولية السفلى الالتهاب بدأ ي، )الحالبين والكليتين(

 asymptomaticبالبكتريا  بولالالذي يحدث بعد تجرثم  ،urethritisوالتهاب الاحليل 

bacteriuria البولية المرتبط بالقسطرة المسالكوالتهاب  ،ويكون بدون اعراض catheter-

associated urinary tract infection مسببا يمكن ان يتطور الى المسالك البولية العليا . و

       ، وتعد الاصابة ببكترياphyelonephritisالكلى وحويض الكلى  اصاباتو  لبينالتهاب الحا

E. coli  للإصابة بتجرثم الدم المسالك البولية المصدر الرئيس صاباتلاالمسبة bacteremia 

(Forsyth et al., 2018; Foxman, 2014). 

 تشكل حوالي اذالمسالك البولية  صاباتمن اكثر افراد العائلة المعوية المسببة لا  E. coliبكتريا  دتع        

انواع اخرى من البكتريا التي  فضلا عن، (Jawetz et al., 2016)  % من اصابات المسالك البولية09
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  ،Staphylococcus saprophyticus ،Proteus mirabilis) المسالك البولية هي اصاباتتسبب 

Enterobacter spp. ،Serratia spp. ، Klebsiella pneumoniae،Pseudomonas spp.، 

Streptococcus group B )(Mirzarazi, 2013 Foxman, 2014;.)  

 E. coli antimicrobial             للمضادات الحيوية E. coliمقاومة بكتريا  1.1.1.1

resistance 

تنتج من قبل الاحياء المجهرية ، طبيعية او مصنعةنواتج ايضية ثانوية عبارة عن المضادات الحيوية       

، المضيفجسم  ياخلافي ولها القدرة على تثبيط الاحياء المجهرية الاخرى دون التأثير في الطور الثابت 

 اي تكون محددة بنوع معين او مجموعة narrow spectrum antibiotics ايمتلك بعضها طيفا محدود

اي تعمل  broad spectrum antibiotics والبعض الاخر يمتلك طيفا واسعا محددة من الاحياء المجهرية،

والبعض الاخر  bactericidalتأثير قاتل  االبعض منها يكون ذ. ختلف مجاميع الاحياء المجهريةعلى م

في  Alexander Flemingمن قبل العالم الكسندر  اولا اكتشافهاتم  bacteriostatic  تأثير مثبط ايكون ذ

بقي حتى قام العالمان  بالصدفة، لكن هذا العقار  penicillinاكتشافه لعقار البنسللينم بعد  (0068عام )

Haward Flory  وErnst Chain  ،المرجاني،)( م انتشر بشكل واسع 0040وفي عام )باستخلاصه 

6900Ali et al., 2018 ;  .) 

كل الصحية والاقتصادية تعد صفة المقاومة للمضادات الحيوية التي تمتلكها البكتريا احدى اهم المشا      

، الامر الذي دفع الباحثين الى التحري عن مضادات جديدة للتغلب على السلالات البكتيرية في العالم

 انماطوهناك عدة  .وزيادة خطورة الاصابةالعلاج  ةمدطول المقاومة. اذ تؤدي الاصابة بالبكتريا المقاومة الى 

 multi-drug resistant ،extensively-drug (MDRا )منهللمضادات الحيوية   من المقاومة
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resistant (XDR) و(PDR)  Pan-Drug Resistant،  المقاومة من نوع(MDR)  تعني ان البكتريا

تعني ان البكتريا  (XDR)والمقاومة من نوع  ،لواحد من بين ثلاث مضادات حيوية تكون مقاومة على الاقل

فتعني ان البكتريا تكون  (PDR)ما المقاومة من نوع المأخوذة، امقاومة لأثنين او كل المضادات الحيوية 

 . (Basak et al., 2016مقاومة لجميع المضادات الحيوية ) 

عن طريق الطفرات  ، تكتسبها اماacquiredاو مكتسبة  innateصفة المقاومة هذه تكون اما فطرية        

، او تكتسبها عن طريق انتقال المادة (chromosomal mutationsجينات )طفرات كروموسومية الفي 

ويتم فيها انتقال   conjugationالاقتران البكتيري  ، اما عن طريقائقاثية من بكتريا الى اخرى بعدة طر الور 

، او  transposonsالجينات القافزة و  plasmidsميدات ز البلا المادة الوراثية بين خلية واخرى مباشرة مثل

عن ، او يري المتحرر من البكتريا الميتةتويتم فيها اخذ الجينوم البك transformationالتحول  عن طريق

العاثيات بوساطة  بين الخلايا البكتيرية المعلومات الوراثيةويتم فيها انتقال  transductionالحث  طريق

bacteriophages (Laird, 2016.)  ادت الطفرات الى زيادة مقاومة البكتريا للمضادات الحيوية قد و

، الستربتومايسين tetracyclineمن التتراسايكلين  %39لما يقارب ال  فكانت سابقا مقاومة

streptomycin ، والسلفيزوكسازولsulfisoxazole لكن بعد حصول الطفرات وانتقال بلازميدات المقاومة ،

و التيكارسيلين  kanamycin، الكنامايسين ampicillinلها اصبحت مقاومة ايضا الى الامبسلين 

ticarcillin (Afzal, 2017;Shariff et al., 2013 ).  تظهر البكتريا عددا من اليات المقاومة

 للمضادات الحيوية بعد انتقال جينات المقاومة اليها وهي كالاتي:
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  Target modificationتغيير في موقع الهدف  -1

فتزيد من مقاومة البكتريا  nucliec acids تؤثر هذه الالية في بناء الاحماض النووية       

 ciprofloxacinمثل السبروفلوكساسين   fluoroquinolonesلمضادات الفلوروكينولينات 

في محدثة خللا  ribosomesالرايبوسومات في تأثيرها  فضلا عن، rifamycin مايسينوالريفا

 erythromycin زيادة مقاومة البكتريا لمضادات الارثرومايسين يؤدي الى صنع البروتين مما

 rifamycin (Kotsyuba et al., 2014.)والريفامايسين 

 Alteration of cell membrane permeabilityتغيير في نفاذية الغشاء الخلوي  -1

تغير ثقوب الغشاء الخلوي او انظمة النقل تتغير طبيعة البروتين في الغشاء الخلوي نتيجة ل      

ويجعل منه غير الحيوي المضاد مما يؤثر في عمل  ،membrane transport system فيه

ونتيجة لهذه التغيرات تمنح هذه الالية مقاومة البكتريا ، النقل في الغشاءلى عبور انظمة قادر ع

مثل السبروفلوكساسين  quinolonesوالكينولينات   tetracyclineلمضادات التتراسايكلين 

ciprofloxacin  وبعض انواع الامينوكلايكوسايدaminoglycoside  الجنتامايسين  مثل

gentamicin (Kapoor et al., 2017.) المضاد الحيوي  فضلا عنnitrofurantoin 

 .(6903 )الشويخ، sulfonamidesومضادات السلفانمايد 

  Production of enzymesالانزيمات انتاج  -3

 β-lactam ring، اذ يتم تحطيم حلقة البيتالاكتام بناء الجدار الخلوي في تؤثر هذه الالية       

بوساطة   cephalsporinsوالسيفالوسبورينات   penicillinsالموجودة في مضادات البنسلينات 

 ،لهذه المضادات المقاومة مؤديا الى اكتساب البكتريا  β-lactamasesالبيتالاكتاميز اتانزيم



www.manaraa.com

 المقدمة واستعراض المراجع   الفصل الاول

18 

 

، aminoglycosidesد في تحطيم مضادات الامينوكلايكوساي يماتز الان عن دورفضلا 

الكينولينات و  glycopeptideالكلايكوببتايد ، chloramphenicolالكلورامفينيكول 

quinolones  التي تنتج انزيماتtopoisomerase  الدناالمثبطة لتضاعف (Kotsyuba et 

al., 2014.) 

 Alteration of metabolic pathwaysتغيير المسالك الايضية  -1

ة الذي تحصل عليه من البيئة جاهزا، محدث folic acidتستعمل البكتريا حامض الفوليك       

التراميثوبريم مما يتيح لها اكتساب المقاومة لمضادات ، تغييرا في المسالك الايضية لها

trimethoprim  ومضادات السلفاsulfonamides  (Kapoor et al., 2017 .) فضلا عن 

ة خارج البكتريا وتسمح التي تضخ المواد الضار  efflux pumpsامتلاكها الى مضخات الدفق 

 .(Paltansing, 2015في بيئة غير ملائمة )  البقاءبلها 

 Efflux pumpsمضخات الدفق  8.2.2.1

، تؤدي دورا هاما في نقل المواد المختلفة وطرحها ت بروتينية تقع في الغشاء الخلوي عبارة عن ناقلا        

اذ  .وسيلة مهمة لمقاومة البكتريا للمضادات الحيوية د، لذا تعالتأثير الضار لهاخارج الخلية للتخلص من 

، hydrophilicالمحبة للماء  المواد السامة على نقل مواد كثيرة خارج الخلية مثل هذه الناقلات  تعمل

الحمراء   صبغةالمثل الاصباغ  فضلا عن، amphipathic substancesاو  hydrophobicالكارهة للماء 

 ethidiumو صبغة بروميد الاثيديوم  crystal violetو صبغة البنفسج البلورية  acriflavineالمصفرة 

bromide ، المعقماتdisinfectants ، المطهراتantiseptics الحوامض الدهنية ،fatty acids ،

 والمضادات الحوية organic solvents العضوية ، المذيباتheavy metalsالعناصر الثقيلة 
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antibiotics  مثل مضادات البيتالاكتامβ-lactams الماكروليدات ،macrolides التتراسايكلين ،

tetracycline الكلورامفينيكول ،chlramphenicol  و النوفوبايوسينnovobiocin (Zhi Li et al., 

2016 ; Venter et al., 2015) . 

 Classification of efflux pumpssتصنيف انظمة الدفق   ......1.8

 معايير وكالاتي : ةبالاعتماد على ثلاثمضخات الدفق صنفت       

  substrate specificityبالاعتماد على خصوصيتها للمواد المنقولة  -0

مواد ذات  طرح لها القدرة على general efflux pumpsتكون اما مضخات دفق عامة       

المتعددة في البكتريا ذات ، كما في مضخات الدفق خارج الخلية البكتيرية تراكيب كيميائية مختلفة

، لذا فهي تساهم في المقاومة ناف مختلفة في التركيب الكيميائيمضادات تعود لأصطرح على القدرة 

 specific effluxاو مضخات دفق متخصصة  (.Alav et al., 2018)المتعددة للمضادات 

pumps كما في المضخات خارج الخليةل مواد معينة وطرحها التي تكون متخصصة بنق ،

 (. Anes et al., 2015المتخصصة في دفق نوع واحد من المضادات الحيوية )

 Source of Energyبالاعتماد على مصدر الطاقة  -6

، اي التي تعتمد نجاز وظائفهاد على المصدر الكيميائي للطاقة لإتشمل المضخات التي تعتم      

، وهي تشمل صنفين رئيسيين هما المواد خارجاطرح في  active transportل على النقل الفعا

التي   primary active transporters مضخات الدفق التي تعتمد على مصادر الطاقة الاولية

، adenosine triphosphate (ATP)لجزيئة تستعمل الطاقة الناتجة عن التحلل المائي 
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 secondary active  transportersومضخات الدفق التي تعتمد على مصادر الطاقة الثانوية 

كمصدر  (+Na)او على تدرج أيون الصوديوم  +H)) الهيدروجينايون التي تعتمد على تدرج 

 .(Delmar et al., 2014)المواد خارج الخلية طرح لطاقة في عملية ل

 :(Phylogenic Relationship)بالاعتماد على المنشأ الوراثي   -6

مضخات الدفق ، هما فين رئيسيين طبقا للمنشأ الوراثيصنعلى تصنف هذه المضخات       

المشفرة لها على كروموسوم ، اي تحمل الجينات chromosomal efflux pumpsالكروموسومية 

يا فتسمح للبكتر ، intrinsic resistance، وتمنح الخلايا صفة المقاومة الطبيعية او الذاتية الخلية

يا وهذه تتواجد في الخلا، التركيز العالي للمضادات الحيويةالبيئة ذات البقاء في بيئة معينة كما في 

تحمل و   plasmid efflux pumps و مضخات الدفق البلازميدية ة،حقيقة النواة وبدائية النوا 

 جينات القافزةأو ال plasmidsالبلازميدات مثل محمولة الجينات المشفرة لها على عناصر وراثية 

transposons  أو علىintegrons،  تمنح الخلايا صفة المقاومة المكتسبةaquired resistance 

 .(Puzari and Chetia, 2017)  الخلايا البكتيرية لاسيما ،في الخلايا بدائية النواة  وتواجدها يكون 

،   TetA/B/E  ،CmlAمة الدفق )ظتشمل ان ( والتيMFS) كما في انظمة الدفق من عائلة

Flo ونظام الدفق )OqxAB-TolC  الذي ينتمي الى عائلة الدفقRND. 

يب الكيميائي عبر مضخة من مادة مختلفة في الترك أكثر نقلهنالك جينات يمكن ان تشفر ل      

 ،multidrug resistance efflux pumpsتسمى بمضخات الدفق المتعددة ، وهذه دفق واحدة

هناك و . (Blair et al., 2014)  اومة المتعددة للمضادات الحيويةوهي بذلك تمنح البكتريا صفة المق

 : هي (Zhang et al., 2016) في بدائية النواة خمس عوائل من انظمة الدفق 
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  .Major Facilitator Super Family (MFS)عائلة  -1

 .Small Multidrug Resistance Family (SMR)عائلة  -2

 .Multidrug  and Toxic  Efflux Family (MATE)عائلة  -3

 .ATP-Binding Cassete  Family (ABC)عائلة  -4

 .Resistance - Nodulation - Division Family (RND)عائلة -5

، اما كمصدر للطاقة (ATP)على تحلل جزيئة  (ABC)الدفق ضمن عائلة الدفق مضخات تعتمد  

. كمصدر للطاقة  Proton motive Force (PMF)فتعتمد على الطاقة الباعثة للبروتون  الاخرى  العوائل

       مثلالتي تسود في البكتريا السالبة لصبغة كرام    RNDومن اشهر العوائل واكثرها انتشارا هي عائلة 

(Pseudomonas spp. ،Salmonella spp. ،Klapsiella  pneumoniae ، Proteus spp. )

(Delmar et al., 2014). 

في  tetracyclineاكتشفت مضخات الدفق لأول مرة كآلية من آليات المقاومة ضد التتراسايكلين 

على اساس مكوناتها ثلاثة اقسام على  RNDالعائلة تنقسم E. coli (Blanco et al., 2016 .)بكتريا 

 innerالغشاء الداخلي د فياجو تالم AcrBبروتين الالتي تتمثل ب مضخات الدفق ذات المكون الواحدوتشمل 

membrane  جين يدعى  يشفر عنه ذي، والللخلية acrB ، ومضخات المضادات المحبة للماءنقل ذي يالو ،

المتواجد في الفراغ  AcrA ةالدهني اتالبروتينالغشاء الداخلي و في  AcrBبروتين التي تتمثل بذات مكونين 

 مكونات  ة، ومضخات ذات ثلاثacrA يدعى جين اعنه يشفر يوالت  periplasmic spaceبلازميال

tripartiteنبروتيالتي تتمثل ب AcrB  بروتينات الداخلي و في الغشاءAcrA  ناةوقفي الفراغ البلازمي 

تنقل  التيو  ،للخلية outer membraneلغشاء الخارجي المتواجدة في ا Toicتدعى  شبيهة بالقمع روتينيةب
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(. Hayashi et al., 2016 Abdelhamid and Abozahra, 2017 ;) المحبة للماءاغلب المضادات 

بالاعتماد على المواد عائلتين ثانويتين على  E.coliفي بكتريا  RNDعائلة مضخات الدفق تقسم وايضا 

  التي تنقلها:

0- Hydrophobic and Amphiphilic Efflux RND (HAE-RND) وهي مضخات :

،  AcrABالدفق التي تنقل المواد السامة والضارة المتعادلة و الكارهة للماء وتشمل البروتينات 

AcrEF  ،MdtAB،AcrAD   ،MdtC ،MdtEF. 

6- Heavy Metal Efflux RND (HME-RND)  وهي المضخات التي تنقل العناصر الثقيلة :

 copper- transporting efflux system (CusCFBA) (Delmar etنضام واحد هو وتشمل 

al.,2014 .)( أمثلة مضخات الدفق الموجودة في بكتريا 0-0يوضح الجدول )E.coli. 

 . E. coliخارج بكتريا نقلها دفق والمضادات الحيوية التي يتم انظمة ال :(1-1جدول )

عائلة نظام الدفق 

Family 

 Effluxنظام الدفق 

System 

 نوع المضاد الحيوي المثبط

MFS 

EmrAB-TolC Nal 
Bcr Tc, Km, Fos 

MdfA Tc, Rif, Cmp, Ery, Neo, Fq... 

MdtG Fos 
MdtH Fq 
MdtL Cmp 
MdtM Cmp, Fq 

MATE NorE Cmp, Fq, Fos, Tmp 
SMR EmrE Tc 
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MdtJK Nal, Fos 
ABC MacAB-TolC Ery 

RND 

AcrAB-TolC1 
Fq, ß-lactams, Tc, Cmp, Nov, 

Ery, Fus, Ri, 3rdGC  … 

AcrEF-TolC
2

 

Fq, ß-lactams, Tc, Cmp, Nov, 

Ery, Fus, Rif, 3rdGC … 

AcrD
2
-AcrA-TolC AGs, Ery, PolyB 

CusAB-?
2

 Fos 

MdtABC-TolC
2

 Fq 

MdtEF-TolC
2

 Ery 

Nal: nalidixic acid; Tc: tetracycline + glycylcyclines; Km: kanamycin; Fos: 

fosfomycin; Rif: rifampicin; Cmp: chloramphenicol; Ery: erythromycin; Neo: 

neomycin; Tmp: trimethoprim; Fq: (fluoro)quinolones; Nov: novobiocin; Fus: 

fusidic acid; AGs: aminoglycosides; PolyB: polymyxin B; Tmp: trimethoprim; Sulf: 

sulfamethoxazole; 3rdGC: cefepime, cefpirome (Lai et al., 2016; Zhi li et al., 2016). 

      

                في بكتريا  RNDمن عائلة  (MexAB-OprM) الدفقنظام يتواجد         

Pseudomonas aeruginosa ، الدفق نظامو AdeABC  فيتواجد في بكترياAcinetobacter 

baumannii  ،( ويعد نظام الدفقAcrAB-TolC في بكتريا )E.coli  الاكثر شيوعا بالنسبة لأنظمة الدفق

 stationary يات او عندما تنمو في طور الثبات، اذ تنمو في وسط يحتوي على كمية قليلة من المغذى الاخر 

 يتواجد ايضا فيو  ،(AcrAB-TolCيوضح شكل نظام الدفق )الذي ( 6-0الشكل )في  كما

 .ssp. Klebsiella (Anes etal., 2015)و   .Salmonella sspبكتريا
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االمتكون من البروتين الموجود في الغشاء الداخلي  E. coli( في بكتريا AcrAB-TolCنظام الدفق ) :(1-1الشكل )
AcrB  والبروتينات الموجودة في الفراغ البلازميAcrA  والقناةToic  في الغشاء الخارجي(Amaral et al., 2014). 

   Polymeres Chain Reaction (PCR)تفاعل البلمرة المتسلسل  ......9

وخارج الجسم الحي  الانزيمية بالطرائقهي عملية تضاعف المادة الوراثية كما ونوعا ملايين المرات       

In vitro جراء العملية يلزم توفر انزيم البلمرةولإ .جدا قصير بزمنTaq polymerase  ، البادئات

primers ، القواعد النيتروجينيةnitrogen bases  الاوكسجين ثلاثية الفوسفاتمنقوصة(dntp) ، وقالب 

 ; ,.6998Ravi et al الخفاجي،) thermocyclerالحراري ر التدويوجهاز  DNA template الدنا

ومنها افراد العائلة المعوية  في التشخيص الجيني للكائنات الحية تقانةويمكن استغلال هذه ال .(2014

Enterobacteriaceae  16باستعمال البادئات الخاصة بالجينSrRNA،  اذ تستعمل بشكل واسع في
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اذ تسهل تشخيص المكروبات التي يمكن تنميتها  ،الكائنات الحية ومنها الاحياء المجهرية تشخيص

بشكل  ايضا وتستعملالتقليدية ،  بالطرائقالتقليدية والتي تكون صعبة النمو والتشخيص  الزرعية بالطرائق

 ى التنويع المكروبي في البيئة.كبير في التعرف عل

المتكون من تسع  16SrRNAعلى اساس ان كل المكروبات تمتلك تسلسلات  تقانةتقوم هذه ال      

تتكون من تغايرات منها ما يكون على مستوى  hyper variable regions (V1-V9)مناطق متغايرة 

من الثابتة ويتم مضاعفة التسلسلات النيوكليوتيدية للمناطق  ،س ومنها ما يكون على مستوى النوعالجن

16SrRNA  تقانةفتستعمل PCR كروبات لتصنيف المكروبات الى اجناس وايضا تستعمل لتصنيف الم

 conserved regions، و تتبادل هذه المناطق مع المناطق الثابتة نفسهلجنس من انواع متعددة تعود ل

ان العديد من البكتريا تمتلك جين  فضلا عن. تصنيف مجاميع واسعة من المكروباتالتي تستعمل ل

16SrRNA كل من للجين التشخيصي ل ةالجيني تالتسلسلا % كما هو الحال في تشابه00ة متطابق بنسب

 ,.Shigella spp. (Khalaf and Al-kafaji, 2014 ; Jenkins et alا بكتريو   E. coliبكتريا 

2012) . 
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  Materials and methods    . المواد وطرائق العمل2

 Materialsالمواد   1.2

   Laboratory equipments  المختبرية الاجهزة 1.1.2

 المختبرية المستعملة في الدراسة الاجهزة :1- 2 جدول

 الشركة المصنعة  )المنشأ( الجهاز التسلسل
 refrigerator Kelon (Korea)                                     ثلاجة 1

  ELISA                                  جهاز الاليزا    2

(enzyme linked immunosorbent assay) 
Biorad (US) 

 electrophoresis system Optima (Japan)     جهاز الترحيل الكهربائي 3

 water distillator                        GFL (Germany)    جهاز التقطير 4
 bench centrifuge Daiham (South                 ي المركز   طردجهاز ال 5

Korea) 
 vortex FAWEM (Brazil)                                             مازجالجهاز  6
 gel documentation unit ATTO (Japan)         مجهاز تصوير الهلا 7

 PCR thermal cycler Bioneer (Korea)التدوير الحراري         جهاز  8

 DNA nano drop AcT Gen (Taiwan)            الدنا ياس تركيز جهاز ق 9
 incubator Mennert (Germany)                               حاضنة         10
 water  bath Daiham (South                                   حمام مائي 11

Korea) 
 electreic hot air oven DLTG (China)            فرن كهربائي    12
 laminar air flow (hood) Labtech (Korea)            كابينة الزرع 13

 digital camera ATTO (Japan)                          كاميرا رقمية 14

 micropipettes Brand-W(Germany)              ماصات دقيقة بأحجام مختلفة 15
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 light microscope Kruss (Germany)                      مجهر ضوئي 16

  hot plate and magnetic       مسخن حراري ممغنط 17

stiror 
Stuart (UK) 

                                    للأشعة فوق البنفسجية مصدر 18

                   ultraviolet transilluminator 
Major science 

(Taiwan) 
 pH meter Martini (USA)                     مقياس الرقم الهيدروجيني 19

 autoclave Webco (Germany)                                     مؤصدة 20
 sensitive electric  balance Denver (Germany)  ميزان كهربائي حساس 21

 

   Chemical materialsالمواد الكيميائية    ....2

 الدراسة: المواد الكيميائية المستعملة في 2-2جدول 

 الشركة المصنعة )المنشأ( الكيميائية المادة التسلسل

 agarose BiobasicINK                                            الاكاروز 1

(Canada) 

 hydrogen peroxide                     BDH (England)بيروكسيد الهيدروجين  2

             الفنيلين ثنائي كلوريدثنائي امين -فوسفات-ثلاثي مثيل 3
 tetramethyl-p-phenylendiamine           الهيدروجي

dihydrochloride 

DIFCO (England) 

                                            H2SO4          حامض الكبريتيك المركز 4
BDH (England) 

 seder oil (BDH (Englan                                  العدسات   زيت  5

 ethanol (70%)                                    BDH (England)    كحول اثيلي 6

 absolute ethanol (99%) Bioneer (Korea)               كحول اثيلي مطلق  7
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 BaCl2. 2H2O            BDH (England)                       كلوريد الباريوم المائي 8

 NaCl                         BDH (England)                      كلوريد الصوديوم 9

 glycerol BDH (England)                                            كليسيرول 10

 deionized sterile distal water Bioneer (Korea)    ماء مقطر لا أيوني 11

 crystal violet powder             Fluka (Switzerland) مسحوق البنفسج البلوري  12

 urea CDH (UK)                                                              يوريا 13

 

 Ready- made culture mediaالاوساط الزرعية الجاهزة      2...3

 لاوساط الزرعية المستعملة في الدراسةا: 3-2جدول 

 

 التسلسل
الشركة المصنعة  الوسط الزرعي

 )المنشأ(

                                                    فوكس بروسكاور-وسط احمر المثيل 1
Methyl Red-Voges -Proskauer 

Himedia (India) 

 Blood Agar Base Himadia (India)                   اكار الدم اساس وسط 2
 Chromagar Orientation CROMagar (France)  اورينتيشن     وسط اكار الكروم 3

 MacConkey Agar (Holland)                    وسط اكار المكونكي 4
 Urea Agar Base Himedia (India)                     اكار اليوريااساس وسط  5

 Eosin Methylelen Blueايوسين مثلين الازرق   وسط اكار 6

Agar 
Oxoid (England) 

 Trypton Soy Agar Oxoid (England)             صوياالبتون يوسط اكار تر  7
 Simmon Citrat Agar Himadia (India)           وسط اكار سيمون ستريت 8
 Muller-Hinton Agar Oxoid (England)             هنتون -وسط اكار مولر 9
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 Hekton Enteric Agar Oxoid (England)          وسط اكار الهكتون المعوي  10
 Nutrient Agar Oxoid (England)                         وسط الاكار المغذي 11
 Pepton Water Himedia (India)                            وسط ماء الببتون  12

 Brain-Heart Infusion       مرق نقيع القلب والدماغوسط  13

Broth Oxoid (England) 

 

 Solutions, stains and reagentsالصبغات والكواشف المحاليل،   2.1.2

 الصبغات والكواشف والمحاليل المستعملة في الدراسة :4-2 جدول

 الشركة المصنعة )المنشأ( الصبغات والكواشف والمحاليل التسلسل
 loading dye Geneaid (Thailand)                     التحميل          محلول 1

 ethidium bromide Biobasic INK (Canada)             صبغة بروميد الاثيديوم     2
 methyl red regent Himedia (India)             كاشف احمر المثيل      3
 Kovac`s Regent Vac and Seralnst (Iraq)                     كاشف كوفاكس      4

 Voges-Proskauer               بروسكاور -فوكس كاشف  5

(VP1-VP2) Vac and Seralnst (Iraq) 

6 

 محاليل صبغة كرام
 crystal violet stain                  صبغة البنفسج البلوري 

 safranin stain                             صبغة السفرانين

 iodine                                                الايودين

 ethanol% 69                                الكحول الاثيلي

Switzerland 

 Tris-Borate-EDTA         الكهربائي محلول دارئ الترحيل 7

buffer (TBE) Biobasic INC (USA) 

 phosphate buffer saline Chemical Point    محلول دارئ الفوسفات الملح 8

(Germany) 
 normal saline solution Schuchard (German)           محلول ملحي فسلجي 9
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   Antibioticsدات الحيوية المضا 5.2.1

 المضادات الحيوية المستعملة في الدراسةاقراص  :5-2جدول 

تركيز المضاد  الرمز الحيوي  المضاد التسلسل
 القرص/مايكروغرام

الشركة 
المصنعة 
 )المنشأ(

1 Carbenicillin PY 25 

Bioanalyse 

(Turkey) 

2 Cefotaxime CTX 30 

3 Ceftazidime CAZ 30 

2 Ciprofloxacin CIP 10 

5 Erythromycin E 10 

6 Gentamicin CN 10 

7 Nitrofurantoin F 300 

8 Novobiocin NV 30 

9 Rifampin RA 5 

11 Tetracycline TE 10 
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 Kitsالعدد المختبرية     ....6

 العدد المستعملة في الدراسة :9-2جدول 

الشركة المصنعة  المكونات العدة التسلسل
 )المنشأ(

1 

الحمض عدة استخلاص 
 النووي  المجيني

Genomic الدنا Mini 

Kit 

-GT Buffer 30 ml 

GB Buffer 40 ml- 
W1 Buffer 45 ml- 

-Wash Buffer 100 ml with Ethanol 

-Elution Buffer 30 ml 

-Proteinase K 1.1 with Deionized 

Sterile Distal Water 
-GD Columns 100 pcs 

2ml Collection Tubes 100 pcs- 

Geneaid 

Thailand) ) 

 Ladder Bioneer (Korea) الدنا          ( زوج قاعدة 2111-111الدليل الحجمي ) 2

3 AccuPower® PCR 

PreMix 

-Top DNA Polymerase  1U 

dNTP.(dATP,dCTP,dGTP,dTTP)- 
-Rreaction Buffer,With 1.5 mM 

MgCl2 

KCl2 30mM 

10mM          (Tris-HCl (pH 9.0- 
-Stabilizer and Tracking Dye 

(Laodding Dye) 

- Standard 96 PCR tubes 

Bioneer (Korea) 
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 Primer sequencesتسلسلات البوادئ  ....7

 تسلسلات البوادئ المستعملة في الدراسة 7-2جدول 

 Primer sequence (5′–3′)تتابع البادئ  الجين التسلسل
)زوج  الناتج 

 قاعدي(
 المصدر

1 16SrRNA 
CGAGTGGCGGACGGGTG

AGT F 

727 (Maleki et al., 

2017) TCGACATCGTTTACGGC

GTGGA R 

2 acrA 
CTCTCAGGCAGCTTAGC

CCTAA F 
107  (Maleki et al., 

2017) TGCAGAGGTTCAGTTTTG

ACTGTT R 

3 acrB 
GGTCGATTCCGTTCTCCG

TTA F 
105  (Maleki et al., 

2017) CTACCTGGAAGTAAACG

TCATTGGT R 
 

 Other materialsالمواد الاخرى   ....8

 المواد الاخرى المستعملة في الدراسة :8-2جدول 

 الشركة المصنعة  )المنشأ( الاداة التسلسل
 petri dishes Biozek(Switzerland)                               أطباق بتري  1

 microtiter 96        حفرة69أطباق معايرة تحتوي على  2

wells plates 
AFMA (Jordan) 

 eppendorf tubes Geneaid (Korea)                        فور أنابيب أبند 3
 ------------------ tubes, beakers, flasks      فلاسكات بيكرات، أنابيب، 4
 cotton swabs AFCO (Jordan)                         مسحات قطنية 5
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 transporter swabs Girenier (China)      مسحات قطنية مع وسط نقل 6

 loop Himedia (India)                                              ناقل 7

 millipore filter (0.22) AFCO (Jordan)          وحدات ترشيح دقيقة 8

 

 Methods طرائق العمل   2.2

   Sterilizationالتعقيم  1.2.2

Brown and Smith (2117 )والمحاليل باستعمال طريقتان بحسب  تم تعقيم الاوساط الزرعية      

 وكالاتي :

 التعقيم بالحرارة  1.1.2.2

راسة، والتي لا عقمت جميع الاوساط الزرعية الجاهزة والتركيبية وأغلب المحاليل المستعملة في هذه الد       

لمدة  2أنج/باوند  15م وتحت ضغط º121درجة حرارة ب  autoclaveالمؤصدةبجهاز  ،تتأثر بالحرارة

 .مْ لمدة ساعتين180درجة حرارة  عند  oven، أما الزجاجيات فقد تم تعقيمها بالفرن الكهربائي دقيقة15

 بالترشيح التعقيم  2.1.2.2

، السكريات واليوريا وبعض الصبغات المحاليل التي تتأثر طبيعتها بالحرارة مثلمن  قسم يمعقتم ت         

 .مايكروميتر 1222ذات قطر   millipore filtersباستعمال وحدات الترشيح الدقيقة 
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  Preparation of culture media تحضير الاوساط الزرعية      2.2.2

 Ready-made cutler media تحضير الاوساط الزرعية الجاهزة 1.2.2.2

preparation 

وسط  chromagar Orientation اورنتيشن الكروموسط اكار حضرت الاوساط الزرعية الجاهزة وهي )   

 ، Eosine Methyiene Blueوسط الايوسين مثلين الازرق  ،agar    MacConkeyونكيكاكار الم

، وسط اكار السيمون Methyl Red-Voges Proskauerفوكس بروسكاور   -وسط احمر المثيل 

المغذي ، وسط الاكار Peptone Water وسط ماء الببتون  ،Simmon’s Citrate agar ستريت 

Nutrient agar ، نقيع القلب والدماغ وسط مرقBrain-Heart Infusion Broth ،  وسط اكار تربتون

( بحسب تعليمات Muller-Hinton agar هنتون  -ووسط اكار مولر  Trypton Soy agarالصويا 

مْ 121حرارة  بدرجة المؤصدة، عقمت بكل وسطلخاصة بتة على العبوة امثالتي كانت الشركة المصنعة لها و 

 ، بعدها صبت الاوساط الزرعية في أطباق بتري وأنابيب معقمةدقيقة 15لمدة   2انج/باوند 15وضغط 

مْ لحين 2، بعدها حفظت في الثلاجة بدرجة ساعة للتأكد من عدم تلوثها22مْ لمدة 37وحضنت بدرجة حرارة 

 .الاستخدام

   Laboratory culture mediaالزرعية التركيبة  الاوساط  2.2.2.2

 Urea agarوسط اكار اليوريا  1.2.2.2.2

 اكار اساس غرام من وسط 22ذابة إبو ذلك ليمات الشركة المصنعة حسب تعبالوسط  تم تحضير هذا   

ثم ترك  ليبرد  إلى  درجة حرارة  ، المؤصدةب تر من الماء المقطر المعقم ثم عقم الوسطليمل 950اليوريا في 
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 111من اليوريا في  غرام 21) المحضر باذابة  %21 اليوريامحلول من  تريلمل 50ثم  أضيف ، ºم50

 1222ذات القطر   Millipore filterمن الماء المقطر ثم عقم باستعمال وحدات الترشيح  رليتلم

مْ لحين الاستعمال .استعمل هذا الوسط 4ط في انابيب معقمة  وحفظ بدرجة ثم صب الوس ،ر(يتكرولماي

 .  (Tille, 2017)يايور عن قابلية البكتريا على انتاج انزيم الللكشف 

  Blood agarوسط  أكار الدم   2.2.2.2.2

وعقم  بالمؤصدة   المصنعة حسب تعليمات الشركةBlood  agar  base الدم   أكاراساس حضر وسط    

طف  ثم  صب في اطباق ومزج  بل% 5مْ ، بعدها  أضيف  إليه  الدم  بنسبة   51ثم  برد  إلى درجة حرارة 

من قبل  hemolycin. استعمل هذا الوسط للتحري عن انتاج انزيم الهيمولايسين  وترك ليتصلب بتري معقمة

 (.(Forbes et al., 2007 العزلات قيد الدراسة

 Hekton enteric agarوسط اكار الهكتون المعوي  3.2.2.2.2

مْ ، بعدها اضيف  51ر هذا الوسط بعد تعقيم الماء المقطر بالمؤصدة ثم برد الى درجة حرارة ضح      

 استعمل الوسط تحت الظروف المعقمة ومزج جيدا ، ثم صب في اطباق بتري معقمة وترك ليتصلب . اليه

 (.Brown and Smith, 2017وباقي اجناس العائلة المعوية ) E. coliللتفريق بين بكتريا  الوسط هذا
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  Preparation of solutionتحضير المحاليل  3.2.2

 McFarlandمحلول العكورة ماكفرلاند  1.3.2.2

 : أتيحضر هذا المحلول مختبريا كما ي         

تر من الماء يلمل100في  BaCl2. 2H2Oمن كلوريد الباريوم المائي غرام 1.175اذيب : )أ( المحلول

 المقطر المعقم.

 المقطر. تر من الماءيملل99 الى   H2SO4 تر من حامض الكبريتيك المركزيلمل1اضيف : )ب( المحلول

 للحصول على عكارة)ب( تر من المحلول يملل99.5 الى )أ( تر من المحلول يملل0.5 اضيف       

10) بتركيز
8
 x 1.5  ومحكمة الغلق معتمة جيدا في قنينة زجاجية ومزجت، تريملل/( خلية 

 (Vandepitte et al., 2003) . في مكان مظلم لحين الاستعما حفظتلمنع تبخرها و 

 Crystal violate solution  %1محلول صبغة البنفسج البلوري  2.3.2.2

 في Crystal violate powderغم من مسحوق البنفسج البلوري 1حضر هذا المحلول بإذابة      

 من الماء المقطر ثم رشح المحلول باستعمال وحدات الترشيح الدقيقة ذات قطر نفاذية ليترمل100 

عن تكوين الغشاء  استعمل هذا المحلول في الكشفمايكروميتر وحفظ في الثلاجة لحين الاستعمال. 0.22

 (.Christensen et al., 1985) قيد الدراسة يةالبكتير  لعزلاتلالحيوي 
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  Tris Borate EDTA buffer (TBE)محلول دارئ الترحيل 3.3.2.2 

 تر من دارىء يملل 10ضافة إب Biobasic الشركة المصنعةتعليمات حسب بحضر هذا المحلول         

TBE   10 بتركيزx 1تر من الماء المقطر المعقم للحصول على تركيز يملل 90الىx قنينة  من الدارىء في

 مْ لحين الاستعمال.2  مة ثم حفظ في الثلاجة بدرجة حرارةزجاجية معق

الخاص بالكشف  Ethidium bromide يد الايثيديوممحلول صبغة بروم 2.....2

  هري لمضخات الدفقظالم

الاثيديوم في بروميد صبغة مسحوق ملغرام من  5بأذابة  تر،يملل/ملغرام 5تركيزه  حضر محلول خزين        

تر يملل/( مايكروغرام25، 21،  15،  11،  5خمس تراكيز )حضر ، بعدها تر من الماء المقطر المعقم يملل 1

(Martins et al., 2011). 

 Phosphate buffer saline (PBS)       محلول دارئ الفوسفات الملحي 2.....5

 ملليتر من الماء 1000غرام في  9.86حضر هذا المحلول حسب تعليمات الشركة المصنعة باذابة        

ستعمل هذا المحلول في تجربة الكشف عن تكوين الغشاء . ا7 .2هيدروجيني الرقم للحصول على الالمقطر 

 .قبل العزلات قيد الدراسة  الحيوي من

  Primers solutions  محاليل البوادئ 2.....6

باستعمال الماء المقطر و ذلك ، bioneerوفقآ لتعليمات الشركة المصنعة البوادئ حضرت محاليل        

، اذ تم تحضير محلول كل بادئ مايكروليتر/بيكومول 111لحصول على تركيز من اجل اوني المعقم اللاأي
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مايكروليتر من المحلول  11اخذ اذ تم  ،مايكروليتر/بيكومول 11يز ترك فكان كل منها ذا على نحو منفصل

ثم مزج جيدآ ، ليتر من الماء المقطر اللاأيونيمايكرو  61 الى  اضيفلكل بادئ و  stock solution الخزين

ل الخزينة ، في حين حفظت المحاليلحين الاستعمالمْ 21- درجة حرارة وحفظ في  vortexبجهاز المازج 

ن الثلج بجهاز المازج لغرض مْ مع مراعات مزج المحاليل جيدا بعد اخراجها م 21-للبوادئ في درجة حرارة 

 ها قبل الاستعمال.تسمجان

 Reagents preparationتحضير الكواشف  2.2.2

 Oxidase reagentكاشف الاوكسديز  1.2.2.2

 tetramethyl-P-phenylenediamineغرام من مادة 1ذابة إبكاشف وذلك حضر هذا ال   

dihydrochloride هذا  مللتر من الماء المقطر المعقم وحفظ في قنينة زجاجية معتمة ، استعمل100  في

 .( Tadesse and Alem, 2006)تيريا على انتاج انزيم الاوكسديزعن قابلية البكللكشف الكاشف 

 Catalase reagentكاشف الكتاليز  2.2.2.2

، 30%من المحلول الاصلي بتركيز3% بيروكسيد الهيدروجين بتركيز المتكون من كاشف هذا الحضر    

       نتاج انزيم الكتاليزعن قابلية البكتيريا لإللكشف ، استعمل هذا الكاشف معتمةينة حفظ في قنو 

(Tadesse and Alem, 2006 .) 
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 Bacterial isolatesالعزلات البكتيرية  5.2.2

 Bacterial sample collectionالبكتيرية العينات جمع  1.5.2.2

وتحت اشراف  اصابات المسالك البوليةمن المرضى الذين يعانون من اعراض  بول عينة 111جمعت    

)ع( مستشفى مدينة الامامين الكاظمين )من مستشفيات مختلفة في مدينة بغداد شملت  الطبيب المختص،

ية بغداد التعليمي والمختبرات التعليمية ومستشفى حمامستشفى ى الطفل المركزي التعليمي و التعليمي ، مستشف

حاويات اذ استعملت . 1/11/2118ولغاية  11/7/2118ة من ، للفتر الطفل التعليمي في مدينة الطب( 

ثم زرعت العينات  عينة من منتصف البول في الصباح الباكر لجميع المرضى،اللجمع  countainersالجمع 

مْ لمدة  37من البول وزرعها على عدة اوساط تفريقية ثم حضنت بدرجة حرارة  مايكروليتر 111وذلك باخذ 

 5الدقيقة لمدة دورة/ 211بسرعة  centrifugeالمركزي النبذ بعدها نبذت العينات مركزيا بجهاز  ساعة.  22

شريحة ال، بعدها وضعت قطرة من الراسب على نصف دقيقةدقائق، ثم مزج الراسب بجهاز المازج لمدة 

خلايا دم بيض او اكثر  11، يعد وجود 21×زجاجية وفحصت تحت المجهر الضوئي باستخدام قوة تكبير لا

 نتيجة موجبة.مستعمرة نقية نامية في الطبق  211-51في حقل المجهر فضلا عن وجود ما بين 

 Cultural identificationالتشخيص المزرعي  2.5.2.2

يرية وتنقيتها على اوساط زرعية العزلات البكت ةعالمعزولة بعد زرا ية للمستعمرات درست الصفات المظهر    

 اكار الدموسط  وسط اكار الهكتون المعوي، ،، وسط الايوسين مثلين الازرق ونكيوسط اكار المك)لفة مخت

وشملت الدراسة كل من الشكل والحجم والقوام واللون والحافات والارتفاعات ( اورينتيشن ووسط اكار الكروم

 (. Wanger et al., 2017)    ية المعزولةللمستعمرات البكتير 
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 Microscopic identificationالتشخيص المجهري  3.5.2.2

 MacConkeyكونكي على وسط اكار المالتي تم تنميتها كتيرية حضرت مسحات من العزلات الب   

شكل الخلايا وترتيبها والوانها  ثم فحصت تحت المجهر الضوئي لرؤية ، كرامبتقانة ساعة،  22-18عمرها  

 (.Levinson, 2016)  علها مع صبغة كرامتبعا لتفا

 Biochemical identificationالتشخيص الكيموحيوي  2.5.2.2

 Oxidase test اختبار الاوكسديز  1.4.5.2.2

بوساطة   filter paperساعة على ورقة ترشيح  22عمرهاونكي ة نامية على وسط اكار المكنقلت مستعمر 

ر مسبقآ وفقآ ضيها قطرة من كاشف الاوكسديز المحثم اضيف ال ،معقمة  wooden sticksعيدان خشبية 

انية دليل على انتاج انزيم الاوكسديز ث (30-60)الارجواني في  اللون الىيعد تغير  (.1222223للفقرة ) 

oxidase (Hemraj et al., 2013.) 

 Catalase testاختبار الكتاليز 2.4.5.2.2 

لى شريحة زجاجية معقمة وجافة ساعة ع 22عمرهاونكي مستعمرة نامية على وسط اكار المكنقلت         

بتركيز الكتاليز ف من كاشواحدة ، ثم اضيفت فوقها قطرة معقمة  Wooden Sticksخشبيةبوساطة عيدان 

                    دليل على انتاج انزيم الكتاليز الزجاجية ة هور الفقاعات على سطح الشريحيعد ظ %.3

(Hemraj et al., 2013.) 
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  Indole testاختبار الاندول  3.4.5.2.2

 pepton  الببتون  ماء وسط الحاوية على الاختبار نابيبتلقيح ااجري  هذا الاختبار من خلال         

water م37ساعة وبدرجة حرارة  24لمدة  ، ثم حضنتبكتيريةال اتمستعمر البº، 1-2أضيف للوسط بعدها   

دليل على على سطح الوسط اء اللون ظهور حلقة حمر يعد . kovac’s reagentكوفاكس  قطرة من كاشف

 (Forbes et al., 2007) .ايجابية الاختبار 

 Methyl red testاختبار المثيل الاحمر  2.2.5.2.2

بالمستعمرات  (MR-VPفوكس بروسكاور ) –المثيل الاحمرالانابيب الحاوية على وسط لقحت       

قطرات من كاشف  5-2، ثم اضيف لكل انبوبة ºم 37ساعة وبدرجة حرارة 24 ، ثم حضنت لمدة كتيريةالب

 ردليل على ايجابية الاختبا عد تحول لون الوسط الى الاحمري .methyl red regentالمثيل الاحمر 

Hemraj et al., 2013) ). 

 Voges- Proskauer test بروسكاور  –اختبار فوكس  5.4.5.2.2

بالمستعمرات  (MR-VPفوكس بروسكاور ) –ب الحاوية على وسط المثيل الاحمرالانابيلقحت       

من المحلول  اتقطر 10  ، ثم اضيف لكل انبوبةºم37ساعة وبدرجة حرارة 24 ، ثم حضنت لمدة بكتيريةال

دروكسيد هيVP2) الثاني ) قطرات من المحلول 5ثم  alpha – naphtholنفثول  –الالفا  VP1)الاول )

سجلت النتائج بعد نصف  ، ثمدقائق 5ولوحظت النتائج بعد  ،ثم رجت الانابيب جيدا KOHالبوتاسيوم 

 .(Brown and Smith, 2017)هور اللون الاحمر دليل على ايجابية الاختبارظ .ساعة
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 Citrate utilization test اختبار استهلاك السترات  6.2.5.2.2

، بطريقة التخطيط، ونكيعلى وسط المك تم تنميتها  بكتيريةمستعمرات ب ستريتزرع وسط السيمون       

 نمو ظهور مع الأزرق  إلى الأخضر من لون الوسط تحول يعد. ساعة24 ولمدة  ºم37حرارة  درجة عند وحضن

 استهلاك البكتيرية على تالعزلا قابلية معرفة لغرض الاختبار هذااستعمل  النتيجة الموجبة. على بكتيري دلالة

 Brown and) للنيتروجين كمصدر الامونيوم أملاح استهلاك وعلى والطاقة للكاربون  وحيد كمصدر السترات

Smith, 2017). 

  Urease testاختبار اليوريز  7.2.5.2.2

من خلال ( 2222223وفقاً للفقرة )الذي تم تحضيره وسط اكار اليوريا  الانابيب الحاوية على تم تلقيح       

الى ون الوسط ل تحول ، يعدمْ 37ساعة بدرجة حرارة 22دة ثم حضنت لم ،المائل سطح الوسطعلى تخطيط ال

يم نتاج انز على اعن قابلية البكتريا  اجري هذا الاختبار للكشف .ايجابية الاختبار الوردي دليل على اللون 

 .(Tille, 2017)  يزاليور 

  Hemolysin production testاختبار انتاج الهيمولايسين  8.2.5.2.2

وحضنت الاطباق ، Blood agarالعزلات البكتيرية على الاطباق الحاوية على وسط اكار الدم  زرعت     

         الفا ، بيتا ، كاما ( وع التحلل )النتائج بملاحظة نت ئ، ثم قر ساعة 22مْ لمدة 37حرارة بدرجة 

(Tille, 2017.) 
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 Preservation of bacterial isolatesحفظ العزلات البكتيرية وادامتها  6.2.2

 Short-term preservationالحفظ قصير المدى  1.6.2.2

بصورة مائلة  و بطريقة التخطيط Nutrient agarزرعت الانابيب الحاوية على وسط الاكار المغذي        

slant وجددت العزلات  ،ساعة 22دة مْ لم37، وحضنت الانابيب بدرجة بطريقة التخطيطت البكتيرية بالعزلا

 (.(Harley and Prescotte, 2002شهريا 

 Long-term preservationالحفظ طويل المدى  2.6.2.2

 المحضر مسبقا وفقا للفقرةنقيع القلب والدماغ مرق  وسط تر منيملل 5لقحت الانابيب الحاوية على       

مْ 37لانابيب بدرجة اهذه ، ثم حضنت E. coliريا بعزلات بكت % كليسيرول 15والمضاف الية ( 1222223)

 (.WH , 2003لحين الاستعمال ) مْ  21-ت الانابيب في درجة ، بعدها حفظساعة 22لمدة 

 Antibiotic resistance test    اختبار مقاومة البكتريا للمضادات الحيوية  7.2.2

بحسب ما جاء  kirby-baureطريقة استعمال للمضادات الحيوية ب E. coliبكتريا اختبرت حساسية      

 : وكالاتي .Vandepitte et al( 2113في ) 

الى اعة س 22ونكي بعمرالمك اكار على وسط التي تم تنميتها( من المستعمرات 5-3نقلت ) -1

وضبطت ،  normal salineلحي الفسلجي تر من المحلول الميملل 5انبوبة تحوي على 

 (1232223للفقرة )وفقآ  االمحضر مسبق 1.5محلول ماكفرلاند عكارة المحلول مع  ارةعك

10)والذي يعادل 
8 
x 1.5) تر.يملل/خلية 
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 الحاوية على العالق البكتيري وتم تدويرهاادخلت المسحة القطنية المعقمة في الانبوبة  -2

زالة اللقاح الزائد وبعد ذلك مررت على اطباق ا على الجدار الداخلي للانبوبة لإوضغطه

نمو هنتون عدة مرات وباتجاهات مختلفة للحصول على  -حاوية على وسط اكار مولر

 .سمتجان

ابعاد متساوية وسط المزروع وعلى الوضعت اقراص المضادات الحيوية على سطح  -3

 وضغطت الاقراص بلطف باستعمال الملقط المعقم وبعدها حضنت الاطباق بدرجة حرارة

º37 ساعة. 24م لمدة 

، ثم ستعمال المسطرةامتر وذلك ببالملالاقراص التثبيط حول مناطق اقطار  سجلت نتائج -4

 (.CLSI ,2017قورنت النتائج بجداول قياسية )

  Biofilm formation testتكوين الغشاء الحيوي  قابلية البكتريا على اختبار 2...8

المعقمة  microtiter plateتم الكشف عن تكوين الغشاء الحيوي باستعمال طريقة الصفيحة العيارية      

 :وكالاتي مع اجراء بعض التحويراتFusco et al. (2117 )حسب ما جاء في ( حفرة 69ذات )

اعة وبدرجة س 24، بعدها حضن لمدة بالمستعمرات البكتيريةنقيع القلب والدماغ وسط مرق لقح   -1

 .مْ 37حرارة 

غير الحاوي نقيع القلب والدماغ مايكروليتر من  200وضع في حفر العمود الاول لطبق المعايرة   -2

 .(على البكتيريا )سيطرة سالبة
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نقيع القلب والدماغ وسط مرق من  مايكروليتر 200ضع في الحفر الثلاثة الاولى للعمود الثاني و  -3

لكل عزلة نفسها ، بعدها اتبعت الطريقة عزلة(لكل البكتيرية الاولى )ثلاث مكررات  الملقح بالعزلة

 .رالعمود الاخيالى 

 ، وبعد الحضن تم التخلص منمْ 37درجة حرارة وب ساعة 24ضنت اطباق المعايرة لمدة ح  -2

 .(5232223محتوى الحفر ثم غسلت بمحلول دارئ الفوسفات الملحي المحضر مسبقآ وفقآ للفقرة )

محضر % ال1بتركيز  crystal violateمايكروليتر من صبغة البنفسج البلوري  200اضيف   -5

وترك  ، ثم ازيلت الصبغة بغسلها بالماء المقطر المعقمدقيقة 25لمدة  (3232223وفقآ للفقرة ) مسبقا

 دقيقة. 45الطبق ليجف بدرجة حرارة الغرفة لمدة 

 .%66ليتر من كحول الايثانول بتركيزمايكرو  200اضيف   -9

طول  وعند ELISAباستعمال جهاز الاليزا  Optical Density( OD) فة الضوئية اقيست الكث  -7

 تر.نانوم 630موجي 

 :القراءات وفقآ للمعادلات الاتية تم تحديد كفاءة العزلات في انتاج الغشاء الحيوي بمقارنة  -8

اذا كان معدل الكثافة الضوئية للسيطرة  non-adherentالعزلة غير مكونة للغشاء الحيوي  دتع  - أ

 .ODc ≥ OD)) اكبر او يساوي معدل الكثافة الضوئية للعزلة

اذا كان معدل الكثافة الضوئية  weakly adherentتعد العزلة ضعيفة التكوين للغشاء الحيوي   - ب

ضوئية للعزلة اكبر من معدل الكثافة الضوئية للسيطرة او يساوي او اصغر من ضعفي الكثافة ال

 .(ODc<OD≤2xODc)للسيطرة 
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 ذا كان معدل الكثافةا  moderately adherentتعد العزلة متوسطة التكوين للغشاء الحيوي   - ت

الكثافة الضوئية للسيطرة او تساوي او اصغر من اربعة الضوئية للعزلة اكبر من ضعفي 

   (2xODc<OD≤4xODc).اضعاف السيطرة

اذا كان معدل الكثافة الضوئية strong adherent تعد العزلة شديدة التكوين للغشاء الحيوي   - ث

 .OD>4xOD)اكبر من اربعة اضعاف معدل السيطرة) للعزلة

 Morphological detection of efflux  عن مضخات الدفقالمظهري الكشف  9.2.2

pump  
كافة باستعمال محلول الملح الفسلجي المعقم وقورنت  يريةالبكتللعزلات رت التخافيف العشرية حض      

البكتيرية التي تمتلك  اجري هذا الكشف على العزلات .(ماكفرلاند)مع محلول ثابت العكورة القياسي  ارتهكع
، باعتماد الطريقة biofilmصفة المقاومة للمضادات الحيوية والتي لها القابلية على تكوين الغشاء الحيوي 

تربتون اكار  ، باستعمال وسطEtBr-agar cartwheel methodالمحورة عن طريقة العجلة الخشبية 
 :كما يأتيو Martins et al. (2113 ) ما جاء فيحسب يد الاثيديوم بتراكيز مختلفة صويا و صبغة برومال

 مايكروغرام /ملليتر، (25، 21، 15, 11،  5يد الايثيديوم )بغة برومحضرت تراكيز مختلفة من ص  -1

 صويا بعد تعقيمه وتبريده قليلا.التربتون من الصبغة أعلاه الى وسط اكار  ضافة كميات مختلفةإب

، بصورة شعاعية امعقمة تم تقسيمها مسبق رجت الأوساط جيدا وبعد تعقيمها صبت في أطباق  -2

 .جة حرارة الثلاجة لحين الاستعمالوحفظت في در 

، ثم ضغطت على الجدار الداخلي عقمة على العالق البكتيري المخففمررت المسحات القطنية الم -3

من حافة الطبق الى مركزه لكل عزلة زرعت بشكل خط شعاعي  ، ثمللتخلص من المزروع الزائد

  .ساعة 19ة مْ ولمد37 حرارة ، بعدها حضنت الاطباق بدرجةولكل تركيز
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 .شدة التألقلملاحظة  تعمال مصدر للاشعة فوق البنفسجيةوذلك  باسالبكتيرية  اختبرت العزلات   -2

 Genomic DNA extraction المجينيمض النووي ااستخلاص الح 11.2.2

، الدنا المجينينووي المض االح لغرض استخلاص  Geneaid استعملت العدة المجهزة من قبل شركة      

لقياس  DNA nano drop قياس تركيز الدنا استعمل جهاز، و المرفقالبروتوكول تم الاستخلاص بحسب  اذ

 .الدنا المجينيالحامض النووي وتركيز نقاوة 

  Preparation of agarose gelالاكاروز تحضير هلام  11.2.2

 :( وكالاتي2111)   Sambrook and Russell حضر بحسب طريقة      

 1xالدارئ بتركيز  TBE Bufferتر من محلول يملل111غرام من هلام الاكاروز في 125اذيب  -1

 مْ  91وبدرجة حرارة  دقيقة 15ة وباستخدام الصفيحة الحرارية لمد

 الايثيديوم يدمايكروليتر من صبغة بروم 5اضيف  مْ وبعدها 51درجة حرارة ترك الهلام ليبرد الى  -2

 .مع الهلام اومزجت جيد

، بعدها ترك ليتصلب في ( بعد تثبيت الامشاط فيهTrayصب هلام الاكاروز في قالب الترحيل ) -3

 .رعلى الحفللحصول . ثم ازيلت الامشاط من الهلام بعناية دقيقة 31رة الغرفة لمدة ادرجة حر 

 Extracted DNAالمستخلص المجيني الحامض النووي  التحري عن 12.2.2

، loading dyeالتحميل محلول من مايكروليتر  0.5مع  الدنامايكروليتر من عينة  5مزج  -1

 .%125تركيزه بعدها نقل المزيج الى الحفر الموجودة في هلام الاكاروز 
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بتركيز   TBEالحاوي على دارئ  tankنقل القالب الى حوض جهاز الترحيل الكهربائي  -2

1x ،مرارها على فرق جهد قدره بإ الدنا محلول الدارئ، ورحلت عيناتغمر سطح الهلام ب اذ

 .تينلمدة ساعو فولت  111

 فوق البنفسجية وبطول موجي شعةالمستخلص باستعمال مصدر للا الدنا حزم مواقع حددت  -3

 Sambrook and) الدنا صور الهلام لغرض التأكد من وجود نانوميتر، ثم 321

Russell, 2001). 

             Polymerase  chain reaction (PCR)البلمرة المتسلسل  تفاعل   13.2.2

 وبحسب تعليمات AccuPower®PCR PreMixباستعمال عدة هذا التفاعل حضر مزيج 

 المصنعة وكالاتي:الشركة 

المجهزة مع العدة والحاوية على  (PCR)في انابيب  المتسلسل حضر مزيج تفاعل البلمرة -1

   مع اضافة المكونات الاخرى لمزيج التفاعل كما في جدولالمتسلسل مكونات تفاعل البلمرة 

(2-6). 

 ثوان. 5اغلقت الانابيب ومزجت بجهاز المازج لمدة  -2

لغرض  المتسلسل لتفاعل البلمرة thermocyclerالتدوير الحراري نقلت الانابيب الى جهاز  -3

 الحرارية المثلى للدوراتروف على وفق الظ amplification اجراء عمليات تضخيم الدنا 

Thermo Cycling Conditions Sambrook and Russell, 2001)).  اجري تفاعل و

 برمجته حسب التفاعل تتمبعد ان  الحراري التدوير باستعمال جهاز  المتسلسل البلمرة

 .(Maleki et al., 2017) 11-2جدول المبين في ال
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 PCRمكونات وحجوم مزيج تفاعل البلمرة المتسلسل  :6-2الجدول 

الحجم  المكونات التسلسل
 بالمايكروليتر

 AccuPower® PreMix 5                                         محلول 1

 Template DNA 3         مستخلص الدنا المستعمل كقالب           2

3 
 Primerالبادئ 

 Forward Primer 1.5                  البادئ الامامي

 Reversed Primer 1.5                 البادئ العكسي 2

 Deionized Nuclease Freeالماء اللاأيوني الخالي من الانزيم      5

Water 
12 

 Total volume 25                 الحجم النهائي                       6
 

 PCR المتسلسل تفاعل البلمرة جراءروف المثلى لإالظ :11-2جدول ال

عدد  الوقت )مْ( يةئو درجة الحرارة الم المرحلة التسلسل
 الدورات

1 
 مرحلة المسخ الاولي

Initial DNA 

Denaturation 

 دورة واحدة دقائق 5 65

2 
 الدنامسخ ال 

DNA 

Denaturation 

 دورة 31 ثانية 31 65
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 الارتباط 3
Annealing 

acrA/acrB 16srRNA 
 ثانية 31

52 60 

 الاستطالة 2
Extention 

 ثانية 25 72

 مرحلة الاستطالة النهائية 5
Final Extention 

 دورة واحدة دقائق 5 72

 

 المضخم الدنا التحري عن وجود حزم 12.2.2

في هلام الاكاروز تركيزه  الى الحفر( PCRالمضخم )ناتج تفاعل  الدنامايكرولتر من  5 نقل   -1

125% . 

في  ةزوج قاعد 2111-111حجمه  DNA ladderالدليل الحجمي  مايكروليتر من 2نقل  -2

ين المضخم مع حجوم الدليل مقارنة حجم الجبلمضخم ، وذلك ا الدناالحفرة الاولى لقياس حجم 

 .الحجمي

مرارها على فرق بإ الدناورحلت عينات ، 1xبتركيز  TBE bufferغمر سطح الهلام بالدارئ  – 3

باستعمال  PCRالهلام الحاوي على ناتج تم فحص ، بعدها دقيقة 81لمدة و فولت  111جهد قدره 

 ونانوميتر،  291قدره طول موجي وب UV-transiluminator  مصدر الاشعة فوق البنفسجية

لتحديد الحزم وقياس اوزانها الجزيئية ، gel documentation unit جهاز تصوير الهلامب صور

الجزيئية المعروفة  ذات الأوزان ladderالتابعة الى الدليل الحجمي مع مواقع الحزم  عند مقارنتها

 .ةزوج قاعد 111-2111
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 DNA sequencingالتحليل التتابعي للجينات  ....15

الــى شــركة  ((F +Rمــع البــوادئ  acrA ,acrB,16srRNA للجينــات الدنا  ارســلت عينــات   

Macrogen Inc (South Korea Geumchen, Seoul )،  وتم تحليل النتائج وفقا لبرنامج

DNASTAR lasergene EditSeq، المتوفر على موقعNCBI   تسلسل وعدد القواعد لمعرفة

 .النيتروجينية
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 Results and discussion. النتائج والمناقشة 3

   Escherichia coliعزل بكتريا  3.3

 urinary tractالمسالك البولية  اصاباتمن المرضى الذين يعانون من  بولعينة  011 تجمع      

infections (UTIs)  الطفل المركزي التعليمي   مستشفى ،اظمين )ع( التعليميمن مستشفى الامامين الك

 للمدة الطب ،مستشفى حماية الاطفال التعليمي والمختبرات التعليمية في مدينة  ومستشفى بغداد التعليمي ،

  والجزيئية البايوكيميائية، المجهرية، المظهرية وبعد اجراء الفحوصات ،0/01/8102الى  01/7/8102من 

 ( 0-3)الجدولكما موضح في  E. coliعزلة تعود الى بكتريا  01الحصول على تم 

  Morphological identificationالتشخيص المظهري  3.3.3

المظهرية وذلك بعد تنميتها على كل  مبدئيا بالاعتماد على الصفات E. coliعزلات بكتريا  تصشخ

 Eosin Methylineيوسين مللين الارر  اكار الا، وسط  MacConkey agarمن وسط اكار المكونكي  

Blue agar (EMB) ، وسط اكار الدمBlood agar  وسط اكار الكروماجينChromagar 

Orientation  المعوي  هكتون الووسط اكار Hekton Enteric agar . اوضحت النتائج ان البكتريا كانت

 المكونكي  اكار ، ناعمة ولماعة وذات حافة حادة على وسطتعمرات ورديةمخمرة لسكر اللاكتور فأعطت مس

 التي تسمح بنمو البكتريا crystal violet لبنفسج البلوريةعلى املاح الصفراء وصبغة االتفريقي الذي يحتوي 

العزلات  واعطت  .نمو البكتريا الموجبة لصبغة كراموتلبط بضمنها العائلة المعوية السالبة لصبغة كرام 

وهذه الصفة من الصفات المميزة  الايوسين مللين الارر  اكار مستعمرات خضراء معدنية لماعة على وسط 

 ينيوسين  والمليلء الوسط على صبغات الاحتوانتيجة لا ،افراد العائلة المعويةعن غيرها من  E. coliلبكتريا 
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يدل مما  آاخضر معدني آالارر  التي تترسب في الوسط الحامضي بعد ارتباطها مع بعضها فتعطي لمعان

وسط اكار اما  .سكريات اللاكتور والسكرورنتيجة لتخميرها على ان البكتريا انتجت الحوامض العضوية 

المولد اللوني المترافق تعمل على تحليل  β-glucuronidasesنزيمات بكتريا تنتج افان ال الكروماجين

chromagenic conjugate او ما يسمى β-glucuronid chromagenic substrate تحرر الحامل ف

ي تم المستعمرات الت . وكانتللمستعمرات البكتيرية عطي بذلك اللون الورديفت chromaphoreاللوني 

كانت محللة للدم تحلل كامل  %(6) عزلاتثلاثة اغلبها غير محللة للدم ما عدا تنميتها على وسط اكار الدم 

 كما موضح في  hemolysinمما يدل على انتاج انزيم الهيمولايسين  β-hemolysisمن نوع بيتا 

 .(8الملحق ) ( و0-3)الشكل

مستعمرات صفراء اظهرت وجد انها  المعوي  عند تنمية المستعمرات البكتيرية على وسط اكار الهكتون        

نتيجة لكونها بكتريا مخمرة لسكر اللاكتور، اذ يعد هذا الوسط من الاوساط التفريقية التي  اللون الى برتقالية 

كذلك يفر  بين ، مخمرة لسكر اللاكتورالغير و اللاكتور  المخمرة لسكر كرامبة لصبغة تفر  بين البكتريا السال

 ;Wanger et al., 2017) يوهذا يتفق مع ما جاء ف.  Shigellaو بكتريا   Salmonellaكل من بكتريا 

Jawetzet al., 2016; Sharmin et al., 2010). 

( في الهند ان نسبة 8100) .Bhattacharyya et alاظهرت النتائج التي توصل اليها الباحث   

كما اشار الى ان  ،%(01البولية المحللة للدم كانت )المسالك  اصاباتالمعزولة من   E. coliعزلات بكتريا 

. وبينت فإنها كانت ضعيفة الضراوةلذا  hemolysinالبكتيريا كانت متغايرة في انتاج انزيم الهيمولايسين 

مستعمرات  العزلات البكتيرية اظهرت( ان معظم 8101) .Sharmin et alالدراسة التي اجراها الباحث 
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اكار الدم في حين  وردية على وسط اكار الكروماجين و مستعمرات بيضاء صغيرة حادة الحواف على  وسط

 . المكونكي اكار اظهرت مستعمرات وردية على وسط %( منها78ان )

 

0-  8-  3-                                           

4        4-               0- 

 

 مستعمرات وردية على  -3على عدة اوساط تشخيصية وهي ) E. coliالشكل المظهري لمستعمرات بكتريا  :(3-3الشكل )

الايوسين مثيلين اكار وسط مستعمرات خضراء معدنية لماعة على  -MacConkey agar ،2المكونكي  وسط اكار

 Bloodوسط اكار الدم مستعمرات بيضاء حليبية غير محللة للدم على   -Eosin Methylene Blue agar ،3الازرق 

agar ،4-   اورنتيشن وسط اكار الكروممستعمرات وردية على Chromagar orientation  5-   مستعمرات برتقالية

 .(  Hekton Enteric agarالمعوي وسط اكار الهكتون على 
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  Microscopic identificationالتشخيص المجهري  2.3.3

المستعمرة من مسحة تحضير وذلك عن طريق  Gram’s stainصبغة كرام تم اجراء التصبيغ ب

عصوية قصيرة سالبة  البكتريا ، ظهرت خلايا( ساعة84-02عمرها ) على وسط اكار المكونكيالنامية 

 Levinsonجاء في  ما وهذه النتائج تتفق مع، non spore forming لصبغة كرام وغير مكونة للأبواغ 

(2016).  

 Biochemical identificationالتشخيص الكيموحيوي  3.3.3

موجبة  جميعها، فكانت جميع العزلات على biochemicalتم اجراء الاختبارات الكيموحيوية  

 يدروجينبيروكسيد اله الكاشف قد عملت على تحليل E. coliان بكتريا  ،اذ catalase testلاختبار الكتاليز 

تحول لون  عدم من خلال oxidase testالاوكسديز  ختباروكانت البكتريا سالبة لا الى ماء و أوكسجين .

 cytochrom oxidaseك انزيم متلان البكتريا لا ت ، اذعند اضافة الكاشفالارجواني المستعمرات الى 

ان يؤكد لعدم تحول لون الوسط  الامر الذي   urease testاليوريز ختبار سالبة لاو  ،كمستقبل للهيدروجين

 .urease انزيم اليوريز هاعدم امتلاكالبكتريا غير مستهلكة لليوريا ل

 indole test الاندولفكانت البكتريا موجبة لكل من اختبار  IMViCاما نتائج اختبارات مجموعة ال       

 لحلنتيجة لت isoamyl alcoholالايزوميلي في طبقة الكحول  ظهور حلقة حمراء على سطح الوسطنتيجة ل

في  آ، ويعد هذا الكشف مهمtryptophaseانزيم ساطة بو   triptophaneالحامض الاميني التربتوفان

كاشف كوفاكس وذلك بعد الكشف عنه باستعمال الاخرى افراد العائلة المعوية و  E. coliالتفريق بين بكتريا 

Kovac’s reagent، المليل الاحمر  ختبارموجبة لا وmethyl red test تيجة لوجود الحامض الناتج ن
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تغير انتاج الحامض و مما ادى  peptoseو الببتور  glucoseالبكتريا لسكر الكلوكور  من استهلاك وتخمير

  .تحول لون الوسط الى اللون الاحمرمما ادى الى   للوسط الاس الهيدروجيني 

اللون ظهور نتيجة   Voges-Proskauerبروسكاور-الفوكس ختبارلاسالبة ايضا كانت البكتريا       

 الى glucoeلكلوكور سكر اتحويل البكتريا لعدم الاصفر الى البني للوسط السائل الذي يعود سببه الى 

عدم تفاعل ، مما يؤدي الى Acetoine)الاستون ( acetylmethylcarbinol لنيو كارب مليل لاياست

 Acetoine( مع الاسيتون VP2) potassium hydroxideو  alphanaphthol (VP1)الكاشفين 

وحيد البكتريا للسترات كمصدر استعمال يدل على عدم الذي  Citrate الستراتختبار لا سالبةكانت و ، الناتج

للون انت النتيجة عدم تغير لون الوسط فك، citrate permeaseنتيجة لعدم امتلاكها لأنزيم للكاربون 

 ،       pHتغير الاس الهيدروجيني وعدم  citric acidانتاج حامض الستريك  لعدم ، زر  الم الاخضر

 ,.Tille, 2017; Brown and Smith, 2017; Sharmin et al) كل من ما جاء في معوهذا يتوافق 

2010.) 

  Molecular identificationالتشخيص الجزيئي  4.3.3

، بالاعتماد PCR تقانةالبكتيرية الى التشخيص الجزيئي وذلك باستعمال العزلات اخضعت جميع  

في النوع  ةطويل مدةلو قليل التغاير  آثابت آجينالذي يتميز بكونه  16SrRNAالجين التشخيصي على 

د في جميع موجو  E. coliالجين التشخيصي الخاص ببكتريا واظهرت النتائج ان التسلسل الخاص ب ،البكتيري 

وجد ان الحزم  DNA ladder، وبالمقارنة مع الحزم المتضاعفة والدليل الحجمي %(011وبنسبة ) العزلات
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  والملاحق( 8B-3و )( 8A-3روج قاعدة كما موضح في الشكل ) 787الناتجة كانت ذات ورن جزيئي 

(0  (A( 6و A).  

اذ بلغت  ( 8106ان جعار وهميم )التي توصل اليها الباحلفق نتائج هذه الدراسة مع نتائج الدراسة المحلية تت

الدراسة الحالية ايضا مع الدراسة  تتفق كما ،%16SrRNA (011)للجين لعزلات البكتيرية اامتلاك نسبة 

 Lai etالدراسة التي توصل اليها الباحث و  ( في ايران8107)  et al. Maleki التي توصل اليها الباحث

al. (8106في ماليزيا )،  باستعمال الجين التشخيصيالبكتيرية اذ تم التشخيص الجزيئي لجميع العزلات 

16SrRNA.  تتفق نتائج الدراسة الحالية مع نتائج الدراسة التي اجراها الباحثوايضا Jenkins et al. 

 .16SrRNAكانت تمتلك للجين التشخيصي  E. coliان حميع عزلات بكتريا ( التي اظهرت 8108)

اكلرها حساسية في تشخيص و في تشخيص البكتريا الطرائق اد  و الطريقة من اسرع  هذه تعد      

المناطق التي تتداخل مع    conserved regionsالمناطق اللابتة  ويحتوي هذا الجين على  ،الممرضات

التي يستفاد منها في تحديد هوية الجنس والنوع مناطق متغايرة  9البالغ عددها variable regions المتغايرة 

او التغاير  كما انه قليل ،في كل الانواع البكتيرية اموجود 16SrRNAالبكتيري وذلك لكون الجين التشخيصي 

روج قاعدة من هذا الجين تكون  على مر الزمنجدا ضئيل يكون ير العشوائي في التسلسل الجيني يالتغ ان

   (.Suardana, 2014; Srinivasan et al., 2015) والبحليةكافية جدا للأغراض التعليمية 
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 . E. coliنتائج الاختبارات التشخيصية لبكتريا  :(3-3جدول )

                              Resultالنتائج                                  Testالاختبار  

 مستعمرات وردية مخمرة لسكر اللاكتور MacConkey agarالنمو على وسط المكونكي 

lactose fermenting 

 النمو على وسط الايوسين مللين الارر       

       agar EMB 
 مستعمرات خضراء معدنية لماعة

green metalic sheen 

 variableمتغايرة   Blood agar         الدمالنمو على وسط اكار 

                        الكروم اكار النمو على وسط

   Chromagar orientation          

 مستعمرات وردية صغيرة

 النمو على وسط اكار الهكتون المعوي 

Hekton Enteric agar 

مستعمرات برتقالية صغيرة مخمرة لسكر 
 اللاكتور 

 -        gram stain            صبغة كرام         
  rodsعصيات  شكل الخلايا وتجمعها 

 _                             oxidaseانزيم الاوكسديز 
 +                                catalaseانزيم الكتاليز 
 _                                    ureaseانزيم اليوريا 

 + Indole                                      الاندول
 +                          methyl redالمليل الاحمر 

          Voges-Proskauerبروسكاور -فوكس

  

_ 

 _                                        citrateالسترات 

 + 16SrRNA     الجين التشخيصي             

 ( اختبار سالب -اختبار موجب ، )       (+) 
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 .Eزوج قاعدة ( لعزلات بكتريا  277)  16SrRNAالترحيل الكهربائي لناتج تفاعل البلمرة المتسلسل لجين  :(2-3الشكل )

coli  اكاروز 3.5في %agaros  دقيقة . المسار  80فولت لمدة  311وفرق جهدM ( 2111-311يمثل الدليل الحجمي 

تمثل (  2B-3)   في الشكل  (E: 50 – 26)( والمسارات  2A-3)  في الشكل (E: 25 – 1)زوج قاعدة ( ، المسارات 

   16SrRNAالتي تمتلك الجين  E. coliعزلات بكتريا 

 

E:     25 24  23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10   9   8   7   6    5   4   3   2   1          M 

زوج قاعدة 727  
2000 

2000 

زوج قاعدة  727 

100 

100 

200 

300 

400 
500 
600 
700 

1000 

1500 

200 

300 
400 
500 
600 
700 

1500 
1000 

(B) 

(A) 

E:     50 49 48 47 46 45 44  43 42  41  40  39  38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26       M 

40 E39 E38 E37 E36 E35 E34 E33 E32 E31 E30 E29 E28 E27 E26    M 
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عزلة بكتيرية تعود الى  %(01) 01تم الحصول على  الجزيئيالمظهري والكيموحيوي و  بعد التشخيص      

، اذ تصيب (UTIsالمسالك البولية ) صاباتلا المسبب الرئيس E. coliتعد بكتريا . اذ E. coliبكتريا 

      ( في العالمUTIsالمسالك البولية )  اصابات% من المرضى الذين يعانون من 91حوالي 

(Levinson, 2016.)  تتوافق الدراسة الحالية مع الكلير من الدراسات المحلية والعالمية التي ذكرت ان

المسالك البولية ومن بين الدراسات المحلية هي التي  صاباتة لاكانت من المسببات الرئيس E. coliبكتريا 

المحلية والدراسة  ،دينة بغداد والمناطق المحيطة بهافي مستشفيات م( 8106قام بها كل من شويخ وجاسم )

( %4016) ، فكانت نسبة عزل البكتريا( في مدينة القادسية8104التي قامت بها الباحلة البوصالح )

 و Ponnusamy انمقاربة للدراسة التي اجراها الباحلايضا كانت ، و  التوالعلى  بولالمن عينات %( 06و)

Nagappan (8103 )و ايضا مقاربة للدراسة التي اجراها الباحث ، في الهندHegazy et al. (8102 ) في

المسالك البولية  صاباتمن البكتريا المسببة لا%( 03.20)%( و0417) E. coliفكانت نسبة بكتريا  مصر،

( في 8106وهميم ) بينما لم تتفق هذه الدراسة مع نتائج الدراسة التي توصل اليها الباحلان جعار .التوالعلى 

  %(.39116ك البولية )السالم اصاباتاذ بلغت نسبة العزلات البكتيرية المعزولة من ، مدينة القادسية

غرافية والصحية وعدد العينات الى الاختلاف في الظروف الجهذا الاختلاف في نسبة الاصابة يعود ان        

كما ان سبب النسبة العالية  (.8106، وجاسم)شويخ قبل اخذ العينة لمضادات الحيوية اتناول  فضلا عن

غير لبولية وتحملها للظروف البيئية االمسالك قد يكون بسبب تكيف البكتريا للعيش في بيئة  E. coliلبكتريا 

تزيد من قابليتها على احداث الاصابة منها وقوية امتلاكها الى عوامل ضراوة كليرة  فضلا عنملائمة ال

، adheranceوهي الالتصا  امتلاكها لعوامل الالتصا  التي تمكن البكتريا من الخطوة الاولى من الاصابة 

هذه النسبة العالية ل، واهم سبب في نسجة المضيفلة لأالمحل toxinsوالسموم  capsule وانتاج المحفظة
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البيئة الطبيعية لها الى  تعدالتي  المسالك البولية هو انتقال البكتريا من فتحة المخرج  اصاباتلبكتريا في ا

 .(Raeispour and Ranjbar, 2018) الفتحة البولية

 Antimicrobial resistanceللمضادات الحيوية  E.coliمقاومة بكتريا  ..2

لعشرة مضادات حيوية مختلفة وقد كانت البكتريا متباينة في اختبرت حساسية العزلات البكتيرية        

مقاومة للمضادات الحيوية مقاومتها لهذه المضادات المختبرة، اذ كانت جميع العزلات البكتيرية متعددة ال

multi-drug resistance (MDR). 

 %carbenicillin ،49 (92)  مقاومة للمضاد الحيوي  بكتيرية %( عزلة011) 01اظهرت النتائج ان       

 rifampin ،44عزلة مقاومة للمضاد الحيوي  %erythromycin، 47 (94)مقاومة للمضاد الحيوي  عزلة

عزلة مقاومة للمضاد الحيوي  %ceftazidime، 32(76)عزلة مقاومة للمضاد الحيوي  %(22)

cefotaxime ،37 (74)% لمضاد الحيوي عزلة مقاومة لnovobiocin ،33 (66)%  عزلة مقاومة للمضاد

عزلة  %ciprofloxacin ،00 (31)%( عزلة مقاومة للمضاد الحيوي 08) tetracycline ،86الحيوي 

كما ، nitrofurantoinمقاومة للمضاد الحيوي  %(4) تانوعزل gentamicinمقاومة للمضاد الحيوي 

 (.0( و الملحق )3-3في الشكل )موضح 

 النتائج ومنهامع الدراسات السابقة  carbenicillinللمضاد الحيوي تتفق نتائج هذه الدراسة بالنسبة        

( التي بلغت فيها نسبة العزلات البكتيرية 8104) .Ibrahim et alت اليها الباحلة التي توصلالمحلية 

ان العديد من انزيمات هذه الدراسة ، اذ بينت %carbenicillin (011)المقاومة للمضاد الحيوي 

في  plasmidالتي يتم التحكم بها من قبل الجينات المحمولة على البلارميد  β-lactamases يزالبيتالاكتام
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 carbenicillinالبكتريا السالبة لصبغة كرام يمكنها ان تحلل كل من المضادات الحيوية الكاربنسلين 

نفسها  لمجموعةلت الحيوية التابعة وغيرها من المضادا cephalothin السيفالوثينو  ampicillinالامبسلين و 

Hinthong et al. (8107 )الباحث  ا، وايضا تتوافق نتائج الدراسة الحالية مع النتائج التي توصل اليه

  .%(9818اومة لهذا المضاد الحيوي )والتي بلغت فيها نسبة العزلات البكتيرية المق

 

بعد   Kirby-Bauerباستعمال طريقة لمضادات حيوية مختلفة  E. coliالنسبة المئوية لمقاومة بكتريا  :(3-3الشكل )

 .هنتون  -وسط اكار مولرتنميتها على وسط 

 Farsimadanو  Kafilzadehبينما لم تتفق نتائج هذه الدراسة مع النتائج التي توصل اليها الباحلان       

ان البكتريا اشاروا الى و ، %(4812لهذا المضاد الحيوي ) يريةالبكتالعزلات نسبة مقاومة كانت اذ  ،(8106)

، كما اشاروا الى ان اسباب المقاومة العالية لأكلر في المقاومة لهذا المضاد الحيوي عديدة ليات قد استعملت ا
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 فضلا عنالتي تشفر للإنزيمات ، الطفرات ستعمال المفرط للمضادات الحيويةالمضادات الحيوية تعود الى الا

  .plasmidانتقال المقاومة بوساطة البلارميد 

 cephalosporins اتالسيفالوسبورينالجيل اللالث من مجموعة اما نتائج الدراسة الحالية بالنسبة لمضادات 

الباحث لتي قام بها فتتفق مع الدراسة ا cefotaximeو  ceftazidimeالتي تتضمن المضادين الحيويين 

التابعة لمجموعة الحيوية كانت عالية المقاومة للمضادات  E. coliوجد ان بكتريا  ي( الذ8108حران )

%( 7616%( و )7216نسبة مقاومة البكتريا لهذين المضادين الحيويين )، اذ كانت β-lactamsالبيتالاكتام 

والتي بلغت في الهند Suresh et al.(8106 ) الدراسة التي توصل اليها الباحث وايضا تتفق مع .التوالعلى 

ان  اوبينو ، التوال%( على 011%( و )92فيها نسبة العزلات البكتيرية المقاومة لهذين المضادين الحيويين )

المضادات الحيوية طرح ة في وءبكتريا هو امتلاكها مضخات دفق كفلهذه المقاومة العالية لل السبب الرئيس

 Hegazyان هذه الدراسة جاءت مقاربة لما توصل اليه الباحث  و، تأثيرها الضار بالخليةخارج الخلية وارالة 

et al (8102 في مصر التي بينت ) ان نسبة عزلات بكتريادراستهم E.coli  المقاومة للمضاد الحيوي

cefotaxime  (7414)% الباحث مع دراسةنتائج هذه الدراسة ق فلم تت، بينماHegazy et al. (8102) 

 . %(6413له )البكتريا مقاومة فيها نسبة  بلغت اذ ceftazidimeضاد الحيوي بالنسبة للم

( في 8100) .Lee et alالتي توصل اليها الباحث الدراسة مع نتائج الدراسة الحالية اختلفت نتائج 

الدراسة التي و  Farsimadan (8106 )و  Kafilzadehالتي توصل اليها الباحلان ، والدراسة كوريا الشمالية

 %( و612)بلغت نسبة مقاومة البكتريا اذ  ،في ايران Maleki et al. (8107)توصل اليها الباحث

 %(4818)%( و0010) و التوالعلى  ceftazidime لمضاد الحيوي بالنسبة ل%( 8610%( و)3219)
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المقاومة في ، وقد بينت دراستهم ان السبب التوالعلى   cefotaxime لمضاد الحيوي بالنسبة ل%( 31و)

 . efflux pumpsانظمة الدفق الطبيعية تمتلك  كانتيويين قد يعود الى ان البكتريا لهذين المضادين الح

زيمات نهو انتاج ا β-lactamsلمضادات البيتالاكتام  E. coliمن اسباب مقاومة بكتريا 

اذ تعمل  ،penicillinaseو  cephalosporinase انزيمات التي تتضمن β-lactamasesالبيتالاكتاميز 

حيوية التابعة لمجاميع فتلبط عمل المضادات ال β-lactam حلقة البيتالاكتامتحطيم هذه الانزيمات على 

، ايضا من اسباب المقاومة هو تغيير في  cephalosporinsاتالسيفالوسبورينو  penicillins اتالبنسللين

ام ظوالاكلر شيوعا هو ن efflux pumpsنفاذية الغشاء الخارجي للخلية البكتيرية و امتلاكها انظمة الدفق 

 ,E. coli (Platansingالذي يكون اكلر شيوعا في بكتريا  RNDالتابع لعائلة  AcrAB-ToICالدفق 

 (.8106 الشويخ،;   2015

التابع   ciprofloxacinالسبروفلوكساسين   الدراسة الحالية بالنسبة للمضاد الحيوي تتفق نتائج 

في  Tajbakhsh et al. (8106)مع النتائج التي توصل اليها الباحث quinolonesلمجموعة الكينولينات 

للمضادات  وقد بين ان نسبة المقاومة%( 06180نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد الحيوي )كانت ، اذ ايران

منها  biofilmالحيوية بضمنها هذا المضاد الحيوي تكون اعلى في العزلات البكتيرية المنتجة للغشاء الحيوي 

-Rameriz ، وايضا تتفق مع النتائج التي توصل اليها الباحثمكونة لهال غيرفي العزلات البكتيرية 

Castillo et al. (8102)  (4713تريا لهذا المضاد الحيوي )البكنسبة مقاومة كانت اذ ، المكسيكفي% ،

تعود الى ان هذه المجموعة من المضادات  ciprofloxacinوقد بين ان المقاومة العالية للسبروفلوكساسين  

المسالك البولية في المكسيك ما ادى الى  اصاباتالحيوية كانت تملل الاختيار الاول بالنسبة لعلاج 

 .استعمالها بشكل مفرط
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 .Malekzadegan et alثج الدراسة التي توصل اليها الباحايضا مع نتائهذه الدراسة تتفق 

للمضاد الحيوي مقاومة %( من العزلات البكتيرية كانت 0016( في ايران التي بينت ان نسبة )8102)

ciprofloxacin ،البكتيرية المأخوذة  مة تكون اعلى في العزلاتو انها بينت ان النسبة العالية للمقا فضلا عن

 ،ملل الحالبان والكلىمنها في العزلات البكتيرية المأخوذة من المواقع الاخرى من الجهار البولي  بولمن ال

في علاج استعمالآ  quinolonesوان هذا المضاد الحيوي يعد اكلر مضاد حيوي من مجموعة الكينولينات 

له ادى الى ريادة نسبة المقاومة بشكل ملحوظ في السنوات   ستعمال المفرطلاا انو ،المسالك البولية  اصابات

كانت ، اذ ( في نيجيريا8102) .Abdu et al، وايضا تتفق مع نتائج الدراسة التي قام بها الباحث الاخيرة

، وقد بين ان البكتريا كانت متعددة المقاومة للمضادات %(46بكتريا لهذا المضاد الحيوي )نسبة مقاومة ال

 ، اذAsadi (8104)بينما لم تتفق نتائج الدراسة الحالية مع النتائج التي توصلت اليها الباحلة . الحيوية

  %(.8017نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد الحيوي )كانت 

 quinolonesللمضادات الحيوية التابعة لمجموعة الكينولينات  E. coliمن اسباب مقاومة بكتريا 

 efflux لبكتريا و امتلاكها لأنظمة الدفقتقليل في نفاذية الغشاء الخارجي ل ،هي تغيير في الموقع الهدف

pumps التي تشمل ((AcrAB-ToIC , MdfA ,YhiV (Paltansing, 2015.) ط تصنيع ال يوتلب

DNA  عن طريق تلبيط انزيمDNA gyrase   او بفعل حدوث طفرات جينية فيه(Zaman et al., 

2017.) 

التابع لمجموعة  gentamicinنتائج الدراسة الحالية بالنسبة للمضاد الحيوي جنتامايسين اظهرت         

      مع النتائج التي توصل اليها الباحث نتائج متوافقة  aminoglycosidesالامينوكلايكوسايدات 

Suresh et al. (8106التي بينت ان نسبة العزلا ) وايضا %(37المضاد الحيوي كانت )ت المقاومة لهذا ،
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، اذ بلغت المكسيكفي Rameriz-Castillo et al. (8102 )النتائج التي توصل اليها الباحث تتوافق مع 

ان المضاد الحيوي الى  واشارت هذه الدراسة %(8218نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد الحيوي )

gentamicin  بينما لم تتفق نتائج هذه الدراسة مع المسالك البولية اصاباتالخيار الافضل في علاج يعد .

اذ بلغت نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد الحيوي  ،Asadi (8104)النتائج التي توصلت اليها الباحلة 

تمتلك عوامل ضراوة ضعيفة جدا لا  E. coliتعود الى ان بكتريا هذه لمقاومة انسبة  وقد بينت ان%( 0017)

 . ل للمضادات الحيويةالقاتتمكنها من مقاومة التأثير 

للمضادات الحيوية التابعة لمجموعة الامينوكلايكوسايدات  E. coliمن اسباب مقاومة بكتريا 

aminoglycosides التابعة للعائلة  هي امتلاك البكتريا لأنظمة الدفقRND  وتغيير في نفاذية الغشاء

 امتلاكها الانزيمات المحورة فضلا عن .(Paltansing,2015الخارجي للخلية البكتيرية )

Aminoglycoside Modifying Enzymes (AMEs)  مللphosphotransferase  وN-acetyl 

transferase (Zaman et al., 2017.) 

لنتائج التي مع ا tetracyclineتتراسايكلين بالنسبة للمضاد الحيوي نتائج الدراسة الحالية تتفق 

نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد كانت ، اذ في ايرانTajbakhsh et al. (8106 ) توصل اليها الباحث

كانت منتجة  tetracyclineل يرية المقاومة وقد بين هؤلاء الباحلين ان معظم العزلات البكت%( 70)الحيوي 

وتتفق ايضا مع النتائج التي توصل اليها  ،تيجة لامتلاكها عوامل ضراوة قويةن biofilmللغشاء الحيوي 

، اذ بلغت نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد ( في مصر8107) Abozahraو   Abdelhamidالباحلان 

هو امتلاكها  E. coliاهم عامل مسبب للمقاومة في بكتريا ان  انالباحلان وقد بين هذ%( 6413الحيوي )

. بينما رسيتها للمضادات الحيوية بشكل كبيتسترجع البكتريا حسالمضخات الدفق وعند تلبيط هذه المضخات 
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بينت ان  في بنغلادش وقدIslam et al. (8106 )لم تتفق هذه الدراسة مع النتائج التي توصل اليها الباحث 

 الحيوية  كانت العزلات البكتيرية مقاومة للمضادات ، اذ%(86167نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد الحيوي )

 . واسعة الطيف بينما كانت حساسة لهذا المضاد الحيوي 

هي تغيير في  tetracyclinesلمضادات التتراسايكلين  E. coliبكتريا عزلات من اسباب مقاومة 

عائلة لل التابعة مضخات الدفقلاسيما  efflux pumpsنفاذية الغشاء الخارجي وامتلاكها لأنظمة الدفق 

RND ف الموقع الهد في وتغيير (Kapoor, 2017 .) 

التابع لمجموعة   erythromycinللمضاد الحيوي  نتائج الدراسة الحالية مقاومة عالية جدااظهرت 

 Aberaو  Kibretحلان االب مقاربة للنتائج التي توصل اليهانتائج وهذه ال macrolidesالماكروليدات 

، وايضا جاءت مقاربة للنتائج التي  (2914)نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد الحيوي كانت ، اذ (8100)

 .Pricop et alوالنتائج التي توصل اليها الباحث  ،Fatokun (8104)و Onuohaتوصل اليها الباحلان 

و  %(2012) كانت عالية جدا اذ بلغت نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد الحيوي  التي بينت ان (8100)

 و   Kafilzadeh. بينما لم تتفق الدراسة الحالية مع النتائج التي توصل اليها الباحلان التوال%( على 011)

Farsimadan (8106) (0812الحيوي ) ، اذ بلغت نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضادفي ايران%.  

مجموعة الماكروليدات الحيوية التابعة لمضادات لل E. coliبكتريا عزلات  من اسباب مقاومة

macrolides المائي هي التحلل hydrolysis  فعاليتهالذي يعمل على تحلل المضاد الحيوي  وتلبيط ،

وامتلاك انظمة التي تلبط عمل المضاد الحيوي  phosphorylation و Glogsylation انتاج انزيمات

   target alterationتغيير في الموقع الهدف  فضلا عنAcerAB-ToIC مضخة الدفق لاسيما  قالدف

(Zaman et al., 2017). 
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متقاربة مع النتائج التي توصل  novobiocinنتائج الدراسة الحالية بالنسبة للمضاد الحيوي جاءت 

( التي اظهرت ان نسبة العزلات البكتيرية المقاومة لهذا المضاد 8108).Poongothai et al اليها الباحث 

 Farsimadanو  Kafilzadehالباحلان النتائج التي توصل اليها مع ومتفقة  ،%(9810الحيوي بلغت )

التي النتائج ، بينما اظهرت %(6213تريا لهذا المضاد الحيوي )، اذ بلغت نسبة مقاومة البكفي ايران (8106)

العزلات البكتيرية التابعة لبكتريا عالية جدا من نسبة ان Berber  (8104 )و Avşar توصل اليها الباحلان

E. coli   ومن اهم اسباب مقاومة بكتريا %(011)والتي بلغت مقاومة لهذا المضاد الحيوي كانت .E. coli 

انتقال صفة  فضلا عن efflux pumpsهي امتلاكها لأنظمة الدفق  novobiocinللمضاد الحيوي 

حصول الطفرات الوراثية العشوائية التي تحور  فضلا عن، plasmidsالمقاومة اليها بوساطة البلارميدات 

 ,Blair et al., 2014 ; Avsar  and Berber) تيرية وتحولها الى بكتريا مقاومةمن مكونات الخلية البك

2014) . 

استعمالها  من اقدم وافضل المضادات الحيوية التي يجب  nitrofurantoinمضاد الحيوي يعد ال

، وذلك للمقاومة الضعيفة التي اظهرتها العزلات المسالك البولية اصاباتالمصابين ب في علاج المرضى

الدراسات  الدراسة متوافقة مع الكلير من . جاءت هذهلهذا المضاد الحيوي  E. coliالتابعة لبكتريا البكتيرية 

الدراسة تائج ، ون( في الهند8104) .Mittal et alنتائج الدراسة التي توصل اليها الباحث  السابقة ومنها

اليها الباحث و نتائج الدراسة التي توصل ، في مصرAbujnah et al. (8100 ) التي توصل اليها الباحث

Tajbakhsh (8106 )المسالك البولية  اصاباتلذين يعانون من بعد عزلهم للبكتريا من المرضى ا ،في ايران 

%( 019) %( و6) بلغت كانت ضعيفة جدا اذ الحيوي نسبة مقاومة البكتريا لهذا المضاد اظهرت نتائجهم ان 

( في 8100) .Mishra et alنتائج الدراسة التي توصل اليها الباحث  اظهرت . بينماالتوالعلى %( 6180)و
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ان نسبة مقاومة ، في السودانAbdu et al. (8102 )نتائج الدراسة التي توصل اليها الباحث ، و الهند

. ومن اسباب مقاومة التوالعلى  %(88)%( و 4010) بلغت nitrofurantoin لمضاد الحيوي لالبكتريا 

قلة نفاذية الغشاء الخلوي، ، efflux pumpsالبكتريا لهذا المضاد الحيوي هو امتلاكها لأنظمة الدفق 

  (. Kapoor, 2017 ; Zaman et al., 2017)وحدوث الطفرات الكروموسوية 

   E. coliانماط المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية لعزلات بكتيريا  3.3

    Resistance profile (antibiotype) 

كانت ، اذ لمجموعة مضادات حيوية مختلفةمقاومة متعددة    E. coliعزلات بكتريا اضهرت جميع 

هي بكتيرية عزلات ثلاثة ، مضادات حيوية ةللاث( مقاومة لE21-E9)هي   E. coliمن بكتريا عزلتان 

(E39-E4-E1 كانت ) هي  بكتيرية عزلات 6، مضادات حيوية 4مقاومة ل( E28-E26 E25-E12 

E38-E33-) هي  بكتيرية عزلات 9، مضادات حيوية 0كانت مقاومة ل(-E23-E22-E20-E17-E5 

E43-E42-E34- E30هي  بكتيرية عزلات 2، مضادات حيوية 6( كانت مقاومة ل(E16--E15- E14-

E11 E50-E46-E45- E37-هي بكتيرية عزلة 03، مضادات حيوية 7( كانت مقاومة ل -E7-E6-E3) 

E48-E49-E41-E40-E35-E31-E29-E18-E13-E10عزلات 2، مضادات حيوية 2( كانت مقاومة ل

مضادات حيوية و عزلة  9( كانت مقاومة ل E47-E44-E36-E32-E27-E19-E8-E2)هي بكتيرية 

 .(8-3في الجدول )كما ، مضادات حيوية 01( كانت مقاومة ل E24)هي واحدة بكتيرية 
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 E. coliانماط المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية لعزلات بكتيريا  :(2-3الجدول )

Antibiotype PY E RA CAZ CTX NV TE CIP CN F  عدد
 العزلات)%(

3.  R R R S S S S S S S 8 (4)% 
2.  R R R S S R S S S S 8 (4)% 
3.  R R R R S S S S S S 0 (8)% 
4.  R R R S S S R S R S 0 (8)% 
5.  R S R S R R S S R S 0 (8)% 
6.  R R R R S R S S S S 8 (4)% 
7.  R R S S S S S S R S 0 (8)% 
8.  R R R S S R R S S S 0 (8)% 
9.  R R R R R S S R S S 0 (8)% 
31.  R R R R R S R S S S 0 (01)% 
33.            R R R R S R R S S S 8 (4)% 
32.           R R R R R R S S S S 0 (8)% 
33.           R R R R R R S R S S 3 (6)% 
34.           R R R R R R R S S S 3 (6)% 
35.           R R R R S R R R S S 0 (8)% 
36.          R R R R R S S R R S 0 (8)% 
37.          R R R R R R S R R S 0 (8)% 
38.  R R R R R R R R S S 01 (81)% 
39.            R R R R R R R S R S 8 (4)% 
21.             R R R R R R R R R S 7 (04)% 
23.             R R R R R S R R R R 0 (8)% 
22.  R R R R R R R R R R 0 (8)% 

E: Erythromycin, PY: Carpenicillin, RA: Rifampin, NV: Novobiocin, CAZ: Ceftazidime, 

CTX: Cefotaxime, TE: Tetracycline, CN: Gentamicin ,  F: Nitrofurantoin, CIP: 

Ciprofloxacin . 
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( والنتائج 8104) .Ibrahim et alالنتائج مع النتائج المحلية التي توصلت اليها الباحلة  تتفق هذه

العزلات البكتيرية المتعددة ( التي اظهرت ان نسبة 8107المحلية التي توصلت اليها الباحلة العبيدي )

 .Ali et al ، وايضا تتفق مع النتائج التي توصل اليها الباحث%(011ة للمضادات الحيوية كانت ) المقاوم

(  في مصر، اذ كانت 8102) .Gawad et al اليها الباحث ( في باكستان والنتائج التي توصل 8104)

وكان  التوالعلى %( 96177)و%( 7710)(  MDRالمتعددة المقاومة للمضادات الحيوية )  نسبة العزلات

. بينما لم تتفق مضادات حيوية ةثلاثمنها ما هو مقاوم لمضادين حيويين ومنها ما هو مقاوم لأكلر من 

ج التي توصل ( و النتائ8100) .Bhattacharyya et alالنتائج الحالية مع النتائج التي توصل اليها الباحث

نسبة العزلات البكتيرية المتعددة المقاومة كانت ( اذ 8102) .Ramírez‑Castillo et alاليها الباحث 

انت مقاومة لمضادين ، اذ بين كل منهما ان البكتريا كالتوال%( على 6313%( و )80للمضادات الحيوية )

 . حيويين فأكلر

يرجع الى الزيادة الكبيرة في مقاومة البكتريا للمضادات  لهذه المشكلة الخطيرةان السبب الرئيس 

وان (، Gawad et al.,) 2018 لهذه المضادات الحيوية المفرطالاستعمال الحيوية الواسعة الطيف نتيجة 

المسالك البولية تملل خطرا كبيرا على الصحة العامة لأنها مقاومة  صاباتالمسببة لا  E. coliمقاومة بكتريا 

 (.Polse et al., 2016اميع المضادات الحيوية ) لمختلف مج

 Biofilm formation         تكوين الغشاء الحيوي  ..4

ستعمال طريقة با biofilmعلى تكوين الغشاء الحيوي  E. coliبكتريا اجري الكشف عن قابلية  

 نسبة عالية من  ، واظهرت النتائج انحفرة 96ذات ال  microtiter plate methodالصفيحة العيارية 
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 .Eبكتريا تعود الى يرية بكتعزلة  %(91) 40 فكانت. كانت منتجة للغشاء الحيوي  E. coliبكتريا عزلات 

coli  فكانتارنة مع السيطرة السالبةالغشاء الحيوي وبدرجات مختلفة وذلك بالمقانتاج لها القابلية على ، 

عزلات  %strong adherent ،6 (08)لها القابلية على الانتاج القوي للغشاء الحيوي  هامن %(4)عزلتان 

عزلة  %(74) 37و moderately adherentبكتيرية لها القابلية على الانتاج المتوسط للغشاء الحيوي 

-3الشكل ) كما موضح في weakly adherentبكتيرية لها القابلية على الانتاج الضعيف للغشاء الحيوي 

 .(8والملحق )( 0-3و الشكل )( 4

الغشاء الحيوي مع النتائج التي توصل اليها تكوين تتفق نتائج الدراسة الحالية في قابلية البكتريا على 

( والتي اظهرت ان نسبة العزلات البكتيرية التي لها القابلية على انتاج الغشاء 8106) Tajbakhshالباحث 

في Gawad et al. (8102 ) الباحث ضا نتائج الدراسة التي قام بهاوتقارب اي، %(011الحيوي كانت )

التي بلغت فيها نسبة ، في الهندpoursina et al. (8102 ) ، والنتائج التي توصل اليها الباحثمصر

بينت هذه ، اذ التوالعلى  %(21)و %( 7610) لقابلية على انتاج الغشاء الحيوي العزلات البكتيرية التي لها ا

المنتجة للغشاء  E. coli بكترياالمسالك البولية التي تسببها  اصاباتالدراسة ان الاشخاص المصابين ب

الدراسة التي  . بينما اظهرت نتائجمنه الحيوي يكونوا اكلر عرضة للإصابة مجددا  بالمرض بعد الشفاء

        والنتائج التي توصل اليها الباحث في الهندMishra et al. (8100 ) توصل اليها الباحث

Neupane et al.  (8106 في النيبال ) ان نسبة العزلات البكتيرية التي لها القابلية على انتاج الغشاء

 .التوال%( على 3916و )%( 01الحيوي كانت )
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 . حفرة 96بطريقة الصفيحة العيارية ذات  E. coliمن قبل عزلات بكتريا  biofilmانتاج الغشاء الحيوي  :(4-3الشكل )
 

 هاعلى انتاج الغشاء الحيوي احد اهم عوامل ضراوة البكتريا التي تمنح E. coliتعد قابلية بكتريا         

توافر عند تواجد البكتريا في البيئة السائلة وعند  (.Soto, 2013البكتريا المقاومة لأغلب المضادات الحيوية )

سوف تتحول من بكتريا غير منتجة للغشاء الحيوي تعيش في البيئة السائلة الى بكتريا منتجة الظروف البيئية 

للغشاء الحيوي تعيش على السطوح الصلبة ،اذ تعمل البكتريا عدة تحويرات وتغيرات لتلائم البيئة الجديدة 

 pilliالاسواط طح المستقبلات الموجودة على سومنها التغيرات في التعبير عن الجزيئات السطحية ملل 

، السموم وغيرهااربوهيدرات و الكملل الحوامض و المخلفات الايضية و  virulence factorsوعوامل الضراوة 

 (.Soto, 2014)فتتاح للبكتريا فرصة اكبر للبقاء في الظروف غير الملائمة 

السيطرة السالبة   Negative 

control 

 Strong adherent القوية الانتاج

 Moderately المتوسطة الانتاج

لضعيفة الانتاجا  Weakly 

adherent 

مكونة  للغشاء الحيويالغير   

biofilm-non formation 
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 .biofilmعلى انتاج الغشاء الحيوي  E. coliية لقابلية بكتريا النسبة المئو  :(5-3الشكل )

مرة من البكتريا غير  0111تعد البكتريا المنتجة للغشاء الحيوي مقاومة للمضادات الحيوية بأكلر  

اللزجة للغشاء  ، ويعود ذلك لعدة اسباب منها قلة انتشار المضاد الحيوي خلال المادة البينيةلهالمنتجة 

طة البلارميد سابين الخلايا البكتيرية سواء بو  داخل بيئة الغشاء الحيوي ، انتقال جينات المقاومة في الحيوي 

plasmid  الجينات القافزةام transposons بفعل حدوث الطفرات العشوائية التي تؤدي الى ريادة مقاومة  ما

بشكل اكبر في الخلايا  efflux pumps، التعبير عن مضخات الدفق لخلايا للسموم والمضادات الحيويةا

و الاس  ionesالايونات  اء الحيوي عن طريق تغير في تراكيزالغش ، تلبيتللغشاء الحيوي  المكونة

لحفاظ  التي لها دور في ا آفعالة ايضيالغير  persister cellالمقيمة وجود الخلايا اخيرا و  pHالهيدروجيني 

 (. Soto, 2014)ميكانيكية ذاتية كآلية دفاعية الغشاء الحيوي  على الخلايا البكتيرية المتواجدة تحت

 

4% 

12% 

74% 

10% 
 Strong adherentالقوية الانتاج 

 Moderately adherentالمتوسطة الانتاج 

 Weakly adherentالضعيفة الانتاج 

 Biofilm-nonغير المكونة  للغشاء الحيوي 
formation 
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 الكشف المظهري عن مضخات الدفق 5.3

Phenotypic detection of efflux pumps 

باستعمال طريقة  E. coliعزلة بكتيرية تعود لبكتريا  01اجري الكشف عن مضخات الدفق في  

بالاعتماد على  ethedium bromide – agar cartwheel method (EtBr CW)العجلة الخشبية 

كانت موجبة  عزلة بكتيرية %(71) 30 ت النتائج ان. أظهر الايليديوم كدليل للكشف المظهري  يدة برومصبغ

. وذلك بالاعتماد على اقل تركيز لم تظهر (3-3) ( والجدول6-3في الشكل ) موضح كماللكشف المظهري 

نتائج  تتقارب .( UV( )Gressler et al., 2014فيه العزلات تلئلئ تحت مصدر الاشعة الفو  بنفسجية )

نسبة البكتريا  ( في مصر التي اظهرت ان8102)  .Gawad et alتوصل اليها الباحث  مع ما الدراسة هذه

واشار الى ان مضخات الدفق %( 98) كانت عالية جدا بنسبة الموجبة للكشف المظهري لمضخات الدفق

efflux pumps للمضادات الحيوية. المتعددة المقاومةساب البكتريا صفة تكانت مسؤولة عن اك 

 Suresh et al.  (8106)ينما لم تتوافق نتائج الدراسة الحالية مع النتائج التي توصل اليها الباحث ب       

%( من البكتريا السالبة لصبغة كرام كانت تمتلك صفة المقاومة المتعددة 00الذي بين ان حوالي ) ،في الهند

، اذ بلغت efflux pumpsمة الدفق كانت ترجع الى امتلاك البكتريا لأنظللمضادات الحيوية  وهذه النسبة 

، اما النتائج التي توصل اليها %(87191المظهري لمضخات الدفق ) الموجبة للكشف E. coliبكتريا نسبة 

مضخات مختلفة من  آتمتلك انواعبينت ان العزلات البكتيرية  ( التي8107) Kashefو  Helmyالباحلان 

 .%(41104)عن مضخات الدفق ، اذ بلغت نسبة العزلات البكتيرية الموجبة للكشف المظهري الدفق
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0-  8-  3-                                                          

4                4-  0-  

تحت الاشعة فوق يد الايثيديوم ة في تراكيز مختلفة من صبغة بروممتألقالغير  E. coliعزلات بكتريا  :(6-3الشكل )

 ethedium bromide –agarات الدفق بطريقة العجلة الخشبية في تجربة الكشف المظهري عن مضخالبنفسجية 

cartwheel method (EtBr CW).3-  تلئلئ عزلات بكترياE. coli  على وسطtrypton soy agar  الحاوي

 trypton soyعلى وسط  E. coliتلئلئ عزلات بكتريا  -2.يد الايثيديوم ملليتر( من صبغة بروم/مايكروليتر 5على )

agar ( من صبغة بروم/مايكروليتر 10الحاوي على )تلئلئ عزلات بكتريا  -3.يد الايثيديوم ملليترE. coli  على وسط

trypton soy agar ( مايكروليتر 15الحاوي على/)تلئلئ عزلات بكتريا  -4.يد الايثيديوم من صبغة بروم ملليترE. 

coli  على وسطtrypton soy agar ( من صبغة بروم/مايكروليتر 20الحاوي على )تلئلئ  -5.   يد الايثيديومملليتر

يد من صبغة بروم  ملليتر(/مايكروليتر 25الحاوي على ) tryptic soy agarعلى وسط  E. coliعزلات بكتريا 

 .الايثيديوم 
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  E. coliكتريا بفي   efflux pumpsنتائج الكشف المظهري عن مضخات الدفق  :(33-) الجدول
تربتون في وسط اكار  ethidium bromideيد الايثيديوم تراكيز مختلفة من صبغة بروم عمالباست

 trypton soy agarصويا ال

 ملليتر(/)مايكروغرام الاثيديوم المستعملة بروميدتراكيز صبغة  رقم العزلات
5 10 00 20 25 

E1 + - - + - 

E4-E7-E11-

E12-E13-E14-

E15-E16-E17-

E18-E19-E20-

E21-E23-E25-

E27-E30-E32-

E36-E37- E41-

E50 

+ + + + + 

E3-E5-E10-

E46 
- - - - - 

E6 - - - + + 

E8 - + + - - 

E9 + - - - - 

E22 + + + - + 

E24-E29 + + + + - 

E26-E31-E39 - - + - + 

E28-E35 - - + - - 

E33-E42 + + - + - 

E34 - + + - + 

E38-E48 + + - + + 

E40 + + + - - 

E43 + + - - - 

E44 - + + + + 

E45 - - + + + 

E47-E49 - + - + + 

  E: E. coli      ، النتيجة السالبة )العزلات المتلئلئة ( (-)النتيجة الموجبة )العزلات غير المتلئلئة ( ،  )+(   
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، كما ان ثيقا بالمقاومة للمضادات الحيويةمضخات الدفق يرتبط ارتباطا و عن  ان تعبير البكتريا        

، أذ تعمل قاومة المتعددة للمضادات الحيويةساب البكتريا صفة المتكمضخات الدفق تعد السبب الرئيسي لا

ذ امضخات الدفق على طرد كميات كبيرة من المواد الكيميائية من ضمنها المضادات الحيوية خارج البكتريا 

تمنح البكتريا فرصة التعرض للطفرات  نفسه الوقتوفي تلبط عملها ومن ثم من تركيزها داخل الخلية تقلل 

التابعة  AcrAB-ToIC الدفق هي مضخة E. coliمن اكلر مضخات الدفق شيوعا في بكتريا  .شوائيةالع

المضادات الحيوية  فضلا عنالتي تعمل على طرد العديد من المواد الكيميائية  RNDلنظام الدفق من عائلة 

 , tetracycline , chlortetracycline , doxycycline , novobiocin)مضادات ملل 

erythromycin ,  nafcillin , rifampin , doxorubicin , levofloxacin , carbenicillin , 

cefamandole ,  cephalothin,  cephaloridin , oxacillin, linezolid , ciprofloxacin   )

(Sun et al., 2014.) 

 E. coli   Genotypic detactionالدفق في بكتريا  ةمضخ عن الكشف الجزيئي ..6

of efflux pump in E. coli  

 AcrB و AcrAالتي تشفر عن بروتينات  acrBو  acrAالدفق  ةجيني مضختم الكشف عن   

بتقانة وذلك  ،E. coliبكتريا عزلة بكتيرية تعود ل 01في  AcrAB-ToIC ضمن مضخة الدفق  التوالعلى 

للتأكد من وجودها في  thermocyclerالتدوير الحراري  جهار( باستعمال PCRتفاعل البلمرة المتسلسل )

 ت البكتيريةالعزلاجميع 
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 :PCR تقانةباستعمال  acrAعن الجين  الكشف الجزيئي ..3.6

( PCRبتقانة )( روج قاعدة  017الذي حجمه )acrA هرت نتائج الكشف الجزيئي عن الجين اظ

 ،acrAتمتلك الجين  عزلة بكتيرية %(011) 01ان  thermocyclerالحراري التدوير جهار واستعمال 

وجد ان الحزم الناتجة  DNA ladderالدليل الحجمي الحزم التابعة الى الحزم المتضاعفة و بين وبالمقارنة 

 .(7B-3) و( A 7-3) شكلفي الموضح كما ، قاعدةروج  017انت ذات ورن جزيئي ك

، اذ بلغت Maleki et al. (8107) تتفق نتائج هذه الدراسة مع النتائج التي توصل اليها الباحث       

العزلات البكتيرية كانت  ، وقد بين الباحث ان%acrA (9010)نسبة العزلات البكتيرية التي تمتلك الجين 

هذه الدراسة مع النتائج التي توصل اليها الباحث نتائج بينما لم تتفق  .الحيوية تعددة المقاومة للمضاداتم

Gawad et al. (8102في مصر )( 74124، اذ بلغت نسبة العزلات البكتيرية التي تمتلك هذا الجين)% ،

ة من اميع مختلفوالمقاومة لمج AcrABوقد بين ان هنالك علاقة وثيقة بين امتلاك البكتريا لمضخة الدفق 

في جميع العزلات  acrB، كما اشار الى ان هذا الجين يكون متواجد دائما مع الجين المضادات الحيوية

  البكتيرية.
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 E. coliزوج قاعدة ( لعزلات بكتريا  317) acrAالترحيل الكهربائي لناتج تفاعل البلمرة المتسلسل للجين  :(7-3الشكل )
زوج  2111-311يل الحجمي )يمثل الدل Mدقيقة . المسار 80 فولت لمدة  311وفرق جهد  agaros% اكاروز 3.5في 

تمثل عزلات ( 7B- 3في الشكل ) (E: 50 – 26) ( والمسارات7A- 3في الشكل )( E: 25 – 1) المسارات، قاعدة (
 .acrAالتي تمتلك الجين  E. coliبكتريا 

 :PCR تقانةباستعمال  acrBعن الجين  الكشف الجزيئي ..2.6

( PCRبتقنية )( روج قاعدة  010حجمه ) الذي acrBبينت نتائج الكشف الجزيئي عن الجين       

الجين تمتلك  %(011) العزلات البكتيريةان جميع ، thermocyclerالحراري التدوير جهار باستعمال 

2000 

زوج قاعدة  107 

 

100 

2000 

زوج قاعدة 107  

100 

200 

300 
400 
500 

1000 

200 

300 
400 

500 

1000 

(A) 

(B) 

E:     25  24  23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10   9   8   7   6    5   4   3   2    1          M 

E:   50  49 48 47  46 45  44  43 42 41 40  39  38 37 36 35 34  33  32  31 30  29  28 27 26       M 

40 E39 E38 E37 E36 E35 E34 E33 E32 E31 E30 E29 E28 E27 E26    M 
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acrB الدليل الحجمي الحزم التابعة الى ، وبالمقارنة بين الحزم المتضاعفة وDNA ladder  وجد ان الحزم

  .(2B-3و )  (2A-3) الشكلفي موضح روج قاعدة كما  010الناتجة كانت ذات ورن جزيئي 

 

 

 .Eزوج قاعدة ( لعزلات بكتريا  315) acrBالترحيل الكهربائي لناتج تفاعل انزيم البلمرة المتسلسل للجين  :(8-3الشكل )

coli  اكاروز 3.5في %agaros  المسار دقيقة80 فولت لمدة  311وفرق جهد .M ( 2111-311يمثل الدليل الحجمي 
 تمثل(  8B- 3في الشكل )( E: 50 – 26) والمسارات(  8A – 3في الشكل ) (E: 25 – 1) ، المساراتزوج قاعدة (
 .acrB التي تمتلك الجين E. coliعزلات بكتريا 

2000 

زوج قاعدة  105 

100 

2000 

زوج قاعدة  105 

100 

200 
300 
400 
500 

1000 

200 

300 
400 
500 

1000 

(A) 

(B) 

E:     50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26       M 

40 E39 E38 E37 E36 E35 E34 E33 E32 E31 E30 E29 E28 E27 E26    M 

E:     25  24  23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11  10   9   8   7   6    5   4   3   2    1      M    
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، ( في ايران8107) .Maleki et alكانت النتائج الحالية مقاربة الى النتائج التي توصل اليها الباحث      

بينما لم تتفق نتائج هذه الدراسة مع %acrB (28191 ،)اذ بلغت نسبة العزلات البكتيرية التي تمتلك الجين 

والنتائج التي توصل  ،في ايرانFarsimadan (8106 )و  Kafilzadeh  النتائج التي توصل اليها الباحث

اذ بلغت نسبة العزلات البكتيرية التي تمتلك هذا الجين  ،( في مصر8102) .Gawad et alاليها الباحث 

 bacterialعلى الكروموسوم البكتيري الجينات تتواجد هذه  .التوالعلى  %(74124)و %( 70)

chromosome  يمكن لهذا النوع من المضخات ان تطرد اي تنظم عمل البروتيناتبروتينية  منظمات تعدو .

نواتج ، اد العضويةو كميات كبيرة من المواد الاخرى اضافة الى المضادات الحيوية ملل العناصر اللقيلة ، الم

للمضادات الحيوية البكتريا المقاومة الطبيعية  المخلفات الايضية للبكتريا ويمكن ان تمنح والمركبات النباتية 

 (.Blanco et al., 2016) للمضادات الحيوية المقاومة المكتسبة  فضلا عن

%( كما 011) نفسها النسبةوبمعا  acrBو  acrA لات البكتيرية كانت تمتلك الجينينقد تبين ان العز         

التي اظهرت ان  Gawad et al. (8102)( وهذه ما يتوافق مع نتائج الباحث 4-3موضح في الجدول )

 .%(74124)نسبة العزلات البكتيرية التي تمتلك هذين الجينين معا 

 . E. coliبكتريا في الموجودة  acrBو  acrAالدفق  ةضخجيني مالنسبة المئوية ل :(4-3الجدول )

 Genesالجين  التسلسل

  

عدد العزلات التي 
 تمتلك الجين

 لجين وجود االنسبة المئوية ل
 )%( 

0 acrA 01  (011)% 
8 acrB 01  (011)% 
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امتلاكها لمضخات وبين  biofilmعلى تكوين الغشاء الحيوي  E. coliان العلاقة بين قابلية بكتريا       

كما ان الجينات المشفرة  تعود الى دور مضخات الدفق في تكوين الغشاء الحيوي ، efflux pumpsالدفق 

التعرض خلال وجدت منظمة بشكل كبير تحت تأثير الغشاء الحيوي و  AcrAB-ToICالدفق  ةعن مضخ

التي  mutantsوجد في الدراسات السابقة ان العزلات البكتيرية الطافرة فقد  .المضادات الحيويةللعديد من 

 , Proton Motive Force (PMF) (emrD , emrEام الدفق من عائلة ظتفقد الجينات المشفرة عن ن

emrK , acrD , acrE , mdtE) سلالات تظهر قابلية ضعيفة جدا على تكوين الغشاء الحيوي اكلر من ال

 (. Soto, 2013( له دور كبير في تكوين الغشاء الحيوي ) PMFام الدفق )، لذا فنظالابوية الاصلية

 كانت الغشاء الحيوي انتاج القابلية على التي لها معظم العزلات البكتيرية ان هذه الدراسة اظهرت        

تمتلك  عزلة بكتيرية %(91) 40فكانت   acrBو  acrAالدفق  ةا تمتلك الجينات المشفرة عن مضخمعظمه

 38، كما اظهرت النتائج ان biofilmالغشاء الحيوي انتاج لها القابلية على  acrBو  acrAالمقاومة  يجين

الغشاء انتاج موجبة للكشف المظهري عن مضخات الدفق كانت لها القابلية على  عزلة بكتيرية %(64)

عن مضخات الدفق لا تمتلك المظهري موجبة للكشف كانت  بكتيرية ةعزل %(4) 8 ، بينماbiofilmالحيوي 

  .(3والملحق ) (0-3في الجدول )موضح الغشاء الحيوي كما انتاج القابلية على 
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 efflux pumpsعن مضخات الدفق  الكشف الجزيئيالعلاقة بين الكشف المظهري و  :(5-3الجدول )
 E. coliفي بكتريا   biofilmوالقابلية على تكوين الغشاء الحيوي 

نتائج 
 الاختبارات

 الغشاء الحيوي 
 العزلات عدد –

)%( 

المظهري الكشف 
 عن مضخات الدفق

 )%( العزلات عدد

العزلات العلاقة بين 
لكشف لالموجبة 
امتلاك  –المظهري 

 عدد الغشاء الحيوي 
 )%(العزلات 

 الكشف الجزيئي
عن مضخات 

 العزلات عدد الدفق
)%( 

العزلات العلاقة بين 
لكشف لالموجبة 

امتلاك  – الجزيئي
 الغشاء الحيوي 

 )%(العزلات عدد
النتيجة 
 الموجبة

40 (91) 30 (71) 38 (64) 01 (011) 40 (91) 

النتيجة 
 السالبة

0 (01) 00(31) 8 (4) 1 (1) 1 (1) 

 

بين  ، اذية على انتاج الغشاء الحيوي علاقة كبيرة بين امتلاك البكتريا لمضخات الدفق و القابلهنالك       

كانت مسؤولة بدرجة  MFSو عائلة  RND( ان مضخات الدفق من عائلة 8102) .Alva et alالباحث 

 ، كما بين مع العائلات الاخرى لمضخات الدفقبالمقارنة  E. coliكبيرة عن انتاج الغشاء الحيوي في بكتريا 

خلال تكوين الغشاء الحيوي هي لمنع تراكم المواد السامة  AcrABالدفق  ان دور مضخةهذا الباحث 

 . ها المضادات الحيوية داخل الخليةبضمن

 DNA sequencing      التحليل التتابعي 3.7

 ينوالجين 16SrRNAلجين التشخيصي من اللبوادئ الخاصة بكل الدنا المجيني تم تحليل الحمض النووي 

المضخم الدنا مايكروليتر من /غرام و مايكر  81اخذ  وذلك بعد،  acrBو  acrAالدفق  ةعن مضخين المشفر 

(PCR product) لعزلة ا التابع الىE27  16الخاص بكل من الجين التشخيصيSrRNA الجين ،acrA 
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الخاص بالجين التشخيصي  E40( التابع الى العزلة PCR productالمضخم )والدنا  ،acrBو الجين 

16SrRNA ، المضخم التابع الى العزلة الدناE43   الخاص بالجينacrA  المضخم التابع الى العزلة الدنا و

E8  الخاص بالجينacrB ، وبعد تحليل النتائج في برنامج(DNASTAR lasergene EditSeq )

 National Center for Biotechnologyالعالمي لبنك الجينات الامريكي المتوفر في الموقع

Information (NCBI)بكتريا ل %( تعود011ها كانت )، وجد انE.coli  موقع الفي موجودة كما هو كانت 

و  16SrRNA، acrAحجم حزم القواعد النيتروجينية الخاصة بالجينات ان (، كما وجد NCBI)العالمي 

acrB (787 ،017  010و ) ( 00-3( و )01-3، )(9-3)الاشكال كما في  ،التوالعلى  روج قاعدة 

 ، A , B , C):9( و )2 :A , B , C، )(7 :A , B , C) ،(6 :A , B , C)  ،(A , B , C:0)والملاحق

في الموقع العالمي لبنك الجينات   acrBو  16SrRNA،  acrA الجينات الخاصة ب وقد تم تسجيل البوادئ

 LC458580ت ضمن التسلسلا( NCBIالامريكي )

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC458580، 1 LC45858

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC458581 و                            LC458582 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC458582  تعد هذه الطريقة من احدث  .التوالعلى

الكشف عن حدوث  ، كما يتم من خلال هذه الطريقةعلى هوية البكتريا المرضية في التعرفالطرائق واهم 

وذلك من خلال التعرف على تسلسل القواعد في جينات المقاومة والجينات الاخرى،  الطفرات الوراثية

 .(Srinivasan et al., 2015)النيتروجينية العائدة للجين 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC458580
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC458580
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC458581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC458582
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               10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ref.  CGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAG  

S1    ....................................................................................................  

S2    ....................................................................................................  

 

              110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          

      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ref.  AGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGA  

S1    ....................................................................................................  

S2    ....................................................................................................  

 

              210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ref.  GAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT  

S1    ....................................................................................................  

S2    ....................................................................................................  

 

              310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          

      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ref.  GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGA  

S1    ....................................................................................................  

S2    ....................................................................................................  

 

              410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          

      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ref.  AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGT  

S1    ....................................................................................................  

S2    ....................................................................................................  

 

              510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          

      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ref.  CAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG  

S1    ....................................................................................................  

S2    ....................................................................................................  

 

              610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          

      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ref.  CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT  

S1    ....................................................................................................  

S2    ....................................................................................................  

 

              710       720        

      ....|....|....|....|....|.. 

Ref.  GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA  

S1    ...........................  

S2    ...........................  
 

 

 

 

 E40 في العزلة E. coliلبكتريا  16srRNA التحليل التتابعي للجين: (9-3)الشكل 
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                   10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

ref..seq  TGCAGAGGTTCAGTTTTGACTGTTACTACGCCAACGGCGGGCATCTGCTGGCCACCTTGTTGGGCCTGTTTGTCGTCACATCCTGTTAGGGCTAAGCTGC  

S1        ....................................................................................................  

S2        ....................................................................................................  

 

                 

          ....|.. 

ref..seq  CTGAGAG  

S1        .......  

S2        .......  

 

 

 .E43ة في العزل E. coliلبكتريا  acrA التحليل التتابعي للجين: (31-3)الشكل 

 

 
               10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ref.  CTACCTGGAAGTAAACGTCATTGGTCAGGCCACGGAAGGTGGCAGCCAGCAACGCACCGATAACCCCCAGCGGAACGACCAGCATAACGGAGAACGGAAT  

S1    ....................................................................................................  

S2    ....................................................................................................  

 

             

      ....| 

Ref.  CGACC  

S1    .....  

S2    .....  
 

  

 

 .E8للعزلة  E. coliلبكتريا  acrBالتحليل التتابعي للجين : (33-3الشكل )
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 الاستنتاجات

المسالك البولية مقاومة متعددة  اصاباتالمعزولة من  E. coliاظهرت جميع عزلات بكتريا  -1

، فكانت اعلى مقاومة للمضاد الحيوي  multidrug resistance (MDR)للمضادات الحيوية 

carbenicilline ( واقل مقاومة للمضاد الحيوي 111بنسبة ، )%nitrofurantoin ( 4بنسبة )%. 

لها القابلية على انتاج الغشاء  e. coli %( من عزلات بكتريا01بينت نتائج الدراسة الحالية ان ) -2
  biofilm. الحيوي 

 efflux pumpsنتائج موجبة للكشف المظهري عن انظمة الدفق  E. coliعزلات بكتريا اظهرت  -3

 .%( 01بنسبة )

  acrAالدفق مضخة يكانت تمتلك جين E. coliبينت نتائج الدراسة الحالية ان معظم عزلات بكتريا  -4

 . لكل منهما %(111الدفق بنسبة ) ةعن بروتينات مضخ التي تشفر acrB و
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 التوصيات

 اصاباتالمعزولة من  E. coliمقاومة بكتريا زيادة دراسات للكشف عن اسباب العديد من الاجراء  -1

للمضادات الحيوية المسالك البولية للمضادات الحيوية من خلال الكشف عن جينات المقاومة 

 .الاخرى  efflux pumpsعن انظمة الدفق خص تلك التي تشفر وبالأ

 .efflux pump inhibitorsعن مثبطات انظمة الدفق  العديد من الدراساتاجراء  -2

لمنع  ،دون وصفة طبيةبين المواطنين حول استعمال المضادات الحيوية ب نشر الوعي الصحي -3

 .لها مقاومةالبكتيرية السلالات الظهور 

خرى السالبة والموجبة دراسة الكشف المظهري والجيني عن انظمة الدفق في الاجناس المرضية الا -4

 .لصبغة كرام

وتينات انظمة الدفق لجينات المقاومة المشفرة عن بر  gene expressionدراسة التعبير الجيني  -5

 .real time PCR انةباعتماد تق
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 المصادر العربية

 

 . التحري عن عوامل الضراوة لبكتيريا اشيريشيا القولون المعزولة من(4102، رواء ماجد محمد. )البوصالح
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 Antibiotics ةللمضادات الحيوي E. coli( مقاومة عزلات بكتريا 1الملحق )

F CN CIP TE NV CTX CAZ RA E PY 
رقم 
 العزلة

S S S I R I I R R R E1 

S R R R R R R R R R E2 

S R R I R R R R R R E3 

S S S S S S R R R R E4 

S S I R S R R R R R E5 

S S R R R R R R R R E6 

S S R R R R R R R R E7 

S R R R R R R R R R E8 

S S I S S S I R R R E9 

S S R R R R R R R R E10 

S S R S R R R R R R E11 

S R S R S S I R R R E12 

S S R R R R R R R R E13 

S S S R R R R R R R E14 

S S R I R R R R R R E15 

S S R R R S R R R R E16 

S S R S S R R R R R E17 

S R S R R R R R R R E18 

S R R R R R R R R R E19 

I S S R S R R R R R E20 
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S S S S S S I R R R E21 

S S S S R R R R R R E22 

S S S R S R R R R R E23 

R R R R R R R R R R E24 

S R S S R S S R S R E25 

S S S S R S R R R R E26 

S R R R R R R R R R E27 

S S S I R I R R R R E28 

S S R R R R R R R R E29 

S S S R R I R R R R E30 

S I R R R R R R R R E31 

R R R R S R R R R R E32 

S R S I S R R S R R E33 

S S S R R S R R R R E34 

S S R R R R R R R R E35 

S R R R R R R R R R E36 

S S R S R R R R R R E37 

S S I R R I I R R R E38 

S S S S R S I R R R E39 

S S R R R R R R R R E40 

S R S R R R R R R R E41 

S S S R S R R R R R E42 

S S S R S R R R R R E43 
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S R R R R R R R R R E44 

S S S R R R R R R R E45 

S S S R R R R R R R E46 

S R R R R R R R R R E47 

S S R R R R R R R R E48 

S S R R R R R R R R E49 

S R R S S R R R R R E50 

       PY: Carbenicilline ,E: Erythromycin , RA: Rifampicin , CAZ: Ceftazidime , CTX:        

     Cefotaxim, NV: Novobiocin, TE: Tetracycline, CIP: Ciprofloxacin, CN:                            

     Gentamicin , F: Nitrofurantoin,   R: Resistance ,S: Sensitive , I:Intermedate.  

 

تكوين الغشاء الحيوي  ى) القابلية عل التي تشمل E. coli( بعض عوامل الضراوة لبكتريا 2الملحق )
Biofilm  انتاج انزيم الهيمولايسين ،Hemolysin ج انزيم  اليوريا تاو انUrease) 

انتاج انزيم 
Urease 

 انتاج انزيم
Hemolysin  

الغشاء الحيوي 
Biofilm 

 الجنس
 Sex 

 المصدر
Sources 

 رقم العزلة

مدينة الامامين الكاظمين  انثى + - -
التعليمي)ع(   

E1 

المختبرات التعليمية  انثى +++ - -
مدينة الطب/  

E2 

مدينة الامامين الكاظمين  انثى + - -
 )ع( التعليمي

E3 

المختبرات التعليمية  انثى + - -
مدينة الطب/  

E4 

المختبرات التعليمية  انثى ++ - -
مدينة الطب/  

E5 

مستشفى حماية  انثى + - - E6 
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مدينة الطب/الاطفال  

المختبرات التعليمية  انثى + - -
مدينة الطب/  

E7 

مدينة الامامين الكاظمين  ذكر + - -
 )ع( التعليمي

E8 

مستشفى الطفل المركزي  انثى + - -
 التعليمي

E9 

مدينة الامامين الكاظمين  انثى + - -
 )ع( التعليمي

E10 

مستشفى بغداد  ذكر - - -
مدينة الطب/التعليمي  

E11 

مستشفى بغداد  انثى + - -
مدينة الطب/التعليمي  

E12 

مستشفى حماية  انثى + - -
مدينة الطب/الاطفال  

E13 

مستشفى حماية  انثى + - -
مدينة الطب/الاطفال  

E14 

مستشفى حماية  ذكر + - -
مدينة الطب/الاطفال  

E15 

مدينة /المختبرات التعليمية ذكر + - -
 الطب

E16 

مدينة /التعليميةالمختبرات  انثى + - -
 الطب

E17 

مستشفى الطفل المركزي  انثى + - -
 التعليمي

E18 

مدينة /المختبرات التعليمية انثى + - -
 الطب

E19 
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مستشفى الطفل المركزي  انثى + - -
 التعليمي

E20 

مدينة /المختبرات التعليمية انثى - - -
 الطب

E21 

مستشفى حماية  انثى +++ - -
مدينة الطب/الاطفال  

E22 

مدينة الامامين الكاظمين  انثى + - -
 )ع( التعليمي

E23 

مستشفى حماية  ذكر + - -
مدينة الطب/الاطفال  

E24 

- β+ ++ مستشفى حماية  انثى
مدينة الطب/الاطفال  

E25 

- β+ + مستشفى الطفل المركزي  انثى
 التعليمي

E26 

مدينة الامامين الكاظمين  ذكر +++ - -
 )ع( التعليمي

E27 

مستشفى الطفل المركزي  انثى + - -
 التعليمي

E28 

مدينة /المختبرات التعليمية انثى + - -
 الطب

E29 

مدينة الامامين الكاظمين  ذكر ++ - -
 )ع( التعليمي

E30 

مدينة الامامين الكاظمين  انثى - - -
 )ع( التعليمي

E31 

مدينة /المختبرات التعليمية انثى + - -
 الطب

E32 

مدينة الامامين الكاظمين  انثى + - - E33 
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 )ع( التعليمي
مدينة الامامين الكاظمين  انثى + - -

 )ع( التعليمي
E34 

مستشفى بغداد  انثى + - -
مدينة الطب/التعليمي  

E35 

مدينة /المختبرات التعليمية انثى + - -
 الطب

E36 

مدينة /المختبرات التعليمية ذكر + - -
 الطب

E37 

مدينة /المختبرات التعليمية انثى ++ - -
 الطب

E38 

مستشفى حماية  انثى - - -
مدينة الطب/الاطفال  

E39 

مستشفى حماية  انثى + - -
مدينة الطب/الاطفال  

E40 

مستشفى بغداد  ذكر - - -
مدينة الطب/التعليمي  

E41 

مدينة الامامين الكاظمين  ذكر ++ - -
 )ع( التعليمي

E42 

الامامين الكاظمين مدينة  انثى + - -
 )ع( التعليمي

E43 

مدينة الامامين الكاظمين  انثى + - -
 )ع( التعليمي

E44 

مستشفى حماية  ذكر + - -
مدينة الطب/الاطفال  

E45 

- β+ + مدينة الامامين الكاظمين  انثى
 )ع( التعليمي

E46 
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مستشفى بغداد  انثى + - -
مدينة الطب/التعليمي  

E47 

حماية مستشفى  ذكر + - -
مدينة الطب/الاطفال  

E48 

مدينة /المختبرات التعليمية انثى + - -
 الطب

E49 

مستشفى حماية  انثى + - -
مدينة الطب/الاطفال  

E50 

++:  الغشاء الحيوي ) +: ضعيفة القابلية على تكوين الغشاء الحيوي ،،  النتيجة السالبة  -: النتيجة الموجبة ،  +
: محللة للدم من نوع βقوية القابلية على تكوين الغشاء الحيوي ( ،  +متوسطة القابلية على تكوين الغشاء الحيوي ، +++ 

 β-Hemolysine بيتا 

 

 Efflux Pumpsالعلاقة بين الكشف المظهري والكشف الجيني عن مضخات الدفق ( 3الملحق )
 E. coliفي بكتريا   Biofilmوالقابلية على تكوين الغشاء الحيوي 

رقم 
 العزلة

القابلية على 
تكوين الغشاء 

 الحيوي 

الكشف المظهري 
عن مضخات 

 الدفق

الكشف الجيني عن مضخات 
 الدفق

acrA gene acrB gene 
E1 + + + + 

E2 + + + + 

E3 + - + + 

E4 + + + + 

E5 + - + + 

E6 + - + + 

E7 + + + + 

E8 + - + + 

E9 + + + + 

E10 + - + + 

E11 - + + + 

E12 + + + + 

E13 + + + + 
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E14 + + + + 

E15 + + + + 

E16 + + + + 

E17 + + + + 

E18 + + + + 

E19 + + + + 

E20 + + + + 

E21 - + + + 

E22 + + + + 

E23 + + + + 

E24 + + + + 

E25 + + + + 

E26 + - + + 

E27 + + + + 

E28 + - + + 

E29 + + + + 

E30 + + + + 

E31 - - + + 

E32 + + + + 

E33 + + + + 

E34 + - + + 

E35 + - + + 

E36 + + + + 

E37 + + + + 

E38 + + + + 

E39 - - + + 

E40 + + + + 

E41 - + + + 

E42 + + + + 

E43 + + + + 

E44 + - + + 

E45 + + + + 

E46 + - + + 

E47 + - - - 

E48 + + + + 

E49 + - + + 

E50 + + + + 

 النتيجة السالبة -، + النتيجة الموجبة                  



www.manaraa.com

 الملاحق                                                    

 

114 

 

 

 Nano Dropفي جهاز نانو دروب DNA نتائج قياس نقاوة ( 4الملحق )

Sample 

Type 

Con(ng/ul) 260/ 

280 

Abs280 Abs260 رقم العزلة 
dsDNA 1.65 56.1 56.1 56911 E1 

dsDNA 99.2 1.84 3.361 6.179 E2 

dsDNA 86.5 1.88 2.245 4.225 E3 

dsDNA 100.8 1.83 1.641 2.996 E4 

dsDNA 55.8 1.73 0.264 0.457 E5 

dsDNA 60.7 1.62 0.034 0.055 E6 

dsDNA 75.6 1.69 0.137 0.232 E7 

dsDNA 87.1 1.85 2.472 4.562 E8 

dsDNA 99.9 1.78 1.992 3.538 E9 

dsDNA 110.7 1.8 1.616 2.915 E10 

dsDNA 84 1.79 1.428 2.559 E11 

dsDNA 95 1.84 1.628 3 E12 

dsDNA 87.8 1.9 1.738 3.295 E13 

dsDNA 100.7 1.86 1.081 2.014 E14 

dsDNA 98.8 1.85 2.254 4.176 E15 

dsDNA 80.8 1.82 1.665 3.035 E16 

dsDNA 63.6 1.85 2.499 4.631 E17 

dsDNA 83.5 1.69 0.255 0.43 E18 

dsDNA 86.3 1.76 0.983 1.726 E19 

dsDNA 73.2 1.75 0.837 1.464 E20 

dsDNA 56 1.72 0.651 1.12 E21 

dsDNA 109.2 1.75 1.249 2.185 E22 

dsDNA 78.7 1.72 0.917 1.574 E23 

dsDNA 78.5 1.70 0.921 1.57 E24 

dsDNA 81.4 1.73 0.939 1.629 E25 

dsDNA 69.1 1.88 3.407 6.421 E26 

dsDNA 86 1.78 2.47 4.399 E27 

dsDNA 51 1.73 0.59 1.019 E28 

dsDNA 68.3 1.73 0.788 1.366 E29 

dsDNA 58.6 1.69 0.576 0.972 E30 

dsDNA 66.6 1.72 0.541 0.932 E31 

dsDNA 91.7 1.74 1.055 1.834 E32 
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dsDNA 102 1.75 1.73 3.02 E33 

dsDNA 89.8 1.75 3.101 5.417 E34 

dsDNA 97.1 1.75 1.109 1.943 E35 

dsDNA 59.1 1.63 0.198 0.322 E36 

dsDNA 68.7 1.73 0.795 1.374 E37 

dsDNA 63.4 1.73 0.733 1.268 E38 

dsDNA 60.5 1.65 0.733 1.211 E39 

dsDNA 71.4 1.69 0.348 0.587 E40 

dsDNA 49.3 1.74 0.568 0.987 E41 

dsDNA 71.4 1.73 0.826 1.428 E42 

dsDNA 69.2 1.76 0.789 1.385 E43 

dsDNA 86.5 1.73 1 1.731 E44 

dsDNA 68.4 1.64 0.284 0.467 E45 

dsDNA 70.6 1.72 0.821 1.412 E46 

dsDNA 69.1 1.60 0.921 1.48 E47 

dsDNA 96.9 1.66 0.348 0.579 E48 

dsDNA 69.2 1.60 0.931 1.49 E49 

dsDNA 96.6 1.72 1.124 1.933 E50 
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 . E27للعزلة  E. coliلبكتريا  16srRNA( التحليل التتابعي للجين -5Aالملحق )
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 . E27للعزلة  E. coliلبكتريا  acrAالتتابعي للجين  تحليل( ال-5Bالملحق )

 

 . E27للعزلة  E. coliلبكتريا  acrB( يوضح التحليل التتابعي للجين -5Cالملحق )

 

 . E27في العزلة  E. coliلبكتريا  16SrRNAالتتابعي للجين  سلسل( الت-6Aالملحق )

Amplicon  Referring locus sequences (5′ - 3′) length 

 

16S rRNA 

DNA 

sequences  

 

CGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTA

CTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGG

GCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTC

ACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAG

ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA

GCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC

AGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAG

AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA

TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATC

CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGG

GGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG

CGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA*1 

 

 

723 bp 
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 . E27في العزلة  E. coliلبكتريا  acrA التتابعي للجين سلسل( الت-6Bالملحق )

Amplicon  Referring locus sequences (5′ - 3′) length 

 

acrA DNA sequences  

  

TGCAGAGGTTCAGTTTTGACTGTTACTACGCCAACGGCGGGCATCTGC

TGGCCACCTTGTTGGGCCTGTTTGTCGTCACATCCTGTTAGGGCTAAG

CTGCCTGAGAG*1 

 

 

107 bp 

 

 

 . E27في العزلة  E. coliلبكتريا  acrB التتابعي للجين سلسل( الت-6Cالملحق )

Amplicon  Referring locus sequences (5′ - 3′) length 

 

acrA DNA sequences  

  

CTACCTGGAAGTAAACGTCATTGGTCAGGCCACGGAAGGTGGCAGCCA

GCAACGCACCGATAACCCCCAGCGGAACGACCAGCATAACGGAGAACG

GAATCGACC*1 

 

 

105 bp 
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 . E27للعزلة  E. coliلبكتريا  16srRNAالتحليل التتابعي للجين  (A-7) ملحقال

 
 
               10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
CGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAG  
S1    ....................................................................................................  
 
              110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
AGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGA  
S1    ....................................................................................................  
 
              210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
GAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT  
S1    ....................................................................................................  
 
              310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGA  
S1    ....................................................................................................  
 
              410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGT  
S1    ....................................................................................................  
 
              510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
CAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG  
S1    ....................................................................................................  
 
              610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT  
S1    ....................................................................................................  
 
              710       720        
      ....|....|....|....|....|.. 
Ref.  GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA  
S1    ...........................  



www.manaraa.com

 الملاحق                                                    

 

120 

 

 

 

 . E27للعزلة  E. coliلبكتريا  acrAالتحليل التتابعي للجين ( B -7الملحق ) 

 
               10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
TGCAGAGGTTCAGTTTTGACTGTTACTACGCCAACGGCGGGCATCTGCTGGCCACCTTGTTGGGCCTGTTTGTCGTCACATCCTGTTAGGGCTAAGCTGC  
S1    ....................................................................................................  
 
             
      ....|.. 
Ref.  CTGAGAG  
S1    .......  

 
 

 . E27للعزلة  E. coliلبكتريا  acrBالتحليل التتابعي للجين  C)-7الملحق )

 
               10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Ref.  
CTACCTGGAAGTAAACGTCATTGGTCAGGCCACGGAAGGTGGCAGCCAGCAACGCACCGATAACCCCCAGCGGAACGACCAGCATAACGGAGAACGGAAT  
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 E40 في العزلة E. coliلبكتريا  16srRNA التحليل التتابعي للجين (A-8)الملحق 

Amplicon  Referring locus sequences (5′ - 3′) length 

 

16S rRNA 

DNA 

sequences  

 

CGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTA

CTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGG

GCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTC

ACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAG

ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA

GCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC

AGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAG

AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA

TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATC

CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGG

GGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG

CGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA*1 

 

 

727 bp 

 

 .E43ة في العزل E. coliلبكتريا  acrA ( التحليل التتابعي للجين-8Bالملحق )

Amplicon  Referring locus sequences (5′ - 3′) length 

 

acrA DNA sequences  

  

TGCAGAGGTTCAGTTTTGACTGTTACTACGCCAACGGCGGGCATCTGC

TGGCCACCTTGTTGGGCCTGTTTGTCGTCACATCCTGTTAGGGCTAAG

CTGCCTGAGAG*1 

 

 

107 bp 

 

 

 .E8 للعزلة E. coliلبكتريا  acrB( يوضح التحليل التتابعي للجين C-8الملحق )

Amplicon  Referring locus sequences (5′ - 3′) length 

 

acrB DNA sequences  

  

CTACCTGGAAGTAAACGTCATTGGTCAGGCCACGGAAGGTGGCAGCCA

GCAACGCACCGATAACCCCCAGCGGAACGACCAGCATAACGGAGAACG

GAATCGACC*1 

 

 

105 bp 
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 E40 في العزلة E. coliلبكتريا  16srRNA التحليل التتابعي للجين (A-9)الملحق 
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 .E43ة في العزل E. coliلبكتريا  acrA ( التحليل التتابعي للجين-9Bالملحق )

 

 

 .E8 للعزلة E. coliلبكتريا  acrB( يوضح التحليل التتابعي للجين C-9الملحق )
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Summary 

 

I 
 

This study aims at detecting the efflux pump possessed by Escherichia coli 

isolated from urinary tract infections and their relationship to resistance to 

antibiotics. one hundred of clinical samples were collected  from urine of patients 

with Urinary Tract Infections (UTIs) from several hospitals in the Baghdad city     

(Alimameen Al-kadhimin Medical City, Central Child Teaching Hospital,  

Baghdad Teaching Hospital -Educational Laboratories - Child Protection 

Education Hospital in Medical City) during the period from 10\7\2018 to 

1\01\2018 . 

 Bacterial isolates were identified by traditional  methods, and their diagnosis 

was confirmed by molecular detection of the 16SrRNA gene using PCR. 50 clinical 

isolates of E. coli were obtained.  

 The antibiotic susceptibility test showed that all isolates were Multidrug 

Resistance (MDR) , were high resistant to Carbenicillin 50(100%) , Erythromycin 

49(98%), Rifampin 47(94%), Ceftazidime 44(88%), Cefotaxime 38(76%), 

Novobiocin 37(74%),Tetracycline 33(66%) ,Ciprofloxacin 26(52%), Gentamicin 

15(30%) and Nitrofurantoin 2(4%) .  

 The prevalence of biofilm producer bacterial isolates was 45(90%) that 

2(4%) produced strong, 6(12%) produced moderate and 37(74%) produced weakly 

biofilm.  

 The phenotypic detection of efflux pumps was appeared in 35(70%) of 

bacterial isolates. 

 The genotypic detection of efflux pump genes revealed that The frequency 

of the acrA and acrB genes were 50(100%) each of them, and the gel 
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Summary 

 

II 
 

electrophoresis showed that the molecular weight of the gene was 107bas pair and 

105 base pair to each of them.  

 The results of DNA sequencing analysis of 16SrRNA gene  from E27 and 

E40 isolates revealed that E. coli were (100%) similar to the the isolates in 

National Center for Biotechnology Information. 
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