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 الخلاصة

من عدة مصادر سريرية وبأعمار مختلفة وللمدة مابين  عينة 401جمع  شملت الدراسة

ومن مستشفيات مدينة الطب في بغداد )مستشفى بغداد التعليمي،  3/3/1049الى  9/41/1042

 .(مستشفى غازي الحريري، مستشفى الحروق، المختبرات التعليمية

الزائفة عزلة تعود لبكتريا  82تم الحصول على بعد اجراء الفحوص المجهرية والكيموحيوية 

من أجل تحديد قيم التراكيز المثبطة الادنى   Vitek compact system 2أستخدم جهاز  .الزنجارية

كانت العزلات مقاومة بنسبة كبيرة لكل من مضادي  إذلثلاثة عشر مضاداً حيوياً لثلاثين عزلة 

Colistin  وTobramycin  عزلة لمضاد  41وبواقع  % 8333وبمعدلColistin  8135وبمعدل 

على تكوين تم الكشف عن قابلية بكتريا الزائفة الزنجارية  ،Tobramycinعزلة لمضاد  45وبواقع  %

عزلة من اصل ثلاثين مكونة لصبغة البايوسيانين في حين كانت جميع  42كانت  إذعوامل الضراوة 

زلات قيد الفحص لها القابلية على احلال الدم من نوع بيتا وعند الفحص على مقدرة البكتريا على الع

من اصل ثلاثين عزلة كانت تملك قابلية تكوين انزيم البروتييز  18انتاج انزيم البروتييز لوحظ ان 

تاج حاملات مليمتر اما عند الكشف عن قدرة البكتريا على ان 10-41وبمعدل اقطار يتراوح مابين 

الحديد فقد كانت جميع العزلات منتجة لحاملات الحديد وعند دراسة مقدرة البكتريا على تكوين الغشاء 

والغرض من هذا الفحص وسط الكونغو الاحمر  ستعمالللكشف الاولى با أعتمدت طريقتانالحيوي 

ة لهذه الطبقة ولكن بنسب كانت جميع العزلات مكون إذالالتصاق  طبقةدراسة قدرة البكتريا على تكوين 

اسود  اً متلاكها لونلأ من البكتريا كانت شديدة التكوين لهذه الطبقة بناءً   % 83وجد ان  فقدمختلفة 

 .كانت متوسطة التكوين % 15لنمو وبعد ا اً غامق
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امتلاك جميع في كانت النتائج فاطباق المعايرة الدقيقة  عتماداما الطريقة الثانية فتمت بأ

قيد الدراسة القابلية على تكوين الغشاء الحيوي وبدرجات مختلفة مقارنة مع السيطرة السالبة العزلات 

 .كوين واربع عينات شديدة التكوينعينة متوسطة الت 41عينة ضعيفة التكوين و  41حيث كانت 

في التخليق  ستعمالهاتم بعد ذلك اختيار العزلة الاكثر مقاومة للمضادات الحياتية من اجل ا

كبريتيد الزنك ككاشف تحليلي اضيف للراشح البكتيري  تعملاسحيوي لجسيمات أوكسيد الزنك النانوية ال

تمت عملية اختزال لكبريتيد الزنك لتكوين اوكسيد الزنك النانوي. يعد ظهور راسب ابيض في قعر  إذ

 دورق الاختبار دليلا على عملية التحول هذه.

اجهزة التشخيص المتمثلة بجهاز مطيافية  عتماداتجة باتم دراسة خصائص المادة النانوية الن

الاشعة فوق البنفسجية ومجهر القوى الذري وجهاز حيود الاشعة السينية ومطيافية فيورية للاشعة تحت 

كانت  فرق جهد زيتا المحتملةكل من المجهر الالكتروني الماسح و جهاز حساب  فضلا عنالحمراء 

ى تكون جسيمات أوكسيد الزنك بصورة نقية وباشكال مختلفة واحجام تتراوح النتائج لهذه الاجهزة تشير ال

  .نانوميتر 400- 10مابين 

تم الاعتماد على  إذختبرت فعالية الجسيمات النانوية المخلقة ضد بكتريا الزائفة الزنجارية ا

فعالية م /مل ملغ 800و  400اظهر التركيزان  وقدمل  غم /مل( 800، 400، 40ثلاثة تراكيز مختلفة )

 .فعالية ةيأ ملغم/مل 40ين لم يعط تركيز في تثبيط نمو البكتريا في ح

في تثبيط بعض  (مل/  ملغم 800، 400)وبتركيزتم دراسة قدرة الجسيمات النانوية المخلقة 

ذ تم دراسة قدرة جسيمات أوكسيد الزنك النانوية على تثبيط إعوامل الضراوة لبكتريا الزائفة الزنجارية 

كانت الاكبر وبنسبة  ملغم/مل 800انتاج الغشاء الحيوي اظهرت النتائج ان نسبة التثبيط في تركيز 

 (.% 20)ملغم /مل  400في حين كانت نسبة التثبيط في تركيز  % 2332
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ان ملغم/مل  800لوحظ في تركيز  إذن قدرة هذه الجسيمات على تثبيط انتاج الهيمولايسي اما

بقيت  ملغم/مل 400جميع العزلات فقدت مقدرتها على انتاج الهيمولايسين نوع بيتا في حين ان تركيز 

 العزلات قادرة على تكوين الهيمولايسين نوع بيتا.

لوحظ في تركيز  إذية على انتاج صبغة البايوسيانين تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانو  اما

 ملغم/مل 400ان جميع العزلات فقدت مقدرتها على انتاج الصبغة في حين ان تركيز  ملغم/مل 800

 عينتان فقط كانت قادرة على فقدان الصبغة.

لوحظ انه في  إذانتاج انزيم البروتييز  يفتأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  كانايضاً 

 /مل. غممل400في حين لم تتأثر في تركيز ييز قلت نسبة انتاج انزيم البروت ملغم/مل 800تركيز 

انتاج حاملات  يفواخيراً تم اجراء تجربة الكشف عن تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية 

في التجربة قد ضعف انتاجها لحاملات  عملةلوحظ في كلا التركيزيين ان جميع العزلات المست إذالحديد 

 الحديد. 
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 Introduction       المقدمة.1

من  من الممرضات الانتهازية التي تمتلك العديد Pseudomonas aeruginosa يا تعد بكتر 

كونها عوامل الضراوة مما يجعلها موضع دراسة واهتمام لما قد تسببة من ضرر على صحة الانسان 

 .(Deep et al., 2011) المسؤولة عن بعض الاصابات التي تصيب الجسم

مثل  والحادة المزمنة الاخماج من العديد احداث على القدرة لها الزنجارية الزائفة جرثومة

التهاب الاذن الخارجية  التهاب القرنية، ،الالتهاب الرئوي ،التهاب المجاري البولية الجروح، ،الحروق

الاشخاص الذين يعانون من  لاسيماوتعد من المسببات لمرض العدوى المكتسبة . والتهاب الجريبات

البكتريا من  عملهاوبسبب الاليات المتعددة التي تست, (Moradali et al., 2017) المناعي  النقص

عوامل الضراوة تكيفت البكتريا للبقاء في بيئات منخفضة التغذية ومقاومتها لفئات المضادات الحيوية 

 . (Gellatly and Hancock, 2013) المختلفة

 Quorumتحت سيطرة انظمة استشعار النصاب تقع عوامل الضراوة المختلفة اساسا  

sensing systems .دور مهم في احداث الامراضية من حيث مقدرة البكتريا على البقاء  التي لها

  ور المرض الحاد الى الطور المزمنوالاستعمار ومن خلال تنسيق التقدم من ط

(6102 (García-Contreras, . 

كما في صبغة  ،ي يساهم في انتاج عوامل الضراوةبكتريا الزائفة الزنجارية تعبير جين تملك

  تكوين الغشاء الحيوي واليات المقاومة للمضادات الحيوية ،،الحركة البايوسيانين

(Barr et al., 2015; La-Sarre and Federle, 2013). 

، اغلب طح الحيوية وغير الحيويةالحيوي على الأس بكتريا الزائفة الزنجارية الغشاء تكون

زن الجاف للكتلة من الو  % 01الاغشية الحيوية المصفوفة ضمن الخلايا البكتيرية قد تمثل اكثر من 
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انها تقيهم من  نفي حي للجراثيمبيئات مناسبة  تخلق الاغشية الحيوية المصفوفة إذ ان. الحيوية الكاملة

يتم تشكيل طبقات الغشاء الحيوي . (Flemming and Wingender, 2010)مؤاتية الغير الظروف 

، دهون سكريات متعددة ،الخارج خلوي من قبل مواد بوليمرية خارج خلوية التي هي الحمض النووي

  (.Strempel et al., 2013) وبروتينات

يحمي  إذالغشاء الحيوي له القدرة على التحمل الشديد للعوامل الخارجية والاجهاد الخارجي 

-Hallلبكتريا من المضادات الحياتية وايضا عدم مقدرة دفاعات الجسم من القضاء على البكتريا )ا

Stoodley and Stoodley, 2009.)  يمثل تكوين الغشاء الحيوي للبكتريا مشكلة كبيرة في العديد من

الاشارة الى ان  تجدر (Lo´pez et al., 2010).  المجالات سواء في صناعة الاغذية أو في الدواء

او اكثر في جميع الاصابات المايكروبية  %01الاغشية الحيوية هي السبب في العدوى المستمرة في 

 (.Epstein et al., 2012المتسببة في تحرير السموم المؤذية للجسم )

اتجاها نانوميتر  011 -0يتراوح حجمها من  التي الجسيمات النانوية لأكاسيد الفلزات تمثل

، أكاسيد وث المتعلقة في التطبيقات الطبيةفي البح عتمادهيتم تطويره والاهتمام به بشكل متزايد لا جديدا  

المعادن الايونية النانوية تتميز بقوة مثيرة للاهتمام وايضا بخصائص فيزيائية وكيميائية مميزة وايضا 

التي تملكها هذه  الى المساحة السطحية الكبيرة ويعود ذلككعامل مضاد للمايكروبات  عملتست

على الرغم من النشاط المضاد للبكتريا وفعالية  ،تعملةمع المضادات الحياتية المس الجسيمات مقارنة

 الزنك أوكسيد جسيمات فعالية حول الدراسات أنأكاسيد الزنك النانوية التي تم التحقق منها مختبريا 

جسيمات  دذلك تع فضلا  عن (.Jones et al., 2008)جدا قليلة لجراثيما في المضاد وتأثيرها النانوية

أوكسيد الزنك النانوية واحدا  من خمسة مركبات للزنك مسجلة حاليا  ومعترف بها على انها مادة أمنة 

، لذا هدفت الدراسة الى معرفة  (Lee et al., 2017) (W.H.Oمن قبل منظمة الصحة العالمية )
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ن بكتريا الزائفة الزنجارية كعامل مثبط لنمو البكتريا وبعض تأثير المركبات النانوية المخلقة حيويا  م

 عوامل ضراوتها.  

 :ولتحقيق هذا الهدف تم اتباع الخطوات الاتية

 مع زرع وتشخيص العينات.جمع العينات السريرية لجراثيم الزوائف الزنجارية  .0

      كومباكت 6 فايتك جهاز عمالباست التحري عن حساسية العزلات للمضادات الحياتية .6

Vitek2 compact system. 

 .الزنجارية الزائفة جرثومة راشح بوساطةالتخليق الحيوي لجسيمات اوكسيد الزنك امكانية  .3

لبعض عوامل الضراوة كعامل مثبط  هاعمالاستو  الناتجة النانوية الدقائق خصائص دراسة .4

 .الزنجارية الزائفة لجرثومة
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   Literature Reviewستعراض المراجع     ا .2

 الخصائص العامة لبكتريا الزائفة الزنجارية  1.2

 General Characteristics of Pseudomonas aeruginosa  
عصوية الشكل وتعود الى عائلة  ،هوائية،ائفة الزنجارية سالبة لصبغة كرامالز  بكتريا

Pseudomonadaceae . ى ثمان مجاميع وان بكتريا علهذه العائلة عدة اعضاء مقسمين  تتضمن

 (. Japion et al., 2009الزائفة الزنجارية هي احدى تلك المجموعات )

 0.0الى  0.5منحني قليلا او مستقيمة وبقياس من  عصويشكل  ذات  الزائفة الزنجارية بكتريا

سوط قطبي واحد   بوساطة، متحركة مايكروميتر طولياً  5.0الى  0.5ن مايكروميتر قطرياً وم

(Govan,  2007 .) 

بوهيدرات فتقوم بأكسدتها او الاستفادة منها ر بكتريا الزائفة الزنجارية غير قادرة على تحطيم الكا

ذلك ثبت ان النمو  فضلًا عن .(Brooks et al., 2007كمصدر للطاقة بدلًا من مسار التخمر )

اللاهوائي لبكتريا الزائفة الزنجارية ممكن في حالة وجود الارجنين او النترات كمستقبلات الكترون طرفية 

(Todar, 2008 .) 

م °04-00النمو في درجة حرارة مابين هناك ميزة هامة لهذه البكتريا وهي مقدرتها على  ايضاً 

 Pseudomonas بعض الانواع التي تعود الى جنس. م°0ة حرارة درتها على النمو في درجوعدم مق

 (. Choi et al., 2002م )°06قدرة على النمو في درجة حرارة لها ال
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  Pathogenicity of Pseudomonas aeruginosaمراضية بكتريا الزائفة الزنجارية ا 2.2 

الامراض الانتهازية الحادة في يمكن ان تسبب بكتريا الزائفة الزنجارية مجموعة واسعة من 

بكتريا الزائفة  (.Gellatly and Hancock, 2013المرضى الذين يعانون من حالات طبية مختلفة )

الزنجارية هي واحدة من الكائنات الحية الدقيقة الرئيسية والمسؤولة عن عدوى المستشفيات التي تحدث 

النقاهة في المستشفيات كما في  مدةيض خلال المر  في(، المؤثرة Poole, 2011في بيئة المستشفى  )

لاسيما  للمرضى للانابيب الطويل عمالوالاستالمرضى الذين يعانون من الحروق ومن صدمة القرنية 

وكذلك ايضا التليف الكيسي  التنفس على المريض لمساعدة الهوائية القصبة في عملةالمست الانابيب

غالبا  . الاصابة ببكتريا الزائفة الزنجاريةوكبار السنوالكسور المفتوحة وامراض الرئة والنقص المناعي 

طة المضادات الحياتية المتعددة التي من الممكن ان تؤدي الى حدوث اسما تكون مقاومة للعلاج بو 

وهذا يترجم الى المزيد من المضاعفات ،  (Doshi et al., 2011التهابات حادة ومستمرة  )

الاقامة في المستشفى او الفشل العلاجي وفي بعض  مدةة الثانوية الناتجة عن تمديد والالتهابات الفطري

 (. Tan, 2008الحالات الوفاة المبكرة لمرضى التليف الكيسي )

ة  التي تؤدي الى الامراضية بانتاج وتكوين العديد من عوامل الضراو  مدةخلال  البكتريا تقوم

وبمستويات مختلفة او يتصرف بشكل فردي محدثاً  نفسهالتسبب في عدوى المضيف البشري في الوقت 

 (. Wu et al., 2008العدوى )

عديد السكريات الخارجي  ، Lipopolysaccharideهذه العوامل: عديد السكريات الدهن ومن

Exopolysaccharide  الاهداب والاسواط وعوامل الضراوة المفرزة بما في ذلك السموم وانزيم و

الجزيئات الصغيرة التي تشمل الفينازين والسيانيد وجزيئات عديدة  فضلًا عن البروتييز والدهون المفسفرة

حدوث الاصابة يعتمد على عدة عوامل متعددة تشمل طبيعة عوامل أن  (.Goven, 2007اخرى )
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ع او السلالات والحالة المناعية للمضيف وعدد الكائنات الحية في التعرض الاولي الضراوة للانوا 

(Chiang et al., 1999.)  عندما تجد البكتريا موقعا مناسباً للاستعمار فانها تبدأ في التعبير عن

الى  جينات عوامل الضراوة يليها بعد ذلك انتاج عوامل الضراوة التي تغزو الخلايا المضيفة والتي تؤدي

 (. Rasko and Sperandio, 2010حدوث عملية الاصابة )

 : ها بكتريا الزائفة الزنجارية وهيهناك اربعة انواع رئيسة من العدوى التي تسبب

بغاتها ــــــطة صــــــاسسجة بو ــــــتلف الانــــان تلون الحروق وتن مكروح التي يــــــعدوى الحروق والج .0

 ,.Alinaqvi  et alالتي تؤدي في وقت لاحق الى تسمم الدم )الزرقاء والخضراء المشعة 

2011.) 

هابات التي ــــــطى والالتــــــهاب الاذن الوســــــباب الشائعة لمرض التـــــــعد احد الاســـــــعدوى الاذن ت .4

 Roland and) بب التهاب الاذن الخارجيةـــــد تســــــضا قــــــواي P.aeruginosaها بكتريا ــــــتسبب

Stroman, 2002 .) 

فة الزنجارية ئـــــــببها بكتريا الزاــــــثر الامراض التي تســـــــالتهاب المجاري البولية هي واحدة من اك .3

طرة والاجهزة الطبية ــــــة عن طريق القســـــــرى المسالك البوليـــــــــتريا الى مجـــــــــتدخل البك

(Elkhatib and Noreddin,  2014 .) 

التهاب الجهاز التنفسي تصيب بكتريا الزائفة الزنجارية المرضى الذين يعانون من الكبت  .0

. لتي تسبب بدورها الالتهاب الرئويالمناعي وامراض الرئة المزمنة وفشل القلب الاحتقاني ا

ى الذين ي المرضالعدوى المزمنة في الجهاز التنفسي السفلي التي تسببها البكتريا تعد شائعة ف

، عزلات بكتريا الزائفة الزنجارية التي تكون مستعمرات مخاطية في يعانون من التليف الكيسي

 (.Govan, 2007جسم المريض المصاب بالتليف الكيسي تكون شائعة ويصعب علاجها )
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   Virulence Factorsعوامل الضراوة    3.2

تنتنج العديد من عوامل الضراوة  ول المسببة للأمراض ارية هي أحد العوامــــــبكتريا الزائفة الزنج

درة على تكوين الغشاء الحيوي الذي يحميها ــــــارجية كما ان لها القـــــــبما في ذلك الانزيمات والسموم الخ

 (.Fujitani et al., 2011من الاجهاد البيئي ومن خلايا البلعمة وايضا الاجسام المضادة للمضيف )

ذا النوع من البكتريا عدداً من الاصباغ التي تمنع نمو البكتريا الاخرى ومن اهم ينتج ايضا ه

هذه الاصباغ صبغة البايوسيانين الزرقاء الذائبة في الماء وصبغة البايوفريدين الخضراء المزرقة التي 

سامة لخلايا العائل وايضا تنتج صبغات اخرى كما في صبغة البايوروبين الحمراء وصبغة  كونت

 (. Ravel and Cornelis, 2003البايوميلانين البنية )

صبغة البايوسيانين الزرقاء المخضرة لمستعمرات بكتريا الزائفة الزنجارية لونها المميز  تعطي

يضا الاكسدة ونقل الالكترونات المايتوكونديري وا خلايا المضيف من خلال عوامل فيالذي يؤثر 

حث الخلايا  فيتم تنقية البايوسينين مختبريا من اجل دراسة تأثيرها ،  تعطيل انزيم الكاتليز للمضيف

تثبيط عملية البلعمة في الاجسام التي تسبب موت  فضلًا عنعلى الموت المبرمج لكريات الدم البيض 

 (.Bianchi et al., 2008الخلايا المبرمج )

وحالة للدهون  Lipaseمن عوامل الضراوة الاخرى التي تفرزها البكتريا انزيمات حالة للدهون 

في الغشاء  التي تعمل على تحطيم الدهون والدهون المفسفرة الموجدة Phospholipasesالمفسفرة 

المباشر لكريات الدم  ، انزيمات الدهون المفسفرة الحاله قادرة على التحليلالسطحي لخلايا المضيف

 (.Kipnis et al., 2006الحمر في الانسان والاغنام )

من قبل بكتريا الزائفة الزنجارية  Proteasesيتم افراز العديد من الانزيمات الحالة للبروتينات 

  Fibrinلها القدرة على تحليل الالياف  إذهذه الانزيمات دورا في تعفن الدم والتهابات العين  مثلت



ستعراض المراجع                                                                                               : انيالفصل الثا                       8       

 

 

 ,.Kipnis et alوتعطيل الوصلات الظهارية الضيقة  ) immunoglobulin’s غيوبيولين المناعيوال

2006 .) 

عد قدرة البكتريا على انتاج الغشاء الحيوي الية لمقاومة المضادات الحياتية وذلك لان خلايا ت

يمكن  (.Lee et al., 2014الغشاء الحيوي اكثر مقاومة بكثير للمضادات الحيوية من خلايا العوالق  )

د من تعقيد عملية علاج ان تصبح بكتريا الزائفة الزنجارية مقاومة لبعض المضادات الحياتية مما يزي

، تنشأ هذه المقاومة بسبب مقدرة البكتريا على تكوين الغشاء الحيوي المتكون من تجمعات العدوى

 (.Sharma et al., 2014مطمورة في شكل مصفوفة في السكريات المتعددة الخارجية )

يمكن ان تشكل هذه البكتريا البيئية اغشية حيوية على مجموعة متنوعة من الاسطح الحية 

كما في السدادات المخاطية في التليف الرئوي والعدسات اللاصقة والقسطرة الملوثة  وغير الحية

(Hoiby et al., 2010 تتكون .) وحمض نووي من بروتين وسكريات متعددة هذه الاغشية الحيوية

انه يحتفظ بالخلية معا وهو امر ضروري في الاتصال  إذ(. Storz et al., 2012خارج خلوي )

الخلوي مابين الخلايا كما يسمح بتكوين تراكيب ثلاثية الابعاد تتيح للبكتريا زيادة في الوصول الى 

 (.Sharma et al., 2014) اخرىالعناصر الغذائية ومزايا متعددة 

 Epidemiology of Pseudomonas aeruginosaالزنجارية  كتريا الزائفةوبائية ب 4.2

بكتريا الزائفة الزنجارية هي كائن واسع الانتشار موجود في العديد من البيئات المختلفة كما 

لها القدرة على البقاء على قيد الحياة عندما تكون و  ها من الانسان والحيوان والنبات.ن عزلمكي

لها القدرة على تحمل العديد من العوامل الفيزيائية التي تسمح لها  ية قليلة وايضاً احتياجاتها الغذائ

 (.Lister et al., 2009بالتواجد في المستشفيات وفي المجتمع )
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أن التنوع الأيضي والوراثي العالي لبكتريا الزائفة الزنجارية يمكنها من التكييف في معظم 

عالم من معدات طبية وانسجة الحيوانات والنباتات والماء والتربة البيئات الطبيعية و الصناعية عبر ال

 (.  ISS( )Kim et al., 2013وحتى في محطة الفضاء الدولية  )

قد طويلة الى نسبة عالية من الاصابة بهذه البكتريا التي  مدةقد تؤدي الاقامة في المستشفى ل

في المرضى ممن يعانون من الحروق والجروح  لاسيماساعة. 24في غضون  % 40تصل الى 

العامل المناعي المثبط ومضادات الايض والاشعاع التي تساعد على  يستعملونالشديدة وايضا ممن 

 ,.Greenwood et al) بة مايطلق عليه بعدوى المستشفياتزيادة الاصابة وانتشار هذه البكتريا مسب

الادوات الجراحية  عمالمابين المرضى وكذلك است الاتصال المباشر وغير المباشر ايضاً (.2007

، تمتلك البكتريا المقدرة على البقاء في المطهرات والعلاجات وثة تسهل من انتشار هذه البكترياالمل

 (. Japoni et al., 2009)والادوية السائلة مثل قطرات العين واقنعة التخدير 

مكتسبة من المستشفيات بسبب بكتريا الزائفة الزنجارية ازدادت الاصابة بعدوى الالتهاب الرئوي ال       

. اظهر المسح الوطني واسع 4003 عام الى 0625 عام من %0..0الى  %6.6والتي تضاعفت من 

النطاق لوحدات العناية المركزة في الولايات المتحدة ان اكثر بكتريا ممرضة معزولة من هذه الوحدات 

زولة من الجهاز عالم الجراثيمكانت نسبة  إذائية السالبة لصبغة كرام هي بكتريا الزائفة الزنجارية الهو 

اما  % 43ة من وحدات العناية المركزة في حين كانت نسبة البكتريا المعزول % 30.6التنفسي 

عمر فيهم البكتريا وتنتشر في وقت مبكر من ت( تس CFSالمرضى الذين يعانون من التليف الكيسي )

 (.Fujitani et al., 2011الاستعمار والانتشار بتقدم المرض )الاصابة ويزداد توسع 
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 Antibiotic resistanceمقاومة المضادات الحيوية     5.2

بكتريا الزائفة الزنجارية من مسببات الامراض الانتهازية المهمة والمتكررة في  اصبحت

لحيوية مما تسبب امراضاً المستشفيات تتميز هذه البكتريا بمقاومة لفئات متعددة من المضادات ا

تمثل  (.Obritsch et al., 2004رتفاع معدلات الاعتلال والوفيات )االتي ترتبط بو يصعب علاجها 

الالتهابات التي تسببت في الاصابة بالعدوى التي اكتسبها المجتمع بسبب بكتريا الزائفة الزنجارية تحدياً 

فان اختيار الجرعة المناسبة للمضادات الحيوية  لذاة المضادات الحيوي عمالعلاجياً كبيراً للعلاج باست

 (.Lister et al., 2009لبدء العلاج أمر ضروري لتجنب حدوث المضاعفات )

انماطاً مختلفة لمقاومة المضادات الحيوية المختلفة علاوة على ذلك تحت  هذه البكترياتمتلك 

ضغط انتقائي محدد قد تطور هذه البكتريا وبسهولة مقاومة قوية اما عن طريق النقل الافقي لجينات 

 .(Ekizoglu et al., 2016) ًً  المشفرة كروموسومياالمقاومة او من خلال طفرة في الجينات 

ريا الزائفة الزنجارية للمضادات الحيوية المتعددة على عدة عوامل مختلفة مقاومة بكتتعتمد 

اهمها هي النفاذية المنخفضة للاسطح الخارجية للبكتريا ، وراثياً فأنه يظهر مجموعة واسعة من 

وايضا مقدرة البكتريا على  التنبيغ و التحول و الاقتران خلال منالاليلات لمقاومة المضادات الحيوية 

 ،ر الجينية المنتقلة )البلازميداتالعناص ساطةاب جينات مقاومة اضافية من بكتريات اخرى بو اكتس

 (.Tam  et al., 2010( )العاثيات، الجينات القافزة

عادةً كعدوى  لهذه البكترياتم العثور على العديد من الالتهابات الناجمة عن سلالات مقاومة 

( ومرض الانسداد الرئوي  AIDSمناعي المكتسب )ثانوية في مرضى السرطان ومرضى العوز ال

 (.Hogardt and Heesemann, 2013المزمن والتليف الكيسي وحتى بين مرضى السكر )
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 ,Amikacin, Ceftazidime, Cefepime)هناك عدة انواع من المضادات الحيوية

Carbapenems, Tobramycin)   هذه ببها ــــــالتي تس راضـــــــالام ادات فعالة ضدــــــالتي تعد مض

يوية الاخرى ـــــــديد من المضادات الحـــــــريا الزائفة الزنجارية من مقاومتها للعـــــزلات بكتــــــزادت ع البكتريا.

 المــــــاضية القليلة السنـــــــوات في Carbencillin هاالمرتبطة بمجموعات مختلفة بما في

 (Martinez et al., 2009 .) 

  Quorum sensing (QS) systemستشعار النصاب انظام  6.2

نظام استشعار النصاب موجود في بعض انواع البكتريا وهو اتصال كيميائي يحدث مابين 

كتشف االخلايا لغرض تنسيق وتنظيم كل من التعبير الجيني ونشاطات المجموعة داخل المجتمعات .

 Vibrio fischeri (Yang, 2009.)في بكتريا  0660لاول مرة من قبل الدكتور بيتر غرينبرغ عام 

ع العديد من الانواع ـــــتيرية مـــــــعاً في المملكة البكـــــــواس شاراً ـــــــتشر انتـــــــستشعار النصاب منانظام 

 Yin etراوة )ـــــوامل الضـــــــطرة على عــــــهماً في السيــــــدوراً م ــــــــؤديت إذ تواصلأنظمة وهي المختلفة 

al., 2012  .) 

تمتلك بكتريا الزائفة الزنجارية عدداً وانواعاً كثيرة من عوامل الضراوة بما في ذلك البروتينات 

من النوع الثالث المؤثرة المرتبطة بها مثل الدهون المفسفرة خارج خلوية وانزيم البروتييز والسموم المفرزة 

لتصاق للاتساعدها  اً وأهداب اً ذلك فهي تمتلك اسواط فضلًا عنونظم الافراز من النوع الثاني والثالث 

 (.  Feinbaum et al., 2012على خلايا المضيف والحركة  )
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تعمل عوامل الضراوة على تمكين البكتريا وتسهيلها لغزو العائل والهروب من المراقبة المناعية 

مقدرتها على تعزيز المقاومة وشدة التحمل  فضلا عنف وقمع الاستجابة المناعية للمضيف للمضي

 (. Lyczak et al., 2000للمضادات الحيوية التقليدية  )

عوامل الضراوة بالتأكيد دوراً مهماً في احداث المرض ولكنها لاتشارك في النمو البكتيري   تمثل

 املالتعبير الجيني لمعظم عوامل الضراوة بما في ذلك العو  لًا عن تنظيمو يعد أستشعار النصاب مسؤ 

 ،سكريات المتعددة الخارج خلويةنتاج السموم مثل سيانيد الهيدروجين ،التخليق الحيوي للالمشفرة لا

 تكوين الغشاء الحيوي  ، انتاج صبغات كالبايوفيريدين والبايوسيانين ،كتساب الحديدا

(Girard and Bloemberg, 2008 Feinbaum et al., 2012 ;  .) 

 ستشعار النصاب يسمح بتنظيم السلوكيات المجتمعية بما في ذلك اذكر فأن نظام  ماع فضلاً 

 (. Rutherford  and  Basler, 2012، الاقتران )الحركة ،ةالسباح، الانتشار

كشف جزيئات عتمد على انتاج وافراز و تستشعار النصاب انظام  التي تمتلكجميع الانظمة البكتيرية 

ستشعار النصاب للبكتريا بتحديد مستعمراتها ا(. يسمح نظام Kalia and Purohit, 2011الاشارة )

ف مثل تنسق عمل المجتمع البكتيري بأسره ليتصر  مماواتخاذ قرارات جماعية تعتمد على كثافة الخلية 

بالامراض والضراوة  عادةً ما تكون هذه السلوكيات مرتبطة دائما الكائن الحي متعدد الخلايا.

(LaSarre and Federle, 2013  .) 
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   Nanotechnologyتكنولوجيا النانو     7.2 

  Introduction in Nanotechnologyمقدمة في تكنولوجيا النانو  7.2.1

( التي تعني القزم التي تشير للأشياء  Nanosكلمة نانو مشتقة من الكلمة اليونانية نانوس )

، لقد جذبت الجسيمات النانوية مزيدا من الاهتمام نظراً  نانوميتر 10)-9(ن بليو  ذات حجم واحد

في الكثير من المجالات بما في ذلك الطب النانوي وايضا بسبب الخصائص الفريدة  عمالهالأست

نتاج وتخليق والمميزة التي تمتلكها هذه الجسيمات وهذه المميزات أدت الى توفير تقنيات بسيطة لا

، توفر المواد النانوية والجسيمات النانوية حلولًا للتحديات البيئية بحجمها النانوي ات المعدنيةالجسيم

والتكنولوجية في العديد من المجالات وأن هذه المميزات تعتمد بشكل كبير على الشكل والحجم الكلي 

مل متكامل بين ظهرت تكنولوجيا النانو الحيوية كعا (.Płaza et al., 2014للجسيمات وتوزيعها )

نتاج واعداد التكنولوجيا النانوية والتكنولوجيا الحيوية من اجل تطوير التخليق الحيوي والصديق للبيئة لا

 (. Sahayaraj and Rajesh, 2011المواد والجسيمات النانوية )

كيل وانتاج ـــــــميائية في تشـــــــيزيائية والكيـــــقتصادياً للتقنيات الفالًا ــــــتمثل هذه التكنولوجيا بدي

صاغ مصطلح تقنية النانو الاستاذ نوريو تانيجوشي  0620المواد والجسيمات النانوية في عام 

(Norio Taniguchiمن جامعة طوكيو للعلوم ).  يمكن تجميع الجسيمات النانوية على نطاق واسع

 الى مجموعتين وهما:

تحتوي هذه المجموعة على :  Organic nanoparticlesالعضوية يمات النانويةالجس .1

 عمالهاكتشافها في العقدين الاخيرين، ومنذ ذلك الحين يتم أستامجاميع أصيلة من الكاربون تم 

. تشمل الجسيمات النانوية العضوية أوكسيد الكرافين النانوي في العديد من مجالات العلوم
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وجسيمات الكاربون  ( ،Adibkia et al., 2011وأنابيب الكاربون النانوية أحادية الجدار)

، تعد مساحة وحجم الجسيمات النانوية الكاربونية ية التي اظهرت خصائص قوية ومميزةالنانو 

فان زيادة مساحة سطح  لذانشاطها المضاد للبكتريا في من العوامل المهمة جداً التي تؤثر 

شاط التفاعل مع البكتريا المواد والجسيمات النانوية عن طريق تقليل الحجم تؤدي الى تحسين ن

(Kang et al., 2008.) 

تتضمن هذه المجموعة  :Inorganic nanoparticles الجسيمات النانوية اللاعضوية  .2

جسيمات النانو المغناطيسية وجسيمات النانو ذات المعادن النبيلة وجسيمات الذهب والفضة 

، هنالك اهتمام متزايد وأوكسيد التيتانيوم(وكسيد الزنك موصلة )أالالنانوية وجسيمات النانو شبه 

 تعدإذ  بالموارد الطبيعية غير العضوية لانها توفر تنوعا وظيفياً مع خصائص المواد المذكورة

جسيمات النانو المعدنية من اهم العوامل الحيوية الطبية مثل الزنك والذهب والكربون والفضة 

، بسبب تفي الغالب لتخليق هذه الجسيما عملي تستوالتيتانيوم والحديد والبلاديوم والنحاس الت

الحاجة المتزايدة لهذه الجسيمات النانوية يجب ان يتم تطوير عمليات تخليق وانتاج لهذه 

تعد أقل كلفة وأقل سمية من  إذق صديقة للبيئة من خلال النهج البايولوجية ائالجسيمات بطر 

 (. Vadlapudi and Kaladhar, 2014الاخرى )الكيميائية والفيزيائية( ) الطرائق
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الطبية وذلك بسبب خصائصها  لاسيماتعد جسيمات النانو مهمة جدا في العديد من المجالات 

 ومميزاتها الفريدة الاتية:

  نانوميتر 000-0حجمها الصغير الذي يتراوح مابين.  

 المساحة السطحية الكبيرة جداً مقارنةً بحجمها.  

  والكيميائية المميزةالخصائص البيولوجية.  

 الصلابة الهيكلية التي تملكها هذه الجسيمات على الرغم من تركيبها الذري الصغير.  

 الضوئية  تعتمد تجمعات الجسيمات النانوية المحسنة على طبيعة التغيير السطحي الاشارات

 .التي تتعرض لها المادة

 تحسين النشاط السطحي المحفز  هربائيشديدة التحمل للحرارة العالية، القدرة على التوصيل الك ،

(Sahayaraj and Rajesh, 2011.) 

 Nanomaterials as antimicrobialsالمواد النانوية كمضادات حيوية  7.2.2

المفرط والمتكرر للمضادات الحيوية الكلاسيكية الى خفض قدرتها أمام  عمالأدى الاست

ت طبية عديدة لتفادي هذه الامراض المعدية واسعة الأنتشار واصبح من الضروري القيام بتدخلا

بحت ضرورية في . مهدت المضادات الحيوية الطريق للتطورات الطبية والمجتمعية التي اصالحالة

دت المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية على نطاق واسع بين العديد من . زاجميع النظم الصحية

الانواع البكتيرية المسببة للامراض في جميع انحاء العالم وأدت الى حقيقة أن المضادات الحيوية 

في قطاع الرعاية  اً وتحدي اً قد خلق قلق لذاالاكثر شيوعاً لم تعد فعالة في السيطرة على الامراض المعدية 

(. لذلك فأن تطوير أنظمة جديدة مضادة للجراثيم أمام (Laxminarayan et al., 2013لصحية  ا
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 Huttner etمسببات الامراض المقاومة للعقاقير يمثل تهديداً كبيراً للعلاج الناجح للمرض الجرثومي )

al., 2013 .) 

 : بات الامراض مثلسم مسبامؤخراً ب تم تسمية الكائنات متعددة المقاومة للمضادات الحيوية

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia) 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, (Enterobacter spp., . والتي

تدل على قدرتهم على الهروب من أثار العوامل المضادة للبكتريا أوعدم وجود مضادات حيوية فعالة 

 (.Giamarellou et al., 2010) وجديدة

أسباب مقاومة المضادات الحيوية معقدة وتشمل السلوك البشري وعلى مستويات مختلفة من 

بذلت محاولات كثيرة لشرح مقاومة  (.Levy et al., 2004الجميع في العالم ) في المجتمع التي تؤثر

(. خلقت Organization, 2014المضادات الحيوية والتدخلات اللازمة لمواجهة هذا التحدي )

لدى لاسيما رية هائلة يالمقاومة المتزايدة للبكتريا والفطريات للمضادات الحيوية الكلاسيكية مشاكل سر 

فأن تحديد ومعالجة الكائنات الحية الدقيقة ذلك  فضلًا عن، العوز المناعي )الأيدز( والسرطانمرضى 

علاوة على ذلك فأن  (.Li et al., 2005المقاومة للمضادات الحيوية أمر صعب ومكلف )

عتلال ووفيات ا لتهابات البكتيرية المقاومة للمضادات الحيوية توفر معدلات المضاعفات المرتبطة بالا

تقنية النانو كطريقة لتطوير عوامل جديدة مضادة للمايكروبات غير  عتمدتأ  (.Sefton, 2002عالية )

تي هي علاج فعال للأمراض المعدية التي تمتلك العديد من تقليدية تسمى المضادات الحيوية النانوية ال

المزايا مقارنة مع المضادات الحيوية التقليدية بما في ذلك عدم وجود أثار ضارة وزيادة الفعالية ضد 

الانواع المقاومة للعقاقير والتغلب على تطور المقاومة التي تتداخل مع المسارات البايولوجية المتعددة 

(Huh and Kwon, 2011 تظهر المضادات النانوية نشاطاً مضاداً للمايكروبات من تلقاء نفسها .)
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دارة المضادات الحيوية التقليدية مما يؤدي الى تكوين تراكيز محلية عالية امن فعالية وسلامة  زيدأو ت

 (.Hajipour et al., 2012ومؤثرة )

بالمضادات الحيوية التقليدية بما في المضادات النانوية لديها بعض المميزات الواضحة مقارنة 

ذلك سميتها المنخفضة وقدرتها على التغلب على المقاومة البكتيرية للمضادات وانخفاض التكلفة 

(Huh and Kwon, 2011 ًيمكن ان تسبب المضادات النانوية المضادة للمايكروبات اضطرابا .)

 (.Guzman et al., 2012اعي للبكتريا  )نظام دف كالعلاج بوساطةميكانيكياً في الغشاء البكتيري 

 أليات العمل التي تقتل بها المضادات النانوية البكتريا المعنية  7.2.3

The Mechanism of action by which of these NPs Kill bacteria involved   

( مثل بيروكسيد الهيدروجين eactive oxygen speciesRانتاج انواع الاوكسجين التفاعلية ) .0

2O2H  والهيدروكسيدOH  2والاوكسجينO. 

 .طراب غشاء جدار الخلية البكتيريةضا .4

 تثبيط تخليق الحمض النووي ونشاط الانزيمات داخل خلوية. .3

 (.Xie et al., 2011قطع وصول الطاقة الى البكتريا ) .0

التي تملك  النانوية التــــــكنولوجية ظهور مــــــع ويةـــــــسيمات النانــــــديد من المواد والجــــــتم انتاج الع

 Beyth etيدية )ــــــيوية التقلــــــضادات الحــــــل العلاج بالمــــــوة فشـــــــسد فجــــــادة للجراثيم لـــــصائص مضــــــخ

al., 2015.)  

ك وأوكسيد ـــــــلزنايد ــــــدة للبكتريا أوكسضاـــــــصائص المـــــــتشمل الجسيمات النانوية ذات الخ

 ، أوكسيد النحاس(Zhu et al., 2013رافين )ـــــــسيد الكـــــ، أوك (Alkhalifawi, 2015)الحديد 

(Jadhav et al., 2011أوكس ،)ــــــــتانيــــــيـــــــيد التـــــــ( ومSrisitthiratkul et al., 2011الف ،)ضة ــــــ
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(Alkhalifawi, 2011)( أوكسيد المغنيسيوم ،Al-Hazmi et al., 2012 أوكسيد النترات ،)

(Martinez et al., 2009.) 

      Zinc Oxide Nanoparticlesجسيمات أوكسيد الزنك النانوية 7.2.4

لاسيما اهتماماً خاصاً فيما بتعلق بالعديد من المجالات  قق جسيمات أوكسيد الزنك النانويةتح

 (.Jiang et al., 2009الطبية منها وذلك نظراً لمميزاتها الكيميائية والكهربائية والبصرية الفريدة )

 :ومنهاتظهر جسيمات الزنك النانوية فعالية قوية ضد البكتريا المسببة للامراض واسعة الطيف 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella 

enteritidis, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescence, 

(Ravishankar Rai and Jamuna Bai, 2011 .) 

 للجراثيم المظهرية التغيرات لتحليل(  SEM) الماسح الالكتروني المجهر استعمال يتم

 للجراثيم المضاد النشاط أن من الرغم على ، المختلفة الاليات لتحديد النانوية بالجسيمات المستحثة

 ولاتزال واضحة غير مازالت التي النانوية للجسيمات السمية الفعالية مثل الفعاليات من عدد الى يشير

 للقضاء المضادات عملهاتست التي للأليات عميقا تفسيرا تتطلب للجراثيم المضادة والفعالية للجدل مثيرة

 : الاتي النحو على هاحطر  يمكن النانوية للجسيمات المميزة الاليات ان حين في ، الجراثيم على

  الاتصال المباشر لجسيمات الزنك النانوية مع جدار الخلية البكتيرية يؤدي الى تدمير

  .هذا الجدار

 نة ــــــنائية الشحـــــــك الثـــــــات الزنـــــــأيون لاســـــــيماتريا ـــــضادة للبكــــــاطلاق الايونات الم

(Kasemets et al., 2009.) 

 تشكيل أنواع الاوكسجين التفاعلية (ROS( )Jalal et al., 2010.) 
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قد يتغير نوع الزنك الذائب وفقاً لمكونات الوسط  إذتختلف الألية السمية في الوسائط المختلفة 

في حين ان نشاط  (.Li et al., 2011الخصائص الفيزيائية والكيميائية للجسيمات النانوية ) فضلًا عن

يمكن ان يقلل من شدة الاصابة والتهابات الجلد  إذسيمات النانوية المضاد للبكتريا مهم للغاية الج

جسيمات  تعملتس (.Pati et al., 2014والالتهابات في الفئران وكذلك تحسين بنية الجلد المصابة )

زيادة نفاذية الغشاء و  لونية من خلال تفكيك غشاء الخليةالزنك النانوية لمنع نمو بكتريا الأشريشية القو 

(Huh and Kwon, 2011.) 

نتاج بيروكسيد الهيدروجين واختراقه للمغلف الحيوي البكتيري ابعض الابحاث الى ان  تشير

من المحتمل ان هاتين الأليتين  إذوعدم تنظيم الغشاء البكتيري بعد ملامسته لجسيمات الزنك النانوية 

 (.Huang et al., 2008بتثبيط البكتريا ) مرتبطتان
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   Material and Methodsالمواد وطرائق العمل  3.

 Materialsالمواد  3.1

 Equipment’s and Apparatusالاجهزة والمعدات  1.1.3

  .: الاجهزة والمعدات المختبرية المستعملة في الدراسة1-3جدول 

 الشركة المصنعة ومنشأها الجهازاسم  ت
 Microtiter plate AFMA   /Jordanحفرة  69اطباق معايرة  1

 Millipore filter GEMA   /Spainاغشية ترشيح دقيقة  2

 2بطاقة اختبار الحساسية للمضادات الحيوية للفايتك 3

Vitek2 AST card 

BioMérieux   /France 

 Refrigerator Shark    /Chinaثلاجة     4

Vestel    /China 

 لفحص الانزيمات المرتبطة مناعيا جهاز الاليزا   5

Enzyme-linked immunosorbent assay 
BioTek    /USA 

 Distiller GFL      /Germany  جهاز التقطير  6

 Ultra sonic Wise Clean   /Koreaجهاز الموجات فوق الصوتية  7
 XRD 6000 Shimadzu6000 /Japan جهاز حيود الاشعة السينية  8

 Centrifuge Hermle  /Germanyجهاز طرد مركزي  9

 Vitek compact system BioMérieux  /France 2جهاز فايتك  11

 Zeta potential Analyzer Brookhaven  /USA المحتملة  زيتا قياس جهاز 11

 Incubator Binder   /Germanyحاضنة   12
 Shaker Incubator HT     /Germany هزازةحاضنة  13

 Water path Memert   /Germany حمام مائي  14

 Electrical Oven Memert   /Germany فرن كهربائي  15

 Laminar air flow Vision  /Koreaكابينة زرع  16

 Hot plate with Magnetic لوح التسخين المازج 17

stirrer 
Lab Tech   /Korea 
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 Vortex Bionex  /Korea   مازج  18

 Micropipettes Bio Basic   /Canadaماصات دقيقة مختلفة الاحجام  19

 

21 

 
 Scanning electronالمجهر الالكتروني الماسح 

microscopy  

Tescan    /Czech 

Republic 

/    Atomic Force microscopy  Phyweمجهر القوى الذرية    21
Switzerland 

 Light microscope Olimpus   /Japanمجهر ضوئي  22

 Buccal Swaps Sterelline  /UKمسحات قطنية  23

 Transport media swap Biozek / Netherlandsمسحات قطنية مع وسط ناقل  24

 UV. Visمطياف الاشعة فوق البنفسجية  25

Spectrophotometer 1800 

Shimadzu   /Japan 

 Infrared spectroscopyمطيافية الاشعة تحت الحمراء  26

(FT-IR) 
Shimadzu   /Japan 

 pH meter Oakton   /Singaporeمقياس الرقم الهيدروجيني  27

 Autoclave Vision    /Koreaمؤصدة  28

 Sensitive Balance Kern   /Germanyميزان حساس  29

 

  Chemical and Biological Materialالمواد الكيميائية والحيوية  2.1.3

 في الدراسة  عملةالمواد الكيميائية والحيوية المست 2-3جدول 

 الشركة المصنعة والمنشأ المادة ت
1 )2N8H10ipyridal (Cd-2,2 Direvo    /Germany 

2 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma    /Germany 

 Methyl red Qualikemis    /Indiaاحمر المثيل      3

 α-Nephthol  India / Thomas Bakerالفا نفثول  4

 2O2H Solvochem   /Englandبيروكسيد الهيدروجين  5

 Nalidixate Acid Himedia    /Indiaحامض النالديكسيت    6
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مدينة مصرف الدم / مستشفى  O+ Human Bloodالدم البشري     

 العراق –الطب / بغداد 
 Gram stain Syrbio  /Switzerlandصبغة كرام                     8
- NNNN Tetra methyl-Pكاشف الاوكسيديز  9

phenylene diamine dihydro chloride 

Difco    /England 

 Kovacs reagent CDH    /Indiaكاشف كوفاكس   11

 4oSnZ  Merck    /Germanyكبريتيد الزنك     11

 Ethanol 70% Sentmenat   /Spain   % 07كحول اثيلي  12

 Absolute Ethanol Baker   /Germany( %66كحول اثيلي مطلق ) 13

 Absolute Methanol B.D.H /England(%66كحول مثيلي مطلق ) 14

 Glucose Barcelona  /Spainكلوكوز  15

 Glycerol Solvochem/ England  كليسرول  16

 Normal Saline Schuchard   /Germanyمحلول الملح الفسلجي    17

 B.D.H    /England        الفوسفات الملحي محلول دارئ 18

 Crystal Violet Powder Sino-Pharm  /China مسحوق البنفسج البلوري  19

 / Skim Milk Powderمسحوق الحليب الفرز  21

 Powder Congo red Fluka   /Switzerlandمسحوق الكونغو الاحمر   21

 NaOH B.D.H    /England هيدروكسيد الصوديوم   22

 KOH Spain / Panreacهيدروكسيد البوتاسيوم  23

 Urea  India / CDHيوريا  24
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  Culture mediaالاوساط الزرعية      3.1.3

 .رة التي تم استعمالها في الدراسةالاوساط الزرعية الجاهزة والمحض 3-3جدول 

 الشركة المصنعة ومنشأها الوسط الزرعي ت
 Agar Agar Mast      /USA اكار     1

 King A-Agar Oxoid     /Englandاكار  2

 Urea Agar Base Himedia   /Indiaاكار اساس اليوريا       3
 Blood Agar Base Oxoid     /Englandاكار الدم الاساس             4
 Cetrimide Agar Himedia    /Indiaاكار السترمايد                   5

 Simmon Citrate Agar Himedia   /Indiaاكار السيمون سيتريت    6

 MacConkey Agar Oxoid      /Englandاكار الماكونكي                7

 Nutrient Agar Bio Mark   /India  الاكار المغذي 8

 Muller – Hinton Agar Himedia    /India  هنتون  -اكار المولر  9

 Trypton Soya Agar Himedia   /Indiaاكار تربتون الصويا  11

 Kligler – Iron Agar Oxoid     /Englandاكار كليكلر الحديد    11
/Peptone Water Saluceuaماء الببتون       12

Netherlands 

 Brain –Heart infusion Broth Mast    /England   القلب والدماغ مرق نقيع 13

 فوكس بروسكاور –مرق احمر المثيل  14
Methyl red – Voges Proskauer Broth 

Oxoid     /England 

 Trypton Soya Broth Himedia   /Indiaمرق تربتون الصويا  15

 Luriea Berton  Broth Himedia   /Indiaمرق لوريا      16

 Brain –Heart infusion Agar Mast    /England    نقيع القلب والدماغاكار  17
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 ( MICالمضادات الحيوية المستعملة في تحديد التركيز المثبط الادنى ) 4.1.3

 (MICفي تحديد التركيز المثبط الادنى ) عملةالمست المضادات الحيوية يوضح  4-3 جدول

 الرمز نقطة التوقف المضادات الحيوية
Amikacin ≤16 AK 
Cefepime ≤8 FEP 
Ceftazidime ≤8 CAZ 

Ciprofloxacin ≤1 CIP 
Colistin ≤2 CT 
Gentamicin ≤4 CN 
Imipenem ≤2 IPM 
Meropenem ≤2 MEM 
Piperacillin ≤16 PRL 
Piperacillin/Tazobactam ≤16/4 TZB 
Ticarcillin ≤16 TI 
Ticarcillin/Clavulanic acid ≤16/2 TIM 
Tobramycin ≤4 TOB 

  

 Methodsطرائق العمل    2.3

  Sterilizationالتعقيم  1.2.3

 Sterilization by using Autoclaveالمؤصدة  بوساطةالتعقيم  1.1.2.3

حرارة المؤصدة على درجة  بوساطةوالمحاليل  ( 3-2في الجدول ) عقمت الاوساط الزرعية

 . (,Tille 2015دقيقة ) 11ولمدة  2باوند / انج  1.1وبضغط م  121°

  Sterilization by using Hot Air Oven فرن الهواء الساخن ساطةالتعقيم بو  2.1.2.3

م ولمدة ساعة °  187الفرن الحراري وعلى درجة حرارة  بوساطةعقمت الزجاجيات وجففت 

 .(Tille, 2014)واحدة 
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 Sterilization by usingالصغيرةذات الفتحات  المرشحات ساطةالتعقيم بو  3.1.2.3

Millipore filters   

ذات  Millipore Filterالمرشحات  ساطةعقمت المحاليل التي تتاثر بالحرارة العالية بو 

 . (Rao, 2008مايكروميتر ) 7.22القطر 

  Preparation of reagents and solutionsتحضير الكواشف والمحاليل    2.2.3

 Catalase reagentكاشف الكاتليز  1.2.2.3

مل من بيروكسيد  12عن طريق اخذ  2O2Hبيروكسيد الهيدروجين  % 3حضر تركيز

ي ــــــطر ثم حفظ الكاشف فماء المقــــــل من الــــــم 177مل الحجم الى ـــــواك % 21ين ذو تركيز ـــــــالهيدروج

 Tadesse andعمل الكاشف لتحري عن قابلية العزلات على انتاج الكاتليز )ـــــــ، استقنينة معتمة

Alem .2006) . 

  Oxidase reagentكاشف الاوكسيديز  2.2.2.3

 NNNN tetra methyl para phenyleneمادةغم من  1ذابة اب انيا   حضر الكاشف

diamine dihydrochloride   يمه باستعمال وحدات ــــــطر تم تعقــــــمل من الماء المق 177في

ذا ــــــ، هووضع في الثلاجة لحين الاستعمال فظ في قنينة معتمةــــــوحMillipore Filter الترشيح

   تاج انزيم الاوكسيديزـــــــتيرية في انــــــزلات البكـــــــلية العـــــــشف عن قابـــــــللك عملـــــالمحلول يست

Macfaddin,2000)). 
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   Voges – Proskauer reagentبروسكاور  -فوكاس ختبارا 3.2.2.3

 :يتكون من محلولين هما

مل من الكحول الاثيلي  177في  Nephthol α–غم من الالفا نفثول  1: حضر باذابة المحلول الاول

  .المطلق

المقطر  مل من الماء 67غم منه في  07ذابة ا: حضر محلول هيدروكسيد البوتاسيوم بالمحلول الثاني

. يهذف هذا الاختبار للكشف عن قابلية العزلات على تخمير سكر مل177ثم اكمل الحجم الى 

  .(  ,.Cruickshank et al (1975 توينالكلوكوز وانتاج الاس

 preparation of crystal violet dyeمحلول صبغة البنفسج البلوري تحضير  4.2.2.3

solution  

مل من الماء المقطر  17غم من مسحوق البنفسج البلوري في  7.1حضر المحلول باضافة 

، استعمل في التحري عن قدرة م° 0لدقيقة ثم حفظ في درجة حرارة وحدات الترشيح ا وساطةوعقم ب

 Biofilm Formation (Mathur et al., 2006 العزلات البكتيرية على تكوين الغشاء الحيوي

Babapour et al., 2016 ;) 

  Preparation of cultural mediaتحضير الاوساط الزرعية  3.2.3

   Ready-made media الاوساط الزرعية الجاهزة 1.3.2.3

اكار ، MacConkey agarحضرت جميع الاوساط الزرعية الجاهزة وهي اكار الماكونكي           

، Brain heart infusion broth، مرق نقيع القلب والدماغ   Muller-Hinton agarالمولر هنتون 

، مرق Nutrient agar، الاكار المغذي Brain heart infusion agar اكار نقيع القلب والدماغ

، اكار السيمون Trypton soya broth، مرق تربتون الصويا  Luria Berton brothاللوريا 

، مرق ماء الببتون Kligler Iron agar، اكار كليكلر الحديد Simon-Citrate agarسيترات 
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Peptone Water broth   ومرق المثيل الاحمر /فوكس بروسكاورMR/VP broth حسب .

م وبضغط ° 121. عقمت جميعها بالمؤصدة بحرارة على العبوة ةالمصنعة لها والمثبتتعليمات الشركة 

ظت لتبرد بعد ذلك صبت في اطباق او انابيب معقمة وحف تركتدقيقة ثم  11ولمدة   2باوند /انج 1.1

 .الاستعمال لحينفي الثلاجة 

     Preparation of synthetic Mediaالاوساط الزرعية التركيبية تحضير  2.3.2.3

     Cetrmide agarوسط اكار السترمايد   1.2.3.2.3

ماء المقطر المل من  1777غم من اكار السترمايد في  09.0حضر الوسط عن طريق اذابة 

 1.1م وبضغط ° 121المؤصدة بدرجة حرارة  ساطةمل من الكليسيرول ثم عقم بو  17الحاوي على 

ثم   Nalidixic acidملغم من  11م وبعد ذلك اضيف ° 01دقيقة ثم برد الى  11ولمدة  2باوند / انج

مزج جيدا ومن ثم صب في اطباق معقمة وترك ليتصلب واستعمل في عزل وتشخيص بكتريا الزائفة 

 . Pseudomonas aeruginosa  (Hashim, 2013)الزنجارية 

   Blood agar baseالدم    اساس وسط اكار 2.2.3.2.3

اساس  كاراغم من  36.1ذوب  إذحضر وسط اكار الدم حسب تعليمات الشركة المصنعة 

دقيقة وعلى درجة  11في لتر واحد من الماء المقطر حرك الوسط ليتجانس ثم عقم بالمؤصدة لمدة  الدم

 % 0-1م ثم اضيف ° 01ترك الوسط ليبرد الى درجة حرارة . 2انجباوند / 1.1م وضغط ° 121حرارة 

من دم الانسان ورج جيدا ثم صب في اطباق معقمة وترك ليتصلب يستعمل هذا الوسط في الكشف 

 Hemolysin  (Vandepitte et al., 2003.)عن قدرة العزلات على انتاج انزيم الهيمولايسين 
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  Urea agar mediumوسط اكار اليوريا  3.2.3.2.3

 Urea agar baseغم من وسط اساس اكار اليوريا   2.0حضر هذا الوسط عن طريق اذابة 

مل  1م واضيف للوسط °01مل من الماء المقطر ثم عقم بالمؤصدة وترك ليبرد حتى درجة  61في 

ميتر ثم مايكرو  7.01ذات قطر والمعقمة بالمرشحات الدقيقة  % 07من محلول اليوريا ذات تركيز 

م استعمل هذا ° 0الوسط في انابيب معقمة ووضعت بشكل مائل ومن ثم حفظت في درجة حرارة  صب

 (. Forbes et al., 2007الوسط للتحري عن قابلية البكتريا على انتاج انزيم اليوريز )

   Indol Test mediumوسط اختبار الاندول  4.2.3.2.3

مل من  617كلوريد الصوديوم في غم من  1غم من الببتون و 27حضر عن طريق اذابة 

فظ في درجة ـــــــي انابيب وحــــــف دة ووزعــــــ( لتر وعقم بالمؤص1م الى )ــــــم اكمال الحجــــــالماء المقطر وت

قة الاندول ــــــية العزلات البكتيرية على انتاج حلـــــــف عن قابلـــــــرض الكشــــــاستعمل غ ،م°0حرارة 

Collee et al., 1996) .) 

  Skim milk agarوسط اكار الحليب الفرز  5.2.3.2.3

طر وعقم مل من الماء المق 177في  Skim milk powderغم من الحليب الفرز  17أذيب 

مل من الماء  677( غم في  21.2، حضر الوسط المغذي الصلب بأذابة )دقائق 1في المؤصدة لمدة 

، تم اضافة محلول الحليب م° 01وترك ليبرد الى درجة حرارة دقيقة  11المقطر وعقم بالمؤصدة لمدة 

. استعمل هذا الوسط وصب في اطباق معقمة وترك ليتصلب الفرز الى الاكار المغذي ومزج جيدا

 Protease (Senior et al., 1988 .) للكشف عن قابلية العزلات البكتيرية على انتاج انزيم 
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 مرق نقيع القلب والدماغ مع الكلوكوز 6.2.3.2.3

Brain heart infusion broth with glucose 2%  

، عقم مل من مرق نقيع القلب والدماغ 177غم من سكر الكلوكوز في  7.2ذابة احضر ب

هذا الوسط في الكشف عن قدرة البكتريا على  عمل. يستالمرشحات عمالصدة من ثم رشح باستبالمؤ 

 (. Babapour et al., 2016يوي )تكوين الغشاء الح

 اكار احمر الكونغو للتحري عن الاغشية الحيوية  عمالاست 7.2.3.2.3

Use of Congo red agar to investigate biofilm formation 
/ لتر غم 17مرق نقيع القلب والدماغ مع / لتر من غم 30حضر الوسط عن طريق خلط 

مسحوق صبغة . من صبغة الكونغو الحمراء / لترغم 7.8 غم / لتر اكار ومن ثم 17كلوكوز و

 ،الاخرى  ورة منفصلة عن مكونات الوسطالكونغو الاحمر حضرت كمحلول مائي مركز وعقمت بص

جيدا بعد ذلك م ومزج الخليط ° 01اضيف المسحوق للوسط المعقم بعد ان ترك ليبرد حتى درجة حرارة 

هذا الوسط هو الكشف المظهري على تكوين طبقة رقيقة  عمالف من استد. الهصبت في اطباق معقمة

 (.Freeman et al., 1989على الاسطح الصلبة )

  King -A Agarوسط انتاج صبغة البايوسيانين الصلب    8.2.3.2.3

عقم مل من الكليسيرول  17غم من الوسط في لتر واحد ومن ثم اضيف للوسط  09ذوب 

 عمل. يستالاستعمالم لحين °0طباق معقمة وحفظ في درجة حرارة الوسط من ثم ترك ليبرد وصب في ا

 Pyocyaninهذا الوسط للكشف عن مقدرة بكتريا الزائفة الزنجارية على تكوين صبغة البايوسيانين 

 (. Murray et al., 2007الخضراء المزرقة )
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   Collection of Sampleجمع العينات  4.2.3

ولغاية  2718/ 6/12عينة من عدة مصادر سريرية وباعمار مختلفة وللمدة مابين  170جمع 

عينة  6عينة اخماج الجروح،  18عينة قشع،  21، من البولعينة  31منت: وتض 2716/  3/ 3

من  جلدية عينة دم وعينتان خراجات 0عينة اخماج الحروق،  1عينة سائل النخاع الشوكي،  9اذن، 

)مستشفى بغداد التعليمي، مستشفى غازي الحريري، مستشفى دينة الطب في بغداد مستشفيات م

( وزرعت على اوساط الماكونكي ووسط اكار الدم ووسط اكار السيترمايد التعليمية، المختبرات الحروق

 . العزل والتشخيص الاولي للبكتريا لغرض

  Identification of bacterial isolatesتشخيص العزلات البكتيرية  5.2.3

   Morphological Examinationsمظهرية الفحوصات ال 1.5.2.3

 Blood agar درست الصفات المظهرية للمستعمرات البكتيرية النامية على وسط اكار الدم

لتشخيص   Cetrimide agarووسط اكار السيترمايد  MacConkey agarالماكونكياكار ووسط 

منها وقدرتها على انتاج  ةالصادر شكل المستعمرات وحجمها ولونها والرائحة  اذالصفات المزرعية من 

الصبغات اذ تكون العزلات النامية على وسط الماكونكي شاحبة اللون لعدم مقدرتها على تخمير سكر 

اللاكتوز كما تظهر باللون الاخضر على وسط اكار السيترمايد الانتخابي الذي يسمح فقط بنمو بكتريا 

 (.Levinson,2016)الاخرى فة الزنجارية ويمنع نمو انواع البكتريا الزائ

  Microscopic Examinationsالفحوصات المجهرية  2.5.2.3

وصبغت بصبغة   smearsعن طريق اخذ مسحة  جرثوميةتم الفحص المجهري للعزلات ال

شكل وترتيب الخلايا  فضلا عنكرام ومن ثم فحصت تحت المجهر لملاحظة تفاعلها مع الصبغة 

Forbes et al., 2007) .) 
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  Biochemical Testsالفحوصات الكيموحيوية  3.5.2.3

  :كالأتي P. aeruginosaمن اجل تشخيص عزلات بكتريا  اجريت الفحوصات الكيموحيوية 

   Oxidase testاختبار انزيم الاوكسيديز  1.3.5.2.3

عود خشبي معقم الى قطعة من  ساطةساعة بو  20-18اخذت مستعمرة بكتيرية مفردة وبعمر 

من كاشف الاوكسيديز فوقها ، تعد النتيجة موجبة في حالة تغير اللون  ينورق الترشيح ثم نضع قطرت

 (. Procop et al., 2016الى الارجواني الغامق )

  Catalase testاختبار انزيم الكاتليز  2.3.5.2.3

، ثم عة ونقلت الى شريحة زجاجية نظيفةسا 20-18اخذت مستعمرة بكتيرية مفردة وبعمر 

ان ظهور فقاعات هوائية دليل  ( ،1.2.2.2الفقرة )  (%3رة من بيروكسيد الهيدروجين )اضيف لها قط

 (.Procop et al., 2016) على ايجابية الاختبار

 م( ° 42م و ° 4النمو بدرجتي حرارة ) 3.3.5.2.3 

( وعلى وسط الاكار المغذي Streakingبطريقة التخطيط )رية ــــــزلات البكتيـــزرعت الع

، يعد وجود النمو دليلا على ايجابية الفحص ساعة 20م ولمدة ° 02م و ° 0رارة وحضنت بدرجة ح

(Forbes et al,2007  .) 

 Indol Production testاختبار انتاج الاندول  4.3.5.2.3

ساعة بعد  20دة ــــــم ولم° 30تيرية مفردة وحضن بدرجة ــــــط ماء الببتون بمستعمرة بكـــــلقح وس

ون في الوسط ـــــ، ان ظهور حلقة حمراء اللقطرات من كاشف كوفاكس ورج بهدوء 1ذلك تم اضافة 

دليل على ايجابية الاختبار وقدرة البكتريا على انتاج الاندول من الحامض الاميني التربتوفان 

(Macfaden, 2000  .) 
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  Methyl red test (MR)اختبار المثيل الاحمر  5.3.5.2.3

وبعمر بكتيرية  اتبمستعمر  MR-VPفوكس بروسكاور  –لقحت انابيب الوسط احمر المثيل 

ساعة ثم تم اضافة خمس قطرات من  20م لمدة ° 30ساعة من ثم حضنت في درجة حرارة  20- 18

ون الى الاحمر مؤشر على ايجابية . ان تغير الللمثيل الى كل انبوبة ورجت بعنايةكاشف احمر ا

 (.Macfaden, 2000الاختبار وقدرة البكتريا على تخمير سكر الكلوكوز وانتاج الحوامض )

   Vogas – Proskauer testبروسكاور  –اختبار فوكس  6.3.5.2.3

بالعزلات البكتيرية ، بعمر من  MR-VPبروسكاور  –لقحت انابيب وسط احمر المثيل فوكس 

قطرات من  9يف لها ساعة بعد ذلك اض 20م ولمدة ° 30ساعة ومن ثم حضنت بحرارة  20 -18

، ان تغير لون الوسط الى ( ورج بهدوء( وقطرتان من الكاشف )هيدروكسيد البوتاسيومنفثول –)الفا

 Acetion توينلكلوكوز وانتاج الاسالاحمر دليل على ايجابية الاختبار ومقدرة البكتريا على تخمر ا

(Forbes et al,2007 .) 

  Citrate Utilization testفحص استهلاك السترات  7.3.5.2.3 

ع السطح المائل لانابيب وسط اكار السيمون سترات بالعزلات البكتيرية بطريقة التخطيط زر 

، ان تغير لون الوسط من الاخضر الى الازرق دليل  ساعة 20م ولمدة ° 30 حرارةوحضنت بدرجة 

  (. Forbes et al,2007) على ايجابية الفحص 

  Urease Production testاختبار انتاج اليوريز  8.3.5.2.3

لقح وسط اكار اليوريا المائل بالعزلات البكتيرية وبطريقة التخطيط وحضنت بدرجة حرارة  

ون الوردي دليل على ايجابية الاختبار ومقدرة البكتريا على انتاج ان ظهور الل .ساعة 20م ولمدة 30°

 (.  Forbes et al., 2007)انزيم اليوريز
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   Kligler Iron agar testاختبار النمو على وسط اكار كليكلر الحديد  9.3.5.2.3

بالبكتريا بطريقة الطعن وعلى السطح المائل بطريقة التخطيط  KIAلقح قعر انابيب وسط 

. يعد تحول لون قعر الانبوبة ولون السطح المائل من ساعة 20م ولمدة °30وحضنت بدرجة حرارة 

اما في حالة تحول القعر  .لسكريات )كلوكوز، لاكتوز(على تخمر ا اللون الاحمر الى الاصفر دليلا  

، ان ظهور اللون الاسود ى تخمر سكر الكلوكوز وانتاج حامضعل ا  مؤشر  فقط الى اللون الاصفر يعد

بينما تجمع الغاز في قعر الانبوبة دليل على انتاج  S2Hفي القعر دليل على انتاج كبريتيد الهيدروجين 

 (.(Leboff et al., 2011البكتريا للغاز 

   Hemolysin production testاختبار انتاج الهيمولايسين  10.3.5.2.3

ساعة ومن ثم حضنت بدرجة حرارة  20-18لقح وسط اكار الدم بالمستعمرات البكتيرية بعمر 

ان ظهور هالة شفافة حول النمو او المستعمرة دليل على تحللها للدم وانتاج . ساعة 20م ولمدة 30°

 (. Kayser et al., 2005الهيمولايسين )

   Protease enzyme production testاختبار انتاج انزيم البروتييز  11.3.5.2.3

حضر  إذللكشف عن انتاج الانزيم  Skim Milk agarاستعمل وسط اكار الحليب الفرز 

مايكروليتر من العالق البكتيري الى  277نقل ،  ( خلية / مليلتر817 × 1.1عالق بكتيري بتركيز )

ثم حضنت ملم  8الثاقب الفليني ذو قطر  ساطةاكار الحليب الفرز بو الحفر التي تم عملها في وسط 

، ان ظهور هالة البكتريا على انتاج هذا الانزيم ساعة لغرض معرفة مقدرة 20م ولمدة °30بدرجة حرارة 

 .(Senior,1999)شفافة حول الحفر مؤشر على انتاجها لهذا الانزيم 
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  Preservation of bacterial isolatesحفظ العزلات البكتيرية  4.5.2.3

   Short term storageحفظ العزلات قصير الامد  4.5.2.31.

 القلب والدماغ المغذي على وسط اكار   P.aeruginosaلقحت العزلات التابعة لبكتريا 

ت في درجة ظوثم حفم ° 30ساعة وبدرجة حرارة  20لمدة  طباقوبطريقة التخطيط ثم تم حضن الا

 (.Harley and Prescott, 2002م )° 0حرارة 

   Medium term storageحفظ العزلات متوسط الامد  2.4.5.2.3

المائل  ى وسط اكار القلب والدماغ المغذيعل  P.aeruginosaلقحت العزلات التابعة لبكتريا 

زرعت البكتريا بطريقة التخطيط على السطح المائل للاكار ، تم حضن  إذانابيب معقمة  عمالوباست

م مدة الحفظ في هذه ° 0ت في درجة حرارة ظم وثم حف° 30ساعة وبدرجة حرارة  20الانابيب لمدة 

 (. Harley and Prescott, 2002) مدةالطريقة ثلاثة اسابيع يتم تجديدها بعد انتهاء هذه ال

   Long term storageويل الامد حفظ العزلات ط 3.4.5.2.3

تخزن العزلات البكتيرية لمدة طويلة تصل الى اكثر من ثلاثة اشهر في وسط مرق نقيع القلب 

بالمؤصدة وبعد ان تبرد تنقل عزلة واحدة تعقم الانابيب . الكليسيرولمن  %11والدماغ الحاوي على 

ساعات ومن  9م لمدة ° 30وبدرجة حرارة  الناقل الى الوسط )لكل انبوبة ( وبعد ذلك تحضن  ساطةبو 

 (.Ausubel et al., 1987م )° 27-ثم تحفظ العينات في درجة حرارة 
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 2للمضادات باستعمال جهاز الفايتك  MICsتحديد قيمة التركيز المثبط الادنى  5.5.2.3

Determination of minimal inhibitory concentration of antibiotics using 

Vitek 2 compact system 

للمضادات الحيوية في عزلات الزائفة الزنجارية  MICsحددت قيم التراكيز المثبط الادنى 

P.aeruginosa  ي فحص الحساسية للمضادات البطاقة الخاصة ف عتمادباستعمال جهاز الفايتك وبا

 Pincus (2006)( وحسب ماورد عند  AST)  Antibiotic Sensitivity test cardالحيوية

حفرة اذ يكون لكل مضاد  90موزعة على  ا  حيوي ا  مضاد 27 –18تحتوي بطاقة اختبار الحساسية على 

في العكورة بعد النمو يعمل الجهاز على تسجيل التغيرات الحاصلة  إذاكثر من تركيز في البطاقة 

 . البكتيري

السترمايد وبطريقة التخطيط وحضنت تم زراعة العزلات البكتيرية المراد اختبار الحساسية لها على وسط 

 3ووضع في كل منها على حدة   Kan tubesتم اخذ انابيب  ،ساعة 20م ولمدة ° 30درجة حرارة ب

وبعد ذلك اخذت عدة مستعمرات مفردة من الوسط   Normal Salineمل من المحلول الفسلجي

محلول الفسلجي لغرض الناقل ونقلت الى الانابيب )كل عينة على حدة( ومزجت مع ال ساطةبو 

الخاص   Density Checkجهاز عمالالحصول على عالق بكتيري ثم قيست عكورة العالق باست

 Card transfer. وضع الانبوب الناقل (0.63-0.50بالجهاز اذ يجب ان تكون عكورة العالق مابين )

tube unit ( المرتبط ببطاقة فحص الحساسيةAST cardفي الانابيب وثبت على ا ) لحامل الكاسيت

الخاص بالاختبار لغرض ادخالها في الجهاز يتم ادخال العينات من باب المليء ليتم نقلها من 

تحضن بدرجة  إذالانابيب الى البطاقة ثم تنقل العينات يدويا الى باب التحميل لتتم عملية الفحص 

 . النتيجة على شكل تقرير لكل عينة ساعة يتم فيها اعطاء 12-9م ولمدة من ° 30حرارة 
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طريقة وسط  ساطةفحص النوعي لقدرة العزلات البكتيرية على انتاج طبقة الالتصاق بو ال 6.5.2.3

 الكونغو الاحمر.

Qualitative examination of the ability of bacterial isolates to produce the 

adhesion layer by the Congo red agar method   
الناقل ثم زرعت على وسط الكونغو  ساطةبو من وسط السترمايد مستعمرة نقية واحدة  تاخذ

 :تعد النتيجة موجبة في حالتين .ةساع 20م ولمدة ° 30الاحمر وحضنت بدرجة حرارة 

 .سود الداكنالاولى انتاج قوي للغشاء الحيوي متمثل بظهور المستعمرات باللون الا

 .المستعمرات باللون الاسود الباهتالثاني انتاج متوسط للغشاء الحيوي متمثل بظهور 

اما في حالة ظهور المستعمرات باللون الاحمر او باللون الوردي الداكن فتعد النتيجة سالبة 

Freeman et al., 1989) .) 

باستعمال اطباق  الفحص النوعي لقدرة العزلات البكتيرية على تكوين الغشاء الحيوي 7.5.2.3

 Qualitative examination of the ability of bacterial isolates to form المعايرة.

the biofilm using Microtiter plate                                                                    
استعمال طريقة اطباق كشف عن قابلية العزلات البكتيرية على تكوين الغشاء الحيوي بال

 Babapourو Mathur et al. (2006)كما جاء في كل من  Microtiter plate methodالمعايرة 

et al. (2016) . 

 :لاتيتمت الخطوات كا إذ

وقورنت بالمحلول  زلةخففت الع إذحضر العالق البكتيري باستعمال مرق نقيع القلب والدماغ  .1

 .McFarlandالقياسي 
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 187الحفر في طبق المعايرة الحاوية على  الىمايكروليتر من العالق البكتيري  27 نقل .2

 ة، تم عمل ثلاثسكر الكلوكوز %2لدماغ الحاوي عل مايكروليتر من مرق نقيع القلب وا

مايكروليتر من مرق نقيع القلب والدماغ الحاوي  277في حين تم وضع  .مكررات لكل عينة

 عملكسيطرة سالبة تست عدتفي ثلاث حفر و  ية من البكتريا()خال سكر الكلوكوز %2 ىعل

 .لمقارنةل

 .ساعة 20م ولمدة ° 30درجة حرارة  تم تغطية طبق المعايرة وحضن في .3

دارئ تم التخلص من الخلايا البكتيرية غير الملتصقة عن طريق غسلها ثلاث مرات بمحلول  .0

دقيقة  في درجة  11( ثم تترك لتجف لمدة  0.2حامضية ) ي( ذ PBSالفوسفات الملحي )

 حرارة الغرفة.

لكل حفرة وتركت مايكروليتر من الميثانول المطلق  277تم تثبيت الخلايا الملتصقة باضافة  .1

 .وترك طبق المعايرة بعد ذلك ليجف بعد ذلك تم التخلص من الميثانولدقيقة  11لمدة 

ل حفرة لك % 7.1البنفسج البلوري المحضرة بتركيز  مايكروليتر من صبغة 277تم اضافة  .9

 . دقيقة 11وتركت ايضا لمدة 

الحفر بمحلول الفوسفات الملحي ثلاث مرات للتخلص من  تثم غسل تم التخلص من الصبغة .0

 لتجف بعد ذلك في درجة حرارة الغرفة. وتركتالصبغات غير المرتبطة 

والمصبغة بصبغة البنفسج  لايا الملتصقةمايكروليتر من الايثانول المطلق للخ 277 اضيف .8

 .البلوري
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ليزا ثم حددت كفاءة جهاز الا عمالباست ا  نانوميتر  937متصاصية على طول موجي  لاا قيست .6

العزلات على تكوين الغشاء الحيوي من خلال مقارنة القراءات التي تم الحصول عليها مع 

 المعادلات الاتية:

 يوي اذا كان معدل الكثافة الضوئية لمعامل السيطرة اكبر او تعد العزلة غير مكونة للغشاء الح

 .(ODc ≥ OD)يساوي معدل الكثافة الضوئية للعزلة 

  تعد العزلة ضعيفة التكوين للغشاء الحيوي اذا كان معدل الكثافة الضوئية للعزلة اكبر من

معدل الكثافة الضوئية للسيطرة او مساويا او اصغر من ضعفي الكثافة الضوئية للسيطرة 

(ODc<OD≤2xODc) . 

 كبر من تعد العزلة متوسطة التكوين للغشاء الحيوي اذا كان معدل الكثافة الضوئية للعزلة ا

ضعفين الكثافة الضوئية للسيطرة او اصغر او يساوي اربعة اضعاف السيطرة 

(2xODc<OD≤4xODc). 

  تعد العزلة شديدة التكوين للغشاء اذا كان معدل الكثافة الضوئية للعزلة اكبر من اربعة اضعاف

 . (OD>4xODc)معدل السيطرة  

 المركبات المخلبية للحديد  انتاج على P.aeruginosaعزلاتاختبار قابلية  8.5.2.3

Testing the ability of P. aeruginosa isolates on the production of 

Siderophores    

 ,Schwyn and Neilands) في الاختبار حسب ماجاء في طريقة عملحضر الوسط المست

1987) ، (Aljanaby (2016) 877ضافة حضر لتر من وسط الاكار المغذي عن طريق ا إذ 

عقم ، مليلتر 667واكمل الحجم الى  0.2 ، ضبط الرقم الهيدروجيني علىمليلتر من الماء المقطر

المذاب في   dipyridyl 2,2ملغم من  2، اضيف الى الوسط بعد ذلك الوسط بالمؤصدة ثم ترك ليبرد
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رك ، صب في اطباق معقمة وتالمرشحات الدقيقة ساطةمليلترات من الماء المقطر والمعقمة بو  17

. يعد ساعة 08-20م ولمدة ° 30جة حرارة خططت العزلات على الاطباق وحضنت على در  ،ليتصلب

 ظهور نمو للعزلات في هذه الاطباق دليل على قدرة البكتريا على انتاج المركبات المخلبية للحديد. 
 

  Nanotechnology studyدراسة تقنية النانو  2.36.

 Biosynthesis of Zinc Oxideلجزيئات أوكسيد الزنك النانوي التخليق الحيوي  2.36.1.

Nanoparticles   
    Preparation of bacterial suspension التحضير البكتيري 2.36.2.1.

من  عدداخذ  إذفي البحث  عملةالمقاومة لجميع المضادات الحياتية المست انتخبت العزلة

مل من وسط نقيع القلب والدماغ في قارورة  217حت في ولق للعزلة المنتخبةالمستعمرات المفردة 

في حاضنة هزازة مع  ساعة  120م ولمدة ° 30اختبار مخروطية معقمة ثم حضنت في درجة حرارة 

رشحت  دقيقة من ثم 11دورة لمدة 17777تم عمل طرد مركزي .هزة بالدقيقة الواحدة 117سرعة اهتزاز 

 7.01قطر  يورق الترشيح والمرشحات الخاصة بدأ بورق ترشيح ذ عمالباست الطرد المركزيالعينة بعد 

في  عمالهميتر تم اخذ الراشح من اجل استمايكرو  7.22قطر  يميتر ومن ثم ورق ترشيح ذمايكرو 

 الزنك النانوية. أوكسيد تحضير جزيئات 

 حيويا   جزيئات أوكسيد الزنك النانوي تكوين 2.36.3.1.

Biological formation of zinc oxide nanoparticles    
الزنك وضبط  او نترات تاتبريملي مول ك1مل من  17مع مل من الراشح البكتيري  17خلط 

( تم اضافة قارورتين مختبريتين الاولى تحوي على الراشح البكتيري 0) على الاس الهيدروجيني للخليط 

ون اضافة الراسب دالزنك فقط  فقط دون اضافة كبريتات الزنك اما الثانية فتحوي على كبريتات

 .كعاملي سيطرةالبكتيري 
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هزة بالدقيقة الواحدة ودرجة حرارة  117حضنت بعد ذلك في حاضنة هزازة  مع سرعة اهتزاز 

نلاحظ بعدذلك تكون راسب ابيض في قعر القارورة المختبرية الحاوية على   ساعة 02م ولمدة ° 30

، رشح ون جزيئات أوكسيد الزنك النانويةعلى تك ا  يعد مؤشر  الزنك وهذا كبريتاتالراشح البكتيري مع 

 7.22و  7.01والشوائب ذات اقطار المرشحات الدقيقة للتخلص من الايونات الاخرى  ساطةالخليط بو 

 (. ; Gunalan et al., 2012 Rajan et al., 2016)مايكروميتر 

الماء  عمالوغسل ثلاث مرات باستالراسب الابيض المتكون في قعر القارورة المختبرية تم جمع 

الراسب المتكون أخذ دقائق ،  17دورة في الدقيقة ولمدة  17777وعمل له طرد مركزي بسرعة المقطر 

 حتى جفافساعات  9-1م ولمدة تتراوح مابين ° 171الفرن الحراري وبدرجة حرارة  بوساطةليجفف 

 (. Baskar et al., 2013)جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  للحصول علىالراسب 

 جزيئات اوكسيد الزنك النانوية خصائص تحليل 2.36.4.1.

 The characterization of Zinc Oxide Nanoparticles 
 الاشعة فوق البنفسجية مطيافية .2.36.4.11. 

Ultraviolet Visible spectrophotometer 
غم  7.1عن طريق اذابة تم توصيف جزيئات أوكسيد الزنك المحضرة واستقرار هذه الجزيئات 

ثم عرضت  Dimethyl Sulfoxideمل من  17في من جزيئات اوكسد الزنك النانوية المخلقة 

تم رصد  إذدقيقة ثم قيست في جهاز مطيافية الاشعة فوق البنفسجية  11للموجات فوق الصوتية لمدة 

 عملةالمادة المست ساطةحص البصري والقياسات الامتصاصية تم عمل تصفير للجهاز بو كل من الف

مطيافية جزيئات أوكسيد الزنك النانوية عن بالاذابة من ثم قيست العينة بعد ذلك تتراوح نتيجة قراءة 

 ,.Pavani et al., 2011) Chauhan et alنانوميتر  877نانوميتر الى  277طول موجي من 

 . ون جزيئات أوكسيد الزنك النانويةهذا الفحص للتاكد من تك عمليست .(; 2015
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   Atomic Force Microscopyجهاز مجهر القوى الذرية  .2.36.4.12.

 إذهذا المجهر  بوساطة محضرةتمت دراسة شكل الاسطح وجغرافيتها لجزيئات أوكسيد الزنك ال

ثم عرضت  Dimethyl Sulfoxideمل من  17غم من المادة المراد فحصها وذوبت في  7.1اخذ 

 Jayaseelan) . بعد ذلك تم اجراء التحليل وفق تعليمات قياسيةدقيقة 27موجات فوق الصوتية لمدة لل

et al., 2012 Nagarajan and Kuppusamy, 2013 ; .) 

 اءمطيافية الاشعة تحت الحمر   .2.36.4.13.

Fourier transforms infrared spectroscopy  
سجلت مطيافية الاشعة تحت الحمراء لجزيئات أوكسيد الزنك المحضرة ضمن المدى من 

في غم  7.71اخذ جزء من المادة المذابة  إذسم وباستعمال اقراص بروميد البوتاسيوم  0777 -077

وجات فوق الصوتية لكي تذوب موعرض الى جهاز ال Dimethyl Sulfoxideمحلول مل من  17

اسيوم من ثم حولت الى كريات تالمادة بالمحلول بشكل كامل من ثم مزجت مع اقراص بروميد البو 

 عمالف من استدمكبس هيدروليكي وادخلت في الجهاز . اله عمالضغط عال ناتج عن است عمالباست

 ,.Hassan et al., 2013 Rajan et alالجهاز هو تحليل المجاميع الموجودة في المادة المحضرة )

2016 ; .) 

  X-ray diffractionجهاز حيود الاشعة السينية    .2.36.4.14.

ول على معلومات حول حجم الجسيمات، التركيب تم تحليل التوصيف الهيكلي من اجل الحص

( باستعمال حزمة احادية اللون من Shimadzu 600جهاز من نوع ) وساطةوشكل الاسطح بالبلوري 

امبير وسرعة مسح  37( وبتيار كيلوفولت 07( في التشغيل )0.15406nm)النحاس ذات طول موجي 

(0.02deg/sوضمن م )2دى زاوي مقداره ـــــθ(=0-60وبفت )(7.3حة لدخول الاشعة قطرها )ــــ 
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اجية حاوية على ركيزة من على شريحة زجبشكل مسحوق  المادة المراد فحصهاوضعت مليميتر، 

 (. Baskar et al., 2013) السليكون 

   Scanning Electron Microscopyالمجهر الالكتروني الماسح  .2.36.4.15.

شعاع الكترون مركز بدقة لغرض الحصول  ساطةيعتمد هذا الجهاز على مسح سطح العينة بو 

التحقق من تجانس المادة المفحوصة لجزيئات أوكسيد الزنك المحضرة مع  على صور مجهرية 

(Elkady et al., 2015.)  يتم قياس ومطابقة الابعاد النانوية المظهرية لجزيئات أوكسيد الزنك

غلفت العينة بالذهب لضمان التوصيل الكهربائي  (.Shamsuzzaman et al., 2013المحضرة )

(Vielkind et al., 2013.) 

    Zeta Potentialزيتا المحتملة   فرق جهد جهاز  .2.36.4.16.

زيئات المحضرة في المحلول في توضيح الجهد الكهربائي الناتج عن تشتت الج عمليست

 .الغروي

الفحص النوعي لمقدرة جزيئات أوكسيد الزنك النانوية المحضرة في العمل كعامل مضاد  2.36.2.

 Qualitative Screening of Antibacterial Activity by using ZNOللبكتريا 

Nanoparticles   

حضر وسط مولر  إذ Well diffusion الانتشار بالحفرطريقة  عمالتم اجراء الاختبار باست

ثم حضر العالق البكتيري وقورن بمحلول ثابت  ثم ترك ليتصلب حسب تعليمات الشركة المصنعة

ونقل  الثاقب الفلينيوساطة بمسحات قطنية ثم تم عمل حفر ساطة البكتريا بو نشرت  ،العكورة القياسي 

جزيئات أوكسيد الزنك النانوية المحضرة من  ملغم/مل (17،177،177تراكيز ) نــــــممايكروليتر  177

ل قطر ــــــسج ،ساعة 20م ولمدة ° 30 ة حرارةـــــــرجفي الحفر ثم حضنت في الحاضنة بد عتـــــــووض

 (. Prodan et al., 2013يط الناتج عن كل تركيز )ـــــــالتثب



                                                                                       المواد وطرائق العمل          :الثالثالفصل              43 

بعض عوامل الضراوة لبكتريا  فيالفحص المظهري لتأثير جزيئات أوكسيد الزنك النانوية  2.36.3.

 الزائفة الزنجارية

Phenotype study in the effect of Zinc Oxide Nanoparticles against some of 

the virulence factor in pseudomonas aeruginosa  

   Effect on pigments productionانتاج الصبغات  فيالتأثير  1 .2.36.3.

وسط  عمالباست P.aeruginosa بكتريا الزائفة الزنجارية  ساطةالصبغات المنتجة بو درست 

King A صبت الاطباق وتركت لتجف من المادة النانوية  ملغم/مل( 177، 177) الحاوي على تركيز

درجة  زرعت البكتريا على الاطباق بطريقة التخطيط وحضنت في الحاضنة تحتبعد ذلك  وتتصلب

 . ساعة 20م ولمدة ° 30حرارة 

 . (Bajelan, 2015)سيتم ملاحظة ظهور الصبغات من عدمها على الاطباق 

    Effect on Hemolysin productionانتاج الهيمولايسين   فير التأثي 2 .2.36.3.

انتاج  فيوسط اكار الدم في الكشف عن تأثير جزيئات أوكسيد الزنك النانوية  عملاست

 الحاوي على(  8.2.3.2.2 ) في الفقرةكما  وسط الدم الهيمولايسين في بكتريا الزائفة الزنجارية حضر 

بعد ذلك زرعت  لتتصلباطباق وتركت  في صبو  ( ملغم/مل177،177)المادة النانوية وبتركيز

 ساعة 20م ولمدة ° 30البكتريا بطريقة التخطيط وحضنت في الحاضنة تحت درجة حرارة 

 .(Bajelan, 2015) سيتم ملاحظة ظهور الصبغات من عدمها على الاطباق
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 Effect on protease production انزيم البروتييزتكوين  فيالتأثير  2.36.3.3.

ملغم /مل  177و 177مل من تركيزي  7.1 .ار الحليبكتمت دراسة إنتاج البروتيز بواسطة طريقة أ

من جسيمات اوكسيد الزنك النانوية اضيفت في الحفر التي تم عملها في الوسط الحاوي على البكتريا 

 ساعة. 20م ولمدة ° 30جة حرارة الغرفة من ثم حظنت في درجة حرارة ترك الوسط قليلا  ليجف في در 

تم دراسة منطقة التحلل المتكونة لغرض معرفة اذ كان هنالك تاثير للجسيمات النانوية على قدرة 

 .(Bajelan, 2015)البكتريا في تكوين انزيم البروتييز 

 انتاج البكتريا لمخلبيات الحديد فيالتأثير  2.36.4.3.

Effect of bacterial production of siderophore 
وصب في اطباق بعد اضافة المادة النانوية  ( 8.1.2.2في الفقرة )حضر الوسط كما 

( ملغم/مل بعد ذلك زرعت البكتريا على الاطباق بطريقة التخطيط وحضنت في 177،177وبتركيز)

 . ساعة 20م ولمدة ° 30الحاضنة تحت درجة حرارة 

   Effect on Biofilm Formationتكوين الغشاء الحيوي  فيالتأثير  2.36.5.3.

ضافة كل من المعلقات إتم  إذ Ali (2012المذكورة عند ) ةجراء التجربة حسب الطريقاتم 

درجة  من السكر وحضنت في الحاضنة تحت % 2البكتيرية الى مرق نقيع القلب والدماغ الحاوي على 

 . ساعة 20م ولمدة ° 30حرارة 

سكر الكلوكوز  %2مايكروليتر من وسط مرق نقيع القلب والدماغ الحاوي على  87أضيف 

 177المادة النانوية المحضرة ذات تركيز مايكروليتر من  177الى اطباق المعايرة الحاوية على 

 ملغم/مل177بتركيز)تم عمل تجربتين الاولى  ملغم/مل 177وعملت واحدة اخرى بتركيز  ملغم/مل 

مايكروليتر  187في التجربة فتضمنت  عملة، اما عينات السيطرة المست(ملغم/مل 177والثانية بتركيز 

يكروليتر من العالق ما 27 ( اضيفمن السكر  % 2من مرق نقيع القلب والدماغ الحاوي على 
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 30رة درجة حرا . تم تغطية اطباق المعايرة من ثم حضنت في الحاضنة تحتالى جميع الحفرالبكتيري 

 ساعة.  20م ولمدة °

البكتيرية غير الملتصقة عن طريق غسل الاطباق ثلاث مرات بمحلول دارئ الخلايا  ةتم أزال

، تركت الاطباق بعد ذلك لتجف في درجة حرارة 0.2اس هيدروجيني  ي( ذPBSالفوسفات الملحي )

لكل  % 7.1حضرة بتركيز صبغة البنفسج البلوري الم من مايكروليتر 277ضافة إالغرفة بعد ذلك تم 

 دقيقة. 27حفرة وتركت ايضا لمدة 

تم التخلص من الصبغة  من ثم تغسل الحفر بمحلول الفوسفات الملحي ثلاث مرات للتخلص 

 277ضافة إمن الصبغات غير المرتبطة ثم تترك لتجف بعد ذلك في درجة حرارة الغرفة. تم 

. قيست والمصبغة بصبغة البنفسج البلوري الملتصقةمايكروليتر من الايثانول المطلق للخلايا الحية 

 جهاز الاليزا.  وساطةنانوميتر ب 937امتصاصية كل حفرة على طول موجي  

الجسيمات النانوية عن طريق مقارنة ماقبل  عمالتم دراسة تثبيط الغشاء الحيوي للبكتريا باست

 . Namasivayam et al. (2013) طة اسالموصوفة بو الثثبيط وبعد التثبيط وحسب المعادلة الاتية 

 الطول الموجي للسيطرة−الطول الموجي  للمعاملةتثبيط تكوين الغشاء الحيوي % = 
 الطول الموجي للسيطرة

    × 177  

 



 

 

 

 

 

 

  رابعالفصــل ال
والمناقشة النــتــائــــج  

Results and 
Discussion  

 

 
 

 



                                                                                  النتائج والمناقشة              :الرابعالفصل              46 

 

  Results and Discussion . النتائج والمناقشة 4

 عزل وتشخيص بكتريا الزائفة الزنجارية 1.4

Isolation and identification of pseudomonas aeruginosa 

 9/41/1042عينة  من عدة مصادر سريرية وبأعمار مختلفة وللمدة مابين  401تم جمع 

بغداد )مستشفى بغداد التعليمي، مستشفى غازي  ومن مستشفيات مدينة الطب في 3/3/1049الى 

 لمجهريةا الفحوصات احراء وبعد ، المختبرات التعليمية(.التخصصي الحريري، مستشفى الحروق

 نوع يوضح (4-4) الجدول الزنجارية الزائفة لجرثومة تعود عزلة 82 على الحصول تم والكيموحيوية

 .لعزلاتل المئوية النسبة مع  للعزلات الكلي العدد فضلا عن عينة لكل الكلي العدد مع العينات

 ونسبها المئوية  لزائفة الزنجاريةلعزلات و ال العينات وعدد نوع :4-1 جدول 

العددالكلي  نوع العينة
 للعينات

عددعزلات 
P.aeruginosa  

النسبة المئوية 
 للعزلات

*%  
 8411 42 38 ألادرار
  6616 6 9 ألاذن

 80 3 6 سائل النخاع الشوكي
 80 9 42 أخماج الجروح
  20 1 8 أخماج الحروق

  86 41 18 القشع
 80 1 1 الدم

 400 1 1 الجلدية  الخراجات
  100 58 401 مجموع العينات 

 *حسبت النسبة المئوية من المجموع الكلي للعزلات 
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 الماكونكي وسطرعها على تم التشخيص عن طريق دراسة الصفات المظهرية للبكتريا من خلال ز  كما

ظهرت المستعمرات بلون شاحب وذلك بسبب عدم مقدرتها على  إذ MacConkey agar الصلب

ظهرت  إذ Blood agar الصلب وسط الدم ، اما (Forbes et al., 2007تخمير سكر اللاكتوز )

درة البكتريا ــــــلى مقــــــــيل عـــــــوهذا دل β-hemolysisيل الدم من نوع بيتا ـــــها على تحلــــــالمستعمرات قدرت

 الصلب وسط السترمايد، وزرعت على (Selim et al., 2015مولايسين )ــــــــزيم الهيـــــــاج أنــــــعلى انت

Cetrimide agar ظهرت المستعمرات باللون الاصفر المخضر ويطلق عليها بصبغة البايوفردين  إذ

Pyoverdine المخضر التي يطلق عليها صبغة البايوسيانين   أو باللون الازرقPyocyanin  التي

وتتميز هذه الصبغات بكونها ذائبة في الماء  UV-Lightتتألق عند تعرضها للأشعة فوق البنفسجية 

Sudhakar et al., 2015)). 

أظهر الفحص وجود خلايا عصوية سالبة لصبغة كرام غير  إذتم اجراء الفحص المجهري 

تم اجراء الفحوصات . Al-Dahmoshi (2013)مكونة للسبورات وهذا ما قد تم ملاحظته ايضاً لدى 

 Oxidaseنتائج موجبة لكل من فحص الاوكسيديز  401عزلة من أصل  82اظهرت  إذ الكيموحيوية

 واختبار Indoleالتي تضمنت اختبارات الاندول  IMViCاما اختبارات  Catalaseوفحص الكاتاليز 

واختبار  فقد كانت سالبة Voges Proskauer بروسكاور فوكس واختبار Methyl red المثيل أحمر

كانت النتائج موجبة في هذا الفحص وقد كانت النتائج  Citrate utilizationاستهلاك السترات 

تها على النمو واظهرت البكتريا قدر  اً ليكلر الحديد قاعديمتباينة في فحص اليوريز وكان التفاعل في ك

 Tadess and Alem (2006)مماثلة لما ذكره كل من  جاءت هذه النتائجم ° 11في درجة حرارة 

 .نتائج هذه الفحوصات 1-4دول الج يبين Todar (2011)و 
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 الفحوصات المظهرية والكيموحيوية لعزلات الزائفة الزنجارية :2-4جدول 

 النتيجة الاختبار ت
 Gram stain                      -Veصبغة كرام                   4
 عصوية شكل الخلايا وتجمعها  2
غير مخمرة لسكر   MacConkey agar  النمو على اكار الماكونكي               3

 اللاكتوز
 Blood agar          β- Hemolysisالنمو على وسط اكار الدم                 1

 +  agar Cetrimideاكار السترمايد              النمو على وسط 5
 - م ° 1النمو بدرجة حرارة  6
 + م ° 11النمو بدرجة حرارة  7
 +   Oxidaseأنزيم الاوكسيديز                                    2
 + Catalaseأنزيم الكاتاليز                                         9

 -/+   Ureaseأنزيم اليوريز                                         40
 -   Indoleألاندول                                                44
 -    methyl redالمثيل الاحمر                                  12

 -  Voges Proskauerفوكس بروسكاور                          13

 + Citrate utilization         أستهلاك السترات                14

 Kligler Iron Agar        K/K(base/base)كليكلر الحديد                       15

 تحلل من نوع بيتا )تحلل كامل(  hemolysisβ -، ( الفحص سالب-( الفحص موجب ، )+ (

 ( تفاعل قاعدي  K( متغايرة ، )-)+/
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جهاز  عمال( للمضادات الحيوية باستMICتحديد قيمة التركيز المثبط الادنى ) 2.4

vitek2 compact system 
من أجل تحديد قيم التراكيز المثبطة الادنى   Vitek compact system 2جهاز  استعمل

، Amikacin ،Cefepime ،Ceftazidime ،Ciprofloxacinلثلاثة عشر مضاداً حيوياً وهي 

Colistin ،Gentamicin ،Imipenem ،Meropenem ،Piperacillin، 

Piperacillin/Tazobactam ،Ticarcillin ،Ticarcillin/Clavulanic Acid 

 Pincusوفقا لما جاء في  ASTالبطاقة الخاصة بالفحص  عتمادن خلال ا . مTobramycinو

 . BioMérieuxوحسب ما جاء في تعليمات الشركة المصنعة  (2006)

 (%40عزلات ) Amikacin 3وأظهرت النتائج ان قيمة التركيز المثبط الادنى لمضاد 

فقد  Cefepimeد اما المضا. حساسة (%2617) 16ومتوسطة المقاومة  (%313) 4مقاومة و

. حساسة( %60) 42متوسطة المقاومة و( %1617) 2مقاومة و  (%4313عزلات ) 1اظهرت النتائج 

( %1617) 2مقاومة و (%30)عزلات  9فقد كانت النتائج تشير الى  Ceftazidimeوأما المضاد 

 حساسة. ( %1313) 43ومتوسطة المقاومة 

 (%10) 6ومقاومة ( %1617عزلات) 2تشير الى  Ciprofloxacinوكانت نتائج المضاد 

 46تشير الى  Colistinفي حين كانت نتائج المضاد  .حساسة (%8313) 46و متوسطة المقاومة 

 .متوسطة المقاومة عزلاتن لم تظهر حساسة في حي( %1617) 41مقاومة و( %8313عزلة )

 3مقاومة و  (%30عزلات ) 9كانت النتائج تشير الى  فقد Gentamicinاما مضاد 

تشير الى  Imipenemوقد كانت نتائج المضاد  حساسة.( %60)42 ومتوسطة المقاومة  (40%)

  متوسطة المقاومة.عزلات ولم تظهر حساسة  (%2617) 16مقاومة و ( %4313عزلات ) 1

مقاومة و  (%4313عزلات ) 1فقد كانت النتائج تشير الى  Meropenemاما المضاد 

 متوسطة المقاومة. عزلاتولم تظهر حساسة  (2617%)16
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وحساسية ( %80عزلة ) 48في مقاومة  Piperacillinفي حين أظهرت نتائج المضاد 

واما المضاد  متوسطة المقاومة. زلاتلم تظهر ع في حين( 80%)48

Piperacillin/Tazobactam 400لمضاد اي بنسبة فقد كانت جميع العزلات حساسة لهذا ا %. 

 (%80)48 وحساسية( %80) عزلة 48 فيتشير الى مقاومة  Ticarcillinوقد كانت نتائج المضاد 

 Ticarcillin/Clavulanic Acidكانت نتائج المضاد  لم تظهر عينات متوسطة المقاومة. في حين

متوسطة  عزلاتلم تظهر  حساسة في حين( %8617)47 مقاومة و (%1313عزلة ) 43 تشير الى

 المقاومة.

 4و (%8617عزلة ) 47في الاكثر مقاومة  Tobramycinاخيرا كانت نتائج المضاد و 

 .(3-4)الجدول  (%10) 41في متوسطة المقاومة وحساسة  (313%)

 زلاتعللمضادات الحيوية ل التركيز المثبط الادنى ومة وحساسيةلمقاالنسب المئوية  :3-4جدول 

 .الزائفة الزنجارية

 الحساسة متوسطة المقاومة المقاومة المضاد الحيوي
النسبة  العدد

 %المئوية
MIC 

µg/ml 
النسبة  العدد

 %المئوية
MIC 

µg/ml 
النسبة  العدد

 %المئوية
MIC 

µg/ml 

Amikacin 3 40  >=64 4 313   32 16 86.7  <=2 

Cefepime 1 4313  >=64 2 1617  8 42 60  2 

Ceftazidime 9 30  >=64 2 1617  16 43 1313  4 

Ciprofloxacin 2 1617  >=4 6 10  2 46 8313  <=0.25 

Colistin 46 8313  >=16 / / / 41 1617  <=0. 5 

Gentamicin 9 30  >=16 3 40  8 42 60  <=1 

Imipenem 1 4313  >=16 / / / 16 2617  <=0.25 

Meropenem 1 4313  >=16 / / / 16 2617  <=0.25 

Piperacillin 48 80  >=128 / / / 48 80  8 

Piperacillin/Tazobactam / / / / / / 30 400  8 

Ticarcillin 48 80 % >=128 / / / 48 80 % 32 
Ticarcillin/Clavulanic 

Acid 
43 1313 

% 
>=128 / / / 47 8617 

% 
32 

Tobramycin 47 8617 
% 

>=16 4 313 % 8 41 10 % <=1 
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 مقاومة ان Khan and Faiz, (2016) وجد الاخرى الدراسات مع دراستنا نتائج وبمقارنة

والتي  % Ticarcillin 88لمضاد  السعودية العربية المملكة في الزنجارية الزائفة جرثومة عزلات

( أن 1041جعفر وأخرون ) وجد العراق في سابقة دراسة وفي هي قريبة من نتيجة الدراسة الحالية.

 Ciprofloxacinو Cefepimeمقاومة لمضادات  .aeruginosa Pالعزلات السريرية لبكتريا 

بنسبة  Gentamicinو  Ceftazidimeومقاوم لمضادي  % 11141 بنسبة Tobramycinو

1718 %. 

الزائفة الزنجارية أظهرت مستوى من المقاومة  جرثومةأن عزلات  Al-Saray (2016)ذكر 

من عزلات  % 10أن  . فيما أظهرت دراسة اخرى% 8618بنسبة بلغت  Piperacillinلمضاد 

في  Piperacillin (Jamunadevi et al., 2012.)بكتريا الزائفة الزنجارية كانت مقاومة لمضاد 

 Amikacinأن نسبة مقاومة البكتريا لمضاد  اذكرو  إذ (1041العراق دراسة اجراها حسان وأخرون )

 .% 4319بلغت 

 34جهاز الفايتك وعلى  ةبوساط MIC( في دراستها لتحديد قيمة 1048وجدت النعيمي )

ونسبة مقاومة  % Amikacin 65التي حددت مقاومة لمضاد  P. aeruginosaعزلة لبكتريا 

ولكل منهما ونسبة مقاومة  Gentamicin  20%و Piperacillin/Tazobactamللمضادين 

Ciprofloxacin  78%  ونسبة مقاومة لمضادImipenem وMeropenem  70% ولكل منهما .

 % Tobramycin 7916. الذي حدد نسبة مقاومة مضاد .Dhar et al( 1007لباحث )وأشار ا

عزلة بكتيرية الذي  436في دراستهما على  Helal and Khan (2015)في حين وجد الباحثان 

 Ticarcillin/Clavulanic Acidومضاد  % Ticarcillin 8111نسبة مقاومة لمضاد  فيه حدد

6412 %. 
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في حين كانت  % 8313وبنسبة  Colistinأظهرت النتائج مقاومة العزلات البكتيرية لمضاد 

وهذا  للمضاد نفسه % 6نسبة مقاومة  Mohanty et al. (2013)نتائج ما توصل اليه الباحثون 

 .1049الى  1043من  مدةلال هذه اليعد مؤشراً على زيادة قدرة البكتريا على مقاومة هذا المضاد خ

لمضادات ل الزنجارية الزائفة جرثومةأن سبب مقاومة  السابقة والدراسات دراستنا من خلصنست

ة الغشاء بقدرتها على تغيير نفاذيلاليات المختلفة والمتمثلة امن  متلاكها العديداالحيوية يعود الى 

واسعة  ميزييتالاكتـــــــوانتاجها لأنزيمات الب  Efflux pumpsمتلاكها لمضخات الدفقاالخارجي و 

 R-plasmidيدات المقاومة ــــــمتلاكها لبلازما نفضلا ع Biofilmيف وتكوين الغشاء الحيوي ـــــــالط

 . (Hong et al., 2016مل جينات المقاومة للمضادات الحيوية المختلفة )ــــــالذي يح

 في انماط ةبعس على توزعت( عزلة30) P.aeruginosa عزلات أن النتائج أظهرت

وبمعدل  (1/30)كان  الأول مطالن أن وجد لقد(. Antibiotype) الحيوية للمضادات مقاومتها

اذ  Colistin المضاد عدا المختبرة الحيوية للمضادات مقاومة البكتيريةالعزلتين  كانت اذ 616%

 مقاومة البكتيرية العزلتين كانت اذ %616 وبمعدل( 1/30) كان الثاني مطالن ، له حساسة كانت

( 1/30)كان  الثالث النمط ، ciprofloxacin و Colistin مضادي عدا حيوية مضاداتتسعة ل

 ( 4/30) الرابع النمط كان بينما حيوية مضاداتلثمان  مقاوم الثالث النمط كان اذ %616 وبمعدل

اذ كان  %616 وبمعدل( 1/30) الخامس النمط ثم مقاوم لسبعة مضادات حيوية  %313وبمعدل 

اذ كان مقاوم  1616( وبمعدل 2/30مقاوم لستة مضادات حيوية وحساس لستة بينما النمط السادس )

 لخمسة مضادات حيوية وحساس لسبعة مضادات .

فقد كان مقاوماً لثلاثة مضادات حيوية وحساساً  %40( وبمعدل 3/30اخيرا النمط السابع )

 (.1-4 جدول) كثر الانماط تكراراً ويلاحظ ان النمط السادس كان التسعة مضادات 
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 بكتريا الزائفة الزنجارية لعزلات  للمضادات الحيوية انماط المقاومة :(4-4جدول )

 النسبة المئوية عدد العزلات المقاومة عدد المضادات النمط

  616 1 44 الاول

  616 1 9 الثاني

  616 1 2 الثالث

 313 4 7 الرابع

  616 1 6 الخامس

 1616 2 8 السادس

 40 3 3 السابع

 

 Detection of virulence factorsالكشف عن عوامل الضراوة    3-4 

حداث احداث التهابات بسبب عوامل الضراوة دوراً مهماً في اقدرة العزلات البكتيرية على  تمثل

ا بكتري (. تم دراسة بعض عوامل الضراوة التي تمتلكهاLaSarre and Federle, 2013العدوى )

، انتاج Hemolysin، انتاج أنزيم الهيمولايسين ية وهي القدرة على انتاج الصبغاتالزائفة الزنجار 

القدرة على تكوين و  Siderophores، انتاج المركبات المخلبية للحديد Proteaseأنزيم البروتييز 

 Quorum sensingوالتي تكون تحت تحكم جينات استشعار النصاب  Biofilmsالاغشية الحيوية 

 (.8-1( كما في الجدول )1046) García-Contreras بصورة مباشرة او غير مباشرة
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        Pigment productionانتاج الصبغات        3.3.4

كانت منتجة لصبغة البايوسيانين  عزلة من الزائفة الزنجارية 42/30لقد وجد أن 

Pyocyanin  التي زرعت على وسط  % 60اي بنسبةKing A-Agar شكل  وبطريقة التخطيط

 .(8-1، جدول)(1-4)

 

 

 

 

 

 

 

 

 .King A-Agarعلى وسط  لبكتريا الزائفة الزنجارية البايوسيانينصبغة  انتاج :3-4شكل 

من عوامل الضراوة المهمة يتم انتاج هذه الصبغة اثناء تكوين الغشاء  البايوسيانينتعد صبغة 

لك فهي ذ فضلًا عن، الشعب الهوائية الحادة والمزمنة دوراً مهماً في التهابات ؤديانها ت إذالحيوي 

تعمل كعامل مؤكسد وكذلك تمكن البكتريا من البقاء على قيد  إذبمثابة مركب مضاد للمايكروبات 

(. من خلال الاشارة التي تتم مابين (Hotterbeekx et al., 2017الحياة في الظروف اللاهوائية 

كتريا بكتريا الزائفة الزنجارية من خلق منافسة ناجحة ضد الب البايوسيانينوداخلها تمكن صبغة الخلايا 

ان تعرض  Caldwell et al. (2009)قترح ا(. Tashiro et al., 2013الاخرى وحتى الفطريات )

 سييؤدي الى تلف رئوي ويساهم في تطور المرض الى تليف كي البايوسيانينالشعب الهوائية لصبغة 

تم  الدراسة ذهه وفي البايوسيانين صبغة انتاج تثبط مادة ايجاد الضروري من أصبح الاسباب ولهذه

  .الصبغة انتاج في النانوي الزنك أوكسيد جزيئات تأثير البحث عن
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 Hemolysin Productionانتاج انزيم الهيمولايسين      2.3.4

يسين على انتاج انزيم البيتا هيمولا القدرةلها جميع العزلات أن  الحالية الدراسة نتائج اظهرت

–hemolysinβ الدم  على أكارBlood agar .اشارت دراسة اجراها Khalil et al. (2015)  في

( ان 1048الارناؤوطي ) وجدكما . تنتج هذا الانزيم الزائفة الزنجاريةمن عزلات  % 9811ان تركيا 

المعزولة من الحروق والجروح زائفة الزنجارية العزلات ل % 400نسبة انتاج الهيمولايسين كانت 

في  % 400( ان نسبة انتاج الهيمولايسين كانت 1048أشار الناشي وعليوي ) والادرار والدم والاذن.

 . (8-1وجدول ) (1-1شكل) المعزولة من الحروق والجروح P.aeruginosaعزلات 

يتسبب انتاج السموم مثل الهيمولايسين في تلف الانسجة مما يسهل من انتشار البكتريا 

واطلاق العناصر الغذائية للمضيف ، كما انه قد يعدل من مسار الاشارات التي يقوم بها المضيف 

اة وكذلك البقاء على قيد الحي فيالعديد من العمليات بما في ذلك قدرة المضيف  فيوالتي قد تؤثر 

 (.  Wiles et al., 2008الاستجابات الالتهابية وديناميكية الهيكل الخلوي )

  

 لبكتريا الزائفة الزنجارية على وسط الدم  hemolysinß-انتاج انزيم  :2-4شكل 
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                                                              Protease Productionانتاج انزيم البروتييز     4.3.3

(  18/30)في  % 2313أظهرت النتائج قدرة البكتريا على تكوين انزيم البروتييز وبنسبة 

 الفرز ملميتر على وسط اكار الحليب 10-41وبمعدل اقطار يتراوح مابين  (8-1جدول) عزلة

Skim milk  في العراق وجد .Al-Aoubaydy (2015)  وAl-Tikrity (2009) 2213 ان % 

 . منتجة لأنزيم البروتييز كانت لزنجاريةمن بكتريا الزائفة اعلى التوالي  % 2614و 

تم . منتجة لهذا الانزيم Colistinالمقاومة لمضاد  زلاتلوحظ في هذه الدراسة أن جميع الع

اومة المتأصلة في القدرة على المق اً عد أساسيالاشارة في بعض الدراسات ان التعبير لأنزيم البروتتيز ي

( وهذا يدل على وجود Velkov et al., 2013لمضادات البوليميكسين في بعض الانواع البكتيرية )

 علاقة بين قابلية انتاج انزيم البرروتييز ومقاومة مضادات البوليميكسين.

   Production of Siderophores     أنتاج المركبات المخلبية للحديد 4.3.4

وبنسبة  Siderophoresالمركبات المخلبية للحديد  أظهرت النتائج قدرة البكتريا على تكوين

ظهر النمو في جميع العزلات على وسط الاكار المغذي مضافا له مادة  إذ( 8-1جدول ) % 400

)2N8H10ipyridal (Cd-2,2ا ناعية تنتجهــــــوية صـــــــركبات حيـــــــى انها مــــركبات علــــ. تعد هذه الم

وهي  3Feالحديد ب لارتباطوتفرزها العديد من الكائنات الحية الدقيقة مثل الفطريات والبكتريا وتقوم با

 ةالسابق الدراسات مع الحالية الدراسة نتائج وتتفق .Aljanaby (2016) عبارة عن مخالب انتقائية

 ,Koczura and Kaznowski)المخلبيات  هذه تكون السريرية العزلات جميع ان اظهرت التي

2003 Fertas-Aissani et al., 2013 ;) ( 3-1شكل). 
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 الصلب المغذي الوسط على الزنجارية الزائفة جرثومةل انتاج المركبات المخلبية: 3-4 شكل

 dipyridal 2,2 على الحاوي

 الزائفة الزنجارية . ثومةالضراوة لجر ( النسبة المئوية لانتاج بعض عوامل 5-4جدول )

 النسبة المئوية عدد العزلات المنتجة عدد العزلات الكلي عامل الضراوة

 60 42 30 انتاج الصبغات 

 400 30 30 انتاج الهيمولايسين 

 2313 18 30 انتاج البروتييز

 400 30 30 انتاج المركبات المخلبية 

 400 30 30 انتاج الغشاء الحيوي

 

 

 

 

 

 



                                                                                  النتائج والمناقشة              :الرابعالفصل              58 

 

    The ability to form Biofilmالقدرة على تكوين الغشاء الحيوي  5.3.4

يقة طر  استعمالالكشف عن قابلية الزائفة الزنجارية على تكوين طبقات الالتصاق ب 5.3.4.3

 الكونغو الاحمر

Detection of the ability of P.aeruginosa to form adhesions layer by using 

the Congo red method                    

ها ل قيد الدراسة التي اجري عليها الاختبار  الزنجارية الزائفة عزلاتأظهرت النتائج ان جميع 

وهذه الطبقات كانت بنسب متنوعة من حيث  %400تكوين طبقات الالتصاق وبنسبة القدرة على 

زلات البكتيرية كانت شديدة التكوين لهذه الطبقات من الع % 83وجد ان  إذمقدرتها على التكوين 

 اعتماداً على اللون الناتج ضعيفة التكوين  616و كانت متوسطة التكوين لهذه الطبقات % 10و

 .(1-1شكل ) يوضح هذه الاختلافات 1-3والشكل 

 
 على وسط الكونغو الاحمر  الزنجارية الزائفة لجرثومة الالتصاق طبقات تكون: 4-4شكل 

(A – ، تكوين ضعيفB –  ، تكوين متوسطC – ) تكوين قوي . 

 

A 

B 

C 
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ختبار وصفي اهو  CRA الاحمر الكونغو وسط استعمالوب CRM الاحمر الكونغو طريقة

يعتمد على تغيير اللون ومستعمرات النمط المظهري بسبب زيادة تركيز السكروز في الوسط التي 

التي تختزل  Exopolysaccharideتنعكس بسبب العوامل الايضية الثانوية المنتجة لعديد السكريات 

السواد  مزيد من صبغة الكونغو الحمراء في المراحل الاخيرة من الحضانة التي تتناسب نسبياً مع

والخشونة والجفاف والشكل البلوري اذا كان الانتاج للطبقات الرقيقة الملتصقة للعزلات ينتمي الى فئة 

المزيد  في حين أناما اذا كان اللون اسود باهت فالعزلات تكون متوسطة التكوين التكوين القوي ، 

 ,.Hou et alفئة ضعيفة التكوين  من اللون الاحمر او المستعمرات الوردية الناعمة تنتمي الى

2012) .) 

ة اعلى مر في هذه الدراسحالكونغو الا ساطةكانت نسبة انتاج الطبقات الرقيقة الملتصقة بو 

عزلة لبكتريا الزائفة الزنجارية فقط  10( الذي اظهر من Lima et al., 2017من البحث البرازيلي )

 العزلاتيوضح  (6-1)والجدول ت قادرة على انتاج هذه الطبقات. كان % 48اي بنسبة  زلاتثلاث ع

 . تكوين الطبقات الرقيقة الملتصقة وتنوعها من حيث مقدرتها على

قابلية جرثومة الزائفة الزنجارية على تكوين الغشاء الحيوي بأستعمال طريقة  :6-4جدول 

 .الكونغو الاحمر 

 قوي  رقم العينة 

 

 متوسط

 

  

 ضعيف

 

 

  

نسبة مئوية  عدد العزلات

% 

عدد 

 العزلات

نسبة مئوية 

% 

عدد 

 العزلات

نسبة 

 %مئوية 

114117119111132 
44186163160164111 

46 83 / / / / 
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6167187110 
41131118139161166 
6114913819189182، 

/ / 41 10 / / 

13،11 / / / / 1 616 

 

معايرة بأستعمال اطباق الالكشف عن قابلية الزائفة الزنجارية على تكوين الغشاء الحيوي  5.3.4.2

 الدقيقة 

Detection of susceptibility of Pseudomonas aeruginosa to the formation 

of the biofilm 
اطباق  مالععلى تكوين الغشاء الحيوي وباست الزنجارية الزائفة عزلات قابلية عن التحري تم

جميع العزلات كانت منتجة  ان النتائج اثبتت Micro-titer plate method (MTP)المعايرة الدقيقة

 زلةع 41ظهرت  إذوبدرجات مختلفة مقارنةً مع السيطرة السالبة  %400للغشاء الحيوي وبنسبة 

ة متوسط % 10وبنسبة  زلةع 41ضعيفة التكوين للغشاء الحيوي في حين كانت  % 17وبنسبة 

 .(7-1جدول ) فقد كانت شديدة التكوين % 43سبة وبن عزلات 1والتكوين 

 % 98186كانت نتائجه تشير الى ان  إذ Al-Saray (2016) مع الحالية الدراسة نتائجتتفق     

النعيمي  مع ماتوصلت اليه كما تتفقمن العزلات البكتيرية لها القدرة على تكوين الغشاء الحيوي 

ان تكون  ها على تكوين الغشاء الحيوي.من العزلات قابليت % 400( التي حددت نسبة 1048)

الظروف البيئية  البقاء فيالبكتريا لغرض  تخذهاالغشاء الحيوي هو احد الاستراتيجيات الشائعة التي ت

للاأحيائية الاسطح افي أنظمة المياه وعلى مجموعة من حيوياً  ءً يمكن للبكتريا ان تنشأ غشا ،الصعبة

 Bronowskil etفي مثل هذه الانظمة وكذلك في البيئات المائية الطبيعية  ) عمالشائعة الاست

al., 2014.) 
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  بأستعمال اطباق المعايرة الدقيقة غشاء الحيويعلى تكوين ال جرثومة الزائفة الزنجارية( قابلية 7-4 )جدول

 متوسط التكوين التكوينقوي 

 

 ضعيف التكوين

 

 النسبة المئوية  عدد العزلات النسبة المئوية  عدد العزلات النسبة المئوية  عدد العزلات

4 33 32 44 34 47  

 التخليق الحيوي لجسيمات أوكسيد الزنك النانوية  4-4

Biosynthesis of ZnO Nanoparticles 

 يةالحيات المضادات لجميع مقاومة تمتلك الزنجارية الزائفة جرثومة من عزلة اختيار تم

 كعامل ثومةالجر  هذه راشح عملأست. درست التي الضراوة عوامل وامتلاكها الدراسة هذه في عملةالمست

 راسب ظهور ةالدراس نتائج بينت. النانوي الزنك لأوكسيد الحيوي التخليق عملية في ومثبت مختزل

.  8-1كل ش النانوي، الزنك اوكسيد جزيئات تخليق عملية على دليل وهذا التفاعل حوجلة قعر في

 على امنة ، الثمن رخص هي النانوي الزنك لأوكسيد الحيوي التخليق عمالاست اسباب اهم من أن

  .(Heer et al., 2017) السمية وقليلة ، العمل سهولة ، الخطورة عديمة ، البيئة

 

 

 

 

                A                   B                     C   

 

 .الزنجارية الزائفة راشح بوساطة النانوي الزنك لأوكسيد الحيوي التخليق(  5-4)  رقم شكل

A- الفلترة عملية بعد المتكون النانوي الزنك اوكسيد محلول ، B- الزنجارية الزائفة راشح ، C- 

 .نمو ساعة 72مرور بعد الزنك اوكسيد محلول مع الزنجارية الزائفة راشح



                                                                                  النتائج والمناقشة              :الرابعالفصل              62 

 

 وتم فيفهتج بعد ابيض مسحوق هيأة على النانوية الزنك أوكسيد جسيمات على الحصول تم

 مطياف ة،السيني الاشعة وحيود الذري، القوة مجهر عمالباست خصائصه ةدراس تم ذلك وبعد وزنه اخذ

 . زيتا الجهد تحليل جهاز و الماسح الالكتروني المجهر الحمراء، تحت الاشعة

 زيماتالان ان فيها ذكر التي الدراسات من العديد نتائج مع الحالية الدراسة نتائج تتفق

 تحفز لنانويةا الجسيمات تكوين ، الحيوي التخليق عملية في واساسياً  مباشراً  دوراً  تؤدي الميكروبية

. سيماتالج هذه تكون مكان على اعتماداً  خلوي داخل او خلوي خارج الحيوي التخليق خلال من حيويا

 تقوم ثم ومن ناتالكائ بهذه تحيط التي البيئة من المستهدفة الايونات تلتقط الدقيقة الحية الكائنات

 لخلويةا الفعاليات بسبب عادةً  تحدث التي انزيماتها خلال من عناصر الى المعادن ايونات بتحويل

(Li et al., 2011.) 

 خصائص جسيمات أوكسيد الزنك النانوية   4-5

Characterization of ZnO Nanoparticles  

 طيافم جهاز بوساطة الغروي السائل في النانوية الزنك اوكسيد جزيئات استقرار درس           

 ةالبنفسجي فوق للاشعة المرئي الطيف رسم يوضح 6-1 والشكل UV-VIS البنفسجية فوق شعةالا

 الزنجارية الزائفة راشح بوساطة المخلقة النانوية الزنك أوكسيد لجسيمات

 
ة جهاز مطيافية الاشع وساطةمنحنى الطيف المرئي لجسمات أوكسيد الزنك النانوية ب: 6-4شكل 

 .UV-VIS Spectrophotometerفوق البنفسجية 
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 تشير النتيجة وهذه اً نانوميتر  372 مدى عند الامتصاص ذروة أن بالمطياف الفحص أثبت

 وتتفق. جاريةالزن الزائفة راشح بوساطة النانوية الزنك أوكسيد لجسيمات الناجح الحيوي التخليق الى

 .((Jayaseelan et al. 2012 مع الدراسة هذه نتائج

 نباتية صاتومستخل فطريات راشح عمالباست حيويا الزنك اوكسيد جزيئات تخليق تم وفيها

 .    اً نانوميتر  320-360 المعدل ضمن الامتصاص ذروة وكانت

 انويةالن الزنك اوكسيد جزيئات سطح شكل صحة من للتحقق  الذرية القوة مجهر عملاست

 ثنائية يةالذر  القوة مجهر بوساطة صور التقاط تم الزنجارية، الزائفة راشح بوساطة حيويا المخلقة

 المظهرية ماتالس في التباين نتائجال أظهرت. الاتصال عدم وضع في بإسقاط مغلفة الأبعاد وثلاثية

 400-10اضافة الى حساب حجم الدقائق النانوية والذي يتراوح بين  النانوية الزنك اوكسيد لجزيئات

 .(7-1 الشكل) نانوميتر

 

 

 أ

 

 ب



                                                                                  النتائج والمناقشة              :الرابعالفصل              64 

 

 
س لجسيمات أوكسيد التضاري -ب للدقائق النانويةالمدى في الاحجام المتحصلة  -أ :7-4شكل 

 .الابعاد لاثيةث النانوية الزنك أوكسيد لجسيمات التضاريس - -ثنائية الابعاد ج النانويةالزنك 

 لفحصل الزنجارية الزائفة جرثومة راشح بوساطة حيويا المخلقة النانوية الجسيمات خضعت

 يظهر 2-3 الشكل.  الجسيمات حجم ومتوسط البلورة على للحصول ، السينية الأشعة بجهازحيود

 توافق زنجاريةال الزائفة جرثومة راشح بوساطة المخلقة النانوية للجسيمات السينية الاشعة حيود طيف

 103و 101، 100 ، 441 ، 440 ، 401 ، 404 ، 400 عند عليها الحصول تم التي الرئيسة القمم

 86112 ،°  17181 ،°  36146 ،°  31131 ،°  34170 للزويا ثيتا 1 قيمة عند براك انعكاسات مع

 هي المفحوصة المادة ان النتائج هذه تؤكد. التوالي على°  69127 و°  67166 ،°  61172 ،° 

 النانوية نكالز  اوكسيد جزيئات حجم معدل استخراج وتم. عالية نقاوة ذات وانها النانوية الزنك اوكسيد

 القمم مقارنة تم.اً نانوميتر  10-10 الجسيمات حجم متوسط وكان شرر-دبي معادل عمالباست

 أوكسيد اتجسيم وجود  وبقوة القاعدة هذه دعمت إذ السينية الاشعة حيود بيانات قاعدة مع الستحصلة

 . النانوية الزنك

 

 

 

 ج
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Dhki = 
𝑘×𝜆

𝛽hki×𝐶𝑜𝑠 𝜃ℎ𝑘𝑖
 

K= 0.94 

λ=1.05418A° 

βhki= deg ×
𝜋

180
  

لقاعدة ا تم مقارنة القمم الستحصلة مع قاعدة بيانات حيود الاشعة السينية حيث دعمت هذه

وتم مقارنتها ايضا مع قاعدة البيانات على الانترنيت  .ود جسيمات أوكسيد الزنك النانويةوبقوة  وج

الى ان محلول الاختبار يتكون من جسيمات  Zno 1451-036-00البطاقة رقم  JCPDSاشار  إذ

 .  Kumar and Rani (2013) مع الحالية الدراسة نتائج تتفقأوكسيد الزنك النانوية.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .د الزنك النانوية المخلقة حيويا  نمط حيود الاشعة فوق السينية لجسيمات أوكسي :8-4شكل 
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 بوساطة ةالزنجاري الزائفة جرثومة راشج بوساطة المخلقة النانوية الزنك اوكسيد جسيمات تحليل تم

 جرثومة اشحر  في الموجود الفعالة المجاميع عن للتحري الحمراء تحت الاشعة لتحويل فيوريه مطياف

 . هاوثبات النانوية الزنك اوكسيد جسيمات اختزال عملية في شاركت التي الزنجارية الزائفة

  فيو  الفحص قيد النانو لجسيمات المسجل الحمراء تحت للأشعة فيوريه طيف 9-1 الشكل يوضح

 ++ 4- سم 1000- 100 من نطاق

 

لجسيمات   3-سم 484.33 و 3-سم 445.56طيف فيوريه للأشعة تحت الحمراء  :9-4شكل 

 .المخلقة حيويا  النانو 

 118186أظهر الرسم البياني لتحليل طيف فيوريه للأشعة تحت الحمراء اثنين من القمم وهي 

لى ا وهذا يشير الى انتقال الروابط مابين جزيئة الاوكسجين وجزيئة الزنك 4-سم 121143و  4-سم

 4800مع نطاق ) 4-سم  4849194وبشدة  ات وكذلك نلاحظ هنالك ذروة ضعيفةنوعين من الاهتزاز 

 (ن )مجموعة الكينية او حلقة عطريةكاربو  –( التي تشير الى وجود مجموعة كاربون 4-سم4600الى 

 . et alRajan(2016) .وهذه النتائج تتفق مع ماوجده 

 

C-H 
C-O C-C 

O-H 
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المجموعات الوظيفية المقابلة لوضع التمدد  4-سم 4700-4800تشير القمم الممتدة مابين 

  1361120( وفي وضع التمدد O-Cاوكسجين ) –ظر وغير المتناظر لمجموعة كاربونالمتنا

 ( وايضا وضع التمدد في H-Cيمثل هذا المدى العلاقة مابين الكاربون والهيدروجين ) إذ 4-سم

يمثل وجود هذه  إذ( H-Oعة كاربوكسيل )يمثل وجود مجمو  4-سم 3714190الى  3660129

المجموعة وجود جزيئات الماء على سطح جسيمات أوكسيد الزنك النانوية وهذه النتائج متوافقة مع 

 .Kulkarni and Shirsat (2015)ماذكرت في الهند للباحثين 

 وساطةب المخلقة النانوية الزنك أوكسيد لجسيمات السطحي الظاهري الشكل استكشاف تم

 يوضح 40-1 الشكل.   SEMالماسح الاليكتروني المجهر وساطةب الزنجارية الزائفة جرثومة اشحر 

 البلورية الالاشك تنوعت إذ الاشكال ومتعددة منتظمة غير مختلفة، تكبير قوة تحت الجسيمات هذه ان

 الحجم توسطم ويتراوح. والاسطوانية والشعاعية والكروية المستطيلة الهياكل مابين الجسيمات لهذه

نجحت الدراسة الحالية في تحقيق نتائج جيدة في الوصول الى مجموعة  .اً نانوميتر  13 – 12 مابين

 ,Kulkarniضيقة من احجام الجسيمات النانوية لأوكسيد الزنك التي كانت اقل من الذي وجده  )

and Shirsat 2015.)  ايضا وPavani et al. (2011) ات النانوية كان متوسط الحجم للجزيئ إذ

 نانوميتر. 410-80تتراوح مابين  هالمشار اليها في بحث
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التنوع في الاشكال والاحجام المستحصلة من التخليق الحيوي لجسيمات الزنك  -أ :34-4شكل 

 من المستحصلة والاحجام الاشكال في التنوع -ب 10umبقوة قياس  المخلقة حيويا  النانوية 

 .1um قياس بقوة حيويا   المخلقة النانوية الزنك لجسيمات الحيوي التخليق

 الزنك وكسيدأ جسيمات اكتسبتها التي السطحية الشحنات عن للكشف زيتا جهد تحليل أجري

 الحصول تم يالت الغروية الزنك أوكسيد جسيمات ثبات حول فكرة لاخذ عمالهااست يمكن التي. النانوية

 أ

 ب
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 اذا ، لغرويا المحلول استقرارية حول تلميحا يعطي زيتا هدفرق ج لقياس المغناطيسي الجهد. عليها

 بعضها دبص الجزيئات تقوم سوف عالية موجبة او سالبة قيمة تمتلك العالق في الجسيمات كانت

 زيتا يمق للجسيمات كانت اذا اخرى ناحية ومن النانوية للجسيمات تجمع هنالك يكون ولن البعض

 اوكسيد يماتجس في زيتا قيمة تحديد تم. بعض مع الجسيمات هذه تجمع تمنع قوة توجد فلا صغيرة

 القيمة ان.  44-1 الشكل في مبين كما فولت ملي- 69193 القيمة كانت إذ حيويا المخلقة الزنك

 نتائج تتفق. ويةالغر  الزنك أوكسيد جسيمات استقرار الى تؤدي مما الجزيئات بين التنافر تؤكد العالية

 النانوية، لزنكا أوكسيد لجسيمات الحيوي التخليق فيها تم التي الدراسات من العديد مع الحالية الدراسة

 التي فولت ملي 30- من اصغر أو فولت ميلي 30+ من اكبر اما هي قيم زيتا جهد تحليل اعطى إذ

  الصيغة ستقرارا الى تؤدي مما الجزيئات بين التنافر تؤكد العالية القيمة ان. ثابتاً  العالق فيها ديع

et al., 1997) Garcia.) 

 
 . حيويا  منحنى فرق جهد زيتا لعينة أوكسيد الزنك المخلقة  :33-4شكل 
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                فةالزائ تجاها النانوية الزنك أوكسيد لجسيمات للمكروبات المضادة الفعالية 4-6

 الزنجارية

 Antimicrobial activity of zinc oxide nanoparticles against 

Pseudomonas aeruginosa 
 جرثومة تجاها يزتراك ةوبثلاث النانوية الزنك أوكسيد لجسيمات للجراثيم المضادة الفعالية اختبار اجري

 في تثبيط حدوث الحالية الدراسة نتائج أظهرت. الحياتية للمضادات المقاومة متعددة الزنجارية الزائفة

 الزائفة جرثومة في ملغم/مل 40 تركيز يؤثر لم حينملغم/مل في  100 و 500 تركيز من كل

 ( يوضح عدد العينات مع حجم منطقة التثبيط لكل تركيز.8-4الجدول )و   الزنجارية

 .نويةجسيمات أوكسيد الزنك النا عمالباست لجرثومة الزائفة الزنجارية نمو تثبيط اقطار :8-4 جدول

 )ملم(التثبيط  قطر رقم العزلة  

 

 ملغم /مل  4تركيز  ملغم/مل  400تركيز  ملغم/مل 800تركيز 

4 10 9 0 
1 14 2 0 
17 14 40 0 
11 14 40 0 
86 10 9 0 
82 11 9 0 
64 13 9 0 
66 11 40 0 

 

 كل على النانوية الزنك أوكسيد جسيمات فعاليةJanaki (1048 ) للباحث دراسة اظهرت

 . العنقودية والمكورات الرئوية الكليبسيلة بكتريا من
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 البكتريات من يدالعد تثبيط على كبيرة فعالية لها النانوية الزنك أوكسيد جسيمات فأن ذلك ومع

 لأوكسيد النانوية الجسيمات ان( Rauf et al., 2017)بين  ولقد(. Sultan et al., 2015) المرضية

 .العنقودية والمكورات ةالرئوي الكليبسيلة بكتريا و الزنجارية الزائفة بكتريا في تأثير لها المخلقة الزنك

جسيمات ل فعالية التثبيطاظهرت بعض الدراسات ان التشكل والضغط التأكسدي مسؤولان عن 

ومع ذلك اشارت بعض الدراسات  ((Sourabh et al.,2014 اتجاه البكتريا أوكسيد الزنك النانوي

 Brayner etالى ان النشاط المضاد للبكتريا قد يكون بسبب اضطراب في نشاط غشاء الخلية )

al., 2006تعمل تيال (. وهنالك الية مهمة اخرى هي فعالية انواع الاوكسجين التفاعلي بين الخلايا 

ذلك بيروكسيد الهيدروجين  ( بما فيeactive oxygen speciesR) الحرة الجدور تحرير على

(2O2H الذي يعد ضار ) ً2008 ,للخلايا البكتيرية  ا).et alJones .)  

 بعض عوامل الضراوة مظهريا   فيتأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  4-7

The Effect of the ZnO Nanoparticles on virulence factors 

phenotypes  
 انتاج صبغة البايوسيانين  فيتأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  4-7-3

The effect of ZnO Nanoparticles on production of pyocyanin  

لات انتاج صبغة البايوسيانين  لمجموعة من العز  فيتم دراسة تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية 

تركيزين مال عالمقاومة للعديد من المضادات الحيوية )ثمان عزلات( لبكتريا الزائفة الزنجارية وتم است

ملغم/مل جعل جميع العزلات غير قادرة  800اثبتت النتائج ان التركيز غم / مل مل 400و  800هما 

ملغم/مل عينتان فقط كانت غير قادرة  400. في حين ان تركيز  9-1 جدولعلى انتاج الصبغة ، ال

 على انتاج الصبغة.
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نسب انتاج صبغة البايوسيانين بأستعمال جسيمات اوكسيد الزنك النانوية لجرثومة ( 9-4الجدول )

 . الزائفة الزنجارية

عدد العزلات  عامل الضراوة

 الكلي 

 ملغم /مل  400 ملغم/مل  800

عدد 

العزلات 

 المثبطة 

النسبة 

 %المئوية

عدد 

العزلات 

 المثبطة 

النسبة 

 %المئوية

Pyocyanin  8 8 100 2 25  
 

تثبيط انتاج صبغة  ( فيZnclانه قد تم اختيار كلوريد الزنك النانوي ) Lee et al. (2014)ذكر 

 البايوسيانين في بكتريا الزائفة الزنجارية وذلك بسبب فعاليته في تثبيط الصبغات وايضا تثبيط قدرة

جسيمات ال عمنمو البكتريا اما عند است فيالبكتريا على تكوين الغشاء الحيوي ومن دون التأثير 

 أوكسيد الزنك النانوية فقد لوحظ قلة في انتاجية هذه الصبغة.

خفضت جسيمات أوكسيد الزنك النانوية قدرة البكتريا على تكوين الغشاء الحيوي وكذلك تكوين 

الصبغات في جميع العزلات التابعة لبكتريا الزائفة الزنجارية وهذه تعد اشارة الى امتلاك هذه الجسيمات 

-Garaciaمراض التي تسببها هذه البكتريا )في علاج الاعمل لطيف واسع ومن الممكن ان تست

Lara et al., 2015.) 

 تكوين الهيمولايسين في تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  4-7-2

The Effect of ZnO Nanoparticles on Hemolysin Production  

عزلات تكوين الهيمولايسين لمجموعة من ال فيتم دراسة تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية 

تركيزين  مالعستالمقاومة للعديد من المضادات الحيوية )ثمان عزلات( لبكتريا الزائفة الزنجارية وتم ا

 فعالية ثبط ملغم/مل 800 تركيز أن الحالية الدراسة نتائح أظهرت. / مل غممل 400و  800هما 
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 له يكن فلم ملغم/مل 400 التركيز اما.  40-1 جدول الثمان تالعزلا في بيتا نوع الهيمولايسين انزيم

 .بيتا نوع الهيمولايسين تكوين على قادرة العزلات وبقيت يذكر تاثير

نسب تثبيط انتاج الهيمولايسين بأستعمال جسيمات اوكسيد الزنك النانوية ( 34-4) الجدول

 . لجرثومة الزائفة الزنجارية

العزلات عدد عامل الضراوة

 الكلي

 ملغم /مل 400 ملغم/مل 800

عدد 

العزلات 

 المثبطة

النسبة 

 %المئوية

عدد 

العزلات 

 المثبطة

النسبة 

 %المئوية

Hemolysin 8 8 100 0 0 
 

 الزنك وأوكسيد الزنك كلوريد تأثير( Terada et al. 1999; Barker et al. 2004) درس

 فان هتمام،للا المثير ومن. الزنجارية الزائفة جرثومة من المفرز الدم كريات تحلل انزيم في النانوي

 الحمر الدم رياتك تحلل انزيم مستقلة وبصورة ثبطا النانوي الزنك وأوكسيد الزنك كلوريد المادتين كلا

 تثبيط يف تأثيرا اكثر كانت النانوية الزنك جسيمات ان ووجد الزنجارية، الزائفة جرثومة من المنتج

 .النانوي الزنك بكلوريد مقارنة الدم لكريات الحال الانزيم

 انتاج البروتييز  فيتأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  4-7-3

The effect of ZnO Nanoparticles on production of Protease   

ييز لبعض انتاج البروت فيتم اجراء تجربة الكشف عن تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية 

 800كيزين هما تر  عمالالعزلات المقاومة لعديد من المضادات الحياتية لبكتريا الزائفة الزنجارية وباست

قلت نسبة انتاج  ملغم/مل 800لوحظ انه في تركيز  أذغم / مل على وسط اكار الحليب مل 400و 

. لاحظ 44 -1 جدولالكما في ل غم /ممل 400انزيم البروتييز في حين لم تتأثر في تركيز 

MuKherjee et al. (2011)  من خلال تجربتهم ان انتاج انزيم البروتييز خارج الخلية ينخفض
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بط ايونات الجسيمات النانوية المعدنية ترت فان ذلك فضلا عن د التعرض الى الجسيمات النانوية.بع

الخلايا  موت ثم منالبروتين  بمجموعات وظيفية مع البروتينات مما يؤدي الى تغيير في طبيعة

Sondi and Sondi, 2004)). 

اقطار نسب تثبيط انتاج انزيم البروتييز بأستعمال جسيمات اوكسيد الزنك  33-4الجدول 

 لجرثومة الزائفة الزنجاريةالنانوية 

رقم 

 العينة 

انتاج اقطار 

 )ملم(الانزيم

 قبل المعاملة 

 انتاجاقطار 

 )ملم( الانزيم

 800 بتركيز

 ملغم/مل 

نسبة 

  %التثبيط

بتركيز 

800 
 ملغم/مل 

 انتاجاقطار 

 )ملم( الانزيم

 400 بتركيز

 ملغم/مل

نسبة 

  %التثبيط

 400بتركيز 

 ملغم/مل

4 41 2 0133 41 0 
1 41 9 0138 41 0 
44 47 44 0138 42 0 
41 10 48 0118 10 0 
19 41 40 0112 41 0 
32 46 40 0137 46 0 
11 41 9 0118 41 0 
66 43 44 0148 41 0 

 

  انتاج حاملات الحديد  فيتأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  4- 4-7

The effect of ZnO Nanoparticles on production of siderophore      
الحديد  انتاج حاملات فيتم اجراء تجربة الكشف عن تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية 

تركيزين مال علبعض العزلات المقاومة لعديد من المضادات الحياتية لبكتريا الزائفة الزنجارية وباست

الحاوي على الجسيمات  dipyridal 1,1و غم / مل على وسط الاكار المغذيمل 400و  800هما 
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انتاجها  في التجربة قد ضعف ملةعلوحظ انه في كلا التركيزيين ان جميع العزلات المستاذ النانوية 

 .41-1الجدول لحاملات الحديد 

بأستعمال جسيمات اوكسيد الزنك النانوية انتاج حاملات الحديد  تثبيط نسب( 32-4) الجدول

 لجرثومة الزائفة الزنجارية

عدد العزلات  عامل الضراوة

 الكلي 

ملغم/مل  800 ملغم /مل  400   

عدد 

العزلات 

 المثبطة 

النسبة 

%المئوية  

عدد 

العزلات 

 المثبطة 

النسبة 

%المئوية  

siderophore   8 8 100 8 100 
 

 الغشاء الحيوي  في تكوينتأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  5- 4-7

The Effect of the ZnO Nanoparticles on Biofilm formations 
ل تكوين الغشاء الحيوي تحت ظروف المختبر من خلافي تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  درس

مراقبة ارتباط صبغة البنفسج البلوري بالخلايا الملتصقة مما يعكس وبشكل مباشر القدرة الفعالة لتثبيط 

الغشاء الحيوي، معالجة البكتريا المكونة للغشاء الحيوي بجسيمات أوكسيد الزنك النانوية سبب 

يوضح نتائج التثبيط للتركيزين  43-1ى تكوين الغشاء الحيوي والجدول انخفاض في قابلية البكتريا عل

 . ملغم/مل  800و 400
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جسيمات أوكسيد الزنك النانوية بأستعمال  تكوين الغشاء الحيوي تثبيط نسب :33-4 جدول

 لجرثومة الزائفة الزنجارية

رقم 

 العينة

  800بتركيز  %نسبة التثبيط 

           ملغم/مل 

 400بتركيز  %نسبة التثبيط 

 ملغم/مل 

1 42.5 43 

4 26.2 25.4 
41 58.1 51.9 
31 4.6 9.3 
17 20.5 17.7 
19 10.1 10.1 
11 5 0 
18 20.7 23.4 
32 49.7 51.4 
44 42.3 42.3 
86 58.9 55.2 
39 77.7 78.9 
63 38.8 37.4 
60 10.4 11.4 
64 15.2 15.2 
11 12.6 15.3 

6 0 0 
67 22.5 25.1 
87 0 0 
61 16.1 16.1 
66 37 35.5 
61 19.4 15.7 
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49 0 0 
38 0 0 

9 5.3 6.4 
89 50 49.4 
82 17.8 11.8 
13 58.7 64.2 
11 0 0 
10 56.2 54.9 

 

في حين  % 2312كانت الاكبر وبنسبة  ملغم/مل 800اظهرت النتائج ان نسبة التثبيط في تركيز 

( ، كانت النتائج المستحصلة متقاربة مع نتائج % 20) ملغم/مل 400كانت نسبة التثبيط في تركيز 

من العينات قد ثبطت بتركيز  % 90التي وجدت ان اكثر من  Gupta et al. (2014)الباحث 

 . ملغم /مل 418

التي سجلت نسبة تثبيط لجسيمات أوكسيد الزنك و  Dwivedi (2014)كانت النتائج متقاربة مع 

ان الجسيمات النانوية لها القدرة  Murthy et al. (2011)، ولقد بين /مل غممل400النانوية بتركيز 

في دراسة اخرى و  .على تقليل قابلية البكتريا على تكوين الغشاء الحيوي والخلايا الملتصقة ايضاً 

جسيمات أوكسيد الزنك فعالية ضد البكتريا وايضا ضد  اظهرت إذ Lee et al. (2014)للباحث 

قابلية البكتريا على تكوين الغشاء الحيوي لجميع العينات التي خضعت للفحص وان قابلية تثبيط 

 في التثبيط. عملة الغشاء الحيوي تزداد بزيادة تركيز المادة النانوية المست

ود الى شاء الحيوي مابين العزلات وذلك قد يعمن النتائج تباين نسبة التثبيط في تكوين الغنلاحظ 

مصدر العزلة والسلالة فضلا عن عدم تأثير زيادة التركيز للجسيمات النانوية المخلقة حيوياً في تثبيط 

 ملغم/مل( . 800و 400تكوين الغشاء الحيوي للتركيزين )
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ت ضعيفة وحظ ان العزلاوعند مقارنة نتائج نسبة التثبيط مع مقدار قابلية تكوين الغشاء الحيوي ل

التكوين لم تتأثر بالمركبات النانوية المخلقة حيوياً مقارنة مع العزلات المكونة للغشاء الحيوي بشكل 

وذلك قد يعود الى تأثير المركبات النانوية في تكوين وانتاج مواد وعوامل ضراوة متوسط او قوي 

 تساهم في تكوين الغشاء الحيوي. 



 

 

 
 
 

تالاستنتاجات والتوصيا  
Conclusions and 

Recommendations 
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 الاستنتاجات 

أظهرت العزلات البكتيرية التي تم دراستها مقاومة متباينة للمضادات الحيوية عند الفحص في  .1

واقل  Colistinو Tobramycin، اعلى مقاومة كانت لمضاد  vitek compact 2جهاز 

  .Piperacillin/Tazobactamنسبة مقاومة كانت لمضاد 

لوحظ من خلال اجراء التجارب للكشف عن عوامل الضراوة للبكتريا امتلاك جميع العزلات  .2

امتلاكها لصبغة  افيما عدالهيمولايسين، حاملات الحديد، الغشاء الحيوي(  (لعوامل الضراوة 

 .بنسب مختلفة اقل توجد إذالبايوسيانين وانزيم البروتييز 

عند الكشف على قابلية البكتريا على تكوين الغشاء الحيوي اظهرت النتائج ان جميع العزلات  .3

 . الاغلب ضعيفة التكوينتملك قابلية تكوين الغشاء الحيوي 

قابلية بكتريا الزائفة الزنجارية على التخليق الحيوي لجسيمات اوكسيد الزنك الدراسة  أظهرت .4

 .النانوية

ها على المادة المخلقة انها مادة نانوية ونقية وذات اشكال ؤ ت الفحوصات التي تم اجرااكد .5

 32نانوميتر وكان معدل الحجم المستحصل  122-22واحجام متعددة ويتراوح حجمها مابين 

 نانوميتر.

ض عوامل الضراوة اثبتت جسيمات أوكسيد الزنك النانوية المخلقة قدرتها على تثبيط بع .6

 لهيمولايسين ،البروتييز،حاملات الحيد ،الغشاء الحيوي(.)الصبغات،ا
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 التوصيات 

دراسة تأثير الجزيئات النانوية المخلقة من بكتريا الزائفة الزنجارية في تثبيط انواع بكتيرية  .1

 .اخرى

في التعبير الجيني لجينات الاغشية الحيوية دراسة تأثير جسيمات أوكسيد الزنك النانوية  .2

 انواع بكتيريةوالجينات المسؤولة عن عوامل الضراوة الاخرى في بكتريا الزائفة الزنجارية او في 

 .ىاخر 

اللجوء الى استخدام مواد اخرى غير مادة كبريتيد الزنك المستخدمة كمادة خام في عملية  .3

 تخليق جسيمات أوكسيد الزنك النانوية.

 من خلال تجربتها على الحيوانات المخلق حيويا   اسة مدى سمية جسيمات أوكسيد الزنكدر  .4

 .المختبرية
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      الملاحق 
 

 قابلية جرثومة الزائفة الزنجارية على تكوين الغشاء الحيوي باستعمال طريقة الكونغو الاحمر  -1

شديدة  زلةرقم الع
 التكوين

متوسطة 
 التكوين

ضعيفة 
 التكوين

2 +++   
1 +++   
11  ++  
41  ++  
14 +++   
22 +++   
11 +++   
22  ++  
43 +++   
11 +++   
25 +++   
42  ++  
54 +++   
56 +++   
51 +++   
12 +++   
5 +++   
54 +++   
24 +++   
51  ++  
55  ++  
52  ++  
12  ++  
42  ++  
2  ++  
22  ++  
23  ++  
14  ++  
21  ++  
16 +++   

 

 

 



      الملاحق 
 

 تكوين الغشاء الحيوي لجرثومة الزائفة الزنجارية باستعمال طريقة اطباق المعايرة الدقيقة  -2

رقم 
 زلةالع

معامل 
 السيطرة

نسبة 
معامل 
السيطر

 ة

نسبة  ناتج العينة
ناتج 
 العينة

شدة تكوين 
العينةللغشاء 

 الحيوي

2 666250666210
66621 

66621 66136066241
066126 

 متوسطةالتكوين 66133

1 666250666210
66621 

66621 66164066111
066145 

 متوسطةالتكوين 66113

11 666250666210
66621 

66621 66151066122
066221 

 متوسطةالتكوين 66142

41 666250666210
66621 

66621 66634066636
066621 

 ضعيفة التكوين 66635

14 666250666210
66621 

66621 66622066112
066115 

 التكوينضعيفة  66164

22 666250666210
66621 

66621 66622066622
066634 

 ضعيفة التكوين 66632

11 666250666210
66621 

66621 66631066643
066632 

 ضعيفة التكوين 66636

22 666250666210
66621 

66621 66632066632
066122 

 متوسطةالتكوين 66111

43 666250666210
66621 

66621 66143066221
066115 

 متوسطةالتكوين 66152

11 666250666210
66621 

66621 66624066265
066162 

 متوسطةالتكوين 66144

25 666250666210
66621 

66621 66152066126
066416 

 شديدة التكوين  66214

42 666250666210
66621 

66621 66424066525
066414 

 شديدة التكوين 66124

54 666250666210
66621 

66621 66126066124
066161 

 متوسطةالتكوين 66142

56 666250666210
66621 

66621 66624066164
066626 

 ضعيفة التكوين 66625

51 666250666210
66621 

66621 66622066641
066114 

 ضعيفة التكوين 66162

12 666250666210
66621 

66621 66116066111
066111 

 متوسطةالتكوين 66111

5 666250666210
66621 

66621 66652066645
066632 

 ضعيفة التكوين 66641

54 666250666210
66621 

66621 66151066121
066142 

 متوسطةالتكوين 66121

24 666250666210
66621 

66621 66165066632
066632 

 ضعيفة التكوين 66624

51 666250666210
66621 

66621 66162066623
066112 

 ضعيفة التكوين 66162

55 666250666210
66621 

66621 66111066144
066142 

 متوسطةالتكوين 66142



      الملاحق 
 

52 666250666210
66621 

66621 66121066623
066162 

 متوسطةالتكوين 66163

12 666250666210
66621 

66621 66641066654
066645 

 ضعيفة التكوين 66646

42 666250666210
66621 

66621 66651066652
066654 

 التكوينضعيفة  66651

2 666250666210
66621 

66621 66644066141
066641 

 ضعيفة التكوين 66624

22 666250666210
66621 

66621 66624066236
066125 

 متوسطةالتكوين 66145

23 666250666210
66621 

66621 66622066632
066123 

 ضعيفة التكوين 66161

14 666250666210
66621 

66621 66415066265
066242 

 شديدة التكوين 66241

21 666250666210
66621 

66621 66633066642
066642 

 ضعيفة التكوين 66632

16 666250666210
66621 

66621 66246066211
066122 

 شديدة التكوين 66221

 

ناتج التثبيط لجسيمات اوكسيد الزنك النانوية للغشاء الحيوي لعزلات جراثيم الزائفة الزنجارية  -3

 ملغم /مل  111وباستعمال تركيز 
رقم 

 زلةالع
المادة النانوية 

 مع المذيب 
نسبة المادة 
النانوية مع 

 المذيب 

ناتج التثبيط 
 للعينة 

نسبة 
ناتج 

التثبيط 
 للعينة 

2 0.005,0.006,0.003 0.004 0.106,0.104,0.113 0.107 
1 0.005,0.006,0.003 0.004 0.078,0.098,0.089 0.088 
11 0.005,0.006,0.003 0.004 0.083,0.093,0.083 0.086 
41 0.005,0.006,0.003 0.004 0.082,0.073,0.080 0.078 
14 0.005,0.006,0.003 0.004 0.086,0.086,0.092 0.088 
22 0.005,0.006,0.003 0.004 0.081,0.086,0.073 0.080 
11 0.005,0.006,0.003 0.004 0.084,0.080,0.076 0.080 
22 0.005,0.006,0.003 0.004 0.079,0.084,0.094 0.085 
43 0.005,0.006,0.003 0.004 0.078,0.076,0.092 0.082 
11 0.005,0.006,0.003 0.004 0.075,0.075,0.087 0.079 
25 0.005,0.006,0.003 0.004 0.091,0.090,0.110 0.097 
42 0.005,0.006,0.003 0.004 0.092,0.099,0.075 0.089 
54 0.005,0.006,0.003 0.004 0.087,0.089,0.086 0.087 
56 0.005,0.006,0.003 0.004 0,081,0.083,0.093 0.085 
51 0.005,0.006,0.003 0.004 0.084,0.090,0.093 0.089 
12 0.005,0.006,0.003 0.004 0.093,0.100,0.089 0.094 
5 0.005,0.006,0.003 0.004 0.067,0.085,0.084 0.079 
54 0.005,0.006,0.003 0.004 0.118,0.108,0.113 0.113 
24 0.005,0.006,0.003 0.004 0.093,0.103,0.085 0.094 



      الملاحق 
 

51 0.005,0.006,0.003 0.004 0.083,0.084,0.098 0.088 
55 0.005,0.006,0.003 0.004 0.089,0.081,0.091 0.087 
52 0.005,0.006,0.003 0.004 0.094,0.094,0,085 0.091 
12 0.005,0.006,0.003 0.004 0.086,0.078,0.082 0.082 
42 0.005,0.006,0.003 0.004 0.068,0.084,0.070 0.074 
2 0.005,0.006,0.003 0.004 0.085,0.097,0.080 0.087 
22 0.005,0.006,0.003 0.004 0.086,0.094,0.086 0.089 
23 0.005,0.006,0.003 0.004 0.081,0.091,0.094 0.089 
14 0.005,0.006,0.003 0.004 0.109,0.081,0.104 0.098 
21 0.005,0.006,0.003 0.004 0.091,0.088,0.090 0.090 
16 0.005,0.006,0.003 0.004 0.089,0.112,0.103 0.101 

 

ناتج التثبيط لجسيمات اوكسيد الزنك النانوية للغشاء الحيوي لعزلات جراثيم الزائفة الزنجارية  -4

 ملغم /مل 011وباستعمال تركيز 

رقم 
 زلةالع

المادة النانوية 
 مع المذيب 

نسبة المادة 
النانوية مع 

 المذيب 

ناتج التثبيط 
 للعينة 

نسبة 
ناتج 

التثبيط 
 للعينة 

2 66665066663066611 0.008 0.111,0.101,0.113 0.108 
1 66665066663066611 0.008 0.080,0.089,0.090 0.087 
11 66665066663066611 0.008 0.080,0.073,0.073 0.075 
41 66665066663066611 0.008 0.085,0.080,0.083 0.082 
14 66665066663066611 0.008 0.084,0.086,0.085 0.085 
22 66665066663066611 0.008 0.081,0.082,0.076 0.080 
11 66665066663066611 0.008 0.081,0.080,0.066 0.076 
22 66665066663066611 0.008 0.088,0.083,0.093 0.088 
43 66665066663066611 0.008 0.081,0.088,0.087 0.085 
11 66665066663066611 0.008 0.078,0.075,0.084 0.079 
25 66665066663066611 0.008 0.091,0.082,0.095 0.089 
42 66665066663066611 0.008 0.098,0.104,0.080 0.094 
54 66665066663066611 0.008 0.085,0.087,0.083 0.085 
56 66665066663066611 0.008 0.084,0.084,0.091 0.086 
51 66665066663066611 0.008 0.090,0.084,0.094 0.089 
12 66665066663066611 0.008 0.095,0.099,0.098 0.097 
5 66665066663066611 0.008 0.070,0.079,0.080 0.076 
54 66665066663066611 0.008 0.122,0.115,0.116 0.117 
24 66665066663066611 0.008 0.090,0.096,0.097 0.093 
51 66665066663066611 0.008 0.084,0.084,0.096 0.088 
55 66665066663066611 0.008 0.087,0.080,0.089 0.085 
52 66665066663066611 0.008 0.092,0.087,0.084 0.087 
12 66665066663066611 0.008 0.082,0.075,0.083 0.080 
42 66665066663066611 0.008 0.070,0.085,0.072 0.075 
2 66665066663066611 0.008 0.086,0.100,0.079 0.088 



      الملاحق 
 

22 66665066663066611 0.008 0.084,0.092,0.088 0.088 
23 66665066663066611 0.008 0.084,0.091,0.073 0.083 
14 66665066663066611 0.008 0.112,0.085,0.109 0.102 
21 66665066663066611 0.008 0.089,0.083,0.083 0.085 
16 66665066663066611 0.008 0.089,0.105,0.101 0.098 

 

نسبة تثبيط تكوين الغشاء الحيوي باستعمال المادة النانوية المخلقة حيويا لجراثيم الزائفة  -0

 الزنجارية 

رقم 
زلةالع  

 معدل
معامل 
 السيطرة
  السالبة

 معدل
ناتج 

  زلةالع

ناتج 
التثبيط 

زلةللع  
(166)  

نسبة 
 التثبيط 

(166) 

ناتج 
التثبيط 

 زلةللع
(266) 

 

نسبة 
 التثبيط 

(266) 

2 66621 66133 0.107 43 0.108 42.5 
1 66621 66113 0.088 25.4 0.087 26.2 
11 66621 66142 0.086 51.9 0.075 58.1 
41 66621 66635 0.078 9.3 0.082 4.6 
14 66621 66164 0.088 17.7 0.085 20.5 
22 66621 66632 0.080 10.1 0.080 10.1 
11 66621 66636 0.080 0 0.076 5 
22 66621 66111 0.085 23.4 0.088 20.7 
43 66621 66152 0.082 51.4 0.085 49.7 
11 66621 66144 0.079 42.3 0.079 42.3 
25 66621 66214 0.097 55.2 0.089 58.9 
42 66621 66124 0.089 78.9 0.094 77.7 
54 66621 66142 0.087 37.4 0.085 38.8 
56 66621 66625 0.085 11.4 0.086 10.4 
51 66621 66162 0.089 15.2 0.089 15.2 
12 66621 66111 0.094 15.3 0.097 12.6 
5 66621 66641 0.079 0 0.076 6 
54 66621 66121 0.113 25.1 0.117 22.5 
24 66621 66624 0.093 0 0.093 0 
51 66621 66162 0.088 16.1 0.088 16.1 
55 66621 66142 0.087 35.5 0.085 37 
52 66621 66163 0.091 15.7 0.087 19.4 
12 66621 66646 0.082 0 0.080 6 
42 66621 66651 0.074 0 0.075 6 
2 66621 66624 0.087 6.4 0.088 5.3 
22 66621 66145 0.089 49.4 0.088 50 
23 66621 66161 0.089 11.8 0.083 17.8 
14 66621 66241 0.098 64.2 0.102 58.7 
21 66621 66632 0.090 0 0.085 6 
16 66621 66221 0.101 54.9 0.098 56.2 
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Summary 

The study included the collection of 104 samples from several clinical 

sources of different ages for the period between 9/12/2018 to 3/3/2019 and 

from Medical City Hospitals in Baghdad (Baghdad Teaching Hospital, Ghazi 

Al Hariri Hospital, Burns Hospital, Educational laboratories). 

After microscopic and biochemical tests, 58 isolates were obtained from 

Pseudomonas aeruginosa. 

Vitek compact system 2 was used to determine the minimum inhibitory 

concentrations of thirteen antibiotics for 30 isolates, where the isolates were 

highly resistant to Colistin and Tobramycin at 53.3%, 16 isolate Colistin and 

56.7% with 17 isolate to Tobramycin. 

Then, the ability of Pseudomonas aeruginosa bacteria to develop 

virulence factors was detected. 18 out of thirty isolates were composed of the 

pyocyanin pigment. While all the isolates under investigation had the ability to 

produce hemolysin type Beta. When examining the ability of bacteria to 

produce protease enzyme, it was observed that 25 out of thirty isolates 

possessed the ability to form protease enzyme at a rate of diameters ranging 

from 12-20 mm. 

When isolating the ability of bacteria to produce iron carriers, all 

isolates were produced for iron carriers. In the study of the ability of bacteria 

to form a biofilm, two methods were used to detect the first using Congo red 

agar method the purpose of this test was to study the ability of bacteria to form 

adhesion cells. All the isolates were made up of this layer, but in different 

proportions, it was found that 53% of the bacteria were highly formed 

according to the possession of a dark black color after growth and 47% were 

medium composition.  

The second method was done using micro titer plate. The results 

showed that all the isolates under study had the ability to form the biofilm to 



 II Summary                                                                                                                                                                                                                                                                        

 

varying degrees compared to negative control where 14 samples were poorly 

formed, 12 were medium formation and four were highly formed. 

The most antibiotic-resistant isolation was then selected for use in the 

biosynthesis of zinc oxide nanoparticles ،Zinc sulfide was used as an additive 

analytical reagent for bacterial filtrate, as a zinc sulfide reduction process was 

used to form nanoscale zinc oxide. The appearance of a white precipitate at 

the bottom of the test flask is evidence of this transformation. 

The properties of the resulting nanomaterials were studied using 

diagnostic devices such as UV spectroscopy, atomic force microscope, X-ray 

diffraction, infrared spectroscopy, scanning electron microscopy and zeta 

potential. The results of these devices indicate the formation of zinc oxide 

particles in pure and different forms and sizes ranging from 20 to 100 

nanometers. 

The efficacy of the synthetic nanoparticles against Pseudomonas 

aeruginosa was tested as three different concentrations (10, 100, 500) mg / ml 

were adopted, and concentrations of 100 and 500 mg / ml showed efficacy in 

inhibiting bacterial growth while 10 mg / ml was not given any effectiveness. 

The ability of synthetic nanoparticles to inhibit some virulence factors 

of Pseudomonas aeruginosa bacteria was studied. The ability of zinc oxide 

nanoparticles to inhibit the production of biofilm was studied. 

The ability of synthetic nanoparticles with a concentration of (100, 500 

mg / ml) to inhibit some of the virulence factors of Pseudomonas aeruginosa 

was studied, as the ability of zinc nanoparticles to inhibit biofilm production 

was shown. The results showed that the rate of inhibition in the concentration 

of 500 mg / ml was the largest by 83.8%, while inhibition rate was at a 

concentration of 100 mg / ml (80%). 

 



 III Summary                                                                                                                                                                                                                                                                        

 

As for the ability of these particles to inhibit the production of 

hemolysin as it was observed in the concentration of 500 mg / ml that all 

isolates lost their ability to produce hemolysin beta type while the 

concentration of 100 mg / ml the isolates remained able to form hemolysin 

beta type. 

The effect of zinc oxide nanoparticles on the production of pyocyanin 

dye it was observed in the concentration of 500 mg / ml all isolates lost their 

ability to produce the dye, while the concentration of 100 mg / ml only two 

samples were able to lose the dye. 

An experiment was conducted to detect the effect of zinc oxide 

nanoparticles on the production of protease enzyme the effect of nanoparticles 

of zinc oxide on the production of protease was observed, at a concentration of 

500 mg / ml, the percentage of protease production decreased, while it was not 

affected by the concentration of 100 mg / ml. 

Finally, an experiment was conducted to detect the effect of zinc 

nanoparticle particles on the production of iron carriers, as it was observed in 

both concentrators that all isolates used in the experiment had weakened their 

production of iron carriers. 
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