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 الحمد لله على ما انعم وله الشكر على ما الهم...

الأستاذ  ةالى المشرف لا ان أتقدم بجزيل الشكر والامتنانبعد هذا الجهد المتواضع لا يسعني ا

لاقتراحها موضوع البحث واشرافها وتوجيهاتها لاكمال المساعد الدكتورة لمى عبد الهادي زوين 

 البحث. 

اقدم جزيل شكري وامتناني الى عمادة كلية التربية للعلوم الصرفة )ابن الهيثم(/ جامعة بغداد 

قدم اوجميع الأساتذة الافاضل كما رئيس قسم علوم الحياة  الدكتور ثامر عبد الشهيد محسنوالى 

عليمي ل التتشفى حماية الطفومنتسبي مس ،كافة خالص شكري واحترامي الى منتسبي قسم علوم الحياة

 لبكتريولوجيالا سيما منتسبي مختبر زراعة سائل النخاع الشوكي وهم كل من ، الطبية في مدينة بغداد

 حمودي نشوى رزوقيومساعد مختبر خلود إبراهيم محمد ورئيس بكتريولوجي  رقية عبد الله كريم

ينب ز ومساعد مختبر اقدم  نور هادي علوشوالبايولوجي  اسراء محمد خليلوتقني تحليلات مرضية 

 .هدى عزيز جباروتقني تحليلات مرضية  جعفر

والى كل من مد يد العون لي من الاهل والأصدقاء واخيراً وفق الله كل من سار في درب 

 العلم والعمل لما فيه مرضاة الله.
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 الخلاصة

من   Cerebrospinal fluid(CSF)عينة سريرية لسائل النخاع الشوكي   248جمعت

، في ب بمحافظة بغدادمجمع مدينة الط /مستشفى حماية الطفل التعليمي الى الأطفال الوافدين

زرع العينات على أوساط . وتم 2018من تموز ولغاية الاول من تشرين الاول  الثامن المدة من

على المستعمرات  والاختبارات الكيموحيوية لمجهريةاالمزرعية و  ملائمة ثم درست الصفات زرعية

 Vitek –2 Compact ومن ثم شخصت العزلات البكتيرية باستعمال جهاز الفايتك ،النامية

system . 

 تعود عزلة  16 منهاو أنواع  6بكتيرية مرضية توزعت الى عزلة   42نموالنتائج  اظهرت

 بلغت العزلات حسب النوع اذ توزعتو  ،%38.1وبنسبة  Staphylococcus spp. لبكتيريا

 عزلات كل منو  (%(Staphylococcus epidermidis  7/16 43.75عزلات

Staphylococcus hominis وStaphylococcus haemolyticus 3/18.75) 16%) 

 Staphylococcus warneriعزلات و  (Staphylococcus aureus  2/12.5) 16% عزلاتو 

 Pseudomonas putida من عزلة واحدةالعزلات الأخرى كانت اما  .(6.25%) 1/16

من  وعزلتين %2.38وبنسبة  Klebsiella pneumoniaو Escherichia coliو

Burkholderia cepacia وAcinetobacter baumanni عزلة كانت  19و %4.76 بنسبة

 العزلات البكتيريةاختبرت حساسية . %45.24وبنسبة  اخرى  أنواع بكتيرية اجناس

Staphylococcus spp. مقاومة اتجاه المضاد الحيوي النتائج  فأظهرتالحيوية  مضاداتلل 

Benzylpenicillin Oxacillin, Gentamicin, Tobramycin, Levofloxacin, 
Moxifloxacin, Erythromycin, Clindamycin, ,Tetracycline Fusidic Acid, 

Rifampicin, و Trimethoprim ( 100-14.28بنسبة تراوحت بين%)،  في حين كانت

 Vancomycinو Teicoplaninو Linezolid لكل من المضاد %100حساسة بنسبة 
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مقاومة متعددة  انماط (1, 2 , 2,  1,  (4وجود ايضا  لوحظ  .Nitrafurantionو Tigecyclineو

 S.hominis و  S.aureus S.haemolyticus وS. epidermidis  اللمضادات الحيوية لبكتيري

S. warneri عزلة  اما ، على التواليS.epidermidis مقاومة متعددة للمضادات أي  لم تظهرف

 . الحيوية

على تكوين الغشاء الحيوي بطريقة  .Staphylococcus sppتم دراسة قابلية البكتريا 

 Trypton soy Brothو  Luria Brothالزرع النسيجي باستعمال ثلاثة اوساط زرعية وهي

قدرة العزلات على تكوين الغشاء الحيوي وكانت  ،كلوكوز %2و %0.25 المحضر بتركيزين

 S.aureusو S.epidermidis لبكتيريا Luria broth باستعمال وسط زرعي

( %50) 1/2( و%100) 7/7والتي بلغت  S.warneri و S.hominis و  S.haemolyticusو

( غير مكونة للغشاء الحيوي على التوالي. %100) 1/1و (%33.33) 1/3و (%66.66) 2/3و

 ،سكر الكلوكوز %0.25( الحاوي T.S.B) Tryptone soya brothباستعمال وسط زرعي اما 

 6/7التي بلغت و   S.hominisو S.haemolyticus   و S.aureus و S.epidermidisلبكتريا 

 ،( ضعيفة التكوين على التوالي%100) 3/3( و%66.66) 2/3( و%100) 2/2( و88.71%)

ستعمال وسط اما عند ا لغشاء الحيوي.ا القدرة على تكوين S.warneriبكتيريا فيما لم تظهر 

T.S.B  عزلات بكتيريا  فقد أظهرت جميع ،سكر الكلوكوز %2الحاويStaphylococcus spp. 

  .%100لغشاء الحيوي نسبة اتكوين على ضعيفة ال قدرتها

للمضاد الحيوي والتركيز القاتل الادنى  المثبط الادنىالتركيز  ثيرأدراسة توعند 

Erythromycin بكتريا ضد مل /مايكروغرام 16و 8 ينتركيز الوبStaphylococcus spp.  

البكتريا المكونة للغشاء في  تثبيطيا   ا  تاثير  اعطىان المضاد  المكونة للغشاء الحيوي، فقد اظهرت

 كانتفقد  Polystyrene اطباق الالتصاق باستعمال عند دراسة قابلية البكتريا علىو  .الحيوي 

 و S.haemolyticus و S.aureus و S.epidermidis اعداد الخلايا الملتصقة لبكتيريا
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S.hominis و S.warneri ( خلية /مل على التوالي 40و 62و 300واكبر  3و 230بلغت).  اما

ق زراعة التخافيف الحالية وف الدراسة اذ بينت نتائج Vero cell lineعند استعمال خط خلوي 

 ,S.epidermidis S.aureus, S. haemolyticus, S.hominis في بكتيريا( 100:1) البكتيرية

درست قابلية  .خلية /مل على التوالي (292و 30و 300≤و300 ≤و  9بلغت )  S.warneriو

على حركة الانتشار واظهرت النتائج قابليتها على الحركة  .Staphylococcus sppعزلات 

 في تــــتراوحريا فكانت حركة الانتشار ـــــيــفضلا عن اعطاء اشكال مختلفة حسب نوع البكتبالانتشار 

 16.0- 8.97تراوح بين S.aureusتريا ـوبك، ملمتر 16.5–7.7من  S.epidermidis بكتريا

تراوح  S.hominis وفي بكتريا ،ملمتر 14.6-8.0تراوح بين  S.haemolyticusوبكتيريا  ،ملمتر

قد ف، لكشف الجزيئي عن الجيناتا .ملمتر 16.8بلغ  S.warneriي ــوف ،ملمتر 16.5-10.3بين 

 Laminin الى بروتين ارتباط بطبقة ذي يشفرـال enoها على جين ءاحتوا ع العزلاتاظهرت جمي

(Laminin binding protein) ،واما جينbap  البروتين المشارك في تكوين    الذي يشفر الى

الحالية   الدراسة  فقد اظهرت نتائج، Biofilm  association protein (Bap)الغشاء الحيوي 

 cnaجين  في حين كان للجين.  .Staphylococcus sppالبكتيريةعدم امتلاك اي من العزلات 

بكتيريا  امتلاك، Collagen binding protein (Cna)الذي يشفر لبروتين الارتباط الكولاجين 

S.aureus  جين  وعند الكشف عن، (%50)وبنسبةclfA  الذي يشفر الى عامل التلازن 

Clumping factor A (ClfA) A كانت بكتيريا  اذS.aureus  100تمتلك هذا الجين بنسبة% 

  Intercellular adhesion gene A الذي يشفر لجين الالتصاق داخل خلوي  icaAاما جين 

 بنسبة S.epidermidisوفي ، (%100)بنسبة  icaAجين  S.aureus اذ نلاحظ امتلاك بكتيريا

لم تظهر  S.haemolyticusو S.warneriو  S.hominis بكتيريا عزلاتاما  ،(57.1%)

 .icaAامتلاكها لجين 
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 المقدمة  -1

الامراض التي تصيب الجهاز العصبي المركزي  هو احد Meningitisالتهاب السحايا 

Central nervous system (CNS)  ياالبكتر  الإصابة ببعض اجناس بشكل رئيس منيتسبب 

من و حالات مرضية  داثحتؤدي الى االفايروسات والطفيليات التي والفطريات و  Mycobacteriaو

 %56.6 لغـــــتباذ  الأنواع الأخـــــرى  بقية من الاكبر بةـــــنسالابات البكتيرية الاصتشكل  .الوفاةثم 

 .(Long et al., 2018) %30.2والفايروسات 

سنويا بمرض التهاب  ا  شخص2,907,146  اصابة الى  Robertson et al. (2018) اشار

 ا  شخص  65/100000اذ بلغت عدد الاصابات السحايا في كل انحاء العالم كانت اكثرها في افريقيا 

 ،ا  شخص 2/100000( واقلها في الولايات المتحدة الامريكية وكندا اذ بلغت اصابة %95)وبنسبة 

 جراء اجراءمعظم الحالات كانت و  %12تصل نسبة الوفيات ان  Khan (2017a)في حين بين 

السالبة لفحص تخثر بلازما  Staphylococcusجملة العصبية وكانت بكتيريا للة يجراح عمليات

 مرضى التهاب السحايا. الانواع عزلا منالدم اكثر 

 مسببة لمرض التهاب السحاياانواع بكتيرية ن هناك فقد بين ا Rhie et al. (2017)اما 

بلغت  Streptococcus agalactiaeوبكتيريا   %41.3بلغت  Escherichia coliبكتريا  ومنها

كانت الاكثر شيوعا في الاطفال  اذ %27.1بلغت Staphylococcus aureusكتيريا وب % 27.7

هي السائدة  S.aureusبكتيريا سنوات كانت  5دون عمر  الى ان الاطفال مشيرا  ،اشهر  3اقل من 

ان الاشخاص الاكثر عرضة لهذا المرض ن وبي   ،%62.8بنسبة و  كوريا اطفال في احداث المرض في

يمياوي العلاج الستريويدي او الك وفي ، النقص المناعي الفطري والمكتسبهم ذو او غزو البكتيريا 

تسرب ا و لطبقات السحاي التركيب التشريحي غير الطبيعيالاطفال الذين يعانون من  والخدج وكذلك

 السائل النخاع الشوكي.
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تتواجد بشكل  ،رومترــــمايك 0.5 – 1.5 ة تبلغ اقطارها بينــــة كرويخلايا المكورات العنقودي

 ،ت غير منتظمة على شكل عناقيد عنبعاـــــيرة وتكون تجمـــــمفرد او ازواج او بشكل سلاسل قص

 يةاختيارية هوائ ،ونة للكبسولة او محدودة التكوينمك، غير متحركة، رامــــوهي موجبة لصبغة ك

(Carroll, 2013) . مد عتاذ ي ،ا  او واسع ا  ضيق معدل تواجد بكتريا المكورات العنقودية ربما يكون

بعضها يمكن ان يعزل من المنتجات الحيوانية المختلفة وكذلك  ،على النوع الخاص او تحت النوع

 (ملابسمن ال وكذلك ،الماء الطبيعي ،الهواء ،الغبار ،الرمل ،ر البيئية المختلفة مثل )التربةمن المصاد

(Lee et al., 2018). دماملالكازية  تسبب الامراض بعض انواع المكورات العنقودية  تكون انته، 

التهاب  ،التهاب المثانة ،التهاب الثدي الأمعاء،التهاب ، انحلال البشرة السمي، الحصف )داء جلدي(

ان بكتريا ، (et al., 2017) Josseتجرثم الدم  ،التهاب السحايا ،التهاب المخ ،البروستات

Staphylococcus spp.  بروتينات متعددة الوظائف تشترك  ومن اهمهاعديدة تمتلك عوامل ضراوة

 Accumulation associatedالبكتيريا تراكمالبروتين المشترك في كاسطح المضيف في استعمار 

protein (Aap)  والبروتين المرتبط الخارج خلويExtracellular matrix binding protein 

(Embp) وتاثيرا   قاء  كونها اكثر العوامل ب Büttner, 2015)). 

وجود دراسات محلية في التحري عن الانواع البكتيرية المسببة او المرافقة لمرضى  قلةلو 

اء الدراسة الحالية الى اجر  هدفتلذا  حديثي الولادة والرضعالتهاب السحايا ولاسيما عند الاطفال 

التي تمثلت و بكتريولوجية عامة عن مرضى التهاب السحايا ومعرفة الانواع البكتيرية السائدة دراسة 

 :تيةالخطوات الاباتباع 

من الاطفال دون سن  Cerebrospinal fluid (CSF) سائل النخاع الشوكي جمع عينات .1

 .الخمس سنوات

 .كاز الفايتجه عمالكيموحيوية واستالمزرعية وال ائقعزل وتشخيص البكتريا بالطر  .2
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جهاز  في MIC استعمال التركيز المثبط الادنىبللمضادات الحيوية  ة العزلاتدراسة حساسي .3

 .للبكتريا السائدة الفايتك

وح )تكوين الغشاء الحيوي، الالتصاق على السط السائدةدراسة بعض عوامل الضراوة للبكتريا  .4

 الحية وغير الحية وقابلية على الحركة بالانتشار(.

ـذي يشفر إلــــــــــــى الــــــــــ cna) لبكتريا السائدةلنات الضراوة ـــــض جيــــري عن بعـــالتح .5

Collagen binding proteinو ،icaA  الذي يشفر إلىIntercellular adhesion 

gene Aو ،eno  الذي يشفر إلىLaminin binding protein وclfA الذي يشفر الى 

Clumping factors A وbap  الذي يشفر الىBiofilm associated protein.) 
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 استعراض المراجع 2:

 التشريحي للجهاز العصبي المركزي الوصف  :2-1

ين أساسين هما الجهاز العصبي أمن جز  Nervous systemيتكون الجهاز العصبي 

 Peripheralالمحيطي والجهاز العصبي Central nervous system (CNS)المركزي 

nervous system (PNS)  والجهاز العصبي المحيطي يتكون من الأعصابNerves  والعقد

ي يتكون الجهاز العصبي المركز فيما  المرتبطة بالدماغ والحبل الشوكي. Neural gangliaالعصبية 

الذي  Spinal cordوالحبل الشوكي  Craniumضمن تجويف القحف الذي يقع  Brainمن الدماغ 

 .Neural canalيقع ضمن القناة العصبية 

مايز ــــــالذي يت Prosencephalonي ـــــالدماغ الأمام وهــــــي ة أقسامـــــــماغ من ثلاثلدف اـــــيتأل

، (Diencephalonيني ــاغ البـوالدم Telencephalonهائي ــالدماغ الانت)ما ــــــهثانويين ن ـــــإلى جزأي

 مايز إلىـالذي يت Rhombencephalonوالدماغ المؤخر  Mesencephalonاغ المتوسط ـوالدم

اعيني ـاغ النخـموالد Metencephalonعدي ـالدماغ الب) جزئين ثانويين ايضاً هما

Myelencephalon) (Patestas and Gartner, 2006).  ويمثل الدماغ الانتهائي المخ

Cerebrum ولي يدعى بالشق المخي الطولي ــــــق طـــــويوجد في منتصفه شLongitudinal 

cerebral fissure  الذي يقسم المخ إلى قسمين متماثلين هما نصفي كرة المخCerebral 

hemispheres ين حاط الحوصلتــضهما وتــــع بعــــــن مــــــوصلتين مرتبطتيــــــكل حــــــلى شـــــان عـــــتكون

وق ـــــة مناطق وهي فــــــتألف من ثلاثـــــيني فإنه يـــــأما الدماغ الب .Meningesمن الخارج بالسحايا 

 طقة الثانية للدماغــــأما المن، (هاغ البيني )سقفـــــويمثل الجزء الظهري للدم Epithalamusالمهاد 

يني ــــــاغ البــــــميك من الدمــــــانبي الســـــوالتي تمثل الجزء الج Thalamusهاد ـــــثل المــــــالبيني تم

 وهي الجزء البطني من الدماغ البيني )القاع(. Hypothalamusطقة الثالثة تمثل تحت المهاد ـــــوالمن
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ون الدماغ ـــــويتك Cerebral aqueductداخل على المسال المخي الأما الدماغ المتوسط يحتوي في 

ه الظهري ــــــقع في جزئـــــالذي ي Cerebellumيخ ــــــمخالمؤخر من الدماغ البعدي الذي يتكون من ال

 اما الدماغ النخاعيني فانه يكون النخاع المستطيل، الذي يقع في جزئه البطني Ponsسر ــــــوالج

Medulla oblongata (Junqueira and Carneior, 2005 Weller et al., 2018;). 

يا والتي مى السحاثلاث طبقات متكونة من النسيج الضام تس يحيط بالدماغ والحبل الشوكي

وهي عبارة عن غطاء سميك يغطي الدماغ تغطية  Dura matterالام الجافية  ،تحمي الدماغ

وهي طبقة متكونة من  Arachnoid matterخارجية قوية اما الطبقة الثانية فتسمى الام العنكبوتية 

لام الجافية التي تقع بين ا ،لة تسمى الحواجز العنكبوتيةتداخنسيج ليفي على شكل خيوط شعرية م

من الخارج والام الحنون من الداخل وتفصل عن الام الجافية بفراغ يدعى الفسحة تحت الجافية 

Subdural space اما الطبقة الثالثة والتي تدعى الام الحنون ، مليئة بالسائل الدماغي الشوكيPia 

matter  فاذ يغطي الدماغ وهي غشاء رقيق غير نet al., 2012) (Adeeb. 

 CSF Cerebrospinal fluid سائل النخاع الشوكي 2-2:

وهو عبارة عن سائل لا لون له ولا رائحة ويحتوي على الماء بشكل اساسي وشوارد والعناصر 

يه من يمكن الحصول عل ،وثاني اوكسيد الكاربون الذائبينالموجودة في الدم فضلا عن الاوكسجين 

 Lumber( ز المنطقة القطنية )البزل القطنيخلال طبقات الام الجافية والعنكبوتية بوساطة وخ

puncture  وذلك لتجنب تلف النسيج الوسطي المركزي للحبل الشوكي والاوعية الدموية المغذية

 .((Shenoy et al., 2017 للنسيج العصبي المركزي 

 التهاب السحايا   3-2:

 كيالنخاعي الشو  والسائل عن التهاب الاغشية المغلفة للدماغ والحبل الشوكي وهو عبارة

 ،ةل الاصابات الفيروسية او البكتيريعات السحايا بفتحدث التهاب ،Meningesوالتي تعرف بالسحايا 
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 ان اغلبو  ،اكثر حدة من الاصابات الفيروسيةالا ان الاصابات التي تحدث بفعل البكتريا تكون 

 Mycobacteriumو Staphylococcus، Streptococcusبفعل  الاصابات البكتيرية تحدث

(Meningitis, 2001). 

 عند الاطفالالاعراض السريرية لمرضى التهاب السحايا : 4-2

 يهالى ان اعراض التهاب السحايا في الاطفال حديثي الولادة  ت العديد من الدراساتاشار 

 / دقيقة او تباطؤ ضربات القلب 160( الى اكثر(Tachycardiaتسارع ضربات القلب 

Bradycardia))  تسارع  ،انقباضات تنفسية، واعراض تنفسية مثل الشخير ،دقيقة /100 اقل من

، ثانية  20لاكثر من  مرة/ دقيقة او انقطاع التنفس 60اكثر من إذ يكون  ((Tachypneaالتنفس 

انتفاخ  ،البكاء بصوت عال   وأالبكاء الشديد بتتمثل ركزي الجهاز العصبي الم فضلًا عن اعراض

دم وجود ع ،قلة القدرة على الرضاعة ،ي الكسلاعراض اخرى وه فضلاً عن ،اليافوخ وحدوث تشنجات

اق وانتفاخ ـــــازرق، انخفاض درجات الحرارة وأ م˚38اكثر من  درجة الحرارةارتفاع  ،حركات تلقائية

 Bhagat et al., 2015)وتخشب الرقبة  فقدان الوعي معصداع شديد وتقيؤ ونوبات و  البطن

Dashti et al., 2017; Kumar et al., 2018;) 

 الفحوصات الكيميائية لمرضى التهاب السحايا 5-2:

تكون نسبة سكر الكلوكوز فيه  CSF لسائل الكيميائية بالنسبة ان الفحوصاتبينت البحوث 

خلية/ ملمتر   10نــــــاكثر م وعدد كريات الدم البيض %50 دم تقريباً ــــــه في بلازما الــــــاقل من نسبت

 ،Bhagat et al., 2015)) دسي لتر ملغرام/ 80في حين تكون نسبة البروتين  اكثر من  ،مكعب

تكون  البية الحالات المصابة بالسحاياالى ان غأشار فقد  Ma and Yohoshuva (2016) اما

واكثر  اليةعنسبة البروتين  تكون في حين ، اقل من نسبة الكلوكوز بالدم  CSFنسبة الكلوكوز في

الكيميائية التي يجب  الى ان الفحوصات Khan et al. (2017a)أشار  .من نسبته في مصل الدم
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 واقل من ا بنسبة ةضالتي تكون منخفبة سكر الكلوكوز هي نس CSFها على عينة السائل ؤ اجرا

دسي ملغرام /  60ازدياد في مستوى البروتين الى اكثر من او يساوي  ،/دسي لترملغرام  40يساوي 

 .مكعب واحد ملمترخلية/  100تكون اكبر من او يساوي  فحص عدد كريات الدم البيضوان  ،لتر

 الى  CSFقسم كمية  إذ ، CSFالى كيفية التعامل مع عينة Dashti et al. (2017كما اشار )

 تقنية عمالاو است كرام بصبغةتصبيغه الفحص الزرعي و  باستخدامالجزء الاول  فحص، يتم ينأجز 

اما الجزء الاخر فتجرى له  ،PCR Polymerase chain reaction تفاعل البلمرة المتسلسل

دسي لتر وفحص ملغرام/  40التي  تكون اقل من او يساوي فحوصات قياس نسبة  سكر الكلوكوز 

اما فحص عدد كريات الدم  ،دسي لتر/ملغرام  80البروتين والتي تكون اكثر من او يساوي نسبة 

فقد  Kumar et al. (2018)اما  ،/ ملمتر مكعبخلية  300التي تكون اكثر من او يساوي  البيض

ملغرام/   56بلغ  بالسحايا صابينالاشخاص المCSF معدل نسبة سكر الكلوكوز في ان اشار الى 

 فكانالبروتين نسبة  اما معدل ،ملغرام /دسي لتر  75في حين كانت النسبة في الاصحاء، دسي لتر

 .دسي لترملغرام/  46دسي لتر في حين كانت في الاصحاءملغرام/ 174

 الانواع البكتيرية المعزولة من مرضى التهاب السحايا  :6-2

 الانواع السائدة  1-6-2:

 Genus: Staphylococcusجنس المكورات العنقودية  1-1-6-2: 

تتواجد بشكل مفرد او  ،مايكرومتر (0.5–1.5) المكورات العنقودية بين تبلغ اقطار خلايا

ت غير منتظمة على شكل عناقيد ( خلايا وتكون تجمعا3-4ازواج او بشكل سلاسل قصيرة من )

 لا ةاختياري ،ونة للكبسولة او محدودة التكوينمك، غير متحركة ،كرام صبغةوهي موجبة ل، عنب

 Staphylococcusو  Staphylococcus aureus subsp. anaerobiusهوائية فيما عدا

saccharolyticus 10بوجود  تنمو العنقودية المكورات سلالات معظم، فهي لاهوائية اجبارية% 
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 تمتاز كونها موجبة لفحص الكاتليز م.˚40-18بين  حرارة ودرجة NaCl كلوريد الصوديوم ملح من

Catalase وسالبة لفحص الاوكسديز Oxidase (Carroll, 2013). 

الدم  اتو ذ جلد والاغشية المخاطية للحيواناتالجلد وغدد ال على وبشكل رئيس تتواجد طبيعياً 

لنوع الخاص مد على ااذ يعت ،اً او واسع اً لعنقودية ربما يكون ضيقمعدل تواجد بكتريا المكورات ا، الحار

( الجبن ،بالحلي ،الحيوانية المختلفة مثل )اللحم يمكن ان يعزل من المنتجات بعضها ،او تحت النوع

وكذلك من  ،الماء الطبيعي ،الهواء ،الغبار ،الرمل ،ر البيئية المختلفة مثل )التربةوكذلك من المصاد

 . ( (Lee et al., 2018الملابس(

الحصف  ،الدمامل اراض منهـــــب الامــــــهازية تسبــــــانت وديةـــــورات العنقـمكواع الـــــعض انــــبتكون 

ضلة ــــعو  لبقـــــالتهاب ال قي،ـــــالنم و ـــــاب العظــــــالته ،اب الرئةـــــالته ،لال البشرة السميـــــانح، )داء جلدي(

، روستاتالبب التها ،التهاب المثانة ،التهاب الثدي الأمعاء،التهاب ، التهاب شغاف القلب ،القلب

، لدــــضلات والجـــــراجات العـــخ ،رثم الدمــــتج ،هاب السحاياـــالت، خــــالتهاب الم ،عنق الرحمالتهاب 

 Yarwood et al., 2002) الجهاز العصبي المركزي  هابـــ، التالتناسلية البولية المسالكالتهاب 

Josse et al., 2017;.) 

 Staphylococcus epidermidisبكتيريا  :1-1-1-6-2

د جاذ تتوا، ارة وهي من البكتيريا المتعايشةكونها غير ض S.epidermidis تمتاز بكتيريا

ة عند استعمال اجهزة الاعطاء والاجهز  لا سيماتحت ظروف معينة و و ، بنسبة كبيرة على جلد الانسان

مرضية  وظهورها بشكل بكتريا ،عتها الاستعمار والغزو والانغراسالانسان باستطا المزروعة في جسم

Büttner et al.,2015).)  تصنف بكترياS.epidermidis سالبة لاختبار تخثر البكتيريا ال مع

في احداث  دور بارز لها Coagulase Negative Staphylococcus (CoNS) بلازما الدم

 (.(Namvar et al., 2014وعة نعود الى امتلاكها عوامل ضراوة متوالتي ت، الاصابات السريرية

بة في ـسالمكت ق العدوى ـــــرض التهاب السحايا عن طريــم S. epidermidisتسبب بكتيريا 
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على تكوين الغشاء  وذلك لقدرتها ،((Noguchi et al., 2018الاعطاء باجهزة  لاسيماالمستشفيات و 

ان تنتشر ومن خلية واحدة ممكن  ،الطبية المغروسة داخل جسم المريضالحيوي على الاجهزة 

، الدم مرض تعفن الى التي تؤديالجسم بوساطة مجرى الدم لتبدأ الاستعمار في اماكن مختلفة من 

 .Becker et al., 2014)والتهاب السحايا والتهاب عضلة القلب )

 Staphylococcus epidermidisعوامل الضراوة لبكتيريا  :1-1-1-1-6-2

 Proteaseانزيم البروتييز. 1

تيدية واشتراكه هما تزويد الكائنات الحية بالمغذيات الببوظيفتين رئيسيتين  البروتيزيمتلك انزيم 

وتمتلك  .(Martnez-Garcia et al., 2017) مراضية بوساطة ميكانيكيات مختلفةفي احداث ا

الذي ، Serine proteaseانواع من البروتينات وهي سيرين بروتييز ةثلاث S.epidermidisبكتريا 

 زبروتي وسيستين  Antimicrobial peptides (AMPs)رياـلبكتلـ ادةـضمال يداتبتالب لليح

Cysteine protease EcpA  الذي يحلل مولد الليفينFibrinogen وعامل نظام المتمم C5 

((Lai et al., 2007; Dubin et al., 2001، وبروتيز المعدني (Metalloprotease (SepA 

 (.(Operon Martnez-Garcia et al., 2017 بوساطة فرـــــــوية تشـــــــارج خلــــــوهي انزيمات خ

2.Fatty acid modifying enzyme activity  

-Fatty acidلاحماض الدهنية لالمحورة الانزيمات  S.epidermidisبكتريا تفرز 

modifying enzyme (FAME)  ادةالمضسمية الاحماض الدهنية  تعمل على ازالةالتي 

ن البروتينات او الجينات المسؤولة عن  ا  (Chamberlain and Brueggemann, 1997)للبكتريا

 .(Otto, 2012)غير معروفة  FAMEفعالية 
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3. Toxins 

 امتلاكها ذيفان الى S.epidermidis لالات السريرية لبكترياـية الســـراضتعود معظم ام

Enterotoxin – like toxin (SEIL)  ذيفانو  Enterotoxin C3(SEC3) ًعن فضلاDelta 

toxin (Vuong et al., 2004) . 

4. Phenol – soluble modulins (PSMs) 

ورات العنقودية ــــــواع المكـــــواجد في انـــــتت ريةــــــيدات حلزونية امفوتيــــببت PSMsتعد مجاميع 

 اتــــــوكينــــــتـــــير السايــــير تعبــــــيض وتغيـــــــدم الحمر والبــــــات الــــــريـــــل كـــــة على تحليــــــلولها القاب

Vuong et al., 2004).) 

5. Poly- γ– glutamic acid (PGA) 

ط ــــــبــــــذي يرتــــــال يكــــــوتامــــــض الكلـــــــن حامــــــررة مــــــدات متكــــــوحمن  PGAون ـــــــيتك

ي ــــــف  PGAواجدـــــيت ،((Ashiuchi and Misono, 2002 يلـــــوكســـــموعة الكاربــــمج اطةــــوســــــب

 Halophilic حــــــملـــــة للــــــريا المحبـــــــي البكتــــــف ماـــــلا سية و ـــــــقــــــنات الدقيــــــن الكائــــــد مـــــــديــــــلعا

Oppermann-Sanio and Steinbüchel, 2002)). قد  2005عام  منذ وثـــــالبح ورغم ان

حالياً  يعد الا انه حاليا Bacillus anthracisكتريا ب في فقط فــــاكتش لـــــالعام ذاـــــه ان اشارت الى

ماية ـــــعلى ح PGA. يعمل S.epidermidis (Kocianova et al., 2005) ترياـــــبك في اً مكتسب

ي ــــــف. (Makino et al., 1989)البلعمة  ليةـعميما لاسمة المناعية ــهرب من الانظتن الــــالبكتريا م

 S.epidermidisريا ـــــتـــــــي بكــــــف  PGAان Kocianova et al. (2005)ة ـــــدراس تار ـــــــن اشــــــحي

بتيدات ـــــتريا للبــة البكمهم لمقاوم ودهـووج ،( D- and L-glutamic acidدات )ــــــون من وحــــــيتك

 وي.ـــــوين الغشاء الحيـيس له دور في تكـــــالا انه ل، دلة في جسم المضيفــــضادة والخلايا العـــــالم
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6.  Teichoic acid (TA) 

 Phosphateمن وحدات الفوسفيت تريا الموجبة لصبغة كرام ويتكون يوجد على سطح البك

ك دور مزدوج في بكتريا المكورات ـــــض التكويـــــلحام .((Otto, 2012 الرابيتول او الكليسرولو 

 هابوالالت والاستعمار لتصاققودية وهو دور فسيولوجي وامراضي اذ يشارك في عملية الاالعن

Weidenmaier and Peschel, 2008; Gross et al., 2001))،  في بكتريا يعمل و

S.epidermidis على الالتصاق بالفايبرونكتين Hussain et al., 2001)). 

7. (Embp) Entracellular matrix-binding protein 

يبلغ ي ــــــلتاملاقة ــــات العـــــو من البروتينـــــــوهة البروتينات المرتبطة بين خلوي من Embpيعد 

يتضمنه جزء بروتيني يبلغ وزنه الجزيئي  ،((1MDa Williams et al., 2002 وزنها الجزيئي

460KDa  كيلو دالتون مسؤول عن عملية الغزوChristner et al., 2010))،  ًهعن دور  فضلا 

تكوين  مع خلالـــــلة الالتصاق والتجـــــمرح وله دور في Fibronectin كتينـــــالالتصاق بالفايبرون في

 .((Christner et al., 2010; Williams et al., 2002 الحيوي الغشاء 

  Staphylococcus aureusبكتيريا  :2-1-1-6-2

غير متحركة تستوطن منطقة المنخرين وطيات الجلد  ،وهي مكورات موجبة لصبغة كرام

 نـــــة والدواجــــــام والماشيـــــط والاغنــــلاب والقطــــــاطة الكـــــمل بوســـــكن ان تحــــــويم ،والقناة الهضمية

(Van Belkum et al., 2009 Weese and Duijkeren, 2010; .) تسبب بكترياS.aureus 

 اذ تؤدي الى التهاب حويصلات التهاب الجلد والانسجة الرخوة والتي تكون اكثر الامراض شيوعاً 

عن التهاب  فضلاً  Scalded skin syndromeومتلازمة تقشر الجلد  (Folliculitis)الشعر 

 Toxic Shockتجرثم الدم ومتلازمة الصدمة الذيفانية، م والمفاصلاانسجة بطانة القلب والعظ

Syndrome (TSS) (Khan et al., 2017a.) 
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الذي  Hyaluronidaseالتهاب الجروح من خلال امتلاكها انزيم  S.aureus تحدث بكتريا

 ،(Neuman et al., 2011) الرخوة في الجلد والانسجة  Hyaluronicيعمل على تحلل حامض

اشار اليه  ذا ماـــــوه Adhesion factorالعديد من بروتينات عوامل الالتصاق  فضلًا عن امتلاكها

Foster et al. (2014) وAl-Mebairik et al. (2016)يحدث  ما ا ًـوء المرض غالبـــان نش . إذ

لذا فان  فــــوتكوين المستعمرات في انسجة المضي اسنغر الاتبعه ـثم ي ترياـــــالبك صاق خلاياـجة التـــــنتي

كان ــــــقة الببتيدوكلايـــــبطب مياً ـــوالمرتبط تساه S.aureusة لبكتريا انواع بروتينات الالتصاق الرئيس احد

 Microbial surface component recognizing adhesive matrixيطلق عليه هو ما

molecules (MSCRAMMs) لذي يعمل على الالتصاق بالمواد الخارج الخلوية للمضيف مثلوا 

 .الفايبرينوجين والكولاجينو الفايبرونيكتين 

وحماية  وامل الضراوةــــعد احد عـــــالذي ي Protein A روتينــــب S.aureusتمتلك بكتريا 

البكتيرية على ويساعد الخلايا ، (Votintseva et al., 2014)من الجهاز المناعي البكتريا 

ون ــــــيلو دالتـــــك 42ه الجزيئي ـــــويبلغ وزن، (Claro et al., 2013)يف ــــــالالتصاق بخلايا المض

 Fibronectin binding protein A, B (FnBPين ــــــاما بروت ،spaدعى ــــــفر له جين يــــــويش

A, B) ورات ـــــسلالات المكفي وي ـــــوين الغشاء الحيــــــات التي تشارك في تكتينرو ـــــيعد من الب

 .(Al-Mebairik et al., 2016) ة للميثاسلينـــــة المقاومـــــالعنقودي

 Staphylococcus haemolyticusبكتيريا  3-1-1-6-2:

احدة من اهم وو  (CoNS)هي مكورات غير مخثرة لبلازما الدم و  S.haemolyticusبكتريا 

دم ـرى الـمجفي الاعطاء  ن أجهزةـالناتجة م اضر ـمالا ترك معـشعدوى المستشفيات اذ ت مسببات

(Takeuchi et al., 2005) ،ريا ـــــــسبب بكتــــــتتS.haemolyticus و من ـــــــهم الدم و ــــــمتس

 Dellinger et al., 2008) ياتشفن بالمستـــــــيدـرضى الراقــــــي المــــــف اةـــــــبب الوفتسابات التي صالا

(Fei Da et al., 2017;،  ون ـــــــالبريت شاءـــــاب غـالتهو Peritonitis، اب الاذن ــــــالتهOtitis، 



 13                                                                                                        استعراض المراجع: الثانيالفصل 

 

 Ocular infection نـــــــياب العــــــوالته Urinary tract infection ةـــــــجاري البوليمهاب الالت

Makki et al., 2011) Panda and Singh, 2016;.) 

تراكيب متنوعة على سطحها الخلوي مثل  S.haemolyticusبكتريا تمتلك 

Lipoteichoic acid عن  يكون مسؤولاً  الذيكرام  صبغةودة على سطح البكتريا الموجبة لالموج

تمتاز  .((Fournier and Philpott, 2005تسمم الدم مثل الحمى ل المصاحبةبعض الاعراض 

يع معظمها تستطف وان ـيوح خلايا المضـبقدرتها على الالتصاق على سط S.haemolyticusبكتريا 

 Protease والبروتيز Lecithinase سثنيزــالل انتاجها انزيم فضلا عنة، ان تنغرز بالخلايا الطلائي

Krzyminska et al., 2015).) ةــــظــــــوين المحفــــــمات لتكــــــاء انزيــــــر لبنــــــفـــــنات تشـــجي اـــــوله 

Poly-γ-glutamate capsule لبكترياا اتمضاد التي تقوم بحماية البكتريا من ببتيدات 

Takeuchi et al., 2005)). 

 Staphylococcus hominis  بكتيريا 4-1-1-6-2:

 (CoNS)دم ــــــلازما الــــــرة لبــــــر مخثــــــورات غيــــــي مكــــــه S. hominisريا ـــــكتـــــب

(Szczuka et al., 2018)،  ضة ممر  ولكنها انتهازية، جلد الانسان والاغشية المخاطيةاذ تستوطن

ناعة المنخفضة ــــــدى الاشخاص ذوي المـــــــع من الامراض لـــــداث مدى واســــــقادرة على اح

(Szczuka et al., 2014) ،اب الته، غشاء البريتون  ،بطانة القلب، وتسبب اصابات مجرى الدم

لال ــــــشفيات من خـــــالمستبب عدوى ـــــتس، (Becker et al., 2014) العظام والتهاب المفاصل

الأدوات لك ـــــعلى ت Biofilmوين الغشاء الحيوي ـــــتك لا عن قدرتها علىـــــالطبية فض دواتالا

(Szczuka et al., 2014)، الطبية او على انسجة  دواتتكوين الغشاء الحيوي على الا ويعد

 S.hominis (Fredheim et al., 2009 ترياــــــراوة بكـــــــوامل ضـــــــم عـــــــف من اهــــــــالمضي

Szczuka et al., 2014;.) 
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 ها البكترياــــــالتي تكون Polysaccharide intercellular adhesion (PIA)ادة ــــــم ثلـــــمت

 ضلاً ــــــوي فــــــشاء الحيــــــوين الغــــــفي تك دوراً  ica operon يرون ـــــمات التي لها اوبــــــاطة الانزيــــــبوس

فانات ــــــها الذيــــــذلك انتاجـــــــوك Invasion زوــــــالغو  Adhesionدرة البكتريا على الالتصاق ــــــعن ق

الطلائية للمضيف  دث ضرر للخلاياــــــي تحــــــالتو  Extracellular toxinsوية ـــــــخارج خل

(Szczuka et al., 2018) . 

 Staphylococcus warneriبكتيريا  5-1-1-6-2:

 Kloosو Schleifer بلـــــــن قــــــــم 1975ام ــــــع S.warneriريا ــــــــتــــــت بكــــــــفـــــوص

(Kloos and Schleifer, 1975)، الدم  اـــــــلازمــــــرة لبـــــــثــــــير المخــــــا غـــــــتريــــــن البكـــــد مــــــاذ تع

(CoNS)(Campoccia et al., 2010.)  توجد بكترياS.warneri  على جلد الاشخاص الاصحاء

Nagase et al., 2002))دمن مسحات الانف اذ يعو سنان تعزل من اللعاب والا ، ويمكن ان 

 .S.hominis (Ohara-Nemoto et al., 2008)و S.epidermidisتواجدها شائعا بعد بكتريا 

تجرثم الدم الناتج من عدوى المستشفيات المقترنة بوجود اجهزة  S.warneriبكتريا  تسبب

 اجهزة غسيل الكلى والتهاب بطانة القلب والتهاب السائل النخاع الشوكي طراتسطرة مثل مقسالق

CSF Kuvhenguhwa et al., 2017)).  تمتلك العديد من عوامل الضراوة منها تكوينها جزيئات

التي Slime والتي تعرف   Extracellular polysaccharideمن سكريات متعددة خارج خلوية

طرة سالقدوات أوتكوين المستعمرات على ، الاسطح البلاستيكية الملساءتسمح للبكتريا بالالتصاق على 

اعية ـــــراف الاصطنـــــلب والاطـــــط نبضات القـــــضبوأدوات اعية ـــــلبية الاصطنــــــالق والصمامات

Cunha et al., 2006; Vogel et al., 2000)). 

 للمضادات الحيوية   .Staphylococcus sppبكتريا عزلات مقاومة  2-1-6-2:

نتشار الواسع في المقاومة للمضادات الاظهور و الالامراض المعدية الى الوفاة الا ان  تؤدي

ان التقديرات (. 201et alSalinas -Campanini ,.8) الحيوية ادى الى ارتفاع نسبة الوفيات



 15                                                                                                        استعراض المراجع: الثانيالفصل 

 

 ةحيويللمضادات ال ةكتيريا المقاومتكون الامراض التي تسببها الب 2050ان بحلول  الى تشير ةالسنوي

 . )Neill, 2014) ’Oةفي السنعشرة ملايين حالة تصل الى 

حالة وفاة بفعل  سجلت  1949في عام هان Levinsonand  Griffth (1949)أشار 

S.epidermidis  وهذا يعود الى امتلاكها انزيمPenicillinase  الذي يشفر له  جين يطلق عليه

blaZ،  ًعن التعبير الاضافي للبروتينات المرتبطة بالبنسلين  فضلاPenicillin binding protein 

(PBP) اربابنيم( مما يؤدي والك والتي تعمل على زيادة مقاومة البكتيريا )للبنسلين والسيفالوسبورينات

 PBP2 نع  ويتم التعبير ايضاً  ،يزيد من مقاومتها للارتباط بالمضاد الحيوي مما  PBPقلة الفة  الى

 على العناصر الوراثية المتحركة الذي يكون محمولاً  mecA polymorphismبفعل جين 

obile  genetic element  designatedM 2000) .,et al(Katayama .  

من اهم المضادات التي  اً ان البنسلين يعد واحد Corse and Williams (1968اشار )

 1968الا انه في عام   Staphylococcusانتخبت  لمعالجة الاصابات التي تحدث بفعل بكتريا 

وهما  وهذا يعود الى اليتين ،البنسلينات ةاصبحت هناك زيادة عالية في مقاومة البكتيريا لمجموع

-βين بوساطة تحليل حلقة الذي يعطل عمل البنسل β-lactamaseالبيتا لاكتاميز لانزيمانتاجها 

lactam ring  الالية الاخرى المرتبطة بالعزلات البكتيرية  البشرية تتمثل بامتلاكها جين للمضاد و

mecA الذي يشفر الى البروتين المرتبط بالبنسلين Penicillin-binding protein PBP2a)) 

(Olsen et al., 2006.)  كما اشارBecker et al. (2014) ان البكترياCoNS   المعزولة من

ة للعديد من العناصر الوراثية التي تكسبها صفة المقاوم اً المصادر البشرية والحيوانية تعد مستودع

رة للانسان والتي تعد ذات اهمية كبي ،ليست فقط لمضادات البيتا لاكتام وانما لجميع المضادات الحيوية

 .يساعد على انتشار المقاومة يعة مماوذلك بسبب قابليتها على الانتقال في الطب

تريا السالبة لصبغة كرام عن مقاومة البكتريا الموجبة لصبغة كرام اذ كمقاومة الب تختلف

تتضمن اكثر اليات مقاومتها هو تغيير موقع الهدف في حين تمتاز البكتريا السالبة انتاجها انزيمات 
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قل الافقي لمجموعة ــــــان النو  ،(Fisher and Mobashery, 2016; Ogawara, 2015) المقاومة

 اً ودعـــــمست CoNS رياـــــيعمل على جعل بكت Staphylococcusبين انواع بكتريا  Sccجينات 

  CoNSرياــــــوبكت S.aureusدث بين بكتريا ـــــيح قلــــــوع من النــــــهذا النان و  ماـــــلاسي ،جينات المقاومةل

 ريال بكتــــــن قبـــــيوية مـــــضادات الحــــــقاومة للمــــــع في المــــــار سريـــــهور وانتشـــــالى ظ ؤديـــــذا يـــــوه

CoNS (Fowoyo and Ogunbanwo, 2017).  

 CoNSان مقاومة بكتريا  Kaiser et al.  (2004) وVon Eiff et al. (2000) أشار 

 Clindamycinو Ciprofloxacin و Oxacillinو  Penicillinومنها للمضادات الحيوية

 .ى امتلاكها انزيم البيتا لاكتاميعود ال Gentamicin و Erythromycinو

فان حدوث طفرة نقطية في الوحدة الصغيرة  Linezolid اما فيما يتعلق بالمضادات

rRNAs23 تؤدي الى مقاومة البكتيريا CoNS  2014للمضاد الحيوي) ,.et al Becker) .

الى المضاد الحيوي  Staphylococcus  بكتيريا ةحساسي نا et al O'Brien. 200)2 (أشار

acid Fusidic عود الى ارتباط المضاد بعامل الاستطالة تlongation factor G E  يثبط  من ثم  و

عن طريق  دات يكون ، وان مقاومه البكتيريا للمضاةالببتيدات خلال مرحله الترجم  يقتخل تحضير

تمنع عمليه ارتباط المضاد  لذا Gة الذي يشفر الى عامل الاستطال fusAفي جين  ةكروموسومي ةطفر 

 Rifampicinللمضاد  Staphylococcusالبكتيريا  ةاما مقاوم. Koripella et al., 2012)به )

 ةدـــــشفر الى وحـــــالذي ي LIpoBين ــــــلج ةراءـــــق القــــــنس اطقـــــفتعود الى احداث طفره نقطيه في من

β-RNApolymarase، تعمل على الارتباط بالمضاد الحيوي  ةوالتي ينتج عنها احماض اميني 

(Tupin et al., 2010). اماButaye et al. (2003)  و(Connell et al. (2003  فقد أشاروا

جينات  البكتريالاك يعود الى امت Tetracyclineللمضاد  Staphylococcus مقاومة بكترياان  الى

 التي تكسب الخلايا البكتيرية حماية للرايبوسومات فضلا عن تفعيل مضخة الدفق otrو  tetقافزة  

 .Active efflux pumpالفعالة
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 Pan and Fisher (1998)أشار كل من فقد  Fluoroquinolonesاما مضادات 

للمضاد يعود الى طفرة كروموسومية  Staphylococcusان مقاومة بكتريا  الى Lowy (2003)و

 لانزيم pareو parcو DNAgryase لانزيم gryAو gryBللوحدات الفرعية والتي تتمثل 

Topoisomerase في مقاومة البكتيريا للمضاد  اً رئيس دوراً  ؤديوالتي تFluoroquinolones 

 . Multi drug efflux pumpفضلا عن حث مضخات الدفق المتعدد للادوية

الذي و  /Sulfamethoxazole Trimethoprimان المضاد  Huovinen  20)01(أشار 

lateoihydrofD ممن خلال تثبيط انزي olic acid Fيعمل على تثبيط تخليق حامض الفوليك

  R)Freductase (DH وانزيم )(DHPS ihydropterot synthaseD  اللذان يشفران لهما من

تعود الى امتلاكها  ةان جميع اليات المقاوم .Bdfr ,dfrk G,dfr A,dfrخلال الجينات المكتسبة 

او  odification targetM او تحوير الموقع المستهدف lactamase-β  انزيمات البيتا لاكتاميز

 nzymatic Eةللادوي او التعطيل الانزيمي Active efflux pump  تفعيل مضخة الدفق

deactivation  بالبنسليناتاو تحويل بروتينات الارتباط Penicillin binding protein 

(5Hooper and Jacoby, 201 ;2017 Foster,.) 

 على تكوين الغشاء الحيوي  .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات قابلية  3-1-6-2:

نتاج ضها بوساطة االغشاء الحيوي بانه مجموعة من خلايا بكتيرية التصقت مع بعيعرف 

 لويةخ الخارج خلوية تتكون من السكريات والبروتينات والمادة النووية الخارج خليط من المواد

extracellular DNA (eDNA) (Otto, 2013)،  ن متبدأ وهذه الطبقات العدة تتكون في مراحل

 Quorum ابالنصرسال اشارات تعرف بادراك ا نتيجةالتصاق الخلايا البكتيرية وتكاثرها ونضجها 

QS)( ensingS  تنظيمها ية باخرى و والمسؤول عن تكوين الغشاء الحيوي نتيجة اتصال خلايا بكتير

 Rohdeاشار في حين  (.;Foster, 2016 Ammann et al., 2018) إشارةسال بشكل يسمح بار 

et al. (2010) و Harris et al. (2016)ان تكوين الغشاء يحدث بثلاث مراحل تتمثل بالتصاق  الى
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ها وتكوينها كتيرية مع بعضطح وتكوين مستعمرات يتم من خلال تراكم الخلايا البالبكتيريا على الس

من طبقات متعددة من المواد الخارج خلوية ثم نضجها وفك تركيب  ةثلاثية الابعاد مكون تراكيب

 أخرى.صال الخلايا لاستيطان مناطق الغشاء الحيوي وانف

بكتريا  الغشاء الحيوي فيان تكوين فأشار الى   Arciola et al. (2001)اما

Staphylococcus  يعود الى انتاجها للطبقة اللزجةSlime layer   كبسولةفضلا عن تكوينها، 

الذي  (PIA) الخلوي  بين الالتصاق متعدد الذي يشفر الى سكريد ica يتوسط تخليقها اوبيرون و 

. اشارت Glucosaminyl transferaseبفعل انزيم  β-1-6 glucosaminylglycan من يتكون 

والتراكم   Attachmentالعديد من الدراسات ان تكوين الغشاء الحيوي خلال مرحلة الالتصاق

Accumulation  النضوجوMaturation   بوساطة العديد من المواد منهايتم (PIA) 

(Heilmann et al., 1996; 2003) و (Aap) و (Embp)(Rohde et al., 2005 

Christner et al., 2010; ،)يرية ــــــكتا البــــــلايــــال الخصــــــفــــــوان كاــــــفكــــــنة الاــــــلــــــمرحي ــــــاما ف

  (FnBPA, B)و ((Serine protease Iwase et al., 2010 ةـــــطاـــــــون بوسكــــــفت

(Geoghegan et al.,   2013)   و    (EcpA) وMetalloprotease  (SepA)   

(Martinez-Garcia, 2018). 

 (PSms)فقد اشار الى دور كل من   Otto (2012)و Periasamy et al. (2012)اما 

في تحلل  Staphylococcusبكتريا  المنتج من Surfactant peptides المستحلبات وببتيدات

 Moormeier et al. (2014)وهذا ما اشار اليه  ،اء الحيوي داخل وخارج الجسم الحيتركيب الغش

في المرحلة الاولى من تكوين الغشاء الحيوي بينما على النقيض  اً يكون حساس Proteaseان انزيم 

عمل على فرط انتشار ت Cell surface associated proteinsبروتينات سطح الخلايافان من ذلك 

ية مؤلفة من نيا بشكل بالخلايا البكتيرية التي فيما بعد تصل الى مرحلة النضوج اذ تترتب الخلا
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 لغشاء الحيوي يتضمن تكوين ا، في تحلل الغشاء الحيوي  Proteaseثم يبدأ عمل انزيم  طبقات عدة

 :مجموعة من المركبات

1.  PIAة في بكتريا وهو احد السكريات الرئيسS.epidermidis سكريات والذي يدعى ب

 -Polyاو  Polysaccharide intracellular adhesionدة بين الخلويةالالتصاق المتعد

N-acetyl glucosamine جين  يشفر له من قبل يذالica  اوبرون icaA, D, B ,C)) 

Conlon et al., 2002)) ًبتيدات المضادة للبكتريايقلل من فعالية الب وجوده ان ، مشيرا 

 .والقضاء من قبل الخلايا العدلة في جسم المضيف

2. Bap/BhP Bap homologue protein  يعدBap/Bhp  احد اكثر عوامل الضراوة

في تكوين الغشاء الحيوي ويدعى ببروتين المشارك في  وله دور S.epidermidisلبكتريا 

ببروتين  ويدعى ايضاً  ،Biofilm associated protein (Bap)تكوين الغشاء الحيوي 

مع جــــــق والتصاــــــساهم في الالتــــــوي ،كيلو دالتون  239ويبلغ وزنه الجزيئي  الالتصاق السطحي

فقط في  bapجين  يتواجدو  ،((Cucarella et al., 2001 وي ـــــاء الحيــــــوين الغشــــــد تكــــــعن

هاب الضرع ــــــار المصابة بالتــــــن الابقــــالمعزولة م S.aureusو S.epidermidisسلالات 

(Tormo et al., 2005)ي اك بروتين يضاهــــــ. وهنBap يدعىBhp   الذي يتواجد في

وي ــــــشاء الحيــــــن الغـــــي تكويـــــاهم فـــــيس نه لاـــــــلك ،S.epidermidisت لالاــــــعض ســـــب

Lasa and Penades, 2006).) 

 الالتصاق على .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات قابلية  4-1-6-2:

وهذا يعود الى  ،والصناعيةبجميع الاسطح الطبيعية  البكتريا القابلية على الالتصاق تمتلك

اذ ان التصاق البكتريا على اسطح الانسجة الرخوة وتجويف  ،عدة اسباب اهمها هو محاولة البقاء حية

 .((Busscher and Van der Mei, 2012البكتريا  الفم والاسنان تعد عملية حفاظ على عيوشية

مل ضراوة مهم عاي تكوين الغشاء الحيوي لذلك يعد خطوة البداية ف يمثل التصاق البكتريا بالاسطح
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اذ ان المرضى الذين يعانون من نقص المناعة او  ،ذا كان مضيف الالتصاق هو الانسانا لاسيما

ثر ن اكطرة وهما يعداسالمرضى المسنين الذين تجرى لهم عمليات جراحية او استعمالهم انابيب الق

  .(Busscher and . Van der Mei, 2009)  لتصقةضررا بفعل البكتريا الم

فيز البكتريا الملتصقة على انتاج خليط من ـــــود الى تحــــصاق تعــــــراوة عملية الالتـــــان ض

السكريات ل مث Extracellular polymeric substances (EPSs)المواد الخارجية الافراز 

 ،(Flemming and Wingender, 2010) ون ـــــووية والدهــــــالمتعددة والبروتينات والاحماض الن

وين ـــــكؤدي الى تـــــريا الملتصقة يــــــبل البكتــــــعدد من قــــواد او البوليمرات المتـــــاج هذه المـــــــان انتو 

ية ـــــمة المناعــــظـــــوية والانـــــادات الحيـــــعلها اكثر مقاومة للمضــــغشاء الحيوي مما يجــــال

((Rodriguez-Martıinez and Pascual, 2006. ل عـــــم بفـــــطح تتـــــتصاق البكتريا بالاســــال

وفي بعض  ،(Tchesnokova et al., 2011)وعية ـــــئات نـــــجزي هاــــلايا وامتلاكــــداخلات بين الخـــــت

 قوى فاندرفالز ،نوعية منها قوى الكتروستاتيكية او غير نوعيةوسط بين هذه التداخلات قوى الاحيان يت

 .Brownian motion force ((Bos et al., 1999 عن قوى الحركة البراونية فضلاً  هيدروجينيةو 

 Acetylان وجود مجموعة الاستيل  Flemming and Wingender (2010)في حين اشار

group في السكريات المتعددة الخارج الخلويةEPs  سكريات  تعمل على زيادة الالتصاق فضلا عن

ح ق على الاسطزيد من قابلية البكتريا على الالتصاالذي ي (PIA) الالتصاق المتعددة بين الخلوية 

 الحية وغير الحية. 

ق البكتريا في عملية التصا  Amyloidفقد وجد دور Otzen and Nielsen (2008اما )

 DNA الى دور المادة النووية  Vilain et al. (2009اشار )في حين على سطح خلايا المضيف. 

 نالفايبرينوجي فقد اشار الى دور بروتين ربط Vaudaux et al. (1995. اما )في عملية الالتصاق

Fibrinogen binding protein يسمى عامل التكتل  او ماClumping factor (clfA, B) 

B,A بكتريا  فيS. aureus  على الالتصاق بسطوحPolyethylene  وPolyvinyl،  تصاق لالاو



 21                                                                                                        استعراض المراجع: الثانيالفصل 

 

الموجودة على سطح خلايا المضيف  Collagenو Fibronectinو  Fibrinogenبطبقات

((Darouiche, 2004 . أشار في حين(Heilmann et al. (1997 الى دورAutolysin 

epidermidis (ATlE)  في التصاق بكترياS.epidermidis  على سطوحPolystyrene  ولكن

ر واشا .تصاق البكتريا على كلا السطحينيعمل على الفأنه  Teichoic acidاما  ،ليس الزجاج

(Harapanahalli et al. (2015  الى ان التعبير الجيني لجينicaA في بكتريا S.epidermidis 

 Polymethacrylate. من وسط Polyethylene يكون بشكل اعلى في الوسط الحاوي على اسطح

تتوسط عملية الالتصاق على   MSCRAMMSالى ان  Hall-Stoodley et al. (2004)أشار 

رية الموجودة ـــــــينات السكـــــتمثل بالبروتينات والبروتــــــبلات عدة تــــــسطح المضيف الحاوي على مستق

 Host extracellular وي للمضيفـــــــب الخارج خلـــــــقالالوية او ــــــدم والصفيحات الدمـــــــال افي بلازم

matrix .( اشارNuryastuti et al. (2011  الى قابلية السلالات البكتيرية التي تحدث

مار السطوح وتكوين من الالتصاق واستع  Biomaterial associated infection (BAI)اصابات

 . الغشاء الحيوي 

ان الخلايا البكتيرية لها القدرة على الاستفادة من البروتينات ومنها التي تطلق اثناء حدوث 

الجروح والالتهابات مما يساعدها على الالتصاق واستعمار المضيف والحفاظ على عيوشتها ويمكن 

 biofilm-like infect يوي ــان يطلق على هذه الخاصية بالعدوى الشبيهة بتكوين الغشاء الح

(Hall-Stoodley, 2004)،  ًالى ان مرحلة الالتصاق في بكتريا  مشيراS.aureus 

ى لاسطح الحية وغير الحية وعليموحيوية لبوليمرات اتعتمد على الخصائص الك S.epidermidisو

 . سطح الخلايا البكتيرية يعةطب
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 بالتهاب السحايا مصابينالطفال الامن  ةوالمعزول سيادةالانواع البكتيرية الاقل  2-6-2:

      Escherichia coli :1-2-6-2 
 توطن القناة الهضمية للانسان والحيوانــــــرام تســــــك صبغةصوية سالبة لــــوهي بكتريا ع

Carroll, 2013))، البكتريا  وتعدE.coli  من النبيت الطبيعي لقولون الحيوانات ذات الدم الحار

وية متنوعة تسبب اصابات معوية وخارج معو  ،((Olesen, 2017مع المضيف  يةلبصورة تكافو 

راض ذي يعد من الامــــــاب السحايا الــالتهو  Bacteremiaرثم الدم ـــــولية وتجــــــالبة المسالك أصابفمنها 

جرثم لقدرتها على احداث ت ودوذلك يع ،الولادة يثيال حدفي الاطفما لا سيالمميتة في انحاء العالم 

 β-lactamase-(TEM-CTX) جـــــتنتي ـــــواع التنللا لاسيمااجز الدموي الدماغي ـــــونخر الحالدم 

 Blood brain barrierاختراق الحاجز الدموي الدماغيعلى  E.coliقدرة بكتريا ل ايضاً  ذلككو 

(BBB)  و  1 يعود الى امتلاكها الاسواط نوعP  وS (Fimbria Type 1, P, S)  وبروتين

Outer membrane protein (OMPA) وNew lipoproteins I (NlpI)  عامل التنخر و

والسكريات المتعددة المكونة  ،Factor1 (CNF1) Cytotoxic necrotizing Proteinالمعوي 

 ((O45, O1, O16, O7, O18تشترك مع الانواع المصلية ما التي غالبا   K1للكبسولة من نوع 

(Kim, 2016). 

Acinetobacter baumannii :2-2-6-2 
ي ـــــتواجد فــــهوائية ت، رامـــــسالبة لصبغة ك ،عصوية ،غير معوية A. baumannii بكتريا

المخاطية وفي بيئة  ة والافرازاتـــــة المخاطيــــد والاغشيــــزل من الجلـــــتع ما التربة والماء وغالباً 

وهي من البكتريا المتعايشة والشائعة في احداث عدوى المستشفيات ، (Carroll, 2013)المستشفى 

(Ceylan et al., 2017) ، تعدA.baumannii  من البكتريا الانتهازية لاسيما في الاشخاص

 Intensiveالمناعي والراقدين في وحدات العناية المركزة نون من ضعف الجهاز امرضى الذين يعال

care unit (ICVS)  (Humphreys and Towner, 1997) ، فضلا عن احداثها التهاب
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 Kim et al. (2009) أشار (.(Harding et al., 2018المسالك البولية والتهاب الانسجة الرخوة 

ى التهاب السحايا ـــــلمرضفي وحدات الرعاية الصحية  A.baumanniiان نسبة الاصابة ببكتريا الى 

 أشار اليهوهذا ما ، %15-71 ت بينـــــبة تراوحـــــات الى نســـــة الوفيــــــسبمع ارتفاع ن %10بلغ 

Ceylan et al. (2017) ا الجهاز العصبي المركزي ببكتريرتفاع نسبة الوفيات بسبب اصابات ا

A.baumannii .المقاومة للمضادات الحيوية 

Burkholderia cepacia :3-2-6-2 
غير مخمرة لسكر ، هوائية، غير متحركة، سالبة لصبغة كرامعصوية  B.cepaciaبكتريا 

لتي ات الدقيقة امن الكائن تعدتتواجد في الماء والتربة والنباتات الانتشار في البيئة و  اللاكتوز واسعة

 ةالغذائية مما يمكنها من البقاء حية في البيئة القاسيتنمو بصورة سريعة في البيئات قليلة المادة 

Jaafar et al., 2017) .)  

Pseudomonas putida :4-2-6-2 
هوائية غير مخمرة لسكر اللاكتوز تتواجد  ،ة لصبغة كرامــــــعصوية سالب  P. putidaاريـــــبكت

ر الاسطح استعماتمتاز بقابليتها على  ،(Khan et al., 2017b)في البيئات ومن ضمنها التربة 

ن لاسيما في الاشخاص الذين يعانو  وتسبب امراض عدوى المستشفيات ،اتيغير الحية في المستشف

غزو الجسم عن طريق الادوات الطبية الموضوعة  عن قدرتها على فضلاً  ،المناعي من ضعف الجهاز

 (.(Yoshino et al., 2011من البكتريا النادرة التي تسبب التهاب السحايا  وتعدفي المرضى 

Klebsiella pneumonia :5-2-6-2 
تكون شائعة في احداث اصابات كرام عصوية و سالبة لصبغة  K.pneumoniaبكتريا 

التهاب السحايا ولاسيما في الاشخاص الذين لديهم رضوض في الرأس واجراء عمليات جراحية في 

 ،((Barichello et al., 2014الجهاز العصبي والمرضى الذين لديهم ضعف في الجهاز المناعي 

 Ku et al. (2017)ذكر .فضلا عن احداثها التهاب الكبد القيحي والتهاب الرئة واصابات مجرى الدم
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مات تكوينها المحفظة وانتاجها انزيي تسبب التهاب السحايا يعود الى الت K. pneumoniaان بكتريا 

 .Aerobactin والايروبكتين بيتا لاكتاميز واسعة الطيف وانزيمات البنسلينيز



 

 

 

 

 

 

 

 الفصــل الثـالـث  
 المواد وطرائق العمل  
Materials and 

Methods  
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 Materials and Methods  المواد وطرائق العمل 3:

 المواد :1-3

  Tools and Instruments زة والأدوات المختبريةالأجه 1-1-3:

 .المختبرية الأجهزة والأدوات :(3-1جدول )

 المنشأبلد  أسماء الأجهزة والأدوات ت

 Test tubes                                          Chinaختبارأنابيب ا 1

 Petri dish                                     Chinaأطباق زرع بكتيري  2
 Refrigerator Italy(ALS)                ثلاجة                         3

 Electrophoresis USA                جهاز الترحيل الكهربائي   4
 Water Distillator Brazil(GLF)                             جهاز تقطير   5
 Eppendroff centrifuge Germany (Hetich)       جهاز طرد مركزي صغير 6

 Polymerase chainجهاز تضااااااااارة البتسرس الست اااااااات اااااااال 7

reaction (PCR)  
USA 

 Vetik -2 Compact System                  Biomeriux (USA)الفايتكجهاز  8

 Densichek-Plus Biomeriux (USA)                         جهاز قياس الكثافة 9

 ELISAجهاز  10

Enzyme Linked Immunsorbent Assay 

Germany 

 Incubator                                               Germany (Fisher )نة   حاض 11

 Water bath                                             Germanyحسام مائي 12
 China وبيكرات مختتفة الاحجام دوارق وفلاسكات 13

 Microscope slide                              Chinaشرائح مجهرية 14

 Digital camera                                     (Optima (Japanكاميرا رقسية 15
 Laminar flow hood Spain(Telstar Bio)                 كابينة تعقيم هواء 16

 Vortex                                                   Italyمازج دوار  17

 Micro Pipettes Germany                                ماصات دقيقة  18

 Light microscope Japan(Olympus)                           مجهر ضوئي  19
 Stirrer plates hot                       UK-Stuartم خن حراري مسغنط 20
 Trans illuminator UV    Japan (Optima)جيةالبنف مصدر الأشعة فوق  21

 Autoclave Japan(Hirayama)                                             مؤصدس    22
 Sensitive electric balance      Germany (KERN)ميزان كهربائي ح اس 23

 Loop                                   China وبلاستيكي   ناقل معدني 24
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 Chemical materialsالمواد الكيميائية  2-1-3:

 المواد الكيميائية. :(3-2جدول )
 بلد المنشأ اسم المادة ت

 ثنائي امين الاثيتين رباري حامض الختيك 1
Ethylene Diamine tetra acetic acid 

(EDTA) 

السركز العراقي لابحاث ال رطان والوراثية 
 الطبية

السركز العراقي لابحاث ال رطان والوراثية                      Bovine serumالسصل البقري  2
 الطبية

 Sodium bicarbonate   BDHبيكاربونات الصوديوم 3

السركز العراقي لابحاث ال رطان والوراثية             Trypsin               ترب ين           4
 الطبية

 Gelatin   Spain                        جيلاتين         5

 Sulfuric acid                 Indiaحامض الكبريتيك   6

 Glucose                               Germanyسكر الكتوكوز 7
 Absolute ethanol 99%  China كحول اثيتي مطتق 8

 Absolute Methanol  UAEكحول السيثانول السطتق 9
 Ethanol BDH(England)                 (%70)كحول ايثانول  10

 Barium chloride         Indiaكتوريد الباريوم السائي  11

 Sodium chloride Spain           كتوريد الصوديوم   12
 Agar-Agar                    Englandالاكار -مادس الاكار 13

 Urea                                          Germanyيوريا     14
 

  Cultures media الأوساط الزرعية :3-1-3

 الزرعية. الأوساط :(3- 3جدول )
الشركة المصنعة أو  اسم الوسط ت

 المنشأ
 Base Urea agar        Germanyوسط أساس اليوريا الصتب                    1
 Brain heart infusion agar Himediaوسط نقيع القتب والدماغ الصتب       2

 Mueller Hinton Broth(MHB) Himediaمولرهنتون ال ائل         وسط  3

 Mueller Hinton Agar(MHA) Himediaمولرهنتون الصتب         وسط  4

 Luria Bertani Broth(LBB Himediaوسط لوريا بيرتاني ال ائل            ) 5

 agar    Mannitol Salt Himedia               الصتب   الستحيوسط مانتول  6

 Methyl red Vogesفوكس بروسااااااااااااااكاااور -وسااااااااااااااط السثياال الأحسر 7

Proskuor                                          

India(CDH) 

 Blood Agar Base  Germany(Direvo)                    الدم الصتب     أساس وسط  8



                                                                                          الفصل الثالث: المواد وطرائق العمل   27

 Tryptone soy broth Holand(Salucea)               وسط تربتون الصويا ال ائل      9
 Kliglar iron agar                  Himediaثنائي ال كر الصتب –وسط الحديد  10

 Simmon's citrate agar                  Biomarkوسط سترات ال يسون الصتب 11

 Peptone water                                             Biomarkوسط ماء الببتون  12
 MacConkey agar                              Himediaوسط الساكونكي الصتب   13
 Nutrient agar                                          Holand(Salucea)وسط السغذي الصتب 14

 Nutrient agar broth                               Holand(Salucea)الوسط السغذي ال ائل  15

 Brain heart infusion broth Himediaوسط نقيع القتب والدماغ ال ائل       16

 

 Stains and Solutionالصبغات والمحاليل  4-1-3:

بغات :(3–4جدول )  .الص ِّ
 الشركة المصنعة  اسم الصبغة ت

 Crystal Violet dye                                      Germanyصبغة البنف ج البتوري   1
 Loading dye                                                        Promega (USA) صبغة التحسيل 2

 Ethidium promide dye                          Promega  بروميد الايثيديومصبغة  3

 Crystal Violet Stainغة البنف اااااااااااج البتوري كرام )صاااااااااااب صااااااااااابغة ردس 4
 Ethylوكحول الاثيتي Iodin الأيودينو  Safranin Stain ال اااااااااااااافرانينو 

alcohol 96%) 

Germany 

 

اساااتخدمل الكواشاااة الجاهزس والسعدس من قبل الااااركات السصااانعة  :Reagentsالكواشفف   5-1-3:
 إزاء كل منها في الجدول الاتي:

 الكواش . :(3-5جدول )
 أو المنشأ الشركة المصنعة الكاش  ت

 2O2H BioMerieux بيروك يد الهيدروجين  1

2 N, N, N, N-Tetra-Methyl-P-Phenylen Diamine 

Dihydro Chloride 
BioMerieux 

 VogesProskauer reagentكاشاااااااااااة فوكس بروساااااااااااك ور 3
من الفاااااااا نفثول ومااااااااء مقطر  VP1-)يتااااااا لة من مركبين:

VP2- )هيدروك يد البوتاسيوم وكحول مطتق 

India 

-Para)يت لة من  Kovac`s reagentكاشااااااااااااااة كوفاكس  4

dimethyl amino benzaldehyd وIsoamyl 

alcohol) 

India 

 Methyl red Indiaكاشة السثيل الاحسر  5
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 Kitsالعدد  6-1-3:

 العدد المختبرية. :(3-6جدول )
 الشركة المصنعة نوع الاستعمال اسم عدة التشخيص ت

1 VITEK- 2 GN card  لتاخيص البكتريا ال البة
 لصبغة كرام

BioMerieux 

2 VITEK- 2 GP card لتاخيص البكتريا السوجبة 
 لصبغة كرام

BioMerieux 

3 VITEK-2ASTcard  اختبار الح اسية
 لتسضادات الحيوية

BioMerieux 
 

دس فحص  4  Go taq Green master mixرااااف

PCR 

----------- 
 

Promega 

 DNAالااجااياانااوماايDNAرااااااادس اسااااااااااااااااتااخاالا   5

Genomic Extraction kit 

 فحص وهي: 100تضم السحاليل كافية لأجراء 
GT Buffer, GB Buffer, W1 Buffer, 

Wash Buffer, Elution Buffer, 

Proteinase K 

أنابيب و   GD Columnsوكذلك يضاااااااااااااام فلاتر
  Tubes Collectionالجسع

 DNA Promegaردس استخلا  

 
 Cancer cell linesالخطوط الخلوية السرطانية  :7-1-3

 .الخطوط السرطانية :(7-3جدول )
 المصدر الخلاياخط 

 Verocell اسااااااتعسل خط الخلايا ال اااااارطاني  
 Rosswell Parkالااساانااسااااااااس رااتاا  وسااااااااااااااااط 

Memorial Institute RPMI-1640  
 serum bovineمصل بقري  %10السدرم بااا 

واسااااااااااااااتعستل بعد تكون الطبقة الاحادية الكامتة 
(Confluent Monolayer). 

السركز العراقي لابحاااااث ال اااااااااااااارطااااان والوراثااااة 
 طبيةال
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 Antibioticsالمضادات الحيوية  :8-1-3

 BioMerieuxوالمجهزة من شركة  المضادات الحيوية المستعملة بالدراسة :(3-8جدول )
 .الفرنسية

 او التركيز الرمز اسم المضاد ت
1 Benzylpenicillin BPC 

2 Oxacillin  OX 

3 Gentamicin MG 

4 Tobramycin  TOB 
5 Levofloxacin  LEV 
6 Moxifloxacin  (MXF) 

7 Erythromycin E 

8 Clindamycin  CLI 
9 Linezolid  LZD 

10 Teicoplanin TEC 
11 Vancomycin VA 

12 Tetracycline TE 

13  Tigecycline TGC 

14 Nitrofurantion FT 

15 Fusidic Acid FuA 

16 Rifampicin RIF 
17 Trimethoprim+Sulfamethoxazole SXT 

18 Erythromycin 500 متغرام 
19 Penicillin 100000 وحدس رالسية 

20 Streptomycin 1000 متغرام 
21 Novobiocin 30 مايكروغرام 

 

 مواد اخرى  :9-1-3
 .رى استُعمِّلت في الدراسة الحاليةمواد أُخ :(3- 9جدول )

الشركة المصنعة  اسم المادة ت
 )المنشأ(

 DNA Ladder100  (100bp –1000 ) Promega, USزوج قاردس الدليل الحجسي 1

 Stander Normal Saline  BioMerieuxمحتول متحي ف تجي قياسي 2
 Phosphate Buffer saline Germanyالستحي دارئ الفوسفات 3

 Trisborat EDTA Bufferedd (TBE) Promagaدارئ الترحيل الكهربائي     4

 Millipore filters GEMA (Spain)وحدات الترشيح   5

 Primers solution Promagaمحاليل البادئات  6
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 تسلسل بواديء الجينات 10-1-3:

 البوادئ. :(10–3جدول )

 اسم الجين
 

 تتابع البادئ
Primer sequence (5′–3′) 

 حجم
 الناتج
زوج 
 قاعدة

 
 المصدر

icaA 
F CCTAACTAACGAAAGGTAG 

1315 
Nemati et 

al. (2009) R AAGATATAGCGATAAGTGC 

clfA 
F ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 

292 
Nemati et 

al.(2009) R CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG 

eno 

F ACGTGCAGCAGCTGACT 

302 

Salaberry 

et al. 

(2015) 

Zuniga et 

al. (2015) 

R CAACAGCATCTTCAGTACCTTC 

pab  

F CCCTATATCGAAAGGTGTAGAATTG 

971 

Zuniga et 

al. (2015) 

Salaberry 

et al. 

(2015) 

R GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 

cna 

F GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC 

423 

Zuniga et 

al. (2015) 

Salaberry 

et al. 

(2015) 

R AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG 

 

 Methodsطرائق العمل  :3-2

 : Sterilizationالتعقيم  :1-2-3

رقسل الأوساااال الزررية والسحاليل الس اااتعستة في هذا الدراساااةل باساااتعسال جهاز السؤصااادس 

(Autoclave ) ااااااااال طريقاااااااااة دقيقةل فيساااااااااا استعست 15لسدس  2باوند /أنج  15وضغط  °م121بحرارس

لتسواد  التي تت ثر  مايكروميتر 0.22قطر فتحتها   Millipore filterالترشاايح بسرشااحات دقيقة نوع

 بدرجات الحرارس العالية.
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 Preparation of solutionsتحضير المحاليل   :2-2-3

  Normal saline ملحيال الفسلجيالمحلول  :1-2-2-3

 لتاااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااار من الساء السقطرل ثم رقم 1في   NaClكتوريد الصوديوم  غم من  8.5اذيب

 م لحين الاستعسال.° 4بوساطااااااااة السؤصدسل بعدها حفظ بدرجة 

   Phosphate Buffered saline (PBS) داريء الفوسفات الملحيمحلول  :2-2-2-3

مل من الساء السقطر ذي الرقم الهيدروجيني   100( فيPBSغم من مادس ) 0.986أذيب 

 لحين الاستعسال. م° 4بدرجة  في الثلاجة وحفظالسؤصدس ل ثم رفق ِّمَ بوساطة 7.4

 Crystal violet solutionمحلول صبغة    3-2-2-3:

مل من الساء السقطر ثم حفظ في درجة 100في  Crystal violetغم من مادس 0.25أذيب  

قبل  من Biofilmفي الكااااة رن تكوين الغاااااء الحيوي  اساااتخدم السحتول لحين الاساااتعسال م° 4

 .(Cucarella et al., 2002) العزلات البكتيرية

  McFarland standard solutionمكفرلاند العكارة القياسيمحلول : 4-2-2-3

مااال من السااااء  100في  O22H 2BaClغرام من ماااادس كتورياااد البااااريوم الساااائي   1اذياااب -أ

 السقطر.

بعدها قطرل مل من الساء الس 100في  4SO2Hمل من حامض الكبريتيك السركز   1اذيب -ب

 -:((Stock and Ridgway, 1987 كالاتيو التراكيز السطتوبة  حفضرت

 NO 0.5 NO.6 السواد
O22H 2BaCl ()0.6 0.05 مل 

4SO2H )9.4 9.95 )مل 

 18 5.1 (/مل810) كثافة الخلايا البكتيرية

No.Tube number: 
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 محاليل المضادات الحيوية  :5-2-2-3

 محلول الارثرومايسين*

متيتتر من كحول  5متغرام في  500 باذابة Erythromycin حضر السضاد الارثوماي ين

 Stock solution  (Cucarella et al., 2004.)واستعسل كسحتول خزين  الايثانول السركز

  Penicillin Solutionمحلول البنسلين *

مل   5في  Benzylpenicillinوحادس راالسياة من   100000اذيبال محتوياات ربوس ذات

 م.° 18–مقطر وحفظ السحتول بدرجة ماء 

 Streptomycin Solution محلول الستربتومايسين*

 م.° 18–مل ماء مقطر وحفظ بدرجة  5غرام من ستربتوماي ين في  1اذيب 

 Trypsin-Versene Solutionفرسين  –محلول التربسين  6-2-2-3:

 :وهو مكون من محلولين

 الستحي غرام من الترب ااااااااااااااين في كسية من دار ء الفوساااااااااااااافات2اذيب محتول الترب ااااااااااااااين:  .1

ل مل ورقم بالترشااااااااايح من خلا 100( واكسل الحجم به ال  3-2-2-2)فقرس  السحضااااااااار في

 .م°  20– مايكرون وحفظ بدرجة 0.22 قطرمرشح بكتريولوجي ذي م امات ب

 Ethylene Diamine Tetra Acetic Acidغرام من  1اخااااااذ محتول الفرسااااااااااااااين:  .2

(EDTA)   ماااال ورقم  100واذيااااب في كسيااااة من الساااااء السقطر واكساااال الحجم بااااه ال

 .م°  20-دقيقة وحفظ بدرجة  15لسدس  2باوند/ انج 15م وضغط °121حرارس ببالسؤصدس 

 370مل من محتول الفرسااااين و 10مل من محتول الترب ااااين و  20قبل اجراء الفحص مزج

ل ( ورقم بالترشاااايح باسااااتعسا(3-2-2-2 فقرسالسحضاااار في الستحي مل من محتول دار ء الفوساااافات 

 مايكرون. 0.22 قطرمرشح بكتريولوجي ذي م امات ب
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 Sodium bicarbonate solutionمحلول بيكاربونات الصوديوم  :7-2-2-3

مل من الساء السقطر  100في  3ONaHC مو الصااااااودي م من مادس بيكاربوناتغ 4.4اذيب 

  م.° 4 وحفظ بدرجة

 TBE (1X )Tris borate EDTA Bufferمحلول دارئ  :8-2-2-3

 Gelيل الكهرباااائي الترحيااالغرض اسااااااااااااااتعساااالاااه ف 1Xإل   10Xمن  TBEخفة دارئ 

electrophoreses ن دارئ م ماااال 100 ذلااااك باااا خااااوذTBE  (10X )Tris Borate EDTA 

Buffered  السجهز من قبل شااااركة السصاااانعةPromega  سقطر مل من الساء ال 900وأضااااية له

 لحين الاستعسال. م° 4 السعقم وحفظ في درجة

 Primers solutions: محاليل البادئات 9-2-2-3

وباساااتعسال الساء  Promegaالسصااانعة  ح اااب تعتيسات الااااركةحضااارَت محاليتها الخزينة 

بيكومول/  100 م لتحصاااااااااااااااول رت  تركيزالسعقNuclease-free water  السقطر اللاأيوني

ذ  ب خ ذلكمايكروليتر و /مولبيكو  10ركيز كل منفصاال بتباااادئ و كل بول ل  وحضاار محتليترمايكرو 

ليتر من الساء مايكرو  90إضاااااااااااااااافته إل  لكل بادئ و Stock ليتر من السحتول الخزين  مايكرو  10

فظ في الثلاجااة لحين الاسااااااااااااااتعسااال وحفةاال السحااالياال الخزينااة  مفزج جيااداو و ل و السقطر اللا أيوني حف

تعساااال الساااازج  السحتول بعاااد إخراجاااه من الثتج بااااساااااااااااااا مع مفرارااااس مزج م° 20- لتبوادئ في درجاااة

Vortex لسفجان ته قبل الاستعسال. 

 Preparation of cultural media تحضير الأوساط الزرعية3-2-3: 

 Ready made mediaالأوساط الزرعية الجاهزة  تحضير :1-3-2-3

اات السجهزس وشستل كالاو ت حضرت الأوسال الزررية الجاهزس وفقا لتعتيسا ا ا ا ا سط  من و الاركا

 Blood Base agarووسط أساس الدم الصتب   ل MacConkey agarاااااااااااااتب اااااااااااااي الصالساكونك

ب ونقيع القتBrain Heart Infusion Broth (BHIB) وساااااط نقيااااااااااااااااااااااااااااااع القاااااتب والدماغ ال ائل 
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والوسااااااااااااااط السغذي الصااااااااااااااتب    Brain Heart Infusion Agar (BHIA)تب والدماغ الصاااااااااااااا

Nutrient agarال اااائل و  ل Nutrient Brothتب تربتون الصاااويا الصااا ووساااطTryptone Soy 

Agar (TSA)ط ماء الببتون ووس  ل Peptone water (PW)ال ااط  تربتاون الصاويا ال ائووسا  ل

Tryptone Soy Broth (TSB)وسااط سااترات ساايسون الصااتب   لSimmons's citrate agarل 

تب أساااس اليوريا الصااووسااط  لKliglar iron agar (KIA)ر الصااتب ثنائي ال ااك-ووسااط الحديد

Base urea agarط السولرهنتون ال ااائل ووساا لMueller Hinton Broth (MHB) والصااتبل 

Mueller Hinton Agar (MHA)ووسااااااااط لوريا بيرتاني ال ااااااااائل  لLuria Bertani Broth 

(LBB)الصااااااتب  الستحينتول اووسااااااط م لMannitol Salt Agar السثيل الأحسر فوكس  ووسااااااط

 إذ رقسل جسيع هذا الأوسااااااااال الزررية لMRVP Methyl red Voges Proskuor بروسااااااااكار

 .2باوند/انج 15م وضغط ° 121تحل ظروف درجة حرارس  بوساطة جااااااااهاز الساااؤصدس

 Laboratory Prepared media تحضير الأوساط الزرعية التركيبية :4-2-3

  Blood agar وسط اكار الدم  :1-4-2-3

لساء السقطر ح اااااااااب مل من ا 1000في  تبغم من وسااااااااااط اساااااااااااس الدم الصاااااااااا 40اذيب 

م اضااافة ثل م° 45وبعد تبريدا ال  حرارس بوساااطة جهاز السؤصاادسل  ورقمزسل السجهتعتيسات الاااركة 

 وترك ليتصتب قسةاااااااااااااااامع باقااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااباط صبهبطريقة جيدس ومن ثم تم  من دم الان ان ومزج 5%

(Tiwari et al., 2009). 

  Chocolate agarشكولاتةوسط اكار ال 2-4-2-3:

مل من الساء السقطر ح اااااااااب  950في السغذي الصاااااااااتب غم من وساااااااااط الاكار   28اذيب

يضاف له و  م°  65ك يبرد ال  حرارساااااوبعد ذلسه بالسؤصدسل اااااهزس ومن ثم تعقيااااالسجتعتيسات الاركة ا

 وترك ليتصتب لمعقسةبرد ويصب في اطباق ااااااااااااااجيدا ومن ثم ي ان ويسزجاااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااامن دم الان  5%

(Tiwari et al., 2009). 
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  Urea agarوسط اليوريا الصلب  :3-4-2-3

مل من الساء السقطر ح اااااااااب  950غم من وساااااااااط أسااااااااااس اليوريا الصاااااااااتب في  24أذيب 

أكسل  م°55ورقم بوسااااااطة جهاز السؤصااااادسل وبعد تبريدا ال  درجة حرارس  تعتيسات الااااااركة السجهزس

غم  40( السحضااااااارس بإذابة %40بتركيز ) Ureaمل من مادس اليوريا  50بإضاااااااافة  الحجم ال  التتر

قطر فتحتها  Millipore filtersاطة وحدات الترشاااايح مل وتعقيسها بوساااا 100 من مادس اليوريا في

 .وريا الصتب وصبل في أنابيب معقسةل  وسط اليمايكروميتر وأضيفل ا 0.22

 Gelatin agarوسط الجيلاتين  :4-4-2-3

مل من الساء  100غرام من وساااط ال اااائل السغذي في  2.5غرام من الجيلاتين و  12اذيب

 .(MacFaddin, 2000) ورقم بوساطة جهاز السؤصدسثم وزع في انابيب اختبار  لالسقطر

 كلوكوز  %0.25: وسط تربتون الصويا السائل الحاوي 5-4-2-3

مل من  100غرام من سااكر الكتوكوز في  0.25غرام من تربتون الصااويا ال ااائل و 3اذيب 

 (.Cucarella et al., 2002الساء السقطر ورقم بوساطة جهاز السؤصدس )

 كلوكوز %2الحاوي  السائل وسط تربتون الصويا 6-4-2-3:

مل من  100في  غرام من سااااااااكر الكتوكوز 2ال ااااااااائل و  غرام من تربتون الصااااااااويا 3اذيب

 (.(Cucarella et al., 2004بوساطة جهاز السؤصدس  ورقمالساء السقطر 

 Spreadingوسط اختبار  7-4-2-3:

 1000غم من الاكار اكار في  2.4ائل وااااال  بتون الصويااااااااار م من وسط التااااااااااااااااااااغ 30أذيب 

 صاااااااااااابها باطباق وترك ليتصااااااااااااتبومن ثم مل من الساء السقطر ورقم بوساااااااااااااطة جهاز السوصاااااااااااادس 

((Kaito and Sekimizu, 2007. 
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 Rosswell Park Memorial Institute, 1640 (RPMI -1640) وسط 8-4-2-3:

 (HEPES) الحااااوي رت  دارئ هيبس (RPMI-1640)ط غرام من وساااااااااااااا 10.3اذياااب 

اوحام ا ا ا ااض الكتوتا ا ا امل محتول البن 0.5واضية لها   (L–glutamine)امينا ا ا ا اك  تينا ا ا ا اف سا فيا ا قرس ا

مل محتول  10و( 5-2-2-3)فقرس السحضاااااااار في  ماي ااااااااينمل محتول ال ااااااااتربتو  0.5( و3-2-2-5)

3NaHCO ( فضااااااااالا رن السصااااااااال البقري 7-2-2-3فقرس السحضااااااااار في ) Bovine serum  الذي

معقم ثم رقسل  واكسل الحجم ال  لتر ماء مقطر %10 بن اابةيضاااف ح ااب الغرض من اسااتعساله 

 مايكرون. 0.22 قطرل مرشح بكتريولوجي ذي م امات ببالترشيح باستعسا

 Clinical sample collectionجمع العينات السريرية : 5-2-3

من  Cerebrospinal fluid (CSF)رينة ساااااريرية ل اااااائل النخاع الااااااوكي  482 جسعل

من  ثامنالمن ل بسحافةة بغدادمدينة الطب مجسع تااف  حساية الطفل التعتيسي في م ا في الأطفال

 ل وتم اخذ العينات من قبل أطباء اختصا .2018الأول تسوز ولغاية الاول من تارين 

 السحايا  عزل وتشخيص البكتريا لمرضى التهاب: 6-2-3

Isolation and identification of meningitis bacteria 
 Samples cultureزرع العينات  1-6-2-3:

رس قااااااااااااالسحضر في الفالدم وكي رت  وسط اكار اااااااااااال النخاع الازررل جسيع رينات ال ااااااااااااائ

 الااااااااكولاتةووساااااااط ( 3-2-3-1السحضااااااار في الفقرس ) ماكونكي الصاااااااتبوكذلك وساااااااط  (1-4-2-3)

بسعدل تكرارين  Streaking methodبطريقة التخطيط  ل(3-2-4-2) السحضااااار في الفقرسالصاااااتب 

لثاني اما السكرر ا سااااارةل  24لسدس م°37 وبدرجة ياو حضاااان السكرر الاول لكل رينة هوائ .لكل رينة

بعد ساااااارةل   24لسدس  م°37 وبدرجة Candle Jarيا في اساااااطوانة النسو اللاهوائية فحضااااان لاهوائ

 السحضااااااار في الصاااااااتب نقيع القتب والدماغظهور النسو نقتل م اااااااتعسرس واحدس وزررل رت  وساااااااط 

 (.3-2-3-1الفقرس )
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  Morphological characteristicsالصفات المظهرية  :2-6-2-3

الصاااااااتب والساكونكي الصاااااااتب الدم تم ملاحةة صااااااافات الس اااااااتعسرات النامية رت  وساااااااط )

 (.Forbes et al., 2007) لتس تعسرات والحجم والتون  من ناحية الاكلالصتب(  اكولاتةوال

 Microscopic examinationالفحص المجهري  :3-6-2-3

 )الدم الصااااااااتب والساكونكي الصااااااااتبتم اخذ م ااااااااحة من الس ااااااااتعسرات النامية رت  وسااااااااط 

بعد فرشاااها رت  شاااريحة زجاجية مع  Gram stainكرام  صااابغةوتم صااابغها ب الصاااتب( ااااكولاتةوال

 يعةلت  التهب ثلاث مرات بصورس سر قطرس من السحتول الستحي السعقم وبعد جفافها ثبتل ب مرارها ر

لساااااهدس تفارتها مع  1000x ثم فحصااال تحل السجهر باساااتعسال العدساااة الزيتية بقوس تكبير نهائي

 .(Forbes et al., 2007) هاوترتيب اارام وشكل الخاااالايا البكتيريةصبغة كاااااا

 Biochemical test الاختبارات الكيموحيوية 4-6-2-3:

    Catalase testفحص الكتاليز 1-4-6-2-3:

أجري الاختبار بوضااااع جزء من الس ااااتعسرات البكتيرية السراد اختبارها رت  شااااريحة زجاجية 

اااااااول بيروكا يد الهيدروجين بتركيز  مل من  1)حضر ب خذ  %3نةيفة ثم اضية لها قطرس من محتا

ل وانَّ تصااااااااااارد مل ماء مقطر( 10واكسل الحجم ال   %30محتول بيروك اااااااااايد الهيدروجين بتركيز 

ت غاااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااز الأوك جين دلالةو رت  النتيجة السوجبة للاختبار وقدرس العزلة رت  إنتاج إنزيم فقارا

 (.Forbes et al., 2007الكتاليز )

   Oxidase testفحص الأوكسديز 2-4-6-2-3:

 اجري هذا الفحص بنقل م تعسرس بكتيرية نامية رت  وسط الساكونكي الصتب والدم الصتب

بوسااااطة ناقل بلاساااتيكي إل  ساااطح ورقة ترشااايح ( 1-4-2-3و) (1-3-2-3السحضااار في الفقرس )

 N, N, N, N-Tetra-Methyl-P-Phenylen Diamineمااااااااااااااابعة بكاشااااااااااااااة الأوك ااااااااااااااديز 

Dihydro Chloride من شااااركة  السجهزBioMerieux . انو ردم ظهور التون البنف ااااجي خلال
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 Cytochrome oxidase  إنتاج إنزيم درس العزلة رتوردم ق   ستبية الفحصثوان دلالة رتاا 10-5

(Forbes et al., 2007.) 

   Indol testاختبار الأندول 3-4-6-2-3:

تريا النامية بالبكح ب تعتيسات الاركة السنتجة  لقحل أنابيب حاوية رت  وسط ماء الببتون 

 5وبعد ذلك اضااايفل  ساااارةل 24-48ولسدس  م°37وحضااانل بدرجة  الساكونكي الصاااتبرت  وساااط 

ردم ظهور حتقة حسراء ارت  الأنابيب  وإنَّ  لKovac’s reagent قطرات من كاشااااااااااااااة كوفاكس

اااااااااااة رت  دلال وهيردم قدرس العزلات رت  إنتاج الأندول من الحامض الأميني التربتوفانل  تاير إل 

 (.Forbes et al., 2007) ة للاختباااارااالنتيجة ال الب

 Methyl Red Testاختبار أحمر المثيل  4-4-6-2-3:

ي السحضاااار ف فوكس بروسااااكاور - رت  وسااااط سااااائل أحسر السثيل حاويةالنابيب الأ قحلل

 37سارة في حرارس  24لسدس  ثم حضنل ( بالبكتريا النامية رت  وسط الساكونكي1-3-2-3الفقرس )

وظهور التون   Methyl Redقطرات من كاشااااااااااااة أحسر السثيل 6-5ثم أضااااااااااااية لكل انبوب  م°

 .(Forbes et al., 2007)دليل رت  إيجابية الفحص الأحسر 

 Voges –Proskauer Testاختبار الفوكس بروسكاور  5-4-6-2-3:

بالبكتريا النامية رت  ( 3-2-3-1فقرس )لالسحضااااااااار في ا MRVPرت   حاويةبيب لقحل أنا

وبعد انتهاء مدس ارة اااااااااااااااس24 لسدس م °37رارس ااااااااااااحنل الانابيب باااااااااااااااحضومن ثم كي ااااااااااااوسط الساكون

ال  الوسط. ثم   VP2ةاااااااااين من كاشوقطرت  VP1ة اااااااااطرات من كاشااااااااااااالحضن تم اضافة ستة ق

ار بر دليل رت  ايجابية الاختسظهور التون الاح خس ة دقائقركل لسدس ااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااابيب وترجل الان

(Forbes et al., 2007.) 
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 Citrate utilization Testاختبار استهلاك السترات    6-4-6-2-3:

ااااااارس وسط ال ترات ال يسون الصتب ار بتتقيح اااأجري الاختب ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا اااااااي الفااقا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا اااااااضر فا ا ا ا ا ا ا السحا

 م°37بطريقة التخطيط وحضانل بدرجة الساكونكي الصاتب ( بالبكتريا النامية رت  وساط 1-3-2-3)

ل   الأزرق دليمن الأخضاااااار إل Bromothymol blueانَ تحول لون كاشااااااة . سااااااارة 24ولسدس 

 .( 2007et al.Forbes ,إيجااابية الفحااص ) رت 

 Urease test اختبار انتاج أنزيم اليوريز 7-4-6-2-3:

( بالبااكتريا الناااامية 3-2-4-3أجاااااري الاخااااتبار بتتقايااااح وسااااط اليااوريا السحااااضر في الفاااااقرس )

 48م لسدس °37رت  وساااااط الساكونكي الصتاااااب بطريقة التخاااااطيااااااط ثااااام حضااااانل في درجة حرارس 

كاشة تحول لون  من خلال سارة. تحول لون الوسط إل  الوردي دلياااال رت  إيجااااااااااااااااااااااااابيااااة الفحص

 Ureaseيدل رت  وجود أنزيم  والذيااااااااااااود في الوسط السوجاااااااااااا  Phenol redالفينااااااااااااااااااااول الاحااااااااسر

(, 2007et al.Forbes ). 

 وإنتاج غاز ثنائي اوكسيد الكاربون وكبرتيد الهيدروجينختبار تخمر السكريات ا 8-4-6-2-3:

Kligler Iron Agar 

( 3-2-3-1السحضاار في الفقرس ) الحديد ثنائي ال ااكر الصااتبأجري الاختبار بتتقيح الوسااط 

 م°37 التخطيط وحضاااااااانل بدرجةو بطريقة الطعن  بالبكتريا النامية رت  وسااااااااط الساكونكي الصااااااااتب

ال طح في القعر و  pHارتسدت النتيجة رت  اساس التغيرات في الدالة الحامضية  .سارة 24ولسدس 

تغير لون الكاشااة الفيناااااااااااااااااول الأحسر إل  التون و التخسر تقرأ النتيجة من خلال نوع . السائل لتوسااط

 . S2H (, 2007et al.Forbes )وتكوين راسااااب أساود  2COاااج غاز إنتاردم  ووإنتاج أالأصفار 
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 Gelatinase انتاج انزيم  الجلاتينيز تباراخ 9-4-6-2-3:

كتيريااااا ( بااااالب3-2-4-4اجري الاختبااااار بتتقيح وسااااااااااااااط الجيلاتين والسحضاااااااااااااار في الفقرس )

Staphylococcus spp.  وبعد انتهاء مدس الحضااااااااااان بردت ال   م°37وحضااااااااااانل الانابيب بحرارس

 (.Forbes et al., 2007) بقاء الوسط بحالته ال ائتة دل رت  ايجابية الاختبار .م°4درجة 

 Coagulase testبلازما للاختبار إنتاج الانزيم المخثر  10-4-6-2-3:

بسزج  لازمابلت إنتاج الانزيم السخثرار باساتعسال الااريحة الزجاجية لتتحري رن بأجري الاخت

عد التفارل يمع قتيل من بلازما دم الإن اااااان و  .Staphylococcus spp مع بكتريا م اااااتعسرس مفردس

ل كسا تم رسل سااااايطرس ساااااالبة بسزج البكتريا مع قطرس من ( ثواني10حصااااال تخثر خلال ) اإذموجب 

 (.Forbes et al., 2007) السحتول الف يولوجي السعقم

 Novobiocinللمضاد  .Staphylococcus sppاختبار حساسية بكتريا  11-4-6-2-3:

لاند والذي مكفر انابيب كثافة النسو مع  قفورنلانابيب حاوية رت  السحتول الف ااااااتجي و  لقحل

 Cotton swabوحدس تكوين الس ااااتعسرسل وغس اااال الس ااااحة القطنية  810× 1. 5يعطي ردد مقدارا

رت  جدار الانبوب ثم لقح طبق السولرهنتون الصاااااااااااااتب بتخطيط ثم ضاااااااااااااغطل في العالق البكتيري 

 Novobiocinالقطنة رت  ساااطح الوساااط وتركل الاطباق لتجة ثم وضاااع قر  السضااااد الحيوي 

ساااارة وساااجتل  24لسدس  م°37حضااانل الاطباق بحرارس . ت  ساااطح الوساااط باساااتعسال متقط معقمر

 .zone Inhibitionالنتائج بقياس اقطار منطقة التثبيط 

 م°45و  م°15النمو في درجة حرارة  12-4-6-2-3:

نقيع وسااااااااااااااط رت  اطباق حاوية بطريقة التخطيط  .Staphylococcus sppزررل بكتريا 

الأطباق بدرجة حرارس  بعض وحضااااااانل .(1-3-2-3السحضااااااار في الفقرس )الصاااااااتب  القتب والدماغ

 وجود النسو دليلاو رت  إيجابية الفحص.يعد سارةل و  24م لسدس ° 45والأخر  بدرجة حرارس  م15°
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 النمو على وسط المانتول الملحي الصلب 13-4-6-2-3

رت  وسااط السانتول الستحي الصااتب السحضاار في  .Staphylococcus sppزررل بكتريا  

ساااااااااارة. لوحظ وجود او ردم  24م ولسدس ° 37( وحضااااااااانل الاطباق بدرجة حرارس 3-2-3-1الفقرس )

 وجود النسو وتخسر سكر السانتول. 

 البكتفففففففففففففريا المسففففببة لمرط السففففحايا لدى الاطفال باسففففتعمال جهاز الفايت  تشففففخيص: 7-2-3

Compact system Vitek –2 
إذ يتكون من مكونين  Vitek-2 باسااااااااااااتعسال جهاز الفايتكشااااااااااااخصاااااااااااال العزلات البكتيرية 

وا لة تتكون من خس ااااة مكونات أساااااسااااية  وجهاز الكسبيوترل Instrumentأساااااساااايينل هسا: ا لة 

 Keypadلوحة التحكم هي:

 باب الستيءFill Door    ويتم فيه انتقال العينة  من أنابيب الاختبار إل  داخل الاااااااااااااااااااابطاقة

Kit  ثانية.  70بوساطة أنبوب ناقل موجود في الابطاقة وت تسر هذا العستية 

  باب التحسيلLoad Door  نقل ب الناقل السوجود رت  الااااااااااااااااااااااااااابطاقة و ويتم فيه قطع الأنبو

 دقيقة. 3-5 البطاقة إل  داخل الحاضنة وت تسر هذا العستية 

  باب دخول الس ااااتخدمUser access Door لتغيرات التي تطرأ وقياس ا ويتم فيه الحضاااان

 نتيجة لنسو البكتريا لإرطاء النتيجة. رت  الابطاقة 

  باب النفاياتWaste Door  ويتم فيه تجسيع الاااااااااابطاقات بعد الانتهاء من التحاليل وإرطاء

 النتيجة.

استعسل هذا الجهااااااااز في ت كيد تاخيص العزلات واختبااااااااار الح اسياااة  لتسضادات الحيوية 

 GN هيبالجااااااااااااهاز إحااااااااااااداهسا خاصة بالتاخيص ) ردتين متحقتينالتاخيص من خاااااااااااااااالال  ويتم

card وGPاصااااااة بفحص الح اااااااسااااااية(ل والَأخااااااااااااااااااااار  خ (هي AST-P580 cardل)  تحتوي ردس

ااه الاختبارات الكيسوحيوية حفرس يوجااد فيها وساا 64التاخيص رت   ا ا اط مجفة ودليل لوناي تجر  فيا



                                                                                          الفصل الثالث: المواد وطرائق العمل   42

اااااوي ردس اختبار تحتبينسا  لنية الحاصتة نتيجة لنسو البكتريا في جدولوي جاااال الجهاز التغيرات التو 

يكون لكل مضاااااااااد و حفرس  64رت   او موزر اداو حيوياو ضم 18-20الح اسية لتسضادات الحيوية رت  

 و البكتريا. أكثر من تركيز وي جل الجهاااااز التغيرات الحاصتة في العكورس بعد نس

 للأطفالالبكتريا المسببة لمرط السحايا  تشخيص 

Identification of meningitis Bacteria 

 : أجريل الاختبارات رت  النحو الاتي

ررل العزلات رت .1 طريقة بالساكونكي الصتب و  اكار الدماط   وسااتحضير السزررة البكتيرية : زف

نَلِّ بدرجة  أختبار بلاسااااااااتيكية بعدها أخذت أنبوبة  سااااااااارةل 24لسدس  م°37التخطيطل وحفضااااااااِّ

ضاااااااااع فيها  شااااااااافافة  السجهز من  Normal salineالستحي  الف اااااااااتجي مل من محتول 3ووف

ركة السصااااااااانعة ) ثم اخذت   Dispensetteمفتئل الأنابيبف بوسااااااااااطةو  BioMerieux)الااااااااااَّ

عَل في الأنابيب  لعسل رالق  منفردس بوسااااااااااااطة لوب بلاساااااااااااتيكي معقمم اااااااااااتعسرتان  ضاااااااااااِّ ووف

(uspensionSثاااااااااااا )ل الكثافة  بوساطة جهاااازااام قي plus) TMDensichek) تكون   ال  ان

ت  ل ربتثو  بطاقة الستصااااااااااااااتة بوحدس أنبوب النقلال تنقل( وبعدها 0.50-0.63) بين كثافته

 حامل خا  لغرض إدخالها داخل الجهاز. 

اخاال ختبااار إل  دنااة من أنااابيااب الالتنتقاال العي إل  باااب الستيء تاافدخاال ينااةبعااد تحضااااااااااااااير الع .2

 لنقاالالجهاااز بقطع أنبوبااة الالبطاااقااة بعاادهااا تنقاال البطاااقااات ياادوياااو إل  باااب التحسياال ثم يقوم 

 .سارة 4-6النتيجة بين  قرأم وتف °37تحضن بدرجة بعدها 
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    Preservation of Bacteria isolatesحفظ العزلات البكتيرية  8-2-3:

       Short period cultureالحفظ قصير الأمد  1-8-2-3:

فقرس ضر في الااااااااااالسحتب ااااااااقيع القتب والدماغ الصاااااااااان زلات البكتيرية رت  وسطاااااااااااازررل الع

سارااااااااااااااااااةل وبعد  24لسدس  م°37حرارس بوحفضنل  بطريقة التخطيطلSlant ( باكل مائل 1-3-2-3)

فةل   .(Forbes et al., 2007) وجددت العزلات  شهاااااارياو  م°4حرارس بالحضن حف

     Long period cultureالحفظ طويل الأمد  2-8-2-3:

ل سدس طويتةلالسعزولة من السرض  السصابين بالتهاب ال حايا بكتيريا الرزلات لتحفاظ رت  

 Autoclaveورقم بالسؤصدس( 3-2-3-1 ) السحضرس في الفقرس ال ائلتربتون الصويا وسط استعسل 

ساااااارة بدرجة حرارس  24وحضااااانل لسدس  لل ثم لقحل الأنابيب الحاوية رت  الوساااااط الزرري بالبكتريا

 دبالتجسي عدهابل اااااااااااااااااااااوحفةالسعقم  %20إليها الكتي اااااايرول بن اااااابة  وبعد الناااااااااااااااااااااسو يضاااااااف م37°

(Feltham et al., 1978 .)السحورس 

للبكتريا المسببة لمرط السحايا باستعمال  اختبار الحساسية للمضادات الحيويةفحص  9-2-3:

 MIC: التركيز المثبط الادنى 

Sensitivity Test for meningitis bacterial by MIC:  

 : وأجري الاختبار رت  النحو الاتي( 3-2-7لة جهاز الفايتك كسا في الفقرس )يت 

تب الدم الصرتااااااااااااااااااااااااااا  وسااااااااااااط بطريقة التخطيط تحضير السزررة البكتيرية: زررل العزلات  .1

سارااااااااااااااةل بعدها اخذت  24لسدس   م°37وحضنل بدرجة  (1-4-2-3السحضر في الفقرس )

ضااااااااااااااع فيهاااااااا  Kan tubeالكاااااااان تيوب انبوبتاااااااان من تول الستحي مااااااال من مح 3 ووف

ل إذ متئ .BioMerieux)السجهز من قبل الاركة السصنعة )  Normal salineالف تجي

ناقل بلاستيكي  ثم اخذت م تعسرتاااااااااااااااااااااان منفردس بوساطة   Dispensetteالأنابيب بوساطة

عَل في معقم ضِّ بوساطة  ل الكثافة( ثم قي uspensionSالانابيب لعسل رالق بكتيري ) ووف
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ثم نقل حجم ثابل من  (0.63-0.50) بينإذ تكون كثافته  )plus)TM  Densichekجهاز 

الخاصااااااة بفحص الح اااااااسااااااية بوساااااااطة ماصااااااات دقيقة  وبة الأول  إل  الأنبوبة الثانيةالأنب

Micropipettes  ( خاصة بالبكتريا السوجبة لصبغة كرام وهكاااااااااذا مايكروليتر 280بحجم )

تل رت  النقل وثببالن اااااااااااااابة لجسيع الأنابيب وبعدها نقتل البطاقة الستصااااااااااااااتة بوحدس أنبوب 

 حااااااااامل خاااا  لغرض إدخالها داخل الجهاز. 

لتنتقاال العينااة من أنااابيااب الاختبااار إل   العينااة تم إدخااالهااا إل  باااب الستيء بعااد تحضااااااااااااااير .2

نبوبة أيدوياو إل  باب التحسيل ثم يقوم الجهاز بقطع  اااااال البطاقة بعدها تنقل البطاقاتداخاااااااااااااااااا

 تح ااااااسلقياس ال سااااااارة 6-12النتيجة بين  قرأوتم ° 37حرارس  تحضاااااان بدرجةالنقل بعدها 

 لتسضادات الحيوية.

وي ى تكوين الغشاء الحيفففففففففففلع( .Staphylococcus spp) اختبار قدرة بكتففففففففففففففففففففففريا :10-2-3

Bioflim 
ااقيقابتية العزلات البكت اختبرت ا ا ا ا ا ا ا ا ااوي وفا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ااا جا او رية لتكوين الغااء الحيا ا ا ا ا ا ا ا ا ا ا  ء فيما

 باسااااااااااااااتعسال اطباق السعايرس الدقيقةوذلك ل Cucarella et al. (2002) الطريقة السحورس لااااااااااااااااااااااااااااا

Microtiter plate   لفقرس ا ضر فيااااااااااااالسفح تون الصويا ال ائلااااااااااااترب عزلات رتااااااااا  وسطالتم تنايط

الاختبار بإضااااافة الوسااااط  أٌجري م ° 37سااااارة بدرجة حرارس  24( حضاااانل العزلات لسدس 1-3-2-3)

من  مايكروليتر 160و مايكروليتر لكل حفرس   40الزرري الحاوي رت  العزلات السناااااااااااااااطة بسقدار

 (3-2-4-5سكر الكتوكوز السحضر في الفقرس ) %0.25الحاوي رت   تربتون الصويا ال ائلوسط )

( 3-2-4-6في الفقرس )ساااااكر الكتوكوز السحضااااار  %2وساااااط تربتون الصاااااويا ال اااااائل الحاوي رت  و 

لكل مكررات  ةمن أطباق السعايرس بواقع ثلاث( 3-2-3-1ووسااااااط لوريا ال ااااااائل السحضاااااار في الفقرس )

 200بسقدار  رت  العزلات البكتيرية غير حاو   وسااااااااااااط زرريمع إضااااااااااااافة معامل ساااااااااااايطرس ) (رزلة

ا تم م بعده°37ارة بدرجة حرارس سااااااااا 24نل لسدس ضاااااااااوح .(ريةيمايكروليتر في الحفرس لكل رزلة بكت
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ضر السحفات الستحي ااااوسااااداريء الفبسحتول  ثااالاث مااارات تل ااااات الحفر وغااااالتختص من محتوي

 Crystalة ااااار صبغااااال حفرس من الحفاااااتركل لتجة ثم اضية لك( السعقم 3-2-2-2قرس )اااااااااااااااااااافي الف

violet  ( بسقدار 3-2-2-3السحضاااار في الفقرس )بعدها سااااكبل واحدس دقيقة   مايكروليتر لسدس 200

ية افة الضااااااااوئوبعدها تم قراءس الكث كروليتر من كحول الايثانول السركزماي 200الصاااااااابغة واضااااااااية 

لجسيع السحتويات  Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA reader)هاز بج

اج الغااااااااااااااااااء الحيوي انتااا وقااادرتهاااا رت لتحااادياااد كثاااافاااة العزلات  ناااانومتر 570طول موجي تحااال ال

Bioflimوح ب طريقة الاتيةقرات الح ابااااات وفق الفثم أجريل  لMartins et al. (2013)  : 

إذا كان معدل انحراف الكثافة  Non-adherantتعد العزلة غير مكونة لتغاااااااااااااااااء الحيوي  .1

أكبر من  Optical Density control (ODc)او ي اااااااوي الضااااااوئية لت اااااايطرس ال ااااااالبة 

 قراءس العزلة.معدل 

إذا كان معدل  Weakly adherentفة التكااااااااااااااااااااااااوين لتغااء الحيوي اااااااااااااااااااااااازلة ضعيااااااااااااااااتعد الع .2

 . (ODc×2( وأصغر ماااان )ODcانحراف الكثافة الضوئية لتعزلة أكباار مان )

إذا كان معدل  Moderately adherentطة التكوين لتغااء الحيوي تعد العزلاااااااااااااااااااااااااة متوس .3

 . (ODc×4ان )( وأصاااااغر مODc×2زلة أكبر من )ااااة لتعاااااوئياااة الضاااااافاااااثااااف الكرااااااانح

إذا كان معدل انحراف  Strong adherentتعد العزلة شاااااااااااااديدس التكوين لتغاااااااااااااااء الحيوي  .4

 .(ODc× 4أكبر أو ي اوي ) ODالكثافة الضوئية لتعزلة 
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 للمضاد المكونة للغشاء الحيوي  .Staphylococcus sppبكتيريا  مقاومةاختبار  11-2-3:

Erythromycin  
 اساااااااااااااايااااااة بكتريااااااا اااااااااااااااااااالتكاااااااااااااااة رن ح Cucarella et al. (2004)طريقااااااة اتبعاااااال 

Staphylococcus spp. اطباق السعايرس  حيوي لتسضاااااااادات الحيوية باساااااااتعسالالسكونة لتغاااااااااء ال

 الدقيقة كالاتي:

ببكترياااا ( 1-3-2-3السحضاااااااااااااار في الفقرس ) التربتون الصااااااااااااااوياااا ال اااااااااااااااااائاااللقح وسااااااااااااااط  .1

Staphylococcus spp.  سارة 24لسدس  م°37ثم حضنل بحرارس. 

في حفرس العسود الاول والثاني والثالث وضع ل Microtiter plateباستخدام اطباق السعايرس  .2

 التربتون مايكروليتر من وساااط 175( ثم اضاااية 1من الفقرس ) مايكروليتر 25لطبق السعايرس 

 (.3-2-4-6السحضر في الفقرس ) كتوكوز %2الحاوي رت   الصويا ال ائل

ساااااااارة ثم تم تفري  محتو  الحفر وغ اااااااتها  24لسدس  م°37بحرارس  اطباق السعايرس حضااااااانل .3

مايكروليتر من وسااااااااااااااط مولر هنتون  200ووضااااااااااااااع في حفرس العسود الاول  بالساء السقطر

ليتر من وساااااااط مايكرو  100 وفي الحفرس الثانية (1-3-2-3السحضااااااار في الفقرس ) ال اااااااائل

 ايكروغرامم 8 بتركيز Erythromycin لتسضاد MICمن  ليترمايكرو  100مولر هنتون و

 من ليترمااايكرو  100ط مولر هنتون وسااااااااااااااليتر من و مااايكرو  100 وفي الحفرس الثااالثااة/ماال 

Minimum bactericidal concentration (MBC)  لتسضاااااااااااااااااادErythromycin 

 .مايكروغرام /مل16 بتركيز 

 .سارة 24لسدس  م°37حضنل اطباق السعايرس بحرارس  .4

 .نانومتر 600 يزا رت  الطول السوجيافة الضوئية باستعسال جهاز الايتقي ل الكث .5
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 Spreading testاختبار حركة الانتشار  :12-2-3

اازرر اال العا ا اازلات البكتا اا  وساارت .Staphylococcus sppيرية ا ا ااط الانتا ا ا اااار السحا ا ضر ا

 ق ثمااااااااركز الطباااااااافي م من العالق البكتاااااااايري  يتراااااااااااامايكرول 100( بوضع 3-2-4-7رس )ااااااااااااااااااااقاااااااااااااااافي الف

تر ااااااتساااااابالسية ااااااالثانرس ااااااااار الس تعساااااااااارة وقيس قطااااااس  24لسدس م °37رارس ااااااااااق بحااااااااااااااال الاطبحضااااااااان

(Kaito and Sekimizu, 2007). 

 Adhesionعلفففى الالتصاق ِّ  .Staphylococcus sppاختبار قدرة بكتففريا  13-2-3:

 تم الاختبار ب جراء الطريقتين الاتيتين: 

 Polystyreneالالتصاق على اطباق  اختبار 1-13-2-3:

 Staphylococcusلاختبار قدرس بكتيريا السحورس  Cucarella et al. (2001)اتبعل طريقة 

spp.  رت  الالتصاق في سطح اطباقPolystyrene وكالاتي:- 

بالس تعسرات  (5-4-2-3السحضر في الفقرس ) كتوكوز %0.25الحاوي  TSBلقح وسط  .1

 .سارة 24لسدس  م°37البكتيرية ثم حضنل بحرارس 

لسدس  م°37وحضااااااااااااانل بحرارس  Polystyreneفي اطباق  (1)مل من الفقرس  10وضاااااااااااااع  .2

 .سارة واحدس

 .لاث مرات بدار ء الفوسفات الستحيمن الوسط الزرري ثم غ تل ث فرغل الاطباق .3

ل ثم صاااااااابغل بصاااااااابغة كرام وفحصاااااااا السركز ثبتل الخلايا البكتيرية باسااااااااتعسال السيثانول .4

 .100Xالاطباق تحل العدسة الزيتية بقوس تكبير 

 على الخلايا الطلائية السرطانية الالتصاق  اختبار2-13-2-3: 

ن م الستبعااة في السركز العراقي لبحوث ال اااااااااااااارطااان والوراثااة الطبيااة الطريقااة سااااااااااااااتخاادماالا

  :السحورسو   Cucarella et al. (2004)قبل
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-RPMIفرغل قناني الزرع الن اااايجي الحاوي رت  الخلايا ال اااارطانية من الوسااااط الزرري  .1

( ثم 2-2-2-3السحضاااااااار في الفقرس )الستحي وغ ااااااااتل بسحتول داريء الفوساااااااافات  1640

( 6-2-2-3فرساااين السحضااارس في الفقرس ) - من محتول ترب اااين مايكروليتر 200اضاااية 

تتصااقة بجدار قنينة دقائق لتفكيك الخلايا الس 3م لسدس °37وحركل ببطء ثم حضاانل بحرارس 

مل من وساااااااااط نسو  15والحصاااااااااول رت  خلايا سااااااااارطانية واضاااااااااية له الزرع الن ااااااااايجيل 

RPMI-1640 ( السد8-4-2-3جديد السحضر في الفقرس ) مصل بقري ثم  %10رم باااااااااااااااا

 حركل القنينة جيداو.

قنينة الزرع الن اااااااااااااايجي ال  حفر طبق معايرس الزرع الن اااااااااااااايجي  من مايكروليتر  200نقل .2

Microtiter Plate 96 Wells باستخدام ماصة دقيقة. 

ساااااارة ال  حين التصااااااق الخلايا  18- 24لسدس تتراوح بين م °37حرارس بحضااااانل الاطباق  .3

من وسااط  مايكروليتر 200في الحفرس بعدها تم التختص من الوسااط الزرري القديم واضااية 

RPMI-1640  العاااالق البكتيري لبكترياااا  والحااااوي رت جاااديااادStaphylococcus spp. 

 نابيباالسحضاااااارس بتتقيح انابيب حاوية رت  السحتول الف ااااااتجي وضاااااابطل كثافة النسو مع )

ضااااااااااااانل وحف وحدس تكوين الس اااااااااااااتعسرس( 610× 8.1مكفرلاند والذي يعطي ردد مقدارا  ورسرك

 سارة.   2لسدس  م°37حرارس بالاطباق 

 نفرسي - من محتول ترب ين مايكروليتر  200واضية افرغل الاطباق من الوسط الزرري .4

دقيقاااة لتفكياااك الخلاياااا  1وحركااال القنااااني ببطء لسااادس  (3-2-2-6) السحضاااااااااااااار في الفقرس

الدم  وساااااااط وزررل رت  (0 ,10:1 ,100:1)الستتصاااااااقة ثم اجريل سااااااات اااااااتة من تخافية 

 ب ردد الس تعسرات لكل حف لقراءس النتيجة ارة و س 24 لسدس م°37حرارس بوحضنل  الصتب

 .طبق
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 .Staphylococcus sppالكش  الجزيئي عن بعض جينات بكتيريا  :14-2-3

 : .Staphylococcus sppالجينوم لبكتريا DNAاستخلاص  :1-14-2-3

Genomic DNA extraction of Staphylococcus spp. bacteria 
الذي جهَّزتهف الاااااااااركة  Wizard Genomic DNA Purification Kit اسااااااااتفعستل ردس

Promega (USA)   لاستخلاDNA لتعزلات البكتيرية واتُّبِّعل الخطوات رت  النحو  يالجينوم

 ا تي: 

 تربتون الصاااويا ال اااائل منها رت  وساااط DNAرية السراد اساااتخلا  يزررل العزلات البكت .1

 م.°37حرارس سارة ب 24وحضنل لسدس  3-2-3-1)الفقرس ) السحضر في

 ابيبإل  أن Micropipetteمل من السزروع البكتيري بوسااااااطة ماصاااااة دقيقة  1.7ساااااحب  .2

 .Max 2000 ml الابندورف السعقسة

 دقيقااة واحاادسلساادس  Centrifugeجهاااز الطرد السركزي في  الابناادورفوضااااااااااااااعاال أنااابيااب  .3

 .دورس / دقيقة وأفهسل الطافي 13000وب ررة 

 مايكروليتر  100و  DNA- rehydrationالاماهة محتولمن  مايكروليتر 100أضااااااااية  .4

Lysozyme  ومزج بوساطة جهاز السازجVortex. 

 .م°37دقيقة في الحاضنة بدرجة  30لسدس  ل الانابيبحضن .5

/ دقيقة دورس 13000دقيقة باااااااااااا  2لسدس  از الطرد السركزي هالابندروف في ج وضعل انابيب .6

 .اهسل الطافيو 

 .جل جيداومز  Nuclei  Lysisمايكروليتر من محتول  600 اضية .7

 لدرجة حرارس الغرفة. تبرد ثم لسدس نصة سارة م° 70حسام مائي بدرجة حضنل في  .8

 .دقيقة  15لسدسم ° 37با  حضنلو . RNAaseانزيم مايكروليتر من  3ضيةا .9
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 .السازججهاز الطة اساااااال بو مزجو ب البروتين مايكروليتر من محتول ترسااااااي  200ضاااااايةا .10

 13000ة ااارراااب  زي ااارد السركاااهاز الطاااابيب في جاااالان علاااثم وض م° 3-رارس ااابحل اااوحضن

 .واهسل الطافي دقائق 5 دقيقة لسدس /دورس

ومزج بجهاز السازج ثم وضااااااعل في جهاز  Isopropanol من مايكروليتر 600 اضااااااية .11

 .دقيقة 2دقيقة لسدس  /دورس 13000الطرد السركزي ب ررة 

 ثم وضااعل في جهاز الطرد السركزيو  %70مايكروليتر من كحول الايثانول   600اضااية .12

 دقيقة. /دورس 13000  ررةدقيقة با 2لسدس 

 درجة حرارس الغرفة. وتركل الانابيب فيالايثانول  سحب .13

 لسدس سااااااارة واحدس بحرارس Rehydration الاماهة  مايكروليتر من محتول 100اضااااااية  .14

 .م65°

مايكروليتر من  100في  مذاباو  DNAوهي خطوس الحصول رت  الااااااااااااااا  DNAحفظ الدنا  .15

 . لحين الاستعسال م°-4محتول الاماهة بحرارس 

باسفففففففففتعمال جهاز  .Staphylococcus sppبعض جيناتعن  الجزيئي الكشففففففففف  2-14-2-3:

 (PCRتضاعف البلمرة المتسلسل )

ر إلاااااااااااا  اافااااااااالااااااااااااااااااااااذي ي cnaات )ينااااااااوادئ الجاااااابال PCRل اااااراااااار ختياااااااااااااااااااط تفاااااضحف 

Collagen binding proteinل وicaA   الذي يافر إلIntercellular adhesion gene A ل

 Clumpingالذي ياااااااااااااافر ال  clfAو Laminin binding proteinالذي ياااااااااااااافر إل   enoو

factors A وbap    الذي يااااااااااااااافر الBiofilm associated protein)  مايكروليتر  10بختط

 1باديء الامامي لتجين ومن المايكروليتر  1و Promegaشركة والسجهز من  Master Mix من

مايكروليتر  3ومايكروليتر من الساء السقطر اللايوني  5ي لتجين وء العك اااااااااااااباديالمايكروليتر من 

 20يصاااااااابح الحجم النهائي لتختيط  ل(3-2-14-1تختص في الفقرس ) ااااااااالس Template DNAمن 
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ا باساااااااتعسال السازج  PCRمايكروليترل بعد ذلك مزجل محتويات أنابيب  ثم وضاااااااعل  Vortexجيدو

بِّطل ظروف التضاااارة لتتحري رن  .وبرمج الجهاز لكل جين بااااكل منفصااال PCRفي جهاز  ضاااف

 الجينات باكل منفصل لكل جين رت  النحوِّ ا تي: 

 Salaberry et بح ب ما ذكااااااااااااااااااااارا كل من enoخطوات التضاعف الجيني للتحري عن جين . 1

al. (2015) و Zuniga et al. (2015)(3-11السوضحة في الجدول ) واٌتبعل الخطوات: 

 .enoخطوات التضاعف الجيني للتحري عن جين (: 3-11جدول )

 الوقت عدد الدورات درجة الحرارة PCRمراحل 

 مرحلة مسخ الدنا الأولي-1
Initial Denaturation  

 دقائق5 دورة واحدة م94°

مففففففرحففففففلففففففة مسففففففففففففففخ الففففففدنففففففا -2
Denaturation  

  Annealingمرحلة الالتحام -3

  Extensionمرحلة الاستطالة -4

 م94°
 

 م55°
 م72°

 
 دورة 30

 
 

 ثانية 30
 

 ثانية 30
 ثانية 30

 مرحلة الاستطالة النهائية -5
Final Extension  

 دقيقة7 دورة واحدة م72°

 دقيقة10 _ مHold 4°مرحلة السيطرة  -6
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 .Salaberry et alبح ب ما ذكرا كل من  bap للتحري عن جينخطوات التضاعف الجيني . 2

 .(3-12)السوضحة في الجدول  واٌتبعل الخطواتZuniga et al. (2015) و (2015)

 .bap خطوات التضاعف الجيني للتحري عن جين(: 3-12جدول )

 الوقت عدد الدورات درجة الحرارة PCRمراحل 

 مرحلة مسخ الدنا الأولي-1
Initial Denaturation  

 دقائق5 دورة واحدة م94°

مففففففرحففففففلففففففة مسففففففففففففففخ الففففففدنففففففا -2
Denaturation  

  Annealingمرحلة الالتحام -3

  Extensionمرحلة الاستطالة -4

 م94°
 

 م62°
 م72°

 
 دورة 30

 
 

 ثانية 30
 

 ثانية 30
 ثانية  30

 مرحلة الاستطالة النهائية -5
Final Extension  

 دقيقة 7 دورة واحدة م72°

 دقيقة 10 _ مHold 4°مرحلة السيطرة  -6

 

 .Salaberry et alبح ب ما ذكرا كل من cna خطوات التضاعف الجيني للتحري عن جين . 3

 .(3-13السوضحة في الجدول )واٌتبعل الخطوات  Zuniga et al. (2015)و (2015)

 .cnaخطوات التضاعف الجيني للتحري عن جين (: 3-13جدول )

 الوقت عدد الدورات درجة الحرارة PCRمراحل 

 مرحلة مسخ الدنا الأولي-1
Initial Denaturation  

 دقائق5 دورة واحدة م94°

مففففففرحففففففلففففففة مسففففففففففففففخ الففففففدنففففففا -2
Denaturation  

  Annealingمرحلة الالتحام -3

  Extensionمرحلة الاستطالة -4

 م94°
 

 م55°
 م72°

 
 دورة 30

 
 

 ثانية 30
 

 ثانية 30
 ثانية  30

 مرحلة الاستطالة النهائية -5
Final Extension  

 دقيقة 7 دورة واحدة م72°

 دقيقة 10 _ مHold 4°مرحلة السيطرة  -6

 

 



                                                                                          الفصل الثالث: المواد وطرائق العمل   53

 .Nemati et alرب ما ذك ح clfAري عن جين ففففففففففففيني للتحففف  الجففففففففففففاعضلتوات اففففففففففففخط. 4

 (.3-14السوضحة في الجدول ) وأفت ِّبعل الخطوات (2009)

 .clfAري عن جين ففففيني للتحف  الجففففاعضوات التففففخط(: 3-14جدول )

 الوقت عدد الدورات درجة الحرارة PCRمراحل 

 مرحلة مسخ الدنا الأولي -1
Initial Denaturation  

 

 دقائق 5 دورة واحدة °م 95

مففففففرحففففففلففففففة مسففففففففففففففخ الففففففدنففففففا -2
Denaturation  

  Annealingمرحلة الالتحام -3

  Extensionمرحلة الاستطالة -4

 م95°
 
 م55°

 م72°

 
 

 دورة 30

 ثانية 30
 

 ثانية 30
 ثانية 30

 مرحلة الاستطالة النهائية -5
Final Extension  

 دقيقة 10 دورة واحدة م72°

 دقيقة 10 - مHold 4°مرحلة السيطرة   -6
 

 Nemati et al. (2009)ا ر بح ااب ما ذك icaA ت التضاعف الجيني للتحري عن جينخطوا. 5

 (. 3-15السوضحة في الجدول )واتُّبعل الخطوات 

 .icaAخطوات التضاعف الجيني للتحري عن جين (: 3-15جدول )

 الوقت عدد الدورات درجة الحرارة PCRمراحل 

 مرحلة مسخ الدنا الأولي -1
Initial Denaturation  

 دقيقة 5 دورة واحدة م95°

مففففففرحففففففلففففففة مسففففففففففففففخ الففففففدنففففففا -2
Denaturation  

 م95°
 

 
 دورة 30

 ثانية 30
 

 ثانية 30
 ثانية 30

 مAnnealing  °49مرحلة الالتحام -3
 مExtension  72°مرحلة الاستطالة -4
 مرحلة الاستطالة النهائية -5

Final Extension 

 دقيقة 7 دورة واحدة م72°

 دقيقة 10 - °م     Hold 4 مرحلة السيطرة -6
 

تضاااااااااااااااارة كل جين إل  الترحيل الكهربائي رت  هلام مايكروليتر من ناتج  5نفقل  هابعد

 .Agarose الاكروز
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 Agarose gel electrophoresis  الترحيل الكهربائي في هلام الاكاروز: 3-14-2-3

 أجري الترحياال الكهربااائي لتجينااات الناااتجااة من تفاااراال البتسرس الست اااااااااااااات اااااااااااااااال وفق طريقااة 

Salaberry et al. (2015)  :السحورس رت  النحو ا تي 

مل من دارئ 100 في غم( من الاكاروز 1وذلك بإذابة ) %1 حضاااااااااااااار هلام الاكاروز بتركيز

TBE ((1X ( و 3-2-2-8السحضااااااااار في الفقرس ) ساااااااااخن الاكاروز لدرجة الغتيان وترك ليبرد لدرجة

 10ذات تركيز بروميد الايثيديوم بغة صاااااااااااااامايكروليتر من  0.5ثم اضااااااااااااااية له  م°55-60 الحرارس

 ايكروغرام /متتتر.ما

وثبل بااااااكل جيد لتكوين  Combووضاااااع السااااااط Tray  اردت صااااافيحة إساااااناد الاكاروز .1

وصااااااااااااااب الاكاروز بهدوء في الصاااااااااااااافيحة لسنع حدوث فقارات هوائية وترك  wellsالحفر 

 .دقيقة 30ليتصتب لسدس 

رفع السااااااااااط بهدوء من الاكاروز الستصاااااااااتب ونقل الاكاروز مع القالب إل  حوض الترحيل  .2

 3-2-2-8)( السحضااااار في الفقرس )TBE(1Xالكهربائي ومتئ الحوض الس اااااتعسل بسحتول 

 إذ يغطي سطح هلام الاكاروز بالكامل.

مااايكروليتر من ناااتج تضااااااااااااااااارة الجينااات السراد تحسيتهااا ووضااااااااااااااعاال في الحفر  5نقاال  .3

DNA Ladder (100bp )مايكروليتر من الدليل الحجسي  5صاااصاااة لها وكذلك نقل السخ

السوجودس بعدها شااااااااااغل  DNAووضااااااااااع في أول حفرس والذي اسااااااااااتفعسل لتحديد أحجام قطع 

 .دقيقة 75فولل ولسدس  75الجهاز ومرر التيار الكهربائي بفرق جهد 

ع في جهاز لفحصااااه ب د انتهاء وقل الترحيل نقل الهلامبع .4 ضااااِّ عة اسااااتعسال مصاااادر ل شااااووف

 312رقسية رند طول موجي  يراوالسجهزس بكام UV-Trans illuminatorفوق البنف ااجية 

 .وصورت النتائج نانوميتر
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  Results and Discussionالنتائج والمناقشة -4

ئل النخاع الشوكي من أطفال في سا بكتيرياعزل وتشخيص الجمع العينات و  1-4:

 التهاب السحايامرضى 

Collection of samples, isolation and identification of bacteria 

in spinal cord from children with meningitis 

الأطفال/ ن مستشفى حماية تم الحصول عليها مينة سريرية ع 248 اخضعت للدراسة

للمدة و التهاب السحايا  من الأطفال الذين يعانون من مرضىلا . شملت العيناتمجمع مدينة الطب

على وسط  ةمباشر زرعت العينات  ،2018الى الاول من تشرين الاول  2018من الثامن من تموز 

ساعة،  24م ولمدة °37 حضنت بحرارةو  الصلب الشكولاتةو والدم الصلب الماكونكي الصلب 

فات المجهرية للمستعمرات والصوالمظهرية على الصفات المزرعية  ا  عتمادا شخصت جميع العزلات 

ستعمال جهاز اشخصت ب ،عينة 42هور نمو في ـــــت نتائج الزرع ظـــــــبين ،يريةــــــالبكت مسحاتلل

GN; GP))Vitek-2   كالاتيوكانت النتائج: 

  Morphological characteristicsالصفات المظهرية :4-1-1

والاخرى عديمة اللون  الماكونكي الصلبباللون الوردي على وسط  ظهرت بعض العزلات

عزلات ال بعض في حين ظهرت، سكر اللاكتوزتخمر عدم  او مرتخ قدرتها على اعتمادا على

 الصلب. الشكولاتةو  الدم الصلبكريمي على اوساط لون او ب رصاصي وأبيضاء اللون 

 Microscopic examinationالفحص المجهري  :4-1-2

بعد عملية التصبيغ بصبغة  100Xتحت المجهر الضوئي عند قوة تكبير  بكتيرياظهرت ال

 .الموجبة لصبغة كرام بكتيرياالسالبة لصبغة كرام وباللون البنفسجي لل بكتيرياباللون الاحمر للكرام 
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 Biochemical testحيوية الاختبارات الكيمو  :4-1-3

سالبة لفحص  .Staphylococcus spp( ظهور جميع عزلات 1-4يوضح الجدول )

Oxidase  وموجبة لفحصCatalase ، البكتيري اظهر النوع كما S.aureus 

  S.warneriعدا بكتيريا Gelatinase لانتاج انزيم الجيلاتينيزنتيجة موجبة  S.haemolyticusو

 نتاج انزيماما ا .متغايرة كانت S.hominis و S.epidermidisبكتيريا و سالبة  فكانت

Haemolysin ينالبكتيري ينفكان النوعS.epidermidis  و S.hominis بيتامحلل للدم من نوع 

β  كاماو γ النوعين. اما S.aureus و S.warneriكاما  انا من النوعفكγ، وبكتريا 

S.haemolyticus بيتا من نوع β. وقد اتضح عدم قدرة Staphylococcus spp.  على النمو

في حين أظهرت جميع عزلات . م˚45 اظهرت قابليتها على النمو بحرارة م في حين˚15بحرارة 

نموها على وسط المانتول الملح الصلب وتخمرها لسكر المنتول  .Staphylococcus sppبكتريا 

فقد كانت جميع عزلات  Novobiosinاما فحص المضاد الحيوي . S.aureusفي عزلات بكتريا 

.Staphylococcus spp  .فحص تخثر بلازما الدماما حساسة لهCoagulase  جميع  فكانت

  .لفحصفكانت موجبة ل  S.aureusالانواع البكتيرية سالبة لهذا الفحص فيما عدا بكتريا

 . .Staphylococcus sppلبكتيريا وحيويةالكيم اختبارات :(1-4جدول )

 نوع البكتيريا

O
x
id

a
se

 C
a
ta

la
se

 G
el

a
ti

n
a
se

 H
a

em
o
ly

si
n

 

 رةدرجة الحرا

N
o

v
o
b

io
ci

n
 

C
o

a
g
u

la
se

ط  
س

و
ى 

عل
و 

نم
ال

M
a

n
n

it
o
l 

S
a
lt

 

a
g
a
r

 

مر
خ

ت
 

كر
س

 M
a
n

n
it

o
l

 

 م˚45 م˚15

S.epidermidis - +  , +- β , γ - + ,- S - + - 

S.aureus - + + γ - + S + + + 

S.haemolyticus - + + β - + ,- S - + - 

S.hominis - + +-,  β , γ - + S - + - 

S.warneri - + - γ - + S - + - 

 .تحلل الدم كاما (:γ,) تحلل الدم بيتا (:β), الفحص (: حساسة S), الفحص ,)+(: موجبة الفحص ( : سالبة-) 

رام اذ ان للبكتريا السالبة لصبغة ك الاختبارات الكيموحيوية ( يوضح4-2) الجدول اما

  Burkholderia cepaciaوAcinetobacter baumannii  البكتيريةالعزلات 
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ور وإنتاج فوكاس بروسكاالاندول واحمر المثيل و  سالبة لاختبار Pseudomonas putidaو

كانت سالبة  Klesiella pneumoniaاليوريز ومتغايرة لاختبار استهلاك السترات، اما بكتريا 

وانتاج انزيم فوكس بروسكاور واستهلاك السترات وموجبة لاختبار  واحمر المثيل الاندوللاختبار 

وسالبة لاختبار  احمر المثيللاختبار  موجبة Escherichia coliيا اليوريز. في حين كانت بكتر 

لغازي  منتجة فكانت جميع العزلات غير IAK، اما في وسط فوكس بروسكاور والسترات واليوريز

2CO وS2H  غير مخمرة لسكر الكلوكوز عدا بكتيريا وpneumonia Klesiella 

 وكانت الكاتليز،وجبة لفحص العزلات موكانت جميع فهي مخمرة،  Escherichia coliو

Burkholderia cepacia وPseudomonas putida .موجبة التفاعل لاختبار الاوكسديز 

 .(: الاختبارات الكيموحيوية للبكتريا السالبة لصبغة كرام2-4جدول )

 Indol نوع البكتريا

MR-VP 

C
it

ra
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U
ra

se
 

KIA 
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a
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2
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S
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Acinetobacter baumannii - - - ± - K K - - + / 

Burkholderia cepacia - - - ± - K K - - + + 

Pseudomonas  putida - - - ± - K K - - + + 

Klebsiella  pneumoniae - - + + + A A - - + / 

Escherichia coli / + - - - A A - - / / 

 Alkaline. KIA :Kliglar Iron:  (K)و Acid:(A)  ( : متغايرة التفاعل و ±فاعل و)ـــــبة التـــــ)ــ(: سالبة التفاعل و)+(: موج

Agar 

 

    Dignosis by Vitek- 2 (GP, GN)التشخيص بعدة الفايتك :4-1-4

 تشخيصا   CSF لغرض تشخيص العزلات البكتيرية المعزولة من سائل النخاع الشوكي

وضحت باستعمال جهاز الفايتك وذلك عن طريق مجموعة من الفحوصات الكيميوحيوية اذا  تاكيديا  

 16وبينت النتائج الحصول على  ،بكتيرياانواع الحسب اجناس و  نتائج متغايرة وجودالجهاز نتائج 

 Pseudomonasعزلة واحدة و  %38.1وبنسبة  Staphylococcus spp. بكتيرياعزلة تابعة ل

putida وEscherichia coli وKlebsiella pneumonia  من وعزلتين %2.38بنسبة 



      الفصل الرابع: النتائج والمناقشة                                                                                                            58

Burkholderia cepacia وAcinetobacter baumanni ت كان لةعز  19و %4.76 بنسبة

 أخرى تضمنت كل من:أنواع 

Enterococcus faecium, Streptococcus thoraltensis, Kocuria kristinae, 

Leclercia adecarboxylata, Rothia dentocariosa, Globicatella sulfidifaciens, 

Pantoea spp., Pantoea agglomerans,  (1-4)شكل  %45.24وبنسبة. 

 
 النخاع الشوكي.سائل النسبة المئوية للعزلات البكتيرية المعزولة من  :(4-1) شكل

 

 بكتيريا عدد عزلاتان  (2-4) وكما موضحة في الشكلاظهرت النتائج في حين 

Staphylococcus spp.  وع ـــــب النـــــالعزلات حس عزلـــــة وبلـــــغ توزيـــــع 42بيــــــن من  16كان

16/7 43.75)%) S. epidermidis 16 (3/18.75و%)S. hominis  وS. haemolyticus 

 .S.warneri (%6.25) 1/16و  S. aureus (%12.5) 2/16ولكلتيهما 

38.10%

2.38%

2.38%4.76%2.38%4.76%

45.24%

Staphylococcus spp.

Pseudomonas putida

Escherichia coli

Burkholderia cepacia

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii

others
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  .Staphylococcus sppبكتيريا النسبة المئوية لعزلات :(4-2) شكل

المكورات  العزلات سيادة كانت ان اكثر Khan et al. (2017a) ينطبق مع نتائجوهذا 

المرضى المصابين بالتهاب المعزولة من  (CoNS)السالبة لفحص انزيم تخثر البلازما  العنقودية

. في حين وعدوى المجتمعاتدوى المستشفيات كانت ع مشيرا الى ان اسباب الاصابة ،السحايا

من سائل النخاع  (CoNS) بكتيريافي دراسته ان نسبة عزل  Reta and Zeleke (2016)أشار 

مبينا في  ،S.aureus بكتيريال %5فيما بلغت  %4 دة بلغت حواليالشوكي للاطفال حديثي الولا

 .Rhie et alوجد بينما  الإصابة،تلف حسب وزن الطفل ونوع ان نسبة العزل تخ نفسهالوقت 

التي تقل اعمارهم عن  في الاطفال %27.1تصل الى ل S. aureus بكتيرياارتفاع نسبة  (2017)

 شهرا   (3-59) في الاطفال التي تتراوح اعمارهم بين %20.5في حين بلغت نسبتها  ،ثلاثة اشهر

ارتفاع نسبة  لىا Khan et al. (2017a)وأشار  ،واكثرسنوات   5في اطفال باعمار %26.8و

تكون  عزولةالم  (CoNS)من %90ان نتيجة عدوى المستشفيات و ( CoNS) بكتيرياالاصابة ب

 بكتيرياان سبب ازدياد الاصابة بمشيرا  الى  ،Oxacillinمقاومة للمضاد الحيوي 

Staphylococcus  بب مقاومتها للمضادات الحيويةسبهو Oxacillin وكذلك عدم توفر ،

43.75%

12.50%

6.25%

18.75%

18.75%

Staphylococcus epidermids

Staphylococcus aureus

Staphylococcus warneri

Staphylococcus hominis

Staphylococcus haemolyticus
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 Haemophilus influenze بكتيرياالاصابة ب قلةدليل واضح لكان وهذا  ،بكتيريااللقاحات لهذه ال

  وفر اللقاح الملائم لها.ــــوذلك لت

نوع  الى يعودهذه الدراسة قد ل زلمع نسب الع ب العزل بين دراسة واخرى ـــــتلاف نســــان اخ

التـــــشخيص انية ـــــامكتتغاير في وية و ـــــتناول المضادات الحي منها بكتيرياالعينة التي تم عزل ال

 Staphylooccusبعض الأنواع من ان فضلا  عن  يصــــزل والتشخـــــبعض المختبرات في العل

spp. اكثر كـ لدــئة الجـــــــدها في بيـــــــتواج ون يك S. epidermidis رى الأخــــــواع ـة بالانــــــمقارن 

(Reta and Zeleke, 2016 (Rhie et al., 2017;. 

 Sensitivity of Antibioticة للمضادات الحيوي ةالحساسي 2-4:

الكارت المتضمن ( Vitek 2اظهرت النتائج التي حصل عليها باستعمال جهاز الفايتك )

تلك العزلات البكتيرية ل ةحساسيلمعرفة مدى  مضادا حيويا   17على  AST-P580التشخيصي 

 التركيز المثبط الادنى وقيست حساسية العزلات البكتيرية للمضادات باستعمالالحيوية لمضادات ا

Minimum inhibitory concentration (MIC)  البكتيريا فيللمضاد وتاثيره.  

لعدد من  %100بنسبة  Sensitiveالعزلات كانت حساسة  بينت النتائج ان جميع

 Vancomycinو Teicoplaninو Linezolidالمضادات المستعملة في الدراسة وهي 

بينما اختلفت بعض العزلات . Benzylpenicillinو Nitrafurantionو Tigecyclineو

بة المقاومة نس كانت بينما .Intermediateاو متوسطة  Resistanceالبكتيرية فكانت مقاومة 

 %28.57بنسبة  Gentamicin المضادو  %85.7بنسبة  Oxacillin الحيوي اتجاه المضاد 

 %28.57بنسبة  Levofloxacinوالمضاد الحيوي  % 21.42بنسبة  Tobramycinوالمضاد

 المضادو  %85.7بنسبة  Erythromycin والمضاد %14.28بنسبة  Moxifloxacin والمضاد

Clindamycin  المضادو  %42.85بنسبة Tetracycline  المضادو  %28.57بنسبة Fusidic 
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Acid  المضاد و  %64.28بنسبةRifampicin  المضادو  %35.71بنسبة Trimethoprim 

 .(4-3)وكما هو موضح في الجدول  %28.57بنسبة 

 S.epidermidisعزلات من بكتيريا  لسبعة مقاومة ومن الجدول نفسه يتبين ان هناك

وبتركيز  Oxacillinوملغرام/مل  0.5من أو يساوي  كبروبتركيز ا Benzylpenicillinللمضاد 

من أو  كبرا وبتركيز Gentamicinعزلات مقاومة اتجاه  3و ،ملغرام/ مل 4أو يساوي  اكبر

ملغرام/  16أو يساوي  كبرا وبتركيز Tobramycin عزلات مقاومة اتجاه المضاد 3و ،16 يساوي 

، ملغرام/ مل 8و  4 اكبر من او يساوي  وبتركيز Levofloxacinعزلات مقاومة للمضاد  3و ،مل

عزلات مقاومة  6وكانت  / ململغرام 2وبتركيز  Moxifloxacin وعزلة واحدة مقاومة للمضاد

 عزلات للمضاد 4و ،ملغرام/مل 8أو يساوي  كبروبتركيز ا Erythromycinللمضاد 

Clindamycin  او  قللتين بتركيز اعز ملغرام/ مل  و  8 أو يساوي  كبرمنها بتركيز ااذ ان عزلتين

 16أو يساوي  كبروبتركيز أ Tetracyclineعزلة مقاومة للمضاد  2و ،ململغرام/ 0.25يساوي 

 32أو يساوي  كبرمنها بتركيز أ Fusidic Acid  3عزلات مقاومة للمضاد 4و ، ململغرام/

عزلات مقاومة  4فكانت  Rifampicinاما المضاد ، ملغرام/مل 8 وعزلة واحدة بتركيزمل ملغرام/

ملغرام/مل. اما المضاد  16بتركيز  عزلة واحدةمل و ملغرام/ 32أو يساوي  اكبربتركيز  3له بواقع 

Trimethoprim  مل. اما ملغرام/ 320أو يساوي  كبرعزلة واحدة مقاومة له وبتركيز أفكانت

 Nitrafurantionو Tigecyclineو Vancomycinو Teicoplaninو Linezolidالمضاد 

 اي مقاومة اتجاهها. S.epidermidis لم تظهر عزلات
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 مثبطالتركيز الباستعمال للمضادات الحيوية  S.epidermidisحساسية بكتريا  :(4-3) جدول

 .Vitek-2باستعمال جهاز  (MIC)الأدنى 

 اسم المضاد الحيوي

 (S)الحساسية  (I)المتوسطة   (R)المقاومة 

 العدد
 النسبة

% 

MIC-

μg/ml 
 العدد

النسبة

% 

MIC-

μg/ml 
 العدد

النسبة

% 

MIC-

μg/ml 

Benzylpenicillin 7 100 <=0.5 - - - - - - 

Oxacillin 7 100 <=4 - - - - - - 

Gentamicin 3 42.85 <=16 1 
14.2

8 
8 3 42.85 

4 

>=0.5 

Tobramycin 3 42.85 <=16 1 
14.2

8 
8 3 42.85 

4 

>=1 

Levofloxacin 3 42.85 8,4 <= - - - 4 57.14 0.25 

Moxifloxacin 1 14.28 2 2 
28.5

7 
1 4 57.14 >=0.25 

Erythromycin 6 85.71 <=8 - - - 1 14.28 >=0.25 

Clindamycin 4 57.14 
<=8(2) 

>=0.25*(2) 
- - - 3 42.85 >=0.25 

Linezolid - - - - - - 7 100 
1(2) 

2(5) 

Teicoplanin - - - 1 
14.2

8 
16 6 85.71 

>=0.5(3) 

4(2) 

8(1) 

Vancomycin - - - - - - 7 100 

1(4) 

1)2) 

>=0.5(2) 

Tetracycline 2 28.57 <=16 - - - 5 71.42 
2(3) 

>=1( 2) 

Tigecycline - - - - - - 7 100 

0.25(3) 

0.5(2) 

>=0.12(2) 

Nitrofurantion - - - - - - 7 100 >=16 

Fusidic Acid 4 57.14 
<=32(3) 

8(1) 
- - - 3 42.85 >=0.5 

Rifampicin 4 57.14 
<=32(3) 

16 (1) 
- - - 3 42.85 

>=0.5(2) 

>=10 ((1 

Trimethoprim/ 

Sulphonamides 
1 14.28 <=320 - - - 6 85.71 >=10 

 *نتيجة الفحص غير مطابقة

ن مقاومتها اتجاه المضاد ا( فقد اظهرت عزلت4-4كما في الجدول ) S.aureus بكتيريا اما

واظهرت عزلة واحدة  ،مل/ملغرام 0.5او يساوي  كبروبتركيز ا Benzylpenicillinالحيوي 

مقاومة للمضاد  وعزلتين، ململغرام/ 4أو يساوي  كبروبتركيز أ Oxacillinمقاومتها للمضاد 

Erythromycin وابدت عزلة واحدة مقاومتها للمضاد مل ملغرام/ 8أو يساوي  كبرركيز أوبت

Clindamycin  تين اي مقاومة. ولم تظهر كل من العزلململغرام/ 0.25وبتركيز اقل او يساوي 

 Moxifloxacinو Levofloxacinو Tobramycinو Gentamicinاتجاه كل من المضادات 
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 Tigecyclineو Tetracyclineو Vancomycinو Teicoplaninو Linezolidو

 /Sulfamethoxazoleو Rifampicinو Fusidic Acidو Nitrafurantionو

Trimethoprim . 

 مثبطالتركيز ال باستعمالللمضادات الحيوية  S. aureusبكتريا عزلات حساسية  :(4-4)جدول 

 .(MIC)الأدنى 

 (S)الحساسية  (I)المتوسطة   (R)المقاومة  

 العدد اسم المضاد الحيوي
النسبة

% 

MIC- 

μg/ml 
 العدد

النسبة

% 

MIC- 

μg/ml 
 العدد

النسبة

% 

MIC- 

μg/ml 

Benzylpenicillin 2 100 <=0.5 - - - - - - 

Oxacillin 1 50 <=4 - - - 1 50 >=0.25 

Gentamicin - - - - - - 2 100 >=0.5 

Tobramycin - - - - - - 2 100 >=1 

Levofloxacin - - - - - - 2 100 
0.25, 

>=0.12 

Moxifloxacin - - - - - - 2 100 >=0.25 

Erythromycin 2 100 <=8 - - - - - - 

Clindamycin 1 50 >=0.25* - - - 1 50 >=0.25 

Linezolid - - - - - - 2 100 2 

Teicoplanin - - - - - - 2 100 >=0.5 

Vancomycin - - - - - - 2 100 
 1, 

>=0.5 

Tetracycline - - - - - - 2 100 1 >= 

Tigecycline - - - - - - 2 100 >=0.12 

Nitrofurantion - - - - - - 2 100 >=16,32 

Fusidic Acid - - - - - - 2 100 >=0.5 

Rifampicin - - - - - - 2 100 >=0.5 

Trimethoprim/ 

Sulphonamides 
- - - - - - 2 100 >=10 

 غير مطابقةفحص النتيجة * 

أظهرت  التي بلغت عزلتين( 4-5كما في الجدول ) S. haemolyticusاما عزلات بكتيريا 

، ملغرام/ مل  0.5او يساوي  كبروبتركيز ا Benzylpenicillinمقاومتها اتجاه المضاد الحيوي  

ومة امق وعزلة واحدة ،ملغرام/ مل  4او يساوي  كبروبتركيز ا Oxacillinتين مقاومة للمضاد لعز و 

وعزلة واحدة مقاومة للمضاد ، ململغرام/ 16او يساوي  كبروبتركيز ا Gentamicinللمضاد 

Levofloxacin مقاومة للمضاد  وعزلة واحدة ،ململغرام/ 8او يساوي  كبروبتركيز ا

Moxifloxacin  واحدة  مقاومة للمضاد  وعزلة ،ململغرام/ 2وبتركيزErythromycin  وبتركيز

او  اقلوبتركيز  Clindamycinوعزلة واحدة  مقاومة للمضاد  ،ململغرام/ 8او يساوي  كبرا
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او يساوي  كبروبتركيز ا Tetracyclineمقاومة للمضاد  وعزلة واحدة، / ململغرام0.25 يساوي 

عزلة واحدة و ، ململغرام/  16وبتركيز  Fusidic Acidعزلتين  مقاومة للمضاد و  ،ململغرام/  16

وعزلة واحدة مقاومة  ،ملغرام/ مل 32او يساوي   كبروبتركيز ا Rifampicinمقاومة للمضاد 

. ملغرام / مل  320او يساوي  كبروبتركيز ا Sulfamethoxazole Trimethoprimللمضاد /

 Linezolidو Tobramycinولم تظهر اي من العزلتين مقاومتها لكل من المضادات 

 .Nitrafurantionو Vancomycinو Teicoplaninو

 باستعمالللمضادات الحيوية   .haemolyticusS**بكتريا عزلات حساسية  :(5-4جدول )

 .(MIC)الأدنى  مثبطالتركيز ال

 اسم المضاد الحيوي

 (S)الحساسية  (I)المتوسطة   (R)المقاومة 

 العدد
النسبة

% 

MIC- 

μg/ml 
 العدد

النسبة

% 

MIC- 

μg/ml 
 العدد

النسبة

% 

MIC- 

μg/ml 

Benzylpenicillin 2 100 <=0.5 - - - - - - 

Oxacillin 2 100 <=4 - - - - - - 

Gentamicin 1 50 <=16 - - - 1 50 1 

Tobramycin - - - 1 50 8 1 50 >=1 

Levofloxacin 1 50 <=8 - - - 1 50 >=0.12 

Moxifloxacin 1 50 2 - - - 1 50 >=0.25 

Erythromycin 1 50 <=8 - - - 1 50 0.5 

Clindamycin 1 50 >=0.25 - - - 1 50 >=0.25 

Linezolid - - - - - - 2 100 2 

Teicoplanin - - - - - - 2 100 4 

Vancomycin - - - - - - 2 100 
1, 

>=0.5 

Tetracycline 1 50 <=16 - - - 1 50 >=1 
*Tigecycline      - 1 50 >=0.12 

Nitrofurantion - - - - - - 2 100 >=16 

Fusidic Acid 2 100 16 - - - - - - 

Rifampicin 1 50 <=32 - - - 1 50 >=0.5 

Trimethoprim/ 

Sulphonamides 
1 50 <=320 - - - 1 50 >=10 

 غير مطابقةفحص النتيجة  *
 ** نتيجة الفحص لعزلتين

 

مقاومة اتجاه  S.hominis ن من بكتيريااعزلت( 6-4أظهرت النتائج في جدول )في حين 

والمضاد ، ملغرام / مل 0.5او يساوي  كبروبتركيز ا Benzylpenicillinالمضاد الحيوي 
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Oxacillin ملغرام/ مل 4او يساوي  اكبرمل وبتركيز  ملغرام / 0.25او يساوي  قلوبتركيز ا ،

 Fusidic Acidوالمضاد ، ملغرام/ مل8 او يساوي  كبروبتركيز ا Erythromycinوالمضاد 

 Sulfamethoxazoleمقاومة للمضاد وعزلة واحدة  ،مل ملغرام/ 16,8وبتركيز 

/Trimethoprim في حين لم تظهر اي من العزلتين  ،/ ململغرام 320او يساوي  كبروبتركيز ا

 Levofloxacinو Tobramycinو Gentamicin ضاداتماي مقاومة لكل من ال

 Vancomycinو Teicoplaninو Linezolidو Clindamycinو Moxifloxacinو

 .Rifampicinو Nitrafurantionو  Tigecyclineو Tetracyclineو

 باستعمال تركيز مثبطللمضادات الحيوية  *S. hominisبكتريا  عزلات حساسية :(4-6جدول )

 .MIC)) الادنى

 اسم المضاد الحيوي

 (S)الحساسية  (I)المتوسطة   (R)المقاومة 

 النسبة% العدد
MIC- 

μg/ml 
 النسبة% العدد

MIC- 

μg/ml 
 النسبة% دالعد

MIC- 

μg/ml 

Benzylpenicillin 2 100 <=0.5 - - - - - - 

Oxacillin 2 100 
<=4 

>=0.25 
- - - - - - 

Gentamicin - - - - - - 2 100 >=0.5 

Tobramycin - - - - - - 2 100 >=1 

Levofloxacin - - - - - - 2 100 
0.25, 

>=0.12 

Moxifloxacin - - - - - - 2 100 >=0.25 

Erythromycin 2 100 <=8 - - - - - - 

Clindamycin - - - - - - 2 100 >=0.25 

Linezolid - - - - - - 2 100 2 

Teicoplanin - - - - - - 2 100 4 

Vancomycin - - - - - - 2 100 >=0.5 

Tetracycline - - - - - - 2 100 >=1 

Tigecycline - - - - - - 2 100 >=0.12 

Nitrofurantion - - - - - - 2 100 >=16 

Fusidic Acid 2 100 8,16 - - - - - - 

Rifampicin - - - - - - 2 100 >=0.5 

Trimethoprim/ 

Sulphonamides 
1 50 <=320 - - - 1 50 >=10 

 * نتيجة الفحص لعزلتين

 Benzylpenicillinمقاومتها اتجاه المضاد  S.warneriبكتيريا  حين اظهرت عزلة في

 8أو يساوي  كبروبتركيز ا Erythromycinوللمضاد ، ململغرام/ 0.5او يساوي  كبروبتركيز ا

 Fusidicوالمضاد / ململغرام 16 او يساوي  كبروبتركيز ا Tetracyclineوالمضاد  ،ململغرام/
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Acid  والمضاد  ،ململغرام/ 16وبتركيزSulfamethoxazole / Trimethoprim كبراوبتركيز 

 ملغرام / مل. 320او يساوي 

 Gentamicinو Oxacillinولم تظهر هذه العزلة مقاومة تذكر للمضادات 

 Linezolidو Clindamycinو Moxifloxacinو Levofloxacinو Tobramycinو

 Rifampicinو Nitrafurantionو Tigecyclineو Vancomycinو Teicoplaninو

 .(4-7)جدول 

 مثبطالتركيز ال باستعمالللمضادات الحيوية  S. warneriبكتريا  عزلات حساسية :(4-7جدول )

 .MIC))الأدنى 

 اسم المضاد الحيوي

 (S)الحساسية  (I)المتوسطة   (R)المقاومة 

 النسبة% العدد
MIC- 

μg/ml 
 النسبة% العدد

MIC- 

μg/ml 
 النسبة% العدد

MIC- 

μg/ml 

Benzylpenicillin 1 100 <=0.5 - - - - - - 

Oxacillin - - - - - - 1 100 >=0.25 

Gentamicin - - - - - - 1 100 >=0.5 

Tobramycin - - - - - - 1 100 >=1 

Levofloxacin - - - - - - 1 100 >=0.12 

Moxifloxacin - - - - - - 1 100 >=0.25 

Erythromycin 1 100 <=8 - - - - - - 

Clindamycin - - - - - - 1 100 >=0.25 

Linezolid - - - - - - 1 100 2 

Teicoplanin - - - - - - 1 100 2 

Vancomycin - - - - - - 1 100 >=0.5 

Tetracycline 1 100 <=16 - - - - - - 

Tigecycline - - - - - - 1 100 0.25 

Nitrofurantion - - - - - - 1 100 >=16 

Fusidic Acid 1 100 16 - - - - - - 

Rifampicin - - - - - - 1 100 >=0.5 

Trimethoprim/ 

Sulphonamides 
1 100 <=320 - - - - - - 

 

ن جميع العزلات البكتيرية مقاومة بنسبة  ا  Abdulkader et al. (2017)دراسة اظهرت

ما  وهذا Benzylpenicillinوالمضاد     Penicillinلمجموعة البنسلينات  ومنها   100%

بنسبة  (CoNS)وبكتيريا  S.aureusاذ كانت مقاومة  بكتيريا  الدراسة الحالية نتائجاتفقت مع 

 %60و  %50بنسبة     CoNSو S. aureusمقاومة البكتيريا   واكدت الدراسة  نفسها ،100%



      الفصل الرابع: النتائج والمناقشة                                                                                                            67

 16.7وبنسبة  ، Aminoglycosideعلى التوالي الذي يعود لمجموعة  Gentamicinللمضاد  

 ،التوالي على Glycopeptides مجموعة الذي يعود الى Vancomycinللمضاد  %40و  %

 كانت Vancomycinو   Gentamicin اما الدراسة الحالية بينت ان نسبة المقاومة  للمضاد 

بكتيريا  مقاومةان  Jiang et al. (2017. في حين اظهرت دراسة )على التوالي % 0و 28.57%

S. epidermidis وS. haemolyticus وS. aureus وS.hominis  للمضاد الحيوي

Gentamicin  الحالية فقد ةدراسالاما  ،على التوالي %0و % 0و %50و %32.2قد بلغت 

فقد بلغت نسبة  Vancomycinللمضاد و ، على التوالي %0و % 0و % 50و % 42.85بلغت

 %100) %0 مقاومةاذ بلغت نسبة  الدراسة الحاليةمع وهذا يتوافق  ،%0العزلات البكتيرية  مقاومة

 .حساسة(

 S. aureusن مقاومة بكتيريا ا  Abdulkader et al. (2017)اظهرت دراسةكما 

والذي يعود الى مجموعة  ، على التوالي  Levofloxacinللمضاد %40و % 16.7بلغت CoNSو

Fluoroquinolones في حين اشار .Jiang et al. (2017)  عزلات بكتيريا  مقاومةان نسبة

S.epidermidis وS.haemolyticus وS.aureus وS.hominis،  للمضادLevofloxacin 

باستعمال طريقة  ان المقاومة الى مشيرا  ، على التوالي % 40و % 0و %87.5و %44.6كانت 

 %0 كانت S.epidermidis في بكتريا Linezolideو  Rifampicinللمضادات انتشار القرص

 %0و %0و % 50و %42.9 بلغت مقاومةالحالية فان نسبة ال الدراسة اما. لكلا المضادين

 %0 بلغتمقاومة ان نسبة ال، و على التوالي Levofloxacinللعزلات البكتيرية أعلاه مع المضاد 

 الدراسة. لاتعز جميع ل Linezolidللمضاد 

 S.epidermidis عزلات بكتيريامقاومة فكانت نسبة  Moxifloxacinاما المضاد 

على  %40و %0و %75و %55.6هي  S.hominisو S.aureusو S.haemolyticusو
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على  %0و % 0و %50و  %14.3الحالية بلغت  الدراسةاما ، Jiang et al., 2017)التوالي )

 التوالي. 

 S.epidermidisعزلات بكتيريا  مقاومةفقد بلغت  Clidamycinاما المضاد 

على  %60و %80و  %62.5و % S.hominis  38.9و S.aureusو  S.haemolyticusو

 نفسه لمضادل همقاومتالحالية ان نسبة  الدراسةفي حين بينت  ،Jiang et al., 2017)) التوالي

ان المضاد الحيوي  ايضا   مشيرا  . على التوالي %0و %50و %50و % 57.2كانت

Erythromycin  عزلات بكتيريا  مقاومةكانتS. epidermidis و S. aureus 94.4هي% 

 هي S.hominisو S. haemolyticusبكتريا  مقاومةعلى التوالي في حين كانت  %80و

 %85.7كانت  نفسه لمضادل مقاومتهاالحالية  الدراسةن بينت في حي ،على التوالي %100

 على التوالي.  %100و %50و %100و

 S.epidermidisعزلات بكتيريا مقاومة فكانت  Tetracyclineلمضاد اما ا

على  %40و %80و % 50و %66.7اذ تبلغ  S.hominisو S.aureusو S.haemolyticusو

 %0و %50و %28.58كانت  نفسه لمضادل مقاومتهاالحالية  الدراسةين بينت . في حالتوالي

 على التوالي. %0و

حساسة للمضاد  كانت S. warneriان بكتيريا  Campoccia et al. (2010)اوضح 

 ،%100بنسبة  Vancomycinو  Clidamycinو  Erythromycinو Gentamicinالحيوي 

الى ان   Widerström et al. (2012)اشار .نفسها حساسية عزلات الدراسة الحالية نسبةوهي 

 لاسيمامقاومتها للمضادات الحيوية و السريرية هو  Staphylococciالتباين في العزلات البكتيرية 

S.aureus ،للدراسة الحالية بان جميع العزلات البكتيرية بينت النتائجStaphylococcus spp.  

وهما من   Oxacillinمقاوم للمضاد يكون  غالبا ماو  Benzylpenicillin مقاومة للمضاد الحيوي 

ذلك الى انتاجها انزيمات البيتا  يعودو  β-lactam التي تعود الى مجموعةمضادات البنسلينات 
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لها القدرة على  S.aureusان بكتريا   Foster (2017)هذا ما ذكرهو  ، β-lactamaseلاكتاميز

 .وبذلك يحطم فعالية المضاد الحيوي   β-lactamالذي يحلل اواصر  β-lactamaseانتاج انزيمات

ن يعودان الى ياللذ Gentamicinو Tobramycin اما مقاومة العزلات للمضادين

 المضادات التي تستهدف الرايبوسوم البكتيري وهي من مجاميع Aminoglycoside  مجموعة

 كما اشار ، (Foster, 2017)من خلال احداث خطا في نسق القراءة خلال عملية الترجمة فيكون 

Jensen and Lyon (2009) ان مقاومة بكتيريا S.aureus الى مجموعةAminoglycoside   

 Mobile geneticتعود الى امتلاكها انزيمات التي تشفر بواسطة عناصر جينية متحركة

elements. 

  .Staphylococcus sppتيرياـــــعض عزلات بكـــــن بــــــإب الدراسة الحاليةج ـــــاوضحت نتائ

 ى مجموعةــــتميان الـــــن ينياللذ Moxifloxacinو  Levofloxacinادينـــــن المضـــــة لكل مـــــمقاوم

Fluoroquinolones زيمــــــيير جيني لانـــــداث تغــــــترك في احــــــالتي تش Topoisomerase 

 Hooper, 2002) يةــــــالداخل  Efflux pumpقــــــدفـــــخة الــــــن مضــــــير عـــــادة التعبــــــك  زيــــــذلــــــوك

Hooper and Jacoby, 2015; Foster, 2017;.) 

 الحيويين بينت الدراسة الحالية بان العزلات البكتيرية كانت مقاومة للمضادين كما

Erythromycin وClindamycin  واللذان يعودان الى مجموعةMacrolides، اشار Wilson 

ات ـــــــليق جزيئـــــق تخـــــــاجز يعيـــــمل كحـــــــتع Macrolidesة ــــــبان مجموع (2014 ;2009)

Polypeptide ريا الى مجـــــــموعة ــــــة البكتـــــومقاوم ملية الترجمةــــــخلال عMacrolides عود ــــــت

روتين الرايبوسومي ـــاو الب 23S rRNAغير ـــــبوسوم الصـــــالى احداث طفـــــــرة في موقـــــــع الراي

(Fyfe et al., 2016) . 

فتعود الى ان   Tetracyclineلمضاد  .Staphylococcus sppمقاومة بعض بكتريااما 

للرايبوسوم القريبة من الموقع الذي يتم فيه التعرف  30Sالتتراسايكلينات ترتبط مع الوحدة الصغيرة 
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 في Amino ascyl (aa)مينو اسيل من قبل الشفرة المضادة في الا  mRNAعلى الشفرة

tRNA (Nguyene et al., 2014; Wilson, 2009).  بينما ذكرSpeer et al. (1992)  ان

تعود الى احداث تغير في موقع الرايبوسومات أو  Tetracyclineيا الى المضاد ر مقاومة البكت

حد من او ت Tetracycline inactivationg enzymeالتتراسايكلينات  فعالية انتاج انزيمات تثبط

 .صول المضاد الى الرايبوسومو 

 .Staphylococcus sppاظهرت بعض عزلات فقد  Fusidic acidما المضاد الحيوي ا

 Elongation  factorالى ارتباط المضاد بعامل الاستطالة  ويعزى ذلكمقاومة للمضاد الحيوي 

G (EfG)  وان حدوث طفرة في الجين الذي يشفر EfG،  والذي يمنع المضاد من الارتباط

 .    ;Nagaev et al., 2001) (Fernandes, 2016 واحداث المقاومة بالهدف

 Staphylococcusفقد اظهرت بعض عزلات البكتيريا   Rifampicinمضاد الحيوي الاما 

spp.  بيتا يعمل على الارتباط في موقعالذي مقاومة لهذا المضادβ subunit  الخاص بانزيم 

RNA polymerase Foster, 2017)) مقاومة لهذا المضاد الاذ تظهر البكتريا  وهذا يقود الى

 المسؤول عن ارتباط المضاد بالهدفى الحامض الاميني ـــــفرات متعاقبة علــــــداث عدة طــــــاح

Wichelhaus et al., 1999) Russell et al., 2014; .)ض العزلات البكتيرية ـــــبع اما ظهور

ط تخليق ـــــوم بتثبيــــــالذي يق Trimethoprim/Sulphonamides للمضاد المقاومة

Dihydropteroate synthase (DHPS) وDihydrofolate reductase (DHFR) 

ير الجيني ـــــمقاومة الى التغالسبب  فيرجع، Folic acid كــــــعن تكوين حامض الفولي ينؤولـــــالمس

 DHPS)) (Capasso and Supuran, 2013 Foster, 2017;.) لانزيم

لات  والذي كانت جميع العز  Teicoplaninو  Vancomycinاما المضاد الحيوي 

المستعملة في ت الحالي احد الخيارات العلاجية في الوق، مما يجعل استعمالهما هحساسة اتجاه

 .المعزولة من مرضى السحايا .Staphylococcus sppعلاجات حالات الاصابة ببكتريا 
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 المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية :3-4

Multi drugs resistance for antibiotic  

( والذي يبين فيه انماط المقاومة 8-4الجدول ) فيالتوصل اليها  من خلال النتائج التي تم

انماط مقاومة متعددة للمضادات الحيوية   4اذ يلاحظ وجود  .Staphylococcus sppلبكتيريا

، مضادات حيوية  10اذ كان النمط الاول وجود عزلة واحدة قاومت ،S. epidermidisلبكتيريا 

اما النمط الثالث والرابع  ،مضادات حيوية 9أظهرت احدى العزلات مقاومتها لـ لنمط الثاني فقد اما ا

ذات مقاومة  عزلات كما لوحظ وجود .مضادات حيوية على التوالي  5و 7عزلتين مقاومة فكانت 

فقد اظهر النمط  S.haemolyticusاما بكتيريا . S.aureusبكتريا  في مضادات 3للـ  ةمتعدد

 .مضادات حيوية 3 لـ مقاومة وعزلة اخرى  مضاد حيوي  11 عزلة واحدة وكانت مقاومةفي الاول 

اذ كان ، S.hominisمقاومة متعددة للمضادات الحيوية لبكتيريا  نمطين لوحظ وجودكما 

للمضادات  ا  مقاوم كانفاما النمط الثاني  ،مضادات حيوية 5النمط الاول وجود عزلة واحدة مقاومة 

 .S ان عزلة واحدة لبكتيريا مضادات لعزلة واحدة. واظهرت النتائج ايضا    4اذ كان الحيوية

warneri  حيويةمضادات 5 تحمل النمط المتعدد لمقاومة بعض المضادات الحيوية والذي بلغ، 

مقاومة متعددة للمضادات  لم تظهر S.epidermidisعزلة واحدة من أظهرت النتائج وجود 

مقاومة متعددة للمضادات الحيوية يعود   .Staphylococcus sppان امتلاك بكتيريا ، كماالحيوية

مضخة  ،تحوير المواقع المستهدفة ،للادوية ومنها التعطيل الانزيميليات من الاالى امتلاكها عدد 

 . (Foster, 2017)تغير في نفاذية الاغشية الدفق و 
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 Staphylococcus انماط المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية لعزلات بكتيريا: (8-4جدول )

spp.*. 

 عدد المضادات المضادات الحيوية عدد العزلات نوع العزلة النمط

1 
S.epidermidis (37) 

 
1 

BPC, OX, LEV, MXF, E, CLI, 

TE, FuA, RIF, SXT. 
10 

2 
S.epidermidis (3) 

 
1 

BPC, OX, GM, TOB, LE, E, 

CLI, TE, FuA. 
9 

3 S.epidermidis (19,38) 2 
BPC, OX, GM, TOB, E ,CLI, 

RIF. 
7 

4 S.epidermidis (22,30) 2 BPC, OX, E, LEV, FuA, RIF. 5 

1 S.aureus (14,18) 2 BPC, OX, E, CLI. 3 

1 S.haemolyticus(39)** 1 
BPC, OX, GM, LEV, MXF, E, 

CLI, TE, FuA, RIF, SXT. 
11 

2 S.haemolyticus(36) 1 BPC, OX, FuA. 3 

1 S.hominis(4)** 1 BPC, OX, E, FuA, SXT. 5 

2 S.hominis(10) 1 BPC, OX, E, FuA. 4 

1 S.warneri(20) 1 BPC, E, TE,FuA, SXT. 5 

BPC = Benzylpenicillin, OX = Oxacillin , TOB = Tobramycin , LEV = Levofloxacin , MXF = moxifloxacin , 
E =Erythromycin , CLI = clindamycin , LZD =linezolid , GM  =Gentamicin , TEC = Teicoplanin , VA = 
Vancomycin ,TE  =Tetracycline , SXT = Trimethoprim+sulfamethoxaole,FUA  = Fusidic Acid , RIF = 
rifampicin.  

 مقسمة حسب الأنواع البكتيرية* الأنماط 
 MIC** توجد عزلة واحدة لم يذكر لها 

 
 

 على تكوين الغشاء الحيوي   .Staphylococcus sppبكتيريا قابلية عزلات 4-4:

 الوريوسط  منقدرة العزلات على تكوين الغشاء الحيوي في الحالية  الدراسةنتائج تباينت 

 ميعها غير مكونة للغشاء الحيوي ج S. epidermidis بكتيريال العزلات البكتيرية كانت السائل

 للغشاء الحيوي  غير مكونة S. aureus بكتيريال (%50) 1/2 في حين كانت ،(%(7/7100

 لبكتيريا (%66.67) 3/2 وكانت .ضعيفة التكوين للغشاء الحيوي ( %50) 1/2و

S.haemolyticus ( ضعيفة التكوين للغشاء %33.33) 1/3غير مكونة للغشاء الحيوي و

( ضعيفة %66.66) 2/3غير مكونة و( %33.33) 1/3 فكانت S.hominisبكتيريا اما  .الحيوي 

 الجدوللغشاء الحيوي. كما في ( غير مكونة ل%100) 1/1كانت  S. warneriبكتيريا و  ،التكوين

(4-9.) 
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على تكوين الغشاء الحيوي في  .Staphylococcus.sppبكتيريا عزلات قدرة : 4-9))جدول 

 .Luria broth وسط

 بكتيريانوع ال
 العدد

 الكلي

 قوي متوسط ضعيف غيرمكون

 عدد
النسبة

% 
 عدد النسبة% عدد

النسبة

% 
 النسبة% عدد

S. epidermidis 7 7 100 - - - - - - 

S. aureus 2 1 50 1 50 - - - - 

S. haemolyticus 3 2 66.67 1 33.33 - - - - 

S.hominis 3 1 33.33 2 66.66 - - - - 

S. warneri 1 1 100 - - - - - - 

 

سكر  %0.25الحاوي  (TSB)التربتون الصويا السائل اما عند تنمية العزلات على وسط 

تكوين الغشاء الحيوي لية قدرة العزلات البكتيرية على الحاالدراسة بينت نتائج  فقد الكلوكوز

Biofilm ،بكتيريااذ ان العزلات البكتيرية ل S.epidermidis  ( غير مكونة %14.29) 1/7كانت

 كانتف S.hominisو  S. aureus وبكتريا ،( ضعيفة التكوين للغشاء الحيوي %85.71) 6/7و

 ضعيفة التكوين على التوالي. )%100) 3/3و  )100%) 2/2

( غير مكونة للغشاء الحيوي %33.33) 1/3انت فك S. haemolyticusاما بكتيريا 

كانت  S. warneriوبالنسبة لبكتيريا  ،نت ضعيفة التكوين للغشاء الحيوي ( كا%66.67) 2/3و

 (.4-10) كما في الجدول ،غير مكونة للغشاء الحيوي ( 100%) 1/1

الحيوي في  على تكوين الغشاء .Staphylococcus sppبكتيريا  عزلات قدرة :(4-10) جدول

 .كلوكوز %0.25 الحاوي  TSBوسط 

 بكتيريانوع ال
 العدد

 الكلي

 قوي متوسط ضعيف غيرمكون

 عدد
النسبة

% 
 عدد النسبة% عدد

النسبة

% 
 النسبة% عدد

S. epidermidis 7 1 14.29 6 85.71 - - - - 

S. aureus 2 - - 2 100 - - - - 

S.haemolyticus 3 1 33.33 2 66.67 - - - - 

S.hominis 3 - - 3 100 - - - - 

S. warneri 1 1 100 - - - - - - 
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 (%75)12/16في وسط لوريا السائل فكانت  قدرة العزلات البكتيرية اظهرت نتائجكما 

 في حين ان نسبة( ضعيفة التكوين للغشاء الحيوي. %25)4/16غير مكونة للغشاء الحيوي و

( وضعيفة %18.75) 3/16غير المكونة للغشاء الحيوي كانت   .Staphylococcus sppبكتيريا

سكر  %0.25الحاوي  TSB ( في وسط%81.25) 13/16 التكوين للغشاء الحيوي كانت

فقد  سكر الكلوكوز %2 الحاوي  TSBتكوين الغشاء الحيوي باستعمال وسط كما ان الكلوكوز. 

نسبة وبضعيفة التكوين للغشاء الحيوي  .Staphylococcus sppعزلات بكتيريا  كانت جميع

 .(4-11كما في الجدول ) 100%

على تكوين الغشاء الحيوي في  .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات قدرة  (4-11):جدول 

 .كلوكوز %2 على الحاوي   TSBوسط 

 بكتيريانوع ال
 العدد

 الكلي

 قوي متوسط ضعيف غيرمكون

 عدد
النسبة

% 
 عدد النسبة% عدد

النسبة

% 
 عدد

النسبة

% 

S. epidermidis 7 - - 7 100 - - - - 

S. aureus 2 - - 2 100 - - - - 

S. haemolyticus 3 - - 3 100 - - - - 

S.hominis 3 - - 3 100 - - - - 

S. warneri 1 - - 1 100 - - - - 

 

 .Sفي دراسته ان نسبة تكوين الغشاء الحيوي في بكتيريا  Felipe et al. (2017)اشار 

aureus تيريا السالبة ـــــزلات بكـــــن كانت عــــي حيــــطة فـــــمتوس %45و ةـــــقوي %35ت ـــــبلغ

 .كوين على التواليــــوية ومتوسطة التق %29و %51 بنسبة CoNSالبلازما  تخثر تبارـــــلاخ

على  .Staphylococcus spp رياـــــدرة بكتيــــــقبان  Manandhar et al. (2018)دراسة اظهرت

يفة او غير مكونة ضع %70.1متوسطة و %24.3و قوية %5.6يوي بلغت ـــــشاء الحـــــن الغــــــتكوي

 كانت  TSBوسط عمالسبة تكوين الغشاء الحيوي باستوفي الدراسة نفسها بينت ن ،ي للغشاء الحيو 

ي حين ازداد تكوين ف ،قوية على التوالي CoNSلبكتيريا   %7.9و S.aureusلبكتيريا  2.5%
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 S.aureus لبكتيريا %19 سكر الكلوكوز بنسبة %1الحاوي  TSB في وسط الغشاء الحيوي 

  .CoNSلبكتيريا  %16.4و

دور مهم في ضراوة له  icaAبان وجود جين  Arciola et al. (2001)اظهرت دراسة 

المعزولة من عينات سريرية اذ يؤدي الى انتاج  Staphylococcus بكتيريالاسيما البكتيريا و 

 وهذا ما أشار اليه ،التي تعمل على تكوين الغشاء الحيوي على اسطح الادوات الطبية  Slimeمادة

Dobinsky et al. (2003)  نوع منهالعدة عوامل  يعودتكوين الغشاء الحيوي  اختلاف انفي 

الالتصاق بين  ياتوالتعبير عن الانزيمات التي تشفر لسكر  icaADBC اوبيرون ، لالة البكتيريةالس

 والتي تعتمد على الظروف البيئية.  PIAالخلوية

 بتكوين الغشاء الحيوي في العزلات السريرية icaAارتباط وجود جين  تبينظهرت دراسات ا

اشار . في حين ((Staphylococcus Olivera and Cunha, 2010; O'Gara, 2007لبكتريا 

Kim (2008) الى امتلاك بكتيرياS.aureus   جينica  كانتفي الوقت ذاته و  %100وبنسبة 

لحيوي مشيرا الى ان ذلك يعود غير قادرة على تكوين الغشاء ا icaجميع العزلات التي تمتلك جين 

لية على التكيف مع الظروف من الكائنات التي لها القابتعد  Staphylococcus بكتيريا الى ان

عند تعرضها الى تراكيز من  لاسيما والقدرة على تغيير الخصائص المظهرية والجينية بشكل اكبر

 المضادات الحيوية.

ان تكوين الغشاء الحيوي من قبل  Khodaparasts et al. (2016)اشار  في حين

 S. epidermidis Surface (SesC)امتلاكها بروتين  يعود الى S.epidermidisبكتيريا 

protein C،  اشار بينماQi et al. (2018) بكتيرياالى ان تكوين الغشاء الحيوي ل 

S.epidermidis  يعود الى امتلاكها جينicaA التي تمتلك جين  وارتفاع نسبته في العزلات

sesI)) S.epidermidis Surface protein I مشيرا  الى انالذي يعد احد عوامل ضراوتها ، 

المعزولة من اشخاص اصحاء لبروتين  S.epidermidis بكتيرياعدم امتلاك تبين دراسات عديدة 
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SesI ان قابلية تكوين الغشاء الحيوي في بكتيريا و ر مكونة للغشاء الحيوي، يجعلها غي مما

S.epidermidis لايختلف كثيرا عند تنميتها على وسط TSB  اوTSB   كلوكوز.  %1 الحاوي 

المكونة للغشاء الحيوي  .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات  مقاومة: 5-4

 Erythromycinللمضاد 

( 8وبتركيز ) Erythromicin دراسة تاثير المثبط الادنى للمضاد الحيوي  عند

 ،الدراسةقيد   .Staphylococcus sppبكتريا لعزلات مل ضد تكوين الغشاء الحيوي /مايكروغرام

وفي  ،تثبيطيا في تكوين الغشاء الحيوي  ا  اظهر تاثير  Erythromycinأوضحت النتائج ان المضاد 

ب تختلف حسب النوع ـــــوي بنســـــللمضاد الحيا  هذه اشارة الى ان الغشاء الحيوي كان حساس

وحسب  ا  ـــــكان ضعيف وي ـــــوين الغشاء الحيــــبيط الى ان تكـــــهذا التث عودــــيالبكتيري والسلالة وقد 

وبتركيز  Erythromycin فيما ابدى التاثير القاتل الادنى للمضاد ،(4-3) شكلفي  هو مبينما

 الى ارتفاع تراكيز المضاد يعودالتثبيط وهذا قد في نسبة  مل ارتفاعا   /( مايكروغرام16)

(Cucarella et al., 2004)،   ا بكتريكوين الغشاء الحيوي من قبل عن ضعف ت فضلا

Staphylococcus spp.بين النتائج ان نسبة التثبيط في التركيز المثبط الادنى والتركيز ، كما ت

لايا وهذا يعود الى قابلية الغشاء الحيوي في حماية الخ اتل الادنى لم تصل الى حدود دنياالق

)اعتمادا  على ، وقد أوضحت النتائج ان نسب التثبيط (3-4)شكل  البكتيرية للمضادات الحيوية

 Heالامتصاصية( تختلف حسب الأنواع والسلالات وهذا قد يعود الى مقاومتها للمضادات الحيوية )

et al., 2014 وامتلاكها او عدم امتلاكها جينات مسؤولة عن تكوين الغشاء الحيوي فضلا  عن ،)

سؤولة عن تكوين والم .Staphylococcus sppالسطحية التي تمتلكها أنواع بكتريا البروتينات 

 الغشاء الحيوي.
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المكونة للغشاء الحيوي للمضاد  .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات مقاومة  :(4-3شكل )

Erythromycin.  

Se= S.epidermidis, Sa= S.aureus, Sh= S.hominis, Sha= S.haemolyticus, Sw= 

S.warneri, MIC= Minimum inhibition concentration, MBC= Minimum 

bactericidal concentration. 

   

 على حركة الانتشار Staphylococcus spp. بكتيرياعزلات  قابلية :6-4

الانتشار  حركة على .Staphylococcus sppقابلية عزلات بكتيريا  (4-12)يبين الجدول 

انتشار عزلة  بلغت حركةاذ  ،من مادة الاكار %0.24الحاوي  التربتون الصويا السائل في وسط

 10.3)) عزلات  3انتشار حركة وكان معدل، ملم( (S.epidermidis 16.5 واحدة من بكتيريا

 اما .( ملم7.8) انتشار عزلة واحدةحركة في حين بلغت قابلية  ،( ملم9.2) عزلتين منهاو  ،ملم

بينما بلغ  ،( ملم16.00–8.97بين )تراوحت  S.aureusعزلة واحدة من بكتريا  انتشار حركة قابلية

ة عزلة واحدة على يفقد بلغت قابل S.haemolyticus( ملم. اما بكتريا 12.4في العزلة الاخرى )

حركة قابلية  تتراوحثالثة وعزلة ، ملم (13.6)بلغت  ثانيةوعزلة  ،ملم (14.6)الانتشار حركة 

عزلة واحدة  انتشارحركة فكانت قابلية  S.hominis بكتريااما  ملم. (8.0 – 10.2)بين  الانتشار
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ثالثة بلغت وعزلة  ،ملم (10.3- 14.4)بين  تتراوحثانية وعزلة  ،ملم (14.1-16.6)تراوح بين تمنها 

 (12.0–16.8انتشارها بين ) حركة فقد بلغت قابلية S.warneri اما العزلة البكتيرية ملم. (10.7)

 . ملم

الانتشار في وسط حركة على  .Staphylococcus sppبكتريا عزلات قابلية  :(4-12) جدول

 .الاكار مادة من %0.24الحاوي  تون الصويا السائلترب

 العزلة
الانتشار حركة  قطر

mm)) 
 العزلة

الانتشار حركة  قطر

mm)) 

S.epidermidis(3) 9.4, 9.3 S.aureus(18) 11.0, 12.4 

S.epidermidis(7) 7.7, 7.8 S.haemolyticus(36) 8.0, 10.2 

S.epidermidis(19) 10.4, 10.4 S.haemolyticus(39) 14.1, 14.6 

S.epidermidis(22) 8.1, 10.0 S.haemolyticus(41) 13.60, 13.60 

S.epidermidis(30) 9.30, 10.6 S.hominis (10) 14.1, 16.5 

S.epidermidis(37) 15.6, 16.5 S.hominis(4) 10.6, 10.7 

S.epidermidis(38) 9.5, 9.0 S.hominis(42) 10.3, 14.4 

S.aureus(14) 8.97, 16.0 S.warneri(20) 12.0, 16.8 

 

 ،الانتشار لوحظ من نتائج الدراسة الحالية اختلاف الانواع البكتيرية في قابليتها على حركة

غير قادرة على الحركة الا انها قادرة على الحركة  Staphylococcusبكتريا وبالرغم من ان انواع 

 حركة على هاالى امتلاكها او تكوينها بعض المركبات التي تساعد خلايا يعودبالانتشار وهذا 

 Teichoic acidالى دور حامض التكويك  Kaito et al. (2008) وهذا ما اشار اليه ،الانتشار

مشيرا الى ان اختلاف سرعة مستعمرات ،  Staphylococcusفي انتشار مستعمرات بكتيريا

 .Pollitt et alاما  .الانتشار يعود الى تكيف كل سلالة على بيئة المضيفحركة البكتيريا على 

 Quorumفقد اشار الى ان حركة الانتشار ترتبط ارتباطا وثيقا بأدراك النصاب (2015)

Sensing agr  والذي يحدث بفعل حاث ذاتي يعود الىAutoinducer peptide (AIP) ثلم 

Phenol soluble modulins  الذي يعملBiosurfactant  ييقلل من الشد السطحكمستحلب 

(Tsompanidou et al., 2011; Kaito et al., 2011)،   ينـج هاـامتلاكن ـع فضلاFudoh 

gene ار ـــــتشــركة الانــفي تثبيط ح ا  دور  ؤديــالذي يKaito et al., 2008)). 
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ختلاف الانواع البكتيرية ا( اختلاف انواع حركة الانتشار بA4-4كما لوحظ من الشكل )

الى دور المستحلبات التي تعمل على زيادة اندماج الماء  يعودوالسلالات للنوع الواحد وهذا 

ممايؤدي الى توسيع المستعمرة والعمل على تشكيل مذيلات يحمل الخلايا البكتيرية باتجاه الخارج 

 .((Pollitt et al., 2015كمعلق بكتيري 

يمكن ان تعطي شكل  S.aureus اشار الى ان بكتيريافقد  Lin et al. (2016)اما 

ب اثناء حركتها بالانتشار على وسط زرعي قليل الصلابة وهذا ناتج من تكوين العديد من المذن

توليد قوة  التي تؤدي الى تجمع الخلايا بشكل متراص كثيف ممايؤدي الى Multilayerالطبقات 

بشكل حافة  Staphylococcusايضا الى ظهور مستعمرات بكتيريا  مشيرا   ،دافعة باتجاه الامام

 .Omae et alاشار . (B4-4شكل ) المستحلب اثناء حركتها بالانتشارمحاطة بحلقة من 

ادة مساحة استعمار خلايا على الحركة بالانتشار تزيد من زي S.aureus ان قابلية بكتريا (2014)

 مراضية البكتيريا. فضلا عن دورها في ا ،المضيف
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، ركة المذنبـــــحStaphylococcus spp..  :Aريا ـــــشار لبكتـــــحركة الانت(: 4-4شكل )

:B متعدد الطبقات حركة Multilayer . 

 على الالتصاق  .Staphylococcus  sppبكتيريا عزلات قابلية7-4: 

اولهما بطريقتين  ،على الالتصاق  .Staphylococcus sppبكتيريا اختبرت قابلية عزلات

على   CSFالمعزولة من سائل النخاع الشوكي  .Staphylococcus sppبكتيريا قابلية عزلات

A 

B 
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واعتمدت النتيجة بعد فحص الاطباق تحت المجهر على قوة   Polystyreneباطباق الالتصاق

 موضحا    Polystyreneعلى مادة  بكتيريةلكل عزلة  د الخلايا الملتصقةاعدا . فكان 100Xتكبير 

 (.4-13)في الجدول 

الملتصقة على   .Staphylococcus sppاعداد الخلايا البكتيرية لبكتيريا  :(4-13) جدول

 . Polystyreneاطباق

 عدد الخلايا الملتصقة في الحقل الواحدمعدل  بكتيريانوع ال

S. epidermidis 230 

S. aureus 3 

S. haemolyticus 300< 

S .hominis 62 

S. warneri 40 

 

 230 قد بلغ S. epidermidis بكتيرياتائج الدراسة ان اعداد الخلايا الملتصقة لنبينت 

في حين بلغت في بكتيريا  ،خلية/حقل  3فقد بلغ عددها S. aureus اما خلايا بكتيريا ،حقلخلية/

S. haemolyticus في بكتيريا و  ،خلية/حقل  300اكثر منS. hominis حقلخلية/  62كان، 

  .خلية/ حقل 40 بلغ S.warneriيريا تعدد الخلايا في الحقل الواحد لبك اخيرا  و 

باستعمال  على الالتصاق  .Staphylococcus sppالبكتيرية اما عند اختبار قدرة العزلات

على خلايا طلائية معدة   .Staphylococcus sppاذ زرعت الخلايا البكتيرية .الخلايا الطلائية

( 100:1( و )10:1و ) (0) سلسلة من التخافيف بنسبة تواجري ،(Vero cell line) مسبقا  

( 4-14كما في الجدول ) لى وسط اكار الدم وبعد الحضن تم حساب المستعمرات الناميةوزرعت ع

 .(4-5والشكل )
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 الملتصقة باستعمال .Staphylococcus sppلبكتيريا  اعداد الخلايا البكتيرية :(4-14) جدول

 .Vero cell lineخط الخلايا الطلائية 

 نوع البكتيريا
 عدد الخلايا البكتيرية لكل تخفيف

 100:1 10:1 صفر

S. epidermidis 300< 85 9 

S. aureus 300< 300< 300< 
S. haemolyticus 300< 300< 300< 

S .hominis 300< 120 30 

S. warneri 300< 300< 292 

 

 
 الخلايا الطلائية. على .Staphylococcus spp( التصاق الخلايا البكتيرية 4-5شكل )

 

 بكتيرياالحالية وفق زراعة التخافيف البكتيرية فكانت في  الدراسةبينت نتائج 

S.epidermidis في حين ،خلية  300عدد الخلايا الملتصقة اكثر من فإن تخفيف صفرعند ال 

كان عدد الخلايا البكتيرية . (100:1) خلايا عند تخفيف9 و (1 :10) عند تخفيفخلية  85كانت

S.aureus وS.haemolyticus خلية في   300الملتصقة على الخلايا الطلائية اكثر من

 .(100:1)و 10:1))و )صفر)تخفيف
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كان عدد الخلايا البكتيرية الملتصقة بالخلايا الطلائية اكثر فقد  S.hominisاما بكتيريا 

 ،خلية  120فقد بلغت (10:1) تخفيفاما في ، التخفيف صفرعند خلية بكتيرية وذلك  300من 

كان  S.warneriعدد الخلايا البكتيرية في  اما. (100:1) خلية في تخفيف  30في حين كانت

 خفيفخلية في ت  292في حين كان ،(10:1)و )صفر( خلية لكل من تخفيف 300 كثر منأ

(100:1) . 

 S.epidermidisو S.aureusالى قابلية بكتيريا Ghasemian et al. (2015) اشار 

وتينات المتعددة التي تغطي طبقة والبر  Fibronectinو Fibrinogenالالتصاق ببروتينات على 

الى  Otto (2008) في حين  اشار ،MSCRAMMS الى امتلاكها ذلك يعودو المضيف انسجة 

اما  ،Polysaccaride intercellular adhesin (PIA)امتلاكها ان قابلية الالتصاق تعود الى 

Cucarella et al. (2001) قابلية بكتيريا  وضحفقد اS.aureus على خلايا المضيف  للالتصاق

 Biofilmالخاص بتخليق البروتين المساهم بتكوين الغشاء الحيوي   bapالى امتلاكها جين

associated protein    في حين  ،وتكوين  الغشاء الحيوي  تصاقالالعن  الذي يكون مسؤولا

لم تظهر قابليتها  bapالى العزلات البكتيرية التي تمتلك جين  Cucarella et al. (2002)اشار

على الالتصاق بسطح الخلايا المضيف مقارنة مع العزلات البكتيرية التي لاتمتلك ذلك الجين 

 كبيرا   دورا   ؤديالتي ت  MSCRAMMولايعود ذلك الى انخفاض مستوى التعبير الجيني لبروتينات

تعمل على تداخلها   Bapوانما وجود بروتينات ،في عملية التصاق البكتيريا على سطح المضيف

 .ويمنع عملية الالتصاق MSCRAMMمع 

ان قابلية بكتيريا  Büttner et al. (2015)و Becker et al. (2014)في حين اشار 

S.epidermidis  الى امتلاكها  يعودعلى الالتصاق بخلايا المضيفSerine–aspartate 

repeat protein (SdrG)  وAtIE  وEbps وEmbp. 
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في دورا    Teichoic  acidحامض التكويك بأن ل  Hussain et al. (2001)بينو 

. كما Fibronectinخلايا المضيف المغلفة ببروتين  باسطح S. epidermidis بكتيرياالتصاق 

ة بيعتغيير من طيمكن تقليل التصاق الخلايا البكتيرية على الاسطح بالى انه  Otto (2008)اشار 

ق لالتصال S. epidermidis بكتيرياان قابلية  أشار الىفقد  Qi et al. (2018). اما السطح

 .S. epidermidis surface  protein 1 (SesI)الى امتلاكها بروتين بخلايا المضيف تعود 

 على الالتصاق  .Staphylococcus sppبكتيريا لاحظ من النتائج ان قابلية عزلاتي

لاختلاف حسب طبيعة السطح يختلف باختلاف العزلات نفسها وباختلاف الانواع فضلا عن ا

من لعدة عوامل تعود الى امتلاك الخلية نفسها لانواع مختلفة  يعودبالدراسة وهذا قد  عملالمست

 . والظروف البيئية تساعدها على الالتصاقبروتينات التي 

 .Staphylococcus sppبكتيريا أنواع  في جيناتالالجزيئي لبعض  الكشف 8:–4

 باستعمال عدة استخلاص  .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات من  DNAاستخلص

DNA الجينومي Wizard Genomic DNA Purification kit  المجهزة من شركة

Prommega (USA)، ( للكشف عن الجيناتbap ,clfA , icaA , cna , eno في العزلات )

 .PCRالبكتيرية  قيد الدراسة باستعمال طريقة تفاعل البلمرة المتسلسل 

وباستعمال ، مايكروليتر 5 بحجم نهائي  DNAبعد ان اجري التفاعل التضاعفي لسلاسل

النوعي  اذ استهدف التسلسل،  .Staphylococcus sppبكتيرياالمتخصصة لPrimers  واديءالب

برنامج  وبعد اجراء، لعزلات التي تمتلك هذه الجيناتعن الجينات قيد الدراسة لغرض الكشف 

دقيقة بفرق جهد  75لمدة  %1بتركيز  Agarose على الاكاروز التفاعل رحل ناتج التضاعف

  الاتي:كانت النتائج ك روز تحت الاشعة فوق البنفسجيةوعند فحص الاكا ،فولت 100

 Lamininرتباط بطبقةالاالذي يشفر الى بروتين  enoالكشف الجزيئي عن جين 

(Laminin binding protein)، اظهرت النتائج ان جميع العزلات تمتلك جين  اذeno 
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وى نفسه لجميع بالمست ةوذلك بظهور حزمة واحد، (4-15كما في جدول ) (%100)  16/16وبلغ

مع التسلسل المكمل له في Primers  هذا يدل على ارتباط البرايمرات العزلات البكتيرية

اذ انها متساوية في  ،قاعدة ( زوج1500-100) Laderواستعمل الدليل الحجمي   DNAشريط

 (.4-6كما في الشكل )عند مقارنتها بالدليل الحجمي زوج قاعدة   302الوزن الجزيئي للحزم الناتجة

الى مركبات ذات علاقة بعملية  ود العديد من الجينات التي تشفرجاشارت دراسات عديدة الى و 

وهذا  ،.Staphylococcus sppالذي يعد احد عوامل ضراوة بكتيريا  enoالالتصاق ومنها جين 

 بنسبة enoتحمل جين  S.aureusان بكتيريا من  Ghasemian et al. (2015) ما أشار اليه

المعزولة من  S. aureusامتلاك بكتيريا الى  Kumar et al. (2011). في حين اشار 59%

الى امتلاك العزلات مشيرا  في الوقت نفسه  %100بة بنس enoابقار مصابة بالتهاب الضرع لجين 

بالنسب نفسها وهذا يعود الى قابلية  enoالبكتيرية المعزولة من مصادر سريرية وغير سريرية لجين 

 انتشار الجين ما بين العزلات البكتيرية.

 Biofilmء الحيوي الغشا البروتين المشارك في تكوين الذي يشفر الى bap اما جين

association protein (Bap) ، عدم امتلاك اي من العزلات الحالية  الدراسةفقد اظهرت نتائج

وهذا مااشار  (3-15كما في الجدول )  bapلجين  .Staphylococcus sppالبكتيرية 

تكون  السريرية في العزلات البكتيرية  bap ان نسبة وجود جين  Vautor et al. (2008)اليه

 Staphylococcusامتلاك بكتيريا الى  Salaberrry et al. (2015)اشار  في حين معدومة.

 وeno المعزولة من ماعز مصاب بالتهاب الضرع لجين  الدم بلازما السالبة لفحص تخثر

bapاشار وكما  ،على التوالي %94.8و  %73.2بنسبةCucarella et al. (2004)  الى امتلاك

 ،%25.6 بنسبة  bapالمصابة بالتهاب الضرع جينالمعزولة من حليب الابقار  S.aureusبكتيريا 

يعمل على استعمار والتصاق البكتيريا بخلايا الغدد   bapلجين S.aureusن امتلاك بكتيريا او 

الى  ، مشيرا  للمضادات الحيوية S.aureusاللبنية للابقار فضلا عن دوره في تقليل حساسية بكتيريا 
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المعزولة من مصادر سريرية وحيوانية عند  S.aureusوجود اختلاف في امتلاك عزلات بكتيريا 

 قطع الانزيمات القاطعة ال التباين الوراثي لاطوالاجراء التنميط الجيني بوساطة استعم

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) لجين لcoa  الذي حدد وجود

بين انواع بكتيريا   bapالى قلة نسبة تواجد جين  موضحا   .icaAو  bapوعدم وجود جين 

Staphylococcus  وعدم وجوده في العزلات المعزولة من الابقار المصابة بالتهاب الضرع

 البكتيرية المعزولة من المصادر السريرية.

   S.aureusالى ان اي من عزلات بكتيريا  Vautor et al. (2008)في حين اشار 

عدم انتشار جين  وذلك يعود الى، bapالمعزولة من ابقار مصابة بالتهاب الضرع لاتمتلك جين 

bap  بين عزلات بكتيرياS.aureus  بالرغم من امكانية حمله على العناصر القافزة فضلا عن عدم

 .Horizontal gene transferالعزلات البكتيرية بالانتقال الافقي  بين  bapجينامكانية انتقال 

الذي يشفر لبروتين ارتباط  cna لجين S. aureus ( يبين امتلاك بكتيريا4-7اما الشكل )

 clfAوجين  ،زوج قاعدة 423ذو وزن جزيئي Collagen binding protein (Cna) الكولاجين 

زوج  292 ذو وزن جزيئي  Clumping factor A(ClfA) A الذي يشفر الى عامل التلازن 

 بلغاذ  cna جين S.aureus بكتيريا اظهرت النتائج امتلاك (.Nemati et al., 2009) قاعدة

وهذا ما اشار اليه  ،(4-15كما في الجدول ) )%100) 2/2بلغ  clfA ( وجين50%) 1/2

Zuniga et al. (2015) ان نسبة تواجد جينcna  بكتيريا في S.aureus  100كان% 

 في بكتيريا  cnaجين وجود ان نسبة أشار الىفقد   Ghasemian et al. (2015)اماو 

S.aureus  في حين اشار %82بلغ .Kumar et al. (2011) امتلاك بكتيريا S. aureus 

 Salaberry etدراسة  . اما%8.8 ةببنس cna المعزولة من ابقار مصابة بالتهاب الضرع لجين

al. (2015)  الى نسبة تواجد جيناشارتcna   في بكتيرياStaphylococcus spp.  كان

0.8%. 
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 ..Staphylococcus sppللجينات المتواجدة في أنواع بكتريا (: النسب المئوية 4-15جدول )

البكتيريانوع  الجين  عدد العزلات الكلي 
عدد العزلات 

الموجبة الكشف 
 للجين

 النسبة المئوية

Eno Staphylococcus spp. 16 16 100 

Bap Staphylococcus spp. 16 0 0 

Can S. aureus 2 1 50 

clfA S. aureus 2 2 100 

ica 

S. epidermidis 

S. aureus 

S .hominis 

S. haemolyticus 

S. warneri 

7 

2 

3 

3 

1 

4 

2 

0 

0 

0 

57.1 

100 

0 

0 

0 
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 .Staphylococcus sppلعزلات بكتيريا  PCRالترحيل الكهربائي لناتج تفاعل  :(4-6شكل )

وفرق  %1 باستعمال هلام الاكاروز .) enoزوج قاعدة 302) لجين  primerباستعمال بادئ
 .دقيقة 75فولت لمدة  100جهد 

تمثل ناتج   3 ,4 ,14 ,20 ,41لمساراتا  ,A:زوج قاعدة 100 يمثل الدليل الحجمي  Mالمسار
 S.warneriو S.auresو S.hominisو S.epidermidis لعزلات eno تضخيم جين

 على التوالي. S.haemolyticusو
B: ساراتمتمثل ال S.epidermidis 38,37,30,22,19,10,7، S.haemolyticus 39, 36  ،

S.aureus,  18 ،S.hominis, 42. 

B 

A 
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 Staphylococcusلعزلات بكتيريا  PCRالترحيل الكهربائي لناتج تفاعل  :(4-7) شكل

aureus باستعمال بادئprimer  زوج قاعدة 292) لجينclfA ( (زوج قاعدة 423) وجين 
cna دقيقة. 75فولت لمدة  100وفرق جهد  % 1باستعمال هلام الاكاروز 

 ,canيمثل ناتج تضخيم جين   14لمسار: ا,A زوج قاعدة 100 يمثل الدليل الحجمي  Mالمسار

clfA  لبكتيرياS.aureus .B يمثل ناتج تضخيم جين  18: المسار cna, clfA لبكتيريا
S.aureus. 

A 

B 
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 Pereyraو Ote et al. (2011)و  Nemati (2009)فقد اشارت دراسة clfA اما جين 

et al. (2016)  بكتيرياالى امتلاك S.aureus 90و %100و  %96.6الجين  بنسبة  الهذ% 

المعزولة من  S. aureus بكتيرياامتلاك  Kumar et al. (2011)اشار  في حين .يلعلى التوا

 .Ghasemian et al وهذا ما وجد ،%93.33 ةببنسclfA ابقار مصابة بالتهاب الضرع لجين 

اق مشيرا الى دوره في الالتص %100بنسبة  clfAلجين  S.aureus بكتيرياامتلاك  (2015)

 clfAالى ان وجود جين  Pereyra et al. (2016)اشار  في حين ،واستعمار خلايا المضيف

 .S.aureus بكتيريا يزيد من امراضية

الذي يشفر لجين الالتصاق داخل  icaAبين الكشف الجزيئي لجين ف( 4-8اما الشكل )

اذ لوحظ من النتائج . اعدةزوج ق 1315وبوزن جزيئي  Intercellular adhesion gene A خلوي 

 CSFفي العزلات البكتيرية المعزولة من سائل النخاع الشوكي icaAاختلاف في نسب تواجد جين 

 ،(4-15كما في الجدول ) (%100) 2/2 بلغاذ  icaAجين  S.aureus بكتيريااذ نلاحظ امتلاك 

بنسبة  icaAجين  S.aureus بكتيرياالى امتلاك  Pereyra et al. (2016) وهذا ما أشار اليه

 (%57.1) 4/7بلغ  S.epidermidis بكتيريافي ه الحالية ان نسبة وجود الدراسةرت . اظه95%

 بكتيريا ان نسبة  Du et al. (2013)هذا ما أشار اليهو ، (4-15كما في الجدول )

S.epidermidis   التي تمتلك جينicaA  واشار  .%41.3بلغتIorio et al. (2011)  الى

( على %33.3( و)%85.1بنسبة ) icaAجين  S.epidermidisو  S. aureusامتلاك بكتيريا 

 icaAجين  S.epidermidisالى امتلاك بكتيريا  Qi et al. (2018)اشار  في حينالتوالي. 

 .%76.9بنسبة 

لم تظهر امتلاكها  S.haemolyticusو S.warneriو  S.hominis بكتيريا عزلاتاما 

في  Pinheiro (2016). في حين اشار(4-15كما في الجدول ) الحالية الدراسةفي  icaAلجين 

 . %6بنسبة  icaAالى جين  S.haemolyticus بكتيريادراسته الى امتلاك 
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 Staphylococcus aureusلعزلات بكتيريا  PCR( الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل 4-8شكل )

 %1 باستعمال هلام الاكاروز .) icaAزوج قاعدة 1315) لجين  primerباستعمال بادئ
 دقيقة. 75فولت لمدة  100وفرق جهد 

يمثل ناتج تضخيم جين  14لمسار ا  ,A:زوج قاعدة 100 يمثل الدليل الحجمي  Mالمسار
icaA  لبكتيرياS.aureus .B يمثل ناتج تضخيم جين  18: المسارicaA  لبكتيريا

S.aureus.  يمثل ناتج تضخيم جين  38، 30، 19، 7ومسارicaA  لبكترياS. 

epidermidis. 

A 

B 
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دور مهم في ضراوة  icaAبان وجود جين  Arciola et al. (2001)اظهرت دراسة 

 المعزولة من عينات سريرية اذ يؤدي الى انتاج مادة Staphylococcus بكتيريا سيمالا تيرياـــــبكال

Slime أشار في حين  ،ةبيـــــء الحيوي على اسطح الادوات الطالتي تعمل على تكوين الغشا

Pereyra et al. (2016)  بكتيرياان قدرة الى S.aureus  على احداث التهاب الضرع المزمن

والتي  icaAو  clfAيعود الى كمية التعبير الجيني عن بعض جينات عوامل الضراوة ومنها جين 

 Chokr et. ذكر فضلا عن مرحلة ووقت التعبير الجينينفسه نوع للأخرى تختلف من سلالة الى 

al. (2006)  تمتلك جين ان العزلات البكتيرية السالبة لتخثر بلازما الدمicaA شملت  % 73بنسبة

(S.epidermidis  وS.hominis وS.warneri  على التوالي %50و  %50و % 81.5بنسبة )

مبينا في الوقت نفسه قابلية تلك العزلات على ، S.aureus في بكتريا %100 في حين كانت نسبته

 .اج سكريات الالتصاق بين الخلويةانت
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 :الاستنتاجات

لمرض  CSFفي عينات سائل النخاع الشوكي  .Staphylococcus sppبكتيريا  شيوع عزلات .1

، S.epidermidisمثل بكتريا  غير المخثرة لبلازما الدملاسيما التهاب السحايا 

S.haemolyticus ،S.hominis وS.warneri. 

 Linezolidللمضادات الحيوية حساسية  .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات  اظهرت .2

 %100وبنسبة  Nitrafurantionو Tigecyclineو Vancomycinو Teicoplaninو

 ولجمي الأنواع قيد الدراسة.

على نوع الوسط  .Staphylococcus sppقابلية تكوين الغشاء الحيوي لبكتيريا تعتمد  .3

 الزرعي المستعمل.

ولاسيما   Erythromycinالغشاء الحيوي ومقاومة المضاد الحيوي ين لاتوجد علاقة بين تكو  .4

 .ة تكوين الغشاء الحيوي بشكل ضعيففي حال

ق على السطوح الحية وغير في الالتصا .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات قابلية  .5

 السلالة.و  البكتيري  ار واشكال مختلفة تعتمد على النوعالحركة بالانتشار وبأقطو  الحية

بينما كانت  enoلجين كافة قيد الدراسة  .Staphylococcus sppبكتيريا عزلات  امتلاك .6

بينما  cnaلجين  S.aureusامتلاك بعض سلالات و  icaAو clfAجميعها تمتلك جين 

 .bapوعدم امتلاك جميع الأنواع الجين  icaAلجين  S.epidermidisالبعض من  كامتلا

 

 

 

 



94 وووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووستنتنجاج وااتنصياج ووووووالا       
 

 التوصيات 

في الكشف عن الانواع البكتيرية في عينات سائل  Latex agglutinationاعتماد اختبارات  .1

 .CSFالنخاع الشوكي 

 .خلايا جسم الكائن الحي فيعلى الالتصاق  .Staphylococcus sppدراسة قابلية بكتيريا  .2

على الالتصاق  .Staphylococcus sppاجراء دراسات مستفيضة حول قابلية أنواع بكتريا  .3

 من مصادر مختلفة واستعمال أنواع سطح مختلفة.و من العزلات  باستعمال عدد اكثر

كونة مال .Staphylococcus sppاجراء بحوث ودراسات مستفيضة عن مقاومة بكتيريا  .4

 للغشاء الحيوي للمضادات الحيوية.

 Aالذي يشفر لبروتين الارتباط  fnbAاجراء بحوث عن علاقة بعض الجينات مثل ) .5

بالفايبرونكتين وجينات اخرى  Bلبروتين الارتباط  الذي يشفر fnbBوجين ، بالفيبرونكتين

 .(الالتصاق وتكوين الغشاء الحيوي  بروتيناتتشفر ل

 اجراء دراسات حول الإصابات الفايروسية لمرضى التهاب السحايا .6
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Summary 

The present study including collected 248 clinical samples of 

cerebrospinal fluid (CSF) from patients, from the Child Protection 

Teaching Hospital in the Medical City Complex in Baghdad. For the period 

of July to October 2018. All isolates were identified depending on 

macroscopic, microscopic, biochemical tests and definite with Vitek-2 

compact system. Forty two isolates were obtained  from samples showed a 

growth in 42 samples .Sixteen  isolates belongs to Staphylococcus spp. 

38.1%., the number of  the percentage of according to species  as follow: 

7/16(43.75%) of S.epidermidis, 3/16(18.75%) of S.hominis and 

S.haemolyticus, 2/16 (12.5%) of S.aureus, 1/16(6.25%) of S.warneri. 

Whereas the Gram negative was 1(2.38%) isolate of Pseudomonas putida, 

Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, and 2(4.76%) isolates, 

Burkholderia cepacia and Acinetobacter baumannii, and 19(45.24%) 

isolates were other. These isolates showed differences in susceptibility to 

antibiotics, the results showed all isolates were resistance to 

Benzylpenicillin, Oxacillin, Gentamicin, Tobramycin, Levofloxacin, 

Moxifloxacin, Erythromycin, Clindamycin, Tetracycline, Fusidic Acid, 

Rifampicin and Trimethoprim were (14.28-100)% While they were 

sensitive 100% for Linezolid, Teicoplanin, Vancomycin, Tigecycline and 

Nitrafurantion. Four different antibiotic resistance patterns were observed 

for S. epidermidis, one pattern for S.aureus, two patterns for S.haemolyticus 

and one pattern for S. warneri 

These isolates were tested for ability to biofilm formation by using 

Luria Broth and tryptone soy Broth supplemented with 0.25% and 2% 

glucose. The ability of the isolates to form biofilm with Luria broth, for S. 

epidermidis, S. aureus, S. haemolyticus, S.hominis and S. warneri were 7 / 

7( 100%), 1/2(50%), 2 / 3 (66.66%),  1/3 (33.33%), 1/1 (100%) were not 

forming biofilm respectively. As for using a tryptone soya broth TSB 
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supplemented with 0.25% sugar glucose, Bacterial isolates of 

S.epidermidis, S. aureus, S. haemolyticus and S.hominis were 6/7 (85.71%), 

2/2 (100%), 2/3 (66.66%)  and  3/3 (100%) were weakly biofilm  formed 

respectively. When using TSB medium supplemented with 2% glucose, 

Staphylococcus spp. isolates were all 100% weakly biofilm formed. The 

study showed the effect of MIC and MBC of Erythromycin (8) μg/mL and 

(16) μg/mL against Staphylococcus spp. Constituent of the biofilm. In the 

current study, the antibiotic showed the inhibitory effect in the bacteria that 

forming the biofilm. When studying the susceptibility of bacteria to 

adhesion using Polystyrene dishes, The numbers of adherent cells were 

S.epidermidis, S.aureus, S.haemolyticus, S.hominis and  S.warneri 

(230,3,≥300 ,62 ,40 )  cell / field. As for when using a Vero cell line of 

epithelial cells. The results of current study according to the cultivation of 

bacterial dilutions (1:100) was in S.epidermidis S.aureus and 

S.haemolyticus, S.hominis and in S. warneri was (9,≥300,≥300,30'292) 

cells and examined the ability of Staphylococcus spp. isolates to spreading. 

The results showed their mobility (motility)  as well as giving different 

forms depending on the species  of bacteria, the spreading of S.pidermidis 

was 7.7-16.5 mm, S.aureus ranged between 8.97 -16.0 mm, S.haemolyticus 

ranged between 8.0-14.6 mm, S.hominis ranged between 10.6 - 16.3 mm  

and   S.warneri reached 16.8 mm As for molecular detection genes of the 

entire isolates contained eno gene, which encoded to (Laminin binding 

protein). The gene bap that encodes to Biofilm association protein (Bap), 

the results of our current study showed that none of the bacterial isolates of 

Staphylococcus spp. has the gene. While the cna gene was encoded to 

Collagen binding protein (Cna), S.aureus possess cna (50%). When 

detecting clfA gene that encodes to Clumping factor A (ClfA), S.aureus 

have this gene 100%. The gene icaA which encodes Intercellular adhesion 

gene A. As we note the possession of bacteria S.aureus gene icaA (100%), 
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in S.epidermidis (57.1%), S.hominis, S.warneri and S.haemolyticus isolates, 

they did not possess gene icaA. 
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