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 سيدنا محمد صمى الله عميو وعمى آلو وصحبو وسمم أجمعين.

، لا يسعني إلا أن أتقدم بوافر التقدير والاحترام والعرفان والوفاء بعد أن أنييت بحثي
لاشرافيا عمى رسالتي بكل  الدكتورة لمى عبد الهادي زوينوالاخلاص إلى الأستاذ المساعد 

كذلك أتقدم بالشكر الجزيل إلى نة رغم الظروف القاىرة، خطواتيا وما بذلتو من جيود عممية رصي
لى رئيس قسم عموم الحياة  -ادة كمية التربية لمعموم الصرفة عم ابن الييثم / جامعة بغداد وا 

لى ج الدكتور ثامر عبد الشهيد ميع أساتذتي الأفاضل لما قدموه من جيود مثمرة ومعمومات وا 
 عممية ونصائح وارشادات. 

 وأتقدم بخالص شكري إلى منتسبي مستشفى حماية الأطفال في مدينة الطب ببغداد. 

كما الشكر موصولًا الى منتسبي مختبر الصحة المركزي ببغداد لما ابدوه من مساعدة لانجاز 
 بحثي. 

اختصاص  الدكتور أحمد عبد العزيز رشيد الفهداويوأتقدم بشكري إلى يد العون الأستاذ 
الدكتور قمبية باطنية في مستشفى أبو ظبي بالإمارات كما أثني عمى صاحب المواقف المشرفة 

 ، مدير قسم الصيدلة في دائرة صحة الانبار. محمد شاكر صالح الفهداوي

زرني في بحثي صديقي المدرس المساعد يراً واحتراماً إلى من آكما أقف اجلالًا واكباراً وتقد
ابن الييثم /  -صرفة ماجستير أحياء مجيرية / كمية التربية لمعموم ال مصطفى سهيل الجبوري

 جامعة بغداد. 
/ شعبة المختبرات / دائرة  رياض طالب مخمف الفهداويشكري وتقديري إلى الكيميائي 

 مساعدات قل نظيرىا. صحة الانبار لما أبداه من 

كما يسعدني أن أتقدم بالشكر والتقدير إلى جميع أصدقائي وزملائي من طمبة الدراسات العميا 
 لمساندتيم لي طيمة مدة الدراسة. 

 الباحث
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 الخلاصة

المعوي القولوني  لتيا لالأجريت ىذه الدراسة لعزل وتشخيص الأجناس البكتيرية المسببة 

عينة سريرية من مستشفى حماية الأطفال بمدينة الط   46، إذ جمعت عند الأطفال الرضعالناخر 

  Stoolعينة من الخروج  64تضمنت  المعوي القولوني الناخرتيا  للأطفال مصابين بالاببغداد 

 إلى 99/4/9142من لممدة   Urineعينات من البول (9)و Blood( عينة من الدم 46)و

ووسط أكار   MacConkey agar. زرعت جميع العينات عمى وسط أكار الماكونكي6/6/9142

 .لغرض تشخصييا Blood agarالدم 

، فضلًا عن التشخيص المزرعية والكيموحيوية، المجيريةشخصت العزلات بالفحوصات 

 وأظيرت نتائج التشخيص بجياز  ،عزلة 64إذ أمكن الحصول عمى ،  Vitek-2باستعمال جياز 

عزلات  2 و Klebsiella pneumoniaeلبكتريا  تعود( %60.47عزلة ) 94 الفايتك إن

(42.41 % )Escherichia coli ( %9.30عزلات ) 6وPseudomonas aeruginosa  

بنسبة   Enterobacter cloacaeعزلتينو ( % Klebsiella oxytoca ) 6.44وعزلتين 

 .( %9.44)بنسبة  Proteus hauseri  كترياوعزلة واحدة لب( % 6.44)

ىي النوع السائد في العينات المأخوذة من الأطفال  K. pneumoniaeبكتريا إذ كانت 

بكتيرية  %(88.46)عزلة 23  توزعت بواقع، و المعوي القولوني الناخرتيا  لاللمصابين بااالرضع 

من ( %(3.84 الدم وعزلة واحدة عينات من (%9.49)عينات الخروج  وعزلتين في المعزولة 

 البول. 

ة بالطريقة كونو أكثر كفاءة مقارن  Vitek-2نتائج فحص الحساسية باستعمال جياز بينت 

 Minimum Inhibitoryمضاداً حيوياً لتحديد التركيز المثبط الأدنى  42التقميدية اتجاه 

Concentration (MICs)،  بنسبة و وبينت النتائج أن جميع العزلات البكتيرية كانت مقاومة

، فيما أظيرت العزلات البكتيرية مقاومة بنسبة  Ampicillinو  Amoxicillin% لمضادي 411
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،  Cefazolin، ومقاومتيا اتجاه المضادات الحيوية Piperacillin% لمضاد .94.1

Ceftazidime  ،Ceftriaxone  ،Cefepime ،وTrimethoprim/ Sulfamethoxazole 

  Cefoxitinوالمضاد% 94بنسبة  Ampicillin/sulbactam% ومقاومة لممضاد 22.64ة بنسب

، %49.91بنسبة   Tobramycinالمضاد و  Meropenem% ومقاومة لممضاد 44.46بنسبة 

%، ومقاومة لممضاد 41بنسبة  Gentamicinوالمضاد  Amikacinوكذلك مقاومة لممضاد 

Ertapenem  والمضادCiprofloxacin  ومقاومة لممضاد 42.64بنسبة ،%Levofloxacin 

ت %، بينما كانت العزلا44.42بنسبة  Nitrofurantoin% ومقاومة لممضاد  94.19بنسبة 

بنسبة Levofloxacin والمضاد  Ampicillin/Sulbactamالبكتيرية متوسطة المقاومة لممضاد 

% 9.49بنسبة  Ciprofloxacin% ولممضاد 4.26بنسبة Meropenem ، ولممضاد 49.94%

 .%44.26بنسبة  Nitrofurantoinولممضاد 

بكتريا  بينت نتائج التحري عن بعض عوامل الضراوة مظيرياً بأن جميع عزلات

K.pneumoniae ة الخمل من النوع الأول كانت قادرة عمى الالتصاق بوساطT1f  بنسبة

عمى تكوين %، واختبرت قدرة البكتريا 38.46بنسبة  T3fوالخمل من النوع الثالث % 61.54

إذ بينت النتائج قدرة أغم  العزلات  طريقة الكونغو الأحمر، باستعمال Biofilmالغشاء الحيوي 

% مكونة لمغشاء الحيوي 44.26عزلة بنسبة  46 كان منيا عمى تكوين الغشاء الحيوي ، ريةالبكتي

بشكل متوسط ، في حين كانت % مكونة لمغشاء الحيوي  42.64بنسبة و عزلات  41ووبشكل قوي 

 . % غير مكونة لمغشاء الحيوي 9.9ة بنسبو  عزلتان

أظيرت النتائج   K.pneumoniaeوعند الكشف عن وجود بعض جينات الضراوة لبكتريا 
 mrk Dو mrk Aوجينات  fim التي تشفر عن بروتين fim Hو  fim Aوجود كل من الجينات 
بنسبة  mrk Aو  fim A ، fim Hجينات ال، وأظيرت النتائج وجود mrk التي تشفر عن بروتين

جين  في حين لم يحتوي أي عزلة من العزلات المدروسة عمى % في جميع العزلات، أما 411
mrk D. 
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                                         المقدمة الفصل الأول:                                                                               1

  Introduction. المقدمة 1

مرض يصيب  NEC)) Necrotizing Enterocolitis معوي القولوني الناخرتياب اللالا

، والذين الحمل مدةالجياز اليضمي ويحدث أساساً في الأطفال الرضع المولودين قبل اكتمال 

 كغم بنسبة تتراوح من 1.5أقل من  Very low birth weight (VLBW)أوزانيم قميمة جداً 

والنتيجة الموجبة لزرع الدم تعد ، ىذا المرض لا تزال غير معروفةان مسببات وامراضية . %10-5

الموت بعد  قد تؤدي الىمضيعة لموقت وغالباً مرتبطة بنتائج سمبية خاطئة طريقة مركزية لكنيا 

 اً صعب معوي القولوني الناخرتياب اللالالمرض التشخيص المبكر يعد  .الأعراض السريريةظيور 

، لذلك فإنيا ميمة لتحديد العلامات واجراء جراحة تؤدي الى ارتفاع الوفيات)طبقاً لنتائج بيل( 

المفرط  الاستعمالبدون  ، وتييئة الوقت المناسب لمعلاجاتىذا المرض المفيدة لتشخيص

 التصاق البكتريا المرضية بالخلايا من مالمناعية في حميب الأ الكموبيوليناتتقمل . لممضادات

العوامل المضادة لمعدوى  يعتقد ان .ىذه البكتريا بوساطةالطلائية المعوية ومن ثم تقمل الاستعمار 

استعمال الكموبيولينات الفموية  فإن   ، ومع ذلكاً ميم اً دور  تمثلوعوامل النمو في حميب الأم بانيا 

، كما % 25 الى صلتوان نسبة الوفيات  ،من شدة المرضلتقميل في ا اً الخارجية لا تمتمك وضوح

 Warner et al ., 2016 Balachandran et) ال الأمعاء بالحالات الشديدةصاستئ علاجيمكن 

al ., 2017; Nguyen et al ., 2017; ) . معوي القولوني تياب الللالعوامل الخطورة تتضمن

ر افتقا ي،الحمل، استعمار مايكروب مدةعدم اكتمال  عدة اسباب منيا عند الأطفال الرضع الناخر

الات بسيطة من ويمكن أن تتراوح من ح غير محددة ليذا المرض الإعراض السريرية .حميب الام

الخروج الدموي و فاخ البطن ، سوء اليضم وتجمع الغاز في جدار الأمعاء مع انتعدم تحمل الطعام

، الصدمة فس، الحموضة الأيضية، انقطاع التناوخموليفشل الأعضاء  منياإلى حالات شديدة 

، لمبكتريا دور ميم في أحداث تنخر وثقب الأمعاء ومن ثم الموت حدوث، الدمتجمط ، الجرثومية



                                         المقدمة الفصل الأول:                                                                               2

بسبب ضعف  المرضيحدث مثل البكتريا اللاىوائية والبكتريا السالبة لصبغة كرام وكذلك  المرض

 . (Coggins et al., 2015) ايروسية وعدم اكتمال نضج الأمعاءالإصابات الفو  المناعة

عند الأطفال الرضع الخدج  إحدى المشاكل  معوي القولوني الناخرتياب اللالانتيجة كون 

الطبية التي تعاني منيا معظم دول العالم وتزداد خطورة ىذا المرض لعدم معرفة المسببات 

أغمبيا تفتقر إلى الحساسية التي   لممرضوالأمراضية ليذا المرض وكذلك المؤشرات التشخيصية 

ىي ن أحد أسبابو أظيرت بأالمرض  ىذا يالكافية والدقة ولكن في الوقت الحاضر وبتقدم البحوث ف

الالتياب سبب ت التي جناس بكتيريةالألمتحري عن  الحالية لذا ىدفت الدراسة الاصابات البكتيرية،

 : الخطوات الآتية اتباعولتحقيق ىذه الأىداف تم ، لأطفالعند االمعوي القولوني الناخر 

 . طفال رضع أو حديثي الولادةحالات مرضية لأول من بو  خروج، دمالحصول عمى عينات  .1

        جهاز الفايتك واستعمال ق المزرعية والكيموحيويةائعزل وتشخيص البكتريا بالطر .2

 . ((MICدراسة حساسيتيا لممضادات الحيوية باستعمال التركيز المثبط الأدنى و

مثل الخمل من النوع الاول  السائدة لاسيمادراسة بعض عوامل الضراوة لمبكتريا المعزولة  .3

 والثالث وتكوين الغشاء الحيوي.

مثل   T3f و T1f  ت التي تشفر إلى عوامل الالتصاقلجيناامكشف عن ل DNAعزل الـ  .4

fimA fimH, mrkA, mrkD,. 
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 Literature Reviewاستعراض المراجع    .2

 ;Eroschenko, 2013)حسب ما جاء في الوصف النسيجي للأمعاء  1-2

Abrahamsohn et al., 2005)  
  Small intestineالأمعاء الدقيقة  1-1-2

اليضمية الغدد  فرازوابشكمو النيائي  الغذاءليضـ وامتصاص  اً تمثؿ الأمعاء الدقيقة موقع

اليضـ فييا إذ يكتمؿ ،  Pancreasوالبنكرياس  Gallbladderوالصفراء   Liverالكبدمثؿ 

تمتاز الأمعاء الدقيقة  . Epithelial cells نواتج اليضـ بوساطة الخلايا الظياريةبامتصاص 

، الصائـ Duodenumعشري  الاثنى: وتتألؼ مف ثلاثة إجزاء متارأ 5الذي يقدر بحوالي  بطوليا

Jejunum فائفي والمIleum  :وتتكوف الامعاء الدقيقة مف الآتي 

 Mucous Membraneالغشاء المخاطي  .1

 Longitudinal foldsالطولية مف الطيات  عددتحتوي بطانة الأمعاء الدقيقة عمى 

 الغلالةالتي تتألؼ مف  Plicae circulares( Kerckring's Valvesة )يات الدائر ، الثنيالدائمة

وتمتمؾ أشكاؿ Tunica submucosa تحت المخاطية الغلالة و  Tunica mucosaمخاطية ال

 . ةيدائر  او ىلالية

  Intestinal Villiالزغابات المعوية  .2

الزغابات المعوية  مف طبقتي الغلالة وىي كوف وتت مميمتر 5.5-5.5يتراوح طوليا مف  

 Lamina propriaالصفيحة المخصوصةطبقة و  Epithelium المخاطية الخلايا الظياريةطبقة 

 غدد نبيبية بسيطة Villi تقع بيف الزغابات .الأمعاء الدقيقة  Lumenبارزة في تجويؼإذ تكوف ، 

Simple tubular glands المعوية  دتدعى الغدIntestinal glands   خلايا الظيارية ال تستمرو

 Stemالخلايا الجذعيةتتكوف مف الغدد المعوية إف  . لزغابات مع الغدد المعويةالتي تغطي ا

cells،  خلايا الكأسيةال الامتصاص،رية وىي خلايا االظيخلايا البعضGoblet cells  ، خلايا
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وخلايا الغدد الصـ المعوية  Microfold cells، خلايا الطية المجيرية  Paneth's cellsبانيث

cells Enterendocrine . 

 (Absorptive Cellsلامتصاصية الخلايا ا) Epithelial cellsالخلايا الظهارية  .3

طويمة،   Simple columnar epithelial cells بسيطة عموديةظيارية وىي خلايا 

تقع بالقرب مف قاعدة الخمية وفي قمة الخلايا توجد الزغيبات  بيضويةتحتوي عمى نواة 

Microvilli  تدعى الحافة الفرشائيةBrush border  التماس بيف  مساحة تعمؿ عمى زيادة التي

تزيد   Microvilliوالزغيبات   Villiبات ا، الزغPlicaeالثنيات إف وجود . سطح الأمعاء والغذاء

فيي تنتشر بيف  Goblet cellsالخلايا الكأسية  ا، أمAbsorption مف مساحة الامتصاص

 بإنتاجىذه الخلايا تقوـ  .الاثنى عشري وتزداد في المفائفي إذ أنيا أقؿ وفرة في، الظيارية خلايا ال

 إذ أنيا ، Mucinنوع الميوسيف مف  Mucopolysaccharidesالمخاطيةسكرية البروتينات ال

 ء. يت بطانة الأمعايتكوف المخاط الذي يعمؿ عمى حماية وتز 

فرازية عدي مف الغدد المعوية وىي خلايا افي الجزء القا  Paneth's cellsبانث خلايا تقع

وتمتمؾ أنزيـ القمي مف الخمية  في الجزءفي سايتوبلازميا  فرازيةالا الحبيبات تحتوي عمى

Lysozyme  دوراً ميماً  ويمثؿفعالية مضادة لمبكتريا  ذاإذ يعد  ،الذي يقوـ بيضـ بعض البكتريا

  ي الأمعاءػػػػػػبيعية فػػػػعمى الفمورا الطفي السيطرة 

فيي خلايا ظيارية   Microfold Cells (M. Cells)الطية المجيريةأما خلايا 

طة الغشاء اسبو  ويتـ تمييزىا  Peyer's patchesباير لمطخالممفية  العقدمتخصصة تغطي 

 Intraepithelial القاعدي التي تكوف الحفر الحاوية عمى عدد مف الخلايا الممفية ما بيف الطلائية

lymphocytes  والخلايا المقدمة للأنتيجيفAntigen - Presenting cells لايا )خ

 .الماكروفيج(
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  Endocrine cells of the intestineخلايا الغدد الصم في الأمعاء  .4

ع انتشار نظاـ الغدد الصـ عاء عمى بعض الخلايا التي تنتشر بشكؿ واسع متحتوي الأم

 .  Exocytosisالخموي الإخراج بوساطةالحبيبية  فرازاتياالخلايا تحرر ا ىذه ،العصبي

  Lamina propriaة صالصفيحة المخصو  .5

 Looseـ مفكؾاضالصفيحة المخصوصة بالأمعاء الدقيقة مف نسيج  طبقة تتألؼ

connective tissue  وأرومات ليفية لمفاوية و دموية أوعية يحتوي عمىFibroblasts   ف طبقة وا 

  .تخترؽ لب الزغابات المعويةالصفيحة المخصوصة 

 :Muscularis mucosaالعضمية المخاطية  .6

 Smooth muscleالممساء ة العضمية المخاطية مف الألياؼ العضمية ػػػػػػػطبقتتألؼ 

fibers لمزغابات التي ىي ميمة للامتصاص ىي المسؤولة عف الحركات الإيقاعية. 

 : Tunica submucosaتحت المخاطية الغلالة  .7

تتألؼ الغلالة تحت المخاطية مف نسيج ضاـ مفكؾ يحتوي عمى الأوعية الدموية 

التي  Coiled tubular glandsيحتوي عمى غدد نبيبية ممتوية  الاثني عشريعصاب وفي والأ

ذات إفراز وتكوف   Brunner's glandsغدد برونر وىذه الغدد تدعى المعويةالبطانة تفتح في 

تعمؿ عمى حماية الغشاء المخاطي للاثني  pH 8.5-9.9ىيدروجيني  استحت مخاطي قاعدي 

جيني مثالي ىيدرو  رقـعاء بمالعصير المعدي الحامضي وجعؿ محتويات الأتأثيرات  عشري مف

 .بفعؿ انزيمي بنكرياسي

  Tunica Muscularisالعضمية الغلالة  .8

دائرية  داخمية  Smooth muscle fibersتتألؼ مف طبقتيف مف العضلات الممساء

  External longitudinal layerطولية الترتيب  خارجيةوال Internal circular layer الترتيب
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معاء وليا دور في عمميات اليضـ التي تغذي الأ  Blood vesselsالأوعية الدمويةوتحتوي عمى 

 .  Nervesوالامتصاص بوجود الأعصاب

 Tunica Serosaة المصمية لالغلا  .9

ضاـ مفكؾ الطبقة التي تدخؿ ضمف طبقات الأمعاء الدقيقة التي تتألؼ مف نسيج ىي و 

 .Mesotheliumيشكؿ طبقة نحيفة يحاط بصؼ مف الخلايا الظيارية المتوسطة 

   Large intestineالأمعاء الغميظة 2-1-2 

 و المخاطية، تحت المخاطية، العضميةالغلالات الأربعة تتألؼ الأمعاء الغميظة مف 

، الغدد ما عدا وجودىا في المستقيـ، لا توجد زغابات ثنياتمع عدـ وجود طيات أو  المصمية

خلايا الامتصاص( والخلايا الظيارية )ا الكاسية المعوية طويمة ويمكف تمييزىا بوساطة الخلاي

تمتمؾ خلايا الامتصاص عمودية و وتكوف ، لايا الغدد الصـ المعويةميؿ مف خوعدد قالكثيرة العدد 

 (.;Abrahamsohn et al., 2005 Eroschenko, 2013) زغيبات غير منتظمة وقصيرة

 Necrotizing Enterocolitis (NEC) الالتهاب المعوي القولوني الناخرمرض  2-1-3

في الاطفاؿ الرضع  السبب الاكثر شيوعاً مرض الالتياب المعوي القولوني الناخر يعد 

 ,.Coggins et alغـ  5555% مف الاطفاؿ ما دوف وزف  7إذ يصيب ما يقارب  ،الخدج

المعوي القولوني تياب مرض الال الى اف Fitzgibbons et al. (2009)(، في حيف اشار (2015

% في  52غـ ويصؿ الى  5555-5255يف ػػػػػػالاطفاؿ بوزف يتراوح ب % في 9يصيب  الناخر

مؿ، ػػػة الحورة في عدـ اكتماؿ فتر ػػضمف عوامؿ الخطػػػػػـ، وتتػػػػػػغ 755ؿ مف ػػػػػػوزف اقػػالاطفاؿ ب

ة ػػػػتريا اللاىوائيػػػمثؿ البكرض ػػػمالفي احداث  اً يمػػم اً بكتريا دور ػػػإذ إف لم ،ار مايكروبيػاستعم

الاصابات الفايروسية و  لؾ يحدث بسبب ضعؼ المناعةذغة كراـ وكريا السالبة لصبػوالبكت

Coggins et al., 2015) .) 
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بمرض الالتياب بأف الاطفاؿ الرضع الخدج المصابيف  Smith et al. (2012) اشار

راـ بينما ػبة لصبغة كػتريا الموجػوا مستعمريف بوساطة البكػالأكثر تطوراً كان المعوي القولوني الناخر

 والسالبة لصبغة كراـ،النوع الموجبة استعمار بكتػريا مف لدييـ كاف الذيف لـ يتطور المرض  ؤلاءػى

يب الأـ ػػػػػػتقار حمػػػػػػػافضلًا عف ػػػػػػػف ،ائدةػػػػػػواع السػػػاكثر الان .Staphylococcus spp بكتريا وشكمت

بأف  بينتض الدراسات ػػػػػػػػػبع (.(Coggins et al., 2015 ريػعاء التنخػػػػػػػالأم التياب ؤدي إلىػػػػػػػي

ؤدي إلى ػػػػػػعوية تػػػػػػغذية المػػػػػػػأف التبيرة ػػػػػػػ، مشالمرضورة ػػػػػػػزيد خطػػػػػػػة تػغذيػػػػػػعة في التػػػػػػػالزيادة السري

 Schanler et al.,1999)تأخر لنفاذية والالتياب وتعفف الدـ الموي مع زيادة اػمور معػض

Bombell and McGuire, 2009; Torrazza et al., 2014;.) 

تكوف غير محددة ويمكف اف  السريرية للالتياب المعوي القولوني الناخرإف الأعراض 

ع الغاز في ػػػػػػتجم ،ضـػػػػػػسوء اليعػػػػػػدـ تحمؿ الطعػػػػػػػاـ ، مثػػػػػػػؿ ة بالأمعاء يطػػػػتتراوح مف حالات بس

إلى حالات شديدة مع فشؿ الأعضاء تمتاز  ع انتفاخ البطف مع الخروج الدمويجدار الأمعاء م

ثقب ، حدوث تنخر، تجمط الدـ  ،الصدمة الجرثوميةيضية، انقطاع التنفس، الحموضة الا بالخموؿ،

  (.(Coggins et al., 2015الامعاء والموت 

ي ػػػػػػػػػر فػػػػػػػػػػة، تأخػػػػػػػػػػيقػػػػػػاء الدقػػػػػػػػػػلازمة الأمعػػػػتػػػػػػاء، مػػػػيؽ الأمعػايضاً تضالأعراض ف ػػػػػػتتضم

 et al., 2010; Hintz et al., 2005) (Martin بيػصػػػػػػع ورػػػػػطػػػػػػػو وتػػػػػػػػالنم
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  لالتهاب المعوي القولوني الناخرع البكتيرية المسببة لالأنوا 2-2

 الانواع البكتيرية السائدة1-2-2 

   Klebsiella pneumoniae بكتريا1-1-2-2 

يعود إلى العائمة المعوية  الذي  Klebsiellaإلى جنس    K.pneumoniaeينتمي نوع 

Enterobacteriaceaeسالبة لصبغة كراـ يتراوح طوليا بيف  ، وىي عصيات 

واج أو تر، تظير بشكؿ مفرد أو أز يمايكروم 5-5.9بينما  يتراوح عرضيا  ،مايكروميتر 5.6-6 

 التمثيؿفي  آليتيف، تمتمؾ سلاسؿ قصيرة محاطة بمحفظة، لا ىوائية اختيارية، غير متحركة

ْـ ، تخمر سكر الكموكوز منتجة حامض وغاز 97، درجة حرارة نموىا والتخمر ،التنفسىما الغذائي 

تنمو بكتريا . لتخمر الكموكوزكمنتج  نيائي  Butanediol9-2 كما أف أغمب سلالاتيا تنتج  

K.pneumoniae  عمى أوساط زرعية مختمفة مثؿ أكار الماكونكيMacConkey  ، إذ تكوف

لسكر  مخمرة، وأيضاً ممساء كونيا مخمرة لسكر اللاكتوزردية الموف مخاطية و مستعمرات و 

 والاندوؿ  Oxidaseلأوكسيديزسالبة لفحص ابانيا  K.pneumoniaeتتميز بكتريا . الكموكوز

Indol   احمر المثيؿوRed Methyl موجبة لفحص الكتاليز ، catalase  روالفوكس بروسكاو ،

 Lysineو Urease، كما أنيا تنتج أنزيـ اليوريز  Citrateالسترات يلاؾاستوليا القدرة عمى 

decarboxylase ولا تنتج Ornithine decarboxylase  وكذلؾ غير منتجة لغاز كبريتيد

-D السكرياتؿ مف ػػليا القدرة عمى تمثيؿ ك  K.pneumoniaeبكتريا . H2Sالييدروجيف

Alanine ،D-Galacturonate ،D-Glucuronate ،4-Hydroxybenzoate ،1-O-

Methyl-B-galactoside ،Maltitol ،Lactulose ،D-Saccharate ،D-Sorbitol ،

Quinate،   Protocatechuate،  Palatinose ،Mucate وL-Rhamnose   

(Sharmeen et al ., 2012 ; Brenner et al., 2005). 
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  K.pneumoniae وبائية بكتريا 1-1-1-2-2

في التربة والماء بشكؿ واسع الانتشار في الطبيعة لاسيما  K.pneumoniae تتواجد بكتريا

 (Ryan and Ray, 2004كما تتواجد كفمورا طبيعية في الفـ والجمد والامعاء ،وعمى النباتات

Sharmeen et al., 2012;)،  ساف ػػػػػػفي المبائف مثؿ الانوكذلؾ تواجدىا عمى السطوح المخاطية

 وىا وتماثؿ في ذلؾ كؿ مف الجنسيفػػػػػػة لنمػػػػػػئات مناسبػػػػػنازير التي تعد بيػػػػػػوالخيوؿ ػػػػػػوالخ

Citrobacter و Enterobacter تماثؿ ولا E.coli  او Shigella spp.  التي تكوف شائعة في

 لايات المتحدة الامريكية لوحظ اف، وفي الو  (Podschun and Ullman, 1998)الانساف

 Klebsiellaتدعى التي Carbapenemases انزيماتؾ التي تمتم  K.pneumoniaeبكتريا

pneumoniae Carbapenemases (KPC) ومع ذلؾ بب زيادة حدوث الاصابات السريريةتس ،

فأف استعمار تمؾ البكتريا او انتشارىا يعتمد عمى طوؿ او قصر مدة الرقود لممرضى في مستشفيات 

التي  K.pneumoniaeاف بكتريا  .(Line et al., 2013) العناية المركزةالعناية الحادة ووحدات 

ا تختمؼ انتشارىا الا اني بالرغـ مف توسع تنتشر عبر البمداف Carbapenemases انزيماتتمتمؾ 

قميلًا بالمضادات الحيوية  والبكتريا المنتجة ليذه الانزيمات تتأثر تأثراً  ،باختلاؼ الموقع الجغرافي

(  Kpc) يجة اصابتيـ ببكترياػػػػػالى زيادة الوفيات عند المرضى المصابيف بمجرى الدـ نتيؤدي مما 

carbapenemase pneumoniae Klebsiella 
(Munoz-Price et al., 2013). 

في المستشفيات ىو   K.pneumoniaeاف مف بيف الاسباب الرئيسة لانتشار بكتريا

استقرارىا في القناة المعدية المعوية لممرضى الراقديف في المستشفى ووحدات العناية المركزة وايدي 

فضلًا عف الأجيزة الطبية التي تعد مستودعاً لمبكتريا                       ،العامميف بالعناية الصحية

Debby et al., 2012) التي تكوف عمى تماس  للأجيزة الطبية ر(، فضلًا عف الاستعماؿ المتكر

مباشر مع سوائؿ الجسـ بيف المرضى الراقديف في المستشفيات مما يؤدي الى زيادة الاصابات 
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بتكويف الاغشية الحيوية عمى تمؾ الاجيزة وتعزيز  K.pneumoniaeالناتجة مف خلاؿ قياـ بكتريا 

 (.(Singhai et al., 2012مقاومة المضادات الحيوية 

  Pathogenesisالامراضية  2-1-1-2-2

لذات الرئة المكتسبة  اً رئيساً مسبب ،ممرض انتيازي K.pneumoniaeبكتريا تعد 

رضى ػػي الولادة، مػاؿ حديثػػػػػػي الأطفػف يماػػلاس وليةػياب المسالؾ البػ، التالدـ ففػػيات، تعػػػػػتشفػػسبالم

، وعمى سكريالجياز المناعي ومرضى الالأشخاص المصابيف بضعؼ وتصيب ، سرطاف الدـ

تجرثـ الدـ وذات   K.pneumoniaeتسبب بكتريا ،المضادات الحيوية المناسبة استعماؿالرغـ مف 

، Ahmed et al., 2012) ; (Paczosa and Mecsas, 2016% 55الرئة بنسبة تتجاوز 

القثطرة والتي ليا دور ميـ في فضلًا عف تكويف الأغشية الحيوية عمى الأجيزة الطبية مثؿ أنابيب 

 .  (Schroll et al., 2010)تطور عدد مف الإصابات المكتسبة بالمستشفيات 

المفافة الناخرة  ،السحايا ،خراج الكبد القيحي  K.pneumoniaeتسبب بكتريا

Necrotizing fasciitis التياب باطف مقمة العيف وداءEndophthalmitis  وتستغؿ ،

اوتيا مثؿ عديد السكر لممحفظة، عديد السكر مف عوامؿ ضر  اً عدد  K.pneumoniaeبكتريا

لمبقاء وغزو المناعة خلاؿ ، ومحددات استحواذ الحديد لخارجي، بروتينات الغشاء االخمؿ، الدىني

ياب نقي ػػػػػػػالت  K.pneumoniaeكتريا ػػػػػػب بػػػػػػػعف ذلؾ تسب ، فضلاً (Li et al., 2014)الإصابة 

  .Osteomyelitis   (Lee et al., 2017 )العظاـ 

  Virulence factorsعوامل الضراوة  3-1-1-2-2

العديد مف التراكيب التي تعد ضرورية لضراوتيا تتضمف  K.pneumoniaeتمتمؾ بكتريا 

 عديد السكر الدىني ، و لتي تساعد في بدء استعمار المضيؼا Pilliالأىلاب 

Lipopolysaccharide السكريد لممحفظة ، وعديدCapsular polysaccharide  التي تحمي

فضلًا  ،(Alcantar-Curiel et al., 2013)البكتريا مف البمعمة والمتمـ وتثبط تمايز الماكروفيج 
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 K.pneumoniae أف امراضية بكتريا Cruz-Cordova et al. (2014)عف ذلؾ اشارت دراسة 

ح ليا بالتيرب مف الجياز المناعي وامتلاكيا تحدث بسبب امتلاكيا لتمؾ العوامؿ التي تسم

ومقاومة  Iron acquisition systemsوأنظمة الحصوؿ عمى الحديد   Adhesinsالمواصؽ 

 . Biofilm formationالغشاء الحيويويف وتك Serum resistanceالمصؿ 

 Fimbriae الخمل1-3-1-1-2-2 

مف  مؿػػػػػػخال؛ الخمؿف ػػػػػػواع مػػػػػة انػػػػػػعف ثلاثقؿ ػػػػػػما لا ي K.pneumoniaeتمؾ بكتريا ػػػػػػتم

 Type 3 fimbriae (Struve etالنوع الثالث  مف مؿػػػػػخال، Type 1 fimbriaeوع الاوؿ ػػػػػػالن

al.,2009)  خمؿو Kp (a-g) fimbriae  فضلًا عف اللاصؽ Kpf (Wu et al., 2010)   

  Type 1fimbriae  (T1f) من النوع الاول الخمل1-1-3-1-1-2-2  

ة مف منطقة الغشاء النوع الاوؿ كونو زوائد خيطية نحيفة صمبة بارز  يمتاز خمؿ

                 مع جزء لاصؽ بالقمة يدعى FimA، تتألؼ مف وحدات فرعية متكررة تدعى السايتوبلازمي

Fim H (Li et al., 2014).  اف التصاؽ بكترياK.pneumoniae ئية حقيقية بالخلايا الطلا

 ,.Alcantar-Curiel et al)مف النوع الاوؿ الحساسة لممانوز  خمؿاللأمتلاكيا  يعودالنواة 

ذ يعمؿ كمنظـ استنساخ لجزء مف ا fimHيقع بعد  fim Kيسمى  اً فريد اً . وتمتمؾ جين(2013

مف النوع  الخمؿ يمتصؽ .(Wang et al., 2013) (fimBEAICDFGHK)منطقة الاوبيروف 

بالتراكيب الحاوية عمى المانوز الموجودة عمى خلايا المضيؼ او  K.pneumoniaeالاوؿ لبكتريا 

، واوضحت الدراسات اف Fim H (Rosen et al., 2008)المواد الخارج الخموية عبر اللاصؽ 

، التياب المسالؾ البوليةدء ػبة لريىي ضرو  K.pneumoniaeريا ػػػػػػوع الاوؿ لبكتػػػػػػػمف الن ؿػػػػػالخم

 Struve et)ستعمار الامعاء او  الرئة لا K.pneumoniaeقابمية بكتريا  في اً ف لا تمتمؾ تأثير ػػلك

al., 2008) ( 5989، في حيف أشار )Gerlach et al.   دور الخمؿ الذي يعود الى النوع الأوؿ

 في الالتصاؽ مع خلايا الأمعاء.
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  Type3 fimbriae (T3f) ع الثالثمن النو  الخمل2-1-3-1-1-2-2 

  اعرضيد ػػػػػػي زوائػػػػػػ، وىثػػػػػػوع الثالػػػػػمف الن مؿػػػػػػخال K.pneumoniaeريا ػػػتػػػػػؾ بكػػػػتمتم

، ر المانوزػػػػػػػاومة لسكػػػػػػوتعد مق (Li et al., 2014) مايكرومتر 0.5-2 طوليار و ػػػػػػنانومت 2-4

زوني ػػػػػػاؽ الحمػػػػػػػويف السػػػػػػفر الى وحدة فرعية لتكػػػػػػالذي يش mrk A ىػػػػػػيدعف ػػػػػػيا جيػػػػػػل

(Langstraat et al., 2001) ات الارتباط بجزيئ ى، فضلًا عف وحدة فرعية لاصقة ليا القدرة عم

 mrk Dالتي يشفر ليا جيف يدعى الخامس عمى سطح خلايا المضيؼ الرابع و  نوع الالكولاجيف 

 . (Sebghati et al., 1998)  الخمؿبقمة وتقع 

، Chaperoneبروتينات  عفالتي تشفر  mrk F و mrk B، mrk Cاما جينات 

Usher وScaffolding، ؿخمػػػػالرار ػػػػػػـ واستقػػػػػػالمسؤولة عف تجمع وتنظي (Paczosa and 

Mecsas, 2016; Stahlhut et al., 2012; Langstraat, 2001)  ،النوع  خمؿ يمتصؽ

 ,.Struve et al., 2009 Stahlhut et al) ةػػػػػػة الكمى والرئػػػػػػػا الطلائية وانسجػػػػػػػػثالث بالخلايػػػػػػال

 ,Paczosa and Mecsas)روؼ ػػػػػػير معػػػػػعاء والرئة غػػػػػػة الامػػػػػػػاما التصاقيا في انسج( ;2012

2016; Langstraat et al., 2001) ، فضلًا عف  ،ويف الغشاء الحيويفي تك اً كبير  اً دور  خمؿولم

 Li et)في أحداث التيابات المسالؾ البولية وتكويف الغشاء الحيوي عمى أنابيب القثطرة البولية  دوره

al., 2014) . 

-Dيعتمد عمى لا النوع الثالث  خمؿاف  Alcantar-Curiel et al. (2013) اشار

Mannose بروتينات لخلايا الطلائية لمقصبة اليوائية، الخلايا النبيبية الكمويةلتعزيز الالتصاؽ با ،

موؿ عمى ػػػػػالمح mrk Dيف ػػػػػعد الجػ. ية الرئةػػػػػػية القاعدية لأنسجػػػػػوالاغش ويةػػػػػػػالحشوية الخارج الخم

 ولاً ػػػػػػمحم اً نػػػػػجيؾ ػػػػػػيف تمتمػػػػػػفي ح K.pneumoniaeلالات ػػػػػػفي س اً البلازميدات نادر 

الذي  Tannic acid، وىو يعتمد عمى حامض التانيؾ (Sebghati et al., 1998) ومياً ػػػػػػػكروموس
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 Alcantar-Curiel et)يتوسط الارتباط بالانسجة حقيقية النواة والالتصاؽ بالحشوة الخارج الخموية 

al., 2013) 
  Kpc Fimbriae خمل 3-1-3-1-1-2-2 

 Kpc ABCD بوساطةوتخمؽ  Kpcدعى ي آخر خملاً  K.pneumoniaeتمتمؾ بكتريا 

 , KpcAالمخاطية عالية المزوجة وتسمى ايضاً   K.pneumoniaeوتكوف ذات صمة بالسلالة 

KpcB, KpcC, KpcD, KpcE, KpcF, KpcG،  ويعدKpcA ة الوحدة الفرعية الرئيس

 ,.K.pneumoniae (Wu et alا غشاء الحيوي لبكتريػػػػػر في تكويف الوليا دو ، مؿػػػػػػلمخكونة ػػػػػػػالم

 .KpcSمشيراً ايضاً الى وجود نوع  (2010

  KPF-28 Adhesinاللاصق 4-1-3-1-1-2-2 

، كيمو دالتوف وىو طويؿ 28وزف جزيئي  ذي  Fimbrinمف بروتيف الخمؿيتألؼ ىذا 

ويتواجد في السلالات  ،مايكروميتر 0.5-2وطولو  نانومتر 4-5قطره حوالي  ،نحيؼ ومرف

K.pneumoniae المقاوـ الحاممة لمبلازميد R  الذي يشفر الى انزيمات البيتالاكتاميز واسعة

الى  Bure et al. (1988)(، واشار Dimartino et al., 1996)  CAZ/ SHVالطيؼ نوع 

-CAZ يفحيوية تمتمؾ بلازميدالمتعددة المقاومة لممضادات ال K.pneumoniaeاف سلالات 

5/SHV-4 وKPF-28 في احداث الوبائية في المستشفيات في فرنسا.  التي ليا علاقة 

، K.pneumoniaeفي كروموسوـ بكتريا  kpf-28 يمكف اف يشفر لمتعبير عف جيف 

   Caco-2بخطوط خمية K.pneumoniaeساعد عمى التصاؽ اف ي KPF-28 خمؿويمكف لم

% مف عزلات بكتريا  83ستعمار امعاء المبائف، واف قد تكوف عوامؿ لا خمؿالوىذا يشير باف 

K.pneumoniae  خمؿالذات المقاومة المتعددة لممضادات الحيوية تمتمؾ KPF-28  

(Dimartino et al., 1996). 
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   Capsule polysaccharide (Cps)المحفظة 2-3-1-1-2-2  

، (Kمستضد لممحفظة ) اً مصمي اً نمط 78ما لا يقؿ عف  K.pneumoniaeتمتمؾ بكتريا 

محفظة متكونة  K.pneumoniaeتمتمؾ بكتريا ، اكثر الانماط ضراوة K2و   K1وتعد الانماط 

المسؤوؿ ىو   wzy، ويعد جيف(Li et al., 2014)مف ثلاثة الى ستة مف السكريات الحامضية  

اف المزوجة المفرطة و  ،(Reid and Szymanski, 2009)عف تخميؽ مسارات بممرة المحفظة 

  حفظةػػػػػػػػػػػػػيعود الى زيادة انتاج عديد السكر لمم K.pneumoniaeلبعض سلالات بكتريا 

Capsule polysaccharide (Cps)     التي تعد احد عوامؿ الضراوة لبكترياK.pneumoniae  

 Shon et)زوجة المخاطية لممستعمرات النامية عمى الاوساط الصمبة ػػف خلاؿ المػػػػػػػويتـ التعرؼ م

al.,2013). 

ومف الجدير بالذكر اف وجود محفظة سميكة عمى سطح الخمية تحمي بكتريا 

K.pneumoniae  الخلايا العدلة الماكروفيج بوساطةمف البمعمة التي تحدث ،Neutrophils 

 ;Dendritic cells (Cortes et al., 2002 Evrard et al., 2010يرية ػػػػػػػجػػػػلايا الشػػػػػػوالخ

Pan et al., 2011.) 

  Lipopolysaccharide دهنيعديد السكريد ال3-3-1-1-2-2  

كوف مف ػػػػػػالذي يت (LPS)ي ػػػػػػالسكريد الدىن طبقة العديد K.pneumoniaeتمتمؾ بكتريا 

سمي ػػػػػػتضد الجػػػػػي والمسػػػػػػػشاء الخارجػػػػػػد في الغػػػػػػالكارة لمماء والمتواج Lipid Aاطؽ ػػػػػمن ثلاث

O-antigen  كمكوف أبعد لمػػػ LPSب ػػػػػوالمCore polysaccharide طػػػػػػربػػػالذي يLipidA  

 . O-antigen  ( Li et al., 2014)و

  O-Antigenالمستضد الجسمي  .1

يع لمػػ ػػػػػػػػع مجامػػػػػػػف تسػػػػػػػػقؿ عػػػػػػػلاكيا ما لا يػػػػػػػبامت K.pneumoniaeريا ػػػػػػتػػػػػػػػاز بكػػػػػػػػػتمت

O-antigen ػػػػػػػى( يO1، O2 ،O2ac ،O3 ،O4 ،O5 ،O7 ،O8 وO12)ضد ػػػػػػستػػػػػ، والم
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O1 ريا ػػػػػػػرية لبكتػػػػػػسريػػػػػػػزلات الػػػػػػف العػػػػػػػوعاً بيػػػػػػثر شيػػػػػػػػو النمط المصمي الاكػػػػػػىK.pneumoniae 

(Hansen, et al., 1999). سجة ػػػػزو الانػػػػػػػي تغػػػػػػلالات التػػػػػػػي السػػػػػػػاراً فػػػػػػػشػػػػػػػثر انتػػػػػػػوالاك

(Hsieh et al., 2012) ،مستضد  ويمثؿO  في حماية بكتريا  اً دورK.pneumoniae  البمعمة مف

 Paczosa and)تمـ ػػػػػػطيا المػػػػػػػي يتوسػػػػػػػقتؿ التػػػػػػية الػػػػػػممػػػػػػكتريا عػػػػػػاومة البػػػػػػػمق ف ثـػػػػػػػوم

Mecsas, 2016)، لفئراف والالتصاؽ بالخلايا الطلائية البولية واستعمار المسالؾ البولية في ا

 .  (Merino et al., 2000)المصابيف بالتياب الاحميؿ

  Core polysaccharideالمب  .2

جينات  مجموعة بوساطة يشفر لو نوعيف مف المب K.pneumoniae تمتمؾ بكتريا 

 .wa cluster   (Fresno  et al., 2007 ; Regue et al., 2005)تدعى

3. Lipid A 
في سايتوبلازـ الخلايا بوساطة مجموعة مف الإنزيمات الأساسية ثـ ينقؿ  Lipid Aيخمؽ 

 LipidA، تحدث خلاؿ نقؿ وصولًا إلى الغشاء الخارجي ABC transporter بوساطة نواقؿ

أنزيمات محورة بفعؿ محفزات بيئية تعمؿ ىذه التحويرات عمى زيادة  بوساطةتحويرات تساىمية 

المحور عمى   LipidAإذ يعمؿ  ،(Raetz  et al., 2007في العائمة المعوية )  Lipid Aضراوة 

، واف حدوث طفرة في الجينات لمببتيدات المضادة لمبكتريا K.pneumoniaeمقاومة بكتريا 

عند اختبارىا في نماذج  K.pneumoniaeالمسؤولة عف الانزيمات تؤدي الى تضعيؼ ضراوة 

 . (Llobet et al., 2011; Clements et al., 2007)حيوانية مختمفة 

  Outer membrane proteins (OmpA) بروتينات الغشاء الخارجي 4-3-1-1-2-2  

OmpA ة لمبكتريا السالبة لصبغة كراـ في بروتينات الغشاء الخارجي الرئيس ىو احد

المسالؾ المعتمدة عمى  فيفي منع تنشيط الخلايا الطلائية عبر التأثير  اً دور ولو  ةالعائمة المعوي

NF-KB ،p38 وp44/42  ومف ثـ توىيف الاستجابة الالتيابية التي تتوسط الخلايا الطلائية(Li 
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et al., 2014) واف فقداف ،OmpA  تجعؿ بكترياK.pneumoniae  ًالببتيدات في اكثر تأثرا

 .(Llobet et al., 2009)المضادة لممايكروبات 

يساىـ في تنشيط انظمة غير معروفة تعمؿ عمى  OmpAىناؾ دراسات تشير الى اف 

فضلًا عف انيا تساىـ ، (Li et al., 2014)تيدات المضادة لممايكروبات بتقميؿ السمية الخموية لمب

 .(March et al., 2013)في مقاومة عممية البمعمة 

 Ironمثؿ حاملات الحديد  K.pneumoniaeتمتمكيا بكتريا أخرى ىناؾ عوامؿ ضراوة 

acquisition  ضرورية لمنمو البكتيري في جسـ الكائف الحي، إذ اف ىناؾ ما لا يقؿ عف  تعدالتي

 K.pneumoniaeوتنتج بكتريا ، K.pneumoniaeنظاـ امتصاص لمحديد مميزة في بكتريا  12

الذي يمتمؾ الفة عالية لمحديد وكذلؾ تمتمؾ انزيـ  Enterobactinيسمى  انموذجي اً حديد حاملاً 

لازمي مف اجؿ تحمؿ اليوريا الى امونيا وثاني اوكسيد الكاربوف كمصدر لمنايتروجيف باليوريز السايتو 

 .(Li et al., 2014)لغرض النمو 

 لممضادات الحيوية   K.pneumoniaeمقاومة بكتريا  4-1-1-2-2

لمعديد مف المضادات الحيوية   K.pneumoniaeأشارت الدراسات إلى مقاومة بكتريا 

، أنزيمات مى إنتاج أنزيمات البيتالاكتاميزوذلؾ لامتلاكيا العديد مف آليات المقاومة منيا مقدرتيا ع

وير نفاذية ػػػػػػدرة البكتريا عمى تحػػػػػػػ، وكذلؾ قأنزيمات الكاربابينيمز عة الطيؼ،البيتالاكتاميز واس

ا ػػػػػػمػػػػلاسيؽ و ػػػػات الدفػػػػػخػػػػػة مضػػػػػي أنظمػػػػػػػػرات فػػػػغيػػػػػػالتى ػػػػػؤدي إلػػػػي تػػػػػػػية التػػػػػػية الخمػػػػػأغش

KpnEF وAcrAB-Tolc (Marsik and Nambiar, 2011 Ghafourian et al., 2015; 

Navon-Venezia et al., 2017;) ،ت المقاومة الأخرى لبكتريا ػاومف آليK.pneumoniae  

ارات ػػػػػػػبداؿ المسػػػػػػواست وسوميةػػػػػػػػني، الطفرات الكرومػػػػػػيدؼ الجيػػػػػػػوقع الػػػػػػم يػػػػػػػرات فػػػػػػالطف

 ;oqxAB (Huovinen, 1995 Ho et al., 2016يد ػػػػػػػػلازمػػػػػػػبمى الػػػػػػػػة عػػػػػػولػػمػػػػػػػمحضية الػػػػػػالأي

Navon-Venezia et al., 2017;.) 
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  Adhesionالالتصاق  5-1-1-2-2

مى مختمؼ انواع السطوح الحية القدرة عمى الالتصاؽ ع  K.pneumoniaeتمتمؾ بكتريا 

صابة تمؾ الأنسجة خلايا ك الأمعاء والأنسجة الحية الأخرى إذ يعد ذلؾ الخطوة الأولى لاستعمار وا 

، فضلًا عف الالتصاؽ عمى السطوح غير الحية كالأجيزة مف ثـ انتشارىا واحداث الأمراضيةو 

الطبية مثؿ أنابيب القثطرة البولية والأرضيات والجدراف، كما تمتصؽ مع الخلايا الأخرى مكونة 

 ,Johnson) وىناؾ العديد مف الآليات لحدوث الالتصاؽ في البكتريا Biofilmشاء الحيوي الغ

يقسـ الخمؿ و ، ىي دور الخمؿ K.penumoniae، ولكف الآلية الأكثر شيوعاً في بكتريا (2011

أنواع مختمفة ولكف الخمؿ السائد الذي يؤدي دوراً ميماً  إلىبعممية الالتصاؽ في البكتريا  المرتبط

 (T3f)والنوع الثالث  (T1f)يعود إلى النوع الأوؿ  .pneumoniae Kعامؿ التصاؽ في بكتريا ك

(Podschun and Ullman, 1998)،  إذ يكوف الخمؿ الذي يعود إلى النوع الأوؿ مسؤولًا عف

الذي يشفر  fim، وأف حصوؿ طفرات في جيف لأمعاء والكمية والمثانة البوليةالالتصاؽ مع خلايا ا

روتيف التصاؽ الخمؿ الذي يعود الى النوع الأوؿ يؤدي إلى تغيير الصفات الالتصاقية لمبكتريا الى ب

وينتج عف ذلؾ تكوف سلالة جديدة تختمؼ نسبياً عف السلالة الأصمية مف ناحية خصائصيا 

لنوع الثالث مف الخمؿ فتكوف أىميتو بالدرجة الأساس اأما  .(Gerlach et al., 1989)الالتصاقية 

ي الالتصاؽ مع السطوح الحية وغير الحية وتكويف الغشاء الحيوي داخؿ وخارج الجسـ ف

(Johnson, 2011). 

 Biofilmالغشاء الحيوي  6-1-1-2-2

ويتمثؿ الغشاء بتجمع   K. pneumoniaeيعد الغشاء الحيوي أحد عوامؿ ضراوة بكتريا 
قة سميكة مف الغشاء الحيوي ػػػػػمنتجة طب الخلايا البكتيرية والتصاقيا عمى السطوح الحية وغير الحية

زالة  مة بوساطة الجياز المناعي لممضيؼ،الخارج خموي الذي يعمؿ عمى حماية الخلايا مف البمع وا 
 ( ;Schroll et al., 2010 Seifi et al., 2016)يويةادات الحػػػػػػ، والمضيةػػػػػػير الخلايا الطلائػػػػػػتأث
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تكويف الغشاء الحيوي عمى الأجيزة الطبية كأنابيب  عمى  K. pneumoniaeبكتريا 
تضمف ػػػػػػات التي تػػة بالمستشفيػػػػػػػالقثطرة التي تمثؿ دوراً رئيساً في تطور الإصابات المكتسب

 Catheterized associated urinary tract infectionابات المسالؾ البولية القثطارية ػػػػػػالتي

(CAUTI) (Schroll et al., 2010). 
عمى تكويف   K.pneumoniaeإلى قدرة بكتريا Zheng et al. (2018)أشارت دراسة 

فضلًا عف دور عدد مف جينات عوامؿ الضراوة عمى تكوينو ويساىـ في استقرار ، الغشاء الحيوي

بأف الخمؿ  Stahlhut et al. (2012)وأظيرت دراسة ، K.pneumoniaeوبقاء اصابات بكتريا 

في تحفيز تكويف  اً ميم اً ا دور ملي K.pneumoniaeؿ والثالث التي تمتمكيا بكتريا  مف النوع الأو 

صابيف بالتياب الغشاء الحيوي عمى القثطرة البولية في نموذج المثانة القثطارية عند المرضى الم

بأف الخمؿ مف النوع الأوؿ لا  Schroll et al. (2010)في حيف أشارت دراسة المسالؾ البولية، 

 . دوراً في تكويف الغشاء الحيوي مؾيمت

 الأنواع البكتيرية الأخرى 2-2-2  

 Proteus hauseriبكتريا 1-2-2-2 

طة متحركة بوسا لاىوائية اختيارية ،عصوية قصيرة، سالبة لصبغة كَراـ Proteusبكتريا 

اذ توجد ، واسعة الانتشار في الطبيعة،  ْـ97تنمو بدرجة حرارة  ،عضوية التغذية ،اسواط محيطية

تواجد في امعاء الانساف كما ت، العضوية المتحممة مف اصؿ حيوانيفي الماء المموث والتربة والمواد 

تستوطف القناة البولية اذ تسبب التيابات المسالؾ البولية فتعد ممرضاً انتيازياً و  ،والحيواف

Opportunistic pathogen (Manos and Belas, 2006 Rozalski et al., 2012; 

Kwil et al., 2013; Drzewiecka, 2016; .) تنمو بكترياProteus  عمى اوساط زرعية

مختمفة اذ تنمو عمى وسط اكار الماكونكي مكونة مستعمرات ذات الواف كونيا غير مخمرة لسكر 

 ،يلاتيفػػػػػػػحالة لمج ،وكوزػػػػػػػومخمرة لسكر الكم اللاكتوز وىي ايضاً غير مخمرة لسكر السكروز

رة ػػجة متغايػوذات نتي ثيؿمر الػػمواح وموجبة لفحص الاندوؿ والكتاليز ،زة لفحص الاوكسديػػػػػػػسالب
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 H2Sيف ػػػػػػػتيد الييدروجػػػػػػاز كبريػومنتجة لغ Ureaseوانتاجيا انزيـ اليوريزرات ػلاؾ الستيلاست

(Manos and Belas, 2006 Levinson, 2016;.) 

الاسواط  ،Fimbriaeالعديد مف عوامؿ الضراوة منيا: الخمؿ  Proteusتمتمؾ بكتريا 

Flagella ، انزيـAmino acid deaminase ،  انزيـProtease ، حالات الدـHemolysins ،

 العجحداثيا ظاىرة وا Endotoxin فاف الداخميػػػػػػػوالذي LPSديد السكر الدىني ػػػػػػامتلاكيا ع

Swarming ،  وتكويف الغشاء الحيويBiofilm (Rozalski et al., 2012 Kwil et al., 

2013;.) 

Pseudomonas  aeruginosa      الزائفة الزنجارية 2-2-2-2 

طة متحركة بوسا، ىوائية مجبرة، عصوية، ىي سالبة لصبغة كَراـ  P.aeruginosaبكتريا 

اذ  ،في الطبيعةواسعة الانتشار  ، ْـ 97ْـ والحرارة المثمى  42-97سوط قطبي تنمو بدرجة حرارة 

. ا في البيئات الرطبة بالمستشفياتعف تواجدى فضلاً  ،الحيواناتالنباتات و  ،الماء ،تتواجد في التربة

تسبب التيابات المسالؾ البولية فيي مف الممرضات وطف في القناة البولية للانساف و كما تت

جمد الانساف، عمى يمة كنبيت طبيعي في الامعاء و قم و تتواجد باعداد ،E.coliالانتيازية بعد بكتريا 

تظير اذ  ،منيا وسط الماكونكيساط الزرعية و عمى عدد مف الاو  P.aeruginosaتنمو بكتريا 

 ،ا انيا غير مخمرة لمكاربوىيدرات، كملعدـ تخميرىا سكر اللاكتوز ،بشكؿ مستعمرات عديمة الموف

 P.aeruginosaتنتج بكتريا  ،تقوـ بأكسدة الكموكوز P.aeruginosaعدد مف سلالات بكتريا و 

 Pyoverdinبغة ػػػػػصزرقة و ػػػػػػم ىي خضراءو  Pyocyaninعدد مف الصبغات منيا صبغة 

السوداء  Pyomelaninصبغة الحمراء و  Pyorubinصبغة و  ،الموفىي خضراء المتفمورة و 

(Brooks et al., 2013). 

عديد و  Fimbriae الخمؿمف عوامؿ الضراوة منيا  اً عدد P.aeruginosaتمتمؾ بكتريا 

مسؤولة عف ال Exopolysaccharideالمحفظة التي تمتمؾ عديد السكر و  LPSالسكر الدىني 
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السموـ و  Proteases و  Elastasesمات مثؿ ػػػػػػمف الانزي اً ددػػػػػػتنتج عية و ػػػػػػالمستعمرات المخاط

وانات ػػػػػػقاتؿ لمحية و ػػػػػػخر الأنسجػػػػػػنػػػػبب تػػػػػػالذي يس Exotoxin Aج ػػػػػػتنتو  Hemolysinsمثؿ 

(Brooks et al., 2013 Cornelissen et al., 2015;.) 

Escherichia coli  3-2-2-2 
متحركة  ،لا ىوائية اختيارية ،عصيات قصيرة سالبة لصبغة كَراـ ىي E.coliبكتريا 

 ،مكونة مستعمرات وردية كونيا مخمرة لسكر اللاكتوز تنمو عمى وسط الماكونكي، طة اسواطبوسا

، ومنتجة أنزيـ لفحص الكتاليز والاندوؿ موجبة ،كونيا مخمرة لمكموكوز والمانتوؿ فضلًا عف

Lysine decarboxylase ًمف عوامؿ  ، في حيف تكوف سالبة لفحص الاوكسيديز، تمتمؾ بعضا

منتجة لبعض و  Capsuleالمحفظة و  Flagellaeوالاسواط  Fimbriae الخمؿالضراوة منيا 

د في الخلايا الطلائية للامعاء تتواج، Hemolysinو Enterotoxins, Exotoxins السموـ منيا 

في الاطفاؿ وكذلؾ تغزو  لا سيماخروج دموي الحمى و  ،Dysenteryتغزو تمؾ الخلايا مسببة و 

لذا تعد مُمرِضاً انتيازياً  (UTI)الكمى مسببة التياب المسالؾ البولية المسالؾ البولية و 

(Cornelissen et al., 2015 ; Brooks et al., 2013). 

Enterobacter cloacae 4-2-2-2 
متحركة وتمتمؾ  بواغ،غير مكونة للا ،ختياريةلاىوائية ا ،كَراـبكتريا عصوية سالبة لصبغة 

وىي ايضاً مف الطبيعة  منتشرة بشكؿ واسع في E.cloacaeتوجد بكتريا  ، Capsuleمحفظة

إذ تسبب معدؿ واسع مف الاصابات المنتشرة  ،وأغمبيا عزلات مف عينات سريرية، الممرضات

، الجروحوالتيابات  UTIالتياب المسالؾ البولية   ،Pneumoniaبالمستشفيات  مثؿ ذات الرئة 

محمولة عمى الكروموسومات تسمى  Beta-lactamaseواغمب سلالاتيا تمتمؾ انزيمات 

AMPC) )Ampicillin C(Davin-Regli and Pages, 2015 ; Brooks et al., 2013). 
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مخمرة لسكر عمى وسط الماكونكي بمستعمرات وردية كونيا  E.cloacaeتنمو بكتريا 

ز والأندوؿ واحمر يكسيدللاو  اً سالب اً تعطي فحص، مخمرة لسكر السكروز والمانيتوؿوأيضاً  ،اللاكتوز

 H2Sوغير منتجة لكبريتيد الييدروجيف  ،يز والسترات والكتاليزوموجبة لفحص اليور  ،المثيؿ

(Brooks et al., 2013.)  تمتمؾ بكترياE.cloacae الخمؿمف عوامؿ الضراوة مثؿ  اً عدد، 

وليا القدرة عمى  ،(Sanders and Sanders, 1997المحفظة وعديد السكر الدىني ) ،المواصؽ

 Pore-forming toxins  وEnterotoxin  ، Hemolysin افراز السموـ الخموية مثؿ 

(Davin-Regli and Pages, 2015). 

  Klebsiella  oxytocaبكتريا 5-2-2-2  

كؿ سالبة لصبغة كراـ، لا ىوائية اختيارية، غير متحركة وتمتمؾ بكتريا عصوية الش

الماء  ،لأمعاء الدقيقة للإنساف والحيوافبشكؿ طبيعي في ا  K.oxytoca، توجد بكتريا محفظة

، وأغمب عزلاتيا مف عينات سريرية مف الخروج والجمد ىي أيضاً مف الممرضات الانتيازيةو  ،ةوالترب

ات المكتسبة بالمستشفيات مثؿ ػػػػػمف الإصاب اً واسع، إذ تسبب معدلًا البمعوـلمخاطية و والأغشية ا

 Septicaemiaوتسمـ الدـ  UTIولية ػػػػػػػالؾ البػػػػػػ، التياب المس Pneumoniaة ػػػػػذات الرئ

تالاكتاميز واسعة ػػػػ، تمتمؾ أنزيمات البيالمعوية المعدية والتياب الأمعاءواستعمار القناة 

، وأنزيمات الكاربابينميز Extended Spectrum Beta-Lactamaseالطيؼ

Carbapenemase ى البلازميدات وكذلؾ تمتمؾ أنزيمات ػػػػػػولة عمػػػػػػالتي تكوف محم

   Metallo Beta-Lactamaseالأمينوكلايكوسايد المحورة وأنزيمات البيتالاكتاميز المعدنية

(Darby et al., 2014 Trivedi et al., 2015; Singh et al., 2016;.) 

عمى وسط الماكونكي بمستعمرات وردية كونيا مخمرة لسكر   K.oxytocaتنمو بكتريا 

للأوكسيديز وأحمر  اً سالب اً ، تعطي فحص، مسيمة لمجيلاتيفكتوز وأيضاً مخمرة لسكر الكموكوزاللا
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 تجة لغاز، وغير منندوؿ والفوكس بروسكاور واليوريز، وموجبة لفحص الكتاليز والسترات والأالمثيؿ

H2S وسط  عمىKIA (Singh et al., 2016 ; Brenner et al., 2005) . 

، المحفظة مف عوامؿ الضراوة مثؿ الخمؿ، المواصؽ اً عدد  K.oxytocaتمتمؾ بكتريا 

  Pyrrolobenzodiazepines (PBD)الذي يعود إلى عائمة  Tillivalineوالسموـ كما في 

نتاج ، اProteinasesطة أنزيمات ـ بوساضػػػػػػزيمات اليػػػػػػػف مقاوـ لأنػػػػػػػوىذا السـ حساس لمحرارة لك

ذي يسبب الموت المبرمج لمخلايا الطلائية المعوية وتحطيـ ال  K.oxytocaالسـ مرتبط بضراوة 

 .(Ghasemian et al., 2018)الخلايا الطلائية 
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  Materials and methodsالمواد وطرائق العمل  -3

  Materialsالمواد  3-1

 Laboratory equipment and instruments الأجهزة والأدوات المختبرية 3-1-1

 .المستعممة في الدراسة(: الاجيزة والأدوات المختبرية 3-1جدوؿ )

 الشركة المصنعة )المنشأ( الجهاز
 Autoclave Webco (Germany)                                   مؤصدة 

 Balance Local Market (China)                                        ميزان 
 Cotton swab AFCO (Jordan)                          مسحات قطنية

Densichek           جهاز العكورة الخاص بالفايتك
TM Bio Merieux (France) 

 Digital Camera Canon (USA)                         كاميرا رقمية

 Electrical oven DLTG (China)                       فرن كهربائي

 Gel electrophoresis Thermo scientific (USA)       جهاز الترحيل الكهربائي 

 أنابيب وبيكرات وفلاسكات زجاجية
 Glassy universal tubes 

-------------- 

 مسخن حراري ممغنط 
Hot plate and magnetic stirrer 

Stuart (UK) 

 Incubator Germany                                     حاضنة

 Laminar flow clean bench         Labtech(Korea)كابينة الزرع 

 Light microscope Kruss (Germany)                    مجهر ضوئي 

 Loop Himedia (India)                           ناقل                      

 Cooled centrifuge Takashima (Japan)جهاز الطرد المركزي 

 حفرة 96أطباق معايرة تحتوي عمى 
 Microtiter plates 96 wells 

AFMA (Jordan) 

 Micropipettes  Brand – W (Germany)         ماصات دقيقة بأحجام مختمفة

 Millipore filter AFCO (Jordan)            وحدات الترشيح الدقيقة 

 Petri dishes Biozek (Switzerland)                              أطباق بتري

 P-line tubes AFCO (Jordan)                          أنابيب مختبرية

 Thermal cycler Biorad (USA)         التدوير الحراريجهاز 



                                                                                          المواد وطرائق العمل: الفصل الثالث   24
 

 
 

 Refrigerator Kelon (Korea)                                   ثلاجة

 Sensitive electric balance Denver (Germany)ميزان كهربائي حساس 

 مصدر للأشعة فوق البنفسجية
 UV- Transilluminator 

Major science (Taiwan) 

 Vitek – 2 Compact system     BioMerieux (France)  2–جهاز فايتك 

 Vortex Griffin (England)                                          مازج

 Water bath Local Market (China)                       حمام مائي      

 

 Chemical materialsالمواد الكيميائية  3-1-2

 ( المواد الكيميائية المستعممة في الدراسة2-3جدوؿ )
 الشركة المصنعة )المنشأ( المادة

 Agar – Agar Oxoid (England)                  أكار             –أكار 

 Agarose                                                 Promega (USA)الاكاروز 

 Hydrogen peroxide             BDH (England)بيروكسيد الهيدروجين 

 Glycerol BDH (England)                                     كميسيرول

 Sucrose Sigma (Germany)                                        السكروز

 Sodium chloride BDH (England)                  كموريد الصوديوم 

 Potassium chloride               BDH (England)كموريد البوتاسيوم   

 Sodium citrate                         BDH (England)                سترات الصوديوم

 Citric acid BDH (England)                   الستريك           حامض

 فوسفات الصوديوم أحادي الهيدروجين          
Sodium monohydrogen phosphate 

BDH (England) 

 فوسفات البوتاسيوم ثنائي الهيدروجين
 Potassium dihydrogen phosphate  

BDH (England) 

 Dextrose BDH (England)                                 دكستروز     

Tetramethyl–P–Phenylendiamine 

 Dihydrochloride 
-------- 

 Mannose BDH (England)                                          ز المانو 

 Urea                                                          CDH (UK) اليوريا
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 Ready made culture mediaالأوساط الزرعية الجاهزة  3-1-3

 .( الأوساط الزرعية المستعممة في الدراسة3-3جدوؿ )

 الشركة المصنعة )المنشأ( الوسط الزرعي
 وسط نقيع القمب والدماغ السائل

Brain – Heart infusion broth 
Oxoid (England) 

 Blood agar base Oxoid (England)وسط أكار أساس الدم 

 Kligler iron agar Oxoid (England)وسط أكار الحديد ثنائي السكر 

 MacConkey agar Oxoid (England)                       وسط أكار الماكونكي

 فوكس يروسكاور –وسط سائل أحمر المثيل 
Methyl Red  -Voges proskauer 

………………….. 

 Nutrient agar Oxoid (England)                          الاكار المغذي   طوس

 Peptone water Himedia (India)                      وسط ماء الببتون       

 Simmon's citrate agar Himedia (India)    ت اوسط أكار السيمون ستر 

 Urea agar base Himedia (India)              وسط أكار أساس اليوريا    
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  الدراسةالصبغات والكواشف والمحاليل المستعممة في  3-1-4

Dyes, reagents and solution 

 .( الصبغات والكواشؼ والمحاليؿ المستعممة في الدراسة4-3جدوؿ )

 الشركة المصنعة )المنشأ( الصبغات والكواشف والمحاليل
 Crystal violetمحاليل صبغة كرام )صبغة البنفسج البموري 

stain صبغة السفرانين ،Safranin stain الأيودين ،
Iodine  والكحول الأثيميEthanol 96%) 

Switzerland 

 TBEمحمول دارئ الترحيل الكهربائي 

Tris – Borate – EDTA buffer 

Promega (USA) 

 Ethidium bromide Promega (USA)                 صبغة بروميد الأثيديوم

 reagent Kovac's Himedia (India)                         كاشف كوفاكس   

 ----------------  Methyl red reagent                  كاشف أحمر المثيل

 بروسكاور –كاشف فوكس 
Voges proskauer (VP1,VP2) 

------------ 

 Congo red  Fluka (Switzerland )  الأحمر                        صبغة الكونغو 
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 Kits الجاهزة  العدد 3-1-5

 .( العدد المستعممة في الدراسة5-3جدوؿ )

 الشركة المصنعة )المنشأ( العدة
 الجينوم البكتيري  DNAعدة استخلاص 

Wizard® Genomic purification kit 

 وتشمل:
(Cell lysis solution, Nuclei lysis solution, 

Protein Precipitation Solution, DNA 

rehydration Solution, Isopropanol, Ethanol 

(70%) , Nuclease free water and RNase A 

Solution) 

Promega (USA) 

100 – 1500 bp DNA ladder Promega (USA) 

 عدة تفاعلات سمسمة البممرة 
Go Taq® Green Master Mix PCR 2X 

 وتشمل:
(Taq DNA polymerase, dNTPs, MgCL2 and 

reaction buffers at optimal concentrations for 

efficient amplification of DNA templates by 

PCR)  

Go Taq® Green Master Mix contains two 

dyes (blue and yellow)  

Promega (USA) 

Vitek 2 GN Kit BioMerieux (France) 
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 Antibiotics المضادات الحيوية 3-1-6

 .جياز الفايتؾ في قياس التركيز المثبط الأدنىدات الحيوية المستعممة في ( المضا6-3جدوؿ )

 الشركة المصنعة الرمز اسم المضاد
Amoxicillin AMX  

 

 

 

 

 

 

 

 

Bio Merieux (France) 

Ampicillin AMP 

Ampicillin/Sulbactam  SAM 

Piperacillin PIP 

Cefazolin CFZ 

Cefoxitin Fox 

Ceftazidime CAZ 

Ceftriaxone CRO 

Cefepime FEP 

Ertapenem ETP 

Meropenem MEM 

Amikacin AK 

Gentamicin GM 

Tobramycin TM 

Ciprofloxacin CIP 

Levofloxacin LVX 

Nitrofurantoin NIT 

Trimethoprim/ 

Sulfamethoxazole 

SXT 
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 Primers ئالبواد  3-1-7

 البوادئ المستعممة في الدراسة (7-3جدوؿ )

 المصدر
الناتج 

(bp) 
 اسم الجين Primer sequenceتتابع البادئ  

(Alcantar-Curiel 

et al ., 2013) 
 

500 
5'-CGG ACG GTA CGC TGT ATT 

TT-3' 
fim A 

F 
3'-GCT TCG GCG TTG TCT TTA 

TC-5' 
R 

576 

5'-TGG TGG TCG ACC TCT CCA 

CGC AGA TTT TTT GCC-3' 

fim H 

F 

3'-TCA GCT GAA CGC CTA TCC 

CCT GCG CCG GCG AGG 

CGG-5' 

R 

498 

5'-CGG TAA AGT TAC CGA CGT 

ATC TTG TAC TG-3' 
mrkA 

F 

3'-GCT GTT AAC CAC ACC GGT 

GGT AAC-5' 
R 

757 

5'-CTG ACG CTT TTT ATT GGC 

TTA ATG GCG C-3' 
mrkD 

F 

3'-GCA GAA TTT CCG GTC TTT 

TCG TTT AGT AG-5' 
R 
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 Methodsطرائق العمل 2-3  

 Sterilizationالتعقيم  3-2-1

عند درجة حرارة  Autoclaveبالمؤصدة  عقمت جميع الأوساط الزرعية في ىذهِ الدراسة 

جياز  تعماؿعقمت الأدوات الزجاجية باسو دقيقة،  55ولمدة  2باوند /انج 55ْـ وتحت ضغط 121

ْـ لمدة ساعتيف، أما المحاليؿ فقد عقمت باستعماؿ 581بدرجة حرارة  Ovenالفرف الكيربائي 

مايكروميتر لكونيا تتمؼ بالحرارة العالية  1222ذات قطر  Millipore Filtersوحدات الترشيح 

(Greenwood et al., 2007). 

 :Solutions preparationتحضير المحاليل  3-2-2

 Phosphate buffer salineمحمول داريء الفوسفات الممحي  3-2-2-1

غـ مف  5255غـ مف كموريد البوتاسيوـ و  125غـ مف كموريد الصوديوـ و  128أذيب  

في  البوتاسيوـ ثنائية الييدروجيففوسفات غـ مف  122فوسفات الصوديوـ احادية الييدروجيف و

 2باوند/انج 55ط ْـ وضغ525مف الماء المقطر وعقـ بجياز المؤصدة بدرجة حرارة  مؿ  5111

 .(Bosch et al., 1980)دقيقة  55لمدة 

   Alsever's solutionمحمول السفير  3-2-2-2

غـ مف  1242ستروز وػػػػػالدكغـ مف  2215وديوـ وػػػػػػغـ مف سترات الص 128ة ػػػػػػػحضر بإذاب 

مف الماء المقطر وعقـ  مؿ  5111تريؾ في ػػػػػغـ مف حامض الس 1225كموريد الصوديوـ و 

 Bosch et) دقيقة55دة ػػػػػػلم 2باوند/ انج 55ط ػػػػػػْـ وضغ525رارة ػػػػػػة حػػػػػػػبدرجدة ػػػػػػػياز المؤصػػػػػبج

al., 1980) 
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 Mannose solution نوزاسكر الم لمحمو 3-2-2-3

مف محموؿ داريء الفوسفات الممحي المحضر  مؿ  511غـ مف سكر المانوز في  5إذيب  

لمدة  2/ انجباوند 55ْـ وضغط  525درجة حرارة وعقـ بجياز المؤصدة ب 5-2-2-3وفؽ الفقرة 

 . (Bosch et al., 1980) قةدقي 55

 Congo red stainمحمول صبغة الكونغو الحمراء  3-2-2-4

مف الماء المقطر  مؿ  5111مف صبغة الكونغو الحمراء في  غـ 128حضر المحموؿ بإذابة  

 دقيقة 55ولمدة  2باوند /انج 55ْـ وضغط 525ثـ عقـ المحموؿ بالمؤصدة بدرجة حرارة 

(Freeman et al., 1989). 

 Tris borate EDTA bufferمحمول دارئ الترحيل  3-2-2-5

 TBEمف دارئ  مؿ 25بإضافة  (Promega)حضر المحموؿ المجيز مف قبؿ شركة  

مف الدارئ في قنينة  x5مف الماء المقطر المعقـ لمحصوؿ عمى تركيز  مؿ  975إلى  x41بتركيز 

 .ْـ لحيف الاستعماؿ 4زجاجية معقمة ثـ حفظ بدرجة حرارة 

 Primers preparationالبوادئ  تحضير 3-2-2-6

( وباستعماؿ الماء المقطر Promegaالمحاليؿ الخزينة المجيزة مف قبؿ شركة )حضرت  

/ مايكروليتر، إذ تـ تحضير محموؿ كؿ مايكرو موؿ 511اللاأيوني المعقـ لمحصوؿ عمى تركيز 

تر مف المحموؿ الخزيف ليمايكرو  51/ مايكرو ليتر بأخذ مايكرو موؿ 51بادئ عمى انفراد بتركيز 

مف الماء المقطر اللاأيوني المعقـ ومزج جيداً باستعماؿ  اً ليتر مايكرو  91إلى  وضافتلكؿ بادئ وا

ْـ لحيف الاستعماؿ، أما محاليؿ الخزينة  4ثـ حفظ في الثلاجة بدرجة حرارة  Vortexجياز المازج 

ْـ مع مراعاة مزجيا جيداً باستعماؿ المازج عند اخراجيا 21- عند درجة حرارة حفظتلمبوادئ فقد 

 .ستيا قبؿ الاستعماؿثمج لغرض مجانمف ال
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 Reagents preparationتحضير الكواشف  3-2-3

  Oxidase reagentكاشف الأوكسديز  3-2-3-1

 Tetramethyl-P-Phenylenediamineمف مادةغـ  5حضر الكاشؼ بإذابة  

Dihydrochloride  تمةػػػػػػية معػػػػػػزجاجنة ػػػػػػي قنيػػػػػفظ فػػػػػاء المقطر وحػػػػػمف الممؿ  511في ،

ز ػػػػػديػػػػػػـ الأوكسػػػػػاج أنزيػػػػػػية البكتريا عمى انتػػػػػػف قابمػػػػػػري عػػػػػػؼ لمتحػػػػػػػذا الكاشػػػػػػؿ ىاستعم

(Tadesse and Alem, 2006). 

  Catalase reagentكاشف الكتاليز  3-2-3-2

مف المحموؿ الأصمي بتركيز  مؿ  5بأخذ % 3حضر كاشؼ بيروكسيد الييدروجيف بتركيز  

ؿ استعم .ظ الكاشؼ في قنينة معتمةػػػػػػػفوحماء المقطر ػػػػػػمف ال مؿ  51الى  جـػالح واكمؿ% 31

 .(Tadesse and Alem, 2006تاليز )ػػػػػػـ الكػحري عف قابمية البكتريا لإنتاج انزيػذا الكاشؼ لمتػػػػػػػى

 Preparation of culture mediaتحضير الأوساط الزرعية  3-2-4

  Ready-Made culture media preparationالأوساط الزرعية الجاهزة  3-2-4-1

 Methylفوكس بروسكاور  ،سط سائؿ أحمر المثيؿكو حضرت الاوساط الزرعية الجاىزة  

Red Voges-Proskauer ثنائي السكر -، وسط آكار الحديدKligler iron agar وسط أكار ،

وسط  Simmon's citrate agar,، وسط أكار السيموف سترات MacConkey agarونكي الماك

 Brain-Heart infusion، وسط نقيع القمب والدماغ السائؿPeptone waterماء الببتوف 

broth ، وسط الآكار المغذي وNutrient agarالشركة المصنعة ليا وقد  ، حسب تعميمات

وبعدىا صبت الأوساط الزراعية في أطباؽ بتري  Autoclaveالأوساط الزرعية بالمؤصدة  عقمت

 .ساعة لمتأكد مف عدـ تموثيا 24دة ْـ ولم37وأنابيب وحضنت عند درجة حرارة 
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 Laboratory culture mediaالأوساط الزرعية التركيبية  3-2-4-2

  Blood agar baseوسط أكار الدم  3-2-4-2-1

ْـ 45وبرد الى درجة حرارة مصنعة وعقـ بالمؤصدة حضر الوسط حسب تعميمات الشركة ال 

قمة وترؾ ليتصمب ػػػػػري المعػػػػػ% ثـ صب في أطباؽ بت5وبعدىا أضيؼ لوُ دـ إنساف بنسبة 

(Atlas, 2010). 

 Urea agarوسط أكار اليوريا  3-2-4-2-2

مف وسط أكار اليوريا  غـ  24215إذابة بحسب تعميمات الشركة المصنعة  الوسطحضر  

 51وبرد الى درجة حرارة مف الماء المقطر المعقـ ثـ عقـ الوسط بالمؤصدة مؿ  951الأساس في 

مف الماء  مؿ  511في  غـ  41بإذابة حضر  % )41مف محموؿ اليوريا مؿ  51ثـ أضيؼ ْـ 

مايكروميتر( وبعدىا  1222ذات القطر  Millipore filterباستعماؿ وحدات الترشيح  المقطر وعقـ

 .ط في أنابيب معقمةصب الوس

 Congo red agar mediaوسط أكار الكونغو الأحمر  3-2-4-2-3

ف سكر م غـ  51ائؿ، ػػػػػػػاغ السػػػػػػقيع القمب والدمػػػػػػمف وسط ن غـ  37ط بإذابة ػػػػػػػحضر الوس 

ثـ عقـ الوسط بالمؤصدة وترؾ مف الماء المقطر مؿ  911أكار في  -مف أكار غـ  55السكروز و

 وؿ صبغة الكونغو الحمراءػػػػػمف محممؿ  511يؼ لو ػػػػػػْـ ثـ أض55رارة ػػػػػػليبرد عند درجة ح

 Freeman etط في اطباؽ بتري المعقمة )ػػػػػػػ( وبعدىا صب الوس4-2-2-3فقرة )الرة في ػػػػػػػالمحض

al., 1989). 
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 Samples collection العيناتجمع  3-2-5

عينة سريرية مف مستشفى حماية الأطفاؿ بمدينة الطب ببغداد لأطفاؿ مصابيف  64جمعت  

 9و  Bloodعينة مف الدـ  Stool  ،54عينة مف الخروج  45بالتياب الأمعاء التنخري تضمنت 

 . 4/4/2158إلى  29/5/2158لمفترة مف  Urineعينات مف البوؿ 

 Samples cultureزرع العينات  3-2-6

                ماكونكي وأكار الدـ لغرض تشخيصيار الات العينات عمى وسط أكعر ز  

(Forbes et al., 2007). 

  Bacterial Isolates Diagnosis ةالبكتيريالعزلات تشخيص  3-2-7

   Morphological Diagnosisالتشخيص المظهري  3-2-7-1

 تعرات التي تتضمف لوفلصفات المظيرية لممستـ تشخيص العزلات النامية اعتماداً عمى ا 

 .(Forbes et al., 2007) رةالمستعم

 Microscopic diagnosisتشخيص المجهري ال 3-2-7-2

حضرت مسحات مف العزلات البكتيرية النامية عمى وسط آكار الماكونكي وآكار الدـ وتـ  

لرؤية شكؿ  X 100عمى قوة تكبير تصبيغيا بصبغة كراـ ثـ فحصت تحت المجير الضوئي 

الخلايا وترتيبيا وألوانيا تبعاً لتفاعميا مع صبغة كراـ إذ ظيرت أغمب الخلايا عمى شكؿ عصيات 

  (.Levinson, 2016سالبة لصبغة كراـ )

 Biochemical tests الاختبارات الكيموحيوية 3-2-7-3

 Oxidase testاختبار الأوكسديز  3-2-7-3-1

ثـ وضعت عمى اكونكي بوساطة عود خشبي مستعمرات النامية عمى وسط أكار النقؿ أحد الم 

ز بعد ذلؾ أضيؼ إلييا قطرة أو قطرتيف مف كاشؼ الأوكسيدي Filter paperورقة ترشيح 

 51خلاؿ  الغامؽالموف البنفسجي  تغير لوف المستعمرة إلى إف .(5232223المحضر وفقاً لمفقرة )
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في حيف عدـ تغير الموف دلالة عمى أف البكتريا غير منتجة لاختبار، فيذا يعني إيجابية ا ثواني

 .(Forbes et al., 2007) للأوكسديز

 Catalase testار الكتاليز باخت 3-2-7-3-2

نقؿ أحد المستعمرات النامية عمى وسط أكار الماكونكي بوساطة عود خشبي معقـ إلى  

تاليز المحضر ػػػػػػطرة مف كاشؼ الكػػػػػؼ إلييا قػػػػػػنظيفة ثـ أضي Glassy slideية ػػػػػػشريحة زجاج

ابية الاختبار ػػػػدؿ عمى إيجػػػػة فيذا يػػػػػػيرت فقاعات ىوائيػػػػػػإذا ظػػػػػػف (2-3-2-3)فقرة ػػػػػػوفقاً لم

(Tille, 2014). 

  Indol testاختبار الأندول  3-2-7-3-3

ساعة  24ستعمرة بكتيرية ثـ حضنت لمدة لقحت أنابيب حاوية عمى وسط ماء الببتوف بم 

، ثـ أضيؼ 37وبدرجة حرارة   Kovac's reagentف كاشؼ كوفاكسػػػػػػلكؿ أنبوبة م مؿ 123ْـ

 ,Tille)ار بد سطح الوسط دليؿ عمى إيجابية الاختػػػػػػمراء )حمقة الأندوؿ( عنػػػػػػوظيور حمقة ح

2014).  

 Methyl red testاختبار أحمر المثيل  3-2-7-3-4

فوكس بروسكاور بمستعمرة بكتيرية ثـ  –لقحت أنابيب حاوية عمى وسط سائؿ أحمر المثيؿ  

مف كاشؼ  مؿ 122ْـ ثـ أضيؼ لكؿ أنبوبة 37ساعة في درجة حرارة  24حضنت الأنابيب لمدة 

 Forbesوظيور الموف الأحمر دليؿ عمى إيجابية الفحص ) Methyl red reagentأحمر المثيؿ 

et al., 2007.)  

 Voges – Proskauer testبروسكاور  –اختبار فوكس  3-2-7-3-5

بمستعمرة  MR-VPفوكس بروسكاور  –لقحت أنابيب حاوية عمى وسط سائؿ أحمر المثيؿ  

، ثـ أضيؼ37اعة في درجة حرارة س 24بكتيرية ثـ حضنت الأنابيب لمدة  مف  مؿ 126ليا  ْـ

مف المحموؿ الثاني  مؿ 122ثـ  Alph – Naphtholنفثوؿ  –( الالفا VP1المحموؿ الأوؿ )
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(VP2 لييدروكسيد البوتاسيوـ )Potassium hydroxide  ًولوحظت ثـ رجت الأنابيب جيدا ،

 .(Tille, 2014دقائؽ، ظيور الموف الأحمر دلالة عمى إيجابية الفحص ) 5النتائج بعد 

 Citrate utilizationاختبار استهلاك السترات  3-2-7-3-6

حدى المستعمرات البكتيرية النامية عمى وسط الماكونكي وزرعت بطريقة التخطيط ت إأخذ 

، وبعدىا 37رارة ػػػػػة حػػػػػػاعة في درجػػػػػػس 24ت لمدة ػػػػػػعمى وسط أكار السيموف سترات ثـ حضن ْـ

جابية الفحص ى إيػػػػػعم و دلالةً ػػػػػػود نمػػػػػضر إلى الأزرؽ مع وجػػػػػػتغير لوف الوسط مف الأخ

(Forbes et al., 2007). 

 Kligler iron agarاختبار السكريات عمى وسط  3-2-7-3-7

لقح قعر أنابيب حاوية عمى وسط أكار الحديد ثنائي السكر بالبكتريا بطريقة الطعف أولًا ثـ  

ساعة، تغير لوف الوسط  24ْـ لمدة 37التخطيط عمى السطح المائؿ ثـ حضنت في درجة حرارة 

 وف الاصفر يدؿ عمى تخمر الكموكوزقعر الأنبوبة ولوف الوسط المائؿ مف الأحمر إلى الم في

مر إلى الأصفر يدؿ عمى تخمر ػػػػػػر الأنبوبة مف الأحػػػػػػط في قعػػػػػػواللاكتوز وتغير لوف الوس

 H2Sو CO2الكموكوز فقط وتجمع الغاز وترسب أسود في قعر الأنبوبة يدؿ عمى انتاج غاز 

(Tille, 2014). 

 Urease testاختبار اليوريز  3-2-7-3-8

( بتخطيط 2-2-4-2-3حاوية عمى وسط أكار اليوريا المحضر وفقاً لمفقرة )لقحت أنابيب  

، أف تغير لوف الوسط مف 37 حرارة ساعة بدرجة 24سطح الوسط المائؿ ثـ حضنت لمدة  ْـ

، أجري الاختبار لمتحري عف قابمية البكتريا صالبرتقالي الفاتح إلى الوردي دليؿ عمى إيجابية الفح

 .(Tille, 2014) لانتاج أنزيـ اليوريز
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 Vitek – 2 Compact System الفايتك التشخيص بجهاز 3-2-8

إذ يتكوف ،  Vitek – 2العزلات بمختبر الصحة المركزي باستعماؿ جياز الفايتؾ  شخصت 

والتي تتكوف مف  Instrumentوالالة  Computerمف مكونيف أساسييف ىما جياز الكومبيوتر 

 خمسة مكونات أساسية وىي:

 .Keypadلوحة التحكـ  .5

إلى   Kan Tubeويتـ فيو انتقاؿ العينة البكتيرية مف أنبوبة كاف  Fill doorباب الملأ  .2

 .ثانية 71طة أنبوب ناقؿ موجود في العدة وتستمر ىذهِ العممية اسبو  Kitداخؿ حفر العدة 

ويتـ فيو قطع الأنبوب الناقؿ المرتبط بالعدة وتحميؿ العدة يدوياً  Load doorحميؿ باب الت .3

 .دقيقة 5-3نة وتستمر ىذه العممية إلى داخؿ الحاض

ويتـ فيو التحضيف وقياس التغيرات  User access doorصوؿ المستخدـ باب دخوؿ أو و  .4

 .عطاء النتيجةعمى العدة نتيجة لنمو البكتريا لاالتي تطرأ 

مقحة بعد الانتياء مف التحاليؿ الم Kitsويتـ فيو تجميع العدد  Waste doorباب النفايات  .5

 .عطاء النتيجة لغرض اتلافياوا

اذ مف خلاؿ عدة تشخيصية خاصة،  لتأكيد تشخيص العزلات البكتيريةاستعمؿ ىذا الجياز  

ات الكيموحيوية حفرة يوجد فييا وسط مجفؼ ودليؿ لوني تجري فيو الاختبار  64تحتوي عمى 

 بعد تنميةويسجؿ الجياز التغيرات المونية الحاصمة نتيجة لنمو البكتريا وقد أجريت الاختبارات 

وحضنت بدرجة حرارة  Streakingالعزلات البكتيرية عمى وسط أكار الماكونكي بطريقة التخطيط 

 ساعة بعد ذلؾ لقحت أنابيب خاصة بالتشخيص تدعى أنابيب 24ْـ لمدة 37

Kan Tubes  مف المحموؿ الفسمجي الممحي  مؿ  3حاوية عمىNormal Saline  3بأخذ وذلؾ 

،  Densichekطة جياز اكثافتو بوس قيستثـ  Suspensionمستعمرات منفردة لتحضير عالؽ 

وبعد الانتياء مف تحضير العينة يتـ ادخاليا إلى باب  1263 – 125إذ كانت كثافتو تتراوح بيف 
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بعدىا نقؿ  Kitإلى داخؿ العدة التشخيصية  Kan tubeؿ العينة مف انابيب كاف الملأ ليتـ انتقا

 .ساعات 6-4 العينات يدوياً إلى باب التحميؿ ليتـ الحضف وتعطى النتيجة بيف

  Preservation of bacterial isolatesحفظ العزلات البكتيرية  3-2-9

 Short term storage الحفظ قصير الأمد 3-2-9-1

في أنابيب بطريقة  Nutrient agarالعزلات البكتيرية عمى وسط الآكار المغذي زرعت  

وبعدىا حفظت في الثلاجة بدرجة ساعة  24ولمدة ْـ 37التخطيط المائؿ وحضنت بدرجة حرارة 

 .(Vandepitte et al., 2003)لغرض العمؿ اليومي   ْـ 4حرارة 

 Long term storage الحفظ طويل الأمد 3-2-9-2

العزلات البكتيرية باستعماؿ وسط نقيع القمب والدماغ السائؿ المشار لوُ في الفقرة  زرعت 

في أنابيب زجاجية ثـ عقـ الوسط باستعماؿ مؿ  5إذ تـ توزيع الوسط بكمية ، ( 5242223)

ساعة  24لمدة   ْـ 37المؤصدة ثـ لقحت الانابيب بالمستعمرات البكتيرية وحضنت عند درجة حرارة 

ْـ لحيف  -20بعدىا حفظت الأنابيب بدرجة حرارة ، % 55كميسيروؿ المعقـ بتركيز الوأضيؼ لو 

 .((Feltham et al., 1978الاستعماؿ 

باستعمال  K.pneumoniae اختبار الحساسية لممضادات الحيوية لبكتريافحص  3-2-11

 MIC Sensitivity test of K. pneumoniaeالتركيز المثبط الادني 

اكار العزلات البكتيرية عمى وسط وذلؾ بزرع رعة البكتيرية ز تحضير الم بعد اجري الاختبار

ساعة، بعدىا أخذت أنبوبتاف مف  24ْـ لمدة 37 حرارة بطريقة التخطيط وحضنت بدرجةالماكونكي 

 Normal salineسمجي فمف المحموؿ الممحي المؿ  3ووضع فييا  Kan tubeالكاف تيوب 

ثـ  Dispensetteطة اإذ ممئت الأنابيب بوس،  BioMerieuxالمجيز مف قبؿ الشركة المصنعة 

أخذت مستعمرتاف منفردة بوساطة لوب بلاستيكي معقـ ووضعت في الأنابيب لعمؿ عالؽ بكتيري 

Suspension طة جياز اثـ قيست الكثافة بوسDensicheck
TM

 Plus،  إذ تكوف كثافتو مساوية
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ثـ نقؿ حجـ ثابت مف الأنبوبة الاولى إلى الأنبوبة الثانية الخاصة بفحص  1263-1251إلى 

صة بالبكتريا خا مايكروليتر 545بحجـ  Micropipettesالحساسية بوساطة ماصات دقيقة 

 .السالبة لصبغة كراـ

 وسط اكار الكونغو الأحمرالكشف عن تكون الغشاء الحيوي باستعمال  3-2-11

( بطريقة 322242223ط أكار الكونغو الأحمر المشار لو في الفقرة )زرعت البكتريا عمى وس 

دليؿ  بالموف الاسودمستعمرات الظيور  ،ساعة 24ْـ لمدة 37 حرارة بدرجةثـ حضنت التخطيط 

 (.Freeman et al., 1989عمى إيجابية الكشؼ )

  ( Bosch et al., 1980)جاء في  حسب ما كريات الدم الحمر اختبار تلازن 12 -3-2

 تحضير العالق البكتيري   3-2-12-1

وذلؾ بأخذ مستعمرة نامية   K. pneumoniaeلعزلات بكتريا  حضر عالؽ الخلايا البكتيرية 

ساعة ولقحت في داريء الفوسفات الممحي المحضر وفؽ  24الماكونكي بعمر  اكار عمى وسط

 ( . 5-2-2-3الفقرة )

  Aنسان فصيمة لل  تحضير عالق كريات الدم الحمر 3-2-12-2

مف محموؿ  مؿ  5مف الدـ إلى  مؿ  5عينة الدـ بظروؼ معقمة بأخذ نسبة حجـ  حضرت 

ْـ لحيف الاستعماؿ ثـ نبذ الدـ  4( وحفظ في درجة حرارة 2-2-2-3) السيفير المحضر وفؽ الفقرة

لمحصوؿ عمى كريات الدـ الحمر  دقائؽ 5لمدة  دورة/ دقيقة 5511 ةبجياز الطرد المركزي بسرع

( وأعيد 5-2-2-3ثـ غسمت الخلايا مرتيف بمحموؿ داريء الفوسفات الممحي المحضر وفؽ الفقرة )

 ( . 4:  5بداريء الفوسفات بنسبة ) حمرتعميؽ الخلايا ال
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 من النوع الأول والثالث بطريقة تلازن دم الإنسان الخملالتحري عن  3-2-12-3

العالؽ البكتيري مع يتر مف مايكرول Microtiter plate  25معايرة الدقيقةمزج في اطباؽ ال 

الخالي مف المانوز دارئ الفوسفات يتر مف داريء الفوسفات الحاوية عمى المانوز )مايكرول 61

يتر مف الدـ المحضر مايكرول 61( مع 3-2-2-3لفقرة )كمحموؿ سيطرة( المحضرة وفؽ ااستعمؿ 

ثـ نقمت عمى أحد طرفي شريحة زجاجية ، كما مزج عمى الطرؼ الثاني  (،2-52-2-3في الفقرة )

 مف الشريحة محموؿ السيطرة ولوحظ التلازف خلاؿ دقيقتيف. 

 Genomic DNA Extractionاستخلاص دنا البكتريا الجينومي  3-2-13

وحسب الخطوات لاستخلاص دنا البكتريا  Promegaاستعممت العدة المجيزة مف قبؿ شركة  

 الآتية: 

ة بالمستعمرات البكتيري السائؿ المعقـ حاوية عمى وسط نقيع القمب والدماغلقحت أنابيب  .5

 .ساعة 24ْـ لمدة 37 حرارة وحضنت بدرجة

ندورؼ معقمة أنابيب اب طة ماصة دقيقة إلىابوسالسائؿ مف المزرعة البكتيرية مؿ  1.4 نقؿ .2

Eppendorf Tubes  مؿ 1.5سعة. 

دورة/ دقيقة  53111بسرعة  Centrifugeأنابيب ابندورؼ بجياز الطرد المركزي  نبذت .3

  Supernatantتـ التخمص مف السائؿ العموي ، بعد انتياء الطرد المركزي دقائؽ 3لمدة و 

 حفظ الراسب .ة و طة الماصة الدقيقابوس

إلى أنابيب  Nuclei lysis solutionة لأنويتحميؿ امايكروليتر مف محموؿ  511أضيؼ  .4

بعدىا نقمت  Vortexأبندورؼ الحاوية عمى الراسب ومزج الراسب جيداً بوساطة المازج 

ـ تركت دقيقة ث 31ْـ ولمدة 71عند درجة حرارة  Water bathالأنابيب إلى حماـ مائي 

 . لتبرد بدرجة حرارة الغرفة
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ومزجت إلى أنابيب أبندورؼ  RNase A solutionمايكروليتر مف محموؿ  3أضيؼ  .5

الأنابيب إلى درجة حرارة  ، بعدىا بردتدقيقة 55 لمدة  ْـ37ت بدرجة حرارة جيداً ثـ حضن

 .الغرفة

 Protein Precipitationمايكروليتر مف محموؿ ترسيب البروتيف 211أضيؼ  .6

Solution طة المازج اسابيب ابندورؼ، ثـ مزجت جيداً بو إلى أنVortex وضعت ثـ 

 دقائؽ.  51الأنابيب في الثلاجة لمدة 

 .دقائؽ 5دورة/ دقيقة لمدة  53111 الأنابيب بجياز الطرد المركزي بسرعة نبذت .7

مايكروليتر مف كحوؿ  511نقؿ الطافي إلى أنابيب ابندورؼ جديدة معقمة وأضيؼ إليو  .8

Isopropanol  في وضعت الانابيبومزج جيداً باستعماؿ الماصة وبعد ذلؾ المبرد 

 .دقائؽ 51الثلاجة لمدة 

 51دورة/ دقيقة لمدة  53111أنابيب ابندورؼ بوساطة جياز الطرد المركزي بسرعة  نبذت .9

 .الدنا بالراسب الذي يمثؿ دقائؽ، ثـ سكب الطافي واحتفظ

% إلى أنابيب أبندورؼ ومزجت 71مايكروليتر مف كحوؿ الايثانوؿ بتركيز  511أضيؼ  .51

 .دقائؽ 5لمدة  رة/ دقيقةدو  53111سرعة بجيداً وبعدىا نبذت مركزياً 

ْـ لضماف تبخر 37أزيؿ الايثانوؿ مف الأنابيب وترؾ الراسب ليجؼ عند درجة حرارة  .55

 .الايثانوؿ بالكامؿ

 DNA rehydrateمايكروليتر مف محموؿ الإماىة  511بعد انتياء التبخير أضيؼ  .52

solution ساعة لحيف  24ْـ لمدة  4ووضع بعدىا في الثلاجة بدرجة حرارة  انبوبؿ لك

 .الاستعماؿ

 511فرؽ جيد % وب5عمى ىلاـ الاكاروز بتركيز  DNAالدنا رحؿ ناتج استخلاص  .53

 .دقيقة 90فولت ولمدة 
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 تفاعلباستعمال  mrk D, mrk A, fim H, fim Aالكشف الجزيئي عن جينات  3-2-14

  K.pneumoniaeلبكتريا  PCRالبممرة المتسمسل 

بعد تحضير مزيج و  ،تفاعؿ البممرة المتسمسؿ الحجـ الكمي لمزيج( 8-3يوضح الجدوؿ ) 

 DNAالدنا مف  ت مناطؽإذ ضخم ،الظروؼ المثالية لتفاعؿ البممرة المتسمسؿ تالتفاعؿ ضبط

. ضبطت الظروؼ المثمى Thermal Cycler جياز التدوير الحراري طةالمعزلات البكتيرية بوس

 .(9-3لمجينات كما مبيف في الجدوؿ ) PCRلتنفيذ تفاعؿ 

 .( محتويات مزيج تفاعؿ البممرة المتسمسؿ8-3جدوؿ )

 الحجم بالمايكروليتر محتويات مزيج التفاعل الرقم
 5 البادئ الأمامي لمجيف 1
 5 البادئ العكسي لمجيف 2
 DNA template 2)دنا العينة(   3
4 Deionized Nuclease – free Water 6 
5 Go Taq® Green Master Mix 2X 51 

 21 الحجم الكمي 
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 mrk D, mrk A, fim H, fim Aالجينات  لتضخيـ جزء مفالمثمى  ( الظروؼ9-3جدوؿ )

 عدد الدورات الوقت درجة الحرارة المئوية المرحمة التسمسل

1 
 مرحمة المسخ الأولى

Initial DNA 

denaturation 

95 5 
 دورة واحدة دقائؽ

 DNAمسخ         2
DNA denaturation 

95 31 
 ثانية

 3 دورة 35
 الالتحاـ

Annealing 

 
62 

31 
 ثانية

 الاستطالة 4

Extension 
72 

45 
 ثانية

 مرحمة الاستطالة النيائية 5
Final Extension 

72 7 
 دورة واحدة دقائؽ

 

 Agarose gel electrophoresis الترحيل الكهربائي في هلام الاكاروز 3-2-15

 511في  Agaroseغـ مف الأكاروز  5.5بإذابة  Agarose gelحضر ىلاـ الاكاروز  .5

( وبعدىا تـ 5-2-2-3المحضر وفقاً لمفقرة ) TBE 1xمف محموؿ دارئ الترحيؿ مؿ 

مف  مؿ 5ثـ أضيؼ ْـ 51تسخيف الاكاروز لدرجة الغمياف وترؾ ليبرد إلى درجة حرارة 

 .Ethidium Bromideبروميد الايثيديوـ 

بعدىا ترؾ  صب الاكاروز في صفيحة الاسناد بعد تثبيت المشط بيدوء داخؿ الصفيحة .2

 .دقيقة 31ليتصمب لمدة 

رفع المشط مف صفيحة الاكاروز المتصمب بيدوء ثـ ثبتت الصفيحة داخؿ وحدة الترحيؿ  .3

ؿء حوض الكيربائي المتمثمة بالحوض المستعمؿ في الترحيؿ الكيربائي بعدىا تـ م

 .تغطي سطح ىلاـ الاكاروز بالكامؿ بكمية TBE 1xالترحيؿ بدارئ 
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 إلى الحفرة المخصصة ليا ونقؿ أيضاً  PCRمف ناتج تفاعؿ البممرة  مايكروليتر 5نقؿ  .4

( زوج قاعدة 511-5511) DNA Ladderمايكروليتر مف محموؿ الدليؿ الحجمي  225

فولت  511رؽ جيد ثـ مرر تيار كيربائي بف DNAالمستعمؿ لتحديد أحجاـ قطع الدنا 

 .دقيقة 90ولمدة 

 .UV-Transilluminator بنفسجيةالفحص ىلاـ الاكاروز باستعماؿ مصدر أشعة فوؽ  .5



 

 

 

 

 

 الرابعالفصل 

  والمناقشةالنتائج 
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  Results and Discussion. النتائج والمناقشة 4

 Collection and Culturing of Samplesجمع وزرع العينات  4-1

عينة سريرية من مستشفى حماية الاطفال بمدينة الطب ببغداد لأطفال مصابين  46جمعت  

 9و Bloodعينة من الدم  Stool ،46عينة من الخروج  64بالتياب الامعاء التنخري تضمنت 

زرعت جميع العينات عمى .  6/6/9142الى  99/4/9142من  مدةلم Urineعينات من البول 

 لغرض تشخيصيا Blood agarووسط اكار الدم   MacConkey agarوسط أكار الماكونكي

 .وأدامتيا

 عزل وتشخيص العزلات البكتيرية 4-2

 Isolation and Identification of Bacterial Isolates 

 عمى وسط اكار الدم بشكل مستعمرات بيضاء يتالعزلات البكتيرية التي نم أظيرت جميع 

لماكونكي بشكل البكتيرية التي تم تنميتيا عمى وسط اكار ا بينما أظيرت العزلات المون ةوبني

مستعمرات عزلات اخرى اظيرت عمى انيا مخمرة لسكر اللاكتوز و  يدلمما  مستعمرات وردية

 يدل عمى انيا غير مخمرة لسكر اللاكتوز. ن مماشاحبة المو 

  Microscopic Identificationالتشخيص المجهري  4-2-1

كانت عصيات سالبة  غالباً ما أظير الفحص المجيري لمعزلات البكتيرية بعد تصبيغيا بصبغة كرام

 لصبغة كرام والبعض منيا كانت موجبة لصبغة كرام.

  Biochemical tests ةالكيموحيوي لاختباراتا 4-2-2

 ( لجميع العزلات4موحيوية كما ىو مبين في الممحق )أظيرت نتائج الاختبارات الكي 

بار ــــــــــــخت، اذ اعطت نتيجة سالبة لاK. pneumoniaeالبكتيرية ان البكتيريا السائدة كانت 

ختبار الكتاليز وموجبة لا Red methylواحمر المثيل  Indol والاندول Oxidase الاوكسديز
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Catalase   والستراتوالفوكس بروسكاور Citrate واليوريز Urease   ومخمرة لسكر الكموكوز

  .Kligler Iron Agarعمى وسط  H2Sوغير منتجة لغاز 

واليوريز والسترات نتيجة سالبة للاوكسديز والفوكس بروسكاور  E. coliفيما اعطت بكتيريا  

 .H2Sوغير منتجة لغاز  Red methylموجبة لمكتاليز والاندول واحمر المثيل و 

 ظيرت نتيجة سالبة للاندول والفوكس بروسكاور فقد ا P. aeruginosaاما بكتيريا  

Voges-proskauer  وموجبة للاوكسديز والكتاليز و السترات ومتغايرة لاحمر المثيل و غير

نتيجة موجبة  K. oxytocaطت  بكتيريا ، في حين اعومتغايرة لفحص اليوريز H2Sمنتجة لغار 

احمر المثيل ور واليوريز وسالبة للأوكسديز و والفوكس بروسكاوالسترات ختبار الكتاليز والاندول لا

فقد  E. cloacaeبكتيريا أما  ،KIAعمى وسط  H2Sوغير منتجة لغاز ومخمرة لسكر الكموكوز 

اليوريز ونتيجة سالبة متغايرة لفحص أظيرت نتيجة موجبة لمكتاليز والسترات والفوكس بروسكاور و 

عمى وسط  H2Sالكموكوز وغير منتجة لغاز للأوكسديز والاندول واحمر المثيل و مخمرة لسكر 

KIA واظيرت بكتيريا ،P. hauseri كسديز والسترات والفوكس ختبار الاو نتيجة سالبة لا

غاز ل، ومخمرة لسكر الكموكوز ومنتجة واليوريز ، وموجبة لمكتاليز والاندول واحمر المثيلبروسكاور

H2S  عمى وسطKIA . 

 Vitek-2 Compact System GN-Card التشخيص بجهاز الفايتك 4-2-3

 46، اذ يوفر ىذا الجياز لغرض تشخيص العزلات البكتيرية  Vitek-2استعمل نظام  

 (.9) ت البكتيرية كما مبين في الممحقاختباراً من الاختبارات الكيموحيوية اللازمة لتشخيص العزلا

خلايا البكتيرية، ومن بعد ان حددت الصفات المزرعية لممستعمرات والصفات المجيرية لم 

تم إذ ، طة نظام الفايتكاثم شخصت باستعمال الاختبارات الكيموحيوية وتأكيد تشخيصيا بوس

دم وبول لأطفال رضع عينة خروج و  46عزلة بكتيرية سالبة لصبغة كرام من اصل  64تشخيص 

لدم ووسط قسم منيا موجبة لصبغة كرام وقسم اخر لم يظير نمو عمى وسط اكار ا والمتبقي كان
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ان عدد عزلات بكتيريا  اظيرظام الفايتك ـــــكي، ومن خلال التشخيص بنـــــأكار الماكون

K.pneumoniae   عزلات  2و% 41067عزلة بنسبة  94كانت E.coli  6، و%42041وبنسبة 

عزلتين % و 6044بنسبة  K.oxytocaعزلتين % و 9041بنسبة  P. aeruginosa عزلات

cloacae .E  بكتيريا ل ةعزلة واحد% و 6044بنسبةP. hauseri  كما مبين في % 9.44بنسبة

 .(4-1الشكل )

ىي النوع السائد في العينات المأخوذة من  K. pneumoniaeبكتيريا  نإالنتائج أظيرت  

، وكانت عدد عزلات بكتيريا معوي القولوني الناخرلتياب اللالمصابين باالاطفال الرضع ا

K.pneumoniae  بنسبة عزلتين% و 22064 بنسبة عزلة 94المعزولة من عينات الخروج 

  .%4026 بنسبة عزلة واحدة من البول% من الدم و 7049

سجمت أعمى   K.pneumoniaeإن بكتريا  Grishin et al.( 9144أشارت دراسة )

ع البكتيرية عند الأطفال الرضع ، أما الأنوامعوي القولوني الناخر تياب اللنسبة إصابة لمرض الا

،  P.aeruginosaفكانت بكتريا  معوي القولوني الناخرتياب اللالاالأخرى المسببة بنسبة أقل 

Acinetobacter  وبكترياCronobacter sakazakii،  في حين أشارWarner et al. 

 معوي القولوني الناخرتياب اللالاأن أجناس البكتريا العصوية السالبة لصبغة كرام تسبب  (2016)

فيما أشارت دراسة  .Enterobacter و  Klebsiella  ، E.coli بكتريا بنسب متفاوتة كما في

Raveh – Sadka et al. (2015)  بأن بكترياK.oxytoca  معوي القولوني تياب اللالاتسبب

 .عند الأطفال الرضع بنسب مختمفة الناخر
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عند  معوي القولوني الناخرتياب الللالوية لمعزلات البكتيرية المسببة النسب المئ :(4-6شكل )

 .الأطفال الرضع

 لممضادات الحيوية  K. pneumoniaeمقاومة بكتيريا  3.4

المستعمل  Vitek-2أظيرت نتائج اختبار الحساسية لممضادات الحيوية باستعمال نظام  

العزلات البكتيرية لممضادات الحيوية التي استعممت في الدراسة احتواء الكارت لقياس حساسية 

مضاداً حيوياً، وقيست حساسية العزلات البكتيرية لممضادات  42عمى  AST-GN75التشخيصي 

دنى تركيز قيس االذي ي Minimum Inhibitory concentration (MIC)الحيوية باستعمال 

وىذا مضادات فاكثر  يةت مقاومة لـثمانإذ كانت اغمب العزلا، كتيرياالب لممضاد وتأثيره في مثبط

أظيرت بعض  ، كمالممضادات Multidrug resistanceدليل عمى انيا ذات مقاومة متعددة 

 .( 4-6) جدولالكما في ، العزلات مقاومة عالية

  

Klebsiella pneumoniae

E.coli

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella oxytoca

Enterobacter cloacae

Proteus hauseri

60.47% 

18.60% 

9.30% 

4.65% 

4.65% 

2.33% 
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 لممضادات الحيوية  K. pneumoniaeريا ( مقاومة بكت4-6) جدول

 المضاد

 K.pneumoniaeبكتيريا  عزلات

 المقاومة المتوسطة الحساسة

MIC العدد 
النسبة

% 
MIC العدد 

النسبة
% 

MIC العدد 
النسبة

% 
Amoxicillin - - - - - -     26 100 

Ampicillin - - - - - -     26 100 

Ampicillin 

/Sulbactam 

4 (1) 

8 (1) 2 7.69 16 5 19.23 ≥32 19 73 

Piperacillin 8 1 3.85 - - - 
≥128 (24) 

16 (1) 
25 

96.15 

 
Cefazolin ≤4 3 

11.5

4 
- - - ≥64 23 88.46 

Cefoxitin ≤4 10 
38.4

6 
- - - 

≥64 (14) 

≤4 (2) 
16 61.54 

Ceftazidime ≤1 3 
11.5

4 
- - - 

≥64 (16) 

16 (5) 

8 (2) 

23 88.46 

Ceftriaxone ≤1 3 
11.5

4 
- - - ≥64 (23) 23 88.46 

Cefepime ≤1 3 
11.5

4 
- - - 

≥ 64 (13) 

32 (3) 

8 (1) 

4 (2) 

2 (4) 

23 88.46 

Ertapenem ≤0.5 16 
61.5

4 
- - - ≥ 8 10 38.46 

Meropenem ≤0.25 10 
38.4

6 
2 1 3.84 

≥16 (14) 

8 (1) 
15 57.7 

Amikacin 
8(1) 

≤ 2 (12) 
13 50 - - - ≥ 64 13 50 

Gentamicin 
4(2) 

≤ 1(11) 
13 50 - - - ≥64 13 50 

Tobramycin ≤1 11 
42.3

0 
- - - ≥64 15 57.70 

Ciprofloxacin 

1 (3) 
0.5 (1) 

≤0.25 (10) 

14 
53.8

4 

2 (1) 

0.5 (1) 
2 7.69 ≥4 10 38.46 

Levofloxacin 

1 (9) 
0.5 (1) 

≤ 0.12 (5) 

15 
57.6

9 
4 5 19.23 ≥8 6 23.07 

Nitrofurantoin 
32 (3) 

≤16 (5) 
8 

30.7

6 
64(14) 14 53.84 128 4 15.38 

Trimethoprim/Sul

famethoxazole 

≤20 (2) 

40 (1) 
3 11.5

4 
- - - ≥320 23 88.46 

 / مل وحدات مايكروغرام*التركيز يعبر عنه ب

، مجموعة البنسمينات  تجاها  K.pneumoniaeإذ لوحظ من النتائج انعدام حساسية بكتريا  

لتصل نسبة  Ampicillinو Amoxicillinتجاه المضاد الحيوي اعزلة حساسية  اذ لم تسجل أية
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لامتلاكيا  وىذا يعود. لكلا المضادينمايكروغرام/مل  49% وبتركيز اكبر او يساوي 411المقاومة 

 (Marsik and Nambiar, 2011)انزيمات البيتالاكتاميز 

فقد كانت نسبة  الممزوجة مع مثبطات انزيمات البيتالاكتاميز مضادات البيتالاكتامأما  

عزلة حساسيتيا لممضاد  94الحساسية منخفضة جداً، فقد اظيرت عزلتين من أصل 

Ampicillin/Sulbactam  عزلة  49مايكروغرام/مل و 2-6% وبتركيز يتراوح بين  7049بنسبة

عزلات كانت  4، ومايكروغرام / مل 49كبر أو يساوي % وبتركيز أ74اظيرت مقاومتيا وبنسبة 

 مايكروغرام/مل. 44% وبتركيز 49094بنسبة  لممضاد نفسومقاومة متوسطة ال

عزلة من  94، اذ كانت مقاومة بشكل كبير لو فأظيرت العزلات Piperacillin اما مضاد 

 492 يساوي وأاكبر  % وبتركيز94044عزلة قد اظيرت مقاومة لممضاد وبنسبة  94أصل 

عزلة واحدة. واظيرت عزلة واحدة حساسيتيا مايكروغرام/مل ل 44عزلة و  96مايكروغرام/مل لـ 

 .غرام/ملمايكرو  2% وبتركيز 4024لممضاد وبنسبة 

عزلة أبدت مقاومة  94عزلة من أصل  94ان  قد اظيرتف السيفالوسبورينات اما مضادات  

 46بتركيز اكبر او يساوي  Cefazolinمضاد ل% 22064تجاه المضادات الحيوية بنسبة ا

، 44مايكروغرام/مل وتركيز  46ساوي بتركيز اكبر او ي Ceftazidimeضاد مايكروغرام/مل والم

مايكروغرام/مل والمضاد  46بتركيز اكبر او يساوي  Ceftriaxoneمايكروغرام/مل والمضاد  2

Cefepime  مايكروغرام/مل  9،  6،  2،  49مايكروغرام/مل وتركيز  46بتركيز اكبر او يساوي

% اذ كان تركيز المضاد 44046ت حساسة لتمك المضادات بنسبة كانت العزلا وفي الوقت نفسو

Cefazolin  بينما تركيز المضاد 6اصغر او يساوي ،Ceftazidime وCeftriaxone 

عزلة  44فقد اظيرت  Cefoxitinلمضاد اما ا، مايكروغرام/مل 4اصغر او يساوي  Cefepimeو

تركيز اصغر و  46ر او يساوي % بتركيز اكب44046عزلة مقاومتيا لممضاد بنسبة  94من اصل 

بنسبة  Cefoxitinفكانت حساسة لممضاد الاخرى ، اما العزلات مايكروغرام/مل 6او يساوي 
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 ان مقاومة العزلات البكتيرية .مايكروغرام/مل 6اصغر او يساوي  % بتركيز42064

انزيمات بيتالاكتاميز واسعة الطيف  K. pneumoniaeفالوسبورينات يعود إلى امتلاك بكتيريا لمسي

(ESBLs) Extended spectrum beta-lactamase ى ـــــــــــــــدرة عمـــــــــــــــــقا الــــــــــــــــي ليــــــــــالت

 اتــــــــــى المستشفيــــــــــــمة كبيرة لمرضــــــــــــــد مشكـــــــــــــــــــــي تعــــــــــــــــــالتات ــــــــــــــل السيفالوسبورينــــــــــتحم

(Kothari et al., 2013 ; Ghafourian et al., 2015) ، إذ أشارKothari et al. (2013) 

ن ــــــبي حراو تالجيل الثالث ت سبوريناتالسيفالو  لمضادات K.   pneumonia إن حساسية بكتريا

 .Kفقد أشار إلى ارتفاع مقاومة بكتريا   Babakhani et al. (2015)أما، 67-41%

pneumoniae  لمضادات السيفالوسبورينات ومنياCeftriaxone   96049لتصل%. 

ت لمضادا  K. pneumoniaeحساسية بكتريا  ة( إلى قم9144ميض والمذخوري )ر  أشار

  السيفالوسبورينات الجيل الثالث.

فقد اظير فعالية اعمى من جميع  Ertapenemمضاد  مجموعة الكاربابينيمات لاسيماأما 

كونو من المضادات الحديثة نسبياً ، فضلا  K. pneumoniaeتجاه بكتيريا امضادات البيتالاكتام  

-Extended Spectrum βعن عدم تثبيطو ببعض انزيمات البيتالاكتاميز واسعة الطيف 

lactamase  عزلة حساسة لممضاد الحيوي  44اذ كانتErtapenem  بتركيز 44046وبنسبة %

% 42064بنسبة  نفسو ممضادلات أظيرت مقاومة لعز  41مايكروغرام/مل، و 104اصغر او يساوي 

حساسية  Meropenemمايكروغرام/مل ، فيما أبدى المضاد الحيوي  2وبتركيز اكبر او يساوي 

عزلات،  41لـ مايكروغرام/مل  1094% بتركيز اصغر او يساوي 42064تجاه العزلات بنسبة ال اق

مايكروغرام/مل  2وتركيز  44% بتركيز اكبر او يساوي 4707مقاومة بنسبة  عزلة 44وابدت 

 لممضاد نفسو

الى ان اىم اليات المقاومة لمضادات  Marsik and Nambiar (9144)اشار 

 Klebsiella pneumoniaeانتاج انزيمات كاربابينيمز الكميبسيلا الرئوية  الكاربابينيمات ىي
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carbapenemase (Kpc) من قبل جين محمول عمى البلازميد والتي يشفر ليا بشكل رئيس ،

 .Pseudomonas sppو Enterobacteriaceae ةالعائمة المعويفي بينميز الكاربانزيمات اوتوجد 

 Clavulanicوىي مثبطة لمعظم مثبطات مضادات البيتالاكتام مثل   .Acinetobacter  sppو

acid. 

والامينوكلايكوسايدات لكنيا عادة  لمكينوليناتمقاومة تكون  Kpcالعزلات المنتجة لمـ إن  

 اً نوع(  9119في عام )أيضا  ، وقد اكتشفTigecyclineو  Colistin تكون حساسة لممضاد 

 NewDelhiيدعى انزيم  K. pneumoniaeالمعدنية في عزلات  من انزيمات البيتالاكتام

(NDM -1) ويمثلريا السالبة لصبغة كرامنتشار في العائمة المعوية والبكتوىو انزيم واسع الا ، 

لممضادات التابعة لمجموعة الكاربابينيم  K. pneumoniaeدوراً ميماً في مقاومة بعض سلالات 

 . Tigecyclineو  Colisitin ، Fosfomycinا عدا و مضادات البيتالاكتام الاخرى م

، اذ كلايكوسايدلامينو كما تباينت نسبة الحساسية بين المضادات التي تعود لمجموعة ا 

عزلة لكل من المضادين  44فعالية جيدة ضد  Amikacinو  Gentamicin اظير مضاد

 4 او يساوي مايكروغرام/مل لعزلتين وبتركيز أصغر 6% بتركيز 41وبنسبة مقاومة 

مايكروغرام/مل لعزلة واحدة وتركيز  2وتركيز  Gentamicinعزلة لممضاد  44مايكروغرام/مل لـ

لمضاد الحيوي ا، اما Amikacinعزلة لممضاد الحيوي  49مايكروغرام/مل لـ  9أصغر او يساوي 

Tobramycin او اصغر  % بتركيز69041عزلة وبنسبة  44عدد العزلات الحساسة لو  فقد بمغت

 .مايكروغرام/مل 4يساوي 

 Gentamicinمقاومتيا لممضاد  في الوقت نفسوفيما اظيرت العزلات البكتيرية   

مايكروغرام/مل لكل منيما،  46% وبتركيز اكبر او يساوي 41عزلة بنسبة  44في  Amikacinو

عزلة وبنسبة  44في   Tobramycinفي حين اظيرت العزلات البكتيرية مقاومتيا لممضاد

 مايكروغرام/مل . 46% وبتركيز اكبر او يساوي 47071
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 K. pneumoniaeان مقاومة عزلات بكتيريا  Gad et al. (2011)أظيرت دراسة  

، Amikacin 94%لممضاد الحيوي % و 41قد بمغت نسبة  Tobramycinلممضاد الحيوي 

 .Gentamicin 41%ولممضاد الحيوي 

الى ان مقاومة بكتيريا  Navon-Venezia et al. (2017)واشارت دراسة  

K.pneumoniae   إلى  ة مضادات الامينوكلايكوسيدات تعودجموعم لاسيمالممضادات الحيوية

عمى منع ارتباط مضادات تعمل  armAالانزيمات البكتيرية التي يشفر ليا الجين أن 

، وتكون ىذه الجينات محمولة rRNA 16Sالامينوكلايكوسيدية بالحامض النووي الرايبوسومي 

 اً ضيق اً طيفالانزيمات المحورة لممضاد تمتمك بينما   K. pneumoniaeعمى بلازميد في بكتيريا 

جميع مضادات مقاومة ل البكتريا تمنحالتي  16S rRNA methylaseانزيمات في فعالية 

 ( Yu et al ., 2009الامينوكلايكوسيدية ) 

 كروموسومية اتجاه المضادات الامينوكلايكوسيدية في بكتيرياالمقاومة ال من الآلياتان  

K.pneumoniae  تتضمن التحويرات في نفاذية اغشية الخمية التي تؤدي الى التغيرات في انظمة

 وكذلك بسبب فقدان البورينات  AcrAB-Tolcو KPnEF لاسيمامضخات الدفق 

(Navon-Venezia et al., 2017). 

 Gentamicinو Tobramycinالمقاومة لممضادات  AcrAB-Tolcانتشار يزيد  

(Padilla et al., 2010)الجين ، بينما تطفير KpnEF  في المقاومة لممضادات  اً قوي اً يظير تغير

Tobramycin  وSpectinomycin (Srinivasan and Rajamohan, 2013). 

، فقد اظير المضاد المفمورة يناتوبالتحديد الكينول Quinolones يناتمجموعة الكينولأما  

 4% من العزلات بتركيز 44026عزلة وبنسبة حساسية  46فعالية ضد  Ciprofloxacinالحيوي 

، اذ تعد ىذه النسبة جيدة وذلك مايكروغرام/مل 1094صغر او يساوي ا/ مل و  مايكرو غرام 104و 

لاسيما بكتيرية السريرية و ب الاصابات البسبب كثرة الاستعمال ليذا المضاد الحيوي في علاج أغم
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، فيما اظيرت ن طريق بكتيريا سالبة لصبغة كرامعندما تكون الاصابة قد حصمت او نجمت ع

عزلات وبنسبة  41بواقع  Ciprofloxacinتجاه المضاد الحيوي االعزلات البكتيرية مقاومتيا 

ن متوسطة ، في حين كانت ىناك عزلتيمايكروغرام/مل 6ز اكبر او يساوي % وبتركي42064

 مايكروغرام/مل . 104و  9% بتركيز 7049الحساسية ليذا المضاد وبنسبة 

عزلة قيد الدراسة حساسيتيا ليذا  44فقد اظيرت  Levofloxacinاما المضاد الحيوي  

 1049صغر او يساوي مايكروغرام/مل وكذلك بتركيز ا 104و  4% وبتركيز 47049المضاد بنسبة 

 2ز اكبر او يساوي % بتركي94017عزلات بكتيرية مقاومتيا بنسبة  4 ، كما اظيرتمايكروغرام/مل

 6% بتركيز 49094ة بنسب لممضاد نفسوعزلات متوسطة الحساسية  4، فيما كانت مايكروغرام/مل

 مايكروغرام/مل.

بجمعيا  K.pneumoniaeامتازت بكتيريا  ،لمكينوليناتتطور اليات المقاومة البكتيرية  إن

من الطفرات في موقع التي تتض، البكتيريا السالبة لصبغة كرامفي  لمكينوليناتومة لكل اليات المقا

، انزيمات محورة وانتاج الدفق لممضادات الحيوية المتعددة، زيادة انتاج مضخات اليدف الجيني

ة والاولى في مقاومة ، وان الالية الرئيس Target Protection Proteinsبروتينات حماية اليدف 

K.pneumoniae  الكينوليناتىي الطفرات الكروموسومية التي تمنع ارتباط  الكينوليناتلمضادات 

-DNA (Navonـ دنامين في تخميق الالمي   Topoisomeraseانزيم و  DNA gyraseمع انزيم 

Venezia et al., 2017; Redgrave et al., 2014). 

وىي  K. pneumoniaeفي بكتيريا  الكينوليناتوفي الوقت الحاضر اكتشفت الية مقاومة  

انزيم و  DNA gyraseالمحمولة عمى البلازميد والتي تشفر لبروتينات لحماية انزيم  qnrجينات 

Topoisomerase،  فضلًا عن جينات aac (6)-Ib-cr وتثبط  الكينوليناتالمسؤولة عن تحوير

مقاومة الامينوكلايكوسايد إن ، Norfloxacinو Ciprofloxacinضيقة الطيف مثل فعاليتيا 

 . مورةــــــالمف الكينوليناتباً مرافقة لمضادات بيتالاكتام و غال
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  ،Kanamycinتمنح المقاومة لكل من الامينوكلايكوسايد مثل  aac(6)-Ib-crنات ـــــجي إن

Amikacin  وTobramycin  مثل المفمورة الكينوليناتو Ciprofloxacin  وNorfloxacin 

(Ruiz et al., 2012 Schultsz  and  ;Geerlings, 2012; (Navon-Venezia et al., 2017. 

وبنسبة  Nitrofurantoinمقاومة لممضاد الحيوي  عزلات 6اظيرت النتائج ان ىناك 

 Nitrofurantoinعزلة متوسطة الحساسية لممضاد  46مايكروغرام/مل و  492% بتركيز 44042

عزلات حساسة ليذا المضاد  2، فيما كانت ىناك مايكروغرام/مل 46% بتركيز 44026 بنسبة

 .مايكروغرام/مل 44اصغر او يساوي  مايكروغرام/مل وتركيز 49% بتركيز 41074بنسبة 

، غير شائعة Nitrofurantoinان مقاومة  Osei Sekyere(2018)وقد بينت دراسة  

ة لممضادات مثل لية والمقاوموىو مضاد ميم لمبكتيريا المسببة لالتيابات المسالك البو 

، ويعود ذلك إلى قدرتو يماتالكاربابينالسيفالوسبورينات، الكينولينات المفمورة، الامينوكلايكوسايدية و 

وتثبيط انتاج البروتينات من خلال التفاعل مع كل البروتينات  دناحداث اضرار لمـعمى ا

 .rRNAالرايبوسومية و 

عزلة قيد الدراسة  94مثبطة لمسار الفوليت فقد اظيرت مجموعة المضادات الحيوية الاما  

% بتركيز اكبر 22064بنسبة  Trimethoprim/Sulfamethoxazoleمقاومتيا لممضاد الحيوي 

% 44046بنسبة  لممضاد نفسوحساسيتيا  عزلات 4، فيما بينت مايكروغرام/مل 491او يساوي 

تعود مقاومة بكتيريا  مايكروغرام/مل. 61بتركيز ايكروغرام/مل و م 91بتركيز اصغر او يساوي 

K.pneumoniae  لممضاد الحيويTrimethoprim/Sulfamethoxazole  من خلال تغير

، امتلاكيا الانزيم الكروموسومي والبلازميدي المقاوم نفاذية جدار الخمية، استبدال المسارات الايضية

Dihydrofolate reductase وانتاجو بكميات كبيرة (Huovinen, 1995; 1987). 
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 K.pneumoniaeلمقاومة لممضادات الحيوية لبكتريا الانماط المتعددة ا 4-4

قد اظيرت مقاومة   K.pneumoniaeاظيرت الدراسة الحالية ان اغمب عزلات بكتريا 

 K.pneumoniae( يوضح انماط مقاومة عزلات بكتريا 9-6متعددة لممضادات الحيوية والجدول )

 اً حيوي اً مضاد 17 اعمى نمط مقاومة مضاد حيوي وكان البكتريا عطتإذ أ ،لممضادات الحيوية

 11و 13و 14و 15و 16متعددة للأنماط التي بمغت في حين اعطت مقاومة . 15.38%وبنسبة 

اما  ،عمى التوالي، %7.69 ,%11.53 ,%7.69 ,%11.53  , %3.84 بنسبة اً حيوي اً مضاد

 فكانت بنسبة اً حيوي اً مضاد 6و 4،  7،  2،  9الانماط الاخرى 

عمى التوالي، نلاحظ  إن أكثر العزلات  ،7.69% ,19.23% ,3.84% ,3.84% ,3.84%

الأول والثامن والتي أظيرت بكتريا  نمطمتعددة لممضادات الحيوية من الالبكتيرية ذات المقاومة ال

K.pneumoniae  عزلة ( 4-4مضاد حيوي، أما بقية الانماط تراوحت بين ) 2و 47مقاومتيا الى

 .بكتيرية
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   K.pneumoniae ( أنماط المقاومة المتعددة لممضادات الحيوية لعزلات بكتريا9-6جدول )

 النمط
عدد 

المضادات 
 الحيوية

عدد 
 العزلات

النسبة 
 المئوية%

 المضادات الحيوية

1R 47 6 44042 
AMX , AMP , SAM , CFZ , PIP , FOX , CAZ 

, CRO , FEP , ETP , MEM , AK , GM , TM , 

CIP , LVX , SXT , NIT 

2R 44 9 7049 
AMX , AMP , SAM, CFZ , PIP , FOX , CAZ , 

CRO , FEP , ETP , MEM , AK , GM , TM , 

CIP , SXT , NIT 

3R 44 4 44044 
AMX , AMP , SAM , CFZ , PIP , FOX , CAZ 

, CRO , FEP , MEM , AK , GM , TM ,  CIP , 

SXT  , LVX 

4R 46 9 7049 AMP , SAM , CFZ , PIP , FOX , CAZ , CRO , 

FEP , MEM , AK, TM, LVX, CIP, SXT, GM 

5R 
44 
 4 44044 AMX , SAM , PIP , FOX , CAZ , CRO , FEP ,  

MEM , GM , TM ,  NIT , SXT, AK 

6R 11 1 3.84 
AMP , SAM , PIP , CFZ ,FOX, CAZ , CRO , 

FEP, MEM, LVX, SXT 

7R 9 2 7.69 
AMX , AMP , PIP , CFZ , CAZ , CRO , FEP , 

SXT , SAM , FOX 

8R 8 5 19.23 
AMX , AMP , PIP , CFZ , CAZ CRO , FEP , 

SXT , SAM , 

9 7 1 3.84 AMP , PIP ,CFZ , CAZ , CRO , FEP , SXT 

10 6 1 3.84 AMP , SAM , PIP , CFZ , CRO , SXT 

11 4 1 3.84 AMP , PIP, GM , TM 

AMX: Amoxicillin, AMP: Ampicillin, SAM: Ampicillin/Sulbactam, PIP: Piperacillin, 

CFZ: Cefazolin, Fox: Cefoxitin, CAZ: Ceftazidime, CRO: Ceftriaxone, FEP: Cefepime, 

ETP: Ertapenem, MEM: Meropenem, AK: Amikacin, GM: Gentamicin, TM Tobramycin, 

CIP: Ciprofloxacin, LVX: Levofloxacin, NIT: Nitrofurantoin, SXT: Trimethoprim/ 

Sulfamethoxazole. 

كانت ذات مقاومة متعددة لممضادات الحيوية   K.pneumoniaeالنتائج أن بكترياتبين 

 أنزيماتو ، يمات البيتالاكتاميز واسعة الطيفوىذا يعود إلى امتلاكيا انزيمات البيتالاكتاميز وأنز 

 Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (Kpc) كاربابينيمز الكميبسيلا الرئوية

الطفرات  ات في نفاذية غشاء الخميةالتحوير حداثيا فضلًا عن ا ،Efflux pump ومضخات الدفق

 .(Navon-Venezia et al., 2017) ت الكروموسوميةوالطفرا في موقع اليدف الجيني
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و  T1fطة اسعمى الالتصاق بو   K.pneumoniaeالكشف عن قابمية بكتريا  4-5

T3f  
 الخملعمى الالتصاق من خلال  K.pneumoniaeكشف عن قابمية جميع عزلات بكتريا 

حساسيتيا أو مقاومتيا لسكر  عمى اساس T3fمن النوع الثالث  والخمل T1fمن النوع الاول 

المانوز. اوضحت نتائج فحص تلازن كريات الدم الحمر لمعزلات البكتيرية المدروسة كما في 

لاول امن النوع  الخملمن العزلات تمتمك  (%61.54 بنسبة ) 44/94 عدد( أن 4-6الجدول )

T1f  في حين ةعمى سطح الشريحة الزجاجي اً تلازن حدثلم تاي حساسة لسكر المانوز إذ انيا ،

اي  T3fمن النوع الثالث  الخملمن العزلات تمتمك ( %  38.46 بنسبة ) 41/94 ن عددكا

 . عمى سطح الشريحة الزجاجية اً تلازن احدثتاذ انيا  ،مقاومة لسكر المانوز

لسكر المانوز باستعمال فحص تلازن  K.pneumoniaeبكتريا  مقاومة وحساسية( 4-6جدول )

 كريات الدم الحمر.

 Mannose عدد العزلات

26 

Resistant 
 مقاومة

Sensitive 
 حساسة

 %النسبة المئوية  العدد المئوية %النسبة  العدد
10 38.46 16 61.54 

 

من النوع  خمل K.pneumoniaeإلى امتلاك بكتريا  Livrelli et al. (1996)أشار 

 Alcantar-Curiel (2013). في حين اشار %93% ومن النوع الثالث وبنسبة 96الاول وبنسبة 

 %.55% والنوع الثالث 96من النوع الاول وبنسبة  خملال K.pneumoniaeامتلاك بكتريا 

من  (%45بنسبة ) 9/91عدد  ان إلى تأشار فقد  Gerlach et al. (1989دراسة )اما 

، انت حساسة لسكر المانوزالنوع الاول وك من الخملتمتمك  K.pneumoniaeيا عزلات بكتر 

مشيراً  T1fنوع  الخمل منوأكدت الدراسة أيضاً ان صفة الحساسية لممانوز يمكن ان تحدث بغياب 
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 لمتلازنمن النوع الأول وعدم احداثيا  لمخملالمنتجة  K.pneumoniaeان بكتريا  نفسوبالوقت 

، وان احداثيا لمتلازن يكون عند fim A، وىذا يعود الى امتلاكيا جين انيا تمتمك صفة الالتصاق

والذي يؤدي  fim Aممة لجين اكبيرة من البلازميدات الح اً اعداد K.pneumoniaeامتلاك بكتريا 

 بنسبة 99/49 عدد ان Schurtz et al. (1994الى احداث الالتصاق . في حين اشار )

أظيرت و من النوع الثالث  الخملالتي تمتمك  K.pneumoniaeمن عزلات بكتريا  74.35%

التي أحدثت التلازن قد تفاعمت  K.pneumoniae، وان كل سلالات بكتريا مقاومة لسكر المانوز

من النوع  الخمل، وأشارت الابحاث ان التلازن بفعل من النوع الثالث لمخملمع الامصال المضادة 

ة والذي تمتمكو اغمب انواع الرئيس الخملالذي يشفر الى وحدة  mrk Aالثالث يعود الى جين 

Klebsiella والى جين ،mrk D  الالتصاق والذي تمتمكو سلالات قميمة من  خملالذي يشفر الى

K.pneumoniae ، الالتصاق ىي التي تعود الييا عممية التلازن المقاوم لممانوز  خملان

Mannose Resistant Klebsiella like(MR/K)  الخملالتي تحدث بمساعدة بروتينات 

(Schurtz et al., 1994; Gerlach et al., 1989). 

من النوع  خملال K.pneumoniaeيتضح من النتائج ان اختلاف نسبة امتلاك بكتريا 

      وىذا ما اشار اليو ،اعي الذي تنمى فيو البكتريالى طبيعة الوسط الزر  الاول او الثالث يعود

Hornick et al. (1991)  النوع الثالث يعتمد عمى نوع الوسط الذي تنمى  خملفعل ان التلازن ب

الطريقة المتبعة فيو البكتريا اذ يتم التعبير عنيا في حالة وجود الكميسرول او الكموكوز أو الى 

 .لاختبار التلازن
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 عمى تكوين الغشاء الحيوي  K.pneumoniae قابمية عزلات بكتريا 4-6

الحيوي  تكوين الغشاءعمى  K.pneumoniaeاختبرت قابمية جميع عزلات بكتريا 

 لاختبار قدرة البكتريا عمى تكوين الغشاء الحيوي  Congo redواستعممت طريقة الكونغو الاحمر 

Biofilm   ( قابمية 6-6ويلاحظ من الجدول ) ،اعطاء مستعمرات ذات لون اسوداعتماداً عمى

 %53.84 بنسبة 46/94 عدد اذ وجد ان ،عمى تكوين الغشاء الحيوي K.pneumoniaeبكتريا 

 ،ي  عمى شكل مستعمرات قوية السوادمكونة لمغشاء الحيو  K.pneumoniaeمن عزلات بكتريا 

شكل مستعمرات من العزلات مكونة لمغشاء الحيوي ب%  38.46 بنسبة 41/94عدد  في حين كان

 9/94عدد ــبالمون و فقد كانت بشكل مستعمرات وردية  الاخرى اما العزلات ،متوسطة السواد

 .(9-6في الشكل ) غير مكونة لمغشاء الحيوي كما %707 0ةـــــبنسب

  Congo redعمى تكوين الغشاء الحيوي بطريقة   K.pneumoniaeقابمية بكتريا  ( 6-6جدول )

 % النسبة المئوية الغشاء الحيويتكوين قابمية 
 53.84 قوي

 38.46 متوسط
 1011 ضعيف

 7.70 غير مكونة
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 Congo redفي تكوين الغشاء الحيوي عمى وسط   K.pneumoniaeقابمية بكتريا  (9-6شكل )

agar . 

A .تكوين الغشاء الحيوي عمى شكل مستعمرات قوية السواد : 

B  .تكوين الغشاء الحيوي عمى شكل مستعمرات متوسطة السواد : 

C  .غير مكون الغشاء الحيوي عمى شكل مستعمرات وردية المون : 

 

 

A 
B 

C 
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من العزلات البكتيرية التي تعود  %63الى ان    Niveditha et al. (2012)أشار 

 بينما  الأحمر،عمى وسط اكار الكونغو  اظيرت مستعمرات بمون أسود  K.pneumoniaeلبكتريا 

% من العزلات البكتيرية اظيرت مستعمرات حمر عمى وسط اكار الكونغو اي انيا غير مكونة 37

 لمغشاء الحيوي.

مكونة لمغشاء  كانت من العزلات%  72الى ان  Alwan and Abas (2016)واشار 

 Al-Rubiae. في حين اشار غير محددة%   8ير مكونة لمغشاء الحيوي وغ % 20الحيوي و

أظيرت طبقة مخاطية قوية  K.pneumoniaeمن عزلات بكتريا  % 58الى ان  (2017)

Strong slime layer  مستعمرات بمون أسود يعطيالى تكوين غشاء حيوي قوي  تؤديالتي 

 6متوسطة السواد و بشكل مستعمراتن غشاء حيوي متوسط من العزلات اظيرت تكوي % 36و

 او وردية. بشكل مستعمرات حمركانت  اذ ،من العزلات كانت غير مكونة لمغشاء الحيوي%

إن الغشاء الحيوي ىو عبارة عن طبقة رقيقة من    Niveditha et al. (2012)أشار كما 

الكائنات الحية الدقيقة التي تمتصق عمى سطوح التراكيب العضوية وغير العضوية مع افراز 

التي تتحدد حسب قابمية البكتريا عمى إنتاج طبقة السكريات المتعددة    Polymersالبوليمرات 

 اً إلى أن إفراز البوليمرات الخارجية يكون عاملاً ، مشير ية فقط التي تعتمد عمى نوع الوسطالخارج

 .في مقاومة الخلايا المناعية اً ميم

وين الغشاء دور في تك النوع الثالث لو خملأن  Struve et al. (2009)في حين أشار 

لمرضى الراقدين بالمستشفيات لا سيما التي تتعمق في إحداث الإصابة با فضلًا عن دوره ،الحيوي

 .الك البوليةقثطرة المسب
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  Molecular detection of genesالكشف الجزيئي عن الجينات  4-7

من عينات السريرية والمأخوذة  K.pneumoniaeالكمي من عزلات بكتريا  استخمص الدنا

المعوي القولوني لتياب لالأطفال رضع خدج مصابين با( 4ممحق ) ينات الدم والبولومن عالخروج 

دىا أجري الترحيل وبع Promegaالمجيزة من قبل شركة  الدنا  باستعمال عدة استخلاص الناخر

في العزلات البكتيرية  fim A, fim H, mrkA , mrk Dات ــــــــــــــــــــــــجين عنكشف  ،والكيربائي ل

 PCR) )Polymerase chain reactionقيد الدراسة وباستعمال طريقة تفاعل البممرة المتسمسل 

 ىذه الجينات. بعض تمتمك  K.pneumoniaeوقد أظيرت النتائج ان عزلات بكتريا 

لمجينات خاصة  Primers وباستعمال بوادئ الدنابعد اجراء التفاعل التضاعفي لسلاسل 

التي تستيدف التسمسل النوعي لمجينات قيد الدراسة لغرض  K.pneumoniaeبكتريا المدروسة في 

رحل ناتج التفاعل التضاعفي عمى ىلام الاكاروز  ،ت التي تمتمك ىذه الجيناتالعزلا عنالكشف 

Agarose وبعد فحص ىلام الاكاروز تحت الاشعة فوق البنفسجية ظيرت حزمة واحدة بالمستوى ،

  يدل عمى ارتباط البوادئ ، وىذاالتي تمتمك ىذه الجينات K.pneumoniaeنفسو لعزلات بكتريا 

Primers  وج ز  100-1500واستعمال الدليل الحجمي  الدنا المكمل لو في شريطمع التسمسل

أظيرت النتائج التي تم الحصول عمييا في الدراسة الحالية انيا متساوية في الوزن  إذ، قاعدة

عينات عزلة ) 94الجزيئي لمحزم الناتجة عند مقارنتيا بالدليل الحجمي. اذ أظيرت النتائج ان 

لبكتريا  (سريرية أغمبيا عينات خروج لأطفال رضع خدج مصابين بالتياب الامعاء التنخري

K.pneumoniae  تمتمك الجينfim A  المتضاعفة بالدليل  الدنا، وعند مقارنة حزم %100بنسبة

 .(4-6زوج قاعدة كما في الشكل ) 500وجد ان الحزم الناتجة ذات وزن جزيئي  الحجمي
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نعزلات بكتريا  PCR انبهمرة انمتسهسم انترحيم انكهربائي نناتج تفاعم (4-6شكم )

K.pneumoniae باستعمال بادئ Primer جين جزء من اللfim A (500 زوج قاعدة باستعمال )

ليل يمثل الد Mالمسار  دقيقة. 90فولت ولمدة  100% وفرق جيد 404ىلام الاكاروز بتركيز 

لعزلات  fim A( تمثل ناتج تضخم جين 1-26المسارات ) ،زوج قاعدة 4411-411الحجمي 

بكتريا  تمثل 27-28و* الدم والبولو المعزولة من عينات الخروج  K.pneumoniaeبكتريا 

K.pneumoniae عزلات مكررة من الخروج.  
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عزلة  69عزلة من اصل  54ان  Alcantar-Curiel et al. (2013)اظيرت دراسة 

في  fimلاوبيرون  الانتشار الواسعالى و % مشيراً في الوقت نفس78بنسبة  fim Aتمتمك الجين 

 Klemmو Li et al. (2014)ا الدراسة التي اجراىوبينت  ،K.pneumoniaeكل عزلات بكتريا 

and Christiansen (1987) ن نواتج جين اfim A  ضرورية لاحداث الالتصاق حتى في حالة

 .fim Hالتي يشفر ليا جين الرئيسة  الخملغياب وحدات 

تمتمك جين  K.pneumoniaeعزلة تعود لبكتريا  94أظيرت نتائج الدراسة الحالية ان 

fim H  ان الحزم الناتجة  المتضاعفة بالدليل الحجمي وجد الدنا% وعند مقارنة حزم 100بنسبة

 .(6-6زوج قاعدة كما في الشكل ) 576ذات وزن جزيئي 
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لعزلات بكتريا  PCR البممرة المتسمسل ناتج تفاعلل( الترحيل الكيربائي 6-6) شكل

K.pneumoniae  باستعمال بادئPrimer  لجينfim H (576 زوج قاعدة باستعمال ىلام )

ليل الحجمي يمثل الد M. المسار دقيقة 90فولت لمدة  100% وفرق جيد 1.5الاكاروز بتركيز 

لعزلات  fim Hجين جزء من ال( تمثل ناتج تضخم 1-26، المسارات )زوج قاعدة 411-4411

تمثل بكتريا  27-28الدم والبول و*و المعزولة من عينات الخروج  K.pneumoniaeبكتريا 

K.pneumoniae عزلات مكررة من الخروج. 
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 K.pneumoniaeإن عزلات بكتريا  Alcantar–Curiel et al. (2013)واشارت دراسة 

في الوقت مشيراً ، %100بنسبة  fim Hقد اظيرت امتلاكيا جين  fim Aالتي لا تمتمك جين 

في حين اشار ، K.pneumoniaeبين عزلات بكتريا  fim Hرتفاع تواجد جين نفسو الى ا

(2014) Li et al. أن أوبيرونfim   من النوع الاول والتي تعمل عمى  الخملالذي يشفر الى

في استعمار  الخملك البولية ولا تساىم تمك في انسجة المسال K.pneumoniaeالتصاق بكتريا 

 أنسجة الامعاء والرئة. K.pneumoniaeبكتريا 

 K.pneumoniaeفي بكتريا  fim H و  fim Aوقد بينت النتائج ان نسب تواجد الجينات 

ة وىذا قد يعود الى من الدراسات العالمي أكثر التياب الامعاء التنخري كان المعزولة من مرضى

 العزلة.مصدر 

تمتمك جين  K.pneumoniaeعزلة تعود لبكتريا  26اظيرت نتائج الدراسة الحالية ان 

mrk A  المتضاعفة بالدليل الحجمي وجد ان الحزم الناتجة  الدنا% وعند مقارنة حزم 100بنسبة

 . (4-6زوج قاعدة كما في الشكل ) 498ذات وزن جزيئي 
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بكتريا لعزلات  PCR البممرة المتسمسل حيل الكيربائي لناتج تفاعل( التر 4-6شكل )

K.pneumoniae  باستعمال بادئPrimer  لجينmrk A 498   زوج قاعدة باستعمال ىلام

 .دقيقة 90فولت لمدة  100% وفرق جيد 4.4الاكاروز بتركيز 

تمثل ناتج تضخم  (1-26)المسارات  ،زوج قاعدة (100-1500)يمثل الدليل الحجمي  Mالمسار 

الدم و روج ــــــينات الخـــــزولة من عــــــالمع K.pneumoniaeزلات بكتريا ــــــلع mrk Aجين جزء من ال

 .عزلات مكررة من الخروج K.pneumoniaeبكتريا  تمثل *27-28 ول وـــــوالب

 

28      27       26         25        24       23        22       21        20      M     

M     1    2     3    4    5     6     7     8     9    10   11  12    13   14   15  16   17   18   19 

1500bp 
1000bp 

 

500bp 
 

100bp 

1500bp 
1000bp 

 

500bp 
 

 

100bp 
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كتريا ان كل عزلات ب  Alcantar- Curiel et al. (2013)وىذا ما اشارت اليو دراسة 

K.pneumoniae  تمتمك الجينmrk A  اما جين  ،%100بنسبةmrk D  فقد تم الكشف عن

، وىذا ما اشار اليو عزلة امتلاكيا لمجين ولم تظير أية K.pneumoniaeوجوده في عزلات بكتريا 

Alcantar-Curiel et al. (2013)  الى تواجد جينmrk D  في بكتريا 20بنسبة %

K.pneumoniae عزلة مشيراً الى ان جميع العزلات التي تمتمك  69عزلة من أصل  14 إذ كانت

التي تشير ان  الأخرىوىذا يتوافق مع نتائج الدراسات  mrk Dقد لا تمتمك جين  mrk Aجين 

 K.pneumoniaeتريا ن بكم K.oxytocaيكون اكثر تواجداً في بكتريا  mrk Dجين 

(Langstraat et al., 2001; Hornick et al., 1995)  ، (2014)وأشار Li et al.  أن

ا بأنسجة الرئة النوع الثالث والتي تساىم في التصاق البكتري خملالى  يشفرالذي  mrkاوبيرون 

النوع  خملان  .Struve et al (2009)في حين اشار ، دوراً في اصابة الامعاء ، ولا تمثلوالكمى

 الثالث ليا دور في استعمار الامعاء.
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 Conclusions and Recommendationsالاستنتاجات والتوصيات 

 Conclusionsالاستنتاجات 

هي النوع السائد في العينات المأخوذة من الأطفال   K.pneumoniaeاظهرت بكتريا .1

وكانت تحتل أعمى نسبة أصابة معوي القولوني الناخر تهاب اللالرضع المصابين بالا

وبكتريا  E.cloacaeو  K.oxytocaو P. aeruginosa و E.coliوجاءت بعدها بكتريا 

P.hauseri  .بأقل نسبة إصابة 

في تحديد نوع الإصابة البكتيرية في الاطفال المصابين  يمكن الاعتماد عمى عينات الخروج .2

 .بالالتهاب المعوي القولوني الناخر

المضادات مقاومتها بنسبة عالية لمعديد من  K.pneumoniaeأظهرت عزلات بكتريا  .3

( باستعمال جهاز MICsالحيوية المستعممة في الدراسة عند تحديد التركيز المثبط الأدنى )

 .الفايتك

الخمل من النوع الأول امتلاكها معاً  K.pneumoniae بكتريا عزلاتبعض  أظهرت .4

باستعمال طريقة الكونغو   Biofilmوالثالث وأظهرت قدرتها عمى تكوين الغشاء الحيوي 

  .الأحمر

أظهرت تصاق بالاعتماد عمى مصدر العزلة إذ تختمف العزلات في امتلاكها لجينات الال .5

 fimكل من الجينات  K.pneumoniaeنتائج الكشف عن جينات الضراوة امتلاك بكتريا 

A  وfim H  وmrk A  أما جين  ،%111في جميع العزلات وبنسبةmrk D فمم يظهر 

 . في جميع العزلات
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  Recommendationالتوصيات 

 في الأنواع البكتيرية KPF-28و KPCجراء دراسات لمكشف الجيني عن الخمل من إ -1

 عند الأطفال الرضع. لالتهاب المعوي القولوني الناخر لالمسببة 

طرائق حديثة أخرى لمكشف المظهري عن الخمل من النوع الأول والثالث لمبكتريا  اعتماد -2

تقنية جهاز  عمالعند الأطفال الرضع باستالناخر  لالتهاب المعوي القولونيلالمسببة 

Fluorescent . 

للالتهاب المعوي القولوني الناخر إجراء دراسات لمتحري عن قابمية التصاق البكتريا المسببة  -3

 . لأنسجة الطلائية والأجهزة الطبيةعند الأطفال الرضع عمى ا

لمتعددة لمبكتريا المسببة ضرورة العمل عمى الخمط بين المضادات لمحد من المقاومة ا -4

 . عند الأطفال الرضعللالتهاب المعوي القولوني الناخر 

 . من النوع الأول والثالث دراسة التعبير الجيني لمخمل -5

للالتهاب المعوي القولوني ق حديثة لمتحري عن البكتريا المسببة ائناك طر هكون تيجب أن  -6

 تفاعل البممرة المتسمسلو  ميالمص خيصتشعند الأطفال الرضع باستعمال الالناخر 

PCR . 

 اجراء دراسات حول امراضية الانواع البكتيرية الاخرى غير السائدة. -7
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 56. المجمة العراقية لمعموم.دبعض العزلات السريرية لمكميبسيلا الرئوية المعزولة من بغدا

(4A :)2861-2853 . 
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Slant Bult H2S CO2 

 انخروج

Stool 

St2 E. coli - + + - + - - Acid Acid - - 

St3 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - + 

St4 P. aeruginosa + + - + - - + Acid Acid - - 

St5 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - + 

St6 P. aeruginosa + + - + - - - Alkalin Alkalin - - 

St7 P. aeruginosa + + - + + - + Alkalin Acid - - 

St8 P. aeruginosa + + - + + - + Alkalin Alkalin - - 

St9 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - + 

St12 K. oxytoca - + + + - + + Acid Acid - + 

St15 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - - 

St16 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - - 

St17 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Alkalin - - 

St19 E. coli - + + - + - - Acid Acid - + 

St20 E. coli - + + - + - - Acid Acid - + 

St21 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - - 

St22 E. coli - + + - + - - Acid Acid - + 

St23 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - + 

St26 E. cloacae - + - + - + ± Acid Acid - + 

St27 E. coli - + + - + - - Acid Acid - - 

St28 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - + 

St29 Proteus hauseri - + + - + - + Alkalin Acid + - 

St30 E. cloacae - + - + - + - Alkalin Acid - + 

St31 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - - 

St32 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Alkalin - - 

St33 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - - 

St34 E. coli - + + - + - - Alkalin Acid - - 

St36 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - - 

St37 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - - 

St38 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - + 

St39 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - - 

St40 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Alkalin - + 
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KIA=Kligler Iron Agar, K=Klebsiella , E=Escherichia , P=Proteus , 

E=Enterobacter , P=Pseudomonas 
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 Slant Bult H2S CO2 

 انخروج

Stool 

St42 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - - 

St43 K. oxytoca - + + + - + + Acid Acid - - 

St44 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - - 

St46 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - + 

St47 K. pneumoniae - + - + - + + Acid Acid - - 

St48 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - - 

St49 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - - 

اندو 

Blood 

B7 K. pneumoniae - + - + - + + Alkalin Acid - - 

B36 K. pneumoniae - - - + - + + Alkalin Acid - + 

 انبول

Urine 

U4 K. pneumoniae - + - + ± + + Acid Acid - - 

U5 E. coli - + + - + - - Acid Acid - + 

U11 E. coli - + + - + - - Acid Acid - + 
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 حٌوٌة لتشخٌص العزلات البكتٌرٌة باستعمال جهاز الفاٌتك( بٌانات من الاختبارات الكٌمو2ملحق )

Vitek-2 Compact System GN-Card 
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لتهاب لاالبكتٌرٌة المعزولة من الاطفال المرضى با د العزلاتامصدر العٌنات واعد (3 )ملحق

   المعوي القولونً الناخر 

عدد 
العٌنات 

 الكلً

مصدر 
 العٌنة

عدد 
العٌنات 

الموجبة 
 النمو

عدد  عدد العزلات  البكترٌا المعزولة

العزلات 

السالبة 

 لصبغة كرام

64 

 44 الخروج

K. pneumoniae 23 

33 

P. aeruginosa 4 
K. oxytoca 2 

E. coli 6 
Proteus hauseri 4 

E. cloacae 2 
G+ 3 

 44 الدم
K. pneumoniae 2 

2 
G+ 42 

 5 البول

K. pneumoniae 4 

3 E. coli 2 
G+ 2 

 43 66  66 المجموع الكلً
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Summary 

This study was conducted to isolate and identification of bacterial 

from infants  infected with Necrotizing Enterocolitis.  

Sixty four clinical samples from infected infants with NEC were 

collected from the children protection hospital of the Medical city in 

Baghdad  were included (41) samples from stool and (14) samples from 

Blood and (9) samples from urine for the period from January 2018 to 

April 2018. 

All samples were cultured on MacConkey and Blood agar. All 

isolates were identification depending on macroscopic  microscopic, and 

biochemical test as well as definite with Vitek-2 compact system, (43) 

isolates were obtained from patiants  (26) isolates belonged to  

K.pneumoniae (60.46%), 8 isolates to E.coli (18.60%), 4 isolates diagnosed 

as P.aeruginosa (9.30 %), 2 isolates to K.oxytoca (4.65%), 2 isolates to 

E.cloacae (4.65%) and one isolate to P.hauseri (2.32%). 

The results showed that K.pneumoniae was the predominant 26 

(88.46 %) isolates from stool, 2(7.69%) from blood and 1(3.84%) isolate 

from urine. 

The results of the investigation of some virulence factors revealed 

that all K. pneumonia isolates were able to attachment by the fimbriae of 

type 1 (T1f) 61.54% and type 3 (T3f) 38.46% and were able to form biofilm 

to using congo red agar method. 

The results also showed the ability most of K.pneumoniae isolates to 

form biofilm on congo red agar media where it 16(53.84%)  isolates of 26 

isolates which belong to K.pneumoniae were able to form biofilm strongly 

and 10 (38.46%)  isolates were able to form biofilm moderately, while 

2(7.7%) isolates were unable to form biofilm.  

Results of the sensitivity test shown by using Vitek-2 compact 

system was its more efficient than the traditional methods towards 18 

antibiotics to determine the Minimum inhibitory concentration (MICs). 
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The results showed that all K.pneumoniae isolates were 100% 

resistant  to ampicillin and amoxicillin, while were 96.15%  resistance to 

piperacillin and 88.46% of isolates were resistant to Cefazolin, 

Ceftazidime, Ceftriaxone, Cefepime and Trimethoprim/Sulfamethoxazole, 

73% to Ampicillin/Sulbactam, 61.54% to Cefoxitin, 57.70% to Meropenem 

and Tobramycin, 50% to Amikacin and Gentamicin, 38.46% to Ertapenem 

and Ciprofloxacin, 23.07% to Levofloxacin, 15.38% to Nitrofurantoin, 

whereas the bacterial isolates were moderately resistant to Ampicillin / 

Sulbactam and Levofloxacin to reched 19.23% and to Meropenem 3.84% 

and to Ciprofloxacin 7.69% and to Nitrofurantoin 53.84%.  

In this study the investigated of some of the virulence genes to 

K.pneumoniae bacteria was  done, these genes included both fimA and fimH 

,which encodes for the fimbriae adhesion protein which belong to type 

1and genes mrkA and mrkD , of this investigation which encodes for 

fimbriae adhesion which belong to type 3. The results showed presence of 

fimA, fimH and mrkA genes with 100% in all the isolates, while the mrkD 

gene was not detected in all isolates.  
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