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 الخلاصة

 ن باخماج المجاري البولیة من اجناس واعمار مختلفة وتمصابیعینة ادرار جمعت من المرضى الم300شملت الدراسة 

. 1/1/2014یة اولغ 2013/9/1ومستشفى بعقوبة التعلیمي، للمدة بین طفال جمع العینات من مستشفى البتول للولادة والا

 زرق والتشخیص المظھريأظھرت نتائج الزرع البكتیري على أوساط أكار الماكونكي وأكار الدم ووسط المثیلین الا

) 57.4%ة (بغة كرام وبنسبص) عزلة سالبة ل66أن ( api 20Eات الكیموحیویة وتأكید التشخیص باستخدام نظام صوالفحو

عزلة تعود ) 25(ومن ھذه العینات المرضیة تم تشخیص  يعینة موجبة للنمو المایكروب115 من مجموع العینات البالغة

   ).% 33.33بنسبة ( Proteus mirabilisلبكتریا  )عزلة تعود22)، و(%37.87بة(بنسو Escherichia coli ایلبكتر

نسب إنتاج  Proteus mirabilis و Escherichia coli ظھرت كل منامیز فقد أتكأما بخصوص إنتاج أنزیم البیتالا

كتامیز واسعة الطیف بأستخدام الاتمات البینزیت على إنتاج ایة العزلالابق) على التوالي. كما أختبرت 40.9%) , (0%6(

 Proteus و Escherichia coli ) وقد أعطت كل من Disc Approximationقراص المتاخمة ( ة الایقطر

mirabilis ) على التوالي.%31.8) , (%12نسب انتاج (  

وباستخدام  Metallo -Lactamaseالمعدنیة  كتمیزت على إنتاج أنزیمات البیتالافضلا عن ذلك اختبرت قابلیھ العزلا

نسب إنتاج  Proteus mirabilis و Escherichia coli ، أعطت كلا من IMP-EDTA combination discة یقطر

   ى التوالي.عل )%13,6) , (%12(

ت مقسمة الى عزلا 10صل أت من عزلا9إن ھنالك  PCR تخدام تقنیةسبا ESLالجیني لأنزیمات  یصبینت نتائج التشخ

ن ینت تحوي جا) ك%85.7( بنسبةت وعزلا7من أصل  P.mirabilis تعزلا 6) و %100بة (بنسو E.coli تعزلا 3

TEMbla   نت غیرحاویة ات ك،وأن جمیع العزلا %1روز اكم الاة في ھلاقاعدوج ز 950واعتمادا على ظھور حزمة بحجم

   . SHV bla على جین

  . PCR، تقنیة    SHVblaو  TEMbla ،عوائل جیناتمیز كتاتالالبیمات انزیأخماج المجاري البولیة، أ -: الكلمات المفتاحیة
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Abstract 

This study included collection 300 samples from patients suffering from urinary tract 

infection from Baaquba Teaching Hospital and Al –Batool Hospital in Baaquba city for the 

period from 1/09/2013 to 1/01/2014. 

The results refer that 66 isolates are belonging to bacteria of Gram negative (57.4%), 25 

(37.78 %) Escherichia coli , 22(33.33%) Proteus mirabilis ,by using diagnostic phenotypic 

,biochemical tests and confirm the diagnosis using regular API20E. 

The production of -lactamase by Eschrichia coli and Proteus mirabilis was (60%) , (40.9%) 

respectively, also the isolated had the ability to produce the Extendended spectrum β-

Lactamase enzyme by using disc Approximation ,The production from each ofEschrichia coli 

and Proteus mirabilis (12%), (31.8 %)respectively. 

The results of Metalloβ-Lactamase by using the Imp-EDTA combination inducted that E.coli 

and P.mirabilis were (12%) and (13.6%) respectively. 

The results of molecular detection of ESBL genes (bla TEM and bla SHV) by using PCR 

technique ,(9) samples from (10) total , divided into 3(100%) E.coli and 6(85.7%) P.mirabilis 
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were harboring bla TEM gene based on the presence of 950 bp bands in 1% agarose gel. while 

results detect that the isolates of Escherichia coli and Proteus mirabilis not harboring bla SHV 

gene. 

KeyWords : -urinary tract infections , -lactamase , bla TEM and bla SHV , PCR 

 

  المقدمة

عد أمراض الجھاز التنفسي، فھي تحظى باھتمام الباحثین بي بالمرتبة الثانیة أتاخماج المجاري البولیة من المشاكل التي ت عدُّ تُ 

حدثھ من أضرار كبیرة في الكلیة خطورتھا في زیادة معدل الوفیات من خلال ما تُ  من، والعاملین في المجال الطبي، وتك

  .  )1(ما الجرثومیة منھا یلتھابات، ولا س.لذا فقد ازدادت الدراسات المتعلقة بالعوامل المسببة لھذه الا العجز الكلويمسببة 

 ھابات، فھي تشكللتصبغة كرام من أفراد العائلة المعویة المسبب الرئیس لھذا النوع من الال تعد البكتیریا السالبة

واحدة  Escherichia coli ات الكلیة، وقد أشارت الدراسات إلى أن بكتیریامن مجموع التھاب )% 80 – 40ما مقداره (

ً تمن الأنواع البكتیریة المھمة الأكثر   في حدوث اخماج المجاري البولیة سواء كان في ضمن أفراد المجتمع أو المرضى سببا

   . )2الراقدین في المستشفیات (

 وھي من المسببات الرئیسة لخمج المجاري Proteus سنجالنوع الأھم في  Proteus mirabilis اتعد بكتری

   . )E.coli  )3 ي بالمرتبة الثانیة بعد بكتریاتأتاذ لیة البو

 أدى الاستخدام العشوائي للمضادات الحیویة إلى ظھور ممرضات بكتیریة انتھازیة مقاومة لھذه المضادات

التي تحلل  -lactamaseھو إنتاجھا لأنزیمات  -lactamات الحیویة، و من الوسائل التي تبدیھا البكتیریا لمقاومة مضاد

   .)-lactam )4ة قحل

سلینات والسیفالوسبورینات نتستطیع العدید من الأنواع البكتیریة انتاج انزیمات تعمل على تحطم مضادات الب

   .)5(  Lactamaseكتامیز وتدعى ھذه الأنزیمات أنزیمات البیتالا )Carbapenemsوالكاربابنیم (

عتمد على استخدام توان الدراسات الحدیثة  MLsو  ESLsإنزیمات  یصاستخدمت طرائق مظھریة عدة لتشخ

للتحري عن الجینات التي تشفر إنزیمات  Polymerase Chain Reaction (PCRتقنیة التفاعل التسلسلي للبولیمیریز (

-lactamase )6 .(  

 اسأسا تقتشلازمید مما یسھل انتقالھا بین الأنواع البكتیریة المختلفة و ابلبوساطة جین على ا ESLsأنزیمات  فرشت

  ). TEM and SHV )7مات عائلتي نزینتشار الواسع لكل من امن الا ESLsأنزیمات 
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  :أھداف الدراسة

كتام و لااتمضادات البیلھا تخماج المجاري البولیة ومعرفة مقاومتحدید الأجناس البكتیریة الأكثر شیوعا المسببة لا .1

  ضادات.م) لبعض ھذه الMICكتام وتحدید التركیز المثبط الأدنى (مضادات البیتالالت دراسة حساسیة العزلا

  إجراء دراسة مقارنة بین عوامل الضراوة للأجناس المختلفة. .2

 كتام.كتامیز المحطمة لمضادات البیتالانزیمات البیتالاالمشفرة لا  emT,bla  shvbla الكشف عن جینات .3

  

   العمل ئقاوطر دواملا

  والتشخیص لبكتریال ازع

 من المرضى المصابین باخماج التھاب المجاري تصشراف الطبي المخعینة ادرار تحت الا 300اشتمك الدراسة جمع 

 طفال ومستشفى بعقوبة التعلیمي، للمدةدة والاالبولیة من اجناس واعمار مختلفة وتم جمع العینات من مستشفى البتول للولا

   .2014/ 1/ 1 لغایةو 2013/9/ 1 بین

ً مبدئت المستعمرات ص) إذ شخ8ت البكتیریة اعتمادا على ما ورد في (ت العزلاصشخ ً  یا  فات المظھریةصعلى ال اعتمادا

 Eosinر الدم ووسط اوأك يوتضمنت شكل المستعمرات ولونھا وقوامھا ورائحتھا وحجمھا على وسط أكار الماكونك

methylene blue تفرقةلب لالص Klebsiella عن بكتریا E.coli ت الى الفحص . وأخضعت العزلادنيذات البریق المع

 خیصتشل المجھري باستخدام صبغة غرام للتعرف على شكل البكتریا وترتیبھا وتفاعلھا مع صبغة غرام واستخدمت

ندول، وأحمر المثیل، و كسیدیز، والاوختبار أنزیم الكاتالیز، وأنزیم الاأت ایضا الفحوصات الكیموحیویة المختلفة كالعزلا

 Api 20Eص باستخدام عدة التشخی لتشخیصك السترات، والحركة، والیوریا، وتم تأكید ابروسكاور، وأستھلا سوكلفا

Kit.  

  

   -Lactamase Productionالاكتامیز تیلبیم ازاج أننتالتحري عن إ

  :Rapid Iodometricة الیود القیاسیة السریعة قطری - 1

 )9ز وذلك حسب ما ورد في (میكتات قید الدراسة على أنتاج أنزیم البیتالاخدمت ھذه الطریقة للكشف عن قابلیة العزلاأست

  أتي : وكما ی

 ساعة ونقلت المستعمرات البكتیریة بوساطة العروة الى أنابیب صغیرة 24ت البكتیریة بعمر حضرت مزارع للعزلا

الى  .ثم أضیفمْ  37دقیقة عند درجة حرارة  30ن جي ثم حضنت الأنابیب لمدة ) مایكرولتر من البنسلی100حاویة على (
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) مایكرولیتر من محلول  20ومزجت جیدا ثم أضیف الى كل انبوبة في أعلاه ( شأمایكرولیتر من محلول الن50كل انبوبة 

دقیقة واحدة  مدةلجیدا  بالأنابیشأ. مزجت محتویات نمق نتیجة تفاعل الیود مع الاالیودإذ یتحول لون المحلول الى أزرق غ

واحدة فقط من  خلال دقیقة بیضول تغیر لوني سریع من اللون الأزرق الى اللون الأصتیجة موجبة عند حنوأحتسبت ال

   د الفحص بظھور نتیجة موجبة متأخرة (أكثر من خمس دقائق) .یإضافة الكاشف (الیود)، أع

  

   ) :ESBLsالطیف ( میز واسعةلبیتالاكتایمات ازي عن أنالتحر- 2

 میز واسعة الطیفاكتي عن أنزیمات البیتالارتحلل Disc approximationة الأقراص المتاخمة المحورة قاستخدمت طری

  : تي) وكالا10وذلك حسب ما جاء في (

ة على المعقم Swabمن العالق البكتیري بوساطة المسحة القطنیة  0.1ت قید الدراسة ونشر حضر العالق البكتیري للعزلا

ص یحتوي على قرثم وضع  لتجف دقائق 10ورة كاملة، تركت الأطباق لمدة بصأطباق حاویة على وسط مولر ھنتون 

) في وسط الطبق الزرعي الملقح وبعد ذلك رتبت أقراص g / Disc) Amoxicillin/ Clavulanic acid 30خلیط من 

المضاد / المثبط  سم من مركز قرص خلیط 3بعد  على Cefotaxime,Ceftazidime Aztreonamالمضادات الحیویة, 

ساعة وبملاحظة مناطق التثبیط فإن حدوث أتساع في منطقة  24- 18مئویة ولمدة  37ثم حضنت الأطباق عند درجة حرارة 

   ج العزلة للأنزیم.اأي أنت تیجة الموجبةنراص المذكورة دلیل على القرص المركزي وواحد أو أكثر من الأقالتثبیط بین ال

  

  یقة اتحادالمضاد الحیويردام طخیز المعدني بأستكتامیم البیتالازتاج اننا لایحري عن قابلیة البكترتال -3

EDTA-IPM:  

المعقمة على اطباق  swabت قید الدراسة وفق الفقرة ونشر المزروع بوساطة المسحة القطنیة حضر العالق البكتیري للعزلا

 ین من المضاد الحیويصدقائق لتجف ثم وضع قر 10ة، وتركت الأطباق لمدة ورة كاملصحاویة على وسط مولر ھئتون ب

)10mg (Imipenem  مایكرولیتر من  10سم وتم وضع  3مابینھفي وسط الطبق الزرعي الملقح على ان تكون المسافة

° م 37طباق عند درجة حرارة ثم حضنت الا Imipeneumالمحضر في الفقرة الى واحد من اقراص  EDTAمحلول 

مع  Imipenemملم حول قرص ال 7ساعة وبعد ملاحظة مناطق التثبیط فإن زیادة منطقة التثبیط عن ) 24- 18لمدة (

EDTA  مقارنة مع قرص الImipenem كتامیز المعدني نزیم البیتالاتجة لانلوحده تعد النتیجة موجبة وان البكتریا تعد م

Metallo_ Beta Lactamase MBL )11(.   
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    SHVand bla  TEMbla زیمات البیتالاكتامیزعن الجینات المشفرة لانالكشف  -4

 ختبارات المظھریة الموجبة الى دراسة الفحص الجزیئي بواسطة تقنیة سلسلة تفاعلت المختارة بواسطة الاخضعت العزلا

   وذلك عن طریق : PCRأنزیم البلمرة 

  تحضیر القالب: 

  تم استخلاص الدنا بحسب ماورد في.

   PCRال البادئات في تقنیة أستعم

  

   .PCR) البادئات المستخدمة في تضاعف تقنیة 1جدول(

   یوكلیوتیدات واتجاھھانتسلسل ال  تبادئااسم ال  الجینات
5`–––––––––––––→3`  

  یئيزالج وزنال
μg/μmol  

  الحجم

(bp) 

  المصادر

blaTEM bla TEMC (F) 
bla TEMD (R) 

TCG GGG AAA TGT GCG CG 
TGC TTA ATC AGT GAG GCA 

CC 

5292.4  
6118 

950 (12) 

blaSHV bla SHVos5(F)  
bla SHVos6(R) 

TAT CTC CCT GTT AGC CAC 
C 

GAT TTG CTG ATT TCG CTC 
GG 

5675.8  
6131 

800 (12) 

  

   : PCRرض تفاعل غأعتمدت الضروف ادناه ل

) یةانث 30/°م57والتثبیت ( )ثانیة 30/°م94دورة تتضمن المسخ ( 35دقائق ثم  3/°م 94 )ولي (دورة واحدالمسخ الا

، أجریت عملیة الترحیل  دقائق 5/ °م72)ستطالة النھائیة (دورة واحدةوأخیرا الا )/دقیقة واحدة°م72ستطالة (وألا

   .)13ھ(صص وفحخلصل خلیط الدنا المستلفكاروز غم من الا 1الكھربائي في 

  

  النتائج والمناقشة

بغة كرام وبنسبة صعزلة سالبة ل )66بة تمثلت في (صاتھابات المجاري البولیة ان الالاأظھرت نتائج البحث المتعلقة ب

 )25ص (یشختومن ھذه العینات المرضیة تم  يینة موجبة للنمو المایكروبع115من مجموع العینات البالغة  )%57,4(

نسبة  Proteus mirabilis عزلة تعود لبكتریا)22،و()%87,37نسبة (وب Escherichia coli عزلة تعود لبكتریا

)3333, %.(   
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 حوصات المظھریة والمجھریة كتشخیص أولي إذ اعتمد شكل وقوام وھیئھ المستعمراتلفعتماد على اتم التشخیص بالا

بلون وردي نتیجة  E.coli ھا على تخمیر سكر اللاكتوز على وسط الماكونكي. اظھرت مستعمراتتعن قابلی فضلاً 

ذات  وكسدیز وتنمو بشكل مستعمراتافة، متوسطة الحجم، محدبة و منتظمة و سالبة لاختبار الاتخمیرھا لسكر اللاكتوز، ج

 فكانت مستعمرات شاحبة اللون P. mirabilis . أما فیما یخص بكتریا EMBبریق اخضر معدني على الوسط الزرعي 

وموجبة  وكسدیزسالبة لاختبار الاخمر سكر اللاكتوز أعطت نتیجة تعلى وسط اكار الماكونكي لكونھا غیر قادرة على 

 لفحص ، اما عن اSwarming )) وتمیزت ھذه البكتریا بظاھرة الحركة الزاحفة (الانثیالUreaseلاختبار الیوریز (

   .)2ویة جدول (صالمجھري فقد ظھرت جمیع العزلات السابقة الذكر سالبة لملون غرام ع

  

  تخمر  الحركة  الیوریز
  اللاكتوز

  فوكس   الستریت
  روسكاورب

  احمر
  المثیل

  ةصبغ  الكاتلیز  الاوكسدیز  الاندول
  كرام

  تلازعلا

– 
+ + 

– – 
+ + 

– 
+ 

– 
E. coli 

+ + 
– +/_ – 

+ 
– – 

+ 
– 

P.mirabilis 

  
   یةررعیة للأنواع البكتیزیة والروالمجھالكیموحیویة  )الاختبارات2دول (ج

  

 من )عزلة15(أن )3لقیاسیة السریعة كما یتضح من الجدول (أظھرت نتائج دراسة انزیمات البیتالاكتامیز بطریقة الیود ا

 لبكتریا أعطت نتیجة موجبة لفحص أنتاج البیتالاكتامیز، اما بالنسبة )%60وبنسبة (  E.coli عزلة لبكتریا )25مجموع (
P.mirabilis )موجبة  أعطت نتیجة )%9.40عزلة وبنسبة( )22عزلات من مجموع ()9فقد أظھرت نتائج ھذه الدراسة أن

  ز.میحص أنتاج البیتالاكتالف

حص البیتالاكتامیز ومقاومتھا لمضاد واحد أو أكثر یدل على توافر لفإن توافر بعض العزلات التي أعطت نتیجة سالبة 

ل تغییر بروتینات الغشاء الخارجي بوصفھا خطوة لتغییر موقع الھدف،أو أمتلاك ثم تامیزلاكتابیلآلیات مقاومة أخرى غیر ا

   لیة الوحیدة في مقاومة مضادات البیتالاكتامیز.ز لیست الآمیبأعتبار إن إنتاج أنزیمات البیتالاكتا )14النفاذیة (حاجز 
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  الاكتامیز ونسبھابیتیم الزلات المنتجة لانز) أعداد الع3ل (والجد

النسبة المئویة لانتاج 
  زمیالبیتالاكتا

عدد العزلات المنتجة 
  لانزیم البیتالاكتامیز

العزلات عدد 
  نوع العزلات  الكلیة

%60 15 25 E.coli 

%40.9 9 22 P.mirabilis 

  

 ف، وقد أشارت النتائج فيطیمیز واسعة الالاكتاجھا لانزیمات البیتاأخضعت جمیع العزلات قید الدراسة للكشف عن انت

فقد أظھرت نتائج  P.mirabilis ریا،اما بالنسبة لبكت )%12(بنسبةة للانزیم تجكانت من E.coli الى أن بكتریا )4الجدول (

إنتشار  نزیم، إنحص أنتاج الالفأعطت نتیجة موجبة  )%31.8عزلة وبنسبة( )22عزلات من مجموع ()7ھذه الدراسة أن(

عمال تیمات الواسعة الطیف في أي مستشفى یعتمد على عوامل مختلفة منھا طریقة أسزت البكتیریة المنتجة للأنالسلالا

التعقیم  ص العاملین والراقدین في المستشفیات، ونوعاخشت المنتجة بین الأقل للسلالانة، ومعدل الالمضادات الحیوی

  . )15ة في وحدات العنایة المركزة(صالمستخدم في وحدات المستشفى وخا

  

   یمات البیتالاكتامیز الواسعة الطیف ونسبھازتجة لاننلات المزأعداد الع )4(الجدول 

  جانتویةلائالنسبة الم
  كتامیزانزیمات البیتالا

   فلطیة اسعوالا

   المنتجة تزلاعددالع
 امیزكتنزیمات البیتالالا

  الواسعة الطیف

  تعددالعزلا
  یةلالك

  تنوع العزلا

%12 3 25 
E.coli 

%31.8 7 22 
P.mirabilis 

  
 )5رت النتائج في الجدول (، إذ أشالمعدنیةكتامیزاالاتیبنزیمات الت قید الدراسة للكشف عن انتاجھا لاأخضعت جمیع العزلا

 فقد أظھرت P.mirabilis ) اما بالنسبة لبكتریا%12ت منتجة للانزیم وبنسبة () عزلا3كانت ( E.coli الى أن بكتریا

،  ) أعطت نتیجة موجبة لفحص أنتاج الأنزیم%13.6) عزلة وبنسبة(22ت من مجموع () عزلا3نتائج ھذه الدراسة أن (

نزیم الا كتامیز ومنتجة لھذا) اشار الى ظھور عزلة واحدة مقاومة لمضادات البیتالا16لباحث (وفي دراسة اجریت من قبل ا

حساسة لمضاد  بوصفھانزیم ت الدراسة لھذا الااج عزلاتكانت محمولة على بلازمید اقتراني. وقد یكون سبب عدم ان

   میبینیم بدرجة كبیرة.الا
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  سبھا.نالمعدنیة و یتالوبیتالاكتامیزلمأعداد العزلات المنتجة لانزیمات ا )5(ل والجد

  اجنتویةلامئالنسبة ال
  یمات زان

   یتالوبیتالاكتامیزالم
  المعدنیة

  عددالعزلات المنتجة
  یمات زلان

  المعدنیة یتالوبیتالاكتامیزالم

  زلات ععدد ال
  زلاتعنوع ال  الكلیة

%12 3 25 E.coli 

%13.6 3 22 P.mirabilis 

  

 كتامیز الواسعة الطیف والبالغالمنتجة لأنزیمات البیتالا E.coli ت) لعزلاPCRلسلسلة الدنا ( يتم اجراء التفاعل التضاعف

ص كتامیز الواسعة الطیف باستخدام بادئ متخصالمنتجة لأنزیمات البیتالا P.mirabilis تت ولعزلا) عزلا3عددھا (

 ، بینت LESات المنتجة لأنزیمات الجین صلغرض تشخی  TEMbla ولجین  SHVbla یستھدف التسلسل النوعي لجین

ت عزلا 6) و %100بة (بنسو E.coli تعزلا 3ت مقسمة الى عزلا 10ت من أصل عزلا9النتائج إن ھنالك 

P.mirabilis  نت تحوي جینا) ك%85,7بة (بنست وعزلا 7من أصل TEM bla  950واعتمادا على ظھور حزمة بحجم 

كما موضح  SHV bla جین لىت كانت غیرحاویة ع) ، وأن جمیع العزلا1كما موضح في الشكل( %1زوج قاعدة في ھلام 

   ) .2في الشكل (

  

  

   دقیقة. 90فولت / سم لمدة  75، 1% بتركیزز لاكاروم امال ھلاتعسبالات ز) الترحیل الكھربائي للع1- 4الشكل (

  
100 bp DNA ladder :M،  

  E.coli ): المحتوى البلازمیدي لل1)،(2المسار (

  P.mirabilis ) :المحتوى البلازمیدي3) ،(4المسار(
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   (PCR) ) الترحیل الكھربائي لناتج التفاعل1شكل (

M: 100bp DNA ladder, 1: negative control, 2: SHV gene for E. coli, 3: SHV gene for 

P.mirabilis , 4: TEM gene for E. coli, 5: TEM gene for P.mirabilis. 
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