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  یائیة / جامعة النھرین.مركز بحوث التفنیات الاح )1(

  )  قسم علوم الحیاة / كلیة العلوم / الجامعة المستنصریة .3و2(

  ) مستشفى بعقوبة التعلیمي .4(

  

  الملخص

والتھابات الاذن الوسطى شملت  الجروح والحروق والأدرار عینھ سریریة  من حالات مرضیة مختلفة  405جمعت    

المعزولة   Pseudomonas aeruginosaین للكشف عن مقاومة عزلات بكتریا والبلعوم ومن اعمار مختلفة لكلا الجنس

   qnrSو qnrA والكشف عن وجود جینات المقاومةالكوینولونات من مستشفى بعقوبة التعلیمي في محافظة دیالى لمضادات 

  في عزلات ھذه البكتریا .  

لثمانیة أنواع  أختبرت حساسیة العزلات . ت اعلاهالعینامن P.aeruginosa عزلة تعود لبكتریا  100تم الحصول على  

وقد مضاد السبروفلوكساسین افضل المضادات في علاج ھذه البكتریا .أظھرت النتائج أن ،اذ  الكوینولونات مضادات من

.أظھرت نتائج ترحیل الدنا  یلتر) مایكروغرام /مل512-8تراوحت بین ( للسبروفلوكساسین  MICبینت النتائج ان قیمة 

أحتواء بعض العزلات على حزمة ات  الكوینولونات  المستخدمة  في البحث  لمضاد المستخلص من العزلات المقاومة 

في    qnrSو qnrA. بینَت نتائج التحري عن جینات  وعزلات أخرى أحتوت على حزمتین بلازمیدیةبلازمیدیة واحدة 

العزلات وقد نجحت عملیة الاقتران البكتیري  ثر إنتشارا بین ھي الأك  qnrAجینات المقاومة ان   P.aeruginosa بكتریا 

  .   E.coli MM294وانتقال صفة مقاومة مضاد السبوفلوكساسین مع العزلة القیاسیة 
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Abstract  

  The study included and diagnose (100) isolates of Pseudomonas. aeruginosa from (405) 

sample from patients admitted to Hospital Baquba educatinol for investigate spread 

Quinolone resistant P.aeruginosa isolates . One handred isolates of P. aeruginosa were 

recoverd in current study .The results also showed that multiple isolates resistance towards the 

the Kinds of quinolones used in the study . The success of four isolates of bacterial achieve 

conjugation bacteria were transferred resistant prescription Ciprofloxacin at the same time ,  
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  المقدمة

سالبة لصبغة كرام ھوائیة غیر مخمرة لسكر اللاكتوز وتفرز العدید من الصبغات منھا صبغة  P.aeruginosa بكتریا  

) ویمكن ملاحظة الصبغات على سطح الطبق الزرعي و صبغة اخرى ھي صبغة البایوفردین Pyocyaninالبایوسیانین (

)Pyoverdin) (Fluoresceinـــجیة ) وتتألق ھذه الصبغة ع ) ان بكتریا UV )1ند تعرضھا للاشعة فوق البنفســـ

P.aeruginosa  ) انتھازیةOpportunistic pathogen) وتكون مترممة على الانسان (Common Human 

Saprophyte  ونادرا ما تسبب اصابات للاشخاص الاصحاء الا انھا تستطیع ان تسبب اصابات خطیرة في المضائف (

 Organكما انھا تسبب الاخماج الناجمة عن نقل الاعضاء Immunocompromsed hostsلمناعي المصابة بالكبت ا

Transplant Infection وتسبب العدید من الأصابات مثل تجرثم الدم وذات الرئةوالتھاب المجاري البولیة والحروق .

ورة انتشار مثل ھذه العزلات ) مما یزید من خطMDR)  تظھر مقاومة متعددة للمضادات الحیویة(2، 1والجروح  (
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، وكان المضاد الجرثومي الأول ھو  Lescherمن قبل العالم  1962).  اكتشفت الكوینولونات عام 3المرضیة ( 

.اذ كان الاستعمال مقتصراً على معالجة أخماج المجاري naphthyridine 1,8المشتق من المركب  Nalidixic acidآ

لسالبة لملون كرام ، بعد ذلك تطورت ھذه المجموعة لتصبح أكثر أھمیة وتأثیراً في معالجة البولیة الناجمة عن  البكتریا ا

) إن استعمال ھذه المضادات الجرثومیة یعد نقلة نوعیة في المعالجة السریریة خلال فترة أواسط 4الاخماج البكتیریة (

 Prostitisیریة الخطرة مثل التھاب البروستات (الثمانینات ،فقد أظھرت ھذه المضادات فعالیة في معالجة الاخماج البكت

 Typhoid)،والحمى التایفوئیدیة (Cystic fibrosis)، والتلیف الكیسي (Osteomyelitis)،والتھاب نقي العظم (

fever )(5 تم تطویر مركبات أخرى ضمن الجیل الثاني مثل. (Norfloxacin  ,Ofloxacin  ,Pefloxacin   وغیرھا

 Topoisomeraseضادات ذات تأثیر قاتل للبكتریا , تتداخل مع تضاعف الدنا عن طریق تثبیط إنزیمین ھما ) .  ھذه الم6(

II  أو ما یعرف بـ gyrase DNA  في البكتریا السالبة لملون كرام والإنزیم الآخر ھوIV Topoisomerase  في البكتریا

المقاومة عن طریق الإقتران ضمن النوع نفسھ أو الأنواع  ویمكن ان تكون مصدراً لنشر جینات ).7الموجبة لملون كرام (

الأخرى العائدة للجنس نفسھ او الأجناس البكتیریة الأخرى . مما یزید من صعوبة علاجھا و ضرورة إیجاد بدائل جدیدة 

  ).  8لعلاج الإصابات الناتجة عنھا (

لمضادات الكوینولونات الا ان الدراسات حول    P.aeruginosaبكتریاھناك العدید من الدراسات المحلیة حول مقاومة 

في   qnrSو qnrAجینات  ھذه المقاومة على المستوى الجزیئي تكاد تكون قلیلة جدا لذا جاءت ھذه الدراسة للكشف عن

  المقاومة للسبروفلوكساسین. العزلات المحلیة لھذه البكتریا

  

  طرائق العمل

  العزلات البكتیریھ -1

مختلفة شملت الجروح والحروق والأدرار و التھاب الاذن الوسطى والتھاب البلعوم  للتحري عن  جمعت عینات سریریة 

) عینة. زرعت العینات على وسط اكار الدم ثم نقلت الى الأوساط الأنتقائیة بعدھا 405بواقع (  P.aeruginosaبكتریا

  ). 9ي   ( شخصت العزلات اعتماداً على الصفات المجھریة والزرعیة وحسب ما جاء ف

  فحص الحساسیة للمضادات المایكروبیة-2

بطریقة الاقراص على وسط مولر ciprofloxacinتم أختبار حساسیة العزلات تحت الدراسة لمضادات الكینولونات    

  ).  2009CLSI )10ھنتون الصلب ، وتم تحدید المقاومة والحساسیة أعتماداً على الاقطار القیاسیة حسب 
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  ) MICكیز المثبط الادنى (تحدید التر-3

) لمضاد السبروفلوكساسین بطریقة التخافیف المتضاعفھ المتسلسلھ بالوسط الزرعي MICتم تحدید التركیز المثبط الادنى ( 

  ). 11السائل وحسب ما ورد في ( 

  البكتیري DNAعزل -4

المجھزة من شركة  خلاص الدناباعتماد عدة أست  السبروفلوكساسینتم عزل دنا عزلات البكتریا المقاومة لمضاد

promega )USA) وكذلك أستخلص  الدنا البلازمیدي من %0.8) ورحلت نتائج الاستخلاص باستعمال ھلام الاكاروز (

  ). 12نفس العزلات وحسب (

  qnrSو qnrA الكشف عن الجین  -5

و   13وفقاَ لما ذكر في  (    P.aeruginosaفي بكتـــــریا     qnrSو qnrAأختیرت البوادئ النوعیة المُستھدفة لجینات   

المُجھزة لھا بإستعمال الماء المقطر اللاأّیوني  Alpha DNA)  إذ تم تحضیر محالیلھا الخزینة حسب تعلیمات شركة 14

و   13مایكرولیتر ، وقد تم إجراء التفاعل التضاعفي حسب ماذكر من قبل  ( \) بیكومول100المُعقم للحصول على تركیز (

14(  .  

  تجربة الاقتران البكتیري  – 6

 Ecoli MM 294أجریت عملیة الاقتران البكتیري بین العزلات المقاومة لمضاد السبروفلوكساسین و العزلة القیاسیة 

  ) .   15وحسب ( 

  

  النتائج والمناقشة

ریة مختلفة من عینات سری API 20 NEحسب نظام P.aeruginosa   عزلة تعود لبكتریا 100تم الحصول على    

) عزلة من عینات 20) عزلة من أخماج الأذن الوسطى و(31) عزلة من اخماج الجروح و(37) . بواقع ( 1الشكل (

)   %2 . 5) و(% 4.9) و( % 7.6)و(% 9.1) عزلة من التھابات البلعوم بنسب (2) عزلة من الحروق و ( 10الادرار و(

 P.aeruginosaلي واظھرت الدراسة الحالیة أعلى نسبة اصابة ببكتریا ) من اجمالي مجموع العینات على التوا % 0.5و(

)  106في شمالي شرقي نیجیریا على ( (16))   وھذا متفق مع دراسة قام بھا%37من اخماج الجروح اذ بلغت نسبة (

 ح)لاخماج الجرو% 39.2من مرضى مختلفة اعمارھم وبلغت نسب الاصابة ( P.aeruginosaعزلة تعود لبكتریا 

مایدل على دور ھذه البكتریا في التھاب المسالك  P.aeruginosa) من عزلات بكتریا %20وعینات الادرار بنسبة (

البولیة خاصة لدى المرضى الذین یخضعون لعملیة القسطرة وقد یعزى السبب الى عوامل الالتصاق  التي تمتلكھا ھذه 

رة ومقاومتھـــا للعــــدید من مضــــادات الحیـــــویة من خلال البكتریا والتي تسھل عملیة التصاقھا بمواد القســـط
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المسببة  لاخماج  P.aeruginosaاما نسبة بكتریا  ThicK biofilmتواجــــدھا ضمــــن غشــــاء حیـــــوي كثیف 

) 67تمكنوا من عزل () في السودان اذ 17في الدراسة الحالیة وھذه النتیجة تتفق مع ماتوصل الیھ ( %2البلعوم فقد بلغت 

  . من مصادر سریریة مختلفة ووجدوا ان ھناك عزلة واحدة من التھابات االبلعوم Pseudomonasعزلة تعود الى بكتریا 

من العزلات  %9أختبرت حساسیة العزلات  قید الدراسة لثمانیة أنواع من مضادات الكوینولونات ، أظھرت النتائج أن 

من % 34لیفوفلوكساسین  و %45من العزلات مقاومة للنورفلوكساسین  و  % 19و  كانت مقاومة للسبروفلوكساسین

من العزلات قاومت لوموفلوكساسین و  %47من العزلات قاومت أفلوكساسین و%35العزلات قاومت الینورفلوكساسین و

النالدكسك مضاد حامض  %100،كانت جمیع  العزلات مقاومة بنسبة    Enoxacinمن العزلات قاومت مضاد  80%

) الذین 18)  واظھرت الدراسة الحالیة انخفاضا نسبیا في مستوى مقاومة مضاد السبروفلوكساسین وھذا یتفق مع (2الشكل (

واظھرت نتائج الدراسة الحالیة ان العزلات التي قاومت مضاد  %4وجدوا ان نسبة مقاومة مضاد السبروفلوكساسین ھي 

مضادات الكینولونات الاخرى المستخـــدمة في الدراســـة مضاد السبروفلوكساسین من السبروفلوكساسین تقاوم باقي انواع 

اذ اشاروا  (17)وھذا یتفق مع  P.aeruginosa اخماج المتسببة عن بكتریا  ةالمضادات الحدیثة المصنعة خصیصا لمعالج

اسین تقاوم باقي انواع مضادات الكینولونات الاخرى التي قاومت مضاد السبروفلوكس P.aeruginosaالى ان عزلات 

المستخدمة في دراستھم . یرجع سبب مقاومة مضادات الكینولونات وبالاخص مضاد السبروفلوكساسین الى تاثیر المضاد 

وحصول طفرات في  topoisomerase IVو  DNAالمسؤول عن الارتباط الفائق لحلزون  DNA gyraseعلى انزیم 

  P.aeruginosaموسومي في بكتریا الدنا الكرو

) للسبروفلوكساسین  للعزلات  قید الدراسة التي أظھرت مقاومھ تجاه ھذا المضاد  MICتم تحدید التركیز المثبط الادنى ( 

) مایكروغرام /ملیلتر  . لاحظ 512-8تراوحت بین (  MICفي فحص الحساسیھ بالاقراص، بینت النتائج ان قیمة 

  .  P.aeruginosa ومة متعددة للمضادات بین عزلات بكتریاوجود مقا )19باحث(

أحتواء بعض العزلات على حزمة  السبروفلوكساسین أظھرت نتائج ترحیل الدنا المستخلص من العزلات المقاومة لمضاد 

  ).3بلازمیدیة واحدة وأخرى احتوت على حزمتین بلازمیدیتن  (شكل 

التي درسھا على حزمة بلازمیدیة مفردة P.aeruginosaاء عزلات بكتریا ) من احتو20تتفق ھذه النتیجة مع ماذكره (

. تظھر النتائج شیوع   kbp .225-15اكثر من حزمة بلازمیدیة مختلفة الأحجام من  )21بحجوم  متقاربة  ، ووجد  (

) شیوع 20) .لاحظ (4الشكل ( qnr Sمقارنة مع جینات  P.aeruginosaبین عزلات بكتریا qnr A أنتشار جینات 

بین عزلات العائلة المعویة. تم الكشف عن مقاومة الكوینولونات المرتبطة بالبلازمیدات والمسؤؤل عنھا   qnrAجینات 

المقاومة P.aeruginosa في بكتریا  qnrA)عن وجود الجین    23) ، وكشف (22(  1998سنة   qnrAالجین 

  للكوینولونات .

المقاومة لمضاد السبروفلوكساسین والعزلة  P.aeruginosaین عزلات بكتریا  ان نجاح عملیة الاقتران البكتیري ب 

 qnrقید الدراسة وأنتقال صفة مقاومة مضاد السبروفلوكساسین مما یدل على ان جینات  E.coli MM 294القیاسیة 
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A&qnrS   ) انتقال جین 24محمولة على بلازمیدات أقترانیة.  وضح الباحثون (qnr كتیري و زیادة التركیز بالاقتران الب

  المثبط الأدنى لمجموعة من البكتریا السالبة لصبغة كرام بعد حصول اقتران بكتیري 

  

  حسب مصدر العینة  P. aeruginosa) النسبة المئویة لتوزیع عزلات بكتریا 1الشكل ( 

  
  

  

  لھللمضادات المایكروبیة المستعم P.aeruginosa) مقاومة عزلات لبكتریا 2شكل (

  

CIP        NOR      ENR       OFX       LEV       LOM        EN         NA 

ب 
النس

المئویة
 

 المضادات المستعملة
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وفرق جھد %0.8على ھلام الاكاروز بتركیز  P. aeruginosa)  المحتوى البلازمیدي لبعض عزلات بكتریا 3الشكل (

  )1993وجماعتھ(  Schremph(فولت /سم)المستخلص حسب طریقة 7

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Plasmid band 
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  Ciprofloxacinالمقاومة لمضاد    P.aeruginosa) لبكتریا PCR) الترحیل الكھربائي لناتج تفاعل (  4الشكل ( 

  .فولت /سم لمدة ساعة ونصف  7وفرق جھد % 5.1على ھلام الاكاروز بتركیز  qnrA باستعمال بوادىء نوعیة لجین

  ( 100bp DNA Ladder)الدلیل الحجمي   Mالمسار 

  )    في دنا العزلة  (  Aqnrناتج عملیة التضخیم لجین   1المسار 

  ) عدم ظھور ناتج في دنا العزلة  (   3،   2مسار ال

*  :)P.aeruginosa (p      )،B )  ، رقم العزلة51) : معزولة من الحروق (  
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