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 الخلاصة

عــزلات  ٤و Proteus mirabilisلبكتریــا  %)٩٠.٤٨(عزلــة ٣٨تــضمنت .  عزلــة مــن بكتریــا المتقلبــات٤٢تــم عــزل وتــشخیص          

 اذ ابـدت عـزلات الاغـشیة الحیویـة مقاومـة متعـددة ، مـضادا حیویـا ١٨اختبـرت حـساسیة العـزلات تجـاه  P. vulgaris . لبكتریا  ) %٩.٥٢(

عـزلات الادرار  مـن ثـلاثتم التحـري عـن النـسق البلازمیـدي لاربـع  مـن عـزلات الاغـشیة الحیویـة و. للمضادات الحیویة مقارنة بعزلات الادرار

كانـت جمیعهـا .  واحـدة مـن عـزلات الاغـشیة الحیویـة والاخـرى مـن عـزلات الادرارP. vulgarisللنـوع     وعزلتـانP. mirabilisعائـدة للنـوع 

أظهــرت نتــائج تجــارب . pBR322اذ احتــوت علــى بلازمیــد واحــد صــغیر ذو حجــم مقــارب لحجــم البلازمیــد ، متــشابهة فــي نــسقها البلازمیــدي 

أنهـا ذات مـدى  وEscherichia coli MM294 ل الـوراثي أن بلازمیـدات بكتریـا المتقلبـات لهـا القـدرة علـى التعبیـر المظهـري فـي بكتریـاالتحو

مكــسازول محمولــة علــى تلــك ترای عـن مقاومــة مــضادات الامبــسلین والتتراســایكلین والكلورومفینكـول والكولةؤالمــسٕ، وان الجینــات  مـضیفي واســع

  .البلازمیدات

    
Abstract 
       A total of forty two Proteus isolates were isolated and identification. These were included 38 isolates 
(90.48%) of P. mirabilis and  4 isolates (9.52%) of P. vulgaris. The antibiotics sensitivity of the isolates 
were tested against 18 of antibiotics. The biofilm isolates showed multidrug resistance to antibiotics in 
comparison with urine isolates. The plasmid profiles of four biofilm isolates and three urine isolates of  P. 
mirabilis, and two isolates of  P. vulgaris one from biofilm isolates and the other from urine isolates were 
studied, it was found that all of the isolates contain small single plasmid with molecular size equal to 
molecular size of pBR322. The transformation experiments showed that the Proteus plasmids have ability 
to expression in Escherichia coli MM294, and it had a wide host rang. The genes responsible for resistance 
of ampicillin, tetracycline, chloromphenicol and co-trimixazole were located on these plasmids 

  

                                                                                        المقدمـة 

 لأمعــاء وهــي مــن مكونــات النبیــت الطبیعــي ، فــي الطبیعــة بــشكل واســعProteus    تنتــشر بكتریــا المتقلبــات       

 هـذه أمراضـیةومـا یزیـد مـن . )٢٠٠٨et al.,  Jacobsen(لـه  مثـل احـد اهـم الممرضـات الانتهازیـةالانسان الا انها ت

ــــة نتیجــــة الاســــت ـــددة للمــــضادات الحیوی  المتزایــــد والعــــشوائي لهــــذه ماخدالبكتریــــا هــــو ظهــــور ســــلالات ذات مقاومــــة متعـ

تمتلـــك البكتریـــا آلیـــات مختلفـــة لمقاومـــة المـــضادات الحیویـــة مثـــل تغییـــر حـــاجز النفاذیـــة وتغییـــر موقـــع   ، اذالمـــضادات

ُ تكــون المتقلبــات الاغــشیة الحیویــة الرقیقــة . ) et al.,2010 Singh ( نزیمــات البیتــالكتمیزلاجهــا الهــدف او انتا

)Biofilms ( وهو احـد عوامـل ضـراوتها ومقاومتهـا للمـضادات الحیویـة مقارنـة عنـدما تكـون حـرة المعیـشة) Al-Taai 

and Naji, 2012.(  

 مــواد اذ تنــتج  ، مــع بعــضهاةتداخلــومصقة بالــسطوح قــد تحتــوي الاغــشیة الحیویــة علــى خلــیط مــن الكائنــات ملتــ

مـن كروموسـوم  .mirabilis P  تتكون المادة الوراثیـة  لبكتریـا. ه بهاات المحیطتاثیر التقیها منلبولیمیریة خارج خلویة 

   اذ تكــون ،%٣٨.٨٨ملیــون زوج قاعــدي وان نــسبة الكــوانین والــسایتوسین فیــه 4.063 الف مــن تــحلقــي منفــرد ی

لجینـات ان ). et al.,2008 Pearson( نیكلیوتیـدة 36,289 ین وتحتـوي علـى بلازمیـد منفـرد یتكـون مـن جـ3,685

 Adeniyi et)  المقاومـة المتعـددة للمـضادات الحیویـةمنهـاالمتقلبـات اثـر مهـم فـي التعبیـر عـن العدیـد مـن الـصفات و
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al.,2006) .الطبیـة  للعـدد تقلبـات مـن الاغـشیة الحیویـة فقد هدفت الدراسة الحالیة الى عزل وتشخیص بكتریـا المالذ   

لمجـاري البولیـة ومعرفـة مـدى علاقـة بلازمیـداتها بالمقاومـة المتعـددة للمـضادات ا علاجیة ومن الادرار لمرضى التهابال

    .الحیویة

 

 Methods Materials and                                  المواد وطرائق العمل            

                                                                   Collection of samplesالعینات جمع 1.  

شــملت مــسحات مــن . ٢٠١١/ ولغایــه شــباط ٢٠١٠/ عینــة ســریریة خــلال الفتــره مــن تــشرین الاول٣٧٥جمعــت 

اخــذت بواســطة )  عــدد داخــل رحمیـةقثــاطر بولیـة و(الاغـشیة الحیویــة المتكونــة علـى العــدد الطبیــة العلاجیـة المــستعملة 

 اخـذت مـن اكیـاس القثـاطر ، عینات ادرار لمرضى التهاب المجاري البولیهو )Disposable swabs(مسحات جاهزة 

وباعمــار تراوحــت   الجنــسینلاكــشـملت العینــات .  ووضـعت فــى انابیــب اختبــار معقمــه )بعــد رجهــا لعــدة مــرات(البولیـة  

  .ى المختبر لاجراء التجارب اللاحقة علیها نقلت العینات ال. سنه٨٠-٥بین 

      Isolation and Identification of Proteus                          عزل وتشخیص المتقلبات      .٢

و أكـــار المـــاكونكي )  base - Mast Blood agar ( أكـــار الـــدم  اســـاساســـتنبتت المـــسحات علـــى وســـطي

MacConkey agar-Biolife) (درجة حرارة وحضنت عند º37أجـري التـشخیص حـسب الطرائـق . سـاعة٢٤لمـدة  م 

 HB101 و.MM294  coli Eكمـــا تــم الحــصول علـــى الــسلالتین القیاســـیتین). ٢٠٠٠ (Macfaddinالــواردة فــي  

E.coli جامعة بغداد،  من معهد الهندسة الوراثیة.  

                                                 Antibiotic susceptibility test    اختبار الحساسیة الدوائیة    3. 

-Bioanalyse من المضادات الحیویة والمجهزة بشكل اقراص من شركة ١٨اختبرت حساسیة العزلات تجاه   

Turky اعتمادا على ماذكر في  ًCLSI) ٢٠١٠.(  

 Production of B-lactamase                                       نتاج انزیمات البیتالاكتمیزا 4.

فــي الكــشف عــن قــدرة العــزلات علــى انتــاج ) Rapid Iodine Method(اســتخدمت طریقــة الیــود القیاســیة الــسریعة 

  ).Collee et al.,1996(انزیمات البیتالاكتمیز 

                                                     Extraction of whole DNAاستخلاص الدنا الكلي  5.

 Pospiech andفــي اســتخلاص الــدنا الكلــي كمــا ورد فــي ) Salting Out(اعتمــدت طریقــة التملــیح الخــارجي  

Neuman) ١٩٩٥.(  

                              Bacterialtransformation                                                             التحول البكتیري. ٦

 كمــا ذكــر فــي MM294  E. coliاســتخدم الــدنا البلازمیــدي المــستخاص مــن العــزلات فــي تحویــل ســلالة البكتریــا

Sambrook and Rusell) ٢٠٠١.(  

         Gel electrophoresis of DNA                                              الترحیل الكهربائي  . ٧

 هلام الاكاروز للكشف عن النمط البلازمیـدي لعـزلات بكتریـا المتقلبـات كمـا جـاء تم اجراء الترحیل الكهربائي في

  ).٢٠٠١ (Sambrook and Rusellفي 
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  Plasmid curing                                                                تحیید البلازمیدات   .٨

في تحیید بلازمیدات عزلات )  Sodium dodecyle sulphate,SDS(استخدمت كبریتات الصودیوم ثنائیة الاسیل 

  ).Trevors,1986(المتقلبات المتعددة المقاومة للمضادات الحیویة 

 

  Results and discussion                                          النتائج والمناقشة  

 الحیویة الرقیقـة الأغشیةذت من  عینة أخ٢٤٠ من عزلت  منها٢٦  ،عزلة من المتقلبات ٤٢تم الحصول على 

 عینــة إدرار أخــذت مــن ١٣٥ مــن ت عزلــأخــرى ١٦ و )القثــاطر البولیــة والعــدد داخــل الرحمیــة(للعــدد الطبیــة العلاجیــة 

  شخـــصت العـــزلات اعتمـــادا علـــى خصائـــصها المظهریـــة. القثـــاطر البولیـــة لمرضـــى مـــصابین بالتهـــاب المجـــاري البولیـــة

بینمـــا كــــان %) ٩٠.٤٨( عزلــة mirabilis P. 38 تبلـــغ عـــدد عــــزلا. بـــارات الكیمـوحیویــــةوالاخت) ریــةجهالزرعیــــة والم(

 المدروســة كمـا ولـم تظهــر الأنـواع الأخـرى مـن المتقــلبات فـي العینــات%)   vulgaris P. 9.52) 4 عـــدد عــزلات

  .١موضح في الجدول 

  .ینات الدراسة بكتریا المتقلبات في ع عزلاتاعداد وانواع.  ١جدول    

  

اذ وجــدو ان نــسبة عــزل بكتریــا المتقلبــات مــن الاغــشیة ) ٢٠٠٨( وجماعتــه Baqaiاقتربــت هــذه النتــائج مــن نتــائج    

 % ٢٠  البولیـة المجـاري  تهـاب ال  مرضـى  عـلاج فـي   المـستخدمة   البولیـة  القثـاطر علـى  المتكونـة  الحیویـة

ان بكتریــا المتقلبــات هــي الــسائدة فــي تكــوین الاغــشیة اكــدا علــى اذ ) ٢٠٠٦(  Morgan Stickler and كــذلكو 

بینمـا اختلفـت هـذه . الحیویة الرقیقة على القثاطر البولیة لمرضى التهاب المجاري البولیة والراقدین لفتـرات زمنیـة طویلـة

الاغـشیة الحیویـة المتكونـة علـى القثـاطر البولیـة بكتریـا مـن %   ٣٣ان مـن  )٢٠٠٨ ( (Sticklerنتائج عـن مـا وجـده 

 موجبـة للـزرع البكتیـري أي  لـلادرار كانـت عینـة١٣٥ عینـة مـن اصـل ٩٠ان تبین هذه الدراسه . لمتقلباتلكانت عائدة 

 نــسب الاصــابة فـــي كانــت %. ١٧.٧قلبــات أي بنــسبة لمتل عزلــة بكتیریــة عائــدة ١٦ شخــصت منهــا ،%٦٦.٦بنــسبة 

 الــى حــساسیة بكتریــا المتقلبــات للــسائل المهبلــي نتیجــة انخفــاض  وربمــا یعــزى ســبب ذلــك مقارنــة بالــذكور واطئــةالانــاث

 كمــا ان ).١٩٨٨( وجماعتــة Glennon الهیــدروجیني مقارنــة بــالانواع الاخــرى مــن البكتریــا وهــذا مــا اشــار الیــه رقمــه

 وقـد  ،٢جـدول ین فـى الكما مبعالیه   كانت سنة ببكتریا المتقلبات٦٥-٨٠ و  ٥-٢٠الفئتان العمریتان اصابة  نسب 

ــــدد  نوع العینة             عزلات المتقلباتانواع ود اعدا      ـــ ـــ ـــ ـــ ـــ ـــ ـــ ـــ عــ

 العینات

ـــــــو  ـــ ـــ ـــ ـــ ــــ ـــ ـــ نمــ

 P. mirabilis P. vulgaris  بكتیري 

ــزلات  ـــ ـــــدد  العـ عـ

 الكلي 

القثـاطر  الاغشیة الحیویة على مسحات

 البولیه

١٩ ٢ ١٧ ٩٠ ١٥٠ 

مـــسحات الاغـــشیة الحیویـــة علـــى العـــدد 

 داخل الرحمیه

٧ ١ ٦ ٦٠ ٩٠ 

 ١٦ ١ ١٥ ٩٠ ١٣٥ ادرارمن حالات التهاب المجاري البولیه

 ٤٢ ٤ ٣٨ ٢٤٠ ٣٧٥ المجموع
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اكثــر تعــرض للاصــابة بــسبب ضــعف الجهــاز ) الاطفــال وكبــار الــسن (یعــود الــسبب فــي ذلــك لكــون الاعمــار المتطرفــة 

  .المناعي مقارنة بالفئات العمریة الاخرى

  .ریا المتقلبات عاملي الجنس والعمر على الاصابة ببكتتأثیر. ٢جدول 

  متقلبات العامل    

           الاغشیة 

 الحیویة

  النـسب المئویـة

   (%) 

  متقلبات الادرار

       

 النسب المئویة

    (%) 

مجموع 

 المتفلبات

  النسب المئویة

    (%) 

.A الجنس  

  ذكور   

 اناث  

  

١٢  

١٤ 

 

28.57 

٣٣.٣٣ 

  

١١  

٥ 

 

26.19 

11.90 

  

٢٣  

١٩ 

 

54.76 

45.23 

.B العمـــــــر 

  )سنة(

٢٠-٥  

٣٥-٢٠  

٥٠-٣٥  

٦٥-٥٠  

٨٠-٦٥ 

  

٣  

٢  

٤  

١٠  

٧ 

 

7.14 

4.76 

9.52 

23.80 

16.66 

  

٤  

٢  

٢  

٣  

٥ 

 

9.52 

4.76 

4.76 

7.14 

١١.٩٠ 

 

7 

4 

6 

13 

12 

 

16.66 

9.52 

14.28 

30.95 

28.27 

         

 ، Ampicillin ، Amoxicillin ،  Rifampinاظهــرت العــزلات اعلــى نــسب مقاومــة لكــل مــن المــضادات        

Tetracyclin ، Erythromycin ،Vancomycinو Co-trimixazolبینمـــا ) %١٠٠(اومـــة  اذ بلغـــت نـــسبة المق

تقــاوم البكتریــا المــضادات بعــدة . ٣كمــا مبــین فــي الجــدول ) %٧.٦( مقاومــة لمــضاد السبروفلوكــساینكانــت اقــل نــسبة 

یـات وجـود انزیمـات تحـور او تحلـل المـضاد الحیـوي، آلیات اعتمادا على نوع المضاد الحیوي والبكتریا وتـشمل هـذه الال

، تقلـل نفــاذ  ، تحـویر موضـع الهـدف للمـضاد الحیـوي وجـود انزیمـات بدیلـة للانزیمـات التـي تثبطهـا المـضادات الحیویـة

 الخلیـة  ومنـع تراكمـه داخـل  خارج  اخراج المضاد علىتعمل   والتي الدفق الفعال  آلیة  وامتلاك  لخلیةالمضاد الى ا

 ٤٢ عزلـة مـن مجمـوع ٢١ كانـت).Ueda and Sunagawa, 2003؛  (Lamber et al.,2001         الخلیـة 

 ٨عزلــة مـن عــزلات الاغـشیة الحیویــة و١٣% ( ٥٠عزلـة لبكتریـا المتقلبــات منتجـة لانزیمــات البیتـالاكتمیز أي بنـسبة   

مـات البیتـالاكتمیز الـى امتلاكهـا آلیـات اخـرى منتجـة لانزی ال وقد یعـزى سـبب مقاومـة العـزلات غیـر.)من عزلات الادرار

ـــر حـــاجز للمقاومـــة  ـــدفق كمـــا اشـــار الیهـــا  مثـــل تغیی النفاذیـــة او تغییـــر فـــي موقـــع الهـــدف او امتلاكهـــا انظمـــة ال

Chuanchune ٢٠٠١(  وجماعته.(   
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  . النسب المئویة لمقاومة المتقلبات للمضادات الحیویة  3 .جدول   

(%)النسب المئویة للمقاومة  
 المضاد الحیوي

التركیز 

)µg/disk( عزلات الادرار عزلات الاغشیة الحیویة 

Chloramphenicol ١٠٠ ١٠٠ ٣٠ 

Ceftazidime ٨٠ ٨٧ ٣٠ 

Cefotaxime ٦٨.٧ ١٠٠ ٣٠ 

Ciprofloxacin ٠ ٧.٦ ٥ 

Ampicillin ١٠٠ ١٠٠ ١٠ 

Streptomycin ٧٥ ٨٠ ٣٠ 

Tetracyclin ١٠٠ ١٠٠ ٣٠ 

Trimethoprim ٧٥ ٨٠ ٥ 

Amikacin ٠ ١٩.٢ ٣٠ 

Imipenem ١٢.٥ ٣٠ ١٠ 

Meropenem ٠ ٢٣ ١٠ 

Erythromycin ١٠٠ ١٠٠ ١٥ 

Vancomycin ١٠٠ ١٠٠ ٣٠ 

Amoxicillin ١٠٠ ١٠٠ ٢٥ 

Gentamycin ٢٥ ٥٣.٨ ١٠ 

Rifampin ١٠٠ ١٠٠ ٥ 

Co-trimixazol ١٠٠ ١٠٠ ٣٠ 

Pipracillin ٦٢.٥ ٦٥ ٣٠ 

  

  (%٥٠   عزلـــة لبكتریـــا المتقلبـــات منتجـــة لانزیمـــات البیتـــالاكتمیز أي بنـــسبة ٤٢مجمـــوع عزلـــة مـــن  ٢١كانـــت      

منتجـة لانزیمـات ال غیر سبب مقاومة العزلات وقد یعزى .) من عزلات الادرار٨عزلة من عزلات الاغشیة الحیویة و١٣

غییــر فــي موقــع الهــدف او امتلاكهــا الــى امتلاكهــا آلیــات اخــرى للمقاومــة مثــل تغییــر حــاجز النفاذیــة او ت البیتــالاكتمیز

  ). ٢٠٠١( وجماعته  Chuanchune كما اشار الیها انظمة الدفق

 اذ المعزولـة مــن الاغـشیة الحیویــة P. mirabilis عــزلات مـن ربعـة نتــائج الترحیـل الكهربــائي لا١ یوضـح الـشكل     

 ذو حجـم اقـل مـن(ى بلازمیـد واحـد صـغیراحتوت جمیع العـزلات علـ. مقاومتها للمضادات الحیویةبتمیزت هذة العزلات 

 أن  ،)L(و الخیطــي ) CCC(الـدائري المغلــق تـساهمیا همـا ظهــر هـذا البلازمیـد بــشكلین . )pBR322میـد  البلازحجـم

تعــرض البلازمیــدات لــضغوط وعوامــل مختلفــة یــؤدي الــى ظهــور البلازمیــدات باشــكال مختلفــة اثنــاء الترحیــل الكهربــائي 
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)Meyers et al.,1976 .( اشـارGirlich وجماعتـه )الـى احتـواء بكتریـا المتقلبـات علـى بلازمیـدات صـغیرة ) ٢٠٠٠

كیلــــو زوج قاعــــدي یحمــــل الجینــــات المــــشفرة لاغلــــب عوامــــل الــــضراوة ومقاومــــة المــــضادات  ١١٢ذات حجــــم جزیئــــي  

یـد عـزلات الاغـشیة شابه فـى صـفاته لبلازممـ على بلازمید واحـد P. mirabilisاحتوت عزلات الادرار لبكتریا . الحیویة

تـشابه المحتـوى الـوراثي لعـزلات المتقلبـات المعزولـة مـن ) ٢٠٠٤( وجماعتـه Sabbubaبـین  . )٢الـشكل (   الحیویـة 

 المعزولـة P. vulgarisالترحیـل الكهربـائي لعـزلات . ٣یوضـح الـشكل  كمـا .لقثاطر البولیة و الادرارغشیة الحیویة لالا

علـى بلازمیـد  واحـد ذات حجـم مقـارب لحجـم P. vulgaris  ذ احتـوات جمیـع عـزلات ا،من الاغشیة الحیویـة و الادرار

 بلازمیــد مفــرد ذو  علــى P. vulgaris امــتلاك بكتریــا) ٢٠١٠( وجماعتــه Rameshاشــار  . pBR322البلازمیــد 

امــل لة عــن المقاومــة المتعــددة للمــضادات الحیویــة وعوئوكیلــو زوج قاعــدي یحمــل الجینــات المــس ٨-١٥حجــم جزیئــي  

توجد جینات المقاومة المتعددة لبكتریا المتقلبات علـى بلازمیـدات صـغیرة قابلـة للانتقـال وان هـذة البلازمیـدات . الضراوة

لاتحتــوي ). et al.,2004 Mandal(تكــون ذات فعالیــة عالیــه فــي تحویــل الاجنــاس البكتیریــة الاخــرى فــي الطبیعــة 

وهـذا . روموسوم البكتیري دور واضح في المقاومة للمضادات الحیویةجمیع عزلات المتقلبات على بلازمیدات اذ ان للك

 عـــن انتـــاج البیتـــالاكتمیز المـــسئولةاذ وجـــدو ان بعـــض جینـــات المقاومـــة وخاصـــة ) ٢٠٠٢( وجماعتـــه Diabمـــا اكـــده 

  .محمولة على الكروموسوم

      .mirabilis  P نتحییـد بلازمیـدات عزلتـان لكـل مـفـي ) SDS(اسـتخدمت كبریتـات الـصودیوم ثنائیـة الاسـیل 

ـــة العـــزلات . واحـــده منهـــا عائـــدة لعـــزلات الاغـــشیة الحیویـــة والاخـــرى لعـــزلات الادرارP. vulgaris  و بعـــد معامل

 تـم تحدیـد التركیـز القاتـل والـذي توقـف عنـده نمـو SDSمل مـن / مایكروغرام٤٠ و  ٣٥,٣٠,٢٥,٢٠,١٥,١٠,٥بتراكیز

تــم تحدیــد التركیــز الامثــل للنمــو . مــل/ مــایكروغرام٣٠ز المثــبط الادنــى  مــل وكــان التركیــ/كروغرامایمــ٣٥البكتریــا وهــو 

وبعـد اختبـار حـساسیة . مـل/ مـایكروغرام٢٥اذ بلـغ  ، والذي ادى الى تحییـد بلازمیـدات بكتریـا المتقلبـات SDS بوجود 

ل والامیكاســــین  لمــــضادات الامبــــسلین والاموكــــسلین والسبروفلوكــــساسین والكلورومفنكــــوSDSالعــــزلات المعاملــــة بمــــادة 

.  للمـضادات الحیویـةتهامقاوم المعزولة من الاغشیة الحیویة P. mirabilisوالتتراسایكلین والسیفوتاكسیم فقدت عزلات 

 فقد احتفظت بمقاومتها لمضاد الاموكسلین وقـد یعـود الـسبب فـي ذلـك الـى امتلاكهـا جینـات P. vulgaris  اما عزلات

 عـزلات ء فحـص انتـاج انزیمـات البیتـالاكتمیز للعـزلات المحیـدة ولـوحظ فقـدان جمیـعتم اجرا. المقاومة على الكروموسوم

P. mirabilis قابلیتهـــا علـــى انتـــاج هـــذه الانزیمـــات وهـــذا یبـــین ان الجینـــات المـــشفرة لهـــذه الانزیمـــات محمولـــة علـــى 

زیمــات محمولــة علــى  عــن انتــاج هــذه الانالمــسئولةالــى ان الجینــات ) ٢٠٠١( وجماعتــه Luzzaroاشــار . البلازمیــدات

ج هـذه الانزیمـات وقـد یعـود الـسبب بقـدرتها علـى انتـا P. vulgaris عـزلات احتفظـت . بلازمیدات في بكتریا المتقلبات

بعــد اســتخلاص دنــا العــزلات المحیــده   اذ اناحتــواء كروموســوم هــذه العــزلات علــى جینــات مــشفرة لهــذه الانزیمــاتالــى 

 . )٤شكل (م الدنا البلازمیدي والكشف عن حزم الدنا لوحظ اختفاء حز

ًان فقـــدان الحـــزم البلازمیدیـــة المتوافـــق مـــع فقـــدان المقاومـــة للمـــضادات الحیویـــة یعطـــي دلـــیلا واضـــحا علـــى ان  ً

 SDSالـى ان اسـتخدام مـادة  ) ٢٠٠٩( وجماعتـه El-Baghdadyاشـار . جینات المقاومة محمولة على البلازمیـدات

وفـي دراسـة .  لمعظـم المـضادات الحیویـة وبعـض عوامـل ضـراوتهاومتهـامقا فقدان تریا المتقلبات یؤدي الىفي تحیید بك

Mansouri  اكـــدت ان جینـــات المقاومـــة للمـــضادات الحیویـــة فـــي بكتریـــا المتقلبـــات محمولـــة علـــى ) ٢٠٠٥(وجماعتـــه

 Khderین بـــ. بلازمیـــدات صـــغیرة وان فقـــدان هـــذه البلازمیـــدات یـــؤدي الـــى فقـــدان مقاومـــة البكتریـــا للمـــضادات الحیویـــة
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ــــــسلین) ٢٠٠٨( ـــــات مقاومــــــــة الامبــ ــــــسلین ،ان جینـــ  الكلورومفنكـــــــــول  ،الجنتامایــــــــسین،  السبروفلوكــــــــساسین  ، الاموكـــ

  . والارثرومایسین محمولة على بلازمیدات في بكتریا المتقلبات

ــــدي مــــن  ــة التحــــول الــــوراثي وذلــــك باســــتخلاص الــــدنا البلازمی ــــم اجــــراء عملیــ ـــزلات ل ١٠ت               لاغــــشیة الحیویــــة عـ

 MM294  E. coliالمــراد اختبــار قــدرتها علــى تحویــل الـسلالة القیاســیة P.mirabilis درار  للنــوع لــلاعـزلات ١٠و 

 الحامـل لـصفة مقاومـة التتراسـایكلین pBR322اسـتخدم مـستخلص الـدنا البلازمیـدي . الحاملة لصفة مقاومـة الریفـامبین

 ان الغـرض مـن اجـراء التحـول الـوراثي هـو التحـري عـن البلازمیـدات .والامبسلین بوصفها سیطرة موجبة لعملیـة التحـول

اســـتخدمت طریقـــة الخـــزن بالتجمیـــد للخلایـــا المؤهلـــة للتحـــول وذلـــك لزیـــادة كفـــاءة .  المـــضادات الحیویـــةجینـــاتالحاملـــة ل

ها لـصدمة الى ان معاملة الخلایا بمـادة كلوریـد الكالـسیوم المبـرد ثـم تعریـض) ١٩٧٢( وجماعته Cohenاشار . التحول

 عملیــات تحــول ٨بینــت نتـائج الدراســة الحالیــه نجـاح   .ٍحراریـة لعــدة ثـوان یــسهل عملیــة دخـول الــدنا البلازمیــدي للخلایـا

 pBR322 بالاضافة الى السیطرة الموجبة المتمثلة التحول بالبلازمیـد %٤٠ محاولة أي بنسبة ٢٠وراثي من مجموع  

وساط الزرعیـة الحاویـة علـى الامبـسلین والریفـامبین للكـشف عـن الخلایـا  واستخدمت الاHB101 E. coli من السلالة 

 وقــــد یعـــود ذلــــك لـــصغر حجمــــه اذ pBR322 للبلازمیـــد  ٢-١٠ ×٢.٥كـــان اعلــــى تـــردد تحــــول وراثـــي هــــو. المتحولـــة

تحولـة الم ٣ للعزلـة    ٣-١٠×٤.٥ بینما تراوحت قیم تردد التحول ببلازمید المتقلبـات مـن ، كیلوزوج قاعدي٥لایتجاوز 

 امــا العــزلات التــي لــم تــنجح معهــا ، نتــائج التحــول الــوراثي٤ویوضــح جــدول .  المتحولــة٢٦للعزلــة   ٥-١٠× ٥.٨الــى 

   .قد یعود السبب في ذلك الى ان البلازمیدات قد تكون كبیرة بحیث لاتنفع معها عملیة التحول الوراثيفعملیة التحول 

   P. mirabilis من عزلات   التحول الوراثي بالدنا المستخلص.٤جدول     

  -:رقم العزلات المتحولة

 الاغشیة الحیویةفي  

  

 عدد الخلایا المتحولة

  

 عدد الخلایا المؤهلة

  

 تردد التحول

3 ٣-١٠×٤.٥ ٤١٠×٧ ٢١٠ ×٣.٢ 

٣-١٠×٣.٧ ٤١٠×٩ ٢١٠×٣.٤ ٨ 

٤-١٠×٤.٦ ٥١٠×٥ ٢١٠×٢.٣ ١٩ 

٤-١٠×١.٣ ٥١٠×٨ ٢١٠×١.١ ٢٢ 

٤-١٠×٧ ٥١٠×٩ ٢١٠×٦.٣ ٢٦ 

B.  الادرارفي 

٣-١٠×٣.٦ ٥١٠×٥ ٢١٠×١٨ ٤ 

٤-١٠×٢.٨ ٦١٠×٣ ٢١٠×٨.٥ ١٠ 

٥-١٠×٥.٨ ٦١٠×٦.٥ ٢١٠×٣.٨ ١٦ 

 E. coli HB101  السلالة

     ببلازمید المتحولة

pBR322 

  

٤١٠×١٥  

 

  

٦١٠×٦ 

  

٢-١٠×٢.٥ 

  

 ،لكوترامیكـسازول ا ، التتراسـایكلین ،الامبسلین(اختبرت حساسیة العزلات المتحولة تجاه المضادات الحیویة 

تـم  بطریقـة الاقـراص الورقیـة لمعرفـة مـا) كلورامفنكـولالوسبروفلوكساسین ال  ،السیفوتاكسیم ، جنتامایسین، المیكاسین الا

 المقاومــة انتقــال جینــات نــسب ٥نقلـة مــن جینــات مقاومــة للمــضادات الحیویـة عــن طریــق البلازمیــدات ویوضــح الجـدول 



Journal of Babylon University/Pure and Applied Sciences/ No.(2)/ Vol.(22): 2014  

 

 ٦٦٨

یلیـــه %) ١٠٠(اعلـــى نـــسبة انتقـــال لجینـــات المقاومـــة للامبـــسلین  كانـــت . الـــوراثيللمـــضادات الحیویـــة بواســـطة التحـــول

 تتفـق هـذه الدراسـة مـع مـا اشـار الیـه .)% ٣٧.٥(بینما كانت اقل نسبة انتقـال للسیفوتاكـسیم ) % ٨٧.٥(التتراسایكلین 

Diab ١٠٠تقلبــات كانــت  بواســطة بلازمیــد المالــى ان نــسبة انتقــال جینــات مقاومــة الامبــسلین) ٢٠٠٢( وجماعتــه%. 

الامیكاسـین والكلورومفنكـول ، تشیر نتائج هذه الدراسـة الـى ان نـسبة انتقـال جینـات المقاومـة لكـل مـن الكوترایمكـسازول 

   مقاومـة  جینـات مـن ان النـسبة العالیـة لانتقـال) ٢٠٠٨( Khderوتتفـق هـذه النتـائج مـع مـا اشـار الیـه  % ٧٥هـي

 امــا مــضاد  P. mirabilis القیاســیة المتحولــة ببلازمیــد .coli  E بكتریــا ل  اخــرى  ومــضادات الكلورومفنكــول

 .% ٣٧.٥ لهالسیفوتاكسیم فكانت نسبة المقاومة 

  .لعزلات المتحولة للمضادات الحیویةل لانتقال جینات المقاومة یةئو النسب الم.٥جدول   

ــــسب الم المتحولة والمقاومة  عدد العزلات   المضاد الحیوي ـــــةئوالنـ ـــة لای  نتقـــــال جینـــــات المقاومــ

(%) 

 ١٠٠ ٨ امبسلین

 ٨٧.٥ ٧ تتراسایكلین

 ٧٥ ٦ كوترایمكسازول

 ٧٥ ٦ امكاسین

 ٥٠ ٤ جنتامایسین

 ٣٧.٥ ٣ سیفوتاكسیبم

 ٦٢.٥ ٥ سبروفلوكساسین

 ٧٥ ٦ كلورومفنكول

  

ــي ســــین للامیكا%  ٥٠و % ٧٥امــــا مــــضادات الامینوكلایكوســــیدات فكانــــت نــــسبة انتقــــال جینــــات مقاومتهــــا هــ

 Perilliدراســة اجراهـــا ففــى   62.5%.نــت نـــسبة انتقــال السبروفلوكــساسین هــى بینمــا كا. والجنتامایــسین علــى التــوالي

ن مـــن خـــلال انتـــاج انزیمــــات االمعویـــة كـــللبكتریــــا وجـــدو ان مقاومـــة معظـــم مـــضادات البیتـــالاكتم ) ٢٠٠٢(وجماعتـــه 

ــشفرة بواســــــطةSHV1وTEM2,TEM1البیتــــــالاكتمیز مــــــن النــــــوع   المحمولــــــة blaSHVو  blaTEM الجینــــــات   المــــ

ان مقاومــــة معظــــم المــــضادات الحیویــــة وبعــــض عوامــــل ) ٢٠٠٩( وجماعتــــه El-Baghdadyبــــین بینمــــا . بلازمیــــدیا

الـضراوة الاخـرى لبكتریــا المتقلبـات تتوسـطها بلازمیــدات لهـا القابلیـة علــى الانتقـال عـن طریــق التحـول الـوراثي والاقتــران 

ً دنــا المتحــولات وترحیلــه كهربائیــا بهــلام الاكــاروز كــان النــسق البلازمیــدي للمتحــولات مــشابها بعــد اســتخلاص. البكتیــري

ــات  ــكل(للنــــسق البلازمیــــدي للمتقلبــ  وهــــذا یــــدل علــــى نجــــاح التحــــول وانتقــــال الجینــــات الحاملــــة لــــصفة مقاومــــة ،) ٥ شــ

لمتقلبـات علـى التعبیـر فـي سـلالة ان نجـاح البلازمیـدات الـصغیرة الحجـم المستخلـصة مـن عـزلات ا. المضادات الحیویة

MM294 E. coli  تـشیر الدراسـات الـى امكانیـة تعبیـر بلازمیـدات المتقلبـات .ذات مدى مـضیفي واسـعانها یدل على 

الى ان جینات المقاومة المتعددة لبكتریـا المتقلبـات تكـون ) ٢٠٠٤( وجماعته Mandalفقد اشار .  coli  .Eفي بكتریا

غیرة الحجم وان هذه البلازمیدات ذات كفاءة عالیة في الانتقال وتحویل الانواع الاخرى من محمولة على بلازمیدات ص

  . ویعد ذلك من الاسباب الرئسیة لانتشار المقاومة المكتسبة للمضادات الحیویةE.coli و S.typhiالبكتریا ومنها 



  
 

 ٦٦٩

1        2         3        4       5 

1            2            3        4      

  

  
  

الحــــزم   ســــاعات یظهــــر  ٣ فولــــت لمـــدة ٦٥ق جهــــد بفـــر) ٠.٨(%  الترحیــــل الكهربــــائي فـــي هــــلام الاكــــاروز .١شـــكل

  .المعزولة من الاغشیة الحیویةP. mirabilis الكروموسومیة والبلازمیدیة لعزلات   

  P. mirabilis ٩   العزلة٤ : المسار  .                        pBR322البلازمید : ١ المسار          

  P. mirabilis ٢٦  العزلة٥ : المسار                     P. mirabilis ٣ة  العزل : ٢ المسار          

   P. mirabilis  ٥ العزلة  : ٣المسار           

  

  
  

الحــــزم   ســــاعات یظهــــر ٣ فولــــت لمــــدة ٦٥بفــــرق جهــــد ) %٠.٨( الترحیــــل الكهربــــائي فــــي هــــلام الاكــــاروز .٢شــــكل 

  .درارالمعزولة من الاP. mirabilisالكروموسومیة والبلازمیدیة لعزلات   

  P. mirabilis ١٥العزلة  : ٣  المسار .                  pBR322البلازمید : ١المسار            

  P. mirabilis ١٦العزلة : ٤                المسار P. mirabilis ٤  العزلة:٢ المسار           
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 ٦٧٠

   1                2              3                

  1        2         3        4       5 

  

  
  

ــــائي فــــي هــــلام الاكــــاروز . ٣شــــكل  ــــل الكهرب ـــت لمــــدة ٦٥ بفــــرق جهــــد) %٠.٨(الترحی  ســــاعات یظهــــر الحــــزم ٣ فولـ

  . الحیویة والادرارالأغشیة المعزولة من P. vulgarisالكروموسومیة والبلازمیدیة لعزلات 

  .          pBR322البلازمید : ١المسار     

  . المعزولة من الاغشیة الحیویةP. vulgaris  ١١العزلة: ٢المسار     

  .المعزولة من الادرار P. vulgaris ٩العزلة : ٣المسار     

  

  

  
  

 حــزم الـــدنا  ســـاعات یظهــر موقــع ٣ فولــت لمــدة ٦٥بفــرق جهــد ) %٠.٨(الترحیــل الكهربــائي فــي الاكـــاروز  . ٤شــكل 

   SDS.البلازمیدي والكروموسومي لعزلات المتقلبات المعاملة وغیر المعاملة بمادة 

  .pBR322البلازمید : ١ المسار         

  .من الاغشیة الحیویة P. mirabilis  ٣العزلة : ٢ رالمسا         

  .                                        من الادرار P. mirabilis ١٦العزلة : ٣ المسار         

  . من الاغشیة الحیویةP. vulgaris   ١١العزلة: ٤المسار          

  .SDSار المعاملة بمادة الادر  من P. vulgaris    ٩ العزلة: ٥المسار          
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 ٦٧١

   1        2         3        4       5   

  

  

یظهــر الحــزم   ســاعات والــذي ٣ فولــت لمــدة ٦٥بفــرق جهــد %) ٠.٨(الترحیــل الكهربــائي فــي هــلام الاكــاروز . ٥شــكل 

  .والبلازمیدیة للعزلات المستخدمة في التحول الكروموسومیة

  .pBR322الحاویة على البلازمید ُ HB101  E. coli  السلالة: ١المسار          

  .pBR322 المتحولة بالبلازمید MM294  E. coli  السلاله: ٢المسار          

  . من الاغشیة الحیویة٣ المتحولة ببلازمید العزلة  MM294  E. coli  السلالة: ٣المسار          

  . من الاغشیة الحیویة٢٦ المتحولة ببلازمید العزلة MM294  E. coli  السلالة: ٤المسار          

  . من الادرار١٦المتحولة ببلازمید العزلة  MM294   E. coli السلالة: ٥المسار          
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