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واختبار قابليتها على مقاومة المضاد   Pseudomonas aeruginosa  كتريابعزل 

 oprLالحيوي الامبسيلين والكشف عن جين 

 عبعوب مخيفي إيمانم. 
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 ملخص

تم الحصول  إذ,  Pseudomonas aeruginosaعزل وتشخيص بكتريا  تضمنت الدراسة الحالية    

 اتنسبة مقاومة العزلات للمضاد إنأظهرت النتائج  من تربة مدينة البصرة , ت عزلا ست على

 Chloramphenicol (30µg),Nitrofurantion(300 µg) Ampicillin (10µg )  ةالحيوي

تم الكشف عن . Norfloxacin(10µg) وكانت العزلات حساسة للمضادات الحيوي  %100بلغت 

وله دور قوي ومهم في مقاومة المضاد  PCRبواسطة تقنية  P. aeruginosaفي بكتريا  oprLجين 

  504bpويبلغ حجمه  Ampicillinالحيوي 

 oprL الكشف عن  لمضادات الحيوية ,ا تشخيصها , عزل الدنا ,  لبكتريا ,االكلمات المفتاحية : عزل 

  المقدمة - 1

هناك عدد كبير يمكن  ,سالبة لصبغة كرام عصيات  هي  P. aeruginosa وسلالات أنواع جميع     

يجعل   exopolysaccharideإفرازو طبقات الوحل التي تعرف  exopolysaccharidesأن تنتج

إنتاج الوحل يسهم أيضا في إن  .الدم البيضاء  خلايا طريقأن تحطم عن البكتريا من الصعب على 

انتهازية تسبب أمراض و بكتيريا هوائية  تعتبر سطوح . الالتي يصعب إزالتها من  بيوفيلم استعمار

 [.1] لنباتاتلأيضاً تسبب أمراض انتهازية   ، للإنسان

، حيث أنَّها تعرف بالكائنات الحيةّ  لتربةقادرة على النمو في ا  P. aeruginosaبكتيريا      

 تعُودُ إلى العائلةِ    P. aeruginosa كمصدر للطاقةيدروكربونِ اتستعمل اله التي المجهرية

Pseudomonadaceae,  الطبيعية ت عْزلُ مِنْ التربةِ أ و  , أنواع من المستعمرات نتجُ توتمتاز بأنها

ً يمكن أن تنتج  إما rough colonyالماءِ ، وتكون بشكل مستعمرة خشنة  العينات السريرية عمُوما

 .[2]ناعمة النوعين من المستعمرات الملساء أو 

 ةمخاطي يكون بشكل طبقة  النوع الآخر إماfried-egg أحد هذه المستعمرات يشبه ق لىّ بيضِ  

mucoid  الذي يُنْس بُ إلى إنتاجِ هلام ،alginate دور في لها . المستعمرات الناعمة والمخاطية

، الصبغة  القابلة للذوبانِ  الصبغات مِنْ   نوعانيمكن أن تنتج  P. aeruginosa. والشدّةِ  الاستعمار

  انتهازيةهي بكتريا  pyocyanin  [3] .P. aeruginosaوالصبغة الزرقاء  pyoverdinالمشعة 

 ُ ُ و الجروحو والحروق صيبُ المنطقة  الرئوية   والمنطقة البوليةت مشهورة وسببُّ إصابات  الدمِّ ت

 ةلبكتيريا مقاومةُ طبيعيلبمقاومتهِا إلى المضادات الحيوية  لذا  تسبب أمراض خطيرة ومُخيفة جداً. إنّ 

  outer membrane LPSجي ارإلى العديد مِنْ المضادات الحيوية بسبب مانعِ النفاذية الغشائي الخ
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السطوحِ في الطبقة الهلامية ) الكبسولة (  لاستعمارلا يسمح بمرور المضادات  ، ميلها  الذي 

biofilm   ِوتعتبر التربة  , بشكل ي جْعلُ الخلايا محصنة ضدّ مضادات التجمعَّاتِ الحيوية العلاجّية

 إلىهذه البكتريا فقد استهدفت الدراسة  ولأهمية P.aeruginosa  [4]لنمو بكتريا الطبيعيةِ البيئة 

 اتللمضاد تهادراسة مقاومو  من تربة محافظة البصرة   P. aeruginosaعزل وتشخيص بكتريا 

المقاوم للمضاد   oprLللكشف عن جين  PCRاستخدام تقنية ثم  الامبسيلين ة ومن ضمنها الحيوي

 .الحيوي الامبسيلين

 طرائق العملوالمواد  - 2

 الجرثومة  عزلوسط  - 1

 P.aeruginosa [5 .]  ة  جرثوملعزل ال  Pseudomonase Agar Base (PAB)استخدم وسط 

 جمع العينات - 2

 إلىسم  1مواقع , وقد جمعت النماذج من سطح  3من  الزبير والتنومة تم الحصول على ترب من 

 من البولي اثيلين أكياسسم وحفظها في  5عمق 

 زرع العينات  -3

مل يحتوي  100دورق زجاجي سعة  إلىغرام من عينة التربة  1 بإضافةتتلخص هذه الطريقة        

( ساعة ثم نقل  2-1مل من ماء مقطر معقم . ورج العالق باستخدام الهزاز الكهربائي لمدة ) 10على 

معقمة لغرض  أنابيبمل من ماء مقطر معقم في  9 إلىطة ماصة معقمة امل من العالق بوس 1

-7,10-10المحتوية على تخافيف  الأنابيبمل من  1الحصول على تخافبف عشرية , بعد ذلك نقل 

   بتري حاوية على وسط العزل إطباق إلىطة ماصة معقمة ووضع ابوس 6,10-5,10-4

Pseudomonase Agar Base (PAB) طة اعت بطريقة النشر بوسزروL-Shape  وحضنت

 [. 5] ساعة 28-24لمدة  ºم 30بدرجة حرارة  الإطباق

 فحص العينات وتشخيصها  - 4

 ألمجهريالفحص  إجراءساعة من الحضن وتم  28-24المزروعة بعد  لإطباق الأوليتم الفحص       

الخلايا مفردة ,عصوية وسالبة لصبغة كرام. بعد ذلك نقلت  إنلوحظ  إذبصبغة كرام  تصبغيهابعد 

ساعة لكي  24لمدة  ºم 30وحضنت بدرجة    Nutrient agarوسط النمو  إلىالمستعمرات المختارة 

يتم تشخيصها وتسجيل الصفات المظهرية للمستعمرات واختبار قابليتها على مقاومة المضادات 

  [.6] الحيوية

   P. aeruginosaالجنس  أنواعتشخيص  - 5

 Bergeys Manual ofاعتمادا على   P. aeruginosa الجنس أنواعتم تشخيص      

Determination Bacteriology  [6 .] 

http://www.jutq.utq.edu.iq/
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  ةالحيوي اتمقاومة المضاد - 6

 Muller Hinton Agar [1 .]لاختبار مقاومة البكتريا على وسط  الأقراصاستخدمت طريقة     

 P. aeruginosaمن جرثومة  DNAعزل الحامض النووي  - 7

 .[7]حسب طريقة  DNAتم عزل الحامض النووي       

 .P  في جرثومةين لقاوم للمضاد الحيوي الامبسالم oprLعن جين  الكشف - 8

aeruginosa 

 هي PCRبواسطة جهاز  oprLمواد التفاعل المستخدمة في الكشف عن      

green master mix   25µl , primer forward (5’ → 3’)  2 µl 

ATGGAAATGCTGAAATTCGGC, primer reverse (3’ → 5’)  2 µl 

CTTCTTCAGCTCGACGCGACG, DNA  10 µl and  nuclease water   برنامج

  oprLالتفاعل المستخدم في الكشف عن جين 

 الخطوةرقم  درجة الحرارة الزمن)بالدقائق( عدد الدورات

1 5 96 1 

40 1 96 2 

40 1 55 3 

40 1 72 4 

1 10 72 5 

[7]    .  

 النتائج - 3

 P. aeruginosaعزل جنس  - 1

.  ةترب الزبير و التنوممن   P. aeruginosa  تابعة لجرثومةلات عزست  تم الحصول على    

 [. 6]  شخصت اعتمادا على مفاتيح التشخيص

  P. aeruginosaالصفات الزرعية والمظهرية لجرثومة  - 2

 بدأت إذ Nutrient agarمستعمرات الجرثومة القدرة على النمو بشكل متميز على وسط  أظهرت    

 .(  1شكل ) بتكوين صبغة ذات لون اخضر

http://www.jutq.utq.edu.iq/
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 4.1Xبقوة تكبير  Nutrient agarعلى وسط  P. aeruginosa:يوضح شكل بكتريا  (1)ل شك

 P. aeruginosaالاختبارات الكيموحيوية لتشخيص جرثومة  - 3

 P. aeruginosa ظهور الصفات الكيموحيوية لعزلات (1)تشير النتائج الموضحة في جدول      

 P. aeruginosa: الصفات الكيموحيوية لتصنيف  (1)جدول 

 P. aeruginosa الصفات الحيوية

 - صبغة كرام

 - 5ºنموها بدرجة 

 + 42ºنموها بدرجة 

 + اختبار الاوكسديز

 _ اختبار الاندول

 + الكليسرول

 + فركتوز

 + ايثانول

 + اختزال النترات

 + اختبار الكاتليز

http://www.jutq.utq.edu.iq/
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 المضاد الحيوي الامبسلينعلى مقاومة  P. aeruginosaبكتريا قابلية  اختبار  - 4

 10µg ) )Ampicillinالحيوي اتنسبة مقاومة العزلات للمضاد أنأظهرت النتائج      

Chloramphenicol (30µg)  ,Nitrofurantion(300 µg)  وكانت العزلات   %100بلغت

 (2.شكل ) Norfloxacin(10µg)حساسة للمضادات الحيوي 

  

 , F:Nitrofurantion , C:Chloramphenicol    ةالحيوي ات( : مقاومة البكتريا للمضاد 2كل )ش

APX:Ampicillin                  على وسطMuller Hinton  و حساسيتها للمضاد الحيوي

NOR:Norfloxacin 

و   Ampicillin ةالحيوي اتللمضاد P. aeruginosa( : مقاومة بكتريا  2جدول )

Nitrofurantion  وChloramphenicoI  لاكتام ألبيتالمجموعة  العاليةحيث تمتاز بمقاومتها 

 + اختبار السترات

 + تحلل الكازئين

 - تحلل النشا

 - اختبار اليوريا

 + تحلل الجيلاتنين

 + تحلل الارجنينين

http://www.jutq.utq.edu.iq/
http://www.jutq.utq.edu.iq/


عة ذي  لة جام .مج د ل المج ر  ا ـ .  12قـ دد ع ل زيران    2ا  2017ح

39 
www.Jutq.utq.edu.iq  الموقع الالكتروني للمجلة 

 

 Sensitive إلى  Resistance ,Sإلى   Rحيث يرمز 

  DNAاستخلاص الحامض النووي منقوص الاوكسجين  - 5

وكما موضح في  P.aeruginosaمن جينوم  الأوكسجينتم استخلاص الحامض النووي منقوص     

 .( 3الشكل )

 

 P. aeruginosa من جينوم DNA: استخلاص الحامض النووي 3) شكل )

 PCRبوساطة تقنية   P. aeruginosa في بكتريا oprL الكشف عن - 6

 .Pوجوده في بكتريا  PCR باستخدام تقنية   oprLتضخيم البادئ الخاص بنتائج  أظهرت    

aeruginosa  ان للمضاد الحيوي الامبسيلين المقاومة .oprL  2 بتركيزميز باستخدام الاكاروز  %

 ( 4. شكل ) 504bp كان حجمه   oprLتضخيم  نتيجةفولت و  70وفولتية 

 المضــــــاد الحيــــــــــــوي عدد العزلات المقاوم التأثير (ملم) قطر التثبيط

0 R 6 6 Nitrofurantion 

0 R 6 6 ChioramphenicoI 

30 S 0 6 Norfloxacin 

0 R 6 6 Ampicillin 

http://www.jutq.utq.edu.iq/
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  % 2باستخدام الاكاروز بتركيز   P. aeruginosaفي بكتريا  oprLجين تضخيم ( :  4كل )ش

 فولت 70وفولتية 

  لمناقشةا - 4

البكتيرية الخضراء  منتجة لصبغة P. aeruginosaن ( ا1في الشكل ) ألمبينهالنتائج  أوضحت     

وهما بايوسيانين )الأزرق(  البكتريا عن مزيج من عمليتي ايض في  عبارةالمزرقة وهي 

كائنات متباينة التغذية  البصرة باعتبارها موجودة في تربة و )وبايروفيردين )الأخضر

heterotrophs  احتياجاتها من المادة العضوية الموجودة في التربة . فعندما يموت النبات  تأخذوهي

البيئة على هيئة عناصر غذائية وطاقة بواسطة الفعالية التحليلية  إلى مكوناتهالحيوان تتحرر  أو

مثل ثاني اوكسيد  الأساسيةجزيئاتها  إلى الأجسام هذهحيث تعمل على تحليل  المهجرية للإحياء

وجودها ونموها في التربة يعتمد على وجود العناصر  إن.  [ 8] الماء والطاقة الحراريةالكاربون و

في التربة   إعدادهازيادة  إلىالعضوية يؤدي  الأسمدة بإضافةالغذائية جاهزة وان زيادة كميتها 

  [. 1] كونها جراثيم سلبية الغرامبصورة ملحوظة 

مطابقة للنوع المذكور في موسوعة بيركي  بأنها(  1نتائج التشخيص المبينة في جدول ) أعطتوقد     

  [.6]والبحوث الحديثة  

بيتا  وغالبية للبنسلين مقاومة طبيعية للبكتريا إن(  2في جدول ) ألمبينهالنتائج  أوضحت     

 على   جدار الخليةلاحتواء نتيجة سبب المقاومة هو  إن، لمضادات الحيويةلاكتام  الصلة ذات

 porin s.  خارج الخلية  المسئولة عن ضخ بعض المضادات الحيوية  مضخات الهروبوجود وبسبب 

[9 .] 

يبلغ  ذو حجم متوسط  oprL( بان جين  4في الشكل ) الموضحةنتائج الترحيل الكهربائي  أشارت    

للمضاد  الجرثومةوهو مسؤول عن مقاومة  aaeruginos .Pوموجود في جنس  bp504حجمه 

http://www.jutq.utq.edu.iq/
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تتمثل في وواحدة من الخصائص الأكثر إثارة للقلق   الانتهازية ةشديد البكتريا  إنالحيوي الامبسيلين . 

فرة هذه تعزى إلى اتخاذ إجراءات متضا المضادات ا على مقاومة عالية لعدد منمدى قابليته

 .oprL  [7 ]جين  مثل المقاومة للمضادات الحيوية الجينات إلىالتشفير  من

إحداث تغير في المضاد الحيوي، على سبيل المثال تقوم البكتيريا للبكتريا دور في  إن [10]أشارلقد    

ً في الم قد أو ضاد الحيوي، وبالتالي تؤدي إلى عدم فعالية الدواء وتثبيطهبإنتاج أنزيمات تسبب تكسرا

عن  أوالبكتريا تغييراً أو تطويراً في تركيب خليتها فتضلل المضاد الحيوي ولا تصبح هدفاً له تحدث 

هو عامل  PABAطريق تغيير الطّريق الأيضيّ عن طريق تكوين مركب بارا أمينو بنزويك أسيد 

لدى البكتيريا. وفي بعض الأحيان تقوم البكتيريا بإفراز  النّوويةّوالأحماض  الفوليكحمض مهمّ لصنع 

غشاء جديد من البروتينات يمنع دخول المضاد الحيوي إليها والتقّليل من تراكم المضادّ الحيويّ عن 

( طريق التقّليل من نفاذيةّ المضادّ الحيويّ إلى داخل الخليةّ أو تسريع التدّفقّ النّشط )الضّخّ إلى المحيط

 .[ 11]الغشاء الخلويّ البكتيريّ للأدوية عبر 

 

 الإنزيماتمعينه وهذه  إنزيماتالتشفير إلى  إنتاج إمكانيةلها   P. aeruginosaبكتريا  إنتبين     

 الإنزيماتالبيتالاكتميز حيث تقوم هذه  الإنزيماتمن هذه  المضاداتلبعض  المقاومةتعطيها صفه 

اختبار اء أجرومن خلال  12]]بتثبيط فعالية بعض المضادات مثل المضادات من نوع البيتالاكتام

وتتكون منطقة تثبيط Norfloxacin  الحيويللمضاد  حساسةهذه البكتريا تكون  إنالمضادات تبين 

بسبب  Ampicillin المضاد .بينما تكون مقاومه لل اهذ تأثير مدىحول المضاد والتي تبين 

البكتريا حيه وفعاله حول هذه  وتبقىهذه البكتريا بحيث لا تتكون مناطق تثبيط تنتجها التي  الإنزيمات

 .Pالتي تسببها بكتريا  للإمراضلا يمكن اعتباره علاج  Ampicillin إنالمناطق.وهذا يبين 

aeruginosa [13 ]. 
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Abstract 

The present study included  isolation and identification of Pseudomonas 

aeruginosa from Basrah soils . six isolates obtained from Basrah soils . The 

results appeared resistance for Ampicillin(10 µg), Nitrofurantion(300µg), 

Chloramphenicol (30µg) were as 100%      whereas sensitive to Norfloxacin 

(10µg). Detection of oprL in P.aeruginosa by BCR technology, that has 

important and potential role in Ampicillin resistant as molecular weight 

504bp                                                                                                                   

Keywords: Isolation of bacteria, identification, antibiotics, isolation of DNA, 

detection of oprL gene.     
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