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  الخلاصة

المتعددة   Klebsiella pneumoniaeدرست عملية تحييد البلازميد لسبع عزلات محلية لبكتريا      

 Acridinـالمقاومة للمضادات الحيوية والمعزولة من حالات التهابات المجاري البولية باستخدام مادتي ال

orange  والـSodium dodecyl sulphate  )SDS .( 

ً اذ بلغت  K.pneumoniaeأظهرت النتائج ان العزلات المحلية لجرثومة   كانت ذات مقاومة عالية جدا

لمضادات امبيسيلين،ببراسيلين، اموكسيسيلين، بنسلين ج، تتراسايكلين، ارثرومايسين وجنتامايسين %) 100(

لمضادات سيفاليكسين، سيفالوثين، سيفتازديم، سبروفلوكساسين، ) %86–71(واظهرت مقاومة عالية 

لمضادات سيفاكلور، سيفرادين، ونالدكسك %) 57–43(ستربتومايسين والتوبرامايسين، ومقاومة متوسطة 

لمضاد سيفوتاكسيم وانها كانت حساسة لمضادات %) 29(اسيد، في حين انها اظهرت مقاومة ضعيفة 

  . نكلورامفينيكول واميكاسي

اكثر كفاءة في احداث التحييد مقارنة بالـ  SDSومن خلال عملية تحييد البلازميد وجد ان مادة الـ 

Acridine   orange  حيث لوحظ فقدان المقاومة للمضادات الحيوية بالنسبة للـSDS  70(بمدى–

مة لمضادات ، وبعد عملية التحييد فقدت المقاو%)100–28(فكانت  Acridineاما بالنسبة للـ%) 100

الببراسيلين، اموكسيسيلين، بنسلين ج، سيفاليكسين، سيفالوثين،سيفتازديم، تتراسايكلين، جنتامايسين 

محمولة على البلازميد في حين لم تفقد  يويةوتوبرامايسين مما يدل على ان صفة مقاومة هذه المضادات الح

تربتومايسين مما يدل على ان المورثات مقاومة مضادات الامبيسيلين، سبروفلوكساسين، ارثرومايسين وس

  . التي تشفر لمقاومتها محمولة على الكروموسوم
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Abstract 
Curing of plasmid for 7 local isolates of K. pneumoniae have multi-drug resistance 
and isolated from urinary tract infections (UTI) by using acridin orange and sodium 
dodecyl sulphate (SDS) were investigated.  
These results showed that the local isolates of K. pneumoniae were very resist 
(100%) to Ampicillin, Pepracillin, Amoxicillin, Penicillin G, Tetracyclin, 
Erythromycin and Gentamycin, high resist (71–80%) to Cephalexin, Cephalothin, 
Ceftazidine, Ciprofloxacin, Streptomycin and Tobramycin, moderate resist 
(43–57%) to Cefaclor, Cephradin and Naldixic acid and weak resist (29%) to 
Cefotaxime while they were susceptible to Chloramphenicol and Amikacin.  
t was found that SDS is more efficient in curing than Acridin orange, hence the 
losing of the resistance of antibiotics by using SDS was in the range (70–100%) 
while by using Acridin orange was in the range (28– 100%). After curing of plasmid 
the Antibiotics resistance losed for Pipracillin, Amoxicillin, Penicillin G, 
Cephalexin, Cephalothin, Ceftazidin, Tetracyclin, Gentamycin and Tobramycin, this 
result confirm that the resistance of these antibiotics is born on plasmid, while the 
resistance of Ampicillin, Ciprofloxacin, Erythromycin and Streptomycin not losed, 
this result confirm that there resistance genes are born on the chromosome.  
 
 

  المقدمة
من العصـيات   Klebsiella pneumoniaeتعد بكتريا      

الممرضة السالبة لصبغة كرام انتهازية للفرص تسـاهم فـي   

احداث العديد من اصابات الجهاز التنفسي السفلي والمجـاري  

تـأتي   بكترياوهذه ال، ]١[ البولية واصابات الجروح والحروق

جاري البوليـة بعـد   بالمرتبة الثانية من مسببات التهابات الم

 .Escherichia coli [2]بكتريا الـ 

العديد من العصيات السالبة لصبغة كـرام بلازميـدات   تحوي 

تحمل مورثـات المقاومـة لمضـادات الامينوكلايكوسـايد،     

 الترايميثوبريم والتتراسـايكلين،  السلفونامايد، الكلورامفينكول،

تلفة مـن  توجد انواع مخ Klebsiellaوفي انواع بكتريا الـ 

البلازميدات التي تشفر لانزيمات البيتالاكتاميز واسعة الطيف 

والجـراثيم   ،]٣[ن المقاومة لمضادات البيتا لاكتا المسؤولة ع

المتعددة المقاومة للمضادات الحيوية عادة مـاتحوي جينـات   

قافزة متعددة وبلازميدات تحمل محددات وراثية لميكانيكيـات  

ن عملية العلاج بالمضادات صعبة مختلفة من المقاومة تجعل م

جداً وقد يقود ذلك الى استخدام مضـادات واسـعة الطيـف    

ويمكن لخلايا البكتريا ان تفقد البلازميـدات   [4]باهضة الثمن 

تلقائياً ولكن بترددات واطئة وهذه الظـاهرة تسـمى التحييـد    

التلقائي وبالامكان زيادة تردد فقدان البلازميدات عند تعرض 

 DNAالى مركبات تحشر نفسها بـين قواعـد الــ    الخلايا 

 ـ  Ethidium bromide وبشكل خاص الاكردينات مثل الـ

) SDS(او باسـتخدام مـواد مثـل الــ       Acridine والـ

Sodium dodecyl sulphate [5].  

استهدفت هذه الدراسة الحصول على عزلات محلية لبكتريـا  

Klebsiella pneumoniae ـ  اري من عينات التهابات المج

البولية وتشخيصها ودراسة مقاومتها لمجموعة مختـارة مـن   

المضادات الحيوية، والعلاقة بـين هـذه المقاومـة ووجـود     

البلازميد عن طريق اجراء عملية التحييـد للبلازميـد فـي    

عزلات هذه البكتريا باسـتخدام بعـض العوامـل الكيميائيـة     

  .ومقارنة النتائج

   المواد وطرائق العمل
 خيص العزل والتش

للنساء والرجال من (عينة من عينات البول  150جمعت      

من مستشفى الكندي التعليمي خلال المدة ) سنة 50 –20عمر 

في اوعية  2007من شهر كانون الثاني الى شهر نيسان للعام 

بلاستيكية معقمة وزرعت مباشرة باستخدام ناقل زرع معقـم  

هزة مـن شـركة   المج(على اوساط اكار الدم واكار ماكونكي 

Himedia م لمـدة   °37وحضنت عند درجة حرارة ) الهندية

ساعة وشخصت البكتريـا بالاعتمـاد علـى الصـفات      24

وللتأكـد مـن صـحة    ] ٧، ٦[التشخيصية الخاصة بالبكتريا 

 . API-20Eالتشخيص تم استخدام نظام التشخيص 

  اختبار الحساسية للمضادات الحياتية 
هنتون  -ار على سطح اكار مولراستخدمت طريقة الانتش     

باسـتخدام الاقـراص   ) الهندية Himediaالمجهزمن شركة (

)Disc-diffusion method ( [8] بكتريـا لاختبار حساسية 

K.Pneumaniae     للمضادات الحيوية حيـث لقـح الوسـط

  لقاح عدد الخلايا الجرثوميـة فيـه   باستخدام مسحة قطنية من

 ـ  /خلية  ١٠٨ × ١.٥ راص المضـادات  مللتر ووضـعت اق
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 24ْ م لمـدة   37الحيوية وحضنت الاطباق بدرجة حـرارة  

انـواع المضـادات الحياتيـة     ١ويوضـح الجـدول   . ساعة

  المســـــــــــتخدمة وتراكيزهـــــــــــا

  .والشركة المصنعة لها g / mlµبالـ 

 Acridineتحييد البلازميدات باستخدام صبغة الـ 
orange  

بكتريـا   في معاملة عزلات Trevors [9]اتبعت طريقة     

K.pneumoniae الــ   بوساطة صبغةAcridine orange 

اذ تم اختيار تركيز الصبغة التي سبقت التركيز المثبط الادنى (

والتي يكـون   µg/ml 120 لاختبار التحييد والمتمثل بالتركيز

  ).عدد الخلايا الحي اقرب الى السيطرة غير المعاملة

وتركيزها والشركة اسماء المضادات الحيوية المستخدمة :١جدول 

  .المصنعة لها

 تركيزهcode  اسم المضاد
µg/ml 

الشركة

  المصنعة
Ampicillin AM 10 AL-Razi 
Pepracillin PRL 100 AL-Razi 

Amoxicillin AX 25 AL-Razi 
Penicillin G P 10 AL-Razi 
Cephalexin CI 30 Oxoid 
Cephalothin CF 30 Oxoid 

Cefaclor CEC 30 Oxoid 
Cephradine CE 30 Oxoid 
Cefotaxime CTX 30 Bioanalyse 

Cephtazidine CTZ 30 Bioanalyse 
Ciprofloxacin CIP 10 Oxoid 
Tetracyclin TE 30 Bioanalyse

Chloramphenicol C 10 Bioanalyse
Erythromycin E 15 Bioanalyse
Gentamicin G 50 Bioanalyse

Streptomycin S 26 Bioanalyse
Tobramycin Tob 30 Bioanalyse

Nalidixic acid NA 30 Bioanalyse
Amikacin AK 10 Oxoid 

مللتر من المرق المغذي وترك انبوب  5جهز هذا التركيز في 

 104من دون اضافة الصبغة كسيطرة ولقحت الانابيب بحوالي

سـاعة   24م لمدة  °37مللتر وحضنت بدرجة حرارة / خلية 

تخافيف لجميع المزارع المعاملة والسيطرة غيـر     عملت ثم

نشـر  و 7-10 ،6-10 ،5-10المعاملة حيث خفف المزروع الى 

على وسط الاكار المغذي الصلب وحضـن   مللتر 0.2مقدار 

سـاعة او حتـى ظهـور     24م لمـدة   °37بدرجة حـرارة  

مسـتعمرة بوسـاطة    100مستعمرات واضحة، بعدها تم نقل 

الى اطبـاق مـن   ) Pickand Patch(اعواد خشبية وبطريقة 

قيد الدراسـة   ويهالاكار المغذي الحاوي على المضادات الحي

والتـي قاومتهـا   ) تراكيز المستخدمة في الاقراصوبنفس ال(

 24م لمدة  °37البكتريا وحضنت الاطباق عند درجة حرارة 

ساعة وتم ملاحظة النتائج ولغرض التعـرف علـى الخلايـا    

المحيدة فاننا نلاحظ عدم ظهور نمو علـى وسـط المضـاد    

وظهوره على الوسط الخالي من المضاد وهذا يعني ان الخلية 

 . قاومة ذلك المضادفقدت صفة م

 Sodium dodecylتحييد البلازميدات باستخدام 

sulphate  )SDS ( 

فـي معاملـة    [10]وجماعته  Marceloاتبعت طريقة      

حيـث   SDSبوساطة الـ  K. pneumoniae بكترياعزلات 

مللتر مـن وسـط المـرق     5لقح  ،%)1(تم اختيار التركيز 

وحضن عند   K. pneumoniae بكترياالمغذي بمستعمرة من 

مللتر من وسط المـرق   5ساعة ثم لقح  24م لمدة  37درجة 

بحـوالي  % ١بتركيز نهائي  SDSالمغذي الحاوي على الـ 

مللتر من المزرعة الجرثومية المحضـرة مسـبقاً   /خلية 104

سـاعة   24م لمدة   37وحضنت الانابيب عند درجة حرارة 

ذلـك   بعـد . كسـيطرة  SDSوترك انبوب دون اضافة مادة 

اجريت سلسلة مـن التخـافيف لجميـع المـزارع المعاملـة      

 6-10 ،5-10والسيطرة غير المعاملة حيث خفف المزروع الى 

على وسط الاكـار المغـذي    مللتر 0.2ونشر مقدار  7-10و 

ساعة او حتـى   24م لمدة  37الصلب وحضن بدرجة حرارة

ظهور مستعمرات بشكل واضح وبعدها تكمل التجربة كما في 

  .Acridine orangeقة التحييد باستخدام صبغة الـطري

  النتائج والمناقشة 

عينة مـن عينـات البـول لمرضـى      150من مجموع      

عينة موجبـة   110مصابين بالتهابات المجاري البولية كانت 

 23ومن هذه العينات تم الحصول على  بكتيريلظهور النمو ال

، %25.9اي بنسبة عـزل   Klebsiellaعزلة محلية للجنس 

وبنسبة  Klebsiella pneumoniaeمنها تعود الى النوع  12

، اعتماداً على الاختبارات التشخيصية الخاصة %10.9عزل 

كما تم التأكد من صـحة التشـخيص    ]٧، ٦[بهذه الجرثومة 

  ). API-20E(باستخدام نظام التشخيص 

تم اجراء اختبار الحساسية للعزلات المحلية قيد الدراسة لعدد 

اذ لوحظ في الاختبار الاولي لحساسية  ويةالمضادات الحيمن 

 ـ 19العزلات الجرثومية لـ  امتلكـت سـبعة    ويمضاد حي
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-MDR (Multi(عزلات مقاومة متعددة للمضادات الحيوية 

drug Resistant   اي انها مقاومة لثلاث مضادات او اكثـر

  .2من المضادات المستخدمة وكما موضح في الجدول 

ان هنالـك اختلافـات بسـيطة بـين      2ول ويتضح من الجد

وانها مقاومـة جـداً    ويةالعزلات في مقاومتها للمضادات الحي

 ،اموكسيسـيلين  ،ببراسـيلين  ،لمضادات الامبيسلين%) 100(

واظهرت . ارثرومايسين وجنتامايسين ،تتراسايكلين ،بنسلين ج

 ،سـيفالوثين  ،العزلات مقاومة عالية لمضادات سيفاليكسـين 

ستربتومايسين والتوبرامايسـين   ،سبروفلوكساسين ،سيفتازديم

 ،ومقاومــة متوســطة لمضــادات ســيفاكلور ،%)86–71(

في حين انها اظهرت  ،%)57–43(سيفرادين ونالدكسك اسيد 

وكانـت حساسـة   %) 29(مقاومة ضعيفة لمضاد سيفوتاكسيم 

    .لمضادات كلورامفنيكول والاميكاسين

حيوية لعزلات  اختبار الحساسية للمضادات ال :2جدول 
K.pneumoniae  .[11]  

  

 ت

  

  المضاد الحيوي

 K. pneumoniaeعدد عزلات

K1 K2 K3K4K5K6K7

النسبة

المئوية

للعزلات

المقاومة
1 Ampicillin R R R R R R R 100% 
2 Pepracillin R R R R R R R 100%
3 Amoxicillin R R R R R R R 100% 
4 Penicillin G R R R R R R R 100% 
5 Cephalexin R R I R R R I 71% 
6 Cephalothin I R R R R I R 71% 
7 Cefaclor S R R R I R I 57% 
8 Cephradine S R R R R I S 57% 
9 Cefotaxime S I R R I I S 29% 

10 Ceftazidine S R R R R R I 71% 
11 Ciprofloxacin R I R R R R I 71% 
12 Tetracyilin R R R R R R R 100% 
13 ChloramphenicolS S S S S I S - 
14 Erythromycin R R R R R R R 100% 
15 Gentamycin R R R R R R R 100% 
16 Streptomycin R R R I R R R 86% 
17 Tobramycin I R R R R R R 86% 
18Nalidixic acid R S R R S S I 43% 
19Amikacin S S S S S S S - 
R :      مقاومةS :       حساسةI :متوسط الحساسية  

 K. pneumoniae بكتريـا ان المقاومة العالية التي اظهرتها 

لمضادات البيتالاكتام تعود بشكل كبير الى انتاجها لانزيمـات  

 – Extended Spectrum Betaالبتالاكتاميز واسعة الطيف 

Lactamase  (ESBL) اسات الى اذ اشارت العديد من الدر

منتجة بشكل كبير لهذه الانزيمات  Klebsiella ان انواع الـ

قد يعود سبب المقاومة العالية لهذه المضـادات   ،كما[13,12]

الى ان هذه العزلات غالباً ما تعود الـى مرضـى اسـتعملوا    

من الواضـح  . [12]العديد من المضادات ولمدة زمنيه طويلة 

ن المضادات الحيوية تشمل ان تعدد المقاومة لمجاميع مفيدة م

البتالاكتام، الامينوكلايكوسايد والكوينولـونز قـد ازداد فـي    

السنوات الاخيرة بشكل عام بين عدد مـن البكتريـا السـالبة    

لصبغة كرام خاصة بين المرضى الراقدين في المستشـفيات  

وفي الدول النامية تكون مقاومة البكتريـا للمضـادات    [14]

ستعمال غير المناسب لهذه المضـادات  عالية وهذا مرتبط بالا

وفقدان العناية الصحية الشخصية واسـتعمال علاجـات ذات   

  . [15]نوعية رديئة وهذا ما يجعل عملية العلاج صعبه 

تظهر الجراثيم المنتجة لانزيمات البيتالاكتاميز حساسية لبعض 

كما لوحظ ان معظم عزلات  [16]الاميكاسين المضادات مثل 

K. pneumoniae    المنتجـة للــESBL    كانـت مقاومـة

للجنتامايسين والتتراسايكلين ولكنهـا حساسـة للسيفوكسـيتين    

والحساسية التي اظهرتها العزلات المحلية . [17]والاميكاسين 

للكلورامفنيكول قد يعود الى قلة استخدام هذا المضاد لعـلاج  

  UTI [18].اصابات الـ 

 سـتخدام الــ   تم اجراء تجربـة التحييـد للبلازميـدات با   

Acridine orange  والـSDS    على جميـع عـزلاتK. 

pneumoniae  واختبار حساسية البكتريا تجاه المضادات التي

 3 اظهرت لها مقاومة عالية وكما هو موضح من الجـدولين 

  .4و

 K. pneumoniaeتأثير تحييد البلازميد لعزلات  :3جدول 

  .في مقاومة المضادات الحيوية Acridine orangeباستخدام 

  

 ت

  

  

  المضاد الحياتي

 النسبة المئوية لتحييد البلازميد الذي

  (%)يشفر لمقاومة المضاد 

  K. pneumoniaeرقم عزلة 
K1 K2K3 K4 K5 K6 K7 

1 Ampicillin 10 R R R R R R 
2 Pepracillin 50 85 42 80 79 45 66 
3 Amoxicillin S S 85 S 90 94 92 
4 Penicillin G S 90 95 93 89 S 95 
5 Cephalexin 80 78 I 60 81 67 I 
6 Cephalothin I 40 28 69 70 I 77 
7 Ceftazidine S 81 80 71 90 75 I 
8 CiprofloxacinR I R R R R I 
9 Tetracyilin S 90 87 83 88 66 85 

10 ErythromycinR R R R R R R 
11 Gentamycin 70 91 72 79 69 84 86 
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12 StreptomycinR R R I R R R 
13 Tobramycin I 65 93 76 84 85 89 

R        :مقاومة .  

S        : 100تشير الى ان النسبة المئوية للتحييد (حساسة .(% 

I        : لم يجر اختبارها(متوسطة الحساسية.(  
 K. pneumoniaeتأثير تحييد البلازميد لعزلات  :4جدول 

  في مقاومة المضادات الحيوية SDSباستخدام الـ 

  

 ت

  

  

  المضاد الحيوي

 النسبة المئوية لتحييد البلازميد الذي

  (%)يشفر لمقاومة المضاد 

  K. pneumoniaeرقم عزلة 

K1 K2 K3K4K5K6K7
1  Ampicillin  R  R  R  R  R  R  R  
2  Pepracillin  98  82  89  S  85  8887  
3  Amoxicillin  S  S  S  94  92  91  98  
4  Penicillin G  96  S  92  94  99  S  S  
5  Cephalexin  91  80  I  83  89  87  I  
6  Cephalothin  I  70  75  87  90  I  92  
7  Ceftazidine S  S  92  89  86  90  I  
8  CiprofloxacinR  I  R  15  R  R  I  
9  Tetracyilin S  S  82  85  86  92  S  

10 ErythromycinR  R  R  R  R  R  R  
11 Gentamycin 85  S  90  91  86  S  95  
12 StreptomycinR  R  R  I  R  R  R  
13 Tobramycin I  91  S  86  90  92  S  

R      :مقاومة .  

S      : 100تشير الى ان النسبة المئوية للتحييد(حساسة  .(%  

I      : لم يجر اختبارها(متوسطة الحساسية.( 

 ـ 4و 3يتضح من الجدولين        Acridine ـان استخدام ال

orange  والـSDS     ادى الى حدوث تحييـد فـي مقاومـة

ــيلين،    ــة ببراس ــادات الحيوي ــة للمض ــزلات البكتيري الع

اموكسيسيلين، بنسلين ج، سيفاليكسين، سيفالوثين، سـيفتازديم،  

تتراسايكلين، جنتامايسين، وتوبرامايسين في حين لـم يحـدث   

تحييد لمقاومـة المضـادات امبيسـيلين، سبروفلوكساسـين،     

ويلاحظ وجود تشابه في فقدان . ايسين وستربتومايسينارثروم

المقاومة للمضادات باستخدام عاملي التحييد الا ان مادة الــ  

SDS اكثر كفاءة في احداث التحييد من مادة الـAcridine 

orange    حيث اظهرت النتائج فقـدان المقاومـة للمضـادات

ل اما بالنسبة لعام% 100 –70كانت بمدى  SDSبالنسبة للـ 

، وتتفق هذه النتيجة مـع مـا   %100 – 28الاكردين فكانت 

كمادة اكثر تـأثيراً فـي    SDSاشار له الباحثون في دور الـ 

بتـردد   K. pneumoniaeتحييد البلازميدات في بكتريا الـ 

 ـ      ـ عالي مقارنـة ببقيـة عوامـل التحييـد المسـتخدمة كال

  .Ethidium bromide [19]والـ Novobiocinـ

تحييد في مقاومة المضادات الحيوية لمجموعـة  يعود حدوث ال

البيتالاكتام الى ان صفة مقاومة هذه المضادات محمولة علـى  

عن طريق انتاجها لانزيمـات البتالاكتـاميز    Rالبلازميدات 

البكتريا المنتجة لهذه الانزيمات عادة مـا تكـون    وهذه [20]

بلازميداتها تحوي مورثات تشفر ايضاً لمقاومـة مضـادات   

رى كالأمينوكلايكوســايد، الكوينولــونز، التراميثــوبريم اخــ

، كما لاحظ عدد من الباحثين ان جميـع  [21]والتتراسايكلين 

  عــــــــــــــــــــــــــــزلات

K.pneumoniae   المعزولة من اصابات المستشفيات تحـوي

وان مقاومة البتالاكتام والامينوكلايكوسـايد  ) 87kb(بلازميد 

عن طريق المعاملة  والتتراسايكلين تفقد بعد تحييد البلازميدات

مما يدل على ان مورثاتها محمولـة   Acridine orangeبالـ

 .Kووجـد ان العديـد مـن بكتريـا     . [17]على البلازميد 

pneumoniae   المعزولة من عينات البول اظهرت اسـتجابة

قليلة لمضاد السيفوتاكسيم وهذه العزلات تحمل بلازميد يشفر 

ان عدم حـدوث  . [22]ن لمقاومة التتراسايكلين والسيفوكسيتي

التحييد لمقاومة المضادات امبيسلين وستربتومايسين جاء متفقاً 

مع ما توصل اليه بعض الباحثين فـي احـدى المستشـفيات    

  الباكستانية من ان صفة مقاومة هذه المضادات فـي بكتريـا  

K. pneumoniae    المعزولة من عينات مختلفـة لمرضـى

لى الكروموسوم ولـيس  راقدين في المستشفى تكون محمولة ع

 ـ  Acridineالبلازميد وذلك بعد اجراء التحييد باستخدام الـ
orange  .[23] 

تشير النتائج التي حصلنا عليها الى عدم حدوث تحييد لمقاومة 

  السبروفلوكساسين في حين اشارت دراسات الـى ان بكتريـا  

K. pneumoniae   تحوي بلازميدات فيها مورثات مسـؤولة

اومة مضادات الكوينولونز كما لوحظ هذا فـي  عن التشفير لمق

وذكر وجود ارتباط قريـب   ،[24]الولايات المتحدة الامريكية 

ومقاومة السبروفلوكساسـين فـي    ESBLبين انتاج انزيمات 

بالنسبة  ، اماK. pneumoniae [25]العديد من سلالات الـ 

للمضاد ارثرومايسين فان عدم حدوث تحييد لمقاومته قد يعزى 

وجود الصفة المسؤولة عن مقاومته على نوع اخر مـن   الى

  .Rالبلازميدات غير النوع 

  المصادر
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