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 Abstractلممخص ا

أخذت مقاكمة الجراثيـ لمكينكلكنات المفمكرة بالانتشار حكؿ العالـ عمف عزلات سريرية مف الأمعاريات، كتتعمف 
. الآلية التقميدية لممقاكمة ظيكر عدة مكرثات مسؤكلة عف مقاكمة الجراثيـ لمكينكلكنات كمحمكلة عمى الصبغيات

 PMQR Plasmidعف مقاكمة الكينكلكنات محمكلة عمى البلبزميد كلكف تـ مؤخران اكتشاؼ مكرثات مسؤكلة 
Mediated Quinolone Rersistnace  تؤدم إلى مقاكمة منخفعة المستكل لمكينكلكنات، قد يككف السبب في

لقد كاف اليدؼ مف الدراسة . دفع الخلبيا الجرثكمية لزيادة تكاتر حدكث الطفرات لتحقيؽ مستكيات مقاكمة عالية
عمف عزلات جرثكمية ماخكذة مف مشافي حمب الجامعية، كتحديد دكرىا  PMQRالعكء عمى مكرثات تسميط 

. في حدكث المقاكمة

عزلة مف الأمعاريات المنتجة لأنزيمات  123تـ تحرم المقاكمة الجرثكمية لصادات الكينكلكنات عند 
Extended-spectrum-ß-lactamase ESBL (99  إشريكية قكلكنيةEscherichia coli   24ك 

، كتـ تحديد المقاكمة الظاىرية تجاه السيبركفمككساسيف بحساب (Klebsiella  pneumoniaeكميبسيمة رركية  
بطريقة التمديد، كما تـ التحرم عف  خمس مكرثات مسؤكلة عف صفة المقاكمة لتمؾ  MICالتركيز المثبط الادنى 

 كذلؾ باستخداـ تقنية الػ aac(6′)- Ib-crل بالاعافة إؿ  qnrA, qnrB, qnrS , qepAالصادات كىي

Polymerase chain reaction PCR .

  .

  qnr َ93  مىٍب رمزهك مُرثخ42 )كالتالي تكزعت   PMQRعزلات تمتمؾ إحدل مكرثات  103تبيف لنا أف 

كانتا ؼqepA أَ   qnrA الأكثر انتشاران، أما مكرثتي aac(6’)-Ib، كانت (aac(6’)-Ib مُرثخ  مزهكدمىٍب 
غير مكجكدتيف عند جميع العزلات المدركسة، كما لاحظنا كجكد علبقة ذات أىمية إحصارية تربط بيف كجكد 

  .العزلات المقاكمة لمسيبركفمككساسيف مف الناحية الظاىريةَ aac(6′)-Ib-crمكرثات 

  PMQR; qnr; aac(6′)-Ib-cr; ESBL, qepA .:انكهمبد انمفزبحٍخ 
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  Introductionمقدمة ال1.

مع التطكر في الصناعة الدكارية كذلؾ في النصؼ الثاني مف القرف ( 1940)تزامف اكتشاؼ البنسميف 
 أعدادعديدة مف الصادات الحيكية ساىمت بانخفاض ممحكظ في  أجياؿلاصطناع  أدلالعشريف مما 

و عدم لمصادات الحيكية ( عدـ الترشيد في استيلبؾ)ف الاستخداـ المفرط ألا إ .[1] الكفيات حكؿ العالـ

 selectionلظيكر سلبلات مقاكمة عبر العغط الانتقاري  أدلاتخاذ التدابٌر العلاجٌة المناسبة 

pressure [2 ,3] ، الكفيات في ظؿ فقداف تمؾ الصادات الحيكية  أعدادكترافؽ ذلؾ مع زيادة
 .[1]تياعاليلؼ

 الجراثيـ سمبية مجمكعة كنات بالانتشار عمفلكينكؿالجراثيـ ؿمقاكمة  أخذتالاخيرة،  الآكنةففي 
الجرثكمية المقاكمة  نكاعالمتزايدة مف الأ عداد، كقد تـ تفسير الأGram-negative bacteria [4]الغراـ

ف ألا إ، (الطريقة التقميدية لحدكث مقاكمة لمكينكلكنات)حدكث طفرات صبغية  إلىلمكينكلكنات حكؿ العالـ 
 ان أفقياكمة تتعمف مكرثات محمكلة عمى البلبزميدات كقابمة للبنتقاؿ حديثة لممؽ آلياتاكتشاؼ 

horizentally  [5]حدكث تمؾ المقاكمة  آلياتف تساىـ في تفسير أيمكف .
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 ريــالقسم النظ
 

 

 

 

 

 

 

“It is not difficult to make 

microbes resistant to penicillin in 

the laboratory by exposing them 

to concentrations not sufficient 

to kill them, and the same thing 

has occasionally happened in the 

body… and by exposing his 

microbes to non-lethal quantities 

of the drug makes them 

resistant” 

(Fleming, Nobel Lecture 1945) 

ٌحذر من ظهور ( مكتشف البنسلٌن)الٌكساندر فلمنغ 

 1945المقاومة منذ عام 
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 Quinolones & Fluoroquinolonesوالكينولونات المفمورة  الكينولونات1.1.
فيي فعالة فمكيان ككريديان كتممؾ  ةكسريرم ةأثبتت كفاءة اقتصادم ،قاتمة لمجراثيـ، ةصنعي صادات حيكيةالكينكلكنات 

كلقد  ،مختمفة عف باقي الصادات الحيكيةتأثير جزيرية  آليةتمتمؾ سيمة الاصطناع، كما ، لجراثيـا عد اكاسع اطيؼ
 .[7, 6] العالـفي  عمف أكثر الأدكية المكصكفة تطكرت لتصبح مف

كناتج  1962 عاـ فيالكينكلكنات زمرة مف  حيكمأكؿ صاد كىك  (Nalidixic acid)اليديكسيؾ حمض الفاكتشؼ 
كبعد  ،لجراثيـ سمبية الغراـا عد فعاليةكالذم أظير  (1شكؿ)المعادة لمملبريا الكمكرككيف  مرافؽ لاصطناع ثانكم

كعمى الرغـ مف أنو  ،كينكلكناتكؿ لؿؿ الأمالناليديكسيؾ متكفران في السكؽ الدكاري كشكؿ الج حمضذلؾ أصبح 
عمى  فقطمحدكد اؿ قإلا أف طيؼ سمبية الغراـ، لمجراثيـ قاتلبن  ان كتأثيرعلبجية جيدة  فعاليةيممؾ ك تصنيعاؿ سيؿ
نتانات البكلية المكتسبة مف علبج الإ في مف استخدامو كخاصة ت كثيران ة حدحراركو الدكاريك قكلكنيةاؿ شريكيةالإ

  .[8]في كقتنا الحالي  ستخدـ سريريان بشكؿ كاسعتكالتي المفمكرة كير مركبات الكينكلكنات تط إلى كقاد المجتمع

 

 إنتاج حمض الناليديكسيؾ مف الكمكرككيف : (1)شكؿ 
عد  ةكبير فعاليةب( 2شكؿ ) nalidixic acidكما في حمض الناليديكسيؾ لأجياؿ الأكلى مف الكينكلكنات ا تمتعت
كاعحة عد الجراثيـ مكجبة الغراـ اليكارية أك حتى الجراثيـ  فعاليةـ اليكارية  دكف أف تظير الغرا سمبيةالجراثيـ 
، norfloxacin ،ciprofloxacin ،ofloxacinفي حيف أف الجيؿ الثاني مف الكينكلكنات بما فييا الػ  .اللبىكارية

levofloxacin ،lamefloxacin ،pefloxacin  الجراثيـ اليكارية المكجبة  مف كؿ عدكبيرة  فعاليةكاف لو
 .[9] الغراـ كلكنيا أيعان كانت ععيفة عد الجراثيـ اللبىكارية سمبيةكاؿ

 مركب وسٌط
حمض النالٌدٌكسٌك ، اول الكٌنولونات 

 التجارٌة



4 

 

 
  لحمض الناليديكسيؾالكيميارية  ةالصيغ:  (2)شكؿ 

كؿ أ لمحصكؿ عمى أدلما  norfloxacinلممركب  C-6عمى المكقع  إعافة ذرة فمكرفيما بعد تـ 
، grepafloxacin)الأساس لاصطناع مركبات الجيؿ الثالث مف الكينكلكنات الفمكرككينكلكنات كقد كاف ذلؾ 

gatifloxacin ،sparfloxacin ،tamefloxacin )مكجبة الغراـ كبشكؿ الجراثيـ كبيرة عد  فعاليةكالتي تميزت ب
نات ، أما الجيؿ الأخير مف مركبات الكينكلكةاللبىكاريالجراثيـ  ك pneumococciالمككرات الرركية  خاص

(trovafloxacin ،clinafloxacin ،sitafloxacin ،moxifloxacin ،gemifloxacin ) كالذم يعتبر الجيؿ
المككرات  عدتو عاليؼ تحسيفكتـ  ةاللبىكاريالجراثيـ  عد ةكبير فعاليةفقد تميز ب ،الرابع لمركبات الفمكرككينكلكنات

. كنات المفمكرة الأكثر استخدامان في الممارسة السريريةالصيغ الكيميارية لمكينكؿ( 3الشكؿ )يبيف . [8] الرركية
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لاً فً الممارسة السرٌرٌة ( : 3)شكل  الصٌغ الكٌمٌائٌة للكٌنولونات المفلورة الأكثر استخداما

 

 :   الجزيئية لعمل الكينولونات المفمورة   ليةالآ. 1.1.1

يزكميراز ) فنزيميف الجرثكمييالأ المفمكرةتستيدؼ الكينكلكنات  لمنمك الخمكم  العركرييف(  VIدنا جيراز ك تكبكا 
داخؿ الخمية الجرثكمية عبر قنكات غشارية مميرة بالماء  بالعبكر إلىالكينكلكنات المفمكرة  حيث تقكـ. [10]كالتكاثر 

 دنااؿ داخؿ الخمية تقكـ بتثبيط تعاعؼ إلى، كحالما تصؿ بلبسميختراؽ الغشاء اؿاك عف طريؽ أ ،(بكرينات)
يزكميراز)جيراز اؿ أنزيـالجرثكمي بالتأثير عمى  يزكميرازاؿك( IIتكبكا  ، حيث ترتبط جزيرات IV   [11 ,12 ,13]تكبكا 

ؿ معقد ثلبثي متشؾيتبعو  نزيـتغيرات شكمية في الأ إلىمؤدية ( دنا  -أنزيـ)الكينكلكنات المفمكرة مع معقد 
 helicase الحمزنة أنزيـككذلؾ  RNA polymerase أنزيـكؼ منع حركة شككة التعاعم( دنا -أنزيـ -كينكلكف)

كالتي يرتبط  دنامف جزيرات اؿ( ساربة)كيترافؽ ما سبؽ مع ظيكر نيايات حرة  .إلى تثبيط تعاعؼ الدنامما يؤدم 
(. 4شكؿ ) [15, 14, 13]مكت الخمية  إلى كبالتالي تؤدم   exonucleaseلياز الخارجيةكات النؾأنزيـمعيا 

لرئٌسٌة للكٌنولونات مع بنٌة اال

 6ود ذرة فلور على كربون وج

  ضافة حلقة بٌبرازٌنٌلإ

عال ضد ، ف7على كربون 

 الغرام سلبٌات

ضافة حلقة إ

 مستبدلة بٌبرازٌنٌل

، فعال 7على كربون 

 إٌجابٌات الغرامضد 
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 (www.pnas.org)  عمل الكٌنولونات المفلورة آلٌة: ( 4)لشك

 

: Gyrase & Topoisomerase enzymesات الجيراز و التوبوايزوميراز أنزيم2.1.1.

ف تتخطى ىذه أبعاد الخمية الجرثكمية الكاحدة كلابد لمجراثيـ أتحكم كؿ خمية جرثكمية عمى صبغي يزيد طكلو عمى 
نقاص طكؿ صبغييا عف طريؽ المؼ الفارؽ السمبي المعاكس للبلتفاؼ إ إلى عادةن المشكمة الفراغية، لذا تمجأ 

ات بعمؿ نزيـ، حيث تقكـ بيذه الأ الجيراز ك التكبكايزكميرازات أنزيـ كيتـ ماسبؽ عف طريؽ الحمزكني لشريط الدنا
عتبر العمميات السابقة عادة كصميا مف جديد بما يحقؽ المؼ الفارؽ السمبي، كتكؽ في شريط الدنا كا  أك شؽثلبـ أ

 [16]صلبح الدنا كا   شيبك تأعركرية لتعاعؼ 

تحت الكحدات  رمزت ،GyrB كتحت كحدتيف GyrAمف تحت كحدتيف  II) تكبكايزكميراز)يتألؼ أنزيـ الجيراز 
GyrA (97 kDa ) مكرثةطة اسبك gyrA  620 يبمغ طكليا حكاليbpالأكلى أمينية : ، كتمتمؾ نيايتيفN-

terminal دناالركابط الفكسفك دم استيرية في جزمء الػ رتباط، حيث تقكـ بفؾإعادة الاك نفصاؿالاؤكلة عف مس 
 دناالمكاف الذم يمتؼ فيو الػتمثؿ  C-terminal، كالثانية كربككسيمية ثبت النيايات المقطكعة بركابط تشاركيةتك

مكعحا النياية الامينية كالتي ىي منطقة  DNAgyraseالبنية الفراغية لانزيـ ( 5الشكؿ )يبيف . [8] نزيـحكؿ الأ
. ATP الػربط 
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   DNA gyrase نزيـالبنية الفراغية لأ :(5)شكؿ 

تساعد عمى  ، تحكم عمى نيايات أمينيةgyrB مكرثةطة ابكس فترمز GyrB (90 kDa)أما تحت الكحدات 
 topoisomeric) الفراغي لتكععتغيرات في ا لإحداثكفر الطاقة اللبزمة ت تياؿ ATP طاقةاؿجزيرات ارتباط 

change) كالاتصاؿ مع تحت الكحدات دناعف ارتباط الػ ةالمسؤكؿ فييالكربككسيمية  اتالنيام، أما GyrA [8]. 

 يممؾ،  ParE كتحت كحدتيف  ParCمف تحت كحدتيف topoisomerase IV  ك يتككف أنزيـ التكبكايزكميراز
 لكؿ مف أنزيمي الجيراز كالتكبكايزكميراز تاكحداؿتحت  ابو في بنىبسبب التش جيرازلكظارؼ الػ شابيةكظارؼ ـ
 ParEتحت الكحدة ؿ parE المكرثة ترمزبينما  ParCتحت الكحدة ؿparC (559 bp  ) مكرثةاؿ ترمزحيث 

[8] .

ف تتعـ آليةب خلبؿ النمك الخمكم الػدنا  في جزمء  topologicalتنظـ الأنزيمات السابقة حدكث تغيرات فراغية 
خر عبر الشؽ، كمف ثـ إعادة كصؿ النيايات الحرة مرة آ، إمرار شريط (إحداث شؽ اك ثمـ) دناقطع شريط الػ 

(. 6)شكؿ [8] أخرل مع عدـ التأثير عمى تتالي التسمسلبت النكمكتيدية
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( Lippincott's illustrated review: pharmacology)آلٌة عمل أنزٌم  الجٌراز :( 6)شكل

( امام المستوي)عادة التحام الشرٌطٌن المقطوعٌن إ، مرور قطعة دنا غٌر مقطوعة ، من ثم ( الشرٌط الخلفً)ٌطً الدنا قطع شر*

يزكميراز أنزيمي الجيراز كختمؼ م جزيرات السمبي ؿلؼ اؿ حدكثالأكؿ مسؤكؿ عف  دحيث يعفي الكظيفة،  IVالتكبكا 
 الثانيأما  ،[17]أثناء عممية التعاعؼ helicaseأنزيـ الييميكازعف  ةالناتجالتغيرات الفراغية نقاص إالػدنا بيدؼ 

أنزيـ  كيعد ،(7)شكؿ نقساـ الخمكمالا فيك مسؤكؿ عف إنفصاؿ الصبغييف المترابطيف في المرحمة النيارية مف
كنجد  ،ان ثانكم ان ىدؼIV التكبكايزكميراز، في حيف يعد الرريسي لمكينكلكنات عند سمبيات الغراـىك اليدؼ  الجيراز
.  [7]ذلؾ عند إيجابيات الغراـ عكس 

 
الانقساـ الخمكم مرحمة التكبكايزكميراز في فصؿ الصبغييف خلبؿ  أنزيـدكر : ( 7)شكؿ

 

إنطواء النصف ااٌسر من 

 الحلقة فوق النصف الأٌمن

انفتاح الجزء الخلفً من الشكل 

 المتحلزن من الحلقة

إمرار الجزء اامامً من الشكل 

حلزونً خلال الفتحة المتشكلة ال

 واعادة اغلاقها 
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ظهور المقاومة  . 2.1

, 18]بدءان مف ثمانينيات القرف الماعي نتانات الجرثكمية خدمت الكينكلكنات المفمكرة بنجاح عد العديد مف الإاست
 إلا أف. مركبات صنعية بشكؿ كامؿ ساد الاعتقاد بصعكبة نشكء مكرثات مقاكمة لمكينكلكنات، باعتبارىاكقد . [19

الاستخداـ  بالتزامف مع [4]الأمعاريات حكؿ العالـ عبر أخذت بالإنتشارلكينكلكنات المفمكرة الجرثكمية ؿ المقاكمة
 .[22, 21, 20, 2]لكينكلكنات التمؾ كالعشكاري المتزايد 

بشكؿ تجريبي أك كقاري لمكينكلكنات معدلات عالية حكؿ العالـ، بسبب استخداميا  الجراثيـ مقاكمة سجمت كلقد
الاستخداـ المكثؼ  بسببكيات مرتفعة مقارنة مع الدكؿ المتقدمة بمغت المقاكمة س العالـ الثالثبمداف ففي . [23]

جعت الأبحاث ارتفاع معدلات المقاكمة لمكينكلكنات لمكينكلكنات نتيجة رخص ثمنيا، أما في الدكؿ المتقدمة فقد أر
. [8]إلى شيكع استخداميا في الطب البيطرم 

في مناطؽ مختمفة مف  جرثكميةنكاع اؿالعديد مف الأ دمف المقاكمة لمكينكلكنات عف عاليةلكحظ كجكد معدلات قد ك
-1997بيف العاميف  ركفمككساسيفلمسبكالتي تممؾ سكيات مقاكمة عالية، بمغت المقاكمة ففي الصيف  .العالـ

كفي دراسة صينية اخرل بمغت نسبة  [24] قكلكنيةاؿ شريكيةمف الإ عزلاتمف ض%  50مف  أكثر 1999
زيادة استخداـ الكينكلكنات المفمكرة  أدلكفي الكلايات المتحدة كحدىا  .[25]% 70المقاكمة لمسيبركفمككساسيف 

بركفمككساسيف بيف عصيات سمبية الغراـ معزكلة مف كحدات مستعاعؼ معدؿ المقاكمة لؿ إلى%  40بمقدار 
  [27]تزايد المقاكمة تجاه الكينكلكنات المفمكرة في كؿ أنحاء أكركبا عمكمان  إلىإعافة  ،[26]العناية المركزة 

سبيؿ في إسبانيا عمى كؿ في معالجة إنتاف الطرؽ البكلية منذ منتصؼ التسعينيات لألدرجة أنيا لـ تعد الخيار ا
 .[28]المثاؿ 

الاساس الوراثي لممقاومة -لكينولوناتلمقاومة ال آلية. 1.2.1

جيزة ـ بالتعبير عف قنكات البكريف أك أعف طفرات صبغية تتحؾالجرثكمية لمكينكلكنات ف تنشأ المقاكمة يمكف أ
ة، مف ناحية اخرل الخمية الجرثكمي إلىالعخ الخارجي كالتي تقكـ بدركىا بالتحكـ بمركر الصاد الحيكم مف ك

مف مكقع محدد بنقميا  transposonينقكؿ يقكـ اؿ لمقاكمةؿ تسمسلبت( شيبتأ)إدخاؿ تتحقؽ المقاكمة عف طريؽ 
كيعد ىذه الأخير مف العناصر الكراثية النقالة  التعبير الكراثي عنيا نتغركفكيتكلى الإ خرإلى مكقع آ دناعمى الػ

لى بلبزميدات يتـ تبادليا بيف الأنكاع الجرثكمية ، كتحمؿ المكرثات السابقة عكالتي تساىـ بانتقاؿ مكرثات المقاكمة
. [7] ك حتى في التربةأك الحيكاف أنساف المختمفة داخؿ جسـ الإ
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الصبغي  بالمقاومة المرتبطة . 1.2.1.1

التي ، كprogenyبناء إلى الذرارم الأتكتسب المقاكمة المرتبطة بالصبغيات عبر طفرات تنتقؿ بشكؿ عمكدم 
عمى 1987جريت عاـ لكينكلكنات اعتمادان عمى دراسة أالسبيؿ الكحيد لتفسير مقاكمة الفترات طكيمة برت اعتُ 

نفت كجكد أم بلبزميد قادر عمى نقؿ المقاكمة لمكينكلكنات  dysenteriae Shigella عزلات مف الشيغيملب 
[29] .

ا ـمع بععو اف، كعندما تجتمععف بععيما ف بشكؿ منفصؿلاتعـ لكينكلكناتالجراثيـ ؿلمقاكمة  يفتتـ تحديد آلي
.  [31] ،[30] المقاكمة السريرية إلى درجات متفاكتة مف المقاكمة تمتد مف نقص الحساسية  كصكلان  إلىتؤدم 

 يسمىأك ما لكينكلكنات ؿ الرابطقع أنزيمات الجيراز كالتكبكايزكميراز تطرأ عمى المك في طفرات: الآلية الاكلى
, Quinolone Resistance Determining Region (QRDR) [32نطقة المحددة لمقاكمة الكينكلكنات الـ
, 34]بالأنزيمات اليدؼ ععؼ مف إرتباط الكينكلكنات مما ممينية الأحمكض ؿمستبدلات ؿ تؤدم الى إحداث، [33
35 ,36]  .

داخؿ الخمية الجرثكمية عبر إنقاص نفكذية تناقص تراكـ الصاد الحيكم طفرات غشارية تؤدم إلى : الآلية الثانية
, 34]ص البكرينات أك ظيكر أنظمة عخ فعالة تطرد جزيرات الدكاء خارج الخمية انؽتتجمى بإالغشاء الجرثكمي 

35] .

 :ات المستيدفة من قبل الكينولونات نزيمطفرات الأ. 1.1.2.1.1

 كحدتيفاؿتحت الحمكض الأمينية في  تؤدم لاستبداؿ طفرة نقطيةالغراـ نتيجة  سمبيةالجراثيـ  عندتحدث المقاكمة 
GyrA  كGyrB لدلأف اليدؼ الأساسي لمكينكلكنات  المرمزة لتحت الكحدات مف أنزيمات الجيراز، باعتبار 

المتاف ترمزاف   parC ،parE لممكف أف تحدث بنسبة أقؿ في مكرثتيكمف اسمبية الغراـ ىك أنزيـ الػجيراز جراثيـ ؿا
تككف  GyrA تحت الكحدة ف الطفرات في، مف ناحية أخرل فإ[8]ات مف أنزيمات التكبكايزكميراز لتحت الكحد

ىامة مف الناحية مقاكمة ، كبشكؿ عاـ فاف الحصكؿ عمى    GyrB تحت الكحدة تأثيران مف الطفرات في أكثر
.  [2]رات عمى اعتبار أف سكية المقاكمة تتناسب مع عدد الطؼ عدة طفراتحدكث سريرية يتطمب اؿ

، مما QRDRحصؿ تمؾ الطفرات عمى كجو الخصكص في منطقة صغيرة كمحددة مف المكرثات السابقة تدعى ت
الحمكض الأمينية المتكاجدة في المكقع الفعّاؿ الرابط  residueحدكث تغيرات في ثمالات  إلىيقكد 
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تزيد المقاكمة لمكينكلكنات عف  أفكىذه الطفرات مف شأنيا ، (1)جدكؿ اتنزيـمف تمؾ الأ  QRDRلمكينكلكنات
.  [37]نزيـ تغيير شكؿ مكقع ارتباط الكينكلكنات مع ىذا الجزء مف الأ طريؽ

 قكلكنيةاؿ شريكيةم الجيراز ك التكبكايزكميراز عند الإأنزيـاستبداؿ الحمكض الامينية عند حدكث طفرات في كلب : ( 1)جدكؿ

ParE ParC GyrB GyrA 

Leu445His 

 
Ser80Arg, Ile, Leu 

Glu84Gly, Lys, Val 

Gly78Asp 

 

 

Asp426Asn 

Lys447Glu 

 

Ala51Val 

Ala67Ser 

Gly81Cys, Asp 

Asp82Gly 

Ser83Leu, Trp, Ala, Val 

Ala84Pro, Val 

Asp87Ala, Asn, Gly,His, Tyr, Val 

Gln106Arg, His 

: لمحد من تراكم الدواء تغيرات الغشاء الخموي .1.1.2.1.2

نقاص أك عف طريؽ إ [33]الحد مف تراكـ الدكاء داخؿ الخمية مف خلبؿ زيادة التعبير عف المعخات الطارحة  تمـ
لمكينكلكنات  passive uptakeالمسؤكلة عف القبط المنفعؿ  الخارجي مغشاء السيتكبلبزـاؿالتعبير عف بكرينات 

 خؿ الخميةادلأنزيمات اليدؼ ا إلىالتي تصؿ  انخفاض ممحكظ في عدد الكينكلكنات إلىيؤدم  المحبة لمماء مما
[38]  .

طافرة اؿمكرثة اؿدخاؿ ىدفت إلى إ فقد أُجريت تجربةالسابقة أف تنتقؿ عبر عناصر كراثية نقّالة،  لياتلا يمكف للآ
قيـ زيادة عريمة في  إلى داخؿ الجراثيـ الحساسة، كلكنيا أدت فقط إلىمحمكلة عمى بلبزميد صنعي كاؿلمجيراز 

 .[39] اتالجيراز حساسان لمكينكلكفأنزيـ بقاء بسبب  لتركيز المثبط الأدنىا

 Plasmid Mediated Quinoloneمورثات المقاومة لمكينولونات المحمولة عمى البلازميد. 3.1

Resistance Genes (PMQR:) 

صر كراثية نقالة ك عف طريؽ عنايؽ مكرثات طافرة محمكلة عمى الصبغيات، أف تنتقؿ المقاكمة عف طرأيمكف 
. [40]ت مسؤكلة عف المقاكمةينقكلاات كإنتغركفكما يحكيو مف  R (Resistance) خارجية المنشأ مثؿ بلبزميد 

 حد مشافي الكلايات المتحدةألأكؿ مرة في  pMG252 لمكينكلكنات لمقاكمةاكتشاؼ بلبزميد ا 1998في عاـ  تـ
كبعد خمسة أشير اكُتشؼ نفس البلبزميد عمف عزلتيف يف، رركية مقاكمة لمسيبركفمككساس كميبسيمةعمف عزلة 

 تابعتيف لنكع الكميبسيمة الرركية كنكع الإشريكية القكلكنية كالمتاف تـ عزليما مف مرعى مقيميف في نفس المشفى
 ؾؿلذ أمكفك، [41] أخرلجرثكمية  أنكاععدة  إلىقتراف ذلؾ البلبزميد عبر الانقؿ مما يشير إلى إمكانية  السابؽ

الجرثكمية  نكاعلمقاكمة بيف الأؿمما يفتح المجاؿ أماـ الإنتشار السريع  أفقيأف ينتشر بشكؿ  البلبزميدالنكع مف 
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الصادات  لمكينكلكنات كلغيرىا مفنتشار المقاكمة إ إلىالمعتمدة عمى البلبزميد  ليةدت تمؾ الآكقد أ المختمفة
 [42, 40]غمكككزيدات، الماكركليدات كالسمفاميدات مثؿ صادات البيتالاكتاـ، الامينكالأخرل الحيكية 

 ( PMQR)لكينكلكنات ؿتسبب مقاكمة كالتي محمكلة عمى البلبزميدات اؿمكرثات اؿ يكجد ثلبثة أنكاع مف

  مكرثاتqnr بركتينات الػ ؿ ترمزQnr مف تأثير  (جيراز كتكبكايزكميراز) اتنزيـكىي تقكـ بحماية الأ
  .homolougues (qnrA  ،qnrB  ،(qnrS. [4]اثلبت كليا ثلبثة مـ الكينكلكنات

  مكرثاتaac-(6’)-Ib بعض  فعاليةستيؿ كالتي بدكرىا تنقص مف لزمرة الأات ناقمة نزيـترمز لأ
 [4]لكينكلكنات ا

  مكرثاتqepA [43]بركتينات العخ الفعاؿ الخارجي لمكينكلكنات ؿ ترمز 

: quinolone resistance genes qnr مورثات. 1.3.1

:qnrA  كتعد مف أكؿ المكرثات التي  1998عاـ  لكيس كزملبروخلبؿ دراسة قاـ بيا عف طريؽ الصدفة اكتشفت
مأخكذ مف  pMG252يدعى ارتبطت بحدكث المقاكمة لمكينكلكنات عبر البلبزميد، تمحكرت الدراسة حكؿ بلبزميد 

لأحد المرعى، كاف اليدؼ مف الدراسة تحديد سلبلة متعددة المقاكمة لمكميبسيمة الرركية كالمعزكلة مف عينة بكؿ 
كتشاؼ زيادة كبيرة في إكبشكؿ غير متكقع تـ مساىمة ذلؾ البلبزميد في زيادة المقاكمة لأحد صادات البيتالاكتاـ، 

بيف  لمكينكلكنات MICزيادة  إلى PMG252 بلبزميداؿ أدل حيث، لمكينكلكنات (MIC) التركيز المثبط الأصغرم
لمقاكمة السريرية الحد الفاصؿ ؿمثؿ تم تاؿ النقطة إلى، كعمى الرغـ مف أف ىذه الزيادة لـ تصؿ ععفان  16إلى  4

resistance breakpoint عبر التحريض  درجة أعمى لمقاكمة الكينكلكنات ميد لحدكثبلبزميد إلا أف ىذا اؿ
ة عف النمط الظاىرم السابؽ كقد أظيرت الدراسات اللبحقة أف المكرثة المسؤكؿ، [41]عمى حدكث طفرات صبغية 

كما دعي البركتيف التي ترمز لو بػ  qnrA1بػ  ةالسابؽ المكرثةفيما بعد  تزكج أساس كقد دعي 657تتألؼ مف 
QnrA1  [44]أنماطستة  ، كتـ فيما بعد تحديد variants  مف المكرثة السابقةqnrA1، qnrA2،.... qnrA6 

.  [45] (ككدكنات 4-2مف )تختمؼ عف بععيا بعدد مف الككدكنات 

qnrS :  لشيغلب ؿ عزلة سريريةمف  2003عاـ مكرثة ىذه اؿإكتشاؼ تـ Shigella flexneri  عمف جارحة
حمض  218كتبيف أنيا ترمز لبركتيف مؤلؼ مف  qnrS1دعيت تمؾ المكرثة  .[46]في الياباف تسمـ غذاري 

بػ  كدعي qnrSكتشؼ نكع ثاني مف ا اـ، ؾQnrA1مف حمكعو الأمينية مع % 59أميني كالذم يشترؾ بػ
qnrS2 مف عزلات السالمكنيلبض Salmonella enterica [47] في الكلايات المتحدة  
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qnrB  : منخفعة المقاكمة لمكينكلكنات رركية  كميبسيمة عمف سلبلاتمكرثة في جنكب اليند ىذه اؿتـ تحديد
د محد، كما تـ تqnrB1ني كدعيت فيما بعد حمض أمي 214كتبيف أنيا ترمز لبركتيف  qnrAكلاتحكم مكرثات 
  .qnrB1،... qnrB17 [48]ليا  سبعة عشر نكعان 

   qnrمنشأ وتوزع مورثات . 1.1.3.1

ف تمؾ المكرثات في حالة إنتقاؿ مستمر أيعني ب الجرثكمية نكاععند الأ qnrنتشار الجغرافي الكاسع لمكرثات إف الا
.  [4] حياففي بعض الأ underdetectedان خفي ممكف أف يككفمف اؿكالمختمفة الجرثكمية  نكاعبيف الأ

عناصر كراثية  عبربالإنتقاؿ  أخذتثـ  ،نشأت كتككنت في صبغيات متععيات مارية qnrيعتقد بأف مكرثات 
حياء نكع مف الأ 48بدراسة تسمسلبت صبغية لػ  [49] كزملبؤه Poirelحيث قاـ العالـ  .كارنات أخرل إلىنقالة 

لمنتشر في البحار ا Shewanella Algae طحمب في ثلبث سلبلات مف qnrAف أجناس متعددة ككجد الدقيقة ـ
، كما تـ qnrAمما يدعـ الفرعية بأف صبغيات تمؾ الكارنات الحية تشكؿ مستكدعان لمكرثات  كالمياه العذبة

 مف الماء كالتي يعتقدالمعزكلة  Vibrionaceae فصيمة العماتمف عزلات   Qnrكتشاؼ بركتينات شبييو بالػ ا
  Qnrخيرة مع بنية بركتينات ، كتتشابو بنية ىذه الأ  QnrS ك  QnrA ، QnrBنيا الأصؿ لبركتينات أ أيعا
كمف ناحية المقاكمة فتبيف أنيا تساىـ بإنقاص . [41] صؿ كاحدنيا تعكد لأأ إلى مما يشير%  67-40بنسبة 
 qnrعند نفس المتععيات كالتي لا تحكم عمى  نة مع قيميامقارأععاؼ  8 إلى  4مف لمكينكلكنات MICسكيات 

  .[49]محمكلة عمى صبغييا  

تكالت الجيكد لمبحث عف ىذه المكرثة في مناطؽ جغرافية أخرل  ،في الكلايات المتحدة qnrAكتشاؼ مكرثة ابعد 
تـ إكتشافيا عند  كما، [5] ،[50]فريقيا إ، كاليةسيا، أمريكا الشـآكربا، أنيا منتشرة في كؿ مف أكتبيف  ،حكؿ العالـ

السالمكنيلب ك  Klebsiella  spp  ,كميبسيمةاؿ ك  قكلكنيةاؿ شريكيةبما فييا الإ معارياتالعديد مف الأ
Salmonella  spp كتشاؼ إ إلى، إعافةqnrA  مؤخران عند الجراثيـ الراكدة Acinetobacter  baumannii, 

 [54, 53, 52, 50]كالمتقمبات  مجمكعة جراثيـ الزكارؼبنسبة أقؿ عمف ك [51] معارياتالأ إلىكالتي لا تنتمي 
.  

 Qnrبروتين الـ وآلية عمل بنية . 2.1.3.1

كؿ كتشفت بعد مركر ثلبثة عقكد عمى الإستخداـ السريرم لأا، فقد ىك حداثتيا Qnrبركتينات  مف أىـ صفات
مف بركتينات  homolouguesد عدة مماثلبت تـ تحدمكما  ،(حمض الناليديكسؾ) دكاء مف زمرة الكينكلكنات

Qnr  كدعيت بػQnrA  كQnrB  كQnrS  [4]%60-40ككميا متشابية في بنيتيا بنسبة .
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العركرية لتشكيؿ  pentapeptide repeats [55] عارمة الببتيدات الخماسية المتكررة إلىتنتمي ىذه البركتينات 
كالتي تحكم عمى تتاليات ، [58, 57]مينية أف خمس حمكض عدة كحدات متكررة ـمف لؼ أكتت [56] بيتاصفارح 

: محفكظة مف الحمكض الأمينية التآلية

[Ser,Thr,Ala or Val][Asp or Asn] [Ser,Thr or Arg][Gly] [Leu or Phe]  كالتي غالبان ما تحتكم
 DNA gyraseات الػ ـأنزمكتقكـ ىذه البركتينات جميعيا بحماية عمى الحمض الأميني لكسيف أك فينيؿ الانيف، 

.  [4] مف تأثير الكينكلكنات كالفمكرككينكلكنات topoisomerase IVك 

    نما يقمؿ مف فرص تشكيؿ المعقدإك فعاليتياتراكـ الكينكلكنات داخؿ الخمية كلا عمى عمى  Qnrبركتيف  ؤثرم لا
يزكميراز  أنزيـرتباط بعمى الإ كينكلكفمع الػعبر التنافس ( أنزيـ -دنا  -كينكلكف) مما يؤدم  ،IVالجيراز أك التكبكا 

. [59]نقساـ لحدكث الإ الكينكلكنات المثبط لغاء دكرإلى إ

مسؤكلة عف مقاكمة الكينكلكنات كالتي قد تككف منخفعة المستكل، إلا أف كجكدىا يساىـ في  qnrتعد مكرثات 
حيث تؤدم إلى نشكء ،  [2]اكيز عالية تكليد طفرات صبغية في الخمية الجرثكمية عندما تتعرض لمكينكلكنات بتر

 8 إلى 0.25مف )عدة أععاؼ  MIC قيـ كزيادة عاليةتترافؽ مع مقاكمة آليات إعافية لحدكث الطفرات 
. [60]( مؿ/مكغ
سلبلات عند  لمكينكلكنات MICعف طريؽ قياس الفرؽ في الػ qnrA تحديد مقدار المقاكمة الناتج عف مكرثةتـ 
 E. coli J53)قبؿ كبعد الإقتراف ( (E. coli J53لبلبزميد المقاكمة ( المتقبمة)الآخذة  قكلكنيةاؿ شريكيةالإ

transconjugant)، ف بركتينات أتبيف كQnr  تزيد التركيز المثبط الأصغرمMIC  ععاؼألمكينكلكنات عدة 
 أما المكرثة ،[5]ععفان  250-12.5مف لمسيبركفمككساسيف  MICيؤدم لزيادة الػ  qnrAكجكد المكرثة ؼ ،[44]

qnrS زيد الػ تMIC  في حيف يؤدم كجكد المكرثة[47] ان ععؼ 62.5-16بيف ، qnrB السابؽ زيادة التركيز إلى 
. [48, 47]ععفان  62.5-8بيف 

لمبلبزميد سكية لممقاكمة أكبر مف تمؾ المتقبمة  donor المانحة الجرثكمية  مف الممكف أف تممؾ السلبلات
بالتزامف ( أك البكرينات parC ك gyrAالػ في مكرثات طفرات صبغية )إعافية لممقاكمة  آلية لمبلبزميد عندما تممؾ

  .qnr [5]مع كجكد 

  aac-(6’)-Ib-cr أنزيم -مينوغموكوزيدأستيل أناقلات . 2.3.1

بذلؾ ك كالتي تقكـ بتعديؿ بنيتيا تطكير أنزيمات جرثكمية معادة لياكتشاؼ الصادات الحيكية الجديدة مع إترافؽ 
صنعية  صادات الكينكلكناتكبما أف  .الجراثيـشيكعان لممقاكمة عند  كثرالأ ليةالآ تعد ىذه ، حيثتياعاليتفقدىا ؼ
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مما ساىـ في تأخير  طبيعية ليايكجد مقاكمة  لافي المختبر كلا تنتج عف طريؽ الجراثيـ أك الفطكر ؼ تصطنع
.   [61] ات المعدّلة لبنيتيانزيـإنتاج تمؾ الأ

الذم يممؾ القدرة عمى تعديؿ بنية الكينكلكنات،  نزيـتحديد الأ اليةمريكا الشـأك آسيافي كؿ مف  2004في عاـ  تـ
 aac(6')-Ib مف مكرثات variant نمطكىي  aac(6')-Ib-crالسابؽ  نزيـالمسؤكلة عف إنتاج الأ تدعى المكرثةك

[62]  .

كىك  aminoglycoside acetyltranferaseترانسفيراز  لأنزيـ أمينكغميككزيد أستيؿ aac(6')-Ibترمز مكرثة 
نقؿ )ستمة عبر تفاعلبت الأ( ف كالكانامايسيفالتكبرامايسيف كالأميكاسي)غمكككزيدات أمينكالمسؤكؿ عف مقاكمة عدة 

أك    (Trp102Arg)طفرة  إلىف تتعرض المكرثة السابقة أيمكف  ، كلكفتياعاليمما ينقص ؼ( زمرة اسيتيؿ
(Asp179Tyr) طافر يدعى   مطلينتج لدينا فaac(6')-Ib-cr  قادر فقط عمى تثبيط السيبركفمككساسيف كالنكر

. [61]فمككساسيف  

ف البلبزميدات عندما لاحظ العمماء أ qnrفي الفترة اللبحقة لإكتشاؼ مكرثات  aac(6')-Ib-crلقد اكتشفت مكرثة 
 0.25إلى  0.008لمسيبركفمككساسيف مف  MICة تؤدم في معظميا إلى زيادة في قيـ qnr لمكرثات الحاممة
مؿ مع نفي إمكانية حدكث فرط في التعبير /مكغ 1إلى  MICمؿ، إلا أف بعض السلبلات تؤدم لكصكؿ /مكغ

مكرثة  كىيعافية بلبزميدية مف نكع مختمؼ إانتقاؿ مكرثات مقاكمة ، كقد كاف السبب qnrعف مكرثات 
aac(6`)-Ib-cr  [63] .

كالتي مف حمقة الببرازينيؿ  (غير مستبدلة) أستمة المركبات الحاكية عمى ذرة نيتركجيف حرة عف طريؽنزيـ عمؿ الأم
(.   8شكؿ ) [61] بركفمككساسيف كالنكرفمككساسيفمعند الس فقطتكجد 

 

  
لمسيبركفمككساسيف  ستمة نتركجيف حمقة البيبرازينيؿأ: ( 8)شكؿ 

ciprofloxacin 

N-acetyle ciprofloxacin 

 

 

N-acetylation 
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مف  aac(6')-Ib-crعمى اعتبار أف مكرثة  ،لكينكلكنات المفمكرةؿ الجراثيـ قاكمةدكران ىامان في ـىذا الأنزيـ يمعب 
 ، إعافة إلى أف كجكد ىذه المكرثة مع مكرثات[5]سمبيات الغراـ  عند ان كخصكصان نتشارا PMQRأكثر مكرثات 

qnr   [64]ت مقاكمة ذات أىمية سريرية درجا تحقيؽ إلىيؤدم ( 9شكؿ )محمكلة عمى نفس البلبزميد 

 
عمى نفس البلبزميد  aac(6')-lbك مكرثة  qnrA ةمكرث تكعع : (9)شكؿ

 qepA quinolone efflux pump المضخات النوعية الطارحة لمكينولونات المفمورة. 3.3.1
محمكلة عمى بلبزميد الإشريكية القكلكنية المعزكلة مف البكؿ ككاف ذلؾ  2007اكتشفت ىذه المكرثة لأكؿ مرة عاـ 

كلكف بنسب قميمة جدان لـ  [66]، ك فرنسا [65]، ثـ اكتشفت فيما بعد في كؿ مف ككريا الجنكبية [43]باف في اليا
. %1تجاكز 

ترمز ىذه المكرثة لمعخة تطرح الصاد الحيكم خارج الخمية الجرثكمية عف طريؽ العخ الفعاؿ مما يؤدم إلى 
مف  MIC، حيث تتعاعؼ قيـ (كساسيف كالنكرفمككساسيفمف السيبركفمك) زيادة المقاكمة لمكينكلكنات المحبة لمماء

ليفكفمككساسيف )في حيف لا تؤثر ىذه الآلية عمى الكينكلكنات الأقؿ حبان لمماء . ععفان  64إلى 32
.  [43]( حمض الناليديكسيؾ)أك تمؾ الكارىة لمماء ( كمككسيفمككساسيف سبارفمككساسيف

التي  qepAحمض أميني، ترمز لو المكرثة  511مف  transmembraneالعابر لمغشاء  QepAبركتيف  لؼأيت
( 10شكؿ ) ،qepA1,qepA2 [66]تشكؿ جزءان مف إنتغركف كليا نمطيف 
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   QepAالبنية الثانكية لبركتيف : ( 10)شكؿ  
 

: التآزر بين آليات المقاومة لمكينولونات. 4.1

حدكث  كأالمقاكمة المختمفة  آلياتزر بيف آالتتميزت الكينكلكنات المفمكرة عف باقي الصادات بعركرة حدكث 
م التكبكايزكميراز كالجيراز أنزيـف كلب أفترعنا إذا إ، ؼ[67, 34]قؿ لمحصكؿ عمى مقاكمة سريرية طفرتيف عمى الأ

يف تؤدم فقط لمقاكمة معتدلة، نزيـحد الأأف طفرة كاحدة في إحدل العزلات الجرثكمية، ؼإحساس لمكينكلكنات في 
نفس لطفرات في اتراكـ يكفي أف ت كأيف، نزيـف تحصؿ طفرة عمى كلب الأأيجب  عاليةمقاكمة  إلىكلمكصكؿ 
  .[10]المقاكمة السريرية  إلى صكلان الأنزيـ ك

ففي دراسة   ،[68]مع المعخات الطارحة  gyrAتترافؽ طفرات أف يتـ عندما  يمكف لمتآزر بيف الطفرات الصبغية
( ليفكفمككساسيف)حد الكينكلكنات دنى لألمزكارؼ بمغ التركيز المثبط الأ wild typeتمت عمى النمط الطبيعي 

الطفرات  كجكد فكما أمؿ، /مكغ( 2-1) إلىيصؿ التركيز  طافرة gyrAعند كجكد مكرثات كمؿ، /مكغ 0.25
ت العزلا أما مؿ،/مكغ( 4-1)إلى كصكؿ التركيز إلى المسؤكلة عف فرط التعبير عف المعخات الطارحة تؤدم 

. [69] مؿ/مكغ( 32-8) إلى MIC الػتركيزرتفاع دت لإأمف الطفرات السابقيف التي تحكم عمى كلب النكعيف 
نما يمكف أف يتـ ف مف ناحية اخرل فإ مكرثات مقاكمة بلبزميدية بيف التآزر لا يقتصر عمى المكرثات الصبغية كا 

 ععؼ 32لمسيبركفمككساسيف بما يقارب  MIC مع ارتفاع في قيمةيسرع مف حدكث مقاكمة  مما ،كأخرل صبغية
المقاكـ لبلبزميد التي تحكم أصلبن عمى االجرثكمية  ، كيبدك ذلؾ جميان عندما يتـ الإقتراف بيف السلبلات[70]
، مما يدؿ عمى كجكد ( ععفان  128-16)كأخرل خالية، فيلبحظ إنخفاض في سكية المقاكمة ( donor المانحة)

. qnr [5]بالتزامف مع كجكد ( أك البكرينات parC ك gyrAالػ في مكرثات ات صبغية طفر)إعافية لممقاكمة  آلية
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السلبلة الجرثكمية فالأمر مختمؼ كلا يكجد تأثير تآزرم  نفسعند  qnrعدة أنكاع مف مكرثات أما في حاؿ كجكد 
ىما نفس السكية مف لتمؾ المكرثات حسب إحدل الدراسات، حيث أبدت العزلات التي تحكم احدل المكرثتيف أك كمي

MIC  [71]لمسيبركفمككساسيف  .

 : PMQR الحامل لمورثات اتالبلازميد. 5.1

معاعؼ مككنة مف دنا حمقي  extragenomicتعرؼ البلبزميدات عمى أنيا جزيرات دنا جرثكمية غير صبغية 
عمى لخمية الكاحدة ا تحتكمكمف الممكف أف  ،صبغيبشكؿ مستقؿ عف اؿ الطاؽ، كىي قادرة عمى التعاعؼ الذاتي

 نكاعالعديد مف الأ إلىنما يتعداىا إكلا تكتفي الخمية بنكع كاحد مف البلبزميدات  ،البلبزميد نسخة مف مف أكثر
تحتكم  لا ،kbpساس ألؼ زكج أ( 100-5) فيي تتراكح بيفتختمؼ البلبزميدات في حجميا . يةالبلبزميد

تمنحيا ميزات  مكرثاتتحكم عمى  بؿ الجرثكمي نمكؿركرية ؿمسؤكلة عف الكظارؼ الضالبلبزميدات عمى مكرثات 
اصطناع الصادات  ،التي تمنح صفة المقاكمة لمصادات الحيكية مكرثاتكاؿ جرثكميةلحماية الخمية اؿانتقارية 

ات التي تسيؿ مف الحصكؿ نزيـاصطناع الأككذلؾ صفة مراعية، الحيكية كالسمكـ كالبركتينات المسؤكلة عف الإ
 .[16] ربكف مف مصادر غير تقميدية، كالمقاكمة لممعادف الثقيمةعمى الؾ

، كىك كاسع الانتشار كقابؿ للبنتقاؿ pMG252باسـ  محمكلة عمى بلبزميد دعي qnrكؿ مكرثة مف نكع كجدت أ
 50مف  أكثر)الجرثكمية، تختمؼ البلبزميدات الحاممة لتمؾ المكرثات في حجميا بشكؿ كاسع  نكاعبسيكلة عبر الأ

،  cmlA1أك  aad ،bla، catمثؿ كلكف معظميا يحمؿ عدة مكرثات لممقاكمة بنفس الكقت ( ساسلؼ زكج أأ

sul1 أك dhfr ،.qacEΔ1 لأمينكغمكككزيدات، صادات ؿمقبَمخ الثرَرٍىبد انمسؤَنخ عه لَانزً ررمس ل
كجكد المكرثات  كيشير .انزررٍت عهى كمركبات الأمكنيكـ الرباعية البيتالاكتاـ، الكمكرامفينيككؿ، السمفكناميدات،

إلى الحيكية السابقة كبالتالي سيؤدم  اتم مف الصادحدكث المقاكمة لأخطكرة  إلىالسابقة عمى بلبزميد كاحد 
.  [4] خرل المحمكلة عمى نفس البلبزميدمقاكمة لمصادات الأ

كتعرؼ ، [5]المقاكمة جزءان مف إنتغركف يحمؿ عمى بلبزميد  qnrBكفي بعض الأحياف  qnrAمكرثات  تشكؿ
integrase ( intl1 ) قع إغترازعبر مكلمقاكمة ؿمكرثات عدة نيا منظكمة كراثية قادرة عمى التقاط نتغركنات بأالإ

مسؤكؿ عف  Orf513، كما يحكم الإنتغركف عمى مكقع [73, 72]يقكـ بحذؼ أك إدخاؿ أم مكرثات إعافية 
( 11)شكؿ gene cassette [74]تجميع مكرثات المقاكمة بشريط يدعى 

 



19 

 

 
  qnrAكالذم يحكم عمى مكرثة  pMG252المحمكؿ عمى بلبزميد  نتغركفبنية الإ: ( 11)شكؿ

يممؾ  transposon [4]ينقكؿ  كلكف لكحظ أنيا تحمؿ عمى إنتغركففيي لا تشكؿ جزءنا مف  qnrSأما مكرثة  
ك عمى س الصبغي أخر عمى نؼآمكاف  إلىالانتقاؿ مف مكاف ما عمى الصبغي ك التحرؾ الذاتي القدرة عمى
لا يممؾ المقدرة عمى الانتقاؿ  الذم نتغركف، كذلؾ خلبفا للئمع الخميةليستمر بالتعاعؼ كبالعكس خر آبلبزميد 

 (.12شكؿ )[47]نما يتحرؾ بكاسطة البلبزميد كا  

 
 IR=inverted repeatمقمكبة  كراراتمحاطة بت qnrSمكرثة  :( 12)شكؿ

جزءان مف إنتغركف محمكؿ عمى بلبزميد كتكجد  aac(6')-lb مكرثة تشكؿ ،qnrنسبة لمكرثات كما ىك الحاؿ باؿ
 (9)شكؿ  ESBL [45]كمكرثات مقاكمة لصادات البيتالاكتاـ  qnrA ك qnrBغالبان مع مكرثات أخرل مثؿ 

 

:  PMQRالسريرية لمورثات  ىميةالأ. 6.1

مما أك الينقكلات، ل عناصر كراثية نقالة كالبلبزميدات بككنيا محمكلة عؿ PMQRإكتشاؼ مكرثات  أىميةتأتي 
مكانية نقؿ عدة مكرثات لممقاكمة إ إلىعافة إكبر مف تمؾ المحمكلة عمى الصبغيات، أيؤمف سرعة انتقاليا بشكؿ 

.  [4] مكانية حدكث مقاكمة متعددةإالجرثكمية المختمفة مما يزيد مف  نكاعبيف الأ أفقيبشكؿ 
، فكجكد ليامقاكمة  لمكينكلكنات إلىتحكؿ سلبلات جرثكمية مف حساسة تمؾ المكرثات ر تفسمف جية أخرل،  

 CLSI Clinical and Laboratory Standardsكفؽ معايير )لمكينكلكنات عزلات جرثكمية حساسة 

Institute ) كتحمؿ مكرثاتqnr  قاكمة في ر ـمتطكؿ عزلات لمقمؽ بسبب قابمية تمؾ اؿ مثيران  مران أبنفس الكقت يعد
الذم يتعمف نقؿ  conjugation، كلقد تـ البرىاف عمى ما سبؽ عبر التزاكج الجرثكمي in vitroالزجاج 
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خيرة لتراكيز علبجية تعريض ىذه الأثـ  qnrمف  خاليةعزلات جرثكمية  إلى qnrالبلبزميدات الحاممة لمكرثات 
.  [75]المستكل  عاليةكمة كتساب طفرات صبغية كبالتالي مقاالكينكلكنات مما يؤدم لا مف
الحديثة  جياؿلأؿمقاكمة ف مكرثات المقاكمة لمكينكلكنات كمكرثات اؿكجكد علبقة قكية بي إلىتشير الدراسات  كما

 ,74]في السلبلات الجرثكمية المقاكمة المتعددة لمصادات الحيكية ظيكر  إلىتؤدم  كالتيمف السيفالكسبكرينات 
ما يشير لإكتسابيما ـكاحد  إنتغركفعمى  ESBLمع أحد مكرثات  qnrAكجكد  [75] ت الدراسةثبتأقد كؿ ،[76
. سكية

تكمف خطكرة ىذا الترابط ككنو يؤدم إلى مقاكمة زمرتيف كبيرتيف مف الصادات، كباعتبار أف الصادات السابقة  
المريض خيارات علبجية  بالتالي سيككف أماـ...( البكلية، الصدرية،)تشكؿ الخيار الاكؿ في العديد مف الإنتانات 

إلى مقاكمة الكينكلكنات كلكف  إلىأف استخداـ الكينكلكنات لا يؤدم فقط  اكعمى الأطباء أف يدرككمحدكدة جدان، 
إعافة لأم مكرثات أخرل مقاكمة محمكلة عمى ذلؾ البلبزميد  ،مقاكمة صادات أخرل كالسيفالكسبكرينات

. [4]كالأمينكغميككزيدات مثلب ن 
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 بحاث السابقةالأ. 2
، ترافقت مع ازدياد كاعح في نسب ما يفكؽ الثلبثيف عامان كصادات حيكية لقد معى عمى استخداـ الكينكلكنات 

في ايسلبندا % 7.1مف  قكلكنيةاؿ شريكيةتراكحت نسب المقاكمة لمكينكلكنات المفمكرة عند الإ حيث .[77]المقاكمة 
 إلىفي ايسلبندا % 0.0بيف النسب الرركية فقد تراكحت  كميبسيمةعند اؿ ماأ، (13)في تركيا شكؿ% 52 إلى

عند المقاكمة بمغت نسبة ( 2006ىكنغ ككنغ )، كفي الشرؽ الاقصى (14)شكؿ [78]في اليكناف % 65.6
. [79]%  40 شريكيةالإ

 
( 2009) قكلكنيةاؿ شريكيةالنسب المركية لمقاكمة الكينكلكنات المفمكرة عند الإ" ( 13)شكؿ
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( 2009)الرركية  كميبسيمةالنسب المركية لمقاكمة الكينكلكنات المفمكرة عند اؿ: ( 14)شكؿ

الكينكلكنات المفمكرة  أكثرباعتباره مف  ة الحاليةدراساؿفي مف بيف الكينكلكنات  تـ اختيار السيبركفمككساسيف
 شريكيةالإ متزايدة مف سلبلات أعدادىكر الكاسع مع ظ ، كقد ترافؽ استخدامو[81, 80]حكؿ العالـ  استخدامان 

عبر  قكلكنيةاؿ شريكيةنسب المقاكمة لمسيبركفمككساسيف عند الإ بينت المراجع اختلبؼ.[22]المقاكمة  كميبسيمةكاؿ
في  40%) ،%41،%41.77)كتركيا كلبناف، إذ بمغت  سكريا البمداف المختمفة، فقد تقاربت النسب في كؿ مف
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عمى التكالي %( 28، %35،%37.5)في كؿ مف السعكدية كتبعتيا مصر كمف ثـ الأردفحيف كانت أقؿ نسبيان 

[82،83،84] . 
عندما تسببت  ،2011عاـ كما حصؿ في المانيا معكيةاؿ نتاناتالإبحدكث  قكلكنيةاؿ شريكيةارتبط اسـ الإ قدؿ

 تعد. [85]كركبية الأأجزاء كاسعة مف القارة  إلىانتشرت  bacterial outbreakجرثكمية  جارحاتبحدكث 
الرركية  كميبسيمة، تمييا الػ[86] البكلي السبيؿ نتاناتإمف حالات % 90مسؤكلة عما يقارب  قكلكنيةاؿ شريكيةالإ
 %17-6لإصابة البكلية في المستشفيات بنسبة كعامؿ مسبب ؿ قكلكنيةاؿ شريكيةتي في المرتبة الثانية بعد الإأكت
كىي المسؤكلة عف حدكث تجرثـ  %14-7الرركية بنسبة الأمرض  ركية في حدكثالر كميبسيمة، كما تساىـ اؿ[87]

 أنكاعمع  الرركية كميبسيمةترتبط اؿ، كعف استخداـ الأجيزة الكعارية الناتج% 15-4بنسبة  septicaemiaالدـ 
المزمنيف عند مدمني الكحكؿ  الملبحظمختمفة مف الأمراض فمف الممكف أف تسبب ذات الررة الجرثكمي المكتسب 

.  [88] لمكت في حاؿ عدـ معالجتوؿيؤدم كالذم بشكؿ خاص الرجاؿ الكبار بالسف ك

لمكرثات المقاكمة مف  الجراثيـ احتكاءن  أكثرا مف ـباعتبارهكالكميبسيمة الرركية  قكلكنيةاؿ شريكيةقد تـ اختيار الإؿ
أنكاع  إلىالحيكية كالتي تقكـ بنقمو  ، فيي تحتكم عمى بلبزميدات متعددة المقاكمة لمصاداتPMQR[89] النكع 

، حيث تعد تمؾ الجراثيـ horizontal gene transfer HGTلممكرثات  فقيخرل عبر الانتقاؿ الأجرثكمية أ
 .[91, 90]مخزف لاستقباؿ كنقؿ بلبزميدات المقاكمة 

لبنسمينات ؿ مف اؾمقاكمة ؿكالتي تككف  ESBLالعزلات المنتجة لأنزيمات  انتقاء عمى ركزت ىذه الدراسة 
مكرثات  بسبب الارتباط بيف إنتاج تمؾ الأنزيمات ككجكد لمكنكباكتاـكمركبات ا السيفالكسبكريناتك

، كآخرىا ما أكدتو أيعان الدراسة السكرية [93, 92, 45, 4]العديد مف الدراسات  الذم أثبتتو  PMQRالمقاكمة
 قكلكنيةاؿ شريكيةعند الإلصادات ب المقاكمة ؿالمنشكرة في مجمة بحكث جامعة حمب كالتي قارنت بيف نس

 شريكيةالإ ، حيث أبدت عزلات الطيؼ لاكتاماز ممتدة -ات بيتانزيـمنتجة لأاؿالمنتجة كغير الرركية  كميبسيمةكاؿ
% 36، % 56بمغت  لمسيبركفمككساسيف أعمى مقاكمةنسب ات نزيـالرركية المنتجة ليذه الأ كميبسيمةاؿ ك قكلكنيةاؿ

.  [82]عمى الترتيب % 0، % 13.8 مع العزلات غير المنتجة مقارنة
في تسعينيات القرف  qnrAمنذ اكتشاؼ مكرثة  PMQRبمكرثات  اىتمتالعديد مف الدراسات التي  أجريتلقد 

 قكلكنيةاؿ شريكيةعمف عزلات مف الإ qnrAكرفاقو بدراسة انتشار مكرثات  Jacbyقاـ العالـ  الماعي، فقد
الكلايات المتحدة  فيف تمؾ المكرثات تتكزع جغرافيا أجمعيا مف تسع عشرة دكلة حكؿ العالـ كتبيف  تـ  كميبسيمةكاؿ

 شريكيةخرل كجكد تمؾ المكرثات في الصيف عمف عزلات مف الإأدراسة  كلكف أثبتت، [94]% 18فقط بنسبة 
كؿ اكتشاؼ راسة فرنسية أك تـ في د، aac(6')-lb-cr  [64]بالترافؽ مع مكرثات ESBLمنتجة لمػ  قكلكنيةاؿ
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، كفي [48]% 4في دراسة ىندية بنسبة  كاف qnrBكؿ اكتشاؼ لمكرثة أ، ك[46] ينقكؿعمف بنية  qnrSلمكرثة 
( الرركية كميبسيمةاؿ 72ك قكلكنيةاؿ شريكيةالإ 38 (عزلات مقاكمة لمسيبركفمككساسيف 110جريت عمى أدراسة 

، كأكدت دراسة [95] شريكيةفقط كعدـ كجكدىا عمف الإ بسيمةكميعزلات مف اؿ 8في  qnrAتبيف كجكد مكرثة 
. [47] ضمه عسلاد مه انسبنمُوٍهلا مقبَمخ نهسٍجرَفهُكسبسٍه qnrامريكية عمى عدـ كجكد مكرثات 

فقد قامت دراسة ككرية ك عمى مدل ، في عدة دراسات ظاىريةبالمقاكمة اؿ PMQRتـ تحديد علبقة مكرثات كما 
كلكحظ زيادة في  معارياتعمف عزلات مف الأ PMQRبتحرم انتشار مكرثات ( 2006-1998)سنكات  9

زيادة ىامة في معدؿ مقاكمة السيبركفمككساسيف مع الزمف  مع كجكدمع الزمف  PMQRانتشار مكرثات 
(P<0.001 .) كلتحديد المكرثات المسؤكلة عف المقاكمة تـ دراسة انتشار الطفرات الصبغية مع الزمف كلكحظ

بينما كاف (  P=0.012) مع الزمف PMQR الحاممة لمكرثاتفي انتشار الطفرات الصبغية عمف العزلات زيادة 
المحمكلة عمى البلبزميد، كاستنتجت الدراسة  PMQRحاكية عمى مكرثات اؿعمف العزلات غير  الانتشار ثابتان 

. [65] كفمككساسيفليا دكر في حدكث الطفرات الصبغية كزيادة المقاكمة لمسيبر PMQRف مكرثات بأ
 عزلة 313 عمى 2004-1999التي أجريت خلبؿ الأعكاـ مريكية لأا اتدراسإحدل اؿ مف جية أخرل أكدت

لمسيبركفمككساسيف كمقاكمة  MIC  ≥ 0.25كتممؾ (أمعاريات ، إشريكية قكلكنية، كميبسيمة رركية) تابعة للؤجناس
تمتيا الكميبسيمة % Enterobacter spp 31الإمعارية مف ض انتشاران  كثركانت الأ qnrمكرثات  أفلمسيفتازيديـ، 

 أكثر aac(6')-lb-crمكرثات  ، كفي دراسة أمريكية أخرل كانت %4كأخيران الإشريكية القكلكنية % 20الرركية  
، كلـ تجد الدراسة أم %7.5 الامعارية خيران أك% 16 كميبسيمةاؿ تمييا% 31.9 قكلكنيةاؿ شريكيةانتشارا عمف الإ

جريت أ أما الدراسة الكندية التي ،qnr [96 ,97]مع كجكد مكرثات  aac(6')-lb-crقة تربط كجكد مكرثة علب
 qnrSكمكرثات  aac(6')-lb-crف مكرثات أتبيف ؼمقاكمة لمسيبركفمككساسيف اؿ معارياتعمى عزلات مف الأ

عزلة منتجة  177جريت عمى أ كفي دراسة ألمانية ، ESBL [98]ات  نزيـتتكاجد فقط عمف العزلات المنتجة لأ
بيف العزلات  بشكؿ متساك aac(6')-lb-crتكزعت مكرثة ( كميبسيمة 75، إشريكية102)  ESBLات نزيـلأ

ف أتبيف  ESBLات نزيـة رركية منتجة لأأجريت عمى عزلات كميبسيؿ، كفي دراسة سمكفينية [99]الجرثكمية 
جريت أخرل أ، كفي دراسة [100] مقبَمخ نهسٍجرَفهُكسبسٍهكهٍب  aac(6')-lb-crالعزلات الحاكية عمى مكرثات 

يترافؽ مع زيادة المقاكمة تجاه السيبركفمككساسيف  aac(6')-Ib-crف كجكد مكرثات أظيرت أفي مدينة القدس 
[101]  .
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 أهمية البحث. 3

لحساسية الجرثكمية البحث ككنو يدرس ظاىرة متغيرة بتغير الزماف كالمكاف كىي ظاىرة تناقص ا أىميةتتجمى 
لمصادات الحيكية التي أصبحت مصدر قمؽ كمشكمة تيدد الصحة العامة، كخاصة أف ىذه المشكمة تزداد سكءان 

لصادات الدراسات، كىذا ىك إرث العقكد السابقة مف الاستخداـ غير الرشيد ؿ العديد مفمع مركر الزمف كما تشير 
باعتبارىا  ،ك الحيكاناتألمكينكلكنات عند البشر  لمكثؼالاستخداـ ا كلقد ترافؽ. الحيكية كالإفراط في استخداميا

ظيكر سلبلات جرثكمية مع  بدكف كصفة طبية مف قبؿ الصيادلة، صرفيا إلىعافة إصادات رخيصة الثمف 
 .الإشريكية القكلكنية كالكميبسيمة الرركية مقاكمة مف 

ذك أىمية خاصة ككنو عمى البلبزميد ينكلكنات المحمكلة الؾمسؤكلة عف مقاكمة كيعد التحرم عف كجكد المكرثات اؿ
انتشار )ك بيف سلبلات النكع الكاحد أالجرثكمية المختمفة  نكاعنتقاؿ تمؾ المكرثات بيف الألاسرع أمعدؿ يؤمف 
. يساعد في تفشي المقاكمة مما ( أفقي

 :أىداف البحث. 4

السيبركفمككساسيف صادات حيكية بما فييا  لعدةكمة مراعية الشارعة كذات مقامعاريات مف عكامؿ الإتعتبر الأ
 : إلى، لذلؾ سنعمد في دراستنا الذم شاع استخدامو في الآكنة الاخيرة 

  ات نزيـمنتجة لأاؿ الرركية كميبسيمةك اؿ قكلكنيةاؿ شريكيةالإ عزلات مفمقاكمة ك حساسيةتحديد نسبة
ESBL رجبي صبداد انسٍجرَفهُكسبسٍه. 

 المقاكمة مكرثاتمدل انتشار  حرمت PMQR (aac(6′)-Ib ،qnrA ، qnrB، qnrS، (qepA 
 . العزلات المستخدمةكلة عمى البلبزميد عمف ـالمح

 ة طفرات في مكرث تتعمفأخرل لممقاكمة  آليات كجكد رمتحaac(6′)-Ib  انمسؤَنخ عه مقبَمخ

 .انسٍجرَفهُكسبسٍه

  دكر مكرثاتتحديد PMQR كذلؾ عف طريؽ دراسة العلبقة التي  اسيففي حدكث المقاكمة لمسيبركفمككس
  .النمط الظاىرم كالنمط الكراثي لمعزلات بطرؽ إحصاريةتربط بيف 
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 :Materials and Methodsق البحث ائمواد وطر. 5
-ESBL Extended-Spectrum Betaعزلات جرثكمية منتجة لأنزيمات أجريت ىذه الدراسة عمى 

Lactamase  كتـ الحصكؿ عمى تمؾ ، (الباسؿ، الجامعة، الكندم)مرعى مشافي حمب الجامعية ، معزكلة مف
تحكم عمى خرزات  micro vialsنابيب خاصة أمحفكظة عمف  كانت العزلاتك، [82]العزلات مف دراسة سابقة 

.   C̊ 80-في درجة حرارة  porous beadsمسامية 
الكميبسيمة الرركية كالمعزكلة مف السكارؿ الحيكية  عزلة مف 24كلإشريكية القكلكنية امف  عزلة 99عمت العينات  

(   15شكؿ )المختمفة 
 

 
شريكية القكلكنية ك الإالرركية  كميبسيمةعدد العزلات الجرثكمية لكؿ مف اؿ: ( 15)الشكؿ

 
جرثكمية ثـ تحرم كجكد مكرثات تـ تقسيـ العمؿ عمى جزأيف رريسيف كىما دراسة الحساسية الظاىرية لمعزلات اؿ

. المقاكمة
 microdillutionسيبروفموكساسين بطريقة التمديدالجرثومية تجاه ال العزلاتدراسة حساسية  1.5.

method: 

كيعد  ،ختبار التحسس البسيط بطريقة الانتشار بالأقراصعالية مقارنة مع ا بحساسيةيتمتع ىذا الاختبار 
  EUCASTالمجنة الاكربية لاختبار الحساسية الجرثكمية ة مرجعيان تكصي بيا طريقة مكثؽالاختبار بالتمديد 
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(European committee for antimicrobial susceptibility testing,)، َ خلانٍب  مه يمكف

  .[102] يةالجرثكـالخمية معرفة تركيز الصاد الذم يؤثر في 
 محددةيز المتدرجة لمصاد الحيكم المدركس تحكم تراكيز عمى تحعير سمسمة مف التراؾ ختباريعتمد مبدأ ىذه الا

أقؿ  كيعرؼ بانو( التركيز المثبط الاصغرم)ؿ ـ/غؾـ MICمف المعمؽ الجرثكمي، نستطيع مف خلبليا تحديد 
. لممتععيات الدقيقة بعد فترة حعف محددة لجرثكميتركيز مف الصاد الحيكم الذم يثبط النمك ا

 معيد المعايير السريرية ك المخبرية حسب (MIC Break points)سيبركفمككساسيف نقاط القطع لؿتحديد كقد تـ 
 CLSI( Clinical and Laboratory Standards Institute )المجنػػػػػػػػة الكطػػػػنية لمعايير  كالذم كاف يعرؼ سابقا بػ

 National Committee For Clinical Laboratory Standards (NCCLS) [103]المخبر السريرم
أك متكسط الحساسية مؿ /مكغMIC ≥ 4اذا كاف  Resistant (R)النكع الجرثكمي مقاكـ أف  يعتبر كالذم

Intermediate(I) 2 = MICأك حساسمؿ /مكغ(S) Sensitive  1اذا اكاف ≥ MICمؿ/مكغ .
 - 1/16المجاؿ مف كبالتالي سيمتد ليحتكم نقاط القطع السابقة  السيبركفمككساسيفاختيار مجاؿ تركيز كما تـ 

 E. coli ATCC ك  K. pneumoniae ATCC 700603 تـ اعتماد السلبلات المرجعية كما، ؿـ/غمؾ 256
(. 1ممحؽ ) شاىد ايجابيؾ  25922

تحضير المواد 
: أوساط الزرع -

كيجب أف يحتكم كسط الزرع مزيجان متكازنان مف  اك صمب، سارؿ ميمكف أف تنمى أغمب الجراثيـ في كسط زرع 
 .فعاليةلمكاد العركرية كبتراكيز محددة مف أجؿ السماح لمجراثيـ بالنمك كالانقساـ با

، ثـ مف الماء المقطر L 1المجفؼ في  المسحكؽ كزف محدد مف تعميؽكتحعر الاكساط الزرعية عف طريؽ 
  .min 15مركية لمدة  ˚121Cعمى الدرجة autoclave  لصاد المكصدفي ايكعع المزيج السابؽ 

أطباؽ  في ، ثـ يسكب˚C 55-50ير أطباؽ بترم يبرد الكسط السابؽ حتى تصبح درجة حرارتو مابيف كلتحض
يتـ لصؽ أغطية الأطباؽ بكاسطة شريط مف البارافيمـ  ثـكسط الزرع،  تصمبنترؾ الأطباؽ حتى م، بترم معقمة

 .لحيف استخداميا ˚C 4 الثلبجة عند الدرجة كعع فيكت

 الآغار المغذم  Nutrient Agar (N.A)-  شركة(Criterion): مكاد ك  آغار يتألؼ ىذا الكسط مف
عركرية لانقساـ ك نمك عدد كبير مف  كالتي تعد( خلبصة لحـ البقر، خلبصة البنكرياس  )مغذية 

.  لتر ماء مقطر إلىمف المسحكؽ  g 23باعافة يتـ تحعير الكسط ، الكارنات الحية الدقيقة 
 مكلر ىينتكف مرؽMueller-Hinton broth   مف صنع شركةSigma، USA:  لاجراء كسط سارؿ

 .كاحد لتر مف الماء المقطر  إلىمف المسحكؽ  g 22يحعر باعافة  اختبار التحسس بطريقة التمديد،
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: محاليل اختبار التحسس الجرثومي  -
  بشكؿ فياؿ سارؿ ( مؿ100 /ممغ200 % )0.2محمكؿ سيبركفمككساسيفliquid vial 

  ؿ ابتداء مف محمكؿ خزيف ـ/غؾـ 1024 لكؿ السيبركفمككساسيف ذك التركيزمؿ مف مح1يؤخذStock 
solution  مكؿ مف المحمكؿ السابؽ كالتمديد  512عافة كذلؾ بإ( حسب قانكف التمديد)% 0.2بتركيز

، كسيخعع ىذا المحمكؿ لعممية تمديد معاعؼ خلبؿ مراحؿ العمؿ مؿ بمرؽ مكلر ىينتكف 1حتى 
 .مؿ/مكغ 256يز كصكلا إلى الترؾ

  0.5محلول عٌاري McFarland:  1.175)مؿ مف محمكؿ كمكريد الباريكـ  0.05يحعر باعافة %

يجب أف تككف الكثافة العكرية لممحمكؿ ك ،% 1مؿ مف محمكؿ حمض الكبريت  9.95إلى ( حجـ/كزف

 المحمكؿ، يحفظ نانكمتر 625مقركءة في مكجة طكليا  0.1ك  0.08بيف  ODالمحعر بيذه الطريقة 

 (.كرؽ ألمنيكـب تغميؼ الأنبكبب)بالظلبـ  الغرفةبدرجة حرارة 

  بكثافة  %0.9اختيار خمس مستعمرات متشابية شكلب كتعمؽ في محمكؿ ممحي يحعر بمعمؽ جرثكمي
كىذه الدرجة مف العكارة تعني كجكد حمكلة جرثكمية في المعمؽ تساكم  McFarland 0.5كافئ ت

مؿ  0.1)حكالي مرة مرة نمدد المعمؽ السابؽ ، CFU/ml ((colony forming unit 108×1.5تقريبان 
 CFU/ml 106×1  النياري التركيز صبحكم( مؿ مرؽ مكلر ىينتكف 9.9 إلىمعمؽ يعاؼ 

 :الأجيزة المستخدمة -
 صاد مكصد: Autoclave ALPCo, Japan 

 الزرع حجرة Laminar Flow Clean Bench I ((ΔLab Tech ات الزرع عمنيا كؿ عممي رجري

مع نظاـ انذار لمتحكـ  uvكالتحسس الجرثكمي ذات تيار ىكاري عمكدم كمزكدة بمصباح عادم ك 

 بالفمتر اك استبدالو

 طجبق خبصخ نهزحسس انجرثُمً أMicroplate 96 حجرح 

  آنً نٍسا إجٍبز قبرئELx808 Absorbance Microplate Reader 

  ك ثمانيةأحادية أماصات(8-Channel Pipettes)  10،20،100،200،1000بأحجاـ مختمفة  

 .، مع رؤكس مكافقةمكؿ
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طريقة العمل  -
i. ف ككساط مغذية، أزرع العزلات عمى ت  (ساعة 30لا تتجاكز أيجب ) /Cº /37 طكاؿ الميؿ بحرارة  تحعن
ii. ؿ مف مرؽ مكلر ىينتكف بشكؿ متساكمؾ 100ملؤ الحجرات بػ ت. 
iii. 1024تركيز ذك اؿكلى مف الصفيحة الحجرة الأؿ السيبركفمككساسيف في محمكمكؿ مف  100 يعاؼ 

 . مؿ/مكغ
iv. (  مؿ/مكغ 512التركيز  اتذ) 1 مكؿ مف الحجرة الأكلى 100نقؿ بكاسطة ممص بلبستيكي عقيـ م

 إلىحتى نصؿ .. الثالثة، كىكذا إلىمكؿ مف الثانية 100 ، ثـ يؤخذ(2)في الحجرة الثانية  يكععك
كؿ أ إلىجانبا، كبيذا يخعع السيبركفمككساسيف  يرمىمكؿ منو ك100ذ ، عندىا يؤخ (10)الحجرة الأخيرة

كيككف حجـ المحمكؿ في كؿ   .....512 عممية تمديد ك نحصؿ عمى سمسمة مف عشر تمديدات
. مكؿ 100الحجرات 

v.  ذك التركيز المعمؽ الجرثكمي السابؽمكؿ مف  100 عافةإتـ مبعدىا(CFU/ml 1×106
 بكؿ حجرة (

CFU/ml 0.5×10لؽ نياري بتركيزكبالتالي نحصؿ عمى مع
5
جميع الحجرات، كيخعع عمف   

كصكلان إلى مؿ /مكغ 256بدأ بػ السيبركفمككساسيف إلى عممية تمديد ثانية لنحصؿ عمى سمسمة تمديدات ت
 .حجرة/مكؿ 200 يساكم كحجـمؿ /مكغ1/8

vi.  ىد إيجابي عمى عتباره شااحة جرثكمية فقط بدكف صاد حيكم لاحد الحجرات عمى لؽأحتكم تف  أيجب
حجرة )مف المقاحة الجرثكمية كشاىد سمبي  خاليةحد الحجرات أ، كما يجب اف تككف ( 11حجرة )النمك
12). 

vii. تـ حعف الأطباؽ بدرجة حرارة  مCº /37 / في جياز  تـ قراءة النتيػػػجةتساعة، بعػػدىا / 20-16/لمدة
. لمعرفة الحجرة التي تكقؼ عندىا النمك ليزاالإ

viii.  يتـ تحديدMIC  بشكؿ كامؿ، كتككف  قؿ تركيز مف الصاد الذم يثبط النمكأعند الحجرة التي تكافؽ
 :القراءة كالتالي

. يةالجرثكـالخمية أثَّر الصاد في : الحجرة رائقة
. يةالجرثكـالخمية لـ يؤثر الصاد في : الحجرة عكرة
ليذا  MICمؿ عكرة فإف /غمؾ 4مؿ رارقة كالحجرة ذات التركيز/مكغ 8الحجرة ذات التركيز  تفمك كاف

أف تككف جميع الحجرات ذات التركيز الأعمى مف  ىذا المثاؿمف البدييي في مؿ، ك/مكغ 8الصاد يككف 
لا فيناؾ خطأ/مكغ 8   .كيجب عندىا إعادة الاختبار مؿ رارقة كا 

ix. بحرؼعزلة مف العزلات المدركسة  كتمثَّؿ كؿ يتـ إجراء الخطكة السابقة عمى كؿ صؼ في الػطبؽ 
 (16شكؿ ()12-1)مف رقـ  ، أما التراكيز فقد تكزعت عمى الأعمدة (A-B-….H) أبجدم 
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x.  ك انعداـ أك في حاؿ نمك في كامؿ الحجرات أعادة النتيجة عند عدـ كجكد تدرج في النمك الجرثكمي إتتـ
 .النمك تمامان 

xi.  في الشاىد الايجابي،  (عكارة)قبؿ قراءة النتيجة يجب التأكد مف ظيكر نمك كاعح لمقاحة الجرثكمية
 كعدـ النمك في الشاىد السمبي

 
 .بطريقة التمديد عسلاد انجرثُمٍخانـاختبار حساسية الخاصة ب microplateالصفيحة : ( 16)الشكؿ 

دراسة مورثات المقاومة   2.5.
البحث عف الأنكاع الطافرة  –تفاعؿ تعخيـ المكرثات اليدؼ  –كيتعمف استخلبص الدنا الجرثكمي 

: استخلاص الدنا الجرثومي. 1.2.5
المكاد المستخدمة  -

  آغار المغذمكسط  Nutrient Agar (N.A) 
  مرؽ كسطLuria broth عركرم لزرع الجراثيـ أثناء العمؿ بقسـ البيكلكجيا الجزيرية كاؿمغذم اؿ

لاستخلبص كؿ مف الجينكـ كالبلبزميد 
 ميداتزكيت استخلبص البلب plasmid extraction kit: 

QIAprep Spin Miniprep Kit، Qiagen، USA  
 

 كيت استخلبص الجينكـ genome extraction kit :
Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit, 

الأجيزة المستخدمة  -

 ml 0.2/1.5/2:خاصة بأنابيب إبندكرؼ  دقيقةمثفمة  

(himac CT5RE tabletop centrifuge; HITACHI، Japan). 
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 :Plasmid extraction بلازميداستخلاص ال. 1.1.2.5
ساعة بدرجة  24تـ تنشيط الجراثيـ بإعادة زرعيا عمى كسط الآغار المغذم الصمب ك كععيا بالحاعنة لمدة 

في أنبكب  تكزرع ،معقم toothpickفردة كبيرة باستخداـ عكد خشبي فمستعمرة ـ أخذت، ثـ º(37C)حرارة 
لدرجة الحرارة  مبرَّدك  معقـ  Luria Broth medium (LB)كسط سارؿ ىك(ml 5-1) يحكم   500ml  بحجـ

55 Cº محمكؿ ابتداء مف كذلؾ  ) ،مؿ/مكغ 100تركيز ب( الحساسة لوالصاد الحيكم ) مبيسيمميفلأا كمعاؼ لو
لحيف ( Cº 4-)مكعكع في أنبكب عاتـ كمحفكظ في درجة حرارة  mg/ml 50بتركيز  stock solutionخزيف 

. (ستخداـالا
اىتزاز قكم لكسط مع ترافؽ باؿ º(37C)ساعة بدرجة حرارة  16-12لمدة  حعف الأنابيب المزركعة تـ بعد ذلؾ

عمى الجراثيـ كىي في الطكر المكغاريتمي لمنمك لعماف الحصكؿ عمى أكبر كمية  يتـ الحصكؿحتى )الزرع 
لمدة ثلبث دقارؽ في  rpm ((6800 x g 8000مف  كثرثفؿ العينة الناتجة لأت، ثـ (ممكنة مف البلبزميدات

. bacterial lysateلمحصكؿ عمى الحلبلة الجرثكمية  (25Cº-15)درجة حرارة الغرفة 
تطبيؽ التعميمات الكاردة في الكيت الخاص باستخلبص البلبزميد، كالذم يعتمد عمى الاستخلبص  تـ في النياية 

حؿ الجراثيـ بمحاليؿ قمكية، ثـ تعديؿ المحمكؿ الناتج ك إعافة  بالطكر الصمب باستخداـ أعمدة مف السيميكا، بعد
ممح قكم الارتباط لتصبح العينة جاىزة لمتنقية بعد ادمصاصيا عمى أغشية السيمكيا في الأنابيب المكجكدة في 

 .المحمكؿ الذم يحكم البلبزميدات elutionالكيت، ثـ غسؿ المحمكؿ الناتج بعدة محاليؿ كبعدىا تـ امتلبص 

: Genome extractionاستخلاص الجينوم . 2.1.2.5

طريقة ( كما في البلبزميد)إلا أنو تـ اختيار بالرغـ مف تكفر عدة طرؽ لاستخلبص الدنا الجينكمي 
 إلىعافة إلسيكلتيا كسرعتيا كقابميتيا لمتطبيؽ،  الطرؽ شيكعان  أكثرعمدة كالتي تعتبر مف التنقية بالأ

عمى مف طريقة الترسيب كالتي يبقى فييا جزء مف الدنا أت مردكد الحصكؿ عمى خلبصات نقية ذا
استخداـ محلبت سامة اك  الثمف ليةاات غاتيفاستخداـ الر تتطمب ىذه الطريقة لاكما ، [104]منحلب 

 .PCR [105 ,106]تفاعؿ  تثبطكالكمكركفكـ كالفينكؿ كالتي يمكف أف 
 العزلاتمف الجينكمي  دناعزؿ الػكمف ثـ تتبع ب ة الجرثكميةاتباع نفس الخطكات السابؽ لمحصكؿ عمى الحلبؿ تـ

كفؽ معايير ك كتكجييات الشركة  .GeneJET Genomic DNA Purification Kitالنامية بطريقة الكيت 
كيعتمد الكيت عمى الاستخلبص بالطكر الصمب باستعماؿ  ( 3الممحؽ )طة بركتكككؿ خاص مرفؽ االمصنعة بكس

   .دنااؿ لربطـ رقيؽ مف السيميكا عمى فيؿ حكمتأعمدة 
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: المبدأ
 عمكد التنقية المركب بشكؿ مسبؽ عمى أنبكب جمع  إلى (غشية الخمكيةليعـ الأ) إعافة المحمكؿ الحاؿ

2ml .
  إزالة الػRNA  عف طريؽ إعافة الػRNase A.  
  محاليؿ الغسؿ المحعرة  باستخداـالتخمص مف الشكاربwash buffers.  
 كقاء الاستخلبص   دنا المرتبط بعمكد السميكا باستخداـاؿ شطؼ خيرا،أElution Buffer.  

: Checking Eluted DNAالمستخمص  دناالتحقق من ال. 3.1.2.5
مف محمكؿ  مكؿ  2مع امف العينة المستخمصة بعد مزجومكم  10المستخمص بترحيؿ  دناتـ التحقؽ مف سلبمة اؿ

 .تسييؿ تحميؿ العينة عمى آبار اليلبمة، المستخدمة ؿ loading dyeصبغة التحميؿ
مف كقاء تريس أسيتات مؿ   50مف الآغاركز في غ 0.35بحؿ  %0.7ىلبمة الآغاركز بتركيزتحعر 
بعد تمديده بالماء ثناري التقطير منزكع الشكارد لتقميؿ ناقمية الكسط ليصبح بتركيز   (50X TAE buffer)إيديتا
1 X، بركميد بشكؿ كامؿ كيصبح المحمكؿ رارؽ ثـ يعاؼ لممحمكؿ صبغة المزيج حتى يذكب اليلبـ  يسخف

 فقيصب الآغاركز في حكض الرحلبف الأ، مCº 60عندما تصبح حرارة المحمكؿ مم /مكػ 5بتركيز الإثيديكـ 
العينة عمى  بعد ذلؾ ، تحمؿTAE buffer 1Xغمر بكقاء مترؾ ليبرد ثـ مفقاعات ك بيدكء لعماف عدـ تشكؿ

 250-10000 تتراكح أطكاؿ قطعو مفك الذم  DNA ladder 1Kb دناترحيؿ سمـ الػ اعافة الىآبار اليلبمة 
bp دناجانب العينات المستخمصة لممقارنة ك التأكد مف الكزف الجزيري لؿ إلى. 

كحدة تغذية بحيث تككف المسارم السالبة الشحنة عند العينة كالمكجبة في  إلىالمسارم في حكض الرحلبف  تكصؿ
بعد  ك يحدد الزمف بحكالي الساعة V/cm 8طبؽ فرؽ في الكمكف لمدنا، كم سمبيةاؿشحنة اؿ بسببالمقابؿ  الطرؼ

تغطية حكض الرحلبف لأف التيار الكيرباري يرفع مف درجة الحرارة كيسبب تبخر الكقاء المكجكد في حكض 
(. 9ممحؽ )البنفسجية جياز إظيار مزكد بمصباح أشعة فكؽ  يستخدـ دناالرحلبف، كلإظيار عصابات اؿ

 تضخيم المورثات الهدف. 2.2.5

 : Molecular biology gradesمكاد خاصة بالبيكلكجيا الجزيرية
، كالتي (molecular biology grade)   ستعماؿ في مجاؿ البيكلكجيا الجزيريةتتصؼ بأنيا معدة خصيصان للئ

. nucleaseلحمكض النككية ات الحالة ؿنزيـقامت الشركة المنتجة بتعقيميا ك تخريب الأ
 PCR (PCR-water:)ماء  -



34 

 

، كلإكماؿ حجـ التفاعؿ في المجفدة كىك ماء خالي مف النكمياز المخرب لمحمكض ، يعد عركريان لحؿ البكادئ 
 .  PCRالػ عممية 

(Nuclease free water، PCR grade; Fermentas، Lithuania) 

 :Primersبكادئ  -

، Forwardبكادئ أمامية  خمسمكرثات، أم  لخمستـ استخداـ بكادئ .)فةتصمـ بحسب المكرثة المستيد 
ستخداـ التراكيز إإذ أف ، (µM 1-0.1) ، يعد التركيز المثالي لمبادئ ىكReverseعكسية بكادئ  خمسك

تسبب في تشكيؿ ثنارية البكادئ ت، كما أف التراكيز المرتفعة كاتج التعخيـفقمة المنخفعة لمبكادئ ينتج عنيا 
primer dimer. 

(Custom Primers; VBC-Biotech، Austria). 

 :Nucleotides نكميكتيدات -

(A، T، C، G) كىي مزيج مف النكميكتيدات الأربعة الرريسية  يجب استخداـ تراكيز مف مزيج النكميكتيدات  
(µM 200-50)حكالي  كمية ممكنة مف أنو يجب استخداـ أقؿ  إلىكتجدر الإشارة ، لكؿ نكميكتيد بنسب متساكية 

.البكليميراز أنزيـتراكيز النكميكتيدات لمتقميؿ مف أخطاء   

.(dNTP Mix، 10 mM; Fermentas، Lithuania) 

 :Taq DNA polymerase دنانسخ اؿ أنزيـ -
القطعة المعخمة، كتعتمد  إلىالنكميكتيدات  حيث يقكـ بإعافة، دوبال العركرم لعممية تعاعؼ نزيـك ىك الأ 

ك زمف الانفصاؿ في الدكرة الكاحدة، إذ يبمغ ،   PCRالػ ميراز المعافة عمى عدد الدكرات في تفاعؿ كمية البكلي
مع  نزيـدقيقة، كبالتالي يتخرب جزء مف الأ 40حكالي  Cº 94البكليميراز في درجة حرارة  نزيـالعمر النصفي لأ

زيادة  إلىالبكليميراز  أنزيـفعة مف ستخداـ تراكيز مرتإيؤدم . denaturationكؿ دكرة في مرحمة الانفصاؿ 
، Truestart polymerase أنزيـالبكليميراز، كقد تـ استخداـ  أنزيـحتماؿ تعخيـ نكاتج ثانكية، ك أخطاء في إ

التقميدم، استخدـ ليزيد الحساسية كالنكعية لناتج عممية  Taq polymerase أنزيـمعدؿ كيمياريان عف  أنزيـكىك 
حتماؿ إفي درجة حرارة الغرفة، مما ينقص    PCRالػ لا يبدأ تفاعؿ  نزيـاستخداـ ىذا الأ التعخيـ، إذ أنو عند
 .تشكؿ نكاتج ثانكية

(TrueStart™ Taq DNA Polymerase، 200 u (5 u/µl); Fermentas، Lithuania) 

: Magnesium chlorideكمكريد المغنزيكـ  -
Mgتمعب شكادر المغنزيكـ 

+2
 نزيـ، حيث يحتاج ىذا الأTaq DNA polymerase ـنزمم لأأنزيـ يـدكر تـ 

القصكل، كما يجب  فعاليةلؿ mM 1.3-1.2أدنى تركيز مف كمكريد المغنزيكـ الحر غير المرتبط أم حكالي 
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انخفاض في كفاءة التفاعؿ، بينما تتسبب الزيادة  إلىأف التراكيز المنخفعة مف شكارد المغنزيكـ تؤدم  إلىالتنكيو 
، كما يزيد احتماؿ دناارتباطيا غير النكعي عمى اؿ مفنصيار البكادئ، ك يزيد إخفض درجة  لىإفي تراكيزىا 

البكليميراز في عـ النكميكتيدات الصحيحة  أنزيـ، ك يزيد مف أخطاء في primer dimerتشكؿ ثنارية البكادئ 
. بشكؿ ممحكظ

(magnesium chloride solution 25mM، PCR grade; Fermentas، Lithuania). 

: PCR   PCR Bufferالػ الكقاء الخاص بتفاعؿ  -
، ك كمكريد البكتاسيكـ بتركيز mM 100كىك كقاء يحكم عمى تريس حمض كمكر الماء بتركيز 

500 mM ،َدرجة حمكعتوPH=8  ٌَُ ،انزضخٍم عركرم لمحفاظ عمى درجة حمكعة معينة لمحمكؿ .
(PCR Buffer 10X; PCR grade، Fermentas، Lithuania) 

 : اليدؼ دنااؿ -

   PCRالػ أثناء تفاعؿ  الدنايجب استخداـ تراكيز عريمة مف  ك ،كٍذالٌَُ انمحهُل انىبرج عه الاسزخلاص ة
 .نكاتج ثانكية يمكف أف تؤدم لظيكراستخداـ تراكيز مرتفعة  فلألكؿ تفاعؿ  ng 1000-1بما يعادؿ 

 :الأجيزة المستخدمة
: PCRـلػ لإجراء تفاعؿ ا Thermal Cycler عادم جياز مدكر حرارم -

    (MasterCycler® Thermal Cycler; Eppendorf mastercycler ,Germany) 

 : PCRـلػ لإجراء تفاعؿ ا gradientجياز مدكر حرارم متدرج  -

(TaKaRa Gradient PCR، Japan) 

. مكؿ  10،20،100،200،1000بأحجاـ مختمفة  (Channel Pipettes-8)ك ثمانيةأحادية أماصات  -

(. ml 1.5، كأنابيب بحجـ ml 0.2 بحجـ PCRأنابيب )أنابيب إبندكرؼ بأحجاـ مختمفة  -

(Eppendorf tubes; Eppendorf، Germany) 

 مكؿ 10،20،100،200،1000بأحجاـ مختمفة : ية مفمترةفرؤكس ماصات ميكرك -

، لأف التمكث بحجـ أصغر مف تـ استخداـ الرؤكس المفمترة، حرصان عمى سلبمة الماصات الميكركية المستخدمة
1nl الػ مف ناتج التعخيـ بPCR   ة في عمب أج خاطرة، كما أف الرؤكس كانت معبيعتبر كاؼٍ لإعطاء نتائ

 عقيمة
.( Eppendorf Tips; Eppendorf، Germany) 

 Vortex :Autovortex; STUART scientific,UKرجَاجة 

 ج
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: Polymerase chain reaction (PCR)تفاعل البوليميراز السمسمي . 1.2.2.5
 في أنبكب اختبار دناتقنية جديدة تسمح بتعاعؼ تسمسؿ مف اؿKary Mullis  ابتكر العالـ1983 في العاـ 

، ككاف ىذا مف الابتكارات التي سببت ( PCR) أطمؽ عمى ىذه العممية مصطمح التفاعؿ التسمسمي البكلميرازم 
التقنيات الجزيرية استخدامان في مخابر الأبحاث، كىي  أكثرة، كىي الآف مف ثكرة حقيقية في عمـ البيكلكجيا الجزيري

. قميمة مميار مرة خلبؿ ساعات دناتسمح بنسخ قطع مف اؿ
، كالذم DNA Polymeraseات البكليميرازأنزيـبتكاسط أحد  دنابالأساس عمى تعاعؼ اؿ PCRالػ تقنية  تعتمد
 :يتطمب

الجديد الذم سينتسخ بدكره  دناعمؿ كقالب ينسخ عميو خيط اؿم :Templateمفرد السمسمة  DNAخيط  -
. عددان كبيران مف المرات

 .لإعافة النكميكتيدات نزيـيستخدميا الأ  3' يممؾ مجمكعة ىيدرككسيمية عمى المكقع :Primerبادئ  -
أك  Oligonucleotideيسمى قميؿ النكميكتيدات  وبدعمى استخداـ شريط قصير مف اؿ   PCRالػ يعتمد تفاعؿ 

المراد تعخيمو بحسب تسمسؿ  وبلد، يقكـ بالالتصاؽ بشكؿ نكعي في منطقة محددة مف اPrimerبادئ 
 كريؾ-بعـ النكميكتيدات الحرة بحسب قكانيف كاطسكف polymeraseالبكليمراز  أنزيـنكميكتيدات البادئ، ثـ يقكـ 

، بحيث يتـ بناء سمسمة ( Cمع السيتكزيف  Gكانيفكالغ  Tمع الثيميف Aالأدنيف ) وبلدلتزاكج الأسس الآزكتية في ا
عمى  reverse primerؽ بادئ آخر يدعى البادئ العكسي ثـ يمتص. التي يتـ تعخيميا لدنامقابمة لسمسمة ا

البكليمراز  أنزيـكيقكـ  forward primerنعماـ البادئ الأكؿ الذم يدعى البادئ الأمامي إالجية المقابمة لجية 
polymerase حيث تتكرر العممية دوبتشكيؿ شريط معاعؼ جديد مف الػ إلىخ السمسمة الجديدة مما يؤدم بنس ،

الناتجة بشكؿ أسي  دوبزيادة عدد أشرطة الػ إلىنعماـ بكادئ جديدة كتستمر العممية مما يؤدم إعمى ىذا الشريط ب
في جياز  PCRء تفاعؿ يتـ إجرا. عدة ملبييف مف النسخ إلى دوبحيث يمكف تعخيـ عدد قميؿ مف نسخ الػ

درجات حرارية كؿ منيا يخص مرحمة معينة  3يتـ تطبيؽ  كفيو thermocyclerخاص يسمى المدكر الحرارم 
 .[107] كلفترات زمنية كافية

  :في ثلبث مراحؿ PCRكيتـ تفاعؿ الػ 
 100-90)حيث يتـ تسخيف مزيج التفاعؿ لدرجات حرارة تتركاح بيف  Denaturating :مرحمة التمسخ 

Cº) المتتاميف  دوبدقيقة ك ذلؾ لكسر الركابط الييدركجينية بيف الأسس الآزكتية المكجكدة عمى خيطي الػ 2-1 لمدة
 .جاىز لمتفاعؿ DNAكبذلؾ ينتج لدينا قالب 
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 دوبأماكنيا المقابمة عمى سمسمة الػ إلىيتـ فييا انعماـ البادرات : Annealing أو التمدين مرحمة الالتصاق
تككف عادة  درجة حرارة تتناسب مع درجة انصيار البادئ  إلىتعخيميا، ك ذلؾ بخفض درجة الحرارة المراد 

 .لمدة دقيقة أك أقؿ Cº 65-45عمف المجاؿ 
حيث  المتشكمة دوبسمسمة الػ إلىيتـ فييا عـ النكميكتيدات الحرة :   Extensionأو الاستطالة مرحمة الامتداد
، يختمؼ زمف Taq polymerase أنزيـكىي الدرجة المناسبة لعمؿ  Cº 72رحمة درجة الحرارة تطبؽ في ىذه الـ

 Taq polymerase أنزيـمف أجؿ ؼالبكليميراز،  أنزيـىذه المرحمة تبعان لطكؿ القطعة المعخمة كسرعة عمؿ 
 .bp 1000ره استخدامان يبمغ زمف ىذه المرحمة دقيقة كاحدة لكؿ طكؿ قد كثرالأ نزيـالذم يعتبر الأ

 ةالنياري ستطالةبعد نياية عدد الدكرات المحددة تبدأ مرحمة مشابية لممراحؿ الأخرل السابقة كتسمى مرحمة الا

final  extension  دقارؽ كالغرض منيا عماف إكماؿ عـ النكميكتيدات لمعدد   10-5كتطبؽ لفترة أطكؿ مف
البكليميراز أثناء عمميات التناكب السريعة نسبيان بيف درجات  أنزيـاليارؿ المتشكؿ مف القطع الذم قد يفكؽ قدرة 

. الحرارة الثلبث
دكرة بحسب  30-20المعخـ بعد عدد محدكد مف الدكرات يتركاح غالبان مف  دوبتتكقؼ الزيادة الأسية لكمية الػ

بشكؿ    PCRالػ ج حيث يدخؿ التفاعؿ في مرحمة تزداد فييا كمية نات. المكجكدة في بداية التفاعؿ دناكمية اؿ
الخطي ثـ يتكقؼ التعخيـ بشكؿ كامؿ أك شبو كامؿ بسبب استيلبؾ مككنات التفاعؿ كمنافسة ناتج  إلىأقرب 

مككنات تفاعؿ ( 2)، كيبيف الجدكؿPlateau [108] ستقرارالتعخيـ لمبادرات كتدعى ىذه المرحمة بمرحمة الإِ 
PCR  كالتراكيز المستخدمة عمكمان .

( ء دلاالب لديفأقؿ مف درجة حرارة ت) في درجة حرارة الغرفة  PCRيتـ مزج مككنات تفاعؿ الػ عندما : ملبحظة
قد تتعاعؼ ىذه النكاتج فيما بعد في الػ  ، برايمرات غير محددة كتتشكؿ بعض النكاتج إلىفمف الممكف أف ترتبط 

PCR  تشكؿ نكاتج  إلىمؤديةPCR  [109]ثانكية 

   PCRػ اؿمككنات تفاعؿ : ( 2)جدكؿ 

 الكظيفة الكمية المستخدمة  /التركيز المككف

Taq polymerase(5U/µl) 0.2-2 units 
ضم النكميوتيدات الحرة لبناء سلاسل 

DNA جديدة. 

Mgcl2 25mM 0.5-5 mM 
لأنزيم  cofactorأنزيمي  يمتم

 .البوليميراز

dNTPs 10mM 0.2 mM 
تعتبر بمثابة حجر أساس لاصطناع 

 .دناالـ



38 

 

fw primer 20 µM 

rev primer 20 µM 
0.1-1 µM 

تحديد مكان بدء عمل أنزيم البوليمراز 
 .وتحدد القطعة المضخمة

Taq buffer(10X) 1x 

تأمين وسط مناسب لعمل أنزيم 
البوليميراز من حيث درجة الحموضة 

 .والقوة الشاردية

Template DNA 10pg-1 µg اليدف المراد تضخيم جزء محدد منو. 

dd H2O ... إكمال حجم التفاعل. 
. ،عمى الترتيبmM  10 mM 50قدرىا   Tris Hclالبكتاسيكـ ك يدعف تراكيز مزيج مف كمكر 1Xتعبر 

 اعتبرنا الماء شاىد سمبي في كؿ عممية تعخيـ: ملبحظة

: Solution preparationتحضير المحاليل 
  البوادئPrimers :

مف النكمياز المستخدـ في البيكلكجيا الجزيرية بحسب الكمية المكصى ستخداـ الماء الخالي إبالمجفدة البكادئ  نحؿ
،  µM 100كالتي تساكم  pmol/µl  100بيا في التعميمات المرافقة لمبكادئ لينتج محمكؿ مف البكادئ بتركيز

 .(Cº 20-)حفظيا في درجة حرارة ب ثـ  µM20 نمدد مرة ثانية لمحصكؿ عمى محمكؿ عمؿ بتركيز
  كميازومن النالماء الخاليfree nuclease water  :ات أنزيـنظران لسيكلة تمكث الماء المستخدـ ب

كحفظيا في  ml 2النكمياز المكجكدة عمى الجمد ك في اليكاء كالغبار تـ تكزيع الماء في أنابيب إبندكرؼ سعة 
 .(Cº 20-)درجة حرارة 

 :Procedureطريقة العمل 
تعقيـ جميع الأدكات المخبرية  إلىف مناطؽ العمؿ الأخرل إعافة ع   PCRالػ تـ عزؿ منطقة تحعير تفاعؿ 

في الصاد المكصد قبؿ إجراء التفاعؿ لعماف عدـ كجكد أم    PCRالػ كأنابيب الإبندكرؼ الخاصة بتفاعؿ 
ات نكمياز تخرب التفاعؿ، كما تـ استخداـ رؤكس ماصات معقمة ك مفمترة حرصان عمى سلبمة الماصات أنزيـ

مف ناتج التعخيـ يعد كاؼٍ لحدكث أخطاء مختمفة في  nl 1ة مف التمكث لأف التمكث بحجـ أقؿ مف مفالميكرك
 .  PCRالػ تفاعؿ 

حتى ( (Cº 4+تـ إخراج المكاد مف المجمد ككععيا عمى حامؿ مبرد لأنابيب إبندكرؼ يحافظ عمى درجة حرارة 
أنبكب إبندكرؼ  إلىية فباستخداـ الماصة الميكرك( 3)تنصير المكاد ببطء، أعيفت الكميات المذككرة في الجدكؿ 

. حسب التسمسؿ الكارد في الجدكؿ ml 0.2سعة 
 

 :Used primersالبوادئ المستخدمة . 1.1.2.2.5
(. 3)جدكؿ  [97, 96, 65, 16] تـ تحديد البكادئ مف مقالات مرجعية
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 البكادئ المستخدمة في عممية التعخيـ : (3)جدكؿ 

 (´3-´5 )التسمسل الموقع
 القطعة الناتجة حجم

(bp) 

aac(6′)-Ib fw 

aac(6′)-Ib rev 

TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

482 

qnrA fw 

qnrA rev 

ATTTCTCACGCCAGGATTTG 
GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 

516 

qnrB fw 

qnrB rev 

GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 
ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

469 

qepA fw 

qepA rev 

AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 
GTCTACGCCATGGACCTCAC 

596 

qnrS fw 

qnrS rev 

GCAAGTTCATTGAACAGGGT 
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 

428 

: Amounts and concentrationsالكميات و التراكيز . 2.1.2.2.5
كؿ ـ 50 بحيث يصبح الحجـ النياري لمتفاعؿ  PCRلتفاعؿ الػ ( 4)استخدمت المكاد الكاردة في الجدكؿ 

( Master Mixالمزيج الرريسي )   PCRالػ يات كتراكيز المكاد اللبزمة لتفاعؿ ؾـ : (4)جدكؿ .

 المادة
الحجـ لتفاعؿ كاحد 

 مكؿ (50)
 التركيز النياري

Nuclease-free water 36.8 - 

PCR buffer 5 1X 

Mgcl2 3 1.5 mM 

dNTPs 1 0.2 mM 

Forward primer 1.5 0.6 µM 

Reverse primer 1.5 0.6 µM 
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DNA template 1 10-100 ng/µl 

Taq polymerase 0.2 1 U 

في مثفمة  داخمية لإنبكب الإبندكرؼ، كأغمؽ الأنبكب بشكؿ محكـ ككععأعيفت الكميات المذككرة عمى الجدراف اؿ
ـ مزجت ية خاصة بأنابيب الإبندكرؼ لثانيتيف، بحيث يتـ إنزاؿ القطرات المتجمعة عمى الجدراف، ثفميكرك

 .المككنات بنقر الجدراف الداخمية للؤنبكب بالإصبع عدة مرات

 :   PCRشروط تفاعل الـ . 3.1.2.2.5
انتياء بعد ، ك (5جدكؿ )كفؽ شركط محددة  Eppendorf mastercyclerيتـ تفاعؿ التعخيـ باستخداـ جياز 

. لمرحلبف الكيرباري ىا لتحعير  ية لمدة ثانيتيففأنابيب الإبندكرؼ في المثفمة الميكرك التفاعؿ تكعع
 

 

. PCR   [65 ,96 ,97]الػ شركط اللبزمة لإجراءلتفاعؿ اؿ: ( 5)جدكؿ 

 الطكر الأكؿ المكرثة
 

 الطكر الثاني
 (دكرة 30)

 الطكر الثالث
 

 الزمف الزمف درجة الحرارة 
درجة 
 الحرارة

 الزمف درجة الحرارة

qnrA, qnrB, qnrS 95 Cº 2 min 

45 S 94 Cº 

72 Cº 7 min 45 S 53 Cº 

1 min 72 Cº 

qepA, aac(6')-Ib 95 Cº 5 min 

45 S 94 Cº 

72 Cº 7 min 45 S 55 Cº 

1 min 72 Cº 

 

يتيح لنا تفاعؿ التعخيـ المتدرج استخداـ مجاؿ كاسع  : Gradient PCRشروط تفاعل . 1.3.1.2.2.5
بدلان مف درجة حرارة محددة مع تثبيت جميع شركط التفاعؿ الأخرل، مما مف درجات الحرارة في أطكار التعخيـ 

. يساعد عمى تحديد الحرارة المثمى

يتراكح بيف  annealingكعمف مجاؿ لمتمديف  qnrAك qepAلقد تـ تطبيؽ ىذا التفاعؿ عمى كؿ مف مكرثتي  
كفؽ شركط  TaKaRa Gradient PCRدرجة مركية، عمف جياز مدكر حرارم ذك خاصية تدرجية  48-58

( . 6)محددة، جدكؿ 
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 qepA, qnrA لمكرثتي Gradient PCRبرنامج : ( 6)جدكؿ 

  (درجخ مئٌُخ)انحرارح انسمه  عذد انذَراد

1 2.00min 94  انطُر الاَل

30 

0:45sec 

1:00min 

1:00min 

94 

48-58 

72 

انزمسخ 

انزهذٌه 

 طبنخسذالا

1 7:00min 72  انطُر انثبنث

1 ∞ 4 Conservation 

 
 :Agarose gel electrophoresis الرحلان الكيربائي عمى ىلامة الآغاروز. 2.2.2.5

 مواد الرحلان :
 ـ- كىك التركيز المناسب لإجراء  %1الآغاركز بتركيز  تـ تحعير ىلبـ : Agarose gelالآغاركز ىلب

 .الآغاركز باستخداـ ىلبـ دوبلاف الكيرباري لجميع أحجاـ حزـ الػحالر
(TopVision agarose

TM
; Fermentas، Lithuania). 

عصابات  ك ىك عركرم لكشؼ :Ethidium bromide solution EtBrبركميد الإيثيديكـ  محمكؿ -
. mg/ml 10تركيزه ، دوبالػ

(Ethidium Bromide 10 mg/ml; Vivantis biomedical، Malaysia) 

لتحعير ىلبمة الآغاركز، كما كقاء عركرم : Tris–acetate EDTA أيديتا-أسيتات-كقاء تريس -
 يستخدـ كمحمكؿ ناقؿ لمتيار الكيرباري في حكض الرحلبف

[40 mM Tris  HCl (pH 8.3), 2 mM acetate and 1 mM EDTA] 
 (TAE 50X; Fermentas، Lithuania). 

 .دنالؿ ثلبثة أنكاع كقد استخدـ ، دوبانـ العركرم لمعرفة أطكاؿ قطع :DNA Ladder DNA سمـ -

 (1000bp-50)تدريجاتو  GeneRuler™; 50bp DNA Ladder; Fermentas الاكؿ
( 300bp-10)رذرٌجبرً   GeneRuler™; Ultra Low Range; Fermentasنثبوً ا

 (10000bp-250)تدريجاتو  GeneRuler™; 1Kb DNA Ladder; Fermentasانثبنث  
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 mM 10      الماءحمض كمكر –تتألؼ مف تريس   6X DNA Loading Dye :صبغة لمتحميؿ  -
  cyan ، سيانكؿ الكزيميفbromophenol blue 0.03% ، أزرؽ البركمكفينكؿpH=7.6بدرجة حمكعة 

xiline 0.03% نة، كىي %60، كغميسركؿ في حكض الرحلبف  PCRالػ ستخدـ لتحميؿ ناتج ت مادة ممكٍّ
. الكيرباري

(6X DNA Loading Dye; Fermentas، Lithuania). 

 :خدمةالأجيزة المست
i.  باري عمى ىلبمة الآغاركز الأفقية لإجراء الرحلبف الكير أفقيحكض ترحيؿ

ii. كحدة تغذية لإجراء الرحلبف الكيرباري:(PS 9009 TX; APELEX, France)  

iii. جياز إظيار مزكد بمصباح أشعة فكؽ البنفسجية: (NiseUV; DAIHAN SCIENTIFIC CO، 

Korea). 

iv.  ك ثمانيةأحادية أماصات (8-Channel Pipettes)  10،20،100،200بأحجاـ مختمفة، 

  1000.مكؿ

v.  أنابيب إبندكرؼ بأحجاـ مختمفة( أنابيبPCR 0.2 بحجـ ml 1.5، كأنابيب بحجـ ml .)

(Eppendorf tubes; Eppendorf، Germany) 

ت الػ يعد الرحلبف الكيرباري كسيمة بسيطة كسريعة كحساسة لمغاية كيتـ استخداميا عمى نطاؽ كاسع لفصؿ جزيرا
DNA   ك الػRNA   كمف الممكف  ،(الجزيري ىامعدؿ رحلبف الجزيرات يتناسب عكسان مع كزف)تبعان لمحجـ

استخداـ الرحلبف الكيرباري لميلبـ لتقدير حجـ غير معركؼ مف جزيرات الحمض النككم مف خلبؿ مقارنتيا مع 
تممؾ شحنة  RNAك   DNAحمض النككم كبما أف جزيرات اؿ. جزيرات معركفة الحجـ تدعى بالسلبلـ الجزيرية

ؿ القطب المكجب مف الحؽ إلىسالبة فيجب أف يتـ كععو في الاتجاه السالب بحيث يتمكف أف يياجر عبر الجؿ 
كنتيجة لذلؾ فإف الجزيرات  ،كيمعب الجؿ دكر مصفاة يعرقؿ عادة حركة الجزيرات الأكبر حجمان  ،الكيرباري

الجؿ بالمقارنة مع الجزيرات الأكبر كبذلؾ يتـ فصؿ جزيرات مختمفة الصغيرة تتحرؾ بشكؿ أسرع عمى طكؿ 
 .الأطكاؿ مف حيث الحجـ
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: طريقة العمل

 حيث،  1x TAEمع كقاء  (120v,45 min)% 1.5عممية الرحلبف الكيرباري عمى ىلبمة الآغاركز  تجرل
، المستخدمة  loading dyeؿمف محمكؿ صبغة التحميمكؿ   2بعد مزجو مع   PCRالػ مف ناتج مكم  10رحؿ م

المسافة التي قطعتيا جزيرات  المكف لمعينات مما يمكننا مف رؤية عطاءكا   لتسييؿ تحميؿ العينة عمى آبار اليلبمة
 .ناداؿ

: مرحمة التظيير كقراءة النتارج

ب لحفظ مزكد بكاميرا لمتصكير كمكصكؿ مع حاسشعة فكؽ بنفسجية لأ تعريض الجؿنتياء مدة الرحلبف يتـ إبعد 
 jpgاك TIFFبصيغة  Alpha mini photoreaderستخداـ برنامج إب الصكر

 BtsCIالاقتطاع  أنزيمعبر  aac(6')-Ib-cr نمطتحديد ال. 3.2.5

تتاليان معينان مف الدنا كتقكـ باليعـ بالقرب منو، كيتـ صنع  endonucleaseتميز أنزيمات الإقتطاع الداخمية 
فيكتسب الدنا ( إعافة زمرة متيؿ)راثيـ نفسيا لتستخدميا في تفاعلبت المتيمة أنزيمات الإقتطاع مف قبؿ الج

ىذا كتصنؼ تمؾ الأنزيمات إلى ثلبثة  الجرثكمي بنية أكثر مقاكمة للئقتطاع أك اليعـ مف قبؿ آكلبت الجراثيـ،
خرل، كتعد مجمكعات تختمؼ عف بععيا في العلبقة بيف قدرتيا عمى الإقتطاع مف جية ك المتيمة مف جية أ

مما يؤدم  palindromicأنزيمات النمط الثاني الأكثر استخدامان في الأبحاث الجزيرية فيي ذات سياؽ متناظر 
. [110]لمحصكؿ عمى نيايات تماسكية كتعتبر ىذه الاخيرة مفيدة جدان في ربط جزيري الدنا 

في ( 17شكؿ ) GGATGNNتيدات كالذم يميز تسمسؿ النكميك BtsCI (BseGI )قتطاع الإ أنزيـتـ استخداـ 
فلب يمتمؾ ىذا التسمسؿ، كبالتالي فإف cr variant ، أما النمط الطافرaac(6')-Ibالنمط الطبيعي مف مكرثات 

إلى قطعتيف يدؿ عمى أنيا مف النمط الطبيعي، أما عدـ تيعيميا يشير إلى أنيا  aac(6')-Ibتيعيـ المكرثة 
.  cr [96]-//مف النمط الطافر 

5'...G G A T G N N↓...3' 

3'...C C T A C↑N N ...5' 

 BtsCIتسمسلبت التعرؼ لأنزيـ الاقتطاع ( : 17)شكؿ 

N = G, A, T or C.) )
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: طريقة العمل

مزج  ، ت(7جدكؿ )كفؽ الشركط المذككرة سابقان  aac(6')-Ibبعد الحصكؿ عمى النتارج الإيجابية لتعخيـ المكرثة 
ث درجة كالذم يؤمف كسط تيعيـ مناسب مف حي ،(8جدكؿ )المصنعة للؤنزيـ  كفؽ تعميمات الشركة انمكُوبد

 ثـ ،عمى الثمج أك الحامؿ المبرد نزيـمع الحرص عمى بقاء كؿ مف ناتج التعخيـ كالأالحمكعة كالقكة الشاردية 
 20لمدة  C  80ساعات كيميو تثبيط الأنزيـ برفع الحرارة إلى 4لمدة  C°55 في درجة حرارةفيما بعد حعف يتـ اؿ
. في النياية ترحؿ العينات الخاععة لمتيعيـ لتحديد الطفرة ،المدكر الحرارم في جياز دقيقة

لاجراء تفاعؿ التيعيـ  الحجكـ المستخدمة: ( 7)جدكؿ 

المادة المعافة ( مكؿ) الحجـ
محمكؿ ناتج التعخيـ   10
ماء خالي مف النككمياز  18
 10Xكقاء  2

1(10u/µl) تطاع أنزيـ الاؽ
 :Statistical analysisالتحميل الإحصائي . 3.5

 ،Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc. Chicagoحصاري استخدـ البرنامج الإ

USA)  عتبرت قيمة اك، النتارج عف طريؽ الإرتباط الخطيلتحميؿ البيانات، حيث تـ تحميؿ  /19/الاصدارP 
 .0.05كانت أقؿ مف ذات أىمية إحصارية إذا 
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 :Resultsالنتائج . 6
 Antimicrobial susceptibility لمسيبروفموكساسين نتائج اختبار التحسس الجرثومي. 1.6

test ( تحديد المقاومة من الناحية الظاىريةPhenotype :) 
كأخذت العزلات  ،نتكفمق -لمرعمى كسط مك التمديدبطريقة لعزلات الجرثكمية ؿإجراء اختبار التحسس الجرثكمي تـ 
 ( .18، شكؿ 8جدكؿ ) مؿ/مكغ( 256حتى 1/16 ) مختمفة امتدت مف MICقيـ 

المكافقة ليا  MICالعزلات الجرثكمية كقيـ : ( 8)جدكؿ 
النمط الشكلً 

 للمقاومة
مل/مكغ   MIC   لعزاتلالنسب المئوٌة %  

 عدد العزات

 1/16 14.63 18 

 حساسة
MIC≤1 

1/8 1.62 2 

1/4 4.87 6 

1/2 2.43 3 

1 0.81 1 
متوسطة 
 الحساسية

MIC=2 
2 9.75 12 

 مقاومة
MIC≥4 

4 9.75 12 

8 1.62 2 

16 4.06 5 

32 9.75 12 

64 20.32 25 

128 18.69 23 

256 1.62 2 

 
 المكافقة ليا MICالنسب المركية لمعزلات الجرثكمية كقيـ (: 18)الشكؿ  

 

النسبة 

المئوية 

للعزلات 

% 
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 عمى العزلات المدركسة  نسب تكزع المقاكمة (19)الشكؿ بيفمك

 
، متكسطة الحساسية: I، مقاكمة: ;R الجرثكمية تجاه السيبركفمككساسيفعزلات لؿمقاكمة اؿحساسية كاؿنسب  : ( 19) شكؿاؿ

:S.حساسة 

أف نسبة حظ ، نلب(9جدكؿ ) جراء مقارنة في الحساسية تجاه السيبركفمككساسيف عند كلب النكعيف المدركسيفإكعند 
،  (20شكؿ ) %(64.64)كانت أكبر منيا في الإشريكية %( 70.83)الكميبسيمة  عندالمقاكمة 

 العزلات المقاكمة كالحساسة لكلب النكعيف الجرثكمييف :( 9)جدكؿ 

 الإشريكية القكلكنية الكميبسيمة الرركية المجمكع 
 R مقاكمة (64.64%)  64 (70.83%)  17 81
  Sحساسة (26.26%)  26 (16.66%)  4 30
 Iمتكسطة المقاكمة  (9.09%)  9 (12.5%)  3 12

المجمكع  100% 99 100% 24 123

 
 كالكميبسيمة الرركيةالإشريكية القكلكنية لمسيبركفمككساسيف عند مقاكمة اؿحساسية كاؿنسب  :( 20)الشكؿ 

S 
I 

R 
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( Genotypeورثي لممقاومة تحديد النمط الم)دراسة انتشار مورثات المقاومة لمكينولونات . 2.6
كفؽ شركط التفاعؿ المذككرة سابقان  eppindorf mastercyclerتـ تعخيـ المكرثات بكاسطة مدكر حرارم 

. PMQRنتارج رحلبف  (21)كيبيف الشكؿ ،  (5جدكؿ )

 
  PMQRنتارج تعخيـ مكرثات ( : 21)شكؿ  

L: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; 1: qnrS (428bp); 2: qnrB (469bp); 3: aac(6′)-Ib(482bp); 4: qnrA(516 

bp); 5:qepA(596bp); 6: negative control    

ك كانت PMQR  ( qnrB 30 ، qnrS 20 ،93 aac(6’)-Ib )عزلات تمتمؾ إحدل مكرثات  103نتج لدينا 
aac(6’)-Ib  كما لكحظ غياب مكرثتي(%79.7)الأكثر انتشاران ، qnrA   َ qepA(.22) شكؿ  

 

 اليةفي دراستنا الح PMQRالنسب المركية لمكرثات  : (22)شكؿ

500bp 

1 

 

2 L 3 4 5 6 L 

250bp 
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 qnrمورثات . 1.2.6
عزلات تحمؿ  8بينما كانت ، 123/42( qnrS اكqnrB اك qnrA ) qnr مكرثات  تي تمتمؾبمغ عدد العزلات اؿ

 (.10جدكؿ )أكثر مف مكرثة 
عمف العزلات الجرثكمية  qnrمكرثات  تكزع(:  10)جدكؿ

المكرثة قكلكنية اؿ شريكيةالإالرركية  كميبسيمةاؿع العزلات مجمك
42/123(34.14%) 15/24(62.50%) 27/99(27.27%) qnr 

123/0 0/24 0/99   qnrA  
30/123(24.39%) 12/24(50%) 18/99(18.18%) qnrB 
20/123(16.26%) 9/24(37.5%) 11/99(11.11%) qnrS 

 
المدركسيف نكعي اؿعمف  qnrزع مكرثة النسب المركية لتك :( 23)الشكؿ 

عزلات منيا في ( %62.5)الرركية  كميبسيمةعزلات اؿ انتشاران أكبر في qnrلمكرثات النسب المركية  تبُدم
  (.23شكؿ )، (27.27%) قكلكنيةاؿ شريكيةالإ
كلب عمف  نتشاران ا كثرىي المكرثة الأ qnrBف أنلبحظ  النكعيف المدركسيف،مقارنة تكزع تمؾ العزلات عمف عند ك

. qnrAحظ غياب مكرثة لك في حيف، (25شكؿ )عمف العزلات عمكمان حتى ك أ (24شكؿ )النكعيف المدركسيف 
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عمف النكعيف المدركسيف ( qnrB ،qnrS ) تكزع مكرثات : ( 24)شكؿ

 

 
عمف العزلات الجرثكمية ( qnrA،qnrB ،qnrS ) تكزع مكرثات : ( 25)شكؿ 

 
 
 
 
 
 

24.39 % 

16.26 % 
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 : aac(6′)-Ibضمن مورثة  aac(6′)-Ib-crالطافر  نمطانتشار ال دراسة. 2.2.6

 98خععت نتارج التعخيـ الإيجابية كالبالغ عددىا  ،  PCRتفاعؿ عف طريؽ  aac(6′)-Ibمكرثة  بعد تعخيـ
، 272 حزمتيف)نتجت قطعتيف أ، فالنكاتج التي  aac(6′)-Ib-crالطافر  نمطاقتطاع لتحديد اؿ عينة إلى أنزيـ

 نمطفيي مف اؿ( قتطاعإعدـ كجكد )ما التي تعطي حزمة كحيدة أ،  wild typeتعتبر طبيعية ( ج أساسزك 210
(. 26شكؿ ) [65]كذلؾ حسب الدراسة الككرية  aac(6′)-Ib-cr فرالطا

  
الطافر     aac(6′)-Ib-crالنمط تحديد : ( 26)شكؿ 

L: GeneRuler Ultra Low range(10-300bp); 1: نمط طافر   mutant ; 2: نمط طبيعي wild  

، أما (11جدكؿ )في مجمؿ العزلات  %75.6بنسبة  aac(6′)-Ib-cr المكرثة الطافرةنتشار أظيرت النتارج ا
 أظيرت التجارب، كما (93/98)  %94.89فقد انتشرت بنسبة aac(6′)-Ib يجابية لتعخيـعمف العينات الإ

 (27شكؿ ) الرركية كميبسيمةكبر مما ىك عميو بيف اؿأبشكؿ  قكلكنيةاؿ كيةشرمالطافر عمف الإ نمطنتشار ذلؾ اؿا
 .

300bp 

200bp 

L 

272bp 

210bp 

1 1 2 

482bp 

150bp 

100bp 
75bp 

50bp 
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 aac(6')-lb-cr  ،aac(6')-lbالعزلات الجرثكمية الحاممة لمكرثات :  (11)الجدكؿ 

 انمُرثخ قُنُوٍخال شرٌكٍخالإ انرئٌُخ كهٍجسٍهخال مجمُع انعسلاد 

98/123(79.6%) 18/24(75%) 80/99(80.8%)  aac(6')-lb 

93/123(75.6%) 15/24(62.5%) 78/99(78.78%) aac(6')-lb-cr 

 

 
 بٌن النوعٌن المدروسٌن aac(6')-lb-crالطافر نمطكاؿ aac(6')-lbالنسب المركية لتكزع مكرثة : ( 27)الشكؿ

 ٌخقُنُنال شرٌكٍخالإأكثر انتشاران بيف عزلات  aac(6')-lb-crفقد كانت مكرثة   qnrكعمى العكس مف مكرثات 
( 28)شكؿ انكهٍجسٍهخ انرئٌُخمنيا بيف 

 
النكعيف المدركسيف عمف qnr ك  aac(6')-lb-cr المكرثتيفالمركية لانتشار  النسب: ( 28)شكؿ
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مف العزلات، تـ إعادة تعخيـ المكرثات السابقة  qnrAك qepAكلمتأكد مف نتارج غياب كلبن مف مكرثتي 
ككانت  ،(7جدكؿ )تدرجي  PCRطكر التمديف كفؽ برنامج تفاعؿ بإستخداـ مجاؿ كاسع مف درجات الحرارة في

 .النتارج سمبية مما يعني غياب ىاتيف المكرثتيف

ظاىرية والمقاومة ال PMQRدراسة العلاقة بين انتشار مورثات . 3.6
عف حدكث المقاكمة لمسيبركفمككساسيف تمت دراسة العلبقة الإحصارية التي  PMQRلتحديد مسؤكلية مكرثات 

.  MICمع النمط الشكمي لمعزلات معبران عنيا بقيـ مكرثات ربط تكزع تمؾ اؿت
( P = 0.02)كقد أشار التحميؿ الإحصاري باستخداـ معامؿ الارتباط الخطي بكجكد علبقة ذات أىمية إحصارية 

المكرثة تكزعت  فقد. مدركسةعمف العزلات اؿ aac(6′)-Ib-crبيف مقاكمة السيبركفمككساسيف كبيف تكزع مكرثة 
aac(6′)-Ib-cr ف العزلات المقاكمة عـ(MIC ≥ 4 ) مقارنة مع انتشارىا عمف العزلات  %81.48بنسبة

( 12 جدكؿ)% 66.6بنسبة ( MIC ≤ 1)الحساسة 
عمف جميع العزلات الحساسة كالمقاكمة  PMQRتكزع مكرثات المقاكمة  : ( 12)جدكؿ 

اننًط انشكهي    

Phenotype (n) 
 (%)Genotype  nاننًط انجيني (n) عذد انعزلاث

 qnrB qnrS qnr aac(6′)-Ib-cr 

Resistant (81) E. coil (64) 

K.pneumoniae (17) 

21 14 30 66 

Intermediate(12) E. coil (9) 

K.pneumoniae (3) 

2 3 4 7 

Sensitive(30) E. coil (26) 

K.pneumoniae (4) 

7 3 8 20 

 total 30 20 42 93 

 
 أىمية فمـ يكف ذك ركفمككساسيفك المقاكمة لمسيبأعمف كؿ العزلات سكاء الحساسة  qnrمكرثات تكزع  أما

، حيث تكزعت ظاىريةتمؾ المكرثات مع المقاكمة اؿ ، كبالتالي لـ يثبت كجكد علبقة بيف(P=  0.09) إحصارية
انتشارىا عمف  رنة معمقا%  26.6بنسبة ( MIC ≤ 1)عمف عزلاتنا الحساسة لمسيبركفمككساسيف  qnrمكرثات 

. (12جدكؿ ) %37بنسبة ( MIC ≥ 4)العزلات المقاكمة 
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مكرثات  تكزعكتبيف ، qnrمع مكرثات  aac(6')-lb-crخرل فقد تمت دراسة العلبقة بيف تكزع مكرثة أمف ناحية 
qnr  عمف العزلات الحاكية عمى % 33.33( 93/31)بنسبةaac(6')-lb-cr  مقارنة مع انتشارىا بنسبة ،

كالعلبقة غير ىامة  aac(6')-lb-cr مكرثات عمف العزلات الغير حاكية عمى%  28.57( 35/10)مماثمة 
. ( P  =0.91)  حصاريان إ

المختمفة  MICضمن قيم  PMQRتوزع العزلات الحاممة لمورثات . 4.6
عمف  ( aac(6')-lb-cr اك qnr)  PMQR الحاممة لمكرثاتلعزلات ؿلمسيبركفمككساسيف  MICتكزعت قيـ 
 (13 )ما بيف حساسة كمقاكمة جدكؿمؿ /مكغ 256إلى  1/16بيف  مختمفة  MICعدة قيـ 

ك أكثر كاحدة أ PMQRلمعزلات الحاممة لمكرثة  MICقيـ ( :  13)جدكؿ

ثؿ المقاكمة العالية كالذم يـ( مؿ/مكغ  256 -64تتراكح بيف  MIC ذك قيـ )أف المجاؿ ( 14)كما يبيف الجدكؿ 
مف العزلات التي تحمؿ  %50حيث يعـ  ; PMQRالمستكل لمسيبركفمككساسيف يعـ نسبة كبيرة مف مكرثات 

. aac(6′)-Ib-cr مف العزلات الحاممة لمكرثات  %45.1إعافة إلى  qnrمكرثة 

مؿ/مكغ                       MIC n (%) 

 256 – 64 32 – 8 4 –1 1/2 – 1/16 عدد العزلات المورثة

qnrB 30 6(20) 5(16.6) 6(20) 13(43.3) 

qnrS 20 2(10) 5(25) 1(5) 12(60) 

qnr 42 7(16.6) 8(19) 6(14.2) 21(50) 

qnrB+ qnrS 8 1(12.5) 2(25) 1(12.5) 4(50) 

aac(6′)-Ib-cr 93 19(20.4) 16(17.2) 16(17.2) 42(45.1) 

qnr+ aac(6′)-Ib-cr 32 4(12.5) 6(18.7) 5(15.6) 17(53.1) 

qnrB+ aac(6′)-Ib-cr 23 3(13) 4(17.3) 5(21.7) 11(47.8) 

qnrS+ aac(6′)-Ib-cr 15 1(6.6) 3(20) 1(6.6) 10(66.6) 

qnrB+qnrS+ aac(6′)-Ib-cr 6 0(0) 1(16.6) 1(16.6) 4(66.6) 
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تحمؿ مكرثتي عزلات  8حيث نجد   PMQR أكثر مف مكرثة مف نكعتحمؿ التي كجكد بعض العزلات ك يتعح 
qnrB+ qnrS (6.5 )% تحمؿ كلب مف%( 26.01)عزلة  32، ك qnr+ aac(6′)-Ib-cr  6اعافة إلى 
  %qnrB+qnrS+ aac(6′)-Ib-cr(4.8.) عزلات تحمؿ

: ضمن الصبغي  qnrالتحري عن مورثات . 5.6
سير النتارج تـ اختيار ،كلتؼ qnrعزلة جرثكمية خالية مف مكرثات  81كجكد (  10جدكؿ ) أظيرت النتارج السابقة

كباستخداـ عزلات الجرثكمية اؿصبغيات  عمى( qnr)عزلة منيا بشكؿ عشكاري لمتحرم عف تمؾ المكرثات  43
 .( 5جدكؿ ) PCRلتفاعؿ الػ نفس الشركط السابقة 

منتقاة عشكاريان   ةعزؿ 43عمى صبغيات qnr تكزع مكرثات : ( 14)جدكؿ

اننًط انشكهي    

Phenotype (n) 
انعزلاثعذد   (n) اننًط انجينيGenotype  n(%) 

 qnrb qnrS qnr  

Resistant (30) E. coil (25) 

K.pneumoniae (5) 

10 

2 

10 

3 

18 

4 

 

Intermediate(5) E. coil (4) 

K.pneumoniae (1) 

1 

1 

0 

1 

1 

1 

 

Sensitive(8) E. coil (7) 

K.pneumoniae (1) 

5 

0 

2 

0 

5 

0 

 

 total 19 16 29  

 
 

حساسة % 18.6، منيا (إشريكية قكلكنية36 كميبسيمة رركية ك 7 ) 43أف عدد العزلات ( 14)تبيف مف الجدكؿكم
 ، كما يبيف الجدكؿ تكزع مكرثات(43/30)مقاكمة % 69.7، ك ( 43/5)متكسطة المقاكمة % 11.6ك ( 43/8)

qnrS, qnrB  qnr, كعند . ل التكاليعؿ%67.4 (29/43) ، (43/16) %37.2، (43/19) %44.1 بنسبة
مع النمط الشكمي لمقاكمة ( عمى الصبغي ةالمحمكؿ)  qnrدراسة الارتباط الخطي بيف تكزع مكرثات 

(.   P =0.05)السيبركفمككساسيف كانت العلبقة ىامة إحصاريان 
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: المناقشة. 7
ىدؼ لمصاد الحيكم، اؿأك المكقع حماية المركب : ربع طرؽ رريسيةألصاد الحيكم بؿمقاكمة اؿتحدث يمكف أف 

، كتستطيع الأمعاريات أف تقاكـ الكينكلكنات [111] يان أنزيـ صاد، تعديؿ الصادنقاص تراكـ اؿإاليدؼ،  بنية تغيير
نقاص تراكـ إاليدؼ،  بنية تغيير)بكؿ الطرؽ السابقة، أما عبر مكرثات طافرة محمكلة عمى الصبغي تشمؿ 

،  qnrحماية المركب اليدؼ)كالتي تشمؿ عمى  PMQRبلبزميد ، أك عف طريؽ مكرثات محمكلة عمى اؿ(صاداؿ
(. aac(6')-Ib-cr يان أنزيـ صادتعديؿ اؿ ك qepAإنقاص تراكـ الدكاء 

عمى  تؤثر بشكؿ رريسيكعمى الرغـ مف الدكر الكبير الذم لعبتو الطفرات الصبغية في مقاكمة الكينكلكنات كالتي 
يو مكرثات المقاكمة مف تنتقؿ ؼحيث  VGT (Vertical Gene Transfer)نقؿ المقاكمة بشكؿ عمكدم فقط 

صبحت أالمقاكمة تجاكزت حدكد الصبغيات ك آلياتف ألا إ، (نقساـالخميتيف الناتجتيف عف الإ إلىـ الخمية الأ
الذم يسيؿ مف الانتشار السريع لمكرثات المقاكمة ( HGT فقيمسؤكؿ عف الانتشار الأ) محمكلة عمى البلبزميد 

.  [112] نقؿ عدة مكرثات مقاكمة دفعة كاحدة إلىعافة إالجرثكمية المختمفة  نكاعبيف الأ
المحمكلة عمى البلبزميد كتحديد دكرىا في حدكث المقاكمة المكرثات تمؾ لذا كاف اليدؼ مف البحث التحرم عف 

.  phenotypeالنمط الظاىرم  مف
مقاومة السيبروفموكساسين من الناحية الظاىرية . 1.7
 MIC ≥ 4 تمتمؾكتمثؿ العزلات التي ( 81/123%)65.85المقاكمة لمسيبركفمككساسيف العزلات ت نسبة بمغ
، كليس مف المستبعد الحصكؿ عمى تمؾ النسبة العالية بإعتبار أف العزلات الجرثكمية منتجة لأنزيمات مؿ/مكغ

ESBL[82]64.2قاكمة مع الدراسة الايرانية ، كعند المقارنة مع الدراسات العالمية نلبحظ تقارب في نسبة الـ %
أما  [115] %75ك الإسبانية  [114]% 78.6، بينما نمحظ تفكقان في نسبة المقاكمة في الدراسة التركية  [113]

(  29)شكؿ [117]% 42.9، كالفمبينية [116]% 60.3النسب الأخفض فكانت عند كؿ مف الدراستيف الفرنسية 
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مع الدراسات العالمية  السيبركفمككساسيف الجراثيـ كية لمقاكمة مقارنة لمنسب المئ: ( 29)شكؿ 

في دراستنا كالدراسات في المناطؽ الجغرافية القريبة أك  لمسيبركفمككساسيفالمقاكمة  ةكبشكؿ عاـ يعزل ارتفاع نسب
مف لتمؾ الزمرة الاستخداـ العشكاري  إلىكعي مجتمعاتيا الصحي مع مجتمعنا درجة تمؾ التي تتشابو في 

لصادات الحيكية الناتج عف نقص الكعي كالثقافة الصحية، حيث يتـ تعاطي الأدكية بدكف كصفات طبية كبدكف ا
العكدة لمطبيب أك عدـ الالتزاـ بفترة العلبج المحددة كالجرعة اللبزمة، الأمر الذم يؤدم لبقاء بعض الجراثيـ 

 إلىذلؾ لجكء الأطباء في الدكؿ النامية  إلىعاؼ م. المقاكمة لمصاد المستخدـ كمف ثـ انتشارىا في المجتمع
المرتفعة كالكقت الطكيؿ اللبزـ لإجرارو،  ةتكمؼؿنظران ؿ نتيجة التحميؿ المخبرمعتماد عمى الكصؼ العشكاري دكف الإ

مرعى كىذا ما سبب انتشار الذرارم الجرثكمية الشديدة المقاكمة ؿحيث يشيع إجراء التغطية العشكارية ؿ
انخفاض نسب المقاكمة بشكؿ عاـ بسبب الترشيد الكبير لاستخداـ  فيلبحظ، أما في الدكؿ المتطكرة  اتلمكينكلكف

. الصادات الحيكية ك الكعي الصحي المنتشر بيف أفرادىا

 PMQRانتشار مورثات . 2.7

ما أالمقاكمة، لجيراز كالتكبكايزكميراز ىي المسؤكلة عف أنزيمات اغالبا ما تعتبر الطفرات الصبغية في مكرثات 
كالتي تشارؾ   ) ,PMQR (qepA qnr, aac(6')-lb-crكتشفت مكرثات محمكلة عمى البلبزميد افقد  حديثان 

الدراسة في  PMQR  الانتشار الكبير لمكرثات  تفسيريمكف  .[4]جانب المقاكمة الصبغية  إلىفي المقاكمة 
حيث تنتقؿ ، المختمفة كعمف النكع الكاحد نكاعبيف الأ كجكدىا محمكلة عمى بلبزميد يسيؿ مف انتقاليا إلى الحالية
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 Integronsات نتغركفأك الإ Transposonesت ينقكلاعبر اؿ Gene Cassetteمجتمعة بشكؿ شرارط كراثية 
، مما في أماكف مختمفة مف المادة الكراثية ذات القدرة عمى نقؿ كغرز مجمكعة مف المكرثات المقاكمة لمصادات

 .[31] لصادات الحيكيةلزمر مختمفة مف امقاكمة يجعؿ الجراثيـ 
  qnrانتشار مورثات . 1.2.7

ات نزيـمنتجة لأ المدركسة عزلاتبإعتباراؿ%qnr 123/42 (34.14 )بدت الدراسة نسب مرتفعة مف مكرثات أ
ESBL [45 ,92 ,118] ،دراسة  في غاربةكانت  تبيف أف تمؾ المكرثةخرل مع الدراسات العالمية الأ  مقارنةكباؿ
، كما بمغت  [120]الاسبانية في الدراسة  %5، [98]في الدراسة الكندية   %1، ك بمغت النسبة [119]لبنانية 
، كبشكؿ [114]التركية في الدراسة  % 6.3إلىخرل مف العالـ، فقد كصمت أعمى في مناطؽ جغرافية أنسب 

في الدراسة   % 15 حتى بمغت، ك[121] %8 الصينية ك  [16] %9السكيدية الدراسة  كؿ مف مشابو في
. ( 30)الشكؿ  [97]الامريكية 

 
  في دراسات مختمفة حكؿ العالـ qnrالنسب المركية لمكرثة  :( 30)الشكؿ

شممت الدراسة المبنانية كالسكيدية عمى عزلات مف الاشريكية القكلكنية ك الكميبسيمة ، شممت الكندية كالاسبانية عمى أنكاع مختمفة مف *
. عارياتالأـ

 كميبسيمةفي اؿ انتشاران  أكثر، فقد كانت يف المدركسيفالجرثكمي لنكعيفبيف ا qnrختمؼ تكزع مكرثات المقاكمة القد 
، كىذا يتكافؽ مع الدراسة %27.27( 27/99) قكلكنيةاؿ شريكيةمما ىي عميو في الإ 62.5% 24/15))الرركية 

ك  4%( 2/47)في  qnrمريكية مثلب تـ اكتشاؼ مكرثات ففي الدراسة الأ. [121] ، كالصينية[97]مريكية الأ
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 شريكيةللئ% 5.3مر في الدراسة الصينية عمى الترتيب، ككذلؾ الأ كميبسيمةكاؿ شريكيةعند الإ %20( 21/106)
. كميبسيمة الرركيةلؿ% 16.2مقابؿ القكلكنية 

 انتشاران  كثرىي الأqnrB مكرثة ف أqnr  (qnrA, qnrB, qnrS )مف مكرثات  أنماطثلبثة  أظيرت نتارج دراسة
الإسبانية  كما في الدراسات qnrS (20/123 )16.3%مكرثة كتمتيا % 24.4( 30/123)خرل نماط الأمف الأ

(qnrB=0.5%, qnrS=0% ) [115]  الدراسة الككرية، ك (qnrB = 4.7%, qnrS=0.8%) [65]  ك
أف النسب معككسة في الدراسة التركية مف جية أخرل نجد .  [97]( qnrB=4.5%, qnrS=0%)الأمريكية 

(qnrB=0%, qnrS=1.6%)[122]  كمتقاربة في الدراسة الصينية ،(qnrB=2.2%, qnrS=2.5% )[121] 
. (31شكؿ)

-coكجكدبسبب ارتباط  ESBL نزيـعزلات المنتجة لأاؿعمف qnrB يمكف تفسير الانتشار الكبير لمكرثة 
presence  مكرثاتqnrB  كمكرثاتESBL كلةن عمى نفس البلبزميد كما تشير لذلؾ العديد مف الدراسات محـ

 ESBLات نزيـعمف عزلاتنا المنتجة لأ qnrS، مف ناحية اخرل، كبالرغـ مف تكاجد مكرثات  [123, 48, 4]
شارت عدة أ، حيث  ESBL [124 ,125]ات نزيـخرل غير حاممة لأأنيا قد تككف محمكلة عمى بلبزميدات ألا إ

  ESBL [118 ,126]ات نزيـعمف عزلات غير منتجة لأ qnrSتشار مكرثات اف إلىدراسات 

 
 في مناطؽ جغرافية مختمفة qnrSك  qnrBالنسب المركية لكؿ مف مكرثتي : ( 31)شكؿ 

مية شممت الدراسات التركية كالاسبانية عمى عزلات مف الإشريكية القكلكنية فقط، لـ تحدد الدراسة الككرية إنتاج العزلات الجرثك*
 ESBLلانزيمات 
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, 98, 65]  فكانت غير مكجكدة عمف عزلاتنا كىذا يتفؽ مع الدراسة الككرية، الكندية  كالمبنانية qnrAما مكرثة أ
، كفي كؿ مف  [97] %10.4أمريكية في دراسة  انتشاران  كثرالأ qnrA، بالمقابؿ فقد كانت تمؾ المكرثة [119

. (32شكؿ ) [122] %1.6ة كالتركي،  [121]% 3.6صينية الدراسة اؿ

 
حكؿ العالـ   qnrAمكرثة لتكزع النسب المركية : ( 32)شكؿ

شممت الدراسات التركية عمى عزلات مف الإشريكية القكلكنية فقط، لـ تحدد الدراسة الككرية إنتاج العزلات الجرثكمية لانزيمات *
ESBL  ة ك الكميبسيمة ، شممت الكندية عمى أنكاع مختمفة مف الأمعاريات الدراسة المبنانية عمى عزلات مف الاشريكية القكلكني، عمت

 qepAانتشار مورثات . 2.2.7
، عمكما تعتبر ىذه المكرثة [117, 16]كما في الدراسات  المدركسة عزلاتاؿمف  qepAنلبحظ غياب مكرثة 

 [127, 43]ياباف ك بمجيكا في اؿ قكلكنيةاؿ شريكيةكؿ مرة عمف عزلات مف الإلأ فقد اكتشفت حديثان  نادرة جدان 
، ك كانت [65] قكلكنيةاؿ شريكيةخر لعزلة كحيدة في ككريا الجنكبية عمف الإآ، تلبىا اكتشاؼ  2007عاـ 

 %.1بتراكيز لاتتجاكز 
 :varient aac(6')-lb-cr الطافر  نمطانتشار ال. 3.2.7

، فقد بمغ عدد العزلات qnrثات تفكؽ مكركبنسبة عمف عزلاتنا %( 75.6) عاليةتنتشر ىذه الطفرة بنسبة 
% 50ذا ما قكرنت مع دراسات عالمية اخرل، فقد بمغت إكتعد ىذه النسبة كبيرة  93/123يجابية ليذه المكرثة الإ

في % 9.9، ك [16]في السكيدية %  52.2،  ك[96]مريكية أفي دراسة % 20.9ك  [117]في دراسة فمبينية 
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% 62.5نيا كانت مرتفعة في الدراسة المبنانية ألا إ،  [65]ة الككرية في الدراس% 2.5، ك [121]دراسة صينية 
( 33)شكؿ [119]

 
في دراسات مختمفة  aac(6')-lb-crالطافر  نمطمقارنة النسب المركية لانتشار اؿ:  (33)شكؿ

، عمت  ESBLثكمية لانزيمات ، لـ تحدد الدراسة الككرية إنتاج العزلات الجر شممت الفمبينية عمى أنكاع مختمفة مف الأمعاريات *
. الدراسة المبنانية كالسكيدية عمى عزلات مف الاشريكية القكلكنية ك الكميبسيمة 

كيمثؿ ىذا الرقـ النسبة المركية %  94.7في دراستنا ( aac(6')-lb-cr  /aac(6')-lb)  كقد بمغت النسبة
عمى مف مثيلبتيا في أكىي نسبة  aac(6')-lbعمف المكرثة  aac(6')-lb-crالطافر  نمطلمعزلات التي تحمؿ اؿ

 ، كالككرية[121] %57.8)) ، كالصينية[96] %(27.9) كالامريكية، [117] (%77.8)الدراسات الفمبينية
( 34)شكؿ. [65] (23.8%)
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 aac(6')-lb-cr  /aac(6')-lbمقارنة النسب المركية : ( 34)شكؿ

 ESBL، لـ تحدد الدراسة الككرية إنتاج العزلات الجرثكمية لانزيمات  اتشممت الفمبينية عمى أنكاع مختمفة مف الأمعاري *

 شريكيةبيف عزلات الإ انتشاران  أكثر aac(6')-lb-crالطافر  نمطفقد كاف اؿ qnrكعمى العكس مف مكرثات 
مف  كىذا يكافؽ كلبن  ،% 12.2( 15/24)الرركية  كميبسيمةمنو بيف عزلات اؿ% 63.4( 78/99) قكلكنيةاؿ
 %(56.7،%31.9 )شريكية القكلكنيةالطافر عند الإ نمطا نسبة اؿـالتي بمغت فيو كالسكيدية مريكيةراسة الأالد

مع الدراسة الصينية كالتي  يختمؼ ك ، [16] ،[96] كميبسيمة الرركية عمى الترتيبعند اؿ %(28.5، %16) مقابؿ
شريكية منيا عند الكميبسيمة للئ% 48.8 كلكنيةشريكية الؽالإنسبة انتشار المكرثة الطافرة فييا أقؿ عند كانت 

.  [121]% 78.9الرركية  
تمت دراسة العلبقة بيف تكزع المكرثة السابقة مع مكرثات  بنسبة كبيرة aac(6')-lb-crكلتفسير كجكد مكرثة 

qnr ، كما في عدـ الترابط بينيا كانتشارىا بشكؿ مستقؿ  إلىمما يشير  حصاريان إالعلبقة غير ىامة أف كتبيف
   aac(6')-lb-cr، كعمى العكس مف ذلؾ كحسب الدراسة الصينية، تنتشر مكرثات  [96]مريكية الأالدراسة 
. [121]عمف العزلات السمبية % 6مقابؿ  qnr عمف العزلات الحاكية عمى مكرثات% 55.2بنسبة 

تكزعيا عمف عزلات منتجة ؿفي العزلات المدركسة  aac(6')-lb-crالانتشار الكبير لمكرثة  يُعزلف أيمكف  
( ESBLك aac(6')-lb-cr) ، حيث ترتبط المكرثات السابقة مع بععياESBL [4 ,16 ,45 ,89]ات نزيـلأ

كتحمؿ عمى بلبزميد كاحد سيؿ الحركة، ك يؤدم الارتباط السابؽ لظيكر مقاكمة مشتركة لكلب الصاديف 
.  [128] ت العلبجيةمما يقمؿ مف الخيارا( الكينكلكنات ك السيفالكسبكرينات)
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 لسيبروفموكساسينل الظاىرية مقاومةالو aac(6')-lb-cr النمطالعلاقة بين . 3.7

بتحديد ، كتبيف مع نمط الحساسٌة للسٌبروفلوكساسٌن aac(6')-lb-crالعلبقة التي تربط كجكد المكرثة دُرست 
لؾ المكرثة كحدكث المقاكمة تربط بيف كجكد ت إحصارية أىميةكجكد علبقة ذات  معامؿ الارتباط الخطي

جزيرة  تنتج بركتيف يقكـ بتعديؿ aac(6')-lb-crف المكرثة ألمسيبركفمككساسيف، كيمكف تفسير ىذه العلبقة ب
 . [96]ستمة النتركجيف الحر مف حمقة البيبرازينيؿ أعبر تفاعؿ  فعاليةاؿ ةصبح عديـتؿ يان أنزيـالسيبركفمككساسيف 

عمف العزلات  aac(6')-lb-crمكرثة  تتكزعحيث  اليةيطالإدراسة اؿ كما في كىذا يتكافؽ مع دراسات أخرل
حد مكرثات ألمسيبركفمككساسيف مع العزلات التي تحكم  ظاىريةالمقاكمة اؿك ترافقت ، [129]شديدة المقاكمة فقط 

PMQR ( سكاءaac(6')-lb-cr  اكqnr) [65]الدراسة الككرية  في .

لسيبروفموكساسين ل الظاىرية مقاومةالو qnrالعلاقة بين مورثات . 4.7
عبر تحديد معامؿ الارتباط الخطي  النكعيف الجرثكمييفعمف  qnrS ،qnrBتمت دراسة تكزع انتشار مكرثات 

)   Pظاىرية حيث كانت قيـ كجكد تمؾ المكرثات مع المقاكمة اؿبيف تربط  إحصارية أىميةعدـ كجكد  كحظكؿ
. الترتيب لكلب المكرثتيف عمى( 0.49,  0.14

كالمقاكمة حساسة اؿعزلات اؿانتشار تمؾ المكرثات عمف ب تفيدخرل أتتطابؽ النتيجة السابقة مع عدة دراسات ك
ؤىب لحدكث طفرات صبغية كيفسر ذلؾ بدكرىا الـ ، [132, 131, 130, 120, 116, 16]لمسيبركفمككساسيف 

كبالتالي يمكف تفسير كجكد المقاكمة في  ،IV  (parC  )[4]اك التكبرايزكميراز(  gyrA) الجيراز أنزيـعافية في إ
الػ طفرات صبغية في مكرثات عمى شكؿ إعافية لممقاكمة  بكجكد آلية qnrالعزلات المدركسة الخالية مف مكرثات 

gyrA ك parC  مكرثات بالتزامف مع كجكد تعمؿ منفردة اكPMQR [5] .
عمى البلبزميد كبيف المقاكمة الظاىرية  qnrثات تكزع مكر الارتباط بيفغياب ؿ كنظران خرل، أمف جية 

لعزلات ا ات بعضصبغي عمفالمكرثات المدركسة، فقد تـ التحرم عف تمؾ  عزلاتاؿعمف لمسيبركفمككساسيف 
كجد ك( 29/43) %67.44بنسبة  qnrفقد تكزعت مكرثات . qnrمكرثات يخمك بلبزميدىا مف الجرثكمية كالتي 

لمقاكمة الظاىرية مما يدؿ عمى دكر تمؾ المكرثات في حدكث المقاكمة، كيمكف النسبة مع اىذه  علبقة تربط
عمف  ليا integrationحدكث اندماج تفسير غياب تمؾ المكرثات مف البلبزميد كظيكرىا عمف الصبغي ب

، كمنو فإف العزلات الجرثكمية الحساسة لمسيبركفمككساسيف لايعني [133, 131]الصبغي الخاص بتمؾ العزلات 
مما يثير المخاكؼ مف الانتشار الخفي لتمؾ المكرثات كالتي تؤىب  qnrبالعركرة عدـ احتكاريا عمى مكرثات 

 ىذه المكرثاتدكر خرل فاف ألحدكث الطفرات في حاؿ تعرعت لتراكيز علبجية مف السيبركفمككساسيف، كبكممة 
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صبغية  فراتفي خمؽ ط قد يمتد ليساىـ  بؿ إنوثير السيبركفمككساسيف، قد لايقتصر عمى حماية الجراثيـ مف تأ
. [45, 41]قادرة عمى البقاء كالمقاكمة 

: زري لمورثات المقاومةالتأثير التآ. 5.7
(  qnr) اليدؼ الأنزيـحماية  آليةمع  (aac(6′)-Ib-cr ) مف الممكف أف تتعافر الآلية الأنزيمية لممقاكمة 

عدة أععاؼ ماىي عميو فيما  MIC، مع إمكانية ازدياد قيـ [61]مقاكمة ىامة مف الناحية السريرية  إلى كصكلان 
 [96]كحيدة  qnr لككانت مكرثة

ىي مف النمط شديد  aac(6′)-Ib-crمف العزلات التي تحكم مكرثة % 45.1ف أ كقد أظيرت الدراسة الحالية
المكرثتيف عند كجكد كلب % 53.1مؿ، كارتفعت النسبة السابقة لتصبح /مكغ( MIC 64- 256 (المقاكمة 

qnr+ aac(6′)-Ib-cr  ًمف العزلات التي تحكم ثلبث مكرثات% 66.6اف بالمقابؿ ؼ، وفس انعسلادف  
( qnrB+qnrS+ aac(6′)-Ib-cr)  مكانية حدكث إ إلىمما يشير ، (35شكؿ )ىي مف النمط شديد المقاكمة

. [34]المقاكمة المكرثات كبالتالي زيادة زر بيف تمؾ التآ

ثبات في النسبة المركية لمعزلات ( 35شكؿ )، فقد أظيرت الدراسة الحالية  qnrؽ عمى مكرثة لا ينطبؽ ما سب
زرم لتمؾ كد تأثير تآعدـ كج كاحدة أك أكثر، مما يشير إلى qnrكالتي تحكم مكرثة %( 50)شديدة المقاكمة 

.  [71]المكرثات 

 
مؿ /مكغMIC (64- 256 )مجاؿ عمف اؿ PMQRالنسب المركية لمعزلات الحاممة لمكرثة : ( 35)شكؿ

 



64 

 

 Conclusionsستنتاجات الا. 1.8
عالية المستكل مقاكمة  إلىشكاؿ المقاكمة لمكينكلكنات، فبالاعافة لمطفرات الصبغية كالتي تقكد أتتنكع 

 ظاىريةدكر المكرثات المحمكلة عمى البلبزميد كالتي قد يؤدم بععيا لمقاكمة  إلىننا نشير لمكينكلكنات، فإ
 .عالية المستكللحدكث مقاكمة  مؤىبةعف المقاكمة الصبغية باعتبارىا  أىميةنيا لاتقؿ ألا إة المستكل، منخفض

: مايمي الدراسة الحاليةظيرت أكقد 
  ات نزيـلمقاكمة السيبركفمككساسيف عمف عزلاتنا المنتجة لأمف العزلات ا عاليةكجكد نسبةESBL  التي

كبالتالي ( الكينكلكنات) مقاكمة لصادات حيكية مف زمر أخرللتصبح  تتخطى بمقاكمتيا لصادات البيتالاكتاـ
نصبح أماـ خيارات علبجية محدكدة بسبب الفشؿ العلبجي لمسيفالكسبكرينات كالتي تعد الخط الأكؿ في 

. العلبج
  انتشار المكرثات PMQR ات نزيـعمف عزلات منتجة لأ عاليةبنسبESBL. 

    تعبتر مكرثاتPMQR    الطافر نمطكيعد اؿ السيبركفمككساسيفلمقاكمة  ىامان  سببان ميدات زعمى البلبالمحمكلة 
aac(6')-Ib-cr كيميو مكرثة  انتشاران  كثرىك الأqnr  مكرثة المعخة غياب معqepA. 

  كانت مكرثةqnrB انتشارا مف بيف مكرثات الػ  كثرالأqnr ا مكرثة تمتوكqnrS  مع غياب لمكرثة.qnrA 
  انتشار المكرثةaac(6')-Ib-cr  عميو عمف  كمما ق تكاتران  أكثربشكؿ  قكلكنيةاؿ شريكيةعمف عزلات الإ

 .الرركية كميبسيمةاؿفكانت أكثر انتشاران عمف  qnrبالنسبة لمكرثات  أماالرركية،  كميبسيمةاؿ
 مكرثة  دكرaac(6′)-Ib-cr   المقاكمة الجرثكمية لمسيبركقمككساسيففي حدكث.  
  انتشار مكرثاتqnr مما  المدركسةالجرثكمية  بعض العزلاتمحمكلة عادة عمى البلبزميد عمف صبغيات اؿ

 .يعزز دكرىا في حدكث المقاكمة ك  integrationإمكانية حدكث اندماج يدؿ عمى 
   زرم لمكرثات الدكر التآPMQR  بارتفاع قيـ الػكعلبقتو.MIC 

 Recommendations توصيات. 2.8
 :، يجب التأكيد عمى ما يميبعد التكصؿ لمنتارج السابقة

  لتطبيؽ المقاييس العالمية ( ىيرة المخابر)تعزيز دكر المسؤكليف في كزارة الصحة كالييرات التابعة ليا خاصة
 .كالابتعاد عف المعالجة التجريبية التحميؿفي كؿ مخابر الجرثكمي  التحسس إجراء اختبار في

  المترافؽ ك السيفالكسبكرينات ألبنسمينات با فشؿ العلبجحاؿ في  المعالجة التجريبية بالسيبركفمككساسيفعدـ
 . ESBLك  PMQRللبرتباط الحاصؿ بيف مكرثات نظران  ESBLات أنزيـنتاج إ
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 الجراثيـ تجاه الصادات الحيكية إجراء مثؿ ىذه الأبحاث بشكؿ دكرم كمستمر لمراقبة مدل تطكر مقاكمة ،
لاج الأخماج الجرثكمية المختمفة، كنقؿ أحدث ما تتكصؿ إليو ىذه عرفة الصادات الحيكية الفعالة في عكذلؾ لـ

 .لتككف في متناكؿ الطبيب المعالج عبر الندكات أك المجلبت المختصة الأبحاث المحمية
 مكرثات  دراسةaac(6’)-Ib-cr   لمسيبركفمككساسيف لارتباطيا بالعزلات المقاكمةعمى مستكل القطر. 
 التحرم عف مكرثات  أىميةqnr  طفرات مقاكمةبسبب دكرىا في تحفيز حدكث  عمف العزلات الحساسةحتى 
  لتفسير حدكث المقاكمة عمف لمكينكلكنات المحمكلة عمى الصبغي متابعة التحرم عف مكرثات المقاكمة

 PMQRالعزلات الخالية مف مكرثات 
  سكة بالدكؿ أفي سكريا، ت كاممة عف الكبارية نايابتككيف ؿلمصادات الاخرل التحرم عف مكرثات المقاكمة

 .المجاكرة الاخرل
  التأكيد عمى مبدأ تكامؿ الأبحاث بيف الكميات المختمفة كأىميتو في عممية البحث العممي بحيث نبدأ مف حيث

 .انتيى الآخركف
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الممحقات . 10
مواصفات السلالات المرجعية لكل من الإشريكية القولونية والكليبسيلة الرئوية ( 1)ملحق 

 

    
ATCC

®
 Number: 25922 

 

Organism:  Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers 

Designations:  FDA strain Seattle 1946 [DSM 1103, NCIB 12210]  
Isolation:  clinical isolate  

Depositor:  FDA  

History:  ATCC <-- FDA <-- F Schoenknecht  

Biosafety Level:  1  

Shipped:  freeze-dried  

Growth 

Conditions:  
ATCC medium18: Trypticase soy agar 
Temperature: 37°C  
Atmosphere: Aerobic  

Permits/Forms:  In addition to the MTA mentioned above, other ATCC and/or regulatory 
permits may be required for the transfer of this ATCC material. Anyone 
purchasing ATCC material is ultimately responsible for obtaining the permits. 
Please click here for information regarding the specific requirements for 
shipment to your location.  

Cross 

References:  
Nucleotide (GenBank) : AF038431 Escherichia coli DNA gyrase A (gyrA) 
gene, partial cds. 
Nucleotide (GenBank) : AX110212 Sequence 945 from Patent WO0123604. 
Nucleotide (GenBank) : AX110242 Sequence 975 from Patent WO0123604. 
Nucleotide (GenBank) : AX111547 Sequence 2280 from Patent WO0123604. 
Nucleotide (GenBank) : X80724 E. coli (ATCC 25922) gene for 16S rRNA.  

  

Applications:  Control Culture [92260] [92376] [92377]  
control strain [21528] [21531] [92352]  

evaluation of Mueller-Hinton agar [21524] [21585]  
media testing [21529] [92345] [92390] [92429] [92819] [92844] [92845]  
quality control [92216]  
quality control strain [92099] [92126] [92135] [92137] [92146] [92147] 
[92150] [92153] [92159] [92160] [92163]  
susceptibility disc testing [21523] [92224] [92354] [92355]  
susceptibility disc testing cephalexin [45872]  
susceptibility disc testing cephaloglycin [45872]  

Food testing  
susceptibility disc testing cephaloridine cephalomycin [21533] [45872]  
susceptibility disc testing cephalothin [45872]  
susceptibility disc testing chloramphenicol [58588]  
susceptibility disc testing colistin colimycin [58588]  
susceptibility disc testing gentamicins gentamicin [58588]  
susceptibility disc testing kanamycin [58588]  

susceptibility disc testing nalidixic acid [58588]  

 

http://www.atcc.org/CulturesandProducts/TechnicalSupport/BiosafetyLevels/tabid/660/Default.aspx
http://www.atcc.org/Attachments/2980.pdf
http://www.atcc.org/ProductUsePolicy/MaterialTransferAgreement/tabid/613/Default.aspx
http://www.atcc.org/CulturesandProducts/HowtoOrder/SpecialForms/tabid/696/Default.aspx
http://www.atcc.org/CulturesandProducts/HowtoOrder/SpecialForms/tabid/696/Default.aspx
http://www.atcc.org/PermitsForms/tabid/733/Default.aspx?ATCCNum=25922
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AF038431
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AX110212
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AX110242
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AX111547
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=X80724
http://www.atcc.org/SearchCatalogs/Linkin?id=25922
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92260
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92376
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92377
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21528
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21531
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92352
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21524
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21585
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21529
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92345
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92390
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92429
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92819
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92844
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92845
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92216
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92099
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92126
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92135
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92137
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92146
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92147
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92150
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92153
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92159
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92160
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92163
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21523
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92224
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92354
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92355
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#45872
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#45872
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21533
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#45872
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#45872
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#58588
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#58588
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#58588
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#58588
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#58588
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susceptibility disc testing neomycin [58588]  
susceptibility disc testing tetracycline [58588]  
susceptibility testing [21525] [21527] [21533] [90283] [92353] [92422] 
[92423] [92424] [92425] [92788]  

testing [92374]  
MIC (ug/ml): Ampicillin 2-8; Amoxicillin-clavulanate 0.5; Aztreonam 0.06-0.25; 

Cefotaxime 0.03-0.12; Cefpodoxime 0.25-1; Ceftazidime 0.06-0.5  

Ceftriaxone 0.03-0.12; Cefoxitin 2-8; Chloramphenicol 2-8; Ciprofloxacin 0.004-

0.015; Gentamicin 0.25-1;Tetracycline 0.5-2. 

quality control strain for Abbott, API, Autobac, BBL, bioMerieux Vitek, 
Biosynth, Difco, IDS, Micro-Media, MicroScan [Reg TM], Roche Diagnostics, 
and Sensititre products  

Related 

Products:  
Also available as SafeTsource™:ATCC 25922NA 
Purified DNA: ATCC 25922D-5 

 

 

 

Bacteria  

     ATCC
®
 Number:700603™    

Organism:  Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (Schroeter) Trevisan deposited as 

Klebsiella pneumoniae (Schroeter) Trevisan 

Designations:  K6 [CCUG 45421, LMG 20218, MCV37]  

Isolation:  Urine from hospitalized patient, Richmond, VA, 1994  

Depositor:  JM Swenson  

History:  ATCC <<--JM Swenson<<--M.J. Ferraro <<-- G. Jacoby <<-- H. Dalton  

Biosafety Level:  2  

Shipped:  freeze-dried  

Growth 

Conditions:  

ATCC medium3: Nutrient agar or nutrient broth 

Temperature: 37°C  

Atmosphere: Aerobic  

Permits/Forms:  In addition to the MTA mentioned above, other ATCC and/or regulatory permits 

may be required for the transfer of this ATCC material. Anyone purchasing 

ATCC material is ultimately responsible for obtaining the permits. Please click 

here for information regarding the specific requirements for shipment to your 

location.  

Cross 

References:  

Nucleotide (GenBank) : AX111170 Sequence 1903 from Patent WO0123604. 

Nucleotide (GenBank) : AF132290 Klebsiella pneumoniae plasmid-encoded 

extended-spectrum beta-lactamase (bla SHV-18) gene, complete cds.  

Comments:  MIC (ug/ml): Ampicillin >64; Amoxicillin-clavulanate 8; Aztreonam 64; 

Aztreonam-clavulanate <=0.25; Cefotaxime 8; Cefotaxime-clavulanate <=0.25; 

Cefpodoxime 16; Cefpodoxime-clavulanate 1; Ceftazidime 32  

MIC (ug/ml): Ceftazidime-clavulanate 1; Ceftriaxone 16; Ceftriaxone-clavulanate 

<=0.25; Cefepime 1; Cefoxitin 32; Chloramphenicol >32; Ciprofloxacin 0.5; 

Gentamicin 8  

MIC (ug/ml): Imipenem <=1; Piperacillin >128; Piperacillin-tazobactam 16; 

Tetracycline 16; Tobramycin 4; Trimethoprim-sulfamethoxazole 2  

Applications:  Produces beta-lactamase SHV-18  

Quality control strain  

Resistant to ampicillin  

Resistant to aztreonam  

Resistant to cefoxitin  

 

http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#58588
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#58588
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21525
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21527
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#21533
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#90283
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92353
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92422
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92423
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92424
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92425
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92788
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx#92374
http://www.atcc.org/SearchCatalogs/Linkin?id=25922D-5
http://www.atcc.org/CulturesandProducts/TechnicalSupport/BiosafetyLevels/tabid/660/Default.aspx
http://www.atcc.org/Attachments/3623.pdf
http://www.atcc.org/ProductUsePolicy/MaterialTransferAgreement/tabid/613/Default.aspx
http://www.atcc.org/CulturesandProducts/HowtoOrder/SpecialForms/tabid/696/Default.aspx
http://www.atcc.org/PermitsForms/tabid/733/Default.aspx?ATCCNum=700603
http://www.atcc.org/PermitsForms/tabid/733/Default.aspx?ATCCNum=700603
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AX111170
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=AF132290
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Resistant to cefpodoxime  

Resistant to ceftazidime  

Resistant to chloramphenicol  

Resistant to piperacillin  

Resistant to tetracycline  

Sensitive to amoxicillin-clavulanate  

Respiratory research  

Sensitive to cefepime  

Intermediate resistance for cefotaxime  

Sensitive to ciprofloxacin  

Sensitive to imipenem  

Sensitive to piperacillin-tazobactam  

Intermediate resistance for Tobramycin  

Sensitive to trimethoprim-sulfamethoxazole  

Susceptibility disc testing  

Susceptibility testing  

Intermediate resistance to ceftriaxone and gentamicin  

Control for extended-spectrum beta-lactamase production  

Related 

Products:  

Purified DNA: ATCC 700603D-5 

 

 

 Plasmid DNA Extraction Protocol بروتوكول استخلاص الدنا البلازميدي  (2) ممحؽاؿ
نقلبن عف التعميمات  قكلكنيةاؿ شريكيةم مف الإبلبزميداؿالدنا لممحؽ تفاصيؿ بركتكككؿ استخلبص ىذا ا يتعمف

 الكاردة في الكيت كالكارد مف قبؿ الشركة المصنعة
.(QIAprep® Spin Miniprep Kit، Qiagen، USA) . 

 

 :مكونات الكيت
كقاء  ،P1(20 ml)كقاء  ،(2ml)أنابيب جمع  ،QIAprep Mini Spin Columsأعمدة الاستخلبص 

P2(20 ml)، كقاءN3(30 ml)،  كقاءPB(30 ml)،  كقاءPE(2x6 ml) ، كقاءEB(15 ml)،  أنزيـجفادة 
RNase A،  المحمكؿ الممكفLyseBlue  20مكؿ. 

 
 

 :تحضير المحاليل
ف أف كيمؾ، (Cº 8-2)، تمزج ثـ تحفظ في درجة حرارة  P1الكقاء إلى  RNase Aيعاؼ أنزيـ : P1الوقاء -1

إنى  لمحمكؿ الممكفمكم مه ا 20حيث يعاؼ)ىذا الكقاء قبؿ الاستخداـ  إلىLyseBlue  يعاؼ المحمكؿ الممكف

20 ml مه انُقبء.) 

قبؿ الاستخداـ، ثـ يحفظ بدرجة حرارة ( 96-100)%يتـ تمديد الكقاء باستخداـ الإيتانكؿ بتركيز : PEالوقاء -2
 .الغرفة مع إحكاـ الإغلبؽ

 

 

http://www.atcc.org/SearchCatalogs/Linkin?id=700603D-5
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 :ستخلاصطريقة الا
 

 

 مف الكقاء  مكؿ  250تحؿ الرسابة الجرثكمية باستخداـP1،  ثـ
 .أنبكب صغير إلىتنقؿ 

  مف الكقاء مكؿ  250يعاؼP2  كيمزج المحمكؿ بقمب
في حاؿ أعيؼ المحمكؿ الممكف . مرات 6إلى  4الأنبكب مف 
LyseBlue  إلى الكقاءP1  يتحكؿ لكف المعمؽ الخمكم إلى

 .الأزرؽ

  مف الكقاء مكؿ 350يعاؼ N3  كيمزج المحمكؿ بقمب
في حاؿ . مرات ليتشكؿ معمؽ لزج 6إلى  4الأنبكب مف 

يجب الاستمرار بمزج  LyseBlueإعاقة المحمكؿ الممكف 
المحمكؿ السابؽ حتى تزكؿ آثار المكف الأزرؽ، كيصبح 

 .المحمكؿ الناتج عديـ المكف

  15000 دقارؽ بقكة ( 10)يثفؿ المحمكؿ لمدة rpm ؿ لتتشؾ
 .رسابة بيعاء معغكطة

  ينقؿ السارؿ الطافي الناتج في المرحمة الرابعة مف الأنبكب إلى
 .QIAprepأعمدة 

  ثانية، كيرمى السارؿ الناتج عف  (60-30)تثفؿ العينة لمدة
 .التثفيؿ

  تغسؿ أعمدةQIAprep  0.5باستخداـ ml) ) مف الكقاءPB 
رؿ الناتج عف ثانية، كيرمى السا (60-30)ثـ تثفؿ العينة لمدة 

 .التثفيؿ

  يعاد غسؿ أعمدةQIAprep  0.75باستخداـ ml) ) كقاء
KPE  السارؿ الناتج عف التثفيؿثانية كيرمى  (60-30)ثـ تثفؿ العينة لمدة. 
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  تنقؿ أعمدةQIAprep  1.5إلى أنبكب نظيؼ سعتو ml)) المدمص عمى أعمدة  دوبالػ، كلمحصكؿ عمى
QIAprep مكؿ مف كقاء   50يعاؼEB ، ٍمف النكمياز في منتصؼ عمكد  أك ماء خاؿQIAprep ،

. يثفؿ لمدة دقيقةبعد ذلؾ ثـ يترؾ لمدة دقيقة ك

: الغرام سمبيةبروتوكول استخلاص الـ دناالجينومي لمجراثيم ( 3)ممحق 

 250الحجـ  50الحجـ  المككف
 Proteinase K 1.2 ml 5×1.2 ml أنزيـمحمكؿ مف 

 RNase A 1 ml 5×1 mlمحمكؿ 

 Digestion Solution 11 ml 55 mlمحمكلياعـ 

 Lysis Solution 24 ml 2×60 mlمحمكؿ محؿ 

 I(Wash Buffer I) 10 ml 40 mlؿ كقاء مركز لمغس

 II (Wash Buffer II) 10 ml 40 ml كقاء مركز لمغسؿ

 Elution Buffer (10mMTris-Cl، PHكقاء للبستخلبص 

9.0 ، 0.5 mM EDTA) 

30 ml 150 ml 

 250 50 الجينكمي كالمكعكعة داخؿ أنابيب الجمع دناأعمدة تنقية الػ 

 Collection Tubes 50 250أنابيب لمجمع 

 GeneJETمككنات الكيت 

 :تيةيتمثؿ ىذا البركتكككؿ بالخطكات الآ

   10×2يتـ جمع
 2 -1.5حجمو )في أنبكب تثفيؿ  جرثكميةخمية  9

ml ) 5000ثـ يتـ التثفيؿ عمى سرعة×g 10مدة ؿ min  ثـ يتـ
 .التخمص مف السارؿ الطافي

  مف محمكؿ اليعـ  مكؿ 180يتـ إعافةDigestion Solution 
كيتـ المزج برج  Proteinase K أنزيـمف محمكؿ مكؿ   20ثـ كمف 

أك بالماصة لعماف تجانس  vortex استخداـ الرجاجالمزيج بػ
  .المزيج
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  56يتـ حعف العينة عمى درجة حرارة˚C حتى رج بيف الحيف كالآخر أك باستخداـ حماـ ماري رجاج مع اؿ
 (.min 30 إلىتقريبان تحتاج )الجرثكمية الخلبيا  تنحؿ

  مف محمكؿ مكؿ   20يتـ إعافةRNase A ،10حعف المزيج لمدة ممزج بالرجاجة ثـ كم min  في درجة
 .حرارة الغرفة

  مف محمكؿ مكؿ   200يتـ إعافةLysis Solution 15بمدة  رجاجباؿ كتملبن  تمزج مزجان ثـ  ،العينة إلى 

min حتى الحصكؿ عمى مزيج متجانس. 

  الماصة باستخداـمزج تثـ % 50يتانكؿ إمف مكؿ   400يتـ إعافة. 

  عمكد الاستخلبص الخاص بالكيت إلىيتـ نقؿ المزيجGeneJET Genomic DNA Purification 

Column   1التثفيؿ لمدة كالمكعكع داخؿ أنبكب آخر خاص بالجمع، يتـ min  6000عمى سرعة×g ،
 GeneJETكبعد ذلؾ يتـ التخمص مف الأنبكب الحاكم عمى المزيج المثفؿ ككعع عمكد الاستخلبص 

Genomic DNA Purification  2في أنبكب جمع آخر بحجـ ml .
  مف محمكؿ الغسؿ مكؿ   500يتـ إعافةWash Buffer I (بعد إعافة الإيتانكؿ إليو) التثفيؿ ، ثـ يتـ

إعادة عمكد  كيتـزاؿ المحمكؿ المكعكع في أنبكب الجمع م كبعدىا ،g×8000عمى سرعة  min 1لمدة 
 .أنبكب الجمع إلىالاستخلبص 

   مف محمكؿ الغسؿ  مكؿ  500يتـ إعافةWash Buffer II (أيعان بعد إعافة الإيتانكؿ إليو )عمكد  إلى
 (.≤g 12000×)لسرعة القصكل عمى ا min 3الاستخلبص، ثـ يتـ التثفيؿ لمدة 

إذا كاف ىناؾ محمكؿ متبقي في أنبكب الاستخلبص يتـ عندىا إفراغ أنبكب الجمع ثـ إعادة : اختيارم
. عمى السرعة القصكل min 1تثفيؿ الأنبكب لمدة 

  أنبكب تثفيؿ معقـ  إلىيتـ التخمص مف أنبكب الجمع الحاكم عمى المحمكؿ المثفؿ كنقؿ عمكد الاستخلبص
 .ml 1.5ق حجـ

  مف كقاء الاستخلبص مكؿ  200يتـ إعافةElution Buffer كسط غشاء عمكد الاستخلبص  إلى
في درجة حرارة الغرفة، ثـ التثفيؿ  min 2الجينكمي، ثـ يتـ الحعف لمدة  دنا الخاص بالكيت كذلؾ لعزؿ الػ

 .g×8000عمى سرعة  min 1لمدة 

 :ملبحظة

مف  مكؿ 200مف الممكف إعادة خطكة كقاء الاستخلبص بإعافة  نادمردكد أعظمي مف الػ  إلىلمكصكؿ • 
 .Elution Bufferمحمكؿ 

قد تـ استخلبصو مف كمية قميمة مف  دناأك إذا كاف الػ  أكثر بشكؿ مركز DNAإذا أردنا الحصكؿ عمى • 
 .مكؿ  100-50 إلى Elution Bufferالخلبيا الجرثكمية يتـ عندىا تقميؿ حجـ كقاء الاستخلبص 
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: ملبحظات ىامة

o  إجراء  كذلؾيجب تجنب حدكث التجمد كالذكباف لمعينات عدة مرات ك دنالتخفيض درجة انحلبؿ الػ
درجة حرارة  فيالاستخلبص بمكاد جديدة طازجة أك أف يككف قد تـ تجميدىا مباشرة كتخزينيا 

(20C˚- ) أك(-70 C˚.) 
o لمحاليؿ الغسؿ %( 100-96)الإيتانكؿ ذك التركيز  يعاؼWash Buffer I  كWash Buffer II 

عع علبمة عمى العبكة تكالمركزيف كذلؾ عند الاستخداـ الأكؿ فقط ليما، كبعد إعافة الإيتانكؿ 
. ىمامؿاالحاكية عمى محاليؿ الغسؿ للئشارة بأنو قد تـ إعافة الإيتانكؿ 

o  قبؿ استخداـ محمكؿ الػLysis Solution  أكDigestion Solution  مف عدـ كجكد يجب التأكد
ثـ يتـ ( ˚C 37)بتدفرة المحمكؿ  تيتـ إعادة حؿ ىذه الترسباؼترسبات ممحية فييما كفي حاؿ كجكدىا 

 .قبؿ الاستخداـ( ˚C 25)تبريدىما مجددان 
o  يجب ارتداء القفازات عند التعامؿ معLysis Solution  كWash Buffer I  كذلؾ لاحتكاريا عمى

 .بعض المييجات

 كالأجيزة المطمكبة المكاد الإعافية 

i. ماصات كرؤكس لمماصة. 

ii.  رجاجةVortex. 

iii.  (.100-96)إيتانكؿ% 

iv. مثفمة. 

v.  1.5أنابيب تثفيؿ بحجـ ml. 

vi.  56 إلىرجاجة حرارية، حماـ ماري رجاج، أك صفارح ىزازة محممة لحرارة تصؿ C˚. 

vii. قفازات للبستخداـ مرة كاحدة. 

الحصكؿ عمى كمية  إلىستؤدم  Elution Bufferص أف الحجكـ الصغيرة مف كقاء الاستخلب إلى تجدر الاشارة
 مباشرةن المستخمص  دناالتخمص مف عمكد الاستخلبص، كيجب استخداـ الػ  كما يجب. المستخمص دناقميمة مف الػ 

. ˚C 20-))أك يتـ حفظو عند 
 التخزبف

نو لـ يتـ فتحيما، عمى ثباتيما في درجة حرارة الغرفة طالما أ RNase Aك  Proteinase Kمحمكؿ الػ  يحافظ
، في حيف أنو يجب تخزيف المككنات (˚C 20-)كلكف بعد فتح المحمكليف يجب أف يتـ التخريف عمى درجة حرارة 

(. ˚C 25-15)الأخرل لمكيت عمى درجة حرارة الغرفة 
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 قولونيةال شريكيةعزلات الإ( 4)الممحق 

 MIC رقم العزلة
النمط 

الشكلي 
 للمقاومة

qnr aac(6')-Ib 
aac(6')-Ib-

cr 

Genomic 
qnr 

Atcc 
25922 

1/32 S             

1 64 R   qnrS aac(6')-Ib       

2 16 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr   qnrS 

3 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

4 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB qnrS 

5 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

6 1/16 S     aac(6')-Ib   qnrB   

7 128 R             

8 1/2 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB qnrS 

9 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

10 2 I     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

11 2 I     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

12 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

13 2 I     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

14 4 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

15 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

16 1/4 S             

17 1/2 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

18 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

19 1/4 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

20 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

21 16 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

22 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

23 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

24 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

25 32 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr   qnrS 

26 2 I     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

27 64 R   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

28 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

29 4 R   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

30 32 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

31 32 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

32 1/4 S qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

33 32 R qnrB qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

34 128 R qnrB           

35 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

36 16 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

37 8 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     
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38 64 R qnrB           

39 256 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

40 4 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

41 64 R qnrB qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

42 1/16 S   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

43 32 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

44 1/16 S             

45 64 R           qnrS 

46 2 I             

47 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

48 128 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

49 32 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

50 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr   qnrS 

51 4 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

52 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr   qnrS 

53 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

54 1/4 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

55 1/16 S             

56 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

57 4 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

58 1/16 S qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

59 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr   qnrS 

60 128 R   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

61 4 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

62 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

63 32 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

64 4 R           qnrS 

65 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

66 32 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB qnrS 

67 8 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

68 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

69 2 I     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

70 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

71 64 R         qnrB   

72 2 I qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

73 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

74 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr   qnrS 

75 128 R             

76 64 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

77 4 R             

78 1/4 S             

79 64 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

80 2 I   qnrS         

81 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB qnrS 
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82 128 R   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

83 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

84 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

85 1/16 S             

86 64 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

87 4 R             

88 128 R   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

89 4 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

90 128 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

91 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

92 32 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

93 1/4 S qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

94 1/8 S qnrB           

95 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB   

96 1/2 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

97 2 I         qnrB   

98 128 R   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

99 1/16 S             

 

 

الرئوية  كميبسيمةعزلات ال( 5)ممحق 

 MIC رقم العزلة
النمط 

الشكلي 
 المقاومة

qnr aac(6')-Ib 
aac(6')-lb-

cr 
Genomic 

qnr 

Atcc700603  1/4 S             

1 1/16 S qnrB qnrS aac(6')-Ib       

2 16 S qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

3 128 R   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

4 256 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr - qnrS 

5 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr qnrB - 

6 64 R   qnrS         

7 64 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

8 2 I qnrB qnrS aac(6')-Ib       

9 32 R qnrB   aac(6')-Ib       

10 1/16 S     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr - - 

11 4 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

12 128 R     aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

13 1/8 S qnrB           

14 2 I   qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

15 2 I         qnrB qnrS 
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16 32 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

17 64 R qnrB qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

18 4 R     aac(6')-Ib   - - 

19 64 R qnrB qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

20 128 R qnrB qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

21 32 R         - qnrS 

22 16 R         qnrB qnrS 

23 1 S qnrB qnrS aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

24 128 R qnrB   aac(6')-Ib aac(6')-Ib-cr     

  ت لاستخلبص جينكميالعزلات التي خعع إلىيشير المكف الرمادم : ملبحظة *

 

 

 

 

 

 

 

 تقارير تصنيع البوادئ( 6)الممحق 

Gene Sequence 5َ-3َ 
OD 

الكثافة 
 الضوئية

 الحجم لـ
100 

pmol/µl 

Tm 

حرارة 

 الانصهار

Cº 

% GC 

من  محتوياتال
GC 

qnrA-fw ATTTCTCACGCCAGGATTTG (20)      10.1 480 55.3 45% 

qnrA-
rev 

GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 
(20) 

9.9 424 57.3 50% 
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qnrB-fw GTACGTGAAAGCCAGAAAGG 
(20) 

5.7 232 57.3 50% 

qnrB-
rev 

ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 
(20) 

9.2 440 59.4 55% 

qnrS-fw GCAAGTTCATTGAACAGGGT 
(20) 

8.3 359 55.3 45% 

qnrS-
rev 

TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 
(21) 

5.0 224 61.8 57.1% 

Aac(6')-
lb-fw 

TTGCGATGCTCTATGAGTGGCT

A (23) 
9.9 401 60.6 47.8% 

Aac(6')-
lb-rev 

CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 
(20) 

8.6 424 59.4 55% 

qepA-fw AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 
(20) 

8.3 379 57.3 50% 

qepA-
rev 

GTCTACGCCATGGACCTCAC 
(20) 

8.4 409 61.4 60% 

 

 

 

حصائية النتائج الإ( 7)الممحق 
 Correlations 
 

      

aac(6')-Ib-
cr qnrB qnrS qnr MIC 

Spearman's rho aac(6'
)-Ib-cr 

Correlation Coefficient 1.000 .014 -.006 .010 .208(*) 

Sig. (2-tailed) . .878 .945 .915 .021 

N 123 123 123 123 123 

qnrB Correlation Coefficient .014 1.000 .160 .789(**) .063 

Sig. (2-tailed) .878 . .077 .000 .492 

N 123 123 123 123 123 

qnrS Correlation Coefficient -.006 .160 1.000 .612(**) .132 

Sig. (2-tailed) .945 .077 . .000 .146 

N 123 123 123 123 123 
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qnr Correlation Coefficient .010 .789(**) .612(**) 1.000 .152 

Sig. (2-tailed) .915 .000 .000 . .094 

N 123 123 123 123 123 

MIC Correlation Coefficient .208(*) .063 .132 .152 1.000 

Sig. (2-tailed) .021 .492 .146 .094 . 

N 123 123 123 123 123 

*  Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 
**  Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

 
 Correlations 
 

      MIC qnrB qnrs qnr 

Spearman's rho MIC Correlation Coefficient 1.000 -.074 .268 .297 

Sig. (2-tailed) . .636 .082 .053 

N 43 43 43 43 

qnrB Correlation Coefficient -.074 1.000 -.104 .618(**) 

Sig. (2-tailed) .636 . .508 .000 

N 43 43 43 43 

qnrs Correlation Coefficient .268 -.104 1.000 .535(**) 

Sig. (2-tailed) .082 .508 . .000 

N 43 43 43 43 

qnr Correlation Coefficient .297 .618(**) .535(**) 1.000 

Sig. (2-tailed) .053 .000 .000 . 

N 43 43 43 43 

**  Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
 

 
  
  
 
  
 
 
 

 الأجيزة لأىمصور فوتوغرافية  (8)الممحق 
المستخدمة  والأدوات
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder 

 لبحثالمستخدمة في ا دناسلالم الـ

 

 

 

 

 

 

 

 

جياز قارئ اليزا آلي 
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 .جياز لإظيار حزـ الرحلبف الكيرباري مزكد بكاميرا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Laminar Flow Clean Bench I ة الزرع حجر  
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 (الأكتككلبؼ)جياز الصاد المكصد 

 

 

 

 

 

 

 .ml 1.5أنابيب بقياس مبرد 
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 thermocycler مدكر حرارم عادم

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 gradientمدكر حرارم متدرج 
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  يةفمثفمة ميكرك

 

 

 

 

 

 
 

 مؿ 0.2 لأنابيبحامؿ ثمجي 
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ماصات ميكركنية  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 channel pipette-8 ماصة ميكركنية ثمانية الرؤكس
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حكض الرحلبف 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

كحدة التغذية الخاصة بالرحلبف 
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 microplate دقيقةاؿمعايرة اؿصفيحة  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 .رؤكس ماصات ميكركنية بأحجاـ مختمفة
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صكر لبعض ىلبمات الترحيؿ ( 9)ممحؽ 

 
 GeneRuler50bpالسمـ aac(6')-Ib(482bp )مكرثة 

 
 GeneRuler50bpكالسمـ السفمي  GeneRuler1Kbالسمـ العمكم aac(6')-Ib(482bp: )مكرثة 

250bp 
500bp 

500bp 
250bp 

500bp 

500bp 
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 GeneRuler50bp، سمـ (469bp)qnrBمكرثة 
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 GeneRuler50bp، سمـ qnrS((428bpمكرثة 

400bp 

400bp 
500bp 

500bp 
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مف العينات المدركسة  رحلبف دنا مستخمص
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Abstract 

Clinical isolates of fluoroquinolone-resistant Enterobacteriaceae are emerging 
worldwide. The traditional resistance mechanism is the accumulation of 

mutations in the chromosome coding for the target molecules of fluoroquinolone 

. Recently, several plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes 
conferring low levels of quinolone resistance have been discovered. In this 

condition, bacterial cells have increased mutation frequency, making it easier the 

selection of higher-level fluoroquinolone resistance. 

Our aims were to survey for plasmid-mediated quinolone resistance 
determinants in a collection of Enterobacteriaceae clinical isolates originating 

from Aleppo University Hospitals, and to characterize both the resistant isolates 

and the PMQR determinants .. 
Altogether, 123 ESBL-producing Enterobacteriaceae clinical isolates were 

collected: 99 Escherichia coli, 24 Klebsiella  pneumoniae. MIC values were 

determined by microdilution for ciprofloxacin. five PMQR genes [qnrA, qnrB, 

qnrS, aac(6′)-Ib-cr , and qepA] were screened by simplex PCR, of 123 isolates 
103 were positives [42 qnr and 93 aac(6’)-Ib-cr]. aac(6′)-Ib-cr was the most 

common PMQR gene. None of the isolates carried qnrA or qepA.A high 

correlation of the aac(6)-Ib-cr variant with phenotypic ciprofloxacin resistance 
was found.  

 
Keywords: PMQR; qnr; aac(6′)-Ib-cr; qepA; ESBL. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



99 

 

summary 
 

 

1. Introduction 
Quinolones and fluoroquinolones are broad-spectrum antimicrobial agents 
extensively used in both human and veterinary medicine, and therefore found as 

residues in the environment . This widespread use has been associated with 

increased level of quinolone resistance, particularly in the last 10 years . 
Bacterial resistance to quinolone is commenly resulted from chromosomal 

mutation, However, several recent studies revealed that such resistance could 

also be mediated by plasmid-carried genes (PMQR) : (i) Qnr proteins, which 

protect the quinolone targets; (ii) Aac(6′)- Ib-cr enzyme, which acetylates not 
only aminoglycosides but also ciprofloxacin and norfloxacin; and (iii) QepA, a 

plasmid-encoded efflux pump. 

The first plasmid-mediated quinolone resistance gene was named “qnr” in 1998. 
This gene encodes a 218 amino-acid protein Qnr (later named QnrA), a member 

of the pentapeptide-repeat family. More recently, four other proteins (QnrB and 

QnrS, QnrC and QnrD) have been identified in several enterobacterial species . 

These proteins interact with quinolones, the topoisomerases, and DNA, thus 
limiting the binding of the quinolones to their targets . By itself the qnr gene 

confers resistance to quinolones at a low level. But, they facilitate the 

acquisition of high-level resistance among initially susceptible strains .  
In 2005, a second plasmid-mediated mechanism, which independently 

contributes to quinolone resistance by modification of the antibiotic molecule, 

was described , this protein, Aac (6′)-Ib-cr, is a variant of the 6’acetyl 

transferase, which is known to modify the chemical structure of 
aminoglycosides, and presents an enlarged enzymatic spectrum toward 

ciprofloxacin and norfloxacin .  

The last PMQR mechanism is mediated by QepA, which encodes an efflux 

pump belonging to the major facilitator subfamily, involved in pumping 
fluoroquinolones out of bacterial cells . 

Recently, PMQR determinants have been identified worldwide with varying 

prevalence rates, in addition, their presence is associated with resistance to other 
antimicrobial agents, particularly to β-lactams  . 

In Aleppo, there is no previous study concerning the incidence of ciprofloxacin 

resistance and its association with PMQR genes, therefore, the aim of the current 

study is to determine the prevalence of plasmid-mediated quinolone resistance 
genes in a collection of ESBL producing  isolates of E. coli & K. pneumonia in 

Aleppo, Syria. 

2.Methods 



100 

 

2.1. Bacterial isolates. A total of 123 non-duplicate ESBL-producing isolates 

(99 E. coli and 24 K. pneumoniae) were obtained from three university hospitals 

offering tertiary medical care in Aleppo city between October 2010 and June 
2011. These isolates  were stored in micro vials (Microbank™)  at - 80

◦
C. 

Antimicrobial susceptibility test: A broth microdilution method was carried 

out to determine the minimum inhibitory concentration (MIC), in accordance 

with the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI; formerly NCCLS) 

guidelines . 
Each  bacterial  suspension  was   adjusted  to   the   turbidity  of   a  1  

McFarland  standard  which contains approximately 1.5 × 10
8
  cfu/mL and 

diluted  in broth to give a final organism density 5×10
5
cfu/well, and inoculated  

onto  micro plates   containing  the test drug at various  concentrations,  and   
each  plate  was   incubated   for 18  h at (35-37)

◦
C. Reference strains (E. coli 

ATCC 25922 and K. pneumoniae ATCC 700603) were included in each run as 

controls. MIC breakpoints used for susceptibility and resistance to ciprofloxacin 
were (≤1, ≥4) µg/mL respectively. 

Screening procedures: Plasmids were extracted using QIAprep Miniprep Kit, 

following the manufacturer's recommendations (Qiagen). Screening for qnrA, 

qnrB, qnrS, aac(6′)-Ib, and qepA was performed by simplex polymerase chain 

reactions (PCRs) with specific primers and PCR conditions as previously 
described . 
Negative controls (without DNA template) were included in each run. 

Amplification products were identified by their sizes after electrophoresis on 
1.5% agarose gels at 130 V for 25 min and staining with ethidium bromide.  

For aac(6′)-Ib, all PCR products positive for aac(6′)-Ib were further analyzed by 

digestion with BtsCI (Thermo scientific) to identify aac(6′)-Ib-cr, which lacks 

the BtsCI restriction site present in the wild-type gene . The wild-type aac(6′)-Ib 
PCR product yielded 210-bp and 272-bp fragments after restriction . The 

extraction method was performed using the QIA prep Miniprep Kit (Qiagen). 

3.Results  
Phenotypic confirmatory method: The MIC of ciprofloxacin ranged from  

1/16 to 256 µg/mL. we found that 65.81% of our isolates were resistant to 
ciprofloxacin. MICs of the antimicrobial agents for the isolates are shown in  

Table 1.  
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       Table 1. MIC distribution of  Ciprofloxacin of E. coli & K. pneumonia isolates. 

 MIC µg/mL Number of isolates % 

Sensitive isolates 

1/16 18 14.63 
1/8 2 1.62 

1/4 6 4.87 
1/2 3 2.43 

1 1 0.81 

Intermediate isolates 2 12 9.75 

Resistant isolates 

4 12 9.75 

8 2 1.62 
16 5 4.06 

32 12 9.75 
64 25 20.32 

128 23 18.69 

256 2 1.62 

            MIC, minimum inhibitory concentration 
Prevalence of PMQR genes : Overall, 123 isolates were included in this study. 

Only 34.14% (42/123) were confirmed to have at least one of the three qnr 
genes. The prevalence of each PMQR gene is shown in (Table 

 2) 
Table 2. Prevalence of five PMQR determinants 
Species                      Total no. of isolates (%)                                      No. of isolates positive for (%) 

                                                                                         qnrA      qnrB        qnrS         aac(6′)-Ib       aac(6′)-Ib-cr     qepA 

E. coli 99 (80.5) 0     18(18.1)     11(11.1)            80(80.8)             78(78.78)    0  

K. pneumoinae 24 (19.5) 0       12(50)       9(37.5)              18(75)                15(62.5)             0   

Total    123 0     30(24.4)     20(16.3)            98(79.7)              93(75.6)             0 

  
In total, qnr genes were detected most frequently in K .pneumoniae 

62.5%(15/24), followed by E.coli 27.27%(27/99). Both qnrB & qnrS were 

significantly more prevalent among K. pneumoniae than among E. coli, aac(6′)-
Ib-cr was the most prevalent PMQR gene among our isolates 75.6% (93/123), 

and aac(6′)-Ib-cr accounted for 94% (93/98) of the aac(6′)-Ib genes detected, as 

well as, we noticed the absence of both qnrA & qepA. 

  
The distribution of PMQR determinants among our isolates and their 

corresponding MICs are shown in table 3 
Table 3.  MIC values of our PMQR positive isolates 

  MIC µg/mL(%) 

GENES ISOLATES(N) 1/16 – 1/2 1– 4 8 – 32  64 – 256 

qnrB E. coil (18) 
K. pneumoniae (12) 

4(22.2) 
2(16.6) 

2(11.1) 
3(25) 

3(16.6) 
3(25) 

9(50) 
4(33.3) 

qnrS E. coil (11) 
K. pneumoniae (9) 

1(9) 
1(11.1) 

2(18.1) 
3(33.3) 

1(9) 
0 

7(63.6) 
5(55.5) 

aac(6′)-Ib-cr E. coil (78) 
K. pneumoniae (15) 

18(23) 
1(6.6) 

13(16.6) 
3(20) 

14(17.9) 
2(13.3) 

33(42.3) 
9(60) 

qnrB+ qnrS E. coil(2) 
K. pneumoniae (6) 

0 
1(16.6) 

0 
2(33.3) 

1(50) 
0 

1(50) 
3(50) 
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qnrB+ aac(6′)-Ib-cr E. coil (15) 
K. pneumoniae (8) 

3(20) 
0 

2(13.3) 
2(25) 

3(20) 
2(25) 

7(46.6) 
4(50) 

qnrS+ aac(6′)-Ib-cr E. coil (9) 
K. pneumoniae (6) 

1(11.1) 
0 

1(11.1) 
2(33.3) 

1(11.1) 
0 

6(66.6) 
4(66.6) 

qnrB+qnrS+ 

aac(6′)-Ib-cr 

E. coil (2) 
K. pneumoniae (4) 

0 
0 

0 
1(25) 

1(50) 
0 

1(50) 
3(75) 

 
Detection of genomic qnr 

43 isolates was  randomly chosen for qnr detection on the genome by using the 

same PCR conditions mentioned above. 

Table 4. distribution of qnr among the genome of 43 isolates 

 

Phenotype (n) 
 (n) Genotype  n(%) 

 qnrb qnrS qnr  

Resistant (30) E. coil (25) 

K.pneumoniae (5) 

10 

2 

10 

3 

18 

4 

 

Intermediate(5) E. coil (4) 

K.pneumoniae (1) 

1 

1 

0 

1 

1 

1 

 

Sensitive(8) E. coil (7) 

K.pneumoniae (1) 

5 

0 

2 

0 

5 

0 

 

 total 19 16 29  

  
Overall, 18.6% (8/43) were sensitive, 11.6%(5/43) intermediate and 69.7% were 

resistant . 

The prevalence of  qnrB  was (44.1 % ( 19/43, qnrS 37.2% (16/43), and there was a 

significant relationship between qnr distribution on the genome and the 

prevalence of phynotypic ciprofloxacin resistance. 

 

4.Discussion 
It has been more than 30 years since the fluoroquinolones were introduced into 

Syria. A Syrian study suggested that the resistance rate against ciprofloxacin 

reached 39.1%, with upward trends in the use of fluoroquinolones in community 
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and hospital settings .In the present study, (65.81%) of our ESBL-producing 

isolates recovered at Aleppo University Hospitals were detected as resistant to 

ciprofloxacin, therefor we investigated the prevalence of PMQR determinants, 

and analyzed their association with phenotypic ciprofloxacin resistance.  

Previous studies reported that qnr was rare , but in this work we found that the 

prevalence of qnr genes in our study was higher (34.14%) than other studies. 

Although the prevalence of each PMQR gene responsible for resistance varied 

by species, qnr genes were more prevalent among K. pneumoniae. (62.50%, 
15/24) than among E. coli (27.27%, 27/99), as previously described in other 

studies conducted in France, the United States, Spain, and China. The most 

frequent qnr gene was qnrB (24.4%), as in other studies, and we noticed the 
absence of qnrA gene as noted in studies . 

 
Notably, there was no statistically significant association between qnr and 

ciprofloxacin resistance, also, qnr genes were common among ciprofloxacin-

sensitive/intermediate isolates(12/42) 28.5%, as well as, in resistant isolates 
(30/81)37%. Our findings agree with other reports demonstrating that qnr alone 

did not ensure resistance to fluoroquinolones; however, its presence may 

facilitate the selection of additional chromosomally mechanisms such as 

changes of DNA gyrase (gyrA) and/or topoisomerase IV (parC) genes, and the 
presence of qnr does not necessarily lead to MICs above CLSI breakpoints for 

resistance to ciprofloxacin . Furthermore, using ciprofloxacin breakpoints as 

marker for detection may underestimate the prevalence of qnr genes, which 
raises the concern of hidden spread of those genes, and infections caused by qnr-

positive isolates might subsequently be treated by quinolones, therefore, 

enhancing the selection of resistant mutants, and increasing the risk of 

therapeutic failure. 
On the other hand, there was an association between ciprofloxacin resistance 

and genomic qnr distribution within 43 isolates; however, these genes might be 

integrated into our genomes.  
 
Results of this study revealed the absence of qepA gene among the studied 

strains. The qepA efflux pump, first described in 2007 in two E. coli clinical 

isolates from Japan and Belgium  has already been detected in France with a 

new variant qepA2 . However, this new PMQR mechanism is still very rare, 
except in China where two recent studies underlined the predominance of qepA 

gene in enterobacterial strains isolated from foodproducing animals 

 
The most surprising finding of our study was the wide penetration of the 
aac(6′)-Ib-cr allele  with a higher prevalence (75.6% ) than qnr genes(43.14%). 
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Noteworthy, aac(6′)-Ib-cr accounted for 94% (93/98) of the aac(6′)-Ib genes 

detected. 

 
This high proportion of aac(6′)-Ib-cr/aac(6′)-Ib was also reported in other 

studies . This high percentage probably reflects a longtime emergence and still 

ongoing dissemination of underdetected aac(6′)-Ib-cr, and its presence as part of 

an integron cassette  suggests that it could be widely mobile among plasmids.  

 
Whereas the qnr genes predominated in K. pneumoniae, aac(6′)-Ib-cr was the 

most prevalent gene in E. coli (78/99, 63.4%) than in K. pneumonia. (15/24, 

12.20%). These differences are in accord with previous observations. The reason 
for these differences is not yet understood, since it is known that some plasmids 

can carry both aac(6′)-Ib-cr  and qnrA genes . 

 
In order to investigate the contribution of aac(6′)-Ib-cr gene to ciprofloxacin 

resistance, we analyzed the relationship between aac(6′)-Ib-cr and resistance to 
ciprofloxacin. However, our resistant isolates were significantly more frequently 

aac(6′)-Ib-cr –positive(66/81) 81.48% than were sensitive/intermediate isolates 

(27/42) 64.28%, thus, aac(6′)-Ib-cr determinant was significantly associated 

with phenotypic ciprofloxacin resistance. 

 
There was no relationship between the presence of qnrA, -B, or –S genes and 

aac(6′)-Ib-cr, qnr genes were present in (33.33%) 31/93 aac(6′)-Ib-cr-positive 

strains compared to (28.57%) 10 / 35 aac(6′)-Ib-cr-negative strains, indicating 

that the qnr genes and aac(6′)-Ib-cr can circulate independently. This result is 
consistent with previous result , and in contrast with another result reported from 

China where the prevalence of the aac(6′)-Ib-cr variant among E. coli and K. 

pneumoniae isolates was 55.2% among qnr-positive isolates but only 6% among 
qnr negative isolates.  

 

In conclusion, our study showed that the prevalence of plasmid-mediated qnr 

and aac(6′)-Ib-cr resistance genes was high among syrian clinical ESBL-
producing isolates of E. coli and K. pneumonia, and more associations should be 

studied in the future. The distribution of aac(6′)-Ib-cr variant, however differed 

among species, it was detected most often in E. coli isolates, and least often in 
K. pneumonia isolates, a relative prevalence that is the reverse of that for qnr 

genes. Furthermore, qnr genes were more prevalent in K. pneumoinae than E. 

coli, qnrB was more frequent than qnrA or qnrS, and the prevalence of 

ciprofloxacin resistance in our isolates was associated with the prevalence of 
aac(6′)-Ib-cr variant. 
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Finally, it seems likely that the increasing use of fluoroquinolones within the last 

10 years created the opportunity for the emergence of ciprofloxacin-resistant 
clinical isolates with PMQR determinants. Further regional epidemiological data 

on antimicrobial resistance throughout Syria will be required to promote 

appropriate antimicrobial therapy, and effective infection control, and using 

antibiotics that are not substrates for aac(6′)-Ib-cr might reduce selection 
pressures for this variant but not for the qnr genes. 
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