
P- ISSN  1991-8941 ,  E-ISSN 2706-6703                 (JUAPS)                                                       Open Access        مجلت جامعت الانبار للعلىم الصرفت                    

2015 ,( 9), ( 3 ) :166-171 

 

611 
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مبػػدايا مػػف نػػ ؿ نمػػو العػػطلات لمػػ  ومػػط مػػولر  فػػه هػػلد الدرامػػة يػػـ يقديػػد المناومػػة لم انكومايمػػيف 
مػػايكرواراـ / مػػؿا وكانػػت نمػػبة العػػطلات المناومػػة ل ػػلا  1هنيػػوف اكػػار القػػاوي لمػػ  ال انكومايمػػيف بيركيػػط  

ا, وقػػػد لػػػطؿ الػػػدنا الكرومومػػػومه والب طميػػػدات بالاليمػػػاد لمػػػ  طػػػرؽ قيامػػػية ولنػػػد 52/31% 52المضػػػاد 
طوج قالػػػدي واليرقيػػػؿ الك ربػػػااه لمػػػ  هػػػ ـ الاكػػػاروط ظ ػػػر  ف  6305لي القجػػػـ  vanAيضػػػنيـ الجػػػيف 

% 5302ا مػػف العػػطلات المناومػػة لم انكومايمػػيف يميػػؾ هػػلا الجػػيف لمػػ  الػػدنا الكرومومػػومه و%65/52  23
 .ا يميمكه لم  الب طميدات2/52 
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 المقدمة 
هو الع ج الم ضؿ  Vancomycinيعيبر ال انكومايميف 

لع ج الالي ابات النايجة لف المكورات العننودية المناومة لممثيميميف 
ولكف الامينداـ الناطئ والإفراط فه امينداـ هلا المضاد  دى ال  
ظ ور نوليف مف المناومة لممضادات الك يكوببييدية النوع الاوؿ هه 

 Intermediateميف المكورات العننودية الميومطة المناومة لم انكوماي
Vancomycin resistant Staphylococcus aureus  اليه ييعمؽ

بيثنف الجدار النموي والعبور الضايؿ ل لا المضاد لبر الجدار النموي 
-D- alanyl - D- alanine (D-Alaوينيج لف للؾ يراكـ جطياات

D-Ala)  ما النوع الثانه هه المكورات العننودية اللهبية المناومة 
 Vancomycin resistant Staphylococcus انكومايميفلم

aureus النايجة لف اكيماب الاوبروفVanA operon  مف
وبنيج  Tn1546اللي ينينؿ لم  النافط .Enterococcus sppبكيريا

وفه هلا النوع مف المناومة ينوـ  [1,2] لنه مناومة لالية المميوى
 الموجبة لصبغة كراـ لفالمضاد بيثبيط صنع الجدار النموي لمبكيريا 

 
* Corresponding author at: University of Anbar - College of 

Pharmacy  .E-mail address:  
 

لبوادئ  C-terminal –D-Ala-D-Ala طريؽ اريباطه بن ايات
 pentapeptide precursor ofالببييدوك يكاف النمامية

peptidoglycan  ممببة امؽ ي ال ت ننؿ الببييدات والك يكوميدات
transglycosylation and transpeptidation reaction [3] 

ومجمت  وؿ قالة مناومة لالية المميوى لمك يكوببييدات فه البكيريا 
بعد ث ثيف منة ينريباً مف دنوؿ  [4]6322منة  enterococciالمعوية

هلا المضاد فه المجاؿ الطبه ومنل للؾ الوقت انيشرت قالة المناومة 
 اليابعةلمك يكوببييدات لبر العالـ وهناؾ مبعة انواع مف المناومة 

 enterococciود الجينات فه بكيريا لوج
(VanA,B,C,D,E,G,and,L)  ينابم ا الاوبرونات الناصة ب ا

vanA,B,C,D,E,G and L operones. 
 

 المواد وطرق العمل
  جمع العينات 

 ميندمت الممقات النطنية الجاهطة المج طة بومط يناقؿ 
Transport medium  المصنعة مف شركةGreiner Germany  فه

مريضاً راقديف ومراجعيف لمعيادات  611جمع نمالج الجروح مف 
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الإميشارية فه مميش   الرمادي العاـ ولمنيمؼ ال اات العمرية ولك  
 .5360الجنميف لم يرة مف شباط ولغاية يموط 

 تشخيص العزلات 
يـ يشنيص العطلات بالإليماد لم  ال قوصات البكيريولوجية .

لم  المصادر العممية الميبعة ليشنيص البكيريا  والكيموقيوية إليماداً 
[5, 6]. 

 االكشف عن المكورات العنقودية الذىبية المقاومة لمفانكومايسين

يـ انييار العطلات اليه  ظ رت مناومة ل وكماميميف لمكشؼ 
 لف مناومي ا لممضاد ال انكومايميف بالطرؽ اليالية:

بطرينة الصب لم   Vancomycinالكشؼ لف المناومة لمػػ  .1
ومطه اكار المولر هنيوف وومط اكار المانييوؿ   طباؽ الاكار  

  .مؿ /مايكرواراـ  1المالح ا القاوياف لم  ال انكومايميف بيركيط 
لم انكومايميف ل لد العطلات  MICيقديد اليركيط المثبط الادن   .2

 .بطرينة الين يؼ بالمرؽ المغلي
 عزل الــدنا الكرموسومي

الكرومومومه بطرينة الممخ النالدي  DNAن ص الػػػ يـ امي
  promega kit .وبامينداـ

 DNA quantitation الكرموسومي التقدير الكمي لمــدنا
مف البكيريا قيد الدرامة  DNAقضرت نمالج الػػ 

Staphylococcus aureus   ا مايكروليير مف 53وقدرت كمياً بأنل
ثـ مطجت جيداً  TE bufferمف  مايكروليير 323الدنا و ضيؼ له 

وقيمت الأميصاصية لند الطوؿ الموجه بامينداـ ج اط  لمطياؼ 
كمقموؿ  TE bufferوامينداـ  Spectrophotometer لضواه 
ا ويندر نناوة الدنا مف قاصؿ قممة قراءة الاميصاصية Blankميطرة  

نانوميير لم  قراءة الاميصاصية لم  طوؿ  513لند طوؿ موجه 
-وق ظت جميع النمالج بدرجة قرارة  .] 7 [نانوميير  523 موجه
 .ـ لقيف الامينداـ 53°

مايكرواراـ/  DNA(DNA concentration)يركيط الػػ 
الكؿ/ ا × 513مايكروليير =  النراءة لند الكثافة الضواية بطوؿ موجه

مايكرولييرا والنايج 6333مايكرواراـ/ 23الثابت  × لج قجـ النمو 
 .القجـ الكمها×  اليركيط  يندر بوامطة

الخاصة  Polymerase Chain Reaction خطوات تفاعل الكوثرة
 .هالجين المراد تحديدـ بــ

جيف المراد الػػػ وؿ الياله يوضح نطوات ي الؿ الكوثرة الناصة بدالج
 .درامي ا
 

الخاصة بتضخيم الجين  (PCR)( يوضح خطوات تفاعل الكوثرة1جدول رقم )
vanA gene. 

 Initialبدائي مسخ

Denaturation 
 ºم 49 دقيقت 01

53 

cycles 

 دورة

 ºم 49 ثانيت Denaturation 51مسخ 

اتحاد والتحام 

Annealing 
 ºم 31 دقيقت 0

 ºم 27 ثانيتExtension 0:51استطالت 

 Finalاستطالت نهائيت 

Extension 
 ºم 27 دقيقت 01

Hold temperature 01 م 9 دقيقتº 

 vanA Sequences of gene vanA البادئ الخاص بالجينتتابع  

Primer 
VanA F 5' ATGAATAGAATAAAAGTTGC3' 1032 bp 

VanA R 5' TCACCCCTTTAACGCTAATA 3 

 النتائج والمناقشة 
 العزل والتشخيص 

ا 611فه   يـ يشنيص بكيريا المكورات العننودية اللهبية
لينة مف لينات الجروح جمعت مف المرض  المشموليف بالدرامة فه 

واليمد ا 31/611(% 2102 وقد لطلت بنمبةمميش   الرمادي العاـ 
فه هلد العينات لم  الص ات الطرلية لمميعمراي ا  يشنيص البكيريا

 .blood agarواكار الدـ  mannitole salt agarالنامية لم  ومط 

اظ ر ال قص المج ري واليصبيغ بصبغة كراـ ان ا مكورات موجبة و 
 grape like وينيظـ لم  هياة يجمعات ولناقيد العنب لصبغة كراـ

shape  ما ، واير مكونة ل بواغ واير ميقركة بانيبار فقص القركة 
نيااج الانيبارات الكيموقيوية لمعطلات فكانت كما هو مبيف فه الجدوؿ 

 .ا5 
 

 يبين نتائج الاختبارات الكيموحيوية لمعزلات قيد الدراسة. ( 2م )جدول رق
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 +:جميع العزلات اعطت نتيجة موجبة 
 العزلات اعطت نتيجة سالبة :جميع -
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MSA:-Mannitol salt agar  

 potentيعيبر مؤشر قوي  nucleaseإف إنياج  نطيـ 

indicator لممكورات العننودية اللهبية المرضية Staphylococcus 

aureus  واف جميع لطلات  [8]لم  مدى العنود الانيرة
Staphylococcus aureus  كانت منيجة له واف 633قيد الدرامة %

فه العطلات المريرية يكوف  thermonucleaseفعالية هلا الانطيـ 
الموجود فه الومط الطرله لف طريؽ  DNA بمبب يكمر او يقطـ

 .DNA [9]انياج هلا الانطيـ اللي له الندرة لم  يقطيـ 
ــي عــن المقاومــة لممثيســيمين والفانكومايســين باســتخ دام الكشــف الاول

  طريقة اطباق الاكار.
وومط  Muller-Hinton agarاوماط  امينداـبعد  

Mannitol salt agar  القاوييف لم  المضاديف الاوكماميميف
مايكرواراـ/مؿ لكؿ مف 61 و مايكرواراـ/مؿ1وال انكومايميف بيركيط 

المضاديف ولم  اليواله وبصورة من ردة. وللؾ لمكشؼ مبدايا لف 
لممثيميميف وال انكومايميف فظ ور النمو فه الاطباؽ دليؿ لم  المناومة 

مناومة هلد البكيريا لممضاد الموجود فه الومط الطرله كما فه الشكؿ 
 ا.5و  ا6رقـ  

 
 

( توضح الكشف الاولي عن المقاومة لممثيسيمين عمى وسط 1شكل رقم )
Mannitol salt agar حيث تظير المستعمرات  الحاوي عمى الاوكساسيمين

 S76 ,S77 ,S78المقاومة ليذا المضاد في العزلات 
 

( يوضح الكشف الاولي عن المقاومة لمفانكومايسين عمى 2شكل )
Muller_ Hintone agar  الحاوي عمى الفانكومايسين حيث تظير
ولم يظير أي نمو في العزلة  S34,S35المستعمرات المقاومة لو في العزلة 

S36 
 

 . DNAص الحام  النووي منقوص الاوكسجين الـ استخلا
-Pre  يرقيؿ القامض النووي قبؿ اجراء ي الؿ الكوثرة

PCRا.  
مف لطلات المكورات العننودية اللهبية قيد  DNAيـ لطؿ الػ 
وبعد قياس يركيط ونناوة القامض  promega kitالدرامة بامينداـ 

النووي بامينداـ ج اط المطياؼ الضواه الناص 
Specctrophotometer  ومف ثـ يطبيؽ المعادلة الناصة بللؾ ثـ يـ

يرقيؿ القامض النووي لم  ه ـ الاكاروط وكانت النييجة كما فه 
 ا.0الشكؿ 

 
( %0.7( يوضح نتيجة الترحيل الكيربائي عمى ىلام الاكاروز )3شكل رقم )

وم لجين Pre –PCRبصبغة بروميد الاثيديوم قبل اجراء تفاعل الكوثرة 
 المكورات العنقودية الذىبية.

 استخلاص البلازميدات :
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يػػػـ امػػػين ص الب طميػػػدات بطرينػػػة اليقمػػػؿ النالػػػدي المقػػػورة 
modified alkaline lysis method  بامينداـGeneid kit)  ا ويـ

 .طميدات لم  ه ـ الاكاروطالب يرقيؿ 

 
( %0.7الاكاروز)( يوضح نتيجة الترحيل الكيربائي عمى ىلام 4شكل رقم )
لبلازميدات  pre_PCR قبل اجراء تفاعل الكوثرة Redsafe stainبصبغة 

 المكورات العنقودية الذىبية
 

في العزلات المرضية المقاومة van B و van Aتحديد الجينات 
 لمفانكومايسين.

مف ن ؿ هلد الدرامة كانت نمبة المناومة لم انكومايميف هه 
اؽ القاوية لم  للؾ المضاد % مف ن ؿ انيبار الاطب52

% مف العطلات كانت مناومة مبدايا 52مايكرواراـ/مؿا  ي اف 1بيركيط 
لم انكومايميف لند الممح الاوله ليقديد المناومة ل لا المضاد وفه 

ولند اجراء الممح او الكشؼ الاوله ليقديد المناومة  [10]درامة انرى 
 .المضادكانت مناومة ل لا  % مف العطلات52لم انكومايميف وجد اف 

فه  vanAوبعد اليرقيؿ الك ربااه لم  ه ـ الاكاروط يـ يقديد الجيف 
 DNAلم  الػ كما هو واضح  % ا 23ا لطلة  ي بنمبة  65 

 van, اما لم  الب طميدات فند يـ يقديد  ا2الشكؿ   فهالكرومومومه 

A   ا1كما فه الشكؿ  % 5302ا لطلات اي بنمبة 2فه. 
 القنينة لممناومة لم انكومايميف فه بكيريا الآليةند اف يعي

Staphylococcus aureus نايجة لف اكيماب مجمولة جينات
vanA  اليه يش ر المناومة لم انكومايميف فه بكيرياEnterococcus 

فه  sex pheronesوقد  نجطت هلد الظاهرة منيبريا واثبت وجود 
لم  انيناؿ هلد الجينات  يمالد Staphylococcus aureusبكيريا 

مف بكيريا  sex pheronesواف يقرر  spp.Enterococcusمف
Staphylococcus aureus  النريب مف بكيرياEnterococcus 

 van A genesيؤدي ال  انيناؿ الب طميد المش ر لمجمولة جينات 
. وبعد دنوؿ ب طميد المكورات المعوية [11]ل لد البكيريا
enterococci  ال  بكيرياStaphylococcus aureus   فانه  ما يبن

مقافظ لم  ن مه دوف  ف يندمج مع الكروموموـ ويعبر لف ن مه لاييا 
واف اليعبير لف جينات المناومة لم انكومايميف يقث فنط لند  [12]

 selectiveوجود للؾ المضاد  ي يقت يأثير الضغط الانينابه 

pressure  ناومة لممضادات الك يكوببييدية واف ظ ور الم .[13]له
كاف نييجة الامينداـ العشوااه وال منطنه وبدوف وص ة طبية ل لد 

 VRASالمضادات واف ظ ور العطلات المناومة الميومطة المناومة 

 selective pressureينيج مف الضغط الانينابه  VISAو
 .[15 ,14] لم انكومايميف

 
%( بصبغة 2( يوضح نتيجة الترحيل الكيربائي عمى ىلام الاكاروز)5شكل )

Red safe  حيث يلاحظ الحزم المضخمة لمجينvanA  من عزلات المكورات
 العنقودية الذىبية المقاومة لمفانكومايسين حيث تم تحديد الجين في العزلات

(S16, S28, S31, S32, S42 بينما لم يتم تحديد ىذا الجين في )
باستخدام الدليل الحجمي .( S15, S26, S27,S40 , S41ت )العزلا

bench top .عمى اليمين واليسار كمعمم لتعيين حجم الجين 
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%( بصبغة 2( يوضح نتيجة الترحيل الكيربائي عمى ىلام الاكاروز)6شكل )

Red safe  حيث يلاحظ الحزم المضخمة لمجينvanA المكورات  من عزلات
العنقودية الذىبية المقاومة لمفانكومايسين حيث تم تحديد الجين عمى 

( بينما لم يتم S47, S50, S52, S53 54البلازميدات في العزلات )
باستخدام .(S45, S49, S51, S55, S56تحديد ىذا الجين في العزلات )

 الجين.عمى اليمين واليسار كمعمم لتعيين حجم  bench topالدليل الحجمي 
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Abstract 

Staphylococcus aureus is one of the common causes of hospital and community acquired infections and 

treatment of Staphylococcal infections is complication because ability of this bacteria species to resistant to 

antibiotics.In this study vancomycin resistant Staphylococcus aureus were grew on Muller hintone agar contain 

vancomycin (6µg / ml) with percentage 25% (24/96) , Genomic DNA and plasmids isolated from isolates using 

standard producers. VanA gene amplification using PCR and suitable primers. The amplification gene was produced 

1032bp at agarose gel electrophoresis.VanA gene was detected in 50% (12/24) on chromosomal DNA and in 20.8% 

(5/25) on plasmid of vancomycin resistant Staphylococcus aureus. 


