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 الممخص
ي ىذه الدراسة التحري عن قدرة بعض الأنواع الجرثومية السالبة لصبغة كرام تم ف

بالطرائق المظيرية  AmpCمختمفة عمى انتاج انزيمات  والمعزولة من حالات مرضية
 %( باستخدام قرص 6.04والجزيئية، حيث بمغت نسبة تواجدىا )

ت التي بإمكانيا انتاج ، حيث أن ىذا المضاد يستخدم لمتحري عن العزلاCefoxtinالمضاد 
اعمى نسبة حيث بمغت  Pseudomonas aeruginosa، وكان لجرثومة AmpCانزيمات 

%( اما بطريقة المستخمص  5.01) Klebsiella pneumoniae%( تمتيا جرثومة  5101)
%( والتي تعتمد عمى استخدام المستخمصات  .5.0الثلاثية الابعاد فقد بمغت نسبة تواجدىا )

الخام بدلا من الخلايا الجرثومية الحية. اعمى نسبة كان لجرثومة  الانزيمية
Pseudomonas aeruginosa  (5.01  تمتيا جرثومة )%Klebsiella pneumoniae 

%Disk antagonism test (..01  )%(، فيما بمغت نسبة تواجد الانزيم بطريقة  .30)
ت وكان اعمى نسبة فييا لجرثومة والتي تعد من افضل الطرائق في التحري عن ىذه الانزيما

Klebsiella pneumonia (5104  اما بالطرق الجزيئية فقد تم استخدام تقنية الـ ،)%
PCR  لمكشف عن الجين المشفر ليذا الانزيم، حيث بمغت نسبة عزل الجينblaAmpC 

 Klebsiella pneumonia ،Pseudomonas%( وكانت اعمى نسبة لجرثومتي .0..)

aeruginosa   ( 5.0بمغت..)% 
 
 .Cefoxtin، مقاومة الجراثيم السالبة لصبغة كرام، AmpCانزيمات ة: دالالكممات ال
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 المقدمة
ظيرت المقاومة لمجراثيم الحياتية بين بعض اجناس الجراثيم السالبة لصبغة كرام وانتشرت في جميع انحاء العالم وتكون كل 

من اكثر انواع الجراثيم المعوية التي Pseudomonas aeruginosa و Klebsiella pneumoniae و E.coliمن جرثومة 
 (، حيث تتم ىذه المقاومة من خلال انتاج انزيمات Gurung et al., 2020غالبا ما تكون مقاومة لممضادات الحيوية )

 AmpC( وانزيمات ESBL) Extended Spectrum Betalactamaseبيتا لاكتاميز مثل انزيمات بيتا لاكتاميز واسعة الطيف 
 (. Perez et al., 2016ىذه الانواع من الجراثيم ) تسببياالتي  الالتياباتوالتي تشكل تيديا خطيرا في معالجة 

القابمية عمى ابطال فعالية مضادات بيتا لا كتام قبل ان تتمكن ىذه  Hydrolytic enzymeوليذه الانزيمات المائية 
والتي تتواجد عمى الغشاء السايتوبلازمي  Penicilin binding proteinsات الرابطة لمبنسمين المضادات من الوصول الى البروتين

والتي تشارك في المراحل النيائية من تركيب الببتيدوكلايكان والذي يعتبر العنصر الرئيس في تركيب جدار الخلايا 
 (.Subhas et al., 2020الجرثومية)

مية كبيرة تُشَفَّر ليا من قبل جينات كروموسومات العديد من أنواع الجراثيم ليا أى AmpC β-lactamaseإن أنزيمات 
 Cefoxitinوالـ  Cephalothin ،Cefazolinوأن ىذه الانواع الجرثومية تكون مقاومة لمـ  الجراثيم،المعوية وأنواع أخرى من 

عديد من الأنواع الجرثومية مستحثة ويعبر عنيا في ال AmpCوتكون انزيمات  ،ومعظم أنواع البنسمينات ومثبطات البيتالاكتاميز
وىذا التعبير العالي ليذا الانزيمات يمنح الجراثيم مقاومة لمدى واسع من السيفالوسبورينات  الطفرة،بمستويات عالية من خلال 

(Singhal et al., 2005; Black et al., 2005 .) 
ت باعتبارىا عوامل مقاومة لممضادات الحيوية في العصيات كبير في نياية السبعينيا باىتمام AmpCحَظيت أنزيمات 

 وتعتبر ىذه الأنزيمات من أنزيمات السيفالوسبورينات القادرة عمى تحميل حمقة البيتالاكتام إلى حد ما  كرام،السالبة لصبغة 
(Bush et al., 1995; Nancy, 2003.) 

وجدت في أنواع جرثومية والتي تكون فاقدة لجينات  يدات،البلازمتكون جينات العديد من ىذه الأنزيمات محمولة عمى 
 Klebsiella pneumoniae  ،Proteusالمحمولة عمى الكروموسومات بشكل طبيعي كما في جرثومة  AmpCأنزيمات 

mirabils وSalmonella spp ات ويعتقد بأن مثل ىذه الأنزيمات تنشأ من خلال انتقال جيناتيا الكروموسومية إلى البلازميد
(Dunn et al., 2000; Philippon et al., 2002.) 

 Clavulinic acidىو أحد أنزيمات السيفالوسبورينات والتي تثبط بشكل ضعيف بحامض الكلافيولين  AmpCأنزيم 
فة إلى من خلال قابميتيا عمى تحميل السيفالوسبورينات بالإضا ESBLوالتي يمكن تمييزىا عن أنزيمات بيتالاكتاميز واسعة الطيف 

  ESBLو AmpCالمضاد الوحيد الفعال ضد العزلات المنتجة لأنزيمات  ،سيفالوسبورينات أخرى واسعة الطيف
ومع ذلك فمقد انتشرت مقاومة ليذا النوع من المضادات والذي غالباً ما يعزى إلى إنتاج أو تكوين أنزيمات  ،Carbapenemىو الــ 

Metallo-β-lactamase  ل أنواع مضادات البيتالاكتام ومن ضمنيا السيفالورسبورينات الواسعة الطيف والـ محممة لكالتي تعد
Carbapenems (Hancock, 1998; Livermore and Woodford, 2002; Nordman and Poirel, 2002.) 

من  Cefoxitinلغرض التحري عن الأنواع الجرثومية المنتجة ليذه الانزيمات ويعتبر الـ  Cefoxitinيستخدم مضاد الـ 
(. إنَّ المقاومة Patel et al., 2010المضادات الشبو مصنعة والتي تمتاز بثباتيتيا العالية لأنواع عديدة من انزيمات بيتالاكتاميز )

مثل فقدان نفاذية البورينات في الجراثيم  AmpCقد يرجع إلى آليات مقاومة أخرى غير أنزيمات  Cefoxitinالجرثومية لمضاد 
 .et al., (1999)  Hernandez رام والتي تعتبر إحدى ميكانيكيات المقاومة حيث وجدگبغة السالبة لص
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 المواد وطرائق العمل
 العينات:

، Ps.aeruginosa ،E.coliاستخدم في الدراسة عدد من الانواع الجرثومية السالبة لصبغة كرام والتي شممت 
K.pneumoniae ،Acinetobacter bumannii  عزليا من دراسة سابقة من حالات مرضية مختمفة شممت التيابات والتي تم

الاذن الوسطى، الانف، الحنجرة، العيون، الحروق، القصبات اليوائية، الادرار، الدم، الجروح والميبل، والتي تم تشخيصيا بالطرق 
 .APIخيصيا باستخدام اشرطة (، وتم تأكيد تشKoneman et al., 1997; MacFaddin, 2000الكيموحيوية وبالاعتماد عمى )

 

 بالطرق المظهرية AmpCالتحري عن انزيمات الـ 
 Detection of AmpC β-lactamase by Morphological Methods 

 :استخدمت في ىذه الدراسة عدة طرائق لغرض التحري عن ىذه الانزيمات
                            AmpC Initial Screening Test for AmpC Enzymesاختبار التحري الأولي عن أنزيمات الـ 

( من 0.5بمعمق جرثومي فتي مكافئ في عكارتو للانبوب رقم ) ،ار مولر ىنتونگأجري ىذا الاختبار وذلك بتمقيح وسط ا
( ساعة 18-24في وسط الزرع الجرثومي وحضنت الاطباق لمدة ) Cefoxitinأنابيب ماكفرلاند القياسية ووضع قرص مضاد الـ 

 الاختبار،الخاصة بيذا  CLSIومقارنتيا مع قياسات الـ حول القرصبعدىا تم قياس قطر منطقة التثبيط ، º( م35رجة حرارة )بد
( ممم أو أقل مقاومة وبالتالي موجبة لاختبار التحري الأولي عن أنزيمات الـ  14وعدت العزلات التي تعطي منطقة تثبيط بقطر )

AmpC (CLSI, 2010.) 
 

 التأكيدي بطريقة المستخمص ثلاثية الابعاد المحورةالاختبار 
 Confirmatory test by Modified three-Dimensional Extract Method. 

ثم تم وضع أربعة اقراص من مضاد  Cefoxitinىنتون بعزلة جرثومية فتية حساسة لمضاد الـ -ار مولرگلقح وسط ا
Cefoxitin (30mgعمى سطح الطبق )، ( ممم 3سم لكل شق وبمسافة ) 3رة معقمة تم عمل أربعة شقوق وبطول وباستخدام شف
، ارگعمى سطح الا Pasture Pipetteكما تم عمل حفر صغيرة في نياية كل شق باتجاه مركز الطبق باستخدام  ،من كل قرص

( دقائق 5-10الطبق لمدة )ثم ترك  ،( مايكروليتر لكل شق10ىذه الحفر تسيل من ملء الشقوق بالمستخمصات الانزيمية وبواقع )
د ظيور تشوه ن( ساعة. وع18-24دة )ـولم º( م35ح إلى أن جفت المستخمصات المضافة ثم حضنت بدرجة حرارة )ـبشكل صحي

  AmpCات الـ ـــــــود انزيمــــــــــــــــــلا عمى وجـــــــــار ودليـــــــة للاختبــــــة موجبـــــــط نتيجـــــــــة التثبيــــــــع منطقــــــــق مـــــــع الشـــاطـــــــــة تقـــــــــــفي منطق
 (Manchanda and Singh, 2003.) 

 

 Disk Antagonism testالتحري بطريقة 
ار گاجري ليا ىذا الاختبار إذ لقح وسط ا NCCLSوحسب توصيات الـ  Cefoxitinالعزلات التي اظيرت مقاومة لمـ 

 Cefotaximفي وسط الطبق ووضع قرصين مضادين الـ  Cefoxitinمقات الجرثومية الفتية وضع قرص الـ ىنتون بالمع-مولر
 ساعة،( 18-24لمدة ) º( م35( ممم من مركز القرص الوسطي. حضنت الاطباق بدرجة حرارة )15عمى بعد ) Ceftazidimeوالـ 
     AmpCعد دليلًا عمى وجود انزيمات الـ  ،تومضادي السيفالوسبورينا Cefoxitinحدوث التضاد بين قرص الـ  أن
(Sanders et al., 1982; Parveen et al., 2010.) 

 

 Preparation of Crude AmpC Enzyme Extracts                 الخام AmpCتحضير مستخمصات أنزيمات 
عمق النمو في وسط  معقمة،رد مركزي ىنتون إلى انابيب ط-ار مولرگتم نقل مزارع فتية من الجراثيم النامية عمى وسط ا

ومن ثم غسل  دقيقة،( 15( ولمدة )3000rpmماء الببتون ومن ثم رسبت الخلايا باستخدام جياز الطرد المركزي المبرد وبسرعة )
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عرض  ،Sodium acetate( مولار من 0.2وعمق الراسب في محمول ) مرات،الراسب بمحمول دارئ ممح الفوسفات الفسمجي ثلاث 
( دقيقة. 30وباستخدام الطرد المركزي المبرد لمدة ) ( م37ع دورات من التجميد والتذويب باستخدام حمام مائي بدرجة حراة )لسب

يتم الحصول عمى الراشح الحاوي عمى المستخمصات الانزيمية. ولغرض التأكد من نقاوة المستخمصات الانزيمية وعدم وجود خلايا 
 ،لحين استخداميا )الحسو ( م20-حفظت المستخمصات بدرجة حراة ) ،ار الماكونكيگسط اتم زرع المستخمصات عمى و  حية،

...4.) 
 

 الكشف الجزيئي عن جينات انزيمات بيتالاكتاميز المعدنية 
 من العزلات الجرثومية: DNA. استخلاص الـ 1

من العزلات  DNAالنووي الامريكية لغرض استخلاص الحامض  Omegaتم استخدام العدة المجيَّزة من قبل شركة 
بالمستعمرات الجرثومية الفتية ومن ثم حضنت بدرجة حرارة  Trypton soy brothالجرثومية قيد الدراسة، حيث تم تمقيح وسط 

( ساعة، بعدىا تم اتباع خطوات الاستخلاص وحسب تعميمات الشركة المجيزة، وبعد اجراء عممية 18-24لمدة ) º( م35)
 .º( م20-مصات الحامض النووي بالتجميد عند درجة )الاستخلاص حفظت مستخ

 DNA. تقدير تركيز ونقاوة 2
 المستخمص من العينات التي شممتيا الدراسة باستخدام جياز  DNAتم تقدير التركيز والنقاوة لمحامض النووي 

 انكميزي المنشأ.  Biodrop Spectrophotometerالـ 
 .PCRلـ بطريقة ا AmpC. الكشف عن انزيمات الـ 3

، تم blaAmpC( لمكشف عن الجين Senda et al., 1996بالاعتماد عمى طريقة ) AmpCتم الكشف عن انزيمات الـ 
 .The midland certified reagent company INCمن شركة  AmpCلانزيمات الـ  DNAتجيز بوادئ تسمسلات الـ 

(Texas) 
5- 

GTGACCAGATACTGGCCACA 
-3

 
5-

 TTACTGTAGCGCCTCGAGGA 
-3

 

 PCRباستخدام تقنية الـ  DNA. التفاعل التضاعفي لسمسمة 4
وبالخطوات ( الالماني المنشأ Mastercycler Personal, Eppendorfأُجري الاختبار باعتماد جياز التضخيم الحراري )

 الآتية:
فوف والكمامات المعقمة لتجنب حصول تم تعقيم مكان العمل والاجيزة قبل البدء بالعمل باستخدام الفورمالين ثم ارتداء الك -1

 التموث.
 المعقمة بعدد العينات المختبرة. 3( سم0.2رقمت انابيب ابندروف حجم ) -2
مايكروليتر من الحجم التفاعمي  25حضر خميط من محتويات التفاعل لسيولة انجاز العمل حيث تم تحضير الخميط بمعدل  -3

 لكل انبوب والذي يتكون من:
 

 

 

 

 

 

 

 

 .Vortex Mixerمُزجت محتويات انابيب ابندروف بجياز  -6
ب البرنامج وتمت برمجة الجياز حس Thermal Cyclerوضعت انابيب ابندروف الحاوية عمى المواد اعلاه في جياز  -1

 الخاص بالباديء:

 مالحج المكونات
Gotag

R
 Green Master Mix 12.5μl 

F-R primer, 10mm 3 μl 

DNA template 4 μl 

Nuclease free water 5.5 μl 
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( دورة من المسخ 1.لمدة دقيقتين تبعتيا ) º( م95عند درجة حرارة ) initial denaturationالمسخ الاولي 
denaturation ( م31عند درجة )º  ثانية، تم الارتباط  ..لمدةannealing ( م.4عند درجة )º  والاستطالة  ثانية، 61لمدة

extension ( 72عند درجة) مº ( لمدة دقيقة واحدة وأخيرا الاستطالة النيائية عرض لدرجة.. ْ)  م لمدة سبعة دقائق لغرض اكمال
 (.Senda et al., 1996) عممية التضخيم

 

 في هلام الاكاروز: DNAطريقة الترحيل الكهربائي لمـ
 Agarose gelالأكاروز  بتقنية الترحيل الكيربائي عمى ىلام PCR، وناتج تفاعلات DNAتم الكشف عن عينات الـ 

electrophoresis :باتباع الخطوات التالية 
رَ الأكاروز بتركيز  -5 ، وذلك لمكشف عن الـ TAE 1X bufferمن محمول  .سم ...غم من الأكاروز في .% بإذابة 5حُضِّ

DNA  م.°11وتمت الإذابة في درجة الغميان، وتُرِكَ المحمول ليبرد إلى درجة حرارة  استخلاصوالذي تم 
 .DNAالتي تستخدم لتحميل عينات الـ  wellsلِصُنعِ الحفر  Combثم وُضِعَ المشط  Gel trayتم تركيب قالب اليلام  -.
 وتُرِكَ اليلام إلى أن تصمب ثم رفع المشط. ىوائيةٍ،سُكِبَ الأكاروز في القالب مع ملاحظة تجنب تكون فقاعاتٍ  -.
 مايكرو ليتر من نواتج تضخيم الجينات قيد الدراسة ثم وضعت في الحفر. .5حميل إلى مايكرو ليتر من صبغة الت 1أُضيف   -6
 حيث غطى ىذا المحمول سطح اليلام. TAEمن  1Xوُضِعَ القالب مع اليلام في الحوض الممموء بـ  -1
 دقيقة. .3فولت مدة  .0وضُبِطَ عند  Power Supplyتم تشغيل مجيز القدرة  -4
 روز بصبغة بروميد الاثيديوم عن طريق غمرىا بالماء المقطر الحاوي عمى ىذه الصبغة لمدة ساعة.صُبغَ ىلام الأكا -.
رَ اليلام U.Vفحص اليلام في غرفة مظممة، وذلك بتعريضو للؤشعة فوق البنفسجية بوضعو عمى جياز  -0 باستخدام ، وصُوِّ

 رقمية. كاميرا
 الحزمة وسمكيا مع الدليل الحجمي القياسي بمقارنة موقع DNAقُدِّرَ الحجم الجزيئي لقطع  -3

DNA-Ladder (Sambrook and Russel, 2001.) 

 
 النتائج والمناقشة
المشــاكل الصــحية فــي الــدول المتقدمــة والــذي يــؤدي  أكبــران زيــادة اعــداد الجــراثيم المقاومــة لممضــادات الحيويــة تعتبــر احــدى 

ليف المعالجــة اضــافة الــى زيــادة اعــداد الامراضــية والوفيــات حيــث يعتبــر انتــاج وزيــادة تكــا المستشــفياتبــدوره الــى زيــادة الرقــود فــي 
                                             انزيمــــــــــــــــــــــــــــــات بيتـــــــــــــــــــــــــــــــا لاكتـــــــــــــــــــــــــــــــاميز الميكانيكيـــــــــــــــــــــــــــــــة الرئيســــــــــــــــــــــــــــــية لمقاومـــــــــــــــــــــــــــــــة مضـــــــــــــــــــــــــــــــادات بيتنـــــــــــــــــــــــــــــــا لاكتـــــــــــــــــــــــــــــــام 

.(Pokharel and Adhikari, 2020; Pokharel et al., 2019) 
 

 AmpCلتحري عن أنزيمات نتائج ا
الضـيقة والواسـعة المـدى  Cephalosporinsأنزيمات بيتالاكتاميز التي تحمل بشكل مميز الــ  أحد AmpCتعتبر أنزيمات 

رام گو إنَّ العديــد مــن العصــيات الســالبة لصــبغة  ،Tazobactamوالـــ Clavulinic acid ،Sulbactamم التثبــيط بالـــ والتــي تقــاو 
والــ   Aztreonamالمحمولـة جيناتيـا عمـى الكروموسـومات وعنـد انتاجيـا بشـكل كبيـر قـد تسـبب مقاومـة لمــ  AmpCتنـتج أنزيمـات 

Cephamycin( .Thompson, 2010) 
، ويوضح AmpCانتاج أنزيمات  بإمكانيالمتحري عن العزلات التي  Cefoxitinلمقاومة لمضاد الـ يستخدم اختبار ا

باستخدام اختبار التحري الاولي عن  AmpCرام والمنتجة لأنزيمات گ( النسبة المئوية لعزلات الجراثيم السالبة لصبغة 5الجدول )
%( وكان لعزلات 40.6أي بنسبة ) Cefoxitinة لمضاد الـ ( مقاوم32( عزلة من مجموع ).5ىذه الانزيمات، حيث كانت )

( عمى التوالي 5.01و 5101اكبر نسبة بين الأنواع الجرثومية الأخرى إذ بمغت ) K. pneumoniae, Ps.aeruginosaجرثومتي 
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وذلك  .%(.40بنسبة )المقاومة لو  E.coli، فيما كانت نسبة جرثومة Cefoxitinمن المجموع الكمي لمعزلات المقاومة لمضاد الـ 
 لحدوث تداخل في نتيجة فعالية كلا الانزيمين بنفس الوقت لوجودىما معاً بنفس العزلة البكتيرية.

 
 .AmpCالنسب المئوية لمعزلات الجرثومية الموجبة لاختبار التحري الاولي عن أنزيمات الـ  :1الجدول 

 
 النوع الجرثومي عدد العزلات المختبرة النسبة المئوية من المجموع الكمي

(6.2) 2 10 E. coli 

(12.5) 4 9 K. pneumonia 

(15.5) 5 9 Ps.aeruginosa 

(6.2) 2 4 A.bumannii 

(40.6) 13 32 Total 

 
 ESBLقد يعود سببو إلى احتمال تواجد أنزيمات  AmpCإنَّ ظيور النسبة القميمة من العزلات الموجبة لأنزيمات 

في نفس العزلة ويعبر عنيا بشكل متساوٍ مما يؤدي إلى حجب أحدىما للآخر عند التحري عن  AmpCوالمترافقة مع أنزيمات 
مع انزيمات  Co-expressionبانيا ذات تعبير مشترك  ESBL، وغالبا ما تتصف الجراثيم المنتجة لانزيمات AmpCأنزيمات 
AmpC والتي تشكل تيديدا خطيرا لتشخيص ومعالجة الجراثيم الممرضة المن( تجة ليذه الانزيماتOgefere et al., 2016 ،)

ولقد اكدت الكثير من الدراسات بان استخدام قرص مضاد السيفوكستين يعتبر اختيار ضعيف لمكشف عن الجراثيم المنتجة 
وات مثل الطفرات التي تحدث لقن AmpC، وىذا قد يعود سببو لوجود ميكانيكيات بديمة لممقاومة غير انزيمات AmpCلانزيمات 
                 والتي قد تؤدي الى اعطاء نتائج موجبة كاذبة وبالتالي تحسب كمقاومة لمسيفوكستين  Porin channelالبورين 

(Subhas et al., 2020 كما أنّو في كل العزلات التي كانت موجبة لـ ،)AmpC  لايمكن التمييز بين الأنزيمات التي كانت
 (. Patel et al.,2010جيناتيا محمولة عمى الكروموسوم أو عمى البلازميدات والتي تحتاج إلى طرائق جزيئية تأكيدية )

وكان أول من وصف ىذه الطريقة ىو  AmpCكما تم استخدام طريقة المستخمص الثلاثية الأبعاد لمتحري عن أنزيمات 
Thomson ( والتي تعتمد عمى استخدام المستخمصات الانزيمية الخام بدلًا من الخلايا الجرثومية الحية والتي 1984وجماعتو )

 يعود سببو إلى انتاج ىذه الأنزيمات دون غيرىا من آليات المقاومة. Cefoxitinيتبين فييا بأن المقاومة لمضاد الـ 
لو بعض المحددات منيا صعوبة استخلاص ىذه الأنزيمات  AmpCمات إنَّ استخدام ىذه الطريقة في التحري عن أنزي 

اضافة إلى احتمالية تموثيا في أثناء العمل واخذ الحذر عند سكب المستخمصات داخل الشقوق وتجنب السكب الزائد لممستخمص 
ه الطريقة، ولغرض ار يعد من احد مشاكل ىذگفييا، حيث ان ملء الشقوق بشكل متجانس دون طفح المستخمص عمى سطح الا

( تحوير عمى ىذه الطريقة من خلال عمل حفر دائرية صغيرة 2003وجماعتو ) Manchandaتجاوز ىذه المشكمة أجرى الباحث 
في بداية الشقوق باستخدام ماصة باستور معقمة، وليذه الحفر اىمية حيث تعمل عمى احتواء الكمية الزائدة من المستخمصات التي 

لمنطقة التثبيط، كما انيا تسيل من عممية ملء الشقوق  distortionيداً عن المنطقة التي يحصل فييا تشويو تسكب في الشقوق بع
 بالمستخمصات الانزيمية.

( عزلات من مجموع 10( نتائج ىذا الاختبار باستخدام طريقة المستخمص الثلاثية الابعاد حيث اعطت ).الجدول )يوضح 
  Ps.aeruginosa%( في التحري عن ىذه الانزيمات، بمغت فييا اعمى نسبة لجرثومة 31.2) ( عزلة نتيجة موجبة أي بنسبة32)
 K.pneumoniae (%9.3.)%( تمتيا جرثومة 12.5)
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 النسب المئوية لمعزلات الجرثومية الموجبة لاختبار المستخمص ثلاثية الابعاد المحورة :2الجدول 
 

 
 
 
 

 
باستخدام ىذه الطريقة وقد يعزى السبب إلى أنَّ معظم العزلات  بينت النتائج قمة نسب الانتاج للانزيم من قبل العزلات

ولكنيا من الممكن أنْ لا يتم التعبير عنيا في كل العزلات وىذا يعني انيا قد تمتمك ما يسمى بالجين  blaAmpCتمتمك الجين 
، أو أنَّ تعبير ىذا الجين يكون بمستوى منخفض بحيث لايمكن الكشف عنو بالطرائق الاعتيادية، كما أنَّ Silent geneالصامت 

 (.Manchanda and Singh., 2003أخرى قد ينتج عنو اختلاف في امتلاكيا ليذا الجين )اختلاف العزلات من منطقة إلى 
( النتيجة الموجبة ليذا الاختبار والتي يظير فييا حدوث تشوه في منطقة التثبيط نتيجة لفعل 5توضح الصورة )

المنتشر في الوسط وظيور  Cefoxitinوالتي تعمل عمى تحميل مضاد الـ  AmpCالمستخمصات الانزيمية الحاوية عمى أنزيمات 
النمو في المنطقة التي يتقاطع فييا الشق مع منطقة التثبيط. وقد اظيرت العديد من الدراسات الوبائية بان العزلات الجرثومية 

 (.Manchanda et al., 2006تم الحصول عمييا من المرضى الراقدين في المستشفيات ) AmpCالمنتجة لأنزيمات 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

بطريقة المستخمصات ثلاثية الابعاد  K.penumoniaeلجرثومة  AmpCالتحري عن أنزيمات الـ  اختبار : نتيجة1الصورة 
 هنتون -المحورة باستخدام وسط مولر

(A- B نتيجة موجبة تشوه في منطقة التثبيط ) 
(C- D     نتيجة سالبة ) 

 

( عزلة من 12حيث اظيرت ) Disk Antagonism testر ( النسب المئوية لمعزلات الموجبة لاختبا.الجدول )يوضح 
%( تمتيا جرثومة 15.6) K.pneumoniae( نتيجة موجبة ليذا الاختبار كانت اعمى نسبة فييا لجرثومة 32مجموع )

Ps.aeruginosa (12.5)%، ( قدرة مضاد الـ .وتوضح الصورة )Cefoxitin  عمى احداث حالة تضاد مع مضادات بيتالاكتام
ومن المقترح ان تكون الآلية المسؤولة عن حالات التضاد تتضمن حث أنزيمات  Ceftazidimeو الـ  Cefotaximeمثل  الاخرى

 النوع الجرثومي ت المختبرةعدد العزلا النسبة المئوية من المجموع الكمي
(6.2) 2 10 E. coli 

(9.3) 3 9 K. pneumonia 

(12.5) 4 9 Ps.aeruginosa 

(3.1) 1 4 A.bumannii 

(31.2) 10 32 Total 

B 

A C 

D 
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 وحدوث منافسة عمى مواقع الارتباط في الخمية الجرثومية  Cefoxitinبيتالاكتاميز بوساطة مضاد الـ 
(Sanders et al., 1982.) 

 

 Disk antagonism testرثومية الموجبة لاختبار النسبة المئوية لمعزلات الج :3الجدول 
 

 النوع الجرثومي عدد العزلات المختبرة النسبة المئوية من المجموع الكمي

(6.2) 2 10 E. coli 

(15.6)5 9 K.pneumoniae 

(12.5) 4 9 Ps.aeruginosa 

(3.1) 1 4 A.bumannii 

(37.5) 12 32 Total 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Disk Antagonism testبطريقة  K.penumoniaلجرثومة  AmpCبار التحري عن أنزيمات الـ : نتيجة اخت2الصورة 
 هنتون -باستخدام وسط مولر

 
رام گفي العزلات الجرثومية السالبة لصبغة  AmpC( في التحري عن أنزيمات .) (،.) (،5وعند مقارنة الجداول الثلاثة )

%(  37.5ائق المفضمة في التحري عن ىذه الأنزيمات إذ أعطت نسبة تحري قدرىا )نجد أنَّ طريقة التحري الأولي تُعدُّ من الطر 
أنَّ المقاومة لمضاد  .%(31.2%(، ثم طريقة المستخمص ثلاثية الابعاد المحورة بنسبة )6.04تمتيا طريقة التحري الاولي بنسبة )

Cefoxitin  قد يعود لعدة أسباب منيا الانتاج العالي لأنزيماتAmpC  وموسومي والتحطيم الداخل خموي لممضاد الحيوي الكر
وانخفاض نفاذية الغشاء الخارجي ووجود عوامل مقاومة متنقمة محمولة  efflux pumpووجود العديد من انظمة الدفق الخموي 

 .(Patel et al., 2010عمى البلازميدات وضعف ارتباط المضاد مع المستقبلات الموجودة عمى سطح الخمية الجرثومية )
الكروموسومية أو المحمولة عمى البلازميدات فانو يستوجب  AmpCولأن الطرائق المظيرية لا تميز أو تفرق بين أنزيمات 

 blaAmpC( النسب المئوية لعزل جينات 6الجدول )لغرض التحري عنيا، ويوضح  PCRاستخدام الطرائق الجزيئية مثل تقنية الـ 
 رام.گمن العزلات الجرثومية السالبة لصبغة 
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 رامگفي العزلات الجرثومية السالبة لصبغة  blaAmpCلمتحري عن الجين  PCRنتائج تفاعل : 4الجدول 
 

 النوع الجرثومي عدد العزلات المختبرة النسبة المئوية من المجموع الكمي

(6.6) 1 5 E. coli 

(13.3) 2 4 K. pneumonia 

(13.3) 2 4 Ps.aeruginosa 

(0) 0 2 A.bumannii 

(33.3) 5 15 Total 

 
( تمتيا %13.3)  Ps.aeruginosaو  K.pneumoniaeلجرثومتي  blaAmpCبمغت اعمى نسبة تحري عن الجين 

العزلات الموجبة المتضاعف بتقنية الـ  DNA( نتائج الترحيل الكيربائي لـ .%(، وتوضح الصورة )6.6بنسبة ) E. coliجرثومة 
PCR  وظيور حزم شريطDNA من العينات لمـ  لعددDNA ( المستخمص عند الحجم الجزيئيbp 822 الخاصة بالبادئ )

 عمى كروموسوم العزلات المختبرة.  blaAmpCالمستخدم دليلًا عمى وجود الجين 
نَّ النسب القميمة لعزل ىذا الجين قد يعود سببو إلى أنَّ جينات ىذه الأنزيمات محمولة عمى البلازميدات اكثر من كونيا  وا 
محمولة عمى الكروموسومات إضافةً إلى أن قمة عدد العينات كان سبباً في قمة عزل ىذا الجين، لذا فإنَّ استخدام الطرائق الجزيئية 

فاذا كانت الطرائق الجزيئية غير متوفرة فإنَّ  ،الكروموسومية عن البلازميدية AmpCيعد ضرورياً لغرض التفريق بين أنزيمات 
يجب أنْ يتم باستخدام الطرائق التأكيدية المظيرية والتي من شأنيا تمييز انتاج  AmpCمنتجة لأنزيمات الكشف عن العزلات ال

 (.Thomson, 2010عن غيرىا من آليات المقاومة لغرض الحد من انتشارىا والسيطرة عمييا ) AmpCأنزيمات 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 لمعزلات السالبة لصبغة كرام blaAmpCلمكشف عن الجين  PCRنواتج تفاعل الـ : 3الصورة 
 

فاذا كانت  البلازميدية،الكروموسومية عن  AmpCإنَّ استخدام الطرائق الجزيئية يعد ضرورياً لغرض التفريق بين أنزيمات 
يجب أنْ يتم باستخدام الطرائق التأكيدية  AmpCالطرائق الجزيئية غير متوفرة فإنَّ الكشف عن العزلات المنتجة لأنزيمات 

عن غيرىا من آليات المقاومة لغرض الحد من انتشارىا والسيطرة عمييا  AmpCرية والتي من شأنيا تمييز انتاج أنزيمات المظي
(Thomson, 2010.) 
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 الاستنتاجات
امتلاك الجراثيم السالبة لصبغة كرام لانزيمات بيتالاكتاميز المعدنية وخاصة في  Ampcاظيرت نتائج التحري عن انزيمات 

 .Ps.aeruginosaالنوع 
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ABSTRACT 

In this study, the ability of some gram-negative bacteria isolated from different clinical 

samples to produce AmpC enzymes by phenotypic and molecular methods was investigated. The 

percentage of its occurrence was (40.6 %) by the use of cefoxitin disk as this antibiotic is used to 

screen for isolates that can produce this enzymes, the highest rate was for bacteria Pseudomonas 

aeruginosa (15.5 %) followed by Klebsiella pneumoniae (12.5 %), as for the three dimensional 

extraction method, the percentage of this enzyme reached (13.2 %), which depend on the use of 

crude enzymatic extracts instead of live microbial cells, the highest rate was for Pseudomonas 

aeruginosa (12.5 %) followed by Klebsiella pneumoniae (9.3 %), (37.5 %) by using disk 

antagonism test method which is one of the best methods for investigating these enzymes. As for 

molecular methods PCR assay was used to detect the blaAmpC gene encoding for this enzyme, the 

highest percentage was for Klebceiala pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa reached (13.3 %). 
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