
 

 وزارة التعليم العالي والبحث العلمي  

 جامعة الق ادسية / كلية العلوم         
 قسم علوم الحياة                 

    

 

 ودراسة مقاومة لبعض المضادات الحياتية  P.aeuginosaعزل وتشخيص البكتريا

متطلبتا نيل شهادة جامعة القادسية كجزء من –كلية العلوم –بحث مقدم الى قم علوم الحياة 

  البكالوريوس في علوم الحياة

                                       

 اعداد: الطالبة

 سلمى الراوش حجاب غالي

 بأشراف

 د  فراس سرحان المياحيأ.م.  

 

 

 

 م 7182هـ                                                                          8341

 

 

 



 

 الله الرحمن الرحيمبسم 

 

 

وَيَسْأَلُونَكَ عَنِ الرُّوحِ قلُِ الرُّوحُ مِنْ أَمْرِ رَبِّي وَمَا أُوتِيتمُ مِّن الْعِلْمِ إِلاَّ }

 {قَلِيلاً

 
 

 
 

 

 

 (58سورة الاسراء / الآية ) 

 

 

 

 



 الاهداء

 

 

صلى الله عليه واله وسلم  الى منارة العلم...     والنبي  المصطفى سيد الخلق الى رسولنا الكريم محمد

 والائمه الميامين صلى الله عليهم اجمعين

 الى من دمائهم سقت ارض العراق حشدنا المقدس  وجيشنا الباسل...

الى ينبوع الذي لا يمل العطاء .........الى من حاكت سعادتي بخيوط منسوجه من قلبها 

 ...والدتي العزيز

 الذي لم يبخل بشيء من اجل دفعي في طريق النجاح ......ء الى من سعى وشقى لأنعم بالراحة والهنا

 والدي العزيز

 الى الذين بذلوا كل جهد وعطاء لكي اصل الى هذي اللحظة.... اساتذتي الكرام

 

 

 

 

 



 الشكر والتقدير

 الحمد لله رب العالمين 

والصلاة والسلام على اشرف الانبياء الرسول الكريم محمد صلى الله عليه واله وصحبه ومن اتبعه الى يوم 

الدين           اتقدم بأسمى  آيات الشكر والتقدير والاحترام ...الى مشرفي  الفاضل الدكتور فراس 

فترته اعداد البحث   سائله ان سرحان الماحي   للمتابعة المستمرة والتوجيهات الدائمة و  القيمة طيلة 

يمن الله عليه بمزيد من النجاح والتقدم العلمي خدمتا للعراق العظيم   كما اتقدم بالشكر والتقدير وامنياتي 

الطيبة الى منتسبي كليه العلوم وقسم علوم الحياة من دكاترة واساتذتي المحترمون لما قدموه لي طيلة السنوات 

      السابقة                

 عرفاني وامنياتي الصادقة الى الأساتذة  منار حسن 

 (الحمزة العام )مستشفىوعلي عبد الحسين. محلل  

 لما ابدو لي من مساعده في جمع العينات    
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 Abstractالخلاصة

 مصةةةةةادرمن    pseudomonas aeruginosa ياالدراسةةةةة  ال  كتر    ر تهدف

مخ لف  )مرضةةيو يرير مرضةةيو ريم رف  مدا متايم و ل دد من المضةةادات ال ييي  

من مسة شفيات  كينو 60 اذ جم ت ,  Discs diffusion method طريتو الان شةار 

هرت ديا 6002 مارس ال 6006الاير  انين من للف رة ياسةةةةةياف م افد  الديياني  

 pseudomonas aeruginos (8 ل   ريةةةا كتلات كةةةا ةةةد   10 كتر  الن ةةةا   

ال يمي  يييو يكدة الف ص  لاخ  اراتا  الاك ماد كل رذا يو ر  2كتلات مرضةةي  ي

يأدهر و ن ا   ف ص ال سةةاسةةي  الديا ي  ان افضةةر المضةةادات     Api-20الجاهت  

  )    (Aminoglycosides Amikacinهي مجميك   ال   ريا  هةذ   ةثييرا كل 

 نسةةةةةةة ة  متةايمو  ليل   Macrolidesال ةا ةد لصةةةةةةةن   Azithromycinيمضةةةةةةةاد 

 Piperacillin     مضةةةةةةةةةةاداتركل  ال يالي  يا لهةةةةا  ةةةةثييرا %04ري)30%)

 Rifampinي Bacitracinي Erythromycinي Lincomycinي

 ر.%044ي نس    متايمو مطلتو )  Chloramphenicolي

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Introduction                                                         :المقدمة

 من واحدة Pseudomonas  aeruginosa بكتيريا الزوائف الزنجارية  تعد         

 عوامل من العديد تمتلك والتي opportunistic pathogens الانتهازية الممرضات

 .P  من المستشفيات كما تعد بكتيرياى المكتسبه في العدو  مهم و هي سبب الضراوة

aeruginosa  عصيات سالبه لصبغة غرام هوائية متحركة تمتلك هدب قطبي وحيد

 مرا لأشيوعا وانتشارا في الطبيعة  والمسببة وتعد هذا  البكتيرية  اكثر الانواع 

 يمكن لهذه البكتريا العيش في بيئات خاملة مع متطلبات غذائية قليلةو .ره كثي

Farinas and Martinez, 2013)(. اذ  لوحظ ان الاصابة  ببكتيرياP. 

aeruginosa من للعديد المقاومة الطبيعية امتلاكها صفة بسبب علاجها يصعب 

في العقود الاخيرة  كان هناك  .(Livermore , 2012)(MDR) الحيوية المضادات

 اعلنت حالة الطوارئ  و,التي وية انتشار عالمي لمقاومة البكتيريا للمضادات  الحي

وبالتالي فان  .8991اعتبرتها منظمة الصحة العالمية  مشكلة صحية عامة في عام  

 .Pالاستخدام المكثف للمضادات الحياتية واسعة الطيف زاد  من مقاومة بكتريا 

aeruginosa ( للعقاقير المستخدمة في العلاجPeng  et al .,2014 .) 

 خلال من الحيوية تجاه المضادات P. aeruginosaا و تحدث مقاومة  بكتيري    

 الأغشية أو تحوير تحوير الموقع الهدف للمضاد منها متميزة آليات عدة اكتسابها

ومة وقد تزداد مقا. وانظمة الدفق الفعالة  انزيمات البيتالاكتاميز ، وإنتاج الخارجية،

 لمث للمضادات الحيويةالبكتيريا للمضادات والسبب يعود الى سوء الاستخدام 

 وكذلك عدم الحروق مراكز في وأمينوكلايكوسيدات والبيتالاكتام السيبروفلوكساسين،

وعوامل  (tavajjohi et al. 2011)الأخرى   الفعالة الأدوية تكاليف توافر و ارتفاع

ظهور سلالات تمتاز بصفة تعدد المقاومة  P. aeruginosaاخرى ادى ان بكتيريا 

 الناس من كبير النامية هنالك عدد البلدان في.MDR   (Livermore , 2012)للعقاقير

بهذه البكتيريا  او غيرها من الانواع البكتيرية الاخرى  بسبب العدوى يوميا يموتون

 يف للأمرا  المسببة الكائنات غزو عن تنتج التي الصحية المشاكل من واحدة وهي,



 ثلم علاجها يمكن والتي منها الوقاية يمكن أمرا  ، بعضها. الجسم من مختلفة أجزاء

      )   (Akingbade et al 2012الجروح    التهابات

 :خطوات الدراسة 

وغذائية   مصادر  مختلفة  )مرضيه  من المأخوذة   P. aeruginosa بكتيريا  عزل -8

 على التوالي. لديوانيه واسواق محافظة  مستشفيات  ( من 

البايو  ختبارات باستخدام وسط المكونكي والا P.aeruginosa بكتيريا تشخيص -7

 . API-Enterobacteraceaeوباستخدام العده الجاهزه  كيميائيه 

 من عدد تجاه  P. aeruginosa الـالتعرف على العزلات المقاومه لبكتريا  -4

 . الحيوية المضادات

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Materials and methods      ق العمل                        المواد وطرائ-3 

 materialsالمواد                                                    3-1

 

    Ready mediaالجاهزة         الزراعيةالأوساط 3-1-1

 .الاوساط الزراعية  1) )جدول                             

 اسم الوسط الزرعي ت

 MacConkey وسط  اكار ماكونكي 1

agar                       

 Nutrient وسط المرق المغذي 2

broth                          

-وسط اكار نقيع القلب 3

 الدماغ

Brain-heart infusion 

agar        

فوكس –وسط احمر المثيل  4

 بروسكاور

MR/VP 

broth                             

 Muller-Hinton هنتون -وسط اكار مولر 5

agar                  

 Peptone وسط ماء الببتون 6

water                          

 Simons citrate وسط استهلاك السترات 7

agar                  

وسط اغار ثلاثي  8

 السكريات و الحديد

Trible sugar iron agar 

 



 .المضادات الحيوية  (2)جدول 

تحت الصنف  المضاد الحيويصنف 

 للمضاد الحيوي

 التركيز/ الرمز اسم المضاد الحيوي

 غرام مايكرو

     

Penicillins       

      

 

    

Ureidopenicill

in 

Piperacillin      

         

PRL 01 

Macrolides Ma crolibdes 

anti microbial 

group 

Erythro 

mycin  

E 15 

Azithromycin  Azn 15 

   

Polypeptide 

Anti biotics  

 Bacitracin  B 10 

Miscellaneous  Lincosamides Lincomycin  L 10 

Aminoglycoside

s 

 Amikacin           

                  

AK   10 

Gentamicin       

           

GM 30 

Neomycin  N 30 

Ansamycins  Rifampin          

            

RIF 5 

     

Other 

Antibiotic 

 Chlorampheni

col         

C     10 

 



 طرائق العمل                                                                  : 3-2

  Culture media preparation              : تحضير الأوساط الزرعية 1-2-3

  الأوساط تحضير-أ

رت الأوساط الزرعية  حسب تعليمات الشركة المُصنَّعة لها وضُبطَِ   1 المذكورة في الفقرةحُضِّ

  الأس الهيدروجيني لها بحسب الحاجة لهُ 

                                                                Media sterilizationتعقيم الأوساط  -ب

 1م وضغط °121عُقمِت جميع الأوساط الزرعية  المستعملة بجهاز الموصدة  عند درجة حرارة 

 دقيقة  15جو لمدة 

حُضّرت         Mcfarland tube standardتحضير محلول مكفر لاند القياسي -ج

 : ( NCCLS 2003 ( من المحاليل الآتية وحسب ما جاء في

  O2. 2H2BaCl المائي محلول كلوريد الباريوم -آ

لتر من الماء المقطر المعقم وأكُمل الحجم إلى ملي  50 يفغرام  1.175حُضّر المحلول بإذابة      

 مول/لتر من كلوريد الباريوم.  0.048 لتر للحصول على تركيزملي 100

 4SO2Hمحلول حامض الكبريتيك  -ب 

 لتر من الماءملي 50لتر من حامض الكبريتيك المركز ببطء إلى ملي 18حُضّر المحلول بإضافة     

  .4SO2Hمول/لتر من  0.18لتر للحصول على تركيز ملي 100المقطر المعقم، وأكمل الحجم إلى

اءة العكورة ( وعُدلت قر ب لتر من محلول )ملي 99.5( إلى   آ لتر من محلول )ملي 0.5أضيف     

وهذه   نانومتر  625( وحدة تكوين المستعمرة عند طول موجي   0.10-0.08ن ) القياسية ما بي

لتر في ملي  Colony forming unit (CFU ][ (. ( 510x 18. القراءة تمثل ما يقارب عكورة )

 4واحد من البكتريا النامية، ووزع المحلول في أنابيب إختبار معقمة ذات سدادات محكمة بحجم 

معتمة بدرجة حرارة الغرفة واستعُملت لغر  مقارنة كثافة لتر لكل أنبوبة وحفظ في أماكن ملي

 النمو البكتيري في اللقاح المستعمل مع كثافة المحلول في الأنبوبة.

 

 

 

                           Collection of samples                                  : جمع العينات       3-2-3



   على التوالي الديوانيةيات واسواق محافظة مستشفمن من الحالات السريرية  عينة60   تمعجُ  

من المرضى المراجعين والراقدين في المستشفى 71 21مارس الى 7182كانون الاول مدة من لل

إستخُدمت المسحات القطنية الحاوية على وسط ناقل  .المذكورة وبأعمار مختلفة لكِِلا الجنسين

Transport media swabs  .وشملت العينات في عملية جمع العينات لضمان حيوية العزلة

 وعينات اغذيه .عينات الادرار و عينات الحروق والاذن واسواب ,المدروسة 

 (اللحم الغذائية ) طرائق جمع عينات

جمعت عينات اللحم البقري المحلي من مجازر ومحلات بيع اللحوم في مدينة الديوانية كما تم جمع 

عينات من اللحوم المستورد المجمد من الاسواق المحليه للمدينه.حيث تم انتخاب عينات عشوائية 

 81من لحوم البقر المختومة بيطريا ووضعت في قناني بلاستيكية نظيفة ومعقمه. جمع 

غم من عينة لحوم)محلي 71عينات مستورده( حيث تم وزن 5-عينات محليه5عينه)

ومستورد(باستخدام الميزان الحساس ووضعت كل عينه في خلاط كهربائي نظيف ومعقم ثم اضافة 

على  حده باستخدام خلاطين لمده   كلا مل من ماء مقطر الى كل عينة لحم مزجت العينتين 811

-81مل من التخفيف 8لكل عينة لحم ثم نقل  7-81و8-81التخافيف دقائق وهكذا تم الحصول على 5

ثم بعد ذلك  4-81مل ماء مقطر للحصول على التخفيف99الى دورق نظيف ومعقم يحتوي على  7

مكررات لكل تخفيف ثم تحضير عينات اللحم لغر  الفحص  4عملت سلسله من التخافيف بواقع 

مل 811غم من كل عينة لحم وتم اضافة 71وزن المختبري لغر  العد والعزل الجرثومي ثم ي

دقائق ثم 5من الماءالمقطر لكل منها في خلاط كهربائي معقم مزجت العينتين كل على حده لمدة

ووضع كل تخفيف في 3-81و4-81و7-81من التخافيف  1،8عملت سلسله تخافيف بغد ذلك اخذ 

 مكررات لكل تخفيف .4طبق بتري بواقع 

ر العينات المطلوبة وتوزيعها في اطباق بتري ثم سكب كميه من الوسط بعد اتمام عملية تحضي

م حرك الطبق ليتجانس النموذج مع الوسط ثم يترك 35-37الغذائي الاكار المعقم والمبرد بين 

م 42(حضنت الاطباق المزروعة بدرجة حراره8192ليتصلب حسب طريقة )الزيدي وجماعته ,

 ساعة .73-81لمدة 

                                               Isolation of bacteria: عزل البكتيريا 3-2-4

 MacConkeyار الماكونكي گأوسط الزرعي قحت ال، لُ  P.aeruginosaبكتيريا عزل  لغر 

agar   ساعة  18-24لمدة ◦  م 37بمسحات العينات بطريقة التخطيط  ثم حُضّنت بدرجة حرارة, 

ساعة اخرى قبل عدها نتيجة  24ساعة لمدة  24الأطباق التي لم يظهر فيها نمو خلال  حُضّنت و

 سالبة .



        Identification of Bacteria                     : تشخيص البكتيريا3-2-5

 على : خصت المستعمرات البكتيرية النامية اعتمادا  شُ   

     Phenotypic characteristics                           : الخصائص المظهرية 3-2-5-1

وجود وسطح المستعمرات  ولونها  وأشكالها للمستعمرات النامية  لوحظت الصفات المظهرية 

 et Winn) ار الماكونكي  گشفافيتها وتخمر اللاكتوز على وسط أ وقوامها  وروائح مميزة لها 

., 2006 al. ) 

                    Microscopic diagnosis                              المجهري تشخيصال : 3-2-5-2

 وذلك بأخذ مسحة من المستعمرات البكتيرية النامية على الأوساط حصت العينات مجهريا  فُ 

 تفاعلها معب الخلايا البكتيرية والزرعية وتثبيتها وتصبيغها بصبغة  گرام  لملاحظة اشكال وترتي

 ) موجبة أو سالبة (. الصبغة

 

  Biochemical tests                               : الأختبارات الكيموحيوية              3-2-5-3

أجُريت مجموعة من الإختبارات الكيموحيوية اللازمة لتشخيص العزلات البكتيرية قيد         

 الدراسة, وكالآتي:

 

  :Catalase testإختبار الكتاليز 1-

ساعة بوساطة  العيدان  الخشبية المعقمة  إلى شريحة زجاجية  24مر نقُلَ جزء من مستعمرة فتيَّه بع 

. وتكون النتيجة 3بتركيز % 2O2Hنظيفة ومن ثم أضُيفت قطرة من محلول بيروكسيد الهيدروجين 

 .(Brown, 2007)موجبة بظهور فقاعات من غاز الأوكسجين 

 : Oxidase testإختبار الأوكسيديز 2-

ساعة بوساطة عود خشبي مُعقم إلى ورقة ترشيح مشبَّعة  24نقُلَ جزء من مستعمرة فتيَّه بعمر 

ثوانٍ دليل على إيجابية الإختبار  10بكاشف الأوكسيديز, وأنَّ تكوّن اللون البنفسجي خلال 

(Brown, 2007.) 

 

 

  : Motility testإختبار قابلية الحركة   -3

 بطريقة الطعن المحضر باذابة أجري هذا الإختبار  بتلقيح الأنابيب الحاوية على وسط الحركة 

,  بالمزروع البكتيري الدماغ السائل –وسط نقيع القلب مل من 100 في ارگأ -ارگأغم من 0.5



ساعة ، انتشار النمو خارج حدود الطعنة يدل على  48–24 م لمدة°37وحُضن بدرجة حرارة 

 (.  MacFaddin , 2000)   النتيجة الموجبة 

 

 Sugar fermentation&gas production test الغاز انتاجو تخمرالسكريات إختبار -4

الطعن والتخطيط بطريقة   Kliger’s Iron Agar (KIA) وسطالأنابيب الحاوية على  لقحت  

 ساعة  24م لمدة °37حُضنت الأنابيب  بدرجة حرارة وسطح المائل بالمزروع البكتيري . العلى 

قدرة البكتيريا على تخمر سكري عدم تغير لون الوسط من الأحمر إلى الأصفر دليل على عدم  ان

إنتاج غازكبريتيد الهيدروجين على شكل راسب اسود اسفل الوسط وعدم  الكلوكوز و اللاكتوز, 

 الصلب . 

  

 المُكوّنة من: IMViCمجموعة إختبارات  -5

  :Indol production testإختبار إنتاج الأندول •

( الذي لقُحَِ بجزء من المستعمرة Peptone waterستخُدم في هذا الإختبار وسط ماء الببتون )ا

ساعة بعد  24 -18م لمدة °37البكتيرية النقية المراد إختبارها، ثم حُضنتَ الأنابيب بدرجة حرارة 

إلى كل انبوبة مع الرج الجيد  s reagent,Kovacعدة قطرات من كاشف كوفاكس  فتيأضذلك 

ريا على تحليل الحامض يوأنَّ ظهور حلقة حمراء اللون دليل على إيجابية الفحص وقدرة البكت

 ( MacFaddin ,2000 ) .     وإنتاج الأندول Tryptophanالأميني التربتوفان  

 

 :Methyl red testمثيل الأحمر إختبار ال•

بجزء من  MR.VP. mediumاجري هذا الإختبار بتلقيح الأنابيب الحاوية على الوسط الزرعي  

ساعة. بعد  48 -24م لمدة °37المستعمرة البكتيرية النقية المراد إختبارها وحُضِنت بدرجة حرارة 

من كاشف المثيل الأحمر وسُجِلت النتيجة الموجبة بظهور قطرات  5فترة الحضن اضُيفت  انتهاء

اللون الأحمر دلالة  على إنتاج الحامض، في حين أنَّ بقاء اللون الأصفر يمثل النتيجة السالبة 

(Collee et al ., 1996.) 

 

 :Voges – Proskauer testبروسكاور  –إختبار فوكس •

بجزء من المستعمرة البكتيرية   MR.VP. mediumقحت الأنابيب الحاوية على الوسط الزرعي لُ  

ساعة, بعد ذلك اضُيف  48– 24م لمدة °37النقية المراد إختبارها ثم حُضِنت بدرجة حرارة 



دقيقة، وإستدلَ  85-81مليلترمن الكاشف إلى كل انبوبة مع التحريك الهادئ ثم ترُك ساكنا  لمدة 1

 .( Collee et al ., 1996 ) على النتيجة الموجبة بظهور اللون الأحمر 

 

 :Citrate utilization testإختبار إستهلاك السترات -

لقُحَِ في هذا الإختبار وسط سيمون ستريت المائل بجزء من المستعمرة البكتيرية النقية المراد  

ستدلَ على إيجابية الفحص بتغير اساعة, و 48–24م لمدة °37إختبارها وحُضِنَ بدرجة حرارة 

ريا للسترات على أنهُ مصدرٌ وحيدٌ يط من الأخضر إلى الأزرق دلالة  على إستهلاك البكتلون الوس

 (. Winn et al ., 2006) للكاربون

 Api-20التشخيص باستخدام العده الجاهزه  4-5-2-3

  P.aeruginosaبعد الحصول على نتائج الفحوصات الكيموحيوية  التي تنطبق على بكتيريا 

, لتشخيص هذا النوع بالشكل النهائي اذ يحوي هذا الشريط على  E api 20الـ أستخدمت شرائط 

 انبوبة خاصة بالفحوصات الكيموحيوية التأكيدية. تتضمن طريقة العمل الخطوات التالية : 20

 

لقُح                     Preparation of bacterial suspentionتحضير العالق البكتيري  –أ 

بواسطة    P.aeruginosaمستعمرة من بكتيريا  4-1 بمليلتر من محلول الملح الفسلجي  5

( خلية / 810× 1.5( مع المزج المستمر للحصول على عالق تركيزه ) swapالمسحة القطنية ) 

 ( .0.5مليلتر وذلك بالمقارنة مع المحلول ثابت العكورة القياسي ذو الرقم )

 

                                    API-20       Inoculation of the API-20stripتلقيح شريط    -ب 

مليلتر  0.12( نظيفة وجافة لقح مقدار  Pipetteبعد تحضير العالق البكتيري وباستخدام ماصة ) 

  لأنابيبمليلتر  0.28من عالق البكتيريا لكل انابيب الأختبار فيما بلغت كمية اللقاح البكتيري 

( الى  Sterile mineral oil, واضيف الزيت المعدني المعقم )   CIT, VP, GELات الأختبار

 .S2URE, ADH, LDC, ODC, Hالاختبارات التي تحتها خط والتي شملت 

 

  API-20          Incubating the strip in its chamberحضن شريط -ج

داخل غطاء او حافظة خاصة ضمن العُدة بعد وضع القليل من قطرات الماء   apiلـوضع شريط ا

 ساعة .–24م لمدة °37بدرجة حرارة  api لـبالحفر الموجودة في هذا الغطاء , ثم حُضن شريط ا

 



                                                         Addition of reagents   اضافة الكواشف -د

 رة من كاشف اضيفت قطTDA  الى اختبار ازالة مجموعة الامين من الحامض تربتوفان

((Tryptophan deaminase  . تحول اللون الى البني يدل على النتيجة الموجبة , 

  اضيفت قطرة من كاشفJAMES ( الى اختبار إنتاج الأندولIndol production test 

 الموجبة .( , ظهور حلقة حمراء اللون دليل على النتيجة 

  اضيفت قطرة من كل كاشفVP1 + VP2  على التوالي الى اختبار فوكس– 

( , تحول اللون الى الوردي يدل على النتيجة Voges – Proskauer testبروسكاور)

 الموجبة .

  اضيفت قطرة من كاشفNIT1  و قطرة من كاشفNIT2  الى اختبارGLU  تحول ,

 موجبة . اللون الى الازرق يدل على النتيجة ال

 

                                                                Reading of Resultقراءة النتيجة  -ز

( التي تتكون بعد وضع علامة  Code numberشُخصت البكتيريا من خلال الشفرة الرقمية )  

حيث ان لكل   api لـالأختبارات الكيموحيوية الموجودة ضمن شريط ا ( لكل من-)+( اوعلامة )

بكتيريا بالشريط وشُخصت. باستخدام الدليل الملحق شفرة رقمية خاصة بها , ثم قورنت الارقام في 

 اوراق خاصة 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    

 : حفظ وإدامة العزلات البكتيرية 3-2-6

Preservation and Maintenance of Bacterial Isolates                 

 الحفظ قصير الأمد -أ

تم تلقيح الأنابيب الحاوية على الوسط المغذي الصلب المائل بالبكتيريا المراد حفظها وحُضنت     

مْ، وكررت عملية الحفظ لتجديد حيوية  4ساعة، ثم حفظت بدرجة  24لمدة ◦ م 37في درجة حرارة 

 (.Collee et al ., 1996)العزلات، وتجنب حدوث التلوث 

 الحفظ طويل الأمد-ب

( %15ليسيرول بتركيز)لكالوسط المغذي السائل المدعم با قحت الأنابيب الحاوية علىلُ     

 ( . NCCLS , 2003) مْ  20 -بالبكتيريا قيد الدراسة، وحُفظت بدرجة 

 

 Antibiotic Susceptibility Testing      : إختبار فحص الحساسية  3-2-7

   Bauerاختبرت الحساسية الدوائية للعزلات البكتيرية بطريقة الأقراص إعتمادا  على طريقة    

  : تضمنتو ,   CLSI( 2012)و (1966)وجماعته 

مل من مرق  5إلى أنبوب إختبار يحوي  P. aeruginosaمستعمرات من بكتيريا  4-7 نقل    

ساعات. خفف النمو الحاصل  باستعمال  8مْ لمدة  37تربتون الصويا المغذي وحضنت بدرجة 



،  ( القياسية0.5، تمت مقارنة النمو في الأنبوب مع أنبوبة ماكفرلاند ) محلول الملح الفسلجي

المسحة القطنية في مرق تربتون الصويا المزروع، وأزيل الفائض بالضغط على الجوانب  توغمس

ن هنتون الصلب بطريقة التخطيط لأكثر م -نشرت البكتيريا على وسط مولر,  الداخلية للأنبوبة

 ، ، وباتجاهات مختلفة لغر  التأكد من نشر البكتيريا المراد إختبار حساسيتها بالتساوي مرة

دقيقة في درجة حرارة الغرفة لضمان إمتصاص الرطوبة، وُضعت أقراص  15وترُكت الأطباق 

، والمسافة بين كل قرص  ملي متر،  851أقراص في طبق قياس81بواقع مضادات الحيوية ال

مْ  37ملي متر من مركز القرص الأول إلى مركز القرص الآخر، حُضنت الأطباق في  20وآخر 

ساعة لجميع أنواع المضادات الحيوية، ثم قيست أقطار التثبيط باستعمال الفيرنيا  وقورنت  81لمدة 

 .   CLSI (2016)مع القيم القياسية المذكورة في 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Results and discussion                                      : النتائج والمناقشة  4

 study                             Statistical       : الدراسة الإحصائية           4-1



عينات  81عينة مرضيه و 51)عينة  60الدراسة الحالية جمع تضمنت     

من مستشفيات واسواق محافظة الديوانيه من حالات سريرية مختلفة  اغذيه (

 7182 مارس  ولغاية شهرآ 7182لمدة من شهر تشرين الثاني على التوالي 

 .Pبكتيريا  وكانت عملية جمع العينات بشكل عشوائي للتحري عن

aeruginosa شملت العينات السريرية حسب مصادر جمعها اخماج مختلفة ,

لادرار العينات او وق والحرلجروح  ات مسحو ى الأذن الوسطمنها اخماج 

 عينة من75يض حسب جنس المر مصادر توزعت ال . واغذيه )لحوم (

,  %32بنسبة  الاناثعينة من 82من العينات و  %50ةمثلت نسب الذكور

من مجموع العينات مثلت عينات المرضى %81عينات غذاء وبنسبة 9و

 .P من خلال نتائج العزل نلاحظ ان بكتيريا    %  21نسبة المراجعين

aeruginosa ،قادرة على أن تسبب مجموعة كبيرة من الأمرا  المختلفة

مزمنة ويمكنها  أن تغزو أي جزء من اجزاء  واحادة كانت الاصابة سواء 

الجسم ,حيث يمكنها ان تهاجم اجهزة  المناعة لدى الانسان كالجلد وتسبب 

الجهاز التنفسي ,والجهاز  تصيب و وتسبب تلفه , Septicemia الدم  سممت

 UTI (Selezska andالبولي حيث تسبب التهابات الجهاز البولي 

Ukraine , 2010وبالتالي  فإن البكتيريا .). 

 aeruginosa . P   تعد واحدة من اهم  الممرضات المسببة لعدوى

التي تؤدي إلى ارتفاع نسب  Nosocomial infection     المستشفيات 

و سجلت ( , Altoparlaket et al., 2005وفيات المرضى ونسب الهلاك )

و   نوالراقدي مراجعينال المرضى بين الإصابة نسب في معنويا   فرقا   الدراسة

 ندعفي حين لم تسجل فروقا معنوية بين الذكور والاناث  حسب مصدر العينة

 .معنوية مستوى

 

 

 

 

 Isolation and Identification                تشخيص البكتيرياعزل و :  4-2



خلال اجراء الاختبارات اعلاه لاحظنا وجود و افراز صبغات وبالوان            

ومنها الاخضر المزرق  Pyocyaninمختلفة منها الزرقاء البايوسيانين 

 P. aeruginosaمن سلالات  البكتيريا  وغيرها ,ان العديد Pyoverdinوالصفراء

في دراستهم  (7117) أظهر مولر وآخرون .هي قادرة على انتاج هذه الصبغات 

  fibroblastsعلى صبغة البايوسيانين بانها ستعمل على تثبيط تكوين الخلايا الليفية 

رة كالمسؤولة عن  توليد الجلد البشري ،وبالتالي يؤدي ذلك الى تحفيز الشيخوخة المب

منخفضة. وتكهن الباحثون أن هذا هو ما يفسر  تركيزاتحتى لو كانت الصبغة ب

                                تعوق التئام الجروح  P. aeruginosaجزئيا  كون بكتيريا 

(Muller  et al., 2009.) 

المعزولة من  aeruginosa.Pالاختبارات الكيموحيوية لبكتيريا  (4)جدول 

 .العينات السريرية

 النتيجة الاختبار 

 + اختبار الاوكسديز

 + اختبار الكتاليز

 - اختبار الاندول

 - اختبار احمر المثيل 

 - اختبار فوكس بروسكاور

 + اختبار استهلاك السترات

 -H2S K\Kاختبار استهلاك السكريات الثلاثة وانتاج 

         

منها  P. aeruginosaظهرت انواع بكتيرية اخرى مختلفة عند عزل بكتيريا         

 E.coliبكتيريا سالبة لصبغة كرام ومنها الموجبة للصبغة كبكتريا الاشيرشية القولونية 

 Proteus mirabilisالتي ظهرت بنسب عالية اثناء مراحل العزل وكذلك بكتيريا 

الاخرى  .Pseudomonas  sppاضافة الى  Staphylococcus auresوبكتيريا ال 

اضافه الى انه هناك عزلات لم تعطي  .مسحات الحروق  ووالتي عزلت من الادرار 



والتي ظهرت نتائجها السلبية بعدم وجود المستعمرات بعد زراعتها على الاوساط نمو 

ي د ي يد س ب  ,في الحاضنة  °م42ساعة وبدرجة حرارة 73الزرعية وحضنها لمدة 

أو أن المسبب المرضي هو فايروسي كلاجا مس تا ال   ين المريض  د  ناير  ذلك 

 رقا  ف الدراسة سجلت و) للنمو سبةالمنا يةأو فطري ولم تتوافر له الظروف المختبر

 لصبغة والموجبة السالبة العزلات و P. aeruginosa بكتيريا  عزلات في معنويا  

 . العينات جمع مصدر حسب غرام

 في العينات السريرية   P. aeruginosa: انتشار وتوزيع بكتيريا  0-3

Occurence and distribution of  P. aeruginosa in clinical 

samples 

عزلة من مجموع عينة وبنسبة  P. aeruginosa 81بلغ عدد عزلات بكتيريا          

 Magdy (7184,) Ndipجاءت نتائجنا مقاربة لما توصل اليه ,  % 71 تواجد بلغت

من  P.aeruginosaنسبة العزل بكتيريا  الى ان  Hassan (7187)و (7115 )

وايضا مع  .على التوالي %72.12 ,%75.5 , % 78حالات سريرية مختلفة كانت 

 7183)و مع ما توصل اليه , %81حيث بلغت نسب عزلاته  (7187)نتائج  حران  

) Abdul-Wahid  حيث بلغت نسبة  (7183)سالم ومقاربة  لما توصل اليه

و بنسب  ( 7185)و مقاربة لما سجله داخل ,في مدينة الديوانية %87.1عزلاته

  ,ايضا في مدينة الديوانية  %83.7 عزلات بلغ

    كانت من P. aeruginosa أن أعلى نسبة عزل لبكتيريا  دراستناأظهرت نتائج    

كانت  % 31 منها P. aeruginosa  عزل بكتيريانسبة بلغت اخماج الحروق والتي  

لعزلات البكتيريا من اخماج   (7183)التي حصل عليها سالم الى النتائج النتائج مقاربة 

, فقد سجلوا أعلى نسبة   (2007 )وجماعته  Gad ,  اما  .% 74.2الحروق قد بلغت 

اذ ,  (2015 ) داخل   الى ما توصل اليهو مقاربه  ,من اخماج الحروق %27عزل 

 Abdul-Wahidسجله  و قريبة لما ,  من اخماج الحروق %13.2سجل نسبة عزل 

  من اخماج الحروق % 82.7كانت البكتيريا  , اذ أشار إلى إن نسبة عزل (7183)



 ةنتيج هو متزايد  الحروق مرضىفي  حدوث الاصابة  معدلوقد بينت الدراسات ان 

 et al ., 1998  Pruitt) والحالة المناعية  نفسها، حروقال طبيعة مثل مختلفة لعوامل

 الميكروبية العواملالى  بالاضافة  الحرق وعمق الإصابة، ومدى المريض وعمر ،(

 و حوالجر استعمارموقع  و السموم، و نزيمالا إنتاج الحية، الكائنات وعدد نوع مثل

 Magnet et al) )     ومن ثم الغزو النسيجي من قبل الكائنات المستعمرة , قوالحر

., 2013.  

من   %11بينت خلالها ان حوالي   WHO (7118)ففي احصائية لمنظمة            

والسبب ,حالات حروق الدرجة الثانية كانت سببا في احداث الوفيات  وبنسب عالية جدا 

تنتج نس ,يعود الى كون الوسائل الدفاعية للمصابين مخترقة واقل قدرة على المقاومة

من ذلك ازدياد مقاومة البكتيريا للمضادات الحيوية وذلك يشكل خطرا على الوقاية و 

كما نستنتج ان نسبة عزل البكتيريا في هذه الدراسة من حالات الحروق ,العلاج  الفعالين

لا تخلو من الخطورة على الرغم من ان شعبة الحروق خاضعة للرقابة المشددة اذ 

بات الحروق للمصابين الراقدين وبشكل ملحوظ و لكن ما تزال خفض هذا معدل التها

 ببا  س و تعد الحروق .العدوى البكتيرية تهدد حياة الاشخاص المصابين بحروق شديدة

   Potokar                 .  العالم في  لزيادة نسب الوفاة الرئيسية الأسباب بين من

et al ., 2008).) 

  

 

ماتوصـل    مع  وهي مقاربة,    % 71اخماج الأذن الوسطى بنسبة بعد ذالك تاتي 

 16.6%الى ان نسبة عزل هذه البكتيريا كانت حيث اشار ,    (2015)داخل     اليه

في دراسة اخرى في مدينة و ,   الديوانية من اخماج الأذن الوسطى في مستشفيات

اذ سجل  الى ما حصل عليه النتائج مقاربةكانت و ,(7183) الديوانية اجراها  سالم

عزل  بان نسبة,  Abdul-Wahid (2014ل )في حين توص,  % 87.5نسبة عزل 



في مستشفيات  %75بلغت من اخماج  الأذن الوسطى  P. aeruginosaبكتيريا  

هذا  الى يومنا,ان امرا  الاذن المزمنة اصيبت بها البشرية منذ زمن بعيدالناصرية . 

 مضاعفات و تعقيدات متنوعة فالمختصين في مجال امرا  الاذنوالاصابة تؤدي الى 

الاعرا  يؤسسوا مصطلحات عامة لوصف منذ عدة سنوات حاولوا ان يضعوا او 

 .Pالسريرية و المرضية لالتهاب الاذن الوسطى والمتسبب بواسطة بكتيريا 

aeruginosa   Goycoolea,199  اوضحت نتائج الدراسة الحالية ان نسبة عزل

P. aeruginosa   وهذه النسبة مقاربة مع   %71من التهابات المسالك البولية بلغت

وما توصل  .%89.4في عزل البكتيريا من الادرار  (7187)ما توصل اليه حران 

حيث اشارا الى ان نسب عزل البكتيريا من   (7183)و  سالم  ( 7185)داخل  اليه 

 (2014)ومقاربة ايضا لنتائج كلا من   ,على التوالي  %81.39 , %81الادرار كانت 

Abdul-Wahid   اذ ,على التوالي %1 , %1.9  وبنسب عزل (7112) و قاسم 

 تعد بكتيريا 

P. aeruginosa  الممر  الثاني والاكثر ترددا  بين البكتيريا السالبة لصبغة گرام

حدة الولايات المتللمرضى الذين يعانون من اخماج المسالك البولية في   %82.4بنسبة 

(Gaynes and Edwards , 2005. ) 

         

من عدوى  ٪1مسؤولة عن  P. aeruginosa بكتيريا تكونفي الوقت الحاضر        

 71.3المستشفيات، و ان هذه الاصابات تكلف نظام الرعاية الصحية الامريكي ما بين 

مليون 8.2مليار دولار , وسبب ذلك يعود الى تزايد اعداد الاصابات  الى نحو  35و

 ,. Worlitzsch et al ., 2002; Castang  et al حالة وفاة سنويا    111،99و

اما في عينات الاغذيه                                                                (.(2008

لحم محلي %81)   %71متواجده وبنسبة  P. aeruginosa كانت بكتريا متواجده 

 لحم مستورد (%81و



 وحالة, الجنس, العمر  حسب  P. aeruginosa عزلات وتوزيع انتشار: 4-4

 المرضى

Incident and distribution of  P. aeruginosa isolates based on 

age, gender, and hospitalization 

 لاحظنا في هذه الدراسة ان للعمر و الجنس تاثيرا على الاصابة ببكتيريا    

 P. aeruginosa  يبين توزيع الحالات المرضية على الفئات العمرية المدونة ضمن

عند الفئات  P. aeruginosaبيانات المرضى اذ سجلت اعلى نسبة اصابة ببكتيريا 

والسبب يعود الى كون هذه الفئات تمثل الفئات العاملة من بين ,سنة  (48-31)العمرية 

اذ سجل  (7185)وصل اليه  داخل جاءت النتائج مقاربة لما ت .بقية الفئات العمرية

-71) (8-81)ها الفئات العمرية يتل, (48-31) اعلى نسبة اصابة في الفئات العمرية

 (8-81)حيث ان الفئة العمرية  ,اذ كانت نسبة الاصابة في هذه الاعمار عالية (88

ند التماس راثيم عتمثل الفئات العمرية الصغيرة اذ ان الاطفال يتعرضون للاصابة بالج

يُ تا الإخ لا  في ن ا   الدراس  ال الي  مع الدراسات الاخرا  مع بعضهم البعض 

إل  اخ لا  الميسم الذي جُم ت فيو ال ينات , ال دا ير الص ي  , ياخ لا  المرض  

 تداد النس   في المرض  الرا دين يالذين ي انين أصلاً من ض   في أندم    يث, 

الف ات ال مري   في م نيياً  فر اً  الدراس  سجلت ير CDC , 2001) الجسم المناكي 

  المذ يرة

 

 . الفئات العمرية  حسب  .aeruginosa P مصادر الاصابة ببكتيريا( 5جدول )

   

    

 

 الفئات العمرية

 

  عدد الاصابة

 النسبة المئوية 



 

 

 

  

 

 حسب الجنس P.aeruginosa( عدد الاصابات ل 2جدول )

 

 

 

 

 

 

 

 نسبة الاصابة بالذكور اكثر من الاناثالدراسة الحالية سجلت 

 

 

 الاغذيئهحسب .aeruginosa P مصادر الاصابة ببكتيريا( 7جدول ) .

81-8 8 81% 

41-88 4 41% 

51-48 4 41% 

58< 8 81% 

 %11 1 المجموع

 النسبة المئوية  عدد الاصابة  ت

 %51 5 الذكور  1

 %41 4 الاناث 2

 %11 1 المجموع 3



 اللحم المستورد  اللحم المحلي  مصدر الاصابه 

 8(81%) 1(10%) 

 1(10%)  (10%)8 المجموع الكلي 

حيث بينت الدراسه الحاليه لعينات اللحم انه لم تظهر أي حساسيه اتجاه اغلب  مضادات  

  Aminoglycosidesعدا مضاد ت 

 

   

 

 Antibiotic Susceptibility Test بارالحساسية للمضادات الحيوية اخت :4-5

            تجاه بكتيريا  المذكورة في الجدول ومضادا  حيويا    81اختبار حساسية تم     

P. aeruginosa اذ اختيرت هذه المضادات لشيوع استعمالها في معالجة بعض ,

( يوضح نسب 2والجدول ) P. aeruginosaالأخماج الناتجة عن الإصابة ببكتيريا 

  . المقاومة والحساسية وما بينهما لهذه البكتيريا تجاه المضادات المستعملة

 

 

 

 

 

 

 

 للمضادات الحيوية المقاومة  P. aeruginosa( النسب المئوية لعزلات 8جدول )



 

 

 

 

                                                                                                       

 ( أسم وتركيز المضاد9جدول رقم ) 

 اسم المضاد  تركيز المضاد  رمز المضاد ت 

8- L 10      Lincomycin 

7- Cn 30 Gentamicin 

 L Cn Ak E B Azm C N Prl  Ra ت

 R R R R R S R S R R 1العينه 

 R R S R R S R S R R 2العينه 

 R R S R R S R R R R  3العينه

 R S R R R S R R R R 4العينه 

 R S S R R R R R R R 5العينه 

 R R S R R S R R R R 6العينه 

 R R S R R R R R R R 7العينه

 R S S R R R R R R R 8العينه 

 R R R R R S R S R R 9العينه 

 R S S R R R R R R R 10العينه 

النسبة 

 المئوية

100% 60% 30% 100% 100% 40% 100% 70% 100% 100

% 



4- Ak 10 Amikacin 

3- E 15 Erythromycin 

5- B 10 Bacitracin 

2- Azm 15 Azithromycin 

2- C 10 Chloramphenicol         

1- N 30 Neomycin 

9- Prl 30 Piperacillin 

81- Ra 5 Rifampin 

 

 

وبنسبة   Azithromycin وAmikacinوجد انه افضل المضادات التي استخدمته 

 ( على التوالي  31( و)41مقاومه )

 

 

 

 

 

 

 

 : الاستنتاجات 

سؤالو كن اخماج مP. aeruginosaادهرا الدراس  انو    ريا  -0
                                    ال ها يو مخ لف  في مس شفيات الديياني  

أ دت ال تلات ال   يري  متايم  كالي  للمضادات ال يا ي   -2



ات الاميني  لاي يسيد مضاد  اس يناءالمس خدم  في الدراس  

ل تلات ارلب لو  اس جا تالذي   Azithromycinيمضاد ,

 ال   يري .

يجد   ليث جرييمي   ير في الل م ال تري الم لي يالمس يرد -3
ا ي د  هذا الل م  ا د مس  ات نتر الم داير في مدين  الديياني  مم

 الامراض  ين الناس.

 ال يصيات 
كدم الاس خدام ال شيا ي لمضادات دين اس شارة الط يب  -0

المخ ص  يكدم اس خدام مضادين مخ لفين في متايم هم ل   ريا 
 ا دهم  ا ر يالاخر مي ط 

اجراء المتيد من الدراسات لهذا ال   ريا الم ط    يالمتايم   -2
ل يير من المضادات يخصيصا ان هذا ال   ريا مس  و ال ها ات 

 مخ لف   

 تحديد و لمعرفة للمستشفيات الدوري المسح اجراء ضرورة-3

 للمضادات  المقاومة مستويات ومعرفة البكتيري التلوث مصادر

 الحيوية

ضرورة  تشديد الرقابة الصحية على  المجازر المحلية والمنافذ 3

 الفحوصات الازمه . الحدودية واجراء

 

 

 المصادر العربية :

(عزل وتشخيص العزلات البكتريه المسببة 8991الدباغ, نبراس نصر الله ) -

لالتهابات المجاري البوليه لدى اطفال محافظة بابل .اطروحة ماجستير.كلية 

 جامعة بابل -العلوم



(.التحري عن جينات المقاومه  7188لربيعي , عمر حسين حران )  -

لمضادات البيتا لاكتام من البكتريا المعزولة من بعض الاصابات السريرية 

 في محافضة  الديوانيه 

     

سريرية واحيائيه لالتهاب الاذان الوسطى  (دراسه 8994الخفاجي ,فراس حميد )-

ه مقدمة الى كلية الطب وهيئة الدراسات العليا القيحي المزمن .رسالة ماجستير .رسال

 في جامعة بغداد 

(دراسه بكتريولوجيه للانواع التابعه 7113الشيباني.انتصار ناظم خلخال.)-

السيدوموناس المعزولة  من مستشفيات  في بغداد وتأثير بعض العوامل عليها.رسالة 

 الجامعة المستنصريه -دكتوراه .كلية العلوم

(دراسه عن بعض البكتريا الهوائية المقاومه 7111قاسم .) الصكر ,رباب-

للمضادات الحيوية المعزولة من مرضى المصابين بالتهاب الاذان الوسطى .رسالة 

 جامعة بغداد –ماجستير.كلية العلوم 

(. التحري عن بعض إنزيمات البيتالاكتاميز في 7181بلال , الهام جواد كاظم. )-

ا الزوائف الزنجارية في مدينة النجف . رسالة ماجستير , العزلات السريرية لبكتيري

  جامعة الكوفة -كلية التربية للبنات 

 

 البيتالاكتام لمضادات المقاومة جينات عن التحري(. 7187. )حسين عمر,  حران-

 رسالة . الديوانية محافظة في السريرية الإصابات بعض من المعزولة البكتيريا من

                                                          . القادسية جامعة - العلوم كلية,  ماجستير

 للامينوكلايكوسيدات المقاومة الجينات بعض عن التحري .(7185)زينب فالح ,داخل-

 مصادر من المعزولة  Pseudomonas aeruginosa بكتريا في والكينولينات

 .ادسيةجامعة الق –كلية العلوم ,رسالة ماجستير  .الديوانية مدينة في مختلفة سريرية

 بكتيريا بين OXA نوع البيتالاكتاميز انزيمات انتشار(. 7183. )مشعل رنا,  سالم

,  يرماجست رسالة.  الديوانية محافظة مشستشفيات من والمعزولة الزنجارية الزوائف

 .القادسية جامعة - العلوم كلية



تأثير بعض العوامل الكيميائية و الفيزيائية في حساسية .(7112)خالد وليد  ,قاسم -

كلية  ,رسالة ماجستير .المعزولة محليا لمضادات الحياة   P. aeruginosaبكتيريا 

 .جامعة بغداد -العلوم 
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Abstract 

The aim of the study was to isolate  bacteria pseudomonas 

aeruginosa   . isolated from different sources .( disease and 

unsatisfactory)  .and knowledge of the extent of resistance to 

number of antibiotics in the for  Discs diffusion method  The 

collected (60) isolates   from the hospitals and markets of 

province  Diwaniyah in a row  for the period from December 

2016 to March 2017 and the results showed the . isolation of 

10 isolates return to bacteria (8 isolates satisfactory and 2   

food ) Based on the tests  of the vital and several tests and tests 

of the medical tests that the best antimicrobial effect on this 

bacteria is group less resistant  Aminoglycosides (Amikacin) ( 

Azithromycin )Macrolides by ( 30%) and(40%) in a row  the 

antibiotics related to influence the absolute Piperacillin 

,Lincomycin ,Erythromycin ,Bacitracin ,Rifampin and  

Chloramphenicol    by (100% )of resistance   

 

 

 

 



 
Ministry of Higher Education & Scientific 

Research 

University of AL– Qadisiyah/College of Science 

Department of Biology 

 

                                                                       
Isolation and idatpafication of pseudomonas aeruginosa 

and resistance study of some antibiotics 

 

Research presented to the biology Sciences faculty of Sciences 

‘University of Qadisiyah as part of the requirements for a 

Bachelor of  Sciences in biology Sciences          

 

  Prepared by the student   

 hijab ghaly Salme Alrrawish 

 

Supervised by 

 

Dr.Firas  Sarhan Al-mayahi 

 

 

 

 

 

 



 


