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اور الهدى



 شــــــــــــكر وتقـــــــــــدير 

لله والصلاة والسلام على أفضل خلق الله محمد سيدد المسسيلدو وخي ام الينديدو وعليى أتيل نداي   الحمد  

 ..الطدندو الط تسدو

و  علدي  لاقاساح  موضوع النحث وإشيساف  عباس ميار حزاا    الأستاذ أاقدم نخ لص شكسي واقددسي إلى 

   ..وإسش دات قدِّمة خلال فاسة إيج ز سس لاي لي مو اوجده ت سدددة ويص ئح ةلمِ  قدم

تم   والزي  الزاززاز    واقف الكلم ت ع جزة عو الشيكس واممايي و إليى داعدية الله سينح ي   والي لى أو دميد 

 ..ن لصحة والل فدة

أس اذة وادسدسيددو قسم علوم الحد ة و سئ سة ج ملة الق دسدة وعم دة كلدة الللومإلى شكسي واقددسي 

نبيل عبي عبزي   اليكتور  عمدد كلدة الللوم وأخصّ ن لشكس والاقددس .ة النحثمدلدعمهم المليوي لي خلال 

نطلنا ، ومدّه ديد الليوو ليي   لسع دا ، واتام م   اليكتور حبيب وسيل كزام    الحد ة سئدس قسم علومو الرضا 

 ..على مواصلة الدساسة والنحث

وفي الخا م لا دسليي الا او اعنس عو ف ئق اقددسي وعسف يي ن لجمدل الى كيل ميو ميد ليي ديد الليوو 

  .والمس عدة ومو الله الاوفدق 

                                                                             اور الهدى                                                                                                                                           
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  Summaryالخلاصة

للمتدة متتن  التعليمتي الديوانيتة  مستشتىىمتن  ( خمتا  الجتحو ا ) عينتة 44عينتات الدراستة بواقت  جُمعت  

الملوثتتة  E.coliبكتحيتتا وذلتتل لغتتحت التحتتح  عتتن  8102كتتانوا النتتاني ولغايتتة   8102تشتتحين النتتاني 

وبنستبة   E.coliعزلتة لبكتحيتا  08 عائدية نتائج الىحوصات الزرعية والكيموحيوية  بين  إذ،  للجحو  

8.78  %. 

 المعزولتة متن اخمتا  E.coliبكتحيتا  فتي Biofilm Formationتم التحح  عن تكوين الغشتاء الحيتو  

 E.coliعتزبت  01اا  أظهتحت النتتائج حيتث  ،Tube Methodsالجتحو  باستتعماط يحيقتة ابنابيت  

 % .  2878عزلة قادرة على انتا  الغشاء الحيو   وبنسبة   08من اصل  

م على تكتوين الغشتاء الحيتو  ( 44،.8 83،81)من جهة أخحى تم دراسة تأثيح درجات ححارة مختلىة 

بينت  . حيث تم اختيار اكىأ عزلة  في انتتا  الغشتاء الحيتو   واجتحاء ابختبتار عليهتا  E.coliفي بكتحيا 

فتكتوا ششتاء  81م  اما بدرجة  83النتائج عدم قدرة العزلة البكتيحية على تكوين الغشاء الحيو  بدرجة 

 . سميل  فقد تكوا ششاء حيو  41م و .8حيو  رقيق  جدا وفي  بدرجة 

اا ستتمل و انتتتا  الغشتتاء الحيتتو  فتتي اا لدرجتتة الحتتحارة  تتتاثيح كبيتتح لحاليتتة الدراستتة انتتتائج  أوضتتح 

 .الغشاء الحيو  يزداد بزيادة درجة الححارة ولحد معين  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

The study samples were collected from 44 samples of wounds from the 

Diwaniyah Teaching Hospital for the period from November 2018 to January 

2019. For the purpose of investigating the E.coli  in the wounds، Biochemical   

tests showed that 12 (27.2%) isolates were E. coli. 

Biofilm Formation was investigated for E.coli isolated from wounds using 

Tube Methods. The results showed that 10 (83.3%) E.coli isolates were 

capable of producing the biofilm Formation. 

On the other hand, the effect of different temperatures (25,30 37,44) on the 

Biofilm Formation in E.coli was studied, Where the most efficient bacteria 

were selected in the production of the biofilm and the test was carried out.The 

results showed that the bacteria were unable to form the biofilm at 25 C either  

at 30 C, the biofilm is very thin and at 37 C and 40 C, it becomes a thick 

biofilm. 

The results of the current study showed that the temperature has a significant 

effect on the production of the biofilm and that the thickness of the biofilm 

increases with increasing temperature. 
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 المقدمة .1

عبتوية الشتكل بھوائيتة اختاريتة متن النبيت   من الجحاثيم الستالبة لبتبغة كتحام  E.coliتعد بكتحيا 

الطبيعي في القناة الهضمية ومن الممكن اا تتواجد كممحضات انتهازية يحج  ذلتل بمتككهتا العديتد  

عوامل كنيتحة تستاعدھا  E.coliتمتلل جحثومة  ، اذ (Brooks et al.,2013)من عوامل الضحاوة  

حيتث تشتمل    virulence Factorعلى احتدا  ابصتابة حيتث تعتحه ھتعو العوامتل بعوامتل الىوعتة 

ح ختعامتل التن)انات ىالعي (ii)،     (Fic)نوع  (p)نوع  (s)خمل النوع ابوط نوع . عوامل ابتباق 

الىوستتىاتي القلتتو  الحتتاط ) انتتتا  ابنزيمتتاتو ( متعتتدد الستتكحيد الشتتحمي. عامتتل تحلتتل التتدم . الستتمي 

حيتث تستاعد ھتعو العوامتل الجتحاثيم علتى استتعمار ستطو  ( الدھوا الحتاط للبحوتيتات الحتاط لستليوز

المضتتيو واضتتعاه او تخحيتت  دفاعتتات المضتتيو حيتتث ھتتعو تستتاعد علتتى شتتزو وانتشتتار الخكيتتا 

تحكيبتتام متضتتديام  E.coliتملتتل جحثومتتة اذ  .(Maureui,2007)الجحثوميتتة لخكيتتا انستتجة المضتتيو 

كتوا بعتم مستضتداتها مقاومتة تحيتث  (Antigens)كوا من ثك  انواع متن المستضتدات يت معقدام 

والتبعم يكتوا  Somatic Antigen بالمستضتد الجستمي  وتعتحه -Stable like  Heatللحتحارة

وامتا النتوع  Capsular Antigenوھتو المستضتد المحىضتي  Heat-labile likeحساستام للحتحارة 

 .Flageilar antigen  (Rebcca and Elizabeth, 2005)لنالث يدعى بالمستضد السويي ا

تعيش بكتحيا القولوا على ھيئة تجمعتات معقتدة التحكيت  محتبطتة بالستطل بشتكل شيتح قابتل للتحاجت  

فتي المتواد الختار  خلويتة اذ يبتع   وتتحت  بشكل يبقات متحاصتةبدب اا تكوا بشكل خكيا ححة 

التتع  يتستب  بالعديتتد متتن ا صتتابات  Bioflim  قهتتا مكونتتة مايتدعى بالغشتتاء الحيتتو اازالتهتا واختح

(Hadjifrangiskou et al.,2012) . 

اا تكوين الغشاء الحيو  يشكل خطورة أذ تكمن خطورتة في مقاومتة بشل  المضتادات الحياتيتة ،  

بتي  تلتل المضتادات وكتعلل يعتزز متن مقاومتة البكتحيتا نيتات تمكنتم متن تقليتل او تيامة بعدة القوذلل ل

 .(Ashraf et al.,2015)كستجابة المناعية ل

 

 

 

 



 :الهدف من الدراسة

فقتد ھتدف  الدراستة التحتح    اخما  الجحو  عن المسؤوطيعد الغشاء الحيو  من اھم عوامل الضحاوة  

  بكتحيتا  عتزط وتشتخي وتحقق الهده من ختكط ، E.coliبكتحيا في  تكوين الغشاء الحيو  قابلية  عن

E.coli تكوين الغشاء الحيو   فيمختلىة ححارة  اتدراسة تأثيح درج و. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 الفصل الثاني
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 استعراض المراجع . 2

 E.coli    بكتريا الخصائص العامة ل : 1.  2

 Theodor Escherichم متن قبتل الطبيت  ابلمتاني 0223محة عام  بوط E.coliوصى  جحثومة 

صحاء وحديني الوبدة كجحثومة قولوا متعايشة ولهعا فقد عتدت شيتح بيىاط اباذ عزل  من ابحز ا

تمكتتن العتتالم  0224متعايشتتة فتتي ابمعتتاء الغلي تتة وفتتي عتتام  (Non – Pathogenic)محضتتية 

Escherich  من عزلها من ادرار فتيات شابات مبابات باخما  المجار  البوليتةUrinary Tact 

jnfection  (Conway ,1995) 

متايكحو متتح ستالبة البتبغة  (0.5-1.3)علتى ھيئتة عبتيات صتغيحة الحجتم  E.coliت هح جحثومة 

 Facultative)شحام حيث توجد بشكل منىحد او بهيئة ازوا  وتنمو في ظحوه ب ھوائية اختياريتة 

anaerobic) (Madigan et al,2006)  وتتحتتحب بواستتطة ابستتواي المحيطيتتة شيتتح مكونتتة متتن

 (Hollet et al, 1994)المحى تة تمتلتل بعتم ستكبتها   Non –spore foruning الستيورات 

اب اا درجتتة حتتحارة المنلتتى  ˚م(43-03)حيتتث تستتتطي  النمتتو فتتي درجتتات حتتحارة تتتتحاو  متتا بتتين 

المحضتية علتى   E.coliت هتح مستتعمحات جحثوميتة  (Fotador et al 2005) ˚.8لنموھتا ھتي 

 Green metali sheen ح معتتتدني ضتتوستت  ايوستتتين المنلتتتين ابزرق البتتتل  ذات بحيتتتق اخ

(brooks et al ,2004)  

كما اا لها القدرة على تخميح سكح الككتوز فت هتح مستتعمحاتها بلتوا ورد  علتى وست  المتاكونكي 

نتيجتة موجبتة للعديتد متن ابختيتارات   E.coliتعطتي جحثومتة .  (Nester al et ,1998)البتل  

واختيتار احمتح Inidol testواختيتار ابنتدوط   Catalase test الكيموحيويتة منتل اختيتار الكتاتليز 

تمتلتتل الجحثومتتة القابليتتة علتتى اختتتزاط Vages Proskar testالمنيتتل واختيتتار الىتتوكا بحستتكاور 

النتحات الى نتحي   وتحلل الجيكتين بينما ب تمتلل القابلية على انتتا  انتزيم اليتوريز وانتتا  كبحيتيتد 

 . H,S (Macfaddin , 2000)الهيدروجين 



  E.coli Classification ofتصنيف جرثومة  -2-2

صتنو   Proteo bacteriaوفقتا لن تام لينتايوس فتي التبتنيو التى شتعبة   E.coliتعود جحثومة    

Gammaprotabactria   رتبتةEnterobacteriales   العائلتة المعويتةEnterobactreriaceae  

 Kaffmanاقتتحا  .   Coli Escherichia (trivedi et al,2010 )النوع   Escherichiaجنا 

يعتمتتد علتتى الخبتتائ  المستضتتديم اذ  E.coliن امتتام تبتتنيىام خاصتتام لتبتتنيو جحثومتتة ( 0241) 

 Somatic antigenثتك  انتواع متن المستضتدات ھتي المستضتد الجستمي  E.coliتمتلتل جحثومتة 

والمستضتتد المحى تتي  H.Agويتتدعى Flagellar antigen والمستضتتد الستتويي  O.Agويتتدعى 

Capsular antigen   ويتتتدعىK.Ag  . يتتتتم الكشتتتو عتتتن ھتتتعا المستضتتتدات باختبتتتار التتتتكزا

Aggltination test    Brooks et al ,2004) )   يطلتق علتى المستضتد الجستمي ايضتام مستضتد

بينمتا يتكتوا    Polysaccharideجدار الخلية  اما مستضد المحى ة فهو عبتارة عتن عديتد الستكحيد 

  .Flagellin (Anjnum et al ,2003)   خاص يدعى السويي من بحوتين من نوع  المستضد

  E.coli Pathogenic starins ofالسلالات الممرضة الجرثومية   -2-2

تستتوين امعتاء ابنستاا والحيتواا كمتا   Normal floraطبيعتي النبيت  من ال  E.coliتعد جحثومة 

القابليتة علتى احتدا   E.coliقد تتواجتد فتي التحبتة والميتاو الستطحية كمتا وقتد تمتلتل بعتم ستكبت 

فهي مسؤولية علتى اخمتا  الجهتاز اله متي  واخمتا  المستالل  ديد من ابخما  لكنساا والحيوااالع

 .( (Russo and Belanger al,2011 ما  اخحى منها فقح الدم والسحاياالبولية واخ

 Enterotoxigenic E.coli (ETEC)المعوية السمية  E.coliجرثومة  2-2-1

كمتتا انتتم قتتد يكتتوا ھتتو المستتب  الحئيستتي  E.coliيمتتتاز ھتتعا التتنم  بكونتتة ابكنتتح شتتيوعام بتتين انمتتاي 

اذ قتتد يستتب  ھتتعا المتتحت متتن التتنم    Traveler’s Diarrhoea ستتهاط ابيىتتاط والمستتافحين 

والع  قد يؤد  الى الجىاه عند ابيىتاط الحضت  Acute watery Diarrheaابسهاط المائي الحاد 

متن النتوع النابت  للحتحارة  Enterotoxins ھتعا التنم  القابليتة علتى انتتا  التعيىانات المعويتة  ويمتلل

 (oliveira et al , 2007)  والنوع الحساس للححارة

  Enteroinvasive E.coli (EIEC)المعوية الغازية   E.coliجرثومة  -2-2-2

حيث يمتاز ھعا التنم  بقدرتتم علتى شتزو الخكيتا المبطنتة لامعتاء الغلي تة ويستب  ابستهاط التدمو  

 (EIEC)ابخحاجي للإنستاا ، ويعتد ابنستاا المضتيو الحئيستي لهتا  اا الجحعتة المخببتة لتنم  

01)وھو 
6

خلية كافية لأحدا  المحت في ابنساا عن يحيق مهاجمة الخكيتا ال هاريتة المخاييتة ( 



حيتث تميتز ھتعا التنم  ب هتور دم مختاي أختحى وقدرتها على ابنتشار من خلية الى  لكمعاءالمبطنة 

 .(vieira et al ,2007)في بحاز ابشخاص المبابين 

 

 :Enter aggregative E.coli (EAEC)المعوية المتجمعة  E.coliجرثومة  -2-2-2

 (ST)بنوعيهتتا النابتت  للحتتحارة  entero toxinsانات المعويتتة ىيمتتتاز ھتتعا التتنم  بعتتدم انتاجيتتة للتتعي

ھتعا التنم  بالخكيتة الطكنيتتة المبطنتة لكمعتاء متن النتتوع  ويكتوا التبتتاق (LT)والحستاس للحتحارة 

ملتل ھتعا التتنم  العديتد متن عوامتتل الىوعتة التتي تستاعد علتتى ابلتبتاق بالخكيتا المخاييتتة يالمتجمت  

 (O-Ag)المبطنتتة لكمعتتاء الدقيقتتة واا امحاضتتية الجحثومتتة تحتتدد عتتن يحيتتق المستضتتد الجستتمي 

 H-Ag  (Lguchi et al , 2009 )والمستضد السويي 

  Enter hemorrhagic E.coli (EHEC)المعوية النزقية  E.coliجرثومية  -2-2-4

 (Verotoxin)بنتتا  ذيقتتاا   Verotoxin Producing (VTEC)يطلتق علتى ھتتعا التنم  ايضتام 

 Nonbloody ohiarrheaبابستتهاط شيتتح دمتتو   (EAEC)حيتتث تبتتدأ اعتتحات ابصتتابة بتتنم  

لتع  يعتد ثم تتطور ابعحات بعدھا ليببل ابسهاط دمويام واAbdominal Crump ومغ  بطني 

 محضتين ھما التهاب القولوا النزفتي  نيمتاز ھع النم  باحدا  حالتي . التشخي  الحئيسي لكصابة

Hemorrhagic Colitis /HC   بستهاط اومتكزمتة فتحي يوريتا التدم ابنحكلتي ويستب  ھتعا التنم

الحتتتاد لكيىتتتاط الحضتتت  بتتتدوا حمتتتى وقتتتيء فضتتتكم عتتتن دورھتتتا فتتتي احتتتدا  استتتهاط المستتتافحين 

(Venacchio et al , 2006). 

 .Diffusely Adherent E.coli (DAEV)المنتشرة الملتصقة  E.coliجرثومة   -2-2-5

 /Human 8- 2  8-نوع  حيث يمتاز ھعا النم  بقدرتم على ابلتباق على خكيا ابنساا الطكئية 

tlFp  /Type (Epithelial)  . كمتتتا لهتتتا القابليتتتة علتتتى ابلتبتتتاق وابنتشتتتار ببتتتورة واستتتعة علتتتى

الخكيا ال هارية لكمعاء و ابششية المخايية للقولوا مسببة تحطم ابنسجة ال هاريتة وحتدو  خلتل 

في افحاز السوائل وابمك  وبالتالي تسب  ابسهاط عند ابيىاط وتملل ھعا النم  نوعين متن الخمتج 

 . (Betis et al , 2003)والتي تساعد ابلتباق  A   ،Drمن النوع 

 

 



  الضراوة عوامل  -2-4

التتتي تستتاعد علتتى ابستتواي و Fimbriaeالخمتتل : اھمتتا  ل تتحاوةعوامتتل االبكتحيتتا العديتتد متتن تمللتتل 

التى المتتواد المغعيتم وابوكستتجين  تتحتحب  حيتتث  Flagella  الححكتة وابلتبتاق بخكيتتا المضتيو

المحى تتم ومتتن عوامتتل الضتتحاوة الأختتحى . التتى ابستتىل بعيتتد عتتن المتتواد الستتامماو تتتتدر  ء والضتتو

Capsule الغشتاء الحيتو   وBiofilm  انتتا  التعيىانات وToxin  انتتا  ابنزيمتات  وEmzymes 

تمتلتل ،يم المختلىم ويم والتىاعكت الكيميابفي جمي   محاحل عمليات ا اھام اتلع  ابنزيمات دور

 ةم القابليتم علتى انتتتا  انزيمتات معينتم ذات اھميتم خاصتتم تتدخل فتي مجتابت مختلىتتابحيتاء المجهحيت

كما تعد من عوامل الىوعم التي تزيد من امحاضيم الجحاثيم المنتجم ،ومنها مجاط البناعات الغعائيم 

 .(Chirumamilla, et al,2001)لها 

 

 Biofilm formationتكوين الغشاء الحيوي : 5.2

عنتتدما تكمتتا الجتتحاثيم ستتطل خكيتتا المضتتيو تلتبتتق عتتن يحيتتق الخمتتل ثتتم تبتتدا الجتتحاثيم  بتتالنمو 

ويعتتحه الغشتتاء .وابنتشتار مكونتتة مستتتعمحات متقاربتتة وملتحمتتة متت  بع هتا مكونتتة الغشتتاء الحيتتو  

الحيتتو  بأنتتم يبقتتة متتن  متعتتدد الستتكحيد  وابحمتتات النوويتتة والبحوتينتتات  تقتتوم البكتحيتتا بتبتتنيعة 

اشل  البكتحيا الستالبة  ( .Vuotto et al., 2014)حماية نىسها من الخطح وذلل بابلتباق بالسطل ل

يعتبتتح الغشتتاء الحيتتو  متتن . لبتتبغة كتتحام ومنهتتا بكتحيتتا القولتتوا قتتادرة علتتى انتتتا  الغشتتاء الحيتتو  

 Abidi et)عوامل الضحاوة  حيث يقوم بحماية البكتحيا متن تتأثيح المضتادات الحياتيتة والمطهتحات 

al., 2013 .) ت هح البكتحيا التي تمتلل ششاء حيو  مقاومة عالية بليات الجهتاز المنتاعي  وبالتتالي

يكتتوا لهتتا دور فتتي تطتتور ابخمتتا  المحضتتية وتقليتتل نىتتوذ التتدواء ممتتا يزيتتد متتن مقاومتتة البكتحيتتا 

لغشتاء الحيتو  وقتد وجتد اا ستمل ا.للمضادات الحيويتة  وبالتتالي يتحتوط الخمتج متن الحتاد للمتزمن  

الع  نتتجة بكتحيا القولوا يتختلو تبعا  لطبيعة انتا  البكتحيا والضحوه البيئية المحيطة منتل درجتة 

 .(,.Niemirowicz et al 8104)الححارة وابس الهيدروجيني 
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 Materials and methodالمواد وطرائق العمل .2

 والمواد الكيميائية  والأدواتوالصبغات الأجهـــزة : 1.2

 الأجهزة والمعدات المختبحية والببغات والمواد الكيميائية ( 0)جدوط

 ســــــــــم الجــــهـازأ ت

 light microscope مجهح ضوئي  0 

  Hot plate مسخن ححار    8

 Water bath حمام مائي  8

 Autoclave مؤصدو  4

 Sensitive balance ميزاا حساس  3

 Distiller جهاز تقطيح  6

 High speed centrifuge منبعة عالية السحعة  .

 Incubator حاضنة  2

 Vortex mixer ماز   2

 Laminar flow cabinet كابينة الزرع المجهح    01

 Refrigerator ثكجة  00

                     Standard wire loop (1µ) الناقل الزرعي القياسي  08

 Conical flasks دورق مخحويي  08

 Disposable Petri dishes          بكستكيةايباق بتح    04

 Slides and cover slides شحائل زجاجيم وشطاء شحيحة  03

 Test tube أنابي  إختبار   06

 Glycerol حوطيكليس  .0

 Methylred (C15H15N3O2) المنيل الأحمح  02

 Agar- Agar ابكار   02

Kovac كاشو كوفاكا  81
,
 s reagent 

 Gram stain صبغة گحام  80



 Preparation of culture mediaتحضير الأوساط الزرعية : 2.2

حت الأوساي الزرعية   ( 8)كما موضل في الجدوط  حس  تعليمات الشحكة المُبنَّعة الجاھزة حُضِّ

 .الجاھزة والتحكيبية الأوساي الزرعية (:8)جدوط 

 الغحت منم الوس  الزرعي   ت

0.  Eosin methylene blue لتىحيق بكتحيا استخدمE .coli  عن البكتحيا المعوية

 .الأخحى

8.  MacConkey agar   استعمل بوصىم وسطا انتخابيا للبكتحيا السالبة لببغة

حام وللتىحيق بين المستعمحات المخمحة وشيح المخمحة ش

 لسكح الككتوز

8.  Blood agar  معحفة نوع التحلل الدمو 

4.  Nutrient agar وس  تنمية عام 

3.  Nutrient broth استعمل لتنشي  وادامة العزبت 

6.  Motility media  استخدم بختبار ححكة البكتحيا 

..  Pepton water استعمل للكشو عن حلقة ابندوط 

2.  M.R.V.P  Medium    استخدم الوس  للكشو عن التحليل الكامل أو الجزئي

 للسكحيات وانتا  الحامم أو ابستيل منيل كاربوا

2.  Simmons citrate agar  بوصىم استعمل للكشو عن البكتحيا المخمحة للستحات

 للكاربوا ام وحيد ام مبدر

01.  brain heart infusion 

broth 

 الكشو عن تكوين الغشاء الحيو  

 

 

 

 

 

 

 

 



 Sterilization  التعقيم: 2.2

الأوستتتاي امتتا  ، مْ لمتتدة  ستتاعتين  062الزجاجيتتات بتتالىحا الكهحبتتائي عنتتد درجتتة حتتحارة عقمتت  

بجهتاز فقتد عقمت  الزرعية الجاھزة، والتحكيبية، وأشل  المحاليل المستتخدمة التتي بتتتأثح بتالححارة 

انتج/ باونتد  03وتحت  ضتغ   ◦م 080الموصدة عند درجة ححارة 
8
التتي  المحاليتلدقيقتة،  03متدة ل 

  .(MacFaddin,  2000)قم  بالتحشيل قد عف تتأثح بالححارة

                        Samples collectionجمع العينات  : 4.2

ولغايتة   8102 النتانيللمتدة متن تشتحين  التعليمتي الديوانيتة  مستشىىمن سحيحية عينة  44جُمع    

ابحيتاء  بعتدھا نقلت  العينتات التى المختبتح جتحو ال متن Swabsوذالل باخع مستحات  .8102شباي 

لغتحت زرعهتتا وتشخيبتتها ، اذ  زرعت  فتتي وست   المتتاكونكي ووستت   المجهحيتة فتتي كليتة العلتتوم 

م ولمتتدة  .8وحضتتن  بدرجتتة  Streaking methodازرق المنلتتين بطحيقتتة التخطتتي   -ابيوستتين

 .( MacFaddin, 2004)ساعة 84 -02

 تشخيص البكتريا المعزولة: 5.2

 المظهري والمجهري الفحص: 1.5.2

درس  البىات الم هحية لكل من المستعمحات  والخكيا البكتيحية  الناميتة علتى الأوستاي  الزرعيتة 

المختلىة، شمل  دراسة  المستعمحات البكتيحية من حيث اللوا والشكل و القتوام والحتواه والنمتو أو 

تتم كتعلل  .Selective mediaوابنتقائيتة  Differential mediaعدم النمو على الأوساي التىحيقية 

   المجهحيتةلدراستة الخبتائ    ببغة كحام بصبغ  ثم عمل مسحات مباشحة من الأوساي الزرعية 

، شمل  شكل  الخلية البكتيحية، وانت ام الخكيا البكتيحية م  بعضها التي لانواع البكتيحية المعزولة 

 . ويبيعة تىاعلها م   صبغة كحام

 Biochemical tests   الفحوصات الكيموحيوية: 2.5.2

 ومن أھمها ( MacFaddin, 2000) طحيقة أجحي  ابختبارات الكيموحيوية وفقا ل

 Catalase testالكشف عن إنزيم الكاتيليز 

بنقل كمية قليلة من النمو على الوس  الزرعي بواسطة عيداا خشتبية  إلتى ستطل  ابختبارتم إجحاء  

( H2O2)بيحوكستتيد الهيتتدروجين %  8شتتحيحة زجاجيتتة ن يىتتة وجافتتة ثتتم أضتتيو لهتتا قطتتحة متتن 

 .المحضح في الىقحة، إا ظهور الىقاعات الغازية يدط على  النتيجة  الموجبة  



 Oxidase testالكشف عن انزيم الاوكسيدز  

تم إجحاء الىح  بنقل كمية من النمو البكتيح  بواسطة العيداا الخشبية معقمتة  التى  ورقتة تحشتيل  

مشتتبعة بالكاشتتو المحضتتح  نيتتام، تلتتوا المستتتعمحات البكتيحيتتة بتتاللوا البنىستتجي يتتدط علتتى النتيجتتة 

 .الموجبة للكشو

 Hemolysin production test   إختبار انتاج الهيمولايسين 

ار التدم  إذ تتم تلقتيل الوست  بجتزء متن المستتعمحة البكتيحيتة النقيتة گستخُدم في ھتعا ا ختبتار وست  أا

لوح تت  النتيجتتة . ستتاعة 24–18م لمتتدة °37وحُضتتن  الأيبتتاق بدرجتتة حتتحارة ، المتتحاد إختبارھتتا

 الكامتتتل كتتتاا التحلتتل متتتن نتتوع التحلتتتلاذ ، حتتتوط المستتتعمحة  الموجبتتة عنتتتد حتتدو  تحلتتتل دمتتو 

hemolysis   β. 

 Indol testالكشف عن انتاج ألا ندول   

مْ .8حضتن  بدرجتة حتحارة ،تلقيل الأنابي  الحاوية على الوست  الزرعتي  بتالمزروع البكتيتح    تم

إلى كل أنبوبة م  التح  الجيتد،   أضيى  بض  قطحات من كاشو كوفاكا ثمساعة،  84 – 02لمدة 

 ظهور حلقة حمحاء في أعلى الوس  يدط على  النتيجة الموجبة 

 Methyl red testاختبار احمر  المثيل    

بتتالمزروع    M.R.V.P Mediumاجتح  الىحت  بتلقتيل الأنابيت  الحاويتة علتى الوست  الزرعتي 

قطحات من كاشو   3ندھا تم اضافة ساعة ع 42 – 84مْ لمدة .8البكتيح   وحضن  بدرجة ححارة 

احمتتتح المنيتتتل متتت  ر  ابنبوبتتتة  اا ظهتتتور اللتتتوا ابحمتتتح فتتتي الأنبوبتتتة يتتتدط علتتتى التحلتتتل الكامتتتل  

 .للسكحيات وانتــا  الحامم 

 Voges  pros-kauer testاختبار الفوكس بروسكور   

بتتالمزروع البكتيتتح ، وحضتتن   MR-VP Mediumاجتتح  الىحتت   بتلقتتيل الوستت   الزرعتتي   

ليتح من الكاشو إلى كل أنبوبة  ملي 0ساعة بعد ذلل  تم إضافة  42 – 84مْ  لمدة .8بدرجة ححارة 

دقيقة م   81دقيقة والع  يببل كحز  شامق خكط  3– 8م  الح ، اا ظهور اللوا الورد  خكط 

 .الح   المتواصل يعبح عن النتيجة الموجبة 

 



 Citrate utllization testاختبار استهلاك السترات 

اجتح  الىحت  بتلقتيل وست  الستتحات المائتل بتالمزروع البكتيتح  المتحاد فحبتم  وحضتن بدرجتة   

اا تحوط لوا الوست  ابخضتح التى ابزرق وظهتور النمتو علتى . ساعة 42 – 84مْ لمدة .8ححارة 

 .خطوي الزرع يدط على  النتيجة الموجبة 

 Motility testقابلية الحركة   اختبار 

بتتالمزروع البكتيتتح  وحضتتن بدرجتتة الححكتتة اجتتح  الىحتت  بتلقتتيل  ابنابيتت  الحاويتتة علتتى وستت  

 .ساعة، انتشار النمو  خار   حدود الطعنة يدط على النتيجة  الموجبة  42 – 84مْ لمدة .8ححارة 

 

 حفظ العزلات البكتيرية: 3.2

 الحفظ  قصير الأمد وسط 

الأنابيت  الحاويتتة علتى الوست  المغتتع  البتل  المائتتل بالبكتحيتا المتحاد حى هتتا  وحضتن  فتتي لقحت  

، وكحرت عملية الحىظ لتجديد حيوية ◦م 4ساعة، ثم حى   في درجة  84لمدة  ◦م .8درجة ححارة 

 .(Forbes et al., 2007)العزبت كل شهح، 

 

 وسط الحفظ طويل الأمد  

إلى المتحق المغتع  المحضتح ، وعقتم بالمؤصتدة، وتتحب ليبتحد سيحوط يمن الكل% 03حضح بإضافة 

باستتعماط الحمتام المتائي، ووزع علتى  أنابيت  اختبتار معقمتة وذات ستدادات  مْ  36في درجة حتحارة 

استتعمل ھتعا الوست  لحىتظ البكتحيتا المعزولتة والمشخبتة . لحتين ابستتعماط مْ  4محكمة  وحىتظ فتي 

 ( .Forbes et al., 2007)مْ  81 -لعدة أشهح في درجة ححارة 

 

 

 

 

 

 

 



 Detection of the Biofilm Formationالكشف عن تكوين الغشاء الحيوي : 3.2

لكشو عن قابلية البكتحيا فتي تكتوين الغشتاء الحيتو  ل Tube Methods استخدم  يحيقة ابنابي  

  :وكابتي ( Hassan et al., 2011)لطحيقة وفقا 

 glucose+(Brain heart infusion broth)ابنابيتتت  الحاويتتتة علتتتى وستتت    لقحتتت -0

 .ساعة  84م لمدة  .8بالبكتحيا ثم تحضن بدرجة 

بعد فتحة حضانة يتم التخل  من الوس  وتغسل ابنابي  بمحلتوط الىوستىات الملحتي المتن م  -8

 .دقائق 8لمدة  crystal violetثم تجىو وتببغ بببغة البنىسج البلور  

، ثم يتم التخل  من الببغة الزائدة وتغسل ابنابي  بالماء المقطح ثتم تقلت  ابنابيت  لتجتو  -8

 .في قعح وجوان  ابنبوبة  بشكل يبقة بنىسجية   ةاذا يكحظ تكوا اششية حيوي
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 والمناقشة  النتائج .4

 تشخيص العزل وال: 1.4

للمحضتتى جتحو    عينتتة 44 مجمتوع متن لبكتحيتا القولتتوا ( %8.78) عزلتة 08 الحبتوط علتتىتتم 

بابختبتارات الم هحيتة  شخب  جمي  العزبت الحاقدين والمحاجعين لمستشىى الديوانية التعليمي ، 

 :وكما يليوالكيموحيوية 

 والمجهرية  الفحوصات المظهرية :1.1.4

نتيجتتة  MacConkey agarمستتتعمحات ورديتتة علتتى اكتتار المتتاكونكي ب  E.coliبكتحيتتا ظهتتحت 

 .(MacFaddin ،8111)وفتق متاورد فتتي ، ( 0)فتي الشتكل موضتتل كمتا  لتخمحھتا ستكح الككتتوز 

صتغيحة ستالبة لبتبغة  تايبشكل عب  E.coliبكتحيا خكيا اا أظهحت نتائج الىح  المجهح  كما 

 (.0224)وجماعتم  Holtوھعا متىق م  لكبواغ كحام ذات لوا ورد  شيح مكوا 

 

 

 

 MacConkey agarعلى وسط  E.coliمستعمرات بكتريا ( 1)الشكل 

 



 الفوحصات الكيموحيوية:2.1.4

، اختبتار الححكتة  ،بختبتار الكتتاليزنتتائج موجبتة   E.coliالىحوصات الكيموحيوية  لبكتحيتا أعط   

بوكستتتديز وفتتتوكا لىحتتت  ستتتالبة ونتتتتائج .  وتخمتتتح الكلوكتتتوز والككتتتتوز ،احمح المنيتتتلاختبتتتار

وكتتعلل ستتالبة بستتتهكب الستتتحات لعتتدم قابليتهتتا علتتى استتتهكب الستتتحات كمبتتدر وحيتتد  ،كورستتبحو

موجبتة بختبتار ابنتدوط متن و. للكاربوا من خكط عدم تغيح لتوا الوست  متن ابخضتح التى ابزرق

 .( 0)كما في الجدوط . خكط تكوين حلقة ابندوط الحمحاء نتيجة تحلل التحتيوفاا وتكوا ابندوط

 

 لجميع العزلات البكتيرية  الاختبارات الكيموحيوية( 1)جدول 

 النتيجة الاختبارات الكيموحيوية

 - وكسديزبا

 + الكتاليز

 + ابندوط

 + احمح المنيل

Vogesproskauer - 

 - استهكب ستحات

 + الححكة

 + الكلكوز

 + الككتوز

Hemolysin test + 

 

 



حيتث يعتمتد اختبتار انتزيم ابوكستيديز أوضح  الدراسة تغايحا واضحا في ابختبارات الكيموحيويتة 

الضتحور  لعمليتة تتنىا الخكيتا حيتث يعمتل علتى تحىيتز نقتل  Cعلى امتتكب البكتحيتا للستايتوكحوم 

وبالتتالي فتأا بكتحيتا  ابلكتحونات ،حيث بتمتلل مع م العزبت القابلية على انتا  انتزيم ابوكستيديز

 bo3وستتايتوكحوم  bdالقولتتوا تستتلل مستتارات أختتحى تستتتخدم فتتي عمليتتة التتتنىا ھتتي ستتايتوكحوم 

(Abramson et al, 2000 .) في حين اعتمد اختبار الكاتليز على وجود انتزيم الكتاتليز فتي الخكيتا

ا القولتوا التتي أعطت  نتتائج البكتيحية التي لها القابلية على انتا  بحوكستيد الهيتدروجين ومنهتا بكتحيت

موجبة لهعا ابختبار حيث يعتبتح بحوكستيد الهيتدروجين ستام للخكيتا حيتث يعمتل ابنتزيم علتى تحلتل 

 O2  (Abramson et al, 2000. )و   H2البحوكسيد الهيدروجين الى ماء و

علتتتتى إعطتتتتاء نتيجتتتتة موجبتتتتة لىحتتتت  ابنتتتتدوط التتتتى انتتتتتا  انتتتتزيم  E.coliيعتتتتزى قابليتتتتة بكتحيتتتتا 

Tryptophanase  الع  يعمل على تحويل الحامم ابميني التحبتوفتاا ضتمن مكونتات الوست  التى

يود  الى تكوين ( حامم الهيدروكلوريل و كحوط ابميل ) ابندوط اذ اا استخدام كاشو كوفاكا 

يتة حقلة ابندوط الحمحاء وذلل با كحوط ابميل بيعوب بالماء وانما يعمل علتى تلتوين الطبقتة الدھن

أظهحت جمي  العزبت نتيجة إيجابيتة بختبتار احمتح كما  (.Macfaddin,2000)في الجزء العلو  

المنيتتل وذلتتل با البكتحيتتا تخمتتح ستتكح الكلوكتتوز ويكتتوا النتتاتج النهتتائي ثتتك  احمتتات مايزيتتد متتن 

ممتتتتتا يتتتتتؤد  التتتتتى تغيتتتتتح لتتتتتوا الكاشتتتتتو للتتتتتوا الأحمتتتتتح   PH=4.4حموضتتتتتة الوستتتتت  وخىتتتتتم 

(Macfaddin,2000. )   مما يشيح الى عدم  ستهكب الستحاتبأعط  جمي  العزبت فحبا سالبا

كمبتدر وحيتد ( Citrate dismutaseعتدم امتككهتا انتزيم ) استهكب الستتحات قابلية البكتحيا على 

الأزرق بينما تعزى قابليتة العتزبت علتى للكاربوا من خكط عدم تغيح لوا الوس  من ابخضح الى 

يموا ستحي  الى قابليتها على استخدام امك  ابمونيا كمبدر وحيد للنتتحوجين النمو على وس  الس

حيث يتم انتتا  ھيدروكستيد ابمونيتوم ممتا يتؤد  التى ارتىتاع قاعديتة الوست  وإعطتاء نتيجتة ايجابيتم 

 ( Harley ,2005)لكختبار 

 



 تكوين الغشاء الحيوي : 2.4

المعزولة من اخما  الجحو  باستتعماط  E.coliتم التحح  عن تكوين الغشاء الحيو  من قبل بكتحيا 

، حيتث كانت  النتيجتة الموجبتة بدبلتة تكتوين اششتية حيويتة بلتوا Tube Methodsيحيقة ابنابيت  

  01اا  ( 8)أظهتحت النتتائج الموضتحة فتي الشتكل . بنىسجي على قعتح والجتدراا الداخليتة لكنبوبتة 

 . لغشاء الحيو اقادرة على انتا   E.coliعزلة من الـ   08من اصل  ( % 2878)عزبت 

يعد انتا  الغشاء الحيو  من عوامل الضحاوة التي تمتلكها بكتحيا القولوا فهتو يستمل للجتحاثيم للبقتاء 

الغشتتاء الحيتتو   تقتتوم البكتحيتتا بأنتتتا . ( Hanna et al., 2003)فتتتحة أيتتوط فتتي موقتت  ا صتتابة 

 ,.Sharma et al)استجابة لمجموعة عوامل منهتا نقت  المغتعيات  وانخىتات ابس الهيتدروجيني 

يمتتنل انتتتا  الغشتتاء الحيتتو  العتتزبت البكتيحيتتة العديتتد متتن البتتىات منهتتا صتتىة مقاومتتة ( .2014

حئيستي بستتمحار المضادات الحياتية  ومقاومة عملية ابلتهام الخلو  ويعد الغشتاء الحيتو  الستب  ال

 .(Soto et al., 2007)الخمج 

 

 

 بطريقة الانابيب  E.coliانتاج الغشاء الحيوي من قبل بكتريا ( 2)الشكل 

 

control Biofilm production 



علتتى تكتتوين الغشتتاء  م( 44،.8 83،81)تتتأثيح درجتتات حتتحارة مختلىتتة  دراستتةمتتن جهتتة أختتحى تتتم 

بابعتمتاد علتى ) فتي انتتا  الغشتاء الحيتو  تتم اختيتار اكىتأ عزلتة حيتث   E.coliفتي بكتحيتا الحيو  

والجتدوط  ( 8)الموضحة فتي الشتكل بين  النتائج . واجحاء ابختبار عليها( سمل  الغشاء في ابنبوبة

درجتتة الحتتحارة ، اذ لتتوحظ عتتدم قتتدرة  ھنالتتل تىتتاوت كبيتتح فتتي انتتتا  الغشتتاء الحيتتو  بتتأختكه( 8)

 فتكوا ششتاء حيتو  رقيتق  81م  اما بدرجة  83العزلة البكتيحية على تكوين الغشاء الحيو  بدرجة 

فقتتد تكتتوا ششتتاء حيتتو  ستتميل  أ  اا ستتمل الغشتتاء الحيتتو   م 41م و .8بدرجتتة  فتتي حتتين . جتتدا 

 .يزداد بزيادة درجة الححارة ولحد معين

 

 

 درجات حرارة مختلفة حيث ان  بتأثير  E.coliتكوين الغشاء الحيوي في بكتريا ( 2)الشكل 

 م 83 بدرجة تكوين الغشاء الحيو   -0

 م 81بدرجة تكوين الغشاء الحيو   -8

 م .8بدرجة تكوين الغشاء الحيو   -8

 م 44بدرجة تكوين الغشاء الحيو   -4

 

 

 

1 2 3 4 



 في تكوين الغشاء الحيوي مختلفة تأثير درجات حرارة : ( 2)جدول 

 

 ت

 

 درجة الحرارة

 

 تكوين الغشاء الحيوي

 V- م 52 1

 V+ م 03 5

 V++ م 03 0

 V++ م 44 4

 

 :اا حيث 

–V  تمنل عدم تكوين الغشاء الحيو 

+V  رقيق تمنل تكوين ششاء حيو 

++V  سميل  تمنل تكوين ششاء حيو 
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 التوصيات و الاستنتاجات



    Conclusionsلاستنتاجات ا

 .E.coliتلو  ردھات الجحو  ببكتحيا القولوا  -0

 .للغشاء الحيو   E.coliبكتحيا القولوا امتكب مع م عزبت  -8

لدرجات الححارة تأثيح واضل في تكوين الغشاء الحيو   حيث يتناس  ستمل الغشتاء يحديتا  -8

 .م  ارتىاع درجة الححارة ولحد معين 

 

 Recommendations  التوصيات 

  لحدھات الجحو ابھتمام بالن افة البحية  .0

وابھتمتام لتحديتد مبتدر التلتو  البكتيتح   لحدھتات الجتحو ضحورة اجحاء المسل الدور   .8

 .فيها بالن افة الشخبية للعاملين 

بكتحيتا القولتوا  تشتخي  فتي Chrom Agar وست  علتى التخطي  يحيقة ضحورة استعماط .8

 .والسحعة في اعطاء النتائج وذلل لسهولة الأستعماط
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