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على   Bifidobacterium sppدراسة تأثير البكتريوسين الخام المنتج من بكتريا 

المقاومة للمثيسلين  Staphylococcus aureusلبكتريا  Biofilmالغشاء الحيوي 

MRSA 

                                             أنغام نجاح الخفاجي                                                                                                           

 أ.م.د.  سهام جاسم الكعبي

 كلية التربية للبنات/ جامعة الكوفة

                                                                                                

  الخلاصة:     
عزلة سريرية  50و  Bifidobacterium sppعينة مختلفة المصدر لعزل أنواع بكتريا 100جمعت         

ولغاية  10/10/2013للفترة من وفي محافظة النجف الأشرف  Staphylococcus aureusلبكتريا

اعتماداً على الخصائص  Bifidobacterium sppعزلة لبكتريا 13، بينت النتائج عائدية 2/1/2014

 lm3/lm26والجين  mRNAالمظهرية والزرعية والفحوصات الكيموحيوية والفحص الجزيئي بأستخدام 

 المصادر الكاربوهيدراتية أجري أختبار تخمر Bifidobacterium spp. ولتمييز الانواع التابعة لبكتريا

الأخرى فقد تمثلت  الانواع بقية ، اماB.bifidum  النوع سيادةوقد أظهرت النتائج 

 . B.thermoacidophilum, B.adolescentis, B.breve, B.longumبـ

للمضادات الحياتية بأستعمال طريقة   Staphylococcus aureus أجري أختبار حساسية بكتريا        

 70المقاومة للمثيسلين شكلت حوالي  S.aureus قرص المضاد الحياتي والتي أوضحت بأن عزلاتأنتشار 

 S.aureusتم التحري عن قابلية عزلات من العزلات كانت حساسة للمضاد نفسه، كما  %30وأن  %

عزلات  10بأستخدام  طريقت الأنبوبة ، بعدها أختبرت  Biofilmالغشاء الحيوي  نتا المقاومة للمثيسلين لإ

لبكتريا المكورات العنقودية اعتماداً على المقاومة للمثيسلين وقابليتها العالية على أنتا  الغشاء الحيوي. 

عن قابليتها على أنتا  البكتريوسين الخام ضد بكتريا  Bifidobacterium sppوأختبرت قدرة عزلات  

أنتاجـاً للبكتريوسين الخام،  الأعلى 3fidumB.biالعزلة  وكانت ،بالحفر الانتشاربتقنية  MRSAالأختبار 

في تثبيط نمو وتكوين الغشاء  Bifidobacterium sppكما درس تأثير البكتريوسين الخام المنتج من 

 .MRSA، وبينت النتائج وجود فعالية تثبيطية للبكتريوسين الخام تجاه Biofilmالحيوي 

 المقدمة:
بأنها لاهوائية النمو موجبة لصبغة غرام غير متحركة وغير مكونة   Bifidobacteria تعد بكتريا       

(. فقد Sgorbati et al.,1995) للسبورات وغير منتجة للغاز سالبة لفحص الكاتليز ومقاومة للحوامض

تتواجد بأشكال مختلفة تتضمن عصيات منحنية قصيرة أو طويلة غير منتظمة الشكل أو بشكل قضبان مشقوقة 

 Bifidobacteriaالـ(.  تنمو Biavati and Mattarelli, 2001) Vأو  Yل حرف ومتفرعة وبشك

يتراوح بين  pHم( والأس الهيدروجيني  (37-41°المعزولة من الانسان بمديات من الحرارة تتراوح من

 4 م( وألاس الهيدروجيني° (49.5تنمو بدرجة حرارة  B. thermacidophilumباستثناء   6.5-7

(Dong et al., 2000  .) كما تتميز بعدم قدرتها على تكوين المستعمرات تحت الظروف الهوائيةaerobic 

 anaerobicلذلك وصفت بأنها بكتريا لاهوائية النمو  oxygenمن الاوكسجين  % 20التي  تتطلب 

(Kawasaki et al., 2006.) 

ت تخلق رايبوسوميآ تنتج من قبل بأنها ببتيدات أوبروتينا Bacteriocinsتعرف البكتريوسينات            

ضد الأنواع البكتيرية الأخرى  bactericidalأوقاتلة  bacteriostaticالبكتريا وتمتلك فعالية أما مثبطة 

(Balciunas et al., 2013 أن .)Meghrous et al., (1990) لـهم أول من أظهروا أن ا 

Bifidobacteria  لها القدرة على أنتا  مواد تضادية ضد الانواع الاخرى من البكتريا الموجبة لصبغة

غرام والمتمثلة بالبكتريوسين. من جانب أخر أنتا  البكتريوسين من قبل البكتريا الموجبة لصبغة غرام  

(. Brook, 1999سوف يعمل على الالتصاق بالغشاء الخارجي وبالتالي يؤدي الى تحطم الخلايا البكتيرية )

وتمتلك البكتريوسينات فعالية تضادية واسعة الطيف لقتل السلالات البكتيرية لنفس النوع أو لأنواع أخرى 

(. وتستخدم في عدة مجالات ليس فقط كمادة حافظة غذائية ولكن  Klaenhammer, 1993عائدة لها )

 Normal floraالنبيت الطبيعي استخدمت في الطب كمادة تضادية لتثبيط الممرضات بدون أن تؤثر على 

(Gillor et al., 2008.) 

بأنها موجبة لصبغة غرام لاهوائية اختياريه، كما تعرف Staphylococcus aureus تتميز بكتريا        

بأنها البكتريا الممرضة تسبب الاصابات المكتسبة MRSA المكورات العنقودية الذهبية المقاومة للمثيسلين 

(. وقد تنتقل بين الأنسان Kaya, 2009في مختلف دول العالم ) Nosocomialيات عن طريق المستشف

سببت أمراضية  S.aureusلذلك فأن (. Aspiroz, 2010والحيوانات عن طريق التماس المباشر )
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للأشخاص للراقدين في المستشفيات لظهور مقاومتها ليس فقط لنوع واحد من المضادات ولكن ما يقارب 

هي المسبب الرئيسي للإصابات في كلا الجلد والانسجة الرخوة  MRSA  المعروفة وتعتبر جميع المضادات

SSTI ((Ellis et al., 2009 . 

بأنه تجمعات مايكروبية معقدة والتي ترتبط بالأسطح الصلبة أو تلتصق  biofilm يعرف الغشاء الحيوي     

extracellular matrix (Gotz, 2002; O'Gara, 2007  يغلف الغشاء الحيوي متعدد الطبقات وذلك .)

لالتصاق الكائنات المجهرية بسطحها أو مع أحد أوجهها الداخلية  وقد تتحكم الظروف البيئية لتكوين الغشاء 

بكونه مهم لتحديد الاصابة المزمنة  Biofilmالحيوي والمتمثلة بالمواد الغذائية وتوفير الاوكسجين ويتمثل 

((TuQuoc et al., 2007 ويعتبر مصدر لاستمرار الاصابة من قبل العديد من الميكروبات الممرضة .

والتي ترتبط بالعديد من الادوات الطبية المتضمنة  Nosocomialوهذا مسؤول عن الاصابات 

indwelling medical device  واللويحة السنيةdental plaque  والقناة التنفسية العلياupper 

respiratory tract  وإصابات الجهاز البولي urogenital infection ( (Costerton et al., 1999 

وتعد المكورات العنقودية من البكتريا الممرضة الأكثر شيوعآ ولها القدرة على الألتصاق بالأجسام الغريبة 

بقة المغروسة في الجسم يتبع ذلك تضاعف الط medical deviceوالاصابات المتعلقة بالأليات الطبية 

 من عالية درجة الحيوية الأغشية فيالبكتريا  تبدي إذالمخاطية لتكوين الغشاء الحيوي متعدد الطبقات، 

وهذا عامل رئيسي للمساهمة في مثل هذه  المضيف مناعة وجهاز للبكتريا المضادة للعوامل المقاومة

  (.Lim et al., 2004الاصابات )

بالنظر لما تبديه بكتريا المكورات العنقودية من مقاومة مستمرة للعديد من المضادات الحياتية المستخدمة     

ولاسيما تلك المقاومة للمثيسلين وما تمتلكه من عوامل ضراوة متمثلة بالغشاء الحيوي وغيرها من العوامل 

كونها أحدى   Bifidobacterium sppبكتريا لذا ارتأينا الى، دراسة تأثير البكتريوسين الخام المنتج من 

المضادات الحياتية بمواد مايكروبية لاتؤثر على صحة المريض  غير المرضية لكي يتم استبدال الأجناس

 وفي نفس الوقت لا توجد ضدها مقاومة من قبل المكورات العنقودية.

 and Methods   Materialsالمواد و طرائق العمل

 جمع العينات

تضمنت    Bifidobacterium مختلفة المصادر لعزل الأنواع التابعة لبكتريا   عينة100جمعت         

عينة من  تسوس الاسنان وبأعمار مختلفة  {20}أشهر و 5ايام الى  5{ عينة لخرو  الاطفال من عمر 50}

والترب   عينة من مسحات المهبل وعينتان من كل من حليب الام وحليب الابقار ولبن الاكتيفيا {20}و 

 Staphylococcusعينة سريرية مختلفة المصدر لعزل بكتريا  50الحيوانية والمخلالات ، كما جمعت 

aureus عينات من 10تضمنت عينتان من كل من مسحات المهبل ومسحات الاذن والسائل المنوي و 

ولغاية  10/2013/(10للفترة من عينة من مسحات أنفية و 19عينة من الادرار و  15الحروق والجروح و

 Bifidobacterium( في محافظة النجف الأشرف. وتم تشخيص العينات الخاصة بأنواع 20/1/2014

spp  على وسط modified-Man Regosa Sharpe  الصلب ووسطMan Regosa Sharpe  السائل

، أما بالنسبة للعينات ساعة 48-72م لمدة º 37بحرارة  anaerobic jarثم حضنت بظروف لاهوائية 

ثم حضـنت  Mannitol salt agarفقد زرعت على وسط  Staphylococcus aureusالخاصة ببكتريا 

 ة.عمرات منفردثم نقلت وتمَّ تنقيتها إلى مست ،ساعة للحصول على المستعمرات  24م لمدة º 37بحرارة 

  PCRبأستعمال تقنية  Bifidobacterium sppتشخيص بكتريا الـ

 VioGene (Taiwan)البكتيري وفق عدة الفحص المجهزة من شركة   DNAتم أستخلاص الـ    

 Bifidobacteriumفي جميع عزلات  الموجود lm26/lm3للكشف عن الجين  PCRوأستعملت تقنية 

spp  بأستعمال البادئ المذكور من قبل(Kaufmann  et al., 1997 والمجهزة من شركة )Bioneer  

(Korea) . 
`3-GATTCTGGCTCAGGATGAACG-`Forward  5 
`5-CGGGTGCTNCCCACTTTCATG-`Reverse   3 

 

وتم برمجة ظروف التضخيم  Thermocyclerباستعمال جهاز المدور الحراري  PCRجري تفاعل الـ ا

  ( وكالاتي:.1) مبين في الجدول كما
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 PCR(: ظروف تفاعل 1جدول )                                                    

 Trayثم وضع الـ  DNAفي هلام الاكاروز وحمل الدليل l  (10بمقدار) DNAكما حملت عينات الـ    

(. أجريت عمليه الترحيل الكهربائي بفولتية 1Xتركيزه ) TBEفي خزان الترحيل وغمر الخزان بمحلول 

80V  ولمدة ساعة واحده ثم فحص هلام الاكاروز باستعمال وحدة الاشعة فوق البنفسجية وصور الهلام

 (.(digital   Mishera  et al., 2010باستعمال كاميرا تصوير نوع 

 Bifidobacterium sppالبكتريوسين الخام من بكتريا الـأستخلاص 

جميعها لأستخلاص البكتريوسين الخام المنتج منها  Bifidobacteriumأستخدمت عزلات بكتريا الـ     

 كل على حدا وكالتالي:

 وحضنت 5.52 الهيدروجينيالأس  ذيالسائل  MRSعلى وسط   Bifidobacteriumزرعت بكتريا    

، نبذت بعدها أنابيب النمو في جهاز  لاهوائية ظروف تحت ساعة 48-72لمدة   م 37 °الانابيب بدرجة

 7الى pHوأهمل الراسب وتم معادلة الراشح دقيقة( ثم أخذ  30لمدة دورة/دقيقة و  6000الطرد المركزي )

 عقم السائل بعدهاللتخلص تمامآ من الفعالية التضادية للحوامض العضوية  NaOH( من (1Nبأستخدام 

 Zinedineلحين الاستخدام م° 4وبعدها حفظت بحرارة  µm 0.22 بقطر Millipore خلال مرشحات من

& Faid, 2007) .) 

 

 Staphylococcus aureusدراسة عوامل الضراوة المنتجة من بكتريا 

  Methicillinلمضاد الحياتي ل S.aureus اختبار حساسية -1

 Mullerوسـط  إذ أستعمل Methicillinللمضاد الحيوي S.aureus تم إجراء  أختبار حساسية        

Hinton agar  وذلك بتعقيم الوسط وتبريده إلى درجة حـرارة50 م ثم صب فـي أطباق بتري معقمة بواقع

ساعة ونشر على  18مل من المزروع البكتيري بعمر  0.3مل لكل طبق ولقح الوسط الزرعي بإضافة  20

دقيقة  10-20بصورة متجانسة وتركت الأطباق لمدة Spreader سطح الوسط الزرعي بواسطة الناشر 

على سطح  Methicillinمام امتصاص المزروع  بعدها وضع القرص الحاوي على المضاد الحياتي لت

معقم مع الضغط الخفيف على سطح القرص لتثبيته على سطح Forceps الوسط الزرعي بواسطة ملقط 

 ساعة بعدها قرأت النتائج وحددت منطقة24 م لمدة  37الوسط الزرعي وحضنت الأطباق هوائيا بحرارة 

التثبيط )التي هي عبارة عن منطقة شفافة محيطة بقرص المضاد الحياتي محسوبا معها قطر قرص المضاد 

الحياتي نفسه( بواسطة مسطرة مدرجة وتعد البكتريا مقاومة للمضاد بالاعتماد على المواصفات الواردة في 

( CLSI, 2014.) 

 

 Staphylococcus aureusمن بكتريا  Biofilmأنتاج الغشاء الحيوي  -2

للتحري عن قابلية البكتريا لإنتا   Brain Heart Infusion broth (BHI suc)استعمل وسط       

biofilm والذي وصف من قبل(Mathur et al., 2006)  .:تضمن الأتي 

  مل من  10أخذbrain heart infusion broth    لقح ببكتريا  %2المحضر مع أضافة سكروز بتركيز

S.aureus  ساعة. 24م لمدة ° 37وحضن بحرارة 

  سكبت محتويات الوسط وغسل باستخدامPhosphate Buffer Saline  ذو أس هيدروجينيpH7.2 . 

  جففت الأنبوبة وصبغت بصبغةcrystal violet  دقائق بعد ذلك أزيلت الصبغة  10لمدة  %0.1بتركيز

 .deionized waterل من الانبوبة تم غسلها بأستعما

  جففت الأنبوبة وتم قلبها لمشاهدة تكوينbiofilm .في قعرها 

  تكوينbiofilm  تعد نتيجة إيجابية عند ملاحظة تكوين  طبقةfilm  .حول جدار  قعر الأنبوبة 

 الاستطالة  النهائية

      Final    

 elongation 

Cycles                             المسخ الاولي 

     Initial             

denaturation  

  اسم البادئ 

Gene 

  

  

 الاستطالة  

Elongation 

 التصالب    

Annealing  

       المسخ     

Denaturation 

 

72˚C for     

      4 min 

 دورة                       35
 

94˚C for    

4min      

  lm26 

  lm3 72˚C for   

2min     

  45˚C for 

    30 sec  

94˚C for    

30 sec      
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 Staphylococcus aureusلبكتريا  Biofilmعلى تكوين  البكتريوسين الخام أختبار تأثير 
 ( أفضل عزلة لإنتا  البكتريوسين الخام B.bifidum 3أختيرت العزلة ) 

 حضر المعلق الميكروبي  لبكتيرياS.aureus   بعد زراعتها على وسطBrain Heart Infusion broth 

(BHI suc)   ساعة. 24م لمدة ° 37بحرارة 

  لبكتيريامل من المعلق  1.5أخذS.aureus    مل من البكتريوسين الخام  1.5مع خلية/مل  10×81.5بتركيز

 ساعة.  24م لمدة ° 37المحضر سابقآ ثم حضنت بحرارة   Bifidobacteriumالمستخلص من 

  سكبت محتويات الوسط وغسل بأستخدامPhosphate Buffer Saline ذو أس هيدروجيني pH  7.2. 

  جففت الأنبوبة وصبغت بصبغةcrystal violet  دقائق بعد ذلك أزيلت الصبغة من 10لمدة  %0.1بتركيز

 .deionized waterالانبوبة تم غسلها بأستخدام 

 .جفف الأنبوب وتم قلبه لمشاهدة فقدان الغشاء الحيوي في قعره 

  Results and Discussionالنتائج والمناقشة

 ظروففي  m-MRS agarالـ وسط في تنميتها عندBifidobacterium spp المستعمرات لـ لون ظهر    

 منها السطح وقليل مـن قريبة المستعمرات معظم،  دائري محدب شكل وذات شفاف غير لونذات   ةلاهوائي

أوضحت نتائج  (. كماDuBey and Mistry,1996وصف) يطابق وهذا اصغر وبحجم السطح تحت

وباستخدام التصبيغ بصبغة   Bifidobacteriumالفحص ألمجهري للشرائح المحضرة من مستعمرات 

، وكما تم تشخيصها بالاعتماد VأوY غرام أنها عصيات قصيرة موجبة لصبغة غرام اتخذت شكل حرف

تميزت بكونها  Bifidobacterium sppعلى الفحوصات الكيموحيوية التي أظهرت أن جميع عزلات 

نما كانت (. بيLeahly et al, 2005سالبة لاختبار الكاتليز والاوكسديز واليوريز وهذا يتفق مع ما ذكره )

سالبة لآختبار السترات والاندول في حين كانت موجبة لأختبار أحمر المثيل وهذا لايتفق مع ما ذكره 

(Venkatesan et al, 2012 .) 

 لتشخيص بكتريا الـ  lm3/lm26الجين  غياب أو وجود عن للتحريPCR تفاعل  أجري       

Bifidobacteriumمتواجد في هذه البكتريا، واحد لجين نوعياً تتابعاًيستهدف  متخصصة بادئ وباستخدام 

 للحجم المتوقع مماثلة النتائج هذا النمط الجيني ، إذ أظهرت إلى الدراسة قيد العزلات عائديه من والتأكد

 Kaufmann  et) قبل من أجريت التي في الدراسة اعتمادها تم التي نفسها البادئات استعمال عند تقريبا

al., 1997) سلالات بكتريا  من سلالة 100 اختبار عندBifidobacterium spp . خلال من يلاحظ 

جاءت   Bifidobacteriumعينة تعود للـ 13( تم الحصول على 1)والموضحة في الشكل  الدراسة نتائج

 نتائج هذه الدراسة متوافقة مع الدراسات الاخرى التي 

والتي  16S-23SrDNAبأختبار تتابع تسلسل القواعد النتروجينية في أشارت الى قابلية أستخدام البادئ 

المتواجدة في أمعاء الانسان وكذلك في براز الاطفال الرضع   Bifidobacteriumيتضمن جميع أنواع 

(. كما أكدت دراسة أخرى أحتواء بعض السلالات المعزولة من Germond et al., 2002حديثي الولادة )

مع تواجده في أغلب السلالات المعزولة من براز الاطفال  Lm3/ Lm26على الجين المواد الغذائية 

 (.Masco et al., 2005والحيوانات )

 
 Bifidobacterium spp بكتريا لعزلات DNAالـ تفاعل لنواتج الكهربائي الترحيل(: 1شكل )

 U.Vساعة تحت أشعة  ولمدة فولت 80 جهد وبفرق الاكاروز هلام على المتخصص البادئ باستعمال

 بعد التصبيغ بصبغة الاثيديوم بروميد. 

  100bp الحجمي الدليلL: المسار 

 مصادر مختلفة من المعزولة  Bifidobacterium sppعزلات الـ دنا : 13-1 المسار
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  Bifidobacteriumتعد الاختبارات الكيموحيوية  التفريقية مهمة في تشخيص عزلات بكتريا الـ كما     

spp  عن غيرها من البكتريا، وتأتي قدرة هذه البكتريا على تخمر وتمثيل المصادر الكاربوهيدراتية  في

 لإيضاح، وقد أستعمل هذا الاختبار Bifidobacteriumمقدمة الصفات المهمة للتمييز بين أنواع 

 تخمر وسط استعمل حيث الكاربوهيدراتية المصادر استهلاك على  Bifidobacterium sppقدرة

 العزلات تباينا تخميرها واعطت قدرة البكتريا على اختبار الكاربوهيدرات المراد إليه والمضافة السكريات

 Bifidobacteriumفقد أظهرت النتائج أن بكتريا  ،الكاربوهيدرات تخمير على قدرتها في واضحاً وتنوعاً

bifidium  تميزت بقدرتها على تخمر سكرArabinose  10(والمتمثلة بالعزلات, Bif1, Bif4Bif في ،)

5Bif ,والتي شملت العزلات ) Sucroseكانت مخمرة لسكر   Bifidobacterium longumحين بكتريا 

11Bif 12, Bif7Bif بينما بكتريا ،)Bifidobacterium bréve  تميزت بقدرتها على تخمر سكرRibose 

(. بينما تميزت  2013et al, Mahmoudi( وهذه النتائج تتفق مع )Bif3Bif ,8في العزلتين )

Bif2Bif ,9 ,والمتمثلة   Mannitolبقدرتها على تخمر سكر   Bifidobacterium adolescentisبكتريا

)13Bif2003النتائج تتفق مع ) (، وهذه et al, (Toure في حين أظهرت البكتريا . Bifidobacterium

thermoacidophilum  عدم قدرتها على تخمر سكرLactose  6(في العينةBif وهذه النتائج تتفق مع ،)

فقد أوضحت النتائج  Staphylococcus aureusأما بالنسبة لبكتريا  .Dong et al, 2000b)ما ذكره )

بتغيير لونه من الأحمر إلى الأصفر نتيجة   Mannitol salt agarتنمو هوائيا على وسط  S.aureusبأن 

لقدرتها على تخمير سكر المانتول  وبعض العزلات لم يتغير لـون الوسط لعدم قدرتها على تخمير سكر 

الفحص المجهري  بينما اظهر(. Schleifer and Bell, 2009المانتول وهذا يتفق مع ماذكره العالم  )

 خلاياها كروية موجبة لصبغة غرام متجمعة بصورة ثنائية أو رباعية أو على هيئة عناقيدبأن  S.aureusللـ

(. Benson, 2002وهذا يتفق مع ما ذكر عن صفاتها المظهرية في ) Bunches of grapes غير منتظمة

تميزت بكونها  Staphylococcus aureusفقد استعملت الاختبارات الكيميوحية في تشخيص عينات 

موجبة لاختبار الكاتليز وذلك لأنها جراثيم هوائية أو لاهوائية اختيارية والتي تتمكن من خلال هذه الصفة 

يات هيدروجين المنتج خلال العملمن إنتا  إنزيم الكاتليز الذي يحميها من التأثير السام لمادة بيروكسيد ال

 ;Mack et al., 2006الايضية وعدم قدرتها على انتا  انزيم الاوكسديز وهذا يتفق مع ما ذكرة )

Schneewind and Missiakas, 2009 كما أظهرت نتيجة موجبة لأنزيم مخثر بلازما الدم .)

Coagulase. 

 امل الضراوة عو  على إنتاج Staphylococcus aureusقابلية بكتريا 

  للمضادات الحياتية MRSA حساسية المكورات العنقودية الذهبية المقاومة للمثيسلين -1

باستعمال أختبار  Staphylococcus aureusتم التحري عن صفة المقاومة للمثيسلين لجميع عزلات      

اقراص الحساسية الدوائية للمثيسلين، أن الغاية الأساسية من هذا الاختبار هو دراسة العلاقة بين المقاومة 

متعددة المقاومة للمضادات الحياتية وذلك من  S.aureusوالحساسية للمضادات الحياتية، ومدى إمراضية  

مة بين العزلات للبكترياالتي عزلت من مصادر مختلفة.       خلال دراسة مدى التشابه والاختلاف في نمط المقاو

كانت حساسة  %30 (15)في حين أن  %70 35)بنسبة ) Methicillinأن ارتفاع مستويات المقاومة للـ

 ( .2للمثيسلين كما موضح في الشكل )

 
 المقاومة  Staphylococcus aureus(: النسب المئوية لعزلات 2شكل)

 للمثيسلينوالحساسة 

 

 %80.3التي سجلت نسبة المقاومة حوالي  Al-Maliki, (2009)وهذه النتـائج تتفــق تقريبـآ مـع دراسة 

-Al. كما بين %3.3من العزلات متوسطة المقاومة ، بينما كانت حساسة بنسبة  %16.4في  حين كانت 

Geobory, (2011)  كما أوضح%90.90أن نسبة المقاومة بلغت حوالي .Al-Dahbi and Al-

Mathkhury, (2013)   وهذه النتائج لا تتفق مع %94.3بأن نسبة المقاومة بلغت حوالي .Peck et al, 

كانت  % 48.6في حين  Methicillinمن العزلات كانت مقاومة للـ51.4% إذ وجدوا أن حوالي  (2009)

ية والدراسات الأخرى الى تنوع المصادر حساسة لها . وقد يعود التفاوت في نسب المقاومة في الدراسة الحال

 المعزولة منها بكتريا المكورات العنقودية والى التغير الحاصل في جينات المقاومة للمثيسلين للبكتريا نفسها.

MSSA 
%30(15)

MRSA 
%70(35)
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عزلات مقاومة للمثيسلين من حيث كفاءتها في تكوين أعلى مناطق تثبيط له لأختبار   10وقد تم أختبار   

 ياتية الأخرى المستعملة في الدراسة. حساسيتها للمضادات الح

ملية ع تعمل مضادات البيتالاكتام على تثبيط عملية تصنيع الجدار الخلوي للجراثيم من خلال تداخلها مع  

تصنيع طبقة الببتيدوكلايكان، وربما تعود أسباب هذه المقاومة إلى إفراز البكتريا لأنزيم البيتالاكتميز والذي 

قد يكون بلازميدي أوكروموسومي المنشأ الذي يعمل على إبطال فعالية مضادات البيتالاكتام عن طريق 

(. كما ان سبب  et al., 2010) Kolářبورينات كسر لحلقة البيتالاكتام في مجموعة البنسلينات و السيفالوس

وهذا يقلل من الفة ارتباط المضادات الحيوية بالبروتينات المسؤولة mecA الى وجود الجين  المقاومة قد يعود 

 Penicillin binding Proteinsعن متانة الجدار الخلوي التي تسمى بالبروتينات المرتبطة بالبنسلينات 

2010) Ekrami, .)  ما بينت دراسات أخرى أن سلالاتك Community-Acquired -MRSA 

((CA-MRSA  تمتلك القدرة على أنتشار مستعمراتها أكثر من سلالاتHealthcare- Associated -

MRSA ((HA-MRSA  أن هذا التغاير يعود الى أمتلاكCA-MRSA   للجينpsm-mec  المسؤول

 . (Omae et al., 2014)عن أنتشار المستعمرات وبالتالي يسبب الضرر 

 الغشاء الحيوي  على إنتاجالمقاومة للمثيسلين  Staphylococcus aureusقابلية البكتيريا  -2

Biofilm   
 6على أنتا  الغشاء الحيوي، فقد أوضحت النتائج ان   MRSAعزلات من 10تم الكشف عن قابلية     

أن أغلب عزلات تكوينها للغشاء الحيوي . كما   4عزلات كانت منتجة للغشاء الحيوي في حين لم تبدي 

 البنفسج البلوري بصبغة تصطبغ الانبوبة الزجاجية التي بجدران الالتصاق على العزلات تمتلك القابلية

 بالبكتريا. ملقح الغير الغذائي تحتوي على الوسط كانت التي السيطرة انبوبة مع مقارنة

 السلالة عن متنوعة مظهرية اختلافات الحيوي الغشاء لها القدرة على تكوينالتي  البكتريا كما تظهر     

 إنتا  زيادةو  الحركة في تغيرات الاختلافات هذه حر وتشمل بشكل المزرعة تنمو في التي الأصلية

  (Jesaitis et al., 2003)الحيوية للمضادات المقاومة وزيادة أحيانا الخار  خلوية المتعددة السكريات

 (.Wang, 2008الزرعي  ) الوسط في والتغير البيئية الظروف على كبيرة بدرجة الالتصاق ويعتمد.

متوافقة مع العديد من الدراسات  S.aureusجاءت نتائج التحري عن إنتا  الغشاء الحيوي في عزلات       

قابلية  Mathur et al., (2006)على إنتا  الغشاء الحيوي. فقد بين  S.aureusالتي أكدت قابلية بكتيريا 

على  MRSAعلى إنتا  الغشاء الحيوي. كما بينت دراسات أخرى أن قابلية بكتريا  S.aureus عزلات الـ

 Biofilm ((Tsompanidou etالانتشار في الاسطح الصلبة وبالتالي تؤدي الى تكوين الغشاء الحيوي 

al., 2013. 

 Staphylococcus aureusلبكتريا  Biofilmعلى الغشاء الحيوي البكتريوسين الخام تأثير

( ذات الفعالية التثبيطية 3B.bifidum تم أختيار العينة الكفوءة المنتجة للبكتريوسين الخام والمتمثلة بـ)      

ألاختبار اعتماداً على حساسيتها العالية مقارنتآ بالعزلات الاخرى كما تم أختيار عزلة واحدة من بكتريا 

والبكتريوسين الخام إضافة الى مقاومتها لجميع أنواع المضادات وكذلك أنتاجها   Bifidobacteriumللـ

 Bifidobacteriumالـ بكتريا من المنتجالبكتريوسين الخام  فعالية درست اخر .  من جانبعوامل ضراوة

 تكوين عن التحري وذلك  من خلال   MRSAالمرضية البكتريا قبل من الحيوي الغشاء تكوين تثبيطفي 

ساعة  فقد كان التأثير  24ولفترة  بالبكتريوسين الخام MRSA بكتريا معاملة وبعد قبل الحيوي الغشاء

 MRSAالنتائج تأثير واضحآ   للبكتريوسين على عزلات  إذ اظهرت MRSAالتثبيطي واضحآ تجاه بكتريا 

 البنفسج البلوري مقارنة بصبغة تصطبغ الانبوبة الزجاجية التي بجدران الالتصاق على التي تمتلك القابلية

كما موضح في بدون أضافة البكريوسين له ،  MRSAتحتوي على بكتريا  كانت التي السيطرة انبوبة مع

وين تك تثبيط في فعال بكونهLAB من بكتريا حامض اللأكتيك  البكتريوسين المنتج وصف (. كذلك3الشكل )

 ,.Fracchia et alوأنواع البكتريا الاخرى السالبة لصبغة غرام ) S. aureus لبكتريا الحيوي الغشاء

الذين بينوا أن البكتريوسين يمتلك فعالية  Nawaz et al., (2009)(. كما أن هذه النتائج لاتتفق مع 2010

من خلال تجاربه الذي وجد أن البكتريوسين يؤثر على سلالة واحدة فقط من أصل  MRSAقليلة ضد 

يكون أكثر فعالية من  Nisinخمسين سلالة. كما أكدت دراسات أخرى أن البكتريوسين وخصوصآ النايسين 

antibiotics  ويستخدم لمنع وعلا  الاصابات المسببة من قبل بكترياMRSA  المرتبطة بتكوينBiofilm  

(Okuda et al., 2013.) 
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 S.aureus (: الفعالية التثبيطية للبكتريوسين الخام تجاه الغشاء الحيوي لبكتريا الاختبار 3شكل)

 الأختبار انابيب جدران على ملتصقة خلايا ظهور ( (+

 بعد معاملتها بالبكتريوسين الخام  الأختبار انابيب جدران على ملتصقة خلايا ظهور ( عدم-)

في التأثير على  له دور  Bifidobacterium sppلذا نستنتج بأن البكتريوسين الخام المنتج من بكتريا     

وبالتالي فمن  MRSAالغشاء الحيوي المنتج من بكتريا المكورات العنقودية الذهبية المقاومة للمثيسلين 

 الممكن أن يستعمل في خفض إمراضيه هذا النوع البكتيري.
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Abstract:    

   This study included the investigation of Bifidobacterium spp antagonistic  

activity against Staphylococcus aureus isolates, and the effect of these 

antimicrobial agent on virulence factors produce by MRSA (Methicillin 

Resistance Staphylococcus aureus) such as Biofilm  and Slime layer . 

    One handered different samples were collected to isolate Bifidobacterium  spp 

and 50 clinical isolates of Staphylococcus aureus from clinical specimens in AL- 

Najaf AL-Asharaf governorate during the period of (10/10/2013-20/1/2014) by 

the cultural characteristic colonies, microscopic for cells, biochemical tests and 

polymerase chain reaction PCR technique to detect 16SrDNA, the results showed 

that 13 isolates belong to Bifidobacterium spp and there are divergent gene content 

between these isolates and they have been bearing lm26/ lm3 gene. Carbohydrate 

fermentation test was used to distinguish the species of  Bifidobacterium, the 

results revealed that the B.bifidum is more predominant than the other species; 

B.thermoacidophilum, B.adolescentis, B.breve, B.longum. 

    Antibiotics susceptibility test to Staphylococcus aureus using antibiotic disc 

diffusion assay showed that Methicillin Resistant Staphylococcus aureus formed 

70% and 30% of isolates were sensitive to the same antibiotics, also the ability of 

MRSA isolates to produce Biofilm was investigated by tube method, then 10 

isolates of  Staphylococcus aureus were selected as efficient isolates according to 

the resistance of Methicillin and the high ability to produce biofilm, and the ability 

of bacteriocin production of Bifidobacterium spp against MRSA have been 

conducted by well diffusion broth method, B.bifidum3 was  greater than other 

species in producing  bacteriocin, Furthermore the impact of bacteriocin 

production to inhibit the development and formation of biofilm was investigated, 

the results showed that the bacteriocin has ahigh activity against MRSA. 

 

 

 


