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 هداءالإ

الى الجواد الكريم، صاحب المن العظيم، مُمد الخلائق بعزمه ولطفه، فلولا 

منهّ لكان دوام اي حال من المحال، لوجهه الضارب بالقدم، بما منّ من 

الكرم، وآله  يرسوله العالم ذالنعم، وأفاض وعلمّ بالقلم، والى معلم الأمم، 

الاطهار والقمم، أهدي جهد المقل وعصارة الذهن وحصيلة العمر العلمي، 

فارفعه ببسم الله، والصلاة على الرسول المصطفى وعلي المرتضى 

يته اهل الهدى، راجياً ر، والحسن المجتبى والحسين وذءة الزهراموفاط

الحُِ يرَْفعَُهُ ( فاطر القبول )إلِيَْهِ يصَْعَدُ الْكَلمُِ الطَّيِّبُ وَالْعَمَ   .10لُ الصَّ

 .الى وطني الاعرق بكل شرائحه واطيافه 

 لف والياء وهما يضمان الباء من الى طرفي ابجدية الضاد، حرفيّ الأ

مي" أشيب على أمي، بأجمل تجليات اللغة "أبي وأبي، والميم من أ

 حملكما في قلبي.

 الى اوتاد خيمتي اخوتي. 

 وجتي الحبيبةالى ام ابداعي ومبدعتي، ز. 

 الى فلذتي فؤادي علي و محمد. 

 "الى من حملوني وتحملوني واحملهم بالقلب.. "اصدقائي 

 اني دائما في ن يرأحب أالى كل من اهتم لنجاحي ومسيرتي و

  دي ثمرة هذا الجهد المتواضع.اهٌ.. .المقدمة

 والحمد لله

 

 

الباحث : احمد عباس علي ماجد



 

 متنانإ و شكر

الى ذاته غير المتناهية، الحي، العالم، القادر، اقدم الشكر حتى يبلغ منتهاه، على ما منّ 

ويمنُّ به عليّ من نعماء لا تحصى، ومن بعده الى خاتم الانبياء وآله المعصومين الأتقياء، 

نور الله الكاشف والكشّاف الذي به يعرف العلم، شكر يليق بمقامهم. ولأن من لم يشكر 

لم يشكر الخالق، فلخلقه الطيبين، العلماء المعلمين، اساتذتي الأجلاء، اقدم لكم  المخلوق

اجزل الشكر واقصى الامتنان، من صميم القلب وأعماق الشعور، لكل من علمني حرف 

 وحرفة.

 وبعد؛ من لم يشكر المخلوق، لم يشكر الخالق..

 (زهير حميد عبود الظويهري) الدكتور الافاضل ينالشكر الجزيل والثناء الجميل للمشرف

 من تعاون وما بذل. وهلما ابد (حسن محمود موسى ابو المعاليوالدكتور )
 

ضوا بما لديهم من مساندة الذين شاركوني العلم والتعلم، وفا زملائي الطلبةلالشكر 

 ومعونة.

 كرار كاظم هاشملصديقي وزميلي في الوظيفة والدراسة ئق والثناء المنبسط الشكر اللا

 .لمساعدتي في المرحلة التحضيرية والبحثية

لموظفي الامانة العامة للعتبة الحسينية المقدسة /هيئة الشكر الكبير والامتنان الوفير لجهود 

مختبرات الصحة العامة وسلامة الغذاء في محافظة كربلاء  الصحة والتعليم الطبي/

 .(أميرة محمد جبرالسيدة )المقدسة و بشكل خاص 

رئاسة قسم علوم  و عمادة كلية العلوم و رئاسة جامعة كربلاءمن ثمّ الشكر الأعظم الى 

 دراستي، وتذليل الصعوبات. لإكماللإتاحتهم لي الفرصة  الحياة

التي منحتني الفرصة للخوض في غمار هذه  مديرية زراعة كربلاءوالشكر موصول الى 

 التجربة المميزة

ق جناب الأخ والصدي ،المؤاثربالجهد والوقت ،سيد الإبداع ،لــختام المسك ،وأخيراً 

 والمساهمة الفاعلة في إنجاز رسالتي، وتذليل الأكبر( لدوره حمود عبود مصطفى الاستاذ)

له دوام  متمنياً ، وتمامه الكامل لي، فله مني مضاعف الشكر ودعمهصعوباتها،  كل

 .التوفيق

 

 

ماجداحمد عباس علي الباحث : 



 

 

I 
 

 ةـــلاصــالخ

 ن النساءا تكوم، وعادة اً أكثر الأمراض البكتيرية انتشارأحد  يعد التهاب المسالك البولية

مسبب هي ال Escherichia coli بكتريا أكثر عرضة للإصابة به من الرجال. غالباً ما تكون 

 E.coliبكتريا الطفرات في في هذا البحث تمت دراسة المسالك البولية.  الأكبر لاصابات

، مينيةاض الأء والتغيرات في الأحمفي محافظة كربلا ات(الكينولون)المقاومة للمضادات الحيوية 

ات ، وامكانية اقتراح مركبDNAgyraseلانزيم  gyrBودراسة الشكل ثلاثي الابعاد لجين 

 بامكانها الارتباط بالمواقع الفعالة للانزيم وتثبيط عمله. 

ن ث( والذياناالبولية )ذكور و مسالكادرار من المصابين بالتهابات العينة  223تم جمع 

ستشفى ]مسنة من المترددين على المستشفيات الحكومية والاهلية  77-6 اعمارهم بين راوحتت

لنسائية فى اومستش التعليمي (ع)الطبية ومستشفى الامام الحسن المجتبى (عن)مدينة الامام الحسي

ادات العيو [(ع)والتوليد التعليمي ومستشفى كربلاء التعليمي للأطفال ومستشفى الامام الحجة 

لى ا 3/8/2023وتحت اشراف اطباء مختصين للفترة من قدسة الخاصة في محافظة كربلاء الم

 مؤويةدرجة  37على الاوساط الزرعية و تم حضنها في  ةوتم زرعها مباشر ،25/11/2023

 . ساعة  24 لمدة

من مجموع عينات الادرار E.coli ( عزلة لبكتريا %27) 60/223خصت زلت وشُ عُ 

ام استخدالمظهرية والمجهرية و الكيموحيوية ووقد شخصت العزلات اعتماداً على الاختبارات 

  . لتأكيد التشخيص API-20E  نظام

كانت و ،ذات مقاومة متعددة أنهَّا ،E.coliبكتريا واظهر اختبار الحساسية لعزلات 

و  ،Ampicillin (AMP) 100%حيث كانت مقاومتها عالية لمضادات  ،مقاومتها متغايرة

Co-trimoxazole (COT) 73.33%،  وTetracycline (TE) 68.33%،  و

Ceftriaxone (CTR) 65%،  بينما بدرجة اقل مضاداتNalidixic acid (NA) 

و  ،Levofloxacin (LEV) 36.66%و  Ciprofloxacin (CIP) 36.66%و  ،46.66%

Gatifloxacin (GAT) 33.33%،  وImipenem (IMP) 31.66%،  وكانت اقل مقاومة

  . Amikacin (AK) 6.66%لمضاد 

 مقاومة متعددة لمجموعة مختلفة من المضادات  E.coliبكتريا أظهرت جميع عزلات 

وكانت (، E31من المضادات الحيوية) اذ كانت عزلة واحدة مقاومة لسبعة انواعالحيوية، 

مقاومة لثمانية  تانعزلو(، E19 , E44) مقاومة لخمسة أنواع من المضادات الحيوية عزلتان



 

 

II 
 

ثلاث عزلات مقاومة لنوعين من المضادات و ( E45 , E57) أنواع من المضادات الحيوية

  E22)عزلات مقاومة لجميع المضادات الحيوية  ثلاثةوكانت  (،E7 ,  E34 ,  E37) الحيوية

E50, E60،)  اربعةبينما أظهرت ، مستعملة في هذه الدراسة مضادات حيوية 10والتي كانت 

واربعة ، (E1 ,  E2 ,  E8 ,  E14) عزلات أخرى مقاومة لثلاثة أنواع من المضادات الحيوية

(، E8 ,  E21 ,  E31 ,  E45الحيوية )عزلات متوسطة المقاومة لنوع واحد من المضادات 

، E4 ،E9 ،E13 ،E15 ،E20) المضادات الحيوية عزلة مقاومة لنوع واحد من14وأظهرت 

E23 ،E25 ،E30 ،E28  ،E33 ،E35 ،E38 ،E39 ،E41  ،)عزلة مقاومة لأربعة  15و

، E10 ،E16 ،E17 ،E18 ،E21 ،E29 ،E36 ،E42 ،E43) أنواع من المضادات الحيوية

E46 ،E47 ،E48 ،E49 ،E52 ،E53) انواع من  عزلة مقاومة لتسعة 16، بينما أظهرت

، E3 ،E5 ،E6 ،E11 ،E12 ،E24 ،E26 ،E27 ،E32 ،E40،E51) الحيوية المضادات

E54 ،E55 ،E56 ،E58 ،E59 )تم مضاعفة جين وgyrB عزلة من بكتريا ربعين لأE.coli 

 gyrBن نسبة وجود جين  إوقد اظهرت العزلات  ،تفاعل البلمرة المتسلسل الاعتيادي ساطةبو

  . %100 هي

لقطعتين من جين  ( DNA sequencing)اجراء اختبار تسلسل الحمض النووي  ثم

gyrB   لأربعين( قطعة  80عزلة بكترياDNA وكانت القطعة الاولى بطول  )زوج  998

ووي عدم وقد اظهرت نتائج اختبار تسلسل الحمض الن ،زوج قاعدي 971قاعدي والقطعة الثانية 

 .وجود طفرات لها علاقة بمقاومة مضادات الكوينولونات المستخدمة في هذه التجربة

 واستخدام MEGA11استخدام برنامج   عن طريقتمت تعيين تسلسلات جميع العينات 

لك وبذ gyrBلجين  (Phylogenetic Analysis) وتحليل الشجرة الوراثية ،ClustalWراختيا

لى محلية مع تسلسلات عالمية مقابلة وهي تنتمي إالسريرية العزلات ال واصطفافتضمين 

ت مع العزلا %100النتائج للعزلات المحلية تطابق بنسبة  كثرواظهرت ا ،عزلات مختلفة

 . %99ظهرت بعضها تطابق بنسبة أبينما  .العالمية

واظهرت ، gyrB في جين ATP وتم تحديد جيب ربط ،تم دراسة الشكل ثلاثي الابعاد

قابلية على الارتباط بالأحماض هنالك بعض المركبات الكيميائية المقترحة التي لها ال نَّ إالنتائج 

وتم اخضاع بعض المركبات الكيميائية المقترحة  .ة الموجودة في جيب الربط وتثبيط عملهاالأميني

ذات درجة الرسو العالية بالارتباط بالجين لقاعدة ليبينسكي  لمعرفة امكانية تناول الدواء عن 

 . طريق الفم



 

 

III 
 

 رقم الصفحة المحتويات التسلسل

 1 المقدمة 

 4 استعراض المراجع 1

 Enterobactriaceae 4  العائلة المعوية 1-1

 Escherichia coli 5  بكتريا الاشريشيا القولونية 1-1-1

 E.coli 6وبائية بكتريا   1-1-1-1

 E.coli 7للـ  عوامل ضراوة 1-1-1-2

 7 المرتبطة بسطح الخلايا البكتيريةعوامل الضراوة  1-1-1-2-1

1-1-1-2-2 
عوامل الضراوة التي يتم إفرازها وتصديرها إلى 

 المضيف
8 

 E.coli                             8بكتريا إمراضيه  1-1-1-3

 8 الأمراض المعوية او الاسهال 1-1-1-3-1

 9 التهاب السحايا  / تسمم الدم 1-1-1-3-2

 9 المسالك البولية صابةإ 1-1-1-3-3

 11 للمضادات الحياتية E.coliبكتريا مقاومة  1-1-1-4

 13 الحد من امتصاص العلاجات 1-1-1-4-1

 14 تغيير موقع الهدف للعلاج 1-1-1-4-2

 14 تعطيل الدواء 1-1-1-4-3

 15 انتاج الانزيمات 1-1-1-4-4

 15   دفقمضخات ال 1-1-1-4-5

 16 المستخدمة وآليات العلاجالعلاجات  1-1-1-5

 16 العلاجات المستخدمة 1-1-1-5-1

 18 آليات العلاج 1-1-1-5-2

 19 الأدوية التي تمنع تصنيع جدار الخلية البكتيرية 1-1-1-5-2-1

 20 الأدوية التي تزيل استقطاب غشاء الخلية 1-1-1-5-2-2

 21 البكتيريالأدوية التي تمنع تصنيع البروتين  1-1-1-5-2-3

 21 الأدوية التي تمنع المسارات الأيضية البكتيرية 1-1-1-5-2-4

 22 الأدوية التي تثبط تصنيع الحمض النووي البكتيري 1-1-1-5-2-5

 23 (RNAمثبطات الحمض النووي الرايبي ) 1-1-1-5-2-5-1

 23 (DNAمثبطات الحمض النووي الريبوزي ) 1-1-1-5-2-5-2

 Quinolones 23الكينولونات   1-2

 24  الخواص الكيميائية للكينولونات 1-2-1

 25 آلية عمل الكينولونات 1-2-2

 Topoisomerase IV 26انزيم  1-2-2-1

 قائمة المحتويات 



 

 

IV 
 

 DNA gyrase 27نزيم ا 1-2-2-2

1-2-2-2-1 
 DNA gyrase A & DNAالوحدات الفرعية 

gyrase B (GyrA & GyrB) 
28 

 28 العامة والتركيبالخصائص  1-2-2-2-1-1

 GryA 28تركيب  1-2-2-2-1-1-1

 GryB 29تركيب  1-2-2-2-1-1-2

1-2-2-3 
ف آلية تثبيط الانزيم من قبل الكوينولونات واستهدا

 gyrBو  gyrAالمواقع الفعالة لـ 
30 

 34 المواد وطرائق العمل 2

 34 عملةالمواد والأجهزة المست 2-1

 34 دوات والمعداتالأ 2-1-1

 35 المواد الكيمياوية 2-1-2

 36 وساط الزرعية الجاهزةالأ 2-1-3

 36 يل والصبغات والكواشفلالمحا 2-1-4

 37 المضادات الحيوية 2-1-5

 38 العدد المختبرية 2-1-6

 39 تسلسلات البوادئ 2-1-7

 39 البرامج والمواقع 2-1-8

 40 مخطط التجربة 

 41 طرق العمل 2-2

 41 العيناتجمع  2-2-1

 41 تعقيم الاوساط الزرعية 2-2-2

 41 تحضير الاوساط الزرعية 2-2-3

 41 وسط اكار الدم 2-2-3-1

 42 وسط اكار الماكونكي 2-2-3-2

 42 وسط اكار الأيوسين مثيلين الازرق 2-2-3-3

 42 وسط مرق نقيع القلب والدماغ 2-2-3-4

 42 وسط الاكار المغذي 2-2-3-5

 43 تحضير الكواشف والمحاليل 2-2-4

 43 تحضير الكواشف 2-2-4-1

 43 كاشف الاوكسيديز 2-2-4-1-1

 43 كاشف الكتاليز 2-2-4-1-2

 43 تحضير المحاليل 2-2-4-2



 

 

V 
 

 43 محلول دارئ الترحيل 2-2-4-2-1

 43 محاليل البوادئ 2-2-4-2-2

 43 محلول العكورة ماكفرلاند 2-2-4-2-3

 44 طريقة الزرع 2-2-5

 44 التشخيص المزرعي 2-2-6

 44 الفحص المظهري 2-2-6-1

 45 التشخيص الكيموحيوي 2-2-6-2

 45 اختبار الاوكسيديز 2-2-6-2-1

 45 اختبار الكتاليز 2-2-6-2-2

 45 [ API 20E ]اختبار  2-2-6-2-3

 46 حفظ العزلات البكتيرية 2-2-7

 46 الحفظ  قصير المدى 2-2-7-1

 46 الحفظ طويل المدى 2-2-7-2

 46 اختبار حساسية المضادات الحيوية 2-2-8

2-2-9 
استخلاص الحمض النووي الريبوزي منقوص 

 الاوكسجين
47 

 gyrB 48تفاعل التضخيم لجين  2-2-10

 49 الترحيل الكهربائي لهلام الاكاروز 2-2-11

 50 التحليل التسلسلي للحمض النووي   2-2-12

 gyrB 50الشكل الثلاثي لجين   2-2-13

 51 الإرساء )الالتحام الجزيئي( الجزيئي 2-2-14

 51 التحليل الاحصائي 2-2-15

 52 النتائج والمناقشة 3

 52 عزل وتشخيص البكتريا 3-1

 Escherichia coli 52عزل بكتريا  3-1-1

 53 الفحص المظهري 3-1-2

 55 التشخيص المجهري  3-1-3

 55 التشخيص الكيموحيوي 3-1-4

 57 مقاومة البكتيريا للمضادات الحيوية   3-2

 E.coli 62لبكتريا  gyrBتفاعل تضخيم جين  3-3

 gyrB 63التحليل التسلسلي لجين   3-4

 gyrB      75اصطفاف التسلسلات المتعدد لجين  3-5

 85 توليد شعار التسلسل 3-6

 gyrB 91تحليل الشجرة الوراثية للجين  3-7

 gyrB  96 الشكل الثلاثي لجين  3-8



 

 

VI 
 

 gyrB    97 في جين  ATP تحديد جيب ربط 3-9

 99 الرسو الجزيئي 3-10

 103 التحليل الاحصائي 3-11

 104 الاستنتاجات والتوصيات 4

 104 الاستنتاجات 4-1

 105 التوصيات 4-2

 106 والمراجع المصادر 

 133 الملاحق 



 

 

VII 
 

 كلالش التسلسل
رقم 

 الصفحة

 10 مراحل اصابة المسالك البولية 1-1

 13 في البكتيريا   HGTتمثيل تخطيطي للآليات الرئيسية لـ  1-2

 Drug efflux pumps 16يوضح مضخات الدفق  1-3

1-4 
 والآليات ومسارات  ،الأهداف الرئيسية للمضادات الحياتية

 اكتساب المقاومة
19 

 24 تركيب الكينولونات 1-5

 DNA Gyarse 30التركيب الهيكلي للـ  1-6

3-1 
النامية وبقية العزلات  E.coliالنسبة المئوية بين عزلات 

 الاخرى
52 

 E.coli 55زراعة بكتريا  3-2
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 Introduction                                                                       المقدمة 

توجدددد بشددكل طبيعدددي  العائلدددة المعويددة، فددرادأهددم أمدددن  Escherichia coli بكتريدداتعددد 

(normal flora) إلا  مدددراضالأمدددا تسدددبب وندددادراً  ،فدددي الجهددداز الهضدددمي منطقدددة القولدددون

)Dicks,. عوامدددل ضدددراوة  اكتسددداب بعدددد لتكدددون ممرضدددة ؛تتكيدددفن مدددن الممكدددن أ أنهَّدددا

)2020  .,et alLiu ;  2018.  

تيارية عصوية الشكل، هوائية او لاهوائية اخ ،گراملصبغة بكتيريا سالبة  E.coli تعُد

Facultative anaerobic))،  ،تشكل  و عادة مامتحركة او غير متحركة، غير مكونة للأبواغ

 ، ذات حواف حادة، غير مخاطية وقد تكون مخاطية عندسطح أملس ذاتمستعمرات محدبة 

رامنوز سكر الواغلبها مخمر ل، lactose، مخمرة لسكر اللاكتوز Capsuleامتلاكها للمحفظة 

ramenose  وسكر السوربتولSorbetole،  وتكون موجبة لاختبار الكاتليزcatalaseو ، 

وكسديز وسالبة لاختبار الا ،methyl red، واختبار المثيل الاحمر indoleاختبار الاندول 

oxidase اليوريز، واختبارurease (Wanger et al., 2017; Riedel et al., 2019). 

 ،meningitisوالتهاب السحايا  ،diarrheal diseasesالاسهال  E.coliبكتريا تسبب 

ية لتهاب المسالك البولإوكذلك تسبب  ،bacteremiaوتجرثم الدم  ،sepsisوتسمم الدم 

)UPEC(  ون وتك ،من اصابات المسالك البولية في العالم %90اذ تكون مسؤولة عن حوالي

 .)Levinson, 2016( مرة  14ناث منها في الذكور بحوالي الاصابات اكثر شيوعا في الإ

هم أ. ومن العديد من عوامل الضراوة وهي المسؤولة عن امراضيتها E.coliبكتريا تمتلك 

، وعامل التنخر السمي siderophoresهي امتلاكها لمخلبات الحديد  ،عوامل الضراوة

cytotoxic necrotizing factorالمرتبطة بسطح الخلايا  الضراوةعوامل ، و امتلاكها ل

 بالأنسجةارتباطها البكتيرية تشمل عدد الأنواع المختلفة من العضيات اللاصقة التي تعزز 

التي توفر  Lipopolysaccharideو  Flagella، الاسواط Capsule، مثل المحفظة المضيفة

آليات إمراضية  E.coli لبكترياكل نمط مرضي ول .E.coliبكتريا الحماية والحركة وسمية 

مجموعات جينية محددة. قد تقوم الجينات المرتبطة  بوساطةمشفر ويكون مميزة وملف تعريف 

 والارتباط ،invasionو الغزو  ،adhesion الالتصاق :بتشفير أنشطة مثل يةبالإمراض

attachment،  وانظمة امتصاص الحديدiron uptake systems، والحركة motility، 

 ; toxin activity (Kudinha et al., 2012 ; Mainil., 2013والانشطة السمية 

Valvano,  2022) 
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المقاومة للأدوية  :، ولها عدة انماط مثلبمقاومتها للمضادات الحياتية E.coliبكتريا وتتميز 

 extensively المقاومة للأدوية على نطاق واسع، Multidrug resistant (MDR) المتعددة

drug-resistant (XDR)، المقاومة للأدوية الشاملةو pandrug-resistant (PDR) 

(Basak et al., 2016)،  وتمتاز بقدرتها العالية على مقاومة المضادات الحياتية نتيجة امتلاكها

، التي تمنح المقاومة لمضادات β-lactamasesانزيم البيتا لاكتاميز  :انزيمات المقاومة مثل

البيتا لاكتام، والانزيمات التي تمنح المقاومة لمضادات الكوينولونات والامينوكلايكوسيـد 

aminoglycosides (Kumar et al., 2013 ;Bush & Bradford, 2016).  وتمتلك

 امتصاص الحد من :ليات أخرى تمكنها من مقاومة المضادات الحياتية مثلآ E.coliبكتريا 

 ,. Randall et al)  دفقال و مضخات ،للدواء الهدف موقع وتغيير ،، وتعطيل الدواءالعلاجات

2013 ; Blair et al .,  2014 ; Jo et al .,  2017)  

ولا  E.coli بكتريامراض التي تسببها لكها المضادات الحياتية لعلاج الأليات تسآتوجد عدة 

 :ثلم كتيريةجدار الخلية الب تصنيعدوية التي تمنع ومنها الأ ،تهاب المسالك البوليةلإسيما 

المضادات عائلة  :مثل الخلية الأدوية التي تزيل استقطاب غشاء، وβ-Lactamsعائلــــــــة 

دوية أ :مثل يالبروتين البكتير تصنيعالأدوية التي تمنع ، وLipopeptides الببتيدية الحياتية

Tetracyclines وChloramphenicol الأدوية التي تمنع المسارات الأيضيةوغيرها، و 

 الحمض تصنيعالأدوية التي تثبط ، و Trimethoprimو  Sulfonamides :مثل البكتيرية

                                         Quinolonesالكولينولونات :مثل النووي البكتيري

  (Adams et al .,  2021 ; Lyu et al .,  2016). 

انزيمي  تثبيطللبكتيريا عن طريق  DNA الحمض النووي تصنيعالكولينولونات تمنع 

topoisomerase IV   وDNA gyrase ، عملية م يتنظفي  اً رئيسي اً يلعبان دورهذان الإنزيمان

ة بمواقع ، و ترتبط هـذه المضادات الحياتيDNA لتصنيعالمطلوب  للكروموسومات اللف الفائق

 .topoisomerase IV (Aldred et al .,  2013)و  DNA gyraseربط الانزيم المستهدفة 

 ,. Pham et al)هم العلاجات التي تستهدف تعطيل هذه الانزيمات من أالكينولونات وتعد 

أو  GyrAوحدتين من ] فرعيةالوحدات حيث تستهدف الكوينولونات بشكل رئيسي ال   (2019

ParC حدتين ووGyrB أو ParE] نزيمي الجايريز والتوبو لأIV ، نقل  لهذه الأنزيماتيمكن

 تشكيلبلكينولونات ل يسمح من ثمَّ و؛ المزدوج إلى منطقة أخرى  DNAشريط منطقة واحدة من 

 replication forks حركة شوكات النسخ المعقداتتمنع هذه  ، DNAمعقدات انزيمية مع 

  .(Tang & Zhao,  2023) بالتالي تمنع نمو البكتيريا transcriptionعملية النسخ و
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ب لونات عن طريق تكوين طفرات في التركيوعلى مقاومة الكوين  E.coli بكترياوتعمل 

هذه الوحدات لبالمواقع الفعالة الكينولونات ، حيث ترتبط  gyrBو  gyrAالجيني للوحدات الفرعية 

 gyrAفي  حدوث طفرات فإنَّ ة وبالتالي الأمينيفرعية وتكوين معقدات مع بعض الأحماض ال

 ،ناتكوينولة التي لها القابلية على الارتباط بالالأمينييؤدي الى تغير في الأحماض  ؛ gyrBو

  .gyrase (Spencer & Panda, 2023)تعطيل عمل  أنهَّاوتكوين المعقدات التي من ش

  Asp426 :لارتباط الكوينولونات هماموقعان  E.coli بـ الخاص gyrBيوجد داخل جين 

 ة مشحونةسلاسل جانبيالتي لها  gyrAة في الأميني، وكما هو الحال في بقايا الأحماض Lys447و

مض الحبـ aspartic acid (Asp)اسبارتك اسد  الحمض الامينياستبدال  فإنَّ بنفس الشحنة 

 lysine  (Lys)ن الحمض الاميني اللايسياو استبدال  asparagine (Asn)  الاميني اسباراجين

ية التي يمنح البكتريا مقاومة للأدو glutamic acid (Glu)الحمض الاميني الكلوتامك اسد بـ

 .Lys  (Finstad , 2022)و  Asp بالاحماض الامينية ترتبط

  :هداف البحثأ

دة مقاومتها وزيا ،بإصابات المسالك البولية  E.coliبالنظر للدور الذي تلعبه بكتريا 

، و لأهمية توفير علاجات فعالة للحد من الإصابات وتقليل مقاومة البكتريا للمضادات الحياتية

 Escherichiaدراسة جزيئية عن بكتريا  جراء إلذا هدفت هذه الدراسة الى  ؛للمضادات الحياتية

coli الكيونولونات  ةالحيوي مقاومة للمضاداتوال ،المسببة لالتهاب المسالك البولية

Quinolones)الرايبوزي ( المثبطة لتصنيع الحامض النووي DNA،  ومحاولة ايجاد بدائل

وذلك عن طريق  ؛كثر فعالية للحد من انتشار البكتريا المرضية ذات المقاومة العالية أعلاجية 

 : تيةتحقيق المحاور الآ

من التهاب ون نالمرضى الذين يعا درارإمن عينات  E.coliعزل وتشخيص بكتريا  .1

يع املمججراء اختبار الحساسية إو ،لزرعية والكيموحيويةاالمسالك البولية بالطرق 

 .مختلفة من المضادات الحياتية

 gyrB (gyrB multiple لجين المتعدد التسلسلات اصطفافو ،التسلسلي جراء التحليلإ .2

Sequence Alignment )شعار توليدو ،المحلية مع العزلات العالميةت للعزلا 

 .(Sequence logo generation)التسلسل 

 .لميةللعزلات المحلية مع العزلات العا gyrB للجين الوراثية الشجرة جراء تحليلإ .3

 . gyrB جين في ATP ربط جيب تحديدو gyrB لجينالابعاد  ثلاثي شكلرسم  .4

  ، لبعض المركبات الكيميائية المقترحة(Molecular Docking ) الجزيئي جراء الرسوإ .5
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 المراجعاستعراض  – 1 

 Enterobactriaceae  العائلة المعوية 1 -1

داخدددددل الأمعددددداء لددددددى البشدددددر  (Enterobactriaceae ) تسدددددتوطن العائلدددددة المعويدددددة

ذات  ندددواع البكتيريدددةمجددداميع كبيدددرة ومتنوعدددة مدددن الأوتضدددم  ،والحيواندددات علدددى حدددد سدددواء

كثددددر العددددزلات التددددي يددددتم التعامددددل معهددددا سددددريرياً فددددي أالخصددددائص المختلفددددة، وتعددددد مددددن 

 .(Procop et al., 2020) المستشفيات 

والعمليات الايضية بأربع صفات  التركيبحيث من ،فراد هذه العائلة بصفاتأيشترك 

لا يحتوي أي منها على  ،جميعها تخمر الجلوكوزو ،رئيسية : جميعها لاهوائية اختيارية

cytochrome c oxidase  أنهَّااي oxidase-negative،  واخيراً تختزل النترات إلى النتريت

وبهذه الصفات الاربعة يمكن تمييز البكتريا المعوية عن غيرها  .كجزء من عمليات توليد الطاقة

 .)Levinson, 2018(  گراممن العصيات السالبة لصبغة 

ويتم العثور عليها بشكل طبيعي في  ،البكتيريا المعوية في جميع أنحاء العالم تنتشر

الأشجار وفي  ،النباتات المزهرة ،الحبوب ،الخضروات ،البيض ،اللحوم ،الفواكه ،المياه ،التربة

لقدرتها على ؛استهدفت الدراسات هذه العائلة  ،ضافةً إلى الإنسانإالحيوانات من الحشرات 

، تكاثرهاوأهميتها الاقتصادية، فضلاً عن سرعة  ،مراض لدى الانسان والحيوانحداث الأإ

فراد هذه العائلة أالعديد من  دّ ويع ،، وسهولة التلاعب الجينيوقدرتها على النمو في أوساط محددة

الإسهال  مرض :من الأمراض مثل اً واسع  اً مراض للإنسان، اذ تسبب طيفأمسببة 

((diarrheal،  تسمم الدم(septicemia)،  أمراض الجهاز التنفسي(respiratory 

diseases)،  التهابات الجروح والحروق((wound and burn infections،  والتهابات

 meningitis  (Brenner))والتهاب السحايا  ،(urinary tract infections)المسالك البولية 

), 2015Farmer& .  
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  Escherichia coli                         بكتريا الاشريشيا القولونية        1-1-1

فراد العائلة المعوية وتعيش مع المضيف البشري بعلاقة تعايش وتبادل أهم أتعد من 

( في الجهاز الهضمي البشري Normal floraتوجد بشكل طبيعي ) .(Dicks ,2018منفعة )

وعادة ما تستعمر الجهاز الهضمي للأطفال الرضع في غضون  ،وتحديدا في منطقة القولون

في  أنهَّالا إ ،راضمنادراً ما تسبب الأ E.coliبكتريا الرغم من أن وبساعات قليلة بعد الولادة، 

بعض  فإنَّ  ،بعض حالات نقص المناعة أو عندما يتم اختراق الحواجز المعدية المعوية الطبيعية

وتتسبب بمجموعة واسعة من الأمراض عن طريق اكتساب  ،هذه البكتريا تتكيف لتكون ممرضة

 .( et alLiu., 2020 عوامل ضراوة محددة  )

تسبب المرض لدى البشر، ستة منها  E.coli لبكترياوقد تم وصف ثمانية أنماط مرضية 

  -:الأنماط الممرضة المعوية الستة، و تشمل  E.coliIntestinal pathogenic( IPEC)معوية 

 . E.coliEnteropathogenic  (EPEC)اشريشيا القولون الممرضة للأمعاء      .1

 . E.coliEnterotoxigenic  (ETEC)اشريشيا القولون السامة للأمعاء             .2

 .  E.coliEnteroaggregative  (EAEC)اشريشيا القولون الامعائية التكتلية     .3

 . E.coliEnteroinvasive  (EIEC)اشريشيا القولون الغازية للأمعاء              .4

 . E.coliDiffusely adherent  (DAEC)اشريشيا القولون الملتصقة بالامعاء   .5

 . E.coliEnterohaemorrhagic  (EHEC)اشريشيا القولون النزفية للأمعاء     .6

) E.coliExtraintestinal pathogenic( نماط الممرضة خارج المعوية وتشمل الأ  

)ExPEC(  تكون مسببة لأمراض المسالك البولية(UPEC)  )E.coliUropathogenic ( و ،

   (E.coliassociated -Meningitis(  NMEC)(المسببة لالتهاب السحايا 

)2019 ,.et alVan Hoek ( . 

، ) opportunistic pathogen(من البكتريا الانتهازية الممرضة   E.coli بكترياتعد 

مراض ومنها التهاب فضلا عن العديد من الأ ،diarrheal diseasesسهال حيث تسبب الإ

 أنهَّاحيث بإمك ،من اصابات المسالك البولية %90اذ تسبب حوالي  )UPEC(المسالك البولية 

ناث شيوعاً في الإكثر ألمسالك البولية والمثانة و تكون الانتقال بسهولة من منطقة الشرج الى ا

 .)Levinson, 2016( مرة  14منها في الذكور بحوالي 
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غير مكونة للأبواغ، تستخدم الأسواط  ،گرامبكتيريا سالبة لصبغة   E.coli بكترياتعد 

 ،ذ تظهر مستعمرات مسطحة رطبةإمستعمرات محدبة ذات سطح أملس و عادة ما تشكل  للتنقل

ووردية  ،(Capsule)غير مخاطية وقد تكون مخاطية عند امتلاكها للمحفظة ، ذات حواف حادة

، بينما تبدو خضراء معدنية ذات لمعان )  (MacConkey agarماكونكي وسط الاللون في 

مخمرة لسكر  ،Eosin Methylene Blu (EMB)) )إيوسين ميثيلين الأزرق وسط ملون على 

وغير مخمرة لسكر السليلوبايوز  sorbetoleوسكر السوربيتول  ramenoseالرامنوز 

cellulobios.  بكتريا تعد درجة الحرارة المثلى لنموE.coli  ودرجة الحموضة  ˚م37 ــ 36هي

بينما لها ، كسيداز واليوريازونتيجة سلبية لاختبارات الأ  E.coli بكترياتعطي  و ،9 – 4.4

معظم السلالات تعطي نتيجة  فإنَّ نتيجة إيجابية في اختبار الكاتليز، أما بالنسبة لاختبار الإندول 

 ,.Wanger et al., 2017 ; Riedel et al) ولا تنمو بوجود سيانيد البوتاسيوم ،إيجابية

2019) . 

 E.coli                            Epidemiology of E.coliوبائية بكتريا    1-1-1-1

واحدة من أكثر أنواع  Urinary tract infection (UTI)تعد التهابات المسالك البولية 

وتكون  .مليون حالة سنوياً  150تقارب  اذالبكتيرية شيوعاً في جميع أنحاء العالم،  الاصابات

من النساء من  %50اذ يعاني ما يقرب من  ،معدلات الاصابة لدى النساء اعلى منها عند الذكور

و تصنف اصابات المسالك البولية الى  .التهاب المسالك البولية مرة واحدة على الأقل في حياتهن

ونادراً ما تسبب  ،معقدة أو غير معقدة على أساس نوع وبروتوكول العلاج المعطى للمريض

كن علاجها بالاعتماد على الاستجابة اصابات المسالك البولية غير المعقدة أي ضرر جسيم ويم

بينما ترتبط اصابات المسالك البولية المعقدة  ،ويةالمناعية او استخدام بعض المضادات الحي

والفشل الكلوي  ،انسداد المسالك البولية واحتباسها، وتثبيط المناعة :بتشوهات المسالك البولية مثل

 .) et alMann. ,2017 (وقد يؤدي الى اصابات مزمنة   ؛ مما يتطلب علاجاً طويلاً 

هندداك مجموعددة مددن مسددببات الأمددراض )موجبددة وسددالبة  ،E.coli بكتريددابالإضددافة الددى 

 Proteusتكــــددـون مسددؤولة ايضدداً عــــددـن اصدابات المسددالك البوليددة،  مثـددـل :   (گددراملصدبغة 

mirabilis، Klebsiella pneumoniae ،Staphylococcus saprophyticu،  و

Enterococcus faecalis (Schulz, 2011; Flores-Mireles et al., 2015; Su & 

Lv, 2016) . 

مع تقدم العمر  E.coliبكتريا يزداد خطر الإصابة بالتهاب المسالك البولية الناتجة عن 

وكذلك العمليات  ،والتي بدورها تؤدي إلى خلل في وظائف المثانة ،بسبب التغيرات الفسيولوجية
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التهاب المسالك  فإنَّ ونتيجة لذلك،  ؛الجراحية و القسطرة البولية ايضاً تزيد من خطر الاصابة

-30يصل معدل الإصابة به من اذ البولية هو الاصابة البكتيرية الأكثر شيوعاً لدى كبار السن، 

 Bonten et) عاماً  90-60شخص بين الأشخاص الذين تتراوح أعمارهم بين  1000لكل  100

al., 2021). 

 E.coli            E.coli for Virulence factors بكترياعوامل ضراوة ل  1-1-1-2

 الاوليات هي جزيئات خاصة تنتجها وتطلقها البكتيريا اوالفطريات او الضراوةعوامل 

(Protozoa) جينات محددة موجودة على  بوساطةيتم تشفير هذه العوامل  .الفيروسات او

في  transposonsأو  plasmidsالكروموسوم أو العناصر الوراثية المتنقلة مثل البلازميدات 

  .(Alegbeleye et al., 2018)مسببات الأمراض البكتيرية 

له آليات إمراضية مميزة وملف تعريف محدد لعوامل  E.coli بكترياكل نمط مرضي ل

مجموعات جينية محددة. قد تقوم الجينات المرتبطة بالأمراض  طةبوسامشفر الضراوة ويكون 

 ،(attachment)والارتباط  ،(invasion)والغزو  ،(adhesion)الالتصاق  :بتشفير أنشطة مثل

، والانشطة السمية ((motilityوالحركة  ،(iron uptake systems)وانظمة امتصاص الحديد 

(toxin activity).  و من الجدير بالذكر أن الأنماط المرضية المعوية وخارج الأمعاء المختلفة

 .(Mainil, 2013)  نفس عوامل واستراتيجيات الضراوة تشترك في E.coliبكتريا لعزلات 

من استعمار الأنسجة المضيفة والاستمرار في  E.coli بكترياضراوة تكمن عوامل 

الى  E.coliو يمكن تقسيم عوامل الضراوة للـ  .مواجهة دفاعات الجهاز المناعي للمضيف بكفاءة

مجموعتين : عوامل الضراوة المرتبطة بسطح الخلايا البكتيرية وعوامل الضراوة التي يتم 

 .(Bien et al., 2012)إفرازها وتصديرها إلى المضيف 

  :  عوامل الضراوة المرتبطة بسطح الخلايا البكتيرية 1-1-1-2-1

تشمل عوامل الضراوة المرتبطة بسطح الخلايا البكتيرية عدد الأنواع المختلفة من 

 F1C و  Type 1 fimbriae، P Fimbriae، S Fimbriae :العضيات اللاصقة مثل

Fimbriae التي تعزز الارتباط البكتيري بالأنسجة المضيفة .(Kudinha et al., 2012) 

التي توفر  Lipopolysaccharideو  Flagella))، الاسواط (Capsule)وكذلك المحفظة 

 & E.coli (Pichon et al., 2009 ; Miajlovicبكتريا الحماية والحركة وسمية 

smith, 2014 ; Valvano, 2022). 
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  : عوامل الضراوة التي يتم إفرازها وتصديرها إلى المضيف 1-1-1-2-2

، والتي  Proteaseوانزيم ((Toxinsالسموم  :مواد مثل E.coli بكترياتفرز العديد من 

احداث الاصابة والالتهاب عن طريق إتلاف أنسجة المضيف أو عن طريق تعطيل  أنهَّامن ش

        الجهاز المناعي للمضيف وتعزز من بقائها وزيادة المقاومة لدفاعات المضيف

Enrico, 2019 ; Ramírez & Eckhard, 2022).) 

 E.coli                                   Pathogenicity of E.coliبكتريا إمراضيه  1-1-1-3

على عوامل الضراوة  بناءً  ،لإحداث المرض قدرة البكتريا أنهَّامراضية على تعُرف الإ

هي كائنات غير ضارة  E.coliبكتريا معظم سلالات  نَّ إ ،مة التي تمتلكها تلك البكترياوالمقاو

كونت سلالات مسببة للأمراض بالنظر  E.coliبكتريا  فإنَّ ومع ذلك،  ،ونادراً ما تسبب المرض

                  لما تمتلكه من عوامل ضراوة وقدرتها على مقاومة المضادات الحياتية

(Lindstedt et al., 2018). 

 -:  E.coliبكتريا مراض التي يمكن ان تسببها هم الأأومن 

 Enteric or diarrheal diseases                الأمراض المعوية او الاسهال 1-3-1-1-1

معوية تتراوح أعراضها من الإسهال  أمراضاً   E.coliبكتريا  تسبب بعض عزلات

 ،(hemorrhagic colitis)يد دإلى التهاب القولون النزفي الش watery diarrhea))المائي 

 ،EPEC، ETECالمعوية بالسلالات الستة الممرضة   E.coliوترتبط اصابات بكتريا 

EAEC، EIEC ،DAEC  وEHEC  ًلبكتريامعظم حالات الإسهال  ،والتي تم ذكرها سابقا 

E.coli   سببها سلالةETEC (95%   في جميع أنحاء   380الى  154حوالي من )العالممليون، 

اذ يرتبط تنوع الاصابات وشدتها على  ،) et alPires., 2015(خرى وبنسبة اقل للسلالات الأ

تؤثر على مجموعة واسعة من العمليات الحياتية داخل والتي  ،عوامل الضراوة لكل سلالة منها

ونقل الإشارة، وظائف الهيكل الخلوي، وانقسام الخلايا،  ،خلية المضيف، منها تصنيع البروتينات

والتأثير على وظيفة  ، (apoptosis)وإفراز الأيونات، والنسخ، وموت الخلايا المبرمج 

 )Michaud , 2007 ; -on & DarfeuilleRolhiبالإضافة إلى السموم .الميتوكوندريا

.Gaytán et al., 2016)  

والغزو   سم الالتصاقأخصائص التهابية معوية تعُرف ب E.coliبكتريا تنتج 

(adherent and invasive) ،  وكذلك لها القدرة على انتاج سموم((Shiga toxins   

(Rivas  et al., 2016).  بكتريا تنتجE.coli   نوعين من السموم المعويةenterotoxins، 
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و  ، (heat-labile enterotoxin)والتي تكون بنوعين : السموم المعوية المتغيرة بالحرارة 

ما يمكنها من التهرب من  ، (heat-stable enterotoxin)السموم المعوية الثابتة بالحرارة 

بالإضافة إلى التسبب  .(Levinson, 2016) ويتسبب ايضاً في تلف المضيف ،دفاعات المضيف

 bloody)من الإسهال، يمكن لهذه السلالات أن تسبب إسهالاً دموياً  البسيطةنواع في الأ

diarrhea)  "او ما يعرف بـ "التهاب القولون النزفي(hemorrhagic colitis)،  وقد يتطور

السن( الى مضاعفات مستوى الإصابة لدى بعض المرضى )خاصة الأطفال الصغار وكبار 

                        ـةالدم اليوريمي مة انحلالسريريـة أكثر خطورة تعُرف بإسم متلاز

hemolytic uremic syndrome))  (Arenas-Hernández et al., 2012).   

مما يؤدي الى فقدان السوائل   ،ويمكن أن تسبب هذه السلالات في بعض الحالات  إسهالاً حاداً  

ترتبط تلك السلالات بظهارة الأمعاء الدقيقة باستخدام  اذ ،بشكل كبير وحدوث جفاف الشديد

            مجموعة واسعة من المواد اللاصقة، المعروفة بإسم عوامل الاستعمار 

Colonization factors)) (Torres, 2017). 

 Septicemia\Menengitisالتهاب السحايا  / تسمم الدم   2-3-1-1-1

تسمم الدم / التهاب السحايا، يتم تعريفه بأنه نمو العامل الممرض في الدم أو السائل 

في ستينيات  .(Hallmaier-Wacker et al., 2022) (cerebrospinal fluid )النخاعي 

 ،السبب الأكثر شيوعاً لتسمم الدم البكتيري انهاعلى   E.coli بكتريا تم تشخيصالقرن العشرين، 

 الإلتهابسبب ايضاً ت هَّاإنَّ وتسمم الدم لدى حديثي الولادة  E.coliبكتريا بالإضافة الى تسبب 

التهاب وتنخر في الانسجة  ،التهاب الصفاق ،التهاب الأقنية الصفراوية ،التهاب المرارة ،الرئوي

 ,Bodilsen et al., 2018 ; Ferrieri & Wallen)صل التهاب العظم والتهاب المفا ،الخلوية

2018). 

  Urinary tract infectionصابة المسالك البولية  إ 3-3-1-1-1

تعد اصابات المسالك البولية ثاني أكثر أنواع الاصابات انتشاراً )بعد اصابات الجهاز 

الأمراض ( إلى وجود ونمو وتكاثر مسببات UTIوتشير اصابات المسالك البولية ) ،التنفسي(

الميكروبية داخل أي عضو يشكل الجهاز البولي، بما في ذلك الكليتين والحالبين والمثانة الواحدة 

من  %50من حالات الاصابة و %85-80 ما يقارب E.coli بكترياتسبب  اذ ،والإحليل

 - 60تزيد نسبة الاصابة عند النساء بنسبة كبيرة ما يقارب  ،الاصابات المكتسبة في المستشفيات
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صابة واحدة على الأقل خلال إمن النساء سيعانين من  %50إلى  40ما لا يقل عن وان  ،84%

  .(Okojie & Omorokpe, 2018)حياتهن 

المسبب الرئيسي لهذا النوع من الاصابات لما تمتلكه من قدرة  (UPEC) ةو تعد سلال

تمكنها من الانتقال من الجهاز  ،وعوامل ضراوة  وسرعة انقسامها خلال الاصابات البشرية

الهضمي الى المنطقة المحيطة بالإحليل ثم  الإحليل، والمثانة، والحالب، والكلى وقد تصل الى 

 .(Sojo-Dorado et al., 2022)مجرى الدم  

بإستعمار البكتريا  ،(1-1)كما مبين في الشكل  ،يبدأ التهاب المسالك البولية السفلية

ثم يليه تسلل  ،للمنطقة المحيطة بالإحليل عن طريق التلوث البرازي من الجهاز الهضمي

الالتصاق بسطح المثانة والتفاعل مع نظام الدفاع عن البكتيريا عبر مجرى البول إلى المثانة و 

تيرية داخل الأجتياح )الغزو(  والتضاعف عن طريق تكوين مستعمرات بك ثم ،ظهارة المثانة

 ؛ (Biofilm الغشاء الحيوي)تكوين و  الخلايا في المثانة والتواجد في مجرى البول الأساسي

مما يسبب التهاب المثانة. قد يتطور التهاب المثانة الذي لم يتم علاجه إلى التهاب المسالك البولية 

عندما تصعد البكتيريا إلى  ،(pyelonephritis)العلوي، الذي يسمى التهاب الحويضة والكلية 

استعمار ويؤدي الى  ؛الحالب وتدخل إحدى الكليتين أو كلتيهما، ويتطور التهاب الحويضة والكلية

فــي بعـــض  (bacteremia) الكلى وتلف الأنسجة المضيفة مـــع زيادة خطر تسمم الدم

 .(Terlizzi et al., 2017 ; Guiral Vilalta, 2018 ; Forsyth et al., 2018)الحالات 

 

الالتصاق،   ،الصعود الى تجويف المثانة ،صابة المسالك البولية : الانتشارإ( : يوضح مراحل 1-1الشكل )

التسبب في تسمم وتحلل  ،الانتقال الى الكليتين والحالب ،الاجتياح والتضاعف داخل الخلية وتكوين المستعمرات

 .(Glover et al., 2014)  الدم
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 للمضادات الحياتية E.coli بكتريامقاومة  4-1-1-1

 of E.coli   resistance Antimicrobial 

 او مركبهو مادة و مصطلح "المضاد الحيوي" (S. A. Waksman)واكسمان رّف عَ 

تنتجها الكائنات الحية الدقيقة، ولها القدرة على تثبيط نمو وتدمير البكتيريا والكائنات الحية الدقيقة 

نوية طبيعية او مصنعة، تنتجها وهي عبارة عن نواتج ايضية ثا ،(Mohr, 2016) الأخرى

حياء المجهرية وتستهدف الأ (،(stationary phaseحياء المجهرية في طور الثبات الأ

خرى او مثبط للأحياء الأوقد تكون ذات طيف واسع او محدود حيث يكون تأثيرها قاتل  ،رىخالأ

(Ali and Ratcliffe, 2018).  

 Antimicrobial Resistance (AMR)وتعرف مقاومة البكتريا للمضادات الحياتية 

القدرة على الاستمرار والنمو في بيئة محددة مع الأخذ في الاعتبار متغيرات مختلفة  أنهَّاعلى 

درجة الحرارة، وظروف الرقم الهيدروجيني وكذلك تركيز المضادات الحياتية   :مثل

Dadgostar, 2019)). المضادات الحياتية ضرورية للوقاية من الالتهابات البكتيرية  دّ تع

استخدام المضادات الحياتية يمكن أن يسبب ظهور وانتشار مقاومة لتلك  فإنَّ ومع ذلك،  ،وعلاجها

 .(Kaesbohrer et al., 2012)المضادات في البكتريا الممرضة 

سنوياً في جميع أنحاء العالم ألف شخص يموتون  700تشير التقارير إلى أن أكثر من 

بسبب الاصابات الناتجة عن الممرضات المقاومة للمضادات الحياتية، ومن المتوقع أن يصل هذا 

وفيما  ،م ما لم يتم تنفيذ سياسات وإجراءات لمعالجتها2050 ماملايين بحلول ع 10 العدد إلى

 عام ملايين شخص حياتهم بحلولفمن المتوقع أن يفقد أكثر من ثلاثة  ،E.coli بكتريايتعلق ب

نواع أتتمتع بعض  اذ ،يويةضادات الحالمقاومة للم E.coliبكتريا بسبب سلالات  م2050

 ,O'Neill) وكذلك قدرتها على اكتساب آليات مقاومة جديدة ،البكتريا بالآليات الفطرية للمقاومة

.2016 ; Da Silva & Domingues,  2016)  

في حين أن  ،(penicillins) تتحلل بسهولة، مثل البنسليناتبعض المضادات الحياتية 

والتتراسيكلينات  (fluoroquinolones)مثل الفلوروكينولونات  ،أكثر ثباتاً يكون بعضها الآخر 

((tetracyclines مما يسمح لها بالبقاء لفترة أطول في البيئة والانتشار بشكل أكبر والتراكم  ؛

 . (Larsson, 2014)بتراكيز عالية 

 ولمقاومة المضادات الحياتية عدة انماط :
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 أنهَّا: وتعرف على  Multidrug resistant (MDR)المقاومة للأدوية المتعددة  .1

أو أكثر من  فئات ةعدم الحساسية المكتسبة لعامل واحد على الأقل من ثلاث

 .المضادات الحياتية

:   Extensively drug-resistant (XDR)المقاومة للأدوية على نطاق واسع  .2

عدم الحساسية لعامل واحد على الأقل في جميع فئات المضادات  أنهَّاوتعرف على 

الحياتية بإستثناء إثنتين أو أقل )أي ان العزلات البكتيرية تظل عرضة لفئتين أو 

 .إثنتين فقط من المضادات الحياتية(

عدم  أنهَّا: وتعرف على  Pandrug-resistant (PDR)المقاومة للأدوية الشاملة  .3

 ,.Basak et al)الحساسية لجميع العوامل في جميع فئات المضادات الحياتية 

2016) 

مستودعاً رئيسياً لجينات المقاومة التي قد تكون مسؤولة عن  أيضاً  E.coliبكتريا تمثل 

عداد كبيرة ومتزايدة من جينات المقاومة في عزلات ألقد تم تشخيص  ،فشل العلاجات المستخدمة

كمتبرع ومستقبل لجينات  E.coliبكتريا اذ تعمل  ،خلال العقود الماضية E.coli بكتريا

نقل  و يمكنها أيضاً  ،يمكنها اكتساب جينات المقاومة من البكتيريا الأخرى ،المقاومة، وبالتالي

ويمكن ان تحصل  .(Poirel et al., 2020) جينات المقاومة الخاصة بها إلى البكتيريا الأخرى

 :العناصر الوراثية المتنقلة مثل عن طريقالبكتريا على مقاومة للمضادات الحياتية المتعددة 

 .(Rasheed et al., 2014) (transposons )الجينات القافزة و  (plasmids)البلازميدات 

للمضادات الحياتية إلى جعل علاج التهابات  E.coliبكتريا يمكن أن تؤدي مقاومة 

 .(Shankar & Balasubramanium, 2014)المسالك البولية المعقدة أكثر صعوبة  

 تستخدم البكتيريا استراتيجيتين وراثيتين رئيسيتين لمقاومة المضادات الحياتية :

إحدى الآليات  ساطةتتم بو ،عمل المضاد الحيويالطفرات في الجينات المرتبطة بآلية  .1

 :تيةالآ

 تحويرات )تغيرات( في هدف المضاد الحيوي )مما يقلل من تقبل الدواء(. .أ

 تقليل امتصاص الدواء عن طريق إجراء تغييرات في نفاذية الخلايا البكتيرية. .ب

 رية.الإفراط في التعبير عن آليات التدفق لقذف الجزيء الضار من الخلية البكتي .ج
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 horizontalنقل الجينات الأفقي  عن طريقلجينات مقاومة  (DNA)اكتساب تشفير  .2

gene transfer (HGT) ،  ثلاث  عن طريقوتكتسب البكتيريا المادة الوراثية الخارجية

 :(2-1، كما في الشكل )آليات

وهي الطريقة  ،: الدمج الطبيعي للحمض النووي (Transformation)التحول  .أ

عدد قليل من الأنواع البكتيرية فقط لها القدرة على دمج الحمض  ،HGTالتقليدية لـ 

 النووي بهذه الطريقة لاكتساب الجينات المشفرة لآليات المقاومة.

: يتم إدخال الحمض النووي المكتسب إلى البكتيريا عن Transduction))النقل  .ب

 .ائعة لنقل المواد الوراثية في المختبروهي طريقة ش ،(phages)طريق العاثيات 

: هو الاستراتيجية الأكثر شيوعاً لنشر آليات مقاومة   (Conjugation)الاقتران .ج

 بوساطةويحدث بعد الاتصال من خلية إلى أخرى  ،المضادات الحياتية في البكتيريا

 ,.Manson et al)التي تنتجها الخلية المانحة التي ترتبط بالخلايا   (pilus)الشعرة 

2010 ; Brolund, 2014 ; Munita & Arias, 2016) 

 

 .(Liu et al., 2022)  في البكتيريا HGT( تمثيل تخطيطي للآليات الرئيسية لـ 2-1شكل رقم )

تظهر البكتريا عدداً من آليات المقاومة للمضادات الحياتية بعد انتقال جينات المقاومة 

 اليها وكما يلي :

 Limiting drugs absorptionالحد من امتصاص العلاجات                      1-4-1-1-1

هناك اختلاف طبيعي في قدرة البكتيريا على الحد من امتصاص العوامل المضادة 

في البكتيريا سالبة  lipopolysaccharide (LPS)اذ يوفر هيكل ووظائف طبقة  ،للميكروبات

وهذا يمنح تلك البكتيريا مقاومة فطرية  ،حاجزاً أمام أنواع معينة من الجزيئات گرامال
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وايضاً توجد قنوات تدعى  .(Blair et al., 2014)لمجموعات معينة من المضادات الحياتية 

التي تسمح بالوصول للجزيئات المحبة للماء ولأجل منح البكتريا  (porin channels)بورين 

تحد من  عن طريقهماات الحياتية تعمل البكتريا على مسارين رئيسيين المقاومة ضد المضاد

ؤدي الى زيادة انتقائية ــــحداث طفرات تإو  ،عداد القنواتأامتصاص الدواء هما:  خفض 

(selectivity) ف إنتاج بعض القنوات بالكامــل ـــي بعض الأحيان توقـــوف ،واتــالقن

(Kumar & Schweizer, 2005). 

 Modification of drug targetsتغيير موقع الهدف للعلاج                     1-1-1-4-2

 ،هناك مكونات متعددة في الخلية البكتيرية قد تكون أهدافاً للعوامل المضادة للميكروبات

إحدى  .لتمكين مقاومة ذلك العلاج ،وهناك عدد مماثل من الأهداف التي يمكن للبكتيريا تعديلها

البروتينات  عدادإآليات مقاومة العلاج المستخدمة هي عن طريق التغييرات في تركيب او 

عبارة عن إنزيمات  PBPsو   penicillin-binding proteins (PBPs)المرتبطة بالبنسلين 

سواء  PBPsيؤثر التغيير في عدد  ،في جدار الخلية  peptidoglycanببتيدية تشارك في بناء 

انخفاض في قدرة الإرتباط الطبيعي للأدويــــة التــي يمكــن أن  الى دة او النقصــانفي الزيا

تعمل الببتيدات   .),et al2009 ; Beceiro  Reygaert., 2013( ترتبــط بالمواقع المستهدفــة

أيضاً عن طريق تثبيط  (vancomycinكومايسين انف)مثل ال (glycopeptides)السكرية 

)مثل   (Cycle lipopeptides)الدهنية  الحلقية الخلية، وتعمل الببتيداتتخليق جدار 

غشاء  depolarizing))ة استقطاب ــن طريق إزالـــــ( عdaptomycinالدابتومايسين 

 .) et alRandall., 2013(  ةـــــالخلي

  Drug inactivationالدواء                                                      تعطيل  1-1-1-4-3

هندددداك طريقتددددان رئيسددددديتان تقددددوم بهمدددددا البكتيريددددا بتعطيدددددل الأدويددددة : الاول : عدددددن 

( عبددددارة عددددن β-lactamasesطريددددق التحلددددل الفعلددددي للدددددواء : بإسددددتخدام الانزيمددددات مثددددل )

للددددددواء وتجعلهدددددا مقاومدددددة لدددددبعض  مجموعدددددة كبيدددددرة جدددددداً مدددددن إنزيمدددددات التحلدددددل المدددددائي

  .(Kumar et al., 2013) المضادات الحيوية مثل البنسلينات والسيفالو سبورينات

طريق نقل مجموعة كيميائية إلى الدواء : وهي الأكثر شيوعاً مثل نقل والثاني : عن 

ويعد نقل  ،(adenyl)والأدينيل  (phosphoryl)والفوسفوريل  (acetyl)مجموعات الأسيتيل 

ه يستخدم ضد نَّ أماً، ومن المعروف هو الآلية الأكثر استخدا acetyl))مجموعة الأسيتيل 

 ،chloramphenicol، والكلورامفينيكول aminoglycosidesالأمينوغليكوزيدات 
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من المعروف  fluoroquinolonesوالفلوروكينولونات  ،streptograminsين گراموالستربتو

     aminoglycosidesبشكل أساسي ضد الأمينوغليكوزيدات  ان الفسفرة تستخدم 

(Schwarz et al., 2004). 

 Production of enzymesانتاج الانزيمات                                            1-1-1-4-4

، β-lactamالمضادات الحياتية في هذا المجال هي أدوية  من المجموعة الأكثر استخداماً 

اذ يشترك جميع أعضاء هذه المجموعة الدوائية في بنية أساسية محددة تتكون من حلقة بيتا لاكتام 

التحلل المائي للدواء بوساطة  عن طريق  β-lactamتحدث مقاومة أدوية  اذرباعية الجوانب، 

 .β-lactamase (Pfeifer et al., 2010 ; Bush & Bradford, 2016)إنزيمات 

)التي كانت تسمى في الأصل البنسليناز  β-lactamaseتعمل إنزيمات 

penicillinases  والسيفالوسبورينازcephalosporinases على تعطيل أدوية )β-lactam 

مما يؤدي إلى فتح الحلقة  ،β-lactamعن طريق التحلل المائي لموقع معين في بنية حلقة 

المستهدفة.   PBPة على الارتباط ببروتينات الأدوية ذات الحلقة المفتوحة غير قادر فإنَّ وبالتالي 

 گرامهو آلية المقاومة الأكثر شيوعاً التي تستخدمها البكتيريا سالبة ال β-lactamaseويعد إنتاج 

من الجيل  cephalosporinوالسيفالوسبورين  penicillinوالبنسلين  ،β-lactamضد أدوية 

 .(Bush and Jacoby, 2010) الاول

       Efflux pumps                                       دفقمضخات ال 5-4-1-1-1

تعمل  ،Efflux pumps دفقتمتلك البكتيريا جينات مشفرة كروموسومياً لمضخات ال

تخليص الخلية البكتيرية من المواد السامة، والعديد من هذه  في المقام الأول على دفقمضخات ال

هذه  دفقمعظم عائلات مضخات ال ،المضخات ستنقل مجموعة كبيرة ومتنوعة من المركبات

، عبر الغشاء السيتوبلازمي substratesعبارة عن مضخات إحادية المكون تنقل المواد 

  (Villagra et al., 2012 ; Jo et al., 2017).(3-1الشكل)
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 .)Drug efflux pumps  )2018 ,Reygaert( يوضح مضخات الدفق 1-3شكل رقم )

 العلاجات المستخدمة وآليات العلاج 5-1-1-1

   Treatment mechanisms and drugs used 

 العلاجات المستخدمة :   1-1-1-5-1

فعالاً لعدة  يعد العلاج الروتيني لإصابات المسالك البولية المعتمد على المضادات الحياتية

المزمنة تمثل المشكلة الصحية  ومع ذلك، لا تزال اصابات المسالك البولية ،حالات من الاصابات

سباب هم الأأمن  دّ يع همية. تعاطي المضادات الحياتية المستمر واستعمالها بدون توصيفأكثر الأ

للتطور السريع لمقاومة الأدوية لسلالات من البكتريا المسببة لأمراض المسالك البولية 

(Giancola et al., 2017 ; Terlizzi et al., 2017) . 

سلفاميثوكسازول   ،trimethoprim (TMPتريميثوبريم ) تعدّ في الوقت الحالي، 

(SMX )sulfamethoxazole، ( كوترينوكسازولTMP/SMX )Co-trimoxazole، 

، والجيل الثاني و الثالث من ampicillin الأمبيسلين  ،ciprofloxacinوسيبروفلوكساسين 

لاكتام  –التي تنتمي إلى مجموعة المضادات الحياتية  ، cephalosporinsالسيفالوسبورينات 

lactam antibiotics، وصى بها هي الأكثر استخداماً أثناء علاج التهاب المسالك البولية والم

)هي من  carbapenemsالكاربابينيمات  دّ ضافة إلى ذلك، تعبالإ .UPECطبياً  ضد عزلات 

 اتوالسيفالوسبورين penicillins البنسلينات بالأضافة الى lactam antibioticsمجموعة  

cephalosporins)، إيميبينيم  :مثلimipenem،  إرتابينيمertapenem،  أميكاسين

amikacin،  ونيتروفورانتوينnitrofurantoin،  أفضل المضادات الحياتية المستخدمة
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-UPECs   (Idil et al., 2016 ; Bartoletti et al., 2016 ; Zalewska لـسلالات 

Piątek & Piątek, 2020) 

علاج اصابات المسالك البولية  فإنَّ على الرغم من فعالية العديد من الأنظمة العلاجية،  

المقاومة للمضادات  ((UPECsأصبح صعبا بشكل متزايد بسبب الظهور العالمي لسلالات 

اذ لوحظ زيادة في  .(Bartoletti et al., 2016الحياتية وانخفاض فعالية العلاجات الفموية )

ل ، الكوتريموكسازوampicillinللأمبيسيلين  UPEC))معدلات مقاومة سلالات 

cotrimoxazole السيفالوسبورينات ،cephalosporins،  الأموكسيسيلينamoxicillin ،

 ،cefradineالسيفرادين  ،nalidixic acidحمض الناليديكسيك ،clavulanateالكلافولانيت 

 للأميكاسين  وكذلك ،cefuroxime، والسيفوروكسيم aminopenicillinsأمينوبنسلين 

amikacin نوالسيبروفلوكساسي                                                                     . 

 )2017 ,.et alTerlizzi  ;  2016 ,.et alIdil ;  2015., et alSaha (. 

يحد من استخدامه  (TMP)المقاومة لـ  UPECs)) سلالات  العدد المتزايد من نَّ إ 

وكذلك يتم تقليل الاستخدام العلاجي  ،(SMX)كعلاج فعال بشكل مفرد أو بالاشتراك مع 

)والمستخدمة بشكل خاص لعلاج التهاب الحويضة   fluoroquinolonesللفلوروكينولونات 

( بسبب الزيادة الكبيرة في acute cystitisوالتهاب المثانة الحاد   pyelonephritisوالكلية 

 .UPECs (Zowawi et al., 2015; Idil et al., 2016)مقاومة 

 nalidixic acidوحمض الناليديكسيك  Ciprofloxacin يستخدم السيبروفلوكساسين

  levofloxacinيسُتخدم الليفوفلوكساسين و  ،بشكل متزايد في علاج التهابات المسالك البولية

( بشكل شائع في علاج التهاب الحويضة fluoroquinolones)الذي يعد من الفلوروكينولونات 

)الذي يعد من الفلوروكينولونات  Gatifloxacinك يستخدم جاتيفلوكساسين كذل .والكلية الحاد

fluoroquinolones گرام(  ضد طيف واسع من نشاط البكتيريا الموجبة والسالبة لصبغة 

 Mycoplasmaنشاط ضد الميكوبلازما  Gatifloxacinكما أن للـ   ،وكذلك البكتيريا اللاهوائية

 ; Lee et al., 2006 ; Binesh et al., 2018)  بشكل فعال Chlamydia sppوالكلاميديا 

Cao et al., 2021) 
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 Treatment mechanisms                  آليات العلاج :   1-1-1-5-2

يتم تصنيف الأدوية المضادة للميكروبات إلى مجموعات حسب نوع النشاط المضاد 

 .Reygaert, 2017))تشمل هذه المجموعات و (،1-1)الجدول ، كما موضح في للميكروبات

 Inhibit bacterial cell wall)الأدوية التي تمنع تصنيع جدار الخلية البكتيرية   .1

synthesis). 

 .(Depolarize the cell membrane)  الأدوية التي تزيل استقطاب غشاء الخلية  .2

 Inhibit bacterial protein)  الأدوية التي تمنع تصنيع البروتين البكتيري .3

synthesis). 

 Inhibit bacterial nucleic acid) الحمض النووي البكتيري تصنيعالأدوية التي تثبط   .4

synthesis)  

 Inhibit bacterial metabolic) الأدوية التي تمنع المسارات الأيضية البكتيرية .5

pathways). 

 Reygaert, 2017)مجموعات المضادات الحياتية المستخدمة للعلاج )( يبين آليات عمل الادوية وبعض 1-1جدول رقم )ال

 آلية عمل الدواء

Mechanism of Action 

 مجموعة المضادات الحياتية

Antimicrobial Groups 

 تثبيط تصنيع جدار الخلية

Inhibit Cell Wall Synthesis  

β-Lactams 

Carbapenems 

Cephalosporins 

Monobactams 

Penicillins 

Glycopeptides 

   زالة استقطاب غشاء الخليةإ

Depolarize Cell Membrane  
Lipopeptides 

 تثبيط تصنيع البروتين

Inhibit Protein Synthesis  

Bind to 30S Ribosomal Subunit 

Aminoglycosides 

Tetracyclines 

Bind to 50S Ribosomal Subunit 

Chloramphenicol 

Lincosamides 

Macrolides 

Oxazolidinones 

Streptogramins 

 تثبط تصنيع الحمض النووي 

Inhibit Nucleic Acid Synthesis  

Quinolones 

Fluoroquinolones 

 تثبيط المسارات الأيضية 

Inhibit Metabolic Pathways  

Sulfonamides 

Trimethoprim 
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 .(Chellat et al., 2016والآليات ومسارات اكتساب المقاومة ) ،الحياتية( الأهداف الرئيسية للمضادات 4-1شكل رقم )

 تصنيع جدار الخلية البكتيرية  تمنعالأدوية التي  1-2-5-1-1-1

   Drugs that inhibit bacterial cell wall synthesis 

 ،peptidoglycanهم المكونات الرئيسية لجدار الخلية هي طبقة الببتيدوغليكان أحد أ

-peptide-linked β-(1-4))تتكون من  والتي هي عبارة عن مصفوفة بوليمر متشابكة تساهمياً 

N-acetyl hexamine).  ًتعد القوة الميكانيكية التي توفرها هذه الطبقة من جدار الخلية أمرا 

بالغ الأهمية لقدرة البكتيريا للحفاظ على السلامة الهيكلية للبكتيريا والبقاء في الظروف البيئية 

 .(Kohanski et al., 2010)التي يمكن أن تغير الضغط الأسموزي السائد 

القدرة على تحطيم جدار الخلية اذ  β-lactamبيتا لاكتام الللمضادات الحياتية من فئة 

ببروتينات ربط البنسلين  في بنيتها الجزيئية التي ترتبط تساهمياً  β-lactamتمتلك حلقة 

penicillin binding proteins (PBPs). هذه  نَّ إوPBPs))  تحفزcross-linking  او

transpeptidation  لطبقة الببتيدوغليكانpeptidoglycan في جدران الخلايا البكتيرية، 

المضادات  بوساطة PBPsعندما يتم تعطيل  .البكتيريا بوساطةوالتي يتم إعادة تشكيلها باستمرار 

لطبقة الببتيدوغليكان  cross-linkingالإنزيمات البكتيرية تحلل   فإنَّ  ،β-lactamالحياتية 

peptidoglycan والتي تؤدي الى تحطيم جدار الخلية ،أثناء عملية إعادة تشكيل جدار الخلية 

Sykes & Papich, 2021)). 
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 .من بين أول مضادات الميكروبات التي تم اكتشافها ،β-lactam  وية بيتا لاكتامأد تعُد

من الجيل الثاني  cephalosporins)السيفالوسبورينات  β-lactamأدويـــة بيتا لاكتــــام  ومـــن

 .(Davis et al., 2013 ; Shepherd & Pottinger, 2013)والثالث والرابع( 

هي أعضاء قوية في عائلة لاكتام من مضادات  carbapenemاما الكاربابينيمات 

تستخدم ضد الالتهابات الشديدة  حياتيةالميكروبات التي ترتبط هيكليا بالبنسلينات وهي مضادات 

وإرتابينيم  ،imipenemمثل  إيميبينيم  ،β-lactamasesالناجمة عن البكتيريا المنتجة للـ 

ertapenem ا  ــــوغيره(Patel & Bonomo, 2013). 

ثم  ،أولاً عن طريق اختراق جدار الخلية البكتيرية carbapenemعمل الكاربابينيمات 

اثناء  peptidaseوكذلك تثبيط إنزيم  ،(PBPs)الارتباط بالإنزيمات بروتينات ربط البنسلين 

الذي يعتبر الهدف الرئيسي للكاربابينيمات أثناء تصنيع جدار الخلية  transpeptidationعملية 

وبالتالي يؤدي إلى  ،peptidoglycanالبكتيرية والذي يمنع التصنيع الحيوي للبيبتيدوغلايكان 

 .(Codjoe & Donkor, 2017)موت الخلايا عن طريق التحلل الذاتي داخل الخلية البكتيرية 

 اب غشاء الخليةالأدوية التي تزيل استقط  2-2-5-1-1-1

    Depolarize the cell membrane 

أحد اهداف المضادات الحياتية أن تكون فعالة ضد البكتيريا المقاومة هو غشاء الخلية 

وان أحد الأسباب التي تجعل الغشاء البكتيري هدفاً  .(Teixeira et al., 2012) البكتيرية

 فإنَّ للمضادات الحياتية هو أن الدهون الأنيونية مكشوفة على سطح الأغشية البكتيرية لهذا السبب 

   العديد من المضادات الحياتية كاتيونية بحيث يكون لديها انتقائية أكبر للأغشية البكتيرية

(Alves & Olívia Pereira, 2014). 

رام على حمض گتحتوي الأسطح الداخلية لكل من البكتيريا الموجبة والسالبة لصبغة 

 ،lipopolysaccharide (LPS)والسكريات الدهنية  lipoteichoic acid (LTA)الدهني 

والتي تحمل شحنات سالبة صافية إلى السطح البكتيري، مما يتيح الانجذاب الكهروستاتيكي 

 .(Lyu et al., 2016 ; Gagnon et al., 2017)ات الحياتية الكاتيونية الأولي إلى المضاد
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     الأدوية التي تمنع تصنيع البروتين البكتيري 1-1-1-5-2-3

 Drugs that inhibit bacterial protein synthesis  

اذ يقدددوم الرايبوسدددوم بهدددذه  ،تصدددنيع البدددروتين هدددو عمليدددة أساسدددية فدددي جميدددع الخلايدددا

( mRNAsالمهمدددة عدددن طريدددق ترجمدددة المعلومدددات الوراثيدددة المشدددفرة فدددي الرندددا المرسدددال )

 .(Schmeing & Ramakrishnan, 2009)إلى بروتينات 

وتحتوي الريبوسومات لكل من بدائية النواة وحقيقية النواة على وحدتين فرعيتين بأحجام 

لرايبوسوم بدائيات النواة )الرايبوسوم البكتيري(   S30 و S50تتحد الوحدات الفرعية  .مختلفة

على معدلات الترسيب الخاصة بكل منهما أثناء الطرد  )بناءً  S70لتشكل معاً الرايبوسوم 

خطوات  عملية تصنيع البروتين الى اربع يمكن تقسيم .(Schmeing, 2013المركزي الفائق( )

واعادة  ،((termination الإنهاء ،elongation))الاستطالة  ،((initiationرئيسية : البدء 

 .ribosome recycling)) (Wilson, 2014)تدوير الرايبوسوم 

التتراسيكلين  :مثل (30S)بعض المضادات الحياتية الوحدة الفرعية تستهدف 

tetracyclines  و الامينوكلايكوسايدزAminoglycosides،  اذ يرتبطان بالمواقع المتداخلة

-aaوبالتالي يمنع الترجمة عن طريق منع ربط  ،((decoding centerلمراكز فك التشفير

tRNA بالموقع.(Jenner et al., 2013 ; Polikanov et al., 2014) A   

الكلورامفينيكول  :مثل ،((50Sبينما تستهدف بعض المضادات الوحدة الفرعية 

Chloramphenicol  و الماكروليداتMacrolides،  ترتبط بمركز الببتيديل ترانسفيراز  

Peptidyl Transferase Center مكان تكوين الرابطة الببتيدية وبالتالي يمنع الترجمة  حيث

 .(Marks et al., 2016)للوحدة الفرعية   Aبسبب الارتباط  بالموقع 

 البكتيريةالأدوية التي تمنع المسارات الأيضية  1-1-1-5-2-4

 Drugs that inhibit bacterial metabolic pathways 

تعمددددل هددددذه النوعيددددة مددددن الادويددددة علددددى تثبدددديط مجموعددددة محدددددودة مددددن العمليددددات 

تقدددوم البكتريدددا الممرضدددة بإعدددادة  اذ ،الخلويدددة الضدددرورية أثنددداء النمدددو اللوغددداريتمي للبكتريدددا

لددددعم النمدددو والبقددداء  ATPبرمجدددة شدددبكتها الأيضدددية وموازندددة عمليدددات التصدددنيع الحيدددوي للدددـ 

(Brown et al., 2008 ; Murima et al., 2014). 
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تستهدف هذه الفئة من الادوية تعطيل المسارات الايضية مثل تثبيط انتاج حامض الفوليك 

folic acid))،  والذي يعد ضروري لعمليات التصنيع الحيوي داخل البكتريا(Maynard et 

al., 2018) حمض الفوليك  نَّ إfolic acid  عبارة عن وحدات أحادية الكربون تشارك في

الميثيونين  ،glycineالجلايسين  ،thymidineالثيميدين  ،purinesالتصنيع الحيوي للبيورينات 

methionine  وحمض البانتوثينيكpantothenic acid  في كل من بدائيات وحقيقيات النواة

.(Kompis et al., 2005) 

من  Trimethoprimوالتريميثوبريم  Sulfonamidesادوية السلفوناميدات  دّ وتع

مثلة ن الأوم ،ولا سيما تثبيط تصنيع حامض الفوليك ،الادوية المهمة في تثبيط المسارات الايضية

والسلفاديازين  ،sulfamethazineعلى الأدوية المشتقة من السلفوناميدات : السلفاميثازين 

sulfadiazine والسلفاميثوكسازول ،sulfamethoxazole  وكذلكCo-trimethoprim 

(Sköld & Swedberg, 2017 ; Ovung & Bhattacharyya , 2021). 

 الحمض النووي البكتيري تصنيعالأدوية التي تثبط  1-1-1-5-2-5

 inhibit bacterial nucleic acid synthesis   

للبكتيريا عن   (DNA)تمنع هذه الفئة من المضادات الحياتية تصنيع الحمض النووي 

)اي   topoisomerase type IIطريق تعطيل انزيمات نوع توبويزوميراز من النوع الثاني 

هذان الإنزيمان يلعبان  ،(topoisomerase IVو   DNA gyraseتثبيط النشاط التحفيزي لـ 

في تنظيم عملية اللف الفائق للكروموسومات المطلوب لتصنيع الحمض النووي  اً رئيسي اً دور

DNA))،  ترتبط هذه المضادات الحياتية بمواقع ربط الانزيم المستهدفة لــDNA gyrase  و

topoisomerase IV (Aldred et al., 2013). 

الحمض النووي ]حماض النووية هم في تصنيع الأازيمات التي تسالاختلاف في الإنإن 

بين الخلايا حقيقية النواة وبدائية النواة  [((RNAوالحمض النووي الرايبي  ((DNAالريبوزي 

والذي بدوره  ،السمية للعلاج يساعد على تحقيق هدف المضادات الحياتية عن طريق الانتقائية 

 ويمكن تقسم هذه المضادات الى : ،المضادات الحياتيةهم في تطوير يس

 .(RNAمثبطات الحمض النووي الرايبي ) .1

 .((Ullah & Ali, 2017  (DNAمثبطات الحمض النووي الريبوزي ) .2
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 ( :RNAمثبطات الحمض النووي الرايبي ) 1-1-1-5-2-5-1

انزيم  و( RNAيتداخل هذا النوع من المضادات مع تصنيع الحمض النووي الريبي )

RNA polymerase،  مثلاً ريفامبين rifampin  وهو مثال معروف لعائلة الريفاميسين(

rifamycins) يثبط ،RNA polymerase (RNAP)  عن طريق الارتباط بوحدته الفرعية

(β )منع النسخ بعد تكوين رابطة فوسفوديستر وبالتالي يphosphodiester) bond)  ثانية أو

يمنع مسار عملية  rifampin ريفامبين  نَّ أومن الجدير بالذكر   ،خية النسثالثة في بداية عمل

مثل هذا الوضع يمنع  ،نيوكليوتيدات 3-2اثناء النسخ بمجرد أن يصل حجمها إلى في الاستطالة 

     مما يؤدي إلى موت الخلايا،مما يؤثر على الوظيفة الطبيعية للبكتيريا ،نسخ الجينات

(Adams et al., 2021).  لا ترتبط اختلافات نشاط مضادات الميكروبات في هذه الفئة من

 RNAبموقع الارتباط الخاص بها على گراموسالبة ال گرامالمضادات بالبكتيريا إيجابية ال

polymerase دفقولكنها ترجع إلى عوامل أخرى على سبيل المثال مضخات الefflux) 

pumps)  فيE.coli .(Mosaei & Zenkin, 2020) 

 ( :DNAمثبطات الحمض النووي الريبوزي ) 1-1-1-5-2-5-2

أيضاً   DNA مثل جميع عمليات البلمرة البيولوجية الأخرى يتم تصنيع الحمض النووي

لذلك تستهدف هذه الأدوية المضادة للبكتيريا  ،ءنهَّامراحل البدء والاستطالة والأعن طريق 

ومن  .((DNA Ullah & Ali, 2017  واحدة من هذه العمليات لمنع تصنيع الحمض النووي

 .Quinolones))هي الكينولونات   DNAالتي تستهدف تثبيط تصنيع  مضاداتالهم أ

  Quinolones             الكينولونات 2 -1

عائلة من المضادات الحياتية تم اكتشافها في هي  Quinolones))الكينولونات 

وتتكون بنيتها الأساسية من هياكل ثنائية الحلقة، والأحماض الكربوكسيلية،  ،الستينات

 وهي ،)5-1) )كما موضح في الشكل على التوالي 4و 3ومجموعات الكيتو في الموضعين 

اول مضادات هذه  Nalidixic acidحامض الناليديكسيك  عدّ وي .ضرورية لنشاطها الدوائي

اذ تمت الموافقة على استخدامه كعلاج لحالات التهابات المسالك  ،المجموعة )الجيل الاول(

لاحقاً ازدادت الحاجة إلى  ،في تلك الفترة گرام( التي تسببها البكتيريا سالبة الUTIsالبولية )

 ، E.coli بكترياتطوير علاجات جديدة للإسهال والتهابات المسالك البولية الناجمة عن مقاومة 

  .(Pham et al., 2019)واتجه الباحثين إلى تحسين نشاط وسمية الكينولونات 
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 (Uivarosi , 2013)( يبين تركيب الكينولونات 5 -1الشكل )

( من C-6) 6المستمر للكينولونات إلى استبدال ذرة الفلور بالكربون أدى التحسين 

كان الفلوروكينولون الأول هو  ،Fluoroquinoloneمما ينتج الفلوروكينولون  ،الكينولون

و  ، C-7 الموقع في piperazine ringوكذلك دمج حلقة البيبرازين  ،Flumequine  فلومكين

بدأت فئة  ،)الجيل الثاني( من الكينولونات C-6هذه جنباً إلى جنب مع الفلور  C-7شكلت إضافة 

الذي أثبت فعاليته في  ،norfloxacinالكينولون من الجيل الثاني باستخدام النورفلوكساسين 

ومع ذلك، كان السيبروفلوكساسين  ،علاج التهابات الجهاز البولي التناسلي والجهاز الهضمي

ciprofloxacin الكينولون الأول الذي أظهر نشاطاً اكثر فعالية لدى مرضى السرطان  هو

وعلاج الخط الثاني للكوليرا، فضلا عن استخدامه سريرياً ضد مجموعة من اصابات المسالك 

وايضاً الليفوفلوكساسين  ،البولية و في علاج التهابات العظام والتهاب البروستات وتسمم الدم

levofloxacin، جهد في الكيمياء الطبية مجموعة واسعة من الجيل الأحدث من أنتج هذا ال

الفلوروكينولون )الجيلين الثالث والرابع( التي تتمتع بأطياف نشاط أوسع وفعالية أكبر وانتشار 

هما  ،moxifloxacinوموكسيفلوكساسين  Sparfloxacinسبارفلوكساسين  ؛أقل للمقاومة

والتروفافلوكساسين  ،يالث والرابع، على التولجيلين الثالالمركبان الأكثر شهرة في ا

trovafloxacin  و الجريبافلوكساسينgrepafloxacin خرى التي تعد اقل كفاءة من الفئات الأ

(Ahuja et al., 2012 ; Bonev & Brown , 2019 ; Bush et al., 2020). 

 :  الخواص الكيميائية للكينولونات 1-2-1

)الفلوروكينولونات(  6ربط ذرة الفلور في الموضع  عن طريقحصلت تغييرات كبيرة 

. واستناداً إلى بنيتها الكيميائية، يمكن تقسيم هذه المشتقات 7وحلقة البيبرازين في الموضع رقم 

 أربع فئات: على
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1. Naphtyridine   ويشمل : )حمض الناليديكسيكnalidixic acid،  إنوكساسين

enoxacin،  جيميفلوكساسينgemifloxacin  و توسوفلوكساسين

tosufloxacin .) 

2. Cinnoline  سينوكساسين( : ويشملcinoxacin). 

3. Pyridopyrimidine  ويشمل : )حمض بيبيميديكpipemidic acid  و حمض

  .(piromidic acidبيروميديك 

4. 4-Quinolone ويشمل : )حمض الأوكسولينيك oxolinic acid،  فلوميكوين

flumequine،  نورفلوكساسينnorfloxacin،  سيبروفلوكساسينciprofloxacin، 

سبارفلوكساسين  ،levofloxacinليفوفلوكساسين  ،ofloxacinأوفلوكساسين 

sparfloxacin، )استناداً إلى الطيف المضاد للميكروبات والخصائص  .وغيرها

 Pham et al., 2019)الدوائية، تــــم التعرف علـــــى أربعة أجيال مـــن الكينولونات 

; Măciucă et al., 2020) 

 :   آلية عمل الكينولونات 2-2-1

لقدددد تدددم تفضددديل اسدددتخدام الكينولوندددات كمضدددادات حياتيدددة لأكثدددر مدددن خمسدددة عقدددود 

  ، بسددددبب فعاليتهددددا العاليددددة ونطدددداق نشدددداطها الواسددددع وتوافرهددددا البيولوجيوتركيباتهددددا الملائمددددة

ي اصددددابات ــــددددـالاسددددتخدام فاء ــددددـفضددددلاً عددددن انخفدددداض معدددددلات حدددددوث آثددددار جانبيددددة اثن

   . (Pham et al., 2019)بي المركزي ــــالجهاز الهضمي، و الجهاز العص

يمكن أن تستهدف الكينولونات اثنين من الإنزيمات البكتيرية الأساسية 

topoisomerase IV)  و(DNA gyrase،  وكلاهما يحتوي على أربع وحدات فرعية وحدتين

 لأنزيم ParEو  ParCو وحدتين من   DNA gyrase لأنزيم GyrBو  GyrAمن 

topoisomerase IV ;  يمكن للإنزيمات نقل منطقة واحدة من شريطDNA   المزدوج إلى

لمعقدات تمنع هذه ا DNA,يسمح للكينولونات بتشكيل معقدات انزيمية مع  من ثمَّ و ،منطقة أخرى

بالتالي  و ،transcription))وعملية النسخ  replication forks)) تضاعفال ةحركة شوك

 .(Tang & Zhao, 2023)تمنع نمو البكتيريا  

مما يؤدي  DNA topoisomerase IV و  DNA gyrase انزيميتلتقط الكينولونات 

ومن جانب آخر، يحفز تجزئة الكروموسوم التراكم المفرط للمركبات  ،إلى كسر الحمض النووي

شديدة السمية    Reactive oxygen species( ROS) المرتبطة بأنواع الأكسجين التفاعلية

 .(Drlica et al., 2009) البكتيرية  والتي تعد الأسباب الرئيسية لموت الخلايا
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 تلفاً  DNA double-strand break (DSB)كسر الحمض النووي المزدوج  يسبب

عن  DSBتساهم الكينولونات في  اذمنقوص الاوكسجين،  الريبوزيللحمض النووي مميتاً 

بعد انقسام الحمض النووي  topoisomerase type IIلأنزيمات الإرتباط بالموقع النشط  طريق

الذي يعطل إعادة اتصال  quinolone-enzyme complexالكينولون  –لتشكيل معقد إنزيم 

 .(Wohlkonig et al., 2010)الحمض النووي المتحلل 

وتراكم  ،DNAالتكسير المفرط للـ  ،القاتل لمركبات الكينولون وضعين لتأثير الدواء نَّ إ

مجدداً في  DNAفي حالات معينة يمكن ان يعاد تضاعف   ،السامة بشكل كبير ROSانواع 

وان هذا النوع من التثبيط لا يعني بالضرورة قتل الخلايا  ،الخلية البكتيرية بعد ازالة تأثير الدواء

زالة تأثير الدواء ان تغيير طوبولوجيا الحمض النووي عن إيمكن للإنزيمات بعد  اذ ،بسرعة

، وعبور الأزدواج الآخر )أو منطقة اخرى من نفس الأزدواج(، ثم إصلاح DSBsطريق تقليل 

 .(Drlica & Zhao , 2021) الكسر 

يشير وجود أنماط متعددة لتأثير الدواء القاتل إلى أن تركيز الدواء وزمن الوصول هما 

 طورمثلا عندما يتباطأ ايض الخلية أثناء الجوع أو ،ويجب أخذهما في الاعتبار عاملان مهمان

تكون قاتلة لأعداد كبيرة من البكتيريا  ciprofloxacinادوية مثل سيبروفلوكساسين  فإنَّ الثبات، 

 .(Liu et al., 2012) تحفيز تجزئة الكروموسوم بشكل اكبر عن طريق

 :  Topoisomerase IVانزيم  1-2-2-1

 (type I)إلى نوعين رئيسيين، النوع الأول   ((topoisomeraseتصنيف إنزيماتيتم 

على قدرتها على تقطيع أحد أو كلا  بناءً  ، topoisomeraseمن  type II))والنوع الثاني 

وآليات التفاعل، يمكن تقسيم  لاتثعلى وفق التما ،DNA))شريطي الحمض النووي 

)تشمل  IIAالتوبويزوميراز من النوع الثاني إلى مجموعتين فرعيتين: النوع 

topoisomeraseIV  وDNAgyrase والنوع )IIB  ويشمل(topoisomeraseVI  و

topoisomerase VIII )(Dasgupta et al., 2020). 

، عبارة عن م (1990)عام   E.coli بكتريا تم اكتشافه في topoisomerase IVانزيم 

كيلو دالتونParC (∼ 84  ) يتكون من وحدتين فرعيتين  ،كيلو دالتون )308 ∽ )مركب متغاير

بطريقة  ،خفف الالتفاف الفائقتالتي يمكن أن  ،كيلو دالتونParE (∼ 70  )ووحدتين فرعيتين 

+تعتمد على )
2ATP/Mgهم في ربط مما يس ،موجبةنزيم مشحون بشحنة ( السطح الخارجي للإ

تقسيم  في عيوب عن طريق topoisomerase IVتم اكتشاف جينات  .الحمض النووي 
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كان مشاركاً في عملية قطع وفصل  topoisomerase IVالحمض النووي، مما يشير إلى أن 

 أنَّ المتماثل في المختبر والذي أظهر نظام النسخ  عن طريقوقد تم دعم ذلك  ،الكروموسومات

 (daughter chromosomes)البنيوية كان فعالاً للغاية في فك ارتباط الكروموسومات  نزيمالا

 (McKie et al., 2021).   التي تمت مضاعفتها  

من نظام متعدد البروتينات مطلوب لفصل  اً جزء  topoisomerase IVيعد

خرى لتعزيز صيانة هيكل إويعمل ايضاً على تكوين معقدات مع مركبات  ،الكروموسوم بكفاءة

بفصل الحمض النووي،  topoisomerase IVيقوم  .(Kumar et al., 2017)الكروموسوم 

و يظُهر تفضيلاً قوياً لإرخاء  ،ATP))ويرخي اللفائف الفائقة الإيجابية والسلبية في وجود 

المتشابكة  بنيويةولكن المهمة الرئيسية هي فك الكروموسومات ال ،الملفات الفائقة الإيجابية

(Hirsch & Klostermeier, 2021). 

من   E.coli بكتريا مرة في مئةأيضًا أكثر نشاطاً بحوالي  topoisomerase IVيعتبر  

DNA gyrase،  فإنَّ بالمقابل  DNA gyrase   يعد ضروري لنشاطtopoisomerase IV، 

 .(Bush et al., 2015) نشاط الانزيمين معاً يكون افضل من نشاط كل انزيم لوحده نَّ إو

 :  DNA gyraseانزيم  1-2-2-2

البكتيرية  topoisomeraseأنواع التوبويزوميراز  quinolonesتستهدف الكينولونات 

(topoisomerase IV  وDNA gyrase)،  ووظيفة هذه الانزيمات تعديل الحالة الحلزونية

جابي الذي يتراكم قبل شوكات النسخ الفائقة للكروموسوم البكتيري، وتزيل الالتفاف الفائق الإي

و  topoisomerase IVوينظم كل من  ،ومعقدات النسخ، وتزيل التشابكات والعقد من الجينوم

DNA gyrase  عن طريقطوبولوجيا الحمض النووي عن طريق تمرير حلزون مزدوج سليم 

وللحفاظ على السلامة الجينومية  ,فاصل عابر الذي يتم توليده في جزء ثاني من الحمض النووي

في الموقع  tyrosineأثناء قطع الحمض النووي، تشكل الإنزيمات روابط تساهمية بين بقايا 

 , Bush et al., 2020 ; Dalvie & Osheroff)المولدة حديثاً  DNA-`5النشط وأطراف 

2021 ; Dauda et al., 2023). 

ل لفدددائف فائقدددة سدددلبية فدددي وجدددود يتميدددز بقدرتددده علدددى إدخدددا DNA gyraseاندددزيم  

ATP))  ًيسدددتخدم   اذ, فدددي الحمدددض الندددووي المدددزدوج المغلدددق تسددداهمياDNA gyrase 

فدددي تفاعدددل يعدددادل  ،DNAلإرخددداء اللدددف الفدددائق الموجدددب لدددـ  ATPأيضددداً التحلدددل المدددائي للدددـ 

قدددادر علدددى عمدددل تفددداعلات  DNA gyrase  نَّ ألقدددد ثبدددت  ,لفدددائف الفائقدددة السدددلبيةإدخدددال ال

أن  DNA gyraseعددلاوة علددى ذلددك يمكددن لددـ  ،أيضدداً  ((ATPء والتفكيددك فددي وجددود نهَّدداالأ
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                  ATP يخفدددددددددف الالتفددددددددداف الفدددددددددائق السدددددددددلبي فدددددددددي التفاعدددددددددل بشدددددددددكل مسدددددددددتقل عدددددددددن

(Bush et al., 2017). 

هو المسؤول عن جميع العمليات في البكتيريا التي تتطلب اللف  DNA gyraseانزيم 

وإعادة  ،chromosome compactionالفائق السلبي، بما في ذلك ضغط الكروموسوم 

مسؤول أيضًا عن حل الملفات الفائقة الإيجابية غير الكما أنه  ،recombinationالتركيب 

 (RNAلحمض النووي الريبي المرغوب فيها قبل شوكات النسخ أو قبل بوليميريز ا

polymerase)  أثناء النســخ(Dorman & Dorman,  2016 ; Seol & Neuman, 

.2016) 

  (GyrA & GyrB)الوحدات الفرعية  1-2-2-2-1

DNA gyrase A & DNA gyrase B 

 الخصائص العامة والتركيب :  1-1-2-2-2-1

هو إنزيم بكتيري أساسي، مما جعله هدفاً ناجحاً للعديد من  DNA gyrase نَّ إ

 GyrA (97من وحدتين فرعيتين من  E.coliفي  DNA gyraseيتكون  .المضادات الحياتية

 gyrAجينات ) بوساطةكيلو دالتون(  مشفرة  90)  GyrBكيلو دالتون( ووحدتين فرعيتين من 

ويتم التحكم  .[heterotetramer A2B2] على التوالي، ويتم تنظيمهما على شكل ،(gyrBو 

مستوى اللف الفائق فــــي نظام الاسترجاع  عن طريقنفسها  gyrBو  gyrAفــــي نسخ جينات 

يمكن تقسيم كل   (Dorman & Dorman, 2016 ; Bush et al., 2017) ،ذاتــــي التنظيـــم

       و N-terminal domain (NTD)الفرعيتين إلى نطاقين،  GyrBو GyrAمن وحدتي 

C-terminal domain (CTD) .(Baker et al., 2011) 

 :  GryAتركيب  1-2-2-2-1-1-1

كيلو دالتون  59بقــدرة  NTD N-terminal domainمن نطاق طرفي  GyrAيتكون 

الذي  CTD C-terminal domainكيلو دالتون   35و  ،مسؤول عـن تكسر الحمض النووي

 او towerكيلو دالتون أيضاً إلى نطاقات البرج  59 ويمكن تقسيم نطاق .يغلف الحمض النووي

-coiled، ونطاق المــلف اللولبـــي winged-helixوالحلـــزون المجنـــح  ،shoulderالكتف 

coil (Bush et al., 2017).  كيلو دالتون ضرورياً لقدرة  35يعد نطاقDNA gyrase  على

إلى  DNA gyraseويحول حذفه انزيم    DNAللحمض النووي تكوين الالتفاف الفائق السلبي 

 .IV (Bush et al., 2015)( مثل توبو DNA-relaxingإنزيم تقليدي )
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تشارك في التفاعلات مع الحمض النووي، وتحتوي  A))بشكل عام، الوحدة الفرعية 

لنشط المسؤول عن كسر وإعادة ربط شريط الحمض في الموقع ا( (tyrosine على التايروسين 

المسؤول عن  ATPaseعلى الموقع النشط  B))النووي المزدوج، وتحتوي الوحدة الفرعية 

 (Kumar et al., 2023).توفير طاقة كافية للالتفاف الفائق للحمض النووي 

 :  Gyr Bتركيب  2-1-1-2-2-2-1

كيلو  N-terminal domain 43 (NTD)علــى    E.coliبكتريا في  GyrBتشتمل 

 ATPالأول مسؤول عن ربط  ،كيلو دالتون C-terminal domain (CTD) 47دالتــون و  

 47البالغ  GyrBويمكن تقسيم نطاق  ،DNAو  GyrAوالتحلل المائي بينما يتفاعل الأخير مع 

 ; Fu et al., 2009) (tail)( وذيل TOPRIMى نطاقين فــــرعيين، نطاق )الكيلو دالتون 

Schoeffler et al., 2010).  

 N-terminal (kDa-43)تددددم تحديدددددها كانددددت بنيددددة  gyraseأول بنيددددة لنطدددداق 

domain  لدددـGyrB،  الهيكدددل عبدددارة عدددن((dimer،  يتكدددون كدددل موندددومر مدددن موقدددع ربدددط

ATP  للطدددددرفN  ( وجدددددزء للطدددددرف 220إلدددددى  2ة مدددددن الأمينيددددد)الأحمددددداض((C  يشدددددكل

، ومددددن المحتمددددل أن يكددددون كبيددددراً بمددددا يكفددددي لاسددددتيعاب 20Å∽جدددددران تجويددددف مركددددزي 

 .(Piton et al., 2010)مزدوج الحمض النووي 

)الأحماض  dimerعلى بقايا متضمنة في الاتصالات  N))يحتوي الجزء الطرفي 

يبُطن التجويف المركزي الذي يتكون  .ATP( اثنان من تلك البقايا تتفاعل مع 15إلى  2ة الأميني

موجبة الشحنة. كشفت دراسات الطفرات أن  arginineببقايا آرجينين  C))رفي من الجزء الط

 .(Bush et al., 2017)واحداً على الأقل من هذه البقايا مهم لربط الحمض النووي  

وقددد تبددين أيضدداً أن  ، E.coliفددي  GyrBمددن   ((Cتددم تحديددد بنيددة النطدداق الطرفددي 

( مدددع نطاقدددات crab-likeتشدددكل بنيدددة تشدددبه السدددلطعون ) dimersهدددذه الهياكدددل عبدددارة عدددن 

TOPRIM ( الكرويددددة التددددي تشددددكل الجسددددمbody ونطاقددددات الددددذيل الممتدددددة للخددددارج لتبدددددو )

تددددرتبط النطاقددددات بمنطقددددة حلقددددة حلزونيددددة. يحتددددوي نطدددداق  .(claw-likeتشددددبه المخلددددب )

TOPRIM علددددى ثددددلاث بقايددددا حمضددددية مسددددؤولة عددددن ربددددط أيددددون المغنسدددديوم الضددددروري 

 cleavage – relegationلتفاعل الانقسام والارتباط 

.(Piton et al., 2010 ; Bush et al., 2017) 

مع هيكل نطاق  ،(tadpoleعلى شكل "الشرغوف" ) gyrBيحتوي الغلاف الجزيئي لـ 

ATPase  لـgyrB  في رأس هذا المغلف والباقي يتكون من طيةTOPRIM  ونطاقات الذيل

، gyrAوعلى عكس  gyrBالطرد المركزي الفائق التحليلي أن  بوساطةكشف التحقيق  ،الفرعية
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 SAXSبيانات عن طريق تم تأكيد ذلك  ،في المحلول  monomer))هو في الغالب مونومر 

متموضعة فوق الموقع  gyrBلـ  ATPase، والتي تشير ضمناً إلى أن نطاقات cryo-EMو

يقع  gyrB فإنَّ وبالتالي  ،درجة (105و 60 )ة تتراوح بينالنشط لانقسام الحمض النووي بزاوي

إلى  15   (   يميل بزاوية ATPaseتشير البيانات أيضاً إلى أن نطاق  ،في المعقد gyrAفوق 

  (6-1) كما موضح في الشكل، gyrAفي  Cمحطة درجة باتجاه أحد نطاقات  )20

)2013 ,.et al2011 ; Papillon  ,.et alBaker ;  2007 ,.et alCostenaro (. 

 

  

 

  

 

 

 

 .DNA Gyarse (GyrA – GyrB )(Germe et al., 2024)( يبين التركيب الهيكلي للـ 6 -1الشكل )

 : gyrBو  gyrAآلية تثبيط الانزيم من قبل الكوينولونات واستهداف المواقع الفعالة لـ  3-2-2-1

النوع الثاني من انزيمات  fluoroquinoloneتستهدف فئة الفلوروكينولونات 

حيث تقوم هذه الإنزيمات بالتقاط جزء  ،topoisomerase IVو  gyraseالتوبويزوميراز وهي 

   (Bush et al., 2020). من الحمض النووي وثنيه وتقسيمه

في الموقع النشط  tyrosine التايروسينتعمل بقايا  ،لبدء تفاعل انقسام الحمض النووي

المُنشأ   ′-terminal phosphate 5رابطة تساهمية بين الإنزيم و مما يولد  ؛DNA على هيكل 

) et alAdams  ., 2013 ;et alChen., ور ـــــــحديثاً مـــــن الحمــــــض النــــووي المكس

 cleavageو يعُـــــرف المـــــركب المتكون مـــن هذه العملية بإسم "معقد الانقسام"   2019( 

complex (Gibson et al., 2018 ; Collins et al., 2024). 

تعمل الفلوروكينولونات على تثبيت معقد الانقسام عن طريق إدخالها في روابط القابلة 

المكسورة على كلا شريطي الحمض النووي )جزيء  scissile bondsللامتداد او )المقصية( 

وبالتالي تثبيط ربـــط الحمــــض النووي وزيادة مستــــويات  ،(DNAدواء واحــد لكل شريط 

 .) , DNA   )2024 ,.et al; Collins  2018Basarabانقســـام 
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و  gyrase -عندما تقترب شوكات النسخ ومعقدات النسخ من معقدات )الدواء 

topoisomerase IVقطوع ( المستقرة  يصبح من غير الممكن إعادة ربط الحمض النووي الم

 ,.McKie et al)يتم تحويله إلى فواصل كروموسومية مستمرة  من ثمَّ و،تلك الإنزيمات بوساطة

وعليه إذا لم تتمكن عمليات إعادة تركيب الحمض النووي وإصلاحه من حل انقطاعات  . (2021

 .(Maslowska et al., 2019)البكتيريا تبدأ مسارات موت الخلايا  فإنَّ الحمض النووي هذه، 

تمنع  هَّافإنَّ  ،gyrase/topoisomerase IVنظراً لأن الفلوروكينولونات تضعف ربط 

أيضاً تحفيز الإنزيم وتسلب الخلية الوظائف الأساسية لإنزيمات النوع الثاني 

topoisomeraseII،  يؤثر على عمليات الحمض النووي  انخفاض نشاط الانزيمات فإنَّ وبالتالي

المتعددة، بما في ذلك تكرار الحمض النووي وفصل الكروموسوم الابــن، مما يبطئ نمو الخلايا 

 .(Collins et al., 2024)ويمكن أن يؤدي إلى موت البكتيريا تدريجياً 

الرئيسية  قناة الارتباط فإنَّ ما تحدده الدراسات الهيكلية والكيميائية الحياتية،  على وفق

يبدأ  ،هي جسر أيوني مائي ومعدني gyrase  /topoisomerase IVبين الفلوروكينولونات و 

 chelatesـذي يخلب المـــــن الفلوروكينولون،  keto acid))بحمض الكيتو  C3/C4الجسر 

جزيئات  أربع بوساطةسيقــــــه غيــــر محفـــــز يتــــــم تن Mg+2أيـــــون معدن ثنائي التكافؤ 

يرتبط اثنان من جزيئات الماء  ، (Aldred et al., 2012 ; Blower et al., 2016) مـــــاء

 GyrAفي  Ser83)تم تحديده في الأصل باسم  serineهذه برابطة هيدروجينية مع السيرين 

 .Asp87( وبقايا حمضية مكونة من أربعة أحماض أمينية وبقايا حمضية مثل E.coli لبكتريا

)cer & Panda, 2023Spen( دّ وعلى الرغم من أن هذا الجسر الأيوني المائي المعدني يع 

إلا أن استخدام الجسر  ،gyrase/topoisomerase IV -سمة عالمية لتفاعلات الفلوروكينولون 

يمكن للجســــــر أن يلعـــــب أدواراً مهمة يختلف من إنزيم إلى إنزيم ومن نوع إلى آخر، و

 Aldred et al., 2014 ; Gibson et) ربـــــط الفلوروكينولون أو تحديد موضعــــهفـــــــي 

al., 2018 ; Collins et al., 2024). يتفاعل سيبروفلوكساسين مع  ،على سبيل المثال

((gyrA بقاياروابط الهيدروجين مع  عن طريق Lys42  وAsp87  وArg91،  و تعد القدرة

على إنشاء روابط هيدروجينية واتصالات كارهة للماء من العوامل الحاسمة التي تحدد ما إذا 

لهما سلاسل جانبية مشحونة  Gluو  Asp ونظراً لان  .مناسبة لموقع الربط ligandكانت 

 ،كساسينله تأثير أقل وضوحاً على ارتباط السيبروفلو Gluبـ  Aspاستبدال  فإنَّ  ،بشحنة سالبة

مما يعزز فرضية ارتباط  Asp87مقارنة بالارتباط الوثيق لذرة الفلور من سيبروفلوكساسين مع 

وكذلك  .تعزيز مقاومة الدواء أنهَّاالدواء بتلك المواقع الفعالة وان حدوث طفرات كهذه من ش

 Arg91روابط الهيدروجين مع بقايا  عن طريق gyrAالحال يتفاعل حمض الناليديكسيك مع 
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روابط  عن طريق Ser111و Phe96و Asp87وتفاعل كاره للماء مع بقايا  Gln94و

 & Gln  (Pazhani et al., 2011 ; Mehlaو   Argهيدروجينية أضعف من بقايا  

Ramana, 2016)  

موقعان لارتباط الكوينولونات هما  E.coli بكتريابـ الخاص gyrB))يوجد داخل جين 

Asp426 وLys447،  ة في الأمينيوكما هو الحال في بقايا الاحماض((gyrA سل التي لها سلا

 Gluبـ  Lysاو استبدال  Asnبـ   Aspاستبدال الاسبرجين  فإنَّ جانبية مشحونة بنفس الشحنة 

   . Lys (Finstad , 2022)و  Asp بـ يمنح البكتريا مقاومة للأدوية التي ترتبط

، gyrBمن  Lys-447و Asp-426 يقترح أحد النماذج لجيب الربط كمناطق رئيسية  

من  C-7حيث تتفاعل مع الهيكل الفوسفوري للحمض النووي من جهة ومجموعة 

 ؛و يشير هذا الاقتراح إلى أن جزيء المضاد الحيوي يعمل كعامل مضمن  ،السيبروفلوكساسين

ت في منطقة ترميز الجيروسكوب تؤدي إلى تغيرات أي طفرا فإنَّ مما يثبط الإنزيم. ولذلك 

 & Heddle) هيكلية، مما قد يؤثر على استقرار المركب ونشاط جزيء الكوينولون

Maxwell, 2002 ; Vernon, 2019) 

 DNA gyraseلـ  ATPaseفي العقود الأخيرة، تمت دراسة مثبطات 

 Barančoková) الأدوية  على نطاق واسع من قبل العديد من شركات topoisomerase IVو

et al., 2018) 

تفددداعلات متماثلدددة فدددي مواقدددع الارتبددداط كونهدددا  ATP))تمتلدددك جميدددع فئدددات مثبطدددات 

 Asp73نمددددوذج مددددانح ومسددددتقبل لرابطددددة الهيدددددروجين الددددذي يتفاعددددل مددددع تحتددددوي علددددى 

وجدددزء عطدددري  ،( وجدددزيء المددداء المدددرتبط بدددهGyrB)باسدددتخدام تدددرقيم الإشدددريكية القولونيدددة 

 .(Durcik et al., 2019)يشكل تفاعل الكاتيون مع بقايا الآرجنين  

نشاط تم تطوير العديد من العلاجات من مطلع الخمسينات ولغاية اليوم التي تثبط 

ATPase  للوحدة الفرعيةGyrB  مثل نوفوبيوسينnovobiocin،  الذي يثبط بشكل عكسي

DNA gyrase،  ،وبدرجة أقلtopoisomerase IV، حجب موقع  عن طريقATPase ؛ 

الدورة ب، وباقي الإجراءات المرتبطة ADPوالتمثيل الغذائي وإطلاق  ،ATPيمنع ربط  من ثمَّ و

 .DNA gyrase  (Grossman et al., 2023)التحفيزية لنشاط 

 ATP-)فدددي السدددنوات الماضدددية، ازداد الاهتمدددام بتصدددميم مثبطدددات جزيئيدددة صدددغيرة 

DNA gyrase)م تصدددنيع مجموعدددة واسدددعة مدددن الدددروابط الجديددددة ذات الدددوزن الجزيئدددي ، تددد

تظهدددر نشددداطاً مضددداداً  أنهَّددداوأظهدددرت  ،GyrBبدددـ  ATPالمدددنخفض التدددي تتندددافس مدددع ارتبددداط 

 GyrBلدددـ  ATPتتمتدددع المركبدددات المضدددادة للبكتيريدددا التدددي تسدددتهدف موقدددع ربدددط  .للبكتيريدددا
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 ; Collin et al., 2011)فقددط فــــددـي الخلايددا البكتيريـــددـة  ابكفدداءة  كبيددرة بسددبب وجودهدد

Tomašić & Peterlin Masic , 2014). 

يعُتقد أن بعض الادوية تشارك كمستقبل ومانحة لذرة الهيدروجين للرابطة الهيدروجينية 

 أنَّ في حين  ،النشط وجزيء الماء المرتبط بإحكام في الموقع النشط للإنزيم ((Asp73في موقع 

 ATPبعض الآخر يمتلك العديد من الأجزاء العطرية التي يمكن أن تمتد خارج جيب ربط 

المحفوظة والمترجمة عند مدخل  Arg136))إضافية مع بقايا  cation-πوتشكـــل تفاعلات 

على  ((Arg76أو يمكن أن تشارك في تفاعلات رابطة الهيدروجين مع  ،ATPجيب ربط 

الكاره للماء يعمل كرابط  tyrosine))ين سالتيرو نَّ إويعتقد  ،مقربة من بقايا الآرجينين الأولى

ة والذي يمكن أن يمتد إلى منطقة أكثر انفتاحاً وكارهة للماء في جيب ربط حلقة الأمينيللأحماض 

دة ـــــــة وواحالفينولي OHالريبوز وقد يشارك في تفاعلات الرابطة الهيدروجينية بين مجموعة 

              ي موقع الربطـــــ( فArg136و  Arg76ن مجموعتي الآرجينين )ـــــــــم

(Cotman et al., 2017). 
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 Materials and Methods              المواد وطرائق العمل  -2

 عملةالمواد والأجهزة المست  2-1

   Equipment and instrumentsوالمعدات                                     دواتالأ 2-1-1

 :1-2كما في الجدولالحالية  الدراسة في والمعدات دواتالأاستعملت 

 لها المصنعة والشركات والمعدات دواتالأ 1-2 جدولال

 الشركة المصنعة المنشأ المعدات ت

 Autoclave Korea Labtech المؤصدة 1

 Petridish Jordan AFCO أطباق للوسط الزرعي لنمو البكتريا 2

 Plastic test tubes  10ml Jordan AFCO أنابيب اختبار بلاستيكية 3

 Micro tubes and Tips Germany Eppendrof أنابيب صغيرة واطراف 4

5 
 جهاز التدوير الحراري

 )تفاعل البلمرة المتسلسل(
Thermo cycler (PCR) USA 

Applied 

Biosystem 

 Refrigerator lebanon Cocord ثلاجة 6

 Freezer(-20˚C) Lebanon Concord )مجمدة(جهاز التجميد 7

 Gel electrophoresis England جهاز الترحيل الكهربائي 8
Cleaver 

scientific 

 Water distilator Germany GFL جهاز التقطير 9

 Centrifuge Germany Sigma جهاز الطرد المركز 10

 Cool micro centrifuge USA المبرد جهاز الطرد المركزي 11
Thermo 

scientific 

 Vortex mixer USA Labnique جهاز المازج 12

 DNA Nano drop one USA جهاز قياس تركيز الدنا 13
Thermo 

scientific 

 Incubator Germany Binder حاضنة 14

 Water Bath Germany Memmert حمام مائي 15

16 
التجريبية حوامل الانابيب 

 والانابيب الميكروية

Test Tube and micro tubes 

Racks 
USA Boekel 

 Urine container China RONGTA عبوة لجمع الإدرار 17

 Laminer Air flow unit (Hood) China Biobase كابينة الزرع 18
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 Digital camera England Canon كاميرا رقمية 19

 Tongs China Vitalmed كماشات 20

 Micropipettes USA Dragonlab ماصات دقيقة بأحجام مختلفة 21

 Light microscope India Novel مجهر ضوئي 22

23 
مسحات قطنية معقمة مع عيدان 

 خشبية

Sterilize Cotton 

Swabs with Wooden Sticks 
Jordan AFCO 

 Magnetic and Hot plate stirrer korea Labtech مسخن حراري ممغنط 24

 UV trans illuminator England Syngene مصدر للأشعة فوق البنفسجية 25

 معدات زجاجية 26
Class slides ,cover slides,Flasks 

and Beakers 
Germany Hirschman 

 Forceps England Medentra ملاقط 27

 Sensitive electric balance Germany Hanchen ميزان حساس الكتروني 28

 Inoculating metal loop India Himedia معدني ناقل 29

 Filter paper England Whatman ورق ترشيح 30

 

  Chemicals materials                                                             المواد الكيمياوية 2-1-2

 2-2جدول الفي  كما الدراسةالمواد الكيميائية والمحاليل في هذه استعملت 

 المواد الكيميائية او المحاليل والشركات المصنعة لها : 2-2جدول ال

 الشركة المصنعة المنشأ المادة الكيميائية ت

1 100 bp DNA ladder (DNA marker)    الدليل الحجمي للدنا Korea Bioneer 

2 Deionize water ماء منزوع الايونات                                    Greece Voulis 

3 Mc farland 1tube 0.5 solution محلول ماكفرلاند                  India Himedia 

4 Microscope immersion oil زيت غمر عدسات المجهر           India SRL 

5 Nuclease-free water ماء خالي من انزيمات النيوكليز               Korea Bioneer 

6 Sterilised water for injection ماء معقم جاهز للحقن              India aculife 

 Agarose Korea Marlijuالاكاروز                                                          7

 Ethanol 70 Iraq Alkafeel %كحول اثيلي                                              8

 Absolute ethanol  Korea Bioneer % 99                كحول اثيلي مطلق          9

 Glycerol England BDHكليسيرول                                                        10

 Normal Saline solution India London medicalsمحلول ملحي                             11
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  culture media                                          وساط الزرعية الأ 2-1-3

 3-2جدول الفي  كما وساط الزرعية في هذه الدراسةالأاستعملت 

 في الدراسة وساط الزرعية المستعملةالأ 3-2جدولال

 الشركة المصنعة المنشأ الوسط الزرعي ت

1 Eosin mythelene blue  England Oxiod  وسط اكار ايوسين مثلين الازرق          

2 Kligler iron agar  India Himedia                             الحديد كليجلر وسط اكار 

3 Muller hinton agar وسط اكار مولر هنتون                              England Oxiod 

 MacConkey agar  India Himedia                           الماكونكي      اكار وسط 4

 Blood agar England Oxiod                             الدم                    اكار وسط 5

 Nutrient agar England Oxiod            المغذي                               اكاروسط  6

 Brain Heart  infusion broth India Himediaوسط مرق نقيع الدماغ  والقلب    7
 

 Solutions and reagent                                            المحايل والكواشف    2-1-4

 4-2جدول الفي كما المحايل والصبغات والكواشف في هذه الدراسة استعملت 

 في الدراسة عملةالمحاليل والصبغات و الكواشف المست 4-2جدول ال

 الشركة المصنعة المنشأ الصبغات والكواشف والمحاليل ت

1 Kovac's reagent(TDA reagent) كاشف كوفاتس                                  France Biomerieux 

 Ethidium bromide USA Sigmaصبغة الاثيديوم برومايد                                          2

 Catalase reagent England BDHكاشف الكاتالاز                                                      3

 Methyl red regent India Himedia     كاشف المثيل الاحمر                                         4

 reagent (VP1-VP2   )Voges-Proskauer France Biomerieux (VPبروسكاو )-كاشف فوكس 5

 Loading dye Korea Bioneer            محلول التحميل                                                  6

 Tris-Borate-EDTA buffer (TBE)  Korea Marliju     محلول دارئ الترحيل الكهربائي    7
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 Antibiotics                        المضادات الحيوية                                         2-1-5

 5-2في جدول  كما في هذه الدراسة اقراص المضادات الحيويةاستعملت 

 ة في هذه الدراسةلمعلحيوية المستاقراص المضادات ا 5-2جدولال

 الرمز المضاد الحيوي ت
 تركيز المضاد الحيوي

 مايكروغرام/القرص

الشركة 

 المصنعة
 المنشأ

1 Naldixic acid 30mcg NA 

Bioanalyse Turkey 

2 Ciprofloxacin 5mcg CIP 

3 Levofloxacin 5mcg LEV 

4 Gatifloxacin 5mcg GAT 

5 Amikacin 30mcg AK 

6 Ampicillin 10mcg AMP 

7 Tetracyclin 30mcg TE 

8 Ceftriaxone 30mcg CTR 

9 Co-Trimethoprim 25mcg COT 

10 Impenem 10mcg IMP 
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 Kits                         العدد المختبرية                                                       2-1-6

 6-2جدول الفي  اكمفي هذه الدراسة  ((Kitsالعدد المختبرية استعلت 

 في التجربة عملةالمست Kitsالعدد المختبرية  6-2 جدولال

 الشركة المصنعة المنشأ المكونات (Kitsالعدة ) ت

1 

عدة استخلاص الحمض 

 النووي 

PrestoTM Mini  

gDNA Bacteria Kit 

 GT buffer   30ml 

 GB buffer   40ml 

 W1 buffer   45ml 

 Wash buffer  25ml+100 Ethanol 

 protinase k  11mg 

 Elution Buffer  30ml 

 GD column   100pcs 

 2 ml collection tubes 200pcs 

Korea Geneaid 

2 
PCR Accupower 

Premix  (96 tubes) 

 Top DNA polymerase  1U 

 dNTPS (dATP-dCTP-dGTP-dTTP) 

 Reaction buffer with 1.5mm Mgcl2 

 Stabilizer and  tracking dye 

Korea Bioneer 

3 Gram's stain Kit 

 Crystal violet   100ml 

 Acetone Alcohol    100ml 

 Iodine 100ml 

 Safranin  100ml 

India 
Biolab 

Diagnostics 
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     Primer sequence                         تسلسلات البوادئ                                 2-1-7

 7-2جدول الفي  كما تسلسلات البوادئ في هذه الدراسةاستعملت 

 في التجربة عملةالمست (Primer sequence )تسلسلات البوادئ  7-2 جدولال

 تتابع  البادىء  Primer sequence (5'- 3') الجين ت
 الناتج 

 )زوج قاعدي(
 المصدر

1 

gyr B 

 )القطعة الاولى( 

Segment 1 

ATATCGGCGACACGGATGAC F 

998 

أ.د حسن 

محمود 

في  موسى /

الدراسة 

 الحالية

2023    

 

TGCCAGCAGTTCGTTCATCT R 

2 

gyr B 

 الثانية()القطعة 

Segment 2 

GTCGTTTCCGTGAAAGTGCC F 

971 

CTGCCGTGCTGTTCTTTGTC R 

 

 Programs and Websites              البرامج والمواقع                                2-1-8

 8-2جدول الفي  كما البرامج والمواقع في هذه الدراسةاستعملت 

 في التجربة عملةالمست Programs and Websites) )الالكترونيةالبرامج والمواقع  8- 2 دولجال

 الاستخدام البرنامج او الموقع ت

1 Mega 11 لعمل اصطفافAlignment   للعينات 

2 Nucleotide blast تحديد تشابه التسلسلات والشجرة الوراثية 

3 blastx ترجمة النيوكليوتيدات الى احماض امينية 

4 Phyre2  نموذج ثلاثي الأبعاد لتسلسل البروتينبناء 

5 UCSF Chimera لصنع صورة البروتين مع بعض الإجراءات 

6 1– click docking للإلتحام الجزيئي بين المضادات المقترحة والبروتين 

7 SPSS للأحصاء 
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 التجربة تصميم                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 الشجرة الوراثية

 جمع  العينات من المصابين

 

 الكوينولونلمضادات مقاومة تشخيص عينات 

  

 لمضادات الكوينولون تشخيص عينات غير حساسة 

 

 الحيوية فحص حساسية المضادات

  فحوصات بيوكيميائية

 استخلاص الحمض النووي الرايبوزي

 

  فحوصات جزيئية

 تسلسلات الحمض النووي الرايبوزي

 
 تقنية تفاعل البلمرة المتسلسل

 ريشيا القولونيةالاش تشخيص عينات مصابة ببكتريا

 

 الأصطفاف 

  للأحماض الأمينية

 

  للقواعد النتروجينية

 gyrBدراسة الشكل الثلاثي الابعاد لجين 
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 Methods                                                                طرق العمل                   2-2

 Samples collection           جمع العينات 2-2-1

البولية )ذكور واناث( والذين  مسالكدرار من المصابين بالتهابات الإعينة 223تم جمع 

سنة من المترددين على المستشفيات الحكومية والاهلية والعيادات  77-6اعمارهم بين  تتراوح

 ،الطبية التعليمي )ع(مستشفى مدينة الامام الحسين ]الخاصة في محافظة كربلاء المقدسة 

مستشفى كربلاء  ،مستشفى النسائية والتوليد التعليمي، )ع(مستشفى الامام الحسن المجتبى

وتحت اشراف اطباء مختصين للفترة من  [ )ع(لحجة التعليمي للأطفال ومستشفى الامام ا

تم استعمال حاويات خاصة للجمع )انبوبة  اذ تم جمع العينات، .25/11/2023الى  3/8/2023

 ,.Vandepitte et al)على الاوساط الزرعية  ةيكية ذات غطاء( وتم زرعها مباشربلاست

2003. 

 Sterilization of culture media                   تعقيم الاوساط الزرعية 2-2-2

في هذه الدراسة بجهاز المؤصدة  خدمةجميع الاوساط الزرعية المستقمت عُ 

Autoclave  وهذا جاء حسب  ،دقيقة 15باوند/انج لمدة  15مْ وتحت ضغط 121بدرجة

التعليمات المثبتة على العلبة للشركة المصنعة ثم تم صبها في اطباق معقمة لتجنب التلوث 

مْ لمدة  180 عقمت بفرن كهربائي في درجة (glassware) جميع الزجاجيات نّ إبالإضافة الى 

 .(Brown & Smith, 2017)  ساعتين

 Preparation of  culture media        تحضير الاوساط الزرعية 2-2-3

  حسب تعليمات الشركة المصنعة وبعد تعقيمها تم صبها في اطباق  تم تحضير الاوساط

 لتجنب تلوثها. معقمة 

  Blood agar                      وسط اكار الدم         2-2-3-1

غرام من اكار الدم في 40وذلك بإذابة  ،تم تحضيره حسب تعليمات الشركة المصنعة

 Autoclaveالمؤصدة  بوساطةثم عقم  ،لكي يذوب تماما ؛وتم غليه ،من الماء المقطر (لتر1)

وتم مزجه تماما مع  ،)دم الاغنام( من الدم %7مْ بعدها اضيف له 50-45وترك ليبرد بدرجة 

لتحديد قدرة البكتريا على تحلل الدم وايضاً واستخدم  Petri dishesوتم صبه في اطباق  ،الوسط

 .API 20E (Hashim, 2020)قبل فحص  E.coliبكتريا  لتنشيط نمو
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 MacConkey  agar                             وسط اكار الماكونكي 2-2-3-2

لتر من الماء 1غرام في  52وذلك بإذابة  ، ضيره حسب تعليمات الشركة المصنعةتم تح

وترك ليبرد بدرجة   Autoclaveالمؤصدة بوساطةثم عقم  ،وتم غليه لكي يذوب تماما ،المقطر

وهو يعتبر وسط انتقائي للبكتريا السالبة  Petri dishesمْ بعدها تم صبه في اطباق 45-50

يفرق هذا الوسط بين البكتريا المخمرة وغير المخمرة لسكر ) ياً تفريق اً لصبغة غرام ووسط

لصفات المظهرية واستخدم لدراسة ا ،تظهر المستعمرات المخمرة بلون وردي( اذاللاكتوز 

 ولتنشيط البكتريا قبل عملية استخلاص الحمض الريبوزي منقوص الاوكسجين ،E.coliلبكتريا 

(Basavaraju & Gunashree, 2022). 

   Eosin Methylene Blue Agar(EMB)   وسط اكار الأيوسين مثيلين الازرق 2-2-3-3

لتر من 1غرام في  37.5وذلك بإذابة  ، ضيره حسب تعليمات الشركة المصنعةتم تح

وترك ليبرد   Autoclaveالمؤصدة بوساطةلكي يذوب تماما ثم عقم  ،وتم غليه ،الماء المقطر

بعدها يتم رج الوسط من اجل اكسدة صبغة المثيلين الازرق)لاستعادة اللون  ,مْ 50بدرجة 

من اعضاء العائلة  E.coliواستخدم لتمييز بكتريا ، Petri dishesثم صبه في اطباق  ،الازرق(

 (Erjavec, 2023). المعوية

 Brain-Heart Infusion Broth (BHI)       وسط مرق نقيع القلب والدماغ  2-2-3-4

لتر من الماء 1غرام في  37وذلك بإذابة   ،ضيره حسب تعليمات الشركة المصنعةتم تح

وترك ليبرد بدرجة   Autoclaveالمؤصدة بوساطةالمقطر وتم غليه لكي يذوب تماما ثم عقم 

استخدم واضافة الكليسيرول اليه، اذ  بعدها بدأ توزيعه داخل انابيب اختبار ذات غطاء .مْ 45-50

 .(Babapour et al., 2016) الطويل الأمد للعزلات البكتيريةلحفظ 

 Nutrient Agar                     وسط الاكار المغذي 2-2-3-5

لتر من الماء 1غرام في  23وذلك بإذابة   ،المصنعةضيره حسب تعليمات الشركة تم تح

وترك ليبرد بدرجة  ((Autoclaveالمؤصدة بوساطةوتم غليه لكي يذوب تماما ثم عقم  ،المقطر

 البكتريا حيوية حيث تم استخدامه لإدامة ،مْ بعدها تم صبه بأنابيب اختبار بصورة مائلة45-50

 & Basavaraju) (الامدلفترات )حفظ قصير  الفسيولوجية صفاتها على والحفاظ ،المخزونة

Gunashree , 2022). 
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   Reagents and solutions preparation             تحضير الكواشف والمحاليل 2-2-4

 Reagents preparation                 تحضير الكواشف 2-2-4-1

 Oxidase reagent                                كاشف الاوكسيديز 2-2-4-1-1

 Tetra methyl p-phenylen Diamineغرام من مادة ) 0.5الكاشف بإضافة  حضر

Dihydrochloride هذا الكاشف  خدم. استاء المقطر في قنينة معقمة ومعتمةمل من الم 50( في

 .(Hemraj et al., 2013)لمعرفة قدرة البكتريا على انتاج انزيم الاوكسيديز 

 Catalase reagent                                                  كاشف الكتاليز     2-2-4-1-2

من المحلول  (%3بتركيز )حضر هذا الكاشف المتكون من بيروكسيد الهايدروجين 

هذا الكاشف للكشف عن قابلية البكتريا  خدماست ،وحفظ في قنينة معتمة (%30بتركيز )الاصلي 

 .(Tadesse & Alem, 2006)لإنتاج انزيم الكتاليز 

 Solution preparation               تحضير المحاليل 2-2-4-2

 Tris Borate EDTA buffer(TBE)               محلول دارئ الترحيل     2-2-4-2-1

مل من 10بأضافة  Marlijuتم تحضير المحلول بحسب تعليمات الشركة المصنعة 

من الدارئ ويحفظ  1X) (مل ماء مقطر للحصول على تركيز 90الى  ) 10Xالمحلول )تركيز

 مْ لحين الاستخدام. 4حفظ في درجة في قنينة زجاجية معتمة وي

   Primers solutions                    محاليل البوادئ 2-2-4-2-2

ضافة إتم  اذ Bioneerالشركة المصنعة  على وفق التعليماتحضرت محاليل البوادئ 

الى البرايمر )برايمر  (Deionize water) منزوع الأيوناتمايكروليترمن الماء المقطر 150

بادئ تم تحضير كل  اذبيكمول/ مايكروليتر  100الشركة المصنعة( للحصول على تركيز 

مايكروليتر من المحلول الذي تركيزه  10خرى. بعدها تم اخذ عن البوادئ الأبصورة منفصلة 

وتم  ، الأيونات منزوعمن الماء المقطر  مايكروليتر 90واضيف له  ،بكيمول/مايكروليتر 100

 مْ لحين استعماله. (20-)وحفظ بدرجة حرارة  ،Vortexجهاز  بوساطةمزجه 

 McFarland                       ماكفرلاند العكورة محلول 2-2-4-2-3

 حضر هذا المحلول مختبريا كما يأتي : 
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 )غرام من كلوريد الباريوم المائي 175.1: اذيب  المحلول )أO2.2H2BaCl  100في 

 ملليتر من الماء المقطر المعقم.

 )4ملليتر من حامض الكبريتيك المركز  1: اضيف  المحلول )بSO2H    ملليتر  99الى

 من الماء المقطر. 

ملليتر من المحلول )ب( للحصول على  99.5ملليتر من المحلول )أ( الى  0,5اضيف 

( خلية/ملليتر، ومزجت جيدا في قنينة زجاجية معتمة ومحكمة الغلق 108×  5.1رة بتركيز )وعك

 . (Vandepitte et al,. 2003)لمنع تبخرها وحفظت في مكان مظلم لحين الاستعمال 

     Culturing method                              طريقة الزرع  2-2-5

وضعت في ثم  streaking))تم زراعة البكتريا على الاوساط الزرعية بطريقة التخطيط 

  .(Carroll et al.,2015مْ )37بدرجة الحاضنة 

  Culture identification                        التشخيص المزرعي  2-2-6

تم دراسة الصفات المظهرية للمستعمرات النامية للعزلة البكتيرية بعد تنقيتها على 

وتم دراسة كل من  ،الايوسين مثيلين الازرق ووسط اكار الدم(،الاوساط الزرعية )ماكونكي اكار

 (.Wagner et al.,2017الحجم والشكل والقوام واللون )

 Morphological test                  الفحص المظهري  2-2-6-1

 گراممن أجل التعرف على شكل وترتيب الكائنات الحية الدقيقة باستخدام تقنية صبغة 

(Gram stain Technique)، تم وفقا لتعليمات الشركة المصنعة:و- 

 .(slideالشريحة)قليل من الماء المقطر فوق تم وضع  .1

 .شريحةفوق الماء المقطر بالالناقل المعدني مسحة بسيطة من البكتريا باستعمال  ناأخذ .2

 .شريحةعلى ال (loopالناقل المعدني)العينة البكتيرية باستعمال  spreading) ت)شرن .3

باستخدام مصباح Heat fixation) )العينة باستعمال هواء ساخن ونثبتها باللهب جففت .4

 .بنزن

 ثم شطفها بالماء المقطر ،وتركها لمدة دقيقة ،للعينة Crystal violetاضافة صبغة تم  .5

وتركه لمدة دقيقة واحدة بعدها يشطف  ،)مثبت للون( للعينة Iodineمحلول  يفضإ .6

 .بالماء المقطر
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( لمدة Decolorizerلإزالة اللون ) الكحول او الأسيتون محلول بوساطةغسل العينة تم  .7

 ثانية. 20-30

وتركها لمدة دقيقة ثم شطفها بالماء  ،Safranin (counter dye)ضافة صبغة إتم  .8

 المقطر.

تظهر باللون  هَّافإنَّ ، Crystal violateعندما تحتفظ الكائنات الحية الدقيقة بصبغة 

الأرجواني تحت الفحص المجهري. عادةً ما يتم تصنيف هذه الكائنات الحية الدقيقة التي 

. ومن ناحية أخرى، يشُار إلى الكائنات گرامبكتيريا إيجابية ال أنهَّاتحتفظ بالصبغة على 

الحية الدقيقة التي لا تحتفظ بالصبغة البنفسجية البلورية بعد خطوة إزالة اللون 

(Decolorizerبإسم البكتيريا سالبة ال )لرؤية الضوئي المجهر تحت فحصت ثم ،گرام 

 (Levinson,2016) .تبعا لتفاعلها مع صبغة غرام أنهَّاوالو وترتيبها الخلايا شكل

 Biochemical identification              التشخيص الكيموحيوي 2-2-6-2

 Oxidase test                      اختبار الاوكسيديز 2-2-6-2-1

ووضعت على ورقة  ،ساعة 24تم نقل مستعمرة نامية على وسط الماكونكي بعد حضن 

وتم اضافة قطرة من كاشف  ،wooden stickعيدان خشبية  بوساطة filter paper ترشيح 

ثانية دليل على انتاج  60-30يعد تغير اللون الى الارجواني خلال  .المحضر مسبقا الاوكسديز

 .Biswas & Rather, 2019)في البكتريا  ) Cytochrome c Oxidaseانزيم 

 Catalase test                                                  اختبار الكتاليز            2-2-6-2-2

ساعة على شريحة زجاجية  24نقلت مستعمرة نامية على وسط اكار الماكونكي عمرها 

ثم اضيفت فوقها قطرة واحدة من  ،معقمة Wooden sticksعيدان خشبية  بوساطةمعقمة وجافة 

عد ظهور الفقاعات على سطح الشريحة الزجاجية دليل على انتاج ي  %3كاشف الكتاليز بتركيز 

 .(Hemraj et al., 2013)انزيم الكتاليز 

  API 20Eاختبار   2-2-6-2-3

 Analytical Profile Index 20 Enterobacteriaceae 

اختبددداراً كيميائيددداً  20هدددو نظدددام لتحديدددد البكتيريدددا المعويدددة. يحتدددوي كدددل نظدددام علدددى 

( Wellsاخدددددودا صددددغيراً) 20مددددن  test  APIامـددددـوقاعدددددة بيانددددات يتضددددمن نظ .مصددددغراً 

 ماصددة بلاسددتيكية بوسدداطةتددم حقددن هددذه الاخاديددد بمعلددق بكتيددري  ،يحتددوي علددى مددواد مجففددة
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(Plastic transfer pipettes أثندداء الحضددانة، ينددتج الأيددض الغددذائي تغيددرات فددي اللددون )

أو يددتم الكشددف عنهددا عددن طريددق إضددافة الكواشددف )مباشددرة بعددد الحضددن(  تكددون إمددا تلقائيددة

حسدددب ومْ  37سددداعة مدددن الحضدددن بدرجدددة  24-18 وتدددتم قدددراءة التفددداعلات بعدددد ،بعدددد الحضدددن

 APIالرجدددوع إلدددى فهرسدددت نظدددام   عدددن طريدددقجددددول القدددراءة التدددي يدددتم التعدددرف عليهدددا 

20E عزلة على انها بكتريا  60تشخيص  تمE.coli )Jasim, 2020(. 

 Preservation of bacterial isolates                     حفظ العزلات البكتيرية    2-2-7

   Short term preservation                                    الحفظ  قصير المدى 2-2-7-1

لتي تحتوي على وسط الأكار المغذي اونابيب بطريقة التخطيط الأالبكتريا داخل  تم زرع

Nutrient agar  الذي تم صبه بطريقة مائلة(Slant)، 24مْ لمدة  37 وحضنت الانابيب بدرجة 

 .(MacFaddin , 2000) ساعة، حيث تم تجديد العزلات شهرياً 

 Long term preservation                              الحفظ طويل المدى 2-2-7-2

مل من  15الطويل عن طريق إضافة هي وسيلة للحفاظ على العزلات على المدى 

مل من مرق نقيع الدماغ والقلب والذي تم توزيعه بعد ذلك عبر أنابيب  85إلى  كليسيرولال

 ،وبعد تركها لتبرد إلى درجة حرارة الغرفة، تم زراعة الأنابيب بمستعمرات من البكتريا ،معقمة

 (20-)رارة ــــها في درجة حـــنساعة يليها تخزي 24لمدة  مْ  37وتم تخزينها عند درجة حرارة 

 . (MacFaddin , 2000) أشهر تقريباً  8 - 6، مع العلم أن العزلات يمكن أن تعيش لمدة مْ 

 Antibiotics sensitivity test                 المضادات الحيوية   حساسيةاختبار  2-2-8

الجداول  حسب تم اختبار حساسية العزلات البكتيرية للمضادات الحيوية المختارة

 -وكما يلي:  Kirby-Bauerباستخدام طريقة  CLSI,2023 القياسية في

 MacConkeyمن المستعمرات التي تم تنميتها على وسط أكار ماكونكي 5-3تم نقل  .1

agar   مليلتر من المحلول الملحي  5ساعة إلى أنبوبة تحتوي على  24لمدة

رة ولتكون متوافقة مع عك رة المحلولووضبطت عك ،Normal salineالفسيولوجي

 ملليتر. /( خلية5.1x 108محلول ماكفرلاند القياسي والذي يعادل) 

تدويرها  تمأدخلت المسحة القطنية المعقمة في الأنبوبة الحاوية على العالق البكتيري، و .2

رت المسحة بعد ذلك مرّ  ،لإزالة اللقاح الزائد ؛وضغطها على الجدار الداخلي للأنبوبة
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عدة مرات Muller Hinton agarهنتون  -على أطباق تحتوي على وسط أكار مولر

 وباتجاهات مختلفة للحصول على نمو متجانس.

تم وضع أقراص المضادات الحيوية بتوزيع متساوٍ ومنتظم على سطح الوسط المزروع  .3

الأقراص بلطف باستخدام الملقط  تم ضغطبعدها  ،)خمسة اقراص لكل طبق(بالبكتريا

 ساعة. 24لمدة   مْ  37وضعت الأطباق في حاضنة درجة حرارة  ثم ،معقمال

 قورنتنتائج قطر مناطق التثبيط حول الأقراص بالملمتر.  تم تسجيلباستخدام المسطرة،  .4

 (.CLSI,2023النتائج مع الجداول القياسية )

  DNA Extractionالنووي الريبوزي منقوص الاوكسجين       استخلاص الحمض  2-2-9

الكورية لأستخلاص  Geneaidتم استعمال العدة الخاصة المجهزة من قبل شركة 

DNA ،الدنا تركيز قياس ثم تم استعمال جهاز(DNA Nanodrop)  قياس نقاوة وتركيز ل

  -تم: اذالحمض النووي 

 الى 109 ×1  (: نقلت خلايا بكتيرية ما يقاربsample preparation( تحضير العينة .1

لمدة  الطرد المركزيمل ثم تم وضعها في جهاز 1.5 قياس microcenterfugeانبوبة 

وتم اضافة  ،الطاف الراشحبعدها تم التخلص من  ،(16000xgدقيقة واحدة )

او  vortexجهاز  بوساطةعادة تعليق المحلول إوتم  GT Bufferمايكروليتر من 180

       Protienase Kمايكروليتر من محلول  20ضافة إوتم  Pipette))ماصة باستعمال

دقائق على  10مْ لمدة 6 ) لهضم وتحطيم الروابط الببتيدية للبروتينات( وحضنها في

 .دقائق(3الاقل)خلال الحضن تقلب العينة كل 

وخلطها  ،الى العينة GB Bufferمايكروليتر من 200ضافة إ(: تم Lysis)التحلل .2

 10مْ لمدة 70لحاضنة بدرجة في ا حضنتو ،ثواني 10دة لم  vortexجهاز  بوساطة

في  تركتو  vortexبجهاز ورجت ،  RNase Aمايكروليتر من 5 ضافةإثم  ،دقائق

 دقائق. 5درجة حرارة الغرفة لمدة 

مايكرو ليتر من الايثانول المطلق الى  200(: اضيف DNA Binding)ربط الدنا  .3

  GD Columnالعينة الى انبوبة  نقلتو vortexورجت بقوة باستعمال  ،العينة

الطرد  في جهاز وضعتو collection tube)مل )2داخل انبوبة اخرى حجم  وضعتو

 الموجود في الانبوبة الراشحمن  تم التخلص ثم ،لمدة دقيقتين (x g 16000 ( المركزي

 GDمل ونضعها مرة اخرى )او استعمال انبوبة جديدة( وبداخلها انبوبة 2حجم  ذات

column. 
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 W1 buffer الغسل الاول مايكرو ليتر من محلول 400ضافة إ(: تم Wash)الغسل  .4

لمدة  (xg 16000وتم وضعها في جهاز الطرد المركزي ) GD Columnالى انبوبة 

 Wash الغسل الثاني مل من محلول 600ثم اضيف  ،من المحلول تم التخلصثانية و 30

Buffer   مل ايثانول مطلق( الى  100)بعد اضافةGD Column  وبعدها وضع في

من المحلول  تم التخلصو ،ثانية ايضا 30( لمدة xg 16000جهاز الطرد المركزي )

من   GD columnونضع انبوبة  ،(collection tubeالموجود في الانبوبة الجامعة )

 3 لمدة (centrifuge زيالطرد المرك مل( وباستعمال2جديد داخل الانبوبة )حجم 

( الموجود داخل انبوبة column matrix( لغرض تجفيف القالب)xg 16000دقائق )

GD column. 

الجافة الى انبوبة   GD column: تم نقل انبوبة (Elution)الاسترداد .5

 Elutionمايكرو ليتر من  100( واضيف   microcentrifuge tubeمل1.5)

Buffer، 16000جهاز الطرد المركزي ) وضع فيوبعدها  ،دقائق3تركه لمدة  تم و x 

g ثانية لاستخلاص الدنا النقي 30( لمدة. 

نسبة  كانت ، اذDNA Nanodrop ونقاوته باستعمال جهاز DNAتم قياس تركيز  .6

( A260/A230( وكانت نسبة )2ــ1.8(( تتراوح بينA260/A280) DNA نقاوة

 (.نانوغرام/مايكروليتر 50ــ20بين ) تراوح  DNA( وتركيز2.2ــ2تتراوح بين )

 gyrB             Amplification Reaction for gyrBتفاعل التضخيم لجين  2-2-10

حيث  gyrB( لتضخيم جين PCR Premix kit) ة تفاعل البلمرة المتسلسلدّ استعملت عُ 

الحمض مايكروليتر من مستخلص  5مايكروليتر. يتألف من 20كان حجم التفاعل الكلي هو 

بكمول/مايكروليتر لكل من 10مايكروليتر بتركيز1النووي الريبوزي منقوص الاوكسجين و

 (Nuclease free water)  مايكرو ليتر من 13ضافة إثم  ،Forward+(Reverseالبوادىء )

 (.9-2، كما موضح في الجدول ) Thermocyclerبعدها وضع داخل جهاز، 
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 الجين تضخيمالمراحل ودرجة الحرارة وتوقيت كل مرحلة اثناء عملية ( يبين 9-2جدول رقم )ال

عدد 

 الدورات
 المرحلة

درجة 

 الحرارة
 الوقت

1 Initial denaturation   التحلل او التمسخ الاولي  دقيقة 5 95° 

35 

Denaturation            ثانية 20 °95 التحلل او التمسخ 

Annealing                 ثانية 20 °55 الالتحام او التلدن 

Elongation                        ثانية 45 °72 الاستطالة 

1 Final extension             دقيقة 5 °72 التمدد النهائي 

 

 Agarose gel electrophoresis              الترحيل الكهربائي لهلام الاكاروز 2-2-11

 ,Sambrook & Rusell)الذي قدمه  على وفق الوصفت عدّ المحاليل التالية اُ 

( استخدمت لرؤية وتصوير الحمض florescent dyeصبغة الأيثيديوم برومايد ) نَّ إ اذ .(2001

وكان تركيزها  .النووي الريبوزي منقوص الاوكسجين بعد تعرضه للأشعة فوق البنفسجية

 DNA) كذلك صبغة .ويحفظ في عبوة زجاجية معتمة ،وهو متوفر تجاريا ،ملغ/مل(10)

loading dye.متوفرة تجاريا ) 

 طريق العمل:

مل 100الاكاروز لكل  مسحوقغرام من  1.5اذابة  بوساطةتم تحضير جل الاكاروز  .1

وتم وضعها داخل دورق مخروطي على  ،pH = 8و TBE Buffer 1Xمن محلول 

بعدها ترك المحلول لكي يبرد عند درجة ( لحين الغليان Hot plateصفيحة ساخنة )

 مْ.50

  .مايكروليتر من صبغة الايثيديوم برومايد للمحلول 0.8اضيف   .2

( لعمل حفر Tray( بلاستيكي في نهاية ووسط صفيحة خاصة )combتم تثبيت مشط ) .3

 (.wellsاو اخاديد)

ثم تصلب بدرجة حرارة الغرفة بعد تركه  Trayتم صب المحلول بلطف داخل الصفيحة  .4

 دقيقة. 30-15لمدة زمنية من 

 Gelوتم تثبيت الصفيحة ووضعها داخل حجرة جهاز  ،ازيل المشط بلطف من الصفيحة .5

 electrophoresisكانت الحجرة تحتوي على محلول  اذTBE buffer (40  )مل

 .مل( بالاعتماد على حجم الحجرة water ) Deionize360و
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 1   مع اضافة  Eppendorfلكل عينة في انبوبة  PCRمايكروليتر من ناتج  5تم وضع  .6

 بعدها وضعت داخل الحفر الموجودة في جل الاكاروز  loading dyeمايكروليتر من 

ان المسافة بين قطب الكاثود  اذسم(  /فولت  4فولت )60فولتية الجهاز تم تثبيتها على  .7

(Cathode( و الأنود )Anodeه ) سم 15ي. 

تم نقل جل الاكاروز الى جهاز   ،في النهاية وبعد الترحيل الكهربائي لمدة ساعة .8

Ultraviolet Trans-illuminator )320 – 336  نانوميتر( للكشف عن الحزمة

(Band)،  كاميرا رقمية بعد ظهور الحزم. بوساطةوتم تصوير الجل 

 DNA Sequencing                            التحليل التسلسلي للحمض النووي   2-2-12

وتم عرض  ،كوريا الجنوبية/ Macrogenشركة  بوساطةتم إجراء تسلسل العينات 

سل وعدد القواعد النتروجينية لمعرفة تسل ،MEGA11نتيجة التسلسل باستخدام برنامج 

عن ه دراسة الروابط الوراثية بين الأنواع وفهم التنوع الجيني عن طريقو .ةالأمينيحماض والأ

ونتيجة لهذه  ،مقارنة تسلسل العزلات المحلية مع بعضها البعض ومع العزلات العالمية طريق

 Neighbor joiningالمعلومات الوراثية تم انشاء الشجرة الوراثية بإستخدام طريقــة 

(Tamura et al.,2021). لأداة  كذلك استخدمت اBLAST   لمقارنة التسلسلات البيولوجية

الأداة  بوساطةوتم ترجمتها الى بروتينات  BLASTnالأداة  بوساطةسواء الأحماض النووية 

BLASTx المحلية الأداة تميز بين مناطق متشابهة بين تسلسلات العزلات  نَّ إ، حيث (query) 

 (Genbank) في بنك الجينات العالمي   (sbjct)وقاعدة بيانات كبيرة للتسلسلات العـالمية

 (Johnson et al., 2008). وايجاد مناطق تطابق قصيرة او اصطفاف التسلسلات الكاملة 

وهو تطبيق مصمم لجعل عملية إنشاء الشعارات المتسلسلة   Weblogoبعدها تم استخدام برنامج

ماط ضمن اصطفافات بإنشاء شعارات متسلسلة وتمثيلات رسومية للأن سهلة وواضحة، يقوم

ودقة لتشابه التسلسل من التسلسلات  عارات التسلسل وصفاً أكثر ثراءً تسلسلية متعددة. توفر ش

 Crooks etويمكن أن تكشف بسرعة عن ميزات مهمة للاصطفاف يصعب إدراكها  )،الأخرى

al.,2004). 

 3D structural of gyrB  gene                       gyrBالشكل الثلاثي لجين   2-2-13

ة الأمينيحماض ماذج ثلاثية الأبعاد لتسلسلات الأتم بناء ن Phyre 2بإستخدام برنامج  

 (et al., 2015لجميع العزلات السريرية ولفحص تأثير الطفرات لشكل البروتين الخاص 

(Kelley ،  )برنامج  بوساطةبعدها تم عرض الشكل الثلاثي للجين )البروتينUCSF 
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Chimera  استخدم لعرض صور وهياكل جزيئية عالية الجودة للشكل الثلاثي الأبعاد لجين اذ

gyrB   رساء الجزيئي للمواد المقترحةماكن الإأوتوضيح ligand  كذلك استخدم  ،بالارتباط به

لعمل اصطفــاف للتسلسلات بالشكل الثلاثي الابعاد ومطابقة العزلات المحلية مع بعضها البعض 

 .et al., 2021 ( Pettersenومع العزلات العالمــية لنفس الجيــن  )

 Molecular Docking                       الإرساء )الالتحام الجزيئي( الجزيئي      2-2-14

يعمل البرنامج بالتنبؤ  اذ ،click docking-1برنامج  بوساطةالإرساء الجزيئي تم  

عملية  ( وفهمgyrB)جين   مع البروتين affinityوالفتها  ligandبربط المادة المستخدمة للربط 

ة المرتبطة والاواصر الكيميائية، كما اقترحت الأمينيحماض حدوث الارساء الجزيئي والأ

 الكيميائية للمركبات للربط مع الجين وتثبيطه وبالإستعانة بقاعدة البياناتمركبات ومواد 

(Pubchem)  (.(Kim et al., 2016 ; Mohammad et al., 2021     

 Statistic analysis                                                       التحليل الاحصائي 2-2-15

وتم استخدام مربع كاي ، SPSS  V.21برنامج  باستخدام الإحصائي لتم إجراء التحلي

Chi-Squared  لبيان العلاقة بين حدوث الطفرات في التسلسلات الجينية للاحماض الامينية

 للعزلات السريرية المحلية وبيين مقاومتها لمضادات الكوينولون احصائياً . 
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                                  Results and Discussion    النتائج والمناقشة  -3

 Isolation and Identification of bacteria                  عزل وتشخيص البكتريا  1 -3

  Escherichia coli عزل بكتريا 3-1-1

تم الحصول  ،جراء الفحوصات المظهرية والمجهرية و الكيموحيويةإوبعد عينة  223من مجموع 

 نهَّا( عزلة اهملت اما لأ%73) 163وباقي العزلات أي  E.coli( عزلة من بكتريا %27) 60على 

 كما في  ،خطة المعدة لهذا البحث او لم يحدث لها نمو بعد استزراعها في الاوساط الزرعيةالخارج 

 .(1-3الشكل )

 

 النامية وبقية العزلات الاخرى والغير نامية E.coli( يبين النسبة المؤوية بين عزلات 1-3الشكل)

( وهذه %25بينما الذكور ) ،(%75ناث )حيث كانت نسبة الإ كلا الجنسينشملت الدراسة 

إن معدل انتشار التهاب المسالك البولية ( ، حيث اوضح 2021) .Akhtar et al النتائج تتوافق مع

وفي الشابات النشطات جنسياً، يتراوح  ،أعلى لدى النساء مقارنة بالرجال في جميع الفئات العمرية

 .كل شخص في السنةل 0.7إلى  0.5معدل الإصابة بالتهاب المسالك البولية من 

 ( عدد العينات المستهدفة في الدراسة وجنس المرضى والفئات العمرية1-3جدول )ال

 

 

 

 

 

27%

71%

2%

E.coliعزلات 

E.coliعزلات نمو آخر غير 

لايوجد نمو

 الفئة العمرية
 الجنس

 المجموع
 ذكور اناث

 1 6-17 5 2 7 

2 18-29 12 3 15 

 3 30-41 11 3 14 

 4 42-53 8 2 10 

 5 54-65 6 3 8 

6 66-77 3 2 5 

 60 15 45 المجموع
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الانتقال بسهولة من منطقة الشرج الى المسالك البولية والمثانة و  E.coli بكتريا انكبأم

ويعزى ذلك  ؛)Levinson, 2016)مرة   14  ناث منها في الذكور بحواليتكون اكثر شيوعاً في الإ

ار ــاستعم البكترياإلى قصر مجرى البول الأنثوي وقرب الإحليل من فتحة الشرج، مما يسهل على 

 .)Janabi-Mashhady & Al-Al, 2020( ذه المنطقةـــه

                                               Phynotypic examination   الفحص المظهري 3-1-2

على وسط  (bright pink colonies) ظهرت مستعمرات وردية ذات حافة حادة

MacConkey agar، ( ومستعمرات خضراء معدنية لماعةgreen metallic sheen على وسط )

عزى ظهور هذه النتائج الى تخمر سكر اللاكتوز في وسط ويُ  ؛ (EMB)الازرق الايوسين مثيلين 

MacConkey agar  الوسط يحتوي على صبغة البنفسج البلورية  نَّ لأ(crystal violet)   و املاح

تسمح للبكتريا  لا ،بالنمو بينما گرامالتي تسمح للبكتريا السالبة لصبغة  (bile salts)الصفراء 

 differential) اً وتفريقي (selective media) اً انتقائي اً وسط دّ لذا يع ؛بالنمو گرامالموجبة لصبغة 

media)  (Basavaraju & Gunashree , 2022). 

بسبب  ( هوEMB)ظهور المستعمرات باللون الاخضر المعدني اللماع على وسط  نَّ إ

ز والكلوكوز الموجود في المثيلين الزرقاء ونتيجة لتخمر سكر اللاكتو ةصبغاحتواء الوسط على 

. وبالنسبة لوسط ايضاً  اً وتفريقي اً الوسط انتقائي دّ لذا يع ؛يتم انتاج احماض عضوية قوية ثالوسط حي

-Beta)للدم   اً واضح عزلات انحلالاً  6في الدراسة الحالية اظهرت  ،(blood agarار الدم )جا

hemolysis)،  ًخر لم تظهر اي انحلال على وسط البعض الآو ،اً ضعيف بينما اظهرت بعضها انحلالا

(blood agar).  

لديها القدرة على إنتاج إنزيم  UPECمن البكتيريا المسببة لـ  %50 نَّ إأظهرت الدراسات 

Hemolysin.  الإنزيم هو تحلل وسط ومن أهم الطرق للكشف عن قدرة البكتيريا على إنتاج هذا

 .(Erjavec, 2023)   أجار الدم

 ؛وخاصةً المقاومة منها بعض السلالات المعزولة من الحالات المرضية تظهر انحلالاً إن 

على اجار  للدم اً واضح بعضها قد لا تظهر انحلالاً  نَّ إفي حين  ،بسبب ما تمتلكه من عوامل ضراوة

لافتقارها  ؛الوسط فيتظهر انحلال الدم  لاتلك التي يتم عزلها من الأشخاص الطبيعيين  اما ،الدم
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وهذه النتائج متوافقة مع نتائج كل من  ؛(Basavaraju & Gunashree, 2022)  لعوامل الضراوة 

 (Mamatha et al., 2023 ; Abu-Sini et al., 2023; Cardiliya et al., 2023) . نيالباحث

  (2017)وآخرون،  Aghemwenhio التي اجريت من قبل نتائج الدراسة وعلى وفق

إن وجود  .%25.7 والمحللة للدم المعزولة من التهاب المسالك البولية E.coliبكتريا  بلغت نسبة

عدم فعالية معظم المضادات  احد اسبابوهو  للإصابةهو عامل ضراوة مهم  المحللة للدمسلالات ال

 .الحيوية المستخدمة لعلاج التهاب المسالك البولية

تحددددت و ةط نمددددو سددددائلاوسدددداصددددلبة أو فددددي ال المددددوادعلددددى  E.coliبكتريددددا تنمددددو خلايددددا 

التدددي تشدددمل الجلوكدددوز كمصددددر  بحدددد ادندددى مدددن المتطلبدددات ،المسددديطر عليهدددا ظدددروف المختبدددر

بعدددددض للكربدددددون والطاقدددددة، وأمدددددلاح الأمونيدددددوم كمصددددددر للنيتدددددروجين، والأمدددددلاح الأخدددددرى، و

ن زراعتهددددا بسددددهولة علددددى ــــددددـفيمك ،لهددددا متطلبددددات غذائيددددة بسدددديطة لأنَّ  و ،العناصددددر النددددزرة

  EMB  ار كدددمكدددونكي وأالار كدددوأ nutrient agar)) ار المغدددذياتكدددمثدددل أ ،ةشدددائع اوسددداط 

)2020 ,.et alElbing & Brent , 2019 ; Bonnet ( ،( 3-2كما موضح في الشكل.) 

 40درجددددات مئويددددة إلددددى  10فددددي درجددددات حددددرارة تتددددراوح مددددن  E.coliبكتريددددا تنمددددو 

درجدددة  37علدددى الدددرغم مدددن أن درجدددة الحدددرارة المثلدددى لمعظدددم السدددلالات هدددي  ،درجدددة مئويدددة

 49إلا أن بعدددض سدددلالات المختبدددرات يمكدددن أن تتكددداثر عندددد درجدددات حدددرارة تصدددل إلدددى  ،مئويدددة

ولكددددن لددددوحظ الحددددد  9.5-4.5عنددددد درجددددة حموضددددة  E.coliبكتريددددا تعدددديش  و ،درجددددة مئويددددة

، تختلدددددف متطلبدددددات الدددددرقم ، أي درجدددددة حموضدددددة محايددددددة. أيضددددداً 7.0الأقصدددددى للنمدددددو عندددددد 

 & Fotadar et al., 2005 ; Basavaraju) .لةسددددلاالالهيددددروجيني بددداختلاف 

Gunashree , 2022)   
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 Green مع مستعمرات خضراء معدنية براقة EMB( على وسط (E.coli  :Aزراعة بكتريا  (2-3) الشكل

metallic sheen (Bعلى وسط الماكونكي حيث تكونت مستعمرات وردي ) ةBright pink colonies 

 Microscopic identification            التشخيص المجهري  3-1-3

على وسط ماكونكي وتم تلوينها  ساعة 24 تم اعداد مسحة من المستعمرة النامية عمرها

عصوية قصيرة وكانت سالبة  أشكالحيث ظهرت البكتريا ب  (Gram stain) گرامصبغة  بإستخدام

 (.2022) آخرون،و Abou-Dobara تتفق مع جاء بهوهذه النتائج  ؛گراملصبغة 

 

  Biochemical identification                    التشخيص الكيموحيوي  3-1-4

عزلة 60وبالتالي تم تشخيص  APi20Eنظام  بوساطةتم تأكيد تشخيص البكتيريا المعزولة 

ي الشكل ــ، كما موضح فبينما تم استبعاد العزلات السلبية ،Escherichia coliبكتيريا  أنهَّاعلى 

على العزلات وجميعها واختبار الكاتاليز . كما تم إجراء اختبار الأوكسيديز (4-3) ( والشكل3-3)

وهذا يتوافق مع نتائج   ،سيديز وايجابية لاختبار الكاتاليزلأختبار الاوكأعطت نتائج سلبية 

Aberkane في اختبار  لم يكن هناك تحول في اللون إلى اللون الارجواني اذ ،(2023) آخرونو

 .الاوكسيديز

A 

B   

E1 

E1 

E60 

E60 

E38 

E38 
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ضافة إساعة و24بعد حضنها  E.coliعلى عزلة سريرية لتشخيص بكتريا  API 20E( نتيجة اختبار 3-3الشكل )

 الكواشف الخاصة بها.

 

بعد الرجوع الى فهرس  E.coliبكتريا  أنهَّاالذي اثبت  API 20E( جدول القراءة الخاص بإختبار 4-3الشكل )

 الخاص بالاختبار

والذي يكون  ،tetramethyl-p phenylenediamineز مركب يكسيدويستخدم اختبار الأ

مما  ؛)النتيجة السالبة( المختزلةفي الحالة  وشفافاً  ،رجوانياً النتيجة الموجبة( افي الحالة المؤكسدة )

لذا  ،(cytochrome c oxidase) سيتوكروم أوكسيديز انزيم تحتوي على لايعني أن البكتيريا 

سلسلة  بوساطة 2O2Hأو  O2Hإلى  2Oكسجين لإنتاج الطاقة عن طريق تحويل ويمكنها استخدام الأ

الكاتليز بينما في اختبار  ،لهذا الاختبار سالبةنتائج  E.coli بكترياتظهر  حيث .نقل الإلكترون

(Catalase test،) تتكون و ،كسجينوتطلبه الخلايا المنتجة لبيروكسيد الهيدروجين وجذور الأ

)نتيجة  E.coli لبكترياذا الاختبار ـــظهر عند إجراء هيوهذا ما  ؛ كسجينوفقاعات في تفاعل الأ

 (Shoaib et al., 2020). ة(ــإيجابي

مفيد في التعرف على البكتيريا التي لديها القدرة على إنتاج  Indole))ويعد اختبار الاندول 

 tryptophane amino) الأميني بتوفانم هذا الإنزيم بتحويل حمض التريقواذ  ،انازفإنزيم التريبتو

acid) يمكن فحص الغاز عن طريق إضافة كواشف مختلفة مثل كاشف  من ثمَّ و ؛ إلى غاز الإندول

يتفاعل غاز الإندول مع  (Kovac's reagent) أو كاشف كوفاتش ( (Ehrlich's reagentإيرليك 



 النتائج والمناقشة                             الثالثالفصل  

 
57 

مما يشير إلى نتيجة اختبار  ؛ذات اللون الأحمر (Rosindole)الكاشف وتتشكل صبغة روزيندول 

 .)MacFaddin , 2000(  إيجابية

في التعرف على الكائنات الحية الدقيقة التي لها القدرة   ureaseيساعد اختبار اليورياز و

ينتمي هذا الإنزيم إلى عائلات إنزيمات الأميدوهيدرولاز  حيث ،urease على إنتاج إنزيم اليورياز

amidohydrolases  والفوسفودوستيراز  phosphodoesterases اليورياز يسبب التحلل المائي .

الرقم سيؤدي تكوين الأمونيا إلى تغيير  وبالتالي ، وثاني أكسيد الكربونلتنتج أمونيا لليوريا 

إلى اللون الوردي عند الرقم  وسيتغير اللون أيضاً  ،للوسط إلى القلوية (PH)الهيدروجيني 

 .(Brink, 2010) دقيقة يشير إلى نتيجة إيجابية 30التغير في اللون خلال  و 1,8الهيدروجيني 

                    Antimicrobial resistance  مقاومة البكتيريا للمضادات الحيوية 3-2

ص من أنواع مختلفة من المضادات اقرا 10على  E.coliمن بكتيريا  عزلة 60تم اختبار  

وتبين أن العزلات لديها  ،(disc diffusion method) الحيوية باستخدام طريقة الانتشار القرصي

مستويات متفاوتة من المقاومة للمضادات الحيوية المختلفة. وأظهرت الدراسة أن مقاومة العزلات 

   ،Nalidixic acid (NA)  تشمل والتي Quinolones للمضادات الحيوية من نوع الكينولونات

Ciprofloxacin (CIP)، Levofloxacin (LEV) و Gatifloxacin (GAT)28 هي 

 وكانت مقاومة .على التوالي (%33.33)20( و 36.66%) 22 ،(36.66%) 22 ،(46.66%)

 التابع( Tetracycline (TE)و  aminoglycoside))التابع لعائلة  Amikacin (AK)مضاد 

-Co مضاد  مقاومة بلغتو.(%68.33) 41 و(%6.66) 4هي  (Tetracyclinesلعائلة 

trimoxazole   (COT)  التابع لعائلة((Sulfonamides 44 (73.33%).  لمضادات أما بالنسبة

و  Imipenem (IMP)و  Ceftriaxone (CTR)التي تشمل ( Beta lactamعائلة بيتا لاكتام )

Ampicillin (AMP)  ( على التوالي، كما %100) 60( و%31.66) 19و (%65 ) 39 بلغت

 (.6-3( والشكل )5-3موضح في الشكل )
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لمقاومتها لمضادات الحيوية مختلفة بعد تنميتها  E.coliلمقاومة بكتريا  المئويةعدد العينات والنسبة  (5-3) الشكل

 Muller Hinton agar على وسط

 

ساعة على  (18)ومقاومتها المختلفة للمضادات الحيوية بعد حضنها لمدة  E.coli( يبين اختبار بكتريا 6-3الشكل )

 Muller Hinton agarوسط 

مقاومة متعددة لمجموعة مختلفة من المضادات الحيوية،  E.coli أظهرت جميع عزلات

أخرى عزلات  اربعةحيث كانت ثلاث عزلات مقاومة لنوعين من المضادات الحيوية، بينما أظهرت 

عزلة مقاومة لأربعة أنواع من المضادات  15مقاومة لثلاثة أنواع من المضادات الحيوية، وأظهرت 

مقاومة لثمانية  تانمن المضادات الحيوية، وكانت عزل مقاومة لخمسة أنواع عزلتانالحيوية، وكانت 

عزلة مقاومة لتسعة أنواع من المضادات الحيوية،  16أنواع من المضادات الحيوية، بينما أظهرت 

عزلات مقاومة لجميع  ثلاثات الحيوية، وكانت عزلة مقاومة لنوع واحد من المضاد 14وأظهرت 

46.66%
36.66% 36.66%
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وعزلة واحدة مقاومة  ،مضادات حيوية 10المضادات الحيوية المستخدمة في هذه الدراسة التي كانت 

ة لنوع واحد من وكانت اربعة عزلات متوسطة المقاوم لسبعة انواع من المضادات الحيوية،

 (.2-3المضادات الحيوية، كما موضح في الشكل )

 ( يمثل عدد العزلات ومقاومتها للمضادات الحيوية2-3دول )جال

عدد المضادات 

 التي تمت مقاومتها
NA CIP LEV GAT AK AMP TET CTR COT IMP رقم العزلة 

3 S S S S S R R S R S E1 

3 S S S S S R R S R S E2 

9 R R R R S R R R R R E3 

1 S S S S S R S S S S E4 

9 R R R R S R R R R R E5 

9 R R R R S R R R R R E6 

2 R S S S S R S S S S E7 

3 I S S S S R S R R S E8 

1 S S S S S R S S S S E9 

4 R S S S S R R S R S E10 

9 R R R R S R R R R R E11 

9 R R R R S R R R R R E12 

1 S S S S S R S S S S E13 

3 R S S S S R S S R S E14 

1 S S S S S R S S S S E15 

4 S S S S S R R R R S E16 

4 S S S S S R R R R S E17 

4 R S S S S R R S R S E18 

5 R S S S S R R R R S E19 

1 S S S S S R S S S S E20 

4 I S S S S R R R R S E21 

10 R R R R R R R R R R E22 

1 S S S S S R S S S S E23 

9 R R R R S R R R R R E24 

1 S S S S S R S S S S E25 

9 R R R R S R R R R R E26 

9 R R R R S R R R R R E27 

1 S S S S S R S S S S E28 

4 S S S S S R R R R S E29 

1 S S S S S R S S S S E30 

7 R R R I S R R R R S E31 

9 R R R R S R R R R R E32 

1 S S S S S R S S S S E33 

2 S S S S S R S S R S E34 

1 S S S S S R S S S S E35 

4 S S S S S R R R R S E36 
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2 S S S S S R S R S S E37 

1 S S S S S R S S S S E38 

1 S S S S S R S S S S E39 

9 R R R R S R R R R R E40 

1 S S S S S R S S S S E41 

4 S S S S S R R R R S E42 

4 S S S S S R R R R S E43 

5 R S S S S R R R R S E44 

8 R R R I S R R R R R E45 

4 S S S S S R R R R S E46 

4 S S S S S R R R R S E47 

4 S S S S S R R R R S E48 

4 S S S S S R R R R S E49 

10 R R R R R R R R R R E50 

9 R R R R S R R R R R E51 

4 S S S S S R R R R S E52 

4 S S S S S R R R R S E53 

9 R R R R S R R R R R E54 

9 R R R R R R R R R S E55 

9 R R R R S R R R R R E56 

8 R R R R S R R R R S E57 

9 R R R R S R R R R R E58 

9 R R R R S R R R R R E59 

10 R R R R R R R R R R E60 

 28 22 22 20 4 60 41 39 44 19 
عدد العينات 

 المقاومة
 

 إنَّ    Abdul-Husin et al،. (2021) اظهرت بعض الدراسات ومنها المحلية التي قدمها 

لمضادات  qnrSبسبب البلازميدات وبالتحديد وجود جين  E.coli بكتريامعدلات مقاومة 

على  (gatifloxacinو nalidixic acid،ciprofloxacin ،levofloxacin )الكينولونات مثل 

في  ((qnrالعالي لجينات  الانتشار نَّ إ بينَّ اذ ، % 25و % 37.5 ،% 26.3،% 36  بلغتالتوالي 

وايضاً تتوافق نتائج الدراسة الحالية  .تالبلازميدات يعزز من مقاومة البكتريا لمضادات الكوينولونا

كان معدل مقاومة  اذ( في دولة باكستان 2014) .Sabir et alليها الباحث إمع النتائج التي توصل 

بنسبة   Imipenemو  %69.4بنسبة  tetracyclinو  %100للبنسلين بنسبة   E.coliبكتريا

على الرغم من أن دراسته ،%12.7بنسبة  Amikacinلمضاد بينما كانت مقاومة البكتريا  43.3%

في أي  E.coliبكتريا لا تشير إلى أن البنسلين لا يستخدم لعلاج التهابات المسالك البولية التي تسببها 

 جزء من العالم، إلا أن العديد من الدراسات الحديثة وجدت أن عددًا من البكتيريا عرضة لهذا المضاد
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مضاد الاميكاسين لايزال من الممكن استخدامه  إنَّ كما اوضح  ،وخاصة في الدول الاوربية  الحيوي

 .UTIلعلاج 

  ( لعينات للبكتريا معزولة من المصابين 2016)Hameedجراها الباحث أوتوافقت دراسة 

          -Coلمضادنسبة مقاومة البكتريا  إنَّ تبين  اذ ،الدراسة الحاليةالبولية مع  مسالكبإلتهابات ال

trimoxazole   المضادات فعالية من المضادات  حيث كان هذا المضاد من اكثر %75.86هي

 .خرى المستخدمة في دراستهالأ

( وكانت نسبة المقاومة 2022) وآخرون، .Bullensجراها مع الدراسة التي أوايضاً اتفقت 

من الضروري زيادة الوعي للحد  إنهَّ كدت الدراسة أ اذ ،%66.7هي  Ceftriaxoneللمضاد الحيوي 

 البولية.  مسالكمن انتشار مسببات الامراض المقاومة لإلتهاب ال

Olorunmola et al. (2013 )ليها إالتي توصل بينما لم تتفق نتائج هذه الدراسة مع النتائج 

 nalidixic acid  لمضاد %67.2اذ كانت نسبة مقاومة العزلات البكتيرية لهذه المضادات هي 

المستوى العالي لمقاومة الفلوروكينولونات يحد من  نَّ  إوبينَّ  ،ciprofloxacinلمضاد  %65.7و

 .%96.4بنسبة   tetracyclin، بينما كانت مقاومة المسالك البولية ىخيارات العلاج الفعال لمرض

وكانت نسبة  ،((Chua&Stewardson  2019ولم تتفق نتائج هذه الدراسة مع نتائج 

انتاج انزيم البيتا لاكتميز هو الآلية  نَّ إاوضحا  اذ ،%89هي  ceftriaxoneمقاومة البكتريا لمضاد 

ولم تتفق نتائج هذه الدراسة ايضاً مع نتائج الدراسة المحلية التي  .الأكثر شيوعاً لمقاومة هذا المضاد

 co-trimoxazole( حيث بلغت مقاومة البكتريا لمضاد 2019) وآخرون، .Abbasليها إتوصل 

 Dihydrofolate reductase الذي يشفر لأنزيم folAوجود طفرات في جين  إنَّ ،%14.2بنسبة 

-coمضاد بين الانزيم و affinity))اد الحيوي وتقلل التقارب التي بدورها تمنح مقاومة لهذا المض

trimoxazole  نشاط الانزيم يبقى فعالاً لتخليق حمض الفوليك والحفاظ على  فإنَّ ومع ذلك

 Niranganبه  ءولم تتفق نتائج هذه الدراسة مع ما جا .(Tamer, 2014استمرارية وبقاء البكتريا )

& Malini (2014)،  وكانت نسبة مقاومة البكتريا لمضادamikacin   33.4بلغت%. 

( لم تتفق ايضاً مع الدراسة الحالية 2018) .Михалко et alوفي دراسة اجريت من قبل  

بنسبة  gatifloxacinو   levofloxacinشديدة الحساسية لمضادات   E.coliبكترياكانت  اذ

البنسلينات ليست  نَّ إكما اوضح  ،عند البالغين %80لكليهما عند الاطفال وانخفضت الى  93.18%
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و gatifloxacin  إنَّ  .بسبب قلة حساسية البكتريا لها ؛مناسبة لعلاج التهابات المسالك البولية

levofloxacin  الإيجابيـــة المرضيـــةن المسببات ــــد العديد مـــــنشاط واسع ض اــــمله 

 .بسبب التركيب الكيميائي للمضاديـــــن ؛اللاهوائيةض الممرضات ـــــوبع گراملصبغة  والسلبيـــة

(2021et al., Sitovs  ; Schultz , 2012) 

حيث بلغت  (Jalil & AlAtbee, 2022) جراها م تتفق الدراسة مع الدراسة التي أول

 لمضادوكانت نسبة المقاومة عالية بالنسبة  % imipenem2.4  مقاومة البكتريا لمضاد 

ampicillin  86.6بلغت%. 

من أهم أسباب مقاومة المضادات الحيوية هو الاستخدام المفرط لها والبروتوكولات غير 

حيث يؤدي الاستخدام المتزايد  ،في الدول الناميةوخصوصاً الصحيحة في بعض المؤسسات الصحية 

 Ching) .للعلاجات إلى حدوث طفرات جينية في البكتيريا تمكنها من زيادة المقاومة لهذه العلاجات

& Zaman , 2020). 

تسبب ال وتزيد من احتمالإن التغيرات التي قد تتعرض لها هذه البكتيريا ستسمح لها بالبقاء 

على  ،تتراكم كميات اكبر من الكينولونات في المثانة ،اذ عند زيادة الجرعات طفرات أخرى.في 

 مل /ميكروغرام 400 في المثانة بما يصل إلى levofloxacinمضاد سبيل المثال، يمكن أن يتراكم 

في الجهاز الهضمي بما  ciprofloxacinمضاد ، ولكن يمكن أن يتراكم بعد تناول الجرعة الدوائية

قد  ؛استخدام المضادات الحيوية بجرعات عالية  فإنَّ لذلك  .من البراز رامغملجم لكل  2يصل إلى 

 ,.Becnel et al)  يؤدي إلى تطوير عزلات إضافية ذات طفرات متعددة مرتبطة بالمقاومة

2009).  

 E.coli)لبكتريا ) gyrBتفاعل تضخيم جين  3-3

 Amplification Reaction of  Escherichia coli  gyrB   

عزلة مقاومة لمضادات الكوينولون  22) عزلة من البكتريا40على   PCRتم اجراء تقنية 

بشكل يقسم  للدراسة الحالية،  البرايمرات صممت نَّ إ اذ عزلة حساسة لمضادات الكوينولون(، 18و

وتم تحديد طول القطعة الاولى  Sangerلتسهيل ايجاد توالياته بطريقة  ،الجين الكلي الى قطعتين

Segment 1 (998  زوج قاعدةbase pair والقطعة الثانية )Segment 2   (971 )زوج قاعدة. 

وتمت مقارنته مع  ،%100موجود في جميع عزلات البكتريا بنسبة  gyrBجين  نَّ إظهرت النتائج أو
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 Gel) الترحيل الكهربائي باستخدام تقنية  DNA ladderالحزم المتضاعفة والدليل الحجمي 

Electrophoresis)(7-3، الشكل).  

 

 

 gyrBالقطعة الثانية من جين  E.coli gyrB، (B)القطعة الاولى من جين لبكتريا A) الترحيل الكهربائي لجل الاكاروز لـ : )( 7-3الشكل )

( L) إنَّ فولت لمدة ساعة  حيث  60اكاروز وفرق جهد %1.5في  UV  الناتجة من تفاعل البلمرة المتسلسل بإستخدام اشعة .E.coliلبكتريا 

( تمــــثل عـــزلات من بكتـــريا 2،3،7،12،26،48،54زوج قاعدة( والارقـــــام ) DNA Ladder( )100-2000يمثل الدليل الحجمي )

E.coli ( E.S2S1 AH، E.S3S1 AH-R  ،E.S7S1 AH،E.S12S1 AH-R،E.S26S1 AH-R،E.S48S1 AH،E.S54S1 

AH-R (  للقطعة الاولى و E.S2S2 AH،E.S3S2 AH-R   ،E.S7S2 AH، E.S12S2 AH-R،E.S26S2 AH-R،E.S48S2 

AH، E.S54S2  AH-R.للقطعة الثانية ) 

  gyrB                                  DNA sequencing analysis  التحليل التسلسلي لجين 3-4

وتم  ، (عزلة بكتريا40) gyrBلجين  قطعة 80تم اجراء اختبار تسلسل الحمض النووي ل 

وبعدها تم  E.coliلجميع العزلات السريرية المحلية من بكتريا   (Alignment) جراء الإصطفافإ

Alignment   مع عدد من عينات اخرى لدول عالم مختلفة عن طريق بنك الجينات العالمي
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(GenBank)  بإستخدام برنامجBLAST Nucleotide  في موقع(NCBI) National Center 

Biotechnology Information، كما  %100العزلات تطابق تام بنسبة  حيث اظهرت أكثر

(. كما 9-3كما موضح في الشكل ) %99( وبعضها كانت نسبة التطابق 8-3موضح في الشكل )

ة الأمينيالعالمية فيما يتعلق بالأحماض مع العزلات  %100العزلات تطابق تام بنسبة  أكثراظهرت 

جريت أ( و11-3كما في الشكل ) ،%99ة تطابق ( وبعضها اظهر نسب10-3كما فــي الشكـــل )

 .BLASTxبرنامج   بوساطة

 

 E.S60S1( Queryللقطعة الاولى من العزلة المحلية ) gyrB( لنيوكليوتيدات جين Alignment( الاصطفاف )8-3الشكل )

AH-R  لبكتريا E.coliبوساطة nucleotide BLAST  100الذي يبين تطابق تام بنسبة% ( مع عزلات عالميةSbjct.) 
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( Queryللقطعة الاولى من العزلة المحلية ) gyrB( لنيوكليوتيدات جين Alignment( الاصطفاف )9-3) الشكل

E.S1S1 AH  لبكتريا E.coli بوساطة nucleotide BLAST  مع تسلسلات  %99الذي يبين تطابق بنسبة

في موقعين مختلفين  )الادنين بدل الجوانين( الاستبدال في قاعدة نتروجينية واحدة إنَّ حيث  .(Sbjctلعزلات عالمية )

 و)الكوانين بدل الادنين( في موقع واحد 
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( للقطعة الاولى من العزلة Polypeptide sequence alignment) ( اصطفاف تسلسل الببتيدات10-3الشكل )

 .(Sbjct)  مع عزلات عالمية %100يبين تطابق تام بنسبة  ،E.coliمن بكتريا  E.S1S1 AH( Queryالمحلية )

 

( للقطعة الاولى من العزلة Polypeptide sequence alignmentاصطفاف تسلسل الببتيدات ) (11-3) الشكل

وهو ؛(Sbjctمع عزلات عالمية ) %99يبين تطابق بنسبة  ،E.coliمن بكتريا  E.S1S1 AH( Queryالمحلية )

 )الارجنين بدل اللايسين( و ) السيرين بدل الجلايسين( و )المثيونين بدل الفالين( الأمينيدليل على تغير الحامض 
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( Queryللقطعة الثانية من العزلة المحلية ) gyrB( لنيوكليوتيدات جين Alignment( الاصطفاف )12-3الشكل )

E.S3S2 AH-R  لبكتريا E.coliبوساطة Nucleotide BLAST  مع عزلات  %100الذي يبين تطابق تام بنسبة

 (.Sbjctعالمية )
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( Queryللقطعة الثانية من العزلة المحلية ) gyrB( لنيوكليوتيدات جين Alignment( الاصطفاف )13-3الشكل)

E.S60S2 AH-R  لبكتريا E.coli بوساطة Nucleotide BLAST  مع تسلسلات  %99الذي يبين تطابق بنسبة

و ) الثايمين بدل   )السايتوسين بدل الادنين( حيث ان الاستبدال في قاعدة نتروجينية واحدة .(Sbjctلعزلات عالمية )

 الادنين( 



 النتائج والمناقشة                             الثالثالفصل  

 
69 

 

( للقطعة الثانية من العزلة Polypeptide sequence alignment) ( اصطفاف تسلسل الببتيدات14-3الشكل )

مع  %100يبين تطابق تام بنسبة  ،BLASTx بوساطة E.coliمن بكتريا  E.S3S2 AH-R( Queryالمحلية )

 .(Sbjct)  عزلات عالمية

 

( للقطعة الثانية من العزلة Polypeptide sequence alignmentاصطفاف تسلسل الببتيدات ) (15-3) الشكل

مع عزلات  %99يبين تطابق بنسبة  ،BLASTx بوساطة E.coliمن بكتريا  E.S60S2 AH-R( Queryالمحلية )

 و)الاسباراجين بدل اللايسين()الهستدين بدل الاسبارجين( الأمينيوهو دليل على تغير الحامض  .(Sbjctعالمية )
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 gyrBللقطعة الاولى للجين  .GenBankمع التسلسلات الدولية المتطابقة الموجودة في  gyrB( يمثل مقارنة بالتطابق بين تسلسلات العزلات المحلية لجين 3-3جدول )ال

 

  

 ت

No. 

 العزلات المحلية

Local isolated  

 

ارقام انضمام العزلات المحلية 

 وتسجيلها في بنك الجينات 

Local isolated sequence 

accession no. 

ارقام انضمام العزلات 

العالمية وتطابقها مع 

 العزلات المحلية 

BLAST match 

Accession No. 

 المنشأ

Source 

 المصدر

Reference 

 التطابقات

Identities 

% 

 القيمة المتوقعة

E-value 

1 E.S1S1 AH PP240829 CP055251.1 CHINA Yin ,2020 99.66% 0 

2 E.S2S1 AH PP240830 CP051219.1 CHINA Hej ,2020 99.78% 0 

3 E.S3S1 AH-R PP240831 CP139794.1 GERMANY Braun ,2023 99.76% 0 

4 E.S4S1 AH PP240832 CP054236.1 USA Sharon et al.,  2020 98.73% 0 

5 E.S5S1 AH-R PP240833 AP023237.1 JAPAN Sugawara et al.,  2020 100% 0 

6 E.S6S1 AH-R PP240834 CP054371.1 USA Stephen et al., 2020 99.77% 0 

7 E.S7S1 AH PP240835 CP103739.1 USA Shropshire et al.,  2022 100% 0 

8 E.S8S1 AH PP240836 CP055251.1 CHINA Yin., 2020 99.66% 0 

9 E.S11S1 AH-R PP240837 CP047609.1 NORWAY Finton et al.,  2020 100% 0 

10 E.S12S1 AH-R PP240838 CP137935.1 USA Hergert  et al., 2023 100% 0 

11 E.S13S1 AH PP240839 CP043406.1 NORWAY Mesial  et al., 2020 100% 0 

12 E.15S1 AH PP240840 CP054236.1 USA Nuguyen  et al., 2020 99.77% 0 

13 E.S17S1 AH PP240841 CP055251.1 CHINA Yin  ,2020 99.43% 0 

14 E.S19S1 AH PP240842 OY754377.1 FRANCE Leclerc ,2023 100% 0 

15 E.S20S1 AH PP240843 CP055251.1 CHINA Yin ,2020 100% 0 

16 E.S22S1 AH-R PP240844 AP023237.1 MYANMAR Sugawara et al.,  2020 100% 0 

17 E.S23S1 AH PP240845 CP043406.1 NORWAY Finton et al., 2020 100% 0 

18 E.S24S1 AH-R PP240846 CP047609.1 NORWAY Pocellato et al., 2020 100% 0 

19 E.S26S1 AH-R PP240847 CP137935.1 USA Hergert  et al., 2023 100% 0 

20 E.S27S1 AH-R PP240848 CP139794.1 GERMANY Braun.,  2023 100% 0 

21 E.S28S1 AH PP240849 CP055251.1 CHINA Yin, 2020 99.77% 0 

22 E.S29S1 AH PP240850 CP054454.1 USA Wright et al., 2020 100% 0 

23 E.S31S1 AH-R PP240851 CP139794.1 GERMANY Braun ,2023 100% 0 

24 E.S32S1 AH-R PP240852 AP139794.1 GERMANY Tanimoto  et al., 2018 100% 0 

25 E.S33S1 AH PP240853 CP043406.1 NORWAY Finton  et al., 2020 100% 0 

26 E.S38S1 AH PP240854 CP027579.1 USA Patel  et al., 2018 100% 0 
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27 E.S39S1 AH PP240855 CP053730.1 CHINA Li et al., 2020 100% 0 

28 E.S40S1 AH-R PP240856 CP136993.2 CANADA Kang  et al., 2024 99.89% 0 

29 E.S41S1 AH PP240857 CP026939.2 IRELAND Naithan  et al., 2020 99.67% 0 

30 E.S45S1 AH-R PP240858 AP023237.1 JAPAN Sugawara et al., 2020 100% 0 

31 E.S48S1 AH PP240859 CP047662.1 CHINA Lu  ,2020 100% 0 

32 E.S50S1 AH-R PP240860 CP055251.1 CHINA Yin  ,2020 99.44% 0 

33 E.S54S1 AH-R PP240861 AP018784.2 JAPAN 
Tanimoto  &  Nishikawa 

(2018) 
100% 0 

34 E.S55S1 AH-R PP240862 CP136993.2 CANADA Kang  et al., 2023 99.66% 0 

35 E.S56S1 AH-R PP240863 AP023237.1 JAPAN Shgawara  et al., 2020 99.66% 0 

36 E.S57S1 AH-R PP240864 CP054363.1 USA Stephens  et al., 2020 100% 0 

37 E.S58S1 AH-R PP240865 CP103739.1 USA Shropshire  ,2022 100% 0 

38 E.S59S1 AH-R PP240866 AP023237.1 JAPAN Shgawara  et al., 2020 100% 0 

39 E.S60S1 AH-R PP240867 CP047609.1 NORWAY Finton  et al., 2020 100% 0 
 

 

 gyrB للقطعة الثانية للجين  .GenBankمع التسلسلات الدولية المتطابقة الموجودة في  gyrB( يمثل مقارنة بالتطابق بين تسلسلات العزلات المحلية لجين 4-3جدول )ال

 

  

 ت

No. 

  

 العزلات المحلية

Local isolated  

 

ارقام انضمام العزلات المحلية 

 وتسجيلها في بنك الجينات 

Local isolated sequence 

accession no. 

ارقام انضمام العزلات 

العالمية وتطابقها مع 

 العزلات المحلية 

BLAST match 

Accession No. 

 المنشأ

Source 

 المصدر

Reference 

 التطابقات

Identities 

% 

 القيمة المتوقعة

E-value 

1 E.S2S1 AH PP240868 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 100% 0 

2 E.S3S2 AH-R PP240869 CP142382.1 CHINA Jiang et al.,2024 100% 0 

3 E.S4S2 AH PP240870 CP054236.1 USA Sharon et al.,2020 99.77% 0 

4 E.S5S2 AH-R PP240871 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 100% 0 

5 E.S6S2 AH-R PP240872 CP054371.1 USA Stephen et al.,2020 100% 0 

6 E.S7S2 AH PP240873 CP123963.1 CHINA Wen et al.,2023 100% 0 

7 E.S8S2 AH PP240874 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 99.89% 0 

8 E.S11S2 AH-R PP240875 CP047609.1 NORWAY Finton et al.,2020 100% 0 

9 E.S12S2 AH-R PP240876 CP123963.1 CHINA Wen et al.,2023 100% 0 
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10 E.S13S2 AH PP240877 CP055158.1 USA Stephen et al.,2020 99.88% 0 

11 E.15S2 AH PP240878 CP054236.1 USA Sharon et al.,2020 100% 0 

12 E.S17S2 AH PP240879 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 99.63% 0 

13 E.S19S2 AH PP240880 CP145634.1 Switzerland Campos-Madueno et al.,2024 100% 0 

14 E.S20S2 AH PP240881 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 99.87% 0 

15 E.S22S1 AH-R PP240882 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 100% 0 

16 E.S23S2 AH PP240883 CP055158.1 USA Stephen et al.,2020 100% 0 

17 E.S24S2 AH-R PP240884 CP047609.1 NORWAY Finton et al.,2020 100% 0 

18 E.S26S2 AH-R PP240885 CP055256.1 CHINA Yin.,2020 99.36% 0 

19 E.S27S2 AH-R PP240886 CP142382.1 CHINA Jiang et al.,2024 99.65% 0 

20 E.S28S2 AH PP240887 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 99.77% 0 

21 E.S29S2 AH PP240888 CP054454.1 USA Stephen et al.,2020 99.88% 0 

22 E.S31S2 AH-R PP240889 CP142382.1 CHINA Jiang et al.,2024 100% 0 

23 E.S32S2 AH-R PP240890 AP139794.1 CHINA Jiang et al.,2024 99.88% 0 

24 E.S33S2 AH PP240891 CP055158.1 USA Stephen et al.,2020 100% 0 

25 E.S38S2 AH PP240892 CP027579.1 USA Patel et al.,2018 100% 0 

26 E.S39S2 AH PP240893 CP123963.1 CHINA Wen et al.,2023 99.88% 0 

27 E.S41S2 AH PP240894 CP026939.2 IRELAND Nguyen et al.,2020 100% 0 

28 E.S45S2 AH-R PP240895 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 100% 0 

29 E.S48S2 AH PP240896 CP043750.1 USA Tyson et al.,2019 100% 0 

30 E.S50S2 AH-R PP240897 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 100% 0 

31 E.S54S2 AH-R PP240898 CP142382.1 CHINA Jiang et al.,2024  100% 0 

32 E.S55S2 AH-R PP240899 CP123963.1 CHINA Wen et al.,2023 100% 0 

33 E.S56S2 AH-R PP240900 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 100% 0 

34 E.S57S2 AH-R PP240901 CP041304.1 Canada Desloges et al.,2019 99.78% 0 

35 E.S58S2 AH-R PP240902 CP123963.1 CHINA Wen et al.,2023 100% 0 

36 E.S59S2 AH-R PP240903 CP142580.1 CHINA Li et al.,2023 99.89% 0 

37 E.S60S2 AH-R PP240904 CP047609.1 NORWAY Finton et al.,2020 99.77% 0 
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 المتوقعة والقيمة identities))تطابق ال،(accession number) نضماميعد رقم الإ

E.value))  لبرنامجعناصر إخراج مهمة BLAST  الخاص بـNCBI  الذي يكشف عن معلومات

تقوم قاعدة  ، اذسلات الموجودة في قواعد البياناتوالتسل عزلات الدراسةحول التشابه بين تسلسل 

يتم استخدامه  .بتعيين معرف فريد للسجل يسمى رقم الانضمام ،GenBank بيانات التسلسل، مثل

لتحديد تسلسل قاعدة بيانات معينة. يتكون رقم الانضمام عادةً من مجموعة من الحروف والأرقام، 

الذي يحتوي على حقائق حول تاريخ التسلسل والغرض  ،ل الكاملويعمل بمثابة اتصال بسجل التسلس

بين  الإصطفافيشار إلى عدد الوحدات البنائية المتطابقة في ، ومنه والمعلومات الأخرى ذات الصلة

 .Identities))   التعريفية من قاعدة البيانات بالهويات sbjct والتسلسل المطابق queryتسلسل 

تتم الإشارة إلى قدر أكبر من التشابه بين التسلسلات  .يعبر عن درجة التشابه بين التسلسلات حيث

يتم ايضاً  ،مما يزيد من احتمال أن تكون مرتبطة أو تشترك في الأصل ؛قيم هوية أعلى عن طريق

من قاعدة   sbjct والتسلسل المطابق queryبين تسلسل  الاصطفافتقديم تقدير لاحتمال حدوث 

ه يمثل احتمال أن فإنَّ ، المعروفة أيضًا بالقيمة المتوقعة. وبعبارة أخرى،  Eالقيمة  بوساطةالبيانات 

المنخفضة  Eيكون التشابه الملحوظ نتيجة الصدفة البحتة وليس علاقة بيولوجية فعلية. تشير القيمة 

ن التشابه الملحوظ من تظهر أ نهَّالأ ؛إلى احتمالية أعلى للارتباط أو سلف مشترك بين التسلسلات

ما تشير القيم الإلكترونية المنخفضة إلى تطابقات ذات  غير المرجح أن يكون نتيجة للصدفة. غالباً 

 معنى أكبر. يتم استخدام القيمة الإلكترونية بشكل متكرر كعتبة لتقييم مدى ملاءمة المطابقة

(Madden,2003). 

 K12)سلالة  E.coliبكتيريا لإحدى سلالات تم نشر الجينوم الكامل  ،م1997 في عام 

مما يجعلها واحدة من أولى الأنواع التي تم  ،Science مجلة بوساطة (MG1655وتحديداً النسخة 

 جيناً  4288دائري يحتوي على  DNAعلى جزيء  E.coli بكترياتسلسل جينومها بالكامل. تحتوي 

ي ـــــالريباس RNAل ـــتشغيل operons سبعــــة(، وoperons 2584بروتين )مرتبة في لل مشفراً 

(rRNA)، 86و (operons) للحمض النووي الريبي الناقل (tRNA)  (Basavaraju & 

Gunashree , 2022). 

جين،  1500يحتوي على أقل من  E.coli لبكترياتشير التقديرات إلى أن الجينوم الأساسي 

) et alNandaKafle.,  جين  22000 في حين أنه يحتوي على جينوم ضخم يضم أكثر من

وتسلسلات توضيحية متاحة حتى  E.coliبكتريا  اتمجموعة من جينوم 27621هناك و .2017(
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ككل بشكل  E.coliبكتريا يتم ترتيب جينوم  و .جين 5500إلى  4000الآن، ويتكون كل جينوم من 

وإعادة  التضاعفالتي قد تشارك في  oligonucleotidesالتضاعف و  ملحوظ من حيث اتجاه 

 في جينوم بكترياوجد أن كثافة التشفير و ،(Basavaraju & Gunashree, 2022)  .التركيب

E.coli العديد م هتس .فقط قاعدياً  اً زوج 118مسافة بين الجينات المتوسط حيث يبلغ  ، عالية للغاية

تفتقر الجينات البكتيرية إلى الإنترونات في  ،على سبيل المثال ،من العوامل في زيادة كثافة الجينات

بعض، أي أنه لا يوجد العديد قريبة من بعضها  تكون جاورةتالم الجيناتان جميع أنحاء الجينوم، و

من العناصر الجينية القابلة العديد  وايضاً وجودالكبيرة غير المشفرة بين الجينات.  DNAمقاطع  من 

 (Morozova et al., 2022) .وغيرهاللانتقال، 

 بسببلدراسة الخصائص العامة للبروتين البكتيري،  ممتازاً  نموذجاً  E.coliبكتريا  عدّ ت

 ديناميكياتها في ظل المواقف الفسيولوجية المختلفة، ونطاقها الديناميكي للتعبير، وتغيراتها. وفقاً 

 إطار القراءة المفتوحويعرف  ،ORFs  4364 هناك فإنَّ  ، E.coliبكترياللبيانات التسلسل الجينومي 

Open Reading Frames (ORFs)،  تقسيم تسلسل النوكليوتيدات في قراءة وطريقة ل نهَّ أعلى

( إلى مجموعات متتالية وغير متداخلة من النوكليوتيدات RNAأو  DNAحمض نووي )الجزيء 

بروتين ) ناتج جيني يملك قابلية أن يتُرجم إلى قراءةالإطار  نَّ إ .الثلاثية التي تسمى كودونات

 عادة يبدأ الكودونات ، وهو مفهوم يعُرَّف على أنه امتداد مستمر من(اً وظيفي مشفر غير  RNA أو

بكودون وينتهي  ،methionine  الأمينيالذي يشفر للحامض  (AUG) بكودون بداية

ت سلالاالي ـــف للتنبؤ الأولي بالجينات ويسُتخدم كوسيلة  UGA) أو UAG أو (UAA  توقف

  (Couso & Patraquim,  2017; Basavaraju & Gunashree,  2022). البكتيرية

كمعيار لتقييم التقنيات والمنهجيات الجديدة والتحقق من  E.coliبكتريا ستخدام بروتين تم ا

 prefractionation، proteinالسنوات الأخيرة، بما في ذلك  المختبرات في صحتها في

enrichment ،ي للهلام ثنائي الأبعاد ائالكهرب والترحيلtwo-dimensional gel 

electrophoresis (2-DE)، وتحديد ( البروتين، وقياس طيف الكتلة الحيويةMS)،  بالمقارنة مع

أصغر  E.coliبكتريا بروتينات  فإنَّ بروتينات الكائنات الحية الأخرى مثل النباتات والحيوانات، 

لمختلف الاحتياجات البحثية. يتم  ممتازاً  توفر نموذجاً  من ثمَّ و ،قليل للبروتين ها تعديللديبكثير و

-SWISSلعامة مث وجود قواعد بيانات عن طريقنموذج ك E.coliبكتريا تعزيز استخدام بروتين 

PROT  و NCBI   التي تحتوي على معلومات غنية عن البروتينات والجينات المقابلة لبكتيريا

https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%A5%D8%B7%D8%A7%D8%B1_%D8%A7%D9%84%D9%82%D8%B1%D8%A7%D8%A1%D8%A9
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D8%A7%D8%AA%D8%AC_%D8%AC%D9%8A%D9%86%D9%8A
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D8%A7%D8%AA%D8%AC_%D8%AC%D9%8A%D9%86%D9%8A
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AD%D9%85%D8%B6_%D9%86%D9%88%D9%88%D9%8A_%D8%B1%D9%8A%D8%A8%D9%88%D8%B2%D9%8A_%D8%BA%D9%8A%D8%B1_%D9%85%D8%B4%D9%81%D8%B1
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AD%D9%85%D8%B6_%D9%86%D9%88%D9%88%D9%8A_%D8%B1%D9%8A%D8%A8%D9%88%D8%B2%D9%8A_%D8%BA%D9%8A%D8%B1_%D9%85%D8%B4%D9%81%D8%B1
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%B4%D9%8A%D9%81%D8%B1%D8%A9_%D8%AC%D9%8A%D9%86%D9%8A%D8%A9
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%B4%D9%8A%D9%81%D8%B1%D8%A9_%D8%AC%D9%8A%D9%86%D9%8A%D8%A9
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%83%D9%88%D8%AF%D9%88%D9%86_%D8%A8%D8%AF%D8%A1
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%83%D9%88%D8%AF%D9%88%D9%86_%D8%A8%D8%AF%D8%A1
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%83%D9%88%D8%AF%D9%88%D9%86_%D8%AA%D9%88%D9%82%D9%81
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%83%D9%88%D8%AF%D9%88%D9%86_%D8%AA%D9%88%D9%82%D9%81
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%83%D9%88%D8%AF%D9%88%D9%86_%D8%AA%D9%88%D9%82%D9%81
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D9%86%D8%A8%D8%A4_%D8%A8%D8%A7%D9%84%D9%85%D9%88%D8%B1%D8%AB%D8%A7%D8%AA
https://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D9%86%D8%A8%D8%A4_%D8%A8%D8%A7%D9%84%D9%85%D9%88%D8%B1%D8%AB%D8%A7%D8%AA
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كمية كبيرة من البيانات والتي تعتمد على  ، E.coliبكتريالووجود خرائط  E.coliبكتريا 

 .(Weiner & Li, 2008) البيوكيميائية والبيولوجية

       gyrB     gyrB multiple Sequence Alignment اصطفاف التسلسلات المتعدد لجين 3-5

 MEGA11 استخدام برنامج  عن طريقجميع العينات تعيين تسلسلات الاصطفاف ل تمت

 عالميةالعينات عزلات سريرية محلية مع تسلسلات  تضمينذلك وب ،ClustalWواستخدام اختيار 

بالإضافة إلى ذلك، كانت بعض عزلات الدراسة الحالية  .مقابلة وهي تنتمي إلى عزلات مختلفة

في  عالمية، في حين اختلفت بعض العزلات مع بعض العزلات الالعالميةتماما مع العزلات  طابقةم

للعزلات السريرية  DNAومن ثم كل تسلسلات جزيئات  .نيةعد النيتروجيواواحدة أو أكثر من الق

وتم عمل  ،BLASTxمينية مقابلة لها بإستخدام برنامج الى تسلسلات أحماض أ المحلية تم ترجمتها

كانت بعض عزلات اصطفاف للتسلسلات سوياً وتمت مطابقتها ايضا مع عزلات عالمية حيث 

، في حين اختلفت بعض العزلات مع بعض العالميةالدراسة الحالية متشابهة تماما مع العزلات 

 .ةالأمينيحماض او اكثر من الأ في واحدة عالميةالعزلات ال

محدد في الجينوم،  DNAتحديد الطفرات المقاومة للمضادات الحيوية في تسلسل غرض ل

 التسلسل اصطفاف عن طريقالجينوم، والذي يمكن تحقيقه ذلك يجب أولاً العثور على التسلسل في 

(sequence alignment) محـــــدد مسبقاً  مقابل تسلسل مرجعيبReference sequence 

(Wattam et al., 2014). 

 العالميدددة الإصدددطفافات فدددإنَّ وبمدددا أن الجيندددات والجينومدددات ليسدددت متشدددابهة فدددي الطدددول، 

(global alignment)  ًالاصددددطفافلهددددذا السددددبب، يدددتم اسددددتخدام أداة و ، مفضدددلليسدددت خيددددارا 

حيدددث  .للعثدددور علدددى التسلسدددل الصدددحيح فدددي الجيندددومlocal alignment (BLAST )المحليدددة 

 المحليددددة، وتحتددددوي علددددى جميددددع الوظددددائف اللازمددددة للإصددددطفافات  الأداة الأكثددددر اسددددتخداماً  أنهَّددددا

 .(Boström et al., 2017)لذلك 

للتسلسلات المتشابهة إلى ، وهو مناسب Megablastلتشغيل  (BLAST) داةأ يتم استخدام

  .(sequence identity %95حد كبير )حوالي 



 النتائج والمناقشة                                الثالثالفصل  

 
76 

الأولى في كثير من الحالات كافية  (local alignment) عملية الاصطفاف المحليةتكون و

بشكل مباشر لاستدعاء الطفرة، حيث أن معظم النيوكليوتيدات تكون قابلة للمقارنة بين التسلسلات 

ومع ذلك، هناك بعض الحالات التي تتطلب استخراج  ،Alignment))الاصطفاف   عن طريق

على سبيل المثال، إذا كانت هناك طفرات في نهاية  ،الطفرة الاستعلام عنالشامل قبل  الاصطفاف

وبالمثل، إذا كانت  ،BLAST، فقد ينتهي الأمر بعدم تضمينها في محاذاة اصطفافهالتسلسل الذي تم 

، فسوف المصطفههناك منطقة كبيرة غير متطابقة، أو عمليات إدراج أو حذف كبيرة، في التسلسلات 

واحدة على كل جانب من المنطقة غير  ،(hitsضربتين )إلى تقسيم المحاذاة إلى  BLASTيميل 

الطفرات، وربما حتى  الاستعلام عنأثناء  في قد تؤدي كلتا الحالتين إلى فقدان الطفرات ؛المتطابقة

لهذه  ؛بعد الترجمة اً مختلف تمامفي تغيرات الإطارات المفقودة التي تؤدي إلى تسلسل حمض أميني 

فقط للعثور على المنطقة الصحيحة في الجينوم، التي يتم  BLAST اصطفافالأسباب، يتم استخدام 

 ,.Johnson et al., 2008 ; Boström et al)بعد ذلك استخراجها لاصطفافات عالمية لاحقاً 

2017 ). 

 

 

 

 

 

 

 



 النتائج والمناقشة                                                   الثالثالفصل                     

 77 

 

 

 للعزلات المحلية للقطعة الاولى من الجين  gyrB( اصطفاف تسلسلات جين  16-3الشكل )

TCT / TCC  

= SER 

GAT / GAC 

= ASP 

GAC / GAT 

= ASP 

GTT / GTC  

= VAL 
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 للعزلات المحلية للقطعة الاولى من الجين ومقارنتها مع تسلسلات لعزلات عالمية للجين نفسه  gyrB( اصطفاف تسلسلات جين 17-3الشكل )

GAT / GAC 

= ASP 

TCT / TCC  

= SER 

GGC / GGT 

= GLY 

GTT / GTC = 

VAL 

TTT / TTC  

= PHE 
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 للعزلات المحلية من الجين للقطعة الاولى  gyrBة لجين الأميني حماضالأ( اصطفاف تسلسلات 18-3الشكل )

LEU  MET  ARG  PRO  

 

ASP  HIS  

 

GLU  GLN  

 

GLY  ARG  
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 للعزلات المحلية من الجين للقطعة الاولى ومقارنتها مع تسلسلات لعزلات عالمية للجين نفسه gyrBة لجين الأميني( اصطفاف تسلسلات الاحماض 19-3الشكل )

. 

GLN  HIS  LYS  GLN  SER  THR  GLU  ASP  LEU  MET  ARG  PRO  ASP  HIS  GLU  GLN  
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 للعزلات المحلية للقطعة الثانية من الجين  gyrB( اصطفاف تسلسلات جين 20-3الشكل ) 

CGC / CGT  

= ARG 

AGT / AGC  

= SER 

GCA / GCG  

= ALA 

CTG / TTG  

= LEU 

GTG/GTA= LEU  

 
ACG / ACA  

= THR 

AAT / AAC  

= ASN 

GAC / GAT  

= ASP 

TTG / CTG  

= LEU 

GGC / GGT  

= GLU 
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 للعزلات المحلية للقطعة الثانية من الجين ومقارنتها مع تسلسلات لعزلات عالمية للجين نفسه  gyrB( اصطفاف تسلسلات جين 21-3الشكل ) 

GCC / GCA / 

GCG  = ALA 

CGC / CGT  

= ARG 

GCG / GCT / 

GCA  = ALA 

GCG / GCT  = 

ALA 

TGC / TGT  

= CYS 

CAG / CAA  

= GLN 
GTA / GTG  

= VAL 

ACC / ACT  

= THR 

GAC / GAT  

= ASP 

GCG / GCT  

= ALA 

AAA = LYS 

 

ACA  = THR 

ATT / ATC  

= ILE 
GCC / GCT  

= ALA 

AAC / AAT  

= ASN 

CTC / CTG     

= LEU 

GTT / GTC 

= VAL 
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 للعزلات المحلية من الجين للقطعة الثناية  gyrBة لجين الأمينيحماض ( اصطفاف تسلسلات الأ22-3الشكل )

SER  ASN  GLU  LYS  ASP 426 

 

LYS 447 
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 للعزلات المحلية من الجين للقطعة الثانية ومقارنتها مع تسلسلات لعزلات عالمية للجين نفسه gyrBة لجين الأمينيحماض ( اصطفاف تسلسلات الأ23-3الشكل )

SER  ASN  

 

GLU  LYS  
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 Sequence logo generation                                           توليد شعار التسلسل 3-6

تسلسلية  اصطفافاتتصوير رسومي للأنماط التي تظهر في  أنهَّاعلى شعارات التسلسل تعُرف 

يمكن لشعارات التسلسل أن تكشف بسرعة عن اذ  ،WebLogo برنامج متعددة يتم إنتاجها باستخدام

توفر تمثيلاً أعمق وأكثر دقة  أنهَّاكما  ،التي قد يكون من الصعب تمييزها صطفافجوانب مهمة من الا

يمثل ارتفاع  اذ، يتم تكديس الحروف لإنشاء كل شعار ،لتشابه التسلسل من التسلسلات المتفق عليها

بينما يوضح  ،المطابق في ذلك المكان الأمينيالتردد النسبي للحمض  (Stack) الرموز داخل المكدس

 ,.BIT)) (Crooks et alيقاس بالبتوحفظ التسلسل في ذلك الموقع  رمزالارتفاع الإجمالي لكل 

2004) 

خرى اقاعدة قاعدة نتروجينية بهي طفرة استبدال  التي ظهرت في الدراسة الحالية جميع الطفرات

   كتريا لب gyrBبالنسبة لتسلسل الاحماض الامينية في جين و ادت الى استبدال الاحماض الامينية،

E.coli (Bhatnagar & Wong, 2019.) نَّ إ( 129) اظهرت نتائج العزلات المحلية في الموقع 

 ( اظهرتE.S41S1 AHباستثناء العزلة رقم ) ،Lysine(K) الأمينيعها تحتوي على الحامض جمي

 .وناتو لم  يتسبب بمقاومة للكوينول K))Lysine  عنبدلاً  Glutamine(Q) الأمينيوجود الحامض 

ة ما عدا العزل  Glutamine(Q)كانت جميع العزلات تحتوي على  (151)اما في الموقع  

(E.S15S1 AH)، استبدل  اذGlutamine(Q)  الأمينيبالحامض  Histidine(H)  وهي عزلة غير

  .مقاومة لمضادات الكوينولون

 عن بدلاً  Threionine(T)  الأميني( لوحظ وجود الحامض E.S28S1 AHوفي العزلة )

لمضادات  مقاومة غير العزلة البكتيرية كانت نَّ إو (،172)في الموقع   Serine(S) الأمينيالحامض 

 .الكوينولونات

 ( فيE.S38S1 AH/E.S29S1 AH/E.S15S1 AH/ E.S4S1AH-Rالعزلات ) نَّ لوحظ أ

  D))Aspartic acid الأمينيوكذلك وجود الحامض  ،غير مقاومة لمضادات الكوينولون (185)الموقع 

 .مما يدل على حدوث طفرة في هذا الموقع ؛ Glutamic acid(E) الأمينيبدلاً من الحامض 

   عنبدلاً  Methionine (M)لوحظ وجود   ،(E.S17S1 AHللعزلة ) (191)اما في الموقع 

Leucine(L)، وهي من العزلات غير المقاومة. 

 E.S8S1موجود في العزلة غير المقاومة لمضادات الكوينولون ) Proline(P) نَّ أفي حين  

AH الأميني( بينما كانت جميع العزلات تحتوي على الحامض Arginine(R)  (204)في الموقع . 
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للعزلة المقاومة لمضادات الكوينولون  (248)كذلك لوحظ حدوث طفرة في الموقع 

(E.S4S1AH-R كانت جميع العزلات تحتوي على الحامض ،)الأميني  Aspartic acid(D)  اذ 

 ،( 301) لهذه العزلة، ونفس العزلة حدثت طفرة في الموقع Histidine(H) الأمينياستبدل بالحامض 

 (253)كذلك في الموقع ،يع العزلاتالموجود في جم  Glysine(G)ن عبدلاً  Arginine(R)فوجد  

بدل  Glutamate(Q) الأميني( وجد الحامض E.S8S1 AHلنفس العزلة وللعزلة غير المقاومة )

 . Glutamic acid(E)  الأمينيالحامض 

ينما ب ،Lysine(K) الأمينيتحتوي جميع العزلات على الحامض  (374)في الموقع  نَّ أولوحظ 

لعينات افي نفس الموقع وهي من  Therionine  (T)( على E.S27S2 AH-Rتحتوي العزلة )

 المقاومة.

 يالأمينحيث استبدل بالحامض  ، Serine(S) الأمينيوحدثت طفرة سببت تغير في الحامض 

Asparagine(N) ( للعزلة المقاومةE.S57S2 AH-R في الموقع )(492(. 

وهي من العزلات غير ( E.S13S2 AHو E.S28S2AH في العزلتين )( 550)اما الموقع 

 . Glutamic acid(E)ن  عبدلاً  Lysine (K)الأمينيلوحظ وجود الحامض  ،المقاومة

الحامض   نَّ أ( وجد E.S26S2 AH-Rللعزلة المحلية المقاومة ) (596)وبالنسبة للموقع 

 . Serine(S) الأمينيالموجود في جميع العزلات استبدل بالحامض  Arginine(R)الأميني

 (597)   عـــفي الموق Methionineالأمينيتحتوي ايضاً جميع العزلات المحلية على الحامض  

بدل   Leucine(L) ( لوحظ حدوث طفرة في هذا الموقع بوجودE.S26S2 AH-Rباستثناء العزلة رقم )

  .Methionin (M)  الأمينيالحامض 

و وجود ا ينيةالقواعد النتروجالغير مذكورة اعلاه لاتوجد طفرات في  المحلية اما باقي العزلات

كما  طفرات استبدال لم تؤدي لتغيير الحمض الاميني لوجود عدة كودونات لنفس الحمض الاميني،

  (. 25-3ل )( والشك24-3موضح في الشكل )
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 Weblogoبرنامج  بوساطة gyrB( يوضح تمثيل التسلسلات للعزلات المحلية للقطعة الأولى لجين 24-3الشكل )

 ة الأمينيحماض لتطابقات او التغايرات في الألتوضيح ا
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 Weblogoبرنامج  بوساطة gyrB( يوضح تمثيل التسلسلات للعزلات المحلية للقطعة الثانية لجين  25-3الشكل )

 ةالأمينيحماض يح التطابقات او التغايرات في الألتوض

 Lys103 الأمينيالحامض على الطفرات الموجهة نحو موقع ركزت بعض الدراسات 

ألغت الطفرات في  حيث ،(E.coli DNA gyrase)لـ  (GyrB)في الوحدة الفرعية  Lys110و

Lys103  الأنشطة المعتمدة علىATP مثل اللف الفائق والتحلل المائي (للطاقة ATP)ين قللت ، في ح

 .ATP (Tamura & Gellert, 1990) من تقارب ربط  Lys110طفرات 

تحدث  الطفرات النقطية همهاأومن  ،لكينولوناتامقاومة آليات ل گرامتطور البكتيريا سالبة ال

 Quinolone Resistanceمنطقة تحديد مقاومة الكينولون تدعى  ،تغييرات مفردة في جيناتها

Determining Region (QRDR) منطقة توجد مجموعة من الجينات المسؤولة عن هذه ال، داخل

 topoisomerase IV( وإنزيمات gyrBو  gyrA)  DNA gyraseنزيمات لإتشفير الوحدات الفرعية 

 (parC  وparE)،  الطفرات في وتعدgyrB وا parE  ًأن جينات  ويعتقد ،ولها تأثير طفيف أقل شيوعا
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gyrA وparC ة الأمينيمما يسبب استبدال الأحماض  ؛تخضع لطفرات نقطية في كثير من الأحيان

Ser83 وAsp87  فيDNA gyrase وSer80  فيtopoisomerase IV (Feng et al.,2020 ; 

Finstad , 2022). 

 ات وهمالتحديد مقاومة الكينولونمهمان موقعان   E.coliببكتريا الخاص gyrBيوجد داخل جين 

(Asp426 وLys447 ،)اذ ( تحدث الطفرات في منطقة تحديد مقاومة الكينولونQRDR .)نح طفرة تم

)حمض الناليديكسيك( أو مثل ما للكينولونات القديمة امقاومة  Asp426 → Asnفي النقطة الأولى 

 تمنح Lys447 → Gluفي حين أن طفرة النقطة الثانية  ،)سيبروفلوكساسين(للفلوروكينولونات الجديدة 

 Gómez et)الأحدث في الاجيال لفلوروكينولونات ا لمقاومة وزيادة القابلية ،مقاومة لحمض الناليديكسيك

al., 2004). 

ة أقل بكثير في السلالات السريرية المقاوم parE و gyrBإن تواتر الطفرات في جينات 

  و  gyrBالطفرات في جينات  أنَّ لكن من الواضح  ،parC أو gyrA للكينولون مقارنة بالطفرات في

parE  جينات تزيد المقاومة فيgyrA (Azargun et al., 2020).  ترتبط الطفرات فيAsp426 

زوميرات بالإي تقع في المنطقة التي تتصل فيها الأدوية أنهَّابمقاومة جميع الكينولونات، التي يبدو 

(Wohlkonig et al., 2010 ،ومع ذلك ) َّالطفرات الأخرى في هذا الجين مثل فإن: 

(447→GluLys) ،ت الحساسية للفلوروكينولونا وزيادة ترتبط فقط بمقاومة حمض الناليديكسيك

 .( et alAzargun ;  2014 ,.et alMashayekhi., 2020الأخرى )

تؤثر على زيادة الحساسية لمقاومة  gyrAامكانية تولد طفرات في أشارت بعض الدراسات إلى   

الطفرات  فإنَّ  ،على سبيل المثال ،parEاو  gyrBعند حدوث طفرات في  E.coliالكوينولونات في 

 بمقاومة الكينولون يمكن أن ترتبط أيضاً  ((Ser-458→Alaفي الموضع  parEلجين  QRDRداخل 

.(Azargun et al., 2020) أن طفرات  بينما اشارت دراسات اخرى(Ser80 →Ile)  

المعزولة من مرضى  E.coliلبكتريا  ParCهي الطفرات الأكثر شيوعًا في  ((Glu84 → Valو

 ((Ser367→Thrو (Ser359→Ala)علاوة على ذلك، تم تحديد طفرات  ،التهاب المسالك البولية

ة ــات السابقــــد أظهرت الدراســـوق .E.coliن ـــــفي عزلة واحدة م gyrBفي  ((Gly385→Cysو

 ,.topoisomerase IV  (Azargun et alن ــــة للكينولونات مـــر حساسيـــــأكث DNA gyraseأن 

2019). 

، گددراملاهددو الإنددزيم الأكثددر حساسددية فددي البكتيريددا سددالبة  DNA gyrase دّ يعدد  ،فددي الواقددع

 ،دقيقدددةهدددو الهددددف الثدددانوي للكينولوندددات فدددي هدددذه الكائندددات الحيدددة ال topoisomerase IVكمدددا أن 

(Hooper & Jacoby,  2015). 



 النتائج والمناقشة                                                     الثالثالفصل  

 

 
91 

تعد من اكثر اسباب مقاومة المضادات  DNA gyraseعلى الرغم من ان الطفرات لأنزيمات 

ا في ذلك المقاومة البكتيرية بم  ،المقاومة لحدوثمحتملة اخرى هناك عدة أسباب  أنّ لا إالحيوية 

لمضخات  تمتلك البكتيريا جينات مشفرة كروموسومياً  ،efflux pumps))الطبيعية  فقدلمضخات ال

والعديد من  ،تعمل مضخات الدفق في المقام الأول على تخليص الخلية البكتيرية من المواد السامة .الدفق

هذه عبارة  دفقمعظم عائلات مضخات ال  ،هذه المضخات ستنقل مجموعة كبيرة ومتنوعة من المركبات

 ; Villagra et al., 2012) عبر الغشاء السيتوبلازمي substratesعن مضخات أحادية المكون تنقل 

Jo et al., 2017). 

أظهرت النتائج  ، حيثالبلازميداتالسبب الآخر لمقاومة الكينولون يمكن أن يعزى إلى اما 

 plasmid-mediated quinolone resistanceالحديثة أن مقاومة الكينولون بوساطة البلازميد 

(PMQR) ( قد تكون السبب الرئيسي لمقاومة البكتيريا للكينولوناتBadamchi et al., 2019). 

 

 gyrB                   Phylogenetic Analysis of gyrB geneتحليل الشجرة الوراثية للجين  3-7

تم لبعض وجراء تحليل الشجرة الوراثية للعزلات السريرية المحلية وعلاقتها مع بعضها اإتم 

لاولى من ( للقطعة ا26-3) ( كما موضح في الشكلScale length = 0.02رسم الشجرة بمقياس )

DNA ( للقطعة ا28-3والشكل ) لثانية منDNA.  كذلك تم عمل الشجرة الوراثية للعينات المحلية

( Neighbor joiningومقارنتها مع العزلات العالمية لإيجاد العلاقة بينهما بطريقة الانضمام المجاور )

 .DNA( للقطعة الثانية من 29-3والشكل ) DNAلثانية من ( للقطعة ا27-3) كما موضح في الشكل

عينات المحلية التي تشمل العزلات السريرية علاقة ال( 29-3و الشكل ) (27-3) الشكليوضح 

لعالمية نات االمقاومة وغير المقاومة للمضادات الحيوية الكينولون مع بعضها البعض ومقارنتها بالعي

 اثية كماالور حيث أنها موزعة بشكل تقريبي مع العينات العالمية وهذا يدل على وجود تقارب في الصفات

 . ةوراثيعض العزلات المحلية القليلة متباعدة مما يدل على وجود فروق معنوية في الصفات الأن ب
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: تبين  gyrBللقطعة الاولى من جين  Neighbor joiningبطريقة  E.coli( الشجرة الوراثية لبكتريا 26-3الشكل )

        واللون الاصفرالعزلات المقاومة لمضادات الكوينولون (   ) يمثل اللون الاحمراذ  ،علاقة العزلات المحلية مع بعضها

 العزلات الحساسة لمضادات الكوينولون( يمثل  )   
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: تبين  gyrBللقطعة الاولى من جين  Neighbor joiningبطريقة  E.coli( الشجرة الوراثية لبكتريا 27-3الشكل )

العزلات  )    (بينما يمثل اللون الاخضرالمحلية العزلات  زرق)    (يمثل اللون الا اذ ،علاقة العزلات المحلية والعالمية

 العالمية.
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علاقة  : تبين gyrBللقطعة الثانية من جين  Neighbor joiningبطريقة  E.coli( الشجرة الوراثية لبكتريا 28-3الشكل )

واللون الاصفر )    ( يمثل العزلات المقاومة لمضادات الكوينولون (   ) يمثل اللون الاحمر العزلات المحلية مع بعضها، اذ

 العزلات الحساسة لمضادات الكوينولون
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: تبين علاقة  gyrBللقطعة الثانية من جين  Neighbor joiningبطريقة  E.coli( الشجرة الوراثية لبكتريا 29-3الشكل )

 العالمية.)    ( العزلات بينما يمثل اللون الاخضرالمحلية العزلات  الازرق)    (يمثل اللون  اذالعزلات المحلية والعالمية 
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إلى أربع  E.coliبكتريا ، تم تصنيف سلالات phylogenetic studiesلدراسات  وفقاً 

اعتماداً على امراضيتها ومقاومتها للمضادات  (Dو  A، B1، B2) رئيسية  phylogeneticمجموعات 

و  A، B1، B2) وراثية  مجموعات اكثر من سبعة أن هناك  اظهرت الحديثةوبتوسع الابحاث  ،الحيوية

D،  بالإضافة الىC، E  وF جميعها تنتمي الى بكتريا )E.coli،  في حين ان المجموعة الثامنة تدعى بـ

Clade I،  وكذلك توجد مجموعات تعرف بـclades  II، III، IV و V (Ahumada-Santos et 

al., 2020). 

تنتمددددددي غالبيددددددة السددددددلالات التددددددي تسددددددبب التهابددددددات خددددددارج الأمعدددددداء إلددددددى المجموعددددددة 

فدددددي حدددددين أن السدددددلالات التدددددي تنتمدددددي إلدددددى المجمدددددوعتين  ،phylogenetic  (B2)التطوريدددددة

phylogenetic  (A  وB1 )أن لدددددديها إمكاندددددات إمراضدددددية منخفضدددددة خدددددارج  مدددددن المعدددددروف

  .الأمعاء

 E.coliبكتريا سلالات  ان ،Katongole et al., (2019)واظهرت دراسة اجريت من قبل 

تدعم  اأنهَّ سمات ظاهرية وجينية متنوعة يعتقد بمختلفة  phylogeneticالتي تنتمي إلى مجموعات 

  .في بيئات مختلفة التعايش

ت من بينها الاختبارا ،تم وصف عدة طرق ،E.coliبكتريا تحديد مجموعات سلالات ولغرض 

لتسلسل ا، وكتابة Polymerase chain reaction  (PCR) المعتمدة على تفاعل البوليميراز المتسلسل

  16S rRNA gene، وتسلسل multi-locus sequence typing (MLST)  متعدد الموضع

(Logue et al., 2017).  

ستخدام ايتم  ،(Dو  A، B1، B2) المجموعات العرقية الأربعة الأصلية المختلفةاما لتحديد 

ة فقد كشفت الأبحاث أن هذه الطريق، ومع ذلك ،(Clermont Triplex PCR phylogroup) طريقة

  .(Basavaraju & Gunashree,  2022) سلالاتال من جميع مجموعات %85-80يمكن أن تؤكد فقط 

 quadruplexاقترحت الدراسات استخدام تقنية  Clade Iاما لتحديد المجموعات السبعة و 

PCR،  واستخدام تقنيةPCR method  للكشف عنclades II، III، IVو V                   

.(Iranpour et al., 2015) 

 gyrB  Three dimensional Structure of gyrB proteinالشكل الثلاثي لجين  3-8

    على اعتماداً  Phyre2 برنامج بوساطة gyrB لجين تم إجراء التكوين ثلاثي الأبعاد  

(Kelley et al., 2015)    للعزلات السريرية لبكتيرياE.coli  وتسلسلاتها الدولية المقابلة لـ(Gross 
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et al., 2003)،  تم تصورها باستخدام برنامجUCSF Chimera علاوة على ذلك، توضح الصورة .

ة بين الأمينيالدولية وتوضح اختلاف موضع الأحماض  العزلةالبروتينية التشابه بين العزلة المحلية مع 

 (.30-3الدولية كما هو موضح في الشكل ) ةفي العزل (Histidine عنبدلاً  Argenine ) العزلة المحلية

 

 

اللون الاخضر( ( )E.S1S1 AHالمحلية ) السريرية لةللعز gyrB جين التركيب ثلاثي الأبعاد ل (:30-3الشكل )

والدولية لمحلية موضع الاختلاف بين العزلة ايبن  UCSF Chimeraباستخدام  ومطابقتها مع عزلة دولية )اللون الاحمر(

 ةالعزلفي  لاصفراباللون  Histidine  نعبدلاً  Argenineلعزلة المحلية في ا الازرقاللون  يمثلاذ   ،136في الموقع 

   .الدولية

    gyrBفي جين  ATPتحديد جيب ربط 3-9

Determination gyrB gene ATP binding pocket  

ا يلعدددب هدددذ ،موقعدددا مهمددداً  E.coliبكتريدددا ل gyrBفدددي الوحددددة الفرعيدددة  ATPيعدددد جيدددب ربدددط 

 ، وهددددو أمددددر ضددددروري لوظيفددددة إنددددزيمATPفددددي تحفيددددز التحلددددل المددددائي لددددـ  محوريدددداً  الجيددددب دوراً 

، مدددن البدددروتين Nفدددي المنطقدددة النهائيدددة  gyrBفدددي  ATPيقدددع جيدددب ربدددط  ،جيدددراز الحمدددض الندددووي

 مزيج من التفاعلات الهيدروفوبية والكهروستاتيكية. عن طريقويتشكل 

، بينما تساعد ATPتتفاعل مع المناطق غير القطبية من  كارهه للماءيبطن الجيب بقايا أمينية  

 و (،31-3كما موضح في الشكل)،البقايا الموجبة الشحنة على استقرار مجموعات الفوسفات سالبة الشحنة

ة داخل هذا الجيب ضرورية لتحفيز الإنزيم سواء في المختبر أو في الأمينيالعديد من بقايا الأحماض  تعُد

HIS 136 

ARG 136 
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ها حاسمة لوظيفة الإنزيم، بما وصفة بالأمينيوجه التحديد، تم تحديد بقايا من الأحماض الجسم الحي. على 

وطفرة  ،D73 ،G77 ،I78 ،E42 ،N46 ،E50، R76 ،P79 ،K103 ،V167،V47،M95في ذلك 

بشكل  T165  . بالإضافة إلى ذلك، يتم حفظ بقاياR136المعروفة عند  Novobiocin مضاد  مقاومة

  يؤثر استبدالها بشكل كبير على نشاط الإنزيم اذ، Topoisomerase IIانزيمات  كبير في جميع وحدات

، بينما تقلل ATPإلى زيادة الألفة لـ  V120Aتؤدي إزالة هذه البقايا الكارهة للماء طفرة  ،V120و

 البكتريا                DNA ي عدم تضاعف وبالتال ةــــمن الألف V120Mارهة للماء ـــالسلسلة الجانبية الأكبر الك

(Lafitte et al., 2002 ; Gross et al., 2003). 

 ،علدددى نشددداط الإندددزيم ووظيفتددده gyrBفدددي  ATPيمكدددن أن تدددؤثر الطفدددرات فدددي جيدددب ربدددط 

 لجيددب إلدددىعلددى سددبيل المثدددال، يمكددن أن تدددؤدي الطفددرات التدددي تغيددر التفددداعلات الهيدروفوبيددة داخدددل ا

 مما يؤدي إلى انخفاض نشاطه. ؛ATPتقليل قدرة الإنزيم على ربط وتحلل 

  

ة الأمينيحماض والأ E.coliبكتريا ل gyrBلجين   ATP binding pocket( يوضح منطقة 31-3الشكل )

 .USCF Chimera (Gross et al.,2003)برنامج  بوساطةالمكونة لها 

 

 

 

 

 

ARG 76 

PRO 79 

ILE 78 

GLU 50 THR 165 

ALA 90 

ILE 94 

MET 95 

VAL 120 

GLU 42 

VAL 43 

VAL 71 

ASN 46 

ASP 73 

ASP 49 

VAL 167 
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   Molecular Docking                            الرسو الجزيئي  3-10

 (، تم ترتيب المركبات الكيميائية المقترحة فيdelta Gاستنادًا إلى درجة الرسو )صافي الطاقة الحرة  

  ATP Active pocketبـ بالارتباطتم ترتيب أفضل المركبات بناءً على درجة الارساء  اذ ،الدراسة

 .(5-3كما في الجدول )  ،وتثبيط عمله gyrB جينل

  gyrB لجين  ATP binding pocketبــ  للإرتباط( يبين بعض المركبات الكيميائية المقترحة 5-3) جدولال

درجة الرسو 

Docking score 

Kcal / Mol 

 المعرف الكيميائي الدولي 
 ت Drugالعلاج 

International Chemical Identifier (InChIKey) 

-9.9 DRZQFGYIIYNNEC-UHFFFAOYSA-N Dieckol 1 

-9.6 PEFASEPMJYRQBW-HKWQTAEVSA-N Robinin 2 

-8.9 OXGUCUVFOIWWQJ-HQBVPOQASA-N Quercitrin 3 

-8.8 QYSXJUFSXHHAJI-YRZJJWOYSA-N Vitamin D3 4 

-8.7 MECHNRXZTMCUDQ-RKHKHRCZSA-N Vitamin D2 5 

-8.7 DCYOADKBABEMIQ-OWMUPTOHSA-N Myricitrin 6 

-8.7 KYQZWONCHDNPDP-QNDFHXLGSA-N Daidzin 7 

-8.6 IKGXIBQEEMLURG-NVPNHPEKSA-N Rutin 8 

-8.6 DFPMSGMNTNDNHN-ZPHOTFPESA-N naringin 9 

-8.6 ZCVMWBYGMWKGHF-UHFFFAOYSA-N ketotifen 10 

-8.6 IKGXIBQEEMLURG-NVPNHPEKSA-N Rutoside 11 

-8.5 JJCFRYNCJDLXIK-UHFFFAOYSA-N Cyproheptadine 12 

-8.5 NMGVHLDIHNFGQB-OTCPXFHUSA-N Xanthorhamnin 13 

-8.5 AZELSOYQOIUPBZ-UHFFFAOYSA-N Dalbergin 14 

-8.4 GZSOSUNBTXMUFQ-YFAPSIMESA-N Diosmin 15 

-8.4 SOSLMHZOJATCCP-AEIZVZFYSA-N Afzelin 16 

-8.4 MNAYRSRTNMVAPR-UHFFFAOYSA-N Cascaroside 17 

-8.3 QUQPHWDTPGMPEX-QJBIFVCTSA-N Hesperidin 18 

-8.3 IKIIZLYTISPENI-ZFORQUDYSA-N Baicalin 19 

-8.3 OVSQVDMCBVZWGM-DTGCRPNFSA-N Hyperin 20 

-8.2 ZCOLJUOHXJRHDI-CMWLGVBASA-N Genistin 21 

-8.2 QYSPLQLAKJAUJT-UHFFFAOYSA-N Piroxicam 22 

-8.2 DGQLVPJVXFOQEV-UHFFFAOYSA-N Carmine 23 

-8.1 FJAQNRBDVKIIKK-LFLQOBSNSA-N Clorobiocin 24 

-8.1 XUCIJNAGGSZNQT-JHSLDZJXSA-N Amygdalin 25 

-8.1 NNYBQONXHNTVIJ-UHFFFAOYSA-N Etodolac 26 

-8.1 DTTVUKLWJFJOHO-FUCRAMRQSA-N Frangulin A 27 

-8 VEVZSMAEJFVWIL-UHFFFAOYSA-O Cyanidin 28 

-8 OFWYIUYVHYPQNX-JXFKEZNVSA-N Phaseollidin 29 

-7.9 RTIXKCRFFJGDFG-UHFFFAOYSA-N Chrysin 30 

-7.9 TYNLGDBUJLVSMA-UHFFFAOYSA-N Diacerein 31 

-7.9 REFJWTPEDVJJIY-UHFFFAOYSA-N Quercetin 32 

-7.9 FXNFHKRTJBSTCS-UHFFFAOYSA-N Baicalein 33 

-7.9 IKMDFBPHZNJCSN-UHFFFAOYSA-N Myricetin 34 

-7.9 XFDQJKDGGOEYPI-UHFFFAOYSA-O Peonidin 35 

-7.9 YTMFRMLVZQOBDR-WUJWULDRSA-N Flavan-4-ol 36 

-7.9 LKZDFKLGDGSGEO-UJECXLDQSA-N Sophoraflavonoloside 37 

-7.9 PCZZRBGISTUIOA-UHFFFAOYSA-N Eckol 38 

-7.9 RJKFOVLPORLFTN-LEKSSAKUSA-N Lutin 39 

-7.9 YDQWDHRMZQUTBA-UHFFFAOYSA-N Emodine 40 
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( كيلو 9.9-أعلى طاقة ربط )ظهروأ E.coli بكتريا نشاطاً جيدًا ضد Dieckolأظهر المركب 

 Robininلمركب ابينما أظهر  ، (32-3الشكل )ب كما موضح بين المركبات المختبرةمن ري/مول وكال

 .كالوري/مول ( كيلو9.6-طاقة ربط ) واظهر E.coliبكتريا نشاطاً جيدًا ضد 

ستخدام التطبيقات الحسابية على نطاق واسع للتنبؤ بالتفاعلات الجزيئية إفي الآونة الأخيرة، تم 

على الأنظمة البيولوجية لدراسة التعرف الجزيئي أو تصميم مركبات نشطة بيولوجياً أكثر فعالية. يعد 

الالتحام الجزيئي والديناميكيات الجزيئية نوعين من الطرق الحسابية الحديثة التي يمكن أن توفر 

ركزت هذه الطرق على معقدات  ؛والأدوية وكيفية تثبيت التفاعل البروتيناتلات الجزيئية بين التفاع

 اً قبلات البروتين، وهو أمر مهم جدرتباط الأدوية بمستإ( لدراسة كيفية Ligandsالبروتين والدواء )

 اً يتم أيضعلاوة على ذلك،  ،جديدة في مكافحة الأمراض اً ف أو تطوير مركبات نشطة بيولوجيكتشالأ

 ) & Wee، والتي تظُهر قوة تطور التفاعلLigandتطوير طرق لتحديد بصمات تفاعل البروتين و

)Wang, 2017  

 

 gyrBللـ  ATP active pocketبـ  Dieckolثل ارتباط المركب الكيميائي  ( يم32-3الشكل )
 

لمعرفة الخصائص  Mculeمنصة الموجودة على   Property calculatorالأداة  بإستخدامثم 

الفيزيائية والكيميائية للمركبات المهمة لحركية الدواء داخل جسم الانسان واخضاعها لقاعدة ليبينسكي 

(Lipinskis rule of five) في اكتشاف الأدوية لتقييم التشابه الدوائي  هي مبدأ توجيهي أساس، و
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على خصائص جزيئية محددة  ذه القاعدةتركز ه و .والتنبؤ بالتوافر البيولوجي للمركب عن طريق الفم

كما في  ،بما في ذلك الامتصاص والتوزيع والتمثيل الغذائي والإفراز ،مهمة للحركية الدوائية للدواء

 .(6-3الجدول )

 ريق الفمطملائمة لتناولها عن يبين المركبات الكيميائية الأكثر( 6-3جدول )ال

Total 

score 

No. of 

rotatable 

bonds 

Logp 

الوزن 

 الجزيئي

M.W 

الروابط الهيدروجينية 

 المستقبلة

H-bond 

Acceptors 

الروابط 

 الهيدروجينية المانحة

H- bond 

donor 

 ت اسم المركب

1 1 0 0 0 0 Dieckol 1 

2 1 1 0 0 0 Robinin 2 

3 1 1 1 0 0 Quercitrin 3 

4 1 0 1 1 1 Vitamin D3 4 

4 1 0 1 1 1 Vitamin D2 5 

3 1 1 1 0 0 Myricitrin 6 

5 1 1 1 1 1 Daidzin 7 

2 1 1 0 0 0 Rutin 8 

2 1 1 0 0 0 naringin 9 

5 1 1 1 1 1 ketotifen 10 

2 1 1 0 0 0 Rutoside 11 

5 1 1 1 1 1 Cyproheptadine 12 

2 1 1 0 0 0 Xanthorhamnin 13 

5 1 1 1 1 1 Dalbergin 14 

2 1 1 0 0 0 Diosmin 15 

4 1 1 1 1 0 Afzelin 16 

2 1 1 0 0 0 Cascaroside 17 

2 1 1 0 0 0 Hesperidin 18 

3 1 1 1 0 0 Baicalin 19 

3 1 1 1 0 0 Hyperin 20 

4 1 1 1 1 0 Genistin 21 

5 1 1 1 1 1 Piroxicam 22 

3 1 1 1 0 0 Carmine 23 

1 0 0 0 0 1 Clorobiocin 24 

3 1 1 1 0 0 Amygdalin 25 

5 1 1 1 1 1 Etodolac 26 

5 1 1 1 1 1 Frangulin A 27 

5 1 1 1 1 1 Cyanidin 28 

5 1 1 1 1 1 Phaseollidin 29 

5 1 1 1 1 1 Chrysin 30 

5 1 1 1 1 1 Diacerein 31 

5 1 1 1 1 1 Quercetin 32 

5 1 1 1 1 1 Baicalein 33 

4 1 1 1 1 0 Myricetin 34 

5 1 1 1 1 1 Peonidin 35 

5 1 1 1 1 1 Flavan-4-ol 36 

2 1 1 0 0 0 Sophoraflavonoloside 37 

4 1 1 1 1 0 Eckol 38 

5 1 1 1 1 1 Lutin 39 

5 1 1 1 1 1 Emodine 40 

5 1 1 1 1 1 Aurone 41 
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 ن طريقملاءمة للإعطاء ع المقترحةفي دراستنا الحالية، أظهرت بعض المركبات الكيميائية 

من  (glycoside)، وهو مكون طبيعي من فول الصويا، هو شكل جليكوسيديDaidzinوأهمها هو  ؛الفم

ن تطور بكرة مله نشاط مضاد للسرطان في المراحل الم كما تم الإبلاغ عن أنَّ  ، الفلافونويد دايدزين

ط نشاط تثبي يمكنه أيضًا ،سرطان البروستاتا ويقلل من خطر الإصابة بسرطان الثدي بعد انقطاع الطمث

تمتع ي ؛اً أيضيني بالقواعد النيتروجينية رتباط الهيدروجعن طريق الأ(Telomerase)لتيلوميرازا

Daidzin اط ب ارتببطاقة إرساء أقل على بروتينات مستقبلات التيروزين كيناز، مما يشير إلى تقار

   ).al et Zubair,. 2021( مقارنة بالمركبات الأخرى Daidzinأعلى لـ 

 ةكيب ثلاثياالترتم تشكيل  UCSF Chimera وبرنامجclick docking-1  برنامج بإستخدامثم 

ذات درجــــة الرسو الجزيئــي العالي  (5-3فـــــي الجدول ) المقترحة بعض المركباتبعاد لأرتباط الأ

 .(33-3) شكل كما موضح في ال gyrB جينب

 

لبكتريا   gyrB في جين  ATP Active pocketلبعض المركبات الكيميائية و يوضح الرسو الجزيئي (33-3الشكل)

E.coli  : A/ Chrysin  - B/ Piroxicam  - C/  Diadzin  -  D/ Flavon-4-ol 

 

A B 

C D 



 النتائج والمناقشة                                                     الثالثالفصل  

 

 
103 

  tatistical analysisS                                                                   التحليل الاحصائي 3-1

الحاصلة في الاحماض الامينية لجين  معرفة العلاقة بين الطفراتاجراء التحليل الاحصائي لتم  

gyrB ( 7-3وعلاقتها بمقاومة مضادات الكوينولون جدول) 

لمضادات الحيوية العائدة لبالمقاومة  Bgyr( يبين احصائياً علاقة الطفرات للعزلات المقاومة التابعة لأنزيم 3-7الجدول)

 لعائلة الكوينولونات

 المضاد الحيوي الطفرة والموقع
Chi-

Squared 
P-Value 

Serine (492) 

 

 

Asparagine 

Nalidixic acid 1.2091 0.2715 

Ciprofloxacin 1.726 0.1889 

Levofloxacin 1.3919 0.2381 

Gatifloxacin 1.8881 0.1694 

Lysine (374) 

 

 

Therionine 

Nalidixic acid 1.2011 0.2715 

Ciprofloxacin 1.726 0.3229 

Levofloxacin 1.3919 0.2420 

Gatifloxacin 1.8881 0.1694 

Aspartic acid (248) 

 

 

Histidine 

Nalidixic acid 0.6151 0.4329 

Ciprofloxacin 0.341 0.5593 

Levofloxacin 0.2652 0.6066 

Gatifloxacin 0.3831 0.5356 

Arginine (596) 

 

 

Serine 

Nalidixic acid 1.2091 0.2715 

Ciprofloxacin 1.726 0.3229 

Levofloxacin 1.3919 0.2420 

Gatifloxacin 1.8881 0.1694 

Methionine (597) 

 

 

Leucine 

Nalidixic acid 0.6415 0.4329 

Ciprofloxacin 0.4231 0.2049 

Levofloxacin 0.2652 0.6061 

Gatifloxacin 0.3831 0.5356 

Glysine (301) 

 

 

Arginine 

Nalidixic acid 0.5213 0.3324 

Ciprofloxacin 0.2674 0.2147 

Levofloxacin 0.4464 0.6001 

Gatifloxacin 0.6971 0.6342 

 

الحاصلة في الاحماض الامينية  بين الطفرات معنوية علاقةجود وعدم ( 3-7بينت نتائج الجدول )

ين جمقاومة مضادات الكوينولون بالرغم من حصول طفرات في مواقع مختلفة من  بينو gyrBلجين 

gyrB . 
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 Conclusions and Recommendation         والتوصيات الاستنتاجات -4 

                                                        Conclusions الاستنتاجات : 4-1 

                                                                   

 نستنتج من الدراسة الحالية ما يلي :

وي الحي الكوينولونات المستخدمة في هذه التجربة ذات درجة مقاومة متفاوتة والمضاد .1

Nalidixic acid بكتريا كثر مقاومة من قبل الأE.coli. 

-Coو   Tetracyclinذات مقاومة متوسطة لمضاداتكانت العزلات البكتيرية  معظم .2

trimoxazole  وCeftriaxone. 

كثر تعُد من أالتي  ( Amikacinو  (Imipenemأكثر العزلات حساسة لمضادات .3

 . E.coliبكتريا المضادات فعالية لتثبيط 

 . MEGA11افضل برنامج استخدم للدراسة ومعرفة التسلسلات والشجرة الوراثية هو  .4

في السلالات العراقية ولكن لا توجد في السلالات  gyrB  توجد طفرات في جين .5

   .550و 248، 204، 191، 185، 172،  151،  129، مثل طفرة في الموقع العالمية

 وبالتحديدللعزلات السريرية المحلية ( (QRDRفي منطقة  عدم وجود طفرات .6

 مقاومة البكترياالتي تسبب  gyrBفي جين  Lys447و  Asp426لأحماض الأمينية ا

 الكوينولونات.مضادات ل

 ثابتاً لجميع  ATP binding pocketيبقى مستوى الاحماض الامينية في منطقة  .7

  . بتاً عاد للجيب ثا،وعدم وجود طفرة،حيث يبقى الشكل الثلاثي الابالعزلات المحلية

و  Dalberginو Cyproheptadinو  Ketotifenو Diadzin) مركباتتعد  .8

Piroxicam  وEtodolac وFrangulin A وChrysin  وQuercetin 

   و Auroneو Emodineو  Lutinو  Flavan-4-ol و Peonidinو   Myricetinو

Baicalein   وPhaseollidine   تتصف بالتأثير  نأمركبات واعدة من المحتمل

 .  E.coliبكتريا ل gyrBفي جين ATP binding pocket  المثبط للـ
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                                                  Recommendation :التوصيات  2 - 4

 بالاعتماد على النتائج نوصي بما يلي :

 .gyrBجين استخدام أكثر من مضاد حيوي ودمجها ودراسة تأثيرها على  .1

يرها استخدام بعض المركبات النانوية وودمجها مع مضادات الكوينولون ودراسة تأث .2

 . gyrBعلى جين 

 كونه أظهر ؛ Amikacinللمضاد الحيوي  E.coli التوسع في دراسة مقاومة بكتريا .3

 حساسية عالية من قبل البكتريا.

  .دراسة جينات اخرى قد تكون مرتبطة بمقاومة المضادات الحيوية .4

 gyrBو جين  gyrA بالنظر لقلة المصادر المتوفرة لتسلسلات الأحماض الأمينية لجين .5

 كتريابينصح بدراسة وعمل قاعدة بيانات بخصوص العزلات المحلية لجينات العراق في 

E.coli. 

دراسة الشكل الثلاثي الابعاد للأهداف الدوائية ومحاولة استنباط مركبات قادرة على  .6

تثبيط هذه الاهداف للوصول الى مركبات لها القابلية على العمل كعلاجات مضادة 

MOE (Molecular Operating Environment.)، واستخدام برنامج للبكتريا
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 Summary 
 

I 
 

Summary 

Urinary tract infection is one of the most common bacterial 

diseases, and women are usually more susceptible to it than men. E.coli 

bacteria are often the major cause of urinary tract infections. In this 

research, mutations in E.coli bacteria resistant to antibiotics (quinolones) 

in Karbala Governorate and changes in amino acids were studied, the 

three-dimensional shape of the gyrB gene for the DNAgyrase enzyme 

was studied, and the possibility of proposing compounds that can bind to 

the active sites of the enzyme and inhibit its work. 

Two hundred and twenty-three (223) urine samples were collected 

from patients with urinary tract infections (males and females) aged 

between 6-77 years from those attending government and private 

hospitals and private clinics in the holy Karbala Governorate (Imam 

Hussein Medical City Teaching Hospital, Imam Hassan Al-Mujtaba 

Hospital, Obstetrics and Gynecology Teaching Hospital, Karbala 

Children's Teaching Hospital, and Imam Al-Hujjah Hospital) under the 

supervision of specialist doctors for the period from 3/8/2023 to 

25/11/2023, and were directly cultured on culture media and incubated at 

37°C for 24 hours .  

It 60/223 (27%) Escherichia coli isolates were isolated and 

diagnosed from the total urine samples. The isolates were diagnosed 

based on morphological, microscopic and biochemical tests and using 

the API-20E system to confirm the diagnosis. 

 The susceptibility test of E.coli isolates showed that they were 

multi-resistant, and their resistance was varying, and their resistance was 

high to Ampicillin (AMP) 100%, Co-trimoxazole (COT) 73.33%, 

Tetracycline (TE) 68.33%, and Ceftriaxone (CTR) 65%, while to a lesser 



 Summary 
 

II 
 

extent to Nalidixic acid (NA) 46.66%, Ciprofloxacin (CIP) and 

Levofloxacin (LEV) 36.66%, Gatifloxacin (GAT) 33.33%, and 

Imipenem (IMP) 31.66%, and they were least resistant to Amikacin 

(AK) 6.66% .  

All E. coli isolates showed multiple resistance to a variety of 

antibiotics, as one isolate was resistant to seven types of antibiotics 

(E31), two isolates were resistant to five types of antibiotics (E19 , E44), 

two isolates were resistant to eight types of antibiotics (E45 , E57), three 

isolates were resistant to two types of antibiotics (E7 , E34 , E37), three 

isolates were resistant to all antibiotics (E22 , E50 , E60), which were ten 

antibiotics used in this study, while four other isolates showed resistance 

to three types of antibiotics (E1 , E2 , E8 , E14), four isolates were 

moderately resistant to one type of antibiotic (E8 , E21 , E31 , E45), and 

14 isolates showed resistance to one type of antibiotic. (E4 , E9 , E13 , 

E15 , E20 , E23 , E25 , E28 , E30 , E33 ,E35 , E38 , E39 , E41), and 15 

isolates resistant to four types of antibiotics (E10 , E16 , E17 , E18 , E21, 

E29 , E36 , E42 , E43 , E46 , E47 , E48 , E49 , E52 , E53), while 16 

isolates showed resistance to nine types of antibiotics (E3 , E5 , E6 , 

E11, E12 , E24 , E26 , E27 , E32 , E40 , E51 , E54 , E55 , E56 , E58 , 

E59). 

The gyrB gene of 40 E.coli isolates(from 60 isolated of E.coli) 

was doubled by conventional polymerase chain reaction, and the isolates 

showed that the percentage of the presence of the gyrB gene was 100%. 

DNA sequencing tests was performed for two parts of the gyrB gene for 

40 bacterial isolates (80 segments of DNA), the first part was 998 base 

pairs long and the second part was 971 base pairs, and the results of the 

DNA sequencing tests showed no mutations related to resistance to the 

quinolones antibiotics used in this experiment . 
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III 
 

The alignment sequences were assigned to all samples by using 

the MEGA11 program and using the ClustalW selection, and the 

phylogenetic tree analysis of the gyrB gene, thus including the samples 

of local clinical isolates with corresponding global sequences belonging 

to different isolates, and most of the results for the local isolates showed 

a 100% match with the global isolates. While some of them showed a 

99% match. 

The three-dimensional shape was studied and the ATP binding 

pocket in the gyrB gene was identified, and the results showed that there 

are some proposed chemical compounds that have the ability to bind to 

the amino acids present in the binding pocket and inhibit their action. 

Some of the proposed chemical compounds with high binding affinity to 

the gene were subjected to Lipinski's rule of five to determine the 

possibility of taking the drug orally. 
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