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 الملخص
  E. coli  في بعض عزلات جراثيم  البيتالاكتامازإنزيمات    الحالي تحديد نوعبحث  ال  فيأمكن  

 استخلاص  ، و مستشفيات جامعة دمشقبعض صرف المخلفات السائلة ل المعزولة من  
و  القلوية،  والطريقة  الغلي  بطريقة  النتائج  بي  قد  البلازميدات  لعزل  أنت  الفضلى  الطريقة  ن 

تحييد عملية  أُجريت    بلازميداتاللتأكد من كون الصفة محمولة على  هي الغلي. ول  البلازميدات
درجة  بطريقتين الأولى  للبلازميدات   10-8وإعادة الاستزراع    م    42الحضن إلى  حرارة    برفع 

عند استزراع %(  5% و2.5% و1.25)بتراكيز    SDSمركب    إضافةبالطريقة الثانية  و   مرات
من المثبطات  استعمل نمطين  و   .فضل رفع درجة الحرارة هي الطريقة الأأن  تبين    وقد   ،الخلايا

  ، قيد الدراسة   لاتو عز مالذي تنتجه  زيم الالإنلتحديد   sulbactamو  clavulanic acidنزيمية  الإ
عودان  ت  (SHVو  CTX)مختلفين  نمطين  لى  ان إنتميت من المرئساتانتُقيت مجموعتان  كما  

الصف   البغرض  نفسه  إلى  المجموعة  الإتحديد  إليها  ينتمي  النتائج  .  نزيمتي  أن  بينت 
هي الأكثر تواتراً ضمن هذ  و   Aتنتمي إلى الصف    (ESBLS)ة الطيف  واسع  زالبيتالاكتاما

 .CTXالمجموعة  إلى عودالتي تتلك لاسيما  بحثال
 
 

، المخلفات ميدز تحييد البلا،  كتاماز واسعة الطيف لاالبيتا  ،زالبيتالاكتاما:  الكلمات المفتاحية
   السائلة للمستشفيات

 
 
 
 
 

 12/03/2024تاريخ الإيداع: 
 20/07/2024 :تاريخ القبول

 
– حقوق النشر: جامعة دمشق 

حتفظ المؤلفون بحقوق سورية، ي 
 النشر بموجب الترخيص 
CC BY-NC-SA 04 

http://journal.damascusuniversity.edu.sy/index.php/index/index
mailto:asia.khattab@damascusuniversity.edu.sy
mailto:a.nizam@damascusuniversity.edu.sy
mailto:alamir@ncbt.gov.sy


 ....                   آسيا، عدنان، لينة   E. coliفي عزلات جراثيم    ESBLSالكشف عن النمط الوراثي البلازميدي للبيتالاكتاماز واسعة الطيف  

 12من  2

 

Detection of the plasmid-borne of Extended Spectrum Beta-

Lactamases in E. coli isolates from some Damascus University's 

hospital wastewater 

 
Asia Ahmad Khattab1, Adnan Ahmad Ali Nizam 2, Lina  

Abd Alkarem Alamir 3  
Department of Plant Biology, Faculty of Science, Damascus University, microbiology   

asia.khattab@damascusuniversity.edu.sy  

Prof. Dr. Department of Plant Biology, Faculty of Science, Damascus University,  

a.nizam@damascusuniversity.edu.sy   

Researcher. National Commission for Biotechnology, Damascus, Syria, molecular 

microbiology, alamir@ncbt.gov.sy  
 

 

Abstract 

The type of beta lactamases was determined in Escherichia coli isolates from  

waste water of some of Damascus University's hospitals. Plasmids were 

extracted using the boiling method and the alkaline method. Results showed 

that boiling method is the most convenient method for plasmid extraction. 

Plasmid curing was carried out by applying two methods; the first was by 

incubation at 42 Cº and subculturing 8-10 times, the second method was by 

adding SDS concentration of 1.25%, 2.5% and 5%. The best curing result was 

obtained using the subculturing method at 42Co.  

Two types of enzyme inhibitors (Clavulanic acid and sulbactam) were used to 

determine the type of the beta lactamase produced by the studied isolates. 

DNA primers used in this study belonged to two different groups (SHV and 

CTX) to determine the group to which enzymes belong. Results obtained 

showed that ESBLS of class A belonging to group CTX appeared to be most 

frequent among the studied isolates  
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 Introductionالمقدمة  

ميدية ز الترانسبوسونية والبلاو المقاومة الصبغية    يشمل:و غالباً،  المسؤول عن المقاومة للصادات الحيوية  وراثي في الجراثيم  التغير  يعد  ال
حجام كذلك بأو   تحمل مورثات عديدة ترمز للإنزيمات التي يمكنها تفكيك الصادات الحيوية، وقد تحتوي الخلية أكثر من نسخةالتي  

ثل مختلفة م  نواععلى الجراثيم المقاومة للصادات التي تعود لأ  الاختباراتبي نت   وقد  (.   ;2014et alDavies; 1994, Blair .)  مختلفة
 .  ((Abiodun; 2012  مقاومة للصادات تحمل بلازميدات من العزلات %44 أن Escherichia coli الإشريكية القولونية

التي   Extended spectrum beta-lactamases (ESBL)واسعة الطيف  البيتالاكتاماز إنزيمات بعدد من البيتالاكتام صاداتتتفكك 
كلًا من تحلمه  إذ  (،  Maina et al.; 2012)  تسب ب مشكلة صحية كبيرة في المستشفيات والمجتمع، وهذه الإنزيمات  تنتجها الأمعائيات

و   جيلال والثاني  والمونوباكتام،الأول  السيفالوسبورينات  من  والرابع  بعدلكنها    الثالث  مثل  دتتثبط  المثبطات   clavulanic acid  من 
بمورثات    ، tazobactamو  sulbactamو حديثاً أغم  بر ،  Bla TEMو  Bla SHVوتتميز  المكتشفة  المورثات  معظم  تراكيب   ن  هي 

 Bla VEB-1  (Jacoby et al.; 1991, Bonnet et al.; 2000, Pitout etو  Bla GESو  Bla CTX-Mمثل    transposonمتنقلة  

al.; 2006, Manoharan et al.; 2011, Moghaddam et al.; 2015  .) 
وقف إذ تت  ،لخلية تحت ظروف معينةا  يحمل مورثات لحمايةكان البلازميد   إذاطبيعي    على نحون يحدث تحييد البلازميدات  أيمكن  

الاستزراع المتكرر خرى مثل  أ  لأسباب  قسرياً   تحييدوقد يكون ال  عند زوال هذه الظروف،ة  الخلي  عملية تضاعف البلازميدات داخل
  ،غشية وخروج البلازميدلى زيادة نضوحية الأإيؤدي    الذيدرجات حرارة عالية ولكن دون المميتة  في  النمو    وأ  pH، أو تغيير  لخلايال
 Ethidium Bromide  (ETBR)و  Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)مثل:  البلازميدات عند استعمال بعض المواد    تحيدو تأ

 Acridine Orange (AO) (Paul et al., 2019  .)و
الموجودة في عينات   E. coliعزلات  بعض  ذي تنتجه  ال  البيتالاكتاماز  المجموعة التي ينتمي إليهاالحالي إلى تحديد  البحث    هدفي

السائلة لمستشفيات جامعة دمشق، الحامل  وتحديد    المخلفات  لللالبلازميد  الواسع لمقاومة   لانتشارإلى ا  نظراً ،  لإنزيممورثة المرمزة 
 .  في المجتمع المحليالجيل الثالث منها إلى  انتقال المقاومةالسيفالوسبورينات و لاسيما الصادات الحيوية 

 Materials and Methodsوطرائقه  البحثمواد 

المواساة والأسد والأطفال  وهي  جامعة دمشق  من المخلفات السائلة لمستشفيات    E. coli: عُزلت الإشريكية القولونية  عزل الجراثيم
حساسيتها لمجموعة من صادات تحديد  الحيوية الكيميائية، و ختبارات  ، ثم أجري تعريف للنوع اعتماداً على مظهر المستعمرة والاوالتوليد

حسب    NCCLSاسعة الطيف بطريقة  ، وتم تحديد الإنزيمات و (2023)خطاب وآخرون،    البيتالاكتامازعن  كشف  الو   البيتالاكتام،
Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2017) )   القرصي على    تعتمدالتي الانتشار  طريقة 

قطر هالة التثبيط عند و بمفرده  الصاد الحيوي  على  وي  تيح تمت المقارنة بين قطر هالة التثبيط في حال إضافة قرصفقد  المضاعف  
يحإضافة   مععلى  وي  تقرص  يح   Clavulanic acid 5µg  المثبط  الصاد  آخر  اعلى  وي  توقرص  معالصاد  المثبط   لحيوي 

Sulbactam15 µg  وكانت الأقراص منتجة من قبل(  شركةAbtek) (Giriyapur, et al., 2011; Tenover et al., 2003  .) 
  مل  1من الخلايا المنشطة لكل    اتميكرولتر   10إضافة  ب  nutrient broth  المرق المغذي  فيتنمية الجراثيم  بعد    استخلاص البلازميد

البلازميد   استُخلص،  م  37عند درجة حرارة  ساعة    24مل مدة    مكغ/   150على السفترياكسون بتركيز  لحاوي  ا  من المرق المغذي
   .Alkaline method  (Bennet et al., 1986)ةالطريقة القلويو Boiling method (Dillon, 1985  ) الغلي بطريقتي

مل من المرق المغذي الحاوي على   1.5(: تم تثفيل  Dillon, 1985; Nazik et al., 2011)Boiling method :  طريقة الغلي  -
  TEميكرولتر من المحلول    500الخلايا بعدها بـ  ت دورة / دقيقة وفصل الطافي عن راسب الخلايا، وغسل  4000الجراثيم بسرعة  

، ثم أُضيف لراسب الخلايا  نفسها  الطريقة السابقةب( وأعيد تثفيلها  pH 8عند    EDTAمن    0.001مع    Tris baseمول من    0.01)
 Triton x100% وتريتون  8وسكروز    EDTAمول من    0.05و    Tris baseمول من محلول    STET   (0.05ميكرولتر محلول    380



 ....                   آسيا، عدنان، لينة   E. coliفي عزلات جراثيم    ESBLSالكشف عن النمط الوراثي البلازميدي للبيتالاكتاماز واسعة الطيف  

 12من  4

 

حرارة   ، وحضن المزيج بدرجةSTETمل والمذاب في محلول    1ملغ/    10ميكرولتر من إنزيم الليزوزيم ذي التركيز    20( وpH 8عند  
ثم أعيد    دقيقة ونقل بعدها إلى حمام مائي بدرجة الغليان مدة دقيقة  60ثم وضع المزيج في الثلج مباشرة مدة    .دقيقة  60م مدة    37

دقائق، فصل الطافي   10دورة / د مدة    10000م  وبسرعة    4وتم التثفيل بعدها بدرجة حرارة    قيقةد  60إلى الثلج مباشرة وترك مدة  
( مع الرج  48:2ونقل إلى أنبوب آخر وأضيف إليه حجم مماثل من محلول ترسيب البروتين )كحول إيزوايميلي وكلورفورم بنسبة  

، عندئذ  4دقائق بدرجة حرارة  10دورة/ د مدة  10000ج بعدها بسرعة دقيقة وأعيد تثفيل المزي 30بلطف، ثم وضع في الثلج مدة  م 
% المبرد مع التحريك البطيء وأعيد وضعه في  96أخذت منه الطبقة العليا وأضيف إليها ما يعادل حجمها حجمين من الإتانول  

ميكرولتراً    50لص من الرائق، وغسل الراسب بـ  دورة/ د ثم تم التخ  10000دقيقة بسرعة    45دقيقة وتم التثفيل بعدها مدة    60الثلج مدة  
ميكرولتر  20في    DNA % بعدها أزيل الإتانول وطُب ق التجفيف بقلب الأنبوب على ورق ترشيح، وتمت إذابة الـ  70من الإتانول  

 السابق الذكر.   TEمن محلول 
القلوية  -2 غسلت   1.5ثفل  Alkali method   (Bennet et al, 1986  :)الطريقة  الجراثيم ثم  الحاوي على  المغذي  المرق  مل من 

ميكرولتر من المحلول الحال للخلايا )الليزوزيم بتركيز   100(، ثم أضيف إليها  TEالسابق ذكره )مل من الموقي    500الخلايا بمقدار  
تم تحضين المزيج .  (pH 8عند    Tris HClميليمولر من    25و  EDTA ميلي مولر من    10ميليمول غلوكوز و  50مل و  1ملغ/  1

مولر   0.2و    SDS %  1القلوي )  SDSميكرولتر من محلول    200م، أُضيف إلى المزيج السابق 37دقيقة في درجة حرارة    20مدة  
يثفل المزيج    .pH 4.8مولر ودرجة حموضة    3ميكرولتراً من أسيتات الصوديوم بتركيز    150دقائق أُضيف    5(، وبعد  NaOHمن  
%  96مل إتانول    1إلى أنبوب جديد وأضيف إليها    الطبقة المائية العلويةمل من    400دورة / د ونقل    10000سرعة  دقائق ب  10مدة  

أضيف إلى    الطافي  تبخر، وبعد  في اسفل الانبوب  DNAلترسيب    ثم وضع المزيج في الثلج لحين الإراقة وثفل بعدها مدة دقيقتين
أُجريت عملية  .  )ميلي مولر من أسيتات الصوديوم  100وTris ميلي مولر    Tris acetate  )50ميكرولتر من محلول    400  راسبال

 التخلص من البروتين باستعمال محلول الكلوروفوم والكحول الإيزوايميلي المذكور في الفقرة السابقة، وبعد أخذ الطبقة العليا رسب

DNA    تثفيل مع ال  أجري ميكرولتر من ثنائي إتيل الإيتر،    200% المبرد بما يعادل ضعفي حجم الطافي وأضيف إليها  96بالإتانول
  20في  الذي أذيب    DNAتشكل راسب    دورة/ د، وفصلت طبقة الإيتر وبعد تبخير الإيتر  10000دقيقة بسرعة    15التبريد مدة  

 .TEميكرولتر محلول 

 : ميد بطريقتينز تحييد البلاأُجري  :البلازميدتحييد 
ساعة   24وحضن مدة    ،دون إضافة صاد حيوي   Nutrient Brothالمرق المغذي  على وسط    الاستزراعبتكرار  كانت    :الأولىالطريقة  

لحين فقد    العملية مرات عدة، وكان ذلك بواقع ثلاث مكررات لكل عزلة من العزلات الخمس المدروسة، بعد تكرار م 42بدرجة حرارة 
الصاد الحيوي على  وي  تعلى وسط يح  نقل  بعد كل عمليةعملية الاستزراع أُجريت  كما  (،  مقاومة السيفالوسبورينات)  الصفة المدروسة

  بعد إعادة الاستزراع وحددت النسبة المئوية لذلك   من فقدان السلالة للصفة المدروسة  للتأكد/مل    مكغ   150سفترياكسون بتركيز  ال
(Sachit et al., 2018  .) 

%، كلًا على حدة،  5  –  2.5  –  1.25بتركيز    SDSمركب    إليه  اً المغذي نفسه مضافالمرق  على بتكرار الاستزراع    :الطريقة الثانية
الخمس المدروسة،   عزلة من العزلات  مل من    1نقل  ، ثم  م  37  حرارةساعة بدرجة    24التحضين مدة  و بواقع ثلاثة مكررات لكل 

نقل جزء من كل ، ثم  م  37حرارة  ساعة بدرجة    24والتحضين مدة    Nutrient Agar  غار المغذيإلى وسط الآ  المستزرع السابق
 24مكغ/مل، والتحضين مدة    150بتركيز    ليه الصاد الحيوي السفترياكسون إ  ضيفالذي أُ   غار المغذيلى وسط الآإمستعمرة نامية  

 (.  Treivors, 1986) وحددت النسبة المئوية لذلك ة للسيفالوسبوريناتيحساسلتحديد ال م   37حرارة ساعة بدرجة 
ميكرولتر من   10بإضافة    nutrient brothتنمية الجراثيم في المرق المغذي  بعد    البلازميد بعد اجراء عملية التحييد:  لكشف عنا

ساعة عند درجة حرارة   24مل مدة    /مكغ  150مل من المرق المغذي الحاوي على السفترياكسون بتركيز    1الخلايا المنشطة لكل  
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ضافة الصاد الحيوي إدة دون  وبالطريقة السابقة نفسها تختبر الخلايا المحي    الغلي المذكورة سابقاً   ةم، ثم استُخلص البلازميد بطريق  37
 . واستخلصت البلازميدات المتبقية بطريقة الغلي أيضاً السفترياكسون في وسط التنشيط 

ميلي فولت،   80وعند فرق كمون  %  0.8هلامة الآغاروز بتركيز  باستعمال    الرحلانأُجري  :  الرحلان الكهربائي للبلازميدات المعزولة
الترحيل بغمر الهلامة كان  ميكرولتر من دارئة التحميل، و   3ليها  إوأضيف   DNA  من كل عينة من عينات اتميكرولتر   10وقد أخذ  

 bp  250  –  10000بمدى     M2حدهماأ  (Intronbioمن قبل شركة    نتجينم)المؤشرين للوزن الجزيئي    وبإضافة  TBE  1xدارئة  في  
 . البلازميدات التي تم الحصول عليها الوزن الجزيئي لعصابات لمقارنة 100bp -1500بمدى  M1والآخر 

ميلي مول   10المرئسات بتركيز  مع  نانوغرام    100ذات التركيز  البلازميدي    DNAعينة    تزجمُ   :PCR  تفاعل البوليميراز التسلسي 
  ت خذأُ و   ،, Mg Cl 2)و  dNTPsو  taqDNA polymeraseالتي تحوي  و   Vivantisة من قبل  نتجالم)   master mix  عدة  مكوناتومع  

 صبحتأ التي  هلامة الآغاروز    مع تعديل تركيزنفسها  طريقة رحلان البلازميدات  ب   أُجري   الذيالرحلان الكهربائي    لإجراءالتفاعل  نواتج  
 M3والآخر  bp  100  -1500ى  بمد   M2 الأول  Intronbioمصنعين من قبل شركة  وباستعمال مؤشرين للوزن الجزيئي    ،1.5%

بعد التأكد من وجود البلازميدات بالرحلان الكهربائي   ازد نمط البيتالاكتاموحد  .الناتجة  باتوزن العصا  لتحديد  50bp-1000بمدى  
للكشف عن  (  Macrogenة من قبل شركة  نتجالمناسبة )المالمرئسات  نوعين من    استعمالوببنجاح،    PCRوالحصول على نواتج  
 الآتي: المطبق ك PCRبرنامج ووفق  1في الجدول  ما، كSHVو CTX نزيم ضمن الدراسةليها الإإالمجموعة التي ينتمي 

(94°C 2 min→35 x [94°C 1 min, 55°C 30 second, 72°C 1 min] →72°C 7 min →4°C) 
(Momtaz et al., 2012; Bajaj et al., 2015; Messele et al., 2017; Saiful Islam et al., 2022  :) 

 PCRالمرئسات المستعملة في اختبار . 1 الجدول

Annealing 
Temperature 

(°C) 
Amplicon (bp) المرئس تتابع المرئس 

58 599 ACAGCAGATAATTCGCAA CTX-F 
BLa CTX 

AACCAGATCACCGCGATA CTX-R 
52 
 

768 TCGCCTGTGTATTATCTCCC SHV-F 
BLa SHV 

CGCAGATAAATCACCACAATG SHV-R 
 

 Result and Discussionالنتائج والمناقشة  

المعزولة من مخلفات مستشفيات  عزلة من جراثيم الإشريكية القولونية    150  عزلات من  5اختيرت  :  نتائج عزل الخلايا الجرثومية
)خطاب  ً سابقافي البحث المنشور  المدروسة    لجميع السيفالوسبوريناتمقاومتها  إلى    نظراً ،  (2023)خطاب وآخرون،  جامعة دمشق  

  الذي يتثبط   أيضاً   البيتالاكتامازنتاج  كما أظهرت القدرة على إ  ،منها  ى الجيل الأول والثاني والثالثإل والتي تعود  (  2023واخرون،  
  Ceftriaxone 30µg /Sulbactam15µgعند استعمال    طن ازدياد قطر هالة التثبيتبي  فقد    ،Clavulanic acidو  Sulbactam  ركباتبم
ند استعمال  ع  بمفرده، وكذلك الأمر  كلاً   Cefoperzoneو  Ceftriaxoneمقارنة باستعمال    Cefoperzone 75µg /Sulbactam25µgو

Amoxyllin 25µg / Clavulanic acid 5µg    مقارنة باستعمالAmoxyllin    ،د أن الإنزيم ينتمي إلى الصفبمفرده   A  وهذا يؤك 
 Cefatoxime لصاد الحيوي  لات لو عز مالنتيجة أظهرت تحسس اللأن    ESBLSيعد من الإنزيمات واسعة الطيف  و   ،  1كما في الشكل

30µg  إليه النمو     Clavulanic acid 10µgالمضاف  وسط  نتائج  في  مع  النتائج  هذه   ,Swedan  (Pooleو  Pestariatiوتتوافق 

2004; Swedan et al., 2019; Pestariati et al., 2021  .) 
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مع   Cefaperazoneو  Amoxycillin صادينالتجاه  معزولة من مستشفيات جامعة دمشق  Cefteriaxonتين  مقاومتين عزل. حساسية 1الشكل 

 Sulbactamو  Clavulanic acidمثبطين ال
   Amoxycillinيمثل حساسية العزلة تجاه.  3و  Sulbactam  مع المثبط  Cefaperazoneيمثل حساسية العزلة تجاه  .  2و  Cefaperazoneيمثل حساسية العزلة تجاه    .1
 Clavulanic acid المثبط مع  Amoxycillin. يمثل حساسية العزلة تجاه4

تراوح  إذ    E. coliتحملها الإشريكية القولونية  مختلفة    جزيئية   بأوزان بينت النتائج وجود عدد كبير من البلازميدات    : استخلاص البلازميد نتائج  
إجراء الرحلان  بعد ذلك  قد اتضح و   ، استخلاص البلازميد بطريقة الغلي عند بلازميداً بعد مقارنة عدد العصابات الناتجة   12- 2بين العدد  

  Swedanوقد تبين في البحث الذي أُجري بفضل  (،  2  )الشكل ميلي فولت    80فرق كمون  تطبيق  % و 0.8الآغاروز بتركيز  على هلامة  
 (Swedan et al., 2019 )   البلازميدات باختلاف العزلات   م حج وقد تباين عدد و   ات، بلازميد   10- 1 وجود   (Lim et al., 2015  .) 

 

 

  2العزلة بلازميد اما  12العزلة  3حيث تحوي   E. coliلات من عز  5ميدات في ز جراء عملية تحييد للبلا إ ميدات بطريقة الغلي قبل ز البلا  عداد . أ2 الشكل
 بلازميدات  10فتحوي  5بينما العزلة  بلازميد  2فتحوي  4وتحوي العزلة  2فتحوي   1بلازميد اما العزلة  3فتحوي 

 مكررين لكل عزلة بمعدل  العزلات المدروسة 5-1*تمثل الأرقام 
%( لم يكن  5  -  2.5  -   1.25بالتراكيز المدروسة )  SDSباستعمال    E.coli: بينت النتائج أن تحييد البلازميد من  البلازميدتحييد  

 SDSأن كد أ ذيال Thabit ما ذكرهمع يتوافق (، وهذا 3)الشكل لات للسفترياكسون و عز ممقاومة الفي تؤثر هذه التراكيز لم فمجدياً، 

3                            2                                 1                                4                              5               

 

1 

1 
2 

2 

3 
3 

4 
4 



 ....                   آسيا، عدنان، لينة   E. coliفي عزلات جراثيم    ESBLSالكشف عن النمط الوراثي البلازميدي للبيتالاكتاماز واسعة الطيف  

 12من  7

 

%  12% و  10  و   %8وقد بي نت الدراسات أن التراكيز  ،  Proteus  جداً على جراثيم المتقلبة  1/10% أعطى نشاطاً قليلًا  1.2بتركيز  
وقد انخفض العدد ،  % عند المتقلبة10وكان التركيز المناسب  ،  Pseudomonasكانت فعالة جداً في تحييد البلازميدات عند الزائفة  

الصاد الحيوي على  وي  تمرة على وسط لا يح   12  –  8بلازميدات بعد إجراء التحييد بتكرار الزرع من    4-1الكلي للبلازميدات إلى  
   (. El-Baghdady, 2009; Paul et al., 2019; Thabit et al., 2020) (5و 2)الشكلان م  42 وبرفع درجة الحرارة إلى 

         

 

 Ceftriaxone على  وي تالذي يح 2ونمو العزلات على الوسط   Ceftriaxoneالخالي من  1على الوسط  SDS. نمو العزلات المعرضة لمادة  3الشكل 
 .ساعة من الحضن 24بعد 

 
 بعد التحييد. E.coliمن  ت الخمس عزلاال. انخفاض أعداد البلازميدات في 5الشكل 

 التحييد بعد صفةتعني عزلة فاقدة لل a3وa1 عزلة شاهدة حساسة للصادات المدروسة،  Sلات المدروسة،  و عز مهي ال  5-1الأرقام من 
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فقد أعطت عصابات أوضح من هي الطريقة الأفضل  الغلي مدة دقيقة واحدة  طريقة  : كانت  البلازميدالطريقة الأفضل لاستخلاص  
سفاتية  الرابطة الفُ حلمه  التي ت  Endonucleaseعلى كميات كبيرة من الإندونكلياز    E. coliالطريقة القلوية، ويعود ذلك إلى احتواء  

النكليوتي  سترالإ  ثنائية سلسلة  الدنا  ضمن  تقطع  تسبب  التي  بالغليهي  و   DNAد  للتخريب  بال  تتعرض  موضح  هو        6شكل  كما 
(Zhou et al., 1997; Roy et al., 2018; Sasagawa, 2018  .) 

 
 الفرق بين استخلاص البلازميد بالغلي والطريقة القلوية.. 6 الشكل

المعياريين    ها مع المنحنى المعياري للمؤشرين(، ومطابقت7)الشكل    gel analyzerبعد تحليل الهلامة باستعمال برنامج  :  وزن البلازميد
M1  وM2     سابقا بالالمذكورين  للصفة  و عز مومقارنتها  الفاقدة  التحييد  لات  البلازميد  بعد  وزن  أن  بين  يالمحيد  تبين         2.1Kbتراوح 

  (.Nazik et al., 2011وزملائها )  Nazikمع الأوزان التي ظهرت في تجربة يتفق ، وهذا Kb 7.6و

المستعمل للكشف عن  CTXبعد إجراء الرحلان أن المرئس  PCR: أظهرت نتائج تفاعل PCRنتائج تفاعل البوليميراز التسلسلي 
أعطى عصابة واحدة أي حصل    Aمن الصف    ESBLSترمز إلى البيتالاكتاماز واسع الطيف  التي  المورثة المحمولة على البلازميد و 

محمولة    Bla CTX؛ مما يدل على أن المورثة  5كنتيجة إيجابية لارتباط المرئس مع البلازميد المطلوب الكشف عنه في العزلة رقم  
أي عصابة فلم يرتبط مع أي من البلازميدات المعزولة    SHVمع المرئس    PCRعلى البلازميد، ولم تظهر نتيجة الرحلان لناتج  

  PCR، كما بينت النتائج أن الوزن الجزيئي للعصابة الناتجة عن تفاعل  8لجميع المعزولات المدروسة كما هو موضح في الشكل  
 100bpو  bp 50طابقتها مع المنحنى المعياري للمؤشرين الجزيئين المعياريين  وم  RF=    0.464والذي قيس بعد حساب    569bpكان  

وزملاؤه   Bajaj، وقد أُجريت دراسة مماثلة استعمل فيها الباحثون 9كما هو موضح بالشكل  gel analyzer  2010باستعمال برنامج 
وهي نتيجة مقاربة للحاصل في هذا البحث، وعند    599bpأعطى عصابة ذات وزن جزيئي    PCRعلى ناتج    اوحصلو   CTXالمرئس  
( تبين أن المورثة التي GenBank: MZ442611.1و  GenBank: MT634151.1)  NCBIفي موقع    Gen Bankبنتائج   المقارنة

أظهرت قيم للأوزان    PCRالبلازميد عادة، كما بينت دراسات عديدة أن نواتج  على  وتحمل    CTX_M15أمكن الكشف عنها تعود إلى  
أكثر من انتشار مجموعتي المورثات   E. coli، وهي مورثة يكثر انتشارها عند  Bla CTXفيما يخص المورثة    550bpمقاربة    الجزيئية

 الطريقة القلوية طريقة الغلي
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Bla SHV   Bla TEM    والتي ترمز للبيتالاكتاماز واسع الطيفESBLS    المنتشرة في آسيا وأوروبا، كونها محمولة على قطعDNA 
 (.  Poole et al, 2004; Bajaj et al, 2015; Al-Mijalli et al, 2016; Albarraq et al.,  2017; Aziz et al., 2020منتقلة )

 

 
 M2و  M1مقارنة بالمؤشرين الجزئيين  E. coliات الخمس من  لابعد التحييد للعز  لبلازميداتمقارنة بين أعداد وأوزان ا .  7 الشكل

 *a1  وa3  و بعد التحييد عزلة فاقدة للصفةتعنيS  عزلة شاهدة حساسة للصادات المدروسة تعني 
 

 

 
ويظهر ارتباط المرئس مع البلازميد   M3و  2Mمقارنة بالمؤشرين الجزئيين   E. coliلات الخمس من جراثيم و عز ملل PCR. نتائج تفاعل 8الشكل 

 فقط. 5المطلوب الكشف عنه في العزلة رقم 

S     1a      3a    1      2     3       4       5  M1 M2  S       1a     3a     1       2      3      4      5   M1 

 1          2            3           4           5           M2         M3         1           2             3            4           5 
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 .100bpوالمؤشر  gel analyzerباستعمال برنامج  ctxمع البرايمر   PCR. نتائج 9الشكل 

  Conclusion الاستنتاجات
أظهرت  وقد  ،  آخر من السيفالوسبورينات   للسيفوتاكسيم وعدد مقاومة    E. coli  مستشفيات جامعة دمشق على صرف  ل السائلة  مخلفات  تحتوي ال 

  من مورثات   واسعاً لات المقاومة طيفاً  و عز م تحمل هذه ال و   ، Ceftriaxone /Sulbactamو   Amoxyllin/ Clavulanic acid  للصادات   مقاومة 
المستشفيات بالمعالجة المسبقة لمياه  أخذ  ت يقتضي أن  نتانية و الأمراض الإ للعديد من  مما يجعلها الأصل السريري المحتمل  ؛  بيتالاكتاماز ال 

 . في حالة التسرب والتعرض البشري جراثيم  لتجنب التهديد المرتبط بهذه الأنواع من ال من المستشفى  الصرف الصحي  
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