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�عزل جراثيم الكلبسيلة ْ ِKlebsiella SPP.من بعض اللحوم 

 ابتسام حمد، المريري، أيمن نور سليمان

ماائنات حية دقيقةكعلىمو اللحتحتوي !الكلبسيلةومن ضمنھا.سبب ا�مراضي منھا ْ ِKlebsiella spp. والتي يمكن أن
 يھدف ھذا البحث.اب الرئوي، إنتانات المسالك البولية، وتجرثم الدمتُسبب العديد من الحا&ت المرضية، و&سي!ما ا&لتھ

 أوعية معقمة،فيمن متاجر بيع اللحوم في دمشق وريفھا،) عجل، ضأن، دجاج( عينة من عينات اللحوم١٠٠ جمع إلى
 والجزيئية باستخدام لعزل الكليبسيلة وزراعتھا على أوساط انتقائية وتحديد صفاتھا المورفولوجية والحيوية الكيميائية

ّتم إحصاء عدد المستعمرات بعد زرع اللحوم على أوساط مختلفة، وثم تم عزلھا على. PCRالتفاعل السلسي للبوليمراز
!شكل مستعمرات الكلبسيلة المعزولة دائرية محدبة قطرھا ظھر. وسط انتقائي ْ  مم، ذات حواف مخاطية ولزجة،٤-٣ِ

!الكلبسيلة من العينات المدروسة تحوي جراثيم%٤٦رت النتائج أن حوالي وقد أظھ. وتكون محاطة بمحفظة ْ  أظھرت.ِ
الالنتائج ! أنه يمكن التحري عن الكلبسيلة في عينات ْ  بواسطة التفاعMت الحيوية الكيميائية وبواسطة التضخيم السلسلي لحومِ

!الكلبسيلة، النوع الرئوي والنوع بين نوعين من جراثيم لتتميزل مرئسات نوعية، وقد يتم في دراسة &حقة انتاجللبوليمراز ْ ِ
َالمعجل للو&دة ُ.

!الكلبسيلة: الكلمات المفتاحية ْ .PCR، اللحوم، ا&ختبارات الحيوية الكيميائية، التفاعل السلسلي للبوليميرازِ
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Meats often contains micro-organism which may cause disease, 
Including Klebsiella spp. Which cause wide range of disease 
states, notably pneumonia, urinary tract infections (UTIs), and 
bacteremia. The aim of this study was collected 100 samples of 
meats (Calf, sheep, chicken) from the meats shops present in the 
different area in Damascus and countryside in a sterile container, 
for isolated Klebsiella and growing it on Selective Media  to 
identify and characterize its morphology, biochemical and 
Molecular Characteristics by using Polymerase chain reaction 
PCR. Colonies of the microorganisms were counted on difference 
media then isolated from a selective media. The colonies of 
Klebsiella isolated are circular, dome-shaped. 3-4 mm diameter 
with mucoid aspect, stickiness and surrounded by capsule.  Our 
results showed that 46% of examined specimen contained 
Klebsiella spp. The results showed that it can investigate 
of Klebsiella in meats samples by biochemical reactions and 
polymerase chain reaction. In next study we will be produced 
primers To differentiate between two types of Klebsiella 
(K. pneumoniae and K. oxytoca). 
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INTRODUCTION 
ةــمقدمال

س ھولة نمو ا�حياء الدقيقة فيھا، وخاصة الجراثيم التي تعد اللحوم من أكثر أنواع ا�غذية عرضة للفساد بسبب
فھي توجد ضمن الجھاز الھضمي من مصدر حيواني داخلي؛ لحوم من مصادر مختلفة، فقد تكونيمكن أن تغزو ال
تھا للذبيحة بعد ذبح تكون من مصدر خارجي عن طريق مھاجم، أو وعلى الجلد وغيرھا،)القولون(للحيوان خاصة 

من وما.الحيوان ً ان تصل ھذه ا�حياء إلى اللحم حتى تجد الوسط المMئم للنمو والتكاثر، نظرا �نه يحتوي على العديد
في. الضرورية لنموھاالعناصر الغذائية :، مثلاللحوملذلك من المھم التحري عن وجود أنواع من الجراثيم الممرضة

! والكلبسيلة Salmonellaةسالمونيل وال Shigellaةوالشيغيل E. coli القولونيةايشا&يشري ْ ِKlebsiella التي ھي ھدف 
.دراستنا

!سميت الكلبسيلة ْ ِKlebsiella  وھي)١٩١٣-١٨٣٤( ا�لماني إدوين كليبس عالم ا�حياء المجھريمن قبل جراثيم،
أو، سالبة الغرام، محاطة بمحفظة، تتر.x (0 (0.6-6.0 µm)٣-µm٠.١( عصوية، تتراوح أبعادھا من تب بشكل مفرد،

مع التعريف العام لفصيلة ا]معائيات  !الكلبسيلة، ماعداEnterobacteriaceaeأزواج، أو سMسل قصيرة، تتوافق ْ ِ
.K وبيليس mobilis  ،ھوائية اختيارية &)Garrity, 2005(كتوز، موجبMاز، غيرـة اليوريـ، غير متحركة، تخمر ال
لغـمنتج ا[H2S كبريت الھيدروجينازـة  Guetta et(جار، مستعمراتھا مخاطية، وأحيانا تكون لزجة ملتصقة بسطح

al., ًتفرز الكلبسيلة ذيفانا داخليا متحمM للحرارة نسبيا، ونذكر من أھم ا�عراض السريرية التي يحرضھا الذيفان ). 2003 ً ً ًُ ! ْ ِ
 Dokladny et(ًممة، إضافة إلى فرط ضغط الدم الحمى، وتحرير وسائط ا&لتھاب، واستنزاف بروتينات المت: الداخلي

al., ًالذي يلعب دورا ھاما في آفة الجھاز البولي، حيث يقوم بحلمھة) Urease(، كما أنھا تفرز أنزيم يورياز)2010 ً
ولـ، مما يؤدي إلى تحول فوسفات المغنزيوم إلى مركب مشبع وتح)CO2(البولة إلى أمونيا وغاز ثاني أوكسيد الكربون 

`ات الكالسيوم إلى الشكل البلوري مما يسبب حدوث خلل وظيفي في الكلية وھو أحد مظاھر ا&لتھابات في الجھازـفوسف َُ
!البولي؛ وبھذا تعتمد إمراضية الكلبسيلة على النمط الجرثومي وعوامل الفوعة ْ ِ)Augustin et al., إن الغالبية).2009

!تبط بعدوى المستشفيات وتشير الدراسات العلمية أن الكلبسيلة تسبب حوالي العظمى من ا]صابات بھذه الجراثيم تر ْ ِ٨%
,.Brooks et al)من حا&ت العدوى الجرثومية في المستشفيات، في الو&يات المتحدة ا�مريكية وأوروبا حيث، (2004

ا�طفال، مرضى السكري،تُصيب وبالدرجة ا�ولى المرضى في المستشفيات الذين يعانون من نقص في المناعة، 
,.Anderson et al(المدمنين على الكحول، والذين يعانون من انسداد رئوي مزمن  !، وقد وضعت الكلبسيلة بين)2006 ْ ِ

اثمانية من أھم ا]بلعدوى مسببات .E القولونيةشيارييشيالمستشفيات إذ تأتي بالمرتبة الثانية بعد coli )Anonymous, 
ْواع مختلفة من جراثيم الكلبسأن٧ھناك.)2002 ًيلة التي تبدي تشابھا في الِ ). DNA)Garrity, 2005ـحمض النووي!

!ومن أكثر ھذه ا�نواع أھمية من الناحية الطبية ھي الكلبسيلة الرئوية  ْ ِ ًK. pneumoniae حيث تعد من أھم الممرضات ،ُ
ُسريريا من بين ا]معائيات، وبداية عرفت بأنھا تصيب ًَ ِ ُ  جھاز التنفس، مسببة ا&لتھاب الرئوي بشكل أساسي، ويمكن أنً
,.Rosen et al(تؤدي إلى التھاب واسع النطاق، ومن ثم النزف فالموت ِتليھا الكلبسيلة المعجلة للو&دة ). 2008 ُ ! ْ ِK. 

oxytocaِه الرئوية بكونھا تحدث آفة في الجھـُ التي تشب ْ اء المخاطي ا�نفي، والدمـاب الغشـي، وتسبب التھـاز التنفسـُ
,.Bleich et al(والتھاب ا�ذن الوسطى القيحي الحاد  ُالمعجل للو&دة عن باقي ا�نواع بكونه يتميز النوع ). 2008
وسـن أن تنمـا يمكـًة قليM حيث أنھـو مختلفـايجابي ا�ندول كما أن لھا خصائص نم يحـو على  و& Melezitoseويـط

يــتنمو على وس ,.Högenauer et al بينما ينمو عليه النوع الرئوي hydroxybutyrate-3ويــحط تعد ). (2006
!جراثيم الكلبسيلة  ْ ِالرئوية والمعجلة للو&دة(ِ تس)ُ يًبب لdنسان أمراضا خطيرة قد تؤدمن العوامل الممرضة ا&نتھازية التي

ا. إلى الوفاة حادة لمرض ذات الرئة، إنتانات بولية وتناسلية وھضمية، التھاب القولون، تجرثم رئوية لتھاباتفقد تسبب
.)Rodrigues, 2008(، وفي حا&ت نادرة تسبب التھاب السحاياBactermiaالدم 

MATERIALS and METHODS 
 مواد البحث وطرائقه

:المواد-١
:أوساط ا.ستنبات والزرع

 Eosin Methylen blue آجارلين بلو ايوسين ميثي، وسطBuffered Pepton Water (BPW)ماء الببتون الموقي
Agar (EMB) Agar آجار، وسط ماكونكي MacConkey Agar وسط سيمون سترات ،Simon citratوسط ،

وسLuria Bertani Agar (LB) لوريا بيرتان ومنمي عام،)Manitol Salt Agar)MSAمانيتول سولت آجارط،
.)(LB+Van 25 mg/mlالفانكومايسين الصاد الحيوي مع

:مواد ا.ختبارات الحيوية الكيميائية
، ألفا نفتول، أحمر الميتيل، BBLTMDrySlideTM ،KOH (BD,USA)، ستريبات أوكسيداز)%٣(ماء أوكسجيني

، Ttriple Sugar Iron Agarوسط.Indole test reagent (Ehrlich  Kovacs)لا�ندو، كاشف MR-VPوسط
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وسMacConkey Agarوسط، Sulfur reduction-Indole production- Motility (SIM)وسط  Simonط،
citrat ح التترازوليومMأم ،Tetrazolium Salts.

:مواد عزل الجينوم الجرثومي
 K20mg/ml ،NaCl، بروتيناز TE)10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0(،SDS 10%الوقاء
5M ،CTAB NaCl (25:24:1)، فينول كلوروفورم إيزوأميل الكحول (24:1)، كلوروفورم إيزوأميل الكحول ،

%.70إيزوبروبانول، إيتانول

:مواد التفاعل السلسلي للبوليميراز والرح1ن
,PCR 10X)200mM Tris-HCl  pH8.8, 100mM KCl,100mM (NH4)2SO4وقاء 1mg/ml BSA,  1% 

Triton(،MgSO4نكليوتيدات ،(dCTP, dATP, dTTP, dGTP) أنزيم ،DNA ،نوعية الجدولمرئسات بوليميراز 
ا[،]١[ 1X، الوقاء (W/V)%1.5وز جار ھMمة TAE 50 المحضر من الوقاءX TAE)0.4M Tris-Base, 

10mM EDTA pH 8.0, 57.1 ml Glacial Acetic Acid .(

%.50غليسيرول:مادة الحفظ

:الطرائق-٢
:Sample collection جمع العينات١-٢

َ جمعت من مناطق مختلفة من دمشق وريفھاوقد.)عجل، ضأن، دجاج(اللحوم عينة، من ١٠٠بلغ عدد العينات ِ ُ.

: Sample processingمعالجة العينات٣-٢
ا0.5بعد سحق بعد :لعينة المدروسةغ من
 في الدرجة Buffered Peptone Water (BPW) وسط ماء البيبتون الموقيفيفائي ا�ولي غير ا&صطا&ستنباتمت

. ساعة٢٤م لمدة°٣٧

ا&• . ساعة٢٤لمدةم°٣٧ EMB ايوسين ميثيلين بلو آجار وسطعلى ا&صطفائي ستنباتتم
اتم انتقاء المستعمرات• :المحفظة ]جراء ذات،لوردية المخاطية ذات الھالة
.باستخدام مرئسات نوعية) PCR(التفاعل السلسلي للبوليميراز•
.)تخمر السكاكر ا�ندول،،H2S كبريت الھيدروجين، اليورياز، غازا�وكسيداز، الكاتا&ز(اختبارات حيوية كيميائية•

: مراحل العمل٤-٢
:التعداد العام الكلي•

!بسيلةِ الكلقبل التحري عن وجود !وللكلبسيلة، نقوم بإجراء التعداد الكلي لdمعائيات لحومفي عينات الْ ْ  ايوسين على وسطِ
 Luria آجار لوريا بيرتانھومنمي عام على وسط إجراء التعداد العام الكلي للجراثيمو، EMBميثيلين بلو آجار

Bertani Agar (LB)  الفانكومايسين الصاد الحيويمعومنمي عامLB+Van 25 mg/ml) (سل بيات الغرام لتنمية
. لتنمية ايجابيات الغرامManitol Salt Agar (MSA) مانيتول سولت آجاردون ايجابيات الغرام، ووسط

�عزل الكلبِسيلة من عينات• : اللحومْ
!الكلبسيلة يتضمن زرع جراثيم ْ ِKlebsiella spp.عدة مراحل :

سحقت:ا9ولي ا.ستنباتمرحلة-١ في0.5م  بالدرجة (BPW) مل من ماء الببتون الموقي4.5غ من العينة وتنميتھا
. ساعة٢٤م لمدة37°

10 حيث يؤخذ: ا.صطفائيا.ستنباتمرحلة-٢ µl ايوسين ميثيلين بلو أجاروسطويتم زرعھا على من الوسط السابق 
)EMB(،ھ.ساعة٢٤م لمدة°37ثم تحضن بالدرجة ًذه الجراثيم نقية تؤخذ مستعمرة مفردة وتزرع وللحصول على

 وتكرر ھذه العملية حتى نحصل على طبق يحوي مستعمرات نموذجية (EMB) ايوسين ميثيلين بلو آجارعلى وسط
.فقط

: Colony characteristicsتوصيف المستعمرات-٣
!الكلبسيلةمستعمرات تبدو ْ ،)مم٤-٣( كبيرة قطرھا بين):EMB( آجار ايوسين ميثيلين بلو النموذجية على وسطِ

.نتقى ھذه المستعمرات من أجل تلوينھاتُ.غامقة بنفسجية ذات ھالة وردية، مخاطيةمحدبة الشكل،

:الفحص المجھري-٤
:Gram Stainingصبغة غرام•

ير الغشاء الجرثومي حضيُ : كالتالي غرام،طريقةلون بواسطةُثم
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. ثانية٣٠مدةللورات البنفسجية غمر المحضر بمحلول البيُ.١
.غسل المحضر بالماء ]زالة الفائض من الملونيُ.٢
. ثانية٣٠مدةلغمر المحضر بمحلول لوغوليُ.٣
.غسل المحضر بالماء ]زالة الفائض من المحلوليُ.٤
. ثانية١٥مدةل) أسيتون+كحول(غمر المحضر بمزيل اللونيُ.٥
& يبقىيُ.٦ . أثر لمزيل اللونًغسل المحضر جيدا بالماء حتى
. ثانية٣٠مدةلغمر المحضر بمحلول الفوكسين الممدديُ.٧
ويجففُغسل المحضر بالماء وييُ.٨ افحص تحت المجھر باُ، .لعدسة الغاطسةستخدام

:Capsular stainingتلوين المحفظة•
ا.١ مع(لجرثومي ويثبت بالطريقة المعتادةيُحضر الغشاء �ن المحفظة تذوب-)اءتجنب استخدام الماستخدام الكحول

.بالماء
وتمن صبغة الفوكسين القاع%٣٠غمر الغشاء بمحلوليُ . يبدأ الملون بالتبخرمرر الصفيحة فوق اللھب حتىُدية،

%.٢٠غسل الغشاء بمحلول كبريتات النحاسيُ.٢
ي%١غمر الغشاء في محلول أزرق المتيلينيُ.٣ .غسل بالماءُ، ثم
تُجفف الصفيحة وتتُ.٤ بافحص احت المجھر .لعدسة الغاطسةستخدام

:PCR التفاعل السلسلي للبوليميراز-٥-٢
ِأجري الالُ  ايوسين ميثيلين بلو آجار على المستعمرات النموذجية النامية على وسط)PCR(سلسلي للبوليمراز تفاعل

)EMB (بعد عزل الجينوم الجرثومي لھا وفق مايلي:

َنميت الجراثيم في ماء الببت.١ ` َون الموقي ثم ثفلت لمدةُ ِ 4000 دقائق بسرعة5ُ rpm وتم التخلص منم4ْ+ وفي الدرجة !
.السائل الطافي

في.٢ لهمص الصفري بوساطة المTE من الموقي µl 567حُل! الراسب %10 من الـ µl 30ُ، ثم أضيف SDS 3و
µl 20 من الـ mg/ml proteinase K .ِمزج المجموع وحضن لمدة ساعة ُ 1000م مع الرج بسرعة°37بالدرجةُِ

rpm.
5M من الـ µl 100ُأضيف.٣ NaCl ومزج جيدا ثم أضيف ُ ً ِ ُ80 µl من محلول الـ CTAB/NaCl .ِمزج المجموع ُ

ِوحضن لمدة 1000م مع الرج بسرعة°65 دقائق بالدرجة 10ُ rpm.
ثفchloroform/isoamyl alcohol (24:1) من الـ µl 780ُأضيف.٤ ` ومزج ثم ُ ِ  14500 دقائق بسرعة5ل لمدةُ

rpmمع تجنب سحب أي جزء من الطبقة الوسطى البروتينية ِ ونقل الطافي إلى أنبوب جديد ُ.
` ومزج ثم ثفل لمدة phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1)ُأضيف للطافي حجم مماثل من الـ.٥ ُ ِ ُ5

أنrpm 14500دقائق بسرعة ِ ونقل الطافي بعدھا إلى مع تجنب سحب أي جزء من الطبقة الوسطىُ بوب جديد
.البروتينية

ِ مل من حجمه ومزج بلطف بقلب ا�نبوب 0.6ُأضيف إلى الطافي النھائي كمية من ا]يزوبروبانول تعادل.٦  مرات4-6ُ
`ثم ثفل لمدة حيث يظھر بشكل خيوط سابحة في السائل DNAحتى يترسب الدنا !تمثمrpm 14500 دقائق بسرعة5ُ

.DNAالتخلص من ا]يزوبروبانول بلطف لتجنب رمي الدنا
ِغسل الراسب بإضافة.٧ ` ثم ثفل لمدة70% مل من ا]يتانول1ُ 14500 دقائق بسرعة5ُ rpmرمي الطافي وجفف! وتم` ُ

 ). Eppendorf شركة(Concentratorالراسب بوساطة جھاز الـ
في.٨ الµl 25!تم حل الراسب الناتج ` ومدد (Nano Drop)ِ ثم قيس تركيزه بوساطة جھاز المطيافيةTEموقي من ُ

100للوصول إلى تركيز يساوي ng/µl.
الDNA على الدنا PCRُأجري التفاعل السلسلي للبوليميراز في المعزول من باستخدام بادئات النوعية الموضحة

].١[رقم الجدول 

!الكلبسيلةلجنس تخدمة المسالبادئات النوعية:١رقم الجدول ْ ِ.
 التسلسل Sequence الحجم

5'- GTAATGTCTGGGAAACTGCC-3' Klebrib-1 
1500 bp 

5'- CCACCTTCCTCCAGTTTATC-3' Klebrib-2 



2012 ilApr 133.No58.Vol.J.Med .teVAssiut

261 

 

 الشروط[3] رقم` المواد المستخدمة في التفاعل، في حين يوضح الجدول[2]رقم ويوضحµl 25ُأجري التفاعل بحجم
.دوث ھذا التفاعلالMزمة لح

 PCRالـ المواد المستخدمة في تفاعل:٢ رقمالجدول
25 µl PCR Final conc. µlMaterials 

٥ µl DNA (100 ng) 200-500 ng Genomic DNA 
20 µMPrimer 1 -10 µM ١ µl20 µMPrimer 2-10 µM

0.5 µl0.4 mM dNTPs 20 mM 
2.5 µl1XBuffer 10X 
1.5 µl3 Mm MgSO4 50 mM 
0.2 µl2 UTaq 5U 
16.3 µl---- H2O

 PCR الـشروط تفاعل:٣ رقمالجدول

ا[PCR!ومن ثم تم الكشف عن نواتج الـ 1X المحضرة في الوقاء (W/V)%1.5وز جار باستخدام ھMمة TAE  
85والترحيل على فولطية Vلمدة نصف ساعة .

ِ، ومن ثم حفظت بالدرجة%50 مع الغليسيرول BPW!تم ا&حتفاظ بالمستعمرات المؤكدة في الـ م من أجل الدراسات°-80ُ
Mحقةال.
:Biochemical Identificationالخصائص الحيوية الكيميائية٦-٢
َجريت على العز&ت المؤكدةُأ !بأنھا كلبسيلة،)  (PCRي للبوليمرازلسلستفاعل الـالعن طريقِ ْ ا&ختبارات الحيويةِ

: الكيميائية التالية

ا[: اختبار الحركة� ا[بتون الموقي وھو ماء الب(صف الصلبنجارُأجري باستعمال ) جارالمضاف إليه كمية من
وھو ملون حيوي يحافظ على الخMيا الجرثومية ويصبغ(Tetrazolium Salts والمضاف إليه أمMح التترازوليوم

ُ، حيث يتم التلقيح بطريقة الوخز، فإذا كان الجرثوم متحرك يMحظ تفشي)الجراثيم باللون ا�حمر و& يصبغ الوسط
. بالوسط حسب حركة الجرثوم، أما إذا كان الجرثوم غير متحرك فيMحظ اللون ا�حمر مكان الوخز فقطاللون ا�حمر

ِأجري باستعمال ستريبات: اختبار ا9وكسيداز� ُ(BD,USA) BBLTMDrySlideTM حيث يوضع عليھا جزء من ُ
ًالمستعمرة فإذا تغير اللون إلى ا�زرق البنفسجي يعتبر التفاعل إيجابيا، في ً حين يعتبر سلبيا إذا لم يتغير اللونُ ُ.

َأجري باستعمال الماء ا�كسجيني:.زااختبار الكات� ِ !، حيث يوضع ھذا ا�خير على شرائح زجاجية ثم يوضع)%٣(ُ ُ
ًستعمرة، يعتبر التفاعل إيجابيافوقھا جزء من الم .ً في حال ظھور فقاعات، ويكون سلبيا في حال عدم ظھورھاُ

َأجري باستعمال أطباق تحتوي على وسط: ال1كتوزاختبار تخمير� ِ  الحاوي على MacConkey Agar ماكونكي آجارُ
رجة تركيز ا�يون ا�يدروجينيدسكر الMكتوز، إذ تقوم الجراثيم المخمرة لMكتوز بإنتاج مركبات حمضية تخفض

)pH(من . neutral red ھو ا�حمر المعتدل مما يتسبب بتغير لون الوسط &حتوائه على مشعر لوني6.8إلى أقل
أ:اختبار استق1ب السترات�  تحوي على وسط سيمون سترات الذي يحوي على سيترات نابيبُأجري باستعمال

و ، وتنتج مركبات حدھا تستطيع النمو على ھذه الوسطالصوديوم، إذ أن الجراثيم التي يمكن أن تفكك السترات ھي
ھو)pH( ون ا�يدروجينيدرجة تركيز ا�يقلوية ترفع قيمة  مما يتسبب بتغير لون الوسط &حتوائه على مشعر لوني

.أزرق بروموتيمول

 درجة الحرارة الزمن
5 mins 95°CInitial denaturation  
30  sec 95°CDenaturation 
30  sec °٦٠ CAnnealing 
1 min 72°CExtension 

35 Cycle 

10  mins 72°CFinal Extension  
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، إذ تقوم الجراثيم التي Urea وسط اليوريا باستعمال أنابيب تحوي علىُأجري: Ureaseاختبار حلمھة البولة�
ف الوسط مما حمات ا�مونيوم التي تقلون تصطنع أنزيم اليورياز بتفكيك البولة إلى نشادر والذي يتحول بدوره إلى

.يتسبب بتغير لون الوسط &حتوائه على مشعر لوني ھو حمرة الفينول
ُأجري باستعمال أنابيب تحوي على وسط ثMثي سكر الحديد ): ال1كتوز والغلوكوز والسكروز(اختبار تخمر السكاكر�

Triple Suger Iron Agar )و يكون لون الوسط أحمر)عادة يوزع في ا�نابيب بحيث يكون قسم قائم وقسم مائل ،
وب �نه يحتوي على مشعر لوني ھو حمرة الفينول، عد يلقح بطريقة الوخز للقسم القائم وبطريقة التخطيط للقسم المائل،

.]٤[ رقمالزرع نستطيع تمييز الحا&ت الموضحة في الجدول

 &ت نمو الجراثيم على وسط ثMثي سكر الحديدحا:٤الجدول رقم

فيثم، SIMُ أجري باستعمال أنابيب تحوي على وسط:H2S غاز كبريت الھدروجينإنتاجاختبار� َحضن المستنبت َْ َ ْ ُ ُِ
لون أسود ضمن الوسط فھذا يدل على أن الجراثيم قد أنتجت غاز ساعة، في حال تشكل24م لمدة°37درجة حرارة

.H2S كبريت الھدروجين
َحضنثم، SIMُأجري باستعمال أنابيب تحوي على وسط:Indole Production Test ا9ندولإنتاج اختبار� ِ ُ

َالمستنبت في درجة حرارة ْ َ ْ  الجراثيممن أنواع بعض قابلية على للكشف ا&ختبار ھذا استخدم. ساعة24م لمدة37°ُ
 kovaxسالكوفاككاشفمن قطرات بإضافة ويتم الكشف عن ا�ندول.ندولا� وإنتاج ا�ميني الحامض تحليل على

reagent  مانبي ايجابية لنتيجة مؤشرھو ا�نبوب قمةفي حمراء حلقة تشكل، إن!ساعة24نالمحضّ الزرعي للوسط
.سلبية لنتيجة مؤشرءصفرا حلقة تشكلو اللون تغير عدم

َأجري: اختبار أحمر الميتيل والفوكس بروسكاوير� ِ  وھو وسط يضم MR-VP مل من وسط(3)تنمية الجراثيم فيُ
َبيبتون ووقاء وغلوكوز أو ديكستروز، ثم حضن المستنبت في درجة حرارة َْ َ ْ ُ ُ ساعة، ثم تقسم العينة إلى24م لمدة37°ُِ

.مر الميتيل على أحدھما واختبار الفوكس بروسكاوير على ا[خرقسمين ليتم إجراء اختبار أح
َأجري بإضافة بضع قطرات من مشعر أحمر الميتيل إلى المستنبت، إذ يدل تغير اللون إلى: اختبار أحمر الميتيل♦ َْ َ ْ ُ ِ ُ

منpH(ا�حمر على إيجابية التفاعل أو، حيث تقوم بعض أنواع الجراثيم بتحويل الغلوك)4 الوسط أصغر وز
الديكستروز إلى مركبات حمضية ثابتة مثل حمض اللبن أو حمض الخل أو حمض النمل وبذلك تتغلب ھذه المركبات 

َالحمضية على الموقي، ويصبح الوسط حمضيا، أما تغيnر اللون إلى البرتقالي  َ ً)pHوإلى اللون)7 الوسط يساوي
منpH(ا�صفر  .ل سلبيفيد&ن على أن التفاع)7الوسط أكبر

َأجري بإضافة: الفوكس بروسكاوير اختبار♦ ِ  (KOH)- ھيدروكسيد البوتاسيوم-Aمن الكاشف إلى المستنبت مل 0.5ُ
، إذ يدل تغير اللون إلى ا�حمر على إيجابية التفاعل، حيث يكشف (α-naftol)- ألفا النفتول-B مل من الكاشف 0.5و

الذي يتأكسد بوجود ھيدروكسيد البوتاسيوم إلى) أسيتيل ميثيل كاربينول(ن ھذا ا&ختبار عن ا�حياء المنتجة لoسيتوئي
.ًدي أسيتيل، والذي يتفاعل بدوره منتجا اللون ا�حمر، أما ظھور اللون النحاسي فيدل على سلبية التفاعل

RESULTS and SISCUSSION 
ةـ والمناقشالنتائج

و/ خلية١٠٩م أكبر من أن التعداد العام للجراثي]٥[رقميُوضح الجدول أن التعداد العام للجراثيم سالبة الغرام يتراوح مل،
5.4بين  x 2.7 إلى103 x 7.5x103 إلى5x102 يتراوح بين بة الغرام؛ بينما كان تعداد الجراثيم موجمل/ خلية106

من كان تعدا منھا7.5x103حتى5x102 كان تعداد ا]معائيات بين.للعينات المدروسةمل/خلية !د جراثيم الكلبسيلة ْ ِ2.5x 
1.9x104. إلى102

 التفسير الرمز)قائمال/المائل(النتائج

 تخمر الغلوكوز فقط K/A أصفر/أحمر
 تخمر السكاكر الثMثة A/A أصفر/أصفر

 لم يتخمر أي من السكريات الثMثة K/K أحمر/أحمر
 انطMق غاز أثناء تخمر السكرGطحدوث انشقاق بالوس

ن أسود في منتصف ا�نبوبوجود لو
)H2S غاز كبريت الھيدروجين انطMق(

H2Sتحول كبريتات الحديد إلى كبريت الحديد ا�سود 
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 التعداد العام الكلي للجراثيم على أوساط مختلفة:٥رقم الجدول

 ايوسين ميثيلين بلو آجار
EMB (cfu/ml) 

 

 بريتان آجارالوري
LB (cfu/ml) 

منمي عام مع صاد حيوي
)الفانكومايسين(

LB-VAN (cfu/ml) 

 ماتينول سولت آجار
MSA (cfu/ml) 

!الكلبسيلةتعداد تعداد ا]معائيات ْ ِ

١٠٩˃5.4x103 – 2.7x1065x102-7.5x1035x102-7.5x1032.5x 102- 1.9x104

!شكلت الكلبسيلة النامية على الوسط ا&نتقائي ْ  مستعمرات كبيرة محدبة مخاطية، ثخانتھا EMBايوسين ميثيلين بلو آجارِ
ح)٣.٠µm(حوالي !، بلون بنفسجي غامق ذات ھالة وردية، بدت الكلبسيلة تحت المجھر)١.٠µm(والي وطولھا ْ ِ

.، سالبة لصبغة الغرام، محاطة بمحفظةrod-shapedالضوئي بشكل عصيات قصيرة

]٦[ رقميُوضح الجدول عينة،١٠٠ عزلة من أصل٤٦على أساس شكل المستعمرات على الوسط ا]نتقائي تم انتقاء
ا في عينة لحم حيث٠٠1 في Klebsiellaلتحري عن نتائج ِوجدت لحم٢٣: عينة موزعة على النحو التالي٤٦ُ  عينة
و و١٤عجل .عينة لحم دجاج٩ عينة لحم ضأن

!النسبة المئوية لعز&ت الكلبسيلة من عينات اللحوم المدروسة:٦ رقم الجدول ْ ِ

لتمييز على المستعمرات النموذجية PCR تفاعل الـ [1]ُثم إجراء التفاعل السلسلي للبوليمراز، حيث يوضح الشكل رقم
!الكلبسيلة في عينة  ْ ل الملوثاللحومِ !الكلبسيلةجنس، وذلك باستعمال البادئات النوعية ْ ).١الجدول رقم(ِ

� الكلبِسيلة بواسطة الـ DNA كشف [1]الشكل ْPCR 

 النسبة المئوية Klebsiellaعدد عز&ت الـ عدد العينات المادة الغذائية

%٣٥٢٣٦٥.٧ العجل

%٣٠١٤46.6 الضأن

%٣٥٩25.7 الدجاج
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منلPCR ھو ناتج١يMُحظ في المسار ھي عصابات)٤-٣-٢(إن المسارات ). شاھد سلبي للتقنية(DNAعينة خالية
 أساس آزوتي ١٥٠٠والتي تكافئ في الحجم الجزيئي على أوساط انتقائية،اللحوم دنا الجراثيم المعزولة من عينات 

!لعصابة الكلبسيلة العيارية ْ ؛ بينما كان٦الموجودة في المسار) حصلنا عليھا من مخابر ھيئة الطاقة الذرية السورية(ِ
الEnterobacter sakazakii نتيجة التقانة ا&يجابية لعينة٥المسار نوعي لجنسمع مرئساتھا النوعية، مما يؤكد العزل

!الكلبسيلة من ھذه العينات ْ اPCRيMُحظ من الشكل أنه يمكن استخدام تقنية.ِ ! لتمييز الكلبسيلة في عينات ْ .ةالملوثللحومِ
!الكلبسيلةلتحديد ْ الالحيوية، تم إجراء ا&ختبارات لحومال المعزولة من عيناتِ التي تم نموھا على جراثيم الكيميائية على كل

!الكلبسيلة معظمبدتحيث.&نتقائياالوسط  ْ  لسكرَخمرةمإيجابية للكاتا&ز،،ا�كسيدازسالبة غير متحركة،، المعزولةِ
وبعض ھذه العز&ت نمت، الغلوكوز والسكروز لسكريّةمخمر، الMكتوز وقلون الوسط على وسط سيمون سترات غير،

!الكلبسيلة المعزولة أنزيم اليورياز بعض سM&تأنتجت.H2Sمنتجة لغاز كبريت الھيدروجين  ْ أثبتت بعض أنواع ھذهو،ِ
.Kوكانت من النوع،م٣٧ْ بعد الحضن بدرجة ا�ندول وإنتاج ا�ميني الحامض تحليل على الجراثيم القابلية oxytoca 

مع نتائج الدراسات العالمية حول ھذه ال رات الحيوية الكيميائية إن نتائج ا&ختبا.)Garrity, 2005(جراثيم وھذا يتوافق
!الكلبسيلةتشير إلى أن  ْ تم الحصول على السM&ت العيارية المستخدمة في ھذه. المعزولة ھي من نوعين مختلفين أو أكثرِ

Kp(ت في ھيئة الطاقة الذرية السورية، الدراسة من مخبر الميكروبيولوجيا والمناعيا = K. pneumoniae - *Ko = 
K. oxytoca .(*ُمن]٧[ رقمح الجدولوضي .اللحومنتيجة ھذه ا&ختبارات لبعض المستعمرات المعزولة

! نتائج ا&ختبارات الحيوية الكيميائية للكلبسيلة:٧ رقمالجدول ْ ِ

تخمرالكاتا&زا�وكسيداز الحركة العينات
 الMكتوز

استقMب
 السترات

ثMثي سكر البولة
 الحديد

كبريت
الھدروجين

VP MRا�ندول

*Kp --++++A/A, G ---+

Ko*--++++A/A, G -+-+
+-+- A/A, G++++-- عزلة١٨
+--- A/A++++--ة عزل٢١

+-++-+ عز&ت٤
A/A, G 

H2O
+--+

+--- K/A+--+-- عز&ت٣

!الكلبسيلةإن! ْ تكون في البيئة حيث توجد في المياه السطحية، مياه: ا�ول،، وھي تمتلك اثنين من البيئاتنتشار واسعة ا&ِ
ا]نسان،(حيث تكون مستعمرة للسطوح المخاطية عند الثدييات:الثانيو؛الصرف الصحي، التربة، وعلى النباتات

(الخ...ا�بقار، وا�غنام (Curtis et al., المقام ا�ول بين أمراض المستشفيات الخمجية احتلت منذ سنوات.)2008
ً، فھي تستطيع أن تسبب خمجا تاليا في كل آفةا&نتھازية ً)Maltezou et al., ھناك اھتمام كبير عند حدوث.)2009

 ناتج التفاعل السلسلي للبوليميراز على ھ1مة:٣الشكل
N1.5وز جارا %(W/V) 

MW .واسمDNAجزيئي .

)شاھد سلبي( عينة بدون دنا-١

! كلبسيلة-٢ ْ  معزولة من بعض عينات لحم عجلِ

! كلبسيلة-٣ ْ  معزولة من بعض عينات لحم الدجاجِ

!كلبسيلة-٤ ْ  من بعض عينات لحم الخاروف معزولةِ

 مtع مرئtساتھا النوعيtةEnterobacter sakazakii عينة-٥
).شاھد ايجابي(

!كلبسيلة-٦ ْ ).شاھد إيجابي( عياريةِ



2012 ilApr 133.No58.Vol.J.Med .teVAssiut

265 

!ا�مراض بسبب جراثيم الكلبسيلة، حيث  ْ ةالمرمز)(K مستضدات محفظيةللدفاع كونھا تمتلك تمتلك ھذه الجراثيم آلياتِ
ت  منّعديُ) مثل الكاتا&ز(كما أنھا تملك نظام أنزيمي.م١٠٠ْ وتقاوم درجة الحرارة، قاوم عملية البلعمةللمحفظة التي

 حيث أن البالعات تمتلك المقدرة على إرجاع ا�كسجين إلى ماء أكسجيني أو أكسجين،آليات الدفاع ضد البالعات الكبيرة
يحف ين للجراثيمّفعّال، وتعد ھاتين الجزيئتين سامت  Nordmann(ز عودتھما إلى أكسجين عادي وماءّولذلك فإن الكاتا&ز

et al., ت)2009 !الكلبسيلةّعدُ، ولذلك ْ ! لقد أظھرت نتائجنا أنه يمكن التحري عن الكلبسيلة في عينات.موجبة الكاتا&زِ ْ ِ
البواسطة التفاعMت الحيويلحوم ال  16sRNAسلسلي مستخدمين مرئسات نوعية للمورثةة الكيميائبة وبواسطة التضخيم

.المحافظة ضمن الجنس

!& تستغرق سوى يوم واحد، وھذا يفيد في إمكانية استخدامھا كطريقة عيارية في الكشف عن الكلبسيلة PCRإن تقنية الـ ْ ِ.
رع وأكثر حساسية من ا&ختبارات كما أنھا تقنية تجنب العاملين في مخابر الجراثيم من ا]صابة بھذه الجراثيم، وھي أس

الـل للتحـالحيوية الكيميائية ونعتقد أنھا ستكون المعتمدة في المستقب !ري عن الكلبسيلة في عينات ْ  Min Wang et(لحومِ
al., أن.)2008 ! نسبة الكلبسيلة في اللحوم بمختلف أنواعھاأظھرت الخصائص الشكلية والحيوية كيميائية ْ ما% ٤٦ِ وھذا

معيت ! حيث كانت نسبة تواجد الكلبسيلة ضمن دراستھما Lai-Kingو  Stilesوافق إلى حد ما ْ ِ٤٦) %Stiles and Lai-
King, 1981(.مع بينما !وزمMؤه حيث كانت نسبة الكلبسيلة Messaoudiلم تتوافق نتائجنا ْ %٣٣.٣ في اللحومِ

(Messaoudi et al., ف. (2009 باونعتقد أن سبب ا&ختMف !ي نسبة الفلورا من الكلبسيلة في البيئة المحيطة ْ لحيواناتِ
ال. عنه في سوريةألمانيافي  !&حظنا أن عدد الدراسات التي تبحث عن الكلبسيلة في ْ ً الخام قليل نسبيا وذلك قد يكون لحومِ

ِ، أو أنه تقليديا يتم التحري عن الكلحومبسبب عدم تواجدھا ضمن الفلورا الطبيعية لل !بسيلة ضمن الوجبات السريعةً ْ
& بأس. والعينات الطبية �نھا تعتبر من الجراثيم التي تنتقل عبر عدوى المستشفيات لكن رغم ذلك أظھرت نتائجنا نسبة

!بھا من الكلبسيلة ضمن عينات ال ْ ! الخام مما يدل على جدوى الدراسة من تطوير اختبار تفريقي للكلبسيلة ضمن لحومِ ْ ِ
ُ؛ كما أنه يجب متابعة البحث لتحديد الفوعة المرضية لھذه العز&ت لمعرفة فيما إذا كانت تساھم في إصابة الجھاز لحومال

عن. التناسلي أو الجھاز التنفسي أو حتى تجرثم الدم-البولي ولoسباب السابقة الذكر كان الھدف من دراستنا في التحري
!الكلبسيلة في عينات ال ْ الحومِ ا لكي تكون ًوحاليا. في محافظتي دمشق وريفھالجراثيملخطوة ا�ولى في دراسة وبائية ھذه

!نحن في صدد متابعة أبحاثنا حول اختبار حساسية ومقاومة عز&ت الكلبسيلة المعزولة في مخابرنا لبعض الصادات ْ ِ
.الجةالحيوية المستخدمة في عMج مرضى ا&لتھابات الرئوية وتحديد فعاليتھا في ھذه المع

 ا.ستنتاجات

!لقد أظھرت نتائجنا أنه يمكن التحري عن الكلبسيلة في عينات ال ْ  بواسطة التفاعMت الحيوية الكيميائية وبواسطة لحومِ
. المحافظة ضمن الجنس16sRNAالتضخيم السلسلي مستخدمين مرئسات نوعية للمورثة
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