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 الممخص
 ,MexZ, MexY)و pumps Efflux (MexR, MexB, MexA)تم التحري عن تواجد جينات الضخ الخارجي 

MexX)  عزلة من جرثومة  24فيP.aeruginosa  ،المتعددة المقاومة لممضادات، المعزولة من التيابات الكسور المفتوحة

في جميع ( MexR, MexB, MexA)( )MexZ, MexY. اذ اظيرت النتائج تواجد جينات PCRالـــذلك باستخدام تقنية 

 .%(2.92)عزلات فقط وبنسبة  7في  (MexX)، في حين تواجد الجين %(011)المختبرة وبنسبة  العزلات

 Efflux pumpsgenes  ،Mex XYOprm. Paeruginosa ،Mex ABO prm9دالة:الالكممات 
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Abstract 

The presence of Effluxpumpsgenes (MexR, MexB, MexA) and (MexZ,MexY, MexX) was 

investigated in 24 antibiotic resisting isolates of Paeruginosa, isolated from open fracture 

infections using PCR technique. The results showed 100% presence of (MexR, MexB, MexA) 

and (MexZ,MexY) genes in all tested isolates while the MexX gene was present in only 7 

isolates representing 29.2%9 
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 المقدمة: .1

ان مقاومة الجراثيم لممضادات الحيوية متزايدة مما ادى الى ارتفاع نسبة معدلات المرضى والوفيات سواء في الاصابات 

المكتسبة من المجتمع من المستشفيات ويمعب الاستخدام العشوائي لممضادات في كثير من الاحيان دورا ميما في حدوث 

ل الجينات المشفرة لممقاومة من الكروموسوم الجرثومي الى العناصر الوراثية طفرات في الجينات المشفرة لممقاومة وان انتقا

 [.1] المتحركة كالبلازميدات قد ادى الى انتشار ىذه الجينات بين الانواع الجرثومية بحيث اصبحت مشكمة عالميو متفاقمة

يتكون التركيب الكرستالي ليذا ، و P.aeruginosaبمعدل عالي من التغيير في سلالات  MexAB-OprMيتميز نظام الضخ 

أي البروتينات مكونات الضح  Inner membrane( التي تمثل بروتينات الغشاء الداخمي MexBالنظام من ثلاث اجزاء )

( الموجود في MexAمن خلال )Outer membrane ( الموجودة في الغشاء الخارجي OprM( والتي ترتبط بـ)RNDلمـ)

من الانظمة الميمة التي تساىم بشكل كبير في اظيار المقاومة لمضادات  MexXY-OprMيعد نظام الضخ  [.2] البيربلازم

وخاصة لدى مرضى التميف   P.aeruginosaفي العزلات السريرية لجرثومة Aminoglycosidesالكلايكوسيدات الامينية 

 .التي ىدفيا الرايبوسومت الحيوية [. يحفز التعبير عن ىذا النظام من خلال المضادا3الكيسي ]

المسببة لعديد من الامراض  P.aeruginosaأن آليات ضخ المضادات ليا أىمية في المقاومة المتعددة لممضادات في 

[. ونظر لكون ىذه الجراثيم من الممرضات الانتيازية والمسببات الشائعة للإصابات المكتسبة من المستشفيات فان امتلاكيا 4]

يزيد من ضراوتيا ومقاومتيا لمعلاج مما يجعل الاصابات الناتجة عنيا اكثر خطورة وميددة لمحياة في بعض لمثل ىذه الاليات 

من اكثر الجراثيم مقاومة لممضادات الحيوية وىذا يعود الى امتلاكيا مجموعة من P.aeruginosa تعد جرثومة  [.5الاحيان ]

المشفرة  Efflux pumps , من اىميا امتلاكيا لأنظمة الضخ المتعدد اليات المقاومة التي يكون اغمبيا مسيطر عمييا جينيا

 ،MexXY- OprM ،[. تعد الانظمة6] من قبل جينات اخرى منظمة تقع عمى نفس الأوبرون من جينات مسيطر عمييا

MexAB-OprM من انظمة الضخ التي تساىم في المقاومة الطبيعية والمكتسبة لممضادات الحيوية في جرثومةPs 

aeruginosa، طرح  كذلك قدرتيا عمىbiocides  .والمذيبات العضوية والمطيرات واملاح الصفراء وبعض المشتقات النباتية

ــ   التي تساىم في المقاومة المتعددة لممضادات الحيوية و تستخدم ىذه الأنظمة لضخ RNDتعود ىذه الانظمة الى عائمة الـ

المضادات الذي يصل إلى اليدف من دون عمل تحوير في  يث تقمل من تركيزح ،المضادات إلى خارج الخمية الجرثومية

[. ييدف البحث 7المقاومة الاخرى التي تعمل عمى تغيير اليدف أو المضاد لتعطل من فعاليتو ] ميكانيكياتمكوناتو مقارنة مع 
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 ، P.aeruginosaفي عزلات (MexZ, MexY, MexX)و  (MexR, MexB, MexA)الى التحري عن جينات الضخ 

 المعزولة من التيابات الكسور المفتوحة لبيان مدى انتشارىا وتوزيعيا في ىذه العزلات.

  :المواد وطرائق العمل .2

 العزلات الجرثومية المستخدمة : 1.1

المعزولة من التيابات الكسور المفتوحة المشخصة في قسم عموم  P.aeruginosaعزلة من جرثومة  24استخدمت 

ى احتمالية امتلاكيا المقاومة لمجموعة من المضادات الحيوية التي تعد دليلا اوليا عم ،جامعة الموصل العموم/ كمية الحياة/

 .لجينات الضخ

 البوادئ المستخذمت : 2.2

 .The Medlandالمجيزة من شركة  A,B,R Mex ،Mex X,Y,Z  استخدمت بوادئ خاصة بالجينات

Reagent company Inc ((Texas, USA،  أذيب كل بادئ في كمية مناسبة من الماء المقطر الخالي من الأيونات

لضمان  Vortexمزجت جيداً قبل الاستعمال باستخدام  ،بيكومول/ مايكروليتر 100لمحصول عمى محمول خزين بتركيز 

 .1الجدول انتشارىا وتوزيعيا بشكل متجانس في محمول التفاعل, كما في 

 .المستخذمة في الذراسة DNAـ تسلسلات بوادئ ال :1الجذول 

 الجين تتابع البادئ 3→5 الحجم )زوج قاعذة(

315 
F: CTCGACCCGATCTACGTC 

R: GTCTTCACCTCGACACCC 
Mex A 

281 
F: TGTCGAAGTTTTTCATTGATAG 

R: AAGGTCACGGTGATCGT 
Mex B 

100 F: GAACTACCCCGTGAATCC Mex R 

58. 
F: CATCAGCGAACGCGAGTACAC 

R:TCGACGATCTTCAGGCGGTTCTG 
Mex X 

28. 
F: TGGTCAACGTCAGCGCCAGCTAT 

R: TCGACGATCTTCAGGCGGTTCTG 
Mex Y 

011 
F: TCGTGAACTCGCGAGCTTG 

R: CACATCAGCGAGGAAGACGC 
Mex Z 
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 : DNAاستخلاص الـ  2.3

 الامريكية Omega. استخدمت العدة المجيزة من قبل شركة P.aeruginosaالـ  من عزلات DNAتم استخلاص الـ 

 Luria Bertoniحيث تم تمقيح وسط ،قيد الدراسة P.aerugenosaفي جراثيم  DNAالـلغرض استخلاص الحامض النووي 

بعدىا تم اتباع خطوات  ،( ساعة24 -18لمدة ) cº 35 حرارة بالمستعمرات الجرثومية الفتية ومن ثم حضنت بدرجة

وبعد اكمال عممية الاستخلاص حفظت مستخمصات الحامض النووي بالتجميد  ،الاستخلاص وحسب تعميمات الشركة المجيزة

 .)-cº )20عند درجة 

 : PCRتفاعلاث الـ  2.4

 Premixمن الحجم التفاعمي لكل انبوب والذي يحتوي عمى  مايكروليتر 20حضر الخميط من مكونات التفاعل وبمعدل 

kit, D.W., DNA template, Reverse primer, Foreword primer،  حضرت جميع الاضافات في الثمج ومزجت

وأُدخمت  ،لترسيب قطرات محمول التفاعل الموجودة عمى جدران الانبوب Vortex mixerمحمول انابيب الابندروف بجياز 

التضاعف وباستخدام البرنامج المناسب لكل بادئ كما موضح  لإنجاز Thermocycycler ب بعد ذلك في جيازالانابي

ورحمت العينات بجياز الترحيل  1.5%  تم تحميل المزيج في ىلام الأكاروز بتركيز ،وبعد انتياء وقت التفاعل ،2بالجدول 

 دقيقة. 90الكيربائي لمدة 

 PCR9البرامج المستخذمة لتفاعلات الـ  :2الجذول 

 الجين برنامج التفاعل المصذر

)Palka- santini et al., 2009) 
.1ºC for 3 min, 32 cycles of 94 ºC for 305, 57 

ºC for 45 s and 72 ºC for l min. 

Mex A 

Mex B 

Mex R 

Mex X 

Mex Y 

Mex Z 

  :النتائج والمناقشت .3

والمنظم  MexXYوجينات النظام  MexRوالمنظم السمبي ليا  MexABلمتحري عن جينات  PCRاستخدمت تقنية الـــ 

حيث كانت جميع العزلات  ،نتائج ىذا التحري 3الجدول ويبين  ،P.aeruginosaفي عزلات جرثومة  MexZ السمبي ليا

عند  MexA ظيور حزم الجين  3 ،2 ،1 الشكلكما موضح في  MexB,MexA,MexRجينات  المختبرة حاوية عمى
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( الذي llbp1عند الحجم الجزيئي) MexR( والجين bp281) عند الحجم الجزيئي MexB( والجين bp315الحجم الجزيئي)

 [ الى وجود اوبرون نظام الضخ8] اشارت دراسة يعد دليلا عن وجود ىذه الجينات عمى كروموسوم العزلات الجرثومية المختبرة.

MexAB-OprM المشفر كروموسوميا في جميع عزلات الــ P.aeruginosa المعزولة اذا اظيرت نتائج تفاعل الـ PCR 

 ( وىذا يتفق مع نتائج الدراسة الحالية.011%وبنسبة ) MexR,MexB,MexA التشخيص بامتلاك جميع العزلات لمجينات

يتم التعبير عنو بشكل مستمر ولو القدرة عمى ضخ  ،P.aeruginosa نظام ضخ ميم في ،MexAB-OprM يعد نظام

التعبير عن  ويتم السيطرة عمىة [.9العديد من المضادات الحيوية والصبغات والمطيرات والمذيبات العضوية خارج الخمية ]

  جينات والتي يشفر ليا NalD,MexR,ArmR,NalC البروتينات المنظمة MexAB-OprMنظام 

nalD,mexR,armR,nalC وان حدوث طفرات في ىذه الجينات يؤدي الى التعبير العالي لنظام الضخ ،التوالي عمى 

MexAB-OprM ان لأنظمة الضخ اىمية كبيرة في ضخ  [.11، 10] مما يؤدي الى زيادة المقاومة لمعديد من المضادات

 ,Fluoroquinolonesوازالة المركبات السامة من الخلايا وضخ مختمف المضادات الحيوية وبعض المواد منيا

Chloramphenicol, β-Lactams, Sodium dodecyl sulfae, Macrolides, Tetracycline [7] و Ethidium 

bromide  مما يزيد من ضراوتيا، اذ ان النظامMexAB-OprM  لو اىمية كبيرة في ضراوة الــP.aeruginosa فقد اثبتت ،

ينتج عنو الفشل  MexAB-OPrMتؤدي الى فقدان الـــ P.aeruginosa بعض الدراسات انو عند حدوث طفرة في جرثومة 

. الإصابةاثيم وبالتالي عدم احداث ربما يعود ىذا الى زيادة فعالية المضادات وقتل الجر  ،[12في احداث اصابة في الفئران ]

لنظام في عزلات ليذا ا MexZوالمنظم  MexXYلمتحري عن جينات الضخ  PCRال  نواتج تفاعل 3الجدول كما يبين 

 في حين كانت نسبة وجود الجين، MexZ, MexX100% ، اذ بمغت نسبة وجود الجينينP.aeruginosa جرثومة

MexX((29.2%  توضح نتائج فصل الــ التي 6 ،5 ،4الشكل وكما مبين في DNA ــ وظيور  PCRالكروموسومي بتقنية ال

عند  MexZ( والجين .bp28عند الحجم الجزيئي )  MexY( والجين.bp58) عند الحجم الجزيئي MexXحزم الجين 

العزلات  ( الخاصة بالبوادئ المستخدمة والتي تعد دليلا عمى وجود ىذه الجينات عمى كروموسومbp011) الحجم الجزئي

التي دليلا  ،P.aeruginosaالكلايكوسيدات الامينية في في مقاومة MexXY-OprMيساىم نظام الضخ  الجرثومية المختبرة.

ــ في  MexXY-OprMويحفز التعبير لجينات  RNDاوليا عمى احتمالية امتلاكيا ليذه الجينات. يعود ىذا النظام لعائمة ال

ويحفز ىذا النظام المضادات الحيوية التي  ،)المنظم السمبي( ليذا النظام MexZ الاوبرون التي يتم تنظيميا من خلال الجين
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 PA5471، اذ يتفاعل بالمضادات التي ىدفيا الرايبوسوم( ايضا يتحفز 3110PAان ىناك جين ثاني )ىدفيا الرايبوسوم، كما و 

 [. MexXY-OprM [11,10لرفع الكبح عن نظام الضخ  MexZمع 

( تظير مقاومة عالية MexY, MexX, MexZالتي تحمل الجينات الثلاثة ) P.aeruginosaان عزلات جرثومة 

اما ان تكون ىذه الطفرات في داخل الجين  MexZلممضادات الحيوية ربما يرجع السبب الى حدوث طفرات في الجين المنظم 

(، مما يؤدي الى زيادة التعبير agrwوتسمى ) MexZ( او خارج الجين المنظم agrzوتسمى الطفرة )  MexZالمنظم 

 .]MexXY 3]، 10للاوبرون

قد MexX ( امتلاكيا لمجين 22-4) بالجدول( عزلة جرثومية كما مبين 24( عزلات من مجموع )7) ن اظيرتفي حي 

يرجع ىذا الى حدوث طفرات تعمل عمى تعطيل ىذا الجين ومن ثم عدم ظيوره الا في سبع عزلات التي تعمل عمى احداث 

 مما يؤدي بالنياية الى انخفاض التعبير لنظام الضخ MexXتغيرات في ىذا الجين مما يؤدي التقميل من التنظيم العالي لمجين

MexXYة ماذ ان انظ ،ومقاومة لممضادات الحيوية اي ان العزلات تصبح حساسة لممضادات الحيوية التي ىدفيا الرايبوسوم

، Aminoglycosidesمسؤولة عن ضخ المضادات التي ىدفيا الرايبوسوم وتشمل  MexXY-OprMالضخ 

Tetracyclines ،Macrolides وChloramphenicol [13]. 

يعد الجين  MexZالممثمة لبروتينات الغشاء السايتوبلازمي في حين ان  MexXYجزء من نظام الـ  MexYيمثل الجين 

 [.13المنظم ليذا النظام ]

 PCR9المدروسة بتقنية الـ P.aeruginosa في عزلات جرثومة  Efflux pumpsنسبة تواجد جينات  :3 الجدول

 العسلاث الجرثوميت
عذد 

العسلاث 

 المختبرة

MexA MexB MexR MexX MexY MexZ 

 % العذد % العذد % العذد % العذد % العذد % العذد

P.aeruginosa 21 21 011 21 011 21 011 1 2.92 21 011 21 011 
 

 

 

 

 

 

(a) 
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 المعزولة من الكسور المفتوحة P.aeruginosa في عزلات Efflux pumpالكشف عن جينات الـ  :1 الشكل
 (.bp 315Mex A) الكشف عن الجين

(a:) توضح ظيور الجين MexA ( 1-13( لمعزلات من )503عند الموقع) المختبرة. 
(b:) توضح ظيور الجين MexA ( عند الموقعbp 315( لمعزلات من )14-24) المختبرة. 

 

 

(b) 
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 (bp 281 MexBالكشف عن الجين) :1 الشكل

 (b:) توضح ظيور الجين MexB ( عند الموقعbp 281( لمعزلات من )المختبرة24-14 ). 

 (a:) توضح ظيور الجين MexB ( عند الموقعbp 281) ( المختبرة1-13لمعزلات من ). 

 

 

 

(a) 

(b) 
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 (bp100 MexRالكشف عن الجين ):3 الشكل

 (a:) توضح ظيور الجين MexR ( عند الموقعbp100( لمعزلات من )1-13) المختبرة. 

 (b:) توضح ظيور الجين MexR ( عند الموقعbp100( لمعزلات من )24-14) المختبرة. 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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 (bp58. MexXالكشف عن الجين) :4 الشكل

 (a) :توضح ظيور الجين MexX ( عند الموقعbp 58. )( فقط1,2,3,5,6,9لمعزلات من ). 

 (b) :توضح ظيور الجين MexX ( عند الموقعbp 58.( لمعزلة )فقط17 ). 

 

 

 

 

 

(b) 

 

(a) 
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 (bp) 28. MexYالكشف عن الجين :5الشكل 

(a:) توضح ظيور الجينMexY( عند الموقعbp 289( لمعزلات من )1-13) المختبرة. 

(b:) توضح ظيور الجينMexYعند ( الموقعbp 289( لمعزلات من )14-24) المختبرة. 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

 

(b) 
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 (bp011 MexZالكشف عن الجين): 6 الشكل

 (a:) توضح ظيور الجين MexZ ( عند الموقعbp 011( لمعزلات من )1-13) المختبرة. 

(b:) توضح ظيور الجين MexZ ( عند الموقعbp 011( لمعزلات من )14-24) المختبرة. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

 

(b) 
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