
109

 

 

102
2018 

Klebsiella pneumoniaeفي تثبیط الغشاء الحیوي لبكتریا  α-Amylaseوproteinase Kيدراسة فعالیة انزیم
.المعزولة من مرضى التھاب المسالك البولیةStaphylococcus aureusو

3محمد ابراھیم نادر.د.، أ2مثنى حامد حسن. د.م.،أ*1محمد كامل كودي

com.gmail@kk86mmm.  العراق،الانبار،زارة الصحةدائرة صحة الانبار، و.*1
omc.yahoo@aliraqi_477_muthanna. العراق،الانبار،قسم علوم الحیاة، كلیة العلوم، جامعة الأنبارالمساعد الدكتور، الاستاذ .  2
mohgencom.yahoo@2000.العراق،بغداد، معھد الھندسة الوراثیة والتقنیات الاحیائیة للدراسات العلیا، جامعة بغدادالاستاذ الدكتور، .3

الخلاصة 
Klebsiella pneumoniaبكتریا ھدفت الدراسة الحالیة الى التحري عن قابلیة تكوین الغشاء الحیوي في

من عینة إدرار من المرضى الذین یعانون من التھاب المسالك البولیة 440جمعت فقد Staphylococcus aureusو
الاطفال ومستشفى الرمادي التعلیمي، مستشفى الیرموك التعلیمي، مستشفى الرمادي للنسائیة لالراقدین والمراجعین 

)10/10/2017(ولغایة )5/7/2017(مدینة الطب ومن كلا الجنسین للفترة الزمنیة من والمختبرات التعلیمیة في
وشخصت العینات مختبریاً بزراعتھا على الأوساط الأنتقائیة فضلاً عن الاختبارات الكیموحیویة وتم تأكید التشخیص 

بنسبة pneumoniae.Kتریابینت النتائج أن نسبة عزل بكو. compact system2-VITEKباستعمال جھاز الفایتك 
مضادات حیاتیة واظھرت العزلات )10(واختبرت حساسیتھا ضد )52(%113.ھي aureus.Sوبكتریا)%68(117.

تمَ الكشف عن قابلیة البكتریا على إنتاج الغشاء الحیوي بالطرق النوعیة والكمیة، و حسب نوع البكتریا، بة تمقاومة متفاو
تم و ویناً للغشاء الحیوي والمقاومة للمضادات الحیاتیة وبواقع خمس عزلات لكل بكتریا، اختیرت العزلات الاكثر تكو

و ml/µg,250,10033تراكیز لكل انزیم ةوبثلاثAmylase-αو Proteinase Kاستخدام المواد الصناعیة كأنزیم 
ml/mg,200,10020المعایرة الدقیقة واظھرت تطبیقعلى التوالي في تثبیط الغشاء الحیوي لبكتریا الاختبار بطریقة

ً في تكون الغشاء الحیوي بعد اضافة الانزیمات مقارنة بتكوین الغشاء قبل اضافة الانزیمات  ً ملحوظا إذالنتائج انخفاضا
اما اقل نسبة % 95بنسبة ml/µg33عند التركیز Proteinas Kبلغت اعلى نسبة انخفاض للغشاء الحیوي لأنزیم 

فقد ابدى pneumoniae. Kاما بالنسبة لبكتریا aureus. Sلبكتریا  % 59بنسبة ml/µg250كیز تثبیط وجدت في تر
اما فیما یخص . %61بنسبة ml/µg250عند التركیز واقل فعالیة تثبیطیة%93فعالیة تثبیطیة بنسبة نفسھ التركیز 

واقل نسبة aureus.Sلبكتریا ml/mg100عند التركیز %96فقد ابدى فعالیة تثبیطیة عالیة بنسبة Amylase-αانزیم 
الثلاثیة فقد ابدت التراكیز pneumoniae. Kاما فیما یخص بكتریا %87بنسبة ml/mg20تثبیط وجدت في التركیز 

كما اظھر التحلیل الاحصائي وجود فروقات معنویة بین كل تركیز من الانزیم %.77-36بین ما فعالیة تثبیطیة حددت 
).≥010P.(وكذلك وجود فروق معنویة بین مختلف التراكیز ولكل نوع بكتیري عند مستوى معنوي لنوعین من البكتریا

. الغشاء الحیوي،Proteinase K ،α-Amylaseالمكورات العنقودیة الذھبیة ، الكلیبسیلا الرئویة ، :الكلمات المفتاحیة
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ABSTRACT
The current study aimed to investigate the viability of biofilm formation klebsilla

pneumoniae and Staphylococcus aureus. 440 urine samples were collected from patients
suffering from urinary tract infection (UTI) from those who were admitted and visitors to
Al-Ramadi Teaching Hospital, Al-Yarmouk Teaching Hospital, Al-Ramadi Teaching
Hospital for women and children and , Teaching Laboratories in the Medical City  for
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both genders for a period extended from 5 July, 2017 to 10 October, 2017. Samples were
diagnosed by culturing them on a selective media and by biochemical testes , also,
diagnosis was ensured by using VITEK-2 compact system. Results showed that
K.pneumoniae isolation ratio was 17.1%(68) and S.aureus ratio was 13.1%(52). Their
sensitivity was tested against 10 antibiotics, isolates showed uneven resistance according
to the type of bacteria. Bacterial biofilm formation viability was detected by qualitative
and quantitative methods, isolates per bacteria. Artificial material was used proteinase K
and α-Amylase with triple concentrations to each enzyme 33,100,250 µg/ml and
20,100,200 mg/ml respectively, with biofilm inhibition of testing bacteria by precision
calibration dishes method. Result showed noticeable decreasing in biofilm formation after
enzymes addition in comparison with its formation before enzymes addition, where high
decreasing ratio of biofilm according to proteinase K was at concentration 33µg/ml with
95% ratio, while less inhibition to K.pneumoniae, the same concentration showed
inhibition viability at 93% and less inhibition viability at 259 µg/ml with 61%. Also,
regarding to α-Amylase showed a high inhibition activity at 95%with concentration 100
mg/ml to S.aureus and less inhibition ratio was found  at 20 mg/ml with 87%. While to
K.pneumoniae , the triple concentrations showed inhibition activity ranged between 36-
77%. Statistical analysis showed presence of significant variation between each enzyme
concentration to both types of bacteria, also presence of significant variation among
different concentration to each bacterial type at (P≤0.01).

Keywords : Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, proteinase K, α-Amylase, biofilm.

INTRODUCTIONالمقدمة.1
Urinary Tract Infectionsي البولیةتعد البكتریا السالبة والموجبة لصبغة كرام المسبب الرئیسي لخمج المجار

(UTIs) لدرجة جعلتھ بالمرتبة الثانیة بعد اخماج المسالك التنفسیة وھو یصیب ً والذي یعتبر احد الامراض الأكثر شیوعا
Abid)الاناث والذكور وفي مختلف الاعمار امتداداً من حدیثي الولادة حتى مرحلة الشیخوخة  & Jamal, 2008;

AlBejat, 2008; Srivastave & Vasudev, تعد المكورات العنقودیة المسبب الشائع للعدوى المكتسبة في (2011
ضیتھا، منھا قدرتھا على تشكیل الأغشیة الحیویة و رالعوامل التي تزید من ضراوتھا وامالمستشفیات، حیث تمتلك العدید من ا

Krismer)السطوح غیر الحیة التصاقھا على خلایا المضیف ، وأیضا على  & Peschel, تستطیع بكتریا الـ . (2011
K.pneumoniaeمن نوعجتكوین الغشاء الحیوي، حیث یلعب الخمType 3 Fimbriaeفي تكوین الغشاء اً دورا ً كبیر

كتسبة للكثیر من الاصابات المالقثطرة البولیة التي تكون سبباالحیوي الذي یعتبر مشكلة حقیقیة في الأجھزة الطبیة وخاصة
Schroll)في المستشفیات  et al., مرتبطة بالأسطح تتواجد تعیش البكتریا على شكل تجمعات مُعقدة التركیب.(2010

من بولیمرات خارج خلویة تعرف بالأغشیة الحیویة تعطي أنماطاً مظھریة متغایرة للنمو، التعبیر الجیني وإنتاج داخل قالـب
,.Mariana et al)ب طبیة واقتصادیةتسبب إلى عواقالبروتین، ویمكـن أن ویعد الغشاء الحیوي من اھم عوامل (2009

ً الضراوة للممرضات لما یولد من حمایة للممرض حیث یلعب دوراً  في تطور الاخماج وتقلیل نفوذیة الدواء مما یزید من مھما
,.Niemirowicz et al)من وھذا یؤدي الى تحول الخمج الحاد الى مزقاومة البكتریا للمضادات الحیاتیة،م ، وقد (2014

أدت الزیادة في عدد العدوى المكونة للغشاء الحیوي وضرورة منع تشكیل وإزالة الأغشیة الحیویة الجرثومیة من المواقع 
ف المصابة إلى اكتشاف استراتیجیة جدیدة للعلاج ومنھا استخدام المواد الكیمیائیة أو غیرھا من الاستراتیجیات التي تستھد

Kostakioti) خطوات مختلفة من تشكیل الغشاء الحیوي et al., 2013; Nostro et al., 2013)
ھو استخدامھا كعلاجات لتحطیم الصلابة الھیكلیة لمصفوفة متعددة ذلكالإنزیمات ھي الاختیار الجید وأحد أسباب 

ي بدیل ممكن عندما لا تعطي عوامل في الأغشیة الحیویة وھExopolyssacharide (EPS)السكارید خارج الخلیة 
قادرة على تحلل البروتینات عند Depolymeraseأنزیمات . التطھیر القیاسیة نتائج مرضیة في إزالة الأغشیة الحیویة

من قتل وكذلك تحلیل الكربوھیدرات والدھون وتدمیر البنیة الھیكلیة للأغشیة الحیویة بشكل فعال وبدلاً . اواصر اماید معینة
Xavierم عوالق البكتریا وبعض البكتریا الساكنة ، فأنھا تفكك الاغشیة الحیویة وتسمح بإزالتھا من النظام بأكملھا معظ et)

al., 2005.( السطوح مما یجعلھا بوبالتالي فإنھا تساعد على القضاء على الأغشیة الحیویة الحالیة ومنع البكتیریا من التمسك
Shuklaخیار مرغوب فیھ  & Rao, كوسیلة لإزالة الأغشیة depolymerasesوقد تم التحقیق من استخدام )(2017
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amylasesMolobelaو proteasesالحیویة في العدید من الدراسات الحدیثة باستخدام  et al., یعد الغشاء ).(2010
العنقودیة الذھبیة و الكلیبسیلاالمكوراتبكتریالكائنات المجھریة ولاسیما الحیوي من أھم عوامل الضراوة التي تنتجھا ا

للأھمیة التطبیقیة للمواد الصناعیة ونظراً نظراً لأھمیة تكوین الغشاء الحیوي وخطورتھ في احداث اصابات مختلفة ، الرئویة
.كوسیلة لإزالة الأغشیة الحیویة α-Amylaseو Proteinase Kقد تم التحقیق من استخدام انزیم 

MATERIALS AND METHODSالمواد وطرق العمل

عزلة من (100)استعملت في ھذه الدراسة :Isolation of bacteria and diagnosisوالتشخیص عزل البكتریا 
عزلة من البكتریا الممرضة الموجبة والسالبة لصبغة كرام والمعزولة من مرضى اخماج المسالك البولیة في ) (396مجموع 

الاطفال، والمختبرات التعلیمیة في مدینة وى الیرموك التعلیمي، مستشفى الرمادي للنسائیة مستشفى الرمادي التعلیمي، مستشف
وتوزعت العزلات التي . للتحري عن مدى تلوثھا بالبكتریا2017)/10/(10ولغایة 2017)/7/(5من الزمنیةللفتره. الطب

وقد شخصت K.pneumoniaeة لبكتریاعزل(50)و S.aureusعزلة لبكتریا ) (50تي النحو الاتم اختبارھا على
,Holt et al)على ماورد في العزلات اعتماداً  على الصفات المظھریة اعتماداً شخصت المستعمرات مبدئیاً و(1994

قوامھا، وحجمھا على وسط اكار الدم و اكار الماكونكي ووسط المانتول ووتضمنت شكل المستعمرات، لونھا، ورائحتھا، 
یوسین المثلین الازرق، واخضعت العزلات الى الفحص المجھري باستعمال صبغة كرام للتعرف على شكل الملحي ووسط الا

لیز، الاوكسدیز، تاالبكتریا وتنظیمھا وتفاعلھا مع صبغة كرام، واستعملت الفحوصات الكیموحیویة المختلفة مثل فحص الك
محلل الدم، ، انزیم Coagulaseالتخثرركة، انزیم الاندول، احمر المثیل، الفوكس بروسكاور، استھلاك السترات الح

تم تحضیر الأوساط الزرعیة حسب تعلیمات الشركة . Vitek2وتم تاكید التشخیص باستعمال جھاز والیوریا وغیرھا 
ولمدة م121وبدرجة حرارة ) 2انج/بار15(تحت ضغط المؤصدةالمجھزة إذ تم تعدیل الرقم الھیدروجیني والتعقیم باستعمال

. دقیقة15

انواع من المضادات الحیاتیة(10)استخدمت :Antibiotic sensitivity testالحیاتیةاختبار الحساسیة للمضادات 
وبالاعتماد على طریقة Disc diffusion methodاعتمدت طریقة الأنتشار بالأقراص Mast Groupالمجھزة من شركة 

(Morello et al., 2006)ثلاث فئات المقاومة وشبھ المقاومة والحساسة وتمت مقارنة النتائج وقسمت العزلات الى
,CLSI).بأقطار التثبیط القیاسیة الواردة في 2016)

: للبروتینتحضیر الأنزیم الحال  Proteinase K preparation من الماء )مل(10من الانزیم في )ملغم20(اذیب
ویحفظ ) مل/ملغم2(المعقم، للحصول على التركیز النھائي Deionized distal water)(المقطر الخالي من الایونات 

.م لحین الاستعمال4حرارة بدرجة 

من الماء )مل(10من الإنزیم في )غم(6اذیب : Preparationα-Amylaseأملیز-تحضیر أنزیم الحال للسكریات الفا
ویحفظ ) مل/ملغم600(قم، للحصول على التركیز النھائي المعDeionized distal water)(المقطر الخالي من الایونات 

.م لحین الاستعمال4حرارة بدرجة 

Test the formation of theالمكورات العنقودیة الذھبیة و الكلیبسیلا الرئویة لبكتریااختبار تكوین الغشاء الحیوي 
bacterial biofilm of S.aureus and K.pneumoniae:

microtitration plates method طباق المعایرة الدقیقةاستعملت طریقة ا (MTP) للتحري عن اختبار تكوین الغشاء
Dheepa)الحیوي  et al., 2011).

.K.pneumoniaeو S.aureusضد بكتریاα-Amylaseو proteinase K لأنزیمقیاس الفعالیة التثبیطیة 
Measuring enzyme activity of proteinase K and α-Amylase against S.aureus and

K.pneumoniae:
و S.aureusضد بكتریاwell diffusion methodاتبعت طریقة الانتشار بالحفر للتحري عن الفعالیة التثبیطیة 

K.pneumoniae(Ouibrahim et al., 2013).

:Inhibition of Biofilmتثبیط الغشاء الحیوي
The enzymaticویةعنقودیة الذھبیة والكلیبسیلا الرئالمكورات اللبكتریاحیويتثبیط الغشاء الالتاثیر الإنزیمي ل

effect of inhibition of biofilm for S.aureus and K.pneumoniae:
رئویة بسیلا الیالغشاء الحیوي المكون من بكتریا المكورات العنقودیة والكلم اجراء الفعالیة الإنزیمیة لمعاملةت

ً ) MTP(بواسطة اطباق المعایرة الدقیقیة  Molobela)ما جاء في وفقا et al., 2010)مع بعض التحویرات.
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.McFarland No(حضر العالق البكتیري وقورن مع انبوبة ثابت العكورة القیاسي  من حیث العكورة ثم ) 0.5
ساعة  في ظروف ثابتة، 18م لمدة 37ة حرارةوحضن بدرجTrypticase soy brothلقح العالق البكتیري في وسط 

بثلاث (مایكرولیتر لكل حفرة من أطباق المعایرة 200إضافة الوسط الزرعي الحاوي على العزلات المنشطة بمقدار 
200اضافة الى سیطرة سالبة بإضافة ).مكررات في حفر الصفوف العمودیة لطبق المعایرة لكل عزلة على حدة وبالتوالي

تر من نفس الوسط الزرعي المعقم غیر الملقح بالبكتریا لثلاث مكررات في أخر صف عمودي، وحضنت اطباق مایكرولی
تم بعدھا التخلص من محتویات الحفر وغسلت بالماء المقطر المعقم لإزالة . ساعة24لمدة م37المعایرة بدرجة حرارة 

20,100,200لثلاث تراكیز α-Amylaseلیتر من انزیم مایكرو200تم بعدھا اضافة . الخلایا البكتیریة غیر الملتصقة
mg/ml ومن انزیم ،proteinase K 33,100,250 لثلاث تراكیز µg/ml . تم استخدام ثلاث مكررات بدون معاملة

بعد الحضانة . م37وحضنت اطباق المعایرة لمدة ساعة في درجة حرارة .الانزیمات كسیطرة لكلا النوعین من البكتریا 
15لمدة % 99مایكرولیتر من المیثانول بتركیز 200اطباق المعایرة وغسلت بالماء المقطر ثبتت الخلایا المتبقیة مع فرغت 
دقیقة ثم غسلت 15لمدة %) 0.1(الحفر بصبغة البنفسجي البلوري المحلول وترك الطبق لیجف، ثم صبغتسكب . دقیقة 

مایكرولیتر من حامض الخلیك الثلجي بتركیز 200رة الغرفة ، اضیف بالماء المقطر لثلاث مرات وتركت لتجف بدرجة حرا
لجمیع ELISA readerكخطوة تحویریة لربط الصبغة بالخلایا الملتصقة ، وبعدھا تم قراءة الكثافة الضوئیة بجھاز ) 33%(

.نانومتر لتحدید كفاءة العلاج الانزیمي في تثبیط الغشاء الحیوي630المحتویات بطول موجي 
واستخدمت . عیار الكمي لقیاس فعالیة إزالة ھذه الإنزیمات على الغشاء الحیوي لكلا النوعین من البكتریامتم استخدام ال

.لتقییم فعالیة ھذه الإنزیمات(Pitts et al., 2003)مقیاس للفعالیة یسمى تخفیض النسبة المئویة من قبل 

:حیث
Bالسالبة ؛لسیطرةیدل على متوسط الامتصاصیة لحفر ا
 C یدل على متوسط امتصاص للسیطرة الموجبة ؛
Tیشیر إلى متوسط الامتصاصیة للحفر المعالجة  بالإنزیم.

RESULTS AND DISCUSSIONالنتائج و المناقشة
للتحري عینة ادرار من مرضى یعانون من اخماج المجاري البولیة) (440بینت نتائج عزل البكتریا من مجموع 

أعطت ) %90(عینة منھا أي بنسبة ) 396(ولقد تبین بأن وجود البكتریا الموجبة والسالبة لصبغة كرام في ھذه العینات عن
ً بكتیریفي حین لم تعط العینات الباقیة أي نمواً على أوساط الزرع الأولىریاً یبكتنمواً  ان النسبة المرتفعة للزرع الایجابي ، ا

,AlKaabi)توقعة حیث ان جمیع العینات المأخوذة ھي من حالات مرضیة لھذه العینات نسبة حقیقیة وم كذلك (2013
للرجال، اخضعت العزلات % 34للنساء و 66% اوضحت النتائج ان نسبة العزل في النساء اكثر من الرجال بنسبة 

كما )1الجدول،(ھا في وحیویة الموضح نتائجعن الاختبارات الكیملمجموعة من الاختبارات المظھریة والزرعیة فضلاً 
من العینات ) (17.1%ادرار بنسبة عزلة(68)في K.pneumoniae وجود بكتریا ) 2،الجدول(اظھرت النتائج في 

المكورات العنقودیة الذھبیةا اما بكتری)Escherichia coli(لونووبالمرتبة الثانیة بعد بكتریا القالموجبة للزرع البكتیري 
(2016من مجموع العزلات وھذه تتفق مع الدراسة التي توصل الیھا الباحث(13.1%)نسبة عزلة ب(52)فقد بلغت 

Al-Dulemi,( .
.یوضح الاختبارات الكیموحیویة والمجھریة لغرض التمیز والتشخیص الأولي: )1(جدول 
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.عدد العزلات البكتیریة ونسبتھا المئویة من العینات: (2)جدول 
النسبة المئویةعدد العزلاتالعزلات البكتیریة

Escherichia coli17343.68القولونیكیةاشیر
Klebsiella pneumoniae6817.17الكلیبسیلا
Proteus spp6115.40المتقلبات

Staphylococcus aureus5213.13المكورات العنقودیة الذھبیة
Pseudomonas aeruginosa266.56الزائفة الزنجاریة

Staphylococcus epidermidis164.04عنقودیة البشرویةالمكورات ال
100%396الكلي

لكلا النوعین من البكتریا قید الدراسة وبواقع مضادات حیاتیة) 10(عزلة لفحص الحساسیة لـ 100)(ختبارتم ا
من خلال قیاس Rمقاومة او Iاو متوسطة المقاومة Sحساسة عزلة لكل نوع بكتیري وحددت النتائج بوصف البكتریا (50)

سجلت Clinical Laboratory Standards Institute CLSI,(2016)قطر منطقة التثبیط ومقارنة ذلك بما ورد في
):2(و ) 1(النتائج الموضحة بالشكلین 

.للمضادات الحیاتیةS.aureus النسبة المئویة لمقاومة وحساسیة عزلات:)1(الشكل

للمضادات الحیاتیةK.pneumoniae لمئویة لمقاومة وحساسیة عزلات النسبة ا:)2(الشكل

Investigation of theالمكورات العنقودیة الذھبیة والكلیبسیلا الرئویةالحیوي لبكتریاالتحري عن تكوین الغشاء 
:formation biofilm for bacteria S.aureus and K.pneumonia

لإنتاج الغشاء الحیوي بطریقتي S.aureusو K.pneumoniaeل من بكتریااظھرت نتائج الكشف عن قابلیة ك
Tubeوطریقة الأنبوبCongo red agar(CRA)النمو على آكار أحمر الكونغو  method(TM) و طریقة أطباق
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Microtitle plateالمعایرة الدقیقة  (MTP) ین الأغشیة و أظھرت النتیجة الموجبة بدلالة تكو)3،الجدول(الموضحة في
الحیویة على الجدران الداخلیة وقعر الأنبوبة بشكل طبقة بنفسجیة ملتصقة بالسطح الداخلي للأنبوبة وأما بالنسبة لطریقة آكار 

ظھرت العزلات المكونة للأغشیة الحیویة بمظھر أسود جاف فیما ظھرت العزلات غیر المكونة CRA)(أحمر الكونغو 
اشارت الدراسات الى ان طریقة(Hassan et al., 2011)و نبیذي وھذا مطابق مع ماذكره للأغشیة بلون وردي أو أحمر ا
بوصفھا من الطرق النوعیة الكفوءة في التحري عن تكوین الغشاء الحیوي وتستخدم (TM)احمر الكونغو و طریقة الانابیب

Rewatkar)كطریقة فحص عامة للكشف عن الاخیر في المختبرات  & Wadher, 2013) بینت النتائج التي تم ،
تباین كبیر في كمیة انتاج الغشاء الحیوي لكلا  النوعین من ) 3،الجدول(كما موضح في MTPالحصول علیھا بطریقة 

تفاوت في معدل K.pneumoniaeللعزلات المختلفة ، اذ أظھرت بكتریا ODالبكتریا إعتماداً على قراءات الكثافة الضوئیة 
من عزلات ھذه البكتریا منتجة للغشاء الحیوي % 30، حیث كانت (0.066-0.302) وئیة تراوحت بین قراءات الكثافة الض

من انتاجھ ، في الوقت نفسھ أظھرت جمیع عزلات 6%أنتجتھ بشكل متوسط او ضعیف بینما لم تتمكن 64%بشكل قوي و 
، 0.092-0.782)(الإنتاج للغشاء إذ تراوحت بین ، وتفاوتت في معدلات قابلیتھا في إنتاج الغشاء الحیويS.aureusبكتریا 

ویتبین من النتائج %. 26من عزلاتھا بإنتاجھا القوي للغشاء الحیوي ، بینما بلغت العزلات المتوسطة الإنتاج % 74إذ تمیزت 
یقة كون طرTM)و (CRA ھي الأكثر دقة وحساسیة من باقي الطرق المستعملةMTPالتي تم الحصول علیھا أن طریقة 

MTPمتزاز الانزیمي المناعي المرتبطلاتعتمد على التمیز النوعي بل یتم قراءتھا بوساطة جھاز قارئ الاELISA . ولم
Eftekhar)تتفق ھذه النتیجة مع  & Dadaei, اي فرق في نسب انتاج الغشاء الحیوي عند ظإذ لم یلاح.(2011

وذكر ان كلا الطریقتین كانتا بالحساسیة نفسھا واظھرت نتائج CRAوطریقة MTPاستعمال طریقة أطباق المعایرة الدقیقة 
فقـد (Dadawala et al., 2011)، بینما دراسة لكلیھما% 91متشابھة في التحري عن انتاج الغشاء الحیوي وبنسبة 

انتاج الغشاء الحیوي وھذا كفأ في التحري عن كانت الاCRAاوضـحت وجـود اخـتلاف فـي نتـائج الـطـریـقتین وان طریقة 
لا ینبغي ان تستعمل CRAإلى ان طریقة )Bozkurt et al., 2009(في حین أشار .لایتفق ایضاً مع نتائج الدراسة الحالیة 

واتفقت نتائج دراستنا مع مااشار الیھ . غیر حقیقیةلقیاس قدرة العزلات على تكوین الغشاء الحیوي لا نھا تعطي نتائجاً اختباراً 
(Al-Sudany, .تعد الاكثر حساسیة وسھولة للكشف عن تكوین الغشاء الحیويMTPان طریقة (2014

.إنتاج الغشاء الحیوي بطریقتي النمو على وسط أحمر الكونغو وطریقة الانبوب وطریقة اطباق المعایرة الدقیقة): 3(الجدول 

(%)النسبة المئویة
طریقة وسط أحمرالكونغو

CRA طریقة الانبوبTM اطباق المعایرة الدقیقةMTP
نوع البكتریا

غیر ضعیفقوي
غیر ضعیفقويالمنتجة

غیر المنتجةضعیفقويالمنتجة

S.aureus%12%6820%64%%360%74%26%0%
K.pneumoniae%862%30%52%%408%30%64%6%

المكونة للغشاء الحیوي بطریقة حفر S.aureusو K.pneumoniaeعزلاتضدللأنزیمات اختبار الفعالیة التثبیطیة 
Test of inhibition enzyme activity againstالاكار K.pneumoniae and S.aureus on formation

biofilm by use well agar methode :
proteinaseو α-Amylase  اظھرت نتائج ھذه الدراسة عدم تأثیر فعالیة انزیمي  K ضد النمو البكتیري باستخدام

على التوالي ولكلا النوعین من البكتریا 500µg/ml،1000،1500،2000وmg/ml،200،400،600 100التراكیز  
اي فعالیة ضد α-Amylaseاذا لم یبدي انزیم (Kalpana et al., 2012)واتفقت نتائج دراستنا مع ما توصل الیھ

بطریقة حفر الاكار وتخافیف الانابیبمیكروبیة تجاه العزلات المنتخبة

Effectالمكورات العنقودیة الذھبیة والكلیبسیلا الرئویة لبكتریا الغشاء الحیويعلى تكوین proteinase Kتأثیر انزیم 
of proteinase K enzyme on the biofilm formation of S.aureus and K.pneumoniae

ضد الاغشیة الحیویة Proteinase Kالتراكیز لأنزیمء الحیوي، تم اختبار مجموعة من للتحقیق في نشاط تشتیت الغشا
وقد لوحظ  انخفاض . التركیز ونسب التثبیط  للغشاء الحیوي) 5,4،ینالجدول(ویبین S.aureusوK.pneumonia لبكتریا 
، في Proteinase K بوساطة انزیم33µg/ml مع تركیزS.aureusللغشاء الحیوي المكون من قبل بكتریا % 95حوالي 

اما فیما یخص بكتریا.59%أظھرت انخفاض اقل للغشاء الحیوي بنسبة µg/ml 250حین أن أعلى جرعة
K.pneumoniae33فقد اعطى الانزیم نتائج متفاوتة اذ اظھر فعالیة عالیة بتركیزµg/ml بنسبة تثبیط للغشاء الحیوي

100وفعالیة اقل بتركیز% 93 µg/mlیز بینما ابدى الانزیم فعالیة تثبیط للغشاء الحیوي بنسبة قلیلة عند الترك
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في اختبار كانت أكثر فعالیة لإزالة الغشاء الحیويproteinase Kوبالنظر إلى نتائج انزیم 250µg/mlالعالي
ً 33µg/mlتركیز لم یؤدي Proteinase Kتركیز من ھذه الملاحظة أن زیادةلكلا النوعین من البكتریا ولذلك، كان واضحا

وللحفاظ على  النھج الاقتصادیة، . تحطیم للغشاء الحیوي لا یمكن أن یتحقق100%إلى تعزیز النسبي من التثبیط، وان نسبة 
Shukla)تفقت ھذه النتائج مع ما توصل الیھلمزید من التجارب واProteinase Kمن 33µg/mlتم اختیار تركیز  &

Rao, توصل وتتفق ھذه الدراسة مع ما. ث لم یعطي الانزیم فعالیة تثبیطیة للغشاء الحیوي عند التراكیز العالیةحی(2017
Nguyen)الیھ  & Burrows, DNase Iمثبط للغشاء الحیوي أكثر فاعلیة منProteinase Kاذ وجد ان (2014

6.3وبتركیزات بین  µg/ml ال بالحصول على درجة التركیز المثبط الامثل ، یمنع تشكیل الغشاء الحیوي بشكل فع200و
ویظھر التحلیل الاحصائي وجود فروقات معنویة بین كل تركیز من الانزیم لنوعین من البكتریا وكذلك وجود فروق . للأنزیم 

).P≤0.01(معنویة بین مختلف التراكیز ولكل نوع بكتیري عند مستوى معنویة 

.والمقاس بجھاز الالیزاS.aureus في تخفیض الغشاء الحیوي لبكتریا  proteinase Kفعالیة انزیم :4)(جدول 

Fقیمة 
O.D

بعد المعاملة
ml/250µg

O.D
بعد المعاملة

ml/100µg

O.D
بعد المعاملة

ml/33µg

O.D
قبل المعاملة

)بدون اضافة(
التراكیز

رقم العزلة

0.1860.1100.0860.488S.aureus 2
(%)نسبة التخفیض%7189%%95
0.2260.1310.0910.479S.aureus 19

(%)نسبة التخفیض59%%83%93
0.1960.1340.0940.586S.aureus 25

(%)نسبة التخفیض74%86%94%
0.2030.1170.0870.459S.aureus 32
(%)نسبة التخفیض%64%86%94
0.2060.1280.0920.493S.aureus 44

F= 71.94**

(%)نسبة التخفیض66%%85%93

K.pneumoniaeفي تخفیض الغشاء الحیوي لبكتریا  proteinase Kفعالیة انزیم 5):(جدول

Fقیمة 
O.D

بعد المعاملة
ml/250µg

O.D
بعد المعاملة

ml/100µg

O.D
بعد المعاملة

ml/33µg

O.D
قبل المعاملة

)بدون اضافة(
التراكیز

رقم العزلة
0.1720.1280.0910.347K.pneumoniae 13

(%)نسبة التخفیض61%77%90%
0.1220.0860.0820.342K.pneumoniae 20

(%)نسبة التخفیض79%%92%93
0.1820.1200.1070.441K.pneumoniae 43
(%)نسبة التخفیض%6985%%88
0.1750.1270.0990.392K.pneumoniae 47
(%)نسبة التخفیض%6680%89%
0.2050.1610.1380.450K.pneumoniae 50
(%)نسبة التخفیض%63%75%81

F= 14.34**

-3.7914.5322.92testT
P≤0.01

یز إن انخفاض قیم الامتصاصیة للعزلات البكتیریة قید الإختبار عند ھذه التراكیز من الأنزیم یدل على إن ھذه التراك
لحفر طبق المعایرة الدقیق مما أدى إلى حدوث الإنفصال Polystyreneثبطت التصاق البكتریا على سطح

)(Detachmentه البكتریا في حفر طبق المعایرة الدقیق للغشاء الحیوي المتكون مسبقآ بفعل ھذ.(Parsek & Singh,
2003)
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المكورات العنقودیة الذھبیة والكلیبسیلا الرئویةعلى تكوین الغشاء الحیوي لبكتریا α-Amylaseتأثیر انزیم 
Effect of α-Amylase enzyme on the biofilm formation of S.aureus and K.pneumoniae:

وكانت ھذه الاختلافات . اختلافات من حیث نشاط الانزیمات لإزالة الغشاء الحیويمن النتائج بان ھناك لوحظت
-αأن انزیم ) 7,6،ینالجدول(اظھرت النتائج في . على تركیباتھانتیجة الاختلاف في قوة وفعالیة الانزیمات اعتماداً 

Amylaseعالیاً ضد بكتریا ً اذ استخدمت ثلاث K.pneumoniaeبالمقارنة مع بكتریاS.aureusأعطى تاثیراً  تثبیطیا
اعطى اعلى نسبة تثبیط للغشاء α-Amylaseلكلا النوعین من البكتریا، ان انزیم  mg/ml)،100،(20 200تراكیز مختلفة 

اء الحیوي لنفس اما اقل نسبة تثبیط للغشS.aureusتعود لبكتریا96%وبنسبة تثبیط 100mg/ml الحیوي عند التركیز 
20 البكتریا عند التركیز  mg/ml 200وعند استخدام التراكیز العالیة للانزیم 87%وبنسبة تثبیط mg/ml لم تبدو فعالیة

نتیجة لتشبع المادة الاساس مع الانزیم ،اما بالنسبة لبكتریا مقارنة مع نتائج التراكیز الاخرى عالیة تجاه الغشاء الحیوي ةتثبطی
K.pneumoniaeفقد اعطى انزیم α-Amylase20فعالیة تثبیطیة قلیلة عند التركیز mg/ml اما 36%وبنسبة تثبیط

ً 77%وبنسبة تثبیط 100mg/mlاعلى تثبیط للغشاء ظھرت عند التركیز  -αللنتائج التي تم الحصول علیھا، كان لأنزیم وفقا
Amylaseانزیم تأثیر ضعیف لإزالة الغشاء الحیوي  بالمقارنة مع proteinase K.قد تكون ھذه القدرة الضعیفة للـα-
Amylase لإزالة الاغشیة الحیویة بسبب تفاعلات كیمیائیة ضعیفة بین ھذا الإنزیم ومصفوفة الغشاء الحیوي)(EPS

Exopolyssacharideتریا ویبین التحلیل الاحصائي وجود فروقات معنویة بین كل تركیز من الانزیم لنوعین من البك
).P≤0.01(وكذلك وجود فروق معنویة بین مختلف التراكیز ولكل نوع بكتیري عند مستوى معنویة 

.والمقاس بجھاز الالیزاS.aureus في تخفیض الغشاء الحیوي لبكتریا  α-Amylaseفعالیة انزیم 6):(جدول

Fقیمة 
O.D

بعد المعاملة
ml/200mg

O.D
بعد المعاملة

ml/100mg

O.D
عد المعاملةب

ml/20mg

O.D
قبل المعاملة

)بدون اضافة(
التراكیز

رقم العزلة                                         
0.1070.1040.1180.507S.aureus 2
(%)نسبة التخفیض%9093%%87
0.1150.0840.1030.543S.aureus 19

(%)نسبة التخفیض89%%96%92
0.1140.0890.1050.560S.aureus 25

(%)نسبة التخفیض89%94%91%
0.0950.0830.0990.547S.aureus 32
(%)نسبة التخفیض%93%96%92
0.1180.0910.1080.533S.aureus 44

F= 10.46**

(%)نسبة التخفیض%8894%%90

.K.pneumoniaeفي تخفیض الغشاء الحیوي لبكتریا  α-Amylaseفعالیة انزیم :7)(جدول 

Fقیمة 
O.D

بعد المعاملة
ml/200mg

O.D
بعد المعاملة

ml/100mg

O.D
بعد المعاملة

ml/20mg

O.D
قبل المعاملة

)بدون اضافة(
التراكیز

م العزلةرق

0.1430.1280.1710.347K.pneumoniae 13
(%)نسبة التخفیض%7277%%62
0.1410.1240.1450. 250K.pneumoniae 20

(%)نسبة التخفیض58%%68%56
0.2380.1600.2850.411K.pneumoniae 43

(%)نسبة التخفیض50%72%36%
0.2140.1610.2190.386K.pneumoniae 47
(%)نسبة التخفیض%53%7051%
0.2050.1610.1380.402K.pneumoniae 50

F= 8.64**

(%)نسبة التخفیض%54%67%47
45.0246.654.51testT

P≤0.01
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ً یمكن أن تختلف بین السلالات والأنواع المرتبطة ارت(EPS)تشیر ھذه النتائج إلى أن تكوین  ً باطا ، ومع وثیقا
بالإضافة إلى منع التصاق الاغشیة . وبالتالي، فإن الاختبار التجریبي ضروري لتحدید أھم مكونات المصفوفة. ظروف النمو

ھو محلل للكاربوھیدرات  الذي α-Amylaseیمكن أن یعزى الاختلاف في تخفیض الغشاء الحیوي إلى حقیقة أن . الحیویة
,.Toda et al)ریداتمن السكةفي النشا فقط من النھایة غیر المحددα-1,4-glucosidicیحلل الروابط  أشار . (1993

(Jebur, من الأغشیة الحیویة ستعزز أو EPS)(إلى أن الكفاءة الأنزیمیة لأي إنزیم محطم للمصفوفة الھیكلیة (2014
تالي فإن فعالیة الإنزیمات تعتمد على نوع ، وبالEPS)(على تكوین المصفوفة الھیكلیة تضعف ھیكل المصفوفة اعتماداً 

. المصفوفة من الغشاء الحیوي وتركیزات ھذه المصفوفة یحدد الجرعة المطلوبة لتحسین الكفاءة
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