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تأثير خلط مضادات البيتالاكتم مع الأمينوكلايكوسايد على المتقلبات
المتعددة المقاومة للمضادات الحيوية
خالد عبد الكاظم الطائي     حسن فاضل ناجي
جامعه بابل ,  كليه العلوم، قسم علوم الحياة
الخلاصة   

      عزلت 42 عزله لبكتريا المتقلبات من 375 عينه سريريه . 26 عزله تم عزلها من 240 عينه أخذت من الاغشيه الحيوية الرقيقة للعدد الطبية  العلاجية و 16 عزله تم عزلها من 135 عينه إدرار أخذت من القثاطر البولية لمرضى مصابين بالتهاب المجاري البولية. شخصت العزلات اعتمادا على خصائصها المظهرية   ( الزرعيــة والمهجرية ) والاختبـارات الكيمـوحيويــة.  بلـغ عـدد عــزلات Proteus mirabilis  38 عزله (.4890%)  بينمـا كــانت 4 عـزلات .52)9%) عائدة  للنوع  P. vulgaris ولم تظهـر الأنواع الأخرى من المتقـلبات في العينـات المدروسـة . اختبـرت حساسية العزلات لخمسة من مضادات البيتالاكتم  ( بنسيلين-ج ،أموكسلين ، سيفوتاكسيم، سفتازديم  وامبنيم )، إذ أبدت عزلات الأغشية الحيوية مقاومـة عاليـة مقارنـة بعـزلات الإدرار. كانت تراكيز المثبط الأدنى لعزلات الأغشية الحيوية اعلى مما هو عليه لعزلات الإدرار،  في حين كان لخلـط مضادات البيتـالاكتـم (اموكسلين و سيفوتاكسيم) مع الأمينـوكلايكوسـايد (اميكاسين و جنتامايسين) تأثيـرا تـأزريا تجـاه عـزلات المتقلبـات ذات المقاومة المتعددة . تبين هذه الدراسة إن للأغشية الحيوية المتكونة على العدد الطبيـة  العلاجيـة  دور مهـم  في حمايـة البكتريـا من  تأثيـر المضادات الحيوية وهذا قد يزيد من ظهور السلالات ذات المقاومة المتعددة.
Effect of β-Lactam Antibiotics Combination with Aminoglycosides on Multidrug Resistance Proteus
Abstract                                                             
        A total of fourty two Proteus isolates were isolated from 375 clinical samples. Twenty six isolates were isolated from 240 samples of biofilms of medical devices and 16 isolates were isolated from135 samples of catheters of patients suffering from urinary tract infections. The isolates were  identified depending on their morphological properties (cultural and microscopical) and biochemical tests. Of these isolates, 38 isolates (90.48%) were P. mirabilis and 4 isolates (9.52%) were P. vulgaris, the other species of Proteus did not appear in the samples of this study. The antibiotics sensitivity of the isolates were tested against five of β-Lactam antibiotics (pencillin-G, amoxicillin ,cefotaxime , ceftazdime and impenem), the biofilm isolates showed high resistance in comparison with urine isolates. The minimum inhibition concentrations of biofilm isolates were high than these of urine isolates, while the combination of β-Lactam antibiotics (amoxicillin and cefotaxime) with aminoglycosides (amikacin and gentamycin) showed synergesic effect against multidrug resistance of the isolates. This study showed that the biofilms formation on medical devices have significant role in protection of bacteria from antibiotics, and these may be increased the appearance of multidrug resistance strains.
المقدمة
                                                                                                           تسبب  بكتريا المتقلبات (Proteus)  بصورة  شائعة التهاب المجاري البولية للانسان ويضم هذا الجنس أربعة أنواع مسماة هي  P. penneri and P. hauseri P. mirabilis, P.vulgaris    ,  وثلاثة انواع غير مسماه هي Proteus 4, 5 and 6 وهى سلالات النوع  P. myxofaciens ((Zych et al.,2005. وتكون المتقلبات الغشاء الحيوي الرقيق ويعد هذا الغشاء احد عوامل ضراوتها (O`Toole et al.,2000) ، كما تلعب ظاهره الانثيال (Swarming) دور مهم في تكوينه (Jones et al.,2005)  . تظهر السلالات المكونة للغشاء الحيوي مقاومه  للمضادات الحيوية  مقارنه بالسلالات غير المكونة له Delgado et al.,2007)) ، إذ يقوم الغشاء الحيوي باختزال وصول المضاد الحيوي إلى البكتريا داخل الغشاء وبالتالي  تصل بتراكيز غير قاتله لها كذالك يساعد على انتقال الجينات بين الإحياء المكونة  له. (Ehrlich et al.,2002) . إن الاستخدام المستمر والعشوائي للمضادات الحيوية أدى إلى ظهور سلالات ذات مقاومه متعددة للمضادات الحيوية وهو احد الأسباب الرئيسة لانتشار الإمراض المرتبطة بالمجتمع والمكتسبة من المستشفيات (Kumer et al.,2006 ; Nucleo et al.,2010) . إن لخلط المضادات الحيوية تأثير على حيوية البكتريا، فقد أشارYoung (1971) إلى استخدام خليط من الجنتامايسين والكاربنيم في علاج البكتريا السالبه لصبغه غرام والمسببة لتسمم الدم والإصابات المكتسبة من المستشفيات، كما بين Aaron  وجماعته (2005) أهمية خلط بعض المضادات الحيوية في علاج البكتريا ذات المقاومة المتعددة في مرضى التهاب المجاري البولية. وفى دراسة حديثة (Forrest and Tamura, 2010) أكد على إن تقليل خطورة مقاومة الإحياء المهجرية تتم بخلط المضادات الحيوية مع بعضها مما يؤدي إلى زيادة فعاليتها من خلال تآزرها . وفي العراق تسجل يوميا" العديد من الإصابات الناتجة عن هذه البكتريا لذاك  فقد هدفت الدراسة الحالية إلى معرفه مدى تأثير خلط مضادات البيتالاكتم (اموكسلين والسيفوتاكسيم) مع الامينوكلايكوسايد (اميكاسين وجنتاميسين) على حيوية عزلات المتقلبات ذات المقاومة المتعددة المعزولة من الاغشيه الحيوية الرقيقة للعدد الطبية العلاجية والإدرار لمرضى التهاب المجاري البولية. 
المواد وطرائق العمل                                              
1. جمع العينات                                                                             

     أخذت مسحات من الأغشية الحيوية المتكونة على العدد الطبية العلاجية المستخدمة (القثاطر البولية، العدد داخل الرحمية  وعدد تثبيت الكسور) بواسطة مسحات قطنية معقمه و عينات إدرار من أكياس القثاطر البولية  (بعد رجها لعدة  مرات) لمرضى التهاب المجاري البولية  لكلى الجنسين وبأعمار تراوحت بين 5-33 سنة والراقدين في مستشفى الحلة التعليمي ومستشفى النسائية والأطفال في مدينة الحلة. نقلت العينات إلى المختبر لغرض إجراء التجارب اللاحقة عليها وتم جمع العينات خلال الفترة من تشرين الأول / 2010 ولغاية شباط / 2011. 

2. العزل والتشخيص                                             

     عزلت البكتريا بعد زرع العينات أنفة الذكر على وسطى أكار الدم ( Blood agar base (Mast واكار الماكونكي (Biolife) agar MacConkey  بتقنية التخطيط . شخصت العزلات اعتمادا على الخصائص المظهرية للمستعمرات على الأوساط الزرعيه والخلايا تحت المجهر الضوئي بعد إن صبغت بصبغه غرام وكذلك على الفحوصات الكيموحيوية حسب  ما ذكر في  Macfaddin(2000).

3.الحساسية الدوائية                                           

  اختبرت حساسية العزلات تجاه المضادات الحيوية بنسلين-ج ،اموكسلين، سيفوتاكسيم ، سيفتازديم وامبنيم المجهزة بشكل اقراص من شركه  Bioanalyse-Turky  وبتراكيز 10 وحدة دوليه،25 ،30، 30 و10      مايكروغرام/قرص على التوالي، وقدر التركيز المثبط الأدنى بتقنية Macro-dilution technique حسب ما جاء في  NCCLS (2007).
4. خلط المضادات الحيوية                                     

          اختبرت العزلات البكتيرية بخلط 10مايكروكرام /مل من الاموكسلين والسيفوتاكسيم مع 5          مايكروغرام/مل من الاميكاسين والجنتامايسن بطريقة Half-chess board التي أشار إليها  Garrod وجماعته (1978) .
النتائج والمناقشة                                                

       أخذت 240عينه مختلفة المصادر من الاغشيه الحيوىه للعدد الطبية العلاجيه و135عينة إدرار لمرضى  مصابين بالتهاب المجاري البوليه . كانت 240 عينه موجبة للنمو البكتيري و 135 عينه سالبه  لها، وقد يعود السبب في عدم نمو البكتريا في العينات هو لكون الاصابه ناتجة عن بكتريا تحتاج إلى أوساط زرعيه أو ظروف بيئيه خاصة لعزلها أو قد يكون المريض استخدم مضادات حيوية مثبطة لنموها.  يوضح الجدول 1 عدد عزلات بكتريا المتقلبات والتي بلغت 42  عزله ، شخصت 38 عزله لبكتريا P. mirabilis  (.4890%) بينما كان عدد عزلات P. vulgaris  4 عزلات .52)9%). فقد وجد Almarjani  (2000)  في دراسته حول التهابات المجاري البولية الناتجة عن  جنس المتقلبات أن نسبة الاصابة ببكتريا P. mirabilis كانت 85.14 %  مقارنة  ببكتريا P.vulgaris التي كانت  14.86%. أظهرت نتائج الدراسة الحالية إن نسبة الإصابة ببكتريا المتقلبات في الإناث كانت 57.2%  وهى اكبر مما هو علية في الرجال (42.8%) كما موضح في الجدول 2. اتصفت العزلات بظاهرة الانثيال على وسط  أكار الدم ، وكانت  رائحتها تشبه  رائحة السمك  الفاسد ، ولون  مستعمراتها الشاحب على وسط  أكار الماكونكي وهي عصيات سالبه لصبغه غرام تميزت بظاهرة  تعدد الإشكال بين العصوي والمنحني عندما فحصت تحت المجهر الضوئي بعد إن صبغت بصبغه غرام ويبين الجدول 3 نتائج الفحوصات الكيموحيوية لبكتريا المتقلبات.
جدول1. أنواع  وإعداد والنسب المئوية لعزلات بكتريا المتقلبات.

	نوع العينه
	عدد العينات
	عدد عزلات المتقلبات
	العددالكلي للعزلات
	النسب المئوية للعزلات (%)

	
	
	P. mirabilis
	P. vulgaris
	
	

	مسحات القثاطر البوليه
	140
	16
	2
	18
	42.8

	مسحات العدد داخل الرحمية
	80
	7
	1
	8
	19

	مسحات عدد تثبيت الكسور
	20
	1
	0
	1
	2.3

	ادرار من مرضى التهاب المجاري البولية
	135
	14
	1
	15
	35.9

	المجموع
	375
	38
	4
	42
	100


جدول 2. توزيع عزلات المتقلبات اعتمادا" على جنس المريض.

	الجنس
	عزلات الاغشيه الحيوية
	عزلات الادرار
	  النسب المئويه للعزلات (%)

	
	P. mirabilis
	P. vulgaris 
	P. mirabilis
	P. vulgaris
	

	إناث
	13
	2
	8
	1
	57.2

	ذكور
	11
	0
	6
	1
	42.8


  أظهرت نتائج اختبارات الحساسيه الدوائيه والموضحة في الجدول 4 ان جميع عزلات المتقلبات كانت مقاومه لمضادات البنسلينات المستخدمه ( بنسلين-ج والاموكسلين ) وهذه النتائج مشابهه لما اشار اليه Delgado  وجماعته (2007) ، وقد يعود سبب المقاومه لانتاج انزيمات  β–Lactamase، ولكون هذه المضادات عائدة للاجيال القديمه فأن اغلب عزلات المتقلبات طورت اليات مقاومه ضدها . اشارت نتائج الدراسه الحاليه الى تباين المقاومه لمضادات السيفالوسبورينات اذ كانت جميع عزلات المتقلبات مقاومه للسيفوتاكسيم  وان 80 % من عزلات المتقلبات كانت  مقاومه للسيفتازديم ، وهذا يشابه ما اشار اليه Okesola وMakanjuola (2009).
                      جدول3 . الاختبارات الكيموحيوية لعزلات بكتريا  المتقبات.
	ت
	الاختبارات الكيموحيوية
	P. mirabilis
	P. vulgaris

	.1
	اختبار الكاتليز
	+
	+

	.2
	ختبار الاوكسيديز
	-
	-

	.3
	اختبار الاندول
	-
	+

	.4
	اختبار احمر المثيل
	+
	+

	.5
	اختبار فوكس بروسكاور
	V
	-

	.6
	اختبار استهلاك السترات
	V
	V

	.7
	انتاج اليوريز
	+
	+

	    .8
	اختبار تميع الجيلاتين
	+
	+

	.9
	انتاج H2S 
	+
	+

	.10
	انتاج Orinithin decarboxelase
	+
	+

	.11
	انتاج اللايبيز
	+
	+

	.12
	تخمير اللاكتوز
	-
	-

	.13
	تخمير المالتوز
	-
	+

	.14
	تخمير المانوز
	-
	-

	.15
	تخمير المانتول
	+
	V

	.16
	تخمير الفركتوز
	+
	+

	.17
	تخمير الكالكتوز
	+
	+

	.18
	اختبار الحركه
	+
	+


  الرموز: +  نتيجه موجبه ، -   نتيجه سالبه ،  V متغايره  النتيجه. 


   كانت 30% من عزلات الاغشيه الحيوية مقاومه لمضاد الامبنيم ، اذ تعزى الفعاليه العاليه للامبنيم لكونه مقاوم لانزيمات البيتالاكتيميز، فقد اشار Singh وجماعته ( 0201 ) الى ان سبب مقاومة المضادات الحيوية من قبل البكتريا قد يعود الى انتاج انزيمات  β –Lactamase او تقليل عبور المضادات الى داخل الخليه من خلال تغيير نفاذية غشائها الخلوى او تغير موقع الهدف . يقوم الغشاء الحيوي بمنع وصول المضادات الحيوية الى البكتريا المكونة له بتراكيز قاتله مما يحفزها على تطوير آليات  مقاومه جديدة  للمضادات الحيوية  وقد يكون هذا ايضا هو احد الاسباب لانتشار الاصابه المكتسبه من المستشفيات والمتسببه من البكتريا المكونه للاغشيه الحيوية.
جدول 4. تاثير مضادات البيتالاكتم على عزلات بكتريا المتقلبات.

	المجموعه
	المضاد الحيوي
	التركيز(مايكروغرام/قرص)
	النسب المئويه للمقاومه (%)

	
	
	
	عزلات الاغشيه الحيوية
	عزلات الادرار

	بنسلينات
	بنسلين_ج
	10(وحدة دولية)
	100
	100

	
	اموكسلين
	25
	100
	100

	سيفالوسبورينات
	سيفوتاكسيم
	30
	100
	100

	
	سيفتازديم
	30
	80
	80

	كاربابنيم
	امبنيم
	10
	30
	0


           يبين الجدول 5 نتائج اختبار التركيز المثبط الادنى، اذ وجد زياده في قيمه لعزلات الاغشيه الحيوية (128) عما هو عليه لعزلات الادرار (64) لمضادات الاموكسلين والسيفوتاكسيم ، اما مضاد الامبنيم فلم يظهر اى اختلاف في قيم تراكيز المثبط الادنى لعزلات الاغشيه الحيوية عما هو عليه لعزلات الادرار ، فقد  اكد Olson وجماعته (2002) زيادة قيم تراكيز المثبط الادنى لعزلات الاغشيه الحيوية عن تلك غير المكونه له والعائدة لنفس السلالات البكتيرية ، اما Hola وجماعتة (2004)  فقد اشار الى ان قيم تراكيز المثبط الادنى كانت عاليه لسلالات بكتريا Staphylococcus epidermidis المكونه للاغشيه الحيويه . ان زيادة قيم التركيز المثبط الادنى لعزلات الاغشيه الحيوية هو دليل على  مقاومتها العاليه للمضادات الحيوية والدور الذي يلعبه  الغشاء الحيوي في انتشار البكتريا المكتسبه للمقاومه .
جدول 5. قيم التركيز المثبط الادنى لعزلات بكتريا المتقلبات.

	اسم المضاد
	التركيز المثبط الأدنى لعزلات الإدرار (مايكروغرام/مل)
	التركيز المثبط الأدنى لعزلات الاغشيه الحيوية (مايكروغرام/مل)

	اموكسلين
	64
	128

	سيفوتاكسيم
	64
	128

	امبنيم
	16
	16


   اما الجدول 6  فيوضح نتائج خلط مضادات البيتالاكتم (اموكسلين و سيفوتاكسيم) مع مضادات الامينوكلايكوسايد (اميكاسين و جنتامايسين) فقد اظهرت فعلا تآزريا تجاة العزلات المتعددة المقاومة للمضادات الحيوية . اشارDrago وجماعته (2005) الى ان خلط مضادات البيتالاكتم والامينوكلايكوسايد هو العلاج الامثل للاصابات  الشديده  والمتسببه  بواسطه  البكتريا العصويه السالبه  لصبغه غرام  والمقاومه  للعديد  من المضادات الحيوية ، إذ تسهل مضادات البيتالاكتم دخول مضادات الامينوكلايكوسايد الى موقع هدفها من خلال منع تكوين طبقه الببتيدوكلايكان مما يزيد من نفاذيه جدار الخليه . بين Dales وجماعتة (2009) ان استخدام خليط من مضادات الامينوكلايكوسايد والسيفالوسبورينات يزيد من علاج البكتريا السالبة لصبغة غرام ذات المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية والمعزولة من الاغشية الحيوية ، اما Feglo وجماعته (2010) فقد وجد ان 70% من عزلات المتقلبات كانت مقاومة للسيفوتاكسيم بسسبب انتاجها لانزيمات البيتالاكتم واسعة الطيف.
        جدول 6. تاثير خلط مضادات البيتالاكتم مع الامينوكلايكوسايد على عزلات الاغشيه الحيوية المتعدده  
            المقاومه.     

	المضاد الحيوي
	جنتامايسين
	اميكاسين
	سيفوتاكسيم
	اموكسلين

	اموكسلين
	-
	-
	+
	+

	سيفوتاكسيم 
	-
	-
	+
	

	اميكاسين
	+
	+
	
	

	جنتامايسين
	+
	
	
	


        الرموز: + وجود نمو ، - عدم وجود نمو.
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