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  الملخص
ــة  ــة جرثوم ــي تنمي ــا ف ــار مــدى فعاليته ــة واختب ــة اوســاط زرعي ــم تحــضير اربع   ت

Klebsiella  pneumoniae .اوراق  وسط اكار وسط اكار الصفراء والاحمر البنفسجي، الاوساط وشملت
تم اضافة صبغة الاكـرفلافين الـى       .  وسط اكار الاملاح الاساسية ووسط اكار مستخلص التمر        البرتقال ، 

استخدمت سبع عزلات من جرثومـة      .  كمادة انتخابية لهذه الجرثومة       %)(0.01جميع الاوساط  بنسبة       
K. pneumonieaة  من مصادر مرضية مختلفة وتم مقارنة نموها ونسب استرجاعها على الاوساطالمختبر

. كما استخدمت عزلات جرثومية تابعة لانواع اخرى لغـرض المقارنـة          . مقارنة مع وسط الاكار المغذي    
وجدت الدراسة ان وسط الصفراء والاحمر البنفسجي مع الاكرفلافين هو افضل الاوساط المختبرة لتنميـة               

هـر هـذا الوسـط    كما اظ.   يليه وسط اكار اوراق البرتقال مع الاكرفلافين K. pneumoniaeجرثومة 
  .مع الجراثيم الاخرى المستخدمة في الدراسة مقارنة انتخابية جيدة لهذه الجرثومة 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT  

Four culture media were prepared and tested for their ability to support the growth 
of Klebsiella pneumoniae . The tested media were violet red bile agar , orange leaf agar , 
essential salts agar and date extract agar. Acriflavine dye was added to all media in 
0.01% as a selective material for this bacterium. Seven isolates of K . pneumoniae for 
different pathogenic cases were used and compared their growth and recovery 
percentages on the tested media in comparison with nutrient agar, other bacterial species 
were also cultured for comparison. The results indicated that acriflavine violet red bile 
agar is the best of the tested media for the cultivation of K .pneumoniae then come 
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acriflavine orange leaf agar.Also acriflavine violet red bile agar showed a good 
selectivity for this bacterium in comparison with the other species used in the study.  
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 المقدمة
تعد الأوساط الزرعية جزءاً أساسيا من علم الأحياء المجهرية الذي يعتمد في جزء منه علـى إنمـاء                  

. وأدامة الجراثيم في المختبر مما يتطلب توفر أوساط زرعية مناسبة وحسب نوع الجرثوم المراد تنميتـه               
 Defined or Synthetic)لزرعية مجموعتين رئيستين هما؛ الاوساط المعرفة أو التركيبية تضم الاوساط ا

Media) والاوساط المعقدة (Complex Media) تستخدم الاولى على الاغلب في زراعة وتنمية الجراثيم ،
 الجـراثيم   ذاتية التغذية وهي تتركب من مواد كيمياوية معروفة التركيز، أما الثانية فتستخدم فـي تنميـة               

متغايرة التغذية حيث انها تتألـف مـن مـركبات عضوية غيـر محـددة التركيـب مثـل البروتينـات                  
والكاربوهيدرات، وتحتـاج بعـض الجـراثيـم متطلبـات أضافيـة كالمصل أو الـدم أو الفيتامينـات            

   .(Prescott et al., 1996; Cruckchank et al., 1975) وغيرها
ائلة المعوية ودورها في أحداث الاصابات المختلفة تم أستحداث عدد مـن الاوسـاط   ونظراً لاهمية الع 

الزرعية لعزلها وتشخيصها، وتميزت هذه الاوساط بكونها انتخابية لافراد هذه العائلة أذ انها تمنـع نمـو                 
 -Fastidious G)الجراثيم الموجبة لصبغة كرام والجراثيم الـسالبة لـصبغة كـرام الـصعبة الانمـاء      

Bacteria) . وصفMacConkey  لاول مرة وسط اكار املاح الصفراء والاحمر المتعـادل (Neutral 
red-Bile Salt Agar)    وأستخدمه في عزل العصيات المعوية السالبـة لصبغـة كــرام مـن العينـات 

 وسـطاُ حاويـاً علـى       Teague و Holt-Harrisووصـف كـل مـن       . الحاوية على مزيج من الجراثيم    
(Methylene Blue and Eosin) لعزل وتشخيـص افـراد العـائلـة المعـويـة (Koneman et al., 

سيما أشـباه    ولازال هذان الـوسطـان يستخدمـان فـي عـزل وتشخيص افراد هذه العائلة ولا           (1997
 ووسط اكـار  (MacConkey Agar)ويشار لهما بوسط اكار ماكونكي (Coliform Bacteria) القولونيات

 على التوالي، كما أستخدمت انواع أخرى (Eosin Methylene Blue Agar)المثيلين الازرق الايوسين و
 (Violet Red Bile Agar) ووسط أكار الصفراء والاحمر البنفسجي (Endo Agar)مثل وسط أكار اندو 

 Edwards and( لعزل هذه الجراثيم (Bromothymol Blue Agar)ووسط أكار البروموثايمول الازرق 
Ewing, 1972 ; Ørskov, 1981 ; Prescott et al., 1996 .(  

على الاوساط المذكورة أعـلاه وهـي تفـضل الاوسـاط الغنيــة              K.pneumoniaeتنمو جرثومة   
، كمـا ان هنـاك اوسـاط زرعية خاصة بهـا مثل وسط أكـار  (Ørskov, 1981)بالكـاربوهيـدرات 

 كمصدر وحيـد  myo-Inositol) (تركيبية حاوية على واوساط (Methyl Violet Agar)المثيل البنفسجي 
-MacConkey-Inositol) وســط Seidler  وBagleyأســتخدم . (Ørskov, 1984)للكــاربون 

Carbenicillin Agar) لعزل وانتخاب هذه الجرثومة كما اشار الى ذلك Ørskov وأستخدم . (1984) سنة
Bruce    رثومة يحتوي على الاورنثين والرافينوز والسترات       وسطاً انتخابياً لهذه الج    (1981) وجماعته سنة

 لزيادة انتاج الغـلاف فـي   (Worfel-Ferguson) كما يستخدم وسط. ولاحظوا انه كان أكثر انتخابيةً لها
 وسـط  (1990) سنة Fung و Cheinوأستخدم . (Edwards and Ewing, 1972)مزارع هذه الجرثومة 

(Violet Red Bile Agar)ة الاكرفلافين  مضافاً له صبغ(Acriflavine)كمادة انتخابية لهذه الجرثومة .  
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  المواد وطرائق العمل

استخدمت اربعة انواع مـن الاوسـاط الزرعيـة لمعرفـة الوسـط الافـضل لتنميـة جرثومـة                   

K.pneumoniae. وهذه الاوساط الغذائية هي :-  

 Violet Ret Bile Agarوسط أكار الصفراء والاحمر البنفسجي 

                   Orange Leaf Agar اوراق البرتقال وسط أكار

                Essential Salts Agar وسط أكار الاملاح الاساسية 

                      Date Extract Agarوسط أكار خلاصة التمر  

خـابي   كعامل انت(0.01 ٪ ) الى جميع الاوساط بنسبة (Acriflavine)تم اضافة صبغة الاكرفلافين 

  . K.pneumoniae (Chein and Fung, 1990)لجرثومة 

  وسط أكار الصفراء والاحمر البنفسجي مع الاكرفلافين
Acriflavine Violet Red Bile Agar (AVRB)  

 واضيفت له صبغة Oxoidاستخدم وسط أكار الصفراء والاحمر البنفسجي المجهز من شركة 

لوسط الى درجة الغليان ترك ليبرد قليلاً ثم صب في الاطباق بعد وصول ا. (0.01 ٪ )الاكرفلافين بنسبة 

  .المعقمة

                      وسط أكار اوراق البرتقال مع الاكرفلافين
Acriflavine Orange Leaf Agar (AOL)    

حيـث اخـذت اوراق     ) 1997الجبوري والعكيـدي،    (حضر مسحوق اوراق البرتقال حسب طريقة       

 (24) لمدة   ° م (50)م وزن طري ووضعت في الفرن الكهربائي في درجة حرارة            غ (50)البرتقال بوزن   

 غـم مـن    (17.5)ساعة لغرض تجفيفها، بعد ذلك سحقت جيداً بحيث تحولت الى مسحوق نـاعم، اخـذ                

 دقـائق بعـد ذلـك رشـح     (5)ماء مقطر وغلي الوسط لمدة    3 سم (500)المسحوق المحضر واضيف له     

 لتر بالماء المقطر، رشح الوسط مرة اخرى باستخدام         (1)اكمل الحجم الى    المحلول باستخدام قطع شاش و    

اضيفت المواد الاتية الى .  حيث تم الحصول على محلول رائق(Whatman No.1)ورق ترشيح من نوع

، دليل البروموكريزول (0.01  ٪ )، صبغة الاكرفلافين بنسبة (1  ٪ )سكر اللاكتوز بنسبة : الوسط الخام 

تـم ضـبط الدالـة    . (2  ٪ ) والاكار بنـسبة ٪ ) 3 سم(2.5 بنسبة(Bromocresol Purple) الارجواني

  . دقائق(10)، عقم الوسط في جهاز الموصدة لمدة (7.2-7.3)الحامضية للوسط عند 

              وسط أكار الاملاح الاساسية مع الاكرفلافين
Acriflavine Essential Salts Agar (AES)                                                                              

 غـم، فوسـفات     (0.3)فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيـدروجين      : حضر الوسط من المكونات الاتية      

 غـم، كبريتـات الامونيـوم       (0.1) غم، كبريتات المغنيسيوم المائية      (0.7)البوتاسيوم احادية الهيدروجين    

 غم،  (0.1) غم، صبغة الاكرفلافين     (10) غم، سكر اللاكتوز     (0.5)الصوديوم المائية    غم، سترات    (1.0)
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تم ضبط الدالة   .  غم، لكل لتر من الماء المقطر      (20)والاكار   3 سم (25)دليل البروموكريزول الارجواني    

  .  دقائق(10) وعقم في جهاز الموصدة لمدة (7.2-7.3)الحامضية للوسط عند 

  مر مع الاكرفلافينوسط أكار خلاصة الت
                                     Acriflavine Date Extract Agar (ADE)      

 مـل   50 غم من التمر النظيف المنزوع النوى ووضع في هاون خزفي واضيفت اليه              (50)تم وزن   

اش ومن ثـم     لتر، رشح المحلول بواسطة قطع ش      (1)من الماء المقطر وتم سحقه جيداً واكمل الحجم الى          

اضيفت المواد الاتية الى الوسط .  للحصول على محلول رائق(Whatman No.1)ورق ترشيح من نوع 

  والاكار بنسبة  ٪ ) 3سم(2.5 ، دليل البروموكريزول بنسبة   )٪  (0.01صبغة الاكرفلافين بنسبة : الخام 

  . دقائق(10)ز الموصدة لمدة  وعقم في جها(7.2-7.3)تم ضبط الدالة الحامضية للوسط عند .   )٪ (2

  التقدير النوعي للنمو على الاوساط الغذائية 

المعزولة مـن الاصـابات  المختلفـة     K.pneumoniaeلقحت الاوساط الزرعية المختبرة بجرثومة     

 من معهد باستور بفرنسا ، كما اسـتخدمت         K.pneumoniae 52142وأستخدمت سلالة قياسية من النوع    

 وذلـك  E. coli  ،Ps.aeruginosa  ،M. morganii اخرى سالبة لصبغة كرام هي جراثيم تابعة لاجناس

 من اجل الحصول علـى (Streaking Method)اجريت عملية التلقيح بطريقة التخطيط . لغرض المقارنة

لقحت العزلات ايضاً علـى وسـط أكـار        . مستعمـرات مفـردة لـدراسة اشكالهـا وصفاتها المزرعية     

فــي  .  ساعــة  (18-24) لمدة   ° م (37)حضنت الاطباق في درجة حرارة      . لمقارنةماكونكي لغرض ا  

  . (Chein and Fung, 1990) ساعة اضافية (24)حـالة عـدم ظهور نمو تم التحضين لمدة 

  التقدير الكمي للنمو على الاوساط الغذائية 

 Chein حسب طريقة    تم معاملة جميع العزلات   . استخدمت نفس العزلات لغرض التقدير الكمي للنمو      

 حيث حضر معلق من الجراثيم الفتية في المحلول الملحـي لـدارىء الفوسـفات               (1990) سنة   Fungو  

Phosphat Buffer Salin(PBS) اجريـت عـدة   . 3سم/  خلية حية (310-410)بحيث يعطي عدد تقريبي

ة للعـد بالاطبـاق     تخافيف عشرية من المعلق الاصلي وتم حساب العدد الحي باتبـاع الطريقـة القياسـي              

(Cruckshank et.al.,1975) حيث لقحت الاوساط المختبرة بالتخافيف العالية من المعلق، كما تم تلقيح ،

-24)  لمدة ° م(37)حضنت الاطباق في درجة حرارة . وسط الاكار المغذي من نفس التخافيف للمقارنة

ختلفة وتـم حـساب النـسبة المئويـة         ساعة ومن ثم سجل عدد المستعمرات النامية على الاوساط الم         (18

الاوساط المختبرة مقارنةً مع وسط الاكار المغذي حيث مثل   على(Recovery Percentage) للاسترجاع  

ومقارنة به تم حساب نـسبة الاسـترجاع        % 100عدد المستعمرات النامية على وسط الاكار المغذي نسبة       

  .(Chein and Fung, 1990)على الاوساط المختبرة 
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  النتائج والمناقشة

اذ تم اختبار اربعة اوسـاط       K.pneumoniaeحاولت الدراسة ايجاد وسط زرعي انتخابي لجرثومة        

 الى ان (1973)سنة  Miller  وFung حيث اشار (Acriflavine Dye)اضيفت اليها صبغة الاكرفلافين 

 ان (1990) سـنة  Fung  وChein ووجـد كـل مـن    Klebsiellaهذه الصبغة قد تكون انتخابية لجنس      

 (Violet Red Bile Agar) الى وسط اكار الـصفراء والاحمـر البنفـسجي    (0.01 ٪ )اضافتها بتركيز 

تم اضافة الصبغة بنفس التركيز الـى الاوسـاط         . K.pneumoniaeيعطي اعلى نسب استرجاع لجرثومة      

 لوحظ اختلاف   (1) في الجدول    الاربعة المستخدمة في الدراسة الحالية لتكون عاملاً انتخابياً، وكما موضح         

في قابلية نمو هذه الجرثومة على الاوساط الاربعة وحسب مصدر العزل حيث اظهـرت عـزلات الـدم                  

 على الاوساط الاربعة وهذا ربما يعود الى طبيعـة هـذه   )٪5  (والاذن الوسطى نسب استرجاع اقل من

كان وسـط أكـار الـصفراء       . تي تعود اليها  العزلات واحتياجاتها الفسلجية وكذلك الى الانماط المصلية ال       

 افضل الاوساط حيث نمت هذه الجرثومة بشكل مستعمرات         (AVRB)والاحمر البنفسجي مع الاكرفلافين     

 ملم صفراء اللون براقة، واظهرت عزلات الجهاز التنفسي والجهـاز الهـضمي             (4-5)كبيرة ذات قطر    

 ، وهذه النتيجة تتفق مع ماتوصل اليه  ٪ (85-100)والسلالة القياسية نسب استرجاع عالية تراوحت بين 

Chein   و Fung   اعطى وسط أكار اوراق البرتقـال مـع الاكـرفلافين           . (1990) سنة(AOL)   نـسب 

 (2-3) وظهر نموها بشكل مستعمرات متوسطة الحجم بقطر         K.pneumoniaeاسترجاع متوسطة لعزلات  

 فقـد كانـت نـسب       (AES)ساسية مع الاكرفلافين    اما على وسط أكار الاملاح الا     . ملم ولون بني مصفر   

استرجاعها اقل ومستعمراتها صغيرة الحجم صفراء اللون وكذلك بالنسبة لوسط أكار خلاصة التمـر مـع         

ان الاختلاف في قابليات النمو علـى الاوسـاط         .  حيث كانت العزلات ضعيفة النمو     (ADE)الاكرفلافين  

 الى ان وسـط    (1997)وساط فقد اشار الجبوري والعكيدي سنة       المختلفة ربما يعود الى طبيعة مكونات الا      

 ووجدا ان جرثومـة     ) 3سم/  ملغم   (1.15اوراق البرتقال يحتوي على نسبة قليلة من السكريات تقدر بـ           

Klebsiella                   كانت اقل نمواً على هذا الوسط من باقي الجراثيم المـستخدمة، ومـن المعـروف ان هـذه 

 الكاربوهيدرات بكميات كبيرة نسبياً في الوسط حيث تستخدمها في بناء متعـدد     الجرثومة تحتاج الى تواجد   

  ولهذا السبب تم اضافة سكر اللاكتوز بنسبة (Ørskov, 1981)السكريات الغلافي المكون لطبقة الغلاف 

اما بالنسبة لوسط خلاصة التمر .  الى هذا الوسط ولوحظ ان هذه الجرثومة نمت عليه بشكل متوسط )٪(1

 الى ان محتوى    (1985)فمن المعروف ان التمر ذو محتوى سكري عالي حيث اشار العكيدي واحمد سنة              

، ومثل هذا التركيز العالي قد يكون له تـأثيراً مثبطـاً لنمـو    ) ٪ (80 التمر من السكريات قد يصل الى 

التمر يحتوي علـى    الجراثيم حيث يعمل على سحب الماء من الخلايا بفعل الخاصية الاوزموزية، كما ان              

ويمكن القول ان هذه الاوساط وكذلك ). 1985، العكيدي واحمد (٪ 2.2 البروتينات بنسبة قليلة تصل الى 

 لم توفر بعض الاحتياجات الضرورية لنمو هذه الجرثومة مثل السكريات والبروتينات، كما             (AES)وسط  

  .هذه الجرثومة والطبيعية الفسلجية لهايجب الاخذ بنظر الاعتبار الانماط المصلية التي تعود اليها 
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من الاصابات  المختلفة على الاوساط  المعزولة K.pneumoniae النسب المئوية لأسترجاع جرثومة 1:الجدول
  .الزرعية المختبرة

 ADEوسط AESوسط AOLوسط  AVRBوسط  المصدرالعزلة الجرثومية
 68.5 70 68 100 سلالة قياسية 52142
 48.5 44 55 98 نفسيالجهاز الت 1
 16.5 35 52 85 الجهاز الهضمي 2
 13.5 24.5 48 69 الجروح 3

 11 21 24 63 المجاري البولية             4      
 <5 <5 <5 <5 الدم 5
 <5 <5 <5 <5 الاذن الوسطى 6

AVRB   : وسط اكار الصفراء والاحمر البنفسجي مع الاكرفلافين  
AOL  :   البرتقال مع الاكرفلافين   وسط اكار اوراق   
AES    :  وسط اكار الاملاح الاساسية مع الاكرفلافين  

ADE   :  وسط اكار مستخلص التمر مع الاكرفلافين  
 

 K.pneumoniae هو الوسط الافضل لتنمية واسترجاع جرثومة        (AVRB)يتضح مما تقدم ان وسط      

نـه اظهـر انتخـابيــة جيــدة لهــذه          مقـارنـةً مـع الاوسـاط المحليـة المستخـدمـة، كما ا      
  Pseudomonas حيث كانت نسب استرجاع جـراثيم  (2)الجـرثومـة وكمـا مـوضح فـي الجدول 

aeruginosa  و Morganella morganii 0.0) ٪( واظهرت جرثومة   Escherichia coli  ًفقط قـدرة 
 دقيقة الحجم وضعيفة النمو، وهـذا  ومع ذلك فقد تميزت مستعمراتها بكونها) ٪ (49.7 على النمو بنسبة 

 .Kيشير الى دور الاكرفلافين في تثبيط الجراثيم الاخـرى ممـا يجعـل الوسـط انتخابيـاً لجرثومـة       
pneumoniaeمقارنةً مع بقية الاوساط المستخدمة في الدراسة  .  

  
  مختبرة النسب المؤية لأسترجاع العزلات الجرثومية الاخرى على الاوساط الزرعية  ال:2الجدول

ADEوسط AESوسط AOLوسط AVRBوسط  المصدرالعزلة الجرثومية
E.coli 32 53 47.3 49.7  الجهاز التنفسي 

Ps.aeruginosa6 9 51 0.0 الجهاز التنفسي 
M.morganii 0.0 0.0 2.3 0.0 الجهاز الهضمي 

AVRB   : وسط اكار الصفراء والاحمر البنفسجي مع الاكرفلافين  
AOL    :    وسط اكار اوراق البرتقال مع الاكرفلافين  
AES  :   وسط اكار الاملاح الاساسية مع الاكرفلافين  

ADE    :وسط اكار مستخلص التمر مع الاكرفلافين  
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