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  للمیكروباتمقدمة وتعریف بالمواد المضادة 

ANTIMICROBIAL AGENTS 

Antimicrobial agents : وھ�ي . تس�تعمل لقت�ل او تثب�یط نم�و الاحی�اء المجھری�ة  للمیكروب�اتھي م�واد مض�ادة

  :تصنف الى

1- Chemotherapeutic agents 

2- Disinfectants 

3- Antiseptics  

 Chemotherapeutic agents  :تعط�ى  ایكروب�اتھ�ي م�واد للمsystematically  لغ�رض ع�لاج الاص�ابة

وف�ي كلت�ا الح�التین  bacteriostaticاو مثبطة لنم�و البكتیری�ا    bactericidalوھي عادة اما تكون قاتلة للبكتیریا 

فان الغرض من ھذه المواد ھو لمن�ع تك�اثر الك�ائن الح�ي المجھ�ري المم�رض وبالت�الي ف�ان دفاع�ات الجس�م س�تقوم 

  .ومثالھا مضادات الحیاة. ھا للتعامل مع الاصابةبوظائف

  

Disinfectants : ھ��ي م��واد مض��ادة للمایكروب��ات وغالب��ا م��ا تك��ون ق��ادرة عل��ى قت��ل م��دى واس��ع م��ن الاحی��اء

المجھریة ولكن لیس من الضروري القضاء على السبورات ، وھي عادة ما تستعمل مع مواد غیر حیة ، كم�ا ھ�و 

  ).بتراكیز عالیة( الحال مع الكحول والدیتول

الاحی�اء وھي تستعمل في الحالات التي لا یكون فیھا التعقیم ضروریا كالطعام والملابس ویطلق عل�ى عملی�ة قت�ل 

  .المجھریة باستخدام ھذه المواد بالتطھیر

Antiseptics  :وھ�ذه الم�واد . ھي مواد مضادة للمایكروبات تستعمل للسیطرة والتخلص من الاص�ابة البكتیری�ة

الاانھا تس�تعمل م�ع   Disinfectantsتلك صفات مضادات لنمو الاحیاء المجھریة مشابھة لتلك التي تمتلكھا الـ تم

وانم�ا یقتص�ر ذل�ك  disinfectantsم�دى الفعالی�ة الت�ي تمتلك�ھ ال�ـ وھي لا تمتل�ك , الجلد والانسجة الحیة الاخرى 

و الحال م�ع ال�دیتول بتراكی�ز واطئ�ة اذ ان ھ�ذه الم�واد على الاحیاء المجھریة المرتبطة باصابات الجلد مثلا كما ھ

  .بطبیعتھا لا تسبب ضرر للانسجة

Bactericidal  :وبمعنى اخ�ر ان الخلای�ا البكتیری�ا ل�و وض�عت ف�ي وس�ط مغ�ذي . طلح یعني قتل البكتیریاصالم

  :الى احد العوامل التالیةوعملیة القتل قد تعود . غیر قادرة على التكاثر وانتاج اجیال جدیدةملائم فانھا ستكون 

1- protein denaturation  

2- enzymes inactivation 

3- damage of membrane 

4- blocking of anessential metabolic path. 

Bacteriostatic :  وبمعنى اخر ان كل خلیة في المجم�وع البكتی�ري تمن�ع م�ن . المصطلح یعني تثبیط البكتیریا

ب�یط نموھ�ا وان ھ�ذه الخلای�ا ل�و ت�وفر لھ�ا الوس�ط والظ�روف الملائم�ة للنم�و فانھ�ا النمو بفعل المادة المستخدمة لتث

  .تستطیع ان تستعید نشاطھا لتتكاثر من جدید مكونة اجیال جدیدة
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  :المضادات الحیویة

وھ�ي  stationaryتقوم بانتاجھا احیاء مجھری�ة خ�لال ط�ور الثب�ات  ھي مواد كیمیاویة تعتبر نواتج ایضیة ثانویة

  .زن جزیئي واطئ تمتلك القدرة على قتل وتثبیط نمو الاحیاء المجھریة الاخرىذات و

  

  :اھمیة المضادات

  .منع انتقال الامراض من انسان الى اخر او من انسان الى حیوان او بالعكس -1

 .منع تلوث الاطعمة كما ھو الحال مع بعض المعلبات -2

 .رق بواسطة بعض انواع الفطریاتقد تضاف بعض المضادات لمنع تحلل الجلد او الخشب او الو -3

  

  :التعقیم

  . یعني خلو المواد من جمیع الاحیاء المجھریة والقضاء علیھا سواء بكتیریا او فایروسات وحتى السبورات

  

  Disinfectant spectrumمدى المطھر 

ب�درجات مختلف�ة ض�اد للبكتیری�ا تن�تج ع�دة ت�اثیرات وعند تعریض الكائن المجھري لتراكیز متزایدة من العامل الم

وھ�ذه ال�درجات المختلف��ة م�ن الفعالی��ة للعام�ل المض��اد   lethalال�ى ح�د القت��ل   stimulationتمت�د م�ن التنش��یط 

  :وھذه الدرجات تقسم الى  (Zonal effect)وتسمى ) مدى المطھر(تعرف بـ

1- Infective zone : الك��ائن یمت��د م��ن الص��فر ال��ى اعل��ى مس��توى عن��دما لا یظھ��ر أي ت��اثیر للمض��اد عل��ى

 .ألمجھري

2-    stimulatory zone : منطق��ة یح��دث فیھ��ا تحفی��ز قلی��ل فخ��لال إض��افة تراكی��ز ولم��دى مح��دد ق��د ین��تج عن��ھ

  . slight stimulation in growthتحفیز طفیف بالنمو 

3-    Inhibitory zone : تاثیرات مثبطة للنموinhibitory effect  .    

  4-  Germicidal effect : ضمن نھایة منطقة التثب�یط وت�زداد ھذه المنطقة تاثیرات قاتلة تبدا بالظھور یظھرفي

  .بزیادة التركیز
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  : العوامل التي تحدد مدى قوة العامل المضاد

  .المجھريصفات الكائن  -1

 .، الوقت ، تركیز المادة، وجود مواد عصویةpHدرجة الحرارة ، : البیئة وتشمل -2

 .عدد البكتریا -3

 .طبیعة التاثیر على الكائن المجھري -4

  

  :Disinfectantوالمطھر  Antibioticالفرق بین المضاد 

  المطھرات  المضادات

عب��ارة ع��ن ن��واتج ایض��یة ثانوی��ة للاحی��اء المجھری��ة ) 1

Biological compounds  

ف���ي عملھ���ا لن���وع او مجموع���ة  selectiveانتقائی���ة ) 2

  .معینة من الاحیاء المجھریة

  .تستخدم داخل الجسم) 3

التراكی����ز المس����تخدمة تك����ون واطئ����ة ج����دا تق����اس ) 4

  بالمایكروغرام

 synthetic chemicalم��واد كیمیاوی��ة مص��نعة ) 1

compounds.  

ال�ة لم�دى ق�د تك�ون فع non selectiveغیر انتقائیة ) 2

  .واسع من الاحیاء المجھریة

  .تستخدم خارج الجسم او على السطوح الخارجیة) 3

تس��تخدم بتراكی��ز عالی��ة كم��ا ھ��و الح��ال م��ع ال��دیتول ) 4

)5(%  

  

  

   (I.U)احیانا تقاس كمیة المضاد المستعمل بالوحدة العالمیة : ملاحظة

  

Major groups of antimicrobial agents: 

1- Phenol and phenolic  compounds 

2- Alcohols 

3- Halogens 

4- Heavy metals 

5- Dyes 

6- Detergents 

7- Quaternary ammonium compounds 

8- Acids and alkaloids 

9- Gluteraldehyde 

10- Gases  
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  :الفینول ومركباتھ -1

تأثیرھ�ا یك�ون م�ن خ�لال الج�زء الفع�ال فیھ�ا وھ�ي مجموع�ة الكاربوكس�یل الح�رة، ) carboxylic acids(الفین�ول 

تثب���یط العدی���د م���ن  -3.      ترس���یب البروتین���ات وتجلطھ���ا -2تحط���یم الج���دار الخل���وي       -1: م���ل عل���ىوھ���ي تع

  .    الانزیمات

بس�بب ذوبانیت�ھ العالی�ة ف�ي ال�دھون كم�ا ان�ھ ذو ت�أثیر  Mycobacteriumویعتبر الفینول فعال بشكل كبیر ض�د ال�ـ 

 . O-cresolكبیر وقاتل للفطریات كما في حالة 

    Alcoholالكحولات  -2

فعال�ة ض�د الخلای�ا الخض�ریة للبكتیری�ا والفطری�ات ولا ت�ؤثر عل�ى الس�بورات ، تاثیرھ�ا یك�ون م�ن خ�لال اذاب��ة 

 (dehydration) الدھون التي في الجدارالخلوي، اح�داث مس�خ للبروتین�ات ، اض�افة ال�ى عمل�ھ كم�ادة مجفف�ة 

  %.70افضل تركیز قاتل للبكتیریا ھو  الا انھ% 90-50ویستخدم الكحول الاثیلي في التعقیم بتركیز 

  Halogens الھالوجینات  -3

والفلور وتاثیرھا یكون ناتج من كونھا مواد مؤكسدة قوی�ة ج�دا   Iodineوالیود  Chlorideوھي تشمل الكلور 

) S-S(وتك��وین اواص��ر ) -Sulfhydryl  )SH تعم��ل عل��ى تثب��یط البروتین��ات م��ن خ��لال اكس��دة مج��امیع ال��ـ

  .وبالتالي تغیر شكل البروتین وتثبیط فعالیتھ ) S-S(وتكون اواصر 

  .ویستخدم الكلور في تعقیم میاه الشرب ، ومن سلبیاتھا انھا ذات تاثیر فعلي تاكلي على سطوح المعادن

 Heavy metals: المعادن الثقیلة   -4

ق تاثیرھ�ا عل�ى بسبب قدرتھا على الارتباط بالبروتین وتثب�یط الانزیم�ات ع�ن طری�  bacteriostaticمعظمھا 

التي تعتبر الایون�ات المعدنی�ة اللاعض�وي الوحی�دة  Silverوالفضة  mercuryومنھا الزئبق )  (SHالمجامیع 

  .المستعملة كمطھرات

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 .Lab                                                                                         المرحلة الرابعة/ عمليالحیاتیة المضادات ال

- 5  -  
 ھالة محمد . م.م  &  ریاضعمار . م.م

  

  تقییم المطھرات ومقارنة العوامل المستعملة ضد المایكروبات

Evaluation of disinfectants or comparison of antisepses those used against 

microorganisms  

  phenol coefficientمعامل الفینول  -1

  :یعتمد معامل الفینول على

والت��ي تك��ون مش��ابھة ف��ي تركیبھ��ا الكیمی��اوي  water solubleتقی��یم المطھ��رات الذائب��ة ف��ي الم��اء  -1

 .للفینول

 .ظروف تجریبیة قیاسیةالتقییم ھو المقارنة بین المطھر قید التجربة مع الفینول النقي تحت ان اساس  -2

  ).FAD(طرق العمل المعتمدة من قبل منظمة الغذاء والدواء  -3

  

  :طریقة العمل

ف�ي   X   Test disinfectantم�ن المطھ�ر ف�ي الاختب�ار  serial dilutionی�تم عم�ل تخ�افیف متسلس�لة  -1

 .مل 5انابیب اختبار بحجم 

 . pure phenolیتم عمل تخافیف متسلسلة ایضا من الـ  -2

 testمن ال�ـ  young broth culture) المزروع حدیثا(مل من المزروع البكتیري  0.5لانابیب بـ تلقح ا -3

organisms  ال��ذي ممك��ن اس��تخدامstaphylococcus or Pseudomonas  وتحض��ن جمی��ع انابی��ب

 . oم  20التخقیق الحاویة على البكتیریا في درجة حرارة 

دق�ائق،  5: وباوق�ات متزامن�ة  loopfullبواس�طة  ناخ�ذ (X & P)ناخذ من كل تخفی�ف وم�ن مجم�وعتي  -4

اي ( sterile nutrient brothدقیقة وتلق�ح بھ�ا انابی�ب الاختب�ار الت�ي تح�وي عل�ى وس�ط  15دقائق،  10

 )الى انابیب ثلاثة جدیدة وحسب الاوقات التي تحسب لكل انبوب loopfullانھ كل انبوب ناخذ منھ 

س�اعة واذا ل�م یظھ�ر اي نم�و ف�ي الانابی�ب فھ�ذا  48م لم�دة 37ة تحضن الانابیب الملقحة ف�ي درج�ة ح�رار -5

ث�م ی�تم بع�د ذل��ك + فتعط�ى اش��ارة ) عك�ورة(ام�ا اذا ظھ��ر نم�و  –یعن�ي حص�ول اب�ادة تام��ة فتعط�ى اش�ارة 

 10الذي یقتل الم�ایكوب خ�لال  Xحساب معامل الفینول من خلال عملنسبة بین اعلى تخفیف من المطھر 

 .دقائق الى التخفیف المقابل من الفینول 5ایكروب عند وقت دقائق والذي لم یقتل الم

ضد البكتیریا قید الاختبار فان�ھ یج�ب ان نعل�م لن�ھ یك�ون  Xاما لایجاد التخفیف الذي یجب استخدام ه من المھر 

  .20× اي ان معامل الفینول یضرب (مرة  20اعلى من معامل الفینول ب ـ
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  : ـــــــــــــمثالـــــــــــــــــــــــــــ

TREATMENT TIME DILUTION DISINFECTANT 

15min 10min 5 min. 
التراكیز الاعلى التي حصلت بھا ابادة 

  تامة

Test disinfectant 

(X) 

-  -  -  1:350 

-  -  +  1:400 

-  -  +  1:450  

-  -  +  1:500  

-  +  +  1:550  

  

TREATMENT TIME DILUTION DISINFECTANT 

15min 10min 5 min. 
التراكیز الاعلى التي حصلت بھا ابادة 

  تامة

Pure phenol 

  

-  -  -  1:70 

-  -  -  1:80 

-  -  +  1:90  

-  +  +  1:100  

Phenol coefficient= highest dilution of (X) killing (m.o) during 10min but not in 5min 

÷ coresponding dilution of phenol= 1:450 ÷ 1:90= 5 

   20×  5=  100: مرة اي  20الذي یكون اكثر من معامل الفینول بـ ) X(ستخدم تركیز المطھر ی

   100/1او  1:100                                                                                                     

  TOXICITY OF DISINFECTANT) ھbbbbbرالمط(اد ـــــــــــbbbbbـیة المضـــــــــــــــــــــــــbbbbbـسم

او ) WBC(یمكن تقدیر سمیة المطھرات بعدة طرق لكن افضل طریقة لذلك ھي مزجھ�ا م�ع خلای�ا حی�ة مث�ل 

التي توقف كلی�ا نش�اط ھ�ذه الخلای�ا ف�ي  smallest quantityاقل كمیة من المطھر (الانسجة الحیة وملاحظة 

  ).انابیب اختبار خلال مدة معینة

  

Antibiotics susceptibility testing 

تقدر حساسیة المایكروبات للمضادات الحیاتی�ة المختلف�ة م�ن خ�لال ق�درة تل�ك المض�ادات عل�ى تثب�یط نم�و تل�ك 

  .المایكروبات ، وھناك عدة طرق لتقدیر حساسیة المضادات الحیویة ومنھا طرق نوعیة واخرى كمیة

) مق��اوم(ك��ان الك��ائن المس��بب للاص��ابة حس��اس الغ��رض م��ن اج��راء اختب��ار الحساس��یة ھ��و لمعرف��ة فیم��ا اذا 

  .للمضادات الحیاتیة التي تكون وثیقة الصلة بعلاج المریض
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  :وقبل اجراء اي اختبار لتقدیر الحساسیة لابد من مراعاة ما یلي

لان بع�ض الان�واع م�ن المایكروب�ات یحص�ل بھ�ا  in vitroمعرفة الخلفیة الوراثیة لحساس�یة الم�ایكروب  -1

  .طفرات 

 .ساسیة السلالة قید الاختبار مقارنة مع افراد النوع الواحدمدى ح -2

 mode of(امتصاصھ م�ن قب�ل الجس�م وعمل�ھ أي , تركیبھ, سمیتھ : معرفة نبذة عن المضاد قید الاختبار -3

action.( 

 .الحالة المناعیة للمریض -4

  

(I) Diffusion methods of sensitivity testing 

ل حیث یلقح الوسط مسبقا الكائن قید الاختبار ، وخلال فترة الحضن ینتش�ر ھذه الطریقة تتم باستخدام وسط ص

 inhibitionالمضاد الى الاكارواذا كان حساس للتركی�ز المس�تخدم م�ن المض�اد فان�ھ ین�تج منطق�ة تثب�یط نم�و 

zone of growth  وعموم�ا ھ�ذه الط�رق تعتب�ر نوعی�ةqualitative  او ش�بھ نوعی�ةsemi- qualitative 

م منطق��ة التثب��یط ب��الملم تت��اثر بحساس��یة الك��ائن المجھ��ري فكلم��ا ك��ان الك��ائن حس��اس اكث��ر ك��ان منطق��ة لان حج��

  .التثبیط اكبر

a) disc diffusion method (Kirby – Bauer method) 

وھي من اكثر الطرق الشائعة الاستخدام روتینیا في مختبرات التشخیص ویعتمد الاختبار على تلق�یح البكتیری�ا 

 Blotting paper discsوتس��تعمل  Petri dishختب��ار عل��ى وس��ط زرع��ي ص��لب ف��ي طب��ق بت��ري قی��د الا

تح��وي المض��ادات المختلف��ة بتراكی��ز مختلف��ة وتوض��ع عل��ى س��طح الوس��ط الملق��ح وخ��لال فت��رة الحض��ن ینتش��ر 

المضاد من القرص الى الوسط فاذا كان الك�ائن حس�اس للمض�اد تظھ�ر من�اطق ع�دم نم�و ح�ول الق�رص وكلم�ا 

  .ت الحساسیة اكبر كان قطر التثبیط اكبركان

   :لاحظ •

  كثافة اللقاح  -1

 توزیع الاقراص  -2

 المسافات بین الاقراص -3

البكتیری���ا قی���د الاختب����ار عن���دما تك���ون حساس����ة  :لاح���ظ •

ام���ا . للمض���ادات وظھ���ور منطق���ة التثب���یط بع���د الحض���ن

البكتیری��ا المقاوم��ة ف��یلاحظ ع��دم تاثرھ��ا بق��رص المض��اد 

 .الحیوي

  Blotting paperقراص مض�اد مع�ین وبتركی�ز مع�ین ف�ي المختب�ر باس�تخدام ورق نش�اف ویمكن تحضیر ا

وتنشر في طبق بتري معق�م ) No. 3یفضل استخدام ورق النشاف (ملم  5كالاتي بتثقیب الورق النشاف بقطر 

ثم تبرد وتغمر في محلول المضاد الحیاتي المحضر بتركیز معین، وتجف�ف ف�ي ظ�روف معقم�ة وبع�دھا یمك�ن 

  .ان تستعمل الاقراص لاجراء الاختبار بوضعھا على سطح الوسط الملقح بالبكتیریا
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   :طریقة العمل

المفض�ل حس�ب توص�یات منظم�ة الغ�ذاء  Muller-Hinton agarیحضر الوسط الخاص بھ�ذا الاختب�ار  -1

  .حیث انھ افضل الاوساط المختبریة لتنمیة اغلب البكتیریا الممرضة) FDA(والدواء 

طریق��ة التخط��یط (الوس��ط بش��كل كثی��ف بالبكتیری��ا الت��ي نری��د اختبارھ��ا تح��ت ظ��روف معقم��ة ی��تم تلق��یح  -2

Streaking او طریقة المسح ،Swabbing ( 

بع�د ا ن یج�ف اللق�اح وباس�تخدام الملق�ط المعق�م ب�الكحول توض�ع اق�راص المض�ادات الحیوی�ة عل�ى س�طح  -3

 .اقراص في الطبق الواحد 6الوسط وبمسافات متباعدة ومتساویة ولا یوصى بوضع اكثر من 

 .م o 37في ) ساعة  24لاتزید عن (ساعة  18یحضن الطبق لمدة  -4

 . تقرا مناطق التثبیط حول كل قرص من اقراص المضادات بالمل وتسجل النتائج -5

 

  

 

 

 

 

  

  .العوامل المؤثرة على قراءة نتائج فحص الحساسیة الدوائیة

  :طریقة تحضیر الوسط المستخدم في ھذا الاختبار -1

او یك�ون . حی�ث یص�ب ف�ي اطب�اق Agarال�ذي ام�ا ان یك�ون ص�لبا   Muller-Hintonنوع الوسط المستخدم ھو 

  .test tubeحیث یصب في انابیب   brothسائل 

یعتبر ھذا لاوسط من الاوساط ذات الاستخدام الخاص حیث یستخدم ف�ي فح�ص الحساس�یة الدوائی�ة لم�ا یمتلك�ھ م�ن 

  .   من  الاوساط في ھذاالاختبار مكن ان یؤدي الى نتائج خاطئة خصائص، حیث ان استخدام غیره

  طبیعة الوسط الزرعي  -2

كم یذاب من م�ادة الوس�ط الزرع�ي ف�ي الم�اء المقط�ر حی�ث یج�ب اتب�اع الخط�وات الموج�ودة عل�ى (ویقصد بھ 

ھذا یعني ان یكون تركیز الوسط الزرعي ضمن الشروط المح�ددة ف�لا ی�زداد . العبوة المكتوبة من قبل الشركة 

  .تركیز المادة المذابة 

   Ideeal sensitivity testing mediumرات الحساسیة اما بالنسبة للوسط المثالي المناسب لاجراء اختبا

 .محتویاتھ یجب ان تكون معروفة تماما -1

 .لاي عامل مضاد للبكتیریا antagonisisیجب ان لا تكون محتویاتھ  -2

 \.اثناء النمو pHیجب ان لایحدث اي تغییر في الـ -3

 .تقریبا Isotonicیجب ان یكون  -4
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  depth of mediumسمك الوسط  -3

ثب�یط ت�زداد ف�ي الحج�م كلم�ا ك�ان عم�ق الاك�ار اق�ل وان الوس�ط ذو الطبق�ة الخفیف�ة م�ن الاك�ار یج�ب مناطق الت

  .ملم ھو السمك المناسب من الاكار 4تجنبھ تماما وان 

  

  Density of inoculumكثافة اللقاح  -4

بس�بب  ربم�ا ین�تج خط�ا very light inoculumكثافة اللقاح تؤثر على حجم من�اطق التثب�یط حی�ث ل�وحظ ان 

وق�د تتك�ون من�اطق تثب�یط كبی�رة خاص�ة اذا ك�ان  zone edgeصعوبة التقی�یم ال�دقیق لحاف�ة المنطق�ة المتكون�ة 

  . very lightاللقاح 

 semiconfluent growthیكون فیھا النمو المثالي من النوع المحتش�د  Disc methodلوحظ ان طریقة الـ 

  . حوان لطریقة التلقیح تاثیر في كثافة التلقی

  

  

  

  

  خفیف        حتشد                         شبھ م                                   محتشد                        

  methods of inoculationتقنیات التلقیح 

ق�ة على الوسط وان افضل النتائج تم الحصول علیھ�ا بطری) كالسجادة(طریق التلقیح تؤثر في توازن وانتشار النمو 

  . gar overlayاو بطریقة الـ  Floodingالـ 

Flooding        (A 

في ھذه الطریقة یوض�ع الع�الق البكتی�ري عل�ى س�طح الوس�ط وبكمنی�ة ملائم�ة وعل�ى ش�كل قط�رات موزع�ة 

على السطح بواسطة ماصة باستور ویمیل الوسط من جانب لاخر لضمان تغطیة سطح الوسط تماما باللق�اح 

ھ�ذه الطریق�ة ق�د تتس�بب (ریف اللقاح الزائد الذي یسحب او یزال بواسطة ماصة باستور ثم یمیل الوسط لتص

وھذه الطریقة یج�ب تجنبھ�ا م�ع كائن�ات  Pipettingاثناء الـ   aerosolsفي مخاطر من انتج قطرات الرذاذ 

  . عالیة الامراضیة  لنفس السبب

Agar overlay      (B 

م ث�م یص�ب ف�وق o 45ف�ف ویم�زج جی�دا م�ع الاك�ار المب�رد ال�ى درج�ة العالق البكتتیري في ھذه الطریق�ة یخ

طبقة الاكار قاعدیة تصب مسبقا في الطبق ولوحظ ان ھذه االطریق�ة اعط�ت نت�ائج جی�دة مقارن�ة م�ع الط�رق 

  .الاخرى

 Swabbing by swab    (C   

 Spreading by spreader    (D  

 Streaking by loop    (E 
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    Incubation peroidمدة الحضانة  -5

اما اذاكانت المدة طویلة فان�ھ یح�دث فق�دان لفعالی�ة المض�اد ) ساعة 24لا تتجاوز (یجب ان تكون اقل ما یمكن 

مما یسمح للخلایا الحساسة التي تثبط نموھا بالمضاد ان تنمو مرة اخرى لذلك تس�تعمل ھ�ذه الطریق�ة للكائن�ات 

  .سریعة النمو

  

  The discالاقراص  -6

وع��دم تج��اوز الص��لاحیة وع��دد ) م o 4(بنظ��ر الاعتب��ار حف��ظ الاق��راص ف��ي ظ��روف مناس��بة یج��ب ان ناخ��ذ 

  .الاقراص الموضوعة في الطبق والمسافات بینھا

  

 Type of microorganismsنوع المایكروب  -7

ھناك ما یسمى بمزارع السیطرة وھي بعض انواع البكتیریا المعروفة من ناحیة استجابتھا للمضادات الحیوی�ة 

 .Pseudomonas aeruginosa , E:تستعمل لغرض المقارنة مع النتائج التي نحصل علیھ�ا، مثالھ�ا وھي 

coli, Staphylococcusaureus  .  

 

 

Theory of zone formation 

المضاد ینتشر خلال الوسط الزرعي بمعدل یعتمد على الوزن الجزیئي والتركی�ب الكیمی�ائي للمض�اد والوس�ط 

الق�رص ال�ى حاف�ة  منطق�ة التثب�یط المتكون�ة، حی�ث یك�ون التركی�ز ع�الي ق�رب الق�رص ویتدرج التركیز من . 

  .Absolute amountویقل او یتناقص التركیز بعیدا عنھ وان محتوى القرص یعبر بالكمیة 

اق���ل تركی���ز م���ن المض���اد یمك���ن ان یث���بط =  Critical concentrationالتركی���ز الح���رج م���ن المض���اد 

وھو یتكون اعتم�ادا عل�ى حساس�یة  zone edge. حساسیتھ عند حافة منطقة التثبیط  المایكروب المراد اختبار

 MIC) (Minimum Inhibitoryتمام���ا ب���التركیز المث���بط الادن���ى الم���ایكروب للمض���اد وھ���و م���رتبط  

Concentration وان المسافة من القرص الى حافة منطقة التثبیط المتكونة یعتمد على عدة عوامل منھا:  

 اححجم اللق -1

 معدل نمو المایكروب -2

3-  Preincubation حضن الطبق من قبل وضع الاقراص 

4- Prediffusion انتشار المضاد من القرص قبل الحضن. 

كثافة اللقاح التي تثبط بفع�ل المض�اد عن�د حاف�ة المنطق�ة وھ�ي تعتم�د =   Critical densityالكثافة الحرجة 

كثاف�ة الحرج�ة للك�ائن ف�ان منطق�ة التثب�یط لاتتك�ون واذا ك�ان فاذا كان اللق�اح اكث�ر م�ن ال. على الكائن والمضاد

  .اللقاح اقل من الكثافة الحرجة للكائن فان منطقة التثبیط سوف تكون كبیرة جدا
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غی�ر (في حالة المایكروبات بطیئة النمو یكون انتشار المضاد اسرع من النمو لذلك تظھر مناطق تثبیط كبی�رة 

  ).حقیقیة

(II) The gradiant plate test   طریقة التركیز المترج 

وھ�ي طریق�ة تس��تعمل لمعرف�ة م�دى حساس��یة او مقاوم�ة ك�ائن مجھ��ري لمض�اد مع�ین او ع��دة مض�ادات وم��ن 

  .خلال التدرج في التركیز یمكن معرفة التركیز المثبط التقریبي من المضاد تجاه الكائن المجھري

امالة الطبق على مسند قبل ان یتصلب الاكار، بع�دھا وھي تتم بصب طبقة مائلة من الاكارالمغذي عن طریق 

م مم�زوج م�ع المض�اد قی�د الاختب�ار والمحض�ر بتركی�ز 45oوھو س�ائلبدرجة  Nutrient agarیحضر وسط 

مع�ین ویص�ب ف��وق الطبق�ة المائل��ة الاول�ى ویت�رك لیتص��لب عن�دھا تتك��ون طبقت�ین ف�ي الطب��ق ویحص�ل ت��درج 

ق�ح الوس�ط بالبكتیری�ا قی�د الاختب�ار وبطریق�ة التخط�یط ویحض�ن لفت�رة واضح في تركیز المضاد الحیوي، ثم یل

  مناطق النمو والتثبیط على السطح مناسبة ثم تلاحظ

  

  

  

  

  

  

  

(III) Well methods of the agar cup method:      طریقة الحفرة 

خ�لال ص�ب وس�ط الاك�ار المغ�ذي وت�تم م�ن . ھذه الطریقة تستخدم لتقیم العینات السائلة شبھ الصلبة من المضادات 

ف�ي مرك�ز  wellملم ثم یلقح الوسط بالبكتیریا قید الاختبار بطریقة التخط�یط او المس�ح ث�م ی�تم عم�ل حف�رة  4بعمق 

باس�تخدام الثاق�ب ) او یمكن عمل حفر في حالة استخدام اكثر من تركیز او اكث�ر م�ن مض�اد ل�نفس البكتیری�ا(الطبق 

وفي ظروف معقمة ویكون عم�ق الحف�رة مناس�با ) ملم 10-5(وبقطر مناسب  Sterile cork borerالفلیني المعقم 

  .مثلا) مایكرولیتر 50(بحیث لا یصل الى قعر الطبق ثم تملا الحفرة بحجم مناسب من المضاد المراد اختباره 
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ساعة وتلاحظ مناطق التثبیط ح�ول الحف�رة بش�كل  24ز م ولمدة لاتتجاو37oوتحضن الاطباق في الحاضنة بدرجة 

inhibition zone وتقاس بلملم.  

ویمكن ان تستعمل ھذه الطریقة لمعرفة م�دى فاعلی�ة المض�اد تج�اه ع�دد م�ن الاحی�اء المجھری�ة وعل�ى نف�س الطب�ق 

  .خلال عمل عدة خطوط تلقیح ولكل كائن باستخدام الناقل من حافة الحفرة الى حافة الطبق

  

  

  

    

  

  

  

  استخدام طریقة الحفر بعمل عدة خطوط تلقیح                                         

  استخدام طریقة الحفرة وھنا تم     لمضاد واحد                                                                        

  استخدام اكثر من مضاد لنفس                                                                                            

  .البكتیریا                                                                                                     
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Dilution Methods 

تعتم��د م��ن حی��ث المب��دأ عل��ى تحض��یر سلس��لة م��ن التراكی��ز المض��اعفة  quantitativeتعتب��ر ھ��ذه الطریق��ة كمی��ة 

تدریجیا للمضاد في وسط ملائم للنمو ثم اضافة عدد محدد من البكتیری�ا وملاحظ�ة ق�درة المض�اد عل�ى تثب�یط النم�و 

  .او قتل البكتیریا قید الاختبار من خلال ملاحظة تكون او عدم تكون العكورة في الانابیب

غی�ر مجدی�ة ف�ي كثی�ر م�ن الح�الات ولا تعط�ي ص�ورة   disc methodنتش�ار باس�تخدام الاق�راص ان اختب�ار الا

  : واضحة عن حساسیة البكتیریا كما فیما یاتي

مث��ل بكتیری���ا  slow growth rate microorganismsف��ي حال��ة اس��تخدام بكتیری��ا بطیئ��ة النم��و  -1

Mycobacterium tuberculosis ) ان اس��تخدام طریق��ة الاق��راص  حی��ث) س��اعة 48زم��ن الجی��ل لھ��ا

تعط��ي نت��ائج خاطئ��ة لان انتش��ار المض��اد ف��ي الاك��ار اس��رع م��ن نم��و البكتیری��ا ل��ذلك تظھ��ر من��اطق تثب��یط 

 ).غیر حقیقیة(اكبرمن الحالة الاعتیادیة 

، ھ�ذه الظ�اھرة  Proteus في بكتیریافي حالة الاحیاء المجھریة التي تظھر ظاھرة التموج كما ھو الحال  -2

 ).اي ان مناطق التثبیط اصغر من الاعتیادي(انتشار المضاد  تعیق عمل

 polymaxin Bوال�ـ  Bacitracinف�ي حال�ة اس�تخدام مض�ادات حیوی�ة ذات وزن جزیئ�ي ع�الي مث�ل ال�ـ -3

والتي تتنتشر ببطء في الاكار لذلك فان مناطق التثبیط قد لا تظھراو تكون صغیرة ج�دا لان نم�و البكتیری�ا 

 .داسرع من انتشار المضا

وفي ھذه الطریق یتم تقدیر ال�ـ  Dilutionلذلك فان الحالات المذكورة اعلاه یفضل فیھا استخدام طریقة الـ

minimum inhibitory concentration (MIC)   ویعرف بانھ اقل تركیز یؤدي الى تثب�یط البكتیری�ا

ال�ذي یمث�ل التركی�ز الادن�ى  minimum bactericidal concentration  (MBC)قید الاختب�ار، وال�ـ 

  .القاتل وھو اقل تركیز یؤدي الى قتل البكتیریا قید الاختبار

  

  :الطریقة العملیة

مس�تعمرات بكتیری�ا وتوض�ع  5-3خ�ذ م�ن ساعة ومن ث�م تأ 24بار وتحضن لمدة تزرع البكتیریا قید الاخت -1

تقریب�ا وعیانی�ا م�ع عك�ورة عكورة تتس�اوى  لإحداث  Normal salineفي انبوب اختبار یحتوي على الـ 

القیاس�ي  الأنب�وبالموج�ودة ف�ي  ان العك�ورة.  MacFarland test tube No. 5قیاس�ي یس�مى  أنب�وب

م�ن ھ�ذا الع�الق ویض�اف ال�ى أنب�وب اختب�ار    0.1mlی�تم أخ�ذ .  CFU/ml 108 - 107تعادل ما یقارب 

لی�تم  0.1mlم�ن ھ�ذا الأخی�ر  ، یم�زج جی�دا ث�م یؤخ�ذ  Normal salineم�ن ال�ـ    9.9mlیحت�وي  عل�ى 

یج�ب أن یك�ون (إضافتھ لسلسلة من أنابیب الاختبار الحاوی�ة عل�ى تراكی�ز مض�اعفة م�ن المض�اد الحی�وي 

 ).   CFU/ml 106-105تراوح بین ی في الأنابیب عدد البكتریا النھائي

  Muller-Hinton Brothیتم تحض�یر مجموع�ة م�ن أنابی�ب الاختب�ار تحت�وي عل�ى جح�م متس�اوي م�ن  -2

 بعدد التراكیز المتدرجة المطلوب تحضیرھا من المضاد  الأنابیبویكون عدد ھذه    :  (ml 1)مثلا 
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      µg/ml ( 1024 , 512 , 256 , 128 , 64 , 32 , 16 , 8 , 4 , 2 , 1 , 0 ):  الحیوي و التي تبدأ م�ن

 .  Muller-Hinton Brothمن   ml 1اختبار كل واحد منھا یحتوي على  أنبوب 12 أي      

  
م��ن ) 0(عل��ى التركی��ز ) 1رق��م( الأول الأنب��وبالمض��اد الحی��وي بتراكی��ز متزای��دة بحی��ث یحت��وي یحض��ر  -3

تركی�ز م�ن المض�اد ویلی�ھ  أوط�أال�ذي یحت�وي عل�ى  ) 2رق�م(الث�اني  الأنب�وبث�م یلی�ھ ) control(المض�اد 

وھك�ذا بالنس�بة ) 2رق�م( نب�وبالأف م�ا موج�ود ف�ي الذي یحتوي غلى تركی�ز ض�ع) 3رقم(ث الثال الأنبوب

  .الأنابیبلبقیة 

 :  µg/mlلتحضیر التراكیز المتدرجة من المضادات بـ و            

0 , 1 , 2 , 4 , 8 , 16 , 32 , 64 , 128 , 256 , 512 , 1024   µg/ml                                             

 )كبس�ولة( علم�ا ان�ھ ل�دیك عب�وة Staphylococcus aureus   من مضاد معین مثل البنس�لین ض�د بكتیری�ا مث�ل  

   :، یتم عمل الأتي ) مل..............  ،  5،  10،  100(معین مثلا  حجم في و ملغم  250تحتوي على 

    µg    1000 = 250000 µg                                  × mg 250إلى     mgنحول الوحدات من  �

   Stock solution (1)لتحضیر .D.W من الماء المقطر  ml 100 في تذاب الكبسولة  �

250000 / 100 = 2500 µg/ml   ….…………........  Stock solution (1) 

تركی�ز نحتاج�ھ ف�ي  أعل�ىم�ن ) ض�عف( یك�ون تركی�زه أعل�ى   Stock solution (2)بعدھا یتم تحضیر  �

 ). µg/ml 1024 عادة و ھو   وھو الذي نبدأ بھ سلسلة التخافیف المتدرجة(  التجربة

، )ml  10(وبحج�م نھ�ائي ق�دره )  µg/ml 2048 (بتركی�ز   Stock solution (2)إذن نقوم بتحضیر  

 = C2  V2                  C1 V1            :    نطبق قانون التخفیف ولتحضیر ھذا التركیز 

 

   

 

 

2500 µg/ml  ×  V1 =  2048 µg/ml  ×  10 ml  

 

V1 = 8.192 ≈ 8.2 ml  + 1.8 ml  D.W.  

 

ومن ھ�ذا التركی�ز ) ml 10(وبحجم )   µg/ml 2048( بتركیز  Stock solution (2)إذن أصبح لدینا  �

 . یمكننا تحضیر بقیة التراكیز المتدرجة المطلوبة من المضاد الحیوي

ی�تم إض��افة ) µg/ml 1024(الحی��وي  م��ن المض�ادلتحض�یر أعل��ى تركی�ز ف��ي سلس�لة التراكی��ز المتدرج�ة  �

1ml    م�نStock solution (2) ) تركی�زهµg/ml 2048 ( إل�ى الأنب�وب الأول م�ن مجموع�ة أنابی�ب

). 2راج�ع الفق�رة (   Muller-Hinton Brothم�ن  1ml  الاختبار المحضرة سابقا وال�ذي یحت�وي عل�ى

 التركیز یتم تحضیر  ومن ھذا )µg/ml 1024( الأنبوبیمزج جیدا وبذلك یصبح تركیز المضاد في ھذا 

 تركیز
Stock1  

ما نأخذه من حجم 
 Stock 2لتحضیر 

المطلوب  تركیزال
 Stock 2)   ( 

  

 حجمال
 المطلوب

(Stock 2) 

ونكمل  Stock 1من    8.2mlنأخذ

  1.8mlباضافة   10ml  الحجم الى
 ماء مقطر
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و   1ml  من�ھ یأخ�ذالث�اني ویم�زج جی�دا ث�م  الأنبوب إلى منھ وإضافتھ 1ml   بأخذبقیة التراكیز المطلوبة 

  ال���ذي یك���ون ذو اق���ل تركی���زو  11رق���م  الأنب���وب إل���ىنص���ل  أن إل���ى....... الثال���ث وھك���ذا  إل���ىیض���اف 

)1µg/ml  (1  حیث یمزج جیدا ومن ثم یأخذ منھml   یھملو  . 

 

لا یحت�وي و   Muller-Hinton Brothم�ن   1mlفان�ھ یحت�وي عل�ى )  12رق�م ( الأخی�ر الأنب�وب أم�ا �

للمقارن�ة ، ویمك�ن  control  و ال�ذي یعتب�ر كس�یطرة)  0 (ه تركیز ، تركیز من المضاد الحیوي أيعلى 

 .أیضاقارنة للم  Antibiotic + Muller-Hinton Brothثاني للسیطرة یحتوي على  أنبوباستخدام 

) 1راج�ع الفق�رة  ،  Normal salineالمعل�ق بال�ـ (  م�ن الم�زروع البكتی�ري  ml 0.1 إض�افةیتم بع�دھا  �

 . التي تحتوي على التراكیز المتدرجة من المضاد الحیوي المحضرة مسبقا الأنابیبجمیع  إلى

 :  یوضح العملیة الآتيوالمخطط 

   

1ml                                                                     0.1ml  of Bacterial Broth Culture  

 

 

1ml       1ml      1ml      1ml        1ml       1ml       1ml       1ml       1ml      1ml 

  

    2048                                                                                                                                                   1ml   
  µg/ml                                                                                                                                                   یھمل  
  

 
           1024      512      256        128        64           32        16           8           4            2            1 µg/ml         0 µg/ml 

                                                                                                                                                                                                        Control   

 
   

                                 1ml  of Muller-Hinton Broth 

 

بع�د الحض�ن  الأنابی�بة للبكتیری�ا المدروس�ة وی�تم فح�ص جمیعا في درجة حرارة ملائم� الأنابیبتحضن  -4

ع�دم ح�دوث نم�و نتیج�ة  إل�ىالرائق�ة تش�یر  الأنابی�ب أم�امنھا یحتوي نمو بدلالة العك�ورة  أيللتعرف على 

 .فعالیة المضاد

رائق ی�أتي بع�د سلس�لة أنابی�ب عك�رة فیك�ون تركی�ز المض�اد ف�ي  أنبوب أولیتم اختیار   MIC لتحدید الـ �

 . MICھو الـ  نبوبالأھذا 

طب�ق وس�ط  إل�ىالرائق�ة  الأنابی�بم�ن ) 0.1ml(ی�تم اخ�ذ كمی�ة م�ن الوس�ط الزرع�ي    MBCلتحدی�د ال�ـ �

س�اعة  48-24م لمدة 37oفي درجة حرارة  الأطباقثم تحضن  (Muller-Hinton agar)زرعي صلب 

 طبق لم  أولاره یمثل من خلال اعتب MBCوبذلك یتم تحدید  .ثم تلاحظ المستعمرات النامیة في كل طبق
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المخط�ط ف�ي الرائق�ة وكم�ا مب�ین  الأنابیب لأحدیظھر فیھ نمو بشكل مستعمرات وھو یمثل تركیز المضاد 

 :التالي

 

 

  

  

  

  

  

  

  

 0 µg/ml        1            2                 4                 8                 16               23               64          128                  

Control                                                

 

                                                                 0.1ml         0.1ml            0.1ml                    0.1ml   

                          

  

     

   ساعة 48- 24تحضن من    

MIC=16 µg/ml  

MBC=128  µg/ml  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



 .Lab                                                                                         المرحلة الرابعة/ عمليالحیاتیة المضادات ال

- 17  -  
 ھالة محمد . م.م  &  ریاضعمار . م.م

  

Antimicrobial Drugs Used In Combination 

  :ھناك خمس حالات یستخدم فیھا العلاج بمضادین او اكثر

 :في حالة الاصابة غیر المشخصة  -1

في حالة وجود حالة مرضیة معینة فلا بد اولا من تشخیص المسبب قبل اعط�اء الع�لاج لك�ن ف�ي  انھ حیث

بعض الحالات العلاقة تك�ون غی�ر ثابت�ة ب�ین الاع�راض المرض�یة الظ�اھرة  والمس�بب الم�ایكروبي فم�ثلا 

ھنالك عدة مسببات تظھ�ر نف�س الاع�راض ولا یوج�د مض�اد  Acute UTI & RTIھنالك حالات مثل الـ

  .یوي واحد یثبط كافة المسببات المرضیةح

  mixed infectionفي حالة الاصابات المختلطة  -2

  لا یوجد مضاد واحد فعال ضد كل المسببات المرضیة

 .ومة للمضادات المستعملةد یعطى مضادین معا لغرض منع او تأخیر تطور المقاق -3

حیویة لان تردد الش�فرات المقاوم�ة قلیل احتمالیة ظھور سلالات مایكروبیة مقاومة للمضادات التاي ل

  .من مضاد حیاتي لھا میكانیكیة مختلفة عن المقاومة لمضاد حیوي واحد لاكثر

ف�ي اح�د المایكروب�ات ومقاوم�ة ھ�ذا الم�ایكروب  A=10-5فمثلا لو كان�ت احتمالی�ة المقاوم�ة للمض�اد 

وھ�و  12-10=7-10+5-10ھ�و  B & Aف�ان احتمالی�ة ظھ�ور المقاوم�ة للمض�ادین  B=10-7للمض�اد 

  .تردد نادر

 تbأثیر( Synergic effectقد یكون استعمال علاج باستخدام دمج المضاد ضروریا للحصول علbى  -4

 )تعاوني

ف��ان الع��لاج باس��تخدام دم��ج المض��ادات  septicemiaالش��دیدة مث��ل تعف��ن ال��دم  ف��ي ح��الات الاص��ابات

  .ضروري لغرض استئصال الاصابة

 یةلتقلیل سمیة المضادات شدیدة السم -5

حیث یفترض ان الجرع القلیلة من مضادین م�دمجین مع�ا س�یكون ل�ھ نف�س الت�اثیر ف�ي حال�ة اس�تخدام 

  .الجرعة كاملة لاي من المضادین

In the treatment of T.B 

1/2 dose of streptomysin +1/2 dose of rifampin  

  

                Cause Renal Damage         Cause Liver Damage                                             

               

 

ان استعمال جرعة كاملة من احد المضادین یس�بب تخری�ب للكلی�ة بالنس�بة للستربتومایس�ین وتخری�ب الكب�د بالنس�بة 

  .الجانبیة التأثیراتمل نصف جرعة لكل منھا لیعطیان نفس الفعالیة ویقلل ذلك من عللریفامبین لذلك نست
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  Mechanism of antimicrobials combinationمیكانیكیة دمج المضادات 

  :قد یكون تأثیرھماعندما یتم دمج مضادین معا فان 

1- Indifferent effect: 

When every antibiotic act as alone (activity of one drug is ineffective by the 

others)   

  .وفي ھذه الحالة كل مضاد یعمل لوحده الأخرا بوجود احدھم یتأثرحیث لا : فعل دمج المضادین 

2- Antagonistic effect: 

When the activity of the 1st drug reduced by the the 2nd drug  

 bacteriostaticعن��دما تت��اثر فعالی��ة المض��اد الاول بوج��ود المض��اد الث��اني یمك��ن ملاحض��ة التض��اد عن��د دم��ج ال��ـ

drugs   مث���ل دم���ج ال���ـchloramphenicol   او   tetracycline ال���ـ  م���عbactericidal drugs    مث���ل

فیحص�ل التض�اد عن�د وص�ول الاول ال�ى موق�ع الاص�ابة قب�ل الث�اني  aminoglycosides او      penicillinال�ـ

  .ویظھر ذلك بوضوح في حالة البكتیریة المسببة لالتھاب السحایا

3- Synergic effect: 

When activity of both dtrugs is significantly greater than that of either acting 

alone in the same concentration. 

Ex: Methoprim (trimethoprim + Sulfonamaide) 

Para-amino benzoic acid                   dihydrofolic acid                          folic acid  

                 PABA                       Sulfonamide                           Trimethoprime 

 أنوج�ود المض�ادین مع�ا یمك�ن  أن : مثلا.  لوحدهاستخدم كل مضاد لو مما وجود المضادین معا یكون اكثر فعالیة 

 doubleلق مزدوج فالمضادین الحیویین في المثال یعملان حالة غ. یعمل غلق متتابع للمسار الایضي للملیكروب

blockage  حیث ان الـSulfonamide  یتداخل مع عملی�ة تحوی�لPABA  ال�ىdihydrofolic acid  ) مرك�ب

فیحدث فع�ل تثبیط�ي ف�ي  folic acidیمنع تحول المركب الوسطي الى  Trimethoprimeاما الـ ) ایضي وسطي

  .مكانین من المسار الحیاتي او المسار الایضي

  

  :حظة تاثیر دمج المضاداتھناك عدة طرق لملا

1- Diffusion method 

 ورق�ة ترش�یح أش�رطةوت�تم باس�تخدام  M.Oدمج المضادات الحیویة على الـ  تأثیرمن اسھل الطرق المتبعة لتقدیر 

blotting paper strips  بت�ري تحت�وي عل�ى وس�ط  أطب�اقالاختب�ار ف�ي  إج�راءوی�تمMuller-Hinton agar 

للمض�ادات الحیوی�ة ث�م توض�ع وبواس�طة ملق�ط  MBCم�ن ورق الترش�یح تراكی�ز المعقمة  الأشرطةحیث تتشرب 

وتلاح�ظ  الأطب�اقح الوسط بالبكتیریا قی�د الاختب�ار ث�م تحض�ن یلق أنبعد  معقم على سطح الاكار بشكل زاویة قائمة

 : النتائج



 .Lab                                                                                         المرحلة الرابعة/ عمليالحیاتیة المضادات ال

- 19  -  
 ھالة محمد . م.م  &  ریاضعمار . م.م

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

عن�د التق�اء  combined actionال�دمج  الن�اتج م�ن والت�أثیر الأشرطةكل مضاد لوحده في نھایة  تأثیرحیث یلاحظ 

وتثبت على س�طح الاك�ار الم�زروع  الأشرطةبدلا من  الأقراصالتجربة باستخدام  إجراءویمكن . بزاویة الأشرطة

  .على مسافات معینة الأقراصمسبقا بالبكتیریا حیث توضع 

  

  

  

  

  

  

  

  

Antimicrobial drug used in combination 

 

2- Dilution method: 

 Checker Board Titration  طریقة الشطرنج) 1      :ھناك طریقتان           

  The Half Checker Board Titration الشطرنج رقعة طریقة نصف ) 2                                     

  Checker Board Titration طریقة الشطرنج ) 1

بش�كل دقی�ق بطریق�ة رقع�ة الش�طرنج  MICتم تعی�ین ھي طریقة كمیة حیث یتداخل فع�ل مض�ادین حی�اتیین مع�ا وی�

ك�ل مض�اد حی�اتي بش�كل منف�رد ث�م  تركی�زحی�ث ی�تم اختی�ار  Brothالحی�اتیین ف�ي  المض�ادینویمكن عمل تخافیف 

كون الدمج الناتج حسب طریقة سیر الحصان  على شكل رقعة الش�طرنج معا حیث ی المضادیناختیار خلط تراكیز 

   .مقلوب Lبشكل حرف 

C
E
F
O
T
A
X
I

M DOXYCYCLIN 
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  :جربــــــــــــــــــــــةالت

م��ن الص��فر وھ��و  تب��دأی��تم عم��ل سلس��لة م��ن التراكی��ز المض��اعفة  B والأخ��ر Aف��ي دم��ج مض��ادین نف��رض اح��دھما 

ترت��ب .  Bو Aللمض��ادین  µg/ml 128 -2م��ثلا ل��تكن التراكی��ز م��ن) µg/ml(الس��یطرة ث��م تض��اعف التراكی��ز 

  :أدناهبشكل عمودي كما ھو الحال في الجدول  Aبینما المضاد  أفقي بشكل Bتراكیز المضاد الحیاتي 

  

NIL 128B 64B 32B  16B 8B 4B 2B  

2A 2A128B 2A64B 2A32B 2A16B 2A8B 2A4B 2A2B 2A 

4A  4A128B  4A64B 4A32B 4A16B 4A8B 4A4B 4A2B 4A  

8A 8A128B 8A64B 8A32B 8A16B 8A8B 8A4B 8A2B 8A 

16A 16A128B 16A64B 16A32B 16A16B 16A8B 16A4B 16A2B 16A 

32A 32A128B 32A64B 32A32B 32A16B 32A8B 32A4B 32A2B 32A 

64A 64A128B 64A64A 64A32B 64A16B 64A8B  64A4B 64A2B 64A 

128A 128A128B 128A64B 128A32B 128A16B  128A8B 128A4B 128A2B 128A 

Nil 128B 64B 32B  16B 8B 4B 2B Nil 

  

  

Control tube  

والص�ف  Bللمض�اد الحی�اتي  MICعب�ارة ع�ن تجرب�ة لتق�دیر قیم�ة ال�ـ أفقیامن الجدول  الأخیرف بحیث یكون الص

ف�ي الزاوی�ة الیمن�ى  أنب�وب وآخ�ر Aللمض�اد الحی�اتي  MICن تجربة لتقدیر قیمة الـمن الجدول العمودي ع الأخیر

  . B (drug free tube)و  Aالخالي من المضادین  الأنبوباي یمثل  Controlالسفلى تمثل الـ 

 overnightم�ن مزرع�ة  0.1mlتقرأ نتائج التجربة استنادا الى النمو الظاھر لھذا الانبوب بعدما تلق�ح الانابی�ب ب�ـ 

م�دى م وفترة الحضانة ھن�ا تعتم�د عل�ى 37Oثم تحضن الانابیب بدرجة  cell/ml 106بحیث تكون الكثافة الزرعیة 

 synergic actionس�اعة ولتق�دیر ال�ـ  48لكن لا تتجاوز و drug free tubeظھور عكورة واضحة في الانبوب 

للمض�اد  MICباعتماد الصف العم�ودي للانابی�ب وقیم�ة ال�ـ  Aللمضاد  MICیتم قراءة النتائج بحیث تقدر قیمة الـ 

B  باعتماد الصف الافقي بعدھا تقدر قیمة الـMIC  للدمج(Synergic action) م�رات م�ن  4والت�ي تك�ون اق�ل ب�ـ

ف�ان  64µg/mlھ�و  Bوللمض�اد  128µg/mlھ�ي  Aللمض�اد  MICمثلا لو كان�ت ال�ـلكلا المضادین  MICقیمة 

  .  Bمن المضاد µg/ml 4 وA  من المضاد  µg/ml 8اي  A+B =8A4B للـ MICالـ 

 

    Half Chess Board TitrationTheطریقة ) 2

ف�ي حال�ة التھ�اب  Staphylococcus من مضادین خاصة ض�د ال�ـ أكثرھذا الاختبار ضروري عندما یراد اختبار 

یستعمل فقط تركیز واحد من ك�ل مض�اد حی�ث یختب�ر ك�ل تركی�ز لوح�ده : استعمال ھذه الطریقة  .الصمامات القلبیة

التجربة كامل�ة لجمی�ع المض�ادات المس�تعملة ویمك�ن اس�تعمال ع�دد م�ن المض�ادات  إجراءفي تجربة منفصلة ثم یتم 
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فیما بعد معقدة جدا الا ان ترتیب الانابیب بشكل نصف رقعة شطرنج یس�ھل العملی�ة  وبالرغم من ان النتائج قد تبدو

بشكل كبیر وان اختبار التركیز المفرد المستعمل من كل مضاد ھو عشوائي وقد یختلف من مض�اد ال�ى اخ�ر ل�نفس 

اث�ار جانبی�ة عن�د الكائن المستعمل مع ملاحظة ان التراكیز المستعملة یجب ان تكون ض�من الح�دود الت�ي لا تعط�ي 

  .استخدامھا من قبل الانسان

  :كالاتي) مضادات  8عند استعمال (التجربة 

انابی�ب  8انبوب في حامل الانابیب بش�كل نص�ف قطع�ة ش�طرنج ، الخ�ط الاعل�ى الافق�ي یح�وي  36رتب  -1

 .انابیب  8وكذلك الخط العمودي الى جھة الیمین یحوي 

م��ل م��ن  0.1وتلق��ح الانابی��ب ب��ـ ) فرض��ا(م�ل  10ت بحج��م ثاب�� Muller-Hinton brothیس�تخدم وس��ط  -2

over night culture  خلیة لكل مل كعدد نھائي 106بحیث یحتوي كل انبوب. 

 .الى كل انبوب من الخط العلوي الافقي (cloxacilin)مل من اول مضاد 1ضع  -3

الح��اوي ال��ى الانب��وب الث��اني م��ن الخ��ط الاول الافق��ي و (gentamycin)م��ل م��ن المض��اد الث��اني 1ض��ع  -4

مل الى الانبوب الاسفل منھ والذي یمثل اول انبوب من الخ�ط 1و  (cloxacilin)من المضاد  مل1 اساسا

 .الثاني الافقي ثم استمر على امتداد كل الانابیب في الخطین

 (erythromycin)م�ل م�ن المض�اد 1ابدا مع المضاد الثالث وض�ع ف�ي الانب�وب الثال�ث م�ن الخ�ط الاول  -5

الثاني من الخط الثاني ایضا والاول م�ن الخ�ط الثال�ث واض�افة المض�اد لك�ل م�ن الانابی�ب وكذلك الانبوب 

 .ضمن ھذه الخطوط وھكذا بالنسبة لبقیة المضادات  والانابیب

  controlیس��تخدم ایض��ا ال��ـ .  overnightدرج��ة مئوی��ة  37ام��زج جی��دا واحض��ن ف��ي درج��ة ح��رارة  -6

طب�اق ی�تم ال�ى وس�ط  ص�لب للتنمی�ة وبع�د ان تحض�ن الام�ل م�ن ك�ل انب�وب  0.1لغرض المقارنة ثم اخ�ذ 

 :تسجیل النتائج وكالاتي

 

Novo  Strepto Fusid Rifam Clinda Erythro Genta Cloxa  Control  

+ - ++ + ++ ++ - + Cloxacillin 

- - - - - - +  Gentamycin  

+ + ++ - + +   Erythromycin  

+ + + - +    Clindamycin  

- - - -     Rifampin  

++ + ++      Fusidic acid 

- -       Streptomycin  

+        Novobiocin  

  Cidal (no growth)لا توجد مستعمرات ) = -(      

  مستعمرات قلیلة او قلیلة جدا(+) = 

   (Control)سیطرة (++) =       
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Detection of β-lactamase 

ن المض��ادات الاكث��ر اھمی��ة ب��ین المج��امیع الدوائی��ة المض��ادة للبكتیری��ا والاكث��ر م�� β-lactamتعتب��ر مض��ادات ال��ـ 

  .استخداما منذ اكتشاف البنسلین حتى وقتنا الحاضر

  : مجموعتین مھمتین β-lactam الـتضم مضادات 

β-lactam antibiotics fall into 2 groups: 

1- Penicillins: 

م���ن خ���لال ملاحظ���ة تثب���یط نم���و   Alexander Flamingم���ن قب���ل  1920اكتش���ف البنس���لین لاول م���رة ع���ام 

Staphylococcus aureus  بعد تلوثھا بالعفن المسمىPenicillium  ثم اس�تخدم البنس�لین بع�د تنقیت�ھ م�ن العف�ن

P. notatum  1941واستخدم سریریا لمعالجة اصابات الحرب العالمیة الثانیة.  

2- Cephalosporins 

 Cephalosporiumم��ن می��اه المج��اري م��ن العف��ن  Bortzaالع��الم م��ن قب��ل  1948عزل��ت لاول م��رة ع��ام 

aeromonium  . تختل��ف ھ��ذه المجموع��ة ع��ن البنس��لینات بامتلاكھ��اDihydrothiozin ring  المتص��لة م��عβ-

lactam ring  2مع وجود-R-side chain متفرعین تبعا لنوع المشتق.  

Bacterial resistance to β-lactam antibiotics: 

Bacteria can resist the β-lactam antibiotics by the following mechanisms : 

1- production of β-lactam degrading enzymes  

2- change the target side of antibiotics. 

3- Modification of permeability barriers  

  :الحیویة lactam -βالـ مضاداتلالمقاومة الجرثومیة 

  :الحیویة بالآلیاتِ التالیةِ  β-lactam مضادات قاومُ تأنَْ  بإمكانھاالبكتیریا 

   β-lactam المحطمة للـ الإنزیماتَ  إنتاج -  

  .المضادات الحیویةب المخصصة للارتباط ھدفَ منطقة الغیّرُ ت -  

 .للخلیة البكتیریا حویر نفاذیة الغشاء ت   -

  

   lactam-βالانزیمات المحطمة للـ

1- β-lactamase  

2- Acylase  

3- Esterase 

محول��ة المض��اد ال��ى ع��دیم الفعالی��ة فالمرك��ب الن��اتج م��ن تكس��یر  amid boundتحل��ل  β-lactamaseانزیم��ات 

عل�ى العك�س م�ن  stable compoundال�ذي یعتب�ر مرك�ب مس�تقر  Penicilloic acidالبنس�یلینات ھ�و ح�امض 

ث�م   Cephalosporic acidر المركب المتكون من تكس�یر السیفالوس�بورینات اذ ین�تج مرك�ب وس�طي غی�ر مس�تق
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وقد وجد ان جزیئة انزیم واحد توقف فعالی�ة اكث�ر م�ن جزیئ�ة مض�اد . او جزئین fragments 2یتكسر ال قطعتین 

  .من خلال تحطیمھا لمضاد ثم معاودة الارتباط مع جزیئة مضاد اخرى

  

  :حسب نوع البكتیریا المنتجة لھا  lactamase-βقسیم انزیمات الـ ت

  وھي المسیطر علیھا كروموسومیا تقسم الى  β-lactamaseـ انزیمات ال

1- Chromosomal  β-lactamase 

وتك��ون قلیل��ة ج��دا یص��عب  Haemophillusكم��ا ھ��و الح��ال ف��ي ال��ـ constitutiveوھ��ي منتظم��ة التك��وین 

  .التي تكون بكمیات كبیرة Pseudomonas aeruginosaالتحري عنھا قیاسا بالتي موجودة في 

2- Inducible enzymes  

وع��ادة یك��ون المحف��ز ھ��و مض��ادات بیت��ا  Inducibleوھ��ي انزیم��ات تحت��اج ال��ى تحفی��ز وتف��رز بوج��ود المحف��ز 

یھ��ا م��ن قب��ل جین��ات الت��ي تك��ون مس��یطر عل Structural enzymesاللاكتامی��ة یش��فر لھ��ذه الانزیم��ات التركیبی��ة 

وی�ؤدي تنش�یط جین�ات الس�یطرة بس�بب  repressorمن خلال كابح  Control genesالسیطرة اخرى ھي جینات 

  .طفرة وراثیة مما یسبب زیادة في استنساخ الجینات الوراثیة وبالتالي زیادة في انتاجیة ھذه الانزیمات

  

  :lactamase-βالتحري عن انزیمات الـ 

 Dibasic acidوھ���و  Penicilloic acidالكش���ف ع��ن وج��ود  ح��ري ع���ن ھ��ذه الانزیم���ات ھ��واس��اس الت

compound التحري عنھ بعدة طرق منھا ویتم:  

  

  Rapid iodometeric methodطریقة الیود القیاسیة السریعة :  اولا

والمع�روف ان الكش�ف الن�وعي للی�ود ھ�و  Iodine reductionح�امض البنس�لیوك ل�ھ الق�درة عل�ى اخت�زال الی�ود 

. تكوین المعقدات الملونة م�ع النش�افعند وجود ھذا الحامض یختزل الیود ویفقد قابلیة . تكوینھ معقد ازرق مع النشا 

  -:وتتلخص الطریقة كالاتي

  .ساعة  24بعمر  blood agar أوM.H منماة على وسط  S. aureusتحضر مزرعة بكتیرة من الـ  -1

م��ن  100µlال��ى انابی��ب ابن��دروف خاوی��ة عل��ى  Loopتنق��ل ع��دد م��ن المس��تعمرات النامی��ة بواس��طة الع��روة  -2

Penicillin G 37درجة وتخضن الانابیب بo دقیقة 30م ولمدة. 

 .ویمزج جیدا مع المحتویات%) 1(من المحلول النشا وبتركیز  µl 50یضاف  -3

 . من محلول الیود حتى یتكون لون ازرق وبعدھا ترج الانابیب جیدا µl 20یضاف  -4

  control tubeاختفاء اللون الازرق بعد دقیقة من الرج دلالة على ان الكشف موجب  ویقارن مع الـ  -5

   method  acidimetricRapidطریقة الحامض القیاسیة السریعة : نیا ثا

ف�ي ھ�ذه  Alkaline solution phenolلول الاحمر القاع�دي ه تشبھ السابقة ما عدا استخدام محطریقة الكشف ھذ

  .لل البنسلیناتلاصفر بوجود الحامض المتكون من تحالطریقة حیث یتحول من اللون الاحمر الى اللون ا

   . الكشف عن البنسلینات بھذه الطریقة بعدة الیات ولكن ابسطھا طریقة الانابیب الشعریةویتم 


