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الخلاصة

جُعِــت 120 عينــة مــن أظافــر الأطفــال المصابــن بالإســهال تحــت ســن خمــس ســنوات ، تــم الكشــف 
 Hemolysin ، عــن قابليــة العــزلات البكتيريــة عــى انتــاج بعــض عوامــل الــراوة مظهريــاً والتــي شــملت
Biofilm ، Urease ، Lipase ،  Lecithinase ، Protease ،  اظهــرت النتائــج ان Staphylococcus aureus محللــة 

للــدم ومكونــة للغشــاء الحيــوي ومنتجــة لليوريــز واللايبيــز واللســثنيز بنســبة بلغــت 64 % ، %50 ، 78 % 
ــة للغشــاء  ــدم بنســبة %28.6 ومكون ــة لل ــت محلل ــا Escherichia coli  فكان ــوالي ، ام ، 31 % ، 35% عــى الت
ــز بنســبة 71.4 %، امــا Pseudomonas aeruginosa فكانــت منتجــة  الحيــوي بنســبة 42.9% ومنتجــة لليوري
ــبة 33.3 %  ــز بنس ــة لليوري ــبة %100 ومنتج ــز بنس ــز واللايبي ــوي والبروتي ــاء الحي ــن والغش للهيمولايس
  Hemolysin  ــفير ــن تش ــؤولة ع ــن hla المس ــن ج ــف ع ــج الكش ــرت نتائ ــبة 66.6 %. اظه ــثنيز بنس واللس
ــفير  ــن التش ــؤولة ع ــن ndvB المس ــود الج ــبة وج ــت نس ــا كان ــبة 66.6 % ، بين ــا Staph.aureus بنس في بكتري
لتكويــن  Biofilm في بكتريــا  E.coli بنســبة 50% ، كــا تــم الكشــف عــن جينــات plcH ، pelA  ، المســؤولة عــن 
تشــفير Hemolysin، Biofilm ، في بكتريــا P.aeruginosa والتــي ظهــرت بنســبة 100%، 100% عــى التــوالي .

الكلمات المفتاحية : البكتريا المسببة للأسهال ، جينات الضراوة ، عوامل الضراوة.
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infected with Diarrhea
Areej M. Zaiean 1     ,       Prof.Dr. Mohammed N.Maaroof  2

1 Tikrit University / College of Science , Biology Department 
 2 Tikrit University / College of Education for pure Sciences , Biology Department 

Abstract:
collection 120 samples from children’s nails infected with Diarrhea  under the 

age of five. The ability of Bacterial isolates to product some virulence factors , 
including hemolycin , biofilm , urease , lipase , lecithinase , protease ,showed that  
Staphylococcus aureus  was producing  hemolycin ,biofilm , lipase and lecithinase 
rate 64%, 50%, 78%, 31%, 35% respectively , while Escherichia coli was producing 
hemolycin within 28.6%, biofilm 42.9%, urease 71.4%, Pseudomonas aeruginosa 
was producing hemolycin , biofilm , protease and lipase within 100%, urease 33.3%, 
lecithinase 66.6%. The results showed that the percentage  of hla gene responsible  
for the encoded of hemolysin in staph.aureus 66.6% ,while percentage of ndvB gene 
responsible for the encoded of Biofilm in E.coli rate  50%,respectively, and also 
evaluated the presence of virulence gene plcH ,pelA responsible for the encoded of 
Hemolysin , Biofilm  in P.aeruginosa rate 100%,100% respectively.
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المقدمة

ان الامــراض التــي تنتقــل عــن طريــق الأغذيــة  
تســاهم في  انتشــار الأمــراض  والوفيــات  للأنســان 
بالاضافــة الى تكاليــف العنايــة الصحيــة ]1,2[. الأيــدي 
هــي  وســيلة  رئيســية  لنقــل الميكروبــات  المختلفــة  بــا 
الأصابــات   تحــدث   ،]3[ المعويــة  الأنــواع  ذلــك   في 
المختلفــة  عــن طريــق اليديــن والأظافــر nails وتلعــب 
الأمــراض  أنتقــال  في  رئيســياً  دوراً  الملوثــة  الايــدي 
ــن  ــوث  اليدي ــد تل ــراز ]4[، ويع ــم وال ــق الف ــن طري ع
الــرازي أحــد الطــرق المهمــة التــي يتعرض لهــا الأطفال 
ــؤدي العــادات  ــة ] 5[ .ت ــة بالامــراض البكتيري للاصاب
ــة عــن  ــات مختلف ــاس الى أصاب ــة لمعظــم الن غــر الصحي
طريــق اليديــن  والأظافــر  nails. ترتبــط 80 % مــن 
الأمــراض  بســوء النظافــة المنزليــة والشــخصية ]6[. 
يعــد غســل اليديــن قبــل أعــداد الطعــام  فرصــة مهمــة  
مرحلــة  في  الأســهال  مــن  للوقايــة  خــاص  بشــكل 
ــل  ــوط  وقب ــد التغ ــن  بع ــل اليدي ــتلزم غس الطفولة،يس
يوميــاً  لليديــن  غســاً   32 بمعــدل  الطعــام  تنــاول 
يــؤدي   ،]7[ يوميــاً  المــاء  مــن  لــراً   20 ويســتهلك 
غســل اليديــن بالصابــون إلى تقليــل  خطــر الأصابــة 
يعتــر   .]8[%  47-42 بنســبة  الأســهال  بإمــراض 
ــرة   ــة  الخط ــاكل الطبي ــن المش ــهال Diarrhea م الأس
والواسعةالانتشــار في العــالم اذ  يكــون الاطفــال الذيــن 
تــراوح اعمارهــم  بــن شــهر – خمــس ســنوات هــم 
الأكثــر عرضــة لهــذا المــرض ولاســيما الاطفــال الرضــع 
تفــرز   .]9[ ســنتين   – اشــهر  بــن ســتة  هــم  الذيــن 
 Virulence البكتريــا مــا يســمى  بعوامــل الــراوة
factor لاحــداث المــرض ، والتــي تدمــر الخطــوط 
الدفاعيــة للمضيــف، ومنهــا أنزيــم Protease الــذي 
يحلــل الروابــط الببتيديــة Peptide  bonds وبالتــالي 
 ، والببتيــدات  ]10[  البروتينــات  تتحلــل  ان  يمكــن 

ــل  ــذي يحل ــن  ال ــم الهيمولايس ــا لإنزي ــك افرازه وكذل
 Pore ثقــوب   أغشــية الخلايــا عــن طريــق تكويــن 
الحمــراء   الــدم  خلايــا  يهاجــم  والــذي   ،  former
erythrocyte، ويعتــر مــن الســموم الخــارج خلــوي 
Exotoxin ز]11 [ ،  والتصــاق البكتريــا عــى الســطح 
ــة  ــة رطب ــة في مصفوف ــوي ومغلف ــر حي ــوي او الغ الحي
النوويــة   البروتينــات والســكريات  والأحمــاض  مــن 
Biofilm الحيــوي   الغشــاء  تكوينهــا  خــال   مــن 
المحلــل  الأنزيــم  أفرازهــا  إلى  بالأضافــة   ،   ]13,12[

ز]14[.   Urease لليوريــا 

المواد وطرائق العمل

 Collection of  Samples جمع العينات -
تــم جمــع  120 عينــة مــن عينــات الأظافــر المأخــوذة  
مــن الأطفــال المصابــن بالإســهال  دون الســنة الخامســة 
صــاح  مستشــفى  إلى  المراجعــن  الجنســن  كلا  مــن 
الديــن العــام للمــدة مــن بدايــة  شــهر أيلــول  2018 إلى 

ــاني 2018  .  ــة  تشريــن الث نهاي
Identification التشخيص -

 Morphological examination الفحص المظهري 
تــم تحديــد المســتعمرات  البكتيريــة المعزولة بحســب 
الشــكل واللــون  وتجمعهــا عــى وســط  اكار الماكونكــي  

ونــوع  انحــال الــدم عــى وســط أكار الــدم ]15[ .
Microscopic examination الفحص المجهري

لتصنيــف  المجهــري   الفحــص  اســتخدام  تــم 
البكتريــا إلى كرويــة وعصويــة  وإلى بكتريــا ســالبة لكــرام 
أو موجبــة لكــرام . عــى أســاس تصبيغهــا بصبغــة كرام، 

ــا ]15[ ــب الخلاي ــكلها ، وترتي ــا ، وش وحجمه
 : Biochemical tests  الاختبــارات البايوكيموحيويــة

ز]16,17[

اختبــار  الأوكســديز،  اختبــار  الكاتاليــز،  اختبــار 
الأنــدول ، اختبــار المثيــل   الأحمــر، اختبــار الفوكــس 
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– بروســكاور، اختبــار اســتهلاك الســرات ، اختبــار 
اليوريــز ، اختبــار الحركــة ، اختبــار تخمــر الســكريات ، 
اختبــار انزيــم التجلط.وقــد شــملت العينــات البكتيريــة  
ــا مــن مجمــوع العينــات  112عينــة اعطــت نمــواً بكتيري

ــالي .   الأجم
Vitek 2 compact system تشخيص العزلات بنظام

 Vitek 2 compact system  استعمل نظام      
ــخيص  ــتخدم لتش ــزلات ، إذ يس ــخيص الع ــد تش لتاكي
البكتريــا الموجبــة والســالبة لكــرام مــن خــال عــدد 
ــا  Kit خــاص بالنظــام ، ويحتــوي هــذا kit عــى 64 ثقب
ــة  ــخيص لوني ــة تش ــاف وبطاق ــط ج ــا وس ــد فيه ويوج
تحــدث فيــه الاختبــارات البايوكيميائيــة ويــدون الجهــاز 

التغــر في اللــون .
التحري عن عوامل الضراوة

   Determination of Virulence Factor 
       تــم التحــري عــن بعــض عوامــل الــراوة والتي 
 Hemolysin ، Urease  ،   Protease، : شــملت
باســتخدام   Lecithinase ، Lipase ، Biofilm

الاوســاط الزرعيــة المختبريــة المختلفــة. 
   Hemolysin التحري عن  إنتاج الأنزيم المحلل للدم

 Blood ــدم ــاق أكار ال ــى أطب ــا  ع ــم زرع البكتري ت
ــت  ــان ، وحضن ــى  دم الإنس ــة ع agar plate المحتوي
بدرجــة 37 مْ لمــدة 24 ســاعة ، ويعــد الاختبــار  إيجابيــاً 
عنــد  ظهــور  منطقــة الانحلال  حــول المســتعمرة]18[.

Urease Test   التحري  عن إنتاج أنزيم اليوريز
اليوريــا  أكار  مائــل  بتلقيــح  الاختبــار   أجــري 
بالبكتريــا ، بطريقــة الطعــن والتخطيــط ، وحضنــت 
لمــدة  24 ســاعة  بدرجــة 37 مْ، ويعــد الفحــص إيجابيــاً 
عنــد تغــر لــون الوســط  مــن الأصفــر إلى الــوردي ، وإنَّ 
العــزلات المحللــة لليوريــا تحــول بسرعــة  لــون الوســط  
إلى الــوردي خــال 2-3 ســاعة ، أمــا العــزلات الأقــل 

نشــاطاً لاتعطــي نتيجــة إلّ إذا  تركــت  لمــدة 3 أيــام 
أو أكثــر ، واســتعمل الاختبــار للتحــري عــن قــدرة 
البكتريــا عــى إنتــاج أنزيــم اليوريــز الــذي  يحلــل اليوريــا 
إلى أمونيــا  وثــاني أوكســيد الكاربــون، حيــث إنّ الأمونيا  

ــط  ]15[. ــي للوس ــم الهيدروجين ــع الرق ترف
Protease التحري عن أنتاج الأنزيم  الهاضم للبروتين

تــم عمــل حفــر ثقــوب بواقــع 4 ثقــوب للطبــق 
ــي  ــب فلين ــطة ثاق ــوب بواس ــل الثق ــم عم ــد، إذ ت الواح
ــم  ــع أقــراص الأكار وت ــم رف ــم ، وت معقــم  بقطــر 5 مل
 Micro دقيقــة   ماصــة  بواســطة  أخــذ  تــم   . هملهــا 
وتــم  البكتريــا   مــزروع  مــن  مــل    pipette  0.1
وضعهــا في الحفــرة ، وحضنــت الأطبــاق بدرجــة 37 مْ 
لمــدة 24 ســاعة  ولحــظ  حــول الحفــر مناطــق التحلــل ، 

.]Skim milk  agar[19 تــم اســتخدام  وســط
Lecithinase التحري عن انتاج أنزيم اللسثنيز

   Egg Yolk agar تــم تلقيــح وســط  مــح البيــض    
لمــدة  مْ   37 بدرجــة  وحضنــت  المعزولــة،   بالبكتريــا 
حــول  رائقــة  مناطــق   تكــونَ  أنْ   ، ســاعة   48-24
المســتعمرات الناميــة  تــدل عــى فعّاليــة أنزيــم  اللســيثنيز 

.]16[
Lipase التحري عن انتاج أنزيم اللايبيز

  Egg Yolk agar بعــد تلقيــح وســط مــح البيــض
 48-24 لمــدة  مْ   37 بالبكتريــا  ، وحضنــت بدرجــة 
ســاعة، تــم غمــر الطبــق لمــدة 20 دقيقــة  بمقــدار كافٍ 
 ،)CUSO4( ــاس ــات النح ــبع  بكبريت ــول مش ــن محل م
بعــد ذتــك تــم إزالــة المحلــول الفائــض  ،  وجفــف 
ــونٍ  ــور ل ــة، وإنَّ ظه ــة في الحاضن ــدة 30 دقيق ــق لم الطب
ازرقٍ مخــر حــول مناطــق النمــو  يــدل عــى تحلــل 

الدهــن بواســطة  أنزيــم اللايبيــز]16[.
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الحيــوي    الغشــاء  تكويــن  عــن   التحــري   -
 Detection of Biofilm  Formation

Tube method طريقة الأنبوب
     تــم إجــراء هــذه الطريقــة وفقــاً لـــ ]20[، وهــي 
طريقــة نوعيــة لاكتشــاف الأغشــية الحيويــة ، تــم  تلقيــح 
 Trypticase Soy البكتريــا المعزولــة  في 10 مل مــرق
ــب  ــت الأنابي ــم حضن ــار ، ث ــب الاختب Broth في أنابي
ــم  ــن  ت ــد التحض ــاعة ، وبع ــدة  24س ــة 37 مْ لم بدرج
صــب الأنابيب وغســلها بمحلــول ملحي  بالفوســفات 
 crystal وتجفيفهــا ثــم  تصبيغهــا بــال ) PH 7.3 (
violet  0.1% ثــم غســل الصبغــة الزائــدة بالمــاء منزوع 
الأيونــات، ثــم جففــت الأنابيــب في وضــع مقلــوب 
ــوب  ــار لطريقــة الأنب ــجيل نتائــج الاختب ــم تس ــم ت ، ث
وفقــاً لنتائــج ســالات التحكــم  ، وتــم اعتبــار تكويــن 
الغشــاء  الحيــوي موجبــاً عندمــا يكــون الغشــاءُ واضحــاً 

ويصطــدم بالجــدار وأســفل الأنبــوب .
 Plasmid DNA Isolation عزل الدنا البلازميدي

تــم اســتخدام عــدة اســتخلاص DNA المجهــزة 
 DNA ( في عــزل   Promega, USA  ( مــن شركــة 

 . البكتيريــة  للعــزلات  البلازميــدي 

  Primers البادئات
اســتخدمت البادئــات النوعيــة كــا مبــن بالجــدول 
بكتريــا  في   Hla جينــات  تسلســل   تحديــد  في   ))1
  plcH،  و  E.coli ndvB في بكتريــا  S.aureus و  
pelA في  بكتريــا P.aeruginosa  لعوامــل الــراوة  

.Hemolysin، Biofilm  قيــد الدراســة وهــي
PCR تحضير خليط تفاعل البلمرة المتسلسل

      اســتعمل PCR master mix المجهــز مــن  
لــكل   PCR تفاعــل  حــر   ،  Promega شركــة 
تعليــات  حســب  مايكروليــر    25 بحجــم  بــادىء 
الشركــة المجهــزة  لــل  PCR master mix  كــا مبــن 
في الجــدول )2( ووضــع مزيــج التفاعــل في أنابيــب  
خاصــة بتفاعــل PCR بحجــم 200 مايكروليــر ثــم 
ــدة  ــزي   centrifugeلم ــرد المرك ــاز الط ــذت في جه نب
الموجــودة   PCR تفاعــل  ثــواني لترســيب قطــرات   7
عــى جــدار الأنبــوب ، ثــم وضعــت الأنابيــب الحاويــة 
ــاز  ــط الجه ــاز PCR وضب ــل في جه ــط التفاع ــى خلي ع
عــى البرنامــج الخــاص لــكل primer كــا موضــح في  

الجــدول ) 3 (.

جدول )1( : تسلسلات البادئات  المستخدمة

Refer-
ences

Amplic 
on size 

(bp)

Bacteria 
contain-
ing the 
gene

Nucleotide sequences

(5’-3’)
Virulence 

factor
Prim-

er

]21[ 500Staph . 
aureus

F:GGTTTAGCCTGGCCTTC
R:CATCACGAACTCGTTCG

HemolysinHla

Original463E.coli
F:GGACAGGGCAAGGTTTATT
R:GGTTATACTCAGCAGCACTATC

BiofilmndvB

]22[ 608P.aerugi-
nosa

F:GCACGTGGTCATCCTGATGC
R:CCAGTAGGCGTCGACGTAC

HemolysinPlcH

]23[ 950P.aerugi-
nosa

F:CTGGAACAGCCAGGTAATG
R:CGGCTTGACCTTGAGTTT

BiofilmPelA
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العينــات  رفعــت  التفاعــل  وقــت  انتهــاء  وبعــد 
Electro – بأســتخدام  PCR ورحلــت  مــن جهــاز 
DNA مــن   مايكروليــر   5 اخــذ   ثــم   ،  phoresis
مــن محلــول  مايكروليــر   3 مــع   المتضاعــف ومــزج 
بتركيــز  الأكاروز  هــام  حفــر  في  ووضــع   التحميــل 
1.5 % وأضيــف الدليــل الحجمــي marker ويضبــط 
ــار 60 أمبــر/  ــد فــرق جهــد 45 فولــت  /ســم وتي عن
ســم لمــدة 10 دقائــق ثــم ضبطــت عنــد فــرق جهــد 120 
فولــت/ ســم وتيــار 200 أمبــر / ســم لمــدة 45 دقيقــة ، 
 Gel وبعــد ذلــك فحــص الهــام بجهــاز عــارض الهــام
بكامــرا  مجهــز  الجهــاز  وهــذا   Documentation

لتصويــر النتائــج.

النتائج والمناقشة

الكشف عن عوامل الضراوة 
  Virulence Factor
ــن  ــف ع ــة للكش ــاط  الزرعي ــم اســتخدام الأوس ت
ــل  ــض عوام ــاج بع ــى انت ــة ع ــزلات البكتيري ــدرة الع ق
 Hemolycinالــراوة وهــي :-انزيــم الهيمولايســن
 ، الحمــراء  الــدم  كريــات  يحلــل  الــذي    enzyme
أنزيــم اليوريــر Urease الــذي يحلــل اليوريــا الى أمونيــا 
ــن  ــات م ــم البروتين ــون ، وهض ــيد الكرب ــي أوكس وثنائ
ــه  ــري عن ــم التح ــم protease اذ ت ــاج إنزي ــال أنت خ
ــثنيز  ــم اللس ــط  ،  انزي ــا  P.aeruginosa فق في بكتري

 PCR Master mix جدول ) 2 ( : مكونات تفاعل

الحجم )25  مايكروليتر(المكوناتت
1Forward primer1 مايكروليتر
2Reverse primer1 مايكروليتر
3DNA template2 مايكروليتر
4Master mix12.5 مايكروليتر
5Distill water8.5 مايكروليتر

primer جدول ) 3 ( خطوات تفاعل البلمرة المتسلسل لكل

 Final
extentionExtension AnnealingDenaturation Initial

denaturationCyclesPrimer

72°C/7min72°C/60sec50°C/45sec94°C/45sec94°C/5min30Hla

72°C/7min72°C/60sec57°C/60sec95°C/45sec95°C/3min35ndvB

72°C/5min72°C/60sec55°C/60sec94°C/3osec94°C/3min30plcH

72°C/7min72°C/30sec50°C/30sec95°C/30sec95°C/5min35pelA
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واللايبيــز اللــذان تــم التحــري عنهــا باســتخدام وســط 
اكار صفــار البيــض ، اذ تقــوم البكتريــا المنتجــة لانزيــم 
اللســثنيز بتحليــل الدهنيــات المفســفرة في اغشــية الخلايا 
ممــا يــؤدي الى تحلــل النســيج وموتــه ، امــا البكتريــا 

المنتجــة لانزيــم اللايبيــز  فتعمــل عــى تحطيــم  الدهــون 
 ، الجلــد  انســجة  اخــراق  البكتريــا  يســهل عــى  ممــا 
ــن في  ــا مب ــوي ك ــاء الحي ــاج الغش ــد . انت ــت الجل وماتح

الجــدول )4(.

جدول )4(: الأعداد والنسب المئوية لقابلية العزلات البكتيرية 
قيد الدراسة على انتاج بعض عوامل الضراوة

% Virulence factor

العدد 
انواع البكتريا المعزولةالكلي
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ci

th
in
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)70(37)62(31)78(39/)50(25)64(3250Staph.aureus

)0(00(0)71.4(5/)42.9(3)28.6(27E.coli

)66.6(2)100(3)33.3(1)100(3)100(3)100(33P.aeruginosa

أظهــرت نتائــج التحــري عــن عوامــل الــراوة  
للعــزلات البكتيريــة ان  32عزلــة وبنســبة 64 % مــن 
عــزلات   Staph.aureus محللــة للــدم و  25عزلــة 

ــوي و 39 وبنســبة  ــة للغشــاء الحي وبنســبة  50 % مكون
ــي  ــة لأنزيم ــا منتج ــن انه ــا تب ــز ك ــة لليوري 78 % منتج
ــز واللســثنيز بنســبة 62 % ، 70 % وبواقــع  35،   اللايبي

ــورة  )1(. ــا في الص ــوالي ك ــى الت 31 ع

.)B) Staph.aureus (A) Lecithinase.  Lipase   صورة ) 1 ( انتاج عوامل الضراوة من قبل بكتريا

) B () A (
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امــا بكتريــا  E.coli  فقــد اظهــرت  قدرتهــا عــى 
الحيــوي  والغشــاء  الهيمولايســن  انزيــات  انتــاج 
 %  71.4  ،  %  42.9  ،  %  28.6 بنســبة  واليوريــز 
. الــراوة  عوامــل  لباقــي  وســالبة  التــوالي   عــى 

 P.aeruginosa كــا اظهرت النتائج ان جميــع عزلات
والغشــاء  الهيمولايســن  انزيــم  مــن  لــكل  منتجــة 
ــة  ــبة 100 % ومنتج ــز بنس ــز واللايبي ــوي والبروتي الحي
لانزيــم اليوريــز بنســبة  33.3 %وبواقــع عزلــة  واحــدة 
66.6 % وبواقــع  بنســبة   اللســثنيز  ومنتجــة لانزيــم 

ــن .  عزلت
التحــري عــن جينــات عوامــل الــراوة بأســتخدام 

تقنيــة التضاعــف السلســي لانزيــم بلمــرة الدنــا 
لعــرة  البلازميــدي  الدنــا  اســتخلاص  تــم       
والســالبة  الموجبــة  البكتريــا  مــن  مختلفــة  عــزلات 

لصبغــة كــرام للتحــري عــن جينــات عوامــل الــراوة 
 E.coli  والتــي تضمنــت أربــع عــزلات مــن بكتريــا
Staph. بكتريــا  مــن  لــكل  عــزلات  وثــاث 
عــدة  بإســتخدام   ،   P.aeruginosa و    aureus
ــزل  ــن  ع ــد م ــم التأك ــزة ، وت ــتخلاص الجاه Kit الأس
بترحيــل  البلازميــدي   DNA النــووي  الحامــض 
العينــات عــى هــام الأكاروز بواســطة جهــاز الترحيــل 
الصــورة  في  كــا   Electro-phoresis الكهربائــي 
 PCR 2(، تــم أســتخدام تفاعــل البلمــرة المتسلســل(
للتحــري عــن الجينــات المســؤولة عــن التشــفير لعوامــل 
Staph. في بكتريــا Hla الــراوة وهــي الهيمولايســن
 E.coli في بكتريــا ndvB و الغشــاء الحيــوي aureus
في     pelAالحيــوي والغشــاء   plcH والهيمولايســن 

.  P.aeruginosa بكتريــا 

صورة )2( : الترحيل الكهربائي للـ   DNAالبلازميدي  للعزلات البكتيرية .
  P.aeruginosa - 2    ز             .   P.aeruginosa - 1

.   E.coli - 4   ز               .  P.aeruginosa - 3

.   E.coli - 6                           ز .   E.coli - 5
.  Staph.aureus - 8                      ز      .   E.coli - 7

.  Staph.aureus - 10 ز                  . Staph.aureus - 9
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التحــري عــن جــن hla المشــفر لإنتــاج الهيمولايســن 
Staph.aureus في بكتريــا

    تــم الكشــف عــن جــن hla المســؤول عــن انتــاج 
بحجــم   Staph.aureus بكتريــا  في  الهيمولايســن 
 Annealing ضبــط  وتــم   bp  500 جزيئــي  
50 مْ . رحــل ناتــج  Temperature  عنــد درجــة 
الأكاروز  هــام  عــى  المتسلســل  البلمــرة  تفاعــل 
وظهــرت حــزم البــادىء في عزلتــن وبنســبة ) 66.6 %( 

كــا في الصــورة  )3(. ووجــد بنســبة ) 81.18 %( مــن  
 Staph. قبــل]24 [ ، وهــذا يعنــي ان بعــض عــزلات
aureus  المعزولــة مــن الأظافــر لهــا القــدرة عــى تحليــل 
الــدم ممــا يجعلهــا اكثــر ضراوة وقــدرة عــى احــداث 
ــن  ــط ج ــث ينش ــرضى ، حي ــدى الم ــديدة ل ــات ش التهاب
ــك  ــا في ذل ــة ب ــا المضيف ــن الخلاي ــة م ــد مجموع hla ض
،اذ  النــواة  الحمــراء والخلايــا وحيــدة  الــدم  كريــات 

ــرضى ]25[.  ــع الم ــاً م ــن مترافق ــذا الج ــون ه يك

 Staph.aureus في بكتريا  hla لجين  PCR صورة ) 3 (: الترحيل الكهربائي لتضخيم
على هلام الأكاروز بتركيز )1.5 %( .

ndvB المشــفر لأنتــاج الغشــاء  التحــري عــن جــن 
E.coli بكتريــا  في  الحيــوي 

  E.coli ــا ــن ndvB في بكتري ــن ج ــف ع ــم الكش ن
 Annealing ــط ــم ضب ــي  bp 463 وت ــم جزيئ بحج
ناتــج  رحــل  مْ.   57 درجــة  عنــد   Temperature
الأكاروز  هــام  عــى  المتسلســل  البلمــرة  تفاعــل 
وظهــرت حــزم البــادىء في عزلتــن بنســبة ) 50% ( كــا 
في الصــورة )4( وكانــت اعــى قليــاً ممــا جــاء بــه ]26[ 
 ndvB اذ وجــدوا الجــن بنســبة )41.66 %( ، يعتــر

مــن الجينــات المهمــة اذ يشــفر لأنتــاج الغشــاء الحيــوي اذ 
يعتــر واحــد مــن أهــم عوامــل الــراوة التــي يمتلكهــا 
E.coli  ، اذ يمنــح الغشــاء الحيــوي العــزلات البكتيريــة 
العديــد مــن الصفــات مثــل مقاومــة المضــادات الحياتيــة 
ــراوة   ــل ال ــن عوام ــد م ــن العدي ــر ع ــة التعب وإمكاني
مــن  الخلــوي وغيرهــا  الألتهــام  ومقاومــة عمليــات 

دفاعــات المضيــف ]27[.
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التحــري عــن جــن plcH المشــفر لأنتاج الهيمولايســن 
P.aeruginosa في بكتريا

ــؤول  ــن  plcH المس ــود ج ــن  وج ــف ع ــم الكش ت
  P.aeruginosa عــن انتــاج الهيمولايســن في بكتريــا
ضبــط  وتــم   608bp جزيئــي  بحجــم 

Temperature  Annealing عنــد 55 مْ. رحــل 
PCR  عــى هــام  المتسلســل  البلمــرة  تفاعــل  ناتــج 
العــزلات  الجــن في جميــع  الاكاروز وظهــرت حــزم 

.)  5  ( الصــورة  في  كــا   %  100 وبنســبة 

 E.coli في ndvB لجين PCR صورة )4( : الترحيل الكهربائي لتضخيم
على هلام الأكاروز بتركيز )1.5 %( .

 plcH لجين PCR صورة )5(: الترحيل الكهربائي لتضخيم
في بكتريا P.aeruginosa  على هلام الأكاروز بتركيز )1.5 %(.
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pelA  المشــفر لأنتــاج الغشــاء  التحــري عــن جــن 
P.aeruginosa بكتريــا  في  الحيــوي 

عــن  المســؤول   pelA جــن  عــن  الكشــف  تــم 
 P.aeruginosa انتــاج الغشــاء الحيــوي في بكتريــا
 Annealing وتــم ضبــط bp 950 بحجــم جزيئــي
ناتــج  . رحــل  مْ   50 درجــة  عنــد   Temperature
الأكاروز  هــام  عــى  المتسلســل  البلمــرة  تفاعــل 

اي    %  100 بلغــت  وبنســبة  الجــن  حــزم  وظهــرت 
ظهــرت في جميــع عــزلات P.aeruginosa كــا في 
تمامــاً  متطابقــة  النتيجــة  هــذه  )6(.جــاءت  الصــورة 
مــع دراســة  ]28[ اذ وجــدو ان نســبة الجينــات المشــفرة 
لأنتــاج pelA هــي %100 ، كذلــك جــاءت النتيجــة 
ــود  ــن وج ــان ع ــرا الباحث ــة ]29 [ اذ تح ــة لدراس مقارب

الجــن بنســبة 97.8 %. 

 pelA لجين PCR صورة )6(: الترحيل الكهربائي لتضخيم
في بكتريا P.aeruginosa على هلام الأكاروز بتركيز )1.5 %( .
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