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ABSTRACT 

The study was conducted to isolate Yersinia enterocolitica from 
human sources including 90 samples from appendixes of human. 
Extraction of crude proteins of the bacterium were done. The 
identification of protein were carried out by using Sodium Dodecyle 
Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis technique. (SDS-PAGE). 

The study showed the bacteria  isolated from appendixes samples 
contain (4) proteins bands with molecular weight 22, 24, 43, 66 KDa 
approximately. 

Detection of free fatty acids of Yersinia enteriocoltica by thin layer 
chromatograph (TLC) was performed and the results showed the  
presence of two types of fatty acids, Oleic acid and Palmatic acid. 

  
  الملخص

 من مصادر بشریة تضمنت Yersinia enterocolticaتضمنت الدراسة عزل جرثومة 
 عینة جمعت من عینات الزائدة الدودیة للإنسان، وتم استخلاص البروتینات الكلیة للجرثومة 90

 لحساب الأوزان الجزیئیة لها حیث أظهرت SDS-PAGEة وفصلها بتقنیة الهجرة الكهربائی
حزم بروتینیة للعزلات المعزولة من عینات الزائدة الدودیة وبأوزان جزیئیة ) 4(النتائج وجود 

  . كیلو دالتون على التوالي22 ,24 ,43 ,66تقریبیة 
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 Yersinia enteriocolticaالتحري عن الأحماض الدهنیة الحرة الموجـودة فـي جـرثومـة
 وأوضحت النتائج وجود TLCالتحلیل الكروماتوكرافي للصفائح الرقیقة  تمت باستخدام تقنیة

 والحامض الدهني Oleic acidنوعین من الأحماض الدهنیة تمثلت بالحامض الدهني 
Palmatic acid.  

 
 المـقدمـة

 بأنها عصیات ثنائیة القطب Yersinia enterocoliticaتتصف خلایا جرثومة 
Bipoler ،سالبة لصبغة كرام وتظهر بأشكال مختلفة في المزارع القدیمة، غیر مكونة للسبورات 

وغیر متحركة بدرجة ) م22º-25( بدرجة Peritrichous flagellaمتحركة بأسواط محیطیة 
37º تظهر حركتها في الأوساط السائلة على شكل حركة سباحة 1, 2 ] [م ،Swimming 

Motilityالصلبة فتظهر على شكل حركة عجیة ، أما في الأوساط Swarming Motility ] 
3 [.  

 بأنها هوائیة أو لا هوائیة اختباریة Yersinia enterocoliticaوصفت جرثومة 
Facutative anaerobic 0-44( ولها القابلیة على النمو بدرجات حراریة تتقارب ما بینºم (

م، تتمیز معظم عزلات جرثومة 29ºم و 22ºلكن الدرجة الحراریة المثلى للنمو تتقارب بین 
Yersinia enterocoliticaلا تنتج الاندول، سالبة لاختبار الفوكس ،  بأنها لا تستهلك السترات

وقد . ًبروسكاور فضلا عن أن جمیع عزلات هذه الجرثومة تكون موجبة لاختبار المثیل الاحمر
تلك العدید من عوامل الضرارة تم Yersinia enterocoliticaأظهرت الدراسات أن جرثومة 

التي تشفر أما كروموسومیا أو بواسطة البلازمیدات وتمكن الجرثومة من العیش والتكاثر في 
ًالأنسجة اللمفاویة للمضیف وأحداث المرض ومن العوامل المشفرة كروموسومیا وبلازمیدیا هي 

غشاء الخارجي ، وبر وتینات الInv geneوجینات الدخول  Ail geneجینات الالتصاق 
(Yersinia Outer Proteins) Yopsوالمشفرة بالبلازمید  Plasmid Yersinia 

Virulence) Pyv والتي تؤدي دورا رئیسیا ضد عملیة البلعمة حیث تحقن هذه البروتینات ً ً
الجرثومیة في سایتوسول خلیة المضیف وقد أشارت العدید من الدراسات إلى أن هذه البلازمیدات 

ًا أساسیا في أمراضیة الجرثومة وتشفر عن تؤدي دور  ,YopDبروتینات على الأقل وهي ) 6(ً

YopH, YopE, YopB, YopO, YopM ]  [ 6,5,4 .  
 PYV    7] 8 والمحمـول علـى بلازمـد الـضراوة Yad Aالجین امشفرلبروتین الالتـصاق 

 HEP_2یــــا   وهـــو عبـــارة عــــن لییفـــات تغطـــي ســــطح الجرثومـــة و تعـــد واســــطة للارتبـــاط بخلا] ,
فــي منطقــة اللفــائفي حیــث یعــزز مــن التــصاق الجرثومــة بالطبقــة المخاطیــة ویغیــر خاصــیة  خاصــة

إلــــى خاصــــیة المحبــــة للمــــاء   Hydrophobicالجرثومـــة لرهــــب المــــاء مــــن خاصــــیة الكــــارة للمــــاء 
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Hydorphilicالـــذي یزیـــد مـــن  Mucin  فـــضلا عـــن یـــساعد علـــى ارتبـــاط الجرثومـــة بالخلایـــا
 لـــــــــه دور فعــــــــــال فـــــــــي  ضــــــــــراوة YadAإن . ] 10,9 [لاجین والفــــــــــایبرونكتین الطلائیـــــــــة والكـــــــــو

 مقـــاوم للمـــصل YadAالجرثومــةحیث أشـــار بــاحثون عدیـــدون إلــى أن مـــن بــین وظـــائف البــروتین 
  .[12,11] وخاصیة رهاب الماء لسطح الخلیة والتلازن الذاتي والتلازن الدموي
 Yersinia enterocoliticaأما بالنسبة للحوامض الدهنیة الموجودة في جرثومة 

 وحامض Oleic acid (C18:1) وحامض Palamatic acid (C16:0)فتتمثل بحامض 
(C161) Palmitoleic acid إضافة إلى وجود كمیات كبیرة من الأحماض الدهنیة المشبعة ،

ً، فضلا عن احتوائها على الدهون المفسفره Cyclopropaneوغیر المشبعة والحاملة لحلقة 
 ,phophatitdylethanolamine, lysophosphatidylglycerol, cardiolipinمثل

lysophosphatidylethanol amines, phosphatidylglycerol ] [ 13.  
إن نمو هذه الجرثومة في مدیات واسعة من درجات الحرارة له تأثیر في تركیب 

 وتقل Cyclopropaneالأحماض الدهنیة حیث تزداد الأحماض الدهنیة المشبعة وأحماض 
  .] 15,14 [  الأحماض الدهنیة غیر المشبعة عندما ترتفع درجة حرارة الوسط

  
  :المواد وطرائق العمل

  :العینات
ولغایة  2003)( للفترة من كانون الثاني  عینة من عینات الزائدة الدودیة90جمعت 

تشفى السلام سنة راقدین في مس) 12-45( بأعمار مختلفة تراوحت بین ى من مرض,)2005(اذار
وابن سینا في مدینة الموصل، خضعوا لعملیة استئصال الزائدة الدودیة، حیث وضعت العینات 

بعد جلب . لكل عینة  سم) 15( بحجم Peptone  Physiological Salineفي الوسط الناقل  
 من وسط مرق 3سم) 45( منها في 3سم) 5(عینات الزائدة الدودیة تم تقطیعها وسحقها ثم لقح 

ساعة، بعد انتهاء مدة التحضین ) 24(لمدة ) م25º( حضت الأنابیب في. TSBتربتون الصویا 
 Cefsulodin Irgasanأخذت حملة لوب من الانابیب الموجبة ولقحت على الوسط الانتخابي 

Novobicin (CIN)) 16 ( حضنت الأطباق بدرجة)25ºبعد التحضین  ،ساعة) 24(لمدة ) م
حضرت مسحات من المستعمرات  Yersinia enterocoliticaولغرض تشخیص جرثومة 

 CIN على الوسط الانتخابي (Bull eye)النموذجیة لهذه الجرثومة التي تبدو بشكل عین الثور 
ًصبغت الأغشیة بصبغة كرام وفحصت مجهریا . ولوحظ شكل ولون المستعمرات ومواصفاتها

ا أجریت الفحوصات البایوكیمیاویة التي كم, لملاحظة شكل الخلایا الجرثومیة وطبیعة اصطباغها
 والفوكس بروسكاور، اختبار المثیل الاحمر ،الاندول الكتالیز، الاوكسدیز، تضمنت اختبار
  .] 4 [السكریات  اختبار تخمر،اختزال النترات اختبار ،استهلاك السترات

  :المستخلص البروتیني تحضیر
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م 37المخ مع التحضین بدرجة حرارة حضر معلق من الجرثومة بتلقیح وسط نقیع القلب و
علقت بالمحلول نفسه   جمعت الخلایا وغسلت بمحلول الملح الفسیولوجي،،ساعة 24لمدة 

 علق الراسب ،دقائق5لمدة ) 10000xg(الطرد المركزي المبرد ورسبت الخلایا بواسطة جهاز
ٍٍ ◌◌%2 مولار،Tris-HCl Buffer (0.065(بدارئ ترس حامض الهیدروكلوریك  ٍSDS ،5 %

B-mercaptoethanol ،%10   glycerol  0.001وصبغة %bromophenol blue  ولمدة 
      .19دقائق واصبحت العینة جاهزة  5

   SDS-PAGE :فصل البروتینات بتقنیة الهجرة الكهربائیة وباستخدام
Protein separating by using Sodium Dodecyle Sulphate Poly Acrylamide 
Gel Electrophoresis 
 (SDS-PAGE): 

تعتمد هذه التقنیة على فصل البروتینات حیث أن سطح البروتین یحوي شحنات موجبة 
وسالبة فعند وضعها في المجال الكهربائي سوف تتجه إلى القطب المعاكس لها بالشحنة وتعمل 

  الشحنات في المجامیع المختلفة للمركبات المراد فصلها وتعتمد عملیةإحاطة على SDSمادة 
الفصل على الوزن الجزیئي للمركبات ودرجة الحرارة وتركیز الهلام وشدة المجال الكهربائي 

  :یلي وتتكون المحالیل مما. [ 17]  18] المستخدم
  )Stock Solution (الأساسیة  المحالیل:ًأولا
   Working Solution محالیل العمل :ًثانیا

اضافة % 7.5 وبتركیز Separating Polyacrylamide gelتتكون من هلام الفصل 
 .%3.75 وبتركیز Stacking Polyacrylamide Gelالى الهلام الأولى 

  
  :تحضیر وحقن العینة

مایكرولیتر من البروتین الكلي المذاب في المحلول ) 50(تم تحضیر العینة بمزج 
 3سم100في   HClمولاري حامض 1  سم من48 مع Tris غم من 6 إذابةمن  المحضر
-2مایكرولیتر من ) 3( مع SDSمایكرولیتر من ) 10( مع 3سم/ملغم 2بتركیز 

mercaptoethenol دقائق بعدها أضیف ) 3( ثم سخن المزیج في حمام مائي مغلي لمدة
 بتركیز Bromophenol blue مایكرولیتر من صبغة البروموفینول الزرقاء 10سكروز و 

0.005.%  
ضع على سطح الهلام وبعد ملء مایكرولیتر من المحلول المحضر وو25 ثم أخذ 

مولاري 1سم من 48مع  Trisغم من 36.3باذابة  المحضر خزانات جهاز الفصل بالمحلول
 بالماء المقطر أضیف العینات والبروتینات القیاسیة إلى 10:1 المخفف بنسبة HClحامض 

 Cathode إلى الخزان الأسفل والقطب السالب Anodeالهلام وتم ربط القطب الأعلى الموجب 
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 ملي أمبیر لكل 6إلى الخزان الأعلى ووصل التیار الكهربائي وتم تشغیل الجهاز وكان التیار 
ملي أمبیر لكل الهلام وتم استمرار العمل إلى أن وصلت الصبغة إلى ) 25(أسطوانة هلام و 

لماء ٕأسفل الأنبوب بعدها تم إیقاف التیار الكهربائي واخراج أسطوانات الهلام بدفعها بواسطة ا
 من Vertical Diselctrophoresisالمقطر واستخدم في هذه التقنیة جهاز الهجرة الكهربائیة

  .Quick Fit England Instrumentationنوع 
 Trichloroacetic Acidمن% 20تثبت أسطوانات الهلام بغمرها في محلول 

(TCA) حیث تم .  دقیقة، غسلت بعدها بالماء المقطر وغمرت في محلول الصبغ30 لمدة
 لإظهار البروتینات التي فصلت بالهجرة Coomassie Brilliant Blueاستخدام صبغة 

 من المیثانول و 3 سم227 غم من الصبغة في 1.25الكهربائیة حیث حضرت الصبغة بإذابة 
 بالماء المقطر، وغمرت 3 سم500 من حامض الخلیك الثلجي وأكمل الحجم إلى 3 سم46

 دقیقة وبدرجة حرارة المختبر حیث تعد هذه المدة كافیة 30بغة لمدة أسطوانات في محلول الص
 ساعة في محلول 45لإظهار البروتینات المفصولة على الهلام، غمرت أسطوانات الهلام لمدة 

 من حامض الخلیك الثلجي، 3 سم7 من المیثانول مع 3 سم7إزالة الصبغة المحضر من مزج 
لمقطر إزالة الصبغة الفائضة وغسلت بعدها بالماء المقطر  من الماء ا3 سم100أكمل الحجم إلى 

 .لعدة مرات
 

  :فصل الأحماض الدهنیة باستخدام طریقة التحلیل الكروماتوكرافي للصفائح الرقیقة
Separation of Fatty Acids by Thin Layer Chromatography (TLC) 

للدراسة الحالیة لغرض معرفة وتحدید الأحماض الدهنیة في الجرثومة المعزولة 
 حیث نمیت الخلایا الجرثومیة في أطباق ]20 [ وبالاعتماد على طریقةTLCاستخدمت طریقة 

 وحضنت Cefsulodin Irgasan Novoboiocin (CIN)حاویة على الوسط الانتخابي 
ساعة، رسبت الخلایا الجرثومیة وغسلت ثلاث مرات بدارئ الفوسفیت ) 24(لمدة ) م25º(بدرجة 
دورة ) 3000(باستخدام جهاز الطرد المركزي بسرعة ) 7.3( ذو الدالة الحامضیة (PBS)المنظم 

 200، أذیب Lyophilizerأخذ الراسب وجفد باستخدام جهاز النجفید  دقیقة،) 15(بالدقیقة لمدة 
عیاري في ) NAOH) 7.5 من هیدروكسید الصودیوم 3 سم10ملغم من الخلایا الجافة في 

لمدة ) م105º(، سخن المزیج في درجة حرارة )4:6(المیثانول المخفف بالماء المقطر بنسبة 
 من الماء المقطر وضبطت الدالة الحامضیة 3 سم12دقیقة، برد المحلول ثم أضیف الیه ) 90(

من ثنائي الإیثر ) 3سم30-50(أضیف %). 20( باستعمال حامض الكبریتیك بتركیز 2.0عند 
Diethyl ether وتم فصل طبقة الإیثر الحاویة على الأحماض الدهنیة باستخدام قمع فصل 

أخذت طبقة الإیثر الحاویة . لضمان سحب كل الدهون في المذیب وفصلها عن الحامض والماء
وجفدت باستخدام جهاز التجفید ) 7.0(على الأحماض الدهنیة وضبطت الدالة الحامضیة عند 

  .للحصول على الأحماض الدهنیة) م50º( حرارة تحت ضغط مخلخل وبدرجة
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 DC-Fertig platen kieselgel من نوع 3سم) 20×02(استعملت الصفائح الزجاجیة 
 مایكرولیتر المغمورة بالبارافین السائل المذاب في ثنائي 250المطلیة بطبقة من السلیكا بسمك 

وضعت . للتخلص من الرطوبةساعة ) 24-48(، جففت بالهواء لمدة %)5(إثیل الأیثر بنسبة 
) 2(مایكرولیتر لكل بقعة وعلى بعد ) 5(الأحماض الدهنیة القیاسیة والعینة على الصفائح بمقدار 

سم من أسفل الصفیحة، تركت البقع لتجف باستخدام مجفف الشعر أو تترك في درجة الغرفة، 
 الحاوي Separation chamberغمرت الصفائح المحملة بالأحماض الدهنیة في خزان الفصل 

حجم، ترك /حجم) 25:75(بنسبة )  داي أثیل إثیر–بنزین ( من 3 سم100على محلول الفصل 
 سم، رفعت الصفائح من إناء 3محلول الفصل للصعود إلى أعلى الصفیحة قبل النهایة بمقدار 

-120(وجففت بوضعها في الفرن بدرجة %) 50(الفصل وعوملت بحامض الكبریتیك بتركیز 
 365 ذات طول موجي (UV)دقائق ثم فحصت تحت الأشعة فوق البنفسجیة ) 10(مدة ل) 110

نانومیتر لملاحظة ظهور الحامض الدهني بشكل بقع قهوائیة فاتحة وتم قیاس معدل الجریان 
  :للبقعة التي تم الحصول علیها من خلال المعادلة التالیة

  [22,21 ]      !خطأ 
  

 النتائج والمناقشة
      Yersinia enterocolitica أظهرت نتائج الدراسة الحصول على عزلات لجرثومة

كما  ،من عینات الزائدة الدودیة بشكل عصیات قصیرة سالبة لصبغة كرام ثنائیة القطب
متمیز للجرثومة بظهور مستعمرات شبیهة بعین   كفاءة عالیة ونموCINاظهر الوسط الانتخابي 

احمر غامق محاط بهالة شفافه فضلا عن ان الوسط غني بالجلاتین و  الثور ذات مركز
مع وجود مستخلص الخمیرة , الكازائین اللذان یزودان الوسط بالنتروجین و الاحماض الامینیة

مو الجرثومة اضافة لاحتواء الوسط على املاح كلورید  لن الذي یعد مصدر للفیتامینات الضروریة
الصودیوم المثبط لنمو الجراثیم الموجبة لصبغة كرام وبعض الجراثیم السالبة لصبغة كرام وهذه 

عند تنمیتها على وسط % 99.9حیث عزل الجرثومة بنسبة ) 16( النتائج جاءت مطابقة لنتائج
CIN ,4[ ینا في تفاعلاتها الكیموحیویةفي حین ابدت عزلات هذه الجرثومة تبا [.  

حیث ان جمیع العزلات كانت ایجابیة لاختبار الكتالیز وسالبة لاختبار الاوكسدیز اللذان 
هذه الانزیمات في ضراوة الجرثومة حیث یعملان  یعدان من افضل الاختبارات واسرعها لدور

ل للبروتینات الكلیة  في حین أظهرت نتائج دراسة فص،على تخلصها من البلاعم الكبیرة
 المعزولة من عینات الزائدة الدودیة وحسب طریقة  Yersinia enterocoliticaلجرثومة
Lowry سم فضلا عن عدم وجود تباین في عدد /مایكروغرام) 74( ان تركیزالبروتین الكلي بلغ

 وبالاعتماد على الحزم البروتینیة للبروتین الكلي لعزلات الجرثومة مع تباین في أوزانها الجزیئیة،
تم ) 1(والموضح في الشكل ) 1(البروتینات المعلومة الوزن الجزیئي، وكما هو مبین في الجدول 

  .استخدام الأوزان الجزیئیة التقریبیة للعزلات المدروسة
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الحزم البروتینیة للبروتینات القیاسیة والحزم البروتینیة الكلیة  للجرثومة  ) 1(توضح الصورة 
حزم بروتینیة  للعزلة  المعزولة من عینات الزائدة  الدودیة ) 4(إلى وجود ) 1(م إذ یشیر الرق

  . كیلو دالتون على التوالي66، 43، 24، 22وبأوزان  جزیئیة  تقریبیة  
كانت دراستنا مقاربة لنتائج دراسات أخرى التي قدرت الوزن الجزیئي للبروتین الكلـي فـي 

  .]23[ كیلو دالتون) 92-17(جرثـومة بین 
  
 العلاقة بین الوزن الجزیئي والمسافة المقطوعة للمواد المستخدمة في تقدیر الوزن الجزیئي :)1(الجدول 

  .SDS-PAGEالتقریبي بتقنیة 
  الوزن الجزیئي للبروتینات  المسافة النسبیة  المــادة

 0.55 67.000 (Bovine Serum Albumin)البومین مصل الأبقار 

 0.32 45.000  (Egg Albumin)البومین البیض 

 0.8 23.000  (Trypsin)تربسین 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
البروتینیة للبروتینات  الحزم :)1(الصورة 

للعزلات المعزولة من الكلیة 
الزائدة الدودیة مع عینات 
البروتینیة للبروتینات الحزم 

  .القیاسیة
 ).1(العزلة رقم  .1
 :الحزم البروتینیة للبروتینات القیاسیة .2

  ) التربسین-3 البومین البیض، -2مین مصل الأبقار،  البو-1(

  
2         1 
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  SDS-OAGE المنحنى القیاسي لتقدیر الوزن الجزیئي بتقنیة :)1(الشكل 
  

  :Yersinia enterocoliticaفصل الأحماض الدهنیة في جرثومة 
أظهرت نتائج الدراسة الحالیة وبالاعتماد على قیم معدل الجریان للأحماض الدهنیة 

حدد نوعان من ) 4(والشكل ) 2(ي الاختبار وكما هو موضح في الجدول المستخدمة ف
 والحامض الدهني بالمتك Oleic acidالأحماض الدهنیة هما الحامض الدهني أولیك 

Palmatic acid حیث ظهر الحامض الدهني بشكل بقع قهوائیة فاتحة وشخصت البقعة بأنها 
  .RFتعود لهذا الحامض من خلال الجریان 

  
 Yersinia الأحماض الدهنیة القیاسیة والأحماض الدهنیة المفصولة من جرثومة :)2(ل الجدو

enterocolitica  باستخدام تقنیةTLC.  

 للأحماض الدهنیة في جرثومة RF   للأحماض القیاسیةRF  الحامض الدهني
Yersinia enterocolitica  

Caproic acid (C6:0) 0.54 - 
Myretic acid (C14:0) 0.64 - 
Palmatic acid (C16:0) 0.71 0.70 
Stearic acid (C18:0) 0.62 - 
Oleic acid (C18:1) 0.58 0.56 
Linoleic acd (C18:2) 0.52 - 

                                                                                                 

0.2 0.3 0.4 0.5 1.0
4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

)مس( ةیبسنلا ةفاسملا

4.7

4.8

4.9

0.1 0.6 0.7 0.8 0.9

 

  مس
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 باستخدام Yersinia enterocoliticaالمفصولة من جرثومة  الأحماض الدهنیة القیاسیة و:)2(الشكل 
 )TLC( تقنیة

  
  نوع الحامض الدهني المفصول

  
1. Caproic acid. 
2. Linolenic acid. 
3. Myretic acid. 
4. Oleic acid. 
5. Palmatic acid. 
6. Steric acid. 
7. Oleic acid, Palmatic acid 

 
 Yersiniaالذي بین أن جرثومة                   ] 13[ الباحث مقارنة لدراسة هذه النتائج

enterocolitica  تحتوي على الحامض الدهني)C16:0 ( المتمثل بالحامض الدهني
Palmitoleic acid والحامض الدهني )C18:1 ( المتمثل بالحامض الدهنيOleic acid.  

دهنیة فقد یعزى ذلك إلى افتقار في دراستنا الحالیة لم تظهر الأنواع الأخرى للأحماض ال
ًبعض الأنماط لها ووجودها في الأنماط المصلیة الأخرى فضلا عن وجود عدة عوامل تؤثر في 
الأحماض الدهنیة مثل الأس الهیدروجیني ودرجة الحرارة التي تؤدي الى اختزال بعض الأحماض 

تلاف في عدد ذرات الكاربون الدهنیة إضافة إلى التباین في معدل الجریان الذي یعود إلى الاخ
 .]20[المكونة للحامض وعدد الأواصر المزدوجة وهذا ما أكده الباحث 
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