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 خميرةتشخيص و وراق نبات الداودي في عسل أزهار وأاشتخدام 
 Cryptococcus .neoformans  مو عيهات شريرية مختلفة 
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  الخلاصة
من العينات السريرية من المرضى المراجعين   Cryptococcus neoformansخميرة وتشخيص تضمنت الدراسة الحالية عزل  

 فيو  والراقدين في كل من مستشفى الاطفال والولادة التعميمي ومستشفى الديوانية التعميمي والعيادة الاستشارية للأمراض الصدرية والتنفسية
 95عينة قشع و 794يرية شممت عينة سر  864عمييا  تم الحصول, وقد كان عدد العينات التي  1/4/2015الى  1/10/2014المدة من 

فحصت وشخصت جميع العينات بالطرائق التقميدية  سائل النخاع الشوكي ,عينات من  7عينة من الغسيل القصبي و 56عينة حروق و
 زىار نبات الداودي ودعمأوراق وأمن  لاول مرةوساط محضرة أتم تنميتيا عمى  وقدالزرعية  الخاصة بالخميرة  , وساطلأوباستخدام ا

 .  PCRالتشخيص باستخدام تقنية ال 
  PCRوراق نبات الداودي , أزىار نبات الداودي , أ,   Cryptococcus:الكممات المفتاحية

Abstract: 
The current study included isolation and identification of Cryptococcus neoformans yeast from 

clinical specimens from patients reviewers and admitted in both baby and birth Teaching Hospital and Al-

Diwaniya educational hospital and advisory clinic for Chest and respiratory Diseases during the period 

from 1 ⁄ 10 ⁄ 2014 to 1 ⁄ 4 ⁄ 2015, and the number of samples was 420 clinical samples included 350 sputum  

sample and 51 burns sample and 12 samples of bronchial  washing and 7 sample of the cerebral spinal 

fluid, all samples were examined and diagnosed by classical methods and by using specific cultures 

selective for yeast, and were growth on the cultures prepared for first time from leaves and flowers 

Chrysanthemum plant and the diagnosis was confirmed by a PCR technique. 

Key words :Cryptococcus  , Chrysanthemum flower , Chrysanthemum leaves , PCR . 

 المقدمة
من الفطريات الانتيازية الواسعة الانتشار  في العالم التي تصيب الانسان  C. neoformansتعد خميرة  

الى الفطريات البازيدية التي تنمو  Cryptococcusينتمي جنس   .   (Sidrim et al .,2010)ومعظم الحيوانات 
بطين ( التي تصيب الاشخاص المث(Opportunisticوىي من الخمائر الانتيازية  (Yeast-like) بشكل خمائر

(    (Mortality( واليلاك  (Morbidity (  و تسبب نسب عالية من الاصابة   (Immunocompromisedمناعيا  
 ( .     (Immunocompetent))  Chen et al .,2008تصيب ايضا الاشخاص غير المثبطين مناعيا  وكذلك 

 حسب التصنيف الحديثبنوع مشخص 100 كثر من أ Cryptococcusيضم جنس 
 (Fonseca et al .,2011)  ىو النوع  ةشدىا إمراضيأىميا وأنواع الممرضة للإنسان  والحيوان قميمة جدا لألكن ا 

Cryptococcus neoformansو Cryptococcus gattii    ىما  فطرينوىناك C . albidus و 
 C . laurentii  ن نادرا ما يسببان المرضاالمذ (Baddley and Dismukes ,2003).   تمتمك خميرة

C.neoformans لسكريات الغلاف وىي اربعة  انماط مصمية اعتمادا عمى الخاصية المستضديةA, B, C, D) )
(Kwon-chung and Varma,2006)النمط المصمي  د. ويعA عن  النسبة  والمسؤولنواع انتشارا لأكثر اأ من

. تمتمك الخميرة ضربين ىما (Vu et al ., 2013)صابة بداء المكورات الخبيثة لإكبر من حالات الأا
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C.neoformans var neoformans     يضم الطرز المصميةA, D)و )C.neoformans var gattii   في
 . C , B) )( Springer  and Chaturvedi ,2010) يضم الطرازينحين 

محاطة ‘ mm (4-6)بان خلاياىا كروية الى بيضوية الشكل قطرىا   C . neoformansتتميز خميرة 
  30  ‹الى  1( يتراوح حجمو من (Polysaccharides  ( سميك مكون من السكريات المتعددة (Capsuleبغلاف 

ضيق القاعدة و لا تكون خيوط فطرية  اواحد ا(  مكونة برعم (Budding  مكرو متر . تتكاثر الخميرة بالتبرعم  
تسبب خميرة  ( .(Koneman et al.,1992  (Germ tube)( و لا انبوبا جرثوميا (True hyphaeحقيقية  

Cryptococcus neoformans  داء المكورات الخبيثة Cryptococcosis مراض الخطرة عمى لأالذي يعد من ا
شخاص الذين يعانون من ضعف مناعي لأكثر حدة في اأ( . يكون ىذا المرض ( Barnett,2010 الصعيد العالمي 

والاشخاص   T-cell (CD4) cell-mediated immunityنقص في خلايا  شخاص الذين يعانون منلأا لاسيما
يصيب الاشخاص  وكذلك .Human immunodeficiency virus   (Jarvis et al .,2013)المصابين بالإيدز 

% من حالات الاصابة بيذا المرض تحدث في البمدان ذات الدخل المتوسط  95تقريبا  ,الاصحاء لكن بنسب قميمة 
 . (Pyrgos et al .,2013)منيا في البمدان ذات الدخل العالي  % 80   و (Leal et al .,2008)والمحدود 

 المواد وطرائق العمل
 جمع العينات:                                         

( عينة  من الغسيل  56( عينة حروق و) 95) و( عينة قشع  350عينة سريرية ,شممت ) (420)جمعت 
من الأشخاص المراجعين والراقدين في كل من مستشفى الأطفال عينات من سائل النخاع الشوكي  7و القصبي 

المدة من  فيفسية و للأمراض الصدرية والتن الاستشاريةوالولادة التعميمي ومستشفى الديوانية التعميمي والعيادة 
اللازمة  الاختباراتحيث تم اخذ العينات بطرق معقمة ثم نقمت الى المختبر لإجراء   1/4/2015الى  1/10/2014

 عمييا . 
   Cryptococcus neoformans identificationتشخيص الخميرة 

 ق لتشخيص الخميرة ومنيا :ائاستخدمنا العديد من الطر 
 Microscopic examination الفحص المجهري      -:1

إلى قطرة من عالق الخميرة الموجود عمى شريحة  (Indian ink)وذلك بإضافة قطرة من الحبر اليندي 
زجاجية نظيفة ، بعدىا تم الفحص تحت المجير لملاحظة وجود المحفظة من عدمو ،أستعمل ىذا الفحص لتمييز 

 .(Rippon,1988)عن الخمائر الأخرى التي لا تستطيع تكوين المحفظة  C.neoformansخميرة  
   Growth on SDAالنمو عمى وسط السابرويد دكستروز أكار  -:6

وبواقع ثلاثة مكررات لكل عينة وحضنت   SDAعمى سطح الوسط  loopخططت العينات باستخدام الناقل 
 ا لحين ظيور النمو, استخدم ىذا الوسط لعزل الخميرةمع متابعة الأطباق يومي° م 37الاطباق بدرجة حرارة 

 (Ellis et al .,2007 . ) 
   Growth on Staib agarالنمو عمى وسط ستيب أكار -:3

وتمت متابعة صفات نمو الخميرة  °م 37خططت الخميرة النامية عمى سطح الوسط وحضنت بدرجة حرارة 
 ( . Staib et al .,1987ستخدم ىذا الوسط لتشخيص الخميرة )ا,  عمى ىذا الوسط وىي تغير لونيا الى المون البني
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 زهارهأووراق الداودي أ:النمو عمى وسط 4
نبات  زىارأغم من  94تم وزن , اذ  (Staib et al .,1987 )وساط الزرعية وفقا لطريقة لأحضرت ا

نصف ساعة  لمدةوغميت ضيفت الى واحد لتر من الماء المقطر المعقم أثم كلا عمى حدة   المجففة  واوراقو الداودي
غم من الاكار الى  59كمل حجم الراشح بالماء المقطر الى الواحد لتر ثم اضيف أثم رشحت خلال شاش طبي و, 

وساط في لأوعقمت بالموصدة , بعد تعقيم الاوساط بردت واضيف ليا مضاد الكمورو مفينكول ثم وزعت ا الراشح
وحضنت بدرجة   ةالمحضر   وازىاره وراق الداوديأخططت الخميرة النامية عمى سطح وسط كل من طباق معقمة , أ

وتمت متابعة  صفات نمو الخميرة عمى ىذا الوسط وىي تغير لونيا الى المون البني , استخدم ىذا  ˚م 77حرارة 
 الوسط لتشخيص الخميرة .

     Biochemical tests:الأختبارات البايوكيميائية 5
A أ ختبارتخمرالسكريات:Sugars fermentation test   

,سكروز ,دكستروز اجري ىذا الاختبار لمتحري عن قدرة الخميرة عمى تخمر السكريات التالية )كموكوز 
, حيث تمثمت النتيجة الموجبة بتغير لون  صبغة البروموثايمول الزرقاء من المون الأخضر الى  ,مالتوز ,لاكتوز(

 . صفرالمون الأ
B:- فحص اليوريزUrase test   

اجري ىذا الاختبار لمتحري عن قدرة الخميرة عمى إنتاج إنزيم اليوريز ,حيث ان التحمل الكمي لميوريا سوف 
الى المون الوردي او البرتقالي اما عدم  الجزيئي يتغير في حينالأحمر الأرجواني  يغير لون الوسط من الأصفر الى

 سوف يبقي لون الوسط أصفر . فقدرة الخميرة عمى تحمل اليوريا 
 PCR:طريقة التشخيص باستخدام فحص 6

وذلك باستخدام البادئات الخاصة      C. neoformansوذلك لتحري عن خميرة  PCR تم أجراء فحص 
 الخاصة بتشخيص الخميرة . ribosomal RNA geneبجين ال 
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   Results and Discussionالنتائج والمناقشة 
    Isolationالعزل 

من العينات السريرية  بالاعتماد عمى الصفات الزرعية   C. neoformansتم في ىذه الدراسة عزل خميرة 
  (% 12.14)51قشع , (%83.33)350عينة التي تضمنت  420والمجيرية والبايوكيميائية والجزيئية, فمن مجموع 

عينة  فقط  التي  (%7.14)30وجدت الخميرة في  CSFعينات  7غسيل قصبي و (% 2.85)12حروق , 
, وتشير  CSF (% 42.58)3غسيل قصبي و (% 8.33)1حروق , (% 5.88)3قشع , (%6.57)23تضمنت 
خرى من العينات كما لأالانواع اقياسا ب سائل النخاع الشوكي  كبر في عيناتأان الخميرة وجدت بنسبة الى النتائج 

وتتفق ىذه  , ويعود السبب في ذلك لاحتواء الدماغ عمى مركبات مشجعة لنمو الخميرة وتكاثرىا ,  موضح في الجدول
حيث اظيرت نتائج دراستيم ان   Hagen et al ., (2012) ; Lungran  et al .,(2014) النتائج مع ماوجده 

 الانواع الاخرى من العينات .قياسا بكبر من الخميرة لأتحتوي عمى النسبة ا CSFعينات 
  Diagnosis التشخيص

   Microscopic examination:الفحص المجهري 1
باستعمال   C.neoformansظيرت نتائج الفحص المجيري لمشريحة المحضرة من مستعمرات خميرة أ

صبغة الحبر اليندي ان  خلايا الخميرة كانت  كروية متبرعمة ومحاطة بيالة )موجبة لتكوين المحفظة ( , وكما في 
 . ( Sharma  et al .,2014 ; Pal et al ., 2015), وىذه النتائج تتفق مع  5الشكل 

 عدد العينات نوع العينة   
 

 عدد العينات الموجبة لمخميرة 

 النسبة المئوية % العدد  % العدد
 6.57 23 83.33 350 قشع
 5.88 3 12.14 51 حروق 

 8.33 1 2.85 12 غسيل قصبي
سائل النخاع 

 الشوكي 
7 1.66 3 42.58 

 63.36 30 99.98 420 المجموع
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, حيث تظهر متبرعمة  40Xالمصبوغة بالحبر الهندي تحت قوة تكبير  C.neoformansخلايا  :(1شكل )

 . ومحاطة بهالة شفافة ) الكبسولة (
 :النمو عمى الاوساط الزرعية المختمفة 2

° م 37وبدرجة حرارة  SDAنمت عمى وسط   C.neoformansن خميرة أظيرت نتائج الفحص الزرعي أ
 , وىذه النتائج تتفق مع (2بشكل مستعمرات  دائرية بيض الى كريمية المون ,ممساء مخاطية ,كما في الشكل )

( Hetal et al ., 2011; Sharma et al ., 2014) . 
ت نتائج الزرع فقد ظير ° م 37عمى وسط ستيب اكار وبدرجة حرارة  C.neoformansما عند نمو خميرة أ

بان الخميرة قد نمت بشكل مستعمرات كروية ,ممساء مخاطية وبنية المون, ان تمون مستعمرات خميرة 
C.neoformans يعزى الى امتلاكيا لأنزيم الفينول اوكسيديز  ,بالمون البنيphenoloxidase  الذي يؤكسد

لميلانين عمى جدار الخميرة مانحا اياىا مستعمرات المركبات الفينولية الموجودة في الوسط الزرعي مما يرسب صبغة ا
وىذه النتائج تتفق مع )الدليمي وشذى  Candida albicansمستعمراتيا عن مستعمرات خميرة   يميزذات لونا بني 

,2011   Lungran et al.,2014;) . 
 لاول مرةوساط محضرة أعمى النمو عمى   C.neoformans  ىذه الدراسة اختبار قدرة خميرة  تم في  وقد

بمواصفات مستعمراتيا  و  الخميرة يمكنيا النمو بسيولة َّنأالنتائج   اظيرت  وقد , واوراقو زىار  نبات الداوديأمن 
ن لأيمكن تمييز مستعمراتيا بسيولة من خلال تمونيا بالمون البني  وذلك  و  وساط سابقة الذكرلأالنموذجية عمى ا

ظيرت النتائج ان أوقد  النباتات الحاوية في تركيبيا عمى تراكيز  عالية من المركبات الفينولية ,نبات الداودي يعد من 
مستعمراتيا النامية عمى وسط ب قياسازىار الداودي تكون ذات لون بني غامق أمستعمرات الخميرة النامية عمى وسط 

ن يعزى ذلك الى أذات لون بني فاتح ويمكن  وراق الداودي فتكون أاما المستعمرات النامية عمى وسط  كار ,أستيب 
 تتفق مع النتائج   وىذه  ,  (2). كما في الشكلوراقلأزىار والأاختلاف تراكيز المركبات الفينولية بين ا

 .(Minhas et al .,2013 ; Katiyar  et al ., 2011; ،Ajah , 2015 6455) الدليمي وشذى ,  
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  وسط ستيب اكار                                                          SDA وسط              

              
           وراق الداوديأوسط               زىار الداودي                               أوسط 

 نمو الخميرة عمى الاوساط الزرعية المختمفة :(2شكل )
 
   Biochemical tests:الاختبارات البايوكيميائية 3
A اختبار تخمر السكريات:Sugar fermentation test   

)كموكوز,دكستروز ,مالتوز  في وسط اختبار تخمر السكريات السائل C.neoformansتم تنمية خميرة 
الذكر باستثناء اللاكتوز وذلك ظيرت النتائج قدرة الخميرة عمى تخمر كل السكريات سابقة أ,سكروز ولاكتوز( ,و

تحول لون الوسط من  لافتقارىا للأنزيم اللازم لأكسدة ىذا السكر وتمثيمو ,حيث ان الدليل عمى ايجابية الفحص ىو
 ( . 2009وىذه النتائج تتفق مع )الكعبي , 7صفر وكما مبين في الشكل لأخضر الى الأا
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 السكريات(: قدرة الخميرة عمى تخمر 3شكل )

 
B اختبار انتاج اليورييز:Urease enzyme production test   
نتائج ىذا  فأظيرتكار اليوريا المائل وكذلك مرق اليوريا ,أعمى وسط  C.neoformansتم تنمية خميرة   

لى الوردي والذي يدل عمى إصفر لأنزيم اليورييز حيث لوحظ تغير لون الوسط من اإنتاج إالاختبار قدرة الخميرة عمى 
 ,. Gupta et al ., 2011 ;  Khanday et al), وىذه النتائج تتفق مع  8يجابية الفحص ,وكما في الشكل إ

2014) . 

                   
 (: قدرة الخميرة عمى انتاج اليوريز4شكل )

 
   PCRباستعمال  تقنية ال C.neoformans:التشخيص الجزيئي ل 4

ق الروتينية بالاعتماد عمى الصفات المظيرية لممستعمرة وايضا ائبالطر   C.neoformansبعد تشخيص خميرة       
لمتاكد من صحة تشخيص الخميرة قيد الدراسة .اذ تم  PCRالصفات المجيرية .شخصت جزيئيا بواسطة تقنية ال 

المصممة بواسطة برنامج  C.neoformansلمخميرة  ( 18S rRNA gene ITS-1 region)استخدام البادئات 
في  Gen bankبعد ان تم الحصول عمى التسمسل الجيني لمبادئ من بنك الجينات  Primers 3plusالتصميم 
تم التاكد من الدورات  Optimase protocol writerبرنامج  وبواسطة  WWW.ncbi.nlm.nih.govالموقع 

كان   C.neoformansن جميع العزلات التي شخصت عمى انيا خميرة أالحرارية لمبادئ . اذ بينت النتائج 
تم استخدام التشخيص الجزيئي  . 5كما في الشكل  502bpذ بمغ طول الحامض النووي لمخميرة إتشخيصيا دقيق 

التشخيص المعتمد عمى الصفات المظيرية لما تتميز بو ىذه التقنية من دقة  وتأكيدلدعم   PCRباستخدام تقنية ال

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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عمى امكانية استخدام ىذه   Arif et al., (2012)(.اذ اكد  2013وخصوصية عاليتين في التشخيص )ابراىيم ,
 .DNAلنووي من طرائق التشخيص القياسية المعتمدة عمى الحامض ا لأنياالتشخيص المظيري ,  وتأكيدالتقنية لدعم 

 

 
( فولت ولمدة ساعة لمحامض النووي 70( وفولتية )%1(: ناتج الترحيل الكهربائي عمى هلام الاكاروز )5شكل )

تمثل عينات الخميرة  (6-1) حيث : PCRباستخدام تقنية ال  ITS-1مع البادئ  C.neoformansلخميرة 
,M:DNA ladder marker (100-2000)b 
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