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  الخلاصة

عينة حميب مأخوذة  022تضمنت ىذه الدراسة تحديد الابقار المصابة بالتياب الضرع عن الابقار السميمة من خلال فحص 
وقد  NAGase انزيم  بالاعتماد عمى فحص كاليفورنيا وفعالية وذلك من ابقار مرباة  في مناطق مختمفة من محافظة كربلاء المقدسة

 . 87عينة من الاصابة بينما بمغ عدد العينات العائدة لابقار مصابة  200اوضحت النتائج خمو 
 22اشتممت ىذه الدراسة ايضاً عمى عزل البكتريا المسببة لالتياب الضرع وتشخيصيا بالطرائق التقميدية والجزيئية وقد تم الحصول عمى 

 7و Coagulase Negative staphylococcus(CoNS)عزلات من بكتريا  5و Staphylococcus aureusعزلات من بكتريا 
 . Streptococcus uberisوعزلة واحدة من بكتريا Escherichia coli  عزلات من بكتريا

 .  NAGase  ,PCRالتياب الضرع في الابقار , فحص كايفورنيا , فحص انزيم -الكممات المفتاحية :

Abstract  
This study included the identification of diseased cows with mastitis from the healthy cows by 

testing 200 samples of milk taken from cows in different regions of Sacred Karbalaa province 

depending on California test and the activity of the enzyme NAGase , the results showed that 122 

samples were free of the disease while the number of samples of the diseased cows were 78 .  

This study was also included the isolation of the bacteria causing mastitis and diagnosing it with 

the conventional and molecular methods , 10 isolates were obtained of bacteria S. aureus , 5 isolates of 

CoNS , 8 isolates of bacteria E.coli and one isolate of bacteria Strep. uberis .  

Keywords: cows with mastitis, California test, enzyme test NAGase   , PCR   

 دمةـالمق
, إذ تشير ( واحداً من أىم الامراض التي تصيب الابقار في   العالم Mastitisيعد التياب الضرع )

الاحصائيات العالمية المتوفرة الى ان ىذا المرض يتسبب في احداث نسبة عالية من الخسائر في صناعة الالبان 
(Dairy industry  تصل الى )من اجمالي الكمفة الكمية التي تقوم عمييا تمك الصناعة . تشتمل تمك  87 %

خفـاض سعـره فضلًا عن التكاليـف المترتبـة عمى عـلاج الخسائر عمى انخفاض انتاج الحميب وتردي    نوعيتو وان
 ( .(Bradley  ,2002 ; Berry and Meaney ,2005الابقـار المصابة  بالمضـادات   الحيـويـة  

تميزت بعض انواع البكتريا بكونيا مسببات شائعة ليذا المرض ولعل في مقدمتيا بكتريا 
Staphylococcus  aureus  فقد اتفقت معظم الدراسات عمى انيا المسبب الرئيس لالتياب الضرع في الابقار

في جميع انحاء العالم اذ تتمكن ىذه البكتريا من اجتياح المضيف بفعل عوامل ضراوتيا المختمفة فضلًا عن 
 Escherichia( . و يجب ان لا يغفل دور بكتريا Green and Bradley ,2004تاثيرىا في جيازه المناعي )

coli   72كونيا تمثل ( من البكتريا القولونية %Coliform bacteria التي تشارك كممرضات بيئية في )
الذي  Lipopolysaccharide (LPS)احداث ىذا المرض اذ يتصف جدار ىذه البكتريا باحتوائو عمى المركب 

فسيولوجية المرضية فييا و يكون مسؤولًا عن معظم التفاعلات ال يمثل عامل الضراوة الرئيس
(Pathophysiological reactions التي تحدث  لضرع البقرة عند اصابتيا بيذا النوع من البكتريا )
(Suojala et al. , 2013 و توزعت ثلاثة انواع من بكتريا . )Streptococcus  بين ممرضات معدية واخرى

 .Strepو   Strep. dysgalactiaeو  Strep. agalactiaeبيئية لضروع الابقار اشتممت ىذه الانواع عمى 
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uberis  ,( فيما صنفت بكتريا المكورات العنقودية السالبة لأنزيم التجمطCoagulase Negative 
Staphylococci,CoNS (  كمسببات ثانوية لمرض التياب الضرع في الابقار )0222(Bogni et al. , . 

شخيصو و لعل اىميا اختبار كاليفورنيا و حساب تتوفر طرائق عديدة لمكشف عن التياب الضرع و ت
( و تقدير فعالية بعض الانزيمات و التشخيص الميكروبي سواءً Somatic cell countعـدد الخلايا الجسمية )

 بالطرائق التقميدية او الجزيئية و قياس التوصيل الكيربائي لمحميب فضلًا عن قياس الرقم الييدروجيني
 (Viguier et al. , 2009. ) 

ونظراً لخطورة مرض التياب الضرع فقد ىدفت ىذه الدراسة الى تحديد أىم الانواع البكتيرية المسببة ليذا 
المرض في الابقار المرباة في مناطق مختمفة من محافظة كربلاء المقدسة عن طريق عزل وتشخيص تمك الانواع 

 سواءاً بالطرائق التقميدية او الجزيئية .
 العمل المواد وطرائق 

اذ تمت محافظة كربلاء المقدسة . فيمتفرقة عينة حميب من ابقار مرباة في مناطق  022تم جمع  
مع بعض التحوير, اذ (  (Ericsson et al., 2009حسب الطريقة الموصوفة من قبل  عممية جمع العينات 

 70( برذاذ من الكحول الاثيمي Teatsيتم غسل ضرع البقرة وتنشيفو بقطعة قماش نظيفة فيما تم رش الحممات )
وعند اجراء عممية الحمب لمبقرة تم اىمال الدفعات الاولى من الحميب بينما استخدمت قناني معقمة لجمع   %

( من ارباع البقرة )عمى انفراد( ونقمت الى المختبر بصورة مبردة في اسرع وقت Quarterالحميب من كل ربع )
 ممكن .

ت نوعية سريعة لمتحري عن اصابة الحيوان بالتياب الضرع, اشتممت خضعت العينات الى اختبارا
 -الاختبارات السريعة عمى :

 California mastitis test (CMT)اختبار كاليفورنيا   -2
وســـــجمت النتيجـــــة فـــــي اجـــــراء ىـــــذا الاختبار. Dhakal (2006)اتبعـــــت الطريقـــــة الموصـــــوفة مـــــن قبـــــل 

( T( وضــــئيل )N( وىــــي ســــالب )Guha et al,2012بحســــب الــــدرجات التفاعميــــة الموصــــوفة مــــن قبــــل )
 . 8وموجب + 0وموجب + 2وموجب +

 N-acetyl-D-glucosaminidase (NAGase) تقدير فعالية انزيم  -0
مـع بعـض      Park et al.(2000) بحسب الطريقة الموصوفة من قبـل  NAGaseتم تقدير فعالية انزيم 

ري وتــم تصــنيفو الــى الاصــنا  الاتيــة: أصــفر التحــوير . اذ تــم مقارنـــة لــون المحمــول النــاتج بمــون المحمــول الصــف
 ضعيف )+( ومتوسط الصفرة )++( وشديد الصفرة )+++( .

 عزل البكتريا المسببة لالتهاب الضرع في الابقار
عمـى وسـطي اكـار الـدم والمـاكونكي لغـرض   NAGaseتم زرع العينات الموجبة لفحصي كاليفورنيا والانـزيم 

 عزل البكتريا المسببة لالتياب الضرع .
 تشخيص البكتريا المسببة لالتهاب الضرع 

 Staphylococcusتشخيص بكتريا 
والتي ظيرت عمى  .Staphylococcus sppتم تمييز المستعمرات الشبيية بمستعمرات المكورات العنقودية 

كمــا تــم تشــخيص ىــذه , اكــار الــدم وتــم تشخيصــيا اعتمــادا عمــى الفحوصــات المجيريــة والاختبــارات  الكيموحيويــة 
 .  .Api Staphالبكتريا باستخدام عدة التشخيص 



 

   Escherichia. coliتشخيص بكتريا الـ 
تشخيصـيا اعتمـادا عمـى الفحوصـات  تـم  و   E. coliتم تمييـز المسـتعمرات الشـبيية بمسـتعمرات بكتريـا   

 . . Api 20Eكما تم تشخيص ىذه البكتريا باستخدام عدة التشخيص ,  المجيرية والاختبارات الكيموحيوية

  Streptpcoccusتشخيص بكتريا 
عمــى  تشخيصــيا اعتمــادا  تــم  اذ   Streptococcusة بمســتعمرات بكتريــا  ـز المســتعمرات الشبييـــتــم تمييــ

التشــخيص        كمــا تــم تشــخيص ىــذه البكتريــا باســتخدام عــدة, الفحوصــات المجيريــة والاختبــارات الكيموحيويــة 
Api Strep. . 

 باستخدام تفاعل الكوثرة التسمسمي   E. coliو  S. aureusتشخيص بكتريا  
باستخدام عدة التشخيص المجيزة   E. coliو S. aureus من عزلات بكتريا  DNAتم استخلاص الـ 

 وحسب التعميمات . Geneaid Biotech Ltd,UKمن شركة 
 -في الجدول الاتي: ادئ والموضح صفاتيواتم استخدام الب

الجين 
 المستخدم

اسم   
 البادئ

 تتابع البادئ                         
 `5ــــــــ`3

Amplicon 
size (bp) 

 المصادر

femA FemA-F 
FemA-R 

AAAAAAGCACATAACAAGCG 
GATAAAGAAGAAACCAGCAG 

132     
 

(Mehrotra, Wang et 
al. 2000        

phoA PhoA-F 
PhoA-R 

GTGACAAAAGCCCGGACACCATAAATGCCT 
TACACTGTCATTACGTTGCGGATTTGGCGT 

903     (Kong, So et al. 
1999) 

   femA (132 bp)  for Staph.aureus 
      phoA (903 bp) for E. coli 

 (:(PCR Assayاجراء تفاعل البممرة 
 PCR الــ م برمجـة جيـازتـو   مـايكرو ليتـر .\( بيكـو مول10تـم تحضـير محمـــول البـــادئ بتركيـز ) 

 كما في الجدول الاتي :
 العمميـــــة الخطــوة

 القالب . DNAم لممسخ الأولي لـ ه 95دقائق عند درجة حرارة  5دورة واحدة لمدة  1

 
2 
 

 دورة تضمنت : 30

A 2  م لمسخ لـ ه 96دقيقة عند درجة حرارةDNA . القالب 
B 30 م لارتباط البوادئ لـ ه 52عند درجة حرارة  ثانيةDNA . القالب 
C 1  م لاستطالة البوادئ المرتبطة .ه 72دقيقة عند درجة حرارة 

 المتضاعف . DNAم للاستطالة النيائية لشريط لـ ه 72دقائق عند درجة حرارة  22دورة واحدة لمدة  3

 

 



 

 النتائج والمناقشة 
 تحديد عينات الحميب العائدة لأبقار مصابة بالتهاب الضرع 

بقرة  من مناطق مختمفة في محافظة كربلاء  46عينة حميب مجموعة من  022تم الحصول عمى 
المقدسة , وقد خضعت تمك العينات لبعض الاختبارات النوعية لتمييز العينات العائدة لأبقار مصابة بألتياب 

فورنيا وتقدير فعالية انزيم الضرع عن تمك العائدة لابقار سميمة . اشتممت الاختبارات النوعية عمى اختبار كالي
NAGase  من مجموع العينات  42عينة من الاصابة اي بنسبة    200. وقد اوضحت النتائج خمو %

 % من مجموع العينات . 83عينة اي بنسبة   87المفحوصة بينما بمغ عدد العينات العائدة لابقار مصابة  
 اختبار كاليفورنيا 

نظراً لكونو فحصاً سريعاً ورخيصاً فضلًا عن امكانية اجرائو موقعياً وقع الاختيار عمى ىذا الاختبار 
 ( . Viguier  et al. , 2009ومختبرياً عمى الرغم من حساسيتو الواطئة  )

( لمخلايا DNAان التفاعل الحاصل بين كاشف كاليفورنيا والمادة الوراثية )يعتمد مبدأ ىذا الاختبار عمى 
 ( يتناسب تركيزه مع عدد الخلايا الجسمية  gelالحميب  يؤدي الى تكوين ىلام )الجسمية المتواجدة  في 

 (Brito et al. ,1997 .) 
( 8و+ 0و +  2و+  Tاعتمدت نتائج فحص كاليفورنيا في دراستنا الحالية عمى شدة الدرجات التفاعمية  )

شديدة الاصابة لإعطائيا   % من  مجموع العينات المفحوصة كانت 04.3( ان نسبة 1ويتضح من الجدول )
و  04.3و   24.4( والتي بمغت نسبتيا المئوية ) Tو  2و  0يمييا الدرجات التفاعمية ) 8درجة تفاعمية +

 ( % , عمى التوالي .03.6
تؤدي الى حصول ترسبات واضحة جداً تحدث مباشرة بعد مزج الكاشف مع  8ان الدرجة التفاعمية +

لتكوين بحيث تتكون كتمة من المادة الغروية تتخذ شكلًا محدباً عند تدوير المحراك ولزوجة المزيج قوية االحميب 
خمية / مل   5222.222عالياً جداً تصل الى أكثر من  8و تكون اعداد الخلايا الجسمية عند الدرجة التفاعمية +

(Quinn et al. ,2004. ) 
 

 ( : نتائج فحص كاليفورنيا لتحديد العينات العائدة لأبقار مصابة بالتهاب الضرع . 1الجدول ) 
 النسبة المئوية لعينات الحميب الدرجة التفاعمية لفحص   كاليفورنيا

% 
T 4..2 
1 4... 
4 1... 
3 4... 

   NAGase التقدير النوعي لفعالية انزيم
 p-Nitrophenyl N-acetyl β-D-glucosaminideبتكسير مادة التفاعل  NAGaseيقوم انزيم 

. وتكون عممية تقدير فعالية الانزيم ( ذو المون الاصفرP-Nitrophenolوتحرير ناتج التفاعل البارانايتروفينول )
اصفر فاتح ومتوسط نوعية لذا فقد صنفت ىذه الفعالية وفـق شـدة المون الاصفر المتكون الى ثلاث درجات ىي 

( ان نسبة العينات التي حررت البارانايتروفينول 4. ويتضح من النتائج المبينة في الجدول )الصفرةالصفرة وشديد 



 

  08.0%  تمييا  العينات التي حررت ىذا الناتج بمون متوسط الصفرة بنسبة   64.3بمون اصفر  فاتح بمغت 
 .% 02.8  الصفرة% فيما بمغت نسبة العينات التي حررت البارانايتروفينول بمون شديد 

 
لتحديد عينات لحميب العائدة لأبقار مصابة  NAGase( : نتائج التقدير النوعي لفعالية انزيم   4الجدول ) 

 بالتهاب الضرع  .
 النسبة المئوية لعينات الحميب P-Nitrophenolشدة لون 

% 
 ...2 أصفر فاتح

 4..4 متوسط الصفرة 
 ..41 شديد الصفرة

 
عند حدوث الاصابة بألتياب الضرع في   NAGaseاثبتت العديد من الدراسات زيادة فعالية انزيم  

( مما SCCالحيوانات , كما لوحظ أيضاً ان ازديـاد فعاليـة  ىذا الانـزيم تقترن دائماً بزيادة عـدد الخلايا الجسمية )
 ( .Kitchen ,1981 ; Mattila et al. ,1986يجعمو مؤشراً واضحاً يعكس درجة التياب الضرع )

 عزل وتشخيص البكتريا المسببة لالتهاب الضرع في الابقار 
 عزل البكتريا المسببة لالتهاب الضرع 

عمى وسطي اكار الدم والماكونكي  NAGaseتم زرع العينات الموجبة لفحصي كاليفورنيا وانزيم  
%  من مجموع العينات المصابة في حين  85.4منيا أي بنسبة  عينة 53وبينت النتائج  ظيور نمو بكتيري في 

%  من مجموع العينات  06.6عينة أي نمو بكتيري أي بنسبة   23لم تظير العينات المتبقية والبالغ عددىا  
 22المصابة . واعتمادا عمى نتائج التشخيص التي سيرد ذكرىا لاحقاً , اسفرت عممية العزل عن  الحصول عمى 

وعزلة واحدة  CoNSعزلات من بكتريا  5و    E.coliعزلات من بكتريا   7و  S.aureus  من بكترياعزلات 
( Mixed culturesفضلا عن ظيور انواع بكتيرية اخرى بصورة عزلات مختمطة ) Strep. uberisمن  بكتريا 

و   Enterobacterو    Bacillusو  Pseudomonasو  Klebsiellaاشتممت عمى اجناس 
Acenitobacter   ( 1الشكل  ) 



 

 
 (: أنواع البكتريا المعزولة والمسببة لالتهاب الضرع في الابقار في محافظة كربلاء المقدسة . 1الشكل) 

 
ان عدم ظيـور نمو في قـسم من العينات الموجبة لفحصي كاليفورنيـا والانزيم يتفـق   مع ما اشـارت اليـو 

( % من مجموع عينات الحميب المزروعة لا تسفر عن اي نمو  65 -05) دراسـات سابقة من ان ما يقرب من
 ; Makvec  and  Ruegg , 2003 ; Bradley et al. , 2007ساعة من الحضن ) 67بكتيري حتى بعد 

Koivula et al. , 2007 . ) 
و   CoNSو    E. coliو   S. aureus( يتضح ان بكتريا 1من ملاحظة الشكل )

Streptococcus  ىي الانواع البكتيرية الرئيسة المسببة لمرض التياب الضرع في الابقار في محافظة كربلاء
في دراسـة لعزل البكتريا المسببة  Kurjogi and Kaliwal (2011)المقدسة وتتفق ىذه النتائج مع ماوجده 
و    E. coliو   S. aureusفي اليند فقد تم عزل بكتريا  Karanatakaلالتياب الضرع في الابقار في منطقة 

CoNS   وStreptococcus  ( عمى التوالي. وفي دراسة 15.3و  18.91و  21.08و  28.1بنسب, % )
   CoNSاخرى اجريت في منطقة بني سويف في مصر اتضـح ان الانواع البكتيـرية المسببـة ليـذا المـرض ىي 

  و   Klebsiella  pneumoniaو    Streptococcus agalactiaeو   E. coliو   S. aureus  و
Strep. Uberis ( عمى التوالي2.8و   3.6و 11.8و  18.7و 25.8و  37.8بنسب ,% ) 

 (Elbably et al. , 2013  . ) 
 

 تشخيص البكتريا المسببة لالتهاب الضرع 
  Staphylococcusتشخيص بكتريا المكورات العنقودية  

                                                                                                            (Cultural and Microscopical characteristics):الصفات الزرعية والمجهرية 
مْ عن  88ساعة بدرجة حرارة  06اسفرت  نتائج الزرع الميكروبي عمى وسط اكار الدم بعد مدة حضن 

 ذىبي , كما اوضحت النتائج قابمية -ة  و محـدبـة  و بــراقـة وذات لون اصفر دائــريــالحصول عمى مستعمرات 
مكن ىذه المستعمرات من  النمو عمى تت ولم( . α- βمن نوع الفا وبيتا  ) ىذه المستعمرات عمى  تحمل الدم

اغمب تركيبات وسط الماكونكي  . اما مجيريـاً فكانت بييئـة مكـورات موجبـة لصبغة كـرام ومتجمعة بييئــة عنــاقيــد 

 %59.3 

%16.9 

13.5% 

8.9% 1.6% 
Mixed culture Staph. auereus E. coli CoNS Strep. uberis



 

(clusters( مما يدل عمى ان ىذه البكتريا تعود لجنس المكورات العنقودية )Staphylococcus وىذا يتفق مع )
عزلة من بكتريا  25( لذا فقد اسفرت عممية التشخيص عن الحصول عمى Quinn et al.,2004ما وصفو  )

 المكورات العنقودية . 
  S. aureusتشخيص بكتريا الـ 

لغرض تشخيص بكتريا  , فضلا عن الفحوصات الكيموحيوية ,  DNaseو  MSAتم استخدام وسطي 
S. aureus  عن بقية انواع الـStaph.    ضمن الخمس عشرة عزلة المتحصل عمييا في ىذه الدراسة , 

A-   ( النمو عمى وسطMSA )Manitol salt agar 
مستعمرات غير     بكونيا MSA النامية عمى الوسط   S. aureusامتازت مستعمرات بكتريا 

  S. aureusلتمييز بكتريا الـ  MSA( وذات لـون اصفر ، يستخـدم وسط  Shinyوبـراقـة )  (Opaque)شفافـة
% من كموريد  8.5عن بقيـة المكورات الموجبـة لصبغة كـرام  المنتجة  لمكتاليز . يحتوي ىذا الوسط عمى 

فتتمكن    من النمو عميو وتعمل .Staph الصوديوم الذي يثبط نمو الكثير من الاحياء المجيرية , اما بكتريا  
ود فيو مؤدية الى انتاج  حامض الذي يتسبب  في تحول كاشف الفينول المانيتول الموج عمى تخمير سكر

 ( .  De La Maza et al. ,1997الاحمر من المون الوردي الى الاصفر  )
B–   النمو عمى وسطDNase : 

اذ  CoNSو   S. aureusوىو يستخدم عادة لمتمييز بين بكتريا     DNAيحتوي ىذا الوسط عمى الـ 
, لذا فقد تم تمقيح ىذا الوسط بعزلات بكتريا  DNaseتتمكن الاولى من النمو عميو من خلال انتاجيا لأنزيم  

Staph.    ساعة ثم غمر الوسط بحامض الييدروكموريك  06المتحصل عمييا في ىذه الدراسة  وحضنو لمدة
( عزلات منيا كانت 22مستعمرات ).  وقد اوضحت النتائج ان  DNAالمخفف  الذي يعمل عمى ترسيب الـ  

المنتج منيا  مما يدل  DNaseبفعل انزيم الـ  DNA(  بسبب تحمل الـ Clear areasمحاطة بمناطق شفافة )
في حين لم يلاحظ وجود مثل ىذه المناطق حول مستعمرات   S. aureusعمى ان ىذه العزلات تعود لمنوع 

 CoNS  (Hart and Shears, 2004 . )عود لبكتريا  العزلات الخمس المتبقية مما يدل عمى انيا ت
C-   الفحوصات الكيموحيوية(Biochemical tests ) : 

وجد ان العزلات  جميعيا منتجة    .Staphعند اجراء الفحوصات الكيموحيوية عمى عزلات بكتريا 
( وتحويمو الى ماء وغاز الأوكسجين اذ   H2O2لمكاتميز من خلال مقدرتيا عمى تحطيم بيروكسيد الييدروجين) 

 اتسمت النتيجة الموجبة بظيور فقاعات غازية .  
عزلات منيا  22( فقد اعطت coagulaseو عندما خضعت  تمك العزلات لأختبار إنتاج انزيم مجمط البلازما )

مما يدل عمى أن ىذه العزلات   DNase% نتيجة موجبة وىي العزلات ذاتيا المنتجة لانزيم  44.44اي بنسبة  
(  فيما أعطت الخمس عزلات  Quinn et al. , 2004وىذا يتفق مع ماوصفو )  S. aureusتعود لبكتريا 

% عزلو نتيجة  سالبة  ليذا الاختبار وىي العزلات ذاتيا غير المنتجة لانزيم  33.33المتبقية منيا  اي بنسبة 
DNase   مما يدل عمى انيا تصنف ضمنCoNS ( الاختبارات الشكمية والكيموحيوية 3. ويوضح الجدول )
 . S. aureusلبكتريا 

 
 
 
 



 

 S. aureus( : الاختبارات الشكمية والكيموحيوية لبكتريا  3جدول )

 النتيجة الاختبار ت
 + صبغة غرام -1
 خلايا كروية بشكل عناقيد المظير -2
 لا ىوائية اختيارية ظرو  النمو -3
 + الكاتميز اختبار -4
 _ اختبار الاوكسيديز -5
 + DNaseاختبار  -.
 + تخمر المانيتول -.

 + اختبار التجمط -8

.- 
 Manitolالوسط الانتقائي     

–Salt Agar + 

 نتيجة سالبة -نتيجة موجبة ,   +
   
 : CoNSتشخيص بكتريا  

 من خلال الطرائق الاتية :   CoNSلقد تم تشخيص بكتريا 
 : S. aureusأستخدام الطرائق المتبعة في تشخيص بكتريا  - أ

 .Sالخمس باتباع الطرائق ذاتيا المستخدمة في تشخيص النوع     .Staphتم تشخيص عزلات بكتريا 
aureus  وكانت النتائج مطابقة لبكتريا  من اختبارات شكمية وكيموحيويةS. aureus  ماعدا اختباريDNase  

 ( .3)الجدول    CoNSالمذين أعطيا نتيجة سالبة مما يدل عمى ان ىذه البكتريا تعود لـ   Coagulaseو 
 عمى مستوى النوع :  CoNSتشخيص    - ب

عمى مستوى   CoNSلغرض تشخيص عزلات   .Api Staphتم استخدام العدة التشخيصية 
فيما   S. lentusلمنوع  وواحدة S. xylosusالنوع وقد تبين من خلال النتائج ان ثلاث منيا تعود لمنوع 

    S. haemolyticusلمنوع تعود الاخيرة 
 :  E. coliتشخيص بكتريا 

    (Cultural and Microscopical characteristics):الصفات الزرعية والمجهرية 
ساعة تم  06مْ لمدة  88بعد زرع عينات الحميب  عمى وسط الماكونكي وحضنيا بدرجة حرارة 

مخمرة لسكر الحصول عمى ثمانية عزلات بييئة مستعمرات دائرية, منفردة وبراقة وذات لون وردي وكانت 
المجيرية  تشير الى اما مجيرياً فكانت بييئة عصيات سالبة لصبغة كرام . ان ىذه الصفات الزرعية و ,  اللاكتوز

 (.                                                          2)الجدول    E. coliان العزلات البكتيرية الثمانية ىي 
 فيو اختياري من جية  لأنو يحتوي عمى صبغة   تفريقياً , -يعد وسط الماكونكي وسطاً اختيارياً 

Crystal violet    المثبطة لنمو البكتريا الموجبة لصبغة كرام كما يحتوي ايضاً عمى ممحBile salt    المثبط
(  ومن جية اخرى  يعد    Enteric Bacteriaلنمو البكتريا السالبة لصبغة كرام عدا مجموعة البكتريا المعوية )

ة لسكر اللاكتوز . يحتوي ىذا الوسط ىذا الوسط وسطاً تفريقياً كونو يميز بين الجراثيم  المخمرة  وغير المخمر 



 

        ( لذا فان pH indicatorإذ يعد الاخير دليلًا لمرقم الييدروجيني ) رعمى اللاكتوز والفينول الاحم
 المستعمرات المخمر لسـكر اللاكتـــوز تنتـــج حامض الذي يعمـل بــدوره عمى تغييـر لون الدليــل الـى المــون الاحمـر

; Hart and  Shears,2004) Quinn et al . ,2004. ) 
ظيرت  E.coliفي تنمية العزلات الثمانية التي شخصت عمى انيا بكتريا  EMBعند استخدام  وسط  

( وىذا يتفق مع ماوصفو Green metallicبييئة مستعمرات متميزة بالبريــق المعدنـي  )  مستعمرات ىذه العزلات
(Quinn et al . ,2004 .) 

بانتشارىا حول منطقة الزرع  Semisolidالمنماة عمى وسط   E. coliتميزت مستعمرات بكتريا الـ 
 ( . Hart and Shears, 2004دلالة عمى قابمية البكتريا عمى الحركة  )

 
   ( Biochemical test)الفحوصات الكيموحيوية 

قد اعطت   E. coli( ان بكتريا   2اظيرت نتائج الفحوصات الكيموحيوية الموضحة في الجدول ) 
, وليس ليا القابمية عمى تحميل اليوريا , وتتمكن من   TSIفي اختبار الـ    Acid\ Acid with gasالنتيجة 

تحميل الحامض الاميني التربتوفان لذا فقد اعطت نتيجة  موجبة في فحص الاندول , كما اعطت نتيجة موجبة 
, ولم تتمكن ىذه البكتريا من استيلاك  VPت النتيجة سالبة في فحص  في فحص المثيل الاحمر بينما كان

 ت نتيجة سالبة في ىذا الاختبار .السترات كمصدر وحيد لمكربون وبالتالي اعط
 

 E. coli( : الاختبارات الشكمية والكيموحيوية لبكتريا 2الجدول )

 الاستجابة الاختبار ت

 - صبغة غرام 1
 الشكلخلايا عصوية  المظير 2
 ىوائية اختيارية ظرو  النمو 3
 + اختبار الكاتميز 4
 _ اختبار الاوكسيديز 5
 + اختبار الحركة 4
 + تخمر اللاكتوز 8

 + EMB (green metallic )الوسط الانتقائي      7
 + فحص الاندول 3
22 MR + 
22 VP - 
20 Citrate - 
28 TSI A\A with gas 
 - فحص اليوريا 26

 (:نتيجة سالبة-)+(: نتيجة موجبة , )



 

 :  Api 20 Eباستخدام عدة التشخيص  E. coliتشخيص بكتريا    
وقد جاءت نتائج العدة  . Api 20 Eباستخدام عدة التشخيص    E. coliتم تشخيص بكتريا 

 .  E. coliتؤكد ان البكتريا المعزولة ىي ل التشخيصية 
 :S. uberis تشخيص بكتريـا  

                         (Cultural and Microscopical characteristics):الصفات الزرعية والمجهرية 
ساعة   06 دة ـمْ   لم 88بعد زرع عينات الحميب عمى وسط اكار الدم  وحضنيا  بدرجة حرارة 

تم الحصول عمى عزلة واحدة  بشكل مستعمرات  صغيرة نصف شفافة ليا القابمية عمى تحميل   CO2وبوجود 
( .اما مجيريا فقد ظيرت ىذه العزلة بييئة مكورات موجبة لصبغة كرام متجمعة بشكل  γو α ,βالدم من نوع )

(.لذا فان التشخيص المقترح ليذه العزلة  انيا تعود لجنس المكورات السبحية  5ازواج او سلاسل  ) الجدول 
(Streptococcus )Quinn et al. , 2004).) 

 ( Biochemical test)الفحوصات الكيموحيوية 
المشخصة فـي الخطـوة السـابقة بكونيـا سـالبة لفحـص الكتـاليز وسـالبة   Streptococcusتميزت  بكتريا   

 .(5. )الجدول (Whiley and Hardi,2009)يز وليا القابمية عمى تخمر سكر الكموكوز لفحص الاوكسيد
 Streptococcus( : الاختبارات الشكمية والكيموحيوية لبكتريا  5الجدول )

 النتيجة الاختبار ت

 + صبغة غرام 1
 خلايا كروية بشكل ازواج اوسلاسل المظير 2
 لاىوائي اختياري  ظرو  النمو 3
 - اختبار الكاتميز 4
 _ اختبار الاوكسيديز 5
 + تخمر الكموكوز -4

 
 .  .Api  Strepباستخـدام العــدة التشخيصيــة    Streptococcussتشخيص بكتريا الـ   

في تشخيص بكتريا المكورات السـبحية  عمى مستوى الـنوع    Api  Strepاستخدمت العدة التشخيصية 
 . Strep. uberisالتشخيص المقترح ليذه العزلة ىو   وقد اتضح من النتائج ان.

 بالطرائق الجزيئية  E. coliو    S. aureusتشخيص بكتريا 
لأجراء تشخيص سريع لمعزلات البكتيرية , يستخدم ىذا التفاعل   PCRيستخدم تفاعل البممرة المتسمسل 

دوراً ميماً في الدراسات   PCRكاختبار تاكيدي بعد تشخيص البكتريا بالطرائق الكيموحيوية . وحالياً يمعب الـ 
 ;Mehrotra et al.,2000 ;)تو تشخيص ىذه الاحياء وجيناتيا السريرية للاحياء المجيرية اذ يمكن بواسط

Perez-roth et al. ,2001; Jonas et al., 2002; Amghalia et al.,2009 Towner et al.,1998. ) 
 S. aureusفي بكتريا   fem Aفي ىذه الدراسة لمكشف عن وجود جين  PCRاستخدمت تقنية الـ 

 .  E. coliفي بكتريا  pho Aوجين 



 

من نوعي البكتريا قيد الدراسة بطريقتين ىما الاستخلاص بطريقة الغميان  DNAتم استخلاص
بنجاح   E. coliمن بكتريا   DNA( واوضحت النتائج امكانية استخلاص Kitوالاستخلاص باستخدام العدة )

بطريقة  .aureus  Sمن البكتريا DNAباستخدام كلا طريقتي الاستخلاص فيما اقتصرت عممية استخلاص 
تصنف ضمن البكتريا السالبة لصبغة كرام والتي تتميز    E. coli( . ويمكن تفسير ذلك بان بكتريا  Kit)العدة 

بكون جدارىا الخموي يمثل طبقة رقيقة لذا يمكن تحميمو باستخدام كلا طريقتي الاستخلاص , بينما يتصف جدار 
 ا لايمكن تحميمو بطريقة الغميان .باحتوائو عمى طبقة سميكة من الببتيدوكلايكان لذ S. aureusبكتريا 

( Primerوالتي يتبين من خلاليا ان البادئ )  PCR( الترحيل الكيربائي لنواتج 4يوضح الشكل ) 
, bp280 يبمغ حجمو   PCRكان ناجحاً في تضخيم ىذا الجين من خلال ظيور ناتج  femAالخاص بالجين 

 .    S. aureusا لذا يمكن استخدام ىذا الجيـن في في تشخيص  بكتريـ
( Primerوالتي يتبين من خلاليا ان البادئ  ) PCR( فيوضح الترحيل الكيربائي لنواتج 3اما الشكل )

 bp  328يبمغ حجمو PCRكان ناجحاً في تضخيم ىذا الجين من خلال ظيور ناتج    phoAالخاص بالجين 
 .  E. coli, لذا  يمكن استخدام ىذا الجين في تشخيص بكتريا 

 
 

 
بإستعمال البادئ النوعي لجين    S. aureusلبكتريا PCRالترحيل الكهربائي لناتج تفاعل  (:4الشكل )

femA (132bp , )( دقيقة38( فولت لمدة )88(% ،الفولتية )1.5تركيزالهلام ) 
 

500  bp 

200  bp 

100  bp 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

بإستعمال البادئ النوعي لجين    E. coliلبكتريا PCRالترحيل الكهربائي لناتج تفاعل  (:3الشكل)
phoA(903bp , )( دقيقة38( فولت لمدة )88(% ،الفولتية )1.5تركيزالهلام ) 
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