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 مـن عينـات سريريــه وبيئيــة مختلفـة باستخــدام P. aeruginosaتشخيــص بكتريـا 

 .16S rDNAجيــن  

Identification of Pseudomonas aeruginosa From Clinical and environmental 
difference Specimen by Using 16S rDNA Gene. 

 

 بلال علي عواد / كلية العلوم / جامعة الانبار

 أ.د. أحمد محمد تركي / كلية العلوم / جامعة الانبار

 الخلاصة

 P. aeruginosaعزلـــة بكتيرية تعــود الــى بكتريــا   66أوضحت نتائج تشخيصالعزلات البكتيرية أن هنــاك
 16Sعزلة بيئية وتم تأكيد التشخيص بأستخدام التشخيص الجيني وباستعمال  20عزلة مرضية و  46وبــواقع 
rDNA  ولوحظ ظهور حزمة واحدة في حفر الهلام وبالمستوى نفسه بالنسبة لجميع العزلات.أجري فحص

مضادا حيويا بطريقة الانتشـــــار 19عزلة تجاه  66الحساسية لجميع العزلات البكتيرية المنتخبة والبالغ عددها 
الحيوية المستعملة وهي  % لــــعدد من المضادات100على الاطباق وكانت جميع العزلات مقاومة بنسبة 

Amoxicillin\Clavulanic acid،Carbencillin،Cefotaxime، Ceftriaxone ، Cephalexin  و
Kanamycin تباينت العزلات في أنتاج البروتيز القاعدي وذلك على اساس قطر المنطقة المتحلله حول.

دراسة وحسب مصدر العزل إذ تراوح المستخدم في هذه ال Skim milk agarالمستعمرة بعد زراعتها على وسط 
 Microtitration plates(ملم ، في حين استخدمت طريقة أطباقالمعايرةالدقيقة28–0قطر التحلل مابين)
method (MTP)  للكشف عن قدرة العزلات على انتاج صبغةPyocyanin  وتكوين الغشاء الحيوي

Biofilmال جهاز إذ تعطي هذه الطريقة قيمة رقميةللامتصاصيةباستعمELISA reader حيث يعتبر هذا
وأكثر دقة وحساسية من الطرق الاخرى ،فتباينت العزلات في  Quantitative assayالاختبار تحليل كمي 

وتكوين الغشاء الحيوي بين منتجة بكفائة عالية جدا ، متوسطة الكفائة وذات كفائة  Pyocyaninانتاجها لصبغة 
 قليلة.
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 المقدمة

من اكبر أنواع البكتريا السالبة لصبغة  كرام  مسببة للإمراض في تاريخ البشرية P. aeruginosaتعد بكتريا
 Flagellamلأنها تمتلك العديد من عوامل  الضراوة التي لها أثراً في أمراضيتها ،منها المقترن بالخلية كالاسـواط

ا الظهارية والاستيطان ومن ثم تكوين التي تستعملها في عملية الالتصاق على الخلاي IVPiliوالأهداب من نوع 
في موضع الإصابة بعد أن تتجمع بأعداد كبيرة ، والغشاء الحيوي يحميها من دفاعات Biofilmالغشاء الحيوي 

لهذه البكتريا قدرة عالية في كما ان(.2011 و آخرون ، Zubairالجسم و يزيد مقاومتها للمضادات الحيوية )
الإنسانوتعد أكثر المسببات المرضية شيوعا" في مايعرف بعدوى المستشفيات  احداث العديد من الاصابة لدى

لأنها بكتريا أنتهازية موجودة أصلا" في جسم الإنسان على سطح الجلد يجعلها سهلة الأختراق للجلد وفضلا" عن 
في المستشفيات إنتقالها الى المرضى الراقدين في المستشفيات من خلال الأدوات والأجهزة الملوثة والعاملين 

والمرافقين للمرضى  ومن خلال كونها ذات أمراضية متعددة ومتغايرة ومعتمدة على عدد واسع من محددات 
الضراوة التي تعطيها القدرة على استعمار طائفة واسعة كل هذا متأت من قدرتها على التنوع الأيضي مسببة 

 .( Nastaran and Hassan , 2014 )بذلك الأمراض المختلفة في المستشفيات

ان بكتريا الزوائفالزنجارية تعد من اكثر المسببات للأمراض الحادة والمزمنة التي تصيب  العديد من 
اذ تتواجد بشكل طبيعي في بيئات متعددة كالتربة والمياه وعلى اسطح (. (Mulcahyet al., 2011المضائف

 .P، كما توصف جرثومة(Bhasinet al.,2015)النباتات وبشكل متطفل على جلد الانسان والحيوان 
aeruginosaبأنها متعددةعوامل الضراوة(Multifactorial virulence )   ومعظم الأصابات

، توليد السموم (Invasion)سببها قابلية الجرثومة على الغزو P.aeruginosaبجرثومة
(Toxinogenic)قدرتها على الألتصاق الجرثومي والأستيطــان،(Attachment and colonization)  والغزو

 , .Westmanet al)فضلًا عن  قابليتها العالية للأنتشار داخـل جسـم العائـل (Local invasion)الموضعي
وتسبب بعض الأمراض المميتة عند  Secondary invadersكذلكتظهر هذه البكتريا كغازيات ثانوية .(2010

الأشخاصالمصابينبالكبت و  Cystic fibrosisالذين يعانون من التليف الحويصلي
صـابـات ذوي نـقــص الــمـناعـة  عن ̎فضـلا، lmmunocompromisedالمناعي حــالات الـجـروح والــحروق ، وا 

كمايشير الباحثون إلى إن هذه Viral   immunodeficiency (Bergaminiet al., 2012.)الـفـايـروسـي
من إصابات المجاري البولية  12%من حالات الإصابة بذات الرئة، وتشكل 16%لة عن ؤو البكتريا تكون مس

 ,Mousaمن الإصابات إلى مجرى الدم) 9-10%من إصابات الجروح و  8%المكتسبة في المستشفيات و 
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1997; Solis etal., 2012 ويعود ذلك لما تنتجه تلك البكتريا من عوامــل ضراوة عديدة التي تحقق لها.)
، ومنها انتــاج الإنزيمـــات الحالـــه لـلبروتين التي تعمـل على تحليـل الاليــاف البروتينيـــة لكشف الامراضية 

( ،ومما زاد من ضراوة تلك البكتريا هو (Stones and Krachler,2015المستقبلات للخـلايا البكتيريــة 
متنوعة من المركبات الكيميائية بما  ومجموعة Antibioticsمقاومتها لمجموعة واسعة من المضادات الحيوية 

( ،وهذا ماسمح لهذه (DisinfectantsMitikuet al.,2014والمطهرات   Detergentsفي ذلك المنظفات
البكتريا بالبقاء في المواد المطهرة ،الادوية السائلة ،وكذلك على ارضيات المستشفيات مما ساعد على زيادة نسبة 

 Intensive Careضى الراقدين في المستشفى ولا سيما في وحدة العناية المركزة الاصابة بهذه البكتريا في المر 
UnitOchoa et al.,2013) 50( مما ادى ذلك الى ان تصل نسبة الوفيات المتسببة بهذه البكتريا الى  %

David)  وGardner ،2011). 

ريعة والدقيقة ولاسيما عندما في الكشف عن الممرضات البكتيرية من الطرق الس  PCRاصبح استخدام تقنية 
تكون تلك الممرضات صعبة التنمية في المختبر وتحتاج الى مدة حضن طويلة لكي تنمو في الوسط الزرعي 

Yamamoto,2002))  حيث وجــد العديــد مـن تلــك الجينات التــي يمكــن ان تستخــدم لتشخيص بكتريــاP. 
aeruginosa بـواسطــة تقنيـة الـــPCR  16ومنهاS rDNA  ويتم تصميم البادئ لهـذا الجيـن(Salman et 

al.,2013). 

إلــى أعــادة تصنيف العديــد من الأجناس البكتيرية ونقل احياء من  16S rDNAحيث أدى استعمال تسلســــلات
 وباستعمال(,(Woo et al.,2008جنس إلى أخر وكذلك من نوع إلى أخر واستحداث أجناس وأنواع جديدة 

ــ P. aeruginosaالذي وفر التشخيص الدقيق لبكتريا16S rDNAالجين وميزها عن باقي أجناس ال
pseudomonas  ولذلك يعد التشخيص الجزيئي ادق من الاختبارات التقليدية المستعملة مختبريا ((Altaaiet 

al.,201416،إذأن الجينS rDNA  له تسلسل ثابت لكل نوع ولذلك يعطي تشخيصا ع مستوى النوع ومن هنا
وعليه فان ,Molecular Identification ((Hussienet al.,2012جاء دورهالمهم جدا في التشخيص الجزيئي

مما يوفر  P. aeruginosaالفائدة المهمه عند استعمال هذه الطريقة هي التشخيص السريع عند الاصابة ببكتريا
 . (Uguret al.,2012)ا الاستعمال المبكر للمضادات الحيوية المناسبة للقضاء على الاصابة ومنع العدوى لن
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 المواد وطرق العمل 

 عزل وجمع العينات

( عينة من مرضى يعانون من مختلف الحالات المرضية شملت أخماجالحروق، الجروح ، التليف 207جمعت )
الكيسي ، التهاب الاذن الوسطى ومن التهاب العيون،إذ تم الحصول على العينات من مختبرات بعض 

للنسائية  المستشفيات في بغداد شملت مستشفى الطفل المركزي ومستشفى الكندي التعليمي ومستشفى ابن البلدي
 .(2016/1/15)ولغاية  (2015/10/15)والاطفال ومستشفى النعمان للمدة من 

 تشخيص العزلات

تم تشخيص العزلات باستخدام الطرائق الزرعية وباستعمال عدة اوساط من خلال ملاحظة قدرتها على النمو 
، وسط  Pseudomonas، الوسط الخاص ببكتريا  Pseudomonas agarعلى وسط اكار السيدوموناس

والوسط الانتخابي لبكتريا الزوائفالزنجارية وكذلك زرعت على وسط  Cetrimide agarاكار السترمايد
لتشخيص صفاتها المزرعية  Blood base agarوكذلك زرعت على اكار الدم MacConkey agarالماكونكي

فحوصات البايوكيميائية  (، واستخدام(Baron et al.,2007ايضا من حيث شكل ولون المستعمرات 
 . Catalaseو  Oxidaseمثل

 DNAعزل 

الكلي وحسب تعليمات الشركة المصنعة  DNAباستخدام عدة استخلاص   DNA تم استخلاص وتنقية

(Promega). 

 

 

 تشخيص البكتريا
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للتشخيص النهائي للعزلات البكتيرية قيد الدراسة وبواسطة جهاز تضاعف البلمرة  16S rDNAتم استعمال جين 

 والموضح بالجدول ادناه :16S rDNA( واستعمل البادئ الخاص بالجين (PCRالمتسلسل 

 اسم البادئ
 53ََتسلسل القواعد  

Primer sequence (5′–3′) 
 الناتج

 ((bpقاعدة لكل زوج

16srRNA-F 
16srNA-R 

GGGGGATCTTCGGACCTCA 
956 TCCTTAGAGTGCCCACCCG 

TGGTGGCGATCTTGAACTTCTT 
 

 :على النحو التالي  Spilkeret al. (2004)وبالظروف التفاعلية المستعملة وحسب البرنامج الذي ورد في 

 

 

 

 PCR (2-6)برمجـــة جهـــاز 

 العملية الخطوة

 القالب DNAللمسخ الاولي  م 95دورة واحدة لمدة دقيقتين بدرجة حرارة  1

2 

 -دورة تضمنت : 25

A 20  لمسح دنا القالب° م 94ثانية عند درجة حرارة 

B 20   لارتباط البوادىء بدنا القالب° م 58ثانية عند درجة حرارة 

C 40  لاستطالة البوادىء المرتبطة° م72ثانية عند درجة حرارة 

للاستطالة النهائية لشريط ° م 72دقيقة واحدة بدرجة [دورة واحدة لمدة   3
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DNA  .المتضاعف 

 Eithidiumمـــايكروليتر مـــن صـــبغة 5% الحـــاوي علـــى1فصـــلت نـــواتج التفاعـــل باســـتخدام الاكـــاروز بتركيـــز 

bromide   وباستعمالDNA ladder(100bp) فولـت لمـدة سـاعة وتـم التصـوير باسـتخدام  75وبفرقجهدUV 

light. 

 الحساسية للمضادات الحيوية اختبار فحص

لأجراء فحص الحساسية للمضادات  (1995). واخرون  Atlas الواردة فيKirby baureاعتمدت طريقة 

واختبرت مقاومةالعزلات للمضادات الحيوية وهي  Muller Hinton agarالحيوية وباستعمال وسط 

Amoxicillin\Clavulanic acid ، Ampicillin،Carbencillin، Cefotaxime ، Ceftriaxone ، 

Cephalexin وKanamycin قرئت النتائج بقياس أقطار تثبيط النمو بالمليمتر وقورنت النتائج مع أقطار

 .CLSI) (2012,التثبيط القياسية طبقا لماُ أشير في

  Protease productionالتحري عن أنتاج أنزيم البروتيز )الأنزيم المحلل للبروتين(

م وقيست قطر منطقة  37ساعة بدرجة  24بالعزلات البكتيرية وحضنت مدة Skim milk agarزرعوسط 
 (.Benson , 1998التحلل )

وانتاج صبغة  FormationBiofilm استخدام الأليـــــــــــزا في قياس تكوين الغشاء الحيوي
    Stain Pyocyanin Productionالبايوسيانين

ساعة يتم الكشف عن قابلية العزلات على انتاج  24والتي فيها يتم تنمية العزلاتباطباق المعايرة وبعد فترة حضن 
بعد غسل الحفر ومن ثم  (Crystal violetبصبغة البنفسج البلوري )صبغة البايوسيانينفيما صبغة الجدران 

( نانوميتر 630متصاصية على طول موجي )قصرها لقياس تكوين الغشاء الحيوي والذي يعطي قيمة رقمية للا
 ).ELISA reader(Bose etal( نانوميتر لصبغة البايوسيانين باستعمال جهاز (690للغشاء الحيوي و 

 .Rada et al.,2008و  2009

 النتائج والمناقشة
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 Pseudomonas( تعود لبكتريا (66بعد التحليلات اللازمة لتشخيص البكتريا تم الحصول على 
aeruginosa  عينة جمعت من حلات مرضية وبيئية مختلفة يوضح جدول )( عدد العزلات  207من اصل

 والنسب المئوية موزع حسب الحالات المرضية والبيئية.

DNA  من استخلص 
العزلات  جميع 
وتم  المشخصة 
عن وجود  الكشف 
rDNA 16s 
من  والذي يعد 
التي يعتمد  الجينات 
تشخيص  عليها في 

 .Pبكتريا 

aeruginosa  باستعمال تفاعل البلمرة المتسلسلPCR وبينت نتائج الكشف عن الجين ان جميع عزلاتP. 
aeruginosa  زوج قاعدة وكما موضح في الشكل)( 956حاملة لهذا الجين والذي يبلغ حجمة 

مصدر عزلة  التسلسل

 العينة

النسبة  المئوية  العينات الموجبة عدد النماذج

% 

 %76.19 48 63 الحروق -1

 %73.33 33 45 الجروح -2

 %70 14 20 العيون -3

 % 60 18 30 الأذن -4

 %66.66  6 9 التليفالكيسي -5

 % 90 18 20 التربة -6

 %80  16 20 المياه -7

 %73.91 153 207 المجموع
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على  16SrRNAبادئ باستعمال ال  DNA شكل )( الترحيل الكهربائي لنتائج تفاعل البلمرة المتسلسل لسلسلة الــ

: 15-1 معامل السيطرة السالبة ،  956BP  ،C: الدليل الحجمي : M% 1.5وسط هلام الأكاروز بتركيز 

 .P. aeruginosaأرقام العزلاتلبكتريا 

أجري فحص الحساسية للمضادات الحيوية المختلفة وأظهرت العزلات تباينا في مقاومتها للمضادات الحيوية 
التي تم الحصول عليها ان هناك تباينا واضحا في مقاومة عزلات البكتريا قيد الدراسة تجاه حيث أظهرت النتائج 

% لعدد من المضادات الحيوية المستعملة 100هذه المضادات الحيوية اذ ان جميع العزلات كانت مقاومة بنسبة 
و  Amoxicillin\Clavulanic acid،Carbencillin، Cefotaxime ، Ceftriaxone ، Cephalexinوهي 

Kanamycin )( في حين كانت نسبة المقاومة اتجاه المضادات جدول ، 

 

 أسم المضاد

 

 الرمز

 P. aeruginosaعزلات بكتريا 

الحساسة  (Iالمتوسطه ) (R) المقاومة

 ٍٍٍٍ(S) 

النسبة العدد

% 

النسبة العدد

% 

 %النسبة العدد
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Amoxicillin\Clavulanic 

acid 

AMC 

 

66 100 - - - - 

Carbencillin PY 66 100 - - - - 

Cefotaxime CTX 66 100 - - - - 

Ceftriaxone CRO 66 100 - - - - 

Cephalexin CL 66 100 - - - - 

Kanamycin K 66 100 - - - - 

 CLSI2012) .)(Sensitive:S , Intermediate:I , Resistant:R)بالاعتماد على 

تم التحري عن بعض عوامل الضراوة التي تمتلكها البكتريا،ومن خلال النتائج التي تم الحصول عليها فان عدد 
% فيما كانت عدد العزلات غير 95.45عزلة وبنسبة  63هي  Proteaseالعزلات التي كانت منتجة لأنزيم 

 Pyocyaninسبة انتاج صبغة % والتي كانت جميعها من التربة،كما بلغت ن4.5عزلات وبنسبة  3المنتجة 
% ،وأظهرت نتائج دراستنا الحالية ان جميع العزلات كانت منتجة للغشاء الحيوي 95.45لدرستنا الحالية 

 . 100%وبنسبة

أظهرت نتائج العزل ان اكثر العزلات المرضية التي تم الحصول عليها كانت من الحروق والجروح وبنسبة 
 إذ وجد أن(2014)وجاءت نتائج هذه الدراسة متوافقة نوعا ما مع الخالصيعلى التوالي %73.33% و 76.19
كانت هي الأكثر عزلا في عينات أخماج الحروق والجروح المأخوذة من مستشفيات  P.aeruginosaبكتريا 

إذ كانت  (2005)و آخرون  Rastegarكذلك الحال مع دراسة أجريت في إيران لـ، 76%بغداد وكانت بنسبة 
، كما اشارت % 73.1 هي الأكثر شيوعا وبنسبة P.aeruginosaببكتريا أخماج الجروح والحروق ابة نسبة إص
من التهابات  78.57%كانت P. aeruginosaلبكتريا أعلى نسبة ( في نتائج دراستها أن (2015النعيمي 
 والتي تتوافق مع نتائج دراستنا الحاليه. الحروق
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لها القابلية على مقاومة العديد من المضادات الحيوية  P. aeruginosa بينت العديد من الدراسات أن بكتريا
( ،اذ كانت نسبة المقاومة لمضاد (Boussoualimet al.,2014المختلفة لاسيما مضادات البيتالاكتام

Amoxicillin\Clavulanic acid%100  وهذه النتيجة تتفق مع دراسات عالمية ومحلية كالدراسات التي قامت
معزولة من العينات  P. aeruginosaعزلة محلية لبكتريا  50( التي اجرتها على (AL-Shwaikh2006بها 

( الذي وجد أن نسبة المقاومة للمضاد (2015السريرية ، كما تتفق نتائج الدراسهالحاليه مع العبيدي 
Carbencillin  تنا مع النتائج التي % ،ايضا اتفقت نتائج دراس 100من قبل بكتريا الزوائفالزنجارية كانت
%، 100كانت  Cephalexinوالتي وجدت أن نسبة المقاومة لمضاد  AL-Khazali( (2009حصلت عليها 

( التي وجدت ان مقاومة et al.2015)AL-Kaisseكما توافقت نتائج دراستنا مع ماتوصل اليه
على التوالي  88%% و 100 كانت Cefotaximeو  Ceftriaxoneعزلاتالزوائفالزنجاريــة لكــل من المضادين

كانت بواقع  Cefotaximeان نسبة مقاومة الزوائفالزنجارية لمضاد  AL-Fatlawi( (2015، كما وجد 
( (EL-Bialy2008% وهذا متوافق مع نتائج الدراسة الحالية لهذا المضاد،كما اتفقت دراستنا مع ما وجده 100

 % .100هي  Kanamycinلمضاد  P. aeruginosaأن مقاومة بكتريا 

 Proteaseوعند التحري عن عوامل الضراوة التي تمتلكها البكتريا فان عدد العزلات التي كانت منتجة لأنزيم 
% والتي كانت 4.5عزلات وبنسبة 3% فيما كانت عدد العزلات غير المنتجة 95.45عزلة وبنسبة  63هي 

( الذي وجد أن 2016لتي حصل عليها المشهداني )جميعها من التربة اتفقت نتائج الدراسة الحالية مع النتائج ا
،في حينبلغت  Proteaseكانت لها القابلية على أنتاج أنزيم   P. aeruginosa% من عزلات بكتريا  94

( أذ (2014%تتفـق مع ما توصلت اليــه الخزرجي 95.45لدرستنا الحالية  Pyocyaninنسبة انتاج صبغة 
كونها تعمل يأتي التفاوت في انتاج تلك الصبغة Pyocyanin% من عزلاتها كانت منتجة لصبغة 95لوحظ ان 

كمضادات حيوية اذ تتداخـل سلبيا مع عـدد من وظائف خلايا الإنسان، ومـن أهمـها خلايا الجهاز التنفسي ونمـو 
ل على تثبيط الكلوبيولينات المناعية خلايا الجـلد وتوازن الكالسيوم وتحرير الانترلوكين. كما ان هذه الصبغة تعم

(Immunoglobulines) ى إن هنـالك علاقــة وثيقة بيــن ـالمنتجة من الخلايا اللمفاوية البائية وهذا مايشير ال
كما أظهرت نتائج دراستنا الحالية ان جميع العزلات ، (Ran et al., 2003)إنتــاج الصبغــة وامراضية البكتريـا

بدرجات انتاجيةمختلفة بالمقارنة مع السيطرة السالبة بين 100%وبنسبة Biofilmاء الحيويكانت منتجة للغش
انتاجية عالية ومتوسطة وضعيفة كما ذكر آنفا اتفقت نتائج دراستنا الحالية مع نتائج الدراسة التي 

وكانت .Klebsiella sppوبكتريا P. aeruginosa(،في مدينة الرمادي على بكتريا2008) Moteebأجرتها
ذات 100%إذ كانت العزلات جميعها وبنسبة (MTP)للغشاء الحيوي بطريقة P. aeruginosaإنتاجية بكتريا 
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على أنتاج P. aeruginosaإنتاجية عالية للغشاء الحيوي، كما أن ارتفاع النسبة المئوية لقابلية عزلات بكتريا 
المضادات الحياتيةإذ يلعب الغشاء اتجاه جميع  العزلاتالغشاء الحيوي يفسر ارتفاع نسب المقاومة من قبل هذه 

الحيوي دورا كبير في أمراضية البكتريا و مقاومتها للعديد من المضادات الحياتية ،لأنها تكون مغمورة في 
بروتينات المضيف والطبقة المخاطية الميكروبية ، التي توفر بدورها مكان مناسب لنمو البكتريا والكائنات 

و  2011وآخرون  Hassan) ا يزيد من مقاومتها للعلاج وهذا يؤدي إلى خلق مشكلة كبيرة الأخرى مم
Saxena، 2014 وآخرون). 

 .Pيعد من الجينات التشخيصية الدقيقة للنوع   16S rDNAان التشخيص باستعمال الجين 
aeruginosa وللانواع الاخرى وذلك لان له تسلســلا ثابتا لكل نوع من الأنـــواع البكتيـــرية وله دور مهم جدا في

ام ــــكـــــــذلك ق Classificationوالتصنيـــف  Molecular identificationكــــل من التشخيص الجزيئي 
Amutha and Kokila (2012)   بتشخيص بكتـريـــاP. aeruginosa عزولة من التربة بوساطة الجين الم

16S rDNA  اذ وجد ان هذه التقنية مناسبة لعملية تشخيص الانواع البكتيرية وغالبا مايستعملتسليلات منطقة
في مجال دراسة العلاقات التطورية للسلالات المختلفة لهذه البكتريا، ولكون مناطق هذا  16S rDNAالجين 

ير مع مرور الزمن وبالتالي يعد معيارا مناسبا في مجال الجين عالية الثبات وغير قابل للتغ
يحتوي على مناطق عالية التغاير  16S rDNA، بالاظافة الى ثباته العالي فان جين Classificationالتصنيف

بين الانواع البكتيرية وبذلك يوفر تسلسلا خاصا بكل نوع من الانواع التي يستفاد منها في تشخيص الانواع 
 (.(Brooks et al,2010ة البكتيريــ
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