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الخلاصة:

أعمار .2015ولغایة شهر أیار2014من شهر تشرین الاول مریض خلال المدة 112لوزة من 224تم استئصال 

قسمت الإناث. من ) حالة43.75%(49من الذكور وحالة56.25%)(63حیث كانت ،سنة3-40المرضى تراوحت من 

Bacteroidesبكتریا) عزلة من30على (وفیه تم الحصول) لوزة 112اللوز إلى قسمین الأول ( fragilis 26.78وبنسبة %

) أما القسم الأخر PCRالبكتریولوجیة القیاسیة وتقنیة تفاعل البلمرة المتسلسل (شخصت بواسطة الطرق . لوزة112من مجموع 

شخصت بواسطة تقنیة تفاعل البلمرة .%50.89وبنسبة B.fragilis) عزلة من 57) فقد تم الحصول فیه على (112(

.)nanH(وكلا الطریقتین الجزیئیة تمت باستخدام الجین التشخیصي )Direct PCR(المتسلسل المباشر 

nanHللتحري عن جین Direct PCRوتقنیة الــ PCRفي تقنیة الــ)Primers(تم استخدام بادئات نوعیة 

في تقنیة nanH) للجین عزلة30وقد أظهرت النتائج امتلاك كافة العزلات (,neuraminidaseالمسؤول عن التشفیر لأنزیم 

وبالتالي تقنیة الـ nanHالجینامتلاكها) لوزة 112عزلة من أصل (57فقد أظهرت Direct PCR, أما تقنیة الــ PCRالـ 

Direct PCR لعزل الطرق البكتریولوجیة القیاسیة أعطت نسبة أعلى منB.fragilis  .

Bacteroides fragilis,neuraminidase ,Direct PCRاللوزتین المزمن , خمج:المفتاحیةالكلمات 

.الأول* البحث مستل من رسالة ماجستیر للباحث 
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.المقدمة:1

تعد اللوزتین من الأنسجة اللمفاویة المهمة في 

الدفاع عن الجسم فلها أهمیة كبیرة في حمایة كل من الممر 

التنفسي والممر الهضمي من دخول العوامل المخمجة مثل 

اللوزتین خمج) ویعتبر مرض 4البكتریا والرواشح (

Tonsillitis من أكثر أمراض الحلق شیوعاً في مختلف

بلدان العالم إذ ترتفع نسبة الإصابة به عند الأطفال في 

سنوات, وتستمر حتى مرحلة 9-3الفئات العمریة من 

سنة 50المراهقة لتقل فیما بعد إذ تكاد تختفي في عمر 

اللوزتین المزمن هي خمج) , ومن أهم المسببات لمرض 9(

, Reovirusة  وتشملالمسببات  الفیروسی

Adenovirus,Echo virus,Epstein - Barr Virus

أما المسببات البكتیریة الهوائیة  ,Influenzae  virusو 

Group A β hemolysisتشمل   Streptococci،

Group B,C,G Streptococci ,Haemophilus

influenzae ,streptococcus pneumonia ,

Moraxella catarrhalis,Staphylococcus

aureus ,Haemophilus parainfluenzae ,

Nisseria spp.وMycobacterium spp.واللاهوائیة

Bacteroides spp.,Peptococcusتشمل spp.

,Peptstreptococcus spp.وActinomyces spp.

, ومن )10ونادراً ما یتسبب من قبل الفطریات والطفیلیات (

هي Bacteroidesالأنواع الأكثر شیوعاً لجنس 

Bacteroides fragilisتعد من الممرضات التي

اللوزتین المزمن خمجافة إلى تسبب بالإضالانتهازیة و 

بعض ).14من الإصابات المعویة وغیر المعویة (العدید

والمعروفة بالعصوانیة الهشة المنتجة هذه البكتریاسلالات

enterotoxigenicالمعوي للذیفان B. fragilis

(ETBF) داخل القناة الهضمیة تنتج سموم معویة تدعى

fragilysin والتي تسبب الإسهال وقیح معوي ناتج من

دخول محتویات الأمعاء إلى التجویف البطني وتلف أنسجة 

القناة الهضمیة, وفي حالات نادرة یمكن أن تسبب سرطان 

cancer)11ضیه هذه البكتریا إلى وجود ). ترجع إمرا

neuraminidaseعوامل ضراوة متعددة أهمها أنزیم 

(NANase) أو یدعىsialidase الذي ینتجه جین

nanH على شطر الأواصر یعمل هذا الأنزیم

حماض السیالیك أمنGlycosidic bondالكلایكوسیدیة 

sialic acids)5 .(

عزل -ما یأتي:استهدفت الدراسة الحالیة

اللوزتین خمجمن مرضى B.fragilisوتشخیص بكتریا 

المزمن في مدینة الدیوانیة باستخدام الطرائق التشخیصیة 

البكتریولوجیة القیاسیة, الكشف عن وجود الجین 

قید B.fragilisفي عزلات بكتریا )nanH(التشخیصي

) PCR) العادي وتقنیة الـ(PCRالدراسة باستخدام تقنیة الـ(

المباشر.

العمل:المواد وطرائق .2

جمع العینات 
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مــریض ممــن یعــانون مــن 112تضــمنت الدراســة 

، وقــد تــم استئصــال اللــوزتین لهــم بقســم بــاللوزتینمــزمنخمــج

فـــي مستشـــفى الدیوانیـــة ).E.N.T(الأذن والأنـــف والحنجـــرة 

مــن شــهر تشــرین خــلال المــدةالتعلیمــي فــي مدینــة الدیوانیــة 

. بعـد فحـص المـریض 2015ولغایة شهر أیار2014الاول 

سریریاً وتشـخیص حالـة الإصـابة مـن قبـل الطبیـب المخـتص 

والتأكـــد مـــن ان المـــریض لا یأخـــذ المضـــادات الحیویـــة قبـــل 

أسبوع من الجراحة , تـم أخـذ مسـحة مـن سـطح اللـوزتین قبـل 

العملیة بـدقائق قلیلـة بواسـطة مسـحات قطنیـة مـع وسـط ناقـل 

)Swap with Transport mediaعــاة تجنــب ) مــع مرا

. اجریــت عملیــة استئصــال اللــوزتین منطقتــي اللســان والبلعــوم

بتقنیة التشریح ووضعت احدى اللوزتین في حاویـة معقمـة ثـم 

مْ وذلــك لغــرض إجــراء تقنیــة الـــ 4-حفظــت بالثلاجــة بدرجــة 

PCR)المباشـــرDirect PCR ـــة ) علیهـــا امـــا اللـــوزة الثانی

Povidoneفإنهـا وضـعت اولاً فـي محلـول  - Iodine لمـدة

ثانیــــــة  ثــــــم غســــــلت بــــــالمحلول الملحــــــي 45الــــــى 30مــــــن 

قطعـــت الـــى نصـــفین المعقـــم و Normal salineالفســـلجي 

ــــوزة بواســــطة مشــــرط معقــــم ــــب الل ، ثــــم اخــــذت مســــحة مــــن ل

بواســـطة مســــحة قطنیــــة جــــاهزة معقمـــة وحاویــــة علــــى وســــط 

ــــوزةغــــ ــــب ســــطح الل ــــت ,ذائي مــــع مراعــــاة تجن ــــك نقل بعــــد ذل

المسحات الى المختبر لإكمال خطوة الزرع البكتیـري وتحدیـد 

) .3(البكتیریةنوع الإصابة 

العزل والتشخیص 

ار اســكولین أمــلاح الصــفراء كَــتــم اســتخدام وســط أ

ـــد Bacreroides Bile Esculin Agarللباكتروی

(BBEA) (Himedia, India) كوســـط انتخـــابي

, زرعــــت علیــــه المســــحات B.fragilisبكتریــــاوتشخیصــــي ل

المــــــأخوذة مــــــن ســــــطح ولــــــب اللــــــوزتین بطریقــــــة التخطــــــیط

)Streaking ( وحضــــــــنت لاهوائیــــــــاً باســــــــتعمال المرطبــــــــان

ووضــــــع نظــــــام التحضــــــین anaerobic jarاللاهــــــوائي 

,Oxoidاللاهــــوائي  Japan) (Gas pak داخــــل هــــذه

تـم سـاعة. 48-24مْ لمـدة 37الحاویة, ثم حضنت بدرجة 

تشـــــخیص البكتریـــــا بالاعتمـــــاد علـــــى الطرائـــــق التشخیصـــــیة 

) من خلال ملاحظة تغیر لون الوسط 7) و(8المذكورة في (

رام , كَـمن الأصفر إلى الاسود , واصطباغ خلایاها بصـبغة 

الأنـدول , النتیجة الموجبة لفحـص الكاتـالیز والسـالبة لفحـص 

% من أملاح الصفراء . 20النمو بوجود 

Polymerase chainالبلمــرةسلســلةتفاعــلفحــص

reaction (PCR)

المتسلســلالبلمــرةتــم أجــراء فحــص تفاعــل سلســلة 

ـــ  الخــاص بتشــخیص neuraminidaseلتحــري عــن جــین ال

ومـن عینـات البكتیـريمن عینات العـزل B.fragilisبكتیریا

نسیج اللوز ویتكون الفحص من عدة خطوات:

ـــــوويالحمـــــض. اســـــتخلاص1 ـــــري والنســـــیجيالن البكتی

Bacterial and Tissue genomic DNA

extraction
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ـــدنا ( ـــم اســـتخلاص ال ـــومي DNAت بكتریـــا ل) الجین

B.fragilis قید الدراسة حسب ما جاء في تعلیمـات الشـركة

ــــــــــــــــدنا  ــــــــــــــــومي المصــــــــــــــــنعة لعــــــــــــــــدة اســــــــــــــــتخلاص ال الجین

)Geneaid,USA وتــم قیــاس تركیــز ونقــاوة عینــات الــدنا , (

Nanodropبواســـــطة جهـــــاز قیـــــاس الكثافـــــة الضـــــوئي 

spectrophotometer (THERMO,USA) حیــث إن

, وأفضـل تركیـز )1.8-1.6أفضل نقاوة للدنا تكون مـا بـین (

) نانو غرام/مایكرو لتر.50-5للدنا ما بین (

PCR masterالبلمرةسلسلةتفاعلمزیجتحضیر. 2

mix

تــم تحضــیر مــزیج تفاعــل سلســلة البلمــرة باســتخدام 

ـــ  المجهــزة مــن  AccuPower® PCR PreMixعــدة الـ

وحســب تعلیمــات الشــركة (Bioneer, Korea)قبــل شــركة 

البادئــات المســتخدمة تــم تجهیزهــا مــن ).1كمــا فــي الجــدول (

اكمـالبعـد, و )2الجـدول ((Bioneer, Korea)قبل الشركة

الانابیـــــبتـــــم غلـــــقالبلمـــــرةسلســـــلةتفاعـــــلمـــــزیجتحضـــــیر

vortexالمـــــازجبجهـــــازبعنایـــــةومزجـــــت (Cyan

,Belgium)المبلمــر لجهــازالانابیــبنقلــت.ثــواني5لمــدة

Thermal  cycler (BioRad ,USA)الحـراري الحلقـي 

لإجـــراء عملیـــات التضـــخیم وتمـــت برمجـــة الـــدورات الحراریـــة 

.)3الجدول (neuraminidaseلجین 

): مكونــات وحجــوم مــزیج تفاعــل سلســلة البلمــرة 1جــدول (

PCR master mix

PCR master mixVolumeت

1DNA template5µL

2
Primers

Forward P.1.5µL

3Primer P.1.5µL

PCR water12µLماء الـ بي سي أر 4

Total20µLالمجموع 5

DNA primerالدنا): بادئ2جدول (

nanHنوع البادئ gene

تتابع 

البادئ 

FCCGGTAGTTCAAGCAGCAGA

RGCGCACTCCTACTCCCATAC

حجم 
bp 528التضخيم

F: Forword          R: Reverse

PCRالدورات الحراریة لفحص الـ ): حالات 3جدول (
Thermocycler condition

الخطوات
درجة 
الحرارة

الزمن
عدد 
الدورات

95C5min.1المسخ الأولي

.95C5secالمسخ

30
.60C30secالارتباط 

.72C45secالاستطالة

الاستطالة 
النهائیة

72C7min.1
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Gel electrophoresisالكهربائي. الترحیل3

تم الكشف عن نواتج التضخیم بترحیل العینات 

- 50%) لمدة (1.5كهربائیاً على هلام الاكاروز بتركیز (

) فولت, وتم تقدیر 100) دقیقة بفرق جهد مقداره (60

الأحجام الجزیئیة للحزم المتكونة عن نواتج التضخیم 

بالمقارنة مع الحزم ذات الأوزان الجزیئیة المعلومة للدلیل 

) والمجهز من شركة 100bp DNA Ladderالحجمي (

)Bioneer, Korea ق ) بعد فحص الهلام تحت الأشعة فو

) .U.V Lightالبنفسجیة (

.النتائج والمناقشة :3

من لوزة224تم في الدراسة الحالیة استئصال 

اللوزتین المزمن ومن كلا خمجیعانون من مریض112

سنة،) 3-40(أعمار المرضى تراوحت منالجنسین,

49من الذكور وحالة56.25%)(63كانت حیث

من شهر تشرین خلال المدة الإناث,من ) حالة%43.75(

, قسمت اللوز إلى 2015أیارولغایة شهر 2014الاول 

مْ 4-تم حفظه في درجة حرارة ) لوزة 112قسمین, الأول (

)Direct PCR(المباشر PCRلغرض إجراء تقنیة الـ 

) لوزة فقد زرعت على وسط 112, أما القسم الأخر (علیها

)BBEAلبكتریا عزلة )30() وتم الحصول على

B.fragilis من المجموع الكلي للعینات9.23بنسبة % ,

ولب سطحمنعزلهاتمالتيالبكتریا) یوضح 4(والجدول 

.سیادتهاحسبالمزمناللوزتینخمجلمرضىاللوزتینولب
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حسب سیادتها .اللوزتین المزمن خمج): البكتریا التي تم عزلها من سطح ولب اللوزتین لمرضى 4جدول (

نوع البكتريا

عدد العزلات 

من سطح 

اللوزة  (%)

عدد العزلات 

من لب اللوزة   

(%)

العدد الكلي 

(سطح ولب 

اللوزة) %

Staphylococcus aureus
2719.42 )(51)27.41(78)24(

Streptococcus pyogenes
29)20.86(36)19.35((20) 65

Bacteroides fragilis
(0) 0(16.12) 30(9.23) 30

Haemophilus influenza
(10.07) 14(8.06) 15(8.92) 29

Staphylococcus epidermidis
17)12.23(11)5.91(28 )8.62(

Moraxella catarrhalis
(10.79)   15(3.76) 7(6.77) 22

Klebsiella pneumonia
(8.63) 12(5.37) 10(6.77) 22

Streptococcus pneumonia
8)5.75((6.98) 1321)6.46(

Pseudomonas aeruginosa
(5.75) 8(5.37) 10(5.54) 18

Viridans streptococci
9)6.47(3)1.61(12)3.69(

Total
(100%)139(100%)186(100%)325

لها القدرة على B. fragilis) أن بكتریا  10وقد أشار (

الذي یعمل Lactamase -βإنتاج انزیم البیتا لاكتامیز  

لمضادات هذه المجموعة على تكسیر حلقة البیتالاكتام

) 2وجعل المضاد الحیوي غیر فعال , فیما كانت لدى (

) 1% , أما (17.7) بنسبة 13%, وقد عزلها (3.4بنسبة 

% .2.5عزلها بنسبة 

ف نسب العزل إلى ویمكن أن یعزى سبب اختلا

لعمریة : اختلاف أهداف الدراسة والفئات اعدة أسباب منها

فالدراسات التي تجرى على فئة ,التي تعتمد علیها الدراسة

, كذلك ن نسبة العزل فیها أكثر من غیرهاالأطفال تكو 

, والتناول تریااختلاف التقنیات المستخدمة في عزل البك

ا أحیاناً نتیجة زرع سالبة العشوائي للمضادات مما ینتج عنه

, والموسم الذي یتم فیه جمع العینات یؤثر أیضاً على خاطئة

البكتریا إذ أن بعض المواسم تكون فیه نسبة نسبة عزل 

ظروف المناخیة وحالات الإصابة أكثر من غیرها نظراً لل

كما یمكن أن تؤثر الحالة الاقتصادیة والاجتماعیة الازدحام, 

للمرضى قید الدراسة . 
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B. fragilisتم في الدراسة الحالیة تأكید تشخیص عزلات 

تائج الموضحة في ) وأظهرت النPCRبواسطة تقنیة الـ (

) وجود الحزمة التشخیصیة للجین 1الشكل (

neuraminidase)nanH(ذو الوزن الجزیئي)زوج 528 (

والتي )عزلة 30قاعدة في جمیع العزلات البالغ عددها (

ار اسكولین وسط أكَ أعطت نتیجة موجبة عند نموها على 

, أي أن تقنیة الـ )BBEA(أملاح الصفراء للباكتروید 

)PCR في تشخیص عزلات 100) كانت حساسة %

) 6لبكتریا اللاهوائیة قید الدراسة وهذه النتیجة متفقة مع (ا

) حساسة في تشخیص العصوانیة الهشة.PCRبأن تقنیة(

) لدنا عزلات PCRالترحیل الكهربائي لنواتج الــ (: )1شكل (

باستخدام بادئات متخصصة للكشف عن جین B.fragilisبكتریا 

)nanH(المسار ,التشخیصيM 100الحجميالدلیلیمثل bp)

DNA Ladder ( و) (نواتج الـ یمثل ) 1-8المسارPCR لدنا (

.)nanHحاویة على جین (B.fragilisعزلات بكتریا 

) 57فقد أظهرت (Direct PCRأما تقنیة الــ 

وبنسبة )2كما في الشكل (B.fragilisعزلة بكتریة لـ 

فیما شكلت الطرق البكتریولوجیة التقلیدیة نسبة ,50.89%

Directلوزة وبالتالي تقنیة الـ 112% من مجموع 26.78

PCRالطرق نسبة أعلى من تقنیة سریعة وحساسة وب

.B.fragilisتشخیص جرثومة لالبكتریولوجیة القیاسیة 

لدنا Direct PCRالترحیل الكهربائي لنواتج الــ : )2شكل (

باستخدام بادئات متخصصة B.fragilisبكتریا عزلات

, بتركیز اكاروز التشخیصي)nanHللكشف عن جین (

فولت .100% وبفرق جهد مقداره 1.5
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Abstract

112 patients underwent a tonsillitis and 224 tonsil submitted during the period from

October 2014 to May 2015. The patients' ages ranged from (3-40) years, 63 (56.25%) case were

males and 49 (43.75%) were females. Tonsils were divided into two groups first (112) tonsil, and

it was obtained 30 isolates of Bacteroides fragilis percentage 26.78% of the total 112

tonsil,diagnosed by bacteriological standard and technical roads polymerase chain reaction (PCR)

The other group (112) has been getting it on (57) isolation of B.fragilis diagnosed by direct

polymerase chain reaction technique (Direct PCR) and both molecular methods were using gene

diagnostic (nanH).

The use of quality Primers in the PCR and Direct PCR techniques to investigate gene

nanH responsible for coding for the enzyme neuraminidase, The results showed that the

possession of all isolates (30) isolation of the gene nanH in the PCR technique, the technique of

the Direct PCR showed 57  isolates which from (112) tonsil nanH possess the gene and thus the

Direct PCR technique gave a higher proportion of roads bacteriological standard to isolate

B.fragilis.

Key words: chronic tonsillitis, Bacteroides fragilis, neuraminidase, Direct PCR
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