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الخلاصة

منالأطفالمنبرازةعین140شملتاذSalmonella typhimuriumبكتریاعنالتحريلغرضمختلفةعینة500جمعت

عینه142الحمام،فضلاتمنعینه90،الإسهالمنیعانونالذینالتعلیميوالأطفالالنسائیةمستشفىإلىوالمراجعینالراقدینوالإناثالذكور

نتائجاظهرتبغداد،فيالمركزيالصحةومختبرالدیوانیةفيالعامالصحةمختبرفيةالمفحوصعلبةالماللحوممنعینه128وعلبالمالكبدمن

Salmonellaلبكتریاعزلة54هعائدیAPI 20Eالتشخیصیةالعدةو الزرعیةالاختبارات typhimuriumاظهرتكما،%10.8وبنسبة

الىتعودانعزلتینالىبالإضافة% 92.6وبنسبةS.typhimuriumللنمط المصليعزلة50عائدیهالتكافؤاحادیةالمصلیةالفحوصات

Salmonella entritidisلىاوعزلتینSalmonella muenchen .انزیم البلمرة التفاعلتقنیةایضااستعملتPCRجینوجودعنللكشف

)fimA (وجین)fimC (ببكتریاالخاصللأهدابالمشفرS. typhimurium،الـتقنیةنتائج اظهرتPCR عزلة50ان

المصليالنمطالىتعودعزله%)92.6(50نأfimCجینعنالكشفخلالمنتبینكما،%  92.6وبنسبهfimAجینتمتلك

S.typhimurium.

PCRتقنیة التفاعل انزیم البلمرة , Salmonella typhimurium،fimA،fimC:المفتاحیةالكلمات 

الأول* بحث مستل من رسالة ماجستير للباحث 
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المقدمة

Salmonellaeتعد بكتریا  typhimurium من اهـم
، وهـي عصـیات sppSalmonellaeلجـنس الــالانـواع التابعـة

لاهوائیــــة ،) 17ســــالبة لصــــبغه كــــرام والعائــــدة للعائلــــة المعویــــة (
Facultativeاختیاریــــة   anaerobic غیــــر مكونــــة للأبــــواغ

Nonspores forming  وغیـــــــــر مكونـــــــــة للمحفظــــــــــة ،
Noncapsulated عادة متحركة تحوي اسواطا محیطة  ثلاثیة ،

Flagellaتحـــدد الاســـواط و Peritrichous flagellaالتقســـیم 
وهـــي ضـــروریة لتكـــوین serovar typeصـــلي  منـــوع الـــنمط ال
إذ أنهـــا) 11فـــي نســـیج المضـــیف ( colonizationالمســـتعمرات

ممرضــــــــــــه لمــــــــــــدى واســــــــــــع مــــــــــــن المضــــــــــــائف و تســــــــــــبب داء  
salmonellosisقلــــق علــــى الصــــحة العامــــة د مصــــدرالـــذي یعــــ

ســباب الرئیســیة ومهـم فــي جمیــع أنحــاء العــالم ویكـون واحــدا مــن الأ
ــــدم فــــي الانســــان ( أن .)13لالتهــــاب المعــــدة والأمعــــاء وتجــــرثم ال

معظم الاصابات ناتجـة عـن شـرب المیـاه الملوثـة وتنـاول الأطعمـة 
بكتریـا للإنسـان مـن خـلال تنـاول  اللحـوم هـذه الالجاهزة ، اذ تنتقل 

عــزلاتشخصــت) .11والمنتجــات الحیوانیــة الملوثــة بالفضــلات (
بالطرق المظهریـة والكیموحیویـة sppSalmonellaeالسالمونیلا 

فــي العقــدین الماضــیین اســتخدمت طــرق ألا أنوالتنمــیط المصــلي 
DNAبدیلـــة لتحدیـــد الضـــرب المصـــلي مـــن خـــلال الكشـــف عـــن 

التـي هـذه البكتریـا و لكشف عن القدیمة لطرق ال، )19الخاص بها (

عیـة التفریقیـة والانتقائیـة تعتمد على الـزرع باسـتخدام الاوسـاط  الزر 
والفحوصـات الكیموحیویــة  والاختبـارات المصــلیة تحتـاج الــى وقــت 
طویل  لذلك لابد من استخدام طریقـه سـریعة وضـروریة لتشـخیص 

فــــي ) .9مــــن العینــــات المختلفــــة (الانمــــاط المصــــلیة للســــالمونیلا
كــان هنــاك توجــه نحــو التقنیــات الجزیئیــة للكشــف الســنوات الأخیــرة

التي استندت بدرجة أكثر على Salmonellaeالسالمونیلاعن 
). 10علـــى الملامـــح المظهریـــة (ممـــاخصـــائص الوراثیـــة الثابتـــة ال

البــــــدیل بالتشــــــخیص فــــــي علــــــم الأحیــــــاء PCRأصــــــبحت تقنیــــــة 
).18المجهریة نظرا للدقة والسرعة بالتشخیص (

هنــاك العدیــد مــن الدراســات التــي أجریــت كــان فــي العــراق ، 
وتشــخیص الســالمونیلا والتــي تقــوم علــى التقنیــات المختبریــة عــزل ل

PCRالتقنیـة الجزیئیـة فیمـا)8،7،4،3،2،1(الروتینیة مثل دراسة
مــــــن fimAالــــــذي كشــــــف عــــــن جــــــین )5(اســــــتخدمت بدراســــــة 

S.typhimurium المعزولــة مــن الأطفــال والماشــیة فــي محافظــة
وfimAالـــذي اســـتخدم جینـــات )15ودراســـة (الدیوانیـــة والنجـــف 

fimC لتشــــــخیصS.typhimurium ــــــة مــــــن الاطفــــــال المعزول
عـــزل اســـتهدفت الدراســـة الحالیـــة.الرضـــع فـــي محافظـــة الدیوانیـــة 

مـــــــن مصـــــــادر مختلفـــــــة، S.typhimuriumوتشـــــــخیص بكتریـــــــا 
لبكتریـا كتشـخیص تأكیـدي fimCو fimAالتحري عن الجینات و 

S.typhimurium باستخدام تقنیهPCR.

العملالمواد وطرائق 

جمع العینات 

(بــراز الاطفــال، اللحــوم، مــنمختلفــةعینــة500تجمعــ
الـولادةومستشـفىالتعلیميالدیوانیةمستشفىمن فضلات الحمام)

الصـــحةومختبـــرالدیوانیـــةفـــيالعـــامالصـــحةومختبـــروالاطفـــال
-2015الاولتشـرینمـنالفتـرةخـلالبغـدادفـيالمركزيالعامة

مـنغـرام1بإضـافةالبـراز عینـاتجمعـتاذ،2016أذارالـى
اللحـــومعینـــاتامـــاselenite brothمـــنمـــل5الـــىالبـــراز

225الــىعینــةكــلمــنغــرام25بإضــافةجمعــتفقــدوالاغذیــة
مختبــرالــىالعینــاتجمیــعنقلــتثــم. الببتــونمــاءوســطمــنمــل
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حضــنتوالقادســیةجامعــة–العلــومكلیــةفــيالمجهریــةالاحیــاء
10الـىعینـةكـلمـنمـل1نقـلثـمساعة24لمدةم37بدرجة

بدرجــةالوســطوحضــنTetrathionate brothوســطمــنمــل
عزلت وشخصت بكتریـا الحضانةفترهوبعدساعة24لمدةم37

S.typhimurium)16(.

العزل والتشخیص 

ــــــى الوســــــط شخصــــــت ــــــات مــــــن خــــــلال زراعتهــــــا عل العین
بطریقة التخطیط Xylose–lysine deoxycholateالانتخابي 

Streaking 12،16( سـاعة24مْ لمـدة 37حضنت بدرجـة و(.
بكتریـــــاكتشـــــخیص تأكیـــــدي لAPI 20Eعـــــدةمتاســـــتخدثـــــم

S. tyiphimriumحفـــرة20علـــىالعـــدةهـــذهتحـــوياذWell
مبعـــــد ذلـــــك اســـــتخدالتأكیدیـــــةالكیموحیویـــــةبالفحوصـــــاتخاصـــــة
علـىبالاعتمـادو monovalentالتكـافؤأحاديالمصليالاختبار
المصــــلیةالأنمــــاطتشــــخیصلغــــرضالمجهــــزةالشــــركةتعلیمــــات
السالمونیلالجنسالعائدة 

البكتیريالنوويالحمضستخلاصإ

ـــــــــــــــــدنا (اســـــــــــــــــتخلص ـــــــــــــــــومي DNAال ـــــــــــــــــا ل) الجین بكتری
S.typhimurium قیــــد الدراســـــة حســـــب مـــــا جـــــاء فـــــي تعلیمـــــات

ــــــــــــومي  ــــــــــــدنا الجین الشــــــــــــركة المصــــــــــــنعة لعــــــــــــدة اســــــــــــتخلاص ال
)Geneaid,USA وتــــــم قیــــــاس تركیــــــز ونقــــــاوة عینــــــات الــــــدنا , (

Nanodropبواســـــــطة جهـــــــاز قیـــــــاس الكثافـــــــة الضـــــــوئي 

spectrophotometer.

Polymerase chain reactionتفاعل سلسلة البلمرة تقنیة
(PCR)

لتحـري لالمتسلسـلالبلمرةتم أجراء فحص تفاعل سلسلة 
.Sبتشـخیص جرثومـةةالخاصـfimCوfimAجیناتعن 

typhimurium.

PCR master mixالبلمرةسلسلةتفاعلمزیجتحضیر

مــــزیج تفاعـــــل سلســــلة البلمــــرة باســـــتخدام عــــدة الـــــــ حضــــر
AccuPower® PCR PreMix المجهـــزة مـــن  قبـــل شـــركة

(Bioneer, Korea) وحســب تعلیمــات الشــركة كمــا فــي الجــدول
,Bioneerالبادئات المستخدمة تم تجهیزها من قبـل الشـركة).1(

Korea) سلســلةتفاعــلمــزیجتحضــیراكمــالبعــد, و )2الجــدول
vortexالمــازجبجهـازبعنایـةومزجـتالانابیــبتـم غلـقالبلمـرة

المبلمـــر الحـــراري الحلقـــي لجهـــازالانابیـــبنقلـــت.ثـــواني5لمـــدة
Therma cycler تمــــت برمجــــة لإجــــراء عملیــــات التضــــخیم و

.)3الجدول (fimCو fimAالدورات الحراریة لجینات 

الكهربائي الترحیل- 3

تم الكشف عن نواتج التضخیم بترحیل العینات كهربائیاً 
بفرق جهد ساعة%) لمدة 1.5على هلام الاكاروز بتركیز (

الأحجام الجزیئیة للحزم المتكونة عن قدرت) فولت, 100مقداره (
نواتج التضخیم بالمقارنة مع الحزم ذات الأوزان الجزیئیة المعلومة 

والمجهز من شركة )100bp DNA Ladderللدلیل الحجمي (
)Bioneer, Korea بعد فحص الهلام تحت الأشعة فوق (

.)U.V Lightالبنفسجیة (
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PCR master mix): مكونات وحجوم مزیج تفاعل سلسلة البلمرة 1جدول (

الحجمالبلمرةانزيمتفاعلمزيجمكونات 

DNA template5µLالقالب 

PrimersForward P.1.5µLالبادئات 

Reverse P.1.5µL

PCR water12µLماء الـ بي سي أر 

Total20µLالمجموع 

DNA primerالدناات): بادئ2جدول (

حجم تتابع البادئالبادئ
التضخیم

المصدر

fimAFGCGAGTCTGA
TGTTTGTCGC

508bp

صمم 
في هذه 
الدراسة RTAAAGGTGGC

GTCGGCATTA
fimCFAGCGAGCCCA

AAAGTGAAA307bp
صمم 

في هذه 
الدراسة RATCTTGAGAT

GGTTGCCAC
F: Forword R: Reverse
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PCRالدورات الحراریة لفحص الـ ): حالات 3جدول (

عدد الدوراتالزمندرجة الحرارةالخطوات

95C5min.1المسخ الأولي

.95C30secالمسخ

30 1(C°58.3)الارتباط

(54.6°)2
30sec.

.72C1minالاستطالة

72C5min.1الاستطالة النهائیة

1-fimA gene:  58.3°C, 2- fimC 54.6°C

النتائج والمناقشة 

عینة مختلفة والتي 500أظهرت نتائج الزرع لـ 
عینة  براز من الاطفال الذین یعانون من الاسهال 140شملت 

عینة من الكبد 142الاعمار ولكلى الجنسین ، ومن مختلف 
الحمراء علبة عینة من اللحوم الم128وبمختلف انواعة،علبالم

الحمام بمختلف الاعمار فضلاتعینة من90والبیضاء ، و
ولغایة 2015تشرین الاول ولكلى الجنسین خلال المدة من شهر

Xylose–lysine deoxycholateعلى وسط 2016شهرآذار 

S. Typhimuriumلبكتریاتابعة ) عزلة 54(وجود
اظهرت  نتائج أذمن المجموع الكلي للعینات,%10.8وبنسبة

الحمام فضلات الدراسة الحالیة ان اعلى نسبة عزل كانت في
%  10.56بنسبة  علب%)  تلیها الكبد الم18.88(17وبنسبة 

%) 7.14(10، واقل نسبة  في براز الاطفال الرضع وبنسبة 
.Sالاعداد والنسب المئویة لعزل بكتریا  ) یوضح4والجدول (

Typhimurium. حسب مصدر جمع العینات
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العینات.جمعمصدرحسببS. Typhimuriumبكتریالعزلالمئویةوالنسبالاعداد): 4جدول (

النسبة المئویة %عدد العینات الموجبةللعیناتيالعدد الكلالمصدر

140107.14الأطفالبراز 

1421510.56معلبالكبد ال

128129.38لمعلبةاللحوم ا

901718.88الحمامفضلات 

10.8%50054المجموع

في دراسة % 10البكتریا كانت هذهان نسبة عزل ) 5وقد أشار (
وهذه النتیجة تتفق مع نتائج الدراسة اجراها في مدینة الدیوانیة

البكتریا بنسبة هذهفقد عزلت )3(، اما في دراسةالحالیة 
, فیما كانت لدى وهذة النتیجه مقاربة لنتائج دراستنا14.47%

وهذه % % 48) بنسبة 6%, وقد عزلها (28.16) بنسبة 14(
النتائج لاتتفق مع نتائج الدراسه الحالیة .

:ف نسب العزل إلى عدة أسباب منهاویمكن أن یعزى سبب اختلا
اختلاف الموسم الذي جُمعت فیه العینات وعددها ومصدرها 

ي الدراسة ، اذ تم عزل واختلاف عدد المستشفیات المشمولة ف
بالمقارنة مع السنین السابقة S. typhimuriumعدد قلیل من 

وهذا قد یرجع الى تحسن الوضع الاقتصادي باستخدام الماء 
الصافي مما یؤدي الى تقلیل شرب المیاه الملوثة بالإضافة الى 
استخدام المضادات الحیاتیة عند الاشخاص الذین یعانون من 

علىالنامیةالعزلاتجمیعشخصتثم .)15(سهاللااحالات 
الكیموحیویةالاختباراتعلىبالاعتمادagar  XLDوسط

كما ،API20Eالتشخیصیةالعدةباستخدامالتشخیصیة 

monovalentالتكافؤأحاديالمصليالاختبارنتائجأظهرت

antiseraبغدادفيالمركزيالصحةمختبرفيإجراؤهتمالذي
S. Typhimuriumلبكتریاعزلة50عائدیة

S. typhimuriumعزلات كما اكدت.92.6.%وبنسبة

) وأظهرت النتائج الموضحة في الشكل PCRتقنیة الـ (بأستخدام
ذو الوزن fimA) وجود الحزمة التشخیصیة للجین 1(

العزلات البالغ عزلة من 50) زوج قاعدة في 508(الجزیئي
والتي أعطت نتیجة موجبة عند نموها على )عزلة 54عددها (
كماتم استعمال ,Xylose–lysine deoxycholateاروسط أكَ 

) 307الوزن الجزیئي(ذوfimCللتحري عن جینPCRتقنیة الــ  
S. typhimurium) عزلة بكتریة لـ 50زوج قاعدة فقد أظهرت (

أي أن ) ، 2% كما في الشكل (92.6تمتلك هذا الجین وبنسبة 
% في تشخیص عزلات 92.6) كانت حساسة PCRتقنیة الـ (

تقنيةبأن) 15لبكتریا قید الدراسة وهذه النتیجة متفقة مع (ا

)PCR 89.5ة ري وبنسبتیبكالتشخیصال) حساسة في%.
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.SبكتــریابتشخیصالخاصfimAجینتضخیمنواتج) : 1(شكل TyphimuriumالـتــقنیــةباستـــعمالMonoplex PCRوالمرحلة

بكتریا)  14-9،11-5،7-1(رقممنوالعزلات،M:Marker ladderیمثلاذ،%) 1.5(بتركیزالاكاروزهلامعلىكهربائیا

S. Typhimuriumواحدةساعةلمدةفولت100وامبیر80تیارباستخدامزوج قاعدي 508طولهبناتجللفحصالموجبة.

بتشخیصالخاصfimCلجینPCRفحصنتائجعلىوالحاويغم1.5بتركیزالمستخدمالاگاروزلهلامالكهربائيالترحیل) : 2(شكل

بكتریا) 14-9،11-5،7-1(رقممنوالعزلاتMarker ladder 2000-100bp:Mیمثلاذ,  S. Typhimuriumبكتیریا

S. Typhimuriumواحدةساعةلمدةفولت100وامبیر80تیارباستخدامزوج قاعدي 307طولهبناتجللفحصالموجبة .
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Abstract

The collection of 500 different sample for the purpose of investigating the bacterium

Salmonella typhimurium as included 140 stool specimens from children, male and female who admitted to

the Teaching  Hospital  of  Maternity and Pediatrics,  in Al-Diwaniya ,90 a sample of stool pigeons ,142 a

sample of the liver freezer and 128 sample of frozen meat examined in the laboratory of public health in

Diwaniya, a laboratory of the Central Health in Baghdad.. The results of culturing on selective media, in

addition to API 20 E system revealed that the rate of Salmonella isolates was (54/500)10.8% . results of

serotyping Salmonella isolates by using  monovalent antisera  revealed that 50 out of 54 isolates (92.6 %)

belong to S .typhimurium. Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect fimA gene encoding for

biosynthesis of fimbriae A of S. typhimurium and fimC gene encoding for fimbriae C of S. typhimurium,

PCR technique revealed that  50 92.6 (% ) isolates of S. typhimurium. were contain fimA and fimC gene.

Polymerase chain reaction,fimC,fimA,Salmonella typhimuriumKey words:

Microbiology  Classification QR 75- 99.5
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