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  Listeria monocytogenesجرثومة ( في تأكيد تشخيص PCRاستخدام تفاعل سلسلة البلمرة )
 وتحديد مقاومتها لبعض المضادات الحيوية
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/ جامعة الموصلكلية العلوم /قسم علوم الحياة  
 

(5/5/2014؛  قُبل   2013/ 9/ 30)اُستلم    
خصملال  

ن قسم علوم الحياة/ تم الحصول عليها من م L.monocytogenes( سلالة من 14تشخيص )تأكيد ل PCRية أُستخدِمتْ تقن
بالطرائق  مسبقا   ، والتي شخصتترب حظائر الحيوانات ومناطق رعيها في محافظة نينوىوالمعزولة من  صل/ جامعة المو كلية العلوم
سلالة نتيجة   13أظهرت و  ،hlyAف عن وجود الجين التشخيصي الأول الكش اذ تم، API Listeria بإستخدام أشرطةالتقليدية، و 

، أما الجين هرت جميع السلالات نتيجة  موجبة  أظ iapللكشف عن الجين التشخيصي الثاني  PCRموجبة ، وعند إستخدام تقنية 
( سلالة نتيجة  موجبة  11ن وأعطت )( سلالة نتيجة  موجبة  لهذا الجي14وأظهرت ) inlAالتشخيصي الثالث الذي تم الكشف عنه فكان 

 موجبة  ضعيفة . فيما أعطت ثلاثُ سلالاتٍ نتائج واضحة
 ، Tetracycline:لمضررررررررادات الحيويررررررررةلعرررررررردد مررررررررن ا  L.monocytogenes وجرررررررررى تحديررررررررد مقاومررررررررة سررررررررلالات

TrimethoprimوErythromycin،  أُسررررتُخدِمتْ تقنيررررة  .% علررررت الترررروالي57.1% و 35.7 ،% 78.6اذ كانررررتPCR  للكشررررف عررررن
 Tetracyclineلمقاومة المضراد  tet(Sمثل الجين ) L.monocytogenesسلالة تعود إلت  14جينات مقاومة المضادات الحيوية في 

سلالات  3وقد أعطت  Trimethoprimلمقاومة المضاد  dfrDوقد أعطت سلالتان نتيجة  موجبة ، وأيضا  تم الكشف عن وجود الجين 
 وأعطت سلالتان نتيجة  موجبة . Erythromycinالمشفر لمقاومة المضاد  ermBمَّتْ دراسة وجود الجين نتيجة  موجبة ، وقد ت  

 .L.monocytogenes ،PCR ،hlyA ،iap ،inlA( ،S)tet ،dfrD ،ermB: الكلمات الدالة
ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

Using of Polymerase Chain Reaction (PCR) to Confirm the Diagnosis of            

Listeria monocytogenes and Determination its Antimicrobial Resistance 
 

Hiba Kh. Mahmud Adeeba Y. Shareef 

Department of Biology/ College of Science/ University of Mosul 
 

ABSTRACT 

PCR technique was used for the identification of (14) strains of L.monocytogenes obtained from 

department of Biology/college of Science/university of  Mosul isolated from soil  animal barns and 

grazing areas in Nineveh governorate, that had been identified previously by traditional methods and 

API Listeria. The presence of the first identification gene hlyA had been detected, (13) strains exhibited 

positive result, but when PCR used for detection of second identification gene iap, all strains showed 
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positive result.The third identification gene that have been detected was inlA, (11) strains were clear 

positive, while (3) strains have weak positive results, so (14) strains were positive. 

The resistance of L.monocytogenes strains was determined to a number of antibiotics: 

Tetracycline, Trimethoprim and Erythromycin, it was 78.6%, 35.7% and 57.1% respectively. PCR 

technique was used to detect antibiotic resistance genes like tet(S) for Tetracycline resistance, (2) 

strains gave positive result, the gene dfrD for Trimethoprim resistance has also detected and (3) strains 

showed positive result. The presence of ermB for Erythromycin resistance was studied, (2) strains 

showed positive result. 

Keywords: L.monocytogenes, PCR, hlyA, iap, inlA, tet(S), dfrD, ermB. 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

 المقدمة
  Listeriosisمررن العوامررل المسررببة لامررراك المشررتركة، وهرري تُسرربب اللستيريوسررز Listeriamonocytogenes جرثومررة تُع ررد  

اتٍ مختلفرةٍ مثرل التربرة، والمراا، والاعرلاف، ومختلرف (. وقرد عُزِلرتْ مرن بيئرBorucki et al., 2004لإنسان والحيوانرات )والذي يصيب ا
( وتُع د  من الممرضات داخل خلوية انتهازية لها القدرة علت الإنتقال من الحالة الرمية في التربة، والمواد Fenlon, 1999أنواع الأغذية )

 تمتلررررر  (.Nightingale et al., 2004الغذائيرررررة، والأنظمرررررة المائيرررررة، وفضرررررلات الحيوانرررررات إلرررررت الحيررررراة داخرررررل الخليرررررة )
L.monocytogenes  عددا  من البروتينات السطحية، ومنهاInlA  والتي يشفر لها الجينinlA لخليرة  وهي تسراهم فري غرزو الجرثومرة
ت بتلر  المسرتقبلاجرثومرة وهي جزيئة للالتصاق بخلية المضيف. وعنردما تررتبط الE-cadherin ترتبط برر  InlAالمضيف؛ إنَّ بروتينات 

ن الجرثومرةEndocytic machinaryفإنها تدخل خلية المضيف عن طريق ميكانيكية الإدخال الخلروي  تهررب مرن الفجروة المحاطرة  . وا 
واثنرررين مرررن  hlyA( والرررذي يشرررفر لررره الجرررين LLO)ListeriolysinOمكونرررا  للثقررروب يعررررف بررررر  Cytolysinبغشررراا عرررن طريرررق إفرررراز 

Phospholipaseحطرريم الفجرروة البلعميررة، والترري تعمررل سرروية لت Phagosome ايتوسررول خليررة المضرريف فررإن وفرري س ،الترري تتواجررد فيهررا
 وبعرررد ذلررر  تتحرررر  ضرررمن الخليرررة والخلايرررا المجررراورة. كمرررا تمتلررر  ،المغرررذيات التررري تأخرررذها مرررن المضررريف باسرررتخدامتتضررراعف  الجرثومرررة

L.monocytogenes  عدد من البروتينات المفرزة ومنهرا برروتينP60 عنره الجرين  المسروولiap(Pizarro- Cerda and Cossart, 

2006; Schnupf and Portnoy, 2007.) 
المضادات المستخدمة  تكون فقط في تماسٍ مباشرٍ معإذ ولجينات مقاومة المضادات الحيوية،  ،مخزنٌ كبيرٌ للجراثيمتُع د  التربة 

ي فإن التربة تحتوي أنواع ، وبالتاليعيةٌ للكائنات المنتجة للمضاداتبيئةٌ طبوهي تُعد في الزراعة في تربية الحيوانات، وعلاجها أو 
عن ميكانيكيات  للمضادات وتحمل مدى  واسعا  من جينات المقاومة والمسوولةفي التربة وتكون مقاومة  الأصلفي تتواجد  جرثومية

وقد سجّلت الدراسات زيادة   (.Liu et al., 2011; Cytryn, 2013علت المضادات الحيوية الموجودة في البيئة )تسمح لها بالتغلب 
، وذل  L.monocytogenes بجرثومة علاج الإصابةات الحيوية المستعملة سريريا  في في معدل المقاومة لواحدٍ أو أكثر من المضاد

 ,.Conter et al)حالات سريرية  عليها من البيئة، كما سجلت المقاومة وبترددٍ أقل في عزلات مأخوذة من تم الحصول في عزلات

2009). 
صنفا  من محددات مقاومرة  15وهنا   ،ظهورِ سلالاتٍ مقاومةٍ لهإلت  Tetracyclineللمضاد الحيوي  يودي الإستعمال المفرط

 علت الميكانيكية الكيموحيوية للمقاومة، وهي مجموعةٌ تودي إلت ضر  التتراسرايكلين خرارج بالاعتمادمجاميعٍ  3التتراسايكلين وضعت في 
 حمايررة الرايبوسرروم، وتتضررمن الجررينوالميكانيكيررة الثانيررة، هرري  ،Energy-dependent effluxالخليررة بميكانيكيررةٍ تعتمررد علررت الطاقررة 

tet(S)، ر الكيميائي للتراسايكلينتتمثل بالتحو  والميكانيكية الثالثة، هي (Hansen et al., 1993.) 
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فررررررررز إختررررررررزالTetrahydrofolic فتاحررررررررا  فرررررررري مسررررررررار م Dihydrofolatereductase( DHFRيُع ررررررررد  أنررررررررزيم )  والررررررررذي يُح 
Dihydrofolate  إلتTetrahydrofolate، للر  وبسبب التركيب المناظرTrimethoprim  مرعDihydrofolate فرإن هرذا المضراد ،

 تكرروين نرراتج قررد يتوسررطه هررو، وأكثررر ميكانيكيررات المقاومررة شرريوعا  لررذل  المضرراد، تنافسرريل لررذل  الأنررزيم الجرثررومي الحيرروي يعمررل كمثرربطٍ 
تمررنح  DHFRsيتواجررد فرري البكتريررا الموجبررة لصرربغة كرررام أنررواعٌ قليلررةٌ مررن عررن الأنررزيم الكروموسررومي الحسرراس و  يعمررل بررديلا   البلازميررد

وع . وهنالرر  أنررزيمٌ  خرررٌ وهررو النررdfrAوهررو أنررزيم يشررفر بواسررطة الجررين  S1فررالنوع الأول  ،Trimethoprimالمقاومررة للمضرراد الحيرروي 
DHFR S2  والرذي يشرفر لره الجرينdfrD(Dale et al., 1995.) وقرد وُجِرد  أن مقاومرة الررTrimethoprim  قرد تكرون بسربب الجرين

dfrG  مكٍ أمينرريل والبررروتين النرراتج هرروحررا 165وهررو يشررفر لرررS3 DHFR(Sekiguchi et al., 2005.)   وهنررا  جررين  خررر أيضررا
ختلررف عررن الأنزيمررات المعروفررة ، الررذي يDihydrofolatereductaseلررر ويشفر  dfrKو وهرر Trimethoprimلمقاومررة المضرراد الحيرروي 

 (.Kadlec and Schwarz, 2009سابقا  )
إذ تضرراف مجموعررة مثيررل لجررزا الادنررين فرري  ،rRNAmethylaseعررن الأنررزيم  Erythromycinتنررتج مقاومررة المضرراد الحيرروي 

ن ذلررر  ا 23S rRNAللرررر Peptidyltransferase منطقرررة  ن  ،للمضررراد  50Sلتحررروير يقلرررل ألفرررة الوحررردة الثانويرررة للرايبوسررروموا  وا 
rRNAmethylase تشفر بواسطة ( جينراتerm )Erythromycin ribosome methylation جينرا   30، وقرد ترم وصرف أكثرر مرن

 (.Weisblum, 1995) وذل  في أنواع مختلفة من الجراثيم، ermنوع 
 هدف البحث:
 Listeria APIجزيئيررا  بعررد تشخيصررها باسررتخدام الطرائررق التقليديررة وأشرررطة  L.monocytogenesتشررخيص جرثومررة  تأكيررد

مضرادات الحيويرة والكشرف الجزيئري عرن بعرك جينرات المقاومرة للمضرادات لعردد مرن ال L.monocytogenesتحديد مقاومرة جرثومرة و 
 .الحيوية

 
 المواد وطرائق العمل

 العينات
 جامعة الموصل /كلية العلوم/ من قسم علوم الحياة L.monocytogenes جرثومةتعود الت  سلالة 14تم الحصول علت 

 API   أشرطة و  ق التقليديةائالمشخصة مسبقا  باستخدام الطر و  معزولة من  ترب حظائر الحيوانات ومناطق رعيها في محافظة نينوىال

Listeria  ،(2013في دراسة )شريف ومحمود 
 المواد

 :الجينوم  DNAإستخلاص المحاليل المستخدمة في-1
ر ت كما ورد في   (2004)وجماعته  Mooreحُضِّ

 %10بتركيز TE (TE Buffer) 2-  SDSالمحلول المنظم  -1

3- NaCl  4 مولاري 5بتركيز- Proteinase k 

5- NaCl  6 مولاري 0.7بتركيز- CTAB/NaCl 
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 :PCR المحاليل المستخدمة في تقنية-2
 (1موضحة في الجدول)كما  :Primersالبوادئ  -1
 Promega: مجهز من شركة Green Master Mixمحلول -2

 Biolabs: مجهز من شركة DNA Ladder 100 bpالدليل الحجمي -3
 

 تسلسل البواديء المستخدمة في الدراسة :1الجدول 
 الجين تتابع الباديء 5→3 الحجم )زوج قاعدة(

730 F: CATTAGTGGAAAGATGGAATG 
R: GTATCCTCCAGAGTGATCGA hlyA 

250 F: GCAACTATCGCGGCTACAGC 
R: CCAAGTTGCGCTAACAGATTT iap 

250 F: ACTACTAGTAACACGATTAGTGA 
R: CAAATTTGTTAAAACCCAAGTGG inlA 

589 F: ATTGCAGAACTTGAAAAGGA 
AATCCCGTCATATTTCTTACC tetS 

199 F: AGAGTAATCGGCAAGGATAAGG 
R: AATGGGCAATTTCACATCC dfrD 

636 F: GAAAAGGTACTCAACCAAATA 
R: AGTAACGGTATTAAATTGTTTAC 

ermB 
 

 :في هلام الاكاروز DNAالمحاليل المستخدمة في الترحيل الكهربائي لـ -3
ر ت كما ذكره   .1989وجماعته عام  Sambrookالمحاليل المستخدمة في عملية الترحيل الكهربائي حُضِّ

 X10قوة Loading buffer محلول التحميل -TAE 1X 2المحلول المنظم -1

 Ethidium bromide( mg/ml 10) محلول صبغة بروميد الاثيديوم -3

 
 طرائق العمل

، اذ (Bauer et al., 1966المحورة )  Kirby–Bauerاجري الاختبار باستخدام طريقة  :الحيويةاختبار الحساسية للمضادات -1
 .µgErythromycin 15وTetracycline30µg،Trimethoprim10 µgاستعملت اقراص المضادات الحيوية 

 Genomic DNA extractionالجينوم  DNAإستخلاص  -2
 (2004)وجماعته  Mooreأُستخدم في الإستخلاص الطريقة المتبعة من قبل 

 :PCRتفاعلات -3
ر  المزيج  وأُدخل بعد ذل  في جهاز المبلمر الحراري  ،(Promega، وحسب تعليمات الشركة المجهزة )الرئيس للتفاعلحُضِّ

Thermocycler ل ت 2البرنامج المناسب، وكما في الجدول ) بحذرٍ لإنجاز التضاعف، وبإستعمال (، وبعد إنتهاا وقت التفاعل رُحِّ
 دقيقة. 90جهاز الترحيل الكهربائي لمدة بالعينات 

 



 ................( في تأكيدPCRاستخدام تفاعل سلسلة البلمرة )
 

  

21 

 PCR: البرامج المستخدمة لتفاعلات الـ 2الجدول 
 الجين برنامج التفاعل المصدر

(Gouws and 
Liedemann, 2005) 

80C°for 10 min, 94 C° for 3 min, 30 cycles 
of 94 C° for 30s, 55 C° for 30s, 72 C° for 30s, 72 C° for 2 min 

hlyA 
(deMello et al., 2008) 5 min at 94 C°, 30 cycles of 1 min at 94 C°, 1 min at 72 C°, 

5min at 72 C° 
iap 

(Taban, 2012) 95 C° for 3 min, 35 cycles of 45s at 95 C°, 52 C° for 45s, 72 C° 
for 60s, 72 C° for 7 min 

inlA 
(Bertrand et al., 2005) 94 C° for 10 min, 30 cycles of 94 C° for 1min, 55 C° for 1min, 

72 C° for 2 min, 72C° for 10 min 
tetS 

(Charpentier et al., 
1999; Morvan et al., 

2010) 
3 min at 94 C°, 35 cycle of 50s at 94 C°, 50s at 50 C°, 1min 30s 
at 72 C° 

dfrD 

(Morvan et al., 2010) 94 C° for 30s, 50 C°for 30s, 72 C° for 2min, the cycle repeated 
35 times 

ermB 

 :في هلام الاكاروز DNAالترحيل الكهربائي للـ-4
 Agarose gelكررراروزبتقنيرررة الترحيرررل الكهربرررائي علرررت هرررلام الأ PCR، ونررراتج تفررراعلات DNAشرررف عرررن عينرررات الرررركُ 

electrophoresis 
ر  الأكاروز بتركيز  -1  م.°55ليبرد إلت درجة حرارة ، وتُرِ   %1حُضِّ
 .Combثم وُضِع  المشط  Gel trayركب قالب الهلام ُُ  -2
 وتُرِ   الهلام إلت أن تصلب ثم رفع المشرط. ،سُكِب  الأكاروز في القالب -3
 ثم وضع في الحفر. DNAليتر من مايكرو  10لتحميل إلت من داريا ا مايكرو ليتر 5 أُضيف -4
 غطت المحلول سطح الهلام. وTAEمن  1Xوُضِع  القالب مع الهلام في الحوك المملوا بر  -5
 دقيقة. 90فولت مدة  80وضُبِط  عند  Power Supplyغل مجهز القدرة شُ  -6
 .بغ هلام الأكاروز بصبغة بروميد الاثيديومصُ  -7
، وصُروِّر  الهرلام بإسرتخدام  كراميرا U.Vم في غرفة مظلمة، وذل  بتعريضه لاشعة فوق البنفسجية بوضعه علرت جهراز حص الهلافُ  -8

 رقمية.
والرذي أعطرت فرري DNA-Ladder بمقارنررة موقرع الحزمرة وسرمكها مرع الرردليل الحجمري القياسري  DNAقرُدِّر  الحجرم الجزيئري لقطرع  -9

 (.Sambrook and Russel, 2001) معلومةٍ. حزمة ذات أحجامٍ جزيئيةٍ  12الهلام 
 النتائج والمناقشة

 :PCRتقنية  باستخدام Listeria monocytogenes تشخيص نتائج -1
شُخِّصت مسبقا  بإسرتخدام طرائرق الرزرع التقليديرة  L. monocytogenesسلالة  من  14لتأكيد تشخيص  PCRأُستُخدِم ت تقنية 

وهنرررا  العديررد مرررن الدراسررات التررري  ،ن الطرائررق السرررريعة والعاليررة الدقرررة والحساسررية والتخصصرريةمررر PCRتقنيررة  وتعررد، ListeriaAPIو
 ,.Fitter et alلا تتواجد في بقية أنواع اللستيريا أو غيرها من الأجناس )  .monocytogenes DNA L شخصت تتابعاتٍ معينةٍ من

 .Lوهررو مررن جينررات الضررراوة المتخصصررة بررر  hlyAيص، ومنهررا الجررين (، وفرري الدراسررة الحاليررة أُسررتُخدِم ت عرردةُ جينرراتٍ للتشررخ1992

monocytogenes ( والذي يُعد  ضروريا  لتحديد ذل  النوعDeneer and Boychuk, 1991.) 
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 .L، علرت إنهرا ListeriaAPIسرلالة مشخصرة مسربقا  برالطرائق الزرعيرة التقليديرة وبطريقرة  14فري  hlyAوجود الجرين درس  

monocytogenes  إذ ترررم الكشرررف عرررن وجرررود الجرررين موجبرررةٍ لرررذل  الجرررينسرررلالة  نترررائج  13وقرررد أعطرررت ،hlyA  بعرررد إجرررراا الترحيرررل
، وكمرا موضرح فري الصرورة DNA-Laddarالكهربائي، وملاحظة موقع الحزمة ووزنها الجزيئي مرن خرلال مقارنتهرا مرع الردليل الحجمري 

وهذا يوكد أنهرا سرلالاتٌ تعرود إلرت النروع  الاختبارسلالة  من السلالات قيد  13لر  زوج قاعدةٍ، وذل  730ظ ه ر ت حزمةٌ عند الموقع  (،1)
L.monocytogenes  وهذا ما أشار إليهGouws وLiedemann (2005 ) . 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 
 
 
 
 

 .hlyA والجين PCRبإستخدام تقنية  L. Monocytogenesلجرثومة DNAنواتج تضاعف :1الصورة 
 

 .Lقد يعود ذل  إلت عدم وجود الجين، وأنها لا تعود للنوع قد أعطت نتيجة  سالبة  للإختبار و ، ف3أما السلالة رقم 

monocytogenes  لأن الجينhlyA أو أن تل  السلالة تعود لذل  النوع، وقد حدثت طفرةٌ في موقع  :يُعد  من الجينات التشخيصية لها
بعك  أن (1994)وجماعته  Cooray، وقد ذكر  PCRتقنية الر باستخدامنه أدت إلت تغير في تتابعه فلم يتم الكشف ع hlyAالجين 

ولذل  فإن إستخدام  ،بتتابعٍ مختلفٍ  إذ قد يظهر hlyAخللٌ في الجين في الطبيعة تتعرك لحدوث  L. monocytogenesسلالات 
 .Lجينٍ  خر يتواجد أيضا  فيتشخيصية ، ولذل  فقد تم الكشف عن  أخطااجينٌ واحدٌ من أجل التشخيص، قد يعطي أحيانا  

Monocytogenes  وهوiap والذي يُعد  من الجينات الأساسية في تشخيصL. Monocytogenes (Ritu et al., 2007 وقد ،)
، DNA-Ladderزوج قاعدة عند مقارنتها مع الدليل  250أعطت جميع السلالات قيد الدراسة نتائج موجبةٍ له  إذ ظهرت حزمة بحجم 

 .(2008)وجماعته deMello ( وهذا ما بينه 2في الصورة ) وكما مبين
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 .iapوالجين  PCRبإستخدام تقنية  L. Monocytogenesلجرثومة DNAنواتج تضاعف :2الصورة 
 

 اختلافرات، قرد يعرود إلرت وجرود iapو hlyA الجرين باسرتخدام L.monocytogenesالرذي ظهرر فري الكشرف عرن الاختلافإن 
، ويمكررن التغلررب علررت تلرر  L. monocytogenesفرري تتررابع النيوكليوتيرردات لتلرر  الجينررات، والخاصررة بسررلالة معينررة ضررمن النرروع  قليلررةٍ 

 ,.PCR(Rasmussen et al تقنيرة  باسرتخدام L.monocytogenesعردة جينرات هردف مرن أجرل الكشرف عرن  باسرتعمالالمشراكل 

والررذي يُعررد  مررن  inlA، وهررو الجررين L.monocytogenes يررد تشررخيص سررلالاتثالررثٌ مررن أجررل تأك(. ولررذل  فقررد أُسررتخدم جررينٌ 1995
البرالغ  السرلالات مجمروع سرلالة  مرن 11، وهو من جينرات ضرراوتها، وقرد أعطرت L.monocytogenes خيصالجينات المتخصصة لتش

قاعردةٍ عنرد مقارنتهرا مرع الردليل الحجمري  زوجِ  250(، إذ ظ ه رت الحزم لكل منها بحجرم 3نتيجة  موجبة  واضحة ، وكما تبينه الصورة ) 14
DNA-Laddar،  زوجِ قاعرردةٍ لكنهررا كانررت  250فقررد أعطررت أيضررا  نتررائج موجبررة بظهررور الحررزم عنررد الموقررع  12و 8و 7أمررا السررلالات
 .باقي السلالات الموجبة للإختبارضعيفة  مقارنة  ب

د    inlAالمسببة لللستريوسز في الإنسران تُظْهرر الجرين  L. monocytogenes أن عُزلات (2004)وجماعته  Jacquetوقد و ج 
بينما العُزلات التي تم الحصول عليها من المواد الغذائيرة، والبيئرة فتظهرر شركلا   ،Full-length Functional inlA فعال وبطولٍ كاملٍ 

 .مقتضبا  لذل  الجين، وغالبا  ما تكون واطئة الضراوة
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 .inlAوالجين  PCRتقنية  باستخدام L. Monocytogenes لجرثومة DNA تج تضاعفنوا :3الصورة 
 

معزولرررةٍ مرررن حرررالات  L. monocytogenesفرري سرررلالات inlAبدراسرررة تواجرررد جرررين Almeida(2000 )و Almeidaوقررد قرررام 
عٌ مختلفرةٌ مررن البكتريرا الموجبرة لصرربغة مرضريةٍ ومرن البيئرة، وقررارن تواجرده مرع سررلالاتٍ تعرودُ لجميرع أنررواع اللسرتيريا الأخررى، وكررذل  أنروا

 ه، ولرم يلاحظرL.monocytogenes د ذلر  الجرين فقرط فري سرلالاتٍ تعرود إلرتو جرمختلفةٌ أخرى سالبةٌ لصبغة كررام ولاحرظ و كرام وأنواعٌ 
 عررررن يكررررون متخصصررررا  فرررري الكشررررف  inlAفرررري بقيررررة الأنررررواع المختلفررررة الترررري جرررررت معهررررا المقارنررررة، وتلرررر  النتررررائج توكررررد أن الجررررين

L.monocytogenes، أن الجرررررررررررررررررررررررررررررين  دراسررررررررررررررررررررررررررررته وأُسررررررررررررررررررررررررررررتنتج مررررررررررررررررررررررررررررنinlA يتواجررررررررررررررررررررررررررررد بصررررررررررررررررررررررررررررورة ثابتررررررررررررررررررررررررررررة فررررررررررررررررررررررررررررري 
 L.monocytogenesسرررررررررررررررررررررررررلالات النظررررررررررررررررررررررررر عرررررررررررررررررررررررررن مصرررررررررررررررررررررررردر تلررررررررررررررررررررررررر  السررررررررررررررررررررررررلالة، إلّا أنررررررررررررررررررررررررره وجررررررررررررررررررررررررد أن بغررررررررررررررررررررررررك 
L.monocytogenes  ٍالمعزولررة مررن البيئررة، قررد أعطررت إشرراراتٍ ضررعيفةWeakerSignals  عنررد الترحيررل الكهربررائي، وتلرر  الملاحظررة

 تمثل طريقة للتمييز بين السلالات البيئية والسلالات المرضية.
 الحساسية للمضادات الحيويةنتائج  -2

وجماعتره  Morvan  % و قرد ذكرر  78.6 إذ بلغرت Tetracyclineمقاومرة  عاليرة  للرر  L.monocytogenes أظهرت عُزلات 
سان مقاومة للتتراسايكلين، وبين أنها مرن أكثرر أنرواع المقاومرة من الإن L.monocytogenesانه تم الحصول علت عُزلاتٍ من  (2010)

، وبنسرربة Trimethoprimمقاومررة  للمضرراد الحيرروي  L.monocytogenesوأظهرررت  .tetشرريوعا  فرري اللسررتيريا، وذلرر  لامتلاكهررا الجررين 
مرن البيئرة فري  1995عرام  Trimethoprimمقاومرةٍ لمسرتوياتٍ عاليرةٍ مرن  L.monocytogenes%، وقد عُزِل ت أول سلالةٍ مرن 35.7

 ,Dihydrofolatereductase (Charpentier and Courvalinالررذي يشرفر لأنررزيم المقاومرة  dfrDفرنسرا، وكانرت تحمررل الجرين 
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ل الباحررررررث  ،%57.1بنسررررررية  Erythromycinمقاومررررررة للمضرررررراد الحيرررررروي  L.monocytogenesوأظهرررررررت  (.1997 ررررررجَّ  وقررررررد س 

MacGowan مقاومة جرثومة  (1990)وجماعتهL.monocytogenes  للرErythromycin .وقد أعزى ذل  إلت المقاومرة المكتسربة ،
ررررر    ermAأن إكتسرررراب جينررررات المقاومررررة للمضررررادات الحيويررررة، كمررررا فرررري الجررررين  Courvalin (1999)و Charpentier الباحثرررران وذ ك 

 ناتبوسرررو أو الترانس الانتقررراليررردات ذاتيرررة ريرررق البلازمعرررن ط لاكتسرررابهاتعرررود  L.monocytogenesفررري  Erythromycin الرررر لمقاومرررة
 المقاومة للمضادات. من أنواع أخرى من الجراثيم  Conjugative Transposonsترانيةالإق

 

 لمضادات الحيويةبعض ا: حساسية أنواع جنس اللستيريا ل3الجدول 
 

 المضادات الحيوية
L. monocytogenes /14 عزلة 

 اومةالمق المتوسطة الحساسة
 % العدد % العدد % العدد

Tetracycline 2 14.3 1 7.1 11 78.6 

Trimethoprim 8 57.1 1 7.1 5 35.7 

Erythromycin 6 42.9 0 - 8 57.1 
 

 :PCRبإستخدام تقنية  L. Monocytogenesفي تشخيص جينات مقاومة المضادات الحيويةنتائج  -3

زوج  589وبعد إجراا عملية الترحيل الكهربائي، تم الحصول علت حزمةٍ بحجم  ،tet(S) شف عن جين المقاومة للتتراسايكلينكُ 
، وأما بقية العُزلات فكانت سالبة  بالنسبة للجين 5و 2في السلالة رقم  DNA-Ladderقاعدة وذل  عند مقارنتها بالدليل الحجمي 

tet(S)( وعند إجراا فحص الحساسية كانت هنا 4، كما مبين في الصورة ،)  سلالتين حساستين للتتراسايكلين، أما بقية السلالات
وقد يعزى ذل  إلت إنها تمتل  جيناتٍ أخرى لمقاومة التتراسايكلين وليس  tet(S)أعطت نتيجة  سالبة  للجين قد المقاومة للتتراسايكلين ف

 .tetK، tetL، tetMاتومنها الجين ،tet(S)الجين 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 tet(S)والجين  PCRبإستخدام تقنية  L.monocytogenesلجرثومة DNA: نواتج تضاعف 4الصورة 
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أنه لو تم الحصول علت أربعةِ عُزلاتٍ  (2011)وجماعته  Granierإن المقاومة للتتراسايكلين تكون شائعة  في البيئة، إذ ذكر 
من  L.monocytogenes لحصول علت عُزلاتوفي تل  الدراسة تم ا ،مقاومةٍ للتتراسايكلين فإن ثلاثة  منها تكون من مصادرٍ بيئيةٍ 

وجماعته  Poyart-Salmeronكما وجد  .tet(M)الغذاا والمصادر البيئية، وأظهرت مقاومة للتتراسايكلين وكانت تحمل الجين 
 BM4210 من سلالة  pIP811يمثل دعما  إضافيا  علت أن بلازميد E.faecalisفي سلالة  tet(S)أن تواجد الجين  (1990)

L.monocytogenes نشأ منEnterococciللر  ، وقد وجد أن تردد الإقترانE.faecalis  الحاوية علت الجينtet(S)  أو غيره من
 (.Charpentier et al., 1994كان متشابها  ) L.monocytogenes L017و E.faecalis JH 2-2مع  tetمحددات 

 ( فررري جميرررع عُرررزلاتdfrD) Trimethoprimاد الحيررروي وفررري الدراسرررة الحاليرررة ترررم التحرررري عرررن وجرررود جرررين مقاومرررة المضررر
L.monocytogenes  قيررد الدراسررة بإسررتخدام تقنيررةPCR،  نتيجررة  موجبررة  للجررين، وهرري عُررزلات كانررت  13، 7، 2وقررد أظهرررت العُررزلات

ان كانترا مقراومتين للمضراد عزلرة  نتيجرة  سرالبة  لره، ومرن بينهرا عزلتر 11بينمرا أعطرت  ،مقاومة لذل  المضراد عنرد إجرراا إختبرار الحساسرية
 Charpentierزوج قاعررردة كمرررا ذكرررره  199بعرررد  إجرررراا الترحيرررل الكهربرررائي، ظهررررت حزمرررةٌ عنرررد الموقرررع و  .Trimethoprimالحيررروي 
يمنح المقاومة للر  dfrDأن الجين  Courvalin (1997)وCharpentier (. وقد ذكر 5، وكما موضح في الصورة )(1999)وجماعته 

Trimethoprim  فريL.monocytogenes BM4293  وهرو مشررابهٌ للجرينdfrD فريStaphylococcus aureus MUR313 ،
 .Staphylococciقد تكون نشأت في  L.monocytogenes BM4293في  Trimethoprim وقد افترك أن مقاومة الر

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 
 dfrDوالجين PCRبإستخدام تقنية  L.monocytogenes لجرثومة DNA: نواتج تضاعف 5الصورة 

في إختبار الحساسية أعطت نتيجة  سالبة  عند الكشف  Trimethoprimإن السلالات التي لم تظهر مقاومة  للمضاد الحيوي 
عند إجراا إختبار  Trimethoprim، والتي كانت مقاومة للمضاد dfrDسلالتان نتيجة سالبة للجين  بينما أظهرت ،dfrDعن الجين 

نما نوعٌ  خرٌ من جينات مقاومة dfrDهو ليس  Trimethoprimإلت إن الجين الذي منحها المقاومة للر  الحساسية، وهذا قد يعزى ، وا 
 الذي تم اكتشافه في ترانبوسون dfrGفقد يكون سبب المقاومة هو الجين  ،ذل  المضاد، والتي لم يتم الكشف عنها في الدراسة الحالية

Tn6198  فيL.monocytogenesوسون له قدرةٌ عاليةٌ علت الإنتشار سوااٌ بين الأنواع ، وذل  الترانبintra-species  أو بين
 inter-genus (Bertschet al., 2013 .) الأجناس
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سرلالة تعرود  14وذلر  فري  Erythromycinالرذي يمرنح المقاومرة للمضراد الحيروي  ermBفي الدراسة الحالية عن جين شف كُ 
نتيجررررررة  موجبرررررة  لررررررذل  الجرررررين، وكانررررررت أيضررررررا  مقاومرررررة  للمضرررررراد الحيرررررروي  10و 4لتان وقررررررد أعطرررررت السررررررلا ،L.monocytogenesللرررررر 

Erythromycin زوج قاعردة عنرد مقارنتهرا  636( إذ ظ ه ر ت حزمةٌ عند الموقرع 6وكما مبينٌ في الصورة ) ،عند إجراا إختبار الحساسية
سررررررلالاتٍ مرررررررن  3الحصررررررول علررررررت نررررررروا مررررررن إذ تمك ،(2010)وجماعترررررره  Morvanوكمررررررا ذكررررررره  DNA-Ladderبالرررررردليل الحجمرررررري 

L.monocytogenes  مقاومة للرErythromycin  وتبين أن اثنرين منهرا تحمرل الجرينermB  23والرذي يشرفر لررs rRNA Methyl 

transferase ( والذي يحور منطقة إرتباط مضاداتMLSB )Macrolide-lincosamide-streptograminB. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 ermBوالجين PCRبإستخدام تقنية  L.monocytogenesلجرثومة DNAتضاعف : نواتج 6الصورة 
 

فرررررررري بلازميررررررررد مررررررررن سررررررررلالاتٍ تعررررررررود إلررررررررت  ermBكتشررررررررف الجررررررررين أُ  (1993)وجماعترررررررره  Hadornوفرررررررري دراسررررررررةٍ أجراهررررررررا 
L.monocytogenes ثرررم لرُرروحِظ  أن ذلررر  البلازميرررد يحمرررل المقاومرررة المتعرررددة، وكرررذل  وُجِرررد  الجرررين .ermB وسرررون الاقترانررري فررري الترانب

Tn1545،  وكلاهمرا يسرتطيع الإنتقرال برين سرلالاتL.monocytogenes( لرت غيرهرا مرن الأنرواع  ,.Doucet-Populaire et al، وا 

1996 .) 
المتبقية سوااٌ أكانت مقاومة  أو غير مقاومةٍ في إختبار الحساسية، فقد أعطت نتيجة  سالبة   L.monocytogenesأما سلالات 

تدل علت عدم وجود  PCRفبالنسبة للسلالات غير المقاومة، فإن النتيجة السالبة بإستخدام تقنية  ،عند الكشف عنه ermBللجين 
فقد يعود إلت  ermB، والتي أعطت نتيجة  سالبة  للجين Erythromycinأما السلالات المقاومة للمضاد الحيوي  ،ermBالجين 

 مضاد. إمتلاكها لنوعٍ  خرٍ من جينات مقاومة ذل  ال
 العربية المصادر
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مرررن تررررب حظرررائر الحيوانرررات ومنررراطق  Listeria عرررزل وتشرررخيص أنرررواع اللسرررتيريا(، 2013شررريف، أديبرررة يرررونس ومحمرررود، هبرررة خالرررد )
وقررررائع المرررروتمر العلمرررري السررررنوي السررررادس )الرررردولي الثرررراني( لكليررررة التربيررررة الأساسررررية، المجلررررد الأول )العلرررروم الصرررررفة رعيهررررا. 
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