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 الملخص

تـُعَـد  البكتيريا الممرضقة المنقولقة عقن طريقق الأغذيقة سقبباً أساسقياً للأمقراض أو الوفيقات، وهنقاك تطقور مسقتمر للطرائقق 

للكشف عنها، حيث حلت التقانة الحيوية محل طرائقق الاختبقار التقليديقة المكلفقة والمجهقدة والتقي تحتقاج السريعة والموثوقة 

قسقم التقانقات الغذائيقة والصقناعية -ي هذا البحث في مختبرات الهيئة العامة للتقانقة الحيويقةأجر لنتائج.لفترة طويلة لإظهار ا

عزلقة للبكتريقا الممرضقة مقن لحقوم القدجاج باسقتخدام  53. تقم الحصقول علقى 2014و 2013في الفترة الواقعة بقين عقامي 

أنقواع( مقن العائلقة الـمـعقـوية وهقي  5بيتهقا العظمقى )أنواع، أغل الطرائق التقليدية المعتمدة البكتريا المعزولة تنتمي إلى ستة

Escherichia coli ،Enterobacter cloacae ،Hafnia alvei ،Proteus mirabilis ،Salmonella sp.  ونقوع

تخدام . تم تمييز البكتريا السقابقة باسقPseudomonas aeruginosaواحد ينتمي إلى البكتريا سالبة غرام غير المعوية هو 

Real-Time Polymerase Chain reaction (RT-PCR )تفاعققل البققوليميراز التسلسققلي فققي الققزمن الحقيقققي  تقانققة

فقققي الأنقققواع السقققابقة علقققى التقققوالي، باسقققتخدام  uidA ،rpoB ،ACC-1a ،aad ،invA ،regAبالكشقققف عقققن مورثقققات 

هقدف  ق ودرجة انصهار الشدفات الناتجة.حنيات التألمرئسات مصممة لتحديد البكتريا على مستوى النوع بالاعتماد على من

جاج باسقتخدام في تمييز بعض أنواع البكتريا الممرضة المعزولة من لحوم الد RT-PCRهذا البحث إلى تقييم كفاءة طريقة 

اع تمتققاز بالدقققة العاليققة والسققرعة فققي تمييققز الأنققو RT-PCRالمرئسققات المصققممة فققي هققذا البحققث.  وجـــــققـد أن طريقققة 

ة الممرضة المعزولة من لحوم الدجاج بحيث يمكن أن تصبح بديلاً عن الطرائقق التقليديقة المجهقدة والبطيئقة وعاليقة البكتيري

 التكلفة.

تفاعل البوليميراز التسلسلي في الزمن الحقيقي، البكتيريا  للبكتيريا،طرائق التشخيص التقليدية  الكلمات المفتاحية:

 الممرضة، لحم الدجاج.
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Abstract 

Foodborne bacteria are responsible for human illness and death. There is continuous 

development of rapid and reliable methods for the identification of these bacteria. Advent of 

biotechnology has greatly advanced food testing methods. This research was performed in the 

laboratories of National Commission for Biotechnology-Department of Industrial and Food 

Techniques in the period of 2013 to 2014. Fifty-three isolates of foodborne pathogenic 

bacteria were obtained from poultry samples using traditional methods based on 

morphological, physiological and biochemical tests. Identification tests revealed that the 

isolates ascribing 6 species, (almost all of them belonging to Enterobacteriaceae): 

Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Salmonella sp., and 

one species belonging to non-enterobacteriaceae gram-negative bacteria: Pseudomonas 

aeruginosa. These isolates were identified by means of real-time polymerase chain reaction 

(RT-PCR) technique, through detection of the genes uidA,  rpoB, ACC-1a, aad, invA, and 

regA, respectively, using primer designed for identification of these bacteria to species level, 

depending on fluorescence and melting curves of the resulting amplicons. The current 

research aimed to evaluate the efficiency of RT-PCR in identifying of some foodborne 

pathogenic bacteria which are isolated from poultry. The results revealed that the RT-PCR 

technique was an accurate, rapid and inexpensive method for identification of pathogenic 

foodborne bacteria, and can replace labor intensive, lengthy and expensive traditional 

methods. 

Keywords: Traditional Bacteria Identification Methods, Real-Time Polymerase Chain 

reaction, Foodborne Pathogenic Bacteria, Poultry. 

 المقدمة

( فقي أبحقاث الأمقراض الوبائيقة المنقولقة عقن RT-PCR)من الحقيققي أدى إدخال تقانة تفاعل البوليميراز التسلسلي فقي القز

وزمققلاؤه،  Feniciaطريققق الغققذاء إلققى إمكانيققة الكشققف السققريع عققن العوامققل الممرضققة فققي المجققالات الطبيققة والغذائيققة )

عة عقن معلومقات سقري(، وتلاحظ فوائد هذه التقانة عند التحديد الشامل والسريع للبكتيريا، لأن النتائج يمكن أن تعطي 2007

وزمققلاؤه،  Fukushimaالعامققل الممققرض المنقققول عققن طريققق الغققذاء، ممققا يسققمح باسققتجابة سققريعة وأكثققر دقققة وكفققاءة )

2009.) 

 سقاعة 2دقيققة إلقى  30تحتقاج مقن العديد من الميزات المهمة، ففضقلاً عقن تقليقل زمقن الاختبقار )ب RT-PCRتتصف تقانة 

ـد  فقققط(،  (، Dorak ،2010؛ Mackay ،2004التخصققص، وتقققدم إمكانيققة للتحليققل الكمققي ) قيقققة وعاليققةهققذه التقانققة دتـُعققَ

( محققدود جققداً، لعققدم ضققرورة فققتح أنبققوب التفاعققل Cross-contaminationبالإضققافة إلققى أن احتمققال التلققوث العرضققي )

؛ Kalland ،2009لتسلسقلي )بوليميراز اعندما يبدأ التضاعف، وإمكانية الأتمتة إذ أنها لا تحتاج لأية معاملات بعد تفاعل ال

Fricker  ،يقلقل  (، إذ تحول النتائج إلى أرقام فوراً وتحلل باستخدام الخوارزميات الحاسوبية القياسية، وهقذا2007وزملاؤه

 PCRمن الأخطاء البشرية، ويعطي نتائج الاختبار فقي غضقون سقاعة واحقدة مقن بقدء التحليقل بينمقا يأخقذ التحليقل بتقانقات 

 (.Kalland ،2009ات عديدة )تقليدية ساعال

فقي القزمن الحقيققي همقا: المسقابر المتفلقورة التقي تقرتبط بشقكل نقوعي PCR تتوفر طريقتان مختلفتان للكشف عن منتجقات 

المزدوجقة، وققد تقم إجقراء  DNA، والأصبغة المتفلقورة التقي تقُـدْخل إلقى أي جقزء مقن سلسقلة القـ DNAبتسلسل محدد للـ 

دة على المسابر المتفلورة للكشف عن العوامل الممرضة المنقولقة عقن طريقق الغقذاء باسقتخدام المعتم RT-PCRاختبارات 

تقوافر  TaqMan PCR(، وتتطلقب طريققة 2004لاؤه، وزمق Iijima؛ 2000وزمقلاؤه،   Hoorfar) TaqManمسقابر 

-SGام الطريقة الأققل كلفقة وهقي )قيود باستخدالمرئسات والمسابر المنتقاة وفقاً لمعايير صارمة، ويمكن التغلب على هذه ال
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PCR حيث تستخدم صبغة )SYBR Green I   التي تقرتبط بسلسقلة القـDNA  ،المزدوجقة للكشقف عقن نقواتج التضقاعف

(، ويقققيم تخصققص 2001وزمققلاؤه،  Aartsدون الحاجققة إلققى المسققابر المتفلققورة ) RT-PCRوبققذلك يمكققن تطبيققق تقانققة 

(، وتتضقمن ميقزات طريققة 2005وزملاؤه،  Oliveira( بغياب المسابر )mTر )ارة الانصهاالتفاعل على أسا, درجة حر

SG-PCR  المتفوقققة علققى طريقققةTaqMan PCR  البسققاطة النسققبية وقلققة تكلفققةSYBR Green I  مقارنققةً بمسققابر

TaqMan (Nogva  ،2000وزملاؤه.) 

 PCRلية لكقل دورة مباشقرة بعكقس طرائقق لمرة التسلسعلى مراقبة إصدار التألق خلال تفاعل الب RT-PCRتعتمد طريقة 

 Ethidium bromideأو إلقى اسقتخدام المقواد المشقعة كمقادة  Agaros gelالتقليديقة، فهقي لا تحتقاج إلقى القرحلان علقى 

(Dorak ،2010.) قامVliegen ( بتصقنيف أنقواع مختلفقة مقن البكتيريقا الممرضقة باسقتخدام تقانقة 2006وزمقلاؤه )RT-

PCRتابعقة لكقل مقن الأجنقا, أنقواع  3لت ، شمAeromonas ،Campylobacter Clostridium ،Enterococcus .

أنققواع تابعققة  10، وKlebsiella ،Proteus ،Enterobacter ،Citrobacter ،Bacillusونققوعين لكققل مققن الأجنققا, 

 %. 100إلى  99بدقة  Staphylococcusنوعاً تابعاً للجنس  11، وCorynebacteriumللجنس 

( بكونهققا عصققيات سققالبة الغققرام تضققم مجموعققة تسققمى بالبكتيريققا Enterobacteriaceaeكتيريققا العائلققة المعويققة )تتميققز ب

المعوية وهي جزء من الفلورا الطبيعية في الأمعاء، إلا أن عدداً من أنواعها يسبب الإصابة بالأمراض المختلفة مثل التهقاب 

ـد  تُ علققى أنهققا  الرئققة وأمققراض الجهققاز البققولي، عققلاوةً  مققن أهققم مسققببات التهققاب الجققروح وتعفققن الققدم والتهققاب السققحايا ـعققَ

(Anbazhagan  ،وقققد وجقد أن بكتيريققا العائلقة المعويققة تشقكل2010وزمقلاؤه ،)  الأغلبيققة العظمقى للبكتيريققا سقالبة الغققرام

هققي النققوع الأكثققر عققزلاً  E. coliبكتيريققا الهوائيقة أو اللاهوائيققة اختياريققاً المعزولققة فققي حققالات الأمققراض المعـويقـة، وأن 

(Rossi  ،2006وزمقلاؤه )،  ولقديها الققدرة علقى إحقداث المقرض وإفقراز السقموم، ومقن أهمهقاShiga toxin (Stx 1  و

Stx 2 والمورثققة المسققؤولة عققن تشققفيرهما هققي، )uidA (Feng وMonday ،2000 وجققد أن أهققم الأنققواع الممرضققة .)

(، 2006وزمققلاؤه،  Ye) E. agglomeransو E. cloacae ،E. aerogenesهققي  Enterobacterالتابعققة للجققنس 

-RNA polymerase βوليميراز )ب RNAللـ  β  المسؤولة عن تشفير الوحدة الفرعية rpoBويمكن أن تستخدم المورثة 

subunit( )Delmas  ،نس ( في التمييز بين الأنواع ضمن العائلة المعويقة بمقا فيهقا الجق2006وزملاؤهEnterobacter ،

(، 2013وزمقلاؤه،  Hardoim) Enterobacter( لبكتيريقا الجقنس core genomeجقزء مقن الجينقوم المركقزي ) وهقي

( وتحديد نوع البكتيريا، ولا سقيما عنقد دراسقة phylogenetic analysesكما يمكن أن تسُتخدم في تحليل القرابة الوراثية )

 (. 2009ملاؤه، وز Adékambiالأنواع شديدة القرابة )

مقرض داء السقالمونيلات  S. typhiأخطاراً صحية كبيرة، حيث تسبب بكتيريقا  Salmonellaتمثل البكتيريا التابعة للجنس 

(Salmonellosis عند ) تعَُد  الإنسان والحيوانات كما( العامل المسبب للحمقى التيفيقةAnbazhagan  ،2010وزمقلاؤه )، 

المحفوظة للغاية والمتوضعة في الجزيقرة الإمراضقية  invAمن خلال المورثة  Salmonellaويمكن تحديد بكتيريا الجنس 

( والمسققققؤولة عققققن تشققققفير البققققروتين الغققققزوي 2006وزمققققلاؤه،  pathogenicity island 1( )Hylandالأولققققى )

(invasivity protein( )Del Cerro  ،وجققد 2003وزمققلاؤه .)Segura ( أن منتجققات المقق2004وزمققلاؤه ) ورثتين

invH  وinvA ( ضرورية لغزو الخلايا الظهارية في الزجاجin vitro( والضراوة التامة )full virulence فقي الفئقران )

إلقى عقدد مقن المورثقات   Salmonellaلإصقابة بقداء السقالمونيلات ينسقب غقزو بكتيريقا الملقحة عن طريق الفقم، وخقلال ا

المسققؤولة عققن غققزو خلايققا العائققل  invAيبققدو أن المورثققة (. و2007ه، وزمققلاؤ Khan) invAالغزويققة إحققداها المورثققة 

كافةً. وقد استخُدمت بشكل مكثف في الكشف النوعي عن بكتيريقا الجقنس  S. entericaموجودة عند تحت الأنواع التابعة لـ 

Salmonella تقانات  باستخدامPCR (Vollenhofer-Schrumpf  ،2007وزملاؤه.) 

 .Pء الإنسققان والحيوانققات والسققماد العضققوي والتربققة والمققاء الملققوث ويسققبب النققوع فققي أمعققا Proteusتوجققد بكتيريققا 

mirabilis  ًفي التهاب الجروح، وهو مسؤول عن التهاب القناة البوليقة الأمراض للإنسان، بالإضافة إلى كونه عاملاً ثانويا 

(Garrity ،2009 )، أنقزيم  ابق بقإفرازهوترتبط قدرة هذا النوع على إحداث المرض السقDeaminase  القذي يققوم بحلمقأة

 aad (Aminoالبولة مما يؤدي إلى تكوين الحصيات الكلوية والمورثة المسؤولة عن تشقفير الأنقزيم السقابق هقي المورثقة 

acid deaminase( )Burall  ،افتقرض 2004وزمقلاؤه .)Evanylo ( أن إنتقاج أحمقاض 1984وزمققلاؤه )α- كيتقو مققن

( chelationولقه دور فقي اسقتخلاب ) P. mirabilisفقي بكتيريقا  Deaminaseبفعاليقة أنقزيم  مينيقة مقرتبطالأحمقاض الأ

( للتحقق من اسقتخدام 1995وزملاؤه ) Massadالتي قام بها وقد توجهت الدراسة  ،( 1984وزملاؤه،  Evanyloالحديد )

 . Deaminaseكيتو كعامل استخلاب لأنزيم -αالبكتيريا السابقة حمض 
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في التربة والمياه العادمة ومياه الشرب ومنتجات الألبان وتسبب بعض سلالاتها  Hafnia alveiيا النوع توجد بكتير

-ßالموجودة في هذا النوع مسؤولة عن تشفير أنزيم  ACC-1aالمورثة  تـُعَـد   (، وGarrity ،2009الإصابة بالإسهال )

lactamase  من النمطC (AmpC) ت الحيوية التي تنتمي إلى الجيل الثالث من فكيك الصاداالذي يعمل على ت

cephalosporins (Ben Aissa  ،2011وزملاؤه.) 

 Zhangسققان وتسقققتوطن فقققي كققل مكقققان مقققن الطبيعقققة )الأمقققراض للإن Pseudomonas aeruginosa تسققبب بكتيريقققا

يس فقي حقدوث التليقف السقبب القرئ (، وهي بكتيريا ممرضة انتهازية تسبب العدوى في المستشفيات، وهقي2012وزملاؤه، 

( المققؤدي إلققى المققوت، والالتهابققات البوليققة والرئويققة الناتجققة عققن المنفسققة، والتهققاب القرنيققة، Cystic fibrosisالكيسققي )

(. وتنققتج شققدة 2011وزمققلاؤه،  Benamaraوالتهققاب الأذن الظققاهرة، والتهققاب الجققروح الناتجققة عققن الحققروق وغيرهققا )

علقى إنتقاج ترسقانة مقن عوامقل الضقراوة المرتبطقة بالخليقة أو خقارج الخلويقة  P. aeruginosaريقا العدوى من ققدرة بكتي

(Woods وVasil ،1994 ؛Govan وDeretic ،1996 ؛Frank ،1997 ؛Sato وFrank ،2004 د  القققققققذيفان (، ويعُقققققققَ

يثقبط  ETAن إنتقاج (، لأPollack ،2000( مقن بقين عوامقل الضقراوة الخارجيقة )Exotoxin A( )ETA) Aالخقارجي 

(، وقققد أثبتققت كققل مققن الدراسققات Kabat ،1975و Iglewskiاصققطناع البققروتين ممققا يققؤدي إلققى مققوت خلايققا العائققل )

فققي الإصققابة بالعققدوى، وعققلاوة علققى ذلققك فقققد أثبتققت التجققارب علققى  ETAالسققريرية والتجققارب علققى الحيوانققات أهميققة 

ـم 2002وزمقلاؤه،  Fogleالطقافرة أققل ضقراوة )ل السقلالات تجع ETAالحيوانات أن الطفرات التي تثبط إنتاج  (، ويـُنـَظق 

وى الحديقد فقي وسقط النمقو، عن طريق العديد مقن عوامقل الوسقط المختلفقة، التقي تشقمل درجقة الحقرارة ومسقت ETAإنتاج 

د  2004وزمققلاؤه،  Hamoodوكققذلك يتققأثر إنتاجققه بالعديققد مققن المنظمققات الإيجابيققة والسققلبية )  regAالمورثتققان  (، وتعُققَ

 Iron-starvation sigmaوهقي مورثقة العامقل سقيغما لقنقص الحديقد ) pvdS( و ETA)المورثة الإيجابية لتنظقيم إنتقاج 

factor( ًأكثر المورثات الإيجابيقة تحلقيلا )Vasil وOchsner ،1999؛Hamood   ،لأن 2004وزمقلاؤه ،)regA  يعقزز

 Hamoodعزيقققز مقققن خلالهقققا غيقققر واضقققحة بشقققكل كامقققل )حقققدث هقققذا التعلقققى القققرغم مقققن أن الآليقققة التقققي ي toxAنسققخ 

 regA يحقققدث مقققن خقققلال toxA(، إلا أن البقققراهين أوحقققت بقققأن تعزيقققز 1996وزمقققلاؤه،  Raivio؛ Iglewski ،1990و

(Hamood  ،وعلققى العكققس يكققبح الحديققد نسققخ 2004وزمققلاؤه ،)pvdS وبالتققالي يقلققل نسقققخ ،regA  وtoxA (Vasil 

 (.2004ملاؤه، وز Hamood؛ Ochsner ،1999و

والطرائقق التقليديقة المعتمقدة علقى   SYBR Green Iالتي تستخدم صقبغة  RT-PCRيهدف البحث إلى المقارنة بين تقانة 

الاختبارات المورفولوجية والبيوكيميائية في تشخيص بعقض أنقواع البكتيريقا الممرضقة المعزولقة مقن لحقوم القدجاج، لكقون 

لية والسرعة وانخفاض التكاليف نسبياً بهدف الاستغناء عن الطرائقق التقليديقة كونهقا باهظقة بالدقة العاالطريقة الأولى تمتاز 

 ائج.التكاليف ومجهدة وتحتاج إلى وقت طويل لإعطاء النت

 مواد البحث وطرائقه 

 جمع العينات والحصول على العزلات البكتيرية: -1

باسقتخدام أكيقا, معقمقة،  2014و 2013الواقعقة بقين عقامي في الفترة  جمعت عينات لحوم الدجاج من مدينة دمشق وريفها

م لحقققين الاختبقققار، وعُزلقققت البكتيريقققا التابعقققة للعائلقققة المعويقققة )عقققدا بكتيريقققا الجقققنس °  20-وحُفظقققت بدرجقققة حقققرارة 

Salmonella مقـل مقن وسـقـط  225غ من العينقة فقي كقيس مـعـققـم، وإضقـافة  25( بوزنBuffered Peptone Water 

(BPW( )SRL, Sisco Research Laboratories, Mumbai, India والتحضين على درجـة حـرارة )م لمدة °  37

ـت كميقققة  20  MacConkey agar (Criterion, Hardyأطبقققاق  مقققن المقققرق علقققى µL 200سقققاعة، خُـطِّـطقققَ

Diagnostics, Santa Maria, CA, USA سقاعة ) 24 م لمقدة°  37(، وحُضقنت الأطبقاق بدرجقة حقرارةKilonzo-

Nthenge ،2008 عُزلت بكتيريا الجنس .)Salmonella  وفققاً لقـHarrigan (1998 وذلقك، ) غ مقن المنقتج  25بإضقافة

مل مقن مزرعقة  10، تم إضافة م° 37ساعة على الدرجـة  24والمزج بشدة، والتحضين لمدة   BPWمل 225الغذائي إلى 

(، وحضقن الوسقط Merck) Rappaport-Vassiliadis (RV)ن وسقط مقل مق 100( إلقى BPWوسقط الإغنقاء الأولقي )

 Xylose lysine desoxycholateساعة، ثم خُططت حمولة حلققة تلققيح علقى أطبقاق  24م لمدة ° 42على درجة حرارة 

(XLDو )Hektoen Enteric agar (HEA( )HiMedia, India.) 
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 Cetrimide agar (CA( )Criterion, Hardy Diagnostics, Santaعلقى وسقط  P. aeruginosaعُزلقت بكتيريقا 

Maria, CA, USA وفقاً لـ )Harrigan (1998 وذلك بتحضير سلسلة تخافيف عشرية مقن المقادة الغذائيقة فقي محلقول :)

باستخدام ناشر زجاجي معقم، وحُضنت الأطبقاق بدايقة علقى  CAمل من كل تخفيف على طبق  0.1% ببتون، ثم وزع 0.1

سقاعة. أجريقت اختبقارات الأوكسقيداز، والكقاتلاز،  44م لمقدة °  41سقاعات ثقم علقى حقرارة  4م لمقدة °  25درجة حرارة 

يد العزلات الناتجة جميعاً باتباع الاختبارات المورفولوجيقة تم تحد(.OFF-Glucoseوالحركة، وأكسدة / تخمير الغلوكوز )

 .1 ( المبينة في الجدولGarrity ،2009والبيوكيميائية وفقاً لـ )

 من البكتيريا المعزولة وقياس نقاوته وتركيزه: DNAلاص الـ استخ -2

-Luria Bertani Broth (LBB( )Sigmaمقن المققزارع النقيققة للبكتيريققا الناميقة علققى وسققط  DNAتقم اسققتخلاص الققـ 

aldrich, Chemie, Gmbh, Germany سققاعة باسققتخدام مجموعققة  24( لمققدةGenomic DNA  ®Wizard 

Purification  (Promega Corporation, Madison, USA.وفقاً لتعليمات الشركة الصانعة ) 

ددت نققاوة القـ  تر باسقتخدام جهقاز المطيققاف نقانوم 260/280المسقتخلص بقيقا, الامتصقاص علقى طقول الموجقة  DNAحقُ

ـد  القرقم بقين Optizen 3000 Plus (Mecasys Inc., Koreaالضقوئي  -RTبجهقاز  مناسقباً للتحليقل 2.1و 1.8( وعقُ

PCR (Findlay ،2011 تم قيا, تركيز الـ .)DNA ( المستخلص من خلال المعادلة التاليةJain ،2004:) 

 معامل التمديد× نانومتر  260التركيز = الكثافة الضوئية عند 

 بيكومول / ميكرولتر 25المستخلص عند  DNAوتم ضبط تركيز الـ 

 بوليميراز التسلسلي في الزمن الحقيقي:نة تفاعل التحديد البكتيريا المعزولة باستخدام تقا -3

 : RT-PCRتصميم المرئسات المستخدمة في تحديد البكتيريا باستخدام جهاز  -

( من الموقع Gen.Bankم قاعدة بيانات بنك المورثات )تم تصميم المرئسات باستخدا

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ ويبين الجدول ،)لمصممة في هذا البحث المرئسات ا 1

( والمرئس الراجع bpزوجاً قاعدياً ) 23لتحديد أنواع البكتيريا المدروسة، حيث استخُدم المرئس الأمامي المكون من 

 .Eفي بكتيريـــــا  rpoB. تم استهداف المورثة E. coliبالنسبة لبكتيريا  uidAلاستهداف المورثة  bp 21المكون من 

cloacae 23س الأمامي المكون من تخدام المرئباس bp 25، والمرئس الراجع المكون من bp حُدد النوع .H. alvei 

. تم الكـشـف عـن bp 22والراجع الذي يتكون كل منها باستخدام المرئسات الأمامي،  ACC-1aبالكشف عن المورثة 

لكل منهما.  bp 20اللذين يتكونان من مي والراجع باستخدام المرئسين الأما P. mirabilisلتحديـد بكتيريا  aadالمورثـة 

 21باستخدام المرئسين الأمامي والراجع المكون كل منهما من  Salmonellaفي بكتيريا الجنس  invAاستهُدفت المورثة 

bp وتم تحديد النوع .P. aeruginosa عن المورثة  بالكشفregA بوساطة المرئسين الأمامي والخلفي المكون كل منهما 

 .bp 21من 

 :RT-PCRتحضير العينات للتحليل بجهاز -

 ,PCR-RT (TM12-Spartan DX ،Spartan Bioscience Inc., Ottawaتققم تحضققير العينققات للتحليققل بجهققاز 

Canada باسققتخدام مجموعققة )Maxima SYBR Green qPCR Master MiX (Thermo Scintific ًوفقققا )

لكقل مقن المرئسقات الأمقامي  µL 1و  SYBR Green Master Mixمقن  µL 12.5لتعليمقات الشقركة الصقانعة بمقزج  

فقي  DNaseماءً معقماً منقزوع الشقوارد خقالٍ مقن القـ  µL 9.5المستخلص و  DNA( والـ pmol/µl 25والراجع )تركيز 

 خاص بالجهاز المستخدم. PCRأنبوب 

التالي: المسخ الأولي على درجة  على الشكل E. coliاستخُدم البرنامج الحراري لتضخيم المورثة المستهدفة لبكتيريا 

 م لمدة دقيقة واحدة، وارتباط على درجة°  94دورة: مسخ على درجة حرارة  35دقائق، ثم  10م لمدة °  92حرارة 

ثانية. واستخُدم البرنامج الحراري ذاته  45م لمدة °  72م لمدة دقيقة واحدة، والاستطالة على درجة حرارة °  58.8حرارة 

 .Eم للأنـواع °  53.8و 50.9، و50.3، و53.5، و60.8ع لكن بتغيير درجة حرارة الارتبــاط لتصبـح بقية الأنوال

cloacae ،H. alvei ،P. mirabilis ،Salmonella spp.  وP. aeruginosa  على التوالي.تم تحديد قيمة درجة
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م لكل °  0.10م بمعدل °  55←95م، ثم °  95←55ي: ( باستخدام البرنامج الحراري التالmTانصهار الشدفات الناتجة )

 خطوة.

 لحوم الدجاج.. تسلسل المرئسات المصممة والمورثات المستهدفة لأنواع البكتيريا الممرضة المعزولة من 1الجدول 

 تسلسل المرئسات المورثة المستهدفة النوع

E. coli uidA 
F: 5'- TGG TGA TTA CCG ACG AAA ACG GC-3'  

R: 5'- ACG CGT GGT TAC AGT CTT GCG-3'  

E. cloacae rpoB 
F: 5'- AAG GCG AAT CCA GCT TGT TCA GC-3'  

R: 5'-TGA CGT TGC ATG TTC GCA CCC ATC A-3'  

H. alvei ACC-1a 
F: 5'- GCG TAA AAA AAT GCA GAA CAC A-3'  

R: 5'-CCC TTC CAA TGA GCT CAG GAT T-3'  

P. mirabilis aad 
F: 5'- CGC TAT TAA CCT TGC TGA AC-3'  

R: 5'-CCT TTC TCA CTC ACC ACATC-3'  

Salmonella spp. invA 
F: 5'- TAC TTA ACA GTG CTC GTT TAC-3'  

R: 5'- ATA AAC TTC ATC GCA CCG TCA-3'  

P. aeruginosa regA 
F: 5'- TTC CCT CGC AGA GAA AAC ATC-3' 

R: 5'- CCT GGT TGA TCA GGT CGA TCT-3' 

 النتائج والمناقشة

 .Eعـزلـة(، و 17) E. coliأنواع البكتيريا المعزولة: وجد أن البكتيريا المعزولة تنتمي إلى أنواع مختلفة هي  -1

cloacae (8 و ،)عــزلاتH. alvei (5 و ،)عـزلاتP. mirabilis (9 و ،)عزلاتSalmonella spp.  (4 

 .2تبارات المورفولوجية والبيوكيميائية المبينة في الجدول بنتيجة الاخعزلاتP. aeruginosa (10  )عزلات(، و 

 . الاختبارات المورفولوجية والبيوكيميائية لأنواع البكتيريا المعزولة من لحوم الدجاج.2الجدول 

 الاختبار

 النوع

E. coli 
E. 

cloacae 
H. alvei 

P. 

mirabilis 
Salmonella 

spp. 

P. 

aeruginosa** 

 امصبغة غر
عصيات 

 لبةسا

عصيات 

 سالبة

عصيات 

 سالبة

عصيات 

 سالبة

 عصيات سالبة عصيات سالبة

 + - - - - - اختبار الأوكسيداز

 + + + + + + اختبار الحركة

 + + + + + + اختبار كاتالاز

أكسدة/تخمير 

 الغلوكوز
 أكسدة أكسدة/تخمير أكسدة/تخمير أكسدة/تخمير أكسدة/تخمير أكسدة/تخمير

إندول من إنتاج 

 يبتوفانتر
+ - - - 

- 
- 

ـ وغس ڤاختبار 

 بريسكاور
- + - - 

- 
* 

 + - + + + - استخدام السترات

 * + + - - - S2Hإنتاج غاز 

 - - + - - - حلمأة اليوريا

لايزين 

 ديكربوكسيلاز
+ - + - + * 

أرجنين 

 ديهايدرولاز
- + - - - + 

أورنثين 

 ديكاربوكسيلاز
- + + + 

+ 
* 

 + - + - - - الجيلاتين حلمأة
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ONPG + + + - - * 

 * - + - - - فينيل ألانين ديأميناز

 * - - - - - تخمير أدونيتول

 - + - + + + تخمير ل ـ أرابينوز

 * - - - - - تخمير د ـ أرابيتول

 * - - - + - تخمير سيلوبيوز

 * - - - - - تخمير إرثريتول

تخمير مايو ـ 

 إينوسيتول
- - - - - * 

 - + - + + + مالتوزتخمير 

 + + - + + + تخمير د ـ مانيتول

 * + - - + + تخمير ل ـ رامنوز

تخمير د ـ 

 سوربيتول
+ + - - 

+ 
* 

 * - - - + + تخمير سكروز

 * + + + + + تخمير تريهالوز

 .P. aeruginosaلا تجرى هذه الاختبارات عادة لتمييز النوع  *

، +، تمثيل حمض كابريك +أستيل غلوكوز أمين -، ن-، إسكولين -: غلوكوز P. aeruginosaنوع ة لتمييز الالاختبارات الإضافي **

 .+، تمثيل حمض فينيل أستيك +، تمثيل حمض ماليك +، تمثيل حمض أدابيك +، غلوكونات البوتاسيوم -غالاكتوبايرانوزايد -بيتا

بقية الأنواع بكونها موجبة اختبار الأوكسيداز وتسقتقلب تتميز عن  P. aeruginosaأن بكتيريا النوع  2يلاحظ من الجدول 

الغلوكوز بطريقة الأكسدة، بينما بقية الأنواع سالبة الأوكسقيداز وتسقتقلب الغلوكقوز بطريققة الأكسقدة والتخميقر معقاً. وتتميقز 

بتفاعقل  E. cloacaeالنوع حين ينفرد  عن بقية الأنواع بقدرتها على إنتاج إندول من تريبتوفان، في E. coliبكتيريا النوع 

بقدرته علقى  P. mirabilisـ بريسكاور الموجب عند مقارنته ببقية أنواع العائلة المعوية الأخرى. بينما يتميز النوع  وغسڤ

 ، وبعدم قدرته على تخمير سكر د ـ مانيتول.حلمأة اليوريا، وبقدرته على إنتاج انزيم فينيل ألانين ديأميناز

 RT-PCRتحديد البكتيريا باستخدام تقانة ج اختبارات نتائ -2

بعد إجراء الاختبارات المورفولوجية والبيوكيميائية التي بينت أن البكتيريا المعزولة من المواد الغذائية المختلفة تنتمي إلى 

، rpoB، وuidAورثـات لتحديد أنواع البكتيريا السابقة بالكشف عن الم RT-PCRالأنواع الستة السابقة استخُدمت طريقة 

، P. mirabilis، وH. alvei، وE. cloacae، وE. coliللأنـــواع  regAو invA، وaad، وACC-1aو

 على التوالي وبواقع ثلاثة مكررات، واستخُدم الشاهد السلبي المكون من مزيج P. aeruginosaو .Salmonella sppو

SYBR Green Master Mix وع الشوارد الخالي من والماء منز والمرئسات الأمامي والراجعDNase  بدون إضافة

 1في التشخيص. والشكل  RT-PCRالمستخلص من البكتيريا، بهدف المقارنة بين كفاءة الطريقتين التقليدية و  DNAالـ 

ختبار (. كما أجري اthreshold cycle( )tCيبين منحنيات التألق لأنواع البكتيريا المدروسة مع قيمة الدورة الحدية )

 Target( الشدفات للتحقق من ارتباط المرئسات بالمورثة المستهدفة )mTدرجة الانصهار لتحديد قمة انصهار ) منحني

gene من سلسلة الـ )DNA  يبين منحنيات درجة الانصهار لأنواع البكتيريا السابقة مع قيمة  2والشكلmT منها. لكل 
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 E. cloacae (tC=24.7.)منحني التألق لبكتيريا  -E. coli (tC=11.6   .)             1-2منحني التألق لبكتيريا  -1-1 

 

 

   
 P. mirabilis (tC=10.9.)منحني التألق لبكتيريا  -H. alvei (tC=9.2            .)1-4منحني التألق لبكتيريا  -1-3

 

 

   
 P. aeruginosa (tC=9.6.)لبكتيريا  نحني التألقم -spp.Salmonella  (tC=16.3)   1-6منحني التألق لبكتيريا  -1-5

 لأنواع البكتيريا المدروسة. tCمع قيمة  RT PCR. منحنيات التألق الناتجة عن جهاز 1الشكل 
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 مE. cloacae (mT=83.3  °.)منحني درجة الانصهار لبكتيريا  -2-2            مE. coli (mT=82.3  °     .)منحني درجة الانصهار لبكتيريا  -2-1

 

 مP. mirabilis (mT=83.7  °.)منحني درجة الانصهار لبكتيريا  -4-2          مH. alvei (mT=82.8  °  .)منحني درجة الانصهار لبكتيريا  -2-3 

 

 مinosaP. aerug (mT=0.18 °.)منحني درجة الانصهار لبكتيريا  -6-2.   مsp.Salmonella  (mT=81.9°منحني درجة الانصهار لبكتيريا  -2-5 

 لأنواع البكتيريا المدروسة mTمع قيمة  RT PCR. منحنيات درجة الانصهار الناتجة عن جهاز 2الشكل 

، 16.3ت ، بـيـنـمـا بلغE. cloacaeو  H. alveiفي بكتيريا  24.7و  9.2تراوحت بين  tCأن قيمة  1يلاحظ من الشكل 

 على التوالي. P. aeruginosaو  E. coli،P. mirabilis، و.Salmonella spفي الأنـواع  9.6و  10.9، و11.6و

أعطقققت نتائجقققاً إيجابيقققةً لسقققلالات  invAالتقققي تسقققتهدف المورثقققة  RT-PCR( أن تقانقققة 2006وزمقققلاؤه ) Heinوجقققد 

sp.Salmonella   قيمقة  سقلالة وأن 92المختبرة كافقةً ، والبقالغ عقددهاtC  سقاوية ممقا يشقير إلقى الفعاليقة المت 21.9كانقت

 ..Salmonella spت المختبرة كافةً ، واستنتج أن هذه الطريقة يمكن أن تستخدم كمعيار عالمي للكشف عن بكتيريا العزلا

ققة تفاعقل في العينقات الطبيقة بطري E. coliللكشف عن بكتيريا  uidA( المورثة 2011وزملاؤه ) Anbazhaganاستخدم 

( باسققتخدام مرئسققات مختلفققة عققن المرئسققات multiplex RT-PCRلحقيقققي )البققوليميراز التسلسققلي المتعققدد فققي الققزمن ا

 م.°  88المصممة في هذا البحث ووجد أن درجة انصهار الشدفة الناتجة 

مP. mirabilis (83.7  ° )وجقد أن أعلقى قيمقة لقمقة درجققة الانصقهار للشقدفات الناتجقة عقن التضققخيم كانقت فقي بكتيريقا 

م بالنسققبة °  83.3و 82.8، 82.3، و81.9م(، وكانققت فققي بقيققة الأنققواع °  80.1) P. aeruginosaوأدناهققا فققي بكتيريققا 

 على التوالي. E. cloacaeو  H. alvei، وE. coli، و.Salmonella spلبكتيريا 
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لمدروسة كافةً باستخدام المرئسات المصممة في هذا على تمييز الأنواع البكتيرية ا RT-PCRيلُاحظ مما سبق قدرة طريقة 

 سريعة وموثوقة وعالية الدقة ومنخفضة التكلفة نسبياً، بحيث يمكن الاستغناء كلياً عن الطرائق التقليدية. لبحث كطريقةا

 الاستنتاجات

، E. cloacae، وE. coliأنقـواع( وهقـي  5تنتمي أغلقب البكتيريقا المعزولقة مقن لحقوم القدجاج إلقى العقـائلة المعويقة ) -1

 .P، بالإضافة إلى نوع واحد لا ينتمي إلى العائلة السابقة وهو .Salmonella spp، وP. mirabilis، وH. alveiو

aeruginosa. 

إمكانيققة تمييققز العققزلات البكتيريققة الممرضققة المعزولققة مققن الققدجاج بسققهولة مققن خققلال المرئسققات المصققممة فققي هققذه  -2

 لتشخيص البكتيريا على مستوى النوع.الدراسة والتي كانت مخصصة 

العالية والسرعة فقي إظهقار النتقائج إذ اسقتغرقت فققط ثقلاث سقاعات مقابقل الطرائقق  بالدقة RT-PCRتميزت طريقة  -3

 التقليدية التي تحتاج إلى عدة أيام، ويوصى باستخدامها في تمييز البكتيريا الممرضة المعزولة من لحوم الدجاج.
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