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استلام 24 يناير 2017م - قبول 20 يوليه 2017م

الملخص
تعــد بكتيريــا Pseudomonas aeruginosa مــن الممرضــات الانتهازيــة التــي تصيــب الإنســان وتســبب العديــد مــن الأمــراض  الخطــرة 
التــي قــد تــؤدي في بعــض الأحيــان إلى وفــاة الشــخص المصــاب. تعــد طــــبقة الألــــجنيت مــن عوامــل الــراوة المهمــة للبكتيريــا والتــي 

توفــر الحمايــة لخليــة البكتيريــا.
جُعــت 100 عزلــة سريريــة تعــود لبكتيريــا Pseudomonas aeruginosa مــن 2014/9/1 إلى 2014/11/1 مــن مصــادر سريريــة مختلفــة 
مــن عــدة مستشــفيات في مدينــة بغــداد هــي )مستشــفى الطفــل المركــزي، والمختــرات التعليميــة، ومستشــفى الحروق/مدينــة الطــب( 
وبعــد التشــخيص تــم الحصــول عــى 75 عزلــة شــملت: 28 عزلــة التهــاب الأذن الوســطى، 23 عزلــة مــن الحــروق، 10 عــزلات مــن 
الجــروح، 8 عــزلات مــن التهــاب المجــاري البوليــة،  6 عــزلات مــن الــدم. وتــم إجــراء جميــع التجــارب في مختــرات الأحيــاء المجهريــة 

والجزيئــي في قســم علــوم الحيــاة، كليــة التربيــة للعلــوم الصرفــة ابــن الهيثــم، جامعــة بغــداد.
شـُــخصت العــزلات باســتعمال الأوســاط الزرعيــة أكار المكونكــي MacConkey agar، أكار الســرمايد Cetrimide agar، أكار 
الســيدوموناسPseudomonas agar ، أكار الكروماجــن CHROMagar. تــم إجــراء الفحوصــات الكيموحيويــة التــي شــملت 
 alginate تــم التحــري عــن جــن الــراوة . API20E وللتشــخيص النهائــي اســتعمل نظــام  Catalase test و  Oxidase test فحــص

Pseudomonas aeruginosa باســتعمال تفاعــل البلمــرة المتسلســل.  D  لبكتيريــا 
ــد  ــبة 74.66 %، عن ــن alginate D  بنس ــك الج ــا Pseudomonas aeruginosa تمتل ــود لبكتيري ــة تع ــود 56 عزل ــج وج ــرت النتائ أظه
مقارنــة الحــزم المتضاعفــة مــع الدليــل الحجمــي وجــد أن الحــزم الناتجــة ذات حجــم 1310 زوج قاعــدة، وكانــت 21 عزلــة بنســبة 75 % 
مــن حــالات التهــاب الأذن الوســطى و 14 عزلــة بنســبة 60.86 % مــن حــالات الحــروق و 9 عزلــة بنســبة 90 % مــن التهابــات الجــروح 

و 6 عــزلات بنســبة 75 % مــن حــالات التهــاب المجــاري البوليــة و 6 عــزلات بنســبة 100 % مــن حــالات الــدم تمتلــك هــذا الجــن.
الكلمات المفتاحية: تفاعل البلمرة المتسلسل، عوامل الضراوة.

المقدمة
الممرضــات  مــن   P. aeruginosa بكتيريــا  تعــد 
وتســبب  الإنســان  تصيــب  التــي  الانتهازيــة 
تــؤدي  قــد  التــي  الخطــرة  الأمــراض  مــن  العديــد 
المصــاب الشــخص  وفــاة  إلى  الأحيــان  بعــض   في 
 Bentzmann and(  ،(Overhage et al., 2008(
Plesiat, 2011(. وتعــد بكتيريــا P. aeruginosa أحد 
 Bacteremia المســببات الرئيســة لأمراض تســمم الدم
ذات الرئــة Pneumonia والســحايا Meningitis في 
ــولادة  ــي ال ــال حديث ــزة للأطف ــة المرك ــدات العناي وح
 Crivaro et al.,( Neonatal Intensive Care Unit 
 ،Ear infections الأذن  إصابــات  وكذلــك   )2009
التهــاب شــغاف القلــب Endocarditis،  إصابــات 
 ،Bone and Joint infections والمفاصــل  العظــام 
 Urinary tract infections إصابــات القنــاة البوليـــــة
 Gastrointestinal وإصابــــات الــمعــــدة والأمعــــاء
infections فضــا عــن أنهــا العامــل الرئيــس المســبب 
 Nosocomial للإصابــات المكتســبة في المستشــفيات
الحــروق مراكــز  في  ســيما  ولا   Infections 

.)Salimi et al., 2010(
تمتلــك هــذه البكتيريــا العديــد مــن عوامــل الــراوة، 
بالخليــة  مرتبــط  إمــا  منهــا  قســم  العوامــل  وهــذه 
الأســواط  ومنهــا   Cell-associated Factor
ــحمي  ــكريد الش ــد الس ــب Pili، عدي Flagella، الزغ
أيضــا  ويســمى    Lipopolysaccharide (LPS)
والألجنيــت    Endotoxin الداخــي  الذيفــان 
الخليــة  خــارج  تفــرز  عوامــل  أو   ،Alginate
الإنزيــم  ومنهــا   Secreted Extracellular Factor
القاعــدي  البروتيــز   ،Hemolysin للــدم  الحــال 
Elastase  ،Alkaline Protease، الذيفــان الخارجــي     
 Type III ونظــام إفــراز النــوع الثالــث Exotoxin 
 .)Jimenez et al., 2012(  Secretion system
 alg يشــفر لإنتــاج الألجنيــت في هــذه البكتيريــا الجــن
Jain and Ohman, 2005(  D( كــا أن الإفــراط في 
ــي  ــي ه ــر المخاط ــول إلى المظه ــت والتح ــاج الألجني إنت
إحــدى العلامــات لظهــور التهــاب الرئتــن المزمــن 
Cystic Fibrosis الكيــي  التليــف  مــرضى   في 
الألــــجنيت   طــــبقة  وتعــد    ،)Qiu et al., 2008(
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مــن عوامــل الــراوة المهمــة للبكتيريــا   Alginate
الخــارجــــي  الســكريــــات  مـــــتعدد  وهــي 
المخاطيــة  المــادة  تمثــل  التــي   Exopolysaccaride
الحمايــة لخليــة  لزوجــة عاليــة وتوفــر  وتكــون ذات 
البكتيريــا، وهــي مــن العوامــل الدفاعيــة للمضيــف 
مثــل خلايــا البلعمــة ومــن مكونــات نظــام المتمــم  

   .)Tan et al., 2014(
أساســيا  عنــرا  المخاطيــة  الألجنيــت  طبقــة  تعــد 
لتكويــن الغشــاء الحيــوي Biofilm وهنــاك العديــد 
مثــل  الألجنيــت  لإنتــاج  تحفــز  التــي  العوامــل  مــن 
الارتفــاع في الضغــط الأزمــوزي، قلــة المــواد الغذائيــة،  
قلــة معــدل النمــو، وكذلــك التعــرض للمضــادات 
الحيويــة )Lamppa and Griswold, 2013)  وهــذه 
الطبقــة تعــد أحــد أهــم عوامــل الــراوة التــي لهــا 
دور في توفــر الحمايــة اللازمــة لخليــة البكتيريــا وعــدم 
ــات  ــن دفاع ــا م ــة وغيره ــا البلعم التعــرض إلى خلاي

.)Rowe, 2013( المضيــف 

المواد وطرق العمل
عــزل البكتيريــا: تــم جمــع عينــات مــن حــالات مرضيــة 
مختلفــة الجــروح والحــروق والتهــاب المجــاري البوليــة 
والتهــاب الأذن الوســطى والدم للمــدة من 2014/9/1 
ــة  ــفيات في مدين ــدة مستش ــن ع ــة 2014/11/1 م ولغاي
ــرات  ــزي، المخت ــل المرك ــفى الطف ــي )مستش ــداد ه بغ
التعليميــة، مستشــفى الحروق/مدينــة الطــب( وتــم 
إجــراء جميــع التجــارب في مختــرات الأحيــاء المجهريــة 
والجزيئــي في قســم علــوم الحياة/كليــة التربيــة للعلــوم 

الصرفــة ابــن الهيثم/جامعــة بغــداد، ثــم تــم تشــخيص  
التقليديــة   الزرعيــة  الأوســاط  باســتخدام  البكتيريــا 
MacConkey agar )تظهــر العــزلات غــر مخمــرة  
لســكر اللاكتــوز( وBlood agar  )تحلــل الــدم مــن 
Citrimide agar )تظهــر  بيتــا هيمولايســن(  نــوع 
Pseudo� والمسـ�تعمرات باللـ�ون الأصفـ�ر المخـضر( و
monas agar )قدرتهــا عــى النمــو عــى هــذا الوســط 
Chroma� ووسـ�ط البكتيريـ�ا(  بهـ�ذه  خـ�اص   لأنـ�ه 
gen agar )ظهــرت المســتعمرات باللــون الأخــر 
الفحوصــات  واســتعملت   المخــر(  الكريمــي  أو 
للفحــص( )موجبــة   Oxidase  البايوكيميائيــة 
  API 20 E موجبة للفحص(  واســتعمال( Catalaseو
للتشــخيص النهائــي ) Baron et al., 2007 ( ، وتــم 
ــذي الصلــب  ــط الأكار المغ ــظ العــزلات عــى وس حف
بدرجــة حــرارة 4 مº في مختــرات الأحيــاء المجهريــة 
والجزيئــي في قســم علــوم الحياة/كليــة التربيــة للعلــوم 
الصرفــة ابــن الهيثم/جامعــة بغــداد وجــددت هــذه 
العــزلات شــهريا، وتــم إجــراء جميــع الفحوصــات 

ــن.  ــل الباحث ــات مــن قب والتحلي

عــزل DNA : تــم اســتخلاص DNA باســتعمال عــدة 
الشركــة  تعليــات  وحســب  للاســتخلاص  خاصــة 
 .)Geneaid Biotech kit system, UK(  المصنعــة

ــوادئ  ــل الب ــرت محالي ــوادئ: ح ــل الب ــر محالي تحض
(Can� Alph DNA الخزين�ـة حس�ـب تعليامت شرك�ـة 
(ada المجهــزة لهــا والمذكــورة في الجدول )1( باســتعمال 
مــاء مقطــر لا أيــوني معقــم للحصــول عــى تركيــز 100 

بيكومــول / مايكروليــر.

P. aeruginosa جدول )1(: حجم وتتابع البادئ المستعمل في الكشف عن جين الألجنيت لبكتيريا
المصدرالناتج (bp)تتابع البادئ  Primer sequence (5′–3′)اسم الجين

algD
FATGCGAATCAGCATCTTTGGT                       

1310Lanotte et al., (2004)
RCTACCAGCAGATGCCCTCGGC                 

    
منفصــل  بشــكل  بــادئ  كل  محلــول  حــر  ولقــد 
ــذ 10   ــك بأخ ــر وذل ــز 10 بيكومول/مايكرولي بتركي
 Stock خزيــن  بــادئ  كل  محلــول  مــن  مايكروليــر 
وإضافــة 90 مايكروليــر مــن مــاء مقطــر لا أيــوني 
ومــزج بوســاطة المــازج Vortex جيــدا وحفــظ مــع 
المحاليــل الخزينــة Stock للبــوادئ في درجــة حــرارة – 
20 م° مــع مراعــاة مــزج محلــول البــادئ بعــد إخراجــه 

ــل  ــته قب ــازج Vortex لمجانس ــتعمال الم ــج باس ــن الثل م
الاســتعمال.       

 )alg D( للجــن PCR تــم تحضــر خليــط تفاعــل 
 GO Taq Green Master Mix مــن  وتكــون 
 5  ،(Korea)  Bioneer شركــة  قبــل  مــن  والمجهــز 
ــتخلص، 1.5  ــن template DNA المس ــر م مايكرولي
1.5 مايكروليــر مــن   ،F-Primer مايكروليـــر مــن 
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R-Primer و12  مايكروليــر مــن مــاء مقطــر لا أيــوني 
 ،(Korea) Bioneer معقــم والمجهــز مــن قبــل شركــة
PCR جيــدًا  بعــد ذلــك مزجــت محتويــات أنابيــب 
 PCR ثــم وضعــت في جهــاز Vortex باســتعمال المــازج

وبرمــج الجهــاز.  
 alg D أمــا خطــوات التضاعــف للتحــري عــن جــن
حســب مــا ذكــر في )Mitov et al., 2010)؛ حيــث تــم 
التحويــر في البرنامــج كــا هــو موضــح في جــدول )2(.

.P. aeruginosa لبكتيريا alg D جدول )2(: خطوات التضاعف للتحري عن جين
البرنامجالخطوة

دورة واحدة فقط لمدة 5 دقائق عند درجة حرارة 94م° للمسخ الأولي DNA القالب.1

2

30 دورة تضمنت:

A.template DNA القالب DNA 30 ثانية عند درجة حرارة 94م° لمسخ

B.القالب DNA 45 ثانية عند درجة حرارة 60م° لكي يتم ارتباط البوادئ مع

C.45 ثانية عند درجة حرارة 72م° ليتم استطالة البوادئ المرتبطة

دورة واحدة فقط لمدة 7 دقيقة وبدرجة حرارة 72م° للاستطالة النهائية لشريط DNA المتضاعف. 3
   

ــف  ــج تضاع ــن نات ــر م ــل 5 مايكرولي ــك نق ــد ذل وبع
الأكاروز  هــام  عــى  الكهربائــي  للترحيــل  الجــن 
المحــر بتركيــز 2 % الحــاوي عــى 5 مايكروليــر مــن 
 Bio Basic INC   Eithidium bromide  صبغــة
زوج   )100(  DNA ladder باســتعمال    (Canada)
ــم  ــاعتين وت ــدة س ــت لم ــد 50 فول ــرق جه ــدة وبف قاع
 Optima(Japan)  UV light  التصويــر باســتخدام

 .)Sambrook and Rusell,2001(

النتائج والمناقشة
لبكتيريــا تعــود  56 عزلــة  النتائــج وجــود   أظهــرت 

بنســبة   alg D الجــن  تمتلــك   P. aeruginosa
74.66 %، عنــد مقارنــة الحــزم المتضاعفــة مــع الدليــل 
الحجمــي وجــد أن الحــزم الناتجــة ذات حجــم 1310 
ــالات  ــن ح ــة )75 %( م ــت 21 عزل ــدة وكان زوج قاع
التهــاب الأذن الوســطى و 14 عزلــة بنســبة )60.86 %( 
ــن  ــبة )90 %( م ــة بنس ــروق و 9 عزل ــالات الح ــن ح م
التهابــات الجــروح و 6 عــزلات بنســبة )75 %( مــن 
حــالات التهــاب المجــاري البوليــة و 6 عــزلات بنســبة 
)100 %( مــن حــالات الــدم تمتلــك هــذا الجــن  كــا في 

الجــدول )3( وفي الشــكل )1(. 

P. aeruginosa في بكتيريا alg D  جدول )3(: عدد ونسب جين

عدد العزلات التي تمتلك المصدر  Sourcesت
alg D جين

النسبة المئوية للعزلات التي تمتلك 
)%) alg D جين

1 Otitis media 75(21التهاب الأذن الوسطى( 
2Burn 60.86(14حروق( 
3Wound (90)9جروح
4UTI 75)6التهاب المجاري البولية( 
5Blood 100(6دم)

Total (74.66)56المجموع

      
حصــل  مــا  مــع  تتوافــق  النتيجــة  هــذه  وجــاءت   
وجــدا  إذ   Wolska and Szweda  )2009( عليــه 
 P. aeruginosa لبكتيريــا   السريريــة  العــزلات  أن 
ــك  ــبة 69.2% وكذل ــن  alg D  بنس ــك الج ــت تمل كان

ــه  ــة مــع مــا حصلــت علي تتفــق نتيجــة الدراســة الحالي
مــن   %65.38 أن  وجــدت  إذ  Garallah؛    )2015(
.alg D ــن ــك الج ــت تمل ــا كان ــذه البكتيري ــزلات ه ع
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 alg D وباستعمال البادئ النوعي للجين P. aeruginosa لعزلات بكتيريا PCR الشكل )1(: الترحيل الكهربائي لناتج التفاعل
)1310 زوج قاعدة( على هلام الأكاروز بتركيز 2 % وفرق جهد 50 فولت / لمدة ساعتين

M يمثل الدليل الحجمي 100 زوج قاعدة. المسارات )40، 41، 43، 44، 45، 46، 47، 48، 51، 53، 54، 55، 56، 59 ،60( تمثل ناتج 
.alg D المسارات )42 ، 49 ، 50 ، 52 ، 57 ، 58( تمثل العزلات التي لاتمتلك جين .P. aeruginosa لعزلات بكتيريا alg D  تضخيم الجين

تعــد الطبقــة )الألجنيــت( عنــرا أساســيا لتكويــن 
حمايــة  توفــر  وبذلــك   Biofilm الحيــوي  الغشــاء 
 Lamppa( الحيويــة  للمضــادات  التعــرض  عنــد 
 alg D الجــن  ويشــفر   ،)and Griswold, 2013
تمثــل  التــي   Alginate الألجنيــت  طبقــة  لإنتــاج 
 Exopolysaccharide عديــد الســكريات الخارجــي
وتكــون هــذه الطبقــة ذات لزوجــة عاليــة وتوفــر حمايــة 
ــف  ــة للمضي ــل الدفاعي ــن العوام ــة م ــة البكتيري للخلي
 مثــل خلايــا البلعمــة ومــن مكونــات نظــام المتمــم

 .(Tan et al., 2014(
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ABSTRACT:
Pseudomonas aeruginosa are opportunistic pathogens that infect humans causing many diseases, which may lead 
to the death of a person. Alginate are important virulence factors of the bacterium, which provides protection to 
the bacteria cell layer.
One hundred isolates of Pseudomonas aeruginosa were collected during the period between 1/9/2014 to 1/11/2014 
from Central Teaching Hospital of Pediatric, Medical city, Department of teaching laboratories, and Burns Hospital 
/Medical City, in Baghdad, Iraq. After identification, seventy five  isolates were confirmed to be P. aeruginosa 
including 28 isolates from otitis media, 23 isolates from burn infections, 10 isolates from wound infections, 8 
isolates from urinary tract infections and 6 isolates from blood. Lab work was performed in the laboratories of 
Molecular and Microbiology in Department of Biology/ College of Education Ibn- Al Haitham/ University of 
Baghdad.
The isolates were identified by culturing on MacConkey agar, Cetrimide agar, Pseudomonas agar, and CHROM 
agar then identified by performing biochemical tests including oxidase test, catalase test, and were further identified 
using an API20E system.
Genotypic detection for virulence genes alginate D of Pseudomonas aeruginosa was performed using PCR.
The result revealed that the alginate D gene was present in 56 isolates (74.66 %) of Pseudomonas aeruginosa. The 
gel electrophoresis showed that the size of alginate D gene was 1310 bp. 
Seventy five isolates of Pseudomonas aeruginosa  had alginate D including 21 isolates from otitis media (75%), 
14 isolates from burn infections (60.86%), 9 isolates from wound infections (90%), 6 isolates from urinary tract 
infections (75%), and 6 isolates from blood (100%).

Key Words: PCR, Virulence factor. 


