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 الخلاصة

 من براز عينه 140 شملت اذ Salmonella typhimurium بكتريا عن التحري لغرض  مختلفة عينة 500 جمع تم

 من عينه 90، الإسهال من يعانون الذين التعليمي  والأطفال النسائية مستشفى إلى والمراجعين الراقدين والإناث الذكور من الأطفال

 ومختبر الديوانية في العام الصحة مختبر في ةالمفحوص علبةالم اللحوم من عينه 128و علبالم الكبد من عينه 142 الحمام، فضلات

 لبكتريا عزلة54 هعائديAPI 20E  التشخيصية العدةو  والكيموحيوية الزرعية الاختبارات نتائج اظهرت بغداد، في المركزي الصحة

Salmonella typhimurium للنمط المصلي عزلة 50 عائديه التكافؤ احادية المصلية الفحوصات اظهرت كما ،% 10.8 وبنسبة  

S.typhimurium الى تعودان عزلتين الى بالإضافة%  92.6 وبنسبة Salmonella entritidis  لىا وعزلتين Salmonella 

muenchen . انزيم البلمرة  التفاعل تقنية ايضا استعملتPCR جين وجود عن للكشف (fimA )وجين (fimC )الخاص للأهداب المشفر 

 حزمة ظهور خلال من%  92.6 وبنسبه fimA جين تمتلك عزلة 50ان   PCRالـ تقنية نتائج  اظهرت ،  S. typhimurium  ببكتريا

  جين عن الكشف خلال من تبين كما ، الاكاروز هلام على قاعدي زوج 508 حجمها وكان  DNAللـ التضخيم عملية من ناتجة واحدة

fimCالمصلي النمط الى تعود عزله (%92.6) 50نأ S.typhimurium من ناتجة واحدة حزمة بظهور وذلك الجين هذا على لاحتوائها 

 .الاكاروز هلام على ترحيلها عند قاعدي زوج 307 بحجم DNAالـ التضخيم عملية

 

 PCRتقنية التفاعل انزيم البلمرة ,   Salmonella typhimurium ،  fimA  ،  fimC : المفتاحيةالكلمات 

 الأول* بحث مستل من رسالة ماجستير للباحث 
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 المقدمة

 مــن اهــم الانــواب التابعــة S.typhimuriumتعــد بكتريــا 

، وهــي عصــيات ســالبة لصــبغه  spp  Salmonellaeلجــنا الـــ

  اختياريـــــــــة لاهوائيـــــــــة ،( 17كـــــــــرام والعائـــــــــدة للعائلـــــــــة المعويـــــــــة )

Facultative anaerobic  ـــــــــــر ـــــــــــة غي ـــــــــــوا  مكون  للأب

nonsporesforming ، للمحفظــــــــــــــــــــــــة مكونــــــــــــــــــــــــة وغيــــــــــــــــــــــــر  

Noncapsulated ، ثلاثية  محيطة اسواطا تحوي متحركة عادة 

  Flagella الاســواط تحــدد ،  Peritrichous flagella التقســيم

 لتكـــوين ضـــرورية وهـــي serovar type  صـــليمال الـــنمط نـــوب

 وتعتبــر( 11)  المضــيف نســيج فــي colonization المســتعمرات

ممرضــــــــــــه لمــــــــــــد  واســــــــــــع مــــــــــــن المضــــــــــــائف و تســــــــــــبب دا   

salmonellosis  الذي يعتبر قلق على الصـحة العامـة ومهـم فـي

جميــع حنحــا  العــالم ويكــون واحــدا مــن الأســباب الرئيســية لالتهــاب 

ومعظـــــــم  .(13المعــــــدة والأمعــــــا  وتجـــــــرثم الــــــدم فـــــــي الانســــــان )

الاصابات ناتجة عن شرب المياه الملوثة وتناول الأطعمة الجـاهزة 

ل تنــاول  للإنســان مــن خــلا S.typhimurium، اذ تنتقــل بكتريــا  

 شخصــت ( .11اللحــوم والمنتجــات الحيوانيــة الملوثــة بالفضــلات )

بــــــــالطرق المظهريــــــــة  spp Salmonellae عــــــــزلات الســــــــالمونيلا

والكيموحيويــــة والتنمــــيط المصــــلي  لكـــــن فــــي العقــــدين الماضـــــيين 

استخدمت طرق بديلة لتحديد الضرب المصـلي مـن خـلال الكشـف 

طـــرق الكشـــف عـــن الســـالمونيلا ، )19الخـــاص بهـــا ) DNAعـــن 

ــــزرب باســــتخدام الاوســــاط  الزرعيــــة التفريقيــــة  التــــي تعتمــــد علــــى ال

والانتقائية والفحوصات الكيموحيويـة  والاختبـارات المصـلية تحتـاج 

الى وقت طويل  لذلك لابـد مـن اسـتخدام طريقـه سـريعة وضـرورية 

 (9مـن العينـات المختلفـة ) لتشخيص الانماط المصلية للسـالمونيلا

كـــان هنـــاك توجـــه نحـــو التقنيـــات الجزيئيـــة  فـــي الســـنوات الأخيـــرة .

التـي اسـتندت بدرجـة Salmonellae    للكشـف عـن السـالمونيلا

خصائص الوراثية الثابتة حقـل علـى الملامـل المظهريـة الحكثر على 

البــديل بالتشـخيص فــي علــم الأحيــا   PCR(. حصـبحت تقنيــة 10)

 (.18خيص )المجهرية نظرا للدقة والسرعة بالتش

فــي العــراق ، وهنــاك العديــد مــن الدراســات التــي حجريــت علــى 

عــزل وتشــخيص الســالمونيلا والتــي تقــوم علــى التقنيــات المختبريــة 

 PCRبينما التقنية الجزيئية  (8،7،4،3،2،1)الروتينية مثل دراسة

مــــــن  fimAالــــــذي كشــــــف عــــــن جــــــين  (5)اســــــتخدمت بدراســــــة 

S.typhimurium  المعزولــة مــن الأطفــال والماشــية فــي محافظــة

 و fimAالـــذي اســـتخدم جينـــات  (15ودراســـة )الديوانيـــة والنجـــف 

fimC   لتشـــخيصS.typhimurium  مـــن الاطفـــال الرضـــع فـــي

عــــزل مــــا يــــ تي:  اســــتهدفت الدراســــة الحاليــــة .محافظــــة الديوانيــــة 

مـــــــن مصـــــــادر مختلفـــــــة،  S.typhimuriumوتشـــــــخيص بكتريـــــــا 

لبكتريـا  كتشـخيص ت كيـدي  fimCو  fimAالتحري عن الجينات و 

S.typhimurium  باستخدام تقنيهPCR. 

 



 
 

 العملالمواد وطرائق 

  جمع العينات 

 مـــن مختلفـــة عينـــة 500 جمـــع الحاليـــة الدراســـة تضـــمنت

 ومختبـــر والاطفـــال الـــولادة ومستشـــفى التعليمـــي الديوانيـــة مستشـــفى

 فــي المركــزي العامــة الصــحة ومختبــر الديوانيــة فــي العــام الصــحة

 ، 2016  حذار الـى -2015 الاول تشـرين مـن الفتـرة خلال بغداد

  الجنسـين كـلا مـن الاسهال من يعانون الذين الأطفال براز وشملت

 البــراز مــن غــرام 1 بإضــافة العينــات جمعــت اذ الحمــام فضــلاتو 

 والاغذيــة اللحــوم عينــات امــا   selenite broth مــن مــل 5 الــى

 مــن مــل 225 الــى عينــة كــل مــن غــرام 25 بإضــافة  جمعــت فقــد

 الاحيــا  مختبــر الــى العينــات جميــع نقلــت ثــم.  الببتــون مــا  وســط

 37 بدرجة حضنت و القادسية جامعة – العلوم كلية في المجهرية

 مــن مــل 10 الــى عينــة كــل مــن مــل1 نقــل ثــم ســاعة 24 لمــدة م

 م 37 بدرجـــة الوســـط وحضـــن  Tetrathionate broth وســـط

 . (16)الحضانة فتره وبعد ساعة 24 لمدة

 العزل والتشخيص 

ــــى الوســــط  تــــم تشــــخيص العينــــات مــــن خــــلال زراعتهــــا عل

بطريقـــــــة    Xylose–lysine deoxycholateالانتخـــــــابي 

 ســاعة 24مْ لمــدة  37ثــم حضــنت بدرجــة  Streakingالتخطــيط 

ه بشـكل مسـتعمرات دائريـ S.typhimurium حيـث ظهـرت بكتريـا

، وكـذلك  H2Sانتاجها لغـاز  حمرا  ذات مركز اسود وذلك بسبب

اظهــرت نتــائج ســلبية لفحــص الانــدول وفحــص فــوكا بروســكاور 

ــــــل واختبــــــار اســــــتهلاك الســــــترات  ــــــار احمــــــر المثي ــــــه لاختب         وموجب

 (12،16. )  

 Polymerase chain reactionتفاعل سلسلة البلمرة  تقنية

(PCR) 

لتحري عن  المتسلسل البلمرةتم حجرا  فحص تفاعل سلسلة 

  بتشــــــــخيص جرثومــــــــة ةالخاصــــــــ fimC و fimAجينــــــــات 

S.typhimurium خطوات:ويتكون الفحص من عدة 

    البكتيري النووي الحمض . استخلاص1

بكتريــــــــــا ل( الجينــــــــــومي DNAتــــــــــم اســــــــــتخلاص الــــــــــدنا )

S.typhimurium  قيــــد الدراســـــة حســـــب مـــــا جـــــا  فـــــي تعليمـــــات

ــــــــــــومي  ــــــــــــدنا الجين الشــــــــــــركة المصــــــــــــنعة لعــــــــــــدة اســــــــــــتخلاص ال

(Geneaid,USA وتــــــم قيــــــاا تركيــــــز ونقــــــاوة عينــــــات الــــــدنا , )

 Nanodropبواســـــــطة جهـــــــاز قيـــــــاا الكثافـــــــة الضـــــــوئي 

spectrophotometer  حيث إن حفضل نقاوة للـدنا تكـون مـا بـين

( نـــــــانو 50-5, وحفضـــــــل تركيـــــــز للـــــــدنا مـــــــا بـــــــين )(1.6-1.8)

 غرام/مايكرو لتر.

 PCR master mix  البلمرة سلسلة تفاعل مزيج تحضير. 2

ـــ  تــم تحضــير مــزيج تفاعــل سلســلة البلمــرة باســتخدام عــدة الـ

AccuPower® PCR PreMix  المجهـــزة مـــن  قبـــل شـــركة



 
 

(Bioneer, Korea)  وحســب تعليمــات الشــركة كمــا فــي الجــدول

 ,Bioneerالبادئات المستخدمة تم تجهيزها من قبـل الشـركة (.1)

Korea ( 2الجــدول) سلســلة تفاعــل مــزيج تحضــير اكمــال بعــد, و 

  vortex المــازج بجهـاز بعنايـة ومزجـت الانابيــب تـم غلـق البلمـرة

المبلمـــر الحـــراري الحلقـــي  لجهـــاز الانابيـــب نقلـــت .ثـــواني 5 لمـــدة

Therma cycler  تمــــت برمجــــة لإجــــرا  عمليــــات التضــــخيم و

  .(3الجدول  )و  fimAالدورات الحرارية لجينات 

الكهربائي  الترحيل - 3 

تم الكشف عن نواتج التضخيم بترحيل العينات كهربائياً 

بفرق جهد  ساعة%( لمدة 1.5على هلام الاكاروز بتركيز )

ة ( فولت, وتم تقدير الأحجام الجزيئية للحزم المتكون100مقداره )

عن نواتج التضخيم بالمقارنة مع الحزم ذات الأوزان الجزيئية 

( والمجهز 100bp DNA Ladderالمعلومة للدليل الحجمي )

( بعد فحص الهلام تحت الأشعة Bioneer, Koreaمن شركة )

 .(U.V Lightفوق البنفسجية )

(: مكونددات وحجددوم مددزيج تفاعددل سلسددلة البلمددرة 1جدددول  

PCR master mix 

PCR master mix Volume 

DNA template 5µL 

Primers Forward P. 1.5µL 

Reverse P. 1.5µL 

 PCR water 12µLماء الـ بي سي أر 

 Total 20µLالمجموع 

 

 DNA primer الدنا ات(: بادئ2جدول  

حجم  تتابع البادئ البادئ
 التضخيم

fimA 

 

F GCGAGTCTGATGT

TTGTCGC 

 

 

508bp R TAAAGGTGGCGTC

GGCATTA 

fimC F AGCGAGCCCAAAA

GTGAAA 

 

307bp 

R ATCTTGAGATGGT

TGCCAC 

F: Forword                                      R: Reverse

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 PCRالدورات الحرارية لفحص الد (: حالات 3جدول  

 عدد الدورات الزمن درجة الحرارة الخطوات

 95C 5min. 1 المسخ الأولي

  .95C 30sec المسخ

 1(C°58.3) الارتباط 30

2°)54.6( 

30sec. 

 .72C 1min الاستطالة

 72C 5min. 1 الاستطالة النهائية

      1-fimA gene:  58.3°C, 2- fimC 54.6°C   

 

 النتائج والمناقشة 

عينة مختلفة والتي  500جمع تم في الدراسة الحالية 

الاسهال عينة  براز من الاطفال الذين يعانون من  140شملت 

عينة من الكبد  142من مختلف الاعمار ولكلى الجنسين  ، و 

الحمرا  علبة عينة من اللحوم الم 128بمختلف انواعة ، و علبالم

الحمام بمختلف الاعمار  فضلات عينة من 90والبيضا  ، و

ولغاية  2015تشرين الاول  ولكلى الجنسين خلال المدة من شهر

 Xylose–lysineسط ثم زرعت على و  . 2016شهرآذار 

deoxycholate عن بكتريا  لغرض التحريS. 

Typhimurium    ،( عزلة لبكتريا54وتم الحصول على )  S. 

Typhimurium حذ من المجموب الكلي للعينات, %10.8وبنسبة 

 اظهرت  نتائج الدراسة الحالية ان اعلى نسبة عزل كانت في

 علبالكبد الم(  تليها %18.88)17الحمام وبنسبة فضلات 

%  ، واقل نسبة  في براز الاطفال الرضع وبنسبة 10.56بنسبة  

يمثل الاعداد والنسب  ( يوضل4%( والجدول )7.14) 10

حسب مصدر جمع   S. Typhimuriumالمئوية لعزل بكتريا  

 العينات .

 

 



 
 

 العينات. جمع مصدر حسب S. Typhimurium  بكتريا لعزل المئوية والنسب الاعداد(: 4جدول  

 النسبة المئوية % عدد العينات الموجبة للعينات يالعدد الكل المصدر

 7.14 10 140 الأطفالبراز 

 10.56 15 142 معلبالكبد ال

 9.38 12 128 لمعلبةاللحوم ا

 18.88 17 90 الحمامفضلات 

 10.8% 54 500 المجموب

 

في دراسة % 10البكتريا كانت  هذهان نسبة عزل ( 5وقد حشار )

 هذهفقد عزلت  (3) ، اما في دراسةاجراها في مدينة الديوانية

( بنسبة 14, فيما كانت لد  )%14.47البكتريا بنسبة 

 % % 48( بنسبة 6%, وقد عزلها )28.16

 :عدة حسباب منهاف نسب العزل إلى ويمكن حن يعز  سبب اختلا

اختلاف الموسم الذي جُمعت فيه العينات وعددها ومصدرها 

واختلاف عدد المستشفيات المشمولة في الدراسة ، اذ تم عزل 

بالمقارنة مع السنين السابقة  S. typhimuriumعدد قليل من 

وهذا قد يرجع الى تحسن الوضع الاقتصادي باستخدام الما  

شرب المياه الملوثة بالإضافة الى  الصافي مما يؤدي الى تقليل

استخدام المضادات الحياتية عند الاشخاص الذين يعانون من 

  سهال.لااحالات 

 .S  تم في الدراسة الحالية ت كيد تشخيص عزلات

typhimurium ( بواسطة تقنية الـPCR وحظهرت النتائج )

 ( وجود الحزمة التشخيصية للجين 1الموضحة في الشكل )

fimA عزلة من  50( زوج قاعدة في 508)ذو الوزن الجزيئي

والتي حعطت نتيجة موجبة عند (عزلة 54العزلات البالغ عددها )

 ,Xylose–lysine deoxycholate اروسط حك  نموها على 

الوزن  ذوfimC للتحري عن جين PCRكماتم استعمال تقنية الــ  

 .S( عزلة بكترية لـ 50( زوج قاعدة فقد حظهرت )307الجزيئي)

typhimurium  كما في  92.6تمتلك هذا الجين وبنسبة %

%  92.6( كانت حساسة PCRحي حن تقنية الـ )( ، 2الشكل )

لبكتريا قيد الدراسة وهذه النتيجة متفقة مع في تشخيص عزلات ا

ة ري وبنسبتيبكالتشخيص ال( حساسة في PCR) تقنية بأن( 15)

89.5%

 



 
 

 

 والمرحلة Monoplex PCR الـ تــقنيــة باستـــعمال S.  Typhimurium  بكتــريا بتشخيص الخاص fimA جين تضخيم نواتج( : 1) شكل

    بكتيريا(  14-11 ، 9-7، 5-1) رقم من والعزلات ، M:Marker ladderيمثل اذ ،( %1.5) بتركيز الاكاروز هلام على كهربائيا

S. Typhimurium طوله بناتج للفحص الموجبة bp 508  .واحدة ساعة لمدة فولت100و امبير 80تيار باستخدام. 

  

 

 بتشخيص الخاص fimC لجين PCR فحص نتائج على والحاوي غم 1.5بتركيز المستخدم الاگاروز لهلام الكهربائي الترحيل( : 2) شكل

 .S بكتيريا( 14-11 ، 9-7، 5-1) رقم من والعزلاتMarker ladder 2000-100bp : Mيمثل اذ,  S. Typhimurium  بكتيريا

Typhimurium طوله بناتج للفحص الموجبة bp 307 واحدة ساعة لمدة فولت100و امبير 80تيار باستخدام . 
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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, biochemical and 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 typhimurium Key words: 

* The research is a part of M.sc. thesis in the case of first researcher. 
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