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  الملخّص
امـل الممـرض    العيعـد ، الحمى التيفية والنظيرة التيفية مرضان يسببان العديد من الوفيات سـنوياً        

 Salmonella والنّمط المصلي نظير التيفي  Salmonella typhiالمسبب لهما هو النّمط المصلي التيفي 
paratyph  على التوالي . من تمييز هذين النمطين المصليين الممرضين عن غيرهما مـن الأنمـاط           لا بد 

البيولوجيا الجزيئية في تحديد هـذين       في هذا العمل إحدى تقانات       طُبقت، المصلية الأقل إمراضية للإنسان   
 عينـة غذائيـة تتـضمن    65جمعت  فقد .النمطين المصليين لعزلات تم الحصول عليها من عينات غذائية      

زرعت هذه العينات على أوساط تفريقية لتحديد العينات        . عينات لحم دجاج وحليب وجبنة من ريف دمشق       
، ص الحيوية الكيميائية والمورفولوجية لهـذه الجـراثيم  ودرست الخصائ ، الحاوية على جراثيم السلمونيلا   

   دومن ثمدالنمط المصلي التيفي والنظير التيفي باسـتخدام التفاعـل السلـسلي المتعـدد للبـوليميراز       ح   
multi PCR مت أزواج من المرئسات ةباستخدام ثلاثملتـضخيم ثـلاث مورثـات وهـي     ص tyvو prt 

تتـضمن  ، ) من إجمالي العينات   72.3%( عزلة من السلمونيلا     47لى  تم في النهاية الحصول ع    . invAو
 عزلة مـن الـسلمونيلا     13و)  من إجمالي عزلات السلمونيلا    %34.04( عزلة من السلمونيلا التيفية      16

 عزلة تنتمي إلى أحـد الأنمـاط المـصلية        18و) السلمونيلا عزلات إجمالي من 27.65%(نظيرة التيفية   
  ). من إجمالي عزلات السلمونيلا38.29%  (الأخرى من السلمونيلا

  
وسط ليـزين آيـرون    ، السلمونيلا نظيرة التيفية  ،  السلمونيلا التيفية  :مفتاحيةالكلمات  ال

  .التفاعل السلسلي المتعدد للبوليميراز، وسط سلمونيلا آغار، آغار
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ABSTRACT  
Typhoid and paratyphoid fever are two diseases responsible for the death of 

many people annually. The responsible pathogens for these diseases are 
Salmonella typhi and Salmonella paratyphi respectively. We should differentiate 
between these two human pathogenetic serovars and the other serovars which 
are less pathogenic for human, therefore we apply one of the molecular biology 
techniques to determine these two serovars in isolates obtained from food 
samples. 65 food samples including milk, cheese and eggs samples were 
collected from Damascus suburb. These samples were cultured on differential 
media to detect the samples which contain salmonella.spp, then morphological 
and biochemical characterizes were studied, after that  Salmonella typhi and 
Salmonella paratyphi were determined by Multiplex PCR using three primer 
pairs which were designed to amplify tyv, prt and invA genes. Finally 47 
Salmoenella spp. isolated were obtained (72.3% of the samples), contained: 16 
Salmonella typhi isolates (34.04% of the Salmonella spp. isolates), 13 Salmonella 
paratyphi isolates (27.65% of the Salmonella spp. isolates), 18 Salmonella spp. 
isolates which belong to the other Salmonella serovars (38.29% of the 
Salmonella spp. isolates). 

 
Key words: Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Lysine Iron 

Agar, Salmonella Agar, Multiplex PCR. 
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  المقدمة
 من العوامل الممرضة إلى الإنسان عن طريـق الأطعمـة والمـشروبات             رتصل كثي 

 المسؤولة عـن بعـض الإسـهالات    Escherichia coliالملوثة ومن أمثلتها جراثيم الـ 
 ـ ،الحادة ومـرض  ،  Clostridium botulinumوالتسمم الوشيقي الذي تسببه جراثيم الـ

ة  لنــوع الــسلمونيلا سببه بعــض الأنمــاط المــصلية التابعــتــالـسلمونيلات الــذي  
فالسلمونيلا تلوث الدجاج واللّحوم والبيض والحليب ، )Salmonella enterica ) 1المعوية

يلاحظ وجود تخصص لبعض الأنمـاط  . والماء والأجبان والخضروات وحتى مياه الشرب 
 Salmonella فـالنمط المـصلي  ،لمضيفإلى الجنس السلمونيلا بالنسبة المصلية التابعة 
typhimuriumًكبيرة في مجال اقتصاديةويسبب خسائر   من الإنسان والحيوان يصيب كلا 

  يـصيب الـنمط المـصـلي      في حين ، المنتجات المرتبطة بالدجاج على وجه الخصوص     
Salmonella typhi ى التيفيـةتتجلى أعراض ). 2( الإنسـان فقط مسـبباً له مرض الحم

رأس وفقدان شهية وتـشنّج     ل ألم شديد في ا    مع فاجئ لحمى مستمرة  الحمى التيفية بظهور م   
يصل هذا العامل الممرض إلـى الإنـسان   ). 3( إمساك وإسهال فضلاً عنبالمعدة وغثيان  
ولكـن لا   ) الحملة الأصـحاء  (مكن أن يصل من إنسان حامل للمرض        يو، عن طريق الفم  

 ـ% 2 –5(تظهر عليه الأعراض   ،راض من الأشخاص الحاملين لها لا تظهر عليهم الأع
 كما سـجلت حـالات      ).ولكن يمكن أن ينقلوا المرض إلى غيرهم نتيجة استخدام أدواتهم         

لمخبريين الذين يتعاملون مع هذه الجراثيم وحالات أخرى من وصوله          إلى ا كثيرة لوصوله   
 خلية 000 100 وجود يعد. إلى الإنسان عن طريق الحيوانات الحاملة لجراثيم أو منتجاتها

 36 – 12 حـضانـة  بمدةوعند وصولها إلى الإنسان تبقى ، افية للإصابةجرثومية كمية ك  
ثم تنتشر إلى الكبد والمـرارة والطحـال   ، أسابيع1 - 3 وتتكاثر في الأمعاء خلال ، ساعة

 ويؤدي إلى تشويش الجهاز المناعي بسبب الذيفانات التي تفرزهـا           اًنتان منتشر ويصبح الإ 
 Salmonella المـصلي  الـنمط  ة التيفية التي يـسببها لحمى نظيرإلى اأما بالنسبة ). 4(

paratyphi  وتتجلـى أعراضـها بـأعراض    ، لحمى التيفيةل فإنها تنتقل بطرائق مشابهة
  ).5(مشابهة لأعراض الحمى التيفية ولكن بشكل أقل ضرراً 

، 1885أطلق على جراثيم السلمونيلا هذا الاسم نسبة إلى العالم دانيال سـلمون عـام               
 1.5  –0.7ثيم معوية عصوية الشكل سالبة الغـرام غيـر متبوغـة وقطرهـا     وهي جرا

، peritrichous وهي متحركـة بـسياط محيطيـة    ات ميكرومتر5 -2 اميكرومتر وطوله 
 facultativeهوائيـة اختياريـاً  لا، chemoorganotrophsكيميائيـة التغذيـة العـضوية    

anaerobic ،    ر الغلوك و،  تنتج الاندول  لاو، معظم أنواعها تنتج كبريت الهيدروجينوزتخم ،
 ـوتستخدم الـسيترات ك ، الا تنتج اليوريو  Gammaتمـي إلـى  نت). 6(للكربـون   صدرم

proteobacteria   شعبة    الذي يقع ضمنProteobacteria       ويـات   وهـي مـن رتبـة المع
Enterobacteriales  وفصيلة المعويات Enterobacteriaceae ،   يحتوي جنس السـلمونيلا
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 تحت ستة على S. enterica النوع ويحتوي، S. bongoriو S. enterica ا همعلى نوعين
 S.enterica serotypeو S.enterica serotype paratyphiالنمطان المصليان ). 7 (أنواع
typhi ضمنها يقعان.  

 الغذائيـة  العينـات  فـي  السلمونيلا وجود لتحديد محاولات ثوبحال من كثير تناولت
 الحيويـة  والخـصائص  التفريقيـة  الأوسـاط  على تعتمد التي لتقليديةا الطرائق باستخدام
 دقيقـة  ليـست  النتائج أن عن فضلاً، طويلة زمنية مدة إلى تحتاج ولكنها، )19 (الكيميائية

 المـصلي  الـنمط  لتحديـد  الجزيئية البيولوجيا تقانات إلى اللجوء ضرورة يحتم مما دائماً
 بتـضخيم  الموضوع هذا عديدة ثوبح تناولت وقد). 20 ،8 (الموجودة السلمونيلا لجراثيم
 الـنمط  عنـد  مميـزة  مورثـة  تضخيم ثم ومن السلمونيلا جنس عند مميزة واحدة مورثة

 باسـتخدام  ولكننا، )20 ،9 (للبوليميراز سلسلي تفاعل من أكثر تطبيقو، لتحديده المصلي
 بالوقـت  مورثـة  من أكثر نضخم فنحن multi PCR للبوليميراز المتعدد السلسلي التفاعل
  ).10 (والمال للوقت اختصار هناك سيكون ومن ثم نفسه

 آغـار  آيـرون  ليزين وسط على وزراعتها غذائية عينات جمع إلى العمل هذا هدف
 الحيويـة  التفـاعلات  مـن  كثيـر  عن يغنيان بأنهما يتميزان نياللذ آغار سلمونيلا ووسط

 جـراثيم  ومـن ثـم عزلـت      الـسلمونيلا  جراثيم عن للتقصي إليها نحتاج التي الكيميائية
 ددح النهاية وفي، الكيميائية والحيوية المورفولوجية صفاتها وحددت). 15، 11( السلمونيلا

 التيفيـة  نظيـرة  والـسلمونيلا   Salmonella typhiالتيفية السلمونيلا: ناالمصلي ناالنمط
Salmonella paratyphi المتعـدد  السلـسلي  التفاعـل  باسـتخدام  وذلك ،سريعة بطريقة 

 الأنمـاط  تحديد في فعالية أكثر أيهما لتحديد) multi PCR) 10 ،12 ،13 ،14 للبوليميراز
  .المصلية

  وطرائقه البحث مواد
  العينات جمع

 11و، متجـولين  بائعين من الحليب من عينة 23 تضمنت مختلفة غذائية عينات جمعت
 ريـف  في مختلفة مناطق من نيئ جاجالد لحم من عينة 31و، معلبة غير الجبنة من عينة

  .عينة 65 العينات مجموع بلغ فقد وبهذا. دمشق
  السلمونيلا عزل

  والمورفولوجية الكيميائية الحيوية الصفات وتحديد تفريقية أوساط على الزراعة
 Lysine آغـار  آيـرون  ليزين وسط على البداية في) عينة 65 (العينات هذه زرعت

Iron Agar) BBLTM (تفريقـي  وسط بأنه يتميز الذي Differential Medium  لجـراثيم 
 Salmonella Agarآغار سلمونيلا وسط على أيضاً العينات زرعت وقد). 15 (الأمعائيات
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)Biokar (الذي للسلمونيلا تفريقي وسط بأنه زيتمي) هـذين  علـى  الزراعـة  كانت). 11 
 تجرى التي الكيميائية الحيوية التفاعلات من كثير اختصار في كبيرة أهمية ذات الوسطين

 غاز إطلاقو، اليوريازو، الإندولو، اللاكتوز تخمر اختبار (السلمونيلا جراثيم لتحديد عادة
 ـ الـذي  الكاتالاز اختبار أُجري). الكربوكسيل ونزع الهيدروجين كبريت الجـراثيم  زيمي 
 اللاهوائيـة  الجراثيم عن زالكاتالا موجبة الاختيارية اللاهوائية والهوائية جباريةالإ الهوائية
 وضـع  ثم ومن زجاجية شريحة على الأوكسجيني الماء من قطرة بوضع، الكاتالاز سالبة
 فـي  اًوسـلبي  فقاعات ظهور حال في اًموجب الاختبار يعد، الجرثومية المستعمرة من جزء
 الأمعائيـات  جـراثيم  يفـرق  الـذي  الأوكـسيداز  اختبـار  وأجري. ظهورها عدم حال

Enterobacteriaceae موجبـة  الغـرام  سالبة العصيات من غيرها عن الأوكسيداز سالبة 
 ثـم  ومـن  صلب وسط على ساعة 24 دةم الجرثومية المستعمرة تنمى حيث، الأوكسيداز

 Alphaالإيتيلـي  الغـول  فـي  ألفـانفتول  1% مـن  قطـرة  المـستعمرة  علـى  توضع
nephtol/ethanol أنيلين ميتيل يباراأمينود حماضات% 1 من قطرة وفوقهاPara amino 

dimethyle aniline) 16( ،تُ ومن ثمموجبـة  الجـراثيم  كانـت  حال في أزرق بلون نلو 
 على إيجابية نتيجة أعطت التي جميعهاللمستعمرات   غرام تلوين أيضاً أُجري. الأوكسيداز

 المجهرب الغاطسة بالعدسة ومشاهدتها المورفولوجية خصائصها لدراسة التفريقية الأوساط
 القطـرة  بطريقـة  فكانـت  الحركة دراسةإلى  بالنسبة أما. Olympus DP70) (الضوئي
  .Olympus DP70) (أيضاً الضوئي بالمجهر وشُوهدت، المعلقة

  المصلي النمط تحديد
  للبوليميراز المتعدد السلسلي التفاعل
 للمورثات يوتيديالنيكل التسلسل ىعل بالاعتماد المرئسات من نوعية أزواج ثلاثة صممتْ

 inv A الـ مورثة تضخيم عن مسؤول الأول الزوج. للسلمونيلا المورثي البنك من المأخوذ
 عند موجودة وغير spp. Salmonella السلمونيلا بجنس خاصة المورثة هذه، )1 الجدول(

 جـراثيم  تستخدمها التي الحقن آلة مكونات من اًأساسي اًبروتين ترمز وهي. آخر جنس أي
 لهـا  زالممي الثالث الإفرازي النمط استخدامها عند الممرضة العوامل حقن في مونيلاالسل

Type three secration system فضلاً عن للخلايـا  الـسلمونيلا  اجتيـاح  في اًدور له أن 
 ـ مورثـة  تضخيم عن مسؤول فهو الثاني الزوج أما. الإصابة أثناء في الظهارية  prt الـ

 ،)paratose synthase (الباراتوز سكر صنع عن المسؤول الأنزيم ترمز التي، )1 الجدول(
 الـنمط  من كل عند موجودة المورثة وهذه ،rfbS سابقاً المورثة هذه على يطلق كان وقد

 عند موجودة وغير Salmonella paratyphi المصلي والنمط  Salmonella typhi المصلي
 السابقين المصليين النمطين بين التفريق يتم ولكي. السلمونيلا جنس من آخر مصلي نمط أي

 جراثيم جينوم في زةممي مورثة تضخيم عن المسؤول المرئسات من الثالث الزوج اِستُخدم
 عن المسؤول الأنزيم ترمز المورثة وهذه، )1 لجدولا (tyv  المورثة وهي ،التيفية السلمونيلا
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 يظهـر  المورثة هذه تضخيم وناتج، (CDP tyvelose-2-epimerase) التيفيلوز سكر صنع
  ).Salmonella typhi) 10 التيفية السلمونيلا جراثيم هي العزلة كانت حال في فقط

  .PCR للبوليميراز المتعدد السلسلي التفاعل في المستخدمة الست المرئسات )1 (الجدول
 الطول التسلسل النيكليوتيدي للمرئسة المرئسة

Inv A   F GTA TTG TTG ATT AAT GAG ATC CG 23 
Inv A R ATA TTA CGC ACG GAA ACA CGT T 22 
Prt  F CTT GCT ATG GAA GAC ATA ACG AAC C 25 
Prt   R CGT CTC CAT CAA AAG CTC CAT AGA 24 
Tyv   F GAG GAA GGG AAA TGA AGC TTT T 22 
Tyv  R TAG CAA ACT GTC TCC CAC CAT AC 23 

 ـ للعينـة  التفاعل مزيج حضر   الـواقي  مـن  ميكرولتـر  2.5: يـأتي  كمـا  دةالواح
)Buffer 10 X (مـولر  ميلي  100على الحاوي Tris – HCl (pH 8.3)  ،1  ميكرولتـر 

MgSO4) 1 مولر ميلي( ،ميكرولتر 0.5 dNTPs) 0.2 من ميكرولتر 0.2و، )مولر ميلي 
 ـ المرئسات من كل من ميكرولتر 1، البوليميراز أنزيم / بيكومـولاً  25 (الـسابقة  6 الـ

 المـاء  من ميكرولتر 9.3 بإضافة اًميكرولتر 20 إلى المزيج حجم أُكمل وأخيراً) ميكرولتر
  .والمعقم المقطر

، multi PCR للبـوليميراز  المتعـدد  السلسلي التفاعل لإجراء العزلات أيضاً حضرت
 الوسـط  مـن  مـل  3 علـى  تحتوي مل 50 سعة أنابيب في العزلات هذه زرعت حيث

 ميكرولتر  10خذأُ ثم ومن ،ساعة24  مدة مْ 37 بالدرجة وحضنت (LB) السائل الجرثومي
 يغلي مائي حمام في ووضعت ،Eppendorf إبندورف أنبوب في جرثومية مزرعة كل من
 الخلايـا  مـن  DNA النووية المادة خروج ثم ومن ،الخلايا تفجير بهدف دقائق عشر مدة
  .50X التركيز تحضيرو

50 التركيز من ميكرولتر 5 إضافة ثمX التفاعـل  مـزيج  إلى السابقة العينات من لكل 
 استخدام فضلاً عن  هذا. اًميكرولتر 25 هو للتفاعل النهائي فالحجم) اًميكرولتر 20 (السابق

 مخبر من المأخوذة  Brucella melitensis 16Mالضأنية البروسيلا وجراثيم الماء من كل
 كـشاهدين  الذريـة  الطاقـة  هيئة في الحيوية ةالتقان قسم في والمناعيات الميكروبيولوجيا

  .سلبيين
 التمـسخ : الآتيـة  المراحل إلى المزيج أُخضع التفاعل مزيج تحضير من الانتهاء وبعد
 دورة بتكـرار  ذلـك  يتبع، دقائق 5 مدة م°95 الدرجة في Initial Denaturation الأولي
 Denaturation لتمـسخ ا -1: هي المراحل وهذه مرة 35 أساسية مراحل ثلاث من مؤلفة

  . دقيقـة  مـدة  م°60 بالدرجـة  Annealing الالتحـام  -2. دقيقـة  مدة م°94 الدرجة في
 فـي  أخيـرة  بـدورة  التفاعل ينتهي، دقيقة مدة م°72 بالدرجة Extension الاستطالة -3
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 للبـوليميراز  المتعدد السلسلي الـتفاعل ناتج ترحيل بعدها تم. دقائق 10 مدة م°72 الدرجة
PCR  multi ــدنا واســم ترحيــل فــضلاً عــن 1.5% الأغــاروز هلامــة علــى  ال

 حـدد  التي العينات حفظت النهاية في- fermentase)   .(GeneRuler™ 100 bpالمعياري
  .ممكنة مدة أكبر التلوث من عليها نحافظ لكي م°60 - الدرجة في المصلي نمطها

  والمناقشة النتائج
 التـي  عينـة  65 بـين  من أنّه نتبي آغار يرونآ ليزين وسط على الزراعة خلال من
 مـن  عينـات  8، الحليب من عينة 23، الدجاج من عينة 24 (عينة 55 هناك كان جمعت
 فقد، .Salmonella spp السلمونيلا جراثيم تحتوي العينات إجمالي من 84.6% أي) الجبنة
 محافظـاً  الوسط قىويب،  أو من دونه   عاتم مركز مع، شفافة  الإيجابية المستعمرات كانت
 علـى  السلمونيلا لمستعمرات النموذجي الشكل مع اًمتوافق هذا وكان ،البنفسجي لونه على
 علـى  يحتوي الوسط فهذا، Sahmو Forbes قبل من 2002 سنة وصفت كما، الوسط هذا

 الوسط في أصفر اًلون يعطي الذي Bromocresol البروموكريزول وهو للحموضة مشعر
 قـدرة  على كمؤشر البنفسجي اللون والقلوي المعتدل الوسط في يعطي نفي حي  الحمضي

 قلونـة  ومن ثمlysine   ليزين الأميني الحمض من الكربوكسيل زمرة نزع على المستعمرة
 غاز تطلق التي الجراثيم تمييز من تمكننا التي الحديد سترات على أيضاً ويحتوي،، الوسط
  ).1 الشكل) (15 (للمستعمرات العاتمة اكزالمر خلال من H2S الهيدروجين كبريت
 التـي  عينـة  65 بين من أنّه نتبيف آغار سلمونيلا وسط على لزراعةإلى ا  بالنسبة أما
 مـن  عينـات  8، الحليب من عينة 18، الدجاج من عينة 21 (عينة 47 هناك كان جمعت
 فقد، .Salmonella spp السلمونيلا جراثيم تحتوي العينات إجمالي من 72.3% أي) الجبنة
 لوسـط إلى ا  بالنسبة أما، هدونمن    أو عاتم مركز مع، شفافة الإيجابية المستعمرات كانت
 النمـوذجي  الشكل مع اًمتوافق ذلك وكان ،المستعمرات حول الأصفر اللون إلى تحول فقد

 قبـل  مـن  1978 سـنة  مـرة  أول تفصو كما ،الوسط هذا على السلمونيلا لمستعمرات
Hoffmann وÖnöz ،ًوأيضا القياسية المواصفات تحديد منظمة قبل من ذلك تأكيد تم ISO 

 اللمـاع  والأخـضر  Bile salts الصفراوية الأملاح على يحتوي الوسط فهذا .2004 سنة
Brilliant green مـن  تمكـن  الحديد وسترات، الغرام موجبة الجراثيم نمو يثبطان ينذلال 

 العاتمـة  المراكـز  خـلال  مـن  الهيـدروجين  كبريـت  غاز تطلق التي الجراثيم تمييز
 جـراثيم  تمييـز  الوسـط  فـي  الموجود الحموضة مؤشر خلال من ويمكن، للمستعمرات
 الوسط ولون الشفاف الأصفر المستعمرات لون خلال من للاكتوز المخمرة غير السلمونيلا
  ).1 الشكل) (11 (المستعمرات حول الأصفر
، الهيـدروجين  كبريـت  غـاز  إطلاق من كل رلاختبا حاجة لا بأنّه يلاحظ سبق مما

 اختبـار  إلـى  بالنـسبة  اأم .الديكربوكسيلاز أنزيم إفراز اختبارو، اللاكتوز تخمر اختبارو
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 Klebsiella والـ Proteus الـ عن اليورياز سالبة  Salmonellaالـ زيمي الذي اليورياز
 ـ مـستعمرات  من كل بتمييز عنه يستغْنى أن الممكن فمن، اليورياز موجبة  Proteus الـ

 تبدو التي Klebsiella الـ ومستعمرات،  الصدأ بلون آغار سلمونيلا وسط على تبدو التي
 كمـا . المحـيط  على للبنفسجي مائلة زرقاء ترسبات مع مزرقة رمادية مستعمرات بشكل
 ـ يميز الذي الاندول اختبار عن الاستغناء يمكن  ـ عـن  Salmonella الـ    Proteus الـ
 مستعمرات بشكل تظهر فإنها E.coli الـ أما، سبق كما تُميز Proteus الـ، E.coli والـ

  ).15، 11 (زرقاء هالة مع بنفسجية
 علـى  إيجابيـة  نتيجة أعطت) العينات إجمالي من 12.3% (عينات8  هناك كان ولكن

 الدجاج من عينات 3 متضمنة، آغار سلمونيلا على سلبية ونتيجة آغار آيرون ليزين وسط
  ).2 الجدول (الحليب من عينات 5و

 الثماني العزلات متضمنة عزلة 55( هاجميع العزلات على اللاحقة الاختبارات أجريت
 وسـالبة  الكاتـالاز  موجبـة  جميعها كانت، )آغار سلمونيلا وسط على سلبية كانت التي

 نتيجة تكان وقد. الأمعائيات فصيلة إلى تنتمي جميعها العزلات أن يؤكد مما الأوكسيداز،
 اأم). 2 الشكل (الطول في متفاوتة، غرام سالبة عصيات هي هاجميع لعزلاتل غرام صبغة
 تتحـرك  هـا جميع العزلات أن نتبي فقد المعلقة القطرة سطةابو الحركة دراسة إلى بالنسبة
 Bergey'sبيرجـي  دليل في ماجاء مع متوافق وذلك. محيطية سياط لوجود دائري بشكل

manual of determinative bacteriology" "1923 عام منذ السلمونيلا جراثيم تحديد عن 
  ).2 الجدول (2000)و 1994و 1974و (1957 منه الجديدة الإصدارات في ريتغي لم الذي

A B

 
  .التفريقية الأوساط على المستعمرات شكل) 1 (الشكل

A:آغار آيرون يزينل وسط على السلمونيلا عزلات ىحدإ B:آغار سلمونيلا وسط على السلمونيلا عزلات ىحدإ. 
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  .الغرام سالبة عصيات وهي، السلمونيلا عزلات لإحدى غرام تلوين) 2 (الشكل

 النمط إلى تنتمي التي العزلات PCR multi للبوليميراز المتعدد السلسلي التفاعل أظهر
 نـاتج  أظهرهـا  التـي  الـثلاث  اباتالعص خلال من وذلك ؛Salmonella typhi المصلي
 اًزوج 615 طولها عصابة: الآتية الجزيئية بالأوزان وهي ،الأغاروز هلامة على الترحيل
  259 بطول وعصابة، tyv المورثة تضخيم ناتج وهي) 615 base pair (bp) (اًنكليوتيدي

 العـصابة  عنفضلاً ، prt المورثة تضخيم ناتج) bp 259 base pair) ((اًنكليوتيدي اًزوج
. inv المورثة تضخيم ناتج وهو) bp 373 base pair) ((اًنكليوتيدي اًزوج  373 طولها التي

 نتـي لال العصابتين خلال من وذلك ،Salmonella paratyphi المصلي النمط أيضاً وحدد
 وذلـك . invو prt المـورثتين  مـن  لكـل  الأغاروز هلامة على الترحيل ناتج أظهرهما
 تحـدد  النتائج هذه أن وأكد 2007 سنة التفاعل هذا بإجراء قام الذي Karami مع بالمقارنة

 خلافـاً  الـسلمونيلا  عزلـة  كانت حال في اأم). 10 (السابقة المصلية الأنماط دقيق بشكل
 وذلك .Salmonella spp المصلية الأنماط أحد إلى تنتمي أنها إلى أُشير فقد النمطين لهذين

. inv للمورثة الأغاروز هلامة على الترحيل عند شُوهدت التي دةالوحي العصابة خلال من
 Gallegos اسـتخدم  عندما ظهرت التي للجنس زةالممي الوحيدة العصابة مع يتوافق وهذا
  ).3 الشكل (السلمونيلا لجنس زةالممي المورثة هذه لتضخيم مرئسات 2009 سنة

معت التي عينة 65 بين من أنّه نتبيأي الـدجاج  من عينة 21 (عينة 47 هناك كان ج 
 إجمـالي  مـن % 78.26 أي الحليـب  من عينة 18، الدجاج عينات إجمالي من %67.74

 72.3% أي) الجبنـة  عينات إجمالي من 72.72% أي الجبنة من عينات 8، الحليب عينات
 كانت وقد). 2 الجدول (.Salmonella spp السلمونيلا جراثيم تحتوي العينات إجمالي من
 وسط على النتيجة مع ومتخالفة، آغار سلمونيلا وسط على النتيجة مع متوافقة لنتيجةا هذه

 حيويـة  تفـاعلات  إلى يحتاج آغار آيرون ليزين فوسط، )3 الجدول (آغار آيرون ليزين
 كـل  تمييز من يمكننا لا لأنّه طريقه عن السلمونيلا جراثيم تُشخّص لكي إضافية كيميائية

 ـ من  فـي  كما السلمونيلا جراثيم عن Proteusوالـ   Klebsiella الـو E.coli  جراثيم ال
فـضلاً   والإنـدول  اليورياز اختبار من كل إجراء من بد لا ثم ومن، آغار سلمونيلا وسط
 Bergey's manualبيرجي ودليل الوسط هذا يحدده ما بين بالمقارنة وذلك. إجراءه مت عما
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of determinative bacteriology توصـل  وقد. السلمونيلا جراثيم دتحدي عن Gallegos  
 التفريقيـة  الأوسـاط  باسـتخدام  الإيجابية بالنتائج يتعلق فيما مشابهة نتائج إلى 2009 سنة

 يؤكد اممPCR multi) 18، 21( ، للبوليميراز المتعدد السلسلي التفاعل باستخدام والسلبية
  .الجزيئية البيولوجيا تقانات إلى اللجوء ضرورة
  .ختبارا كل في المئوية ونسبها السلمونيلا عزلات على الحاوية العينات أعداد) 2 (ولالجد

  العدد الإيجابي باستخدام 
 multi PCRالـ 

  العدد الإيجابي
 SA على وسط 

  العدد الإيجابي 
 LIAعلى وسط 

عدد 
 العينات

مصدر 
 العينات

 الدجاج 31 24 (%77.41) 21 (%67.74) 21 (%67.74)
 الحليب 23 23 (%100) 18 (%78.26) 18 (%78.26)
 الجبنة 11 8 (%72.72) 8 (%72.72) 8 (%72.72)
 المجموع 65 55 (%84.6) 47 (%72.3) 47 (%72.3)

 والــتفاعل  والمورفولوجيـة  الكيميائية الحيوية الاختبارات ونتائج العينات أعداد )3 (الجدول
  .multi PCR للبوليميراز المتعدد السلسلي

multi PCR وسط  يناتعدد الع
LIA 

وسط 
SA 

  اختبار
 الأوكسيداز

  اختبار
 الكاتالاز

تلوين 
 غرام

دراسة 
 invA prt tyv حركة

9 + + - + Gr - + + + + 
1 + + - + Gr - + + + - 
11 + + - + Gr - + + - - 
3 + - - + Gr - + - - - 

 دجاج

7 - - x x x x - - - 
6 + + - + Gr - + + + + 
8 + + - + Gr - + + + - 
4 + + - + Gr - + + - - 

 حليب

5 + - - + Gr - + - - - 
1 + + - + Gr - + + + + 
4 + + - + Gr - + + + - 
3 + + - + Gr - + + - - 

 جبنة

3 - - x x x x - - - 
 –Gr،   يعني أن  نتيجة الاختبار سـالبة        - ،يعني أن نتيجة الاختبار موجبة    + ،  يعني أن الاختبار لم يجرx      :ملاحظة

  .يعني أن الجراثيم سالبة غرام
 للجـراثيم  المئويـة  فالنسب العينات في متجانس بشكل السلمونيلا جراثيم توزع يلاحظ
 التفاعـل  باسـتخدام  حددت التي المصلية لأنماطإلى ا  بالنسبة أما. قليلة فروق مع متشابهة
 مـن  عزلـة  16: الآتـي  النحو على كانت فقد PCR multi ازللبوليمير المتعدد السلسلي

 الدجاج عينات من عزلات 9 (السلمونيلا عزلات إجمالي من 34.04% أي التيفية السلمونيلا
% 37 أي الحليب عينات من عزلات 6، التيفية السلمونيلا عزلات إجمالي من 56.25% أي
 إجمـالي  مـن % 6.25 أي الجبنة نم واحدة عزلة، التيفية السلمونيلا عزلات إجمالي من

 إجمالي من 27.65% أي التيفية نظيرة السلمونيلا من عزلة 13و). التيفية السلمونيلا عزلات
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 عـزلات  إجمـالي  مـن  7.69% أي الدجاج عينات من واحدة عزلة (السلمونيلا عزلات
 ونيلاالسلم عزلات إجمالي من 61.5% أي الحليب من عزلات 8، التيفية نظيرة السلمونيلا

 نظيـرة  الـسلمونيلا  عزلات إجمالي من 30.76% أي الجبنة من عزلات 4، التيفية نظيرة
 مـن  38.29% أي ،المـصلي  نمطه يحدد لم الذي السلمونيلا جنس من عزلة 18و) التيفية
 عزلات إجمالي من 61.11% أي الدجاج عينات من عزلة 11 (السلمونيلا عزلات إجمالي

 إجمـالي  من 22.22% أي الحليب من عزلات 4، المصلي نمطها دديح لم التي السلمونيلا
 مـن  16.66% أي الجبنة من عزلات 3، المصلي نمطها يحدد لم التي السلمونيلا عزلات
  ).4 الجدول). (المصلي نمطها دحدي لم التي السلمونيلا عزلات إجمالي

1 2 3 4 65 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 2625 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

41 42 43 44 4645 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58

600 bp
400 bp
300 bp

600 bp
400 bp
300 bp

300 bp

600 bp
400 bp

 
 المتعـدد  الـسلـسلي  التفاعل تجلنا% 1.5 الأغاروز هلامة على الكهربائي الرحلان )5 (الشكل

 الدنا واسم تمثل 41:، 21، 1 المسار: السلمونيلا لعزلات PCR multi للبوليميراز
، 42، 34، 30، 23، 22، 9، 5، 2,3,4 المسار. GeneRuler™ 100 bp) (المعياري

 ثـلاث  وجـود  نلاحظ: التيفية السلمونيلا عزلات تمثل 48:، 47، 46، 45، 44، 43
، 12، 11، 10، 8 المسار). bp 615 ،373 bp ،259 bp (أطوالها يقارب عصابات

: التيفيـة  نظيرة السلمونيلا عزلات تمثل 55:، 53، 52، 38، 37، 36، 29، 28، 27
، 16، 15، 7، 6 المسار). 373bp) ،259bp أطوالها يقارب عصابتين وجود نلاحظ

ــل 58، 57، 56، 54، 51، 50، 49، 33، 32، 31، 26، 25، 24 ــزلات تمثـ  عـ
 واحدة عصابة وجود نلاحظ: التيفية نظيرة ولا تيفية بأنها تحدد لم التي السلمونيلا

 وجـراثيم  H2O المـاء  (الـسلبي  الشاهد: 40،  20المسار .bp 373) (يقارب بما
  ).التوالي على  Brucella melitensis 16M الضأنية البروسيلا
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 المـصلية  للأنمـاط  PCR multi يميرازللبـول  المتعدد السلسلي الـتفاعل نتيجة )4 (الجدول
  .والجبنة والحليب الدجاج عينات من كل في المئوية ونسبها وأعدادها المعزولة
 النسبة المئوية الدجاج النسبة المئوية الحليب النسبة المئوية الجبنة النمط المصلي

Salmonella typhi 1 6.25% 6 %37 9 %56.25 
Salmonella paratyphi 4 %30.76 8 %61.5 1 7.69% 
Salmonella spp. 3 %16.66 4 %22.22 11 61.11% 

فـي  ، الدجاج عينات في Salmonella typhi المصلي للنمط الكبرى النسبة أن يلاحظ
 أمـا ، الحليـب  عينـات  في Salmonella paratyphi المصلي للنمط ىكبرال النسبة حين

 إن. الـدجاج  عينات في لها الكبرى نسبةال كانت فقد الأخرى المصلية إلى الأنماط  بالنسبة
 فـي  انتشارهما ويلاحظ ،بالتحديد الإنسان يصيبان التيفي ونظير التيفي المصليين النمطين
 لابـد  ومن ثم ، الإنسان إلى الجراثيم هذه لانتقال الطرق إحدى تعد التي الحيوانية المنتجات

  .الإنسان إلى مالجراثي هذه وصول لمنع اللازمة الإجراءات اتخاذ من
  الاستنتاجات

1- رعت، غذائية عينات من التيفية السلمونيلا جراثيم تزلعتفريقيـة  أوسـاط  على وز 
، ومـن ثـم     الكيميائية الحيوية الاختبارات من كثير عن الاستغناء خلالها من نستطيع
 مـن  Salmonella agarآغار سلمونيلا وسط أن وملاحظة .الوقت من كثير اختصار
 ..Salmonella spp السلمونيلا عزل في الدقيقة طالأوسا

 الطريقـة  وهذه، للبوليميراز المتعدد السلسلي التفاعل بطريقة المصلية الأنماط حددت -2
 من يتم الطريقة هذه في التيفي المصلي النمط تحديد أن كما، الوقت من راًكثي تختصر
 يعطـي  أن يمكـن  لان ثم   وم ،prtو tyv المورثتين من كل تضخيم ناتج وجود خلال
 ـال مـن  العديد أكدت فقد، كاذبة سلبية أو إيجابية نتيجة  التفاعـل  اسـتخدام  أن ثوبح

 المـصلي  النمط لتحديد واحدة مورثة تضخيم على المعتمد PCR للبوليميراز السلسلي
  ).17 (صحيحة غير نتائج الحالات من كثير في يعطي التيفية للسلمونيلا

  التوصيات
1- للبوليميراز المتعدد السلسلي التفاعل لاستخدام مستقبلية دراسات إجراء نم لابد PCR 

multi عـن  عوضـاً  مباشرة والمرضية الغذائية العينات في السلمونيلا وجود لتحديد 
. العمـل  هذا في جرى كما نقية عينات من بدءاً المصلي نمطها وتحديد الجراثيم عزل

  .بالعينات الجرثومي التعداد ديرتق في الطريقة هذه استخدام فضلاً عن
 المستخدم multi PCR للبوليميراز المتعدد السلسلي التفاعل برنامج زمن لتقليل السعي -2

 المـصلية  الأنماط هذه وجود عن للكشف سريعة تشخيصية طريقة إلى الوصول بهدف
  .مباشرة العينات في السلمونيلا من الممرضة
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