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المعزولة من  Neisseria gonorrhoeaeلبكتريا  rmp التشخيص الجزيئي والتحري عن جين الضراوة
 المرضى العراقيين

 
 نورية عبد الحسين علي** و مهند كريم عنيد*

 .جامعة بغداد ،معهد الهندسة الوراثية والتقنيات الإحيائية للدراسات العليا

 
 الخلاصة

عينة سريرية من مرضى مشكوك بأصابتهم بمرض السيلان )تضمنت عينة ادرار ومسحتان مباشرة  80تضمنت الدراسة جمع 
من كل مريض( من مناطق بغداد المختلفة ومنطقة الكوت والصويرة والمختبرات الاهلية وعيادات الاطباء الخاصة، للمدة الواقعة 

رات البنية من خلال إيجاد بكتيريا النيسريا البنية ، تم تشخيص الاصابة بالمكو 2012حزيران/ -2011بين تشرين الثاني/
(Neisseriagonorrhoeae)  في العينات باستخدام كل أساليب الفحص المجهري والزرع على الاوساط الزرعية على العينات

عينة من الرجال. اظهرت نتائج الفحص المجهري و  78.75%)) 63( عينة من النساء و21.25%) 17عينة وشملت  80البالغة 
( % (43.75 35ـعينة، اذ تم تحديد الاصابة ل 80( عينة موجبة من مجموع العينات الكلي البالغ (58.75 % 47الزرع أن هناك

 %) 9د ـديمارتن المحور، وتم تح -عينة عن طريق الفحص المجهري والزرع على وسط اكار الجكليت ووسط النسيريا ووسط ثاير

 ة( ـاط الزرعيـو على الاوسـده )لم تنمـ( عينة بالفحص المجهري لوح11.25
التشخيص الوراثي  من الزرع على الاوساط الزرعية وحدها )الفحص المجهري كان سلبيا(. اظهرت نتائج ( عينة3.75%) 3 و

 77 ودـالمصممة في هذه الدراسة عن وج pmr للتحري عن البكتيريا المسببة لمرض السيلان بأستعمال بوادئ متخصصة للجين
 اعطت نتيجة موجبة لعينات الادرار. ( عينة% 93.75) 75 ( عينة اعطت نتيجة موجبة للمسحات المباشرة و96.25 %)

 
 المقدمة

من  Neisseria gonorrhoaeaتعد بكتيريا 
الممرضات الانتهازية والمجبرة المعيشة في الانسان فقط و 
تسمى النسيريا البنية او المكورات البنية وهي عبارة عن 

وهي  [1]مكورات سالبة لصبغة غرام وذات شكل كلوي ثنائية 
السبب الرئيسي للعدوى المنقولة جنسيا في جميع انحاء العالم 

 .[2] (gonorrhoea)ومسببة مرض السيلان 
مرض السيلان من الأمراض كثيرة الإنتشار في العالم 
ويعدّ من أكثر الأمراض المعدية والمتوطنة المسببة للاوبئة 
واهم العوامل التي تجعل هذا المرض يسبب اوبئة هي فترة 
حضانة الجرثومة القصير مع قابليتها للانتقال من شخص 

يأتي  مصاب الى اخر سليم عن طريق الجهاز التناسلي.
 بالنسبة حدوث السيلان في الولايات المتحدة في المركز الثاني

بين الأمراض الجرثومية المنقولة جنسيا ويقدر الآن  للكلاميديا
 [.3]مليون شخص سنويا  82دد الحالات الجديدة أكثر من ع

الاشخاص الذين يعانون من الاصابة بمرض السيلان 
يكونون اكثر عرضة او اكثر حساسية للاصابة بعدوى 

فايروس نقص المناعة البشري )الايدز( وتقدر نسبة خطر 
واصبح معدل انتشار  .[4] % 9–3.5الاصابة بهذا المرض 

المعالجة  غير المشخصة او غير يا البنيةالعدوى بالنسير 
عالية لذلك التشخيص الدقيق للالتهابات عديمة الاعراض 

 .[5]امر ضروري 

يعتمد انتشار المرض ووبائيته على نوع العلاقات 
الاجتماعية بين البشر وترتبط ارتباطا وثيقا بطريقة انتقاله 
حيث ينتقل المرض عن طريق الاتصال الجنسي لذا ازدادت 
اهمية دراسته من الناحية المرضية والمناعية وايضا يعتمد 
انتشاره على بعض الحوادث مثل الحروب والهجرة بين 

 [.6]المناطق الموبؤة وانتشار الفقر 
التشخيص المبكر والعلاج ضروري لمنع حصول ضرر 
 دائم للمريض بالاضافة الى ذلك فان انتشار 

 اصبحت مصدر قلقالسلالات المقاومة لمضادات الحيوية 
 اـد يصبح قريبـال قـلاج فعـود عـدم وجـعمتزايد و 

أضافة الى انها تتكيف بشكل جيد  [.21 ،0،11 9،1، 8،7]
للنمو على مجموعة متنوعة من السطوح المخاطية للمسالك 

http://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%A7%D8%A1_%D8%A7%D9%84%D9%85%D8%AA%D8%AF%D8%AB%D8%B1%D8%A7%D8%AA
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البولية والتناسلية التي هي في الغالب موقع استعمار الخلايا 
ك اصابات قد تحدث في وان كانت هنا[ 23] البكتيريا البنية

 .[25،24]المستقيم وملتحمة العين والبلعوم 

التشخيص عن طريق زراعة المكورات البنية ذات 
حساسية منخفضة جدا وتستهلك وقت طويل لانه لايمكن ان 
تعيش النسيريا البنية طويلا خارج الجسم وذلك لحساسيتها 

[. من ناحية اخرى يمكن الحصول على 1لظروف النمو ]
ئج ايجابية كاذبة من الاختبارات الكيمياء الحيوية الخاصة نتا

بالنسيريا نتيجة لتداخلها لسلالات النسيريا الاخرى 
 ,N.subflava, N.cinerea, N.flarescensلـمث

N.sicca, N.lactamica,  وLactobacillus species 
 نـدام الجيـلا باستخـي مثـف الجزيئـالكش [ او21]

porA pseudogene.  التي لا تزال تشكل تحديا لأساليب
[. وعليه هدفت الدراسة الحالية استخدام 17الكشف الجزيئي ]

 polymerase الاختبارات الجزيئية مثل التضخيم الجزيئي

chain reaction (PCR)  في الكشف عن جين الظراوة
rmpيشفرهذا الجين الى بروتين يسمى البروتين الثالث . 

Protein III  وهو واحد من البروتينات الاخرى في الغشاء
الخارجي للنيسيريا البنية وايضا تسمى بروتينات الإختزال 

وزنها  ((Reduction–modifiable Proteinsالمتحورة 
كليو دالتون توجد في سلالات النيسيريا  33الجزيئي نحو 

ثابت مستضدياً  Protein IIIالبنية جميعها. البروتين 
Antigenically) في المكورات البنية جميعها ولا تخضع )

ع ـداً مـالى التغايرات المستضدية، تكَون هذه البروتينات معق
Por وLOSنـث بروتيـ. يح 

Protein III  على تكوين الاجسام المضادة(Antibodies) 
ا ـببكتيري ة أوـورات البنيـة بالمكـة الإصابـي حالـف

Escherichia coli  الأجسام المناعية في وعند وجود هذه
الدم فإنها تقوم بالإتحاد مع أجزاء البروتين المعرض وتغلق 

لذا بقتل البكتيريا،  أماكن آتحاد الأجسام المناعية الخاصة
تسمى الأجسام المناعية ضد هذا النوع من البروتينات بآسم 

 .( blocking antibodies)الأجسام المناعية الحاجبة 
 
 

 مواد وطرائق العمل
 جمع العينات

عينة من المرضى المصابين بالسيلان من  80جمعت 
مناطق مختلفة )بغداد والكوت والصويرة( إذ أُخذ من كل 

ومسحتين، من العيادات الخاصة  أدرار مريض عينة
والمختبرات الأهلية وأُخذت المعلومات الأتية الجنس والعمر 

لكل  الإقتصاديةوالحالة الاجتماعية ومستوى التعليم والحالة 
 .2012الى حزيران  2011مريض للمدة بين كانون الأول 

 
 عزل بكتيريا النيسيريا 

 Thayerط ـا على وسـات مباشرة بعد جمعهـزرعت العين

Martin Agar modified وكذلك وسط 
GC agar مئوية لمدة 37 لغرض تنشيطها، وحضنت بدرجة 

 Chocolateساعة وفي الوقت نفسه زرعت على وسط  24

medium  كونه وسطا إنتقائيا يسمح بنمو البكتريا السالبة
لصبغة كرام، وكذلك فهو وسط تفريقي يمكن بواسطته التفريق 
بين البكتيريا المخمرة وغيرالمخمرة لسكر اللاكتوز، وحضنت 

مئوية ونقلت المستعمرات  37ساعة بدرجة حرارة  24 لمدة
يحتوي نفس الوسط  آخر التي تميزت بلونها الرمادي الى طبق

لغرض تنقيتها، واستمرت اعادة الزرع على هذا الوسط الى ان 
 تم الحصول على مستعمرات نقية.

 
 تشخيص العزلات البكتيرية 

شخصت العزلات البكتيرية اعتماداً على الصفات الزرعية 
والمجهرية والاختبارات الكيموحيوية واعتمادا على ما ورد في 

 : وكما يأتي [27]
 

 الصفات الزرعية العامة 
شخصت البكتيريا مبدئياً من خلال دراسة الصفات 
الزرعية العامة للمستعمرات النامية على الاوساط الزرعية، 
بعدها تمت دراسة أشكال المستعمرات الظاهرة وحددت على 
أساس اللون والشكل والحجم فضلًا عن ملاحظة الصفات 

 عدمه. العامة الأخرى مثل تخمر اللاكتوز من
 
 

 الصفات المجهرية 
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أجري الفحص المجهري للخلايا البكتيرية من خلال 
رام وفحصها تحت العدسة الزيتية للمجهر ـتصبيغها بصبغة غ

 الضوئي.
 

 (Biochemical Testsالفحوص الكيموحيوية )
استعملت عدد من الفحوصات الكيموحيوية التشخيصية 

 وهي :[ 29،11]اعتماداً على كل من 
A- اختبار إنتاج أنزيم الكتاليز (Catalase test ) 
B- ( فحص الاوكسيديزOxidase test ) 
C-  اختبار تخمر السكريات )الكلوكوز واللاكتوز

 والسكروز والمالتوز( 
 

 DNAاستخلاص الحمض النووي 

((DNA extraction  
تم الاستخلاص باستعمال عدة الاستخلاص المجهزة من 

( واعتمادا على تعليمات الشركة المصنعة Geneaidشركة )
من الخلايا  DNAتمت عملية استخلاص الحمض النووي 

البكتيرية السالبة لصبغة كرام التي تم تشخيصها مسبقا 
والخلايا البكتيرية المعلقة بالمحلول الفسلجيمن الادرار او 

 [.12] المسحات المباشرة
 

  تحضير هلام الاكاروز
غرام من 2 بأذابة [11ره ]حسب ماذك حضر الهلام

 TBE (1x)مليلتر من محلول دارىء  100الاكاروز في 
سخن الاكاروز الى درجة الغليان لحين مسبقا،  المحضر

مئوية ثم  45-50أكمال ذوبان الهلام بعدها ترك ليبرد بدرجة 
مايكروليتر من صبغة بروميد الاثيديوم  2أضيف مقدار 
مليلتر. تم صب الهلام في  مايكروغرام/ 0.5بتركيز نهائي 

قالب الصب اذ حضرت صفيحة اسناد الاكاروز بعد أن ثبت 
المشط لتكوين الحفر المعدة لتحميل العينات. صب هلام 
الاكاروز بهدوء في الصفيحة لمنع حدوث فقاعات هوائية 

دقيقة. رفع المشط بهدوء من  30وترك ليتصلب لمدة 
سندها في وحدة الأكاروز المتصلب. ثبتت الصفيحة على م

الترحيل الكهربائي الافقية المتمثلة بالحوض المستخدم للترحيل 
، بحيث يغطي سطح TBEالكهربائي. ملئ الحوض بدارئ 

 الهلام.

 
  Neisseria gonorrhoeaeتشخيص بكتيريا السيلان

وذلك  PCR تم تشخيص البكتيريا بواسطة تفاعل
ويتكون  rmp المصمم للجين (Primer)بأستخدام البادئ 

 :(1)مزيج التفاعل كما في الجدول 
 

 (7جدول )
 .rmp مزيج التفاعل الخاص لتشخيص الجين

 

rmp gene 

 المكونات بالمايكرولتر الحجم

1 rmp البادئ الامامي للجين  

1 rmp البادئ العكسي للجين 
3 DNA 

 ماء مقطر خال من الايونات 15

 
Accu Power® PCR 

Premix 
 النهائيالحجم  20

 

 : (2)كما في الجدول  PCRوضبطت الظروف المثلى لتنفيذ تقنية 
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 (2جدول )
 .rmpالظروف المثلى للكشف عن الجين 

 

 التسلسل المرحلة درجة الحرارة المئوية الوقت عدد الدورات
دقائق  دورة واحدة 3 94 °C  مرحلة المسخ DNA  .1  الاولي 

 38 دورة

C DNA° 94 30 ثانية  .2  مسخ 

 .3 الألتحام C° 66 30 ثانية

 .4 الأستطالة C° 72 40 ثانية

 .5 مرحلة الاستطالة النهائية C° 72 7 دقائق دورة واحدة

 البوادئ المستخدمة في التفاعل .
 .المصصم من قبل الباحثين rmp البادئ المتخصص بالجين

 

 درجة الانصهار التسلسل البادئ
)oTm (c 

النسبة المئوية 
GC(%) 

 حجم الناتج

 5-GTCCGCGTCGAAGGCCATAC-3 61.1 65.0 267 الامامي

 5-CACATCTACGCGGCGGTCAG-3 61.0 65.0 العكسي زوج قاعدة

 

 النتائج والمناقشة
 العزل

عزلة من  38أظهرت نتائج الزرع الأولي أن هناك 
عينة أعطت صفات  80مجموع العينات الكلي البالغ 

حيث  Neisseria gonorrhoeae مستعمرات بكتيريا
 chocolateagar)الجكليت )اكار استطاعت النموعلى وسط 

مارتن المحور  -ووسط ثاير (GC agar)ووسط النسيريا 
Thayer martein agar) modified وخمرت سكر )

ستعمرات صغيرة رمادية اللون او الكلوكوز فيه، وأعطت م
( ذات حافات مرتفعة عن الوسط glisteningلؤلؤية شفافة )

(raisedوالمستعم )دىـرات النـه قطـرات تشبـ 
(dropcolonies-dewوقد اشار1( )الشكل )et al. Janda 

[ الى شكل المستعمرات وكانت مطابقة تماما الى شكل 13]
 المستعمرات في هذا البحث.

 
وسط  لبكتيريا النسيريا على ( المستعمرات البنية1) الشكل

 مارتن اكار. -الثاير
 الفحص ألمجهري 

نتائج الفحص المجهري للشرائح المحضرة والبالغ  أعطت
من مجموع العينات الكلي بعد ( عينة 55%) 44عددها 

تصبيغها بصبغة كرام حيث تظهر الخلايا تحت المجهر 
سالبة لصبغة كرام وبشكل كلوي وتدعى  مكورات ثنائية

(G.I.N.D) Gram negative interacellular 
diplococcic داخل خلايا الكريات البيض متعددة النوى 

(PMNsوقد اشار )  كل منCheesbrough [24] [26] 
Haddow et al. [25] Iser et al. [ وVesic et al.[27 
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خلايا الكريات داخل الى شكل خلايا البكتيريا وتواجدها 
 ارــد اشـ(. وقPMNs) وىـددة النـض متعـالبي

[81 ]Elizabeth et al. ( على الرغم امتلاكPMNs )
المتعددة  ترسانة قوية مضادة للبكتيريا عن طريق اليات القتل

الا ان المكورات البنية لها القدرة على البقاء حية داخل هذه 
الخلايا والذي يشير الى تطور المكورات البنية. ومن 
صعوبات تشخيص البكتيريا مجهرياً هوعدم وضوحها داخل 

خلايا الكريات البيض عينات تحتوي على اعداد كبيرة من 
كن تشخيصها ( بينما يمa-2)الشكل  (PMNs)متعددة النوى 

 (PMNs)بسهولة في عينات تحتوي على اعداد اقل من 
نسبيا  ةمع ذلك فإن هذه الطريقة غير حساس (.b-2)الشكل 

ولا توفر التشخيص النهائي لعينات من الرجال الذين ليس 
لديهم أعراض والنساء والاصابات خارج الأعضاء التناسلية 

[ 91]ذلك ـوك Bignell[ 27] ار اليهـاش اـذا مـوه
Workowski and Berman  أذ اكدوا الى امكانية قبول

التشخيص النهائي باستخدام المجهر الضوئي في الاصابات 
وعدم قبول التشخيص في حالات النساء ذات الاعراض 

وهذه المصادر مطابقة لنتائج هذه المصابين بدون اعراض و 
الدراسة حيث امكانية التشخيص المباشرللمصابين الذين لديهم 
اعراض وعدم ظهور نتائج ايجابية في حالات المصابين من 

 النساء او الرجال الذين ليس لديم اعراض.
 

 
تم صبغها  N.gonorrhoeae ( بكتيرياa-2الشكل )

المجهرالضوئي في عينة تحتوي على  بصبغة غرام تحت
  (Polymorphonuclear cells)اعداد كبيرة من 

 (. 1000)قوة التكبير

 
تم صبغها  N.gonorrhoeae ( بكتيرياb- 2الشكل )

بصبغة غرام تحت المجهرالضوئي في عينة تحتوي على 
 (Polymorphonuclear cells)عداد قليلة من 

 (. 1000)قوة التكبير
 

 التشخيص الكيميائي الحياتي 
خضعت جميع العزلات التي أظهرت صفات زرعية 

 Neisseria gonorrhoeaeومجهرية مطابقة لصفات 
الى الاختبارات الكيموحيوية لتاكيد  عزلة 38والبالغ عددها 

 الكيميائية الحيويةالفحوصات ( 3ويبين الجدول )التشخيص، 
وفقا  N.gonorrhoeaeأنواع بكتريا التي اعتُمدت بتشخيص 

 King-Lai 20]و ] Janda and Knap 19]]لما جاء في 

Ireneand   ويتبين من النتائج التي تم الحصول عليها ان
مطابقة للصفات  N.gonorrhoeae ية التابعةالأنواع البكتير 

، إذ أعطت جميع  Todar [30]التشخيصية العالمية وحسب
ز ـص الأوكسديـنتيجة موجبة لفح .N.gonorrhoeae عزلات

تتميز بوجود  N.gonorrhoeaeزلات ـأن ع كـب ذلـوسب
والتي تسخدم  C مثل سايتوكروم 2Oمستقبل طرفي إلى 

بينما أعطت نتيجة موجبة في  ،الاوكسجين لانتاج الطاقة
الناتجة  2Oبدليل ظهور فقاعات هوائية من  فحص الكاتاليز

بفعل أنزيم الكاتاليز المسؤول عن تحويل بيروكسيد 
نتيجة سالبة  و أعطت العزلات O2Hو  2Oالهيدروجين إلى 

في فحص إنتاج أنزيم اليوريز لعدم قدرتها على إنتاج أنزيم 
يا إلى أمونيا ولم تغير اللون الأصفر اليوريز الذي يحلل اليور 

وعند اجراء فحص الحركة بطعن الوسط شبه الصلب  ،للوسط
عدم إنتشار النمو خارج حدود  لوحظ في جميع العزلات

 .الطعنة دلالة على أنها غير متحركة
 (3جدول )

file://sites/entrez
file://sites/entrez
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الاختبارات الكيميائية الحيوية المميزة لبكتيريا 
Neisseria gonorrhoeae. 

 

 Neisseria gonorrhoeae الاختبارات
 _ صبغة غرام

 + كاتليز
 + اوكسيديز

 _ تحلل اليوريز
 _ الحركة
 + الكلكوز
 _ المالتوز
 _ الفركتوز
 _ السكروز
 _ لاكتوز

 

مما تقدم يظهران التشخيص بالطرق التقليدية المتضمنة 
اضافة الاختبارات الكيميائية الحيوية هي طرق بطيئة ومتعبة 

الاختبارات الكيميائية الحيوية تأخذ حيزاً كبيراً لكثرة  الى ان
الاوساط والكواشف التفريقية قد يرهق العامل بالمختبر خاصة 

بالاضافة الى  اذا كان عدد العينات المطلوب تشخيصها كثيراً 
انها قد تؤدي الى خسارة العينة لاسباب عدة منها تعرض 

روف معقمة وأنتهاء صلاحية العينة للتلوث لعدم توافر ظ
المواد و يحتاج التشخيص بالطرق التقليدية الى دقة وتركيز 

وقد يعتمد التشخيص على الرأي الشخصي  عاليين وخبرة
 ..Turton et al [32]للعامل 

 

 التشخيص الوراثي 
  DNAاستخلاص الحامض النووي 

من عزلات  DNA تم استخلاص الحامض النووي
عدة الاستخلاص  باستعمال N.gonorrhoeae بكتيريا

الى  24واستغرق الوقت من  Geneiedالمجهزة من شركة 
ساعة. نميت العزلات اولا على وسط الجكليت لأعادة  72

مرق وسط  لقح أنعاش العزلات والحصول على غزارة بالنمو ثم
أذ استخدم هذا الوسط بدلًا  نقيع القلب والدماغ بهذه العزلات

في  الذي تم أستعماله Luria-Bertani (LB)من وسط 
بحوث عدة أذ تنمى العزلات المراد استخلاص المحتوى 

 LB الوسطليلة كاملة ويعود سبب استبدال مدة  الوراثي منها

 الى توفره بالمختبرات ويستعمل بوسط مرق نقيع القلب والدماغ
 وكانت نتائج كوسط مغذً لجميع انواع البكتيريا دون شروط

تخلاص جيدة بدون مشاكل، استعملت كذلك طريقة الاس
النامية بشكل جيد على  اسريعة وهي قشط مستعمرات البكتيري

جيدا ثم عُلقت بعد التعقيم  الناقل بواسطة وسط أكار الجكليت
المحلول الاول المستخدم في استخلاص الحامض النووي في 

AND  واستكملت بعدها خطوات الاستخلاص. تحتاج هذه
كذلك تحتاج  ة الحذرالشديد اثناء قشط المستعمراتالطريق

لظروف معقمة اثناء نقل المستعمرات لكي يساعد ذلك 
نقي الا انها تختصر بعض الوقت  ANDبالحصول على 

 عملية الاستخلاص. اثناء
استعملت خلايا البكتيريا المعلقة في المحلول الفسلجي 

ذ المسحات والتي تم تجميدها سابقا والتي علقت عن طريق اخ
مليلتر من المحلول  2في مباشرة من الشخص المصاب 

. تركت فترة ºم-20 وحفظت في درجة حرارةالملحي الفسلجي 
ساعة واحدة لتذوب ثم طردت مركزياً بسرعة عالية من اجل 
ترسيب الخلايا البكتيريا واستكملت بعدها خطوات 

 [اذ تم عمل هذه الخطوات مثل ما اشار اليه الاستخلاص

31. ]. Shahcheraghi el al 
استعملت خلايا البكتيريا المعلقة في المحلول الملحي 
الفسلجي والتي تم تجميدها سابقا والتي علقت عن طريق اخذ 

دورة  5000أدرار الشخص المصاب و طردت مركزياً بسرعة 
 دقائق وعلق الراسب في 5بالدقيقة لمدة 

وحفظت في درجة مليلتر من المحلول الملحي الفسلجي  2
وتركت فترة ساعة واحدة لتذوب وطردت  .ºم -20حرارة 

مركزياً بسرعة عالية من اجل ترسيب خلايا البكتيريا 
 واستكملت بعدها خطوات الاستخلاص. وكانت نتائج

وبدون مشاكل وبتركيز ونقاوة عاليتان اذ  جيدة الاستخلاص
 0.05-0.15 بين DNAتراوح تركيز الحمض النووي 

 . يبين1.4-1.8 بينمايكرولترونقاوه تتراوح  \وغراممايكر 
المستخلص من  DNA الحامض النووي( حزم 3الشكل )

مجموعة عزلات بكتيريا السيلان وكذلك الحامض النووي 
DNA  المعلق في المحلول الفسلجي وايظا الحامض النووي
DNA في المحلول الفسلجي  ةمن خلايا البكتيريا المعلق

 المأخوذ من عينات الادرار للمصابين.
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( الترحيل الكهربائي للمحتوى الوراثي المستخلص 3الشكل )

 (.2سم\فولت 7،دقيقة  45)  %1بإستعمال هلام الاكاروز 
المستخلص  DNAووي ـض النـالحام 8,3,1م ـار رقـ)مس

 من عينات المسحات المعلقة في المحلول الفسلجي، مسار
المستخلص من  DNAالحامض النووي  9,7,6,4رقم 

 DNAالحامض النووي  5,2 عينات الادرار، مسار رقم
 المستخلص من عزلات البكتيريا(.

 
  التشخيص بتقنية تفاعل السلسة المتعددة

المتعددة وحسب من خلال استعمال عدة تفاعل السلسة 
أجري التفاعل بحجم   Bioneerتعليمات الشركة المصنعة

ثابت من المزيج  مايكروليتر كجحم 15 مايكروليتراً. أخذ 20
polymerase,  Tagالرئيسي والذي يتكون من

2dNTPs,MgCl ( 1وكما مدرجة في جدول) واكملت باقي 
 .2)المواد حسب الظروف المثلى بادئ )الجدول 

التجارب تغيير الظروف لغرض الوصول الى تم في 
 الظروف المثلى للبادئ اذ تم التلاعب بدرجة حرارة الالتحام

(Temperature Annealing ) وكذلك الوقت المناسب
 لهذه المرحلة.

 

  . rmp التشخيص الوراثي للجين
المصمم في هذه  البادئ rmp استعمل لتحديد الجين

المثلى للبادئ والتي ثبُتت الدراسة وتم تحديد الظروف 
( أذ تم اجراء تجارب عدة لغرض الوصول الى 1بالجدول )

 DNA templateلوحظ ان افضل حجم حيث هذه الظروف

الداخل في التفاعل يعد  ANDمايكرولتر، ان لحجم  2 هو
 من المؤشرات المهمة لضمان ارتباط البادئ مع مكملاته.

 زـي بتركيـر للبادئ الامامـمايكرولت 1ل ـواستعم
 /بيكومول 10 مايكرولتر بتركيز 1مليلتر و /بيكومول 10

 مليلتر للبادئ العكسي و في خطوات تفاعل السلسلة المتعددة
كبداية لتفاعل المسخ مئوية  94استعملت درجة الحرارة 

لدورة  ولمدة ثلاثة دقائق  (initial denaturation)الاولي
كمحاولة للوصول العينات، و لكل  واحدة، وثبتت هذه الدرجة

للدرجة المثلى لعمل انزيم البلمرة والخروج بافضل ناتج لذا 
لأختصارالوقت  Gradient PCRاعتمد بذلك على تفاعل 

درجة الحرارة المثلى باستعمال  نسبة لكثرة العينات أذ ضبطت
لان العمل كل مرة بدرجة حرارة  اكثر من درجة بنفس الوقت

تبلغ المدة الزمنية  قتاً طويلًا حيثو  يأخذ واحدة ومعينة
المجملة للتفاعل تقريبا ساعتين بالاضافة الى الوقت المستغل 

لنواتج  DNAفي عملية الترحيل الكهربائي للكشف عن حزم 
 50 -70 تفاعل السلسلة المتعددة وأستعملت درجات الحرارة

ثانية. حددت هذه الظروف بالاعتماد على  30مئوية لمدة 
، وعند ترحيل النواتج كهربائيا كان ائج التي ظهرتافضل النت

افضل وهج تحت الاشعة فوق البنفسجية هو لناتج التفاعل 
 المتضمن درجات الحرارة

مئوية كان الوهج  50-62مئوية، اما درجات الحرارة  66و 64
ضئيل جدا وهذا يدل على ان هذه الدرجات غير مناسبة 

المستهدف على شريط لالتحام البادئ المتخصص مع التوالي 
AND مئوية 70 كان الترحيل عند درجة الحرارة في حين 

 مئوية والتي 66غير واضح تماما. لذا اعتمدت الدرجة 
و عند مقارنة حجم ناتج  اعطت افضل النتائج في عدة تجارب

القياسي بالترحيل الكهربائي كان الحجم  ANDالتفاعل مع 
النتيجة مطابقة تماما  ( وهذه4 قاعدة )الشكل زوج 267 تقريبا

 Insilico PCR مع النتائج النظرية لبرنامج

ampliphication. 
بعد تثبيت الظروف المثلى للبادئ المستخدم للتشخيص 

عزلة  38اجري الفحص الوراثي على  RCPفي تفاعل 
ارات ـبالاختب N.gonorrhoeaeا ـى انهـت علـشخص

سيطرة ايجابية الفحص المجهري واعتبرت الكيميائية الحيوية و 
(Control positiveفي تفاعل ) RCP  للتاكد من عمل

ودرجات  rmpالانزيم وعمل البادئ وارتباطه بتسلسل الجين 
 .RCPالحرارة المستخدمة في خطوات تفاعل 

 ولأجل التأكد من ان البادئ لا يرتبط مع التسلسل
 ةـأجريت سيطرة سلبي rmpن ـل الجيـر تسلسـغي

cimonGe 
AND 

332 

pb 
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(Control negative وذلك بأجراء تفاعل )PCR  لعينات
 .E.coliبكتيرية اخرى منها 

 

 
 rmpللكشف عن الجين  RCP: ناتج تفاعل (2لشكل )ا

 (. 2سم\فولت 7،دقيقة  60) %2 بأستعمال هلام الاكاروز
 

 عينات البكتيريا، 3,2,1قياسي، المسار M DNA)المسار
 9,8,7عينات المسحات المباشرة، المسار  6,5,4المسار 

، المسار E.coliبكتيريا  (ve-)عينات الادرار، المسار
(+ve) بكتيريا (N.gonorrhoeae. 

عينة ادرار باستخدام  80الوراثي على  اجري الفحص
وبنفس الظروف المستخدمة في التفاعل السابق  RCP تفاعل

 5موجبة و ( عينة%93.75)75 واظهرت النتائج ان هناك
عينة اعطت نتيجة سلبية يعود سبب ذلك الى طرق جمع 
العينات حيث على المريض الانتظار لمدة ساعتين قبل 
 اعطاء العينة ويجب تنبيه المريض على اعطاء اول

مليلتر من الاردار بعد مرور ساعتين على عدم التبول.  5
 Whiley et al. [6]والسبب الاخر قد يعود الى ما اشار اليه

الى وجود بعض المواد في الادرار مثل البروتينات والنترات 
 (.(crystalsوالهيموغلوبين والبلورات 

عينة مسحة مباشرة  80الوراثي على  اجري الفحص
وبنفس الظروف المستخدمة في  RCP باستخدام تفاعل

( %96.25)77 التفاعل السابق واظهرت النتائج ان هناك
نتيجة سلبية وقد يعود سبب ذلك عينة اعطت  3موجبة و عينة

الى ان الاشخاص الذين اخذت منهم العينات غير مصابين 
يكونون مصابين  او N.gonorrhoeae اصلا ببكتيريا

 والمسحة اخذت من مناطق لا تحتوي على بكتيريا.
اثبتت النتائج السابقة ان التشخيص بأستخدام تفاعل 

PCR  اكثر حساسية مقارنة مع طريقة الزرع والفحص
يمكن تشخيص بكتيريا  PCRوذلك لأن في تفاعل  المجهري

راض ـم اعـن الذين لديهـاص المصابيـالسيلان للاشخ
والاشخاص بدون اعراض على العكس من طريقة الزرع 

عامل مع الاشخاص الذين لديهم والفحص المجهري التي تت
ايضا  Whiley et al. [6اعراض فقط وهذا ما اشار اليه ]

لا تحتاج ان تكون البكتيريا حية  PCRوكذلك في تفاعل 
وبذلك سوف تكون جمع العينات ونقلها وخزنها اسهل 

ممكن ان تؤخذ من مناطق اصابة  PCRوالعينات في تفاعل 
يكون اسهل  PCRي تفاعل قليلة الغزو وكذلك اخذ العينات ف

بالنسبة للاشخاص الذين لديهم شك بالاصابة حيث تكون اقل 
احراجا وبعيدا عن القيود الدينية والاجتماعية وامكانية اجراء 

 التشخيص بعد اخذ العلاج ايضا.
ومن النتائج السابقة لكل من عينات الادراروالمسحات 

اكثر  % 96.25المباشرة اظهربأن حساسية المسحات المباشرة
 Laura[33[له  وهذا ما أشار % 93.75من عينات الادرار

Dize et al.  بأن حساسية تفاعلPCR  للمسحات المباشرة
مقارنة مع عينات الادرارالتي تصل  %100تصل الى 

 .Para-Shnchez et alويتفق كذلك مع  %88.9حساسيتها 

بأن حساسية المسحات المباشرة مقارنة مع عينات  [34]
 Sin على التوالي وقد أشار %99.4و  %100الادرار 

Hang Lee et al. [35] تسلسل الحمض النووي  الى معرفة
 .هو أداة مفيدة في التحقق من صحة التشخيص الجزيئي
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This study included 80 clinical samples 

from patients suspected to have gonorrhoea  

(a urine sample and two direct smears from 

each patient) from different areas of Baghdad, 

Kut and Suwairah regions, from private clinics 

and laboratories during November 2011 till 

June 2012. Cases caused by gonococci were 

diagnosed by finding the Neisseria 

gonorrhoeae bacteria in the samples using 

microscopic examination and culturing on 

cultures for all the 80 samples which included 

17 (21.25%) women and 63 (78.75%) men. 

Microscopy and culture revealed that 47 out of 

the 80 (58.75%) samples were positive: 

35(43.75%) of them diagnosed by both 

microscopy and culture on chocolate agar, 

Neisseria media and modified Thayer-Martin 

media; while 9 (11.25%) samples were 

diagnosed by microscopy alone (cultures were 

negative) and the remaining 3(3.75%) samples 

by culture alone (microscopy was negative). 

Results of the genetic diagnosis looking for the 

bacteria causing gonorrhoea using primers 

specific for the rmp gene which were specially 

designed for this study revealed that 77 

(96.25%) of the direct smears and 75 (93.75%) 

of the urine samples were positive. 

 

Keywords: Neisseria gonorrhoeae, rmp gene, 

gonorrhoe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


