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 معلومات البحث:  الخلاصة:

عينة من التربة الملوثة بالمخلفات العضوية  من ثلاث محافظات عراقية  25جمعت 

وهي محافظة صلاح الدين ممثلة بقضاء سامراء و بيجي والدجيل ومحافظة بغداد 

ومحافظة كركوك ممثلة بمركز  تشمل كل من أبوغريب ومركز بغداد والمحمودية

كركوك والحويجة وداقوق وشخصت العزلات  مظهرياً عن طريق شكل المستعمرة 

ً من خلال تفاعلها مع صبغة كرام بالإضافة الى ذلك  ولونها ورائحتها ومجهريا

 Catalase ،Oxidase ،IMVICبعض الاختبارات الكيموحيوية التي شملت )

test، Biofilms  production test  ،Kligler Iron test واستخدم ،)

VITEK 2  عزلات  9للتأكيد من تشخيص العزلات واظهرت النتائج الحصول على

علاوة على ذلك اجري اختبار ،  Pseudomonas aeruginosaتعود لبكتريا 

)انتشار اقراص المضادات الحيوية(  Kirby-Bauerفحص الحساسية تبعاً لطريقة 

( (Clavulanic ،(PI) Piperacillin ،GEN( TCC) شملتانواع  8باستعمال 

Gentamycin( ،AK )Amikacin،Ceftazidime (CAZ) ،(IPM) 

Imipenem( ،MPP )meropenem ،Ciprofloxacin(CIP)  وقد اظهرت

نتائج اختبار الحساسية لعزلات التربة تباين مختلف في مقاومتها وحساسيتها. بينت 

لبادئات متخصصة لجين  PCRنتائج التشخيص الجزيئي بأستخدام تقنية 

16SrRNA وأبرونphzABCDEFG جميع العزلات البكتيرية تعود للنوع  ان

P.aeruginosa   16لأحتوائها على الجين النوعيSrRNA  اظهرت نتائج ، بينما

 لأبرون  P.aeruginosaاختبار البلمرة المتسلسل لعزلات بكتريا 

phzABCDEFG  عدم امتلاك جميع العزلات المعزولة من التربة على اوبرون

phzABCDEFG  باستثناء العينة(S6)15 . 
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 المقدمة:

منها التربة ولها القدرة علىى وتتواجد في بيئات متعددة لتي االأنواع الشائعة  من Pseudomonas aeruginosaتعد بكتريا 

إذ تتواجىد انىواع الزائفىة . [1]البيئىات استعمال مدى واسىع مىن المىواد العضىوية كمصىادر للغىذاء، لىذلك فهىي تسىتوطن العديىد مىن 

كفلورا طبيعية عند الانسان وفي التربة والماء وعلى السطوح الملامسة لهمىا وعلىى سىطوح النباتىات  P. aeruginosaالزنجارية 

بالإضافة الى وجودها بشىكل متكىرر فىي الميىاه المعدنيىة المعبىأة وميىاه الحنفيىة كمىا لىوحي وجودهىا فىي الخضىار  ،]2[والحيوانات 

 .]4, 3 للأكل[الجاهزة 

المىاء المقطىر وفىي المختبىر وتسىتخدم ابسىع انىواع  النمىو فىيبىأن لهىا احتياجىات غذائيىة بسىيطة اذ تسىتطيع بكتريا ال هذه تمتاز

الأوساط الغذائية للنمو كما تتحمل مدى واسع من الظروف الفيزيائية ومنها درجة الحرارة، كذلك فهي مقاومة للتراكيىز العاليىة مىن 

 .]5[و في البيئات الرطبة وهذه الصفات الطبيعية لها شاركت في نجاحهىا البيئىي الاملاح والصبغات أضافة الى ذلك فهي تميل للنم

عرفىىت بكتريىىا الزائفىىة الزنجاريىىة بكونهىىا واسىىعة الإنتشىىار فىىي مختلىىف انىىواع التىىر ، فقىىد عزلىىت لأول مىىرة مىىن التربىىة مىىن قبىىل 
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Ringen  وDrake (.(1952  إذ تتواجىىد فىىي التىىر  الزراعيىىة وكىىذلك فىىي التىىر  الملوثىىة Polluted soils هم فىىي والتىىي تسىى

درتها فىىي تحطىىيم تفكيىىك المركبىىات الكربونيىىة، كمىىا تعمىىل علىىى تقليىىل تلىىوث التىىر  الحاويىىة علىىى النفايىىات الصىىناعية عىىن طريىىق قىى

والأحمىىىىا   insecticidesوالمبيىىىىدات الحشىىىىرية  2Zn+والزنىىىىك  2Co+والكوبلىىىىت  2Cd+الكىىىىادميوم المعىىىىادن الثقيلىىىىة مثىىىىل 

كمىىا يمكىىن ايضىىاً ان تنمىىو فىىي التىىر  الملوثىىة بىىالنفع الخىىام حيىىث يسىىتخدم الىىنفع . ]Hydrocarbons ]fatty6الهيدروكاربونيىىة 

للتربة الملوثة  Biodegradationأثبتا من خلالها قابلية البكتريا على المعالجة الحيوية  ]7[ففي دراسة أجراها  كمصدر كربوني

 .بالنفع الخام 

انتشىىاراً واسىىتعمالاً فىىي جميىىع دول العىىالم والاسىىا  الىىذي تعتمىىد عليىى  معظىىم  الاكثىىر PCRتعىىد تقانىىة تفاعىىل البلمىىرة المتسلسىىل        

الكشىىف عىىن الاحيىىاء المجهريىىة اذ توجىىد العديىىد مىىن الجينىىات  فىىيالدراسىىات البحثيىىة وهىىو مىىن طىىرق التشىىخيص السىىريعة والدقيقىىة 

وابىىىرون  16SrRNAباسىىىتخدام بىىىوادة نوعيىىىة منهىىىا شىىىف عىىىن بكتريىىىا الزائفىىىة الزنجاريىىىة الكالتشخيصىىىية التىىىي يىىىتم مىىىن خلالهىىىا 

phzABCDEFG   ]8[.  هدفت الدراسىة الىى عىزل بكتريىا الزائفىة الزنجاريىة مىن التربىة وتشخيصىها والتحىري عىن امتلاكهىا علىى

 .(  phzABCDEFGاوبرون 

 المواد وطرائق العمل

ً عينات عشوائيالجمعت  جمع العينات: من مواقع مختلفة،  15/6/2022ولغاية  15/1/2022عينة ابتداءً من تاريخ  25وبواقع  ا

التربة الملوثة بالمواد العضوية  منالعينات  اخذتموزعة على ثلاثة محافظات هي محافظة صلاح الدين وبغداد وكركوك  وقد 

المعلومات  يا  بلاستيكية معقمة سجل عليهاة في اكسم بواسطة مجرفة مختبرية معقمة، وجرى حفي عينات الترب10عمق وب

مل 1مل من الماء المقطر المعقم وتم اخذ  900غرام من التربة واذابت  في 100وزن  اجريونقلت للمختبر، الخاصة بكل عينة 

 .الصلب الزائفة الزنجارية ووسع الصلب مغذيوسع زراعت  على  الذي تمالتخفيف الخامس  الىمن  واجراء سلسلة من التخافيف 

ً من خلال شكل المستعمرة ولونها ورائحتها وتفاعلها مع صبغة كرام بالإضافة الى ذلك اجريت بعض شخصت العزلات  مظهريا

(، Catalase ،Oxidase ،IMVIC test، Biofilms production test  ،Kligler Iron testالاختبارات الكيموحيوية )

تم التأكد من تشخيصها من ثلاث  بعد انعزلات  9. اخذت للتأكد من الانواع المعزولة  Vitek2بأستخدام جهاز الفايتك  شخصت ثم

في قضاء أبوغريب ومركز  ممثلةهي صلاح الدين ممثلة بأقضية سامراء وقضاء بيجي وقضاء الدجيل، محافظة بغداد  محافظات

، S1وقضاء داقوق ورقمت العينات كالأتي  بغداد وقضاء المحمودية، ومحافظة كركوك متمثلة بمركز كركوك وقضاء الحويجة

S2 ،S3 ،S4 ،S5 ،S6 ،S7 ،S8،S9 . وعلى التوالي   

  الاوساط الزرعية:

 Ready-made mediaالأوساط الزرعية الجاهزة 

سع مولر هنتون الصلب و، وMacConkey Agarالجاهزة وهي وسع الماكونكي الصلب  حضرت جميع الاوساط الزرعية

Muller Hinton Agarسع نقيع القلب والدماغ الصلب و، وBrain Heart Infusion Agar ،مرق نقيع القلب والدماغ و

Brain Heart Infusion Broth ،الوسع المغذي الصلب وNutrient Agar ،المرق المغذي وNutrient Brothسع و، و

مرق ماء الببتون و،  Kliger Iron agarسع كليكر الحديد الصلبو، وSimmon-Citrate Agarسيمون ستريت الصلب 

Peptone Water Broth،مرق المثيل الأحمر والفوكس بروسكاور  وMR/VP Broth اعتماداً على تعليمات الشركات ،

 2باوند/ انج 15وتحت ضغع م ο 121عقمت الاوساط الزرعية بالمؤصدة بدرجة حرارة ثم المصنعة لها والمسجلة على العبوة، 

ساعة قبل  24ولمدة  مο 37بعد صبها بالأطباق أو انابيب الاختبار بحسب متطلبات التجربة وبدرجة دقيقة، وحضنت  15ولمدة 

 .]9[الاستعمال للتأكد من خلوها من التلوث 

  Synthetic mediaالاوساط الزرعية التركيبية 

 اذ Hifluoro Pseudomonas agarسىع هىايفلور الصىلب وو الصىلب،الزائفىة الزنجاريىة  التركيبة وسعشملت الاوساط 

الىىدم الصىىلب  ووسىىع اسىىا . ] Pseudomonas aeruginosa ]10عىىزل ثلاثىىة سىىلالات مىىن بكتريىىا  الوسىىع فىىييسىتعمل هىىذا 

Blood agar base   الحال للكشف عن قدرة البكتريا على إنتاج الانزيم  لذي استعملاHemolysin [11]. 

 Congo red agarوسط احمر الكونغو الصلب 

غىم /لتىر اكىار ومىن  10غم/لتر كلوكوز و 50غم /لتر من مرق نقيع القلب والدماغ مع 37حضر هذا الوسع عن طريق خلع 

غم/لتر من صبغة الكونغو الحمراء، مسحوق صبغة الكونغىو الاحمىر حضىر كمحلىول مىائي مركىز وعقىم بصىورة منفصىلة  0.8ثم 

مزج الخليع جيىداً  مο 45لوسع الاخرى وبعدها اضيف المسحوق للوسع المعقم بعد ان ترك ليبرد عند درجة حرارة عن مكونات ا

بالعزلات البكتيرية وحضىنت الاطبىاق فىي الحاضىنة بدرجىة حىرارة لقح الوسع  ،)بتريبلاستيكية معقمة )بعد ذلك صب في اطباق 
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37 ο( سىىاعة، اعتبىىرت المسىىتعمرات السىىوداء ذات المظهىىر البلىىوري الجىىاف نتيجىىة موجبىىة للعىىزلات البكتيريىىة  48-24لمىىدة ) م

 في الكشىف يستعمل هذا الوسع المكونة للغشاء الحيوي، بينما سجلت المستعمرات الوردية كنتيجة سالبة لإنتاج الأغشية الحيوية اذ 

 .[12]على الاسطح الصلبة  Biofilmوية المظهري على تكوين طبقة الاغشية الحي

     Identification of bacterial isolatesتشخيص العزلات البكتيرية 

 حيوية وشملت والاختبارات الكيموالمزرعية والمجهرية شخصت العزلات البكتيرية اعتماداً على الفحوصات المظهرية 

 Morphological Examinationالتشخيص المظهري 

 مثىلالبكتيريىة الناميىة علىى الاوسىاط الزرعيىة الخاصىة بىالزرع  الصىفات المظهريىة للمسىتعمراتشخصت البكتريا على اسىا       

ووسىىع  Agar  Hifluoroالصىىلب هىايفلوروسىىع و  Pseudomonas aerugionsa Agarوسىع الزائفىىة الزنجاريىىة الصىىلب 

المسىىتعمرة ولونهىىا والرائحىىة المنبعثىىة منهىىا وقىىدرتها علىىى أنتىىاج  بالاعتمىىاد علىىى كىىل مىىن شىىكل Blood Agarالىىدم الصىىلب اسىىا  

 .[13]الصبغات  

  Microscopic  Examination  التشخيص المجهري

وتثبيتهىا علىى الشىريجة الزجاجيىة ومىن ثىم صىبغها بصىبغة  Smearفحصت العزلات البكتيرية مجهرياً عن طريق أخذ مسحة       

 (.  Christensen ،1982كرام وبعدها فحصت تحت المجهر لملاحظة تفاعلها مع الصبغة فضلاً عن شكل وترتيب الخلايا )

   Biochemical Testsالفحوصات الكيموحيوية  

  مجموعىىىة إختبىىىاراتوتشىىىمل  Ps.aeruginosaاجريىىىت الفحوصىىىات الكيموحيويىىىة مىىىن اجىىىل تشىىىخيص عىىىزلات بكتيريىىىا     

IMViC والتي تتضمن اختبار انتاج الانىدولIndol Production Test اختبىار المثيىل الاحمىروMethyle red test اختبىار و

 إختبىار الاوكسىيديزو Citrate utilization testاختبىار اسىتهلاك السىترات وVoges Proskauer Test فىوكس بروسىكاور

Oxidase  Test  اختبار الكتاليز و Catalase  test اختبىار النمىو علىى  وسىع كليكىر الحديىد و Iron(TSI) Kligler اختبىار و

 .Hemolysin production testانتاج الهيمولايسين 

العديىد والتىي تضىمنت  Ps.aeruginosa ا لتشىخيص بكتريى VITEK-2تم استخدام نظام  VITEK-2 :التشخيص بأستخدام جهاز

 .[14]من الخطوات على النحو التالي

 : Preparation of bacterial suspensionتحضير المعلق البكتيري 

  Ps.aeruginosa( سىاعة مىن بكتريىا 24-18)بعمر حضر المعلق البكتيري بأستخدام العود الخشبي تم اخذ مستعمرة منفردة 

ومزجت للحصول على معلق بكتيري ثىم  Normal Salineمل من المحلول الفسلجي  3حاوي على  Kantubeفي انبو  خاص 

 (.0.63-0.5الذي كانت كثافت  ضمن المدى )  Densichekتم قيا  كثافت   المعلق بواسطة جهاز 

 :Inoculation of identification cardتلقيح كارت التشخيص 

 .[15]وتم ادخالها الى الجهاز وفقاً  لقحت البطاقات

 

     Antibiotics sensitivity testاختبارات الحساسية للمضادات الحيوية 

اجىىري الاختبىىار حسىىب مىىا ورد فىىي طريقىىة (، 1كمىىا مبىىين بالجىىدول رقىىم ) مىىن مضىىادات حيويىىة  8اسىىتعمل فىىي هىىذا الاختبىىار 

Bauer  باستعمال وسع مولر هنتون الصلب  (1966)وآخرونMuller Hinton Agar رت المستعمرات البكتيريىة بنقىل ، حُض ِّ

سىاعة  24ولمىدة  مο  (35-37(وحضىنت بدرجىة حىرارة   Nutrient Brothمىل مىن المىرق المغىذي  5حزء من المستعمرة الى 

تىم غمىر ماسىحة قطنيىة معقمىة  ( خليىة/ مىل810× 1.5قورنت عكورة النمو مع عكىورة محلىول ماكفرلانىد القياسىي والىذي يسىاوي )

Sterile Swab  دقيقىة لغىر  التشىر  والىتخلص مىن  15في العالق البكتري ونشرت على وسع اكار مولر هنتون وتركىت لمىدة

سىاعة  24لمدة  مο ) 35-37 المضادات الحيوية على الأطباق وحضنت بدرجة حرارة)الرطوبة الزائدة بعدها جرى توزيع اقراص 

 .[16]ومقارنتها بالجدول القياسي للجنة الوطنية لمعايير المختبرات السريرية  Interscience بجهاز تم قيا  مناطق التثبيع
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 اقراص المضادات الحيوية المستعملة في الدراسة: 1 جدول
 الشركة المصنعة تركيز القرصMg/ disc المختصر اسم المضاد ت

1 Amikacin AK 30 Bioanalyse 
 

 

 

6 Ceftazidime CAZ 10 

4 Ciprofloxacin CIP 5 
2 Clavulanic TCC 15 

5 Gentamycin GEN 10 

8 Imipenem IPM 10 

7 Meropenem MRP 10 

3 Piperacillin PI 100 

 

 Molecular identification التشخيص الجزيئي

 ABIOpure لخطىوات الشىركة المصىنعةالحمض النووي الجيني من النمو البكتيري وفقًا  لعز :DNA Extractionعزل الدنا 

 : الاستخلاص بالخطوات الأتية وكان

مىل، وبعىدها نبىذت أنابيىب الأبنىدروف  2مل من العالق البكتيرية في الوسع المغذي السائل ووضىع فىي ابنىدروفات سىعة1نقُل  -1

 واحتفي بالراسب. Supernatantالطافي  أهملدورة/ دقيقة لمدة دقيقتين،  13000بجهاز الطرد المركزي بسرعة 

، راسب الخلايا البكتيرية فىي انابيىب الأبنىدروف لايا البكتريا الى المحلل لخ CLمايكروليتر من المحلول المنظم  200اضيف  -2

 ومزجت محتويات الانابيب جيداً بوساطة الماصة الدقيقة. 

أنابيىب الأبنىدروف المحتويىة علىى راسىب خلايىا  إلىى  Proteinase K مىايكروليتر مىن الأنىزيم الحىال للبىروتين 20 اضيف -3

دقيقىىة ولزيىىادة عمليىىة التحلىىل  30لمىىدة  م56οبعىىد ذلىىك حضىىنت ألانابيىىب عنىىد Vortexالبكتيريىىة، ثىىم مزجىىت الانابيىىب بجهىىاز

  .دقيقة 30لمدة  م70οحضنت مرة ثانية عند 

وحضىنت  Vortex بجهاز لأنابيب الأبندروف  ثم مزجت مكونات الانابيب BL مايكروليتر من المحلول المنظم 200 اضيف -4

 .دقيقة 30لمدة   م 70ο عند

بعىدها نقىل  .جيىداً  لخلطهىا Vortex ومزجىت بجهىازمن الإيثىانول المطلىق إلىى انابيىب الأبنىدروف،  مايكروليتر 200اضيف  -5

 بعناية.  Mini-Columnالخليع الى انابيب الجمع المحتوية على فلاتر

الطافي ونقلىت الفلاتىر الىى المحلول  أهملذلك  بعد 6.000gXدة دقيقة بسرعة منبذت انابيب الجمع بجهاز الطرد المركزي ول -6

 جديدة.انابيب جمع 

الى انابيب الجمع المحتوية على الفلاتر ثىم نبىذ  بجهىاز الطىرد المركىزي  BWمايكروليتر من المحلول المنظم  600اضيف  -7

 .ووضع الفلاتر في انابيب جمع اخرى الرائقمن التخلص تم  6.000gXولمدة دقيقة بسرعة 

تىىم  ثىم. 6.000gX بجهىاز الطىىرد المركىزي لمىدة دقيقىة بسىىرعة ونبىذت TWلىىول المىنظم محال مىايكروليتر مىن 700 اضىيف -8

 .التخلص من الرائق ووضع الفلاتر في انابيب جمع جديدة

 محلىول الغسىل بقايىا لمدة دقيقة واحدة لإزالىةgX 13.000 نبذت الانابيب الحاوية على الفلاتر بجهاز الطرد المركزي بسرعة -9

 .مل جديد 1.5 العازل، ثم تم وضع الفلاتر في أنبو  سعة

الطىرد  بجهىاز وحضىن  لمىدة دقيقىة واحىدة بدرجىة حىرارة الغرفىة ثىم نبىذت AE مايكروليتر من المحلول المىنظم 100 اضيف -10

 مο 20- دقائق بعد ذلك تم التخلص من الفلاتر والاحتفاظ بالدنا المسىتخلص بدرجىة حىرارة 5لمدة  gX 5.000المركزي عند 

 .لحين الاستخدام

 

 Quantitation of DNAنقاوة المادة الوراثية   

العمىل مىن جىودة العينىات لتطبيقىات  استخدم مقيا  التألق الكمي للكشف عن تركيز الحامض النىووي المسىتخرج وكىذلك للتأكىد

تىم  بعىدها  Quantifluor صىبغة مخفىفمىن  مىايكروليتر DNA ،200 مىن الحىامض النىووي مايكروليتر 1اضيف لكل  الأخرى،

 .دقائق من التحضين في درجة حرارة الغرفة، تم الكشف عن قيم تركيز الحامض النووي 5 وبعد مضي ،خلطهم

 Gel Electrophoresisالترحيل على هلام الأكاروز 

 كالأتي: ]Samaila ]17حضرت المحاليل والدوارة المستعملة في الترحيل الكهربائي وفقاً لطريقة 
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 Solutionsالمحاليل 

1 X TAE buffer  

Loading Dye 

 DNA ladder marker 

 Ethidium Bromide (10mg / ml). 

 TAE 1X bufferمحلول 

 8.5المحلول للوصول الى  pHمل من الماء المقطر ثم عدل  500غرام من مادة هيدروكسيد الصوديوم في  4حضر بإذابة 

pH  لتر.1الحجم بالماء المقطر الى  أكملوذلك بإضافة حامض البوريك، ثم 

 Ethidium Bromide صبغة بروميد الأثيديوم

مل من المىاء المقطىر وحفظىت  10ملغم من مسحوق الصبغة في  100ملغم/ مل وذلك بإذابة  10حضر محلول الصبغة بتركيز     

 لحين الأستعمال. م 40οفي قنينة معقمة ومعتمة في درجة حرارة 

 DNAطريقة تحضير هلام الأكاروز وعملية الترحيل للـ 

وتمىت  TAE 1Xمىل مىن  100غىرام مىن مسىحوق الأكىاروز الىى  1.5% وذلك بإذابىة 1.5حضر هلام الأكاروز بتركيز .1

 / Ethidium Bromide (10mgصبغة مايكروليتر من  1إضافة  بعدها تم Microwaveالاذابة بوضع  في جهاز 

ml) إلى الأكاروز Agarose 60) أجل الاختلاط وتجنب الفقاعات وبعىد ذلىك تىرك المحلىول ليبىرد عنىد تقليب  من، وتم-

)50 οم. 

 wellsلتكىوين الحفىر  Combبإحاطة أبعىاده الاربعىة بشىريع لاصىق قىوي ثىم ثبىت المشىع   TrayGelجهز قالب الهلام  .2

صب الهلام بعناية في القالب لمنع حدوث فقاعىات هوائيىة وتىرك الهىلام ليتصىلب ثم  DNAالتي تستعمل لتحميل عينات الـ 

 رفع اللاصق بعد تصلب الهلام. دقيقة 30في درجة حرارة الغرفة لمدة 

ورفع المشىع برفىق وغطىي الىدارة  TAE 1Xالمملوء بدارة  Tankوضع القالب مع الهلام الصلب في حو  الترحيل  .3

 سطح الهلام.

المجهىز مىن شىركة  Loading Dyeمىايكروليتر مىن صىبغة التحميىل  2مىن نمىاذج عينىات الىدنا مىع  رمىايكروليت 5مىزج  .4

Promega  الامريكية باستخدام الماصة الدقيقةMicropipate،  ً مىع مراعىاة  ثم حملت بعناية الى الحفىر المعمولىة سىابقا

 .من سطح الحفرة ةعدم خروج العين

، دقيقىة 15أمبيىر لمىدة 100v/mعلىى مىرحلتين الاولىى بقىوة  Electrophoresisرحلت العينات وذلىك بتشىغيل جهىاز  .5

 Ethidium bromideبروميىد الايثيىديوم  بصىبغةالمصبغ دقيقة، فحص الهلام  45امبير لمدة  v/m150والثانية بقوة 

وصىور  UV Transilluminator في غرفة مظلمة وذلك بعد تعريضى  للأشىعة فىوق البنفسىجية وذلىك بأسىتعمال جهىاز

  رقمية.الهلام بأستعمال كاميرا 

 Primer preparationالبوادئ    تحضير

 ،2كما موضح بالجدول   بشكل مجفف بالتجميد  Macrogenتم توفير جميع البادئات الخاصة بجينات دراستنا من قبل شركة 

بيكومىول لكىل مىايكروليتر لتكىوين محلىول الخىزن  100 نهىائي قىدرهتم إذابة البوادة في مىاء خىالم مىن الأيونىات لإعطىاء تركيىز إذ 

Stock Solution  مىايكروليتر مىن محلىول الخىزن 10، تىم تحضىير محلىول العمىل لجميىع  البادئىات بإضىافةStock Solution 

 10مىىايكروليتر مىىاء خىىالي مىىن الأيونىىات للحصىىول علىىى محلىىول العمىىل الفعىىال بتركيىىز  90إلىىى ( -Cο20المخىىزن فىىي الفريىىزر )

 .[18]مايكروليتر اعتماداً على ما ذكر 20بيكومول لكل مايكروليتر واجري التفاعل بحجم نهائي 
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 لتشخيص البكتريا المعزولة من التربة البوادئ المستخدمة  :2جدول 
 

 اسم البادئ

 Primer Name 

Sequence 5`-3`درجة حرارة الالتحام التسلسل 

Annealing 

Temp. (°C) 

 حجم الحزمة

Product 
size (bp) 

Reference رالمصد  

 

 

16SrRNA-F 

16SrRNA-R 

GGGGGATCTTCGGAACCTCA 
TCCTTAGAGTGCCCAAACCCG 

60 956 
ahmed) ، 2022) 

phzABCDEFG-F 

phzABCDEFG-R 

CCGTCGAGAAGTACATGAAT 
CATAGTTCACCCCTTCCAG 

وآخرون،   448 60 Jamileh (

(2012 

 

    Detection of genesالكشف عن الجينات

 20بحجىىم تفاعىىل كلىىي مقىىداره  phzABCDEFG و ابىىرون 16SrRNAلجىىين  PCRحضىىر خلىىيع تفاعىىل البلمىىرة المتسلسىىل 

 . 3 الجدول عينة وحسبمايكروليتر لكل 

محتويات تفاعل البوادة :3جدول   

التفاعل مكونات  عينة واحدة 

Master Mix 10 µl 
Forward primer  1 البادة الامامي µl  
Reverse primer 1 البادة العكسي µl 

Nuclease Free Water ماء منزوع
 الأيونات

5 µl 

DNA Template 3 دنا القالب µl 
Total volume20 الحجم الكلي µl 

 

 Thermocyclerمزجت مكونات التفاعل جيداً باستعمال ماصة دقيقة معقمة ثم وضعت الانابيب في جهاز المبلمر الحىراري 

 بعناية لإنجاز التفاعل باستعمال البرنامج الخاص ب .

  16SrRNAالمستخدم لمضاعفة بادئ الجينات  PCRبرنامج تفاعل البلمرة المتسلسل 

 .[19]من قبل موصي بها كما  4 على عدة خطوات حسب الجدول 16SrRNA لجينباتضمن برنامج التفاعل الخاص 

 

 16SrRNAالمستخدم لمضاعفة الجين  PCRبرنامج تفاعل البلمرة المتسلسل  :4جدول 

عدد  C m:s° الخطوات

 الدورات

 

Initial Denaturation المسخ الأولي   95 05:00 1  
Denaturation 30 00:30 95 المسخ 

 

 
Annealing 60-52 الإلتحام  00:30  

Extension الإستطالة    72 00:30  
Final extension مرحلة الإستطالة النهائية    72 07:00 1  

 

 phzABCDEFGالمستخدم لمضاعفة بادئ الاوبرون  PCRبرنامج تفاعل البلمرة المتسلسل 

 .[20]وصى بهاا ممك 5حسب الجدول  عدة خطواتعلى  phzABCDEFGلأوبرون  با تضمن برنامج التفاعل الخاص    

 

 phzABCDEFG المستخدم لمضاعفة الاوبرون  PCRبرنامج تفاعل البلمرة المتسلسل  :5جدول 

عدد  C m:s° الخطوات

 الدورات

 

Initial Denaturation المسخ الأولي   94 05:00 1  
Denaturation 30 00:30 94 المسخ 

 
 

Annealing   00:30 60  الإلتحام
Extension الإستطالة    72 00:30  

Final extension مرحلة الإستطالة النهائية    72 10:00 1  
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ابرون و  16SrRNA رحل ناتج التفاعل الخاص ببوادة الجبن PCR بعد انتهاء عملية تفاعل البلمرة المتسلسل

phzABCDEFG والمصبوغ بصبغة %1.5 على هلام الأكاروز بتركيز Ethidium bromide  وفحص بواسطة جهاز

U.VTransilluminator 16، للكشف عن الحزم الخاصة ببوادة الجينSRNA(956bp) والأبرون phzABCDEFG 

(448 bp). 

 النتائج والمناقشة

 العزل والتشخيص

 كىرام،عزلت تسعة عينات والتي يعتقد بأنها تعود للزائفة الزنجاريىة بعىد تشخيصىها اوليىاُ فعنىد تصىبيغها كانىت سىالبة لصىبغة  

 Pseudomonas Agarنموهىا علىى وسىع الزائفىة الزنجاريىة الصىلب  عنىدنموهىا عصىوية الشىكل، كمىا اظهىرت العىزلات عنىد 

Base ضىر مصىفر وعنىد تنميتهىا اخكىان لىون المسىتعمرة رائحىة تشىب  رائحىة العنىب و ولماعة وانتجتها ذات مستعمرات كبيرة بأن

ظهىىرت المسىىتعمرات ذات لىىون اصىىفر لإنتاجهىىا صىىبغة اHifluoro Pseudomonas Agar علىىى وسىىع هىىايفلور الصىىلب 

 ذات اللون الاخضر المصفر. Pyoverdinالبايوفردين  

 

  P.aeruginosaالتشخيص الكيموحيوي لبكتريا 

 Citrateاسىىتهلاك السىىترات و Oxidaseوالاوكسىىيديز  Catalaseموجبىىة لاختبىىار الكتىىاليز  بأنهىىا 6 نتىىائج الجىىدولتبىىين 

utilization وKligler Iron سىىىالبة لاختبىىىار الأنىىىدول وأحمىىىر المثيىىىل وMethyle red  والفىىىوكس بروسىىىكاور Voges-

Proskauer  اما بالنسبة لاختبارS2H  ( فقد اظهرت نتيجة سالبة. )9، 3، 1فكانت معظم العزلات موجبة سوى  

 P.aeruginosa الأختبارات المستخدمة في تشخيص بكتريا: 6جدول 

 اسم العزلات ت
G+ve 

Catalase 

 

Oxidase 

 

Indol 

 

MR-VP 

Test 

Cimmon 

Citrate 

S2H Kligler 

Iron 

1.  S1)سامراء( - + + - - + - + 

2.  S2)بيجي( - + + - - + - + 

3.  S3)الدجيل( - + + - - + + + 

4.  S4)ابوغريب( - + + - - + + + 

5.  S5)بغداد( - + + - - + + + 

6.  S6)محمودية( - + + - - + + + 

7.  S7)كركوك( - + + - - + + + 

8.  S8)حويجة( - + + - - + + + 

9.  S9)داقوق( - + + - - + - + 

 

 اختبار تكوين الاغشية الحيوية 

)بغىىداد( S5)بيجىىي( و S2)سىىامراء( و S1ان العينىىات  Biofilmلإنتىىاج الغشىىاء الحيىىوي  نتىىائج اختبىىار عينىىات التربىىة بينىىت 

)الىىدجيل( و S3بقابليتهىىا علىىى انتىىاج الاغشىىية الحيويىىة بينمىىا كانىىت العينىىات  امتىىازت)داقىىوق(  S9)حويجىىة( و S8)كركىىوك( وS7و

S4ابوغريب( و(S6  غير قادرة على انتاج الاغشية الحيوية وتتعار  هذه النتىائج مىع مىا توصىل اليى )بدراسىتهم  [21])المحمودية

على إنتاج الأغشية الحيوية بأستخدام تقنية الاليىزا  المأخوذة من مصادر مختلفة كالمياه الجوفية والتربة العزلات البكتيريةحول قدرة 

% كانت ضعيفة او متوسطة لإنتىاج الاغشىية 61.3لات كانت غير منتجة للأغشية الحيوية و% من العز6.8 نتاجهم بأن اظهرت اذ 

% تنتج الأغشية الحيوية .ان السبب في اختلاف النتائج يعود الى طبيعة ونوع العينة بالإضافة الى الموقع الجغرافىي 31.8الحيوية و

مىن خىلال قىدرتها  يأتيالأغشية الحيوية وقابليتها على احداث المر   الذي جمعت في  العينة اذ ان قدرة الانواع البكترية على إنتاج

 .[23,22]على مقاومة العديد من المضادات الحيوية فضلاً عن مقاومتها للظروف البيئية المختلفة 

 

 Diagnosis by VITEK 2 system Result 2نتيجة التشخيص بأستخدام جهاز الفايتك

 P.aeruginosaتعىود لبكتريىا المشخصة سىابقاً عزلات بأن التسعة  VITEK 2جهاز الفايتكباستخدام نتائج التشخيص  بينت  

%S6(99 )%( و95)S5%( و95)S4%( و93) S3%( و90)S2%( و88)S1والمعزولىىىىة  التربىىىىة بنسىىىىب احتماليىىىىة بلغىىىىت 
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يعىىد مىىن البطاقىىات اللونيىىة(  ( اسىىتخدامVITEK 2البايوكيميائيىىة لنظىىام  ان الاختبىىارات%S9(91 .)و) 93%)S8%( و93)S7و

 .[24]السريع عن البكتريا  للكشفواسعة الانتشار في المستشفيات ويستعمل الاختبارات 

 الحيوية للمضادات  P.aeruginosa حساسية عزلات بكتريا

المضىادات  ثمانيىة انىواع مىن  المعزولة من التربىة تجىاه P.aeruginosaظهرت نتائج اختبار فحص حساسية عزلات بكتريا ا

عينىىة البكتريىىا كانىىت  حيىىث )1والشىىكل )  7بالجىىدول  الحيويىىة اذ بينىىت النتىىائج تبىىاين فىىي نسىىب المقاومىىة والحساسىىية للعىىزلات كمىىا

وعينىة  CAZ، PI  ،CIP ،GEN ،MRPوحساسىة للمضىادات  TCC  ،AK  ،IPMالمعزولة من قضاء سامراء مقاومة للمضادات 

،  CIPومقاومىة للمضىادات  TCC ،PI ،AK ،CAZ ،MRP ،IPMالبكتريا المعزولىة مىن قضىاء بيجىي  كانىت حساسىة للمضىادات 

GEN  اما البكتريا المعزولة من قضاء الدجيل فكانت متعددة المقاومة اذ  كانت مقاومىة لبقيىة المضىاداتTCC ،CIP ،GEN ،AK ،

CAZ ،MRP ،IPM  وحساسة فقع للمضادPI. 

، TCC ،PI ،CIP ،GEN ،AK ،CAZامىا عينىة البكتريىىا المعزولىة مىن قضىىاء أبىو غريىب فكانىىت حساسىة لجميىع المضىىادات  

MRP ،IPM  اما عينة البكتريىا المعزولىة مىن مركىز بغىداد فكانىت حساسىة فقىع لمضىادPI  ومقاومىة لجميىع المضىادات المسىتخدمة

TCC ،CIP ،GEN ،AK ،CAZ ،MRP ،IPM  وعينىىىة البكتريىىىا المعزولىىىة مىىىن قضىىىاء المحموديىىىة فكانىىىت حساسىىىة لنىىىوعين مىىىن

امىا عينىة البكتريىا المعزولىة  .TCC ،CIP ،GEN ،CAZ ،MRP ،IPMومقاومة لبقية المضىادات المسىتخدمة  PI ،AKالمضادات 

وعينىة  TCC ،CIP ،GEN ،CAZ ،IPMومقاومىة لبقيىة المضىادات  PI ،AK ،MRPمن قضاء كركوك كانت حساسة للمضىادات 

، CIPومقاومىة لبقيىة المضىادات المسىتخدمة  TCC ،PIالبكتريا المعزولة من قضاء الحويجة فكانت حساسة لنوعين مىن المضىادات 

GEN ،AK ،CAZ ،MRP ،IPM  امىىا عينىىة البكتريىىا المعزولىىة مىىن قضىىاء داقىىوق فكانىىت حساسىىة للمضىىاداتPI ،GEN ،AK 

مىىىن خىىىلال النتىىىائج  نلاحىىىي ان عىىىزلات التربىىىة كانىىىت اغلبهىىىا مقاومىىىة  . TCC ،CIP ،CAZ ،MRP ،IPMومقاومىىىة للمضىىىادات 

اذ  [25]وبمقارنىىة نتىىائج هىىذه الدراسىىة مىىع الدراسىىات الاخىىرى ففىىي دراسىىة اجراهىىا  TCC ،CIP ،GEN ،CAZ ،IPMللمضىىادات 

% لكىىل مىىن مضىىادات 100نسىبة المعزولىىة مىىن التربىة مقاومىىة كبيىىرة وب P.aeruginosaابىدت عىىزلات بكتريىىا الزائفىة الزنجاريىىة 

Clavolanic acid ،Amoxicillin،Cephoxitin ،Ceftazidime  ،Cortimoxazole ،Erythromycin  فىي حىين اقىل

، Imipenem% لمضىىىىادات 100، الا انهىىىىا كانىىىىت حساسىىىىة وبنسىىىىبة Chloramphenicol% لمضىىىىاد 90مقاومىىىىة وبنسىىىىبة 

Meropenem ،Polymyxin B ،Ciprofloxacin ،Amikacin ،Gentamicin  60فىىي حىىين ابىىدت حساسىىية وبنسىىبة %

 P.aeruginosaعزلىة مىن بكتريىا  44. وفي دراسة اخرى تم من خلالها عىزلPefloxacin ،Gatifloxacinلكل من مضادات 

عزلة منها مقاومة وتم الكشف عن العزلات المقاومة من الميىاه  والتربىة  15عزلة منها حساسة و 29من مصادر بيئية وصنفت الى 

و  Ceftriaxone% والمضىىىىىىادان  Cefotaxime18.2الملوثىىىىىة بالهيىىىىىىدروكاربونات إذ كانىىىىىت العىىىىىىزلات مقاومىىىىىة للمضىىىىىىاد 

Imipenem  بينمىا كانىت المضىادات %25.0بنسىبة ،Cefepime ،Ciprofloxacin ،Gentamicin  كانىت فعالىة ضىد جميىع

 .[21]العزلات 

 للمضادات الحيوية Pseudomonas aeruginosaحساسية اختبارنتائج  :7جدول 

التركيز  المضاد الحيوي

 )مايكروغرام/قرص(

 العزلات الحساسة

 )العدد)%

 العزلات متوسع الحساسية

 )العدد)%

 العزلات المقاومة

 )العدد )%

Amikacin( AK) 30 5 (55.5( 0 (0.0( 4 (44.4( 

Ceftazidime (CAZ) 10 3(33.3( 0 (0.0( 6 (66.6( 

Ciprofloxacin (CIP) 5 2(22.2( 0 (0.0( 7 (77.7( 

Clavulanic (TCC) 15 3(33.3( 0 (0.0( 6 (66.6( 

Gentamycin (GEN) 10 3(33.3( 0 (0.0( 6 (66.6( 

Imipenem (IPM) 10 2(22.2( 0 (0.0( 7 (77.7( 

Meropenem (MRP) 10 4(44.4( 0 (0.0( 5(55.5( 

Piperacillin ( PI) 100 9(100( 0 (0.0( 0(0.0( 
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 للمضادات الحيوية Pseudomonas aeruginosaحساسية  نتائج اختبار :1 شكل

 
 Molecular identification التشخيص الجزيئي

 Pseudomonas aeruginosa لعزلات بكتريا 16SrRNAالكشف الجزيئي للجين التشخيصي  

عىزلات ( نانوغرام/مىايكروليتر ل 30-20) واما التراكيز فقد كانت  ما بىين)  1.9-1.5تراوحت نقاوة الحامض النووي من  ) 

باسىىتخدام بىىادة نىىوعي للجىىين  PCRتفاعىىل البلمىىرة المتسلسىىل  التسىىعة بعىىدها اجىىري  P.aeruginosa بكتريىىا الزائفىىة الزنجاريىىة 

 bp956لدينا حزمة ذات حجم جزيئىي  تبين%، 1.5، وبعد الترحيل الكهربائي على هلام الأكاروز بتركيز 16SrRNAالتشخيصي

وهىىىي الحزمىىىة التىىىي أشىىىارت المصىىىادر العلميىىىة الىىىى ظهورهىىىا عنىىىدما تكىىىون العينىىىة المطلىىىو  الكشىىىف عنهىىىا تعىىىود الىىىى بكتريىىىا 

P.aeruginosa وهذا يتوافىق مىع مىا توصىل  ،2ل شك )18-10%  لعينات التربة والمرقمة من )100هور للجين بلغت وبنسبة ظ

Ahmed[19]  عزلىىة تعىىود الىىى جىىنس  20اذ بىىين ان العىىزلات والبىىالغ عىىددهاP.aeruginosa  وتىىم التأكىىد منهىىا بالاعتمىىاد علىىى

16SrRNA وبأستخدام تقنية البلمرة المتسلسل PCR ،  العزلات عند الكشف عنهىا بجهىازكما كانت جميع Vitek2  تعىود الىى نفىس

والمعزولة مىن مصىادر مختلفىة لكونى  يمتلىك تسلسىل ثابتىاً  Ps.aeruginosaفي تشخيص بكتريا 16SrRNAيستخدم الجين  النوع.

 ،[26]لكل نوع من الانواع البكتيرية الاخرى 

 
الترحيل على هلام الاكاروز  بعد  Ps.aeruginosaبكتريالعزلات  16SrRNA(bp956)نتائج تضخيم بادة الجين  :2شكل 

  Ladder 100bp= الدليل الحجمي M وهي مرتبة كالأتي: Ethidium bromideوالمصبغ بصبغة  %1.5وبتركيز 

، S1 ،S2 ،S3تمثل العينات المعزولة من التربة وهي تمثل الأرقام ) )18، 17، 16، 15، 14، 13، 12، 11، 10العينات )

S4 ،S5 ،S6 ،S7 ،S8 ،S9.) 
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 Pseudomonas aeruginosa  بكتريالعزلات   phzABCDEFG الكشف الجزيئي عن اوبرون

   phzABCDEFGباستخدام بادة الاوبرون  Ps.aeruginosaلعزلات بكتريا  PCRتظهر نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل   

مما يعني عدم  تعزلاالجميع  ل 3كما بالشكل بعد التشخيص كيمو حيوياً عدم ظهور الحزمة اعلاه  bp448ذات الحجم الجزيئي 

في دراستهم  Nowroozi [27]الي  . وهذا يتعار  ما اشار  15باستثناء العزلة رقم   phzABCDEFGاحتوائها على الاوبرون 

امتلاك هذه مدى لعينات تم جمعها من مصادر مختلفة شملت عينات سريرية و عينات من التربة و من النبات تم خلالها التحري عن 

 Phenazine Biosyntheticالعزلات للجينات المسؤولة عن انتاج صبغة البايوسيانين والتي تشمل اوبرون تكوين الفينازين 

Operons  وجيناتphzM  وphzS  اذ ظهرت نتائج الترحيل احتواء جميع العزلات المعزولة من الحالات السريرية والبيئية ،

المتفرع من  في الموقع Ps.aeruginosa، يبدأ التخليق الحيوي للبايوسيانين في بكتريا phzABCDEFG   .[28]على اوبرون  

بواسطة  Phenazine-1- Carboxylic acid(PCA)الى   Chorismic acidاذ يتحول حامض  Chorismic acid حامض

الى  PCAفيعمل على تحويل  Methyltransferaseانزيم  phzMبعد ذلك ينتج الجين  phzABCDEFGانزيمات من اوبرون 

5-Methyl PCA  بعد ذلك يتم اضافة مجموعة الهيدروكسيل بواسطة انزيم ،Flavoprotein Monooxygenase  والذي

تؤدي الى انخفا   phzABCDEFG.ان حصول أي طفرة في اوبرون  Pyocyaninالى بايوسيانين  phzSن يشفر من قبل الجي

والتي تشفر  Ps.aeruginosaمن الجينات المهمة والتي تتواجد فقع في بكتريا  phzSو  phzMفي تخليق البايوسيانين لذا تعد 

 .[29]لأثنان من الانزيمات المهمة في تكوين البايوسيانين 

 

 
بعد الترحيل على هلام الاكاروز وبتركيز   Ps.aeruginosaلعزلات بكتريا phzABCDEFGنتائج تضخيم بادة الاوبرون  :3شكل 

، 12، 11، 10، العينات ) Ladder 100bp= الدليل الحجمي M وهي مرتبة كالأتي: Ethidium bromideوالمصبغ بصبغة  1.5%

 .(S1 ،S2 ،S3 ،S4 ،S5 ،S6 ،S7 ،S8 ،S9تمثل العينات المعزولة من التربة وهي تمثل الأرقام ) )18، 17، 16، 15، 14، 13
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 الاستنتاجات

 ،لتربة الملوثة بالمخلفات العضويةفي ا Pseudomonas aeruginosaالانتشار الواسع لبكتريا الزائفة الزنجارية ان 

بينما لا تمتلك اغلب العزلات على اوبرون  16sRNAاظهر التشخيص الجزيئي أمتلاك جميع العزلات على جين 

phzABCDEFG  الاعتماد علي  في التشخيص نلا يمكوبذلك. 
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Twenty-five samples of contaminated soil with organic waste were 
collected from three iraqi governorates: Salah Al-Din Governorate, which 
included the city of Samarra, Baiji, and Dujail, Baghdad Governorate, 
which included Abu Ghraib, Baghdad Center, Mahmudiyah, and Kirkuk 
Governorate, which included Kirkuk, Hawija, and Daquq. The isolates 
were diagnosed phenotypically by the shape of the colony, its color and 
odor, and microscopically by its interaction with the gram stain. In 
addition,some biochemical tests were carried out, including(Catalase, 
Oxidase, IMVIC test, Biofilms production test, Kligler Iron test).The use of 
the Vitek 2 system to confirm the diagnosis of the isolates,as 9 isolates of 
P. aeruginosa bacteria were isolated, and the sensitivity test was 
conducted according to the Kirby-Bauer method (antibiotic disc 
diffusion) and using 8 types that included (TCC) Clavulanic, (PI) 
Piperacillin, )GEN) Gentamycin , (AK) Amikacin, Ceftazidime (CAZ), (IPM) 
Imipenem, (MPP) meropenem, Ciprofloxacin (CIP), as the results of the 
sensitivity test for soil isolates showed a different variation in their 
resistance and sensitivity. The results of the molecular diagnosis using 
PCR technique for specialized primers for the 16SrRNA gene and the 
phzABCDEFG operon showed that all bacterial isolates isolated from the 
soil belong to the type P.aeruginosa because they contain the specific 
gene 16SrRNA, while the results of the polymerase chain reaction of the 
isolates of P.aeruginosa bacteria showed the phzABCDEFG operon Not all 
isolates have the phzABCDEFG operon except for sample (S6)15. 
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