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 الممخص

( سنة ومن كلا الجنسين 2-60ضى تتراوح أعمارهم بين )عميها من مر ة لوزتين تم الحصول ــ( مسح300ن مجموع )ــم

تشرين من فترة ميعانون من التهاب الموزتين من المراجعين لعدد من مراكز الرعاية الصحية الأولية في مدينة كركوك ل

سبحية القيحية مالمكورات الفقط من بكتريا  ة( عزل16( ، تم عزل )2013) أيار ى( ال2012الثاني )

Streptococcus pyogenes القياسية وتقنية تفاعل البممرة التسمسل  شخصت بواسطة الطرق البكتريولوجية

(PCR( باستخدام الجين التشخيصي )spy1258. ) 

( المسؤولة srtCو  srtA ،srtB) ( لمتحري عن الجيناتPCR) ـ( في تقنية الPrimersتم استخدام بادئات نوعية ) 

 مجين النتائج امتلاك كافة العزلات ل أظهرتوقد ، عمى التوالي (SrtC و SrtA ،SrtB) السورتيزعن التشفير لأنزيمات 

(srtA)( في حين %100وبنسبة )مجين ( عزلات فقط احتوائها ل7) أظهرت(srtB) أظهرتبينما ، ( (43.75%وبنسبة 

( 7أظهرت بان )المسبحية القيحية  تضخيم دنا البكتريا إن(. 81.25%وبنسبة )(srtC)  جين م( عزلة احتوائها ل13)

 . (SrtCو  SrtA ،SrtB) نواع الثلاثة من أنزيم السورتيزعزلات تمتمك الجينات لل 

 .إلتياب الموزتيف ، المكورات المسبحية القيحية ، أنزيمات السورتيز الكممات الدالة:
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ABSTRACT 

From a total of (300) throat swabs collected from patients suffering from tonsillitis whom 

they attend to some of Primary Health Care Centers in Kirkuk City during the period from 

November (2012) to May (2013).  Patients age were from (2-60) years .Only (16) isolates of 

Strep. pyogenes were obtained. These isolates detected by standard bacteriological methods 

and by Polymerase Chain Reaction (PCR) technique by detecting the presence of the 

diagnostic gene (spy1258). Specific primers were used for the detection of the genes (srtA, 

srtB and srtC) which encode for sortase enzymes (SrtA, SrtB and SrtC) respectively. The 

results showed that all of the (16) isolates of Strep. pyogenes contain the gene (srtA) with a 

percentage of (100%), while only (7) isolates with a percentage of (43.75%) contain the 

gene (srtB), whereas (13) isolates with a percentage of (81.25%) contain the gene (srtC). 

Streptococcus pyogenes DNA amplification reveal that only (7) isolates has had all  three   

enzymes.                                                                                                                                       

Tonsillitis , Streptococcus pyogenes , Sortase enzymes. Key words: 
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((Introduction المقدمة.1

مف الأمراض الشائعة والتي تصيب الأشخاص مف كلا الجنسيف وفي مختمؼ  Tonsillitis تياب الموزتيف يعد إل     

لتياب ىي بكتريا المكورات نواع البكتيرية المسببة لياا اإأىـ الأ، ومف [ 1]الأولى مف العمر احؿر الأعمار وخاصة في الم

 . [2]( مف الحالات10-20%التي تكوف مسؤولة عف حوالي ) Streptococcus pyogenesالمسبحية القيحية 

فيفة خ إصاباتف الأمراض تتراوح مف لتياب الموزتيف مدى واسع مالى إ باإضافة Strep. pyogenesتسبب بكتريا      

ة السمية خطرة ميددة لمحياة كمتلازمة الصدم إصاباتالى   Impetigoؼوالحص Pharyngitis ومعتدلة كالتياب البمعوـ

 أنيا كما Scarlet Fever( SFوالحمى القرمزية ) Streptococcal Toxic Shock Syndrome (STSS) المسبحية

  Rheumatic Fever( RFمثؿ الحمى الرثوية )  اإصابةلما بعد  متأخرةمضاعفات ك الأمراضتسبب العديد مف 

 . Acute Glomerulonephritis [3]( AGN) الحادلتياب كبيبات الكمى وا  

امؿ الضراوة التي حداث مدى واسع مف الأمراض الى امتلاكيا لمعديد مف عو عمى إStrep. pyogenes  تعود قابمية     

 Surfaceوالبروتينات السطحية  Capsuleرية مثؿ المحفظة يمف البنية المستضدية لمخمية البكت اً تكوف بعضيا جزء

proteins ه البروتينات بسطح اربط ى عممية في ميماً  التي تمعب دوراً  الأنزيمات، وىناؾ العديد مف [4] لمجدار الخموي

أىمية كبيرة بػػػيدؼ والتي اصبحت دراستيا اات   Sortase Enzymesالسورتيز  أنزيماتالخمية البكتيرية ومنيا مجموعة 

 .[5] إيجاد وتطوير عػػػوامؿ جػػديدة وغير مسبوقػػػة مػػف المضػػػادات البكتيريػػػة

مجاميع ىي :  أربعة الىالتي صنفت  و أظيرت الأبحاث الوراثية أف ىناؾ عائمة كبيرة ومتنوعة مف أنزيمات السورتيز     

(SrtA ،SrtB ،SrtC  وSrtD)  ونوع واحد مف ىده الأنواع يقوـ بربط معظـ البروتينات السطحية بالجدار الخموي في

( والأنواع SrtAوغالبا مايكوف الػ )House Keeping العديد مف البكتريا الموجبة لصبغة كراـ ويعتبر الأنزيـ الأساسي  

عزؿ  -:استيدفت الدراسة الحالية ما يأتي . [6]ثانوية ومكرسة لوظائؼ أكثر تخصصا  الأخرى تعتبر مساعدة أو

تشخيصية ؽ الائمف مرضى إلتيػػاب المػػػػوزتيف في مدينة كركوؾ باستػػخداـ الطر  Strep. pyogenesوتشخيص بكتريا 

قيد Strep. pyogenes  بكتريافي عزلات  ( (spy1258الكشؼ عف وجود الجيف التشخيصي البكتريولوجية والمصمية، 

و النوع     B، النوع Aالكشؼ عف وجود الجينات المشفرة لأنزيمات السورتيز النوع  و (PCR)داـ تقنية الػ الدراسة باستخ

C   عزلات بكتريافي   Strep. pyogenes  قيد الدراسة  باستخداـ تقنية الػ(PCR) . 
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 (Experimental)المواد وطرائق العمل .2 

 العينات  

لصحية مراكز الرعاية ا المصابيف بالتياب الموزتيف والمراجعيف لبعض شخاصالأ( مسحة لوزتيف مف 300جمعت )     

 Cotton Swaps ، ونقمت القطيلات(2013)الى أيار  (2012)في الفترة مف تشريف الثاني  الأولية في مدينة كركوؾ

جراءلغرض الاستنبات  الى المختبر وبدوف تأخير   نقمتو    .تضخيـ الدنا وا 

 

 العزل والتشخيص  

لتثبيط نمو البكتريا السالبة  ط انتقائيكوس  Azide blood agar (CDH, India)تـ استخداـ وسط اكار الدـ والازايد     

( ˚ 37)درجة حرارة غة كراـ والفطريات المتواجدة في الفـ ، زرعت عمييا المسحات المأخواة مف المرضى وحضنت في لصب

وتـ  . blood Agar (LAB, England)ت النامية عمى وسط اكار الدـزرعت المستعمراثـ  مفو  ساعة (24-48ـ لمدة)

 ؿمف خلاؿ ملاحظة  المنطقة الرائقة مف التحم [7] ؽ التشخيصية الماكورة فيائبالاعتماد عمى الطر  تشخيص البكتريا

، سالبة لفحص الكاتميز، النتيجة البصبغة كراـ، واصطباغ خلاياىا عمى وسط اكار الدـ تيااالتاـ التي تحيط بمستعمر الدموي 

وتلا زنيا مع المصؿ المضاد لمجموعة  ،( وحدة0.04او التركيز ) (BBL, USA) رص الباستراسيف التفريقيحساسيتيا لق

(Aضمف مجاميع لانسفيمد )  باستخداـ العدة التشخيصية الجاىزةStreptex Kit (Remel, England). 

 

 ( الجينومي DNAستخلاص الدنا )إ

مات الشركة جاء في تعمي قيد الدراسة حسب ما  Strep. pyogenes( الجينومي بكتريا DNAلاص الدنا )تـ استخ     

تـ قياس تركيز ونقاوة عينات الدنا بواسطة جياز قياس  ( . (Promega, USAالدنا الجينوميالمصنعة لعدة استخلاص 

أفضؿ نقاوة لمدنا تكوف مابيف    حيث إف  Nanodrop Spectrophotometer (ND-1000,USA)الكثافة الضوئية

 مايكروليتر.\( نانوغراـ 50-5(، وأفضؿ تركيز لمدنا مابيف )1.8 -1.6)
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 عمميات تفاعل البممرة المتسمسل 

وكالؾ الجينات المشفرة  (spy1258) تفاعؿ البممرة المتسمسؿ لمكشؼ عف الجيف التشخيصيعمميات أجريت      

 Strep. pyogenesبكتريا  شخصت بأنيا التي( في كؿ عزلة مف العزلات SrtC و SrtA ،SrtBلأنزيمات السورتيز )

( مايكروليتر 2)( احتوت عمى PCR) ( مايكروليتر مف خميط تفاعؿ الػ20كؿ ) .والمصمية حسب الفحوصات البكتريولوجية

       ( المجيز مف شركةpremix( مايكروليتر مف الػ )3بادئ الخمفي و )( مايكروليتر مف ال2)مف البادئ الأمامي و

(Bioneer, Korea( و )( مايكروليتر مف الػ)5DNA( المستخمص و )مايكروليتر 8 ) مف الماء المقطر الخالي مف

.  (1الجدوؿ )موضحة في  ىي وكما (Bioneer, Korea)البادئات المستخدمة تـ تجييزىا مف قبؿ شركة  .الايونات

( وتمت Long Gene, China) Thermal Cyclerممر الحراري الحمقي وتمت عمميات التضخيـ بواسطة جياز المب

 . (5) و( 4، )(3، )(2الجداوؿ )برمجة الدورات الحرارية لكؿ جيف وكما ىو موضح في 

 ( (PCRالبادئات المتخصصة المستخدمة في تفاعلات الػ (: 1)جدول

حجم  المصدر
التضخيم 

زوج 
 قاعدة

الهدف من 
 الاستعمال

 سم البادئا تتابع البادئ

تشخيص  407 [8]
بكتريا 
Strep. 

pyogenes 

AAAGACCGCCTTAACCACCT 
 

T GG CAA GGT AAA CTT CTA AAG CA 
 

Spy1258F 
 

Spy1258R 

التحري عف  500 [5]
 srtAجيف 

CTTAGGATCCGTCTTGCAAGCACAAATGG 
 

ATGTTCTCGAGCTAGGTAGATACTTGGTTATAAGA 

SrtAF 
 

SrtAR 
 

التحري عف  500 [9]
 srtBجيف 

GGTGTGGCAAAAGGCTAAGG 
 

GCACACACTACTTCTGCCC 

SrtBF 
 

SrtBR 
 

التحري عف  370 [9]
 srtCجيف 

GCATTTAAAACAGCTCAACAACAGCC 
 

GCCTTTGTTGGTCTTGATTGG 

SrtCF 
 

SrtCR 
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 (spy1258( بالنسبة لمجيف )(PCRخطوات البرنامج المستخدـ في تفاعؿ الػ (: 2)جدول

 عدد الدورات الزمن درجة الحرارة الخطوات

 1 ( دقيقة 4) ( ـ˚94) المسخ الأولي
  ( ثانية20) ( ـ˚94) المسخ

 ( ثانية20) ( ـ˚50) الارتباط 30
 ( ثانية45) ( ـ˚72) الاستطالة

 1 ( دقيقة7) ( ـ˚72) الاستطالة النهائية

 

 (srtAبالنسبة لمجيف ) (PCR)خطوات البرنامج المستخدـ في تفاعؿ الػ (: 3)جدول

 عدد الدورات الزمن درجة الحرارة طواتالخ

 1 ( دقيقة3) ( ـ˚94) المسخ الأولي
  ( دقيقة 2) ( ـ˚94) المسخ

 ( دقيقة1) ( ـ˚56) الارتباط 28
 ( دقيقة1) ( ـ˚72) الاستطالة

 1 ( دقيقة10) ( ـ˚72) الاستطالة النهائية

 

 ( (srtBلنسبة لمجيف ( با(PCRخطوات البرنامج المستخدـ في تفاعؿ الػ (: 4)جدول

 عدد الدورات الزمن درجة الحرارة الخطوات

 1 ( دقيقة5) ( ـ˚94) المسخ الأولي
  ( دقيقة 1) ( ـ˚94) المسخ

 ( دقيقة1) ( ـ˚45) الارتباط 30
 ( دقيقة1) ( ـ˚72) الاستطالة

 1 ( دقيقة10) ( ـ˚72) الاستطالة النهائية
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 (srtC( بالنسبة لمجيف )(PCRخدـ في تفاعؿ الػ خطوات البرنامج المست(: 5)جدول

 عدد الدورات الزمن درجة الحرارة الخطوات

 1 ( دقيقة2.5) ـ( ˚95) المسخ الأولي
  ( ثانية 30) ـ( ˚94) المسخ

 ( ثانية30) ـ( ˚51) الارتباط 30
 ( ثانية30) ـ( ˚72) الاستطالة

 1 ( دقيقة7) ـ( ˚72) الاستطالة النهائية

 

( دقيقة 50-60( لمدة )1%)ربائيا عمى ىلاـ الاكاروز بتركيز وتـ الكشؼ عف نواتج التضخيـ بترحيؿ العينات كي     

لمحزـ المتكونة عف نواتج التضخيـ بالمقارنة مع الحزـ اات  الجزيئية  الأحجاـ( فولت ، وتـ تقدير 70وبفرؽ جيد مقداره )

( بعد Bioneer, Korea)( والمجيز مف شركة 100bp DNA Ladderلمدليؿ الحجمي ) لمعمومةالأوزاف الجزيئية ا

 (.U.V Lightفحص اليلاـ تحت الأشعة فوؽ البنفسجية )

 

 (Results & Discussion) والمناقشةالنتائج .3

تتراوح و ( مسحة لوزتيف مف مرضى يعانوف مف التياب الموزتيف مف كلا الجنسيف 300تـ في الدراسة الحالية جمع )     

في مدينة كركوؾ لمفترة مف تشريف الثاني  الأوليةة يمف مراكز الرعاية الصح قد توافدوا عمى عدد( 2-60مارىـ بيف )أع

                    لمدـ نوع بيتا( عزلة بكتيرية عائدة لممكورات المسبحية المحممة 32تـ الحصوؿ عمى ) .(2013) أيار( لغاية 2012)

Beta-hemolytic Streptococci(BHS) ( مف 10.66%وبنسبة )وىي قريبة مف النسبة التي  معيناتل المجموع الكمي

وكانت  [،11,12,13,14[. في حيف جاءت النسبة منخفضة مقارنة بعدد مف الدراسات المحمية ]10حصمت عمييا الباحثة ]

أي ما يشكؿ  Strep. pyogenes (Group A Streptococci)ة القيحية ( عزلة منيا تابعة لممكورات المسبحي16)

. [13,15]ىاه النسبة جاءت متقاربة مع النسبة التي حصؿ عمييا باحثوف آخروف ( و BHS( مف مجموع عزلات الػ )%50)
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، كما جاءت منخفضة بالمقارنة مع دراسات [12,14,16]في حيف جاءت مرتفعة مقارنة مع دراسات أخرى محمية وعالمية 

 .[10,11,17]محمية أخرى 

( وىي نسبة منخفضة 5.33%) نسبة Strep. pyogenes المجموع الكمي لمعينات شكمت عزلات بكتريا وضمف      

يمكف أف يعزى اختلاؼ نسب العزؿ  .[16,18,19,20,21,22,23]بالمقارنة مع دراسات عديدة محمية، عربية وعالمية 

اختلاؼ أىداؼ الدراسة والفئات العمرية  (2)اختلاؼ التقنيات المستخدمة في عزؿ البكتريا،  (1)الى عدة أسباب منيا: 

التناوؿ  (3)التي تعتمد عمييا الدراسة، فالدراسات التي تجرى عمى فئة الأطفاؿ تكوف نسبة العزؿ فييا أكثر مف غيرىا، 

الموسـ الاي يتـ فيو جمع العينات يؤثر أيضا  (4)العشوائي لممضادات، مما ينتج عنيا أحيانا نتيجة زرع سالبة خاطئة، 

عمى نسبة عزؿ البكتريا إا أف بعض المواسـ تكوف فيو نسبة اإصابة أكثر مف غيرىا نظرا لمظروؼ المناخية وحالات 

 الحالة الاقتصادية والاجتماعية لممرضى قيد الدراسة . (5)الازدحاـ، 

 ( وأظيرت النتائجPCR) بواسطة تقنية الػStrep. pyogenes  لات بكترياتـ في الدراسة الحالية تأكيد تشخيص عز        

( زوج قاعدة في جميع 407الوزف الجزيئي ) او( spy1258وجود الحزمة التشخيصية لمجيف ) (1)الشكؿالموضحة في 

ة الفحص ( ضمف مجاميع لانسفيمد بواسطAالعزلات التي أعطت نتيجة موجبة لمتلازف مع المصؿ المضاد لممجموعة )

في تشخيص عزلات البكتريا قيد الدراسة وجاءت ىاه النتيجة  )%100( كانت حساسة )PCRتقنية الػ ) أفأي ، المصمي

اا  [16]في حيف كانت مختمفة مع دراسة أخرى قاـ بيا   [13 ,8]تائج دراسات أخرى في أجريت مف قبؿمتطابقة مع ن

( عزلة مشخصة بالطريقة المصمية أي 24) أصؿ( عزلة مف 21) ( فيspy1258عمى نتيجة موجبة لوجود الجيف )حصؿ 

  ( بالنسبة لوجود ىاا الجيف .87.5%( كانت حساسة بنسبة )PCR) الػ أف

 

 

 

 

 

 



     Kirkuk University Journal /Scientific Studies (KUJSS)   
Volume 10, Issue 2, June 2015 , p.p(227-241) 

ISSN 1992 – 0849                         
 

 
Web Site: www.kujss.com   Email: kirkukjoursci@yahoo.com,  

kirkukjoursci@gmail.com  

 
235 

 

 

 

 

 

 

باستخداـ بادئات متخصصة  Strep. pyogenes( لدنا عزلات بكتريا PCRالترحيؿ الكيربائي لنواتج الػػ )(: 1)الشكل  

 .( التشخيصي(spy1258عف الجيف  لمكشؼ

 (bp DNA Ladder 100الدليؿ الحجمي ) Mالمسار 

 ((spy1258حاوية عمى الجيف  Strep. pyogenesلدنا عزلات بكتريا  (PCR)( نواتج الػ 12-1المسار )

 Negative control( السيطرة السالبة  Cالمسار )

 (2)الشكؿ( الموضحة في PCRنتائج عممية الػ ) رتأظيالسورتيز  لأنزيماتوفيما يتعمؽ بوجود الجينات المشفرة      

( وجاءت ىاه النتيجة مطابقة srtA( لمجيف )100%قيد الدراسة وبنسبة ) Strep. pyogenesبكتريا  عزلات امتلاؾ جميع

           ( ىو السورتيز الأساسي في بكترياsrtAوىاا ما يؤكد باف ) [9,19,24] محمية وعالمية أخرىلنتائج دراسات 

Strep. pyogenes .ويقوـ بربط العديد مف البروتينات بسطح الخمية البكتيرية 

 

 

 

       

 

         

          

 ((srtA( لمكشؼ عف جيف PCRالترحيؿ الكيربائي لنواتج تفاعؿ الػػ )(: 2)انشكم
 ((srtAحاوية عمى الجيف  Strep. pyogenesلدنا عزلات بكتريا  (PCR)(  نواتج الػ 12-1المسار )
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( 7امتلاؾ ) ب(-3أ( و)-3)الشكميفالموضحة في  (PCR) نتائج عممية الػ أظيرت( فقد srtBبالنسبة لمجيف ) أما     

ومختمفة مع النتائج التي تـ الحصوؿ  [24]عميو اربة لما حصؿ ( لياا الجيف وىي نتيجة مق43.75%عزلات فقط وبنسبة )

لتابعة ا Strep. pyogenes( ميـ في بعض سلالات بكتريا srtB، ويعتقد باف الجيف )[19 ,9] أخرىعمييا في دراسات 

 بأنووجد  ( ااT6وربما ىاه السلالات تشفر لبروتينات سطحية محددة مثؿ البروتيف ) لعدد محدود مف الأنماط المصمية

 ( مف المكونات الرئيسية لأىداب بكترياT6، كما وجد باف )[24] موجود فقط في السلالات الحاوية عمى ىاا الجيف

Strep.  pyogenes [[25.  

  

    

 

 

      

 

 

 

 قيد الدراسة Strep. pyogenes( مف عزلات بكتريا 81.25%( عزلة وبنسبة )13أظيرت النتائج امتلاؾ ) كما      

موجود بشكؿ واسع في البكتريا الموجبة لصبغة كراـ  الأنزيـ( وىاا SrtC) للأنزيـ( المسؤوؿ عف التشفير srtCلمجيف )

مضيؼ ، خلايا ال بأسطحوالتي ىي ميمة في عممية  التصاؽ البكتريا  للأىدابالمكونة  الأساسيةووظيفتيا ربط الوحدات 

 ،Aالأنواع الثلاثة ) أفحاؿ فاف نتائج ىاه الدراسة تشير الى  أيةوعمى  ،Biofilm [26]وكالؾ في تكويف الغشاء الحيوي 

B وC يشفر ليا في عزلة واحدة مف بكتريا  أف( لأنزيمات السورتيز يمكفStrep. pyogenes . 

 

 

 

 (srtB)عف جيف لمكشؼ ( PCRبائي لنواتج تفاعؿ  الػػ )الترحيؿ الكير  :(3)الشكل
 (srtB)حاوية عمى الجيف    Strep. pyogenesلدنا عزلات بكتريا  (PCR)( نواتج الػ 6,7,8 9,11,12,16المسار )
غير حاوية عمى    Strep. pyogenesلدنا عزلات بكتريا  (PCR)( نواتج الػ 1,2,3,4,5,10,13,14,15المسار )

 (srtB)الجيف 
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