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     عزل وتشخيص أنواع جنس الضمات من عينات الروبيان الطازج والمجمد وتأكيد تشخيص النوع 

Vibrio parahaemolyticus  تفاعل البلمرة المتسلسل تقنيةباستخدام   
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  خصملال  

تم جمع  إذ .)الروبيان(من عينات الغذاء البحري  V.parahaemolyticus البحث اهتماماً بعزل وتشخيص جرثومة أولى     

 .أ عينة روبيان مجمدة تركية المنش20وسواق المحلية لمدينة البصرة بعد اصطيادها مباشرة  عينة روبيان طازجة من الا40

 ساعات ثم 8لمدة ) APW( انتخابي وهو ماء الببتون القاعدي غير غناء تضمنت الاغناء في وسطن للإااستخدمت طريقت

  ساعة ثم التلقيح على وسطي24مدة ل) Salt Polymyxin Broth  )SPBالاغناء في وسط انتخابي وهو وسط 

Thiosulphate Citrate Bile Sucrose agar )TCBS(و AASC) Arabinose Ammonium Sulphate Cholate 

agar .(كيد تشخيص العزلات أ تم تكما ،اجريت الاختبارات الشكلية والكيموحيوية للمستعمرات النامية على الوسط الانتخابي

 Vibrioكيد تشخيص جرثومة واخيرا تم تأ. ولأول مرة محليا) ChromagarTM Vibrio) CVباستخدام الوسط المولد للون 

parahaemolyticus  باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل للتحري عن الجين tox R . اظهرت النتائج عزل الانواع حيث      

V. parahaemolyticus ,Vibrio vulnificus ,Vibrio alginolyticus ,Vibrio mimicus  20، %45بنسب بلغت% ،

على  من عينات الروبيان المجمدة %15، %25، %20، %35بيان الطازجة وبنسب  من عينت الرو% 17.5،% 37.5

 CVوحيوية مع التشخيص باستخدام الوسط المولد للون مكما تبين انسجام التشخيص للعزلات باستخدام الاختبارات الكي. التوالي

 25  عزلة من مجموع22 امتلاك V. parahaemolyticusوبينت نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل لتأكيد تشخيص جرثومة 

  . الذي يعد جين خاص بالنوعtox Rللجين 
  

  . ، الروبيان، تفاعل البلمرة المتسلسلVibrio parahaemolyticus :الكلمات الدالة

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Isolation and  Identification Species of Vibrio Genus from Fresh and Frozen 
Shrimp and Confirmation the Identification of Vibrio parahaemolyticus by 

Polymerase Chain Reaction Technique 
 

Shaker G. Jerjees                                 Amera M. Al-Rawi  
Department of Biology/ College of Science/ University of Mosul 

 
ABSTRACT  

        This research was concerned with the isolation and identification of Vibrio parahaemolyticus 
from seafood (shrimp) samples. (40) samples of freshly harvested shrimp from the local markets in  
Al-Basra city and twenty (20) samples of frozen shrimp (Turkey origin) were collected. Two 
enrichment methods were  used for the enhancement of the growth and isolation of vibrio species, 
which include enrichment in non selective medium Alkaline peptone water (APW) for 8 hours and 
then in selective broth salt polymyxin broth (SPB) and then plated on two solid selective media, 
ThioSulphate Citrate Bile Sucrose agar (TCBS) and Arabinose Ammonium Sulphate Cholate agar 



  الراويشاكر غازي جرجيس و أميرة محمود 
 

 

63

(AASC) and morphological, cultural and biochemical tests were performed on the colonies grown 
on selective media, then we confirmed the identification by using the chromogenic medium 
ChromagarTM Vibrio for the first time locally. Finally tox R based polymerase chain reaction was 
used to cofirm the identification of V. parahaemolyticus. The results showed the isolation of Vibrio 
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio alginolyticus, Vibrio mimicus in percentage 45%, 20%, 
37.5%, 17.5% from fresh shrimp, 35%, 20%, 25%, 15% from the frozen shrimp respectively. The 
results also showed that there is an accordenance between biochemical tests and ChromagarTM 
Vibrio. The results of tox R based PCR revealed that 22l25 of V. parahaemolyticus contain the tox R 
gene which is species-specific gene. 
 
Keywords: Vibrio parahaemolyticus, Shrimp, Polymerase Chain Reaction.    

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  
  المقدمة

موجبة  ،غير مكونة للسبورات ،منحنية الشكل عصيات ،هوائية اختيارية لا ، جنس الضمات جراثيم سالبة الكرامأنواعتعد      

 إذ  .) Austin, 2010 ( المثبط للضمات0129سواط قطبية ويتثبط نموها بالمركب بأ متحركة ، الاوكسيديز والكتاليزيلاختبار

 عديدة منها مع أنواع وترتبط ،من ملح الطعامعالية  مقاومة لتراكيز لأنها بصورة طبيعية في بيئات البحارهذه الجراثيم تتواجد 

 .Vنينسان مثل النوعغذية وفسادها كما تعد بعض انواعها ممرضة بصورة متخصصة للإالامراض المنقولة بالأ

parahaemolyticus  و Vibrio. cholerae ن أ الا  نوعا65ً يضم جنس الضمات ،التي تسبب الامراض المعوية الخطرة 

 .V. cholerae,V. mimicus ,V. hollisae ,V. damsel ,V fluvialis ,V  نسان وهيفت كممرضات للإ منها وص نوعا12ً
 furnissii ,V carchariae ,V. metschniciovi ,V. cincicnateinsis,  V. vulnificus, V. parahaemolyticus 

)Nair et al., 2009(،  الأنواعوتعد  V. cholerae ,V. parahaemolyticus ,V. vulnificus من الناحية أهمية الأكثر 

نها مسببات رئيسة أوصفت الضمات بكما  .)Austin, 2010( غذيةلة عن معظم الامراض المنقولة بالأوالسريرية والمسؤ

 .Vتنتشر جرثومة ، حيث)Wagley et al., 2009(المعوي المرتبط باستهلاك الاغذية البحرية  - للالتهاب المعدي
parahaemolyticus مراض المرتبطة باستهلاك القشريات والاسماك  للأاً رئيساً البحرية وهي مسببالبيئات بصورة واسعة في

لة ومعوية متوسطة الى شديدة وتكون مسؤ -  ن تسبب اصابات معديةأالطازجة او غير المطبوخة او الملوثة بعد الطبخ ويمكن 

 ).Feldhusen, 2000( الانواع الاخرى من الضمات ع اصاباتمن مجموع الامراض المنقولة بالغذاء مقارنة م% 25عن 

 ,ت عدة بروتوكولات للتحري عن النوعينأ طرق عديدة للتحري عن جراثيم الضمات في عينات الاغذية البحرية ثم نشتستخدم
V. cholerae  V. parahaemolyticusغير ي وسط  في العينات المختلفة ومنها بروتوكول الخطوتين من الاغناء الاول ف

 اًن هذا البرتوكول يعد مستهلكألا إ TCBS ثم الاغناء في وسط انتخابي والتلقيح على الوسط الصلب الانتخابي القياسي انتخابي

 .V   و V. alginolyticusبعض سلالات عنV. cholerae   يميز جرثومة   لاTCBSللجهد والوقت اضافة الى ان وسط 

fluvialisوجرثومة V. parahaemolyticusعن النوعين  mimicus,V.vulnificus. V. )Donovan and Van, 1995.(   

 TDH انتاج التوكسينين  منهاما تمتلكه من عوامل ضراوةو V. parahaemolyticus وبسبب ضراوة جرثومة

التقليدية ثم التشخيص غذية البحرية باستخدام الطرق الزرعية  اجراء التقييم الميكروبي للأيتمولغرض منع الاصابة بها   TRHو

لذا تشير  ).Croci et al., 2007( والتي من سلبياتها انها تعطي نتائج موجبة كاذبة او نتائج سالبةبالاختبارات الكيموحيوية 

اغلب الدراسات المهتمة بالتقييم الميكروبي لعينات الاغذية البحرية الى ضرورة اجراء الاختبارات الجزيئية مثل تفاعل البلمرة 

 لعزلات المشخصة اولا بالطرق المظهرية والكيموحيوية لتلافي اخطاء التشخيص الروتينياتشخيص  كيدأجل تلمتسلسل لأا

)Sujeewa et al., 2009; Kim et al., 1999 .( ان ادخال المواد المتفلورة والمولدة للون مباشرة الى الوسط الزرعي

نواع الجراثيم ادى الى التمييز الدقيق للجراثيم المختلفة اضافة الى أالصلب للكشف عن الفعالية الانزيمية المتخصصة ب
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ظهر الاوساط المولدة للون حساسية  تُوعموماً). Manafi, 1996( التشخيص السريع مباشرة على اوساط العزل الاولية

ة لعزل افراد الضمات والتمييز  ظهرت اوساط مولدة للون عديدوتخصصية فائقة مقارنة مع الاوساط الانتخابية التقليدية وحديثاً

 الأنواع عن V. parahaemolyticus ,V. cholare   التي تميز النوعينVibrio ChromID TM فيما بينها مثل اوساط 

 .V    لجرثومةاً و تفريقياً انتخابيوالذي يعد ايضاً Chromagar TM Vibrio كما اكتشف وسط اخر هو ، من الضماتالأخرى

parahaemolyticus  من خلال ظهور مستعمرات بنفسجية اللون خاصة بها فيما تظهر الانواع الاخرى الأنواععن بقية 

  .)Eddabra et al., 2011 ( ألزرعي على الفعالية الانزيمية على المادة الاساس الموجودة في الوسط مختلفة اعتماداًاألوان
  

  المواد وطرائق العمل

 .جنوب العراق ووضعت في قنانٍ معقمة / المحلية في محافظة البصرة عينة روبيان طازج من الاسواق40جمعت 

 في  جميعهاووضعت في قنانٍ معقمة وحفظت) ذات المنشأ التركي( عينة روبيان مجمدة من الاسواق المحلية 20 جمعت وكذلك

  .ات البكترويولوجية عليهحفظت بالتجميد لحين اجراء الاختبارامن ثم  على الثلج لحين ايصالها الى المختبر وصندوق حاوٍ

 قطع غم من 25 عينات الروبيان الطازجة وغسلت بالماء المقطر المعقم تحت الظروف المعقمة ثم وزن أغلفة أزيلت

 أجريت ،10-1والخليط يمثل التخفيف  وسحقت بالخلاط APW القاعدي الببتون ماء وسط من  3سم 225واضيفت الى الروبيان 

 ساعة 8 وحضنت لمدة APW من وسط 3سم 10 من التخافيف الاخيرة الى 3سم 1 ثم نقل 10-5سلسلة تخافيف منها لغاية 

وحضنت ) SPB( من وسط البوليمكسين والملح السائل 3سم 10 الى 3سم 1م وبعد انتهاء فترة التحضين نقل منها °37بدرجة 

 TCBSى اوساط العزل الاولي الانتخابية  منها حملة لوب ولقحت بطريقة التخطيط علنقلم °37 ساعات بدرجة حرارة 6لمدة 
  ).Chrom agar TM Vibrio) Hara-Kudo et al., 2003 وسط،

 الى NaClمن % 3مع اضافة (حضرت حسب تعليمات الشركة المجهزة  : في العزل والتشخيص الغذائية المستخدمةالأوساط

  دقيقة15م لمدة °121 بالموصدة بدرجة وضبط الاس الهيدروجيني، وعقمت) Kaysner and De paola, 2004(كل وسط 

  .)Koneman et al., 2006 ; Kaysner and Depaola, 2004(كر في  على ما ذُاعتماداً

، الناقل  Carry Blairوسط، )SPB(البوليمكسين والملح السائل ، )APW(ء الببتون القاعدي ما : الآتيةالأوساطوشملت 

، الأساس الأحمرالفينول ، ماء الببتون، مولر ديكاربوكسيليز السائل، TCBSوسط  التربتون الصلب، التربتون السائل،

، وسط كار الحديد ثلاثي السكريات آ،ماء الببتون والكلوكوز والفوسفيت ،وسط الحركة، النتراتوسط مرق  ،سايمونس ستريت

 ,.Koneman et al  ؛ Chrom agar TM Vibrio )Kaysner and De Paola, 2004 وسط ،الملوحة تحمل وسط، العج

2006.(  

، اختزال باريتكوفاكس، المثيل الاحمر،  شف الاوكسديز، الكتاليز،وا كو Gram stainصبغة كرام  حضرت

  ).Benson, 2003،Atlas et al., 2010(في جاء ما حسب sodium deoxycholate  0.5%،النترات

  :وكما يلي) 2003( وجماعته Otteavainiه الباحث  على ما ذكرين اعتماداًت مجموعة من الاختبارات على مرحلأجريت

 شملت اختبار لغرض التشخيص على مستوى الجنس اختبارات ة فيها ثلاثأجريت : لجنس الضماتالأوليطور التشخيص 

 كما ).Elliot et al., 2003( الأختزال للكلوكوز -، اختبار الاوكسيديز، اختبار الاكسدة NaClمن % 3تحمل الملوحة بتركيز 

 لأفراد عد هذا الاختبار تشخيصيي على المستعمرات التي اعطت نتيجة موجبة لاختبار الاوكسيديز وString testاجري اختبار 

 3-2 الموجبة لاختبار انزيم الاوكسديز، اجري الاختبار بمزج Pleisomonas وAeromonasجنس الضمات عن جنسي 

 Sodium% 0.5 مع قطرة من محلول Blood agar وسط  ساعة نامية على24مستعمرات منفردة فتية عمرها 

deoxycholateُون  عدم تكّأوون  تكّ ملاحظةت النتيجة بعد دقيقة واحدة من المزج من خلالئر على شريحة زجاجية نظيفة وق

  ).Prescott et al., 2011(كتلة لزجة يمكن سحبها بواسطة اللوب بمظهر خيطي 
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لغرض التشخيص الدقيق لكل ) ,a, b Alsina and Blanch 1994(تخدم مخطط اس: طور التشخيص على مستوى النوع

، اختبارات )الارجنين، اللايسين، الاورنثين( الامينية الثلاثة الأحماض التابعة لجنس الضمات وشملت اختبارات تحلل الأنواع

، اختبار اختزال )نيتول،السالسين،الاينوسيتولالسكروز، السيليبايوز، اللاكتوز، الارابينوز، المانوز، الما(استهلاك السكريات 

   .النترات

 الانتخابية وصبغت بصبغة كرام وفحصت الأولي العزل أوساطقيقة من المستعمرات النامية على رحضرت مسحات  ثم

  .بالمجهر الضوئي لملاحظة قابلية الاصطباغ وشكل الخلايا

 إنتاجاوكسديز، اختبار اختزال النترات، اختبار -نزيم السايتوكروم اإنتاج الكتاليز، اختبار أنزيم إنتاجاختبار  كما تم

، اختبار استهلاك السترات، اختبار الحركة، اختبار النمو على وسط الأحمربروسكور، اختبار المثيل -الاندول، اختبار فوكس

TSIالامينية اللايسين والارجنين الأحماضالاختزال للكلوكوز، اختبار انتزاع مجموعة الكاربوكسيل من -، اختبار الاكسدة 

 Atlas, 2010; Koneman( على ما جاء في  هذه الاختبارات اعتماداًأجريتحيث  م°43والاورنثين، اختبار النمو في درجة حرارة 

et al., 2006.( 

تلفة  الحاوي على تراكيز مخTryptone brothلقحت العزلات النقية الفتية في وسط  ،ولمعرفة قابلية تحمل الملوحة

 ساعة تحت الظروف 24م لمدة °37 وحضنت بدرجة )%10، %8، %6، %3، %1، %0( هي NaClمن ملح الطعام 

 Kaysner and( الملقحة وحددت قابلية نمو العزلات المختبرة في التراكيز المدروسة الأنابيبالهوائية ولوحظت العكورة في 

De Paola, 2004.(  

انتخبت مستعمرات فتية نقية ولقحت بالتخطيط على وسط  ،V. parahaemolyticusتأكيد تشخيص  جرثومة ول

Chromo agar TM vibrio بعد انتهاء التحضين لقراءة النتيجة بدلالة الأطباقفحصت .  ساعة24م لمدة °37 وحضنت بدرجة 

 toxR للتحري عن الجين إجراء تفاعل البلمرة المتسلسل  تماكم . المستعمرات المتكونة وصورت المستعمرات فوتوغرافياألوان

  .V. parahaemolytcus المستخلص من مزارع جرثومة DNAفي عينات الـ 

محلول ،  السائلLuria- Bertaniوسط  :المواد والمحاليل المستخدمة في إستخلاص الحامض النووي والترحيل الكهربائي

 بتركيز حلول صبغة الاثديوم برومايدم ، Loading buffer  دارئ التحميلمحلول، )TE) Tris- EDTA PH: 8.0دارئ 

هلام ، )100bp (DNA Ladderمؤشر الحامض ، Tris- Borate- EDTA) TBE 10X(محلول ، 3سم /مايكروغرام 0.5

 .%1هلام الاكاروز بتركيز  ،Tris- Borate-EDTA) (1Xمحلول ،  %1.3الاكاروز بتركيز 

 Omega من شركة E.Z.N. A Bacterial Extraction DNA Kit تم استيراد العدة : الدنا الجرثومياستخلاصعدة 

       .الانكليزية

اجريت عملية الاستخلاص حسب تعليمات  :V. prarahaemolyticsستخلاص الحامض النووي من مزارع جرثومة طريقة ا

  ). الانكليزيةOmega (الشركة المجهزة

   تتابع هذه البادئات هي )(1999 وجماعته Kim استخدم زوج من البادئات اعتمادا على ما ذكر الباحث :البادئات

toxR F: - ATACGAGTGGTTGCTGTCATG-  

toxR R: - GTCTTCTGACGCAATCGTTG-  

 اعتمادا المعقم رالمقط الماء بإضافة البادئات زوجي من بادئ لكل Stock solution الخزين المحلول حضر :تحضير البادئات

   .بادئال من lµ/picomol 10 تحضير تركيز تم ثم بادئ ومن كل تركيز على
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 الأمريكية لأجراء التفاعل في تقنية تفاعل Promega المجهز من شركة GoTaq R Green Master mixاستخدم         

ائي للتفاعل وفق تعليمات الشركة المجهزة  مايكروليتر من الحجم النه50حضر . toxRالبلمرة المتسلسل للتحري عن الجين 

  :كما موضح في الجدول التالي
  

2 X Gotaq Green master mix 25مايكروليتر   
Fwd primer (10 picomol) 2مايكروليتر   
Rev primer (10 picomol) 2مايكروليتر   

Template (100 ng/ µl) 4مايكروليتر   

Free nuclease water 17مايكروليتر   

 دقائق لغرض المسخ الاولي 5لمدة ° م 96تم برمجة جهاز التضخيم الحراري بالظروف المناسبة للتضخيم وهي 

 90لمدة °  م72 و الازدواج ثانية لغرض 90لمدة °  م 63 دقيقة لغرض المسخ و1لمدة °  م94 دورة تتضمن 30واجريت 

وضعت انابيب الابندروف بسعة ، ثم  دقائق10لمدة °  م72د عند ثانية لغرض الاستطالة واجريت اخيراً دورة نهائية من الامتدا

 من عملية تضخيم الحامض التأكدولغرض  ).Kim et al., 1999( برنامج التضخيم انتهاء مايكروليتر في الجهاز لحين 200

 bp 100م  ذي حجmarker DNA مايكروليتر من الدنا المؤشر 10اضيف  النووي اجريت عملية الترحيل الكهربائي حيث

 مايكروليتر من السيطرة السالبة للحفرة الثانية التي هي عبارة عن خليط التفاعل مع البادئات 10 الاولى واضيف إلى الحفرة

) 1X( مايكروليتر من نواتج التضخيم إلى جميع حفر هلام الاكاروز المغمور في محلول 10ولكن بدون الدنا القالب ثم أضيف 

TBEالتيار الكهربائي بقدرة  بعناية ما عدا الحف ررفولت  8 5رة الاولى والثانية و ربط مجهز القدرة مع حوض الترحيل وم

  . لملاحظة حزم نواتج التضخيم وصورت فوتوغرافياUV- Transilluminatorًنقل الهلام إلى جهاز ، ثم  دقيقة90ولمدة 
  

  النتائج والمناقشة

 24زجة والمجمدة ظهور مستعمرات ملساء مختلفة الالوان بعد التحضين لمدة بينت نتائج زرع عينات الروبيان الطا      

 اختبارات الاوكسيديز بأجراء من ذلك التأكدالضمات وتم  لأفراد  توضح مستعمرات تابعة1والصورة . ° م37ساعة بدرجة 

 ,Kysner and De Paola(  التي تعد ايجابية للضمات وهذا ما اكدته دراسات عدةNaclمن %3 وتحمل String واختبار

2004; Jayasinghe et al., 2008 .(  

 عالية في تثبيط الانواع الاخرى من كفاءة ابدت V. parahaemolyticus لعزل الثنائية وعند استخدام طريقة الاغناء 

          راسةهذه النتيجة مع د المركز المعتم واتفقت يبلونها الاخضر ذ تتميز الضمات والحصول على مستعمرات منفردة 

Hara-Kudo   الاخرى من   بسبب احتواء الوسط على المضاد الحيوي البوليمكسين الذي يثبط نمو الانواع)2001(وجماعته

ابدت  .TCBS توضح نمو مستعمرات الجرثومة على وسط )2الصورة ( وV. parahaemolyticusالضمات ويسمح بنمو 

 اما .)3الصورة ( V. mimicus خضراء اللون ملساء تابعة للنوع  ظهور مستعمراتTCBSنتائج الزرع على الوسط 

 اما ،)4الصورة ( ملم 4-2مزرقة ملساء بقطر - فقد ظهرت اغلب عزلاتها بشكل مستعمرات خضراءV. vulnificusجرثومة 

 Vع في حين بدت مستعمرات النو. السكروز مخمرة لسكر لأنها بعض عزلاتها فظهرت بشكل مستعمرات صفراء اللون

alginolyticus   ملم منتشرة على وسط 5-3صفراء بقطر TCBS  اتفقت  .)5الصورة (تمتلك ظاهرة العج المميزة لها  لأنها

التي اشارت الى ان الوسط ) ;Elliot et al., 2003 Jayasinghe et al., 2008; Janda et al., 1988(نتائجنا مع دراسات 

TCBS على تخميرها لسكر السكروز وتفريقي ما بين انواع الضمات اعتماداًنتخابيا يعد وسط عزل اولي قياسي  . 
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  TCBSبينت نتائج الفحص المجهري للمسحات المصبوغة بصبغة كرام المحضرة من المستعمرات النامية على وسط       

كروية  ،ومستقيمة ة  منحنيبأشكال متغايرة, ة كرامغسالبة لصب جنس الضمات ظهور خلايا عصوية قصيرة لأفراد التابعة

ت هذ النتائج مع ما اشارت اليه قواتف) 6 الصورة( منتفخة مرتبة بهيئة ازواج او مفردة او بصورة غير منتظمة وأشكال

 فقد V. parahaemolyticusبالنسبة لعزلات جرثومة و. Koneman et al., 2006; Elliot et al., 2003)( دراسات

خذ الصبغة بكثافة  من خلاياها تميل لأتقيمة الى منحنية الشكل سالبة الكرام وان قسماًظهرت خلاياها بشكل عصيات قصيرة مس

  وجماعتهKoneman  دراسةاشارت و،)7 الصورة(ثنائيات   وتترتب بشكل مفرد اوbipolar stainingعند قطبي الخلية 

لايا المنحنية تلاحظ عادة في بداية طور تبدو بشكل خلايا مستقيمة او منحنية وان صفة الخ بان انواع جنس الضمات )2006(

 خلايا مستقيمة او اشكال مكورة ذات نهايات مدورة مع وجود تلاحظفالثبات في المزارع السائلة اما في الطور اللوغارتيمي 

   .نسبة قليلة من الخلايا المنحنية
 

  اتنتائج الاختبارات الكيموحيوية المستخدمة في تشخيص انواع جنس الضم :1الجدول 

  الأنواع الجرثومية
  الاختبارات الكيموحيوية

V mimicus  V alginolyticus  V vulnificus  V 
parahaemolyticus 

  +  +  +  +  اختبار الأوكسيديز

 +  +  +  +  اختبار الكاتاليز

  +  +  +  + Stringاختبار 

  -  -  -  + Nacl من %0النمو في 

  +  +  +  + Nacl من %3النمو في 

  +  +  +  Nacl V من %6النمو في 

  +  -  +  - Nacl من %8النمو في 

  -  -  +  - Nacl من %10النمو في 

  O/F F  F  F  Fاختبار 

  +  +  +  + o م43النمو في درجة 

  - - TSI K/A - -  A/A - -  K/A - -  K/Aاختبار 

  +  +  +  +  تحلل الحامض الأميني اللايسين

  +  V  V  +  تحلل الحامض الأميني الأورنثين

  -  -  -  -  ميني الأرجنينتحلل الحامض الأ

  +  +  +  +  اختبار الحركة

  + + - +  + + - IMVC + - + +  + + + +  Vاختبارات 

  -  -  -  -  انتاج الغاز من تخمير الكلوكوز

  +  +  +  +  اختزال النترات

  -  +  -  -  تخمر سكر اللاكتوز

  -  V  +  -  تخمر سكر السكروز

  -  -  -  -  تخمر سكر السالسين

  +  +  +  +  تخمر سكر المانوز

  +  -  -  -  تخمر سكر الأرابينوز

  V  +  -  -  تخمر سكر السيليبايوز

  -  -  -  -  تخمر سكر الإينوسيتول

  +  V  +  +  تخمر سكر المانيتول

  أخضر  أخضر  أصفر  أخضر TCBSلون المستعمرة على 

  بنفسجي  أزرق  كريمي  أزرق CVلون المستعمرة على 
K: Alkaline                      A: Acid                  F: Fermentative      V: Variable  
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 بعد اضافة DNAـ  بدلالة تكون خيط  لزج من الstring الضمات نتيجة موجبة لاختبار أنواع مستعمرات أعطت

) 8الصورة ( ثانية 45 لمدة  الى حملة لوب من النمو واستمر ظهور الخيط  sodium deoxycholateمن%  0.5قطرتين من 

 بدلالة السايتوكروم انزيم لاختبار  اعطت كل انواع جنس الضمات نتيجة موجبة. )Prescott et al., 2011(ا اشار اليه وهذا م

 Kaysner and ( كما اعطت كل العزلات نتيجة موجبة لاختبار انزيم الكتاليز وجاءت النتيجة متفقة معظهور لون بنفسجي 

De Paola, 2004( ، 

لاختبار  نتيجة موجبة  .V. parahaemolyticus ،V. alginolyticus, vulnificus. V. mimicus,V  عزلاتأعطت

 ساعة مما 24 لمدة 37 بعد تحضينها بدرجة  Naclمن % 3 الحاوي على  TSB بدلالة ظهور عكارة في وسط تحمل الملوحة

 . من النمو في هذا التركيزAeromonas , Pleisomonasجنس الضمات اذ لا تستطيع جراثيم  لأفراد يوكد على انها تابعة

تستطيع النمو في الظروف الهوائية واللاهوائية مما يدل على انها  اي O/Fختبارظهور نتيجة موجبة لا النتائج واظهرت

 من تخمير سكر الكلوكوز نتاج الغاز كل العزلات نتيجة سلبية لإأعطت ا كمهنفس كسدي في الوقتأيض تخمري وتلاامتلاكها 

  وH2Sي عدم قدرة العزلات الجرثومية على انتاج غازفة تشخيصية مميزة لكل افراد الضمات واظهرت النتائج التي تعد ص

Co2التي تعد صفة تشخيصية وتفاوتت الانواع في تخميرها للسكريات الثلاثة وجاءت النتائج متفقة مع دراسات  )Barrow 

and Felthan, 1993 ; Koneman et al., 2006 ; Kaysner and Depaola, 2004(.   

 ولم ملح الطعاممن % 8، %6، %3 من النمو في تراكيز  V. parahaemolyticus  النتائج قدرة النوعأظهرت

 بالضمات المحبة للملوحة V. alginolyticus ، V. vulnificus لذا تسمى هذه الجرثومة مع النوعين هتستطع النمو بدون

Halophilic vibriosمن % 1 بوجود على الاقل إلامو  النتستطيع  اذ لاNacl كما بينت النتائج قدرة الجرثومة V. 

alginolyticus من  %10 ،%8، %6، %3 على النمو في تراكيزNaclوان صفة النمو بتركيز ه ولم تستطع النمو بدون 

 ,.Koneman et al( نتائج مع الهذه  واتفقت   التركيزاالوحيدة القادرة على النمو بهذ لأنها تعد تشخيصية لهذه الجرثومة% 10

2006(. 

واظهرت النتائج اختلاف  السكروز  وعلى الاخص النتائج تباين العزلات في قدرتها على استهلاك السكرياتبينت 

الانواع في قدرتها على تحليل وازالة الكاربوكسيل من الاحماض الامينية الارجنين واللايسين والاورنثين كما موضح في 

 Elliot et al., 2003 ; Koneman( إليه و هذا يتفق مع ما اشارت واظهرت جميع الانواع القدرة على الحركة  ،)1 (الجدول

et al.,2006 (بالنسبة لاختبار اختزال النترات اظهرت جميع العزلات  .التي اكدت قابلية جميع انواع الضمات على الحركة

اظهرت عزلات . )1( فقد اختلفت ما بين الانواع الجدول  IMVCات اختبارأما ،القدرة على اختزال النترات الى نتريت

 .)Kaysner and De Paola, 2004(  واتفقت النتيجة مع دراسة° م43 قدرة على النمو في درجة حرارة ةالانواع الاربع

  Hara-Kudoبينت نتائج زرع عينات الروبيان الطازجة والمجمدة المغناة حسب الطريقة الموصوفة من قبل    

 الاول والثاني نسب عزل الشكلاذ يوضح  )1،2 الشكلين( جنس الضمات أفراد من الأربعة الأنواع عزل )2001(وجماعته 

   :التوالي نواع الاربعة من عينات الروبيان الطازجة والمجمدة علىالا
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ــد مــن الدرا  ــائج العدي ــائج العــزل فــي دراســتنا مــع نت ــواتفقــت نت ــى تواجــد جــراثيميســات الت    اشــارت ال

 V. parahaemolyticus   V. alginolyticus, V. mimicus, V. vulnificus,  بنسب عالية في عينات الاغذية البحريـة 

فلورا طبيعية لهذه المنـاطق وفـي       تعد   لأنها    الروبيان والمحار المصطادة من مياه المناطق الساحلية الدافئة        ، ولاسيما الطازجة

 ). Gomathi et al., 2013  ؛Hui-Min, 2014؛  Maugeri et al., 2000( وانات البحرية المستوطنة لهـذه الميـاه  الحي

 ،من الروبيان الطازج والمجمد علـى التـوالي  % 35و 45 فقد عزلت بنسبة V. parahaemolyticusبالنسبة لعزل جرثومة 

 Pal فيما توصل الباحث% 45الذين عزلوا الجرثومة بنسبة ) 2007( و جماعته  Khan النتيجة مع دراسة الباحث هذهواتفقت

and Das) 2010( والباحث Maniyan-Kode وجماعته )ن  إ.من عينات الاغذيـة الطازجـة  % 75 الى نسبة بلغت )2013

اختلاف سبب الاختلاف قد يعزى الى اختلاف الموقع الجغرافي والظروف البيئية مثل درجة الحرارة ونسبة الملوحة فضلا عن                  

   .ظروف الاغناء والاوساط المستخدمة

        من عينـات الروبيـان الطـازج والمجمـد    %25 و%37.5 بنسبة V. alginolyticusوفي دراستنا عزلت جرثومة         

 Gomathi et(  ولكنها اختلفت مـع دراسـة البـاحثين   ) 2000( وجماعته  Maugeriواتفقت النتيجة مع دراسة)  1الشكل(

al.,2013 2010؛Mannas et al.,  ( على التوالي وان سبب ذلك قد % 80 و %81الذين عزلوا الجرثومة بنسب عالية بلغت

يعزى الى اختلاف الموقع الجغرافي والظروف البيئية مثل درجة الحرارة ونسبة الملوحة فضلا عن عدم توفير ظروف مناسبة                  

  . شجيع نمو الجرثومةمثالية لت

 ) 2الـشكل  ( من عينات الروبيان الطازج والمجمد على التـوالي %15  و%17.5 بنسبة V. mimicusجرثومة عزلت        

عزلـت كمـسبب رئيـسي    كما  .) ,.2011Adebayo-Tayo et al؛ Maugeri et al., 2000 (ينالباحثوهذا يتفق مع نتائج 

الاسماك الطازجة كمـا تمتلـك عوامـل        والبحرية   الذين استهلكوا الاغذية     الأشخاص لدىالمعوي  - الالتهاب المعدي  لأمراض

نسب عزل أنواع جنس الضمات من عينات :2الشكل

 الروبيان المجمد

 
 

35%

25%

20% 15%

V parahaemolyticus

V alginolyt icus

V vulnificus

V mimicus

  

نسب عزل أنواع جنس الضمات من عينات:1الشكل 

 .الروبيان الطازج
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 Gomathi et؛  Janda et al.,1988(  والحيوانات البحريـة للإنسانضراوة مختلفة مما تجعلها قادرة على احداث الاصابة 

al., 2013(.  

من عينات الروبيـان الطـازج والمجمـد    % 20 عزلت بنسبة V. vulnificus يتبين ان الجرثومة 2 و1لشكليناومن         

 من عينات الروبيان الطازجة فيما عزلـت  %14.1الذي بين عزلها بنسبة ) Hui-Min, 2014(جاءت النتيجة مقاربة لدراسة و

  وبمقارنة نسب العزل من عينات الروبيـان المجمـدة  %1.9بلغت )  ,.2011Adebayo-Tayo et al(في دراسة أقل بنسبة 

ت الروبيان الطازج وان سبب ذلك قد يعزى الـى حـدوث تثبـيط او               يلاحظ ان النسب واطئة مقارنة مع نسب عزلها من عينا         

 الجراثيم اثناء عملية التجميد اذ تعد افراد جنس الضمات حساسة جدا لدرجة حرارة التجميد مما ادى الى اختزال في                    لهذهتحطيم  

   ).Cook, 1994 ; Drake et al., 2007( نسب عزلها وهذا ما اكدته الدراسات
  

  Vibrio ChromagarTMنة بين نتائج تشخيص الانواع بالاختبارات الكيموحيوية واستخدام الوسط  مقار:2الجدول 

  

 CVعدد العزلات باستخدام وسط   عدد العزلات المشخصة بالاختبارات الكيموحيوية  العزلات الجرثومية  ت

1.  V. parahaemolyticus 25  23  

2.  V .vulnificus  12  10  

3.  V. mimicus  10  8  

4.  V. alginolyticus  20  17  

 
اذ  Vibrio ChromagarTM الوسـط  وباسـتخدام  الكيموحيويـة  بالاختبارات الانواع تشخيص نتائج) 2(يبين الجدول 

 تـشخيص  تأكيد  لغرض)Vibrio Chromagar TM )CVعلى الوسط المشخصة بالاختبارات الكيموحيوية لقحت العزلات 

 نتائجنـا  وأظهرت ،V. parahaemolyticus V. alginolyticus, V. vulnificus. V. mimicus عزلات أعطت إذ الأنواع

 الانزيم تمتلك لأنها اللون بنفسجية المستعمرات اعطت V. parahaemolyticus لجرثومة تابعة عزلة 25 مجموع من 23 بان

β-D-glucopyranosidase عـزلات  واظهـرت  نفـسجي الب اللـون  يكسبها مما بالوسط الموجودة الاساس المادة يحلل الذي 

 عـزلات  أما galactopyranosidase الانزيم انتجت لأنها اللون زرقاء مستعمرات ،V. vulnificus V. mimicus النوعين

 Hara-Kudo et (مع النتيجة واتفقت للإنزيمين امتلاكها لعدم اللون كريمية الى بيضاء ظهرت فقدV. alginolyticus  النوع

al., 2001 .( ـالذي يعد   ox bile ،sodium cholate ، sodium، 4% لاحتوائـه علـى ملـح الطعـام بتركيـز      اًانتخابي

deoxycholate  5 لاحتوائه على مـادتي  اً ويعد تفريقي9.2 فضلا عن الدالة الحامضية القاعدية-Bromo-4-Chloro-β-D-

galactopyranoside  5و-Bromo-4-Chloro-β-D-glucopyranoside ــالأ ــي تنـ ـف ــزيمتج نواع الت  -β -D أن

galactopyranosidase  تعطي مستعمرات زرقاء اللون اما التي تنتج انـزيم   β-D- glucopyranosidase  تكـون   فإنهـا

 ,.Hara-Kudo et al(  كريمية اللـون -تنتج الانزيمين فتظهر بشكل مستعمرات بيضاء ما التي لاأمستعمرات بنفسجية اللون 

 .CV المعزولة على وسط  الاربعة مستعمرات الانواعتوضح نمو) 10 ،9( والصور ).2001

واظهـرت   25البـالغ عـددها    V. parahaemolyticus عملية استخلاص الحامض النووي لعزلات جرثومة أجريت       

  لكـل نانوغرام 50-100 وخففت عينات الدنا العالية التركيز الى تركيز        ،)11( كاروز الصورة النتائج ظهور حزم على هلام الا     

فاعل البلمرة المتسلسل للتحري عن      ت إجراءتم  ،  dimerمايكروليتر لتهيئتها لتفاعل البلمرة المتسلسل لغرض تفادي ظهور حزم          

زوج قاعدة 368  ظهور حزم بحجم% 3.1 النتائج بعد ترحيل نواتج التضخيم على هلام الاكاروز بنسبة وأظهرت toxRالجين 

 V.parahaemolyticus من الجرثومة22/25 أن أي .)12( يل الحجمي المستخدم الصورةتقريبا اعتمادا على مقارنتها مع الدل

 اً ودقيقوءكف يعد PCR  toxR based بان تفاعلت ذكرتي واتفقت هذه النتيجة مع العديد من الدراسات الtoxRامتلكت الجين  
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 دراسـة  أشـارت  إذ ،حريـة والـسريرية   البالأغذيـة المعزولة من عينات   V. parahaemolyticus تشخيصتأكيد في جداً

Sujeewa عزلة من  128 تشخيص إلى) 2009( وجماعته V. parahaemolyticus عينة باستخدام تفاعل 251 من مجموع 

 الذي يتواجد في toxRعلى جين منظم هو  V. parahaemolyticus تحتوي كل سلالات النوع .toxRلجين لالبلمرة المتسلسل 

 ـ سلالاتها بغض  جميع  وأشـارت  tdh, trhالمـشفرين مـن الجينـين     TDH,TRH منتجـة للتوكـسينين   االنظر عن كونه

 أن إلـى  Lee et al., 1995) ؛Dileep et al., 2003  ؛ et al., 1997 Karunasagar ؛  (Kim et al., 1999؛دراسات

   V. parahaemolyticus .سلالات تعد طريقة تشخيص كفؤة وحساسة لتشخيص  toxR PCRطريقة 

              جرثومة أنها زوج قاعدة المشخصة على  368عزلات الحزم المتخصصة بحجم من  3في دراستنا لم تظهر      

V. parahaemolyticus  إجراءالكيموحيوية عند  حسب الاختبارات المظهرية و toxR PCRكد دقةؤ وهذا ي toxR  PCR  

 وجماعته  Kanjanasopaت الروبيان واتفقت النتيجة مع دراسة الباحث في التشخيص المتخصص للجرثومة المعزولة من عينا

               مستعمرات خضراء واختبارات كيموحيوية خاصة أعطت بعض العزلات التي أن إلى أشارواالذين ) 2011(

V. parahaemolyticus لم تمتلك الجين toxR دراسة الباحث أيضا أكدته وهذا ما Hara-Kudoالذين ) 2003(ماعته  وج

   والاختبارات الكيموحيوية للتشخيص الدقيق لعزلات النوعTCBS وجود عدة محددات وسلبيات باستخدام وسط إلى أشاروا

V. parahaemolyticus على وسط  تشابه مستعمراتها إذ الأخيرة في السنواتTCBS من الأخرى الأنواع مستعمرات 

 و photobacterium، chryseomonas وأنواع   V. fluvialis  وV. mimicus و .vulnificus. Vالضمات مثل 
shewanellaلات فضلا عن تغاير الاختبارات الكيموحيوية وتباينها حسب السلا.  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  

 مــــستعمرات جرثومــــة : 2صــــورة  مستعمرات تابعة لأفراد جنس الضمات على:1صورة

V.parahaemolyticus   ــط ــى وس  عل
TCBS.  

مستعمرات تابعة لأفراد جنس الضمات على وسط : 1صورة 
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على   .mimicus  V  مستعمرات جرثومة: 3صورة 

  .TCBSوسط 
 على V. vuluificus جرثومة مستعمرات: 4صورة 

  .TCBSوسط 

V. alginolyticusمستعمرات جرثومة :5صورة

  .TCBS وسط على
خلايا جراثيم جنس الضمات تحت المجهر الضوئي :  6صورة

)X 100(.  

 تحت V. parahaemolyticusخلايا جرثومة : 7صورة 

 .)X 100(المجهر الضوئي 
  .Stringاختبار :8صورة
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  :9صورة 

)B(  مستعمرات جرثومةV parahaemolyticus.  

)C(  مستعمرات جرثومةV vuluificus. 

A 

B 
C D 

  :10صورة 

) C ( مستعمرات جرثومةV mimicus.  

)A(  مستعمرات جرثومةV alginolyticus.  

  

  .على هلام الاكاروز   المستخلص من الجرثومةDNA حزم الـ :11صورة               

M M1 2 3 84 5 6 9 C-7
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