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   Listeria monocytogenesجرثومة في تأكيد تشخيص ) PCR(استخدام تفاعل سلسلة البلمرة 

 وتحديد مقاومتها لبعض المضادات الحيوية
 

  هبة خالد محمود أديبة يونس شريف

جامعة الموصل/ كلية العلوم /قسم علوم الحياة  
 

)5/5/2014 ؛  قُبل  2013 /9/ 30اُستلم  (  

خصملال  

/ ن قسم علوم الحياةتم الحصول عليها من م L.monocytogenesسلالة من ) 14(تشخيص تأكيد  لPCRية أُستخدِمتْ تقن

  مسبقاً، والتي شخصتترب حظائر الحيوانات ومناطق رعيها في محافظة نينوى والمعزولة من صلجامعة المو/ كلية العلوم

 13أظهرت و ،hlyAف عن وجود الجين التشخيصي الأول الكش اذ تم، API Listeria بإستخدام أشرطةبالطرائق التقليدية، و

، أما هرت جميع السلالات نتيجةً موجبةً أظiap للكشف عن الجين التشخيصي الثاني PCRسلالة نتيجةً موجبةً، وعند إستخدام تقنية 

سلالة نتيجةً ) 11(ن وأعطت سلالة نتيجةً موجبةً لهذا الجي) 14( وأظهرت inlAالجين التشخيصي الثالث الذي تم الكشف عنه فكان 

  . موجبةً ضعيفةً فيما أعطت ثلاثُ سلالاتٍ نتائجموجبةً واضحة

ــلالات  ــة س ــد مقاوم ــرى تحدي ــن ا  L.monocytogenes وج ــدد م ــةلع ــضادات الحيوي  ، Tetracycline:لم

TrimethoprimوErythromycin،    أُستُخدِمتْ تقنية    .على التوالي % 57.1و  % 35.7 ،% 78.6 اذ كانتPCR     للكـشف عـن 

 لمقاومـة المـضاد     S(tet(مثـل الجـين      L.monocytogenes سـلالة تعـود إلـى        14جينات مقاومة المضادات الحيوية فـي       

Tetracycline           وقد أعطت سلالتان نتيجةً موجبةً، وأيضاً تم الكشف عن وجود الجين dfrD   لمقاومـة المـضاد Trimethoprim 

 وأعطـت   Erythromycin المشفر لمقاومـة المـضاد       ermBمتْ دراسة وجود الجين      سلالات نتيجةً موجبةً، وقد تَ     3وقد أعطت   

  .سلالتان نتيجةً موجبةً

  .L.monocytogenes ،PCR ،hlyA ،iap ،inlA ،)S(tet ،dfrD ،ermB: الكلمات الدالة

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

Using of Polymerase Chain Reaction (PCR) to Confirm the Diagnosis of            
Listeria monocytogenes and Determination its Antimicrobial Resistance 

  

Hiba Kh. Mahmud Adeeba Y. Shareef 
Department of Biology/ College of Science/ University of Mosul 

 
ABSTRACT 

PCR technique was used for the identification of (14) strains of L.monocytogenes obtained from 
department of Biology/college of Science/university of  Mosul isolated from soil  animal barns and 
grazing areas in Nineveh governorate, that had been identified previously by traditional methods and 
API Listeria. The presence of the first identification gene hlyA had been detected, (13) strains exhibited 
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positive result, but when PCR used for detection of second identification gene iap, all strains showed 
positive result.The third identification gene that have been detected was inlA, (11) strains were clear 
positive, while (3) strains have weak positive results, so (14) strains were positive. 

The resistance of L.monocytogenes strains was determined to a number of antibiotics: 
Tetracycline, Trimethoprim and Erythromycin, it was 78.6%, 35.7% and 57.1% respectively. PCR 
technique was used to detect antibiotic resistance genes like tet(S) for Tetracycline resistance, (2) 
strains gave positive result, the gene dfrD for Trimethoprim resistance has also detected and (3) strains 
showed positive result. The presence of ermB for Erythromycin resistance was studied, (2) strains 
showed positive result. 
Keywords: L.monocytogenes, PCR, hlyA, iap, inlA, tet(S), dfrD, ermB. 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

 المقدمة

  Listeriosisمن العوامل المسببة للأمراض المشتركة، وهي تُسبب اللستيريوسز Listeriamonocytogenes  جرثومةتُعدُّ

اتٍ مختلفةٍ مثل التربـة، والمـاء، والاعـلاف،    وقد عزِلتْ من بيئ). Borucki et al., 2004(لإنسان والحيوانات والذي يصيب ا

وتُعدُّ من الممرضات داخل خلوية انتهازية لها القدرة على الإنتقال من الحالة الرمية في ) Fenlon, 1999(ومختلف أنواع الأغذية 

 تمتلـك  ).Nightingale et al., 2004(التربة، والمواد الغذائية، والأنظمة المائية، وفضلات الحيوانات إلى الحياة داخل الخليـة  

L.monocytogenes       عدداً من البروتينات السطحية، ومنهاInlA      والتي يشفر لها الجين inlA       وهي تساهم في غـزو الجرثومـة  

جرثومـة  وعندما تـرتبط ال . وهي جزيئة للالتصاق بخلية المضيفE-cadherin  ترتبط بــ InlAلخلية المضيف؛ إن بروتينات 

 تهرب وإن الجرثومة. Endocytic machinaryت فإنها تدخل خلية المضيف عن طريق ميكانيكية الإدخال الخلوي بتلك المستقبلا

والذي يـشفر لـه     ) ListeriolysinO)LLO مكوناً للثقوب يعرف بــ      Cytolysinمن الفجوة المحاطة بغشاء عن طريق إفراز        

 وفـي   ، التي تتواجـد فيهـا     Phagosome حطيم الفجوة البلعمية  ، والتي تعمل سوية لت    Phospholipase واثنين من    hlyAالجين  

 وبعد ذلك تتحرك ضـمن الخليـة        ، المغذيات التي تأخذها من المضيف     باستخدام تتضاعف   ايتوسول خلية المضيف فإن الجرثومة    س

 عنـه الجـين    المـسؤول P60عدد من البروتينات المفرزة ومنهـا بـروتين          L.monocytogenes كما تمتلك . والخلايا المجاورة 

iap)Pizarro- Cerda and Cossart, 2006; Schnupf and Portnoy, 2007.(  

المضادات  تكون فقط في تماسٍ مباشرٍ معإذ ولجينات مقاومة المضادات الحيوية،  ،مخزن كبير للجراثيمتُعدُّ التربة 

ي فإن التربة ، وبالتاليعيةٌ للكائنات المنتجة للمضاداتبيئةٌ طبوهي تُعد في الزراعة المستخدمة في تربية الحيوانات، وعلاجها أو 

 للمضادات وتحمل مدى واسعاً من جينات المقاومة والمسؤولة في التربة وتكون مقاومة الأصلفي  تتواجد تحتوي أنواع جرثومية

وقد سجلت  ).Liu et al., 2011; Cytryn, 2013(على المضادات الحيوية الموجودة في البيئة عن ميكانيكيات تسمح لها بالتغلب 

 بجرثومة علاج الإصابةات الحيوية المستعملة سريرياً في الدراسات زيادةً في معدل المقاومة لواحدٍ أو أكثر من المضاد

L.monocytogenesعليها من البيئة، كما سجلت المقاومة وبترددٍ أقل في عزلات مأخوذة منتم الحصول ، وذلك في عزلات  

  .)Conter et al., 2009(حالات سريرية 

 صنفاً مـن محـددات      15 وهناك   ،ظهورِ سلالاتٍ مقاومةٍ له    إلى   Tetracycline للمضاد الحيوي    يؤدي الإستعمال المفرط  

 على الميكانيكية الكيموحيوية للمقاومة، وهي مجموعـةٌ تـؤدي إلـى ضـخ              بالاعتماد مجاميعٍ   3مقاومة التتراسايكلين وضعت في     

حمايـة  والميكانيكيـة الثانيـة، هـي     ،Energy-dependent efflux الخلية بميكانيكيةٍ تعتمد علـى الطاقـة   التتراسايكلين خارج

  ).Hansen et al., 1993( ر الكيميائي للتراسايكلين تتمثل بالتحو والميكانيكية الثالثة، هي،tet(S) الرايبوسوم، وتتضمن الجين
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 والـذي يحفـز إختـزال   Tetrahydrofolic فتاحـاً فـي مـسار     مDHFR (Dihydrofolatereductase(يعـدُّ أنـزيم   

Dihydrofolate   إلى Tetrahydrofolate،   للـ    وبسبب التركيب المناظرTrimethoprim   مـع Dihydrofolate   فـإن هـذا ،

 تكوين نـاتج قـد      هو، وأكثر ميكانيكيات المقاومة شيوعاً لذلك المضاد،         تنافسيٍّ لذلك الأنزيم الجرثومي    المضاد الحيوي يعمل كمثبطٍ   

يتواجد في البكتريا الموجبة لصبغة كـرام أنـواع قليلـةٌ مـن              عن الأنزيم الكروموسومي الحساس و      يعمل بديلاً  البلازميد يتوسطه

DHFRs      تمنح المقاومة للمضاد الحيوي Trimethoprim،    فالنوع الأول S1       وهو أنزيم يشفر بواسطة الجين dfrA .  وهنالك أنزيم

 ـ ).dfrD)Dale et al., 1995 والذي يشفر له الجين DHFR S2وع آخر وهو الن  قـد  Trimethoprimوقد وجِد أن مقاومة الـ

وهناك  ).S3 DHFR)Sekiguchi et al., 2005مضٍ أمينيٍّ والبروتين الناتج هو حا165 وهو يشفر لـ dfrGتكون بسبب الجين 

ختلف عـن   ، الذي ي  Dihydrofolatereductaseلـ   ويشفر dfrKو   وه Trimethoprimجين آخر أيضاً لمقاومة المضاد الحيوي       

  ).Kadlec and Schwarz, 2009(الأنزيمات المعروفة سابقاً 

 إذ تضاف مجموعة مثيل لجزء الادنين فـي         ،rRNAmethylase عن الأنزيم    Erythromycinتنتج مقاومة المضاد الحيوي     

 وإن ، للمـضاد  50Sلتحوير يقلل ألفة الوحـدة الثانويـة للرايبوسـوم    وإن ذلك ا23S rRNAللـ Peptidyltransferase منطقة 

rRNAmethylaseجينات  تشفر بواسطة )erm (Erythromycin ribosome methylation جيناً 30، وقد تم وصف أكثر من 

  ).Weisblum, 1995 (وذلك في أنواع مختلفة من الجراثيم، ermنوع 

  :هدف البحث

 Listeria API جزيئياً بعد تشخيصها باستخدام الطرائق التقليدية وأشـرطة  L.monocytogenesتشخيص جرثومة  تأكيد

مضادات الحيوية والكشف الجزيئي عن بعض جينات المقاومة للمضادات         لعدد من ال   L.monocytogenesتحديد مقاومة جرثومة    و

  .الحيوية

  

 المواد وطرائق العمل

 العينات

  جامعة الموصل/كلية العلوم/ من قسم علوم الحياة L.monocytogenes جرثومة تعود الى سلالة 14تم الحصول على 

   أشرطة و ق التقليديةائالمشخصة مسبقاً باستخدام الطر ومعزولة من  ترب حظائر الحيوانات ومناطق رعيها في محافظة نينوىال

API Listeria  2013شريف ومحمود، (في دراسة(  

  المواد

  : الجينوم DNA إستخلاصالمحاليل المستخدمة في-1

  )2004( وجماعته Mooreحضِّرت كما ورد في 

  %10بتركيز TE) TE Buffer(  2-  SDSالمحلول المنظم  -1

3- NaCl 4   مولاري5 بتركيز- Proteinase k  

5- NaCl 6  مولاري 0.7 بتركيز- CTAB/NaCl  
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  :PCR المحاليل المستخدمة في تقنية-2

  )1(موضحة في الجدول كما :Primers البوادئ -1

 Promegaمجهز من شركة : Green Master Mixمحلول -2

  Biolabsمجهز من شركة : DNA Ladder 100 bpالدليل الحجمي -3
 

   تسلسل البواديء المستخدمة في الدراسة:1الجدول 

  الجين   تتابع الباديء5→3  )زوج قاعدة(الحجم 

730  F: CATTAGTGGAAAGATGGAATG 
R: GTATCCTCCAGAGTGATCGA hlyA 

250  F: GCAACTATCGCGGCTACAGC 
R: CCAAGTTGCGCTAACAGATTT iap 

250  F: ACTACTAGTAACACGATTAGTGA 
R: CAAATTTGTTAAAACCCAAGTGG inlA 

589  F: ATTGCAGAACTTGAAAAGGA 
AATCCCGTCATATTTCTTACC tetS 

199  F: AGAGTAATCGGCAAGGATAAGG 
R: AATGGGCAATTTCACATCC dfrD 

636  F: GAAAAGGTACTCAACCAAATA 
R: AGTAACGGTATTAAATTGTTTAC ermB 

  

  :في هلام الاكاروز DNAالمحاليل المستخدمة في الترحيل الكهربائي لـ -3

  .1989 وجماعته عام Sambrookالمحاليل المستخدمة في عملية الترحيل الكهربائي حضِّرت كما ذكره 

  X10قوة Loading buffer محلول التحميل -TAE 1X  2المحلول المنظم -1

  mg/ml (Ethidium bromide 10 (محلول صبغة بروميد الاثيديوم -3

  

  طرائق العمل

اذ , )Bauer et al., 1966( المحورة  Kirby–Bauerاجري الاختبار باستخدام طريقة  :الحيويةاختبار الحساسية للمضادات -1

  .µgErythromycin 15وTetracycline30µg,Trimethoprim10 µgاستعملت اقراص المضادات الحيوية 

  Genomic DNA extraction الجينوم DNAإستخلاص  -2

  )2004(وجماعته  Mooreأُستخدم في الإستخلاص الطريقة المتبعة من قبل 

  :PCRتفاعلات -3

 وأُدخل بعد ذلك في جهاز المبلمر الحراري ،)Promega(، وحسب تعليمات الشركة المجهزة الرئيس للتفاعلحضِّر المزيج 

Thermocyclerحِّلَت )2( البرنامج المناسب، وكما في الجدول  بحذرٍ لإنجاز التضاعف، وبإستعمالوبعد إنتهاء وقت التفاعل ر ،

  . دقيقة90جهاز الترحيل الكهربائي لمدة بالعينات 
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  PCRالبرامج المستخدمة لتفاعلات الـ : 2الجدول 

  الجين  برنامج التفاعل  المصدر
(Gouws and 

Liedemann, 2005) 
80C°for 10 min, 94 C° for 3 min, 30 cycles 
of 94 C° for 30s, 55 C° for 30s, 72 C° for 30s, 72 C° for 2 min 

hlyA 

(deMello et al., 2008) 5 min at 94 C°, 30 cycles of 1 min at 94 C°, 1 min at 72 C°, 
5min at 72 C° 

iap 

(Taban, 2012) 95 C° for 3 min, 35 cycles of 45s at 95 C°, 52 C° for 45s, 72 C° 
for 60s, 72 C° for 7 min 

inlA 

(Bertrand et al., 2005) 94 C° for 10 min, 30 cycles of 94 C° for 1min, 55 C° for 1min, 
72 C° for 2 min, 72C° for 10 min 

tetS 

(Charpentier et al., 
1999; Morvan et al., 

2010) 

3 min at 94 C°, 35 cycle of 50s at 94 C°, 50s at 50 C°, 1min 30s 
at 72 C° 

dfrD 

(Morvan et al., 2010) 94 C° for 30s, 50 C°for 30s, 72 C° for 2min, the cycle repeated 
35 times 

ermB 

  :في هلام الاكاروز DNAالترحيل الكهربائي للـ-4

 Agarose gelكـاروز  بتقنية الترحيل الكهربـائي علـى هـلام الأ   PCR، وناتج تفاعلات DNAشف عن عينات الـكُ
electrophoresis  

  .م°55ليبرد إلى درجة حرارة ، وتُرِك %1 حضِّر الأكاروز بتركيز -1

  .Comb ثم وضِع المشط Gel trayركب قالب الهلام ُ -2

  . وتُرِك الهلام إلى أن تصلب ثم رفع المشرط، سكِب الأكاروز في القالب-3

  . ثم وضع في الحفرDNAليتر من  مايكرو10لتحميل إلى  من داريء امايكرو ليتر 5  أُضيف-4

  . غطى المحلول سطح الهلاموTAE من 1X وضِع القالب مع الهلام في الحوض المملوء بـ -5

  . دقيقة90 فولت مدة 80 وضبِطَ عند Power Supplyغل مجهز القدرة  شُ-6

7-بغ هلام الأكاروز بصبغة بروميد الاثيديوم ص.  

، وصـوِّر الهـلام بإسـتخدام        U.Vم في غرفة مظلمة، وذلك بتعريضه للأشعة فوق البنفسجية بوضعه على جهاز             حص الهلا  فُ -8

  .كاميرا رقمية

والذي أعطى في DNA-Ladder  بمقارنة موقع الحزمة وسمكها مع الدليل الحجمي القياسي DNA قُدِّر الحجم الجزيئي لقطع -9

  ).Sambrook and Russel, 2001( . معلومةٍ حزمة ذات أحجامٍ جزيئية12ٍالهلام 

  النتائج والمناقشة

  :PCR تقنية باستخدام Listeria monocytogenes تشخيص نتائج -1

 شُخِّصت مسبقاً بإسـتخدام طرائـق الـزرع    L. monocytogenes سلالةً من 14 لتأكيد تشخيص PCRأُستُخدِمت تقنية 

 وهنـاك العديـد مـن       ،ن الطرائق السريعة والعالية الدقة والحساسية والتخصـصية        م PCR تقنية   وتعد،  ListeriaAPIالتقليدية و 

لا تتواجد في بقية أنواع اللستيريا أو غيرها من الأجناس   .monocytogenes DNA L الدراسات التي شخصت تتابعاتٍ معينةٍ من

)Fitter et al., 1992(ت عدةُ جيناتٍ للتشخيص، ومنها الجين ، وفي الدراسة الحالية أُستُخدِمhlyA    وهو مـن جينـات الـضراوة 

  ).Deneer and Boychuk, 1991( والذي يعدُّ ضرورياً لتحديد ذلك النوع L. monocytogenesالمتخصصة بـ 
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، على إنهـا    ListeriaAPI سلالة مشخصة مسبقاً بالطرائق الزرعية التقليدية وبطريقة         14 في   hlyAوجود الجين   درس   

L. monocytogenes إذ تم الكشف عن وجود الجين موجبةٍ لذلك الجين سلالةً نتائج 13 وقد أعطت ،hlyA  بعد إجراء الترحيـل 

، وكما موضـح فـي      DNA-Laddarالكهربائي، وملاحظة موقع الحزمة ووزنها الجزيئي من خلال مقارنتها مع الدليل الحجمي             

 وهذا يؤكد أنها سـلالاتٌ      الاختبار سلالةً من السلالات قيد      13 لـ    زوج قاعدةٍ، وذلك   730ظَهرت حزمةٌ عند الموقع      ،)1(الصورة  

  .  )Liedemann )2005 وGouws وهذا ما أشار إليه L.monocytogenesتعود إلى النوع 

  

  

  

  

  

 

  

 

 
 

  

  

  

  

  

  .hlyA  والجينPCRبإستخدام تقنية  L. Monocytogenes لجرثومةDNA نواتج تضاعف:1الصورة 
  

 .Lقد يعود ذلك إلى عدم وجود الجين، وأنها لا تعود للنوع قد أعطت نتيجةً سالبةً للإختبار و، ف3أما السلالة رقم 

monocytogenes لأن الجين hlyAعدُّ من الجينات التشخيصية لهاأو أن تلك السلالة تعود لذلك النوع، وقد حدثت طفرةٌ في : ي 

 أن )1994( وجماعته Cooray، وقد ذكر  PCR تقنية الـباستخدامنه  أدت إلى تغير في تتابعه فلم يتم الكشف عhlyAموقع الجين 

 ولذلك فإن ، بتتابعٍ مختلفٍ إذ قد يظهرhlyAخللٌ في الجين  في الطبيعة تتعرض لحدوث L. monocytogenesبعض سلالات 

 .Lجينٍ آخر يتواجد أيضاً في تشخيصيةً، ولذلك فقد تم الكشف عن أخطاءإستخدام جين واحد من أجل التشخيص، قد يعطي أحياناً 

Monocytogenes  وهوiapعدُّ من الجينات الأساسية في تشخيصوالذي ي L. Monocytogenes )Ritu et al., 2007( وقد ،

-DNA زوج قاعدة عند مقارنتها مع الدليل 250أعطت جميع السلالات قيد الدراسة نتائج موجبةٍ له  إذ ظهرت حزمة بحجم 

Ladder2( في الصورة ، وكما مبين ( وهذا ما بينه deMello وجماعته)2008(.  

 



  ................في تأكيد) PCR(استخدام تفاعل سلسلة البلمرة 
 

  

23 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  .iapوالجين  PCRبإستخدام تقنية  L. Monocytogenes لجرثومةDNA نواتج تضاعف:2الصورة 
  

 اختلافـات ، قد يعود إلى وجود      iap و hlyA  الجين باستخدام L.monocytogenes الذي ظهر في الكشف عن     الاختلافإن  

، ويمكن التغلب على تلـك  L. monocytogenes في تتابع النيوكليوتيدات لتلك الجينات، والخاصة بسلالة معينة ضمن النوع قليلةٍ

 ,.PCR)Rasmussen et al  تقنيـة  باسـتخدام  L.monocytogenes عدة جينات هدف من أجل الكشف عن باستعمالالمشاكل 

1995 .(     يد تشخيص سلالات  ثالثٌ من أجل تأك   ولذلك فقد أُستخدم جين L.monocytogenes    وهو الجين ،inlA      عـدُّ مـنوالذي ي 

  الـسلالات   مجمـوع   سلالةً من  11، وهو من جينات ضراوتها، وقد أعطت        L.monocytogenes خيصالجينات المتخصصة لتش  

 قاعدةٍ عند مقارنتها مع الدليل  زوجِ 250، إذ ظَهرت الحزم لكل منها بحجم        )3( نتيجةً موجبةً واضحةً، وكما تبينه الصورة        14البالغ  

 زوجِ قاعـدةٍ    250 فقد أعطت أيضاً نتائج موجبة بظهور الحزم عند الموقـع            12 و 8 و 7 أما السلالات    ،DNA-Laddarالحجمي  

  .باقي السلالات الموجبة للإختبارلكنها كانت ضعيفةً مقارنةً ب

 دجوقد وJacquet زلات )2004( وجماعتهأن ع L. monocytogenes   المسببة لللستريوسز في الإنسان تُظْهـر الجـين 

inlAٍفعال وبطولٍ كامل  Full-length Functional inlA،   زلات التي تم الحصول عليها من المواد الغذائيـة، والبيئـةبينما الع 

  .فتظهر شكلاً مقتضباً لذلك الجين، وغالباً ما تكون واطئة الضراوة
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  .inlA والجين PCR تقنية باستخدام L. Monocytogenes  لجرثومةDNA تج تضاعف نوا:3الصورة 
  

 معزولةٍ مـن حـالات   L. monocytogenes في سلالاتinlAبدراسة تواجد جين ) Almeida)2000 وAlmeidaوقد قام 

ع مختلفةٌ مـن البكتريـا الموجبـة        مرضيةٍ ومن البيئة، وقارن تواجده مع سلالاتٍ تعود لجميع أنواع اللستيريا الأخرى، وكذلك أنوا             

    د ذلك الجين فقط في سلالاتٍ تعود إلـى        وجمختلفةٌ أخرى سالبةٌ لصبغة كرام ولاحظ و      لصبغة كرام وأنواع L.monocytogenes ،

  عن يكون متخصصاً في الكشف inlA في بقية الأنواع المختلفة التي جرت معها المقارنة، وتلك النتائج تؤكد أن الجينهولم يلاحظ

L.monocytogenes، أن الجـــين  دراســـته وأُســـتنتج مـــن inlA   يتواجـــد بـــصورة ثابتـــة فـــي   

 L.monocytogenesــض ــد أن    بغـ ــه وجـ ــسلالة، إلاّ أنـ ــك الـ ــصدر تلـ ــن مـ ــر عـ ــلالات النظـ    سـ

L.monocytogenes         ٍالمعزولة من البيئة، قد أعطت إشاراتٍ ضعيفةWeakerSignals      عند الترحيل الكهربائي، وتلك الملاحظة 

  .تمثل طريقة للتمييز بين السلالات البيئية والسلالات المرضية

 الحساسية للمضادات الحيويةنتائج  -2

 Morvan  و قـد ذكـر   %  78.6  إذ بلغـت Tetracycline مقاومةً عاليةً للـ L.monocytogenes  أظهرت عزلات

سان مقاومة للتتراسايكلين، وبين أنها من أكثـر        من الإن  L.monocytogenes انه تم الحصول على عزلاتٍ من        )2010(وجماعته  

 مقاومـةً للمـضاد الحيـوي       L.monocytogenesوأظهـرت    .tetأنواع المقاومة شيوعاً في اللستيريا، وذلك لامتلاكها الجـين          

Trimethoprim   زِلَـت أول سـلالةٍ مـن           %35.7، وبنسبةوقـد ع ،L.monocytogenes         مقاومـةٍ لمـستوياتٍ عاليـةٍ مـن

Trimethoprim مــن البيئــة فــي فرنــسا، وكانــت تحمــل الجــين 1995 عــام dfrD الــذي يــشفر لأنــزيم المقاومــة 

Dihydrofolatereductase) Charpentier and Courvalin, 1997.(   وأظهـرتL.monocytogenes    مقاومـة للمـضاد
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ــوي  ــسية Erythromycinالحي ــجل الباحــث ،%57.1 بن ــد س ــه MacGowan  وق ــة )1990(وجماعت ــة جرثوم  مقاوم

L.monocytogenes   للـErythromycin      وقد أعزى ذلك إلى المقاومة المكتسبة ، .الباحثان وذَكَر  Charpentier و Courvalin 

 ـ  لمقاومـة  ermA أن إكتساب جينات المقاومة للمـضادات الحيويـة، كمـا فـي الجـين                )1999(  فـي   Erythromycin الـ

L.monocytogenes  ترانيـة الإق ناتبوسو أو الترانـس الانتقـال يـدات ذاتيـة   ريق البلازم عن طلاكتسابهاتعودConjugative 

Transposons المقاومة للمضادات من أنواع أخرى من الجراثيم .  
  

  لمضادات الحيويةبعض احساسية أنواع جنس اللستيريا ل: 3الجدول 

L. monocytogenes /14عزلة   

  اومةالمق  المتوسطة  الحساسة

  

  المضادات الحيوية

  %  العدد  %  العدد  %  العدد
Tetracycline 2 14.3 1 7.1 11 78.6 

Trimethoprim 8 57.1 1 7.1 5 35.7 
Erythromycin 6 42.9 0 - 8 57.1 

  

 :PCRبإستخدام تقنية  L. Monocytogenes فيتشخيص جينات مقاومة المضادات الحيويةنتائج  -3

 589 وبعد إجراء عملية الترحيل الكهربائي، تم الحصول على حزمةٍ بحجم ،tet(S) شف عن جين المقاومة للتتراسايكلينكُ

، وأما بقية العزلات فكانت سالبةً بالنسبة 5 و2 في السلالة رقم DNA-Ladderزوج قاعدة وذلك عند مقارنتها بالدليل الحجمي 

 سلالتين حساستين للتتراسايكلين، أما بقية ، وعند إجراء فحص الحساسية كانت هناك)4(، كما مبين في الصورة tet(S)للجين 

 وقد يعزى ذلك إلى إنها تمتلك جيناتٍ أخرى لمقاومة tet(S)أعطت نتيجةً سالبةً للجين قد السلالات المقاومة للتتراسايكلين ف

 .tetK، tetL، tetMات ومنها الجين،tet(S)التتراسايكلين وليس الجين 

 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

  tet(S) والجين PCRبإستخدام تقنية  L.monocytogenes لجرثومةDNAنواتج تضاعف : 4الصورة 
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 أنه لو تم الحصول على أربعةِ )2011( وجماعته Granierإن المقاومة للتتراسايكلين تكون شائعةً في البيئة، إذ ذكر 

 لحصول على عزلات وفي تلك الدراسة تم ا،عزلاتٍ مقاومةٍ للتتراسايكلين فإن ثلاثةً منها تكون من مصادرٍ بيئيةٍ

L.monocytogenes  من الغذاء والمصادر البيئية، وأظهرت مقاومة للتتراسايكلين وكانت تحمل الجينtet(M).  كما وجد

Poyart-Salmeron أن تواجد الجين )1990( وجماعته tet(S) في سلالة E.faecalis يمثل دعماً إضافياً على أن 

للـ  ، وقد وجد أن تردد الإقترانEnterococciنشأ من BM4210 L.monocytogenes  من سلالة pIP811بلازميد

E.faecalis  الحاوية على الجينtet(S) أو غيره من محددات tet مع E.faecalis JH 2-2 وL.monocytogenes L017  كان

  ).Charpentier et al., 1994(متشابهاً 

 في جميـع عـزلات    ) Trimethoprim) dfrDاد الحيوي   وفي الدراسة الحالية تم التحري عن وجود جين مقاومة المض         

L.monocytogenes      قيد الدراسة بإستخدام تقنية PCR،     زلاتزلات كانت       13،  7،  2 وقد أظهرت العنتيجةً موجبةً للجين، وهي ع 

ان كانتا مقاومتين للمضاد     عزلةً نتيجةً سالبةً له، ومن بينها عزلت       11 بينما أعطت    ،مقاومة لذلك المضاد عند إجراء إختبار الحساسية      

 Charpentier زوج قاعدة كما ذكـره       199بعد إجراء الترحيل الكهربائي، ظهرت حزمةٌ عند الموقع         و .Trimethoprimالحيوي  

 يمنح المقاومة dfrD أن الجين )1997( CourvalinوCharpentier وقد ذكر ). 5(، وكما موضح في الصورة )1999(وجماعته 

 Staphylococcus aureus فـي dfrDوهـو مـشابه للجـين     L.monocytogenes BM4293 فـي  Trimethoprimللـ 

MUR313ـ  قـد تكـون نـشأت فـي      L.monocytogenes BM4293 فـي  Trimethoprim ، وقد افترض أن مقاومة الـ

Staphylococci.  

 
 
 

  

 
 
 
 
 

 

 

  

 dfrD والجينPCRبإستخدام تقنية  L.monocytogenes  لجرثومةDNAنواتج تضاعف : 5الصورة 

 في إختبار الحساسية أعطت نتيجةً سالبةً عند الكشف Trimethoprimإن السلالات التي لم تظهر مقاومةً للمضاد الحيوي 

 عند إجراء Trimethoprim، والتي كانت مقاومة للمضاد dfrD سلالتان نتيجة سالبة للجين  بينما أظهرت،dfrDعن الجين 

، وإنما نوع آخر من dfrD هو ليس Trimethoprim إلى إن الجين الذي منحها المقاومة للـ إختبار الحساسية، وهذا قد يعزى

 الذي تم dfrG فقد يكون سبب المقاومة هو الجين ،جينات مقاومة ذلك المضاد، والتي لم يتم الكشف عنها في الدراسة الحالية
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وسون له قدرةٌ عاليةٌ على الإنتشار سواء بين الأنواع ، وذلك الترانبL.monocytogenes في Tn6198 اكتشافه في ترانبوسون

intra-speciesأو بين الأجناس  inter-genus) Bertschet al., 2013 .(  

 سلالة تعود   14 وذلك في    Erythromycin الذي يمنح المقاومة للمضاد الحيوي       ermBفي الدراسة الحالية عن جين      شف  كُ

 نتيجةً موجبةً لذلك الجين، وكانـت أيـضاً مقاومـةً للمـضاد الحيـوي               10 و 4لتان   وقد أعطت السلا   ،L.monocytogenesللـ  

Erythromycin    في الصورة      ، عند إجراء إختبار الحساسية ت حزمةٌ عند الموقع      ) 6( وكما مبينرزوج قاعـدة عنـد      636إذ ظَه 

 سلالاتٍ مـن    3الحصول على   نوا من   إذ تمك  ،)2010( وجماعته   Morvan وكما ذكره    DNA-Ladderمقارنتها بالدليل الحجمي    

L.monocytogenes  مقاومة للـErythromycin وتبين أن اثنين منها تحمل الجين ermB    23 والـذي يـشفر لــs rRNA 

Methyl transferase  والذي يحور منطقة إرتباط مضادات)MLSB (Macrolide-lincosamide-streptograminB.  

  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

  

  

  ermB والجينPCRبإستخدام تقنية  L.monocytogenes لجرثومةDNAتضاعف نواتج : 6الصورة 

  

 فـي بلازميـد مـن سـلالاتٍ تعـود إلـى             ermBكتـشف الجـين     أُ )1993( وجماعته   Hadornوفي دراسةٍ أجراها    

L.monocytogenes .            الجين جِدثم لُوحِظَ أن ذلك البلازميد يحمل المقاومة المتعددة، وكذلك وermB  وسون الاقترانـي    في الترانب

Tn1545، وكلاهما يستطيع الإنتقال بين سلالات L.monocytogenes وإلى غيرها من الأنواع ،)Doucet-Populaire et al., 

1996 .(  

 المتبقية سواء أكانت مقاومةً أو غير مقاومةٍ في إختبار الحساسية، فقد أعطت نتيجةً L.monocytogenesأما سلالات 

 تدل على عدم PCR فبالنسبة للسلالات غير المقاومة، فإن النتيجة السالبة بإستخدام تقنية ،عند الكشف عنه ermBسالبةً للجين 

 فقد يعود ermB، والتي أعطت نتيجةً سالبةً للجين Erythromycin أما السلالات المقاومة للمضاد الحيوي ،ermBوجود الجين 

  . مضادإلى إمتلاكها لنوعٍ آخرٍ من جينات مقاومة ذلك ال
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