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بالػػػتمداـ  تػػػـ  اػػػر العتػػػرات المعلولػػػة مػػػف الجػػػروح مػػػف ملتعػػػي  الرمػػػادي العػػػاـ التعميمػػػ  مظ ريػػػا 
المػػار ببكتريػػا المكػػورات   nucلمكعػػؼ رػػف جػػيف  PCRالطػػرؽ التيميديػػة وجينيػػا بالػػتمداـ تيارػػؿ الكػػو رة 
 بالػػػتمداـ دارػػػدات البػػػواد   thermostable nucleaseالعنيوديػػػة اليةبيػػػة والملػػػتوؿ رػػػف انتػػػاج انػػػليـ 

لوج دارػدي الملػتممر  162دارػدة رمػ  التػوال  ل وليػد اػمـ الجػيف يو الاجػـ  13و 12المصنعة باجـ 
مػػػف الجينػػػوـ البكتيػػػري بتيارػػػؿ الكػػػو رة واف نػػػوات  ةػػػيا التيارػػػؿ رامػػػت رمػػػ  ةػػػ ـ الاكػػػارول بعمميػػػة الترايػػػؿ 

( 85/256% )4674بنلػبة الك ربػاي    ومػف مػ ؿ نتػاي  ةػير الدرالػة تػـ رػلؿ المكػورات العنيوديػة اليةبيػة 
  اف الػتمداـ تيارػؿ  nuc% موجبة لػػػػ جػيف 222بالارتماد رم  الطرؽ التيميدية وكانت جميع ةير العللات 

يعتبر متعر دوي لمتعمير اللريع لالت ابات المكػورات العنيوديػة اليةبيػة بطرييػة  nucالبممرة لتاميـ جيف 
ة الػػ  الػػتمداـ الطريػػؽ التيميديػػة المعتػػاد رمي ػػا  ػػ  ممتبػػرات مباعػػرة  ػػ  العينػػات اللػػريرية واتػػ  دوف الااجػػ

  الوادات الصاية
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 .المقدمة
ك يراً  Staphylococcus aureus المكورات العنيودية اليةبية

وة    mucus membraneالمماطية ما تلتوطف الجمد والأغعية
المنتعرة رالمياً مصوصاً  المراية ة مف اغمب الملبباتوااد

مف  الأمراضوتتراوح ةير  [1]الالت ابات بعد العمميات الجرااية 
م ؿ يات الرية  الاياةالت ابات الجمد البليطة ال  الامراض الت  ت دد 

pneumonia   وتجر ـ وتلمـ الدـSepticemia and Bacterimia 
وتمتمؾ ةير البكتريا ددرة رالية رم  اكتلاب ماددات المياومة 
لمماادات الايوية مصوصاً بعد دموؿ الماادات الايوية الجديدة    

 إمكانيةالالتمداـ الطب  ولاف المكورات العنيودية اليةبية ل ا مجاؿ 
المكورات العنيودية  اف اكتلاب ماددات  أنواعمراية رالية مف بيف 
يلبب تادي كبير لممعالجة والليطرة رم   المياومة    ةير البكتريا

 . [2] الأمراض الت  تلبب ا ةير البكتريا 
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 nucleaseل لات المكورات العنيودية اليةبية تنت  انليـ  
 extracellular thermostableلمارارة مارج الم يا ومياوـ

nuclease  (ThermonucleaseTNase  )[3] وةيا الانليـTNase  
وياطـ ك   Da [4] 17,000 ربارة رف بروتيف يي ولف  جليي 

والاامض   DNAالاامايف النووي الرايبولي منيور الاوكلجيف
 222و عاليته الانليمية تياوـ ات  درجة ارارة   RNAالرايبولي النووي

وتـ ايااً درالة اليعالية الانليمية ل يا الانليـ  [5]  لمدة لارة °ـ
 كإادىلامتبارات الممتبرية ا لتاميؿ الااماض النووية    العديد مف
 Staphylococcusاليةبيةمطوات تعمير المكورات العنيودية 

aureus  إلا أف  [7 ,6]ار غير مار ب ير البكتريابةيا الامت لكف
الملتوؿ  nuc gne لمجيف  Molecular detectionالجليي  التاديد

 Staphylococcus ببكتريا specificيكوف مار TNase رف انتاج

aureus [8] رف الامراض الناتجة رف الاصابة ب ير والتمدـ لمكعؼ 
 ,9] البكتريا ات  رند تراكيل واطية ل ا ولمنتجات ا    العينات اللريرية

 nuc gene لتضخيم الجين  PCRليلؾ التمدمت طريية  [11 , 10
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الماصة به لمتعمير والكعؼ اللريع والدديؽ مف   بالتمداـ البواد
  ] Staphylococcus   aureus ] 12 المكورات العنيودية اليةبية

 
 المواد وطرق العمل

  Sample Collectionجمع العينات
ألتمدمت الملاات اليطنية الجاةلة المج لة بولط تنادؿ 

Transport medium  المصنعة مف عركةGreiner Germany    
مريااً رادديف ومراجعيف لمعيادات  256جمع نمايج الجروح مف 

   ملتعي  الرمادي العاـ ولممتمؼ الييات العمرية ولك   الإلتعارية
العينات بأدؿ مف  لرعوتـ  1222الجنليف لميترة مف عباط ولغاية تمول 

نصؼ لارة رم  اكار الدـ وبطريية التمطيط المباعر واانت    
لارة وبعد  ترة الااف تـ إمتبار بعض الملتعمرات  13ـ لمدة  26°

 Mannitol Salt Agarية التنيية رم  ولط النامية وأجريت ل ا رمم
واكار الدـ وأكار الماكونك  لدرالة صيات ا اللررية مف ايث اجم ا 

 ولون ا وارتيار ا وغيرةا مف الصيات اللررية الأمرى  
 

 : تشخيص العزلات 
تـ تعمير العللات بالإرتماد رم  الياوصات البكتريولوجية 

رم  المصادر العممية المتبعة لتعمير البكتريا  والكيموايوية إرتماداً 
[13, 14]   

 
  DNAخطوات عزل الــ 

الكرومولوم  بطريية الملخ الياردي  DNAتـ التم ر الػػػ 
    promega kit .وبالتمداـ  

 
 DNA quantitationالتقدير الكمي لمــدنا 

مف البكتريا ديد الدرالة  DNAاارت نمايج الػػ 
Staphylococcus aureus  ( مايكروليتر مف 12وددرت كمياً بأمي )

 ـ ملجت جيداً  TE buffer مفمايكروليتر  872الدنا وأايؼ له 
وديلت الأمتصاصية رند الطوؿ الموج  بالتمداـ ج ال ألمطياؼ 

كماموؿ  TE bufferوالتمداـ  Spectrophotometerألاوي  
مف ااصؿ دلمة دراءة  ( وتيدر نياوة الدنا Blankليطرة ) 

نانوميتر رم  دراءة الامتصاصية  152الامتصاصية رند طوؿ موج  

  وايظت جميع النمايج  ] 15 [نانوميتر  172رم  طوؿ موج  
 ـ لايف الالتمداـ   °12-بدرجة ارارة 

مايكروغراـ/  DNA(DNA concentration)تركيل الػػ 
( × 152= )اليراءة رند الك ا ة الاويية بطوؿ موج   مايكروليتر

مايكروليتر(  2222مايكروغراـ/ 42ال ابت )× الكؿ/ اجـ النمويج 
 الاجـ الكم (  × والنات  ييدر بوالطة )التركيل 

 
الخاصة بــ  Polymerase Chain Reactionخطوات تفاعل الكوثرة

   هالمراد تحديد الجين
   nucالجدوؿ التال  يواح مطوات تيارؿ الكو رة الماصة بالػ  جيف 

 
الخاصة بتضخيم  (PCR)( يوضح خطوات تفاعل الكوثرة 1جدول رقم )

 . nuc geneالجين 
يسخ 

 Initialبذائً

Denaturation 

01 

 دقٍقت
 ºو 49

01 

cycles 

 دورة

يسخ 

Denaturation 

01 

 ثانٍت
 ºو 49

اتحاد وانتحاو 

Annealing 
 ºو 01 دقٍقت 0

استطانت 

Extension 

0:01

 ثانٍت
 ºو 27

استطانت نهائٍت 

Final 

Extension 

01 

 دقٍقت
 ºو 27

      Sequences of nuc gene Primer  الجينــ تتابع البادئ الخاص ب

     
nuc  F   5' GCGATTGATGGTGATACGGTT  3'                  
 270 bp 

  nuc R    

5'AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 3' 
 

 اروزگالكهربائي عمى هلام ال  الترحيل
ارول رم  ألناو گالك رباي  لمدنا رم  ة ـ الأ الترايؿيتـ 

 ألتال  :
ويلؾ لمكعػؼ رػف رينػات الػدنا  29ارول بتركيلگ_  تااير ة ـ الأ2

اليي تػـ التم صػه ولماصػوؿ رمػ  التركيػل المػيكور أنيػاً أاػيؼ 
 TBE buffer( مػػؿ مػػف مامػػوؿ222ارول  ػػ  )گػػالأغػػـ( مػػف 2)

مػؿ  82مػع  10XTBEمؿ مف 22( ) ياار مف ملج 1Xبيوة )
مػف المػػاء الميطػػر وتمػػت ألإيابػػة بدرجػػة الغميػػاف رػػف طريػػؽ واػػعه 

( 42_32 ػػـ تػػرؾ ليبػػرد إلػػ  درجػػة اػػرارة )  Microwaveبج ػػال 
( مػػايكروليتر لكػػؿ ) 4بتركيػػل )  Red safeوأاػػييت صػػبغة ºـ
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ارول مع التاريؾ بمطػؼ اتػ  يتجػانن انتعػار گ( مؿ مف الأ 222
 ةير الصية    ال  ـ  

( مايكروليتر مف كػؿ رينػة مػف 22اممت رينات الدنا ويلؾ بملج ) -1
( مػايكروليتر مػف مامػوؿ التاميػؿ 1رينات الدنا المراد تاميمه مع )

ودػػد مصصػػت أاػػدى الايػػر لااػػا ة الػػدليؿ الاجمػػ  مػػع مامػػوؿ 
( مػػػايكروليتر   أمػػػا الايػػػر الأمػػػرى  يػػػد 21باجػػػـ كمػػػ  )التاميػػػؿ 

مصصت لإاا ة رينات الدنا مع مامػوؿ التاميػؿ وبعػد إف مميػت 
(  ولػت 4جميع الاير المطموبة يمرر التيار الك ربػاي  بيػرؽ ج ػد )

ددييػة ويكػوف  52_22( لـ مف اوض الترايؿ لمػدة مػف 12لكؿ )
  .ليطب الموجبلمالـ مف اليطب اللالب إل  ا الترايؿاتجار 

 
 النتائج والمناقشة .
  isolation and identificationانعزل وانتشخٍض 

( رينػة 256تـ تعمير بكتريا المكورات العنيودية اليةبية   ػ  )
مػػػػف رينػػػػات الجػػػػروح جمعػػػػت مػػػػف المراػػػػ  المعػػػػموليف بالدرالػػػػة  ػػػػ  
ملتعي  الرمادي العاـ وارتمد تعػمير البكتريػا ارػ ر  ػ  ةػير العينػات 

 mannitole saltرم  الصيات اللررية لملتعمرات ا النامية رم  ولط 

agar   واكػار الػدـblood agar     اظ ػر الياػر المج ػري والتصػبي  و
بصػػػػبغة كػػػػراـ ان ػػػػا مكػػػػورات موجبػػػػة لصػػػػبغة كػػػػراـ  وتنػػػػتظـ رمػػػػ  ةييػػػػة 

وغيػر مكونػة ل بػواغ  grape like shape تجمعػات ورناديػد العنػب 
 متاركة بامتبار  ار الاركة   وغير

الكيموايويػػة لمعػػللات  كانػػت كمػػا ةػػو مبػػيف  الامتبػػاراتأمػػا نتػػاي  
  (1ؿ )   الجدو 

 
 .ٌبٍن نتائج الاختباراث انكًٍىحٍىٌت نهعزلاث قٍذ انذراست(   2)جذول رقى 

G
ro

w
in

g
 o

n
  

  
  

 M
S

A
 

H
a

em
o

ly
si

s
 

T
h

er
m

o
n

u
cl

ea
se

 

M
o

ti
li

ty
 C

o
a

g
u

la
se

 

C
a

ta
la

se
 

O
x

id
a

se
 

G
ra

m
 –

 s
ta

in
in

g
 

1 
α -42% 

+ _ + + + + 
β-58% 

 +:جميع العزلات اعطت نتيجة موجبة 
 العزلات اعطت نتيجة سالبة :جميع -

MSA:-Mannitol salt agar  
 

 potentيعتبػػػػػػر متعػػػػػر دػػػػػػوي  nucleaseإف إنتػػػػػاج أنػػػػػليـ 

indicator    لممكورات العنيودية اليةبية المرايةStaphylococcus 

aureus  واف جميػػػػػػػػػع رػػػػػػػػػللات  [16]رمػػػػػػػػػ  مػػػػػػػػػدى العيػػػػػػػػػود الاميػػػػػػػػػرة
Staphylococcus aureus   كانت منتجة له واف 222ديد الدرالة %

 ػػ  العػػػللات اللػػريرية تكػػػوف   thermonuclease عاليػػة ةػػيا الانػػػليـ 
الموجػود  ػ  الولػط اللررػ  رػف طريػؽ  DNAبلبب تكلػر او تاطػـ  

  DNA [17]انتاج ةيا الانليـ اليي له اليدرة رم  تاطيـ 
 

 . DNAاستخلاص انحايض اننىوي ينقىص الاوكسجٍن انـ 

   (Pre-PCRترايؿ الاامض النووي دبؿ اجراء تيارؿ الكو رة  )
مػػف رػػللات المكػػورات العنيوديػػة اليةبيػػة ديػػد  DNAتػػـ رػػلؿ الػػػ 
وبعػد ديػان تركيػل ونيػاوة الاػامض    promega kitالدرالػة بالػتمداـ 

النػػػػػػػػػػػػػػػووي بالػػػػػػػػػػػػػػػػتمداـ ج ػػػػػػػػػػػػػػػػال المطيػػػػػػػػػػػػػػػاؼ الاػػػػػػػػػػػػػػػػوي  المػػػػػػػػػػػػػػػػار 
Specctrophotometer  الماصة بيلؾ  ػـ تػـ  ومف  ـ تطبيؽ المعادلة

ترايػػػؿ الاػػػامض النػػػووي رمػػػ  ةػػػ ـ الاكػػػارول وكانػػػت النتيجػػػة كمػػػا  ػػػ  
 ( 2العكؿ)

( %0.7( يوضح نتيجة الترحيل الكهربائي عمى هلام الاكاروز )1شكل رقم )
لجينوم  Pre –PCRبصبغة بروميد الاثيديوم قبل اجراء تفاعل الكوثرة 
 المكورات العنقودية الذهبية.

 
لتشـــخيص المكـــورات العنقوديـــة الذهبيـــة  nuc geneتحديـــد الجـــين 

 جينيا.
 nuc لمجػػيف  Molecular detection الجلييػػ  أف التاديػد

gne  إنتػػػػاجالملػػػػتوؿ رػػػػفTNase  يكػػػػوف مػػػػارspecific ببكتريػػػػا 
Staphylococcus aureus  [8] والػػػتمدـ لمكعػػػؼ رػػػف الامػػػراض

البكتريا ات  رند تراكيل واطية ل ػا ولمنتجات ػا  الناتجة رف الاصابة ب ير
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 PCRلػػيلؾ الػػتمدمت طرييػػة    [11 ,10 ,9]  ػ  العينػػات اللػػريرية
لماصػػة بػػه لمتعػػمير يء ابالػػتمداـ البػواد nuc gene لتاػميـ الجػػيف

 والكعػػػػػػػػػػؼ اللػػػػػػػػػػريع والػػػػػػػػػػدديؽ مػػػػػػػػػػف المكػػػػػػػػػػورات العنيوديػػػػػػػػػػة اليةبيػػػػػػػػػػة
Staphylococcus  aureus [12]  

وبالػػػتمداـ  PCR ػػػ  ةػػػير الدرالػػػة ومػػػف مػػػ ؿ تيارػػػؿ الكػػػو رة 
% 222تػـ تاديػػد ةػيا الجػػيف  ػػ   nuc geneالبػواد  الماصػػة بػالجيف 

مػػػػف رػػػػللات المكػػػػورات العنيوديػػػػة اليةبيػػػػة المعمصػػػػة بػػػػالطرؽ التيميديػػػػة 
الماصػػة بتعميصػػ ا ايػػث ظ ػػرت اػػلـ ةػػيا الجػػيف وااػػاة يات الاجػػـ 

ـ ل ػػيا الجػػيف والترايػػؿ الك ربػػاي  لوج دارػػدي بعػػد إجػػراء التاػػاي 162
( 1والياػػر تاػػت الاعػػعة اليػػوؽ بنيلػػجية كمػػا ةػػو وااػػح  ػػ  العػػكؿ )

 ػ  جميػع   nuc gene(  و   درالػة امػرى تػـ تاػميـ ةػيا الجػيف 2و)
رػػللات المكػػورات العنيوديػػة اليةبيػػة التػػ  تػػـ تعميصػػ ا بػػالطرؽ التيميديػػة 

لؾ يمكػف الػتغ ؿ ةػير ولـ يتـ تعميصه    أنػواع امػرى مػف البكتريػا لػي
الطرييػػػة لتعػػػمير المكػػػورات العنيوديػػػة اليةبيػػػة والالػػػتغناء رػػػف الطػػػرؽ 

ب ػػػػػػيا النػػػػػػوع مػػػػػػف  Specificالأمػػػػػرى ويلػػػػػػؾ لاف ةػػػػػػيا الجػػػػػػيف مػػػػػار 
و ػػ  درالػػات أمػػرى كانػػت تعتمػػد رمػػ  تاػػميـ الجينػػات   [18]البكتريػػا

الملػػػػتولة رػػػػف مياومػػػػة المكػػػػورات العنيوديػػػػة اليةبيػػػػة لمم يلػػػػيميف ورمػػػػ  
 ػػػػ  ةػػػػير البكتريػػػػا أمػػػػا  ػػػػ  الودػػػػػت  toxinsالجينػػػػات المعػػػػيرة لملػػػػموـ 

لتعػػمير المكػػورات   nuc geneالاااػر يعتمػػد رمػ  تاػػميـ الجػيف 
إف الجمػػػع بػػػيف [19] العنيوديػػة اليةبيػػػة وتيريي ػػػا رػػػف الانػػػواع الامػػػرى 

وتاػميـ الجينػات المعػيرة   nuc gene تيارػؿ الكػو رة  لتاػميـ الجػيف
م مػػة لتعػػمير  Phenotypic characteristicلمصػػيات المظ ريػػة 

المكػػورات العنيوديػػة اليةبيػػة لػػين  يػػط  ػػ  العينػػات اللػػريرية لتعػػمير 
نمػػا أياػػا لمكعػػؼ رػػف تمػػوث الأغييػػة و ػػ  العينػػات البا يػػة  الامػػراض وام

و ػػ  درالػة اجريػت  ػػ  المممكػة العربيػة اللػػعودية   [12]كالتربػة والميػار 
مػػػػف رػػػػللات المكػػػػورات  %222 ػػػػ   nuc geneتػػػػـ تاػػػػميـ الجػػػػيف 
   [20]العنيودية اليةبية

ودػػد الػػتمدمت الطػػرؽ الجليييػػة لتاديػػد الجينػػات الماصػػة بانتػػاج 
 coagulaseالمعػػير لانتػػاج انػػليـ   coa geneالانليمػػات م ػػؿ الجػػيف 

لمتيريػؽ بػيف  thermonuclaseالمعػير لانتػاج انػليـ  nuc geneوجػيف 
S. aureus  وS. intermedius وS. Hyicus [21]   
 
 

%( بصبغة 2( يوضح نتيجة الترحيل الكهربائي عمى هلام الاكاروز)2شكل )
Red safe   حيث يلاحظ الحزم المضخمة لمجين nuc gene الخاص

 ,S1بالمكورات العنقودية الذهبية حيث تم تحديد الجين في جميع العزلات )
S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S12, 

S13, S14 باستخدام الدليل الحجمي )bench top   عمى اليمين واليسار
 كمعمم لتعيين حجم الجين .

 

%( بصبغة 2( يوضح نتيجة الترحيل الكهربائي عمى هلام الاكاروز)3شكل )
Red safe   حيث يلاحظ الحزم المضخمة لمجينnuc gene  الخاص

 ,S15بالمكورات العنقودية الذهبية حيث تم تحديد الجين في جميع العزلات )
S16, S17, S18, S19, S20, S21, S22, S23, S2 ) باستخذاو

 .عهى انًٍٍن وانٍسار كًعهى نتعٍٍن حجى انجٍن   bench topانذنٍم انحجًً 

 
 
 

270 bp 
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Abstract 

To examine the recovered strains phenotypically by conventional methods and genotypically by using  

synthetic oligonucleotides of  21 and 24 bases in polymerase chain reaction to amplify a sequence of nuc gene , which 

encoded thermostable nuclease of Staphylococcus aureus. A DNA fragment of approximately 270 bp was amplified 

from isolated DNA, PCR products was detected by agarose gel electrophoresis. Our results showed that 100% of  

Staphylococcus aureus were positive to nuc gene .The PCR for amplification of nuc gene has potential for rapid 

diagnosis of  S. aureus infections by direct testing of clinical specimens .   


