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Abstract: The current study was conducted to investigate the bacterial causes of eye infection which include inflammation of Conjunctivitis,eye lid infection (Blepharitis) and Dacryosystitis. One handered ninety one swabs were collected from the eyes of infected people who reviewed Al-Hilla teaching hospital and Alnoor child hospital and Babylon maternity and paediatric hospital from November 2011 to May 2012.Culture investigations  showed 176 positive bacterial growth from 191,the bacterial isolates include 119 isolates Gram positive and 57 isolates Gram negative,the Gram positive isolates include, S. aureus show high percentage of isolate(38.06%),PCR assay were performed to identify the presence of some genes related to pathogenicity in bacteria responsible from inflammation of the eye. Staphylococcus aureus represented the largest causative agent of inflammation of the eye the study revealed the presence of certain gene in some isolate of bacteria, including the gene SEA that gave large proportions in the study isolates rate 87.5%.
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دراسة وراثية لبعض المسببات البكتيرية الممرضة في الأشخاص المصابين بالتهاب العين والتحري عن نسبة انتشار المورث SEA
رقية منذر عوض1           واثق عباس الدراغي2           عبد النبي جويد3
1كلية العلوم للبنات/ جامعة بابل
2معهد الهندسة الوراثية والتقنيات الاحيائية/ جامعة بغداد
3كلية العلوم للبنات/ جامعة بابل
الخلاصة: أجريت الدراسة الحالية للتحري عن المسببات البكتيرية لآلتهاب العين المتمثلة بالتهاب ملتحمة العين Conjunctivitis)) والتهاب الجفن eye lid infection) (Blepharitis)) والتهاب كيس الدمع Dacryocystitis)) لأعمار مختلفة. جمعت191 مسحة من عيون المصابين الذين راجعوا مستشفى الحلة التعليمي العام ,مستشفى بابل للولادة والأطفال, مستشفى النورللأطفال للفترة من تشرين الثاني 2011- أيار2012  . أظهرت النتائج الزرعية من خلال دراسة الصفات المظهرية وجود 176 عينة موجبة للزرع من اصل 191 عينة مزروعة منها 119 عزلة بكتيرية موجبة لصبغة غرام 57 عزلة بكتيرية سالبة لصبغة غرام, شملت البكتريا الموجبة المكورات العنقودية الذهبية Staphylococcus aureus67 (38.06%). تم اجراء دراسة وراثية لبعض الجينات التي لها علاقة بالامراضية باستخدام تفاعل انزيم البلمرة   PCRلبكتريا المكورات العنقودية S .aureus لكونها النسبة الاكبر المسببة لالتهاب العين. وكشفت الدراسة عن وجود الجين Sea الذي أعطي نسباً كبيرة بنسبة (87.5%).
المقدمة 
الاصابات البكتيرية التهابات حادة للعين تشمل التهاب الجفن lidinfection)) والملتحمة (Conjunctivitis) وكيس الدمع (Dacryocystitis)(28) .وتحدث الإصابة بالتصاق البكتريا وغزوها للأغشية والخلايا الظهارية من خلال امتلاكها عوامل تساعد على التصاقها واختراقها للمضيف (21) وبينت الدراسات أن أكثر المسببات البكتيرية لالتهاب العين هي بكتريا المكوراتaureus Staphylococcus Staphylococcus epidermidis    streptococcus Pneumoniae Heamophillus, Infleunzae (12 ،28)  في حين بينت  دراسة اخرى أن أسباب  التهاب كيس الدمعوالجفن والملتحمة هي أصابتها  منS.aureusepidermidis S.  Pneumoniae(27) .تعد بكتريا المكورات العنقودية واحدة من المسببات المهمة والاكثر شيوع الامراض العين ولاسيماباطن العين عقب العمليات الجراحية وعادة يتبعها انعدام في الرؤية ويتكون جدارS. Aureusمن مجموعة عوامل تلعب دورامهما ًفي الضراوة وتساهم في تحفيز المناعة منها حامض   Lipoteichoicacidو Peptidoglycan.  فهما موجودان في كل جدران البكتريا. تمتلك العين عدة دفاعات مناعية-بايوكيميائية-فيزيائية ضد المكروب منها :أهداب الجفن Eyelashes التي تعمل مرشح للأوساخ وجزيئات التلوث لكي تمنع دخولها للسطح البصري-وأن عملية فتح وغلق العين اللاإرادي ينشأ عندما تلتصق الاجسام الغريبة بالاهداب ,وتعمل الدموع المفرزة من العين كوسيلة حماية لغسل العين وأجزائها من البكتريا وبقايا المخلفات,وتتكون الاجفان والملتحمة من نسيج ذي خلايا ظهارية كثيرة يتقشر الجلد مرضيا بأستمراروهذا يمنع الغزو بوساطة المكروب ويؤدي الى فصل المكروب الملتصق بالطبقات السطحية الخارجية وعزله (31).
GeneSea ( Staphylococci enterotoxin A) يمثل هذا الجين السم الداخلي من نوع A لبكتريا S.aureus. يعزل بكثرة SEA geneسريرياً ومن الاغذية كذلك يشكل مصدر لتسمم الاغذية ويحمل هذا الجين بوساطة عاثيات البكتريا المعتدلة ونسبة انتشاره عالية,  وقد بينت العديد من الدراسات وجود هذا الجين وانتشاره في البكتريا S. aureus المعزولة من العديد من الامراض البكتيرية.
المواد وطرائق العمل 
جمع العينات 
تضمنت الدراسة الحالية 191 مصاباً بأنواع مختلفة من التهابات العيون شملت التهاب الملتحمة Conjunctivitis)),التهاب كيس الدمع Dacryocystitis)),التهاب الأجفان Blepharitis)) من المرضى ممن راجعوا مستشفى الحلة التعليمي ,مستشفى بابل للولادة ,مستشفى النور للاطفال  للفترة من تشرين الثاني 2011 الى أيار  2012بعد تشخيص الحالة من الطبيب المختص. تراوحت أعمار المرضى من 1ساعة الى 70 سنة .تم جمع مسحات من عيون المصابين  بوساطة مسحة ناقلة معقمة ذات استعمال واحد (Disposable sterial eye swabs)حسب موقع الإصابة تأخذ وتغلق المسحة لحين نقلها إلى المختبر.زرعت في الأوساط الزرعية المختلفة وحضنت لمدة 24 ساعة بدرجة 37c°ليتم تشخيصها ثم صبغت المزارع البكتيريةبصبغة غرام لتميز البكتريا الموجبة والسالبة لصبغة غرام (6). واجري فحص الكاتاليز,الاوكسديز, فحص اكار المانتول الملحي , اليوريز, جذر الاندول, فحص الحركة لتشخيص العزلات البكتيرية والتي اظهرت البكتريا الموجبة والسالبة جدول (3) .
الاختبارات الوراثية Genetics Assay
عزل الحامض النووي الديوكسيرايبوزيDNA Extraction
أُجري استخلاص الـ DNA من عزلات بكتريا المكورات العنقودية بعدما تم تشخيصها مظهريا وكيموحيويا. أجري استخلاص الـ DNA باستخدام العدة المجهزة من شركة  Genomic DNA MiniKitGeneaid, ثم استخرجت الأنابيب و أزيل الرائق وعمل لها طرد مركزي مدة دقيقة  واحدة بسرعةxg 2500 دورة بعدها نقل النمو البكتيري إلى أنابيب ابندروف Eppendrof واستعمل في الاستخلاص brothBrain Heart Infusion لكونه الأفضل في استخلاص الدنا من البكتريا جدول (4).(12،16) 
طريقة الاستخلاص Extraction Method
أجري استخلاص ـ DNA البكتريا باستخدام عدة عزل ـ DNA المجهز من شركة  Geneaid كما يأتي:

1- وضع أنابيب  eppendrofالحاوية على العالق البكتيري في جهاز الطرد المركزي المبردCool Centrifuge) ) لمدة دقيقة واحدة وبسرعة  xg12500دورة.
2-استخرجت  الأنابيب من الجهاز وأضيف 200 ml لها انزيم (Lysozyme) لكل أنبوبة ابندروف لكون الدنا معزول من بكتريا موجبة وحاويه على كمية من الببتيدوكلايكان فيعمل الانزيم على تكسيرهثم وضعت بالحاضنة بدرجة 37م°لمدة ساعة واحدة مع التقليب كل 3 دقائق.
3-أضيف 200 mlمن  محلول GB bufferلكل عينة مع التقليب مدة 5ثوانٍ بعدها وضعت الأنابيب في حمام مائي تم تسخينه مسبقا لدرجة 70C° مدة 10 دقائق مع تحريك الأنابيب  وخلط محتوياتها كل 3 دقائق.
4-استخرجت  الأنابيب من الحمام المائي وتم  تحضير محلول RNase وذلك للتخلص من كل الرنا للحصول فقط على الدنا, حضر محلول الـ RNase  وذلك بإذابة الإنزيم RNase  ومقداره 20 mg في 1 مل من Nuclease free water ومزج سوية بأستعمالVortex  ثم يضاف 5مايكروليتر لكل عينة.
5-أضيف الإيثانول المطلق (absolute ethanol) بمقدار 200(l لكل عينة وحرك بالمزج والتقليب.
6-وضع GD Column في وسط 2ml Collection tubeالمجهزة مع عدة استخلاص الدنا وننقل محتويات eppendrofالى GD Column.
7-نبذ المحلول بطريقة الطرد المركزي مدة دقيقتين بسرعة xg14500دورة.
8-أزيل أنبوب التجمع 2ml collection tubeومحتوياته واستخدم أنبوب جمع آخر 2ml collection tube جديد .
9-أضيف  400(l من محلول W1Bufferللـ GD Column مع طرد مركزي مدة 30 ثانية بسرعة14500 xg دورة.
10- بعد انتهاء الطرد المركزي ازيل الراسب من 2ml Collection tube وإعادة GDColumnالى2ml Collection tube.
11-نضيف 600 (l من محلول الغسل Wash buffer (المضاف اليه إيثانول بمقدار
100 (l) إلى أنبوبة  GD Columnوعرض للطرد المركزي مدة 30 ثانية بسرعة  xg14500 دورة.
12-بعد انتهاء الطرد المركزي ازيل الراسب ووضعGD Columnفي 2ml Collection tube جديد.
13- أجري طرد مركزي مدة 3 دقائق بسرعة xg14500دورة.
14-بعد انتهاء الطرد المركزي ينقلGD Column وتوضع  في ضمن أنابيب جديدة تدعى Micro centrifuge tube سعة 1.5مل
15-أضيف 100 (lمن  محلول Elution Buffer لكل عينة ويبقى المحلول مدة 5 دقائق لكي يحصل امتصاص للمحلول.
16- أجري طرد مركزي بسرعة xg 14500دورة مدة 30ثانية وإزالة GD Column بحيث تبقى فقط Micro centrifuge tube بعدها نحصل على الـ DNA النقي ويجمد بدرجة 20-)) لحين الاستعمال.
قياس نقاوة ال DNA:
تم قياس نقاوة  DNA المستخلص من البكتريا مباشرة بواسطة جهاز
Opbizen DNA pop المخصص لقياس نقاوة وتركيز DNA وذلك بتصفير الجهاز بواسطة محلول Elution Buffer ثم أخذ 1مايكروليترمنDNAووضعه على عدسة صغيرة في الجهاز ,وغلق ثم وتتم القراءة فإذا ظهرت النتيجة سالبة تهمل العينة أي إنها غير حاوية على ـDNAلذا تم اخذ فقط العينات الموجبة ثم بعدها تخضع العينة الموجبة إلى تفاعل البلمرة PCR.
اختبار البلمرة PCR assay
يتضمن تفاعل  البلمرة Polymerase Chain reaction)) تكبير قطعة معينة من الـ DNA وذلك اعتمادا على معرفة السلاسل النيوكليوتيدية لأطراف القطعة المستهدفة لصناعة قطعتين تعرف بالبادئ (Primer) والبادئ عبارة عن سلسلة نيوكليوتيدية قصيرة تتكامل مع سلسلة الـDNA المفردة بمساعدة انزيم البلمرة, ويتوقف نجاح عملية البلمرة على مدى دقة تصميم البادئين وكذلك ضبط درجة حرارة التسخين والتبريد.
تحضير البادئ Preparation of Primers
تم تحضير البادئ وحله حسب تعليمات الشركة المصنعة (Bioneer and IDT) اذ يتكون كل بادئ من جزئيين Forward, Reveres ويكون مجففاً شفافاً لايرى مفرغ من الهواء ويتم حله بإضافة Nuclease free  waterلكل بادئ حسب الكمية المقررة من الشركة المصنعة ثم يؤخذ10مايكروليتر من البادئ تضاف إلى أنبوبة ابندروف جديدة حاوية 90 مايكروليترا من Nuclease free water ليتكون لدينا جزئيين من البادئStock Primer حجمه  100مايكروليتر جدول (2). أما البادئ الأصلي فيحفظ ويجمد بدرجة(20-) وتكمل العملية بإضافة الدنا والإنزيمات ومكونات خليط التفاعل.
خليط التفاعل The reaction mixture
حضر خليط التفاعل من دمج المواد الآتية للحصول على حجم كلي  مقداره 25 (l:
-1مادة Green master mix12.5 (l))
2-البادئ F ( ( 2.5 (l (R( 2.5 (l
3-قالب الـDNA (5 (l)

4-Nuclease free water ( 2.5 (l)
وجمعت جميع مكونات التفاعل في أنبوبة خاصة للتفاعل تدعى
Microcentrifuge tube PCR حجمها(50(l).
ظروف دورات التفاعل الحرارية Thermal reaction Cycling Conditions
اعتمدت طريقة (15) في إعداد برنامج تفاعل البلمرة المتسلسل مع بعض البوليمرات لكل نوع من الجينات المستخدمة مع بعض التحويراتللوصول إلى الظروف المناسبة للتفاعل الأمثل جدول (1) كمايأتي:
جدول ( 1) ظروف دورة التفاعل للجين Sea
	نوع الخطوة
	درجة الحرارة
	الوقت
	الدورات

	1-Initial denaturation
	94C°
	3 min
	1

	2-Denaturation
	94C°
	30 sec
	3

	3-annealing
	62C°
	30 sec
	35

	4-extension
	72C°
	12 sec
	2

	5-Final extension
	72C°
	2 min
	2

	6-Hold
	4C°
	α
	1


جدول(2) الجينات المستخدمة في تفاعل البلمرة PCR
	اسم الجين
	الوزن القاعدي
	تسلسل الجين*

	Sea
	102
	GGT TAT CAA TGT GCG GGT GG 35

	
	
	CGG CAC TTT TTT CTC TTC GG 53


      * تسلسل الجينات استخدم وفقا للمصدر(7)15)  )

الترحيل الكهربائي
فحصت نواتج البلمرة عن طريق الترحيل الكهربائي لعينات ـ DNA شكل (3أ و 3ب)  (26). (25 ).
النتائج والمناقشة
عزل البكتريا
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وجدت الدراسة  176 عينة موجبة للزرع  و15 بلا نمو شكل (1) منها  119عزلة  بكتريا موجبة لصبغة غرام و57 عزلة بكتريا سالبة لصبغة غرام بالاعتماد على الخصائص المظهرية والمجهرية والفحوصات الكيموحيوية شكل (2). 
شكل (1) يوضح عدد العينات الموجبة والسالبة للزرع البكتيري.
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شكل (2) عدد العزلات البكتيرية الموجبة والسالبة لصبغة غرام
جدول (3) يوضح نسبة انتشار البكتريا الموجبة والسالبة المعزولة من المرضى المصابين بالتهاب العين وعند مواقع مختلفة
	نوع البكتريا
	الملتحمة
	كيس الدمع
	الجفن
	العدد الكلي

	S.aureus*
	28(46.6%)
	12(20.6%)
	27(46.5%)
	67(38.06%)

	S.epidermidis*
	6(10%)
	0
	12(20.6%)
	18(10.22%)

	S.pneumonia*
	8(13.3%)
	23(39.6%)
	3(5.17%)
	34(19.31%)

	E. coli$
	8(13.3%)
	22(37.93%)
	10(17.24%)
	40(22.7%)

	K.pneumonia$
	6(10%)
	0
	3(5.17%)
	9(5.12%)

	P.aeruginosa$
	2(3.33%)
	0
	1(1.72%)
	3(1.70%)

	N.gonorrhoeae$
	2(3.33%)
	1(1.72%)
	2(3.44%)
	5(2.84%)

	Total number
	60
	58
	58
	176(99.95%)


*: بكتريا موجبة لصبغة غرام
$: بكتريا سالبة لصبغة غرام
التشخيص الجيني لعزلات لبكتريا المكورات العنقودية S. aureus المعزولة من التهابات العيون.

اختبرت  50عينةDNA تمثل 50عزلة S.aureus وتم قياس العينات ال  50  بجهاز nanodrop وأخذت العينات الموجبة وأهملت العينات السالبة جدول (4).أظهرت نتائج التضخيم والترحيل الكهربائي للجينات أن  الجين Sea أعطي 21 عينة موجبة .
جدول (4) توزيع جينات Sea,على عزلاتS.aureusالمدروسة وبتقنية PCR

	عدد العزلات الكلية
	عدد عزلات الـ DNA المستخلصة
	الموجبة للـ DNA
	Sea

	67
	50
	24
	21
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شكل ( 3 أ ) الترحيل الكهربائي لـ DNAعزلات  بكتريا S. aureus المضاعف بطريقة PCRوالمعزولة من التهاب العين وللجين Sea الذي اعطي حجم (102bp) الذي يظهر العزلات الموجبة للجين في  بكتريا S. aureus والمتمثلة(L1,L2,L3,L4,L6,L7,L8,L10,L11,L12)
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شكل (3  ب ) الترحيل الكهربائي لـ DNAعزلات  بكتريا S. aureus المضاعف بطريقة PCRوالمعزولة من التهاب العين وللجين Sea الذي اعطي حجم ( (102bpوالذي يظهر العزلات الموجبة للجين في  بكتريا S. aureus والمتمثلة  (L1,L2,L3,L4,L5,L6,L8,L9,L10,L11,L12)
المناقشة 
التشخيص البكتريولوجي
مظهريا مثلت البكتريا الموجبة سيادة واضحة مقارنة بالبكتريا السالبة وهذا يعود الى أن بعض أنواع  البكتريا الموجبة تكون متعايشة مع الانسان وتشكل جزءا من النبيت الطبيعي للجلد5) ). تتميز البكتريا الموجبة باحتوائها طبقة الببتيدوكلايكان بشكل اسمك من البكتريا السالبة وحامض التيكويك أسد (Techoiccid) وبعض المكونات البروتينية التي تسهل وتساعد على استعمار أنسجة المضيف وتثبط عملية البلعمة بالإضافة إلى نشاط العديد من السموم التي تحطم انسجة المضيف وتسبب أعراضاً أمراضية وتنخر بالأنسجة (17) . أظهرت بكتريا المكورات العنقودية النسبة الأكبر(38,6%) وهذا يعود إلى أن حوالي 20% من البشر الأصحاء يكونون حاملين لها بصورة مستمرة عبر المجرى الأنفي ويكون تواجد البكتريا بالملتحمة بنسبة 3.8-6.3 عند البالغين الأصحاء(20 , 19 , 29) كذلك تمتاز بكتريا المكورات العنقودية بأنها قادرة على البقاء في البيئات الضارة لأوقات طويلة جدا وبعض السلاسل تستطيع أن تصمد بدرجات حرارة 60 C°مدة 30 دقيقة وكذلك تستطيع أن تبقى وتدوم في الفتات والغبار والأوساخ أسابيع  وتمتلك مقاومة عالية لأنواع من المضادات وهذا يسهل انتشارها السريع في البيئة (1).وقد أكدت دراسات عديدة زيادة عدد عزلات هذه البكتريا في إصابات العين رغم الاختلاف في نسب العزل عند الباحثين فوجد((32 نسبة عزل (23.7%) ووجد الباحث ((24 نسبة عزل (37.4%) وهذا مقارب لدراستنا الحالية.تركزت بكتريا المكورات العنقودية بصورة رئيسية بالملتحمة إذ تعد المسبب الأول لالتهاب ملتحمة العين فتعد جزءا من النبيت الطبيعي للجهاز التنفسي العلوي خاصة منطقة الأنف وتنتقل من الأنف إلى العين عن طريق القنوات الدمعية وتحدث التهاب لباطن العين ومنطقة الأجفان وتحدث التهاب الملتحمة (10). قد تتولد الإصابة بهذه البكتريا عقب العمليات الجراحية لباطن العين وخاصة عند الأطفال الرضع اذ يكونون غير مكتملي الجهاز المناعي مما يساعد على توليد الاصابة والتهاب العين (8). هناك دراسات أخرى اختلفت بالنسب فوجد((13 أن  نسبة عزل المكورات العنقودية ضمن الملتحمة 10% فقط وفسرت النتيجة على أن الإصابة بالبكتريا تكون محصورة ضمن فئة معينة من المصابين وهم طلاب الطب الدارسين بالمستشفيات أي إنها انتقلت عبر بيئة المستشفى.بينت الدراسة أيضا أن نسبة الإصابة ببكتريا المكورات العنقودية وكيس الدمع بلغت (46.5%) و(20.6%)في منطقة الأجفان وكيس الدمع على التوالي اذ تمتلك البكتريا العديد من العوامل الامراضية منها أنزيم protase, lipase, hemolysins, collagenaseوهذه تمكن البكتريا من الالتصاق واختراق الأنسجة والتوطن في مناطق محصورة من العين وافراز السموم ومن ثم  تحطم أنسجة المضيف (33).تعد بكتريا المكورات العنقودية من البكتريا الواسعة الانتشار اذ إنها يمكن أن تنتقل إلى المرضى المراجعين للمراكز الصحية لأنها تعد المسبب الأول للتلوث الحاصل في المواد المستخدمة داخل المستشفى مثل المناشف والمناضد ((11. تؤكد الدراسات  تواجد المكورات العنقودية في الملتحمة  والأجفان لكونها تتركز في المناطق الرطبة وهي بياض العين والأجفان اذ يتركز تواجد الأنزيمات والدموع (23, 4).
الدراسة الجزيئية 
يعد الجين Sea من السموم المعوية المفرزة من بكتريا  S. aureus والذي يعد من الجينات المنتشرة بكثرة والمسؤول عن إفراز سموم بكتيرية لأمراض سريرية عديدة (22). وهذا يعود الى أمراضية البكتريا المسؤولة عن إفراز الجين والسموم وتكوين الإصابة(18).بينت دراسات عديدة أن الجين Sea يتواجد ويشترك في العديد من الأمراض فقد تم عزله من إصابات العيون بواقع 2عزلة بنسبة (33.3%)(22).فيما اظهرت دراسات أخرى عزل  هذا الجين من بكتريا معزولة من إصابات الأنف بنسبة (39.5%) (3). تعود أسباب اختلاف مواقع عزل الجين إلى الاختلافات الجغرافية التي لها تأثير إضافي في منشأ عزل البكتريا سواء كان مصدره انسان, غذاء او حيوان (8, 14). كشفت دراسات أخرى عن وجود هذا الجين في عزلاتمأخوذه من عينات الطعام بنسبة (53.3%) وهذا يعود الى قدرة بكتريا S. aureus التي تعد أكبر أنواع ملوثات  للطعام وتسبب أمراض ولها القدرة على إنتاج سموم خارج خلوية معويه (2).
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