
 

 حويض خمجالمصابين ب لمرضىامن  المعزولة  E.coliلبكتريا الـ الضراوه  عوامل جيناتبعض تحديد 

 الديوانيةفي مدينة  Pyelonephritis الكلى

    ميثم غالي يوسف            رواء ماجد محمد                                              

     القادسيةجامعة  –كلية العلوم  –قسم علوم الحياة                                           

 

 :  Abstractألخلاصه  

راجعىو متهفىوى الويواهيىه الهعليمىس يمتهفىوى  مىن ئاىاع عمريىه مخهلوىه يالى ين حويض الكلىى  خمجالمصابين ب المرضىعينه من   100 تم جمع 

بينى  ههىائج الاخهرىاراع  ,  E.coliالى للهحري عن بكهريا  2013 اذارالى  2012النتائيه يالاطوال ئس موينة الويواهيه خلال الوهره من تفرين الثاهس 

الىى  تعىوا( عزلىه مىن عينىاع الاارار 44 (%44مىن عينىاع الاارار بينمىا ت ىرع   E.coli( عزلىه الىى بكهريىا الى %56)56الكيموحيويىه عائويىة 

بأسىىهخوات تينيىىة تواعىى  اهىىزيم الرلمىىره  Virulence Factorsتىىم الهحىىري عىىن بعىىض عوامىى  ال ىىرايه   اخىىر ,مخهلوىىه  اجنىىاو ياهىىوات بكهيريىىه 

Polymerase chain reaction  المورا يالمهعواSingle & Multiplex PCR أت ىرع ههىائج .PCR   عىزلاع بكهريىا  جميىعامىهلاE.coli  

عزلىه امهلاه ىا  %36.6))11المتىويل عىن اخى  الحويىو مىن الىوت, بينمىا أت ىرع  irp2للجين  ( %100 30 (الهس اجري علي ا الوحص يالهس ترلغ 

المتىويل عىن الاهىواب , يجىا ع  afaللجىين ( %30.0)9الاهواب , يأت ىرع الوراسىه الحاليىه امىهلا  من  Pهوت المتويل عن اههاج  papللجين  

المتىويل عىن  iha( عزلىه ئيىا امهلاه ىا للجىين %30.0)3المتويل عن اههاج التموت الهحلليىه , يأت ىرع  hly( عزله امهلاه ا للجين 96.6%)29

 المتويل عن الصومه التميه . tst, يأخيرا لم تتج  اي عزله امهلاه ا للجين المحوظه اههاج 

 : Introductionألمقدمه 

الروليه عوي  شائعه تحوث عنو اخىول الركهريىا عرىر ئهحىة الاحليى  يبالهىالس تكىاتر الركهريىا ئىس المجىر  الرىولس  ,  المجىر   المتالك خمجيعو 

 (1).ثاهه الى الخارج عرر الاحليى  الرولس يه من الكليهين يالاهابيب الهس تني  الرول من الكلى المثاهه )الحالرين( يالمثاهه ,  يينزل الرول من الم

              Urethritisالاحليىى   خمىىجيCystitis المثاهىىه  خمىىجاع المتىىالك الروليىىه عىىاال ئىىس المتىىالك التىىوليه )الاحليىى  يالمثاهىىه ( يتتىىرب خمجىىترىىوا 

                         الكلىىىى يحىىىويض  خمىىىجيئىىىس حالىىىة عىىىوت علاج ىىىا ئأه ىىىا تهمىىىور لهصىىى  الىىىى المتىىىالك الروليىىىه العلويىىىه )الحىىىالرين يالكليهىىىين( حيىىى  تتىىىرب 

تىس ئىس اع الج ىا  الهنوخمجىالمتالك الروليه ئس مخهلف الأعمار  مما جعلىه يىأتس بالمرترىه الثاهيىه بعىو  خمجيحوث ,   Pyelonephritisالكلى 

( . ييصيب المرض هلا الجنتين يلكن هترة حويته ئس الإهاث أهثر مماهو عليه ئس ال هور هظرآ ليصر احلي  الأهثىى يرربىه مىن ئهحىة 2العالم)

ماىة  ىالروليىه علىى اهىه تواجىو أعىواا تزيىو على المتىالك خمىج. ييعرف  (3)   الاهثر ئس الاهاث من ال هورالفرج اضائة إلى النفاط ال رموهس 

الكليىىة يالحوضىىية  خمىىج( ي Cystitisالمثاهىىة )  خمىىج( ملىىس لهىىر مىىن الرىىول المرائيىىه ليعىىراض التىىريرية ل1ألىف مىىن الأحيىىا  المج ريىىة ئىىس )

(Pyelonephrititis يالريلة الجرتومية )ا( للإعراضيةAsymptomaticbacteriuria( )4).   يعىو خمىج المتىالك الروليىة  مىن أهثىر المفىاه

يليىو عىاهى هىولا   المتىالك الروليىهمن النتا  يعاهين من خمج  % 10-20النتا  يبالأخص خلال ئهرل الحم  حي  ييور أن حوالس شيوعآ لو  

على ه ا الحال ليصرن ب ى ه الاخمىاج خىلال ئهىرل الحمى  يان االىب حىالاع خمىج  عخلال مول الموولة ياسهمر الروليه المتالكالنتا  من خمج 

المعويىة حيى  تيىوت بهلويى  الاحليى  مىن خىلال تلويى  المنميىة المحيمىة بالفىرج  –سرر ا الركهريا يخصوصىآ الركهريىا المعويىة  المتالك الروليه

الروليه العلويه  ته من الم ئس الخاصرل اي أسو  الظ ر , الهرول المهكرر, عىوت اليىوره علىى  المتالك خمجان اعراض ( .5يصولآ إلى المثاهة )

ليله من الرول , سلاسة الرول , يالم ئس منمية الرمن يالحوض , يترول مولم ياحياها تييو ئىس الحىالاع الحىاا ه , امىا الحىالاع اههاج سو  هميه ر

ال ي يهملب علاج ئوري ياذا لىم يعىالج سىوف يحىو مىن   Pyelonephritisالكلى يحويض الكلى خمجالمزمنه رو يكون بوين اعراض يتترب 

الروليىه عمومىا مىن الامىراض المنهفىره ييعىو تىاهس مىرض اهثىر تكىرارا ئىس تىالك الم خمىج(. ي6س الحالاع الحااه )عم  الكلى ييترب الوئال ئ

, عصىوية الفىك  , متىوطه  اىراتالروليىه تتىرب بواسىمة بكهريىا سىالره لصىر ة  المتىالك خمىجمىن حىالاع  %80(.. ان حوالس 7المجهمعاع  )

(   (UPECمىىىىن سىىىىلالة      Escherichia coliتتىىىىمى     Enterobacteraceaياخهياريىىىىه لاهوائيىىىىه تنهمىىىىس الىىىىى العائلىىىىه المعويىىىىه 

uropathogenic E.coli   8))9) يان هى ه التىلاله الركهيريىه تمهلىك خصىائص ضىرايه مثى   الالهصىات  ي الاجهيىاز  ي ائىرا   التىموت  ي .)

تعهرر عوام  م مىه لعىوال   E.coliمة  اخ   الحويو  يبنا   التايهوتوهتين  يايرها من عوام  ال رايه , ان جيناع ال رايه الهس تمهلك ا اهظ

( الاهثىىر شىىيوعا هىىس UPECيان جينىىاع ال ىىرايه المرترمىىه بالتىىلاله ) recurrent UTIالروليىىه الراجىىع  المتىىالك خمىىجالمىىرض ييتىىمى 

fimbrea (pap , ) aerobactin (aer),factor 1 (cnf1)  cytotoxic necrotinzing  ,afimbreal adhesion 1(afa1)   ,

hemolysin (hly)  10) الروليه تترره بيية الاهوات من جيناع ال رايه مث  المتالك خمج( .ليو اشارل بعض الوراساع ان هنالك حالاع من, 

i ha , ast a , iut a , tra t , fim h)   (omp t , kpsm t , usp  ((11  ان جينىاع ال ىرايه تتىاعو علىى اسىهعمار الركهريىا للرماهىه.



( المتويله عن الامراضيه ميايمه للعلاج ل لك الهحىري عىن عوامى  ال ىرايه UPECالملائيه  للينال الروليه يتترب اصابه راسيه يان سلالة )

الجاري الروليه ياحىو مىن اهىم المصىاار الفىائعه لاصىاباع مجىر   خمجليه, ييعو لمتالك الرو خمجهواساسس خصوصا ئس الحالاع الحااه من 

هىوئ   . 12)خصوصا عنو المرضى الرارىوين ئىس المتهفىوياع  ) اراتالمهترب عن احيا  بكهيريه سالره لصر ة  Bacteremia الوت الركهيريه

 Pyelonephritisحىويض الكلىى  خمىجالمعزيلىه مىن المرضىى المصىابين ب E.coliتحويو بعض عوام  ال رايه لركهريا الوراسه الحاليه الى 

 الهس هس تواع  الرلمره المورا يالمهعوا.بأسهخوات الهينياع الجزيايه 

 : Materials and methodsالمواد وطرق العمل 

 :  Samples collectionجمع العينات 

عينة سريرية من متهفوى الىولاال يالاطوىال الهعليمىسم يمتهفىوى الويواهيىة الهعليمىس خىلال المىول مىن تفىرين  100تم ئس الوراسة الحالية جمع 

, يايصىس المرضىى بجمىع الاارار حىويض الكلىى  خمىج. يذالىك باخى  عينىاع الاارار مىن المرضىى المصىابين ب2013الى اذار -2012الايل 

 .midstream urine الوسمس 

 :Isolation and identification  العزل والتشخيص  

هيل  العيناع  مراشرل الى مخهرر هلية العلوت ل ىرض تنميه ىا يتفخيصى ا اذ  رعى  علىى اطرىات بهىري حاييىة علىى يسىا ااىار المىاهوهكس تىم 

الخصىائص تىم اراسىة  (.13سىاعة ) 18-24تْ لمىول  37( يح ىن  الاطرىات بورجىة حىرارل Streaking method رع  بمريية الهخمىيا )

المظ رية للإحيا  المج رية المعزيلة من خلال  رت عيناع الاارار مراشرل من الأيساط الزرعية يالهس صر   بواسمة صر ة ارات لوراسىة 

الخصائص  المظ رية  ليهوات الركهيرية المعزيلىة. هى لك ارسى  الصىواع المظ ريىة لكى  مىن المتىهعمراع  يالخلايىا الركهيريىة  الناميىة علىى 

ط يساط  الزرعية المخهلوةم شمل  اراسة  المتهعمراع الركهيرية من حي  اللون يالفك  ي اليوات يالحواف يالنمو أي عوت النمو على الأيساالأ

 ااىارحي   رع  علىى يسىا  (Selective mediaالماهوهكس يالاههيائية )ااار( حي   رع  على يسا Differential mediaالهورييية  )

 ىا مىع  الايوسين الا رت م أما الصواع المظ رية للخلايا ئيو شمل  شك   الخلية الركهيريىةم اههظىات الخلايىا الركهيريىة مىع بع ى ا  يطريعىة تواعل

 صر ة  ارات.

   Biochemical tests :     الفحوصات الكيموحيوية

 .(14) اجري الوحص بالاعهماا على طريية : Catalase testالكشف عن إنزيم الكاتيليز   

  (.13) اجري الوحص بالاعهماا على طريية : Oxidase testالكشف عن انزيم الاوكسيدز  

 .(13) اجري الوحص بالاعهماا على طريية Haemolysin production:الكشف عن انتاج الهيمولايسين 

 (.13) اجري الوحص بالاعهماا على طريية:  Production  of hydrogen sulfiteالكشف عن كبريتيد  الهيدروجين 

 .(14) اجري الوحص بالاعهماا على طريية Citrate utllization test:اختبار استهلاك السترات 

 .(14) اجري الوحص بالاعهماا على طريية:  Motility testاختبار قابلية الحركة   

 (.13) اجري الوحص بالاعهماا على طريية: Carbohydrate fermentation test الكربوهيدرات   فحص  تخمير 

 (.13) اجري الوحص بالاعهماا على طريية: Indol testالكشف عن انتاج ألا ندول   

 (.14) اجري الوحص بالاعهماا على طريية :Methyl red testاختبار احمر  المثيل   

    (.14) اجري الوحص بالاعهماا على طريية : Voges  pros-kauer testاختبار الفوكس بروسكور   

  (.13) اجري الوحص بالاعهماا على طريية Urease test:الكشف عن انزيم اليوريز  

 .(14) اجري الوحص بالاعهماا على طريية : Malonate utilization testاستهلاك المالونيت   

 

 

 



 :Kitsالعٌدد الجاهزة  

 .Geneaid. South Korea . (DNA extraction kit) اسهخلاص الحمض النويي عول

 .Geneaid. South Korea .(Single PCR) العول المتهعملة ئس تينية تواع  الرلمرل المورا  

 .Geneaid . South Korea .(Multiplex PCRالعول المتهعملة ئس تينية تواع  الرلمرل المهعوا )

  

 (Bioneer)التي قامت بتجهيزها شركة DNA (DNA primers :)الـ تبـادئـا(: 1جدول )

حجم ناتج  ('3-'5تسلسل القواعد للنتروجينية )                 نوع البادئ

 التضخيم

 المصدر

PaP GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT F 336 bp  

(15) AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA R 

afa GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC F 750 bp  

(16) CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG R 

Irp2 AAGGATTCGCTGTTACCGGAC F 413 bp  

(17) AACTCCTGATACAGGTGGC R 

tsh ACTATTCTCTGCAGGAAGTC F 824bp  

(17) CTTCCGATGTTCTGAACGT R 

Hly AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT F 113 bp  

(15) ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA R 

iha CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA F 827 bp  

(18) TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA R 

 

     (Genomic DNA extraction)     البكتيري استخلاص الحامض النووي  

 . Geneaidيبحتىب تعليمىاع الفىرهة المج ىزل  جىاهزليذلىك بسسىهعمال العىول ال E.coli مىن بكهريىا (DNA) تم اسهخلاص الحمض النويي   

South Korea . 

 :PCR master mix Singleتحضير مزيج تفاعل البلمرة المفرد      

 .Geneaid. South Korea .(Single PCR) مزيج تواع  الرلمره هما ئس تعليماع الفرهه المج زه تم تح ير   

 :Multiplex PCR master mix المتعدد تحضير مزيج تفاعل إنزيم البلمرة

 .Geneaid. South Korea .(Multiplex PCR) مزيج تواع  الرلمره هما ئس تعليماع الفرهه المج زه تم تح ير   

 

 

 



    DNA                               برنامج الدورات الحرارية لتضخيم الـ

   (. يتم برمجة الج ا  للجينىاع ريىو الوراسىة حتىب (Thermocycler PCR الم خّم الحراري لج ا  ال  بسسهخوات  لالرلمر إهزيم أجري تواع    

 .الهواع  

 : gel electrophoresis  Agaroseوز غارالترحيل الكهربائي في هلام الا    

 امريىر ي مىن سىاعة ل ىرض  80ئولى  يتيىار  100تحى  ئىرت ج ىو  %1.5ي  المح ىر  بنتىرة اىارتم أجىرا  الهرحيى  الك ربىائس ل ىلات الا        

( اي  هىواتج  الى   (Amplicon  sizeيالى ي يمثى  هىواتج اله ىخيم الم ىخم  DNAالمتهخلص يالى   DNAال  (Bands)عن حزت   الكفف 

(PCR Products) PCR  يبالميارهة مع سلم الحمض النويي اليياسسDNA Ladder 100-1500bp) ( . 

 : Result النتائج      

   Biochemical Testsالفحوصات الكيموحيوية    

    ايعىوت اسىهجابيالاهىويل لكى  مىن اخهرىار الكهىاليز جميىع العىزلاع  اسىهجابة  حيى  شخص  العزلاع بالاعهماا على الوحوصاع الكيموحيوية  

 يهاهى  هتىره , ,لجميىع العىزلاع النهيجىه موجرىهئكاهى    الايوسىين الا رتااارلوحص الايهتيويز , اما بالنتىره لزرع ىا علىى الوسىا الاههيىائس 

 يئحص اليوريز. يجميع العزلاع سالره لوحص التايمون سهري  ,اسه لا  التكرياع من العزلاع موجره لوحص 95.3%

 : E.coli الاعداد والنسب المئوية لعزل بكتريا الـ 

 عزلىه  44(  , بنمىا هاهى  بييىة الاهىوات يالاجنىاو الركهيريىه %100بنتىرة ) عينىه ي 100( من مجموت  %56عزلة بنترة عزل ) 56شخص   

حويض الكلى ئس متهفوى الويواهيه الهعليمس يمتهفىوى الىولااه  خمج( من  المرضى المصابين ب%100بنترة ) 100( من اص  %44يبنترة )

 يالاطوال  هما مرين ئس الجويل ااهاه:

 من عينات الادرار الاعداد والنسب المئوية لانواع البكتريا المعزوله (: 2) جدول

 

 

 

 

 

 

 

حويض الكلى هىان اهثىر مىن عىوا الى هور ,حيى   خمجبالنتره لهأتير المرض على اجنس ئيو ايضح  ههائج الوراسه ان عوا الاهاث المصاباع باما 

 56مىن اصى   15, بينمىا يصى  عىوا الى هور المصىابين الىى %73.3يبنتىرة  56مىن اصى   41حويض الكلىى  خمجيص  عوا الاهاث المصاباع ب

 :(3)ئس الجويل  هما موضح %26.7يبنترة 

 حويض الكلى خمجئويه للذكور والاناث المصابين بمالاعداد والنسب ال(: 3) جدول
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بالنسبه للمرضى والاصحاء  حسب الفئة العمرية ونسبتها المئوية  E.coliتوزيع الاصابة بجرثومة (: 4جدول)

((controls 

Age interval Control UTI Total 

(year) No. % No. % No. % 

<10  2 10 1 1.79 3 3.95 

10-19  2 10 4 7.14 6 7.89 

20-29  4 20 8 14.29 12 15.79 

30-39  4 20 17 30.36 21 27.63 

40-49 2 10 11 19.64 13 17.11 

50-59  0 0 6 10.71 6 7.89 

60-69  6 30 7 12.50 13 17.11 

70-79  0 0 2 3.57 2 2.63 

Total 20 100 56 100 76 100 

Mean age (range) 36.8+20.11 (7-65) 40.68+15.77 (7-79) 39.66+16.96 (7-79) 

P= 0.384 Not significant (Independent Sample t-test) 

 

 Polymerase Chain Reaction(PCR)تقنية تفاعل إنزيم البلمرة

 : DNAاستخلاص الـ

( % 1.5ي )اىىاربسسىهعمال العىول المتىهعملة ل ىى ا ال ىرض يترحيلىه ه ربائيىىاا ئىس هىلات الا E.coli لعىىزلاعDNA أت ىرع ههىائج اسىهخلاص الىى 

 احهوا  جميع العزلاع علىى حزمىة ياحىول يموىرال  للى  UV)يالكفف عنه بأسهعمال صر ة الأتيويومرريمايو يئحصه تح  الأشعة ئوت الرنوتجية)

DNA (:1)المتهخلص , يهما مرين ئس الفك 

 

( ولمـدة سـاعة 100( وفولتيـة )%1.5وز )غـاربالترحيـل الكهربـائي علـى هـلام الا  DNAنواتج استخلاص الــ(: 1الشكل )

  M =(DNA Ladde100-1500bp).حيث أن Genomic DNA Mini Kitباستعمال العدة الجاهزة   E.coliلعزلات

 Single & Multiplex PCRتقنية تفاعل إنزيم البلمرة المفرد والمتعدد 

 & Singleتواع  إهزيم الرلمىرل الموىرا يالمهعىوا( عزلة بأسهعمال تينية 30الرال ة )  E.coliتم الهحري عن بعض عوام  ال رايل لجميع عزلاع 

Multiplex PCRاذ تم الهحري عن الجيناع المتويلة عن عوام  ال رايل يهس ه  من ,pap  الجين المتويل عن الهفوير لهكوينfimbriae , 

 hly   الجين المتويل عن عام  الهحلheamolysin factor , afa   الجين المتويل عنafimbrial adhesion   ي , iha  الجين المتويل عن

ذيوىان  مهلا مىة الجىين المتىويل عىن  tst , ي  iron uptakeالجىين المتىويل عىن اخى  الحويىو   capsule synthesis , irp2تكىوين الكرتىول 

( %100بنتىرة )( عزلىة 30, همىا أت ىرع )  hly( أمهلاه ىا %96.6( عزلىة بنتىرة )29.اذ أت ىرع )    toxic shok toxinالصىومه التىميه 



( مىن العىزلاع أمهلاه ىا %10.0( عىزلاع ئيىا بنتىرة )4, بينمىا أت ىرع ) afa( أمهلاه ا لجين%30.0( عزلة بنترة )9, ي )  irp2أمهلاه ا لجين

 :(4) الجويليهما موضح ئس   tstعلى الجين  احهوائ ا.لم تتج  اي عزله  pap( بالنتره للجين %36.6( عزله يبنترة )11, يهاه  )  ihaلجين

 

 Single &Multiplex PCRبأستعمال تقنية الـ (( E.coli عزلات(: 4جدول)

 

الجينات المسؤولة عن عوامل 

 الضراوة

Virulence  Factor  

genes 

 

 

  E.coliعدد عزلات الـ

 

 

 ئوية )%(مالنسبة ال

Pap 11 36.6% 

afa 9 30.0% 

hly 29 96.6% 

iha 3 30.0% 

irp2 30 100% 

tst 0 0.0% 

 

 

 

والمرحلة كهربائيـا  علـى  هـلام Single PCRبأستعمال تقنية  E.coliلبكتريا الـ irp2 (: نواتج تضخيم الجين3الشكل )

, جميـع العـزلات  M  =(DNA Ladder100-1500bp)ولمـدة سـاعة. حيـث أن (100)( وفولتيـة 1.5%وز )غـارالا

 المسؤول عن اخذ الحديد من خلية العائل  .  irp2أظهرت نتيجة موجبة لجين

 

 



 

 

والمرحلـة كهربائيـا   Single PCRبأسـتعمال تقنيـة  E.coli لبكتريـا ال  iha نـواتج تضـخيم الجـين يوضح (: 4)الشكل

, جميـع ) (M =DNA Ladder100-1500bpولمـدة سـاعة. حيـث أن (100)( وفولتية 1.5%وز )غارعلى هلام الا

 تكوين المحفظهالمسؤول عن  ihaنتيجة موجبة لجين  عزلات  4العزلات أظهرت 

 

 

 

والمرحلـة كهربائيـا   Single  PCRبأسـتعمال تقنيـة E.coli لبكتريـا الــ PAPنواتج تضخيم الجين يوضح (: 5)الشكل 

ــى هــلام الا ــة 1.5%وز )غــارعل , ) (M =DNA Ladder 100-1500bpولمــدة ســاعة. حيــث أن (100)( وفولتي

 المسؤول عن عوامل الالتصاق. papنتيجة موجبة لجين  عزله  11 أظهرت

 

 

 

 



 
 

 

والمرحلـة كهربائيـا   Single  PCRبأسـتعمال تقنيـة   E.coliلبكتريـا الــ afaنـواتج تضـخيم الجـين يوضـح (:6)الشكل 

حيـث , ) (M =DNA Ladder 100-1500bpولمدة ساعة. حيـث أن (100)( وفولتية 1.5%) وز غارعلى هلام الا

 .a fimbrieal adhesionالمسؤول عن عامل الالتصاق  afaنتيجة موجبة لجين  عزلات اظهرت9ان 

 

 

 

 

 

 

والمرحلـة كهربائيـا   Single PCRبأسـتعمال تقنيـة   E.coliالــلبكتريـا  hly  نـواتج تضـخيم الجـين يوضح(: 7) الشكل

, حيـث ) (M =DNA Ladder 100-1500bpولمـدة سـاعة. حيـث أن (100)( وفولتية 1.5%وز )غارعلى هلام الا

 المسؤول عن انتاج الهيمولايسين المحلل للدم .  hlyعزله  أظهرت نتيجة موجبة لجين 29ان 

 

 

 



 

 

                        Multiplex   PCRبأسـتعمال تقنيـة  E.coli ( لبكتريـا الــirp2+tstنـواتج تضـخيم الجينـات)يوضـح (: 8)الشـكل 

ــــــــة   ــــــــى هــــــــلام الاوالمرحل ــــــــا  عل ــــــــة 1.5%وز )غــــــــاركهربائي ــــــــث أن (100)( وفولتي                                  M ولمــــــــدة ســــــــاعة. حي

=DNA Ladder 100-1500bp) (حيـث أظهـرت  جميـع العـزلات نتيجـة موجبـة لجـين ,irp2  ولـم تضـهر أي مـن ,

 المسؤول عن متلازمة الصدمه السميه . tstالعينات نتيجه موجبه للجين 

 

 

 

 

 

                             بأســــــتعمال تقنيــــــة  E.coli لبكتريــــــا الـــــــ   (hly+iha)  نــــــواتج تضــــــخيم الجينــــــات يوضــــــح(: 9)الشــــــكل 

Multiplex PCR ولمــدة ســاعة. حيــث أن (100)( وفولتيــة 1.5%وز )غــاروالمرحلــة كهربائيــا  علــى هــلام الاM  

=DNA Ladder 100-1500bp) (عزله نتيجه موجبه للجين   29هرت ظ, حيث اhly   عـزلات اظهـرت  4بينما فقـ

 .ihaنتيجه موجبه للجين 

 

 

 



 

 Multiplex PCRبأســتعمال تقنيــة  E.coli ( لبكتريــا الـــpap+afa) نــواتج تضــخيم الجينــاتيوضــح (: 10)الشــكل 

-M =DNA Ladder 100ولمـدة ســاعة. حيــث أن (100)( وفولتيــة 1.5%وز )غــاروالمرحلـة كهربائيــا  علــى هــلام الا

1500bp) ( عزله نتيجة موجبه للجين  9, حيث أظهرتafa  عزله فق  بنتيجة موجبه للجين  11 بينما أظهرتpap . 

 :Discestion المناقشه 

 وتشخيصها  E.coliعزل بكتريا الـ 

حويض الكلى  يما يهرتب على ذلك من إجرا اع تفخيصىية  ييرائيىة  يعلاجيىة   يرىو  خمجتم  عملية جمع العيناع ئس ه ه الوراسة من أصاباع 

تىم  تم تفخيص العزلاع الركهيرية ريو الوراسة تفخيصا أيليىا مىن خىلال اراسىة بعىض الصىواع الزرعيىة يالمج ريىة يالوحوصىاع الكيمىو حيويىة .

تىهعمراع هموذجيىة م يهاهى  المتىهعمراع هاعمىة م مرتوعىة رلىيلاا م للحصىول علىى م  Blood Agar رت عينىاع الاارار ئىس يسىا الىوت الصىلب

 ااىىارم همىا ت ىرع المتىىهعمراع الناميىة  علىىى يسىا  β-hemolysis)ملىس مهىىر م يمحاطىة ب الىة تحلىى  هىوت بيهىىا ) 1-3)يتهىرايز أرمارهىا بىىين )

ي  (22)مىىع مىىاذهر يهىى ه النهىىائج هاهىى  مهوائيىىة تيريرىىا  م ( ملىىس مهىىر2-(1المىىاهوهكس بلىىون يراي ئىىاتح ملماعىىه, مرتوعىىه , اائريىىه,يبل   أرمارهىىا 

مهجمعة بصىورل تنائيىة ايموىراه ميسىالره لصىر ة اىرات يهى ا يهوائى  .أت رههائج الوحص المج ري ان خلاياالركهريا المعزيلةعصوية الفك م (13)

بينمىا  ,  E.coli حويض الكلى هاه  تتىرب بواسىمة بكهريىا خمجمن عيناع اصاباع  %56ان  ع النهائج ات ر . (23)ي  14))مع ما ذهر من رر  

يلايمكن توتىير هى ه النهيجىه بفىك  اريى  الا اهىه  . 29))(27)(25)(26)(24)(1)(28)يه ا يهماب  مع    % 44هاه  بيية الاهوات الركهيريه بنترة 

الروليىه لىو  الاهتىان بورجىه عاليىه ههيجىة تحمل ىا للظىريف الريايىه ئىس هى ه  المتىالكعلىى الهكيىف ئىس   E.coliربما يعوا الترب الى رابليىة بكهريىا 

 الاماهن يه لك امهلاه ا لعوام  ضرايه يامراضيه م مه جوا ئس الاصابه , من ا  عوامى  الالهصىات  الهىس توجىو علىى سىمح اهىواب الركهريىا حيى 

س تعو الخموه الايلى ئس الاصابه حي  تهمكن الركهريا مىن الالهصىات علىى النتىيج يحهوي الجوار الرماهس للينال الروليه متهلماع ل  ه اللواص   ياله

ر  مثى  الملائس المرمن للينال الروليه يبالهالس يعو الالهصىات الخمىوه الايلىى ئىس الاجهىاز يال ىزي الركهيىري , يهى لك امهلاه ىا لعوامى  ضىرايه اخى

ال رايه الم مه الهس تتاعو الركهريا ئس ازي الينال الروليه يحويث الاصابه , يجىا ع هى ه اههاج الكرتوله ياههاج سموت تحلليه يايرها  من عوام  

   E.coli( , يالترب الاخر ال ي يفك  الاهميىه الكرىر  ئىس هىون بكهريىا 32يه لك ممابيه لوراسة ) .( 30)((31النهائج مهويه مع ما جا  به ه  من

الروليه يعوا الى اههيال ه ه الركهريا من ئهحىة المخىرج الهىس توجىو ئيىه هنريى  طريعىس الىى الوهحىه  المتالك خمجالمترره لركهريا هس من اهثر اهوات ال

 النهىائج ع.ئس مجال اراسة العلاره بين الاصابه بىالمرض يالجىنس ئيىو أت ىر( 32الروليه يبالهالس توخ  يتترب المرض يه ا يهو  مع ما جا  به )

حي  يصى  عىوا الاهىاث المصىاباع الروليه بصوره عامه  المتالكحويض الكلى ياصابة  خمجل هور ئس اصاباع ان الاهاث هاه  اعلى بكثير من ا

, يه ا يهماب  مع  %27.7يبنترة  56من اص   15, بينما يص  عوا ال هور المصابين الى73.3%يبنترة  56من اص   41حويض الكلى  خمجب

بصوره اهيوه لكن رو يكون بترب رىرب ئهحىة الفىرج مىن الوهحىه الروليىه يرصىر الحالىب عنىو  يه ا اير معريف الترب, ( 33)(34)ما توص  اليه 

بالاضىائه الىى ائىرا اع   الرىولس للاهىاث اهثىر مىن الى هور الاهاث  اهثىر بكثيىر مىن عنىو الى هور ممىا يىواي الىى سى ولة اخىول الركهريىا الىى المجىر

ان اهثىر ئاىه  ئيىو بينى  النهىائجاما بالنتىره للواىاع العمريىه  36) ( حمايه ضو ال زي الركهيريالرريسهاع ذاع الخاصيه الم ااه للركهريا يالهس توئر 

سىنه( بالمرترىه الثالثىه  10-20سىنه( بينمىا جائى  الواىه العمريىه بىين ) 20-30سنه ئما ئوت , يلي ىا الواىه العمريىه بىين ) 30عمريه هاه  تهرايز بين 

بينمىا .  40) 39)()(38)(37)سنواع ئما اين بالمرتره الرابعه من الاصابة يه ه النهائج هل ىا تهمىاب  مىع مىا توصى  اليىه  10يجائ  الواه العمريه 

ال ي ايضح ان ئاة الفراب هس اهثر ئاه تصاب بالمرض تلي ا ئاة الك ول يمن تىم ئاىة المىراهيين يالاطوىال  (41)توايت  ه ه النهائج مع ما جا  به 

 ثه . الا ان الاتجاه العات مهوائ  لما توصل  اليه الوراسه الحاليه الهس بين  بان الاهاث هىن الاهثىر اصىابه مىن الى هور ئىس جميىع الواىاعبالمرتره الثال

ك العمريه , يه لك ئان احهمال الاصابه بالمرض يزااا مع الهيوت بالعمر .اما هون ان ئاىة الفىيخوخه هىس اهثىر ئاىه عمريىه تصىاب المىرض ئىان ذلى

, يالترب ئس ذلك يعوا الى ضعف المناعه المريعيه بهيىوت العمىر يتىأتير بعىض    (42)  الى ئيو يجو ان المرض يزااا طرايا مع  ياال العمر يعز

الروليىه مثى  اا  التىكري يهى ا يهوى  مىع مىا جىا ع بىه اراسىة  المتىالك خمىجامراض الفيخوخه يالامراض المزمنه الهس تيتر الهعرض للاصابه ب



( ئوس حالة النتا  من ئاة الفيخوخه يجو اهه هنا  عول عوام  تتاعو على حويث المرض لوي ن مثى  الهلىف الىوتيوس للج ىا  الرىولس 43) الحويثس

, هى لك  يىاال المهريىس مىن الرىول ئىس المثاهىه بالاضىائه الىى (45)يالهس تاتس مع الهيوت بالعمر مما يوتر ئس الوتيوه المريعيىه للج ىا  الرىولس    (44)

امىا بالنتىره للى هور  (,46) بعض التلوهياع للمرضى من ا الهعىاي  مىع المىرض الهىاريص الصىحس للاصىابه بالمتىالك الروليىه يهى لك مكىان الارامىه

ميارهىة مىع الى هور الارى  عمىرا يذلىك بتىرب ت ىخم الرريسىهاع  %5المتىالك الروليىه يىزااا بنتىرة   خمىجالهابعين الى ئاىة الفىيخوخه ئىان حىويث 

prostatic hypertrophy  (36) اما هون ان الرال ين هم تاهس ئاه عرضه للاصابه مىن المىراهيين يالاطوىال ئاهىه يعىز  الىى عىول عوامى  مىوتره.

يىواي الىى اسىهيمان الركهريىا للخلايىا  pH, يمايهرعىه مىن ت يىر ئىس الولىورا المريعيىه يت يىر حموضىة الم رى  47))من ا الويره الفى ريه عنىو الاهىاث

ان 50)  (يرو ات رع ههائج الوراسه الحاليه ان هم ار  ئاىه عمريىه معرضىه للمىرض يرىو اضىاف 49) ( )48  (الملائيه مما يت   حويث الاصابه

ل بفىك  رئيتىس , يان الموى  التىليم المتالك الروليه هو من الامراض الفائعه لو  الوهياع ئس عمر المراهيه ييصاحره عتىر بىالهرو خمجالاصابه ب

المتالك الروليه يذلك لعول اسراب من ا : الوضع الهفريحس يالوتىيولوجس التىليم للمجىر  الرىولس , يالى ي يكىون  خمجالمريعس لايهعرض للاصابه ب

خىلال ئهىراع منهظمىه هى  هى ه الاسىراب , يالهوريىغ الكامى  للمثاهىه مىن الرىول   unidirectional urinary  flowئيه جريان الرول احااي الاتجىاه 

 ل ا جا ع ئاة الموال هااره الحويث ئس ه ه الوراسه  35) (تحمس الاطوال من الاصابه  

 Single & Multiplex PCRتقنية تفاعل إنزيم البلمرة المفرد والمتعدد 

ئىس الهحىري عىن بعىض الجينىاع المتىويلة عىن عوامى   Multiplex PCRيالمهعىوا  Single PCRتم أسهخوات تينية تواع  إهزيم الرلمىرل الموىرا 

يهى ا يخهلىف    hlyأمهلاه ىا  %96.6يبنترة  30عزله  من اص   29اذ أت رع النهائج يجوا ., E.coliئس بكهريا Virulent Factorsال رايل 

 مىن عىزلاع ال ى    %53.0  الى ي  جىا  بنتىرة (53)  مىع يخهلىف  يهى لك  %50.4( اذا ات ر ان هترة هى ا الجىين هاهى   52)رليلا مع ما جا  به 

E.coli  امهلاه ا لجينhly  من عزلاع ال 25.3 اذ بين ان هترة % ( 52)يه لك يخهلف عن ما جا  بهE.coli   الا اه ىا تهمىاب  ,تمهلىك هى ا الجىين

المتىالك  خمىجالمتىرره ل  E.coliعامى  ضىرايه م ىم لركهريىا  hly, ييعهرىر جىين  % 93.2( حيى  هاهى  النتىره الهىس توصى  ل ىا 55مع ماجا  به )

لكريىاع الىوت الروليه حي  يفور لائرا  بريتين التموت الهحلليه  يبالهالس  ئان ه ا الرريتين اي الاهزيم له اليوره ئس الحى  علىى الهحلى  الاي مىو ي 

ل ا اليىوره علىى اههىاج عىول اهىوات مىن بىريتين  E. coliوات من بكهريا   الحمرا  لان يعم  على تيب ال فا  الخارجس للكرياع الحمرا  يان عول اه

يهى ا ريىو الوراسىه  الحاليىه يبالهىالس ئ ىو عامى  م ىم  جىوا  لخمىج  (α-hemolysin)ال يمولايتين يه من ال يمولايتىين الخىارج خلىوي يالمتىمى 

يان ه ه الاهزيماع اهثر ذيواهية للخلايا الملائية الاهروبية المكوهة للكليىة مىن العىزلاع ايىر المنهجىة ل ى ا النىزيم ,  (  52)حويض الكلى هما جا  به 

المفور ل  ا الاهزيم , يذهرع اراساع اخر  ان ذيواهيهه تهىآتى مىن تىومير خلايىا المجىر  الرىولسم يتحريىر   hlyاي العزلاع  الهس لاتمهلك  الجين 

( يالاهزيمىىاع المرترمىىة معىىهم يتىىومير هريىىاع الىىوت الرىىيض يالخلايىىا احاايىىة النىىوال بفىىك  خىىاصم يالحىى  علىىى صىىنع Lysozymeالاهىىزيم الحىىال )

 (56)يهى ا يخهلىف عىن مىا جىا  بىه     irp2أمهلاه ا لجين %100ي بنترة  30عزلة من اص   30هما أت رع (م Leukototrieneالليوهوترين )

مىن  11.4%  ( اذ ات ر امىهلا 52)مع ما جا  به  يه لك تخهلف    E.coliمن عزلاع ال     %32.0الهس هاه  هترة يجوا ه ا الجين ئس اراسهه 

( , %96.2( حيى  هاهى  هتىرة امىهلا  العىزلاع ل ى ا الجىين هىس )57يهو  مع مىا جىا  بىه ), بينما هان امهلاه ا ل  ا ا الجين    E.coliعزللاع ال   

ايوريئور يل  ا الجين  اهميه هريره ئس متاعول الركهريا ئس اخ  الحويو يخزهه لاسهخوامه ئس الظريف اللاهوائيه  حي  يفور ه ا الجين لاههىاج التى

هلك الوىة هائيىة ( )يهس مجموعة من الحرهياع الهس ل ا الوة عالية للحويو يذاع اي ان جزياية ياطاة يتمSiderophoreيعو اههاج التايويريئور ), 

ع خاصىة( لأن تحول الحويو الى حالهه التائلة اي سحره من المعيواع الحايية عليه تم تت   عملية هيله الى ااخى  الخليىة الركهيريىة بوسىاطة متىهيرلا

و ضىريري له ىاعف الحويىيكوهإ عام  ئوعة  م م عن طرييه تتىهميع الركهريىا الممرضىة ميايمىة الرريتينىاع النارلىة للحويىو ااخى  جتىم الم ىيف

أمهلاه ىا لجىين  %30.0ي بنتىرة 30 عزلة من اص   9هما ات رع ههائج الوراسه الحاليه  يجوا (58). أعواا الركهريا يهس خمول م مة للاسهعمار

afa  من العزلاع امهلاه ىا ل ى ا الجىين, يهى لك يخهلىف عىن مىا جىا  بىه  % 8.2( حي  هاه  النتره الهس توص  ل ا 52)يه ا يخهلف عن ماجا  به

( حيى  57, بينما هاه  النهائج ئس ه ه الوراسه ل  ا الجين تهو  مع ما جا  بىه ) %45.3 ئس اراسهه حي  هاه  هترة يجوا ه ا الجين لويه   ( (56

, ييعو ه ا الجين احو جينىاع    %32.9 ( حي  هاه  هترهه الهس توص  الي ا 55ل  ا الجين يه لك تهو  مع ما توص  اليه )  % 34.3توص  لنترة 

ع الركهريىا الاهلاب الهس تتاعو الركهريا ئس الالهصات يبالهالس اجهياز النتيج الرماهس للمتلك الرولس  حي  يفك  الالهصات الخموه الايلى ئىس تمورى

( , ئوس بعض الاحيان هنا  لاص  ياحو يظ ر ييكون له الوير الم م ئس احواث المىرض 58يتمرهزها يمن تم تكاترها  يبالهالس احواث الاصابه )

ئىس , يئس احيان اخر  ئاع المترب المرضس يكون له اليوره على اههاج عول اهوات من اللواص   المخهلوه يعلى مراح  مخهلوه من الاصىابه  همىا 

يهى ا يخهلىف عىن ماجىا  بىه    iha  ( مىن العىزلاع أمهلاه ىا لجىين%10.0ي بنتىرة ) 30 عزلاع ئيا من اصى   4. بينما أت رع   E.coliبكهريا 

( 57, بينمىا هىان يهوى  مىع مىا توصى  اليىه ) %  21.0( حيى  هاهى  هتىرهه 56ييخهلف اي ا مع ما جىا  بىه ) %  17.9(   حي  توص  لنترة 52)

( الهىس تتىاعو الركهريىا علىى capsuleهو الجين المتويل عىن تكىوين المحوظىه )   iha, ي يعهرر جين % 13.8حي  هاه  النتره الهس توص  الي ا 

همىا ان يجىوا المحوظىة الالهصات بالجوار الملائس لنتىيج المجىر  الرىولس  يهى لك للمحوظىه اهميىه هريىره ئىس ميايمىة الركهريىا للم ىاااع الحيويىه 

بالنتره للجين  %36.6يبنترة  30عزله من اص   11. يات رع الوراسه الحاليه  ( 52)  يجعل ا ميايمة لعملية الرلعمة بوساطة هرياع الوت الريض

pap ( حي  هاه  هترهه 55يه ا يخالف ما جا  به )مىن   %91.0( حي  هاه  النتره الهىس توصى  الي ىا 59, يه لك مخهلف لما جا  به )% 91.3

( حيى  توصى  لنتىرة 61يهوى  مىع ماجىا  بىه )يهى لك  pap لجين  % 36.0( حي  هاه  النتره 60ه ا الجين,  بينما يهو  تماما مع ما توص  اليه )

 (59)ل  ا الجين  بينا يخهلىف مىع مىا جىا  بىه  % 30( حي  هاه  النتره الهس توص  الي ا 55ي  جوا رريب مع ماتوص  اليه ) papلجين  % 32.7

حي  ل مان حصول المىرض لابىو للركهريىا    E.coli,  ييعهرر ه ا الجين م م بالنتره ل رايل بكهريا  ل  ا الجين   %91.0حي  توص  الى هترة 

الاافىيه  من ان تمهلك اليوره على الوصول الى النتيج اي الع و الملائم يمن تم اسهعمار المنميه يه ا له علاره بيورل هى ه الركهريىا  علىى اخهىرات



لهالس ئان اجهياز النتيج يروا مىن رىورل هى ه الركهريىا علىى الالهصىات بواسىمة الخمى  النىوعس الى ي تمهلكىه هى ه المخاطيه ياجهياز جتم الم يف يبا

     مىع   pap  الركهريا يارتراطه بمتهيرلاع هوعيه توجو ئس الخلايىا الملائيىه المرمنىه لل فىا  المخىاطس ئىس منميىة الاصىابه  ي بتىرب ارترىاط الجىين 

P-fimbriae     الهس تتاعو الركهريا على الالهصات بالخلايا الرماهيه لنتيج المجر   الرولس  حي  تعهرر خمول الالهصات ايل خموه تيوت الاهلاب

    pap مىن الاهىوات الم مىه الهىس تتىاعو الركهريىا علىى الالهصىات حيى  يعهرىر جىين   P(  ييعهرىر الخمى  النىوعس 52ب ىا الركهريىا لل ىزي النتىيجس )

(  يما يوعم ه ه النهيجه ما توص  62من عوام  الامراضيه الم مه لاحواث المرض يخصوصا ئس حويض الكلى ) Pالمتويل عن الهفوير للخم  

لىم تتىج  اراسىه م اي تواجىو ل ى ا الجىين حي   ((56ي  (52 (يه ا يهماب  مع ماجا  به   tstعلى الجين  احهوائ الم تتج  اي عزله . ي (54)اليه 

 بين عزلات م .
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Abstract:   

One handred urine sample were collected of different ages for patients with pyelonephritis who visited the 

Hospital Diwaniya Teaching and Hospital of women and pediatries  in AL-Diwaniya City during the period 

from November 2012 to April 2013 to isolate of E.coli bacteria , the results  showed of 56 (56%) isolates to 

E.coli, while  44 (44%) isolates belong to other bacterial types. It was also detection  some of the genes of 

virulence factors using a single and multiplex polymerase chain reaction (PCR) , The PCR results of all 

E.coli  isolates  are: 30 isolates (100%) of irp2  gene  (responsible for taking the iron from the blood), 11 

isolates (36.6%) of pap gene (responsible for producing the type P fimbrea) , 9 isolates (30.0%) of afa gene 

(responsible for pilli) , 29 isolates (96.6%) of hly gene (responsible for producing heamolysin toxins), 3 

isolates (30.0%) of iha gene (responsible for the production of the capsule) , and finally did not record 

anyisolates of tst gene (responsible for toxic shock syndrome) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 


