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 عن انزيم الهيمولايسين المنتج من بكتريا المظهري والوراثي التحري       

Escherichia coli                لمسالك البوليةعزولة من االم 
 *مثال كريم عباس الحسني                    ازهار نوري حسين الموسوي                      

 كلية التربية/جامعة القادسية                                       كلية الصيدلة/جامعة القادسية           

 الخلاصة
كلا  282جمعت      عينة ادرار وسطي من مرضى يعانون من اعراض أخماج المسالك البولية بفئات عمرية مختلفة ول

ية الجنسين ، من المرضى المراجعين الى المستشفى التعليمي العام ومستشفى الاطفال والولاد ة التعليمي في مدينة الديوان

من  مدة  ية  1 /3 /2012ولل هرت  ، 1 / 8 /2012  لغا ية الأظ تائج عائد يا  94ن لة لبكتر عن  E.coliعز حري  تم الت  .

لدم الحاوالقابلية  كار ا شري الاربععزلات على انتاج أنزيم الهيمولايسين في اطباق ا لدم الب صائل ا لى ف  ,A, B)  ية ع

AB, O وكانت ( كانت قادرة على انتاج انزيم الهيمولايسين على اطباق اكار الدم  42.6%عزلة )  40ان  ( ، اذ وجد ،

سين تاج الهيمولاي سبة ان توالي(  55% , 72.5% , 20% , 40%)  ن لى ال فة ع لدم المختل صائل ا هذه  لف ستعملت  ، اذ ا

يا  مولايسينالعزلات لدراسة الخصائص المظهرية والوراثية فيما يتعلق بانتاج الهي عزلات بكتر بار  تم اخت   E.coli. اذ 

من  كد  ها لالمنتجة للهيمولايسين مظهريا للتأ نين امتلاك جين hlyA , hlyBلجي سوميين ، وال  hlyA plasmid  الكرومو

يدي مرة   البلازم نزيم البل عل ا سلة تفا ية سل ستعمال تقن هرت   Polymerase Chain Reaction ( PCR )با  ، اذ أظ

نين  القادرة على انتاج الهيمولايسين عزلة 40 لى الجي ها ع سبة )  hlyA , hlyBاحتوائ سوميين وبن ( ،  100%الكرومو

هلام  البلازميدي .  hlyA plasmid( على الجين  90%)   عزلة 36 في حين احتوت  لى  بائي ع أظهر الترحيل الكهر

حزم  لى  لى الأكاروز احتواء معظم العزلات البكتيرية قيد الدراسة ع حدة ا ية وا بين حزمة بلازميد حت  ية تراو بلازميد

حزم )  لغ  36(  90%ثلاث  جم ب يرة الح ية كب لى حزمة بلازميد عزلات ع يع ال لة ، اذ احتوت جم هاعز ئي  حجم الجزي

1200bp  ( 90%بنسبة  )حدة )  36 ية وا مابين حزمة بلازميد ية  حزم البلازميد عت ال لة ،  14(  35%عزلة توز عز

يري  3(  7.5%عزلة ، وثلاث حزم بلازميدية )  19(  47.5%يتين ) حزمتين بلازميد عزلات . فيما بين الاقتران البكت

 E.coli MM294الواهبة وسلالة E.coli 2 , E.coli  6 , E.coli 12  امكانية انتقال البلازميدات بين عزلات بكتريا

يث  من ح ية  يا الاقتران صفات الخلا ست  لي ، اذ در شكل ك ستلمة ب نزيم الم ها لا سين انتاج يا" الهيمولاي تم  مظهر ، اذ 

له شفر  مل الم هذا العا عن  حري  ثل الت يديا" المتم يا   hlyA plasmid بالجين بلازم تواء الخلا تائج اح نت الن ، اذ بي

 الاقترانية على الجين اعلاه .

 
 المقدمة 

نواع يعد الهيمولايسين احد عوامل الضراوة المهمة للبكتريا المسببة للاخم      اج خارج الامعاء ، ويكون فعالا" على ا

ية     Lymphocytesمختلفة من الخلايا مثل الخلايا اللمفية    مراء ،  Granulocytes، الخلايا الحبيب لدم الح ، خلايا ا

ية   ية الانبوب عا  Renal tubular cells  (18والخلايا الكلو خارج الام ماج  في الاخ هم  له دور م سين  ء ( . والهيمولاي

تون   ، Bacteremia، تجرثم الدم   UTIوالتي تتمثل بــــــ اخماج المسالك البولية    ،   Pertonitisاخماج غشاء البري

 Septicemia   (2  . )والتعفن الدموي  

يات ا    ثل كر لدم الحمراء م يات ا من كر لدم تختلف البكتريا المنتجة للهيمولايسين في قابليتها على تحليل انواع مختلفة 

ثه لذي تحد لل ا نوع التح في  لف  كذلك تخت سلالات  24)   الحمراء للانسان ، الاغنام والارانب و شخيص ال كن ت ( . ويم

لة  ستعمرة   Hemolytic exotoxinالبكتيرية المنتجة للسموم الخارجية المحل حول الم شفافة  قة  جود منط خلال و من 

 ( .26 ة انجاز اختبارات التحلل القياسية للسم الناتج ) البكتيرية النامية على اطباق اكار الدم ، او بواسط

ية  E.coliوقد وجد بان هنالك ثلاثة انواع من الهيمولايسين المنتج من سلالات بكتريا       سالك البول سببة لخمج الم الم

ــا هيمولايســين   Diffusible  hemolysin، الاول هــو عبــارة عــن الهيمولايســين المنتشــر   ـــ الف    ويســمى بـ

hemolysin- α    اما الثاني فانه يكون مرتبطا" بالخلية ،Cell – bound  سين  hemolysin  ويسمى بـ بيتا هيمولاي

- β   ان كلا النوعين من الهيمولايسين يسببان تحللا" من نوع بيتاβ - hemolysis    ، لدم كار ا باق ا لث على اط والثا

 hemolysin ʎ (  9  . ) -يطلق عليه كاما هيمولايسين 

لة     لى عائ سين ا فا هيمولاي عود الال ني      family – ( RTX )ي نوع    Repeats in Toxinوتع من ال كون  وي

قب     سيوم      Pore forming cytolysinالمكون للث لى الكال مد ع يا 5 ) والمعت سلالات بكتر لب    E.coli( . ان اغ

لى   Extraintestinal diseaseالتي تسبب الاخماج  خارج الامعاء   مل ع لذي يع تمتلك هذا النوع من الهيمولايسين ا

 ( .   23 تحليل خلايا الدم الحمراء في انواع مختلفة من الثدييات )

فا     تاج الال عن ان سؤولة  ية الم حددات الوراث يا -ان الم سلالات بكتر في  سين  جزر   UPECهيمولاي في  قع  ما ان ت إ

سلالات   Pathogenicity islandsالامراضية  مع ال ترتبط  ما  با     O4 , J96 , O6(536)الكروموسومية ، التي غال

تران ية الاق خلال عمل قال  لى الانت قدرة ع ها ال بالحجم ل فة  يدات مختل لى بلازم لة ع كون محمو قد ت هذه  5)  او  ( ،  و
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بع        نات الار ثل  بالجي حددات تتم تاج ا   hly A , hly B , hly C , hly Dالم شفر لان شمل ت ية ت نواتج جين عة  رب

HLYA , HLYB , HLYC , HLYD  ( 16 )   لي مسؤولة عن انتاج الهيمولايسينعلى التوا. 

يا      من بكتر بولي   E.coliنظرا" لقلة الدراسات المتوفرة عن انزيم الهيمولايسين المنتج  هاز ال ضة للج لذلك الممر  ،

ستنا  ضوع درا يد أرتأينا ان يكون مو ساس الجيتحد بوليمريز الا نزيم ال سلة ا عل سل ية تفا ستعمال تقن نزيم بأ هذا الا ني ل

Polymerase chain reaction ( PCR )  قال ية انت عن قابل حري  ، فضلا" عن دراسته من الناحية المظهرية ، والت

 -يأتي :الدراسة ماشملت  مختبريا" ، وعليه   Recipient cellsالى الخلايا المستلمة  فرةالمحددات الوراثية المش

 الممرضة للجهاز البولي من المرضى المراجعين الى مستشفى    E.coliعزل وتشخيص بكتريا   -

   . الاطفال والولادة التعليمي والمستشفى العام التعليمي في مدينة الديوانية  

 والتشفير الجيني لها . مظهريا" تحديد العزلات البكتيرية المنتجة لأنزيم الهيمولايسين -

     بانتاج الهيمولايسين  تحري عن بعض البلازميدات الاقترانية وغير الاقترانية ودراسة علاقتهاال -

 . والتحري عنها جينيا   

 المواد وطرائق العمل

 Collection of urine specimens     جمع عينات الادرار 
عت      سطي 282جم نة ادرار و ضىUrine   Midstreamعي لى من المر مراجعين ا عام  ال ية ال شفى الديوان مست

مار  ية وبأع سالك البول ماج الم سريريا" بأخ صاباتهم  صت ا ومستشفى الاطفال والولادة في محافظة القادسية والذين شخ

. أوصي المريض بجمع الأدرار الوسطي في قنينة  2012/  8 / 1ولغاية   2012/  3 / 1 مختلفة لمدة خمسة اشهر من 

،    EMBعروة ناقلة على وسط أكار الماكونكي ووسط أكار الدم ووسط  عينات بأخذ ملىءكية معقمة . زرعت البلاستي

 ساعة .  24مدة   0 م  37حضنت هوائيا" بدرجة 

ية -  عزلات البكتير -        Identification  of  bacterial  isolates           التحري عن ال
      Cultural and morphological tests  الفحوصات الزرعية والمظهرية 

بدئيا"      صت م لي وشخ بالزرع الاو صة  ية الخا ساط الزرع لى الاو جود ع مو مو اخذت مستعمرة واحدة نقية من كل ن

حت  اعتمادا" على الصفات الشكلية المتضمنة حجم المستعمرات ولونها وحافاتها وارتفاعها ، ثم درست صفات الخلايا ت

جاء المجهر بعد تصبيغها بصبغة كرام ا ما  لى  مادا" ع عزلات اعت صت ال لمتضمنة شكل الخلايا وتجمعها . بعد ذلك شخ

ــ  . ( 12 )في     بارات الــــ ،  IMViCكما تم تأكيد التشخيص بأجراء الفحوصات الكيميوحيوية المتمثلة بمجموعة اخت

 . ( ( 4 اجريت وفقا" لما ورد في التي وكذلك اختبار الاوكسيديز والكاتاليز 

يا على االت - ية البكتر عن قابل تاجحري  سين ن  Identification of the bacterial الهيمولاي
ability of haemolysin production                                                                 

 ( . 20)   " لما ورد في( وفقا A , B , AB , Oفصائل من الدم البشري ) استعمل لاجراء هذا الاختبار اربع      

   Polymerase chain reactionتفاعل السلسلة المتبلمرة   - 

عن       حري  مرة للت سلة المتبل عل السل حص تفا جري ف من أ سينالمنتج  نزيم الهيمولاي يا ا من    E.coliبكتر لة  المعزو

  , hlyA , hlyB  hly-plasmidالدراسة للجينات المستعملة في   DNAأخماج المسالك البولية بأستعمال بادئات الـــــ  

 ( . 1)جدول  والمصممة بأستعمال برنامج تصميم البادئات

 

المستعملة في  ( PCR )تسلسل القواعد النايتروجينية وحجم ناتج الــــ البادئات و ( 1 )جدول 

 الدراسة .
حجم ناتج  تسلسل القواعد النتروجينية                   اسم البادئ

 مالتضخي

 الصفة المشفرة 

hlyA F CTTAGGAAAGGCAGGCAGTG 575 bp   انتاج هيمولايسين

A R ACTTATCGGCAATGGACAGG 

hlyB F CTGGTTATTTCCGGGGATTT 323 bp   انتاج هيمولايسين

B  R GAACCAGAACGTCCGACAAT 

hlyA-

plasmid 

F TGGTGCAGCAGAAAAAGTTG 641 bp    انتاج هيمولايسين

A  البلازميدمن قبل 
CACTTGCAGCTGTTGTCGAT 

 
 اذ يتكون الفحص من عدة خطوات : 

           Genomic  DNA extraction                    استخلاص الحامض النووي الديوكسي رايبوزي    -
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نووي       حامض ال ستخلاص ال يدي DNAتم ا سومي والبلازم يا  الكرومو ستعمال   E.coliمن بكتر لك با عدة  وذ ال

حرارة  الجاهزة وحسب تعليمات الشركة المجهزة جة   في در سة 0 م 20-، وحفظ  عل سل حص تفا جراء ف حين ا نزيم ل  ا

 البلمرة .

 تحضير هلام الأكاروز -

 . ( 11)  حضر بحسب طريقة     

     PCR master mixتحضير مزيج تفاعل سلسلة البلمرة   -

ــ حضر مزيج تفاعل سلسلة البلمرة بأست     شركة   AccuPower® PCR PreMixعمال عدة الــ مات ال سب تعلي وح

 ( . 2كما في الجدول )  المجهزة

 
المستعملة في الدراسة    PCR pre mix( مكونات وحجوم مزيج تفاعل سلسلة البلمرة 2 جدول ) 

    المظهرية والوراثية .
Volume         PCR master mix          

2.5 μL               DNA template           

1.5 μL               Forward primer         Primers    

1.5 μL              Reversed primer       

19.5 μL            PCR water              

25 μL              Total                    

 
  DNAبرنامج الدورات الحرارية لتضخيم الـــ  -

هاز Thermocycler PCRأجري تفاعل سلسلة البلمرة بأستعمال المضخم الحراري لجهاز الـــ       جة الج تم برم  ، و

 ( : 3كما في الجدول ) 

 .  E.coliفي بكتريا  المضخم الحراري بأستخدام DNAــ ( الظروف المثلى لتضخيم ال 3جدول ) 
Time          Temperature    Repeat cycle   PCR steps       

5 min        95 C         1           Initial denaturation 

5 sec        95 C                

30          

 

Denaturation         

30 sec      55 C         Annealing             

45 sec      72 C          Extension             

7 min        72 C         1          Final extention      

Forever       4 C         -          Hold                  

 
               Agar gel electrophoresisالترحيل الكهربائي في هلام الأكار -

فرق جهد  1.5 %تم أجراء الترحيل الكهربائي لهلام الأكاروز المحضر بنسبة       حت  يار  100ت لت وت ير   80فو امب

ــ المضخم والذي يم  DNAالمستخلص والــــ  DNAالــ   Bandsوزمن ساعة لغرض الكشف عن حزم  ثل  نواتج الــ

PCR Products  PCR   17وحسب طريقة  )    . ) 

      Bacterial  Conjugationالاقتران البكتيري    -  

   . ( 14 ) اجريت عملية الاقتران البكتيري حسب ما ورد في       

 النتائج والمناقشة

       Isolation  &  Identificationالعزل والتشخيص   
ية  ( 40.5 % )حققت اعلى نسبة عزل    E. coliان بكتريا  قد وجدل      سبة المتبق ما الن شمل  ( 59.5 % )، ا نت ت فكا

والتي )  (1مع ما توصل اليه . وهذه النتائج تتفق  ( 4) جدول  الانواع البكتيرية الاخرى المسببة لاخماج المسالك البولية

نت ي ( 48.7 % ) كا صة مختبر عزلات المشخ جة ا"من مجموع ال مع نتي فق  ها لا تت عزل  ( ( 8  ، لكن سبة  غت ن اذ بل

في  E.coliعزلة من المجموع الكلي للعزلات . ان انتقال بكتريا    E.coli  (%77.9  )46بكتريا  عي  ها الطبي من مكان

شرا"الامعاء ودخولها الى المسالك الب طي مؤ سالك يع هذه الم ماج ل هذ ولية مسببة الاخ صابة ب سبة الا فاع ن ياارت       ه البكتر
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ــا   15)  ــزل بكتري ــي نســب ع ــات ف ــذه الاختلاف ــاعي   E.coli( . ان ه ــتوى الصــحي والاجتم ــى المس ــع ال ــا يرج ربم

                              والاقتصادي في المجتمعات المختلفة . 

                                 المعزولة من المرضى المصابين بأخماج المسالك البولية .     E.coli( بكتريا  4 جدول ) 

 النسب المئوية      العدد          العزلات        

    E.coli    94 يوجد نمو

232     

  40.5  

82.3    
ـــــــــــــاس  الاجن

 الاخرى

138   59.5   

 17.7          50          لا يوجد نمو

     100          282         المجموع

 
     Detection of Heamolysin productionنتاج الهيمولايسين     التحري عن ا 

 ية على فصائل الدم البشري الاربععلى انتاج الهيمولايسين في اطباق اكار الدم الحاو  E.coliت قابلية بكتريا  درس     

( A , B , AB , O )  عزلة عائدة لبكتريا   94من مجموع   (42.6 % )عزلة   40، اذ وجد ان E.coli   قادرة كانت 

على انتاج الهيمولايسين على اطباق اكار الدم ، ويظهر ذلك من خلال ظهور هالة شفافة حول المستعمرات البكتيرية أي 

 ( . 5 ) الجدول   β – hemolysis ان التحلل هو من نوع بيتا  

 
  لها ين والنسبة المئويةالمنتجة وغير المنتجة للهيمولايس  E.coli( اعداد عزلات بكتريا   5 جدول )

 %النسبة المئوية      عدد العزلات    نوع التحلل  

           42.6         40 هيمولايسز -بيتا 

           57.4         54 بدون تحلل

            100         94 المجموع

 
لى       لدم ع لل ل لدم اما فيما يخص مجاميع الدم ، فقد كانت اعلى نسبة تح صيلة ا لة  ABف عزلات المحل عدد ال لغ  ، اذ ب

، اذ  Oمن مجموع عدد العزلات الكلي . ثم تلاها صنف الدم  ( 72.5 % )عزلة وبنسبة  29للدم والمنتجة للهيمولايسين 

لدم   ( 55 % )  عزلة وبنسبة 22بلغ عدد العزلات المحللة للدم  صنف ا لد A، تلاها  لة ل عزلات المحل عدد ال لغ  م ، اذ ب

لدم  ( 40 % )عزلة وبنسبة  16والمنتجة للهيمولايسين  صيلة ا لى ف هي ع لدم  لل ل سبة تح لغ  B، بينما كانت اقل ن ، اذ ب

 (. 6 ) الجدول ( 20 % )عزلة وبنسبة  8عدد العزلات 

 

 المنتجة للهيمولايسين حسب فصائل الدم البشري .  E.coli( عزلات بكتريا  6جدول ) 
                  N = 94     فصيلة الدم      

 النسبة المئوية       العدد

AB        29 72.5         

O         22 55           

A         16 40           

B         8 20           

         42.6 40 النسبة النهائية
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لهذه الدراسة  ان نتائج     فقفيما يتعلق بنسبة العزلات المحللة ل سين تت جة لانزيم الهيمولاي يه دم والمنت صل ال ما تو      مع 

نت    E.coliان نسبة عزل بكتريا  حيث ظهر  ( 13)  يا" كا سين مظهر جة للهيمولاي من   ( 40.7 % ) 24المنت لة  عز

ند حيث في اله ( 10)  ، لكنها لا تتفق مع دراسة UTIمجموع العزلات المعزولة من المرضى المصابين بأخماج الـــ  

 عزلة . 200عزلة من مجموع  ( 21 % ) 42المنتجة للهيمولايسين  E.coliنسبة بكتريا   كانت

بة       سالبة والموج ية ال ضات البكتير من الممر يرة  عداد كب بل ا من ق نتج  هم ، اذ ي ضراوة م مل  سين عا عد الهيمولاي ي

تلك المعزولة من الاخماج خارج القناة الهضمية  الهيمولايسين خاصةE.coli لصبغة كرام . تنتج بعض سلالات بكتريا  

جد ان   سان ، اذ و سين )  ) ( 50 %للان جة للهيمولاي كون منت عزلات ت هذه ال سات  )  21من  ضحت الدرا قد و ما  . ك

 – 41 % )     (ـــــــــــدى  السابقة ان انتـــــــــــــــــــــاج الهيمولايـــــــــــــــــسين يقــــــــــــع ضمــــــــــن المــــــــــ

يا  ( 22 ) 16.6 سلالات بكتر من  نتج  سين الم م  E.coli. ان الهيمولاي عد مه في  ا"ي صا"  يا خصو ضراوة البكتر في 

يا    سلالات بكتر ظم  جد ان مع عي   E.coliالاخماج خارج الامعاء لمختلف الحيوانات ، اذ و يت طبي ئة نب جودة بهي المو

له )  في امعاء الانسان تكون جة  صبح منت  ) 3 غير منتجة للهيمولايسين ، ولكن بمجرد استيطانها للمسالك البولية فأنها ت

 . 

     

دهنية توجد على سطح الخلية الهدف مكونة ثقوب غشائية في خلايا المضيف  –يرتبط الهيمولايسين بأجسام بروتينية     

سلالات –، اذ ان انتاج الالفا  يا هيمولايسين من قبل بعض  بر  E.coli       بكتر عاء يعت خارج الام صابات  ثة للا المحد

يا  هذه البكتر ضراوة  في  مة  صية مه لى  25)  خا صول ع يق للح سين كطر ستعمل الهيمولاي يا ت فأن البكتر يه  ( ، وعل

 . 11 )لنمو الممرضات البكتيرية المختلفة )  ا"محدد "المغذيات من خلايا المضيف ، فمثلا" يعتبر الحديد عاملا

ــــالية وبأستـــــــ      ــــة فقـــد أظهـــرت نتـــائج الدراســـة الحــــــــ ـــة الجيني ــــامـــا مـــن الناحي ــــة الــ ــــعمال تقنيـــــــــ                   ــ

PCR  Multiplex  ( عددها بالغ  ية وال عزلات البكتير ــ  40لل ستخلاص الــ عد ا لة ، وب عدة   DNA( عز ستعمال ال بأ

غرض وت هذا ال ستعملة ل كاروز ) الم هلام الأ في  يا"  له كهربائ يديوم  1.5%رحي صبغة الأث ستعمال  نه بأ شف ع ( والك

سجية )  فوق البنف شعة  ــ  UVبرومايد وفحصه تحت الأ فردة لل حدة وم لى حزمة وا عزلات ع يع ال تواء جم        DNA( اح

 ( . 1 شكل) ال

  
ــ  (  1) شكل   ستخلاص الـ لى  DNAنواتج ا بائي ع يل الكهر كاروز )  بالترح (  1.5 %هلام الا

-1الاعمدة )  E.coli( امبير ولمدة ساعة واحدة لبكتريا  80)    فولت وفرق جهد ( 100)   وفولتية

 ( العزلات المختبرة . 16

 
سبة 40أظهرت نتائج تضخيم البادئات احتواء جميع العزلات المستعملة في الدراسة       لى  100 %)      عزلة وبن ( ع

ما  الجينين ال سين وه تاج الهيمولاي شفرين لأن ية )   hly A , hly Bم سوميين ذو الاوزان الجزيئ (  323 , 575الكرومو

توالي )  لى ال عديا" ع جا" قا نين  2  شكل زو ضخيم الجي نواتج ت ثل  تي تم هلام  hlyA , hlyB( وال ماعلى  عد ترحيله ب

صه  1.5%الأكاروز )  يد وفح يديوم بروما صبغة الاث صبوغة ب جم ( والم ساب ح تم ح ثم  سجية  فوق البنف شعة  حت الا ت

DNA  ( ئي بالحجم الجزي ته  خلال مقارن من  ضخم  كون  marker 2000-100الم جة ت هذه النتي عديا" ، و جا" قا ( زو

سين   ( 19مقاربة للنتائج التي حصل عليها شفر للهيمولاي في   hly( في البرازيل فقد وجد ان الجين الم جد   ( 96 % )و

    .   UTIمعزولة من المرضى المصابين بأخماج الـ من العزلات ال
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نين  2) شكل   ضخيم الجي نواتج ت  )hlyA , hlyB   يا سوميين لبكتر لة   E.coliالكرومو والمرح

كاروز )  ية )  1.5%كهربائيا" على هلام الأ هد )  100( وفولت فرق ج ساعة  80( و مدة  ير ول ( امب

 323 , 575( موجبة  لفحص )  8-1( العزلات )  DNA Ladderيمثل      )   Mواحدة ، الاعمدة 

 ( زوجا" قاعديا".
 

      Screening  of DNA plasmid  التحري عن وجود الدنا البلازميدي
بين حزمة  3 بينت النتائج ) الشكل     حت  ية تراو حزم بلازميد لى  سة ع يد الدرا ية ق عزلات البكتير ( احتواء معظم ال

لى ث حدة ا ية وا حزم ) بلازميد ثة  لى  36(  90%لا يدات ع لى بلازم ية ع عزلات الحاو هذه ال يع  لة ، اذ احتوت جم عز

جم   يرة الح سبة )   bp 1200حزمة بلازميدية كب شكلت ن مابين  36(  90%اذ  ية  حزم البلازميد عت ال قد توز لة و عز

حدة )  ية وا مة بلازميد يديتين )  14(  35%حز حزمتين بلازم لة ،  لة ، 19(  47.5%عز ية عز حزم بلازميد ثة         وثلا

جدول  3(  %7.5)  عزلات ب(  7عزلات )  هذه ال تازت  قد ام يا، ف سايدروفور مظهر سين وال ها للهيمولاي في   انتاج . و

عدل  76(  79%( في ايران كشفت ان حوالي )  2012وجماعته )  Farshadدراسة اجراها  عزلة تمتلك بلازميدات بم

حوالي بلازميد في كل ع  10-1حوالي  يد  كرارا"  Kbp 33-1زلة ، يصل حجم البلازم ثر ت يدات الاك نت البلازم ، وكا

  ( .  28.9%، اذ شكلت نسبة )  Kbp 5-4بحجم 

بالعزلات  )  10%كما اظهرت اربعة عزلات )      لة  لى  37 , 35 , 23 , 18 ( خلوها من الحزم البلازميدية متمث ( ع

صفةانتاجها للهيمولايسين . ويمالرغم من  كون  سين  كن ان يعزى السبب في ذلك الى  ها الهيمولاي بل انتاج من ق شفرة  م

جد  قد و نة ف قافزة ، وبالمقار نات ال حوالي )  ( 6جينات محمولة على الكروموسوم او على الجي يران ان  في ا  )%21  )

ضادات الح عددة للم مة مت نت تحمل مقاو ها كا يدات ، ولكن من البلازم لى ان من العزلات كانت خالية  شير ا هذا ي ية و يو

  بعض جينات المقاومة للمضادات الحيوية لا تقع على البلازميدات وانما تكون محمولة على الكروموسوم البكتيري 
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كاروز )  البلازميدي DNAنواتج استخلاص الـــ  ( 3)  شكل  هلام الا بائي على   %بالترحيل الكهر

الاعمدة   E.coli( امبير ولمدة ساعة واحدة لبكتريا  80 ( فولت وفرق جهد ) 100)  ( وفولتية  1.5

M  ( يمثلDNA Ladder  ( والاعمدة ، )العزلات المختبرة . 15-1 ) 

 

 النسبة المئوية لعدد الحزم البلازميدية في العزلات البكتيرية قيد الدراسة  )7جدول ) 
 النسبة المئوية عدد العزلات عدد الحزم البلازميدية

0 4 10 

1 14 35 

2 19 47.5 

3 3 7.5 

 
صص ، اذ      بادئ  متخ ستعمال  يد وبأ لى البلازم سين المحمول ع تاج الهيمولاي شفر لأن كما تم التحري عن الجين الم

جين  ضخيم ال نواتج ت هرت  كاروز    plasmid  hlyAاظ هلام الأ لى  ها ع عد ترحيل صبغة  1.5%)  ب صبوغة ب ( والم

حت  صه ت جين   الاثيديوم برومايد وفح لى ال سة ع يد الدرا عزلات ق تواء ال سجية اح فوق البنف شعة    plasmid  hlyAالا

 ( . 4  عزلة ) الشكل 36(  90 %بنسبة ) 
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جين ( 4 صورة )    ضخيم ال يدي    hlyA plasmidنواتج ت يا  البلازم لة   E.coliلبكتر والمرح

كاروز )  ية )  1.5%كهربائيا" على هلام الأ هد ) (  100( وفولت فرق ج ساعة  80و مدة  ير ول ( امب

جا"  641 ( موجبة  لفحص )  8-1( العزلات )  DNA Ladderيمثل )   Mواحدة ، الاعمدة  ( زو

 قاعديا" على التوالي .

 
 الاقتران البكتيري 
جاح  5اختبرت )       تران  ن من عزلا 3عزلات ( والتي اتصفت بكونها حساسة للريفامبسين ، اذ اظهرت نتائج الاق ت 

سبة )  5بعملية الاقتران من اصل )  E.coliبكتريا   من  60 %عزلات ( وبن جة  ية النات يا الاقتران برت الخلا ( ، اذ اعت

ية  تزاوج العزلات قيد الدراسة مع السلالة القياسية دليل على نجاح عملية الاقتران من خلال نموها على الاوساط الانتقائ

ند  100لريفامبسين والامبسلين بتركيز نهائي الحاوية على المضادين الحيويين ا ضادين ، وع كلا الم مايكروغرام / مل ل

حزم  ساوية لل ية م ترحيل الخلايا المقترنة على هلام الاكاروز أظهرت احتواء جميع الخلايا الاقترانية على حزم بلازميد

 .  بة زميدية للخلايا الواهالبلا

  

جيني  PCRومن خلال مطابقة نتائج الـــ     بأن ال لى  محمول  hlyA plasmid  مكننا الاستنتاج  يد ع نوع بلازم من ال

عزلاتالاقتراني اذ يمكنه الانتقال خلال عملية الاقتران ، وذلك من خلال ملاحظة انتقال البلا  زميد الوحيد الذي تمتلكه ال

جين( الى الخلايا المستلمة و  2 و   6  )  قال ال من انت كد  بار  hlyA plasmid من ثم تم التأ يا  PCR بأجراء اخت للخلا

  .  الخلايا الاقترانية لهذا الجين الاقترانية اذ تم التأكد من احتواء

سبة )      تران وبن ية الاق يق عمل في تحق عزلتين  شل  تائج ف هرت الن ما أظ لى  40 %ك ها ع من احتوائ لرغم  لى ا ( ع

خلال  بلازميدات غير اقترانية ليس لها القدرة علىبلازميدات ، وقد يعود السبب الى احتواء هذه العزلات على  قال  الانت

من  عملية الاقتران . لرغم  لى ا تران ع ية الاق في عمل ستلمة  سلالة الم لى ال او قد يعود فشل انتقال قسم من البلازميدات ا

لدنا ، وجود بلازميدات اقترانية منتقلة ذاتيا" الى حدوث طفرة او فقدان في الجينات المشفرة للأنزيمات  شريط ا القاطعة ل

لى  هامما يؤدي الى فشل في انتقال البلازميدات غير الاقترانية ع نة مع لك المقتر جود ت من و لرغم  عزى 7 )  ا قد ي ( ، و

شل  في ف خر  سببا" ا كون  قد ي لذي  سها ا يدات نف هذه البلازم يب  عة ترك لى طبي قال وا الفشل الى الاختلاف في نمط الانت

 عملية الاقتران . انتقال البلازميدات خلال
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 Summery                                                                                                          

     The present study included isolation and diagnosis of the bacteria Escherichia coli  

from patients suffering urinary tract infection symptoms in different ages and both sexes, 

which was taken from the consulting  patients in Maternal Hospital, and General Teaching 

Hospital in AL-Diwianyia  city during the period from 1/3/2012 till 1/8/2012 .                     

                                                     

    The results of morphological and biochemical tests appeared that  94  isolates belong to 

bacteria E. coli , among them 40 (42.6%) isolates were hemolysis on blood agar plates 

containing human blood ( A, B, AB, O ) and were production percentage of hemolysin 

(55%, 72.5%, 20%, and 40%) respectively . 

 

    Some virulence factors, which bacteria have, were studied in both phenotypical and 

genotypical . Such as hemolysin production . The results showed that all the bacterial 

samples 40 (100%) were hemolysin production phenotypically as well as had the 

chromosomal genes hlyA  and hlyB  40 (100%) and also had the plasmid gene hlyA plasmid  

36 (90%) by using the polymerase chain reaction for detection about these genes . 

 

    The results of electrophoresis on Agarose gel showed that most of the bacterial isolates 

contain plasmid bands between one to three 36 (90%) . All  isolates contained one plasmid 

band large in size, it molecular weight was about 1200 bp 36 (90%) isolate, the plasmid 

bands distributed among one plasmid band 14 (35%) isolates, two plasmid band 19 

(47.5%) isolates, and three plsmid band 3 (7.5%) isolates . 

 

    The results of bacterial conjugation showed the possibility of transmitting of plasmids 

among E.coli  giving isolates and E.coli MM294  receiving strain in complete process . 

The features of the conjugation cells were studied as having virulence factor 

phenotypically included hemolysin production, and also were detected about hlyA plasmid   

the results showed that isolates were contained of that gene . 


