
P- ISSN  1991-8941 ,  E-ISSN 2706-6703                 (JUAPS)                                                       Open Access        هجلة جبهعة الانببر للعلوم الصرفة                    

2015 ,( 9), ( 3 ) :130-135 

 

021 

المعزولة من  E. Coliدراسة بايولوجية جزيئية لعامل الضراوة الهيمولايسين لبكتريا        
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المسببة لخمج المجاري البولية مع دراسة عامل   E. coliأجريت ىذه الدراسة لعزل وتشخيص بكتريا  
عينةة بةول  022الضراوة الييمولايسين جزيئيا في العزلات الاكثر مقاومةة لممضةادات الويويةةم شةممت الدراسةة 

من المرضى الراقدين والمراجعين لمستشفى الرمادي التعميمي من الاناث والذكور وبأعمار مختمفة اعتباراً مةن 
%م عنةةد اجةةرا  95بنسةةبة  E.Coliعزلةةة مةةن بكتريةةا الةةة  121( سةةنة ونةةمنا فييةةا عمةةى 02)( سةةنة وليايةةة 1)

 – Naldicacidفوةةةص الوساسةةةية ليةةةذه العةةةزلات أظيةةةرت مقاومةةةة عاليةةةة اتجةةةاه المضةةةادات الويويةةةة 
Gentamicin – Cefotaxime  عمةى التةواليم تمةت دراسةة عامةل 9م59 -% 0م50 -% 122وبنسبة %

( مةةةةةن العةةةةةزلات الاكثةةةةةر مقاومةةةةةة بعةةةةةد ان تةةةةةم اسةةةةةخ ص الةةةةةدنا الكروموسةةةةةومي 12اتجةةةةةاه ) HyLAالضةةةةةراوة 
وىةي العزلةة  HyA والب زميةدي بواسةطة الترويةل الكيربةائيم أظيةرت النتةائج وجةود عزلةة واوةدة واممةة لمجةين

 م0 ،1 ،9( لعينات الدنا الجينومي فيما بينت النتائج وجود الجين في العينات 0رقم )

 

 الوفتبحية:الكلوبت 
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 .مستشفى الرمادي التعميمي

  

 

 

 

 

 

 

 المقدمة
الممرضة لممجرى البولي   E. coliتعتمد امراضية بكتريا الة 

عمى عدد واسع من موددات الضراوة، إذ تعد اىم جرثومة مسؤولة عن 
وىي عبارة عن مستعمرات منتقاة من الة اخماج المجرى البولي 

Normal Flora  تمتمك عوامل ضراوة مختمفة تمكنيا من استيطان
م الوالات وتقريباً وفي معظ( 1وغزو القناة البولية واوداث الخمج )

عندىا تستوطن تنعد البكتريا الى المثانة عبر الاوميل الطريق الناعد 
تسبب  م(0في المثانة وتنتقل الى الكميتين مسببة ودوث التياب الكمى)

اخماج المجاري البولية من خ ل امت كيا عوامل   E. coliالة بكتريا 
التي راوة ضراوة تساعدىا في التكيف والبقا  في المضيف وعوامل الض

مثل تدفق  المضيفتمتمكيا تسمح ليا باليروب من آليات الدفاع في 
تنتج معظم  م(9وانتاج السايتوكينات) PHالازموزية تيير الة  الادرارم

الممرضة لممجرى البولي الييمولايسين الذي يسيل   E. coliة س لات ال
 م(4) يارية لمكمى ووويضاتياظعممية اليزو لمنسيج وتمف الخ يا ال
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وتينات سامة خارج خموية ر ذيفانات الييمولايسين بأنيا ب فتعر 
السالبة والموجبة لممون كرامم ان تفرز من قبل العديد من الجراثيم 

وتينات السامة الموممة لكريات ر منطمح عام يشير الى الب الييمولايسين
الييمولايسين خانة تمك   E. coliعزلات الدم الومرم تنتج بعض 

% 92مية للأنسان إذ وجد ان ضالمعزولة من انابات خارج القناة الي
% الاخرى فتكون 92، أما الة منتجة لمييمولايسينالعزلات ىذه  من

 م(9منتجة لمييمولايسين بمجرد ترسخيا في القناة البولية)
منيا  ،تمتمك البكتريا عدة آليات مقاومة لممضادات الويوية

اومة الطبيعية المسؤولة عن منع عمل المضادات الويوية من خ ل المق
فشل أو عدم قدرة المضاد لمونول الى ىدفو بسبب النفات التركيبية 
والتشريوية لمكائن الوي والتي توول دون تفاعل المضاد مع مراكز 

(م وقد تكون المقاومة ناتجة بسبب الطفرات 1تأثيراتو الويوية)
ية التي تومل نفة المقاومة عن طريق دب زميالكروموسومية او ال

ليا القدرة عمى الانتقال  DNAالجينات القافزة وىي قطع من جينات الة 
 وقد تكون المقاومة ناتجة عن تييير في تركيب م(0من موقع إلى آخر)

انزيمات معينة او فقدانيا الوظيفة مما يؤدي الى تييرات سمبية في 
الموقع الذي يعمل عميو المضاد وقد تكون المقاومة ناتجة عن بنا  
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(م أما مقاومة 8انزيمات تعمل عمى ازالة سمية المضادات الويوية)
فتأتي من خ ل انتاجيا  β Lactamالبكتريا لمضادات البيتالاكتام 

(م 5التي تعمل عمى توميل ومقة البيتالاكتام) β Lactamالة لأنزيمات 
البكتريا لممضادات الويوية تكمن في قدرتيا عمى البقا  رغم إن مقاومة 

وقد انبوت ىذه  ،تعرضيا لممضادات التي تخترقيا البكتريا وتقاوميا
المقاومة البكتيرية لممضادات الويوية ذات الوظائف والييكميات المتعددة 
مشكمة كبيرة في الدول النامية من ويث اعبا  الامراض المعدية 

وية الدقيقة تظير مقاومتيا لممضاد بموجب عدم نشاط والكائنات ال
ريا تكبالدوا  وفعاليتو عن طريق انتاج الانزيمات ومنع تراكم الدوا  في ال
 (م 12ووماية الموقع المستيدف واستخدام مسارات بديمة لمتطمبات النمو)

 طريقة العمل
مريض من الراقدين  022جمعت عينات الادرار من 

والمراجعين لمعيادة الاستشارية البولية لمستشفى الرمادي التعميمي ومن 
ك  الجنسين من الذين يعانون من اعراض اخماج القناة البولية وقد تم 
جمع كافة المعمومات لممرضى المشمولين بالدراسة والمتعمقة بالعمر 

م والمنطقة السكنية يالتعم توىسابقة ومس والجنس ووجود انابات
تم جمع العينات من شير آذار )المدينة او الريف( وفق استمارة خانةم 

لك ذالمتوسط لمبول وكالدفق وذلك من  0219 بلياية آ 0219
استعممت القثطرة وارتشاق ادرار المثانة وعينة كيس الادرار من المرضى 

انابيب ب ستيكية معقمةم جرى  الذين لا يستطيعون التبول وبأستعمال
استعمال الطرق القياسية في معاممة العينات ونقميا وزرعيا ووضنيا 
وفونيا من أجل عزل العامل المسبب لمخمج وتشخينو واجرا  فوص 

 م(11)الوساسية الدوائية
 الفحص المجهري

تم اجرا  الفوص المجيري المباشر لكل عينة قبل اجرا  عممية 
الزرع عمى الاوساط الزرعية وذلك بأخذ قطرة بول ووضعيا عمى 
الشريوة وتيطيتيا بيطا  الشريوة قبل اجرا  الطرد المركزي وفونيا 
توت المجير الضوئي لمشاىدة الخ يا القيوية وخ يا البكتريا التي يزيد 

لكل مل من الادرار وكذلك تم اجرا  الفوص   129عددىا عمى 
مل( من الادرار بواسطة  9المجيري بعد عممية الطرد المركزي لجوالي )

نبذ الراشح ثم اخذ قطرة واودة من مل( و  19تيوبات خانة سعة )
ية وكل عينة خالية من ىذه الخ يا تعد والراسب لمشاىدة الخ يا القي

 سالبة وتيمل قبل اجرا  الزرعم 

 زرع العينات
زرعت عينات منتنف الادرار ىوائياً عمى وسط اكار الدم 

Blood agar  ووسط الماكونكي اكارMacC. Agar  وة ر عباستخدام
 04درجة مئوية لمدة  90الزرعية بدرجة الاطباق المعايرة ثم وضنت 

جرثومي يتم اختيار نمو ساعةم في النتائج الموجبة التي يظير فييا 
المفردة من الاوساط الزرعية ويعاد زرعيا مرة اخرى عمى المستعرات 

عمى عزلات نقية من تمك  اطباق جديدة من الوسط نفسو لوين الونول
عمى وسط الاكار الميذي المستعرات البكتريا بعدىا يتم نقل ىذه 

ساعة ثم توضن في  04درجة مئوية لمدة  90ويوضن في درجة 
لوين اجرا  الاختبارات ال زمة مع درجة مئوية  4درجة ورارة بالث جة 

 (10)مراعاة تجديدىا شيريا وبالطريقة نفسيا

 التشخيص
شخنت العينات البكتيرية المعزولة اوليا بم وظة المستعرات 
النامية وفق الشكل المختبري لممستعمرات من ويث وجم المستعمرة 

ىا وارتفاعيا ولونيا وشكل وافتيام كما تضمن التشخيص عمل وقطر 
سوات من المستعرات عمى شرائح زجاجية نظيفة نبيت بنبية كرام م

بعد ذلك تم م وظة شكل ولون وترتيب الخ يا المنبوغة بواسطة 
ة الزيتية وذلك ليرض تشخيص البكتريا سالمجير الضوئي بأستخدام العد

ونات وبعد ذلك تم اجرا  الف م(19)كونيا سالبة او موجبة لنبية كرام
 Vitek2ثم استخدام جياز  APi20Eالكيمياوية وتم استخدام نظام 
 لأعطا  التشخيص النيائيم 

 ا البلازميريناستخلاص الد
بأستخدام العدة   E. coliعزل الدنا الب زميري لبكتريا 

  Pure Yield minpref systemيكا الموضرة من شركة بروم
 استخلاص الدنا الجينومي 

بأستخدام العدة   E. coliلبكتريا  الجينوميعزل الدنا 
  wizard genomic DNA purificationالموضرة من شركة بروميكا 

 يل الكهربائيرحالت
بعد اتمام عممية استخ ص الدنا الب زميري والجينومي يتم 

ل الكيربائي لمكشف عن نوعية الدنا المستخمص روياستخدام تقنية الت
يتم استخدام ىذه التقنية ايضاً في الكشف عن  كماوظيور الب زميدات 

 نتيجة تضاعف البممرة المتسمسلم 
 قياس تركيز الدنا
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تركيز الدنا المستخمص )الب زميدي والجينومي( تم قياس 
ويث يتم  NanoDropبأستخدام جياز المطياف الضوئي النانوئي 

 ( مايكرو ليتر من عينة الدنا الى الجياز وتعرض نتائج1اضافة )
عمى شاشة الواسبة المرتبطة بو يتم وساب التركيز والنقاوة الفوص 

الممتص عند ث ث درجات وىي الطيف الضوئي  قياساعتمادا عمى 
نانوميتر وعند ىذه الدرجات تكون اعمى  082و 012و 992
 نا والبروتين عمى التواليم ر ية لمدنا والنامتنا
 البوادئ

متخننة تم تنميميا  تم توضير التفاعل بأستخدام بوادئ
تمت اذابتيا بالما  الخالي من انزيمات ليذا اليرضم البوادئ المجففة 
كومول لكل مايركوليتر كمومول بي 122التقطيع لمونول الى التركيز 

بيكومول لكل  12ومن ثم تم توضير مومول العمل بتركيز خزنم 
 52ى ول الخزن المايكرو ليتر من موم 12مايكرو ليتر وذلك باضافة 

 ليتر من الما ممايكرو 
 

الذي تمت دراسته وتسمل البوادئ  HylA( جين عامل الضراوة 1جدول )
الخاصة به وحجم القطع الناتجة من التضاعف ودرجة الحرارة المستخدمة في 

 تقنية تضاعف البممرة التسمسمي.
Gene Seq. Size Tm 

Hly 

AACAAGGATAAG 

CACTGTTCTGGCT 
1117 60 

TCCATATAAGCG 

GTCATTCCCGTCA 

 
 النتائج والمناقشة: 

( عينة ادرار من مرضى 022أظيرت نتائج عزل البكتريا من )
القناة البولية من المراجعين والراقدين في مستشفى  يعانون من اخماج

لياية آب  0219الرمادي التعميمي خ ل الفترة الممتدة من شير آذار 
 190سيادة البكتريا السالبة لنبية كرام ويث بمغ عدد العزلات  0219

 09م فقد بميت االموجبة لنبية كر  العزلاتاما % 0م80عزلة بنسبة 
وقد لووظ من خ ل الدراسة ان  م(0جدول )%  8م10عزلة بنسبة 

كانت من اكثر المسببات لخمج المجاري البولية   E. coliالة جرثومة 
( وقد يكون 9جدول )% من مجموع العزلات 95ويث شكمت نسبة 

عائداً لتواجدىا بنورة   E. coliالة سبب الانابة العالية بجرثومة 
تقل الى القناة البولية طبيعية في الجياز اليضمي للأنسان ومنو تن

 لمشخص المنابم
 

( عدد العزلات السالبة والموجبة لصبغة كرام ونسبها المئوية والتي 2جدول )
 تم عزلها من خمج المجاري البولية 

 النوع

عدد 

 العزلات

 الووجبة

عدد 

 العزلات

 السبلبة

النسبة 

 الوئوية

 للعزل

البكتريب السبلبة لصيغة 

 كرام
7;1 ----- 2178 

البكتريب الووجبة 

 لصيغة كرام
89 ----- 7872 

 711 81 721 الوجووع
 

( أعداد الممرضات البولية المعزولة من خمج المجاري البولية  3جدول ) 
 ونسبها المئوية 

 العزلات الجرثوهية
عدد 

 العزلات

النسب 

 الوئوية

Escherichia coli 71< ;3% 

Klebsiella pneumonia 9< 81 % 

Staphylococcus aureus 79 1 % 

Staphylococcus 

saprophticus 
71 ;7< % 

Pseudomonas aroginosa 71 ;7< % 

Proteus mirabilis ; 872 % 

 % 711 721 هجووع العينبت الووجبة

 
 لممضادات الحيوية  E. coliبكتريا اختبار حساسية 

تجاه  E. coliيا ي( عزلة من بكتر 121اختيرت وساسية )
 – Naldic acid – Impinem ( من المضادات الويبوية12)

Ciprofloxacin- Gentamicin – Netilimicin – Amikacin – 
Cefotaxime – Nitrofurantion – Augmentin – 

Rifampicin، اعتماداً عمى قطر منطقة  وددت وسياسية العزلات
التثبيط المويط بأقراص المضادات ومقارنتيا بأقطار التثبيط القياسيةم 

جداً لكل  العاليةتبين من النتائج التي تم الونول عمييا مقاومة البكتريا 
 – Naldic acid – Gentamicin من المضادات الويوية

Cefotaxime   ي عمى التوال 9م59 -% 0م50 -% 122وبنسبة
 – Augmentinفيما قاومت كل من المضادات  الويوية 

ciprofloxacin – Netilimicin  1م89 -% 8م81وبنسبة %- 
إذ يعود سبب المقاومة العالية  ،(19)( وىذا يتفق مع 4% جدول )0م81

للأستخدام العشوائي لممضادات الويوية وكذلك لاوتوا  ىذه الانواع 
عن والي تعد ناقل ميم لمجينات المسؤولة  البكتيرية عمى الب زميات
 مقاومة المضادات الويويةم

 
والنسب المئوية   E. coli( يبين النسب المئوية لحساسية بكتريا  4جدول ) 

 .لمعزلات المقاومة لممضادات الحيوية قيد الدراسة
 ( >71عدد العزلات )  الرهز اسن الوضبد
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 الحيوي
 الوقبوهة

النسب 

 الوئوية
 الحسبسة

النسب 

 الوئوية

Cefotaxime Cx 71< 711 1 171 

Gentamicin GEN 719 3178 9 872 

Naldic acid NA 717 3;79 ; :71 

Netilimicin NET 38 2<72 7: 7978 

Ciprofloxacin Cip 22 2977 72 7<73 

Augmentin Ac 2; 2778 87 7272 

Impinem Imp 8: 8871 28 1179 

Refampicin RF 17 <1 9; 99 

Nitrofurantion NiT 91 8279 1< 1771 

Amikacin AK 8< 8:7; 21 1;7; 

 
  Haemolysinالكشف عن عامل الضراوة الهيمولايسين 

  E. coliيعتبر الييمولايسين اود أىم عوامل الضراوة لبكتريا 
الدموي أو  الننف المسبب للأسيالالتي تنيب الانسان وتوديداً 

سين عامل يالننف المسبب لالتياب المجاري البوليةم يعتبر الييمولا
سمية لعدد من الخ يا الدموية البيضا  وكريات الدم الومرا  وخ يا 

الداخمي ويث يرتبط بروتين الييمولايسين بمجسات عمى النسيج البطاني 
مميام تمت اسطح ىذه الخ يا ثم ينيرس الى داخل الخ يا مؤديا الى تو

ويث اوضح  م(14)دراسة آلية عمل الييمولايسين كعامل ضراوة من قبل
الخموية مسببا والة ان الييمولايسين يعمل عمى استيداف المايتوكوندريا 

لخ يا النسيج البطاني الداخمي يشفر  Apoprosisالموت المبرمج 
متكون من خمسة جينات يتوكم في تشفيرىا  لعامل الييمولايسين اوبرون

او عمميا مشيل واودم تتميز الكائنات بدائية النواة ومنيا البكتريا بأنيا 
تقوم بتنظيم التعبير الجيني من خ ل ربط عدد من الجينات المسؤولة 
عن عمل معين او فعل معين بمشيل واود ويسمى ىذا الترتيب 

ريا عمى عامل الييمولايسين من خ ل بالعنقودم تمت دراسة اوتوا  البكت
لدراسة ىذه  HylAتضاعف البممرة التسمسمي ويث تم اعتماد الجين

الوالة ويث تم اعتماد بادئ متخنص ينتمي الى ىذا الجين وعند 
البكتريا عمى ىذا الجين فأن النتيجة ستظير بوجود وزمة ذان  اوتوا 

 زوج قاعدةم  1110وزن جزيئي 
( 1د عزلة واودة واممة ليذا الجين )شكل أظيرت النتائج وجو 

المتسمسل  ةعند استخدام الدنا الكرموسومي في تقنية التضاعف البممر 
بينما اظيرت النتائج اوتوا  ث ث عزلات عمى ىذاالجين مومولا عمى 

ن المشفر لمييمولايسين عادة يالى ان الج (19)( اشار 0الب زميد )شكل 
سوم بعكس عدد من الجينات مقاومة ما يكون مومولًا عمى الكرومو 

المضادات الويوية التي غالباً ما تكون مومولة عمى الب زميداتم لذا 
افقياً ما  E. coli الةفأن انتقال عامل الضراوة الييمولايسين من بكتريا 

مع النتائج المستونمة من ىذا بين الانواع والة نادرة وىذا ما لا يتفق 
الى وجود جين الييمولايسين مومولًا عمى بعض  (11)البوثم اشار 

وعند مقارنة   E. coliالةبعض انواع بكتريا الب زميدات الموتواة في 
وتوميل التسمسل الخاص بيذا الجين تبين انو لا يتطابق مع جين 

وقد عزى ىذا الباوث   E. coliالييمولايسين المومول عمى كروموسوم 
يدات واممة ليذا الجين افقياً من بعض تمك النتيجة الى انتقال ب زم
ويث تتميز  Enterobacter Cloacaeانواع البكتريا المعوية مثل 

ا عمى الاقتران فيما بينيا ويمكن ابميتيالانواع التابعة لمعائمة المعوية بق
 تفسيرلمب زميدات ان تنتقل بيذه الطريقة فيما بين الانواع وىذا ال

عند استخدام الدنا الب زميدي لبعض  يتطابق مع ظيور نتيجة الجين
 مالعينات في ىذا البوث

 

(: نتيجة الترويل الكيربائي لنتيجة تضاعف البممرة التسمسمي 1الشكل)
لعينات الدنا الجينوميم تظير النورة وجود الجين في  hylAلجين 

وخموه من باقي العزلاتم كان تركيز الأكاروز المستخدم  0العزلة رقم 
سم طول، ووقت الترويل ساعة وننف، 1ت لكل عزل0تية عزل% وال1

 وقد تم استخدام بروميد الأثيديوم لتنبيغ الدنام
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(: نتيجة الترويل الكيربائي لنتيجة تضاعف البممرة التسمسمي 0الشكل )
لعينات الدنا الب زميديم تظير النورة وجود الجين في  hylAلجين 

م كان تركيز الأكاروز وخموه من باقي العزلات 0و1و9العزلات 
سم طول، ووقت الترويل ساعة 1ت لكل عزل0تية عزل% وال1المستخدم 

 وننف، وقد تم استخدام بروميد الأثيديوم لتنبيغ الدنام
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Abstract: 

This study was carried out to isolated and diagnoses E. Coli bacteria case infection of the urinary tract also 

study virulence factor Haemolysin A in the isolated more than resistance to antibiotic. This aim of the study 200 

sample of urinc were collected from patients in Ramadi teaching hospital (male and female) of different age (one year 

– 70 years). the E. Coli bacteria were the most spreading type in the case of urinary tract infection since they were 

isolated with percentage 59% out the total number of bacterial isolates, indentification the disc diffusion method was 

used test the isolate towards (10) ten antibiotics this work also includes the study of some virulenece factor of isolated 

bacteria. The result revealted that a high ratio of bacteria which are gram negative E. Coli isolated from urinary tract 

infection showed high resistance to the antibiotic particularly cefotaxim 100%. Naldic acid 95.3% Gentimicin 97.2%. 

ten isolatedwere chosen from each bacteria types for the sake of studying their genetics homogeneity. DNA was 

extracted from ten isolated of each of the following bacteria E. coli this extracted DNA was used in multiplex (PCR) 

technique by using gen of Haemolysin. A. This result found one coloney this carries the gen (Hyl A_ number (7) to 

DNA genome sample. While the other result fond (Hyl A) for plasmed DNA in the samples (3 -6- 7). 


