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         Escherichia coliفي كل من بكتیریا   papGجین الو fimHالجین التحري عن وجود 

البولیة والقناة الهضمیةوالحصىالمعزولة من حصى المرارةKlebsiella pneumoniaeو 

  باستخدام تقنیة التضاعف السلسلي لانزیم بلمرة الدنا .

  

  ***ایاد محمد علي العبیدي  **                     علي صالح الجبوري                 *مثنى بدیع فرحان

  كلیة التربیة للبنات–جامعة الانبار *

كلیة العلوم–جامعة تكریت **  

كلیة العلوم- جامعة النهرین  ***

    2012/7/15  :تاریخ القبول        2012/2/26تاریخ الاستلام:

  الخلاصة :

عزلات 10عزلة من حصى المرارة و 12عزلة (26التي شملت من مستشفى الرمادي التعلیمي و Escherichia coliجمعت عزلات بكتیریا 

عزلات من حصى 4عزلة (14فشملت Klebsiella pneumoniaعزلات من القناة الهضمیة) اما عزلات بكتیریا 4من الحصى البولیة و 

) وقد بینت نتائج التحري عن وجود جینات الالتصاق والمتمثلة بجینات عزلات من القناة الهضمیة4عزلات من الحصى البولیة و 6المرارة و 

fimH اتجینثلاثة طرز لالمسؤولة عن التشفیر لخمل النمط الاول الحساس للمانوز وpapGعن التشفیر لخمل النمط الاول ةالمسؤول

fimHجین كتالمعزولة من الحصى البولیة امتلK. pneumoniae) (%83.33و  E. coliمن بكتیریا ) 60- 50%(انالمقاوم للمانوز 

فقد بینت النتائج امتلاك عزلات papGولكنها لم تظهر وجود هذا الجین في جمیع عزلات حصى المرارة والقناة الهضمیة اما بالنسبة لجین 

على %16.67و %50و %100بنسبة papGIو papGIIو papGIIIل من جینات المعزولة من حصى المرارة لكE. coliبكتیریا 

و %70وبنسبة papGIIو papGIIIالمعزولة من الحصى البولیة امتلاكها لجینات E. coliفي حین اظهرت عزلات بكتیریا التوالي

المعزولة من القناة الهضمیة فقد اظهرت امتلاكها لجینات E. coliاما عزلات بكتیریا papGIولم یظهر وجود لجین على التوالي  20%

papGIII وpapGII وعدم امتلاكها للجین على التوالي%50و %25بنسبةpapGI اما عزلات بكتیریاK. pneumoniae المعزولة

  الثلاثة .papGمن جینات  لأيفلم تمتلكمن حصى المرارة والحصى البولیة والقناة الهضمیة 

  

تقنیة التضاعف السلسلي لانزیم ، papG،   Escherichia coli،Klebsiella pneumoniaeالجین ، fimHجین كلمات مفتاحیھ  : 
  بلمرة الدنا 

  
  

  المقدمة :

لضمان حصول الاصابة بالمرض لابد ان تمتلك البكتیریا المرضیة 

القدرة على الوصول الى النسیج او العضو الملائم ومن ثم استعمار 

هذه البكتیریا على اختراق الاغشیة المنطقة وهذا له علاقة بقدرة 

المخاطیة واجتیاح جسم المضیف وبالتالي فان استعمار منطقة 

الاصابة یبدأ من قدرة هذه البكتیریا من الالتصاق بواسطة الخمل 

النوعي الذي تمتلكه هذه البكتیریا وارتباطه بمستقبلات نوعــــــــیة توجــد 

, (1)خاطـي لـمنطقة الاصــــابـةفــي الخلایا المبـطنة للغشـــاء الم

 Mannoseویعتبر الخمل النوعي من النمط الاول المقاوم للمانوز 

resistance Type-1 وهو الخملP من الانواع المهمة التي

تساعدالبكتیریا على الالتصاق بالخلایا الطلائیة لمنطقة الصفراء

لمرضى الحصى البولیةوالجهاز البوليلمرضى حصى المرارة

والسلالات الاخرى من E. coliویوجد في كل من سلالات بكتیریا 

المسؤول عن PapGاتجینعتبر ت, و (3,2)بكتیریا العائلة المعویة 

المهمة Virulanceلامراضیةمن عوامل اPالتشفیر  للخمل 

لاحداث المرض وخصوصا في حویض الكلیة بالاضافة الى ذلك 

ضمن النمط الاول هوfimHفان الخمل النوعي الاخر وهو الخمل 
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وله دور فيMannose sensitiveحساس للمانوز اللكن 

من خلال مساعدتها على الالتصاق E. coliامراضیة بكتیریا 

بحثنا هذا الكشف عن وجود . لذا ارتاینا في (4)باغشیة الخلایا

papGIIو papGIمتمثلة بجینات الpapGوجینات fimHجین 

في بكتیریا العائلة المعویة الاكثر شیوعا لكل من papGIIIو 

مرضى حصى المرارة والحصى البولیة والقناة الهضمیة وهما بكتیریا 

E. coli وK. pneumoniae.  

  المواد وطرائق العمل :

 .Kو E. coliعزلت كل من بكتیریا عزل وتشخیص البكتیریا : 

pneumoniae من عینات حصى المرارة والحصى البولیة والقناة

للفترة من من مستشفى الرمادي التعلیمي(براز)الهضمیة

اذ تم اجراء الزرع البكتیري بعد 17/3/2011ولغایة 24/5/2010

دام الطرق التقلیدیة الحصول على العینات مباشرة وذلك باستخ

المتبعة لزرع العینات مع مراعاة الظروف المعقمة ابتداءاً من مرحلة 

تشخیص العزلات أجریت الاختبارات لغرضاخذ العینات .و 

وما تم إجرائه وفق (5)ركي   بالكیموحیویة بالاعتماد على مصنف 

تم استعمال عدة كما بكتیریالغرض تأكید تشخیص ال  (6)

APIالتشخیص  SystemوهيAPI 20 E. وشملت العزلات

عزلة من حصى 12تمثلت بـ E. coliعزلة لبكتیریا 26البكتیریة 

القناة عزلات من 4عزلات من الحصى البولیة و 10المرارة و 

فقد شملت K. pneumoniaeاما بكتیریا الهضمیة (عینات برازیة),

عزلات 6عزلات من حصى المرارة و 4عزلة بكتیریة تمثلت بـ 14

  عزلات من القناة الهضمیة (عینات برازیة).4من الحصى البولیة و 

استخلصت عینات الدنا الجینومي استخلاص الدنا الجینومي :

K. pneumoniaeو بكتیریا E. coliلبكتیریا للعزلات البكتیریة 

لبة لصبغة للبكتیریا الساجینوميباستخدام عدة استخلاص الدنا ال

ذي الرقم (Promega)رام المنتجة من قبل شركة برومیكا گ

®Wizardباسم منتج A1120التسلسلي  Genomic DNA 

Purification Kit, وقد تم اجراء الاستخلاص في مختبر الاحیاء

جامعة -كلیة العلوم-الجزیئي في مركز بحوث التقنیات الاحیائیة

  بغداد). -النهرین (الجادریة

استخدمت البادئات النوعیة المجهزة من البادئات المستخدمة : 

للكشف عن بعض الجینات الخاصة لكل من Alpha DNAشركة 

البادئات النوعیة الخاصة للكشف عن وهي .Kو E. coliبكتیریا 

جینات الالتصاق لكل من خمل النمط الاول الحساس للمانوز 

Type-1 Mannose Sensitive (MS) وهو الجینfimH

 Type-1 Mannoseوخمل النمط الاول المقاوم للمانوز 

Resistance   وهي جیناتpapG التي شملت كل من جینات

  ) .1ول (الموضحة في الجد

تم اجراء هذا : (PCR)التفاعل السلسلي لانزیم بلمرة الدنا 

جامعة -كلیة التربیة للبنات-الاختبار في مختبرات قسم علوم الحیاة

كما موضح في  (10,9,8,7)الانبار وحسب توصیات الباحثین

باستخدام بادئات نوعیة PCRلعمل مزیج تفاعل الـ )1الجدول (

و E. coliبكتیریا لجینات الالتصاقللكشف عن كل جین لكل من

K. pneumoniae المعزولة من حصى المرارة والحصى البولیة

والقناة الهضمیة بالاضافة الى استخدام البرنامج الحراري الخاص 

المجهز من شركة Cycler Thermalبجهاز المبلمر الحراري

Applied Biosystem 1كما موضح بالجدول(2700مودیل.(

البالغ E. coliبكتیریا مع جمیع عزلات PCRتم اجراء تفاعل الـ 

K. pneumoniaeعزلة وثلاثة عزلات من بكتیریا 26عددها 

وذلك المعزولة من حصى المرارة والحصى البولیة والقناة الهضمیة

اما ,papGوجینات fimH2و fimH1البادئات باستخدام

فقد تم اجراء K. pneumoniaeالخاصة لبكتیریا fimHالبادئات

14مع جمیع عزلات هذه البكتیریا البالغ عددها PCRتفاعل الـ 

المعزولة من حصى المرارة E. coliعزلة وثلاثة عزلات من بكتیریا 

مضاعف التفاعل الوالحصى البولیة والقناة الهضمیة , وقد تم اجراء 

papGلجمیع مزیج بادئات PCR(Multiplex PCR)للـ 

في تفاعل واحد للـ papGIIIو papGIIو papGIلجینات 

PCR  .

اجري الترحیل الكهربائي في الترحیل الكهربائي في هلام الاكاروز : 

النوعیة لكل من بادئاتالمع PCRهلام الاكاروز لكل من نواتج الـ 

لهلام الاكاروز والدلیل %2بتركیز papGو fimH1جینات

المجهز من شركة برومیكا , اما مع بادئاتbp 100الحجمي 

اما لهلام الاكاروز واستخدم %1.5فاستخدم تركیز fimHالجین

اروز واستخدم لهلام الاك%1فاستخدم تركیز fimH2بادئات الجین 

في المجهز من شركة برومیكا1Kbpایضا الدلیل الحجمي

, وقد استخدم لجمیع حالات الترحیل الكهربائي تیار الترحیلین

فولت لكل سنتمتر واحد من طول 5كهربائي بفرق جهد وقدره 

حوض الترحیل وبعد انتهاء الترحیل الكهربائي تم تصویر حزم الدنا 

المرحلة في هلام الاكاروز باستخدام و المتضخمة الجینومي الهدف

 Gelالفوق البنفسجیة جهاز تصویر حزم الدنا بواسطة الاشعة

documentation المجهز من شركةMajor Science.  
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البرنامج الخاص لجهاز  مع K. pneumoniaeو E. coliالبادئات النوعیة ومواقع الجین الهدف الخاصة لكل من  بكتیریا ): 1الجدول (

  .)م : درجة مئویة о/ د: دقیقة , ثا: ثانیة ,   F )  :Forward     ,R  :Reverseالمستخدمةلحراري وحسب البادئات المبلمر ا

53تسلسل القواعد    اسم البادىء
الجین الهدف 

  والبكتیریا

  برنامج جهاز المبلمر الحراري
  المصدر

الدوراتالوقت  درجة الحرارة

fimH1-F  
fimH1-R  

AACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG
TTGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC

fimH  
E. coli  

94 о1  د 4م

7 (72,60,94)о30  ثا (60,30,30)  م

  تضاف ثا  2  -

fimH2-F
fimH2-R

TGCAGAACGGATAAGCCGTGG
GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA

fimH  
E. coli  

95о1  د 2.30  م

8 (72,60,94) о30  ثا (60,30,30)  م

72101

fimH-F  
fimH-R

CACGCAAGGCACCATTC
GCTCAGAATCAACATCGGTAAC

fimH  
K. 

pneumon-
iae  

94о51  م

9 (72,58,94)о25  د (1,1,1)  م

72о1  د 10  م

PapGІ-F
PapGІ-R
PapGІІ-F
PapGІІ-R
PapGІІІ-F
PapGІІІ-R

TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT
TGGCATCCCCCAACATTATCG
GGGATGAGCGGGCCTTTGAT
CGGGCCCCCAAGTAACTCG

GGCCTGCAATGGATTTACCTGG
CCACCAAATGACCATGCCAGAC

papG  
E. coli  

95 о1  د 7م

10  
(72,68,94) о10  د (3,2,1)  م

(72,94) о15  د (4,1)  م

72 о1  د 10  م

  

  النتائج والمناقشة :

توحید التراكیز لجمیع عینات تم التاكد من :(DNA)استخلاص الدنا 

عزلة و  26 االبالغ عدده E. coli یالدنا المستخلصة من عزلات بكتیر ا

K. pneumoniae   عزلة وذلك بعد اجراء التخافیف  14البالغ عددها

المطلوبة لتركیز الدنا الاصلي الذي تم ضبط حساب تركیزه مسبقا 

 QuantiFluor™-P Handheld Fluorometerباستخدام جهاز 

) والتي استخدم فیها 1المجهز من شركة برومیكا وكما موضح بالصورة (

\ n 100 الخزین تركیز الدنا µl .  

  

  

  

  

  

  

  

/ الدلیل الحجمي: Mمعاملة سیطرة / K. pneumonia  /cو  E. coliترحیل جینوم جمیع العزلات البكتیریة لكل من بكتیریا  (1)الصورة 

G                 /عزلات حصى المرارة :U /عزلات الحصى البولیة :Eعزلات القناة الهضمیة :.  
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الحزم الناتجة من النتائج ان ظهرت ا:fimH2و  fimH1بادئات 

باستخدام البادئین  الجینومي الهدف التضاعف لعینات دنا

fimH1F/fimH1R  وجود جینfimH  بكتیریافي خمسة عزلات

E. coli من  %50بنسبة و  المعزولة من الحصى البولیةفقط و

مجموع عزلات هذه البكتیریا المعزولة من الحصى البولیة في حین 

في جمیع  fimHلم یظهر هلام الاكاروز وجود اي حزمة من الجین 

كما موضح  E. coliعزلات حصى المرارة والقناة الهضمیة لبكتیریا 

الحزم الناتجة من النتائج ان ظهرت في حین ا(2)بالصورة

الجینومي الهدف باستخدام البادئین  التضاعف لعینات دنا

fimH2F/fimH2R  وجود جینfimH  بكتیریافي ستة عزلاتE. 

coli من  %60بنسبة ایضا و  المعزولة من الحصى البولیةفقط و

مجموع عزلات هذه البكتیریا المعزولة من الحصى البولیة في حین 

في جمیع  fimHلم یظهر هلام الاكاروز وجود اي حزمة من الجین 

كما موضح  E. coliعزلات حصى المرارة والقناة الهضمیة لبكتیریا 

عدم وجود هذا الخمل النوعي عند  وقد اثبت سابقا(3)بالصورة 

لازن الدموي باضافة سكر المانوز لدم خنزیر اجراء اختبارات الت

المعزولة   E. coliغینیا مع العزلات البكتیریة وخصوصا بكتیریا 

, وقد وجد ان هذا الخمل یمكن ان یكون )6,3(من حصى المرارة

صفة موجودة لدى الكثیر من العزلات البكتیریة التي تصیب الجهاز 

یمكن ان یكون غالبا محمولا في البلازمید  fimHالبولي وان جین 

وهذا قد یكون  (11,7,3)واحیانا یكون محمولا في الكروموسوم 

المعزولة من  E. coliمن عزلات بكتیریا عدد تفسیرا في كون 

 fimHالحصى البولیة قد اعطت نتیجة موجبة لظهور حزم دنا لجین 

ك احتمالیة فقدان وبالتالي هناللكل من البادئات النوعیة المستخدمة 

 E. coliالبلازمید الحامل لهذا الجین وخصوصا في عزلات بكتیریا 

ن الحصى البولیة والقناة الهضمیة, ومن جهة اخرى فقد المعزولة م

ان الاوساط الزرعیة المعقدة مثل الوسط الزرعي المرق  الباحثین اكد

Trypticaseومرق تربتیكیز الصویا  Nutrient brothالمغذي 

soya broth  فانهما یجعلان البكتیریا غیر قادرة على انتاج خمل

فلم  K. pneumoniaeاما بكتیریا  fimH (13,12)النمط الاول

و  fimH1Fباستخدام البادئین  fimHلجین  امتلاكها تظهر

fimH1R  في مزیج تفاعل الـPCR  وهذا طبیعي لكون ان تركیب

یختلف من بكتیریا لاخرى حسب اختلاف انواعها  fimHجین 

واجناسها وذلك لوجود تغایرات في تركیب هذا الخمل من بكتیریا 

تسلسل الاحماض ل %99قد تصل نسبة التغایر الى و لاخرى 

ستختلف من   راثیةالو  ةوبالمقابل فان الشفر  fimHالامینیة للخمل 

ستخدمین قد یكونان وبالتالي فان البادئین الم,(14)بكتیریا لاخرى 

 fimHغیر مناسبین لانهما لم یجدا موقع الارتباط المناسب في جین 

ان الجین  وجدوقد ,عدم ظهور حزم الدنا لهذا الجین  وبالتالي

المسؤول عن التشفیر لخمل النمط الاول الحساس للمانوز وهو جین 

fimH  یختلف تركیبه الوراثي لكل من بكتیریاE. coli  وبكتیریاK. 

pneumoniae (15).  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  لكهربائي لعینات الدنا الجینومي الهدف لجینالترحیل ا )3الصورة(           الترحیل الكهربائي لعینات الدنا الجینومي الهدف لجین )2(الصورة 

 fimH  لكل من بكتیریاE. coli  وK. pneumoniae  البادئینباستخدام  fimH    لكل من بكتیریاE. coli  وK. pneumoniae  باستخدام  

fimH1F/fimH1R G / عزلات حصى المرارةU  /البادئین     عزلات الحصى البولیةfimH2F/fimH2R G / عزلات حصى المرارةU عزلات  

 E  /عزلات القناة الهضمیةM  100الدلیل الحجميbp  /C  الحصى البولیة/         معاملةE عزلات القناة الهضمیة /M                     الدلیل الحجمي  

  عزلاتمعاملة السیطرة , نلاحظ ظهور الحزم لستة  100bp  /C         المعزولة من E. coli السیطرة , نلاحظ ظهور الحزم لخمسة عزلات 

    .فقط المعزولة من الحصى البولیة  E. coliبكتیریا  من                                                           .فقط  الحصى البولیة 
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الجینومي الهدف حزم الدنا  اظهرت النتائج ملاحظة : fimHبادئات 

 .Kخمسة عینات من دنا بكتیریا المرحلة في هلام الاكاروز ل

pneumoniae  83.33المعزولة من حصى القناة البولیة بنسبة% 

في حین لم تظهر اي حزمة دنا لهذه البكتیریا المعزولة من حصى 

مما یرفع من  )4(كما موضح في الصورةالمرارة والقناة الهضمیة 

احتمالیة عدم امتلاك البكتیریا المعزولة من حصى المرارة على 

او ان هذا الجین هو  fimHالطراز الوراثي الخاص لجین الالتصاق 

صفة محمولة في الدنا البلازمیدي وتم فقده من قبل البكتیریا وعموما 

من قبل الباحثین العاني و  فان هذه النتیجة تؤكد ماتم الحصول علیه

على البكتیریا المعزولة من حصى  (16) 2002عام  ملكونیان,

المرارة وذلك من خلال عدم وجود الطراز المظهري لخمل النمط 

الاول الحساس للمانوز عند اجراء اختبارات التلازن الدموي للكشف 

عن وجود هذا النوع من الخمل لجمیع البكتیریا المعزولة من حصى 

اما , K. pneumoniaeعزلات لبكتیریا  المرارة والتي كان من بینها

 K. pneumoniaفیما یخص عدم ظهور حزم الدنا لعزلات بكتیریا 

یمتلك عدة طرز وراثیة  fimHالمعزولة من القناة الهضمیة فان جین 

ممكن ان تختلف في التركیب الوراثي لتسلسل النیوكلیوتیدات لكنها 

وبالتالي قد fimH (17)تتشابه في الطراز المظهر لخمل الالتصاق 

لیجدا موقع الارتباط المناسب لجین  ینیكون البادئین غیر مناسب

fimH  لكلا شریطي الدنا المنفصلین خلال تفاعل اختبار الـPCR  

ومن جهة اخرى قد یكون هذا الجین محمولا في الدنا البلازمیدي 

ولیس في الدنا الكروموسومي لذا فان عینات الدنا التي لم تظهر 

قد تكون قد فقدت هذا  fimHوجود حزم الدنا المتضاعفة لجین 

البلازمید وكلا هذین التفسیران قد ینطبقان على عینات الدنا الثلاثة 

معزولة من حصى المرارة وحصى القناة البولیة ال E. coliلبكتیریا 

والقناة الهضمیة والتي لم تظهر وجود أي حزمة من الحزم 

بخصوص ظهور الحزم المتضاعفة بنسبة  االمتضاعفة , ام

المعزولة من  K. pneumoniaمن عینات الدنا لبكتیریا  83.33%

لیه حصى القناة البولیة فان هذه النتیجة جاءت مقاربة لما توصل ا

اذ كانت  fimHRو  fimHFعند استعماله لنفس البادئین  (17)

 .Kعزلة بكتیریة لبكتیریا  65نسبة وجود هذا الجین في 

pneumonia 87.5%  من عزلات  %90.4نسبة  والتي تضمنت

من عزلات هذه  %80هذه البكتیریا من منطقة الجهاز البولي ونسبة 

ان هذه  ذلك ىین وقد عز للاشخاص المصابالبكتیریا من مجرى الدم 

البكتیریا وخصوصا البكتیریا المعزولة من منطقة الجهاز البولي قد 

تمتلك جمیعها لهذا الخمل ولكن نظرا للتغایر الوراثي في التركیب 

ها تمتلك هذا الجیني لهذا الخمل قد لا تظهر جمیع هذه العزلات ان

 .    ي لهالرغم من وجود الطراز المظهر بلجین لالطراز الوراثي  

  

   

  

  

  

  

  

مجهز  1Kb: الدلیل الحجمي  fimHF , fimHR  /Mالدنا باستعمال البادئین لسلسلةالتضاعفيالتفاعللناتجالكهربائيالترحیل (4)الصورة 

: معاملة السیطرة بدون عینة الدنا  C: عزلات القناة الهضمیة /  E : عزلات حصى المرارة / G: عزلات الحصى البولیة /  Uمن شركة برومیكا / 

 /bp .زوج من القواعد النتروجینیة :  

) ان 5بینت النتائج كما موضح بالصورة ( : papG مزیج بادئات

هنالك تفاوتا بین وجود جینات الالتصاق الثلاثة في عینات الدنا 

فقد اظهرت عینات الدنا   E. coliللعزلات البكتیریة التابعة لبكتیریا 

في جمیع عزلاتها  papGIIIلعزلات هذه البكتیریا وجود جین 

المعزولة من حصى المرارة من خلال ظهور حزم الدنا في هلام 

الاكاروز في حین ظهرت هذه الحزم في ستة واثنین من عینات الدنا 

المعزولة من حصى المرارة  لكل من  E. coliلعزلات من بكتیریا 

وجود الخمل قد اوضح الباحثین بالتتابع و  papGIو  papGIIجین 

المعزولة من حصى  E. coliفي جمیع عزلات بكتیریا  pالنوعي 

, وقد بینت نتائج (3)من خلال اختبارات التلازن الدمويالمرارة 

  هدراستنا ان هذا النوع من الخمل ممكن ان یشفر للجزء القمي من

وبنسب  papGIIIمن خلال وجود الجین الهدف  %100بنسبة 

لجین الهدف   %16.67وبنسبة papGIIلجین الهدف  50%

papG1   وذلك من خلال ظهور الحزم المضاعفة لقطع الدنا
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 .Eالمرحلة في هلام الاكاروز . اما عینات الدنا لعزلات بكتیریا 

coli المعزولة من الحصى البولیة فقد ظهرت حزم الدنا

بنسبة اكبر من الجینین الاخرین اذ papGIIIضاعفة لجین المت

) منها نتیجة موجبة لظهور الحزم  في حین %70(بنسبة 8اعطت 

في حین papGII) لجین الهدف %20ظهرت حزمتین فقط (بنسبة 

وان هذا الاختلاف papGIلم تظهر اي حزمة دنا لجین الهدف 

ق مع ما توصل الیه في نسب وجود هذه جینات الهدف الثلاثة ینطب

العدید من الباحثین الذین حاولوا الكشف عن وجود هذه الجینات في 

المعزولة من حالات التهاب القناة البولیة E. coliعزلات بكتیریا 

وخصوصا فیما یتعلق في عدم وجود الجین الهدف من النوع 

papGI الذي یعتقد انه یمتلك تسلسلات فریدةUnique من

ت وانه قد یوجد في سلالة واحدة فقط من سلالات النیوكلیوتیدا

E. coli(10بكتیریا  جین Clusterان تجمعات وقد وجد,  (

pap هي التي تشفر للخمل من نوعP وان اختبار التحلیل للتعرف

 DNA Sequencingعلى تعاقب القواعد النتروجینیة في الدنا

Analysis اثبتت ان هنالك اختلاف في تعاقب هذه القواعد لجین

pap والمتمثلة بجیناتpapGI وpapGII وpapGIII والتي كل

تساعد البكتیریا على Pمنها یشفر الى نوعیة معینة من قمة الخمل 

ان نسبة ینالالتصاق النوعي بالخلایا الطلائیة وقد وجد نفس الباحث

البالغة E. coliه لبكتیریا عیناتDNAفي papGوجود جینات 

, ونجد على غرار ذلك ان نتائجنا (18)%71عینة كانت  244

احتوت في الدنا التابع E. coliاثبتت ان غالبیة عینات دنا لبكتیریا 

وهذا لا یتفق papGIIوبفارق كبیر عن papGIIIلها على الجین 

اذ(18)الباحثیناذا ما تم مقارنة نتائج دراستنا مع ما توصل الیه

%42وبنسبة papGIIلجین الهدف في نتائجهم كانت السیادة 

اتفقت نتائجنا مع في حین%23بنسبة papGIIIوالجین الهدف 

لم یكن هنالك papGIالباحثین بخصوص الجین الهدف نفس وجده

في E. coliفي عینات الدنا لبكتیریا papGIوجود لجین الهدف 

المعزولة من  E. coliسبة لعینات دنا لبكتیریا اما بالندراستهم .

) من مجموع اربع 25, 24القناة الهضمیة فقد اعطت عینتین (

papGIIعینات  نتیجة موجبة في ظهور حزم الدنا لجین الهدف 

papGIIIفي حین اعطت عزلة واحدة نتیجة موجبة الجین الهدف 

عینة دنا 74ان من مجموع ) وقد وجد5كما موضح في الصورة (

المعزولة من القناة الهضمیة (ماخوذة من E. coliلعزلات بكتیریا 

وقد papG20%كانت نسبة وجود الجین الهدف عینات برازیة)

في حین كانت papGII18%كانت نسبة وجود الجین الهدف

في حین لم یكن هنالك papGIII5%نسبة وجود الجین الهدف 

وهذه النتیجة الاخیرة اتفقت مع papGI(18)وجود لجین الهدف 

الجین الهدف وهذا ما یؤكد انما تم التوصل الیه في دراستنا

papGI قد یكون موجودا فعلا في سلالة واحدة فقط لم تكن ضمن

المعزولة من القناة الهضمیة وبما ان عزلات E. coliعزلات بكتیریا 

نات الدنا المعزولة من حصى المرارة قد اعطت عیE. coliبكتیریا 

في   papGIلها في دراستنا وجود حزم المضاعفة لجین الهدف 

12والعزلة رقم 7عزلتین من عزلات حصى المرارة وهما العزلة رقم 

فقد یدل ذلك ان هذه السلالة من الممكن ان یكون تواجدها في 

خرى من جسم منطقة الشجرة الصفراویة اكثر من اي بیئة ا

) بینت نتائج ظهور الحزم المضاعفة من 5وحسب الصورة (الانسان.

ان هذه Pالدنا لجینات الهدف الثلاثة التي تشفر  للخمل من نوع 

الجینات ممكن ان یوجد واحد او اثنان منها في نفس العزلة البكتیریة 

وpapGIفكل من الجین الهدف E. coliلبكتیریا 

papGIIوpapGIII د اثنین اما وجو 7وجد في العزلة البكتیریة رقم

من الجینات في نفس العزلة فقد لوحظ لجین الهدف لكل من 

papGI وpapGIII اما كل من 12فقد وجد في العزلة رقم

فقد وجدا في عزلات رقم papGIIIو papGIIالجینین الهدف 

من عزلات  15) لعزلات حصى المرارة والعزلة رقم 3,5,8,9,11(

اما زلات القناة الهضمیة ,من ع25الحصى البولیة والعزلة رقم 

وجود جین واحد فقط من جینات الهدف فقد تمثل بوجود الجین 

وهي 17لوحده في عزلتین فقط هما العزلة رقم papGIIالهدف 

وهي احدى عزلات 24احدى عزلات الحصى البولیة والعزلة رقم 

لوحده papGIIIالقناة الهضمیة , وكذلك وجود الجین الهدف 

) من عزلات حصى المرارة والعزلات رقم 1,2,4,6,10لعزلات رقم (

من عزلات الحصى البولیة . ویلاحظ )13,14,16,18,21,22(

من النتائج عدم ظهور حزم الدنا المتضاعفة لثلاثة عزلات من 

) من عزلات20, 19هما العزلتین ذات رقمي (E. coliبكتیریا 

اثبتمن عزلات القناة الهضمیة وقد 23والعزلة رقم الحصى البولیة

سلالات بكتیریا في papGهذا التباین في وجود الجینات الهدف 

E. coliوالذي قد یفسر حاجة هذه احثینالعدید من البمن قبل

الضروري Pالبكتیریا الى اكثر من جین واحد للتشفیر عن الخمل 

في تحفیز للالتصاق بالخلایا الطلائیة بعملیة تنظیمیة تساعدها 

وحتى العزلات ,(19)تكوین هذا الخمل في مختلف الظروف 

البكتیریة التي لم تظهر وجود حزم الدنا المتضاعفة في هلام 

وذلك لان هذا الخمل Pالاكاروز فهذا لا یعني عدم امتلاكها للخمل 

یشفر له اكثر من جین واحد لكونه یكون مكون من مكونات متغایرة 

یمكن ان یشفر لنهایة امامیة papAالجین في تركیبه فهناك مثلا

K. pneumoniaeعزلات بكتیریا اما .P(19)مختلفة للخمل 

ولة من حصى المرارة والحصى البولیة والقناة الهضمیة الثلاثة المعز 

و papGIلم تظهرجمیعها اي حزم دنا لجینات الهدف الثلاثة 

papGII وpapGIII وهذا یدل على احتمالیة عدم امتلاك هذه

ولكن الاكثر احتمالا ان ,Pالعزلات من البكتیریا لهذا النوع من الخمل

البادئات المستخدمة لم تجد ما تتكامل معه من مواقع معینة في 

شریطي الدنا وبالتالي عدم تضاعف الموقع الهدف من جینات 

papG خلال مراحل اختبار الـPCRم ظهور الحزم وبالتالي عد
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المتضاعفة المرحلة في هلام الاكاروز وقد ذكر العدید من الباحثین 

تمتلك للخمل المقاوم للمانوز ولكن  K. pneumoniaeان بكتیریا 

الجینات المسؤولة عنها تختلف في تركیبها الوراثي عن ما هو 

وفي نفس الوقت لاتتوفر معلومات   E. coliموجود في بكتیریا 

 Biofilmور هذا الخمل في تكوین الغشاء الحیوي كافیة سوى د

  (15).خارج جسم الكائن الحي (في المختبر) 

 

  

   

  

  

  

  

  

  

  

  

 1Kb: الدلیل الحجمي  papG  /Mالدنا باستعمال البادئات الخاصة لجینات لسلسلةالتضاعفيالتفاعللناتجالكهربائيالترحیل (5)الصورة 

: معاملة السیطرة بدون  C: عزلات القناة الهضمیة /  E : عزلات حصى المرارة / G: عزلات الحصى البولیة /  Uمجهز من شركة برومیكا / 

  .: زوج من القواعد النتروجینیة  bpعینة الدنا / 
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DETECTION FIMH AND PAPG GENES OF  ESCHERICHIA COLI AND 
KLEBSIELLA PNEUMONIA ISOLATED FROM  GALLSTONE , URINE STONE 

AND GASTROINTESTINAL CANAL BY POLYMERASE CHAIN REACTION 
(PCR) .
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ABSTRACT :
During this work twenty six isolates of Escherichia coli were collected (12 from gallstones , 10 from urin 
stones and 4 from gastrointestinal canal) and 14 isolates of Klebsiella pneumonia (4 from gallstones , 6 from 
urine stones and 4 from gastrointestinal canal) from Al-Ramadi Teaching Hospital. The resulte about 
Detection of fimH gene which are responsible for coding to Mannose sensitive fimbriae and three types of 
papG genes which are responsible for coding to Mannose resistance fimbriae showed (50-60)% of E. coli and 
(83.33%) of K. pneumoniae both of bacteria were isolated from urine stones only have fimH gene. E. coli 
isolates from gallston have papGI gene (16.67%) , papGII (50%) and papGIII gene (100%), While E. coli 
isolates from urine stone have papGII (20%) and papGIII (70%), While E. coli isolates from gastrointestinal 
canal have papGII (50%) and papGIII (25%), but K. pneumonia isolates didn,t possess any of three papG 
genes.


