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 والازالة الحياتية BOX-PCRباستعمال تقنية  العلاقة بين النمط الوراثي       
 .Klebsiella pneumoniaeلمرصاص بوساطة بكتريا 
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و تأثيرىػا يػا الالالػة الاياتيػة لمرحػا  ايػث  K. pneumoniaeلبكتريػا اختبػرت الاالػة الايةػية  
ايػة والخييػا الموتولػة بػيف الخييػا ال p ≤ 0.05بينت النتائج وجود يروؽ معنوية عالية عند مسػتو  ااتماليػة 
( ممغػـ   لتر سػاعة ح بينمػا لمخييػا 3.4± 57.0بػالارارة حايػث كانػت نسػبة الالالػة الاياتيػة لمخييػا الايػة  

غسػؿ ح  الرحػا  الممتػلة باسػتعماؿ عػدة مااليػؿ ايونػات اعػادة ( ممغػـ   لتػرا امكػف2.5 ± 21.6الميتػة  
ح وتمكػف مامػوؿ  ( ممغػـ  لتر سػاعة5.6 ± 63.9الاكفػا  ا  تػـ اسػترجاع   (0.1M EDTA)كػاف مامػوؿ 

 Na2CO3  0.1( ممغػـ  لتػر   سػاعة ح  مػا مامػوؿ 2.6 ± 35.9( مػف اسػترجاع M (HCL)   يوػد اسػترج
 ≥ pبينػت النتػائج وجػود يػروؽ معنويػة عاليػة عنػد مسػتو  ااتماليػة  ( ممغػـ  لتػر  سػاعة ا2.6 ± 21.8 

الغسػػؿا تػػـ اسػػتخي  الػػدنا الجينػػومل لمعػػللات البكتيريػػةا كمػػا تػػـ اجػػرا  تجربػػة لمعريػػة بػػيف مااليػػؿ  0.05
و بينػت النتػائج ظيػور  BOX – PCRالعيقة بيف التنميط الوراثل والالالػة الاياتيػة بطريوػة البحػمة الوراثيػة 

 52الاولػػل يكانػػت نسػبة الت ػػابو لممجموعػػو  C3و C2و C1% وىػػل  53ثػيث انمػػاط وراثيػػة وبنسػبة ت ػػابو 
 ا% ا  ف نسبة الإلالة الاياتية لـ تعتمد عمل نمط وراثل معيف 100% والثالثة  60% والثانية 

 

 انكهًاث انًفتاحيت:
 حالنمط الوراثا

 BOX-PCRح 
  حلالالة الاياتيةا

 حرحا 
 Klebsiella pneumoniae. 

  

 

 

 

 

 

 

 المقدمة
إف  ىـ الاسباب لادوث التموث البيئا ىو مف جرا  يعاليات 

 ىـ المخاطر الماتممة التا تيدد التوالنات  الإنساف التا تعد مف
الطبيعية نتيجة الإةايات الغير المرغوب يييا الا مكونات البيئة 
الطبيعية مف غير المرغوب بو يا مايطنا كنتيجة مبا رة  و غير 

(ا  ف اةاية المواد الكيميائية 1989مبا رة لتدخؿ الإنساف  ىوجلح 
ؼ الحاا الا الما  واليوا  المتنوعة وخحوحا الفةيت لمياه الحر 

والتربة يؤدي الا ادوث تغيرات كبيرة يا نواوتيا بسبب امتلاجيا بالمواد 
وبحورة عامة ياف التموث البيئا يوحد بو كؿ تغير  ( ا1  الكيمائية

يا مكونات البيئة الاية  و غير الاية بايث لا تستطي   كما  و نوعا
 (ا2ادوث اختيؿ يا توالنيا   الأنظمة البيئية استيعابو مما يؤدي الا
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.E-mail address:  

 

ة ػة المعويػالعائم إللود ػيع Klebsiellaجنس 
(Enterobacteriaceae) ا ػمكت في إللة ػـ نسبػ ا الاسػوسميت بي

 .Kا بكتريا  (3)ر ػاس  ع ػرف التػا الوػي (Klebs) الأحؿ الألمانا
pneumoniae  ىا بكتريا عحوية ال كؿ ح سالبة لحبغة كراـ ح غير

وىا عحيات حغيرة  Klebsiellaمتاركة وىا  ىـ اجناس بكتريا 
الاجـ وتظير تات المجير  ات اايات سميكة ايث اف ااياتيا  ات 

 BOXتستعمؿ تونية  ا (4)ارج و ات نيايات مدورة تادب ناو الخ
PCR ابو و التبايف بيف العللات لمتعرؼ عمل الطرل الوارثية ومد  الت 

المختمفة لمبكتريا عند الموارنو بيف العللات المعلولة مف بيئات مختمفة 
 (5بطريوة البحمة الوراثية  

 
 

 طرائق العمل
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 جمع العينات: 
( لتػر إ  1جمعت العينات بوساطة عبوات لجاجية معومة سعة  

الحرؼ الحاا تـ إدخاؿ العبوة داخؿ اوض مياه وادة المعالجة لمياه 
سػـح بعػد  لػؾ يػتا غطػا   (15 -11لمست فل الرمادي العاـ إلػل عمػؽ 

ثـ  غموت العبوة وىا داخؿ المياهح وتـ  يا بمياه وادة المعالجةئالعبوة لمم
وبواقػػػ  ثيثػػػة مكػػػررات لكػػػؿ  جمػػػ  خمػػػس عينػػػات كػػػؿ خمػػػس ع ػػػرة يػػػوـ

واقػػ  وب كمػػا تػػـ جمػػ  نمػػا ج مػػف الادرار والو ػػ  والاػػروؽ والتربػػة عينػػة ا
 امكرريف لكؿ نمو ج

  :عزل وتشخيص العزلات البكتيرية
ُ خ  قسـ مف العينة وملج جيدا  ثـ نوؿ منو بوساطة ناقؿ 

(Loop)  معوـ ولُرع عمل  وساط الاغار المغ ي و غار الماكونكا
و غار الدـ المعومةح اةنت الأطباؽ يا الااةنة عند درجة ارارة 

 ( ساعةا 24لمدة   ݥ (37 
اجريت الفاوحات المجيرية و الملرعية والاختبارات 
الكيموايوية اعتمادا عمل المحادر العممية المتبعة عالميا لت خي  

ا كما تـ تأكيد الت خي   (6) البكتريا  خحت المستعمرات النامية
 Vitec 2وك لؾ استعمؿ نظاـ  لمعائمة المعوية API 20باستعماؿ نظاـ 

 لتأكيد الت خي ا
 متزاز الحياتي تجربة الا

 تهيئة الخلايا البكتيرية:
نميت الخييا البكتيرية المعلولة يا وسط مرؽ نوي  الدماغ 

ساعة  24مدة ح واةنت ل(Brain heart infustion broth)والومب
ح ثـ جمعت دورة  دقيوة(111ااةنة ىلالة   ْـ يا(37عند درجة ارارة  

دورة  دقيوة( لمدة  3511رعة  الخييا النامية بترسيبيا بجيال المنب ة بس
   ثـ غسمت الخييا بالما  الموطر الييونا المعوـ حدقيوة 31

(Deionized distilled water (DDW) )  ثيث مراتح بعدىا عموت
مؿ مف عالؽ الخييا وجفؼ  1ا اخ  (DDW)الخييا باجـ معيف مف 

ْـ لغرض استخراج الولف الجاؼ 111يا الفرف بدرجة    ا (7)( 
 :تحضير محمول الرصاص القياسي
( ممغـ لتػػػر و لػػػؾ 111ا11بتركيػػػل   اةػػػر مامػػػوؿ الرحػػػا 

( 511وا يػب يػا   Pb(NO3)2(غـ مف نترات الرحػا  18ا1بولف  
مؿ مف الما  الموطر منلوع ال وارد المعوـ وال ي استخدـ بوحفو مامولا  

س الييػػػدروجينا لممامػػػوؿ وتػػػـ ةػػػبط الا (Stock solution)خلينػػػا  
 (ا8ح عوـ ى ا الماموؿ بالتر يا  4ود باد

 : تهيئة المازات الحياتية
استخدمت العللات البكتيرية كمالات اياتية لاختبار قػدرتيا عمػل 
الامتلال الاياتا لمرحا  مف المااليؿ المائيػةا نميػت الخييػا البكتيريػة 

 (Brain heart infustion broth)يا وسط مػرؽ نويػ  الومػب والػدماغ 
( سػػػاعة 24دورة  دقيوػػػة لمػػػدة  181الااةػػػنة اليػػػلاله بسػػػرعة  باسػػػتخداـ

ح ثػػـ جمعػػت الخييػػا باسػػتخداـ المنبػػ ة المبػػردة ݥ (37وعنػػد درجػػة اػػرارة  
( دقيوػػةح ثػػـ غسػػمت الخييػػا بالمػػا  31دورة  دقيوػػة لمػػدة  5111بسػػرعة 

الموطر منلوع ال وارد المعوػـ ثػيث مػراتح بعػد  لػؾ جمعػت الخييػا يػا 
واعيػػد تعميويػػا يػػا اجػػـ معػػيف مػػف المػػا  الموطػػر منػػلوع انابيػػب معومػػة 
(ـ لغػرض 111( مػؿ مػف العػالؽ وجفػؼ بػالفرف بدرجػة  1ال وارد واخ   

 (ا9استخراج الولف الجاؼ 
 الحسابات

لاسػػاب اجػػـ الخييػػا البكتيريػػة المةػػاية إلػػل مامػػوؿ الرحػػا  
ممغػػػػػـ  ولف  5ا1لغػػػػػرض  عطػػػػػا  تركيػػػػػل نيػػػػػائا يػػػػػا المامػػػػػوؿ موػػػػػداره 

 :)11واسب المعادلات الاتية   مؿ جاؼ(
ػػ ػ  مؿ مػف العػالؽ  ممغػـ( 1الولف الجاؼ لػ  11الاجـ  مؿ( = 

     ا(1ػ ػ ػ ػ ػ ػ ػ  
تركيػل × الاجػـ المػأخو ( -21التركيل الاساس  ممغـ لتر( =   

 ا(2 اااااااااا 21السيطرة(  
التركيػل المتبوػا ػ  –التركيل الممتل  ممغـ لتر(= التركيل الأسػاس

 (ا3  ػ ػ ػ ػ ػػ 
 Estimation of Minimalتقدير التركيز المثبط الأدنى 

Inhibitory Concentration (MIC) 
 التا وحفت مف قبؿ اعتمادا عمل طريوة التخفيؼ بالأنابيب

CLSI  2113تراوات بيف  تراكيل مختمفة مف الرحا  ( وتـ تاةير
مولر   ةيفت إلل الوسط ال ائب مف ميكروغراـ مؿ( 511-6111 

 11ىينتوف السائؿ ا تمت إةاية المعمؽ البكتيري الماةر وبكميو  
 5ا1  مايكروليتر( ا تـ إةاية العالؽ البكتيري المساوئ الا عكارة

يا ايف ااتوت  باستثنا  السيطرةا كؿ  نبوبة مكفارلاند الوياسية الل
 نبوية السيطرة الموجبة عما البكتريا ومرؽ المولر ىنتوف بدوف 

ـ ا  37 ساعة وبدرجة اراره 24لمدة   ا تـ اةف الأنابيب الرحا 
بعد  لؾ تـ قرا ة النتائج بالموارنة بيف السيطرة  لموجبو والسالبة ا وعد 
التركيل ال ي يظير النمو بعد سمسمة عدـ النمو ىو التركيل المثبط 

 الادنلا
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 دور الحالة الايضية في الامتزاز الحياتي 
ىؿ  ف الامتلال الاياتا لمرحا   الغرض مف التجربة لمعرية

بوساطة العللة عممية معتمدة عمل الايض الخموي  ـ انيا عممية امتلال 
وتـ  لؾ عف طريؽ قتؿ  حييلوكيمائا غير معتمدة عمل الايض الخموي

الخييا؛ إي إيواؼ الن اط الايةا الخموي ثـ اختبار قابمية الخييا 
إ  تـ قتؿ الخييا  حالمااليؿ المائيةمف  الموتولة عمل امتلال الرحا 

البكتيرية لمعللة المستعممة عف طريؽ غما العالؽ البكتيري بوساطة 
ثـ استعممت طريوة العمؿ نفسيا  ح( دقيوة91( ـ لمدة  111اماـ مائا 

 المستعممة م  الخييا الايةا 
 :  استرجاع الرصاص الممتز من الخلايا

لرحا  الممتل مف قبؿ تيدؼ ى ه التجربة الل استرجاع ا
و لؾ بغسؿ المالات الاياتية ببعض مااليؿ  جدراف الخييا البكتيرية

بتركيل  (NaCO3)الغسؿ المناسبة مثؿ: ماموؿ كاربونات الحوديوـ 
(0.1)M ح وماموؿ اامض الييدروكموريؾ المخفؼ(HCl)  بتركيل
(0.1)M ح وماموؿEDTA  (0.1).بتركيلM 

والعنحر  يف المالات الاياتية لمعللةبعد اف تمت عممية التماس ب
بي ه المااليؿ وملجت جيدا  م   غسمت الخييا الماممة بالرحا ح

ثـ  ح(ـ لمدة ساعة واادة41ماموؿ الغسؿ واةنت عند درجة ارارة  
رسبت بالطردالمركلي المبردة وقيس تركيل الرحا  يا الطايا 

حا  (ا واسب تركيل الر 11بوساطة المطياؼ ال ري الميبا  
 (ا 6المسترج  اسب المعادلة الآتية  

 BOX-PCRدراسة الطرز الوراثية بتقنية 
استخمحت عينات  لدنا الجينوما لمعللات البكتيرية البالغ 

 DNA  Genomicنظاـ تنوية اؿ  عللة بكتيرية باستعماؿ13عددىا 
DNA Mini Kit, Geneaid, Thailand وقيست نواوة وتركيل الدنا )

 ا(Nano drop) جيال النانو دروبباستعماؿ 
اةرت  Agarose gelالترحيل الكهربائي لمدنا عمى هلام الأكاروز

تـ و  ( 11 المااليؿ المستعممة يا الترايؿ الكيربائا باسب ما ورد يا
تودير الاجـ الجليئا لوط  الدنا بموارنة موق  الالمة وسمكيا م  الدليؿ 

درت الأولاف الجليئية لمدنا ا ق(1kb DNA Ladder) الاجػما الوياسا
 %1.5)اعتمادا عمل المسايات التا قطعتيا ى ه الجليئات يا الييـ

agarose)   والتا تتناسب عكسيا م   ولانيا الجليئية وباستعماؿ قط
إ   (Markers)مف الدنا معروية الولف الجليئا ىا الدلائؿ الاجمية 

 ا 1kb DNA)استعمؿ الدليؿ 

 ممر:تفاعل السمسمه المتب
لأجرا  التجربة لماحوؿ عما  BOX PCRتـ استعماؿ طريوو 

المظير الجينا ولمعريو التبايف يا المواومة الجينية بيف العللات 
ومعريو التباينات الجينية المختمفة  K. pneumoniae المختمفة لبكتريا

بطريوة البحمة  ةبيف العللات المعلولة مف بيئات مختمف عند الموارنة
 ا(12)الوراثية 

    البادى تهيئة واختيار
 -5 ' تـ استعماؿ الباد 

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG '3يا تجربة ) 
PCRBOX عما  لطريوو المحممة مف قبؿ  اعتماداMungloo-
Rujubaliet  المحنعة مف قبؿ  البادي ح تكوف االة 2113وجماعتو

عند استعمالو لماحوؿ  ال ركة المنتجة بييئة مجففو ومجمده وميياه
  ميكرولتر عف طريؽ إ ابة يا  111picomoleتركيل نيائا مف  عمل

وتخلينيا يا الفريلر اتل استعماليا ويوا  الما  الموطر الييونل
 لتعميمات ال ركة المحنعةا

  تضخيم البادى :
 PCR premixوالبادي المستخم   DNAيتـ وة  اؿ 

لجاف جيدا يا مخاحة وي انبوبةيا  ـ سويا 4اراره  عند درجة ظالمافو 
لةماف نلوؿ  ثـ يتـ يحمو يل جيال النب  المركلي جيال المالج

ا تـ اختيار التفاعؿ الامثؿ لاجرا  تجربة  الماتويات إلا  سفؿ الانبوبة
 21 تـ اختيار الاجـ المناسب مف العينو  حتفاعؿ السمسمو المتبممر

بتركيل  البادي مايكروليتر مف  5 ممت ( و مايكروليتر
 10picomole\ml50مايكروليتر مف قالب الدنا   6( و ng/ml )

تاتو   السيطرة السالبةبعدىا يتـ تكممة الاجـ بما  موطر لاايونا ا 
ا دناويتـ اةاية الما  الموطر بدلا مف قالب الدنا جمي  المواد ماعدا ال

يال يا المكاف النيائا لج و وةعتجيدا  PCRتفاعؿ  ملات انابيب
يبيف  1ويتـ ةبط درجة الارارة وعدد الدورات االجدوؿ  PCRاؿ 

 البرنامج المستخدـ ا 
 التحميل الاحصائي:

 ANOVAاممت النتائج ااحائيا  باستعماؿ تاميؿ التبايف  
 اLSDا والفرؽ المعنوي الأحغر SPSSبنظاـ 

 
 BOX-PCR خطوات البرنامج المستعمؿ يل تفاعيت :1جدوؿ 

درجت 

 انحرارة
 انًذة

عذد 

 انذوراث
 انخطواث انرئيسيت
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95°C (4min) 1 
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 النتائج و المناقشة

 K. pneumoniaeعللة بكتيرية تعود لنوع  13ـ اختيار ت
والتا عللت مف بيئات مختمفة وبواق  عللتيف لكؿ بيئة ومثمت ى ه 

والو   والاروؽ والجروح ا وبعد  جرا   والتربة والما  البيئات الإدرار
الل  عللةيختمؼ مف  الممتل عممية الامتلال وجد  ف تركيل الرحا 

المعلولة  K3عللةايث كانت ال (2(اخر  وكما ىو موةا يل الجدوؿ 
الأكفا  يا امتلال الرحا  وبنسبة الالة بمغت  عللةمف التربة ىا  ل
(12.865.1) بينما كانت العللة   ساعةممغـ  لترK9  المعلولة مف

 (7.828.8)الأقؿ يا امتلال الرحا  وبنسبة إلالة بمغت  الادرار
ادة عدد المواق  اوقد يعل  السبب يا  لؾ إلا لي  ساعة ممغـ  لتر

 الفعالة الرابطة لمرحا ا 
ومف خيؿ ما تودـ نجد اف قدرة العللات البكتيرية يا امتلال 
الرحا  مف المااليؿ المائية قد اظيرت تباينا  كبيرا  ويروقات معنوية 

يا قابمية العللات البكتيرية المختمفة عمل  P≤ 15ا1عالية عند مستو  
( 13النتائج م    المائية ا ى ا وقد اتفوتمف مااليمو  امتلال الرحا 
ممغـ  لتر ا  1ا25يل الالة كمية الرحا  بادود  K9م  نتائج العللة 

يا  K. pneumoniae( تباينت قدرة البكتريا 14ويا دراسة  جراىا  
إلالة معدف اللنؾ والكادميوـ و كد قدرة ى ه البكتريا يا إلالة المعادف 

مكنيا مف تكويف معودات بيف الايونات لامتيكيا ايونات متعددة ت
وجماعتو  Sainiالواعدية والاامةية الموجودة يا جدار الخمية ا اكد 

 ف لمبيئة التا تعلؿ منيا البكتريا دور كبير يا إلالة سمية  2113
مف مخمفات  K.pneumoniaeالمعادف الثويمة يعند علؿ بكتريا 

 االرحا  يا قدره عاليو عمل امتلالالدباغة ووجد اف ل
 

 
من المحاليل  الرصاص( قدرة العزلات البكتيرية في امتزاز 2جدول)
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LSD= 10.6  P<0.05 

 
عما امتلال المعدف قد يعل   العللات اف الاختيؼ يا قابمية

الا وجود ال انات السالبو الموجوده يا الوسط مما يود  الا ارتباطيا 
(ا 15م  المعدف  و نتيجة التنوع الإايائا  و اختيؼ سمية المعادف  

عما المافظة  و الكبسولة يا  K. pneumoniae ف ااتوا  البكتريا 
لمبكتريا ساىـ وب كؿ كبير يا ليادة عممية الإلالة  الجدار الخارجل

( وجود تنوع واس  يا قابمية الإايا  المجيرية 6كد  ا ا(16)الاياتية 
عمل امتلال الايونات المعدنيةح و كر  نيا لا تتادد بمجموعة تحنيفية 
معينة يالتنوع يمتد لي مؿ الأيراد التابعة لمجنس الواادح وى ا ما لواظ 
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 ف  (16)و وةا ا K. pneumoniaeلمنوعدراسة بالنسبة يا ى ه ال
التركيب الكيميائا المتبايف لمخييا المجيرية سبب رئيس لاختيؼ 
السعة الامتلالية بيف الأنواع المختمفة واتل بيف الخييا المختمفة لمنوع 

 ف الخييا البكتيرية الموجبة يتركب جدارىا   (17نفسوا يا ايف  كر  
 ابية وتاتوي عمل عدد  قؿ مف المجامي  الفعالة الرابطة مف جليئات مت

للأيوناتح بينما تكوف جدراف الخييا البكتيرية السالبة  عود تركيبيا  
وكيميائيا  وااويا  عمل جليئو عديد السكر يد  ل اما 

Lipopolysaccharide(LPS)  كما ل لؾ يأف ليا سعة امتلالية اكبر ا
( وجود اختييات بيف العللات  3دوؿ   بينت النتائج الموةاة يل ج
التل انتخبت مف بيئات K . pneumoniaeالبكتيريو العائده الل بكتريا 

اخر   ممت التربو والما  والو   والادراروالجروح والاروؽ يل تامميا 
 لمتركيل المثبط الادنلا

 

 ( التراكيز الدنيا المثبطة للرصاص لعزلات مختلفة من 2)  جدول

Klebsiellapneumoniae 

 ث
رقى 

 انعزنه
 ريزانعزنت اسى انعزنت

تركيز 

MIC 

1 N7 SOIL 
K2 3200 

K3 3200 

2 N8 Water 
K4 3100 

K5 3100 

3 N9 Sputum 
K6 3200 

K7 3200 

4 N10 Urine 
K8 3200 

K9 3300 

5 N11 Burn 
K10 3700 

K11 3600 

6 N12 Wound 
K12 3600 

K13 3800 

 
 .Kاف لبكتريا  (18 وى ه النتائج تتفؽ م  ماتوحؿ إليو البااث 

pneumoniae  قدرتيا عمل تامؿ تراكيل مف الرحا  بسبب قدرتيا
عند  (19 اولـ تتفؽ النتائج م  bio-filmsالعاليو عمل تكويف غ ا  

دراستو لتامؿ البكتريا لمجامي  مختمفة مف المعادف الثويمة يود بيف اف 
ممغـ   لتر اويا  711البكتريا تاممت تركيلا مف الرحا  موداره 

عند إلالة  K. pneumoniaعند استخدامو لبكتريا  (21 دراسة اجراىا 
ممغـ   لتر  371معدف اللرنيخ ايث تاممت البكتريا تركيل موداره 

ود السبب يا  لؾ إلا اختيؼ الطبيعة الجينية يا مواومة المعادف ويع
 ف  وك لؾ طبيعة التركيب البروتينل ليغ يو الخموية لي ه البكترياا

اختيؼ قابميات العللات المختمفة يا تامميا لمتراكيل العالية مف 

العناحر الثويمة يعل  الل اختيؼ طبيعة السطا الخموي البكتيري والل 
 ا(21)تيؼ الفسمجا لمعللات المأخو ة الاخ

 دور الحالة الايضية لممازات الحياتية في عممية الامتزاز الحياتي 
الاالة الايةية لممالات  (1تبيف النتائج الموةاة يا ال كؿ  

الاياتية ايث بينت النتائج وجود يروؽ معنوية عالية عند مستو  
ايث  حوالخييا الموتولة بالارارةبيف الخييا الاية  p ≤ 0.05ااتمالية 

( ممغـ   لترح 3.4± 57.0كانت نسبة الالالة الاياتية لمخييا الاية  
 ( ممغـ   لترا2.5 ± 21.6بينما لمخييا الميتة  

 

 
الممتز بوساطة  ( تأثير الحالة الأيضية لمخلايا في تركيز الرصاص1شكل )

 K. pneumoniaeعزلةأل
 

الاياتية لمرحا  اعتمدت ب كؿ  الإلالةوالسبب يا  لؾ ىو  ف 
كبير عمل الاالة الايةية وبمعنل  خر  نيا تاتاج إلا طاقة كا تتـ 
و نيا ليست عممية ارتباط ييليوكيميائية بؿ تمتد إلل ابعد مف  لؾ وقد 
ت ترؾ يييا آليات ارتباط  خر  مثؿ ارتباطيا بالبروتينات الجامعة 

كتيرية انخفةت الفعالية الاياتية للإلالة يعند قتؿ الخييا الب حلييونات
و ثرت وب كؿ ياعؿ عما المجامي  الفعالة عمل الجدار الخموي وى ا 

ورة طبيعية ا لـ تتفؽ بح بأيونات الرحا   د  الل عدـ الارتباط
يل الالة  Micrococcusعند استخداـ الخييا الميتو  (22  النتائج م 

اف قدرة الخييا الميتة ح%2ا79 معدف الرحا  ا  كانت نسبة الالالة
عمل الالة المعادف الل تجمعيا بجليئات حغيرة وانخفاض الكثاية والودرة 
الميكانيكية وبالنتيجة تكوف  ات قوة وحيبة قميمة الا تتفؽ النتائج م  

( ا  لـ يماظا وجود يروقات معنوية يا 23  و( 6ماجا  بو كؿ مف  
  ار  عند ايواؼ الن اط الايةا لمخيياا بينما تركيل العناحر الممتلة

إلل  ف الامتلال بوساطة الخييا الميتة لمػ   (24مف  كؿ 
Saccharomyces cervisiae ادثت بالية الانج اب الكيربائا
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الساكف يا ايف الخييا الاية لمخميرة نفسيا امتلت الايوناتايويا  بالية 
حطفايا  لايونات العنحر داخؿ اكثر تعويدا   ممت تبادلا   يونيا وا

 الفجوات الخمويةا
   ص الممتز :ااسترجاع الرص

لغػػػرض معريػػػة قػػػدرة ىػػػ ه العللػػػة عمػػػل الااتفػػػاظ بالرحػػػا  
وكفا ة مااليؿ الغسؿ يا استرجاع الرحا  الممتل مف قبؿ ى ه العللة 

قػػدرة مااليػػػؿ  وااتفاظيػػا بيػػا يػػا الجػػػدار الخمػػوي ليػػا واوةػػػات النتػػائج
 .Kالبكتيرية  الممتل مف العللة المستعممة يا استرجاع الرحا الغسؿ 

pneumoniaeا(2  كؿ 
 

 
( قدرة محاليل الغسل لأسترجاع الرصاص الممتز بوساطة 2شكل )

 K. Pneumonia   LSD=86.0  P<0.05عزلةال
 

ايػث  ظيػػرت النتػػائج وجػود يػػروؽ معنويػػة عاليػة عنػػد مسػػتو  
ىػو المامػوؿ  (0.1M EDTA)إ  وجػد  ف مامػوؿ حP ≤ 0.05ااتماليػة 

و  HClالممتػػػل مػػػف مامػػػولا  الأيةػػػؿ يػػػا عمميػػػة اسػػػترجاع الرحػػػا 
Na2CO3    ممغػػـ   63.9± 5.6آ  بمغػػت نسػػبة اسػػترجاعو لمرحػػا )

بمغػت نسػبة اسػترجاعو  HClبينما ماموؿ  مف التركيل الممتلح  ساعةلتر
بينمػا مامػوؿ  ح سػاعة( ممغػـ   لتر2.65 ± 35.0لمامػوؿ الرحػا   

Na2Co3   سػاعة( ممغػـ   لتر2.63 ± 21.8بمغت نسبة الاسػترجاع  
مامػػػوؿ ميئػػػـ  EDTA( كػػػوف مامػػػوؿ 25وتتفػػػؽ النتػػػائج مػػػ  مػػػا كره  ا 

لاسػػترجاع الرحػػا  مػػف ق ػػرة السػػرطافح وتػػـ اسػػتعماؿ ىػػ ه الو ػػرة بعػػد 
 الاسترجاع سب  مرات دوف  ف يياظ يروؽ معنوية يا السعة الامتلاليػة

 EDTAيػا كػوف مامػوؿ  1994ا وتتفؽ النتائج م  ما توحؿ  ليو ييد 
مػف قبػؿ بكتريػا  % مػف تركيػل الثوريػوـ الممتػل93.5ىػو الأكفػأ واسػترج  

Bacillus sp  مػػف الثوريػػوـ الممتػػل بوسػػاطة يطػػر 98.87 اسػػترج %
Rhizopussp  ايػث 26 الـ تتفػؽ الدراسػة الااليػة مػ  نتػائج البااػث )

يعػػد المامػػػوؿ الايةػػػؿ لاسػػترجاع الرحػػػا  مػػػف  HClوجػػد اف مامػػػوؿ 
بينمػػا لا لاسػػتخي  الرحػػا  ا Utriculariaaureaخػػيؿ اسػػتخدامو 

ىو المامػوؿ  (HNO3)وجد يييا  ف ماموؿ (26) تتفؽ النتائج م  دراسة
 Agrobacteriumالأيةػػؿ لاسػػترجاع الرحػػا  مػػف خػػيؿ بكتريػػا 

tumifacient  ا ولا تتفػػػؽ النتػػػائج مػػػ  دراسػػػات ماميػػػة  خػػػر  وجػػػد يييػػػا
   ىػػػػو المامػػػػوؿ الأيةػػػػؿ يػػػػا اسػػػػترجاع العنحػػػػر الممتػػػػل HClمامػػػػوؿ 

 (ا  27
يػػا اسػػترجاع الرحػػا   EDTA ف السػػبب يػػا قػػدرة مامػػوؿ 

 Chelating)الممتػػل ىػػو  ف ىػػ ا المامػػوؿ يعػػد مػػف العوامػػؿ الكيبيػػة 
agents)  مػػػػابيف الرحػػػا  وسػػػػطوح وبػػػ لؾ يعمػػػؿ عمػػػػل يػػػؾ الارتبػػػاط

الخييا البكتيريةح وال ي يعتبر ةعيفا  قياسا  م  قوة ارتباط ىػ ه الايونػات 
(ا ونسػػػػتنتج مػػػػف ىػػػػ ا كمػػػػو اف ايونػػػػات العناحػػػػر تػػػػرتبط EDTA  6مػػػػ  

بالمجػػػامي  الاامةػػػية وعنػػػد خفػػػض قػػػيـ الاس الييػػػدروجينا يػػػؤدي الػػػل 
الل  لؾ اف ىناؾ اةاية  حيوداف ايونات العناحر واستبداليا بالبروتونات

اليػػػات اخػػػر  ليمتػػػلال وىػػػا التبػػػادؿ الايػػػونا وىػػػ ا مػػػا اثبتػػػو الاسػػػترجاع 
بمامػػػػػػوؿ كاربونػػػػػػات الحػػػػػػوديوـ ا وبمعنػػػػػػل اخػػػػػػر اف عمميػػػػػػة اسػػػػػػترجاع 
الرحا  يمكف اف تمخ  عممية الامتلال الايوي تاػدث بسػطا الخميػة 

ف كمػػػا يمكػػف الاسػػتفادة مػػػ حنتيجػػة عمميػػات ييلوكيميائيػػػة او تبػػادؿ ايػػونا
 العناحر المسترجعة بوحفيا مادة اوليػة تػدخؿ يػا الحػناعات مػرة ثانيػة

عػػػػادة اسػػػػتخداـ وتعػػػػد ىػػػػ ه ميمػػػػة مػػػػف الناايػػػػة الاقتحػػػػادية مػػػػف خػػػػيؿ ا
 ا (15) ثانية يا كاية المجالات الحناعية العناحر الممتله مرة

يود تبيف  ف  MICيتفؽ نتائج تأثير الفعالية الايةية م  نتائج 
 MICوىنا لااظنا انو كمما لاد تركيل حالإلالة الاياتية تعتمد عما الطاقة

ارتبط بالاالة  كوف التركيل المثبط الادنلحلادت كمية الإلالة الاياتية
يكمما لادت كمية التامؿ لادت قدرة البكتريا عما الالة حالايةية لمخمية

ل احؿ بالية تعتمد عمل الرحا  مف الماموؿ المائا ا ا  اف الامتلا
وليس  ح(Bioaccumulationالطاقة وىا الية التجمي  الاياتل  

 الادمحا  الفيليوكيميائل ا
و جمالا يمكف  ف نفسر نتائج ى ه الدراسة إلل  ف العللة الأكثر 
مواومة قامت بربط ايونات العنحر بجدارىا وسمات لو  ف يدخؿ إلل 

وعمل  حات كبيره مف ى ا العنحر   قامت بامتلال كمي داخميا وبالتالا
العكس مف  لؾ يالبكتريا  ات المواومة الأقؿ ارتبط بيا العنحر بكميات 

مف مثييتيا  ات المواومة  ومف ثـ استطاعت امتلال معدلات اقؿ اقؿ
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 و مف خيؿ استخداـ ايونات ى ه العناحر مستوبيت  حالأعمل
 يا عمميات التنفس المختمفةا ليكترونات

 من العزلات البكتيرية :  DNAاستخلاص الـ 
التا   K.pneumoniaeلجمي  عللات  DNAتـ استخي  الػ 

عللة  13انتخبت كايةؿ عللات يا مواومتيا لمرحا  والبالغ عددىا 
المستخم  عمل ىيـ الاكارول اظيرت النتائج  DNAوبعد ترايؿ الػ 

عللة  13عددىا وجود الالـ وب كؿ واةا يا جمي  العللات والبالغ 
اكثر  DNAمنتخبة وجد اف جمي  العللات البكتيرية قد اعطت الـ لمػ 

 ا(1  كؿ الاؼ لوج قاعدي 11111مف 
 

 
مفحوؿ عمل ىيـ K. pneumoniae( الدنا الجينوما لعللات 1 كؿ  

يولت لمدة ساعة محبوغ ببروميد  75% بفولتية 1الاكارول تركيل 
 لوج قاعديل 1511ا مدرج الدنا الايثيديوـ

 

 المستخمص من العزلات البكتيرية  DNAتقدير تركيز ونقاوة الـ 
ونواوتو لمعللات البكتيرية المنتخبة  DNAتـ قياس تركيل الػ 

ا  Nano dropكايةؿ عللات مواومة لمرحا  باستخداـ جيال 
(  88ا1 – 87ا1تراوات بيف    DNAواظيرت النتائج اف نواوة الػ 

( نانوغراـ    9ا115 – 2ا25ما بيف    DNAبينما تراوح تركيل الػ 
 امايكروليتر

 
 العلاقه بين التنميط الوراثي والإزالة الحياتية :

مد   لتوييـ BOX-PCR  البحمة الوراثية بطريوة تـ تاديد
ايث تـ  جرا  تجربة  حوالامتلال الاياتا الوراثا الارتباط بيف النمط

 . K  لثيثة ع ر عللة بكتيرية تعود لنوع التنميط الوراثا
pneumoniae   ومف بيئات مختمفة ا تـ استخداـ البادي المتخح

لت خي  جينات المواومة التا تكوف موجودة يا ى ه العللات مف 
المختمفة وتـ  خيؿ استيداؼ العناحر المتكررة يا جينوـ العللات

اجرا   استعماؿ البحمة الوراثية التا تعطا اكثر مف جيف وااد ا وتـ
باختبار تفاعؿ السمسمة المبممر م   DNAاختبار تةاعؼ سمسمة الػ 

% 5ا1مليج التفاعؿ وبعد ترايؿ الناتج عمل ىيـ الاكارول بتركيل 
وياحة بالا عة يوؽ البنفسجية ظيرت الالـ الناتجة مف التةاعؼ 
واظيرت وجود العديد مف الجينات يا جمي  العللات البكتيرية وكما 

باينت ى ه العللات يا ااتوائيا لمجينات مف ايث وجود قسـ منيا يا ت
 ا(2  كؿعللات وخمو عللات اخر  منيا 

 

 
 .Kعللة مف  13: الرايف الكيربائا لدنا 2 كؿ 

pneumoniae لوج قاعديا 1511بوجود مدرج الدنا 
 

استخداـ  4وقد تـ تاميؿ البيانات التا تظير يا ال كؿ 
مجموعات معينة  3الإاحائا الماوسب وتـ الاحوؿ عمل  البرنامج

C1  وC2  وC3  مف البكتريا المعلولةK. pneumoniaاوكاف 
 عدـ اوك ؼ تاميؿ البيانات عف(2  كؿ  % 52 مستو  الت ابو
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عمل الوياـ بعممية الامتلال  وابمية العللاتبارتباط التنميط الجينا 
 الاياتاا

 
 .K( انشجرة انوراثيت نثلاثت عشر عزنت ين بكتريا 3شكم )

pneumonia 

 
( يمكف  ف نوسـ العللات إلل 3  ومف خيؿ مياظة ال كؿ

% ايث  ممت المجموعة الأولا  52 وراثية بنسبة ت ابو ثيث  نماط
%  ما 52ت ابة وبنسبة  k9و k8و K6و  K7العللات البكتيرية 
 60وبنسبة ت ابو بمغت  k4و k3و k2و k1ي ممت  المجموعة الثانية

وبنسبة ت ابة  k13و k12ي ممت العللات  %  ما المجموعة الثالثة
يمـ تنتظـ يا مجموعو مادده  k10و k11و k5%  ما العللات 100

ا ف نسبة الإلالة الاياتية لمرحا  لـ تعتمد عما نمط وراثا معيفح يود 
يا النمط الوراثا الوااد حلعت نسبة الالالة مف العالا إلا الواطاتو 

ىا  k6و  k7يمثي يا المجموعة الاولا كانت نسبة الإلالة لمعللتيف 
(ممغـ  لتر عمل التتاب  4.9 ± 56.1(ممغـ   لتر و  4.0 ± 36.2 

 ± 43.8ىا   كانت نسبة الالالة عمل التتاب  k9و k8بينما العللتيف 
(ممغـ  لتر ااما المجموعة الثانية 7.8 ± 28.8 لتر و   ( ممغـ1.7

يتراوات  k4و k3و k2و k1يكانت نسبة الإلالة متواربة لجمي  العللات 
 65.1(ممغـ  لتر و 6.6 ± 59.5(ممغـ  لتر و 28.9 ± 62.2بيف  

(ممغـ  لتر عمل التتاب ا  ما 4.0 ± 56.8( ممغـ  لتر و 12.8 ±
و  k12% و ممت العللتيف  111المجموعة الثالثة يكانت نسبة الت ابة 

k13   ممغـ  لتر 8.3 ± 44.5ايث كانت نسب الالالة الاياتية )
ا  ما العللات التا لـ تنتظـ ( ممغـ  لتر عمل التتاب 5.5 ± 63.2و 

لة مختمفة يكانت نسبة الالا k10و  k11و  k5يا مجموعة ييا 
 ± 36.5(ممغـ  لتر و 1.7 ± 47.8(ممغـ لتر 4.0 ± 56.2 

 (ممغـ  لترا4.0
 

 المصادر : 
1. Al-Garni, Saleh M.(2005). Biosorption of lead by 

Gram-ve capsulated and non-capsulated bacteria. 

Biological Sciences Department, Faculty of 

Science, King Abdulaziz University, ISSN 0378-

4738 = Water SA Vol. 31 No. 3 July 2005. 

2. Abbas ,s. Zaghum. MehwishRiaz, NaseemRamzan, 

M. Tariq Zahid,Farah R. Shakoori, Mohd. 

Rafatullah.(2014). Isolation and characterization of 

arsenic resistant bacteria from wastewater. 

UniversitiSainsMalaysia,Penang, Malaysia. 

Brazilian Journal of Microbiology 45, 4, 1309-1315 

(2014 

3. Brooks, G.F.; Butel, J.S.;Carroll,K.C. and Morse, 

S.A .(2007). Jawetz ,Melnick, and Medical 

microbiology. 24th ed. McGraw-Hill.p:254-255. 

New York. 

4. Egbebi,A.O and Famurewa ,O.(2011). Heavy Metal 

Resistance among Kelbsiella Isolates in Some Parts 

of Southwest, Nigeria. 2College of Science, 

Engineering and Technology, Osun State 

Univeristy, Osogbo, Nigeria. Asian Journal of 

Medical Sciences 3(5): 183-185, 2011ISSN: 2040-

8773. 

5. Ilhan, S.; Cabuk, A.; Filik ,C. and Caliskan 

,F.(2004). Effect of Pretreatment on biosorption of 

heavy meatals by fungal biomass. Turkya 

univ.J.Sci.5(1). 

6. Mohamed,M. Rehab .(2015). Biosorption of zinc 

and cadmium by Klebsiella pneumonia KM609983 

isolated from Sohag, Egypt. Department of Botany, 

Faculty of Science, Sohag University,. Global 

Advanced Research Journal of Microbiology 

(ISSN: 2315-5116) Vol. 4(2) pp. 018-026, 

February, 2015 



P- ISSN  1991-8941 ,  E-ISSN 2706-6703                 (JUAPS)                                                       Open Access        يجهت جايعت الانبار نهعهوو انصرفت                    

2015 ,( 9), ( 3 ) :80-89 

 

00 

7. Munoz, A.J. a, E. Ruiz a, H. Abriouel b, A. Galvez 

b, L. Ezzouhri c, K. Lairini c, F. Espinola 

.(2012)Heavy metal tolerance of microorganisms 

isolated from wastewatersIdentification and 

evaluation of its potential for biosorption. Chemical 

Engineering Journal 210 (2012) 325–332 

8. Mungloo-Rujubai,S.K.; Issck,M.I.and and Fakim, 

Y.J.(2013). Study of Klebsiella pneumonia isolates 

with ESBL activity,from ICU and Nurseries, on the 

island of Mauritius .jcmb.halic.edu.tr.10(1):39-51 

9. Naja , G . ,Diniz , V . and Volesky ,B . (2005) . 

Predicting         metal  biosorption  performance 

.International biohydrometallurgy symposium , 

cape town , South  Africa . 

10. Rani, M. Johncy , B. Hemambika*, J. Hemapriya 

and V. Rajesh Kannan.(2010). Comparative 

assessment of heavy metal removal by immobilized 

and dead bacterial cells: A biosorption approach. 

Rhizosphere Biology Laboratory, Department of 

Microbiology, School of Life Sciences, 

Bharathidasan University. African Journal of 

Environmental Science and Technology Vol. 4(2), 

pp. 077-083, February, 2010 

11. Rekha, D.; Kumar, J.D.; Jayaraj, B.;Lingappa, Y. 

and Chiranjeevi, P.(2007). Nickle(II) determination 

by spectrophotometry coupled with 

preconcentration technique in water and alloy 

samples. Bull-kovean. Chem. Soc. 28:373-378. 

12. Saini, Anish . Rohini Kumar M., KarthikSenan, 

Shakti Sagar, Vivekanandan K. E. and Jabez 

Osborne W.(2103). Remediation of lead (Pb) by a 

novel Klebsiella sp. isolated from tannery effluent 

of Ranipet, Vellore district. , Faculty of Marine 

Sciences, Annamalai University, Parangipettai - 

608502, Tamil Nadu, India. African journal of 

biotechnology. Vol.12(32) pp .5069 -5074. 

13. Sarhan, O. A. (2004). Study of Biosorption of some 

heavy metal ions by local isolates of 

Zoogloearemigera. M. Sc. Thesis College of 

Science, Baghdad University, Iraq. 

14. Shamim , Saba And A . Rehmem.(2012). Cadmiam 

Resistanse And Accumulation Potential Of 

Klebsiella Pneumonia Strain CBL_1 Isolated From 

Industrial Wastewater Of  Klen. University Of The 

Panjab, pakestan. J. Zool Vol.44 (1).PP. 203_208, 

2012. 

15. Vacchio, A.; Fionoli, C. and Disimine, D. 1998. 

Heavy metal biosorption by bacterial cells. 

Fresenius.J. Anal. Chem. 361:338-342. 

16. Vijayarghavan, k.; Jean, J.; Palanivelu, K and 

Velan, M.(2005).Removal of nickel(II) ions from 

aqueous solution using crab shell particles in 

apacked bed up-floe column . Journal of Hazardous 

Material. 113:223-230. 

17. Yoonaiwong ,w.; Pair at Kaewsarn1 and 

Pradubnprayoon. (2011).Biosorption of lead and 

cadmium ions by non-living aquatic crophyte, 

Utriculariaaurea . Department of Agriculture and 

Environment SurindraRajabhat University Surin, 

Thailand .environ,21(6),369-374. 

18. Avery, S. V and Tobin, J. M. (1992).Mechanisms 

of strontium uptake by laboratory brewing strains 

of Sccharomysescerevisiae, Applied and Environ. 

Microbiol. 58: 3883-3889. 

19. Volesky, B. and Naja, G. (2005). Biosorption: 

Application stratigies. http:// www. biosorption. 

Mcgill. Ca / Publication / gn6. Ibs. Pdf. 

20. Holt, J.G.; Krieg, N.R.; Sneath, P.H; Staley, J.T. 

and Williams, S.T. (1994). Bergay’s Manual of 

determinative Bacteriology 9th. ed Williams and 

Wilkins. Baltimor, U.S.A. 

ا التموث البيئاحترجمة: مامػد عمػار الػراوي (1989)ىوجلح لورانت ا21
و عبػػد الػػرايـ ع ػػيرح ولارة التعمػػيـ العػػالا والباػػث العممػػاح جامعػػة 

 بغدادح بيت الاكمة لمطباعة و الن را
(ا اسػػػػػػػػػػػتخداـ خييػػػػػػػػػػػا 2006قاحػػػػػػػػػػػدح وعػػػػػػػػػػػد عمػػػػػػػػػػػاد الػػػػػػػػػػػديفا   ا22

المويػدة يػا الالػة الرحػا  مػف البيئػة  Eenterobactersspبكتيريػا
ح جامعة بغدادا  المائيةح رسالة ماجستيرح كمية العموـ

( ا الالالػػػػة الايويػػػػة لمخارحػػػػيف 2006عبػػػػد الكػػػػريـح عػػػػي سػػػػالـا   ا23
ا Bacillus subitilsبوسػػػاطة الجػػػدار الخمػػػوي البكتيػػػري لبكتيريػػػا 
ح جامعة بغدادا  رسالة ماجستير ح كمية العموـ

( ا التمػػػػوث الحػػػػناعا ا مديريػػػػة دار 1987 لطيػػػػؼ اميػػػػد  حعمػػػػا ا24
-143حػػػػػػػػفاة  حالكتػػػػػػػب لمطباعػػػػػػػػة والن ػػػػػػػػر ا جامعػػػػػػػػة الموحػػػػػػػػؿ

 ا179,331
تاػػدي البيئػػة والحػػراع بػػيف  ا(1997)الرمةػػاناح مػػالف اسػػماعيؿ  ا25

 ا118: (11)ال ماؿ والجنوبا اـ المعارؾ 
مختمفػػػة مػػػف  دراسػػػة كفايػػػة عػػػللات ( .1991حـــارث جبـــار ) ،فهـــد ا26

امتػػلال الثوريػػوـ مػػف المااليػػؿ المائيػػة ا رسػػالة  الاايػػا  المجيريػػة يػػا
 جامعة بغداد ا حكمية العموـ حماجستير

( ا الالالػػة الايويػػة لمكػػروـ مػػف ميػػاه 2115مامػػود باسػػؿ   حمامػػود ا27
 اجامعة بغداد حالمخمفات الحناعية ا رسالة ماجستيرح كمية العموـ



P- ISSN  1991-8941 ,  E-ISSN 2706-6703                 (JUAPS)                                                       Open Access        يجهت جايعت الانبار نهعهوو انصرفت                    

2015 ,( 9), ( 3 ) :80-89 

 

08 

 

The relationship between genotype using BOX-PCR technique and lead 

bioremoval by Klebsiella pneumoniae 

Nuhad M. Hamed   Ahmed M. Turkey    Harith J. Fahad   Mahmood M. Al-Mahdawi 

E.mail:  

 

Abstract 

The effect of metabolic status on lead bioremoval byKlebsiella pneumoniae were tested. The results revealed a 

significant differences (P<0.05) between live and dead (killed by heat) cellsas the bioremoval reached 57.0 ± 3.4 and 

21.6 ± 2.5, respectively. Bioremoved lead ions were recovered (P<0.05) using three different washing solutions, 0.1M 

EDTA was the most efficient since it recovered about 63.9 ± 5.6 mg/ml, while Na2CO3 was able to recover 35.9 ± 

2.6 mg/ml; whereas 0.1M HCl recovered 21.8 ± 2.6 mg/ml. genomic DNA was extracted from different isolates of K. 

pneumoniae in order to study the relationship between genotype using BOX-PCR and bioremoval of lead. Three 

clusters were detected C1, C2, and C3 with similarity percentages reached 52, 60, and 100%. What's more, 

bioremoval did not depend on particular genotype 


