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الخلاصة

    أجريت هذه الدراسة لغرض الكشف عن بعض جينات عوامل الضراوة لانواع البكتريا المعزولة من 
إدرار  من  عينة  و46  الأصحاء  الأطفال  من  إدرار  عينة   160 جمع  تم   ، بالثلاسيميا  المصابين  الاطفال  ادرار 
أعطت  المدروسة  العينات  من   )% 52.5( عينة   84 إن  العزل  نتائج  أظهرت   ، بالثلاسيميا  المصابين  الأطفال 
نمو جرثومي موجب ،في حين أن 76 عينة من المجموع الكلي )47.5 %( لم تظهر نموآ جرثوميآ على الأوساط 
36 عينة نموآ أيجابيآ  المستعملة بالنسبة للأطفال الأصحاء. أما في الأطفال المصابين بالثلاسيميا فقد أظهرت 
)78.3 %( و10 عينات )21.7 %( لم تعطي أي نموآ يذكر، لغرض الكشف عن بعض عوامل الضراوة لبعض 
 E.coli من  بعزلتين  تمثلت  عزلات  أربع  أخذ  تم  العزلات،  لجميع   DNA الـ  عزل  تم  المدروسة  العزلات 
وعزلتين من بكتريا Entero.faecalis احدهما معزولة من الأطفال الأصحاء والثانية من المصابين بمرض 

الثلاسيميا وبأستعمال3 بادئات متخصصة لكل بكتريا.
كلمات مفتاحية: بادئات متخصصة، الثلاسيميا، التهاب المسالك البولية، عوامل الضراوة، إنزيم الهيمولايسين .
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Abstract
This study was conducted for the purpose of detecting some virulence factor 

genes of the bacterial species isolated from the urine of children with Thalassemia, 
160 urine samples were collected from healthy children and 46 urine samples were 
collected from children with Thalassemia , Results showed that 84 sample (52.5%) of 
the total samples studied gave positive bacterial growth, while 76 (47.5%) gives nega-
tives growth on media cultivation in healthy children samples.In children with Thalas-
semia have shown positive growth of 36 samples (78.3%) and 10 samples (21.7%) were 
not give any growth .the purpose of detecting some virulence factors for some stud-
ied isolates, DNA was isolated for all isolates. Four isolates were taken, represented by 
two isolates of E. coli and two isolates of Entero.faecalis., one of them isolated from 
healthy children and the other one from Thalassemia infected children with use 3 
specialized primers for each bacteria.

Keywords: Specific primers, Thalassemia ,Urinary tract infection ,  Virulence  
factors,  Hemolysin enzyme.
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المقدمة :
من    )Thalassemia( الثلاسيميا  مرض  يعد 
حصول  من  الناتجة  الوراثية  الدموية  الامراض 
حصول  في  اثارها  تكون   Mutation وراثية  طفرة 
 Globin الكلوبين  جينات  من  أكثر  أو  واحد  حذف 
وهذا  الكلوبين  سلاسل  إنتاج  عن  المسؤولة   Genes
إنتاج  في  تام  غياب  أو  اختزال  حصول  إلى  يؤدي 
البالغين  هيموغلوبين  ]1[.إن  الهيموغلوبين  سلاسل 
السلاسل  تدعى  بروتينية  أجزاء  أربعة  يمتلك   HbA
سلسلتي  إلى  تصنف  السلاسل  وهذه  الببتيد  المتعددة 
وفي   βزChains بيتا  وسلسلتي   αزChains ألفا 
الشخص المصاب بالثلاسيميا هناك غياب أو نقص في 
انه  كما  البيتا.  أو  الالفا  سلاسل  كلتا  أو  أحدى  تصنيع 

يتضمن انواع متعدده منه تصل الى خمسة انواع ]2[. 
 يعرَف خمج المسلك البولي على أنه استجابة التهابية 
للجهاز البولي نتيجة غـزوه واستيطانه من قبل الأحياء 
المسالك  بالتهابات  الاصابة  وتُعد  الممرضة،  المجهرية 
Urinary Tract Infectionز)UTI( من  البولية 
التهاب  لاسيما  الانسان،  في  الجرثومية  الاصابات  اكثر 
أحد  البولية  المسالك  أخماج  تعد   .]3[ والمثانة  الاحليل 
المشاكل الطبية التي تعاني منها معظم دول العالم ، وتعد 
إذ  إنتشاراً  البكتيرية  الأخماج  أكثر  من  نفسه  الوقت  في 
إنَا تأتي بالدرجة الثانية من حيث الإنتشار بعد إصابات 
الميكروبية  الانواع  تتنوع   .]4[ العلوي  التنفسي  الجهاز 
المسبب   E .coli بكتريا  وتعد  الحالات  لتلك  المسببة 
لإمتلاكها  نظراً  البولية  المسالك  لإصابات  الرئيس 
بالخلايا  الإلتصاق  في  تساعدها  سطحية  تراكيب 
تكون  أخــرى  أنـــواع  تليها  البولية  للمسالك  الطلائية 
 Enterobacter sp.  Proteus مثل  شيوعا  أقـل 
المسالك  أخماج  أما   ،  .Klebsiella sp و   .spp
إستخدام  طريق  عن  المستشفيات  من  المكتسبة  البولية 
من  واسع  بمدى  ترتبط  فإنا   Catheter القثاطر 

مثل  الأخماج  من  النوع  لهذا  والمسببة  الممرضة  الجراثيم 
 Staphylococcus كرام  لصبغة  الموجبة  البكتريا 
  epidermidis ، Staphylococcus aureus
 Pseudomonas  ، مثل  أخرى  أنواع  عن  فضلًا 
يقتصر  ولا   .aeruginosa ، Enterobacter sp
المشاكل  إحداث  على  البكتيرية  الأنواع  هذه  دور 
الممرضات  من  تعد  وإنما  القثاطر  لمستخدمي  الصحية 
البولية المزمنة الأكثر تكرارًا في إحداث أخماج المسالك 
البولية  المسالك  وأخماج    Chronic Bacteriuria

المعقدة Complicated Bacteriuriaز]5[.
الانواع  تشخيص  في   PCR تقنية  تستعمل 
جيناتها  عن  الكشف  خلال  من  الممرضة  الميكروبية 
والتي يتم مطابقتها مع بنك الجينات    NCBI  تاكيدا 
دراسة  في  التقانة  هذه  إستعمال  تم  كذلك  لتشخيصها، 
المكتبات الجينية لجين الممرضات أو لجينات المضيف أو 
الإصابة  عمليات  أثناء  في  شفراتها  تتغير  التي  الممرض 
بين  الحاصل  للتداخل  الفيصل  كانت  لذا   ،]7[  ]6[
المقاومة  تحديد  ثم  ومن  والمضيف  الممرض  الجين 
قدرتها  أو  سواها  أو  المضايف  تلك  عند  والحساسية 
على كشف وتحليل الطفرات ومن ثم تصميم البادئات 
والكلونة  القاطعة  بالإنزيمات  بالاستعانة  بها  الخاصة 
ليمكن فيما بعد التنبؤ بحدوثها من عدمه من خلال عدة 

طرق يكون لتفاعل الـ PCR دور رئيس فيها]8[.

مواد وطرائق العمل
 :Specimens Collection العينات  جمع 
جُمعَِت 46 عينة من  من ادرار الأطفال  المصابين بمرض 
الى   2018 الثاني  كانون  شهر  مابين  للفترة  الثلاسيميا 
بين  تراوحت  باعمار  الجنسين  كلا  ومن   2018 نيسان 
والمراجعين  الراقدين  من  سنة   )12  - الولادة  )منذ 
اعراض  من  يعانون  والذين  العام  تكريت  لمستشفى 
البول.  وصعوبة  حرقة  وهي  البولية  المجاري  اخماج 
العينات في قنان بلاستيكية معقمة وتم توصية  تم جمع 
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Clean-( المرضى بان تجمع العينة في منتصف الادرار
Catch-Midstream Urine  ( بعدغسل المنطقة 
التلوث  لتجنب  والصابون  الماء  بواسطة  التناسلية 
بالنبيت الطبيعي الموجودة في هذه المنطقة]9[. سجلت 
إصابات  ووجود  والجنس   بالعمر  المتعلقة  المعلومات 
 Urinary Tract البولية  المجاري  باخماج  سابقة  
الحيوية  المضادات  وتناول   )UTI(زInfection
بأستعمال  حدة  على  مريض  لكل    Antibiotics

إستمارة معلومات معدة لهذا الغرض.
زرعت   :  Samples Culture العينات   زرع 
بعينة  الخاص  المعقم  البكتيريا  ناقل  باخذ ملء  العينات 
الطرد  عملية  اجراء  وقبل   - البول  عينات  من  الادرار 
 Nutrient agar المركزي – على وسط الأكار المغذي
ووسط أكار الدم  Blood agar ووسط اكار ماكونكي 
بين  للتفريق   MacConkey Agar Medium
بظروف  الموجبة والسالبة وحضنت الاطباق  العزلات 
ساعة،   )48-24( ولمدة  م̊   37 حرارة  بدرجة  هوائية 
الوسط  الى  المفردة  العزلات  مستعمرات  كل  نقلت 
الملائم لها ثم شخصت المستعمرات مظهريا وباستخدام 
التشخيص  تاكيد  وتم  الكيموحيوية  الاختبارات 
 ،Vitek compact system 2 جهاز  باستخدام 
العينة  وعدت  النامية  المستعمرات  أعداد  وحسبت 
كان  عندما   significant معنوي   بكتيري  نمو  ذات 
مستعمرة   )20( من  اكثر  الطبق  في  المستعمرات  عدد 
عدد  كان  عندما   non significant معنوي  وغير 

المستعمرات في الطبق اقل من )20( مستعمرة ]10[. 
  DNAالـ أستخلاص  تم   :  DNA الـ  أستخلاص 
من)4(عزلات سالبة و)6(عزلات موجبة من العزلات 
المجهزة  الشركة  توصيات  بأتباع  وذلك   ، الدراسة  قيد 
 DNA الـ  خزن  ثم   .Promega شركة  من  للعده 
المستخلص عند 8-2 °م ، حيث تراوحت نقاوة العينات 
كان  فاذا  عالية،  نقاوة  على  مؤشر  وهذا   )1.9-1.6(

أعلى من 2 فهذا يعني تلوثاً بالحامض النووي الرايبوزي 
فتعني   1.6 من  أدنى  تكون  التي  النسب  أما   ،RNA
تلوثاً بالبروتينات ]11[. تم التأكد من التركيز والنقاوة 
بترحيل دنا العينات على هلام الأكاروز قبل أستخدامه 
على  العزلات  تنمية  تم  ،وقد   PCR تفاعل  في  كقالب 
 Brain Heart Infusion وسط نقيع القلب والدماغ
الغرض  وكان  الدنا  أستخلاص  عملية  قبل   Broth
لزيادة  هي  الدراسة  قيد  للعزلات  الأغناء  خطوة  من 
تتابع  نسخ  أعداد  زيادة  وبالتالي  البكتيرية  الخلايا  أعداد 
في  لها  المكملة  البادئات  لإرتباط  للدنا  كقالب  الهدف 
الدنا  عن  الكشف  تم   .PCRالمتسلسل البلمرة  تفاعل 
الأكاروز  هلام  على  كهربائيآ  العينات  بترحيل  المعزول 
التصبيغ  بتركيز%1.5 ،أعقبها فحص الهلام بعد عملية 
 UV البنفسجية  ببروميد الأثيديوم وتحت الأشعة فوق 
الـ  ونقاوة  تركيز  قياس  تم   ،  Transilluminator
DNA المستخلص من العزلات البكتيرية قيد الدراسة 
حقن  خلال  من   Nano dropالـ جهاز     بواسطة 
في  المستخلص   DNA الـ  عينة  من  واحد  مايكروليتر 

الجهاز وقراءة تركيز العينة ونقاوتها كما في]11[.
تم   :DNA لمستخلصات  الكهربائي  الترحيل 
باستعمال  المستخلص   DNA عينات  عن  الكشف 

الترحيل الكهربائي على هلام الاگاروز بتركيز 1 % .
الحفر  لصنع  المشط  وضع  ثم  الهلام  قالب  ركب  
سكب  النووي.  الحامض  عينات  لتحميل  المستعملة 
درجة  في  ليتصلب  وترك  القالب  في  بعناية  الاگاروز 
حرارة الغرفة لمدة 15 دقيقة . بعد تصبيغ هلام الاگاروز 
بصبغة بروميد الاثيديوم فحص الهلام المصبغ في غرفة 
مظلمة وذلك بتعريضه للأشعة فوق البنفسجية بوضعه 
الطول  عند   UV Transilluminator جهاز  على 
كاميرا  باستعمال  الهلام  وصور  نانوميتر   366 الموجي 

.Digital camera رقمية
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Primers    البادئات
العزلتين    من  المستخلص  البكتيري  الدنا  استعمل 
الأطفال  من   Entero.faecalis والعزلتين    E.coli
المصابين بمرض الثلاسيميا كـــ)Template( في تقنية 
 hly، EHEC-hly،( البادئات  بأستخدام   PCR
للهيمولايسين  المنتج  الجين  عن  المسؤولة   )E-hlyA
الخاص ببكتيريا Escherichia coliز]12[. والبادئ 
الخاص  الهيمولايسين  إنتاج  عن  المسؤول   )CylA(
وقد  ز]13[   Enterococcus faecalis ببكتريا 
استعملت البادئات النوعية المبين تتابعها في الجدول )1(  

في تحديد التسلسل الخاص بالجينات المذكورة سابقآ .
مجفد  مسحوق  بشكل  البادئات  جهزت 
BioNEER/( شركة  قبل  من   )Lyphilized(
اختبار  أنابيب  داخل  مجفدة  وهي  وحفظت   ،  )Korea
خاصة معدة لهذا الغرض بدرجة حرارة الغرفة ،بعدها تم 
إضافة 1 مل من الماء المقطر والمعقم لإذابة المسحوق المجفد 
Pmol/ ( للحصول على التركيز المطلوب محسوب بوحدة
µL( وتكوين المحلول الخزين )Stock Solution( تم 

حفظ هذا المحلول الخزين بدرجة -20م˚.

جدول )1( البادئات المستعملة لجينات عوامل الضراوة

→35اسم البادئالنوع تسلسل القواعد  
التركيز النهائي 

للمحلول الخزين    
 Pmol/µl للبادئات

*Tm
حجم 
الحزمة 
)Bp(

       E.coli

hly-FAACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT122C 58.4
1171

hly-RCCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA131C 62.5
EHEC-
hlyA-FAATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT137C 56.0

534
EHEC-
hlyA-RGCATCATCAAGCGTACGTTCC101C 56.7

E-hly-FGGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG137.5C 53.3
1550

E-hly-RTCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA145.6C 53.8

Entero.
faecalis

CylA-FTGGATGATAGTGATAGGAAGT133.9C 45.0
517

CylA-RTCTACAGTAAATCTTTCGTCA148.6C 44.1

CylA1-FGACTCGGGGATTGATAGGC106C 53.1
688

CylA1-RGCTGCTAAAGCTGCGCTTAC110.3C 54.6

CylA2-FTAGCGAGTTATATCGTTCACTGTA126.6C 50.6
1.282

CylA2-RCTCACCTCTTTGTATTTAAGCATG136.5C 51.9

F    :Reverse :R *Forward  1 مل ماء مقطر النهائي بعد إضافة   Base pair زوج قاعدي :   Bp التركيز 
Annealing temperature : Tm* درجة الحرارة الحرجة حسب المواصفات التي ذكرتها الشركة المنتجة . 
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PCR البرنامج المستعمل في تقانة
شركة  من  المجهزة    PCR Pre Mix استعملت 
الـ  وجود  عن  للكشف   )Koria /BioNEER(
لهذا  مصممة  متخصصة  بادئات  باستخدام   DNA

الغرض والتي تنتج حزم بأحجام معينة. وتجري طريقة 
 0.2 حجم   PCR Micro tubes باستعمال  العمل 

مل وحسب ماهو موضح في الجدول رقم )2( .

PCR Pre Mix جدول )2( مكونات مزيج

20 µl/reactionComponent

1U DNA polymerase

µM 250Each: )dATP ، dCTP ، dGTP ، Dttp(

Mm 10Tris-HCl)pH 9.0(

mM 30KCl

mM 1.5Mg Cl2

µl 14D.W

µl 1Primer F

µl 1Primer R

µl 2DNA template

أجريت طريقة العمل بحجم 20 مايكروليتر اعتماداً 
PCR Pre Mix على النشرة المرفقة مع الـ

باستخدام  جيدا  التفاعل  مكونات  مزجت  حيث 
في  ثوانٍ   10 لمدة  نبذت  ثم    vortex المزج  جهاز 
 Microcentrifuge الدقيق  المركزي  الطرد  جهاز 

جدار  على  الموجودة  التفاعل  محلول  قطرات  لترسيب 
الأنبوبة، وبعد إتمام جميع الإضافات وضعت الأنابيب 
 Thermocycler في جهاز البلمرة الحراري الدوري
البرامج الموضحة في  التفاعل وباستعمال  بعناية لانجاز 

الجدولين )3( و)4(.
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.E.coli لبكتريا  PCR جدول )3( ظروف التفاعل المستعملة في تقنية

Primer
NameNumber of cyclesTimeTemperatureSteps

Hly

1 min 3 °C 95Initial denaturation

   30
1min°C 95Denaturation
sec 30°C 60  Annealing
min 3°C 72Extension

1min 7°C 72Final extension

EHEC-hlyA

1min 4°C 94Initial denaturation

    35
         sec 50°C 94Denaturation
         sec 50°C 57  Annealing

min 1°C 72Extension
1min 10°C 72Final extension

E-hly

1min 2°C 94Initial denaturation

    35
          min 1°C 94Denaturation

1min°C 60  Annealing
min 1°C 72Extension

1min 10°C 72Final extension

.Entero.faecalis لبكتريا PCR جدول )4( ظروف التفاعل المستعملة في تقنية

Primer
NameNumber of cyclesTimeTemperatureSteps

CylA

1min 5°C 94Initial denaturation

30
sec 45°C 94Denaturation
1min°C 57Annealing
min 1°C 72Extension

1min 3°C 72Final extension

CylA1

1min 5°C 95Initial denaturation

30
1min°C 95Denaturation
1min°C 58Annealing
min 1°C 72Extension

1min 10°C 72Final extension

CylA2

1min 3°C 94Initial denaturation

35
1min°C 94Denaturation
1min°C 55Annealing
min 2°C 72Extension

1min 7°C 72Final extension

الكشف الجيني لبعض عوامل الضراوة لبكتريا أخماج المسالك البولية المعزولة 
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من  العينات  رفعت  التفاعل  وقت  انتهاء  وبعد 
بتركيز  الاگاروز  هلام  في  المزيج  حمل  ثم   الجهاز، 
الترحيل  جهاز  باستعمال  العينات  وترحيل   )%  1.5(
 ]14[ قبل  من  المتبعة  الطريقة  في  وكما   الكهربائي 
بعد  الكهربائي  الترحيل  باستعمال  الدنا  لفحص 
فُحصتْ   .%  1.5 بتركيز  الاگاروز  هلام  تحضير 
جهاز  على  الهلام  وضع  خلال  من  الترحيل  نتائج 
الموجي  الطول  عند   UV Transilluminator
رقمية  كاميرا  باستعمال  الهلام  ويصور  نانوميتر   366
مقارنة  ثم  ومن  الدقة،  عالية   Digital camera

النتائج مع أحجام البادئات القياسية.

النتائج والمناقشة

    أظهرت نتائج العزل بأن عدد العينات التي ظهر 
منها نمواً جرثومياً موجباً على الأوساط المستخدمة 84 
عينة أي بنسبة )52.5 %( من مجموع العينات للأطفال 
الأصحاء المصابين بخمج المجاري البولية ، هذه النتيجة 
مقاربة مع النتائج التي حصل عليها الباحث]15[ الذي 

وجد أن نسبة عينات الإدرار التي أعطت نتيجة موجبة 
بنسبة )47.5 %(  76عينة  أن  للنمو هي 50% في حين 
من مجموع العينات الكلية لم تعطي نمواً جرثومياً بالنسبة 
بالنسبة  ،أما   )UTI(بال المصابين  الأصحاء  للأطفال 
36 عينة  بالثلاسيميا أظهرت  لعينات المرضى المصابين 
المستخدمة  الأوساط  على   )%78.3( جرثومياً  نمواً 
و10عينات بنسبة )21.7 %( لم تعطي نمواً من مجموع 
الباحث  اليه  ماتوصل  مع  تتفق  وهي   ، الكلي  العينات 

]16[ في دراسته داخل المملكة العربية السعودية.
قد يعزى سبب عدم ظهور نمو بكتيري كون المسبب 
قد يكون فايروسي او فطري او من البكتريا اللاهوائية 
المتبعة  الاعتيادية  الزرع  بطرق  عزلها  لايمكن  التي 
زرعية  أوساط  إلى  تحتاج  ربما  والتي  الدراسة  هذه  في 
وتنمية خاصة ، أو بسبب تعاطي الأطفال جرعات من 
المضادات الحيوية أو قد يعود السبب الى الاختلاف في 
في  التفاوت  وكذلك  المأخوذة  العينات  وطبيعة  حجم 

درجات الحرارة والرطوبة ]17[.

شكل)1( يظهر الفرق بين عينات الأدرار المأخوذة من الأطفال المصابين بالـ)UTI(.:- )A( عينة أدرار 
مصدرها الأطفال الأصحاء )B( عينة أدرار مصدرها المصابين بمرض الثلاسيميا.
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على  بالاعتماد  النامية  العزلات  تشخيص  تم 
 Vitek الــ  وجهاز  والمظهرية  المجهرية  الفحوصات 
نتائج  اظهرت  حيث   ،2 Compact System

المعزولة   البكتريا  أنواع  في  الأختلاف  التشخيص 
وأعدادها ونسبها كما موضح في الجدول )5(.

جدول )5( أنواع وأعداد العزلات والنسبة المئوية للأطفال المصابين بالثلاسيميا.

عزلات البكتريا
النسبة المئويةعدد العزلاتلمرضى )الثلاسيميا(

للعزل الإجمالي*
النسبة المئوية

للعزل النوعي**
E.coli2043.4855.6

Staph.gallinarum36.528.33
Klebsiella.pneumonia48.6911.11

Strep.uberies48.6911.11
Staph.haemolyticus24.355.55

Entero.faecalis12.172.8
Staph.saprophyticus12.172.8

Pseudomonas.aeruginosa12.172.8
100%36المجمـــوع

جدول)6( أنواع وأعداد العزلات والنسبة المئوية للأطفال الأصحاء.

العزلات الجرثومية
النسبة المئويةعدد العزلاتللأطفال الأصحاء

للعزل الإجمالي*
النسبة المئوية

للعزل النوعي**
E.coli5232.561.9

Staph.gallinarum106.2511.9
Klebsiella.pneumonia63.757.14

Entero.faecalis42.54.8
Strep.uberies31.883.57

Salmonella.entrica31.883.57
Staph.sciuri21.252.38

Serratia.fonticola21.252.38
Staph.haemolyticus10.6251.19

Proteus.mirabilis10.6251.19
100%84المجمـــوع

* النسبة المئوية للعزل الإجمالي = عدد العزلات / عدد العينات الكلي.
** النسبة المئوية للعزل النوعي = عدد العزلات / المجموع الكلي للعزلات.

الكشف الجيني لبعض عوامل الضراوة لبكتريا أخماج المسالك البولية المعزولة 
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أن   )6( الجدول  في  الوضحة  النتائج  أظهرت 
العزلات  من  الأكبر  النسبة  شكلت   E. coli بكتريا 
وبواقع  الأصحاء  للأطفال  بالنسبة  عليها  المتحصل 
متقاربة  جاءت  النتائج  هذه  ان  عزلة)61.9%(،   52
عند   ]20[  ]19[  ]18[ من:  كل  اليه  ماتوصل  لنتائج 
من  مختلفة  مناطق  في  البولية  الاخماج  لمرضى  دراستهم 
 E. coli  العراق حيث وجدوا بان نسبة تواجد بكتريا
 ، المرضى تتراوح بين )48.9 - 67.7 %(  عند هؤلاء 
سجلت  التي   ]21[ دراسة  مع  النتائج  تختلف  حين  في 
فيها بكتريا E. coli  نسبة )11 %( من مجموع العينات 
 ]22[ اليه  توصل  ما  مع  نتائجنا  تختلف  المدروسة،كما 
من  يعانون  مريض   200000 من   لاكثر  دراسته  عند 
ايرلندا  البولية في مستشفيات مختلفة في  المجاري  اخماج 
من   )%  14.4( نسبة   E. coli بكتريا   سجلت  اذ 
للموقع  العينات  ان سبب هذا الاختلاف يعزى  جميع 

الجغرافي لمنطقة العزل أواختلاف الظروف البيئية .
E. coli بأعلى نسبة في مرضى  كما وجدت بكتريا  
الثلاسيميا أيضآ وبواقع 20 عزلة )55.6 %( ، أتفقت 
هذه النتائج مع الدراسة التي قام بها ]23[ على 53 طفل 
مصابين بالثلاسيميا حيث حصلوا على نسبة )51.1 %( 
 ]24[ للباحثة  المحلية  الدراسة  مع  أختلفت  ولكنها   ،
التي  الموصل  مدينة  في  الثلاسيميا  لمرضى  دراستها  في 
الأطفال  E. coliفي  للـ   تابعة  فقط  عزلة   2 وجدت 

ضمن الفئة )1 - 10( سنة.
من  المعزولة   E. coli لبكتريا   العالية  النسبة  ان 
المجاري البولية قد تعزى الى سبب تواجد هذه البكتريا 
بصورة طبيعية في الجهاز الهضمي للانسان ومنها تنتقل 
الى المجاري البولية للشخص المصاب وتعد من البكتريا 
الملائمة  الفرصة  توفر  حالة  في  وخصوصا   الانتهازية 

لها ]25[.
 E. coli عزل  نسب  في  الاختلافات  هذه  ان  كما 

المجتمعات  في  الصحي  المستوى  الى  يعود  ربما  المعزولة 
المختلفة  ، ويمتلك هذا النوع من الأهلاب Pili التي 
البكتريا  هذه  تمتلكها  التي  الضراوة  عوامل  من  تعد 
مستلمة  بجزيئات  الالتصاق  على  تساعدها  والتي 
على    Specific receptor molecules خاصة 

الخلايا الطلائية للمجاري البولية]26[ .
المرتبة   Staph.gallinarum بكتريا  أحتلت 
الأصحاء  الأطفال  من  العزل  نسبة  حيث  من  الثانية 
 )%  11.9( 10عزلات  بواقع  بالثلاسيميا  والمصابين 
تقريبآ مع  النتائج  اتفقت هذه   ، من الأطفال الأصحاء 
التي   ]28[ مع  وكذلك   ]27[ الباحثة  اليه  ماتوصلت 
 )5( الجدول  يوضح  كما   ،  %  8.7 عزل  نسبة  وجدت 
Staph. للنوع   )%  8.33( وبواقع  عزلات   3 ظهور 
حيث   ، الثلاسيميا  لمرضى  بالنسبة   gallinarum
تقاربت هذه النتائج مع ]29[ بحصولهم على 6عزلات 
مع  مختلفة  ،وجائت  عزلة  مجموع61  من   )%  9.84(
حصلوا  حيث  تايوان  في   ]30[ أجراها  التي  الدراسة 
إن  الى  تواجدها  سبب  يعود  وقد   ،)%  1.3( نسبة  على 
للجراثيم  نسبة  أعلى  تمثل  المختلفة  العنقودية  الأنواع 
من   )%  50( من  اكثر  تمثل  حيث   ، الجلد  في  الموجودة 
الجراثيم الموجودة على الجلد في مناطق مختلفة من الجسم 
ممكن  انتهازية  ممرضات  وهي  الاحليل   ضمنها  ومن 
القناة  الى  الجرثومة  وتدخل  الجلد  في  خدشاً  تحدث  ان 

التناسلية وتحدث التهابات الـ  UTIز]31[.
 K. وتم الحصول على عزلات تتبع النوع البكتيري    
pneumoniae وبواقع 6 عزلات وبنسبة )7.14 %( 
من مجموع العزلات ، أتفقت الدراسة الحالية مع الباحثة 
]32[ التي بينت ان نسبة عزل جنس Klebsiella  من 
مقارنتها  وعند   .)%  10.4( هو  البولية  المسالك  أخماج 
انا  للباحث ]33[ تبين  العالمية  الدراسات  مع احدى  
وقد   )%  21.3( بنسبة  البكتريا  هذه  عزلوا  اذ  مختلفة 
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الزمنية والى استعمال  الفترة  يعزى سبب الأختلاف الى 
العالية  النسب  من  حدت  التي  الحيوية  المضادات 
مع  البكتريا  هذه  عزل  نسبة  وتقاربت   ، البكتريا  لهذه 
وبنسبة  عزلات   4 كانت  حيث  الثلاسيميا   مرضى 
)11.11 %( وقد جائت  متفقة مع ]34[ وبحصولهم 
على نسبة )10.8 %( ولكنها أختلفت مع الدراسة العالمية 
 ]35[ والذين تحصلوا على نسبة عزل )34.57 %( للـ 

K. pneumoniae من بين 79 عزلة.
بنسبة  عزلات   4 وجود  النتائج  أظهرت   كما 
)4.8 %( تعود الى النوع   Entero.faecalis ، جاءت 
بينت  التي   ]36[ اليه  توصلت  لما  مقاربة  النتيجة  هذه 
البولية  المجاري  أخماج  من  النوع  هذا  عزل  نسبة  ان 
يقارب)6.1 %( وأختلفت مع ماتوصلت اليه  الباحثة 
]37[ بنسبة )23.4 %(. بينماأظهر الجدول )5( وجود 
مرضى  في   Entero.faecalis للنوع    وحيدة  عزلة 
النتائج مع  الثلاسيميا بواقع )2.8 %( ،وتطابقت هذه 
الدراسة المحلية  التي قامت بها الباحثة ]24[ في مدينة 
النوع  لهذا  فقط  واحدة  عزلة  وجدت  حيث  الموصل 
ضمن الفئة العمرية )1 - 10( سنة ، وأختلفت النتائج 
مع الدراسة العالمية التي أجراها ]38[ في مدينة أبادان 
نتائجنا  مع  مقارنة  عالية  نسبة  وجدوا  حيث  النيجيرية 
حيث بلغت )32.9 %(، وقد يعزى السبب الى أختلاف 
بين  والتعليمي  الصحي  والمستوى  الجغرافية  المناطق 

الدراستين.
3 عزلات وبنسبة )3.57 %(  كما تم الحصول على 
هذه  وجاءت   Salmonella.entrica بكتريا   من 
النسبة متفقة مع ما توصل اليه كل من ]39[ والباحثة 
بنسبة  النوع  هذا  وجود  نتائجهم  أظهرت  حيث   ]40[
ما  مع  وأختلفت   ، التوالي  على   )% و)2.73   )%  5.8(

توصلت اليه الباحثة ]41[ بحصولها على )11.4 %(.

وبنسبة  عزلتين  على  الحصول  النتائج  أظهرت 
من   Serratia.fonticola بكتريا  من   )%  2.38(
الأطفال الأصحاء، وتقاربت نتائجنا مع ]42[ والذي 
قام بعزل البكتريا من الأطفال دون سن الثالثة في مدينة 
بغداد واتفقت مع الدراسة التي أجراها]20[ في مدينة 
وإن   ،  )%  4.13( عزل  نسبة  على  حصل  والذي  بابل 
نتائجنا لم تتفق مع ماتوصل اليه ]43[ الذي قام بعزل 

البكتريا من مستشفيات عديده في مدينة بغداد.
تم الحصول على عزلتين وبنسبة )%2.38(  كذلك 
من  لكل  تابعة   )%  1.19( نسبة  بواقع  واحدة  وعزلة 
 Staph.haemolyticus و   Staph.sciuri
مع  يتطابق  وهذا  الاصحاء،  الأطفال  من  التوالي  على 
النتيجة  هذه  جاءت  وكذلك    ]31[ الباحثان  ماذكره 
الصربية  بلغراد  مدينة  ]44[ في  الباحث  لنتيجة  مقاربة 
وبنسبة  ز)%3.43(   S. sciuri بكتريا  شكلت  اذ 
واختلفت   ،Staph.haemolyticus لــ   )0.94%(
 Harare  مع الدراسة التي قام بها ]45[ في مدينة هرار
)49(عزلة  درس  حيث   Zimbabwe زيمبابوي   في 
لبكتريا  جميعها  تعود  وكانت  البولية  المجاري  لاخماج 

.Staph.sciuri و Staph. haemolyticus
بمرض  المصابين  من  العزل  نتائج  أظهرت  كما 
الثلاسيميا الحصول على عزلتين وبنسبة )%5.55( من 
بكتريا Staph.haemolyticus، أتفقت هذه النتيجة 
مع ماتوصل اليه الباحث ]30[ في تايوان بحصولهم على 
نسبة )7.22 %( ، ولكنها أختلفت كليآ مع دراسة ]46[ 
بحصولهم على )23.87 %(، قد يعزى هذا الأختلاف 
الى الفترة الزمنية وكذلك أستعمال مضادات فعالة أدت 

الى التقليل من خمج الأصابة بهذا النوع البكتيري.
وبواقع  واحدة  عزلة  على  الحصول  تم   كما 
 Proteus.mirabilis بكتريا  من   )%  1.19(
ما توصل  النتيجة مع  أتفقت هذه  للأطفال الأصحاء، 
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اليه  الباحث ]47[ والتي كانت بواقع )3 %( كما أتفقت 
مع نتائج الباحثان]48[ اللذان اشارا الى ان نسبة عزل 
كان  البولية  المسالك  أخماج  من   P.mirabilis النوع 
بواقع عزلة واحدة وبنسبة )2.33 %( ، ولكنها أختلفت 
نسب  على  بحصولهم  و]50[   ]49[ من  كل  نتائج  مع 
عالية وصلت الى)%34.76(. إن هذه الاختلافات في 
نسب العزل قد تعود إلى أعمار وجنس المرضى و البيئة 
التي عزلت منها هذه البكتريا والظروف الصحية التي 
يعيش فيها الأطفال المرضى، كما قد يعزى سبب عزلها 
المتواجدة  القولون  افراد عصيات  الى كونا تعد احدى 
بشكل طبيعي في القناة المعوية ولها القدرة على احداث  
امراض انتهازية عند توفر الفرصة الملائمة لها مثل اخماج 

المجاري البولية ]51[.
الثلاسيميا  بمرضى  الخاص   )5( الجدول  أظهر  كما 
Staph. النوع  من  لكل  فقط  واحدة  عزلة  ظهور 
saprophyticus ، Pseudomonas.
لكل   )%  2.8( بلغت  عزل  بنسبة   ،  aeruginosa
اليه  توصل  لما  مقاربة  النسبة  هذه  جاءت  منهما، 
الباحث ]52[ بواقع )3.75 %( من بين 54 مصاب ، 
وأختلفت مع الباحث ]23[ في  دراستهم على 53 طفل 
 )%  9.97( نسبة  وجدوا  حيث  بالثلاسيميا  مصابين 
بكتيريا  عزل  أما   ،Staph.saprophyticus للنوع  
مع  أتفقت  فقد   ،  Pseudomonas.aeruginosa
نسبة  وجدوا  حيث   ]53[ للباحث  العالمية  الدراسة 
لهذا  تابعة  للعزلات  الكلي  المجموع  من   )%  2.21(
الباحثان  بها  قام  التي  الدراسة  مع  وأختلفت  النوع، 
بلغت  عزل  وبنسبة  عزلة   14 على  بحصولهم   ]54[ 

.)% 32.41(
   تميزت دراستنا بالحصول على 4 عزلات من بكتريا   
الأطفال  من   )%  11.11( وبنسبة   Strep.uberies
 )%  3.57( وبنسبة  عزلات  و3  بالثلاسيميا  المصابين 

من الأطفال المصابين الأصحاء، والتي من النادر عزلها 
الأبقار،  هي  الرئيسي  عزلها  مصدر  لأن  الأنسان  من 
تقاربت هذه النتائج نسبياً مع الدراستين العالميتين لكل 
 ]56[ و   )%  9.61( نسبة  على  بحصولهم   ]55[ من 
يعزى  وقد   ،)%  12.52( بلغت  نسبة  على  بحصولهم 
أصابة الأطفال بهذا النوع الى أنتقالها عبر تلامس الطفل 
مع الابقار والعادات السيئة أو أنتقالها بواسطة الحليب 

أو من الأم عبر الرضاعة.
المحتوى الوراثي للعزلات البكتيرية: 

الدنا  حزم  وجود  الحالية  الدراسة  نتائج  أظهرت    
للبكتريا  الدراسة  قيد  العينات  في  عالي  جزيئي  وبوزن 

السالبة والموجبة لصبغة كَرام.

تقانة  باستعمال  المدروسة  للجينات  الجيني  الكشف 
PCR

بعد إجراء عملية الترحيل الكهربائي لـ)4( عزلات 
كلا  ومن   Entero.faecalis و   E.coli لـ  تابعة 
نوع  لكل  متخصصة  بادئات   3 وبأستعمال  المصدرين 
الهيمولايسين ،وجد ظهور  أنتاج  بكتيري مسؤولة عن 
)DNA Ladder( حزم حجمها مقارب لحجم حزم الـ
المتوقعة المصدرية والتي كانت )1171،534،1550(
بالنسبة للنوع  E.coli هذا دليل على ظهور الجين   Bp
 E-hlyA( المسؤول عن هذه الصفة الخاص بالبادئات
الشكل  في  موضح  هو  وكما   )،EHEC-hly ،hly
المتوقع  للحجم  مقارب  حجمها  حزم  وظهور   ،)2(
بالنسبة  التوالي  على   Bp  )517،688،1282( مسبقآ 
الجين  ظهور  على  دليل   Entero.faecalis للنوع 
هو  كما   )CylA( المنتج للهيمولايسين الخاص بالبادئ

موضح في الشكل )3( .
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شكل )2( الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل PCR لدنا عزلات بكتريا E.coli على هلام 
الاگاروز بتركيز )1.5 %( باستعمال بادئات متخصصة للكشف عن الجين المنتج للهيمولايسين :

* العينة )5،3،1( تمثل E.coli  مصدرها الأطفال الأصحاء.
* العينة )6،4،2( تمثل E.coli  مصدرها الأطفال المصابين بالثلاسيميا.

العينة )6،5(.  )E-hly(و )العينة )4،3  )EHEC-hlyA(و )( العينة)2،1hly( البادئات ممثلة بـ *

Entero. لدنا عزلات بكتريا PCR شكل )3( الترحيل الكهربائي لناتج تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل
المنتج  الجين  عن  للكشف  متخصصة  بادئات  باستعمال   )%  1.5( بتركيز  الاگاروز  هلام  على   faecalis

للهيمولايسين:
* البادئات ممثلة بـ )CylA( العينة)2،1( و)CylA1( العينة )4،3( و)CylA2( العينة )6،5(

الكشف الجيني لبعض عوامل الضراوة لبكتريا أخماج المسالك البولية المعزولة 
من إدرار المصابين بمرض الثلاسيميا  ............................... م.د. لؤي مناع ابراهيم الدوري       ،         أ.د. محمد نظير معروف
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عوامل  عن  للكشف  التضاعف  نتائج  أظهرت 
الضراوة للعزلات الـ4 المختارة والتي تمثلت بعزلتين من 
Entero. بكتريا  من  عزلتين  وكذلك   E.coli بكتريا 
والثانية  الأصحاء  الأطفال  من  أحدهما   faecalis
بادئات   3 وبأستعمال  الثلاسيميا  بمرض  المصابين  من 
وجود  بكتريا  لكل   Specific Primers متخصصة 
اختلافات وراثية واضحة بين العينات المدروسة، حيث 
أظهرت العينات كما ظاهرة بالشكل )2( حزم ذات أوزان 
جزيئية للبادئات المسؤولة عن صفة أنتاج الهيمولايسين 
في بكتريا E.coli مقاربة للحزم المتوقعة للبادئات والتي 
 bp و)534،1550(   hly للبادئ   bp)1171(بلغت
التوالي  على   )EHEC-hlyA ،E-hly(من لكل 
الأختلاف  ناحية  من  واضح  وراثي  تباين  وجود  مع 
من  المعزولة  البكتريا  جينات  بين  الجزيئية  الأوزان  في 
جاءت  بالثلاسيميا،  والمصابين  الأصحاء  الأطفال 
بها]57[  قام  التي  العالمية  للدراسة  مقاربة  النتائج  هذه 
بدراستهم لـ8عزلات من بكتريا E.coli حيث وجدوا 
حزم ذات أوزان جزيئية بلغت )1200،513 ،1555( 
للبادئات)hly ، EHEC-hlyA ،E-hly( على   bp
التوالي ، بينما أختلفت نتائجنا مع الدراسة التي أجراها 
على  تدل  حزم  لديهم  تظهر  لم  حيث   ]58[ الباحثان 
أستعمالهم  عند  الهيمولايسين  أنتاج  عن  المسؤول  الجين 
EHEC- للبادئ  المذكورة عدا ظهور حزم  للبادئات 
وبوزن  فقط   E.coli بكتريا  من  ولعزلتين   hlyA
العزلتين  أظهرت  كما   ،  bp  )232( بلغ  واطئ  جزيئي 
التابعة لبكتريا Entero.faecalis والظاهرة بالشكل 
والمسؤولة  المستعملة  البادئات  لجميع  حزم  وجود   )5(
عن جين الهيمولايسين مقاربة للحزم المتوقعة للبادئات 
bp  )517،1282( والبالغة   )CylA ،CylA2(
بالنسبة   bp  700 الـ  التوالي وظهور حزمة تقارب  على 
مع   ،bp  )688( متوقعآبـ  كان  الذي   CylA1 للبادئ 

وجود تباين وراثي بين العينات بالنسبة لنفس البادئات 
البكتريا المعزولة من  بين كلا المصدرين،حيث اظهرت 
من  أعلى  جزيئية  أوزان  بالثلاسيميا  المصابين  الأطفال 
المعزولة من الأطفال الأصحاء وكما وضحت  البكتريا 
التي  الدراسة  مع  نتائجنا  تقاربت   ، الصورة)8-4(  في 
وذلك  الصينية  الجامعات  أحدى  في   ]59[ أجراها 
Entero. لبكتريا  عزلات   )6( على  بحصولهم 
أوزان)1310،713(  ذات  حزم  أظهرت   faecalis
bp بالنسبة للبادئين )CylA1،CylA2( على التوالي، 
CylA بحصولهم على وزن  للبادئ  بالنسبة  وأختلفت 
قام بها  التي  الدراسة  أتفقت مع  bp، وكذلك   )943(
]60[ في دراستهم لعوامل ضراوة هذه البكتريا وقدرتها 
المستشفيات  من  والمعزولة  الهيمولايسين  أنتاج  على 
 bp  )544( تقارب  حزم  على  بحصولهم  الأوربية 
مع  مختلفة  دراستنا  ،وجاءت  البادئ  نفس  بأستخدام 
عوامل  بين  للفرق  دراستهم  في  اليه]61[  ماتوصل 
 Entero.faecalis بكتريا  قبل  من  المنتجة  الضراوة 
والمعزولة من الأطفال المصابين بالثلاسيميا وبحصولهم 
على 32 عزلة، حيث وجدوا جينات بحزم ذات أوزان 
جزيئية عالية مقارنة مع دراستنا بلغت )1840،1972( 

البادئات المستعملة. bp لنفس 
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