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لسموم ج ادراسة النسق البلازميدي ومواقع جينات مضادات البيتالاكتام وانتا

 Bacillus cereus  في بكتريا
 فسامرة يونس يوس             حسن فاضل ناجي                     ذكرى عبد العالي الكعبي  

 دهوكجامع ، كلية العلوم م الحياة،قسم علو               كلية العلوم ،جامعة بابل قسم علوم الحياة ،          

 

 الخلاصة
مممع عاتمما  بعمما مت لمما  اال مما  التحليممةه ها مم  جتيممع همم    Bacillus cereus تمم عمموت ختصممشي  عصممل عمموا  ل   ل مما          

اخ  مماتا  اباتمم    مما   ااموهسيسمملاع خالسيتوتاكسمميم  ه ،اامتي لوهس ،اامتيسمملاع،ج  -العمموا  مواخمممة لتتممادا  التا ااك ممام نالتتسمملاع 
 ها م  موج مة اخ  مات ااتملات جلما ااتا م  خهم س مت ما همتت  توملن جلما ااتا م  خ م   عموا  B. cereus السُمتية  بم   ها مة عموا  

 اع ومه اشمات    ما   ال لاامل الب ليما    م  هم م ااكماتخ  للما ا البلم  علما ا  جتيمع العموا  قما اا مو  علما ام  التميا ق ل  التئلا 
 Escherichia coli MM294ب  مااي اع صغالتاع ، فيتا بات    ا   ال حوت قابلية ب  مااا  هم   العموا  علما ال عتامل  م  ب  ل ما 

لسممتوم اتظ ممل همم   الاتاهممة بمم   جاتمما   التواخمممة لتتممادا  التا ااك ممام خ بعمما اللاتمما  ال لهاتيممة عخ ال تظيتيممة التسمم خلة عممع    مماج  ه
 ب  مااي خه ا ما عكاتس   ا   تلاتب ال حااا ه ه  ذا  اهاس

Abstract 
               Ten isolates of Bacillus cereus were isolated and characterized from some local dairy 

products. These isolates were resistant to -Lactam   antibiotics( penicillin- G, ampicillin, ampiclox, 

amoxycillin and cefotaxime) . The results of toxicity experiments of B.cereus isolates were revealed 

that all isolates were positive to skin redness reactions of rabbits, 6 isolates were positive to skin ulcer 

of rabbits and 3 isolates were caused to kill the white mice. The agarose gel electrophoresis of whole 

DNA showed that all isolates have two small plasmid bands. These were checked by transformation 

experiments after showing expression in Escherichia coli MM294. This study showed that the genes 

responsible for resistant of –Lactam antibiotics and some of structural or regulatory genes which 

control the production of toxins were located on  the plasmids, these were confirmed by data obtained 

from curing experiments.                 
 Introduction         المقدمة    

يحمما  ال سممتم الغمم ا     يلممة تتمماخت اوث يممة التلو ممة باوايمماو التل ل ممة عخ هممتوم ا، خعلمما المملثم مممع  
عاممممل متممملا ا   ممما ي   اا ع  اتت ا  ممما اوهممماس ي مممو  ممممع اممماا  ال سمممتم الغممم ا    B. cereusكمممو  ب  ل ممما 

سمممممتم الغممممم ا   ، هتممممما م   ممممممة   ه   ممممم  تسمممممت   ممممموعاع ممممممع ال   Lund et al., 2000ال   اممممملي ن
     Emetic)   خال ي يحا  بست  ا  اج ا للستوم التعو مة، خم   ممة الوم وDiarrheal syndromeالإه اتن

syndrome) خال ي يحا  بست   تو ال   ل ا    الغ او نGranum, 2003 ه   
  متمادا  لل التا   لحلوة التا ااك ام  ا و تا  التا ااك اماو خال   تست  ال ح B. cereusتت   ب  ل ا         

  التتسمملاتا  خالسيتالوهممتوت تا ااذ ا  مما تصممتل مممع قتممل جاتمما  قمما تبممو  محتولممة علمما ب  مامماا  اخ تلا سممتو خ ا
دا  تت ومل اللاتما  بماع ال   ل ما خمت ما التسم خلة عمع التواخممة للتتما (Medeiros, 1997).اخهلخموهوم ال   ل ا
  B. cereus  ب حو مل هم لة ممع 1989ن   Belliveau and Trevors يمة م عمادةا  وما قمامالحاو مة برملو ختا 
غ خ ب بملات تحموت بلم B. subtilus الحامل لصتة التواخمة للبلوتامتاتبوت التعوخت ممع pC194بواهرة الت  ماا 

بتعمممل بعممما العواممممل ه خقممما تحاممما الت  ماممماا  ممممع الشليمممة ال   ال مممة ممممع ثامممل ال ممم  ال علممما ااو   ممما  5-10×  2
  ل ما  ه ل ا  ها   ه    الاتاهة الا  توضيح التسق  الت  ماماي  م  ب(Trevors,1986البيتياخ ة اخ التاو اخ ة 

B. cereus خع ق س بالتواخمة لتتادا  التا ااك ام خا  اج الستومه 

 
                             Materials and Methods المواد وطرائق العمل   
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           Bacterial isolatesعزلات البكتريا   1.
مممع عاتمما  الوصممرة خالويمما خالتحلتمم  بعمما ا  جتعمم  مممع ااهممواو التحليممة  مم  مايتممة   B. cereusتممم عمموت ب  ل مما        

 Blood agar base(Mast)خاهماس اكمات المام   Nutrient agar (Hi media)الحلمةه اهم شاام خهمر  ااكمات التغم ي 
 مم    Mannitol- egg yolk-polymyxin(Oxoid)بوليت سمماع -مُممح التمميا-لعمموت اوخلمم  خخهمم  عكممات التمما  وت  مم  ا

 et al ., 1967; MacFaddin العوت الت ا  ه ششص  العوا  اع تادا علا الصتا  التظ ل ة خالتحوصا  البيتوااو ة

et al.,2000)   Mossel  .  اع هتما تمم الحصموت علما السم ل اع التياهماE. coli MM294  خHB101 E. coli  ممع
 قسم ال وتيا  ااايا ية، هلية العلوم ،جامعة بغااده

        Laboratory animalsالحيوانات المختبرية    2.
التئملا   وت علمااشم ل ممع ااهمواو التحليمة ختمم الحصم 4بعتمل  (Oryctolagus cuniculus)اشم ل   اتا م  بالغمة      

 له،  قسم علوم  الحياة ، هلية  العلوم ، جامعة باباهابيع مع  با   الحاوا ا  3بعتل   (Balb/c) التيا  السو سل ة
       Antibiotic susceptibility testاختبار الحساسية الدوائية    3.

 ،ج ،اوم سمممملاع ،اامتي لمممموهس-امممماد  الحساهممممية الاخا يممممة للعمممموا  تلمممما  متممممادا  التا ااك ممممام نبتسمممملاع       
 25،  30، 10 ، خاماة دخليمة 10ب لاكاو Oxoidااموهسيسلاع خالسيتوتاكسيم  خالتل وة بص ل اقلاص مع شلهة 

   NCCLS (2005).ماي لخثلام /قلص علا ال وال  بااع تاد علا ماذهل      30خ 
     Production of β-Lactamase      إنتاج إنزيم البيتالاكتاميز 4.

   البصف عع قاتة العوا    Rapid Iodometric Method)لاود التياهية السل عة ناه شام   ل وة ا      
 هβ - Lactamase   (Collee et al., 1996 )علا    اج   و م 

              Production of toxinsإنتاج السموم   5. 
 هB. cereus     ا  اج الستوم مع عوا  ب  ل ا   1982خجتاع سن Kramerات ع   ل وة        

                   Toxicity testsالاختبارات السمية  6.

هغممم  مم   حمم  اا  صممات التتمماع  الصممعاع    1.250عشمم ل خيممو    4اهمم شام  ااتا مم  التحليممة ال الغممة مممع  العتممل     
 مة ع الم يتا ا  التتاثم  م  البصمف عم 20اهابيع خيو    3التتلد    الللاه هتا اه شام  التئلا  التيا السو سل ة بعتل 

(Kramer et al.,1982)ه 
    Extraction of whole DNAاستخلاص الدنا الكلي   7.

    م 1995ن Pospiech and Neuman   هتما ذهمل  ممع قتمل  Salting outاع تما   ل ومة ال تلميح الشماتج  ن    
 .  اه ش ص الا ا البل 

          Gel electrophoresisالترحيل الكهربائي    8.

 Maniatis etتم البصف عع التسق الت  مااي لعوا  ال   ل ما بعما اجملاو ال لاامل الب ليما    م  هم م ااكماتخ  ن         

al., 1982   ه   
         Bacterial transformationالتحول البكتيري   9.

هتما همو  E. coli MM294و مل هم لة ال   ل ما اهم شام الما ا الت  ماماي التسم شل  ممع العموا  التملاد اخ  اتهما ل ح     
  ه(1982خجتاع س    Maniatisم  ع   

 Plasmids curing                       تحييد البلازميدات                     10. 
 م  تحااما ب  ماماا  العموا   (Sodium dodecyle sulphate) اهم شام  هتل  ما  الصموديوم  تا يمة ااهمال  

.(Trevors, 1986) 

                                          Results and Discussion  النتائج والمناقشة  
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عاتمة للوصمرة خعولمة خااماة ممع همل  32عموا  ممع  8تتتت   عول  عصل عوا  ب  ال ة مع مت لا  اال ا  ا
  ماتا  البيتاوااو مة عا ايمة هم   العموا  عاتا  للتحلت ه اكا    ا   الصمتا  التظ ل مة خااخ 8عاتة للويا خ 18مع 

 B. cereus Bc10  خمت  يمة بالعولمة B. cereus Bc1 ه همتا  العموا  مت ماعة بالعولمة B. cereus الما ب  ل ما 
ه عبمما  B. cereus   المما خرمموتة تلممو  مت لمما   اال مما    ب   ل مما 1988خجتاع ممس ن Wong ومما اشممات  1).نجمماخت

ااموهسيسملاع خالسيتوتاكسميم ،اامتي لوهس،امتيسملاع ،ج  -  متمادا  التا ااك امنالتتسملاع جتيع العوا  مواخمة تلما
 ، خلاى اخ  ات قابلية ه   العوا  علا ا  اج ا و م التا ااك اماو برل وة الامود التياهمية السمل عة خجما ا  ما موج مة ل م ا 

 Bush et). تما  التا ااك ماماو التت لمة ممع قتمل هم   ال   ل ماااخ  ات ااذ يتثل ه ا ااخ  ات مسحا اخليا لبل ا واع ا و 

al.,1995)  ت تاو ب  ل ا B.    cereus  بتواخم  ا العالية لتتادا  التا ااك اما اذ ا  ا تت    م   ا مواع مش لتمة ممع
  مم  همم   ال   ل مما ختعمما همم   اا و تمما  اامماى التت لمما  الرتيةيممة ااهاهممية IIIخI ، IIا و تمما  التا ااك مماماو هتمما 

(Kotirana et al.,2000;Navarro et al., 2004)  ه اظ مل  عموا  ب  ل ما B. cereus1كتما متماع  م  اللماخت 
هماعا  ممع الحومع م ديمة الما ااتملات جلما ااتا م  اموت مترومة الحومع، خهمتت  هم ةعوا   4  يلة موج مة بعما مملخت

 Glatzهمممماعة ممممممع الحوممممع ه  وممممما ذهمممممل  24  بعممممما تومممملن جلممممما ااتا مممم     Bc3,4,6,8,9&10 (B. cereusن
بمممممما  بعمممممما ال تمممممماع   التتاليممممممة ال مممممم  تحمممممما   مممممم  جلمممممما ااتا مممممم  همممممم    يلممممممة لتعاليممممممة اممممممات  (1974)خجتاع ممممممس

التت لماع ممع قتمل  (Proteinaceous necrotic enterotoxin)خالسمم التعموي التلختاتم  O (Cereolysin O)المام
عتما مترومة اومع جلما ااتا م  اذ يمات هم ا علما  (Edema)وا  لمم تسمت  خذممةه هتا ا  ها مة العم B. cereus ب  ل ا

لوما  (2002).خجتاع مس  Kumarخه ا مما اشمات اليمس  (Anthrax toxins)عام قاتة العوا  علا ا  اج هتوم اللتلة 
لحومع هماعة ممع ا 24ق مل التئملا  التحوو مة بتس شلصما  همتوم ا خم ت    B.cereus Bc 8,9&10هتت  العوا   

 Wong ومممممما ذهممممممل  1)خلممممممم تسممممممت  العمممممموا  ااخمممممملى اذى يمممممم هل للتئمممممملا  التحوو ممممممة بتس شلصمممممما  السممممممتوم نجمممممماخت
 تت لك الواتة علا ق ل التئلا  التش تلة هB. cereus ب   بعا عوا  ب  ل ا  (1988)خجتاع س
 

   B. cereusلات بكتريا . مصادر العزلات وفعالية انزيم البيتالاكتاميز والاختبارات السمية لعز  1جدول    

التغيراللوني لانزيم  المصدر  اسم العزلة ت
 موت الفأر وذمة الجلد تقرح الجلد احمرار الجلد البيتالاكتاميز)ثانية(

1 Bc1 60  يا + - - - 
2 Bc2  5 محلت + - - - 
3 Bc3 60 قصرة + + - - 
4 Bc4 = 4 + + - - 
5 Bc5 = 6 + - - - 
6 Bc6 = 90 + + - - 
7 Bc7 = 30 + - - - 
8 Bc8 = 5 + + - + 
9 Bc9 = 90 + + - + 
10 Bc10 = 4 + خيصاة + - + 

 ال ة ااخ  ات هه -اللمو  : + موج ة ااخ  ات ،    
 ممم  هممم م     B. cereusعظ مممل    ممما    ال لاامممل الب ليممما   لتس شلصممما   د ممما عممموا   ب  ل ممما       

  العوا  علا اوم اع ب  مااي اع صغالتاع ذا  عخ ا  جو ئية م واتية مع   اا واو ه Bخ A .1ااكاتخ نش ل 
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ال ي اه شام بوصتس دلاً  التياً ه خه ا ي تمق ممع مما عشمات  pBR322بعت ا ال عا خمواتية بالحلم للت  ماا 
اكثممل علما ب  ماما خااما عخ قما تح مموي  B. cereus  ممع ع  عموا  ب  ل ما   1978خجتاع مس نBernhard  ليمس

دال ممو  ، ختممم خي جاتممما  مسممم خلة عمممع التواخممممة لعممماد ممممع  x105 106-1.8 ذا  عخ ا  جو ئيممة ت ممملاخن بممماع  
  ظ ممممل تتمممما ً   مممم  التسممممق  (1988خجتاع ممممس  Debuonoالتتممممادا  الحاو ممممة ،  تمممم  دتاهممممة عجل مممم  مممممع قتممممل 

اتيعة  ب  ماماا  ذا  عخ ا   ، خا  ه   العوا  ها   تت لك  B. cereusالت  مااي ااا عصل عولة مع ب  ل ا
 مي ادال و ه 34 – 5.1جو ئية ت لاخن باع 
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لا ا ظ ل مواقع اوم ا ول  خال ي يُ  65%   بتلو ج ا 0.8ه ال لاال الب ليا      ه م اوكاتخ نBه 1ش ل 
 ه B. cereusخالبلخموهوم  ل   ل ا  الت  مااي

                             Bc7: العولة  5التسات       pBR322: الت  ماا  1التسات 
 Bc8: العولة  6التسات               Bc1: العولة  2التسات 
                                                       Bc9: العولة  7التسات                Bc5: العولة 3التسات 
 Bc10: العولة 8التسات                Bc6: العولة 4التسات 

 مم  التواخمممة الت عممادة للتتممادا  الحاو ممة ، عجل مم    B. cereusخل حايمما دخت ب  مامماا  عمموا  ب  ل مما      
 Bc1بالما ا الت  ماماي التسم شل  ممع العمول اع  MM294 E. coli) r (Rifمحماخا  ل حو مل هم لة ال   ل ما 

   rec–الموتا  ن  خال  مادت )r – (لبو  ما ت تامو بعمام اا وا  ما علما  ظمام  ال وااما، اهم شام  هم   السم لة  Bc6خ
خيال ال   إ  الت  ماا    االة ا  والس  لا هم   السم لة  ا مس ا ي عملا لل وريمع بتعمل   و تما  ال وااما خا يحصمل 

  )r.TcrAmpن pBR322ا لممس ت مممادت ختا مم  ممممع هلخموهمموم هممم   السممم لة ، هتمما اولممم  السمم لة  تسممم ا بالت  ماممم
الحامل لصتة التواخمة لل  لاهاي لاع خاام سلاع بوصتة هيرلة موج ة  E. coli HB101التس شل  مع الس لة 

الت حولممة  E. coli MM294كمما  تمملدد ال حمموت للسمم لة   خذلممك لل  كمما مممع  لممان  ل وممة ال حمموت التسمم شامةه
علما ال موال  ه تع تما هتماوة  10-4× 8.1خ  10-6× 3.4و هم Bc6 خ Bc1بتسم شل  الما ا الت  ماماي للعمول اع 

ال حوت علا ت ائة ختحتال الش يا البتووة ،  ذ    معاملمة الش يما بتمادة هلوت ما البالسماوم التتملد ،  مم تعل تم ا 
ل ممع دخموت الما ا الت  ماماي  لما الش يما البتمووة   بعما  .   (Cohen et al., 1972لصمامة الات مة هموس يسم ا

ش ص د مما الت حمموا  ختلاالممس ه ليا يمماً  مم  همم م ااكمماتخ  همما  التسممق الت  مامماي ل مم   الت حمموا  مصمماب اً اهمم 
الت  ماماا  الصمغالة الحلمم التس شلصمة ممع  ه     لمان 2)، نشم ل  Bc6خ  Bc1للتسمق الت  ماماي للعمول اع 

يممات علمما ع  همم    E. coli MM294 مم  قمماتت ا علمما ال عتاممل التظ مملي  مم  السمم لة  Bc6خ Bc1العممول اع 
 الت  مااا  ذا   ماى عا ل  خاهع ،  ذ تصال  الاتاها   لا  م ا ية تعتال الت  مااا  التس شلصة مع  ب  ل ا

DNA 
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B. cereus  م  ب  ل ما E. coli   خB. subtilus (Sloma and Gross, 1983; Rondon et al., 1999)  
  ه

اتمة خالتت SDSبعما معامل  ما ب لاكامو مش لتمة ممع  Bc6خ Bc1اتمل للعمول اع بعا ذلك تم تحايا ال لهامو الو        
اود ما  ماي لخثلام / ملالا مل  م  اماع هما  ال لهامو التثم   40خال ي ا عام فيس التتو هلياً ، اذ بلغ  2   اللاخت 

 ماي لخثلام / ملالا ل ه 35هو 
 Bc6 B. cereusو  Bc1على نمو العزلتين  (SDS. تأثير تراكيز المادة المحيدة )  2جدول             

 التركيز )مايكروغرام / مليليتر( العزلة
 

Bc1 
Bc6 

5 10 15 20 25 30 35 40 
++++ 
++++ 

++++ 
++++ 

+++ 
+++ 

++ 
++ 

++ 
++ 

++ 
++ 

+ 
+ 

- 
- 

 اللممممممممو  : ++++  تممممممممو هثيمممممممم  جمممممممااً ، +++  تممممممممو هثيمممممممم  ، ++  تمممممممو م وهمممممممم  ،+  تممممممممو ضممممممممةي ،         
 ا عاام التتو ه  -         

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ا  ول  خال ي يُظ ل مواقع اوم الا 65%   بتلو ج ا 0.8ه ال لاال الب ليا      ه م اوكاتخ ن  2ش ل 

  خالبلخموهوم  للعوا  التس شامة    ال حوته  ماايالت 
 pBR322: الت  ماا  1التسات 
  Bc1: العولة 2التسات 
 Bc1الت حولة بالعولة  E. coli MM294: الس لة 3التسات 
 Bc6: العولة  4التسات 
 Bc6الت حولة بالعولة  E. coli MM294: الس لة  5التسات 
 E. coli MM294: الس لة  6التسات 
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DNA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ول  خال ي يُظ لمواقع الا ا  65%   بتلو ج ا 0.8ه ال لاال الب ليا      ه م اوكاتخ ن  3ش ل 

 ه SDSالتعاملة خثال خالتعاملة بالم  B. cereusي خالبلخموهوم  لعوا  الت  ماا
 ثال التُحاااة  Bc1: العولة  1التسات 
 التُحاااة CBc1: العولة  2التسات 
 ثال التُحاااة Bc6: العولة  3التسات 
 التُحاااة CBc6: العولة  4التسات 

ااموهسيسمممملاع ،اامتي لمممموهس  ،اامتيسمممملاع ،ج  -خيعمممما  جمممملاو اخ  ممممات الحساهممممية لتتممممادا  التتسمممملاع  
 خ Bc1خموات   مما مممع العممول اع ااصمملا اع  CBc6خ  CBc1خالسيتوتاكسمميم علمما التسمم عتلا  التُحاممماة التت ش ممة 

Bc6  لموا  ع  مما اساهمة ل مم   التتممادا  عي ا  جاتما  التواخمممة ل مم   التتمادا  قمما  ومما  عتما معامل  مما بتممادة
SDS  ماي لخثلام / ملالا ل للعول اع  25خ  20بال لاكاوBc1  خBc6 علا ال وال  ه 

بعمما اهمم ش ص المما ا الت  مامماي لبتمم  العممول اع خالبصممف عممع اُمموم المما ا لمموا  اخ تمماو الحُمموم الت  ماايممة  مم       
الحاو مة    خ واا  ه   الحوم يصال  لما اتت ماا اللاتما  الوتا يمة للتتمادا 3العوا  التُحاااة الآ تة ال هل ن ش ل 

ج ااامتيسمملاع ا اامتي لمموهس اااموهسيسمملاع خالسيتوتاكسمميم بممالحُوم الت  ماايممة التتوممودة ، عي بتعتمما  -التتسمملاع 
  Kado, 1998; Helgason)آخل ع  ا محتولة علا الت  ماا ، خه ا ي تق مع ما عشات   ليس بعا الاتاها  

et al., 2000) ااك ماماو لغملا ال  كما خالبصمف عمع  م ا يمة العموا  التُحااماة ه تم  جملاو  حم     ماج   مو م التا
CBc1  خCBc6  علا    اج ه ا الإ و م خقا لموا  ع  هم   العموا  قما  وما  قابلا  ما علما الإ  ماج ، خهم ا ي هما

حااممماة ع  اللاتممما  التُصمممتالة لإ  ممماج التا ااك ممماماو هممم  ب  ماايمممة التوقمممع ه هتممما تمممم البصمممف عمممع قابليمممة العممموا  التُ 
CBc1  خCBc6   علا    اج الستوم ، خقا لموا  ع  ما  وما  هم   الصمتة عيتماً ، متما يمات علما    الت  ماماا

  .التااية ال لهاتية عخ ال تظيتيةقا تحتل عاا اللاتا  التس خلة عع    اج الستوم عما مع 
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