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 الممخص
التػي تعػد   S.pneumoniaeهدفت الدراسة الحالية الى التحري عف جرثومػة 

عمػى  α- hemolysisمػف الجػراثيـ الموجبػة لصػبرة كػراـ والتػي تعطػي تحمػ  ج  يػاً 
 β-hemolysisعمػػى التحميػػؿ الكامػػؿ نػػوع  بيتػػا  كمػػا ولهػػا القابميػػة  ،وسػط اكػػار الػػدـ

عينػة مػػف عينػات القنػا مػػف المر ػى فػػي  05تحػت الظػروؼ ال هوا يػػة  اع جمعػت 
العػػراؽ خػػ ؿ ال تػػرة مػػف نػػهر اب  فػػي مدينػػة الموصػػؿ/ مستنػػ ى السػػ ـ وابػػف سػػينا/

وتػػػػػـ عػػػػػ ؿ وتنػػػػػخيو خمػػػػػ  عػػػػػ  ت لجرثومػػػػػة  0500وحتػػػػػى نػػػػػهر اعار  0501
S.pneumoniae  اظهرت القابمية عمى انتاج الهيمو يسيف مف خ ؿ التحري  والتي

 باسػػػتخداـ hlysالػػػى التحػػري بػػالطرؽ الج ي يػػػة عػػف الجػػيف  ، بالإ ػػافةعنػػم مظهريػػاً 
 الجػيفواظهرت نتػا   الترحيػؿ الكهربػا ي ظهػور  PCRتقنية ت اعؿ البممرة التسمسمي 

العػػػ  ت   % مػػػف85(بنسػػػبة  فػػػي اربعػػػة عػػػ  ت وج قاعػػػدي  092حجػػػـ ج ي ػػػي و ع
  PCR sequencingواجري ت اعؿ البممرة التسمسمي لتحديد تتابعها التسمسمي 

 
ت اعؿ سمسمة  ،الهيمو يسيف ،التحمؿ نوع بيتا  S.pneumoniae الدالة:الكممات 

   التحميؿ التتابعي، البممرة
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 المقدمة

مػػف الجػػراثيـ الموجبػة لصػػبرة كػػراـ تظهػػر بنػػكؿ ثنا يػات او س سػػؿ قصػػيرة  يػػر متحركػػة   S.pneumoniaeتعػد جرثومػػة 
% وتعطػػي تحمػػ  0بنسػػبة  CO2اختياريػػة  هوا يػػة اع تنمػػو بنػػكؿ اف ػػؿ عنػػد تػػوفير  ػػا   ،وسػػالبة  ختبػػار الكاتػػالي  وا وكسػػيدي 

تحػػت الظػػروؼ ال هوا يػػة  β-hemolysisكمػػا ولهػػا القابميػػة عمػػى التحميػػؿ الكامػػؿ  ،عمػػى وسػػط اكػػار الػػدـ α- hemolysisج  يػػاً 
 (Ryan and Ray 2004).الحمػرا وتظهر هالة را قة حوؿ المستعمرات في وسط اكار الدـ اثر هعا النوع مف التحمؿ لكريػات الػدـ 

يػػػة انػػػػواع السػػػبحيات مػػػػف خػػػ ؿ اختبػػػػار الحساسػػػية تجػػػػا  ا وبتجػػػػيف وبق  S.pneumoniaeيمكػػػف التمييػػػػ  بػػػيف جرثومػػػػة         
Optochin test 2022 اع تبدي حساسية تجا  هعا ا ختبار في حيف اف باقي ا نواع مقاومة لم), .et al Jia (  

 عمى انها مف الجراثيـ المتعاينة في البمعوـ ال موي في معظـ ا نخاو ا صحا   S.pneumoniaeوص ت جرثومة 
  mitisتنتمي الى مجموعة     S.pneumoniaeالى اف جرثومة  Sadowy and Hryniewicz  (2020)حيث انار الباحث

ا  نادراً فيما عدا جرثومة  بالأمراض ب  تتسبالتي تنمؿ انواع السبحيات المتعاينة في ا نساف والتي توصؼ بكونها 
S.pneumoniae    كها عوامؿ فوعة تؤثر في انتنار وانتقاؿ العدوى متسببة بأمراض خطيرة والتي تعد جرثومة انتها ية  مت

    Jubory and Essa, 2022-Alالتهاب نراؼ القمب وتجرثـ الدـ  ، التهاب ا نية الدماغ، منها عات الر ة
-βنػػػػوع عمػػػػى افػػػػرا  الهيمو يسػػػػيف واعطػػػػا  الػػػػنمط التحميمػػػػي    S.pneumoniaeلػُػػػوحظ لممػػػػرة ا ولػػػػى قابميػػػػة الجرثومػػػػة 

hemolysis  اع انػػػار الباحػػػث   1990عػػػاـCanvin et al., 1997 الػػػى اف ظػػػروؼ التح ػػػيف ال هػػػوا ي تحػػػث جرثومػػػة  
S.pneumoniae    النامية عمى وسط اكار الدـ عمى التحميؿ نػوع بيتػا كمػا واف الم ػادات الحيويػة والتػي مػف نػأنها تحطػيـ جػدار

  دراسػػػػػػػة البػػػػػػػاحثيفانػػػػػػػ يـ الهيمو يسػػػػػػػيف وافػػػػػػػرا   عبػػػػػػػر الجػػػػػػػدار  وقػػػػػػػد اكػػػػػػػدت  الخميػػػػػػػة الجرثوميػػػػػػػة تػػػػػػػؤدي دورا هامػػػػػػػا فػػػػػػػي تحريػػػػػػػر
 Tabata and Nagamue, 2021 عمى قابمية انواع مجموعة  mitis  ب منهاS.pneumoniae    عمى انتاج الهيمو يسيف عي

والػعي ينػابم   atypical hemolysinويطمػؽ عميػم تسػمية الهيمو يسػيف ال نمطػي  β-hemolysisمف النوع بيتػا  ةالتحميميالقابمية 
و   E.coli  الػعي تنتجػم كػؿ مػف جرثومػة  SLSو typical hemolysin   CDCبنػكؿ كبيػر نػوعيف مػف الهيمو يسػيف النمطػي 

S.pyogenes  
وهػػي   class Iالػػى الصػػنؼ ا وؿ مػػف البكتريوسػػينات    S.pneumoniaeالػػعي ت ػػر   جرثومػػة  β-hemolysinينتمػػي 

الجرثوميػػة ا خػػرى  عالأنػػواثابتػػة حراريػػا  تتسػػبب بتثبػػيط  0اقػػؿ مػػف  عات و ف ج ي ػػي صػػرير competitive peptidesببتيػػدات 
لأجػػؿ الحصػػوؿ عمػػى المرػػعيات التػػي يوفرهػػا الم ػػيؼ وتبػػر  فعاليتػػم بتعطيػػؿ تكػػويف جػػدار الخ يػػا الجرثوميػػة ا خػػرى او تحطػػيـ 

ا نواع الجرثومية المسػتعمرة لمبمعػوـ ال مػوي فػي افػرا  هػعا النػوع مػف عمى باقي   S.pneumoniaeالحمض النووي وتت وؽ جرثومة 
    (Spellerberg, andVogel  2021الببتيدات 

  blpمػػػػف خػػػػ ؿ المنظومػػػػة    S.pneumoniaeفػػػػي جرثومػػػػة  β-hemolysinيُنػػػ ر لأنتػػػػاج البكتريوسػػػػيف نػػػػبيم الببتيػػػػد 
Bacteriocin like peptid) ت مسػػؤولة عػػف انتػػاج انػػواع الببتيػػد التنافسػػية جينػػا 9 بمػػا يقػػار   والتػػي تحػػويcompetitive 

peptides    2019وتُحور ما بعد الترجمة لتُ ر  بنكؿ ببتيد نا ػet al.,Wholey   2011 ,.  وانػار الباحػثet alMolloy   
عمػى  ر  يقتصػ خ يا الدـ والى اف الهيمو يسيف يعد احد عوامؿ ال وعة التي تمتمكها السبحيات بنكؿ عاـ اع اف مف نأنم تحطيـ 

لقابميتػػم عمػػى التسػػبب بتكتػػؿ الصػػ يحات  بالإ ػػافةكريػػات الػػدـ الحمػػرا  انمػػا  ػػمف مػػدى واسػػا مػػف التحميػػؿ لكريػػات الػػدـ البي ػػا  
 الدموية مما يتسبب ب رر لأنسجة الم يؼ 

وتأكيػػد قابميػػة   S.pneumoniae التطػػرؽ إلػػى التحػػري  نػػ يـ الهيمو يسػػيف الػػعي ت ػػر   جرثومػػة الحاليػػة الػػىهػػدفت الدراسػػة 
 PCR بتقنيػة   hlyمػف خػ ؿ الكنػؼ مظهريػاً عػف الهيمو يسػيف وت ػخيـ الجػيف   β-hemolysisالبكتريػا عمػى التحميػؿ مػف نػوع 

  .Sanger sequencing بطريقة سانجر   hly ومقارنة التتابا التسمسمي لمجيف 
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 المواد وطرائق العمل
 جمع العينات      -1

السػػػ مي المػػػراجعيف والراقػػػديف فػػػي مستنػػػ يات  الجهػػػا  التن سػػػي بالتهابػػػاتعينػػػة قنػػػا مػػػف المر ػػػى المصػػػابيف  50جُمعػػػت 
الحافظػػات  اسػػتخدمتحيػػث  0500وحتػػى نػػهر اعار  0501مستنػػ ى ابػػف سػػينا  لم تػػرة مػػف نػػهر اب  السػػ ـ،الموصػػؿ  مستنػػ ى 

 الب ستيكية المعقمة لتجنب التموث 
 العزل والتشخيص   -2

 02% لمػػدة 0بنسػػبة  CO2و ػػا    ـ  37القنػػا عمػػى وسػػط اكػػار الػػدـ واكػػار الػػدـ المطبػػو  وح ػػنت بدرجػػة  رعػػت عينػػات 
   (Holt et al., 1994)نخصػػػت العػػػ  ت مظهريػػػا با عتمػػػاد عمػػػى نػػػكؿ المسػػػتعمرات الناميػػػة وال حػػػو المجهػػػري ، سػػػاعة

   vitekلتنػػػػخيو بتقنيػػػػة ال ايتيػػػػؾ وتأكيػػػػد ا،   (optochin Jia et al., 2022اختبػػػػرت حساسػػػػيتها تجػػػػا  ا وبتجػػػػيف 
2016) ,.et alKsiążczyk    

   β-hemolysinالتحري مظهريًا عن الانزيم بيتا هيمولايسين 
التخطػيط عمػى  باسػتخداـقابميػة العػ  ت عمػى  تحميػؿ الػدـ نػوع بيتػا  ،  تػـ اختبػار  Canvin et al  (1997 ,.عمػىاعتمػادًا 
سػاعة ثػـ نُقمػت  إلػى التح ػيف تحػت الظػروؼ الهوا يػة   02 ـ لمػدة  39ؽ   هوا يػاً بدرجػة ٪  وح ػنت ا طبػا 1.0وسط اكار الدـ 

 ساعات  2درجة م وية ولمدة  8-2عند 
 PCRوالتضخيم بتقنية تفاعل البممرة التسمسمي  DNAاستخلاص الحمض النووي 

المجهػ ة مػف قلبػؿ النػركة  العػدة باسػتخداـ  S.pneumoniaeلخمػ  عػ  ت مػف جرثومػة  DNAاستخمو الحمض النػووي 
Geneaid اجػري ت ػػخيـ الجػيف ، تػايواني المننػػأhlys   بتقنيػػة ت اعػؿ البممػػرة التسمسػميPCR  باسػػتخداـ بػوادئ متخصصػػة بػػالجيف

primer F(CCCGTTGTCTTGACCTTGAT) and R (AGTCCGCCAGTTACCATGAG) ، ًمصػممة اعتمػادا
  ( www.ncbi.nlm.nih.gov) عمى موقا 
والتػي  (Geneaid, Accupower®Profi Taq PCR Premix)مف قبؿ النركة   PCR premix mastermixه ةوالعدة المج

 تحتوي عمى جميا متطمبات ت اعؿ البممرة التسمسمي منها:
(Accupower®Profi Taq PCR Premix) Top DNA polymerase, dNTP, Tris-HCl, pH 9, KCl MgCl2  

 

 لبممرة واحجامها بالمايكروليترمكونات تفاعل سمسمة ا :1الجدول 

 

 الحجم بالمايكروليتر المكونات

DNA template 6 

Forward primer 2 

Revers primer 2 

PCR water 10 

PCR premix Lypholyse 

Total volume 20 

 

دورة فػػي  355 وفقًػا لتعميمػػات التصػنيا، ثػػـ م جػت بالمػػا ج ونقمػت إلػػى جهػا  طػػرد مركػ ي PCRتػـ تح ػػير أنابيػب ت اعػػؿ 
  PCR  يو ح الظروؼ المثمى لت اعؿ سمسمة البممرة 0الجدوؿ   و PCRدقا ؽ، وتـ و عها في جها   3الدقيقة لمدة 
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 PCRظروف تفاعل سمسمة البممرة : 2الجدول 
Gene 

Initial 

denaturation 

No. of 

Cycle 
Denaturation Annealing Extension 

Final 

Extension 

hlys   C
 
 for 4 min 30 cycles   C

 
 for 35 sec   C

 
 1min  2C

 
 for 1min  2C

 
 for 7 min 

  
% ونػوهدت الحػػ ـ بعػد الترحيػػؿ بواسػطة جهػػا  1الترحيػؿ الكهربػػا ي بواسػطة هػػ ـ ا كػارو   باسػػتخداـ PCRفُصػمت نػوات  
  )Zhang, and Han (2019ا نعة فوؽ البن سجية 

 ngDNA Sequenciالتحميل التتابعي 
بطريقة  2لأجؿ تحديد التحميؿ التتابعي لمع لة رقـ Macrogene (Korea(ارسمت نوات  ت اعؿ سمسمة البممرة الى نركة         
في برنام    NCBIوبعد وصوؿ النتا   تـ ت سيرها مف خ ؿ الموقا العالمي لمتقنات الحياتية  ،sanger sequencingسانكر 

BLASTA   بواسطة برنامMega-7  اجري تحديد ترايرات ا حماض ا مينية بواسطة برنام  وGenes                                 
 Rawi and Ali, 2011-Al   

 
 النتائج والمناقشة

٪  هع  النسبة S.pneumoniae  15ع  ت مف  0عينة مف القنا تـ الحصوؿ عمى  05الع ؿ والتنخيو: مف إجمالي 
٪ فيما كانت نتيجة 2والعي حصؿ عمى ع  ت بنسبة   Keith et al., 2006في دراسة الباحث  أعمى مف نسبة ع ؿ الجرثومة 

٪  أظهر ال حو المجهري لمع  ت جراثيـ موجبة لصبرة 11  البالرة Tamimi, 2013دراستنا أقؿ مف النسبة التي حصؿ عميها  
  α-hemolysis   ال رع عمى وسط اكار الدـ تحم  ج  يا  ، واظهرت نتا1  كراـ بهي ة ثنا يات او س سؿ قصيرة كما في الصورة

   3المو حة في الصورة   optochinاختبار ا وبتجيف  تجا  ، ولوحظ حساسية الع  ت 0كما في الصورة  

 

تحت  S.pneumoniae :1الصىرة 

 X 100المجهر الضىئي بقىة تكبير 
على وسط  S.pneumoniae: 2الصىرة 

 اكار الدم

 

 ك

: حساسيت جرثىمت 3الصىرة 

S.pneumoniae تجاه الاوبتجين 
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 β-hemolysinنتائج التحري المظهري عن الهيمولايسين 
  2نتيجػة ايجابيػة وكمػا فػي الصػورة   S.pneumoniaeلعػ  ت   hemolysin like peptideاظهػرت نتػا   التحػري عػف 

% اع تمثمت بظهور مناطؽ را قة حػوؿ المسػتعمرات الناميػة فػي وسػط اكػار الػدـ والتح ػيف فػي ظػروؼ  هوا يػة د لػة 155وبنسبة 
ـ الحمػػرا  فػػي وسػػط اكػػار الػػدـ ويتسػػبب عمػػى  افػػرا  انػػ يـ الهيمو يسػػيف والػػعي يػػؤثر فػػي كريػػات الػػد  S.pneumoniaeعمػػى قابميػػة 

  Canvin et al., 1997توصػؿ اليػم الباحثػاف   وافقت نتا جنا هػع  مػا ،β-hemolysisبتحميمها بنكؿ كامؿ ويعطي نمطاً تحمي  
واظهػػرت جميػػا العػػ  ت نتػػا   ايجابيػػة وبنسػػبة   S.pneumoniaeعػػ  ت لمجرثومػػة  9اع اجريػػا تحريػػاً عػػف انػػ يـ الهيمو يسػػيف فػػي 

ب ػمنها   mitis  فػي دراسػتهما عمػى مجموعػة (Tabata and Nagamue, 2021تقاربػت نتا جنػا مػف نتػا   البػاحثيف  ،155%
  β-hemolysinوكانت النتا   ايجابية في قابمية الجرثومة عمى انتاج   S.pneumoniaeجرثومة 

 

 
 : نتيجة التحري عن الهيمولايسين4 الصورة

 

 PCRتفاعل البممرة التسمسمي  بتقنية hlysنتيجة التحري عن الجين 
  باسػتخداـ  وجػيف مػف البػوادئ لمت ػخيـ  اسػتخدـ جهػا  PCRعػف طريػؽ ت اعػؿ البممػرة المتسمسػؿ   hlysتـ ت خيـ جيف 

Nanodrop تػػـ 0-1.8نػػانو راـ / ميكرولتػػر  ونقػػاوة مقػػدرة مػػف   110-01يف  لقيػػا  تراكيػػ  الحمػػض النػػووي والتػػي تراوحػػت بػػ   
 0عػ  ت مػف  2 وج قاعدي  أظهرت النتا   أف  155 وجًا قاعديًا بالمقارنة ما الدليؿ الحجمي 029إلى حجـ  hlysت خيـ جيف 

اع    Spellerberg ndaVogel 2021) (توصؿ اليم الباحػث توافؽ نتا جنا ما ، 0٪  تحتوي عمى هعا الجيف الصورة  85بنسبة  
المسػؤولة   Bacteriocin like peptidتحتػوي عمػى منظومػة الجػيف   S.pneumoniae انػار فػي دراسػتم الػى اف جميػا عػ  ت 

 % 155نتاج الببتيدات التنافسية وبنسبة لإعف التن ير 
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فولط ولمدة ساعة ونصف  65٪ بفولتية  1بنسبة  agroseضخيم في هلام الترحيل الكهربائي لنواتج الت: نتيجة 5الصورة 

السيطرة  N، ويمثل المسار Mقاعدي متمثل بالمسار زوج  111يبدأ من  ladder DNAباستخدام الدليل الحجمي 
، وباقي Streptococcus pneumoniae ATCC 49619السيطرة الموجبة متمثمة بالعزلة  Pالسمبية، ويمثل 

 زوجًا قاعديًا.  262 والتي اظهرت حجم Streptococcus pneumoniaeت هي نواتج الجين التابع لعزلات المسارا
 

 والتغاير في الاليل   hlysالتحميل التتابعي لمجين 
اليػػؿ يعػػود الػػى عػػ  ت عالميػػة  18ترػػايرا عمػػى مسػػتوى ا ليػػؿ بالمقارنػػة مػػا   hlysاظهػػرت نتػػا   التحميػػؿ التتػػابعي لمجػػيف 

ممػػا ادى  C523089Gو تحػػويراً فػػي اربػػا احمػػاض امينيػػة ادى الػػى حػػدوث اربػػا ط ػػرات عمػػى مسػػتوى ا ليػػؿ فػػي المواقػػا مسػػجمة 
ك همػا ينػ ر لمحػامض ا مينػي  GGGو  GGCاع لـ يحدث اي تريير لمحػامض ا مينػي كػوف الكودونػات   silentلط رة صامتة 

كػػوف الحػػامض ا مينػػي التايروسػػيف  missense ػػرة نقطيػػة مػػف النػػوع ادى لننػػو  ط T523090Cوالترييػػر فػػي الموقػػا  ،الك يسػػيف
فيمػا كانػت الط ػرة فػي الموقػا  ،يػؤثر علػؾ عمػى بنيػة البػروتيف النػات  والحامض ا ميني الهستديف لديهما تركيػب كيميػا ي متقػارب و 

T523265A ا  اف تأثيراً لـ يظهر عمى البػروتيف  ط رة نقطية تسببت بتحوير التن ير مف الحامض ا ميني السيريف الى ا رجنيف
 فػي حػيف كانػت الط ػرة فػي الموقػا ، المن ر ويعود علؾ الى طبيعة ا حماض ا مينية والتػي تنتمػي الػى ن ػ  المجموعػة التصػني ية

T523265C  مظهػري سبباً في تحوير التن ير مف الحامض ا ميني المثيونيف الى الحامض ا ميني الثريونيف ولػـ يظهػر اي نمػط
   3الجدوؿ  لمط رة تمؾ لتنابم التركيب الكيميا ي فيما عدا احتوا  المثيونيف عمى الكبريت 

 لأنػواعدراسػتم عػف الجػيف المسػؤوؿ لمتنػ ير  أجػري  حيػث  2016et alMiller ,.اختم ت نتا   دراسػتنا مػا نتػا   الباحػث  
 بمػا يقػار    ترايرا في ا لي ت في دراسػتم الواسػعة والتػي انػتممت واظهرت النتا bacteriocin like peptideالببتيدات التنافسية 

كما واظهرت نتا   تحميؿ تسمس ت ا حماض ا مينية وجود ط رات حعؼ وا افة بما يقػارب ، آ ؼ ع لة مف العقديات الر وية 2
 حامض اميني  1-029

 الشجرة التطورية 
  IraqS.pneumoniae  يت ػػح اف ع لتنػػا 2ة فػػي الصػػورة  مػف خػػ ؿ الحصػػوؿ عمػػى مخطػػط النػػجرة التطوريػػة المو ػػح

                          .Sع لػػػة مػػػف العػػػ  ت العالميػػػة المسػػػجمة فيمػػػا كػػػاف التنػػػابم بػػػيف ع لتنػػػا المحميػػػة والع لػػػة القياسػػػية  13%مػػػا 98تنػػػابهت بنسػػػبة 
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49619 ATCCpneumoniae   عمى موقا 551وبما انم لـ تظهر ع لتنا تطابقا بنسبة  ،%90بنسبة %NCBI   مما يدؿ عمى
 اف ع لتنا جديدة موجودة في منطقتنا الجررافية فقط دوف الدوؿ ا خرى 

 
 : التغاير في مواقع الاحماض الامينية والنيوكميوتيدات3الجدول 

 Identities Sequence ID with 

compare 

Predicted 

effect 

Amino acid 

change 

Nucleotide 

change 
Nucleotide Location 

Type of 

substitution 

99% 

CP025076.1 ID: 

gene=" hemolysin 

III " 

Silent 
Glycine\ 

Glycine 
GGC\GGG C\G 523089 Transversion 

Missense 
Tyrosine\ 

Histidine 
TAT\CAT T\C 523090 Transition 

Missense 
Serine\ 

Arginine 
AGT\AGA T\A 523260 Transversion 

Missense 
Methionine\ 

Threonine 
ATG\ACG T\C 523265 Transition 

tococcus pneumoniaeStrepSource:  

 
 : مخطط الشجرة التطورية 6الصورة 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP025076.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=4KPXUTN7016
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ABSTRACT 

The current study aimed to detect S.pneumoniae, which is one of the gram-positive bacteria 

that gives partial α-hemolysis on blood agar media, as well as has the ability to complete blood 

hemolysis (beta)-hemolysis under anaerobic conditions. Fifty sputum specimens were collected 

from patients in Ibn sena and Al Salam hospitals in Mosul/ Iraq from august 2021 to March 2022. 

Five isolates were diagnosed as S.pneumoniae which exhibited an ability to produce hemolysin 

when phenotypically investigated. Polymerase chain reaction (PCR) technique was used to detect 

hlys gene Electrophoresis results showed four bands (80% of isolates) with a molecular size of 296 

bp the PCR product were then sequenced. 

 

Keywords: S.pneumoniae  ،  hemolysin like peptide, β-hemolytic, PCR sequencing. 

 

 


