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 إلى Staphylococcus aureusبكتريا  بلازميداتصفات المحمولة على بعض ال تحول

 E. coli BL21(DE3)السلالة 

  ارث كامل بنيةح

  الأنبارجامعة / كلية التربية للعلوم الصرفة
  

  الخلاصة

ــدات    ــى البلازمي ــة عل ــة المحمول ــفات الوراثي ــض الص ــى بع ــرف عل ــة التع تضــمنت الدراس
اظهـر فحـص مقاومـة    . المعزولة من حالات التهاب المجاري البوليـة  Staphylococcus aureusلبكتريا

وحساسة ) AM, CIP, MET, TMP, B, RA(المضادات الحياتية ان البكتريا المعزولة كانت مقاومة لكل من 
كانـت نتيجـة    . وكانت العزلة محللة للدم من نوع بيتا ومحللة لبروتين الكـازائين ) TOB, C, TE(للمضادات 

استخدم الدنا المعزول في عمليـة التحـول   . البلازميدي ظهور ثلاث حزم S. aureusرحيل الكهربائي للدنا الت
الحساسة لكل المضادات الحياتية المستخدمة في الدراسة باسـتثناء   E.coli BL21(DE3)السلالة  إلىالوراثي 

)RA (لتحول قدرة نتائج ا أظهرت ،ة على على تحليل الدم والكازائينوليس لها القدر �����  E. coli   المتحولـة
ولم تظهر للخلايا ) AM, MET, TMP, B(الهيمولايسين وانتقلت للخلايا صفة المقاومة للمضادات  إنتاجعلى 
وبينت نتيجة الترحيل الكهربائي للدنا البلازميدي المعزول مـن الخلايـا    ،حولة القدرة على تحليل الكازائينالمت

  .�����S. aureus  يا نفس النسق البلازميديالمتحولة ان لهذه الخلا
Transformation of some genetic traits carried on Staphylococcus 

aureus plasmids to E. coli BL21(DE3) strain 
H. K. Buniya 

College of Education for Pure Sciences\ University of Anbar 
Abstract 

This study included identified some of the genetic traits carried on plasmids for 
Staphylococcus aureus isolated from urinary infections cases. The test of antibiotic 
resistance appears the isolated bacteria was resistance for each of the (AM, CIP, MET, 
TMP, B, RA) and sensitive for (TOB, C, TE), also it was beta heamolytic on blood agar 
and able to lysis of casein protein. The electrophoresis showed three bands of S. aureus 
DNA plasmids. The isolated plasmids used in the transformation process to E. coli 
BL21(DE3) strain, this strain sensitive for all antibiotic used in this study except (RA) 
and it was not able to lysis of blood and casein protein. The result of transformation 
showed ability of transformantE.coli  to produce the heamolysin and became resistance 
for (AM, MET, TMP, B) but it was not lysis of casein. The transformantE. coli has 
same plasmid pattern for S. aureus. 

  المقدمة 

ضة للإنسان والحيوان على حد أنواعا عديدة من البكتريا الممر Staphylococciتضم المكورات العنقودية 
 أنهامن أهم الأنواع الممرضة للإنسان وأكثرها شيوعاً عل الرغم من  Staphylococcus aureus، وتعد سواء

مختلفة من الجسم مثل الجلـد والمجـاري    أجزاءالمجهرية الطبيعية المتواجدة في  الأحياءتشكل كذلك جزءا من 
 فهي ،من الناحية السريرية أهميةقودية التابعة لجنس المكورات العن الأنواع أكثرتعتبر من  أنهاغير ) 1(التنفسية 

، والحصف وخراجات الجـروح الناتجـة عـن العمليـات     مدى واسع من الأمراض مثل الدماملمسؤولة عن 
والتهـاب الأجـزاء    ،م والمفاصل والتهاب الرئة القصـبي والأنسجة الرخوة والعظا لدالج، والتهابات الجراحية
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تعود إمراضيه هذه البكتريا وقدرتها على غـزو نسـيج المضـيف     .(2)، وكذلك التسمم الغذائي الداخلية للقلب
، تريا لعملية البلعمةة البكوانتشارها فيه إلى امتلاكها الكثير من عوامل الضراوة  كالمحفظة التي تساعد في مقاوم

كما تمتلك بعض  ،)4، 3( على مقاومة الجهاز المناعي للمضيف كها جدار الخلية الذي يعملبالإضافة إلى امتلا
، فضـلاً عـن   لخلية البكتيرية مع خلايا المضيفوالاستيطان ل طبقة مخاطية تسهل عملية الالتصاق،السلالات 

مثـل  . الإصـابة  إحداثتساعد البكتريا في  وية التينزيمات خارج خلوالأ فاناتياج العديد من الذقدرتها على إنت
، ولها القدرة على إنتاج أنزيمات أخـرى  القدرة على تثبيط عملية البلعمة الأنزيم المخثر لبلازما الدم الذي يمتلك

تي تسـهم فـي   ل، واللايبيز اوكاينيز، والبروتينيزمثل أنزيم الستافيل Spreading factors)(تمثل عوامل انتشار 
، إلـى  انات محللة للدم نوع ألفا وبيتا وكاما ودلتـا ، وتعمل على إنتاج ذيفغزو البكتريا للأنسجة، وانتشار الخمج

علـى   الأخرىالبكتريا  أنواعي قكبا 8S. aureusي �6 45 ).5(نات معوية مسببة تسمماً غذائياً جانب إنتاجها ذيفا
 DNAتكون بشكل تراكيب حلقية دائرية من شريط مزدوج للـ  Plasmids عناصر وراثية تسمى البلازميدات

التضاعف بصورة مستقلة عن الكروموسوم البكتيري ولها القابلية على ان تتوارث بثبات وتنتشر بشكل  بإمكانها
 تختلف البلازميدات في أوزانها الجزيئية من اقل من كيلو دالتون الى أكثر. )6( واسع في خلايا البكتريا المختلفة

وجودها غير ضروري لحياة المضيف الا إن وجودها يعطي للمضيف صفات إضـافية   ،كيلو دالتون 200من 
يد هـي  ومن أهم الصفات التي تشفر لها الجينات المحمولة على البلازم. تمكنه من العيش في ظروف استثنائية

 ،تخميـر السـكريات   ،معادن الثقيلةمقاومة ال ،والسايدروفورات إنتاج الهيمولاسين ،مقاومة المضادات الحياتية:
 ،البكتيريـة  تخليق الذيفاناتت المعقدة مثل المبيدات والنفط وإنتاج بعض الإنزيمات المسئولة عن تفكيك المركبا

اثر على الصفات التي تظهر على الخلية البكتيريـة وفـي هـذه الحالـة تسـمى       أيقد لا يكون للبلازميدات و
تهدف  ).8، 7( ويستدل على وجودها فقط عند عزل الدنا البلازميدي Cryptic plasmidsالبلازميدات الخفية 

نتـاج الهيمولايسـين   إمل صفة مقاومة المضادات الحياتية ولى معرفة دور البلازميدات في حإالدراسة الحالية 
  .زولة من مستشفى الرمادي التعليميالمع S. aureusبكتريا  من نتاج البروتين المحلل للكازينإو

  واد وطرائق العملالم

من مختبرات مستشفى الرمادي العـام  فـي    S. aureus>;���9:6   من عزلاتخمسة جمعت : جمع النماذج -
وتم الاعتماد على تشخيص المختبر فـي تحديـد نـوع     التهاب للمجاري البوليةمدينة الرمادي ومن حالات 

البكتريا على وسط المانيتول الملحي  نميت ثحي ،ض الفحوصات التأكيدية في المختبربع إجراءمع  البكتريا
 E. coli BL 21السـلالة  مـا أ .من عدمه كرام صبغةابها لالصلب وملاحظة شكل الخلايا وترتيبها واكتس

(DE3)  الهند /التقانة الاحيائية في جامعة آنامن مركز فتم الحصول عليها.  

ساعة وبدرجـة   24مدة  الأطباقزرعت العزلات على وسط اكار الدم الصلب وحضنت : اختبار تحلل الدم -
تشـير الـى ايجابيـة     تحيط بالمستعمرات البكتيرية (Hemolysis)ظهور مناطق تحلل  .مئوية 37حرارة 
  .)9( الاختبار

) 10(الموصوفة مـن قبـل    Alkaline lysis methodاعتمدت طريقة التحلل القاعدي : عزل البلازميدات -
  .ستخدمة في الدراسةالمS. aureusبكتريا لعزل البلازميدات من 

 competent cellsلتحضير الخلايـا المؤهلـة   )11(اتبعت الطريقة الموصوفة من قبل : التحول الوراثي -

 S. Aureusبكتريادام دنا البلازميدي المعزول من والتحول الوراثي باستخE. coli BL (21) DE3للسلالة 
  .يد الكالسيومباستخدام كلورو
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تـم الاعتمـاد علـى فحـص       تحليل بروتين الكـازائين عرفة قدرة البكتريا على لم: الكازائين تحلل اختبار -
Caesinolytic assay  12(وحسب ما موصوف في.(  

وحسب ما  الأقراصأًجري اختبار مقاومة المضادات الحياتية بطريقة : المضادات الحياتية اختبار حساسية -
للمضـادات الحياتيـة    التي هي قيد الدراسة للتعرف على مدى حساسية العزلات البكتيرية )13( في مذكور

  .)1الجدول ( Bioanalyseالمجهزة من قبل شركة  المضادات الحياتية أقراصمجموعة من  باستخدام

  ة في اختبار الحساسية وتركيزهاالمستخدم المضادات الحياتية أقراص )1(الجدول
  قرص/ mgتركيز المضاد  الرمز المضاد الحياتي

Ampicillin Am  10 
Tobramycin TOB 10 

Chloramphenicol C 30 
Ciprofloxacin Cip 5 

Methicillin MET  5  
Trimethoprim TMP 30 

Bacitracin B 10 
Rifampin RA 5  

Tetracyclin TE 30 

  النتائج والمناقشة

، تشخيصـها فـي مختبـرات المستشـفى    و S. aureusتم الحصول على عزلات من : العزل والتشخيص -
صلب للحصول حيث تم زرع العينات في وسط الدم ال. العزلات من نوع للتأكدالفحوصات بعض  يتجرأو

على وسط  ، ومحاطة بهالة تحللعلى مستعمرات نموذجية، وكانت المستعمرات ناعمة، مرتفعة قليلاً، لامعة
تعمرات النامية  على ، كما ظهرت المس)A - 3شكل ( (β)اغار الدم نتيجة لتحليلها الكامل للدم من نوع بيتا 

تغير لون الوسط  ب باللون الأصفر، والأصفر الشاحب، والذهبي، بالإضافة إلىوسط المانيتول الملحي الصل
وتم اجراء الاختبارات التالية في الدراسة على  .إلى اللون الأصفر نتيجة لقدرتها على تخمير سكر المانيتول

  .قُطر هالة تحلل الدم المحيطة بالمستعمرةعزلة واحدة تم انتخابها على بالاعتماد على 

المدروسة باستخدام  للعزلة المضادات الحياتيةحساسية اختبار  إجراءتم : اختبار حساسية المضادات الحياتية -
  .نتائج الاختبار )A - 1(والشكل ) 2(ويظهر الجدول  ،شارطريقة الانت

  يا المستخدمة في الدراسةنتائج اختبار الحساسية الدوائية تجاه البكتير )2(جدول 

  S. aureus  ا.12+د ا.-,+*(
E. coli 

BL21(DE3)  
E.coli BL21 3.4-52.ا  

Ampicillin  -  +   -  
Tobramycin +  +  +  

Chloramphenicol +  +   -  
Ciprofloxacin  -  +  +  

Methicillin  -  +   -  
Trimethoprim  -  +   -  

Bacitracin  -  +   -  
Rifampin  -   -   -  

Tetracyclin +  +   -  

  حساس+: 

  مقاوم: -
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: A :S. aureus ,B. البكتريا المستخدمة في الدراسةنتائج اختبار الحساسية الدوائية تجاه  )1(شكل 

E.coli BL21(DE3)، C:E.coli BL21(DE3)  المتحولة.  

 ـ ،لعزل الدنا البلازميدي Alkaline Lysis يقة التحلل القاعدياستخدمت طر: BCل ا.;@+ ا.?<ز>,;ي - د وتع
وهـي مـن    ،الباحثينهذه الطريقة واحدة من عدة طرق مستخدمة لهذا الغرض والتي تم تطويرها من قبل 

وتعتمد هذه الطريقة علـى مبـدأ رفـع قيمـة الـرقم      . الطرق الشائعة وذلك لسهولتها ولكونها قليلة التكلفة
هـي موجبـة    S.aureusولكون  ،باستخدام هيدروكسيد الصوديوم 12.5 – 12 إلىالهيدروجيني للوسط 

ل كامل لجدران الخلايـا  للحصول على تحل) مل /ملغم 50(اللايسوزايم  إنزيملصبغة كرام فقد تم استخدام 
قليـل  (روموسـومي  تحليل الخلايا البكتيرية ومسخ الدنا الك رفع قيمة الرقم الهيدروجيني يتم ومع ،البكتيرية
باسـتخدام   أخرىثم خفض الرقم الهيدروجيني مرة  وكذلك مسخ البروتينات وتحطيم الخلايا ومن) الالتفاف

وتترسب بفعـل الطـرد المركـزي    تكتل البروتينات والدنا الكروموسومي  إلىخلات البوتاسيوم مما يؤدي 
ويتم التخلص منها في حين ان جزئيات الدنا البلازميدي تكون عالية الالتفاف وصغيرة الحجم  SDS ووجود

تعود إلى شكلها الأصلي بعد خفض الرقم الهيدروجيني للمحلول وتبقى بشكل ذائب في المحلول الرائق بعـد  
 ـ  إذابتهـا  إعادةومن ثم  Isopropanolالطرد المركزي ويتم ترسيبها بفعل الـ   .)TE )14ـ بمحلـول ال

ولاثنين من ) 1-2شكل ( S. aureusلبكتريا  نتيجة الترحيل الكهربائي للدنا البلازميدي) 2(يوضح الشكل 
حيث نلاحظ ظهور ثلاث حزم من الدنا البلازميدي قد تمثل  )3 -2و 2 -2شكل (المتحولة  E. coliبكتريا 
من نوع البلازميـدات بـأوزان جزيئيـة     ثرأك أوفيزيائية مختلفة لنوع واحد من البلازميدات  أشكالثلاث 

  .ظهور حزم متعددة عند ترحيلها على هلام الاكاروز إلىمختلفة تؤدي 

  
 ،المرضية S. aureusعزلة :1يمثل المسار %. 1لكهربائي بهلام الاكاروز بتركيز الترحيل ا )2(شكل

  المتحولة E. coli BL21 عزلة :3و  2المسار 
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تجربة التحول الوراثي بواسطة الدنا البلازميدي المعزول من خلايا تحمل صفة  إجراءتم : التحول الوراثي -
الهيمولايسين ونقل هذه البلازميدات الى الخلايـا المؤهلـة    إنتاجالمقاومة للمضادات الحياتية وبقابليتها على 

اسـتثناء  سـة ب هذه الدراالحساسة لجميع المضادات الحياتية المستخدمة في  E. coliBL21(DE3)للسلالة 
 أكـار على وسط  المتحولة E.coli نتائج زرع خلايا أظهرت. الهيمولايسن إنتاجولا تملك صفة  ،الرفامبين

مما يدل على ان هـذه الخلايـا كانـت     )F – 3و D -3شكل(ية تلك الخلايا على تحليل الدم قابل إلىالدم 
 ،صفة محمولة علـى البلازميـدات   وان هذه الصفة هي S. aureusمستقبلة للدنا البلازميدي المعزول من 

 إلـى ينتمـي الهيمولايسـين    إذ ،سات التي تناولت دراسة تلك الصـفة العديد من الدرا إليه أشارتوهذا ما 
بالعزلات المرضية  الأغلبالهيمولايسين على  إنتاجمجموعة البروتينات المحللة لكريات الدم الحمر ويرتبط 

يؤدي الهيمولايسين دورا مهما في تزويد البكتيريا . )15( البكتيريامل ضراوة سيما وانه يمثل عاملا من عوا
بما تحتاجه من الحديد كذلك يعمل الهيمولايسين على تحليل كريات الدم البيض وبذلك فهو يسهم في اضعاف 

مما يزيـد   S. aureusوسائل الدفاع لدى المضيف وتعد عملية إنتاج إنزيم محلل الدم صفة ملاصقة لبكتريا 
  .)16( ضراوتها ويمنحها القدرة على الغزو والانتشارمن 

  
: B - H, المرضية S. aureusعزلة : A. ر الدم الصلبعلى وسط اكااختبار تحلل الدم  )3(شكل 

  متحولة E. coliهي خلايا  FوE. coli BL21 ,Dسلالة

 اتلمضـاد صفة المقاومـة ل ا المتحولة انتقال للخلاي ج اختبار الحساسية للمضادات الحياتيةنتائ أشارتكما 
كمـا   )2جـدول  ( مقاومة للمضادات المستخدمة في الدراسـة  إلىوتحول الخلايا المتحولة من حساسة  ةالحياتي

 ،الميثيسـلين  ،لمضادات الامبيسلسنبينت النتائج انتقال صفة مقاومة ا إذا ).C- 1(و) B –1(الشكل في وضح م
 .S بكترياالدراسات ان صفة مقاومة لقد أثبتت العديد من . المتحولة E. coliلخلايا  والباستراسين التوبرامايسن

aureus  الجينات القافزة  أولمعظم المضادات الحياتية تشفر لها جينات محمولة على البلازميدTransposons 
 عنبشكل طبيعي  أخرى إلىقدرة بعض أنواع البلازميدات على الانتقال من سلالة  إلىإضافة  ،)19، 18، 17(

حاملا معه صفة مقاومة المضادات الحياتية وهذا ما قد يفسـر    Conjugationطريق عملية الاقتران البكتيري
ن قدرة بكتريا يئااظهر اختبار تحلل الكاز ).21، 20( البكتريا أجناسشيوع صفة مقاومة المضادات الحياتية بين 

S.aureus 4شكل (حول الحفرة ين من خلال ظهور الهالة الشفافة ائالكاز على تحليل-A ( وذلك لقدرته البكتريا
مـن هـذه    ،بوجود بلازما الـدم  -ين المشابه في تركيبه للفايبرينائل على تحليل الكازمعبروتينات ت إنتاجعلى 

 ،)22( ويستخدم كمذيب للتخثرات الدمويـة  S. aureusالذي تفرزه  Stapyhlokinaseالبروتينات هي بروتين 
مؤشرا على ان الجين المشفر لهذا البـروتين محمـول    لشفافة للخلايا المتحولة قد يعطيوان عدم ظهور الهالة ا

  .على كروموسوم الخلية البكتيرية وليس على البلازميدات
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: Bالحفرة  ،A :S. aureusالحفرة  ،Caseinolytic assayينائنتيجة اختبار الكاز )4( شكل

E.coliBL21(DE3)،  الحفرةC :Ecoli BL21(DE3) المتحولة  
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