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  Enterococcusن ) اللكتين ( من بكتريا لخلايااستخلاص عامل التلز

 faecalis EM1 

 ودوره في تلزن انواع من البكتريا السالبة لملون غرام

 

 حسن اثير احمد مجيد   و شذى سلمان

 جامعة بغداد-كلية العلوم -قسم علوم حياة
 

 

 الخلاصة

 بالكرات الزجاجيةر بعد تكسي E. faecalis EM1استخلص عامل التلزن من 

 .E لخلايا  لمستخلص والترسيب بالكحول الاثيلي , واجري فحص التلزن وقياسه

faecalis       مع انواع من البكتريا السالبة لصبغة غرام تضمنتEscherichia 

coli   وKlebsiella  pneumonia   وSerratia marcescens    و

Pseudomonase aeruginosa  وSalmonella typhi  بينت النتائج ان اعلى ,

حيث   K. Pneumonia  ٍ  لمستخلص تكون مع بكترياللخلايا وانسبة تلزن 

 . S. typhi% , واوطا قيمة للتلزن مع  79.5مقارنة بالسيطرة % 66.5بلغ

رات بانواع مختلفة من الكربوهيد) الحاوي على عامل التلزن ( عومل المستخلص 

دت بة لملون غرام لغرض التعرف على خصوصيته , اقبل مزجه مع البكتريا السال

كانت وثيرا كان الكالكتوز اكثرها تا, وقيم التلزن عموما  ضهذه المعاملة الى انخفا

لى اوالكلوكوز, اذ ادى الكالكتوز  P .aeruginosaاقل  قيم تلزن هي لبكتريا 

شير ت.   %16, وادى الكلوكوز الى انخفاضها ال  %14.5انخفاض نسبة التلزن الى 

للكتينات اهو نوع من   E. faecalis EM1 هذه النتائج الى ان عامل التلزن البكتريا

كوز , لكلوواالتي لها خصوصية عالية للارتباط بالمستلمات الحاوية  على الكالاكتوز 

مثل يمكن ان تنافس البكتريا الاخرى على الارتباط ب E. faecalis EM1من  وان

 هذه المواقع.

Extraction of agglutination factor (lectin) from Enterococcus 

faecalis EM1 and its role in agglutination of some kinds of gram 

negative bacteria 
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Abstract 
Agglutination factor of E. faecalis EM1 was extracted by 

repturing the bacterial cells by glass beads and precipitation with 

ethanol. 

Agglutination assay of E. faecalis EM1 cells and extract was 

performed with different kinds of Gram negative bacteria 

included Escherichia coli  , Klebsiella  pneumonia , Serratia 

marcescens , Pseudomonase aeruginosa and Salmonella typhi . 

The mximum agglutination value appeared with K. Pneumonia  

it was 66.5% for cells and 79.5% for extract , the lowest value 

was for S. typhi . 

The extract containing agglutination factor was treated with 

different kinds of carbohydrates befor mixing with the Gram 

negative bacteria to determine its specificity . This treatment 

reduced agglutination in general, galactose and glucose were 

more effective than others , minimum agglutination value 

appeared with P .aeruginosa  , it reduced to 14.5% with galactose 

and to 16% with glucose 

These  results suggesting that E. faecalis EM1 agglutination 

factor is a kind of lectin which has high specificity to bind with 

galactose and glucose containing receptors , and   E. faecalis 

EM1 may compets with other kinds of  bacteria on binding with 

such kinds of receptor                                                               
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 المقدمـــــــــــة

 موون الالتصووا  مووع خلايووا اخوورى.مكنهووا الكائنووات علووى مووواد تالعديوود موون  تحتوووي

( كووان تكووون polymersوغالبووا موواتكون مثوول هووذه المووواد ذات طبيعووة متعووددة )

 glycoproteins)( او بروتينات سكرية )polysaccharidesسكريات متعددة )

تبواط كتينات وتتميز بخصوصويتها فوي الار, والاخيرة هي السائدة والتي تسمى بالل

 (1)مع انواع معينة من الكربوهيدرات.

استخلصووت انووواع موون اللكتينووات موون النباتووات والحيوانووات والاحيووا  الم هريووة, 

 Dilichosودرسوت بعوص صوفاتها منهوا اللكتوين المسوتخلص مون نبوات اللوبلا  

lablabs (2.) 

الوذي يلعوب  Bufo arenarumات واللكتوين المسوتخلص مون احود انوواع البرمائيو

مون  دورا دفاعيا مهما ضد الاحيا  الم هرية الممرضة للحيوان أي انه يشكل نووع

لزن ( وله القدرة على ت antimicrobial proteins)   البروتينات الضد مكروبية

بيوورة كويثووبب بووالكلاكتوز , ولهووذا اللكتووين القابليووة  كريووات الوودم الحموورا  للارنووب

وكوذل    Proteus morganiiو  E.coli, السالبة لملون غورام مثول لايقاف نشاط

 .E. faecalis (3)البكتريا الموجبة لصبغة غرام مثل 

                     للفطووور      ) Sclerotial bodiesواسووتخلص اللكتوووين مووون الاجسوووام السكلور وووية )

Sclerotium rolfsii ا  للارنوب الوذي لوه القودرة علوى تلوزن كريوات الودم الحمور

ليب والانسان ويثبب ببعص انواع البروتينات السكرية الموجودة في مصل الدم وح

 (4.)الانسان 

وي من المعروف ان هناك انواع مون البكتريوا السوالبة والموجبوة لملوون غورام تحتو

حيوة, جدرانها او سطوحها على مواد تساعدها في الالتصا  بالمواد الحية وغيور ال

بة ( ويؤدي ذل  الى تلف المواد او احودا  اصواbiofilmيوي )وتكوين الغشا  الح

ن , وتوتمك(5)خم ية فضلا عن زيادة مقاومة مثل هذه البكتريا للظوروف المحيطيوة 

 ( مون الالتصوا  بسوطول الخلايوا  واسوتيطانهاEnterococciالمكورات المعوية )

وتكووووووووين الاغشوووووووية الحيويوووووووة وموووووووواد خارجيوووووووة مووووووون السوووووووكر المتعووووووودد 

(saccharid matrixexopoly)  ويؤدي ذل  الوى تحلول خلايوا العائول وانتشوار ,

 (.6) الاصابة

 المعزولوة مون اخموال ال هواز البوولي E. faecalisلوحظ ان سولالات مون بكتريوا 

غيرهوا ( وepithelial cellsوالقلب لها القدرة على الالتصا  بالخلايوا الطلائيوة )

ويلعوب  لتصوا  بواختلاف انوواع الخلايوا ,من الخلايا وتتباين قدرة الخلايوا علوى الا

هووذا الالتصووا  دورا مهمووا فووي احوودا  الاصووابة , ويعوود  احوود عواموول الفوعووة ) 

svirulence factor )(7) وتحتوي سطول هذه البكتريا على مواد لاصوقة يمكون ,

( وتقووول فعاليتهوووا عنووود agglutination assayالكشوووف عنهوووا باختبوووار التلوووزن )

 .(8)ت المحللة للبروتين معاملتها بالانزيما
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 .Eونظوورا لقلووة الدراسووات حووول اسووتخلات عاموول الالتصووا  او التلووزن لبكتريووا 

faecalis  فقد كان الهدف من هذه الدراسوة هوو اسوتخلات هوذا العامول مون احودى

سلالات هذه البكتريا التي تعود مون البكتريوا المعويوة التوي توجود بشوكل طبيعوي فوي 

وقوود تكووون ممرضووة للانسووان والحيوووان فووي حووال  الامعووا  وفووي بياووات اخوورى ,

اصووابتها لاعضووا  وانسوو ة معينووة, واحتوائهووا علووى مووواد لاصووقة تسوواعدها فووي 

 الاستيطان في بياات مختلفة ومقاومتها للظروف غير ملائمة.

  في التصا E. faecalisكما تهدف الدراسة الى التعرف على دور البكتريا  

ا  وطبيعة الالتصالبة لملون غرام الممرضة انواع مختلفة من البكتريا الس

 .تاباط بانواع معينة من الكربوهيدروخصوصيته في الارت

 

 المواد وطرق العمل

اخووذت عووزلات البكتريووا المسووتعملة فووي هووذه  الدراسووة موون قسووم  -:عززز ا البكتريززا

 و  E. faecalis EM1جامعووة بغووداد , وتضوومنت -علوووم الحيوواة كليووة العلوووم

Escherichia coli   وKlebsiella  pneumonia   وSerratia 

marcescens    وPseudomonas aeruginosa  , Salmonella typhi   ,

(  للتاكد من نقاوتها nutrient agarنميت هذه البكتريا على وسب الاكار المغذي )

م ْ لحوين 4وصفاتها المزرعيوة وحفظوت علوى مائول وسوب الاكوار  المغوذي بدرجوة 

نشووطت العووزلات قبوول اسووتعمالها بزرعهووا فووي وسووب موور  نقيووع القلووب الاسووتعمال. 

-18مْ لمودة  37( وحضونها بدرجوة Brain heart infusion brothوالودما    )

 ساعة . 24

 

اسوتعملت سوولالة     -: E. faecalis EM1اسزتخلاص عامزل التلززن مززن بكتريزا

كريوات الودم التوي توم اثبوات قودرتها علوى تلوزن   E. faecalis EM1   البكتريوا

فووي دراسووة   Saccharomyces cerevisiaeالحموورا  للانسووان وخلايووا خميوورة 

 .(9)سابقة 

ة كموا تم استخلات عامل التلزن من خلايا البكتريا بعد تكسيرها بالكرات الزجاجي

 -ياتي :

سوواعة ونبووذت  18بعموور   E. faecalis EM1حضوورت مزرعووة سووائلة لبكتريووا 

                     مْ , وفصوولت الخلايووا 10دقيقووة بدرجووة  20موودة دورة / دقيقووة ل 10000بسوورعة  

  Tris-HClوعلقووووت فووووي محلووووول    ,(supernatantالراسووووب( موووون الطووووافي )(

موون غوورام  2.4)ح ووم :ح ووم( , اضوويف  1:1( بنسووبة pH7 ,0,05Mالوودار) ) 

مول من عالق الخلايا ورجت ب هاز المازل الكهربوائي  10 الكرات الزجاجية الى

(vortex لموووووودة )دقيقووووووة )متقطعووووووة( , ثووووووم نبووووووذ العووووووالق واخووووووذ الطووووووافي 15                     

) المسووتخلص( واهموول الراسووب . رسووب مسووتخلص عاموول التلووزن النوواتج باضووافة 

:ح م كحووول(  )ح ووم 1:4( المبوورد الووى الطووافي بنسووبة ) %96الكحووول الاثيلووي )
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دورة /  3000بسوورعة  ( توودري يا مووع التحريوو  فووي روروف  مبووردة ثووم نبووذ طوافي

مْ , واخذ الراسب واهمل الطافي ذو  الراسب فوي 10دقيقة بدرجة  15دقيقة لمدة 

( dialysisكميووة قليلووة موون المحلووول الوودار) واجريووت لووه عمليووة الميووز الغشووائي )

 مقابل الما  المقطر للتخلص من الكحول .

 

 قياس التلزن

ستخلصوووها علوووى وفوووق ولم  1E. faecalis EMاجوووري هوووذا  القيوووا  لخلايوووا 

 .(10)طريقة

 E. faecalisحضوورت عوالووق لانووواع البكتريووا السووالبة لملووون غوورام ولبكتريووا 

EM1 بعود فصوول الخلايووا المنموواة فووي وسوب نقيووع القلووب والوودما  بالنبووذ المركووزي ,

المبوورد وغسوولها عوودة موورات بمحلووول الفوسووفات الوودار) وعلقووت بووالمحلول نفسووه . 

او مستخلصوها موع   E. faecalis EM1خلايوا  مزجوت ح ووم معينوة مون عوالق 

عوالق البكتريا السالبة لملون غرام واستكملت بقية خطوات الطريقة المذكورة وتم 

 حسا  نسبة التلزن)%(.

 

 استخدام الكاربوهيدراا لتعيين عامل التلزن

 وgalactose ,glucose   starch  , lactose  حضورت محاليول للسوكريات ) 

maltoseومزجوت ح ووم متسواوية منهوا موع المسوتخلص  الحواوي  %2ز ( بتركي

مْ ثم موزل ح وم معوين منوه موع 37على عامل  التلزن وحضنت لمدة ساعة بدرجة 

 عالق انواع البكتريا السالبة وبعدها حسبت نسبة التلزن لكل معاملة.

 

 النتائج والمناقشة

 املبة لصزبغة كزرعلى تلزن انواع البكتريزا السزا   E. faecalis EM1قدرة خلايا 

ملون لمن التلزن مع انواع البكتريا السالبة    E. faecalis EM1استطاعت خلايا 

كوورام المسووتعملة فووي هووذه الدراسووة ولكوون بنسووب مختلفووة كووان اعلاهووا مووع بكتريووا 

K.pheumonia  اموا اوطوق قيموة للتلوزن فكوان  %66.5حيث بلغت نسبة التلوزن ,

دران يعود هذا التباين الى اخوتلاف مكونوات جو( , وربما 1) كل  S.typhiلبكتريا 

هوووووذه البكتريوووووا او بمعنوووووى اخووووور اخوووووتلاف تركيوووووب المسوووووتلمات او المسوووووتقبلات 

(receptors)  الموجووودة علووى اسووطا هووذه البكتريووا الخاصووة بالارتبوواط مووع عاموول

 .  E. faecalisالتلزن لبكتريا  

تريووا يسواعدها فووي علووى تلوزن الانووواع الاخورى مون البك   E. faecalisان قودرة 

المنافسة على استيطان بياات معينة . ويمكن منع اسوتيطان البكتريوا الممرضوة فوي 

الامعا  بوساطة انواع من البكتريا التي تنافسها على مواقع الارتبواط . وقود لووحظ 

لهوا القوودرة علوى منووع    E. faecalisان هنالو  سولالات موون المكوورات المعويوة 

بالغشووا  المخوواطي المووبطن الامعووا  الدقيقووة للخنووازير الممرضووة  E.coliالتصووا  
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وهووذا الالتصووا  متخصووص , ويمكوون ان يعوود ذلوو  احوود انووواع  (piglet)الصووغيرة 

 . probiotics( (11)(المعززات الحياتية 

يمكوون ان تشووكل احوودى وسووائل    E. faecalisبينووت نتووائج احوودى الدراسووات ان 

ن لرئيسة , ويمكون لهوذه البكتريوا اا (immunomodulators)المعدلات المناعية 

عوون طريووق عواموول  (inflammatory response)توونظم الاسووت ابة الخم يووة 

معينة ويشترك فوي ذلو  ايضوا الكربوهيودرات الموجوودة علوى سوطا الخلايوا التوي 

 . (12)تساهم في ارتباط البكتريا مع جدران الامعا  

 

 كرام تلزن العامل الستخلص مع البكتريا السالبة لملون

ة من اجل التعرف على الموادة او العامول المسوؤول عون التلوزن منفصولا عون الخليو

 ي , موزلالبكتيرية فقد تم استخلاصه بعد تكسير الخلايا و الترسيب بالكحول الاثيلو

سوتبعاد هذا المستخلص مع خلايا البكتريا السالبة لملوون غورام وقويس التلوزن , توم ا

S.typhi  البكتريا.لقلة تلزنها مع خلايا 

( قوودرة العاموول المسووتخلص علووى تلووزن 2الشووكل )ارهوورت النتووائج الموضووحة فووي 

 K.pheumoniaمن تلوزن الخلايوا وكانوت اعلى انواع البكتريا المستعملة بنسب  

كوون ه النتي ووة متوافقووة مووع نتووائج تلووزن الخلايووا , ويم( وهووذ%79.5اعلاهووا نسووبة )

ل تفسير ارتفاع نسب التلزن هذه الى ان عملية الاسوتخلات ادت الوى تحريور عامو

خورى التلزن من الخلايا وتعريضه الى مساحة سطحية اكبر من خلايوا البكتريوا الا

 أي تعريضه لعدد اكبر من المستلمات الموجودة على اسطا هذه الخلايا .

كاملوة فضوولا عون مكونووات    E. faecalis( خلايوا 12سوتعمل وانوغ وجماعتووه )ا

 (ultrasonication)جووودار الخليوووة بعووود تكسووويرها بالموجوووات الصووووتية الفائقوووة 

لموودة سوواعة . وفحووص قوودرة الطووافي والراسووب  xg  15,000وتنبيووذها بسوورعة    

(pelletلتصووا  مووع ( بعوود تعليقووه فووي ح ووم مناسووب موون المحلووول الوودار) علووى الا

لووى ع( وقوود بينووت النتوائج قوودرة الخلايوا البكتريووة cell linesخطووط موون الخلايوا )

عدها الالتصا  على هذه الخطوط . اذ يحتوي جدار خلايا البكتيريا على عامل يسا

د فووي الالتصووا  لووه طبيعووة كربوهيدراتيووة, ويحفووز هووذا الالتصووا   علووى انتووال موووا

 (.interlukinsدفاعية مثل الانترلوكينات)

اسوووووووتخلص ونقوووووووي عامووووووول الالتصوووووووا  الموجوووووووود علوووووووى اسوووووووطا خلايوووووووا  

بعوود حصوود الخلايووا وتعليقهووا بووالمحلول   Sreptococcus agalatiaeالبكتريووا

الدار) ثم عرضت للتكسير ال دران لفصل البروتين السطحي , ونبذت ثم ر حت 

 رحيولمن خلال غشا  التر يا والحقتها خطوات اخرى من الترسيب والتنقية والت

(. اثبتووت النتووائج قوودرة العاموول علووى تلووزن SDS-PAGEالكهربووائي فووي الهوولام )

يووة لرئواكريووات الوودم الحموورا  للانسووان والالتصووا  بالخلايووا الطلائيووة والاغشووية 

 (13)كلاكتوز وكلوكوز . للانسان ويثبب التلزن ببعص الانواع من السكريات مثل 
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يلووي الووى مسووتخلص الخلايووا بعوود ان ترسوويب عاموول التلووزن باضووافة الكحووول الاث

تكسوويرها يووؤدي الووى تركيوووز المووواد المستخلصووة ) بروتينووات وكربوهيووودرات( , 

لتلزن نسبة ا وبالتالي زيادة فاعليتها قياسا بالمحاليل المخففة وهذا يفسر ايضا زيادة

مووع البكتريووا السووالبة لملووون غوورام بعوود هووذه    E. faecalis EM1المسووتخلص 

صوقة لالعمل مواد اخرى غير الكحولٍ الاثيلي في تركيز الموواد االخطوة , وقد تست

( الوذي اسوتعمل فوي خطووات اسوتخلات polyethylene glycol(PEG)مثول )

, واسوووتعمل Aeromonas sobria (14)وتنقيوووة عامووول الالتصوووا  مووون بكتريوووا 

Trichloroacetic acid (TCA)  لترسوويب البووروتين موون الطووافي فووي عووالق

بعود رجهوا ونبوذها لاسوتخلات  Deinococcus geothermalis لبكتريا الخلايا

مون  ورسب اللكتوين المسوتخلص (,15)المواد التي تساعد هذه البكتريا في الالتصا  

يوا بعود تكسوير الخلا %30باضافة الميثانول بنسوبة  Sclerotium rolfsii الفطر 

 (4)بالموجات الصوتية الفائقة . 

 

 لكاربوهيدراالعامل ال خصوصية

ات بانواع  مون الكربوهيودر E. faecalis EM1 عند معاملة عامل التلزن لبكتريا

نوواع قبل معاملته مع البكتريا السالبة لملون غورام لووحظ انخفواض نسوب التلوزن لا

لووى االبكتريووا المسووتعملة عمومووا , وكووان اكثرهووا توواثيرا هووو الكووالكتوز الووذي ادى 

 % بعود 28 -14.5ه النسبة بين انخفاض نسبة التلزن بشكل ملحور وتراوحت هذ

 – 16المعاملة بهذا السكر , تلاه الكلوكوز الوذي اعطوى نسوبة تلوزن تراوحوت بوين 

ر و, ولحو %79.5 – 64.5( , قياسا بالسيطرة التي تراوحت بين 3 كل ) 39%

يوووونخفص الووووى ادنووووى مسووووتوياته عنوووود معاملووووة  P.aeruginosaان التلووووزن مووووع 

 ز والمالتوز والنشا.المستخلص بالكالاكتوز والكلوكو

ان انخفوواض التلووزن عوون المعاملووة بالكربوهيوودرات او السووكريات يوودل علووى وجووود 

مستلمات متخصصة على سطول خلايوا البكتريوا السوالبة لملوون غورام تحتووي فوي 

لوذي اتركيبها على نوع او اكثر من هوذه السوكريا, وان عامول التلوزن او الالتصوا  

من اللكتين المتخصوص لهوذ السوكريات وعنود  هو نوع E. faecalis EM1تنت ه 

تبواط وجودها في الوسب المحيب فان اللكتين يرتبب بها ولايكوون بوذل  موؤهلا للار

 بالمستلمات الخاصة به الموجودة على سطا البكتريا.

ان اللكتينووات المنت ووة موون انووواع مختلفووة موون البكترياقوود تختلووف فووي خصوصوويتها 

تيوووة, ويمكووون ان يعطوووي ذلووو  فكووورة عووون طبيعوووة للارتبووواط بوووالمواد الكربوهيدرا

المستلمات المتخصصة للارتبواط بهوذه اللكتينوات, ومون امثلتهوا اللكتوين المنوتج مون 

الممرضة للنبات الذي له تخصص للارتبواط  Ralstonia solancearumبكتريا 

( وخصوصووويته ت ووواه L-fucose- binding lectin (RBL)بوووالفيوكوز ) 

, ولهوذا اللكتوين خصوصوية للارتبواط  P.aeruginosaيوا السكريات مشوابهة لبكتر



 218 

 D-mannose)اكثرهوا  -مع سكريات مختلفة بدرجات متفاوتة تترتب كموا يواتي :

 .fucose-L )(16)واقلها  arabinose-D  ,galactose-Lثم 

( من purified capsular polysaccharideان متعدد سكريد المحفظة النقي )

 mannoseالقدرة على التلزن مع مستلمات المانوز) له S.pneumoniaبكتريا 

receptors ( الموجودة على خلايا البلعم الكبير )macrophage  الا ان ذل , )

ويعتمد الارتباط على ايونات الكالسيوم ويثبب  .K. pneumoniaلايحد  مع 

 (.17)بالمانوز

 E. faecalis EM1يمكن الاستنتال بصورة عامة ان عامل الالتصا  المنتج من 

ت كرياهو لكتين له خصوصية عالية للكالكتوز والكلوكوز وبدرجة اقل لبقية الس

 تنافس ن اناو الكربوهيدرات مثل المالتوز الاكتوز والنشا, وان هذه البكتريا يمك

ى ة علالبكتريا الاخرى ) ومنها الممرضة( على الارتباط مع المستلمات الحاوي

ن حد متن تكون هذه البكتريا احدى الوسائل التي مثل هذه السكريات كما يمكن ا

 ا.استيطان البكتريا السالبة لملون غرام الممرضة وبذل  تحد من امراضيته
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:- تلزن المستخلص ) الحاوي على عامل التلزن (  )2 شكل )

E  مع  M1  E .faecalis يا                                     لبكتر

رام يا السالبة لملون غ انواع البكتر
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