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ملمجلة العراقية للعلو  ا

 
  Escherichia coli O157 : H7دراسة مايكروبايولوجية لبكتريا 

  من الأسهال الدموي عند الأطفال دون سن العاشرة المعزولة
 

  *آمنة نعمة الثويني, *أشواق باسم الهاشمي, هيثم عزت باقر
 .العراق،  بغداد.  وزارة الصحة-مختبر الصحة العام المركزي

  .العراق, بغداد .قنيات الاحيائيةمعهد الهندسة الوراثية والت * 
 

  الخلاصة
 عينة بـراز لأطفـال يعـانون مـن أعـراض الأسـهال الـدموي مـن المـراجعين و الراقـدين لمستـشفى أطفـال 503     

 ممن كانت أعمارهم دون 2001 و الى نهاية تشرين الأول 2001العلوية خلال الفترة الممتدة من بداية حزيران 
  و التي تعد من المسببات الرئيسية لهـذا النـوع E.coli O157 : H7لتحري عـــن بكتريــــا سن العاشــــرة لغرض ا

  .من الأسهال 
 الصفات Enterobacteriaceأعتمد في تشخيص البكتريا المعزولة و تفريقها عن باقي أجناس العائلة المعوية 

أمـا بـاقي , موحيويـة الروتينيـة و الأختبـارات الكي) Sorbitol MacConkey) SMACالمظهريـة علـى الوسـط 
للتــشخيص و قــد تــم تحــضير الوســط الأنتقــائي API 20Eالأختبــارات الكيموحيويــة فقــد اجريــت بأســتخدام نظــام 

Sorbitol Macconkey) SMAC ( كمـا , ًمختبريا من المواد الأولية المتـوفرة لغـرض أسـتخدامه فـي الدراسـة
   . EHECوحيوية المطابقة لبكتريا تم تأكيد تشخيص العزلات ذات المواصفات الكيم

  Escherichia.coli O157:H7حـالات موجبـــة عائـــدة لبكتريــــا  ) 4( أظهـرت نتـائج الدراســة الحاليـة عائديـة 
اذ بينـت , درست حساسية العزلات قيـد الدراسـة لمـضادات الحيويـة المـستخدمة فـي العـلاج ). 1.14(%و بنسبة 

الكلوروفينكـــــول و , حـــــامض النالدكـــــسك ,  حـــــساسة لكـــــل مـــــن الجنتمايـــــسين النتـــــائج أن جميـــــع العـــــزلات كانـــــت
  .ومقاومة لكل من أموكسيسلين و التراي مثيبريم. التوبرومايسين

  
MICROBIOLOGICAL STUDY OF Escherichia coli 

O157 : H7 ISOLATED FROM BLOODY DIARRHOEA 
IN CHILDREN UNDER TEN YEARS OLD 

 
Abstract 

     This study enrolled 350 infants and young children , less than 10 years of age 
with bloody diarrhoea seeking medical advance at Al-Alwia children hospital 
through a period from the 1st of Jula 2001 till the end of October 2001 . The shape of 
bacteria on sorbitol macConkey, Routine Biochmical testes and Api 20E system 
were dependent in the diagnosis and identification of bacteria from the other 
members of Enterobacteracea family. 
The preparation of local-made selective media for isolation of this bacteria was 
preformed in our labs. 
Escherichia coli belong to the serotype O157:H7 was isolated from 4 patients 
(1.14%). The susceptability to antimicrobial agent was tested against E.coli 
O157:H7. All isolates were sensitive to Gentamicin , nalidixic acid, chloramphenical 
and Tobramycin , but resistant to Amoxcillin and Trimethoprim . 
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 Sorbitol MacConkeyحــضر الوســط الزرعــي الأنتقــائي  المقدمة

SMACًيبقــى الأســهال الــدموي واحــدا مــن الأســباب الرئيــسة المهمــة          :[5]ي المختبر من المواد التالية   ف
لحالات الوفيات خاصة عند الرضع والأطفال في البلـدان الناميـة 
و تــشترك العديــد مــن الميكروبــات فــي أحــداث و تطــور أعــراض 

  .[1]الأسهال الدموي منها البكتريا المرضية و الطفيليات

  
Pepton (oxoid)                                        20 gm 
A-Sorbitol (oxoid)                                  10 gm 
Bile – Salt (oxoid)                                   1.5 gm 
Nacl (Fluka)                                                 5gm  تـشكل بكتريـاE.coli O157ميـة كبيـرة فـي الوقـت الحاضـر   أه

من خلال كونها أحد المسببات الرئيـسة لحـدوث حـالات الأسـهال 
 Hemolytic Uremicالــدموي و متلازمــة الحــال اليــوريمي 

Syndrom عنــــد الأطفــــال و الــــذي يــــؤدي بــــصورة مباشــــرة الــــى
  .ارتفاع نسبة الوفيات في الكثير من بلدان العالم 

Crystal Violet (oxoid)                            0.01gm 
Agar (Fluke)                                              15gm 
 Neutral red (Fluka)                                0.03gm 

ثـــم عـــدل , حيـــث ذوبـــت المـــواد فـــي لتـــر واحـــد مـــن المـــاء المقطـــر
 و عقمـت بجهـاز الموصـدة بدرجــة pH7س الهيـدروجيني الـى الأ

O121 تركــت لتبــرد فــي ,  دقيقــة 15ولمــدة )  جــو1.5( م وضــغط
لتـر / غـرام5م ثـم اضـيف الـى الـوزن مقـدار 0 45جو الغرفـة الـى 

ـــــوز ـــــسكر بالمـــــاء ,  )Rhaminose( مـــــن ســـــكر الرامين ـــــب ال أذي
عـــي المقطـــر و عقـــم بطريقـــة الترشـــيح و أَضـــيف الـــى الوســـط الزر

لتــر مــن المــضاد / ملغــرام0.05واضــيف ايــضا مقــدار . المحــضر
أذيـــب بمقـــدار مـــن المـــاء المقطـــر حتـــى ( Cexfiximeالحيـــوي 

ًمـزج جيـدا و صـب فـي اطبـاق , )يتجانس ثم عقم بالطريقـة نفـسها
  .بتري معقمة

ــا صــفات كيموحي ويــة مميــزة تــسهل مــن عمليــة تمتلــك هــذه البكتري
 -تشخيــصها حيــث أنهــا غيــر قــادرة علــى تخميــر ســكر الــسوربتول

والذي يميزها عن باقي أنـواع بكتريـا الأشريـشيا ) D-Sorbitol(د
ًفـــضلا عـــن ذلـــك فهـــي تمتلـــك عـــددا مـــن عوامـــل . [2]القولونيـــة 

ًالــضراوة و التــي تلعــب دورا كبيــرا فــي أمراضــيتها، مــن أهمهــا هــو  ً
أفـــراز الـــذيفانات الخلويـــة التـــي تكـــون ســـامة للخلايـــا قـــدرتها علـــى 

وامعــاء الفئــران ) Vero cells(الطبيعيــة لكليــة القــرود الخــضر 
 عـن  Enterohemorragic E.coli  تنقـل بكتريـا [3]الرضـع 

 ,طريق تناول الغذاء الملوث و بخاصـة لحـوم الأبقـار و منتجاتهـا
و قد لـوحظ . لبكترياأذ تعد الأبقار السليمة الخازن الرئيسي لهذة ا

أرتفــــاع معــــدل الأصــــابات فــــي المنــــاطق الريفيــــة نتيجــــة التمــــاس 
   .[4]المباشر مع الأبقار أو برازها الحاوي على البكتريا

  SMACتقييم الوسط الزرعي . ب
ـــا  SMACقـــيم الوســـط ً المحـــضر مختبريـــا بأخـــذ عـــزلات بكتري

E.coliًخصة مسبقا على أنها مخمرة لـسكر الـسوربتول علـى  مش
 وزرعـت علـى أطبـاق الوسـط  Api 20Eوفـق نظـام التـشخيص 

SMAC حـــــــضنت ,   ووســـــــط المـــــــاكونكي التقليـــــــدي التجـــــــاري
  .م 37 ساعة بدرجة 24الاطباق لمدة 

ًأســتهدفت هــذة الدراســة عــزل و تــشخيص هــذة البكتريــا كيموحيويــا 
ًو مـــــصليا بأعتبارهـــــا مــــــن المـــــسببات المكتــــــشفة حـــــديثا و التــــــي  ً

,  خـلال المـضاعفات التـي قـد تـسببها أكتسبت أهميـة خاصـة مـن
كـــــــــذلك تـــــــــم فـــــــــي هـــــــــذة الدراســـــــــة تحـــــــــضير الوســـــــــط الزرعـــــــــي 

 في المختبـر مـن Sorbitol MacConkey  SMACالأنتقائي
  .المواد الأولية المتوفرة في الاسواق المحلية

  :العزل و التشخيص . جـ 
 .Johnson,etal[6]أتبعت الطريقة الموصوفة من قبـل الباحـث 

  :ي و كما يل
 وحــضنت SMACزرع البــراز مباشــرة علــى الوســط الزرعــي  .1

 ســـاعة فحــص الوســـط 24و لمــدة ) م37(الاطبــاق بدرجــة حـــرارة 
المزروع بعد أنتهاء مدة الحـضن لملاحظـة المـستعمرات البكتيريـة 

و التــي هــي غيــر , الناميــة و أختيــرت المــستعمرات شــاحبة اللــون 
هــــا علــــى وســــط مخمــــرة لــــسكر الــــسوربتول و مــــن ثــــم أعــــادة زرع

  .الماكونكي التقليدي 

  
  المواد و طرائق العمل 

  جمع النماذج : ًأولا 
 أعـــراض ً طفــلا يعـــانون مــن350جمعــت عينــات البـــرازمن       

الأســـهال الـــدموي و ممـــن كانـــت أعمـــارهم دون ســـن العاشـــرة مـــن 
الراقــدين و المــراجعين لمستــشفى أطفــال العلويــة فــي بغــداد للفتــرة 

   .2001/10/1 ولغاية 2001/6/1من 

َشخـــصت المـــستعمرات الناميـــة مبـــدئيا علـــى أســـاس تخمرهـــا  . 2
لـــــسكر اللاكتـــــوز و بعـــــد ذلـــــك شخـــــصت بأســـــتخدام الأختبـــــارات 

 Api  و نظـام التـشخيص E.coliالكيموحيوية التقليديـة لبكتريـا 

20 E زرع النماذج : ًثانيا    .[7]ً فضلا عن الفحوص الأتية و التي أجريت حسب  
  تحضير الوسط الزرعي الأنتقائي. أ 

 (Cellobiose test)ّ فحص السيلبوز-
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  )KCN test( فحص سيانيد البوتاسيوم -  
    )Enterohemolysin test( فحص وسط تحلل الدم -
 4-Methumbilifery B-D (MUG test) فحـــص-

glucuronide -  
  

  :الأختبارات المصلية  . 3
  

  بأسـتخدام مـصول O157  E.coliشخـصت البكتريـا علـى أنهـا  O157 E.coliالطراز المظهري لمستعمرات بكتريا ) 2(شكل 
ذلــك حــسب طريقــة  و Well Colexمناســبة خاصــة مــن شــركة 

  .[8]الباحث 
  .على الوسط السوربتول ماكونكي. على الوسط الماكونكي التقليدي ب. أ

  

 350 مرضـى مـن أصـل 4 مـن O157  E.coliتم عـزل بكتريـا 
%) 1.14(ًطفــلا يعــانون مــن أعــراض الأســهال الــدموي و بنــسبة 

 شــاحبة SMACحيـث ظهـرت المـستعمرات الناميـة علـى الوسـط 
اللون ملـساء و صـغيرة الحجـم ممـا يـشــــــير الـى أحتمـال عائديتهــا 

  .O157 النمط المصلي E.coliلجنــــــس 

  :أختبار حساسية البكتريا لمضادات الحيوية : ًثالثا 
ـــــــــــــل الباحـــــــــــــث  ـــــــــــــة الموصـــــــــــــوفة مـــــــــــــن قب  [9]أتبعـــــــــــــت الطريق

Vandepitte,etal.[10]ة و المــــــــــــــــــــأخوذة عــــــــــــــــــــن الطريقــــــــــــــــــــ 
Bauer,etal في أختبـار حـساسية العـزلات لعـدد مـن المـضادات 

 الدراســــة و الحيويــــة التــــي أســــتخدمت فــــي المستــــشفى أثنــــاء فتــــرة
التراي , المتوفرة في السوق المحلية و التي تتضمن الأموكسيلين 

ــــــــم  ـــــــسين , مثيبريـ ـــــــسين , التوبرومايـــــــسين , الجنتماي , الستربتوماي
  .وحامض النالدكسك 

  :الأختبارات الكيموحيوية . أ  
   :Celloboise test فحص السيليبوز -

ة لــــــسكر  غيــــــر مخمــــــرE.coliتبــــــين أن جميــــــع عــــــزلات بكتريــــــا 
  النتائج   .السيليبوز

  العزل و التشخيص: ًأولا    :KCN test فحص سيانيد البوتاسيوم -
 E.coliدلـــت نتـــائج هـــذا الأختبـــار عائديـــة جميـــع عـــزلات بكتريـــا 

 بأعطائها نتائج موجبة نتيجة نموهـا و تحملهـا O157الى النمط 
  .لسيانيد البوتاسيوم

  مشخـصة علـى أنهـا غيـر مخمـرة لـسكر E.coliبعد زرع بكتريا 
  ) .1( شكلApi 20 E التشخيص  د وفق نظام–السوربتول 

  
   ) : Enterohemolysin test( فحص تحليل وسط الدم -

  
 لهــا E.coli 0157 عـزلات بكتريــا أتـضح مـن الدراســة أن جميـع

 Sheep bloodالقدرة على أنتاج الهيمولايسين بتحليلهـا الوسـط 

agar  ساعة على فترة الحضن24  الصلب بعد مرور .  
  

  
-4-Methylubilfery B-D (MUG test) فحـــص -

glucuronide      

    .أظهرت جميع العزلات نتائج سالبة تجاه هذا الفحص 
  O157 E.coliالأختبارات الكيموحيوية للعزلة المحلية ) 1(شكل   :ة أختبار تلازن الشريح. ب 

  Api 20Eوبأستخدام نظام التشخيص 
أثبتــت نتــائج أختبــار تــلازن الــشريحة و بأســتخدام مــصول مناعيــة 

أن جميـع O157  النمط المصلي E.coliمضادة خاصة ببكتريا 
دلــت نتــائج تقيــيم الوســط علــى أمكانيــة أســتخدامة كوســط أنتقــائي    . E.coli O157 : H7العزلات عائدة الى بكتريا 

للتفريــق بــين البكتريــا المخمــرة و غيــر المخمــرة لــسكر الــسوربتول 
  ) .2(شكل 

  :أختبار حساسية البكتريا لمضادات الحيوية : ًثانيا 
 E.coli O157 : H7اظهـرت نتـائج أختبـار حـساسية البكتريـا 

كـون معظـم ,المعزولة من حالات الأسـهال الـدموي عنـد الأطفـال 
العـــــزلات حـــــساسه لكـــــل مــــــن الجنتماســـــتين وحـــــامض النالدســــــك 

بينمــا أظهـــرت صــفة المقاومـــة . والكلوروفينكــول و التوبرومايـــسين
  ).1(جدول, العالية لللاموكسيسيلين و التراي مثيبريم 
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ادات الحيوية حساسية العزلات قيد الدراسة لمض ) 1( جدول 

  المستعمله

EHEC ( n - 4 )   

Antibiotics R I S 

Gentomycin 2 - 2 

oxicillin◌ِAm 4 - - 

Nalidxic acid - 1 3 

Chloramphenicol - - 4 

Tombramycin - - 4 

Trimthoprime 4 - - 

Streptomycin 3 1 - 

R : resistant , S : sensitive , I : intermediate 

  

   اقشةالمن
سجلت التقارير في بداية الثمانينيات أنتشار و باء الأصـابة      

 Michigan , Oregen فــي مــدينتي E.coli O157ببكتريــا 
ومنـذ ذلـك الوقـت أكتـسبت أهميـة ,  [11]نتيجة لتنـاول الهمبركـر 

كبيــرة كونهــا أحــد المــسببات الرئيــسية لحــالات الأســهال الــدموي و 
 الأطفـــال و الـــذي يـــؤدي بــــصورة متلازمـــة الحـــال اليـــوريمي عنــــد

  . مباشرة الى أرتفاع معدلات الوفيات في البلدان النامية
بــــرزت خــــلال الــــسنوات الأخيــــرة العديــــد مــــن الطرائــــق المختبريــــة 
لتشخيص هـذه البكتريـا بأعتبارهـا مـن الأنمـاط المـصلية المكتـسبة 
ًحديثا و التي تمتلك بدورها عـددا مـن الـصفات الكيموحيويـة التـي  ً

زهــا عــن بــاقي أنــواع الأشيرشــيا القولونيــة و تــسهل مــن عمليــة تمي
 د –تشخيـصها بكونهـا غيـر قـادرة علـى تخميـر سـكر الــسوربيتول 

)D-Sorbitol (  فضلا عن قدرتها على أفراز الذيفانات الخلوية
ـــــرود الخـــــضراء  ـــــة الق ـــــة لكلي ـــــا الطبيعي ـــــي تكـــــون ســـــامة للخلاي الت

)Verocells.(   
  فــــي المختبــــر مـSMACئي حــــضر الوســــط الزرعــــي الأنتقــــا

المــواد الأوليــة المتـــوفرة فــي الــسوق المحليـــة و تحديــد صـــلاحيتها 
على أساس تخمر أو عـدم تخمـر سـكر الـسوربتول و ذلـك بتنميـة 

مشخـــــصة علـــــى أنهـــــا غيـــــر مخمـــــرة لـــــسكر   E.coliبكتريـــــا 
 وكــذلك عــزلات API 20 Eالــسوربتول وفــق نظــام التــشخيص 

E.coli  لـسكر الـسوربتول وفـق نظـام  مشخصة على أنها مخمـرة
  .التشخيص نفسه 

الــنمط   E.coliعــزلات فقــط لبكتريــا  ) 4( دلــت النتــائج عائديــة 
و قـد يعـود  ) 1.1(%   وبنـسبة E.coli O157 : H7المـصلي 

السبب في قلة عزلهـا الـى تأثيرهـا بـنمط التوزيـع الجغرافـي بـصورة 
ض حيـــث أكـــدت العديـــد مـــن البحـــوث فـــي العـــالم أنخفـــا, مباشـــرة 

نسبة عـزل هـذه البكتريـا فـي دول العـالم الثالـث و الـشرق الأوسـط 
و منهــا العــراق و أنتــشارها بــصورة مميــزة فــي الجــزء الــشمالي مــن 
الكرة الأرضية و ربما يعود ذلك الى العادات الأجتماعية الـسائدة 

  .[12]في تحضير الأطعمة 
 أول مـــن ســـلط الـــضوء علـــى هـــذه البكتريـــا و [13]يعـــد الباحـــث 

ي أكــد بــدوره أنهــا واحــدة مــن أهــم الأنمــاط المــصلية المــسؤولة الــذ
عــن أنتــشار حــالات الأســهال الــدموي عنــد الأطفــال فــي محافظــة 

 : E.coli O157حيث بلغت نسبة عزل النمط المصلي , بغداد 

H7 %)  5. (  
أن هــذا التبــاين يعــزى الــى حــساسية الطــرق التــي أتبعــت فــي هــذه 

مقارنــــــة مــــــع الطريقــــــة التــــــي الدراســــــة لتــــــشخيص هــــــذه البكتريــــــا 
أســتخدمها هــذا الباحــث و الــذي أعتمــد علــى طريقــة الــزرع علــى 
الوسـط الـصلب و الفحـوص الكيموحيويـة التقليديـة بـدون أســتخدام 

وقـد شـملت مراحـل التـشخيص   .  API 20Eنظـام التـشخيص 
خطـــوة أضـــافية تعـــزز النتـــائج التـــي تـــم الحـــصول عليهـــا بوصـــفها 

هـذه البكتريـا منهـا التحـري عـن أفـراز خطوات تشخيصية تكميليـة ل
ــــا  ــــذيفانات بأســــتعمال خلاي ــــع Vero Cellsال ــــار نجري  و أختب

   .[3]صغار الفئران الرضع
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