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  الملخص
 Campylobacter jejuniعزلات تابعـة لجرثومـة   ) 9(اجراء التنميط الحيوي لـ تضمن البحث 

)C.jejuni (عينة خروج لاطفال مصابين باسهال شديد حيث اعتمد فـي   152  التي تم الحصول عليها من
كما تضمن البحث اجراء اختبـار  تشخيصها على الصفات المظهرية والزرعية والاختبارات الكيمياحياتية ،     

اجراء التنميط الحيوي على ثـلاث      وقد تم   .  ومقاومة هذه الجرثومة لبعض من المضادات الحيوية       حساسية
 وقدرتـها على النمــو   DNA للهيبيوريت والتحلل المائـي للـاختبارات بايوكيميائية هي التحلل المائي

 يويـة،  حأنمـاط اذ شكلت نظام تنميط حيوي تضمن ثمان  CYE( Charcaol Yeast Extract(في وسط 
 الثمانيـة وهمـا   الأنمـاط اظهرت نتائج التنميط ان جميع العزلات تقع ضمن نمطين حيويين فقط من بين           

تبـين ان جميـع العـزلات حـساسة لكـل مـن       و  % . 22.22بنـسبة  والسابع  % 77.78الثالث بنسبة
Tetracycline و Rifamicin و Neomycin       فيما ابدت جميع العـزلات مقاومـة مطلقـة لكـل مـن  

Co-Trimoxazole و Ampicillin ًب حساسية  واضحاً في نس بينما اظهرت باقي انواع المضادات تباينا
  .او مقاومة الجرثومة لها
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ABSTRACT 

The study involved the biotyping of 9 isolates of Campylobacter jejuni (C.jejuni) 
isolated from 152 fecal samples from children with sever diarrhea. These isolates were 
identified depending on morphological and cultural characteristics and biochemical tests.    
       The study also aimed at checking the sensitivity and resistance of this bacterium to 
some common antibiotics. Biotyping was done depending on three biochemical tests, 
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Hydrolysis of hippurate, Hydrolysis of DNA and ability of growth on Charcaol Yeast 
Extract (CYE).This biotyping system includes eight biotypes. The results showed that all 
isolates belonged to two biotypes, the third and seventh. The third was the dominant 
comparising 77.78 % while the seventh contained only 22.22 % of the isolates. The study 
also showed that All isolates were sensetive to Neomycin, Tetracycin , Rifampicin but 
fully resistante to Co-Trimoxazole and Ampicillin. However, the isolates avariable 
sensetivity or resistance to Chloramphenicole, Gentamycine, Erythromycine and 
Ciprofloxacin.

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ   

  المقدمة

 التـشخيص   إلـى ر   المجهرية التي تـشي    الأحياء مصطلحات علم    إحدى Typing تعد كلمة التنميط    

 أخر  بتوضيح أوالنوعي للسلالة اذ ان الهدف منه التعريف بين سلالتين او اكثر مشتقة من نفس المصدر                

  .رين مختلفتين تمثلان نفس السلالةن من مصدافيما لو كانت عزلت

تضمن التنمـيط  تCampylobacter  الموصوفة لتنميط  phenotyping طرق التنميط المظهري إن 

وهذه الطرق غير    Phage-typing والتنميط بالعاثيات    Serotyping والتنميط المصلي    Biotypingالحيوي  

انظمة التنميط المصلي والعاثي لاتستعمل بشكل واسع ونتيجة لذلك فـان تـشخيص مـصادر               كافية اذ ان    

 واسـع   ان عدم كفاية طرق التنميط المظهري قاد الى تطبيق        و ،سنةالاصابة يكون محدداً على المستوى ال     

  :وهذه بدورها تضم C.jejuniللطرق الجينية لتنميط 
Plasmid profiling التنميط البلازميدي الشكلي 
Ribotyping التنميط الرايبي 
Polymerase Chain Reaction (PCR)  التقنيات المعتمدة علىPCR 

  .ييز مقارنة بطرق التنميط المظهريمعظم هذه الطرق تجهز مستوى عالي من التم

)Newell et al., 2001; Bolton et al., 1992(.  

 في ثمان انماط حيوية اعتماداً على ثـلاث         C.jejuni  جرثومة 1982 سنة وجماعته   Hebertوضع  

  :تاختبارات بايوكيميائية تضمن
Hippurate hydrolysis -وريتيالتحلل المائي للهيب 
DNA hydrolysis -  تحللDNA 
Growth on Charcoal Yeast Extract aga  CYEالنمو على وسط -

  

  

  

 انه في كثير مـن      إذ الأمراضعدت المضادات الحيوية لسنين عديدة المعجزة في علاج العديد من           

  عالية جداً قبل التوصـل     بالأمراض الإصابة نتيجة   mortalityاجزاء العالم كانت معدلات الموت الجماعي       

ستعمال الواسع والعـشوائي للادويـة المـضادة للميكروبـات     ، الا ان الا   الى الادوية المضادة للميكروبات   

حيث اظهرت الجـراثيم  . )Talaro and Talaro, 1996(سرعان ما قاد الى مقاومة الجراثيم لهذه الادوية 

، او نقـل  الطفرةالعديد من ميكانيكيات المقاومة التي تحدث نتيجة لاحد السببين الاساسيين وهما اما حدوث             
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 ومن ميكانيكيات المقاومة بناء انزيمات      .اتة بين الجراثيم التي تكون عادة خلال البلازميد       الجينات المقاوم 

الـذي    β-lactamaseلدواء عن طريق التغيير في تركيبه، من هذه الانزيمات انزيمتعمل على تثبيط فعل ا

 ـ         β-lactamلاكتام  -يحطم حلقة البيتا     سيفالوسبورينات للمضادات الحيوية التـي تمتلكهـا كالبنـسلينات وال

)et al., 1995 Mims( .   وفي دراسة اجـريت علـى مقاومــة سـلالاتC.jejuni    المعزولـة مــن

لاربع مضادات حيوية ومقارنـة   1998 سنة  Gilbert وGaudreauمصـادر مختلفة مـن قبـل الباحثين 

 و  1992 وفـي    1986 و   1985سنة  النتائج مع دراسات سابقة لنفس المضادات ولحقب زمنية مختلفة في           

المعزولة من الحقب المتقـدم ذكرهـا        C.jejuni، كانت النتيجة انه لم تظهر أي سلالة من سلالات           1993

  .Erythromycinمقاومة للمضاد الحيوي 
  

  

  المواد وطرق العمل

 ـ             152جمعت   ائي عينة خروج من اطفال باعمار مابعد الولادة الى عمر السنتين مصابين باسهال م

عـزلات مـن جرثومـة       )9(وتم الحصول علـى     .ن في بعض مستشفيات مدينة الموصل     دموي الراقدي و

C.jejuni  4.36بنـسبة  ) 2004،.الطائي والراوي (خاصة بها والمشخصة حسب طرق التشخيص ال % 

واعطت هـذه    ،وكيميائية اقل تقنية واكثر عملية    ثلاث اختبارات باي  واجري التنميط الحيوي عليها باستخدام      

البايوكيميائيـة التـي    ، والاختبـارات    لات هذه الجرثومة  بيانات لاستنباط الاختلافات بين سلا    الاختبارات  

ورات وتحليل الــ    ي هي التحليل المائي للهيب    1982 سنة وآخرون   Hebertطريقة الباحث   اعتمدت حسب   

DNA والنمو على وسط ،CYEلاختبارات لتشكل نظام تنميط حيـوي   ثم رتبت نتائج هذه اBiotyping 

system.  

 ,Hwang and Ederer, 1975; Harvey( اجري اختبار التحلل المائي للهيبيوريت كما ورد في

 % 1  المضاف له Brain-heart infusion brothالدماغ- نقيع المخ بتلقيح المستعمرات في وسط)1980

رجة حرارة  ساعة في ظروف قليلة الاوكسجين في د48 وحضنت الانابيب لمدة ملح هيبيورات الصوديوم

دقيقة ولمدة /دورة  3000بسرعة ) Kallenkamp( رسبت الخلايا باستخدام جهاز النبذ المركزي  ثم م،37

من كاشف كلوريد  3 سم0.4 واضيف اليه kahn tubeمن الراشح لانبوبة كان  3 سم0.8نقل و دقائق، 10

 راسب كثيف معتم وضبابي تكوينبالنتيجة موجبة ، تعد رج الخليط وترك ليستقر، الحديديك الحامضي

تكون بصفاء فالنتيجة السالبة اما  .ؤشراً على تحلل هيبوريت الصوديوم دقائق م10كالغيوم ويبقى بعد 

  . دقائق وهذا معناه ان هيبوريت الصوديوم لم يتحلل10الراسب المتكون خلال 

 Deoxyribonuclease Test المحلل للحامض النووي الديوكسي رايبوزي الانزيم اختباراما 

 الحاوي على DTA( DNase Test Agar( م وسطااستخدب 1982 سنة Hebertحسب طريقة  فاجري

DNA حيث حضرت المادة الاساس له وهي وسط الـ DNase العادي ثم اضيف له محلول المثيل 

 ،%0.005  المذاب ليكون التركيز النهائيDTA الى وسط وأضيف MG (Methyl Green(الاخضر 
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   لوب كثيفة من نمو حديث مزروع على اكار الدم ويكـون التلقيح بشكل دائري قطر الدائرةتؤخذ حملة

 الأطباقم في ظروف قليلة الاوكسجين وتفحص 37 ° يكون التحضين في ،وسطسم تقريباً على سطح ال 1

 غير أوة  ظهور منطقة النمو المحاطة بهالة شفافإن . التحضينأيامبعد اليوم الاول والثاني والثالث من 

في لون   هناك تغيرنلا يكو وعندما DNAملونة من الوسط الاخضر المزرق تعد نتيجة موجبة لتحليل 

 .النتيجة سالبةتعد الاكار ف

حضر ، CYE (Charcoal-Yeast extract( على النمو في وسط  C.jejuniوبالنسبة لاختبار قدرة

حملة لوب من نشرت م ث heart infusion brothنقيع القلب  من مستعمرات الجرثومة في مرق معلق

 ، النتيجة الموجبة تكون ايام3 لمدة المثالية لنمو الجرثومةظروف ال في تحضنو CYEالمعلق على وسط 

  ).Hebert et al., 1982 (على هذا الوسطنمو الجرثومة بظهور 

وتم اتباع طريقة الحيوية الشائعة ثم اختبرت هذه العزلات التسع في حساسيتها لعدد من المضادات 

Kirby-Bauer Technique المحورة )et al., 1966 Baure ( والمعتمدة من منظمة الصحة العالمية

)Vandepitte, 1991 (هنتون اكار -واستعمل وسط مولرagar Muller–Hinton اما المضادات الحيوية ،

، Gentamycin ،Erythromycin:  وهيOxoidالتي استخدمت فجميعها مجهزمن شركة 

Chloramphenicol، Tetracyclinو  ثر على بناء البروتين وهي مضادات تؤRifampicin ،

Ciprofloxacin ،Co-trimoxazaleتؤثر في بناء الاحماض النووية وقد استخدم كل من  التي 

Ampicillin ،Neomycinاللذان يؤثران في بناء الجدار الخلوي .  
  

  

  

  المناقشةوالنتائج 

تلك العوامـل المهمـة فـي        C.jejuniرع الخروج الانتخابية فان تمييز جراثيم       مع تطور تقنيات ز   

 اصبحت تحتاج الى تسليط الضوء بشكل اكبر لفهـم  human gastroenteritisالالتهابات المعدية البشرية 

وبائية هذه الكائنات بشكل افضل ، وفي غياب انظمة التنميط المصلية فان الاختلافـات بـين الـسلالات                  

باسـتعمال طريقـة التنمـيط بالعاثيـات     ) et al., 1979 Bokkenheuser( مـن قبـل العـالم    وصـفت 

Bacteriophage              ثم استخدمت طريقة احدث باستعمال نظام التنميط الحيوي المعتمد على اختبار التحلـل 

وهناك طرق ). Skirrow and Benjamin, 1980( من قبل العالمين H2Sالمائي للهيبوريت وعلى اختبار 

 H2S والتحري عـن     DNase وإنتاجت التحلل المائي للهيبوريت     ا مثل استخدام اختبار   أخرىتنميط حيوية   

)Lior et al., 1982.(  

 لتنمـيط   1982 سنة وجماعته   Hebertوقد اتبعت في هذه الدراسة الطريقة المعتمدة من قبل العالم           

المعزولة في دراسـتنا المبينـة فـي        لات  التنميط الحيوي للسلا  هذا  نتائج   تشيرحيويا و  C.jejuniجرثومة  

الثالث  المعزولة محلياً توسمت بالنمطين الحياتيين     C.jejuniالى ان الانماط الحياتية لسلالات      ) 1(الجدول  

 % 77.78ط الحياتي الثالث هو سـبع سـلالات         التي تقع ضمن النم    C.jejuniوالسابع وان عدد سلالات     
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واقعة تحت النمط الحياتي السابع والسبب في        C.jejuniن جرثومة   م % 22.22بينما هناك سلالتين فقط       

ارتفاع عدد السلالات الواقعة تحت النمط الحياتي الثالث عن تلك الواقعة تحت النمط الحياتي السابع يعود                

 Herbertوريت وهذا جاء متفقـاً مـع الباحـث          يالى غالبية السلالات المعزولة كانت موجبة لفحص الهيب       

 سلالة 72وريت كانت   ي لفحص الهيب  إيجابيتها أظهرت حيث كانت عدد السلالات التي       1982 نةسوجماعته  

  .لة فقط ظهرت سالبيتها لهذا الفحص سلا22 و 94من مجموع 
  

  

  

  .C.jejuni نتائج التنميط الحيوي لجرثومة :1جدول       ال  
  نتائج اختبار التنميط الحيوي

Test result for following biotypes   نظام الاختبارTest system  
1  2  3  4  5  6  7  8  

  وريتيالتحلل المائي للهيب
Hippurate hydrolysis  

+  +  +  +  -  -  -  -  

  DNAالتحلل المائي للـ
DNA hydrolysis  

+  +  -  -  +  +  -  -  

  CYE agarالنمو على وسط 
Growth on CYE agar  

+  -  +  -  +  -  +  -  
  

  

  

 ـ   C.jejuniزلات  النسب المئوية لع  ) 2(يبين الجدول   و  للمـضادات الحيويـة     ةالحـساسة والمقاوم

 ان هناك ثلاث مـضادات حيويـة كانـت جميـع          ث  يح بالأقراصبالاعتماد على طريقة انتشار المضاد      

حيث بلغـت النـسبة المئويـة فـي         بحساسة لها    C.jejuni السلالات المعزولة في الدراسة من جرثومة     

  في حـين كانـت     Neomycin و   Tetracyclin و   Rifampicinهذه المضادات هي     ،% 100حساسيتها  

  Ampicillinمن المـضادات الحيويـة وبـشكل مطلـق وهمـا            لاثنين   جميع السلالات المعزولة مقاومة   

، بينما اظهرت باقي انواع المضادات الحيوية المستخدمة تغـايراً           %100 أي بنسبة    Co-trimotazole و

بة المئويـة    بلغـت النـس    Gentamycinها فالمضاد الحيوي    واضحاً في حساسية الجرثومة او مقاومتها ل      

 فيما بلغـت للــ      % Chloramphenicol 44.4وبلغت للمضاد الحيوي     % 33.3لمقاومة الجرثومة له    

Erythromycin 22.2 %  وبالنسبة للمضادCiprofloxacin11.1 كانت النسبة المئوية للمقاومة  فقد.%   

 قليلة الى حد ما وقد يعود سـبب   Gentamycinضاد الحيوي  للم C.jejuniكانت مقاومة جرثومة 

 Seanzحساسية السلالات له الى انتاجها الانزيمات المحورة للامينوكلايكوسايد وهذا اتفق مع مـا وجـده       

ل مؤثر في عـلاج  سنة Gentamycin فضلاً من ان هناك دراسات عديدة سجلت ان 2000وجماعته سنة  

  .)Campylobacter )Pigran et al., 1997; Velazquez et al., 1995 التهاب الامعاء المتسبب عن

 قـد   Rifampicin و Tetracycline سبب المقاومة المعدومة لهذه الجرثومة للمضادين الحيويين         إن

 قيـد الدراسـة     بالإسـهال  عدم الاستخدام المسبق لهذين المضادين من قبل المرضى المصابين           إلىيعود  

  .الإسهال متوفرة وموصوفة بشكل اكبر لعلاج حالات أخرىيوية والاتجاء الى مضادات ح
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 وهذا ما جاء مشابهاً لمـا ذكـره   44.4% فقد كانت المقاومة بنسبة Chloramphenicol  وبالنسبة

)Reina et al., 1994( .القليلة لمقاومة المضاد الحيوي  النسبةأما Erythromycin  فقد جاءت متفقة لمـا 

 C.jejuni حيث بلغت النسبة المئوية لمقاومة سـلالات جرثومـة    2000 سنةونوآخرSaenz  توصل اليه
 ضـدها   الأوللهذا المضاد جعلت منه الخط الـدفاعي         C.jejuni وهذه المقاومة الواطئة لجرثومة      % 3.2

  .)Aarestrup et al., 1998; Reina et al., 1994 (  الناجم عنهاالأمعاء بالتهاب الإصابةعند 

 فقد كانت النسبة المئوية لمقاومته من قبـل السلالات المعزولة          Ciprofloxacin المضاد الحيوي    أما

ت نـسبة   اذ بلغ2000وجماعته سنة  Seanz وهنـا لم تتفق النتيجة مع ما ذكره % 11.1فـي دراستنـا 

الجرثومية لهذا   غياب مقاومة السلالات     1987 سنة   أسبانيا انه سجل في     إلا،   %72المقاومة في دراستهم    

 ـ     رـبعد سجلت زيادة لافتة للنظ     ، وفيما 1988سنة  المضاد في    ة مـن   ـفي السلالات المقاومـة المعزول

ــدة  ــى للم ــين  المرض ــا ب ــى 1989 م ــى  %3-8. 1991 إل ــوالي  % 50-19 إل ــى الت   عل

)et al.,1993 Mirelis .( ـأخـرى  في بلدان أيضاوفي تلك المدة لوحظت هذه الزيادة في المقاومة  ل  مث

 مقاومة لهذا المـضاد فـي   أيةعلى الرغم انه لم توجد )Gaudreau and Gilbert., 1998 ( وكندا إنكلترا

و    في السويد وفي الولايات المتحـدة       أجريتالدراسات التي     في تلك المدة في    Campylobacterسلالات  

سـجلت دراسـات   فيما ) Sijogren et al.,1992; Nachamkin, 1994; Hirschl et al., 1990(استراليا 

  ).et al., 1995 Harnett( 80%عديدة معدلات عالية للمقاومة لهذا المضاد 

 هـو   Ampicillinالمعزولة للمضاد الحيوي     C.jejuniان تعليل المقاومة المطلقة لسلالات جرثومة       

 لسبب لذلك  الموجودة في هذا النظام كما اعزى ا       β-lactamaseفي قدرة هذه الجراثيم على انتاج انزيمات        

  .)Tajada et al., 1996; Lachance et al., 1993(الباحثين
  

  

  . للمضادات الحيويةC.jejuni نتائج حساسية ومقاومة جرثومة :2جدول ال
  المقاومة  الحساسية

  الرمز  المضادات الحيوية
  التركيز
  %  العدد  %  العدد  قرص/ مايكروغرام 

Gentamycin GN 10 6 66.7 3 33.3 

Tetracycline T 30 9 100 0 0 

Chloramphenicol C 30 5 55.6 4 44.4 

Erythromycin E 15 8 88.9 1 11.1 

Rifampicin Rf 30 9 100 0 0 

Ciprofloxacin CIP 100 8 88.9 1 11.1 

Co-trimoxazol SXT 25 0 0 9 100 

Ampicillin AMP 10 0 0 9 100 

Neomycin N 30 9 100 0 0 
  

  

  

الجراثيم للمضادات الحيوية تزداد بزيادة تناول هذه المضادات بشكل عشوائي وخـاطئ            ان مقاومة   

 اكثر من المـضادات  Broad–Spectrum Antibioticناول المضادات ذات الطيف الواسع وخاصة عند ت
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 ,.Narrow-spectrum Antibiotic) Lansing et al., 1996; Yu et alالحيوية ذات الطيـف الـضيق   

1979(.  

 Campylobacterا ان الاختلافات في نسب المقاومة للمضادات الحيوية الواضحة ضمن عزلات            كم

  .) Saenz et al., 2000(تعتمد على النوع ومصدر السلالة وتاريخ استخدام المضاد من قبل المريض
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