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  المخلص

 مـن الاطفـال المـصابين    Clostridium difficileتضمنت الدراسة عزل وتشخيص جرثومـة  

بالاسهال المائي وباعمار من بعد الولادة ولغاية السنتين ومن حالات التهاب القولون والاسهال النـاجمين               

اعتمـدت  .  يوم اعتمادا على التشخيص الـسريري      12-5عن تناول المضادات الحيوية مدة تراوحت بين        

  . خيص الجرثومة الاختبارات المظهرية والكيمياحيوية في تش

 % 17.3 عينة كان    52بينت النتائج أن نسبة عزلها من عينات الاسهال المائي عند الاطفال البالغة             

وعند . من حالات الاسهال والتهاب القولون عند البالغين على التوالي           % 68و   % 32فيما عزلت نسبة    

فال تبين أن هذه النسبة تـزداد بزيـادة         دراسة تأثير العمر على نسبة عزلها من حالات الاسهال عند الاط          

 شهر فيما لم تعزل من الاطفال بالفئة العمرية         24-18العمر إذ احتلت أعلى نسبة عزل عند الفئة العمرية          

  .  أشهر من العمر 6 –من بعد الولادة 

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

We report the isolation and identification of Clostridium difficile from infants 
having watery diarrhae at ages from after birth to 2 years old during the period from 5 to 
12 days according to the clinical diagnosis and from colitis and diarrhoael cases caused 
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by using antibiotics. Morphological and biochemical tests were used for the identification 
of this bacterium .  

The isolation percent from infantile watery diarrhea was 17.3 % while it form 32 %  
and 68 % from diarrhea and colitis cases in adult respectively. In studying the effect of 
age on its isolation percent from infantile diarrhea, it was found that this percent 
increased with age it formed higher isolation percentage in 18-24 month ages while it 
could not be isolated from after birth to 6 months infants. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 ومنذ اكتشافها ولغاية السبعينات كان يعتقد انهـا       1935 لاول مرة عام     Cl.difficileعزلت جرثومة   

غير ممرضة وفي الوقت الحاضر تعد هذه الجرثومة سبباً رئيسياً لالتهـاب القولـون الغـشائي الكـاذب                  

)PMC( Pseudomembranous colitis    والاسهال المرتبط بتناول جرع المـضادات الحيويـة )AAD (

Antibiotic –Associated Diarrhea   الذي يتراوح من اسهال خفيف الى اسهال شديد عنـد المرضـى 

   .)  Kelly et al., 1994 ; DeLalla et al.,1992( الراقدين في المستشفيات

 Brooks(من البشر  % 10-2ورا الطبيعية المعوية عند  جزءاً من الفل Cl. difficileتعد جرثومة 

et al.,1998 (  من الاصحاء البالغين فضلاً عن انهـا شـائعة    % 5-3وعزلت ضمن فلورا القولون عند

الوجود في المستشفيات ودور التمريض وان انتقالها من شخص لاخر يمكن ان يحدث عن طريق تلـوث                 

ع السطوح والادوات الملوثة الا ان العديد من الدراسات تشير الى انها            ايدي العاملين او التماس المباشر م     

مـن حـالات الاسـهال      %  33 – 11 و Colitisمن حالات التهاب القولون      % 75-60المسبب لحوالي   

فضلاُ عن ). AAD) McFarland et al, 1989 ; Nolan et al., 1987المرتبط بتناول المضادات الحيوية 

 اصبح حديثاً مشكلة مرضية تستحق الاهتمـام وان المـضادات الحيويـة             PMCقولون  ذلك فإن التهاب ال   

% 10 عنـد    PMC سببت الاسهال والتهاب القولون      Lincomycin و   Clindamycinواسعة الطيف مثل    

تعد بيئة المستشفيات المصدر الرئيسي لهذه الجرثومة وبالتالي . (Mangioni , et al., 1991)من المرضى 

 ; McFarland et al,1989)هال وفي جميع الاعمار وهذا ما اكدته العديـد مـن الدراسـات    تحدث الاس

Pothoulakis ,2002) . فيما اشار)(Koneman et al.,1997 الى انها كثيرة الوجود )Ubiquitous (  فـي

  . ربيئات مختلفة وتعزل من التربة والماء والمحتويات المعوية للعديد من اللبائن والزواحف والطيو

 strictlyبانها عصيات موجبة لـصبغة كـرام لاهوائيـة اجبـاراً      Cl. difficileتتميز جرثومة 

anaerobic             ، تحتاج   ،مكونة لسبورات بيضوية تحت نهائية ، متحركة خاصة في المزارع السائلة الحديثة

هـا تحـوي     ساعة تحضين وان اكثر الاوساط الغذائية الانتخابيـة المـستخدمة فـي عزل             48لعزلها الى   

 Cefoxitin) Koneman et al.,1997 ; Fekety و Cycloserin المضادات الحيوية المثبطة للجراثيم مثل

and Shah, 1993 ( وتكمن امراضية الجرثومة في انتاجها الذيفانات اذ تشير الدراسات الى انها تنتج ذيفان

 وصـف   D1ل ويرمز له ايـضا       المسؤول عن احداث الاسها    Aاطلق عليه الذيفان     Enterotoxinمعوي  
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على ان له القدرة على تجميع السوائل باستخدام اختبـار          1981 وجماعته عام    Taylorلاول مرة من قبل     

 B فضلا عن انها تنتج ذيفان اخر اطلق عليه الـذيفان  (Rabbit ileal loop test)امعاء الارنب المربوطة 

مخاطية الامعاء السليمة الا انه يحطم الخلايا فـي          لايرتبط ب  Cytotoxin مؤثر على الخلايا     D2ويرمز له   

 من عزلات الجرثومة تفرز كلا النوعين من الذيفانات اما          ) %75( وان Bartlett,1994)(الحالات الشديدة   

  ).Lyerly,1995 ; Bartlett,1990(العزلات غير المنتجة لاتسبب الاسهال او التهاب القولون  

-Motility)عامل ضراوة اخر وهو العامل المؤثر على الحركة         فضلا عن ذلك فقد اشير الى وجود        

altering Factor)     الذي يحفز تقلص العضلات الملساء للامعاء وهـو يختلـف عـن الـذيفانات A و B 

)Lyerly,1995. (  

ولعدم وجود دراسة محلية مسبقة في عزل وتشخيص الجرثومة على الرغم من دورها الامراضـي               

ا وتشخيصها من حالات الاسهال عند الاطفال والتهاب القولون الناجم عن تناول            لذا استهدف البحث عزله   

  .المضادات الحيوية ليكون مفتاحاُ لدراسات اكثر شمولية عن هذه الجرثومة 

  

  المواد وطرائق العمل

  شملت العينات  :العينات 

 راقدين في مستشفى ابن      عينة اسهال مائي من اطفال باعمار تراوحت من بعد الولادة لغاية السنتين            52 •

  .الاثير التعليمي للاطفال والولادة في مدينة الموصل

 من المرضى البالغين الذين يعانون من التهاب القولـون والاسـهال   Rectal swab مسحة مخرج 65 •

ــين       ــت ب ــدة تراوح ــسيفالوسبورينات م ــسلينات وال ــة البن ــضادات الحيوي ــاولين للم   متن

  . ابن سينا في الموصل يوم الراقدين في المستشفى5-12

  .نقلت العينات الى المختبر مباشرة لاجراء اختبارت العزل والتشخيص  •

  

  : الاوساط الزرعية 

  : استخدمت الاوساط الغذائية الاتية : اوساط العزل 

 Oxoidالجاهز من شركة ) Cycloserine-Cefaloxitine Fructose Agar) CCFAالوسط الانتقائي  .1

   % .5نسبة  المضاف له دم حصان ب

 Agar 5 غم ، Trypticase Soy Agar 40حضر الوسط في المختبر من : وسط اكار الدم اللاهوائي .2

                   ،3 سـم  1000 ملغم ، ماء مقطـر       L-Cystein 400 غم ،    Hemin 5 غم ،    5غم ، خلاصة الخميرة     

            وزع  % 5حـصان بنـسبة     ْ م واضـيف لـه دم        50عقم الوسـط بالموصـدة ثـم بـرد لدرجـة            

  .باطباق معقمة الوسط
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  : اوساط التشخيص 

وسط تحلل الاسكولين ، وسط الحركة ، وسط الجيلاتين ، وسـط مـاء الببتـون ، وسـط تخمـر                     

   .(Koneman et al., 1997)حضرت الاوساط كما ورد في . السكريات 

  العزل والتشخيص 

 % 5 المضاف له دم حصان بنـسبة        CCFAائي الانتقائي    الغذ الوسطلقحت المسحات مباشرة على     

         ْ م 37 سـاعة بدرجـة      48-24 لمـدة     لاهوائيـاً  الأطبـاق ووسط اكـار الـدم اللاهـوائي وحـضنت          

(Fedorko and Williams , 1997).   

-Alcoholوبالنسبة لعينات الاسهال المائي فقد استخدمت تقنية انتقاء السبورات باستعمال الكحـول             

Spore-Selection           مـن كـل     3سـم  1( حيث مزجت كميات متساوية من عينة الاسهال والكحول الاثيلي

 منها ولقحت على الاوساط الغذائيـة       3سم0.1 دقيقة في درجة حرارة الغرفة ثم نقلت         30وحضنت  ) منهما

   . (Koneman et al., 1997)الانتقائية وحضنت بنفس الظروف السابق ذكرها 

  :لتشخيصية المتضمنة اجريت الاختبارت ا

حضرت شرائح من المستعمرات النامية على الاوساط الغذائية وصبغت بـصبغة           : الفحص المجهري    .1

  .كرام وفحصت مجهرياً 

  : وتضمنت (Koneman et al., 1997)اعتمد في اجرائها على : الاختبارات الكيمياحياتية  .2

 الجراثيم علـى تحليـل الاسـكولين        يعتمد الاختبار على قدرة بعض    : اختبار تحلل الاسكولين    * 

اجري الاختبار بتلقيح وسط الاسكولين بالمستعمرات المـراد  . وتكوين اللون الاسود في الوسط     

  .اختبارها وحضنت الانابيب في الظروف الملائمة ثم لوحظت النتيجة 

، ) غـم 5 (NaCl،  )  غـم Tryptose) 10لقح وسط الحركة المحـضر مـن        : اختبار الحركة   * 

بالمستعمرات وحضنت فـي الظـروف      )  لتر 1(، ماء مقطر    ) غم5 (Agar،  ) غم1(وز  كلوك

  .المثالية ثم لوحظت قدرة الجرثومة على الحركة 

اجريت اختبارات الاندول وتمييع الجيلاتين وتخمير سكريات المانيتول واللاكتـوز والكلوكـوز            * 

  .والمانوز

  

  النتائج والمناقشة

 واكار الدم اللاهوائي ظهور مستعمرات ذات       CCFAى الاوساط   وضحت نتائج عزل الجرثومة عل    أ

 Horse-stableرائحـة اصـطبل الخيـول        لون مميز ابيض يميل قليلا الى الاصفر ورائحة مميزة تشبه         

 كبيرة مسطحة قليلاً ذات حافات خيطية فيما بدت على وسط اكار الـدم غيـر                CCFAوتكون على وسط    

رصاصية مرتفعة قليلا لها مظهر الزجاج المطحون وذات حافات خيطيـة  ) Non hemolytic(محللة للدم 

  . توضح ذلك 2 و 1والصور 
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 بدت عصوية رفيعة موجبة لصبغة كرام مكونة لـسبورات بيـضوية            وعند فحص خلاياها مجهرياً   

 .تحت نهائية 

القـدرة علـى    ان الجرثومة تمتلك    ) 1(واظهرت نتائج الاختبارات الكيمياحيوية المبينة في الجدول        

 والأخيـر  الناتج من تحلل الاسكولين الى كلوكوز واسكوليتين         الأسودتحليل الاسكولين بدلالة ظهور اللون      

توضح ذلـك وعنـد اختبـار      ) 3(يتفاعل مع ايونات الحديديك في الوسط ويعطي اللون الاسود والصورة           

وتمكنـت  ) . 4(ضح في الصورة    الحركة تبين انها متحركة اذ انتشر النمو على طول خط الطعن كما مو            

 الجيلاتين فيما لـم تـتمكن مـن تخميـر     وإسالةالجرثومة من تخمير سكر الكلوكوز والمانيتول والمانوز      

   .(Koneman et al., 1997) الاندول وهذا مطابق لما ورد في وإنتاجاللاكتوز 
 
 
  
 
 
 
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

   CCFA الوسط الانتقائي  علىClostridium difficileنمو جرثومة  : 1صورة ال
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  على وسط اكار الدم Clostridium difficileنمو جرثومة  : 2صورة ال

  

  
 
 
  

  

  

  

  

  

  

  

   على تحلل الاسكولين Clostridium difficileقدرة جرثومة  : 3صورة ال
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  على الحركة   Clostridium difficileقدرة جرثومة  : 4صورة ال

  

  .Cl. difficle نتائج الاختبارات الكيمياحياتية لتشخيص جرثومة : 1جدول ال

  النتيجة  الاختبار

  +  تحلل الاسكولين

  +  الحركة

  -  الاندول

  +  تميع الجيلاتين

  

+  

-  

+  

  تخمر السكريات

  الكلوكوز

  اللاكتوز

  المانيتول

  +  المالتوز
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مـن   % 17.3 المئوية لعزل الجرثومـة اذ شـكلت    النسبة) 2(وتبين النتائج الموضحة في الجدول      

توزعـت  ) عزلة25 % (38.4فيما بلغت نسبتها من مسحات المخرج       ) 52(عينات الاسهال المائي البالغة     

  .مرتبطة بحالات التهاب القولون ) عزلة17 % (68ارتبطت بحالات الاسهال و ) عزلات8 % (32من 

  

  ة من العينات المرضية  النسب المئوية لعزلات الجرثوم: 2جدول ال

  النسبة المئوية  عدد العزلات  الحالة المرضية  عدد العينات

  17.3  9  اسهال مائي  52

 32 8  اسهال
65  

 68 17  التهاب القولون

  

 10 -5%عدت جزءاً من الفلورا الطبيعية المعوية عنـد   Cl. difficileعلى الرغم من ان جرثومة 

 نـوعين مـن     وإفـراز  استعمار الجرثومة للقناة الهضمية      أوضحتات   العديد من الدراس   أن إلامن البشر   

 والتهاب القولون   الإسهال التي ترتبط بمستقبلات متخصصة في  القولون وتسبب          B و   Aالذيفانات الفعالة   

(Knoop et al., 1993 ; Mulligan , 1984).   

رضـى اللـذين    مـن الم   % 30-20 ان   1996 في سـنة     Plum و Benenett الباحثان   أشارفيما  

 المرتبطة بتنـاول    الإصابات أعراضيتناولون المضادات الحيوية يمكن ان يكونوا حاملين للجرثومة وان          

 أسابيع  6بعض المضادات الحيوية يمكن ان يبدأ مبكراً بعد يوم من تناول المضاد او قد تظهر متأخراً بعد                  

ي البطن وتهيج او التهاب القولون فيمـا         مائي وآلام وتقلصات ف    إسهال تكراراُ هي    الأكثر الأعراضوان  

تبدأ اعراضها بعـد   Cl. difficile ان معظم اصابات جرثومة 2002 في سنة Pathoulakisذكر الباحث 

 ,Ampicillin, Amoxicillin ايام من تنـاول المـضادات وان اكثـر المـضادات تـأثيراً هـي       4-9

Cephalosporins  و Clindamycin .  

امل العمر على نسبة الاصابة بالاسهال المائي الناجم عن الجرثومة دلت النتائج            وعند دراسة تاثير ع   

اذ احتلت الجرثومة اعلى نسبة عند الفئـة        ) 3الجدول  (ان نسبة الاصابة عند الاطفال تزداد بزيادة العمر         

 6 - ولم تعزل الجرثومة عند الفئة العمرية من بعد الولادة         % 66.7 شهرا حيث بلغت       24-18العمرية  

ان الاختلاف في معدلات الاصابة قد يعكس تلوث البيئة وان الاستعمار بهـذه الجرثومـة عنـد                 . أشهر  

 لديهم فضلاً عـن ان نـوع   Protective floraالاطفال باعمار مختلفة قد يعود الى نقص الفلورا الواقية 

م كلها عوامل تلعب دوراً هاماً      الرضاعة وميكانيكيات الدفاع المناعية لدى الطفل ومدى النظافة واهتمام الا         

 وقد اشارت الدراسات الى أن نسبة تواجد الجرثومة فـي  (Riley , 1984)في نسبة الاستعمار بالجرثومة 

القناة الهضمية يتأثر بعوامل عدة اهمها العمر والبيئة والتعرض لاستخدام المـضادات الحيويـة ونوعهـا                
(Bennett and Plum , 1996 ; deLalla et al., 1992).   
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   النسب المئوية للجرثومة حسب الفئات العمرية :3جدول ال

  النسبة المئوية  عدد العزلات  الفئات العمرية

  -  0   اشهر6 -بعد الولادة 

  11.1  1   شهر12 - 6

  22.2  2  شهر18 -12

  66.7  6  شهر24 - 18

 100 9 المجموع
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