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من مصادر متنوعة وتشخیصهاClostridium botulinumعزل بكتریا 
نورس محمد حسن و حیدر إبراهیم علي  وآمال كاظم غضبان

قسم علوم الاغذیة، كلیة الزراعة، جامعة البصرة، العراق

من مصادر متنوعة وهي التربة واللحم والعسل، وأخذت Clostridiumعزلة محلیة من بكتریا 16تم عزل : المستخلص
أجري تشخیص العزلات بعد تنقیتها وذلك باستعمال وقد عینات هذه المصادر من مناطق مختلفة لمحافظة البصرة. 

، إذ أظهر الفحص المجهري أن Clostridium botulinumالفحوصات المظهریة والكیموحیویة وتبین أنها تعود لبكتریا 
تریا ذات خلایا عصویة ، موجبة لصبغة كرام، لاهوائیة ، مكونة للسبورات ومتحركة. أما مستعمراتها فكانت ذات شكل البك

ووسط صفار البیض Blood agarمنتشر وحافاتها غیر منتظمة عند تنمیتها على الأوساط الزرعیة الصلبة مثل أكار الدم
أظهرت الاختبارات الكیموحیویة فقد أظهرت أنها محللة .یة اللونوكانت تبدو شفافة إلى رمادEgg yolk agarالصلب

وكانت جمیعها سالبة لإنتاج الأندول واختزال النترات H2Sومحللة للدهن ومنتجة لغاز hemolysisβ-للدم من نوع بیتا
نتاج أنزیم الكاتالیز. وقد نمت في مدى من الدالة الحامضیة ( ٕ م °)42,30,10() ودرجات حرارة4-6وتحلل النشأ وا

، ووجد أنها خمرت سكروز والتریهالوز والمالتوز، وكانت مخمرة للسكریات: الكلوكوز والفركتوز وال)NaCl)12-3%و
جمیع السكریات عدا اللاكتوز والكالاكتوز والرایبوز والامیكدالین والاینوسیتول. أما اختبار التحسس للمضادات الحیاتیة فقد 

و والترایمثبریم للجنتامایسین، إلا أنها كانت مقاومة ین والمیترونیدازولجاه الأرثرومایسین والریفامبأظهرت البكتریا تحسساً ت
.النالدكسك أسد
،عزل، تشخیص.Clostridium botulinum: كلمات مفتاحیة

المقدمة
: یعني باللاتیني السجق Botulismالتسمم البوتیولیني 

إذ ظهر هذا التسمم في عام Botulusأو النقانق 
في وجبة سجق من لحم خنزیر مملح وغیر 1895

مطهي ، وهو من الأنواع الشائعة من التسمم ویحدث 
التي تفرزها بكتریا toxinsنتیجة السموم (الذیفانات) 
Clostridium botulinum وتعد أقوى السموم الحیویة

مرة من سم20المعروفة لحد الآن إذ تعادل سمیتها 
الطور في نهایةتنتج هذه السموم و أفعى الكوبرا . 

وبدایة طور الثبوت logarithmic phaseاللوغاریتمي 
stationary phaseیتكون بروتین لنمو البكتریا إذ

إلى السم داخل الذي یتحولProtoxinغیر سام یسمى 
الخلیة أو بعد خروجه من الخلیة بوساطة بعض 

ان للبروتین وتمتاز هذه السموم بأوز نزیمات المحللة الأ
توجد سبعة .)17(نجزیئیة عالیة تصل إلى الملیو 

A،B،C،D،E،F،Gأنماط من هذه السموم وهي 
هي المسبب الرئیسFوEوBوAوتعد الأنماط 

للتسمم البوتیولیني للإنسان إذ تؤثر في مراكز حساسة 

في الجسم وهي نقاط التقاء الأعصاب بالعضلات إذ 
إلى هذه المنطقة Acetyl Cholineتمنع وصول مادة 
مسببةوتقلصها ط حركة العضلات ثبیوالتي تعمل على ت

الموت أو شلل عضلات الحجاب الحاجز وأعضاء 
خفاق في الإخرى كالرئتین فیحدث الاختناق أو التنفس الأ

) أیام من 8- 4(عضلة القلب ویحصل  ذلك بعد 
درست أولى حالات التسمم ) .8و3(الأعراضظهور 

وقد أطلق على Van ermengemالبوتیولیني من قبل 
التي سمیت فیما Bacillus botulinusالمیكروب اسم 

Clostridiumبعد بكتریا  botulinum)5 ،9( . تمتاز و
عصویة موجبة لصبغة كرام ومكونة هذه البكتریا بكونها 

ةحامضیةم وبدال37للسبورات وتنمو عند درجة حرارة 
5- 3الغلیان لمدة ) وتقاوم سبوراتها درجة7.2-7.6(

20م لمدة 121أنها تقتل على درجة حرارة إلاساعات 
كما تمتاز هذه البكتریا بأنها غیر هوائیة ةدقیقة بالمؤصد

ومحللة للدم من exotoxinsمنتجة للسموم الخارجیة 
تقسم سلالات .)13(نوع بیتا ومحللة للبروتین والدهن
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تعد .للسموم المضادة للجینات) وفقاً G-Aالبكتریا من( 
من أكثر السبورات مقاومة للحرارة Aسبورات السلالة 

وعلى الرغم من أن معظم التسمم البوتیولیني یعود إلى 
عدم كفایة المعالجة الحراریة للأغذیة المعلبة وخاصة في 

Canning Processingبدایة ظهور صناعة التعلیب 
ولكن صناعة التعلیب قد تجاوزت هذه الحقبة من حیث 

ه حالات التسمم البوتیولیني أنلاإدرجة المعاملة الحراریة 
إن وجود .)1(لازالت تظهر في الأغذیة المعلبة منزلیاً 

السكر دلالة علىحامض البیوتریك في البیئات المحتویة
على التلوث بهذه البكتریا كما أنها تنتشر في الطبیعة 

والمالتوز ضروریین لإنتاج السم والتربة ویعد الكلوكوز
ضافة إلى عوامل أخرى كالرطوبة ومعدل الأكسدة بالإ

والاختزال وتركیز الملح ودرجة الحرارة ومدة التخزین 
ویلاحظ أن وجود البكتریا في بعض الأغذیة یؤدي إلى 

تشجع على رفض الغذاء كما في ةرائحة كریهة متزنخ
كاللحم أما الأغذیة الأكثر حموضة ةالأغذیة البروتینی

قد تصبح سامة دون حدوث دلیلاً والقلیلة البروتین 

كما أن بعض السلالات لا تعطي دلیلاً واضحاً اً واضح
عن أن إنتاج الغاز لیس دائماً مقترناً على الفساد فضلاً 

اً الأغذیة سواءبالتسمم البوتیولیني لذا یجب رفض جمیع 
).6(معلبةً مأكانت خاماً 

المواد وطرائق العمل
جمع العینات 

عینات 10عینة مختلفة وشملت (30جمعت 
فترة . وكانتلحم)یناتع10عینات عسل و10تربة و

وشباط 2011الأول سحب العینات مابین كانون 
عینات التربة واللحم في أكیاس من إذ وضعت . 2012

البولي أثیلین أما عینات العسل فقد وضعت في عبوات 
العبوات في حاویات مبردة معقمة محكمة الغلق ووضعت 

م علوم لنقلها إلى مختبر التقنیة الحیاتیة التابع إلى قس
عملیة جامعة البصرة لإجراء، كلیة الزراعة، الأغذیة

صادر المستعملة في ) یبین الم1والجدول(العزل للبكتریا.
عزل البكتریا.

.المستحصل علیهاClostridiumبكتریا مصادر العزل وعدد عزلات :)1جدول (

Cl. botulinumعزل بكتریا 
سحبت عینات التربة باستعمال .)14و2(حسب طریقة 

ملاعق معقمة ووضعت في أكیاس من البولي أثیلین في 
ظروف معقمة ونقلت إلى المختبر لغرض العزل، أما 
اللحم فقد استعملت سكاكین معقمة لسحب النماذج 

وتقطیع اللحم وباستعمال كفوف طبیة ووضعت في 
أكیاس البولي أثیلین ونقلت إلى المختبر لغرض العزل، 

ینما نماذج العسل فقد تم الحصول علیها من بعض ب
مناحل محافظة البصرة وذلك باستعمال ملاعق معقمة 
وعبوات معقمة ونقلت إلى المختبر واستعملت لغرض 

مصدر العزلت
العزل

ة

العزلةمصدر العزلتالعزلةمصدر العزلت

1Cl.13الخصیب ي أب-عسل21-1الطویسة -لحم1Cl.111كرمة علي -تربة1

-2أبي الخصیب -عسل22-2الطویسة -لحم12-2كرمة علي -تربة2
3Cl.14أبي الخصیب -عسل3Cl.723الطویسة -لحم1Cl.213أبي الخصیب -تربة3

-1المعقل -عسل1Cl.824البصرة القدیمة -لحم14-2أبي الخصیب -تربة4
-2المعقل -عسل2Cl.925البصرة القدیمة -لحم3Cl.315أبي الخصیب -تربة5
3Cl.15المعقل -عسل26-3البصرة القدیمة -لحم16-1أم قصر -تربة6

-4المعقل -عسل4Cl.1027البصرة القدیمة - لحم 2Cl.417أم قصر -تربة7
-1شط العرب -عسل1Cl.1128الجزائر -لحم1Cl.518حقل كلیة الزراعة -تربة8
2Cl.16شط العرب -عسل29- 2الجزائر -لحم19-2حقل كلیة الزراعة -تربة9

-3شط العرب -عسل3Cl.1230الجزائر -لحم3Cl.620حقل كلیة الزراعة -تربة10
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إلى واللحم التربةبعد وصول عینات عزل البكتریا، ف
غم من العینات في ظروف معقمة 2المختبر تم وزن 

ضافتها  ٕ % بعدها تم 0.1ببتون مل من ماء ال10لى إوا
م في حمام مائي °80تعریض المزیج إلى درجة حرارة 

دقائق ثم  تمت مجانسة المزیج بوساطة المازج 10لمدة 
Vortexثم زرعت بعدها أجریت مجموعة من التخافیف

العینات في أطباق بتري باستعمال طریقة الصب أي أنه 
تم إضافة العینة للطبق ومن ثم صب وسط أكار الدم 

Blood agar والذي استعمل معه دم الخراف بنسبة
بعدها نقلت الأطباق إلى الحاویة اللاهوائیة % 5

anaerobic Jar ووضع بداخلها كیس لتوفیر ظروف
gasمنقوصة الأوكسجین  generation kit مع مراعاة

السرعة في إتمام عملیة فتح الكیس وغلق الحاویة بإحكام 
بوجود عامل O2بسرعة ویتفاعل مع H2إذ یذوب غاز 

وبذلك تتوفر الظروف المطلوبة وهي Catalystمساعد 
. N2% غاز 85و CO2% غاز 10و O2% غاز 5

بعدها نقلت الحاویة إلى الحاضنة وحضنت عند درجة 
) ساعة بعدها فحصت 48-24م لمدة (°37رارة ح

الأطباق ولوحظ شكل وحجم المستعمرات وقابلیة التحلل 
بمحلول العسل) بینما تم معاملة عینات 15للدم (

% بدلا من الحمام المائي96یثانول المطلق بتركیز الا
بقة نفسها في طریقة الزرع الخطوات السا) واتبعت2(

اللحم فقد تم استعمال نوعین . بالنسبة لعینات والحضن
والثاني قد تم حفظه في ظروف الأول كان لحماً طازجاً 

غیر صحیة وذلك بعد وضعه في أكیاس من البولي 

أثیلین تم وضعه في وعاء معقم بدرجة حرارة الغرفة لمدة 
أیام ومن ثم إجراء العزل منه.3

تنقیة العزلات
نقیة لغرض الحصول على عزلات.)2(حسب طریقة 

.Clلبكتریا   botulinumتم استعمال وسطCM)(
Cooked meat) كما تم استعمال وسطTPGY (

Trypticace Glucose Yeast Extract broth
وأخذت مسحة من المزرعة الأصلیة بوساطة الناقل 

) أي من الأطباق المحتویة على وسط Loopالمعدني (
یب بعدها وضعت الأنابBlood agarأكار الدم 

في الحاویة اللاهوائیة ووضع بداخلها كیس  الملقحة
لتوفیر ظروف منقوصة الأوكسجین بعدها نقلت الحاویة 

-24م لمدة 37إلى الحاضنة وحضنت عند درجة حرارة 
ساعة.48

لقحت الأنابیب .  )12(حسب طریقةتنشیط العزلات
مل 0.1بـBrain heart infusionالحاویة على وسط 

ساعة بوساطة 24من المزرعة البكتیریة الأصلیة  بعمر 
- 24م لمدة  °37ماصة معقمة وحضنت بدرجة حرارة 

.ساعة48
السویسریةSyrbioحسب شركة تصبیغ كرام

(11)لتصبیغ بصبغة المالاكایت الخضراء. حسب ا
).11(اختبار حركة البكتریا حسب طریقة 

النمو في ظروف - 1:: وشملتالاختبارات الكیموحیویة
فحص التوهج بالأشعة فوق البنفسجیة- 2، هوائیة

إنتاج أنزیم الكاتالیز، -3نانومیتر  490وبطول موجي 
النمو في-6تحلل النشا، -5اختزال النترات  - 4

.Clإختبار قدرتها التثبیطیة ضد بكتریا التي تم المضادات الحیاتیة :)2جدول( botulinum.
µgالكمیة اسم المضادتµgالكمیة اسم المضادت

1Erythromycin156Chloramphenicol10

2Metronidazole307Trimethoprim10

3Penicillin108Clindamycim2

4Rifampin59Gentamicin30

5Tetracycline1010Nalidixic acid10
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ي النمو ف-7، )%12-3(تراكیز من كلورید الصودیوم
النمو في -8) ،6-4مدى من الدالة الحامضیة (

-10تحلل الدهن، -9،م°)42,30,10درجات حرارة (
إنتاج غاز كبریتید - 11،تخمر الكربوهیدرات

حساسیة العزلات للمضادات الحیاتیة -12الهیدروجین، 
.)2وكما في الجدول (

نتائج والمناقشةال•
. Clostridiumعزل بكتریا 

) المصادر التي تم استعمالها في عزل 1(یبین الجدول 
والتي تضمنت ثلاثة مصادر Clostridiumبكتریا 

ة (التربة واللحم والعسل) واختلفت هذه المصادر في رئیس
موسم الإنتاج بالنسبة قد اختلف مناطق الحصول علیها و 

من بكتریا محلیةعزلة16تم الحصول على للعسل .
Clostridium مصادر ة عینة من ثلاث30من أصل

.إذ كان عدد طبیعیة مختلفة وهي (التربة واللحم والعسل)
مناطق متعددة في عینات ومن10عینات التربة هو

محافظة البصرة وهي تربة حقل كلیة الزراعة وكرمة علي
6أم قصر وتم الحصول على و الخصیبوقضاء أبي

من إذ كانت عزلة واحدة،Clostridiumعزلات لبكتریا 
ن أي بنسبة عزل تربة كرمة علي من مجموع عینتی

دة من تربة أم قصر من أصل %) وعزلة واح6.25(

%) ، وعزلتین من تربة 6.25عزلتین أي بنسبة عزل (
أبي الخصیب من مجموع ثلاث عینات أي بنسبة 

)% بینما تربة حقل كلیة الزراعة فقد تم الحصول 12.5(
%)،12.5عینات أي نسبة (3على عزلتین من مجموع 

مناطق مختلفةتم العزل من اللحم البقري وكان منوقد 
والبصرة القدیمة الجزائروهيي محافظة البصرةف

تم العزل من وقداتعین10العیناتوكان عددة والطویس
اللحم الطازج ولكن لم یتم الحصول على أي نتیجة 

لذلك فقد تم تعریض اللحم Clostridiumیالبكتر 
صحیة لأجل الحصول على عزلاتلظروف غیر

وذلك بعد وضع اللحم بأكیاس Clostridiumلبكتریا
وعاء مغلق البولي أثیلین تم غلق الأكیاس ووضعها في

أیام بدرجة حرارة الغرفة بعدها تم إجراء العزل 3لمدة 
إذ كانت عزلة واحدة عزلات،6منها وقد تم الحصول على 

عینات أي بنسبة 3من منطقة الطویسة من مجموع 
مة من عزلات من منطقة البصرة القدی3%) و6.25(

%) في حین 18.75عینات أي بنسبة عزل (4مجموع 
أن اللحم المستحصل علیه من منطقة الجزائر فقد تم 

عینات أي3الحصول منه على عزلتین من مجموع 
)12.5 ،(%

.زلت منهامن المصادر التي عClostridiumالنسب المئویة لعزلات بكتریا :)3جدول (
النسبة المئویة %العزلاتعدد عدد العیناتمصدر العزل

3212.5تربة أبي الخصیب
216.25تربة  كرمة علي 

216.25تربة  أم قصر
3212.5تربة  حقل كلیة الزراعة 

3212.5لحم  الجزائر
4318.75لحم  البصرة القدیمة

316.25لحم  الطویسة
316.25عسل  شط العرب 

3212.5عسل  أبي الخصیب
416.25عسل  المعقل

3016100المجموع

من للعزل اً مصدر عینات عسل 10كما تم استعمال 
مناطق شط العرب وأبي الخصیب والمعقل واختلفت هذه 

في العینات في موسم الإنتاج  (ربیعي وخریفي) كذلك

عسل أزهار) وقد تم و(عسل سدرالتغذیةطبیعة
إذ كانت Clostridiumاعزلات لبكتری4الحصول على 

3ن من عسل منطقة أبي الخصیب من مجموع عزلتا
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.Clالاختبارات التشخیصیة للعزلات المحلیة لبكتریا :)4جدول ( botulinum.
تحلل العزلة

الدم
تصبیغ 

كرام
إنتاج الحركة

الكاتالیز
تكون 
السبور

تحلل 
النشأ

إنتاج 
الأندول

اختزال 
النترات

تحلل 
الدهن

النمو في دالة 
)6-4(حامضیة

NaClالنمو في 
)3-12%(

Cl.1+++-+---+++
Cl.2+++-+---+++
Cl.3+++-+---+++
Cl.4+++-+---+++
Cl.5+++-+---+++
Cl.6+++-+---+++
Cl.7+++-+---+++
Cl.8+++-+---+++
Cl.9+++-+---+++
Cl.10+++-+---+++
Cl.11+++-+---+++
Cl.12+++-+---+++
Cl.13+++-+---+++
Cl.14+++-+---+++
Cl.15+++-+---+++
Cl.16+++-+---+++

المعقل فقد %) أما عسل منطقة12.5ت أي بنسبة (عینا
عینات أي 4حصل منه على عزلة واحدة من أصل 

%) في حین أن منطقة شط العرب فقد نم6.25بنسبة (
%)6.25(الحصول على عزلة واحدة منه أي بنسبة 

الباحثینواتفقت نتائج العزل من هذه المصادر مع نتائج
)2 ،13 ،12  .(

Identificationالتشخیص 
) الاختبارات التشخیصیة 6و5و4تبین الجداول (

.Clللعزلات المحلیة لبكتریا ةوالكیموحیویالمظهریة
botulinum) 15، 2حسب  .(

الصفات المظهریة 
دقیقة 15م لمدة 80أن معاملة العینات بدرجات حرارة

في حمام مائي قبل تنمیتها على وسط أكار الدم قد زاد 
وذلك لإجراء غربلة Clostridumمن فرصة عزل بكتریا

دة في و جو للعزلات المqualitative screeningنوعیة 
فقد عمدت المعاملة الحراریة علىعینات مصادر العزل

هریة غیر المحبة للحرارة التخلص من جمیع الأحیاء المج
أن التنمیة اللاهوائیة قد زادت في عملیة الغربلة و العالیة

التي كانت متفقة معفي النتائج  ظهر وهذا ما النوعیة 
) بعض أشكال 1(یبین الشكل ) و 15و12(نتائج

البكتیریة التي تم الحصول علیها بعد مستعمرات العزلات
تنمیتها على وسط أكار الدم إذ تمیزت المستعمرات بنمو 
كثیف وغیر منتظم وذات حواف مشرشبة وكانت محللة 
للدم من نوع بیتا فقد ظهرت هالة خضراء اللون حول 

لى نصف المستعمرة وتمیزت المستعمرة بلونها الرماي إ
یزت المستعمرات تموقد) ملم 6-1شفاف وحجمها (

بوجود رائحة كریهة وكانت هذه النتائج مطابقة لما ذكره 
على ة البكتریا عند تنمی) أنه 2بینما یبین الشكل ((12)

وسط اللحم المطبوخ السائل فقد أظهرت نمواً جیداً بسبب 
كون هذا الوسط یعد وسطاً جیداً لنمو بكتریا 

Cl.botulinumلأساسیة على المغذیات ائهوذلك لإحتوا
الذي یجهزProteose Peptoneلنموها والمتمثلة بـ 

البكتریا بالنتروجین والفیتامینات الضروریة لنموها ، كذلك 
إحتواءه على الدكستروز الذي یعد مصدراً كاربوهیدراتیاً 

أن وجود كلورید الصودیوم و ا ضروریاً لنمو ونشاط البكتری
للوسط وقد أمكن تمییز یحافظ على التوازن الأزموزي

وسواد ةالنمو في هذا الوسط من خلال ظهور العكار 
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.Clالفحوصات التشخیصیة التأكیدیة للعزلات المحلیة لبكتریا :)5جدول ( botulinum.

زلة
الع

الحساسیة تجاه للمضادات الحیاتیةالنمو في درجات الحرارة 
م42م30م10

ف 
رو
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Cl.1+++--+++++++---
Cl.2+++--+++++++---
Cl.3+++--+++++++---
Cl.4+++--+++++++---
Cl.5+++--+++++++---
Cl.6+++--+++++++---
Cl.7+++--+++++++---
Cl.8+++--+++++++---
Cl.9+++--+++++++---
Cl.10+++--+++++++---
Cl.11+++--+++++++---
Cl.12+++--+++++++---
Cl.13+++--+++++++---
Cl.14+++--+++++++---
Cl.15+++--+++++++---
Cl.16+++--+++++++---

اللحم وتحلله وتغیر حجمه وظهور الرائحة الكریهة 
كذلك عند )   2و12(مع وكانت هذه النتائج متفقة
السائل قد أعطت نمواً TPGYتنمیة البكتریا في وسط 

جیداً لكون هذه الوسط  یتكون من مجموعة مواد تساعد 
یا وتطورها مثل على توفیر ظروف ملائمة لنمو البكتر 

دوراً مهماً في نموها ، كذلك أدىمتحلل الكازین الذي 

احتواء الوسط على الكلوكوز الذي یمثل مصدراً 
لوجود وكانكاربوهیدراتیاً جیداً وضروریاً لنمو البكتریا ، 

فوسفات البوتاسیوم الثنائیة أهمیة كبیرة لكونها عاملاً 
لتغیر الدالة الحامضیة ، أما منظماً تمتلك فعلاً دارئاً 

احتواء الوسط على مســـتخلص الخـــمیرة له أهمیة في 
تغذیة البكتریا لكونه مصدراً نتروجینیاً جیداً وقد جاءت 

)7(ستعمال هذا الوسط مطابقة لنتائجانتائج 
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.Clالمحلیة لبكتریا نتائج تخمر السكریات للعزلات:)6جدول ( botulinum.
تخمر السكریات

زلة
الع

وز
لوك

ك

وز
ركت

ف

وز
هال

تری

وز
سكر

وز
یبای

سل

ول
انیت

م

وز
رابین

ا

وز
مین

را

وز
فین

را

ول
ربیت

وزسو
زایل

وز
وزمالت
مان

سین
سال

وز
یبای

مل

وز
رایب

وز
لاكت

وز
لاكت

كا

ول
سیت

ینو
ا

لین
كدا

ام

Cl.1+++++++++++++++-----

Cl.2+++++++++++++++-----

Cl.3+++++++++++++++-----
Cl.4+++++++++++++++-----
Cl.5+++++++++++++++-----

Cl.6+++++++++++++++-----

Cl.7+++++++++++++++-----

Cl.8+++++++++++++++-----
Cl.9+++++++++++++++-----
Cl.10+++++++++++++++-----

Cl.11+++++++++++++++-----

Cl.12+++++++++++++++-----

Cl.13+++++++++++++++-----
Cl.14+++++++++++++++-----
Cl.15+++++++++++++++-----

Cl.16+++++++++++++++-----

.Clلبكتریا مستعمرات النامیةشكل ال:)1شكل ( botulinumأكار الدم وسط علىBlood agar.
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).CMفي وسط اللحم المطبوخ السائل (Cl.botulinum) نمو بكتریا 2شكل (
یةالفحص المجهري والاختبارات الكیموحیو 

) إلى 4و3(ینتشیر الفحوصات المجهریة وكما في الشكل
أن جمیع العزلات كانت موجبة لصبغة كرام ، عصویة

، مكونة للسبورات ویكون عشوائیةمتحركة بحركة،
السبور شبه طرفي منتفخ في إحدى نهایتي الخلیة 

)2(وهذا متفق معالبكتیریة محللة للدم من نوع بیتا 
وكانت جمیع الاختبارات الكیموحیویة التي أجریت 

Clostridiumللعزلات المستعملة مطابقة لصفات بكتریا 
botulinumمحللة كانتإذ بینت النتائج أن العزلات

سالبة للكاتالیز وغیر محللة للنشأ وغیر ا للدم من نوع بیت
انت محللة نترات بینما كللغیر مختزلةمنتجة للأندول و 

وقد).15و13و2وكانت هذه النتائج متفقة مع (للدهن
تمیزت بتخمرها لبعض السكریات ومنها الكلوكوز 
والمانیتول والارابینوز والفركتوز والمالتوز والزایلوز 
والمانوز والسلیبایوز والرامینوز والسالسین والسوربیتول 

في حین أنها . والملیبایوزوالسكروز والتریهالوز والرافینوز 
سكریات الاینوسیتول واللاكتوز لغیر مخمرة لت كان

والكالاكتوز وكما مبین في الشكل والرایبوز والامكدالین
وقد).15و4(ذه النتائج متفقة معوكانت ه) 5(

أظهرت العزلات حساسیتها لبعض المضادات الحیاتیة 
Tetracyclineو Clindamycinو Rifampinمثل 

Penicillinو Erethromycinو Metronedazolو 
من خلال تكوین هالة التثبیط في الطبق وذلك عند 

وكما Meueller Hinton agarتنمیتها على وسط 
) إذ أنه من خلال قیاس قطر هالة 6موضح في الشكل (

التثبیط في الطبق بینت النتائج أن أكبر هالة كانت 
Metronedazoleو Penicillinللمضادین الحیویین 

ملم على التوالي في 30و35إذ كان قطر هالة التثبیط 
) ملم 29- 22حین تراوحت أقطار الهالات الأخرى (

ینالحیویینبینما كان اصغر قطر لهالة التثبیط للمضاد
ClindamycinوChloramphnicol إذ بلغ قطر

اتیةحیاللمضادات لبینما كانت مقاومة ملم ، 20الهالة 
Trimethoprime وGentamicin وNalidixic

acidعلى إنتاج أظهرت العزلات البكتیریة قدرتها وقد
وذلك من خلال سواد لون H2Sغاز كبریتید الهیدروجین 

م وكذلك °10النمو بدرجات حراریة واطئة وكذلك الوسط 
م وقد تطابقت هذه الاختبارات 42درجات حراریة عالیة 

بینت النتائج عدم وقد) (12حصل علیهامع النتائج التي 
قدرة العزلات البكتیریة من النمو في ظروف هوائیة 
وكذلك عدم حدوث توهج بالأشعة فوق البنفسجیة كما في 

أن ) 5في الجدول (أظهرت النتائج وقد). 4جدول(
العزلات البكتیریة تستطیع النمو بمدى من الدالة 

- 3من التراكیز الملحیة () وبمدى6-4الحامضیة (
ولذا فإن العزلات البكتیریة التي أظهرت تطابقاً )%  12

.Clتجاه الاختبارات السابقة هي تعود لبكتریا 
botulinum 12(وهذا ما أكده.(



114،2015-103)،1(28مجلة البصرة للعلوم الزراعیة، المجلدآمال كاظم غضبان وآخرون  

111

.Clخلایا بكتریا :)3(شكل botulinum) وهي تبدو تحت المجهر الضوئيNovel خضریة خلایا ) 2-1(.100) وبقوة تكبیر
للبكتریا

\

.Clخلایا بكتریا :)4شكل ( botulinum) وهي تبدو تحت المجهر الضوئيNovel خلایا البكتریا) شكل السبور ل2,1(. 100) وبقوة تكبیر.

.) إنتاج الكاتالیز 4) تحلل الدهن  و(3) تخمر السكریات و(2و1.(Cl.botulinumلبكتریا التشخیصیةفحوصاتال:)5(شكل 

12

12

1
1
1
1

2

3

4
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.Clلبكتریا التشخیصیةلفحوصااتا):6شكل ( botulinum) .1-4) ، 5) حساسیة البكتریا للمضادات الحیاتیة (
.4.5) النمو بدالة حامضیة 6% والصورة (12النمو بتركیز ملح 
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Isolation and Identification of Clostridium botulinum from
different resources

Amal K. Gadban, Hayder I. Ali and Nawras M. Hasan
Department of  Food Sciences, College of Agriculture, University of Basrah, Iraq

Abstract: Sixteen local isolates of Clostridium were isolated from sources: Soil, meat and
honey. Those sources were obtained from different districts in Basrah government.
Characterization of isolates were made after purification by using morphological and
biochemical tests which revealed that the isolates were Clostridium botulinum. The
microscopic test appeared that all isolates are bacilli, gram positive, obligate anaerobic
,forming spores and motile. There's colonies had wide spread form with uniform  border when
grown of blood agar and egg yolk agar and looked transparent to gray. The biochemical tests
revealed that the isolates are β-heamolysis, lipid hydrolyzed, produced H2S, all of them were
negative in indole production, nitrate reduction, starch hydrolysis and catalase production.
They were grown in  pH (4-6), temperature (10, 30,45)°C and NaCl (3-12)%. They
fermented all the sugars to jog lactose, galactose, amygdalin, Eunosetol and ribose. They were
sensitive for some antibiotics like Erethromycin, Refampin, Metronidazol and Penicillin,
Penicillin but they were resistant for, Gentamicin, Nalidixic acid and Trimethoprim.
Key words: Clostridium botulinum, Isolation, Identification.


