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  الملخص

المعزولة مـن حـالات    Enterobacter cloacaeعدد من عوامل ضراوة جرثومة التحري عن 

والتي شملت قدرة هذه الجرثومة علـى افـراز         اسهال الاطفال دون سن السادسة من العمر في الموصل          

 Rapid والتي تم التحري عنهـا باسـتخدام اختبـار النفاذيـة الـسريع      Enterotoxinsالسموم المعوية 

permeability test  والمتأخرةDelayed permeability test    الفئـران  لجلد الارنب واختبـار تجريـع

نـب واختبـار   ر، إذ أعطى كل من اختبار النفاذية السريع لجلـد الا Suckling infant mouseالرضيعة 

اختبـار  في حين لم يعـط      . الذيفان الثابت حرارياً  تجريع الفئران الرضيعة نتيجة موجبة دليلاً على إنتاج         

 و Alkaline phoshhatataseكما تم التحري عن إنتاج كل مـن أنزيمـي   . لنفاذية المتأخر نتيجة موجبةا

Proteaseفي كل من راشح المستعمرات الجرثومية الخالي من الخلايا ورائق الخلايا المتكسرة .  

 Protease     2.120 ، 0.211 و Alkaline phoshhatataseكانت الفعالية النوعية لانزيمـي  

 Cell Free Cellفـي راشـح المـستعمرات الجرثوميـة     ملغم بروتين على التـوالي  /دقيقة/3سم/وحدة

supernatant . في حين لم تظهر أي فعالية في رائق الخلايا المتكسرةLysate supernatant . وهذا يثبت

   . خارجياProteaseً و Alkaline phoshhatataseأن لهذه الجرثومة القدرة على إنتاج كل من انزيمي 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 
 
 
 
 
 



24 سراب داؤد سليمان   و   أديبة يونس شريف

Detection of Some Virulence Factors of Enterobacter Cloacae 
Isolated from Children Diarrhea Cases in Mosul 

 
Sarab D. Sulayman                  Adeeba Y. Shareef  

Department of Biology 
College of Science 
Mosul University 

 
ABSTRACT 

Some virulence factors of Enterobacter cloacae which isolated from children 
diarrheal cases under six year of age were detected. Enterotoxins production were 
detected using the rapid and delayed skin permeability tests of rabbit and the suckling 
infant mouse. The rapid permeability and the suckling infant mouse test showed positive 
responses regarded as an index for the production of heat stable enterotoxin however the 
delayed permeability test was negative which was probably an indication for the absence 
of heat labile enterotoxin. 

The production of alkaline phosphatase and protease were detected in both cell 
free supernatant and lysate supernatant. The specific activities of both were 2.120 , 0.120 
unit/cm3/min/mg protein in cell free supernatant. No activity were seen in lysate 
supernatant. This indicates the ability of this bacteria to produce these enzymes 
extracellularly. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 والتي كانت تـسمى ولفتـرة   Enterobacter الى جنس Enterobacter cloacaeتعود جرثومة 

  عـام  Enterobacterتم تغيير اسم الجنس الى      . بسبب إنتاجه لكميات كبيرة من الغاز      Aerobacterطويلة  

يعود الـى  نوع ) 16(وهناك حوالي . Edwards and Ewing (Gavini et al., 1989)من قبل ) 1962(

، خمسة انواع تعتبـر مـن البكتريـا          والتي تتواجد في الماء والتربة والخضراوات      Enterobacterجنس  

  : الانتهازية وهذه الانواع هي 
Enterobacter cloacae 
Enterobacter aerogenes 
Enterobacter agglomeras 
Enterobacter gergoviae 
Enterobacter sakazakii  

  

هي قدرتها على   الصفة الكيموحيوية والتي تميز افراد هذا الجنس عن غيرها من البكتريا المعوية             

 الذي يمـسخ بوجـود      Nitrogenaseتثبيت النتروجين في الظروف اللاهوائية بسبب احتوائها على انزيم          

  .(Ingraham et al., 1986)الاوكسجين 

 والتي هي عبارة عن     Exotoxinاثيم انواعاً من السموم التي تقسم الى السموم الخارجية          تنتج الجر 

 والتي هي   Endotoxinالغذائي والسموم الداخلية    بروتينات ذائبة توجد في المستخلص البكتيري او الوسط         
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البة لـصبغة    للغشاء الخارجي للبكتريا الس    Lipopolysaccharideمتعدد السكريات الدهني    عبارة عن مادة    

نوعاً من السموم الخارجية والتي تفرز في القناة المعوية وهي علـى نـوعين              كرام، وتعد السموم المعوية     

  .(Dean et al., 1972)سموم ثابتة حرارياً وسموم تالفة بالحرارة 

تسبب  Heat stable (ST) ان السموم المعوية الثايتة حرارياً (Schulz et al., 1997)وقد أوضح 

 فـي  Guanylyl-cyclase (GC-c receptor)الاً افرازياً حاداً بواسطة فعلها من خـلال مـستقبلات   اسه

  .  الذي يعمل على تحفيز تجميع السوائل في الامعاءcGMPوالتي تحفز إنتاج . الامعاء

 خارجيـاً   Proteaseأنتاج انزيم   ) 1996( وآخرون   Vermelhoإضافة الى السموم المعوية أثبت      

  : وعة من الكائنات المجهرية هي مجممن قبل
  

Pseudomonas aeruginosa and Micrococcus luteus 
Serratia marcescens 

  

وغيرها  Pseudomonas aeruginosa  ان)Beveridge) 1997  و Kadurngamuwaكما أثبت

وي علـى   من الممرضات السالبة لصبغة كرام تحرر حويصلات ثنائية الغشاء أثناء نموها في الامعاء تحت             

 Alkalineالسموم الداخلية وبروتينات خارج الاغشية وعـدد مـن الانزيمـات المحللـة التـي تـشمل       

phosphatase و والـ peptidoglycan hydrolase    وعند تحرير هذه الحويصلات فلهـا القـدرة علـى 

هذا تـساعد علـى     الاتحاد مع الاغشية للخلايا الطلائية وتحرير عواملها الضارية الى الخلايا المضيفة وب           

  .الاصابة بهذه الكائنات الممرضة

  

  المواد وطرائق العمل

 جامعة الموصل/ كلية العلوم / من قسم علوم الحياة  Enterobacter cloacaeتم الحصول على  

تم تنميطها في قسم مختبـرات الـصحة        . دون سن السادسة من العمر    عزلت من حالات الاسهال لاطفال      (

   ).بغداد/  على الامراض الانتقالية وزارة الصحةمركز السيطرة/العامة
  

  :تحضير المعلق الجرثومي

المعقم بالموصدة والموزع في دوارق سعة       (BHI) من مرق نقيع القلب والدماغ       3 سم 25تم تلقيح   

         ْ م  37 من هذه الجرثومـة فـي طـور اللوغـارتمي وحـضنت بدرجـة                3 سم 1 بـ   3 سم 100كل منها   

  .(180xg)ي حاضنة هزازة على سرعة  ساعة ف15ولمدة 
  

    :Cell Free Cell Supernatant (CFCS)تحضير راشح المستعمرات الجرثومية 

رسبت الخلايا الجرثومية من المعلق الجرثومي باستخدام جهاز الطرد المركزي المبـرد الفـوقي              

Ultra centrifugation من نوع MAE انكليزي الصنع عند سرعة (10000xg)   نـصف سـاعة   لمـدة
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 اطلـق عليـه راشـح    (Millipore 0.22)أخذ الرائق وتم ترشيحه خلال غـشاء ترشـيح   . ْ م4وبدرجة 

  .CFCS (Rahman et al., 1992)المستعمرات الجرثومية الخالي من الخلايا الذي رمز له 
  

   :Lysate Supernatant (LS)تحضير رائق الخلايا المتكسرة 

 من محلـول الفوسـفات      3 سم 5 في الفقرة السابقة وعلق في       أخذ الراسب الذي تم الحصول عليه     

حطمت الخلايا البكتيريـة  ). 7.4( مولار ورقم هيدروجيني (0.02M) بتركيز Phosphate bufferالمنظم 

ــصوتية   ــوق ال ــرددات ف ــاز الت ــتخدام جه ــوع Ultrasonicباس ــن ن                    (MSE NOPG 1545) م

             ثانية كررت هذه العملية ثلاث مـرات مـع فتـرات توقـف لمـدة                )30(مدة  ثانية ل / ذبذبة 2000بتسليط  

فـصل الرائـق عـن      . في حمام ثلجي   )ْ م 4( ثانية بعد كل مرة لتبريد المحلول وللحفاظ على درجة        ) 30(

 ولمدة نصف سـاعة رشـح       (10000xg) الطرد المركزي المبرد الفوقي بسرعة    الراسب باستخدام جهاز    

الذي اطلق عليه رائـق الخلايـا    ووضع الرائق Millipore 0.22 Mmل غشاء ترشيح دقيق الرائق خلا

  .(Hostacka et al., 1993) في التبريد حتى يحين استخدامه (LS)المتكسرة والذي رمز له بـ 

  

  :التحري عن السموم المعوية

 :ستخدامالسموم الثابتة حرارياً باتم التحرير عن انتاج : السموم الثابتة حرارياً .1

 والمتـضمنة  (Dean et al., 1972)  استخدمت طريقة البـاحثين : اختبار تجريع الفئران الرضيعة  .  أ

من راشح المستعمرات الجرثومية الخـالي مـن         3سم) 0.1( أيام بـ    5-3تجريع الفئران الرضيعة    

 ساعات ومقارنتها مع مجموعـة الـسيطرة التـي تـم          ) 4( وملاحظة تأثيرها بعد     (CFCS)الخلايا  

  .  من مرق نقيع القلب والدماغ المعقم3سم) 0.1(تجريعها بـ 

تم اسـتخدام اختبـار النفاذيـة    : Rapid permeability testاختبار النفاذية السريع لجلد الارنب  .  ب

وعـدت النتيجـة   ) Peterson) 1976 و Sandefurالسريع لجلد الارنب إذ أتبعت طرقة البـاحثين      

 ملم بعد أقل من نصف ساعة       4mmرية زرقاء غير متقرنة بقطر      موجبة للاختبار بظهور مناطق دائ    

 (CFCS) من 3سم) 0.1( والمحقونة بـ Evan Blueمن حقن الارنب وريدياً بصبغة ايفان الزرقاء 

 .  في منطقة الظهر قبل أقل من ساعة من حقن الصبغة
  

فاذية المتأخرة لجلد الارنـب      للتحري عن هذه السموم تم استخدام الن       :السموم المعوية التالفة بالحرارة    .2

 فـي   (CFCS) مـن    3سم) 0.1( بـ    ساعة من حقن الارنب    48والتي تظهر فيه النتيجة الموجبة بعد       

  . (Sandefur and Peterson 1979) منطقة الظهر ايضاً
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  :التحري عن الانزيمات الخارجية
   : والتي تشملExo enzyme (LS) والـ (CFCS)تم التحري عن الانزيمات الخارجية في كل من 

  

  :Exo Cellular proteaseانزيم 
 Proteaseفي الترحي عـن فعاليـة انـزيم         ) 1979( وآخرون   Decedueاتبعت طريقة الباحثين    

مولار من محلـول    ) 0.1( من الكازائين الخالي من الفيتامينات المذاب فيها         3سم) 1(والتي تتضمن إضافة    
 او الـ   (CFCS) من كل من     3سم) 1(الى   %) 1(بتركيز  ) 7.2(الفوسفات المنظم ذي الرقم الهيدروجيني      

(LS)      مـن   3سـم ) 3(دقيقة تم ايقاف التفاعل بإضـافة       ) 20(ْ م ولمدة    30 وحضن مزيج التفاعل بدرجة 
بجهاز تم ترسيب البروتينات  % 50 بتركيز Trichloro acetic acid TCAض الخليك ثلاثي الكلور محا

قيست الكثافة الضوئية للرائق على     .  لمدة نصف ساعة   (10000xg)ي بسرعة   الطرد المركزي المبرد الفوق   
وعرفت الوحدة الواحدة للانزيم على أنها كمية الانزيم اللازمة لزيادة الكثافـة   (nm 280)الطول الموجي 

عند نفس الطول   عن الكثافة الضوئية للكفء(nm 280)عند الطول الموجي ) 0.1(الضوئية للرائق بنسبة 
 من محلول مرق نقيع القلب والدماغ المعقم بالنـسبة          3سم) 1(استخدم  وجي وباستخدام نفس الظروف،     الم

  . (LS) من محلول الفوسفات المنظم للكفء بدلاً من 3سم) 1( واستخدم CFCSللكفء بدلاً من 
  

  :Alkaline phosphataseانزيم الفوسفاتيز القاعدي 
 الفرنسية التـي  (Biomerieux Sa)جاهزة لهذا الانزيم والمصنعة من شركة تم استخدام العبوة ال

  :  هذا الانزيم بحسب التفاعل الاتييعتمد فيها على التفاعل اللوني لقياس فعالية
  

                                                    Alkaline 
Phenyl phosphate                                                phenol + pi 

                                            Phosphatase PH 10   
  

 Potassium) و (Amino 4- antipyrine)تم قياس الفينول المتحرر من التفاعل بوجود الكاشف 
ferricycyanide) وبوجود (Sodium arsenate)في الكاشف الذي يوقف التفاعل الانزيمي  .  

 و  Schacterle باستخدام طريقة الباحثين     (LS) او الـ    (CFCS) كمية البروتين في كل من       قدرت
Pollak) 1973 ( والمحورة من طريقة(Lowry et al., 1951).  

  
  النتائج والمناقشة 

بالميكانيكية الامراضية للبكتريا المعوية، فقد أكدت البحـوث        تزايد الاهتمام في السنوات الاخيرة      
المسؤولة عن فقدان السوائل والاليكتروليتات من      ن العديد من هذه البكتريا تنتج السموم المعوية         المتزايدة أ 

في هذا البحث عن السموم المعوية الثابتة حرارياً باستخدام اختباري تجريع الفئران            الامعاء وقد تم التحري     
تبارين نتيجـة موجبـة كمـا       الرضيعة واختبار النفاذية السريع لجلد الارنب إذ حيث أعطى كل من الاخ           

على عدم  ، أما اختبار المتأخر لجلد الارنب فلم يعطي نتيجة موجبة مما يدل             )2(و  ) 1(يوضحها الشكلان   
  . انتاج السموم المعوية التالفة بالحرارة
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موم المعوية الثابتـة    من أن الس  ) 1997(واَخرون   Schulzوهذه النتائج تتفق مع ماجاء به كل من         

 المستقبلات  ي وه Guanosyl-cyclaseحرارياً تسبب اسهالاً افرازياً حاداً بسبب فعلها من خلال مستقبلات           

 والذي يعمل على تجميع الـسوائل       cGMPالامعائية الشائعة في معظم الحبليات إذ تحفز على زيادة إنتاج           

) 1986( وآخـرون    Ingraham مع ماجاء به كل من       هذه النتيجة تفقت  افي امعاء الفئران الرضيعة، كما      

 و Patonتسبب الاسهال الحاد وتنتج السموم المعوية الثابتة حرارياً كمـا بـين    E. cloacaeالذي أكد أن 

Paton) 1996( معظم سلالات نا E. cloacae   التي عزلت من براز الاطفال الرضع منتجـة للـسموم 

  .Shigella (Shiga like toxin)المعوية المشابهة لسموم 
  

    :Protease ، Alkaline phosphataseالانزيمات الخارجية 

باعتبارهما مـن   Protease  ،Alkaline phosphataseتم قياس الفعالية النوعية لكل من انزيمي 

  .عوامل الضراوة المهمة لهذه الجرثومة

الخارجية التـي لـم تتلقـى       بخلاف الانزيمات   فقد اهتم معظم الباحثين بدراسة السموم البكتيرية        

 2.120 و   0.211الاهتمام الكافي حيث كانـت الفعاليـة النوعيـة لهـذين الانـزيمين علـى التـوالي                  

  . من الخلايادقيقة لكل ملغم بروتين في راشح المستعمرات الخالي /3سم/وحدة

  
    E. cloacae لجرثومة LS و CFCSفي Protease و  Alkaline phosphatase فعالية انزيمي  : 1جدول ال

  LSالفعالية النوعية في   CFCSالفعالية النوعية في   نوع الانزيم
Alkaline phosphatase  2.120  0  
Protease0.211  0  

      

 Alkaline و Proteaseالقدرة على إنتاج كل من انزيمـي  وهذه النتيجة تثبيت أن لهذه الجرثومة 

phosphatase       خارجياً وهذا يتفق مع ما جاء به  Kudurugamuwa    الـذي أكـد أن     ) 1997(واَخـرون

Pseudomonas aeruginosa    وغيرها من الممرضات السالبة لصبغة كرام تحرر حويـصلات غـشائية

 والــ  Protease  ،Alkaline phosphataseأثناء نموها تحتوي على عـدد مـن الانزيمـات المحللـة     

Phospholipase و Pro-Elastase و Peptidoglycan hydrolase.  

 Serratia marcesens من قبل معظـم سـلالات   extracellular proteaseكما تم إثبات إنتاج 

keratitis  من قبل Hume   1997( وآخرون (    كما أثبـتVermelho    وآخـرون )أنتـاج انـزيم    ) 1996

Protease        ،ا واستطاعوا تحديد وجود فعالية نوعيـة لهـذ   خارجياً من قبل مجموعة من الكائنات المجهرية

   .Micrococcus luteus and Serratia marcesces , Pseudomonas aeruginosaالانزيم في كل من 
ان إنتاج انزيم البروتييز له أهمية كبيرة في الامراضية الميكروبية حيث أن معظم هذه الانزيمات               

كنهـا تثـبط     ول Serpinsلاتكون فقط مقاومة لمثبطات البروتييز الموجود في دم المضيف والتي تـدعى             
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 Pseuelomonasوقد تم إثبات ذلك مـن قبـل البروتييـز المعـزول مـن               . لمثبطاتوتعطل عمل هذه ا   
(Morihara et al., 1979) , Candida albicans (Kaminishi et al., 1995) , Staphylococcus 

aureus (Potempa et al., 1986)ج لهذا الانـزيم   ومعظم الاصابات الميكروبية لاتتقدم بسرعة بدون إنتا

داخل خلايا المضيف فالبروتييز الجرثومي مسؤول عن مدى ضراوة الاصابة الجرثومية لذا فهو عامـل               

  . (Maeda , 1996)مهم جداً من عوامل الضراوة البكتيرية 
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