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دراسة مقارنة بين عزلة مسببة للتسمم الغذائي وعزلة بيئية من بكتريا الـ
 Bacillus cereus
أنوار كاظم حسين

كلية العلوم- جامعة بابل
الخلاصة
تم في هذه الدراسة تشخيص عزلتين محليتين لبكتريا الـ Bacillus cereus المعزولتين من الاغذية والتربة, وتمت المقارنة بين هاتين العزلتين من حيث الصفات المظهرية والمجهرية والبايوكيميائية.
درست بعض عوامل الضراوة والتي تمتلكها هذه البكتريا فقد اظهرت النتائج ان العزلتين حالتين للدم نمط بيتا, ومحللتين للنشا, واظهرت الـ Bacillus cereus المعزولة من الاغذية قابليتها على انتاج انزيم اللسثنيز في حين كانت البكتريا المعزولة من التربة غير منتجة لهذا الانزيم, كما اظهرت العزلتين قابليتهما على انتاج انزيم البروتيز والنمو في .Nacl %7.5
درس تأثير بعض المضادات الحيوية اذ اظهرت نتائج الدراسة ان العزلتين كانتا مقاومتين للامبسلين وحساستين لكل من الاميكاسين والكلورامفنكول والارثرومايسين.
واجري اختبار السمية باستخدام حيوانات التجارب ( الارانب ), وقد بينت النتائج ان العزلتين اعطيتا نتيجة موجبة لاخبار احمرار الجلد بعد مرور 4 ساعات من الحقن, اما اختبار تقرح الجلد فقد أعطت بكتريا الـ Bacillus cereus المعزولة من الاغذية نتيجة موجبة لهذا الاختبار الذي تم بعد مرور 24 ساعة في حين كانت البكتريا المعزولة من التربة سالبة لهذا الاختبار, كما اظهرت النتائج عدم حصول وذمة مع العزلتين المستخدمة في اختبارات الجلد مما يؤكد انهما عائدتين الى B.cereus .
Abstract

Two strains of B. cereus were isolated from food and soil, the isolates were compared by cultural, microbial and biochemical characteristic.

Study of bacterial virulence showed that two isolate were hydrolyzed type β and analyzed starch and the colonies of Bacillus isolated from food showed their ability to produce Lecithinase enzymes while the other bacterial isolate that isolated from soil showed unability to produce this enzyme. Both isolates reveals ability to produce protease enzyme and growth in 7.5% Nacl.
Both isolated showed multiple resistance to antibiotic, they were resistance to Ampicillin and sensitive to Amkacin, Chloramphenicol and Erythromycin.

Toxicity test were done on rabbits  the  results were showed that both isolates were positive for reddness of skin test after 4 hours of inoculate (Injection), the ulceration of skin test was positive for isolated bacteria from food that was done after 24 hours. While soil isolate was negative for this test.

The result showed no formation when to be two isolate were using for skin test.  
المقدمــة

بكتريا الـ Bacillus cereus عصيات مكونة للابواغ, موجبة لصبغة كــرام, متحركـة هوائية  ولا هوائية اختياريـة, تنتشــر هـذه البكتريـا بشكل واسـع ويمكن عزلها من بيئـات مختلفــة(Claus and Berkdey, 1986) .اذ عزلت من مصادر غذائية متنوعة, وتعد هذه البكتريا الملوث الرئيسي للرز المطبوخ وقد عزلها Nygren (1962) من اللحوم والحليب والفواكه والخضر والكريمات ومنتجات الالبان.


ويعد الجنس Bacillus الاكثر شيوعا في التربة, ووجد ان النوع B.cereus يسود في الترب واطئة المحــتوى العضـوي (Harwood, 1989), كمـا يسود ايضا في التــرب النموذجية والترسبـــات  ( Allen et al., 1983). كما أشار الباحثان Austin و Allen-Austin (1985) الى تواجدها في المياه ويحتمل ان سبب وجودها في المياه العذبة ناشئا عن التلوث بالتربة.

تسبب الـ B.cereus عددا مــن الأمراض في الأشخاص ضـعيفي المناعـــة أهمـها التهابات العيون Ophthalmitis والتهابـات الاذن Otitis والتهـاب شغاف القلـب Endocarditis والتهاب السحايا Meningitis وتجــــرثم الــدم Bactereamia وعددا آخـر مــن الاخمــاج (Rangasamy et al., 1993; Turnbull, 1981) .


وتعد بكتريا الـ B. cereus من المسببات المهمة للامراض المنقولة عن طريق الغذاء فهي مسؤولة عن نوعين مختلفين من التسمم الغذائي وهما متلازمة الاسهال التي تحدث بسبب انتاج السم المعوي البروتيني Entrotoxin , وتتـصف متلازمة الإسهال بمدة حضانة 12-8 ساعة او 16-8  ســاعة بعد تنــاول الغذاء الملوث , والأعـــراض هـي تشنجات البـطن والإسهـال يصاحبـها شعــور بالغثـيان أحيانا
 ( Duport et al., 2006). ومتلازمة القيء التي تحدث بسبب انتاج سم القيء Emetictoxin  عن طريق التحوير الانزيمي لمكونات الوسط الغذائي الذي تنمو عليه البكتريا, كما تتصف متلازمة القيء بمدة حضانة 6-1 ساعـات بعـد تناول الغذاء المـــلوث, وتشــمل الأعراض الغثيان والتقيــؤ وتشنجات البـطن ( Granum, 2003).

        تمتلك هذه البكتريا العديد من عوامل الضراوة التي تساعد في احداث الخمج, واهم عوامل ضراوة بكتريا B.cereus 
أنزيم الفوسفولايبيز C وهـو من الأنزيمات الخارجيــة Extracellular enzymes الذي تنتجه هـذه البكتريــا ويسبب تفاعــل مـح البيض Egg- Yolk reaction Cellular membrane, ويعد من الأنزيمات المحللة للدم ويعمل على تحلل الجلد بالإضافة إلى انه قاتل في بعض الأحيان ( O,Toole, 1975). يسمى الفوسفولايبيز C بالأصل بالليسثنيز وغالبا مايطلق عليه اسم سم ألفا (x-Toxin) وهو يعمل على فك الارتباط بين الكليسيرول والفوسفيت بواسطة التحلل المائي في الليسثين والفوسفاتيدات الأخرى (Granum, 1994).


ويعد الهيمولايسين من عوامل ضراوة بكتريا الـ B.cereus  اذ تنتج هذه البكتريا نوعين من الانزيمات الحالة للدم هما السيرولايسين ( Cereolysin O) O  وهذا الإنزيم هو المسؤول الرئيسي عن حل الدم في B.cereus وقاتلا عند حقــنه في الفئران ( Granum, 1994).والسيرولايسين AB (Cereolysin AB) الذي يعمل بايلوجيا بالتأزر مع انزيم Phospolipase C كوحدة حل خلية Cytolyticunit, وهو مؤلف من انزيمين هما الفوسفاتيدل كولين-فوسفولاييبيز وسنفغومايلينيز اللذان يعملان تعاونيا مكونان هيمولايسين مضاعف يسمى سيرولايسين AB الذي بقوم بدوره بعملية تحليل كريات الدم الحمـراء(Beecher and Wong, 2000). 

كما تنتج بكتريا الـ B.cereus انزيم البيتالاكتميز فهـي مقاومة للمضـادات الحيويـة من مجموعة البيتالاكتام فقد تبين ان هذه البكتريا مقاومة بشكل عالي للامبسلين والكوليستين والبوليمكسين (Bernhard et al., 1978), الا ان دراسات اخرى اكدت ان هذه البكتريا حساسة عادة للامينوكلايكوسيدات, الكلورامفنكول, الكلندامايسين والارثرومايسين(Weisse et al., 1991).

اشار Turnball وجماعته (1977) الى انه عند حقن الطافي البكتري لجراثيم B.cereus داخل الجلد فانه يؤدي الى زيادة في نفاذية الاوعية الدموية والى تفاعل احمرار Erythemal reaction في الارانب وخنازير غينيا, وذكر(2003) Granum  أيضا إلى انه عندما ينتج الذيفان المعوي بقوة فانه من الممكن ان يسبب تنخر الجلد Dermonecrosis او تنخر الطبقة الطلائية للأمعاء.
المواد وطرائق العملMaterial and method                                                  

.1 العزلات 


تم دراسة عزلتين محليتين من بكتريا الـ B.cereus الاولى عزلت من الاغذية والثانية من التربة, وشخصت العزلتين بالاعتماد على الصفات المظهرية والمجهرية والاختبارات البايوكيميائيـة والتــي تشمل ( اختبار إنتاج إنزيم الهيمولايسين , اختبار تحلل النشا, اختبار اللسثنيز, اختبار أنتاج انزيم البروتيز, النمو في 7.5% كلوريد الصوديوم) حسب ماذكر في (Macfaddin, 2000; Holt et al., 1994) .
.2 أقراص المضادات الحيوية 


تم استخدام مجموعة من المضادات الحيوية لاختبار حساسية البكتريا باتجاه عدد من المضادات المجهزة من شركة Oxiod شملت Ampicillin و Amikacin و Chloramphenicol و Erythromycin.

.3 انتاج السموم 

-1 نميت عزلتي بكتريا الـ B.cereus على وسط المرق المغذي لمدة 18 ساعة عند درجة حرارة 32 م.

-2 نقل 0.5 مل من النمو البكتري لتلقيح وسط Brain Heart infusion Broth المضاف له 0.1 % كلوكوز والموزع بحجم 10 مل في دوارق مخروطية سعة 250 مل وحضن عند درجة حرارة 32 م لمدة 6  ساعات في حمام مائي هزاز بواقع 200 هزة/ دقيقة.

-3 بعد الحضن لمدة 4.5 ساعة اضيف 0.1 مل من محلول 0.1 عياري هيدروكسيد الصوديوم, وبعد انتهاء مدة الحضن نبذ الوسط المستنبت باستخدام النابذ المبرد Cold Centrifuge بسرعة 12000 xg لمدة 30 دقيقة وعند درجة حرارة 4 م.

-4 ثم اخذ الراشح ورشح باستخدام مرشحات غشائية ذات ثقوب بقطر 0.45 مايكروميتر وحفظ عند درجة حرارة منخفضة لحين إجراء اختبار الكشف عن السموم (Kramer et al., 1982).

.4 الاختبارات السمية ( اختبار تفاعل الجلد Skin Reaction Test )

(Kramer et al., 1982; Glatz et al., 1974)  

 
 استعملت في هذا الاختبار ارانب محلية بالغة ذات وزن 1.250 كغم وعمر4 أشهر , تم ازالة الشعر من المنطقة الظهرية للارانب وبعدها جرى حقن مكررات بمقدار 0.05 مل من الراشح البكتري لعزلتي بكتريا الـ B.cereus تحت الجلد ( Intradermally) , وبعد 4 ساعاتمن الحقن جرى تقدير شدة التفاعل بظهور حلقات حمراء عند نقطة الحقن. وبعد 24 ساعة من الحقن يلاحظ فيما اذا حصل تقرح الجلد. كذلك جرى ملاحظة فيما اذا تكونت وذمة في منطقة الحقن.
النتائـج والمناقشـة

تم انتقاء عزلتين لبكتريا الـ B.cereus الاولى من الاغذية ( القشطة) والثانية من التربة, وقد تم تشخيص العزلتين بالاعتماد على الصفات المظهرية والمجهرية والاختبارات البايوكيميائية الجدول (1).
جدول (1) يبين الاختبارات البايوكيميائية لبكتريا الـ B.cereus المعزولتين من الاغذية والتربة.

	العزلات
	الكاتليز
	الاوكسديز
	تحلل الدم
	انتاج انزيم اللسثنيز
	انتاج انزيم البروتيز
	تحلل النشا
	النمو في Nacl %7.5

	B.cereus من الاغذية
	+
	+
	β
	+
	+
	+
	+

	B.cereus من التربة
	+
	+
	β
	-
	+
	+
	+


إذ أظهرت النتائج من خلال استخدام وسط الاكار المغذي بان العزلتين كونت مستعمرات كبيرة الحجم وذات لون ابيض مائل للرمادي وجافة ذات حافة غير مستقرة وكان شكل الخلايا لعزلتي بكتريا الـ B.cereus المعزولتين من الاغذية والتربة وبعد معاملتها بصبغة الكرام بنفسجية اللون , عصوية الشكل بهيئة خلايا مفردة او ازواج اوسلاسل ذات نهايات دائرية او مربعة وباطوال مختلفة, تطابقت نتائج الدراسة الحالية مع نتائج  (Macfaddin, 2000; Hotl et al., 1994; Claus and Brekeley, 1986). 

كما بينت النتائج بان العزلتين منتجتين لانزيم الكاتليز والاوكسديز, وحالتين للدم للنمط بيتا وهذه النتائج متطابقة مع ما اشار اليه الباحثان Beecher و Macmillan (1991)  بان جميع العزلات كانت حالة للدم للنمط بيتا.


كما تبين من النتائج ان بكتريا الـ B.cereus  المعزولة من الاغذية ( القشطة) كانت منتجة لانزيم اللسثنيز وهذا يتفق مع ما اشار اليه الكعبي (2006)  من ان جميع عزلات بكتريا الـ B.cereus  المعزولة من الاغذية تكون منتجة لانزيم اللسثنيز. اما البكتريا المعزولة من التربة فقد كانت غير منتجة لانزيم اللسثنيز, وهذا ما يتفق مع دراسة الجاف 1997.

اختبرت العزلتين حول قابليتهما على إنتاج البروتيز وتحلل النشا وكانت النتيجة موجبة لهذين الاختبارين ,كما بينت النتائج أن العزلتان قادرتين على النمو في تركيز 7.5 % من محلول كلوريد الصوديوم وهذه النتائج تتطابق مع ماتوصل اليه الكعبي (2006).
جدول (2) حساسية المضادات الحيوية لبكتريا الـ B. cereus
	المضادات الحيوية
	عزلة B.cereus من الاغذية
	عزلة B.cereus من التربة

	الامبسلين
	R
	R

	الاميكاسين
	S
	S

	الكلورامفنكول
	S
	S

	الارثرومايسين
	S
	S

	الرموز: R مقاومة (Resistance) , S حساسة (Sensitive) .


بينت نتائج المقاومة للمضادات الحيوية الجدول (2) ان العزلتين مقاومتين للامبسلين, إذ أن بكتريا الـ B. cereus تتميز بمقاومتها العالية لمجموعة البيتالاكتام والتي تنتج ثلاث أشكال من أنزيمات البيتالاكتميز (Navarro et al., 2004).
كما أظهرت نتائج هذه الدراسة ايضا ان العزلتين حساستين لمضادات المايكروليدات والتي تضم الارثرومايسين, ولمضادات الامينوكلايكوسيدات وتضم الاميكاسين ولمضادات الكلورامفنكول.تتفق نتائج  الدراسة الحالية مع الجاف(1997)  الذي وجد ان بكتريا الـ B. cereus المعزولة من مصادر بيئية مختلفة لا تختلف في مقاومتها للمضادات الحيوية.
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الشكل (1)
    -A اختبار احمرار الجلد للارانب المحلية لبكتريا B.cereus المعزولة من الاغذية ( القشطة).

    -B اختبار احمرار الجلد للارانب المحلية لبكتريا B.cereus المعزولة من التربة.
اجري اختبار السمية باستخدام حيوانات التجارب ( الارانب) وكان الاختبار الذي جرى على الارانب هو اختبار تفاعل الجلد الذي تضمن احمرار الجلد وتقرح الجلد ووذمة الجلد وكلها ناشئة عن فعل السموم (Turnbull et al., 1977).
جدول (3) الاختبارات السمية لبكتريا الـ B.cereus  المعزولة من الاغذية والتربة.

	العزلات
	احمرار الجلد
	تقرح الجلد
	وذمة الجلد

	B.cereus من الاغذية
	+
	+
	-

	B.cereus من التربة
	+
	-
	-


وقد بينت نتائج اختبار السمية (جدول3  , شكل 1) ان بكتريا الـ B.cereus  المعزولة من الاغذية (القشطة) أعطت نتيجة موجبة لاختبار احمرار الجلد بعد مرور 4 ساعات من الحقن وهذه النتائج تتفق مع مااشار اليه الكعبي (2006) ان جميع العزلات من الاغذية كانت موجبة لاختبار احمرار الجلد, اذ اشار الباحث الى احتمالية وجود علاقة بين انزيم Phospholipase C من بكتريا B.cereus وايجابية احمرار الجلد. اما عزلة التربة فقد كانت نتيجتها موجبة لاختبار احمرار الجلد وهذه النتائج تتطابـق مع مااشار اليه Glatz وجماعته (1974) اذ ذكروا بان تفاعل الجلد يحدث نتيجة لفعالية عاملين همـا : حال الدم Cerolysin O والسم المعوي البروتيني Proteinaceous Necrotic Entrotoxin .
وأعطت بكتريا الـ B.cereus المعزولة من الاغذية نتيجة موجبة لاختبار تقرح الجلد الذي تم بعد مرور 24 ساعة, اما عزلة التربة فقد أظهرت نتيجة سالبة لهذا الاختبار, وهذا يشير الى احتمالية وجود عامل مسؤول عن احمرار الجلد غير العامل المسؤول عن قرحة الجلد (الجاف,1997), وعلى الرغم من ان دور انزيم الفوسفوليبيز C في الامراضية مازال غير واضحا (Arribas et al ., 1988) الاان الباحثان Turnbull وKramer (1983) اشارا الى ان دور هذا الانزيم يمكن ان يكون مساعدا Auxiliary عن طريق تهديم الدهون الفوسفاتية Phospholipids للاغشية الخلوية للعائل مما يساعد في تمكين سموم انزيمية اخرى في احداث الضرر.
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