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يا التشخيص الجزيئي لبكتر E.coliO157:H7 المعزولة من براز أطفال مصابين  

Multiplex Polymerase Chain Reaction      بالإسهال باستخدام  

 
 **أياد محمد علي فاضل                  *آمنة نصيف جاسم                     * نون أحمدشذى ذ

 

 7010/ 3/ 1تاريخ قبول النشر  

 

 ةالخلاص
عينة براز لأطفال مصابين بالإسهاال الهوموم مهن مفىشهفف لطفهال العوويهة ىمفىشهفف المنصهور  96جمعت        

 ىتمييلهـهـا Escherichia coli O157:H7ىعهلل بتىريها  لوىحهرمالعينها  اجهرم المفهل ليميه  الىخصصي. 

 Non-Sorbitol Fermenting Escherichia لوفهور بىهولغيـهـر المخـهـمر   E.coliعـهـن باقهـي سـهـ    

coli ((NSF E.coli. 

شخصت العل   البتىيرية بإسىخوام طرائق الىشخيص المظارم حيث زرعت العينـا  عوف ىسهـ  اغنهائي       

 Tellurite  -Cefiximeسهاعة تبعاها الهلرل عوهف ىسـهـ   24لمهو    م 37سهـائ  ىحنهنت بـهـورجة حراريهة 

Sorbitol MacConkey Agar   (CT-SMAC)  عللههة بتىيريههة غيرمخمههـر   32. تهها الحصههول عوههف

ىذلك  باسىخوام ا خىبارا  التيموحيوية الىقويوية ىنظهام الىشهخيص  E.coli عللة  11لوفــوربىول شـخص مناا 

API20E   ىالىي لا تعِ  نىهائ  ااييهة تمتهن مهن تفريهق الهنم  المصهويO157    بشهت  ناهائي عهن بهاقي عهل 

NSF E.coli. 

ىتمييهل  عهن بهاقي O157:H7 الهنم  المصهوي  E.coliجرم لرب  اخىبارا  ايموحيوية خاصهة لىشهخيصل       

NSF E.coli   اانههت مههن الههنم عههل   يقهه   3لنىلظاههر  النىههائO157:H7   ثهها اجههرم يحههص الههى زن ،

ة ىلعاههت  العههل   الههت ج  نىييهه H7ى O157بحبيبهها  ال تتههم المرتباههة بالأجفههام المنههاد  لوههـمفىنوين 

 اييابية م  ا  العوتين.  

 Multiplex Polymerase  )نالىفاع  الىناعفي المىعود لفوفوة الوشخصت العل   باسىعمال تقنية ا      

Chain   Reaction ()(MPCR  هي غياب لربعة لنوال من اليينا  لىلوتشف عن ىجودStx1  ىStx2  ى

hlyA  ىeaeA  بتىريا  المشفر  لعوام  ضراى  رئيفية لىشخيصE.coliO157:H7  ىذلك بأسىخوام المعلىلة

ىلظار  النىائ  ىجود بادئا  نوعية تفىاوف مواق  مىخصصة لويينا  الاوف المذاور  انفاً ىيي تفاع  ىاحو ، 

حيث احىو  احوى العل   عوف اليينا   E.coliO157:H7 تباين يي المحىوى الييني بين عل   بتىريا  

 .   eaeA ى hlyA ى Stx2العللىان ا خريىان عوف ث ثة جينا  هي الأربعة بينما احىو  

 

 Stx1E.coliO157:H7, MPCR,Stx ,2الكلمات المفتاحية:

 

 :  المقــومــة
يعو الإساال يي العراق من الأمراض الشائعة       

ىخاصة يي يص  الصيف ىان معو   حوىثه 

لخذ  بالىلايو الموحوظ بعو حرب الخوي  عام 

ىلصبل من الأسباب المامة لحوىج  (1991)

الوييا  عنو الأطفال دىن سن الخامفة من العمر 

 Enterohemorrhagic ىتعو  .[1]

E.coli(EHEC)  ً -VeroToxinبـ  ىتعرف لينا

producing E.coli ((VTEC  ىاحو  من

  O157:H7مفببا  ا ساال ىبالأخص النم 

عن اونه لحو المفببا  المرضية المامة ىالمفؤىل 

إحواج ىباء الإصابة بالإساال الوموم الذم قـو 

يؤدم إلف حوىج مناعفا  تص  إلف الويا  لحيانا 

[7] . 

 E.coli زاد ا هىمام بعلل ىتشخيص بتىريا        

O157:H7  1982منذ لن تا عللاا لأىل مر  عام 

ىجبة همبرار يي  لعنو حوىج ىباء اثر تناى

ىبعو  ،[3]ين ى يىي مشيغن ى اريتون الأمريتيى

ذلك سيوت الإصابا  باذ  البتىريا يي مخىوف 

تنشأ الإصابة .  القارا  ىيي لاتر من ث ثين بوواً 

ً باذ    رئيفيةً  البتىريا يي الأبقار ىالىي تعو مخازنا

لاا ىتنىقــ  إلف الإنفان عن طـريق تنـاىل الغذاء 

البقرم  الوحاىالشراب الموـوثين باا ىخاصة 

 .[4]يب ىمنىياتـه ىمنىياته ىالحو

ىحيث لن الإصابا  المعوية بشت  عام              

يمتن لن تىفبب عن عود من الميترىبا  ، ىاذلك 

 VTECىجو ىلفنوا  عويو  بأن س     

المفببة لأمراض الإنفان تق  ضمن موى ىاس  من 

ىالىي قو O serogroups) الميامي  المصوية )

ي  المصوية الأخرى تىواخ  يي تشخيصاا م  الميام

، لذا يأن الىشخيص   يمتن لن يىا با عىماد عوف 

ىالىي   الأعراض الفريرية ىالارائق الىقويوية يق 

قو تعاي لحيانا نىائ  اييابية خاطئة يأن الىقنيـا  

 *اوية العووم لوبنا  ، قفا عووم الحيا  / جامعة بغواد 
 **اوية العووم ، قفا الىقنيا  الإحيائية / جامعة النارين 
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اليليئـية الحويتـة ىان اانت محوىد  ا ســىخوام 

يي دىل العـالا التالث إ  لناا ىيـــر  لينــ  

وسائ  الىشخيصية ىمناا تقنية الـىفاعـ  الىناعفي ال

    (Polymerase Chain Reaction)لفوفوة الونا

(PCR)  لما تمىاز به هذ  الىقنية من الخصوصية

ىالفرعة العالية ى سيما عنو حوىج الأىبئة من 

عن اليينا  المشفر  لعوامــ   فخ ل التش

ــرا  النراى  ىإمتانية اعىماد هذ  العوام  امؤش

ل ـالىشخيصية ىتعليجليئية يي الوراسا  

عن هذ  البتىريا المعووما  الوبائية عنو الىحرم 

  ةـالىقويوي  خىبرمالم ىشخيصالق ائرـي تعيل طىىال

 لعواد  م  ـــعنو الىعامخاصــة  حرم عناا ـالى

الحالية الوراسة جاء  لذا . [5]العينــا   ر  منــابي

ىريا علل ىتشخيص بت الفلىاوف 

E.coliO157:H7 ن عينـا  بـراز لأطفال م

ة من ــالوموم دىن سن الخامف مصابين بالإساال

طرائق  ىخوامــيف العل   باســتوصى العمر

التيموحيوية  الىشخيص المظارم ىا خىبــارا  

 الىشخيص ـيىدراســة مــوى اــفاء  هذ  الاــرق ي

  ى Stx1اب جينا  ـالتشف عن ىجود لى غي ثا، 

Stx2 ى eaeA ى hlyA  المشفر  لعوام  ضـراى 

باسـىخوام  E.coliO157:H7رئيفية يـي بتىريــا 

ىإمتانية  ((Multiplex PCR  MPCRتــقـنيـة 

اعىمــاد هــذ  اليينـا  امؤشرا  تشخيصـية 

ىىبــائية ىتحويو موى افاء  هذ  الىقنية مقارنة 

 بارائق الىشخيص الىقويوية .

 

 :ق العمل المواد وطرائ  
عينة براز من اطفال مصابين   96 ا جمــت       

ساال دموم ممن اانت اعمارها دىن سن إب

من الراقوين ىالمراجعين لمفىشفف اطفال  الخامفة

 جمعت ،مفىشفف المنصور الىخصصي ى العووية

يي  ىىضعت  عينا  يي لىعية  ب سىيتية معقاال

عت زر حاىية مبرد  لحين نقواا إلف المخىبر.

 نابيب حاىية عوف باسىخوام ناق  معقا  يي لعينا  ال

 modified من الوس  الأغنائي الفائ  يوىرمو5

Trypticase Soy Broth  ((mTSB)  ىحننت

نق  ثا ، [6] ةساع 24-18لمو   ْ  م 37 ورجة ب

-CTالف ىس  جلء من الملرىل البتىيرم 

SMAC م37حننت الأطباق بورجة ى الصوب° 

  ة. ساع 18-24لمو  

عوف  المفىعمرا  البتىيرية الناميةشخصت      

انىخبت المفىعمرا  غير  ثاCT-SMAC ىس  

  المخمر  لوفوربىول الىي تتون عويمة الوون

تبوى مقارنة بالبتىريا المخمر  لوفوربىول الىي 

 تزرع. بشت  مفىعمرا  ذا  لون ىردم 

وفوربىول عوف ىس  مخمر  لالالمفىعمرا  غير 

لغرض اسىبعاد الأنوال البتىيرية  ونتيااار الماا

ىحننت بورجة  اىوز للفتر اغير المخمر  

انىخبت ثا ساعة  24لمو   °م 37حرار  

ىشخصت المخمر  لفتر ال اىوز  المفىعمرا 

ثا صفا  صفاتاا المظارية  عىمادا عوفاالبتىريا 

 الفحوصا ىتصبيغاا بصبغة ارام  وــا بعـالخ ي

ين  عن اسىخوام نظام ية الىقويوالتيموحيوية 

API20E  [2] لبتىريا مبوئياً  عوف اناا تعود 

E.coli غير المخمر  لوفوربىول)  (NSF .coli. 
لىأاو من عائوية  العل   غير المخمر  ابعو     

تا لجراء لرب   E.coliلوفوربىول إلف بتىريا  

اخىبارا  ايموحيوية خاصة بالنم  المصوي 

عن باقي الأنماط المصوية لغرض تشخيصه ىتفريقه 

تنمنت ،  غير المخمر  لوفوربىول E.coliمن 

اخىبار تخمر  -مايأتي : ا خىبارا  التيموحيوية 

 Cellobiose fermentation testالفيووبايوز   

انىاج اخىبار   ،فيانيو البوتاسيوم النمو باخىبار  ، 

  إنىاج اخىبار،  β-Glocuronidase  إنليا

Enterohemolysin  .     لن علE.coli  غير

 المخمر  لوفوربىول ىالىي تعاي الىفاع   الآتية:

( ى –) KCN–، )MUG(( ، –سويوبايوز )

Enterohemolysin (+ ً  (  يمتن اعىبارها  مبوئيا

 O15.2من النم  المصوي 
 جهههههراء اخىبهههههار تههههه زن  تتهههههم الفهههههري إتههههها     

((Rapid latex agglutination test  باسهىخوام

 لوىحهرم  (Latex test  Kit)و  اخىبهار  تتهمعه

ىالمفىنهههههو   O157عههههن المفىنهههههو اليفهههههمي

.بعهو  :E.coliO157لىشخيص بتىريها  H7الفوطي

 Stx2ى   Stx1 تها الىحهرم عهن ىجهود جينها ذلك  

المشخصهة يي العل   البتىيرية  hlyA ىeaeA ى 

المهذاور  البادئها   من لزىاج باسىخوام لرب مصويا 

 .[8] (1يي )جوىل 

      

: مجموعة البادئات المتخصصة (1)جدول  

 .MPCR [8]المستخدمة في تفاعلات 

أسم 

 البادئ
 (′3–′5)تتابع البادئ 

طول 

 البادئ

حجم ناتج 

التضخيم 

(bp) 

stx1F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 23 

180 
stx1R AGAACGCCCACTGAGATCATC 21 

stx2 

F 
GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 21 

255 

stx2R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 22 

eaeA F GACCCGGCACAAGCATAAGC 20 

384 

eaeA R CCACCTGCAGCAACAAGAGG 20 

hlyA F GCATCATCAAGCGTACGTTCC 21 
534 

hlyA R AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 22 

       

 50تا تحنير خوي  الىفاع  الرئيفي بحيا ناائي   

المذاور  يي مايترىليىر ىذلك بملج المتونا  

معقمة  ىاحو  ابنورىف يي انبوبة ( 7 رقا ) جوىل

 .بالىراايل المبينة ازاء ا  ماد 
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 MPCR( مكونات خليط تفاعل 0ول )جد  

الحجم لعينة     مكوناتال

 )مايكروليتر (

في   التركيز النهائي

 مايكروليتر  02حجم 

 10X 5 1Xبقو   PCRمحوول دارئ 

 مايترىمول   1 200 (dNTPs)ملي  القواعو النىرىجينية 

   ىحو    Taq DNApolymerase 0.2 1إنليا البومر  

 موي مول 2MgCl 4 2اووريو المغنيفيوم 

 بيتومول stx1R 2.5 250   البادئ 

 بيتومول  stx1F 2.5 250  البادئ    

 بيتومول  stx2R 2.5 250     البادئ

 بيتومول  stx2F  2.5 250   البادئ 

 بيتومول  eaeAR 2.5 250   البادئ 

 بيتومول  eaeAF 2.5 250   البادئ 

 يتومولب  hlyAR     2.5 250   البادئ 

 بيتومول  hlyAF 2.5 250   البادئ 

  17.8   معقا ايوني ماء مقار 

 

مايترىليىر لت   48بمعول ىزعت المحىويا      

 العل  معومة بأرقام ف ابنورى لنبوبة من لنابيب

الف ا  عللة  مايترىليىر من دنا 2 ثا اضيف

ىاحو بوىن  لنبوبترك اما ص باا ا نبوب الخا

 جااز إلف الأنابيب ىنقوت فيار  سالبةدنا ا إضاية

لبوء  (Thermocycler)م الحوقيالحرار االىنخي

مذاور برنام  خاص الىناعفي ىذلك ىيق الىفاع  

ف عن نوات  ـا التشـت . [8]( 3يي )جوىل 

 ــ مهيي  ااربائيا ا العين ي الىنخيا بىرح

 الإحيامتا تقوير ى (% 2بىرايل ) ا اارىز

مواق  بالمقارنة م  ىناعف ال لنوات اليليئية 

اليليئية المعرىية لوولي   الحلم ذا  ا ىزان

ىالىي عو  ( (bp DNA ladder 100الحيمي 

 اولي  حيمي قياسي .

خطوات البرنامج المستخدم  في :  (3جدول )

  MPCRتفاعلات 

No. Steps 
Temperature 

C)º( 

Time 

(min) 

No. of 

cycles 

I.  
Denaturation 

1 
95 3 1 

II.  

Denaturation 95 3 

10 Annealing 65 2 

Extension 72 1.5 

III.  

Denaturation 95 1 

15 Annealing 60 2 

Extension 72 1.5 

IV.  

Denaturation 95 1 

10 Annealing 60 2 

Extension 72 2.5 

V.  Extension 72 5 1 

 

 

 

 

 :النتائج والمناقشة   
ة بتىيرية غير علل32 تا الحصول عوف        

اان براز عينة  96من ميمول  مخمر  لوفوربىول

غير المخمر  لوفوربىول )   E.coliعللة  11مناا 

NSFE.coli)  تا تشخيصاا اعىماداً عوف طرائق

الىشخيص المظارم اصفاتاا عوف الوس  اللرعي 

( ىا خىبارا  CT-SMACالصوب ) 

التيموحيوية الىقويوية المىبعة لىشخيص بتىريا 

.  API20Eايشيريشيا القولون ىنظام الىشخيص 

ىعنو اجراء لرب  اخىبارا  ايموحيوية خاصة 

تبعاا اخىبار  E.coliO157:H7لىشخيص بتىريا 

عل    3الى زن الخاص باذا النم  تا تشخيص 

بتىيرية يقــ  تمىاز بتوناا تعود إلف النم  

تنمنت ىاما هو موضل يي    O157:H7المصوي

 .)4جوىل رقا )

 

  E.coli( : عدد ونسب عزلات بكتريا (4جدول

 . غير المخمرة للسوربتول
ع العينة 

و
ن

 

ت
عدد العينا

 

   
غير 

ت 
لا
عدد العز

ل  
و
سوربت

خمرة لل
الم

   
  

 

ت  
لا
عز

عدد 
E

.c
o
li

 

ت
لا
عز

عدد 
 

7
:H

1
5
7

O 
E

.co
li

عدد  
ن 

عزلها م
سبة 

ن

ت 
العينا

)%
المعتمدة)

 

 3.12 3 11 32 96 براز

 

لحــو لهـــا  E.coliO157:H7تعو بتىريا    

الممـرضا  المفببة للإساال الوموم عنو الأطفال 

يي بعض الوراسا  اأعوف نفبة  يقو عللت

للإصابا  البتىيرية من عينا  الإساال مقارنة 

، ىتأتي اتاني لى ثــالث   .Shigella sppببتىريا 

ممرض عــلل بشـــت  ابير بعو 

Campylobacter  لىSalmonella [9].  ىيي

الوراسة الحاليــة اانت نفــبة علل هذ  البتىريا هي 

عينة براز لأطفال مصابين  96من  %3.1))

 .الخامفةبإساال دموم دىن سن 

 

 شــكل المســتعمرات 

اتبعههت الخاههوا  الأىليههة يههي تمييههل العههل          

غيههر المخمههر  لوفههوربىول  E.coliالعائههو  لبتىريهها 

لغرض اسهىبعاد CT-  SMAC بىنميىاا عوف ىس  

الأنههوال البتىيريههة ىالأنمههاط المصههوية الأخههرى مههن 

E.coli   عللهة  32المخمر  لوفهوربىول يقهو ظاهر

غيههر مخمههر  لوفههوربىول بنههمناا عههل   بتىريهها  

E.coliO157:H7   ىامىاز  المفهىعمرا  بتوناها

صهغير    سهاعة 24غيهر مخمهر  لوفهوربىول خه ل 

ن مقارنهههة الشهههت  ىعويمهههة الوهههو ىدائريهههة الحيههها

بالمفهههىعمرا  المخمهههر  لوفهههوربىول ىرديهههة الوهههون  

بينمها اانههت  العهل   ىرديههة  الوهون مخمههر  لفههتر .

ال اىهوز عنهو تنميىاها عوهف ىسه   لاهار المهااونتي.  
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احههوى الوراسهها  اخىبههر  إن هههذ  النىههائ  تىفههق مهه  

عللهههههة اانهههههت جميعاههههها غيهههههر مخمهههههر   24يياههههها 

جو لم ى   تو CT-SMACلوفوربىول عوف ىس  

عللة من هـــذ  العــــل   مخمـــر  لوفــــوربىول 

ىبفـهـبب تشـهـابه  ،[10]ساعة مهن الحنهن  24بعو 

غيـههههـر   E.coliالاههههرز المظاريـههههـة لبتىـههههـريا 

  يههالمخمــههـر  لوفــههـوربىول عوــههـف هــههـذا الوسهه  

يمتن ا عىماد عويه بصور  قاطعة لىشخيص بتىريا  

E.coliO157:H7  عههههود مههههن  اعىمههههو يقههههو لههههذا

ا خىبههارا  التيموحيويههة الىقويويههة لىأايههو تشههخيص 

عللهة مهن 11ىالىي لظاهر  عائويهة  E.coli بتىريا

 عللة غير مخمر  لوفوربىول الف بتىريها   32بين 

E.coli  عهههههههههل   مهههههههههن بتىريههههههههها  3بنهههههههههمناا

E.coliO157:H7   ً حيهث اعاههت جميعاهها تمههاث ،

لناهائي عوهف  يي النىهائ   . ثها اعىمهو يهي الىشهخيص ا

لوىأاو من عائوية العل     API20Eاسىخوام نظام 

ىاههذلك لوىأاههو مههن اوناهها غيههر  E.coliإلههف بتىريهها 

مخمههر  لوفههوربىول حيههث لظاههر  النىههائ  عائويههه 

يقهو   E.coliإلف بتىريها  جمي  العل   قيو الوراسة

ابههو  العههل   تمههاث ً يههي اغوههب تفاع تاهها ىلتناهها 

 ر  لوفوربىول.اانت جميعاا غير مخم

   

الاختباارات الكيموحيوياة الخاصاة بتشاخيص  نتاائج

 E.coliO157:H7بكتريا 
لجريت لرب  اخىبارا  ايموحيوية لغرض        

من النمــ  المصوــي  E.coliتشخــيص بتىريا 

O157  ىتمييلها عن الأنماط المصوية الأخرى من

NSF E.coli   ىالموضحة نىائياا يي اليوىل رقا

عل   يق   إلف بتىريا 3ىقو لظار  عائوية 5) . )

:E.coliO157:H7  عللة 11 من بينNSF 

E.coli. بتوناا غير  ت جحيث تميل  العل   ال

مخمر  لوفويوبايوز ىغير قادر  عوف النمو بوجود 

سيانيو البوتاسيوم. لشار  الوراسا  إلف إمتانية 

م  بتىريا   E. hermanniتواخ  البتىريا المعوية 

E.coliO157:H7  حيث تشىرك معاا بعوم قورتاا

عوف تخمير الفوربىول لتناا تىمايل عناا ىعن باقي 

الأنموذجية بىخميرها لوفيووبايوز  E.coliس     

ىقورتاا عوف النمو بوجود سيانيو البوتاسيوم . ىلاذا 

هذين ا خىبارين لىشخيص ا   إلفالفبب تا الويوء 

ناا النم  المصوي ىبنم E.coli عل   بتىريا 

O157:H7 عاف نىائ  سالبة لت  ىالذم ل

  .[7,2]ا خىبارين

يىبين من خ ل النىـائ  لن اـــ  عــل           

E.coliO157:H7   قو لعات نىائ  سالبة م

ىلغرض تشخيص    ،ا خىبارين المذاورين آنفا

ىتمييلها عن باقي  E.coliO157:H7بتىريا 

تــا إجــراء    NSFE.coliالأنماط المصوية من

    اعوف لنىاج إنليتاا وراخىبار قــ ث هواخىبار ثال

β-glucuronidase4  ـــالذم يقــوم بىحوي- β-D 

Methylumbelliferyl (MUG) 

glucoronide  لإنىاج مراب مىألق.  حيث لعات

تفاع ً سالباً  E.coliO157:H7جمي  عل   

الىي     )عوم ظاور تألق ( مقارنة بباقي العل

ًْ موجباً ) ظاور تألق ازرق( إن هذ   لعات تفاع ً

النىائ  تىفق م  ما يىميل به هذا النم  المصوي من 

 β - glucuronidase  عوم قورته عوف إنىاج انليا

  E.coliمن ســ     %96مقارنة بـنفبة  

. ىتىفق اذلك م  نىائ  [11]المنىيـة لاـذا الإنليا

لن جمي  عل   النم   دراسة حويتة ىجو يياا

غير قادر  عوف  إنىاج هذا O157:H7 المصوي 

 .[10]الأنليا  

لما ا خىبار الراب  ىالأخير هو اخىبهار قابويهة         

العهههل   عوهههف إنىهههاج إنهههليا ا نىيرىهيمو يفهههين. 

القههور  عوههف إنىههاج الههت ج حيههث لظاههر  العههل   

ار دم ا نىيرىهيمو يفين عنو تنميىاا عوهف ىسه  لاه

سههاعة حنههانة ىبورجههة   24الأغنههام المغفههول بعههو 

لن هذ  النىائ  تىفق م  ما لشار  إليه إحوى .  ºم 37

منىية  STECمن  %90الوراسا  من لن لاتر من 

. امهههها ىجههههو  دراسههههة [12]ل نىىيرىهيمو يفههههين 

عههههل    هنههههاك نفههههبة ابيههههر  مههههنلخههههرى لن 

E.coliO157:H7   لـاا القـور  عوف  تحو  اريا 

الوم الحمهراء لغغنهام  بإنىاجاها ا نىيرىهيمو يفهين 

إجههراء اخىبههار الههى زن مهه  حبيبهها  ىعنههو .  [13]

ال تتههم المرتباههة بالأجفههام المنههاد  لومفىنههوين 

O157  ىH7  باسههىخوام عههو  خاصههة بههالنم  بينههت

عائويهههه  (5رقههها )النىهههائ  الموضهههحة يهههي اليهههوىل 

 O157:H7إلههف الههنم  المصههوي  الههت ج العههل  

حيههث لعاههت ت زنههاً مهه  اهه  مههن الأجفههام المنههاد  

 . H7ى O157لومفىنوين  

 

نتااااااائج الاختبااااااارات الكيموحيويااااااة : (5جاااااادول )

 E.coliO157:H7.والمصلية لتشخيص بكتريا 

اختبار 

التلازن 

 المصلي

الاختبارات  الكيموحيوية الخاصة  

 O157: H7بالنمط
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– – – + – – 2 NSFE.coli 

+ + + – – – 3 E.coliO157:H7 

                                           MUG : 4- 

Methylumbelliferyl β-D- glucoronide . 

                 

            MPCR  تفاعلاتنتائج  
عن لوىحرم    MPCRلجريت تفاع          

 eaeA , hlyA هي ىجود لى غياب لرب  جينا  

,stx2 , stx1  المشفر  لعوام  ضراى  مامة

ىباسىخوام  E.coliO157:H7لىشخيص بتىريا 

يفىاوف ا  بادئ تىابعاً بادئا  مىخصصة لرب  

ً ليين ىاحو من  ، ىالىأاو من  هذ  اليينا نوعيا
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 الوراسة إلف هذا النم  المصوي يوقعائويه العل   

ىقو تبين من نىائ  اسىخوام توك البادئا     .

الىي اانت الحلم المىناعفة من عود الحصول عوف 

ماابقة لما هو مىوق  ىحفب لىزاناا اليليئية 

ىالناتية عن ىجود البادئا  المصممة لاذا الغرض 

لى غياب المواق  المتموة لذلك البادئ يي جينوم  ا  

اما  .ة من العل   المفىخومة يي هذ  الوراسةعلل

إن ظاور حلم مشىراة بين العل   المورىسة يول 

عوف ارتباط البادئ بالىىابعا  المىشاباة ىالموجود  

ىان عوم ظاور نوات    ،يي جينوم ا  عللة

الىناعف لبعض العل   يول عوف عوم ىجود 

تىيرية مواق  ارتباط لاذا البادئ يي جينوم العللة الب

الذم يمت  الفيار     الراب المفاراما لظار 

 .  الفالبة الذم  يحوم عوف الونا خوو  من لم حلمة

تا تقوير ا حيام اليليئية لوحلم اعىماداً عوف         

مواقههه  الحهههلم ذا  ا حيهههام  اليليئيهههة المعرىيهههة 

 Mىالموضحة يي المفار 100bp)لوولي  الحيمي )

لنىهههائ  مماثوهههة لوحيههها ظاهههر  ا حيهههث). 1الشهههت (

المىوق  تقريبا عنو اسهىعمال البادئها  نففهاا الىهي تها 

اخىبههههار ، عنههههو  [8]دراسههههة سههههابقة اعىمادههههها يههههي 

ى بنههمناا   STECسهه لة مههن سهه    بتىريهها 52

سهههههه لة مشخصههههههة تعههههههود لوههههههنم  المصههههههوي  19

O157:H7  معلىلهههة مهههن الغهههذاء ىبهههراز الحيهههوان

وهك الوراسهة ىالإنفان ىاانت نوات  الىنهاعف يهي ت

ى  2stxليهين  pb 255ى  1stxليهين  180pbههي  

384pb  ليههههههههههههههههينeaeA  534ىpb  ليههههههههههههههههين

EHEChlyA  . 

ىي حظ من خ ل نىائ  الوراسة ىالموضحة        

عوف   احىواء ىاحو  من العل  6) يي اليوىل )

جمي  اليينا  المشفر  لعوام  النراى  المذاور  

عوف ث ج ريىان ا خاحىو  العللىان بينما لنفا 

لن هذ   . hlyAى . eaeA,ى 2stxجينا  هي  

النىائ  تىفق م  نىائ  احوى الوراسا  حيث ىجو ان 

المعلىلة  E.coliO157:H7معظا س    بتىريا 

 4لى  3براز المرضف اانت تحم   من الغذاء ىمن

من  84%جينا  مشفر  لعوام  النراى  ىلتن 

الغذاء ىمن  من س    هذ  البتىريا المعلىلة

ىلاو  ذلك [19]تمىوك  اليينا  الأرب   المرضف

دراسة لخرى ىجو  لن نفبة علل البتىريا المنىية  

لويينا  الأرب  ىالمعلىلة من البراز لاتر مقارنة 

     .[10]بالبتىريا  المنىية لوت ج جينا  المذاور 
         

لعازلات بكترياا  MPCR(: نتائج تفاعال 6دول )ج 

E.coliO157:H7 

 رمل العللة
 رمل اليين

E3 E2 E1 

– – + Stx1 

+ + + Stx2 

+ + + eaeA 

+ + + hlyA 

 Stx2وStx1 التحري عن جينات  ●  

لظاههر  نىههائ  الىرحيهه  عوههف ههه م الأاههارىز        

لوتشههف عههن نههوات  الىنههخيا باسههىخوام زىجههين مههن 

 ى Stx1 البادئا  المىخصصة لىنخيا تىاب  جينا  

Stx2مشههفر  لإنىههاج ذيفههاني ال Stx1ى Stx2 عوههف

الىوالي، ىجود حلم ناتية عن ارتبهاط ههذ  البادئها  

م  الىفوف  المتم  لاها يهي جينهوم بعهض العهل  . 

  عوههف  جههين  E3 ى E2يقههو احىههو  العللىههان  

Stx2،  بينمها احىهو  العللهة يقE1    عوهف جينها 

Stx1  ى Stx2 معاً  امها لهوحظ تماثه  حيهوم الحهلم

مهه  الحيههوم  Stx2ى  Stx1 نههاعفة ليينهها المى

زىج قاعههوم  255ى  180المىوقعههة تقريبههاً ىهههي 

 . )1شت   (عوف الىوالي 

 

 
 

: الىرحي  التاربائي لنوات  الىفاع  الىناعفي  (1شكل )

 :E.coli O157المىعهود لفوفهوة الهونا لعهل   بتىريها 

H7 

خصصههة عوههف ههه م ا اههارىز اسههىعمال البادئهها  المى  

 يولت ىلمو  ساعة. 70جاو    ىبفرق % 2بىرايل

 ( ( 100bp DNA ladderالولي  الحيمي  Mالمفار 

،  E1 (hlyA  ،eaeA ،stx1دنههههها العللهههههة  : 1المفههههار
stx2 ) 

 E2 (hlyA  ،eaeA ،stx2) : دنا العللة 2المفار 

 E3 (hlyA  ،eaeA ،stx2) : دنا العللة 3المفار 

        الفيار  الفالبة )عوم ظاور نات  (. 4 : ارالمف 

   

لقو لاهو  العويهو مهن الوراسها  عوهف  لن سه      

E.coliO157:H7  المنىيهههة لهههذيفانStx2   لوحهههو

هههـي الأاتههر شههيوعاً ىتراباههاً مهه  حهها   مى زمههة 

HUS من الف    المنىية لذيفان Stx1  لوحو  لى

لفه    اانهت يقهو ىجهو إن معظها ا،  [14] ا همها

مهههههن  %88، ىلن  يقههههه  Stx2منىيهههههة لهههههذيفان 

ـت مىـرايقة مه  سـهـ    منىيـهـة اان HUSحا  

(. (15ا ثنيـهـن معـههـا لى Stx2c لى Stx2لذيفـهـان 

ىهذا يىفهق مه  نىهائ  الوراسهة الحاليهة إذا لخهذ بنظهر 

ا عىبار العل   المرضية يق  حيهث ظاهر احىهواء 

لوحــو  مقـهـارنة  Stx2عللىين مرضيىين عوف جين 



  0212( 1)7مجلد           للعلوم                       بغداد مجلة 

 

717 

 Stx2ى Stx1  بـعللة ىاحــو  احىو  عوف جينـهـا 

 معا. 

 hlyAالتحري عن جين ● 

لظار  نىائ  الىرحي  التاربائي عوف ه م         

 ا اارىز لن جمي  عل   النم  المصوي 

O157:H7 تحوم اليينا  المشفر  لإنىاج إنليا

 حيث ، Enterohemolysin تحو  الوم من نول 

ظار  حلم مىماثوة يي احياماا اليليئية ليمي  

العل   الناتية من ارتباط البادئ المىخصص الذم 

ىالىي اانت hlyA يفىاوف الىىاب  النوعي ليين 

زىج قاعوم   534مماثوة لوحيا المىوق  تقريباً ىهو

يعاي ىجود هذا اليين مؤشرا  إذ.  )1شت  (

 pO157  مى ك العل    لب زميــو النــراى 

من ســ    بتىريـا % 99ىان  .( 17)

E.coliO157:H7 18تمىوك هذا الب زميــو)) 

لخرى  دراسة م  ىتىفق نىائ  الوراسـة الحاليـة 

 STECمن س     % 90حيث اان لاتر من 

. ىقو تمتنت عود (12) منىية ل نىيرىهيمو يفين

بين امى ك من الوراسا  من دراسة الع قة 

ا  لب زميو النراى  ىبين إنىاجاا لذيفانا  االبتىري

الفيرى حيث ىجو ان عل   البتىريا 

E.coliO157:H7 تمىوك الب زميو اانت  الىي

. اما ىجو لن   Stx2منىية لوذيفان ىبا خص ذيفان

معظا الف    المعلىلة من الوحا ىالبراز الحاموة 

  .stx2 (16)تموك جين   eaeى hly ليينا  

 eaeAي عن جين التحر  ●

لظار  نىائ  الىرحيه  التاربهائي عوهف هه م         

الأاهههارىز لوتشهههف عهههن نهههوات  الىنهههخيا باسهههىخوام 

زىج  مههههن البادئهههها  المىخصصههههة لىنههههخيا تىههههاب  

ظاههور حههلم ناتيهة عههن ارتبههاط هههذا eaeA جينها  

جينههوم جميهه  البههادئ مهه  الىفوفهه  المتمهه  لههه يههي 

ا حيههههام  . اههههذلك بينههههت النىههههائ  تماثهههه  العههههل  

اليليئيهههة لوحهههلم المىنهههاعفة ىالىهههي اانهههت بحيههها 

384bp   مقارنة بالولي  الحيمي ، ىبذلك تتهون ههذ

 النىائ  مماثوة  لنىائ  الوراسة الىي اجريهت مهن قبه 

[8] . 

لن نىهههائ  الوراسهههة الحاليهههة جهههاء  مىفقهههة مههه         

 eaeA ارتبهاط جهين  العويو من الوراسا  يقو  ىجو 

الممرضهههههة   STEC  بشهههههت  ابيهههههر بفههههه 

مهههن حههها   لعهههراض  % 90، ىلن  (19)للإنفهههان

HUS  من حا   الإساال الهوموم سهبباا  % 70ى

المحىويههة عوههف هههذا اليههين. امهها  STECسهه    

لشار  دراسة ثانية الف تواجو هذا اليين بنفبة  اق  

مقارنههة  %17يههي الفهه    المعلىلههة مههن الأبقههار 

 (.20( )%45ن )بالفههه    المعلىلهههة مهههن الإنفههها

ىلاههو  دراسههة ثالتههة عههوم احىههواء بعههض الفهه    

مه   eaeA  المعلىلة من العينا  الغذائية عوف جهين

تواجو  يي جميه   الفه    المعلىلهة مهن  العينها  

. حيث يعىقهو لن الفه    الموجبهة  (21)المرضية 

اق  يهي درجهة تتون   eaeAالفاقو  ليين ىstx ليين

قارنههة بالفهه    الىههي تمىوههك ضههراىتاا  للإنفههان م

 eae  (72    .)جين 
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Abstract: 
A total of 96 stool samples were collected from children with bloody diarrhea from 

two hospitals in Baghdad. All samples were surveyed and examined for the presence 

of the Escherichia coli O157:H7 and differentiate it from other Non -Sorbitol 

Fermenting Escherichia coli (NSF E. coli).       

       The Bacterial isolates were identifed by using morphological diagnostic methods, 

Samples were cultured on liquid enrichment medium, incubated at 37C for 24 hrs, 

and then cultured on Cefixime Tellurite -Sorbitol MacConkey Agar (CT- SMAC). 32 

non-sorbitol fermenting bacterial isolates were obtained  of which 11 were identified 

as  Escherichia coli  by using traditional biochemical  tests and API20E diagnostic 

system  without differentiation between  serotype O157:H7 and other NSF E. coli 

isolates . 

     Four special biochemical tests were done for serotype O157:H7 differentiation 

from other NSF bacteria. Only  3 isolates belonging to the serotype O157:H7 were 

obtained  . Latex agglutination test for O157 and H7 showed that the 3 isolates gave 

positive results with both tests. 

     The Bacterial isolates were identifed by using Multiplex Polymerase Chain 

Reaction  (MPCR)  technology for the  presence or absence of 4 genes (Stx1, Stx2, 

hlyA and eaeA) that encode for main virulence factors to diagnose E. coli O157:H7 

isolated By using specific primers in MPCR . The result showed that one  E. coli 

O157:H7 isolates  contain all 4 genes , other  isolates contain 3 genes: Stx2, hlyA & 

eaeA. 


