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المعزولة من حالات إسهال  Morganella morganiiدراسة الذيفانات المعوية لجرثومة 

  الأطفال الرضع في مدينة الموصل
  

  سحر سالم بطرس النقار  صبحي حسين خلف الجبوري

  قسم علوم الحياة
  كلية العلوم

  جامعة الموصل
  

  )15/9/2002 ، تاريخ القبول 29/5/2002تاريخ الاستلام (

  

  الملخص

 للـذيفانات المعويـة   Morganella morganii دراسة إمكانية إنتاج العزلات المحلية لجرثومـة  تم

Enterotoxins    والمعزولة من خروج الأطفال الرضع المصابين بالإسهال وبعمر سنتين فمـا دون فـي 

سـلالة لجرثومـة    19  عينة من خـروج المرضـى ، تـم عـزل      418مدينة الموصل، حيث جمعت 

M.morganii   أعتمد اختبار تجريع الفئران الرضيعة في دراسة الذيفان المعوي الثابـت            % . 4.54بنسبة

من العزلات على إنتاجه كما اعتمدت اختبـارات النفوذيـة           % 42.1بالحرارة ومن خلاله تم إثبات قدرة       

يفان المعـوي   المتأخرة لجلد الأرنب وأمعاء الأرنب المعقودة وتضخم الغدة الكظرية للفئران في دراسة الذ            

ولمعرفة طبيعة تاثير الـذيفان  . من العزلات على إنتاجه    % 36.84التالف بالحرارة وأظهرت النتائج قدرة      

، ومقـاطع   اء الفئران التي أعطت فحصا موجبـا      المعوي في خلايا الأمعاء تم تحضير مقاطع نسيجية لأمع        

معاء فئران غير معاملة ومن خلالها لم       نسيجية لأمعاء الفئران التي أعطت فحصا سالبا ومقاطع نسيجية لأ         

معاء الرضع التي أعطت فحصا     نلحظ أية اختلافات بين نسيج أمعاء الفئران الرضع غير المعاملة ونسيج أ           

، إذ لـوحظ  ئران الرضع التي أعطت فحصا موجبـا ، لكنها كانت شديدة الاختلاف مع نسيج أمعاء الف      سالبا

 هو سام في خلايا     م الحمر، لذا يمكن القول أن تأثير هذا الذيفان        تحطم طبقة الزغابات مع ظهور كريات الد      

  .الأمعاء

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

This investigation was done to study the possibility of enterotoxin production by 
local isolates of the bacterium Morganella morganii .Specimen were obtained from 
infantile diarrhoeal patients of ages 2 years or less in Mosul City .418 stool specimen 
were collected, 4.54% of which were Morganella morganii (about 19 isolates).Suckling 
mice assay was depended in detecting heat stable enterotoxin producing strains. It was 
shown that 42.1% of the strains were producers. On the other hand Delayed rabbit skin 
permeability assay, Rabbit ligated ileum and the enlargments of mouse thymus were done 
to study heat labile enterotoxin. Results revealed that 36.84% of isolates were producers. 
Finally, to determine the nature of effect of enterotoxins on intestinal cells a comparison 
was made on histological section and control animals. No variations were noticed 
between untreated and negative animals. However, great differences were noted between 
intestinal tissue of positive suckling mice and others .A destroyed villi layer was noted 
with the appearance of red corpuscles. Therefore, we conclude that the enterotoxin is 
cytotoxic to the intestine. 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 وهي الذيفانات المؤثرة في الطبقة المخاطية للامعاء مما يؤدي إلى           Enterotoxinsالذيفانات المعوية   

وينتج هذه الذيفانات العديـد  ) Collee et al., 1994; Craig, 1971(طرح السوائل والاملاح في تجويفها 

 وغيرهـا  Salmonellaوأنـواع   Esherichia  coli بة للاسـهال ومنهـا   من الكائنات المجهرية المـسب 

)Scotland, 1988( ولقد ثبتت مؤخراً قدرة جرثومـة ،  M . morganii     علـى إنتـاج هـذه الـذيفانات  

)Ahren et al., 1990( .الذيفانات : وية من حيث تأثرها بالحرارة وهمااذ عرف نوعان من الذيفانات المع

، والـذيفانات   وتكون عموما غير مستضديةST (Heat–Stable Enterotoxins(بالحرارة المعوية الثابتة 

 Richards and(وهي عادة ما تكون مستـضدية   Heat–Labile Enterotoxins) LT(المعوية التالفة بالحرارة

Douglas, 1978(ع الفعاليـات  ، ويكون تأثير هذه الذيفانات في خلايا الطبقة المخاطية للأمعاء اما التداخل م

مـع  ) Baron et al., 1994; Harris, 1988(دمار الطبقة المخاطية للأمعاء الأيضية لخلايا الأمعاء او ينتج عنها 

  .)Everest et al., 1993( يرافقه ظهور الدمحصول الالتهاب ونضوح الماء من الخلايا 
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دراسة عدد مـن الآليـات   ، ارتأينا بحالات إسهال الأطفال  M. morganiiنظرا لارتباط جرثومة 

 ST، فكانت دراسة الذيفانات المعوية بنوعيها الثابتة بالحرارة         مكن هذه الجرثومة من احداث المرض     التي ت 

  .LTوالتالفة بالحرارة 

  المواد وطرائق العمل

  :العينات. 1

  معزولة من الأطفال الرضع المصابين بالإسهال M. morganii سلالة لجرثومة 19 •

 . من معهد باستور في فرنساMorganella morganii COD No. A236ة لجرثومة  سلالة قياسي1 •

  :الكشف عن الذيفانات المعوية . 2

  :ا الغرض ثلاثة أوساط زرعية وهياستخدمت لهذ

  ).Casamino Acid–Yeast Extract (CAYE)  )Evans et al., 1973وسط  •

 .)Ahren et al., 1990; Honda et al., 1982( Casamino Acid-Yeast Extractوهو ) CAYE-2(وسط  •

عيـاري   1 باسـتخدام    8.0 و   7.8 و   7.5 و   7.3سـطين علـى     تم ضبط الدالة الحامضية لكلا الو     

 ,.1N HCL) Mundell et alعياري حامض الهيـدروكلوريك   1 و 1N NaOHهيدروكسيد الصوديوم 

1976.(  

  .)Brain Heart Infusion BHI)  Majtan et al., 1985; Wadstrom et al., 1976وسط  •

 مـل مـن     10 مل وبمقدار    150ي دوارق زجاجية مخروطية سعة      ، وزعت ف  بعد تحضير الأوساط  

 ـ   1لقحت بـ   .  جو 1م وضغط   121ْدورق، عقمت بالموصدة عند     /الوسط ة فتيـة لوسـط     مل من مزرع

حاضـنة  وطية في ال  ، تم تحضين الدوارق المخر    م37ْ ساعة والمحضنة في     24-18المرق المغذي وبعمر    

 Controlled Environment(دقيقة /دورة  200وبسرعة م 37ْ ساعة وفي درجة حرارة 24ازة مدة الهز

Incubator Shaker (  وبعد انتهاء مدة التحضين ازيلت الخلايا الجرثومية بوساطة جهاز الطرد المركـزي

ورشـح باسـتخدام    ، ثم اخـذ الطـافي       م   4ْ دقيقة وبدرجة حرارة     30مدة  ) g × 8000(المبرد بسرعة   

 ,.Gianella, 1976; Dean et al( مـايكرومتر  0.45ذات قياس للثقوب ) Millipore Filter(مرشحات 

  :، وتم إجراء الاختبارات الآتيةجمع الراشح في قنان معقمة) 1972

  : الذيفان المعوي الثابت بالحرارةالكشف عن

أيـام   4-1بعمـر  ) Suckling Infant Mouse Assay(اعتمد اختبار تجريع الفئـران الرضـيعة   

)Panhotra et al., 1980; Dean et al., 1972.(  

  :الكشف عن الذيفان المعوي التالف بالحرارة

 Majtan et al., 1985; Kawakomi(تم ترسيب البروتينات من رواشح المزرعة باعتماد طريقة 

et al., 1963; Heckly and Nigg, 1958 (  لـصلبة  مونيـوم ا باضـافة كبريتـات الاSO4 2)NH4 (55 

) g × 8000( مل وبعد الذوبان اجري الفصل بجهاز الطرد المركزي المبرد وعلـى سـرعة               100/غرام
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لديلزة ضـد المـاء     ، ثم اجريت عليه عملية ا     دقة وأذيب بقليل من الماء المقطر     ، جمع الراسب ب   م 4ْوعند  

 نـاتج   ، واجريت علـى   يام عدة مرات  مقطر خلال هذه الا   ساعة مع مراعاة تغير الماء ال      72المقطر مدة   

  :الديلزة الاختبارات الآتية

  .ر النفوذية المتأخرة لجلد الأرنباختبا •
 Delayed Rabbit Skin Permeability Test (DPT)(Wadstrom et.al., 1976) 

  .اختبار أمعاء الأرنب المربوطة •
Rabbit Ileal Loop Test (RILT) (Tewari et.al., 1979) 

 .)1990 ،الجبوري. ( الغدة الكظرية للفئرانتبار تضخماخ •

  :تحضير المقاطع النسيجية. 3

امعـاء لرضـع غيـر      ، و ذت أمعاء الرضع التي أعطت نتائج موجبة، والتي أعطت نتائج سالبة          أخ

فـي تحـضير   ) Luna, 1968(فورمالين واعتمدت طريقة %) 10(، وضعت في المحلول المثبت معاملة

  .المقاطع النسيجية

  والمناقشةالنتائج 

   :STالذيفان المعوي الثابت بالحرارة 

 8، في حين تم الكشف عن قـدرة         لهذا النوع من الذيفانات المعوية    لم تظهر السلالة القياسية انتاجا      

، الذي تمكن مـن      %42.1على انتاج هذا الذيفان بنسبة      سلالات معزولة من الأطفال المصابين بالاسهال       

لهذا الاختبار مع   النتيجة الموجبة    1الفئران المعاملة بها، وتوضح الصورة       أمعاء رضع    تجميع السوائل في  

  .اختبار السيطرة

 الذي جاء متفقـا مـع   pH 8ذي ) CAYE-2(تم الحصول على هذه النتائج باعتماد الوسط الغذائي 

)Ahren et al., 1990(وقـد  م  25ْ ساعات وفـي  4ئران الرضيعة المعاملة مدة بلغت ، وقد حضنت الف

 نتائج موجبة في دراسـتنا  CAYEفي حين لم يعطِ الوسط الزرعي . )Gianella, 1976(جاءت متفقة مع 

ودراسـة  ) E. coli )Evans et al., 1973بما أثبت أنه وسط ملائم لإنتاج الذيفانات المعوية من جرثومة 

ذيفانات المعوية مـن     الذي اثبت انه الوسط الملائم لإنتاج ال       BHI، وكذلك الوسط الزرعي     )1989يونس،  (

  .)Salmonella) Jiwa, 1981جرثومة 

 وكانت تعطي نتائج سالبة مع      STلقد أشارت البحوث إلى عدم قدرة هذه الجرثومة على انتاج ذيفان            

، أما الدراسة )Hostacka et al., 1984; Ciznar and Hostacka, 1983(اختبار تجريع الفئران الرضيعة 

قـادرة    M. morganiiفقد تمكن للمرة الأولى من اثبات أن جرثومة ) Ahren et al., 1990(التي قام بها 

، إذ عزلت هذه الجرثومة من أحد المسافرين السويديين العائدين إلى السويد            STعلى إنتاج الذيفان المعوي     

، وقد تـم عـزل هـذه    Travellers Diarrhoeaمن زيارة لهونك كونك وكان مصابا بإسهال المسافرين 

لـم  النسبة لنتائج المقاطع النسيجية     أما ب .ثومة من خروجه اكثر من مرة وطيلة مدة إصابته بالإسهال           الجر
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ضع التـي أعطـت     ونسيج أمعاء الر   2 أمعاء الرضع غير المعاملة صورة       تلحظ أية اختلافات بين نسيج    

التي أعطت فحصا   ، ولكنها كانت شديدة الاختلاف مع نسيج أمعاء الرضع المعاملة           3فحصاً سالباً صورة    

، لذا يمكن القـول أن      5 و 4هور كريات الدم الحمر صورة        ، إذ لوحظ تحطم طبقة الزغابات مع ظ       موجبا

التي ) Majtan et al., 1985( وهذا يأتي متفقاً مع ما أشارت إليه دراسة cytotoxicتأثير هذا الذيفان هو 

، لكن البحث لـم يحـدد   Vero cellؤثر في تنتج مادة مقاومة للحرارة ت  M. morganiiبينت أن جرثومة 

 Vero cell فـي  cytotoxic، ولكن جاء التأكيد على تأثيرها السام هذه المادة أو خواصها الكيمياويةماهية 

 M. morganii مـن  7 سلالات من أصـل  4الذي لحظ ان هناك ) Janda et al., 1996( من Hep-2أو 

  .رة آنفاكوتكون سامة لخلايا المزارع النسيجية المذ

   :L Tالذيفان المعوي التالف بالحرارة  

  : اختبار النفوذية المتأخرة لجلد الأرنب-

 LTقادرة على إنتـاج ذيفـان     M. morganii  سلالات لجرثومة7أظهرت نتائج الدراسة أن هناك 

 ـ  موضعياً واضحاً على جلـد الأرنـب       حيث أعطت نتائج العينات الموجبة تفاعلاً      ، %36.84بنسبة   دأ ، ب

بظهور منطقة احمرار دائرية بعد بضعة ساعات من حقن العينات مقارنة باختبار سيطرة ثم تأخـذ هـذه                  

 سـاعة   72ساعة من الحقن ويصل إلى أقصاه في مـدة           24-18المنطقة بالتورم والتصلب الذي يبدأ بعد       

  .6صورة الكما في ) Induration) Jiwa, 1981; Craig, 1971; Richardson, 1969وتدعى عندها 

 نتائج موجبة لهـذا     BHI و   CAYEالغذائية المستخدمة فقد أعطى كل من       أما فيما يخص الأوساط     

، إذ ظهرت التفـاعلات      لأن نتائجه كانت أكثر وضوحاً     CAYE-2، لكن الدراسة اعتمدت الوسط      الاختبار

) Majtan et al., 1985(أشار  .على أن الذيفان كان أعلى تركيزاًعلى جلد الأرنب أكبر قطراً وهذا دليل 

يث يحدث نزيـف توسـع      إلى أن راشح المزرعة لهذه الجرثومة يعطي تفاعلاً موجباً على جلد الأرنب ح            

في هذا البحث معزولة من المرضى المصابين بالإسهال   M. morganii، وكانت سلالاتوعائي ثم تصلب

، لكن الإشارة الأكيدة إلى قدرة هذه الجرثومة على هذه الملاحظات) Majtanova et al., 1988(ولقد أكد 

 .Mالذي تمكن من عزل جرثومة ) Ahren et al., 1990(إنتاج الذيفان المعوي التالف بالحرارة كانت من 

morganii   من أحد العائدين إلى السويد من اليابان مصاب بإسهال المسافرين وأكد انتاجها للذيفان المعوي

LTباستخدام تقنية  GM1- ELISA . وكذلك تمكن)Jertborn and Svennerbolm, 1991 (   مـن عـزل

، ربـا الجنوبيـة   سلالتين من هذه الجرثومة من حالتي اسهال المسافرين احداهما من اسيا والأخرى من أو             

 GM1- ELISAواستخدمت التقنية المذكورة سابقا نفسها  LTالسلالتين منتجة للذيفان المعوي وكانت كلتا 

 مقارنة بالمزارع النسيجية والطرائق المعروفة      LTعدت من أكثر التقنيات حساسية للذيفان المعوي        والتي  

  .)Jertborn et al., 1990(الأخرى 
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  : اختبار أمعاء الأرنب المربوطة-

إذ يلحظ تجمع السوائل في القطع المحقونة بالمستخلصات مقارنـة           7النتائج موجبة تصفها الصورة     

لم تتفق نتائج الدراسة الحالية مع ما جاء بـه كـل مـن              . ئي غير المزروع  ة بالوسط الغذا  بالقطع المحقون 

)Majtan et al., 1991; Ciznar and Hostaka, 1983 (  إذ أكدت هذه الدراسات على ان راشح مـزارع

M. morganii  لمعويـة  لا تعطى نتيجة موجبة بهذا الاختبار وعليه فقد تم اعتبارها غير منتجة للذيفانات ا

  .وقد يعود السبب الى اختلاف الوسط الغذائي المستخدم

  : تضخم الغدة الكظرية للفئران-

،وتـم  ) 1990، الجبوري( E. coli المنتج من LTتم إجراء الاختبار الذي وصف في اختبار ذيفان 

كن وأم ،CAYE-2وقد تم اعتماد الوسط . LTلاختبار الـ   M. morganiiاختباره على رواشح مزرعة 

، إذ تبين بعد تشريحها ان حجم        ساعة من حقنها   48 الموجبة بعد معاملة الفئران بـ       الحصول على النتائج  

، عن تغير لونها إلى الأحمر الداكن     الغدتين الكظريتين كان أكبر من حجمهما في حيوانات السيطرة، فضلاً           

ولقد أوضحت   .ر الطبيعي أو الخبيث   في حين لم تظهر المقاطع النسيجية أصابة خلايا هذه الغدد بالنمو غي           

  .%31.57 بنسبة مئوية قدرها LT و STالدراسة وجود سلالات من هذه الجرثومة منتجة لكلا الذيفانين 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .اختبار السيطرة : B.    الاختبار الموجب : A. اختبار تجريع الفئران الرضيعة: 1صورة 
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  .)X100(ي لأمعاء رضيع الفئران غير المعامل بالذيفان مقطع نسيج: 2صورة   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .(X100)مقطع نسيجي لأمعاء رضيع الفئران التي اعطت فحصاً سالباً : 3صورة   
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  .)X100(مقطع نسيجي لأمعاء رضيع الفئران التي أعطت فحصاً موجباً : 4صورة     

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .)X400( نسيجي مكبر لأمعاء رضيع الفئران الموجبة الاختبار مقطع: 5صورة     
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  .ساعة من الحقن) 72(اختبار النفوذية المتأخرة لجلد الأرنب بعد : 6صورة   

A : نتيجة موجبة    .B : اختبار السيطرة.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .ر سيطرةالأرنب المربوطة مع اختبانتيجة موجبة لاختبار أمعاء : 7صورة   

A :          اختبار موجبB : اختبار سيطرة  
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