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  الملخص

 المعزولة من  Campylobacter jejuniعوامل امراضية جرثومة  البحث التحري عن بعض يهدف

، من هذه العوامل قدرتها      نظراً لارتباطها مع هذه الحالات     حالات اسهال شديد لاطفال باعمار دون السنتين      

على الالتصاق على خلايا حقيقية النواة  باستخدام خلايا طلائية فمية معزولة من فم الإنسان وقد اظهـرت           

، كما اختبرت قدرتها على إنتاج الـذيفان المعـوي          ها على الالتصاق على هذه الخلايا     ثومة قابليت هذه الجر 

ومدى تاثيره من خلال حقنه في الغشاء البريتوني للفئران وبعد ثلاث ايام من إجراء الحقن تم قتل الفئران                  

لمجهـري لهـذه    الفحـص   وحضرت مقاطع نسجية للأمعاء الغليظة والأمعاء الدقيقة والكبد وأبدت نتائج ا          

المقاطع حدوث تنكس فجوي في هيولي الخلايا الكبدية فضلاً عن تكفف الخلايـا اللمفيـة حـول الاوردة                  

المركزية في الامعاء الدقيقة مع توسع الاوردة وحدوث تقزم للزغابات وتنخر تجلطي شديد فـي الخلايـا                 

ي الامعاء الغليظة حـدوث اسـتطالة لـبعض         الظهارية للطبقة المخاطية مع ارتشاح للخلايا الالتهابية وف       

  .الزغابات وضمور البعض الاخر وحدوث ارتشاح للخلايا الالتهابية

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

The study aimed to elucidating some pathogenecity factors of Campylobacter jejuni 
isolated from sever diarrhoeal cases from children at age of less than two years old, due 



64 غادة عبد الرزاق الطائي و أميرة محمود الراوي

to the association between this bacterium and these cases .The factors studied included 
such its adherence to eucaryotic cells by using oral epithelial cells isolated from human. 
The bacterium showed ability of adherence on these cells. The ability to produce 
enterotoxin and its effect through injection intraperitoneally in the mice was also 
investigated. after three days the mice were killed  and histological sections were 
prepared from small intestine , large intestine and liver .The microscopical results for 
these sections showed vascular degeneration in the cytoplasm of hepatocytes and 
lymphocytic perivascular cuffing surrounded the centeral vein , as well as dilatation of 
the lumen, In small intestine there is atrophy of villi, severe coagulative necrosis in 
epithelial lining of the mucosal layer and infiltration of inflamentary cells while in large 
intestine there was elongation of some villi and atrophy in others. Infiltration of 
inflamentary cells was also noticed. 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة 

 ويكون Campylobacteriosisبمرض  Campylobacter jejuniيدعى المرض الذي تسببه جرثومة

هذا المرض متغايراً في اعراضه الا ان المريض يعاني بصورة عامة من الاسهال المائي الذي غالباً مـا                  

وتقدر  .)Zanbransky, 1997; Black, 1993(موي يحوي على المخاط واحتمال ان يتطور الى اسهال د

في  % 1 لتزيد على اصابة مليوني شخص كل سنة أي بنسبة           Campylobacteriosisحالة حدوث مرض    

 ,Church(الولايات المتحدة ، ويكون هذا المرض اكثر تكراراً في اشهر الصيف منه في فصل الـشتاء  

 لاتسبب الوفاة بصورة عامة الا انه يقدر مـوت          Campylobacterوعلى الرغم من ان جرثومة      . )1995

وفي الحالات الوبائيـة فـان معظـم    ) Tauxe, 1992( شخص مصاب بهذه الجرثومة في كل سنة 100

 امـا الاصـابات غيـر واضـحة الاعـراض           Symptomaticالاصابات تكون واضـحة الاعـراض       

Asymptomatic        اغلب هذه الاصابات عند     لاً وتحدث  فتكون منتشرة في المناطق التي يكون مناخها معتد 

، باستثناء حالات تفشي المرض عند الاطفال في بعض الدول النامية مثل بنغلادش حيث وجـد ان                 البالغين

من الأطفال بأعمار دون السنتين يمكن ان تكون اصاباتهم غير واضحة الاعراض وهذا يقود الـى                % 39

لمعزولة وحساسية المضيف ومناعته     ضراوة السلالات ا   العديد من التساؤلات المهمة حول الاختلافات في      

وتحـدث  . (Bennett and Plum, 1996) الـدول الناميـة   ضد المرض الذي يمكن ان يكتسب مبكراً في

الإصابة عادة بهذه الجراثيم عن طريق تناول الحليب غير المبستر والاطعمة وخاصة الدواجن النيئـة او                

غيرالمعاملة وكذلك بوساطة التلامس مـع الحيوانـات الحاملـة لهـذه            غير المطبوخة جيداً وشرب المياه      

  ).Walker et al., 1986( الجرثومة

 الإصابة عن طريق امتلاكها لبعض الميكانيكيـات النوعيـة الموصـوفة            C.jejuniتحدث جرثومة   

، وتـضم عوامـل الـضراوة       كانيكيات لم تفهم بشكل واضـح     عوامل ضراوة على الرغم من أن هذه المي       

لاسواط المحددة للحركة وقدرتها على التنقل والالتصاق على الطبقة المخاطية وغزو الخلايـا الطلائيـة               ا

فضلاً عن ان هناك تقارير سجلت انتاج هـذه الجرثومـة            ،اً والذي يقوم بدور في الامراضية     للامعاء ايض 
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 Vibrio choleraeليرا للذيفان المعوي الذي وصفت ميكانيكية فعله بشكل مشابه لفعالية سم ضمات الكـو 

  ). ,E.coli) et al., 1994 Suzuki Pancorbo et al., 2001واكثر شبهاً للسم المتغير بالحرارة لجرثومة 

 CDT(Cytolethal Distending(لايا فضلا عن انها تنتج ذيفان اخر هو الذيفان المقتحم القاتل للخ

toxinلهامـستر الـصيني    الذي يحفز تغيرات خلوية بطيئة في خلايا مبيض ا)CHO(Chines hamster 

ovary  و HEP-2 وخلاياHeLa .ان تكوين الذيفان من قبل جرثومة C. jejuni   يتم بشكل معقـد وفـي 

  .)Pikett et al., 1966 (ظروف غير معروفة

وارتباطها مع حالات الاسهال الشديد ونسبة لانتـشار الاسـهال           C.jejuniونظراً لاهمية جرثومة    

ة في مجتمعنا لاسيما بين الاطفال جاء البحث الحالي لدراسـة هذه الجرثومة من حيث اثبات               بصورة واسع 

للـذيفان  ة انتاجهـا    اختبار قابلي الخلايا الطلائية لفم الإنسان، و    قدرتها على الالتصاق بخلايا حقيقية النواة ك      

  .ن المختبرية بهذا الذيفانن حقن الفئرا واجراء دراسة للتغيرات النسجية الناجمة عenterotoxinالمعوي 

  

  المواد وطرائق العمل

ي ومائي وباعمـار دون الـسنتين مـن    عينة خروج من اطفال مصابين باسهال دمو 152 جمعت 

مستشفى الرازي التعليمي ومستشفى الخنساء للولادة والاطفال ومستشفى ابن الاثير للاطفال فـي مدينـة               

 Cary-blair بليـر -فـي الوســط الناقـل كـاري    اخذت مسحات من هذه العينات ووضعت .الموصل 

transport medium بر ثم زرعت علـى الوســط الانتخـابي    لحين الوصـول الـى المختPreston 

Campylobacter blood free medium  وحـضنت فـي    بالاضافة الى زرعها على وسط المـاكونكي 

هـذه الجرثومـة اعتمـاداً علـى     ساعة وتم تشخيص  48-72 م لمدة o  42وفي ظروف قليلة الأوكسجين 

ة بهـا ثـم اجـري       الخصائص المزرعية والمجهرية وإجراء الفحوصات الكيموحيوية التشخيصية الخاص       

  .اختبار الالتصاق والكشف عن الذيفان المعوي

  

  :Adherence Test اختبار الالتصاق

لاولـى فـي    ة ا الذي يعد الخطـو   ( تم اجراء اختبار الالتصاق      C.jejuniثبات امراضية جرثومة    لإ

  :والذي يتطلب) الامراضية

 - Phosphate Buffer solution (Cruickshank et al., 1975) (PBS) محلول الفوسـفات المـنظم   -

  ).Giemsa stain )Gurr, 1962كمزا صبغة 

تم الحصول على الخلايا الطلائية الحرشفية من فم اشـخاص  : Epithelial cells عزل الخلايا الطلائية -

 غير مصابين باي اصابات فموية من خلال استخدام ماسحات قطنية معقمة تنقـل مباشـرة الـى                  اصحاء

 بعدها يتم غـسل الخلايـا       7الة حامضية    بد PBSي محلول الفوسفات المنظم المعقم      انابيب معقمة لتغمر ف   

قـائق  د دقيقة لمدة عشرة  /   دورة    5000ة   باستخدام جهاز الطرد المركزي بسرع     PBSالحرشفية بمحلول   
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 المنظم حيث يرشح بورقـة      PBSتم تعليق الراسب الحاوي على الخلايا الطلائية بمحلول         .ولثلاث مرات   

ترشيح لغرض وضع الخلايا الطلائية على سطحها ليتم نقل الخلايا الى غطاء شريحة زجاجية بوسـاطة                

  .)Ofek et al., 1986(ضغط الغطاء على سطح ورقة الترشيح ثم تترك لتجف 

  : Preparation of bacterial suspension المعلق الجرثومي  تحضير-

 C. jejuni بجرثومـة  Brain Heart Infusion Broth (BHI)المـخ  – تم تلقيح وسط نقيع القلـب  

 ساعة وتم تحـضير تخـافيف مـن المعلـق           24م لمدة   ° 37وحضنت في ظروف قليلة الأوكسجين في       

 لإجـراء تجربـة   3سم /CFU 107 و 3سم /CFU 106ين  واخذ التركيزPBSالجرثومي باستخدام محلول 

 ين باســـتخدام طريقـــة العـــد بالاطبـــاقالالتـــصاق حيـــث حـــدد هـــذين التركيـــز

Plate count method  )1975et al.,  Cruickshank.(الـشريحة  وتم تثبيت الخلايا الطلائية على غطاء 

 3سـم ) 5(ظيف ومعقم وأضيف إليه     الزجاجية كما ورد في الفقرة السابقة ووضع الغطاء في طبق بتري ن           

، وضع الطبق الحاوي على الخلايا الطلائية مع المعلق الجرثومي في الحاضنة            من معلق الجراثيم المحضر   

 وذلك لإزالة الجراثيم غير الملتصقة      PBSم لمدة ساعة واحدة، تم غسل غطاء الشريحة بمحلول          ° 37عند  

 دقيقة، ثم اضيفت صبغة كمـزا       15استعمال الميثانول لمدة    ئية ب بالخلايا الطلائية، وتم تثبيت الخلايا الطلا     

، ثبت  الماء المقطر وتركت لتجف بالهواء     دقيقة، بعدها أزيلت الصبغة عن الغطاء ب       20لمدة  % 30بتركيز  

  الـضوئي الغطاء على الـشريحة الزجاجيـة بوضـع مقلـوب وغـدت جـاهزة للفحـص بـالمجهر                   

)et al., 1980 Van-Den Bosch(.  

  

  : Detection of Enterotoxin test المعويار الكشف عن الذيفاناختب

 مـن خـلال  ) et al., 2001 Pancorbo(اجري اختبار الكشف عن الذيفان المعوي كما ورد فـي  

وقسمت الى مجموعتين ضمت كل مجموعة ثـلاث حيوانـات          , ام فئران بيضاء بعمر أربع أسابيع     استخد

ي عليها الكشف عن    ضمنت المجموعة الثانية الفئران التي اجر     عدت المجموعة الأولى مجموعة سيطرة وت     

 المعزولة في البحث للاستدلال على قدرتها أو عدم         C.jejuni، واستخدمت عزلات جرثومة     الذيفان المعوي 

، وتم تنشيط العزلات بزرعها على وسط أكار الـدم فـي       Enterotoxinقدرتها على انتاج الذيفان المعوي      

 ثم غسلت   PBS ساعة بعدها تم تعليق الجراثيم في المحلول الفسيولوجي          24جين لمدة   ظروف قليلة الأوكس  

  .PBS في 3سم / CFU 1011، وتم الحصول على التركيز بالطرد المركزي

 Casamino لى وسـط مـرق  ، فقد تم تنمية العزلات المحضرة في أعلاه عولإنتاج الذيفان المعوي

acid yeast extract broth ت نفس الظروف المذكورة أعلاه، رسب المعلق الجرثـومي  حيث حضنت تح

.  دقيقـة 20 لمدة g 800في  High Speed 18 MSE Englandز الطرد المركزي المبرد من شركة بجها

 مايكروميتر وجمع 0.22قياس اقطار ثقوبها ) Millipore filter(أخذ الراشح ورشح خلال ورقة مرشحة 

  .التجربةله في هذه في قناني معقمة لاستعما
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 وحقنت فئـران    intraperitoneally من الذيفان المعوي     3 سم 0.1حقنت فئران المجموعة الثانية بـ      

 وبعد مرور ثلاثة ايام من الحقن قتلت الفئران بالكلوروفورم وتم           PBSمن محلول     3  سم 0.1السيطرة بـ   

من الامعاء الدقيقة والامعاء    اجراء الصفة التشريحية لملاحظة التغيرات المرضية ان وجدت بعد غمر كل            

 6-4لتحـضير مقـاطع نـسجية بـسمك          % 10الغليظة والكبد في محلول الفورمالين الدارئ المتعادل        

ايوسين لغرض فحصها بـالمجهر الـضوئي الاعتيـادي         – بعدها صبغت بصبغت الهيماتوكسلين    مايكرون

  .)Whitehead et al., 1972( وتحديد الصفات المرضية النسجية ان وجدت
  

 النتائج والمناقشة

منها كـان النـوع     ) 9(  عزلة جرثومية مختلفة،   206 عينة خروج وتم الحصول على       152جمعت  

C.jejuni  ة للنتائج التي حـصل  من المجموع الكلي للعينات ، جاءت هذه النسبة مقارب% 4.36  أي بنسبة

، في حـين عزلـت هـذه     % 6.2 الذين عزلوا الجرثومة بنسبة2000خرون عام آ و Seanzعليها الباحث

 أطفال مصابين بالإسهال فـي  من%  10 بنسبة)Salih and Al-Saad, 1994(الجرثومة من قبل الباحثين 

  .بغداد

على الالتصاق بخلايا حقيقيـة النـواة    C. jejuniلقد تم الكشف عن قدرة هذه العزلات من جرثومة 

وهـي  ) 1(ايجابية هذا الاختبار توضحه الصورة      التي تضمنت الخلايا الطلائية المعزولة من فم الانسان و        

، وجاءت هذه   لخلايا كخطوة اولية لاحداث الخمج    دلالة على قدرة هذه الجراثيم على الالتصاق واستيطان ا        

ان الالتصاق الجرثومي علـى اسـطح الطبقـة     .)McSweegan and Walker, 1986(النتيجة متفقة مع 

قية النواة او انسجتها يتطلب مـشاركة لعـاملين همـا المـستقبل             المخاطية او الاحتكاك على الخلايا حقي     

Receptor   والملصق Adhesin      و ببتيدات على سطح خلايـا       والمستقبلات تكون عادة اما كاربوهيدرات ا

ميـة والتـي    اما الملصقات الجرثومية فهي مكونات جزيئية كبيرة على اسطح الخلايـا الجرثو            .المضيف

   تتـداخل عـادة بـصورة نوعيـة        الملـصقات والمـستقبلات   . مـضيف تتداخل مع مـستقبل خليـة ال      

)Kenneth, 2002(.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .)100X (على الالتصاق بالخلايا حقيقية النواة C. jejuni  قابلية جرثومة:1 صورةال
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وبدون عوامل الالتصاق فان معظم الممرضات في البلعوم والامعاء والقناة البولية سـوف تطـرد               

فـان   C.jejuni، وبالنـسبة لجرثومـة   )Virella, 1997(خارجاً قبل ان يكون بامكانيتها احداث الاصابة 

كة هي عامل ضراوة    الحر هو الملصق للخلايا الطلائية، و     flagellinدراسات السابقة اقترحت ان بروتين      ال

 اشارت نتائجهـا الـى ان       1993 وجماعته عام    Grant الدراسة التي قام بها الباحثون       الا ان لهذه الجراثيم   

، يقوم بدور في اتمام العمليـة      انه   على الخلايا الطلائية الا    C.jejuniالسوط لايشارك في التصاق جرثومة      

 ضرورية لعبـور الجرثومـة الطبقـات        C.jejuniفضلاً عن ذلك فان النتائج اقترحت ان حركة جرثومة          

 الذي تمتلكه الجرثومة فيعد مكوناً متميـزاً فـي الجـدران            LPS، اما   ادية للخلايا الطلائية المستقطبة   الاح

ة تركيبية قوية ليتوسط في عملية الالتصاق النـوعي لـذا           الخلوية للانواع السالبة لصبغة كرام ويمتلك قدر      

  .)McSweegan and Walker, 1986(فهو يعد ملصقاً 

، واقتـرح    على السطوح  C.jejuni تشارك في التصاق جرثومة      LPSفيما اشير الى ان الاسواط و       

)Lee et al., 1989 ( ان خلاياC.jejuni اذ لمادة المخاطيـة ن طريق تداخلها باتستعمر الطبقة المخاطية ع 

ان هذه الجرثومة تبدي تكيفاً جزئياً لهذه المادة المعقدة كما اكدت المعلومات ان سطح الخلايـا الطلائيـة                  

للتثبيت والاستقرار والدخول داخل الخلايا ، هذه العملية يمكن  C. jejuniيمكن ان تعد مستقبلات لجراثيم 

ومة والطبيعة المخاطية ليعقبها تكوين نوع من الجسور بين         ان تزداد عن طريق الارتباط الاولي بين الجرث       

  .)DeMelo and Pachere., 1988; Lee et al., 1989(الجرثومة وخلايا المضيف 

كما ابدت جميع السلالات المعزولة قدرتها على انتاج الذيفان المعوي ولـوحظ ذلـك مـن خـلال                  

 اذ  وهي الامعاء الدقيقة والامعاء الغليظة والكبـد      التغيرات المرضية النسجية الواضحة للاعضاء المنتخبة       

  :تيأتمثلت هذه التغيرات بما ي

لخلايـا الظهاريـة للطبقـة      ، نخر تجلطي شديد في ا      تقزم وضمور في الزغابات المعوية     :الامعاء الدقيقة 

مة مع احتقـان فـي الاوعيـة        وذ ،ض من الزغابات في التجويف المعوي     ، توسف وسقوط البع   المخاطية

لمتمثلـة بالمتعـددة   ارتشاح الخلايا الالتهابية ا ، الظهارية المبطنة للغدد المعوية   ، فرط تنسج الخلايا   يةالدمو

في الطبقة المخاطية يمتد الى الطبقة تحت المخاطية        ) العدلات والخلايا اللمفية  (وحيدة النواة   اشكال النوى و  

  ).2(كما موضح في الصورة 

ض مـن   ، اسـتطالة الـبع    يا الظهارية عند الطبقة المخاطيـة     ي الخلا  نخر تجلطي شديد ف    :الامعاء الغليظة 

، ارتشاح الخلايا الالتهابية المتمثلة بالعدلات والخلايا اللمفية في الطبقـة          الزغابات وضمور البعض الاخر   

المخاطية وتحت المخاطية، توسف وسقوط البعض من الزغابات في التجويف المعوي، تنكس مخـاطيني              

  .)3( المعوية كما موضح في الصورة هارية المبطنة للزغاباتفي الخلايا الظ
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 يوضح فرط تنسج C. jejuniمقطع في الامعاء الدقيقة لفأر محقون بالذيفان المعوي لجرثومة : 2صورة ال

الخلايا الظهارية المبطنة للزغابات المعوية فضلاً عن نخر البعض الأخر منها مـع ارتـشاح               

  .)400X(تهابية عند الطبقة المخاطية يمتد الى الطبقة تحت المخاطية للخلايا الال

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 ساعة من 72 بعد C. jejuniمقطع في الامعاء الغليظة لفأر محقون بالذيفان المعوي لجرثومة : 3صورة ال

الحقن يوضح ضمور البعض في الزغابات المعوية مع استطالة البعض الاخر، فـضلاً عـن               

  .)400X(زات المعوية في تجويف الامعاء تجمع الافرا

  

، تكفف الخلايا الالتهابية المتمثلة  في هيولي الخلايا الكبديةVacuoler degeneration تنكس فجوي :الكبد

  . الاوردة مع احتقانها، بؤر من النخر التجلطيبالخلايا اللمفية حول الاوردة المركزية ، توسع
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 ساعة من الحقن يوضـح التـنكس        72محقون بالذيفان المعوي بعد     مقطع في نسيج كبد فار      : 4صورة  ال

الفجوي في هيول الخلايا الكبدية مع توسع واحتقان الاوردة المركزية فضلاً عن تكفف الخلايا              

  ).400X(اللمفية حول الاوعية الدموية 

 فضلاً عـن     ساعة من الحقن يوضح    72مقطع في نسيج كبد فار محقون بالذيفان المعوي بعد          : 5 صورةال

  ).400X(التنكس الفجوي النخر التجلطي مع الارتشاح للخلايا الالتهابية وحيدة النواة 

  

ان التغيرات المرضية والنسجية تحدث في الخلايا عند تعرضها الى اذى غير قاتـل وهـذا مـاتم                  

الكبـد    اذ أحدثت آفـات فـي  C. jejuniملاحظته في الدراسة من خلال الخمج التجريبي لذيفان جرثومة 

، وهو ناتج عن تأثير الذيفان في وظيفة الخلايا الكبدية من خلال تاثيرهـا علـى                والامعاء الدقيقة والغليظة  

  المتغيرات وغشاء الخلية حيث تسبب زيادة نفوذية الغشاء الخلوي وما يرافقه من فقدان ايونات البوتاسيوم 
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ات وتتلف مضخة الصوديوم الامر الذي      وعبور ايونات الصوديوم الى داخل الخلية، وتتأثر المتقدر       

 ,Kettey(يؤدي إلى عبور الصوديوم وتجمعه داخل الخلية مما يؤدي الى ظهور آفات والتنكس الفجـوي  

1997(.  

كذلك الحال بالنسبة للأمعاء لان الآفات التي ظهرت كافية لإحداث خلل فـي الـضغط الازمـوزي                

 ـ       للخلايا الظهارية وبالتالي فقدان السوائل وحد      ا علـى   وث الإسهال المائي فضلاً عن تحفيز الذيفان للخلاي

 لجذب الخلايا الالتهابية الى المنطقة المتأثرة الملتهبـة   Chemical mediatorsتحرير الوسيطات الكيميائية

Inflamed area لغرض التخلص من المخرشن Irritant    ان احد العوامل الأساسية فـي إحـداث النخـر 

من الكبد والأمعاء هي تحرر الحديد نتيجة لتحطيم غشاء الخلايا وهـو كفيـل فـي                وموت الخلايا في كل     

احداث النخر فضلاً عن تحرر بعض الوسائط الكيميائية المسؤولة عن النخر منها عامل الـورم النخـري                 

Tumor necrosis factor.  

لايـا الطلائيـة    علـى الخ  سواط، تساعد في عملية الالتصاق      الحركة و الا  ان الانجذاب الكيمياوي و   

للامعاء واستيطانها بالاضافة الى امتلاك الجرثومة لعوامل ضراوة اخرى منها اكتـساب الحديـد بـسبب                

  .)McFarland and Neil., 1992(تحطم غشاء الخلية او موت الخلايا الطلائية 

  

  شكر وتقدير

يخص قـراءة   اعدة فيما   اتقدم بوافر الشكر والامتنان للدكتورة انتصار رحيم كناني لما ابدته من مس           
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