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  ملخصال

من الرضع المصابين بالاسهال البـالغ   Providencia alcalifaciensعزلت وشخصت جراثيم 

التحري التي شملت الفحـص     اختبارات  عمر سنتين فما دون إعتماداً على       ب من كلا الجنسين و    351عددهم  

على انتاج الصبغة الشبيهة بالميلانين      اختبرت قدرتها %. 3.13 ةبنسوختبارات الكيماحيوية   المجهري والا 

بتجريـع  لخلايا المعوية   وضحت خاصية غزو ا   . عند تنميتها على الوسط الخاص بدليل ظهور اللون البني        

لجـراثيم  صغار الفئران بمعلق الجراثيم وحضرت مقاطع نسجية من الأمعاء لمعرفة طريقة اختراق هذه ا             

للخلايا المعوية وقد بينت النتائج وجود آفات مرضية في نسيج الأمعاء مع فرط تنسج في لطخـات بـاير                   

  . وارتشاح كريات الدم البيض المتمثلة بالعدلات واللمفيات

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Isolation and Identification of Providencia alcalifaciens from 

Infantile Diarrhea and Study of the Histological Changes that it 
Cause  

Amera M. Al-Rawi  Maha A. Yonan 
Department of Biology  Department of  Food Science and  

Biotechnology  
College of Science  College of Agriculture and Forestry 

University  Mosul  University Mosul 
                       

ABSTRACT 
Providencia alcalifaciens had been isolated and diagnosed 351 infantile diarrheal 

cases, from both sexes at the age of 2 years or less depending on screening tests that 
included microscopic examination and biochemical tests which formed 3.13%.Also the 
study detected the ability of Providencia alcalifaciens for the production of melanine like 
pigment upon it's growth on the special medium was  distinguished by the appearance of 
brownish colour. 
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In order to study the invasion of enterocytes the mice infants were orally injected 
with the suspension of the bacterium. Then histological sections performed to study the 
mode of the entry of this bacterium the enterocytes. The  microscopic findings showed 
pathogenic lesions in the intestinal tissue with hyperplasia in Payer's patches and 
infiltration of neutrophils and lymphocytes .  

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  مقدمةال

 يـسهم   إذ والرضـع ،     الأطفالتشكل أمراض الاسهال سبباً رئيساً لاعتلال الصحة وبخاصة عند          

 في العالم فضلاً عـن انـه        الأطباء الصعوبات التي يواجهها     أكثر من   الإسهالبحدوث سوء التغذية ويبقى     

 تقـارير منظمـة الـصحة       أشارتالمسبب الرئيس للوفاة في سن الطفولة لاسيما في البلدان النامية ، كما             

 مليـون مـن الوفيـات       3.3عنها   سنوياً ينتج    إسهالالعالمية على مستوى العالم إلى حدوث  بليون حالة          

(Victora et al., 1990; Black, 1993; Zanbransky, 1997)   الأرقـام   وعلى الرغم مـن هـذه 

 غالباً ما تكون  غير معروفة ، وتعد الجراثيم والطفيليـات            الإسهال لإحداثالمذهلة فان العوامل المرضية     

   .(Mata et al., 1984) الالإسهوالفطريات والفيروسات من المسببات الرئيسة لحدوث 

 من الجراثيم السالبة لصبغة كرام أحد الأجنـاس  Providencia alcalifaciensيعد أفراد النوع 

 تعد أفرادها من الجراثيم الانتهازية وبخاصة       Enterobacterialesالتابعة للعائلة المعوية والرتبة المعوية      

   ضـعيفي المناعـة    والأشـخاص  فـال الأطعند حدوث اصـابات جرثوميـة أو فايروســية عنــد            

 ) (Koneman et al., 1997; Janda et al., 1998;Senior,1998; Ohara et al., 2000.  

علاقة هذه الجراثيم بالاسهال لقابليتها على غزو خلايـا         ) 1992( وجماعته   Albertاثبت الباحث   

 Actinتـين   تكثـف خيـوط الاك  وإحـداث  HeLa وخلايـا   HEp-2المزارع النسجية مثـل خلايـا  

condensation     ،جراثيم معوية غازية لها قابلية الالتصاق على الطبقـة          أفرادها د تع إذ في هذه المزارع

 تقرحات وتغيرات في التركيـب      إحداثالمخاطية المعوية والخلايا الطلائية ثم اختراق الخلايا المعوية مع          

 الإسـهال  إحداثزو الخلايا المجاورة وبالتالي      ثم التكاثر داخل الخلايا المعوية وغ      الأمعاءالطبيعي لنسيج   

(Mathan et al., 1993; Albert et al., 1998)  على الرغم من ذلك لم تنل هذه الجراثيم النـصيب ، 

 أيضاً (Guth and Perrella, 1996) من الممرضات الجرثومية إعدادهاالكافي من الدراسات بسبب قلة 

القـي  من اجل ذلك    ها من أفراد العائلة المعوية وخطأ تشخيصها         مع غير  ةالمز رعي بسبب تداخل صفاتها    

 الميلانـين   أنتـاج  قـدرتها علـى      وإظهار عند الرضع    الإسهال بإحداثالضوء على علاقة هذه الجراثيم      

  . وملاحظة غزوها للأمعاء نسجياً
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  المواد وطرائق العمل

  العينات  

 الذين هم دون الـسنتين  بالإسهالبين  من الرضع المصاrectal swab مسحة مستقيم 351جمعت 

 التعليمـي للـولادة     الأثيـر  وابن سينا ، وابن       السلام من العمر ومن كلا الجنسين الراقدين في مستشفيات       

 اختبار حاوية   أنابيب مسحات قطنية معقمة محفوظة داخل       استخدمت. والاطفـال فـي مدينـة الموصـل   

 المختبر خلال مدة زمنية إلى جلبت العينات Sterile Nutrient Brothعلى وسط المرق المغذي المعقم 

 سـاعة  24 وحضنت هوائيا مدة MacConkey Agarاقل من ساعة ، ولقحت على وسط اكار ماكونكي 

  .م° 37في 

  اختبارات التشخيص 

انتخبت المستعمرات الشاحبة غير المخمرة لسكر اللاكتوز النامية على وسـط اكـار المـاكونكي               

اختبارات التحري عن الجراثيم بهدف تشخيصها وتأكيد تبعيتها للعائلة المعوية ، شملت هذه             وأجريت عليها   

  واختبـار فعاليـة انـزيم    Catalase testفعالية انزيم الكاتـاليز   اختبارو ألمجهريالفحص  الاختبارات

 ماحيويـة الكي والاختبارات Glucose fermentaition test وتخمر الكلوكوز Oxidase testوكسديز الا

ــضمنت ــي ت ــار  الت ــةاختب ــين  إزاح ــل الان ــي فيناي ــامض الامين ــن الح ــين م ــة الام    مجموع

Phenylalanine deaminase test،  ــاج ــدروجين إنت ــد الهي ــاز كبريتي ــدول  غ ــص الان    وفح

   ، والمثيــل الاحمــر Hydrogen sulfide Indole Production and Motility testوالحركــة 

Methyl red test ، وسـكور  فـوكس برVoges-proskaure test،   اسـتهلاك الـسترات Citrate 

utilization test،فعالية انزيم اليوريز Urease test  ،    ازاحة مجموعة الكاربوكـسيل مـن الاحمـاض

 Decarboxylation of Ariginine, Lysine andالامينيـة الارجنـين واللايـسين والاورنثـين     

Ornithine test ــي ــالة الجلات ــار اس ــر  Gelatin Liqufication testن واختب ــارات تخم واختب

 ; Carbohydrate fermentation tests ) Cruickshank et al., 1975الكاربوهيــدرات

Macfaddin, 1985 ; Koneman et al., 1997.(   

باستخدام الوسط الخاص  الشبيهة بالميلانينكما تم اختبار قدرة الجراثيم على انتاج الصبغة 

   . (Müller, 1985)رد في  المحضر كما و
  

  اختبار تجريع الفئران الرضع   

ايام بمعلق الجراثيم بتركيز ) 6-4( بعمر Swiss miceتم تجريع الفئران الرضع البيضاء نوع 

مل اذ تم عزل الصغار الرضع 1مل باستخدام انبوب التجريع المعدي المرتبط بمحقنة سعة / خلية610×2

 حيوانات اعطي 3ريع وقسمت عشوائياً على مجموعات تضم كل مجموعة عن امهاتهم مباشرة قبل التج

 ساعات و 6م مدة ° 27 مل من المعلق الجرثومي ثم تركت الحيوانات في درجة حرارة 0.1كل حيوان 
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 ساعة لملاحظة التأثير ، بعد ذلك خدرت الحيوانات بوساطة الكلوروفورم وتم فتح التجويف البطني 24

ملقط واخذت نماذج منها ثبتت في محلول الفورمالين المنظـم المتعـادل بتركيـز وأزيلت الامعاء بال

لتحضيـر المقاطع النسجيـة وملاحظـة التغييـرات التي احدثتها الجـراثيم نتيجـة الغزو % 10

(Adlard et al., 1998).  
  

  النتائج والمناقشة

 رضـيع  351 مـن  ،%3.13بلغت بنسبة مئوية Providencia alcalifaciens عزلت جراثيم 

مصاب بالاسهال وقد اشارت دراسات عدة إلى دور هذا النوع كمـسبب لاحـداث الاسـهال، فقـد قـام                    

 مـن  Prov. alcalifaciens سلالـة تابعه للنوع 155 بتشخيـص (1971) وجماعتـه  Bhatالباحـث

سهال، وقـد عـزل      المعزولة من اطفال المدارس المصابين بالا      Providencia سلالة تابعة للجنس     165

Albert النوع (1998)  وجماعته Prov. alcalifaciens من حالات الاطفال المـصابين  % 2.1 بنسبة

بالاسهال، ولاحظوا ان هذه الجراثيم عزلت بنسبة اعلى من حالات الاصابة بالاسهال مقارنة بالاشـخاص               

صابين بالاسهال ، اذ اشار   من براز اشخاص غير مProv. alcalifaciensالاصحاء وعليه يمكن عزل 

ان عزلات هذا النوع من حالات الاسهال تملك القابلية على غزو            ) Perella ) 1996 و   Guthالباحثان  

 وتسبب تكثف خيوط الاكتين في حين ان العزلات المأخوذة من حالات غير مصابة بالاسهال               HeLaخلايا  

واقتـرح ان  ) 1995( وجماعتـه  Albertباحث  سلالة من هذا النوع من ال    14لا تسبب ذلك وقد تم عزل       

  المسببة للاسهال، كما درس Prov. alcalifaciensالغزو المتسبب عنها هو صفة مشتركة في سلالات 

 Murataاختلاف خصائص الغزو لهذا النـوع كمـا اشـار الباحـث       ) 1998( وجماعته   Jandaالباحث  

 ـ         ) 2001(وجماعته     ت عـن تلـوث الغـذاء بجـراثيم        الى حـدوث اصـابات عديـدة بالاسـهال نجم

 Prov. alcalifaciens   اظهرت نتائج الفحص المجهـري  ، و سلالات تابعة لهذا النوع7اذ تم تشخيص

ان الجراثيم التابعة لهذا النوع تمتاز بكونها عصوية الشكل سالبة لصبغة كَرام غير مكونة للابواغ، وعنـد                 

   .)1(نتائج الاختبارات كما موضح في جدول رقمتباينا في اجراء الاختبارات الكيماحياتية ابدت 



41 ..............منProvidencia alcalifaciens  عزل وتشخيص جراثيم 

  . Prov. alcalifaciensنتائج الاختبارات التشخيصية لجراثيم : 1جدول 
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s                                         الاختباراتTests 

 Catalase testختبار الكاتاليز                                                             ا + + + +

 Oxidase test          اختبار الاوكسيديز                                                 - - - -

 Glucose fermentation test اختبار تخمر الكلوكوز                                      + + + +

+ + + V                                                        اختبار الاندولIndole production 

 Methyl red testاختبار المثيل الاحمر                                                     + + + +

- - - V          اختبار فوكس بروسكاور                                Voges proskaure test 

+ V - V                                    اختبار استهلاك السترات           Citrate utilization 

  H2S production                                              (SIM) وسط H2Sانتاج  + - - -

- V + + يوريز                                              انتاج ال        Urease production  

 Phenylalanine deaminase testاختبار نزع مجموعة الامين من الفينايل الانين         + + + +

- - + V اختبار نزع مجموعة الكاربوكسيل من الاورنثين        Ornithine decarboxylase test 

  Gelatin hydrolysisاسالة الجلاتين                                                       + - - -

- V - -                   انتاج حامض من الانوسيتول         Acid production from insitol 

 Acid production from Mannose        انتاج حامض من المانوز                    - + + +

 Swarmingالعج                                                                           + - - -

  نتيجة موجبة   :  +
  نتيجة سالبة: ـ  

V : متغاير  
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قدرة الجراثيم على انتـاج صـبغة        الشبيهة بالميلانيـن    واظهرت نتيجة الكشف عن انتاج الصبغة     

 محمر على الوسط الخاص الحاوي على ايونات الحديد والاحماض الامينية الفينايل الانـين              ذات لون بني  

 ان الايض الهوائي للاحماض الامينية الاروماتية يرفع مستوى الالديهايـدات           والهستدين والتربتوفان حيث  

 Dihydroxyكما يحدث نزع للكاربوكسيل واكسدة حلقة البنزين مما يولد مركبات ثنائيـة الهيدروكـسي               

 تتكثف إلى مركبات شبيهة بـالميلانين ذات اوزان جزيئيـة           quinonesالتي تتحول بدورها إلى كينونات      

عالية وترتبط ايونات الحديد بشكل معقد مع مجاميع الهيدروكسي المتبقية وهذا يؤدي إلى اشـتداد كثافـة                 

  ). 1( وكما موضح في الصورة Müller  (1985)الباحث كما ذكر اللون، 

 Prov. alcalifaciens بعد المعاملة بجـراثيم   لامعاء الفئرانالتغيرات المرضية العيانيةظهرت 
 ساعة من التجريع لوحظ وجود نزف وتهتك في الامعاء بدءاً من الاثني عشر وحتى               24  و    6بعد مرور   

 منطقـة اتـصال     المستقيم ، والتغيرات المرضية النسجية كانت اكثر وضوحاً عند الاثني عشر وكذلك في            

   Iliocecal junctionالاعور باللفائفي 
   ساعات من التجريع بوجود التهـاب امعـاء نخـري حـاد             6التغيرات النسجية بعد مرور      تمثلت

acute necrotic eneteritis نخر ب تميزnecrosis وتوسف desquamationالمبطنة  الخلايا الظهارية 

 في الخلايـا الظهاريـة   severe mucinous degeneration تنكس مخاطيني شديد ،وللزغابات المعوية
توسف وسقوط الزغابات المعوية المتنخرة في تجويف الامعاء وفي الاجزاء          ، و المبطنة للزغابات المعوية    

 infiltrationارتـشاح   ،و atrophyغير المتوسفة لوحظ تقزم وتقصر الزغابات المعوية نتيجة للضمور          
 edemaالخزب  والخلايا الالتهابية متعددة الانوية متمثلة بالعدلات ، واخرى وحيدة النواة متمثلة باللمفيات             

 الخلايـا الظهاريـة   hyperplasiaفرط تنسج وhyperemia  وفرط دم التهابي hemorrhageمع نزف 
  .) 4(و ) 3(و ) 2(وتلاحظ هذه التغيرات في الصور ، المبطنة للزغابات المعوية

 كانت اشد عند هذه المرحلة عن       ها لوحظ ان  فقد ساعة من الحقن     24التغيرات النسجية بعد مرور     اما
 ساعات وتميزت بـالنخر الشديد  للخلايا الظهارية المبطنة للزغابات المعوية عند بعـض              6المرحلة بعد 

خلايا الظهارية  تنكس مخاطيني شديد عند ال وpayer’s patches فرط تنسج في لطخات باير ،الاجزاء
المبطنة للزغابات والغدد المعوية حيث تحولت البعض منها الى تراكيب كيـسية تمثـل الحويـصلات                

ارتشاح خلايا التهابية ذات انوية متعددة الفصوص متمثلة بالعـدلات    و pinocytic vesiclesالماصة 
 فضلاً عن وجود الخـزب      Cryptوالحمضات واخرى وحيدة النواة عند الصفيحة الاساسية وفي الخباء          

،  للالياف العضلية عند الطبقة العضلية في الامعـاء          hypertrophy فرط النمو     و وفرط الدم الالتهابي  
) 6(و  ) 5(وتوضح الصور   ، للزغابات المعوية    flattenedلوحظ عند بعض المقاطع استطالة وتسطح       و

  .هذه التغيرات النسجية ) 7(و 
ــسجية   ــية الن ــرات المرض ــراثيم   ان التغي ــومي لج ــق الجرث ــن المعل ــدثها حق ــي اح   الت

Prov. alcalifaciens    ظهرت بشكل اساسي في نسج الامعاء محدثة آفات مرضية تنتج عنهـا ظـاهرة
الاسهال ، ان هذه الافات المرضية ناتجة عن التأثر من ظاهرة الالتصاق والغزو والتحفيز الخلوي للطبقة                

 Prov. alcalifaciensات المرضية الناجمة عن الخمـج بجـراثيم   الظهارية والخلايا المعوية ، ان الاف
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 الذي تقوم به الخلايا المعوية والالية الاخـرى         endocytosisيحدث من خلال مايعرف بالالتهام الخلوي       
 كلا الاليتين كفيلة باحداث الافـات المرضـية   tight junctionتتم من خلال تمزيق الجسور بين الخلايا 

ها دراستنا الحالية من التنكس المخاطي والضمور ثم استطالة الزغابات المعويـة ، وهـذا               التي اشارت الي  
 حيـث تعـد طريقــة دخــول هــذه    (1993) وجماعتـه  Mathanجاء مطابقاً  لما ذكره الباحث

الجراثيم الى الخلايا المعويـة والتحطيـم الذي يصيب الزغابات والالتهام الخلوي مـشابه  لمـا تحدثـه                 
 ان عملية الغزو الجرثـومي  (2001) وجماعته Murataكما ذكر الباحث  . Shigella flexneriثيم جرا

ينتج عنها استجابة خلوية تمثلت بارتشاحات للخلايا الالتهابية فضلاً عن فرط التنسج الـذي حـصل فـي                  
تي تحدث بين الجراثيم    لطخات باير ، وهذا ما اكدته دراستنا الحالية ، وهذا قد يكون ناتجاً عن التفاعلات ال               

ونسيج الامعاء حيث يفرز عنها العديد من المواد التي تؤدي الى حدوث تغيرات وعائية ، ومنهـا زيـادة                   
نفوذية الوعاء الدموي ومن ثم جذب الكريات الدموية البيضاء المتعددة الفصوص ووحيدة النواة الى منطقة               

  . التفاعل ووجود الجراثيم
ضية اشارت إلى وجود افات مخاطية بسبب حدوث الاسهال الغازي وهـذا            ان نتائج التغيرات المر   

  .(1992) وجماعته Albertما اكده الباحث 
 acuteان هذه الافات المرضية التي تحدث في الامعاء كفيلة في احداث التهاب الامعـاء الحـاد   

enteritis وان استمر وجود الجراثيم قد يتحول الى التهاب الامعاء المزمن Chronic enteritis  وهـي 
  . ناتجة عن عملية الغزو الجرثومي والتي تظهر سريرياً بهيئة الاسهال 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  . على انتاج الصبغة البنية الشبيهة بالميلانينProv. alcalifaciens قابلية جراثيم :1الصورة 
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 Prov. alcalifaciensيعة مخمجة بجراثيم  مقطع طولي لجدار الامعاء  الدقيقة لفئران رض:2الصورة 
 ساعات من الخمج يوضح هذا المقطع النخر فـي الطبقـة المخاطيـة وتحـت                6بعد  

المخاطية ، مع توسف وسقوط الزغابات المعوية في تجويف الامعاء فضلاً عن ارتشاح             
   .(10X)الخلايا الالتهابية مصبوغ بصبغة هيماتوكسلين ايوسين  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 بعد Prov. alcalifaciensمقطع طولي مـن امعـاء الفئـران الرضيعة مخمجة بجراثيم : 3لصورة ا

 ساعات من الخمج يوضح تقصر وتقزم الزغابات المعوية مصبوغ بـصبغة            6مرور    
  .(10X)هيماتوكسلين ايوسين 
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 prov. alcalifaciensم مقطع طولي مـن امعـاء الفئـران الرضيعـة مخمجة بجـراثي : 4الصورة 

 ساعات من الخمج يوضح الارتشاح الكثيف للخلايا الالتهابيـة المتمثلـة            6بعد مرور   

 –بالعدلات في الطبقة المخاطية وتحت المخاطية للامعاء مصبوغ بصبغة هيماتوكسلين           

  .(40X)ايوسين 

  
          

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بعـد   Prov. alcalifaciensرضيعة مخمجـة  بجـراثيم    مقطع طولي من امعاء الفئران ال:5الصورة 
 ساعة من الخمج يوضح فرط التنسج في لطخات بـاير مـع توسـع فـي                 24مرور  

مـصبوغ  . الزغابات وتحولها الى حويصلات كيسية فضلاً عن التـنكس المخـاطيني            
   .(10X) ايوسين –بصبغة هيماتوكسلين 
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 24 بعـد مـرور   Prov. alcalifaciensن رضيعة مخمجة بجراثيم  مقطع من امعاء فئرا:6الصورة 

ساعة من الخمج يوضح الارتشاح الكثيف للخلايا الالتهابية عند الطبقة تحت المخاطية            

مع التنكس المخاطيني في الخلايا الظهارية المبطنة للغدد المعوية فضلاً عن الوذمـة،             

  .(40X) ايوسين –مصبوغ بصبغة هيماتوكسلين 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 حيث يلاحظ النخر الشديد والارتشاح الكثيف للخلايا الالتهابية Iliocecal junctionمنطقة : 7الصورة 

 مـصبوغة بـصبغة   Prov. alcalifaciens  ساعة من الخمج بجراثيم 24بعد مرور 

  .(10X)ايوسين -هيماتوكسلين
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