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  خصالمل

 (PCR)تضمن البحث إجراء مقارنة لطرق العزل و التشخيص الروتينية مع تقنية تفاعل سلسلة البلمرة

Polymerase Chain Reaction   بهدف عزل وتشخيص جـراثيم Leptospira    مـن عينـات مرضـية و 

 dark fieldباستخدام مجهر الحقل المظلم تضمنت الطرق الروتينية دراسة الصفات الزرعية و الشكلية .بيئية

microscope  والمجهر الإلكتروني النافـذ transmission electron microscope     فـضلاً عـن اسـتخدام 

 وأبدت القـدرة علـى إنتـاج     Leptospiraالإنزيمية لجراثيم   كما درست بعض الفعاليات.المجهر الضوئي 

  )6-5.5(وتراوحـت كميتـه      من البريميـات المعزولـة       DNAتم عزل الـ    . إنزيمي الكتاليز والاوكسديز  

 استخدم بادئ متخصص    PCRلمقارنة مع تقنية الـ     ا لغرضو) 1.9-1.8(مايكروليتر وبنقاوة   / مايكروغرام  

 Leptospiraبلغت نـسبة عـزل جـراثيم      .16S rRNA من الجين  (bp fragment 331)لتضخيم القطعة 

 باسـتخدام   ت نفس النسب عند تشخيصها    وأعط%) 6.2 (الإدرارومن  %) 0.45(من الدم   المشخصة روتينياً   

 الطرق الروتينية نتائج موجبة بنـسبة قـدرها         أعطت فقد   ألشوكي أما عينات سائل النخاع      ، PCRتقنية الـ   

 عينات المياه فقد بلغ عدد العزلات التي        ئج سالبة وبخصوص  نتا أعطت PCRو باستخدام تقنية الـ     %) 1.6(

عزلـة بنـسبة    ) Leptospira )12  المعتمدة في تشخيص جراثيم      الروتينيةخضعت للاختبارات التشخيصية    

ة قـدرها   بعزلات فقـط وبنـس    ) 8( التقنية نتيجة موجبة لـ      أعطت PCRوعند استخدام تقنية الـ     %) 24(

)16. (%  

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
The study included comparision between routine methods for isolation and 

identification of Leptospira from clinical and environmental samples with PCR.Routine 
work included the study of morphological and cultural characteristics using dark-field 
microscope, transmission electron microscope and light microscope as well as some 
enzymatic activities . Leptospira showed positivity to catalase and oxidase enzymes . 
 Leptospira DNA was extracted it quantitated between (5.5-6) µg/µl with purity (1.8-1.9) . 
To compare with PCR , specific primer was used for amplification of  331 bp of 16S rRNA 
gene .  
The Leptospira percentage from blood and urine samples were the same  (0.45% and 6.2% 
respectively) by using  routine methods and PCR technique , while from CSF samples it 
gave 1.6% routienelly but the PCR gave negative results . With respect to the water samples 
the number of isolates were 12 (24%) by routine methods but by PCR technique it gave 
positive result only for 8  isolates (16%) . 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 تنتمـي    المرضية التـي    مرض مشترك منتشر عالمياً تسببه الملتويات      Leptospirosisداء البريميات   

 Spirochaetes و الصنف    Spirochaetalesورتبة   Leptospiraceaeالذي يعود لعائلة     Leptospiraلجنس    

  و ملتوية بشدة النحيفة  الحلزونية  المن الجراثيم السالبة لصبغة كرام        انواع الذي يضم  Spirochaetesو الشعبة   

 لها القابلية على البقاء     o م 28-30 الدرجة الحرارية المثلى لنموها      البطيئة النمو ،  و اً هوائية إجباري   و متحركةال

 ترى بوضوح باستخدام  .(Ristow et al., 2008 ; Levett et al., 2006) في التربة والماء ولفترات طويلة 

 Phase contrast microscope ومجهـر الطـور المتبـاين    Dark field microscopeمجهر الحقل المظلم 

(Sharma and Kalawat, 2008).   

 يمكن ملاحظتها في العينات الممرضة بواسطة مجهر الحقل المظلم أو باستخدام تقنية التألق المنـاعي               

Immunofluorescence أو بواسطة المجهر الضوئي Light microscope    بعد صـبغها بـصبغة مناسـبة 

)Levett, 2001 . (لمتمثلة بالدم والإدرار وسائل النخـاع  يستخدم مجهر الحقل المظلم لفحص سوائل الجسم ا

 Specificity وتفتقـد للخـصوصية      Insensitiveالشوكي وسوائل الديلزة إلا ان هذه التقنية غيـر حـساسة            
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 لملاحظتها بوضوح بمجهر الحقل المظلم      3سم/ خلية 104وعموماً تحتاج إلى وجود عدد من الخلايا ما يقارب          

(Sharma and Kalawat, 2008).   

تم تطبيق الطرق الصبغية لزيادة حساسية الفحص باستخدام المجهر الضوئي التـي تتـضمن اسـتخدام                لذلك  

 لصبغ العينات الممرضة والبيئية  كما اسـتخدمت  Immunofluorescence stainingصبغات التألق المناعي 

 ـ            Immunoperoxidaseصبغة   صبغ  لصبغ عينات الدم والإدرار فضلاً عن ذلك اعتمدت صبغات خاصـة ل

 صبغة فونتانا لأول مـرة ثـم         في الأنسـجة المصابة منـها    Leptospiraالأنسجة الخلوية لتشخيص جراثيم     

 Immunohistochemistry بشكل أوسع وحديثاً استخدمت تقنية Warthin – Starry stainاستخدمت صبغة 

)Levett, 2001(.   

ي الولايات المتحدة حيث ان الحـدوث             يعد داء البريميات من الأمراض التي يصعب تشخيصها ف        

 1994  وفي عام     1985-1994 الف شخص بين عامي      100 حالة لكل    0.02-0.04السنوي المثبت يتراوح بين     

 1992-1997 كما أشارت الدراسة التي اجريت في ألمانيا من الفترة            حالة إصابة بداء البريميات    38تم تسجيل   

 حالـة   234 ألف شخص ، وكان هناك       100 لكل   0.06الإصابة إلى    ارتفاع في نسبة     2003-1998إلى الفترة   

 Vijayachari and أشـار الباحثـان   كما.(Sambasiva et al., 2003)  وفاة بسبب الإصابة بداء البريميات

Sehgal )(2006               إلى أن معظم الأحياء المجهرية المهمة والخطرة على الصحة العامة ومن ضمنها جـراثيم 

Leptospira  معلوماتها مثبتة لتسهيل عملية تشخيصها إذ تعد تقنيـة الــ    تكونPCR   سـريعة لتـشخيص 

  3سـم /جرثومة  102الإصابة بداء البريميات خلال الأيام الأولى من الإصابة وحساسة جداً حيث بمجرد وجود       

صـابات  كافي لأن تعطي نتيجة موجبة وهكذا نشأت فكرة التشخيص السريع للأحياء المجهرية المعقدة في الإ              

 التـي اسـتخدمت بنجـاح    (PCR quantitative) وتقنيـة  (RT-PCR)الحادة والتي تضمنت استخدام تقنية 

  Leptospiraيعتمد تشخيص جراثيم  . من الحالات المرضية غير المشخصة Leptospiraلتشخيص جراثيم 

 Microscopic Agglutination (MAT)على إيجاد الأجسام المضادة في مصل المريض باسـتخدام تقنيـة   

Testو Enzyme – Linked Immunosorbent Assay (ELISA)      ومـع ذلـك فـان الأجـسام المـضادة 

المتخصصة في مصل دم الإنسان لا يمكن الكشف عنها إلا بعد سبعة أيام من الإصابة فضلا عن ان استخدام                   

يمكـن  الإرضـاء ولا    صـعبة    Leptospiraالطرق الروتينية لتشخيص المرض لايعتمد عليها لكون جراثيم         

ونظـراً لـصعوبة عـزل    .(Gebriel et al., 2006)بوعين مـن التحـضين   الحصول على نتيجة إلا بعد أس

 بوصفها طريقة حـساسة  PCR روتينياً لذا استهدف البحث اعتماد تقنية الـ  Leptospiraوتشخيص جراثيم 

لارضاء و مقارنتها مـع طـرق       ا  البطيئة النمو و صعبة    Leptospiraوسريعة و نوعية للكشف عن جراثيم       

  .العزل و التشخيص الروتينية 
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  المـواد وطرائـق العمـل

 80لشوكي و  عينة من سائل النخاع ا65نة دم و  عي218 عينة مختلفة شملت 410جمعت   : العينات

ستـشفى  عينة ادرار من المرضى الذين يعانون من التهاب السحايا و المصابين بالفشل الكلوي الراقدين في م               

ابن سينا التعليمي ومن المرضى الذين يعانون من أعراض الحمى ، الصداع ، غثيـان ، تقـئ ، الـم فـي                       

 بالتهاب المجاري البولية الحاد الذين يعانون مـن          و المصابين  العضلات ، أعراض اليرقان ، النزف الدموي      

 تم الحصول على هذه المعلومات مـن        ارتفاع في نسبة البيليروبين وارتفاع في مستوى اليوريا والكرياتنين ،         

خلال متابعة الفحوصات السريرية للمرضى الراقدين في مستشفى الجمهوري في مدينـة الموصـل ، كمـا                 

 والجـسر الثالـث لمدينـة       لحديدي عينة من مياه نهر دجلة من المناطق المحصورة بين الجسر ا           50جمعت  

 و  2007 جمعت العينات جميعاً للفترة مـن آب         ناتالموصل بضمنها المناطق الزراعية ومواقع رعي الحيوا      

  .  2008لغاية أيار 

  

الأولـي    ة و البيئية على الأوساط شبه الصلبة المستخدمة فـي العـزل             يتم زرع العينات المرض    :  الزرع

  وFletcher's Medium تـشـر ي و فلDinger's Medium  شـملت وسـط دنكـر   Leptospiraلجـراثيم  

Ellinghausen , McCullough , Johnson and Harris  (EMJH) المحضر كما ورد في .(Cruickshank 

et al., 1975 ; WHO, 2003)   م30 وحضنت هوائياً في  درجـة حـرارة o اسابيع فضلاً عن 3-2  لمدة 

 وحضنت هوائياً في  درجـة حـرارة         Leptospira السائل لغرض تنمية جراثيم      EMJHذلك استخدم وسط    

  . ايام 6-4دة   لمo م30

فحصت العينات أسبوعياً لملاحظة العينات الموجبة بدلالة ظهور النمو بشكل قـرص             : العزل و التشخيص   

 يمتد من عدة مليمترات إلى عدة سنتمترات تحت سطح الوسـط فـي الانابيـب     عمقه(linear disk)خيطي 

 ,. Koneman et al .,2006 ; Brooks et al)  ودنكـر  EMJHالحاوية على الأوساط شبه الصلبة فليتشر و 

  :  الاتية  ثم أجريت الاختبارات(2004

               Morphological Tests الفحوصات المظهرية: أولاً

: A   الفحص باستخدام المجهر الضوئي Light Microscope     

  و صـبغة فونتانـا   وصبغت بـصبغة كـرام  (linear disk)حضرت مسحات من القرص الخيطي 

    .)Sambasiva et al ., 2003 (حصت باستخدام المجهر الضوئيوف

  : B       الفحص باستخدام مجهر الحقل المظلمDark Field Microscope   

المصبوغة ولملاحظة شكلها    الحية غير    Leptospiraاستخدم مجهر الحقل المظلم للتحري عن جراثيم        

   .(Sharma and Kalawat., 2008)  .وحركتها

: Cفحص باستخدام المجهر الالكتروني النافذ ال      Transmission Electron Microscope  (TEM) 
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وصبغ الغـشاء     على الغشاء  EMJHأيام النامية على وسط     ) 6-4( بعمر   ثبت معلق جراثيم البريميات   

/  في كليـة الطـب        بعدها ثبت المشبك في المجهر الالكتروني وفحصت العينة        phosphotungstateبصبغة  

   .(Trueba et al., 2004) ثم صورت باستخدام الكاميرا الخاصة بالمجهر الالكتروني بغداد/ جامعة النهرين 
  

             Biochemical Tests الاختبارات الكيميوحيوية -:ثانياً 

  كما ورد  أجريت الاختبارات الكيموحيوية التشخيصية التي تضمنت اختبار الكتاليز و اختبار الاوكسديز          

   .)Koneman et al., 2006(في 
  

 المعزولــة مـن    Leptospiraتشخيص جراثيم   فيPCR استخدام تقنية تفاعل سلسلة البلمرة -:ثالثاً 

   .عينـات مرضـية وبيئة

 Genekam ألمانية المنشأ الـشركة المجهـزة   Leptospira جراثيم  DNAالمستخدمة لتضخيم ) kit(العدة 

Biotechnology AG (Germany) مرضـة  م شـملت الأنـواع ال   البريميات استخدمت هذه العدة لتشخيص

 الخطوة الاولى تتـضمن   .والكيموحيوية المظهرية  التي ابدت نتائج موجبة في الاختبارات الزرعية والرميةو

 Scarcelli et)  من البريميات اعتمادا على الطريقة المتبعة من قبل  DNAاستخلاص الحامض النووي الـ 

al ., 2003)  الخاصة بجراثيمLeptospiraتم قياس تركيـز الــ   ،أيام ) 6-4( مزارع فتية بعمر  باستخدام 

DNA مايكروليتر من الـ 20 وذلك باضافة DNAي  المذاب فTE buffer من محلول 3سم1980 الى TE 

buffer)   خدام جهـاز    نانوميتر باست  260 بعدها تم قياس الامتصاصية عند الطول الموجي         )100:1التخفيف

 حـسب   DNAالــ     تركيز إيجاد وتم   UV-Spectrophotometer فوق البنفسجية    للأشعةالمطياف الضوئي   

   الصيغة

  50×100×نانوميتر260قراءة الامتصاصية عند طول موجي    =مايكروليتر /ممايكروغراتركيز الدنا 
1000     

  

 المستخلـص من   DNAنقـاوة الـ   تم قياس   مايكروليتر و / مايكروغرام) 6-5.5(والتي تراوحت من    

 نانوميتر واخذ قراءة ثانيـة لـنفس        260 بأخذ قـراءة الامتصاصية عند الطول الموجي        Leptospiraجراثم  

 نانوميتر ومن حاصل قسمة القراءة الاولى على القراءة الثانيـة نحـصل             280النموذج عند الطول الموجي       

  .  )1.9-1.8(   على مقدار النقاوة والتي تكون بحدود

/  في وحدة البـايولوجي الجزيئـي  DNAالخطوة الثانية تتضمن إجراء التفاعل التضاعفي لسلسلة الـ      

 rRNA 16Sمـن ألجـين   ) bp 331( باستخدام بادئ متخصص لتضخيم القطعة بغداد/ مختبر الصحة العام

  لبادئ المستخدم في هذه الدراسة تسلسل القواعد النتروجينية لو
5'- GGC  GGC  GCG  TCT  TAA  ACA  TG-3' 
3' - TTC  CCC  CCA  TTG  ACC  AAG  ATT-5' 
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 الذي تضمن ثلاثة مراحل وهي مرحلة PCR باستخدام تقنية الـ DNA تم تضخيم قطعة الـ بعدها        

 PCRوالخطوة الثالثة تتضمن الكشف عن نواتج تضخيم المسخ و مرحلة الارتباط و مرحلة الاستطالة 

   الترحيل الكهربائي وبعد عملية الترحـيل الكهربائي يتم صبغ هلام الاكـاروز بصبغة الاثيديوم بواسطة تقنية

 وان وجود حزمة مفردة دليل على DNAزم ـبرومايد ويعرض الهلام للأشعة فوق البنفسجية للكشف عن ح

 التفاعل تضخم تخصصي للقطعة الهدف بينما يدل وجود عدة حزم أن البادئ غير متخصص أو أن ظروف

  . غير مثالية
  

  النتائج والمناقشة    

 علـى   Leptospira الخاصة التي تمتلكها جـراثيم       ةشخصت العزلات أولاً بملاحظة الصفات الزرعي     

 أسـابيع   2-3 مدة   oم30 بعد تحضينها هوائياً في درجة حرارة        EMJHالأوساط شبه الصلبة فليتشر ودنكر و       

 إلى عدة سنتمترات كما     ت سطح الوسط عمقها يمتد من عدة مليمترا        النمو بشكل طبقة متميزة تحت      ظهر حيث

  . (1)موضح في الصورة 

على هيئة خلايا نحيفة طويلة ذات نهايـات معقوفـة    ظهور جراثيمفيما بينت نتائج الفحص المجهري 

غير واضحة التحلزن وضعيفة الاصطباغ بالـصبغات العـضوية الاعتياديـة وهـذا مـا أكـده البـاحثون                   

(Sambasiva et al., 2003) .      وعند صبغ المسحات بصبغة فونتانا أظهرت نتـائج الفحـص أنهـا خلايـا

حلزونية أو لولبية مع نهايات معقوفة ذات لون بني غامق مائل إلى اللون الأسود مع أرضية صفراء باهتـة                   

 Leptospira (Konemanبانها مواصفات جراثيم  وهذا يطابق ما ورد في دراسات عدة (2)كما في الصورة 

et al., 2006 ; Brooks et al., 2004) . أنها جراثيم نحيفـة   أظهرت النتائجباستخدام مجهر الحقل المظلمو 

حلزونية أو لولبية حية غير مصبوغة مضيئة تبدو بشكل سلسلة من الكريات الدقيقة المـضيئة ذات نهايـات                  

أو تتجمع لتكون تجمعات مضيئة واضحة      ) سوداء(معقوفة يمكن تمييزها بأنها مضيئة جداً مع أرضية معتمة          

 في  Leptospiraوهذا يتفق مع ما ذكره العديد من الباحثين عند وصف جراثيم ) 3(كما موضح في الصورة 

وفـي   .(Willey et al., 2008 ; Sharma and kalawat, 2008)الحالة الحية باستخدام مجهر الحقل المظلم 

 إذ تـم   Leptospiraباستخدام مجهر الحقل المظلم كفحص تشخيصي لجراثيم دراستنا الحالية اعتمد الفحص 

ملاحظة حركتها باستخدام شريحة زجاجية وأظهرت نتائج الفحص أنها تمتلك حركة دورانية سـريعة حـول                

المحور الطولي والتي تنتقل باتجاه النهاية غير المعقوفة وهذا يتفق مع ما ذكره الباحثون بأن حركتها سريعة                 

كمـا وصـف الباحثـان     . Spirochetes   (Koneman et al., 2006)قارنة مع الحركة البطيئة لمجموعة م

Sharma and Kalawat (2008) مجهر الحقل المظلم بأنه يعد من التقنيات السريعة ومقبولة التكاليف إلا أنها 

 لترى في الحقل المجهـري      3سم / Leptospira خلايا من جراثيم     10قليلة الحساسية لأنها تحتاج على الأقل       

عندما يستخدم لوحـده بينمـا تـصل        % 60وحساسيته  % 61الواحد وبالرغم من ذلك فان خصوصيته بلغت        
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وبناءاً على ذلك فان هذه الطريقة لا تساعد فـي           .IgM-ELISAعندما يستخدم مع تقنية     % 95.8كفاءته إلى   

ين الضروب المرضية إلا أنها تستخدم كخطوة أولى        المرضية والرمية ولا ب    Leptospiraالتفريق بين جراثيم    

  . (Green-Mckenzie ., 2005)في تشخيص هذه الجراثيم اعتماداً على الشكل والحركة 

 باستخدام المجهر الالكتروني النافذ انها خلايـا حلزونيـة أو           لك فقد اظهرت نتائج الفحص    فضلاً عن ذ  

الملتفة باحكام ومتقاربة مع بعضها البعض مع نهايات معقوفة من          لولبية نحيفة تمتلك العديد من اللفات الأولية        

 لتعطـي الأشـكال   (5,4) تينأحد النهايتين أو كلتيهما وباستخدام قوة تكبير مختلفة كما موضح فـي الـصور  

 Prescott et al., 2005 ; Li et) التي وصفت من قبل العديد مـن البـاحثين    Leptospiraالمميزة لجراثيم 

al.,2000).    

يتفق مع ما ذكره   و الكتاليز وهذا  الاوكسديزي القدرة على إنتاج إنزيم Leptospiraأظهرت جراثيم 

تعد هذه الدراسة الأولى محلياً التي تـضمنت اجـراء مقارنـة لطـرق العـزل      . (Levett., 2001) الباحث

 ولة من مصادر مرضية وبيئيـة  المعز Leptospira لتشخيص جراثيم PCRوالتشخيص الروتينية مع  تقنية 

 ظهور حزمة واحدة بحجـم   Leptospira جراثيم DNAباستخدام بادئ متخصص وأظهرت نتائج تضاعف 

(331 bp) حيث تم مضاعفة قطعة DNA للعزلات قيد الاختبار انزيمياً ملايين المرات خارج الجسم الحي In 

vitro باستخدام بادئ متخصص لجراثيم Leptospira رتبط على التتابعات المكملة لها علـى سلـسلة    التي ت

DNA               الهدف ولا ترتبط بغيرها وقرأت النتائج مباشرة بعد التفاعل بترحيل النواتج المتضاعفة كهربائياً على 

ان ظهور هذه الحزمة في هذا الموقع يمثل مؤشراً وراثياً          . ,7)6(هلام الاكاروز وكما موضح في الصورتين       

 المرضية وغير المرضية المعزولة من مصادر مرضية وبيئية نتيجة لوجود  Leptospiraلتشخيص جراثيم 

 وفي حالة وجـود   Leptospira القالب الخاص بجراثيم DNAتتابعات مكملة للبادئ المتخصص على شريط 

جراثيم اخرى فانها لا تمتلك التتابعات المكملة لهذا البادئ المتخصص ممـا يـؤدي إلـى فـشل الارتبـاط                    

عف فضلاً عن ذلك فان البادئ يكون متخصص لموقع معين وهذا يـسمح بتـضاعف العديـد مـن                   والتضا

لنتيجة مع نتائج العديد مـن  تتفق هذه ا.  فقط Leptospiraالضروب المرضية وغير المرضية التابعة لجنس 

 ـ  الطـرق التقليديـة  وأشـاروا إلـى أن    (Heinemann et al., 1999 ; Romero et al.,1998)ات  الدراس

 تعد من الخطوات المعقـدة والبطيئـة   بضمنها طرق العزل المرضية  Leptospira جراثيم المستخدمة لتمييز

 من الجراثيم الصعبة الإرضاء وصعبة العزل والتشخيص بالإضـافة إلـى    Leptospiraبسبب كون جراثيم 

تشخيصها بصورة مباشرة   في   PCRحاجتها لأوساط زرعية انتخابية خاصة مما يعزز أهمية اعتماد تقنية الـ            

 (Gebriel et al., 2006 ; Vitale et al., 2005)  من النماذج المرضية والبيئية المختلفة وهذا ما أكده أيضاً  

 تتصف بالدقة والخصوصية والحساسية PCR ان اختبار تقنية الـ (Brown et al., 1995)فيما أكد الباحثون 

 حيث لهـا القابليـة علـى كـشف      Leptospiraبة ومنها جراثيم العالية لتشخيص المسببات المرضية الصع

 خلايا في النموذج فضلاً عن تشخيص المرض خـلال الأيـام العـشرة الأولـى مـن               10الجرثومة بتركيز   
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ــرض ــان  .الم ــار الباحث ــا أش ــة  Vijayachari and Sehgal (2006)كم ــساسية تقني ــى أن ح    إل

عند مقارنتها مع طرق العزل التقليدية      %) 91.4(لى  وخصوصيتها تصل إ  %) 95.2( قد تصل إلى     PCRالـ  

 (MAT) بضمنها اختبار الـتلازن المجهـري    Leptospiraوالطرق المصلية المستخدمة لتشخيص جراثيم 

Microscopic agglutination test   وأكدوا أن من مميزات هذه التقنية تصميم بادئ مناسـب ومتخـصص 

بلغ عدد  . للمضيف لكي لا يؤثر في دقة النتائج       DNAته مع تتابع الـ     للمسبب المرضي الذي لا تتداخل تتابعا     

 عينة عزلة واحدة بنـسبة قـدرها   (218) من المجموع الكلي لعينات الدم البالغة  Leptospiraعزلات جراثيم

كما تـم  . PCRالمشخصة زرعياً ومظهرياً وكيميوحيوياً وتم تأكيد تشخيصها باستخدام تقنية الـ %)   0.45(

 عينة (62) من عينات سائل النخاع الشوكي من مجموع  Leptospiraصول على عزلة واحدة من جراثيمالح

 أعطـى الاختبـار     PCR زرعياً ومظهرياً وكيميوحيوياً وعند إجراء اختبـار         شخصت%) 1.6(بنسبة قدرها   

 الخـاص  16S rRNA مـن الجـين   (bp 331)نتيجة سالبة باستخدام بادئ متخـصص لتـضخيم القطعـة    

الأدنى اللازم للكشف  أقل من الحد Leptospira  إلى أن عدد جراثيم  سببال وقد يرجع  Leptospiraجراثيمب

 عينـة  (80) وبالنسبة لعينات الادارار البالغة  اثناء الخزن  DNA او الى احتمالية تحطم الـ       PCRتقنية  ب عنها

 Leptospira  (5) ي تـشخيص جـراثيم  فقد بلغ عدد العزلات التي شخصت باستخدام الاختبارات المعتمدة ف

  .PCRوتم تأكيد تشخيصها باستخدام تقنية %) 6.2 (عزلات بنسبة

 عينة من مياه نهر دجلة فقد بلغ عدد العزلات التي خـضعت             (50)أما عينات المياه التي بلغ مجموعها       

 PCRدام تقنيـة    وتم تأكيد تشخيـصها باسـتخ      %) 24 ( عزلة بنسبة  (12)للاختبارات التشخيصية الروتينية    

عموماً في هذه الدراسة تم الحصول      .%) 16( عزلات فقط وبنسبة قدرها      (8)وأعطت التقنية نتيجة موجبة لـ      

عينة  والتـي  ) 360( من مجموع العينات المرضية البالغ عددها  Leptospiraعلى نسبة عزل قليلة لجراثيم

منية التي يتواجد فيها هذه الجراثيم في الدم وفي         وقد يعود السبب إلى قصر الفترة الز       %) 1.6(قدرت نسبتها   

 فـي    Leptospiraسائل النخاع الشوكي البالغة سبعة أيام مقارنة مع الفترة الزمنية التي تتواجد فيها جراثيم 

فضلاً عن ذلك فقـد أشـار البـاحثون    .(Levett., 2001)الإدرار التي تستمر من عدة أسابيع إلى عدة أشهر 

(Forbes et al., 2002)  إلى أن فعالية الجهاز المناعي والتي تمثل مرحلة ظهور الأجسام المضادة في جـسم 

أو قد يعزى السبب إلى استخدام المضادات الحيوية التي يكـون           . المصاب تؤدي إلى اختفاء الجراثيم في الدم      

 فايروسات تعطي نفس     جراثيم أخرى أو    ذلك قد يكون العامل المسبب     لها تأثير قاتل على الجراثيم فضلاً عن      

أو قـد يعـود الـسبب إلـى تنـوع       . (Sambasiva et al., 2003)الأعراض المرضية وهذا ما أكده أيضاً 

الأعراض التي تشبه الأنفلونزا والتي تتراوح شدتها من إصابات تحت سريرية إلى إصابات شديدة جداً كما قد                 

وبالنسبة لنسبة عزلها .(Plank and Deborah., 2000)يحدث خطأ في التشخيص أو يؤخر نتيجة التشخيص 

مقارنة بنسبة عزلها    %) 16( عينة مياه فيمكن عدها مرتفعة إذ بلغت         (50)من مجموع العينات البيئية البالغة      

 ,.Trueba et al)من العينات المرضية وقد يرجع السبب إلى قابليتها على البقاء حية في البيئة فترة طويلـة  
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 الذي يلعـب  Biofilm على تكوين  Leptospiraلسبب إلى قابلية الأنواع التابعة لجنس  أو قد يعزى ا(2004

وقد أكد الباحـث   .(Ristow et al., 2008)دور مهم في قابليتها على البقاء في بيئات مختلفة ولفترات طويلة 

Nascimento   نات المنزليـة    صعوبة التوصل إلى تحقيق السيطرة بيئياً بسبب وفرة الحيوا         (2004) وجماعته

والحيوانات الخازنة للمرض والقريبة من مصادر المياه فضلاً عن الفترة الطويلة لمقاومة هذه الجـراثيم فـي    

  .المياه والتربة

  
 
  

  

  

  

  

  

  

                                                                                                             

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

  بشكلLeptospira نمو جراثيم :  1صورة 

   شبه الصلبEMJH قرص خيطي على وسط 

: a وسط EMJH الملقح بعينة مياه .  

: b وسط EMJH الملقح بعينة دم .  

: c وسط EMJH الملقح بعينة إدرار .  

: d بدون تلقيح الوسط( انبوبة السيطرة. (  
 

  مـصبوغة   Leptospiraخلايـا جـراثيم   :  2الصورة 

   تبدو بأشكال مختلفة (1000X)بصبغة فونتانا 

  غير  حية  Leptospiraخلايا جراثيم :  3الصورة 

  باستخدام مجهر الحقل المظلم  مصبوغة مضيئة         

     (400X)     .  
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   الـشبيهة   Leptospira خلايـا جـراثيم    :4الصورة 

رالالكترونـي  بعلامة الاستفهام باستخدام المجه   

  .(10500X)النافذ 

   تظهر  Leptospiraخلايا جراثيـم :  5الصورة 

فيها الالتفافات الحلزونية والمعقوفة من                    

ــر   ــتخدام المجه ــا باس ــد نهايتيه اح

 .(17000X)الالكتروني النافذ 

ر  المعزولـة مـن مـصاد    Leptospira جراثيم DNAنواتج تضاعف الـ :  6 الصورة 

  .مرضية   باستخدام بادئ متخصص
  . السيطرة السالبة-1

  . السيطرة الموجبة-2

  . سالبةCSFعزلة -3

  .عزلة دم موجبـة-4

  .عزلة ادرار موجبة-5

  .عزلة ادرار موجبة-6

   M- مؤشر الدنا  
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