

Journal of Babylon University/Pure and Applied Sciences/ No.(1)/ Vol.(21): 2013

التاثير المناعي الخلوي لبعض مستضدات بكتريا  Citrobacter freundii  في الأرنب
نور سلمان كاظم محمد                    أزهار عمران لطيف

كلية العلوم -جامعة بابل
الخلاصة 
عزلت مستضدات جرثومة الـ Citrobacter freundii وقد شملت هذه المستضدات كلا من (المستضد المقتول بالحرارة ومتعدد السكريد الشحمي وبروتينات الغشاء الخارجي) وتم تمنيع الارانب النيوزلندية البيضاء  Oryctolagus  cuniculus(باستخدام ثلاثة حيوانات لكل مستضد ) بعمر 2-3 شهر بهذه المستضدات فضلا عن إستخدام المساعد المناعي  فرويند الكامل Complete Freunds, Adjuvantوبعد انتهاء مدة التمنيع حددت بعض معايير الاستجابة المناعية الجهازية  الخلوية للارانب الممنعة بمستضدات الجرثومة ومقارنتها مع حيوانات السيطرة الممنعة بماء الملح الطبيعي .

دلت نتائج الدراسة الحالية ان مستضدات الجرثومة قد ادت الى استجابة مناعية جهازية خلوية التي حددت باستخدام فحص التشكل الزهري التائي واختبار اختزال الصبغة (NBT) للتحري عن الفعالية البلعمية للخلايا البيض العدلة واختبار تثبيط هجرة الخلايا البيض  فقد اوضحت النتائج للحيوانات الممنعة بمستضد بروتينات الغشاء الخارجي ومستضد متعدد السكريد الشحمي والمستضد المقتول ارتفاعا في معدل عدد الخلايا التائية المحفزة اذ كان المعدل(0.55%و 0.60%و0.46%)على التوالي في حين كان معدل حيوانات السيطرة 0.26% وكذلك كان هناك ارتفاع في معدل النسبة المئوية للفعالية البلعمية للخلايا العدلة لحيوانات الاختبارفقد بلغ (0.73%و0.72%و0.62%)على التوالي للمستضدات اعلاه مقارنة بحيوانات السيطرة التي بلغ المعدل لها %0.51 كذلك ادت تلك المستضدات  الى تحفيز انتاج عوامل تثبيط هجرة الخلايا البيض بخلاف حيوانات السيطرة التي لم تحفز انتاج تلك العوامل كذلك حفزت مستضدات الجرثومة استجابة مناعية خلوية عند اجراء اختبار الجلد على حيوانات الاختبار والسيطرة متمثلة بفرط الحساسية المتاخر  .

Abstract
   Citrobacter freundii outer membrane proteins , lipopolysaccharied and killed antigen were prepared. The immunization ( by these antigens in addition to using Complete Freunds, Adjuvant  Complet Freund's Adjuvant ) of rabbits was done by using three rabbits (2-3) months for each antigen.   After  the immunization period ( one month) some of systemic cellular immune response parameters  to test animals were studies and compared with control animals which immunized with normal saline
The results of experimental animals showed that all  C. frundii antigens lead to stimulate systemic cellular immune response which determined by using E-rosette test , NBT reduction test , lymphocyte inhibition factors (LIF) test. The results of immunized animals with outer membrane proteins, LPS and killed antigens show raising the average of stimulated T- cells (0.55, 0.60 and 0.46 respectively) while in control animals (0.26). Also there was an increase in the percentage of nutrophile phagocytic activity (0.73, 0.72 and 0.62 to above antigens respectively) compaired with control animals(0.51). The LIF (in test animals ) was significantly produced in contrast to the control animals which did not produce these factors also animals in this study showed delayed hypersensitivity reaction signs  .
المقدمة
تمتلك جرثومة C. freundii  التي تعود الى العائلة المعوية (Enterobacteriaceae)، عوامل امراضية أو فوعة عديدة متمثلة بالذيفان المعوي الثابت والمعطوب بالحرارة Heat stable and labile enterotoxin، وذيفان الفيرو Vero toxin، فضلاً عن إنتاجها لإنزيم اليوريز Urease. وتمتلك خلاياها الخمل Fimbriae التي تساعدها في الالتصاق على سطوح الخلايا الظهارية المبطنة للمسالك البولية والتناسلية والمعوية والتنفسية فضلاً عن امتلاك بعض السلالات لمستضد الفوعة (McFadden, 2000; Hess et al., 2000;  Reddy.,2010). Vi antigen  وتمتلك البروتين الخارجي المكون للثغور Pore  forming outer membrane protein .لاحظ Williams وجماعته  (2000) إن البورينات  Porins في الغشاء الخارجي للبكتريا السالبة لملون غرام تظهر عددا من صفات المعدلات المناعيةImmnunodulators  ،وذكر  , Goldmanوجماعته (1981) إن هذه البورينات  تعد محفزات الانقسام mitogens و محفزات للخلايا اللمفاوية المنتجة للأضداد متعدد النسيلة  polyclonal. 
استخدمت بروتينات الغشاء الخارجي لعدد من البكتريا السالبة لملون غرام لاسيما البكتريا المعوية كلقاحات مثل البروتينات التي تعمل كمستقبلات للسايدروفورات Siderophores  واثبتت هذه اللقحات كفاءتها في تمنيع الدواجن والحيوانات الاخرى ضد الاخماج الناتجة عن البكتريا السالبة لملون غرام
 (Emery et al ., 2000 ) . 

 ومن أحد عوامل الفوعة المهمة امتلاكها لعديد السكريد الشحمي  Lipopolysaccharide أو الذيفان الداخلي Endotoxin وهو من المكونات الأساسية لجدران خلايا الجراثيم السالبة لملون غرام ويلعب دوراً مهماً في التداخل الحاصل بين التراكيب السطحية لكل من الخلية الجرثومية والمضيف وكذلك يعمل على حماية الخلية الجرثومية ووقايتها من التحطيم بالمتمم والخلايا البلعمية وكذلك له دور مهم في الالتصاق والاستيطان، يتألف عديد السكريد الشحمي من ثلاثة أجزاء هي الشحم (A) Lipid A واللب Core والسلسلة الجانبية O-  (O-side chain)، لكن منطقة الشحم A هي المسؤولة عن الفعالية  السمية وأن حدة الإمراضية والسمية تتطلب وجود السلسلة الجانبية التي تسمى المستضد الجسمي إذ تعود إليها الصفة المستضدية، وتتميز بتنوع وتغاير كبيرين (Todar, 2002;Coering et al.,2008  ). اماالتأثيرات المناعية لمتعدد السكريد الشحمي Immune effects of lipopolysaccharide فانه يقوم بتعديل العديد من وظائف الجهاز المناعي في الانسان،فهو يعمل مساعدا مناعيا adjuvant في توليد اضداد المستضدات ومشطرا للخلايا البائية، وهو مستضد جيد، يزيد من سمية البلاعم الكبيرة لخلايا الورم ويحفز مسلك البروبردين Properdin ويزيد المقاومة ضد الخمج (Deborah and Churchill.,1980).
ووجد  Caradonna وجماعته 2000)) عند استخدامه موديل القوارض لمرض المعي الالتهابي Inflammatory bowel disease الحاصل بسبب جرثومة الـ Citrobacter أن السايتوكينات والوسائط الالتهابية وجدت بمستويات مرتفعة في الأنسجة المخاطية المبطنة للأمعاء وكذلك في الدم المحيطي، وذلك حصل بسبب تحفيز الخلايا الوحيدة النواة والبلاعم الكبيرة بوساطة عديد السكريد الشحمي (LPS).

هدف البحث الى معرفة التاثيرات المناعية الجهازية الخلوية لبعض مستضدات بكتريا Citrobacter freundii  في الارنب .
المواد وطرائق العمل Materials and Methods

1- عزلت بكتريا Citrobacter freundii   من عينات الاسهال لدى الاطفال الرضع وقد شخصت البكتريا اعتمادا على (McFadden, 2000) 
2- الحيوان المختبري:

استعملت الأرانب النيوزيلندية البيضاء بعمر (3 – 2) شـهر وبـوزن (1.5 – 1) كيلوغراماً.وضعت الحيوانات في أقفاص داخل البيت الحيواني مع مراعاة نظافة ماء الشرب والعلف مع تعقيم الأقفاص بين الحين والآخر. و اجري عليها قبل التجربة بعض الاختبارات للتأكد من عدم وجود أي اصابة تجعل الحيوان خارج التجربة (Schnider et al., 1990).
3- تحضير مستضد بروتينات الجدار الخارجي Outer membrane proteins (OMPs) preparation  

استخدمت طريقة (Carlone et al., 1986) في تحضير هذه البروتينات .
4- تحضير مستضد متعدد السكريد الشحمي LPS antigen preparation 

* استخلاص متعدد السكريد الشحمي Extraction of lipopolysaccharide (LPS)       
اتبعت طريقة Learen et al. 1987)) المحورة من قبل Nuaman, 2002))
  **التنقية الجزئية لمتعدد السكريد الشحمي Partial purification of lipopolysaccharide (LPS)
استخدمت طريقة (Sandford,1979) لتنقية السكر المتعدد الشحمي المحورة من قبل Nuaman,2002)).
***الكشوفات الكيميائية اللونية على متعدد السكريد الشحمي       Colour chemical tests on lipopolysaccharide  تم الكشف عن الكربوهيدرات، البروتينات، الدهون والاحماض النووية 
(Plummer, 1978).
5-  تحضير المستضد السطحي للبكتريا سالبة الكرام المقتول حرارياًHeat killed bacterial Ag . 

 تم تحضير المستضد حسب طريقة ( Svanborg-Eden et al., 1985) :- 

        وعند انهاء تحضير المستضد تم اجراء فحص العقم Sterility test على العالق المستضدي و ذلك باخذ ملئ عروة الناقل المعقمة من هذا العالق و تخطيطها على وسط مغذ صلب، ثم تحضن بدرجة حرارة 37 درجة مئوية لمدة 24 ساعة، في حالة عدم ظهور النمو البكتيري يكون المستضد المحضر جاهزاً للاستعمال وقد اجري فحص العقامة على جميع المستضدات المستخدمة في هذه الدراسة . 
6- برنامج التمنيع :

       حقنت ثلاث ارانب  لكل من مستضدات بكتريا Citrobacter frundiiالمحضرة سابقا  ( المستضدالمقتول و بروتين الغشاء الخارجي  ومستضد متعدد السكريد الشحمي) إضافة إلى المساعد المناعي(AL-Thahab.,2006)   وتم حقن ثلاثة حيوانات اخرى بالملح الطبيعي  Normal saline كسيطرة  اي ان مجموع الحيوانات المستخدمة (12 حيوان ) حيث حقن في الاسبوع الأول (1 مل من المستضد مع 1 مل من المساعد المناعي ) وزع المستضد في مناطق مختلفة (0.25 مل في العضلة ، 0.25 مل تحت الجلد 0.25 مل تحت الرقبة في الجهة اليمنى من الأرنب و 0.25 مل في العضلة اليسرى ) واستمر الحقن على هذا النحو للاسبوع الثاني والثالث على التوالي تركت الأرانب في الاسبوع الرابع دون حقن .في الاسبوع الخامس شرحت الحيوانات بعد تخديرها بثاني أثيل الايثر وأخذ الدم من القلب مباشرة ووضع في أنابيب ذات مانع للتجلط .
7- الاختبارات المناعية :

1-فحص التشكل الزهري E-Rosette
اجري هذا الفحص حسب طريقة Gengozian et al.,2002) ). 

2-اختزال صبغة الـNBT:
       اجري هذا الاختبار طبقاً لـ(Park et al., 1968, Park and Good, 1970).
3-عامل تثبيط هجرة الخلايا البيض Leucocytes Migration Inhibition Factor (LIF):

استخدم هذا الاختبار للكشف عن وجود عامل تثبيط هجرة الخلايا البيض في الدم للحيوان مع مستضدات بكتريا Citrobacter freundii (مستضد بروتينات الغشاء الخارجي , متعدد السكريد الشحمي والمستضد المقتول ) وحسب طريقة   .(Soborg, 1969) 

 4-اختبار الجلد Skin Test:

       تم حقن(0.1)  مل من مستضدات البكتريا  المحضرة سابقا Intradermelly  لحيوانات التجربة (12 حيوان )  كما استخدم (0.1 ) مل من محلول الملح الطبيعي في الجهة الأخرى لكل حيوان كسيطرة سالبة  لمعرفة تأثير مستضد البكتريا في الحساسية  Sensitivity) ) للأرنب ومدى تأثر المناعة الخلوية للحيوان (Tompkins et al., 1973).
 5-التحليل الإحصائي 

 حللت النتائج إحصائيا باستخدام اختبار تحليل التباين باتجاه واحد Anova one way  كما واستخدم اقل فرق معنوي Least Significant Difference (LSD)  للبحث عن وجود الفروق المعنوية بين المعاملات المختلفة وعلى مستوى معنوية  (0.05)  وثبتت النتائج بشكل (المعدل الحسابي +  الانحراف المعياري ) (Dawed and Al-Yas ,1991).
النتائج 
اختبار التشكل الزهريtest  E-Rosette
اظهرت نتائج اختبار التشكل الزهري للخلايا اللمفية حدوث زيادة في عدد الخلايا الموجبة لهذا الاختبار إذ تعد الخلية اللمفية المرتبطة بثلاث اواكثر من خلايا الدم الحمراء للخروف نتيجة ايجابية للفحص لكل 100 خلية لمفية محسوبة (النسبة المئوية ) لحيوانات الاختبارالممنعة بمستضدات بكتريا Citrobacter frundii والبالغة ثلاثة حيوانات لكل مستضد فقد بلغ معدل عدد الخلايا الموجبة والمكونة للشكل الزهري للحيوانات الممنعة بمستضد بروتينات الغشاء الخارجي  ( 0.55 ) وبلغ للحيوانات الممنعة بمستضد متعدد السكريد الشحمي (0.60)اما للحيوانات الممنعة بالمستضد المقتول فقد بلغ (   0.46 ) وقد كانت لهذه النتائج فروق معنوية تحت مستوى احتمالية P<0.05 عند المقارنة مع حيوانات السيطرة البالغة ثلاثة حيوانات ايضا  حيث كان بمعدل ( 0.26)  وكما مبين في الجدول (1) .
جدول(1) النسبة المئوية للتشكل الزهري لحيوانات السيطرة والاختبار

	 نوع المعاملة
	M±S.D

معدل نسبة التشكل الزهري
	قيمة P

	مجموعة بروتينات الغشاء الخارجي
	0.03±0.55
	0.000 a      

	مجموعة متعدد السكريد الشحمي
	0.05±0.60
	0.000 a      

	مجموعة المستضد المقتول
	0.03±0.46
	0.000b      

	مجموعة السيطرة
	±0.020.26
	0.000c      


gm/dl M    -   = Mean (المتوسط الحسابي ).

   -الحروف المتشابهة تعني عدم وجود فروق معنوية . 

اختبار النشاط البلعمي Phagocytic  activty  test
اظهرت نتائج اختبار اختزال صبغة الازرق للتترازوليوم لدراسة الفعالية البلعمية للخلايا ذات الانوية المتعددة الاشكال  Polymrpho nuclear neutrophils  ارتفاع في الفعالية البلعمية لحيوانات الاختبار والممنعة بمستضدات بكتريا  Citrobacter freundii فقد بلغ معدل عدد الخلايا البلعمية الموجبة للحيوانات الممنعة مستضد بروتينات الغشاء الخارجي( 0.73 ) اما بالنسبة للحيوانات الممنعة بمستضد متعدد السكريد الشحمي فقد بلغ ( 0.72  ) وبلغ للحيوانات الممنعة بالمستضد المقتول ( 0.62 )وقد كانت لهذه النتائج فروق معنوية تحت مستوى احتمالية P<0.05 عند المقارنة مع حيوانات السيطرة والتي بلغ معدل النشاط البلعمي لها (0.51)  وكما مبين في الجدول (2) .
جدول (2)النسبة المئوية للفعالية البلعمية لحيوانات السيطرة والاختبار باستخدام صبغة NBT
	الحيوانات
	M±S.D

معدل النسبة المئوية للفعالية البلعمية
	قيمة P

	مجموعة بروتينات الغشاء الخارجي
	.73±0.020
	0.000 a      

	مجموعة متعددالسكريد الشحمي
	.72±0.030
	0.000a    

	مجموعة المستضد المقتول
	0.02± 0.62
	0.000 b   

	مجموعة السيطرة
	.51±0.010
	0.000 c   


اختبار تثبيط هجرة الخلايا البيض Leucocytes Migration Inhibition Factor(LIF)
اظهرت نتائج هذا الاختبار وجودتثبيط معنوي لهجرة الخلايا البيض في حيوانات الاختبار فقد كانت نتيجة الحيوانات الممنعة بمستضد بمتعدد السكريد الشحمي بمعدل 0.57 وكذلك كانت نتيجة الحيوانات الممنعة ببروتينات الغشاء الخارجي بمعدل 0.66 اما نتيجة الحيوانات الممنعة بالمستضد المقتول فهي  بمعدل 0.67 وعن مقارنة هذه النتائج مع نتائج حيوانات السيطرة التي كانت بمعدل 0.90 وجد ان هناك فروقا معنوية وعلى مستوى احتمالية P<0.05وكما مبين بالجدول(3).
جدول (3) اختبار تثبيط هجرة الخلايا البيض الجهازية 

	نوع المعاملة
	M ±S.D

معدل عامل ثبيط الهجرة 
	قيمة P

	مجموعة بروتينات الغشاء الخارجي
	±0.010.66
	0.000 a     

	مجموعة متعدد السكريد الشحمي
	± 0.040.57
	0.000 b      

	مجموعة المستضد المقتول
	±0.050.67
	0.000a      

	مجموعة السيطرة
	0±0.90
	0.000 c      


    اختبار الجلد Skin test
         حقنت حيوانات الاختبار والسيطرة  Intradermally ﺒ (0.1) مل من مستضد بروتينات الغشاء الخارجي ومتعدد السكريد الدهني والمستضد المقتول بواقع ثلاثة حيوانات لكل مستضد لبكتريا
 Citrobacter freundii ولحيوانات السيطرة الثلاثة وحقنت الحيوانات ﺒ (0.1) مل من جهة اخرى بماء الملح الطبيعي وكانت النتيجة ايجابية  بظهور علامات التحسس الخلوي التي قرئت بعد مرور,(72,48,24) ساعة من الحقن  وهي حدوث ( احمرار ،تنخر وانتفاخ حيث بلغ معدل قطر منطقة الانتفاخ (11،.11.5، 10.8) ملم  للحيوانات الممنعة بمستضد بروتينات الغشاء الخارجي ،مستضد متعدد السكريد الدهني ،المستضد المقتول على التوالي وكانت استجابة جميع الحيوانات  سلبية مع ماء الملح الطبيعي وكما موضح في الجدول(4).
جدول(4) علامات التحسس الخلوي لمستضدات جرثومة Citrobacter freundii في الحيوان  (اختبار الجلد)
	المستضدات المستخدمة 
	عدد الحيوانات
	احمرارErythema
	تنخرNecrosis
	معدل قطر منطقة التثخن بـ(mm)


	
	
	A
	B
	A
	B
	A
	B

	مجموعة بروتينات الغشاء الخارجي
	3
	+
	-
	+
	-
	11
	-

	مجموعة متعددالسكريد الشحمي
	3
	+
	-
	+
	-
	11.5
	-

	مجموعة المستضد المقتول
	3
	+
	-
	+
	-
	10.8
	-

	C   
	مجموعة بروتينات الغشاء الخارجي
	3
	+
	_
	+
	_
	12
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A=التحسس الخلوي للحقن بمستضدات بكتريا Citrobacter freundii.

B = التحسس الخلوي للحقن بماء الملح الطبيعي.

C = مجموعة السيطرة.

+= موجبة التحسس. 

-= سالبة التحسس . 
 المناقشة 

  يعد فحص التشكل الزهري E-rosette من التقنيات البسيطة التي تستخدم لدراسة المناعة الخلوية من خلال التحري عن عدد الخلايا التائية النشطة إذ تكون العلاقة خطية بين عدد الزهرات المتكونة للخلايا التائية النشطة وبين العدد الكلي للخلايا التائية  (Weir,1973) ويحدث التشكل الزهري  هذا من خلال ارتباط المستقبل  CD2للخلايا اللمفية (بروتين سكري سطحي يبلغ وزنه الجزيئي )50-58KD(  الذي يظهر في بداية تطور الخلايا التوتية وكذلك يوجد في جميع الخلايا التائية الناضجة (Coering et al., 2008) مع المركب الترابطي (Ligand) Lymphocyte function-associated antigen-3(Lfa-3) الموجود على سطوح كريات الدم الحمر(Plunkett et al., 1987)   . وقد تم اجراء هذا الفحص نظرا للدور المناعي  المهم الذي تقوم به الخلايا التائية فهي تؤثر كثيرا في تنشيط عملية البلعمة والخلايا اللمفاوية المختلفة من خلال افراز السايتوكينات خاصة IL-2 التي تنظم الاستجابة المناعية الخلوية والخلطية والالتهاب ، ان استجابة الخلايا التائية للمستضدات تحدث بواسطة الخلايا المقدمة المستضد  Antigen presenting cells (APCs) . وتؤدي الخلايا التائية دورا مهما كخلايا سمية  (cytotoxic T-cell) بصورة مباشرة بحيث تتمكن من قتل الخلايا المصابه بالفايروسات و الخلايا السرطانية او الخلايا المنقولة
 ( Lichtman and Abbas,2007).  .
ومن خلال الجدول (1) نلاحظ ان جميع المستضدات المستخدمة في الدراسة الحالية ادت الى حدوث ارتفاع في عدد الخلايا التائية النشطة وبفروق معنوية على مستوى احتمالية P<0.05 عند المقارنة مع حيوانات السيطرة كذلك نلاحظ ان مستضد متعدد السكريد الشحمي ومستضد بروتينات الغشاء الخارجي قد اعطت نتائج اعلى مقارنة بالمستضد المقتول وهذا دليل على ان الاستجابة المناعية تعود الى بروتينات الغشاء الخارجي ومتعدد السكريد الشحمي وهناك مستضدات اخرى موجودة في المستضد المقتول ربما تعمل على كبح فعل مستضدات متعدد السكريد الشحمي وبروتينات الغشاء الخارجي . وهذا يعني ان مستضدات النوع Citrobacter freundii تسببت في حث استجابة مناعية خلوية غير متخصصة من خلال تنشيط الخلايا التائية.وقد اتفقت نتائج الدراسة الحالية مع  (Bry and Brenner.,2004., Bry et al .,2006., Symond et.al .,2009 and Shiomi et.al .,2010 ) فقد وجدوا ان الاصابة ببكتريا Citrobacter  يؤدي الى تنشيط الخلايا التائية المساعدة ( + CD4 )  واثبات دورها المهم في منع تطور الاصابة.وهذا ماشار اليه (Simmons et.al ., 2003)  في ان التمنيع باحد بروتينات الغشاء الخارجي وهو اﻟ  Intiminللنمط الحياتي 4280 لجرثومة C.freundii يؤدي الى تحفيز الخلايا التائية CD4   ولوحظ هذا في نتائج  (Al-Kabi ,2006)  التي وجدت ان التمنيع ببروتينات الغشاء الخارجي لبكتريا Klebsiella pneumonia  وبتركيز (100) مايكروغرام/مل أدى إلى زيادة النسبة المئوية للتشكل الزهري الفعال وكذلك اتفقت هذه النتائج مع Al-Salamy,2005))  الذي وجد ان التمنيع بمتعدد السكريد الشحمي لبكتريا ال Shigella  ادى الى زيادة النسبة المئوية للتشكل الزهري.

ان سبب قدرة بروتينات الغشاء الخارجي في تنشيط الخلايا التائية  يعود الى ان  المستضدات ذات الطبيعة البروتينية تحفز الاستجابة المناعية الخلطية المعتمدة على الخلايا التائية ويتم اخذ المستضدات بعملية البلعمة  بوساطة الخلايا البلعمية ويقدم بشكل ببتيد محمول على MHC class II  الذي يتداخل مع TCR من قبل 1Th وتليها مرحلة تنشيط خلايا (CD8+ T) التي تعمل على تحلل الخلايا المصابة
 Goldsby et al,2003)). 

اما بالنسبة للزيادة في نسبة الخلايا التائية النشطة المكونة للتشكل الزهري للحيوانات الممنعة بمتعدد السكريد الشحمي فهي بسبب ان متعدد السكريد الشحمي يسبب تنشيط وحث لدفاعات المضيف في بداية الاصابة وبعدها يتم التعرف عليه بوساطة مستقبلات خاصة تعرف pattern recognition receptor (PRR)  موجودة على سطوح الخلايا المقدمة للمستضد (APCs) وعلى غيرها من خلايا الجهاز المناعي العفوي  innate immune system (Medzhitov and Janeway, 2000),   ، كذلك فان CD14 و Tool like receptor(TLR4) التي هي مستقبلات لعديد من المستضدات والعوامل البكتيرية ومنها متعدد السكريد الشحمي  (Reddy.,2010) وكنتيجة لارتباط متعدد السكريد الشحمي بهذه المستقبلات يتم انتاج العديد من السايتوكينات الالتهابية مثل (INF-α ,IL-1 , IL-6 ,IL-12,TNF- α and IL-18) وهذه النواتج وخاصة IL-12 and IL-18   تحفز الخلايا التائية المساعدة للجهاز المناعي التكيفي  adaptive immune response Munder et al., 1998;).) وكذلك اشار(Reitschel et al., 1996)  ان متعدد السكريد الشحمي يسبب تحفيز للخلايا التائية .

تعد عملية البلعمة واحدة من اهم الاليات الدفاعية في الجسم. وهي عملية 
التهام الجزيئات الغريبة بوساطة خلايا متخصصة وتحطيمها (Hyde ., 2000) وتمثل البلعمة  عاملا خلويا داخليا غير متخصص وله اهمية في حماية الجسم من المواد الغريبة التي تدخل اليه(Parslow et al.,2001; Coering et al.,2008)  .  في هذه الدراسة استخدمنا صبغة النايتروبلوتترازوليوم التي هي عبارة عن محلول اصفر اللون وتعمل كمستقبلا للالكترون  وتستعمل لتحديد عملية البلعمة وبصورة غير مباشرة انتاج  اﻟ Superoxide بوساطة تحفيز الخلايا متعددة اشكال النوى (PMNs) حيث تتحول صبغة اﻟ NBT  الى حبيبات الفورمازان باللون الاسود المزرق وحسب المعادلة 

             NBT +O -2         formazan حبيبات ال+ O2 
وهذه الحبيبات يمكن ملاحظتها بالمجهر وبهذا نتمكن من معرفة عدد الخلايا العدلة التي تعاني           .(Metacalf et al ., 1986 ; Reddy., 2010) من ايض تاكسدي 

ومن خلال الجدول) 2) نلاحظ ان مستضدات الجرثومة C.freundii قد ادت الى ارتفاع معنوي في النسبة المئوية للفعالية البلعمية للخلايا العدلة لحيوانات التجربة مقارنة بحيوانات السيطرة ومنه نلاحظ ايضا ان مستضد بروتينات الغشاء الخارجي ومتعدد السكريد الشحمي كان تاثيرهما اكثر مقارنة بالمستضد المقتول . وقد كانت هذه النتائج متفقة مع ماجاء في Al-Salamy,2005))  الذي وجد ان التمنيع بمتعدد السكريد الشحمي لبكتريا اﻟ Shiglla  ادى الى زيادة النسبة المئوية للفعالية البلعمية للخلايا العدلة وكذلك اتفقت مع (Al-Mutaywiti,2005) حيث وجد ايضا ارتفاعا في الفعالية البلعمية للخلايا العدلة عند التمنيع بمتعدد السكريد الشحمي لبكتريا E.coli ، وكذلك بالنسبة لبروتينات الغشاء الخارجي فقد اوضحت الدراسات الحديثة أن التمنيع بالبروتينات الكاربوهيدراتية glycoprotein  من الغـــلاف الخــارجي لبكتريا   K.pneumoniae    له فعل محفز مناعي ومن تاثيراته انه يزيد من فعالية عملية البلعمة
 (Weber et al ., 2001 )  وتأتي هذه النتائج متوافقة مع ما توصل إليه (Abdurrahman, 2002  ) فقد لاحظ ان التركيز (50، 100 ) مايكروغرام /مل من بروتينات الغشاء الخارجي لبكتريا
 Pseudomonas aeruginosa أدت الى زيادة في معامل البلعمة واتفقت نتائج الدراسة الحالية مع
 ((Al-Kabi ,2006)  التي وجدت ان التمنيع ببروتينات الغشاء الخارجي لبكتريا   K.pneumoniae ادى الى زيادة في الفعالية البلعمية للخلايا متعددة اشكال النوى (PMN) وتتفق ايضا مع (Simmons et.al ., 2003)  الذين وجدوا ان التمنيع باحد بروتينات الغشاء الخارجي وهو ال   Intiminللنمط الحياتي 4280 لجرثومة C.freundii يؤدي الى تحفيز عملية البلعمة .
  ان زيادة الفعالية البلعمية للحيوانات الممنعة ببروتينات الغشاء الخارجي  تتفق مع مااشار اليه
 (Goldsby et al., 2003) وهو ان المستضدات ذات الطبيعة البروتينية تحفز الاستجابة المناعية الخلطية المعتمدة على الخلايا التائية ويتم اخذ المستضدات بعملية البلعمة بوساطة الخلايا البلعمية ويقدم بشكل ببتيد محمول على MHC class II.
اما سبب زيادة الفعالية البلعمية لحيوانات الاختبار الممنعة بمتعدد السكريد الشحمي هو ان  متعدد السكريد الشحمي يتفاعل مع جميع مكونات الجهاز المناعي الخلوي إذ يؤخذ بوساطة الخلايا العدلة وهذا يؤدي الى تنشيط تلك الخلايا وزيادة فعاليتها الخلوية وافرازها للوسائط الالتهابية  prostoglandinsو,leukotrienes وعوامل اخرى مثل   IL-1 IL-6 و IL-10 و TNF-α وعامل النمو التحولي-بيتا Transforming Growth Factor (TGF-β)   (Vanichkin et al., 1996; Poll et al., 1997) مما يؤدي الى رفع قدرتها على ابادة الجراثيم والطفيليات والخلايا السرطانية ، كما ان IL-1 ينتج بتحفيز السكر المتعدد الشحمي ويشكل احد الوسائط للمقاومة غير النوعية من خلال قدرته على زيادة خصائص البلاعم الكبيرة في ابادة الجراثيم من خلال الزيادة في الانفجار التنفسي Respiratory burst زيادة على ذلك فان INF-γ الذي يحفز بواسطة السكر المتعدد الشحمي يزيد من المقاومة غير النوعية.
    فضلا عن ان متعدد السكريد الشحمي يؤدي الى تنشيط المسار البديل للمتمم وانتاج مواد وسطية مثل C3a,C5a التي تسهم في تنشيط عملية البلعمة (Reddy., 2010) .
    تعد عوامل تثبيط هجرة الخلايا البيضLIF نواتج ذائبة للخلايا اللمفاوية النشطة او المحفزة تفرز عند تعرض الخلايا اللمفاوية المحفزة للمستضد المحفز لتلك الخلايا وهذه العوامل تعد اشارات كيميائية تربط بين الخلايا وعاملا يضاعف الاستجابة المناعية  وهي تعمل على الخلايا متعددة الاشكال  والخلايا اللمفاوية والبلعمية الكبيرة  وايضا على الخلايا الاخرى غير اللمفاوية (Roitt, 2001 ; Eales , 2003) .
ومن خير الامثلة على هذه العوامل المفرزة من الخلايا اللمفاوية المرتبطة مع المستضد هو منع هجرة الخلايا اللمفاوية في الزجاج  لتحديد المناعة المتوسطة الخلايا (Reddy, 2010)  ويعد  LIF الذي وصف اولا كعامل ينتج من الخلايا التائية ويرتبط بهجرة الخلايا البلعمية الكبيرة خلال استجابة  فرط الحساسية المتاخر( Juttner and Bernhagen, 1998) .ان عملية تثبيط هجرة الخلايا البلعمية PMNs) ) داخل الجسم الحي تتم بمساعدة الخلايا اللمفاوية التائية المساعدة (Th) لان إفراز عامل تثبيط الهجرة  من الخلايا T-cell يؤدي إلى تثبيط هجرة الخلايا البلعمية عن موقع حدوث الالتهاب ( Roitt  et al.,  2001)  .ويعد عامل التنخر الورمي Tumor Necrosis Factor (TNF) هو المسؤول عن تثبيط هجرة خلايا الدم العدلة تحت الاكاروز بدليل ان الأضداد المحضرة ضد هذا العامل هي الوحيدة القادرة على معادلة إزالة فعالية تثبيط الهجرة (Shalaby et al .,1987) .
 ومن ملاحظة الجدول (3) نلاحظ ان جميع مستضدات جرثومة C. freundii قد حفزت انتاج هذه العوامل مما ادى الى حدوث تثبيط معنوي لهجرة الخلايا مقارنة بحيوانات السيطرة .ان الاصابة بهذه الجرثومة يؤدي الى تحفيز انتاج السايتوكينات من الخلايا التائية المحفزة ومنها TNF المهم في عملية تثبيط هجرة الخلايا (Simmons et.al ., 2003., Bry and Brenner.,2004., Bry et.al .,2006., Symond et.al .,2009 and Shiomi et.al .,2010 ) ويوضح الجدول ان تثبيط هجرة الخلايا اللمفاوية يعد بسيطا بالنسبة لمستضد بروتينات الغشاء الخارجي والمستضد المقتول مقارنة بمتعدد السكريد الشحمي وهذا يتوافق مع دراسة حديثة اجراها Godefroy et al . 2003)) على  بروتينات الغشاء الخارجي نوع ompA وجد من خلالها ان هذا البروتين يعمل على تنظيم التعبير لكل من مستضدات التوافق النسيجي  (MHC) Class IIوالواسمات السطحية CD86 وهي بمجموعها تسهم في تحفيز هجرة الخلايا البلعمية Macrophages وقد يعزى سبب تثبيط هجرة الخلايا هو ان مستضد بروتينات الغشاء الخارجي المستخدم  هو مستضد خام غير منقى اي ان وجود متعدد السكريد الشحمي فيه قد يكون هو الذي سبب وبصورة بسيطة في تثبيط هجرة الخلايا من خلال تحفيزه لانتاج عوامل اﻟ LIF  وكذلك بالنسبة للمستضد المقتول او قد يكون السبب في استخدام المساعد المناعي في اثناء التمنيع الذي يزيد من فعالية عمل الجهاز المناعي فمثلا يحسن المساعد المناعي عملية البلعمة وافراز السايتوكينات (Parslow et al., 2001). 
 ان مستضد متعدد السكريد الشحمي له قدرة عالية لتحفيز الخلايا التائية لانتاج السايتوكينات Levinson.,2008)  ; Coering et al.,2008   ) ومنها اﻟ LIF  وكذلك اشار (Soborg,1986)  الى ان انتاج ال LIF يعتمد على الخلايا المحفزة وتركيز المستضد كما ان المستقبلات الغشائية CD14 عند ارتباطها مع متعدد السكريد الشحمي يؤدي الى حث خلايا وحيدات النواة الى انتاج العديد من السايتوكينات ومضادات الالتهاب الاولية كالانترليوكينات وتنشيط عامل هجرة الخلايا البلعمية وعامل التنخر الورمي (TNF) (Remick.,1995).
 وقد كانت نتائج الدراسة الحالية متوافقة مع  (Al-Kabi ,2006)التي وجدت عند التمنيع ببروتينات الغشاء الخارجي النقية لبكتريا K.pneumoniae ان بعض التراكيز المستخدمة تثبط الهجرة وبعضها لايوثر فيها وبعضها يحفز الهجرة وكذلك اتفقت هذه النتائج مع( Al-Salamy,2005) الذي وجد ان التمنيع بمتعدد السكريد الشحمي لبكتريا ال Shiglla  ادى الى زيادة النسبة المئوية لتثبيط هجرة الخلايا . 
       اجري اختبار الجلد للتحري عن الاستجابة المناعية الخلوية إذ تظهر النتيجة على شكل تفاعل موضعي بهيأة احمرار وتنخر وسرعان ما يتلاشى بعد مرور (24) ساعة وهذا هو فرط الحساسية الاجل فيما يستغرق تفاعـل فرط الحـساسية الآجل (48 ) ساعة وهو من تفاعلات المناعة المتواسطة بالخلية Cell-mediated immune (CMI) أكثر من كونها تفاعلات مناعة خلطية وتكون الخلايا التائية نوع T-helper (Th1) هي المسؤولة عن هذا التفاعل حيث ان التنشيط بوساطة الخلايا المقدمة للمستضد 
Antigen Presenting Cells (APCs)  يؤدي الى تحرير عدد من السايتوكينات قبل الالتهابية Proinflammatory Cytokines من خلايا T، التي تجذب البلاعم الكبيرة وتنشطها (Roitt et al .,2001)  . ومن خلال الجدول (4) نلاحظ حدوث استجابة مناعية خلوية من خلال ظهور علامات التحسس الخلوي المتمثل بفرط الحساسية الانية من احمرار وتنخر بعد مرور 24 ساعة من حقن مستضدات الجرثومة بالحيوانات الممنعة بتلك المستضدات تحت الجلد وكذلك تلاحظ النتيجة الايجابية لفرط الحساسية المتاخرة المتمثل بزيادة قطر منطقة التثخن بعد مرور 48 ساعة من  حقن مستضدات الجرثومة بالحيوانات الممنعة بتلك المستضدات ونلاحظ ان حيوانات السيطرة وغير الممنعة بمستضدات الجرثومة قد اعطت نتائج ايجابية لاختبار الجاد اعلى من حيوانات الاختبار وقد يعود السبب الى ان هذه الحيوانات تعرضت لهذه المستضدات لاول مرة فاستجابت لها استجابة مناعية خلوية كما ان حيوانات الاختبار قد تعودت على مستضدات الجرثومة المحقونة لكثرة تمنيعها لها فكانت استجابتها اقل    (Levinson.,2008; Doan et al., 2008 )  .   
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