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تأثير مستخلص كبسولة بكتريا Acinetobacter baumannii على عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى والخلايا اللمفاوية وعلى عملية البلعمة
             سيناء مهدي شاكر                         رجوة حسن عيسى                  ميس هادي جبر

      دائرة مدينة الطب- المختبرات التعليمية    كلية العلوم-الجامعة المستنصرية       كلية التربية الرياضية-جامعة بابل
الخلاصة
       تمت دراسة تأثير تراكيز مختلـفة (25 ، 50 ، 100 ، 150 ، 250 ، 500) مكغم / مل من مستخلص كبسولة بكتريا Acinetobacter baumannii على عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى  والخلايا اللمفاوية وعلى عملية البلعمة وانقسام وتحول الخلايا اللمفاوية وتم الحصول على النتائج التاليــة: عدم تأثير التراكيز (25 ، 50 ، 100) مكغم/مل من مستخلص الكبسولة على عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى والخلايا اللمفاوية ، فيما اظهرت التراكيز (150 ، 250 ، 500) مكغم/مل تأثيرا على عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى والخلايا اللمفاوية .فقد سببت انخفاضا في عيوشية هذه الخلايا . اظهرت النتائج زيادة في عملية البلعمة عند استخدام التركيز 100 مكغم /مل من مستخلص الكبسولة فيما انخفضت عملية البلعمة عند استخدام التراكيز (150 ، 250 ، 500) مكغم/مل من مستخلص الكبسولة. انخفاض في معامل الانقسام الخيطي لخلايا نخاع العظم في الفئران باستخدام التركيزين (100 ، 250) مكغم/مل من مستخلص الكبسولة .
Abstract

The effect of  different concentrations( 25, 50 ,100, 150 , 250 , 500) μg/ml of capsular extract of Acinetobacter baumannii on  viability of polymorphonuclear leukocytes and lymphocytes, phagocytosis in vitro, mitotic index test for bone marrow cells  in mice. Results showed No effect was found of concentrations (25,50,100) μg/ml of capsule extract on viability of polymorph nuclear cells & lymphocytes, while concentrations  (150, 250 , 500) μg/ml decreased it . Hundred  μg/ml of capsular extract increase phagocytic index , while (150, 250, 500) μg/ml inhibited it, and (100, 250) μg/ml of capsular extract decreased mitotic index in mice.

المقدمة
       بكتريا Acinetobacter   من الاجناس واسعة الانتشار في الطبيعة والتي يمكن عزلها من الماء والتربة والكائنات الحية، كما يمكن عزلها من بشرة الاصحاء والمعدات الطبية والمواد الجافة غير الحية. لهذه البكتريا القابلية على العيش في بيئة المستشفيات مما يزيد من اهميتها كممرضات انتهازية
 (Greenwood et al., 2002).

       تلعب هذه البكتريا دورا مهما في اصابة واستيطان المرضى الراقدين في المستشفيات، اذ انها تسبب اصابات عديدة مثل انتان الدم والتهاب المجاري البولية والسحايا وذات الرئة ولاسيما عند المرضى الراقدين في غرف العناية المركزة . (Karageorgopoulos et al., 2008; Kown et al., 2007;Brown and Amyes,2006))
    تكمن خطورة هذه البكتريا في صعوبة علاجها نظرا لمقاومتها الشديدة لمضادات الحياة المستخدمة سواءا الشائعة الاستعمال او الحديثة منها ، ومن هنا اكتسبت اهميتها كممرض مهم للانسان اذ تستطيع وبوقت قصير تطوير اليات دفاع ضد اي مضاد يستخدم للقضاء عليها مما ادى الى زيادة عزلها من بيئات المستشفيات .
(Peleg et al ., 2007)
      تمتلك هذه البكتريا عوامل ضراوة عديدة منها الذيفان الداخلي المتمثل بالـ LPS وانتاجها للسايدروفور وتكوينها للغشاء الحيوي Biofilm وقابليتها على الالتصاق بوجود عوامل الالتصاق الاهداب والكبسولة اضافة الى خاصية عدم الالفة للماء في بعض سلالاتها التي تعمل على زيادة التصاق البكتريا ولاسيما على القثطرة البلاستيكية والقصبة الهوائية .   

     تكون العديد من السلالات محاطة بمحفظة (كبسولة) مكونة من عديد السكريات Polysaccharide تقع الى الخارج من الغشاء الخارجي للبكتريا ويمثل الماء المحتوى الاكبر منها ، للكبسولة القابلية على الالتصاق بالسطوح ومقاومة الجفاف وتقاوم البلعمة والقتل الذي يتوسطه المتمم كما انها تعد من عوامل الضراوة المهمة للبكتريا. 

     وجدت العديد من العوامل التي تزيد من خطورة الاصابة بهذه البكتريا منها العمر والمكوث الطويل في المستشفى واستخدام القثطرة البلاستيكية وشدة المرض فضلا عن تناول الادوية المثبطة للمناعة والدخول الى ردهات العناية المركزة والاستخدام المفرط لمضادات الحياة واجراء العمليات وكذلك الاصابة بالامراض المزمنة .
Bergogne-Berezin and Towner , 1996; Lo et al ., 2001;  Dijkshoorn et al ., 2004 )  ) .

    لايزال الاساس في احداث الاصابة بجنس Acinetobacter  غير معروف،  لقلة الدراسات (حسب المعلومات المتوافرة لدينا) التي تناولت عوامل الضراوة للانواع البكتيرية التابعة لهذا الجنس التي بدأت بالانتشار في معظم انحاء دول العالم على المستوى الصحي او البيئي ، ودور الكبسولة كأحد عوامل الضراوة المهمة فيها فقد جاءت هذه الدراسة لمعرفة  تأثيرمستخلص كبسولة Acinetobacter baumannii على بعض معايير الاستجابة المناعية.
المواد وطرائق العمل

  استخلاص الكبسولة (المحفظة): تم استخلاص كبسولة بكتريا Acinetobacter baumannii  المعزولة من مرضى مصابين بحالات مرضية مختلفة حسب طريقة Taylor and Juni,(1961)مع بعض التحويرات التي اجريت قيد الدراسة.
التحري عن وجود الكاربوهيدرات في نموذج مستخلص الكبسولة : اتبعت طريقة Dubois et al .(1956) و  Plummer,(1978)    لتقدير كمية السكر في مستخلص الكبسولة .

اختيارالتركيز الافضل لمستخلص الكبسولة  :

اجري الاختبار حسب ما ذكره الدليمي(1999)
الاستجابة المناعية لمستخلص الكبسولة :

تأثير مستخلص الكبسولة في عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى PMNs  والخلايا اللمفاوية 

اتبعت طريقة ( Nonoyama et al .(1979 لدراسة تأثير مستخلص الكبسولة في عيوشية هذه الخلايا
تأثير مستخلص الكبسولة على التهام الخميرة المقتولة في الزجاج :
  اعتمدت طريقةCech and Lehrer ,( 1984)  المحورة لاجراء اختبار التهام الخميرة
 (Candida albicans) من قبل الخلايا متعددة اشكال النوى PMNs  
· تم تحضير عالق خلايا PMNs  بتركيز 4X  106 خلية/مل وحضر ايضا عالق الخميرة
 (C. albicans) المقتولة بتركيز 16X  610  خلية/مل.

· حضر مستخلص الكبسولة بتراكيز مقدارها (100، 150، 250، 500) مكغم/مل في انابيب بلاستيكية معقمة بحجم 0.25 مل من التركيز المطلوب مع مراعاة الحجم النهائي للمزيج .
· اضيف الى كل انبوب 0.25 مل من عالق خلايا PMNs  و 0.25 مل من عالق الخميرة
 C. albicans بنسبة 1 : 4 على التوالي و 0.25 مل من مصل فصيلة دم AB  لانسان طبيعي .
· حضنت الانابيب بدرجة  حرارة 37 ْ م لمدة 30 دقيقة .
· بعد انتهاء فترة الحضن ، تم تحضير مسحات من كل تركيز على شرائح زجاجية نظيفة وبواقع 3 مكررات للتركيز الواحد ، وتركت لتجف ، ثم ثبتت بالكحول المثيلي لمدة 10 دقائق وصبغت بصبغة غمزا مدة 20 دقيقة ، ثم فحصت بالعدسة الزيتية وتم عد 200 خلية ( ملتهمة وغير ملتهمة ) لحساب معامل الالتهام Phagocytic  Index PI  وعلى النحو الاتي :
                                                عدد الخلايا البلعمية الملتهمة 
    معامل الالتهام    =                                                                            X 100 

                                             عدد الخلايا الكلي ( الملتهمة + غير الملتهمة )

تأثيرمستخلص الكبسولة في معدل الانقسام الخيطي لخلايا نخاع العظم في الفئران 
اتبعت طريقة   Allen et al .( 1977)  :
· حضرت تراكيز المستخلص (100 ، 250) مكغم /مل .

· اخذت فئران بيض بعمر 6 – 8  اسابيع وبوزن معدله 20 غم  وبمعدل 3 فئران لكل تركيز من المستخلص ، ثم حقنت الفئران بـ 0.25 مل من التراكيز المذكورة في التجويف البريتوني IP بينما حقنت فئران السيطرة بـ 0.25 مل من المحلول الملحي الوظيفي ، وبعد مضي 18 ساعة من الحقن بالمستخلص حقنت بالطريقة نفسها بـ 0.25 مل من محلول الكولجسين المحضر بتركيز 1 ملغم / مل ، وبعد مرور 4 ساعات قتلت الفئران بالضغط على الرقبة من الجهة الظهرية وشرحت للحصول على نخاع العظم وكالاتي : 

· ثبت كل فأر على ظهره فوق طبق التشريح وغسلت اطرافه السفلى بالكحول الاثيلي بتركيز 70% ثم ازيل الجلد من منطقة الفخذ ومسك عظم الفخذ بالملقط من المنطقة الوسطية وقطع ارتباطه بالمفصلين ، بعدها نظف العظم خارج جسم الحيوان من بقايا العضلات ، ازيلت الاقراص المرتبطة بالمفصلين .

· مسك العظم بشكل عمودي على انبوبة اختبار معقمة لغرض حقنه بـ 10 مل من PBS  بوساطة محقنة معقمة لغرض انزال النخاع بحيث اصبح لون العظم ابيض ، وتم جمع كل نخاعين لعظمين لكل فأر في انبوبة اختبار واحدة .

· نبذ حاصل جمع نخاعين لكل فأر بسرعة 1500 دورة / دقيقة مدة 5 دقائق ، اهمل الراشح واضيف الى الراسب 5 مل من محلول ناقص التوتر KCl ثم حضنت الانابيب بدرجة حرارة 37 ْ م مدة 30 دقيقة .
· نبذت الخلايا بسرعة 1500 دورة / دقيقة مدة 5 دقائق ، اهمل الراشح واضيف الى الراسب بضع قطرات من المحلول المثبت ثم اكمل الحجم الى 5 مل مع الرج المستمر .
· وضعت الانابيب في درجة حرارة 4 ْ م مدة 30 دقيقة لتثبيت الخلايا ، ثم نبذت بسرعة 1000 دورة/دقيقة مدة 5 دقائق ، ثم غسلت الخلايا بالمحلول المثبت (حضر المحلول بمزج 3حجوم من الكحول المثيلي مع حجم واحد من حامض الخليك) 3 مرات وعلقت بـ 1مل منه .
· سحب عالق الخلايا بوساطة ماصة باستورمعقمة واسقط على شرائح زجاجية نظيفة بصورة عمودية من ارتفاع 30 سم ، ثم جففت الشرائح على الصفيحة الساخنة في درجة حرارة 60 ْ م  ، بعدها صبغت بصبغة غمزا مدة 20 دقيقة ( تم عمل 5 شرائح لكل تركيز ) .
· فحصت الشرائح بالمجهر الضوئي وحسبت 500 – 1000 خلية نخاعية في اطوار الانقسام المختلفة منها خلايا لمفاوية ساكنة تحتوي على النواة مع قليل من السايتوبلازم ، ارومات نخاعية  (النواة كبيرة والسايتوبلازم كبير والكروماتين مخطط )، وخلية ناضجة في الطور الاستوائي وذلك لاستخراج النسبة المئوية لمعامل الانقسام الخيطي Mitotic Index (MI)  وفق القانون الاتي :
                                عدد الخلايا الانقسامية 

معامل الانقسام =                                                X   100 

                              العدد الكلي للخلايا النخاعية 
التحليل الاحصائي :

        حللت نتائج الاختبارات المناعية واختبارات الالتصاق احصائيا باستخدام نظام احصائي جاهز Statistical Package of Social Science (SPSS)  والذي تضمن اختبار التباين باتجاه واحد ANOVA test /one way و اختبار الفرق المعنوي الاصغر Least Significant Differences LSD   للتحري عن وجود الفروق المعنوية بين المعاملات المختلفة عند مستوى معنوية (5%)، ثم ثبتت النتائج على شكل (المعدل ± الانحراف المعياري) (Mean ± Standard Deviation)  
النتائج والمناقشة 
اختيار التركيز الافضل لمستخلص الكبسولة 
        اوضحت نتائج اختبار السمية لمستخلص الكبسولة في الفئران للتراكيز (150، 250 ،500) مكغم/مل، هلاك الفئران المحقونة بالتركيز 500 مكغم/مل بعد 24 ساعة من الحقن، اما الفئران المحقونة بالتركيز 250 مكغممل فلوحظ عليها الخمول وفقدان الشهية مقارنة بمعاملة السيطرة، اما الفئران المحقونة بالتركيز 150 مكغم/مل فلم يلاحظ عليها تغيير مقارنة بمعاملة السيطرة ، وعلى ضوء هذه النتائج تم تحديد تراكيز مستخلص الكبسولة المناسبة لاجراء التجارب المناعية لمعرفة تأثير مستخلص الكبسولة على الاستجابة المناعية بنوعيها الخلطي والخلوي داخل وخارج الجسم الحي، اضافة الى نتائج اختبار العيوشية. في دراسة للدليمي (1999) اوضحت نتائج اختبار اختيار التركيز الافضل من الالجنيت المنقى في الفئران موت الفئران المحقونة بتركيز 250 مكغم/مل بعد 48 ساعة من الحقن ، اما الفئران المحقونة بـ150 مكغم /مل فلوحظ عليها الخمول والعزوف عن الاكل مقارنة بمعاملة السيطرة وهذه النتائج جاءت غير متفقة لما توصلت اليه الدراسة الحالية  .

تأثير مستخلص الكبسولة في عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى والخلايا اللمفاوية:

     اوضحت النتائج المبينة في الجدول (1) ان عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى والخلايا اللمفاوية المعزولة في معاملةالسيطرة كانت ( 98، 98)% على التوالي، ان ذلك يدل على سلامة العزل .عند التراكيز (25 ، 50، 100  مكغم /مل اظهرت النتائج عدم وجود فروق معنوية في عيوشية الخلايا مقارنة بمعاملات السيطرة . جاءت هذه النتائج متفقة لما توصل اليه الدليمي (1999) في دراسة تأثير الالجنيت المنقى على عيوشية الخلايا اللمفاوية وخلايا الخلب البلعمية عند استخدامه للتركيزين (25 ، 50  ) مكغم /مل من الالجنيت المنقى .وعند استخدام التراكيز ( 150 ، 250 ، 500 ) مكغم /مل ، كانت عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى ( 72 ، 65.33 ، 41.66) % على التوالي ، فيما بلغت عيوشية الخلايا اللمفاوية للتراكيز ذاتها ( 76.8 ، 69.0 ، 55.0 ) % على التوالي، اذ تم ملاحظة فروق معنوية بين المعاملات المختلفة لكلا النوعين من الخلايا المناعية في كل عمود، ومن هذه النتائج نستنتج ان تأثير مستخلص الكبسولة يزداد مع ارتفاع التركيز ،اذ قد يكون  له تأثيرا ساما على الخلايا .

جدول( 1)  تأثير مستخلص الكبسولة في عيوشية الخلايا متعددة اشكال النوى والخلايا اللمفاوية

	التركيز مكغم/مل
	الخلايا متعددة اشكال النوى 

المعدل± الانحراف المعياري
	الخلايا اللمفاوية

المعدل ±الانحراف المعياري

	صفر (السيطرة)
	98.0 ± 0.0
	98.0±0.0 

	25
	.0 98 ± 0.0
	98.0± 0.0

	50
	98.0 ± 0.0
	98.0± 0.0

	100
	.0 98 ± 0.0
	98.0 ± 0.0

	150
	72.0± * 2.0
	76.8± 1.66*

	250
	65.33 ±*1.52
	69.0± 0.83*

	500
	41.66 ±1.52 *
	55.0± 0.90*


* وجود فروق معنوية عند مستوى معنوية P≤0.0
تأثير مستخلص الكبسولة على عملية التهام الخميرة المقتولة في الزجاج : 
         اظهرت النتائج الموضحة في الجدول (2)  معدلات معامل البلعمة للخلايا البلعمية المعزولة من الانسان والتي تم معاملتها بمستخلص الكبسولة المحضر في هذه الدراسة. كانت معدلات البلعمة الناتجة من استخدام مستخلص الكبسولة بالتراكيز (100 ، 150 ، 250 ، 500) مكغم/مل هي على التوالي (75.5 ، 50 ، 40.5 ، 40)%. اظهرت نتائج التحليل الاحصائي وجود فروق معنوية بين معاملات البلعمة ومعامل السيطرة 61.75 % وبين معاملات البلعمة فيما بينها.  تشير هذه النتائج الى ان مستخلص الكبسولة يعمل على تثبيط عملية البلعمة في التركيز العالي وبذلك يساعد البكتريا في تجاوز وسيلة دفاعية مهمة يبديها الجسم لمواجهة الاصابات البكتيرية ، قد يعزى السبب كونه مادة سامة Toxic  للخلايا البلعمية ، او قد يرتبط على المستقبلات الموجودة على سطح البلاعم وبذلك يمنع ارتباطها بالخميرة .  اما التراكيز الواطئة من مستخلص الكبسولة فقد وجد ان لها القابلية على زيادة عملية البلعمة ، اذ قد تعمل كمواد طاهية تزيد من فعالية البلاعم.  الشكل (1) يوضح عملية البلعمة من قبل خلية PMN لخميرة الكانديدا .
جدول (   2) تأثير مستخلص الكبسولة في عملية التهام الخميرة المقتولة في الزجاج
	التركيز مكغم/مل
	معامل البلعمة 

المعدل ±  الانحراف المعياري

	صفر السيطرة
	61.75  ± 2.36*

	100
	75.50  ± 1.29*

	150
	50.00  ± 1.63*

	250
	40.50  ± 1.00*

	500
	40.00  ± 1.63*


* وجود فروق معنوية عند مستوى معنوية P≤0.05
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شكل (1) عملية التهام الخلايا البلعمية لخميرة الكانديدا المقتولة بالتسخين
تأثير مستخلص الكبسولة على معامل الانقسام الخيطي لخلايا نخاع العظم في الفئران :

      تشير النتائج المبينة في الجدول (3)  تأثير مستخلص الكبسولة بالتركيزين المستخدمين (100 ، 250) مكغم/مل في انقسام خلايا نخاع العظم في الفئران، اذ لوحظ عند التحليل الاحصائي وجود فروق معنوية بين معاملي الانقسام MI  للتركيزين المستخدمين واللذين كانا (15.5 ، 4)% على التوالي فيما بينهما ومقارنة بمعامل السيطرة 17.5 %.الشكل (2) يبين تأثير مستخلص الكبسولة على انقسام خلايا نخاع العظم في الفئران. ادى استخدام هذين التركيزين الى انخفاض في معامل الانقسام الخيطي بسبب تثبيط قدرة خلايا نخاع العظم للفئران على الانقسام . لم تتفق نتائج الدراسة الحالية مع ما توصل اليه الدليمي (1999) في تأثير الالجنيت المنقى في انقسام خلايا نخاع العظم في الفئران اذ ادى استخدام التراكيز (5 ،10 ، 25 ، 50 ) مكغم/مل من الالجنيت الى تحفيز خلايا نخاع العظم في مجاميع الفئران المعاملة به مقارنة بالسيطرة وقد يعزى السبب الى اختلاف التراكيز المستخدمة في التجربة او الى الاختلاف في التركيب الكيميائي للالجنيت ومستخلص الكبسولة .
جدول (3 ) تأثير مستخلص الكبسولة في انقسام خلايا نخاع العظم في الفئران
	التركيز مكغم/مل


	معامل الانقسام الخيطي Mitotic Index MI

المعدل ± الانحراف المعياري

	صفر (السيطرة )
	17.33 ± 0.57*

	100
	15.66 ± 0.57*

	250
	4.00 ± 1.00*


· وجود فروق معنوية عند مستوى معنوية P≤0.05
[image: image2.png]



شكل (2) تأثير مستخلص الكبسولة على الانقسام الخيطي في خلايا نخاع العظم في الفئران (100X)
1- ارومة نخاعية 2-خلية ناضجة في طور السكون 3- خلية في طور الانقسام
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1. الدليمي ، عباس عبود فرحان (1999) . دراسة مناعية وكيميائية حياتية على الالجنيت المنقى من بكتريا Pseudomonas aeruginosa المعزولة من المرضى. اطروحة دكتوراه. كلية العلوم/ الجامعة المستنصرية 
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