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 مدتخلصال

ا اعتماداً مف المراكز البحثية, تـ اعادة تشخيص البكتري  K. Planticolaعزلات مف  ٗاخذت 
لاستعماليا في بقية التجارب  Kp4عمى الخصائص الزرعية والكيميائية الحيوية, اختيرت العزلة 

 (ٜٕوبتركيز )  Galacturonic acidاللاحقة وذلؾ لكفاءتيا في إنتاج حامض الكالكتويورونؾ
عطائيا صفات ت شخيصية مايكروغراـ/مؿ كدليؿ الإنتاج الفائض مف متعدد السكريد المحفظي , وا 

متعدد  كيميائية حيوية نموذجية وثبات ىذه الصفات طيمة فترة البحث. تـ استخلاص وتنقية
 Brain heartباستخدـ وسط ) CPS Capsular Polysaccharides السكريد المحفظي
Infusion broth  مضاؼ اليو الخميرة وسكر المالتوز لغرض الإنتاج, تـ استخلاص )CPS  

 (167وتنقيتو بالكحولات ,وقدر تركيزه بعد تنقيتو اذ بمغ ) (Cetavlon)باستخداـ 
بالتراكيز  CPS/مؿ. شمؿ تأثير مستضد متعدد السكريد المحفظي المنقى مايكروغراـ

عمى الاستجابة  K. planticola (Kp4)/مػػػػؿ المعزولة مف بكتريا مايكروغراـ (50,20,10,5)
عية آلاتية عمى خلايا الدـ المحيطي للإنساف في المناعية لتحقيؽ ذلؾ أجريت الاختبارات المنا

, (PMNs)( لمخلايا البمعمية متعددة اشكاؿ النوى Viabilityقابمية النمو ) :( in vitro)الزجاج 
الخلايا متعددة  (Migration)وىجرة  Candida albicansخميرة   (Phagocytosis)وبمعمة 

 CPS (50,20)أدت تراكيز  نتائج آلاتية:اشكاؿ النوى تحت الاكاروز أمكف الحصوؿ عمى ال
ومعامؿ  (PMNs)/مؿ إلى انخفاض في كؿ مف النسبة المئوية قابمية النمو الخلايا مايكروغراـ

مقارنة مع معاممة السيطرة, أما التركيز  (p<0.05)البمعمة وكاف ىذا التأثير معنويا بمستوى 
 CPS (10,5)أدت تراكيز  .(PMNs)ا /مؿ فقد استطاع اف يثبط ىجرة الخلايمايكروغراـ( ٓ٘)

 مقارنة مع معاممة السيطرة. (p<0.05)/مؿ إلى زيادة معامؿ البمعمة معنويا بمستوى مايكروغراـ
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  المقدمة
بإنيا  Klebsiellaعرفت بكتريا     

  Klebsiellaممرضات رئوية وتعد بكتريا 
لسالبو لمموف غراـ تنتمي الى امف العصيات 
ية وىي مف الفمورا الطبيعية العائمة المعو 

الموجودة عمى جسـ  (Transient)الوقتية 
فضلا عف معيشتيا الرميو في و  الإنساف

والقناة  (Nasopharynx)البمعوـ الانفي 
المعوية فيي تمثؿ أحد أنواع الممرضات 

والتي تعزؿ  (Opportunistic)الأنتيازيو 
مف مختمؼ النماذج المرضية ومف المسببات 

لأخماج المستشفيات الشائعة 
(Nosocomial Infection) (9).  تمتمؾ

عدد مف    Klebsiella planticolaبكتريا 
بامراضيتيا  عوامؿ الفوعة التي تشترؾ

وتتضمف مستضدات المحفظة وعوامؿ 
الالتصاؽ المتمثمة بالأىداب, وانتاج 
الذيفانات الداخمية مثؿ متعدد السكريد 

      .((24الشحمي 
 K. Planticola  تتصؼ بكتريا

 ٓٙٔبامتلاكيا محفظة سميكة يبمغ سمكيا 
نانوميتر مؤلفة مف معقد لسكريات متعددة 
حامضية لاحتوائيا عمى حامض 

 ( Galacturonic acid)الكالكتويورونؾ 
والذي يؤدي دورا ميما في تثبيت التركيب 

 .(11)الغشائية لمبكتريا 
يشكؿ متعدد السكريد المحفظي 

 .K خارجية لبكتريا معظـ الطبقة ال
Planticola     دورا رئػيسػيا فػي  يمػعبو

مقاومػة ىػذه البكتريا لعممية البمعمػة بوساطػة 
الخلايػا العدلو متعددة اشكاؿ 

    Polymorphonuclear cellsالنوى
 heat. وىو معقد ثابت بالحرارة (25)

stable   يشكؿ حاجزا فيزيائيا يحمي
ؤثػر في قابمية البكتريػا مػف الجفػاؼ وي

 (.12التوصيؿ الحراري لمغشاء الخموي )
نظرا لأف متعدد السكريد 

 Capsular polysaccharidesالمحفظي
CPS) ليػذه البكػػتريا غير ساـ لذلؾ فقد )

أجريت بحوث حوؿ معرفة دوره المؤثر ضد 
فعاليو لانو يزيد مف  ال (antitumor)الأوراـ 

ارج الجسـ لمخػلايػػا القاتمو خ ضد الورمية
 (. 13الحي وداخمو )

اختيار عزلو كفوءة ييدؼ البحث الى  
ذات  Klebsiella planticola مف بكتريا 

أنتاجيو عالية مف متعدد السكريد 
المحفظي.استخلاص وتنقية متعدد السكريد 
المحفظي وتحضير تراكيز مختمفة منو 
لاستخداميا في الدراسة. ملاحظة 

ز المختمفة مف التأثيرالمناعي مف التراكي
متعدد السكريد المحفظي المنقى خارج 

عمى بعض  (in vitro)الجسـ الحػي 
وظائؼ الخلايا البمعمية متعددة أشكاؿ 

  .النوى
 
 مواد وطرائق العملال

 :الصفات المظيرية
عزلات جاىزة  ٗ تـ الحصوؿ عمى

ومشخصة مف قبؿ المراكز البحثية في 
تـ  جامعة النيريف وجامعة بغداد. ولتاكد

اعادة الاختبارت التشخيصية حيث زرعت 
العينات عمى الأوساط الزرعية أكار الدـ 

Blood Agar  و أكار الماكونكي
MacConky Agar  ثـ حضػنت بحرارة

(ٖٚ) º( ساعة لمحصوؿ عمى ٕٗـ لمدة )
ّـَ  المستعمرات , نقمت ونقيت المستعمرات وت
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تنقيتيا إلى مستعمرات منفردة وشخصت 
المعتمدة مف قبؿ حسب الطرائؽ 

Macfaddin (ٔٛ.) 
  : Gram stainبممون غرام  التصبيغ 

أخذت مسحة مف مستعمرة بكتيرية منفردة 
بوساطة الناقؿ المعقـ ووضعت عمى شريحة 
زجاجية نظيفة وثبتت المسحة وصبغت 
بمموف غراـ وبعد جفاؼ الشريحة فحصت 
مجيريا لملاحظة طبيعة تصبيغ الخلايا 

 ا وتجمعاتيا.البكتيرية  وشكمي
 

 الاختبارات الكيميائية الحيوية 
Biochemical Tests:  

أجريت الفحوصات الكيمائية الحيوية التالية 
لمتأكد مف جنس البكتريا ونوعيا وفقا لطريقة 

Collee et al., (1996)   وباستخداـ
 الاختبارات التالية:

- Indole Test  
- MR-VP Test    
- Simmon Citrate  
- Urease Test   
- Triple Sugar Iron Agar   
- Malonate    
- Catalase Test    
- Oxidase Test   

 
التحري عن وجود المحفظة باستعمال 

 :Negative stainingالتصبيغ السالب 
تبعت طريقة المسحة الرطبة بوضع ا

قطرة مف الحبر اليندي عمى شريحة زجاجية 
 – ٛٔنظيفة ونقمت مستعمرة فتية بعمر )

ت مع الحبر مزجا جيدا ثـ ( ساعة ومزجٕٗ
وضع غطاء الشريحة وسحبت لتكويف 

مسحة وبعثرة تكتلات الخلايا . فحصت 
بالعدسة الزيتية , دؿ وجود اليالة الشفافة 
غير المصبغة بالحبر عمى وجود المحفظة 

(6) . 
 التحري عف متعدد السكريد المحفظي كمياً 

 Bitterأجريت الطريقة حسب ما جاء في
and Muir (1962)  حيث نميت العزلات .

.   Tryptic Soya brothفي وسط 
 PBSوطردت مركزيا وأضيؼ إلى الراسب 

واجريت عممية الطرد المركزي مرة اخرى 
وطردت مركزياً.  PBSوأضيؼ إلى الراسب 

مؿ مف الراشح واضيؼ حامض  ٔوأخذ 
الكبريتيؾ المركز اليو وبعد حماـ مغمي لمدة 

إليو مادة  دقائؽ. برد المزيج وأضيؼ ٘
Carbazole   إذ تحوؿ لوف المزيج الى

ثـ قرأت  الوردي, يترؾ المزيج ساعتيف.
( ٖٓ٘) موجي طوؿ عمى الامتصاصية

 منحنى نفسو الوقت في حضر.نانوميتر
 الكالكتويورونؾ حامض باستعماؿ قياسي

Galacturonic acid  بتراكيز (ٙٓ ,٘ٓ 
 مؿ,/مايكروغراـ(   ٓٔ, ٕٓ, ٖٓ, ٓٗ,

 لتقدير القياسي المنحنى( ٔ) شكؿال ويمثؿ
 تراكيز حساب في واعتمد الحامض تركيز

 مف المنتجة لمعزلات الكالكتويورونؾ حامض
 . القياسي المنحنى خلاؿ

 
 لمتعدد المنتجة الكفوءة العزلة اختيار

أجرٌــت الطرٌقة ًفقا  :المحفظي السكريد

حٌث  Cryz et al., (1985)لما جاء فً 

ءة فً ًسط إنتاج متعدد نمٌت العزلة الكفً

السكرٌد المحفظً بإضافة الخمٌرة ً سكر 

 Brainإلى ًسط  Maltose المالتًز

heart infusion (BHI)  السائل ًبعدىا

نقل المزرًع البكتٌري إلى دًرق ًحضن 
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الدًرق بالحاضنة اليزازة. نقل المزرًع 

إلى أنابٌب طرد مركزي ًأزٌلت الخلاٌا 

المركزي الطردب  المزرًع البكتٌرٌة من

ـ  º(ٕٓ -(وجمع الراسب وحفظ بحرارة 
لحيف استعمالو. جمع الراشح وعقـ 
بالترشيح, أضيؼ السيتافموف إلى الراشح, ثـ 
ترؾ المزيج في دورؽ عمى 

. أعيدت عممية Magnetic Starrierجياز
الطرد المركزي, ثـ جمع الراسب وأذيب 

. أضيؼ الكحوؿ الاثيمي  CaCl2بمحموؿ
 وؿ السابؽ. وترؾ عمى إلى المحم

Magnetic Starrier  لكي يتـ فصؿ
الأحماض النووية الموجودة مع العالؽ. 
رسبت الأحماض النووية بالكحوؿ بوساطة 
الطرد المركزي. رسب متعدد السكريد 
المحفظي بزيادة تركيز الكحوؿ الاثيمي ثـ 
طرد مركزيا. جمع الراسب وأذيب بالماء 

باستعماؿ قمع  المقطر المعقـ تمت التنقية
الفصؿ لثلاث مرات وبحجـ مساوً مف 
محموؿ الفصؿ جمعت الأطوار المائية 

 Dialysisوأجريت ليا عممية الفرز الغشائي 
. ورسب متعدد السكريد المحفظي النقي 
باستعماؿ الايثانوؿ وجمع الراسب بالطرد 
المركزي. أجريت عممية الفرز الغشائي مرة 

لمحفظي النقي أخرى وعقـ متعدد السكريد ا
Purified CPS  بمرشحات وحفػظ في

 ـ.º(ٕٓ-أنابيب معقمة بالمجمدة )
  :عزل الخلايا البمعمية متعددة اشكل النواة

عزؿ الخلايا البمعمية متعددة أشكاؿ النوى 
Polymorphonuclear cells (PMNs) 
مف الدـ المحيطي للانساف بعد سحب الدـ 

تبعا  (PMNs)منو. وعزلت خلايا 
,  Cech and Lehrer  (1984)يقةلطر 

بعدىا مزجت محتويات الأنبوبة بمطؼ 
( دقيقة. ٘ٗووضعت في الحاضنة لمدة )

لوحظ تكوف طبقتيف السفمى تحوي خلايا الدـ 
الحمر والعميا تحوي البلازما الغنية بخلايا 
الدـ البيض , نقمت إلى إنبوبة أخرى معقمة 

 HBSSوغسمت الخلايا بمحموؿ ىانكس 
رات.عمقت الخلايا بالوسط الزرعي لعدة م

. وحسبت   RPMI – 1640النسيجي 
 Hudsonالخلايا اعتماداً عمى طريقة  

and Hay  (ٔ٘ باستخداـ صبغة ,)
التريباف الزرقاء وساطة شريحة عدّ خلايا 

تحت المجير   Haemocytometerالدـ 
الضوئي اذ عدت الخلايا المصبوغة ميتة 

الصبغة فيي عمى أما الخلايا التي لـ تأخذ 
 الاغمب خلايا حيّة . 

تأثيرمتعدد السكريد المحفظي المنقى عمى 
قابمية النموالخلايا البمعمية متعددة أشكاؿ 

 (. PMNsالنوى )
 ,.Nonoyama et alاتبعت طريقة 

حيث حضر عالؽ الخلايا البيض  (1979)
( في وسط PMNsمتعددة أشكاؿ النوى )

RPMI – 1640ية . حضرت تراكيز نيائ
المنقى  CPSمف متعدد السكريد المحفظي 

 مايكروغراـ( ٓٓٔ, ٓ٘, ٕٓ, ٓٔ, ٘ىي )
في  RPMI – 1640 / مؿ في الوسط 

مؿ  ٘.ٓأنابيب بلاستيكية معقمة. أضيؼ 
( مف كؿ تركيز مف PMNsعالؽ الخلايا )

في أنابيب معقمة مع ترؾ  CPSتراكيز 
إنبوبة بالتركيز صفر لكؿ مف المستضديف 

طرة. حضنت الأنابيب لمدة كمعاممة سي
( خمية ٕٓٓساعة واحدة. ثـ حسبت )

لأستخراج النسبة المئوية قابمية النمو الخلايا 
ء باعتبار بإستعماؿ صبغة التريباف الزرقا

الخلايا المصبوغة ميتة
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   : )09(ًباستخدام القانًن الآتً 

 عدد الخلاٌا الحٌة                                               

           011×  ------------= البلعمٌة النسبة المئًٌة لقابلٌة النمً الخلاٌا

 العدد الكلً                                             

تأثير متعدد السكريد المحفظي المنقى عمى 
عممية بمعمة خميرة المبيضة البيضاء 

Candida albicans  . 
 Cech and Lehrerتمدت طريقة اع

حيث حضر عالؽ الخلايا البمعمية  (1984)
(, كما حضر PMNsمتعددة اشكاؿ النوى )
( خمية/ مؿ. ٙٓٔ×ٛعالؽ الخمػيرة بتركيز )

وحضرت تراكيز مف متعدد السكريد 
 ٕٓ, ٓٔ, ٘المنقى ) CPSالمحفظي 

/مؿ. وحضرت إنبوبتا مايكروغراـ(ٓ٘,

الؽ سيطرة بتركيز صفر, وأضيؼ ع
PMNs  ( عمى ٔ:ٗوالخميرة بنسبة )

مؿ ( مصؿ الدـ  ٕ٘.ٓالتوالي. واضيؼ ) 
ووضعت في حماـ مائي ىزاز لمفترات 

( دقيقة. ٕٓٔ, ٜٓ, ٓٙ, ٖٓالزمنية )
بانتياء كؿ فترة زمنية حضرت مسحات مف 
كؿ تركيز عمى شرائح زجاجية نظيفة.  
 تركت لتجؼ ثـ ثبتت بالكحوؿ المثيمي

،  Giemsaًصبؽت بصبؽة 

 

ت    Phagocytic IndexلPIل خلٌة لحساب معامل البلعمة  211فحصت بالعدسة الزٌتٌة ًعُدَّ

 5)ًكالاتً 

 عدد الخلاٌا البلعمٌة الملتيمة                               

 PI       =----------------------------     ×011معامل البلعمة 

 عدد الخلاٌا الكلً                                   

تأثير متعدد السكريد المحفظي المنقى عمى 
( تحت PMNsىجرة الخلايا البمعمية )

  :الاكاروز
 Nonoyamaأجريت عمى وفؽ ما جاء في 

et al., (1979)  حضر متعدد السكريد
, ٓٔ, ٘المنقى بالتراكيز ) CPSالمحفظي 

 /مؿ في وسط  مايكروغراـ( ٓ٘, ٕٓ
RPMI – 1640 ت محتويات ثـ أضيف

الأنبوبة إلى وسط اليجرة في أطباؽ. 

إلى وسط اليجرة   PBSأضيؼ محموؿ
مؿ مف  ٔواعتبر سيطرة سالبة. أضيؼ 

(Phytohemagglutinin PHA بتركيز )
/مؿ إلى وسط اليجرة مايكروغراـ( ٓٔ)

واعتبر سيطرة موجبة. بردت الأطباؽ بحرارة 
(ٗ) º ـ , ثـ ثقبت طبقة الاكاروز وضع

في كؿ حفرة معمولة   PMNsلاياعالؽ الخ
في أطباؽ السيطرة السالبة والموجبة , 

( ساعة. 24لمدة ) CO2حضنت في غاز 
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بعد انتياء مدة الحضف ثبتت الخلايا 
باستعماؿ الكحوؿ المثيمي ثـ أزيمت طبقة 
الاكاروز وأىممت. صبغت الأطباؽ بصبغة 

Giemsa ( دقيقة. فحصت ٕٓلمدة )
ئي, لحساب الأطباؽ تحت المجير الضو 
 المسافة التي تحركتيا الخلايا .

 

  Migration Inhibition Factorقذَّر قطر دائرج انهجرج شى اسـرخرض عايم ذصثيط  انهجرج 

 (MIF)  وفقا نطريـقح(Federlin et al,.1971)   ( 005وحسة انقاَىٌ الاذي )  

       

 رة  ململ فً معاملة الاختبار قطر دائرة اليج                                     

 ----------------------------------------------=  (MIF)عامل تثبٌط اليجرة  

 قطر دائرة اليجرة  ململ فً معاملة السٌطرة                                     

 التحميؿ الإحصائي .
حممت النتائج إحصائيا باستخداـ اختبار      

 Anova oneباتجاه واحد  تحميؿ التبايف
way   كما أستخدـ اقؿ فرؽ معنويLeast 

Significant Difference (LSD)  
لمبحث عف وجود الفروؽ المعنوية بيف 
المعاملات المختمفة وعمى مستوى معنوية 

وثبتت النتائج بشكؿ )المعدؿ  (٘ٓ.ٓ)
 الحسابي +  الانحراؼ المعياري(.

 
 النتائج والمناقذة

  :ية والفحص المجيريالصفات الزرع
الزرع اف  ٔأظيرت نتػػائج المبينة في جدوؿ 

 Klebsiella planticola مستعمرات بكتريا
استطاعت النمو عمى وسط الماكونكي  

وخمرت سكر اللاكتوز فيو وأعطت 
مستعػمرات ورديو براقة ذات قواـ مخاطي 
وىي صفة مميزة ليذه البكػتريا , اما 

ر الدـ فكانت مستعمراتػيا عمى وسط أكا
شفافة لماعة غير محممة لكريات الدـ 

, أوضحت نتائج الفحص (16)الحمراء 
ألمجيري لمشرائح ألمحضره مف تمؾ 
المستعمرات وباستخداـ التصبيغ بطريقة 

غراـ أنيا عصيات قصيرة سالبة لمموف غراـ 
اتخذت ىيئة مفردة أو مزدوجة أو بشكؿ 

 .  (14)سلاسؿ قصيرة , 
 ائي الحيوي التشخيص الكيمي

( إلى ٕأشارت النػػتائج المبينة في الجدوؿ )
الفحوصات الكيميائية الحيوية والتي اعتمدت 

وفقا لما  K. planticolaلتاكيد نوع العزلة  
 ( .ٕٓجاء في )

 Capsuleالتحري عف وجود المحفظة 
أظيرت النتائج أف جميع العزلات قد امتمكت 
المحفظة بعد اف تـ التحري عف وجود 

لمحفظة باستعماؿ طريقة التصبيغ السالب ا
Negative staining  ويوضح الشكؿ ,

( مسحة لأحدى ىذه العزلات مصبوغة ٕ)
بطريقة التصبيغ السالب باستعماؿ الحبر 
اليندي إذ تلاحظ المحفظة بشكؿ ىالة 
شفافة تحيط ببقية جسـ الخمية البكتيرية في 

 (.(6حيف تظير الأرضية سوداء معتمة  
 عف متعدد السكريد المحفظي كمياً. التحري

بالرغـ مف اف طريقة التصبيغ السالب أثبتت 
امتلاؾ جميع العزلات محفظة ألا انو كاف 
لابد مف التحري عف متعدد السكريد 
المحفظي كميا لاختيار أكفأ العزلات 
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 بالإنتاج, لذا فقد أجريت طريقة قياس كمية

 Galacturonic  حامض الكالكتًًٌرًنك

acid  قٌد الدراسة  لة المختارةالعز

ًمقارنتيا مع المنحنً القٌاسً لتراكٌز 

.(11) محضرة من ىذا الحامض

 
اختيار العزلة الكفوءة في انتاج متعدد 

 :السكريد المحفظي
مف بكتريػػػػػا  Kp4تـ اختيار العزلة 

K. planticola ( وذلؾ مف ٖجدوؿ )
خلاؿ صفات نموذجية في الفحوصات 

ثناء الكيميائيو  الحيوية التي أجريت ليا وا 
اختبارىا عف كفاءتيا في أنتاج حامض 
الكالكتويورونؾ واحتوائيا عمى محفظة كبيرة 
الحجـ وثبات صفاتيا الزرعية طيمة فترة 

 البحث.
استخلاص وتنقية متعدد السكريد المحفظي   

Capsular polysaccharides 
(CPS): 

مع خلاصة   BHIوجد اف وسط 
ر المالتوز كاف وسط ملائـ الخميرة وسك

.  كما يعد استخداـ CPSلانتاج 
Cetavlon  ضرورياً في عممية فصؿ متعدد

السكريد المحفظي. في حيف اف الأحماض  
النووية الموجودة تتـ إزالتيا بترسيبيا بكحوؿ 

ethanol جمع متعدد السكريد المحفظي .
CPS   بمعاممتوethanol  ّـَ التخمص ثـ ت

تينات مف خلاؿ فصميا مف بقايا البرو 
بمذيبات عضوية ىي مزيج مف كموروفورـ 

( عمى التوالي .أثبتت ىذه ٔ:٘بيوتانوؿ ) -
الطريقة كفاءتيا بالحصوؿ عمى متعدد 

 Purified CPSالسكريد المحفظي النقي 
ّـَ التأكد نوعياً مف وجوده بإجراء اختبار  وت

 . )ٕٔ ( Molish testمولش 

كريد المحفظي اف تركيز متعدد متعدد الس
تـ تقديره   Purified CPSالمنقى 

حامض الكبريتيؾ  –باستعماؿ طريقة الفينوؿ
مف   Dubois et al., (1956)المركػػػز 

خلاؿ رسـ العلاقة بيف تراكيز الكموكوز 
القياسي والامتصاصية عمى طوؿ موجي 

نانوميتر إذ وجد اف تركيز متعدد  ٜٓٗ
ّـَ  الحصوؿ  السكريد المحفظي المنقى الذي ت

 مغـ/مؿ. 167عميو بمغ 
المنقى  CPSتأثير متعدد السكريد المحفظي 

الخلايا البمعمية متعددة  قابمية نموعمى 
 .(PMNs)أشكاؿ النوى 

اظيرت النتائج التي تـ الحصوؿ عمييا 
بعد معاممة الخلايا البمعمية متعددة أشكاؿ 

مغـ/مؿ  (ٓٓٔ,ٓ٘,ٕٓ,ٓٔ,٘بالتراكيز )
ولمدة  CPSمحفظي مف متعدد السكريد ال

( إف ٗساعة واحدة, الجدوؿ )
/مؿ مف متعدد مايكروغراـ( ٓٔ,٘التراكيز)

لػـ تكف ذات تأثيرا معنويا  السكريد المحفظي
 (PMN)في قابمية النمو لمخلايا البمعمية 

( في الوقت الذي كاف p<0.05بمستوى )
مغـ/مؿ تأثيرا  ٓٓٔ, ٓ٘, ٕٓلمتراكيز 

مو بمستوى معنويا في قابميتيا عمى الن
(p<0.05)   حيث انخفضت النسبة المئوية

قابمية النمو ىذه الخلايا مقارنة مع معاممة 
السيطرة وكذلؾ الحاؿ عند استخداـ التركيز 

/مؿ إذ انخفضت النسبة مايكروغراـ ٓٓٔ
 المئوية قابمية النمو الخلايا البمعمية مف 

( (83.6في معاممة السيطرة إلى  96.8
/مؿ عمى ايكروغراـم ٓٓٔعند التركيز 

التوالي, كما يلاحظ مف الجدوؿ انو لا توجد 
( بالنسبة (p<0.05فروؽ معنوية بمستوى 
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  مغـ/مؿ. ٕٓو  ٓ٘ التركيزيفبيػف  (PMNs)المئوية قابمية النمو الخلايا 
 

 CPSتأثير متعدد السكريددد المحفدظدي 
 :المنػػقى المنػػقى عمى عممية التياـ الخميرة

Candida albicans 
تاثير   ٘جدوؿ في نتائج الموضحة البينت 

CPS   المنقى عمى عممية التياـ الخميرة
اف معدلات معامؿ البمعمة   ٖكما في شكؿ 

(Phagocytic Index PI)  لخلايا
PMNs ( 10 ,20 ,50المعاممة بالتراكيز, 

/مؿ مف مستضد متعدد مايكروغراـ( 5
السكريد المحفظي لفترات زمنية مختمفة 

ارنة بالسيطرة.إذ يلاحظ مف الجدوؿ اف مق
معامؿ البمعمة يزداد مع زيادة الزمف تدريجياُ 

 ٜٓبشكؿ معنوي حتى وصؿ أقصاه عند 
دقيقة  ٕٓٔدقيقة ثـ عاد لينخفض خلاؿ 

ولجميع التراكيز المستعممة ومف ذلؾ يلاحظ 
أف ىناؾ علاقة وثيقة بيف عامؿ الوقت 

لالتياـ ومعامؿ البمعمة واف كفاءة الخلايا ل
تزداد بمرور الوقت ,فيما تبدأ بعد الدقيقة 

بفقداف قدرتيا عمى الالتياـ , وقد برر  ٜٓ
إلى زيادة  Lock et al., (1990)ذلؾ 

تركيز الانزيمات الحالة والمواد السامة التي 
تنتج مف قبؿ الخلايا نفسيا نتيجة ىذه 
العممية.  وبينت اف ىناؾ انخفاض معنوي 

بزيادة التركيز  (p<0.05)عمى مستوى 
ولجميع الأوقات المستخدمة بالتجربة كما 
لوحظ عدـ وجود فرؽ معنوي بمستوى 

(p<0.05) ( 10,5بيف التركيزيف) 
( ٕٓٔ,ٜٓ/مؿ في الزمف )مايكروغراـ

دقيقة. اف عممية البمعمة تتـ بواسطة الخلايا 
الوحيدة النواة في الدـ التي تتحوؿ الى خلايا 

ليا الى الانسجة البمعـ الكبير عند وصو 
وتقوـ بعممية البمعمة, ويمكف قياس فاعمية 
ىذه الخلايا ونشاطيا مف خلاؿ عممية 

الالتياـ وقابميتيا عمى التخمص مف الجراثيـ 
والأجساـ الغريبة الداخمة لمجسـ بما يعرؼ 

. Phagocytosis (1)بعممػية البمعػمػة 
يوفر متعدد السكريد المحفظي لمبكتريا حاجزا 

يا ضد عممية البمعمة فيزيائ
antiphagocytic barrier  يعترض عممية

ارتباط مكونات العامػؿ المتمػػـ مع مستممػػاتيا 
 .(2)عمى الخلايػػا البمعمية 

عمى  CPSتأثير متعدد السكريد المحفظي 
ىجرة الخلايا البمعمية متعددة أشكاؿ النوى 

(PMNs). 
( الى تأثير ٙاشارت النتائج في جدوؿ )

السكريد المحفظي المنقى عمى ىجرة متعدد 
وعامؿ تثبيط  (PMNs)الخلايا البمعمية 

 Migration Inhibition Factorاليجرة 
MIF)  حيث بينت اف التراكيز )

/مؿ مف متعدد مايكروغراـ( ٘,ٓٔ,ٕٓ)
السكريد المحفظي المنقى أدت إلى زيادة في 
قطردائرة اليجرة عندما بمغت 

التوالي (ممـ عمى (16.87,17.6,18.5
وتعد ىذه الزيادة معنوية بمستوى 

(p<0.05) ( ٘لمتركيز )مؿ مايكروغراـ/
مقارنة مع معاممتي السيطرة السالبة 

( في حيف اف الزيادة (PHAوالموجبة 
/مؿ غير مايكروغراـ( (20,10لمتركيزيف 

مقارنة مع  (p<0.05)معنوية بمستوى 
معاممة السيطرة السالبة وأدى التركيز 

/مؿ إلى انخفاض معنوي غراـمايكرو (ٓ٘)
في قطر دائرة اليجرة  (p<0.05)بمستوى 

مقارنة مع معاممة السيطرة, وسجمت 
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اقؿ قيمة  Phytohemagglutinn (PHAالمعاممة بمادة )
( التي تـ الحػصوؿ عمييا مع القيـ MIFممـ. وعند مقارنة قيـ ) ٕٔ.ٛحيث بمغت 

 Bures etالقياسية المعتمدة والواردة في )
al., (1986 :والتي ىي كالأتي  

 

  .طبيعية : ىجرة1.2– 0.8مف MIFقيـ
  : تحفيز اليجرة.ٕ –1.2مف MIF يـق

 : تثبيط لميجرة.ٛ.ٓ –مف صفر MIFقيـ 
النتائج اف جميع تراكيز متعدد  نتبي

السكريد المحفظي كانت ضمف الحدود 
مؿ \مغـ (ٓ٘التركيز ) عداالطبيعية لميجرة 

فأنيما  (PHA)وجبة ومعاممة السيطرة الم
وقعا ضمف القيـ المثبطة لميجرة. يتضح اف 

/مؿ مف مايكروغراـ ((50كؿ مف التركيز 
متعدد السكريد المحفظي المنقى أدى إلى 

ىجرة عشوائية  (PMNs)ىجرة الخلايا 
مقارنة بمعاممة السيطرة الموجبة.أف عممية 

( (PMNsتثبيط ىجرة الخلايا البمعمية 
ـ بمساعدة الخلايا داخؿ الجسـ الحي تت

لاف إفراز  (Th)الممفاوية التائية المساعدة 
مف قبؿ الخلايا  (MIF)عامؿ تثبيط اليجرة 

(T-cell)  يؤدي إلى تثبيط ىجرة الخلايا
. (22)البمعمية عف موقع حػػػػػػػػدوث الالتياب

 Tumorويعد عامؿ التنخر الورمي 
Necrosis Factor TNF)   ىو )

رة خلايا الدـ العدلة المسؤوؿ عف تثبيط ىج
تحت الاكاروز بدليؿ اف الأضداد المحضرة 
ضد ىذا العامؿ ىي الوحيدة القادرة عمى 

 .)ٖٕ(معادلة إزالة فعالية ثبيػػط اليجرة 

  الادتنتاجات 

 Klebsiellaأظيرت عزلات بكتريا 
Planticola   وامتلاكيا جميع العزلات

. أدى استخداـ التراكيز capsuleمحفظو 
المنقى في   CPSمفة مف مستضدي المخت

ىذه الدراسة الى تحفيز الاستجابة المناعية 
اللانوعية مف خلاؿ زيادة وظائؼ وفعاليات 
الخلايا المناعية المستخدمة واعتمد مدى 
التحفيز عمى تركيز ىذه المستضدات لذا 
فمف الممكف الاستفادة مف ىذه المستضدات 
كمعدلات مناعية 

(Immunomodulators). 
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المنحنى القياسي لتقدير تركيز حامض الكالكتويورونؾ الموجود في  .1شكل 
.متعدد السكريد المحفظي  

  . Capsuleتوضح المحفظة K. planticolaمسحة لبكتريا   .2شكل 

y = 0.022x
R² = 0.998
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 .C. albicansالممتيمة لخلايػا خمػػيرة  (PMNs)خلايا  .3شكل 

 المعزولة في الدراسة K. planticola( : الصفات المظيرية لبكتريا 1جدول )

Isolates MacConky agar Blood Agar Morphology 

K. planticola Pink colony mucoid White colony Bacilli 

 

 المعزولة في الدراسة. K. planticolaالصفات الكيميائية الحيوية لأنواع بكتريا : 2 جدول

 K. planticola الاختبار

Oxidase - 

Catalase + 

Indole - 

Methy Red + 

Vogas-Proskawer + 

Simmon Citrate + 

Urease + 

Malonate + 

TSI A/A+ gas no H2S 
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    لكتويورونؾ الموجود في متعدد السكريد المحفظي لعزلات بكتريا تراكيز حامض الكا .3جدول 
K. planticola 

Galacturonc acid  تركيز رقم العزلة /مل( مايكروغرام)  

Kp1 25 

Kp2 18 

Kp3 27 

Kp4 29 

 

باستخداـ تراكيز  (PMNs)النسبة المئوية لقابمية النمو الخلايا البمعمية متعددة النوى  .4جدول 
 المنقى. CPSة مف متعدد السكريد المحفظي مختمف

 ((CPSتركٌز

/مل(ماٌكروغرام)  

الخلاٌا البلعمٌة متعددة النوى )المعدل  النسبة المئوٌة لقابلٌة النمو

الانحراف المعٌاري(±  

 a           0.00±  8..9 صفر  سٌطرة ل

5 9..0  ±0.40           a 

01 92.8  ±0..0            a 

21 93.2  ±0.80            b 

51 90..   ±0.82              b 

011 82..  ±4.00           c 

 

)مقارنة بيف  (p<0.05) معنوية فروؽ وجود عدـ عمى دلالة المتشابية الإنكميزية الأحرؼ
 .المعاملات المختمفة(

 



2011انسُخ         1انعدد         3انًجهد                              يجهخ كهٛخ يدُٚخ انعهى انجبيعخ             
 

75 
 

 C. albicans عمى بمعمة خميرة  CPSتأثير مستضد  .5  جدول

 (CPS)ز تركٌ

 /مل(روغرامماٌك)

 %  (PIمعامل البلعمة )

 وقت التعرض

80 20 70 860 

 0.29±  63.68 صفر سٌطرةل

A 

24.21 
±2.35 

A 
22.96 ±1.64 

A 
26.33 ±0.24 

a 

5 64.52 ±0.46 

A 

23.44 
±0.82 

A 
85.22 ±2.66 

B 
83.45 ±2.20 

b 

10 61.31 ±1.99 

A 

25.25 
±0.99 

B 
86.22 ±0.58 

B 
84.6±0.04 

b 

20 54.45 ±1.52 

B 

62.93 
±0.43 

C 
23.20 ±2.53 

C 
22.8 ±0.36 

C 

50 53.25 ±2.36 

B 

64.60 
±2.40 

D 
66.68 ±0.5 

D 
65.42 ±0.5 

D 

المعاملات المختمفة  /)مقارنة بيف(p<0.05)وجود فروؽ معنوية  عدـ الأحرؼ الإنكميزية المتشابية دلالة عمى
 الانحراؼ المعياري(±, ,)المعدؿ لكؿ عمود(

 

  ( تحت  PMNsتأثير متعدد السكريد المحفظي المنقى عمى ىجرة الخلايا البمعمية ) .6جدول 

 .الاكاروز            

 (CPS) تركيز 
 مغم/مل

 قطر منطقة اليجرة )ممم(
 عامل تثبيط اليجرة

(MIF) 
 a 1        ٖٗ.ٔ ± ٛٙ.ٚٔ صفر)سيطرة سالبة (

٘ ٕٓ.٘ٓ  ±ٓ.ٖ٘       b 1.102 
ٔٓ ٔٛ.ٔٚ  ±ٓ.ٕٗ      ab 1.053 
ٕٓ ٔٚ.ٜٚ  ±ٓ.ٕٙ       a 1.019 
٘ٓ ٔٔ.٘ٙ  ±ٓ.ٙٙ       c 0.775 

PHA )سيطرة موجبة(   ٛ.ٕٔ    ±ٓ.ٕٗ       d 0.464 
( / )المقارنة بيف المعاملات المختمفة p<0.05الأحرؼ الإنكميزية المتشابية دلالة عمى عدـ وجود فروؽ معنوية )

 الانحراؼ المعياري(±,)المعدؿ (
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Abstract 

Four isolates of K. planticola were obtained from research center; Al-

Nahrrin University and University of Baghdad, they were re-

identification according to the cultural, biochemical properties. One 

isolate (Kp4) was selected to be used in the following experiments due to 

its efficient production of Galacturonic acid (29) µg/ml, typical 

biochemical characteristics and its consistent properties along the period 

of study. Extraction and purification of capsular polysaccharides (CPS), 

Brain Heart Infusion broth with was used to produce CPS. The CPS was 

extracted by Cetavlon and was purified by alcohols, the purified CPS 

concentration was estimated reached to (167) µg/ml. Effect of the 

purified CPS concentrations (5,10,20,50)µg/ml which was isolated from 

K. planticola (Kp4) on the immune response (in vitro) were investigated. 

The following (in vitro) immunological tests were performed; viability of 

polymorphonuclear cells (PMNs), phagocytosis of Candida albicans , 

migration of (PMNs) under Agaros, the results showed that: 

-The concentrations of CPS (20, 50) µg/ml decreased the viability 

percentage of (PMNs), Phagocytic Index (PI) with significant differences 

(p<0.05) in comparison to the control treatment. The concentration (50) 

µg/ml inhibited the migration of (PMNs)  

-The concentrations of CPS (5, 10) µg/ml increased (Phagocytic indexI), 

with significant differences (p<0.05) in comparison to the control 

treatment. 
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