
 

 

 Bioassay of hepatotoxin                 الكبدي الذيفان فعالية اختبار 3-2-7
 Liver function) الكبد وظيفة اختبار اجراء خلال من الكبدي الذيفان فعالية اختبار تم 

test)، الكبد انزيمات تركيز تقدير تضمن والذي (GPT,  GOT, ALP).  
 لكل فئران 6 وبواقع مجاميع ثلاث إلى الاختبار لهذا المخصصة الفئران قسمت 
 من لكل فأرة مل 1.0/ممايكروغرا 011 بـ مجموعة كل من فئران ثلاث حقنت مجموعة،
 بـ الاخرى الثلاثة الفئران حقنت حين في ،(Intravenous) الوريد في الكبدي الذيفان مستخلص

 سحب تم .الفقرة في المحضر الشحمي ريدالسك عديد مستخلص من مل 1.0/ مايكروغرام 011
 المجموعة فئران من الدم جمع اذ وتشريحها، الاثير اثيل بثاني الفئران تخدير بعد القلب من الدم

 الثالثة المجموعة اما ايام خمسة مرور بعد الثانية المجموعة ومن ،يومين مرور بعد الاولى
 كسيطرةالفوسفات  دارئ محلولب فئران ثلاث حقنت كما ايام، عشرة مرور بعد الدم منها فسحب

(kita et al., 1990) .ليتخثر  تبعد جمع الدم بالأنابيب المعقمة والخالية من مانع التجلط ترك
في انابيب حفظ  ووضعالمصل جمع  دورة/ دقيقة. 3000دقائق بسرعة  5لمدة نبذت الدم بعدها 
 .(Frei et al., 1995)العينات 

 اشرطة باستعمال (Reflotron) جهاز باستخدام الكبد انزيمات تركيز تقدير تم
(Strips) شركة من ةمجهز  انزيم لكل خاصة (Roche Diagnostic Ltd, Germany). اذ 

 المكان في الشريط ادخل ثم الشريط، في خاص مكان على المصل من مايكروليتر 50 وضع
 تركيز تمثل وهي القراءة ظهرت ثانية 041 مرور وبعد ، (Reflotron) جهاز في المخصص

 .المصل في الانزيم
 مختبريال الحيوان في المرضية الدراسة 3-2-8

                                      Pathological study in lab animal 
  50LD للنصف المهلكة الجرعة تحديد  3-2-8-1

 C. jejuni لبكتريا 50LD للنصف المهلكة الجرعة تحديد  3-2-8-1-1
 البكتيري العالق تحضير -1

 اليفة ظروف في وحضن( 3) البكتيرية العزلة من نقي بمزروع البروسيلا مرق وسط حلق
 6111 بسرعة بالمنبذة الخلايا ترسيب تم بعدها ساعة 44 لمدة ºم 45 بدرجة القليل الهواء
 الفوسفات دارئ محلولب مرتين الخلايا غسلت ثم ºم 4 رارةـح بدرجة دقيقة 31 لمدة دقيقة/دورة



 01 رقم القياسية كفرلاندم وبةأنب مع المتكونة العكورة مقارنة تم عندها نفسه بالدارئ بعدها وعلقت
 سلسلة منه عملتوبعد الحصول على العكورة المناسبة   1010 × 3 تقريبي عدد تحوي التي

 .مل/خلية (601 و 701 ،401،901)  التالية الخلوية التراكيز على للحصول عشرية تخافيف
 50LD للنصف المهلكة الجرعة لتحديد البكتيري بالعالق الفئران حقن -2

 1فئران لكل مجموعة وحقنت كل مجموعة بواقع  5مجاميع وبواقع  5قسمت الفئران إلى 
داخل الغشاء  ( خلية/مل 0101و 910 ،810 ،710 ،610 ) لكل فأرة بأحد التراكيز البكتيرية مل

 محلول دارئ الفوسفات، أما مجموعة السيطرة فقد حقنت ب (Intraperitoneum)البريتوني 
أيام تم حساب الفئران الميتة والحية ضمن المجموعة  6، وبعد مرور لكل فأرة مل 1بواقع 

  Reed and Muenchحسب ما جاء في بالواحدة، وتم إيجاد الجرعة المهلكة للنصف 
(1938). 

  الكبدي للذيفان  05LD المهلكة للنصف الجرعة تحديد 3-2-8-1-2
 ،311 ،511 ،011) التالية التراكيز منه وحضرت الكبدي الذيفان من خزين رض  ح  

من  مل 0.5 حقن مث الفوسفات، دارئ محلول بوساطة مل/ مايكروغرام( 611 و 011 ،411
 السيطرة مجموعة أما، (Intraperitoneum)داخل الغشاء البريتوني فئران 5 وبواقع تركيز كل

 وبعد فأرة، لكل سفاتالفو  دارئ محلول من مل 0.5 بـ حقنت فقد أيضا   فئران 5 من المتكونة
 تحديد عندها وتم الواحدة المجموعة ضمن والحية الميتة الفئران عدد حساب تم أيام 5 مرور
 Reed andحسب ما جاء في ب الكبدي الذيفان لمستخلص 50LDالمهلكة للنصف  الجرعة

Muench  (1938). 
 الكبدي والذيفان البكتيري العالق من لكل المرضية التأثيرات دراسة 3-2-8-2

 وكذلك خلية/مل 810 بـ المحقونة الفئران على بدت التي المرضية التأثيرات درست 
 السيطرة، فئران مع بالمقارنة الكبدي الذيفان من مل 0.5مايكروغرام/ 411 بـ المحقونة الفئران

 :يلي ما المرضية التأثيرات وتضمنت
  الظاهرية المرضية التغيرات 3-2-8-2-1

 ذلك بعد وتم البكتيري بالعالق المحقونة لفئرانا على البادية المرضية العلامات لوحظت
 العلامات وجود لتعيين المجردة بالعين الفحص إلى الداخلية الأحشاء وعرضت الفئران تشريح

  .السيطرة بفئران مقارنة عضاءالأ على الطبيعية غير أو المرضية

  النسيجية المرضية التغيرات 3-2-8-2-2



(. الطحال الكبد، الامعاء،) الاعضاء انسجة في المرضية التغيرات دراسة تمت
 القطع تتثب اذ. لها النسيجية عالمقاط لتحضير Humason (1972) طريقة استخدمتو 

 نفورمالي% 01 محلول فـي مباشرة بغمرها المعاملة للفئران والامعاء والطحال الكبد من المأخوذة
 بتركيز دةعاتصالم الكحولات من سلسلة في مررتو  الجاري بالماء تغسل ثم .ساعة 54 لمدة
 ترويقها وتم تركيز، كل في ساعتين دةـلم (%011و %91و %41و% 71و% 01)

(Clearing) تغيير عم ساعات 3 لمدة فيه طمرتو  بالبرافين بعدها وشبعت ساعة لمدة بالزايلول 
 جهاز باستعمال مايكروميتر 6 بسمك شرائح إلى القوالب قطعت. ساعة كل مرة البرافين شمع

 لسيرينغال مادة باستخدام نظيفة زجاجية شرائح على تثبيتها وتم (Microtome) المشراح
 01 لمدة الزايلول في الشرائح بغمر وذلك الكحولي والايوسين يماتوكسلينهال بصبغة صبغتو 

 %(011و71%،91%) (Hydration) الاثيلي الكحول تراكيز من متدرجة سلسلة ثم ،دقائق
 0 لمدة بالهيماتوكسلين بعدها صبغت دقيقة لمدة مقطر ماء في بعدها تركيز كل في دقيقة لمدة
 صبغت .مقطر ماء أعقبة ،حنفيةال بماء هبعد محمض بكحول ثم حنفيةال بماء وغسلت دقائق
 دقيقتين لمدة%( 011و%91،%71) الاثيلي كحولبال مررت ثم دقيقة لمدة بالايوسين الشرائح

 ثم الشريحة وغطاء مبلس كندا ووضع الشرائح جففت ،دقائق 01 دةـلم الزايلولب وغمرت منها لكل
 .الضوئي بالمجهر فحصت

 C. jejuni بكتريا لمستضدات الارنب في المناعية الدراسة 3-2-9
 البكتيرية المستضدات تحضير 3-2-9-1

 السكريد عديد ( ومستضد4-2-3مستضد الذيفان الكبدي المحضر في الفقرة ) استخدم 
رام ( اما المستضد السطحي للبكتريا السالبة لصبغة غ5-2-3في الفقرة ) المحضر الشحمي

-Svanborg لطريقة وفقا   حضر فقد (Heat killed bacterial antigen) المقتول حراريا  

Eden  ( كما يلي2002من الذهب ) المحورة( 5895)وجماعته:- 
 .اغار الدموسط يرية على بكتحضرت مزرعة نقية للعزلة ال .1
على سطح الطبق الحاوي على المزرعة  %0.5 مل من محلول الملح الفورماليني 6اضيف  .2

 البكتيرية ثم جرف النمو من على سطح الطبق بوساطة عروة ناقلة معقمة.

 دقائق. 3جمع المغسول بشكل عالق ومزج باستعمال جهاز المازج لمدة  .3
 دقائق. 5دورة/ دقيقة لمدة  4000مل من العالق ونبذ مركزيا  بسرعة  5 اخذ .4
نبذ من محلول الملح الفورماليني و  مل 5 رض غسله بوساطةق الراسب لغاهمل الرائق وعل .5

 دقائق. 5دورة/ دقيقة لمدة  3500مركزيا  بعد ممازجته بسرعة 



 بجهاز المازج. من محلول الملح الفورماليني ومزج مل 5وعلق الراسب بـالرائق  اهمل .6
 العالق ووضع في انبوبة وتم مقارنته مع جهاز قياس العتومة من مل 0 اخذ .7

(WHO standard opacimeter)   اكمل الحجم في الانبوبة بإضافة محلول الملح و
الفورماليني الى ان تصبح عتومة العالق مساوية لعتومة الانبوبة القياسية فيصبح التركيز 

 دقائق. 3مزج بجهاز المازج لمدة  ثم وحدات دولية. 10النهائي للعالق المستضدي 
 .دقيقة 30لمدة  ºم 60 حرارة ئي بدرجةوضع العالق المستضدي في حمام ما .8

على العالق المستضدي بأخذ ملئ عروة الناقل  (Sterility test)تم اجراء فحص العقم  .9
 لمدة ºم 42المعقمة من هذا العالق وخططت على وسط اغار الدم، ثم حضنت بدرجة حرارة 

ساعة، في حالة عدم ظهور النمو البكتيري يكون المستضد المحضر جاهزا  للاستعمال  49
 جميع المستضدات المستخدمة في هذه الدراسة.لوقد اجري فحص العقم 

 التمنيع برنامج 3-2-9-2
المحضرة سابقا  C. jejuni  من مستضدات بكتريامستضد ارانب  لكل  اربعةحقنت  

 الى اضافة( الكبدي الذيفان ومستضد الشحمي السكريد عديد مستضد المقتول، المستضد)
 Bradshow طريقة بحسب 0:0 بنسبة  (Difco/USA)   شركة  CFA المناعي المساعد

 الطبيعي الملحي بالمحلول ارانب ثلاثة حقنت كما( 5116) الذهب من والمحورة( 0996)
 (.4-3) الجدول في مبين كما كسيطرة

 التجربة المناعيةتصميم ( 4-3)جدول 
 المجاميع

مستضد عديد  المستضد المقتول المعاملات
 السكريد الشحمي

مستضد الذيفان 
 الكبدي

 السيطرة

 3 4 4 4 عدد الحيوانات

 0 مكغ/ملغم5 مكغ/ملغم 5.5 مل/وحدات دولية01 التركيز

كمية 
 الجرعة

الاسبوع 
 الاول

من  0.5مل) 5
من  0.5المستضد+ 

 المساعد المناعي(

من  0.5مل)  5
من  0.5المستضد+ 

 المساعد المناعي(

من  0.5مل)  5
المستضد+ 

من المساعد 0.5
 المناعي(

مل من المحلول  5
 الملحي الطبيعي

الاسبوع 
 الثاني

 مل من المستضد 5 مل من المستضد 5
مل من  5

 المستضد
 



الاسبوع 
 الثالث

 مل من المستضد 5 مل من المستضد 5
مل من  5

 المستضد
 

 موقع الحقن

مل في  0.25
 العضلة اليمنى

مل في  0.25
 العضلة اليمنى

مل في  0.25
 العضلة اليمنى

مل في  0.25
 العضلة اليمنى

مل في  0.25
 العضلة اليسرى

مل في  0.25
 العضلة اليسرى

مل في  0.25
 العضلة اليسرى

مل في  0.25
 العضلة اليسرى

 مل تحت الجلد 0.25 مل تحت الجلد 0.25
مل تحت  0.25

 الجلد
مل تحت  0.25

 الجلد
 لرقبةا تحت 0.25 تحت الرقبة 0.25 تحت الرقبة 0.25 تحت الرقبة 0.25

فـي الـدم  نصـف كميـة وضـعو  القلب طعنة بوساطة الأرانب من الدم سحب تم -الاسبوع الخامس:
إذ تركت الأنابيب في درجة حـرارة  للحصول على المصل، خثربدون مانع تنظيفة ومعقمة أنابيب 

 5دورة/ دقيقــة لمــدة  3000الغرفــة ليتخثــر الــدم وبعــدها وضــعت فــي جهــاز النبــذ المركــزي بســرعة 
دقيقة، ثم تم فصل المصل بوساطة أنابيب باستور المعقمة ووضع في أنابيب جمـع العينـات التـي 

المناعيــة الجهازيـة، وتركيـز  تم حفظها في التجميد لحـين الاسـتعمال لغـرض تقـدير عيـار الأضـداد
. بينمـا IL-12و IL-8وتركيز الحركيات الخلوية الجهازيـة  ،IgAو IgGالاضداد المناعية الجهازية 

 للحفــاظ علــى الــدم تخثــرمــانع نظيفــة ومعقمــة وذات أنابيــب  وضــع النصــف امخــر مــن الــدم فــي
ي وفــي اختبــار تثبــيط هجــرة لغــرض اســتعماله فــي اختبــار الفعاليــة البلعميــة واختبــار التشــكل الزهــر 

 خلايا الدم البيض.
فــي  ووضــع الاثنــي عشــرتــم اخــذ و  وانــات بعــد تخــديرها بثــاني اثيــل الايثــرالحي شــرحتثــم  

المناعيــة ارفرازيــة مــن الاضــداد  طبــق بتــري حــاوي علــى محلــول الملــح الفورمــاليني لغــرض فصــل
البـيض فصل الخلايـا و ، ارفرازية ار الأضداد المناعيةوذلك لاستعمالها في تقدير عي الاثني عشر

اللمفيــة ار تثبــيط هجــرة خلايــا الــدم البــيض وفصــل الخلايــا اختبــرجــراء اختبــار النشــاط البلعمــي و 
 ي. رجراء اختبار التشكل الزهر 

 عشر الاثني من الافرازي الضد استخلاص 3-2-9-3
 ارفرازي: الضدفي استخلاص Mancini (0960 )استخدمت طريقة 

و  %0.5على محلول الملح الفورماليني  اطباق بلاستيكية نظيفة تحتوي في وضع العضو .1
 طوليا باستخدام مقص نظيف. تفتح

 .الطبيعي يمحلول الملحالمحتوياته بالغسل ب تنظف .2



  (Mucosal layer)الطبقة المخاطية  تجرفل من محلول الملح الفورماليني و م 10 وضع .3
 عمل عالق.ثم 

 .دقيقة 30لمدة  دقيقةدورة/ 3500بسرعة  المنبذةالعالق في جهاز نبذ  .4

 .6 %بتركيز  PEGحجم مساو من مادة  ف اليهأخذ الرائق وأضي .5

 بدرجة حرارة الغرفة. دقيقة 30مدة ترك  .6

 .دقيقة 30لمدة  دقيقة/دورة 3500بسرعة  نبذ .7
 الاضدادرذابة  %0.5مل من محلول الملح الفورماليني  1ب الراسب في أهمل الرائق واذي .8

 .وحفظ في التجميد لحين الاستعمال المناعية ارفرازية

 
 
 
 عشر الاثني من البيض الدم خلايا فصل 3-2-9-4

لفصل خلايا الدم البيض من الاثني Skoog and Beck  (1956)استخدمت طريقة  
 عشر كما يلي:

 .3%من الدكستران  ف اليه حجم مساو( اعلاه و أضي5خذ الراسب المتكون في الفقرة )أ .1
 دقيقة بدرجة حرارة الغرفة. 20ترك مدة  .2
 .دقائق 5دورة/ دقيقة لمدة  2000بسرعة أخذ الرائق ونبذ  .3

 .وحفظ لحين الاستعمال الطبيعي يمحلول الملحالمل من  1الراسب في  اذيب .4
 Haematocrite)بجهاز  تنبذو انابيب شعرية بالمحلول اعلاه ت ملأ .5

microcentrifuge)   ى راسب المواد الافرازية.لدقائق للحصول ع 10لمدة 

 المناعية الاختبارات 3-2-9-5
 Tube agglutination test                     اختبار التلازن بالانابيب 3-2-9-5-1

باســـتعمال التخـــافيف العشـــارية والثنائيـــة المتسلســـلة بـــين مستضـــد هـــذا الاختبـــار  إجـــراء تـــم 
الجهازية وارفرازية المستحصلة من الأرانب الممنعة لتحديد عيار الضد  ضدادلاالبكتريا المقتول وا

 . (Garvey et al., 1977)المتخصص 
 الجهازية ضدادللأاختبار التلازن بالانابيب  3-2-9-5-1-1

 وكالاتي:   ( 5811وجماعته ) Garveyلطريقة  اجري هذا الاختبار وفقا        
الى طبيعي لامل من المحلول الملحي  0.9انبوبا  زجاجيا  نظيفا  ومعقما ، اضيف  55 اخذ .1

 مل من هذا المحلول الى بقية الانابيب. 0.5 اضيف بينما الانبوبة الاولى



 الى الانبوبة الاولى و مزجت محتويات الانبوبة جيدا.الممنع  مل من المصل 0.1اضيف  .2

ونقل  مزجت محتويات الانبوبة جيداالانبوبة الثانية و  ة الاولى الىمل من الانبوب 0.5 نقل .3
 .حادية عشرهكذا الى الانبوبة المل الى الانبوبة الثالثة و  0.5منها 

، 40:1، 10:1،20:1 الى الخارج ليصبح تسلسل التخافيف لعاشرةمل من الانبوبة ا 0.5نقل  .4
80:1، 160:1 ،320:1 ،640:1 ،5290:5 ،5 :2520، 0 :0051. 

وحدات دولية الى  10المحضر بتخفيف  مل من المستضد البكتيري المقتول 0.5 يفاض .5
 الانابيب اعلاه.

بعد ذلك لوحظت ساعة و  24لمدة  ºم 37بدرجة حرارة  مزجت الانابيب جيدا وحضنت .6
اذا حركت الانبوبة حركة خفيفة ادت الى ف النتيجة بظهور لزائن متكتلة في قعر الانبوبة

اما اذا  ،يدل على ايجابية الاختبار دف مع بقاء الانبوب رائقا  فانهبشكل نهذه اللزائن  تطاير
يدل على عدم وجود  فانه ضبابية للأنبوبلراسب بشكل متجانس مسببا  عكورة و تطاير ا

بين  اخر تخفيف اظهر تفاعلا ايجابياتفاعل ضدي ملزن للمستضدات بعدها تم تسجيل 
 .(Titer)أي العيارالضد المتخصص والمستضد 

مل من المحلول الملحي  0.5ة الانبوب تمثل سيطرة سالبة ومحتويات هذه 55الأنبوبة رقم  .7
 .مل من المستضد البكتيري المقتول 0.5الطبيعي و

 الافرازية للأضداد لتلازن بالانابيباختبار ا 3-2-9-5-1-2
 وكالاتي:    (5811وجماعته ) Garveyلطريقة  اجري هذا الاختبار وفقا   

 لول الملحي الطبيعي.حمن الم مل 0.2اضيف اليها انبوبا  زجاجيا  نظيفا  ومعقما ،  55 اخذ .1

 مل من عالق الاضداد الى الانبوبة الاولى و تم مزج محتوياتها جيدا. 0.2اضيف  .2
نية الى الثالثة وهكذا من الثاة الاولى الى الانبوبة الثانية و مل من محتويات الانبوب 0.2نقل  .3

 .الى العاشرة

،  5:5،2:1الى الخارج فاصبح تسلسل التخافيف  من محتويات الانبوبة العاشرة مل 0.2نقل  .4
4:1 ،8:1، 16:1 ،32:1 ،64:1 ،529:5 ،5 :252، 0 :005. 

 الى الانابيب كلها المذكورة اعلاه.المقتول  مل من عالق المستضد 0.2 اضيف .5
 بعدها سجلت النتيجة. ساعة 24 لمدة ºم 37 بدرجة حرارة مزجت الانابيب جيدا وحضنت .6

مل  0.2محتويات هذه الانبوبة محلول الملح الطبيعي  تمثل سيطرة سالبة و  51الانبوبة رقم  .7
 مل من المستضد البكتيري. 0.2و

 اختبار التلازن الدموي غير المباشر )المنفعل( 3-2-9-5-1-3
Indirect ( Passive) heamagglutination test                                          



 -على النحو الاتي:و Boyden (0900 )لطريقة  وفقا  جرى هذا الاختبار أ 
تحتوي على كمية مساوية نظيفة ومعقمة جمعت نماذج الدم من الخراف في انابيب زجاجية  .1

 .Alselver solution من محلول السيفر
 لحين الاستعمال. ºم 4حرارة  حفظت الانابيب اعلاه في الثلاجة بدرجة .2
 دورة/ دقيقة. 2500بسرعة دقائق  5ونبذ لمدة مل من الدم اعلاه  3 اخذ .3
 غسل راسب كريات الدم الحمر بوساطة المحلول الملحي الطبيعي ثلاث مرات. .4

 الى راسب كريات الدم الحمر ومزج جيدا.محلول الملحي الطبيعي المل من  10اضيف  .5

 %0.5بتركيز  حامض التانيكمحلول مل من  3 اضيف اليهو  اعلاهالعالق مل من  3اخذ  .6
 دقائق. 10لمدة  ºم 37في حمام مائي بدرجة  ومزج جيدا ثم وضع

مل من  3اضيف دورة/ دقيقة، اهمل الرائق و  2500دقائق بسرعة  5نبذ المحلول لمدة  .7
 .ومزج جيدا  الراسب المحلول الملحي الطبيعي الى 

الذيفان الكبدي او )مل من المستضد البكتيري  5واضيف اليه العالق أعلاه  من مل 1خذ ا .8
 دقائق بدرجة حرارة الغرفة. 10ترك و د السكريد الشحمي( يعد

الراسب بالمحلول الملحي الطبيعي  غسلدورة/ دقيقة، ثم  2500دقائق بسرعة  5نبذ لمدة  .9
 ثلاث مرات.

 بيعي.من محلول الملحي الط مل 5علق الراسب بإضافة  .11

محلول العملت التخافيف الثنائية العشارية للأمصال والثنائية للمستخلص الافرازي مع  .11
من  مل 0.1من المحلول الملحي الطبيعي و مل 0.1الطبيعي بمقدار حجم  يالملح

بطريقة اطباق  من معلق الراسب مل 0.1الامصال او المستخلص الافرازي ويضاف مقدار 
 .(Microtitration plates)العيار الدقيق 

 .ساعة 24 –دقيقة  45لمدة   ºم 37حضنت الأطباق في الحاضنة بدرجة حرارة  .12
           تقرأ النتيجة بملاحظة حلقة الترسيب في قاع الحفرة، اذ تعد الحلقة الكاملة القعر .13

 نتيجة سالبة والحلقة المنتشرة نتيجة موجبة.
 C. jejuniتقدير تركيز الاضداد النوعية المتخصصة ببكتريا   3-2-9-5-2

الارانب الممنعة  امصالفي  الموجودة IgG وIgA  عيةو الن ضدادالا تركيز قديرتتم 
 المرتبط المناعي الامتزاز تقنية باستخدام السيطرة ارانب وامصال C. jejuniات بكتريا بمستضد
الخاصة بهذه الاضداد والمجهزة من شركة وذلك باستعمال العدة  ELISA بارنزيم

(Euroimmun, Germany)  على النحو الاتيو:- 



مـل مـن  5مـن المصـل الـى  رمـايكروليت 5وذلـك بإضـافة  505: 5تم تخفيـف المصـل بنسـبة  .1
 .(Dilutent buffer) دارئ التخفيف 

، محاليـــل الســـيطرة  (Calibrator)المعـــايرة القياســـية  مـــن محاليـــل رمـــايكروليت 500 أضـــيف .2
الصفيحة المجهـزة  ل الى الحفر المخصصة لها فيمصاالسيطرة السالبة والاالموجبة، محاليل 

 دقيقة في درجة حرارة الغرفة.  30الشركة، ثم حضنت الصفيحة  لمدة  من

مــن محلــول  رمــايكروليت 450 غســلت الحفــر ثــلاث مــرات بوســاطة جهــاز الغســل  باســتعمال .3
 في كل مرة .  (Wash solution)الغسل 

لكـــل حفـــرة ثـــم  (Enzyme conjugate)مـــن المحلـــول الـــرابط   رمـــايكروليت 100أضـــيف  . .4
 دقيقة في درجة حرارة الغرفة .  30حضنت الصفيحة لمدة 

 .2إعادة الخطوة رقم  .5
 (Chromogen/substrate solution)مــن المحلــول الأســاس  رمــايكروليت 100أضــيف  .6

 دقيقة. 15لكل حفرة مع المزج الجيد بالحركة الخفيفة ثم حضنت في مكان معتم لمدة 

لكل حفرة مـع المـزج الجيـد  (Stop solution)  من محلول التوقف  رمايكروليت 500أضيف  .7
 ثانية.  15-20بالحركة الخفيفة لمدة 

ــق .8 اءة النتــائ  نــانوميتر، إذ يجــب قــر  450ت الكثافــة الضــوئية لكــل حفــرة علــى طــول مــوجي رئ
( منحنيــــات 4-3( و )3-3دقيقــــة مــــن إضــــافة محلــــول التوقــــف. ويبــــين الشــــكل ) 30خــــلال 

 . IgGو  IgAالمعايرة القياسية لتركيز الاضداد النوعية 

 
 IgAعي المعايرة القياسي لتركيز الضد النو  منحني (3-3) شكل



 

  IgG عيالنو  الضد لتركيز القياسي المعايرة منحني (4-3) شكل
 Phagocytic activity test                     البلعمي النشاط اختبار  3-2-9-5-3

 لطريقة وفقا   NBT صبغة باستخدام (Phagocytic index) البلعمة معامل حساب تم 
Park او الدم من نفسه الحجم مع ،الصبغة محلول من مل 1.0 مزج اذ ،(0964) وجماعته 
 لمدة ºم 37 حرارة بدرجة المزي  وحضن ،(4-9-5-3) الفقرة وفق المحضر الافرازي العالق
 وصبغت رقيقة مسحة لعمل ظيفةن زجاجية شريحة على المزي  من قطرة وضعت ثم ،دقيقة 31
 حبيبات على احتوت التي العدلة الخلايا اعداد لحساب الزيتية بالعدسة وفحصت ،رايت صبغةب

 وفق البلعمة معامل وحسب الداكن الازرق اللون ذات (Formazan granules) الفورمازان
 :الاتية المعادلة

 
 
 
 
 E-Rosette test                                  التشكل الزهري اختبار 3-2-9-5-4

 :وكالاتي( 5115) وجماعته   Gengozianاجري هذا الاختبار بحسب طريقة 
A-  يةاو تحضير الخلايا اللمف                           Lymphocytes preparation 
 من دارئ هيبس الملحي مل 4الموضوع مع مانع التخثر الى الارنب دم مل من  2يف اض .1

(Hepes-BSS). 

محلول عزل الخلايا اللمفاوية  مل من 2الى دم المخفف بالخطوة السابقة وبحذر اضيف ال .2
Lympho prep 1.084)وعلى جوانب الانبوبة ). 

 دقيقة . 55دورة/دقيقة ولمدة  2000 نبذ المحلول اعلاه بسرعة .3

 

 

 معامل البلعمة =

 عدد البلاعم المختزلة للصبغة 

 عدد البلاعم الكلي     
× 100 



والتي تمثل الخلايا البيض باستخدام ماصة باستور وغسلت  الشفافة تم اخذ الطبقة الوسطى .4
 .ثم علقت بنفس الدارئ هيبس الملحي مرتين بدارئ

B-  خرافالدم الحمر لل ( من كريات%0.5ير تركيز )تحض 

نبذ بسرعة (، و ºم 4حرارة  بمحلول السيفر وبدرجة مل من دم الخراف )المحفوظ 5 اخذ 
الطبيعي وعلقت  يمحلول الملحالب دقائق ثم غسلت الخلايا مرتين 5لمدة دورة/دقيقة  2000

 .%0.5بنفس المحلول بتركيز 
 التشكل الزهري كما يلي : تم اجراء اختبار

عالق كريات الدم الحمر مل من  0.25مع  الخلايا اللمفاويةمن عالق مل  0.25مزج  .1
 . دقيقة 55لمدة  ºم 31 لفقرة اعلاه وحضن المزي  بدرجة حرارةالمحضر في ا للخراف

 24لمدة  ºم 4بدرجة حرارة  دقائق بعدها حضن 5 دورة/دقيقة لمدة 5000نبذ المزي  بسرعة  .2
بعــد انتهـاء مــدة الحضــانة أهمـل الراشــح وأخـذت قطــرة مــن الراسـب المتبقــي بعــد ان رج  .سـاعة

جيدا ووضعت على شريحة زجاجية نظيفة ووضع عليها غطاء الشريحة الزجاجية وتم حساب 
يـــة بــــثلاثة خلايـــا مـــن او يـــة. وعـــدت النتيجـــة موجبـــة عنـــد إحاطـــة الخليـــة اللمفاو خليـــة لمف 200
 المعادلة امتية :  بالدم الحمر للخراف أو أكثر وبحس كريات

 
 د الخلايا المكونة للتشكل الزهريعد                                            

 100× ــــــــــــــ  = للخلايا التائية المكونة للتشكل الزهري مئويةالنسبة ال
                                                               200 

فــي المنــاطق ارفرازيــة  ياختبــار التشــكل الزهــر فــي اعتمــدت الطريقــة الســابقة نفســها لقــد و 
 ( بدلا  من الدم. 4-8-2-3)باستعمال راسب المواد ارفرازية الذي تم استخلاصه في الفقرة 

 تثبيط هجرة الخلايا البيضعامل ختبار ا 3-2-9-5-5
Leucocytes migration inhibition factor (LIF)                                        

 استخدم هذا الاختبار للكشف عن وجود عامل تثبيط هجرة الخلايا البيض في الدم
كما Soberg  (0969 ) وفقا  لطريقة  C. jejuniللحيوان مع مستضدات بكتريا والمواد الافرازية

 -يأتي:
سم في  2حفر بقطر  عملوصب في اطباق بلاستيكية معقمة و  اغار-اغار حضر وسط .1

 .غارطبقة الا
حاوية على راسب المواد الافرازية او راسب كريات الدم في كل حفرة انبوبة شعرية  توضع .2

 دقائق. 10لمدة   (Haematocrit microcentrifuge)بجهاز  بعد نبذها



من المحلول الملحي الطبيعي  مل 0.1و  الاختبار حفرل من المستضد الى م 0.1ف اضي .3
 .المعقم الى حفر السيطرة

داخل  من وسط الايكل الاساس الى جميع الحفر ثم وضعت الاطباق مل 0.1ف اضي .4
 .ساعة 24لمدة  ºم 37بدرجة حرارة وحضنت  ناقوس زجاجي مع وضع قطعة مبللة

واستخرج معامل  (Oculometer)تم قياس عامل تثبيط هجرة الخلايا البيض بوساطة جهاز  .5
 -التثبيط وفقا للمعادلة الاتية:

 قطر دائرة الهجرة مع المستضد                          
 100 ×   =     معامل التثبيط

 قطر دائرة الهجرة بدون المستضد                        
 

 .%10 –30 يجة المعنوية تقع بينالنتعلما  ان 
 IL-12 وIL-8  تقدير تركيز الحركيات الخلوية   3-2-9-5-6

الموجودة في امصال الارانب الممنعة IL-12  وIL-8  تم تقدير تركيز الحركيات الخلوية 
 المرتبط المناعي تقنية الامتزاز باستخدام السيطرة ارانب وامصال C. jejuniبمستضدات بكتريا 

 US)وذلك باستعمال العدة الخاصة بهذه الحركيات الخلوية والمجهزة من شركة  ELISA بارنزيم

Biological, USA على النحو الاتي( و:- 
من محاليل المعايرة القياسية والامصال في الحفر المخصصة لها  رمايكروليت 100 أضيف .1

ركة، ثم غطيت بالغطاء الخاص بها والمغطاة مسبقا  بالأضداد في الصفيحة المجهزة من قبل الش
 .وحضنت لمدة ساعتين في درجة حرارة الغرفة 

الـى كـل حفـرة مـع   (Biotin conjugate)من المحلـول الـرابط الأول  رمايكروليت 50أضيف . 2
المــزج الجيــد بالحركــة الخفيفــة ثــم غطيــت الصــفيحة وحضــنت لمــدة ســاعة واحــدة فــي درجــة حــرارة 

 الغرفة .
ــــر خمــــس مــــرات باســــتعمال 3 ــــول الغســــل رمــــايكروليت 350. غســــلت الحف  Wash) مــــن محل

solution)  .في كل مرة 
الى  (Enzyme-antigen conjugate)من المحلول الرابط الثاني  رمايكروليت 100أضيف  .5

سـاعتين فـي  كل حفرة مع المزج الجيد بالحركة الخفيفة وبعد ذلك غطيت الصفيحة وحضـنت لمـدة
 درجة حرارة الغرفة. 

 .3إعادة الخطوة رقم  .6



من المحلول الاساس لكل حفرة مع المزج الجيد بالحركـة الخفيفـة، ثـم  رمايكروليت 100أضيف  .7
 دقيقة في مكان معتم.  20حضنت الصفيحة في درجة حرارة الغرفة لمدة 

لكـل حفـرة مـع المـزج الجيـد  (Stop solution)مـن محلـول التوقـف  رمـايكروليت 100أضـيف  .8
 دقيقة. 30بالحركة الخفيفة، ثم حضنت الصفيحة في درجة حرارة الغرفة لمدة 

 30نــانوميتر، إذ يجــب قــراءة النتــائ  خــلال  450فــراءت الكثافــة الضــوئية علــى طــول مــوجي  .9
منحنيــات المعــايرة القياســية  (6-3)و( 0-3) دقيقــة مــن إضــافة محلــول التوقــف. وتبــين الأشــكال

 . IL-8و  IL-4لتركيز الحركيات الخلوية 

 
 IL-8 لتركيز القياسي المعايرة منحنى( 5-3) شكل

 

 
 IL-12 لتركيز القياسي المعايرة منحنى( 6-3) شكل

 لتحليل الإحصائي ا 3-2
 (SPSS version 17)البرنام  ارحصائي  عمالباست إحصائيا  هذه الدراسة نتائ  حللت   

ستخدم اقل فرق اكما   (ANOVA one way)ختبار تحليل التباين باتجاه واحد ااذ تم استخدام 
للبحث عن وجود الفروق المعنوية بين  Least significant difference (LSD)معنوي 
± الحسابي  وثبتت النتائ  بشكل المتوسط   (P≤ 0.05)ملات المختلفة وبمستوى احتماليةالمعا

 .(2009لمعياري )جودة، الانحراف ا
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      Results                                                                النتائج -4
                                                             Isolation العزل 4-1

عينة براز من اطفال مصابين بارسهال تراوحت اعمارهم بين  340شملت الدراسة جمع  
عينة  250تمثلت هذه العينات بـ  .2055 كانون الثاني – 2050تموز سنوات للمدة من  5-5

شكلت نسبة  C. jejuniعزلات لبكتريا  9تم الحصول على عينة براز دموي.  80براز مائي و
 بنسبة فقط وعزلتين المائي البراز عينات من% 5.4 وبنسبةعزلات  2، توزعت بين 2.35%
 (.0-4) الجدول في مبين كما الدموي البراز عينات من% 5.5

 Diagnosis                                                                 التشخيص  4-2

 Direct staining method                    البراز لعينات المباشر التصبيغ 4-2-1

الكاربول  المصبوغة بصبغةلمسحات عينات البراز  اظهر الفحص المجهري المباشر 
عينة براز كانت موجبة للتصبيغ أي ان مسحة عينة البراز تحوي على  55أن   % 5فوكسين 

 طائر بجناح شبيهال او الحلزوني المميز الشكل ذات Campylobacterعصيات بكتريا 
 عينة 05 بـ للتصبيغ الموجبة العينات تمثلت. (5-4الشكل ) موضح فيكما  النورس

 للفحص موجبة دموي براز عينات 3و% 4.4 نسبة شكلت للفحص موجبة مائي براز
 أن للتصبيغ الموجبة البراز لعينات البكتيري الزرع اظهر بينما ،%3.3 نسبة شكلت

 .(0-4) الجدول في مبين كما البكتيري للزرع سالبة 7و موجبة فقط عينات 4
  ( اعداد العينات الموجبة للتصبيغ المباشر والزرع البكتيري ونسبتها المئوية1-4جدول )



 ت
 

 العينات عدد البراز عينةنوع 
 الكلي

العينات عدد 
 للتصبيغ الموجبة

 المباشر

النسبة 
 % المئوية

العينات عدد 
الموجبة للزرع 

 البكتيري

النسبة 
المئوية 
من العدد 

 % الكلي
 %2.35 2 %4.9 52 250 المائي برازعينات ال 5

 %2.2 2 %3.3 3 80 عينات البراز الدموي 2

 %2.3 9 %4.4 55 340 المجموع الكلي

 

   
             إذ يلاحظ الشكل  %1الكاربول فوكسين  صبغةمصبوغة ب( مسحة براز 1-4شكل)

 . 1000Xالتكبير  C. jejuniلبكتريا  الحلزوني وجناح طائر النورس
 البراز لعينات المزرعي الفحص 4-2-2
 الانتقائي الاولي العزل وسط على للنمو المزرعي الوصف 4-2-2-1

 Campylobacter) الانتقائي الاولي العزل وسط على النمو مراقبة تم 

agar)  ساعة 96-44 حضانة ةمد بعد الانتقائية الحيوية المضادات على الحاوي 
ت مستعمرابعضها وجدت مستعمرات مختلفة . ºم 42اليفة الهواء القليل بدرجة حرارة  في ظروف

 بقطرات الماء توحي بانها تعود لبكتريارمادية، مسطحة، رطبة او شفافة شبيهة 

Campylobacter  قد تكون  يرية اخرىتعود الى اجناس بكتمستعمرات مختلفة  الاخر بعضلوا
الدم  ارغ. تم اعادة زرع المستعمرات المشكوك فيها على وسط اللبراز او موجودة في البرازملوثة 

، نقيةتم الحصول على مستعمرات  انالى لغرض تنقية المستعمرات المضاف له منشطات النمو 



. وعند (2-4)شكل كما مبين في ال ةشبيهة بقطرات الماء وصغير رمادية، مسطحة، رطبة أو 
  ولزجة. مخاطيةرمادي كبيرة،  بلون C. jejuniت مستعمرات بكتريا ظهر الزرع المتكرر 

 
 
 

 الترشيح اوراق باستخدام للنمو المزرعي الوصف 4-2-2-2
 0.45الزرع الاولي لعينات البراز باستخدام ورق الترشيح ذي القطر اظهرت نتائ   
 في ظروف اسبوع حضانة مدة بعدار الدم الجكليت او وسط اغ اراغعلى وسط  ترمايكرومي

شفافة،  نقية، مستعمراتوذلك بالحصول على  جيدةنتائ   ºم 42اليفة الهواء القليل بدرجة حرارة 
 .ةشبيهة بقطرات الماء وصغير 

   المجهري الوصف 4-2-3
الحاوية على الكاربول  غرام صبغةالمصبوغة ب C. jejuni بكتريا ظهرت مسحاتأ 

او ، سالبة لصبغة غرام حلزونية بكترياوجود اشكال متغايرة من  فوكسين بدلا  من السفرانين
كما موضح في  ناح طائر النورساو على شكل ج ، Sاو على شكل حرف، عصوية منحنية

وعند وضع الاطباق الحاوية أساعة  49لوحظ ان زيادة مدة الحضن عن قد و . (3-4)الشكل 
من يومين فان اشكال الخلايا تتحول من الشكل الحلزوني الى  لأكثرعلى النمو في الثلاجة 

  .الكروي

 
إذ ، ساعة 24بعمر  مزرعة صبغة غرام منمصبوغة ب C. jejuni بكتريااشكال ( 3-4) لشك

 .1000Xيلاحظ الشكل الحلزوني وجناح طائر النورس التكبير 
 

  الكيموحيوية الاختبارات 4-2-4



من عليها  الحصول تم التي( 2-4جدول ) في موضح كما جميعها العزلات أعطت 
 من الاختبار ايجابية على استدل وقدختباري الاوكسيديز والكاتليز، ايجابية لا نتيجةعينات البراز 

-01 خلال الفقاعات وتكوين الاوكسيديز اختبار في للمستعمرات البنفسجي اللون ظهور خلال
 يعني وهذا العزلات لجميع سالبة فكانت اليوريز فحص نتيجة اما. الكاتليز اختبار في ثانية 31
نتيجة سالبة  جميعها العزلات اعطت كما. لليوريا المحلل اليوريز انزيم انتاج على قدرتها عدم
يلاحظ  اذ لم اغار ثلاثي السكر والحديدوسط في  )S2H( كبريتيد الهيدروجين ختبار تكوينلا

كبريتيد  عدم قدرتها على انتاجل على وهذا دليتغير لون الوسط ولم يراسب اسود  وجود
 فقد الهيبيورات تحلل اختبار وفي .ر الكاربوهيدراتيعدم قدرتها على تخمو  )S2H( الهيدروجين

. اما الوسط في الغامق البنفسجي اللون بتكون وذلك ايجابية نتيجة جميعها العزلات اعطت
عزلات نموا  كثيفا  في درجة الاظهرت فقد  ºم 42 و 31، 25ختبار النمو في درجات الحرارة ا

كما اظهرت  .ºم25ولم يظهر أي نمو عند  ºم 31درجة حرارة ومتوسطا  في  ºم 42حرارة 
العزلات جميعها نتيجة موجبة لاختبار اختزال النترات من خلال تكون اللون الاحمر عند اضافة 

 %5.5الكاشف. في حين اظهرت عدم قدرتها على النمو بوجود كلوريد الصوديوم بتركيز 
وفي اختبار الحركة . كما اظهرت عدم قدرتها على النمو على وسط اغار الماكونكي. %3.5و

 انتشار سرعة خلال من الاختبار ايجابية على استدل وقد ،ايجابية نتائ  جميعها زلاتالع رتأظه
 السهم انطلاق كحركة سريعة حركة بكترياال ظهرتا كما ،الطعن خط عن خارجا البكتريا نمو

 الحيويين للمضادين ةالحساسي اختبار اما .الضوئي المجهر تحت المعلقة لقطرةا بوساطة
وحساسة  مقاومة لمضاد السيفالوثينجميعها العزلات فكانت  كيسكالنالد مضاوح لسيفالوثينا

 لحامض النالدكسيك.
 C. jejuni( الاختبارات الكيموحيوية لبكتريا 2-4جدول )
 النتيجة الاختبار
 + زالاوكسيدي
 + الكاتليز
 - اليوريز

 + تحلل الهيبيورات
 + اختزال النترات

 - تكوين كبريتيد الهيدروجين
  النمو في درجات الحرارة



 - ºم 25
 + ºم 31
 + ºم 42

 - القدرة على تحمل الملوحة
 - النمو على وسط الماكونكي

 + اختبار الحركة
 
 Hi Campylobacter باستخدام C. jejuni لبكتريا المصلي التشخيص 4-2-5

Latex test kit 
 اللاتكس فحص باجراء عليها الحصول تم التي البكتيرية العزلات تشخيص تأكيد جرى 
 ايجابية نتيجة جميعها العزلات اعطت اذ ،C. jejuni ببكتريا الخاص الضدي المصل باستخدام

 .دقيقة 5-0 خلال التلازن بظهور وذلك
          

   C. jejuni بكتريا التحري الجزيئي عن الذيفان الكبدي في عزلات 4-3
في (Hepatotoxin) المسؤول عن الذيفان الكبدي  htBتم التحري عن وجود الجين  

التفاعل تقنية استخدام بعند الاطفال المعزولة من حالات الاسهال  C. jejuniعزلات بكتريا 
 ظهرتا باستعمال البادئ المتخصص بالجين. وذلك PCRالسلسلي لانزيم بلمرة الدنا 

 اسهال حالة من المعزولة( 3) رقم العزلة وهي فقط واحدة عزلة ان الدراسة نتائ 
، (4-4)الشكل في موضح كما قاعدي زوج 031 بحجم htB  جين تحمل كانت مائي

 .C. jejuniفي حين لم يظهر هذا الجين في بقية عزلات بكتريا 

 



 .Cلعزلات  PCRاروز لنواتج تضاعف الـ كالا الترحيل الكهربائي على هلام  ( 4-4شكل ) 

jejuni   .بوجود الدليل الموجب 
 

 3جين : htB بكتريا  ةالموجود في عزلC. jejuni  زوج قاعدي 530 بحجم 3رقم. 
 5،2،4،5،2،1،9 :في العزلات عدم وجود الجين. 
  5،2،3،4،5،2  :بكتريا عزلات C. jejuni المعزولة من حالات الاسهال المائي. 
 1،9بكتريا : عزلات C. jejuni من حالات الاسهال الدموي المعزولة. 
 L :الدليل الموجب  DNA ladder 100 bp. 

 
 

 

 

 الشحمي السكريد وعديد الكبدي لذيفانل الكيميائي التحليل 4-4
 الشحمي السكريد وعديد الكبدي الذيفان مستخلص في البروتينات كمية تقدير اجري  
 البقري، المصل بروتينل القياسي بالمنحنى وبالاستعانةBradford (0976 ) طريقة حسبب

 وفي مل،/مايكروغرام 0090 هو الخام الكبدي الذيفان مستخلص في البروتينات تركيز ان اتضح
 عديد اما مل،/ مايكروغرام 7740 هو الامونيوم بكبريتات الترسيب بعد الكبدي الذيفان مستخلص
الكاربوهيدرات  تركيز رقد كذلك. مل/مايكروغرام 94 البروتين تركيز فكان الشحمي السكريد

 وجد وبالاستعانة بالمنحنى القياسي لسكر الكلوكوز( 5852وجماعته ) Duboisطريقة حسب ب
 وفي مل/مايكروغرام 351 هو الخام الكبدي الذيفان مستخلص في الكاربوهيدرات تركيز ان

 عديد في اما مل/مايكروغرام 99 هو الامونيوم بكبريتات الترسيب بعد الكبدي الذيفان مستخلص
 (. 3-4) الجدول في مبين كما مل/مايكروغرام 335 فكان الشحمي السكريد

         

1500 
1000

900 
800 
700 
066 

566 

066 

066 
066 

 
100 

 



 السكريد وعديد الكبدي الذيفان مستخلص في والكاربوهيدرات بروتينال تركيز( 3-4) جدول
 الشحمي

 (مل/مايكروغرام)التركيز                        
 المستخلص

 البروتين
 

 الكاربوهيدرات 
 

 351 9011 الذيفان الكبدي الخام

 99 7741 الامونيوم بكبريتات الترسيب بعد الكبدي الذيفان

 335 94  عديد السكريد الشحمي

 
 اختبار فعالية الذيفان الكبدي 4-5

 الكبدي الذيفان مستخلص من فأرة لكل مل 1.0/مايكروغرام 011 بتركيز الفئران حقنت 
 مرور بعد الفئران امصال في  ALP)و GOT) ، GPT الكبدية الانزيمات تركيز تقدير وتم

 بمستوى ةمعنوي فروق وجود لوحظ ارحصائي التحليل وبإجراء. ايام 01و ايام خمسة يومين،
 الفئران امصال في GPT) و (GOT الكبدية الانزيمات تركيز متوسط في P) ≤0.05  ( احتمالية
 المحقونة والسيطرة الشحمي السكريد بعديد المحقونة تلك مع مقارنة الكبدي بالذيفان المحقونة
 معنوية زيادة وجود الجدول من نلاحظ اذ(. 4-4) الجدول في مبين كما الفوسفات دارئ بمحلول
 IU/ml  132.09الحقن بعد العاشر اليوم في بلغ اذ GOT انزيم تركيز متوسط في واضحة
 الفئران مصل في الانزيم تركيز متوسط مع مقارنتها عند معنويا   فارقا   الزيادة هذه شكلت حيث

 كما. IU/ml 59.23 البالغة والسيطرة IU/ml  18.02 البالغ الشحمي السكريد بعديد المحقونة
 بعد العاشر اليوم في بلغ اذ GPT انزيم تركيز متوسط في معنوية زيادة وجود الجدول من نلاحظ
 السكريد عديد متوسط مع مقارنتها عند معنويا   فارقا الزيادة هذه وشكلت IU/ml  95.84الحقن

 في ALP انزيم تركيز متوسط اما. IU/ml 27.5 البالغة والسيطرة IU/ml  14.9 البالغ الشحمي
 بلغ اذ الحقن من يومين بعد معنويا   غير فارقا   اظهر فقد الكبدي بالذيفان المحقونة الفئران امصال

75.56  IU/ml 70.9البالغ الشحمي السكريد عديد متوسط مع مقارنته عند  IU /ml والسيطرة 
 بعد العاشر اليوم في بلغ اذ ALP انزيم تركيز متوسط ازداد ثم. IU/ml  69.4البالغة
 IU/ml  69.4  البالغة السيطرة مع مقارنته عند معنويا   فارقا   اكسبه مما IU/ml  99.57الحقن
 البالغ الشحمي السكريد عديد متوسط مع مقارنة معنويا   غير فارقا   اظهرت الزيادة هذه لكن

92.59 IU/ml. 



 

 (IU/ml)  بوحدات الكبد انزيمات تركيز متوسط( 4-4)جدول
 (يوم)الوقت                      

 الانزيمات الكبدية
2  5  11  

 
GOT 

±  120.32 7.82 ± 88.87 الذيفان الكبدي  4.6 132.09  ± 10.86 

±  22.48 1.6 ± 19.36 عديد السكريد الشحمي  2.26 18.02  ± 5.25 

±  59.53 السيطرة 1.34 60.43  ±  3.13 59.23  ± 2.15 

 
GPT 

 

56.7 الذيفان الكبدي  ± 1.4 77.1  ±  2.47 95.84  ±  6.55 

±  10.046 عديد السكريد الشحمي 1.55 19.53  ± 1.53 14.9  ±  0.7 

 2.6 ± 27.0 2.6 ± 27.9 2.6 ± 27.9 السيطرة

 
ALP 

  ± ٭75.56 الذيفان الكبدي
5.05 

   ٭85.13
±9.28 

 0.79  ± ٭99.57

 6.21  ± ٭92.59 4.35 ± ٭80.78 4.04 ±٭ 70.9 عديد السكريد الشحمي

 1.96 ± 69.4 1.96 ± 69.4 1.96 ± ٭69.4 السيطرة

 

 .الانحراف المعياري± عينات لثلاث الحسابي المتوسط الارقام تمثل -

 .معنوية غير فروق وجود تعني ٭

 

 
 

 المختبري الحيوان في المرضية الدراسة 4-6
 Pathological study in lab animal                                               

  50LD للنصف المهلكة الجرعة 4-6-1
 C. jejuni لبكتريا 50LD للنصف المهلكة الجرعة تحديد 4-6-1-1

داخل الغشاء ( 3) البكتيرية للعزلة البكتيري العالق من متدرجة تراكيز 0 حقن عند 
 3.06 حوالي هي العالق هذا من الفئران عدد لنصف المهلكة الجرعة ان وجد للفئران، البريتوني

 للهلاكات مئوية وبنسبة مل/خلية 901 و 401 التركيزين بين واقعة وهي مل،/خلية 401× 
 (.0-4) الجدول في اليه مشار كما  ايام 6 مرور بعد% 70.43 و 54.70



 -:تم حساب النسبة المئوية للأموات بالاعتماد على القانون التالي
 

 العدد التراكمي للميتة=  النسبة المئوية للأموات
 عدد التراكمات

 ×010    

 

 المسافة النسبية =

 

             
 

            = 
 
            = 0.0 

 
                                   %01 من الادنى الخلايا لتركيز السالب اللوغاريتم+  النسبية المسافة=  50LDاللوغاريتم السالب للـ 

                           =0.5  +9 
 مل/خلية 401×  3.06= 401×  1.001 = 01لـ الجرعة المهلكة

 
 
 
 

 
 C. jejuniلبكتريا   50LDنتائج الجرعة المهلكة للنصف ( 5-4جدول )

تركيز 
 /ملالخلايا

العدد التراكمي  عدد الفئران 

 للفئران 

مجموع 

الأعداد 

 التراكمية

النسبة 

المئوية 

للفئران 

 الميتة %
 الميتة المعاملة

 
 الحية الميتة الحية

1010 5 5 0 06 6 06 066 

910 5 3 2 5 0 7 70.00 

 %01 من الادنى التراكيز في الميتة للفئران المئوية النسبة -% 01
 %01من الادنى التراكيز في الميتة الفئران -%01 من الاعلى بالتراكيز الميتة للفئران المئوية النسبة
 
 

01- 54.07 
70.43- 54.07 

 

 



810 5 2 3 0 5 7 05.57 

710 5 0 0 6 06 06 6 

610 5 0 0 6 05 05 6 

 
 الكبدي للذيفان 50LD للنصف المهلكة الجرعة تحديد  4-6-1-2

 ان وجد داخل الغشاء البريتوني للفئران، الكبدي الذيفان من متدرجة تراكيز 6 حقن عند 
 التركيزين بين واقعة وهي ، مل/مايكروغرام 466 حوالي هي الفئران عدد لنصف المهلكة الجرعة
 (.6-4) الجدول في اليه مشار كما  ايام 0 مرور بعد 011 و 411

 
 =المسافة النسبية 

 
                                           

                   

                  

                      = 

 

        

             =0.00     
 

           

 %(01 من الادنى التركيز -%01 من الاعلى التركيز× ) النسبية المسافة% = 01لـ النسبية المسافة
                          =0.33 ( ×500-400 =)33  

 %01 من الادنى التركيز+  النسبية المسافة = 01لـ الجرعة المهلكة
 مل 1.0/مايكروغرام 433= 411+33=  01لـ الجرعة المهلكة

 مل/مايكروغرام 466=                                           
 

 
 للذيفان الكبدي 50LDنتائج الجرعة المهلكة للنصف ( 6-4جدول )

تركيز الذيفان 

الكبدي 

مايكروغرام/ )

   (مل 0.5

مجموع  العدد التراكمي للفئران  عدد الفئران 

الأعداد 

 التراكمية

النسبة 

المئوية 

للفئران 

 الميتة %
 الحية الميتة الحية الميتة المعاملة

000 0 4 1 11 1 11 71.09 

 

 %01 من الادنى التراكيز في الميتة للفئران المئوية النسبة -% 01
 للفئران المئوية النسبة -%01 من الاعلى بالتراكيز الميتة للفئران المئوية النسبة
 %01من الادنى التراكيز في الميتة

 
01- 41 

71- 41 
 

 



566 0 0 1 9 0 11 90 

400 5 1 0 4 0 10 40 

066 5 1 4 1 10 11 10.09 

200 5 1 4 1 14 10 0.09 

100 5 0 0 0 17 17 0 

 
 التغيرات السريرية  4-6-2

 950بتركيز  )3(للعزلة  عد حقنها بعالق الخلايا البكتيريةب المختبرية متابعة الحيوانات مت
كما لوحظ حدوث ارسهال في القليل  الفئران ووجودها بشكل محتشد،ظ خمول ، وقد لوحخلية/مل

الفئران المصابة بالاسهال لوحظ حدوث بعد تشريح و  .من الفئران في اليوم الثالث بعد الحقن
بتوسع الامعاء ورقة  A) 5 -4(واضحة في امعائها تمثلت كما مبين في الشكل  تغيرات مظهرية

لبكتيري، اذ لوحظ العالق اغشائها. اما بقية الفئران فقد تم تشريحها في اليوم السابع بعد حقن 
كما  تتلخص هذه التغيرات هذه الحيوانات، واضحة في معالم اعضاء حدوث تغيرات مظهرية

عي. وتضخم طحال، وزيادة حجمهما عن الطبيتغير لون الكبد والب B) 5-4(مبين في الشكل 
إن هذه التغيرات الفصوص الكبدية. في بعض  قرون بتكون بقع لونية بيضاء مصفرةالمالكبد 

الفحص المجهري  تعطي مؤشرا  حول وجود آفات مرضية شديدة تمت دراستها بشكل جيد في
  للمقاطع النسيجية.

                             

 
 

توسع  الامعاء 

الدقيقة ورقة 

 غشائها

تضخم      

 الكبد 



 

 فأرة ( مقطع في5-4شكل )

A- خلية/مل من عالق  811 في اليوم الثالث بعد حقنC. jejuni 

B- في اليوم السابع بعد الحقن C - دارئ الفوسفات محلول سيطرة محقونة ب 

  Histopathological changes                النسيجية المرضية التغيرات 4-6-3
في أعضاء الفئران ناجمة عن  لنسيجية وجود تأثيرات مرضيةالدراسة اأثبتت نتائ   

 مقارنة بالذيفان الكبدي. C. jejuni أخماجها ببكتريا

ففي  ،شديدة بتأثير البكتريا مقارنة بالذيفان الكبدي في الامعاءكانت التغيرات النسيجية 
من عالق  خلية/مل 950بعد حقن  الثالث اليوم الفئران التي بدت عليها حالة الاسهال في

وسقوط  وانسلاخ (Desqumation)لوحظ تحطم في الزغابات مع توسف   C. jejuniبكتريا
الخلايا الظهارية المبطنة للزغابات الى داخل تجويف الامعاء وامتلاء الزغابات بالخلايا الالتهابية 

بعد حقن العالق حدوث حالة  م السابعلوحظ في اليو و  .(7-4و  6-4 الشكلين)نتيجة الارتشاح 
 (.8-4شكل ال) ضمن النسي  الظهاري للزغابةشديد نخر ت و في الزغابا(Atrophy) الضمور 

 مماثلة كانت اذ الكبدي بالذيفان المحقونة نالفئرا امعاء على تغيرات أي يلاحظ لم حين في
 .(01-4و 9-4 الشكلين)  تقريبا   للسيطرة

العديد من  C. jejuniكما أظهرت المقاطع النسيجية لكبد الفئــران المحقونة ببكتريا 
المصحوب بهجرة الخلايا Congestion  (CO)التغيرات النسيجية تمثلت بوجود الاحتقان الدموي

 Inflammation foci  ، وتجمع عدة بؤر من الخلايا الالتهابيـة Migration (M)الدفاعية

(IF) الكبدية  ضمن المتن(Liver parenchyma) (. كما لوحظ 21-4و 15-4 )الشكلين
في الخلايا الكبدية مثل  Hydropic degeneration (HD)وجود علامات تنكس استسقائي 

 وحدوث تجوف في سايتوبلازم الخلايا الكبدية وتغلظ النواةاالخلايا  Vacuolating (VA)تفجي
اما المقاطع النسيجية المأخوذة من  (.53-4)الشكل  (Pyknotic) داكنة بصبغة واصطباغها

عالق كبد الفئران المحقونة بالذيفان الكبدي فقد لوحظ التغيرات ذاتها المبينة في الفئران المحقونة بال
ة فضلا  عن حدوث تجمع الخلايا الالتهابيـبوجود علامات التنكس الاستسقائي و متمثلة  البكتيري

(. ولم 55-4و 54-4في الخلايا الكبدية )الشكلين  Severe necrosis (SN)نخر شديد 
 (.52-4تلاحظ التغيرات المذكورة في كبد فأر السيطرة )الشكل 



اللب  بتوسع لطحال الفئران المحقونة بالعالق البكتريتميزت امفة المرضية النسيجية 
(، مع النزف الشديد المنتشر في مناطق 17-4)شكل  (Red pulp enlargement) الاحمر

  (Hemorrhagic splenitis)عديدة في نسي  الطحال وهذا يسمى بالتهاب الطحال النزفي 
فتمثلت  لمرضية في طحال الفئران المحقونة بالذيفان الكبديالتغيرات ا(. اما  18-4)الشكل 

 المذكورة التغيرات تلاحظ لم ينح في (.19-4وتغلغل الخلايا الالتهابية )الشكل  بالنزف الدموي
 . السيطرة فئران طحال في

 
خلية/مل من 811فأرة بعد ثلاثة ايام من حقن الدقيقة لمعاء في الا ( مقطع عرضي6-4شكل )

الامعـاء الدقيقـة تجويـف وسف وسقوط الزغابـات المعويـة فـي ت :يوضح  C. jejuniعالق بكتريا
(H & E. 50X). 

          
 عالق من مل/خلية811 بـ ةنو حقم لفأرة الدقيقة معاءالا في عرضي مقطع( 7-4) شكل

 .(H&E. 200X) الالتهابية الخلايا تجمع IF: يوضح ،C. jejuni بكتريا
                                                                                

 



خليـة/مل  811ايـام مـن حقـن  سـبعةفـأرة بعـد الدقيقة لمعاء ( مقطع عرضي في الا8-4شكل )
   .(H&E. 50X) لزغابات المعوية، يوضح: ضمور ا C. jejuniعالق بكتريامن 

 

 

 الزغابات يوضح الكبدي، بالذيفان محقونة فأرة أمعاء في عرضي مقطع( 9-4) شكل
 .  (H&E. 50X)  طبيعية المعوية

 

 فأرة محقونة بمحلول دارئ الفوسفات كسيطرة   أمعاء قطع عرضي في م (10-4شكل)
(H&E. 50X)    . 

 

  



خليـة/مل مـن عـالق  810 ايـام مـن حقـنبعـد ثلاثـة كبـد فـأرة مقطع عرضي فـي  (11-4) شكل
ان احتقــ :CO، المــتن الكبــدي نضــم الخلايــا الالتهابيــة تجمــع IF :يوضــح، C. jejuni بكتريــا

 .H&E. 50X)دموي )

  
خليـة/مل مـن عـالق  810 بعـد ثلاثـة ايـام مـن حقـنكبـد فـأرة ( مقطع عرضي فـي 12-4شكل )
يـا هجـرة الخلا :M ،المتن الكبدي نضم الخلايا الالتهابية تجمع IF :يوضح، C. jejuni بكتريا

 .H&E. 200X)الالتهابية ضمن الوعاء الدموي )

  
خليـة/مل مـن عـالق  810 مـن حقـن مقطع عرضي في كبـد فـأرة بعـد سـبعة ايـام (13-4) شكل

ــا ــة تجمــع IF :يوضــح، C. jejuni بكتري ــا الالتهابي ــدي نضــم الخلاي تــنكس  HD،المــتن الكب
 .H&E. 200X)تفجي الخلايا )VA استسقائي في الخلايا الكبدية، 

HD 
 



  
تنكس  HD: مقطع عرضي في كبد فأرة محقونة بالذيفان الكبدي، يوضح (14-4) لشك

الكبدي  النسيج طول على SN النخر حالة ظهور مع استسقائي في الخلايا الكبدية،
((H&E.200X . 

  

الخلايـا تجمـع  IF مقطع عرضي في كبد فأرة محقونة بالذيفان الكبدي، يوضح:  (15-4) شكل
 .H&E. 200X)) الالتهابية

 
 .H&E)مقطع عرضي في كبد فأرة محقونة بمحلول دارئ الفوسفات كسيطرة ) (16-4)شكل 

100X. 
 

HD 
 

SN 



 
خليـة/مل مـن عـالق  810 مقطع عرضي في طحال فأرة بعد ثلاثة ايام من حقـن (17-4) شكل

 .H&E. 50X)، يوضح توسع اللب الاحمر )C. jejuni بكتريا

 
خليـة/مل مـن عـالق  810 مقطع عرضي في طحال فأرة بعد سبعة ايام من حقن (18-4) شكل

 .H&E. 200X)، يوضح النزف الدموي )C. jejuni بكتريا
 

 
مقطع عرضي في طحال فأرة محقونة بالذيفان الكبدي، يوضح النـزف الـدموي  (( 19-4شكل )

 .H&E. 200X)وتغلغل الخلايا الالتهابية )
 

 
  المختبري الحيوان في المناعية الدراسة 4-7

   Humoral immunity                                   الخلطية المناعة 4-7-1



الموضــــعية المتخصصــــة بمستضــــدات و الجهازيــــة  Antigenimiaالمستضــــدية  4-7-1-1
   C. jejuniبكتريا 

بالانابيــب مــع مصــل الــدم والاضــداد الافرازيــة المعزولــة مــن الــتلازن اختبــار نتــائ   أعطــت 
 5290 متوســـــطمستضـــــدية جهازيـــــة بالاثنـــــي عشـــــر لاربعـــــة ارانـــــب ممنعـــــة بالمستضـــــد المقتـــــول 

. كما اجري اختبار الـتلازن الـدموي مـع مصـل الـدم والاضـداد 112ومستضدية موضعية بمتوسط 
ــة مــن الاثنــي ــذيفان الكبــدي واربعــة اخــرى ممنعــة لأربعــة ارانــب  عشــر الافرازيــة المعزول ممنعــة بال

(، اذ اعطـت الحيوانـات 7-4بعديد السكريد الشحمي وكانت نتائ  الدراسة كما مبين فـي الجـدول )
في حين بلغ متوسـط  2240الممنعة بمستضد عديد السكريد الشحمي مستضدية جهازية بمتوسط 

ــــات الممنعــــة بمستضــــد582المستضــــدية الموضــــعية  ــــد اعطــــت  . امــــا الحيوان ــــدي فق ــــذيفان الكب ال
نـــت لهـــذه النتـــائ  وقـــد كا، 82ومستضـــدية موضـــعية بمتوســـط  960مستضـــدية جهازيـــة بمتوســـط 

عنــد المقارنــة مــع حيوانــات الســيطرة التــي اعطــت  (P ≤ 0.05)مســتوى احتماليــة فــروق معنويــة ب
 .5ومستضدية موضعية بمتوسط  50مستضدية جهازية بمتوسط 

 
 بمستضداتالمتخصصة والموضعية الجهازية لاضداد ( متوسط عيار ا7-4جدول )

 C. jejuniبكتريا  
 عيار الاضداد                  
 مستضدات التمنيع

 (الاثني عشر)الموضعية الجهازية)المصل(

 32± 112 0±1280 المستضد المقتول

 73± 192 640±2240 مستضد عديد السكريد الشحمي

 36± 96 369±960 مستضد الذيفان الكبدي

 0±1 0±10 السيطرة

 .الانحراف المعياري± عينات لاربع الحسابي المتوسط الارقام ثلتم -

 C. jejuniالمتخصصة ببكتريا  IgAو  lgGلنوعية ا لاضدادتركيز ا 4-7-1-2



الموجـودة  C. jejuniببكتريـا  المتخصصـة IgA و lgG  نوعيـةال الاضـداد تركيـز قـديرتتـم  
 الامتـزاز تقنيـة باسـتخدام السـيطرة ارانـب ات البكتريا وامصالالارانب الممنعة بمستضد امصالفي 

 الخاصة بهذه الاضداد.وذلك باستعمال العدة  ELISA بالانزيم المرتبط المناعي
 IgG( وجود زيـادة معنويـة فـي متوسـط تركيـز الاضـداد النوعيـة 9-4يتضح من الجدول ) 

المقتول ومستضد عديـد السـكريد الشـحمي  مستضدالب الممنعة بالاران امصالفي الموجودة  IgAو
فـي  IgG  98.23  Ru/mlعند المقارنة مع امصال ارانب السيطرة، اذ بلغ متوسط تركيز الضد 

فــــي امصــــال الارانــــب الممنعــــة  Ru/ml 81.28امصــــال الارانــــب الممنعــــة بالمستضــــد المقتــــول و
فــي  Ru/ml 06.55 بلــغ فقــد  IgAبمستضــد عديــد الســكريد الشــحمي. امــا متوســط تركيــز الضــد 

فـــي امصـــال الارانـــب الممنعـــة  Ru/ml 65.06امصـــال الارانـــب الممنعـــة بالمستضـــد المقتـــول و 
وى مســته النتــائ  وجــود فــروق معنويــة بمــن خــلال هــذ بمستضــد عديــد الســكريد الشــحمي، ولــوحظ

تركيــز الضــد  قارنــة مــع نتــائ  ارانــب الســيطرة البــالغ فيهــا متوســطعنــد الم P) ≤0.05  ( احتماليــة
IgG  5.63  Ru/ml ومتوسط تركيز الضدIgA 5.85 Ru/ml. 

المتخصصة  Ru/ml)بوحدات ) IgAو  lgG ( متوسط تركيز الاضداد النوعية8-4جدول )
  C. jejuniببكتريا 

 تركيز الاضداد                 
 مستضدات التمنيع

IgG IgA 

 4.71±56.22 9.8±89.23 المستضد المقتول

 7.51±62.56 8.1±97.29 مستضد عديد السكريد الشحمي

 7*1.3±63. *1.9±9.24 مستضد الذيفان الكبدي

 0.91±5.85 0.22±5.63 السيطرة

 الانحراف المعياري.± عينات لاربع الحسابي المتوسط الارقام تمثل -
 .معنوية غير فروق وجود تعني * 

ــال الاضــداد نتــائ  متوســط تركيــز امــا  الارانــب  امصــالالموجــودة فــي IgA وlgG ة نوعي
اذ  قارنــة مــع نتــائ  ارانــب الســيطرة.عنــد الم معنويــة غيــر فكانــت الــذيفان الكبــدي بمستضــدالممنعــة 

 فقد IgAاما متوسط تركيز الضد النوعي  ،IgG  9.24  Ru/mlبلغ متوسط تركيز الضد النوعي 
  .Ru/ml 7.63 بلغ



  Cellular immunity                                     الخلوية المناعة 4-7-2
 Cellular non specific immunity      المتخصصـة غيـر الخلوية المناعة 4-7-2-1

 Phagocytic  activty  test                            البلعمي النشاط اختبار 4-7-2-1-1
  (Nitrobluetetrazolium reduction test)اختـــزال الصـــبغة اختبـــار  اســـتخدم 

متوســـط فـــي معنـــوي ارتفـــاع وجـــود  النتـــائ  اظهـــرت وقـــد العدلـــة،لدراســـة الفعاليـــة البلعميـــة للخلايـــا 
 .C. jejuniختبـار الممنعـة بمستضـدات بكتريـا الا في ارانب والموضعية الجهازيةالفعالية البلعمية 

 فقـد بلـغ متوسـط ،الجهازيـة مـن اعلـى الموضـعية البلعميـة الفعاليـة متوسـط ان النتـائ  اظهـرت كمـا
فــي حــين بلــغ متوســط  52.1الممنعــة بالمستضــد المقتــول  فــي الارانــب الجهازيــةالبلعميــة  الفعاليــة

الممنعـة بمستضـد عديـد السـكريد الشـحمي فقـد بلـغ  الارانباما  .58.3الفعالية البلعمية الموضعية 
. 24.2 في حين بلغ متوسط الفعالية البلعميـة الموضـعية 51.5متوسط الفعالية البلعمية الجهازية 

 45.4فقـد بلـغ  الممنعة بمستضد الذيفان الكبدي اما متوسط الفعالية البلعمية الجهازية في الارانب
نــت لهــذه النتــائ  فــروق معنويــة كا وقــد 49.5 البلعميــة الموضــعيةفــي حــين بلــغ متوســط الفعاليــة 

بلـغ فيهـا متوسـط الفعاليـة  والتـي السـيطرة عند المقارنة مع ارانـب P) ≤0.05  (  مستوى احتماليةب
 .(8-4وكما مبين في الجدول ) 45.5 والموضعية 34.5 البلعمية الجهازية

 والموضعية الجهازية البلعمية لفعاليةا متوسط (9-4جدول )
 الفعالية البلعمية                 
 مستضدات التمنيع

 ة الموضعي ةالجهازي

 2.1 ±59.3 1.3± 52.1 المستضد المقتول

 1.6 ± 64.6  2.6± 57.5 مستضد عديد السكريد الشحمي

 1.9 ± 48.5 2.1 ±41.4 مستضد الذيفان الكبدي

 2.1 ± 41.5 1.3 ±34.2 السيطرة

 .الانحراف المعياري± عينات لاربع الحسابي المتوسط الارقام ثلتم -

  E-Rosette test اختبار التشكل الزهري 4-7-2-1-2

ري عـــن عـــدد التشـــكل الزهـــري لدراســـة المناعـــة الخلويـــة مـــن خـــلال التحـــ اختبـــار اســـتخدم 
النســـبة متوســط فــي حــدوث زيــادة معنويـــة نتـــائ  الظهــرت وقــد ا الخلايــا اللمفاويــة التائيــة النشـــطة.

. كمـا اظهـرت النتـائ  المكونة للتشكل الزهري التائية الجهازية والموضعيةاللمفاوية المئوية للخلايا 



كـان اعلـى  المكونـة للتشـكل الزهـري التائيـة الموضـعيةاللمفاويـة النسـبة المئويـة للخلايـا ان متوسط 
اللمفاوية ة المئوية للخلايا النسبمتوسط  بلغ من الجهازية. ففي الارانب الممنعة بالمستضد المقتول

ـــة  التائيـــة ـــة للالجهازي ـــغ متوســـط  42.4شـــكل الزهـــري تالمكون ـــا فـــي حـــين بل ـــة للخلاي النســـبة المئوي
د يــعدبمستضــد  . امــا الارانــب الممنعــة53.7 شــكل الزهــريتالمكونــة للالموضــعية  التائيــةاللمفاويــة 
شـكل تالمكونـة للالجهازيـة  التائيـةاوية اللمفالنسبة المئوية للخلايا الشحمي فقد بلغ متوسط السكريد 
المكونــة الموضــعية  التائيــةاللمفاويــة النســبة المئويــة للخلايــا فــي حــين بلــغ متوســط  52.5 الزهــري

النسبة المئويـة متوسط  بلغبمستضد الذيفان الكبدي  . وفي الارانب الممنعة 20.1 شكل الزهريتلل
النســـبة فـــي حـــين بلـــغ متوســـط  38.3شـــكل الزهـــري تللالمكونـــة الجهازيـــة  التائيـــةاللمفاويـــة للخلايـــا 

وقـد كانـت لهـذه النتـائ  . 45.5الموضعية المكونة للتشكل الزهري  التائيةاللمفاوية المئوية للخلايا 
بلــغ فيهــا  والتــي قارنــة مــع ارانــب الســيطرةعنــد الم P) ≤0.05  ( مســتوى احتماليــةبمعنويــة  قفــرو 

 24.2وية التائية الجهازية والموضعية المكونة للتشكل الزهري متوسط النسبة المئوية للخلايا اللمفا
 (.50-4ل )وكما مبين في الجدو على التوالي  22.5و 

 المكونة والموضعية الجهازية التائية اللمفاوية للخلايا المئوية النسبة متوسط (11-4جدول )
  الزهري للتشكل

 الخلايا المكونة للتشكل الزهري                             
 مستضدات التمنيع

 ة الموضعي ةالجهازي

 1.6± 53.7 1.34± 6.4 المستضد المقتول

 2.2 ± 60.7 1.6 ± 52.1 مستضد عديد السكريد الشحمي

 1.7± 45.5 1.9± 39.3 مستضد الذيفان الكبدي

 0.7 ±26.5 1.8 ± 24.6 السيطرة
 الانحراف المعياري± عينات لاربع الحسابي المتوسط الارقام ثلتم -

 

  المناعة الخلوية المتخصصة 4-7-2-2
 تثبيط هجرة الخلايا البيضعامل اختبار  4-7-2-2-1
 Leucocytes migration inhibition factor test                                             

ظهـرت نتـائ  هـذا كلا  من المناعة الجهازية والموضعية. وقـد اأجري هذا الاختبار ليشمل  
. فقـــد C.jejuniيط معنـــوي فـــي ارانـــب الاختبـــار الممنعـــة بمستضـــدات بكتريـــا تثبـــ الاختبـــار وجـــود
وتثبيطـــا  موضـــعيا   56.1 بالمستضـــد المقتـــول تثبيطـــا  جهازيـــا  بمتوســـط الممنعـــة  اظهـــرت الارانـــب

فقـــد بلـــغ متوســـط التثبـــيط الجهـــازي   الشـــحمي د الســـكريديـــعد. امـــا الارانـــب الممنعـــة ب44بمتوســـط 



، فـــي حـــين اظهـــرت الارانـــب الممنعـــة بمستضـــد الـــذيفان 42ومتوســـط التثبـــيط الموضـــعي   48.2
نتـائ  وعنـد مقارنـة هـذه ال. 52.2وتثبيطا  موضعيا  بمتوسـط  66.0الكبدي تثبيطا  جهازيا  بمتوسط 

 99وتثبيطا  موضعيا  بمتوسط  49.0جهازيا  بمتوسط  مع نتائ  ارانب السيطرة التي اعطت تثبيطا  
 (.55-4مبين بالجدول )وكما  P) ≤0.05  ( مستوى احتماليةبوجد ان هناك فروقا معنوية 

  الجهازية والموضعية تثبيط هجرة الخلايا البيضلعامل  المئوية متوسط النسبة( 11-4جدول )
 معامل التثبيط                              

 مستضدات التمنيع
 الموضعية الجهازية

 1.6± 48 1.2 ± 56.1 المستضد المقتول

 1.1± 42  0.8 ± 49.6 مستضد عديد السكريد الشحمي

 1.6± 56.6 1.2 ± 66.1 مستضد الذيفان الكبدي

 88 ± 1.7 2.949.0 ±  السيطرة

 الانحراف المعياري± عينات لاربع الحسابي المتوسط الارقام تمثل -
 

   الخلوية الحركيات تركيز 4-7-3

ات الارانــــب الممنعــــة بمستضــــد امصــــالالموجــــودة فــــي  IL-12و   IL-8تركيــــز  قــــديرتتــــم  
 بـــالانزيم المـــرتبط المنـــاعي الامتـــزاز تقنيـــة باســـتخدام الســـيطرة ارانـــب وامصـــال C. jejuniبكتريـــا 
ELISA  الخاصة بهذه الحركيات الخلوية.وذلك باستعمال العدة 

 IL-8ـ تقدير تركيزال 4-7-3-1

 امصــال فــي IL-8 تركيــز متوســط فــي معنــوي ارتفــاع وجــود( 05-4) الجــدول مــن نلاحــظ 
عنــد المقارنــة مــع امصــال ارانــب الســيطرة، فقــد   C. jejuni بكتريــا بمستضــدات الممنعــة الارانــب

 اذ IL-8 اعطــت امصــال الارانــب الممنعــة بمستضــد عديــد الســكريد الشــحمي اعلــى متوســط لتركيــز
 مستضـدالالارانب الممنعة بامصال في  IL-8 تركيز متوسط بلغ حين في ،Pg/ml 005.40 بلغ

ـــغ بينمـــا ،Pg/ml 034.00 المقتـــول ـــذيفان بمستضـــدالارانـــب الممنعـــة  امصـــالفـــي  بل ـــدي ال  الكب
44.46 Pg/ml . مســـتوى احتماليـــةل هـــذه النتـــائ  وجـــود فـــروق معنويـــة بمـــن خـــلا ولـــوحظ )  

0.05≥ (P مــع متوســط تركيــز قارنــةعنــد الم IL-8  48.15فــي امصــال ارانــب الســيطرة البــالغ 

Pg/ml  . 
 (Pg/ml)بوحدة  IL-8( متوسط تركيز 12-4جدول )



 الانحراف المعياري ±المتوسط الحسابي  مستضدات التمنيع

 22.93±138.55 المستضد المقتول
 16.43±152.41 مستضد عديد السكريد الشحمي

 9.5± 88.86 مستضد الذيفان الكبدي

 13.74±49.71 السيطرة

 .الانحراف المعياري± عينات لاربع الحسابي المتوسط الارقام تمثل -

 IL-12ـ تقدير تركيزال 4-7-3-2

 فـــي IL-12 تركيـــز متوســـط فـــي معنـــوي ارتفـــاع وجـــود( 03-4) الجـــدول مـــن لنـــا يتضـــح 
مــع ارانــب الســيطرة، فقــد عنــد المقارنــة   C. jejuni بكتريــا بمستضــدات الممنعــة الارانــب امصــال

 اذ IL-12 اعطت امصال الارانب الممنعة بمستضد عديـد السـكريد الشـحمي اعلـى متوسـط لتركيـز
 مستضـدالالارانب الممنعة ب امصالفي  IL-12 تركيز متوسط بلغ حين في ،Pg/ml 61.07 بلغ

 الكبــــدي الــــذيفان بمستضــــد الممنعــــة الارانــــب امصــــال فــــي بلــــغ بينمــــا ، 05.46Pg/ml المقتــــول
34.73 Pg/ml . مســـتوى احتماليـــةل هـــذه النتـــائ  وجـــود فـــروق معنويـــة بمـــن خـــلا ولـــوحظ )  

0.05≥ (P قارنــة مــع متوســط تركيــزعنـد الم IL-12  55.32فـي امصــال ارانــب الســيطرة والبــالغ 

Pg/ml  . 

  (Pg/ml)بوحدة  IL-12( متوسط تركيز 13-4جدول )

 الانحراف المعياري ±المتوسط الحسابي  مستضدات التمنيع

 7.8±52.46 المستضد المقتول
 5.1±60.17 مستضد عديد السكريد الشحمي

 3.9±34.73 مستضد الذيفان الكبدي

 1.4±11.32 السيطرة

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Conclusions                                              الاستنتاجات

 في المختبرات البحثية. C. jejuniتعد طريقة الترشيح طريقة كفوءة لعزل وتنقية بكتريا  .5

 

 الاستنتاجات 

 و 

 التوصيات



 .هو العامل الرئيس المسبب لالتهاب الكبد C. jejuniان الذيفان الكبدي الذي تنتجه بكتريا  .2

 الذيفان الكبدي ذو فعالية مهلكة لفئران التجربة.و  C. jejuniعالق بكتريا إن كل من  .3

لأعضاء الفئران المحقونة  (Histopathology)اتضح من خلال الدراسة المرضية النسيجية  .4
الطحال( مقارنة و  والأمعاءبأن العالق البكتيري كان شديدا  في تأثيره في الأعضاء )الكبد، 

 بد. بالذيفان الكبدي الذي كان تأثيره شديدا  في الك

الاستجابة المناعية قد حفزت المحضرة في هذه الدراسة  C. jejuniمستضدات بكتريا  ان .5
 في الحيوان المختبري )الارنب(. الجهازية والموضعية )الخلوية والخلطية(بنوعيها 

ادى الى ارتفاع الارنب  في المحضرة في هذه الدراسة C. jejuniبكتريا  مستضدات حقن ان .2
 لى ارتفاع تركيز الحركيات الخلويةة المتخصصة بهذه البكتريا اضافة اوعيالاضداد النتركيز 
 .لالتهاب السابقة

ان التحفيز المناعي لمستضدات عديد السكريد الشحمي والمستضد المقتول كانت اكثر  .1
 مقارنة بمستضد الذيفان الكبدي. 

 

 Recommendations                                        التوصيات
جينات التي تشفر الى من الناحية الوراثية لتحديد ال C. jejuniالتوسع في دراسة بكتريا  .5

 PCRتقنية  تقنيات الوراثية مثلال المختلفة التي تمتلكها البكتريا باستعمال عوامل الضراوة
 وغيرها.

لما تسببه هذه البكتريا من  C. jejuniالحاجة إلى تحضير لقاحات خاصة ببكتريا  .2
عوامل التي توفرها  (Protection) قايةمضاعفات قد تكون مهلكة، ومحاولة دراسة الو 

 عند استخدامها كلقاح.الضراوة او البكتريا 
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(. خمـ  السـحايا المتخفـي وبعـض أوجـه المناعـة الموضـعية 2002الذهب، أزهار عمـران لطيـف )
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فاعل المصلي التصالبي المعكوس بين جرثومتي (. دراسة الت2005القريشي، غادة محمد صالح )

Campylobacter jejuni  وضــمات الكــوليرا غيــر المتلازنــة(NAG)  بوســاطة اختبــار
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 العدرية الثانوي. رسالة ماجستير، كلية التربية، جامعة الموصل.
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.  دار وائـل للنشـر، SPSS(. التحليل الاحصائي الاساسي باستخدام 2009جودة، محفوظ احمد )
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Summary 

 Three handred and fouty stool samples were collected from 

children in the age 1-5 years old. These were included 250 watery stool 

samples and 90 bloody stool samples. The samples were collected from 

Babylon hospital for maternity and children and General AL-Qasim 

hospital in Babylon province from July 2010 to January 2011.  

Only 8 isolates of Campylobacter jejuni (2.35%) were isolated from 

all diarrheal samples, 6 isolates (2.4%) were isolated from watery stool 

samples and 2 isolates (2.2%) from bloody stool samples. Two methods 

for isolation were used: one was using selective media Campylobacter 

agar and second was filter papers with pore size 0.45μm. The isolates 

were identified depending on their morphological properties and 

biochemical tests. Serological diagnosis was done by rapid latex 

agglutination test using Hicampylobacter latex kit to confirm the 

diagnosis.  

 htB gene which responsible for hepatotoxin in C. jejuni was 

detected by PCR technique. The results showed that htB gene was found 

in only one isolate that isolated from watery diarrheal stool. Then 

hepatotoxin was extracted from isolate containing htB gene and tested 

using liver function test in swiss mice female type Balb/c mice (Mus 

musculus) which showed that intravenuos injection of 200 μg/ml of 



hepatotoxin led to significant increase in concentration of liver enzymes 

GOT, GPT in mice sera in compared with control.  

         It was found that the LD50 for half the number of swiss mice female 

was 3.16 × 108 cell/ml using the bacterial suspension and 866 μg/ ml 

using hepatotoxin. The macroscopic examination of mice' viscera 

injected with C. jejuni showed an accumulation of fluid in intestine which 

were distended; also there was obvious hepatomegaly with yellow spots. 

The microscopic examination of stained tissue sections of organs 

obtained from mice injected with C. jejuni and hepatotoxin, revealed 

that the bacterial cells have severe effects in the tissues obtained from 

(liver, intestine and spleen), in compared with hepatotoxin, but the later 

had sever effect in liver. Histopathological effects included congestion, 

multiple foci of inflammatory cell and necrosis in liver, and the atrophy 

of white pulp with enlargement of red pulp and hemorrhage in spleen. 

Desquamation and destruction of villi, infiltration of inflammatory cells 

within the lamina propria and villi atrophy were observed in small 

intestine.  

 C. jejuni antigens were prepared (heat killed antigen, 

lipopolysaccharied and hepatotoxin). Immunization of local rabbits 

(Oryctologus cuniculus) by these antigens in addition to Complete 

Freunds’adjuvant was done. After the immunization period, blood and 

intestinal biopsies were collected from these animals. Then some of 

mucosal and systemic immune response parameters (cellular & 

humoral) in test rabbit immunized with C. jejuni antigens and control 

rabbit immunized with normal saline solution. 



         The results showed significant rise in cellular mucosal and systemic 

immune response using NBT, E-rosette and LIF tests in test rabbit 

compared with control. Cellular mucosal was higher than cellular 

systemic response. The humoral immune response was also studied 

using direct agglutination test and passive haemagglutination test, and 

showed significant rise at both systemic and mucosal in compared with 

control. 

 C. jejuni specific IgG and IgA concentration and cytokines IL-8 and 

IL-12 concentrations were determined in sera of test and control rabbit 

groups using enzyme linked immunoassorbent assay (ELISA). C. jejuni 

specific IgG and IgA concentrations were significant higher in test groups 

than control except for hepatotoxin group. The cytokines concentration 

was significant higher in test groups than control. 
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