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  الخلاصة 
قابلية على انتاج انزيم الــ  لها ال (66.6%عينة  50من % 12بنسبة  Pseudomonas aeruginosaتم عزل بكتريا        

Elastase . قابلية  على انتاج انزيمي الـ ال ان جميع العزلات البكتيرية لها نتائج الواشارتLasA درس تأثير . والبروتيز القاعدي
كلآ على حدة حيث اشارت )  in vivu( ون الارانب على قرنيات عي) و البروتيز القاعدي  LasA( هذين الانزيمين الراشح الخام ل

اضرار وجود قرنيات عيون الارانب لالنسجية  المقاطعاظهرت نتائج و. النتائج الى وجود تأثيرات مرضية واضحة لكلا الانزيمين
حيث  LasAنزيم الـ مليلتر لا/ وحدة  7مليلتر لانزيم البروتيز القاعدي والتركيز / وحدة  12نسجية مرضية واضحة عند التركيز 

  .وتكون الخزب دىسبب التركيزان انسلاخ الظهارية مع تلف نسيج الس
احية ت مف ل ا ت  ا كلم ل ا :  ا تري ك   Pseudomonas aeruginosaب

Apstract  
        The species of Pseudomonas aeruginosa was isolated from keratitis. We found that 12% were 
isolated. The production of elastase were tested. Four isolated (66.6%) had the ability to producing 
elastase. The production of LasA and alkaline protease were tested, all isolates had the ability to 
production both the enzymes. The results of the enjection of alkaline protease crude and LasA enzyme 
crud in eye corneal rabbits (in vivu) showed that both enzymes had the obvious effect on the cornea. 
Histopathological effects on eyes corneal of these experimental rabbits, were seen at concentration of 
12 unit\ milliliter of alkaline protease crude and concentration of 7 unit\ milliliter of LasA enzyme 
crude. Both enzymes caused epithelium detachment with damage of stromal tissue and formation of 
oedema.                                                
key words :  speci es of pseudomonas aeru ginosa  

  المقدمة
يعد التهاب القرنية البكتيري واحد من اهم الافات الخطرة في علم الامراض وذلك  بسبب تكرار        

وتشير احـدى الدراسـات الـى ان هنـاك عـين واحدة تخسر ، حدوثها والمضاعفات الناتجة منها
واحدة من   P.aeruginosaوتعد بكتريا ، يـوميـا   فـي العالم وذلك بـسبب استخدام العدسات اللاصقة

اهم العوامل المسببة لالتهاب القرنية الـميكروبي الـذي يقـود الـى تقـرح الـقرنية الـذي اذا لـم يعالج 
ويمكن ان يحدث ثقب القرنية في . (Matsumoto, 2004) ممـكن ان يـؤدي الـى فقـدان الـبصـر  

ن المضاعفات الاخرى عتمة القرنية التي تؤدي وم P.aeruginosaساعة خلال اصابتها ببكتريا  24اقل من 
الى قلة حدة البصر ويتم التخلص من هـذه المضاعفـات فقـط فـي حـالة زرع رقعـة جـديـدة 

وان اصابة القرنية بالبكتريا  تكون سريعة وغالبا ما ينتج منها تـلف الـرؤيا بسبب الـندب  .للـقـرنية 
 Liquefative Necrosis تصف الاصابـة بالنخـر السائـل وعـادة  ت، الـتي تحدث فـي الـقرنيـة

  .( Ayelet et al., 2006; Lin et al., 2006 )المقترن مع التقرح الشديد وثقب القرنية
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وقد وجـد ان العزلات الـبكتيرية الـمعزولة من التهاب الـقرنية تكون ذات فعـالية عالية لانزيم         
وتشـير العديـد مـن    . الذي يكون سامآ للخلايـا  ExoenzymeUو ، قاعديوالبروتيز ال،  Elastaseالـ 

الـمصادر الـى ان العزلات البكتيرية المعزولة جميعآ من التهـاب القرنيـة تكـون منتجـة لانزيمـات      
Proteases   جميعآ التي تلعـب دورآ مهمآ في الامراضـية ( Preston et al., 1997 ;Estrellas et 
al., 2000)  .راسة تشير الى ان العزلة البكتيرية ذات الضراوة للقرنية تستطيع انتاج على الاقـل  وهناك د

ون لهذه الانزيمات القابلية ـيث يكـي بحـسم الحـارج الجـالمختلفـة خ  Proteasesثلاثة من انزيمات 
 ـ  .(Kreger & Griffin, 1974) عـلى احداث التلف السريع والشامل لقرنية الارانب   ات وتسـهم انزيم

مـما يـساعـد على اـكشف عن  Fibronectinالبروتيزات في عملية الالتصاق وذلك بوساطة تحليل الـ 
ن الغشاء الدمعي ا . (Lomholt et al., 2001) مستقبلات عديدة موجودة تحته على اسطح الخلايا الظهارية

الغشاء، وعليه يعد تحلل المخاطين  يعد هو الحاجز الاول بين البيئه الخارجية والخلايا الظهارية للقرنية تحت
(Mucin)   والـذي هـو المكون الرئيس للغشاء الدمعي بوساطة البكتريا هو من عوامل الضراوة التي يجب

ان تمتلكها العزلات التي تسبب الاصابة للعين، حيث تكون نتيجة ازالة المخاطين من القرنيـة هـو زيـادة    
لاتتمكن من   Proteasesغير المنتجة لانزيمات  ةان العزلات البكتيريالتصاق البكتريا الى سطح القرنية، اذ 

تحليل المخاطين، أي ان قابلية البكتريا على استهلاك المخاطين مقترنة مع قابلية العزلات البكتيرية على انتاج 
وتعـمل انزيمـات البروتيزات سـوية فــي   .Proteases ( Aristoteli & Willcox, 2003)انزيمات 

 الايلاستين  طيم الـمواد الاسـاس للـقرنيـة وتـراكيـب اخـرى مـسانده والمكونة من الـفايبرين، وتح
Elastin (Fleiszig et al.,1997) .  نظرآ لازدياد نسبة اصابات العيون بهذه البكتريا وزيادة الاهتمام بها

مرضية لانزيمات البروتيز المنتجة من ولعدم توفر دراسة محلية تتناول التأثيرات ال، في مختلف انحاء العالم
لذا تهدف الدراسة الى عزل وتشخيص هذه البكتريا من حالات . هذه البكتريا على قرنية الحيوانات المختبرية

المحللة للبروتين وملاحظـة التـأثيرات   تقرح القرنية والكشف عن امراضيتها من خلال انتاجها للانزيمات 
    . المختبريةات على قرنية الارانب المرضية النسيجية لهذه الانزيم

  ق العملائالمواد وطر
  عزل وتشخيص البكتريا

من مستشفى ابن الهيثم للفترة مـن  ) مرضى التهاب القرنية ( عينة من مسحات العيون  50جمعت         
زرعت العينات على وسط اغار الدم ووسط اغار ماكونكي واغـار  . 29-12-2011الى  2011-12-3

pseudomonal  فضلآ عن تنمية البكتريا علـى  ، ساعة 24م لمدة 37وحضنت الاطباق عند درجة حرارة
بعد زرع العينات على وسـط  . م42وسط اغار ثلاثي السكريات الحديدي وتنمية البكتريا عند درجة حرارة 

Pseudomonal agar العزلات النامية على الوسط واعيدت على وسط  ذتم اخking A ـ  ل باستخدام الناق
تم تشخيص . ساعة 24م لمدة 37بحضانتها عند درجة حرارة ، المعقم الى ان تم الحصول على عزلات نقية

 العزلات البكتيرية اعتمادآ على الفحوصات المظهرية والكيموحيوية
 ( Holt et al., 1994; Collee et al., 1996). 
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  واستخلاصه بشكل خام Elastaseالكشف عن انتاج انزيم  
’ بالعزلات البكتيريـة وبواقـع ثـلاث     Elastin agarلقحت الاطباق الزرعية الحاوية على وسط         

ساعة وتم قيـاس انتـاج    24-72م  لمدة  37مكررات لكل عزلة بكتيرية وحضنـت عند درجـة حرارة 
        (Ohman et al., 1980)سـنتيمتر   (1.5)الانزيم بقياس منطقة التحلل المـمتدة مـن حافة شريط النمو 

مليلترآ وحضنت عند  20بحجم   L brothلغرض استخلاص الانزيم الخام لقحت دوارق حاوية على وسط 
تم النبـذ المركـزي   .  ساعة 24لمدة  الدقيقة / دورة  130م  في حاضنة هزازة بسرعة  37درجة حرارة 

البكتيـري انزيمـآ خامـآ    وعد الطـافي  . م 4دقيقة وعند درجة حرارة  30لمدة  3500xg بسرعة المبرد 
(Diggle et al., 2002)   .  

  الكشف عن انتاج انزيم البروتيز القاعدي واستخلاصه بشكل خام 
بـالعزلات   Skim Milk Agarلقحت الاطباق الزرعية الحاوية على وسط اغار الحليـب المقشـود           

 1مركز الطبق وبشـكل دائـري بقطـر     البكتيرية وبواقع ثلاثة مكررات لكل عزلة بكتيرية  وتم التلقيح في
ظهور المنطقة الشفافة حـول النمـو   ، ساعة 24م  لمدة  37سنتمتر ثم حضنت الاطباق عند درجة حرارة 

ولغرض استخلاص الانزيم الخام لقحت دوارق حاوية علـى وسـط     .البكتيري دلالة على النتيجة الموجبة
Casein broth   مليلتر لكل  0.2ساعة بحجم  18ارق بلقاح بكتيري بعمر وتم تلقيح الدو. مليلترآ  20بحجم

. سـاعة  24م  لمـدة  37الدقيقة عند درجة حرارة / دورة 130دورق وتمت الحضانة في حاضنة هزازة 
م  لمدة  4درجة حرارة ب  3500xgوبعد مدة الحضانة تم عمل النبذ المركزي المبرد للمزروع البكتيري عند 

  .  ( Sharma et al., 2006)بكتيري انزيمآ خامآوعد الطافي ال. دقيقة 20
  LasAقياس فعالية انزيم 

ميكرولتر من الانزيم الخام لكل عزل بكتيرية واضيف الـى عـالق خلايـا بكتيريـا      100تم أخذ         
S.aureus  م  لمـدة نصـف سـاعة ثـم قـراءة       37وحضنت عند درجة حرارة   ميكرولتر 500بحجم

مع خليط التفاعل عنـد   مقارنةالامتصاصية  انخفاض قيمة. نانومتر 600الموجي الامتصاصية عند الطول 
.  (Diggle et al., 2002)دلالة على النتيجة الموجبة وبواقع ثلاثة مكررات لكل عزلة بكتيرية   0الوقت 

طـول  ب في الامتصاصية 0.01 انخفاض مقدارهوتعرف وحدة الفعالية للانزيم انها كمية الانزيم التي تعطي 
  وعينت فعالية الانزيم باستخدام المعادلة الاتية. نانومتر لكل دقيقة تحت الظروف القياسية(600)  موجي

  نانومتر600 الامتصاصية                                                     
  ــــــــــــــــــــــــ) =   مليلتر/ وحدة  ( LasAفعالية انزيم 

  مليلتر 0.1الحجم Xدقيقة  30الزمن X 0.01انخفاض الامتصاصية                                          
  القاعدي قياس فعالية انزيم البروتيز

وبواقع ، Sharma et al  (2006)تم قياس فعالية الانزيم بالاعتماد على الطريقة الموصوفة من قبل         
 1مليلتر من الانزيم الخام لكل عزلة بكتيريـة الـى    0.1 ثلاثة مكررات لكل عزلة بكتيرية حيث تم اضافة

 Tris-HCLمليلتـر مـن دارئ    1.9حجم و 8ذي الاس الهيدروجيني  (0.5%)مليلتر من محلول الكازئين 
وتم ايقاف التفاعل باضافة . دقيقة 30م  لمدة  37عند درجة حرارة   8مولر واس هيدروجيني  0.2بتركيز 

بالخطوات نفسها ولكن بدون اضافة الانزيم  سيطرةكما حضر المحلول ال.  5%بتركيز  TCAمليلتر من  2
. دقيقـة  30لمـدة   3500xgعنـد   سيطرةبعد ذلك تم النبذ المركزي المبرد لكلا محلولي التفاعل وال، الخام
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 280بوساطة قياس الامتصاصية للطافي عند الطول المـوجي  TCAوعينت كمية الناتج المتكون والذائب بـ
في الامتصاصـية   0.001حيث تعرف وحدة الفعالية للانزيم بانها كمية الانزيم التي تعطي زيادة . نومـترنا

  وتعيين فعالية البروتيز باستـخدام المعادلة الاتية . تحت الظروف القياسية، نانومتر لكل دقيقة  (280)
  نانومتر 280الامتصاصية عند                                

  ـــــ ـــــــــــــــــــــــ  ) = مليلتر/ وحدة (البروتيز القاعدي فعالية 
  مليلتر 0.1الحجم  x دقيقة 30الزمن x 0.001يادة الامتصاصيةز                       

  الحيوانات المختبرية
 (2.5-3)كور وتتراوح اوزانهم ما بين ذاشهر  (2-3)استعملت الارانب المختبرية المحلية بعمر         

وضعت في اقفاص حديدية نظيفة داخل البيت الحيواني مع مراعاة توفير الظروف المثلى من درجة . كغم
ت عينات الادرار والخروج وتم زرعها على الاوساط الزرعية ذوقد اخ، حرارة ونظافة ماء الشرب والعلف
  .للتاكد من خلو الارانب من الجراثيم

  LasAراشح الخام لانزيمي البروتيز القاعدي و اصابة قرنيات عيون الارانب بوساطة ال
حيث حضر انـزيم البروتيـز القاعـدي    ، تم تحضير عدة تراكيز من كلا الانزيمين بصورة منفصلة        
ثـم حضـرت   .مليلتر/ وحدة  (10,7,5)بفعالية   LasAوحضر انزيم . مليلتر/ وحدة (15,12,10)بفعالية 

وخدرت بوساطة الايثر وتم تخديش قرنيـات  ) ارانب 3مكونة من  كل مجموعة( مجاميع  6الارانب بواقع 
ميكرولتر داخل  40ثم حقن كل تركيز من كل انزيم بحجم ، (23G x1)معقمة عيون الارانب بوساطة ابرة 

لـوحظ  .العيون اليسرى للارانب المخدرة بينما استخدمت العيون اليمنى للارانب المخدرة كمجموعة سيطرة
 ,Kreger & Gray )ساعة ومن ثم قتلت الارانـب   24في القرنيات المحقونة بعد مرور تأثير الانزيمات 

   .(Burns et al., 1990 )ه القرنيات ذوتم تقدير الاصابة له.  (1978
  الدراسة النسجية للقرنيات المصابة

ساعة من الحقن  24قتلت الارانب المحلية المحقونة بتراكيز مختلفة من الراشح الخام للانزيمين بعد          
مـن   10%وحفظـت القرنيـات بتركيـز    . وقلعت عيونها وفصلت القرنية عنها لعمل المقاطع النسيجية لها

حضرت منها المقـاطع النسـجية   ثم  pH 7المتعادل  10%ثبتت القرنيات في دارئ الفورمالين . الفورمالين
   .(Humason, 1972 )وصبغت بصبغة الهيماتوكسلين والايوسين الاعتيادية 

  النتائج
  العزل والتشخيص 

.  Pseudomonas aeruginosaتعود للنـوع       عزلات بكتيرية 6 (12%)تم الحصول  على         
نمت البكتريا على وسط اغار الدم اذ بدت المستعمرات كبيرة مع ارتفاع طفيف، وتمكنت البكتريا من  تحليل 

ا على وسط اغار ماكونكي ظهرت المستعمرات بحجم كبير فعند تنميته.   (-hemolysin)الدم بشكل تام  
 Pseudomonalكذلك تمكنت البكتريا من النمو علـى اغـار   . وبلون شاحب وغير مخمرة لسكر اللاكتوز

 TSIوعند تنمية البكتريا على وسط اغار . وظهرت المستعمرات بحجم متوسط وبلون ابيض مائل الى الصفرة
كما نمت البكتريا في .   H2Sيتغير لون الوسط ولم يلاحظ وجود الغاز و ظهر النمو على سطح الوسط ولم

يعد وسطآ تفريقيآ لها عـن   KingAفضلآ عن ان وسط . وكانت متغايرة في انتاجها للصبغة   KingAوسط 
 ويمكن كذلك التمييز بين. التي لا تستطيع النمو فيه  Pseudomonas fluorescensبكتريا  
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  P. aeruginosa وP. fluorescens   م 42,4عن طريق النمو عند درجتي حرارةº  ،   حيـث تـتمكن
من   P. fluorescensبينما لا تتمكن بكتريا  ºم 42من النمو عند درجة حرارة  P. aeruginosa   بكتريا 

 .Pفي حـين يتعـذر علـى بكتريـا      ºم 4النمو عند هذه الدرجة لكنها تتمكن من النمو عند درجة حرارة 
aeruginosa النمو عند هذه الدرجة.  

  Elastaseقابلية البكتريا على انتاج الـ 
اذ   Elastin Agarعلى وسط اغار   Elastaseتم التحري عن قابلية البكتريا على انتاج انزيم الـ         

منطقة كانت لها القابلية على انتاج الانزيم حيث كانت من العزلات البكتيرية %  66.6اشارت النتائج الى ان 
 12( بلـغ  منطقـة تحلـل    قطر  Pa3واعطت العزلة البكتيرية ، التحلل حول النمو البكتيري واضحة جدآ

وتم  LBrothباستعمال وسط  LasAتم التحري عن قابلية البكتريا على انتاج الانزيم  ). 1جدول (). مليمتر
. للانزيم) مليغرام/وحدة(النوعية وحساب الفعالية  (Bradford,1976)قياس كمية البروتين باستخدام طريقة 

وقـد  ، تشير النتائج الى ان العزلات البكتيرية جميعها لها القابلية على انتاج الانزيم ولكن بفعاليـة متغـايرة  
 28.662اعطـت اعلـى فعاليـة اذ بلغـت الفعاليـة النوعيـة        Pa4اظهرت النتائج ان العزلة البكتيرية 

  ).2جدول (لانتاج الانزيم  كفاءة كتيرية هي الاكثرأي ان هذه العزلة الب) مليغرام/وحدة(
على  Elastaseعلى انتاج انزيم الـ  Pseudomonas aeruginosaبكتريا  عزلات قابلية  : )1( جدول 

  .ساعة 24-72م لمدة 37عند درجة حرارة   Elastinوسط اغار 
  )*ملم(منطقة التحلل  قطر    رقم العزلة  

Pa1 0 
Pa2 6 
Pa3 12 
Pa4 9 
Pa5 0 
Pa6 10 

  القراءات تمثل معدل ثلاثة مكررات*      
 باستخدام LasAعلى انتاج انزيم الـ  Pseudomonas aeruginosaبكتريا   عزلاتقابلية ): 2(جدول 

  .ساعة 24م لمدة 37عند درجة حرارة   LBrothوسط 
تركيز البروتين   رقم العزلة

  )مليلتر/مليغرام(
الانزيمية الفعالية 

  )*مليلتر/حدةو(
  )مليغرام بروتين/وحدة(الفعالية النوعية 

Pa1 0.635 2.250 3.543 
Pa2 o.488 6.390 13.094 
Pa3 o.375 5.980 15.947 
Pa4 0.299 8.570 28.662 
Pa5 0.250 6.670 26.680 
Pa6 0.333 4.350 13.063 

  القراءات تمثل معدل ثلاثة مكررات*      
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  انتاج انزيم البروتيز القاعديقابلية البكتريا على 
 Skim milk تم التحري عن قابلية البكتريا على انتاج الانزيم على وسط اغار الحليـب المقشـود           
agar   لوحظ ان العزلات البكتيرية جميعها لها القابلية على انتاج الانزيم وقد اظهرت العزلة البكتيريةPa5 

  ).3جدول () مترملي 20( بلغ  منطقة تحللقطر اكبر 
على انتاج انزيم الـبروتيز القاعـدي   Pseudomonas aeruginosaبكتريا  عزلات قابلية  ): 3( جدول

  .ساعة 24-48م لمدة 37عند درجة حرارة   Skim milk agarعلى وسط اغار
  )*ملم(قطر منطقة التحلل      رقم العزلة  

Pa1    15             
Pa2    10             
Pa3    17             
Pa4    16             
Pa5    20             
Pa6    13             

  القراءات تمثل معدل ثلاثة مكررات*      
  

 Caseinتم التحري عن قابلية البكتريا على انتاج انزيم البروتيز القاعدي في وسط مرق الكـازئين          
broth   ن باسـتخدام طريقـة   وتم قياس كميـة البـروتي(Bradford,1976)     وحسـاب الفعاليـة النوعيـة

وتشير النتائج الى ان جميع العزلات البكتيرية لها القابلية على انتاج الانزيم ولكـن  . للانزيم) مليغرام/وحدة(
 105.556اعلى فعالية انزيمية وكانت ذات فعالية نوعية  Pa5 حيث اعطت العزلة البكتيرية بفعالية متغايرة

  ).4جدول (أي انها الاكثر فعالية لانتاج الانزيم ). مليغرام/وحدة(
على انتاج انزيم الـبروتيز القاعدي في  Pseudomonas aeruginosaبكتريا   عزلات قابلية ): 4(جدول 

  .ساعة 24م لمدة 37درجة حرارة  و pH7وسط مرق الكازئين عند 
ــم  رقـ

  العزلة
تركيز البروتين 

  )مليلتر/مليغرام(
ــةا ــة لفعاليـ  الانزيميـ
  )*مليلتر/وحدة(

مليغـرام  /وحدة(الفعالية النوعية 
  )بروتين

Pa1 0.411 5.386 13.105 
Pa2 0.506 9.566 18.905 
Pa3 0.554 11.438 20.646 
Pa4 0.323 15.211 47.093 
Pa5 0.225 23.750 105.556 
Pa6 0.375 17.399 46.397 
  رراتالقراءات تمثل معدل ثلاثة مك*      

  الاعراض السريرية
ميكرولترآ من انزيم البروتيـز   40بحجم ) مليلتر / وحدة(  ( 15,12,10 )تم حقن تراكيز مختلفة         

 40بحجـم  ) مليلتـر  / وحدة(  ( 10,7,5 )كذلك تم حقن تراكيز مختلفة .  Pa5القاعدي الخام من العزلة 
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 ـ . Pa4الخام من العزلة  LasAميكرولترآ من انزيم الـ  التغيـرات   تفي قرنيات عيون الارانـب ولوحظ
مليلتر من انزيم / وحدة 12واظهر التركيز . ساعة من الحقن 24السريرية على القرنيات المعاملة بعد مرور 

وحدة  7بينما اظهر التركيز .  )عتمة في ثلث سطح القرنية (البروتيز القاعدي الخام عتمة من الدرجة الاولى 
  او انتفاخ/ عتمة في ثلثي سطح القرنية و( الخام عتمة من الدرجة الثانية  LasAالـ  مليلتر من انزيم/ 
اظهرت نتائج الفحص النسجي  .وقد لوحظ ان شدة الاصابة تزداد مع زيادة التركيز لكلا الانزيمين ). طفيف  

شديد  الظهارية مع خزبالطبقة مليلتر من انزيم البروتيز الخام سبب انسلاخ / وحدة  12للقرنية بان التركيز 
 LasAمليلتر من انزيم الــ  / وحدة  7اما التركيز ).  1( لقرنية كما موضح في الشكل ل  دىفي نسيج الس

بالمقارنة مـع  ). 2(    خزب  كما موضح في الشكل ال تكون للقرنية مع  دىالس الخام فقد سبب تلف النسيج
  ). 3( السيطرة الشكل 

  

        
/ وحـدة   12مقطع عرضي لقرنية عين ارنب حقنت بانزيم البروتيز القاعدي الخام بتركيـز  ):  1( الشكل 

، صبغة الهيماتوكسلين والايوسـين . ( للقرنية دىمليلتر نلاحظ انسلاخ الظهارية مع خزب شديد في نسيج الس
  ).   x400التكبير للقوة 
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مليلتـر  / وحـدة   7الخام بتركيـز   LasAمقطع عرضي لقرنية عين ارنب حقنت بانزيم الـ ):  2 (كل الش

     .) x400التكبير للقوة ، صبغة الهيماتوكسلين والايوسين.(للقرنية مع تكون  الخزب دىتلف النسيج السنلاحظ 

  
، صبغة الهيماتوكسلين والايوسـين ( ).سيطرة ( ير مصاب غمقطع عرضي لقرنية عين ارنب ):  3(الشكل 

  ).    x400التكبير للقوة 
  المناقشة

تشير دراسات عديدة اجريت على المرضى المصابين بالتهـاب القرنيـة البكتيـري الـى ان بكتريـا           
Pseudomonas aeruginosa  هـي المـسبـب الاكـثـر شـيـوعـا  وتكرارا في العزل من الحالات

  لمرضية ا
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( Rudnex et al., 2000; Robertson et al.,2011) .   اشارا الباحثانLevey وCohen  (1996)  
اما في المملكة المتحدة فيشير .  10%الى ان نسبة عزل البكتريا من المرضى المصابين بالتهاب القرنية هي 

اما .  9%ى التهاب القرنية هي الى ان نسبة عزل البكتريا من مرض Schaefer et al.,   (2001)الباحث 
الباحثون الى نسبة عالية لعزل هذه البكتريا من حالات التهاب القرنية المتسـبب عـن    قد اشارفي استراليا ف

تختلف النسب المئوية لعزل لهذه البكتريا . (Thakur et al., 2004) 70%استخدام العدسات اللاصقة وهي 
منها وقت جمع العينات وحجم العينات المأخوذة والظروف الصحية  من باحث لاخر، واسباب الاختلاف عديدة

اشار الباحث  .والاقتصادية والموقع الجغرافي والتباين في طرائق التشخيص المتبعة واختلاف مصادر العزل
Lomholt et al.,  (2001)  الى ان العزلات الـبكتيرية الـمعزولة من التهاب القرنية تكون ذات انتاجية

  عزلة بكتيرية  145وفي دراسة اجريت على .وتظهر فعالية عالية له 51%تقدر بـ  Elastaseالـ  لانزيم
وجد ان هذه ، معزولة من مصادر سريرية مختلفة وبضمنها التهاب القرنية) في الولايات المتحدة الامريكية ( 

لت في التعبير الجينـي عنـه   ولكن اربعة منها فش، العزلات جميعها تمتلك الجين المسؤول عن انتاج الانزيم
(Caballero et al., 2004)  .    في حين تشير دراسة اخرى  الى ان نسبة انتاج الانـزيم مـن العـزلات

   (Peters & Galloway,1990) ( 74-99 )%البكتيرية المعزولة من مصادر سريرية مختلفة تقع ما بين  
لبعض السـلالات    )ميكروغرام (0.1ات قليلة بكمي LasAاشارت بعض  الدراسات الى ان انتاج انزيم الـ 

 كما اشار الباحث  . (Vessillier et al., 2001 )البكتيرية قد يجعلها كفوءة في سرعة تحليلها لخلايا الهدف 
Caballero et al. (2004)   عزلة بكتيرية معزولة من مصادر مختلفة جميعها تمتلك الجين  145الى ان

وربما يعود السبب الـى ان هـذه   ، منها فشلت في التعبير عن الانزيم 17ولكن ، المسؤول عن انتاج الانزيم
العزلات البكتيرية تتطلب اشارات اضافية او تفاعلات غير موجودة في الوسط لتسهم في التعبير عن الجـين  

 من العـزلات  40%في ان  et al.  Lomholt  (2001) اشار  الباحث بينما . المسؤول عن انتاج الانزيم
ربما يعود سبب انتاج انزيم البروتيز القاعدي  من  .البكتيرية المعزولة من التهاب القرنية تظهر فعالية الانزيم

فالانزيم لا يعد فقط . العزلات البكتيرية المعزولة من التهاب القرنية الى دور هذه الانزيم في امراضية البكتريا
المختبرية عند الاصابة  حيواناتعامل استيطان في عيون ال عاملآ مسببآ لتلف الانسجة فحسب ولكنه ايضا يعد

( Nagano et al., 2001)  .وهذا يتفـق مع et al.  Lomholt  (2001)  التي أشـارت دراستـهم الى
ان  العزلات البـكتيرية المعزولة من الجروح والتهاب القرنية والخروج والدم والرئة والادرار جميعها تمتلك 

لك عند حقن ذالمنقى في اصابة القرنية و LasAاكدت احدى الدراسات على دور انزيم   .للانزيمفعالية عالية 
لوحظ وجود تأثيرات مرضـية ادت الـى حـدوث ضـرر فـي       ذا، في القرنية) ميكروغرامات (5الانزيم 
ية مطفرة كما لاحظ الباحث وجماعته حدوث ضرر في القرنية عند حقن الانزيم المنقى مع عزلة بكتير،القرنية

ا الانزيم في احداث الاصابة ذليس لها القابيلة على احداث الاصابة مما يدل على دور ه) غير منتجة للانزيم( 
( Preston et al., 1997) . في حين تشير دراسات اخرى الى ان اضافة انزيم البروتيز القاعدي  

الـى قرنيـات عيـون الحيوانـات     ) نزيمغير المنتجة للا(مع العزلة اليكتيرية المطفرة ) ميكروغرامات (5
أي المنتجة ( المختبرية قد ادى الى حدوث اصابة مشابه للاصابة التي تحدثها العزلة البكتيرية غير المطفرة 

لك تشير الى ان حقن انزيم البروتيز القاعـدي  ذك. الانزيم في اصابة القرنية اذمما يدل على دور ه) الانزيم
ه ذحيث تشير ه، الحيوانات المختبرية قد ادى الى احداث اضرار بالغة للقرنية في قرنيات )ميكروغرامآ (20

 Delden & Iglewski, 1998; Nagano )الدراسات الى ان للانزيم دورآ رئيسآ في احداث اصابة القرنية 
et al., 2001) .       تشير الدراسات الى ان لانزيم البروتيـز القاعـدي دورآ فعـالآ فـي النخـر التميعـي
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)(Liquifactive Necrosis ان العزلات  ذا، ي تتصف به الاصابة البكتيرية للقرنيةذالسريع لسدى القرنية وال
ا يشار الى ذل، خلال الاصابة البكتيرية للقرنية ا اضرارذالبكتيرية المطفرة للانزيم لا تتمكن من احداث مثل هك

  الانزيم بانه عامل ضراوة مهم في امراضية البكتريا للقرنية 
( Lomholt et al., 2001; Hobden, 2002)  . اشار الباحثان( Kreger & Gray, 1978)  الى نتائج

الفحص المجهري بوساطة المجهر الضوئي والالكتروني للقرنيات المعاملة بالبروتيزات المنقاة من البكتريـا  
 ـو ( Endothelium )والبطانيـة   (Epithelium)اظهر تحلل ونخـر الخلايـا الظهاريـة     لك خلايـا  ذك

Keratocytes ، ولوحظ ارتشاح وتحلل ونخر خلاياPMNs ، فقدان النمط النسيجي الطبيعي لـStromal 
Proteoglycan ،تجمع بروتينات البلازما في القرنيات المتنخرة، تشتت التركيب الطبيعي لليفات الكولاجين ،

اصابة القرنية ببروتيـزات البكتريـا مماثلـة     ه التغيرات التركيبية الناتجة منذكما واشار الباحثان الى ان ه
ا التشابة في التغيرات التركيبية للقرنيـة تؤكـد   ذان ه، للتغيرات التركيبية الناتجة من اصابة القرنية بالبكتريا

هي المسؤولة بصورة رئيسة عن الاضرار   P.aeruginosaالفكرة القائلة ان انزيمات البروتيزات لبكتريا 
  ب القرنية المتسبب عن البكترياالناتجة من التها

 (Burns et al., 1990; Thakur et al., 2004; Tang et al., 2009).   تشير الدراسات النسـيجية
المرضية الى ان حقن البكتريا في قرنيات عيون الحيوانات المختبرية ادى الى تكون بؤرة التهابية في سدى 

 ـ Corneal stromaالقرنية  يج السـدى نتيجـة تحطـم الحشـوة بـين الخلويـة       بالاضافة الى تحطم نس
Extracellular matrix مع تحطم ، والتي تظهر على شكل فراغات كبيرة بيضاء اللون ضمن نسيج السدى

 ;Severe edema   ( Thakur et al., 2002 تام للظهارية في مركز القرنية مع تكون الخزب الشديد 
Thakur et al., 2004) .ميكروغرام بحجم  10خرى ادى حقن انزيم البروتيز بتركيز وفي دراسةنسيجية ا

لتر في قرنيات عيون الارانب الى تحطم طبقة الظهارية بالاضافة الى تحطم جزء من سدى القرنية ميكرو 20
تشير الدراسة الى ان البروتيزات المنتجة من البكتريا تسبب تحطم الانسجة . مع ارتشاح خلايا التهابية للقرنية

لاعتماد على حيوية البكتريا أي انها تسبب تلف الانسجة بعد قتل البكتريا بالعلاج بوساطة المضـادات  بدون ا
ه الانزيمات ذا يعتبر تثبيط فعالية انزيمات البروتيز مفيد في حماية القرنية من الضرر الناتج من هذله، الحيوية

( Tang et al., 2009) .  
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