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 الموجز -2
 سراانسرران  لثلدرد ف رن ار  لار   اعرد فر  لثعرنث  يعد سرران  لثدردا لثردرر لارارنرل اري  لثاسرن    

اسرن   8فف  لثوثينت لثمرحدة رارير لثحارنئينت ل  مر  اري   دناين ثدوفينت اي  لثاسن  اعد سران  لثرئة 
%( ول  هررذا لثاسرراة فرر  رزليررد مسرررمر حيررث 02هاررنا لمرررصة ماررناة اسررران  لثدرردا يررنا فررررة حينر ررن  

%مر  لثسررانانت لثرر  راري  2552سرران  لثدردا  اررا 2002ارن   ل  ف لو حت لثدرلسنت لثوانئية 
مديررو  لمرررصة اسررران  لثدرردا فرر   258لثدرلسررنت لاررناة سررلدت  حيررثة لررفعررت لثاسررالثاسررن  حرروا لثعررنث  و 

ريردررا لاةمررة انلررنت سررران  لثدرردا لارمررندل ادرر  اررو  لثسررران  .  2005لثوثيررنت لثمرحرردة فرر  اررن  
ومرحدررر  ولثحسنسرررية ثد ورمواررنت وامرررر لثمري ررة وحنثر رررن لثاررحية ااررررا اررن  ورعرررد لثلرلحررة ولثارررعن  

 .ف ن ا  لثعنج لثريمينئ  لثيينرلت لثسنسية ثدعنج
ادرر  لثرررن  مرر  لثراررور لثمدحرروة فرر  لثمعنثلررة وراررور لدويررة حديدررة انسرررمرلر لث ل  لثر ررد  فرر     

اسررر  ارررفن  مر ررر  لثسرررران  را ررر   رررعيفة وث رررذل لثسرررا  را ررر  هارررنا حنلرررة ثهررردلا لديررردة ومررارررنت 
 دا اررنج لمرررلس لثسررران  ليايررن انليرة ذلت فعنثيررة انثيررة .ل  لحرردا لثسررررلريلينت لثمواررودة  ررد رسررر

ا رررما ن لثرررا   لثرررذا مررر  ينثررر  يمرررر  روليررر  لثلزيئرررنت لثسرررمية لثاريارررة ااررررا ريااررر  رلرررنا لثينيرررن 
فررر   ررررا  يرررةلثسرررراناية.وم  لهررر  لثمرارررحنت لثلرررديرة الرررذ  لثارارررنا لثرررذيفنانت لثلردوميرررة لثرررر  لاررردت فعنث

لهرمنمررن ارسررديا فرر  درلسررران ثررذل لوثياررن  .  لثزلررنجلثدرلسررنت دليررا لثلسرر  لثحرر  وفرر  لثينيررن لثسررراناية فرر
 لث و  اد  لحد لاول  لثذيفنانت ثدرحرا ا  فعنثير  ف  هذل لثملنا 

لثوثرروج فرر  درلسررة ميراريررة ثدرحرررا ارر  ررر دير ويشكككل اكثككر تفصككيلا يضككدا مورككوع الاختككراع الككى 
سران  لثددا لثمحدث ف  ف  ردايا   Clostridum  perfringens لثذيفن  لثمسريدص م  لردومة   

ثدرارا ار  فعنثيرة لثرذيفنانت لثلردوميرة  ولممره الاولكى محميكا ينين لثياوا لثيدوية اواف ن ياوة لوث 
لثمحد  CPE اد  لثمسروا لثمحد  حوا لثذيفن   ولعدم وجود دراسة مسبقةلثمعزوثة م  ايئنران لثمحدية 

لثمادر اعد لسرينا  ورا ير  م  ازثت لثلردومة لثمعزوثة ولثماياة محدين م  لثمر   لثمارناي  
انثرسررم  لثاررذلئ  فرر  مدياررة لثمواررا  مرر  لثاررنرة لثرر  لسررريدل  اعررس لثمراداررنت لث رررورية ثاموهررن مرر  

محديرررة اررردين اررر  لثلرررنر لثمعدايرررة لث حنفةرررةوما رررن لثلمرنايرررنت محديرررة ثعرررد  روفرهرررن فررر  ميراررررلت لثلنمعرررة 
انسررريدل  اا رري  مرر  لثرررنر  لثنهرولئ  ف ررن ار  لسرررحدلث اري رة لديرردة محررورة ثعرزا ورا يررة لثلردومرة

  Multiplex PCR اسكتخدام تقييكة هرذل ف رن ار  اردث مر  اا رة ولحردة ولثرر  لاردت رفرن ة انثيرة  
 دذيفن  لثمعوا ف  لثرحرا ا  لثلي  لثمافر ثولاول مرة محميا عمى مستوى القطر 
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Abstract 
Breast cancer is the most common cancer among women worldwide 

after skin cancer. It is also the second leading cause of cancer death in 
women after lung cancer One in eight women in the United States (roughly 
12%) will develop breast cancer in her lifetime and this percent is in a 
continuous increasing . In 2012, it comprised 25.2% of cancers diagnosed in 
women worldwide and increased as the studies recorded 2.8 million womens 
infected with breast cancer in 2015.  

Breast cancer treatment regimens differ widely based on the type of 
cancer, its stage, its sensitivity to hormones, the patient’s age and health, 
and other factors. Surgery and radiation therapy are mainstays of breast 
cancer treatment as well as chemotherapy.  

 Despite of the remarkable development in cancer treatment and new 
drugs ,but the progress in recovery of cancer still weak so the need to new 
strategies of therapy and to new drugs remains very important . One of 
these strategies is the gene therapy by which such strange toxic molecules 
specifically are directed to the cancer cells ,one of these candidates that 
attracting attention are the bacterial toxins which revealed high activity in 
killing of the cancer cells in in vitro and in vivo studies . Our study paid 
attention to one of the bacterial toxins to screen on its activity in this 
respect  

 In more details the patent subject aims to access to in vitro study 
to screen on the activity of locally isolated Cl. Perfringens enterotoxin on 
the breast cancer cell lines as a first step and for the first time locally to 
detect on the effect of bacterial toxins isolated from our environments as 
well as there is no previous local study on CPE that extracted and 
purified from bacteria isolated from food poisoning patients in Mosul city 
beside we use some local requirements because it is not available such as 
the metal container instead of anaerobic jar as well as creation of a new 
modified method for growth and purification by using double agar layer 
instead of single layer which revealed high efficient results  ,and we also 
use Multiplex PCR technique for the first time in Iraq to detect on cpe 
gene that encode on CPE toxin . 
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 المفصل -3
 المقدمة أ. 

ممر ن انرزل ثناسن  ولثمناية ومساان ثرا م  لثمرلس لثسمية  C.perfingeusوافت لردومة 
ثناسرلة ولثاررنثت لثمعويرة ولثررر  رعررا انثر رن  لثمعررن  لو لثرسرم  لثمعروا  جذ يررر  لاررنج لثرذيفن  فرر  
لثمعن  وم  د  يمرص لث  لثدورة لثدموية ثياا لث  لثا رن  محرددنا لث ررر في رن رنثردمنن   ل   ررلوة 

ردومة لثنهولئية  لثمولاة ثاااة ررل  ولثمرواة ثدساورلت رعود لث   ردرر ن ادر  لاررنج ادر  لث را هذا لثل
رارر   C.perfingeus% مر  ارزثت 5اوان مر  لثرذيفنانت  و رد لارنرت لثدرلسرنت لثر  ل  مرن ي رنر   07

لا ن لثاو   لثر  وافت اد  CPEرمن ل  معة  لثسنثت لثمولاة ثارنج ذيفن CPE ذيفن  يادق ادي  
A  C.perfingeus type A  ررررو  مسرر وثة ارر  لحرردلث لثرسررم  لثاررذلئ  لثررذا يعررد دررنا  لهرر  مسررا )

هررو لثمسررر وا ارر  لحرردلث لارررلس لثر رررن   CPEثدرسررم  لثاررذلئ  فرر  معةرر  لثررردوا لثانميررة و يعررد ذيفررن 
اريرق لثارذل  لثررر   لثمعردا لثمعروا فر  لثعديررد مر  لثمررلس لثمعديرة لثمعويررة لثما وثرة ونيرر لثما وثرة ارر 

 (.C.perfingeus  Kominsky et al., 2004راي  لثاسن  لثانرلة ا  لثاناة الردومة 
لدان  اور رروي  لثساورلت ف  لثمعن  ولثرر  رر رم  مارنررة لثعديرد مر  اولمرا  CPEيار  ذيفن 

حرنمس  309  سرمن لثمريااة اعمدية ررروي  لثسراورلت  وهرو اارنرة ار  مرعردد ااريرد مفررد يحرروا ادر
وااررا يرنص  Claudinيادص انررانار  مر   CPEلميا  يحروا اد  ررنا  لوث  فرد م  اوا . ل  اما 

Claudin 3 وClaudin 4   ارروري  مر  اروريارنت  08لذ ادر  لثررن  مر  رارييص لردرر مرClaudin 
  يحدث لثررانا CEPلث لا  ف ا هذي  لثاروري  يروللدل  اد  لثينين لثحسنسة ثدرحدا لثانر  ا  ذيفن 

اررري  وحررردلت لثررارررنا لثا نئيرررة لثرنراورسررريدية ثدرررذيفن  مررر  لرررز  يرررنص فررر  لثعرررروة لثيرررنرج يدويرررة لثدنايرررة 
 (.Claudin  Black et al., 2015; Mitchell and Koval, 2015ثاروريانت 

اارررا رديررا فرر  لثعديررد مرر  سرررانانت  Claudin 4و Claudin 3يررر  لثرعايررر ارر  مسررر انت 
سرن  مدررا سررران  لثاروسرررنت   لثدرردا  لثاارريررنس وسرران  لثمارريس  ممررن  ررد يرروفر لدلة لزيئيررة م مررة لثا

ثسرر دلا لثينيررن لثسرراناية فرر  لثاسررن  ار ايرة مريااررة  لذ ولرد لارر  يحرردث رعايرر اررنث  ثمسررر انت 
Claudin 3 وClaudin 4  ن % ادرر  لثرررولث  فرر  سررران  لثدرردا م نراررة مرر  لثينيرر26% و62ااسرراة

لثاايعيرررة  ويعرررد سرررران  لثدررردا اناررر  درررنا  لهررر  مسرررا  ثدوفرررنة مررر  اررري  لارررول  لثورل  لثسرررراناية لثيررررا  
ورنسرلناة ث رذا لثمريرنزلت رر  لثرولر  لثر  راروير اررق رعرمرد ادر  لسرريدل  ذيفرن  فر  رارييص وارنج 

 (.Hashimi et al., 2013; Saeki et al., 2010سران  لثددا  
ررر  لثرحرررا ارر  لثفناديررة لثحيويررة  ررد لثسررران  رلررنا لثيارروا  ولاول مككرة محميككافككي هككذه الدراسككة 

ف رن ار  فعنثيرر  رلرنا لثينيرن لثاايعيرة  T47Dو MCF-7لثيدوية ثسران  لثددا ولثمر ماة ررا مر  
  يا ينين لثراد(. Vero cellوينين  Periodental fibroblastرينين 
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 ب. الفن السابق
يعد لثعنج انثاعن  ولثلرلحة لثدانئ  لثسنسية ثعرنج سرران  لثدردا اوارف ن رسرر دا لثرور  مر  

 دو  لثر دير اد  لثا ن  لثيرا ف  لثلس  
فرر  اررنج سررران  لثدرردا لثوثرر  يادررق ادي ررن   هاررنا اررواي  مرر  لثلرلحررة لثلرلحررة لثمسررريدمةالجراحككة  

Lumpectomy  اررنثور  مرر  لثدرردا لمررن لثدنايررة فيادررق ادي ررنيررر  في ررن لسرئاررنا لثلررز  لثماررن     
Mastectomy  ير  في ن لسرئانا لثددا انثرنما وف  اعس لثحرنثت ررزلا لثاسرلة لثمحيارة لي رن

 و د راما لثع د لثدمفنوية رلز  م  لثلرلحة ثسران  لثددا .
ل لثارو  مر  لثمعنثلرة ث را لثينيرن لثسرراناية وهرذ  High-Radiationرسريد  مولنت انثية   الاشعاع  

 . د يواا ثدمر   لثين عي  ثدلرلحة لو  ف  حنثة لارانر لثور  لث  لا ن  ليرا ف  لثلس  
هارنا لثعديرد مر  لثعنلرنت لثريمينئيرة لثرر  رارورت رردريلين امررور لثرزم  مر  رارور  المعالجة الكيمائيكة 

ة ثسئاررنا لثررور  ورعارر  لمررن ارر  ورعارر  ثدمررريس  اررا لثررو اعررد لثعمديررنت لثلرلحيررلثر ايررنت لثدولئيررة 
ورمرنز ارفن ر ن اواف ن  نردة ثدينيرن لثسرراناية لث لا رن رر در ااررا  اريق لثف  لو ا  اريق لثوريد

رايررر ادرر  لثينيررن لثاايعيررة لي ررن ثا ررن رار ررا مرر  ملرررا لثررد  لو لثدمررا لثرر  لل ررزة لثلسرر  لثيرررا 
 ف ن ا  لثرنديرلت لثلنااية لثر  رحدد ن رنثس نا ولثر ي  وف دل  لثاعر .

ور لثمدحرروة فرر  لثمعنثلررة وراررور لدويررة حديدررة انسرررمرلر لث ل  ادرر  لثرررن  مرر  لثرارروامومررن و    
لثر ررد  فررر  اسرر  ارررفن  مر رر  لثسرررران  را رر   رررعيفة وث ررذل لثسرررا  را رر  هارررنا حنلررة ثهررردلا لديررردة 

 د رسر دا انج لمرلس ولثولادة ومررانت انلية ذلت فعنثية انثية .ل  لحدا لثسررلريلينت لثمواودة 
ا رررما ن لثرررا   لثرررذا مررر  ينثررر  يمرررر  روليررر  لثلزيئرررنت لثسرررمية  لثليارررنت  ند انيوثوليرررن انارمررر لثسرررران 

 :لثارياة اارا رياا  رلنا لثينين لثسراناية.وم  له  لثمراحنت لثلديرة الذ  لثارانا ه 
لثررر  لارردت  ناديررة فعنثررة فرر   رررا لثينيررن لثسررراناية فرر  لثعديررد مرر  لثدرلسررنت دليررا  الككذيفايات الجرثوميككة 

وممرررررن رلررررردر لثارررررنرة لثيررررر  ل   ذيفنارررررنت لردومرررررة وااررررررا ريااررررر  . حررررر  وفررررر  لثزلرررررنجلثلسررررر  لث
Cl.perfringenes   وهرر  مرر  لثلرررلدي  لثنهولئيررة للاررنرل ورحرررنج لثرر   هرر  لحرردا هررذا لثلزيئررنت

ل رنفة لثر  ةروا رح ي  ينارة يلر  لسرريرلدهنمدا لثلرنر لثنهرولئ  واردة لثرح ري  لثنهولئيرة  
ثت ا يررة ما ررن انسررريدل  لثارررق لثروريايررة لثمعروفررة ثررذثا فرر  درلسررران هررذا اررعواة لثحارروا ادرر  اررز 

لثمعدايرة لثمحديرة مر  رحروير  حنفةرةلرر يان لثوثوج لث  لثرفرير اناسا لثمرناينت لثمروفرة محدين مدرا لث
 اري ة لثرامية ولثرا ية ثدحاوا اد  ازثت ا ية م  لثلردومة.
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 تفاصيل الفكرة ت. 
 C.perfringensلى   عزل وتشخيص جرثومة التجربة الاو 

لمعررت اياررنت مرر  يررروج لثمر رر  لثماررناي  انثرسررم  لثاررذلئ  لثمرررللعي  ثرراعس مسراررفينت  العييككات 
مع مررة وذلت ناررن  محررر  ثحرري  لياررنث ن لثرر  و و ررعت اياررنت لثيررروج فرر   اررن   لنفررة مدياررة لثمواررا .

لثير  لثلز فيمن ياص  لثاررريوثوليةلثوا ينص انثيرانرلت    لزئيي سمت لثعيانت لث    و لثميرار
ااررد حيررث و ررعت فرر   اررن   مع مررة ومحرمررة لثادررق وحفةررت فرر  ل ررنز لثرلميررد لثسررري   ثددرلسررة لثلزيئيررة

   ثحي  لسريدلم .◦70-درلة حرلرة 
 :لسريدمت ثارس ازا لثلردومة ادد م  لثوسنا لثاريناية امدتالاوساط الغذائية  

 وسط Sulphite Polymyxin Sulfadiazine agar(SPS) 
 ( لث ادية.Himediaرعديمنت لثاررة لثمل زة   وفقح ر لثوسا 

  وسطTryptose Sulphite Neomycin agar(TSN) 
 .(Harmon et al., 1971  لارمندلا اد  من ذرراح ر لثوسا 

  وسطTryptose Sulphite Cycloserine agar (TSC) 

 .(Atlas, 2010  حس  من ورد ف ر  رح ير لثوسا لثرنما 
 –( ووسرا لثحرررة LGلثلينرري    –لسريد  وسا لثنررروز  :الخاصة بالاختبارات الكيموحيويةالاوساط 
 (.Atlas, 2010( لارمندل اد  من ورد ف   MNلثاررلت  

 ح رت رمن ورد ف  رعديمنت لثاررة لثمل زة
 : لسريد  را م   التشخيصتأكيد المستخدمة لالاوساط 

 وسط التخثر العاصف  Rapid Perfringens Medium (RPM)  

 .(Corry et al., 2003)ف   من وردرح ر 
  طوس Fluorocult TSC agar-TSCF agar))Fluorogenic media  

مرر  يررنا  لثراررييص رنريررد ثارررس  Methylumblliferyl phosphate-4لسررريدمت مررندة 
 TSC agarر .ح ر لثوسا م  افس مروانت لثوسا لثسنس ثAcid phosphataseلثرحرا ا  لازي  

 ( مرو  م :Flukaينص م  اررة   Supplementم  ل نفة 
 Sucarose550   نرررررررررررررررررررر  /ثررررررررررررررررررررررD-Cycloserine 054ن /ثرررررررررررررررررررررر مرررررررررررررررررررر  050نرررررررررررررررررررر  /ثرررررررررررررررررررررر و 

4-Methylumblliferyl phosphate disodium salt.  نر  مر   555ح رر لثوسرا ان رنفةTSC 
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supplement    درر   مررنيرروميرر 052مانثمررن  لثم اررر وا رر  لثمررزي  انسررريدل  مرارر   اررر 3سرر  50لثرر
 . ° 55م  لثوسا لثسنس لثمع   انثموادة ولثمارد لث   3 س 0000ل يا لثمزي  لث  
 لعزل الجرثومة  اللاهوائي التحرين لتوفير ظروا محميا المواد المستخدمة

  غاز ثيائي اوكسيد الكاربونCO2   لسريد  ننزCO2   ا ان   يناة.محدين لثمعا 
  غاز اليتروجينN2   لسريد  ننزN2  ا ان   يناة. محدين لثمعا 
 لسرررريد  لثمادرررا : يظكككام توليكككد الظكككروا اللاهوائيككككةAnaeroGen مررر  اررررررة  لثمسرررروردOxiod 

 لثارديزية.
 كاشا الريزازورين Resazurin  2000 لثا نر %  0.0002لثرناا اررريز  محدوا ح ر) 
 ثايوكلايكوليت الصوديوم  Sodium thioglycolate 
 كبريتات الكالسيومCaSO4 

 -طرائق العزل 
اد  3س   4.5-9ن  م  ايانت لثيروج ويففت م   0.5-1اعد لد  لثعيانت لث  لثميرار ر  وز  

 د  ر  مزج لثعيانت.1-10 لثرولث  م  وسا من  لثاارو  ثدحاوا اد  لثريفيا
 عمى الاوساط الايتخابيةالزرع 

لذ  سمت لثعيارنت   قلئث حت لثعيانت اد  لثوسنا لثاريناية لثميااة ثدعزا لثوث  ادنث ار 
 -ينر : ورمن لث  دنث ملنمي  1-10اعد لثحاوا اد  لثريفيا 

 ثدعياة وللرا ادي  سدسدة م  لثرينفيا لثعارية. 1-10م  لثريفيا  3س 0ليذ  المجموعة الاولى
 .  ◦80د ي ة ااد  00ثدعياة ثمدة  1-10م  لثريفيا  3س  2ر  معنمدة   وعة الثاييةالمجم

. د ي ة  30  ثمدة ◦ 000انثرسيي  ثدرلة حرلرة  1-10م  لثريفيا  3س  2ر  معنمدة   المجموعة الثالثة
مرر  رررا ريفيررا مرر  لثملررنمي  لثرردنث لثمررذرورة لاررنا فرر  لااررنق مع مررة درر  ل رريفت لوسررنا  3سرر 0و رر  

-45لثمارردة جثر   TSC agarووسا  TSN agarو SPS agarلثعزا لثوث  لثاريناية لثمرمددة اوسا 
دليا  ان   ف  ومزلت محروينت لثااق انثيد د  رررت لثاانق ثحي  لثراد   3س  05-00  ام دلر◦50
  واعررد رارد  لثوسرا ررر  ار  اا ررة ل رنفية مر  لثوسررنا لثارينايرة لثمررذرورة N2و ص CO2ة ادر  حنوير

ثحررري  لثرارررد .  CO2دررر  و رررعت لثاارررنق مررررة ليررررا فررر   ارررن   حنويرررة ادررر   3سررر  00مسرررا ن وام ررردلر 
Roberts and Greenwood, 2003).) 
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 المعديية بديلا عن الجار اللاهوائي  حافظةباستخدام ال التحرين اللاهوائي
مر  لثسرولق لثمحديرة محرمرة ( 0 ارورة لثثررر  2و عت لثاانق فر  دليرا حنفةرة معدايرة اسرعة 

وثاررس   سرناة 48-24  ثمدة ◦46  و◦ 37ثهولئين ااد درلة حرلرة  لثادق ا يئة نير م دواة وح ات
 30ثمرياررص ثيررزلا لثورسررلي  يررنا ل Anaerogenرروفير لثةررروا لثنهولئيرة ررر  لسررريدل  مادرا 

رر  لثرنررد مر  رروفر لثةرروا لثنهولئيرة   و رد % ورروفير ةررا ثهرولئ 03-9ام ردلر  CO2د ي ة ولارنج 
مرر  لثرناررا دليررا  3سرر  00و رر   جذ لثمرمدررا ارناررا لثريررزلزوري  انسررريدل  رناررا لثرسرردة ولثيرررزلا

ثرناا م  لثدو  لثوردا لث  ادي  لثدو  فن  ذثرا واملرد راير ثو  ل لثحنفةةااق اررا د  و   دليا 
وثارس لثرريدص مر  لثراوارة لثمروثردة لدارن  لثرح ري   لثحنفةةيدا اد  روفر لثةروا لثنهولئية دليا 

 لثملففة. CaSO4ااا ة م  مندة راريرنت لثرنثسيو   ر  رااية لر ية لثلنر

 
 لتر 2بسعة محلٌة معدنٌة حافظة(: 1) صورةال

 تيقية العزلاتطريقة محورة لاستحداث 
 يررد لثدرلسررة وذثررا  C.perfringens ماررن ارحرروير لثاري ررة لثروريايررة ثارررس را يررة اررزثت لردومررة 

وام رردلر  SPS agarارر  اا ررة ر ي ررة مرر  لثوسررا لثزرارر  اوذثررا انارمررند اري ررة لثرد رري  دانئيررة لثاا ررة 
وم  د  ريايا حمدة ثو  اد  ااق لثررنر  ةلثنهولئيوررر  حر  يراد  رحت لثةروا  3س  00-05

لثااررنق  ح رراتمرر  افررس لثوسررا وا رردو  وحررذر درر  3سرر  00-5درر   ماررن اارر  اا ررة ل ررنفية وام رردلر 
 د  اورت لثاانق فورونرلفين.                                 ◦46سناة ااد  24ثمدة  ةلثنهولئيلثةروا  ف اارا نير م دو  

 التشخيص
لارياررت  SPS agar, TSN agar, TSC agarادرر  لثوسررنا لثارينايررة دومررة لثلر اعررد امررو 

مولارفنر ن مرن ذررر فر   انا رت لثرر  C.perfringens لردومرةلثمسرعمرلت لثسودل  لثماروا اد  لا رن 
de Jong, 2003 ; Roberts and Greenwood, 2003) وللريرت ادي رن ملموارة مر  لثيرارنرلت )
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لثررر  ر ررمات ليراررنر لارررنج لاررزي  لثررررنثيز وليراررنرلت  لثريميوحيويررةيراررنرلت لثو  اررااة ررررل ( لثمة ريررة 
LGMN )لارنج لازي  لثلينريايز  ريمير سرر لثنرروز  فحص لثحررة وليرزلا لثاررلت  . 

 تاكيد التشخيص
 اختبار التخمر العاصاأ. 

لثحرررررة و ناديرررة ادررر  لاريارررت لثمسررررعمرلت لثا يرررة مررر  لثلررررلدي  لثرررر  لاارررت اريلرررة سرررنثاة ثفحرررص 
ليررررزلا لثارررررلت وريميرررر ثسررررر لثنررررروز ولاررررنج لثلينريايرررز ف رررن اررر  لثمولارررفنت لثمة ريرررة لثمانا رررة 

  ثمردة  46 ◦وح ات هولئين ااد  RPMوث حت حمدة ثو  ما ن اد  وسا  C.perfringens دومةثلر 
  سناة. 24

 Fluorogenic (TSCF agar)وسط  التشخيص باستخدامب. تاكيد 
ادرر  لثارررا لثمة رررا ولثيراررنرلت لثريميوحيويررة ل لارياررت مسرررعمرلت ا يررة اعررد راييارر ن لارمررند

 سناة . 24  ثمدة ◦37د  ح ات ثهولئين ااد  FTGوث حت اد  وسا 
 TSCFم  لثمزراة لثسنئدة لثفرية وو   ف  ااق اررا د  ا  وسا  3س 0.1ليذ ث نح ام دلر 

agar د  و عت لثاانق ف  حنوينت حنوية لمن اد  ننز  3س  05-00ام دلرCo2 لو ننز  N2   ثحي
ةررروا ثهولئيررة ثحرري   لي ررن فرر و ررعت  ولثراررد  درر  اررات اا ررة ر ي ررة مرر  افررس لثوسررا مرررة دنايررة 

 سناة.  24-08  ثمدة ◦ 37د  اعد لثراد  ح ات لثاانق ثهولئين ااد درلة حرلرة   لثراد 
-P.W. Allenمرر  اررو   UV لثاررعة فرروق لثاافسررليةفحاررت لثااررنق اعررد لثرح رري  رحررت ماررانح 

A409   واورت فورونرلفين ث رل ة لثاريلة ادثثة ة ور لثمسرعمرلت لثمرفدورةلارديزا لثماا. 
باعتمكككاد  CPE الميتجكككة لكككذيفان C.perfringensتشكككخيص عكككزلات جرثومكككة  التجربكككة الثاييكككة 

 Multiplex PCRتقيية
 وتقدير تركيزه ويقاوته DNA استخلاص الحامض اليووي 

 -المواد 
 :لسريدمت ازثت ماياة م   لثعزثتC.perfringens . ثلرل  لثراميا لثليا 
 لثمسريدمة  ولثمولد لثمحنثيا 
 ( 1M Tris–HCl pH 8حنمس لث يدروردوريا   -موثر ررس  0محدوا –0
 (0.25M Tris-HCl pH 8لث يدروردوريا  حنمس –موثر ررس  0.25محدوا  -2
  EDTA (0.5M EDTA pH 8.0) موثر 0.5محدوا  –3
 (TE  TE buffer pH 8.0 محدوا دلرا -4
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  10 X TE (X TE buffer 10)محدوا دلرا  - 5

 % 00اررريز  Sodium dodecyl sulfate (SDS) محدوا -6

  (5M Sodium perchlorate)اريردورلت لثاوديو موثر  5محدوا  -7
 (Lysozyme 100mg/ml  3مدا  /س  000اررريز  لازي  لثنيسوزلي  محدوا-8
 (Proteinase K 20mg/ml  3مدا  /س  20اررريز   Kلازي  لثاروريايز محدوا– 9

 للأمريرية. Promegaلثمل ز م  اررة  TBE (10 X)محدوا -00
 .TBE (1 X محدوا -00
 .لثرحميامحدوا دلرا  -02
 .اااة لثدديومارومنيدمحدوا -03
 .% 1هن  لثرنروز اررريز -04

 -العمل  طرائق
  الحامض اليووي استخلاصDNA  جرثومةمن مزارع C.perfringens 

لثانحررث  ثررر  ذررهررنلارمررندل ادرر  لثاري ررة ل C.perfringens لردومررةثينيررن  DNAلثررر لسررريدص 
Garmory   انران  لثياولت لثرنثية : (2000 ولمنار- 

درر  ررر  لثرح رري   C.perfringensاحمررنت ث ررنح مرر  لردومررة  FTGمرر  وسررا  3سرر  000ررر  رد رري  -0
 . ° 37سناة ااد  24ثمدة 

 Hittichمرر  اررررة رسررات لثينيررن لثانميررة فرر  لثوسررا لثزرارر  انسررريدل  ل ررنز لثااررذ لثمررررزا لثمارررد -2
 .د نئق 00  ثمدة  °4ودرلة  xg 10000ااد لثمنا  لثماا  

درر  رسررات  755ارر س هيرردروليا   10X TEدلرا  مرر  محدرروا 3سرر  00نسرردت لثينيررن انسررريدل  --3
 .د نئق 00ثمدة  xg 10000انسريدل  لثااذ لثمررزا لثمارد ااد  ليرا لثينين مرة

 .لثمسريد  ف  لثياوة لثسنا ة TE م  محدوا لثدلرئ 3س  2ادق لثرلس  ف  -4

وح   لثمزي  ثمردة سرناة  3مدا /س  000منيرروثيرر م  محدوا لازي  لثيسوزلي  اررريز  00ل يا -5
   م  لثرحريا.37ااد 

 د رررنئق اارررد  00وح ررر  لثمرررزي  ثمررردة % 00اررريرررز  SDSمرررنيرروثيرر مررر  محدررروا  200رررر  ل رررنفة -6
60 ° . 
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 K لثاروريايرز ارزي منيرروثيرر م  محدوا ل 5و EDTAموثر 0.5منيرروثيرر م  محدوا  20ل يا -7
 . °37وح   لثمزي  ثمدة سناة ااد  3/س مدا  20اررريز 

د ي ررة  30وح رر  لثمررزي  ثمرردة  ايروردررورلت لثارروديو  مرروثر 5مررنيرروثيرر مرر  محدرروا  440ل رريا -8
 . °65ااد 

 مرر  مررزي  لثردوروفررور  ورحرروا لثيزولميررا ااسرراة  3سرر  6ل رريا  Cell lysate اعررد لثحارروا ادرر -9
 د ي ة. 30لثرحريا ثمدة  م  0: 24

  ثفاررا لثمررزي  لثرر  دررنث اا ررنت لذ ◦ 4د ي ررة ااررد  05ثمرردة  xg 11000للرررا ااررذ مررررزا ااررد -00
  اا ررة لثاررروري  DNA:اا ررة لثحررنمس لثاررووا  يرر ر  رمررن رمدررا لثاا ررنت مرر  لثادرر  لثرر  لثسررفا

 .واا ة لثردوروفور 

انسرريدل  منارة مع مرة  DNAلثحنمس لثاووا ااا ة ثمرمددةلسحات لثاا ة لثافنفة لثمنئية لثعدوية -00
 .واحذر ا دت لث  لااواة ليرا مع مة

 ان ررنفة حلر  ولحررد مرر  رحروا لثيزوارواررناوا لثماررد لذ ررر  منحةررة DNAلثحررنمس لثارووا  رسر -02
ررر  راررويرهن و   اارررا ييرروا اي ررن  لو ررررا انث ررة مرر  لثييرروا فرر  لثمررزي  DNA لثحررنمس لثاررووا

 فورونرلفين.

 نسررادرر    اانسررريدل  لااواررة انسرررور مع وفررة لثا نيررة لثرر  لااواررة ليررر  DNA لثحررنمس لثاررووا ا ررا-03
 .% د  لفا70انسريدل  رحوا لثيدناوا  DNA لثحنمس لثاووا

لس هيرردروليا   اذ TEمررنيرروثيرر مرر  دلرئ  0000-200فرر   DNA ررر  لذلاررة لثحررنمس لثاررووا-04
 .لثيرانرثحي  للرل  انثرلميد   د  حفة 8.0

 تقدير تركيز ويقاوة الحامض اليوويDNA 
ا يررنس لثمراناررية انسررريدل  ل ررنز لثمايررنا لث رروئ   DNAلثحررنمس لثاررووا  ررر  ر رردير ررريررز

ارررناوميرر  لذ رررر   260لثمرررنا  لثمااررر  اارررد لثاررروا لثمرررول   Aquariusثايرررا لثارررعة فررروق لثاافسرررلية 
مرررررة انسررررريدل  محدرررروا  000في ررررن لثرررر   DNAريفيررررا لثعياررررنت لثمرررررلد ر رررردير ررريررررز لثحررررنمس لثاررررووا 

 لثدانئ  لثسدسدة انسريدل  لث ناو  : DNA  ور  ليلند ررريز لثحنمس لثاووا TEدلرا 
 0000(/50 ×معنما لثريفيا ×260ااد لثاوا لثمول   منيررونرل /منيرروثيرر(= لث رل ة  DNAررريز 

 وثارررررررررررررررس  يررررررررررررررنس لثا رررررررررررررررنوة ف ررررررررررررررد رررررررررررررررر   رررررررررررررررل ة لثمراناررررررررررررررية اارررررررررررررررد لثارررررررررررررروا لثمرررررررررررررررول  
 ارررررررناوميرر ولمرررررررر  ر ررررررردير  يمرررررررة لثا رررررررنوة مررررررر  حنارررررررا  سرررررررمة  ررررررررل ة لثمرانارررررررية اارررررررد لثاررررررروا  280

 اررررررررررررناوميرر  280اررررررررررررناوميرر ادرررررررررررر   رررررررررررررل ة لثمراناررررررررررررية ااررررررررررررد لثارررررررررررروا لثمررررررررررررول   260لثمررررررررررررول  
 Cherry, 1962; Barbas et al., 2001.) 



13 

  



14 

  الترحيل الكضربائي عمى هلام الاكاروز لمتحري عن الحامض اليوويDNA 
مرنيرروثيرر مر  دلرا  ارااة لثرحميرا  5مر   DNAمنيرروثيرر م  لثحرنمس لثارووا  00ر  مزج 

وو ررررر  لثمرررررزي  فررررر  حفرررررر هرررررن  لثررررررنروز لثحرررررنوا ادررررر  ارررررااة  ررررررا ايارررررة انسرررررريدل  منارررررة د ي رررررةث
د ي ة ورمت  75فوثت ثمدة  000لثدديومارومنيد ف  ل نز لث لرة لثر رانئية  ول ز رينر ر رانئ  م دلرا 

 .UV transilluminatorمانهدة لث ن  اد  ل نز 
 Multiplex PCRباستخدام  C.perfringens التيميط الجييي لعزلات
ثارس راميا لثعزثت انثارمند اد  لثليارنت لثمارفرة  Multiplex PCRرفناا  لسريدمت ر اية

 ,cpe, cpaوذثررا انسررريدل  يمسررة لزولج مرر  لثاندئررنت ثدرحرررا ارر  لياررنت  ثدررذيفنانت لثرئيسررة لثيمررس
cpb, etx, iA. 

 -المواد 
  البادئات 

 Korkealaو Heikinheimoلثانحدرررن   ارمرررندل ادررر  مرررن ذررررر لزولج مررر  لثاندئرررنت لا 5لاريارررت 
ل  رررنا  لثاندئرنت وررلريزهررن ثاررس لثرامريا لثليار  ثدعرزثت انثارمرند ادر  ليارنت لثرذيفنانت  و  (2005 

لث اعة لثمس وا را زوج ا  ر ييم ن ولي  لثذيفن  لثمررلد  حل  لثم نفة لث  يديا لثرفناا ف ن ا 
 (.0 دوا لثراا اا  مو حة ف  لثل

 C.perfringens لتيميط عزلات Multiplex PCR( البادئات المستخدمة في تفاعل 1الجدول)
اسم 

 ديءالبا
تركيز ال تسمسلال

 بالمايكرومولر
 حجم قطعة الجين

 زوج قاعدة
 الجين

CPA F 5-TGCATGAGCTTCAATTAGGT-3 0.5 400 cpa R 5-TTAGTTTTGCAACCTGCTGT- 3 
CPB F 5-GCGAATATGCTGAATCATCTA-3 0.36 196 cpb R 5-GCAGGAACATTAGTATATCTTC-3 
ETX F 5-GCGGTGATATCCATCTATTC-3 0.46 655 etx R 5-CCACTTACTTGTCCTACTAAC-3 

1A F 5-ACTACTCTCAGACAAGACAG-3 0.52 446 iA R 5-CTTTCCTTCTATTACTATACG-3 

CPE F 5-GGAGATGGTTGGATATTAGG-3 0.34 233 cpe R 5-GGACCAGCAGTTGTAGATA-3 

 
 المحاليل المستخدمة في الترحيل الكضربائيالمواد و 

 .DNAامدية ررحيا لثحنمس لثاووا ف  لثمذرورة  افس ن لثمحنثيالسريدمت لثمولد و 
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 طرائق العمل 
 تحرير البادئات Preparation of primers 

 ان رررررررررررررنفة ايروموا/مرررررررررررررنيرروثيرر 000لثمحدررررررررررررروا لثيرررررررررررررزي  ثررررررررررررررا ارررررررررررررندئ اررريرررررررررررررز ح رررررررررررررر 
رمرن ماري  لثراديرة  (BioCorp  رعديمنت لثاررة لثمل زة وفقلارمندل اد  ررريز را اندئ  لثمن  لثم ار
 (.2 ف  لثلدوا 

 (  مكويات المحمول الخزين لمبادئات2الجدول )

 حجم الماء المراا بالمايكروليتر الباديء حجم الماء المراا بالمايكروليتر الباديء
CPA F 920 ETX R 900 
CPA R 1.065 IA F 1.190 
CPB F 943 IA R 1.010 
CPB R 1.132 CPE F 1.285 
ETX F 1.190 CPE R 1.011 

 

 خميط التفاعل Reaction mixture 
 KAPA Taq 2X Readyمرنيرروثيرر انسرريدل   50ح رر يدريا لثرفنارا اارد حلر  ا رنئ  

Mix DNA polymerase  3ماي  ف  لثلدوا ثالنز لثعما ورمن.) 
 

 C.perfringens لتيميط عزلات Multiplex PCR(  خميط تفاعل 3الجدول)
 مالحج المكويات

2x Ready Mix with Mg2+ 25 منيرروثيرر 
 منيرروثيرر ثرا اندئCPA F, CPA R 0.25زوج لثاندئنت 
 منيرروثيرر ثرا اندئCPB F, CPB R 0.18 زوج لثاندئنت
 منيرروثيرر ثرا اندئETX F, ETX R 0.23 زوج لثاندئنت

 منيرروثيرر ثرا اندئIA F, IA R 0.26زوج لثاندئنت
 منيرروثيرر ثرا اندئCPE F, CPE R 0.17زوج لثاندئنت
 منيرروثيرر Template 00لث نث  

Free nuclease water منيرروثيرر 50رما لثحل  لث  ل 
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 الترخيم  Amplification 
 مررررنيرروثيرر لثيررررنص  625ام رررردلر  2x Ready Mix DNA polymeraseل رررريا 

 ي د  ل يفت لثاندئنت انحلن  مح ررة ثيمرس واارر  3س 1.5اياة لث  لااواة لاادروا ذلت حل   25ر ا
 -:ي ر  اياة لث  يديا لثرفناا رمن

 وثيررمنيرر   6.25ام دلر  CPA F, CPA Rزوج لثاندئنت  -0
 منيرروثيرر  4.5ام دلر  CPB F, CPB Rزوج لثاندئنت -2

 منيرروثيرر  5.75ام دلر  ETX F, ETX R زوج لثاندئنت -3
 منيرروثيرر  6.5ام دلر  IA F, IA Rزوج لثاندئنت -4
 منيرروثيرر 4525ام دلر CPE F, CPE Rزوج لثاندئنت  -5

ولثزولج لثيمسرة مر   2x Ready Mix DNA polymeraseوز  لثمرزي  لثسرناق لثمررو  مر  
در  ل ريا  مرنيرروثيرر  27.18لثررر ي  ام ردلر  وفرقلااواة لاادروا لثيناة ارا اياة   25لثاندئنت لث  

   درر  يعاررر لثلثرر  رررا لااواررة لاارردروا مرر  لثانايرر  لثيمسررة و  سررنا نمررنيرروثيرر مرر  لث نثرر  لثمح ررر  00
للريرت امديرة لثر ريي    و ان رنفة لثمرن  لثم ارر يرروثيررمرن 50لرما لثحل  لثا نئ  ثمرزي  لثرفنارا لثر  

 5  ثمردة °94دورة اعرد امديرة لثمسرلا لثوثر  اارد  35لثمارم  ادر   Thermal cyclerانسريدل  ل نز 
  ثمرردة د ي ررة ° 53ررر  لثرراررنا ااررد  و  ثمرردة د ي ررة ولحرردة  ° 94د ررنئق لذ ر ررمات رررا دورة مسررلا ااررد 

  ثمرردة ◦72واعررد لرمررن  لثرردورلت للريررت دورة ا نئيررة ااررد  ثمرردة د ي ررة ولحرردة  ° 72ولحرردة ولثسرررانثة ااررد 
 .د نئق 00
 الترحيل الكضربائي Electrophoresis  

منيرروثيرر م  اولر  لثر ريي  لثر   20 ر  للرل  لثررحيا لثر رانئ  ثرحديا اولر  لثر يي  ان نفة
 ل ررريا لثي رررن  لثرررر ن اررردل لثحفررررة لثوثررر  فيمررر لثحرررنوا ادررر  ارررااة لثدديومارومنيرررد حفرررر هرررن  لثررررنروز

ولثحفررة لثدنايرة  5:1ااسراة ( DNA Ladder 100-bpولثم ارر  ارااة لثرحميرامنيرروثيرر م  مزي   6
فوثررت  100 در  راررا مل رز لث ردرة ومررر ريرنر ر رارنئ  ا ردرة لثرر  ل ريا لثي رن محدروا لثسريارة لثسرنثاة 

 لثحرررز  رحرررت  تفحارررو د ي رررة دررر  رفررر  لثدررروح لثيرررنص ا رررن  لثررررنروز مررر  حررروس لثررحيرررا  90وثمررردة 
UV-Translliunum  .د  ر  راوير لثارنئ  فورونرلفين 
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 المعوي  ذيفانتكوين السبورات وايتاج ال التحري عنالتجربة الثالثة   
Detection of Sporulation and Enterotoxin Production 

 - المواد 
 العييات -1

لثماياررة  cpe+C.perfringenstype Aاررزثت مرر  لردومررة  8لسررريدمت فرر  هررذل لثمحررور 
ثارررس لثرحرررا ارر  رررروي  لثسرراورلت و نادير ررن ادرر   Multiplex PCRمسررا ن انثارمررند ادرر  رفناررا 

 لثنررس لثمافعا لثعرس .  ليرانر رنز  انسريدل لارنج لثذيفن  لثمعوا 
 (PET-RPLA) اختبار تلازن اللاتكس الميفعل العكسيعدة  -2

 -:ريةلثارديزية لثماا  لثر  رحروا اد  لثمروانت لث Oxoidلسريدمت لثعدة لثمل زة م  اررة 
 Sensitized latexلثنررس لثمحسس -
 Latex controlثررس لثسيارة -
 (Enterotoxinلثسيارة  لثذيفن  لثمعوا -
 Diluentلثمحدوا لثميفا -
  Modified Duncan and Strong mediumوسط تكوين السبورات  - 3

 -:ريةح ر لثوسا م  لثمروانت لث
نرر  Soluble starch  050نرر   Proteose peptone  450نرر   Yeast extract  0550نرر   450

Sodium thioglycolate  0050   نNa2 HpO4.7H2O. 
 مررر  لثمرررن  لثم ارررر دررر  وز  لثوسرررا ام ررردلر  3سررر 0000ح رررر لثوسرررا انذلارررة لثمروارررنت لارررنا فررر  

 .د ي ة 05  ثمدة ◦ 020 ف   ان   ذلت نان  محر  وا   انثموادة ااد درلة حرلرة 3س 06-08

 Gram stainصبغة كرام  - 4
 V Microtiter plateيوع  صفيحة المعيار الدقيق -5

 - طريقة العمل
 ايتاج الذيفان المعوي والتحري عن تكوين السبورات 
د   FTGلثانمية اد  وسا  type A cpe+C.perfringens دومةر  رد ي  وسا لثدح  لثمااوخ الر -0

 سناة . 20-08  ثمدة ◦37ح ات لثمزلر  ااد 
 د ي ة. 20  ثمدة ◦75سيات لثمزلر  ااد درلة حرلرة -2
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ررروي   مر  وسرا 3سر 08-06م   ن  لثاناي  ف   لثم يوذةم  لثمزراة لثمسياة  3س  058ر  رد ي  -3
 سناة. 24  ثمدة ◦37لثساورلت د  ح ات ااد 

ر  رح ير مسحنت م  لثمزراة لثانمية اد  وسا رروي  لثساورلت وااات ااااة ررل  ثدرحرا ا  -4
 .لثيرانررروي  لثساورلت ف  لثعزثت  يد 

لثرلار     در  فارا◦4د ي ة ف  درلة حرلرة  20ثمدة دورة/د ي ة  3000 للرا ارد مررزا ثدمزلر  ااد-5
 ولسريد  ف  لثيرانر.

 التحري عن الذيفان المعوي وتيقيته 
 م  لثمحدوا لثميفا لث  لثااو  لثينص ا .3س  550ح ر اموذج لثسيارة ثدذيفن  لثمعوا ان نفة-0
 8حيرث لاارر  ررا ارفي  مرر  لثاارق ر رر  ولحرد وررا اررا يرررو  مرر   Micrtiter plateرر  ررر ي  -2

 حفر.
م  لثمحدوا لثميفا ثرا حفررة مر  لثحفرر لثدمرنا  ثررن لثارفي  مناردل لثحفررة منيرروثيرر  25ل يا -3

 لثوث .
 منيرروثيرر م  لثعياة ثدحفرة لثوث  ولثدناية م  را اا. 25ل يا -4
 ة م  ررا لثحفرة لثدنماة.عم  لثحفرة لثدناية لث  لثحفرة لثسنااً للريت رينفيا م نافة لاردل -5
 .ثرا حفرة ف  لثاا لثوا ثررس لثمحسسلمنيرروثيرر م   25ل يا -6
ثرا حفررة فر  لثارا لثدرنا  ومزلرت محرويرنت لثاارق انثيرد  نررس لثسيارةمنيرروثيرر ما 25ل يا -7

در  و ر  اارق ارررا فير    ونا  لثااق اولساة لثانرلفيد  وو ر  ادر  لر رية سرودل   اارا يفيا
لثارررا فو  مررن ثمارر  حرردوث لثلفررنا وررر  و رر  ناررن  اررادو     اررفيحة لثيراررنر مرر  مررن  اررنث ر 

 سناة. 24-20ورررت لثافيحة ف  درلة حرلرة لثارفة ثمدة 
  رلت لثارنئ  وسلدت د  اورت فورونرلفين.-8
 ( Scott and Duncan,1975ر  را ية لثذيفن  لثمعوا لثمسريدص انثارمند اد   -9

 الثديالتحري عن فعالية التوكسين كمراد لسرطان  التجربة الخامسة 
 التجربة الاولى 

 المواد 

 - Cell Linesالخطوط الخموية 

لسريدمت ف  هرذا لثدرلسرة لراعرة ياروا يدويرة ميردفرة رر  لثحاروا ادي رن مر  ميرارر لثارنيوثول  
 ف  ملم  ردية لثا  /لثلنمعة لثرداية ر مات : لثلزيئ 
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1- Human  breast adenocarcinoma cell - lines MCF-7 
2- T472D 
3- Periodontal fibroblasts  
4- Vero cell line  

 -الاوساط والمواد المستخدمة 
 (Gibco, invitrogen, USAر  لثحاوا ادي  م    DMEM/F12وسا  -
 (Gibco, invitrogen, USAر  لثحاوا ادي  م    RPMI 1644وسا  -

 (Gibco, invitrogen,USAادي  م    حاا Fetal bovine serumماا لثا نر لثلايا   -
- L-glutamine    ر  لثحاوا ادي  مLonza, Belgium) 
- Penicillin    ر  لثحاوا ادي  مLonza, Belgium) 
- Streptomycin    ر  لثحاوا ادي  مLonza, Belgium) 
- Humidified incubator 

 - طريقة العمل
 Cell Culture preparationتحرير المزارع الخموية  

فيمررن   DMEM–F12 فرر  وسررا Fibroblastو T47Dو   MCF7ررر  زر  لثيارروا لثيدويررة 
ماررا لثا ررنر لثلايارر   %00لثمعررزز ان ررنفة  RPMI 1644فرر  وسررا  Vero Cellsزراررت ينيررن 
 50مررر  لثم ررند لثحيررروا لثااسررردي  و IUوحررردة انثميررة  50و مدرر  مررروثر ردورررنمي  2مررر   %0لثمسرري  و

  مر   37وح ات لمي  لثينين ف  لثحن راة اارد  ثحيوا سرريارومنيسي م  لثم ند ل 3منيررونرل  /س 
 م  مرلانة روفير لثراواة. CO2%  5ولود 

قياس السمية الخموية والفعالية المرادة لمتكاثر فكي الزجكاج باسكتخدام صكبغة التريبكان   التجربة الثايية
 الزرقاء
 - المواد

 مل ر م دو   اريحة لثعدن  اااة لثرريان  لثزر ن   ااق سدلس  لثحفر  لثذيفن  لثمعوا لثمح ر محدي
 طريقة العمل  

 006×050لثينيررن  زراررت لميرر  لثيارروا لثيدويررة فرر  لثااررق لثسدلسرر  لثحفررر احيررث ررررو  ردنفررة
 فيمرررررررررن رررررررررررو  ردنفرررررررررة ينيرررررررررن لثفنياروانسرررررررررت  Veroوينيرررررررررن  T47D  MCF-7ينيرررررررررن ث/حفرة يديرررررررررة
0535006 حفرة در  اومدررت لثينيرن انثررذيفن  لثرذا ررر  لسرينار  ورا يررر  مر  لثعزثررة لثمحديرة مرر  يديرة/



20 

مرر  مرلاررنة  3(  مررنيررونرل  /سرر  0500  0550  0525  0503  0506لثلردومررة ايمسررة ررلريررز ميردفررة   
اة ل نفة دندة مرررلت ثرا ررريز   لمن حفرة لثسيارة فرحروا ف ا ند  لثوسا دو  ل نفنت . واعد سن

م  لثرح ي  حسات حيوية لثينين انسريدل  اااة لثرريان  لثزر ن  و درت لادلد لثينين لثميرة ولثينيرن 
 لثحية انسريدل  اريحة اد لثينين واوسناة لثمل ر لثم دو  .      

 التجربة الثالثة  
 لثمولد:

  (Promega .USA)ادة ليرانر ررندر لثينين   ر  لثحاوا ادي ن م   -
 حفرة  96اق ذو ا -
 (Absorbance microplate reader   Sunrise-TECAN, Switzerland نرئ لثمراناية  -

 طريقة العمل  
 MTTباستخدام طريقة في الزجاج  متكاثر الخموي والسمية الخمويةلقياس الفعالية المرادة 

 005000اردنفرة حفررة  96ف  لثااق لثمررو  مر   Veroوينين  T47D  MCF-7ر  زر  ينين 
   05062  05025  0525  055  0500ررلريررز ميردفررة   6درر  اومدررت لثينيررن انثررذيفن  اول رر   /حفرةيديررة

  فمررن لسررريد  دندررة احيررث ل رريا رررا ريفيررا مرر  لثررذيفن  ادندررة مرررررلت 3مررنيررونرل  /سرر  (0500302
( 0525و 055  0.00ررلريررررررررز ميردفررررررررة ثدررررررررذيفن  رلررررررررنا ينيررررررررن فنياروانسررررررررت وامررررررررررري  ف ررررررررا وهرررررررر   

واعد سناة م  لثرح ري  رر  حسرن  حيويرة  .فر لثسيارة فرحروا اد  لثوسا ف ا  لمن ح3منيررونرل /س 
 570و يست لثمراناية ثلمي  لثحفر اارد  رمن ورد ف  رعديمنت ادة لثيرانر MTTلثينين ااري ة  

مراناررررية واررررورت لثينيررررن اررررناوميرر اولسرررراة  ررررنرئ لث 570اررررناوميرر مرررر  ارررررح لث رررري  لثم نسررررة ااررررد 
 فورونرلفين.

 التحميل الاحصائي  
 ر  حسن  لثاساة لثمئوية ثحيوية ثدينين انثم نراة م  لثسيارة رمن ف  لثمعندثة لثرية :

% ثدينين لثحية =  
 رل ة لمراناية لثعياة
لمراناية لثسيارة

  ×000 

لثررذا  يمدررا  يررنس فعنثيررة لثمررندة  IC50رمررن ررر  حسررن  لثررريررز لثمدرراا ثااررا ارردد لثينيررن لثحيررة
   .%  انسريدل  اةن  ارمل  ينص50لثسنمة ثردايا لثفعنثية لثانيوثولية ثدينين ااساة 
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  يتائج التجربة الاولىاليتائج  
   C.perfringensعزل جرثومة

ايارررت اررررنئ  زر  ايارررنت لثيرررروج ثدمر ررر  لثمارررناي  انثرسرررم  لثارررذلئ  ادررر  للأوسرررنا لثارينايرررة 
سررررناة فرررر  لثةررررروا  48-24 واعررررد مرررردة رح رررري   C.perfringensيناررررة اعررررزا ورعرررردلد لردومررررة لث

يرعدا  C.perfringensعدد لثفررل   ثينين لردومة لث  ل  ◦46  و ◦37لثنهولئية ااد درلر  حرلرة 
ت صمررن فيمررن ييررص ارررنئ  لثررزر  انثارمررند ادرر  لثارلئررق لثمسررريدمة ثدعررزا للأوثرر  فرنارريديررة/نرل    003

اررنا  ثدمسرررعمرلت  رعرردلدارررنئ  زر  لثملمواررة للأوثرر  مرر  لثعياررنت لثميففررة فرر  وسررا مررن  لثاارررو  ة ررور 
ايامررن اياررت ارررنئ  زر  لثريررنفيا لثمعنمدررة  C.perfringensلثسررودل  لثميرزثررة ثدراريررت لثرناعررة ثلردومررة 

لث  C.perfringensد نئق ة ور امرو ا ر  ثمسررعمرلت لردومرة  00  ثمدة 80حرلرينا ااد درلة حرلرة 
ل  ارردد لثمسرررعمرلت لثانميررة رناررت ل ررا م نراررة مرر  لثاري ررة للأوثرر   وثرر  يررر  لثحارروا لث ادرر  مسرررعمرة 

 د ي ة. 30  ثمدة 000ولحدة م  لمي  لثعيانت لثمعنمدة ادرلة حرلرة 
( ثارررس اررزا TSC  SPS  TSNوهرر    عررزا للأوثرر لسررريدمت دندررة صوسررنا لارينايررة اررداة ثد

 Sulfadiazine, Neomycinلارمندلا اد  لاريناير ن ثحرولئ ن اد   C.perfringensورعدلد لردومة 
sulphate, Polymyxin B  وD-Cycloserine  رررذثا لارمررد ادرر  لار نئير ررن فرر  رميررز مسرررعمرلت

C.perfringens وسنا لثدندة ليرنفنا ول حنا ف  اررا لثمسررعمرلت للأ لثميرزثة ثدراريت   و د صة رت
 لثانمية ادي ن وحلم ن.

مدرر   3-0سررودل  لثدررو  وا حلررن   TSC agar ادرر  وسررا C.perfringens ة رررت مسرررعمرلت
ذلت حولا محددة ومارةمة ولحينانا رادم  لردر م  مسرعمرة فرادو ااررا مسررعمرة ولحردة رايررة رو رح ن 

لثررر  ل  لثمسررررعمرلت  (2003ولمنارررر    Corry رررن مررر  مرررن صارررنر لثيررر  لثانحرررث ( وررفرررق ارنئل2  ارررورةلث
 .C.perfringensمد  رعد مسرعمرلت ثلردومة  5-0و ا  انر  TSC agarلثسودل  اد  وسا 

سررودل  لثدررو  مرانياررة  C.perfringensف ررد ارردت مسررعمرلت  SPS agarلمرن ااررد لسررريدل  وسرا 
صا رن ااررا ارن  لارار مر  ردرا لثانميرة  لآير مروساة لثحل  جثا حلنم ن اع  ن ااير لدلا ولثاعس ل

( فيمرن ة ررت 3  ارورة رمرن ل  حولف رن ل را رحرددلا وماراررة ورمرن مو رحة فر  لث agar TSCادر  وسرا
  رمرن  SPS agarاراي ة اردرا لثانميرة ادر  وسرا  TSN agarادر  وسرا C.perfringensمسرعمرلت 

وثوحة لسودلد ثحولا للأوسنا لثدندة لو لارانر لثدرو  للأسرود فر  لثاارق ممرن (  4  اورةمو حة ف  لث
 ياررع  رمييررز لثمسرررعمرلت لثمافررردة ويناررة اارردمن يرررو  رعرردلد لثمسرررعمرلت اررنا لرردلا ويحرردث هررذل فرر  

 سرررررررررناة  24صو صحينارررررررررنا اارررررررررد زيرررررررررندة فرررررررررررة لثرح ررررررررري  اررررررررر   00 -2لو 00-0للأندررررررررر  اارررررررررد لثريرررررررررنفيا
 .(.5  اورة   ف  لثسناة ورمن مو  48لث  
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مة 2) صورةال المختزلة  C.perfringens(:مستعمرات جرثو

رتٌ على وسط   TSC agarللكب
المختزلة  C.perfringens(: مستعمرات جرثومة 3) صورةال

رتٌ على وسط   SPS agarللكب
 

 
 
 
 
 
 
مة 4) صورةال المختزلة  C.perfringens(:مستعمرات جرثو

رتٌ على وسط   TSN agarللكب
5ً) صورةال .ول  (: انتشار الراسب الاسود على اوساط العزل ا

مة   C.perfringensلجرثو

 باستخدام الحافظة المحمية  كفاءة التحرين اللاهوائي
ثرررر ررر  ارررل هن مرر  لثسررولق لثمحديررة واااررن  محررر   2فرر  درلسررران حنفةررة معدايررة اسررعة  انلسررريدم

ثرررر ثعررد  ررروفرا   وررر  ليريررنر  255ذلت راررمي  ارراي  انثلررنر لثاريررندا اواررف  ارردين ارر  لثلررنر احلرر  
ثرررر  و ررد لاارر  ارررنئ  ليرردة فرر   255حلرر  لث اياررة انثارمررند ادرر  لسررريدل  لثمادررا لثيررنص الررنر سررعة 

  .C.perfringensثرح ي  لثنهولئ  وازا ل
 بالطريقة المحورة ثالثا  تيقية العزلات

اياررت ارررنئ  را يررة لثعررزثت  يررد لثدرلسررة ثارررس رميررز لثمسرررعمرلت لثسررودل  لثميرزثررة ثدراريررت ارر   
( لثحاروا ادر  مسررعمرلت مافرردة 6  ارورةمع ن رمن مو   فر  لثمولودة نيرهن م  لثلرلدي  لثيرا لث

 .C.perfringens   وا ية ثعزثتسودل
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 يتائج التشخيص 
 الفحص المجضري 

ايات ارنئ  لثفحص لثمل را ثدمسحنت لثمااونة ااااة ررل  لثمح رة م  لثمسررعمرلت لثسرودل  
ااررروية  C.perfringensلثميرزثرررة ثدراريرررت لثانميرررة ادررر  صوسرررنا لثعرررزا للأوثررر  ة رررور ينيرررن لردومرررة 

لثارا مولاة ثاااة ررل   ومرانيرة لثحل  وذلت ا نينت اري ة مسر يمة راا  لثمرا  رادو ا يئرة ينيرن 
رارري  فرر  درلسررران ل    (7مافررردة لو دانئيررة لو  ررد رررررر  اارررا سدسرردة  ارريرة رمررن مو رر  فرر  لثاررورة  
والولارر  وا نيررنت مسررر يمة اعررس لثعررزثت رمردررا ارررن مراررنوث واحيفررن ومراررنيرة للأاررانن ثاررااة ررررل  

 .(8ورمن مو حة ف  لثاورة  
 

 
 
 
 
 
 

مة 6) صورةال  SPSالنقٌة على وسط  C.perfringens(:مستعمرات جرثو
 

 

 
 
 
 

 
 

ٌا جرثومة 7) صورةال  (100Xمصبوغة بصبغة كرام) C.perfringens(: خلا
Aٌات ٌا منفردة ومرتبة بشكل ثنائ  :خلا
B هٌأة  سلسلة:خلاٌا مرتبة ب

 
 

A B 
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ٌا جرثومة 8) صورةال  (100Xمتباٌنة الاصطباغ بصبغة كرام) C.perfringens(: خلا

 يتائج الاختبارات الكيموحيوية
 صة ررررررررررت لثعرررررررررزثت  يرررررررررد لثدرلسرررررررررة ارررررررررد  لث ررررررررردرة ادررررررررر  جاررررررررررنج لارررررررررزي  لثرررررررررررنثيز ادثثرررررررررة ارررررررررد  

 ة ور ف نانت للأورسلي  ااد ج نفة رناا لثررنثيز. 
اررد  لث ررردرة ادررر  لثحرررررة  MNصة ررررت ارررنئ  لثرررزر  ادررر  وسرررا  LGMNوااررد للررررل  ليرارررنرلت 

(   فيمررن 9  اررورةادثثررة اررد  لاراررنر لثامررو فرر  لثوسررا لثزرارر  حرروا ماا ررة لثرد رري  ورمررن مو رر  فرر  لث
ادر   لثعزثت لث نادية اد  ليرزلا لثاررلت ادثثة ة ور لثدو  لثوردا لثمحمر حوا ماا ة لثرد ري  صة رت

 LG(  وصادت ارنئ  زر  لثعزثت اد  وسا 00  اورةافس لثوسا ااد ل نفة رناا لثاررلت رمن ف  لث
لثرر  لثدررو  للأاررفر فيمررن   نادير ررن ادرر  ريميررر سرررر لثنرررروز ادثثررة رحرروا ثررو  لثوسررا مرر  لثدررو  للأحمررر

  . (00  اورةثادثثة رمي  لثلينري  رمن ف  لGelatinaseصة رت لث نادية اد  لارنج لازي  
 يتائج تأكيد التشخيص 

 أولا  يتائج التحري عن ظاهرة التخمر العاصا
 نادية هذا لثعزثت اد  رروي  ةنهرة  RPMاد  وسا  C.perfringensايات ارنئ  زر  ازثت

ولثارورة  ولئية لثسناة( رحت لثةروا  24-5لثريمر لثعناا  وف  مدة رح ي   ايرة راحار اي   
يسرردا ادر    جذ C.perfringens( رو   لثاريلة لثمولاة ثةنهرة لثريمر لثعنارا افعرا لردومرة 02 

وررروي   Litmus milkحاوا لثريمر لثعناا م  ينا ريمير سرر لثحدي  ادثثرة رايرر ثرو  وسرا 
الرردرل  لااواررة  ن  نررسررر لثيدرررة ولثرارر لثيدرررة ادثثررة لثرلررا  ولارررنج رميررة رايرررة مرر  لثاررنز ممررن يرر دا لثرر 

 لثيرانر.
 Fluorogenicثايياً  يتائج التشخيص باستخدام وسط 

اارررا مسررعمرلت سررودل   TSCF agarادر  وسررا  C.perfringensة ررت مسررعمرلت اررزثت 
ميرزثة ثدراريت وااد رعري  ن ثلأاعة فوق لثاافسلية ة ررت مسررعمرلت مرفدرورة زر رن  ننم رة رميرا لثر  

 ناررررة ا نثررررة مرررر  لثرفدررررور للأزرق لثفررررنر  لثارررررلق مرررر  لثوسررررا لثزرارررر  رمررررن مارررري  فرررر  لثدررررو  للأسررررود ومح
 (.03لثاورة  
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(: عدم القدرة على الحركة بدلالة عدم انتشار 9) صورةال
 MNالنمو حول منطقة التلقحٌ على وسط 

(: اجٌابٌة اختبار اختزال النترات على وسط 10) صورةال
MN 

 
 
 
 
 
 
 

 

لاتٌن 11الصورة ) ٌ (: اجٌابٌة اختبار تمعٌ الج
 LGوتخمرٌ اللاكتوز على وسط 

ً وسط 12الصورة ) اهرة التخمر العاصف ف (: ظ
RPM  من قبل عزلات جرثومةC.perfringens 

 
 
 
 
 
 
 

ة على وسط  C.perfringens(: تفلور مستعمرات 13) صورةال امٌ ةTSCF agarالن  عند تعرضٌها للاشعة فوق البنفسجٌ
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 باسكككككككتخدام تقييكككككككة C.perfringens التشكككككككخيص الجزيئكككككككي لعكككككككزلات يتكككككككائج التجربكككككككة الثاييكككككككة 
Multiplex PCR 

 DNAاولا  يتائج استخلاص الحامض اليووي 
ثانحرررررث انثارمرررررند ادررررر  لثاري رررررة لثرررررر  واررررروف ن ل DNAرررررر  لثحاررررروا ادررررر  لثحرررررنمس لثارررررووا 

Garmory   فررررر  ارررررزا لثحرررررنمس لثارررررووا 2000 ولمنارررررر )DNA ثاررررررس لثرامررررريا لثلياررررر  ثعرررررزثت 
C.perfringens  ف  لثراا ا  ليانت لثذيفنانت لثرئيسة ث ن لثذا يادو اارا رردرة مر  لثييروا اريس

ياحاررر ارري   DNA(  ورارري  ل  ررريررز لثحررنمس لثاررووا 05( و 04لثدررو  رمررن مو رر  فرر  لثاررورري   
 (.2.0-056( منيررونرل /منيرروثيرر واا نوة راحار اي   3555-5568 

ر  للرل  لثررحيرا لثر رارنئ  ادر  هرن   DNAوثارس لثراا لثوث  ا  ولود لثحنمس لثاووا 
لثمسرريدص مر  لثعرزثت  يرد  DNA%حيث راي  ولود حز  ول حة ثدحنمس لثاووا 0لثرنروز اررريز 

لثدرلسة  واذثا يمر  لث وا ل  لثاري ة لثمسريدمة ف  لسرينص لثحرنمس لثارووا رنارت رفرو ة ومانسراة 
 . Multiplex PCRلدل ثارس لثحاوا اد   نث  ثلرل  رفناا 

 
 
 
 
 

 
بشكل  C.perfringens جرثومة DNA(: 14) صورةال

ٌض اللون  كتلة من الخٌوط ب
مرفوع  C.perfringens جرثومة DNA(: 15) صورةال

ة اجٌ  بالعصا الزج

 
 Multiplex PCRاستخدام ب C.perfringens لعزلات ثاييا  التشخيص الجيزيئي

ينرج لثلس  لثح  اعد لار ن  لثرفناا اررحيرا  DNA رصت ارنئ  م نافة امنذج لثحنمس لثاووا 
ادر  امرنذج  لثرامريا( ف د للررا ليرارنر 06  اورةلثاولر  ر رانئينا اد  هن  لثرنروز رمن مو   ف  لث

انثارمرررررند ادررررر  رفنارررررا  C.perfringensلثمسرررررريدص مررررر  مرررررزلر  لردومرررررة  DNAلثحرررررنمس لثارررررووا 
Multiplex PCR   اندئرررنت مرياارررة فررر  رفناررا ر رررناف  ولحرررد ثدرحررررا اررر  يمسرررة  00انسرررريدل

لثماررفر ثررذيفن   cpbولرري   لثفررن فن لثماررفر ثررذي cpaلثرئيسررة لثيمسررة وهرر  لرري   ثدررذيفنانتلياررنت ماررفرة 
لثمارفر ثدرذيفن  لثمعروا   cpe ولري  ليوررن لثمافر ثذيفن  iAلاسدو  ولي   لثمافر ثذيفن  etxايرن ولي  
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( ااررد م نرار ررن ام اررر bp-400و ررد صة رررت لثارررنئ  ولررود حزمررة م رريئة ثلميرر  لثامررنذج ارروز  لزيئرر   
(  ل  ة رور هرذا لثحزمرة فر  هرذل لثمو ر  06  اورة( رمن ماي  ف  لثDNA  100-bpلثحنمس لثاووا 

لثفررن مرر  لثرسدسررا  يرردا ادرر  لثرراررنا لثمرياررص ثداررندا  لثمسررريد  ثدراررا ارر  لثلرري  لثماررفر ثررذيفن 
 .DNAلثمرما ث  اد  اموذج لثحنمس لثاووا 

 مرررر  لثامررررنذج وارررروز  لزيئرررر   8رارررري  مرررر  ارررررنئ  درلسررررران صي ررررنا ة ررررور حزمررررة م رررريئة ليرررررا فرررر  
 233-bp ااد م نرار ن م  م ار لثحرنمس لثارووا )(100-bp) DNA  400لثحزمرة   ف رن ار-bp )

مر  لثرسدسرا لثمرمرا  cpe لري ممن يدا اد  لثررانا لثمريارص ثداندئرنت لثمسرريدمة فر  لثرحررا ار  
  cpaو  cpeممن يدا اد  لمرنا هذا لثعزثت ثرا مر  لثلري  DNAث ن اد  اموذج لثحنمس لثاووا 

ادثثررة اررد  ة ررور لثحررز  لثم ارررة ثولرررود  Aارررنئ  يرارري  ل  لميرر  لثعررزثت رعررود لثررر  لثرراما هررذا لثمرر  
   (cpb,etx, Ia)ليانت

 

 
هلام الاكاروز  Multiplex PCR(: نواتج تضخٌم تفاعل 16) صورةال ٌاً على   %1.5المرحلة كهربائ

 DNA Ladder (100-bp): مؤشر الحامض النووي Mالاعمدة : 
C السالبة: السٌطرة 

 cpe+C.perfringenstype A: عزلات1-4           
 cpe- C.perfringenstype A: عزلات5-7           

  

مزرعة  في راشحA المعوي لميمط  ذيفانال تكوين السبورات وايتاج لتحري عن يتائج التجربة الثالثة 
C.perfringens اللاتكس الميفعل العكسي اختبار تلازن باستخدام 

 ادرر  جارررنج cpe+C.perfringenstype A ثدرحرررا ارر   ناديرة اررزثت RPLAلسرريد  ليراررنر 
 Modified Duncanانثارمند اد  رامير ن اد  وسا  in vitro)ف  لثزلنج   CPEلثذيفن  لثمعوا 
and Strong  اررزثت صااررت  8و ررد رارري  ل  اررزثري  ف ررا مرر  ملمررو   لثيررنص اتارررنج لثررذيفن  لثمعرروا
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% ااد م نرار ن م  ارنئ  لثسيارة لثمولاة ولثسنثاة  رمن ماي  فر  25لثذيفن  وااساة  مولاة ثارنجارنئ  
 (. 17  اورةلث

ايامرررن رو رررا  0/8راررري  لثاررررنئ  ل  لثررررنز  ثدعيارررة لثوثررر  رو رررا اارررد لثحفررررة لثرلاعرررة فررر  لثريفيرررا 
سناعة وهرذل  رد يعرود جثر  لثيررنا فر  ف  لثحفرة لث 0/64لثرنز  ثدعياة لثدناية ااد لثريفيا لثيير وهو

 ( 17  اورةررريز لثذيفن  لثمعوا ف  رولا  لثمزلر   يد لثدرلسة  رمن مو   ف  لث
 
 
 
 
 

 اريلة سنثاة
 
 
 
 

 اريلة مولاة        
 

 CPEللتحري عن انتاج ذٌفان RPLA (:نتائج اختبار تلازن17) صورةال
Sc :Sensitised latex Co :Control latex 

 عٌنة السٌطرة : 6 نتائج موجبة :5-4  نتائج سالبة : 1-3
Aٌالعٌنة من دون تخفف : B-G ٌف  المخفف فقط. :H  1/64-1/2: التخاف

 
 صارررررررررردت اررررررررررررنئ  هرررررررررررذا لثدرلسرررررررررررة اعرررررررررررد جلرررررررررررل  لثفحرررررررررررص لثمل ررررررررررررا انسرررررررررررريدل  ارررررررررررااة رررررررررررررل  

 Modifiedلثانمية اد  وسا  cpe+C.perfringens type Aثدمسحنت لثمح رة م  مزلر  لردومة 
Duncan and Strong ولود ثدساورلت ف  لثمزلر  لثرناعة ثدعزثري  لثدري  لارلرن ذيفن  ف  درلسرانCPE 

( لثررر  رو ر  لثسرراورلت ولثمرلحررا 08  ارورةول  ولرود هررذا لثسراورلت رررن  اردنفرة انثيررة رمررن ماري  فرر  لث
 ل  لثعررزثت لثميردفرة مرر  امديررة ررويا ررن ممررن يرردا ادرر  حردوث امديررة رررروي  لثسرراورلت وارفررن ة انثيررة لث

1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 

Sc 
 

Co 
 

Sc 
 

Co 
 

Sc 
 

Co 
 

Sc 
 

Co 
 

Sc 
 

Co 
 

Sc 
 

Co 
 
 

H  G  F  E  D  C  B  A 
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ثسررراورلت فررر  اعرررس في رررن رررررو  لثسررراورلت وارميرررنت  ديدرررة لررردلا فيمرررن ثررر  يرررر  منحةرررة ل للأيررررا  ثررروحة
ارنج لثذيفن  لثمعوا  لثمسحنت  ممن يدات لثعن ة اي  حدوث رروي  لثساورلت ول 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (:18) صورةال
A مة  C.perfringens: سبورات العزلة الاولى لجرثو
B مة  C.perfringens: سبورات العزلة الثانٌة لجرثو
C :مة داخل الخلاٌا وخارجها صورة  لسبورات الجرثو

 
 يتائج التجربة الرابعة 

 قياس السمية الخموية والفعالية المرادة لمتكاثر في الزجاج باستخدام صبغة التريبان الزرقاء اولا 
رلررنا   CPE يررنس لثسررمية لثيدويررة ولثفعنثيررة لثم ررندة ثدررررندر ثدررذيفن ارررنئ  ( 4  يو رر  لثلرردوا

 وينيرررررررررررررن لثرارررررررررررررد T47Dو  MCF-7لثياررررررررررررروا لثيدويرررررررررررررة ثسرررررررررررررران  لثدررررررررررررردا لثمر رررررررررررررماة ينيرررررررررررررن 
رسرريارة  سررنثاة انسررريدل  اررااة Fibroplast) رسرريارة مولاررة وينيررن اايعررة  ينيررن Vero)  ينيررن 
 ثرررن لثيايرري  CPE رارري  لثارررنئ  ل  رعرردلد لثينيررن لثحيررة ي ررا مرر  زيررندة ررريررز ذيفررن  لثزر ررن . لثررياررن 

يديررة ادرر  لثرررولث  ااررد لثررريرررز  006×0535و  006×0575  لذ اداررت   T47Dو  MCF-7لثيدررويي  
منيررونرل  /ما لثرذا يمدرا ل را ررريرز ولزدلد لايفرنس اردد لثينيرن ازيرندة ررريرز لثرذيفن  لذ ادارت  0506

 .منيررونرل  /ما 0500يدية اد  لثرولث  ااد لاد  ررريز  006×0503و 006×0504لادلدهن 

A B 

C 
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ف د ايات لثارنئ  لا  ث  يحدث لا رندير فر  لاردلدل اارد معنمدر رن   Fibroblastلمن انثاساة ثينين 
ايامرن حردث لايفرنس رردريل  فر  لاردلد ينيرن 106×0.35 انثذيفن  وااد لمي  لثررلريز م نرارة انثسريارة 

Vero  مرا ولسررمر لثايفرنس  مرنيررونرل  0506يدية ااد ل ا ررريز ثدذيفن  لثارنث   006×059لذ ادات/
( و رد رر  رمييرز 4  منيررونرل  /ما رمن ماي  ف  لثلردوا 0500ااد لاد  ررريز  006×0525واوث لث  

لثينين لثحيرة ار  لثينيرن نيرر لثحيرة  ارفناد رن مر  ارااة لثرريارن  لثزر رن  لذ اردت لثينيرن لثحيرة اديمرة 
 (.09  اورةثلثدو  فيمن لاااات لثينين لثميرة انثدو  لثزرق ل

 
انسريدل    CPE(:لادلد ينين لثياوا لثيدويةااد معنمدر ن انثررلريز لثميردفة م  ذيفن 4لثلدوا  

 اااة لثرريان  لثزر ن 

Concentration(µg/ml) 
control Cell line 

1.00 0.50 0.25 0.13 0.06 

0.04×106 0.10×106 o.23×106 o.33×106 0.75×106 1.00×106 MCF-7 

0.03×106 0.08×106 0.15×106 0.24×106 0.35×106 1.00×106 T47D 

0.35×106 0.35×106 0.35×106 0.35×106 0.35×106 0.35×106 Fibroblast 

0.25×106 0.30×106 0.45×106 0.82×106 0.9×106 1.00×106 Vero 

 
ٌا المٌتة )الزرقاء 19) صورةال مة اللون( والخلا ٌ ة )العد  اللون(( الخلاٌا الحٌ

 
 MTTثاييا  قياس السمية الخموية والفعالية المرادة لمتكاثر في الزجاج باستخدام قياس 

رلررنا  CPE( ارررنئ   يررنس لثسررمية لثيدويررة ولثفعنثيررة لثم ررندة ثررذيفن 8  7  6  5رو رر  لثلرردلوا  
رسرررررررريارة مولاررررررررة و ينيررررررررن  Veroوينيررررررررن  T47Dو  MCF-7لثيارررررررروا لثيدويررررررررة ثسررررررررران  لثدرررررررردا

Fibroblast  رسررريارة سرررنثاة انسرررريدل   يرررنسMTT  انثارمرررند ادررر  لثمرانارررية   راررري  اررررنئ   ررررل ة
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ثدمرررلت لثدندرة ل  هارنا زيرندة فر  لثمرانارية ردمرن  را ررريرز لثرذيفن    MCF7لثمراناية ثينين 
لثاررنث  ااررد ل ررا ررريررز  05607مررنيررونرل  /مررا ووارردت لثرر   0500ااررد لادرر  ررريررز  05006لذ اداررت 

 (.5منيررونرل  /ما ثدمررر لثوا وثوحة لثرندير افس  ف  لثمرررري  لثدرنا  ولثدنثرث لثلردوا   0500302
 Vero وينيررن  T47D( لثررذا يو رر  ارررنئ   رررل لت لثمراناررية ثينيررن 7و 6وامنحةررة لثلرردوثيي   

لمرررن ينيرررن  ثرررذيفن .ادررر  لثررررولث  واررردنث مررررررلت ف رررد لاررردت زيرررندة فررر  لثمرانارررية ردمرررن  رررا ررريرررز ل
Fibroblast   8فينحة ل  هانا رندير افيا م  ينا  رل لت لثمراناية لثلدوا.) 

اعرد معنمدر رن انثرذيفن   Veroوينين  MCF7 T47D ,وااد حسن  لثاس  لثمئوية ثحيوية لثينين
يويرررة وانثم نرارررة مررر  لثسررريارة لة ررررت لثاررررنئ  ااررررا ارررن  ا ارررن  مدحررروة فررر  ح MTTانسرررريدل   يرررنس 

% ااد ل ا ررريز ثدذيفن  MCF7 925962لثينين ردمن زلد ررريز لثذيفن  لذ ادات لثاساة لثمئوية ثينين 
مرررررنيررونرل  /مرررررا ولايف رررررت رررررردريلين مررررر  زيرررررندة ررريرررررز لثرررررذيفن  لثررررر  ل  واررررردت  0500302ولثارررررنث  

  T47Dدير ثينيرن مرنيررونرل  /مرا وثروحة افرس لثررن 0500% ااد لاد  ررريز ثدذيفن  ولثانث  065007
 .(9  لثلدوا ااد معنمدر ن انثذيفن   Fibroblastفيمن ث  ررندر حيوية ينين  Veroوينين 

فيمرن   MCF-7ثينيرن  208527راري  لار  يسرنوا  MTTانسرريدل   يرنس   IC50واارد حسرن   ري 
 (20و 20   نولثارورر .(00لثلردوا  ادر  لثررولث   Veroوينيرن  T47D ثينين 0325و  24553اد  

  24  23  22 ادرر  لثرررولث  فيمررن رارري  لثاررور ولثمعنمدررة ة دررلثمعنمنيررر  لثفنياروانسررت رو ررحن  ينيررن
 055  05025 اررررنثررلريز لثمسررررريدمة ولثمعنمدررررة انثررررذيفن  لثمعنمدررررة انثررررذيفن   نيررررر MCF-7ينيررررن  (25
  رحدررا ورفرررا لثينيررن اعررد ولثررر  رة ررر او رروح رررندير لثررذيفن  ادررادرر  لثرررولث   3( منيررونرل /سرر 050و

 .انثذيفن  نير لثمعنمدةلثمعنمدة م نراة انثينين 
 CEPالمعاممة بذيفان  MCF-7يايوميتر لخلايا  575(  الامتصاصية عيد 5الجدول )

Concentration(µg/ml)  
0.00312 0.062 0.125 0.25 0.5 1.00 Control 
0.617 0.564 0.382 0.203 0.19 0.106 0.638 

0.5 0.56 0.373 0.191 0.094 0.069 0.577 
0.555 0.51 0.424 0.157 0.088 0.113 0.581 
 CEPالمعاممة بذيفان  T47Dيايوميتر لخلايا  575(  الامتصاصية عيد 6الجدول )

Concentration(µg/ml)  
0.00312 0.062 0.125 0.25 0.5 1.00 control 
0.213 0.113 0.1 0.083 0.085 0.077 0.354 
0.21 0.114 0.083 0.076 0.082 0.071 0.312 
0.222 0.081 0.075 0.07 0.072 0.07 0.309 
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 CEPالمعاممة بذيفان  Veroيايوميتر لخلايا  575(  الامتصاصية عيد 7الجدول )

Concentration(µg/ml)  
0.00312 0.062 0.125 0.25 0.5 1.00 control 
0.44 0.346 0.349 0.29 0.23 0.155 0.364 
0.363 0.348 0.328 0.302 0.238 0.188 0.413 
0.35 0.355 0.379 0.357 0.197 0.165 0.377 

 CEPيايوميتر لخلايا الفايبروبلاست المعاممة بذيفان  575(  الامتصاصية عيد 8الجدول )

Concentration(µg/ml)  
0.25 0.5 1.00 control 
0.203 0.184 0.176 0.158 
0.181 0.175 0.201 0.208 

 (  اليسبة المئوية لحيوية الخلايا قيد الدراسة9الجدول )

Concentration(µg/ml) Cell line 
0.00312 0.062 0.125 0.25 0.5 1.00 
92.962% 91.077% 65.831% 30.647% 20,405% 16.007% MCF-7 
66.44% 31.557% 26.373% 23.483% 24.531% 22.386% T47D 
100.0% 91.159% 91.942% 82.519% 57.689% 43.956% Vero cell 

100% viability Fibroblast 
cell 

 Veroو MCF-7 ،T47Dلخلايا  IC50(  التركيث المثبط ليفص عدد الخلايا الحية 15الجدول )

Enterotoxin IC50 
 Cell line 

208.27 ± 31.13 MCF-7 
24.5 3± 2.99 T47D 

1325.73 ± 171.40 Vero cell 
 
 
 
 
 
 

 
ذفٌان 22الصورة ) غرٌ المعاملة ب ٌا الفاٌبروبلاست  ٌا الفاٌبروبلاست المعاملة بذٌفان 21الصورة ) CPE( خلا  CPE( خلا
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ٌا 22الصورة ) ذفٌان  MCF-7( خلا  CPEغرٌ المعاملة ب

 )سٌطرة(
ٌا 23الصورة )  22125معاملة بتركزٌ  MCF-7( خلا

مل من ذٌفان  اٌكروغرام/   CPEم

 
 
 
 
 
 

 
ٌا 24الصورة )  225معاملة بتركزٌ  MCF-7( خلا

اٌكروغرام/ ذفٌان   3سمم  CPEمن 
ٌا ( 25الصورة )  1222معاملة بتركزٌ  MCF-7خلا

اٌكروغرام/  CPEمن ذٌفان  3سمم

 
 العزل والتشخيصالمياقشة   

ولرف رت ارنئلارن مر   C.perfringensلة رت لثوسنا لثاذلئية لثار نئيرة النحرن فر  ارزا لردومرة 
 TSC agarمرر  ل  لثمسرررعمرلت لثسررودل  ادرر  وسررا  (2003ولمناررر    Corryاررنر لثيرر  لثانحررث  مررن

ص  ( Zimbro et al., 2009فيمرن لررد   C.perfringensمدر  رعرد مسررعمرلت ثلردومرة  5-0وا  ارنر 
.ل  ة رور TSN agarو   SPS agarرررو  سرودل  لثدرو  ادر  وسرا   C.perfringensعمرلت مسرر

ادر   C.perfringensلثدو  لثسود ثدمسررعمرلت لثانميرة ادر  للأوسرنا لثدندرة يعرود لثر   ناديرة لردومرة 
 Labbéف رررد صارررنر لثانحرررث  Sulphiteليررررزلا لثراريرررت ثحررررول  هرررذا لثوسرررنا ادررر  ررررا مررر  لثحديرررد و 

لثررذا يرفناررا ارردورا مرر  لثحديررد ثيرررو   Sulphideلثرر   Sulphite( لثرر  ل  هررذا لثلرررلدي  ريرررزا 2001 
للأسررررود ولثمسررررعمرلت لثسررررودل  رعرررد مارررردئين  ادررر  لا ررررن لردومررررة  Iron sulfideرلسررر  راريريررررد لثحديرررد 

C.perfringens  رمرررررن صررررررد لثانحرررررثCorry    لررررررلدي   ( ارررررن 2002ولمناررررررClostridium  ريررررررزا
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Sulphite   لثررر لثمولرررود فررر  لثوسرررا لثزراررر Sulphide  اوسرررناة لارررزي Sulphite reductase   دررر
 اارا رلس  لسود ااد ولود لمنح لثحديد لثمانساة. Sulphideيررس  

وااد م نراة رفن ة للأوسنا لثدندة ف  درلسران راري  ل  هانثرا ليرنفرن ول رحن فر  رفن ر رن  وررذثا 
فرر  لاريناير ررن و ررد يعررود لثسررا  لثرر  ليرررنا محرولهررن مرر  لثعولمررا لثارينايررة ف ررد صة رررت لثارررنئ  رفررن ة 

ة اماعرر  ثامررو ف ررن ارر  لارينايررر  لثليررد C.perfringensفرر  اررزا ورعرردلد  TSC agarانثيررة ثوسررا 
 لثلررررررلدي  لثمدودرررررة لثمولرررررودة اايعيرررررن فررررر  لثعيارررررنت ويعرررررود ذثرررررا لثررررر  لحرولئررررر  ادررررر  لثعنمرررررا لثاريرررررنا  

D-Cycloserine  م  مروانر  وهو مدراا ثمردا ولسر  مر  لثلررلدي    صررد لثانحرث de Jong 2003  )
 ااة رررررررررل  ثررررررر  لث ررررررردرة ادررررررر  رداررررررريا لثعديرررررررد مررررررر  لثلررررررررلدي  لثمولارررررررة ثاررررررر D-Cycloserineادررررررر  ص  

 ف رررررررررررررن اررررررررررررر  ملموارررررررررررررة  Chlamydiaو Pseudomonasواعرررررررررررررس لررررررررررررررلدي   E.coliولردومرررررررررررررة 
Group D streptococci. 

فر  لثعرزا ولثرعردلد مر  لارينايرة ل را  TSC agarافرس رفرن ة وسرا  SPS agarلة رر وسرا فيمرن 
وانر  وهر  و د يعود لثردوث لث  رعرس لثم ندلت لثحيوية لثمولودة  م  مر TSC agarم نراة اوسا 

 لثرذا ير دا اردورا جثر  لثر  لثحررلرة لدارن  لثرع ري  انثمواردة Sulfadiazineو  Polymyxin Bررا مر  
 agarTSC  ديدررة م نراررة مرر  وسررا  رفنئررر ف ررد رناررت  TSN agarلمررن وسررا   ف رردل  لررز  مرر  فعنثير ررن

ف ن ا  ذثرا ف رد ثروحة ل  اسراة لثردروث رنارت  ديدرة  C.perfringens لردومة ف  ازا agarSPSو
لثم ندلت لثحيويرة لثمولرودة  رم  مروانرر  وهر   ر ديرو د رعزا هذا لثاريلة لث  لدل اد  هذل لثوسا  

وارزثت لثارول  لثيررا  C.perfringens را م  ازثت ف  Neomycinو Polymyxin Bرا م  
  لثارينايرة ثعرد  رعر ر من ثدحرررلرةثحيرويي  ارنمرا فعنثير مررن لحرفررنة لثم رندي  ل ف رن ار  مر  لثلررلدي  

 لثارررررنئ  يمررررر  لث رررروا ل  وسررررا  منحةررررةومرررر     ي ررررنفن  اعررررد امديررررة رع رررري  لثوسررررا انثموارررردة لأا مررررن
TSC agar وسرررا لاريرررنا  ثعرررزا ورعررردلد لردومرررة  صف رررايعررردC.perfringens  م نرارررة مررر  ررررا مررر 

SPS agar وTSN agar   لثانحررث لسرررارل  مررنوررفررق ارنئلاررن مرر de Jong    ااررد ( 2003ولمناررر
يعرررد  TSC agarمرر  ل  وسررا  C.perfringensدرلسررر  ثم نراررة سرررة لوسررنا ميردفررة ثرعرردلد لردومررة 

 .لثف ا
 Ascorbicثروفير لثةروا لثنهولئية لثذا يحروا اد   Anaerogenلسريد  ف  درلسران مادا 

acid د ي رررة ويررروفر نرررنز  30% يرررنا 0 رررا مررر  لثرررذا ي رررو  انمرارررنص لثورسرررلي  لثررر  لCO2 ااسررراة  
ولثمن  رمن هو معروا ااد لسرريدل   Catalystيعد لسريدلم  وسيدة س دة وث رحرنج ثولود %  و 9-03

 لثر ديديرة ثرروفير لثةرروا لثنهولئيرة  و رد لسرريدمان فر  درلسرران حنفةرة معدايرة اسرعة  Gaspackمادفنت 
ثررر ثعرد   255ثرر وااان  محر  ذلت رامي  اراي  انثلرنر لثاريرندا اوارف  اردين ار  لثلرنر احلر   2

ثرر  و رد لاار   255روفرا   ور  ليرينر حل  لث اياة انثارمند اد  لسريدل  لثمادا لثينص النر سعة 
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 3لثمروفر واحل   م نراة م  لسريدل  لثلنر C.perfringensارنئ  ليدة ف  لثرح ي  لثنهولئ  وازا 
ثرر لثذا ث  يعا اريلة ليلناية ف  روفير لثةروا لثنهولئية لثمانساة ثدعزا انثارمند ادر  ارد   355لو 

رحوا ثو  اااة لثريزلزوري  لث  ادي  لثدرو  م نرارة مر  رايررا اارد لسرريدل  لثحنفةرة لثنهولئيرة لثمعدايرة 
د فر  دليرا لثمادرا مر  للأورسرلي  يوثرد حرررلرة لثمولرو  Ascorbic acid ف رن امرن ر رد  فرن  رفنارا 

رررردثيا لي رررن ادررر  لثةررررا لثنهرررولئ  جذ املررررد ليررررلج لثمادرررا مررر  لثحنفةرررة اعرررد لار رررن  مررردة لثرح ررري  
ورعر رر  ثد ررول  انحررة لررفررن  حرلرررر  ممررن يرردا ادرر  لحرفنةرر  ارراعس فعنثيررر  فرر  دليررا لثمادررا وف رردل  

 ة.لث ول  اارا رنما دليا لثحنفةة لثنهولئي
اسرررررررر وثر ن والنح ررررررررن فرررررررر  رميررررررررز مسرررررررررعمرلت رميررررررررزت لثاري ررررررررة لثمعرمرررررررردة فرررررررر  را يررررررررة لثعررررررررزثت 

C.perfringens  لثميرزثرة ثدراريرت لثسرودل  ادر  وسراSPS agar   ث  لثرياريا لثمانارر ادر  سرا
مسررعمرلت لثز اري  يرا يرة ولثرميرلثااق يفاا فر  لاارن  لسرودلد ول ر  ثدمسررعمرلت ممرن يارع  امديرة لث

  لمرن انثاسراة ثاررنئ  لثفحرص لثمل ررا زثة ثدراريرت ار  نيرهرن لثرناعرة ثنارول  لثيررا مر  لثلررلدي  لثمير
( لثرررررر  ل  ينيررررررن لردومررررررة 2000لاررررررنر لثيرررررر  لثانحررررررث حمررررررد  ثدمسررررررحنت لثمارررررراونة ف ررررررد لرف ررررررت مرررررر  

C.perfringens ج ررو  مولاة ثاااة ررل   ااوية لثارا  مافوية واا نيرة مردورة رروللرد ااررا لزول
لو مافردا لو لحينان اارا سدسدة  ايرة. رمن لن ت ارنئ  لثيرانرلت لثريموحيوية مرف ة م  من صانر لثي  

ررررررو  مسرررررعمرلت  C.perfringensادرررر  ل  لردومررررة  (2000ولمناررررر    Ryzinska-Paierلثانحرررث 
ة ثرميررر  ميمررررة ثنررررروز ومسررراا  وصا رررن نيرررر مرحرررررة  ميرزثرررة ثدارررررلت TSC agarمرميرررزة ادررر  وسرررا 

 لثلينري .
وسرا   انثارمرند ادر  C.perfringensلثمسريدمة ف  درلسران ثرارييص  LGMNرعد اري ة  

LG  وMN  اري رررة مفيررردة وسررر دة فررر   ررردرر ن ادررر  لثرارررا اررر  ليرارررنري  ريموحيرررويي  انسرررريدل  افرررس
وحسنسرررة لثوسررا لثزرارر  واررذثا يررر  رررروفير لثو ررت ولثل ررد ولثرردفررة ف ررن اررر  روا ررن اري ررة مريااررة 

 ISOل ررح م   اا ماةمة  و د Clostridiumا  ان   صاول  لاس  C.perfringensثراييص لثاو  
 د  ير  لثراييص انثارمند اد  لثفحوانت لثمة رية لثرا   ثارس لثعزا لثوث  TSCلسريدل  وسا 

هرذا لثاري رة  ادر ارذثا لادرق و  ليررزلا لثارررلت و  فحص لثحرررةو  نري يرمي  لثلو  وه  ريمير لثنرروز
ISO-LGMN  ISO,2002). 

فرر  درلسررران ثدرحرررا ارر  لثريمررر لثعناررا ثحرولئرر   RPMوثر ريررد لثراررييص ف ررد لسررريد  وسررا 
 Litmusثر ديرا لحرمنثيرة لثردروث م نرارةا مر  لسرريدل  وسرا يعرد وسرا مانسر   لذ Litmus milkادر  
milk  ثوحدا ثرو  وساRPM   وسا لاريرنا  يحرروا ادرNeomycin sulphate  وPolymyxin 

B sulphate   46ف نا ا  درلة حرلرة لثرح ي  لثمررفعة وه رمن رعد اري ة لثراييص انثارمند  
ادرر  هررذل لثوسررا سرر دة ثعررد  حنلر ررن ثررروفير ةررروا ثهولئيررة ثحرررول  لثوسررا ادرر  لثعديررد مرر  لثعولمررا 
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ة ن ررر  لثرررنر ولثلينررري   اورميررة  ديدررة مررL-Cystein و Sodium thioglycolateلثميرزثررة مدررا
 .لارانر للأورسلي  

لثمسرعمرلت لثمرفدورة لثزر ن  يعود لث  ررو  مندة  فن  ة ور  Fluorogenicسريدل  وسا ااد لو 
4-Methylumbelliferon(4-MU) رررد لثذلريررة لثررر ثق ااررد لثرعرررس ثلأاررعة فرروق لثاافسررلية وهررذل مررن ص

رسررررراي  ررررر يس مررررندة  C.perfringensل  لردومررررة  ( مرررر Saint  2000و Adcockلثانحدررررن  اديرررر  
 MUP )4-Methylumbelliferylphosphate   اولسررراة لارررزيAcid phosphatase  ثيارررر  مرررندة
 4-MU رحت لثاعة فوق لثاافسليةو ع ن ( لثر  رمردا  نادية اد  لثر ثق ااد. 

 التشخيص الجزيئي  

انثارمرررند ادررر  لثاري رررة لثمرررذرورة فررر  االرررنح  DNAررر  لثحاررروا ادررر  ايارررنت لثحرررنمس لثارررووا 
 DNAلذ ل  ولرررود حرررز  ول رررحة ثدحرررنمس لثارررووا    DNAفررر  ارررزا لثحرررنمس لثارررووا ارلئرررق لثعمرررا 

% اعد لثررحيا لثر رانئ  يدا ادر  ل  0لثمسريدص م  لثعزثت  يد لثدرلسة اد  هن  لثرنروز اررريز 
 ة ومانسرراة لرردل ثارررس لثحارروا ادرر  لثاري ررة لثمسررريدمة فرر  لسرررينص لثحررنمس لثاررووا رناررت رفررو 

راري   Multiplex PCR.وم   رل ة ارنئ  رفناا سدسدة لثادمرة  Multiplex PCR نث  ثلرل  رفناا 
 من( اارررد لسرررريدلم Korkeala  2005و Heikinheimoلثانحدرررن   هرررذا لثاررررنئ  ررفرررق مررر  مرررن ذرررررال  

مر  ل   Multiplex PCRرئيسرة فر  رفنارا ثداندئنت لثمرياارة ثدليارنت لثيمسرة لثمارفرة ثدرذيفنانت لث
فر   لثر ريي ( وارنر  bp-233هرو ة رور حزمرة اروز  لزيئر    cpeانر  لثر يي  فر  لثرحررا ار  لري 

مر  نيرن   .C.perfringens ( فر  ارزثتbp-400ة رور حزمرة اروز  لزيئر    cpaلثرحرا ا  لي  
يرر  راميا رن لثر  يمسرة  C.perfringensوآيوررن لذ ل  لردومرة  لثحز  لثينارة انثرذيفنانت ايررن  لاسردو  

ياررر   Bلثفررن ف ررا   لثرراما  ياررر  ذيفررن  Aلثررذيفنانت لثرئيسررة لثيمسررة فررنثاما  صامررنا لارمررندلا ادرر  صسررنس
يارر  لثرذيفناي  لثفرن ولاسردو  ولثراما  Dيار  لثذيفناي  لثفرن وايررن  لثراما  Cذيفن  لثفن وايرن ولاسدو  ولثاما 

E  ياررر  لثررذيفناي  لثفررن وآيورررن ف ررن ارر   ناديررة لميرر  للأامررنا ادرر  جارررنج لثررذيفن  لثمعررواCPE وررفررق  
(  ف ررد صاررنر جثرر  ل  2000ولمناررر    Sparksارررنئ  درلسررران فرر  هررذل لثمحررور مرر  ارررنئ  درلسررة لثانحررث 

ر ن لثرررر  ارررمد AADلثمعزوثرررة مررر  مر ررر  لثرسرررم  لثارررذلئ  ومر ررر   C.perfringens لميررر  ارررزثت
لثفرررن ونيرررن  لثليارررنت لثمارررفرة ثررررا مررر   ادثثرررة ولرررود لثلررري  لثمارررفر ثرررذيفن  Aدرلسرررر  رعرررود لثررر  لثررراما 

مرر   Aل  لثرراما  ( لثرر 2000ولمناررر    Mohamedولاسرردو  فيمررن صاررنر لثانحررث  لثررذيفنانت ايرررن وليورررن
لثمر رررر   هررررو لثعنمررررا لثلردرررروم  لثسررررنئد فرررر  لثعياررررنت لثمرررر يوذة مرررر  يررررروج C.perfringensلردومررررة 

 لثماناي  ان س نا ف  مار.
هررر  لثمسرررا   C.perfringens type A  +cpeارررزثت ية ررر او ررروح فرر  اررررنئ  درلسررران ل 

 ث  ل اناة  cpe ازثر ن ارنئ  جيلناية ثولود لي  لثرئيس ثحنثت لثرسم  لثاذلئ  لثدمنا  لثر  صاات
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وهرررررذل مرررررن لرررررردا لثانحرررررث  cpe ثلررررري لثحنمدرررررة  C.perfringens انثرسرررررم  لثارررررذلئ  رارررررر  اررررر  لردومرررررة
Miyamoto    مررر  ل  ذيفرررن 2002ولمنارررر ) CPE   هرررو لثمسررر وا اررر  لثعديرررد مررر  لمررررلس ل اسرررن

 . cpe + type Aول  لارنج هذل لثذيفن  يحدث اولساة سنثت  Aلثمعوية وما ن لثرسم  لثاذلئ  ثداما 
 لسرررران ثاررررس رامررريا ارررزثتفررر  در  Multiplex PCRل  لسرررريدل  ر ايرررة رفنارررا سدسررردة لثادمررررة 

C.perfringens  رعد اديا ليد ثدارلئق لثر ديدية لثماناية ثس وثة جلرلئ رن ورفرندا ة رور لثاررنئ  لثسرنثاة
لو لثمولارررة لثرنذارررة ثارمرررند معةررر  لثارلئرررق لثر ديديرررة ادررر  لثرعايرررر لثلياررر  ثدليارررنت لثمارررفرة ثدرررذيفنانت 

رمن ل  جلرل  لثراميا انثرحرا ا  يمسة ليانت وفر  رفنارا  لثرئيسة لثر   د رر در ف  لثةروا لثايئية  
مسررر ا انثارمررند ادرر  لثاري ررة لثر ديديررة فرر  رفناررا سدسرردة لثادمرررة هررو مفيررد لرردلا ثيراررنر لثل ررد ولثررزم  
ولثرردفة   ف نا ا  ذثا فت  راميا لثعزثت انثارمند ادر  لثليارنت لثمارفرة ثدرذيفنانت لثرئيسرة  ررورا 

مررر  للأيرررذ ااةرررر  C.perfringensوانئيرررة جارررنانت لثرسرررم  لثارررذلئ  لثانلمرررة اررر  لردومرررة ثف ررر  اايعرررة 
 هذا الاتجاه. القطر في ان دراستيا هي الأولى فيلثارانر 

فر  رلار  A ف  لثرحرا ا  رروي  لثساورلت ولارنج لثذيفن  لثمعروا ثدراما راي  م  ارنئ  درلسران  
حررردوث ارررد  رارررناق فررر  لثنرررررس لثمافعرررا لثعرسررر    انسرررريدل  ليرارررنر ررررنز  C.perfringensمزرارررة 

ارررزثت فيمرررن لرفرررق لثاررررلزل   8لثاررررلزي  لثمة ررررا ولثلياررر  ثسررررة مررر  لثعرررزثت  يرررد لثدرلسرررة مررر  ملمرررو  
ارنئلارن فر  لثرحررا ارذثا ف رد رفنوررت   cpeثلري  ازثت حنمدرة  8لثمة را ولثليا  ثعزثري  م  ملمو  

انسرررريدل   C.perfringensفررر  رلاررر  مزرارررة  Aسررراورلت ولاررررنج لثرررذيفن  لثمعررروا ثدررراما اررر  ررررروي  لث
اررزثت حنمدررة ثلرري   8لثنررررس لثمافعررا لثعرسرر  فرر  لثحارروا ادرر  اررزثري  مرر  ملمررو   ليراررنر رررنز 

cpe  م  ارنئ  لثانحثAugustynowicz    ازثة  42ازثة م  ملمو   26( لثر  في ن 2002ولمنار
 ورواررررررا لثانحررررررث  PET-RPLA ليراررررررنرصااررررررت اريلررررررة مولاررررررة انثارمررررررند ادرررررر   cpe رحمررررررا لرررررري 

 Singh ازثررة حنمدررة ثلرري  05( لثرر  ل  مرر  ارري  2005لمناررر   و cpe  ازثررة ما ررن صارلررت  02هانثررا
( 2008ولمنارر    Mikiف  لثزلنج لث ل  ارنئ  درلسران ث  ررفرق مر  اررنئ  درلسرة لثانحرث  CPE ذيفن 

( لثدررررري  راررررناق في ررررن رررررا مرررر  لثارررررلزي  لثمة رررررا ولثليارررر  ثلميرررر  2006 ولمناررررر   Yangولثانحررررث 
 لثعزثت.

 cpe+C.perfringens type Aرمررن  رارري  مرر  ارررنئ  لثمسررحنت لثمح رررة مرر  مررزلر  لردومررة 
ان رة اري  حردوث ررروي  لثسراورلت  ف  درلسرران Modified Duncan and Strongلثانمية اد  وسا 

ارنج لثذيفن  لثمعوا ثدعزثري  لثمارلري  ثدذيفن  لثمعوا امن يرفق م  لثعديد م  لثدرلسرنت لثرر  ايارت لار   ول 
رمرن ل  لثسرنثت  mRNAف ا لثينين لثدليدة ف  امديرة ررروي  لثسراور وثيسرت لثينيرن لثي ررية رارر  

 ( Meliville et al.,1994;Czeczulin et al ,1996  لثمعوا  لثذيفن نير لثمرواة ثدساورلت ثرار 
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 م نرارررررررررررررررررة مررررررررررررررررر  اررررررررررررررررررنئ   PET-RPLAل  ة رررررررررررررررررور لثاررررررررررررررررررنئ  لثسرررررررررررررررررنثاة فررررررررررررررررر  ليرارررررررررررررررررنر  
Multiplex PCR   يردا ادر  رفرن ة لثارلئرق لثلزيئيرة م نرارة مر  لثارلئرق لثمانايرة لذ ل  ة رور لثاررنئ

اريلررة ارررد  رررروي  لثسررراورلت ارفررن ة انثيرررة فررر   ارميررنت  ديدرررة CPE لثسررنثاة  رررد يعررود لثررر  رررروي  ذيفرررن 
 .PET-RPLAلثعزثت لثسنثاة لو ث دة حسنسية ليرانر 

لثررر  صارردت ارررنئ  سررنثاة ااررد لثرحرررا ارر  لثررذيفن   ررد ررررو   ررندرة  cpe ل  لثسررنثت لثحنمدررة ثلرري 
ادرر  لثارلئررق فرر  لث اررنة لثمعويررة ومرر  درر  جحرردلث لثرسررم  لثاررذلئ   ثررذثا فررت  لثارمررند  CPE ادرر  جارررنج

ياواررنا ل  لثعديررد مرر  ئررق ثرميررز سررنثت لثرسررم  لثاررذلئ  رعررد لف ررا لثارل cpeلثلزيئيررة ثرحديررد لرري 
نيرر مف ومرة ااررا  C.perfringensلثعولما لثدلامرة ثعمديرة ررروي  لثسراورلت ااررا رفرو  فر  لردومرة 

 وي  لثسراورلت ولاررنجاد  رر C.perfringens (. ل   نادية لردومةLindström et al., 2011رنما  
حررررلرة لثرح ررري  ما رررن يارررنئص لثعزثرررة  واسررراة لثد رررنح  ودرلرررة يعرمرررد ادررر  اررردة اولمرررا  CPE ذيفرررن 

 .(Deguchi et al.,2009 واولما ايئة ليرا 
 الذيفان علاج لسرطان الثدي

ل  حرردوث سررران  لثدرردا فرر  رزليررد م ررارد فرر  لثرردوا لثانميررة ولثررذا يعررد سرراان فرر  لررفررن  اسرراة 
واد  لثرن  م  لثرارور لثمدحروة فر  لثمعنثلرة لثريمنئيرة  لثوفينت لثمررااة انمرلس لثسران  حوا لثعنث  

ولثعرررنج انثارررعن  ورارررور لدويرررة حديدرررة انسررررمرلر لث ل  لثر رررد  فررر  اسررر  ارررفن  مر ررر  لثسرررران  را ررر  
نثيررة .ل  لحرردا  ررعيفة وث ررذل لثسررا  را رر  هاررنا حنلررة ثهرردلا لديرردة ومرراررنت انليررة ذلت فعنثيررة ا

لثسرررلريلينت لثموارودة  رد رسررر دا ارنج لمررلس لثسررران  ليايرن ا رما ن لثرا   لثررذا مر  ينثر  يمررر  
ومرر  لهرر  لثمراررحنت لثلررديرة  روليرر  لثلزيئررنت لثسررمية لثارياررة اارررا رياارر  رلررنا لثينيررن لثسررراناية.

 ررا لثينيرن لثسرراناية فر  لثعديرد مر  الذ  لثارانا ه  لثذيفنانت لثلردوميرة لثرر  لاردت  ناديرة فعنثرة فر  
ثرذل رر  لثررريرز فر  هرذا لثدرلسرة   (Felgner et al,. 2016  لثدرلسرنت دليرا لثلسر  لثحر  وفر  لثزلرنج

ثعررنج سررران  لثدرردا ثيرروفر لدلة لديرردة فرر  محنراررة   CPEادرر  لسررريدل  لثررذيفن  ولأول مككرة فككي القطككر
ينيرررن لثاايعيرررة وفرررر  لرلرررنا لديرررد ثمرنايرررة لسرررريدل  لثسرررران  ااري رررة لار نئيرررة دو  لحررردلث لا  ررررر ثد

 .ثنسر دلا لثار نئ  ثينين سران  لثددا cpeلثعنج لثمعرمد اد  لي  
يمردررررا سررررمية يدويررررة  CPEومرررر  لثارررررنئ  لثررررر  روارررردان لثي ررررن فرررر  هررررذا لثدرلسررررة انحررررة ل  ذيفررررن 

مر  لثينيرن لثاايعيرة لثرر  ثر  رررندر  مريااة رلنا لثياوا لثيدوية ثسران  لثددا  يد لثدرلسة انثم نراة
ثنرراررنا مرر  لثينيررن لثسررراناية ارر  اريررق مسررر انت   CPEو ررد يعررود لثسررا  فرر  ذثررا لثرر   رردرة ذيفررن 

مريااررة يررر  لثرعايررر اا ررن ف ررا مرر   اررا لثينيررن لثسررراناية فرر  حرري  ثيمررر  لثرعايررر اا ررن فرر  لثينيررن 
ااري رة مارنا ة ثمسر ثير    CPEاارن  لثياوارية ثرذيفن لثاايعية ثذل رعد هذا لثيناية ذو لهميرة فر  ل
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ا  لحدلث لثرسم  لثارذلئ  اسرا   دررر  لثر  رحديرا لثينيرن ااررا رياار  وسرري  ثدينيرن لثمعاررة ار  
 لثمسر انت لثيناة ا .

ول  هررذا  Claudin 3 and 4هرر   CPEلاررنرت لثعديررد مرر  لثدرلسررنت لثرر  ل  مسررر انت ذيفررن 
رايرة اد  ينين سران  لثددا فيمن ث  يحدث ث ن رعاير اد  لثينين  اورةلثمسر انت ير  لثرعاير اا ن ا

 تفيمررن لاررنرت درلسررنت ليرررا لثرر  حرردوث رعايررر ثمسررر ان ( Kominsky et al,. 2004  لثاايعيررة
claudin 3 and 4   لثينيرن لثانئيرة لثاايعيرة هرذا ف  لورل  لث وثو  ولثمسر ي  انثم نراة م  رعايرهن اد

لثح نئق ر د  هذا لثمسر انت ر دا لنذ  ثدمعنثلة لثار نئيرة ثدعديرد مر  لمررلس لثسرران  مدرا سرران  
 لث وثو  وسران  لثددا.
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 التطبيقات -4
فررر  ارررنج سرررران  لثدررردا وااررررا ريااررر  دو  لا رررر دير ادررر   CEP. يعرررد الرررنح لثرررذيفن  لثمعررروا 0

 لثينين لثاايعية يمر  لارمندا رعنج انيوثول  رفو  وآم .
 اوارررررف  ارررررنر  لي ررررر  درررررناوا( انسرررررريدل  اررررررق لثردواررررررة  Pilot plate. يمرررررر  لاررررررنج لثرررررذيفن  فررررر  2

 Cloning )لارمندل اد  لرلدي  ليرا س رة لثعزا. 
( ارروفير لثةرروا لثمنئمرة ومرادارنت Industrial scaleاد  مسروا ارانا   . يمر  لارنج لثذيفن  3

 لثارنج.
ةرر لثارارنر . لمرناية راايق النح لثذيفن  رعنج اد  ملمواة م  لثمر   لثمراواي  مر  للأيرذ اا4

 لثمرناعة لثاحية ث   .
 

 
 

 

 المميزات -5
فر   C. perfingensحديرة مر  لردومرة لثمسرريدص محديرن مر  ارزثت م CPE. النح لثذيفن  لثمعوا 0

 ... لثدرلسة لثوث  ف  لثعرلق.اريااية انثية  را لثينين لثسراناية ف  لثياوا لثيدوية
اواف  ادين لدات النحن مدحوةن  C. perfingensف  راييص لردومة  Florogenic. رفن ة وسا 2

 . م نراة انثارلئق لثر ديدية.
 اديدة ثدلنر ف  لثرح ي  لثنهولئ  ثدلردومةلثمعداية لثحنفةة رفن ة لث -3
ارررزثت لثلردومرررة انارمرررند لثر ايرررة ارررنثريايا دارررنئ  لثاا رررة اررردين اررر  لثاري رررة  را يرررةالرررنح رحررروير  -4

 انسريدل  اا ة ولددة م  لثرنر.لثر ديدية.
لثماررفر  cpeلثمسررريدمة ثوا مرررة محديررن ثارررس لثرحرررا ارر  لرري   Multiplex PCR. الرنح ر ايررة 5

  ثد ة ارنئل   CPEثدذيفن  لثمعوا 
 لثرحرا ا  لثاما لثليا  ثعزثت لثلردومةلدارت هذا لثر اية رفن ة انثية ف  -6
ارفنارررا سدسررردة ادمررررة مافررررد ميراررررل لثو رررت  6و 5لمرررر  رح يرررق لث ررردفي  لثمرررذروري  فررر  لثا ارررري   -7

 .ولثل د
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 الادعاءات )عياصر الحماية( -6
فرر  اررنج سررران   C. perfingensلثمسررريدص محديررن مرر  اررزثت لردومررة  CPEيفن  لثررذ لسررريدل ص. 

  لثددا.
 
لاررنرة لثرر  اااررر لثحمنيررة لثوا ف ررد رررن  ررريررز لثررذيفن  لثردررر فناديررة فرر   رررا لثينيررن لثسررراناية  - 

 ثدياوا لثيدوية ثسران  لثددا واريااية انثية .  
       

فر  لثرحررا ار  رفرن ة انثيرة  Multeplex PCRف رد لداررت ر ايرة  لارنرة لثر  ااارر لثحمنيرة لثوا. ج
 CPEف  لثراميا لثليا  ثعزثت لثلردومة لثمارلة ثدذيفن  لثمعوا لثمافر ثدذيفن  لثمعوا و cpe لي  

 .ناا سدسدة ادمرة مافرد ميرارل لثو ت ولثل د ولثردفةولمر  لسريدل  لثر اية ثد دفي  ارف
 
لثحمنيررة لثوا :ررر  اررزا ورا يررة لثلردومررة ااري ررة محررورة وذثررا ارر  اريررق لسررريدل  لاررنرة لثرر  اااررر . د

اا ررري  مرر  لثرررنر ارردين ارر  لثاا ررة لثولحرردة ثزيررندة رفررن ة لثعررزا ولثرا يررة ل ررنفة لثرر  لسرررادلا لثلررنر 
 لثنهولئ  لثمسرورد احنفةة معداية محدية ر  ارل هن م  لثسولق لثمحدية ثارس لثرح ي  لثنهولئ .
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 المصادر  -7
(  درلسرة لردوميرة ثيمرنج لثماديرة لثحنامرة اارد لثنارن  فر  سرورية. لاروحرة 2000حمد  محمد اد   

 دررورلا  ردية لثا  لثايارا  لنمعة لثاعث.
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