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  الملخص

 Normal  و Tris-HCl— EDTA fluid( الناقلـة  الأوساط من أنواع ةتم التحري عن كفاءة ثلاث

salineو Reduced transport media( في نقل عينات جراثيمTreponema   ة اعتماد خمسوإمكانيةالفم 

ــاط ــةأوس  Supplumented pleupneumolike organism و New oral spirochetes(  غذائي

 -Trypton- yeast extract و Pepton- yeast extract- glucose  وThioglycolate mediumو

glucose- volatile fatty acid-serum medium( ــوع ــن يون ــاطن م ــصلبة الأوس ــة ال  الزرعي

)Thioglycolate-BHI agar و Trypton- yeast extract- glucose- volatile fatty acid-serum 

agar( وقـد  . ها اللازمة لدعم نمو   الإضافات أهم إلىهذه الجراثيم والتوصل    وتنمية   الأولي العزل   لأغراض

 إيصالها الفم لحين    Treponema حيوية جراثيم    وإدامةفي نقل    الناقلة   الأوساط الثلاثة من    الأنواعكفاءة  ن  بيت

 التنمية الصلبة في دعم نمـو هـذه       وأوساط الأولي العزل   أوساط اعأنو المختبر وزرعها، كما تبين كفاءة       إلى

لاهوائية المثلى  ل توفير الظروف ا   أمكن إذاللازمة لاغناء الوسط الزرعي     الجراثيم بعد تزويدها بعوامل النمو      

 الزرعيـة مـع   الأوسـاط  إلـى  )L-cystein و Sodium thioglycolate( المواد المختزلة بإضافةللنمو 

هوائي، كذلك تزويد العوامل الضرورية للنمو من الاحماض الدهنية طويلـة السلـسلة              ار لا ي ج التحضين ف 

 Rabitt serum ، Fetal calf من المصول أنواع ة قدرة ثلاثوأثبتنا و المصل ، Isobutyric acid بإضافة

serum و Fetal bovin serum  لجـراثيم  ، واعتماد طريقة العـزل الانتخـابي   الزرعيةالأوساطفي دعم 

Treponema المضاد الحيوي    بإضافة Rifampcin .    شكلين لنمو هذه الجراثيم      وجود فضلا عن ذلك لوحظ

 مظهر اطلاقة الحريـر بعـد       يذ الراسب   تكوينبعد يومين من التحضين و      السائلة هما التعكر     الأوساطفي  

  . الصلبةاطالأوس مستعمراتها على أشكالفي كما لوحظ تباين  من التحضين أيام أربعة

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT  

The  ability of three types of transport media (Tris-HCl— EDTA fluid ,  Normal 
saline  and Reduced transport media) to transfer oral treponema samples was investigated , 
in addition to the capability of relying five types of nutritional media (New oral spirochetes,  
Supplumented pleupneumolike organism,  Thioglycolate medium,  Pepton- yeast extract- 
glucose, and Trypton- yeast extract- glucose- volatile fatty acid-serum medium) and two 
types of solidified culture media (Thioglycolate-BHI agar and Trypton- yeast extract- 
glucose- volatile fatty acid-serum agar) for the primary  isolation and subculturing  of these 
organisms reaching the most necessary supplements required to support the growth of these 
organisms. The efficacy of the three types of transport media in transport and maintenance 
of the vaibilty of these organisms was shown, also the efficacy of primary isolation and 
subculturing media to support the organisms' growth was proved after supplementing these 
media with the necessary growth elements. Hence it was possible to provide the optimal 
anaerobic conditions for the growth by the addition of reducing agents (Sodium 
thioglycolate and  L-cystein) to the culture media and incubation in anaerobic jar, 
furthermore, introducing the necessary elements of  long chain fatty acid by the addition of 
isobutyric acid and serum, and we confirm the ability of three types of serum (Rabbit serum, 
 Fetal calf serum and Fetal bovin serum) to support the culture media. We had showing 
possibility of depending upon the selection isolation method by the addition the antibiotic 
rifampicin. Moreover, it was observed two forms of growth of these organisms: the turbidity 
after two days of inocubation and the sediment form with the shot silk after four days of 
incubation,  and the variation in colonies form on the solid media was also clear. 

 
Keywords: Cultivation of oral Treponema, Nutritional requirements of oral Treponema . 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

فلورا مايكروبية وبإعداد قليلة فـي تجويـف        بوصفها   الفم بصورة رئيسة     Treponemaجد أنواع   اتوت

 ويزداد عددها حال حدوث التهاب اللثة الشديد        لجيوب حول الأسنان   مرتبطة مباشرة مع الخلايا الطلائية       اللثة،

Severe gingivitis ,التهاب ماحول الأسنان المتفاقم Aggressive periodontitis ,  التهـاب  وإصـابات 

حـول الأسـنان     مـا لإصـابات وهي من المـسببات الـشائعة   , Ulcerative gingivitisلمتقرحة اللثة ا
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مـات   الأنزيإنتاجـه وان بعضها يرتبط مع تحطيم الأنسجة الناعمة بسبب  Chronic periodontitisالمزمنة

 حول الأسنانما جة ـ تحطيم أنسإلى مؤدياً بالنهاية الالتهابيةالهاضمة للبروتينات أو بسبب تحفيزه التفاعلات 

Periodontal tissues (Kecis et al., 2008 ; Edwards et al., 2005). 

لتـوفير  ت  ذوية لهذه الكائنا  غ ومعرفة الاحتياجات الت   اً اللاهوائية صبر  Treponema أنواع تنمية   تطلبت

 تحتـاج  الفم   Treponema أن كل سلالات  و . المصل إضافة، فبعضها يحتاج     يساعد في نموها   أغنائيوسط  

 الوسـط  احتواءن إلى أهمية ودعم نموها وتوصل الباحثل Thiamin pyrophosphate (TTP)إضافة الى 

 ،  Histidin،Serine ، Cysteine،Cystenyl-glysin (Cys-Gly)   الأمينيـة  على ألاحماضالزرعي 

Glutathioneو  Methionine. ) Tucci  and Martin, 2007 ; Fenno et al., 2000(   

 Well – reducedالاعتبار الأخر المهم لتنمية هذه الجراثيم هو استخدام وسط لا هوائي مختزل جيداً 

anaerobic media اذ يحتاج عزل Treponema زيج الغـازات  مو أن  أو جار لاهوائي حجرة اللاهوائية

في كثير من المختبرات تستخدم أنظمـة  ، Gas tank  أو قناني الغازGas pakالمستخدم يمكن أن يوفر من 

  وتزويد النيتـروجين أو الأوكسجين لاهوائية يستمر فيها سحب  زرع مكونة من أوساط مختزلة في حاضنات   

 ةهوائيلا ال ةرحجلافي   %0.1 عن الأوكسجينلا تزيد نسبة    ما   أن أفضل نمو يكون عند     إذثاني أوكسيد الكربون    

(Prescott et al., 2005 ; McDowell et al., 2005).  

 من الفم أو من مصادر أخرى عن        Treponemaفصل الباحثون ثلاث طرائق معتمدة في عزل جراثيم         

تعتمـد علـى قـدرة     و(Wells method  طريقـة الحفـر    -:تـشمل هـذه الطرائـق   ,الجـراثيم بـاقي  

طريقـة  ،) حفرة تلقيح العينـة  على الهجرة خلال الأكار بعيداً عن الجراثيم الأخرى في Treponemaجراثيم

اختـراق الثقـوب   في  Treponemaتعتمد على قدرة جراثيم ( Membrane filters methodالمرشحات 

ي  وسـط زرعـي اختيـار      استخدام ،) والتي لا تمرر الجراثيم الأخرى     للمرشحات)  مايكرون 0.22(الدقيقة  

 تنمى على Treponema  وبعد العزل الانتخابي لعزلات على مضادات حيوية،  حاوِ Treponemaلجراثيم

مـن  % 0.7 بإضافةأوساط صلبة للحصول على مستعمراتها وعزلها بمزارع نقية لدراسة خصائصها وذلك            

قـد    Treponema ن الحصول على مـستعمرات االاكار لنفس الوسط السائل الخاص بتنمية هذه الجراثيم، و

   ).Patience) Starr et al.,1981يكون صعباً ويحتاج صبراً 

بـسبب   الأسنانحول    ما لأنسجة الممرضات الحقيقية    أهمالفم احد    Treponemaوبسبب كون جراثيم    

مرضات عن طريق   م انتشار هذه ال   أو فقدان السن    إلى والذي قد يؤدي     الأنسجة المحلل لهذه    الأنزيمينشاطها  

 والتنمية  الإرضاء كونها لاهوائية صعبة     الجراثيمفي الجسم وبسبب قلة التركيز على هذه         أخرى ضاءلأعالدم  

 والأوسـاط  الناقلـة    الأوسـاط  بعض   إيجاد دراسة محلية تبحث في      أوللان تكون   فقد عنيت الدراسة الحالية     

  .للإنسانة في نقل وتنمية هذه الجراثيم المهمة طبيا وءالزرعية الكف
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  وطرائق العملالمواد 

   Samples     العينات

لمرضى المصابين بالتهاب ما حول الأسنان من جيوب ما حول الأسنان من ا العينات جمعت

Periodontitis المراجعين إلى المستشفى التعليمي لكلية طب الأسنان في جامعة الموصل والمركز 

 (Kasuga et al., 2000) رة فيالساحل الأيمن بإتباع الخطوات المذكو / التخصصي لطب الأسنان

  :والمتضمنة 

  .Cotton rollعزل منطقة الجيب باستخدام القطن  •

  .Cotton pellet باستخدام القطن Supragingival plaque إزالة الصفيحة الجرثومية فوق اللثة •

  . Periodontal probe باستخدام المسبار Pocket depth (PD)قياس عمق الجيب  •

   لداخل الجيب إلى قاعدته وتركه لمدة دقيقة واحـدة ثـم رفعـه     Paper pointخاص إدخال الخيط ال •

أحكم غلـق    . من الوسط الناقل باستخدام ملقط معقم      3 سم 0.5ووضعه في أنبوبة الاختبار الحاوية على       

 .الأنابيب ونقلت إلى المختبر لإجراء ألاختبارات البكتريولوجية
 
   Transport media          الوسط الناقل 

  :تم استخدام احد المحاليل التالية كسائل ناقل للعينات        

    :Tris-HCl— EDTA (T-E) Fluidالمحلول   .1

 DTA (Ethylenملـي مـول مـن   1 بتركيـز  (Desvarieux et al., 2005)حضر كما أشار إليه 

diamine tetra acetic acid)        ملي مول من 10 و Tris-HCl /لتر.  

   : Normal salineلول الفسلجي المح.2

   .(Willis et al. ,1999)أستخدم المحلول الفسلجي لنقل العينات كما أشار إليه 

  :Reduced transport media الوسط الناقل المختزل.3

  غـرام Brain heart infusion،  0.5 غـرام Umeda et al., 1990: ( 37( حضر كما ذكر فـي  

Sodium thioglycolate       ،  1لتر Distilled water  .  

 15م لمـدة    121º وعقم بالموصدة بدرجة     7.2بعد تحضير الوسط الناقل عدل الأس الهيدروجيني إلى         

  .دقيقة ثم وزعت في أنابيب الاختبار المعدة لجمع العينات 

   Culture media            الأوساط الزرعية 

  :أوساط العزل الأولي



  ..............عن كفاءة عدد من الأوساط الناقلة وأوساط عزلالتحري 
 

 

53

  : تضمنت Treponemaط الغذائية لأغراض العزل الأولي لجراثيم حضرت خمسة أنواع من الأوسا

  

  : المحورNew oral spirochetes (NOS)وسط    .1

 Brain heartغـرام  12.5: مـن المكونـات الآتيـة   (Uitto et al., 1995)حضر حسب ما ذكره 

infusion، 10.0غرام Trypticase، 2.5غرام  Yeast extract، 0.5 غرام Sodium thioglycolate،  

  غـرام  Glucose، 0.006  غـرام  L-Aspartate،   2.0   غـرام  L-Cysteine،  0.25غـرام  1.0

Ascorbic acid، 2.0  غرام  Sodium bicarbonate،1لتر    Distilled water .  
  

  : المحور Supplumented pleupneumolike organism (PPLO)وسط   .2

 ،Beef extrac غرام 50.0 :من المكونات الآتية (Difco manual,1998) حضر حسب ما جاء في     

 Sodium غرام Sodium thioglycolate، 2.0  غرام NaC l،  0.5  غرامPepton،  5.0  غرام10.0

bicarbonate،0.01  غـرام Crystal violet، 1 لتـر  Distilled water.     بعـد تحـضير الوسـط زود

 غـرام 1.0 :(Starr et al.,1981) كمـا وصـفه   Treponemaيم بالمكونات الآتية لجعله مدعماً لنمو جراث

Glucose، 1.0غرام  L-Cysteine، 0.4 غرام Nicotinamide،  0.006 غرام Ascorbic acid  .   
  

   :Thioglycolate medium وسط  .3

 . غرام من الوسط في لتر ماء مقطـر 30   المجهزة بإذابةMERAEK حضر حسب توصيات شركة        

 ـويتكون   +D    غـرام Yeast extract، 5.5    غـرام Pepton، 5.0 غـرام  15.0 :ط مـن ـهذا الوس

Glucose،  

  غـرام Sodium thioglycolate، 0.001  غـرام  NaCl ، 0.5  غرامL+ Cysteine ،2.5   غرام 0.5

Resazurin sodium، 0.75غرام    Agar-agar  .  

  : المحور Pepton- yeast extract- glucose (PYG)وسط  .4

  ،Pepton غـرام 20.0  : (Lennett et al.,1985)وحضر من المكونات الآتية حسب ما جاء فـي       

 Sodium غـرام  Glucose ،  0.5غرامL-Cysteine ،   10.0 غرامYeast extract، 0.5  غرام0.0

thioglycolate،  2.0ــرام ــمSodium bicarbonat،  40.0   غ ــمSalts solution، 960 3 س   3 س

Distelled water.   

 ،MgSO4  غـرام  CaCl2،  0.2  غـرام  0.2 :كـالآتي  Salts solution حضر محلول الأمـلاح 

 ماء مقطر وبعد إذابتها 3سم 300  في MgSO4  وCaCl2 مزج ،  KH2POغرامK2HPO4، 1.0 غرام1.0

ماء   3سم200  ، أضيف لإذابتهاتحريك المستمر   ماء مقطر ثم أضيف باقي الأملاح مع ال        3 سم 500 فـأضي

  .مقطر وحفظ المحلول في الثلاجة
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  Trypton- yeast extract- glucose- volatile fatty acid- serum (TYGVS)وسـط  . 5

medium     المحور:  

 Trypton،  5.0 غـرام 30.0 :  من المكونات الآتية(Starr et al.,1981) حضر بالاعتماد على ما جاء في

 L-Cysteine ، 0.5  غـرام NaCL ،  0.75  غرامGlucose، 2.5  غرامYeast extract، 5.0 غرام

   . Distilled water   لترSodium bicarbonate ،1غرام Sodium thioglycolate، 2.0  غرام

 TTP (Wyss, 1992) بـديلا عـن  Ascorbic acid الـ بإضافة PPLO وNOS تم تحوير وسطي

  Sodium thioglycolate  م من مـادة غرا 0.5 بإضافة   PPLO, PYG, TYGVS   تحوير الأوساطو

/ غـرام  2.0   بنسبةSodium bicarbonate     مادةوإضافـة  طــن من الوسـ الأوكسجيلاختــزال

  .(Hardy and Munro,1966) لتر

  :Treponema الأوساط الزرعية الخاصة بتنمية جراثيم 

 ورد فيحضر نوعان من الأوساط الصلبة لملاحظة مستعمرات الجرثومة حسب ما 

(Starr et al.,1981):   

   :Thioglycolate-BHI agarوسط  .1

 Thioglycolate medium  )3 Parts( ،  (1 Part) Brian :حضر من مكوناتـه بالنـسب الآتيـة   

heart infusion، Agar-agar )0.7(%  

   :TYGVS agarوسط  .2

  % .0.7 وأضيف إليه الأكار بنسبة TYGVS brothحضر الوسط     

 Isobutyric acidذابة مكونات جميع الأوساط الزرعية المذكورة أضيف إليها الحامض الـدهني  بعد إ

بعد التعقيم أضيف المصل إلى الأوساط الزرعية بنـسبة          و 7.2ثم عدل الأس الهيدروجيني إلى       %0.2 بنسبة

2 %(Uitto et al., 1995) كما أضيف المضاد الحيوي Rifampcin لكـل   3م س100/  ملغم 0.2 بتركيز 

  .(Leshine and Canale-Parola, 1980)الوسط 

  : وهيTreponemaاستخدم أحد أنواع المصول الآتية لأجل دعم نمو جراثيم :تحضير المصل 

   :Rabbit serumمصل الأرنب   .1

 من دم 3 سم10 وتم الحصول عليه بسحب (Izard et al., 2004)أستخدم مصل الأرنب كما أشار إليه      

  . القلبية بعد تعقيم المنطقة بالكحول ووضعه في أنابيب اختبار معقمة خالية من المواد المانعة للتخثر العضلة

   :Fetal calf serum (FCS)مصل العجول   .2
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 مـن  3 سم20 وتم الحصول عليه بسحب (Wyss et al., 2004)أستخدم مصل العجول كما أشار إليه      

ي منطقة العنق بعد تعقيم المنطقة بالكحول ووضع في أنابيـب اختبـار   ف Jugular veinدم الوريد الودجي 

 .معقمة خالية من المواد المانعة للتخثر 

  :Fetal bovin serum (FBS)مصل الأبقار  .3

  .تم الحصول عليه بنفس الطريقة المتبعة مع مصل العجول واستخدم لدعم نمو الجرثومة     

 دقـائق   10دقيقة لمـدة     / دورة 3000الطرد المركزي بسرعة    فصل المصل عن الخثرة المتكونة بجهاز        

 0.2وعقم باستخدام مرشحات بقطـر   لتثبيط فعالية المتمم     دقيقة   30م لمدة   º 56وسخن في حمام مائي بدرجة      

  .(Starr et al., 1981)مايكروميتر وأضيف إلى الوسط 

  

   :الزرع على أوساط العزل الأولي السائلة

 من السائل الناقل الملقح بالعينة في أنابيب 3سم 0.1 ى أوساط العزل الأولي بتلقيحزرعت العينات عل      

 ووضعت جميع  Thioglycolate ووسط NOS, PPLO, PYG, TYGVS كل من الأوساط الزرعية

 مع أنبوب يحتوي على كاشف  Oxiodمجهز من شركة  Anaerobic jarالأنابيب في جار لاهوائي

)Resazurin (Anaerobic indicator وردي إلى  يتحول من اللون الإذ من الظروف اللاهوائية للتأكد

ثم  Vaccumeتم تفريغ الجار من الهواء باستخدام جهاز تفريغ الهواء ، لاهوائيةالظروف العديم اللون في 

 من القناني (N2)من غاز النيتروجين % 80 و(CO2)من غاز ثاني أوكسيد الكربون % 10أضيف إليه 

 أيام مع اختبار ظهور النمو 5م لمدة 37ºوحضن الجار عند درجة ) 1الصورة(بكل نوع من الغازينخاصة ال

  .كل يوم 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 الجار اللاهوائي

 N2قنينة غاز 

 جهاز تفريغ الهواء

 CO2قنينة غاز

  هوائي المستخدمة في الدراسة الحالية متطلبات التحضين اللا: 1الصورة 
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  :Treponemaالزرع على الأوساط الصلبة الخاصة بتنمية جراثيم 

 بعد ظهور النمو في أوساط العزل الأولي السائلة تم الزرع في الأوسـاط الـصلبة للحـصول علـى                          

  .مستعمرات منفردة من الجرثومة ودراسة أشكالها

  

  :الاختبارات المظهرية 

حضرت مسحات جافة من المستعمرات وصبغت بصبغة كرام وكرام المحورة كما حضرت مـسحات              

  حـسب الطريقـة التـي وصـفها         Spirochetesجافة ثانية وصبغت بصبغة فونتانـا الخاصـة بجـراثيم           

(Collee et al.,1996)شكال الحلزونية المميزة للجرثومة وفحصت بالمجهر الضوئي تحت قوة  لمشاهدة الأ

  . وصورت فوتوغرافياً بكاميرا رقمية 1000Xتكبير 

  

  النتائج والمناقشة

   :الأولي العزل أوساطالنمو على 

  Reduced BHI broth وNormal saline و T-E الناقلة الأوساطفي الدراسة الحالية استخدمت     

 للمختبر وزرعها على إيصالها النقل لحين أثناء حيوية العزلات إدامة كفاءة في أبدتت وجميعها لنقل العينا

  . الزرعية بعد تلقيحها بعينة الوسط الناقلالأوساط الغذائية بدلالة ظهور النمو في الأوساط

ية  تمكنت جميعها من توفير الاحتياجات التغذوالأولي غذائية للعزل أوساطكما استخدمت خمسة 

 ظهر فيها النمو بحدوث تعكر بعد إذ In vitro الفم خارج الجسم الحي Treponema اللازمة لنمو جراثيم

ت لتصبح والتي ازداد) 2( يومين من التحضين اللاهوائي مع قليل من الترسبات الدقيقة كما في الصورة

أيام من  5-4  بعد الزرعأنبوبله مظهر اطلاقة الحرير عند رج  )3( بشكل راسب كما في الصورة

  ) . 4( التحضين والموضح في الصورة

  

  

  

  

  

  

  

  
  TYGVSوسط   PYGوسط   NOSوسط 
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 الفم اللاهوائية في Treponema نمو جراثيم أنإلى  (Socransky et al., 1969)  الباحثونأشار

 من الخلايا في أشكال ةبعأر )Wolf et al., 1993(  السائلة يتوزع بشكل متساوٍ فيما ميز الباحثونالأوساط

 هي الشكل الحلزوني الطبيعي والذي يوجد بشكل رئيس في راشح المزرعة Treponemaمزرعة جراثيم 

  . بشكل عكارةالأولي العزل أوساطعلى Treponemaنمو جراثيم : 2الصورة 

  )- : (اليسار      : (+) اليمين

A            B                 C 

  . بشكل راسبTreponemaنمو جراثيم : 3الصورة 

A : وسطTYGVS ؛ B : وسطPYG  ؛ C : وسطNOS  

 السيطرة السالبة

  .NOSمظهر اطلاقة الحرير على وسط : 4الصورة    
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 Club-likeوشكل الملتويات الملتفة بشكل يشبه الهراوة  Plaits  بالضفيرةأشبهوشكل الملتويات الملتفة 

structure لثلاث توجد بشكل رئيس في راسب المزرعة  االأشكال مختلفة وهذه بأحجام كروية وأجسام

 كونها خلايا حية وافترض إلى يوم من التحضين مما يشير 3-2 بعد الأشكالويمكن ملاحظة جميع هذه 

 التحمل وان تكوين الكرويات يختزل إستراتيجيات إلى تعود أنالباحثون ان التغايرات المظهرية يمكن 

 هذا الشكل أكدكما  . المواد السامةأو المضادة الأجسامدف لفعل المساحة السطحية وبذلك يوفر اقل مساحة ه

 نتيجة النمو Cell Pelletsراسب من الخلايا بملاحظتهم تكون  (Wyss et al., 1996)من النمو الباحثون 

  . في المزرعةEnd granules السائلة مع وجود حبيبات الأوساطالكثيف في 

 على مصدر بروتيني ومصدر الأولي المستخدمة للعزل طالأوسافي الدراسة الحالية احتوت جميع 

 و BHI لب والمخ نقيع القعلى NOS  يحتوي وسطإذ للنمو أساسيةكربوهيدراتي بوصفها مغذيات 

Trypticaseومستخلص الخميرة  Yeast extract  مصادر بروتينية و يحتوي وسطبوصفها PPLO  على

 ومستخلص الخميرة  الببتونعلى PYGو Thioglycolate اكما احتوى وسط والببتون، Beef extractمادة

 فانه يزود بالبروتين من التربتون و مستخلص الخميرة، كما TYGVS  وسطأمامصادر بروتينية بوصفها 

 مصدر كربوهيدراتي فضلاً عن تزويدها بالمصل والحامض الدهنيبوصفها زودت جميع الاوساط بالكلوكوز 

Isobutyric acid ًبالحامض الأوساط الدهنية طويلة السلسلة والمتطايرة ودعمت كافة ماضللأح مصدرا 

 وكلاهما Sodium thioglycolate وبالمادة المختزلة H2S لإنتاج أساس كمادة L- cysteineالاميني 

اللاهوائية  Treponema  من الوسط ليصبح مختزلاً يسمح بنمو جراثيمالأوكسجين إزالةن في ان مهمامركب

 الأوكسجين للتحضين في ظروف بيئية لاهوائية عديمة Anaerobic jar ستخدام الجار اللاهوائيفضلاً عن ا

 لك بوضع الكاشفذ لضمان استمرار النمو في ظروف مختزلة مثالية وتم التأكد من N2 وCO2 ومزودة بـ

Resazurine5(  كما موضح في الصورة.(  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 .تحول لون الكاشف اللاهوائي من اللون الوردي الى عديم اللون تحت الظروف اللاهوائية: 5الصورة 
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 المدعم  PPLO استخدام وسطإمكانيةإلى  )1964( ,)1969(وآخرون  Socransky ون الباحثأشار

 بمادة أو المعتمدة على المصل بعد تزويد الوسط الزرعي به أوالفم غير المعتمدة  Treponema لتنمية أنواع

Ascitic fluidوتحضينها في ظروف لاهوائية مثلى، كما استخدم الباحثون  (Umemoto et al.,1988) 

 4 الفم في حجرة لاهوائية لمدة Treponema  لتنمية جراثيمالأرنبمن مصل % 5مزود بـ  PPLO وسط

  .ْ  م37 بدرجة أيام

 و Thioglycolate broth الفم اللاهوائية على وسطي Treponema تنمية سلالات  الباحثوناستطاع

TYGVS  1997(ون استخدم الباحثمزود بالمصل اذ  (et al.,  Umemoto وسط TYGVS  للزرع

بدون كلوكوز في إجراء الاختبارات الكيموحيوية  Thioglycolate medium ي المتتالي و وسطالثانو

 لتنمية سلالات TYGVS فقد استخدموا وسط )Lux et al., 2002( أما الباحثون .للسلالات المعزولة

 et al., (Miyamoto 2006(ين كما استخدم من قبل الباحث  في ظروف لاهوائيةTreponemaجراثيم 

  .أيام 4 في ظروف لاهوائية لمدة تنمية عزلات الجرثومةل

 استخدم إذ الفم Treponema فقد استخدم من قبل عدة باحثين لتنمية أنواع مختلفة من NOS  وسطأما

اكاروز % 0.5 والأرنبمن مصل  %10 بعد تزويده بـ )1999et al.,  Limberger( ينمن قبل الباحث

لتنمية ) Edwards et al., 2003( لجراثيم كما استخدمه الباحثون الحصول على مستعمرات هذه الأجل

  .كليسيرول% 15 بـ عزلات الجرثومة بعد تزويده  وإدامة

 Treponema لنمو جراثيم الأساسية فانه يحتوي على المتطلبات التغذوية PYG بالنسبة لوسط أما

إلى   Johnson  (1976) ,  الباحثأشار إذ  والكربوهيدارتية اللازمة لنموهافهو يوفر المتطلبات البروتينية

عندما يحتوي الوسط In vitro     تنمو بشكل جيد خارج الجسم الحي  Treponema أن أغلب سلالات

 يـالقياس

Base mediumيوم في حين انه  15–14 بتون ومستخلص الخميرة ويظهر النمو عندئذ خلالب على ال

  .سيظهر النمو بعد يومين من التحضين مصدر كربوهيدراتي مثل الكلوكوز فبإضافة

 ومـصل  الأرنـب مـصل  ( المصول المستخدمة أنواعوجميع % 2 المصل بنسبة    أضيفوفي دراستنا   

 لعـزل جـراثيم   الأساسيةيعد المصل من مدعمات النمو . ة في دعم النمووءكانت كف) الأبقارالعجول ومصل  

Treponema       الدهنية طويلة السلسلة اللازمـة      الأحماضفير   المعتمدة على المصل بوصفه مصدراً مهماً لتو 

 إلى الوسـط الزرعـي   Ascitic fluid أو السوائل البايولوجية المماثلة كالدم أو المصل إضافةلنموها، وان 

   انـالإنسن ــة مـزولـة المعـــاللاهوائي Treponema مـــد زرع جراثيـاً عنـون ضروريـيك
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)Hardy and Munro, 1966 ( من  اأنولوحظ الإنسانلمصل سواء Human serum أو من الحصان 

Horse serum أو الأبقارFetal bovin serum (FBS) من العجول أو )FCS (Fetal calf serum أو 

  .) Wyss,1992 ; Izard et al., 2004(يكون مشجعاً للنمو  أرنبصل م

 المهمة في اختزال Sodium thioglycolyate الزرعية على مادة الأوساطفي دراستنا احتوت كافة 

الوسط وجعله ملائماً لنمو هذه الجراثيم اللاهوائية فضلاً عن الجهد الاختزالي الوسط الزرعي بخفض 

 الدهنية الطيارة، وقد استدل مسبقاً على أهمية للأحماض بوصفه مصدراً Isobutyric acidالحامض الدهني 

 Socransky اللاهوائية من نتائج دراسة الباحث Treponemaتوفر هاتين المادتين في اوساط تنمية جراثيم 

 زرعية مختلفة بوجود أوساطالفم على النمو في  Treponema  اذ لاحظ الباحثون قدرة1964واخرين عام 

 بوجود راشح مزرعة الجراثيم الداعمة أو داعمة للنمو م لاهوائية اختيارية بوصفها جراثيأخرىجراثيم فم 

 Eh وتقليل الجهد الاختزالي Treponema لنمو و تكاثر أنواع أساسيةعي بعناصر لتزويدها الوسط الزر

 عوامل نمو بديلة عن الكائنات إيجادكما تمكن الباحثون من . لنموها )190mv-( للوسط ليقارب القيمة المثلى

 بالحامض الدهني Fusiform  استبدال راشح مزرعةإمكانية راشحها فقد توصلوا إلى أوالداعمة 

Isobutyric acid وراشح مزرعة Diphtheria بمادة Putrescin،  إمكانيةكما وأشار الباحثون إلى 

 Sodium thioglycolate   )0.002بإضافة المعزولة  Treponema نمو لسلالات أعلىالحصول على 

  ).3سم/ملغم (Putrescin dihydrochloride 0.25 أو )3سم/ملغم

 مكونات الوسط الزرعي هي العوامل المختزلة لضمان الجهـد الاختزالـي            أهم احد   أنون  وبين الباحث 

 إلى حفظ الوسـط     آخرون باحثون   أشارفي حين    ،Dithiothreitol  مادة إضافةالقليل في ظروف النمو مثل      

 وإضـافة  الأوكسجين في ظروف لاهوائية يستمر فيها سحب        Treponemaالزرعي المستخدم لتنمية جراثيم     

 ,.Brooks et al., 2007; Yoshid et al(  الوسـط Ehل زرع الجرثومة لضمان خفـض  النيتروجين قب

2004(.   

 هو  Treponema حامض دهني يستخدم لتعزيز نمو جراثيم        أفضل أنوتوصلت الدراسات السابقة إلى     

Isobutyric Acidفقد قام الباحثان   Hardyو Munro  )1966(     الأحمـاض باختبار قدرة أنـواع مـن 

 في دعـم  أكفأها وأملاحه Isobutyic acid   أن على دعم نمو هذه الجراثيم وثبت وأملاحها الطيارة الدهنية

من % 10 انه يكافئ تأثير     إذ تختزل حاجة هذه الجراثيم للمصل       أن إلى الوسط الزرعي يمكن      تهوإضافالنمو  

لسلسلة والالديهايدات المهمة في     الدهنية الطويلة ا   للأحماض يزود الهياكل البنائية     لأنهالمصل في الوسط ذلك     

 Treponema  اعتماد عزلات  (Wyss,1992)لك لاحظ الباحث    فضلاً عن ذ  . البناء الحيوي للخلية الجرثومية   

  .إجباريةالفم على الحامض الدهني المذكور وبصورة 
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، NOS  الزرعيةالأوساطلتر إلى / غرام 2 نسبةب Sodium bicarbonate  مادةأضفنافي دراستنا 

PPLO ،PYG ،TYGVS لتسريع معدل نمو جراثيم Treponema ن مادة و وصف الباحثإذ

Bicarbonate وامل النمو التي تزودها ع والتي يمكن ان تكون بديلاً عن الأساسية أحد عوامل النمو أنها

 عند تزويد هلاحظ الباحثون انكما  الفم، Treponema المتعايشة مع Diphtheriods الكائنات الداعمة

 أن يصبح طويلاً في حين Lag Phase  فقط فان طور التطبعIsobutyric acid لوسط بالحامض الدهنيا

 تساعد في تقليل طور التطبع وزيادة سرعة النمو كونها تعادل التأثير Sodium bicarbonateإضافة

لاً عن كونها  الوسط فضى الدهنية طويلة السلسلة المضافة الوالأحماضالتثبيطي لبعض المواد في المصل 

 الدهنية الأحماض الذي يستهلك في كثير من تفاعلات البناء الحيوي ومنها مسار بناء CO2مصدراً للـ 

  .(Hardy and Munro, 1966 ; Chan et al.,1993) السلسلة طويلة

 مما عزز L-cysteine  الزرعية المستخدمة في دراستنا على الحامض الامينيالأوساط احتوت كافة 

 وانه Protease لأنزيمات محفز بأنه Cysteine  اللاهوائية ويعرفTreponema  على تنمية جراثيمقدرتها

 تحمل وستراتيجيات الضراوة التي تبديها الجرثومةيزيد من يشارك مع الحديد في ضراوة الجرثومة وكلاهما 

)Chu et al., 2002( .  

 أربعة تستطيع النمو خلال Treponema  جراثيمأنالى  )Lai and Chu, 2008( وتوصل الباحثان

، وسجل الباحثان H2S لإنتاج أساس بوصفها مادة Glutathione أو L-Cysteine معتمدة على وجود أيام

 والذي يعد عاملاً مختزلاً قوياً بتفاعله معه H2Sمع التركيز العالي للـ  0 - 0.6% اقل مستوى للاوكسجين

 البيئة إبقاءودورها في   الجرثومة على توليد ظروف قليلة التهوية يشير إلى قدرةمما Sulfateو H2O منتجاً

 Cysteine الأساس ة المنتجة عند استخدام المادH2S لاهوائية في المناطق المصابة لحول الأسنان وان كمية

  . أخرى أساساكبر مما في حالة استخدام مواد 

 أنإلى  (Wyss,1992)أشار  حيث TPPبديلاً عن Ascorbic acid ادةم أضفناولتشجيع النمو فقد 

 Treponema لتر تزيد من نمو بعض أنواع جراثيم / ملغرام1 لحدAscorbic acidالتراكيز العالية للـ 

  .الفم 

 المضاد الحيوي أضفنا الفم فقد Treponema  الحصول على وسط انتخابي لجراثيملأجل

Rifampcinعزل طريقة ناجحة وفعالة ال أوساطاد في  استخدام المضيعد اذ 3سم100/ملي غرام 0.2 بنسبة

فضلاً عن  للحصول على عزلات نقية لهذه الجراثيم من الإصابات المختلطة مثل إصابات ما حول الأسنان،

 الفم يساعد في تخطي بعض العقبات التي Treponema  استخدام المضادات للعزل الانتخابي لجراثيمأن

ر على سطح الاكار فهذه الطرائق التقليدية ف طريقة الحأو المرشحات تواجه طريقة العزل الانتخابي باستخدام

 الأنواع أو في الحركة والهجرة خلال الاكاروز الأسرعللعزل الانتخابي ستكون انتقائية فقط لأنواع الملتويات 
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ى  استخدام المضاد يسهل الحصول علأنالنحيفة بشكل كافٍ يمكنها من اختراق المرشحات الدقيقة في حين 

 Leschine and( وعزل مزارع نقية منها مع تقليل احتمالية التلوث ببطءمستعمرات متميزة للأنواع النامية 

Canale-parola, 1980.(  

 DNA – dependent  البلمرةلأنزيم β – Subunit مع الوحدة الثانوية Rifampcin يتفاعل المضاد

RNA Polymerase (Rpoβ)  المشفر من قبل الجينrpoβ gene  وان مقاومة جراثيم الملتويات له تنشأ ،

 الامينية للموقع الفعال الذي يرتبط معه المضاد مما يسبب قلة الفة الأحماضعن حدوث تغيرات في تتابع 

ن عدد  الخلوي للجرثومة لهذا المضاد، وقد تمكغشاءله كما قد تنشأ المقاومة عن قلة نفاذية ال Rpoβ أنزيم

 مقاومة لتراكيز نوعاً ما عالية من المضاد ولم تعزل سلالات Treponema لاتمن الباحثين من عزل سلا

  .)Stamm et al., 2001(من جراثيم الملتويات حساسة له 

  

  Treponema الصلبة الخاصة بتنمية جراثيم الأوساطالنمو على  

ن  اللذين يحتوياThioglycolate-BHI agar ووسطTYGVS agarفي هذه الدراسة استخدم وسط 

اكار للحصول على مستعمرات منفردة متميزة وعزل المستعمرات المختلفة مظهرياً عن % 0.7على

 على وسط ملم 3≥رمادية ابعادها –ظهرت اغلب المستعمرات بشكل مستعمرات دائرية بيضاء.بعضها

TYGVS agarذات والأخرىوقد ظهرت بعض المستعمرات ذات حوافٍ منتظمة  )6(  كما في الصورة 

كما اظهر بعضها  )7( كما في الصورة Thioglycolate-BHI agar  غير منتظمة على وسطحوافٍ

كما بدت بعض المستعمرات ذات تحدب قليل كما  )8( مستعمرات كثيفة بيضاء او صفراء كما في الصورة

والقليل منها كان بشكل مستعمرات شفافة، وقد تم عزل كل نوع مظهري من هذه ) 9( مبين في الصورة

  .Treponema  له الفحوصات التشخيصية لجراثيموأجريتستعمرات الم

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .TYGVS Agar على وسط Treponemaمستعمرات جراثيم : 6الصورة 
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AB 

AB 

 Thioglycolate –BHI ذات تحدب قليل على وسط Treponemaمستعمرات جراثيم : 9الصورة 
Agar  

 Thioglycolate-BHI Agar  على وسط Treponemaمستعمرات جراثيم : 8لصورة ا

A     : ت صفراء ، مستعمراB :رمادية كثيفة ذات حواف منتظمة-مستعمرات بيضاء  

  Thioglycolate-BHI Agar  على وسطTreponemaمستعمرات جراثيم : 7لصورة ا

A      :  رمادية منتشرة ذات حواف غير منتظمة–مستعمرات بيضاء   

B                   : رمادية ذات حواف منتظمة–مستعمرات بيضاء   
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 Treponema لجراثيم الأولي للعزل PPLOوسط)  et al., Socransky (1964ون استخدم الباحث

اكار   %1.2إليه مضاف  الPPLO ثم عن طريق النقل المتتالي للمستعمرات السطحية النامية على وسط

 تستطيع النمو بشكل أنهاالفم ولاحظ  Treponema تمكن من عزل مستعمرات منفردة لكل نوع من

 عند استخدام اقل تركيز Subsurface colonies  سطحيةأو شبه Surface coloniesمستعمرات سطحية 

 يعطي نمواً الأولي العزل ساطأوإلى استخدام أي وسط من  (Starr et al., 1981) أشارمن الاكار، كما 

اكار له يمكن الحصول على النمو السطحي   %0.7و بإضافة  التنمية والزرع المتتالي لأغراضكثيفاً 

 إضافةمع  PPLO على وسط  , )Nauman )1982 وJacob  واعتمد الباحثان. لمستعمرات هذه الجراثيم

  . الاكار لتنمية مستعمراتهاإضافة لتنمية الجرثومة واستخدما نفس الوسط مع أرنبمصل  10%

إلى اختلاف مستعمرات سلالات  )Canale-Parola )1980  وLeschine  الباحثانأشار

Treponemaبأبعاد ملم وبعضها 3  بالحجم والشكل فبعضها ينمو على شكل مستعمرات صغيرة منتشرة  

 أشارفقد  )et al.,  Umemoto 1984 (  الباحثأما .Transparent  له مظهراً شفافاًالآخروالبعض   ملم5

مايكرومتر وذات حوافٍ غير منتظمة،  15 –5أبعادها  مستعمرات السلالات المعزولة من الفم تكون أنإلى 

 تنتج فإنها كبيرة وعند الزرع الثانوي من هذه المستعمرات أووان مستعمرات نفس السلالة قد تكون صغيرة 

لافتراض بأن الصفات المورفولوجية للمستعمرات تختلف حتى بين مما قاد إلى امن المستعمرات نفس النوع 

  .سلالات النوع نفسه

 تخطيط العينة على الوسط الصلب يكون ضرورياً للحصول على مستعمرات مفردة متميزة لغرض إن

 المستعمرات لذا يبقى من أشكال وتستغرق وقتاً طويلاً لاختلاف اًالزرع الثانوي وهذه الخطوة تحتاج جهد

 واحدٍعٍ  كانت المستعمرة المفردة التي حضر  منها الزرع الثانوي قد نشأت من نمو نوإذاير الواضح فيما غ

 لذلك من الصعب جدا تأكيد الحصول على مزارع نقية لعزلات الملتويات من الصفيحة أنواعام من عدة 

  ).Wardle, 1997( الجرثومية للسن

  الاختبارات المظهرية 

 جـراثيم سـالبة     بأنهـا ومية في المسحات المثبتة المصبوغة بصبغة كرام المحورة         بدت الخلايا الجرث  

  مختلفة بعضها ملتو بشدة وبعضها ضعيف الالتواء كما موضح فـي الـصورة             بأطواللصبغة كرام حلزونية    

 عند صبغها بـصبغة     أوضحبدت الخلايا حلزونية بشكل     .  ضعيفة الاصطباغ بصبغة السفرانين    أنهاكما   )10(

 مـع أرضـية   للأسـود ظهرت الخلايا ملتوية ذات لون بني غامق مائل  إذالملتويات  انا الخاصة بجراثيمفونت
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وهـذا مـا    Breeding nestsصفراء باهتة كما ظهرت بعض الخلايا متجمعة مكونة ما يدعى عش التوالد 

  ).11(توضحه الصورة 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 توجد بشكل سلاسل وأحياناها بالمجهر الضوئي صفح كل أنواع الملتويات متشابهة مظهرياً عند إن

 Irregular الالتواء غير منتظمأن أو Lossely wounds  او ضعيفة الالتواءTightly coiledملتوية بقوة 

coild  في حينو . جراثيم سالبة لصبغة كرام وتصطبغ بمستوى ضعيف بالصبغة المضادة السفرانينوهي 

  تصطبغ بطرائق التصبيغ الاعتيادية ومنها صبغة كرامأنيمكن  Borrelia مثل جراثيم الملتويات الكبيرة أن

 Treponema الملتويات الصغيرة مثل أن إلازا صبغة كيم صبغة لشمان، ،)تبدو سالبة لصبغة كرام(

 في أفضل رقيقة جدا ولا يمكن مشاهدتها بطرائق التصبيغ الاعتيادية وتشاهد بحال فإنها Leptospiraو

ت الرطبة غير المصبوغة تحت مجهر الحقل المظلم اذ يلاحظ شكلها وحركتها، أما في التحضيرات التحضيرا

 بالفضة والتي تزيد سمك هذه الجراثيم بعد ترسب الفضة عليها كما في الإشباعالمثبتة فيجب استخدام طريقة 

 قاطع النسيجيةللم Levaditi وطريقة )للمسحات المثبتة على الشرائح الزجاجية (Fontana طريقتي

)Collee et al., 1996; Goering et al., 2008(.  
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