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الله  ص��لالحم�د للہ رب الع��المین والص�لاة والس��لام عل�ى اش��رف الأنبی��اء والمرس�لین أب��ي القاس�م محم��د 

 و أھل بیتھ الطیبین الطاھرین. علیھ والھ وسلم

                 لمش����رفي الفاض����ل تق����دیرأس����مى آی����ات الش����كر والیطی����ب ل����ي وأن����ا انھ����ي رس����التي ھ����ذه إن أوج����ھ 

         وإرش���اداتھ ل���ي و متابعت���ھ المتواص���لة موض���وع البح���ث يّ عل��� لاقتراح���ھ متع���ب الخزاع���ي ال���دكتور زی���اد

     ال��دعاء ال��ذي لا ینقط��ع م��ا حیی��ت س��ائلة خ��الص فل��ھ من��ي ، البح��ث م��دة الدراس��ة وتنفی��ذ ل��ي طیل��ة  القیم��ة

 .وان یمده بالصحة والعافیة  المولى القدیر أن یوفقھ

ورئ�یس قس��م عل�وم الحی��اة  أ.م.د. عب��د الامی�ر س��میر س�عدون إل�ى عمی��د كلی�ة العل�وم لتق��دیروأق�دّم الش�كر وا

 . في تیسیر ما تعسر عليّ  كلیة العلوم  يستدری ولكل من اسھم من الدكتور جاسم حنون

كما اخص بالشكر والتقدیر أساتذة كلیة الطب البیطري لما قدموا لي من مساعدة لإكمال بحث�ي و ب�الأخص 

لمس�اعدتھ الدكتور امجد طالب محسن لمساعدتھ لي في قیاس معیاریة الاضداد و  جاسم عبد الدكتور اسعد

لمس�اعدتھ ل�ي ف�ي تص�ویر المق�اطع النس�یجیة  ال�دكتور خلی�ل ك�زاز ج�لابكری�ات ال�دم الب�یض و لي في ع�دّ 

 .لمساعدتھ لي في عمل الاحصائیات للنتائج  الدكتور علي محمد غازيووتشخیصھا 

قسم عل�وم كیمی�اء لمس�اعدتھا ل�ي ف�ي اج�راء  / كلیة العلوم/  خنطیل الست نوال والتقدیركما اخص بالشكر 

 ).Vi Agالفحوصات الكیمیائیة لمستضد متعدد السكرید المحفضي  (

لمس����اعدتھ ل����ي ف����ي تحض����یر حبیب����ات  ويالاس����تاذ لی����ث اب����راھیم علی����بالش����كر والتق����دیر  صكم����ا اخ����

 . Chitosanالنانو

        لم�ا ق�دموا ل�ي م�ن مس�اعدة وتش�جیع م�ن طلب�ة الدراس�ات العلی�ا  والتق�دیر ال�ى زملائ�ي ربالش�ك تقدمكذلك ا

 . سرى رزاق وھند حسینو بالأخص 

 لما قدموا لي من دعم مالي ومعنوي ... عائلتي خیرا اود ان اشكرأو
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  Summary:الخلاصة 

                       لغای�����ة  ش�����ھر ایل�����ول 2013م�����ن ش�����ھر تش�����رین الاول ع�����ام م�����دة أجری�����ت ھ�����ذه الدراس�����ة لل       

 العام�ة المرك�زي  م�ن مرك�ز الص�حة  Salmonella typhi.حی�ث ت�م جم�ع عین�ات بكتری�ا ال�ـ2014ع�ام 

س�تخدام أالدراس�ة الحالی�ة  ھ�ذه يف�حی�ث ت�م ) . Vi Ag( المحفظ�ي  متع�دد الس�كرید لغ�رض تنقی�ة مستض�د

توكس��ید الك��زاز وعل��ى  Chitosanال��ـ   عل��ى حبیب��ات الن��انو وتحمیل��ھ كمستض��د لس��كرید المحفظ��يمتع��دد ا

)Tetanus Toxoid(  . ف���ي تازدادالأجس���ام المض���ادة ق���د  ی���ةأن معیارالمس���جلة أوض���حت النت���ائج     

 والت�يأكث�ر م�ن المج�امیع الأخ�رى ،  )Vi Ag + Ch( 620.8±364.8)(  عامل�ة ب�ـالم )T1مجموع�ة (

المعامل�ة  )T2(مجموع�ة و،  ) TT + Vi Ag( )537.6±142.53( ـب�  المعامل�ة )T3( تتضمن مجموعة

 ) TT + +Ch Vi Ag( )121.6±38.4( المعاملة بـ )T4( ومجموعة ) Vi Ag(  )448±117.73( ـب

 ) .p≤0.05( احتمالیة عند مستوى 

                                       والتفریق����������ي ف����������ي ع���������د خلای���������ا ال����������دم الب���������یض الكل���������يالمس���������جلة بین���������ت النت���������ائج        

                  كری���ات ال���دم الب���یض ع���دد ب زی���ادة   اعل���ىالت���ي س���جلت  )T1( زی���ادة معنوی���ة ف���ي مجموع���ةحص���ول 

) خلی�ة/مل C(  )5500±230.94( الس�یطرة م�ع مجموع�ة  مقارن�ة) خلیة/مل 891.85±21020الكلي ( 

) T4( مجموع���ةو ، )خلی���ة/مل T3( )10740±980.61( مجموع���ة الت���ي تتض���منوالمج���امیع الاخ���رى 

 احتمالی���ةعن���د مس��توى  )خلی��ة/مل T2 ()9980±572.18( ومجموع���ة )خلی��ة/مل 10650±1217.78(

العدّل�ة ف�ي مجموع�ة  خلای�ا في نس�بة ارتفاع حدوث  نتائج العد التفریقيفقد بینت  من جانب آخر، .)0.05(

)T2( )%40±1.89 (م��ع مجموع��ة الس��یطرة مقارن��ة)C( )33.3333±0.66% والمج��امیع الاخ��رى ( 

 )T1(ومجموعة  )T4( )%34±1.37( مجموعة  و، )T3(  )33.6±0.67%( مجموعة والتي تتضمن ،

     ك���ذلك بین���ت النت���ائج ارتف���اع ف���ي الخلای���ا اللمفاوی���ة ف���ي )0.05( احتمالی���ةعن���د مس���توى  (19.4±0.66)

والمجامیع الاخ�رى  1.76±58.3333%)( مجموعة السیطرة مع مقارنة (%79.2±2.7))T1(مجموعة 

) T2(مجموع��ة ) وT3 ()%61.2±2.72( مجموع��ة و )T4 ( )%62±2.06(  الت��ي تتض��من مجموع��ة، 

 . )p≤0.05( احتمالیة عند مستوى ) %55.8±1.11(

ش������ملت الدراس������ة تحدی������د مس������توى التعبی������ر الجین������ي لن������وعین م������ن عناقی������د التم������ایز                            ك������ذلك      

            CD25التعبی�����ر الجین�����ي ل�����ـ بین�����ت النت�����ائجحی�����ث  ،  RT-qPCRبطریق�����ة  CD29و CD25وھم�����ا 

) والمج��امیع 0±1) مقارن��ة م��ع مجموع��ة الس��یطرة (T4( )5.1936±2.17(مجموع��ة  زی��ادة ف��يوج��ود 

، و  )T2( )3.7032±0.54( مجموع����ةو، ) T3( )4.4739±1( الت����ي تتض����من مجموع����ة الاخ����رى ،

      یض���ا بین���ت نت���ائج التعبی���رأ. و )p≤0.05( احتمالی���ةعن���د مس���توى  )T1( )2.5604±0.64( مجموع���ة
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 )0±1السیطرة ( موعةمع مج مقارنة) T3( )162.3256±89.52(زیادة في مجموعة  CD29لـ  الجیني

 )T4( مجموع������ة  ،) T2( )59.6817±26.65(  الت������ي تتض������من مجموع������ةالمج������امیع الاخ������رى ،و

 . )p≤0.05( احتمالیة عند مستوى )T1( )33.8276±16.6(مجموعة ) و 37.9605±3.09(

م ملاحظ��ة    ت��والغ��دة الزعتری��ة ، و یض��اً متابع��ة نش��اط التمنی��ع اللمف��اوي ف��ي الطح��الأش��ملت الدراس��ة      

وج���ود نش���اط كبی���ر ف���ي العقی���دات اللمفاوی���ة الطحالی���ة الت���ي ازداد حجمھ���ا وع���ددھا بش���كل كبی���ر ج���داً ،          

ومن ذلك یمكن الأستنتاج بأن تحمیل مستضد متع�دد  وكذلك زیادة في النسیج اللمفاوي في الغدة الزعتریة .

و  Chitosanالقابلی�ة التمنعی�ة بتحمیل�ھ عل�ى حبیب�ات الن�انو  ازدادت،S.typhi  لبكتری�ا Vi Agالس�كرید 

 . Tetanus Toxoidتوكسید الكزاز 
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 :  Introductionالمقدمة -1

           م���رض حم���ى التیفوئی���د ساس���ي ف���ي ح���دوثلاعام���ل اال Salmonella typhiبكتری���ا ال���ـ تع���د        

typhoid fever)( فق��ط ف��ي الانس��ان حدوث��ھ وھ��و م��رض مقی��د (Kaur & Jain , 2012)  . حم��ى     

             م���رض ھ���وو ، ش���ربةوالأ الأغذی���ة تنق���ل ع���ن طری���ق  الت���ي المھم���ة الأم���راض م���ن واح���د التیفوئی���د

                  التطع�����یم  یمث�����ل. )Maurice, 2012( س�����نویا انس�����ان  ملی�����ون 22 یص�����یب تقریب�����ا ح�����اد جھ�����ازي

                       الأم�����راض لمن�����ع التكلف�����ة حی�����ث فعالی�����ة م�����نكف�����اءة و الوس�����ائل أكث�����ر ض�����د مث�����ل ھ�����ذه الام�����راض

            ف���ي الآون���ة الاخی���رة ، اص���بح، والتطع���یم ض���د التیفوئی���د ش���ائع اس���تخدامھ ب���ین المس���افرین . المعدی���ة

          امان���ا الت���ي تس���تخدم الخص���ائص الجی���دة للمستض���دات ،الت���ي الأكث���ر نح���و اللقاح���ات الجدی���دة و التوج���ھ

            مستض����دات ونظ����را لوج����ودالمتخصص����ة دون مخ����اطر ،  عل����ى الاس����تجابةالجھ����از المن����اعي  تس����اعد

. )Holt et al.,2012( وحدھال التي عادةً تكون ضعیفة مناعیا عندما تعطىو subunit antigens ثانویة

       متع���دد (ViAg)مستض���د  یمث���ل . مس���اعد من���اعي یحف���ز الاس���تجابة المناعی���ةربطھ���ا بل���ذلك ، تتطل���ب 

     بالإض�افة ال�ىS. paratyphi C و S .typhiالمحفظ�ي الت�ي یوج�د بش�كل اساس�ي ف�ي بكتری�ا الس�كرید 

        وھ��ذا المستض��د ی��وفر حمای��ة ،Citrobacter freundii و S.dublinوج��وده ف��ي س��لالات قلی��ة م��ن 

 Vi Ag. مستض�د ال�ـ (Kothari et al., 2013; Felix &Pitt ,1936)د الاصابة بحم�ى التیفوئی�د ـض

 %90-60  و deoxy-2-N-acetyl galacturonic acid-2-(4–1)م�ن وح�دات متك�ررة م�ن  تك�ونی

م�ن بكتری�ا  viaB locusوی�تم تش�فیره ض�من  C-3 positionفي الموقع الثالث  O-acetylated  من الـ

S.typhi )(Raffatellu et al., 2008. 

            م���دةالمس���اعدات المناعی���ة جزیئ���ات حامل���ة للمستض���د تع���زز الاس���تجابة المناعی���ة وتطی���ل تمث���ل        

      ومنھ����ابق����اء المستض����د وتوج����د ان����واع متنوع����ة م����ن المس����اعدات مث����ل الجزیئ����ات الحامل����ة الس����كریة 

       Chitosanحبیب���ات ال���ـ تمث���ل و وجزیئ���ات حامل���ة بروتینی���ة مث���ل توكس���ید الك���زاز ،   Chitosanال���ـ

 deacetylation بواس�طة عملی�ة ت�دعى   chitin الكیتین تحویلھا من یتم التي سكریات المتعددة الطبیعیة

 biodegradableللتحل��ل  وقابل��ة ، biocompatibleو  س��امة ، غی��ر تك��ون Chitosanحبیب��ات ال��ـ  و

.(Pillai et al.,2009)  یتك��ون ال��ـ وب��ذلك chitosan م��ن ال��ـ  glucosamine وح��داتم��ن و              

N-acetyl glucosamine  خطیة  صرةآ ھماالتي تربط بینβ(1→4)   وی�تم الحص�ول علی�ھ م�ن الكیت�ین

   مــــ��ـثل س��رطان marine crustaceans القش��ریات البحری��ةوالس��كریات المتع��ددة تـ��ـوجد بوف��ـرة ف��ـي 

 ، lysozyme بواس���طة یتحل���لان   ویمك���ن .(Prabaharan & Mano,2005)  والروبی���ان البح��ر

         و غی���ر ممنع���ة ،ةس���ام غی���ر أیض���ا ھ���ي) الأمینی���ة الس���كریات( Chitosanـال��� م���ن متكون���ةال والمنتج���ات
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        . (Wilson et al., 2010) الإنس��ان جس��مقب��ل  م��ن تمام��ا امتصاص��ھ ویج��ري ،ة مس��رطن وغی��ر

                       الك����زاز م����ن ھ����و مستحض����ر فاق����د الفعالی����ة م����ن ذیف����انTetanus toxoid   توكس����ید الك����زاز

           م���ن یتك���ون كیمیائی���ا و formaldehydeوذل���ك بع���د معاملت���ھ ب���ـ Clostridium tetani بكتری���ا 

                       اح����دھما طویل����ة یبل����غ م����ن سلس����لتین تش����كلح����امض امین����ي الت����ي ی 1292 ب����روتین یحت����وي عل����ى

                              وت�����ربط بینھم�����ا كیل�����و دالت�����ون 52وزنھ�����ا  قص�����یرة یبل�����غكیل�����و دالت�����ون والاخ�����رى 98 وزنھ�����ا 

                     اً ال����ى كون����ھ مستض����د بالإض����افة.  (Halpern & Ofthus ,1993)كبریتیدی����ة ثنائی����ة   ص����رةآ

 conjugate vaccinesبروتین���ي ف���ي اللقاح���ات المقترن���ة  حام���لت���م اس���تخدامھ ك ف���ي الوقای���ة اً مھم���

(Astronomo & Burton,2010; Sigurdardottir et al.,1997)  ،ف�ي العالی�ة  ت�ھاض�افة ال�ى فعالی

 .Streptococcus pneumoniae (Harding et al.,2012)اللقاح�ات الكربوھیدراتی�ة مث�ل م�ن حمل 

             بانھ���ا معلم���ات س���طحیة عل���ى الخلای���ا وان  Cluster of differentiation عناقی���د التم���ایز تع���رف

                     أیض����اCD25 یع����رف حی����ث  CD29ال����ـ  و CD25 ال����ـوظ����ائف متع����ددة ومختلف����ة وتتمث����ل بلھ����ا 

                 ال���ى الن���وع الاول م���ن البروتین���ات الغش���ائیة ال���ذي یع���ود Interleukin 2 Receptor Alphaب���ـ 

) transmembrane protein   ( خلای��ا التائی��ة تنش��یط ف��ي اً ال��ذي یك��ون موج��ودوT  تنش��یط الخلای��ا و     

) وال�ـخلایا قلیل�ة  myeloid precursors( ةالنخاعی� س�لائفال وخلایا thymocytes بعض و B البائیة 

 عم�لی ذيال� heterodimer لتش�كیل CD122 م�ع رافق�ةت) التي تك�ون م oligodendrocytes التغضن(

         الخلای����ا لتحدی����د Markerممیزـك���� اس����تخدم CD25 م����ن ان ب����الرغم. IL-2 لمس����تقبلات بألف����ة عالی����ة

 خلای�ا م�ن كبی�رة نس�بة ل�وحظ ب�ان ، ق�د الفئ�ران ف�ي CD4+FoxP3+ regulatory T cells اللمفاوی�ة 

 خلای�ا تس�مى Triplett et al. , 2012 ).البش�ر ( ف�ي  CD25 ال�ذاكرة للخلای�ا التائی�ة تس�تمر ف�ي تعبی�ر

CD25 + CD4 + T بالخلای�ا التائی�ة T منظم�ةال )Treg (بكثاف�ة الخص�ائص اتس�مت الح�ین ذل�ك ومن�ذ 

 .(Maloy & Powrie, 2001; Shevach, 2002; Sakaguchi,2004) عناقی�دال م�ن العدی�د بواس�طة

                    وحی�����دات اح�����د عناقی�����د التم�����ایز المھم�����ة ف�����ي الاس�����تجابة المناعی�����ة ویتك�����ون م�����ن CD29 یعتب�����ر

    ف��ي تش��ارك غش��ائیة مس��تقبلات عائل��ة الإنتغ��رین ھ��ي و .)β1 )integrin beta1 subunit إنتغ��رین

 التط�ور مرحل�ة ذل�ك ف�ي بم�ا العملی�ات م�ن متنوع�ة مراح�لفي  )recognition( یزیتمالو الخلایا التصاق

كذلك تعتب�ر  (Wu et al.,2010).المناعیة  والاستجابة الأنسجة إصلاحو )، embryogenesisالجنیني(

   .βوبیت���ا  αتت���ألف م���ن وحی���دات الف���ا heterodimeric) مس���تقبلات غش���ائیة Integrinsالانتغرین���ات (

الت��ي   ومس��تقبلاً  24الت��ي تمی��ز  βسلس��لة بیت��ا  8و αالف��ا  سلس��لة 18ھ��ي  منھ��ا مجم��وع الاش��كال المعروف��ة

 ) .Hynes, 2002 ;  Askari, 2010تتشكل بشكل واسع في تنشیط الخلایا (
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      لق��اح إع��دادنظ��را لأھمی��ة بكتری��ا التیفوئی��د وتوطنھ��ا ف��ي الع��راق فق��د ھ��دفت الدراس��ة الحالی��ة ال��ى       

                       بع��������ض المس��������اعدات المناعی��������ة مث��������ل حبیب��������ات الن��������انو  باس��������تخدام S.typhi م��������ن تجریب��������ي

chitosan nanoparticle  لیة :الكزاز وذلك من خلال المحاور التا توكسیدوكذلك 

 .)ViAg( المستضد وتنقیة عزل -1

 توكسید الكزاز.وعلى  )Chitosan(المستضد على حبیبات النانو  تحمیل -2

 اللقاح. سلامة من للتأكد النوعیة مثل نقاوة اللقاح وسمیتھ جراء بعض الفحوصاتإ -3

 .)الجرذان( المختبریة لحیواناتل قاح المحضرلال اعطاء 4-

، وك��ذلك  للأض��دادالفحوص�ات المناعی��ة للق��اح للتح�ري ع��ن فعالی��ة اللق�اح ومنھ��ا تحدی��د المعی�ار الكم��ي 5- 

 التغیرات الخلویة في منظومة الخلایا البیضاء وكذلك دراسة التغیرات الحاصلة في العقیدات اللمفاویة .

 ج�ینالتعبی�ر الجین�ي لم�ن خ�لال تحدی�د مس�توى  T-Regم�ة ظالتحري عن نش�اط الخلای�ا اللمفاوی�ة المن -6

CD25. 

ف�ي  المھ�م CD29التحري عن نشاط الخلای�ا المناعی�ة م�ن خ�لال تحدی�د مس�توى التعبی�ر الجین�ي لج�ین  7-

 عملیة ألتصاق الخلایا المنشطة والتمیز.
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  Literature Reviewاستعراض المراجع  -2

 Salmonella typhiبكتریا  -2-1

 -: S.typhiنبذة تاریخیة عن جنس السالمونیلا   -1 -2-1

یع��د ھ��ذا الج��نس م��ن الاجن��اس المھم��ة مرض��یا ف��ي العائل��ة المعوی��ة ، وق��د اكتش��ف لأول م��رة  ف��ي                

حی�ث قام�ا بع�زل  Theobald Smith و  Doniel E. Salmonم�ن قب�ل الج�راح البیط�ري  1885ع�ام 

ر ، ك�ان لأول م�رة م�ن الخن�ازیر المص�ابة . قب�ل الق�رن التاس�ع عش� Salmonella cholerasuisالن�وع 

، وم�رض الركتیس�یا ، وھ�ذان المرض�ان  typhusكثیرا ما یخلط بین الحمى المعویة للإنسان مع التیفوس 

ف�ي الولای�ات  William Jennerوویلی�ام جین�ر   (1829)ف�ي فرنس�ا  Louis ت�م تمی�زھم م�ن قب�ل ل�ویس

           جین���ر      الع���الم ولی���ام ك���ان   1850ف���ي ع���ام  ).Scherer& Miller, 2001(). (1850المتح���ددة 

     ،1869ف��ي ع��ام  . typhoid feverاول م��ن می��ز الخص��ائص المرض��یة الش��ائعة ف��ي حم��ى التیفوئی��د 

اخترع ویلسون اسم الحمى المعویة واعطى الموقع التشریحي للإصابة . ومع ذلك ،  حت�ى الی�وم مص�طلح 

، 1873ع�ام  . ف�يenteric  fever اكث�ر ش�یوعا م�ن الحم�ى المعوی�ة  typhoid feverحم�ى التیفوئی�د 

                ،  اثب����ت1880ان حم����ى التیفوئی����د تنتق����ل ع����ن طری����ق الغ����ذاء والم����اء ، وف����ي ع����ام  Buddاظھ����ر 

ت�م ع�زل اول عص�یة 1884ان حمى التیفوئید تحدث بس�بب بكتری�ا الس�المونیلا . ف�ي ع�ام  Eberth إیبرت

 الباحثان استطاع  1885  عام  ، وفي Gaffkey من  قبل تیفوئید من طحال المرضى المصابین بالتیفوئید

Salmon و Smith مجموع�ة م�ن جرثوم�ة اول عزل Bacillus choleraesuis س�میت الخن�ازیر م�ن 

 .Sم��ن ع��زل جرثوم��ة ال��ـ  1888ع��ام  ف��ي Gartner الباح��ث وتمك��ن ، S. choleraesuis بع��د فیم��ا

enteritidis اران�ب اص�ابة م�ن الممرضة للق�وارض م�ن ابق�ار مص�ابة بالالتھ�اب المع�وي  وتمك�ن ایض�ا 

 ع�زل م�ن 1889  ع�ام في  DeNobel  وتمكن الجرثومة  بھذه حقنھا عند وماعز وفئران غینیا وخنازیر

 ملوث�ة غذائی�ة م�واد سببھا متعددة حالات حدوث اثناء في وذلك S. paratyphi لجرثومة مصلي نمط اول

 المصابة القوارض من S. typhimurium جرثومة  من عزل Loffler الباحث  تمكن 1892 سنة وفي، 

        م��ن اخت��رع Kalleوك��الي  Pfeifferتمك��ن العالم��ان ف��ایفر  1896وف��ي ع��ام  ، التیفوئی��د یش��بھ بم��رض

                      ف�����ي الت�����راص ورفاق�����ھ ظ�����اھرة Widalف�����ي نف�����س الس�����نة ، اظھ�����ر وی�����دال  و لق�����اح للتیفوئی�����د اول

                     أس������اس  عل������ى یق������وم الت������راص اختب������ار التیفوئی������د و مرض������ى  مص������ل م������ن المعزول������ة الكائن������ات

                     المص�������لي للتص�������نیف القیاس�������یة الطریق�������ة الی�������وم المستض�������دات ویعتب�������ر حت�������ى ھ�������ذا  تص�������نیف

 . (Pegues et al., 2005; Selander et al., 1996)  للسالمونیلا
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        S. paratyhpi B جرثوم��ة ع��زل م��ن Archard , Bensand م��ن ك��ل تمك��ن 1896 س��نة وف��ي      

 S. paratyphiA جرثومة عزل من 1898  سنة Gwan الانسان . وتمكن في المعویة الحمى حالات من

             بالس����المونیلا المجموع����ة ھ����ذه س����میت 1900 س����نة الانس����ان وف����ي ف����ي المعوی����ة الحم����ى  ح����الات م����ن

                          ف������ي المتبع������ة الطرائ������ق ف������ي حص������ل ال������ذي التط������ور وم������ع . س������المون الع������الم ل������ذكرى تخلی������دا

                 م�����ن عل�����ى مجموع�����ات الطرائ�����ق ھ�����ذه وتطبی�����ق مص�����لیا وتشخیص�����ھا المستض�����دات ع�����ن  الكش�����ف

          الس���المونیلا م���ن مص���لیة  انم���اط ت���زال ولا الانم���اط المص���لیة م���ن كثی���رة اع���داد س���جلت فق���د الج���راثیم

                    مختل�������ف  مص�������لي نم�������ط 2500 م�������ن اكث�������ر الان حت�������ى وص�������ف ولق�������د ، باس�������تمرار توص�������ف

                                   والق������وارض والقط������ط وال������دجاج الماش������یة م������ن عزل������ت فق������د الانتش������ار  واس������عة والس������المونیلا

                                       والثع�������������������ابین والس�������������������حالي والبق�������������������ر والطی�������������������ور والزواح�������������������ف والس�������������������لاحف

  )Koneman et al., 1997; Prescott et al., 1996 ; Keusch et al. 1998 ; والخنازیر       

Hornick,1977)  

 -: Classification and morphology of S. typhiتصنیف وشكل السالمونیلا  -2-1-2

 -:Classificationالتصنیف  -2-1-2-1

ن�����وع                    2500ینتم�����ي ج�����نس الس�����المونیلا ال�����ى العائل�����ة المعوی�����ة ، ویص�����نف ال�����ى اكث�����ر م�����ن         

. ی����تم تحدی����د الان����واع المص����لیة للف����رد عل����ى اس����اس      Kauffmann-Whiteمص����لي حس����ب مخط����ط 

،     somatic (O)المستض���دات الموج���ودة ف���ي ج���دار خلای���ا الس���المونیلا وھ���ي المستض���دات الجس���میة 

. یمتل�ك ج�نس  capsular (Vi) (Rementeria et al., 2009)و المحفظ�ة   flagellar (H) السوطیة 

ف�������ي                        LeMinorو  Popoffول اقت�������رح م�������ن قب�������ل الس�������المونیلا نظ�������امین للتس�������میة . النظ�������ام الا

عل�������ى ال�������رغم م�������ن ان�������ھ لا یتف�������ق م�������ع قواع�������د                                  و ال�������ذي یمتل�������ك قب�������ولاً واس�������عاً  1980ع�������ام 

      خ�����ر ال�����ذي یتف�����ق م�����ع الش�����فرة البكتریولوجی�����ة م�����ن               الش�����فرة البكتریولوجی�����ة . ویس�����تخدم النظ�����ام الآ

 تس�������تخدم لأع�������داد م�������ن                                التس�������میات م�������ن نظ�������امین أن ھ�������ي الحالی�������ة قب�������ل الاقلی�������ة . المش�������كلة

   S.entericaھم�ا ن�وعین ،  الس�المونیلا إل�ى ج�نس ویقسم .(Tindall et al., 2005) جنس السالمونیلا 

وتم تقس�م  .)S.bongori )JCICSP, 2005; Reeves &  Stevenson, 1989; Ewing,   1986و 

         (Tindall et al., 2005)الت��ي ت��م تص��نیفھا م��ن قب��ل  subspeciesال��ى س��ت  S. entericaج��نس 

 كما یلي :
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• Salmonella enterica subsp. enterica (subsp. I). 

• Salmonella enterica subsp. salamae (subsp. II). 

• Salmonella enterica subsp. arizonae (subsp. IIIa). 

• Salmonella enterica subsp. diarizonae (subsp. IIIb). 

• Salmonella enterica subsp. houtenae (subsp. IV). 

• Salmonella enterica subsp. indica (subsp. VI). 
       

    الت��ي ، S. bongoriبالإض��افة ال��ى  و، S. enterica تع��ود ال��ى Subspeciesن��واع م��ن الا ھ��ذهِ          

        ف���ي    فق���ط الأحی���ان بع���ض ف���ي الأم���راض وتس���بب بش���ریة غی���ر مض���ائف ف���ي الأول المق���ام ف���ي وج���دت

 (Popoff et al., 2004).    البشر

 وتصنف البكتریا بشكل عام كما یلي :

Kingdom: Bacteria 

Phylum: Proteobacteria 

Class: Gamma Proteobacteria 

Order: Enterobacteriales 

Family: Enterobacteriaceae 

Genus: Salmonella 

Species: S. enterica 

Serovar: S. typhi (Ezaki et al., 2000)  

 -: Morphologyالشكل  -2-1-2-2

 كائن��ات     لا تك��ون س��بورات ، ھ��ي عب��ارة ع��ن عص��یات قص��یرة بش��كل ممل��ى ، الس��المونیلا بكتیری��ا      

        ت���م    حالی���ا،. الحیوی���ة المض���ادات لمختل���ف تك���ون حساس���ة  و متحرك���ة ، ، واختیاری���ة لاھوائی���ة ھوائی���ة

 ومس�تویات الغ�ذائي المختلف�ة، التمثیل خصائص من وتحتوي على العدید سلالة من الكائنات ،  107عزل 
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 المج���الات وتك���ون            ف���ي  المعامل���ة ف���ي تتعق���د الت���ي المتع���ددة للأدوی���ة المقاوم���ة والجین���ات الض���راوة ،

س���البة للی���وریز            و وتك���ون الس���المونیلا غی���ر مخم���رة للاكت���وز Pealver et al.,2004).( مقاوم���ة

urease negative و acetylemethyle carbinol negative )Gillespie & Hawkey, 2006(. 

 -: Pathogenesis of typhoid feverحمى التیفوئید  ةإمراضی -3 -2-1

          التیفوئی���د م���رض مت���وطن رئیس���ي حم���ىتعتب���ر . ش���دتھ ف���ي یختل���ف جھ���ازي  م���رض ھ���و التیفوئی���د      

               ع���ن الف���م إل���ى الب���راز طری���ق م���ن الأف���راد ب���ین تنتق���ل بكتیری���ا وھ���ي ، S. typhi تس���ببھ بكتری���ا ال���ـ

 س��یما ولا كافی��ة ، غی��رالالش��ائعة   الص��حیة الظ��روف یع��ود ال��ىو ذل��ك  الملوث��ة ، والمی��اه الطع��ام  طری��ق

                         یك�������ون أن الم�������رض ح�������دوث ویق�������در تك�������ون مح�������دودة الت�������ي النظیف�������ة المی�������اه إل�������ى الوص�������ول

                   الموب������وءة المن������اطق ف������ي 216,000 وف������اة إل������ى أدى مم������ا س������نویا، ملی������ون حال������ة 33-6يلاح������و

(Jones , 2005).جس���م الم���ریض تع���رف حم���ى التیفوئی���د بأنھ���ا ارتف���اع ف���ي  درج���ة ح���رارة ك���ذلك            

                 الھض���مي ح���دوث أع���راض  ح���ادة ف���ي الجھ���از اویتراف���ق معھ��� S. typhiنتیج���ة الاص���ابة ببكتری���ا 

                 تص���نف حم���ى التیفوئی���د  بأنھ���ا أح���د الأم���راض الخط���رة وك���ذلكف���ي المرحل���ة الثانی���ة م���ن الاص���ابة 

      ظھ��ور الحم��ى  بش��كل مف��اجئ یرافقھ��ا ص��داع تب��دأ بع��دھاوالت��ي تھ��دد حی��اة الانس��ان اذا أھم��ل علاجھ��ا 

    ) أوConstipationوغثیان مع فقدان حاد للشھیة اتجاه الطعام وقد یكون مصحوب بسعال حاد وامس�اك (

 ) . Diarrhea) (Birkhead et al.,1993 (اسھال 

 تمر بطورین: Typhoid fever یفوئیدحمى الت ـان الاصابة ب

  1الط��ور الأولst phase 40: وفی��ھ ترتف��ع درج��ة ح��رارة الم��ریض بش��كل ت��دریجي ال��ى o م م��ع

ص���داع م���ع امس���اك وف���ي الأطف���ال تح���دث حال���ة تقی���ؤ                و طف���ح جل���ديو أع���راض فق���دان الش���ھیة 

) Vomiting(. 

  2الط��ور الث��انيnd phase   ف��ي الاس��بوع الث��اني والثال��ث م��ن الاص��ابة تظھ��ر أع��راض اص��ابة :

ق���اء الح���رارة مرتفع���ة ویك���ون الن���بض ض���عیف وس���ریع، وف���ي الاس���بوع الثال���ث          الأمع���اء م���ع ب

) ویكون الخروج ح�اوي عل�ى severe pea-soup like diarrheaیتحول الامساك الى اسھال (

 دم.

             تش����بھ أع����راض الحم����ى تش����مل أن یمك����ن ولك����نختل����ف وش����دتھا ت الس����ریریة الأع����راض ن����وع        

                 الن�����زف مث�����ل المختلف�����ة الخطی�����رة  المض�����اعفات مخ�����اطر بالإض�����افة ال�����ى  والص�����داع الأنفل�����ونزا
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                       والتھ������اب الثانوی������ة البكتیری������ة الع������دوى بس������بب الرئ������وي والالتھ������اب الأمع������اء تق������رح المع������وي،

              غی����اب ف����ي.  غیرھ���ا أو المض����اعفات لھ���ذهِ  نتیج����ة ع���ادة یح����دث الم���وت المرحل����ة ھ���ذه ف����ي. ال���دماغ 

          نس���بة ف���ي. 3-2 التالی���ة الأس���ابیع م���دى عل���ى ض���اءلتوت أس���ابیع، 3-2 لم���دة الحم���ى تس���تمر ، الع���لاج

            حال���ة إل���ى الح���ادة الع���دوى ت���ؤدي أن یمك���ن ،)5%-2 تقریب���ا( المع���الجین  غی���ر الأف���راد م���ن ص���غیرة

            ال���تخلصو ، الس���ریریة العلام���ات غی���اب ف���ي. الم���رارة ف���ي البكتیری���ا تس���تمر حی���ث الحی���اة م���دى الناق���ل

          دورا تلع��ب لھ��ا ان وی��رجح الب��راز م��ن غ��رام ك��ل كائن��ات ف��ي 109 إل��ى تص��ل الت��ي الن��اقلات تل��ك م��ن

           الت���ي العام���ة الص���حیة المش���اكل إل���ى یض���یف . وق���د  (NIAID, 2002) الع���دوى انتش���ار ف���ي ھام���ا

                        مقاوم����ة ذل����ك ف����ي بم����ا الحیوی����ة ، للمض����ادات المقاوم����ة ھاوانتش����ار ظھ����ور التیفوئی����د حم����ى تش����كلھا

الكلورامفینیك�ول  الحیوی�ة ، الأول م�ن المض�ادات للخ�ط مقاومتھ�ا  ، ك�ذلك  المتع�ددة للأدوی�ة S. typhi الـ

chloramphenicol ، الأمبیس��������������������لین ampicillin وكوتریموكس��������������������ازول co-trimoxazole             

)Parry & Threlfall, 2008.(  

 -الاستجابة المناعیة عند الاصابة بحمى التیفوئید : -2-2

 تتضمن الاستجابة المناعیة عند الاصابة بحمى التیفوئید نوعین من الاستجابة وھما :

 -: Innate immune response نیةالاستجابة المناعیة الطبیعیة او الآ -2-2-1

         م���ع للمواجھ���ة  تمتل���ك اس���تراتیجیات متط���ورة لأنھ���ا ج���دا ن���اجح مم���رض مع���وي  ھ���ي  الس���المونیلا     

            .الم���رض م���ن مختلف���ة مراح���ل خ���لال المض���یف قب���ل م���ن المس���تخدمة المناعی���ة ال���دفاعات آلی���ات أغل���ب

 .(Broz et al.,2012)الاستجابة المناعیة عند دخول الممرض الى الجسم  أتبد

      عن�د ال��دخول الس�المونیلا تواجھھ�ا الت��ي العقب�ات م�ن عقب�ة ھ�ي المعدی��ة الطبیعی�ة  المناع�ة آلی�اتتعتب�ر     

         وتش��كل    الطبق��ة الطلائی��ة  للقن��اة الھض��میة  تغط��ي س��میكة مخاطی��ة طبق��ة ع��ن عب��ارة ال��ى الجس��م ھ��ي 

 ی�تم      ، و الطبق�ة الطلائی�ة م�ع مباش�ر اتص�ال عل�ى الحص�ول اج�ل م�ن اخترق�ھ  یج�ب الت�ي الحاجز الأول�ي،

الس����كریة  البروتین���ات یع����ود ال���ى عائل���ة ال���ذي،mucins بواس���طة ال���ـ المخاطی����ة الطبق���ة ھ���ذه تش���كیل

glycoprotein الت����ي تع����رف بالخلای����ا  الظھاری����ة، الخلای����ا م����ن متخصص����ة أن����واع تفرزھ����ا الت����ي            

 الخلای��اتف��رز  ، mucins ال��ـ إل��ى وبالإض��افة .(Broz et al.,2012) (Goblet cells)الكاس��یة    

 antimicrobial)(  للمیكروب��ات المض��ادة الببتی��دات م��نمتع��ددة  أن��واع الھض��میة القن��اة ف��يالموج��ودة 

peptides ، الزم��ر متقابل��ة ص��غیرة بروتین��ات ھ��ي والت��ي (small amphipathic proteins) الت��ي    
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       عل���ى الت��ي تعم��ل (peptide antibiotics) ی��ةدالببت الحیوی���ة المض��ادات وظیف��ة مث��لتك��ون وظیفتھ��ا 

                    للمیكروب�����ات المض����ادة الببتی����دات تحری����رو إنت����اج ی����تم . البكتیری����ة  الخلی����ة غش����اء تك����وین تعطی����ل

                 المیكروب���ي الغ���زو ض���د كبی���را عائق���ا مث���لالت���ي ت للأمع���اء الظھاری���ة الخلای���ا قب���ل م���ن mucinsالـ���ـ و

 .(Saleh & Trinchieri ,2011 ) ةنیالا المناعیة الاستجابة في  جدا اً مھم اً جزءتكون  و

  خ��ط ال��دفاع الاول عن��د الاص��ابة  innate immunity الآنی��ةاو لی��ات المناع��ة الطبیعی��ة آتعتب��ر       

      تمث���ل مك���ان بدای���ة الاص���ابة الآنی���ةال���دفاعات الجس���دیة والخلوی���ة و الكیموحیوی���ة   للمناع���ة  . بكتری���ابال

           التكیف���ات  أب���رز خ���ر وتك���ون ھ���ذه مس���تعدة للاس���تجابة المناعی���ة . وم���نآاو أي ك���ائن مم���رض  بكتری���ابال

 فقط تحفز الاستجابة الآنیة المناعة آلیات ).  Selfالذات ( على التعرف على قدرتھ ھي المناعي الجھاز في

          الح�����واجز    ھ�����ي : الآنی�����ة للمناع�����ة الأساس�����یة العناص�����ر .pathogensالأم�����راض  مس�����ببات لغ�����زو

 س����طح            عل����ى mucus  والمخ����اط epithalالطبق����ة الطلائی����ة  ذل����ك ف����ي بم����ا و الكیمیائی����ة  الفیزیائی����ة

والوظیف�ة الرئیس�یة  macrophages  الكبی�رة البلاعم ذلك في بما ،phagocytesالملتھمات  والظھاریة ،

 الطبیعی��ة القاتل��ة الخلای��ا وك��ذلكneutrophils   والع��دلات ھ��ي التھ��ام الم��واد الغریب��ة macrophageلل�ـ 

natural killer cells المتمم  نظام وcomplement system تنتقل التي الدم بروتینات من یتكون التي 

مس�اعدة اخت�راق  خ�لال م�ن وتحدث الاستجابة  مسارات، 3 من 1 باستخدامتعمل  التي العدوى طریق عن

 لخلای��ا  الاس��تجابات م��ن العدی��د وتوج��ھ ت��نظم الت��ي و الس��یتوكینات  لتھ��ابالا المك��روب الت��ي ی��دمر ویزی��د

تب�دأ  ).;Murray & Wynn, 2011 Abbas & Lichtman, 2005(عن�د ح�دوث الإص�ابة .  ةالمناع�

                س���طح ك���ل  ىع���ن طری���ق مس���تقبلات خاص���ة توج���د عل���الخلای���ا الملتھم���ة بالتھ���ام المستض���د وتمثیل���ھ 

                 حی����ث تع����رف المس����تقبلات الموج����ودة عل����ى س����طح المستض����د والمستض����د  macrophageال����ـ م����ن 

مس����تقبلات   بینم����ا تع����رف) pathogen associated molecular patterns )PAMP ب����ـ

م�ل عل�ى تحفی�ز وھذا الارتب�اط یع )(pattern recognition receptors  PRRS بـ  macrophageالـ

ل�ھ دور اساس�ي ف�ي تحفی�ز IFNγ و TNF-α وIFNγ لإنتاج السایتوكینات المتمثل�ة ب�ـ  macrophageالـ

     ویحف��ز التعبی��ر ع��ن macrophage الاس��تجابة المناعی��ة الخلطی��ة والخلوی��ة حی��ث یحف��ز عن��د تنش��یط  ال��ـ

الت�ي تعتب�ر  NK القاتل الطبیع�ي خلایا) وفي الغالب یتم انتاجھ من قبل MHC IIمعقد النسیجي التوافقي (

وایض�ا تش�ارك خلای�ا القات�ل  )(Schoenborn& Wilson , 2007زء م�ن الاس�تجابة المناعی�ة الآنی�ة ج�

 للخلای�ا س�ریعة استجابة NK القاتل الطبیعي توفرخلایا الآنیة حیث في الاستجابة المناعیة  NK الطبیعي 

 .Vivier et al.,2011)( المبرمج الخلایا موت أو تحلل تسبب و الفیروسیة  اثناء الاصابات 
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 -:Adaptive immunityالمناعة المكتسبة  -2-2-2

عن���د دخ���ول الاجس���ام الغریب���ة او أي مستض���د ال���ى الجس���م وبع���د دخولھ���ا            أالاس���تجابة المناعی���ة تب���د      

وتتض�من ھ�ذه             )APC)(antigen-presenting cells(ی�تم اخ�ذھا م�ن قب�ل خلای�ا تع�رف بخلای�ا التق�دیم 

تعم�ل ھ�ذه   B-Lymphocytesو  Macrophageال�ـ و،  Dendritic cellالخلایا : الخلایا التش�جیریة 

و تجھی�زه   Peptide تی�د بواع�ادة التعبی�ر ع�ن ش�ظایا البی  أنزیمی�اً  الخلای�ا عل�ى معالج�ة الاجس�ام الغربی�ة

    .(Tabeta, 2006)ـذه بظاھ��ـرة تقدی��ـم المستض��د و تع��رف ھ��  MHCبجزیئ��ات معق��د النس��یج الت��وافقي 

                          اللمفاوی����ة وتنش����یط خلای����ا خاص����ة الغ����دد س����تقرار ف����يلالوبع����د ذل����ك تب����دا ھ����ذه الخلای����ا ب����الھجرة  

          ع����ن طری����ق  MHCال����ـ  النس����یج الت����وافقي معق����دجزیئ����ات الت����ي تمی����ز  T-cellالتائی����ة  م����ن الخلای����ا

       مس��ارویوج��د  .)(T- Cell Receptors (TCRs)  المستض��د الت��ي تع��رف ب��ـب خاص��ةمس��تقبلات 

 جزیئ��ات تش��ارك ایض��او ، lysosomal أو cytoplasmic الحش��وي یع��رف بالمس��ار المستض��د معالج��ةل

 MHC II و MHC I الت�ي تك�ون عل�ى ن�وعین ھم�ا  المستض�د، تق�دیم ف�ي MHC معقد النسیج الت�وافقي 

          عل���ى+  CD4 و+  CD8 ھم���ا T الخلای���ا التائی���ة م���ن ینط ن���وعینش���ی���تم ت وبالت���الي الت���والي ، عل���ى

      كروب�اتیض�د الم تش�ارك ف�ي ال�دفاع ھ�ذه الخلای�ا وظ�ائف  ان). Germain & Miller, 2006(الت�والي 

 المص�ابة)(انتح�ار الخلای�ا خلوي انحلال خلال من المثال، سبیل على مباشرة : إما ) ، مجھریة( الاحیاء ال

 المث�ال، س�بیل على مباشر: غیر بشكل أو ، +CD8 قبل  من Perforinsو  Granzymes إنتاج بوساطة

 الأجس��ام لإنت��اج Bالبائی��ة  اللمفاوی��ة ال��ى الخلای��ا  CD4+ cellsخلای��ا  تق��دمھا الت��ي المس��اعدة خ��لال م��ن

 .(Bhoj , 2008)المحدد او الخاص  للمستضد المضادة

س�وف تنقس�م ال�ى ن�وعین م�ن الخلای�ا اعتم�ادا عل�ى تولی�د  CD4+ helper T cells وخلای�ا ال�ـ        

وظیفتھ���ا انت���اج الحركی���ات قب���ل        Th1 cells . خلای���ا ال���ـ ھ���االت���ي تفرز cytokinesالس���ایتوكینات 

     تن�تج انترفی�رونولھ�ا دور ف�ي الاس�تجابة المناعی�ة الح�ادة و pro-inflammatory cytokine الالتھابیة 

 الخلای��ا الالتھامی��ة  ووظیفتھ��ا الاساس��یة ھ��ي تحفی��ز IL-18و IL-12وIL-2 و TNF–αو  IFN-γكام��ا 

phagocyte mediated  تنش��ط المناع��ة الخلوی��ة ض��د الاص��ابة أيCellular immunity  والالتھ��اب

inflammation ، بینم����ا خلای����ا  ال����ـ Th2 cells                    وظیفتھ����ا انت����اج الحركی����ات ض����د الالتھابی����ة

anti-inflammatory cytokine تن���تج وIL-4 و IL-5و IL-13و IL-10ووظیفتھ���ا الاساس���یة         

      الدراس���ات  . العدی���د م���ن(Spellberg & Edwards, 2001)البائی���ة  وتم���ایز الخلای���ا  نش���اط حف���زت

خلوی����������ة                                          تحفی����������ز اس����������تجابةعم����������ل عل����������ى الس����������المونیلا تاظھ����������رت ان نت����������ائج اص����������ابات 

 ).     (Th1 Pie et al., 1997; Thatte et al., 1993 من 
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  Vi antigen of S. typhi :-مستضد متعدد السكرید للسالمونیلا   3-2-

                      Felixم���ن قب���ل العالم���ان   اكتش���افھ ھ���و مستض���د ت���م  )،Vi-antigenمستض���د متع���دد الس���كرید (      

 ســ�ـلالات بعـ�ـض فــي كـــذلك ،  S . paratyphi C و   S. typhi في أساسا وجدا ،1934عام  Pittو 

S . Dublin   و Citrobacter  freundii (Felix & Pitt, 1936; Baker et al., 1959) .ق�د  و

              یمتل����ك فعالی����ة  وقائی����ة عالی����ة  اتج����اه الاص����ابة Viالمحفظ����ي  ال����ـ تب����ین ان مستض����د متع����دد الس����كرید 

 تك��ون          ی Vi Agمستض��د متع��دد الس��كرید ال��ـ  یتك��ون.( Klugman et al.,1987) بحم��ى التیفوئی��د  

 م�ن  ال�ـ %90-60و  deoxy-2-N-acetyl galacturonic acid-2-(4–1) ة م�نرمتك�ر من وح�دات

O-acetylated ��ي الموق��ع الثال��ث فC-3 position  وی��تم تش��فیره ض��منviaB locus م��ن بكتری��ا   

S.typhi ) 1-2،كم��ا ف��ي ش��كل) ((Raffatellu et al., 2008 . اس��تخدام مستض��د متع��دد الس��كرید    

         دالت�ون 106×3بوصفھ لقاح�ا ، وذل�ك لامتلاك�ھ بع�ض الخ�واص المستض�دیة ، منھ�ا كب�ر ال�وزن الجزیئ�ي 

               المھم�����ة مث�����ل الس�����كریات المتع�����ددة  عل�����ى بع�����ض المركب�����ات الكیماوی�����ة ئ�����ھِ بالإض�����افة ال�����ى احتوا

        زی���ادة الاس���تجابة المناعی���ة ع���ن طری���ق زی���ادة  ل���ھالاس���تیل . وم���ن الادوار المناعی���ة المھم���ة  ومجموع���ة

 .IgG  (Robbins &Robbins, 1984)تركیز الاضداد مثل  

 

 

 

 

 

 

 لمستضد متعدد السكرید الوحدة التركیبیة یبین )1-2الشكل (

                                                 AcOو  N-acetylتمثل  H ، (NAcالھیدروجین ( •* تمثل 
 ).O-acetyl )Stone  & Szu , 1988تمثل 
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 :Immunology of bacterial polysaccharides مناعة متعدد السكرید البكتیري -4-2   

 ف��ي  الــ��ـحاویة عل��ى الكـ��ـربوھیدرات المــــ��ـرضیة المیكروب��ات م��ن للعدی��د الخل��وي الج��دار یعتب��ر       

 او متع�����دد الس�����كرید المحفظ�����ي  lipopolysaccharideمتعـــ�����ـدد السكـــ�����ـرید الشـــــ�����ـحمي شكــ�����ـل

polysaccharides الس������كرید  متع������دد یعتب������رو. للبكتری������اعوام������ل الض������راوة  م������ن)Viلبكتری������ا (             

S.typhi المض��ادة م��ن خ��لال تحفی��ز الاجس��ام عام��ل اساس��ي و مستض��د وق��ائي  anti-Vi antibodies      

              وی�����ؤدي ال�����ى immunogenic poor ض�����عیف ممن�����ع  ھف�����ي الاطف�����ال الص�����غار والب�����الغین ، لكن�����

 ) ، T-lymphocyte independencyالتائی��ة ( اللمفاوی��ة الخلای��ا اس��تجابة مناعی��ة غی��ر معتم��دة عل��ى

                         لخص������ائص ونظ������را التائی������ة  للخلای������ا اللمفاوی������ة خلای������ا ال������ذاكرةل ایض������ا بع������دم تكوین������ھُ  ویتمی������ز

        الس���كرید للأطف���ال الت���ي لمستض���د متع���دد ض���عیفة الاس���تجابة ف���ان المناعی���ة ، متع���دد الس���كرید البكتی���ري

                  الس����كریات   الھیك����ل ب����ین تج����انس وع����دم. الس����ن وكب����ار س����نتین م����ن أق����ل تت����راوح اعم����ارھم م����ن 

   وللتغل��ب عل��ى قی��ود (Weintraub ,2003 ). اخ��رى مش��كلة أیض��ا ھ��و الأن��واع الاخ��رى  وب��ین داخلھ�ا 

            ) T-cell in dependedالتائی��ة ( المستض��دات الغی��ر معتم��دة عل��ى الخلای��ا اللمفاوی��ة العم��ر و  علاق��ة

معین�ة كم��ا        ) م�ع ذیف��ان خ�ارجي غی�ر س��ام لبكتری�اViرب�ط لق�اح متع��دد الس�كرید (التوج�ھ ال��ى  ت�مللقاح�ات 

       وھ��و ب��روتین معتم��د عل��ى الخلای��ا  Pseudomonas aeruginosa exotoxin Aھ��و الح��ال ف��ي

 Vi-rEPA .( Lin et al. ,2001)وھذا ھو لقاح  اللمفاویة التائیة 

            وانم��ا  )APC(  الخلای��ا المقدم��ة للمستض��د بواس��طة معالجتھ��ا تمی�� لا الس��كرید متع��دد مستض��داتان       

الف�ة ھذا اللق�اح یعط�ي ود السكرید مع لقاح متعد  Glycoconjugate proteinلقاحات الـ عن طریق دمج

            وتق��دیم الببتی��دات المش��تقة APCبواس��طة ال��ـ  ی��تم الت��ي حام��لال الب��روتین لتجھی��ز عالی��ة للتق��دیم  نظ��را

     إنت���اج تحفی���ز یلیھ���او ، T-helper الخلای���ا إل���ى MHC-II جزیئ���ات طری���ق ع���ن لحام���لالب���روتین ا م���ن

          الأجس���ام لإنت���اجمح���دد ال الس���كرید لعدی���د  Bالبائی���ة الخلای���ا حف���زت الت���ي Cytokinesالس���یتوكینات 

 .(Latz et al., 2004) .المضادة الخاصة بمتعدد السكرید

          مستض�����دات فیوعل�����ى اس�����اس اخ�����تلاف مستض�����دات متع�����دد الس�����كرید البكتی�����ري ی�����تم تص�����ن      

    Lipopolysaccharidesمتع���دد الس���كرید الش���حمي   الن���وع الاول ھ���و: ن���وعین ال���ى الكربوھی���درات

       و) TI-1(التائی���ة الاول م���ن المستض���دات الغی���ر معتم���دة عل���ى الخلای���ا  الن���وع وھ���و ،)LPS( البكتی���ري

           ھ���و متع���دد الس���كرید وTI-2 الن���وع الث���اني م���ن المستض���دات الغی���ر معتم���دة عل���ى الخلای���ا التائی���ة  

       ( Epitopes)ـ ال��� وج���ود تتمی���ز بوس���طة ذل���ك، وم���ع.  capsular polysaccharidesالمحفظ���ي 
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       تنش����یط ف����ي وتتس����بب) BCR( البائی����ةالخلای����ا  مس����تقبلات تمتل����ك كف����اءة عب����ر رب����ط الت����ي المتك����ررة

 م��ن متنوع��ة مجموع��ة یوج��د ف��ي  متع��دد الس��كرید المحفظ��يان . بالخلای��ا البائی��ة المستض��دات الخاص��ة

  Streptococcus Pneumoniaeمثـ�ـل   البكـتـیـریة او البكت�ـریا المم�ـرضة ، الأمـــراض مســـــــببات

. TI-2 لمستض�دات كلاس�یكیة أمثل�ة ، وھ�ي  Bacillus anthrasis و Neisseria meningitidis و

ممن�ع  ك�ونیم�ع ذل�ك لك�ن  الب�الغین ف�ي قویة ضدیة استجابة على إحداث قادرة تكون TI-2 الـ ومستضدات

 (Shriner et al. ,2010) . الأطفال الصغار ضعیف عند

 -: Vaccinationالتطعیم  5-2-

       المیك���روبلحمای���ة الف���رد م���ن  الوقائی���ة الاس���تجابة المناعی���ةلق���اح لتحفی���ز ال عط���اءالتطع���یم ھ���و إ       

                          للوقای�ة م�ن بع�ض الأم�راض واقتص�ادیة ، والتطع�یم ھ�و وس�یلة فعال�ة للغای�ةالن�اتج عن�ھ أو الس�م الممرض

 ھللأم�راض عن�د تلقیح� مس�ببغی�ر  ممنع  Immunogen واللقاح ھو ).Fiore et al. ,  2009( المعدیة

     أتي م��ن ت��"  vaccine ، وكلم��ة "المح��ددف��ي المض��یف، یح��دث اس��تجابة مناعی��ة وقائی��ة ض��د المم��رض 

 .من�ذ.pertaining to cows" (Lombard et al., 2007)" ي تعن�ي الكلم�ة اللاتینی�ة للقاح�ات، وھ�

         وق���د أدت. الط���ب ف���ي ث���ورة والتطع���یم أح���دث الث���امن عش���ر، الق���رن ف���ي جین���ر إدوارد قب���ل م���ن تطبیق���ھ

                 العالمی����ة الص����حة منظم����ة وح����ددت الج����دري عل����ى القض����اء ف����ي النط����اق الواس����عة التطع����یم حم����لات

         ف���ي إس���تراتیجیة التطع���یم تس���تخدم والحص���بة و الألمانی���ة والحص���بة الأطف���ال، ش���لل عل���ى للقض���اء ھ���دفا

           وك���ان اول لق���اح مع���دل نس���بیا ھ���و لق���اح WHO, 2009) .الع���الم ف���ي الوق���ت الح���الي ( أنح���اء جمی���ع

      یص��یب الابق��ار بالإض��افة ال��ى الانس��ان وھ��ذا اللق��اح ذي) ال��(cowpox virusفی��روس ج��دري الابق��ار 

              ولك���ن الاكث���ر خط���ورة ھ���و فی���روس ج���دريrelated الام���راض ذات الص���لة  یحم���ي الانس���ان م���ن

       الناجح��ة ی��تم اعطاءھ��ا ع��ن اللقاح��ات معظ��م . smallpox virus (( Barouch , 2000)البش��ر (

             العدی���د ض���د  الناجح���ة النظامی���ة اللقاح���ات تط���ویر ت���م النظ���ام المن���اعي ، ق���د واس���تھداف الحق���ن طری���ق

          فرض���ت ق���د و المخ���اطي، الغش���اء خ���لال م���ن المض���یف جس���م ال���ى الت���ي ت���دخل الأم���راض مس���ببات م���ن

              ال���ذي النظ���امي ع���ن طری���ق اس���تخدام التطع���یم الأم���راض لتل���ك اللقاح���ات المخاطی���ة تط���ویر عل���ى قی���ودا

ی��تم تحض��یر  حی��ث(Holmgren & Czerkinsky , 2005).   اس��تخدامھ لا یظھ��ر أي ت��أثیر عن��د

      مستض���دات اللقاح���ات الت���ي تحت���وي عل���ى احی���اء مجھری���ة ممرض���ة مقتول���ة او غی���ر منش���طة و لقاح���ات 

التي تكون غی�ر ق�ادرة او اجزاء منھا  attenuated(weakened)  (المضعفة)    الحیة الموھنة السلالات

 (Daniel et al.,1992).على اظھار علامات المرض 
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 :Vaccination against typhoid fever التیفوئید التطعیم ضد حمى  -2-1-5

                  أس����تخدامھا م����ن ب����الرغم الوقائی����ة الرئیس����یة والت����دابیر  ھ����ومن التیفوئی����د حم����ى ض����د التطع����یم       

 ب���ین        الغال���ب ف���ي اس���تخدمتھا تمی���الم���نخفض  ال���دخل ذات و وس���ط البل���دان المتوطن���ة ف���ي الس���كان ب���ین

 بفض�����ل                       وذل�����ك التغی�����ر، ف�����ي آخ�����ذ الوض�����ع المرتف�����ع وھ�����ذا ال�����دخل ذات البل�����دان المس�����افرین م�����ن

              الموب�����وءة ( البل�����دان الت�����ي یس�����توطنھا      البل�����دان ف�����ي المرض�����ى بیان�����ات م�����ن واس�����عةقاع�����دة  ت�����وافر

 .(Ochiai et al., 2008) المرض ) 

 التیفوئی����د          لقاح����ات اس����تخدام بش����أن توص����یة) WHO(  2008العالمی����ة  الص����حة منظم����ة عط����تأ       

         البل��دان نظ��ر الحیوی��ة الت��ي ت��نص عل��ى للمض��ادات المقاوم��ة وزی��ادة الم��رض اس��تمرار و لارتف��اع نظ��را

 عل���ى      ). WHO,2008( المتوطن���ة الأم���راض عل���ى للس���یطرة التیفوئی���د برن���امج لقاح���ات  اس���تخدام ف���ي

 تنفی���ذ                   بالتیفوئی���د تعم���ل عل���ى  الموب���وءة البل���دان م���ن ف���إن ع���دداً قل���یلاً ج���داً  التوص���یة ھ���ذه م���ن ال���رغم

 .(Maurice, 2012) التیفوئید تطعیم برنامج

 -الدولي : الصعید على حالیا المتوفرة التیفوئید لقاحات من یوجد نوعان      

A-   اللقاح الفموي الحيTy21a ) The live oral Ty21a vaccine (  وھو لقاح حي م�وھن ی�تم :

 .S. typhi  من موھنة تحضیره من سلالة

B - السكرید متعدد  دیوئلقاح حمى التیف )Vi polysaccharide vaccine ( : والذي یعطى حقناً تحت

 . )) لبكتریا السالمونیلا Viوھو لقاح یتم تحضیره من تنقیة مستضد متعدد السكرید ( الجلد أو عضلیاً (

   ـاحلق� أخـرى لحـمى التیفـوئیـد منھا جـدیـدة ومنھا قـدیمة تــم تطـویـرھا ،مثــــل لقاحات وتـوجـد         

conjugated  Vi  vaccine  (Vi- rEPA) ، وھــو قـیـد التـطـویـر (Anwar et al.,2014). 

 الأطف���ال         عن��د فعال���ة تك��ون  الت��ي التكلف���ة منخفض��ة التیفوئی���د لقاح��ات تط��ویر عل���ى الب��احثون یعك��ف    

 الموس�����ع                       التطع�����یم برن�����امج ف�����ي ت�����درج أن یمك�����ن وبالت�����الي س�����نتین، ع�����ن أعم�����ارھم تق�����ل ال�����ذین

 التیفوئی��د لقاح��ات ، ان تط��ویر) EPI (Expanded Programme on Immunizationللرض��ع ((

الح�ي  الفم�وي الق�اح وتط�ویر ، Vi conjugate vaccinesھم�ا تط�ویر: رئیس�یین اتج�اھین ف�ي تتح�رك

)WHO , 2008.( 
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 -:Ty2la vaccine  لقاح التیفوئید الحي الفموي -2-5-1-1

 الف���ـم فق���ـط ،          طری���ق ع���ـن م���ـوھن یعط���ى ح���ـي لق���اح ھ���و Ty21a لق���اح التیفوئی���د الح���ي الفم���وي       

                       و یعم����ل ض����د حم����ـىTy21a التیفی����ة م����ـن الس����ـالمونیلا  موھن����ھ عل����ى س����ـلالة  ھ����ـذا اللق����اح یحت����وي

 متحول�ة سلالة موھن�ة ھي  Ty21a .الـ (Germanier & Fürer 1983; Curtiss, 2002) التیفــوئید 

attenuated mutant strain)( م��ن بكتری��ا ال��ـ S.typhiTy21 بمثاب��ة اللق��اح وواقی��ة آمن��ة تك��ون الت��ي 

المطف��رات  طری��ق ع��ن م  1970مبك��ر م��ن ع��ام  وق��ت ف��ي ه الس��لالة الط��افرةھ��ذ ع��زل ت��م الح��ي ، الفم��وي

  ).Germanier & Fürer 1975(ائی�ة  وتمتل�ك ال�نمط المظھ�ري لس�لبیة مستض�د متع�دد الس�كرید یالكیم

Attenuated Salmonella enterica serovar typhi strain Ty21a مھم للس�یطرة عل�ى  لقاح ھو

تسلس����ل                        ع����ن كش����ف الوق����د ت����م . مغ����ایرة مستض����دات لتق����دیم فم����وي  ناق����ل وبمثاب����ة التیفوئی����د حم����ى

 تحدی�د ساعد فيت التي سوفو المنفردة  النوویة للتركیبات المتعددة  الأشكالمن   679یمتلك  الذيالجینوم 

 ع�ن یعط�ى الح�ي اللق�اح وھ�ذا ).(Xu et al., 2013 والتمنی�ع  Ty21a س�لامة ف�ي تس�ھم الت�ي التعدیلات

 عل�ى الموافق�ة وتم�ت ، الی�وم في جرعات ثلاث منھ وتعطى . سائل او  مغلفة كبسولة بشكل اما الفم طریق

 اللق���اح                ھ���ذا أیض���ا و. العم���ر م���ن الاق���ل عل���ى س���نوات 5 أعم���ارھم تت���راوح الت���ي للأطف���ال اس���تخدامھ

 تلق���یحھم           یع���اد ان یج���ب المس���افرون. الثالث���ة الجرع���ة إعط���اء م���ن ی���وم 14 او 10 بع���د الحمای���ة یحف���ز

 ثلاث���ة          ك���ل تلق���یحھم یج���ب ب���المرض الموب���وءة المن���اطق ف���ي یعیش���ون ال���ذي الأش���خاص وك���ذلك ، س���نویا

 .  (WHO, 2008) سنین

    Vi polysaccharide vaccine: -لقاح متعدد السكرید 2-1-5-2- 

تنقیة متعدد  لحمى التیفوئید التي یتم تحضیرھا بواسطة  )subunit(الثانویة   یعود للقاحات الوحیدات      

 ظ�ل ف�ي hexadecyltrimethylammonium  bromide الس�كرید المحفظ�ي بواس�طة م�ادة تع�رف ب�ـ

 الس�كرید المحفظ�ي  المتع�دد اللقاح وھذا .) Robbins &Robbins,1984( طبیعة) متغیرة( غیر ظروف

          الحمای�ة م�ن ق�در أقص�ى ،و الحق�ن م�ن أی�ام س�بعة بع�د الحمای�ة وتب�دأ ، واح�دة جرع�ة بش�كل بالحقن یعطى

 المض����ادة         الأجس����ام م����ن تركی����ز أعل����ى عل����ى الحص����ول ی����تم عن����دما الحق����ن بع����د یوم����ا 28 ل����ـ یك����ون

)Garmory, 2002 (وكب�ار العم�ر م�ن س�نة 2 م�ن للأش�خاص اللق�اح استخدام ھ�ذا على الموافقة تمت .و 

 .سنوات ثلاث كل التطعیم ویوصى إعادة. السن
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 -:Vi-rEPA vaccine لقاح3-1-5-2- 

) ع��ن طری��ق رب��ط لق��اح              Viح��دیث ت��م تط��ویر م��ن تح��ویر لق��اح متع��دد الس��كرید (تجریب��ي وھ��و لق��اح       

 التج�ارب فـ�ـي جـرى تقییمھا التي )rEPA(  الزنجاریة للزائفة سام خارجي غیر متعدد السكرید مع ذیفان

. العم�ر  م�ن س�نوات 2-5 الأطف�ال م�ن ب�ین ) RCT) (Randomized controlled trial( العش�ـوائیة 

ع�ن  أعم�ارھم تق�ل نال�ذی الرض�ع ل�ـدى مناع�ة یك�ـون أن عل�ى الق�درة ل�ـدیھ  )Vi-rEPA( اللقــــــاح ھــذا

 . بعد مرخص ھذا اللقاح غیر یعُدّ  ذلك ومع. (Parry et al., 2002)  السنتین

 المساعدات المناعیة والجزیئات الحاملة للقاح 6-2-

لزی������ادة الاس�������تجابة المناعی������ة للمستض�������دات                   Adjuvantsاس������تخدمت المس������اعدات المناعی�������ة       

ال���ذي           Ramon. وك���ان الاس���تخدام الاول للمس���اعدات المناعی���ة م���ن قب���ل رام���ون  اً عام��� 70لأكث���ر م���ن 

      الحق�ن طری�ق ع�ن tetanus و ال�ـكزاز diphtheriaتمك�ن م�ن زی�ادة الاس�تجابة المناعی�ة  ض�د ال�ـخناق 

       lecithinو starch oil أوزی��ت النش�� tapioca وagar و bread crumbs مث��ل أخ��رى مركب��ات م�ع

 .)(saponin Ramon, 1925; Kenney & Edelman, 2004 و 

وتعن����ي          adjuvareی����أتي م����ن الكلم����ة اللاتینی����ة  Adjuvantsمص����طلح المس����اعدات المناعی����ة  ان    

واس��������تخدمت لأول                         heterogeneousكمركب��������ات غی��������ر متجانس��������ة  ك��������ذلك تع��������رفمس��������اعدة و

                           مستض�����د م�����عودمجھ�����ا  م�����ادة ي اس�����تخدمذم�����رة كم�����ا ذك�����ر اع�����لاه م�����ن قب�����ل الع�����الم رام�����ون  ال�����

زی���������ادة حص���������انة المستض���������د اكث���������ر م���������ن اس���������تخدام المستض���������د                                            وھ���������ذه ادت ال���������ى مع���������ین

            الت��ي ركب��اتالم م��ن وتوج��د ان��واع متع��دد )(Ramon, 1926;Wang & Singh, 2011لوح��ده 

وتص����نف الم����واد المس����اعدة ال����ى ان����واع متع����ددة                      معین����ة الاس����تجابة المناعی����ة لمستض����د م����ن تزی����د

 Surface-Active Agents and Microparticlesو Mineral Saltsمنھ��ا الام��لاح المعدنی��ة 

و Polyanions  و Cytokines and Hormones وBacterial Products  ومنتج�ات البكتری��ا 

   الم��واد م��ؤخرا الم��واد المس��اعدة وق��د ص��نفت وغیرھ��ا م��نLiving Vectors و Carriersالحوام��ل 

 ذائب�������ة      والغی�������ر   particulate الذائب�������ةواس�������عتین ھم�������ا مجموع�������ة  مجم�������وعتین إل�������ى المس�������اعدة

nonparticulate (Cox& Coulter, 1997). الكبی���ر ن���اقش الع���الم الفیزی���ائي ،1959 ع���ام ف���يو    

               أدوات م����ن واح����دة مجموع����ة اس����تخدام عل����ى الق����درة ، Richard Feynmanفاینم����ان  ریتش����ارد

               ال�����ذرات وتط�����ویر التلاع�����ب طری�����ق ع�����ن نس�����بیا اص�����غر أخ�����رى مجموع�����ة وتش�����غیل لبن�����اء دقیق�����ة

  Eric Drexler دریكس�لر اری�ك أدرك ،1970 ع�ام أواخر فيو .Phoenix,2008)( الفردیة والجزیئات
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              و المعق�����دة المنتج�����ات م�����ن الكیمیائی�����ة الم����واد تص�����نیع  عل�����ى الس�����یطرة یمكنھ�����ا الجزیئی����ة الآلات أن

          والن���انو ھ���ي كلم���ة . powerful technology (Shantha , 2009) قوی���ة تقنی���ة ھن���اك س���تكون

     ھ��ي  Nanotechnologyتقنی��ة الن��انو تكنول��وجي و ).Saxl, 2013((الق��زم)   dwarfإغریقی��ة تعن��ي 

ل�����ذرات                    ا م�����ن والأجھ�����زة العناص�����ر وتص�����نیع إنش�����اء م�����ع تتعام�����ل الت�����ي التطبیقی�����ة العل�����وم م�����ن

          وحبیب���ات. ن���انومتر  100-1 تت���راوح م���ن مجموع���ة الت���ي تك���ون ض���من atomic plane المتط���ایرة

       تط���ویرو. ن���انومتر 100 ح���والي م���ن قطرھ���ا أق���ل  ھ���ي أي حبیب���ات یك���ون Nanoparticlesالن���انو 

           م���ن الاھتم���ام م���ن الكثی���ر عل���ى الحص���ول ف���ي ب���دأ  nanocarrier عل���ى حوام���ل الن���انو الق���ائم اللقاح���ات

              المض���ادة للأجس���ام اس���تجابة إح���داث و مك���ان الھ���دف تحس���ین خ���لال م���ن الفع���ال التطع���یم ت���وفیر أج���ل

جس��یمات الن���انو  ،dendrimers ھ���ي) NPS(الن��انو  مثل��ة عل���ى جس��یماتلاوا .الخل���وي المس��توى عل��ى

وجس���یمات الن���انو  ، metallic NPs   جس���یمات الن���انو المعدنی���ة ،polymeric NPsالبولیمری���ة 

        المعدی���ة للأم���راض فع���ال الت���ي تس���تخدم كلق���اح المس���اعدة والعوام���لmagnetic NPs المغناطیس���ي

 . et al.,2011) ( Bolhassaniالسرطان . وعلاج

 -:Chitosan Nanoparticlesحبیبات النانو  1-6--2

للتحل���ل    وقابل���ة ، biocompatibleحیوی���ا متوافق���ة و س���امة ، غی���ر ھ���و جزیئ���ات chitosanال���ـ       

biodegradable الكیت�ین م�ن انتاجھ�ا ی�تم والتي ،وھي من السكریات المتعددة الطبیعیة chitin  بواس�طة

 وب�ذلك .  (Pillai et al.,2009) الكیمی�ائي ) التركی�ب 2-2ویمثل ش�كل ( deacetylation عملیة تدعى 

الت�ي ت�ربط   N-acetyl glucosamineوح�دات م�ن و  glucosamine م�ن ال�ـ chitosan یتك�ون ال�ـ

                             وی���������تم الحص���������ول علی���������ھ م���������ن الكیت���������ین والس���������كریات  β(1→4)خطی���������ة  ص���������رةآ ھم���������ابین

 والروبی�ان البحر مـــــثل سرطان marine crustaceans القشریات البحریةتــوجد بوفـرة فـي  المتعددة

(Prabaharan & Mano, 2005). التحل���ل الحی���وي لل���ـ ف���انذل���ك ، إل���ى وبالإض���افةchitosan           

         مھم���ا chitosanال���ـ تجع���ل الخص���ائص ھ���ذهو deacetylationال���ـ  درج���ة م���ع كبی���ر ح���د إل���ى ی���رتبط

     الس���میة الام���راض انخف���اض م���ع للغای���ة حیوی���ة كم���ادة والبیولوجی���ة الس���ریریة للتطبیق���ات خ���اص بش���كل

           عل���ى التفاع���ل ش���دیدة الأمینی���ة المجموع���ات وج���ود ان، ك���ذلك .)Illum et al., 2001( والمناعی���ة

 ة           البیولوجی���� أو ةالكیمیائی���� مجامیع الفعال����ةلل����ـ حس����اس  chitosanھیكلھ����ا س����وف تجع����ل ال����ـ ط����ول

)Jayakumar et al., 2007( . ال��ـ الن��انو تحض��یر حبیب��اتانchitosan الب��ولیمر أس��اس عل��ى ی��تم        

                  للاھتم����ام مثی����رة ھ����ي والت����ي العض����ویة، الم����ذیبات اس����تخدام دون بس����ھولة ب����ھ القی����ام الت����ي یمك����ن

 التقنی�ات م�ن العدی�د تص�میم ت�م .وق�د(Illum et al., 2001 ) (تركیباً)المستض�دات مناع�ة عل�ى للحف�اظ
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 ذل�ك ف�ي بم�ا كنظ�ام لتحض�یر الادوی�ة) chitosan nanoparticles  )CNPSال�ـ النانوی�ة حبیب�ات لتجمیع

ب���الرش  والتجفی���ف ، (micelles)الم���ذیلات ، emulsions ، ionotropic gelation)المس���تحلبات (

spray drying)( . عل���ى تحمیلھ���ا یمك���ن العلاجی���ة العوام���ل م���ن متنوع���ة مجموع���ةھنال���ك CNPS           

 intraperitoneally)الغش�اء البریت�وني ( داخل الورید، طریق عن حقنھ ذلك بعد یتم والتي عالیة، بكفاءة

 .intrathecally (Vila et al., 2002) أو ،

 Properties of Chitosanخواص  -2-1-6-1

               ) heteropolysaccharideالمختلف�������ة ( متع�������دد الس�������كریات كیمیائی�������ا chitosanال�������ـ یعُ�������دّ        

-N م�ن یتك�ون الجزیئ�ي خط�ي ال�وزن ) ع�الي(polycationicمتعدد الكایتون (ذرة ذات ش�حنة موجب�ة) 

) (D-glucosamineالجلوك�وزامین -D) و N-acetyl-D-glucosamineالجلوك�وزامین ( -D-اسیتیل

              )،  2-2كم��ا ف��ي الش��كل (  β(1→4)glycosidic bonds كلیكوزیدی��ة أص��رةالت��ي ت��ربط بینھم��ا 

      الب��ولیمر م��ن) %95-75( بنس��بة deacetylation درج��ة عل��ى تعتم��د س��كر اح��ادي ك��ل كمی��ة ف��إن

)Raafat & Sahl, 2009.( 

            عل����ى وقدرت����ھ المنخفض����ة الإنت����اج تك����الیف مث����ل أخ����رى مفی����دة خص����ائص یمتل����ك chitosanال����ـ      

             لتص����میم مناس����با مرش����حا وھ����ذا جعل����ھ والأنفی����ة، المعوی����ة الح����واجز عب����ر الجزیئ����ات تغلغ����ل تعزی����ز

 .Masotti  & Ortaggi, 2009)( المخاطي اللقاح تركیبات

 

 .(Naira &Laurencin, 2007)والكیتین   chitosan) یوضح تركیب الـ 2-2شكل (  
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 -:Uses of Chitosan استخدامات   -2-1-6-2

      .Chitosan م��ن deacetylated ش��كل Rouget روجی��ھ  ن��اقش عن��دما Chitosan ت��اریخ ب��دأ        

 أفض�ل  إنت�اج م�ن اج�لوأیض�ا  ھاودراس�تھ�ذهِ الم�واد  فھ�ممن  الاحتیاجات مختلفة كذلك الباحثون ناقش وقد

 . وق�د(Il'ina & Varlamov, 2005 ) وتطبیقاتھ�ا  الأساس�یة البنیة على تعدیلات إدخال تنقیة مثل طرق

            العدی���د ھنال���ك ایض���ا لك���ن المتحمل���ة، bioactive حیوی���ا نش���طةمال للم���ادة كمص���در Chitosan اعتب���ر

          الظ���روف ظ���ل ف���ي فق���ر ذوبان���ھ ذل���ك ف���ي بم���ا البیول���وجي، النظ���ام ف���ي اس���تخدامھ عل���ى القی���ود م���ن

 Chitosan ال�ـ اش�تقاق عل�ى الب�احثون رك�ز القیود ھذه على للتغلبو. Borchard ,2001)( الفسیولوجیة

        یحت��وي لأن��ھ بواس��طة التف��اعلات الانزیمی��ة Chitosan الجزئ��ي لل��ـ والتحل��ل م��ن التع��دیلات الكیمیائی��ة

لتركی���ب  الكیمیائی���ة نت���ائج التع���دیلات ع���ن الكش���ف ت���م وق���د. فعال���ةال المج���امیع الوظیفی���ة مختل���ف عل���ى

         م��ن العض��ویة الم��ذیبات الم��اء بالإض��افة ال��ى ف��ي ال��ذوبان قابلی��ة زی��ادة الت��ي تعم��ل عل��ى  Chitosanال��ـ

 تحس��ین الت��ي لھ��ا خص��ائص ھام��ة ف��ي النت��ائج م��ن Chitosan الجزئ��ي لل��ـ التحل��لو. الب��احثین بع��ض قب��ل

 .Chen, 2008)( الأنزیمیة الأسالیب

 Immunolological Propertiesالمناعیة   chitosanخصائص 3--2-1-6

 وق��د       . العلاجی��ة للقاح��ات ق��د تك��ون مناس��بة وفع��ال آم��ن ھ��ي عام��ل مس��اعد  chitosanجس��یمات ال��ـ     

 جانبی���ة ،           آث���ار اي أو للخلی���ة ض���رر أي تس���بب ل���م chitosanجس���یمات ال���ـ أن التج���ارب نت���ائج أثبت���ت

              ولق����د ،NKفعالی����ة خلای����ا ال����ـ  و أنش����طة ف����ي ملحوظ����ة تس����بب زی����ادة chitosanجس����یمات ال����ـك����ذلك 

        ت���وازن  وأث���ارت و الخلطی���ة الخلوی���ة المناعی���ة ةالاس���تجاب م���ن ك���ل ف���ي زی���ادة قوی���ة إمكان���ات ل���ھ كان���ت

 . Th1  /Th2 (Wu et al., 2006)  استجابة

 Tetanus Toxoid protein كزازبروتین توكسید ال 2-6-2-

ھ���و مستحض���ر فاق���د الفعالی���ة یحض���ر م���ن ذیف���ان الك���زاز                   Tetanus toxoid توكس���ید الك���زاز        

          وھ���و كیمیائی���ا م���ن  formaldehydeوذل���ك بع���د معاملت���ھ ب���ـ Clostridium tetani م���ن بكتری���ا 

م���ن سلس����لتین اح���دھما طویل����ة یبل����غ                       تك���ون بش����كل ح����امض امین���ي الت����ي  1292م���ن یتك����ون ب���روتین 

كیل������و دالت������ون وت������ربط بینھم������ا                               52وزنھ������ا  یبل������غ ص������غیرةكیل������و دالت������ون والاخ������رى 98وزنھ������ا 

     كون�ھ مستض�دل و. (Eisel et al., 1986; Halpern & Ofthus, 1993)كبریتیدی�ة ثنائی�ة   ص�رةآ

 conjugate vaccinesمھ���م ف���ي الوقای���ة ت���م اس���تخدامھ كحام���ل بروتین���ي ف���ي اللقاح���ات المقترن���ة 
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(Astronomo & Burton,2010; Sigurdardottir et al.,1997)  ، عالیة ف�ي ة فعالی وایضا یمتلك

             .Streptococcus pneumoniae (Harding et al.,2012)حمل اللقاحات الكربوھیدراتیة مثل من 

 Cluster of differentiationعناقید التمایز 7-2-

ھنال���ك مجموع���ة م���ن الجزیئ���ات الموج���ودة عل���ى س���طح الخلای���ا والت���ي تس���مى المعلم���ات الس���طحیة               

وتع���رف ك���ذلك ب���ـ            (cluster of differentiation) من���اطق التم���ایز او كت���ل م���ن التم���ایز ومنھ���ا 

cluster of designation  او بـClassification Determinant یرمز لھا برمز الـ ةً وعاد CD  وھي

ال���نمط المظھ���ري المن���اعي  لت���وفیر الخلی���ة س���طح جزیئ���ات م���ن والتحقی���ق لتحدی���د یس���تخدم بروتوك���ول

)immunophenotyping( ) للخلایا الھدف.( Chan et al.,1988   

2-7-1- CD25marker 

ال��ذي یع��ود ال��ى        .  Interleukin 2 Receptor Alphaب��ـ  یع��رف أیض��ا CD25marker ال��ـ      

 عل���ى       اً )  ال���ذي یك���ون موج���ود transmembrane protein الن���وع الاول م���ن البروتین���ات الغش���ائیة (

النخ��اعي      ، س��لائف thymocytes بع��ض ، المنش��طة B الخلای��ا البائی��ة  ، المنش��طة  Tخلای��ا التائی��ةال

)myeloid precursors )وال���ـخلایا قلیل���ة التغض���ن ( oligodendrocytes الت���ي تك���ون مرافق���ة (          

               ب�����الرغم. IL-2 لمس�����تقبلات بألف����ة عالی�����ة تعم�����ل أن یمك�����ن الت����ي و ، مغ�����ایر لتش�����كیل CD122 م����ع

CD25 لتحدی���د كعلام���ة اس���تخدمت CD4+FoxP3+ regulatory T cells الفئ���ران، ق���د ف���ي               

           البش��ر ف��ي CD25 وانت��اج تعبی��رالف��ي  ال��ذاكرة للخلای��ا التائی��ة تس��تمر خلای��ا م��ن نس��بة كبی��رة بق��اء وج��د

).( Triplett et al. , 2012 خلایا تسمى CD25+CD4+T بالخلایا التائیة T التنظیمیة )Treg (ومن�ذ 

 المج�����������امیع                                                      م�����������ن العدی�����������د بواس�����������طة بكثاف�����������ة الخص�����������ائص اتس�����������مت الح�����������ین  ذل�����������ك

(Maloy & Powrie, 2001; Shevach, 2002; Sakaguchi, 2004). التائی�ة الخلای�ا تط�ور یب�دأ    

T الزعتریة ( الغدة فيthymus  ،( ترتی�ب إع�ادة حیث thymocytes جین�ات تعم�ل عل�ى تط�ویرTCR 

 الخلای��ا     م��وت م��ن thymocytes ) ینق��ذPositive selection( الاختی��ار الإیجابی��ة لی��ةآب . بھ��ا الخاص��ة

 جزیئ������ات معق������د النس������یج اللمف������اوي                       م������ع الت������ي تتفاع������ل TCR ق������درة أس������اس عل������ى المبرمج������ة

MHC ، ال��ذاتي الببتی���د معظمھ��ا احتل��ت والت��ي (Starr et al., 2003). تش���كیل  عل��ى  العث��ور ت���م 

CD4+CD25+regulatoryTcells الزعتری���������������ة الغ���������������دة اختی���������������ار ح���������������دوث لتمثی���������������ل                             

 ال�ذي یع�رض thymocytes   التفاع�ل أس�اس عل�ى تقوم ) التي(another thymic selection   أخرى

                      التائی����ة . الخلای����اMHC (Jordan et al., 2001) جزیئ����ات قدمت����ھ الت����ي ال����ذاتي الببتی����د نح����و
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T منض������مةال )Tregs (المناع������ة الت������ي تتض������من المناعی������ة التف������اعلات ف������ي رئیس������یا دورا تلع������ب 

 ) ، مناع�����ة        transplantation toleranceتحم�����ل زرع الانس�����جة (  )، autoimmunity(الآنی�����ة

            الأكث����ر الظ����اھري ال����نمط الی����وم. والس����رطان )(anti-infectious immunityالاص����ابة  مكافح����ة

 ) . توج��د(FoxP3 Lastovicka , 2013و CD4، CD25 ل��ـ coexpression ھ��و Tregsل��ـ  قب��ولا

والمتكیف���������ة او المس���������تحثة       )nTregs(ھم���������ا الطبیعی���������ة  Tregsمجم���������وعتین رئیس���������یتین م���������ن 

(iTregs))Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009مس�تقبلات  ع�ن التعبیر ). یتمCD25 و IL-7 

 تعم��ل أن وك��ذلك یمك��ن )bone marrowالعظ��م ( نخ��اع ) ف��ي ( B cellالبائی��ة   تط��ویر الخلای��ا خ��لال

 ).(Namen et al.,1988;Rolink et al.,1994 الفئران في النمو لعامل كمستقبلات

2-7-2-CD29 β1intgrin  

          تت�����ألف م�����ن وحی�����دات heterodimeric) ھ�����ي مس�����تقبلات غش�����ائیة Integrinsالانتغرین�����ات (        

    مس�تقبلاً  24الت�ي تمی�ز  βسلس�لة بیت�ا  8و αسلس�لة الف�ا  18.مجم�وع الاش�كال المعروف�ة ھ�ي βوبیتا  αالفا

 ھو وحی�دات  Hynes, 2002 ;  Askari, 2010. ( CD29التي تتشكل بشكل واسع في تنشیط الخلایا (

    ف��ي تش��ارك غش��ائیة مس��تقبلات الإنتغ��رین ھ��يعائل��ة   و. )β1 )integrin beta1 subunit إنتغ��رین

     مرحل��ة ذل��ك ف��ي بم��ا الحیوی��ة العملی��ات م��ن متنوع��ة مراح��ل )recognition( تمی��زو الخلای��ا التص��اق

  (Wu et al.,2010 ).المناعی�ة والاس�تجابة الأنس�جة إص�لاح  )، embryogenesis( الجنین�ي التط�ور

     فرعی���ة α إنتغ���رین م���ع مغ���ایر بش���كل دالت���ون كیل���و 130م���ن  CD29ویتك���ون التركی���ب الجزیئ���ي ل���ـ 

)CD49( اللمفاوی���ة و الخلای���ا لبطان���ة الملس���اء العض���لات خلای���ا بطان���ة یتض���من واس���ع تتوس���ع بش���كل       

          ةً مباش�ر CD29وینش�ط  ).(Adhesion Mendrick & Kelly,1993 الالتص�اق الاساسیة ھ�ي وظیفتھ

      . تم��ت (Diamond & Springer,1994; Byron et al.,2009)م��ن قب��ل الاجس��ام المض��ادة 

             ) الت��يhuman neural stem cells(عل��ى الخلای��ا الجذعی��ة العص��بیة البش��ریة  CD29ملاحظ��ة 

                   . وبالإض���افة ال���ى ذل���ك ، فق���د(Hall et al.,2006)م���ن الانس���جة الجنینی���ة  علیھ���ا ت���م الحص���ول

                                              وتط���ور  neural crestیش���یر ال���ى تك���وین وظیف���ة ذات اھمی���ة لك���لا  integrin    الانتغ���رینتب���ین ان 

دوراً اساس���یا ف���ي عملی���ات الاس���تجابة المناعی���ة      CD29ویلع���ب  mesenchymal نس���جة المزنكمی���ةالا

لخلای��ا الجس��م وذل��ك م��ن خ��لال عملی��ات التمی��ز والالتص��اق ویعتب��ر اح��د معلم��ات التنش��یط لخلای��ا الجھ��از 

 ).Breau et al.,2006; Miller,2007; Fuchs et al.,2008( المناعي 
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 Materials and Methods  المواد وطرائق العمل -3

 Materialsالمواد  -3-1

 الاجھزة والأدوات المختبریة -3-1-1

في ھ�ذه الدراس�ة م�ع اس�م الش�ركة  تیمثل جمیع الأجھزة والمعدات المختبریة التي استخدم) 1-3جدول (ال

 المصنعة وبلد المنشأ.

 المنشأ (الشركة المصنعة) اســـــم الجھـــــاز

     Autoclave Hiclave       (Japan) المؤصدة

    Incubator Memmert (Germany) الحاضنة

          Sensitive balance Kern  (Germany) میزان حساس

  Vortex mixer Stuart Scientific  (UK) مازج

          Water bath GFL   (Germany) حمام مائي

           Distilled water GFL  (Germany) جھاز تقطیر

     Cooling centrifuge Hettich    (Germany) مركزي مبرد                           جھاز طرد

   Oven Eriotti   (Italy) فرن

 Refrigerator Concord   (Lebanon) ثلاجة

   Shaker Incubator Lab-line (USA) حاضنة ھزازة

 Shaker Labover/Germany ھزاز

 Ultrsonication Kodo/ Korea جھاز الموجات الفائقة

 Spectrophotometer Apel   ( Japan) ضوئي طیافم

       pH-meter Ino-lab. (Germany) جھاز قیاس الحموضة

                Millipore filters Difco  (USA) مرشحات دقیقة

 Test tubes Superestar   ( India) انابیب اختبار

 Hot plate&Stir K&K    (Korea) مسخن حراري

 Ependorff tubes Sigma (England) انابیب ابندورف                          

 Disposable Petri  dishes Al-Hani   (China)      أطباق بتري  بلاستیكیة

 Cabient Lab.Companion (Korea) كابینة الزرع المجھري 

           Standard wire loop (1µ)                     Himedia     (India) الناقل الزرعي القیاسي

 High speed centrifuge Hettich      (Germany) منبذة عالیة السرعة

 Disposable Syringe Meheco, China معقمة مختلفة محقنات
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 الأحجام

 Slides Meheco-China زجاجیة شرائح

 Cover slides Superstar/India اغطیة الشرائح الزجاجیة

 Tips BBL / USA تبات

 Beakers BBL / USA بیكرات

 Burner Amal/Turkey نمصباح بنز

 Compound light مجھر ضوئي
microscope 

Olympus/Japan 

 Conical flasks BBL / USA فلاسكات

 Counting chamber Meheco-China وحدة العد البكتري

 Capillary tubes Meheco-China انابیب شعریة 

جھاز المدور الحراري ذي 
 الوقت الحراري

Miniopticon Real-Time 
PCR                                

BioRad (USA) 

 Thermo cycler apparatus جھاز الدورات الحراریة
(PCR)          

Bioneer (Korea) 

-Micropepitte 0.5-10, 20 ماصات دقیقة بأحجام مختلفة
200, 100-1000 

Eppendorf (Germany) 

 Exispin vortex centrifuge  Bioneer (Korea) جھاز الطرد المركزي الھزاز

 Nanodrop مطیاف نانودروب
spectrophotomerter  

THERMO (U.K) 

 

 Chemicals المواد الكیمیاویة -3-1-2
ف�ي ھ�ذه الدراس�ة م�ع اس�م الش�ركة المص�نعة وبل�د  تالت�ي اس�تخدم الكیمیاوی�ة  الم�وادیمث�ل ) 2-3الجدول (

 المنشأ.

 المنشأ (الشركة المصنعة) اسم المادة الكیماویة

          α-naphthol (C10H8O) BDH (England) نفثول -الفا

 Ethanol (96%) BDH كحول الایثانول

 Glycerol (C3H8O3) Fluka كلیسرول

 Hydrochloric acid (HCl) BDH حامض الھیدروكلوریك

                Hydrogen peroxide (H2O2)  SDI (Iraq) بیروكسید الھیدروجین

 .Kovac’s reagent Himedia كاشف كوفاكس

 Methyl red (C15H15N3O2) BDH احمر المثیل

 Sodium chloride (NaCl) BDH كلورید الصودیوم
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 Trichloroacetic acid BDH حامض الخلیك ثلاثي الكلور

 .NaHCO3 BDH كاربونات الصودیوم

 .Acetone  BDH استون

محلول دارئ الفوسفات 
 الملحي

Buffer phosphate 
saline(BPS) 

BDH. 

 .Formalin  BDH فورمالین

 .Chloroform BDH كلورفروم

ثنائي كلورید  -رباعي المثیل
 الھیدروجین

Tetramethyl-P-phenylene 
diamine dihydrochloride 

BDH. 

 .Potassium hydroxide (KOH) BDH ھیدروكسید البوتاسیوم

 -ثن������ائي الام������ین -اثیل������ین 
 رباعي حامض الخلیك

Ethylene-diamine- tetra 
acetic acid (EDTA) 

BDH 

 Acetic acid (CH3COOH) BDH (England) حامض الخلیك

 Chitosan Sigma (USA) یتوساینكال

فوس��فات الھی��دروجین ثنائی��ة 
 الصودیوم

Disodium hydrogen 
phosphate(Na2HPO4) 

Fluka (Switzerland) 

فوسفات الھی�دروجین احادی�ة 
 الصودیوم

Monosodium hydrogen 
phosphate (NaHPO4) 

BDH  (USA) 

 Phenol BDH  (USA) فینول 

 Sodium tripolyphosphate صودیوم ثلاثي الفوسفات
(TPP) 

Sigma (USA) 

 WBC solution BDH محلول كریات الدم البیض

 Lishmen stain BDH صبغة لشمن

 Glucose Difco كلوكوز

 BDH  صبغة الحبر الھندي 

 CuSO4.5H2O BDH كبریتات النحاس المائیة

–نترات الصودیوم 
 البوتاسیوم المائیة 

NaKc.4H4O6.4H2O BDH 

 KI BDH یودید البوتاسیوم

 Tannic acid BDH حامض التانك

 Isopropanol BDH (England) الأیزوبروبانول

 DEPC water Bioneer/ Korea محلول دبك

 Free nuclease water Bioneer/ Korea محلول النیوكلیز 

 Tetanus toxoid France توكسید التیتانوس
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 Culture Mediaالاوساط الزرعیة  -3-1-3

ف�ي ھ�ذه الدراس�ة م�ع اس�م الش�ركة المص�نعة وبل�د  تالت�ي اس�تخدمالاوس�اط الزرعی�ة  یمث�ل) 3-3جدول (ال

 المنشأ.

 ( الشركة المصنعة) المنشأ اسم الاوساط الزرعیة
 ال����دماغ-نقی����ع القل����ب وس����ط
 السائل

Brain– heart infusion broth Mastdiagnostic  

ال����دماغ -وس����ط نقی����ع القل����ب
 الصلب

Brain – heart infusion agar Mastdiagnostic (USA) 

 Xylose–lysine deoxycholate 
(XLD)  

Himedia 

 –وس����ط اك����ار الس����المونیلا 
 شیكلا

Salmonella – Shigella agar 
(S.S) 

Himedia 

 Nutrient broth  Himedia الوسط المغذي السائل

 Simmon's citrate agar Mastdiagnostic (USA) وسط سیمون السترات

    Peptone water BDH وسط ماء الببتون

-فوكسالأحمر/ وسط المثیل 
 ور السائلابروسك

Methyl red – Voges proskaur 
(MR.VP)  

Biolife (Italy) 

 Triple Sugar Iron agar (TSI) Himedia 

 Agar  Biolife (Italy) اكار
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   Kitsالعٌدد الجاھزة    -3-1-4
 وبلد المنشأ.                                                                                   المصنعةفي ھذه الدراسة مع اسم الشركة   ت): یمثل جمیع العٌدد التي استخدم4-3الجدول (

 الشركة وبلد المنشأ مكوناتة اسم العدة

AccuZol™ Total RNA Extraction 
Kit 

Trizol Reagent 100ml 
Bioneer 
(Korea) 

AccuPower® RocktScript RT 
PreMix 

 

- RocketScript Reverse 
Transcriptase (200 u) 

Bioneer 
(Korea) 

- 5× Reaction Buffer (1×) 

- DTT       (0.25 mM) 

- dNTP     (250 µM each) 

- RNase Inhibitor (1 u) 

AccuPower® 2× Greenstar qPCR 
Master Mix 

2× Greenstar Master mix 

Bioneer 
(Korea) 

-8 Well strips × 12 each 

-DEPC – D.W.  1.8 ml × 4  
tubes 

DNase I enzyme set kit 

DNase I enzyme 
BioBasic 
(Canada) 

10X buffer 

Free nuclase water 

  Primersالبادئات  -3-1-5

 NCBIالتتابع الخاص بالجینین من موقع  البادئات في ھذا الدراسة وذلك باستخدام ه تم تصمیم ھذ       

GenBank Data  وباستخدام برنامج تصمیم البادئاتPrimer3 plus من  ت. وقد تم تجھیز ھذا البادئا

 :3-5) (قبل شركة بایونیر الكوریة كما في الجدول

 ): یوضح تسلسل وحجم البادئات المستخدمة في الدراسة3-5جدول (

Primer 
ةللنیتروجینیتسلسل القواعد   Sequence البادئ  Product size 

ناتج الحجم   
Reference المصدر 

 

GAPDH 
F ATGGGAGTTGCTGTTGAAGTCA 

- 
 

Hayase et al .,  2005 
R CCGAGGGCCCACTAAAGG 

CD25 
F AACGGCACCATCCTAAACTG 

108bp 
 

 صمم في ھذه الدراسة
R TGTGCACTGACAGTTGTTGC 

CD29 
F AAGCTCACGTGCATGTTGTG 

121bp 
 

 صمم في ھذه الدراسة
R TTCCAAATCAGCAGCAAGGC 

R: Reverse primer البادئ العكسي                            F: Forward primerالبادئ الامامي 
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 Methods طرائق العمل -3-2

 تحضیر الاوساط الزرعیة -3-2-1

 تعقیمھ�اتحض�یر الاوس�اط ت�م  بع�د. المص�نعة لھ�ا الش�ركة تم تحضیر الاوساط الزرعیة حسب تعلیمات     

 تعقیمھ�ا التي ت�م)  XLDالـ ( ووسط  S.S.A)شكلا ( -سالمونیلا  وسط اكار باستثناء ، المؤصدة بواسطة

س�اعة  24لم�دة وبع�د ذل�ك ت�م حض�نھا ھا بأطباق بتري او انابی�ب معقم�ة وبعد ذلك تم سكب الغلیان، بواسطة

 .Isenberg & Garcia,2004 )(  الاستخدام لحین ◦م 4 في تخزینھا وبعد ذلك تم . التلوث لتجنب

 Motility Test Medium  اختبار الحركة وسط  -3-2-1-1

      لت��ر واح��د ف��ي المغ��ذي م م��ن الم��رقراغ��13 م��ع الأك��ار مس��حوق م��ن %0.4 إذاب��ة طری��ق ع��ن حض��ر    

     اس��تخدمھ لاختب��ار حرك��ة. المؤص��دة بواس��طة وت��م التعق��یم أنابی��ب ف��ي المقط��ر. ت��م تحض��یره الم��اء م��ن

 .Isenberg & Garcia , 2004 )( البكتریا.

 Maintenance medium  وسط الحفظ طویل الأمد -3-2-1-2

غ�رام  4  الوسط المغذي الس�ائل المحض�ر بإذاب�ةإلى  سیرولیمن الكل )15%(حضر الوسط بإضافة        

ف�ي ، وت�رك لیب�رد بالمؤصدة وعقم مل ،  100وأكمل الحجم إلى ،  مل من الماء المقطر 50وسط في المن 

  معقم�ة وذات س�دادات محكم�ة اختب�ارنابی�ب أ  ، ووزع عل�ى باس�تعمال الحم�ام الم�ائي  م 56درجة حرارة 

ع�دة أش�ھر ف�ي والمشخص�ة لھذا الوسط لحفظ البكتریا المعزول�ة  استعمل.  لحین الاستعمال ◦م 4وحفظ في 

 . (NCCLS,  2003) ◦م 20 -   درجة حرارة

 Solution & Reagents والكواشفالمحالیل  -3-2-2

 Catalase reagentكاشـــــف الكتالیز  -3-2-2-1

م�ل  50) إل�ى 70%( بتركیز (H2O2) مل من بیروكسید الھیدروجین 21حضر الكاشف آنیاً بإضافة       

) ،وحف�ظ ف�ي 30%م�ل للحص�ول عل�ى تركی�ز نھ�ائي ( 100من الماء المقطر المعق�م ، وأكم�ل الحج�م إل�ى 

قنین������ة معقم������ة . اس������تعمل ھ������ذا الكاش������ف للاس������تدلال عل������ى البكتری������ا المنتج������ة لإن������زیم الكت������الیز 

(MacFaddin,2000). 
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 Oxidase reagentز یوكسیدكاشف الأ -3-2-2-2

كلوری��د   ثن��ائي  ب��ارافنیلین ثن��ائي أم��ین  -غ��رام م��ن رب��اعي المثی��ل1 بإذاب��ةآنی��اً الكاش��ف  حض��ر  

 اختبارھذا الكاشف في  استعملوحفظ في قنینة معتمة.  ، من الماء المقطر المعقم مل 100الھیدروجین في 

 ).Forbes et al., 2007( وكسیدیزإنزیم الأ إنتاجوكسیدیز للتحري عن قدرة البكتریا على الأ

 Voges Proskauer reagent  بروسكاور فوكس كاشف -3-2-2-3

 :.(MacFaddin, 2000) في جاء ما بحسب المحالیل حضرت          

 الأثیل��ي الكح��ول م��ن م��ل 100 ف��ي الف��انفثول م��ن غ��رام 5 بإذاب��ة حض��ر): 5%( الف��انفثول)  A(  محل��ول

 ).96%( بتركیز

 حجم في البوتاسیوم ھیدروكسید من غرام 40 بإذابة حضر): 40%( البوتاسیوم ھیدروكسید)  B ( محلول

 عل�ى  البكتری�ا ق�درة ع�ن للتح�ري الكاش�ف ھ�ذا اس�تعمل. م�ل 100 إل�ى الحج�م وأكم�ل ، المقط�ر الم�اء من

 .بروسكاور - الفوكس اختبار في كاربینول مثیل الاستیل وانتاج الكلوكوز سكر تخمیر

   Methyl Red Reagent احمر المثیل كاشف -3-2-2-4

  إل�ى الحج�م أكم�ل ث�م 96 % أیث�انول م�ن م�ل 300 ف�ي الأحمر المثیل من غرام 0.1 بإذابة حضر         

 .(MacFaddin, 2004) المثیل احمر فحص في الكاشف ھذا واستعمل المقطر الماء من مل500

 Phosphate buffer saline (7.2)محلول دارى الفوسفات الملحي  -3-2-2-5

    م���ن دارى الفوس���فات  غ���رام10 بإذاب���ةة ل���ھ عحض���ر ھ���ذا المحل���ول حس���ب تعلیم���ات الش���ركة المص���ن      

           م���ن الم���اء المقط����ر وض���بط الاس الھی���دروجیني ل���ھ وبع���د ذل���ك ی���تم تعقیم����ھ ف���ي لت���ر واح���د  الملح���ي

 Forbes et al., 2007) .(بالمؤصدة 

 Normal saline solution  المحلول الملحي الفسیولوجي -3-2-2-6

م�ل م�ن الم�اء المقط�ر، وأكم�ل  90غ�رام م�ن كلوری�د الص�ودیوم ف�ي 0.85بإذابة  المحلول  حضر 

المباش���ر اللق��اح البكتی���ري  ھ��ذا المحل���ول ف��ي أع���داد اس���تعمل.  بالمؤص��دة، وعق���م  م��ل 100الحج��م إل���ى 

(MacFaddin,  2004). 
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 Chloride sodium NaCL (0.15M)محلول   -3-2-2-7

وعق��م م��ل م��ن الم��اء المقط��ر  500غ��رام  م��ن كلوری��د الص��ودیوم ف��ي  4.383بإذاب��ة حض��ر المحل��ول     

 .(MacFaddin,  2004) بالمؤصدة

 0.1M Na2HPO4/NaH2PO4, 0.05M EDTA bufferمحل��ول  -3-2-2-8

(pH 8.0)                                                                               

م�ع  NaH2PO4غ�رام م�ن  0.730م�ع  Na2HPO4غرام من 16.86 بإذابةر ھذا المحلول حض         

 .(MacFaddin,  2004)في لتر واحد من الماء المقطر ، ویعقم بالمؤصدة   EDTA  غرام 1.86

 0.1M Na2HPO4/NaH2PO4,1.5M NaCl PBS محل���ول -3-2-2-9
buffer(pH 7.2)                                                                                   

م�ع  NaH2PO4غ�رام م�ن  0.730م�ع  Na2HPO4غ�رام م�ن 16.86 بإذاب�ةر ھذا المحل�ول حض       

 .  (MacFaddin,  2004)في لتر واحد من الماء المقطر ، وعقم بالمؤصدة   NaClغرام   88.0

 الكربوھیدرات تركیز قیاس في المستعملة والمواد المحالیل -3-2-2-10

 -: الآتي النحو وعلى.Dubois et al)   , (1956 في جاء ما وفق على المحالیل حضرت      

 الحجم أكمل ثم المقطر الماء من كمیة في البلوري الفینول من غم 5 بإذابة حضر :فینول % 5 محلول 1-

 .مل 100 إلى

 . H2SO4 المركز الكبریتیك حامض 2-

كمی�ة م�ن  ف�ي كلوك�وزال م�ن غ�م 0.01 بإذاب�ة حض�ر :مل/مایكرو غرام 100 بتركیز كلوكوزال محلول 3-

حضرت منھ التراكی�ز   (stock solution)محلول خزین  مل وعد  100الماء المقطر ثم اكمل الحجم الى

 .)مل/مایكرو غرام 100، ...30، 20، 10المطلوبة لتحضیر المنحني القیاسي لسكر الكلوكوز ( 
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 Molish solutionمحلول مولش  -3-2-2-11

 Absolute ethanolم�ل م�ن الكح�ول المطل�ق 100نفث�ول ف�ي  -غم من مس�حوق الف�ا 5حضر بإذابة      

% ، استعمل للكشف عن وجود الكربوھیدرات  في مستخلص متع�دد الس�كرید المحفظ�ي 5لیصبح التركیز 

(Macfaddin, 2000) . 

   Biuret solutionمحلول البایوریت  -12 -3-2-2

من الم��اء ف��ي نص��ف لت��ر CuSO4.5H2Oغ��م م��ن م��ادة كبریت��ات النح��اس المائی��ة  3حض��ر بإض��افة      

غ�م م�ن   5و NaKC.4H4O6.4H2Oالبوتاسیوم –غم من مادة ترترات الصودیوم  9المقطر وتم اضافة 

م��ل م��ن محل��ول ھیدروكس��ید  100ت��م اض��افة   و بع��د إذاب��ة ھ��ذه المكون��ات الثلاث��ة  KIیودی��د البوتاس��یوم 

الماء المقطر ، اس�تعمل  بإضافةاري و تم اكمال الحجم النھائي الى لتر یع 0.6بتركیز  NaOHالصودیوم 

                          ھ�����ذا المحل�����ول ف�����ي الكش�����ف ع�����ن وج�����ود البروتین�����ات ف�����ي مس�����تخلص متع�����دد الس�����كرید المحفظ�����ي

) Bishop et al., 1985. ( 

  Al –Sever الـ محلول -3-2-2-13

 من خلط المواد التالیة:  (Boyden,1951)طریقة حسبھذا المحلول  حضر    

غ�م 0.55غ�م ، ح�امض الس�ترك 8.0غ�م ،س�ترات الص�ودیوم  4.2غم ، وكلورید الصودیوم 20.5كلوكوز 

تس�تخدم  ،مْ 4بالمؤص�دة وبع�د ذل�ك ت�م حفظھ�ا بدرج�ة  عقم�ت ث�ملتر من الم�اء المقط�ر ، 1تم وضعھا في و

 .RBCsلـ preservativeومحلول  antcoagulatكـ

 )Tannic acid  )1:2000 التانك محلول حامض  -3-2-2-14

 كما یلي : (Boyden,1951)حضره حسب طریقة 

A- مل من الـ 10من حامض التانك  في  ملغم 40 بإذابة حضرPBS. 

B- مل من ( 1 اخذAالـمل من  4الى  ضیفأ) وPBS. 

C  محل�ول ( م�ل م�ن 2 اخ�ذـB (ال�ـم�ل  38ال�ى  وأض�یفPBS  م�ل الت�ي  40/  ملغ�م 2الت�ي یس�اوي ال�ى

 1:2000یساوي الى 
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 % مصل الارنب الطبیعي  1محلول  -3-2-2-15

دقیق�ة ف�ي الحم�ام   30لم�دة  مْ  56(بعد حضنھ بدرجة  نشطمل من مصل الارنب الغیر  1بإضافة  حضر   

 .PBS (Boyden,1951)الـمل من  99المائي ) في 

 Sterilization Methodsطرائق التعقیم  -3-2-3

تت��أثر  م��ت جمی��ع الأوس��اط الزرعی��ة الج��اھزة، والتركیبی��ة، وأغل��ب المحالی��ل المس��تعملة الت��ي لاقّ عُ      

دقیق�ة، أم�ا  15م�دة ل 2باون�د / ان�ج  15وتح�ت ض�غط  مْ  121عند درج�ة ح�رارة  المؤصدةبالحرارة بجھاز 

                 م����دة س����اعتین، كم����ا مْ 168الزجاجی����ات فق����د ت����م تعقیمھ����ا ب����الفرن الكھرب����ائي عن����د درج����ة ح����رارة 

                     فتحــ������ـات تعقم������ت بع������ض المحالی������ل الت������ي تت������أثر ب������الحرارة باس������تعمال مرش������حات غش������ائیة ذا

 .(Ryan & Ray, 2004; MacFaddin, 2000) (µm & 0.45 µm 0.22)بقطر 

      حفظ وإدامة العزلات البكتیریة  -3-2-4

Preservation and Maintenance of Bacterial Isolates                 

 الحفظ قصیر الأمد -3-2-4-1

ضنت في درجة الأنابیب الحاویة على الوسط المغذي الصلب المائل بالبكتریا المراد حفظھا وحُ  لقحت      

وك��ررت عملی��ة الحف��ظ لتجدی��د حیوی��ة الع��زلات،  ،مْ 4س��اعة، ث��م حفظ��ت بدرج��ة  24لم��دة ◦ م 37ح��رارة 

 .(Collee et al., 1996) وتجنب حدوث التلوث

 الحفظ طویل الأمد -3-2-4-2

%) بالبكتری�ا قی�د 15لقحت الأنابیب الحاویة على الوسط المغذي السائل المدعم بالكلیسیرول بتركیز(       

 .(Collee et al., 1996) مْ  20 -فظت بدرجة الدراسة، وحُ 

 Laboratory animalsالحیوانات المختبریة  -3-2-5

البیطري / جامعة  من كلیة الطب )Rattus norvegicus( البیضجرذ من ذكور الجرذان  50اخذ         

وقس�مت ال�ى غرام  120-80اسابیع ، وكانت تتراوح اوزانھم بین  8-6القادسیة . وتراوحت اعمارھم بین 

 .خمس مجامیع 
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 Experimental designتصمیم التجربة  -3-4

                   متع�����دد الس�����كریدث�����م تنقی�����ة مستض�����د  ،  S.typhiتش�����خیص بكتری�����ا   تجرب�����ةتص�����میم ال ش�����مل      

)Vi Ag(  ـحبیب��ات ال�� عل��ى مستض��دال حم��ل  ذل��ك بع��دChitosan   أجری��ت و لك��زازا توكس��ید عل��ىو

                المناعی��ة الاس��تجابات مس��تویات تدح��د ث��م ، المختبری��ة الحیوان��ات ف��ي للمستض��د ری��ةتبالمخ الفحوص��ات

 ). 1-3( الشكل في مبین كما ،) والخلویة الخلطیة(
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 تصمیم الدراسة -) :1-3شكل (
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 جمع عینات البكتریا -3-4-1

 API-20ومشخص�ة بفح�ص ال�ـمعزولة  في بغدادمن مركز الصحة المركزي  خذت عینة البكتریا آ       

تم جلبھا الى مختبر المناعة في كلیة العلوم جامعة القادسیة  وتم التأكد من العینات م�ن خ�لال وجزئیا حیث 

حیث ظھرت البكتریا بشكل مستعمرات دائریة حمراء ذات مركز اس�ود وذل�ك    XLDزرعھا على وسط 

حی�ث ظھ�رت بش�كل مس�تعمرات دائری�ة ش�احبة  SSA، ووسط الـ  H 2Sبسبب قدرتھا على انتاج غاز الـ  

اللون  ذات مركز اسود ،كذلك اظھرت نتیجة س�البة لفح�ص الان�دول وفح�ص ف�وكس بروس�اكور وموجب�ة 

 .(MacFaddin, 2004)لاختبار احمر المثیل واختبار  استھلاك السترات 

 Biochemical Tests الاختبارات الكیموحیویة -3-4-2

 Oxidase Testالاوكسیدیز اختبار   -3-4-2-1

س�اعة بواس�طة ناق�ل خش�بي معق�م إل�ى ورق�ة ترش�یح مش�بعة  24نقل جزء م�ن مس�تعمرة فتی�ة بعم�ر         

    . ث���وانِ  10-5ن الل���ون الأزرق خ���لال تك���وّ  ال���دلیل عل���ى ایجابی���ة الاختب���ار ھ���و و بكاش���ف الاوكس���یدیز

(Forbes et al., 2007) 

 Catalase  test الكتالیز  اختبار -3-4-2-2

وت�م   إلى ش�ریحة زجاجی�ة نظیف�ةزرعي طة ناقل اساعة بوس 24نقل جزء من مستعمرة فتیة بعمر         

. تك�ون النتیج�ة موجب�ة بظھ�ور )%30(بتركی�ز (H2O2)قطرة من محلول بیروكسید الھی�دروجین إضافة  

 .(MacFaddin, 2000)وكسجین فقاعات من غاز الأ

    Indole test الاندول اختبار -3-4-2-3

 اض�یف ، س�اعة 48-24 لم�دة مْ  37 ح�رارة بدرج�ة وحض�ن ب�العزلات الس�ائل الببتون ماء وسط لقح       

 الوسط سطح على أحمر بلون حلقة بظھور موجبة النتیجة وعدت، انبوب لكل كوفاكس كاشف من مل 0.5

. (Macfaddin, 2004) 

  Methyl red test المثیل احمر اختبار -3-4-2-4

 إض�افة تم ذلك بعد ساعة24 لمدة مْ 37 حرارة بدرجة وحضن بالبكتریا السائل) MR/VP( وسط لقح       

 اكتس�اب ھ�ي الموجب�ة النتیج�ة ، ال�رج م�ع) Methyl red reagent( المثی�ل احم�ر كاش�ف م�ن قطرات 5
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 فدلال�ة الأص�فر الل�ون إل�ى تغی�ر أذا وإم�ا الحامض وإنتاج للسكر الكامل التحلل على یدل مما الأحمر اللون

 .(Macfaddin, 2004) سالبة النتیجة أن یعني وھذا 6 من أكثر الوسط) PH( على

  Voges-proskauer test بروسكاویر – الفوكس اختبار -3-4-2-5

 ت��م ذل��ك بع��د س��اعة 24 لم��دة مْ 37 ح��رارة بدرج��ة وحض��نت بالبكتری��ا الس��ائل) MR/VP( وس��ط لق�ح       

 الوس�ط ل�ون تغی�ر أن ،  البوتاس�یوم ھیدروكس�ید كاش�ف من مل 0.2 ، الفانفثول كاشف من مل 0.6 إضافة

. ك�اربینول مثی�ل الاثی�ل مرك�ب وإنت�اج للس�كر الجزئ�ي التحل�ل عل�ى دلالة دقیقة 15 مرور بعد الأحمر إلى

)Macfaddin, 2000.( 

 Citrate Utilization السترات استھلاك اختبار -3-4-2-6

ال�دلیل عل�ى  ، س�اعة 24 لمدة مْ 37 حرارة بدرجة حضنت ثم ،  بالبكتریا المائل السترات وسط خطط       

 اس�تھلاك عل�ى دلی�ل وھ�ذا الأزرق إل�ى الأخض�ر الل�ون م�ن الزرع�ي الوسط لون تغیر ھو الموجبة النتیجة

 ).Macfaddin, 2004( السترات

 Motility test الحركة اختبار -3-4-2-7

      بدرج���ة، ث���م حض���نت   Stabing الطع���ن بواس���طة الحرك���ة وس���ط عل���ى الحاوی���ة الأنابی���ب لقح���ت       

           عل���ى البكتری���ا قابلی���ة عل���ى ی���دل الطع���ن ح���دود خ���ارج النم���و انتش���ار ، س���اعة 24 لم���دة مْ 37 ح���رارة

 .(Macfaddin, 2004)  الحركة

 H2S الھیدروجین كبریتید غاز أنتاج عن الكشف اختبار -3-4-2-8

 ساعة 48 لمدة تحضن، ثم  والتخطیط الطعن بطریقة النمو حدیثة ببكتریا)   TSI agar( وسط لقح        

     الوس��ط مائ��ل أس��فل ف��ي اس��ود راس��ب تك��ون م��ن علیھ��ا یس��تدل الموجب��ة النتیج��ة إن مْ 37 ح��رارة بدرج��ة

 ).Macfaddin, 2000(  الوسط في الموجودة السكریات وتخمر الصلب

  Capsuleاختبار الكشف عن تكوین المحفظة  -3-4-2-9

، اذ تم اخذ جزء م�ن المس�تعمرة  للكشف عن وجود المحفظة استخدمت طریقة التصبیغ بالحبر الھندي      

شریحة زجاجیة ، ثم أضیفت الیھا قطرة من صبغة الحبر الھندي ومزجت ثم نشر  البكتیریة ووضعت على
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المزیج على سطح الشریحة وتركت الشرائح في الھواء لتجف وفحص�ت بالعدس�ة الزیتی�ة لملاحظ�ة وج�ود 

 . (Bottone et al., 1998)المحفظة 

               Vi( Vi-Antigen extraction and purification(الـ  تنقیة واستخلاص مستضد -3-4-3

  preparation of bacterial dry weightتحضیر الوزن الجاف  -3-4-3-1

 كالاتي :Silipo et al.,2002) (حسب طریقة بكتریا خلایا الر الوزن الجاف للحض    

م�ل م�ن م�رق  25حت�وي عل�ى  ی ) flask( دورقوذلك من خلال تنمیة كل عزل�ة ف�ي  الخلایا ترحض -1

لم�دة  مْ  37ث�م حض�نت بدرج�ة الس�ائل  ال�دماغ-نقیع القلب وسط،  Luria-Bertani broth ( LB) لوریا

 ساعة. 18

     وض�عوم�ل  250س�عة دوارق ف�ي الس�ائل ال�دماغ-القل�ب وس�ط نقی�ع م�ن لت�ر 3 بتحض�یر البكتریا نمیت -2

 لقح�ت.دقیق�ة  15 لم�دة مْ  121 الموص�دة بدرج�ة بجھ�از عقم�ت ث�م ، الوس�ط م�نم�ل  100دورق  ك�ل ف�ي

                     والقل��ب الس��ائل ال��دماغ نقی��ع وس��ط ف��ي مس��بقاً المنم��اة البكتری��ا ع��القم��ل  1بواق��ع ال��دوارق

 مْ  37 بدرج�ة ھ�زازة حاض�نة ف�ي ال�دوارق ث�م حض�نت س�اعة . 18 لم�دة مْ  37 بدرج�ة (LB ) ووس�ط 

 دقیقة . / ھزة200   150- بواقع ساعة24لمدة

 وبواق�ع) (Cooling centerfuge المب�رد المرك�زي الط�رد جھ�از بوس�اطة المنم�اة الخلای�ا حص�دت -3

)  pH=7.2( م�رتین ب�دارى الفوس�فات الملح�ي المعق�م تدقیق�ة ، ث�م غس�ل 15لم�دة  دقیق�ة / دورة 3000

دقیق�ة ، ث�م علق�ت الخلای�ا ف�ي دارى الفوس�فات الملح�ي المعق�م الت�ي  10لم�دة  دقیق�ة / دورة 3000 بواق�عو

 ساعة . 18مْ لمدة  4بدرجة  وحفظة% من الفورمالین  0.5یحوي على 

     غس�لت ث�م ،دقیق�ة  15لم�دة دقیق�ة / ةدور 3000 وبس�رعة جھ�از الط�رد المرك�زي المب�رد ب رس�بت -4

 .دقائق 10 ولمدة اعلاه بالمحلول مرتین

ت�م الحص�ول مرات حجم العینة، ثم المبرد مسبقا وبواقع عشر الخلایا باستخدام الأسیتون  جففتأخیرا،  -5

 .Vi Ag)على الوزن الجاف لاستخلاص المستضد (
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 ):Vi Ag( متعدد السكریداستخلاص مستضد  -3-4-3-2

المتمثلة  ) Esposito & Feeley,1970( حسب طریقة متعدد السكریدواستخلاص مستضد تم تنقیة       

 : بالخطوات التالیة

 NaCl (w/v)) مولاري من كلــــورید الصودیوم (0.15 أحجامھا من  10الخلایا المجففة في  علقت -1

 centrifugeبجھاز الطرد المركزي  وضعتدقائق ، ثم 10 ) لمدة shakerبجھاز الھزاز ( وضعتو

 دقیقة . 30لمدة  X g 9000بسرعة 

الخطوات اعلاه على الراسب  تعادفي انبوبة اختبار ، ثم  یوضعو Supernatant fluidاخذ الرائق  -2

Sediment ھمل الراسب .أالرائق و خذأو 

الى محلول الرائق acid   trichloroaceticمن حامض الخلیك ثلاثي الكلور نورمالي  0.25 یفإض -3

الرائق أخذ  بعد ذلكدقیقة ، 30لمدة  X g 12,100بجھاز الطرد المركزي بسرعة  وضعحتى یترسب ثم 

 ھمل الراسب .او

، بعد ذلك اضافة حجمین من كحول NaHCO3  بواسطة7.0 إلى  pH)ضبط الاس الھیدروجیني ( -4

 دقیقة .  30لمدة  X g 12,100بجھاز الطرد المركزي بسرعة  وضع ثم C2H5OHالایثانول  

 Solutionیحوي على المستضد  صبح محلولاً ابالماء المقطر حتى  أذُیبَ خذ الراسب وأھمل الرائق وأ -5

containing Vi antigen. 

ووض�ع  buffer نـم�10µوRNase –free DNase ن  ـم�10µافةـم اض�ـن الش�وائب ت�ـص م�ـتخل�ال-6

 10ووضع بالحمام المائي لم�دة  stop solution من الـ1µضیفادقیقة وبعد ذلك  30بالحمام المائي لمدة 

 دقائق .

بعد ذلك تم الحصول على   dialyze وعمل دیلزة Filter paper  المحلول  بورقة ترشیح رشح -7

 لحین الاستخدام . مْ  4المستضد وحفظ بدرجة 

 )Vi Ag( متعدد السكریدر الكمي للكربوھیدرات في مستضد یالتقد -3-4-3-3

 ورد حسب ما حامض الكبریتیك  –كمیة الكربوھیدرات في المستضد باستخدام طریقة الفینول  ترقد      

1956) ,   (Dubois et al.الآتي : النحو وعلى 

 



qBH�« Y�U��«                                                     œ«u*« oz«d�Ë qLF�« 
 

38 

 كلوكوزال لسكر القیاسي المنحنى تحضیر 1-

 وحسب )10-2-2-3الخزین حسب فقرة ( المحلولمن  الكلوكوزكیز المطلوبة من سكر الترا حضرت 2-

 : الآتي الجدول

 القیاسي المنحنى تحضیر في المستخدمة الكلوكوز سكر تراكیزیبین  -) :6-3جدول (

رقم 
 الانبوبة

محلول  حجم
 مل) (الكلوكوز

 المقطر الماء حجم
 مل)(

 النھائي الحجم
 (مل)

 التركیز
 مل)/رامغ مایكرو(

1 0.0 1.0 1 0 

2 0.1 0.9 1 10 

3 0.2 0.8 1 20 

4 0.3 0.7 1 30 

5 0.4 0.6 1 40 

6 0.5 0.5 1 50 

7 0.6 0.4 1 60 

8 0.7 0.3 1 70 

9 0.8 0.2 1 80 

10 0.9 0.1 1 90 

11 1.0 0.0 1 100 

 

 جیدا أنبوبة ورجت كل إلى )10-2-2-3(فقرة  في المحضر 5 % الفینول محلول من مل 1 اضیف 2- 

 .دقائق 3 لمدة وتركت یتجانس لكي

 رج% الى الخلیط وبھدوء على حافة الانبوبة ، ثم 98حامض الكبریتیك المركز  من مل 5 اضیف  3-

 .ثلجي حمام في وبرد جیدا

لتر من الماء  الى واحد ملي )3 و 2 (في المذكورة المواد إضافة من) Blank( الـ محلول حضر  4-

 المقطر .

 .في جھاز المطیاف نانومیتر 490 الموجي الطول عند الامتصاصیة تأقر 5-
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   راكیز الكلوكوز المتدرجة وة بین تالعلاق یمثل والذي )2-3( شكل القیاسي المنحنى رسم6- 

 .الامتصاصیة 

 

 المنحني القیاسي بین تركیز الكلوكوز والامتصاصیة 2) -3شكل (

 الكشوفات الكیمیائیة اللونیة على مستخلص متعدد السكرید المحفظي . -3-4-3-4

ورد في  تم الكشف عن الكربوھیدرات والبروتینات والدھون والاحماض النوویة وحسب ما      

)Plummer, 1978 (التالیة : فقراتكما في ال- 

 الكشف عن الدھون في المستخلص -3-4-3-4-1

مل من  100إلى  KHSO4ملغم من كبریتات البوتاسیوم الھیدروجینیة  1ھذا الكشف بإضافة  حضر     

رائحة كریھة تشبھ الرائحة التي تنتج من تسخین مزیج  وقد أنبعثتن المزیج المستخلص ثم سخ

 الكلیسیرول مع كبریتات البوتاسیوم دلالة على ایجابیة الفحص .
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 الكشف عن البروتینات في المستخلص -3-4-3-4-2

حضر ) للتحري عن وجود البروتینات ،  12 -2-2-3بایوریت المحضر في الفقرة (الاستخدم  كشف       

خمس قطرات من ھذا المحلول الى المستخلص ومزج الخلیط جیداً ، ظھور اللون البنفسجي یدل  إضافةب

على ایجابیة الفحص حیث ان كبریتات النحاس المائیة الموجود في الكاشف لھا القدرة على التفاعل مع 

 بنفسجي . ھلون اً الاواصر الببتیدیة مكونھ معقد

 الكشف عن الكربوھیدرات في المستخلص  -3-4-3-4-3

للتحري عن وجود الكربوھیدرات.  اضیفت ( 3-2-2-11) استخدم كشف مولش المحضر في الفقرة      

مل من حامض الكبریتیك  2اضیف  بعد ذلكمل من المستخلص ،  2قطرتین من محلول مولش الى 

ستخلص الى الاعلى وحامض الكبریتیك المركز باحتراس على جدار الانبوب بحیث تتكون طبقتین ، الم

 ظھور حلقة أرجوانیة تفصل بین الحامض والمستخلص تدل على ایجابیة الفحص . والى الاسفل ، 

  Chitosanتحضیر الـ -3-4-3-5

 -كما في الخطوات ادناه : (Huang et al., 2008)حسب طریقة  حضر     

رج ی��م ث��م��ولاري م��ن  ح��امض الھی��دروكلوریك ، 0.1م��ن  م��ل 100ف��ي  Chitosanغ��م م��ن  2 أذی��ب -1

 .دقیقة  30لمدة  stirred بجھاز المحلول

 .(and 2.5% %2 ,%1.5 ,%1)واحد من خمس تراكیز الى  H2O2بیروكسید الھیدروجین  ضیف أ -2

ورق ترش�یحھ ب�ث�م ی�تم  مْ لم�دة س�اعتین 60بدرج�ة ح�رارة  heated stirredعلى جھ�از الخلیط وضع  -3

 .الترشیح

 التخلص من البقایا العلیا المتحدد مع الماء المقطر ویبقى المحلول السفلي . -4

           وی���تم  س���اعة لیترس���ب ویجم���ع الراس���ب 24یت���رك لم���دة  و اض���افة ایث���انول ال���ى المحل���ول الس���فلي -5

 Chitosanلل��وزن الجزیئ��ي ال��واطئ ل��ذوبان  C2.5و ،C1، C1.5، C2الرم��ز  اعط��ى وزن��ھ . حس��اب

low-molecular-weight water-soluble chitosans )LWCS (. 

 می�ت م�الك الانخف�اض ف�ي اس�تمرو انخف�ض  Chitosanـلل� الجزیئ�ي ال�وزن فان ،H2O2 بـ ملةالمعا بعد -6

 . H2O2 بـ Chitosanـتحلل سلسة ال وذلك بسبب H2O2 من المزید إضافة

 .دقیقة 30 لمدة رج المحلول ثم  الخلیك مضاح % من 2 من لتر في  LWCS من مغ 0.5 أذیب -7
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 رج المحل�ول و ، )غ�م /لت�ر TPP   )0.05 ،0.1 ،0.2م�ن م�ل 40ـ ل� محل�ول ك�ل من مل 100 إضافة -8

دورة/  6000( عالی�ة س�رعة عل�ىالمركزي  طردع بجھاز الیوض ثم الغرفة حرارة درجة في ساعتین لمدة

 .دقائق  10دقیقة) لمدة 

لی�تم اس�تخدامھا         ف بالتجمی�دـف�ـوتج المقط�ر، الم�اءب الت�ي ی�تم ش�طفھا nanochitosan جزیئ�ات عزلت -9

 .  في التجارب اللاحقة 

                       Chitosan  ـتحدید التركیز الامثل لل -3-4-3-6

Detection  the optimum concentration of chitosan nanoparticles  

تراكی�ز ال�ـ و ، التي اعدت  %)5% و 2.5 (من التراكیز  Chitosanـالامثل  لتراكیز التحدید التركیز     

TPP )0.5  بجھ�از المطی�اف الض�وئي عن�د ط�ول  الامتصاص�یة قی�اسم�ن خ�لال  ت�م  ،) لت�ر/  مغ� 1.0و

 .لتحدید افضل تركیز (Gan et al.,2005)  نانومتر 595 موجي 

 Chitosanـال حبیباتتحمیل المستضد على  -3-4-3-7

 Loading antigen on Chitosan Nanoparticles                                          

          م���ل/  مل��غ 5 تركی��ز ف��ي المقط��ر الم��اء م��ن م��ل 25 ف��ي  Chitosan حبیب��ات ال��ـ تعلی��ق بإع��ادة ت��م    

      بع��د ذل��ك. Chitosanلفص��ل جزیئ��ات  ultrasonication  اس��تخدام الموج��ات الفائق��ة اس��تمراریة تح��ت

                           .دقیق������ة 15 ف������ي درج������ة ح������رارة الغرف������ة لم������دة Chitosan حبیب������ات ال������ـ م������ع المستض������د حُم������ل

               بجھ��از الط��رد المرك��زي ویط��رد  محل��ول الجزیئ��ات المحمل��ة م��ع المستض��د م��ن م��ل1ی��تم اخ��ذ بع��د ذل��ك

بجھ�از  الامتصاص�یة للمحل�ول  قی�است�م اخذ كمیة من الرائق وثم  ،دقیقة  20لمدة  rpm 13,200بسرعة 

لتص�فیر  blankكمحلول  Chitosanنانومیتر واستخدم محلول  570المطیاف الضوئي عند طول موجي 

 تركی�ز لحس�اب تص�حیح قیم�ةك) OD( الضوئیة كثافةال متاستخد بعد ذلك. قراءة جھاز المطیاف الضوئي

  Nanovaccine) خطوات تحضیر الـ3-3ویوضح شكل (Lubben et al.,2002) الرائق( في المستضد
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 Nanovaccine) یوضح خطوات تحضیر 3-3شكل (

                                   متعدد السكریدمع مستضد  كزازال توكسیدربط  -3-4-3-8

Coupling Vi antigen with Tetanus toxoid protein                     

      متع��دد الس��كریدم��ع مستض��د  مجھ��ز م��ن الش��ركة)الت��ي ت��م الحص��ول علی��ھ  ( ك��زازرب��ط توكس��ید ال ت��م     

درجة  تحت اتساع 4لمدة  عرض للرج بعد ذلك توكسیدحجم من المستضد مع حجم مساوي لھ من ال بأخذ

 0.1M Na2HPO4/NaH2PO4, 0.005M EDTAدارئ لإنھ�اء ھ�ذا التفاع�ل ی�تم اض�افة  مْ . 2-4

(pH 8.0)  0.1م�ع دارى محل�ولوبعد ذل�ك ت�م خل�ط ال M Na2HPO4/NaH2PO4 , 1.5M NaCl 

PBS  )Venkatesan , 2012 ( 

 -: Immunological Testsالفحوصات المناعیة  -3-4-3-9

  LD50قاتلة للنصف تحدید الجرعة ال -3-4-3-9-1

 المستضد المحضر من مختلفة جرعاتتم استخدام  ،مستضد متعدد السكرید المحفضي  جرعة تحدیدل     

 حیوانات في كل  10في (  تركیز كل منمل  1 حقن تمحیث  ،)مل/  میكروغرام 40 ،30 ،20 ،10 (

 LD50القاتلة لنصف العدد  جرعةمن ال %50 تحدید وتم) (IP الغشاء البریتوني  خلال من)  مجموعة

 تموایضا .  LD50القاتلة لنصف المجموعة وتحدید كذلك الجرعة  أیام 5 خلال الوفیات عد طریق عن
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 الجرعة لتحدید والمیتة الحیة الفئران عد استخدمو). PBS( محلول مل 1بـ  مجموعة السیطرة حقن

  (Miller &Tainter, 1944; Al-Ali et al.,2008) والمؤثرة المتوسطة الممیتة

 -: Safety  test السلامة فحص -3-4-3-9-2

 البرویت�ون ف�ي مض�اعفة بجرع�ة المحض�ر بالمستضداسابیع )  8-6بعمر( بیضاءجرذان   10 حقنت      

intraperitoneal  )i.p.، ( ووزن ن�وع ب�نفس كان�ت والت�ي الس�یطرة مجموع�ة حقن�ت الوق�ت نف�س وف�ي 

               مراقب��ة الج��رذان  ،وتم��ت الحق��ن طریق��ة وب��نفس الفس��لجي المل��ح بمحل��ول الاول��ى المجموع��ة

 ;Wang et al., 2005) .للاس�تعمال وص�لاحیتھ المستض�د س�لامة م�ن للتأك�د أی�ام 7  المحقون�ة م�دة

Guzman et al., 2006) . 

 -: Sterility test العقامة فحص -3-4-3-9-3

       وس��ط ، الزرعی��ة الاوس��اط م��ن ع��دد عل��ى المحض��ر البكتی��ري المستض��د م��ن عین��ة تزرع��       

   ال�دم  ارآك� ووس�ط ،  وال�دماغ القل�ب نقی�ع ارك�آ ووس�ط الاعتی�ادي المغ�ذي الم�رق ووس�ط ، الم�اكونكي

            لاھوائی��ة حاض��نھ باس��تخدام اللاھوائی��ة و الھوائی��ة الظ��روف تح��ت المزروع��ة الاوس��اط حض��نت

بكتری�ا ال م�ن وخل�وه ، المستض�د نق�اوة م�ن للتأك�دس�اعة  48-24مْ لمدة  37بدرجة حرارة  CO2مجھزة بـ 

 (Robbins& Robbins,1984; Guzman et al., 2006) . تلوثھ وعدم الحیة،

 -Purity test :فحص النقاوة  -3-4-3-9-4

 ).4-3-4-(3ولونیاً حسب الفقرة 3) -3-4-(3اجري فحص النقاوة للمستضد كمیاً حسب الفقرة 

 -Challenge test : التحدي اختبار -3-4-3-9-5

 التح�دي، اختب�ار ف�ي) Rattus norvegicus( البیضاء الجرذانذكور من  خمسون جرذ تم استخدام       

 ف�ي مب�ین ھ�و كم�ا ، ج�رذان 10عل�ى تحت�وي مجموع�ة كل ،امیع مج خمسة في الحیوانات ھذه میقستم ت ثم

 ) .7 -3( الجداول
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 The design of the challenge test تصمیم تجربة اختبار التحدي  یمثل ) 7-3الجدول (

 المجموعة
عدد 

 الحیوانات

 المعالجة

 الجرعة الاولى 
First dose 

 جرعة التنشیط
Boosting dose 

جرعة التحدي 
Challenge dose 

 الاسبوع الخامس الاسبوع الثالث الاسبوع الاول

T1 10 
20+21.8µg/ 

0.25ml 
20+21.8µg/ 

0.25ml 
40+43.75µg/ 

0. 5ml 

T2 10 20µg/0.25ml 20µg/0.25ml 40µg/0.5ml 

T3 10 20+20µg/ 0.25ml 20+20µg/ 0.25ml 
40+40µg/ 

0. 5ml 

T4 10 
20+20+21.8µg/ 

0.25ml 
20+20+21.8µg/ 

0.25ml 
40+40+43.75 µg/   

0. 5ml 

C 10 0.25ml(PBS) 0.25ml(PBS) 0. 5ml(PBS) 

 تمثل،   Vi Ag المعاملة بـ : مجموعة T2 تمثل ،.Vi Ag + Ch  مجموعة المعاملة بـ: T1حیث تمثل 

T3 :مجموعة المعاملة بـ Vi Ag +TT،  تمثل:T4 مجموعة المعاملة بـ Vi Ag +Ch.+TTوتمثل C  :

 مجموعة السیطرة.

   Blood samples collectionجمع عینات الدم  -3-4-3-9-4-1

 طعن�ة طری�ق ع�ن ج�رذان م�ن ال�دم عین�اتم�ل م�ن  3 جم�ع ،حق�ن ال من جرعة آخر من أیام سبعة بعد     

ال��ى  جمعھ��ا ت��م الت��ي ال��دم عین��ات تمقس�� بع��د ذل��ك،  diethylether باس��تخدام الع��ام التخ��دیر تح��ت القل��ب

        ف��ي انابی��ب تحت��وي عل��ى م��ادة مانع��ة للتخث��ر وھ��ذه اس��تخدمت توض��ع الأول��ىالمجموع��ة  : مجم��وعتین

المجموع�ة ام�ا  Real-time PCRال�ـ  في عد كریات ال�دم الب�یض الكل�ي والتفریق�ي وایض�ا اس�تخدمت ف�ي

وض�عت بجھ�از  ث�م خث�رتت حت�ىوترك�ت  الثانیة  وضعت في انابی�ب غی�ر ح�اوي عل�ى م�ادة مانع�ة للتخث�ر 

 ).Lewis, 2001( مصلیةال لاختباراتل مناسبةأنابیب  إلى نقل ثم المصل لفصلالطرد المركزي 
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 في الوقت الحقیقي الكمي (الاستنساخ العكسي)  البلمرةفحص تفاعل سلسلة 5-9-3-4-3- 

Quantitative Reverse Transcription Real-Time PCR (RT-qPCR) 

 

          ) وذلك الاستنساخ العكسي في الوقت الحقیقي الكمي ( البلمرةفحص تفاعل سلسلة  يأجر        

        على مقدار التعبیر الجینيدلالة ل) لmRNAالحمض النووي المرسل ( كمیاتلقیاس مستویات 

Gene expression  لجین)CD25 and CD29ـكذلك تم استخدام جین ال) و (GAPDH) كجین     

 .قیاسي لحساب التعبیر الجیني منظم

 : التالیة فقراتفي الكما Wang& Hardy,2004) قة (ھذا الفحص حسب طری اجري  

  Total RNA extraction الریبوزي النووي الحمض استخلاص-9-3-4-3-5-1

م�ن قب�ل  هالمجھ�ز Trizol kit ـباستخدام ع�دة ال� تم Total RNA الكلي استخلاص الحمض النووي      

حس�ب تعلیم�ات الش�ركة المص�نعة كم�ا ف�ي الخط�وات  ع�دةت�م العم�ل بھ�ذا الوKorea(  Bioneer ( ش�ركة

 : التالیة

ووض�ع ف�ي   Trizol ـم�ل م�ن محل�ول ال� 1 الىیف ضاو   التجربة جرذانمن عینات دم  250µLاخذ  -1

 لمدة دقیقتین. امل ومزج جید 1.5نبوبة قیاس ا

 15لكل عینھ من العینات وعمل لھ�ا رج لم�دة  chloroformـ مایكرو لیتر من محلول ال  200 ضیفا -2

 . vortex الـدقیقھ بواسطھ 

  ائق.دق 10الخلیط في الثلج لمدة حضن -3

 .ةدقیق/  دوره12000بسرعھ  ائقدق 10العینات في جھاز الطرد المركزي لمدة  توضع -4

ض�یف او  micropipetteجدیده بواس�طة  مل 1.5نبوبة قیاس ا ) الى انبوبھالشفافةالعلیا ( الطبقة نقلت -5

 مرات بالید. 5- 4 الأنبوبة قلبتو isoprobanol al cohoolمن  متساویةالیھا كمیھ 

 . ائقدق 10مْ لمدة 20-العینات بدرجة حراره  حضنت -6

م�ن تم التخلص  بعد ذلك ائقدق 10دقیقھ لمدة /دوره 12000العینات في جھاز الطرد المركزي توضع -7

 .pellet خذ المترسبأوالطافي 

 vortexل�ھ رج مس�تمر بجھ�از  عم�ل % و80بتركی�ز ethanol alcoholمل من  1للمترسب  ضیفأ -8

 وأخ�ذالط�افي  اھم�لو ائقدق� 5دة م�ل ةدقیق�/  دوره12000 ةالخلیط بجھاز الطرد المركزي بسرع وضعثم 

 .pelletسب ارال

بع��د ذل��ك یحف��ظ  الحم��ض  ائقدق�� 10) مْ ولم��دة60-55( الغرف��ةبترك��ھ بدرج��ھ ح��راره  راس��بال جف��ف -9

 .مْ    70- ةحرار ةالمستخلص في درج RNAالنووي 
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 الرایبوسومي الحامض النووي نقاوةتركیز وقیاس  -9-3-4-3-5-2

Assessing   RNA yield and quality 

               المس����تخلص م����ن العین����ات وذل����ك م����ن خ����لال اس����تخدام RNAكش����ف ع����ن الحم����ض الن����ووي        

    الریبوس��وميتحدی��د تركی��ز الحم��ض الن��ووي لوذل��ك  Nanodrop spectrophotometerجھ��از خ��اص 

ng\µl RNA  و قی�����اس نق�����اوة الحم�����ض الن�����وويRNA م�����ن خ�����لال ق�����راءة الامتصاص�����یة بدرج�����ة       

)260/280 nm( الحمض النووي  حیث انRNA  المستخلص یعتبر نقي عندما تكون نسبة الامتصاصیة

 ).(1.8ھي 

 DNase I Treatmentالمعاملة بانزیم  3- -9-3-4-3-5

 Dnase I treatmentباس�تخدام  RNA الریبوس�ومي  مستخلص الحمض الن�ووي معاملةاجریت          

عم�ل ل�ك بالاعتم�اد عل�ى طریق�ة ذوفي عملیة الاستخلاص  DNAلحمض النووي بقایا امن ذلك لتخلص و

 :)3-8( جدولعدة الأنزیم  كما في 

في عملیة  DNAعُدة الإنزیم المستخدمة للتخلص من بقایا الحامض النووي یمثل مكونات ) 3-8جدول(

 .الاستخلاص

Volume Mix 

10µl Total RNA 100ng/µl 

1µl DNase I enzyme 

4µl 10X buffer 

5µl DEPC water 

20µl Total 

 

میكرولیت�ر م�ن  1، وبعدھا اض�یف دقیقھ 30مْ لمدة  37 حرارةدرجة ب المزیج في الحاضنة حضنبعد ذلك 

تثب�یط فع�ل لوذل�ك  دق�ائق  10مْ لم�دة   65 وحضنت ایضا بالحمام المائي بدرج�ة ح�رارة  EDTA ـمادة ال

 الانزیم.
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 cDNA synthesis ـطریقة تصنیع ال 4--9-3-4-3-5

من عین�ات الحم�ض الن�ووي ال  DNA ـالمكمل لل cDNAاستخدام طریقة تصنیع الحمض النووي         

RNA   المس�تخلص باس�تخدام ع�دهAccupower Rockscript RT Premix kit م�ن قب�ل  المجھ�زة

 :) 3-9(جدول كاما في  العدةشركة بایونیر الكوریة. وتم اجراء ھذا العملیة حسب طریقة عمل 

 cDNA synthesisعُدة كاما المستخدمة في عملیة تصنیع ألـ یمثل  ) 3-9(جدول 

Volume RT master mix 

10µl Total RNA 100ng/µl 

1µl Oligo d.t 

9µl DEPC water 

20µl Total 

     

الت��ي ذك��رت ف��ي الج��دول اع��لاه ال��ى انابی��ب ع��دة  RT master mixمكون��ات م��زیج  یفتبع��د ذل��ك اض�� 

cDNA synthesis  والحاویة على انزیم الاستنساخ العكس�يReverse transcription  ،  ث�م وض�عت

 3000rpmبسرعة  vortex centrifuge (Exispin)ز الطرد المركزي المازج اجمیع الانابیب في جھ

وت�م تطبی�ق    Thermocyclerدوار الح�راري م�لمدة ثلاثة دقائق. بعد ذل�ك ت�م نق�ل الانابی�ب ال�ى جھ�از ال

 :)3-10(حسب طریقة عمل العدة كما في الجدول cDNAالظروف الحراریة لعملیة تصنیع ال 

 حسب طریقة عمل العُدة cDNAالظروف الحراریة لمراحل تصنیع ألـ یمثل  )3-10جدول(

Time Temperature Step 

1 hour 50 °C 
cDNA synthesis 

(RT step) 

5 minutes 95 °C Heat inactivation 

 

 . Real-time PCRلحین استخدامھا في فحص  مْ  20-بدرجة  لحفظھاالعینات  تنقلبعد ذلك 

  Quantitative Real-Time PCR (qPCR)فحص  9-3-4-3-5-5

             لمج�������امیع التجرب�������ة باس�������تخدام ع�������دة cDNA ـلعین�������ات ال������� qPCR ـاج�������راء فح�������ص ال�������       

Accupower 2x Green Star qPCR kit م�ن قب�ل ش�ركة  المجھ�زة) Korea(  Bioneer ،لأج�راء 
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             ھ��ذا الفح��ص والح��اوي عل��ى ص��بغة الس��ایبر الخض��راء والت��ي تتفاع��ل م��ع الجین��ات المتض��خمة ف��ي جھ��از

 : یأتيكما  Real-Time PCR ـال

A(-  تحضیر مزیج تفاعلqPCR   لجینات الھدفCD25 , CD29 ) 3-11كما في جدول(  

 CD25 , CD29 لجینات الھدف qPCRمزیج تفاعل مكونات ) یمثل 3-11جدول (

Volume qPCR master mix 

2.5µL cDNA template 

1.25 µL Forward primer Primers  
(10pmol) 1.25 µL Reverse primer 

25 µL 2x green star master mix 

20 µL DEPC water 

50 µL Total 

 

B(-  تحضیر مزیج تفاعلqPCR   جین المحافظ القیاسيGAPDH genes  ) 3-12كما في جدول( 

 GAPDH genesجین المحافظ القیاسي   qPCRمزیج تفاعل مكونات ) یمثل 3-12جدول (

Volume qPCR master mix 

2.5µL cDNA template 

1.25 µL Forward primer Primers  
(10pmol) 1.25 µL Reverse primer  

25 µL 2x green star master mix 

20 µL DEPC water 

50 µL Total 

 

الخاص�ة. وم�ن ث�م  qPCR ھ�ذا المكون�ات الت�ي ذك�رت ف�ي الج�داول اع�لاه ال�ى انابی�ب  اضیفتبعد ذلك    

بس�رعة  vortex centrifuge (Exispin)ز الط�رد المرك�زي الم�ازج اوض�عت جمی�ع الانابی�ب ف�ي جھ�
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3000rpm دھا نقلت صفیحة  الى جھاز ـوبع . لاثة دقائقـدة ثـلم(Miniopticon Real-Time PCR)  

حس�ب طریق�ة عم�ل لكل الجین�ات  qPCR Thermocycler conditionsوتم تطبیق الظروف الحراریة 

 الاتي:) 3-13(ول العدة كما في الجد

 بحسب طریقة عمل العُدةو qRT-PCRلمراحل الظروف الحراریة المُثلى یمثل   )3-13( جدول

Repeat cycle Time Temperature qPCR step 

1 3 min 95 °C Initial Denaturation 

45 
20 sec 95 °C Denaturation 

30 sec 60 °C 
Annealing\ Extention 

Detection(scan) 

1 0.5 sec 60-95°C Melting 

 

 Real-Time PCR data anlysisبیانات  تحلیلطریقة  -9-3-4-3-6-5

اس��تخدام  ف��ي الوق��ت الحقیق��ي الكم��ي م��ن خ��لال  ةالمتبلم��ر السلس��لةم��ن تفاع��ل  الناتج��ةالبیان��ات  حلل��ت      

والت�ي تعتم�د عل�ى (Livak & schmittgen,  2001) والتي وضعت من قب�ل   livak methodطریقة 

م�ن  (Absolute  Quantitive) المطلق�ةوالكمی�ھ  (Relative Quantitive) النس�بیةاس�تخراج الكمی�ھ 

      ذات معن���ى النت���ائجحت���ى تك���ون  الس���یطرةخ���لال عملی���ة تص���حیح ومعادل���ھ الجین���ات الھ���دف م���ع عین���ات 

م�ن التعبی�ر النس�بي  لین�تج مس�توى مح�دد الس�یطرةكل عینھ من عینات الھدف تص�حح م�ع عین�ة ل بیولوجي

 : التالیةوكما في المعادلات 

1- ∆CT (test) = CT (target,test) – CT (ref, test) 

2- ∆CT (control) = CT (target,control) – CT (ref, control) 

3- ∆∆CT= ∆CT (test) – ∆CT (control) 

4- Gene expression Ratio = 2-CT ∆∆CT . 
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3-4-3-9-6-  Passive haemagglutination test:  : 

ف�ي وكم�ا  (Boyden,1951)حس�ب طریق�ة  Passive haemagglutination test فح�ص أج�رى      

 : الخطوات التالیة

 :  Sheep RBCsللأغنام  الحمراء الدم كریات -1

                    محل����ول م����ن م����ل 5 م����ع خل����ط و، معقم����ة حقن����ةم طری����ق ع����ن الأغن����ام دم م����نم����ل  5س����حب         

al-sever solution ،  بس��رعة ال��دم عین��ة تط��رد مث��. س��اعة 72 لم��دة مْ  4بدرج��ة  حفظ��تبع��د ذل��ك      

   م�رات ث�لاث الحم�راء ال�دم اتی�كر تغس�لث�م  ، al-sever solutionھم�ل ل دقائق 10 دورة لمدة  1500

          لم���دة دورة 1500بس���رعة بجھ���از الط���رد المرك���زي ت وط���رد) 7.2=  الھی���دروجیني ال���رقم( PBS م���ع

 .لمعلقةا لأغنامل الحمراء الدم كرات من % 2.5 أعدت ثم. دقائق 5

 : Tanned RBCsالمدبوغة  الحمراء الدم كریات -2

      التانی���ك ح���امض محل���ول م���ن مس���او حج���م م���ع الحم���راء ال���دم اتی���كر) % 2.5( م���ن م���ل 10 خل���ط      

tannic acid )1 :20000(، وض�عت بجھ�از الھ�زاز  ، دقیق�ة 20 مْ لم�دة 37 ف�ي حض�نتShaker لم�دة    

    لإزال��ة ائقدق�� 10دورة لم��دة 2000 ھ��ا بجھ��از الط��رد المرك��زي بس��رعةطرد بع��د ذل��ك ت��م ث��م دق��ائق، 5

) 7.2=  الھی��دروجیني ال��رقم( PBS م��ع م��رات ث��لاث الحم��راء ال��دم اتی��كر غس��لت و التانی��ك، مضاح��

  .دقائق 5 لمدة دورة  1500الطرد المركزي بسرعةت بجھاز وطرد

 Sensitized of washed tanned RBCs المدبوغة الحمراء الدم كرات غسل -3

     ع��ن وكش��ف sensitize washed tRBCs ـل�� خ��اصال للمستض��د سلس��لة م��ن التخ��افیف  تأع��د       

                  المض������ادة الأجس������ام ارتف������اع م������ع إیج������ابي فع������ل رد أعط������ى ال������ذي الأمث������ل المستض������د تركی������ز

 ت��م حض��نھا بدرج��ة          ث��م المغس��ولة tRBCs م��ن م��ل 1خل��ط م��ع  ال��ذوبان مستض��دات م��ن م��ل.1مخفف��ةال

     بع��د الخل��ط ث��م ، دق��ائق 5لم��دة  وبع��د الحض��ن وض��عت بلط��ف ف��ي جھ��از الھ��زاز دقیق��ة، 30 لم��دة مْ 37

 ،ة المفرط�� مستض��داتال لإزال��ة دق��ائق  10دورة لم��دة  2000 المرك��زي بس��رعة  ط��ردوض��عت بجھ��از ال

ت وط��رد) 7.2= الھی��دروجیني ال��رقم( PBS ب��ـمحلول ال��ـ الحساس��ة الحم��راء ال��دم ك��رات تغس��ل وأخی��را،

 .مرات ثلاث دقائق 5 لمدة  دورة 1300 بجھاز الطرد المركزي بسرعة 

 -: Inactivation of serumالمصل الغیر منشط  -4

 . للمتمم الكامل النشاط تعطیل ضمانل  دقیقة 30 لمدة مْ  56  بدرجة مائي حمام فيعینات المصل حضنت  
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 :  Procedureالطریقة 

 microtiterplate الحفر بواسطة الـالغیر منشط في  الأرنب مصل من %1 من مل 0.05 أضیف          

 ث�م ، raws ف�ي حف�رة  أولمصل العینات الى  من مل 0.05 ةاضاف ثم ،)Uحفرة بشكل حرف  96تمتلك (

              إل����ى ونقلھ����ا الخل����یط م����ن م���ل 0.05 بأخ����ذ ماصةال����ـ سلس����لة م����ن التخ����افیف للمص���ل بواس����طة تعمل���

         ك��ل إل��ى یفتاض�� ث��م منھ��ا واھم��ل م��ل 0.05اخ��راج  والت��ي ت��م  ، حف��رة آخ��ر إل��ى تالی��ة وھك��ذاال الحف��رة

          الألومنی����وم ورقبغط����اء  اللوح����ة تغطی����ةبع����د ذل����ك ت����م  ، الحساس����ة tRBCs م����ن) م����ل 0.05( حف����رة

ت��م ق��راءة           مْ 4  ف��ي س��اعة 18 بع��دث��م  ، الأق��ل عل��ى س��اعة 2 لم��دة الغرف��ة ح��رارة درج��ة ف��ي وحض��نت

            حص����یرة ش����كل وعل����ى الحم����راء ال����دم ك����رات التص����قت عن����دما إیج����ابي فع����ل رد یك����ون وق����د.النت����ائج 

)carpet  (shape .نقط�ة مث�لف�ي  كم�ا الحم�راء الدم كرات قاعال في تترسب عندما سلبي فعل رد یكونو 

 .تراص دونب

 -: Controlالسیطرة 

 .PBS الـ مل 0.05+ الغیر حساسة  الحمراء الدم اتیكرمل من  0.05 •

الع��ادي  الأرن��ب مص��ل( NRS م��ل 0.05+  الغی��ر حساس��ة  الحم��راء ال��دم اتی��كرم��ن  م��ل 0.05 •

 ).الغیر منشط

 المص��ل م��ن الأول التخفی��ف م��ن م��ل 0.05+  الغی��ر حساس��ة الحم��راء ال��دم اتی��كر م��ن م��ل 0.05 •

 .الإیجابي

 .المستضدات من مل 0.05+  حساسة  غیرال الحمراء الدم اتیكر مل 0.05 •

 .PBS من مل 0.05+  الحساسة  الحمراء الدم اتیكر من  مل 0.05 •

 .NRS من مل 0.05+  سةاسالح الحمراء الدم اتیكر مل0.05 •

 Total leukocytes count  الكلي لكریات الدم البیضالعد  -3-4-3-9-7

     .)  (Haen ,1995 اج��راء الع��د الكل��ي لكری��ات ال��دم الب��یض حس��ب طریق��ة ت��مو ال��دم عین��ات تجمع��    

       ف��ي انبوب��ة   leukocyte diluent م��ل م��ن محل��ول ال��ـ 0.38م��ل م��ن ال��دم وخلط��ھ م��ع  0.02س��حب 

     ث�م وض�عت قط�رة م�ن الخل�یط عل�ى س�طح ش�ریحة.  دق�ائق 3 لم�دة الغرف�ة ح�رارة درجة في وتركاختبار 

 دق�ائق3  لم�دة الغرف�ةف�ي  وترك�ت ، cover slipتح�ت غط�اء الش�ریحة   Neubauer chamber الع�د 

 وت��م ،)ص��غیرة مربع��ات 16 ك��ل م��ع( كبی��رة مربع��ات 4 ف��ي البیض��اء ال��دم كری��اتع��دت . الخلای��ا لتس��ویة

 : التالیة المعادلة باستخدام البیضاء الدم كریاتل العدد الكلي  على الحصول
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عدد الخلایا المحسوبةمل .الدم) = 1العدد الكلي (خلیة /
4

  *20  *10 

Total Count (cell/1ml.blood) =�Number of Cells Counted
4

�   x 20 x 10 

 Differential of WBCs العد التفریقي لكریات الدم البیض  -3-4-3-9-8

      ترك��ت ف��ي الھ��واءو أخ��رى ش��ریحة باس��تخدام نظیف��ة ش��ریحة عل��ى ال��دم م��ن واح��دة قط��رة توض��ع      

 بع�د ذل��ك ، دق��ائق 5-3 لم�دة لیش��مانبص�بغة  وھ�ذه المس��حة ت�م تص��بغھا . الغرف��ة ح�رارة درج��ة ف�ي لتج�ف

وبع�د ذل�ك . الحنفی�ة اخی�را ت�م غس�لھا بم�اءو ، ئقادق� 10 لم�دةاضیف ماء مقطر ضعف حجم صبغة لش�من 

 تموی�.   100X( (Haen, 1995)(الزیتی�ة  عدس�ةال تح�ت فحصت ثم ومن الھواء، في لتجف الشریحةرك ت

 . الخلایا من نوع لكل المئویة النسبة وسجلت ،  الأقل على البیض الدم كریات من 100 فحص

 الدراسة النسیجیة  9-9-3-4-3-

(الطح�ال و الغ�دة  أجري التقطیع النسیجي لنماذج مأخوذة من بعض اعضاء الحیوانات المس�تخدمة          

 .(Allen& Cameron,2004)في التجارب واعتمدت طریقة  الزعتریة )

 Statistical analysisالتحلیل الإحصائي  10-9-3-4-3-

لج��دول تحلی��ل  20) نس��خة SPSSبرن��امج التحلی��ل الإحص��ائي ( حُلِّل��ت البیان��ات إحص��ائیاً بإس��تخدام

) Std. error) بإتج��اه واح��د، وقورن��ت المتوس��طات والخط��أ القیاس��ي (One WayANOVAالتب��این (

عن�د  Least significant difference (LSD)والتب�این المعن�وي بإس�تخدام إختب�ار أق�ل ف�رق معن�وي 

  P ≤ 0.05(. (McDonald, 2009)( یةمســـتوى إحتمـــال
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  Resultsالنتائج  -4

 -:  Salmonella typhi بكتریا السالمونیلا تشخیص -4-1

تك��ون مس��تعمرات بش��كل دائ��ري حم��راء الل��ون ذات مرك��ز    بكتری��ا  الس��المونیلا  أظھ��رت النت��ائج ب��أن      

ون مس�تعمرات بش�كل دائ�ري ش�احبة ال�ون وذات مرك�ز اس�ود ایض�ا كّ تُ و XLD agarعلى وسط الـ اسود 

 ) .2-4)،(1-4وكما بالشكلین ( H 2Sنتیجة انتاجھا غاز الـ  SSAالـ على وسط 

 

  XLD agarعلى وسط   Salmonella typhi) : مستعمرات بكتریا الـ 1-4شكل (      

 

 SSA على وسط  Salmonella typhi) : مستعمرات بكتریا الـ 2-4شكل (          
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 Biochemical Tests الكیموحیویةالفحوصات  -4-2

              كم����ا موض����ح بالج����دول  Tests Biochemical الكیموحیوی����ة  الاختب����ارات أظھ����رت نت����ائج        

 احم��ر،اختب��ار catalase الكت��الیز الكلوك��وز، تخمی��ر ،H2S لإنت��اج ایجابی��ة نت��ائج الع��زلات لجمی��ع )4-1(

 الس�ترات الأندول، استخدام لإنتاج سلبیة نتائج  أعطیت حین في واختبار الحركة اختبار المحفظة المیثیل ،

 .و الأوكسیدیز للكربون كمصدر

 .Salmonella typhiیمثل نتائج الفحوصات الكیموحیویة لبكتریا   :)1-4جدول (

 النتیجة Testالاختبار 

 +  Catalase test الكتالیز اختبار

 - Oxidase test الأوكسیدیز اختبار

 - Voges Proskauer testبروسكاور  -الفوكس اختبار

 + Methyl Red testاختبار احمر المثیل 

 -    Indole testاختبار الاندول 

 - Citrate Utilization السترات  استھلاك اختبار

 + Motility test الحركة اختبار

وتخمر الكلوكوز ولاكتوز  H2S  غاز أنتاج عن الكشف اختبار
 TSI agar A/K, with H2S, No gasعلى وسط 

 + تكوین المحفظة

 تمثل النتیجة السالبة –+ تمثل النتیجة الموجودة                

 dry weightالوزن الجاف للبكتریا  -4-3

     الحص��ول عل��ى  ت��م (Silipo et al.,2002)بع��د تحض��یر ال��وزن الج��اف للبكتری��ا حس��ب طریق��ة       

 .                                                                           Vi Agالتي من خلالھ یتم تنقیة مستضد غم  من وزن البكتریا الجاف 2حوالي 

 Vi capsular polysaccharide المحفظي السكرید متعدد تركیز تقدیر -4-4

طریق���ة  وحس��ب  المس���تخلص ف��ي S.typhi لبكتری��ا المحفظ���ي الس��كرید متع��دد تركی���ز تق��دیر ج��رى     

)Dubois et al., 1956( تركی�ز نأ النت�ائج وض�حتأ حیث ، للسكریات القیاسي المنحني على بالاعتماد 

 . مل/مایكروغرام 80 بلغ المستخلص في الكربوھیدرات
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 )ViAgالمحفظي (الكشوفات الكیمیائیة اللونیة على متعدد السكرید  - 4-5

    بع��د إج��راء عملی��ة الاس��تخلاص تم��ت معامل��ة المس��تخلص بع��دد م��ن الكش��وفات اللونی��ة للتأك��د م��ن ان     

 Vi capsular polysaccharide ھي متعدد الس�كرید المحفظ�ي S.typhi  المادة المستخلصة من بكتریا

نتیج��ة موجب��ة بظھ��ور حلق��ة ارجوانی��ة الل��ون ب��ین المس��تخلص وح��امض الكبریتی��ك  ، اظھ��ر كش��ف م��ولش

، اما باقي الكش�وفات فق�د اعط�ت المستخدم في التجربة مما یدل على وجود الكربوھیدرات في المستخلص 

نتیجة سلبیة ، حیث لم یتلون المستخلص باللون البنفس�جي عن�د معاملت�ھ بكاش�ف البایوری�ت مم�ا یؤك�د خل�و 

تخلص من البروتینات في المستخلص كما اظھر كشف الاكرولین نتیجة سالبة حی�ث ل�م تنبع�ث رائح�ة المس

 تشبھ رائحة تزنخ الدھون مما یؤكد خلو المستخلص من الدھون .

 Preparation of Chitosan Nanoparticlesتحضیر حبیبات النانو  - 4-5

 Detection the optimum concentration of تحدی�د التركی�ز الامث�ل لحبیب�ات الن�انو -4-5-1

Chitosan nanoparticles                                          

 ) م��ن% 0.5( م��ع) 2.5 % ( ھ��و  chitosanال��ـ لتركی��ز امتصاص��یة أعل��ى أن النت��ائج أظھ��رت      

 والت�ي ،) 2-4حس�ب الج�دول  ( الم�وجي الط�ول ن�انومتر) 0.114( یس�اوي الذي) TPP( ترایبولیفوسفیت

 chitosanال�ـ  م�ن أخ�رى تراكی�ز وج�دت ح�ین ف�ي ، chitosanلحبیب�ان الن�انو  الأمث�ل التركی�ز في یتمثل

 ).1-4 حسب الشكل ( الأمثل، التركیز من أقل امتصاصیة وترایبولیفوسفیت تمتلك 
 

 Chitosan:یوضح الامتصاصیة الامثل لحبیبات النانو  2)-(4جدول 

 *TPP ركیزت              

 

 **CNP ركیزت

 نانومیتر 570الامتصاصیة عند 

1 % 0.5 % 

CNP 1.5 0.080 0.096 

CNP 2.5 0.112 0.144 

 Chitosanحبیبات النانو CNP** وتمثل  ، تركیز الترایبولیفوسفیت TPPمثل ی *حیث
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 Chitosanیوضح الامتصاصیة الامثل لحبیبات النانو :  3)-4( الشكل

 Loading antigen on Chitosan Nanoparticlesتحمیل حبیبات النانو  -4-5-2

وقیاس تركیز الامتصاصیة الامث�ل وتحدی�د التركی�ز  (Vi Ag)بعد تحمیل حبیبات النانو على مستضد      

 )4-4(ش�كل  النت�ائج حس�ب تظھ�رأو stander spectrophotometerتم قی�اس التركی�ز الامث�ل بجھ�از 

ل�ى حی�ث اظھ�رت اع 200-1100حیت تم اس�تخدام ط�ول م�وجي یت�راوح م�ن التي یوضح التركیز الامثل 

بالانخف��اض عن��د الاط��وال الموجی��ة الاخ��رى كم��ا  ب��دأتث��م  289)عن��د ط��ول م��وجي 0.220امتصاص��یة (

 . )4-4( الشكل یوضح 

 

 stander spectrophotometer): یوضح التركیز الامثل بجھاز 4-4شكل (
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 Immunological testالفحوصات المناعیة  -4-6

  LD50تحدید الجرعة القاتلة للنصف  -4-6-1

             ام���ا الجرع����ة المتوس����طة  40µlھ����ي جرع����ة لمستض����د متع����دد الس���كرید كان���ت الجرع����ة الم���ؤثرة       

               واس����تخدمت جرع����ة توكس����ید الك����زازالت����ي اس����تخدمت ف����ي اختب����ار التح����دي  20µlجرع����ة  كان����ت

                          فق���د اس����تخدمت حس���ب جرع����ة الباح����ثChitosan لھ����ا .أم���ا جرع����ة حبیب���ات الن����انو ال���ـ   مس���اویھ

(AL-Shibbani & Alkhozai ,2015). 

 فحص السمیة والعقامة  -4-6-2

     اي علام��اتظھ��رت النت��ائج س��لامة المستض��د المس��تخلص م��ن البكتری��ا وعقامت��ھ حی��ث ل��م تس��جل أ     

    ، كم�ا ل�م یظھ�ر نم�و بكتی�ري بھ وھذا یدل على س�لامة المستض�د المحض�ر المحقونةمرضیة على الفئران 

 .في الاوساط الزرعیة التي زرعت علیھا مسحات من المستخلص دلالة على عدم تلوثھ بالبكتریا

 Humoral immune responseالاستجابة المناعیة الخلطیة  -4-6-3

  Antibody titers الاضدادیاریة مع -4-6-3-1

           ض����داد        بالأ اً واض����ح اً رتفاع����ا )5-4كم����ا موض����ح بالش����كل ( ض����دادالا ی����ةمعیاراظھ����رت نت����ائج       

          بالس���یطرة ةً ) مقارن���Ch + Vi Ag( )T1( )620.8±364.8( ـب��� حیوان���ات التجرب���ة المعامل���ة عن���د 

)C( ض��������داد                            والمج��������امیع الاخ��������رى یل��������ي ھ��������ذا الارتف��������اع الحاص��������ل زی��������ادة اق��������ل منھ��������ا بالأ            

بالسیطرة والمجامیع الباقیة  ةً ) مقارنTT  +ViAg( )T3( )537.6±142.53( ـب الحیوانات المعاملةعند 

لوح�����ده  )ViAg ()T2( ـب����� حیوان�����ات المعامل�����ةعن�����د ال ض�����دادت�����م ملاحظ�����ة زی�����ادة بالأ ، وایض�����ا

                     المعامل�����ة  یوان�����اتحص�����ل عن�����د الحض�����داد رتف�����اع بالأأ،واظھ�����رت النت�����ائج اق�����ل (448±117.73)

 بالمجامیع الاخرى. ةً مقارنCh+ TT +Vi Ag(  (121.6±38.4) (T4)( ـب
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 ) :یوضح معایر الاجسام المضادة عند التمنیع5-4شكل (

 p ≤ 0.05احتمالیة الحروف المختلفة تشیر الى وجود فروق معنویة عند مستوى 

 Cellular immune responseالاستجابة المناعیة الخلویة  -4-6-4

 Total white blood cells (WBCs) countالعد الكلي لكریات الدم البیض  -4-6-4-1

     بمستض���د متع���دد الس���كرید مل���ةالمعا حیوان���اتاظھ���رت نت���ائج التع���داد الكل���ي لكری���ات ال���دم الب���یض لل      

م��ع  ةً ) مقارن�� خلی��ة/مل 891.85±21020اعل��ى زی��ادة بكری��ات ال��دم الب��یض الكل��ي (  )T1(المحفظ��ي  

       ) والمج���امیع الاخ���رى ، یلھ���ا زی���ادة بع���دد كری���اتخلی���ة/مل C( )5500±230.94( مجموع���ة الس���یطرة

م��ع مجموع��ة  ةً مقارن��) خلی��ة/مل T3( )10740±980.61( ـب�� مل��ةالمعا حیوان��اتال��دم الب��یض الكل��ي ف��ي ال

                ةً ) والمج�����امیع الباقی�����ة ، ث�����م تلیھ�����ا زی�����ادة اق�����ل مقارن�����خلی�����ة/مل C( )5500±230.94( الس�����یطرة

عل�ى م�ن مجموع�ة أ كان�ت بینم�ا )خلی�ة/مل T4)) (10650±1217.78 ـ�ـب حیوانات المعامل�ةباعلاه في ال

      بین��ت النت��ائج اق��ل زی��ادة حاص��لة ف��ي التع��داد الكل��ي  ك��ذلك،  )خلی��ة/ملC) ( )5500±230.94الس��یطرة

م�ع المج��امیع  ) مقارن�ةً خلی�ة/مل T2( )9980±572.18( ـب� حیوان�ات المعامل�ةلكری�ات ال�دم الب�یض ف�ي ال

 ).6-4الشكل ( في ) كماخلیة/مل C( )5500±230.94( كانت اعلى من مجموعة السیطرة حیثالاخرى 
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 یوضح التعداد الكلي لكریات الدم البیض ) :6-4شكل (

  Differential count of leukocytes (DCL)العد التفریقي لكریات الدم البیض  -4-6-4-2

 Neutrophilsالعدلة  -1-2-4-6-4

            بع��دد كری��ات ال��دم معنوی��ةزی��ادة  ظھ��ور)،(4-3 ) والج��دول7-4بالش��كل ( مبین��ةالظھ��رت النت��ائج أ      

           مجموع���ة الس���یطرة  م���ع ةً ) مقارن���T2( )40±1.89%(ـالمعامل���ة ب��� حیوان���اتالب���یض (العدل���ة) ف���ي ال

)C(    )±0.66 33.3333%، ـالمعامل��ة ب�� حیوان��اتال تلیھ��ا الزی��ادة الحاص��لة ف��ي ) والمج��امیع الاخ��رى  

)T4(  )% 34±1.37��(ة ومجموع��ة الس��یطرة ی��بالمج��امیع الباق ةً ) مقارنC( )±0.66 %33.3333( ،      

 )C(مجموع���ة الس���یطرة ب ةً ) مقارن���T3( )%33.6±0.67(المعامل���ة ب���ـ  حیوان���اتث���م تلیھ���ا زی���ادة ف���ي ال

 (0.66±19.4%) ـالمعامل��ة ب� حیوان�اتزی��ادة حص�لت ف��ي ال بینم�ا س��جلت اق�ل، )%33.3333 ±0.66(

(T1)  مع مجموعة السیطرة والمجامیع الاخرى . ةً مقارن 
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 Neutrophil) : یوضح عد كریات الدم البیض العدلة 4-7شكل (

 Eosinophilsالحمضة  -2-2-4-6-4

      ) ، حی��ث(4-3) والج��دول(4-8ظھ��رت نت��ائج  ع��د كری��ات ال��دم الب��یض الحمض��ة حس��ب الش��كل أ       

    ) واظھ���رتC)(%2.6667±0.33م���ع مجموع���ة الس���یطرة ( ةً المع���املات منخفض���ة مقارن��� نت���ائج كان���ت

مجموع���ة ، )T4) (%1.6±0.74( المعامل��ة ب���ـ  حیوان���اتالنت��ائج كم���ا یل��ي : حی���ث اظھ���رت مجموع��ة ال

 T3( )(%1.2±0.37ـ (المعامل��ة ب��الحیوان��ات مجموع��ة ،) T2( )%1.2±0.37( ـالمعامل��ة ب��الحیوان��ات 

 ) .T1)(% 0.6±0.24( المعاملة بـ الحیواناتاقل زیادة بمجموعة  كانتبینما 

 

 :یوضح نتائج عد كریات الدم البیض الحمضة) 8-4شكل (
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 Lymphocytesالخلایا اللمفاویة  -3-2-4-6-4

         الخلای����ا ) زی����ادة واض����حة ف����ي ارتف����اع(4-3) والج����دول9-4بالش����كل ( ةمبین����الظھ����رت النت����ائج أ      

م���������ع مجموع���������ة  ةً مقارن���������(T1)(2.7±79.2%)  المعامل���������ة ب���������ـ حیوان���������اتاللمفاوی���������ة ف���������ي ال

                     المعامل�����ة حیوان�����اتوالمج�����امیع الاخ�����رى ، تلیھ�����ا زی�����ادة ف�����ي ال C()(%58.3333±1.76(الس�����یطرة

م ث�والمج�امیع الاخ�رى ،  C()(%58.3333±1.76(بمجموع�ة الس�یطرة ةً مقارن )T4( )%62±2.06( بـ

م��ع مجموع��ة الس��یطرة  ةً مقارن�� )T3( )%61.2±2.72(المعامل��ة ب��ـ  حیوان��اتال تلیھ��ا زی��ادة بمجموع��ة

)C()(%58.3333±1.76  اقل زیادة بمجموعة كانتبینما  )T2 ()%55.8±1.11مع مجموعة  ةً ) مقارن

  .C()(%58.3333±1.76(السیطرة

 

 ) یوضح عد كریات الدم البیض الخلایا اللمفاویة9-4شكل (

 Monocytesوحیدة الخلیة  -4-2-4-6-4

           ف���ي ع���دد  انخفاض���اً واض���حاً ) (4-3) والج���دول 10-4بالش���كل الت���الي ( المبین���ةظھ���رت النت���ائج أ      

                     وكان�����ت النت�����ائج )C( )5.6667±0.33%م�����ع مجموع�����ة الس�����یطرة ( ةً ن�����واة مقارن�����خلای�����ا وحی�����دة ال

  مجموع�ة الحیوان�ات المعامل�ة  ب�ـ و) T4( )2.4±0.48%(  مجموعة الحیوانات المعامل�ة ب�ـ فيكما یلي : 

)T3( )(%4±0.58ـالمعاملة ب الحیوانات مجموعة و )T2( )(%3±0.31  المعاملة الحیوانات مجموعة و

 .) T1 ()0.8±0.37%( بـ
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 ): یوضح عد كریات الدم البیض وحیدة الخلیة10-4شكل (

 ) جدول یبین العد التفریقي لكریات الدم البیض عند المعاملة بالمستضدات 3-4جدول (

          WBCs 

 المجامیع

 العدلة

Neutrophil 

 الحمضة

Eosinophil 

 خلایا اللمفاویة

Lymphocyte 

 وحیدة الخلیة

Monocyte 

C 33.3333±0.66a 2.6667±0.33a 58.3333±1.76ab 5.6667±0.33a 

T1 19.4±0.66c 0.6±0.24b 79.2±2.7c 0.8±0.37c 

T2 40±1.89b 1.2±0.37ab 55.8±1.11b 3±0.31b 

T3 33.6±0.67a 1.2±0.37ab 61.2±2.72a 4±0.58a 

T4 34±1.37a 1.6±0.74ab 62±2.06a 2.4±0.48a 

المختلف��ة تش��یر ال��ى وج��ود  بینم��ا الح��روف معنوی��ة * الح��روف المتش��ابھة تش��یر ال��ى ع��دم وج��ود فروق��ات

 .)(P ≤ 0.05 احتمالیة مستوى فروقات معنویة عند
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 Molecular analysisالتحلیل الجزیئي  -4-7

                       الكلي            RNAتراكیز ونقاوة الحامض النووي   -4-7-1

The concentrations and purity of total RNA   

جھ��از أل��ـ  باس��تخدامالمس��تخلص  Total RNA (ng/µl)قیُِّم��ت نق��اوة وتركی��ز الح��امض الن��ووي         

Nanodrop spectrophotometer  ) عین��ات الم��راد لل )ن��انومیتر280و  260وعل��ى ط��ولین م��وجیین

وكان��ت ذات تركی��ز مث��الي  RNA Totalالت��ي أعط��ت تركی��زاً عالی��اً م��ن الح��امض الن��ووي دراس��تھا و

وكما موض�ح ف�ي ج�دول  Quantitive reverse transcriptase real- time PCRلإكمــــــال عملیة 

)4 - 4.( 

 Total RNA: یوضح تركیز ونقاوة )4 - 4(جدول 

Group 260/280R(purity) RNA conc.(ng/ ul) M ± SE 

C 2.42 14.8 

40.175 ± 8.77 
 

C 1.43 45.9 

C 1.00 44.8 

C 1.87 55.2 

T1 1.07 56.3 

55.38± 11.90 
 

T1 1.22 36.1 

T1 2.50 48.8 

T1 2.08 100.3 

T1 1.39 35.4 

T2 1.74 45.4 

46.14± 4.04 
 

T2 1.73 57.2 

T2 2.15 32.4 

T2 2.14 50.1 

T2 1.20 45.6 

T3 1.01 67.1 

53.42 ± 4.2 
 

T3 1.50 47.1 

T3 1.26 52.9 

T3 2.04 42.8 

T3 1.22 57.2 

T4 1.16 45.8 

39.88 ± 1.86 
 

T4 1.28 37.7 

T4 1.23 42.6 

T4 1.42 35.7 

T4 1.60 37.6 

 
M±SE الخط�أ المعی�اري ±: تمث�ل الوس�ط الحس�ابي. C  .تمث�ل مجموع�ة الس�یطرة :T1 تمث�ل مجموع�ة :Vi Ag + Ch.  .

:T2  تمثل مجموعةViAg  T3 تمثل مجموعة:TT +ViAg .:T4  یمثل مجموعةViAg+Ch.+TT   
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                          Real-Time PCR   كمی��ة الاستنس��اخ العكس��ي او النس��بي لل��ـ -2-7-4

Quantitative Reverse Transcriptase Real-Time PCR                                                       

         النس���بي الع���د لقی���اس Real-Time PCR جری���ت كمی���ة الاستنس���اخ العكس���ي او النس���بي لل���ـأ     

)relative quantification ()الجین���ي لجین���اتلمس���تویات التعبی���ر ) الجین���ي التعبی���ر تحلی���ل CD25 

  ) . housekeeping gene expression  )GAPDH طریق عن CD29و

 RT-qPCR quantification  طریقة في نظامReal-Time PCR  تعتمد على قیم ع�دد دورات العتب�ة

(CT) ) لـمنحنى التضخمamplification plot للجینات الھدف وجین (housekeeping  وفیھا نتیج�ة .

 مجموع�ة الس�یطرةف�ي  (CT) قیم�ةظھ�رت أالت�ي  GAPDHلج�ین  Real-Time PCRمنحن�ى تض�خم 

(CT=27)  كذلك ظھرت  املةالمجامیع المع وایضا في(CT=27) ) 11-4. كما في شكل(   

 

 RT-qPCR في اختبار  GAPDH) : یوضح منحني التضخم لجین 11-4شكل (

 Red  یمث�ل مجموع�ة المعامل�ة الاول�ى المعامل�ة ب�ـ:Vi Ag +Ch. . Blue   یمث�ل مجموع�ة المعامل�ة الثانی�ة المعامل�ة ب�ـ:Vi Ag .  

Green  : یمث��ل مجموع��ة المعامل��ة الثالث��ة المعامل��ة ب��ـVi Ag+ TT. : Yellow یمث��ل مجموع��ة المعامل��ة الرابع��ة المعامل��ة                  

 .Vi Ag + Ch +TTبـ 

زی�ادة ف�ي التعبی�ر الجین�ي م�ن ظھ�رت أ CD25لج�ین  Real-Time PCRم�ا نتیج�ة منحن�ي تض�خم أ     

 جینفروقات معنویة ل كذلك ظھرتو 4-12)كما في الشكل (خلال تسجیل الفروقات للمجموعات المعاملة 

CD29 4-13كما في الشكل ( تالمعاملا ةفي مجموع. ( 
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 RT-qPCR في اختبار  CD25) یوضح منحني التضخم لجین 4-12شكل (

Red  یمث��ل مجموع��ة المعامل��ة الاول��ى المعامل��ة ب��ـ:Vi Ag + Ch. . Violet  یمث��ل مجموع��ة المعامل��ة الثانی��ة المعامل��ة:          

یمثل مجموعة المعاملة الرابعة  Vi Ag+ TT. : Yellowیمثل مجموعة المعاملة الثالثة المعاملة بـ  Vi Ag . : Greenبـ 

 .Vi Ag +Ch +TTالمعاملة بـ 

 

 RT-qPCR في اختبار  CD29) یوضح منحني التضخم لجین 4-13شكل (

Red  یمثل مجموعة المعاملة الاولى المعاملة بـ:Vi Ag +Ch. . Blue  یمثل مجموعة المعاملة الثانیة المعاملة ب�ـ:ViAg 

. : Green  یمثل مجموعة المعاملة الثالثة المعاملة ب�ـVi Ag+ TT. : Yellow  یمث�ل مجموع�ة المعامل�ة الرابع�ة المعامل�ة

 .Vi Ag +Ch +TTبـ 
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 Relative gene expression results نتائج التعبیر الجیني النسبي  -3-7-4

أج�راء الع�د النس�بي  ت�م CD29و CD25ج�ین م�ن  لك�ل Gene expressionالتعبی�ر الجین�ي  حسب      

 باس��تخدام) Normalizationالمعتم��دة عل��ى عملی��ة التص��حیح ( ) (Livak Methodطریق��ة  باس��تخدام

الھ��دف  جین��اتم��ن  ج��ینلك��ل   RT-qPCR، وحُللِ��ت ق��یم أل��ـ Housekeeping geneالمح��افظ  الج��ین

ف��ي ك�ل مع��املات التجرب��ة ومجموع��ة الس��یطرة لتم��ام ) GAPDHالمح��افظ ( ج��ینلل CTق��یم أل��ـ  باس�تخدام

     عملیة التصحیح في التعبیر الجیني.

 Real-Time qPCRبواسطة   CD25 markerقیاس التعبیر الجیني لـ1-3-7-4- 

المع��املات  مجموع��ةوج��ود فروق��ات واض��حة ف��ي مس��تویات التعبی��ر الجین��ي ف��ي اظھ��رت النت��ائج        

                 زی����ادة ب����التعبیر ، حی����ث بیَّن����ت نت����ائج التعبی����ر الجین����ي)14-4كم����ا ف����ي الش����كل ( ومجموع����ة الس����یطرة

) مقارنة مع مجموع�ة الس�یطرة T4)( )5.1936±2.17  ـة بحیوانات المعاملفي ال  CD25 markerعن 

) وكان�ت 4.4739±1) ((T3ـ ب� مل�ةالمعا حیوان�ات) والمجامیع الاخرى ،واقل زی�ادة منھ�ا كان�ت بال1±0(

    وان��اتحی) والمج��امیع الت��ي تلیھ��ا ، ام��ا اق��ل تعبی��ر س��جل بال0±1م��ع مجموع��ة الس��یطرة ( ةً اعل��ى مقارن��

              م���ع المج���امیع ةً )عل���ى الت���والي مقارن���2.5604±0.64((T1))، و بT2)) (3.7032±0.54ـب��� المعامل���ة

                       ) وت�����م تحلی�����ل ھ�����ذه النت�����ائج حس�����ب0±1بینم�����ا كان�����ت ھ�����ذه المع�����املات اعل�����ى م�����ن الس�����یطرة (

 .) 4-5) كما تظھر بالجدول ((Livak Methodمعادلة 

 

  Real-Time- qPCRبواسطة   CD25 marker) یبین التعبیر الجیني لـ14-4شكل (
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