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  الملخص

 بالتهاب جيوب اللثة    اً مصاب اً مريض 49 من   P.gingivalisجرثومة   عزل وتشخيص    ىإلهدف البحث   

 ونـوع  Pocket depth تم تحديد عمق الجيـب  أن مختلفة من كلا الجنسين بعد بأعمار و) الأسنانما حول (

تـم  .  اللثـة  بأمراض اختصاص   أسنان من قبل طبيب     Progressive أو متقدمة    Chronic إما مزمنة    الإصابة

تفاعل  الانتخابية وتوفير ظروف لا هوائية وقورنت مع تقنية          الأوساطق الروتينية بالزرع على     ائتخدام الطر اس

  . وحدد تركيزه ونقاوتهDNA تم استخلاص الحامض النووي إذ، )PCR(البلمرة المتسلسل للنوع المتخصص 

 أظهرت ملم كما    9-3 بين   بينت النتائج سيادة الاصابة المزمنة على المتقدمة وان عمق الجيب تراوح          

ق ائبـالطر والتحري عنها   اعلى بكثير مقارنة بنسبة عزلها       PCR الجرثومة بتقنية    الكشف عن  نسبة   أنالنتائج  

كلوروفورم الروتينية  -كما ابدت النتائج ان طريقة الفينول     . على التوالي % 28.5و  % 65.3 بلغت   إذالزرعية  

  .الأخرىطرق  مقارنة بالDNAهي الاكفأ في استخلاص الـ 

على نسبة العزل فقد كانت اعلـى نـسبة         عاملي العمر والجنس    ل اًتأثير هناك   أن الدراسة   أظهرتكما  

  .الإناث سنة وان الذكور اكثر اصابة من 30-20 عند الفئة العمرية P.gingivalisعزل لجرثومة 

  

  .PCRتقنية ، الزرع، P.gingivalisجرثومة : الكلمات المفتاحية

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

The study aimed to detect P. gingivalis from 49 patients with periodontitis at different 
ages and both sexes, after determination of pocket depth, types of infection whether chronic 
or progressive by dentists. Routine culture method was done using selective media and 
anaerobic condition and compared with species specific polymerase chain reaction (PCR) 
technique. 

DNA was extracted from samples and its concentration and purity were determined. 
The results showed domination of chronic infections and the pocket depths ranged between 
3-9mm, as well as the results revealed that isolation percent of P.gingivalis by PCR was 
more higher than culture method, it was 65.3% and 28.5% respectively. The results also 
showed that phenol-chloroform was the efficient method for DNA extraction comparing 
with other methods. The study revealed that there are effects of age and sex on isolation rate 
and the results indicated that percentage of P.gingivalis was detected in 20-30 years old and 
males were more infected than females. 

 
Keywords: P.gingivalis, Culture, PCR. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 عاملاً أساسياً مهماً في حدوث وتطور إصابات ما حول الأسنان لاسـيما             P.gingivalisتعد جرثومة   

وهي جراثيم غيـر متحركـة، غيـر    ) Shian and Reynolds, 2010 ; Pejcic et al., 2011(المزمنة منها 

 وذات ،إجباريةسوداء، لا هوائية    – البنية   Porphyrinمكونة للسبورات، سالبة لصبغة كرام، تنتج صبغة الـ         

وتحطم لأنسجة اللثة فـضلاً عـن كـبح         خمج  عوامل الضراوة الفعالة التي تسهم في        ل إنتاجهافي  مدى واسع   

أخوذة من جيوب تحت اللثة عند المرضى المصابين بالتهاب ما حول         نماذج م  قد عزلت من  فدفاعات المضيف   

 ,.Loo et al., 2009; Siqueira et al., 2008; Romano et al(مما يدعم دورها في هذه الإصابات  الأسنان

2007(.  

ــل        ــدد العوام ــد متع ــطراب معق ــا اض ــنان بأنه ــول الأس ــا ح ــابات م ــرف إص   تع

 ـهوائيـة   اللاجـراثيم   اليتضمن تداخلات بين خلايا المـضيف و         التـي تعـد مـن      غة كـرام    بسالبة لـص  ال

  مــن % 15-10 نــسبة الإصــابة بهــا بــين تقــدر إذ بــين أكثــر الجــراثيم انتــشاراً فــي العــالم
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 Brown and)الأشخاص في العالم والتي في حالة عدم معالجتها تسبب فقدان السن وتعقيدات جهازية أخرى 

Loe, 2000; Anderian et al., 2006; Gaentsch et al., 2009) ، أن هـذه  اشـير الـى   فضلا عن ذلك فقد

 ;Pejcic et al., 2011)الإصابات لها علاقة بأمراض القلب الوعائية وتجرثم الدم والولادة المبكرة لأطفال خدج 
Blumenthal et al., 2005).  

 انتـشاره إلـى   إن إصابات ما حول الأسنان تنتج عن الالتهاب المزمن في اللثة الذي يحـدث نتيجـة               

التراكيب الأعمق من نسيج ما حول الأسنان مما يؤدي إلى تحطيم متطور في هذه الأنسجة بـضمنها العظـم                   

(Yoshida et al., 2005) .فيما أشار الباحثون Anderian ،إلـى أن إصـابات مـا حـول      2006 وآخرون

  .ى تحطيم الأنسجة المرتبطة بها تقود إلللأسنانالأسنان هي عملية التهابية موضعية للتراكيب الداعمة 

 في التجويف الفمـي     اً جرثومي اً نوع 630 أن هناك بحدود     إذتسبب التهابات ما حول الاسنان جراثيم عدة         

 أهمية في احداث إصابات ما حول الأسنان وفي الحقيقة فـإن الدراسـات              اتإلا أن عدداً قليلاً منها فقط عدت ذ       

جيـوب اللثـة عنـد البـالغين        لعدت مـسببات    والتي   فقط   اً جرثومي اًع نو 15-10أشارت بان هناك    السريرية  

(Gaentsch et al., 2009) ثلاثة أنواع جرثومية بأنها عوامل حقيقية لإصابات ما حول الأسنان في حددت وقد 

 Tannerellaو) Actinobacillusســابقا  (Aggregatibacter actinomycetemcomitans  1996عــام 

forsythia) اً سابقBacteroides forsythus ( وPorphyromonas gingivalis) American Academy of 

Periodontology, 1996.(  

  وقد أشـير إلـى أن وجـود هـذه الأنـواع مـن الجـراثيم يعـد مؤشـراً مفيـداً علـى فعاليـة                           

 ,.Salari and Kodkhoda, 2004; Gaentsch et al(المرض وزيادة خطورة فقدان ارتباط الأسنان باللثـة  

2009.(  

استخدمت تقنيات الزرع الروتيني للتحري عن الجراثيم اللاهوائية بشكل عام وعلى أية حال فإن الزرع                

 فضلاً عن أنه يحتاج أن تكـون  اً وجهد طويلاًاً يستهلك وقتMicroaerophilic اللاهوائي أو الشحيح التهوية 

ق الـزرع  ائالعديد من الدراسات صعوبة استخدام طرت حوضأقد ف ،)Viable )Pfister, 2002الجراثيم حية 

  .(Boyanova et al., 2009 ; Loo et al., 2009)الروتينية في عزل وتشخيص ممرضات ما حول الأسنان 

ق الجزيئية منها الكشف عـن الأحمـاض        ائوفي السنوات الأخيرة توفرت التقنيات المعتمدة على الطر        

ري عن ممرضات ما حول الأسنان اللاهوائية فضلا عن الكـشف عـن               المختلفة للتح  PCRالنووية بتقنيات   

ة الدالة على حدوث إصابات أنسجة ما حول الأسـنان          ريالعلاقة بين وجود هذه الممرضات والعلامات السري      

(Gaentsh et al., 2009).  

 ما حول   ممرضاتوتشخيص  عزل  الحديثة في    من التقنيات    اًفيما أعتمد العديد من الباحثين مدى واسع       

 وعلـى  DNA Probes وقياس الإنزيمات و ELISAالأسنان منها الزرع الجرثومي والتألق المناعي وتقنية 
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 ;Pejcic et al., 2011(الحـساسية أو الخـصوصية   لها مساوئ منها قلـة  التقنيات هذه ن بعض أ الرغم من

Gafan et al., 2004.(  

اً للزيادة الملحوظة في هذه الأمراض محليـاً        ولأهمية التعرف على ممرضات ما حول الأسنان ونظر       

بوصفها أحد أهم مـسببات      PCRق الروتينية وبتقنية    ائبالطر P.gingivalisعزل وتشخيص جرثومة     ناتناول

التهاب ما حول الأسنان وجيوب اللثة وفقدان الأسنان فقد استهدف البحث التحري عن هذه الجرثومة باعتمـاد   

 لتذليل صعوبة الكشف عن مثل هذه       PCRة الروتينية فضلاً عن استخدام تقنية الـ        ق الزرعية اللاهوائي  ائالطر

  . الجراثيم

  

  ق العملائالمواد وطر

  العينات: أولاً

 تم  إذ ، عينة من جيوب اللثة المصابة من قبل طبيب أسنان اختصاص وتحت ظروف معقمة             49جمعت   

لأسنان في جامعة الموصل اللذين لديهم أعـراض        اختيار المرضى المراجعين للمستشفى التعليمي لكلية طب ا       

 ملم وسجلت المعلومات العمر، الجنس، عمـق        ≥3إصابات ما حول الأسنان مع وجود جيوب في اللثة بعمق           

الجيب ونوع الإصابة مزمنة أو متقدمة مع الأخذ بنظر الاعتبار الحالات المرضية الجهازية وعـدم تنـاول                 

العينات من قبل الطبيب الاختصاص بعد عزل منطقة الجيـب وإزالـة            جمعت  . المريض للمضادات الحيوية  

 ـالورق الخاص الطبقة الجرثومية فوق اللثة باستخدام القطن وقياس عمق الجيب وإدخال   Paper point ـال

 0.5داخل الجيب لحين الوصول لأعمق منطقة وتركت مدة دقيقة واحدة ثم وضعت في أنابيب اختبار حاوية                 

  .نقلت العينات  إلى المختبرثم الناقل وبطريقة معقمة  من الوسط 3سم

  الأوساط الغذائية: ثانياً

 فـي لتـر   Nacl غم من 9 المحضر بإذابة Normal Salineتم استخدام المحلول الفسلجي :  الوسط الناقل-

  . دقيقة15م مدة 121ºماء مقطر ثم عقم بالموصدة بدرجة 

 Brain Heart Infusion Brothل وسط نقيع القلب والـدماغ  استخدم الوسط السائ:  وسط عزل الجرثومة-

(BHI)    المضاف إليه Supplement  5:  المحضر كالأتي:Hemin 3سم/  مايكروغرام  ،Cysteine :1  ملغـم  /

  .3سم/  مايكروغرامVitamin K:1 و 3سم

  .اكار% 2 مع إضافة  BHIاستخدم نفس وسط العزل:  وسط تنمية الجرثومة-

 .م20º-وتـم الحفـظ بالتجميـد       % 15استخدم نفس الوسط مع إضافة كليسيرول       : ة وسط حفظ الجرثوم   -

  .He et al., 2006الأوساط كما ورد في جميع حضرت 

 Anaerobic generating system تم توفير الظروف اللاهوائية باستخدام :ظروف التحضين اللاهوائية: ثالثا

)Oxoid( . 0.0002مع استخدام كاشف الريزازورين بتركيز%) 2011الراوي،  محمد و(.  
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  طرائق العمل

بعد جلب العينات إلى المختبر قسمت إلى قسمين الأول لعزل الجرثومة بطريقة الزرع الروتينية والثاني                

  .PCRلغرض التحري عنها بطريقة 

  طريقة الزرع الروتينية: أولاً

ــح   ــم0.1لق ــب   3 س ــع القل ــط نقي ــي وس ــة ف ــح بالعين ــل الملق ــط الناق ــن الوس ــدماغ  م   وال

   ووضــعت الأنابيــب فــي جــار لا هــوائي     Supplementالمــدعم بالـــ  ) BHI(الــسائل 

(Oxoid) Anaerobic Jar كاشف الظروف اللاهوائيـة الريـزازورين الـذي    عدة التحضين اللاهوائي و مع

  . أيام7-5 م مدة 37º الجار عند درجة نيصبح عديم اللون في الظروف اللاهوائية وحض

أكـار للحـصول علـى      % 2 المدعم والمضاف لـه      BHI التحضين لقحت أطباق وسط      بعد إنهاء مدة   

فضلاً عن ذلـك حـضرت      . رت المستعمرات فوتوغرافياً  وص.  P.gingivalisمستعمرات منفردة لجرثومة    

  . بصيغة كرام و فحصت بالمجهر الضوئي وصورت فوتوغرافياًوصبغتمسحات من المستعمرات 

  : التي تضمنتPCRتم اعتماد تقنية   PCR:تقنية الكشف عن الجرثومة ب: ثانياً

   الترحيل الكهربـائي    -3  . باستخدام بادئ متخصص   DNA تضخيم الـ    -DNA.  2 استخلاص الـ    - 1

   .لنواتج التضخيم

  . بطرق مختلفة وتحديد الأكفأDNA استخلاص الـ -1

طريقة الأكفأ من حيث     من العينات مباشرةً يهدف تحديد ال      DNA طرائق لاستخلاص الـ     3استخدمت  

  :، هذه الطرق تضمنتDNAتركيز ونقاوة الـ 

 Bartlet و Jonesاعتمد علـى طريقـة البـاحثين         : كلوروفورم - بطريقة الفينول  DNA استخلاص الـ    -أ

  .DNAفي استخلاص الـ ) 1990(

   بهــذه الطريقــة علــى مــا ورد فــي DNAاعتمــد فــي اســتخلاص الـــ   : التجميــد والإذابــة-ب

(Willis et al., 1999) .  

  : بطريقة الغليانDNA استخلاص الـ -ج

  ) Kasuga et al., 2000; Conrads et al., 1997(ن يتــم اعتمــاد طريقــة البــاحث   

 بتركيز Triton (100x) مادة إضافة لغرض تحطيم الخلايا فضلاً عن glass beeds الـ مع تحويرها بإضافة

  :اجريت الطريقة بالخطوات الآتية. لخلويبدلاً من الماء المقطر لتحطيم الجدار ا% 0.1

  . دقائق10م مدة 37º مايكروليتر من النموذج وحضن بدرجة حرارة 250 أخذ -1

  . دقائق5 دورة مدة 10,000 رسبت الخلايا بجهاز الطرد المركزي المبرد بسرعة -2

    الأنابيـب فـي   مزج ثم وضـعت .  مايكروليتر ماء مقطر معقم100 أهمل الراشح وعلق الراسب بإضافة  -3

  . دقائق5 دورة مدة 10,000جهاز الطرد المركزي بسرعة 
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ــق الراســب بإضــافة  -4 ــد تعلي ــة وأعي    مــايكروليتر مــن مــادة 100 أهمــل الراشــح مــرة ثاني

Triton (100x)        مع إضافة الـ % 0.1 بتركيزglass beedsلغرض تحطيم الخلايا .  

  . للتسخينPCR دقائق باستخدام جهاز الـ 10  لمدةم94º أخذ المعلق وسخن بدرجة -5

  .DNA مايكروليتر من الراشح واستخدم كقالب للـ 5 دقائق ثم أخذ 5 حفظت النماذج في الثلاجة لمدة -6

  

  : المستخلصDNAتقدير تركيز ونقاوة الـ 

   المخفـف  )Tris EDTA) TE مـن دارئ  3 سـم 1 مـع  DNA مـايكروليتر مـن الــ    10مزج  

) استرالي المنشأ (UV. Spectrophotometer بجهاز المطياف الضوئي الامتصاصيةأت  ثم قر100:1بنسبة 

  : حسب المعادلةيترلمايكرو/  بالمايكروغرامDNA تم حساب تركيز الـ . نانوميتر260عند الطول الموجي 

  

ثم قدرت نقاوة الــ      =   مايكروليتر/  مايكروغرامDNAتركيز الـ 

DNA   نقاوة الـ    :المعادلة بتطبيقDNA =   

  :DNAالكشف الأولي عن حزم الـ 

  ).Faik, 2007( حسب ما جاء في  DNAتم الكشف عن وجود حزم الـ 

   : التضخيم باستخدام بادئ متخصص-2

A-تحضير البادئ :  

 كمـا  نـاه أد ذو التتابع 16s rRNAمن الجين ) bp 131(استخدم الباديء المتخصص لتضخيم القطعة 

  ).Kasuga et al., 2000(ورد في 
5'-ATA ATG GAG AAC AGC AGG AA-3' 
5'-TCT TGC CAA CCA GTT CCA TTG C-3' 

  :)Forward( تحضير البادئ الأمامي -1

تر حسب تعليمات الشركة    مايكرولي/  بيكومول 100 مايكروليتر ماء مقطر للحصول على       78.0حضر بإضافة   

  .المجهزة

  ):Reverse( الخلفي  تحضير البادئ-2

ايكروليتر حسب تعليمات   م/  بيكومول 100 مايكروليتر ماء مقطر للحصول على       138.4حضر بإضافة    

  .الشركة المجهزة

B-التفاعل التضاعفي لسلسلة الـ :  المرحلة الثانيةDNA مايكروليتر للتفاعل الواحد 50 تم تحضير . 

  .كما رقمت انبوبة السيطرة السالبة تم ترقيم أنابيب أبندروف بأرقام العينات -  1
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  . لكل أنابيب ابندروفMaster Mix مايكروليتر من 25 أضيف -2

  . مايكرو من البادئ الأمامي لكل أنابيب ابندروف1 أضيف -3

  . مايكروليتر من البادئ الخلفي لكل أنابيب ابندروف1 أضيف -4

 سب أرقام النماذج ما عدا أنبوبـة        لكل الأنابيب وح   DNA مايكروليتر من مستخلص الـ      5 أضيف   -5

  . مايكروليتر ماء مقطر معقم5السيطرة السالبة أضيف اليها 

  . لكل أنابيب ابندروفNuclease free water مايكروليتر من 18 أضيف -6

  . مايكروليتر50ليصبح الحجم النهائي 

  . ثانية15لمدة ) Vortex mixer( أغلقت الأنابيب ثم وضعت في جهاز -7

  .دقيقة/ دورة4000 ثانية بسرعة 40عت الأنابيب في جهاز الطرد المركزي الدقيق لمدة  وض-8

  المجهـز مـن   Autorized thermal cycler من نوع  نقلت الأنابيب إلى جهاز التضخيم الحراري-9

  . وتم تشغيل وبرمجة الجهاز حسب البرنامج التاليLabnet Internationalشركة 

94ºدورة) 1(    دقيقة2             م      

94 ºثانية30      م         

60 ºدورة) 35(    دقيقة1      م  

72 ºدقيقة1      م    

72 ºدورة) 1(    دقائق5      م  

  الترحيل الكهربائي:  المرحلة الثالثة-3

  :حللت نواتج التضخيم بتقنية الترحيل الكهربائي بالخطوات الآتية

  وضع على المسخن الكهربـائي     ) TAE×1( من محلول    3 سم 50 غرام من الأكاروز في      0.5 أذيب   -1

  .اًالممغنط حتى حصول الإذابة الكاملة بحيث أصبح المحلول رائق

  .3 مايكرواغرام لكل سم0.5 بتركيز Ethidiumصبغة للاكاروز  أضيف -2

  .مº 55-50 ترك المحلول الاكاروز ليبرد إلى أن وصل درجة حرارة -3

  .ح وثبت عليه المشطت اللوح على السطي حضر اللوح الزجاجي بتثب-4

  .ب الاكاروز بهدوء وبشكل مستمر لمنع تكوين الفقاعات الهوائيةص -5

 ترك هلام الاكاروز بدرجة حرارة الغرفة لمدة نصف ساعة ليتصلب ورفع المشط بهدوء ثـم نقـل                  -6

  .الاكاروز إلى حوض الترحيل الكهربائي

لول أعلى من مستوى الهلام بحـدود  بحيث يكون مستوى المح) ×TAE 1(  غمر الأكاروز بمحلول -7

  . ملم فوق سطح الاكاروز5
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 لكل نموذج ووضع في الحفرة الخاصة بكـل نمـوذج وحـسب             DNA مايكروليتر من    10 أضيف   -8

  .تسلسل الأرقام

  .إلى الحفرة الأولى) DNA Ladder: 100bp( مايكروليتر من 5 أضيف -9

ك والأقطاب الموجبة والسالبة ومرر التيـار        ربط مجهز القدرة مع حوض الترحيل بواسطة الأسلا        -10

  . دقيقة وتم الترحيل باتجاه القطب الموجب60 فولت لمدة 100بقدرة 

  بعد الانتهـاء مـن عمليـة الترحيـل رفـع اللـوح مـن الحـوض بهـدوء ووضـع تحـت                        -11

UV-transilluminator    لملاحظـة حـزم نـواتج        نـانوميتر  260  وذلك بتعريضه لطول موجي 

  .فوتوغرافيا صورت التضخيم ثم

  

  النتائج والمناقشة

اصـابة  %) 98 (48 عينة من التهاب ما حول الاسنان شخصت الاصابة سـريريا الـى          49عند جمع    

 في  DP ملم توزع بين متوسط      9-3تراوح بين   ) DP(اصابة متقدمة، كما ان عمق الجيب       %) 2 (1مزمنة و 

  . ملم3.5قدمة ت ملم وفي الم5.03الاصابات المزمنة 

ــاحثون   ا ــر الب ــا ذك ــع م ــة م ــاءت متفق ــة ج ــى المتقدم ــة عل ــيادة الاصــابات المزمن   ن س

)Kumar et al., 2003 و Salari and Kadkhoda, 2004 (  من ان اغلب اصابات ما حول الاسنان هي مـن

 كما اشاروا الى ان هناك عوامل عديـدة مـسؤولة      ومتعددةالنوع المزمن وان المسببات الجرثومية لها معقدة        

وفـي  . هذا التعقيد منها، التداخل بين الانواع الجرثومية ضمن المجتمع الجرثومي وحساسية المـضيف            عن  

 تكون مزمنة في طبيعتها ويمكن      الأسنان ما حول    إصابات أنذكر  ) Armitage) 1999لباحث  لدراسة مسبقة   

  . تقاوم في غياب المعالجةأن

 ,Pfister( متفقة مع مـا وجـده الباحـث    فقد جاءت نتائج هذه الدراسة) DP(وبخصوص عمق الجيب 

 أن إلـى ) 2003( وجماعتـه    Kumar الباحـث    أشار ملم فيما    9-4  من ان عمق الجيب تراوح بين         )2002

) 2005( وجماعتـه    Kumar للباحـث    أخـرى وفي دراسة   .  ملم 7.7متوسط عمق الجيب في دراستهم بلغ       

 ≥ بعمق جيب    أكثر أو أسنان 3 في   الأسنانول   ما ح  إصاباتمن البالغين سجلت لديهم     % 30 أن إلىتوصلوا  

  .ملم 4

ان الارتباط الموجب للجراثيم اللاهوائية مع الجيوب العميقة يعزى الى قلة مستوى الاوكسجين في هـذه                

مـن  ) Chu) 2008 و   Laiالجيوب مما يجعلها بيئة ملائمة لتواجد الجراثيم اللاهوائية وهذا ما اكده الباحثان             

منه في الجيوب غيـر      وهو اقل بكثير      ز  ملم 27-5 في الجيوب العميقة يتراوح بين       PO2ان شد الاوكسجين    

  .العميقة
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  P.gingivalisنتائج التحري عن جرثومة 
 وسط العـزل الـسائل      أنابيب الوسط الناقل في     أنابيببعد تلقيح العينات من      :بطريقة الزرع اللاهوائي  : أولا

BHI   المدعم Supplement   ائيا بوجود كاشف الريزازورين لوحظ وجود نمو موجب بدلالة          وتحضينها لا هو

والتحضين بالظروف  % 2 المدعم والمضاف له اكار      BHIوعند تلقيح اطباق وسط     . تكوين عكارة في الوسط   

ثم تنقيتها لحـين    . سوداء اللون مع نمو لمستعمرات اخرى     –اللاهوائية ظهرت مستعمرات مميزة بصبغة بنية       

بالمجهر الـضوئي   وفحصها  وعند صبغها بصبغة كرام     ) 2 والصورة   1الصورة  (قية  الوصول الى مزرعة ن   

  ).3الصورة (بدت خلاياها عصوية قصيرة سالبة لصبغة كرام 

  جاءت هـذه النتـائج متفقـة مـع مـا ذكرتـه العديـد مـن الدراسـات فقـد وصـفها البـاحثون                          

)Leon et al,. 2007 (      هوائيـة مـستعمراتها علـى    بانهـا جـراثيم سـالبة الكـرام، غيـر متحركـة لا   

   تــساهم فــي نقــل الحديــد أنهــاقهوائيــة حيــث -وســط اكــار الــدم تظهــر بــشكل بقــع ســوداء

 Shelburne et(فيما اشار الباحثون .  كوسيلة تساعدها في النقل لذا تنتج صبغة سوداءHeminباستخدام الـ 

al., 2005(انتاج جرثومة  ان الى P.gingivalis ن الـذي تـستخدمه   ي تراكم الهيمإلىد للصبغة السوداء يعو

 للحديد لنموها وهذا قد يكون السبب في ان الاشخاص الذين يتناولون كميات كبيرة من الحديـد فـي                   اًمصدر

  . والتهاب انسجة ما حول الاسنانgingivitis بالتهاب اللثة للإصابة عرضة أكثرن نوغذائهم يكو

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  BHI نامية على وسط أخرىمع جراثيم  P.gingivalisمستعمرات جرثومة : 1الصورة 
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  BHI.على وسط  P.gingivalisمزرعة نقية لجرثومة : 2الصورة 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   100X.مصبوغة بصبغة كرام بقوة تكبير  P.gingivalisخلايا جرثومة : 3الصورة 

  

مـن المجمـوع    % 28.6 قدرها   P.gingivalisفي هذه الدراسة تم الحصول على نسبة عزل لجرثومة           

 عينـة بنـسبة     35 عينة موجبة الزرع فيما بلغت عدد العينـات الـسالبة            14اي بواقع   ) 49(الكلي للعينات   

 قد يعود الى ضعف حـساسية الطريقـة         وميان ظهور نسبة عالية من النتائج السالبة للزرع الجرث        %. 71.4

 العديـد مـن     أكدتـه تحتاجها الجرثومة للنمو في البيئات الزرعية وهذا مـا          التي  الصعبة  فضلا عن الظروف    

 ,Loo et al., 2009; Salari and Kadkhoda(الدراسات من انها صعبة الارضاء وتحتاج وقت وجهد كبيرين 

2004.(  
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 ـ ) Salari and Kadkhoda, 2004 (انما وجده الباحثل مقاربةجاءت نتائج هذه الدارسة  زل فقد تمكنا مـن ع

 المزمنة كما عزلها الباحـث      الأسنان ما حول    إصابات ممرضا حقيقيا في     أنها وأكدا% 21.9الجرثومة بنسبة   

Kumar   2003( وجماعته (  وفي دراسة للباحث    % 21بنسبةBoyanova   وجماعته )إلـى توصـلوا   ) 2009 

سـتنتجوا ان قلـة      المزمن الشديد وا   الأسنان التهاب ما حول     اً مصاب 27من مجموع   % 25نسبة عزل بلغت    

  .ق الزرع الروتيني قليلة الحساسيةائالنسبة تعود الى استخدام طر

   معـدل عمـق الجيـب فـي العينـات الموجبـة بطريقـة               أنهذه الدراسـة     النتائج في    أظهرتوقد  

 ,.Boyanova et al (أكده ملم مما يؤكد على وجود الجرثومة في الجيوب العميقة وهذا ما 6.03الزرع بلغ 

 تزداد بزيادة عمق الجيب واستنتجوا ان العينات المأخوذة من          P.gingivalisنسبة عزل جرثومة    ان  ب) 2009

 إلـى ) 2010(د  محمكما توصلت الباحثة     . ملم ترتبط بنسبة اكثر لممرضات ما حول الاسنان        7عمق الجيب   

دة عمـق الجيـب     اللاهوائية تزداد مع زيا     T.denticola  الأسنان نسبة عزل احدى  ممرضات ما حول         أن

 ملم مع وجـود اخـتلاف       3.3 ملم والسالبة    5 معدل عمق الجيب للعينات الموجبة بلغ        أنا  هحيث بينت دراست  

 تبـدي  أنها و  حقيقي بانها ممرض P.gingivalisجرثومة ) He et al., 2006(فيما وصف الباحث . معنوي

 آليات حماية من ضغط الاكسدة من اجـل         درجة عالية من التحمل للظروف اللاهوائية مما يدل على امتلاكها         

  .بقاءها

  PCRتقنية : ثانيا

  DNAنتائج استخلاص الحامض النووي . 1

- ان الطريقـة الروتينيـة فينـول       DNA نتائج استخدام الطرق الثلاثة في اسـتخلاص الــ           أظهرت 

 وكمـا   الأخـرى ق  ائ المستحصل منها مقارنة بالطر    DNA بدلالة تركيز ونقاوة الـ      الأكفأكلوروفورم كانت   

  ).1(موضح في الجدول 
  

  . المستخلص بالطرق الثلاثةDNAمديات تركيز ونقاوة الـ : 1الجدول
  

  طريقة الاستخلاص  ت
 DNAتركيز الـ 

 مايكروليتر/مايكروغرام
  DNAنقاوة الـ 

  Boiling  1.97-2.50  0.82-0.92الغليان   1

   والاذابة دالتجمي  2
Freezing and Thawing  

3.60-5.35  0.88-1.09  

  كلوروفورم-الفينول  3
Phenol-Chloroform 

5.57-6.70  1.42-1.75  

  



  أميرة محمود محمد الراوي 
 

50

 التي تعمـل  SDS و Protinase Kكلوروفورم قد يعزى الى استخدام -ان كفاءة الاستخلاص بالفينول

على تحطيم الجدار الخلوي والغشاء البلازمي فضلا عن الفينول والكلوروفورم التـي تعمـل علـى فـسخ                  

  .DNA للـ عالية مما يعطي نقاوة DNAبالـ مرتبطة الالبروتينات 

   DNA المــستخلص ظهــور حــزم الـــ DNAاظهــرت نتــائج التحــري الاولــي عــن الـــ 

  .مما يؤكد دقة طريقة الاستخلاص) 1الشكل (

  

  

  

  

  

  

  

  

  

؛  كفاءة الأكثر وهي الطريقة طريقة الفينول كلوروفورم. أ:  المستخلص بالطرق DNAحزم الـ : 1الشكل

  .طريقة الغليان. ريقة التجميد والاذابة؛ جط. ب

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

والمرحلة على هلام الاكاروز  P.gingivalis لجرثومة bp 131 للقطعة DNAنواتج تضخيم  : 2الشكل

  bp DNA Ladder (M) 100.مع الدليل الحجمي % 1بنسبة 

  

أ  ب ج

3000 bp 
1500 bp 
1000 bp 

 500 bp 

 100 bp 

M CN   1   2  3   4   5   6   7   8    9  10   11 12  13  14   15 

M :مؤشرات الدنا  

CN :سيطرة سالبة  
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 ظهـور حزمـة     P.gingivalis متخصص لجرثومة    بادئ باستخدام   DNA نتائج تضاعف الـ     أظهرت 

 القالب ولم تـرتبط     DNAوالتي ارتبطت على التتابعات المكملة لها على سلسلة الـ          ) 131bp(واحدة بحجم   

التـضخيم باسـتخدام هـلام      الترحيل الكهربائي لنواتج     التي تعكس نتائج  ) 2الشكل  (بغيرها كما موضح في     

 ـاستخدموا ف تتفق هذه النتيجة مع نتائج العديد من الدراسات التي         .الاكاروز متخـصص  ال البـادئ نفـس  ا يه

   واوضـحوا ان هـذه البادئـات تـستخدم بكفـاءة      16srRNAمـن الجـين   ) bp 131( لتـضخيم القطعـة  

 ,.Loo et al., 2009; Castillo et al(من اصابات ما حول الاسـنان   P.gingivalisفي تشخيص جرثومة 

2009; Shian and Reynolds, 2010; Pejcie et al., 2011.(  

مـن  )  عزلة 32% (65.3 كانت ان نسبة عزل الجرثومة      PCRاستخدام تقنية   عند   بينت نتائج الدراسة   

). 2(اعطت نتائج سالبة كمـا فـي الـشكل          % 34.7ة فقط بنسبة    ين ع 17وان  ) 49(المجموع الكلي للعينات    

 أنهـا كمـا  %. 65التي بلغـت  ) Rudney) 1999 و  Tranن  يجاءت هذه النتائج مطابقة لنتائج دراسة الباحث      

 فيمـا عزلهـا     PCRباستخدام  % 61.76التي بلغت   ) Pfister) 2002مقاربة لنسبة عزلها في دراسة الباحث       

Kasuga   75.5( أعلىبنسبة  ) 2000( وجماعته (%    وكذلك في دراسةGaentsch   وجماعته )عزلت ) 2009

 عزلت في أنها أشاروالذين ال) Loo et al., 2009(في دراسة % 39.5فيما عزلت بنسبة اقل % 77.6بنسبة 

لعزل الجرثومة في دراستهم تعـود  العالية  النسبة أنذكروا و%) 79-20(دراسات سابقة بنسبة تراوحت بين      

  . من هذه الممرضات3سم/ خلايا10 التي تسمح بكشف PCRالى استخدام تقنية 

لـى ان هـذه الطريقـة        في دراستنا قد يعـود ا      PCRان ظهور عدد من العينات السالبة باستخدام تقنية         

وان هـذه النتـائج      P.gingivalis متخصصة بجرثومة    بادئات تم استخدام    إذتخصصية وان حساسيتها عالية     

السالبة على الرغم من انها مأخوذة من مرضى لديهم اعراض التهابات ما حول الاسنان الا انها قد تعود الى                   

 تـرتبط   الإصابات هذه   أن دراسات عديدة من     إليه أشارتوهذا ما    . P.gingivalisمسببات اخرى غير الـ     

 A.actinomycetemconitans و  T.forsythiu وP.gingivalils شيوعا بعدد من الجراثيم والتي من اكثرها
  ).T.denticola  )Boyanova et al., 2009; Guentsch et al., 2009; Kumar et al., 2005و

 النتـائج ارتفـاع     أظهرت PCRلزرع اللاهوائي وبتقنية    وعند مقارنة نسبة عزل الجرثومة بطريقة ا      

  في دراسته حول مقارنة )Pfister, 2002( استنتج إذ العديد من الدراسات أكدته وهذا ما PCRنسبتها بتقنية 

 في نماذج الصفيحة الجرثومية تحت      الأسنان للتحري عن ممرضات ما حول       PCRالطرق الزرعية وطريقة    

ب  قـد تكـون مـشكلة بـسب        أنها إلا ذهبية قياسية    بأنهاق الزرع وصفت    ائمن ان طر   انه على الرغم     ،اللثة

 معها في نفس النموذج فـضلا   أخرى أنواععندما تتواجد    P.gingivalisالصعوبات في التحري عن جرثومة      

ق المعتمـدة علـى     ائنموذج وذكر بان الطر    جمع ونقل الأ   أثناءعن صعوبة الحفاظ على الظروف اللاهوائية       

ق الـزرع كطريقـة ذهبيـة قياسـية         ائ تحل محل طر   أنخصوصية ويجب    وأكثر أسرع النووية   حماضالأ

  .الأسنان ما حول لإصاباتللتشخيص الميكروبي 
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 قبـل   أيـام  7 تحتاج عادة    إذ مستهلكة للوقت    بأنهاطريقة الزرع   ) 2004( وجماعته   Gafanووصف  

 قد اختزل العمل الروتيني وانـه       PCRة ومنها   ق الجزيئي ائ الطر إدخال أن نتيجة فضلا عن     أيالحصول على   

  . من الجرثومة في العينة المفحوصة خلايا فقط10يعطي نتائج حتى بوجود 

 وجماعتـه  Castilloو ) 2009( وجماعتـه  Looو ) 2006( وجماعتـه  Vemer ذلك الباحثون  وأكد

 P.gingivalisومنهـا    الأسـنان  لعزل ممرضات ما حول      PCRبتقنية   طريقة الزرع    واعندما قارن ) 2009(
  . سرعة وحساسية وخصوصيةأكثر PCR أن واواستنتج

 ملم فيمـا    5.5 بلغ   PCRوفي دراستنا اظهرت النتائج ان معدل عمق الجيب في العينات الموجبة بـ             

وعند دراسة تـأثير الجـنس علـى نـسبة          . PCR ملم بطريقة الزرع مما يدل على حساسية تقنية          6.03بلغ  

 .على التـوالي % 32.7و % 67.3 بلغت   إذئج ان نسبة الذكور المصابين اعلى من الاناث         النتاالاصابة ابدت   

علـى  % 60.6 و 21.2 تبين ان نسبة العزل الموجبة لدى الذكور بلغـت           PCRوباستخدام طريقتي الزرع و     

  ).2الجدول (على التوالي ايضا % 75 و43.8التوالي فيما بلغت عند الاناث 
  

  . حسب الجنسP.gingivalisالمئوية لجرثومة توزيع النسب : 2الجدول 
  

 PCRتقنية   طريقة الزرع
  الاصابات

  49المجموع الكلي 
العينات 

  الموجبة
 العينات السالبة

العينات 

  الموجبة
  الجنس العينات السالبة

  %  العدد  %  العدد  %  العدد  %  العدد  %  العدد

  39.4  13  60.6  20  78.8  26  21.2  7  67.3  33  ذكور

  25  4  75  12  56.2  9  43.8  7  32.7  16  اناث

 بلغـت   إذ الإنـاث  بالجرثومـة مـن      إصابة أعلى الذكور   أن) Bunyaratavei) 2003توصل الباحث    

فـي   أعلى الجرثومة بنسبة    لبعز) 2009( وجماعته   Looعلى  التوالي وكذلك الباحث      % 47.8و  % 52.17

  .على التوالي% 32.2 و %67.7 بلغت الإناثمن الذكور 

 مـا  لإصاباتانه يمكن ان يكون للجنس تأثير في الاستجابة ) Shian and Yeynolds) 2010تنتج واس 

علـى  % 46 و   55 بلغـت    الإناث من   إصابة نسبة   أعلىان الذكور   ) Pejcic) 2011وتوصل  . حول الاسنان 

  .خنين هم من الذكور الغالبية العظمى من المدأن إذ الإصابة في زيادة نسبة اً وقد يكون للتدخين تأثير.التوالي

  وعند دراسة تأثير العمـر علـى نـسبة الاصـابة لـوحظ ان اعلـى نـسبة حـدثت عنـد الفئـة                         

 قلة عدد النماذج عنـد الفئـات        إلى والسبب قد يعزى     %32.7 سنة   40-31تلتها الفئة   % 46.7 سنة   20-30

 مقارنة  PCRبشكل عام اعلى بتنقية     وتفاوتت نسبة عزلها بالطريقتين الا انها       سناً قيد الدراسة،     الأكبرالعمرية  

  ).3الجدول (بالزرع 
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   مــع تقــدم العمــر   الإصــابة زيــادة نــسبة  إلــى بعــض الدراســات  أشــارت 

)Bunyaratavei, 2003; Matto et al., 1998 ( وهذا لا يتطابق مع نتائج دراستنا والسبب قد يعزى الى قلة

  .عدد النماذج قيد الدراسة
  

  . حسب الفئات العمريةP.gingivalisئوية لجرثومة توزيع النسب الم: 3الجدول 
  

  الاصابات PCRتقنية   طريقة الزرع

المجموع الكلي 
49  

العينات 

  الموجبة
 العينات السالبة

العينات 

  الموجبة
  الفئات العمرية العينات السالبة

  %  العدد  %  العدد  %  العدد  %  العدد  %  العدد

  66.7  2  33.3  1  100  3  0  0  6.1  3   سنة20اقل من 

  34.8  8  65.2  15  82.6  19  17.4  4  46.9  23   سنة20-30

  31.2  5  68.8  11  62.5  10  37.5  6  32.7  16   سنة31-40

  0  0  100  3  33.3  1  66.7  2  6.1  3   سنة41-50

  50  2  50  2  50  2  50  2  8.1  4   سنة51-60

  

  المصادر العربية

من حالات التهـاب   Treponema denticolaة معزل وتشخيص جرثو). 2010(محمد ، سمية عدنان صالح 

  .رسالة ماجستير، كلية العلوم، جامعة الموصل.  في مدينة الموصلالأسنانما حول 

 الأوسـاط التحري عن كفاءة عـدد مـن   ). 2011(محمد، سمية عدنان صالح، والراوي، اميرة محمود محمد        

، الأسـنان  ما حـول     اباتإص الفم المعزولة من       Treponema عزل وتنمية جراثيم     وأوساطالناقلة  

  .67-49 ،)2 (22  ،مجلة علوم الرافدين
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