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 الملخص
 Normal و  Tris-HCl— EDTA fluidالناقلمة ) الأوسما ممن  أنموا  ةتمم التحمرع عمن كةمالاة  لا م

saline وReduced transport media) فم  نقمل عينمار جمرا يمTreponema   مكانيمةالةمم  ةاعتمماد ممسم وا 
 Supplumented pleupneumolike organism و New oral spirochetes) غذائيممممة أوسممما 

 -Trypton- yeast extractو  Pepton- yeast extract- glucose و Thioglycolate mediumو

glucose- volatile fatty acid-serum medium) الزرعيمممممة الصممممملبة  الأوسممممما ن ممممممن يونممممموع
(Thioglycolate-BHI agar  وTrypton- yeast extract- glucose- volatile fatty acid-serum 

agar) ن بميهما  وقمد تاللازممة لمدعم نمو  الإضمافار أهمم إلم همذ  الجمرا يم والتوصمل وتنميمة  الأول العزل  لأغراض
دامممةفمم  نقممل الناقلممة  الأوسمما ال لا ممة مممن  الأنمموا كةممالاة   إلمم  إيصممال االةممم لحممين  Treponemaحيويممة جممرا يم  وا 

التنميمة الصملبة فم  دعمم نممو همذ  الجمرا يم  وأوسما  الأولم العمزل  أوسما  ا أنمو الممتبر وزرع ا، كمما تبمين كةمالاة 
 بإضمافةللنمو لاهوائية الم ل  لتوفير الظروف ا أمكن إذاللازمة لاغنالا الوس  الزرع  بعد تزويدها بعوامل النمو 

 ار لا  جممالزرعيممة مممت التحضممين فمم الأوسمما  إلمم  (L-cysteinو  Sodium thioglycolateالمممواد الممتزلممة )
 Isobutyric acid بإضمافةهوائ ، كذلك تزويد العوامل الضرورية للنمو ممن الاحمماض الدهنيمة  ويلمة السلسملة 

 Fetal bovin و Rabitt serum ، Fetal calf serumممن المصمول  أنموا  ةقمدرة  لا م وأ بتنماو المصمل ، 

serum  لجمممرا يم  ، واعتمممماد  ريقمممة العمممزل الانتمممماب الزرعيمممة الأوسممما فممم  دعممممTreponema المضممماد  بإضمممافة
 السمائلة همما التعكمر  الأوسما شمكلين لنممو همذ  الجمرا يم فم   وجمود فضلا عن ذلك لوحظ   Rifampcinالحيوع 

كما لوحظ تباين من التحضين  أيام أربعةمظ ر ا لاقة الحرير بعد  عذالراسب  تكوينبعد يومين من التحضين و 
 الصلبة  ا الأوسمستعمرات ا عل   أشكالف  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
The  ability of three types of transport media (Tris-HCl— EDTA fluid ,  Normal 

saline  and Reduced transport media) to transfer oral treponema samples was investigated , 

in addition to the capability of relying five types of nutritional media (New oral spirochetes,  
Supplumented pleupneumolike organism,  Thioglycolate medium,  Pepton- yeast extract- 

glucose, and Trypton- yeast extract- glucose- volatile fatty acid-serum medium) and two 

types of solidified culture media (Thioglycolate-BHI agar and Trypton- yeast extract- 

glucose- volatile fatty acid-serum agar) for the primary  isolation and subculturing  of these 

organisms reaching the most necessary supplements required to support the growth of these 

organisms. The efficacy of the three types of transport media in transport and maintenance 

of the vaibilty of these organisms was shown, also the efficacy of primary isolation and 

subculturing media to support the organisms' growth was proved after supplementing these 

media with the necessary growth elements. Hence it was possible to provide the optimal 

anaerobic conditions for the growth by the addition of reducing agents (Sodium 

thioglycolate and  L-cystein) to the culture media and incubation in anaerobic jar, 

furthermore, introducing the necessary elements of  long chain fatty acid by the addition of 

isobutyric acid and serum, and we confirm the ability of three types of serum (Rabbit serum, 

 Fetal calf serum and Fetal bovin serum) to support the culture media. We had showing 

possibility of depending upon the selection isolation method by the addition the antibiotic 

rifampicin. Moreover, it was observed two forms of growth of these organisms: the turbidity 

after two days of inocubation and the sediment form with the shot silk after four days of 

incubation,  and the variation in colonies form on the solid media was also clear. 

 

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

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 المقدمة

 فلمورا مايكروبيممة وبإعممداد قليلمة فمم  تجويممف الل ممة،بوصممة ا الةممم بصمورة رئيسممة  Treponemaجمد أنمموا  اتو ت
ويمممزداد عمممددها حمممال حمممدوث الت ممماب الل مممة الشمممديد  لجيممموب حمممول الأسمممنانمرتب مممة مباشمممرة ممممت الملايممما ال لائيمممة 

Severe gingivitis ،الت مماب ممماحول الأسممنان المتةمماقم Aggressive periodontitis ، صممابار الت مماب  وا 
حمممممول الأسمممممنان  مممممما لإصمممممابار، وهممممم  ممممممن المسمممممببار الشمممممائعة Ulcerative gingivitisلمتقرحمممممة الل مممممة ا
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مممار الأنزي إنتاجمم وان بعضمم ا يممرتب  مممت تح مميم الأنسممجة الناعمممة بسممبب  Chronic periodontitisالمزمنممة
 حمول الأسمنانمما جة متح ميم أنسم إلم مؤديما  بالن ايمة  الالت ابيمةال اضممة للبروتينمار أو بسمبب تحةيمز  التةماعلار 

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

لتممموفير ر ذويمممة ل ممذ  الكائنمماغومعرفممة الاحتياجممار الت ا  اللاهوائيمممة صممبر  Treponema أنمموا تنميممة  ت لممبت
الم   تحتاجالةم  Treponema أن كل سلالارو   المصل إضافة، فبعض ا يحتاج يساعد ف  نموها أغنائ وس  
الوسم  الزرعم   احتموالان إلم  أهميمة و دعم نموها وتوصل البماح ل Thiamin pyrophosphate (TTP)إضافة 

،   Histidin،Serine ، Cysteine،Cystenyl-glysin (Cys-Gly)  الأمينيممممة  علمممم  ألاحممممماض
Glutathione و Methionine  ( Tucci  and Martin, 2007 ; Fenno et al., 2000)  

 Well – reducedالاعتبار الأمر الم م لتنمية هذ  الجرا يم هو اسمتمدام وسم  لا هموائ  ممتمزل جيمدا  

anaerobic media  اذ يحتممماج عمممزلTreponema  زيج الغمممازار ممممو أن أو جمممار لاهممموائ   حجمممرةاللاهوائيمممة
فم  ك يمر ممن الممتبمرار تسمتمدم أنظممة ، Gas tank أو قنمان  الغماز Gas pakالمسمتمدم يمكمن أن يموفر ممن 

 مان   وتزويد النيتمروجين أو الأوكسجينلاهوائية يستمر في ا سحب   زر  مكونة من أوسا  ممتزلة ف  حاضنار
 ةهوائيممملاال ةر حجممملافممم   %2.2عمممن الأوكسمممجينلا تزيمممد نسمممبة ما أن أفضمممل نممممو يكمممون عنمممد إذأوكسممميد الكربمممون 

(Prescott et al., 2005 ; McDowell et al., 2005)  
ممن الةمم أو ممن مصمادر أممر  عمن  Treponemaفصمل البماح ون  ملاث  رائمت معتممدة فم  عمزل جمرا يم 

  Treponemaتعتممد علم  قمدرة جمرا يم و)Wells method   ريقة الحُةمر  -الجرا يم،تشمل هذ  ال رائت:باق  
 Membrane ريقممة المرشمحار حةمرة تلقميح العينة(، علم  ال جمرة ممملال الأكمار بعيمدا  عممن الجمرا يم الأممر  فمم 

filters method ( تعتمممممد علمممم  قممممدرة جممممرا يمTreponema   مممممايكرون(  2.22امتممممرات ال قمممموب الدقيقممممة )فمممم
علمم   حمماو    Treponemaع لجممرا يموسمم  زرعمم  امتيممار  اسممتمدام والتمم  لا تمممرر الجممرا يم الأمممر (، للمرشممحار

تنممممم  علمممم  أوسمممما  صمممملبة للحصممممول علمممم   Treponema  وبعممممد العممممزل الانتممممماب  لعممممزلار مضممممادار حيويممممة،
% من الاكار لنةس الوسم  السمائل المماص 2.7 بإضافةمستعمرات ا وعزل ا بمزار  نقية لدراسة مصائص ا وذلك 

 Patienceقمد يكمون صمعبا  ويحتماج صمبرا    Treponema ن الحصمول علم  مسمتعمرارابتنميمة همذ  الجمرا يم، و 
(Starr et al.,1981 )  

بسممبب  الأسممنانحممول  ممما لأنسممجةالممرضممار الحقيقيممة  أهمممالةممم احممد  Treponemaوبسممبب كممون جممرا يم 
مرضمار عمن  ريممت مانتشمار هممذ  ال أوفقممدان السمن  إلم والمذع قممد يمؤدع  الأنسمجةالمحلمل ل ممذ   الأنزيمم نشما  ا 

والتنميمة فقمد  الإرضالاكون ا لاهوائية صعبة  الجرا يمف  الجسم وبسبب قلة التركيز عل  هذ   أمر  ضالالأعالدم 
الزرعيممة  والأوسمما الناقلممة  الأوسمما بعممض  إيجمماددراسممة محليممة تبحممث فمم   أوللان تكممون عنيممر الدراسممة الحاليممة 

  للإنسانة ف  نقل وتنمية هذ  الجرا يم الم مة  بيا ولاالكة
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 وطرائق العملالمواد 
  Samples     العينات

لمرض  المصابين بالت اب ما حول الأسنان من جيوب ما حول الأسنان من ا العينار جمعر
Periodontitis   المراجعين إل  المستشة  التعليم  لكلية  ب الأسنان ف  جامعة الموصل والمركز التمصص

 والمتضمنة : (Kasuga et al., 2000) رة ف الساحل الأيمن بإتبا  الم وار المذكو  / ل ب الأسنان
  عزل من قة الجيب باستمدام الق نCotton roll   

 إزالة الصةيحة الجر ومية فوت الل ة Supragingival plaque  باستمدام الق نCotton pellet   

  قياس عمت الجيبPocket depth (PD)  باستمدام المسبارPeriodontal probe    

 مممماص إدممممال الممممي  الPaper point   لمممدامل الجيمممب إلممم  قاعدتممم  وتركممم  لممممدة دقيقمممة واحمممدة  مممم رفعممم   
أحكمم غلمت  ممن الوسم  الناقمل باسمتمدام ملقم  معقمم  3سمم 2.0ووضع  ف  أنبوبة الامتبمار الحاويمة علم  

  الأنابيب ونقلر إل  الممتبر لإجرالا ألامتبارار البكتريولوجية

 

  Transport media          الوسط الناقل 
 تم استمدام احد المحاليل التالية كسائل ناقل للعينار :       

  : Tris-HCl— EDTA (T-E) Fluidالمحلول   .1
 DTA (Ethylenملمم  مممول مممن2بتركيممز  (Desvarieux et al., 2005)حضممر كممما أشممار إليمم  

diamine tetra acetic acid)         مل  مول من 22و Tris-HCl / لتر 
 :  Normal salineلول الفسلجي المح.2

   (Willis et al. ,1999)أستمدم المحلول الةسلج  لنقل العينار كما أشار إلي  
 :Reduced transport media الوسط الناقل المختزل.3
  غممرامBrain heart infusion ، 2.0 غممرام37 ( :Umeda et al., 1990) حضممر كممما ذكممر فمم  

Sodium thioglycolate        ، 2لتر Distilled water    
 20م لمممدة 222ºوعقممم بالموصممدة بدرجممة  7.2بعممد تحضممير الوسمم  الناقممل عممدل الأس ال يممدروجين  إلمم  

 دقيقة  م وزعر ف  أنابيب الامتبار المعدة لجمت العينار  
  Culture media            الأوساط الزرعية 

 أوساط العزل الأولي:
 تضمنر : Treponema  الغذائية لأغراض العزل الأول  لجرا يم حضرر ممسة أنوا  من الأوسا
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 :المحور New oral spirochetes (NOS)وسط    .1

 Brain heartغممرام 22.0مممن المكونممار ا:تيممة: (Uitto et al., 1995)حضممر حسممب ممما ذكممر  

infusion، 22.2غمرام Trypticase، 2.0 غمرام Yeast extract ،2.0 غمرام Sodium thioglycolate ، 
 Ascorbic  غرام Glucose ،2.226  غرام L-Aspartate ،  2.2   غرام L-Cysteine ، 2.20غرام 2.2

acid، 2.2  غرام  Sodium bicarbonate،2 لتر   Distilled water   
 

 :المحور  Supplumented pleupneumolike organism (PPLO)وسط   .2
 ،Beef extrac غمرام 02.2 ممن المكونمار ا:تيمة: (Difco manual,1998) حضمر حسمب مما جمالا فم      
 Sodium غمرام Sodium thioglycolate، 2.2  غمرام NaC l ، 2.0  غمرامPepton ، 0.2  غمرام22.2

bicarbonate،2.22 غرام Crystal violet، 2 لتر Distilled water   بعد تحضير الوسم  زود بالمكونمار
 ،Glucose غممرام2.2 :(Starr et al.,1981) كممما وصممة  Treponemaيم ا:تيممة لجعلمم  مممدعما  لنمممو جممرا 

     Ascorbic acid غرام Nicotinamide ، 2.226 غرام L-Cysteine، 2.9  غرام2.2
 

  :Thioglycolate medium وسط  .3
 غممرام مممن الوسمم  فمم  لتممر مممالا مق ممر  32  المج ممزة بإذابممة MERAEK حضممر حسممب توصمميار شممركة      

 ،D+ Glucose   غرام Yeast extract، 0.0   غرام Pepton، 0.2 غرام 20.2   من:مهذا الوسويتكون 
 غممرام Sodium thioglycolate، 2.222 غممرام  NaCl ، 2.0 غممرام L+ Cysteine ،2.0  غممرام  2.0

Resazurin sodium، 2.70 غرام   Agar-agar    

 :المحور  Pepton- yeast extract- glucose (PYG)وسط  .4
  ،Pepton غممرام22.2  : (Lennett et al.,1985)وحضممر مممن المكونممار ا:تيممة حسممب ممما جممالا فمم       
 Sodium غممرام Glucose ،  2.0غممرامL-Cysteine  ،  22.2غممرام Yeast extract، 2.0  غممرام2.2

thioglycolate،  2.2 غممممرام  Sodium bicarbonat،  92.2 3سممممم 
Salts solution، 462 3سمممممم  

Distelled water   
 غرامMgSO4، 2.2  غرام CaCl2،  2.2  غرام 2.2 :كا:ت  Salts solution حضر محلول الأملاح

K2HPO4، 2.2غمرامKH2PO  ، ممزج CaCl2 و MgSO4   فمممالا مق مر وبعمد إذابت ما أضيم 3سمم 322 فم 
مممالا مق ممر   3سممم222  ، أضمميفلإذابت مماتحريممك المسممتمر مممالا مق ممر  ممم أضمميف بمماق  الأممملاح مممت ال 3سممم 022

 وحةظ المحلول ف  ال لاجة 
  Trypton- yeast extract- glucose- volatile fatty acid- serum (TYGVS)وسـط . 5

medium     المحور: 
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 Trypton ، 0.2 غمرام32.2 : ممن المكونمار ا:تيمة (Starr et al.,1981) حضمر بالاعتمماد علم  مما جمالا فم 
 L-Cysteine ، 2.0 غمرام NaCL  ، 2.70 غمرام Glucose، 2.0 غمرام Yeast extract، 0.2 غمرام
    Distilled water  لتر Sodium bicarbonate ،2غرام Sodium thioglycolate، 2.2  غرام

 TTP (Wyss, 1992)بممديلا عممن Ascorbic acidالممم  بإضممافة PPLOو NOS تممم تحمموير وسمم  
  Sodium thioglycolate  م ممن ممادةغممرا 2.0 بإضمافة   PPLO, PYG, TYGVS   تحموير الأوسما و 

ضافممة   مممن ممن الوسمالأوكسجي لامتممزال  Hardy) غمرام/ لتمر 2.2  بنسمبة Sodium bicarbonate    ممادة وا 

and Munro,1966)  
 :Treponema الأوساط الزرعية الخاصة بتنمية جراثيم 

 ورد ف حضر نوعان من الأوسا  الصلبة لملاحظة مستعمرار الجر ومة حسب ما 

(Starr et al.,1981) : 
 : Thioglycolate-BHI agarوسط  .1

 Thioglycolate medium  (3 Parts) ،  (1 Part) Brian حضمر ممن مكوناتم  بالنسمب ا:تيمة:

heart infusion، Agar-agar(0.7)% 
 : TYGVS agarوسط  .2

 %  2.7وأضيف إلي  الأكار بنسبة  TYGVS brothحضر الوس      
 Isobutyric acidذابممة مكونممار جميممت الأوسمما  الزرعيممة المممذكورة أضمميف إلي مما الحممامض الممدهن  بعممد إ

بعممد التعقمميم أضمميف المصممل إلمم  الأوسمما  الزرعيممة بنسممبة و  7.2 ممم عممدل الأس ال يممدروجين  إلمم   %2.2 بنسممبة
2 %(Uitto et al., 1995)  كمما أضميف المضماد الحيموعRifampcin  لكمل  3مسم 222ملغمم /  0.2بتركيمز 

  (Leshine and Canale-Parola, 1980)الوس  
 وه : Treponemaاستمدم أحد أنوا  المصول ا:تية لأجل دعم نمو جرا يم تحضير المصل :

 : Rabbit serumمصل الأرنب   .1
ممن دم  3سمم 22وتم الحصول علي  بسحب  (Izard et al., 2004)أستمدم مصل الأرنب كما أشار إلي       
 القلبية بعد تعقيم المن قة بالكحول ووضع  ف  أنابيب امتبار معقمة مالية من المواد المانعة للتم ر   العضلة

 : Fetal calf serum (FCS)مصل العجول   .2
ممن  3سمم 22وتمم الحصمول عليم  بسمحب  (Wyss et al., 2004)أستمدم مصمل العجمول كمما أشمار إليم       

  من قة العنت بعد تعقيم المن قة بالكحول ووضت ف  أنابيب امتبار معقمة ف Jugular veinدم الوريد الودج  
 مالية من المواد المانعة للتم ر  

 :Fetal bovin serum (FBS)مصل الأبقار  .3
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 تم الحصول علي  بنةس ال ريقة المتبعة مت مصل العجول واستمدم لدعم نمو الجر ومة      
دقمائت وسممن  22دقيقمة لممدة  دورة/ 3000ال مرد المركمزع بسمرعة فصل المصل عن الم رة المتكونة بج از  

 2.2وعقممممم باسممممتمدام مرشممممحار بق ممممر لت بممممي  فعاليممممة المممممتمم دقيقممممة  32م لمممممدة º 06فمممم  حمممممام مممممائ  بدرجممممة 
  (Starr et al., 1981)مايكروميتر وأضيف إل  الوس  

 
  :الزرع على أوساط العزل الأولي السائلة

من السائل الناقل الملقح بالعينة ف  أنابيب كل  3سم 2.2   أوسا  العزل الأول  بتلقيحزرعر العينار عل      
ووضعر جميت الأنابيب   Thioglycolateووس   NOS, PPLO, PYG, TYGVS من الأوسا  الزرعية

( Resazurin) مت أنبوب يحتوع عل  كاشف  Oxiodمج ز من شركة  Anaerobic jarف  جار لاهوائ 
Anaerobic indicator وردع إل  عديم اللون ف  يتحول من اللون ال إذمن الظروف اللاهوائية  للتأكد

% 22 م أضيف إلي   Vaccumeتم تةريغ الجار من ال والا باستمدام ج از تةريغ ال والا ، لاهوائيةالظروف ال
بكل نو  من ماصة من القنان  ال (N2)% من غاز النيتروجين 02و (CO2)من غاز  ان  أوكسيد الكربون 

 أيام مت امتبار ظ ور النمو كل يوم   0م لمدة 37º( وحضن الجار عند درجة 2الغازين)الصورة
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 :Treponemaالزرع على الأوساط الصلبة الخاصة بتنمية جراثيم 
مسمتعمرار  بعد ظ ور النمو ف  أوسا  العزل الأول  السائلة تم الزر  ف  الأوسا  الصلبة للحصول عل         

 منةردة من الجر ومة ودراسة أشكال ا 
 

 :الاختبارات المظهرية 

 الجار اللاهوائي

 N2قنينة غاز 

 جهاز تفريغ الهواء

 CO2قنينة غاز 

 هوائ  المستمدمة ف  الدراسة الحالية : مت لبار التحضين اللا2الصورة 
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حضرر مسحار جافة من المسمتعمرار وصمبغر بصمبغة كمرام وكمرام المحمورة كمما حضمرر مسمحار جافمة 
 حسممممممممممب ال ريقممممممممممة التمممممممممم  وصممممممممممة ا  Spirochetes انيممممممممممة وصممممممممممبغر بصممممممممممبغة فونتانمممممممممما الماصممممممممممة بجممممممممممرا يم 

(Collee et al.,1996) شمكال الحلزونيمة المميمزة للجر وممة وفحصمر بمالمج ر الضموئ  تحمر قموة لمشماهدة الأ
 وصورر فوتوغرافيا  بكاميرا رقمية   1000Xتكبير 

 
 النتائج والمناقشة

  :الأوليالعزل  أوساطالنمو على 
لنقل   Reduced BHI brothو Normal salineو  T-Eالناقلة  الأوسا ف  الدراسة الحالية استمدمر     
 الأوسا للممتبر وزرع ا عل   إيصال االنقل لحين  أ نالاحيوية العزلار  إدامةكةالاة ف   أبدرر وجميع ا العينا

 الزرعية بعد تلقيح ا بعينة الوس  الناقل  الأوسا الغذائية بدلالة ظ ور النمو ف  
ية اللازمة تمكنر جميع ا من توفير الاحتياجار التغذو  الأول غذائية للعزل  أوسا كما استمدمر ممسة 

ظ ر في ا النمو بحدوث تعكر بعد يومين من  إذ In vitro الةم مارج الجسم الح  Treponema لنمو جرا يم
ر لتصبح بشكل راسب كما ( والت  ازداد2) التحضين اللاهوائ  مت قليل من الترسبار الدقيقة كما ف  الصورة

أيام من التحضين والموضح ف   0-9 بعد الزر  أنبوبل  مظ ر ا لاقة الحرير عند رج  (3) ف  الصورة
 (   9) الصورة
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 TYGVSوس   PYGوس   NOSوس  

  بشكل عكارة الأول العزل  أوسا عل  Treponema: نمو جرا يم 2الصورة 
 (-: ) اليسار   اليمين: )+( 
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الةم اللاهوائية ف   Treponemaنمو جرا يم  أنإل   (Socransky et al., 1969) الباح ون أشار
من الملايا ف   أشكال ةبعأر  (Wolf et al., 1993) السائلة يتوز  بشكل متساوٍ فيما ميز الباح ون الأوسا 

ه  الشكل الحلزون  ال بيع  والذع يوجد بشكل رئيس ف  راشح المزرعة وشكل  Treponemaمزرعة جرا يم 
 Club-like structureوشكل الملتويار الملتةة بشكل يشب  ال راوة  Plaits بالضةيرة أشب الملتويار الملتةة 

ل لاث توجد بشكل رئيس ف  راسب المزرعة ويمكن ملاحظة جميت ا الأشكالممتلةة وهذ   بأحجامكروية  وأجسام
كون ا ملايا حية وافترض الباح ون ان التغايرار  إل يوم من التحضين مما يشير  3-2بعد  الأشكالهذ  

التحمل وان تكوين الكرويار يمتزل المساحة الس حية وبذلك يوفر  إستراتيجيار إل تعود  أنالمظ رية يمكن 
 Wyss et)هذا الشكل من النمو الباح ون  أكدكما  المواد السامة  أوالمضادة  الأجسامدف لةعل اقل مساحة ه

A            B                 C 

  بشكل راسب Treponema: نمو جرا يم 3الصورة 
A  وس :TYGVS  ؛B  وس :PYG   ؛C  وس :NOS 

  
 

 السي رة السالبة

  NOS: مظ ر ا لاقة الحرير عل  وس  9الصورة    
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al., 1996)  راسب من الملايا بملاحظت م تكونCell Pellets   السائلة مت  الأوسا نتيجة النمو الك يف ف
 ف  المزرعة  End granulesوجود حبيبار 

عل  مصدر بروتين  ومصدر  الأول المستمدمة للعزل   الأوساف  الدراسة الحالية احتور جميت 
و  BHI لب والمخنقيت الق عل  NOS يحتوع وس  إذللنمو  أساسيةكربوهيدرات  بوصة ا مغذيار 

Trypticase ومستملص المميرة Yeast extract  مصادر بروتينية و يحتوع وس بوصة ا PPLO   عل
ومستملص المميرة  الببتون عل  PYGو Thioglycolate اكما احتو  وس  والببتون، Beef extractمادة

فان  يزود بالبروتين من التربتون و مستملص المميرة، كما  TYGVS وس  أمامصادر بروتينية بوصة ا 
 مصدر كربوهيدرات  فضلا  عن تزويدها بالمصل والحامض الدهن بوصة ا زودر جميت الاوسا  بالكلوكوز 

Isobutyric acid   بالحامض  الأوسا الدهنية  ويلة السلسلة والمت ايرة ودعمر كافة  ماضللأحمصدرا
وكلاهما  Sodium thioglycolateوبالمادة الممتزلة  H2S لإنتاج أساسكمادة  L- cysteineالامين  

اللاهوائية  Treponema من الوس  ليصبح ممتزلا  يسمح بنمو جرا يم الأوكسجين إزالةن ف  ان م مامركب
 الأوكسجينللتحضين ف  ظروف بيئية لاهوائية عديمة  Anaerobic jar ستمدام الجار اللاهوائ فضلا  عن ا
 لك بوضت الكاشفذلضمان استمرار النمو ف  ظروف ممتزلة م الية وتم التأكد من  N2و CO2 ومزودة بم

Resazurine ( 0) كما موضح ف  الصورة 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

المدعم   PPLOاستمدام وس  إمكانيةإل   (2469) ,(2464)وآمرون  Socransky ونالباح  أشار
بمادة  أوالمعتمدة عل  المصل بعد تزويد الوس  الزرع  ب   أوالةم غير المعتمدة  Treponema لتنمية أنوا 

Ascitic fluid وتحضين ا ف  ظروف لاهوائية م ل ، كما استمدم الباح ون (Umemoto et al.,1988) 

 : تحول لون الكاشف اللاهوائ  من اللون الوردع ال  عديم اللون تحر الظروف اللاهوائية 0الصورة 
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 أيام 9 الةم ف  حجرة لاهوائية لمدة Treponema لتنمية جرا يم الأرنبمن مصل % 0مزود بم  PPLO وس 
  م    37بدرجة 

و  Thioglycolate brothالةم اللاهوائية عل  وس    Treponemaتنمية سلالار  الباح ون است ا 
TYGVS  (  2447ون )استمدم الباح مزود بالمصل اذet al.,  Umemoto  وس TYGVS  ع للزر  ال انو

بدون كلوكوز ف  إجرالا الامتبارار الكيموحيوية للسلالار  Thioglycolate medium المتتال  و وس 
لتنمية سلالار جرا يم  TYGVSفقد استمدموا وس   (Lux et al., 2002) أما الباح ون المعزولة 

Treponema 2226ين )كما استمدم من قبل الباح  ف  ظروف لاهوائية et al., (Miyamoto تنمية ل
  أيام 9ف  ظروف لاهوائية لمدة  عزلار الجر ومة

استمدم  إذالةم  Treponema فقد استمدم من قبل عدة باح ين لتنمية أنوا  ممتلةة من NOS وس  أما
 لأجل% اكاروز 0.5و الأرنبمن مصل  %22 بعد تزويد  بم (2444et al.,  Limberger) ينمن قبل الباح 

دامةلتنمية ( Edwards et al., 2003) لجرا يم كما استمدم  الباح ونالحصول عل  مستعمرار هذ  ا  وا 
 % كليسيرول 20 بمعزلار الجر ومة بعد تزويد   

ف و  Treponemaلنمو جرا يم  الأساسيةفان  يحتوع عل  المت لبار التغذوية  PYGبالنسبة لوس   أما
إل  أن أغلب   Johnson  (1976) , الباحث أشار إذ والكربوهيدارتية اللازمة لنموها يوفر المت لبار البروتينية

  معندما يحتوع الوس  القياسIn vitro     تنمو بشكل جيد مارج الجسم الح   Treponema سلالار

Base medium يوم ف  حين ان   20–29 بتون ومستملص المميرة ويظ ر النمو عندئذ ملالبعل  ال
 سيظ ر النمو بعد يومين من التحضين مصدر كربوهيدرات  م ل الكلوكوز ف بإضافة

ومصمل العجمول  الأرنبالمصول المستمدمة )مصل  أنوا % وجميت 2المصل بنسبة  أضيفوف  دراستنا 
لعمممممزل جمممممرا يم  الأساسممممميةة فممممم  دعمممممم النممممممو  يعمممممد المصمممممل ممممممن ممممممدعمار النممممممو ولا( كانمممممر كةمممممالأبقمممممارومصمممممل 

Treponema  الدهنيممة  ويلممة السلسمملة اللازمممة  الأحممماضفير المعتمممدة علمم  المصممل بوصممة  مصممدرا  م ممما  لتممو
ون مإلم  الوسم  الزرعم  يكم Ascitic fluid أوالسموائل البايولوجيمة المما لمة كالمدم  أوالمصل  إضافةلنموها، وان 

  انمالإنسن ممة ممزولمة المعممماللاهوائي Treponema ممممد زر  جرا يما  عنمضروري
(Hardy and Munro, 1966 ولوحظ )الإنسانلمصل سوالا  من ا أن Human serum أو من الحصان 

Horse serum أو الأبقارFetal bovin serum (FBS) أو ( من العجولFCS )Fetal calf serum أو 
  ( Wyss,1992 ; Izard et al., 2004يكون مشجعا  للنمو ) أرنبصل م

الم مة ف  امتزال  Sodium thioglycolyateالزرعية عل  مادة  الأوسا ف  دراستنا احتور كافة 
الوس  وجعل  ملائما  لنمو هذ  الجرا يم اللاهوائية فضلا  عن الحامض الج د الامتزال  الوس  الزرع  بمةض 

الدهنية ال يارة، وقد استدل مسبقا  عل  أهمية توفر هاتين  للأحماضبوصة  مصدرا   Isobutyric acidالدهن  
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وامرين عام  Socranskyاللاهوائية من نتائج دراسة الباحث  Treponemaالمادتين ف  اوسا  تنمية جرا يم 
 أمر زرعية ممتلةة بوجود جرا يم فم  أوسا الةم عل  النمو ف   Treponema اذ لاحظ الباح ون قدرة 2469

ع  بوجود راشح مزرعة الجرا يم الداعمة لتزويدها الوس  الزر  أوداعمة للنمو  ملاهوائية امتيارية بوصة ا جرا ي
-) للوس  ليقارب القيمة الم ل  Ehوتقليل الج د الامتزال   Treponemaلنمو و تكا ر أنوا   أساسيةبعناصر 
190mv)  راشح ا فقد توصلوا  أوعوامل نمو بديلة عن الكائنار الداعمة  إيجادلنموها  كما تمكن الباح ون من

وراشح مزرعة  Isobutyric acidبالحامض الدهن   Fusiform استبدال راشح مزرعة إمكانيةإل  
Diphtheria  بمادةPutrescin،   نمو لسلالار  أعل الحصول عل   إمكانيةكما وأشار الباح ون إل

Treponema  بإضافة المعزولةSodium thioglycolate   (0.002 3ملغم/سم) أو Putrescin 

dihydrochloride 0.25) 3ملغم/سم ) 
مكونمار الوسم  الزرعم  هم  العواممل الممتزلمة لضممان الج مد الامتزالم  القليمل  أهماحد  أنون وبين الباح 

إلم  حةمظ الوسم  الزرعم   آممرونبماح ون  أشمارفم  حمين  ،Dithiothreitol ممادة إضافةف  ظروف النمو م ل 
ضمافة الأوكسمجينفم  ظمروف لاهوائيمة يسمتمر في ما سمحب  Treponemaالمستمدم لتنميمة جمرا يم  النيتمروجين  وا 

   (Brooks et al., 2007; Yoshid et al., 2004) الوس  Ehل زر  الجر ومة لضمان مةض قب
هممو  Treponemaحممامض دهنم  يسمتمدم لتعزيممز نممو جمرا يم  أفضمل أنوتوصملر الدراسمار السممابقة إلم  

Isobutyric Acid فقد قام الباح ان  Hardy وMunro  (2466)   الدهنية الأحماضبامتبار قدرة أنوا  من 
فمم  دعممم النمممو  أكةأهمما وأملاحمم  Isobutyic acid   أنعلمم  دعممم نمممو هممذ  الجممرا يم و بممر  وأملاح مماال يممارة 
ضاف % ممن المصمل 22انم  يكمافت تمأ ير  إذتمتزل حاجمة همذ  الجمرا يم للمصمل  أنإل  الوس  الزرع  يمكن  ت وا 

لسلسمملة والالدي ايممدار الم مممة فمم  البنممالا الدهنيممة ال ويلممة ا للأحممماضيممزود ال ياكممل البنائيممة  لأنمم فمم  الوسمم  ذلممك 
الةممم  Treponema اعتممماد عممزلار (Wyss,1992)لممك لاحممظ الباحممث فضمملا  عممن ذالحيمموع للمليممة الجر وميممة  

  إجباريةعل  الحامض الدهن  المذكور وبصورة 
، NOS الزرعية الأوسا / لتر إل  غرام 2 نسبةب Sodium bicarbonate مادة أضةناف  دراستنا 

PPLO ،PYG ،TYGVS  لتسريت معدل نمو جرا يمTreponema ن مادة و وصف الباح  إذ
Bicarbonate وامل النمو الت  تزودها عوالت  يمكن ان تكون بديلا  عن  الأساسيةأحد عوامل النمو  أن ا
لوس  عند تزويد ا  لاحظ الباح ون انكما الةم،  Treponema المتعايشة مت Diphtheriods الكائنار الداعمة

 أنيصبح  ويلا  ف  حين  Lag Phase فق  فان  ور الت بت Isobutyric acid بالحامض الدهن 
تساعد ف  تقليل  ور الت بت وزيادة سرعة النمو كون ا تعادل التأ ير الت بي    Sodium bicarbonateإضافة

لا  عن كون ا مصدرا  للم الوس  فض  الدهنية  ويلة السلسلة المضافة ال والأحماضلبعض المواد ف  المصل 
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CO2  السلسلة الدهنية  ويلة الأحماضالذع يست لك ف  ك ير من تةاعلار البنالا الحيوع ومن ا مسار بنالا 
(Hardy and Munro, 1966 ; Chan et al.,1993)  

مما عزز  L-cysteine الزرعية المستمدمة ف  دراستنا عل  الحامض الامين  الأوسا احتور كافة  
وان   Protease لأنزيمارمحةز  بأن  Cysteine اللاهوائية ويعرف Treponema عل  تنمية جرا يم قدرت ا

 تحمل وستراتيجيار الضراوة الت  تبدي ا الجر ومةيزيد من يشارك مت الحديد ف  ضراوة الجر ومة وكلاهما 
(Chu et al., 2002)   

 أيام أربعةتست يت النمو ملال  Treponema جرا يم أنال   (Lai and Chu, 2008) وتوصل الباح ان
، وسجل الباح ان اقل H2S لإنتاج أساسبوصة ا مادة  Glutathioneأو  L-Cysteineمعتمدة عل  وجود 
 والذع يعد عاملا  ممتزلا  قويا  بتةاعل  مع  منتجا   H2Sمت التركيز العال  للم  0 - 0.6% مستو  للاوكسجين

H2O وSulfate البيئة لاهوائية  إبقالاودورها ف   الجر ومة عل  توليد ظروف قليلة الت وية يشير إل  قدرة مما
اكبر مما  Cysteine الأساس ةالمنتجة عند استمدام الماد H2S ف  المنا ت المصابة لحول الأسنان وان كمية

   أمر  أساسف  حالة استمدام مواد 
 أنإل   (Wyss,1992)أشار حيث  TPPبديلا  عن Ascorbic acid ادةم أضةناولتشجيت النمو فقد 

 الةم   Treponema لتر تزيد من نمو بعض أنوا  جرا يم ملغرام/ 2لحد Ascorbic acidالتراكيز العالية للم 
 Rifampcinالمضاد الحيوع  أضةناالةم فقد  Treponema الحصول عل  وس  انتماب  لجرا يم لأجل

عزل  ريقة ناجحة وفعالة للحصول عل  ال أوسا اد ف  استمدام المض يعداذ  3سم222مل  غرام/ 0.2بنسبة
استمدام  أنفضلا  عن  عزلار نقية ل ذ  الجرا يم من الإصابار الممتل ة م ل إصابار ما حول الأسنان،

الةم يساعد ف  تم   بعض العقبار الت  تواج   ريقة  Treponema المضادار للعزل الانتماب  لجرا يم
ر عل  س ح الاكار ف ذ  ال رائت التقليدية للعزل الانتماب  ة ريقة الح أوالمرشحار  العزل الانتماب  باستمدام

الأنوا  النحيةة بشكل كافٍ  أوف  الحركة وال جرة ملال الاكاروز  الأسر ستكون انتقائية فق  لأنوا  الملتويار 
  مستعمرار متميزة استمدام المضاد يس ل الحصول عل أنيمكن ا من امترات المرشحار الدقيقة ف  حين 

 ,Leschine and Canale-parolaوعزل مزار  نقية من ا مت تقليل احتمالية التلوث ) بب لاللأنوا  النامية 

1980 ) 
 DNA – dependent البلمرة لأنزيم β – Subunit مت الوحدة ال انوية Rifampcin يتةاعل المضاد

RNA Polymerase (Rpoβ)  المشةر من قبل الجينrpoβ gene  وان مقاومة جرا يم الملتويار ل  تنشأ ،
 أنزيمالامينية للموقت الةعال الذع يرتب  مع  المضاد مما يسبب قلة الةة  الأحماضعن حدوث تغيرار ف  تتابت 

Rpoβ ن عدد من الملوع للجر ومة ل ذا المضاد، وقد تمك غشالال  كما قد تنشأ المقاومة عن قلة نةاذية ال
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مقاومة لتراكيز نوعا  ما عالية من المضاد ولم تعزل سلالار من  Treponema لارالباح ين من عزل سلا
  (Stamm et al., 2001جرا يم الملتويار حساسة ل  )

 
 Treponemaالصلبة الخاصة بتنمية جراثيم  الأوساطالنمو على  

ن اللذين يحتويا Thioglycolate-BHI agarووس  TYGVS agarف  هذ  الدراسة استمدم وس  
% اكار للحصول عل  مستعمرار منةردة متميزة وعزل المستعمرار الممتلةة مظ ريا  عن 2.7عل 

 عل  وس  ملم 3≤رمادية ابعادها –بعض ا ظ رر اغلب المستعمرار بشكل مستعمرار دائرية بيضالا
TYGVS agar ذار حوافٍ  والأمر وقد ظ رر بعض المستعمرار ذار حوافٍ منتظمة  (6) كما ف  الصورة 

كما اظ ر بعض ا مستعمرار  (7) كما ف  الصورة Thioglycolate-BHI agar غير منتظمة عل  وس 
 كما بدر بعض المستعمرار ذار تحدب قليل كما مبين ف  الصورة (0) ك يةة بيضالا او صةرالا كما ف  الصورة

ل   وأجريرستعمرار ( والقليل من ا كان بشكل مستعمرار شةافة، وقد تم عزل كل نو  مظ رع من هذ  الم4)
  Treponema الةحوصار التشميصية لجرا يم

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A 
 

B 

 Thioglycolate-BHI Agar عل  وس  Treponema: مستعمرار جرا يم 7لصورة ا
A       رمادية منتشرة ذار حواف غير منتظمة –: مستعمرار بيضالا 

B                   رمادية ذار حواف منتظمة –: مستعمرار بيضالا 
 

  TYGVS Agarعل  وس   Treponema: مستعمرار جرا يم 6الصورة 
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 م  Treponemaلجرا يم  الأول للعزل  PPLOوس )  et al., Socransky (1964ون استمدم الباح 
اكار تمكن  % 2.2إلي  مضاف ال PPLO عن  ريت النقل المتتال  للمستعمرار الس حية النامية عل  وس 

تست يت النمو بشكل مستعمرار س حية  أن االةم ولاحظ  Treponema من عزل مستعمرار منةردة لكل نو  من
Surface colonies  س حية أو شب Subsurface colonies  أشارعند استمدام اقل تركيز من الاكار، كما 

(Starr et al., 1981)  التنمية  لأغراضيع   نموا  ك يةا   الأول العزل  سا أو إل  استمدام أع وس  من

 

A 
 

B 

 Thioglycolate –BHIذار تحدب قليل عل  وس   Treponema: مستعمرار جرا يم 4الصورة 

Agar 

 Thioglycolate-BHI Agarعل  وس    Treponema: مستعمرار جرا يم 0لصورة ا

A     ر صةرالا ، : مستعمراBرمادية ك يةة ذار حواف منتظمة-: مستعمرار بيضالا 
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اكار ل  يمكن الحصول عل  النمو الس ح  لمستعمرار هذ  الجرا يم   % 2.7و بإضافة والزر  المتتال  
لتنمية  أرنبمصل  %22 إضافةمت  PPLO عل  وس   , Nauman (1982)و Jacob  واعتمد الباح ان

 الاكار لتنمية مستعمرات ا  إضافةالجر ومة واستمدما نةس الوس  مت 
إل  امتلاف مستعمرار سلالار  Canale-Parola (2402) و Leschine الباح ان أشار

Treponema بأبعادملم وبعض ا  3 بالحجم والشكل فبعض ا ينمو عل  شكل مستعمرار صغيرة منتشرة 
 أشارفقد  (et al.,  Umemoto 2409)  الباحث أما  Transparent ل  مظ را  شةافا   ا:مروالبعض  ملم 0

مايكرومتر وذار حوافٍ غير منتظمة، وان  20 –0أبعادها مستعمرار السلالار المعزولة من الةم تكون  أنإل  
تنتج نةس النو   فإن اكبيرة وعند الزر  ال انوع من هذ  المستعمرار  أومستعمرار نةس السلالة قد تكون صغيرة 

لافتراض بأن الصةار المورفولوجية للمستعمرار تمتلف حت  بين سلالار النو  مما قاد إل  امن المستعمرار 
 نةس  

تم ي  العينة عل  الوس  الصلب يكون ضروريا  للحصول عل  مستعمرار مةردة متميزة لغرض الزر   إن
ير الواضح المستعمرار لذا يبق  من غ أشكالوتستغرت وقتا   ويلا  لامتلاف  ا  ال انوع وهذ  الم وة تحتاج ج د

 أنوا ام من عدة  واحدٍ ٍ  كانر المستعمرة المةردة الت  حضر  من ا الزر  ال انوع قد نشأر من نمو نو  إذافيما 
 لذلك من الصعب جدا تأكيد الحصول عل  مزار  نقية لعزلار الملتويار من الصةيحة الجر ومية للسن

(Wardle, 1997 ) 
 الاختبارات المظهرية 

جمرا يم سمالبة لصمبغة  بأن ماومية ف  المسمحار الم بتمة المصمبوغة بصمبغة كمرام المحمورة بدر الملايا الجر 
 أن ماكما  (22) ممتلةة بعض ا ملتو بشدة وبعض ا ضعيف الالتوالا كما موضح ف  الصورة بأ والكرام حلزونية 

انما الماصمة عنمد صمبغ ا بصمبغة فونت أوضمحضعيةة الاصم با  بصمبغة السمةرانين  بمدر الملايما حلزونيمة بشمكل 
مممت أرضممية صممةرالا باهتممة كممما  للأسممودظ ممرر الملايمما ملتويممة ذار لممون بنمم  غممامت مائممل  إذالملتويممار  بجممرا يم

 ( 22وهذا ما توضح  الصورة ) Breeding nestsظ رر بعض الملايا متجمعة مكونة ما يدع  عش التوالد 
 
 
 
 
 
 
 

 عش التوالد
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توجد بشكل سلاسل ملتوية  وأحيانا ا بالمج ر الضوئ  صفحكل أنوا  الملتويار متشاب ة مظ ريا  عند  إن

 Irregular coildالالتوالا غير منتظم أن أو Lossely wounds او ضعيةة الالتوالا Tightly coiledبقوة 
جرا يم  أن ف  حينو  جرا يم سالبة لصبغة كرام وتص بغ بمستو  ضعيف بالصبغة المضادة السةرانين  وه  

)تبدو سالبة  تص بغ ب رائت التصبيغ الاعتيادية ومن ا صبغة كرام أنيمكن  Borrelia م لالملتويار الكبيرة 
 فإن ا Leptospiraو Treponema الملتويار الصغيرة م ل أن إلازا صبغة كيم صبغة لشمان، لصبغة كرام(،

ر الر بة غير ف  التحضيرا أفضلرقيقة جدا ولا يمكن مشاهدت ا ب رائت التصبيغ الاعتيادية وتشاهد بحال 
المصبوغة تحر مج ر الحقل المظلم اذ يلاحظ شكل ا وحركت ا، أما ف  التحضيرار الم بتة فيجب استمدام 

 Fontana بالةضة والت  تزيد سمك هذ  الجرا يم بعد ترسب الةضة علي ا كما ف   ريقت  الإشبا  ريقة 
 ;Collee et al., 1996) قا ت النسيجيةللم Levaditi و ريقة )للمسحار الم بتة عل  الشرائح الزجاجية(

Goering et al., 2008)  
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